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调节 &(KG!=QG#B和 LHR!对人 KJ%细胞
代谢记忆形成的抑制作用
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$$'摘要($目的$探讨微小 KL:G!=QG#B"&(KG!=QG#B# C核因子 %! 相关因子 !"LHR!#对人视网膜色素上皮

"KJ%#细胞代谢记忆损伤的影响及其调控机制*$方法$取 :KJ%G/0 细胞%将其置于 9_9 &&+)Ch葡萄糖培

养基培养 1 E 作为正常对照组&于 #" &&+)Ch高糖培养基中培养 # E 后%换成 9_9 &&+)Ch葡萄糖培养基继续

培养 # E 作为代谢记忆组&慢病毒转染细胞并加入嘌呤霉素%筛选转染成功的细胞%并将其置于 #" &&+)Ch高

糖培养 # E 后换成 9_9 &&+)Ch葡萄糖培养基继续培养 # E 作为 &(KG!=QG#B 抑制剂组&细胞于 #" &&+)Ch高

糖f利拉鲁肽培养基培养 # E 后换成 9_9 &&+)Ch葡萄糖培养基继续培养 # E 作为利拉鲁肽组* 采用实时荧光

定量 J@K检测 &(KG!=QG#B)LHR!)醌氧化还原酶G/"LlN/#)血红素加氧酶G/"gNG/#&KL:表达水平&采用

TF4AFH, Q)+A法检测 LHR! 总蛋白)核蛋白水平&采用细胞免疫荧光检测 LHR!)LlN/)gNG/ 蛋白表达水平&采用

细胞计数试剂盒 < "@@;G<#检测细胞增生率以评估细胞活力&采用 Mg%试剂盒检测活性氧簇 "KN[#水

平*$结果$正常对照组)代谢记忆组)&(KG!=QG#B 对照组和 &(KG!=QG#B 抑制剂组 &(KG!=QG#B &KL:相对表

达量分别为 /_""" b"_""") /_<</ b"_"#2) /_1<# b"_"<< 和 "_/// b"_""<%总体比较差异有统计学意义

"Ve<9"_</9%Up"_""/#%其中%正常对照组 &(KG!=QG#B &KL:相对表达量低于代谢记忆组%&(KG!=QG#B 抑制

剂组 &(KG!=QG#B &KL:相对表达量低于正常对照组%差异均有统计学意义 "均 Up"_"/#* 代谢记忆组 LHR!

&KL:及总蛋白)核蛋白相对表达量较正常对照组降低%&(KG!=QG#B 抑制剂组较 &(KG!=QG#B 对照组明显升

高%差异均有统计学意义"均 Up"_"/#&代谢记忆组 LlN/)gNG/ &KL:相对表达量较正常对照组降低%&(KG

!=QG#B 抑制剂组较 &(KG!=QG#B 对照组明显升高%差异均有统计学意义 "均 Up"_"/#* 代谢记忆组 LHR!)

LlN/)gNG/荧光强度均低于正常对照组%&(KG!=QG#B 抑制剂组 LHR!)LlN/)gNG/ 荧光强度均高于 &(KG!=QG#B

对照组%差异均有统计学意义"均 Up"_"/#* 与代谢记忆组相比%利拉鲁肽组 &(KG!=QG#B &KL:相对表达量

下降%差异有统计学意义"Up"_"9#* 利拉鲁肽组 LHR!)LlN/)gNG/ &KL:)LHR! 总蛋白及核蛋白相对表达水

平均较代谢记忆组升高%差异均有统计学意义"均 Up"_"9#%利拉鲁肽组荧光强度较代谢记忆组增强%差异均

有统计学意义"均 Up"_"9#* 与正常对照组及利拉鲁肽组相比%代谢记忆组细胞增生活力均下降%差异均有

统计学意义"均 Up"_"/#* 代谢记忆组 KN[ 相对含量较正常对照组及利拉鲁肽组升高%差异均有统计学意义

"均 Up"_"/#*$结论$利拉鲁肽通过下调 &(KG!=QG#B 逆转代谢记忆对 LHR!)LlN/ 和 gNG/ 的抑制作用*$

'关键词($糖尿病视网膜病变& 利拉鲁肽& 视网膜色素上皮& 代谢记忆& 微小 KL:G!=QG#B& LHR!
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&F&+HI-H+7B%&(KG!=QG#B 6+,AH+)-H+7B%&(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B%',E )(H'-)7A(EF-H+7B5@F))4(, ,+H&')6+,AH+)

-H+7B DFHF67)A7HFE (, 9_9 &&+)Ch,+H&')-)76+4F&FE(7& R+H1 E'I45@F))4(, &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B DFHF

67)A7HFE (, #" &&+)Ch-)76+4FR+H# E'I4',E 6*',-FE A+9_9 &&+)ChR+H# E'I45@F))4(, &(KG!=QG#B (,*(Q(A+H

-H+7B DFHF'EEFE D(A* B7H+&I6(, 'RAFH)F,A(U(H')AH',4RF6A(+, A+4F)F6AA*F4766F44R7))IAH',4RF6AFE 6F))4%',E DFHF

67)A7HFE (, #" &&+)Ch-)76+4FR+H# E'I4A*F, 9_9 &&+)Ch-)76+4FR+H# E'I45@F))4(, )(H'-)7A(EF-H+7B DFHF67)A7HFE

(, #" &&+)Ch-)76+4FD(A* )(H'-)7A(EFR+H# E'I4A*F, 9_9 &&+)Ch-)76+4FR+H# E'I45V*FHF-7)'A+HIHF)'A(+,4*(B

QFADFF, &(KG!=QG#B ',E LHR! D'4UFH(R(FE QI)F,A(U(H')AH',4RF6A(+,5%8BHF44(+,4+R&(KG!=QG#B%LHR!%L:M"J#g

EF*IEH+-F,'4F-X7(,+,F./ "LlN/#%*F&F+8I-F,'4FG/ "gNG/# &KL:',E BH+AF(, )FUF)4DFHF',')ISFE QIHF')GA(&F

X7',A(A'A(UFJ@K5V+A')',E ,76)F'HLHR! BH+AF(, F8BHF44(+,4DFHFEFAF6AFE QITF4AFH, Q)+A5V*F6F))BH+)(RFH'A(+,

H'AF4+RU'H(+74-H+7B4DFHFEFAFH&(,FE QI6F))6+7,A(,-P(AG< "@@;G<#5V*FHF'6A(UF+8I-F, 4BF6(F4"KN[# )FUF)

D'4EFAF6AFE QIA*FMg%P(A5$A()0@-)$V*F&(KG!=QG#B &KL: HF)'A(UFF8BHF44(+, +R,+H&')6+,AH+)-H+7B%

&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%&(KG!=QG#B 6+,AH+)-H+7B%&(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B D'4/_"""b"_"""%/_<</b"_"#2%

/_1<#b"_"<< ',E "_///b"_""<%HF4BF6A(UF)I%D(A* '4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F"Ve<9"_</9%Up"_""/#5V*F

&(KG!=QG#B &KL:HF)'A(UFF8BHF44(+, )FUF)D'4)+DFH(, ,+H&')6+,AH+)-H+7B A*', (, &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%)+DFH

(, &(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B A*', (, ,+H&')6+,AH+)-H+7B%',E A*FE(RRFHF,6F4DFHF4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',A"Q+A* 'A

Up"_"/#5V*FF8BHF44(+, )FUF)4+RLHR! &KL:%A+A')BH+AF(,%',E ,76)F'HBH+AF(, DFHFEF6HF'4FE (, &FA'Q+)(6&F&+HI

-H+7B (, 6+&B'H(4+, D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B ',E DFHF4(-,(R(6',A)I(,6HF'4FE (, &(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B (,

6+&B'H(4+, D(A* &(KG!=QG#B 6+,AH+)-H+7B%4*+D(,-4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F4"'))'AUp"_"/#5V*FLlN/

',E gNG/ &KL:F8BHF44(+,4DFHFEF6HF'4FE (, &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B (, 6+&B'H(4+, D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%',E

DFHF4(-,(R(6',A)I*(-*FH(, &(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B 6+&B'HFE D(A* &(KG!=QG#B 6+,AH+)-H+7B%4*+D(,-4A'A(4A(6'))I

4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F4"'))'AUp"_"/#5V*FR)7+HF46F,6F(,AF,4(AI+RLHR!%LlN/%',E gNG/ D'4)+DFH(, &FA'Q+)(6

&F&+HI-H+7B A*', (, ,+H&')6+,AH+)-H+7B%',E D'4*(-*FH(, &(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B A*', (, &(KG!=QG#B 6+,AH+)

-H+7B%4*+D(,-4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F4"'))'AUp"_"/#5@+&B'HFE D(A* &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%A*F

HF)'A(UFF8BHF44(+, +R&(KG!=QG#B &KL: EF6)(,FE (, )(H'-)7A(EF-H+7B% D(A* '4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F

"Up"_"9#5V*FHF)'A(UFF8BHF44(+, )FUF)4+RLHR! &KL:%LlN/ &KL:%gNG/ &KL:%A+A')',E ,76)F'HLHR! BH+AF(,

+R)(H'-)7A(EF-H+7B DFHFF,*',6FE (, 6+&B'H(4+, D(A* &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%D(A* 4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F4

"'))'AUp"_"9 #5V*FR)7+HF46F,6F(,AF,4(AI+RLHR!% LlN/% ',E gNG/ D'4F,*',6FE (, )(H'-)7A(EF-H+7B (,

6+&B'H(4+, D(A* &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%',E A*FE(RRFHF,6F4DFHF4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',A"'))'AUp"_"9#5@+&B'HFE

D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B ',E )(H'-)7A(EF-H+7B%A*F6F))BH+)(RFH'A(+, U('Q()(AID'4EF6HF'4FE (, &FA'Q+)(6&F&+HI

-H+7B%',E A*FE(RRFHF,6F4DFHF4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',A"Q+A* 'AUp"_"/#5V*FHF)'A(UF6+,AF,A+RKN[ D'4*(-*FH(,

&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B A*', (, ,+H&')6+,AH+)-H+7B ',E )(H'-)7A(EF-H+7B%',E A*FE(RRFHF,6FD'44(-,(R(6',A"'))'A

Up"_"/#5$$/'.@0)&/')$h(H'-)7A(EFHFUFH4F4A*F(,*(Q(A(+, +R&FA'Q+)(6&F&+HI+, LHR!%LlN/%',E gNG/ QI

E+D,HF-7)'A(,-&(KG!=QG#B5

":(; </,1)#9 M('QFA(6 HFA(,+B'A*I& h(H'-)7A(EF& KFA(,') B(-&F,A FB(A*F)(7&& F̂A'Q+)(6 &F&+HI&

(̂6H+KL:G!=QG#B& LHR!

=0'1+,/3,24$ L'A7H')[6(F,6F?+7,E'A(+, +R?7.(', JH+U(,6F"!"/1\"//99% !"!"\"/19!#
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$$对于长期血糖控制欠佳的糖尿病视网膜病变
"E('QFA(6HFA(,+B'A*I%MK#患者%即使后期严格控制血
糖%既往高血糖对视网膜的损伤仍可持续进展%即存在
代谢记忆现象

- /. * 可见高血糖及其代谢产物所致的

代谢记忆现象可继续损伤视网膜并抑制其自我修复能

力%这可能是 MK持续进展的原因之一* 核因子 %! 相
关因子 !" ,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H!%LHR!#及其
靶基因血红素加氧酶G/" *F&F+8I-F,'4FG/%gNG/#)醌
氧化还原酶 / "L:M"J#g EF*IEH+-F,'4F- X7(,+,F. /%

LlN/#是体内强抗氧化因子 - !. * 研究发现%MK发展
过程中随着高血糖及其代谢产物的刺激可能会破坏

LHR! 信号转导功能%而保护 LHR! 可恢复并改善视网膜
色素上皮"HFA(,')B(-&F,AFB(A*F)(7&%KJ%#细胞)血管
内皮细胞)神经节细胞的正常生理功能 - # 9̀. * 另有研
究发现%S$"7 是微小 KL:G!=QG#B "&(6H+KL:G!=QG#B%
&(KG!=QG#B#的下游靶基因 - 1. %后者不仅与 MK的发生
和发展相关%还参与糖脂代谢)调节葡萄糖耐量及胰岛
素敏感性

- = 0̀. * 在糖尿病小鼠模型中发现利拉鲁肽可
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促进 LHR! 及下游靶基因表达增加%可能对 LHR! 起到激
活和保护作用

- /". * 因此%推测利拉鲁肽可能通过调节
&(KG!=QG#BCLHR! 减轻代谢记忆损伤* 本研究拟探讨
&(KG!=QG#BCLHR! 对人 KJ%细胞代谢记忆损伤的影响
及其调控机制*

B9材料与方法

B5B$材料
B5B5B$细胞来源$人 KJ%细胞系 :KJ%G/0 购自上
海翼和应用生物技术有限公司*
B5B5!$主要试剂及仪器$青 链̀霉素"美国 gI@)+,F
公司#&M̂ %̂ 培养基"美国 Z(Q6+公司#&蛋白 '̂HPFH
"美国 V*FH&+公司#&胎牛血清)"_!9c胰蛋白酶 "德
国 J:L公司 #&MG葡萄糖)Y[:粉剂 "美国 [(-&'公
司#&Y)7-FGh++JV̂ &(KL: XKVGJ@K [A'HAFH;(A)&(KG
!=QG#BCj1 引物 "广东锐博生物科技有限公司 #&VY
ZHFF,V̂ JHF&(8%8V'XV̂ )JH(&F[6H(JAV̂ KVKF'-F,A;(A
D(A* -ML:"日本 V';'K'公司 #&LHR!)LlN/)gNG/)
)G'6A(, J@K扩增引物%兔抗人 )G'6A(, 多克隆抗体"上
海生工生物工程股份有限公司 #&慢病毒载体 &(KG
!=QG#B 抑制剂"上海吉凯基因化学技术有限公司#&
KOJ:蛋白裂解液)VH(S+)细胞裂解液)[M[GJ:Z%凝胶
试剂盒)脱脂奶粉) gKJ标记的羊抗兔二抗 " %̂ G
#9///G"/#)gKJ标记的羊抗鼠二抗 " %̂ G#9//"G"!#
"北京依玛博科技有限公司#&核蛋白提取试剂盒)抗
荧光衰减封片剂"含 M:JO# "北京索莱宝科技有限公
司#&超强显色液"美国 ZF,U(FD公司#&J]M?膜"美国
F̂H6P 公司#&兔抗人 LHR! 单克隆抗体 "'Q1!#9!#)兔
抗人 LlN/ 多克隆抗体"'Q<"9<<#)兔抗人 gNG/ 多克
隆抗体"'Q/#!2##):)F8'R)7+H标记羊抗兔多克隆抗体
O-Z"'Q/9""<## "英国 :Q6'&公司#&鼠抗人 g# 多克
隆抗体"/""""9Ĝ "̂/%北京义翘神州科技股份有限公
司#&细胞计数试剂盒 <"6F))6+7,A(,-P(AG<%@@;G<#"上
海碧 云 天 生 物 科 技 有 限 公 司 #& 二 氢 乙 锭
"E(*IEH+FA*(E(7&%Mg%# CJMĜ>""# "美国 @̂%生物
科技有限公司#&利拉鲁肽"大连美仑生物技术有限公
司#* =9"" 型实时荧光定量 J@K仪"美国 :YO公司#&
凝胶成像仪"美国 Y(+GK'E 公司#&荧光显微镜"Ym9#%日
本N)I&B74公司#&多功能酶标仪"美国V*FH&+公司#*
B5!$方法
B5!5B$细胞培养及分组处理$将 :KJ%G/0 细胞株置
于含有 /"c胎牛血清)/"" OjC&)"商品单位#青霉素和
/"" !-C&)链霉素的 M̂ %̂ 培养基中培养%待细胞生
长至 <"c融合时用 "_!9c胰蛋白酶消化细胞%加入培

养基制备细胞悬液并接种于培养板中%将细胞置于
9_9 &&+)Ch葡萄糖培养基中培养 1 E 作为正常对照
组&于 #" &&+)Ch高糖培养基中培养 # E 后%换成
9_9 &&+)Ch葡萄糖培养基继续培养 # E 作为代谢记忆
组&经慢病毒 &(KG!=QG#B 抑制剂转染成功%将其置于
#" &&+)Ch葡萄糖培养基培养 # E 后换成 9_9 &&+)Ch
葡萄糖培养基继续培养 # E 作为 &(KG!=QG#B 抑制剂
组&细胞于 #" &&+)Ch高糖f利拉鲁肽培养基培养 # E
后换成 9_9 &&+)Ch葡萄糖培养基继续培养 # E 作为
利拉鲁肽组*
B5!5!$@@;G< 法检测细胞增生率$调整细胞密度为
!m/"2

个C&)%按每孔 !"" !)置于 01 孔板中%每组设置
# 个复孔%加入过滤除菌后的 MG葡萄糖溶液%调整培养
基糖浓度为 9_9)!9)#")#9)2" &&+)Ch%并设置无细胞
培养基作为空白组%培养 # E 后加入 @@;G< 试剂
/" !)C孔继续孵育 ! *%采用多功能酶标仪在 29" ,&
波长处读取吸光度"'Q4+HQ',6F%!#值%以细胞增生率
降至接近正常对照组一半的糖浓度为最适高糖浓度*
此外%将细胞分为正常对照组)代谢记忆组和利拉鲁肽
组"/")!")#" ,&+)Ch#%即细胞分别置于培养基糖浓度
为 9_9 &&+)Ch)#" &&+)Ch和 #" &&+)Chf不同浓度利
拉鲁肽中培养 # E%细胞活力检测操作步骤同上%选取
细胞活力最佳组为最适利拉鲁肽给药浓度* 随后将细
胞分 为 正 常 对 照 组) 代 谢 记 忆 组) 利 拉 鲁 肽 组
"!" ,&+)Ch#于 01 孔板中培养%1 E 后根据上述步骤检
测 !值并计算各组细胞增生率* 细胞增生率e"!检测组`
!空白组 # C"!对照组 !̀空白组 #*
B5!5#$慢病毒 &(KG!=QG#B 转染细胞$构建含有嘌呤
霉素抗性基因的慢病毒载体 &(KG!=QG#B 抑制剂 " /m
/"< VjC&)#%取原液 /" !)加入 0" !)培养基配成稀释
液%:KJ%G/0 常规培养并以 2 m/"2

个C&)细胞悬液
/"" !)接种于 01 孔板%< * 后加入慢病毒稀释液 2)<)
/!)/1 !)及 g(AH',4ZJ增强剂%使感染复数"&7)A(B)(6(AI
+R(,RF6A(+,% N̂O#%即感染时病毒与细胞数量的比值梯
度达到 /")!")#")2"%转染 01 *%绿色荧光蛋白"-HFF,
R)7+HF46F,ABH+AF(,%Z?J#表达丰度较高时用荧光显微
镜观察%转染效率为 <"c左右且细胞生长良好组所对
应的最适 N̂O和转染条件即为后续实验依据* 配制
嘌呤霉素%使终质量浓度为 / !-C&)* 将细胞分为正
常对照组)&(KG!=QG#B 对照组和 &(KG!=QG#B 抑制剂
组%调整细胞密度为 9m/"9

个C&)接种于培养瓶中%转
染 =! * 后慢病毒转染效率达 <"c且细胞生长状态良
好%加入嘌呤霉素%筛选转染成功)含抗性基因的细胞%
未被转染细胞大量破裂死亡%继续培养 !2 * 后收集细

!!=0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"
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胞传代* 将转染细胞诱导为代谢记忆空载病毒模型)

代谢记忆病毒模型%并设置正常对照组)代谢记忆组进
行后续实验*
B5!5C$实时荧光定量 J@K检测 &(KG!=QG#B)LHR!)
LlN/)gNG/ &KL:水平$调整细胞密度为 #m/"9

个C

孔并置于 1 孔板中分组处理培养 1 E%收集各组细胞后
使用 VH(S+)提取 KL:%引物序列见表 /* 参照逆转录
试剂盒说明书合成 6ML:%采用 VYZHFF,V̂ JHF&(8%8
V'XV̂

实时荧光定量 J@K检测 LHR!) LlN/) gNG/
&KL:水平%以 )G'6A(, 为内对照%反应条件$09 q预
变性 #" 4&09 q变性 9 4%1" q退火C延伸 #2 4%2" 个循
环* 根据 Y)7-FGh++BV̂ &(KL:XKVGJ@K试剂盒说明
书进行 &(KL:逆转录及实时荧光定量 J@K检测%以
j1 为内源性对照%反应条件$ 09 q预变性 /" &(,&
09 q变性 ! 4%1" q退火C延伸 #" 4%2" 个循环* 采用
! *̀*@A

法计算各目的基因相对表达量*

表 B9逆转录 >$A引物序列
Q28@(B9>,&4(,)(U0('.()/5,(L(,)(-,2').,&+-&/'>$A

引物名称 引物序列

LHR! 正向$9WG:V@::@V:@@@ZVV@Z:Z::ZG#W

反向$9WG:@VVZZV@:VZV@Z:VV@:V:G#W
LlN/ 正向$9WG:ZV:V@@VZ@@Z:ZV@VZVV@VZZG#W

反向$9WG::V:V@:@::ZZV@VZ@ZZ@VV@@G#W
gNG/ 正向$9WG@@V@@@VZV:@@:@:V@V:VZVG#W

反向$9WGZ@V@VV@VZZZ::ZV:Z:@:ZG#W

)G'6A(, 正向$9WG@V@Z@@VVVZ@@Z:V@@G#W

反向$9WGZ::V@@VV@VZ:@@@:VZ@@G#W
&(KG!=QG#B 正向$9WGZ@Z@ZVV@:@:ZVZZ@V::ZG#W

反向$9WG:ZVZ@:ZZZV@@Z:ZZV:VVG#W
j1 正向$9WG:Z:Z::Z:VV:Z@:VZZ@@@@VZG#W

反向$9WG:V@@:ZVZ@:ZZZV@@Z:ZZG#W

$注$J@K$聚合酶链式反应&LHR$核因子 %! 相关因子&LlN$醌氧化还
原酶&gN$血红素加氧酶&)G'6A(,$)G肌动蛋白&&(K$微小 KL:
$ L+AF$ J@K$ B+)I&FH'4F6*'(, HF'6A(+,& LHR$ ,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE
R'6A+H&LlN$L:M"J# g F*IEH+-F,'4F- X7(,+,F. &gN$ *F&F+8I-F,'4F&
&(K$&(6H+KL:

B5!5D$TF4AFH, Q)+A法检测 LHR! 核蛋白和总蛋白表达
水平$调整细胞密度为 9m/"9

个C孔%置于培养皿中分
组培养 1 E%收集各组细胞并在预冷 KOJ:裂解液和核
蛋白试剂盒中分别提取总蛋白和核蛋白并配置成 9 倍
蛋白上样缓冲液* 取等蛋白量缓冲液在 [M[GJ:Z%中
电泳并转印至 J]M?膜上%经脱脂牛奶封闭后与 LHR!)
g# 和 )G'6A(, 抗体"均 / i/ """ 稀释#稀释液在 2 q下
孵育过夜%充分漂洗后加入二抗" / i/ """#在室温下
孵育 ! *%加入 %@h混合液%暗室曝光)显影* )G'6A(,

和 g# 蛋白水平分别作为总蛋白及核蛋白的内参* 采

用 O&'-F\软件分析各目的条带的灰度值*
B5!5E$细胞免疫荧光染色检测 LHR!)LlN/ 和 gNG/
蛋白表达水平$调整细胞密度为 #m/"2

个C孔%在专用
爬片培养 1 E%收集爬片后加入 2c多聚甲醛固定
/9 &(,%用 /c VH(A+, mG/"" 破膜 /9 &(,%加入 9c牛血
清白蛋白封闭 / *%加入 LHR!)LlN/ 和 gNG/ 抗体
"/ i9""#稀释液%2 q孵育过夜%充分漂洗后在室温下
加入荧光二抗"/ i9""#避光孵育 ! ** 置于载玻片上%
将荧光猝灭剂覆盖表面%暗室中于正置荧光显微镜下
观察并拍照%每片不少于 1 个视野 " !"" 倍 #%采用
O&'-F\软件分析目的蛋白荧光强度*
B5!5F$Mg%检测细胞活性氧含量$将细胞以 2 m
/"2
个C孔接种于 /! 孔板中分组培养 1 E 后去除培养

基%磷酸盐缓冲液" B*+4B*'AFQ7RRFHFE 4+)7A(+,%JY[#洗
涤 # 次%将配制好的 ! !&+)ChMg%反应液 / &)加入
细胞中%继续培养 #" &(, 后 JY[ 洗涤 # 次%在倒置荧
光显微镜下任意选取 1 个视野"/"" 倍#%采用 O&'-F\分
析活性氧簇"HF'6A(UF+8I-F, 4BF6(F4%KN[#荧光强度*
B5#$统计学方法

采用 [J[[ !25" 统计学软件进行统计分析%采用
ZH'B*J'E JH(4&1_" 作图* 计量资料数据经 [*'B(H+G
T()P 检验证实呈正态分布%以 2b1表示* 各组各指标
总体比较采用单因素方差分析%事后多重比较%方差齐
时采用 h[MG)检验%方差不齐时采用 M7,,FAAGV# 检验*
Up"_"9 为差异有统计学意义*

!9结果

!5B$糖浓度及药物浓度筛选
@@;G< 法检测结果显示%正常对照组和 !9)#")

#9)2" &&+)Ch高糖组的细胞增生率分别为 /_"""b
"_""")"_<#! b"_"2") "_9<! b"_"2!) "_92< b"_"2<)
"_222b"_"#/% 组间总体比较差异有统计学意义
"Ve//9_1//%Up"_""/#%其中 !9)#")#9)2" &&+)Ch
高糖组细胞增生率均低于正常对照组%差异均有统计
学意义"均 Up"_""/#&葡萄糖浓度为 #" &&+)Ch时细
胞增生率明显下降%选择最低有效葡萄糖浓度 #" &&+)Ch
进行后续实验 "图 /:#* 正常对照组)高糖组和利拉
鲁肽 /")!")#" ,&+)Ch组细胞增生率分别为 /_"""b
"_""")"_2<" b"_"#") "_229 b"_"!/) "_1!/ b"_"!#)
"_91!b"_"!9% 组间总体比较差异有统计学意义
"Ve#"#_<<#%Up"_""/#%其中高糖组细胞增生率低于
利拉鲁肽 !" ,&+)Ch)#" ,&+)Ch组%差异均有统计学意
义"均 Up"_""/#&利拉鲁肽 !" ,&+)Ch组细胞增生率最
高%因此选择利拉鲁肽 !" ,&+)Ch为最佳浓度"图 /Y#*

!#=0!中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"
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图 !9慢病毒 4&AM!F8M#+转染细胞荧光图mm!""%标尺e9" !&#$:$ N̂O$/")!")#")2" 条件下人 KJ%细胞转染慢病毒 &(KG!=QG#B 抑制剂和
&(KG!=QG#B 对照组的明场和 Z?J绿色荧光图$Y$人 KJ%细胞转染慢病毒 &(KG!=QG#B 抑制剂和 &(KG!=QG#B 对照组 2<)=!)01 * 后的明场和 Z?J

绿色荧光图$ N̂O$感染复数&&(K$微小 KL:&Z?J$绿色荧光蛋白
=&30,(!9$(@@5@0/,().('.(&423()/54&AM!F8M#+@('-&L&,0)-,2')5(.-&/'mm!""%Q'He9" !&#$:$YH(-*AR(F)E ',E Z?J-HFF, R)7+HF46F,6F(&'-F4+R
*7&', KJ%6F))4AH',4RF6AFE D(A* &(KG!=QG#BG(,*(Q(A+H',E &(KG!=QG#BG6+,AH+))F,A(U(H74(, N̂Om /"% !"% #"% 2"# $ Y$YH(-*AR(F)E ',E Z?J-HFF,
R)7+HF46F,6F(&'-F4+R*7&', KJ%6F))4AH',4RF6AFE D(A* &(KG!=QG#BG(,*(Q(A+H',E &(KG!=QG#BG6+,AH+))F,A(U(H74'A2<%=!%',E 01 *+7H4'RAFHAH',4RF6A(+,$
N̂O$&7)A(B)(6(AI+R(,RF6A(+,&&(K$&(6H+KL:&Z?J$-HFF, R)7+HF46F,ABH+AF(,
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图 B9不同葡萄糖和利拉鲁肽浓度干预下人 A>T细胞增生率的比

较$:$不同葡萄糖浓度干预下人 KJ%细胞增生率比较$ Ve

//9_1//%Up"_""/5与正常对照组比较%'Up"_""/m单因素方差分析%

h[MG)检 验% + e# # $ /$ 正 常 对 照 组& !$ !9 &&+)Ch高 糖 组&

#$#" &&+)Ch高糖组&2$#9 &&+)Ch高糖组&9$2" &&+)Ch高糖组$

Y$不同利拉鲁肽浓度干预高糖诱导的人 KJ%细胞增生率比较$

Ve#"#_<<#%Up"_""/5与高糖组比较%'Up"_""/m单因素方差分析%

h[MG)检验%+e##$/$正常对照组&!$高糖组&#$利拉鲁肽 /" &&+)Ch

组&2$利拉鲁肽 !" &&+)Ch组&9$利拉鲁肽 #" &&+)Ch组

=&30,(B9$/4+2,&)/'/5%042'A>T.(@@+,/@&5(,2-&/',2-(-,(2-(1

<&-%1&55(,('-3@0./)(2'1@&,23@0-&1(./'.('-,2-&/')$:$@+&B'H(4+,

+R*7&', KJ% 6F))BH+)(RFH'A(+, H'AFAHF'AFE D(A* E(RRFHF,A-)76+4F

6+,6F,AH'A(+,4$Ve//9_1//%Up"_""/5@+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)

-H+7B%'Up"_""/ mN,FGD'I:LN]:%h[MG)AF4A%+e##$/$,+H&')6+,AH+)

-H+7B&!$ !9 &&+)Ch*(-* -)76+4F-H+7B& #$ #" &&+)Ch*(-* -)76+4F

-H+7B&2$ #9 &&+)Ch*(-* -)76+4F-H+7B& 9$ 2" &&+)Ch*(-* -)76+4F

-H+7B$Y$@+&B'H(4+, +R*7&', KJ%6F))BH+)(RFH'A(+, H'AF(,E76FE QI

*(-* -)76+4FD(A* E(RRFHF,A)(H'-)7A(EF6+,6F,AH'A(+,4$ Ve#"#_<<#%

Up"_""/5@+&B'HFE D(A* *(-* -)76+4F-H+7B%'Up"_""/ m N,FGD'I

:LN]:%h[MG)AF4A% + e## $/$ ,+H&')6+,AH+)-H+7B& !$ *(-* -)76+4F

-H+7B&#$h(H'-)7A(EF/" &&+)Ch-H+7B&2$h(H'-)7A(EF!" &&+)Ch-H+7B&

9$h(H'-)7A(EF#" &&+)Ch-H+7B

!5!$慢病毒转染条件筛选
在荧光显微镜下观察 Z?J绿色荧光表达的细胞%

转染条件为 &(KG!=QG#B 对照组 N̂Oe2")&(KG!=QG#B
抑制剂组 N̂Oe#" 时荧光最强%此为最佳转染条件
m图 !:#5 &(KG!=QG#B 抑制剂组慢病毒载体包含嘌呤
霉素抗性基因%慢病毒转染 =! * 加入 /_" !-C&)嘌呤
霉素继续培养至 01 *%筛选已转染成功的细胞%Z?J
表达效率超过 <"cm图 !Y#5
!5# $ 转染后各组 &(KG!=QG#B) LHR!) LlN/) gNG/
&KL:和蛋白表达量比较

实时荧光定量 J@K检测结果显示%正常对照组)
代谢记忆组)&(KG!=QG#B 对照组)&(KG!=QG#B 抑制剂
组 &(KG!=QG#B)LHR!)LlN/)gNG/ &KL:相对表达量
组间总体比较差异均有统计学意义 mVe<9"_</9)
#!0_19#)<=1_/09)2#0_/0!%均 Up"_""/#%其中代谢记
忆组 &(KG!=QG#B &KL:相对表达量高于正常对照组%
LHR!)LlN/)gNG/ &KL:相对表达量均低于正常对照
组%差异均有统计学意义m均 Up"_"/#&&(KG!=QG#B 抑
制剂组 &(KG!=QG#B &KL:相对表达量明显低于 &(KG
!=QG#B 对照组%LHR!)LlN/)gNG/ &KL:相对表达量
均高于 &(KG!=QG#B 对照组%差异均有统计学意义m均
Up"_"/#m表 !#5

代谢记忆组 LHR! 总蛋白)核蛋白表达条带均较正
常对照组减弱%&(KG!=QG#B抑制剂组各条带较&(KG

!2=0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

表 !9各组细胞 4&AM!F8M#+)S,5!)SVNB)WNMB 4AS7相对表达量比较"0X-#
Q28@(!9$/4+2,&)/'/54&AM!F8M#+%S,5!%SVNB%2'1WNMB 4AS7,(@2-&L(

(*+,())&/')24/'3 1&55(,('-3,/0+)"0X-#

组别 样本量 &(KG!=QG#B LHR! LlN/ gNG/

正常对照组 # /_"""b"_""" /_"""b"_""" /_"""b"_""" /_"""b"_"""

代谢记忆组 # /_<</b"_"#2' "_2#!b"_"#!' "_2!"b"_"!2' "_2"0b"_"91'

&(KG!=QG#B 对照组 # /_1<#b"_"<< "_2"/b"_"22 "_20=b"_"9# "_#<1b"_"21

&(KG!=QG#B 抑制剂组 # "_///b"_""<Q /_9=1b"_"0/Q /_9=9b"_"!#Q /_2!=b"_"2/Q

V值 <9"_</9 #!0_19# <=1_/09 2#0_/0!

U值 p"_""/ p"_""/ p"_""/ p"_""/

$注$与正常对照组相比%'Up"_"/&与 &(KG!=QG#B 对照组相比%QUp"_"/"单因素方差分析%M7,,FAAG
V# 检验及 h[MG)检验#$&(K$微小 KL:&LHR$核因子 %! 相关因子&LlN$醌氧化还原酶&gN$血红素
加氧酶

$L+AF$@+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%'Up"_"/&6+&B'HFE D(A* &(KG!=QG#B 6+,AH+)-H+7B%QUp"_"/
"N,FGD'I:LN]:%M7,,FAAGV# AF4A',E h[MG)AF4A#$&(K$&(6H+KL:&LHR$,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H&
LlN$L:M"J#gEF*IEH+-F,'4F- X7(,+,F. &gN$*F&F+8I-F,'4F

!=QG#B 对照组明显增强"图 ##* 正常对照组)代谢记
忆组)&(KG!=QG#B 对照组)&(KG!=QG#B 抑制剂组 LHR!
总蛋白)核蛋白相对表达水平总体比较差异均有统计
学意义"Ve<1 =9=_111)// 9"2_!/#%均 Up"_""/#%其
中代谢记忆组 LHR! 总蛋白)核蛋白相对表达水平较正
常对照组下降%&(KG!=QG#B 抑制剂组较 &(KG!=QG#B 对
照组明显上升%差异均有统计学意义 "均 Up"_"/#
"表 ##*

1 2 3 4

核
N
rf2

H
3

总
N
rf2

β�
ac
tin

图 #9Y()-(,'8@/-检测总蛋白及核蛋白 S,5! 蛋白电泳图$/$正常

对照组&!$代谢记忆组&#$&(KG!=QG#B 对照组&2$&(KG!=QG#B 抑制

剂$LHR$核因子 %! 相关因子&g#$组蛋白 #

=&30,(# 9 T@(.-,/+%/,(-/3,24 /5-/-2@2'1'0.@(2,S,5! +,/-(&'

(*+,())&/')8; Y()-(,'8@/-$ /$ ,+H&')6+,AH+)-H+7B& !$ &FA'Q+)(6

&F&+HI-H+7B& #$ &(KG!=QG#B 6+,AH+)-H+7B& 2$ &(KG!=QG#B (,*(Q(A+H

-H+7B$LHR$,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H&g#$*(4A+,F#

细胞免疫荧光图显示 LHR!)LlN/)gNG/ 在细胞核
细胞质均可见表达%相较正常对照组及 &(KG!=QG#B 抑

制剂组%代谢记忆组 LHR!)LlN/)
gNG/ 细胞免疫荧光强度均明显
减弱"图 2#* 正常对照组)代谢
记忆组)&(KG!=QG#B 对照组)&(KG
!=QG#B 抑 制 剂 组 LHR!) LlN/)
gNG/ 细胞免疫荧光强度总体比
较%差异均有统计学意义 "Ve
212_/=<) <#_090) #=_<#/%均 Up
"_""/#%其中代谢记忆组 LHR!)
LlN/)gNG/ 荧光强度均低于正
常对照组%&(KG!=QG#B 抑制剂组
LHR!)LlN/)gNG/ 荧光强度均高
于 &(KG!=QG#B 对照组%差异均有
统计学意义"均 Up"_"/#"表 2#*

表 #9各组细胞 S,5! 总蛋白和核蛋白相对表达量比较"0X-#
Q28@(#9$/4+2,&)/'/5,(@2-&L((*+,())&/')/5-/-2@2'1

'0.@(2,S,5! +,/-(&'24/'3 1&55(,('-3,/0+)"0X-#

组别 样本量 总蛋白 LHR! 核蛋白 LHR!

正常对照组 # /_"""b"_""" /_"""b"_"""

代谢记忆组 # "_/=9b"_""/' "_9#<b"_""#'

&(KG!=QG#B 对照组 # "_!#=b"_""! "_10"b"_""<
&(KG!=QG#B 抑制剂组 # /_!11b"_""1Q !_00"b"_"#1Q

V值 <1 =9=_111 // 9"2_!/#
U值 p"_""/ p"_""/

$注$与正常对照组相比%'Up"_"/&与 &(KG!=QG#B 对照组相比%
QUp"_"/"单因素方差分析%M7,,FAAGV# 检验#$LHR$核因子 %! 相关因
子&&(K$微小 KL:
$L+AF$@+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%'Up"_"/&6+&B'HFE D(A* &(KG
!=QG#B 6+,AH+)-H+7B%QUp"_"/ "N,FGD'I:LN]:%M7,,FAAGV# AF4A#$LHR$
,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H&&(K$&(6H+KL:

!5C$利拉鲁肽干预后各组 &(KG!=QG#B)LHR!)LlN/)
gNG/ &KL:及蛋白表达量比较

利拉鲁肽干预后正常对照组)代谢记忆组)利拉鲁
肽组 &(KG!=QG#B)LHR!)LlN/)gNG/ &KL:相对表达
量总体比较差异均有统计学意义 " Ve#""_"9")
19=_0<=)##_"0!)9""_<2/%均 Up"_""/#%其中代谢记
忆组 &(KG!=QG#B 相对表达量高于正常对照组%LHR!)
LlN/)gNG/ &KL:相对表达量低于正常对照组%差异
均有统计学意义"均 Up"_"9#&利拉鲁肽组 &(KG!=QG
#B 相对表达量低于代谢记忆组%LHR!)LlN/)gNG/
&KL:相对表达量高于代谢记忆组%差异均有统计学
意义"均Up"_"9#"表 9#*

与正常对照组相比%代谢记忆组 LHR! 总蛋白)核
蛋白条带较弱%利拉鲁肽组 LHR! 总蛋白)核蛋白条带
明显增强"图 9#* 正常对照组)代谢记忆组)利拉鲁肽

!9=0!中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"
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图 C9各组细胞 S,5!mSVNBmWNMB 免疫荧光图"m!""%标尺e9" !&#$相较正常对照组及 &(KG!=QG#B 抑制剂组%代谢记忆组 LHR!mLlN/mgNG/
细胞免疫荧光强度均明显减弱$LHR!mLlN/mgNG/ 表达于胞核胞质中%呈红色荧光&细胞核呈蓝色荧光"含 M:JO#$:$LHR!$Y$LlN/$@$gNG/$
/$正常对照组$!$代谢记忆组&#$&(KG!=QG#B 对照组&2$&(KG!=QG#B 抑制剂组$LHR$核因子 %! 相关因子&LlN$醌氧化还原酶&gN$血红素加氧酶
=&30,(C9$(@@0@2,&440'/5@0/,().('.(+&.-0,()/5S,5!%SVNB%2'1WNMB &'1&55(,('-3,/0+)"m!""%Q'He9" !&#$@+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)
-H+7B ',E &(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B%A*F(&&7,+R)7+HF46F,6F(,AF,4(AI+RLHR!%LlN/ ',E gNG/ (, &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B D'44(-,(R(6',A)IEF6HF'4FE5
LHR!%LlN/%',E gNG/ DFHFF8BHF44FE (, 6IA+B)'4&',E ,76)F(%4*+D(,-HFE R)7+HF46F,6F5V*F,76)F(4*+DFE Q)7FR)7+HF46F,6F"6+,A'(,(,-M:JO#$:$LHR!$
Y$LlN/$@$gNG/$/$,+H&')6+,AH+)-H+7B$!$&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B$#$&(KG!=QG#B 6+,AH+)-H+7B$2$&(KG!=QG#B (,*(Q(A+H-H+7B$LHR$,76)F'H
R'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H&LlN$L:M"J#gEF*IEH+-F,'4F- X7(,+,F. &gN$*F&F+8I-F,'4F

表 C9各组 S,5!mSVNBmWNMB 细胞免疫荧光强度比较"0X-#
Q28@(C9$/4+2,&)/'/5S,5!%SVNB%2'1WNMB .(@@0@2,

&440'/5@0/,().('.(&'-(')&-; 24/'3 1&55(,('-3,/0+)"0X-#

组别 样本量 LHR! LlN/ gNG/

正常对照组 # /_"""b"_""" /_"""b"_""" /_"""b"_"""

代谢记忆组 # "_=01b"_"##' "_=#9b"_"<"' "_=19b"_"9<'

&(KG!=QG#B 对照组 # "_1<1b"_"=0 "_=!/b"_/"! "_<20b"_"91
&(KG!=QG#B 抑制剂组 # /_1!!b"_"2!Q /_!1/b"_"2#Q /_"!<b"_"99Q

V值 212_/=< <#_090 #=_<#/
U值 p"_""/ p"_""/ p"_""/

$注$与正常对照组相比%'Up"_"/&与 &(KG!=QG#B 对照组相比%QUp"_"/"单因素方
差分析%M7,,FAAGV# 检验#$LHR$核因子 %! 相关因子&LlN$醌氧化还原酶&gN$血红
素加氧酶&&(K$微小 KL:
$L+AF$@+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%'Up"_"/&6+&B'HFE D(A* &(KG!=QG#B 6+,AH+)
-H+7B%QUp"_"/ "N,FGD'I:LN]:%M7,,FAAGV# AF4A# $ LHR$ ,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE
R'6A+H&LlN$L:M"J#gEF*IEH+-F,'4F- X7(,+,F. &gN$*F&F+8I-F,'4F&&(K$&(6H+KL:

表 D9利拉鲁肽干预后各组细胞 4&AM!F8M#+mS,5!mSVNBm
WNMB 4AS7相对表达量比较"0X-#

Q28@(D9$/4+2,&)/'/54&AM!F8M#+mS,5!%SVNB%2'1WNMB 4AS7,(@2-&L(
(*+,())&/')&'@&,23@0-&1(M-,(2-(1.(@@)24/'3 1&55(,('-3,/0+)"0X-#

组别 样本量 &(KG!=QG#B LHR! LlN/ gNG/

正常对照组 # /_"""b"_""" /_"""b"_""" /_"""b"_""" /_"""b"_"""

代谢记忆组 # /_=2=b"_/"9' "_!<=b"_"2=' "_91<b"_"2=' "_#<0b"_"12'

利拉鲁肽组 # "_2<0b"_"##Q /_/2!b"_"!1Q "_00/b"_/!"Q /_2#9b"_"#"Q

V值 #""_"9" 19=_0<= ##_"0! 9""_<2/

U值 p"_""/ p"_""/ "_"#< p"_""/

$注$与正常对照组相比%'Up"_"9&与代谢记忆组相比%QUp"_"9"单因素方差分析%h[MG)检验及
M7,,FAAGV# 检验#$&(K$微小 KL:&LHR$核因子 %! 相关因子&LlN$醌氧化还原酶&gN$血红素加氧酶
$L+AF$@+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%'Up"_"9&6+&B'HFE D(A* &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%QUp"_"/
"N,FGD'I:LN]:%h[MG)AF4A',E M7,,FAAGV# AF4A#$&(K$&(6H+KL:&LHR$,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H&
LlN$L:M"J#gEF*IEH+-F,'4F- X7(,+,F. &gN$*F&F+8I-F,'4F

组 LHR! 总蛋白m核蛋白相对表达量总体比较差异均有
统计学意义"Ve/! #0/_=/2m29<_219%均 Up"_""/#%
其中代谢记忆组 LHR! 总蛋白m核蛋白相对表达量均低
于正常对照组%利拉鲁肽组 LHR! 总蛋白m核蛋白相对
表达量均较代谢记忆组升高%差
异均有统计学意义"均 Up"_"/#
"表 1#*

细胞免疫荧光染色可见%
LHR!mLlN/mgNG/ 在细胞核m细胞
质中均有表达%与正常对照组相
比%代谢记忆组 LHR!mLlN/mgNG/
荧光均减弱%代谢记忆组荧光均
明显增强 "图 1#* 正常对照组m
代谢记忆组m利拉鲁肽组 LHR!m
LlN/mgNG/荧光强度总体比较差
异均有统计学意义 "Ve/"_#0!m
22_#9/m2=_!/=%均 Up"_"/#%其
中代谢记忆组 LHR!mLlN/mgNG/

荧光强度均低于正常对照组%利拉鲁肽组荧光
强度均高于代谢记忆组%差异均有统计学意义
"均 Up"_"9#"表 =#*
!5D$利拉鲁肽干预后各组细胞增生率及 KN[
含量比较

@@;G< 法检测结果显示%正常对照组m代
谢记忆组m利拉鲁肽组细胞增生率总体比较差
异有统计学意义"Ve=#_!"0%Up"_""/#%其中
与正常对照组相比%代谢记忆组细胞增生率下
降%利拉鲁肽组细胞增生率高于代谢记忆组%
差异均有统计学意义"Up"_"/# "表 <#* Mg%
检测结果显示%代谢记忆组 KN[ 荧光强度较
正常对照组及利拉鲁肽组增强"图 =#* 正常

对照组m代谢记忆组m利拉鲁肽组 KN[ 荧光强度总体
比较差异有统计学意义"Ve=#0_11<%Up"_""/#%其中代
谢记忆组 KN[ 相对含量高于正常对照组和利拉鲁肽
组%差异均有统计学意义"均 Up"_"/#"表 <#*

!1=0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"
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图 E9利拉鲁肽干预后各组 S,5!mSVNBmWNMB 免疫荧光图"m!""%标尺e9" !&#$与正常对照组相比%代谢记忆组 LHR!mLlN/mgNG/ 荧光均减
弱%利拉鲁肽组荧光均明显增强$LHR!mLlN/mgNG/ 表达于细胞核m细胞质中%呈红色荧光&细胞核呈蓝色荧光"含 M:JO#$:$LHR!$Y$LlN/$
@$gNG/$/$正常对照组&!$代谢记忆组&#$利拉鲁肽组$LHR$核因子 %! 相关因子&LlN$醌氧化还原酶&gN$血红素加氧酶
=&30,(E9S,5!%SVNB%2'1WNMB &440'/5@0/,().('.(&423()/5@&,23@0-&1(M-,(2-(1.(@@)"m!""%Q'He9" !&#$@+&B'HFE D(A* A*F,+H&')6+,AH+)
-H+7B%A*FR)7+HF46F,6F+RLHR!%LlN/ ',E gNG/ (, &FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B D'4EF6HF'4FE%',E A*FR)7+HF46F,6F+RA*F)(H'-)7A(EF-H+7B D'44(-,(R(6',A)I
F,*',6FE5LHR!%LlN/%',E gNG/ DFHFF8BHF44FE (, 6IA+B)'4& ',E ,76)F(%4*+D(,-HFE R)7+HF46F,6F5V*F,76)F(4*+DFE Q)7FR)7+HF46F,6F"6+,A'(,(,-
M:JO#$:$LHR!$Y$LlN/$@$gNG/$/$,+H&')6+,AH+)-H+7B&!$&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B&#$)(H'-)7A(EF-H+7B$LHR$,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H&
LlN$L:M"J#gEF*IEH+-F,'4F- X7(,+,F. &gN$*F&F+8I-F,'4F
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图 D9利拉鲁肽干预后各组总蛋白及核蛋白 S,5! 蛋白电泳图$
/$正常对照组&!$代谢记忆组&#$利拉鲁肽组$)G'6A(,$)G肌动蛋白&
LHR$核因子 %! 相关因子&g#$组蛋白 #
=&30,(D 9 T@(.-,/+%/,(-/3,24 /5-/-2@2'1'0.@(2,S,5! +,/-(&'
(*+,())&/')25-(,@&,23@0-&1(-,(2-4('-$ /$ ,+H&')6+,AH+)-H+7B&
!$&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B&#$)(H'-)7A(EF-H+7B$LHR$,76)F'HR'6A+HG%!G
HF)'AFE R'6A+H&g#$*(4A+,F#

表 E9利拉鲁肽干预后各组细胞 S,5! 总蛋白和核蛋白相对
表达量比较"0X-#

Q28@(E9$/4+2,&)/'/5-/-2@2'1'0.@(2,S,5! +,/-(&'
(*+,())&/')25-(,@&,23@0-&1(-,(2-4('-24/'3 1&55(,('-

3,/0+)"0X-#

组别 样本量 总蛋白 LHR! 核蛋白 LHR!

正常对照组 # /_"""b"_""" /_"""b"_"""

代谢记忆组 # "_!2=b"_""0' "_=#!b"_"!<'

利拉鲁肽组 # /_/91b"_"/"Q /_1!9b"_"9<Q

V值 /! #0/_=/2 29<_219

U值 p"_""/ p"_""/

$注$与正常对照组相比%'Up"_"/&与代谢记忆组相比%QUp"_"/"单因
素方差分析%h[MG)检验及 M7,,FAAGV# 检验#$LHR$核因子 %! 相关因子
$ L+AF$ @+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%'Up"_"/& 6+&B'HFE D(A*
&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%QUp"_"/ " N,FGD'I:LN]:% h[MG)AF4A',E
M7,,FAAGV# AF4A#$LHR$,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H

表 F9利拉鲁肽干预后各组细胞 S,5!mSVNBmWNMB 荧光强度
比较"0X-#

Q28@(F9$/4+2,&)/'/5S,5!%SVNB%2'1WNMB .(@@0@2,
&440'/5@0/,().('.(&'-(')&-; 25-(,@&,23@0-&1(-,(2-4('-

24/'3 1&55(,('-3,/0+)"0X-#

组别 样本量 LHR! LlN/ gNG/

正常对照组 # /_"""b"_""" /_"""b"_""" /_"""b"_"""

代谢记忆组 # "_0""b"_"2<' "_<22b"_"12' "_==/b"_"=='

利拉鲁肽组 # /_"/#b"_"1"Q /_"2"b"_"/<Q "_0<<b"_"!!Q

V值 /"_#0! 22_#9/ 2=_!/=

U值 "_""! p"_""/ p"_""/

$注$与正常对照组相比%'Up"_"9&与代谢记忆组相比%QUp"_"9"单因
素方差分析%M7,,FAAGV# 检验#$LHR$核因子 %! 相关因子&LlN$醌氧化
还原酶&gN$血红素加氧酶
$ L+AF$ @+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%'Up"_"9& 6+&B'HFE D(A*
&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%QUp"_"9 "N,FGD'I:LN]:%M7,,FAAGV# AF4A#$
LHR$ ,76)F'HR'6A+HG%!GHF)'AFE R'6A+H& LlN$ L:M" J# g EF*IEH+-F,'4F
- X7(,+,F. &gN$*F&F+8I-F,'4F

表 J9利拉鲁肽干预后各组细胞增生率及 ANP相对含量
比较"0X-#

Q28@(J9$/4+2,&)/'/5+,/@&5(,2-&/',2-(2'1ANP./'-('-
/5@&,23@0-&1(M-,(2-(1.(@@)24/'3 1&55(,('-3,/0+)"0X-#

组别 样本量 细胞增生率 KN[ 相对含量

正常对照组 # /_"""b"_""" /_"""b"_"""

代谢记忆组 # "_=<1b"_"!/' 2_/<!b"_/#!'

利拉鲁肽组 # "_<2!b"_"!1Q #_=!#b"_!!2Q

V值 =#_!"0 =#0_11<

U值 p"_""/ p"_""/

$注$与正常对照组相比%'Up"_"/&与代谢记忆组相比%QUp"_"/"单因
素方差分析%h[MG)检验及 M7,,FAAGV# 检验#$KN[$活性氧
$ L+AF$ @+&B'HFE D(A* ,+H&')6+,AH+)-H+7B%'Up"_"/& 6+&B'HFE D(A*
&FA'Q+)(6&F&+HI-H+7B%QUp"_"/ " N,FGD'I:LN]:% h[MG)AF4A',E
M7,,FAAGV# AF4A#$KN[$HF'6A(UF+8I-F, 4BF6(F4

!==0!中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"
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图 F9 利拉鲁肽干预后各组细胞 ANP荧光图 m m/""%标尺 e
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#9讨论

代谢记忆是高血糖的延续性损伤现象%参与氧化
应激)糖代谢异常等病理过程 - // /̀!. * 本研究发现代谢
记忆引起人 KJ%细胞中 KN[ 大量堆积%KN[ 是氧自
由基的主要成分之一* 大量研究已证实氧自由基可引
起氧化应激损伤%抑制细胞的正常代谢功能及活性%其
机制涉及 LHR!)L?G+Y)ZhJ/K)JO#;C:;V等相关通
路%其中 LHR! 是体内强抗氧化因子%可激活 =:̀A)
Ŝ :A)<.Q.等相关抗氧化靶基因%降低细胞中 KN[
水平%清除代谢产物 - /# /̀1. * 本研究发现人 KJ%细胞
在去除高糖后%LHR! 表达仍受到抑制%对下游靶基因激
活作用减弱* Y+))+,-等 - /=.

研究发现%LHR! 在细胞质
中主要与 ;F'B/ 结合失活%受到内外源刺激后立即与
;F'B/ 解离%并转入胞核内激活下游靶基因%完成信号
转导* 本研究证实 LHR! 在细胞核)细胞质中均有表
达%代谢记忆可抑制总蛋白及核蛋白 LHR! 表达水平*
细胞形成代谢记忆后%细胞核内 LHR! 含量减少%对
gNG/ 和 LlN/ 的激活作用也相应减弱* gNG/ 是清除
氧自由基的主要酶之一%LlN/ 主要清除外源性代谢
产物%当 gNG/ 和 LlN/ 表达水平不足以清除 KN[ 及
糖代谢产物时%将引起氧化应激反应%KJ%细胞的代
谢功能也随之减弱*

在长期高血糖状态下%糖与蛋白质或脂质结合产
生难以降解的代谢产物%刺激细胞释放氧自由基%形成
代谢记忆后仍继续促进糖代谢产物堆积%导致细胞持
续性氧化损伤%影响细胞代谢功能 - /< !̀". * 因此%在代
谢记忆形成过程中%促进 LHR! 表达并维持活性状态可
能有利于清除代谢产物)对抗代谢记忆损伤* 本实验
评估了代谢记忆对 &(KG!=QG#B 的作用%结果证明 &(KG
!=QG#B 与 LHR! 呈现相反趋势%可见 &(KG!=QG#B 极有
可能通过调节 LHR! 参与代谢记忆形成* 通过慢病毒
转染抑制 &(KG!=QG#B 表达%结果验证了在人 KJ%细

胞中 S$"7 是 &(KG!=QG#B 的下游靶基因之一* 在此基
础上%本研究发现抑制 &(KG!=QG#B 不仅解除了代谢记
忆对细胞核)细胞质中 LHR! 表达的抑制%也促进了
LHR! 对 gNG/ 和 LlN/ 的激活%一定程度上保护细胞
免受代谢记忆损伤*

临床随访病例显示利拉鲁肽可延缓 MK进展 - !/. *
本研究发现采用利拉鲁肽干预高糖诱导的 KJ%细胞%
细胞活性有所恢复%所释放的 KN[ 也相应减少%可见
利拉鲁肽具有清除氧自由基%改善细胞增生活力的作
用%因此%我们推测利拉鲁肽具有抗氧化作用%其机制
可能与 &(KG!=QG#BCLHR! 途径相关* 本研究结果证实
了这一假设%利拉鲁肽干预后细胞中 &(KG!=QG#B 表达
受到抑制%对下游靶基因 S$"7 的负性调节作用减弱%
促进细胞核)细胞质中 LHR! 表达%这可能与减少 LHR!
与 ;F'B/ 结合或促进两者解离相关 - /=. * 利拉鲁肽提
高了细胞核中 LHR! 含量%也相应增强了对下游靶基因
Ŝ :A)=:̀A 的激活作用* 随着 LlN/)gNG/ 表达增
加%细胞清除高糖和代谢记忆所产生的代谢产物能力
增强%修复并改善细胞功能及活性%缓解了细胞的持续
性氧化损伤* 清除氧自由基还可保护 KJ%细胞的线
粒体酶活性

- !!. %因此利拉鲁肽不仅具有降糖作用%还
可通过 &(KG!=QG#BCLHR! 途径激活抗氧化通路%改善
人 KJ%代谢功能%达到抑制代谢记忆形成的目的*

综上所述%在人 KJ%细胞中 S$"7 是 &(KG!=QG#B
的下游靶基因之一%代谢记忆对人 KJ%细胞的损伤可
能与 &(KG!=QG#B 上调促进了 LHR! 失活或抑制其解离
相关* 而利拉鲁肽可逆转这一现象%其抗氧化机制可
通过抑制 &(KG!=QG#B 同时提高细胞核中 LHR! 含量进
而逆转细胞代谢记忆现象* 因此%&(KG!=QG#B 和 LHR!
有可能成为 MK的治疗靶点%本研究也为利拉鲁肽的
临床治疗提供理论基础及实验依据*
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