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!实验研究!

糖尿病通过下调 FPd;引起视网膜光感受器
细胞的损伤及其机制
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华中科技大学同济医学院附属同济医院眼科'武汉 ;#""#"
通信作者&陈旭辉'%&'()&3C,9YCu!"01/0!1234&

$$)摘要*$目的$探讨糖尿病视网膜光感受器中谷胱甘肽过氧化物酶 ;"FPd;#的表达变化'及其与视网

膜光感受器细胞损伤的有关机制+$方法$收集 !"0=2!"!0 年武汉市红十字会同济医院遗体"器官#捐献登

记及眼角膜接收站 = 名年龄匹配男性遗体捐献者眼后段组织'其中非糖尿病捐献者和糖尿病捐献者各 ; 名'

分别作为对照组和糖尿病组+ 选取健康 \P]级 = 周龄雄性 H<GD@L1 小鼠 0; 只'采用随机数表法将小鼠随机

分为糖尿病组和对照组'每组 G 只'其中糖尿病组小鼠按照 <" &:L[:剂量腹腔内注射链脲佐菌素'连续 < N'

对照组不做特殊处理+ 将小鼠光感受器细胞 110a分为晚期糖基化终末产物"BF%5#组和对照组'其中 BF%5

组采用 0"" ":L&)BF%5处理 !; C 模拟糖尿病损伤'对照组不做特殊处理+ 采用苏木精_伊红染色法观察各

组人及小鼠视网膜光感受器细胞外节形态(采用免疫荧光染色法观察人及小鼠视网膜中胶质纤维酸性蛋白
"F]BP#,视紫红质 "QC4N485(9#和 FPd; 表达(采用 a,5K,+9 -)4K法检测小鼠视网膜中 F]BP,QC4N485(9 和
FPd; 的表达及 110a细胞中 FPd; 的表达(采用细胞计数试剂盒 ="HHA=#法检测各组 110a细胞活力(采用
XDB法检测小鼠视网膜及细胞中丙二醛" S̀B#浓度(采用羟胺法检测小鼠视网膜及细胞中超氧化物歧化酶
"\?S#活性+$结果$苏木精_伊红染色结果显示'与对照组比较'糖尿病组人和小鼠视网膜光感受器细胞外

节变形或断裂+ F]BP荧光信号主要出现在人和小鼠内层视网膜'着染细胞为梭形或多角形'与胶质细胞形

状吻合'糖尿病组视网膜中 F]BP荧光信号较对照组增强+ QC4N485(9 仅在光感受器细胞外节层表达'边界清

晰'FPd; 在全视网膜均有表达'光感受器细胞外节层信号较强(糖尿病组 QC4N485(9 和 FPd; 荧光信号较对

照组减弱+ 糖尿病组人和小鼠 F]BP相对表达量均明显高于对照组'QC4N485(9 和 FPd; 相对表达量均明显

低于对照组'差异均有统计学意义"均 Tl"e"<#+ BF%5组细胞活力值明显低于对照组'差异有统计学意义
"&i0#e;."'Tl"e""0#+ BF%5组 FPd; 蛋白相对表达量为 "e;!{"e0!'明显低于对照组的 0e""{"e";'差异有

统计学意义"&i.e";0'Tl"e""0#+ 糖尿病组小鼠视网膜组织和 BF%5组细胞中 S̀B浓度高于对照组'\?S

活性值低于对照组'差异均有统计学意义"均 Tl"e"<#+$结论$糖尿病能降低视网膜光感受器细胞中 FPd;

水平'引起氧化_抗氧化系统失衡'可能是糖尿病引起视网膜光感受器细胞损伤的机制+$

)关键词*$视网膜光感受器细胞( 谷胱甘肽过氧化物酶( 脂质过氧化( 糖尿病
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:+478 -6KC,+'9N4&97&-,+&,KC4N'M(KC G &(3,(9 ,'3C :+4782XC,&(3,(9 N('-,K,5:+478 M,+,(9K+'8,+(K49,'))6

(9T,3K,N M(KC 5K+,8K4W4K43(9 'K'N45,4*<" &:L[:*4+< N'65''9N 94(9K,+U,9K(49 M'5:(U,9 K4&(3,(9 349K+4):+4782

4̀75,8C4K4+,3,8K4+3,))5110a M,+,N(U(N,N (9K4'NU'93,N :)63'K(49 ,9N 8+4N73K5"BF%5# :+478 '9N 349K+4):+4782

BF%5:+478 M'5K+,'K,N M(KC 0"" ":L&)BF%5*4+!; C47+5K45(&7)'K,N('-,K(3(9T7+6''9N 94(9K,+U,9K(49 M'5:(U,9

K4349K+4):+4782XC,47K,+5,:&,9K&4+8C4)4:64*+,K(9')8C4K4+,3,8K4+5(9 C7&'9 '9N &475,+,K(9'5M'54-5,+U,N -6

C,&'K4Y6)(9O,45(9 5K'(9(9:2XC,,Y8+,55(4954*:)(')*(-+())'+6'3(N(38+4K,(9 "F]BP#'+C4N485(9 '9N FPd; (9 C7&'9

'9N &475,+,K(9'5M,+,N,K,3K,N -6(&&794*)74+,53,93,5K'(9(9:2XC,,Y8+,55(4954*F]BP'+C4N485(9 '9N FPd; (9

&475,+,K(9''9N KC,,Y8+,55(49 4*FPd; (9 110a 3,))5M,+,N,K,+&(9,N -6a,5K,+9 -)4K2XC,'3K(U(K64*110a 3,))5

M'5N,K,3K,N -63,))3479K(9:[(KO= "HHA=# &,KC4N2XC,3493,9K+'K(49 4*&')49N(')N,C6N," S̀B# (9 &475,+,K(9'

'9N 3,))5M'5N,K,3K,N -6XDB&,KC4N2XC,'3K(U(K64*578,+4Y(N,N(5&7K'5," \?S# (9 &475,+,K(9''9N 3,))5M'5

N,K,3K,N -6C6N+4Y6)'&(9,'55'62XC,75,4*C7&'9 K(557,5M'5'88+4U,N -6KC,%KC(35H4&&(KK,,4*X49:T(E458(K')'

X49:T(̀ ,N(3')H4)),:,4*E7'WC49:c9(U,+5(K64*\3(,93,'9N X,3C94)4:6 " R4eXIOH!"!#"#"0 #2XC,'9(&')

,Y8,+(&,9K5M,+,349N73K,N M(KC +,*,+,93,K4KC,\K'9N'+N5F7(N,*4+KC,H'+,'9N c5,4*@'-4+'K4+6B9(&')54*KC,

R'K(49')>95K(K7K,54*E,')KC''9N KC,5K7N68+4K434)M'5'88+4U,N -6KC,%Y8,+(&,9K')B9(&')%KC(35H4&&(KK,,4*

X49:T(E458(K')'X49:T(̀ ,N(3')H4)),:,4*E7'WC49:c9(U,+5(K64*\3(,93,'9N X,3C94)4:6"R42XIEO!"01""0#2$

N(')1.'$E,&'K4Y6)(9O,45(9 5K'(9(9:5C4M,N KC'K+,K(9')8C4K4+,3,8K4+47K,+5,:&,9K5M,+,N,*4+&,N 4+-+4[,9 (9

N('-,K(3N494+5'9N N('-,K(3&(3,34&8'+,N M(KC 349K+4):+47852F]BP*)74+,53,9K5(:9')&'(9)6'88,'+,N (9 KC,(99,+

+,K(9'4*C7&'9 '9N &(3,''9N KC,5K'(9,N 3,))5M,+,58(9N),4+84)6:49')'MC(3C M'53495(5K,9KM(KC KC,5C'8,4*:)(')

3,))52XC,+,K(9')F]BP*)74+,53,9K5(:9')4*N('-,K(3K(557,'9N &475,:+4785M'55K+49:,+KC'9 KC'K4*+,58,3K(U,

349K+4):+47852QC4N485(9 M'549)6,Y8+,55,N (9 KC,47K,+5,:&,9K)'6,+4*8C4K4+,3,8K4+5M(KC 3),'+-479N'+(,5''9N

FPd; M'5,Y8+,55,N (9 KC,MC4),+,K(9'M(KC 5K+49:5(:9')(9 KC,47K,+5,:&,9K)'6,+4*8C4K4+,3,8K4+52XC,

*)74+,53,9K5(:9')54*+C4N485(9 '9N FPd; (9 N('-,K(3K(557,'9N &475,:+4785M,+,M,'[,+KC'9 KC45,(9 +,58,3K(U,

349K+4):+47852XC,+,)'K(U,,Y8+,55(4954*F]BPM,+,5(:9(*(3'9K)6C(:C,+'9N KC,+,)'K(U,,Y8+,55(4954*+C4N485(9

'9N FPd; M,+,5(:9(*(3'9K)6)4M,+(9 N('-,K(3K(557,'9N &475,:+4785KC'9 (9 +,58,3K(U,349K+4):+4785"'))'K

Tl"e"<#2XC,3,))U('-()(K64*BF%5:+478 M'55(:9(*(3'9K)6)4M,+KC'9 KC'K4*349K+4):+478 "&i0#e;."'Tl"e""0#2

XC,+,)'K(U,,Y8+,55(49 4*FPd; 8+4K,(9 (9 BF%5:+478 M'5"e;! {"e0!' MC(3C M'55(:9(*(3'9K)6)4M,+KC'9

0e""{"e"; (9 349K+4):+478 "&i.e";0'Tl"e""0#2̀ SB3493,9K+'K(49 M'5C(:C,+'9N \?S'3K(U(K6M'5)4M,+(9

+,K(9')K(557,4*N('-,K(3&(3,'9N BF%5:+478 KC'9 KC45,(9 +,58,3K(U,349K+4):+4785''9N KC,N(**,+,93,5M,+,

5K'K(5K(3'))65(:9(*(3'9K" '))'KTl"e"< #2$ $%&31)'2%&'$ S('-,K,53'9 +,N73,KC,FPd; ),U,)(9 +,K(9')

8C4K4+,3,8K4+3,))5'9N 3'75,KC,(&-')'93,4*4Y(N'K(49O'9K(4Y(N'9K565K,&'MC(3C &'6-,KC,&,3C'9(5& 4*KC,

N'&':,K4+,K(9')8C4K4+,3,8K4+3,))53'75,N -6N('-,K,52

"9(6 :%+/'#8PC4K4+,3,8K4+3,))5( F)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,( @(8(N 8,+4Y(N'K(49( S('-,K,5&,))(K75

;)&/0+%5+-,& R'K(49')R'K7+')\3(,93,]479N'K(49 4*HC(9'" =!""".!G#( R'K7+')\3(,93,]479N'K(49 4*
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$$传统观点认为'微血管病变是糖尿病视网膜病变
"N('-,K(3+,K(948'KC6'SQ#的主要病理机制'然而'越来
越多证据表明'糖尿病视网膜神经退行性变" N('-,K(3
+,K(9')9,7+4N,:,9,+'K(49'SQR#同样贯穿 SQ整个发病
过程

- 0. + SQR以神经细胞丢失和胶质增生为特征 - !. +

有研究表明'<=g的糖尿病患者在未出现可见的视网
膜血管病变时'已可见视网膜电生理异常'即发生了
SQR- #. + 部分糖尿病患者出现视网膜电图 '波潜伏期

延长'是光感受器细胞受损的特征 - ;. + SQ相关损伤
模型研究发现'3'58'5,通路抑制剂 bOZBS不能逆转
损伤引起的 XcR%@阳性细胞及蛋白水解增加'提示可

能存在凋亡以外的机制参与光感受器细胞损伤
- <. +

氧化应激损伤是糖尿病损害视网膜的重要机制之一'
; 种经典的代谢异常参与了糖尿病引起的视网膜氧化
损伤'包括蛋白激酶 H途径,多元醇途径,己糖胺途径
和晚 期 糖 基 化 终 末 产 物 " 'NU'93,N :)63'K(49 ,9N
8+4N73K5'BF%5#途径 - 1. + 光感受器细胞富含多不饱和

脂肪酸
- G. '同时耗氧量巨大'可产生多种脂质代谢产

物'如丙二醛 " &')49N(')N,C6N,' S̀B#+ 如何清除
S̀B'维持视网膜光感受器细胞氧化_抗氧化系统平
衡值 得 进 一 步 探 讨+ 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ;
":)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,;'FPd;#是细胞内重要的抗氧
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化酶
- =. 'FPd; 表达升高能增强超氧化物歧化酶

"578,+4Y(N,N(5&7K'5,'\?S#活性'加快清除脂质过氧
化产物

- .. '从而维持氧化应激平衡+ 糖尿病条件下视
网膜中 FPd; 水平的变化尚不清楚+ 本研究拟探讨糖
尿病视网膜光感受器中 FPd; 的表达变化'及其与糖
尿病视网膜光感受器细胞损伤有关的机制+

?8材料与方法

?2?$材料
?2?2?$人供体眼来源$筛选并收集 !"0=2!"!0 年武
汉市红十字会同济医院遗体"器官#捐献登记及眼角
膜接收站年龄及患病时间相匹配的男性遗体捐献志愿

者眼后段组织'其中非糖尿病捐献者与糖尿病捐献者
各 ; 例'分别作为对照组和糖尿病组+ 所有捐献者均
排除有青光眼等影响视网膜,视神经病史者+ 对照组
和糖尿病组平均年龄分别为 " G1e<" {.e"; # 岁和
"=!e!<{0!e"" # 岁(糖尿病组糖尿病患病时长为
"00eG<{;e1<#年+ 所有捐献者均根据 $赫尔辛基宣
言%中规定的原则事先提供知情同意书'本研究经华
中科技大学同济医学院附属同济医院伦理委员会批准

"批文号&XIOH!"!#"#"0#+
?2?2!$实验动物及分组$健康 \P]级 = 周龄雄性
H<GD@L1 小鼠 0; 只'购自江苏集萃药康生物科技股份
有限公司-许可证号&\HdA"苏# !"0=_"""=.'饲养于
华中科技大学同济医学院附属同济医院动物实验中

心'\P]级动物房内饲养'正常饮食+ 实验参照美国国
立卫生研究院$实验动物护理和使用指南%标准进行'
动物实验设计经华中科技大学同济医学院附属同济医

院实验动物伦理委员会批准"批文号&XIEO!"01""0#+
?2?2#$离体细胞来源$小鼠光感受器细胞株 110a
购自上海通派生物细胞库+
?2?2A$主要试剂及仪器$链脲佐菌素 "美国 \(:&'O
B)N+(3C 公司 #(胎牛血清, S̀ %̀ 基础培养基 "美国
F(-34公 司 #( 0"" >cL&)青 霉 素 " 商 品 单 位 #,
0"" ":L&)链霉素,0" "&4)L&)C,8,5"武汉塞维尔公
司#(BF%5"-5O00<=P'北京博奥森公司#(兔多克隆胶
质纤维酸性蛋白 ":)(')*(-+())'+6'3(N(38+4K,(9'F]BP#
抗体"B-G!1"#,兔单克隆视紫红质 "QC4N485(9#抗体
"B-!!011;# "英国 B-3'&公司#(兔单克隆 FPd; 抗
体"B]G"!"#,细胞计数试剂盒 = "3,))3479K(9:[(KO='
HHA=#"H""#G# "江苏碧云天生物技术有限公司#(鼠
多克隆 'O'3K(9 抗体"BH"";#,辣根过氧化物酶标记山
羊抗兔 >:F抗体"B\"0;#,辣根过氧化物酶标记山羊
抗鼠 >:F抗体"B\""##"武汉爱博泰克公司#( S̀B试

剂盒"B""#O0#,\?S试剂盒"B""0O0O0# "南京建成公
司#+ 荧光显微镜 "日本 ?)6&875公司#(多功能酶标
仪"美国 XC,+&4](5C,+公司#+
?2!$方法
?2!2?$动物分组及处理$采用随机数表法将小鼠随
机分为糖尿病组和对照组'每组 G 只+ 糖尿病组小鼠
按照 <" &:L[:剂量腹腔内注射链脲佐菌素'连续 < N'
注射结束后 # N 进行血糖监测'血糖h01eG &&4)L@即
认为造模成功'对照组不做特殊处理+ 0! 周后采用断
颈法处死小鼠'冰上取眼球+
?2!2!$细胞分组及处理$110a细胞置于含 <g胎牛
血清,0"" >cL&)青霉素,0"" ":L&)链霉素,0" "&4)L&)
C,8,5的 S̀ %̀ 基础培养基中'#G |,<g H?! 的湿润

环境培养+ 将细胞分为 BF%5组和对照组'其中 BF%5
组采用 0"" ":L&)BF%5处理 !; C 模拟糖尿病损伤'
对照组不做特殊处理+
?2!2#$苏木精_伊红染色法观察各组人及小鼠视网
膜光感受器细胞外节形态$人眼后段或小鼠眼球组织
浸泡在眼球固定液"含 1=g乙醇,0"g中性甲醛,<g醋
酸的水溶液#中 !; C'石蜡包埋切片'<1 |烘箱中加热
#" &(9 后'浸泡于二甲苯和梯度乙醇溶液中脱蜡至
水'苏木素染液染核 ! &(9'自来水冲洗'0g盐酸乙醇
分化' "e1g氨水返蓝'流水冲洗'伊红染液中染色
! &(9'自来水冲洗'将切片浸泡在梯度乙醇与二甲苯
中脱水'中性树脂封片'白光显微镜下观察视网膜光感
受器细胞外节形态+
?2!2A$免疫荧光染色检测人及小鼠视网膜中 F]BP,
FPd; 及 QC4N485(9 的表达$组织切片及脱蜡至水同
上'将切片浸泡于柠檬酸L柠檬酸钠缓冲液中高温高压
抗原修复'采用 0"g普通驴血清封闭'"e<g X+(KK49 常
温孵育 0 C'; |孵育一抗 "F]BP&0 n<""(QC4N485(9&
0 n<""(FPd;&0 n0""#过夜'磷酸盐缓冲液 " 8C458C'K,
-7**,+5')(9,'PD\#清洗后'再行荧光标记二抗室温孵
育 0 C'SBP>染色细胞核'抗荧光淬灭剂封片'通过荧
光显微镜观察'采用 >&':,I软件进行荧光信号定量+
?2!2B$ a,5K,+9 -)4K法检测小鼠视网膜中 F]BP,
QC4N485(9 和 FPd; 的表达及 110a细胞中 FPd; 的表
达$将新鲜分离的视网膜组织"体积比 0 n0"#或细胞
沉淀"体积比 0 n0!#加入 Q>PB裂解液"含蛋白酶L磷
酸酶抑制剂#'超声匀浆并在冰上孵育 !" &(9'; |,
0! """}* 离心 0< &(9'取上清'按体积比 0 n;加入上样
缓冲液' 0"" |煮沸 G &(9 充分变性+ 样本经 \S\O
PBF%电泳分离'电转至 PZS]膜'<g牛血清蛋白室
温封闭 0 C'一抗稀释液 "FPd;&0 n0 """(QC4N485(9&

!0;G!中华实验眼科杂志 !"!# 年 = 月第 ;0 卷第 = 期$HC(9 I%Y8 ?8CKC')&4)'B7:75K!"!#'Z4)2;0'R42=
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0 n< """('O'3K(9&0 n!" """# ; |孵育过夜'XD\X缓冲
液清洗后'辣根过氧化物酶标记二抗"0 n0" """#室温
孵育 0 C'%H@曝光成像'采用 >&':,I软件分析条带灰
度值'以 'O'3K(9 为内参'计算目的蛋白相对表达量+
实验重复 # 次+
?2!2C$HHA= 法检测各组细胞活力$110a细胞以约
< """ 个L孔的密度接种于 .1 孔板中'每组设 < 个复
孔'经 !; C 常规培养或 0"" ":L&)BF%5处理 !; C
后'按照 HHA= 试剂盒说明书检测细胞活力'多功能酶
标仪检测 ;<" 9&处吸光度 "'-54+-'93,'@#值+ 细胞
活力值i实验组 @值L对照组 @值}0""g+
?2!2D$XDB法检测小鼠视网膜及细胞中 S̀B浓度,
羟胺法检测小鼠视网膜和细胞中 \?S活性$每份视
网膜样本加入 0!" ")Q>PB裂解液'超声匀浆并在冰
上孵育 !" &(9'; |,0! """}* 离心 0< &(9'取上清待
用+ 110a细胞除去培养基后用 PD\ 润洗 # 次'约 0}
0"1
个细胞加入 0"" ")Q>PB裂解液'用细胞刮刮下细

胞'0e< &)%P管收集细胞悬液'超声匀浆后冰上孵育
!" &(9'; |, 0! """ }* 离心 0< &(9'取上清待用+
XDB法检测上清样本 S̀B浓度'按试剂盒说明书操
作'多功能酶标仪检测 <#! 9&处 @值(羟胺法检测
\?S活性'按试剂盒说明书操作'多功能酶标仪检测
<<" 9&处 @值+ S̀B浓度 i"测定孔 @值_对照孔
@值# L"标准孔 @值_空白孔 @值#}标准品浓度}样品
总稀释倍数+ \?S活性 i"对照孔 @值 _测定孔
@值# L对照孔 @值}!}样品总稀释倍数+
?2#$统计学方法

采用 \P\\ !"e" 统计学软件进行统计分析+ 计量
资料数据经 \C'8(+4Oa()[ 检验证实呈正态分布'以 "{/
表示' ! 个组间各指标比较采用独立样本 &检验+
Tl"e"< 为差异有统计学意义+

!8结果

!2?$糖尿病组与对照组人视网膜光感受器变化
!2?2?$糖尿病组与对照组人视网膜光感受器形态学
变化$糖尿病组人视网膜光感受器细胞外节层疏松变
形'部分发生水肿或断裂(对照组视网膜光感受器细胞
外节结构完整,排列有序"图 0#+
!2?2!$糖尿病组与对照组人视网膜光感受器中
F]BP,QC4N485(9 和 FPd; 蛋白表达量比较$F]BP荧
光信号主要出现在人内层视网膜'着染细胞为梭形或
多角形'与胶质细胞形状吻合'糖尿病组视网膜 F]BP
荧光信号较对照组增强"图 0#+ 糖尿病组 F]BP相对
表达量较对照组明显增加'差异有统计学意义 "&i
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图 ?8糖尿病组与对照组人视网膜光感受器变化比较"}!"'标尺i
<" "&#$糖尿病组光感受器细胞外节层疏松变形'部分发生水肿或
断裂'对照组视网膜光感受器细胞外节结构完整,排列有序(F]BP
荧光信号主要出现在人内层视网膜'着染细胞为梭形或多角形'与
胶质细胞形状吻合'糖尿病组视网膜 F]BP荧光信号较对照组增强(
QC4N485(9 仅在光感受器细胞外节层表达'边界清晰'糖尿病组
QC4N485(9 荧光信号较对照组减弱(FPd; 在全视网膜均有表达'光感
受器细胞外节层信号较强'糖尿病组 FPd; 荧光信号较对照组减弱+
右侧图为左侧黄色箭头所示处放大'红框标记视网膜光感受器细胞
外节$F]BP&胶质纤维酸性蛋白(QC4N485(9&视紫红质(FPd&谷胱甘
肽过氧化物酶

;25)+(?8$%,0-+2'%&%*3K-&5('2&K),-&+(.2&-10K%.%+(3(0.%+'
4(.:((&/2-4(.('5+%)0-&/3%&.+%15+%)0"}!"'-'+i<" "&#$XC,
47K,+)'6,+4*8C4K4+,3,8K4+5(9 N('-,K,5:+478 M'5)445,'9N N,*4+&,N
M(KC ,N,&'4+*+'3K7+,(9 54&,3,))5' MC(),KC,47K,+5,:&,9K4*
8C4K4+,3,8K4+5(9 KC,349K+4):+478 M'534&8),K,'9N 4+N,+)62XC,
*)74+,53,9K5(:9')4*F]BP&'(9)6'88,'+,N (9 KC,(99,++,K(9'''9N KC,
5K'(9,N 3,))5M,+,58(9N),4+84)6:49')'MC(3C M'53495(5K,9KM(KC KC,
5C'8,4*:)(')3,))52XC,*)74+,53,9K5(:9')4*F]BP (9 KC,+,K(9'4*
N('-,K,5:+478 M'55K+49:,+KC'9 KC'K(9 KC,349K+4):+4782QC4N485(9 M'5
49)6,Y8+,55,N (9 KC,47K,+5,:&,9K)'6,+4*8C4K4+,3,8K4+M(KC 3),'+
-479N'+62XC,*)74+,53,9K5(:9')4*+C4N485(9 (9 N('-,K,5:+478 M'5
M,'[,+KC'9 KC'K(9 349K+4):+4782FPd; (5,Y8+,55,N (9 KC,MC4),+,K(9''
'9N KC,5(:9')4*8C4K4+,3,8K4+,YK+'3,))7)'+)'6,+M'55K+49:,+2XC,
*)74+,53,9K5(:9')4*FPd; (9 N('-,K,5:+478 M'5M,'[,+KC'9 KC'K(9
349K+4):+4782XC,(&':,49 KC,+(:CKM'5KC,,9)'+:,N '+,'&'+[,N -6KC,
6,))4M'++4M49 KC,),*K''9N KC,+,N +,3K'9:),5&'+[,N KC,,YK+'3,))7)'+
5,:&,9K4*KC,+,K(9')8C4K4+,3,8K4+$ F]BP& :)(')*(-+())'+6'3(N(3
8+4K,(9(FPd&:)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,

#e11.'Ti"e""!#"表 0#+
QC4N485(9 仅在光感受器细胞外节层表达'边界清

晰(FPd; 在全视网膜均有表达'光感受器细胞外节层
信号较强(糖尿病组 QC4N485(9 和 FPd; 荧光信号较对
照组减弱 "图 0#+ 糖尿病组视网膜中 QC4N485(9 和
FPd; 相对表达量均较对照组明显减少'差异均有统
计学意义"&i0Ge=0",0=e0""'均 Tl"e""0#"表 0#+
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表 ?8糖尿病组与对照组人视网膜 >;7=,NK%/%0'2&
和 >=YA 蛋白相对表达量比较"!R"#

S-41(?8$%,0-+2'%&%*.K((O0+(''2%&'%*>;7='+K%/%0'2&
-&/>=YA 2&K),-&+(.2&- 4(.:((&/2-4(.('-&/3%&.+%1

5+%)0'"!R"#
组别 样本量 F]BP QC4N485(9 FPd;

对照组 ; 0e""{"e## 0e""{"e"= 0e""{"e"<
糖尿病组 ; <eG0{!eG0 "e!1{"e"# "e<G{"e"0
&值 #e11. 0Ge=0" 0=e0""
T值 "e""! l"e""0 l"e""0

$注&"独立样本 &检验#$F]BP&胶质纤维酸性蛋白(QC4N485(9&视紫
红质(FPd&谷胱甘肽过氧化物酶
$R4K,&">9N,8,9N,9K5'&8),5&OK,5K#$F]BP&:)(')*(-+())'+6'3(N(38+4K,(9(
FPd&:)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,

!2!$糖尿病组与对照组小鼠视网膜光感受器变化
!2!2?$糖尿病组与对照组小鼠视网膜光感受器形态
学变化$与对照组比较'糖尿病组视网膜光感受器细
胞外节层疏松变形'部分断裂"图 !#+
!2?2!$糖尿病组与对照组小鼠视网膜中 F]BP,
QC4N485(9 和 FPd; 蛋白表达量比较$F]BP荧光信号
主要出现在小鼠内层视网膜'着染细胞为梭形或多角
形'与胶质细胞形状吻合'糖尿病组视网膜 F]BP荧光
信号较对照组增强"图 !#+ 糖尿病组 F]BP相对表达
量明显高于对照组'差异有统计学意义 "&i<e;""'
Ti"e""!#"图 #'表 !#+

QC4N485(9 仅在光感受器细胞外节层表达'边界清
晰(FPd; 在全视网膜均有表达'光感受器细胞外节层
信号 较 强+ 与 对 照 组 相 比' 糖 尿 病 组 视 网 膜 中
QC4N485(9,FPd; 荧光信号显著减弱"图 !#+ 糖尿病
组小鼠视网膜 QC4N485(9 和 FPd; 相对表达量较对照
组明 显 减 少' 差 异 均 有 统 计 学 意 义 " &i<e.0;'
Ti"e"";(&i#e11='Ti"e"!0#"图 #'表 !#+
!2#$BF%5组与对照组细胞活力值及 FPd; 蛋白相对
表达量比较

BF%5组细胞活力值为 " 1#e<1{!e<"#g'明显低
于对照组的 " 0""e"" {1e0!#g'差异有统计学意义
"&i0#e;."'Tl"e""0#"图 ;#+ BF%5组 FPd; 蛋白表
达条带明显弱于对照组+ BF%5组 FPd; 蛋白相对表
达量为 "e;!{"e0!'明显低于对照组的 0e""{"e";'差
异有统计学意义"&i.e";0'Tl"e""0#"图 <#+
!2A$各组小鼠视网膜组织及 110a细胞中 S̀B浓度
和 \?S活性比较
!2A2?$各组小鼠视网膜组织中 S̀B浓度和 \?S活性
比较$糖尿病组小鼠视网膜组织中 S̀B浓度为"#e;0{
"eG!#9&4)L&)'高于对照组的"0e1;{"e;1# 9&4)L&)'差
异有统计学意义"&i;e0".'Ti"e""1# "图 1B#+ 糖尿

病组小鼠视网膜组织中 \?S活性值为 " 000e#G {
G0e#1# "&4)L" &(9 ! @#'低于对照组的 " !G<e<" {
;Ge###"&4)L"&(9!@#'差异有统计学意义"&i#e=#;'
Ti"e"".#"图 1D#+
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图 !8糖尿病组与对照组小鼠视网膜光感受器变化比较 "}!"'标
尺i<" "&#$与对照组相比'糖尿病组光感受器细胞外节层萎缩变
形'部分断裂(视网膜内层 F]BP荧光信号增强(视网膜 QC4N485(9 和
FPd; 荧光信号减弱+ 右侧图为左侧黄色箭头所示处放大'红框标
记视网 膜 光 感 受 器 细 胞 外 节 $ F]BP& 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白(
QC4N485(9&视紫红质(FPd&谷胱甘肽过氧化物酶
;25)+(!8$%,0-+2'%&%*3K-&5('2&,%)'(+(.2&-10K%.%+(3(0.%+'
4(.:((&/2-4(.('5+%)0 -&/3%&.+%15+%)0 " }!"' -'+i<" "&# $
H4&8'+,N M(KC KC,349K+4):+478'KC,47K,+5,:&,9K)'6,+4*8C4K4+,3,8K4+5
(9 N('-,K,5:+478 M'5'K+48C(,N' N,*4+&,N '9N 8'+K('))6-+4[,9' M(KC
*)74+,53,9K5(:9')4*F]BP ,9C'93,N (9 KC, (99,++,K(9'2Q,K(9')
+C4N485(9 '9N FPd; (&&794*)74+,53,93,5K'(9(9:M,+,M,'[,9N2XC,
(&':,49 KC,+(:CKM'5KC,,9)'+:,N '+,'&'+[,N -6KC,6,))4M'++4M49
KC,),*K''9N KC,+,N +,3K'9:),5&'+[,N KC,,YK+'3,))7)'+5,:&,9K4*KC,
+,K(9')8C4K4+,3,8K4+$ F]BP& :)(')*(-+(9475'3(N(3 8+4K,(9( FPd&
:)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,

1 2

48000GFAP

β�actin 42000 42000

25000

38000

β�actin

GPX4

Rhodopsin

1 2

BA
图 #8Z('.(+&41%.法检测小鼠视网膜中 >;7=,NK%/%0'2&,>=YA
蛋白表达$B&F]BP$糖尿病组 F]BP蛋白表达条带明显增强$
D&QC4N485(9 和 FPd;$糖尿病组 QC4N485(9 和 FPd; 蛋白表达条带
较对照组明显减弱$0&对照组$!&糖尿病组$F]BP&胶质纤维酸性
蛋白(QC4N485(9&视紫红质(FPd&谷胱甘肽过氧化物酶
;25)+(#8 QO0+(''2%&%*>;7='+K%/%0'2&-&/>=YA 0+%.(2&2&
+(.2&- /(.(3.(/46 Z('.(+&41%.$ B& F]BP$ XC,8+4K,(9 -'9N 4*
F]BP,Y8+,55(49 M'55(:9(*(3'9K)6,9C'93,N (9 N('-,K,5:+478 34&8'+,N
M(KC 349K+4):+478 $ D&QC4N485(9 '9N FPd; $ XC,8+4K,(9 -'9N54*
+C4N485(9 '9N FPd; ,Y8+,55(495M,+,5(:9(*(3'9K)6M,'[,9,N (9 N('-,K,5
:+478 34&8'+,N M(KC 349K+4):+478$0&349K+4):+478$!&N('-,K,5:+478$
F]BP&:)(')*(-+(9475'3(N(38+4K,(9(FPd&:)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,
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图 C8各组小鼠视网膜组织及 CC?Z 细胞中 MI7浓度和 组GI活性比较$Ba各组小鼠视网膜组织中 S̀B浓度比较$Da各组小鼠视网膜组织中
\?S活性比较$Ha各组 110a细胞中 S̀B浓度比较$Sa各组 110a细胞中 \?S活性比较$与对照组相比''Tl"e"<"独立样本 &检验'.i1#$
S̀Ba丙二醛(\?Sa超氧化物歧化酶(BF%5a晚期糖基化终末产物

;25)+(C8$%,0-+2'%&%*MI73%&3(&.+-.2%&-&/组GI-3.2J2.6 2&,%)'(+(.2&-1.2'')(-&/CC?Z 3(11'4(.:((&/2**(+(&.5+%)0'$BaH4&8'+(549 4*
S̀B3493,9K+'K(49 (9 &475,+,K(9')K(557,$DaH4&8'+(549 4*\?S'3K(U(K6(9 &475,+,K(9')K(557,$HaH4&8'+(549 4*̀ SB3493,9K+'K(49 (9 110a 3,))5$

SaH4&8'+(549 4*\?S'3K(U(K6(9 110a 3,))5$H4&8'+,N M(KC 349K+4):+478''Tl"e"< ">9N,8,9N,9K5'&8),5&OK,5K'.i1#$ S̀Ba&')49N(')N,C6N,(\?Sa
578,+4Y(N,N(5&7K'5,(BF%5a'NU'93,N :)63456)'K(49 ,9N 8+4N73K5

表 !8糖尿病组与对照组小鼠视网膜中 >;7=,NK%/%0'2&
和 >=YA 蛋白相对表达量比较"!R"#

S-41(!8$%,0-+2'%&%*.K((O0+(''2%&'%*>;7='+K%/%0'2&
-&/>=YA 2&,%)'(+(.2&- 4(.:((&/2-4(.('-&/3%&.+%1

5+%)0'"!R"#

组别 样本量 F]BP QC4N485(9 FPd;

对照组 G 0e""{"e!! 0e""{"e0# 0e""{"e#0

糖尿病组 G ;e=0{0e#. "e<"{"e"1 "e#"{"e00

&值 <e;"" <e.0; #e11=

T值 "e""! "e""; "e"!0

$注a"独立样本 &检验#$F]BPa胶质纤维酸性蛋白(QC4N485(9a视紫
红质(FPda谷胱甘肽过氧化物酶
$R4K,a">9N,8,9N,9K5'&8),5&OK,5K#$F]BPa:)(')*(-+())'+6'3(N(38+4K,(9(
FPda:)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,

5B5A

GPX4

β�actin 42000

25000
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组
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0.5

0

G
PX

4相
对

表
达

量

a

150

100
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对照组 AGEs组

a
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图 A87>Q'组与对照组细胞活力值比较$与对照组相比''Tl"e"<"独立样本 &检验'. i1#$
BF%5a晚期糖基化终末产物$图 B87>Q'组与对照组细胞中 >=YA 蛋白相对表达量比较$
BaFPd; 蛋白表达电泳图$BF%5组 FPd; 蛋白表达条带明显弱于对照组$DaFPd; 蛋白相对表
达量比较$与对照组相比''Tl"e"<"独立样本 &检验'.i1#$FPda谷胱甘肽过氧化物酶(BF%5a
晚期糖基化终末产物

;25)+(A8$%,0-+2'%&%*3(11J2-4212.6 4(.:((&7>Q'5+%)0-&/3%&.+%15+%)0$H4&8'+,N M(KC
349K+4):+478''Tl"e"< ">9N,8,9N,9K5'&8),5&OK,5K'. i1#$BF%5a'NU'93,N :)63456)'K(49 ,9N 8+4N73K5$
;25)+(B8$%,0-+2'%&%*>=YA 0+%.(2&(O0+(''2%&1(J(1'4(.:((&7>Q'5+%)0-&/3%&.+%15+%)0$
Ba%),3K+48C4+,K4:+'&4*FPd; 8+4K,(9 ,Y8+,55(49$P+4K,(9 -'9N 4*FPd; M'55(:9(*(3'9K)6M,'[,9,N (9
BF%5:+478 34&8'+,N M(KC 349K+4):+478$DaH4&8'+(549 4*FPd; 8+4K,(9 +,)'K(U,,Y8+,55(49$H4&8'+,N
M(KC 349K+4):+478''Tl"e"< ">9N,8,9N,9K5'&8),5&OK,5K'.i1#$FPda:)7K'KC(49,8,+4Y(N'5,(BF%5a
'NU'93,N :)63456)'K(49 ,9N 8+4N73K5

!2A2!$各组 110a 细胞中 S̀B浓度和 \?S活性比
较$BF%5组 S̀B浓度为"!e#!{"e;;# 9&4)L&)'高于
对照组的 " 0e;0{"e;=# 9&4)L&)'差异有统计学意义
"&i!eG=G'Ti"e"#!# "图 1H#+ BF%5组 \?S活性值
为"#<e!G{1e#G#"&4)L"&(9!@#'明显低于对照组的

"!;"e"!{#0e!!#"&4)L"&(9!@#'差异有统计学意义
"&i0!e=<"'Tl"e""0#"图 1S#+

#8讨论

本研究观察糖尿病遗体捐献者及小鼠的视网膜'
发现糖尿病能引起光感受器细胞外节变形及断裂'光
感受器细胞标志物 QC4N485(9 水平下降+ 通过检测糖
尿病遗体捐献者视网膜,糖尿病小鼠视网膜及 BF%5
诱导损伤 110a细胞中的 FPd; 水平'发现糖尿病损
伤能引起 FPd; 水平下调+ 同时观察到糖尿病损伤条
件下'抗氧化物 \?S活性降低'脂质过氧化产物 S̀B
浓度升高+ 据此推测'FPd; 表达下调及氧化_抗氧化

系统失衡可能是糖尿病引起视网

膜光感受器细胞损伤的机制+
氧化应激损伤已被证实广泛

发生于糖尿病视网膜损伤中'由
自由基的形成和清除之间的不平

衡引起'氧自由基是其中常见且
效应显著的分子'也可称为活性
氧 簇 " +,'3K(U, 4Y6:,9 58,3(,5'
Q?\# - 0". + 视网膜因其特殊的生
理结构'长期暴露于能产生 Q?\
的可见光或紫外线中'同时'视网
膜光感受器细胞外节中富含多不

饱和脂肪酸" 84)6O795'K7+'K,N *'KK6
'3(N5'Pc]B5#+ 人视网膜光感受
器外节的主要 Pc]B5包括二十
二碳六烯酸,花生四烯酸和油酸'

分别约占 Pc]B5总量的 <"g,=g和 0"g'Pc]B5易受
Q?\ 攻击而发生变性-<. '在干性年龄相关性黄斑变性
"':,O+,)'K,N &'37)'+N,:,9,+'K(49'B̀ S#中'能观察到视
网膜脂质过氧化的发生

- 00. + 在 SQ中'Q?\ 的增加和
高糖引起的代谢障碍似乎互为因果'高糖引起的代谢

!;;G! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 = 月第 ;0 卷第 = 期$HC(9 I%Y8 ?8CKC')&4)'B7:75K!"!#'Z4)2;0'R42=
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紊乱使 Q?\ 表达水平升高(而 Q?\ 表达水平的升高
也会干扰一系列表观遗传学修饰'使异常代谢状态在
血糖回归正常后依然持续

- <. + 近年来已有较多研究
阐述了 Q?\ 上调后引起线粒体功能障碍,凋亡等损伤
的机制'但糖尿病损伤对氧化_抗氧化系统的影响仍
待进一步研究+

本研究观察到'人及小鼠视网膜在糖尿病条件下
出现光感受器细胞外节变形及断裂'光感受器细胞标
志物 QC4N485(9 表达水平下降'胶质细胞标志物 F]BP
表达增加'提示糖尿病可导致 SQR'引起光感受器细
胞损伤+ FPd; 是唯一能够直接靶向清除生物膜上脂
质活性氧自由基的酶'参与神经退行性疾病的发生和
发展

- 0!. '其缺失能引起脂质过氧化物的堆积'破坏细
胞的正常结构和功能+ FPd; 表达下调及其介导的脂
质过氧化产物聚集是参与干性 B̀ S中光感受器细胞
损伤的重要机制

- 0#. '也是大脑神经退行性病变的发生
机制之一

- 0!'0;. + 而糖尿病条件下'视网膜中 FPd; 水
平的变化既往未见文献报道+ 本研究中'在糖尿病遗
体捐献者及小鼠视网膜,BF%5处理 110a细胞中均观
察到 FPd; 下调'提示糖尿病损伤对抗氧化酶的影响
可能是引起 \?S活性降低, S̀B浓度升高'最终导致
光感受器细胞氧化应激损伤的原因+

综上所述'FPd; 下调及氧化_抗氧化系统失衡可
能参与糖尿病引起的视网膜光感受器细胞损伤+ 我们
下一步将开展在体及离体基因编辑技术进行进一步验

证+ FPd; 表达下调是多种氧化应激损伤的共同特
征'也是重要的治疗靶点 - 0<_0G. + 既往研究指出'在肝
脏毒性损伤的模型中'乳铁蛋白能上调 FPd; 表达水
平'减轻炎症反应和氧化应激损伤 - 0G. + 此外'FPd; 被
认为是铁死亡的关键保护因子

- 0=. '本研究观察到糖尿
病模型中 FPd; 表达的下调和脂质过氧化产物 S̀B
表达的升高'提示铁死亡可能是引起视网膜光感受器
损伤的机制'我们下一步将进行相关分子机制的深入
研究+
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