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$$(摘要)$目的$探讨特异性 EZh激活剂 S=>L 对体外高糖诱导人视网膜色素上皮"EDC%#@:L 细胞凋亡
的拮抗作用及其潜在机制*$方法$将体外培养的 EDC%@:L 细胞分别置于含 K+:"+!" !09&)S=>L 的高糖
"#" &&+)9M葡萄糖#培养液中培养 J+:!+![ -'根据细胞增生率探索最佳的作用浓度和作用时间* 将细胞分
为 [ 个组'其中正常对照组+甘露醇组和高糖组+分别于含 K J̀ &&+)9M葡萄糖正常培养液+含 K J̀ &&+)9M葡
萄糖和 ![ [̀ &&+)9M甘露醇培养液+高糖培养液中培养 [8 -'高糖wS=>L 组细胞于含 :" !09&)S=>L 正常培
养液中培养 :! -'然后于高糖培养液中继续培养 #J -* 采用 UhS 法检测细胞的增生率'采用流式细胞仪检测
各组细胞凋亡率'采用 c6246A/ P)+4法检测磷酸化的蛋白激酶 V" ?@ER4#+g连锁凋亡抑制蛋白 "gIEC#+
7'2?'26@L+7'2?'26@# 及活化片段 '74(Q6@7'2?'26@# 的相对表达量* 将细胞分为 F60@2-DFE组+EZh2-DFE组和
空白对照组分别加入相应转染复合物和无血清培养基'采用实时荧光定量 C=D检测各转染组 ER4&DFE表
达* 将转染细胞分为 F60@2-DFEwS=>L 组和 EZh2-DFEwS=>L 组'参照高糖wS=>L 组处理方式进行培养'采
用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率*$结果$不同浓度 S=>L 处理不同时间细胞中以 :" !09&)S=>L 预处理
:! - 细胞的增生率最高* 高糖组细胞增生率明显低于正常对照组+甘露糖组和高糖wS=>L 组'差异具有统计
学意义"均 Kk" "̀:#* 高糖组细胞凋亡率为"K! !̀>l# !̀:#_'明显高于正常对照组的"# L̀"l" >̀:#_和高糖w

S=>L 组的"!" >̀"l# J̀!#_'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀:#* 高糖组 ?@ER4+gIEC+7'2?'26@L 及 7'2?'26@# 蛋
白相对表达量明显低于正常对照组和高糖wS=>L 组''74(Q6@7'2?'26@# 蛋白相对表达量明显高于正常对照组和
高糖wS=>L 组'差异均具有统计学意义 "均Kk" "̀K#* 正常对照组+F60@2-DFE组和 EZh2-DFE组 EZh
&DFE相对表达量分别为 " J̀"l" "̀>+" K̀Ll" "̀# 和 " :̀:l" :̀"'总体比较差异有统计学意义 "Sj#" [̀['
Kk" "̀:#* EZh2-DFEwS=>L 组细胞凋亡率明显高于高糖wS=>L 组和 F60@2-DFEwS=>L 组'差异均有统计学
意义"均 Kk" "̀":#*$结论$S=>L 可以部分拮抗高糖诱导的 EDC%@:L 细胞凋亡'其机制可能与活化 EZh9
gIEC通路'抑制凋亡执行蛋白 7'2?'26家族有关*$

(关键词)$高糖, 视网膜色素上皮细胞, S=>L, 凋亡
基金 项 目! 国 家 自 然 科 学 基 金 项 目 " 8!""#>L[ #, 深 圳 市 科 创 委 基 础 研 究 " 面 上 项 目 #

"\=;\!":L"8"8:>"J"L[L"#
GHI&:"5#>J"97&'5357/::KL8L@!"!:">:"@""["K

8-)/7,-0*)0+'11'+),1KOHG ,-F07F72.+,*'40-<.+'</&,&),*0*,1@>$+'22*/-<0)*('7.2/),(6 5'+F/-0*5 ,-
8;A4[E8>*07-/20-7 &/)F3/6
D;$/* Z$1'@0 J0;+1'C;$/ @10(;(/*'D;0/* <+(51/*
?,,1210&$> :;$/F;$/ !6$E(-#1&02(,N1/0/ O/1L$%-1&6':;$/F;$/ ]$6Z0 (̂%0&(%6(,A#;&;025(2(*6':;$/F;$/ _XR8V8'
C;1/0
C(%%$-#(/>1/* 0+&;(%&D;0/* <+(51/*'!5012&X9R79_8[8W8GXW9I.(5

"89*)(/+)#:L9M'+)0I':h+(/Q624(0'464-6'/4'0+/(24(76OO674'/. ?+46/4(')&67-'/(2& +O2?67(O(7EZh
'74(Q'4+AS=>L +/ 4-6'?+?4+2(2+O-,&'/ A64(/')?(0&6/46?(4-6)(')"EDC%#@:L 76))2(/.,76. PB-(0- 0),7+261/
L1&%(5$N')F,<*$h-6EDC%@:L 76))2N6A67,)4,A6. (/ -(0- 0),7+26&6.(,&"7+/4'(/(/0#" &&+)9M0),7+26# ?),2
K':" +A!" !09&)S=>L'A62?674(Q6)B5EO46AJ@':!@'/. ![@-+,A7,)4,A6'4-6+?4(&')6X?6A(&6/4')7+/76/4A'4(+/ '/.
4(&(/0N6A6.646A&(/6. '77+A.(/04+76))?A+)(O6A'4(+/ A'465h-6/ EDC%@:L 76))2N6A6.(Q(.6. (/4+O+,A0A+,?2'/+A&')
7+/4A+)0A+,? 7,)4,A6. (/ /+A&')&6.(,&7+/4'(/(/0K J̀ &&+)9M0),7+26O+A[8 -+,A2'&'//(4+)0A+,? 7,)4,A6. (/
&6.(,&7+/4'(/(/0K J̀ &&+)9M0),7+26'/. ![ [̀ &&+)9M&'//(4+)O+A[8 -+,A2'-(0- 0),7+260A+,? 7,)4,A6. (/

!J!!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz
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?A+46(/ R(/'26V " ?@ER4#'g@)(/R6. (/-(P(4+A+O'?+?4+2(2?A+46(/ " gIEC#'7'2?'26@L'7'2?'26@# '/. (42'74(Q6
OA'0&6/42"'74(Q6@7'2?'26@## N6A6'22'B6. PBc6246A/ P)+45h-6EDC%@:L 76))2N6A6.(Q(.6. (/4+F60@2-DFE0A+,?'
EZh2-DFE0A+,? '/. P)'/R 7+/4A+)0A+,? '/. N6A64A6'46. N(4- 4-67+AA62?+/.(/04A'/2O674(+/ 7+&?)6X'/. 26A,&@
OA66&6.(,&5h-6EZh&DFE6X?A622(+/ N'2.646746. PBA6')@4(&6C=D5h-64A'/2O6746. EDC%@:L 76))2N6A6.(Q(.6.
(/4+F60@2-DFEwS=>L 0A+,? '/. EZh2-DFEwS=>L 0A+,? '/. N6A67,)4,A6. '77+A.(/04+4-67,)4,A(/0&64-+. +O
-(0-@0),7+26wS=>L 0A+,?5h-6'?+?4+2(2A'46+O4-64N+0A+,?2N'246246. PBO)+N7B4+&64AB5$@'*.2)*$E&+/0
.(OO6A6/47+/76/4A'4(+/2+OS=>L '/. 4A6'4&6/44(&62'4-6?A+)(O6A'4(+/ A'46+O76))24A6'46. N(4- :" !09&)S=>L O+A
:! -+,A2N'24-6-(0-6245h-6?A+)(O6A'4(+/ A'46+OEDC%@:L 76))2(/ -(0-@0),7+260A+,? N'22(0/(O(7'/4)B)+N6A4-'/
4-'4(/ /+A&')7+/4A+)0A+,?'&'//(4+)0A+,? '/. -(0-@0),7+26wS=>L 0A+,?''/. 4-6.(OO6A6/762N6A624'4(24(7'))B
2(0/(O(7'/4"'))'4Kk" "̀:#5h-6'?+?4+2(2A'46+O76))2(/ 4-6-(0-@0),7+260A+,? N'2"K! !̀>l# !̀:#_'N-(7- N'2
2(0/(O(7'/4)B-(0-6A4-'/ "# L̀"l" >̀:#_ (/ /+A&')7+/4A+)0A+,? '/. "!" >̀"l# J̀!#_ (/ -(0-@0),7+26wS=>L 0A+,?
" P+4- '4Kk" "̀:#5h-6A6)'4(Q66X?A622(+/ )6Q6)2+O?@ER4'gIEC'7'2?'26@L '/. 7'2?'26@# N6A62(0/(O(7'/4)B)+N6A'/.
4-6A6)'4(Q66X?A622(+/ )6Q6)+O'74(Q6@7'2?'26@# N'22(0/(O(7'/4)B-(0-6A(/ -(0- 0),7+260A+,? 4-'/ 4-+26(/ /+A&')
7+/4A+)0A+,? '/. -(0-@0),7+26wS=>L 0A+,? "'))'4Kk" "̀K#5h-6A6)'4(Q66X?A622(+/ )6Q6)+OEZh&DFE(/ /+A&')
7+/4A+)0A+,?'F60@2-DFE0A+,? '/. EZh2-DFE0A+,? N'2" J̀"l" "̀>'" K̀Ll" "̀# '/. " :̀:l" :̀"'A62?674(Q6)B'
2-+N(/0'24'4(24(7'))B2(0/(O(7'/4.(OO6A6/76'&+/04-60A+,?2"Sj#" [̀['Kk" "̀:#5h-6'?+?4+2(2A'46+O76))2(/ 4-6
EZh2-DFEwS=>L 0A+,? N'22(0/(O(7'/4)B-(0-6A4-'/ 4-'4(/ -(0-@0),7+26wS=>L 0A+,? '/. F60@2-DFEwS=>L 0A+,?
"P+4- '4Kk" "̀":#5$O,-+2.*0,-*$S=>L 7'/ ?'A4('))B'/4'0+/(*64-6'?+?4+2(2+OEDC%@:L 76))2(/.,76. PB-(0-
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$$糖尿病视网膜病变" .('P64(7A64(/+?'4-B'GD#是糖
尿病的严重并发症之一'是全世界范围内工作年龄人
群排名第一位的致盲疾病'严重威胁患者的生活质量'

同时也给患者家庭和社会带来沉重的经济负担
- : !̂. *

视网膜色素上皮"A64(/')?(0&6/46?(4-6)(,&'DC%#细胞
参与构成血 视̂网膜外屏障'在维持视网膜正常的生
理功能方面发挥重要作用

- # [̂. * 而高糖状态可以导致
DC%细胞凋亡'破坏视网膜外屏障完整性+加剧黄斑
水肿形成和光感受器细胞损伤等

- K >̂. * 蛋白激酶 V
" ?A+46(/ R(/'26V'EZh#通路是细胞生理过程中的经典
通路之一'参与增生+分化+凋亡和葡萄糖转运等多种
细胞功能的调节

- 8 L̂. * 近年来研究发现 EZh通路的抑
制可能参与了高糖诱导 DC%细胞凋亡的病理过程-:". *
S=>L 是一种特异性的 EZh激活剂'已在角膜损伤模型+

肝损伤模型以及脑缺血模型等多种疾病体外模型中被

证实可通过活化 EZh而促进组织修复-:: :̂#. * 因此我们
推测 S=>L 对高糖环境下的视网膜细胞具有一定的保护
作用* 本研究拟探索 S=>L 对高糖环境中 DC%细胞的
保护作用及其可能的作用机制'以期为 GD治疗药物研
究提供细胞层面的线索*

B:材料与方法

B5B$材料
B5B5B$细胞来源$人视网膜色素上皮细胞系" -,&'/
A64(/')?(0&6/46?(4-6)(')76))2@:L'EDC%@:L#购自美国
菌种保藏中心*
B5B5!$主要试剂及仪器$GU%U9<:! 培养基+胎牛
血清"O64')P+Q(/626A,&'<VS#+质量分数 " !̀K_胰蛋
白酶+UhS"美国 W(P7+公司#,膜联蛋白 ]@荧光异硫氰
酸盐"'//6X(/ ]@O),+A6276(/ (2+4-(+7B'/'46'E//6X(/ ]# 9

碘化丙啶"?A+?(.(,&(+.(.6'CI#双染凋亡检测试剂盒+
S=>L+二甲基亚砜 " .(&64-B)2,)O+X(.6'GUSH#+青链霉
素":"" !09&)#+hA(*+)试剂 "美国 S(0&'公司#,兔源
?@EZh单克隆抗体"["J"#+兔源 g连锁凋亡抑制蛋白
"g@)(/R6. (/-(P(4+A+O'?+?4+2(2?A+46(/'gIEC#单克隆抗
体" :[##[#+鼠源 7'2?'26@L 单克隆抗体 " LK"8#+兔源
7'2?'26@# 单克隆抗体"LJJ!#+兔源 '74(Q6@7'2?'26@# 单
克隆抗体"LJJ:#+鼠源 E74(/ 单克隆抗体"#>""#"美国
=Sh公司#,羊抗鼠 I0W和羊抗兔 I0W荧光二抗"美国
M(7+A公司#,DICE裂解缓冲液"上海碧云天生物技术
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有限公司#,M(?+O674'&(/6hU!""" 转染试剂+DFE提取
试剂盒+Dh@C=D试剂盒"美国 I/Q(4A+06/ 公司#,EZh@
短发夹 DFE"2-+A4-'(A?(/ DFE'2-DFE#质粒"上海吉
玛制药技术有限公司#,逆转录试剂盒 "美国 h-6A&+
<(2-6A公司 #* 流式细胞仪 "美国 V67R&'/ 公司 #,
H.B226B双色红外成像系统"美国 M(7+A公司#,超微量
核酸分析仪"美国 h-6A&+<(2-6A公司#*
B5!$方法
B5!5B$细胞培养及分组处理$EDC%@:L 细胞用含 :"_
<VS 的 GU%U9<:! 培养基"含有 :_的青链霉素#培养
于 #> a+体积分数 K_ =H! 培养箱内'每 # 天传代 :
次'取对数期生长的细胞进行实验* 将细胞分别置于含
K+:"+!" !09&)S=>L 的高糖"#" &&+)9M葡萄糖#培养
液中培养 J+:!+![ -'更换高糖培养基继续培养细胞至
[8 - 检测细胞增生情况'并筛选最佳药物浓度及作用时
间* 另将培养的细胞分为 [ 个组'其中正常对照组于含
K J̀ &&+)9M葡萄糖的 GU%U9<:! 培养基培养 [8 -'甘
露醇组于含 K J̀ &&+)9M葡萄糖和 ![ [̀ &&+)9M甘露醇
的 GU%U9<:! 培养液培养 [8 -'高糖组于含高糖的
GU%U9<:! 培 养 液 培 养 [8 -'高 糖 wS=>L 组 于 含
:" !09&)S=>L 的高糖培养液中预处理后 :! - 更换为
含高糖的 GU%U9<:! 培养液继续培养 #J -*
B5!5!$UhS 法测定细胞增生率$取生长状态良好的
EDC%@:L 细胞'制成细胞悬液并计数'细胞密度为
:o:"K

个9&)* 按照 : !̀ :̀ 分组方案以 !"" !)9孔接种
于 LJ 孔板,加入 UhS !" !)'置于 #> a+K_ =H! 细胞

培养箱中继续培养 [ -,以加入 UhS 溶液 !" !)9孔作
为空白孔* 采用酶标仪于 [L" /&波长处检测各孔的
吸光度值"'P2+AP'/76'?值#* 计算细胞增生率j"各
组 ?值 空̂白孔 ?值# 9"正常对照组 ?值 空̂白孔

?值#o:""_* 所有实验均独立重复 # 次*
B5!5#$流式细胞术检测细胞凋亡水平$取对数生长
期 EDC%@:L 细 胞' 收 集 并 调 整 细 胞 密 度 至

!o:"K
个9&)'接种于 J 孔板'按照分组方案加入相应

的培养液 ! &)9孔'培养 [8 -* 用 " !̀K_胰酶消化后收
集细胞'预冷 CVS 洗 : 次'常规 E//6X(/@]9CI染色后采
用流式细胞仪检测细胞凋亡'统计流式细胞图中右上及
右下象限凋亡细胞比率* 所有实验均独立重复 # 次*
B5!5C$c6246A/ P)+4法检测相应靶蛋白表达量$收集
各组培养 [8 - 的细胞'用 CVS 洗涤'加入 DICE裂解
缓冲液溶解细胞'离心半径 8 7&':# """ A9&(/ 离心
:" &(/'收集上清液蛋白'采用 SGS@聚丙烯酰胺凝胶电
泳'将蛋白质转印至 C]G<膜* 将 C]G<膜置于含质
量分数 K_脱脂奶粉中室温封闭 : -'加入质量分数

K_VSE稀释的 ?@ER4" : d: """#+gIEC" : d: """#+
'74(Q6@7'2?'26@#": dK""#+7'2?'26@L": d: """#+7'2?'26@
#": d: """#+E74(/": d: """#抗体'摇床上室温孵育
#" &(/'[ a孵育过夜'hVSh洗膜 # 次'每次 K &(/,加
入相应 IDGB6J8"=c 或 IDGB68""=c 荧光二抗 "均
: d: """#'室温避光孵育 : -'使用 MI=HD@H.B226B系
统显影分析* 以 '74(/ 为内参照'计算各目的蛋白相对
表达量*
B5!5P$细胞转染及分组$将 EDC%@:L 细胞分为正常
对照组+无义寡核苷酸阴性对照组 "F60@2-DFE#和
EZh2-DFE转染组'其中正常对照组不做任何处理'
无义寡核苷酸质粒和 EZh2-DFE质粒由上海吉玛制
药技术有限公司提供* 待 EDC%@:L 细胞生长至 L"_
融合时'用培养基将细胞制成密度为 ! "̀o:"K

个9&)
的细胞 悬 液' 按 " K̀ &)9孔 接 种 于 ![ 孔 板' 置 于
#> a+K_ =H! 细胞培养箱中培养 ![ -'用无血清+不
含双抗的培养基分别稀释 EZh2-DFE质粒" : dK"#+
无义 2-DFE质粒": dK"#和 M(?+!"""": dK"#'室温放
置 K &(/,将稀释好的 EZh2-DFE和无义 2-DFE与
M(?+!""" 混 匀' 室 温 下 孵 育 !" &(/, 将 混 合 物 按
["" !)9孔加入 ![ 孔板中'置于 #> a+K_ =H! 细胞培

养箱中培养 [bJ -'去掉转染液'更换常规培养基'继
续培养 ![ -'收集细胞按照高糖wS=>L 组方式进行处
理'分别作为 F60@2-DFEwS=>L 组和 EZh2-DFEw
S=>L 组'并采用流式细胞术检测细胞凋亡率*
B5!5R$实时荧光定量 C=D法检测 EZh&DFE表
达$收集转染后细胞'用 hA(*+)法提取总 DFE'取
K"" /0DFE在 :" !)逆转录反应体系中合成 7GFE'
以 ! !)7GFE为模板加入基因引物* ?]M基因正向引
物序列为 Kn@WW===EWEh=E==Eh=E=@#n'反向引物序
列为 Kn@=hEh=Wh==EW=W=EWh==E@#n,<?KJE正向引
物序列为 Kn@WEh=WEEhhEEE==hhEh=Wh=Wh@#n'反向
引物序列为 Kn@EW=EW=EWEE=hh==E=h=WWh@#n* 引
物由上海吉玛制药技术有限公司合成* 扩增体系为
!" !)'扩增条件& LK a预变性 #" 2, LK a变性 K 2'
J" a退火 !" 2' >! a延伸 !" 2'共 [" 个循环* 以
WECGT为内参照'采用 ! (̂(=4

法计算 EZh&DFE的相
对表达量*
B5#$统计学方法

采用 SCSS !! "̀ 统计学软件进行统计分析* 计量
资料经 S-'?(A+@c()R 检验符合正态分布'以 "l-表示'
M6Q6/6检验方差齐* 各组间差异比较采用单因素方
差分析'组间两两比较采用 MSG@&检验* Kk" "̀K 为差
异有统计学意义*

!8!!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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表 B:不同浓度 KOHG 处理高糖状态下 8@>$4BG 细胞后
不同时间点细胞增生率比较"!T"'\#

A/92'B:O,5&/(0*,-,1&(,201'(/)0,-(/)'*,18@>$4BG +'22*0-F07F72.+,*'/)
<011'('-))05'&,0-)*)('/)'<30)F<011'('-)+,-+'-)(/)0,-*,1KOHG "!T"'\#

组别 样本量
不同时间点细胞增生率

J - :! - ![ -

" !09&)S=>L 组 # !! :̀Ll: "̀[ :L >̀#l # !̀K :J J̀!l : K̀L

K !09&)S=>L 组 # ![ 8̀Kl! !̀8' !L J̀Kl K J̀8' #> "̀"l ! 8̀['

:" !09&)S=>L 组 # [# J̀#l# #̀"' >: !̀[l:: [̀J' J[ [̀Ll:! 8̀"'

!" !09&)S=>L 组 # [# :̀>l# #̀8' J# :̀#l J !̀!' KJ #̀"l # #̀"'

S值 KJ "̀L [> >̀8 :! !̀K

K值 k" "̀: k" "̀: k" "̀:

$注&与 " !09&)S=>L 组比较''Kk" "̀:"单因素方差分析'MSG@&检验#
$F+46&=+&?'A6. N(4- A62?674(Q6" !09&)S=>L 0A+,?''Kk" "̀: "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624#

BA 正常对照组 甘露醇组 高糖组 高糖+SC79组
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）
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图 B:各组细胞凋亡情况$E&各组细胞凋亡流式细胞检测图$高糖组凋亡细胞数明显多于其他组$V&各组细胞凋亡率比较$Sj:[L L̀"'

Kk" "̀K5与高糖组比较''Kk" "̀:"单因素方差分析'MSG@&检验'/j##

=07.('B:8&,&),*0*,1@>$+'22*0-<011'('-)7(,.&*$E&<)+N7B4+&64ABA62,)42$h-6A6N6A6&+A6'?+?4+4(776))2(/ -(0- 0),7+260A+,? 4-'/ (/ +4-6A

0A+,?2$V&=+&?'A(2+/ +O'?+?4+2(2A'462'&+/0.(OO6A6/40A+,?2$Sj:[L L̀"'Kk" "̀K5=+&?'A6. N(4- -(0- 0),7+260A+,?''Kk" "̀: "H/6@N'BEFH]E'

MSG@&4624'/j##

!:结果

!5B$不同浓度 S=>L 对高糖培养下 EDC%@:L 细胞增
生能力的影响

UhS 法检测结果显示'不同浓度 S=>L 处理组细
胞培养 J组:! 和 ![ - 细胞增生率总体比较差异均有统
计学意义 " SjKJ "̀L组 [> >̀8组 :! !̀K'均 Kk" "̀: #*
K !09&)组:" !09&)组 !" !09&)S=>L 组培养 J组 :! 和
![ - 后细胞增生率较 " !09&)S=>L 组升高'差异均有
统计学意义"均 Kk" "̀K#,其中以 :" !09&)S=>L 预处
理 :! - 细胞的增生率最高"表 :#* 因此在后续实验
中选择该药物浓度和作用时间*

!5!$各组细胞增生率比较
UhS 法检测结果显示'正常对照组组甘露醇组组高

糖组组高糖wS=>L 组细胞增生率总体比较差异有统计
学意义"Sj:"[ [̀:'Kk" "̀:#,甘露醇组与正常对照组
细胞增生率比较'差异无统计学意义"Kx" "̀K#,高糖
组细胞增生率明显低于正常对照组和高糖wS=>L 组'
差异均有统计学意义"均 Kk" "̀:#"表 !#*

表 !:各组 8@>$4BG 细胞增生率比较"!T"'\#
A/92'!:O,5&/(0*,-,1&(,201'(/)0,-(/)'*,18@>$4BG

+'22*/5,-7 <011'('-)7(,.&*"!T"'\#

组别 样本量 细胞增生率

正常对照组 # :"" "̀"l" "̀"

甘露醇组 # L8 8̀!l: "̀[

高糖组 # !" J̀>l! :̀K'

高糖wS=>L 组 # >" "̀[lL J̀>'P

S值 :"[ [̀:

K值 k" "̀:

$注&与正常对照组比较''Kk" "̀:,与高糖组比较'PKk" "̀:"单因素方
差分析'MSG@&检验#
$F+46&=+&?'A6. N(4- /+A&')7+/4A+)0A+,?,'Kk" "̀:,7+&?'A6. N(4- -(0-
0),7+260A+,?'PKk" "̀: "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624#

!5#$各组细胞凋亡率比较
流式细胞术检测结果显示'正常对

照组组甘露醇组组高糖组组高糖wS=>L 组
细胞凋亡率分别为 " # L̀"l" >̀: #_组
"# >̀[ l" [̀! #_组 " K! !̀> l# !̀: #_和
"!" >̀"l# J̀!#_'总体比较差异有统计
学意义"Sj:[L L̀"'Kk" "̀K#* 其中'甘
露醇组与正常对照组细胞凋亡率无明

显变化'差异无统计学意义 "Kx" "̀K#,
高糖组细胞凋亡率明显高于正常对照

组和高糖wS=>L 组'差异有统计学意义
"均 Kk" "̀:#"图 :#*
!5C$各组细胞 ER49gIEC通路及凋亡

相关蛋白表达比较

正常对照组组甘露醇组组高糖组和高糖wS=>L
组 间 细 胞 ?@ER4组 gIEC组 7'2?'26@L组 7'2?'26@# 和
'74(Q6@7'2?'26@# 蛋白相对表达量总体比较'差异均有
统计学意义"Sj:8 >̀L组[# [̀#组!> "̀K组[K K̀8组K! :̀J'均
Kk" "̀": # *其中'甘露醇组与正常对照组各蛋白相对

!L!!!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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表 #:各组细胞 8组)][E8>通路及凋亡相关蛋白相对表达量比较"!T"#
A/92'#:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-2'I'2*,18组)][E8>&/)F3/6 /-<
/&,&),*0*4('2/)'<&(,)'0-*0-8@>$4BG +'22*/5,-7 <011'('-)7(,.&*"!T"#

组别 样本量
不同蛋白相对表达量

?@ER4 gIEC 7'2?'26@L 7'2?'26@# '74(Q6@7'2?'26@#

正常对照组 # : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀"

甘露醇组 # : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀" : "̀"l" "̀"

高糖组 # " #̀!l" :̀!' " !̀:l" "̀8' " #̀#l" "̀>' " :̀Ll" "̀!' : [̀8l" !̀#'

高糖wS=>L 组 # " 8̀>l" !̀#'P " [̀Kl" :̀:'P " >̀Ll" :̀['P " #̀#l" "̀>'P : :̀[l" "̀J'P

S值 :8 >̀L [# [̀# !> "̀K [K K̀8 K! :̀J
K值 k" "̀": k" "̀": k" "̀": k" "̀": k" "̀":

$注&与正常对照组相比''Kk" "̀K,与高糖组相比'PKk" "̀K"单因素方差分析'MSG4&检验#$EZh&
蛋白激酶 V,gIEC&g连锁凋亡抑制蛋白
$F+46&=+&?'A6. N(4- A62?674(Q6/+A&')7+/4A+)0A+,?''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- A62?674(Q6-(0- 0),7+26
0A+,?'PKk" "̀K "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624# $ EZh& ?A+46(/ R(/'26V,gIEC&g@)(/R6. (/-(P(4+A+O
'?+?4+2(2?A+46(/

表达量比较'差异均无统计学意义"均Kx" "̀K#,高糖
组 ?@ER4+gIEC+7'2?'26@L 及 7'2?'26@# 蛋白相对表达量
明显低于正常对照组和高糖wS=>L 组''74(Q6@7'2?'26@#
蛋白相对表达量高于正常对照组和高糖wS=>L 组'差异
均有统计学意义"均 Kk" "̀K#"图 !'表 ##*
!5P$各组 EZh&DFE相对表达量比较

正常对照组+F60@2-DFE组和 EZh2-DFE组 EZh
&DFE相对表达量分别为 " J̀"l" "̀>+" K̀Ll" "̀# 和
" :̀:l" :̀"'总体比较差异有统计学意义 "Sj#" [̀['
Kk" "̀:#,其中 EZh2-DFE组 EZh&DFE相对表达
量明显低于正常对照组和 F60@2-DFE组'差异均有统
计学意义"均 Kk" "̀":#"图 ##*

p�Akt

XIAP

caspase�9

caspase�3

active�caspase�3

actin

1 2 3 4

图 !:各组细胞内 8组)][E8>通路及凋亡相关蛋白表达电泳图$高
糖组 ?@ER4+gIEC+7'2?'26@# 和 7'2?'26@L 蛋白条带灰度弱于其他组'
'74(Q6@7'2?'26@# 蛋白条带灰度强于其他组$:&正常对照组,!&甘露
醇组,#&高糖组,[&高糖wS=>L 组$ER4&蛋白激酶 V,gIEC&g连锁凋
亡抑制蛋白

=07.('!:$2'+)(,&F,('),7(/5 ,18组)][E8>&/)F3/6 /-</&,&),*0*4
('2/)'<&(,)'0-'%&('**0,-*<')'+)'<96 ^'*)'(-92,)$ h-6P'/.
(/46/2(4B+O?@ER4'gIEC'7'2?'26@# '/. 7'2?'26@L ?A+46(/2N'2N6'R6A'/.
4-6P'/. (/46/2(4B+O'74(Q6@7'2?'26@# N'224A+/06A(/ -(0- 0),7+260A+,?
4-'/ (/ /+A&')7+/4A+)0A+,?'&'//(4+)0A+,?''/. TWwS=>L 0A+,?$:&
/+A&')7+/4A+)0A+,?,!&&'//(4+)0A+,?,#&-(0- 0),7+260A+,?,[&TWwS=>L
0A+,?$ER4&?A+46(/ R(/'26V,gIEC&g@)(/R6. (/-(P(4+A+O'?+?4+2(2?A+46(/
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图 #:各转染组细胞中 8;A5@U8相对表达量比较$Sj#" [̀['

Kk" "̀:5与正常对照组比较''Kk" "̀":"单因素方差分析'MSG@&检
验'/j##$EZh&蛋白激酶 V,2-DFE&短发夹 DFE
=07.('#:O,5&/(0*,-,18;A5@U80-@>$+'22*/5,-7 <011'('-)
)(/-*1'+)0,-7(,.&*$Sj#" [̀['Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- /+A&')7+/4A+)

0A+,?''Kk" "̀": "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624'/ j##$EZh&?A+46(/
R(/'26V,2-DFE&2-+A4-'(A?(/ DFE

!5R$不同转染组高糖诱导后细胞凋亡率比较
正常对照组+高糖wS=>L 组+F60@2-DFEwS=>L

组+ EZh 2-DFEwS=>L 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为
"# L̀"l" >̀:#_+"!" >̀"l[ [̀##_+"!: L̀"l: J̀!#_和
"[# #̀8 lK J̀J #_' 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义
"Sj:"! [̀"'Kk" "̀:#* 其中'EZh2-DFEwS=>L 组细胞
凋亡率明显高于高糖wS=>L 组和 F60@2-DFEwS=>L 组'
差异均有统计学意义"均 Kk" "̀":#"图 [#*

#:讨论

GD是由于长期高血糖导致的视网膜内微血管异
常'晚期可因新生血管形成+纤维血管性增生+牵拉性
视网膜脱离等原因致盲

组 :[. * 据国际糖尿病联合会公
布数据显示'!":L 年我国 !"b>L 岁糖尿病患者数量已
高达 : :̀J[ 亿'位居全球第一 组 :K. * 而在成年人糖尿病

患者中'GD患病率为 ![ >̀_b
#> K̀_组 :J. * 由此可见'GD的防
治工作迫在眉睫* 然而'导致 GD
发生的相关混杂因素众多'发病
机制至今未充分阐明*

DC%细胞介于视网膜神经上
皮层与脉络膜毛细血管层之间'
在维持正常的视觉功能和保持视

网膜结构+生理功能的完整性等
方面发挥重要作用

组 :>. * 视网膜
内细胞代谢旺盛'所需能量在很
大程度上依赖于 DC%细胞从血
液循环中摄取葡萄膜并递送至视

网膜内 '因此DC%细胞更容易受

!"#!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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图 C:不同转染组细胞凋亡情况$E&各组细胞凋亡流式细胞检测图$EZh2-DFEwS=>L 组凋亡细胞数明显多于其他组$V&各组细胞凋亡率比

较$Sj:"! [̀"'Kk" "̀:5与 EZh2-DFEwS=>L 组比较''Kk" "̀":"单因素方差分析'MSG4&检验'/j##$ER4&蛋白激酶 V,2-DFE&短发夹 DFE
=07.('C:8&,&),*0*,1@>$+'22*0-<011'('-))(/-*1'+)0,-7(,.&*$E&<)+N7B4+&64ABA62,)42$h-6A6N6A6&+A6'?+?4+4(776))2(/ EZh2-DFEwS=>L
0A+,? 4-'/ (/ +4-6A0A+,?2$V&=+&?'A(2+/ +O'?+?4+2(2A'462'&+/0.(OO6A6/40A+,?2$Sj:"! [̀"'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- EZh2-DFEwS=>L 0A+,?'
'Kk" "̀": "H/6@N'BEFH]E' MSG@&4624'/j##$ER4&?A+46(/ R(/'26V,2-DFE&2-+A4-'(A?(/ DFE

血糖水平的影响
- :8. * 大量的研究证明慢性高血糖可

以造成 DC%细胞的损伤'破坏视网膜外屏障的完整
性'是 GD的主要致病因素之一'例如'高糖可抑制
DC%细胞增生+诱导细胞凋亡或焦亡+抑制自噬功能
等

- :L !̂:. * 在本研究中'高糖"#" &&+)9M#处理 [8 - 可
明显抑制 DC%细胞增生'并且细胞凋亡率明显升高*
为了排除高渗因素对 DC%细胞的影响'本研究用甘露
醇培养基作为渗透压对照组'发现高渗并不会影响细
胞的增生和凋亡*

EZh通路被证实在高糖诱导 DC%反应中发挥重
要作用* f-'等 - !".

报道甲基转移酶样蛋白 # 在高糖
状态下对 DC%细胞的保护作用与 Ch%F9ER4通路的
活化有关* i(/ 等 - !! !̂#.

证实上调 DC%细胞血管紧张
素 : 型受体相关蛋白的内源性配体可以促进 DC%细
胞在高糖刺激后增生和迁移能力的恢复'而一旦抑制
ER4通路的激活'DC%细胞的活力明显受到影响'甚至
会影响 DC%细胞释放血管内皮生长因子+白细胞介素
:'+转化生长因子 ': 等 GD发病相关细胞因子* 由
此'我们提出添加 ER4激动剂也可以逆转体外高糖对
DC%细胞损伤的假设*

S=>L 是近年来新发现的一种 ER4激活剂'它可以
特异性结合 ER4的 CT结构域'有利于上游蛋白激酶
磷酸化的构象'从而增强 ER4通路的信号传导 - ![. * 目
前'多项研究将 S=>L 用于多种生理和病理状态下 ER4
的活化'展现出其细胞保护功能'例如其能够促进蛛网
膜下腔出血早期脑损伤的修复

- !K. ,还可以通过激活
ER4@FAO! 信号通路减轻 DC%细胞的紫外线辐射损
伤

- !J. * 本研究中发现 :" !09&MS=>L 预处理 :! - 可
以明显改善高糖状态下的 DC%细胞增生能力'部分逆
转高糖诱导的细胞凋亡'显示出 S=>L 对 DC%细胞良
好的保护作用* 为了进一步证实这种保护作用与
EZh信号通路有关'本研究利用 2-DFE技术敲低

EDC%@:L 细胞中 ER4的表达水平'发现 S=>L 对高糖
状态下细胞的保护能力大幅度减弱'从而证实了 S=>L
确实是通过活化 EZh发挥作用*

细胞凋亡是程序性细胞死亡的一种方式'在维持
机体组织稳态中起着至关重要的作用

- !>. * 其中'
7'2?'26家族是细胞凋亡的关键执行者 - !8. * 在本研究
中'高糖培养可以明显消耗凋亡执行关键蛋白
7'2?'26@L 和7'2?'26@#'增加'74(Q6@7'2?'26@# 的表达'诱
导细胞凋亡* 然而'S=>L 处理后则可以部分逆转高糖
下 7'2?'26@L 和 7'2?'26@# 的消耗'下调 '74(Q6@7'2?'26@#
的表达'其机制与 S=>L 激活 ER4'增加下游重要靶点
gIEC的表达有关* gIEC是一种凋亡抑制因子'可以
对细胞的外源性刺激作出反应'并直接与 7'2?'26家族
作用'促进后者发生蛋白酶体依赖性的降解'从而抑制
起始和效应 7'2?'26的活性 - !L. * ER4的活化可以促进
gIEC在 S6A8> 位点的磷酸化'gIEC磷酸化后可以有
效抑制其自身泛素化降解

- #". *
综上所述'本研究通过体外实验初步证实 S=>L

可以拮抗体外高糖诱导的 DC%细胞凋亡'促进细胞存
活'其机制与激活 DC%细胞体内 ER4@gIEC通路+抑制
7'2?'26家族的表达有关* S=>L 对高糖状态下的 DC%
细胞具有一定的保护作用'但还需进一步开展在体动
物实验以验证 S=>L 在体内的实际作用'以期为 GD的
药物研发和发病机制研究提供新的思路*
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