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玻璃体腔注射 85745=323*%对大鼠视网膜中
C6dHO;QH 活性和 2"$蛋白磷酸化的抑制作用
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,,"摘要#,背景,视网膜色素变性$01%与阿尔茨海默病有着共同的发病机制'细胞周期依赖性蛋白激酶

$C6dH%活性及其激活剂参与中枢神经系统的退行性病变( C6dH 抑制剂 85745=323*%可以抑制 C6dHO;QH 通路

的活性'从而抑制细胞凋亡'但其对 01的影响尚不清楚(,目的,探讨玻璃体腔注射 85745=323*%对 0C! 大鼠

视网膜组织中 ;LH&;QH 和 2"$ 蛋白表达的影响(,方法,FQ 只 0C! 大鼠于出生后 FM 6 右眼玻璃体腔注射 Y !&

85745=323*%作为实验眼'左眼未进行任何干预作为对照眼( 分别于注射后 Z 6$出生后 QH 6%和 FZ 6$出生后

LH 6%用过量麻醉法各处死 N 只大鼠并分离视网膜'_%72%8* :&52法检测 0C! 大鼠视网膜组织中 C6dH&;LH&;QH

蛋白的相对表达水平和 2"$ 蛋白磷酸化水平'采用分光光度仪$光谱法%测定大鼠视网膜组织 LYK *#处的吸

光度$@%值'定量分析大鼠视网膜中 C6dHO;QH 激酶活性'采用配对 /检验比较实验眼和对照眼的检测结果(,

结果,玻璃体腔注射后 Z 6 和 FZ 6'大鼠实验眼视网膜组织中 ;LH 蛋白的相对表达水平分别为 FbFZNjKbKFR

和 FbKNRjKbKFR'明显低于对照眼的 FbLNYjKbKFN 和 FbQFYjKbKKZ'差异均有统计学意义$/kGNbQRY&GNbYMM'

均 9lKbKH%)大鼠实验眼视网膜组织中 ;QH 蛋白的相对表达水平分别为 KbLFQjKbKKR 和 KbQNRjKbKFZ'明显

低于对照眼的 KbHRHjKbKFL 和 KbYMLjKbKFF'差异均有统计学意义$/kGLNbHKZ&GFFbZMR'均 9lKbKH%)实验眼

与对照眼间大鼠视网膜中 C6dH 蛋白的相对表达水平差异均无统计学意义$/kKbQFL&GKbHYK'均 9mKbKH%)实

验眼大鼠视网膜组织中 2"$ 蛋白磷酸化水平均低于对照眼'差异均有统计学意义$/kGRbZHY&GNbMYY'均 9l

KbKH%( 玻璃体腔注射后 Z 6 和 FZ 6'比色定量测定法测得大鼠实验眼视网膜中 C6dHO;QH 活性分别为$KbKKL ZLj

KbKKK FY%#5&O$7!#+%和$KbKKQ KFjKbKKK FF%#5&O$7!#+%'明显低于对照眼的 $KbKKH YMjKbKKK QM%#5&O

$7!#+%和$KbKKL LHjKbKKK FH%#5&O$7!#+%'差异均有统计学意义 $/kGRbFHQ'9kKbKKK)/kGRbQYZ'9k

KbKKK%(,结论,玻璃体腔注射 85745=323*%可以在一定程度上抑制 0C! 大鼠视网膜组织中 C6dHO;QH 激酶活性及

2"$ 蛋白磷酸化水平(,
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,,视网膜色素变性$8%23*3237;3+#%*257"'01%是遗传
性致盲眼病( 研究证实'01原发于视网膜光感受器细
胞和色素上皮细胞'并以光感受器细胞变性死亡为主
要病理特征( 细胞死亡有两种形式'即坏死和凋亡'而
01细胞变性死亡的形式主要是凋亡 +F, ( 细胞周期依
赖性蛋白激酶 H$4<4&3*96%;%*6%*2d3*"7%H'C6dH%在中
枢神经系统的发育和神经元正常功能的维持中发挥重

要作用'但它对细胞分裂周期的调节功能尚不清
楚

+Q, ( 近年研究表明'C6dH 的酶活性和其激活剂的失
调以及分布的改变可促进神经元的凋亡'从而参与阿
尔茨海默病等神经退行性疾病的发生

+L, ( C6dH 和
;LH 也存在于视网膜中'与光感受器细胞及视网膜神
经节细胞 $8%23*"&+"*+&35* 4%&&7'0aC7%正常功能的维
持密切相关

+Y, '推测 01可能与阿尔茨海默病等慢性
神经退行性疾病有着共同的病理生理机制

+H, ( 我们
前期的研究也发现'过度激活的 C6dH 可能参与 0C!
大鼠 01的形成 +N, ( C6dH 抑制剂 85745=323*%可以抑制
C6dHO;QH 激活性所致的 2"$ 蛋白的异常磷酸化'减少
细胞凋亡

+M, '但其是否能够逆转 01过程尚不清楚(
本研究中探讨玻璃体腔注射 85745=323*%对 0C! 大鼠视
网膜组织中 C6dH&;LH&;QH 和 2"$ 蛋白表达的影响(

51材料与方法

5'51材料
5'5'51实验动物1选用 FQ 只雄性 !1c级 0C! 大鼠'
许可证号*!Cf]9$军%QKKM9KFM$第三军医大学大坪医
院野战外科研究所实验动物中心提供%'符合国家医
用动物实验标准( 动物实验在宁夏医科大学科技楼实

验中心完成'动物处置按照 .宁夏医科大学实验动物
管理办法$试行%/和.宁夏医科大学实验伦理审查指
南$试行%/原则进行(
5'5'61主要试剂及仪器105745=323*%$0MMMQ9F.a%
$美国 !3+#"公司%)左氧氟沙星眼用凝胶 $武汉中国
远大天天明制药有限公司%)C6d9H$49Z%兔抗鼠抗体&
;LHO;QH$49FR%兔抗鼠抗体&2"$$B)8QKH%磷酸化兔抗
鼠抗体$美国 !"*2"C8$W公司%)"9"423*&TC-蛋白浓度
测定试剂盒$北京博奥森生物技术有限公司%)山羊抗
兔辣根过氧化物酶标记二抗$北京中杉金桥公司%)化
学发光剂$美国 B)%8#5公司%)脱脂奶粉$美国 T/公
司%)C6dHO;QH 激酶活性光谱法定量检测试剂盒 $上
海杰美基因医药科技有限公司%( H !&微量注射器
$瑞士 D"#3&25* 公司%)聚偏氟乙烯膜 $德国 .3&&3;58%
公司%(
5'61方法
5'6'5105745=323*%的玻璃体腔注射,FQ 只 0C! 变性
大鼠于出生后 FM 6 进行玻璃体腔注射( 按照HK #+Od+
剂量腹腔内注射质量分数 KbHh戊巴比妥钠溶液'盐
酸丙美卡因滴眼液局部点眼行表面麻醉'用H !&微量
注射器经右眼颞侧角巩膜缘后 Q ##处进入玻璃体腔
并注射 Y !&85745=323*%'注射后给予左氧氟沙星眼用凝
胶点眼以预防感染( 左侧眼不注射药物作为对照(
5'6'61视网膜组织的提取1分别于玻璃体腔注射后
Z 6$出生后 QH 6%&FZ 6$出生后 LH 6%'按照 HK #+Od+
剂量于大鼠腹腔内注射 KbHh戊巴比妥钠过量麻醉法
处死大鼠'快速摘出眼球'去除角膜&晶状体及玻璃体'
分离视网膜组织'称量标记( 随后将组织置于玻璃匀

!N! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



浆器中球状部位$冰上%'每 FKK 毫克组织加 F #&裂解
液和 Q !&苯甲基磺酰氟$;)%*<&#%2)"*%7$&>5*<&>&$5836%'
1.!c%匀浆'充分裂解后 LK #3*'溶液移至 FbH #&离心
管中'离心半径 H 4#'Y n条件下 FQ KKK 8O#3* 离心
H #3*'取上清'分装并置于GZK n保存备用(
5'6'71_%72%8* :&52法检测大鼠视网膜中 C6dH&;LH&
;QH 蛋白的相对表达水平和 2"$ 蛋白磷酸化水平,按
TC-蛋白检测试剂盒说明书测定每只大鼠视网膜组
织提取上清液中蛋白的质量浓度( 取 YK !&视网膜组
织蛋白上清液'加入 FK !&H 倍上样缓冲液后'FKK n水
浴 H #3*'冷却( 用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电
泳将等量蛋白质 $按等蛋白量 LK !+上样%分离'以
LKK #-作用 HK #3* 后转移到聚偏二氟乙烯膜上'用
1T! 配置的质量分数 Hh脱脂牛奶室温下封闭 FbH )'
滴加质量分数 Hh脱脂牛奶稀释的 C6dH 一抗 $ F e
HKK%&;LHO;QH 一抗 $F eQKK%&2"$ 一抗 $F eFKK%分别
Y n孵育过夜)过夜后经 ;DMbH 1T!B洗膜 L 次'每次
H #3*'再用 Hh脱脂牛奶稀释的二抗$F eQ KKK%室温孵
育 F )'1T!B洗膜 L 次'每次 H #3*'最后用 VĈ 发光试

剂盒检测( 采用凝胶成像分析系统及 i$5*232<I*%软
件分析结果( 以目的蛋白 @值O"9"423* @值作为目的
蛋白的相对表达量(
5'6':1比色法定量测定 C6dH 活性,按试剂盒说明
书操作'将已提取的视网膜组织蛋白上清液用分光光
度仪在 LYK *#波长下检测吸光度$@%值( C6dH 活性
+$样品@值G背景@值%oKbF$#&'体系容量%o样品稀释
倍数,p+KbKKH$#&'样品容量%oNbQQ$##5&'吸光系数%oH
$#3*'反应时间%,k##5&O$#3*! %̂p$样品蛋白%k#5&O
$7!#+%( 按照计算公式可计算出各组 C6dH 活性具
体数值(
5'71统计学方法

采用 !1!! FM'K 统计学软件进行统计分析( 本研
究测量指标的数据资料经 !)";3859_3&d 检验呈正态分
布'以 Ej8表示( 采用实验动物双眼间对照的实验设
计'实验眼与对侧对照眼间视网膜中 ;LH&;QH&Cd6H
蛋白的相对表达值$@值%&Cd6HO;QH 活性和 2"$ 磷酸
化水平的差异比较均采用配对 /检验( 采用双尾检测
法'9lKbKH 为差异有统计学意义(

61结果

6'51大鼠实验眼与对照眼视网膜中激活剂 ;LH 蛋白
的相对表达

玻璃体腔注射后 Z 6 和 FZ 6'实验眼视网膜组织
;LH 蛋白的相对表达水平分别为 FbFZNjKbKFR 和 FbKNRj

KbKFR'对照眼分别为 FbLNYjKbKFN 和 FbQFYjKbKKZ'
实验眼组 ;LH 蛋白的相对表达量均低于对照眼'差异
均有统计学差异意义$/kGNbQRY&GNbYMM'均 9lKbKH%
$图 F%(
6'61大鼠实验眼与对照眼视网膜中激活剂 ;QH 蛋白
的相对表达

玻璃体腔注射后 Z 6 和 FZ 6'实验眼视网膜组织
;QH 蛋白的相对表达水平为 KbLFQjKbKKR 和 KbQNRj
KbKFZ'对照眼分别为 KbHRHjKbKFL 和 KbYMLjKbKFF'
实验眼 ;QH 蛋白的相对表达量均低于对照眼'差异均
有统计学差异意义$/kGLNbHKZ&GFFbZMR'均9lKbKH%
$图 F%(
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图 51大鼠实验眼与对照眼视网膜中 =)>?&A7?&A6? 和 $(C蛋白的
相对表达,-5玻璃体腔注射后大鼠视网膜中 C6dH&;LH&;QH&2"$ 蛋
白相对表达,T5大鼠视网膜中 ;LH 蛋白相对表达量,与各自的对

照眼比较'"9lKbKH$配对 /检验'*kN%,C5大鼠视网膜中 ;QH 蛋白

相对表达量,与各自的对照眼比较'"9lKbKH$配对 /检验'*kN%,
/5大鼠视网膜中 Cd6H 蛋白相对表达量$配对 /检验'*kN%,V5大

鼠视网膜中 2"$ 蛋白磷酸化水平,与各自的对照眼比较'"9lKbKH
$配对 /检验'*kN%,C6dH5细胞周期依赖性蛋白激酶 H

6'71大鼠实验眼与对照眼视网膜组织中 C6dH 蛋白
的相对表达

玻璃体腔注射后 Z 6 和 FZ 6'实验眼视网膜中
C6dH 蛋白的相对表达水平分别为 FbLYL jKbKQZ 和
FbQLRjKbKQK'对照眼分别为 FbLLQjKbKQQ 和 FbQHMj
KbKFR'实验眼和对照眼之间视网膜中 C6dH 蛋白的相

对表达量差异均无统计

学 意 义 $ /k KbQFL&
GKbHYK'9mKbKH%$图 F%(
6':1大鼠实验眼与对照
眼视网膜中 2"$ 蛋白磷酸
化水平

!M!中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



,,0C! 大鼠玻璃体腔注射后 Z 6 和 FZ 6'实验眼视
网膜组织中 2"$ 蛋白磷酸化水平分别为 FbLZFjKbKQR
和 FbFKY jKbKQQ'均低于对照眼的 FbNNQ jKbKQK 和
FbLKMjKbKFY'差异均有统计学意义 $ /kGRbZHY&
GNbMYY'均 9lKbKH%$图 F%(
6'?1大鼠视网膜中 C6dHO;QH 活性

大鼠玻璃体腔注射 85745=323*%后'利用比色定量测
定法测得 C6dHO;QH 活性结果示'玻璃体腔注射后 Z 6
和 FZ 6'大鼠实验眼的C6dHO;QH 活性分别为$KbKKL ZLj
KbKKK FY%#5&O$7!#+%和 $KbKKQ KF jKbKKK FF% #5&O
$7!#+%'均明显低于对照眼的$KbKKH YMjKbKKK QM%#5&O
$7!#+%和 $KbKKL LHjKbKKK FH%#5&O$7!#+%'差异
均有统计学意义$/kGRbFHQ'9kKbKKK)/kGRbQYZ'9k
KbKKK%$图 Q%(
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图 61大鼠实验眼与对
照眼 =)>?@A6? 活性比
较,与各自的对照眼比

较'"9lKbKH $配对 /检
验' * kN % ,C6dHd细胞
周期依赖性蛋白激酶 H

71讨论

05745=323*%为人工合成的 C6dH 抑制剂'可抑制
C6dHO;QH 活性所致的 2"$ 蛋白的异常磷酸化过程'抑
制细胞凋亡

+M, '因此有可能成为针对 C6dH 过度激活
所导致的神经退行性疾病的治疗药物( 我们前期的研
究发现'过度激活 C6dHO;QH 与 0C! 大鼠视网膜的神
经细胞凋亡有一定的关系

+N, '所以我们推测应用
85745=323*%可能会阻断C6dH 过度激活对光感受器细胞
的损害'从而保护光感受器细胞的功能(

0C! 大鼠是自发性 01鼠'FM 日龄时视网膜光感
受器细胞发育成熟'QF 日龄即出现 01表现'QH 日龄
光感受器细胞明显变性'LH 日龄光感受器细胞凋亡'
其视网膜外核层的厚度减少到一半

+Z, ( FM 日龄是
0C! 大鼠视网膜感受器细胞发育的重要拐点'此时视
网膜光感受器细胞已发育成熟但未发生明显变性'所
以本研究选择在 FM 日龄后给予 0C! 大鼠玻璃体腔注
射 85745=323*%以观察其是否能够早期干预 01'并选择
注射后 Z 6$QH 日龄%和 FZ 6$LH 日龄%检测大鼠视网
膜中 ;LH 蛋白&;QH 蛋白的相对表达和 2"$ 蛋白磷酸化
水平及 C6dHO;QH 活性'因为这两个时间点是大鼠 01
自然病程中细胞凋亡的重要拐点( 有文献证实'将
C6d 相互作用蛋白 F$4<4&3*96%;%*6%*2d3*"7%3*2%8"423*+

;852%3* F'CJ1F%和 C6dHO;QH 共转染至人胚肾细胞系
DV]QRL 细胞中'2"$ 的磷酸化水平可明显降低'CJ1F
不仅可特异性地抑制 C6dHO;QH 复合物的活性'还可
抑制 C6dHO;QH 诱导的 2"$ 的高度磷酸化 +R, ( 本研究
也显示'85745=323*%玻璃体腔注射后 Z 6'C6dH 蛋白在
QH 日龄大鼠实验眼与对照眼之间的相对表达水平差
异无统计学意义'而 ;LH 和 ;QH 蛋白在实验眼的相对
表达水平明显低于对照眼'实验眼视网膜中 C6dHO;QH
激酶活性低于对照眼'同时实验眼视网膜中 2"$ 蛋白
磷酸化水平也低于对照眼'说明 0C! 大鼠行玻璃体腔
注射 85745=323*%后对视网膜组织的 C6dH 活性发挥了
一定的抑制作用'并进一步抑制了 C6dH 主要磷酸化
底物 2"$ 蛋白的过度磷酸化'85745=323*%的主要作用是
抑制 C6dHO;QH 活性'而不影响 C6dH 蛋白的表达'与
.34)"%&37+M,的研究结果相吻合'也与我们前期的研究
结果相符

+N, ( ;QH 蛋白是在某些病理因素下由锚定于
膜上的内源性 ;LH 蛋白病理性剪切形成'所以 ;QH 蛋
白与异常表达的 ;LH 蛋白水平表达一致 +M, ( C6dHO
;QH 活性主要被 ;QH 蛋白激活'C6dHO;QH 活性受到
85745=323*%抑制后'可能会逆向调节 ;LH 蛋白和 ;QH 蛋
白的表达水平'导致 ;LH 蛋白和 ;QH 蛋白在实验眼表
达水平低于对照眼的现象(

在 LH 日龄 0C! 变性大鼠实验眼视网膜组织中'
;LH 蛋白&;QH 蛋白的相对表达水平和 2"$ 蛋白磷酸化
水平及 C6dHO;QH 活性均低于对照眼'而实验眼与对
照眼的 C6dH 蛋白表达水平差异无统计学意义'这提
示在 0C! 变性大鼠出生后 FM 6 给予玻璃体腔注射
85745=323*%的早期干预对 LH 日龄大鼠视网膜组织蛋白
表达及激酶活性有一定的影响'与我们前期的研究结
果一致

+N, ( 结合 QH 日龄及 LH 日龄 0C! 变性大鼠各
蛋白的表达及激酶活性程度的检测结果'本研究发现
FM 日龄 0C! 变性大鼠玻璃体腔注射 85745=323*%对
0C! 大鼠视网膜组织中 ;LH 蛋白和 ;QH 蛋白表达&2"$
蛋白磷酸化水平及 C6dHO;QH 活性有一定的影响(

本研究发现了 85745=323*%对 0C! 大鼠视网膜细胞
凋亡的干预作用'但其结果也存在一定的局限性'主要
在于d $ F % 本 研 究 中 C6dHO;QH 活 性 的 抑 制 剂
85745=323*%既往主要用于对体外细胞的干预过程 +FK, '
尚未有动物或人的活体研究报道'所以 85745=323*%玻
璃体注射的浓度和剂量尚处于摸索阶段'结合大量文
献'本研究选取中等剂量的 85745=323*%'即每眼 Y !+'但
其最佳有效剂量仍有待进一步研究( $Q%本实验最初
的目的是检测 85745=323*%玻璃体腔注射后是否对 01
大鼠视网膜组织中 ;LH 蛋白和 ;QH 蛋白表达&2"$ 蛋白

!Z! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



磷酸化水平及 C6dHO;QH 活性有一定的作用'尚未给
予梯度剂量注射进行优选'本研究仅为后续相关研究
提供了一定的实验基础( $ L % 本实验中仅实施了
85745=323*%单次玻璃体腔注射'药物作用时间有限( 关
于该药物玻璃体腔注射后的时间效应&是否需要多次
玻璃体腔注射及安全性有待于进一步研究( $Y%01
的病理过程复杂'多个通路的相互作用可影响 01的
过程'本研究仅涉及其中的一部分(

本研究首次对 0C! 大鼠早期给予单次玻璃体腔
注射 85745=323*%'观察 01进展过程中 C6dHO;QH 活性
抑制剂 85745=323*%对视网膜 ;LH 蛋白&;QH 蛋白表达和
2"$ 蛋白磷酸化水平及 C6dHO;QH 活性的影响'结果提
示内源性过量表达的 C6dHO;QH 可能参与 01的过程'
C6dHO;QH 抑制剂确实影响了 0C! 变性大鼠视网膜组
织中 ;LH 蛋白&;QH 蛋白表达和 2"$ 蛋白磷酸化水平及
C6dHO;QH 活性( 此通路是否参与了 01仍有待于进
一步结合功能学及形态学来证实( 由于实验存在一定
局限性'仍需要更深层次的研究证实我们的预想及猜
测'对 01可能存在的机制及治疗方法提供更多的实
验依据(
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

,,根据国际医学期刊编辑委员会提供的0生物医学期刊投稿统一要求1的表述'本刊对作者撰写稿件时关于0知情同意1和0医学

伦理学1的描述提出如下要求*

$F%知情同意,在未事先获得知情同意的情况下'患者有隐私不被侵犯的权力( 患者的身份信息'包括姓名&来源&住院号等均

不应该以文字&图片或家系信息的方式在出版物上公开'除非这些信息对于本研究是必需的'如需在出版物上显示'应征得患者$或

者父母&监护人%签署的知情同意书(

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息'但难以做到完全匿名时$如在照片中掩盖患者的眼部'不足以保护患者的隐私

权%'应提供知情同意的信息( 如果用改变患者的身份特征$如遗传家系等%以保护患者隐私权的方法'作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性'并且编辑应在文中对此予以说明(

$Q%医学伦理学,以人体为试验对象的研究'作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构&国家委员会或 FRMH 年赫尔辛

基宣言$QKKH 年修订%的医学伦理学标准( 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题'作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性'提交已通过审查机构的批准情况( 以动物为实验对象的研究'作者应当说明是否遵循当地的相关机构&

学会$国内或国外%及国家实验动物保护和使用指南(
$本刊编辑部%
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