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!!'摘要(!目的!探讨敲低多肽 K<乙酰半乳糖胺转移酶 ;"Y95KV;#对高糖环境中人视网膜血管内皮细

胞"WJ8&8.#增生及凋亡的影响及可能的作用机制) !方法!以 68OT4K 基因为模板构建小发夹 JK9

".+JK9#干扰慢病毒载体) 将 WJ8&8.分为空白对照组*模型组*K8<.+Y95KV; 组和 .+Y95KV; 组&分别于

含 PgP ''4*C5葡萄糖*;P ''4*C5葡萄糖*.+Y95KV; 阴性对照病毒b;P ''4*C5葡萄糖和 .+Y95KV; 敲低病

毒b;P ''4*C5葡萄糖培养基中培养 ;] +) 采用实时荧光定量 I8J法检测各组细胞中 Y95KV; 'JK9相对表

达量%采用 l6.A6,G 7*4A法检测各组细胞中 Y95KV;*表皮生长因子"&Yj#*&Yj受体"&YjJ#*磷酸化 &YjJ

"B<&YjJ#蛋白相对表达量%采用细胞计数试剂盒 Q"88mQ#法检测各组细胞增生值%采用流式细胞术检测各

组细胞凋亡率) !结果!模型组 Y95KV; 'JK9及蛋白相对表达量明显高于空白对照组&.+Y95KV; 组

Y95KV; 'JK9及蛋白相对表达量明显低于空白对照组&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#) 模型组中细胞

增生值较空白对照组明显降低&.+Y95KV; 组中细胞增生值较模型组和 K8<.+Y95KV; 组明显升高&差异均有

统计学意义 "均 <p#g#P#) 空白对照组*模型组*K8<.+Y95KV; 组和 .+Y95KV; 组细胞凋亡率分别为

"]g$%q#g;1#`*" Qg11 q#g;P #`* " Lg;1 q"g"; #`和 " Pg]$ q#g"Q #`& 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

"Qr%];gL;"&<p#g##"#&其中模型组细胞凋亡率明显高于空白对照组&.+Y95KV; 组细胞凋亡率明显低于模

型组和 K8<.+Y95KV; 组&差异均有统计学意义"均 <p#g#P#) 模型组中 &YjJ蛋白相对表达量较空白对照组

明显升高&B<&YjJ蛋白相对表达量较空白对照组明显降低&差异均有统计学意义 "均 <p#g#P#) .+Y95KV;

组中 B<&YjJ蛋白相对表达量较模型组明显升高&差异均有统计学意义 "均 <p#g#P#) !结论!敲低

Y95KV; 可以提高高糖培养下 WJ8&8.的增生能力&减少 WJ8&8.凋亡&其可能与 &YjJ信号通路的激活

有关)!

'关键词(!糖尿病视网膜病变% 多肽 K<乙酰半乳糖胺转移酶 ;% 人视网膜血管内皮细胞% 表皮生长因

子受体
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E*/34.6(GF )A.B4..)7*6'63+(G).'2!W"/)13,!V+6.'(**+(),B)G JK9 ".+JK9# A(,E6A)GE68OT4K E6G6D(.

34G.A,/3A6F A4)GA6,-6,6D)A+ A+6*6GA)S),(*S63A4,(GF )G-63AWJ8&8.2WJ8&8.D6,6F)S)F6F )GA47*(GT 34GA,4*E,4/B&

'4F6*E,4/B&K8<.+Y95KV; E,4/B (GF .+Y95KV; E,4/B&D+)3+ D6,63/*A/,6F )G '6F)/' 34GA()G)GEPgP ''4*C5

E*/34.6&;P ''4*C5E*/34.6&.+Y95KV; G6E(A)S634GA,4*S),/.;P ''4*C5E*/34.6(GF .+Y95KV; TG43TF4DG S),/.

;P ''4*C5E*/34.6-4,;] +4/,.&,6.B63A)S6*H2V+6,6*(A)S66XB,6..)4G 4-Y95KV; 'JK9)G A+6-4/,E,4/B.D(.

F6A63A6F 7H,6(*<A)'6-*/4,6.36G36U/(GA)A(A)S6I8J2V+6,6*(A)S66XB,6..)4G *6S6*.4-Y95KV;&6B)F6,'(*E,4DA+

-(3A4,"&Yj#&&Yj,636BA4,"&YjJ# (GF B+4.B+4,H*(A6F &YjJ " B<&YjJ# D6,6F6A63A6F 7Hl6.A6,G 7*4A2V+6

B,4*)-6,(A)S6S(*/6.4-WJ8&8.D6,6F6A63A6F 7H36**34/GA)GET)A<Q '6A+4F2V+6(B4BA4.).,(A64-F)--6,6GAE,4/B.D(.

F6A63A6F 7H-*4D 3HA4'6A,H2! X",28/,! V+6,6*(A)S66XB,6..)4G *6S6*.4-Y95KV; 'JK9 (GF B,4A6)G D6,6

.)EG)-)3(GA*H+)E+6,)G '4F6*E,4/B A+(G )G 7*(GT 34GA,4*E,4/B&(GF D6,6.)EG)-)3(GA*H*4D6,)G .+Y95KV; E,4/B A+(G

)G 7*(GT 34GA,4*E,4/B "(**(A<p#g#P#2V+636**B,4*)-6,(A)4G S(*/6D(..)EG)-)3(GA*H*4D6,)G '4F6*E,4/B A+(G )G

7*(GT 34GA,4*E,4/B&(GF D(..)EG)-)3(GA*H+)E+6,)G .+Y95KV; A+(G )G '4F6*E,4/B (GF K8<.+Y95KV; E,4/B "(**

(A<p#g#P#2V+6(B4BA4.).,(A6.4-7*(GT 34GA,4*E,4/B&'4F6*E,4/B&K8<.+Y95KV; E,4/B (GF .+Y95KV; E,4/B

D6,6"]g$%q#g;1#`&" Qg11q#g;P#`&" Lg;1q"g";#` (GF " Pg]$q#g"Q#`&,6.B63A)S6*H&D)A+ (.)EG)-)3(GA

4S6,(**F)--6,6G36"Qr%];gL;"&<p#g##"#2V+6(B4BA4.).,(A6D(..)EG)-)3(GA*H+)E+6,)G '4F6*E,4/B A+(G )G

7*(GT 34GA,4*E,4/B&(GF D(..)EG)-)3(GA*H*4D6,)G .+Y95KV; E,4/B A+(G )G '4F6*E,4/B (GF K8<.+Y95KV; E,4/B

"(**(A<p#g#P#2V+6,6*(A)S66XB,6..)4G *6S6*4-&YjJB,4A6)G D(..)EG)-)3(GA*H+)E+6,(GF A+6,6*(A)S66XB,6..)4G

*6S6*4-B<&YjJB,4A6)G D(..)EG)-)3(GA*H*4D6,)G '4F6*E,4/B A+(G )G 7*(GT 34GA,4*E,4/B "(**(A<p#g#P#2V+6

,6*(A)S66XB,6..)4G 4-B<&YjJ B,4A6)G D(..)EG)-)3(GA*H+)E+6,)G .+Y95KV; E,4/B A+(G )G '4F6*E,4/B "(**(A

<p#g#P#2!(1+082,*1+,!mG43T)GEF4DG Y95KV; 3(G )'B,4S6A+6B,4*)-6,(A)S6(7)*)AH4-WJ8&8./GF6,+)E+

E*/34.63/*A/,6(GF ,6F/36(B4BA4.).&D+)3+ '(H76,6*(A6F A4A+6(3A)S(A)4G 4-&YjJ.)EG(*)GEB(A+D(H2

";"< =1$3,#:M)(76A)3,6A)G4B(A+H% I4*HB6BA)F6K<(36AH*E(*(3A4.(')G6A,(G.-6,(.6;% W/'(G ,6A)G(*S(.3/*(,

6GF4A+6*)(*36**.% &B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,,636BA4,

>2+3.$15$46$ K(A/,(*Z3)6G36j4/GF(A)4G 4-=GG6,>4GE4*)(9/A4G4'4/.J6E)4G ";#;"5W>Z#Q#1]#

MN=$"#2%$1#C3'(2O23G""PLQL<;#;;";#$<##P$1

!!糖尿病视网膜病变" F)(76A)3,6A)G4B(A+H&MJ#是糖
尿病严重的微血管并发症&严重影响患者的生活质量)
视网膜血管内皮细胞之间连接紧密&是构成血:视网
膜屏障的重要结构基础

- ":%. ) 长期高糖环境可诱导线
粒体功能障碍&促进视网膜内皮细胞凋亡&导致视网膜
功能障碍

- ]. ) 同时血管内皮细胞增生是新生血管形
成过程中的重要环节&可致视网膜脱离和玻璃体积血&
加重 MJ的发生和发展&造成视力不同程度下降 - P:1. )
MJ的发病机制复杂&其治疗常采用眼内注射抗血管
内皮生长因子"S(.3/*(,6GF4A+6*)(*E,4DA+ -(3A4,&_&Yj#
药物*糖皮质激素及其他抗炎药物&但存在高眼压*白
内障发病率升高的风险

- $. ) 各种抗氧化剂有助于改
善 MJ早期微血管病变&但目前仍无法确定抗氧化治
疗的时机以及治疗剂量与不良反应之间的平衡问

题
- Q. ) 血管内皮细胞功能障碍被认为是 MJ的主要发

病机制之一&预防血管内皮细胞功能障碍可降低糖尿
病性血管并发症的风险

- L:"#. ) 因此&迫切需要阐明高
糖对视网膜血管内皮细胞作用的可能分子机制&以期
在一定程度上缓解MJ的发展) 多肽K<乙酰半乳糖胺
转移酶 ;"B4*HB6BA)F6K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6;&

Y95KV;#是一种重要的糖基转移酶&可调节表皮生长
因子受体"6B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,,636BA4,&&YjJ#等受
体酪氨酸激酶的活性&从而调节细胞功能 - "". ) 目前针
对 Y95KV; 的研究大多与癌症的发生和发展相关&涉
及其在不同组织中的差异表达&影响细胞增生*侵袭和
转移等

- ";:"]. ) 有研究显示&在糖尿病模型大鼠的视网
膜中 Y95KV; 表达下调&且促进了 &YjJ的磷酸化&对
视网膜起保护作用

- "P. ) 推测 Y95KV; 可能是预防和
治疗 MJ新的关键靶点或预测分子) 本研究拟通过观
察高糖环境下敲低 Y95KV; 对人视网膜毛细血管内皮
细胞"+/'(G ,6A)G(*3(B)**(,H6GF4A+6*)(*36**.&WJ8&8.#
增生及凋亡的影响&为 MJ的治疗提供新的潜在治疗
靶点)

B:材料与方法

B2B!材料
B2B2B!细胞来源!WJ8&8.购自美国模式菌种收集
中心)
B2B2%!主要试剂及仪器!M>&>培养基"武汉普诺
赛生命科技有限公司#%@J<_"#Q 载体*VNI"# 大肠杆
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菌感受态细胞"北京天根生化科技有限公司#%凋亡试
剂盒*磷酸盐缓冲液 " B+4.B+(A67/--6,.4*/A)4G&I@Z#
"美国 6@)4.3)6G36公司#%V,)R4*"美国 Z)E'(公司#%兔
抗 Y95KV; 多克隆抗体"97;1;Q1Q#*兔抗表皮生长因
子 " 6B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,& &Yj# 多 克 隆 抗 体
"97"Q];1P#*兔抗 &YjJ多克隆抗体 "97P;QL]#*兔
抗磷酸化 &YjJ" B<&YjJ# 多克隆抗体 "97]#Q"P #
"英国 973(' 公 司 #% 兔 抗 甘 油 醛<%<磷 酸 脱 氢 酶
"E*H36,(*F6+HF6<%<B+4.B+(A6F6+HF,4E6G(.6&Y9IMW#多克
隆抗体"9I##1%&美国 @)4D4,*F 公司#%WJI标记的山
羊抗兔 =EY二抗*J=I9裂解液"上海碧云天生物技术
有限公司#%胎牛血清 "美国 =GS)A,4E6G 公司#%逆转录
试剂 盒* W).3,)BAhJV ./B6,')X-4,UI8J" bEMK9
l=I&J#试剂盒*936hUI8JZ?@JY,66G '(.A6,')X
试剂盒"南京 _(RH'6生物科技股份有限公司#) I8J
仪*凝胶成像仪"美国 @)4<J(F 公司#%K(G4F,4B ;###3
紫外分光光度计"美国 V+6,'4j).+6,科技公司#%实时
荧光定量 I8J仪 " $P##&美国 9@=公司#% ZMZ<93,HC
@).蛋白电泳仪"上海天能科技有限公司#%流式细胞
仪"美国 >)**)B4,6公司#)
B2%!方法
B2%2B!细胞分组和处理!将 WJ8&8.复苏后&置于含
有青C链霉素双抗混合液-每毫升含 P# ["商品单位#
青霉素和 "## (E链霉素.*体积分数 "#`胎牛血清的
M>&>完全培养基中&放入 %$ s*P` 8N; 的恒温培

养箱中常规培养并传代&每 ;a% F 换液 " 次&待细胞
生长至 Q#`aL#`融合度&取处于对数生长期且状态
良好的 WJ8&8.用于实验&用 #g;P`胰蛋白酶消化
后制成单细胞悬液) 按照 "t"#]

个C孔将细胞接种
至 L1 孔板中&待细胞贴壁后将细胞分为空白对照
组*模型组*K8<.+Y95KV; 组和 .+Y95KV; 组&分别用
含 PgP ''4*C5葡萄糖*;P ''4*C5葡萄糖*.+Y95KV;
阴性对照慢病毒b;P ''4*C5葡萄糖和 .+Y95KV; 敲
低慢病毒b;P ''4*C5葡萄糖的培养液在 %$ s恒温培
养箱中培养 ;] +)
B2%2%!小发夹 JK9慢病毒载体构建!根据小发夹
JK9".'(**+(),B)G JK9&.+JK9#靶序列筛选设计原
则&结合人 WJ8&8.的基因序列和网站分析& 以
68OT4K 基因为模板&设计多个 "L<;"GAJK9干扰靶点
序列&利用 K8@=数据库对确定的靶序列进行 @*(.A分
析&选取干扰靶点) 根据已选靶点序列设计 .+JK9干
扰序列&并在两端添加合适的限制性内切酶酶切位点
以完成载体构建) Y95KV; .+JK9的正向引物序列为
Pe<YY99YY9YY98VYY99VY9<%e&反向引物序列为

Pe<8988VYYVVY998VVYVVY8<%e) 除此之外&在正链
%e端添加 VVVVV终止信号&而反链 Pe端添加终止信号
互补序列) 设计完成后送上海生工生物工程有限公司
合成单链 MK94*)E4) 将合成的单链 MK94*)E4干粉溶
解于退火缓冲液中"终浓度为 "## '4*C5#&L# s水浴
"P ')G&自然冷却至室温后&形成带粘性末端的双链)
将退火的.+JK9序列插入经酶切的@J<_"#Q 载体&连
接产物转化至 VNI"# 大肠杆菌感受态细胞&选取单克
隆细胞&进行测序鉴定)
B2%2'!细胞的慢病毒质粒转染!将 WJ8&8.使用胰
蛋白酶进行消化&调整细胞密度为 "t"#1 C'*&1 孔板每
孔加入 P## (*细胞悬液&次日细胞融合度达 $#`a
Q#`时进行慢病毒转染) 从:Q# s冰箱取出慢病毒&
] s融化后根据细胞病毒感染复数 "'/*A)B*)3)AH4-
)G-63A)4G&>N=#值计算慢病毒用量) 预设细胞 >N=为
"##&慢病毒量为 >N=t细胞数C病毒滴度 " "## t
Pt"#1 C"t"#$ rP# (*#&在加入慢病毒同时加入 P (*
B4*H7,6G6) 于培养后 ;] + 荧光显微镜下观察病毒转
染效率&]Q + 后收集细胞进行后续实验)
B2%2C!实时荧光定量 I8J检测 Y95KV; 'JK9相对
表达量!取各组培养 ]Q + 的 WJ8&8.&采用 V,)R4*试
剂提取细胞中总 JK9&K(G4F,4B ;###3紫外分光光度
计检测 JK9浓度和纯度) 参照逆转录试剂盒说明书
合成 3MK9) 以 3MK9为模板进行实时荧光定量 I8J
反应) Y95KV; 正向引物序列$ Pe<YY99YY9YY98V
YY99VY9<%e&反向引物序列$ P e<8988VYYVVY998
VVYVVY8<%%Y9IMW正向引物序列$Pe<VY98VV8998
9Y8Y9898889<%e&反向引物序列$ P e<89888VYVV
Y8VYV9Y88999<%e) I8J反应体系$ Z?@J Y,66G
'(.A6,')X.Pg## (**正向和反向引物各 #g;P (**MH6;
#g;# (**3MK9;g## (**JK(.6<j,66W;N;g%# (*&共
"#g## (*) I8J反应条件$LP s预变性 %# .%LP s变
性 P .&1# s退火及延伸 %# .&共 ]# 个循环) 各组设置
% 个复孔&实验重复 % 次) 以 Y9IMW为内参&采用
;:!!8A

法计算各组细胞中 Y95KV; 相对表达量)
B2%2E!l6.A6,G 74*A法检测 Y95KV;*&YjJ*B<&YjJ*
&Yj蛋白相对表达量!胰蛋白酶消化收集各组培养
]Q + 的 WJ8&8.&I@Z 洗涤&加入 P## (*J=I9裂解液
裂解细胞&提取细胞蛋白&@89蛋白定量) 取 ]# (E总
蛋白上样进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳&
将蛋白转印至 I_Mj膜&P`脱脂奶粉室温封闭 " +&
V@ZV洗膜 % 次后加入 Y95KV;*&Yj*&YjJ*B<&YjJ
一抗"均 " i; ### 稀释#和 Y9IMW一抗" " i% ### 稀
释#&] s下孵育过夜) V@ZV洗膜后再加入稀释的

!Q]Q! 中华实验眼科杂志 ;#;% 年 L 月第 ]" 卷第 L 期!8+)G &̂XB NB+A+(*'4*&Z6BA6'76,;#;%&_4*2]"&K42L
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WJI标记的羊抗兔二抗"" i% ### 稀释#&室温下孵育
; +&V@ZV洗膜后&采用电化学发光液显影&转至暗室
采集图像&采用 ='(E6̂软件分析条带灰度值&每组设
置 % 个复孔&实验重复 % 次) 以 Y9IMW为内参&计算
各组细胞中目的蛋白相对表达水平)
B2%2K!88m<Q 法检测 WJ8&8.细胞增生值!取各组
处于对数生长期且长势良好的 WJ8&8.&胰蛋白酶消
化&调整细胞悬液密度为 P t"#%

个C'*&按照每孔
;## (*接种于 L1 孔板&向每孔中加入 "# (*88m<Q 试
剂溶液&置于 %$ s培养箱中孵育 ] +&酶标仪 ]P# G'
波长处测定细胞吸光度"(7.4,7(G36&8#值&连续测定
P F) 实验重复 % 次)
B2%2G!流式细胞术检测 WJ8&8.细胞凋亡率!胰蛋
白酶消化慢病毒感染后 ]Q + 各组细胞&I@Z 洗涤细胞
; 次&离心半径 1 3'&" ### ,C')G 离心 P ')G 收集细
胞&加入结合缓冲液重悬细胞&制成 "t"#1

个C'*的细
胞悬液&取 "## (*细胞悬液&加入 9GG6X)G _<j=V8溶
液 P (*&混匀后避光反应 "# ')G&再加入 I=染液 P (*
轻轻混匀&于室温下避光反应 ;# ')G&最后加入结合缓
冲液 ]## (*&流式细胞仪上样检测) 每组设置 % 个复
孔&实验重复 % 次) 计算各组 WJ8&8.总凋亡率r早
期凋亡率b晚期凋亡率)
B2'!统计学方法

采用 ZIZZ ;1g# 和 Y,(B+I(F I,).'Q 统计学软件
进行统计分析) 计量资料经 Z+(B),4<l)*T 检验证实呈
正态分布&以 Wq&表示&各组间各检测指标总体差异比
较采用单因素方差分析&组间两两比较采用 5ZM<*检
验) <p#g#P 为差异有统计学意义)

%:结果

%2B!各组细胞中 Y95KV; 'JK9相对表达量比较
空 白 对 照 组* 模 型 组* K8<.+Y95KV; 组 和

.+Y95KV; 组细胞中 Y95KV; 'JK9相对表达量分别
为 "g#"q#g"Q*;gLPq#gP%*%g;Pq#g"P 和 #g1"q#g#Q&
总体比较差异有统计学意义"Qr1"gQ$;&<p#g##"#&
其中与空白对照组比较&模型组和 K8<.+Y95KV; 组中
Y95KV; 'JK9相对表达量明显升高&差异均有统计
学意义"均 <p#g#P#%与模型组比较&.+Y95KV; 组中
Y95KV; 'JK9相对表达量明显下降&差异有统计学
意义"<p#g#P#"图 "#)
%2%!各组 WJ8&8.增生值比较

随培养时间延长&各组细胞增生 8值均有升高趋
势&其中模型组和 K8<.+Y95KV; 组增生 8值接近&
.+Y95KV; 组 增 生 8值 逐 渐 高 于 模 型 组 和 K8<

.+Y95KV; 组"图 ;#) 培养 P F 时&空白对照组*模型
组*K8<.+Y95KV; 组和 .+Y95KV; 组间细胞 8值总体
比较差异有统计学意义"Qr1 Q%$gQLL&<p#g#P#&其
中与空白对照组比较&模型组*K8<.+Y95KV; 组和
.+Y95KV; 组中细胞增生 8值均减小&差异均有统计
学意义 "均 <p#g#P #% 与 K8<.+Y95KV; 组 比 较&
.+Y95KV; 组中细胞增生 8值明显增大&差异有统计
学意义"<p#g#P#"表 "#)
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图 B:各组细胞中 A9!aM% 6Xa9相对表达量比较!Qr1"gQ$;&

<p#g##"2与空白对照组比较&(<p#g#P%与模型组比较&7<p#g#P"单
因素方差分析&5ZM<*检验&$r%#!"$空白对照组%;$模型组%%$K8<
.+Y95KV; 组%]$.+Y95KV; 组!Y95KV$多肽 K<乙酰半乳糖胺转移酶
>*52$"B: (16.4$*,1+17$"84/*T""-.$",,*1+17A9!aM% 6Xa9
461+5 3*77"$"+/5$12.,!Qr1"gQ$;&<p#g##"284'B(,6F D)A+ 7*(GT

34GA,4*E,4/B&(<p#g#P%34'B(,6F D)A+ '4F6*E,4/B&7<p#g#P "NG6<D(H
9KN_9&5ZM<*A6.A& $ r%# ! "$ 7*(GT 34GA,4*E,4/B% ;$'4F6*E,4/B%
%$K8<.+Y95KV; E,4/B% ]$ .+Y95KV; E,4/B ! Y95KV$ B4*HB6BA)F6
K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6

细
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培养时间（d）

空白对照组
模型组
NC�shGALNT2组
shGALNT2组

图 %:各组 组X(Q(,不同时间点增生 !值变化!随着培养时间的
延长&各组细胞增生 8值均有升高趋势&其中模 型 组 和 K8<
.+Y95KV; 组增生 8值接近&.+Y95KV; 组增生 8值逐渐高于模型组
和K8<.+Y95KV;组!8$吸光度%Y95KV$多肽K<乙酰半乳糖胺转移酶
>*52$"% : ()4+5",*+/)".$18*7"$4/*1+! T482"17组X(Q(,*+
3*77"$"+/5$12.,: V+6B,4*)-6,(A)4G 8 S(*/6.)G -4/,E,4/B.D6,6
)G3,6(.6F D)A+ A+66XA6G.)4G 4-3/*A/,62V+6B,4*)-6,(A)4G 8S(*/6.)G
'4F6*E,4/B (GF K8<.+Y95KV; E,4/B D6,63*4.6&D+)*6A+6B,4*)-6,(A)4G
8S(*/6)G .+Y95KV; E,4/B D(.E,(F/(**H+)E+6,A+(G A+(A)G '4F6*
E,4/B (GF K8.+Y95KV; E,4/B! 8$(7.4,7(G36%Y95KV$ B4*HB6BA)F6
K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6
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图 ':94++"-*+LO>?M(A@?双荧光染色流式细胞仪检测各组 组X(Q(,细胞凋亡情况!9$各组细胞凋亡流式细胞检测图!.+Y95KV; 组细胞凋

亡数少于模型组和 K8<.+Y95KV; 组!@$各组细胞凋亡率比较!Qr%;]gL;"&<p#g##"2与空白对照组比较&(<p#g#P%与模型组比较&7<p#g#P"单
因素方差分析&5ZM<*检验&$r%#!"$空白对照组%;$模型组%%$K8<.+Y95KV; 组%]$.+Y95KV; 组!Y95KV$多肽 K<乙酰半乳糖胺转移酶
>*52$"':9.1./1,*,17组X(Q(,*+712$5$12.,3"/"0/"3#< 781=0</16"/$< =*/)94++"-*+LO>?M(A@?312#8"7821$",0"+0",/4*+*+5:9$9B4BA4.).
7H-*4D3HA4'6A,H!V+6G/'76,4-(B4BA4A)336**.)G A+6.+Y95KV; E,4/B D(.*4D6,A+(G A+(A)G A+6'4F6*(GF K8<.+Y95KV; E,4/B.!@$84'B(,).4G 4-36**

(B4BA4.).,(A6('4GE-4/,E,4/B.!Qr%;]gL;"&<p#g##"284'B(,6F D)A+ 7*(GT 34GA,4*E,4/B&(<p#g#P%34'B(,6F D)A+ '4F6*E,4/B&7<p#g#P "NG6<
D(H9KN_9&5ZM<*A6.A& $ r% # ! "$ 7*(GT 34GA,4*E,4/B% ;$ '4F6*E,4/B% %$ K8<.+Y95KV; E,4/B% ]$ .+Y95KV; E,4/B ! Y95KV$ B4*HB6BA)F6
K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6

表 B:各组培养 E 3时细胞增生 !值比较"5\6#
M4#8"B:(16.4$*,1+170"88.$18*7"$4/*1+!T482",1+/)"

7*7/)34< 17028/2$"461+5 3*77"$"+/5$12.,"5\6#

组别 样本量 8值

空白对照组 % %g%"q#g##

模型组 % ;g#Pq#g#;(

K8<.+Y95KV; 组 % "gLLq#g##(7

.+Y95KV; 组 % ;gQ;q#g#"(73

Q值 1 Q%$gQLL

<值 p#g##"

!注$与空白对照组比较&(<p#g#P%与模型组比较&7<p#g#P%与
K8<.+Y95KV; 组比较&3<p#g#P"单因素方差分析&5ZM<*检验#!8$吸
光度%Y95KV$多肽 K<乙酰半乳糖胺转移酶
!K4A6$84'B(,6F D)A+ 7*(GT 34GA,4*E,4/B&(<p#g#P% 34'B(,6F D)A+
'4F6*E,4/B& 7<p#g#P%34'B(,6F D)A+ K8<.+Y95KV; E,4/B&3<p#g#P
"NG6<D(H9KN_9& 5ZM<*A6.A# ! 8$ (7.4,7(G36% Y95KV$ B4*HB6BA)F6
K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6

%2'!各组细胞凋亡率比较
空白对照组*模型组*K8<.+Y95KV; 组和 .+Y95KV;

组细胞凋亡率分别为"]g$%q#g;1# *̀"Qg11q#g;P# *̀
"Lg;1q"g";#`和"Pg]$q#g"Q#`&总体比较差异有统
计学意义"Qr%];gL;"&<p#g##"#&其中与空白对照组
比较&模型组细胞凋亡率显著升高&差异有统计学意义
"<p#g#P #% 与 模 型 组 和 K8<.+Y95KV; 组 比 较&
.+Y95KV; 组中 WJ8&8.凋亡率明显下降&差异均有
统计学意义"均 <p#g#P#"图 %#)
%2C!各组细胞中 Y95KV;*&YjJ*&Yj*B<&YjJ蛋白
相对表达量比较

蛋白电泳结果显示&与空白对照组比较&模型组中
Y95KV;*&YjJ蛋白条带强度增加&&Yj* B<&YjJ蛋
白条带强度减弱%与模型组比较& .+Y95KV; 组中
Y95KV;*&YjJ蛋白条带强度减弱&B<&YjJ蛋白条带

强度增加"图 ]#) 空白对照组*模型组*K8<.+Y95KV;
组和 .+Y95KV; 组细胞中 Y95KV;*&YjJ和 B<&YjJ
蛋白相对表达量总体比较&差异均有统计学意义"Qr
;"g#;%*$g%L%* "Pg##P&均 <p#g#P#&其中模型组中
Y95KV;*&YjJ蛋白相对表达量较空白对照组明显升
高&B<&YjJ蛋白相对表达量较空白对照组明显减少%
.+Y95KV; 组中 Y95KV; 蛋白相对表达量较模型组明
显降低&B<&YjJ蛋白相对表达量较模型组明显升高&
差异均有统计学意义"均 <p#g#P#) 各组间 &Yj蛋白
相对表达量总体比较&差异无统计学意义"Qr;g1#]&
<r#g"###"表 ;#)

GALNT2

EGF

EGFR

p�EGFR

GAPDH

1 2 3 4

图 C:]",/"$+#81/法检测各组 组X(Q(,中 QA>*QA>X*.OQA>X

蛋白相对表达量:"$空白对照组%;$模型组%%$K8<.+Y95KV; 组%
]$.+Y95KV; 组!Y95KV$多肽 K<乙酰半乳糖胺转移酶%&Yj$表皮
生长因子%&YjJ$表皮生长因子受体%B<&YjJ$磷酸化表皮生长因子
受体%Y9IMW$磷酸甘油醛脱氢酶
>*52$"C:X"84/*T""-.$",,*1+,17QA>&QA>X4+3.OQA>X.$1/"*+,
*+组X(Q(,17712$5$12.,3"/"0/"3#< ]",/"$+#81/! "$ 7*(GT
34GA,4*E,4/B% ;$'4F6*E,4/B% %$K8<.+Y95KV; E,4/B% ]$.+Y95KV;
E,4/B ! Y95KV$ B4*HB6BA)F6K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6% &Yj$
6B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,% &YjJ$ 6B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,,636BA4,%
B<&YjJ$ B+4.B+4,E*(A6F 6B)F6,'(* E,4DA+ -(3A4,% Y9IMW$
B+4.B+4E*H36,(*F6+HF6F6+HF,4E6G(.6
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表 %:各组细胞中 A9!aM%*QA>*QA>X和 .OQA>X蛋白
相对表达量比较"5\6#

M4#8"%:(16.4$*,1+17$"84/*T""-.$",,*1+,17A9!aM%&
QA>&QA>X4+3.OQA>X.$1/"*+,461+5 712$5$12.,"5\6#

组别 样本量

不同蛋白相对表达量

Y95KV; &Yj &YjJ B<&YjJ

空白对照组 % #gQLq#g#L "g"]q#g"" #g1$q#g#1 #gL"q#g#L

模型组 % "g#Lq#g"#( #gL%q#g#L #gL#q#g#L( #gP$q#g#P(

K8<.+Y95KV; 组 % #gL1q#g#L #gLQq#g"] #gQLq#g#Q( #g$$q#g#$(7

.+Y95KV; 组 % #g1;q#g#1(73"g#Pq#g"# #g$Qq#g#$7 #g$Lq#g#$(7

Q值 ;"g#;% ;g1#] $g%L% "Pg##P

<值 p#g##" #g"## p#g#P p#g##"

!注$与空白对照组比较&(<p#g#P%与模型组比较&7<p#g#P%与 K8<
.+Y95KV; 组比较&3<p#g#P"单因素方差分析&5ZM<*检验#!Y95KV$
多肽 K<乙酰半乳糖胺转移酶%&Yj$表皮生长因子%&YjJ$表皮生长因
子受体%B<$磷酸化
!K4A6$84'B(,6F D)A+ 7*(GT 34GA,4*E,4/B&(<p#g#P%34'B(,6F D)A+ '4F6*
E,4/B&7<p#g#P% 34'B(,6F D)A+ K8<.+Y95KV; E,4/B&3<p#g#P "NG6<D(H
9KN_9&5ZM<*A6.A#!Y95KV$B4*HB6BA)F6K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6%
&Yj$6B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,%&YjJ$6B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,,636BA4,% B<$
B+4.B+4,H*(A6F

':讨论

MJ是导致糖尿病患者盲的主要原因&也是发达
国家劳动年龄人口可预防盲的主要原因

- "1:"$. ) 视网
膜内皮细胞是高血糖的主要攻击目标&阐明高糖诱导
WJ8&8.凋亡的潜在机制并寻找新的治疗靶点&对于
MJ防治具有重要的临床意义)

Y95KV; 是介导黏蛋白 N<型糖基化起始步骤的
酶&黏蛋白 N<型糖基化是 N<型糖基化的常见类型)
Y95KV;通过将 K<乙酰半乳糖胺"K<(36AH*E(*(3A4.(')G6&
Y(*K93#添加到蛋白质的丝氨酸" Z6,#或苏氨酸"V+,#

残基上&启动黏蛋白 N<型糖基化 - "Q:"L. ) l+)A6等 - ;#.
首

次在 "LLP 年从人胎盘中鉴定和纯化出 Y95KV;) 既
往研究证实&Y95KV; 可能作为新的肿瘤标志物发挥
重要作用) 在 68OT4K 基因敲除的肝癌细胞中&&YjJ
的磷酸化增加&从而改变 &Yj*&YjJ的表达&增强了
&Yj诱导的细胞生长和迁移 - "". ) 在口腔鳞状细胞癌
中&Y95KV; 过表达&&YjJ上 Y(*K93"VK抗原#结构
发生改变&&YjJ及其下游信号分子的磷酸化增强&证
实抑制 Y95KV; 的表达可以抑制口腔癌细胞的侵袭行
为

- ;". ) 高糖环境中&下调 Y95KV; 可促进人子宫内膜
癌细胞增生

- "]. ) 本研究结果显示&模型组细胞中
Y95KV; 表达较空白对照组增加&提示 Y95KV; 可能
参与 MJ的发生和发展& 而 .+Y95KV; 组细胞中
Y95KV; 'JK9和蛋白表达均减少&视网膜血管内皮
细胞增生值明显升高&且明显抑制了视网膜血管内皮

细胞凋亡&提示敲低 Y95KV; 具有抑制 MJ进展的
作用)

&YjJ是一种黏蛋白&其与配体结合后可形成同
源或异源的二聚体&导致激酶结构域的磷酸化和激活&
随后刺激下游信号通路丝裂原活化蛋白激酶等通路&
从而调节细胞迁移*侵袭以及增生 - ;;. ) &YjJ在眼发
育和光感受器分化中起关键作用

- ;%:;]. ) 有研究表明&
在增生性玻璃体视网膜病变中&&Yj与 &YjJ促进视
网膜色素上皮细胞发生迁移*增生&而 &YjJ抑制剂可
以减轻胰岛素治疗后视网膜血管渗漏的增加

- ;P. )
>(/E6,)等 - ;P.

在注射链脲佐菌素的大鼠视网膜模型中

检测出视网膜色素上皮细胞中的 B<&YjJ表达水平极
低) I(A6*等 - ;1.

研究发现&增生性 MJ患者视网膜中
&YjJ表达增加) 本研究结果亦显示&模型组 WJ8&8.
中 &YjJ相对表达量显著升高&B<&YjJ相对表达量显
著降低&而敲低 Y95KV; 的表达可逆转 &YjJ和
B<&YjJ的表达) 已有研究显示&下调 Y95KV; 可通
过促进 JVm.的磷酸化来促进胃癌细胞增生 - "%. &结合
本研究结果推测& B<&YjJ表达升高是敲低 Y95KV;
发挥保护效应的一种可能机制) 本研究中&.+Y95KV;
组较模型组 &Yj蛋白相对表达量差异无统计学意义&
但 .+Y95KV; 组 &YjJ表达较模型组显著降低) W/
等

- ";.
关于胃腺癌的研究显示&当 &YjJ的糖基化调节

时&其与配体 &Yj的结合亲和力会发生改变&并提出
敲低 Y95KV; 激活 &YjJ可能与其配体表达量无关)
结合本研究结果&推测在高糖条件下培养的 WJ8&8.
中&敲低 Y95KV; 可能通过调控 &YjJ*B<&YjJ参与
MJ的发生和发展进程&其激活 &YjJ可能也与 &Yj
配体无关&但仍需进一步证实)

本研究尚存在一些不足&仅从细胞实验层面对敲
低 Y95KV; 在高糖培养 WJ8&8.中的作用进行了观
察&后续实验将进行血管侵袭实验等以证明 Y95KV;<
&YjJ激活通路对细胞增生*迁移及侵袭能力的影响)

综上&本研究结果表明&在高糖环境下&敲低
Y95KV; 可以提高 WJ8&8.细胞增生能力& 减少
WJ8&8.细胞凋亡&该过程可能与 &YjJ信号通路的
激活有关) 敲低 Y95KV; 可能是防治 MJ的重要靶
点&有待进一步经在体研究及临床转化研究进行验证)
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E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6- ĈN5. 2̂ @)4*8+6'& "LL%& ;1Q " ;P # i
"QL1#:"QL1P- ;#;; :"" :%# .2+AAB$CCDDD2G37)2G*'2G)+2E4SC
B/7'6FCQ%1#"Q]2

-;#.l+)A6V&@6GG6AA&I&V(T)4m&6A(*2I/,)-)3(A)4G (GF 3MK93*4G)GE
4- ( +/'(G [MI<K<(36AH*<(*B+(<M<E(*(3A4.(')G6$ B4*HB6BA)F6
K<(36AH*E(*(3A4.(')GH*A,(G.-6,(.6- .̂ 2̂ @)4*8+6'& "LLP& ;$# " ]"# i
;]"P1:;]"1P2MN=$"#2"#$]CO732;$#2]"2;]"P12

-;".5)G >8&W/(GE>̂ &5)/ 8W&6A(*2Y95KV; 6G+(G36.')E,(A)4G (GF
)GS(.)4G 4-4,(*.U/('4/. 36**3(,3)G4'( 7H ,6E/*(A)GE &YjJ
E*H34.H*(A)4G (GF (3A)S)AH- .̂2N,(*NG34*& ;#"]& P# " P# i]$Q:]Q]2
MN=$"#2"#"1CO24,(*4G34*4EH2;#"]2#;2##%2

-;;. Z(77(+ M9&W(OO4J& ZD6)F(G m2J6S)6D4G 6B)F6,'(*E,4DA+ -(3A4,
,636BA4,"&YjJ# .A,/3A/,6&.)EG(*)GEB(A+D(H.&)GA6,(3A)4G.&(GF ,636GA
/BF(A6.4-&YjJ)G+)7)A4,.- .̂28/,,V4B >6F 8+6'&;#;#&;#" "## i
Q"P:Q%]2MN=$"#2;"$]C"P1Q#;11;#111;##%#%";%"#;2

-;%.Me9')349Y&>(/E6,)Y&@/34*48&6A(*2K(B )GA6,-6,6.D)A+ +HB4X)(<
)GF/3)7*6-(3A4,.(GF _&Yj6XB,6..)4G )G ,6A)G(4-F)(76A)3,(A.- .̂ 2̂
>4*K6/,4.3)&;#"$& 1" " ; # i;P1 :;112MN=$ "#2"##$C.";#%"<#"1<
#Q1L<12

-;].Me9')349Y&>(/E6,)Y&J(.vM>&6A(*2>4F/*(A)4G 4-=5<"!(GF
_&Yj 6XB,6..)4G )G ,(A F)(76A)3 ,6A)G4B(A+H (-A6, I989I
(F')G).A,(A)4G- .̂2I6BA)F6.& ;#"$& L$ i1] :1L2MN=$ "#2"#"1CO2

!;PQ! 中华实验眼科杂志 ;#;% 年 L 月第 ]" 卷第 L 期!8+)G &̂XB NB+A+(*'4*&Z6BA6'76,;#;%&_4*2]"&K42L



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

B6BA)F6.2;#"$2#L2#"]2
-;P.>(/E6,)Y&Me9')349Y&@/34*48&6A(*2I,4A63A)S66--63A4-I989I<

%Q 4G ,6A)G(*B)E'6GA6F 6B)A+6*)/')G (G #$ ]#*(3(GF #$ ]#]3'4F6*4-
F)(76A)3,6A)G4B(A+HA+,4/E+ &YjJ<F6B6GF6GA'63+(G).'- ĈN5.2
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!病例报告!

重复低强度红光治疗高度近视后视网膜结构损伤恢复 "例
田彧!肖志刚

湖南省儿童医院眼科&长沙 ]"##"1

通信作者$田彧&&'()*$;$%%%;]$#10UU234'

X"01T"$< 17$"/*+48,/$20/2$4834645"47/"$$"."4/"381=O*+/"+,*/< $"38*5)//)"$4.< 71$)*5)6<1.*4$4 04,"$".1$/

4#+$ M/&J#+3X"#2+$2

1%7+(*5%$*3;-7"*"+053032,&'/$+$ <(3]#$.#+0!"#0)(%$ &̀'3&7#*+0&!"+$2&"+ PBCCBH&!"#$+

!3((%&73$)#$2 +/*"3($4#+$ M/&F5+#0$KDEEEKPDCHGaaI.35

MN=$"#2%$1#C3'(2O23G""PLQL<;#;;"""L<##P%L

!!患者&女&"; 岁&近视 ] 年&因佩戴角膜塑形镜后反复眼红*

眼痒*分泌物增多 " 年于 ;#;; 年 % 月 "; 日在湖南省儿童医院

就诊) 患儿因变应性结膜炎病史曾双眼点用奥洛他定滴眼液

和玻璃酸钠滴眼液&其母亲中度近视&否认其他眼病家族史)

患儿右眼裸眼视力 #g#]&复方托吡卡胺滴眼液扩瞳后矫正视力
:1gP# MZC:#gP# M8tPor#gQ%左眼裸眼视力 #g#]&矫正视力

为:Pg$P MZC:"g## M8t"Q#or#gQ) 由于患儿曾用角膜塑形镜

矫正近视且反复出现双眼结膜炎&在其监护人要求及眼底检查

排除黄斑疾病后"图 "#&采用红光治疗仪"型号 JZ<;###行单纯

低强度红光重复照射疗法",6B6(A6F *4D<*6S6*,6F<*)E+A&J5J5#)

仪器为$类设备 @型&光源输出功率为";g#q#gP#'l&瞳孔直

径 ]g# ''状态下进入瞳孔的光功率约为 #g;P 'l&照射参数

为 98";;#q;;#_&"P#q"#WR%输入功率"%# _9) 患儿每天照

射双眼 ; 次&间隔至少 ] +&每次 % ')G) J5J5治疗 " 个月双眼

屈光度降低约:;g## M&更换镜片%治疗 % 个月矫正视力为 "g#&

分别于治疗后 "*% 个月行眼底和光学相干断层扫描 "4BA)3(*

34+6,6G36A4'4E,(B+H&N8V#检查&均未发现异常 "图 ;&%#) 治

疗后 P 个月";#;; 年 Q 月 "# 日#患儿出现治疗后彩虹样后像&

持续时间偶超 Q ')G&未就诊并自行继续治疗) ;#;; 年 Q 月 %#

日患儿出现视力下降&咨询后建议停用 J5J5并及时复诊)

;#;; 年 L 月 % 日患儿于湖南省儿童医院就诊&诉右眼眼红*畏

光伴咳嗽*流涕 " 周&不伴发热) 眼科检查见双眼结膜充血&右

眼中央角膜可见片状荧光素钠染色&双眼调节和放松不足) 超

广角眼底成像可见黄斑中心凹圆形病灶%N8V检查示双眼中心

凹视网膜外层椭圆体带欠连续&直径 $"; ('"图 ]#) 屈光科

与眼底病科会诊后诊断为双眼高度近视*右眼角膜炎*左眼结

膜炎*双眼视网膜病变) 以更昔洛韦医用凝胶*玻璃酸钠滴眼

液点眼 ; 周%甲泼尼龙片晨服&Q 'ECF&连续 " 周%球旁注射曲

安奈德注射液 ]# 'E" 次) 患者随后在中南大学湘雅二院*上

海交通大学新华医院*中山大学中山眼科中心就诊&视神经磁

共振成像平扫b增强检查示双侧视神经未见异常&双眼视野明

显异常%多焦视网膜电图 "'/*A)-43(*6*63A,4,6A)G4E,('&'-&JY#

检查示双眼 " 环振幅密度下降&中心反应峰消失%双眼视杆*视

锥反应波振幅均轻度下降) 嘱患者口服叶黄素 " 个月并停用
J5J5) ; 个月后患者自觉视力逐渐恢复&;#;; 年 "# 月 "L 日于

湖南省儿童医院复诊&双眼矫正视力恢复至 #gQ&N8V成像示双

眼黄斑中心凹椭圆体带完整性和连续性均恢复 "图 P#) 给予

玻璃酸钠滴眼液点眼和左旋多巴片 ;P# 'ECF 口服&;#;; 年 ";

月 ;" 日"停用 J5J5后 ] 个月#检查角膜透明&视网膜结构完

整&双眼视力未查"图 1#)

B

C D

A

图 B:X!X!治疗前双眼眼底和 U(M影像!双眼眼底和 N8V检查
未见明显异常!9$右眼 N8V!@$左眼 N8V!8$右眼眼底彩色照
相!M$左眼眼底彩色照相

讨论!J5J5是近年来发展的近视防控方法&其治疗 1a;]

个月对近视屈光度和眼轴进展的有效控制率已得到 $ 项随机

对照临床试验
-"<L.
和 ; 项非随机对照研究 -"#<"".

的证实) ;#;;

年 % 月&我国教育部等 "P 部门发布 +教育部等十五部门 ;#;"

年扎实推进综合防控儿童青少年近视工作,&提出加强近视防

!%PQ!中华实验眼科杂志 ;#;% 年 L 月第 ]" 卷第 L 期!8+)G &̂XB NB+A+(*'4*&Z6BA6'76,;#;%&_4*2]"&K42L




