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==[介导 ;7_̂基因转染对视网膜色素变性
大鼠视网膜的保护作用
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!!$摘要%!目的!探讨腺相关病毒&==['载体介导血红素加氧酶 8&;7_̂'基因过表达对视网膜色素变性
&6\'模型大鼠的保护作用(!方法!选取健康雄性 V7大鼠 $# 只"体质量 "## "̂F# S"采用完全随机分组设

计"将大鼠分为空白对照组)6\模型组)==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组"每组 "# 只( 6\模型组)==[GX<\

组和 ==[GgCG8GX<\组以剂量 F# &SENS的质量分数 8c碘酸钠溶液进行尾静脉注射"制备碘酸钠诱导大鼠
6\模型"再分别予以 #k>c氯化钠溶液)==[GX<\病毒)==[GgCG8GX<\病毒视网膜下腔注射,空白对照组大

鼠尾静脉仅注射等量 #k>c氯化钠溶液( 于造模后第 8_ 天摘出大鼠眼球( 采用苏木精 伊̀红染色法检测各

组大鼠视网膜结构及厚度,采用 WUZ%:法检测各组视网膜组织细胞凋亡情况,采用 P3,13;. T)I1法测定各组

大鼠视网膜组织中含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶GA&4',M',3A')d淋巴细胞瘤G"& T4)G"')gCG8 蛋白的表

达水平(!结果!苏木精 伊̀红染色结果显示"空白对照组大鼠视网膜结构正常"6\模型组和 ==[GX<\组大

鼠视网膜结构破坏明显"外核层呈波浪状改变"厚度变薄"==[GgCG8GX<\组大鼠视网膜结构轻度破坏"外核

层厚度轻度变薄( 与空白对照组比较"6\模型组和 ==[GX<\组大鼠视网膜外核层厚度明显变薄"差异均有

统计学意义&均 @r#k#F'( 6\模型组)==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组 gCG8 蛋白相对表达量分别为 #k9Dq

#k"8)#k9Dq#k8D)#k>"q#k#F"明显高于空白对照组的 #k_$q#k"F"差异均有统计学意义 &均 @r#k#F',==[G

gCG8GX<\组 gCG8 蛋白相对表达量高于 6\模型组和 ==[GX<\组"差异均有统计学意义&均 @r#k#F'( 各组

细胞凋亡率)T4)G" 和 4',M',3A 蛋白相对表达量总体比较"差异均有统计学意义 &%s8 F>DkAAA)8 #_Ak$#D)

AD_kAA8"均 @r#k#8',与 ==[GgCG8GX<\组比较"6\模型组和 ==[GX<\组细胞凋亡率和 4',M',3A 蛋白相对

表达量增加"T4)G"蛋白相对表达量减少"差异均有统计学意义&均 @r#k#F'(!结论!==[介导 ;7_̂基因过表

达对 6\模型大鼠的视网膜具有保护作用(!

$关键词%!血红素加氧酶G8, 视网膜色素变性, 腺相关病毒, 凋亡
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J3&3I*LS3.',3G8 &;7_̂' S3.3IK3;3*M;3,,(I. I. ;31(.(1(,M(S&3.1I,'&6\' &I+3),(. ;'1,2!B('*)1/!%(SJ1L

J3')1JL&')3V7;'1,Q3;3,3)3413+ '.+ ;'.+I&(j3+ (.1I1J3T)'.N 4I.1;I)S;I-M"6\&I+3)S;I-M"==[GX<\S;I-M

'.+ ==[GgCG8GX<\S;I-M"Q(1J "# ;'1,(. 3'4J S;I-M2WJ36\&I+3)Q',3,1'T)(,J3+ K('1'()K3(. (.0341(I. IO8c

,I+(-&(I+'13,I)-1(I. '11J3+I,3IOF# &SENS26'1,(. 1J36\&I+3)S;I-M"==[GX<\S;I-M '.+ ==[GgCG8GX<\

S;I-M Q3;3,-T;31(.'))L(.03413+ Q(1J .I;&'),')(.3" ==[GX<\ K(;-,'.+ ==[GgCG8GX<\ K(;-,'44I;+(.S1I
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IO4L,13(.L)',M';1'13,M34(O(4M;I13(.',3A &4',M',3A'"dG)L&MJI&'G" & T4)G"' '.+ gCG8 M;I13(. (. ;'1,;31(.'Q',

(+3.1(O(3+ TLP3,13;. T)I12WJ3-,3'.+ 4';3IO1J3'.(&'),4I&M)(3+ Q(1J 1J3V1'13&3.1IO1J3=,,I4('1(I. OI;

63,3';4J (. [(,(I. '.+ CMJ1J')&I)ISL&=6[C'2WJ3,1-+LM;I1I4I)Q','MM;IK3+ TL'. %1J(4,YI&&(1133IOWJ3

V34I.+ =OO()('13+ gI,M(1')IO<-0('. H3+(4')U.(K3;,(1L&ZI2"#"8$$'2!=(/+-'/!g3&'1I*L)(.G3I,(. ,1'(.(.S;3,-)1,

,JIQ3+ .I;&');31(.'),1;-41-;3(. 1J3T)'.N 4I.1;I)S;I-M"ITK(I-,;31(.'),1;-41-;3+'&'S3Q(1J 1J(..3+ '.+ Q'KL

I-13;.-4)3';)'L3;(. 1J36\&I+3)S;I-M '.+ ==[GX<\S;I-M"'.+ &()+ ;31(.'),1;-41-;3+'&'S3Q(1J ,)(SJ1)L

1J(..3+ I-13;.-4)3';)'L3;(. 1J3==[GgCG8GX<\S;I-M2YI&M';3+ Q(1J 1J3T)'.N 4I.1;I)S;I-M"1J3I-13;.-4)3';

)'L3;Q',,(S.(O(4'.1)L1J(..3;(. 1J36\&I+3)S;I-M '.+ ==[GX<\S;I-M & TI1J '1@r#k#F'263)'1(K33*M;3,,(I.

)3K3)IOgCG8 M;I13(. (. 1J36\&I+3)S;I-M"==[GX<\S;I-M"'.+ ==[GgCG8GX<\S;I-M Q',#k9Dq#k"8"#k9Dq

#k8D"#k>"q#k#F";3,M341(K3)L"QJ(4J Q3;3')),(S.(O(4'.1)LJ(SJ3;1J'. #k_$q#k"F (. 1J3T)'.N 4I.1;I)S;I-M &'))'1

@r#k#F'2WJ3;3)'1(K33*M;3,,(I. )3K3)IOgCG8 M;I13(. (. 1J3==[GgCG8GX<\S;I-M Q',,(S.(O(4'.1)LJ(SJ3;1J'.

1J'1(. 1J36\&I+3)S;I-M '.+ 1J3==[GX<\S;I-M & TI1J '1@r#k#F'2WJ3;3Q3;3,(S.(O(4'.1+(OO3;3.43,(.

'MIM1I,(,;'13"1J3;3)'1(K33*M;3,,(I. )3K3),IOT4)G" '.+ 4',M',3A M;I13(. '&I.S1J3OI-;S;I-M,&%s8 F>DkAAA"

8 #_Ak$#D"AD_kAA8, '))'1@r#k#8 '2WJ3'MIM1I,(,;'13'.+ 1J3;3)'1(K33*M;3,,(I. )3K3)IO4',M',3A Q3;3

,(S.(O(4'.1)LJ(SJ3;"'.+ 1J3;3)'1(K33*M;3,,(I. )3K3)IOT4)G" Q',)IQ3;(. 1J36\&I+3)S;I-M '.+ ==[GX<\S;I-M

1J'. 1JI,3(. 1J3==[GgCG8GX<\S;I-M &'))'1@r#k#F'2!N)%.-+/$)%/!==[G&3+('13+ IK3;3*M;3,,(I. IO;7_̂

S3.34'. M;I13411J3;31(.'IO6\;'1,2

"8(# 9),1/#7g3&3I*LS3.',3G8, 631(.(1(,M(S&3.1I,', =+3.IG',,I4('13+ K(;-,, =MIM1I,(,

:+%13,)&,"4# Z'1-;')V4(3.43<I-.+'1(I. IO<-0('. \;IK(.43& "#89]#8"9_ ', BI-.S'.+ H(++)3G'S3+

d'4NTI.3W')3.1,W;'(.(.S\;I0341IO<-0('. g3')1J VL,13& & "#8FG?lZG]YG"D ', e3L\;I0341IOV4(3.43'.+

W34J.I)ISL\)'. IOl-'.jJI- Y(1L&"#8D?#FA'
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!!视网膜色素变性&;31(.(1(,M(S&3.1I,'"6\'是指以
进行性光感受器细胞和视网膜色素上皮 & ;31(.')
M(S&3.13M(1J3)(-&"6\%'细胞功能丧失为共同表现的
遗传性视网膜变性疾病"其临床特点是 6\%细胞和感
光细胞的逐渐变性"导致夜盲和渐进性视力下降"眼底
异常表现包括骨细胞样色素沉着)血管变细和视盘蜡
样苍白

/ 80 ( 血红素加氧酶& J3&3I*LS3.',3"gC'是血
红素代谢的限速酶"目前已知 gC有 A 种同工酶"即
gCG8)gCG" 和 gCGA( gCG8 属于诱导酶"广泛存在于
哺乳动物多种组织细胞的微粒体中"在视网膜和晶状
体中可被多种方式诱导表达"gCG8 可将血红素分解为
胆绿素)一氧化碳&4';TI. I*(+3"YC'和游离铁"这些产
物参与 gCG8 的抗炎)抗氧化和抗凋亡作用( 研究表
明"gCG8 产生的 YC可以保护内皮细胞免受肿瘤坏死
因子 %介导的凋亡 / "0 ( 胆绿素及产物胆红素主要通
过调节 d淋巴细胞瘤G"&dG43)))L&MJI&'G""T4)G"'及
T4)G" 相关 @蛋白&T4)G" ',,I4('13+ @M;I13(."T'*'的水
平发挥抗凋亡作用( 在肺缺血 再̀灌注损伤中"细胞
凋亡与磷酸化 4G]-. 氨基末端激酶 & MJI,MJI;L)'13+
4G]-. ZG13;&(.')N(.',3"MG]Ze'和含半胱氨酸的天冬氨
酸蛋白水解酶GA&4L,13(.L)',M';1'13,M34(O(4M;I13(.',3A"
4',M',3A'有关"说明胆绿素是通过抗]Ze通路和抗凋
亡作用来减轻肺缺血 再̀灌注损伤

/ A0 ( 既往研究表

明"钴原卟啉可以诱导肺组织 gCG8 的高表达"高表达
的 gCG8 具有抗凋亡作用 / _0 ( 本课题组前期体外实验
已证实 ;7_̂基因转染 6\%细胞可使 gCG8 蛋白高效
表达"显著减少 g"C" 所致的凋亡"发现 ;7_̂基因过
表达对 6\%细胞的凋亡具有保护作用( 本研究拟探
讨 ;7_̂基因过表达对 6\大鼠的保护作用"为进一步
的 6\治疗提供实验依据(

;7材料与方法

;2;!材料
;2;2;!实验动物!选取健康雄性 V7大鼠 $# 只"体
质量 "## "̂F# S"购自上海斯莱克实验动物有限责任
公司/许可证号#VY@e&沪' "#89G###F0( 实验动物的
使用和喂养遵循美国视觉与眼科学研究协会制定的

=6[C声明( 本研究经福建医科大学附属第二医院伦
理委员会批准&批文号#"#"8$$'(
;2;2? ! 主要材料及试剂 ! 腺相关病毒 & '+3.IG
',,I4('13+ K(;-,"==['&上海汉恒生物科技有限公司',
戊巴比妥钠&上海麦克林生化科技有限公司',==[纯
化试剂盒&美国 d(I&(S'公司',WUZ%:凋亡检测试剂
盒)65\=总蛋白提取试剂盒&大连美仑生物技术有限
公司',dY=蛋白定量试剂盒&美国 WJ3;&I公司',兔
抗鼠 gCG8 单克隆抗体 &'T8$>_>8' &英国 =T4'&公

!_>D! 中华实验眼科杂志 "#"8 年 $ 月第 A> 卷第 $ 期!YJ(. ]%*M CMJ1J')&I)"=-S-,1"#"8"[I)2A>"ZI2$



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

司',兔抗鼠 4',M',3A 抗体&=<DA88')兔抗鼠 T4)G" 抗
体&=<D8A>')兔抗鼠 $G'41(. 抗体&=d##AFG8##')羊抗
兔 5SX抗体&=d#8#8' &美国 =OO(.(1L公司'( 倒置荧光
显微镜&日本 C)L&M-,公司',眼科手术显微镜&苏州六
六视觉科技公司',微量注射器&美国 g'&()1I. 公司'(
;2?!方法
;2?2;!==[载体构建 ;7_̂基因过表达!构建靶向
;7_̂基因的质粒"将构建好的 ==[载体和辅助质粒
进行大量抽提"质量浓度大于 8 #SE#))M"D# E"$# 为 8k9^
8k$ 用于病毒包装( 进行病毒纯化"采用实时荧光定
量 \Y6法进行滴度检测"得到原始数据后"制作标准
曲线"最后进行滴度测定(
;2?2?!6\模型大鼠的建立及分组!采用完全随机分
组设计"将 $# 只大鼠分为空白对照组)6\模型组)
==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组"每组 "# 只( 6\模
型组)==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组均尾静脉注射
质量分数 8c碘酸钠溶液 F# &SENS"制备碘酸钠诱导
大鼠 6\模型"再分别予以 #k" #)#k>c氯化钠溶液)
==[GX<\病毒)==[GgCG8GX<\病毒视网膜下腔注
射,空白对照组仅尾静脉注射等量 #k>c氯化钠溶液(
注射后第 8_ 天取材(
;2?2@!苏木精 伊̀红染色法检测各组大鼠视网膜结

构及厚度!各组分别选取 F 只大鼠"采用过量戊巴比
妥钠经腹腔内注射麻醉处死"摘出眼球后"将标记好的
眼球悬于质量分数 _c多聚甲醛固定液后"置于 _ f
冰箱"继续固定 "_ J( 常规脱水)透明)浸蜡包埋"切片
行苏木精 伊̀红染色"观察各组视网膜的外核层结构
及厚度(
;2?2C!荧光显微镜下观察 ==[GgCG8GX<\)==[GX<\
在大鼠视网膜组织中的绿色荧光信号!各组分别选取
F 只大鼠"将 ==[GgCG8GX<\)==[GX<\分别注射至碘
酸钠和氯化钠溶液注射的大鼠视网膜下"取视网膜组
织进行冰冻切片"在荧光显微镜下观察是否有绿色荧
光的表达(
;2?2D!WUZ%:法检测各组大鼠视网膜组织中细胞凋
亡情况!各组分别选取 9 只大鼠"取视网膜组织进行
石蜡包埋"F #&厚切片"根据 WUZ%:凋亡检测试剂盒
说明行大鼠视网膜组织凋亡细胞染色( 以细胞核呈绿
色为阳性染色"每张切片使用图像分析系统随机选取
D 个视野"计数呈现绿色荧光的凋亡细胞数"以 D 个视
野得出的平均值作为最终判定指标(
;2?2E!P3,13;. T)I1法检测 gCG8)4',M',3A 和 T4)G"
蛋白的表达!各组分别选取 A 只大鼠"取视网膜组织"
采用 65\=总蛋白提取试剂盒提取总蛋白"dY=法进

行蛋白定量"取等量蛋白上样( 经质量分数 8#c V7VG
\=X%凝胶电泳后电转至 \[7<膜( 室温下封闭 " J"
洗膜"加入 8 h8 ### 稀释的一抗"_ f冰箱孵育过夜,洗
膜后加入 8 h8# ### 稀释的二抗"室温下摇床孵育 8 J"
磷酸盐缓冲液洗涤"采用 %Y:化学发光法使条带显
色"凝胶成像系统采集分析( 采用 5&'S3]分析软件读
取图像中目的条带及 $G'41(. 条带的灰度值"以 $G'41(.
条带作为内参"将目的条带和 $G'41(. 条带灰度值的比
值作为目的蛋白相对表达量(
;2@!统计学方法

采用 V\VV "Ak# 统计学软件进行统计分析"计量
资料经 P检验证实呈正态分布"以 &3'.qV7表示"经
:3K3.3检验证实方差齐"各组间检测数据的总体比较
采用单因素方差分析"组间两两比较采用 :V7G4检验(
@r#k#F 为差异有统计学意义(

?7结果

?2;!;7_̂基因过表达 ==[载体测序及病毒滴度
测定

;7_̂基因过表达 ==[载体测序结果显示"与目
标序列一致"载体构建成功( 病毒滴度测定结果显示"
==[GgCG8GX<\滴度为 8k#v8#8"KSE&)"==[GX<\滴
度为 8k"v8#8"KSE&)(
?2?!各组大鼠视网膜结构及外核层厚度变化

苏木精 伊̀红染色结果显示"空白对照组大鼠视
网膜结构正常"各层细胞排列相对规则)整齐"密度较
均匀)一致,6\模型组和 ==[GX<\组大鼠视网膜结
构破坏明显"外核层呈波浪状改变"厚度变薄,==[G
gCG8GX<\组大鼠视网膜结构轻度破坏"外核层轻度
变薄&图 8'( 空白对照组)6\模型组)==[GX<\组和
==[GgCG8GX<\组大鼠视网膜外核层厚度分别为
&8Dk>$q#k8$')&DkF>q8kF9')&$k9_q_k8A'和&8"kD9q
#k"F'#&"总体比较差异有统计学意义&%s$k>"A"@r
#k#8'"其中 6\模型组和 ==[GX<\组大鼠视网膜外
核层厚度均较空白对照组明显变薄"差异均有统计学
意义&均 @r#k#F',==[GgCG8GX<\组大鼠视网膜外
核层较空白对照组稍变薄"差异无统计学意义 &@b
#k#F'(
?2@!==[转染后大鼠视网膜组织中绿色荧光表达
情况

==[GX<\和 ==[GgCG8GX<\在大鼠视网膜组织
中可观察到有绿色荧光表达&图 "'(
?2C!各组大鼠视网膜组织中 gCG8 蛋白表达比较

空白对照组gCG8蛋白表达条带较弱 "6\模型

!F>D!中华实验眼科杂志 "#"8 年 $ 月第 A> 卷第 $ 期!YJ(. ]%*M CMJ1J')&I)"=-S-,1"#"8"[I)2A>"ZI2$
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图 ;7各组大鼠视网膜常规组织病理学检查mg%v_##"标尺sF# #&'!=#空白对照组视网膜结构正常"细胞排列规则!d#6\模型组外核层呈
波浪状"厚度变薄!Y#==[GX<\组外核层变薄"呈波浪状!7#==[GgCG8GX<\组外核层稍变薄
:$&+,(;7W$/')3"'*)-)&$."-(H"4$%"'$)%)0,"',('$%"/$%(".*&,)+3mg%v_##"T';sF# #&'!=#WJ3;31(.'),1;-41-;3Q',.I;&')(. 1J3T)'.N
4I.1;I)S;I-M"'.+ 1J343))';;'.S3&3.1Q',;3S-)';!d#WJ3I-13;.-4)3';)'L3;Q',Q'KL'.+ 1J(..3+ (. 1J36\&I+3)S;I-M!Y#WJ3I-13;.-4)3';)'L3;Q',
Q'KL'.+ 1J(..3+ (. 1J3==[GX<\S;I-M!7#WJ3I-13;.-4)3';)'L3;Q',,)(SJ1)L1J(..3+ (. 1J3==[GgCG8GX<\S;I-M
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C D

A200μm

200μm 200μm

200μm

图 ?755V转染后各组大鼠视网膜组织中绿色荧光表达情况 mv
8##"标尺s"## #&'!=#==[GX<\组视网膜组织中可见绿色荧光
信号!d#==[GgCG8GX<\组视网膜组织中可见绿色荧光信号!
Y#==[GX<\转染至正常大鼠可见绿色荧光信号!7#==[GgCG8G
X<\转染至正常大鼠可见绿色荧光信号
:$&+,(?7 A,((%0-+),(/.(%.((H3,(//$)%$%,('$%"-'$//+()0,"'/
"0'(,55V',"%/0(.'$)%mv8##"T';s"## #&'!=#X;33. O)-I;3,43.43
,(S.')Q',IT,3;K3+ (. ;31(.')1(,,-3(. 1J3==[GX<\S;I-M!d#X;33.
O)-I;3,43.43,(S.')Q',IT,3;K3+ (. ;31(.')1(,,-3(. 1J3==[GgCG8GX<\
S;I-M ! Y# X;33. O)-I;3,43.43,(S.')Q',IT,3;K3+ (. .I;&');'1,
1;'.,O3413+ Q(1J ==[GX<\!7#X;33. O)-I;3,43.43,(S.')Q',IT,3;K3+ (.
.I;&');'1,1;'.,O3413+ Q(1J ==[GgCG8GX<\

组m==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组 gCG8 表达条带
增强"==[GgCG8GX<\组 gCG8 表达条带强于 6\模型
组和 ==[GX<\组( 空白对照组m6\模型组m==[G
X<\组和 ==[GgCG8GX<\组 gCG8 蛋白相对表达量分
别为 #k_$ q#k"Fm #k9D q#k"8m #k9D q#k8D 和 #k>" q
#k#F"总体比较差异有统计学意义 m%sA##k88D"@r
#k#8'"其中与空白对照组比较"==[GgCG8GX<\组m
==[GX<\组和 6\模型组 gCG8 蛋白相对表达量明显
增多"差异均有统计学意义m均 @r#k#F',==[GgCG8G
X<\组 gCG8 蛋白相对表达量高于 6\模型组和 ==[G
X<\组"差异均有统计学意义m均 @r#k#F',6\模型
组 gCG8 蛋白相对表达量与 ==[GX<\组比较差异无
统计学意义m@b#k#F'm图 A'(
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图 @7各组大鼠视网膜组织中 WLI; 蛋白表达情况比较!=#各组大
鼠视网膜组织中 gCG8 蛋白表达电泳图!d#各组大鼠视网膜组织中

gCG8 蛋白相对表达量比较!与空白对照组比较"'@r#k#F,与 6\模

型组比较"T@r#k#F,与 ==[GX<\组比较"4@r#k#Fm单因素方差分
析":V7G4检验"# sA'!8#空白对照组,"#6\模型组,A#==[GX<\
组,_#==[GgCG8GX<\组!gC#血红素加氧酶,$G'41(.#$G肌动蛋白
:$&+,(@7N)43",$/)%)0WLI; 3,)'($%(H3,(//$)%$%,('$%"-'$//+(
)0,"'/"4)%& 1$00(,(%'&,)+3/!=#%)341;IMJI;31IS;'&IOgCG8 M;I13(.
3*M;3,,(I. (. ;'1;31(.',(. 3'4J S;I-M ! d# YI&M';(,I. IO;3)'1(K3
3*M;3,,(I. )3K3),IOgCG8 M;I13(. (. ;'1;31(.','&I.S1J3OI-;S;I-M,

YI&M';3+ Q(1J 1J3T)'.N 4I.1;I)S;I-M"'@r#k#F,4I&M';3+ Q(1J 1J36\

&I+3)S;I-M"T@r#k#F,4I&M';3+ Q(1J 1J3==[GX<\S;I-M"4@r#k#F
mC.3GQ'L=ZC[=":V7G413,1" # sA' !8# T)'.N 4I.1;I)S;I-M, "#6\
&I+3)S;I-M,A#==[GX<\S;I-M,_#==[GgCG8GX<\S;I-M!gC#J3&3
I*LS3.',3

?2D!各组大鼠视网膜组织细胞凋亡情况比较
WUZ%:检测结果显示"空白对照组大鼠视网膜未

见明显凋亡细胞"其他各组大鼠视网膜凋亡细胞明显
增多m图 _',空白对照组m6\模型组m==[GX<\组和
==[GgCG8GX<\组细胞凋亡率分别为m#kAAq#k8A'cm
m__k_Dq#k9$'cmm_Ak>8q8k""'c和m$k""q8kA>'c"
总体比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 m %s8 F>DkAAA" @r
#k#8'"其中 6\模型组和 ==[GX<\组细胞凋亡率明
显高于 ==[GgCG8GX<\组"差异均有统计学意义 m均
@r#k#F'(
?2E!各组大鼠视网膜组织中 T4)G" 和 4',M',3A 蛋白
表达比较

空白对照组 T4)G" 蛋白表达条带较强"6\模型
组m==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组蛋白表达条带减
弱"==[GgCG8GX<\组 T4)G" 蛋白表达条带强于 6\模
型组和 ==[GX<\组( 空白对照组m6\模型组m==[G

aD>Da 中华实验眼科杂志 "#"8 年 $ 月第 A> 卷第 $ 期!YJ(. ]%*M CMJ1J')&I)"=-S-,1"#"8"[I)2A>"ZI2$
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图 C7各组大鼠视网膜细胞凋亡情况比较 mWUZ%:v8##"标尺 s
"## #&'!绿色荧光为凋亡细胞!=#空白对照组未见明显凋亡细
胞!d#6\模型组可见明显凋亡细胞!Y#==[GX<\组可见明显凋
亡细胞!7#==[GgCG8GX<\组可见少量凋亡细胞
:$&+,(C7N)43",$/)%)0,('$%"-.(--"3)3')/$/$%,"'/"4)%& '*(
0)+,&,)+3/m WUZ%: v8##" T';s"## #&' ! X;33. O)-I;3,43.43
(.+(4'13+ 'MIM1I1(443)),!=#=)&I,1.I'MIM1I1(443))Q',IT,3;K3+ (. 1J3
T)'.N 4I.1;I)S;I-M!d#=)';S3.-&T3;IO'MIM1I1(443)),Q3;3IT,3;K3+
(. 1J36\&I+3)S;I-M ! Y# = )';S3.-&T3;IO'MIM1I1(443)),Q3;3
IT,3;K3+ (. 1J3==[GX<\S;I-M!7#=O3Q'MIM1I1(443)),Q3;3IT,3;K3+
(. 1J3==[GgCG8GX<\S;I-M

X<\组和 ==[GgCG8GX<\组 T4)G" 蛋白相对表达量分
别为 8k8D q#kAF) #k"A q#k#$) #k8> q#k#9 和 #k9D q
#kA_"总体比较差异有统计学意义m%s8 #_Ak$#D"@r
#k#8'"其中与空白对照组比较"6\模型组)==[GX<\
组和 ==[GgCG8GX<\组 T4)G" 蛋白相对表达量明显减
少"差异均有统计学意义m均 @r#k#F',与 ==[GgCG8G
X<\组比较"6\模型组和 ==[GX<\组 T4)G" 蛋白相
对表达量明显减少"差异均有统计学意义 m均 @r
#k#F'( 空白对照组 4',M',3A 表达条带较弱"6\模型
组)==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组 4',M',3A 表达
条带增强"==[GgCG8GX<\组 4',M',3A 表达条带弱于
6\模型组和 ==[GX<\组( 空白对照组)6\模型组)
==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组 4',M',3A 蛋白相对
表达量分别为 #k8"q#k8#)#k_Aq#k8_)#k_Aq#k8$ 和
#k"$q#k#8" 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 m %s
AD_kAA8"@r#k#8'"其中与空白对照组比较"6\模型
组)==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组 4',M',3A 蛋白
相对表达量增加"差异均有统计学意义m均 @r#k#F',
与 ==[GgCG8GX<\组比较"6\模型组和 ==[GX<\组
4',M',3A 蛋白相对表达量增加"差异均有统计学意义
m均 @r#k#F',6\模型组 4',M',3A 蛋白相对表达量与

==[GX<\组比较"差异无统计学意义 m @b#k#F '
m图 F'(
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图 D7各组大鼠视网膜组织中 6.-I? 和 ."/3"/(@ 蛋白表达情况比
较7=#各组大鼠视网膜组织中 T4)G" 蛋白表达电泳图!d#各组大鼠
视网膜组织中 4',M',3A 蛋白表达电泳图!Y#各组大鼠视网膜组织
中 T4)G" 蛋白相对表达量比较!与空白对照组比较"'@r#k#F,与 6\
模型组比较"T@r#k#F,与==[GX<\组比较"4@r#k#Fm单因素方差分
析":V7G4检验"#sA'!7#各组大鼠视网膜组织中 4',M',3A 蛋白相
对表达量比较!与空白对照组比较"'@r#k#F,与 6\模型组比较"
T@r#k#F,与 ==[GX<\组比较"4@r#k#Fm单因素方差分析":V7G4检
验"#sA'!8#空白对照组,"#6\模型组,A#==[GX<\组,_#==[G
gCG8GX<\组!T4)#d淋巴细胞瘤,$G'41(.#$G肌动蛋白,4',M',3#含半
胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶

:$&+,(D7N)43",$/)%)0'*((H3,(//$)%-(2(-/)06.-I? "%1."/3"/(@
3,)'($% $% ,('$%"-'$//+( )0 ,"'/ "4)%& '*( 0)+, &,)+3/!
=#%)341;IMJI;31IS;'&IOT4)G" M;I13(. 3*M;3,,(I. (. ;'1;31(.',(. 1J3OI-;
S;I-M,! d#%)341;IMJI;31IS;'& IO4',M',3A M;I13(. 3*M;3,,(I. (. ;'1
;31(.',(. 1J3OI-;S;I-M,!Y#YI&M';(,I. IO;3)'1(K33*M;3,,(I. )3K3),IO
T4)G" M;I13(. (. ;'1;31(.','&I.S1J3OI-;S;I-M,!YI&M';3+ Q(1J 1J3
T)'.N 4I.1;I)S;I-M"'@r#k#F,4I&M';3+ Q(1J 1J36\&I+3)S;I-M"T@r
#k#F,4I&M';3+ Q(1J 1J3==[GX<\S;I-M"4@r#k#F mC.3GQ'L=ZC[="
:V7G413,1"#sA'!7#YI&M';(,I. IO;3)'1(K33*M;3,,(I. )3K3),IO4',M',3A
M;I13(. (. ;'1;31(.','&I.S1J3OI-;S;I-M,!YI&M';3+ Q(1J 1J3T)'.N
4I.1;I)S;I-M"'@r#k#F,4I&M';3+ Q(1J 1J36\&I+3)S;I-M"T@r#k#F,
4I&M';3+ Q(1J 1J3==[GX<\S;I-M"4@r#k#F mC.3GQ'L=ZC[=":V7G4
13,1"# sA' !8# T)'.N 4I.1;I)S;I-M, "#6\&I+3)S;I-M, A#==[GX<\
S;I-M,_#==[GgCG8GX<\S;I-M ! T4)# dG)L&MJI&', 4',M',3# 4L,13(.L)
',M';1'13,M34(O(4M;I13(.',3

@7讨论

gCG8 具有抗炎)抗凋亡的作用( V1I4N3;n F0研究发
现"gCG8 可由各种形式的刺激因子诱导激活"可能对
细胞起保护作用( eI;(L'&'等 n D0

研究发现"!G硫辛酸
通过 e3'M)EZ;O" 信号通路诱导 gCG8 表达"保护视网
膜神经节细胞 m;31(.')S'.S)(I. 43)),"6XY,'免受氧化
应激损伤( ?J- 等 n 90

研究发现"橙皮苷对 g"C" 诱导的

=6\%G8> 细胞氧化损伤有较好的保护作用"其机制可
能与激活 e3'M8GZ;O"EgCG8 信号通路有关( 本研究
结果显示"大鼠视网膜受到碘酸钠诱导"gCG8 被激活
后表达量少量增加( g3S'jL等 n $0

用慢病毒将 ;7_̂基
因导入鼠 6XY,"过表达的 gCG8 能够降低 6XY,的死
亡率( V-. 等 n >0

将表达小鼠 ;7_̂基因m&gCG8'的重

!9>D!中华实验眼科杂志 "#"8 年 $ 月第 A> 卷第 $ 期!YJ(. ]%*M CMJ1J')&I)"=-S-,1"#"8"[I)2A>"ZI2$
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组 ==[F 型通过视网膜下注射给环光饲养的 V7大
鼠"结果发现 ;7_̂基因过表达对视网膜有保护作用(
本课题组前期实验已证实"通过慢病毒将 ;7_̂基因
转染至 6\%细胞可以提高其中晚期存活率"对 6\%
细胞具有保护作用( 为进一步证实 gCG8 在体内是否
对 6\%细胞具有保护作用"本研究将 ;7_̂基因导入
大鼠视网膜"发现过表达的 ;7_̂基因能够减少视网
膜结构损伤并抑制大鼠视网膜细胞凋亡(

==[反向末端重复序列中有 8 个含 "# 个核苷酸
的长序列"称为 7序列"其介导的 P;)_! 基因表达下
调可能被用来开发能够抑制宿主体液反应的新型

==[载体"这对优化利用这些载体进行人类基因治疗
具有重要意义

/ 8#0 ( P'.S等 / 880
研究使用腺病毒载体

表达抗炎细胞因子转化生长因子G$的异构体"通过基
因转染拯救了 A 种携带不同致病突变的 6\小鼠模型
变性的视锥细胞( d;L+I. 等 / 8"0

研究表明"以 6\%细
胞为靶点的基于 ==[的基因治疗对相关 6\患者有
很好的治疗前景( P'.S等 / 8A0

研究了 6\小鼠模型的
免疫反应"通过 ==[载体传递编码小胶质细胞调节信
号的基因"结果表明 ==[血清型 $ 可溶性 Y@AY:8
&.)/R)N^'基因治疗在 6\和潜在其他形式的视网膜
变性中是一种很有前景的)不依赖突变来保存视力的
方法(

碘酸钠是一种氧化剂"可以造成大鼠视网膜变性(
多数研究者通过单次注射碘酸钠诱导制作 6\动物模
型( eIJ 等 / 8_0

通过全身注射不同剂量的碘酸钠诱导

V7大鼠视网膜变性"发现 _# &SENS的碘酸钠足以引
起视网膜功能紊乱( 该模型的病理检查结果显示视网
膜退化"并可进一步用于开发 6\%细胞)光感受器细
胞和双极细胞有效再生的方法( HI;(S-YJ(等 / 8F0

研究

发现 "# &SENS碘酸钠诱导的视网膜损伤是可逆的"但
_# &SENS时损伤是永久性的( 碘酸钠诱发 6\"首先
引起 6\%结构改变"随后引起视网膜外核层结构损伤
及感光细胞凋亡( 众多研究发现"碘酸钠注射后"视网
膜损伤在 9 8̂_ + 达峰值 / 8D0 "因此本研究选择在碘酸
注射后第 8_ 天进行苏木精 伊̀红染色"结果显示视网
膜外核层呈波浪状改变"厚度变薄"成功构建了大鼠
6\模型( ==[GgCG8GX<\组与 6\模型组)==[GX<\
组相比"视网膜结构改变明显减轻"说明;7_̂基因过
表达对视网膜有保护作用(

大多数 6\原发于光感受器细胞损害"感光细胞
凋亡是其最终共同的病理机制
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发现"碘酸钠诱发的小鼠 6\模型中"存在 6\%细胞
的变性及坏死)感光细胞外节断裂和感光细胞凋亡(

本研究通过 WUZ%:法检测视网膜细胞中感光细胞凋
亡情况发现"与空白对照组相比"碘酸钠诱导的大鼠视
网膜凋亡细胞显著增多"==[GgCG8GX<\组较 6\模
型组和 ==[GX<\组视网膜凋亡细胞减少"表明 ;7_̂
基因过表达可减少大鼠视网膜组织感光细胞凋亡(

细胞凋亡是受基因调控的一种程序性死亡过程"
由不同信号转导途径调控"主要由 T4)G" 家族)4',M',3
家族和凋亡抑制蛋白等参与( d4)G" 是抑制凋亡蛋白
的主要成员"能通过不同途径来抑制细胞凋亡( 有研
究发现"T4)G" 对感光细胞凋亡有抑制作用( 环状 6Z=
通过海绵化 &(6G8ADGFM 和上调 T4)G" 抑制非小细胞肺
癌细胞凋亡
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达后"大鼠视网膜周细胞凋亡减少"T4)G"ET'*比值升
高"激活了 ZO;" 的表达"通过 Z;O" 通路阻止高糖诱导
的氧化应激和视网膜周细胞凋亡( X3.(M(. 通过促进
Z;O" 信号转导"抑制 T'*和裂解 4',M',3A 表达"促进
T4)G" 表达"抑制细胞氧化损伤"对 6\%细胞起到保护
作用

/ "80 ( 白藜芦醇通过调节 VC7EH7=活性和激活
T4)G" 表达"降低 4',M',3A 裂解水平"保护 6\%细胞免
受氧化损伤

/ ""0 ( 本实验结果显示"与空白对照组相
比"6\模型组)==[GX<\组和 ==[GgCG8GX<\组的
T4)G" 表达量减少"与 6\模型组和 ==[GX<\组相比"
==[GgCG8GX<\组 T4)G" 的表达量增加"说明 ;7_̂基
因过表达可以通过激活 T4)G" 蛋白抑制细胞凋亡"对视
网膜有保护作用(

在糖尿病视网膜病变)年龄相关性黄斑变性&'S3G
;3)'13+ &'4-)';+3S3.3;'1(I."=H7'等疾病中"一些细
胞凋亡的发生与 4',M',3A 有关( 研究发现"&(6G_FFG
FM 抑制高糖诱导糖尿病视网膜病变中细胞凋亡的同
时伴有 T4)G"ET'*比值的增加和凋亡标志物裂解
4',M',3的表达"从而减轻高糖诱导的损伤 / "A0 ( =)'(&I
等

/ "_0
研究发现"蓝光能诱导 6\%细胞凋亡"并激活

4',M',3( 在氧化应激过程中"&(6G8"_D 表达的中断增
强了 H(.(G%=对 6\%细胞的抗凋亡作用"4',M',3A 和
4',M',38_ 是 &(6G8"_D 参与调控碘酸钠孵育细胞凋亡
的分子靶点

/"F0 ( 山奈酚通过涉及 T'*ET4)G"和 4',M',3A
分子的信号通路保护人 6\%细胞免受 g"C" 诱导的细

胞氧化损伤和凋亡
/ "D0 ( 本实验结果显示 ;7_̂基因过

表达可以抑制 4',M',3A 表达"使视网膜感光细胞凋亡
减少(

本研究结果表明"碘酸钠可以诱发大鼠 6\"引起
T4)G")4',M',3A 等线粒体途径相关细胞凋亡的发生"
通过 ==[介导 ;7_̂基因过表达可以对抗碘酸钠诱
发的 6\"说明过表达的 gCG8 蛋白在抗细胞凋亡中发
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挥着重要的作用"但 gCG8 通过哪种信号通路抑制细
胞凋亡仍不清楚"需要进一步研究(
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