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""%摘要&"目的"研究抗氧化剂叔丁基对苯二酚';]Zf(对早期糖尿病大鼠视网膜结构和功能的保护作

用及其机制)"方法"选取 - 周龄健康清洁级雄性 /D大鼠 .F 只"采用随机数字表法将其分为正常对照组*糖

尿病模型组和 ;]Zf干预组"每组 !F 只#糖尿病模型组和 ;]Zf干预组采用一次性腹腔内注射链脲佐菌素
'/J#(诱导糖尿病模型"正常对照组大鼠腹腔内注射等容量枸橼酸钠缓冲液#;]Zf干预组在 /J#注射前 * 周

喂食质量分数为 !a ;]Zf添加饲料"其余 * 个组大鼠喂食普通饲料#分别于造模后 E* $** 周和 . 周尾静脉采

血用于血糖检测) 取造模成功的大鼠于造模后 . 周行视网膜电图'57̀ (检测#采用苏木精b伊红染色法观察

大鼠视网膜组织形态结构变化#采用 Jĉ 5'法观察视网膜组织各层细胞凋亡情况#X(8;(40 S>%;法检测视网

膜组织中蛋白激酶 ]'OW;(*3NOW;*内皮型一氧化氮合酶 ' (̂P/(和 3N(̂P/ 的表达情况) 另取体外培养的
\i>>(4细胞系 4\IN! 进行分组) 正常对照组*甘露醇对照组*高糖组细胞分别在正常培养基*含 FdF ==%>Q'

葡萄糖j*.dF ==%>Q'甘露醇的培养基*高糖培养基中培养 E* $) ;]Zf干预组细胞先于含 F "=%>Q';]Zf的

正常糖培养基中预处理 *. $"然后于含 F "=%>Q';]Zf的高糖培养基中继续培养 E* $#磷脂酰肌醇 + 激酶
'[:+M(抑制剂组细胞先于含 F "=%>Q''G*<.,,* 的正常糖培养基中预处理 C $"然后于含 F "=%>Q'

'G*<.,,* 及 F "=%>Q';]Zf的正常糖培养基中继续培养 *. $"最后于含 F "=%>Q''G*<.,,* 及 F "=%>Q'

;]Zf的高糖培养基中继续培养 E* $"收集各组细胞提取蛋白"X(8;(40 S>%;法检测 OW;*3NOW;*(̂P/ 和 3N(̂P/

的表达情况)"结果"造模后 E* $** 周和 . 周"糖尿病模型组大鼠血糖较正常对照组和 ;]Zf干预组高"差异

均有统计学意义'均 Tk,d,!() 造模后 . 周糖尿病模型组大鼠暗适应 57̀ 的 2波*S 波振幅较正常对照组和
;]Zf干预组下降"差异均有统计学意义'均 Tk,d,F() 组织病理学染色结果显示"与正常对照组相比"糖尿

病模型组视网膜神经节细胞数目减少"内丛状层水肿增厚"内核层及外核层变薄"结构疏松且排列紊乱"而
;]Zf干预组各结构较糖尿病模型组有所改善) Jĉ 5'染色结果显示"糖尿病模型组大鼠视网膜细胞凋亡指

数较正常对照组和 ;]Zf干预组高"差异均有统计学意义 '均 Tk,d,F("且凋亡细胞主要存在于外核层)

X(8;(40 S>%;法检测结果显示"正常对照组*糖尿病模型组和 ;]Zf干预组大鼠视网膜组织 3NOW;QOW;的相对

表达量分别为 ,dECl,d!!*,dF*l,d!, 和 !d!.l,d+!"3N(̂P/Q(̂P/ 的相对表达量分别为 ,d-+l,d,C*,dF*l

,d,- 和 !d,+l,d!+"糖尿病模型组大鼠视网膜组织 3NOW;QOW;*3N(̂P/Q(̂P/ 的相对表达量均较正常对照组和
;]Zf干预组降低"差异均有统计学意义'均 Tk,d,!(#正常对照组*甘露醇对照组*高糖组*;]Zf干预组和
[:+M抑制剂组细胞 3NOW;QOW;的相对表达量分别为 ,d<Fl,d+-*,d<.l,d*E*,d++l,d*F*!d+*l,d+E 和 ,d*.l

,d,<"3N(̂P/Q(̂P/ 的相对表达量分别为 ,d-Cl,d!!*,dE.l,d*<*,d.Fl,d*<*!d*-l,d** 和 ,dE+l,d*<"高糖

组细胞 3NOW;QOW;*3N(̂P/Q(̂P/ 的相对表达量较正常对照组和 ;]Zf干预组显著降低"差异均有统计学意义
'均 Tk,d,F("[:+M抑制剂组 3NOW;QOW;*3N(̂P/Q(̂P/ 的相对表达量较 ;]Zf干预组明显降低"差异均有统

计学意义'均 Tk,d,!()"结论";]Zf对早期糖尿病大鼠视网膜结构和功能均具有保护作用"其保护作用机

制可能与 OW;Q(̂P/ 信号通路的活化有关)"
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34%;()0 W)028(]'OW;("3NOW;"(0U%;$(>)2>0);4)9%B)U(860;$28('(̂P/( 20U 3N(̂P/ V28U(;(9;(U S6X(8;(40 S>%;@
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""糖尿病视网膜病变' U)2S(;)94(;)0%32;$6"D7(是糖
尿病的一种常见微血管并发症"早期防治是防止 D7

致盲的重要手段之一
+ !, ) 研究表明糖尿病大鼠的视

网膜神经功能损伤早于血管损伤
+ *, ) 临床研究也证

实了糖尿病患者尚未出现视网膜结构改变时"其视网
膜电图'(>(9;4%4(;)0%142="57̀ (的 S 波及振荡电位已
出现振幅下降"并且随着病程延长及病情加重"57̀

振幅进一步下降"潜伏期延长 + +, "充分说明糖尿病患
者早期视网膜神经功能即已出现异常) 因此"早期保
护和恢复 D7中视网膜神经元的功能对于防止 D7致盲
有重要意义) 叔丁基对苯二酚';(4;NS&;6>$6U4%h&)0%0("
;]Zf(分子式为 I!,Z!.P*"是一种合成的酚类抗氧化
剂"常被用作食品添加剂以防止油脂食品氧化变质"属
于!相酶诱导剂之一"可有效防止氧化应激诱导的细
胞功能障碍

+ ., ) 研究表明 ;]Zf可通过激活磷脂酰肌
醇 + 激酶'3$%83$%)0%8);)U(+NW)028("[:+M(途径促进蛋
白激酶 ]'34%;()0 W)028(]"OW;(磷酸化 + F, #而磷酸化的
OW;及其活化通路可对阿尔兹海默症等神经退行性疾
病发挥抗细胞凋亡及抗氧化应激作用

+ C, "证实了
;]Zf在保护神经元方面具有一定作用) 在 D7中"
[:+MQOW;途径受到抑制"并参与高糖诱导的视网膜细
胞损伤

+ E, ) 因此恢复 [:+MQOW;通路的活性将对防治
D7起到关键作用) 既往研究结果表明";]Zf可通过
促进 OW;的 下 游 靶 蛋 白 内 皮 型 一 氧 化 氮 合 酶
'(0U%;$(>)2>0);4)9%B)U(860;$28("(̂P/(活化发挥抵抗
内皮功能损害和 (̂P/ 解偶联的作用 + -, #而 ;]Zf能否
恢复糖尿病诱导的 (̂P/ 活性尚未可知) 本研究拟建
立糖尿病动物模型和细胞高糖模型"观察 ;]Zf对 D7

早期视网膜结构和功能的作用"并探讨其作用机制)

:5材料与方法

:@:"材料
:@:@:"实验动物"选取 - 周龄清洁级雄性 /D大鼠
.F 只"体质量 !-,n*,, 1"购自上海西普尔b必凯实验
动物有限公司) 饲养环境为 !* $Q!* $ 循环明暗光
照"温度为 **n*F o"湿度为 .,anE,a) 实验动物的

饲养*使用与处死方法均遵循西南医科大学实验动物
管理条例"研究方案经西南医科大学实验动物伦理审
查委员会审查批准'批文号$*,!E!!!-<()
:@:@>"实验细胞"大鼠视网膜 \i>>(4细胞系 4\IN!
'美国西北大学 _)R26/24;$6实验室() 将细胞培养于
含体积分数 !,a胎牛血清'T(;2>S%Y)0(8(4&="H]/(的
D\5\培养基中"培养环境为体积分数 Fa IP**饱和
湿度"温度为 +E o) 当细胞培养至 -,an<,a融合
时"进行传代培养"取第 +n- 代细胞进行实验)
:@:@? " 主 要 试 剂 及 仪 器 " ;]Zf* 链 脲 佐 菌 素
'8;4(3;%?%9)0"/J#( '美国 /)1=2公司(#[:+M抑制剂
'G*<.,,*'美国 \(49W 公司(#无糖 D\5\培养基'美
国 )̀S9%公司(#7:[O裂解液*蛋白上样缓冲液*超敏
型增强化学发光 '(0$209(U 9$(=)>&=)0(89(09("5I'(

试剂*一抗及二抗稀释液 '上海碧云天生物技术有限
公司(#小鼠抗大鼠 (̂P/ 抗体 '2SEC!<-"美国 OS92=

公司(#兔抗大鼠 3N(̂P/ 8(4!!E< 抗体' !*.F.N*"美国
/O]公司(#兔抗大鼠 3NOW;8(4.E+'.,C,8(*兔抗大鼠
OW;' .C-F8(*%N29;)0*Z7[标记单克隆抗体 ' F!*F8(
'美国 I/J公司 (#Jĉ 5'凋亡检测试剂盒 '瑞士
7%9$(公司 () 2̀0?T(>U 57̀ /68;(='美国 [$%(0)BN
\)94%0 公司(# Ô̂ PD7P[分光光度计'美国 J$(4=%
H)8$(4/9)(0;)T)9公司(#激光扫描共聚焦荧光显微镜
'JI/ /[-"德国 '()92公司()
:@>"方法
:@>@:"动物分组及模型建立"将 .F 只大鼠按照随机
数字表法分为正常对照组*糖尿病模型组和 ;]Zf干
预组"每组 !F 只) 适应性喂养 ! 周后"糖尿病模型组
和 ;]Zf干预组大鼠腹腔内注射质量分数 !a /J#溶
液'CdF =>QW1(建立糖尿病大鼠模型"正常对照组大鼠
腹腔内注射等容量枸橼酸钠缓冲液) 正常对照组和糖
尿病模型组大鼠喂食普通饲料'上海帆泊生物技术有
限公司(";]Zf干预组自 /J#注射前 * 周开始一直喂
食质量分数 !a ;]Zf添加饲料'上海帆泊生物技术有
限公司() 造模后 E* $"大鼠尾静脉采血测量空腹血
糖'T28;)013>28=21>&9%8("H[̀ ("以 H[̀ p!CdE ==%>Q'
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为建模成功"以后每 * 周检测 ! 次随机血糖并记录)
:@>@>"细胞分组及模型建立"将 \i>>(4细胞系分为
F 个组"其中正常对照组细胞于含 FdF ==%>Q'葡萄糖
的培养基中培 养 E* $# 甘 露 醇 对 照 组 细 胞 于 含
FdF ==%>Q'葡萄糖及 *.dF ==%>Q'甘露醇的培养基
中培养 E* $#高糖组细胞于含 +, ==%>Q'葡萄糖的培
养基中培养 E* $#;]Zf干预组细胞先于含 F "=%>Q'
;]Zf的正常糖培养基中预处理 *. $" 然后于含
F "=%>Q';]Zf的高糖培养基中继续培养 E* $#[:+M
抑制剂组细胞先于含 F "=%>Q''G*<.,,* 的正常糖培
养基中预处理 C $"然后于含 F "=%>Q''G*<.,,* 及
F "=%>Q';]Zf的正常糖培养基中继续培养 *. $"最
后于含 F "=%>Q''G*<.,,* 及 F "=%>Q';]Zf的高糖
培养基中继续培养 E* $) 每天更换培养基) 实验重
复 F 次)
:@>@?"57̀ 检测大鼠视网膜功能"造模后 . 周"剔
除发生糖尿病性白内障的大鼠"各组选取 C 只"暗适应
至少 !* $"使用质量分数 !,a水合氯醛腹腔内注射
'+ =>QW1(麻醉"复方托吡卡胺滴眼液充分扩瞳"将大
鼠俯卧位固定于实验台上"给予保温) 采用 2̀0?T(>U
57̀ 系统记录暗适应视网膜反应) 安装电极$角膜电
极垂直于角膜顶点放置"充分接触角膜"使光线充分进
入眼内#参考电极置于枕后矢状缝与两眼连线的交点
处皮下#接地电极置于尾根部背侧皮下) 根据前期预
实验结果"刺激条件设置为$背景光强为 , 9UQ=*"闪
光强度分别为b!d+*b,d+*,dE >%19U!8Q=*"刺激间隔
分别为 +,*.,*F, 8"单次刺激持续时间为 !, "8"每个
光强度记录 F 次得出平均值"换另一只眼再进行上述
步骤) 全部实验均在红光微弱照射下完成) 记录数
据"分析各组大鼠不同刺激光强度下 57̀ 2波*S 波振
幅的差异)
:@>@J"苏木精b伊红染色法观察视网膜组织形态结
构"造模后 . 周"各组分别取 F 只大鼠"使用 !,a水合
氯醛'+ =>QW1(腹腔内注射麻醉后并处死"取右眼置于
质量分数 .a多聚甲醛溶液中固定 *. $) 常规石蜡包
埋"以平行于视神经方向行 F "=厚连续切片) 取各
组视网膜组织石蜡切片"依次放入二甲苯$*!和梯度
乙醇中脱蜡水化"苏木素染色 +nF =)0"体积分数 !a
盐酸乙醇溶液浸泡 F 8"体积分数 !a氨水返蓝 F 8"梯
度乙醇脱水各 F =)0"体积分数 ,dFa伊红溶液复染
F =)0"无水乙醇脱水透明后中性树脂封片"光学显微
镜下观察并拍照)
:@>@K"Jĉ 5'法观察视网膜组织细胞凋亡情况"造
模后 . 周"各组分别取 F 只大鼠"使用 !,a水合氯醛

'+ =>QW1(腹腔内注射麻醉并处死"取右眼置于 .a多
聚甲醛溶液中固定 *. $"常规制作冰冻切片"以平行
于视神经方向行 !* "=厚连续切片) 取各组视网膜
冰冻切片室温风干".a多聚甲醛室温固定 *, =)0"磷
酸盐缓冲液'3$%83$2;(S&TT(482>)0("[]/(清洗 +, =)0"
,d!a J4);%0 LN!,, . o透膜 * =)0"[]/ 清洗"将配制
好的 Jĉ 5'检测混合液滴于切片上"+E o孵育 ! $#
DO[:复染核并 []/ 洗涤后抗荧光淬灭封片剂封片)
使用激光扫描共聚焦荧光显微镜观察并拍照"当红色
荧光与细胞核重合时则该细胞为凋亡细胞"使用
:=21(K软件分析整张视网膜图片"记录每张图片上的
细胞总数及 Jĉ 5'染色阳性细胞数"凋亡指数q凋亡
阳性细胞数Q细胞总数r!,,a)
:@>@L" X(8;(40 S>%;法检测视网膜组织及细胞中
3NOW;*OW;*(̂P/*3N(̂P/ 蛋白表达"取各组 !, 只大
鼠的左眼"沿角巩膜缘剪开去除晶状体"分离出视网膜
组织"同时收集各组细胞"冻存于b-, o冰箱) 利用
7:[O裂解液提取视网膜组织和细胞内蛋白质"采用
Ô̂ PD7P[软件检测蛋白质浓度"并加入上样缓冲
液煮沸后制备蛋白质样本) 取各组蛋白样本 +, "1上
样于质量分数 EdFa /D/N[Ò 5凝胶泳道中" -, n
!*, _电压下电泳 !dF $"恒定电流 ,d+C O冰浴 !dF $
转印至 [_DH膜#将 [_DH膜置于含质量分数 Fa脱脂
奶粉 J]/J中"室温下摇床上封闭 !dF $#J]/J漂洗
+ 次"每次 !F =)0"根据蛋白分子大小裁膜"分别加入
抗 (̂P/'! e*,,(*3N(̂P/'! e*,,(*3NOW;'! e! ,,,(*
OW;'! e! ,,,(*%N29;)0'! e! ,,,(一抗". o孵育过夜#
J]/J洗膜 + 次后"加入 Z7[标记二抗'! eF ,,,("室
温下摇床上孵育 !dF $#J]/J洗膜 + 次后"采用超敏型
5I'发光法显影) 采用 :=21(K软件测定各条带灰度
值"以 %N29;)0 为内参照"计算各蛋白相对表达水平)
:@?"统计学方法

采用 4̀23$[2U [4)8=-d, 统计学软件进行统计分
析) 计量资料数据经 X检验证实呈正态分布"以 Rl;
表示) 各组大鼠及细胞计量资料的总体差异比较采用
单因素方差分析"组间两两比较采用 '/DN5检验) Tk
,d,F 为差异有统计学意义)

>5结果

>@:"各组大鼠造模后一般情况及不同时间点血糖浓
度比较

F 只模型大鼠血糖不达标被剔出实验"最终成功
造模 *F 只"糖尿病模型组及 ;]Zf干预组分别为 !F
只和 !, 只"饲养过程中未出现死亡大鼠) 造模后 E* $"
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表 >5各组不同刺激光强度下大鼠 A=B振幅比较'!M""!C(
N"3,(>5I)0+"/$1)%).A=B "0+,$'92(1)./"'1$%2$..(/(%'&/)9+19%2(/2$..(/(%'1'$09,91,$&*'$%'(%1$'$(1'!M""!C(

组别 样本量
b!d+ >%19U!8Q=*

光强度下 b,d+ >%19U!8Q=*
光强度下 ,dE >%19U!8Q=*

光强度下

2波 S 波 2波 S 波 2波 S 波

正常对照组 C !!d*+l!,dEF !+-dF,l-!d*! ++dC-l!,d-, !E+d,,l!,,dE, <*d+El+!d<F2 *E,dC,l!+.dE,2

糖尿病模型组 C !.d*El!+d.C C*d,*l+Ed<* *!dC,l Ed!F C<d+El ++d+* ..dE*l!-d-! <.dCFl +Ed*F
;]Zf干预组 C !CdE+l!!d!! !*+d*,lF*d,! +Ed!,l!Ed,, !F*d-,l ECd*< -Cd<*l+CdCF2 *.*d<,l!,CdE,2

9值 ,d++ *dEF *dC! +d!- .dF! Fd*!
T值 ,dE+ ,d!, ,d!! ,d,E ,d,+ ,d,*

"注$与糖尿病模型组比较"2Tk,d,F'单因素方差分析"'/DN5检验(";]Zf$叔丁基对苯二酚
" %̂;($I%=324(U V);$ U)2S(;)9=%U(>14%&3"2Tk,d,F 'P0(NV26Ô P_O"'/DN5;(8;(";]Zf$;(4;NS&;6>$6U4%h&)0%0(

糖尿病模型组大鼠已开始出现尿量增多*饮水增加的
变化"随着病程延长"出现毛发粗糙*枯黄"精神萎靡"
反应迟钝"多食*多尿*多饮症状明显#而 ;]Zf干预组
大鼠多食*多尿*多饮症状较糖尿病模型组大鼠轻"精
神状况较好"伴有一定程度的毛发粗糙和枯黄#正常对
照组大鼠毛发顺滑*精神佳*反应灵敏)

造模后 E* $** 周和 . 周各组间大鼠血糖浓度总体
比较差异均有统计学意义 '9q!,,d-,"Tk,d,!#9q

EEd+-"Tk,d,!#9qE+d<."Tk,d,!() 糖尿病模型组造模
后 E* $** 周和 . 周大鼠血糖均较正常对照组及 ;]Zf
干预组升高"差异均有统计学意义'均 Tk,d,!('表 !()

表 :5各组大鼠不同时间点血糖浓度比较'!M""00),;O(
N"3,(:5I)0+"/$1)%).3,))2&,9-)1(-)%-(%'/"'$)%"'2$..(/(%'

'$0(+)$%'1"0)%& C"/$)91&/)9+1'!M""00),;O(
组别 样本量 造模后E* $ 造模后 * 周 造模后 . 周

正常对照组 !, Cd,!l!d+E2 Cd!-l!d!,2 CdE,l+d,C2

糖尿病模型组 !F +,dE,l*d+F +*d.<l.d,F ++dE+l.d*F

;]Zf干预组 !, *Fd-El!d+.2 *Cd+<l+d!,2 *Fd-.l+dC.2

9值 !,,d-, EEd+- E+d<.

T值 k,d,! k,d,! k,d,!

"注$与同时间点糖尿病模型组比较"2Tk,d,!'单因素方差分析"'/DN5
检验(";]Zf$叔丁基对苯二酚
" %̂;($I%=324(U V);$ U)2S(;)9=%U(>14%&3 2;9%44(83%0U)01;)=(3%)0;8"
2Tk,d,! 'P0(NV26Ô P_O"'/DN5;(8;(";]Zf$;(4;NS&;6>$6U4%h&)0%0(

>@>"各组大鼠 57̀ 振幅比较

当光强度为b!d+ >%19U!8Q=*
和b,d+ >%19U!8Q=*

时"各组大鼠暗适应 57̀ 的 2波和 S 波振幅总体比较
差异均无统计学意义'均 Tp,d,F(#当刺激光强度为
,dE >%19U!8Q=*

时"各组大鼠暗适应 57̀ 的 2波和 S

波振幅总体比较差异均有统计学意义 '9q.dF!"Tq

,d,+#9qFd*!"Tq,d,*("糖尿病模型组暗适应 57̀
的 2波和 S 波振幅明显低于正常对照组和 ;]Zf干预
组"差异均有统计学意义'均Tk,d,F('表 *()
>@?"各组大鼠视网膜结构比较

光学显微镜下可见正常对照组大鼠视网膜各层结

构清晰完整"内界膜表面光滑"细胞排列整齐) 糖尿病
模型组大鼠视网膜组织层次结构尚完整但欠清晰"细
胞间质水肿"内界膜表面粗糙"神经节细胞层细胞数量
明显减少"内核层及外核层变薄*结构疏松且细胞排列
紊乱) ;]Zf干预组大鼠视网膜组织结构较完整"内界
膜轻度增厚"神经节细胞层细胞轻度减少"内核层及外
核层结构较疏松*细胞排列轻度紊乱'图 !()

B CA50μm 50μm 50μm

GCL

INL

ONL

GCL

INL
ONL

GCL

INL
ONL

图 :5各组大鼠视网膜组织病理染色变化'Z5r.,,"标尺qF, "=("
O$正常对照组大鼠视网膜各层结构清晰完整"]$糖尿病模型组大
鼠视网膜层次欠清晰"各层细胞数量明显减少"层间结构疏松紊乱"
I$;]Zf干预组大鼠视网膜结构基本完整"各层细胞数量轻度减少"
层间结构较疏松"'箭头示内界膜(" Ì'$神经节细胞层#:̂'$内
核层#P̂ '$外核层
8$&9/(:5 L$1')+"'*),)&# )./"'/('$%",'$119(1' Z5 r.,," S24q
F, "=("O$J$(4(;)02>>26(48;4&9;&4(8%T0%4=2>9%0;4%>14%&3 V(4(
9>(2420U 9%=3>(;("]$J$(4(;)02>>26(48V(4(0%;9>(24V);$ ;$(0&=S(4
%T9(>>8)0 (29$ >26(48)10)T)920;>64(U&9(U"20U ;$()0;(4>26(48;4&9;&4(
V28>%%8(20U U)8%4U(4(U )0 U)2S(;)9=%U(>14%&3 " I$J$(4(;)02>
8;4&9;&4(V28S28)92>>69%=3>(;("20U ;$(0&=S(4%T9(>>8)0 (29$ >26(4
V288>)1$;>64(U&9(U"20U ;$()0;(4>26(48;4&9;&4(V288>)1$;>6>%%8()0
;]Zf)0;(4Y(0;)%0 14%&3"'O44%V8)0U)92;(U ;$()00(4>)=);)01=(=S420((
Ì'$1201>)%0 9(>>>26(4# :̂'$)00(40&9>(24>26(4# P̂ '$%&;(40&9>(24

>26(4

>@J"各组大鼠视网膜组织中细胞凋亡情况比较
正常对照组大鼠视网膜各层可见少量 Jĉ 5'红

色荧光染色的凋亡细胞#糖尿病模型组大鼠视网膜中
红色荧光染色细胞较正常对照组增多"主要位于外核
层#;]Zf干预组大鼠视网膜中红色荧光染色细胞较糖
尿病模型组减少'图 *() 正常对照组*糖尿病模型组
和 ;]Zf干预组细胞凋亡指数分别为'EdC+lCd.<(a*
'FFd*Cl*CdC+(a*'-dF<lEd<-(a"总体比较差异有
统计学意义'9q!,d,."Tq,d,!("糖尿病模型组细胞
凋亡指数较正常对照组和 ;]Zf干预组显著升高"差
异均有统计学意义'Tq,d,**Tk,d,!('图 +()
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B CA75μm 75μm 75μm

GCL

INL

ONL

GCL
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图 >5各组大鼠视网膜组织细胞 NLRAO染色情况 'r*,,"标尺 q
EF "=("O$正常对照组大鼠视网膜组织中可见少量红色荧光染色
细胞"]$糖尿病模型组大鼠视网膜外核层可见大量红色荧光染色
细胞"I$;]Zf干预组大鼠视网膜外核层可见少量红色荧光染色细
胞"'箭头示红色与蓝色荧光重合部分 ( " Ì'$神经节细胞层#
:̂'$内核层#P̂ '$外核层
8$&9/(>5NLRAO1'"$%$%& )./"'/('$%",'$119(1'r*,,"S24qEF "=("
O$7(U T>&%4(89(0;9(>>8V(4(424(>6%S8(4Y(U )0 42;4(;)02>;)88&(%T0%4=2>
9%0;4%>14%&3"]$O>241(0&=S(4%T4(U T>&%4(89(0;9(>>8V(4(%S8(4Y(U
)0 ;$(%&;(40&9>(24>26(4%T4(;)02)0 U)2S(;)9=%U(>14%&3"I$H(V4(U
T>&%4(89(0;9(>>8V(4(%S8(4Y(U )0 ;$(%&;(40&9>(24>26(4%T4(;)02)0
;]Zf)0;(4Y(0;)%0 14%&3" 'O44%V8)0U)92;(U %Y(4>233(U 4(U 20U S>&(
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图 ?5各组大鼠视网膜组织细胞凋亡指数比较"9q!,d,."Tq

,d,!@与正常对照组比较"2Tk,d,F#与糖尿病模型组比较"STk,d,!
'单因素方差分析"'/DN5检验"$ qF("!$正常对照组#*$糖尿病模
型组#+$;]Zf干预组
8$&9/(?5I)0+"/$1)%)."+)+')1$1$%2(S )./"'/('$%",'$119("0)%&
2$..(/(%'&/)9+1"9q!,d,."Tq,d,!@I%=324(U V);$ 0%4=2>9%0;4%>

14%&3"2Tk,d,F#9%=324(U V);$ U)2S(;)9=%U(>14%&3"STk,d,! 'P0(N
V26Ô P_O"'/DN5;(8;" $ qF( "!$ 0%4=2>9%0;4%>14%&3# *$ U)2S(;)9
=%U(>14%&3#+$;]Zf)0;(4Y(0;)%0 14%&3

>@K"各组大鼠视网膜组织及细胞中蛋白表达情况
比较

正常对照组*糖尿病模型组*;]Zf干预组大鼠视
网膜组织 3NOW;QOW;的相对表达量分别为 ,dECl,d!!*
,dF*l,d!, 和 !d!.l,d+!"3N(̂P/Q(̂P/ 的相对表达
量分别为 ,d-+l,d,C*,dF*l,d,- 和 !d,+l,d!+"总体
比较差异均有统计学意义 '9q!*dEE"Tk,d,!#9q
+Cd--"Tk,d,!(#与正常对照组大鼠比较"糖尿病模型
组大鼠视网膜组织中 3NOW;QOW;和 3N(̂P/Q(̂P/ 相对
表达量降低"差异均有统计学意义'均 Tk,d,!(#与糖

尿病模型组比较";]Zf干预组大鼠视网膜组织中
3NOW;QOW;和 3N(̂P/Q(̂P/ 相对表达量显著升高"差
异均有统计学意义'均 Tk,d,!('图 .()

正常对照组*甘露醇对照组*高糖组*;]Zf干预组
和 [:+M抑制剂组细胞 3NOW;QOW;的相对表达量分别
为 ,d<Fl,d+-*,d<.l,d*E*,d++l,d*F*!d+*l,d+E 和
,d*.l,d,<"3N(̂P/Q(̂P/ 的相对表达量分别为 ,d-Cl
,d!!*,dE. l,d*<* ,d.F l,d*<* !d*- l,d** 和 ,dE+ l
,d*<"总体比较差异均有统计学意义 '9q!*d+C"Tk
,d,!#9qEd+F"Tk,d,!(#与正常对照组比较"高糖组
细胞中 3NOW;QOW;和 3N(̂P/Q(̂P/ 蛋白相对表达量明
显降低"差异均有统计学意义'均 Tq,d,*(#与高糖组
比较";]Zf干预组细胞中 3NOW;QOW;和 3N(̂P/Q(̂P/

相对表达量明显升高"差异均有统计学意义 '均 Tk
,d,!(#与 ;]Zf干预组比较"[:+M抑制剂组中 3NOW;Q
OW;和 3N(̂P/Q(̂P/ 相对表达量明显降低"差异均有
统计学意义'均 Tk,d,!('图 F()
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图 J5各组大鼠视网膜组织中 +D4b'*4b'*+D(RFU和 (RFU蛋白表
达比较"O$各组 3NOW;*OW;蛋白电泳条带"]$各组 3NOW;QOW;蛋白
相对表达量比较"9q!*dEE"Tk,d,!@与正常对照组比较"2Tk,d,!#
与糖尿病模型组比较"STk,d,! '单因素方差分析"'/DN5检验"$ q
<("I$各组 3N(̂P/*(̂P/ 蛋白电泳条带"D$各组 3N(̂P/Q(̂P/ 蛋
白相对表达量比较"9q+Cd--"Tk,d,!@与正常对照组比较"2Tk
,d,!#与糖尿病模型组比较"STk,d,!'单因素方差分析"'/DN5检验"
$q<("!$正常对照组#*$糖尿病模型组#+$;]Zf干预组"OW;$蛋白
激酶 ]#(̂P/$内皮型一氧化氮合酶
8$&9/(J5I)0+"/$1)%).+D4b'"4b'"+D(RFU"%2(RFU+/)'($%
(S+/(11$)%$%/"'/('$%",'$119(1"0)%& 2$..(/(%'&/)9+1"O$[4%;()0
S20U8%T3NOW;20U OW;" ]$I%=324)8%0 %T;$(4(>2;)Y((B34(88)%0 %T
3NOW;QOW;34%;()0"9q!*dEE"Tk,d,!@I%=324(U V);$ 0%4=2>9%0;4%>
14%&3"2Tk,d,!#9%=324(U V);$ U)2S(;)9=%U(>14%&3"STk,d,! 'P0(N
V26Ô P_O"'/DN5;(8;" $ q< ( " I$ [4%;()0 S20U8%T3N(̂P/ 20U
(̂P/" D$ I%=324)8%0 %T;$(4(>2;)Y((B34(88)%0 %T3N(̂P/Q(̂P/
34%;()0"9q+Cd--"Tk,d,!@I%=324(U V);$ 0%4=2>9%0;4%>14%&3"2Tk
,d,!#9%=324(U V);$ U)2S(;)9=%U(>14%&3"STk,d,! 'P0(NV26Ô P_O"
'/DN5;(8;" $ q<( "!$ 0%4=2>9%0;4%>14%&3# *$ U)2S(;)9=%U(>14%&3#
+$;]Zf)0;(4Y(0;)%0 14%&3 " OW;$ 34%;()0 W)028(]# (̂P/$(0U%;$(>)2>
0);4)9%B)U(860;$28(
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图 K5各组细胞中 +D4b'量4b'量+D(RFU量(RFU蛋白表达比较"O$各
组 3NOW;量OW;蛋白电泳条带"]$各组 3NOW;QOW;蛋白相对表达量比
较"9q!*d+C"Tk,d,!@与正常对照组比较"2Tk,d,F#与高糖组比
较"STk,d,!#与 ;]Zf干预组比较"9Tk,d,!'单因素方差分析"'/DN5
检验" $ q< ( " I$各组 3N(̂P/量 (̂P/ 蛋白电泳条带 " D$各组
3N(̂P/Q(̂P/ 蛋白相对表达量比较"9qEd+F"Tk,d,!@与正常对照
组比较"2Tk,d,F#与高糖组比较"STk,d,!#与 ;]Zf干预组比较"
9Tk,d,!'单因素方差分析"'/DN5检验"$q<("!$正常对照组#*$甘
露醇对照组#+$高糖组#.$;]Zf干预组#F$[:+M抑制剂组"OW;$蛋
白激酶 ]#(̂P/$内皮型一氧化氮合酶
8$&9/(K5 I)0+"/$1)%).+D4b'"4b'"+D(RFU"%2(RFU+/)'($%
(S+/(11$)%$%/HID: -(,,"0)%& 2$..(/(%'&/)9+1"O$[4%;()0 S20U8%T
3NOW;20U OW;"]$I%=324)8%0 %T;$(4(>2;)Y((B34(88)%0 %T3NOW;QOW;
34%;()0"9q!*d+C"Tk,d,!@I%=324(U V);$ 0%4=2>9%0;4%>14%&3"2Tk
,d,F#9%=324(U V);$ $)1$ 1>&9%8(14%&3"STk,d,!#9%=324(U V);$ ;]Zf
)0;(4Y(0;)%0 14%&3"9Tk,d,! 'P0(NV26Ô P_O"'/DN5;(8;" $ q<( "
I$[4%;()0 S20U8%T3N(̂P/ 20U (̂P/"D$I%=324)8%0 %T;$(4(>2;)Y(
(B34(88)%0 %T3N(̂P/Q(̂P/ 34%;()0"9qEd+F"Tk,d,!@I%=324(U V);$
0%4=2>9%0;4%>14%&3"2Tk,d,F#9%=324(U V);$ $)1$ 1>&9%8(14%&3"STk
,d,!# 9%=324(U V);$ ;]Zf )0;(4Y(0;)%0 14%&3"9Tk,d,! ' P0(NV26
Ô P_O"'/DN5;(8;"$q<("!$0%4=2>9%0;4%>14%&3#*$=200);%>9%0;4%>
14%&3# +$ $)1$ 1>&9%8(14%&3# .$ ;]Zf )0;(4Y(0;)%0 14%&3# F$ [:+M
)0$)S);%414%&3" OW;$ 34%;()0 W)028(]# (̂P/$(0U%;$(>)2>0);4)9%B)U(
860;$28(

?5讨论

既往研究表明";]Zf具有保护 /J#诱导的糖尿

病模型大鼠视网膜的作用"并在一定程度上降低模型
大鼠的血糖"增加视网膜组织中 ZPN!量]9>N* 等抗凋亡

及抗氧化应激因子的表达
+ <b!,, ) 本研究结果也显示"

;]Zf干预的糖尿病大鼠血糖较糖尿病模型组显著降
低"证实了 ;]Zf具有对抗高血糖的作用"其机制可能
是 ;]Zf发挥了对糖尿病模型大鼠胰岛 %细胞的保护
作用";]Zf干预的糖尿病模型大鼠可分泌更多的胰岛
素"从而达到抗高血糖的作用 + !!, )

临床研究表明"D7患者出现眼底微血管病变之

前视网膜功能已出现异常
+ !*, "主要表现为色觉量对比

敏感度以及暗适应能力的降低"57̀ 表现为振幅下降

及潜伏期延长
+ !+, ) 动物实验也显示糖尿病大鼠发生

视网膜功能损害早于血管病变
+ !., ) 57̀ 2波和 S 波

主要来源于视网膜光感受器细胞 '视锥细胞量视杆细
胞(及双极细胞"反映细胞受到刺激时的电位变化)
本研究结果显示"造模后 . 周糖尿病模型组大鼠 57̀
出现异常"与正常对照组相比主要表现为 2波和 S 波
振幅下降"说明 /J#诱导的糖尿病大鼠早期即出现
57̀ 振幅下降"与 I$(8>(4等 + !F,

研究发现的糖尿病模

型大鼠早期出现视功能障碍的结果一致) 有证据表
明";]Zf在神经退行性病变中具有潜在的皮质神经元
及运动神经元的保护作用

+ !C, ) 本研究结果显示"
;]Zf干预组大鼠 57̀ 的 2波和 S 波振幅较糖尿病模
型组有所升高"推测 ;]Zf可在一定程度上改善糖尿
病模型大鼠的视网膜功能"这种作用可能是 ;]Zf通
过保护糖尿病模型大鼠的视网膜神经细胞产生的)

本研究中组织病理染色结果显示糖尿病模型组大

鼠视网膜外核层及内核层变薄量细胞排列紊乱#Jĉ 5'
染色结果显示糖尿病模型组大鼠视网膜中凋亡细胞主

要位于外核层"推测已有光感受器细胞和双极细胞受
到损害"并且细胞数量减少) 而 ;]Zf干预组大鼠视
网膜上述情况则有所改善"说明 ;]Zf对糖尿病大鼠
视网膜结构及神经细胞损害均有保护作用) 各组大鼠
视网膜组织形态结构特征及细胞凋亡情况也与 57̀ 2
波和 S 波振幅改变一致)

高糖诱导的氧化应激被认为是导致 D7发生和发
展的关键机制之一

+ !E, ) 因此各种抑制氧化应激反应
的蛋白或细胞因子对防治 D7进展具有积极作用)
(̂P/ 作为机体内催化 P̂合成的酶之一"其在 D7发
病机制中有重要作用) 病理情况下"(̂P/ 来源的 P̂
与超 氧 阴 离 子 ' P*b( 反 应" 形 成 过 氧 亚 硝 酸 盐
'P̂ PPb("诱导细胞发生氧化应激反应"进而发生细
胞凋亡"同时增强血管通透性 + !-, #大量的氧化产物可
导致 (̂P/ 解偶联及失活"导致氧化应激的恶性循
环

+ !<, ) 本研究发现"糖尿病模型大鼠视网膜组织中及
高糖培养的细胞中磷酸化 (̂P/ 表达下降"提示高糖
状态下 (̂P/ 存在失活"可能介导 D7过程中高糖导致
的视网膜结构和功能损害#在使用 ;]Zf干预的糖尿
病大鼠视网膜或高糖细胞中发现"磷酸化 (̂P/ 表达
升高) I$(0 等 + *,,

研究表明" (̂P/ 8(4!!E< 位点磷酸
化能提高 (̂P/ 对辅因子''N精氨酸量]Z.(的亲和力"
改善病理情况下的 (̂P/ 解偶联"减少 (̂P/ 失活"提
示 ;]Zf具有促进或恢复 (̂P/ 活性的作用"并可能由
此发挥抗视网膜神经元凋亡及抗氧化应激的作用)

(̂P/ 的上游信号通路 [:+MQOW;可介导人类多种
疾病" 包 括 癌 症量 糖 尿 病量 心 血 管 疾 病 和 神 经 疾
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病
+ *!b**, ) 既往研究表明"OW;8(4.E+ 位点被磷酸化后"

可激发 OW;的完全酶活性"通过抑制促凋亡蛋白 '如
]2U(或抑制促凋亡信号'H%B%(实现调节作用 + *+, ) 在
D7的发病过程中"[:+MQOW;通路被抑制"OW;磷酸化
表达水平显著降低"下游凋亡级联反应被激活"引起视
网膜神经元的氧化应激损伤和凋亡

+ *., ) 本研究中结
果显示"糖尿病大鼠视网膜组织和高糖培养的细胞中
磷酸化 OW;表达降低"而 ;]Zf干预的糖尿病大鼠视
网膜或高糖细胞中磷酸化 OW;表达升高"表明 ;]Zf
可能通过促进 OW;蛋白 8(4.E+ 位点的磷酸化"使 OW;
活化"发挥对 D7中视网膜的保护作用) 进一步探讨
;]Zf的保护作用机制发现"[:+M抑制剂组细胞中磷
酸化 OW;和磷酸化 (̂P/ 表达水平较 ;]Zf干预组下
降"表明 ;]Zf的促进 OW;和 (̂P/ 磷酸化作用可被
[:+M抑制剂阻断"但其确切的机制有待进一步研究)

综上所述"本研究结果表明 ;]Zf可能通过 [:+M
活化 OW;Q(̂P/ 途径对早期糖尿病模型大鼠视网膜结
构和功能发挥保护作用"为 ;]Zf及其衍生制品防治
D7视网膜损伤提供了理论依据"对早期 D7的防治具
有重要意义) 但因为视网膜结构的复杂性及细胞的多
样性"本研究中未对视网膜细胞间相互作用进行实验"
并且尚缺乏 ;]Zf通过 OW;介导的 (̂P/ 8(4!!E< 磷酸
化的直接证据"有待后续的研究进一步探讨)
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