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!实验研究!

人脐带间充质干细胞对 67大鼠视网膜
神经节细胞凋亡的影响及对 G?$COS]
通路的调控作用
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!!$摘要%!目的!探讨人脐带间充质干细胞& DiVACUV'对糖尿病视网膜病变&67'模型大鼠视网膜神经
节细胞&7̂ V0'凋亡的影响及对 G?$ 丝裂原活化蛋白激酶&G?$COS]'通路的调节作用(!方法!取 USQ级 $
周龄 U6雄性大鼠 W9 只#采用链脲佐菌素&UNc'腹腔注射联合高糖高脂饮食建立 67大鼠模型#期间每周测
量大鼠空腹血糖&QR̂ '和体质量#采用眼底血管造影观察视网膜血管走行和渗漏情况( 将 W# 只建模成功大
鼠按照随机数字表法随机分为模型组和 DiVACUV注射组#每组 "# 只*另选取 "# 只正常大鼠腹腔注射等量柠
檬酸缓冲液并常规饲养#作为对照组( DiVACUV注射组玻璃体内注射 DiVACUV#对照组和模型组玻璃体内注
射等量磷酸盐缓冲液&SRU'( 采用荧光金&Q̂ '逆行示踪标记 7̂ V0观察存活 7̂ V0数目*采用苏木精\伊红
染色观察视网膜病理学变化*采用 NiT%a法观察 7̂ V0凋亡情况*采用 L4024+. B)E2法检测视网膜组织中 R

细胞淋巴瘤@白血病A"&R5)A"')R5)A" 相关 f蛋白&R',')G?$COS]和磷酸化 G?$COS]& GAG?$COS]'蛋白表
达量(!结果!未造模大鼠 QR̂ 维持在正常水平#体质量随时间逐步增长#视网膜血管走行正常#无荧光素渗
漏*造模大鼠 QR̂ 维持在较高水平#体质量增长缓慢#且于造模 " 周开始随着病程延长#体质量逐渐下降#视
网膜远端血管发生扭曲#可见毛细血管荧光素渗漏#渗漏面积较大( 对照组)模型组和 DiVACUV注射组 7̂ V0

密度分别为&" ;?<Z;#k";9Z;:')&$W8ZW#k;<:Z$"'和&; 9W8Z"#k;$?Z"<'个@&&"#总体比较差异有统计学意
义&&l;;9Z";$#Jm#Z#;'*模型组和 DiVACUV注射组 7̂ V0密度明显低于对照组#DiVACUV注射组 7̂ V0密
度明显高于模型组#差异均有统计学意义&均 Jm#Z#9'( 对照组视网膜结构清晰#层次分明#7̂ V0形态完整#

数目较多*模型组 7̂ V0数量明显减少#出现核固缩#7̂ V层变薄萎缩*DiVACUV注射组视网膜结构较完整#
7̂ V0数较模型组多( 对照组)模型组和 DiVACUV注射组 7̂ V0凋亡率分别为 & "Z;<k;Z;;'_) & W?ZW:k
"Z"<'_和&"#Z:9k"Z;$'_#总体比较差异有统计学意义&&lWW9Z;98#Jm#Z#;'*模型组和 DiVACUV注射组
7̂ V0凋亡率明显高于对照组#DiVACUV注射组 7̂ V0凋亡率低于模型组#差异均有统计学意义&均Jm#Z#9'(

对照组)模型组和 DiVACUV注射组视网膜组织 R',)R5)A" 和 GAG?$COS]蛋白相对表达量总体比较差异均有
统计学意义&&l?#Z8$");"Z9"<):?Z;9$#均 Jm#Z#;'*模型组和 DiVACUV注射组 R',和 GAG?$COS]蛋白相
对表达量明显高于对照组#R5)A" 蛋白相对表达量明显低于对照组#差异均有统计学意义&均 Jm#Z#9'*DiVA
CUV注射组 R',)GAG?$COS]蛋白相对表达量明显低于模型组#R5)A" 蛋白相对表达量明显高于模型组#差异
均有统计学意义&均 Jm#Z#9'( 各组 G?$COS]蛋白相对表达量总体比较#差异无统计学意义 &&l;Z;$"#
Jl#Z?""'(!结论!DiVACUV玻璃体内注射可抑制 67模型大鼠 7̂ V0凋亡#保护视网膜结构#其可能是通
过抑制 G?$COS]信号通路发挥抗细胞凋亡作用(!

$关键词%!糖尿病视网膜病变* 人脐带间充质干细胞* 视网膜神经节细胞* 凋亡
基金项目! 河南省医学科技攻关计划项目 &"#;$#"#:88'
6=>";#3?:<#@5&'3135.;;98$8A"#"##$#WA##998

@,,#1'$,"(-.)(-/*0*1.01$&33#&*6#3-#+#)1"4-.0+'#- 1#00+$).%$%'$+*+$,&.'&#'*).05.)50*$)1#00+
()3#&"*5"50(1$+#.)3$)'"#&#5(0.'*$)$,%?mJ7F9%.'"2.4
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D/,,*8+/$?5$% #(-"/,"K5( '5#E.#52"25(\ABY5$%G#253($I=/.
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CUV' E. 2D4'GEG2E0(0EI+42(.')H'.H)(E. 54))0& 7̂ V0' (. *('B42(5+42(.EG'2DF&67' &E*4)+'20'.* E. 2D4
+4H-)'2(E. EIG?$ &(2EH4.A'52(M'24* G+E24(. K(.'04& G?$COS]' G'2DJ'F3!J#'"$3+!QE+2FAI(M4USQ&')4$AJ44K
E)* U6+'20J4+404)4524*3ND467+'2&E*4)J'0402'B)(0D4* BF(.2+'G4+(2E.4')(.1452(E. EI02+4G2EbE2E5(. & UNc'
5E&B(.4* J(2D 'D(HDA0-H'+'.* D(HDAI'2*(423ND4I'02(.HB)EE* H)-5E04&QR̂ ' '.* BE*FJ4(HD2EI2D4+'20J4+4
&4'0-+4* 4M4+FJ44K *-+(.H2D4D(HDA0-H'+'.* D(HDAI'2*(42# '.* I-.*-0'.H(EH+'GDFJ'0-04* 2EEB04+M42D4
5(+5-)'2(E. '.* )4'K'H4EI+42(.')B)EE* M4004)03QE+2F+'20J(2D 0-55400I-)&E*4)(.HJ4+4+'.*E&)F*(M(*4* (.2E&E*4)
H+E-G '.* DiVACUV(.1452(E. H+E-G '55E+*(.H2E2D4+'.*E& .-&B4+2'B)4&42DE*#J(2D "# +'20(. 4'5D H+E-G3
O.E2D4+"# .E+&')+'20I4* +E-2(.4)FJ4+404+M4* '05E.2+E)H+E-G#'.* (.2+'G4+(2E.4'))F(.14524* J(2D 2D40'&4'&E-.2
EI5(2+(5'5(* B-II4+3ND4DiVACUV(.1452(E. H+E-G J'0(.14524* (.2+'M(2+4E-0)FJ(2D DiVACUV#'.* 2D45E.2+E)H+E-G
'.* &E*4)H+E-G J4+4(.14524* (.2+'M(2+4E-0)FJ(2D 2D40'&4'&E-.2EIGDE0GD'24B-II4+0')(.4&SRU'3Q)-E+EHE)*
&Q̂ ' +42+EH+'*42+'54+)'B4)(.H7̂ V0J'0-04* 2EEB04+M42D4.-&B4+EI0-+M(M4* 7̂ V03[4&'2E,F)(.A4E0(. 02'(.(.H
J'0-04* 2EEB04+M42D4G'2DE)EH(5')5D'.H40EI+42(.'3NiT%a&42DE* J'0-04* 2EEB04+M42D4'GEG2E0(0EI7̂ V03
L4024+. B)E2J'0-04* 2E*42452R54)))F&GDE&'@)4-K4&('A" &R5)A"'#R5)A" '00E5('24* fG+E24(. &R','#G?$COS]
'.* GDE0GDE+F)'24* &GA' G?$COS]G+E24(. 4,G+400(E. (. +42(.')2(00-403ND4-04'.* 5'+4EI2D4+'205E&G)(4* J(2D
2D4O7Y=02'24&4.23ND402-*FG+E2E5E)J'0'GG+EM4* BF'. O.(&')%2D(50VE&&(2244EIcD4.HbDE- 54.2+')[E0G(2')
OII()('24* 2EcD4.HbDE- i.(M4+0(2F&T=3"8$#?;<'3!=#+(0'+! ND4QR̂ EI5E.2+E)+'20J'0&'(.2'(.4* '2'.E+&')
)4M4)#'.* 2D4BE*FJ4(HD2H+'*-'))F(.5+4'04* EM4+2(&4#'.* J'0H+'*-'))F*45+4'04* '02D45E-+04EI*(04'04
G+E)E.H4*3ND4+42(.')B)EE* M4004)0+'. .E+&'))FJ(2DE-2I)-E+4054(. )4'K'H4(. 2D45E.2+E)H+E-G3>. 2D4&E*4)(.H
H+E-G#2D4QR̂ J'0&'(.2'(.4* '2'D(HD )4M4)#'.* 2D4BE*FJ4(HD2(.5+4'04* 0)EJ)F'.* H+'*-'))F*45+4'04* J(2D 2D4
G+E)E.H'2(E. EI2D4*(04'045E-+040(.542D4045E.* J44K 'I24+&E*4)(.H3ND4*(02')+42(.')M4004)0J4+4IE-.* 2J(024*
J(2D )'+H4'+4'EI5'G())'+FI)-E+4054(. )4'K'H4(. 2D4&E*4)(.HH+E-G3ND4*4.0(2FEI7̂ V0(. 2D45E.2+E)H+E-G#&E*4)
H+E-G '.* DiVACUV(.1452(E. H+E-G J4+4&" ;?<Z;#k";9Z;:'#&$W8ZW#k;<:Z$"'#&; 9W8Z"#k;$?Z"<' 54))0@&&"#
J(2D 0(H.(I(5'.2EM4+'))*(II4+4.540&&l;;9Z";$#Jm#Z#;'3ND4*4.0(2FEI7̂ V0(. 2D4&E*4)H+E-G '.* 2D4DiVACUV
(.1452(E. H+E-G J4+40(H.(I(5'.2)F)EJ4+2D'. 2D'2EI2D45E.2+E)H+E-G#'.* 2D4*4.0(2FEI7̂ V0(. 2D4DiVACUV
(.1452(E. H+E-G J'00(H.(I(5'.2)FD(HD4+2D'. 2D'2EI2D4&E*4)H+E-G#'.* 2D4*(II4+4.540J4+402'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2
&'))'2Jm#Z#9'3ND4+42(.'(. 2D45E.2+E)H+E-G J'0J(2D 5)4'+02+-52-+4# *(02(.52)'F4+0#'.* ')'+H4.-&B4+EI
5E&G)4247̂ V03ND4.-&B4+EI7̂ V0(. 2D4&E*4)H+E-G J'00(H.(I(5'.2)F+4*-54* J(2D .-5)4'+GFK.E0(0#2D(..4* '.*
'2+EGD(4* 7̂ V)'F4+3ND4+42(.')02+-52-+4J'0+4)'2(M4)F5E&G)424#'.* 2D4+4J4+4&E+47̂ V0(. 2D4DiVACUV
(.1452(E. H+E-G 2D'. 2D4&E*4)H+E-G3ND4'GEG2E0(0+'240EI7̂ V0(. 2D45E.2+E)H+E-G#&E*4)H+E-G '.* DiVACUV
(.1452(E. H+E-G J4+4& "Z;< k;Z;;'_# & W?ZW: k"Z"<'_# & "#Z:9 k"Z;$'_#J(2D 0(H.(I(5'.2EM4+'))*(II4+4.54
&&lWW9Z;98#Jm#Z#;'3ND4'GEG2E0(0+'240EI7̂ V0(. 2D4&E*4)H+E-G '.* DiVACUV(.1452(E. H+E-G J4+4
0(H.(I(5'.2)FD(HD4+2D'. 2D'2EI2D45E.2+E)H+E-G#'.* 2D4'GEG2E0(0+'24EI7̂ V0(. 2D4DiVACUV(.1452(E. H+E-G J'0
)EJ4+2D'. 2D'2EI2D4&E*4)H+E-G#'.* 2D4*(II4+4.540J4+402'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2&'))'2Jm#Z#9'3ND4+4J4+4
02'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2*(II4+4.540(. 2D4+4)'2(M44,G+400(E. )4M4)0EIR',#R5)A" '.* GAG?$COS] G+E24(.0(. 2D4
+42(.'2(00-40'&E.H2D42D+44H+E-G0&&l?#Z8$"#;"Z9"<#:?Z;9$#'))'2Jm#Z#;'3ND4+4)'2(M44,G+400(E. EIR',
'.* GAG?$COS]G+E24(. J4+40(H.(I(5'.2)FD(HD4+#'.* 2D4+4)'2(M44,G+400(E. EIR5)A" G+E24(. J'00(H.(I(5'.2)F)EJ4+
(. 2D4DiVACUV(.1452(E. H+E-G '.* 2D4DiVACUV(.1452(E. H+E-G 2D'. 2DE04EI2D45E.2+E)H+E-G#'.* 2D4*(II4+4.540
J4+402'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2& '))'2Jm#Z#9 '3ND4+4)'2(M44,G+400(E. EIR','.* GAG?$COS] G+E24(. J'0
0(H.(I(5'.2)F)EJ4+#'.* 2D4+4)'2(M44,G+400(E. EIR5)A" G+E24(. J'00(H.(I(5'.2)FD(HD4+(. 2D4DiVACUV(.1452(E.
H+E-G 2D'. 2DE04(. 2D4&E*4)H+E-G#'.* 2D4*(II4+4.540J4+402'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2&'))'2Jm#Z#9'3ND4+4J'0.E
0(H.(I(5'.2*(II4+4.54(. 2D4+4)'2(M44,G+400(E. EIG?$COS]G+E24(. '&E.H2D42D+44H+E-G0&&l;Z;$"#Jl#Z?""'3!
G$)10(+*$)+!>.2+'M(2+4')(.1452(E. EIDiVACUV5'. (.D(B(22D4'GEG2E0(0EI7̂ V0(. 67&E*4)+'20'.* G+E24522D4
+42(.')02+-52-+4EI+'20#JD(5D &'FG)'F'. '.2(A'GEG2E2(54II452BF(.D(B(2(.H2D4G?$COS]0(H.')(.HG'2DJ'F3

"9#4 2$&3+#86('B42(5+42(.EG'2DF* [-&'. -&B()(5')5E+* *4+(M4* &404.5DF&')024&54))0* 742(.')H'.H)(E.
54))0* OGEG2E0(0

:()3%&$5&.-" [4.'. S+EM(.54C4*(5')U5(4.54'.* N45D.E)EHF7404'+5D S+E1452&"#;$#"#:88'
6=>";#3?:<#@5&'3135.;;98$8A"#"##$#WA##998

!!视网膜神经节细胞 &+42(.')H'.H)(E. 54))0#7̂ V0'
是视网膜最早分化的神经细胞#具有转导和加工视觉

信号的功能( 长期慢性高血糖可引起 7̂ V0凋亡和功
能障碍#导致视网膜形态和功能发生异常#进而造成糖
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尿病患者视力丧失
/ ;0 ( 现有的临床治疗方法存在固

有的局限性# 难以完全治愈糖尿病视网膜病变
&*('B42(5+42(.EG'DF#67'( 寻找更安全有效的治疗方
法是目前 67研究关注的热点( 间充质干细胞
&&404.5DF&')024&54))0#CUV0'是一类具有自我更新
能力和多项分化潜能的干细胞#为神经再生提供有利
条件#促进神经细胞再生和功能恢复 / "0 ( 人脐带间充
质干细胞 & D-&'. -&B()(5')5E+* *4+(M4* &404.5DF&')
024&54))0#DiVACUV'是从人脐带获取的一类 CUV0#来
源广泛)取材方便)免疫原性低#可修复多种原因引起
的器官损伤#其在心肌梗死)卵巢早衰等多种疾病的治
疗中被广泛应用

/ ?\W0 ( 已有研究证实#通过移植 DiVA
CUV对视网膜和视神经损伤具有一定修复作用 / 90 (
但 DiVACUV对 7̂ V0凋亡作用机制的研究尚缺乏(
本研究拟观察 DiVACUV玻璃体内注射对 67模型大
鼠 7̂ V0凋亡的作用#并探讨其可能的作用机制(

;8材料与方法

;3;!材料
;3;3;!实验动物!USQ级 $ 周龄 U6雄性大鼠/UVf]
&京'"#;<A##;;#北京维通利华实验动物技术有限公
司0<9 只#体质量&"?#k"#'H( 大鼠于温度&"#k"'p)
相对湿度&9#k;#'_);" D@;" D 光暗交替的环境下适
应性饲养 ; 周( 所有大鼠实验前全部用裂隙灯显微镜
进行眼底检查#排除眼部疾病( 实验动物的饲养和使
用遵循美国视觉和眼科研究协会声明( 本研究方案经
郑州大学附属郑州市中心医院动物实验伦理委员会审

核批准&批文号""#;$#?;<'(
;3;3>!主要试剂及仪器!链脲佐菌素&02+4G2EbE2E5(.#
UNc'&美国 U(H&'公司'*DiVACUV&;q;#<

个@管#广州
赛莱拉干细胞科技股份有限公司'*异硫氰酸荧光素
葡聚糖&瑞典 N*Ra'B0OR公司'*高糖高脂饲料 &江
苏省协同医药生物工程有限公司 '*荧光金 &I)-E+E
HE)*#Q̂ ' &美国 R(E2(-&公司'*NiT%a试剂盒 &瑞士
7E5D4公司 '* 免 疫 组 化 试 剂 盒 &美 国 U'.2'V+-b
R(E245D.E)EHF公司'*兔抗大鼠 R细胞淋巴瘤@白血病A"
&R 54)))F&GDE&' @)4-K4&('A"# R5)A" ' 单 克 隆 抗 体
&'B;$"$9$') R5)A" 相关 f蛋白 &R5)A" '00E5('24* f
G+E24(.#R','单克隆抗体 &'B?"9#?')G?$ 丝裂原活化
蛋 白 激 酶 & G?$ &(2EH4.A'52(M'24* G+E24(. K(.'04#
G?$COS]'单克隆抗体 &'B?";W"')磷酸化 G?$COS]
& GDE0GDE+F)'24* G?$ &(2EH4.A'52(M'24* G+E24(. K(.'04#
GAG?$COS]'多克隆抗体&'BW:?<?')$A'52(.&'B$"":')
辣根过氧化物酶&DE+04+'*(0D G4+E,(*'04#[7S'标记)山

羊抗兔 >Ĥ &'B<:";' &英国 OB5'&公司'( 裂隙灯显微
镜&hc9U')检眼镜&hcA<%'&苏州六六视觉科技股份有
限公司'*脑立体定位仪&深圳瑞沃德生命科技有限公
司'*N=SV=T9#6f型血管荧光造影机&日本 N=SV=T
公司'*6C($ 倒置荧光显微镜 &德国 a4(5'公司 '*
SEJ4+S'5系列电泳仪&美国 R(EA7'* 公司'(
;3>!方法
;3>3;!67模型的制备及分组!UNc以 G[WZ9 的柠
檬酸缓冲液稀释#随机选取 W9 只大鼠#按照 <# &H@KH
单次腹腔注射 UNc#诱导糖尿病大鼠模型( UNc注射
后 :" D#尾静脉采血测量大鼠血糖#连续测量 ? *#? 次
血糖均!;<Z: &&E)@a#视为成功建立糖尿病大鼠模
型( W9 只大鼠均成功建立糖尿病模型#继续饲喂高糖
高脂饲料&江苏省协同医药生物工程有限公司' W 周#
期间每周测一次空腹血糖&I'02(.HB)EE* H)-5E04#QR̂ '
和体质量#使其血糖维持在 ;<Z: &&E)@a以上#剔除实
验过程中死亡及白内障大鼠 9 只#剩余 W# 只大鼠( 末
次饲喂高糖高脂饲料后#将 9# &H@&)异硫氰酸葡聚糖
溶解于磷酸盐缓冲液& GDE0GD'24B-II4+0')(.4#SRU'中
后经尾静脉注入#采用眼底血管荧光造影机行眼底血
管荧光造影检查#眼底出现微血管瘤或者微血管病变
的大鼠视为 67造模成功( 67模型大鼠按照随机数
字表法分为模型组 "# 只#DiVACUV注射组 "# 只( 另
选取 "# 只正常大鼠为对照组#腹腔注射等量柠檬酸缓
冲液#饲喂正常饲料(
;3>3>!DiVACUV玻璃体内注射!67造模成功后#采
用复方托吡卡胺滴眼液/参天制药&中国'有限公司0
充分扩瞳后进行干预( DiVACUV注射组大鼠玻璃体
内注射 DiVACUV#注射剂量参照文献/<0#使用微量注
射器抽取 ; #)DiVACUV& ;q;#<

个'#打散细胞#注射
器于角巩膜缘后 ; &&约 W#v斜角进针#绕过晶状体到
达视网膜中央#透过角膜和晶状体看到针尖出现进行
注射#避免损伤晶状体#注射完毕后停留 ?# 0后拔针(
对照组和模型组大鼠注射等量 SRU( 注射完毕后用红
霉素眼膏&上海通用药业股份有限公司'点眼以预防
炎症( 各组均注射 " 次#" 次注射间隔 : *(
;3>3?!Q̂ 逆行示踪标记 7̂ V0观察存活 7̂ V0数
目!末次玻璃体内注射后 : *#每组采用随机数字表
法随机取 9 只大鼠#麻醉后固定于脑立体定位仪上#颅
顶备皮#分离头皮筋膜组织暴露颅骨前囟骨性标志#确
定 R+4H&4点#根据大鼠脑立体定位图谱确定双侧上丘
及外侧膝状体#用牙科钻钻约 ; &&直径骨孔#用
;# #)微量注射器向 W 个骨孔注射体积分数 "_的 Q̂
各 " #)#注射完毕后#留针 9 &(. 再缓慢拔出针头#缝
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合筋膜和皮肤( 标记后 W *#腹腔注射麻醉大鼠#开
胸#左心室插管用生理盐水进行灌注#改用质量浓度
W_多聚甲醛固定#待四肢及尾部出现颤动)逐渐僵硬#
肝脏颜色变白时停止灌注( 摘取左侧眼球#剪除角膜)
晶状体和玻璃体#分离视网膜#铺于载玻片上#选取视
网膜周边 W 处剪开并铺平#9#_甘油封片#荧光显微
镜下拍照#采用 >&'H4S+EAS)-0软件计数 7̂ V0#以
每 &&"

中的 7̂ V0数量作为细胞密度(
;3>3K!苏木精\伊红染色观察视网膜形态学变化!
末次玻璃体内注射后 : *#每组采用随机数字表法随
机取 ;# 只大鼠过量麻醉法处死#摘取左侧眼球#于 W_
多聚甲醛中固定 "W D*去除眼前节和玻璃体#梯度浓
度乙醇脱水#二甲苯透明#石蜡包埋#切片机连续切片#
切片厚度 W #&#常规苏木精\伊红染色#中性树胶封
片#光学显微镜下观察视网膜形态变化(
;3>3L!NiT%a染色观察 7̂ V0凋亡情况!取石蜡切
片#常规脱蜡水化#体积分数 ?#_ ["=" 室温处理

;# &(.#SRU 冲洗*蛋白酶] ?: p消化 ;# &(.#SRU 冲
洗*加入标记液于 ?: p湿盒内孵育 " D#滴加封闭液
室温封闭 ?# &(.#加入生物素化抗地高辛抗体于
?: p湿盒孵育 ?# &(.#SRU 冲洗*加入链霉亲和素\生
物素\过氧化物酶复合物 &02+4G2'M(*(.AB(E2(. 5E&G)4,#
UORV' 于 ?: p 湿盒孵育 ?# &(.# 二 氨 基 联 苯 胺
&*('&(.EB4.b(*(.4#6OR'显色 9 &(.#中性树胶封片#
光学显微镜下观察 7̂ V层细胞凋亡情况( 细胞凋亡
率l&凋亡细胞数@细胞总数'q;##_(
;3>3Y ! L4024+. B)E2法 检 测 视 网 膜 R',) R5)A")
G?$COS])GAG?$COS]蛋白相对表达水平!末次玻璃
体内注射后 : *#摘取各组剩余 9 只大鼠左侧眼球#保
存于液氮中( 取液氮中保存的眼球#剥离视网膜#加入
7>SO液裂解组织#冰上孵育 ?# &(.#;" ###q% W p条
件下离心 ;# &(.#取上清#RVO法蛋白定量( 取加样
缓冲液加入蛋白样品中#煮沸 ;# &(. 使蛋白变性#进
行 U6UA聚丙烯酰胺凝胶电泳#电泳结束后将蛋白转印
至 SY6Q膜#置于质量浓度 9_脱脂奶粉中封闭 " D*
NRUN溶液洗膜#加入 ; d" ### 稀释的 R',) R5)A")
G?$COS])GAG?$COS]或 $A'52(. 一抗#W p条件下孵
育过夜*NRUN溶液洗膜#加入 ; d9 ### 稀释的 [7S标
记二抗#室温下孵育 " D*NRUN溶液洗膜#加入 %Va化
学发光液#曝光显影#用 >&'H4X软件分析条带灰度值(
以 $A'52(. 作为内参照#计算目的蛋白与内参条带灰度
比值#作为目的蛋白相对表达量(
;3?!统计学方法

采用 USUU "W3# 统计学软件进行统计分析( 本研

究中计量资料经 L检验呈正态分布#以 &4'.kU6表
示#各组计量资料比较采用单因素方差分析#两两比较
采用 aU6̂-检验( Jm#Z#9 为差异有统计学意义(

>8结果

>3;!造模过程中 QR̂ 和体质量变化情况

实验过程中#对照组大鼠 QR̂ 维持在正常水平#
体质量随时间逐步增长*造模组大鼠 QR̂ 维持在较高

水平#体质量增长缓慢#并于造模第 " 周开始#呈现逐
渐下降的趋势&图 ;'(
>3>!造模后视网膜血管走行和渗漏情况

对照组大鼠视网膜血管呈放射状排列#分布规则#
血管走行正常#无荧光素渗漏*造模组大鼠视网膜远端
血管发生扭曲#形状不规则#可见毛细血管荧光素渗
漏#渗漏面积较大&图 "'(
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图 ;8造模组和对照组大鼠 :UW和体质量随时间变化情况!O组各
组大鼠不同时间QR̂ 变化曲线!对照组大鼠QR̂ 维持在正常水平*
造模组大鼠 QR̂ 维持在高水平!R组各组大鼠不同时间体质量变化
曲线!对照组大鼠体质量随时间平稳增长*造模组大鼠体质量增长
缓慢#并于造模第 " 周开始逐步下降!QR̂ 组空腹血糖
:*5(&#;8G".)5#+$,:UW.)3/$34 2#*5"'$,&.'+*)#.1"5&$(%!
O组VD'.H45-+M40EIQR̂ !ND4QR̂ EI+'20(. 2D45E.2+E)H+E-G J'0
&'(.2'(.4* '2'.E+&'))4M4)#'.* 2D4QR̂ EI+'20(. 2D4&E*4)(.HH+E-G
J'0&'(.2'(.4* '2'D(HD )4M4)!R组VD'.H45-+M40EIBE*FJ4(HD2!ND4
BE*FJ4(HD2EI+'20(. 2D45E.2+E)H+E-G J'0(.5+4'04* 024'*()FEM4+2(&4#
'.* 2D4BE*FJ4(HD2EI+'20(. 2D4&E*4)(.HH+E-G J'0(.5+4'04* 0)EJ)F#
'.* B4H'. 2EH+'*-'))F*45+4'04E. 2D4045E.* J44K 'I24+&E*4)(.H!
QR̂ 组I'02(.HB)EE* H)-5E04

BA
图 >8各组大鼠眼底血管荧光造影图!O组对照组大鼠视网膜血管走
行正常#无荧光素渗漏!R组造模组大鼠视网膜远端血管发生扭曲#
可见大面积荧光素渗漏

:*5(&#>8:()3(+.)5*$5&.%"4 *-.5#+$,'"#'2$ 5&$(%+!O组ND4
+42(.')B)EE* M4004)0EI+'20(. 2D45E.2+E)H+E-G +-. .E+&'))FJ(2DE-2
I)-E+4054(. )4'K'H4!R组ND4*(02')+42(.')M4004)0EI+'20(. 2D4&E*4)(.H
H+E-G J4+4*(02E+24* '.* )'+H4'+4'EII)-E+4054(. )4'K'H4J'0EB04+M4*
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A 40μmB C40μm40μm

图 ?8各组大鼠视网膜铺片荧光金逆行标记 =WG+染色图m Q̂ q"###标尺lW# #&'!O"对照组 7̂ V0密度较大!
R"模型组 7̂ V0密度较对照组明显降低!V"DiVACUV注射组 7̂ V0密度较模型组升高
:*5(&#?8:0($&$ 5$03&#'&$5&.3#04 0./#0#3=WG++'.*)*)5 *-.5#+$,&#'*). +'&#'1"#3%&#%.&.'*$)*)#.1"5&$(%m Q̂ q
"###B'+lW# #&'!O"ND47̂ V0*4.0(2FJ'0D(HD (. 2D45E.2+E)H+E-G!R"ND47̂ V0*4.0(2F(. 2D4&E*4)H+E-G J'0)EJ4+
2D'. 2D'2(. 2D45E.2+E)H+E-G!V"ND47̂ V0*4.0(2F(. 2D4DiVACUV(.1452(E. H+E-G J'0D(HD4+2D'. 2D'2(. 2D4&E*4)H+E-G

50μm BA C50μm 50μm

图 K8各组大鼠视网膜组织病理学染色结果m[%qW###标尺l9# #&'!O"对照组视网膜结构正常!R"模型组视网膜
7̂ V0数量较对照组减少#出现核固缩!V"DiVACUV注射组视网膜结构接近对照组
:*5(&#K8m*+'$%.'"$0$5*1.0+'.*)*)5 &#+(0'+$,&.'&#'*). *)#.1"5&$(%m[%qW### B'+l9# #&' ! O"ND4+42(.')
02+-52-+4(. 2D45E.2+E)H+E-G J'0.E+&')!R"ND4.-&B4+EI7̂ V0(. 2D4&E*4)H+E-G J'0+4*-54* J(2D GFK.E0(0!V"ND4
+42(.')02+-52-+4(. 2D4DiVACUV(.1452(E. H+E-G J'00(&()'+2E2D'2(. 2D4.E+&')H+E-G

50μm BA C50μm 50μm

图 L8各组大鼠 =WG+凋亡染色图mNiT%aqW###标尺l9# #&'!O"对照组未见明显 NiT%a阳性细胞!R"模型组
NiT%a阳性细胞数较对照组明显增多!V"DiVACUV注射组 NiT%a阳性细胞数较模型组减少
:*5(&#K87%$%'$+*++'.*)*)5 *-.5#+$,=WG+*)#.1"5&$(%mNiT%aqW###B'+l9# #&'!O"TEEBM(E-0NiT%aAGE0(2(M4
54))0J'0IE-.* (. 2D4+42(.'EI2D45E.2+E)H+E-G!R"ND4+4J4+4&E+4NiT%aAGE0(2(M454))0(. 2D4+42(.'EI&E*4)H+E-G 2D'.
2D'2EI2D45E.2+E)H+E-G!V"ND4+4J4+4I4J4+NiT%aAGE0(2(M454))0(. 2D4+42(.'EIDiVACUV(.1452(E. H+E-G 2D'. 2D'2EI2D4
&E*4)H+E-G

>3?!各组大鼠 7̂ V0存活情况变化
对照组m模型组和 DiVACUV注射组 Q̂ 逆行示踪

标记 7̂ V0密度分别为m" ;?<Z;#k";9Z;:'mm$W8ZW#k
;<:Z$"'和m; 9W8Z"#k;$?Z"<'个@&&"#各组 7̂ V0密
度总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 m &l;;9Z";$#
Jm#Z#;'*其中模型组和 DiVACUV注射组 7̂ V0密度
较对照组减少#差异均有统计学意义 m均 Jm#Z#9'*
DiVACUV注射组 7̂ V0密度较模型组增加#差异有统
计学意义mJm#Z#9'm图 ?'(
>3K!各组大鼠视网膜组织病理形态学变化

对照组视网膜结构清晰#层次分明#7̂ V0形态完
整#数目较多*模型组 7̂ V0数量明显减少#出现核固
缩#7̂ V层变薄萎
缩*DiVACUV注射
组视网膜结构较

完整# 7̂ V0数 目
较 模 型 组 多

m图 W'(
>3L ! 各 组 大 鼠

7̂ V0凋亡率变化
对照组m模型

组和 DiVACUV注
射组 7̂ V0凋亡率
分 别 为 m "Z;< k
;Z;;'_m m W?ZW: k
"Z"<'_和m"#Z:9k
"Z;$ '_# 各 组

7̂ V0凋亡率总体
比较差异有统计学

意义m&lWW9Z;98#
Jm#Z#;'*其 中 模
型组和 DiVACUV
注 射 组 7̂ V0凋
亡率明显高于对

照 组# DiVACUV
注 射 组 7̂ V0凋
亡率低于模型组#
差异均有统计学

意 义 m 均 J m
#Z#9' m图 9' (
>3Y!各组大鼠视
网 膜 组 织 R',m
R5)A"m G?$COS]
和 GAG?$COS]蛋

白相对表达量变化

对照组m模型组和 DiVACUV注射组视网膜组织
R',mR5)A"mGAG?$COS]蛋白相对表达量总体比较差异
有统计学意义m&l?#Z8$"m;"Z9"<m:?Z;9$#Jm#Z#;'#
G?$COS]蛋白相对表达量总体比较差异无统计学意
义m&l;Z;$"#Jl#Z?""'*模型组和 DiVACUV注射组
的 R',和 GAG?$COS]蛋白相对表达量明显高于对照
组#R5)A" 蛋白相对表达量明显低于对照组#差异均有
统计学意义 m均 Jm#Z#9'* DiVACUV注射组 R',和
GAG?$COS]蛋白相对表达量明显低于模型组#R5)A"
蛋白相对表达量明显高于模型组#差异均有统计学意
义m均 Jm#Z#9'( m图 <#表 ;'(
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表 ;8各组大鼠 U.O)U10H>)%?mJ7F9)%H%?mJ7F9
蛋白相对表达量比较&-#.)NB<'

!./0#;8G$-%.&*+$)$,&#0.'*6##O%&#++*$)0#6#0+$,U.O#U10H>#%?mJ7F9
.)3%H%?mJ7F9%&$'#*)+*)&.'+.-$)5 6.&*$(+5&$(%+&-#.)NB<'

组别 样本量
R',

相对表达量

R5)A"
相对表达量

G?$COS]
相对表达量

GAG?$COS]
相对表达量

对照组 ;# #Z:$k#Z#$ #Z$;k#Z#8 #Z9?k#Z#9 #Z"$k#Z#W

模型组 ;# ;Z;"k#Z;;' #Z<?k#Z#:' #Z9<k#Z#< #Z9;k#Z#9'

DiVACUV
注射组

;# #Z8;k#Z;#'B #Z:"k#Z#$'B #Z9:k#Z#: #Z?9k#Z#W'B

&值 ?#Z8$" ;"Z9"< ;Z;$" :?Z;9$

J值 m#Z##; m#Z##; #Z?"" m#Z##;

!注"与对照组比较#'Jm#Z#9*与模型组比较#BJm#Z#9&单因素方差分析#aU6A-检
验'!DiVACUV"人脐带间充质干细胞*R',"R5)A" 相关 f蛋白*R5)A""R细胞淋巴瘤@
白血病A"*G?$COS]"G?$ 丝裂原活化蛋白激酶*GAG?$COS]"磷酸化丝裂原活化蛋
白激酶

! TE24"VE&G'+4* J(2D 2D45E.2+E)H+E-G#'Jm#Z#9*5E&G'+4* J(2D 2D4&E*4)H+E-G#
BJm#Z#9 & =.4AJ'FOT=YO# aU6A-2402' ! DiVACUV" D-&'. -&B()(')5E+* *4+(M4*
&404.5DF&')024& 54))* R'," R5)A" '00E5('24* f G+E24(.* R5)A"" R 54)))F&GDE&' @
)4-K4&('A"* G?$COS]" G?$ &(2EH4.A'52(M'24* G+E24(. K(.'04* GAG?$COS]"
GDE0GDE+F)'24*AG?$ &(2EH4.A'52(M'24* G+E24(. K(.'04

对照组 模型组
hUC�MSC
注射组

Bcl�2

Bax

β�actin

p�p38MAPK

p38MAPK

β�actin

图 Y8各组大鼠视网膜组织 U.O)U10H>)%?mJ7F9)%H%?mJ7F9蛋
白表达电泳图!模型组和 DiVACUV注射组 R',和 GAG?$COS]蛋白
表达条带较对照组增强#R5)A" 蛋白条带较对照组减弱*DiVACUV注
射组 R',和 GAG?$COS]蛋白表达条带较模型组减弱#R5)A" 蛋白表
达条带较模型组增强#各组 G?$COS]蛋白表达条带强度无显著差
别! R5)A"" R细 胞 淋 巴 瘤@白 血 病A"* R'," R5)A" 相 关 f蛋 白*
G?$COS]"G?$ 丝裂原活化蛋白激酶*GAG?$COS]"磷酸化丝裂原活
化蛋白激酶*$A'52(."$A肌动蛋白*DiVACUV"人脐带间充质干细胞
:*5(&#Y8@0#1'&$%"$&#'$5&.- $,U.O#U10H>#%?mJ7F9#%H%?mJ7F9
%&$'#*)#O%&#++*$)$,&#'*).0'*++(#+*)#.1"5&$(%! ND4R','.*
GAG?$COS] G+E24(. 4,G+400(E. B'.*0J4+402+E.H4+'.* 2D4 R5)A"
G+E24(. B'.* J'0J4'K4+(. 2D4&E*4)H+E-G '.* 2D4DiVACUV(.1452(E.
H+E-G 2D'. 2DE04(. 2D45E.2+E)H+E-G*2D4R','.* GAG?$COS]G+E24(.
4,G+400(E. B'.*0J4+4J4'K4+'.* 2D4R5)A" G+E24(. 4,G+400(E. B'.* J'0
02+E.H4+(. 2D4DiVACUV(.1452(E. H+E-G 2D'. 2DE04(. 2D4&E*4)H+E-G3
ND4+4J'0.E0(H.(I(5'.2*(II4+4.54(. 2D4(.24.0(2FEI2D4G?$COS]G+E24(.
4,G+400(E. B'.*0'&E.H2D42D+44H+E-G0! R5)A"" R54)))F&GDE&'@
)4-K4&('A"*R'," R5)A" '00E5('24* f G+E24(.* G?$COS]" G?$ &(2EH4.A
'52(M'24* G+E24(. K(.'04* GAG?$COS]" GDE0GDE+F)'24*AG?$ &(2EH4.A
'52(M'24* G+E24(. K(.'04* DiVACUV" D-&'. -&B()(')5E+* *4+(M4*
&404.5DF&')024&54))

?8讨论

67与糖尿病病程密切相关#病程越长 67发病率
越高n 高血糖可引起细胞内渗透压升高)电解质代谢
紊乱#破坏细胞结构的完整性#还可结合蛋白质)脂质
等物质#引起细胞损伤和凋亡#导致视网膜微血管病变
和神经元功能受损

/ :\$0 n 细胞凋亡在 67发生和发展
过程中起重要作用#67患者早期可表现出 7̂ V0凋亡
现象#而 7̂ V0细胞凋亡是引起视力下降的主要原因#
抑制高糖诱导 7̂ V0细胞凋亡对保护糖尿病患者视力
具有重要意义

/ 8\;#0 n 张惟等 / ;;0
研究证实# DiVACUV

能明显修复 67大鼠视网膜损伤#对 67视神经损伤
具有一定治疗作用n 另有研究显示#抑制 G?$COS]
通路#能够增强 DiVACUV的组织修复能力 / ;"0 n 鉴于
DiVACUV对神经损伤具有保护作用且与 G?$COS]信
号通路有关#本研究探讨玻璃体内注射 DiVACUV0对
67模型大鼠 7̂ V0凋亡的抑制作用及对 G?$COS]信
号通路的调控作用n

CUV0是治疗多种疾病的细胞来源#可分化为神经
元细胞#还可分泌神经营养因子#促进神经细胞存活#
对视网膜退行性病变有良好的效果#对视神经损伤患
者视力) 闪光型视觉诱发电位均有明显改善效
果

/ ;?\;W0 n DiVACUV是 CUV0主要来源之一#具有干细
胞的一般特点#可向损伤部位定向迁移#修复组织损

伤n 已有研究显示 DiVACUV分化为神经元样
细胞#并能表达神经细胞标志物#其诱导分化
的神经干细胞能增加糖尿病模型大鼠视网膜

7̂ V0数量#表明 DiVACUV具有一定的神经保
护作用

/ ;90 n 本研究结果显示#参与造模的大
鼠 QR̂ 维持在高水平#体质量逐渐下降#且视
网膜远端血管发生扭曲#毛细血管出现荧光素
渗漏#表明 67模型建立成功n 在使用 DiVA
CUV注射后#7̂ V0数量较模型组明显增多#
细胞凋亡率较模型组明显降低#视网膜病理学
形态得到显著改善#提示 DiVACUV可减少
7̂ V0凋亡#减轻视网膜病理损伤n h'E等 / ;<0

研究显示#DiVACUV可减轻氧化应激反应#进
而防止肝脏缺血\再灌注损伤引起的肝细胞凋
亡n a(- 等 / ;:0

研究表明# DiVACUV外泌体可
抑制 [8V" 细胞凋亡n 以上研究均提示 DiVA
CUV在抑制细胞凋亡方面具有重要作用n 基
于以上研究#推测 DiVACUV可抑制 7̂ V0凋
亡#对 67大鼠视网膜结构有一定保护作用n

Z=2̂A 是常见凋亡抑制基因#R',是 R5)A"
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fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

家族相关成员之一#具有促进细胞凋亡的作用( 高糖
可激活 7̂ V0内 COS]相关通路#导致 R',和 R5)A" 表
达异常#引起细胞内线粒体损伤#降低 7̂ V0活性#进
而诱导细胞凋亡

/ ;$0 ( COS]信号通路广泛存在于各
种细胞中#参与细胞增生)分化和凋亡等生物学过程#
与 67发生发展过程密切相关 / ;80 ( G?$COS]属于
COS]经典途径#是多种细胞信息传导的共同通路#在
应激及细胞因子等因素刺激下#G?$COS]被激活或过
度表达#形成活性形式 GAG?$COS]#继而诱导 R',蛋
白激活并转移到线粒体外膜#促进脑组织神经元细胞
及静脉内皮细胞凋亡

/ "#\";0 ( 刘高虹等 / ""0
研究表明#

高糖可诱导肾小管上皮细胞 GAG?$COS]表达升高#进
而诱导上皮细胞 R',蛋白表达增加和 R5)A" 蛋白表达
减少#参与诱导细胞凋亡( 本研究结果显示#模型组视
网膜组织中 GAG?$COS]蛋白和 R',相对表达量较对
照组明显升高#R5)A" 蛋白相对表达量较对照组降低#
推测视网膜组织 G?$COS]信号通路在 67过程中被
激活# 并 参 与 7̂ V0凋 亡 过 程* DiVACUV注 射 组
GAG?$COS]和 R',蛋白相对表达量明显低于模型组#
且 R5)A" 蛋白相对表达量高于模型组#推测 DiVACUV
可能通过 G?$COS]信号通路抑制 7̂ V0凋亡(

综上所述#本研究结果证实#DiVACUV对67大鼠
视网膜损伤具有一定保护作用# 可能通过阻断
G?$COS]信号通路来抑制 7̂ V0凋亡#改善视网膜病
理损伤#从而延缓 67进展#为临床治疗 67提供一定
理论参考( 但本研究仅为在体动物水平研究#尚缺乏
安全性研究和离体细胞水平实验研究结果#其安全性
和有效性有待进一步验证( 此外#本研究中仅使用单
一剂量进行干预#其是否可作为最适剂量#仍需进行剂
量实验以验证效果(
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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