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!!$摘要%!目的!探讨核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族含 SF+(. 结构域蛋白 ?&Ta7S?'炎症小体在
高糖诱导人视网膜色素上皮细胞 O7S%A;8 增生及凋亡中的作用及机制(!方法!将体外培养的 O7S%A;8 细
胞分为正常对照组和高糖组#分别用常规培养液和含终浓度 ?# &&E)@a葡萄糖培养液培养 W$ D#采用荧光探
针检测各组细胞活性氧簇 &7=U'含量#采用生物化学检验法检测超氧化物歧化酶 & U=6'活力值及丙二醛
&C6O'浓度( 取正常对照组和高糖组细胞分别加入 #)")9);#);9 和 "# #&E)@aTa7S? 抑制剂 VhA#8 培养
W$ D#采用细胞计数试剂盒 $&VV]A$'检测细胞的增生率#选取 VhA#8 作用的适宜浓度( 将细胞分为正常对照
组)正常jVhA#8 组)高糖组和高糖jVhA#8 组#其中正常jVhA#8 组和高糖jVhA#8 组细胞培养液中添加
;9 #&E)@aVhA#8 进行培养#采用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率#采用 L4024+. B)E2法检测各组 Ta7S?)凋
亡相关点状蛋白&OUV')半胱氨酸蛋白水解酶 ; 前体& G+EAV'0G'04A;'及活化片段&5)4'M4*AV'0G'04A;'#凋亡相
关蛋白 R淋巴细胞瘤 "&R5)A"'#R5)A" 相关 f蛋白&R',')半胱氨酸蛋白水解酶 ? 前体& G+EAV'0G'04A?'及活化
片段&5)4'M4*AV'0G'04A?'的相对表达量(!结果!高糖组细胞中 7=U 荧光强度值为 ;"# #"#k? "W9#C6O浓度
为&WZ8"k#Z#8'.&E)@&H#明显高于正常对照组的 ?9 W"<k$;; 和&;Z:$k#Z#?' .&E)@&H#高糖组细胞中 U=6活
力值为&?9Z<9k;Z""'#&E)@&&(.!&H'#明显低于正常对照组的&:WZ8<k;ZW;'#&E)@&&(.!&H'#差异均有统
计学意义&-l?9Z:<#)W<Z8<#)"8Z$?##均 Jm#Z#9'( 高糖组细胞增生率明显低于正常对照组#差异有统计学意
义&-l;$Z$"##Jm#Z#9'( 高糖组中随着 VhA#8 浓度的增加细胞增生率逐渐升高#其中 ;#);9 和 "# #&E)@a
VhA#8 处理细胞的增生率明显高于 # #&E)@aVhA#8 处理细胞#差异均有统计学意义&均 Jm#Z#9'#正常对照
组中 ;9 #&E)@aVhA#8 处理细胞与 # #&E)@aVhA#8 处理细胞的增生率比较#差异无统计学意义&Jn#Z#9'(
高糖组细胞凋亡率为&";Z<$k#ZW;'_#明显高于正常对照组的&<Z<:k;Z#9'_和高糖jVhA#8 组的 & ;?Z8<k
#Z#:'_#差异均有统计学意义&均 Jm#Z#9'( 高糖组 Ta7S?)OUV)5)4'M4*AV'0G'04A;)5)4'M4*AV'0G'04A? 和 R',
蛋白相对表达量较正常对照组明显升高#R5)A" 蛋白相对表达量较正常对照组明显下降#差异均有统计学意义
&均Jm#Z#9'*正常jVhA#8 组和高糖jVhA#8 组与正常对照组和高糖组比较#Ta7S?)OUV)5)4'M4*AV'0G'04A;)
R',)5)4'M4*AV'0G'04A?蛋白相对表达量下降#R5)A"蛋白相对表达量升高#差异均有统计学意义&均 Jm#Z#9'(!
结论!Ta7S? 炎症小体通过 7=U@Ta7S?@V'0G'04A; 信号通路介导了体外高糖环境诱导 7S%细胞的凋亡
过程(!

$关键词%!氧化应激* 炎症小体* 核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族含 SF+(. 结构域蛋白 ?* 高糖*
视网膜色素上皮
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"7/+'&.1'#8A/I#1'*6#8NE(.M402(H'242D44II452EI2D4.-5)4E2(*4AB(.*(.H*E&'(.#)4-5(.4A+(5DA5E.2'(.(.H
I'&()F#GF+(. *E&'(.A5E.2'(.(.H? & Ta7S? ' (.I)'&&'0E&4E. 2D4G+E)(I4+'2(E. '.* 'GEG2E0(0EID-&'. +42(.')
G(H&4.24G(2D4)(')54)))(.4O7S%A;8 4,GE04* 2ED(HD H)-5E04'.* (20&45D'.(0&3! J#'"$3+! O7S%A;8 54))0
5-)2-+4* 5$ <5-,/J4+4*(M(*4* (.2E.E+&')5E.2+E)H+E-G '.* D(HDAH)-5E04H+E-G#'.* J4+45-)2-+4* (. 5E.M4.2(E.')
&4*(-&'.* &4*(-&5E.2'(.(.H?# &&E)@aH)-5E04IE+W$ DE-+0#+40G452(M4)F3ND45E.24.2EI+4'52(M4E,FH4. 0G45(40
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&7=U' J4+4*424524* BFI)-E+4054.2G+EB4#'.* 2D4'52(M(2FEI0-G4+E,(*4*(0&-2'04&U=6' '.* 2D45E.54.2+'2(E. EI
&')E.*(')*4DF*4&C6O' J4+424024* BFB(E5D4&(5')'00'F3ND454))0EI2D42JEH+E-G0J4+45-)2-+4* J(2D ##"#9#;##
;9 '.* "# #&E)@aTa7S? (.D(B(2E+VhA#8 IE+W$ DE-+0#+40G452(M4)F3ND4G+E)(I4+'2(E. +'24EIO7S%A;8 54))0-.*4+
M'+(E-05E.54.2+'2(E.0EIVhA#8 2+4'2&4.2J'0*424524* BF54))5E-.2(.HK(2A$#'.* 2D4'GG+EG+('245E.54.2+'2(E. EI
VhA#8 J'0*424+&(.4*3O7S%A;8 54))0J4+4*(M(*4* (.2E.E+&')5E.2+E)H+E-G#.E+&')jVhA#8 H+E-G#D(HDAH)-5E04
H+E-G '.* D(HD H)-5E04jVhA#8 H+E-G3ND45-)2-+4&4*(-&(. 2D4.E+&')jVhA#8 H+E-G '.* D(HD H)-5E04jVhA#8 H+E-G
J'00-GG)4&4.24* J(2D ;9 #&E)@aVhA#83Q)EJ5F2E&42+FJ'0-04* 2E*424522D4'GEG2E0(0+'24EI4'5D H+E-G#'.*
L4024+. B)E2J'0-04* 2E*424522D4+4)'2(M44,G+400(E. )4M4)0EITa7S?#'GEG2E0(0A'00E5('24* GE(.2G+E24(. &OUV'#
V'0G'04A; G+45-+0E+& G+EAV'0G'04A; ' '.* '52(M4I+'H&4.20 & 5)4'M4*AV'0G'04A; '# R )F&GDE5F2E&'A" G+E24(.
&R5)A"'#R5)A"A'00E5('24* fG+E24(. &R','#V'0G'04A? G+45-+0E+& G+EAV'0G'04A?' '.* '52(M4I+'H&4.20&5)4'M4*A
V'0G'04A?'3!=#+(0'+!ND4(.24.0(2FEI7=U I)-E+4054.54'.* C6O5E.54.2+'2(E. J4+4;"# #"#k? "W9#& WZ8"k
#Z#8' .&E)@&H(. 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G#JD(5D J4+4BE2D 0(H.(I(5'.2)FD(HD4+2D'. ?9 W"<k$;; '.* &;Z:$k#Z#?'
.&E)@&H(. 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G#'.* 2D4U=6'52(M(2FJ'0& ?9Z<9k;Z""' #&E)@&&(.!&H' (. 2D4D(HDA
H)-5E04H+E-G#JD(5D J'00(H.(I(5'.2)F)EJ4+2D'. & :WZ8<k;ZW;' #&E)@&&(.!&H' (. 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G#
0DEJ(.H02'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2*(II4+4.540B42J44. 2D42JEH+E-G0&-l?9Z:<##W<Z8<##"8Z$?#*'))'2Jm#Z#9'3ND4
G+E)(I4+'2(E. +'24EI7S%54))0(. D(HDAH)-5E04H+E-G J'00(H.(I(5'.2)F)EJ4+2D'. 2D'2(. .E+&')5E.2+E)H+E-G#'.* 2D4
*(II4+4.54J'002'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2& -l;$Z$"## Jm#Z#9 '3L(2D 2D4(.5+4'04EIVhA#8 5E.54.2+'2(E.# 2D4
G+E)(I4+'2(E. +'24EI54))0(. 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G J'0H+'*-'))F(.5+4'04*3ND4G+E)(I4+'2(E. +'240EI54))02+4'24* J(2D
;##;9 '.* "# #&E)@aVhA#8 J4+4'))0(H.(I(5'.2)FD(HD4+2D'. 2DE042+4'24* J(2D # #&E)@aVhA#8# 0DEJ(.H
02'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2*(II4+4.540B42J44. 2D4& & '))'2Jm#Z#9 '3ND4G+E)(I4+'2(E. +'240EI54))02+4'24* J(2D
;9 #&E)@a'.* # #&E)@a VhA#8 J4+4.E20(H.(I(5'.2)F*(II4+4.2(. 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G &Jn#Z#9'3ND4
'GEG2E0(0+'24EI54))0(. 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G J'0&";Z<$k#ZW;'_#JD(5D J'00(H.(I(5'.2)FD(HD4+2D'. & <Z<:k
;Z#9'_ (. 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G '.* & ;?Z8<k#Z#:'_ (. 2D4D(HDAH)-5E04jVhA#8 H+E-G#'.* 2D4*(II4+4.540
J4+402'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2& BE2D '2Jm#Z#9'3ND4+4)'2(M44,G+400(E. )4M4)0EITa7S?#OUV#5)4'M4*AV'0G'04A;#
5)4'M4*AV'0G'04A? '.* R',G+E24(.0J4+40(H.(I(5'.2)FD(HD4+'.* 2D4+4)'2(M44,G+400(E. )4M4)0EIR5)A" G+E24(. J'0
0(H.(I(5'.2)F)EJ4+(. 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G 5E&G'+4* J(2D 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G# '.* 2D4*(II4+4.540J4+4
02'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2&'))'2Jm#Z#9'3ND4+4)'2(M44,G+400(E. )4M4)0EITa7S?#OUV#2D4'52(M4I+'H&4.2EI5)4'M4*A
V'0G'04A;#R','.* 5)4'M4*AV'0G'04A? G+E24(.0J4+4*45+4'04* '.* 2D4+4)'2(M44,G+400(E. )4M4)0EIR5)A" G+E24(. J4+4
(.5+4'04* (. 2D4.E+&')jVhA#8 H+E-G '.* D(HD H)-5E04jVhA#8 H+E-G 5E&G'+4* J(2D 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G '.*
D(HD H)-5E04H+E-G#'.* 2D4*(II4+4.540J4+402'2(02(5'))F0(H.(I(5'.2&'))'2Jm#Z#9'3! G$)10(+*$)+! Ta7S?
(.I)'&&'0E&4&4*('2402D4D(HD H)-5E04(.*-54* 7S%54))0'GEG2E0(02D+E-HD 7=U@Ta7S?@V'0G'04A; 0(H.')(.H
G'2DJ'F3

"9#4 2$&3+#8=,(*'2(M402+400* >.I)'&&'0E&40* Ta7 I'&()F# GF+(. *E&'(.A5E.2'(.(.H? G+E24(.* [(HD
H)-5E04* 742(.')G(H&4.24G(2D4)(-&

:()3%&$5&.-" ]4F7404'+5D '.* 64M4)EG&4.2S+E1452EIUD''.,(S+EM(.54& "#;$c6fCAUQA#W9'* U5(4.54
'.* N45D.E)EHFS+EH+'&EIf(o'. &"#;:;;<UQ@hf#;# /;#0 '
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!!糖尿病视网膜病变& *('B42(5+42(.EG'2DF#67'是糖
尿病常见的眼部并发症之一#是一种与持续性高血糖
相关的慢性)进行性)可致盲的视网膜微血管病变 / ;0 (
研究表明#高血糖)氧化应激和慢性炎症是 67发生的
重要机制

/ "0 ( 核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族
含 SF+(. 结 构 域 蛋 白 ? & .-5)4E2(*4AB(.*(.H*E&'(.#
)4-5(.4A+(5DA5E.2'(.(.HI'&()F#GF+(. *E&'(.A5E.2'(.(.H?#
Ta7S?'炎症小体是固有免疫的重要组分#是参与多
种炎症相关疾病的关键因子# 其能被活性氧簇
&+4'52(M4E,FH4. 0G45(40#7=U'激活#并调控下游的炎
症反应及细胞凋亡等病理生理过程

/ ?0 ( 有研究显示#
67患者玻璃体腔纤维增生膜中 Ta7S? 高表达 / W0 (
视网膜色素上皮&+42(.')G(H&4.24G(2D4)(-&#7S%'细胞

是 67增生膜的重要细胞来源#位于神经视网膜和脉
络膜之间#组成血\视网膜屏障#从而维持视网膜正常
功能#而且 7S%细胞具有清除自由基)分泌色素上皮
衍生因子&G(H&4.24G(2D4)(-&A*4+(M4* I'52E+#S%6Q')血
管内皮生长因子 &M'05-)'+4.*E2D4)(')H+EJ2D I'52E+#
Y%̂ Q'等活性物质的功能 / 90 ( 7S%细胞功能异常会
导致血\视网膜屏障的破坏以及 S%6Q和 Y%̂ Q分泌
失衡#最终引起新生血管的产生#而且 7S%细胞间紧
密连接的破坏会引起细胞迁移和增生#最终参与增生
膜的形成

/ <0 ( 因此#7S%细胞在 67发生和发展中具
有重要作用( 目前#Ta7S? 炎症小体在高糖诱导 7S%
细胞损伤中的作用及其机制尚不清楚( 本研究拟探讨
Ta7S? 炎症小体途径在高糖损伤 7S%细胞中的作用
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及机制#以期为 67的预防和治疗提供新靶点(

;8材料与方法

;3;!材料
;3;3;!细胞来源!人 7S%细胞株 O7S%A;8 购自美
国 ONVV细胞库(
;3;3>!主要试剂及仪器!6C%C@Q;" 培养基)胎牛
血清&美国 (̂B5E公司'*兔抗凋亡相关斑点样蛋白单
克 隆 抗 体 & 'GEG2E0(0 '00E5('24* 0G45KA)(K4 G+E24(.
5E.2'(.(.HVO76#OUV'&'B;998:#')兔抗 V'0G'04A; 单
克隆 抗 体 & 'B"#:$#" ' &英 国 OB5'& 公 司 '* 兔 抗
Ta7S? 多 克 隆 抗 体 & TRS"A;"WW< ' & 美 国 TEM-0
R(E)EH(5')0公司'*兔抗凋亡相关蛋白 R淋巴细胞瘤 "
&R 54)))F&GDE&'@)4-K4&('A"# R5)A" ' 多 克 隆 抗 体
&?$<8')兔抗 R5)A" 相关 f蛋白 &R5)A" '00E5('24* f
G+E24(.#R','多克隆抗体& "::"')兔抗 V'0G'04A? 多克
隆抗体&8<<"'&美国 VUN公司'*兔抗磷酸甘油醛脱氢
酶&H)F54+')*4DF*4?AGDE0GD'24*4DF*+EH4.'04# ÔS6['
多克隆抗体&ORASA7##;'&杭州贤至生物有限公司'*
Ta7S? 抑制剂 VhA#8&美国 U4))45K 公司'*细胞计数试
剂 盒 $ & 54)) 5E-.2(.H K(2# VV]A$ ' & 美 国

C4*VD4&%,G+400公司'*OSV@:AOO6细胞凋亡试剂盒
&天津三箭生物技术股份有限公司'*活性氧检测试剂
盒)7>SO裂解液)RVO蛋白浓度测定试剂盒 &上海碧
云天生物技术有限公司'*超氧化物歧化酶&0-G4+E,(*4
*(0&-2'04#U=6'及丙二醛 &&')E.*(')*4DF*4#C6O'生
化试剂盒&南京建成生物工程研究所'( V=" 恒温培

养箱 &日本 U'.FE公司 '*倒置相差显微镜 &日本
=)F&G-0公司 '*全自动酶标仪 &美国 ND4+&EQ(0D4+
U5(4.2(I(5公司'*流式细胞仪&美国 R45K&'. VE-)24+公
司'*电泳仪及电泳槽&北京六一仪器厂'*室温低速离
心机&德国 %GG4.*E+I公司'*低温高速离心机&上海力
康生物医疗科技公司'(
;3>!方法
;3>3;!高糖诱导 7S%细胞损伤模型建立!取 O7S%A
;8 细胞株#用含体积分数 ;#_胎牛血清的 6C%C@Q;"
培养液#置于 ?: p)体积分数 9_V=" 恒温培养箱中培

养( 取处于对数生长期)生长状态良好的细胞分为正
常对照组和高糖组#分别置于正常培养液和含终浓度
?# &&E)@a葡萄糖培养液中培养 W$ D(
;3>3>!荧光探针及生物化学检验法检测正常对照组
和高糖组细胞氧化应激相关指标! &;'6VQ[A6O荧
光探针检测各组细胞中 7=U 含量!取各组培养 W$ D
的细 胞# 质 量 浓 度 #Z"9_ 胰 蛋 白 酶 消 化 细 胞#

; 9## +@&(. 离心 9 &(.#收集细胞*用无血清培养液按
照 ; d; ### 稀释 6VQ[A6O#使终浓度为 ;# #&E)@a#用
稀释好的 6VQ[A6O重悬细胞#于 ?: p恒温培养箱内
孵育 "# &(.#流式细胞仪上机检测( &"'生物化学检
验法检测各细胞中 U=6活力值和 C6O浓度!将细胞
以 "q;#9

个@&)密度接种于 < 孔板中#收集各组细胞
放入 %S管中#加入 "## #)双蒸水#直接放入液氮
? 9̀ 0#立即取出并转入\"# p冰箱中放置 "# ?̀# 0#
取出于室温下解冻约 9 &(.&%S管内冰融化即可'#上
述操作重复 ? 次#形成匀浆液*将匀浆液于 9 ### +@&(.
离心 9 ;̀# &(.#取上清液待用( 分别根据 U=6和
C6O生化试剂盒说明书对上清液进行 U=6活力值和
C6O浓度检测(
;3>3?!VV]A$ 法检测不同浓度 VhA#8 作用后细胞增
生率!取处于对数生长期的细胞#制成 9q;#W

个@&)
的单细胞悬液#按照每孔 ;## #)单细胞悬液均匀接种
至 8< 孔板中#同时设置空白孔作为对照#置于 ?: p)
9_V=" 及饱和湿度的条件下培养过夜( 按照 ;3"3;
部分进行分组处理#并取正常对照组和高糖组细胞分
别加入 #)")9);#);9 和 "# #&E)@aVhA#8 培养 W$ D#
向每孔加入 ;# #)VV]A$ 溶液#于 ?: p培养 W D#振荡
;# &(.#使用全自动酶标仪测定各孔在 W9# .&处的吸
光度&O'值( 计算各组不同浓度 VhA#8 处理后细胞增
生率#细胞增生率&_'l&实验组 O值\空白孔 O值' @
&正常对照组 O值\空白孔 O值'q;##_( 根据细胞增
生率选择 VhA#8 作用的适宜浓度(
;3>3K!流式细胞术检测细胞凋亡率!将细胞以
"q;#9

个@&)密度接种于 < 孔板中#将细胞分为正常对
照组)正常jVhA#8 组)高糖组和高糖jVhA#8 组#其中
正常 jVhA#8 组 和 高 糖 jVhA#8 组 培 养 液 中 添 加
;9 #&E)@aVhA#8*培养 W$ D#; 9## +@&(. 离心 9 &(.#
收集细胞( 按照 O..4,(.AOSV@:AOO6细胞凋亡检测
试剂盒说明书进行操作#磷酸盐缓冲液洗涤细胞#加入
9## #)上样缓冲液重悬细胞#分别加入 9 #):AOO6和
O..4,(.AOSV染色#室温下避光孵育 ;9 &(.#用流式细
胞仪检测各组细胞的凋亡率(
;3>3L!L4024+. B)E2法检测细胞炎症小体相关蛋白)
凋亡相关蛋白的表达!按照 ;3"3W 部分收集各组细
胞# 加 入 W## #)7>SO 裂 解 液 充 分 裂 解 细 胞#
;" ### +@&(. 离心 ;# &(.#提取细胞总蛋白#RVO法测
定蛋白浓度( 每孔上样 W# #H蛋白进行 U6UA聚丙烯酰
胺凝胶电泳#将蛋白转印至 SY6Q膜*取膜于含有
9# H@a脱脂奶粉的 NRUN缓冲液内室温封闭 " D#加入
ÔS6[)Ta7S?)OUV)V'0G'04A;)R5)A")R',)V'0G'04A?

!$! 中华实验眼科杂志 "#"" 年 ; 月第 W# 卷第 ; 期!VD(. X%,G =GD2D')&E)#X'.-'+F"#""#YE)3W##TE3;
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一抗&均 ; d; ### 稀释'#W p孵育过夜#含体积分数
#Z;_吐温 "# 的 NRU 缓冲液&NRUN'洗膜*用 NRUN稀
释 [7S标记羊抗兔二抗&; d9# ###'室温下摇床上孵
育 " D( 超敏 %Va化学发光液显色曝光后扫描胶片#
并采用 >&'H4X软件进行图像处理与分析( 以 ÔS6[
作为内参#以目的蛋白与 ÔS6[的蛋白产物条带灰
度值之比作为其蛋白的相对表达量(
;3?!统计学方法

采用 USUU "?3# 统计学软件进行统计分析#采用
+̂'GDG'* S+(0&$3# 软件绘制图表( 计量资料数据经

UD'G(+EAL()K 检验证实呈正态分布#以 &4'.kU6表示(
采用均衡分组单因素干预多水平研究设计#正常对照
组与高糖组间各计量资料差异比较采用独立样本 -检
验*多组间计量资料总体差异比较采用单因素方差分
析#组间多重比较采用 aU6A-检验( Jm#Z#9 为差异有
统计学意义(

>8结果

>3;!正常对照组与高糖组 7S%细胞内 7=U 含量)
C6O浓度和 U=6活力值的比较

高糖组 7S%细胞内 7=U 荧光强度值为 ;"# #"#k
? "W9#明显高于正常对照组的 ?9 W"<k$;;#差异有统
计学意义&-l?9Z:<##Jm#Z#9'( 高糖组 7S%细胞内
C6O浓度为 & WZ8"k#Z#8' .&E)@&H#明显高于正常对
照组的 & ;Z:$ k#Z#? ' .&E)@&H#差异有统计学意义
&-lW<Z8<##Jm#Z#9'*高糖组 U=6活力值为& ?9Z<9k
;Z""' #&E)@&&(. ! &H'#明显低于正常对照组的
&:WZ8<k;ZW;'#&E)@&&(.!&H'#差异有统计学意义
&-l"8Z$?##Jm#Z#9'&图 ;'(
>3>!各组内不同浓度 VhA#8 处理细胞的增生率比较

倒置显微镜下可见#正常对照组 7S%细胞贴壁良
好#形态多呈较为饱满的多边形及梭形)细胞质丰富#
相邻细胞呈聚集状态*高糖组 7S%细胞呈散在分布#
细胞活力及细胞密度均较正常对照组降低&图 "'( 高
糖组细胞增生率明显低于正常对照组#差异有统计学
意义&-l;$Z$"##Jm#Z#9'( 正常对照组中不同浓度
VhA#8 处理细胞的增生率总体比较#差异有统计学意
义&&l<Z:"8#Jl#Z##?'#其中 ")9);# 和 ;9 #&E)@a
VhA#8 处理细胞的增生率与 # #&E)@aVhA#8 处理细
胞比 较# 差 异 均 无 统 计 学 意 义 & 均 Jn#Z#9 ' *
"# #&E)@aVhA#8 处 理 细 胞 的 增 生 率 明 显 低 于
# #&E)@aVhA#8 处 理 细 胞# 差 异 有 统 计 学 意 义
&Jm#Z#9 ' ( 高糖组中不同质量浓度 VhA#8 处理
细胞的 增 生 率 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

&&l?8ZW8##Jm#Z##;' #其中 " #&E)@a和 9 #&E)@a
VhA#8 处理细胞的增生率与 # #&E)@aVhA#8 处理细
胞比较差异均无统计学意义&均 Jn#Z#9' *;#);9 和
"# #&E)@a VhA#8 处 理 细 胞 的 增 生 率 明 显 高 于
# #&E)@aVhA#8#差异均有统计学意义&均 Jm#Z#9'
&表 ;' ( ;9 #&E)@aVhA#8 处理细胞的增生值达到
高糖组峰值且该浓度对正常细胞增生率无明显影

响( 因此#确定 ;9 #&E)@aVhA#8 为实验组后续干预
浓度(
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图 ;8正常对照组与高糖组 =F@细胞内 =AB含量)J<7浓度)
BA<活力值比较!O）各组 7=U 荧光强度值比较!R）各组 C6O浓度

比较!V）各组 U=6活力值定量比较!与正常对照组比较#'Jm#Z#9
&独立样本 -检验#$l?'!7=U）活性氧簇*C6O）丙二醛*U=6）超氧化
物岐化酶

:*5(&#; 8 G$-%.&*+$)$,=AB1$)'#)'# J<7 1$)1#)'&.'*$).)3
BA<.1'*6*'4 *)=F@1#00+/#'2##)'"#'2$ 5&$(%+!O）VE&G'+(0E. EI
7=U I)-E+4054.54(.24.0(2F! R） VE&G'+(0E. EIC6O 5E.54.2+'2(E. !
V）VE&G'+(0E. EIU=6 '52(M(2F! VE&G'+4* J(2D 2D4.E+&')5E.2+E)

H+E-G#'Jm#Z#9 &>.*4G4.*4.20'&G)40-A2402# $ l? ' ! 7=U）+4'52(M4
E,FH4. 0G45(40*C6O）&')E.*(')*4DF*4*U=6）0-G4+E,(*4*(0&-2'04

BA100μm 100μm

图 >8正常对照组和高糖组培养后 Km "=F@细胞形态&q;###标尺l

;## #&'!O）正常对照组细胞形态多呈较为饱满的多边形#相邻细胞

呈聚集状态!R）高糖组细胞呈低密度散在分布
:*5(&#>8J$&%"$0$54 $,=F@1#00+.,'#&KmH"$(&1(0'(&#*)'"#'2$

5&$(%+&q;###B'+l;## #&'!O）V4))0J4+4I-))GE)FHE.0(. 0D'G4'.*

H'2D4+4* (. 5)-024+0(. 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G!R）V4))0J4+405'224+4*)F

*(02+(B-24* J(2D )EJ*4.0(2F(. 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G

!8!中华实验眼科杂志 "#"" 年 ; 月第 W# 卷第 ; 期!VD(. X%,G =GD2D')&E)#X'.-'+F"#""#YE)3W##TE3;
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表 >8各组细胞中 DE=F?)7BG和 G.+%.+#H; 蛋白相对表达量比较&-#.)NB<'
!./0#>8G$-%.&*+$)$,'"#&#0.'*6##O%&#++*$)0#6#0+$,DE=F?#7BG.)3G.+%.+#H; .-$)5 6.&*$(+5&$(%+&-#.)NB<'

组别 样本量 Ta7S? 蛋白相对表达量 OUV蛋白相对表达量 G+EAV'0G'04A; 蛋白相对表达量 5)4'M4*AV'0G'04A; 蛋白相对表达量

正常对照组 ? #Z;$<k#Z#?# #Z"#:k#Z##W #ZW;8k#Z#?$ #Z#W$k#Z##?

正常jVhA#8 组 ? #Z#:$k#Z##?' #Z;;"k#Z##:' #ZW;:k#Z#WW #Z#"9k#Z##8'

高糖组 ? #Z?8$k#Z##"' #ZW$8k#Z#?W' #Z?88k#Z#?# #Z;9<k#Z#;#'

高糖jVhA#8 组 ? #Z"::k#Z##WB #Z??8k#Z##?B #ZW";k#Z##: #Z#$8k#Z##"B

&值 ;9$Z:## ;:"Z;## #Z;89 ;?9Z;##
J值 m#Z#; m#Z#; #Z$8: m#Z#;

!注"与各自正常对照组比较#'Jm#Z#9*与各自高糖组比较#BJm#Z#9&单因素方差分析#aU6A-检验'!Ta7S?"核苷酸结合寡聚化结合域样受体家族含
SF+(. 结构域蛋白 ?*OUV"凋亡相关斑点样蛋白
!TE24"VE&G'+4* J(2D 2D4+40G452(M4.E+&')5E.2+E)H+E-G#'Jm#Z#9*5E&G'+4* J(2D 2D4+40G452(M4D(HDAH)-5E04H+E-G#BJm#Z#9 &=.4AJ'FOT=YO#aU6A-
2402'!Ta7S?".-5)4E2(*4AB(.*(.H*E&'(.#)4-5(.4A+(5DA5E.2'(.(.HI'&()F#GF+(. *E&'(.A5E.2'(.(.H?*OUV"'GEG2E0(0'00E5('24* 0G45KA)(K4G+E24(. 5E.2'(.(.H
VO76

表 ;8正常对照组和高糖组不同浓度 GPHQR
处理细胞增生率比较&-#.)NB<#S'

!./0#;8G$-%.&*+$)$,%&$0*,#&.'*$)&.'#$,
1#00+.-$)5 3*,,#&#)'1$)1#)'&.'*$)+$,GPHQR
'&#.'-#)'*)'"#'2$ 5&$(%+&-#.)NB<#S'

不同浓度 VhA#8 样本量
正常对照组

细胞增生率

高糖组

细胞增生率

# #&E)@a ? ;##Z##k;Z8$ <<Z9#k;Z9<

" #&E)@a ? ;##Z"$k"Z?8 <:Z:$k;Z:?

9 #&E)@a ? 88Z$<k;Z99 :#Z:$k#Z9?

;# #&E)@a ? 88Z??k"Z<? :8Z9;k"Z9?'

;9 #&E)@a ? 89Z;Wk"Z<9 $:Z8#k"Z#$'

"# #&E)@a ? 8#ZW?k;ZW?' :8Z?<k"Z;:'

&值 <Z:"8 ?8ZW8#

J值 #Z##? m#Z##;

!注"与各自组内 # #&E)@aVhA#8 处理比较#'Jm#Z#9&单因素方差分
析#aU6A-检验'
!TE24"VE&G'+4* J(2D 2D4+40G452(M4# #&E)@aVhA#8 2+4'2&4.2#'Jm#Z#9
&=.4AJ'FOT=YO#aU6A-2402'

>3?!各组细胞 Ta7S? 炎症小体相关蛋白表达比较
正常对照组)正常jVhA#8 组)高糖组和高糖jVhA#8

组 Ta7S?)OUV)活化 V'0G'04A;&5)4'M4*AV'0G'04A;#相
对分子质量为 "# ###'蛋白相对表达量总体比较差异
均有统计学意义 &&l;9$Z:##);:"Z;##);?9Z;###均
Jm#Z#9'( V'0G'04A; 前体& G+EAV'0G'04A;#相对分子质
量为 W9 ###'相对表达量总体比较#差异无统计学意
义&&l#Z;89#Jl#Z$8:'( 正常jVhA#8 组 Ta7S? 和
OUV蛋白相对表达量明显低于正常对照组#高糖组
Ta7S?)OUV和 5)4'M4*AV'0G'04A; 相对表达量明显高
于正常对照组和高糖jVhA#8 组差异均有统计学意义
&均 Jm#Z#9'&图 ?#表 "'(

1 2 3 4 相对分子质量

NLRP3

ASC

pro�Caspase�1

cleaved�Caspase�1

GAPDH

118000

22000

45000

20000

37000

图 ?8各组 =F@细胞内炎症小体 DE=F?)7BG和 G.+%.+#H; 蛋白表

达电泳图!正常jVhA#8 组 Ta7S?)OUV和 5)4'M4*AV'0G'04A; 蛋白条

带灰度弱于正常对照组#高糖组 Ta7S?)OUV)5)4'M4*AV'0G'04A; 蛋白

条带灰度强于正常对照组和高糖jVhA#8 组*G+EAV'0G'04A; 蛋白条带

灰度在各组间无明显差异!;"正常对照组*""正常jVhA#8 组*?"高

糖组*W"高糖jVhA#8 组!Ta7S?"核苷酸结合寡聚化结构域样受体

家族含 S+F+(. 结构域蛋白 ?*OUV"凋亡相关斑点样蛋白* ÔS6["磷

酸甘油醛脱氢酶

:*5(&#?8 @0#1'&$%"$&#'$5&.- $,DE=F?#7BG .)3G.+%.+#H; *)

3*,,#&#)'5&$(%+3#'#1'#3/4 0#+'#&)/0$'8VE&G'+4* J(2D 2D4.E+&')

5E.2+E)H+E-G#2D4(.24.0(2FEITa7S?#OUV'.* 5)4'M4*AV'0G'04A; B'.*0

J'0*45+4'04* (. .E+&')jVhA#8 H+E-G3VE&G'+4* J(2D 2D4D(HDAH)-5E04

H+E-G#2D4(.24.0(2FEITa7S?#OUV'.* 5)4'M4*AV'0G'04A; B'.*0J'0

*45+4'04* (. 2D4.E+&E)5E.2+E)H+E-G '.* 2D4 D(HDAH)-5E04jVhA#8

H+E-G3ND4(.24.0(2FEIG+EAV'0G'04A; B'.*0J'0.E20(H.(I(5'.2)F*(II4+4.2

'&E.HM'+(E-0H+E-G0!;".E+&')5E.2+E)H+E-G*"".E+&')jVhA#8 H+E-G*

?"D(HDAH)-5E04H+E-G*W"D(HDAH)-5E04jVhA#8 H+E-G!Ta7S?".-5)4E2(*4A

B(.*(.H*E&'(.#)4-5(.4A+(5DA5E.2'(.(.HI'&()F#GF+(. *E&'(.A5E.2'(.(.H?*

OUV"'GEG2E0(0'00E5('24* 0G45KA)(K4G+E24(. 5E.2'(.(.HVO76* ÔS6["

H)F54+')*4DF*4?AGDE0GD'24*4DF*+EH4.'04

>3K!各组细胞凋亡率比较
正常对照组)正常jVhA#8 组)高糖组)高糖jVhA#8

组细胞凋亡率分别为&<Z<:k;Z#9'_)&9Z;"k#Z;8'_)
&";Z<$k#ZW;'_和&;?Z8<k#Z#:'_#总体比较差异有
统计学意义&&l?W<Z?###Jm#Z#9'#其中高糖组细胞
凋亡率明显高于正常对照组和高糖jVhA#8 组#差异均
有统计学意义&均 Jm#Z#9'*正常jVhA#8 组细胞凋亡
率略低于正常对照组#差异无统计学意义 &Jn#Z#9'
&图 W'(

!#;! 中华实验眼科杂志 "#"" 年 ; 月第 W# 卷第 ; 期!VD(. X%,G =GD2D')&E)#X'.-'+F"#""#YE)3W##TE3;
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表 ?8各组细胞中 G.+%.+#H?)U.O 和 U10H> 蛋白相对表达量比较&-#.)NB<'
!./0#?8G$-%.&*+$)$,'"#&#0.'*6##O%&#++*$)0#6#0+$,G.+%.+#H?#U.O .)3

U10H> %&$'#*)+.-$)5 6.&*$(+5&$(%+&-#.)NB<'

组别 样本量
G+EAV'0G'04A?
相对表达量

5)4'M4*AV'0G'04A?
相对表达量

R',蛋白
相对表达量

R5)A" 蛋白
相对表达量

正常对照组 ? #Z<#Wk#Z#"9 #Z#$?k#Z##9 #Z?#;k#Z#"$ #Z;##k#Z##;

正常jVhA#8 组 ? #Z<;:k#Z#;? #Z#9;k#Z##<' #Z;"?k#Z##<' #Z"WWk#Z##<'

高糖组 ? #Z<;?k#Z#;" #Z;8#k#Z#;;' #Z<$9k#Z#""' #Z#9#k#Z##W'

高糖jVhA#8 组 ? #Z98$k#Z#;# #Z;?:k#Z#;;B #Z9:"k#Z#"8B #Z;:Wk#Z#;#B

&值 #Z9"9 $9Z8?# "?8Z"## ??"Z"##

J值 #Z<:: m#Z#; m#Z#; m#Z#;

!注"与正常对照组比较#'Jm#Z#9*与高糖组比较#BJm#Z#9&单因素方差分析#aU6A-检验'!R',"
R5)相关 f蛋白*R5)A""R淋巴细胞瘤因子A"
!TE24"VE&G'+4* J(2D 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G#'Jm#Z#9*5E&G'+4* J(2D 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G#BJm#Z#9
&=.4AJ'FOT=YO#aU6A-2402'!R',"R5)A" '00E5('24* fG+E24(.*R5)A""R54)))F&GDE&'I'52E+A"
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图 K8各组细胞凋亡情况!O"各组细胞凋亡流式细胞检测图!R"各

组细胞凋亡率比较!&l?W<Z?###Jm#Z#93!与正常对照组比较#'Jm

#Z#9*与高糖组比较#BJm#Z#9&单因素方差分析#aU6A-检验#$l?'!
;"正常对照组*""正常jVhA#8 组*?"高糖组*W"高糖jVhA#8 组
:*5(&#K87%$%'$+*+$,'"#=F@1#00+*)6.&*$(+5&$(%+!O"Q)EJ
5F2E&42+F+40-)20EIM'+(E-0H+E-G0!R"VE&G'+(0E. EI2D4'GEG2E0(0+'24
'&E.HM'+(E-0H+E-G0! &l?W<Z?###Jm#Z#93! VE&G'+4* J(2D 2D4

.E+&')5E.2+E)H+E-G#'Jm#Z#9*5E&G'+4* J(2D 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G#
BJm#Z#9 & =.4AJ'FOT=YO# aU6A-2402# $ l? ' ! ;" .E+&')5E.2+E)
H+E-G* "" .E+&')jVhA#8 H+E-G* ?" D(HDAH)-5E04H+E-G* W" D(HDAH)-5E04
jVhA#8 H+E-G

>3L!各组细胞 R',)R5)A" 及 V'0G'04A? 蛋白表达比较
正常对照组)正常jVhA#8 组)高糖组和高糖jVhA#8

组间细胞 5)4'M4*AV'0G'04A?)R',和 R5)A"蛋白相对表达
量总体比较#差异均有统计学意义&&l$9Z8?#)"?8Z"##)
??"Z"###均 Jm#Z#;'#各组间 G+EA
V'0G'04A? 蛋白相对表达量总体比
较#差异无统计学意义&&l#Z9"9#
Jl#Z<::'( 正常jVhA#8 组 R',及
5)4'M4*AV'0G'04A?蛋白相对表达量
低于正常对照组#R5)A" 蛋白相对
表达量高于正常对照组#差异均
有统计学意义&均Jm#Z#9'*高糖
组 R',及 5)4'M4*AV'0G'04A? 蛋白
相对表达量高于正常对照组和高

糖组jVhA#8 组#R5)A" 蛋白相对
表达量低于正常对照组和高糖组

jVhA#8 组#差异均有统计学意义
&均 Jm#Z#9'&图 9#表 ?'(

1 2 3 4 相对分子质量

pro�Caspase�3

cleaved�Caspase�3

Bax

Bcl�2

GAPDH

35000

17000

21000

26000

37000

图 L8各组细胞凋亡相关蛋白 U.O)U10H>)G.+%.+#H? 表达电泳图!
正常jVhA#8 组 5)4'M4*AV'0G'04A? 和 R',蛋白条带灰度弱于正常对照
组#R5)A" 蛋白条带灰度强于正常对照组*高糖组 5)4'M4*AV'0G'04A?
和 R',蛋白条带灰度强于正常对照组和高糖组jVhA#8 组#R5)A" 蛋
白条带灰度弱于正常对照组和高糖组jVhA#8 组*G+EAV'0G'04A? 蛋白
条带灰度在各组间无明显差异!;"正常对照组*""正常jVhA#8 组*
?"高糖组*W"高糖jVhA#8 组!R',"R5)相关 f蛋白*R5)A""R淋巴细
胞瘤* ÔS6["磷酸甘油醛脱氢酶
:*5(&#L 8 @0#1'&$%"$&#'$5&.- $,U.O# U10H> .)3 G.+%.+#H? *)
3*,,#&#)'5&$(%+3#'#1'#3/4 0#+'#&)/0$'!VE&G'+4* J(2D 2D4.E+&')
5E.2+E)H+E-G# 2D4(.24.0(2FEI5)4'M4*AV'0G'04A? '.* R',B'.*0J'0
*45+4'04* '.* 2D4(.24.0(2FEIR5)A" B'.* J'0(.5+4'04* (. .E+&')jVhA#8
H+E-G3VE&G'+4* J(2D 2D4D(HDAH)-5E04H+E-G#2D4(.24.0(2FEI5)4'M4*A
V'0G'04A? '.* R',B'.*0J'0*45+4'04* '.* 2D4(.24.0(2FEIR5)A" B'.*
J'0(.5+4'04* (. 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G '.* 2D4D(HDAH)-5E04jVhA#8
H+E-G*2D4(.24.0(2FEIG+EAV'0G'04A? B'.*0J'0.E20(H.(I(5'.2)F*(II4+4.2
'&E.HM'+(E-0H+E-G0!;".E+&')5E.2+E)H+E-G*"".E+&')jVhA#8 H+E-G*
?" D(HDAH)-5E04H+E-G* W" D(HDAH)-5E04jVhA#8 H+E-G ! R'," R5)A"
'00E5('24* fG+E24(.*R5)A""R54)))F&GDE&'A"* ÔS6["H)F54+')*4DF*4
?AGDE0GD'24*4DF*+EH4.'04

?8讨论

高糖环境可激活 7S%细胞内氧化应激反应#产生
大量 7=U#造成细胞毒性损伤#或直接通过损伤线粒
体造成 7S%细胞凋亡 0 :\$0 ( 7S%细胞凋亡可影响
7=U 的清除及 S%6Q等活性因子的分泌#有可能促进

!;;!中华实验眼科杂志 "#"" 年 ; 月第 W# 卷第 ; 期!VD(. X%,G =GD2D')&E)#X'.-'+F"#""#YE)3W##TE3;
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67的发生和发展( 本研究采用高糖诱导 7S%细胞氧
化损伤模型#也发现高糖条件下 7S%细胞中 7=U 含
量和脂质过氧化物 C6O浓度均升高#U=6活力值降
低#细胞的增生受到明显抑制#证实了高糖能诱导
7S%细胞发生氧化应激#抑制细胞增生( 本研究结果
还显示#高糖组中 ;#);9 和 "# #&E)@aVhA#8 处理细
胞的增生率明显高于 # #&E)@aVhA#8 处理细胞#推测
Ta7S? 参与高糖环境下 7S%细胞增生调控(

高糖环境下线粒体发生氧化应激#引起细胞内
Ta7S? 介导的信号通路激活/80 ( Ta7S? 炎症小体是由
Ta7S?)接头蛋白 OUV和蛋白酶 G+EAV'0G'04A; 组成的
多蛋白复合物( S+EAV'0G'04A; 被激活后自剪切形成的
5)4'M4*AV'0G'04A; 介导白细胞介素 &(.24+)4-K(.#>a'A;$
和 >aA;$ 等促炎因子的分泌/;#\;;0 *Ta7S? 炎症小体也
可以通过激活 V'0G'04A? 引起细胞凋亡 / ;"0 ( L'.H
等

/ ;?0
在增生性玻璃体疾病患者的玻璃体液中发现

TaS7?)OUV)V'0G'04A; 及其他炎症因子显著高表达#
而且 Ta7S? 炎症小体可以诱导体外培养的人视网膜
微血管内皮细胞发生凋亡(

细胞凋亡是一个极其复杂的生命活动过程#涉及
多种凋亡通路( R5)A" 蛋白通过阻止细胞色素 V从线
粒体释放来抑制细胞凋亡#R',通过与线粒体上的膜通
道结合促使细胞色素 V释放而促进凋亡/;W0 ( V'0G'04A?
在细胞凋亡的级联反应途径中位于核心位置#是执行细
胞凋亡的关键因子

/;9\;<0 ( 王卫等/;"0
研究发现#下调肾

小管上皮细胞中 Ta7S? 表达水平可以抑制高糖诱导的
细胞凋亡( 本研究结果显示#与正常对照组比较#高糖
组 7S%细胞凋亡率)炎症小体相关 蛋 白) R',和
V'0G'04A?蛋白表达均明显升高#而 R5)A" 蛋白表达明显
下降*正常jVhA#8 组与正常对照组相比#高糖jVhA#8
组与高糖组相比#7S%细胞凋亡率下降#Ta7S?)OUV)
5)4'M4*AV'0G'04A;)R',和 5)4'M4*AV'0G'04A? 表达均降
低#R5)A"的表达则上调( 以上结果充分显示高糖环境
可激活炎症小体 Ta7S?#引起 7S%细胞凋亡(

综上所述#本研究证实高糖环境可提高 7S%细胞
内 7=U 含量和 C6O浓度#抑制 7S%细胞增生并促进
其凋亡*Ta7S? 抑制剂可提高高糖环境下 7S%细胞
的增生率并抑制其凋亡#推测 Ta7S? 炎症小体参与了
高糖条件下 7S%细胞的凋亡过程( 然而#本研究尚未
明确 Ta7S? 炎症小体通路与细胞凋亡之间的直接关
系*未进行 >a等下游分子的检测*仅为体外细胞学研
究#尚需进一步开展实验动物研究( 我们需进一步探
讨 Ta7S? 炎症小体与细胞凋亡的分子机制#为预防和
治疗 67提供潜在的靶向目标(
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