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$$*摘要+$目的$探讨阿魏酸对糖尿病小鼠视网膜和高糖诱导的人视网膜色素上皮"NL%#细胞损伤的抑

制作用及其机制,$方法$选取 [L\级雄性 ? 周龄 ! 型糖尿病 *<H*< 小鼠 7" 只'采用随机数字表法将小鼠分

为模型组和阿魏酸组'每组 5B 只'另选取 5B 只同周龄 *<H&小鼠作为对照组, 模型组和对照组每日采用生理

盐水灌胃"B &)HV3#'阿魏酸组采用阿魏酸溶液灌胃 " "a"B 3HV3#'治疗后 ! 个月处死各组小鼠并摘除眼球,

采用苏木精 伊̀红染色观察小鼠视网膜组织形态学变化(采用免疫荧光染色法和 e;C-;:2 <)+-法检测各组小

鼠视网膜组织线粒体钙离子单向转运蛋白"XOT#)G7? 丝裂原活化蛋白激酶" G7?X@L̂ #)磷酸化 G7? 丝裂原

活化蛋白激酶" GJG7? X@L̂ #蛋白荧光强度和表达水平, 取人 NL%细胞'将其分为对照组)二甲基亚砜

"RX[S#组)高糖组和高糖q阿魏酸组'其中对照组不做任何处理'其余各组用相应试剂培养 !# /, 采用活性

氧簇"NS[#检测试剂盒检测各组 NL%细胞 NS[ 水平(采用线粒体膜电位检测试剂盒"YOJ5#检测各组 NL%细

胞线粒体膜电位水平(采用微丝绿色荧光探针检测各组 NL%细胞 XOT和微丝荧光强度(通过慢病毒转染技

术沉默和过表达 XOT蛋白水平探讨 XOT与 G7? X@L̂ )GJG7?X@L̂ 间的调控关系(采用免疫荧光染色法和

e;C-;:2 <)+-法检测各组 NL%细胞 XOT)G7? X@L̂ )GJG7?X@L̂ 蛋白荧光强度和表达水平,$结果$与对照

组比较'模型组小鼠视网膜组织外核层)内核层和神经节细胞层细胞间隙增大)排列紊乱'阿魏酸组小鼠视网

膜组织明显改善, 与对照组比较'模型组)阿魏酸组小鼠视网膜组织 XOT)GJG7? X@L̂ 和 XOTqGJG7? X@L̂

蛋白荧光强度显著升高'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#(与模型组比较'阿魏酸组小鼠视网膜组织 XOT)

GJG7? X@L̂ 和 XOTqGJG7? X@L̂ 蛋白荧光强度显著降低'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#, 与对照组比

较'模型组小鼠视网膜组织 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达量显著升高'差异均有统计学意义

"均 Xg"a"B#(与模型组比较'阿魏酸组小鼠视网膜组织 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达量显

著降低'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#, 对照组)RX[S组)高糖组和高糖q阿魏酸组细胞 NS[ 荧光强度

分别为 "a!!m"a"!)"a!!m"a"7)"a7"m"a"! 和 "a!#m"a"!'总体比较差异均有统计学意义"TfQa?#B'Xg"a"5#'

其中高糖组细胞 NS[ 荧光强度明显高于对照组和 RX[S组'高糖q阿魏酸组细胞 NS[ 荧光强度明显低于高

糖组'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#, 高糖组)高糖q阿魏酸组细胞线粒体膜电位水平明显低于对照组和

RX[S组'高糖q阿魏酸组细胞线粒体膜电位水平明显高于高糖组'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#, 与对

照组)RX[S组比较'高糖组 XOT荧光强度较高'并伴随着细胞微丝减少和变细(高糖q阿魏酸组 XOT蛋白荧

光强度明显下降'细胞微丝数量明显增加, 与对照组)RX[S组比较'高糖组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7?

X@L̂ 蛋白荧光强度和相对表达量显著升高'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#(与高糖组比较'高糖q阿魏

酸组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白荧光强度和相对表达量显著降低'差异均有统计学意义"均Xg

"a"B#, 与对照组和空载体组比较'XOT过表达组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达量显著

升高'XOTC/NP@组)XOT过表达q阿魏酸组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达量显著降

低'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#(与 XOT过表达组比较'XOTC/NP@组)XOT过表达q阿魏酸组细胞

XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达量显著降低'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#,$结论$阿魏

酸能够调控氧化应激和线粒体功能障碍'进而改善糖尿病小鼠视网膜和高糖诱导的 NL%细胞损伤'其可能通

过 XOT及 G7?X@L̂ 信号通路发挥保护作用, $

*关键词+$阿魏酸( 糖尿病( 视网膜( 视网膜色素上皮细胞( 线粒体钙离子单向转运蛋白( 氧化
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应激( 线粒体功能障碍
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"67'*2,0*#8F7G(0*/D(8W+(2U;C-(3'-;-/;(2/(<(-+:K;99;,-+99;:0)(,',(* +2 -/;:;-(2'+9*('<;-(,&(,;'2*

/(3/ 3)0,+C;J(2*0,;* /0&'2 :;-(2')G(3&;2-;G(-/;)(0& "NL%# ,;))(2>0:K'2* -/;&;,/'2(C&8$H(*+%;'$W/(:-K

?JI;;VJ+)* [L\&');-KG;! *('<;-(,*<H*< &(,;I;:;C;);,-;* '2* *(U(*;* (2-+'&+*;)3:+0G '2* '9;:0)(,',(*
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/;&'-+1K)(2J;+C(2 C-'(2(238W/;9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K'2* ;1G:;CC(+2 );U;)C+9&(-+,/+2*:('),'),(0& 02(G+:-;:

"XOT#' G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;" G7? X@L̂ # '2* G/+CG/+:K)'-;* G7? X@L̂ " GJG7? X@L̂ # (2

&+0C;:;-(2')-(CC0;CI;:;*;-;,-;* <K(&&02+9)0+:;C,;2,;C-'(2(23'2* e;C-;:2 <)+-8F0&'2 NL%,;))CI;:;*(U(*;*

(2-+,+2-:+)3:+0G'*(&;-/K)C0)9+1(*;"RX[S# 3:+0G'/(3/ 3)0,+C;3:+0G '2* /(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G8W/;

,+2-:+)3:+0G :;,;(U;* 2+-:;'-&;2-''2* -/;+-/;:,;))3:+0GCI;:;,0)-0:;* I(-/ -/;,+::;CG+2*(23:;'3;2-C9+:!#

/+0:C8W/;:;',-(U;+1K3;2 "NS[# );U;)+9NL%,;))C(2 ;',/ 3:+0G I'C*;-;,-;* I(-/ -/;NS[ *;-;,-(+2 V(-8W/;

&(-+,/+2*:(')&;&<:'2;G+-;2-('));U;)+9NL%,;))CI'C*;-;,-;* I(-/ -/;'&(-+,/+2*:(')&;&<:'2;G+-;2-(')

*;-;,-(+2 V(-"YOJ5#8W/;XOT '2* &(,:+9()'&;2-9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9NL%,;))CI;:;*;-;,-;* I(-/ -/;'

&(,:+9()'&;2-3:;;2 9)0+:;C,;2-G:+<;8W+;1G)+:;-/;:;30)'-+:K:;)'-(+2C/(G <;-I;;2 XOT' G7? X@L̂ '2* GJG7?

X@L̂ '-/;XOTG:+-;(2 );U;)I'CC();2,;* '2* +U;:;1G:;CC;* <K);2-(U(:0C-:'2C9;,-(+2 -;,/2+)+3K8W/;9)0+:;C,;2,;

(2-;2C(-K'2* ;1G:;CC(+2 );U;)C+9XOT' G7? X@L̂ '2* GJG7? X@L̂ G:+-;(2C(2 NL%,;))CI;:;*;-;,-;* <K

(&&02+9)0+:;C,;2,;C-'(2(23'2* e;C-;:2 <)+-8W/;0C;'2* 9;;*(23+9;1G;:(&;2-')'2(&')C9+))+I;* -/;7NG:(2,(G);

'2* -/;[-'-;&;2-+9-/;@CC+,('-(+2 9+:N;C;':,/ (2 Z(C(+2 '2* SG/-/')&+)+3K+2 -/;TC;+9@2(&')C(2

SG/-/')&+)+3K'2* Z(C(+2 N;C;':,/8W/(CC-0*KG:+-+,+)I'C'GG:+U;* <K-/;%-/(,CO+&&(--;;+9P(231('%K;

F+CG(-')'L;+G);rCF+CG(-')+9P(231('F0(@0-+2+&+0CN;3(+2 "P+8!"5="?B#8$I(').*'$W/;(2-;:,;))0)':CG',;
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',(* 3:+0G I'CC(32(9(,'2-)K(&G:+U;*8O+&G':;* I(-/ -/;,+2-:+)3:+0G'-/;9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9XOT' GJG7?

X@L̂ '2* XOTqGJG7? X@L̂ G:+-;(2 +9&+0C;:;-(2')-(CC0;(2 &+*;)3:+0G '2* 9;:0)(,',(* 3:+0G I'CC(32(9(,'2-)K

(2,:;'C;* "'))'-Xg"a"B#8O+&G':;* I(-/ -/;&+*;)3:+0G'-/;9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9XOT'GJG7? X@L̂ '2*
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&+0C;:;-(2')-(CC0;(2 &+*;)3:+0G I;:;C(32(9(,'2-)K(2,:;'C;* "'))'-Xg"a"B#8O+&G':;* I(-/ -/;&+*;)3:+0G'-/;
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&(,;'I/(,/ &'KG)'K'G:+-;,-(U;:+);-/:+03/ XOT'2* G7?X@L̂ C(32')(23G'-/I'KC8

"9(5 :%2;'#8 \;:0)(,',(*( R('<;-;C&;))(-0C( N;-(2'( N;-(2')G(3&;2-;G(-/;)('),;))( X(-+,/+2*:(')
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<)&;-2%32,4& W/;P(231('F0(@0-+2+&+0CN;3(+2 ;̂KN_RL)'2 L:+>;,-"!"!5E%M"755"#

RSA&5"87Q6"H,&'8>8,255B=?=J!"!7555#J""5Q7

$$糖尿病视网膜病变" *('<;-(,:;-(2+G'-/K'RN#是一
种由糖尿病引起的微血管并发症'也是我国成年人致
盲的主要原因之一'严重影响患者的正常生活 - 5. , RN
的发生过程中'氧化应激)钙稳态失调)能量代谢失衡
等多种途径发挥重要作用'其中'高糖诱导的氧化应激
损 伤 是 导 致 视 网 膜 色 素 上 皮 " :;-(2')G(3&;2-
;G(-/;)(0&'NL%#细胞损伤的主要原因之一 - ! #̀. , 近年
来'尽管对 RN的发病机制进行了广泛研究'但 RN的
临床治疗效果仍不令人满意'因此'探索治疗 RN的新
药具有重要意义, 阿魏酸是诸多中药的天然药物成
分'具有抗炎)抗氧化)抗凋亡作用, 前期研究发现'阿
魏酸可以通过降低 GB7)E淋巴细胞瘤 ! 关联 k蛋白
"EJ,;)))K&G/+&'J!J'CC+,('-;* kG:+-;(2'E'1#表达缓解
高糖诱导的人晶状体上皮细胞损伤

- B. , 随后'本课题
组通过动物实验和体外实验发现'阿魏酸可通过调节
GB7)E'1)E,)J! 表达'减轻高糖诱导的 NL%细胞凋亡'
改善 *<H*< 小鼠视网膜病变 - 6. , 在 RN进展中'线粒
体功能紊乱发挥关键作用'其中线粒体钙稳态调节信
号的异常是导致视网膜损伤的加速器

- Q. , c0'2 等 - ?.

研究发现'线粒体钙离子单向转运蛋白"&(-+,/+2*:(')
,'),(0&02(G+:-;:'XOT#与糖尿病并发症的发生有关'
抑制 XOT表达可显著改善糖尿病肾病, 本研究以线
粒体钙稳态信号为突破口'探讨阿魏酸通过调节钙稳
态相关蛋白缓解高糖诱导 NL%细胞损伤的分子机制,

@8材料与方法

@8@$材料
@8@8@$实验动物及细胞来源$选取 [L\级雄性 ? 周
龄 ! 型糖尿病 *<H*< 小鼠 7" 只'体质量 7! d76 3'雄
性 ? 周龄正常 *<H&小鼠 5B 只'体质量 56d5? 3-许可
证号&[Ok̂ "苏# !"!5J""57.'均购自常州卡文斯实验
动物有限公司'饲养与实验均在宁夏医科大学实验动
物中心进行, 实验动物使用和喂养遵循 7N原则和视
觉与眼科研究协会"@NZS#关于动物用于眼科和视力
研究的声明'本研究经宁夏回族自治区人民医院 "宁
夏眼科医院#伦理委员会批准"批文号&!"5="?B#, 人
NL%细胞购自中国科学院细胞库H干细胞库'用含
5"b胎牛血清 "9;-')<+U(2;C;:0&'\E[ # 和 5b双抗
RX%X培养基'在 7Q n)Bb OS! 条件下对人 NL%细
胞进行培养'每 !d7 天传代 5 次,
@8@8!$主要试剂及仪器$阿魏酸)!r'QrJ二氯荧光素
二乙酸酯"!r'QrJ*(,/)+:+9)0+:;C,(2 *(',;-'-;'RO\FJR@#
荧光探针"美国 [(3&'公司#(RX%X培养基)\E[)青
霉素)链霉素溶液 "美国 M(<,+公司 #(小鼠单克隆
XOT抗体"C,JB5B=7"#"美国 ['2-'O:0.公司#(兔多克
隆 G7? 丝裂原活化蛋白激酶"&(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2
V(2'C;'X@L̂ #抗体 " 5#"6#J5J@L#)兔多克隆 #J肌动
蛋白"#J',-(2#抗体"!"B76J5J@L# "武汉 L:+-;(2-;,/ 公

!Q"Q!中华实验眼科杂志 !"!# 年 ? 月第 #! 卷第 ? 期$O/(2 Y%1G SG/-/')&+)'@030C-!"!#'Z+)8#!'P+8?
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司#(兔多克隆磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶
"G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;'GJ
G7?X@L̂ #抗体 "@\#""5# "常州 @99(2(-K公司#(活性
氧簇 " :;',-(U;+1K3;2 CG;,(;C' NS[ # 检 测 试 剂 盒
"[""77[#)线粒体膜电位检测试剂盒 "YOJ5'O!""6#)
@,-(2JW:',V;:M:;;2J#?? 微丝绿色荧光探针检测试剂
盒"O!!"5[#"上海碧云天生物技术有限公司#(二甲基
亚砜 " *(&+-/K)C0)9+1(*;'RX[S#)#b多聚甲醛 "北京
[+)':<(+公司#(辣根酶标记山羊抗兔 A3M"jEJ!7"5#)
辣根酶标记山羊抗小鼠 A3M"jEJ!7"B#)@);1'\)0+:$

B=# 标记山羊抗小鼠 A3M"j\J"B57#)@);1'\)0+:$ #??
标记山羊抗兔 A3M"j\J"B55#"北京中杉金桥生物技术
有限公司#(葡萄糖溶液 "吉林天瑞生物科技公司#,
荧光显微镜 "日本 S)K&G0C公司#(核酸蛋白电泳仪
"美国伯乐公司#,
@8!$方法
@8!8@$实验分组及干预$"5#动物实验$采用随机
数字表法将 7" 只 ! 型糖尿病 *<H*< 小鼠随机分成模
型组 5B 只和阿魏酸组 5B 只'另选取 5B 只同周龄正常
*<H&小鼠作为对照组, 模型组和对照组每日采用生
理盐水灌胃"B &)HV3#'阿魏酸组采用阿魏酸溶液灌胃
""a"B 3HV3#'! 个月后'通过腹腔内注射过量戊巴比
妥钠溶液" !"" &3HV3#对小鼠实施安乐死'立即摘除
小鼠眼球'用 #b多聚甲醛固定'经过常规处理后'将
解剖后的视网膜样本包埋入石蜡块中, " !#细胞实
验$用 5 3H]RX[S将阿魏酸制成 ! 3H]阿魏酸混悬
液'将人 NL%细胞分为对照组)RX[S组)高糖组)高
糖q阿魏酸组, 对照组不做任何处理'RX[S组加入
5 3H]RX[S'高糖组加入 7" &&+]H]葡萄糖溶液'高
糖q阿魏酸组加入 7" &&+]H]葡萄糖q! 3H]阿魏酸
混悬液'干预处理 !# /,
@8!8!$苏木精 伊̀红染色法观察小鼠视网膜组织形

态$取视网膜组织石蜡切片'二甲苯脱蜡'梯度乙醇脱
水'苏木素染色 B &(2'酸性乙醇分化液处理 7 C'水洗
! &(2, 伊红染色 7" C'脱水'封片'光学显微镜下观察
小鼠视网膜组织形态学改变,
@8!8A$免疫组织荧光染色法检测小鼠视网膜组织
XOT)G7?X@L̂ 和 GJG7?X@L̂ 蛋白荧光强度$小鼠
视网膜石蜡切片脱蜡至水'枸橼酸盐缓冲液中高压修
复抗原 5" &(2'室温下冷却'磷酸盐缓冲液" G/+CG/'-;
<099;:;* C')(2;'LE[#清洗 7 次'"aBb W:(-+2 kJ5"" 孵
育 5B &(2'LE[ 清洗 7 次'7b F!S! 处理 5" &(2'LE[
清洗 7 次'山羊血清封闭 7" &(2'分别滴加 XOT" 5 i
5""#)G7?X@L̂ "5 i!""#)GJG7?X@L̂ "5 i!""#一抗稀

释液'# n孵育过夜(LE[ 清洗 7 次'滴加相应的荧光
二抗工作液孵育 7" &(2'R@LA染色 B &(2'含抗荧光
淬灭剂的封片剂封片'荧光显微镜下拍照'采用 A&'3;J
L:+L)0C6a" 图像分析软件进行荧光强度分析,
@8!8#$e;C-;:2 <)+-法检测小鼠视网膜组织 XOT)
G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂ 蛋白表达$取小鼠视网膜组织'
匀浆后加入 5"" %)组织裂解液'离心半径 ? ,&'
5! """ :H&(2 离心 !" &(2 后取上清'EO@法测定总蛋白
浓度'5"" n加热 B &(2 使蛋白变性'上样进行 [R[J
L@M%电泳'转膜'"aBb脱脂奶粉封闭 ! /'分别滴加
XOT"5iB""#) G7?X@L̂ " 5 i5 """#) GJG7?X@L̂ " 5 i
5 """#一抗稀释液'# n孵育过夜'次日复温后加入相应
二抗"5i6 """#'5 / 后进行 %O]显影'采用 A&'3;Y软件
分析各条带灰度值'以 #J',-(2 为内参'目标蛋白相对表
达量f目标蛋白条带灰度值H#J',-(2 蛋白条带灰度值,
@8!8B$NS[ 检测试剂盒检测 NL%细胞 NS[ 水平$
按照实验分组对细胞进行处理'接种于 6 孔板中'无血
清培养基清洗 ! 次'按照 NS[ 检测试剂盒说明书'加
入 5" %&+)H]RO\FJR@溶液'7Q n避光孵育 7" &(2'
荧光显微镜下拍照'采用 A&'3;JL:+L)0C6a" 图像分析
软件进行荧光强度分析,
@8!8C$YOJ5 法检测 NL%细胞线粒体膜电位水平$
按照实验分组对细胞进行处理'接种于 6 孔板中'加
入 YOJ5 染色工作液 "aB &)'7Q n孵育 7" &(2'离心
半径 5# ,&' ! """ :H&(2 离心 7 &(2'弃上清'加入
YOJ5 缓冲液 5 &)重悬细胞'荧光显微镜下观察并拍
照'采用 A&'3;JL:+L)0C6a" 图像分析软件进行荧光
强度分析,
@8!8T$@,-(2JW:',V;:M:;;2J#?? 微丝绿色荧光探针法
检测 NL%细胞 XOT和微丝荧光强度$取各组细胞'
LE[ 清洗 ! 次' #b多聚甲醛溶液室温固定细胞
5" &(2' LE[ 清 洗 ! 次' "aBb W:(-+2 kJ5"" 孵 育
5B &(2'滴加 XOT一抗 "5 i5""#'# n孵育过夜'LE[
冲洗 7 次'加入相应二抗"5 i5""#孵育 5 /'LE[ 冲洗
! 次'然后将 @,-(2JW:',V;:M:;;2 工作液按 5 i#" 的比
例稀释配置染色工作液'每组玻片滴加 !"" %)染色
液'室温避光孵育 7" &(2'LE[ 清洗 ! 次'避光晾干'滴
加 R@LA封片'荧光显微镜下拍照'采用 A&'3;JL:+L)0C
6a" 图像分析软件进行荧光强度分析,
@8!8U$免疫细胞荧光染色法检测 NL%细胞 XOT)
G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂ 蛋白荧光强度$取各组细胞进
行爬片'LE[ 清洗 7 次' #b多聚甲醛固定 5B &(2'
"aBb W:(-+2 kJ5"" 孵育 5B &(2'LE[ 清洗 7 次'山羊
血清封闭 7" &(2'分别滴加XOT" 5 i5""# )G7?X@L̂
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100μm 100μm 100μmA B C
图 @8不同处理组小鼠视网膜组织形态学变化"F%o#""'标尺f5"" %&#$对照组小鼠视网膜组
织形态无异常变化'模型组小鼠视网膜组织外核层)内核层和神经节细胞层细胞间隙增大)排列
紊乱'阿魏酸组小鼠视网膜组织外核层)内核层和神经节细胞层细胞结构基本恢复到正常水平$
@&对照组$E&模型组$O&阿魏酸组
</3)2(@8H%2-+%.%3/0,.0+,&3('%14/0(2(*/&,.*/'')(/&;/11(2(&**2(,*4(&*32%)-'"F%o#""'
C,');<':f5"" %&#$W/;:;-(2')-(CC0;+9&(,;(2 -/;,+2-:+)3:+0G /'* 2+'<2+:&')&+:G/+)+3(,')
,/'23;C8A2 -/;&+*;)3:+0G'-/;,;))3'G +9+0-;:20,);':)'K;:'(22;:20,);':)'K;:'2* 3'23)(+2 ,;)))'K;:
(2,:;'C;* '2* ,;))'::'23;&;2-I'C*(C+:*;:;*8A2 -/;9;:0)(,',(* 3:+0G'-/;,;))C-:0,-0:;+9+0-;:20,);':
)'K;:'(22;:20,);':)'K;:'2* 3'23)(+2 ,;)))'K;:<'C(,'))K:;-0:2;* -+2+:&'));U;)$@&O+2-:+)3:+0G$
E&X+*;)3:+0G$O&\;:0)(,',(* 3:+0G

表 @8各组小鼠视网膜组织 H$O和 -P-AU H6>9蛋白荧光强度比较"!M"#
N,7.(@8$%4-,2/'%&%11.)%2('0(&0(/&*(&'/*5 %1H$O,&;-P-AU H6>9

-2%*(/&'/&4%)'(2(*/&,.*/'')(,4%&3 ;/11(2(&*32%)-'"!M"#

组别 样本量 XOT蛋白 GJG7? X@L̂ 蛋白 XOTqGJG7? X@L̂ 蛋白

对照组 5B "a5!m"a"5 "a5Bm"a"5 "a5#m"a"5

模型组 5B "a!=m"a"!' "a!?m"a"!' "a7!m"a"!'

阿魏酸组 5B "a5Qm"a"5'< "a5=m"a"5'< "a5?m"a"!'<

T值 ?7a#?5 B=a"7" ="a6?!

X值 g"a""5 g"a""5 g"a""5

$注&与对照组比较''Xg"a"B(与模型组比较'<Xg"a"B"单因素方差分析'][RJ&检验#$XOT&线粒
体钙离子单向转运蛋白(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶
$P+-;&O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ &+*;)3:+0G'<Xg"a"B "S2;JI'K@PSZ@'
][RJ&-;C-# $XOT&&(-+,/+2*:('),'),(0& 02(G+:-;:( GJG7? X@L̂ & G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;*
G:+-;(2 V(2'C;

"5 i!""#)GJG7?X@L̂ "5 i!""#一抗稀释液'# n孵育
过夜'其余步骤同 58!87,
@8!8V$细胞转染沉默和过表达 XOT蛋白水平$构建
XOT沉默序列 C/JNP@"克隆编号&L]Z%!=?6# iBrJ
OOMMM@O@WWMMWOO@MO@@OW@W@OWOM@MW@W@MWW
MOWMM@OO@@WMWOWWWWWWMJ7r(C/JPO& BrJOOMMMWW
OWOOM@@OMWMWO@OMW@OWOM@MW@OMWM@O@OMWWO
MM@M@@OWWWWWWMJ7 r, 构 建 XOT 过 表 达 质 粒

"!""Q"QF%6Q!BJBN5!#'克隆位点&E'&FAH%,+NA'载
体&G,RP@7a5"q#, XOTC/NP@序列)XOT过表达质
粒均由上海生工生物工程股份有限公司合成, 取处于
对数生长期的细胞'接种于 6 孔板中'每孔加入约 5o
5"B
个细胞'细胞融合度达 Q"bd?"b时'分为对照组)

空载体组)XOT过表达组)XOTC/NP@组和 XOT过
表达q阿魏酸组'严格按照 ](G+9;,-'&(2;WX?"""

转染试

剂说明书进行细胞转染'转染后 6 / 更换培养液'继续
培养 #? /,
@8!8@" $ e;C-;:2 <)+-法 检 测
NL% 细 胞 XOT) G7?X@L̂ ) GJ
G7?X@L̂ 蛋白表达$取各组细
胞'LE[ 清洗 ! 次'加入 B"" %)细
胞 裂 解 液' 离 心 半 径 ? ,&'
5! """ :H&(2 离心 !" &(2 后取上
清'EO@法测定总蛋白浓度'其余
步骤同 58!8#,
@8A$统计学方法

采用 [L[[ !!a" 统计学软件
进行统计分析, 计量资料数据经
[/'G(:+Je()V 检验证实呈正态分
布'以 "m/表示'采用 ];U;2;检验
证实方差齐'组间 NS[ 水平)线
粒体膜电位水平)微丝荧光强度
和 XOT)G7? X@L̂ )GJG7? X@L̂
蛋白荧光强度及相对表达量比较

采用单因素方差分析'多重比较
采用 ][RJ&检验, Xg"a"B 为差
异有统计学意义,

!8结果

!8@$不同处理组小鼠视网膜组
织形态学比较

苏木精 伊̀红染色结果显示'
对照组小鼠视网膜组织形态无异

常变化'模型组小鼠视网膜组织

外核层)内核层和神经节细胞层细胞间隙增大)排列紊
乱'阿魏酸组小鼠视网膜组织外核层)内核层和神经节
细胞层细胞结构基本恢复到正常水平"图 5#,
!8!$不同处理组小鼠视网膜组织 XOT)GJG7? X@L̂
和 XOTqGJG7? X@L̂ 蛋白荧光强度比较

模型组小鼠视网膜组织 XOT和 GJG7? X@L̂ 荧

光强度明显强于对照组'阿魏酸组 XOT和 GJG7?
X@L̂ 荧光强度与模型组比较明显减弱"图 !#, 对照
组)模型组)阿魏酸组小鼠视网膜组织 XOT) GJG7?
X@L̂ 和 XOTqGJG7? X@L̂ 蛋白荧光强度总体比较'
差异均有统计学意义"Tf?7a#?5)B=a"7")="a6?!'均
Xg"a""5#, 与对照组比较'模型组)阿魏酸组小鼠视
网膜组织 XOT)GJG7? X@L̂ 和 XOTqGJG7? X@L̂ 蛋

白荧光强度显著升高'差异均有统计学意义 "均Xg
"a"B#(与模型组比较'阿魏酸组小鼠视网膜组织
XOT)GJG7? X@L̂ 和 XOTqGJG7? X@L̂ 蛋白荧光强度

显著降低'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#"表 5#,

!="Q!中华实验眼科杂志 !"!# 年 ? 月第 #! 卷第 ? 期$O/(2 Y%1G SG/-/')&+)'@030C-!"!#'Z+)8#!'P+8?
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图 !8不同处理组小鼠视网膜组织 H$Om-P-AU H6>9和 H$OW-P-AU H6>9蛋白荧光染色图

"@);1'\)0+:$ B=#m@);1'\)0+:$ #?? o#""'标尺f!" %&#$与对照组比较'模型组小鼠视网膜组
织 XOT"红色#和 GJG7? X@L̂ "绿色#荧光强度显著增强(阿魏酸组 XOT和 GJG7? X@L̂ 荧光强

度较模型组明显减弱$XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化
蛋白激酶

</3)2(!8 <.)%2('0(&0('*,/&/&3 %1H$O'-P-AU H6>9 ,&;H$OW-P-AU H6>9 -2%*(/&'/&

4%)'(2(*/&,.*/'')(/&;/11(2(&**2(,*4(&*32%)-'"@);1'\)0+:$ B=#'@);1'\)0+:$ #?? o#""'C,');
<':f!" %&#$O+&G':;* I(-/ -/;,+2-:+)3:+0G'-/;9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9XOT ":;*# '2* GJG7?
X@L̂ "3:;;2# (2 &+0C;:;-(2')-(CC0;+9&+*;)3:+0G I'CC(32(9(,'2-)K;2/'2,;*8W/;9)0+:;C,;2,;
(2-;2C(-K+9XOT'2* GJG7? X@L̂ (2 9;:0)(,',(* 3:+0G I'CC(32(9(,'2-)K*;,:;'C;* ,+&G':;* I(-/ &+*;)
3:+0G$ XOT& &(-+,/+2*:('),'),(0& 02(G+:-;:( GJG7? X@L̂ & G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;*
G:+-;(2 V(2'C;

MCU

p38MAPK

p�p38MAPK

β�actin

1 2 3

35000

42000

43000

42000

相对分子质量

图 A8不同处理组小鼠视网膜组织 H$Om-AU H6>9m-P-AU H6>9
蛋白表达电泳图85&对照组(!&模型组(7&阿魏酸组$XOT&线粒体
钙离子单向转运蛋白(G7? X@L̂ &G7? 丝裂原活化蛋白激酶(GJG7?
X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶(#J',-(2&#J肌动蛋白
</3)2(A 8 眼.(0*2%-+%2(*%32,4 %1H$O' -AU H6>9 ,&;-P-AU
H6>9 -2%*(/&'(E-2(''/%&/&4%)'(2(*/&, /&;/11(2(&**2(,*4(&*
32%)-'85&,+2-:+)3:+0G(!&&+*;)3:+0G(7&9;:0)(,',(* 3:+0G$XOT&
&(-+,/+2*:('),'),(0& 02(G+:-;:( G7? X@L̂ & G7? &(-+3;2J',-(U'-;*
G:+-;(2 V(2'C;( GJG7? X@L̂ & G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;*
G:+-;(2 V(2'C;

!8A$不同处理组小鼠视网膜组织
XOTmG7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂
蛋白相对表达量比较

与对照组比较'模型组小鼠
视网膜组织 XOTm G7? X@L̂ 和

GJG7? X@L̂ 蛋白条带较强(与模
型组比较'阿魏酸组 XOTm G7?
X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白条带

强度明显减弱 "图 7#, 对照组m
模型组m阿魏酸组小鼠视网膜组
织 XOTm G7? X@L̂ 和 GJG7?
X@L̂ 蛋白相对表达量总体比

较'差异均有统计学意义 "Tf
!!#a=7=m6B!a!55m56=a#7B'均Xg
"a""5#, 与对照组比较'模型组
小鼠视网膜组织XOTmG7? X@L̂
和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达量

显著升高'阿魏酸组 XOT和 GJ
G7? X@L̂ 蛋白相对表达量显著

升高'差异均有统计学意义 "均
Xg"a"B#(与模型组比较'阿魏酸
组小 鼠 视 网 膜 组 织 XOTm G7?
X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对

表达量显著降低'差异均有统计
学意义"均Xg"a"B#"表 !#,
!8#$不同处理组 NL%细胞 NS[
水平比较

对照组mRX[S组m高糖组和高糖q阿魏酸组 NL%
细胞 NS[ 荧光强度分别为 "a!!m"a"!m"a!!m"a"7m
"a7"m"a"! 和 "a!#m"a"!'总体比较差异有统计学意
义"TfQa?#B'Xg"a"5#'其中与对照组mRX[S组比
较'高糖组细胞 NS[ 荧光强度明显升高'差异均有统
计学意义"均 Xg"a"B#(与高糖组比较'高糖q阿魏酸
组细胞 NS[ 荧光强度明显降低'差异有统计学意义
"Xg"a"B#"图 ##,
!8B$不同处理组 NL%细胞线粒体膜电位水平比较

对照组mRX[S组m高糖组m高糖q阿魏酸组 NL%
细胞线粒体膜电位水平分别为 "a7!m"a"7m "a7!m
"a"7m"a"?m"a"5 和 "a!Bm"a"!'总体比较差异有统计
学意义"TfB7aQ55'Xg"a""5#'其中与对照组mRX[S
组比较'高糖组m高糖q阿魏酸组细胞线粒体膜电位水
平明显降低'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#(与高
糖组比较'高糖q阿魏酸组细胞线粒体膜电位水平明
显升高'差异有统计学意义"Xg"a"B#"图 B#,

!8C$不同处理组 NL%细胞 XOT和微丝荧光强度
比较

!"5Q! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 ? 月第 #! 卷第 ? 期$O/(2 Y%1G SG/-/')&+)'@030C-!"!#'Z+)8#!'P+8?
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图 #8不同处理组 I>眼细胞内 IF0水平比较8@dR&对照组)RX[S组)高糖组和高糖q阿魏酸组 NL%细胞 NS[ 荧光染色图"RO\FJR@o!""'
标尺fB" %&#$%&不同处理组 NL%细胞 NS[ 荧光强度量化比较$TfQa?#B'Xg"a"58与对照组比较''Xg"a"B(与 RX[S组比较'<Xg"a"B(与高
糖组比较',Xg"a"B"单因素方差分析'][RJ&检验'.f7#$5&对照组(!&RX[S组(7&高糖组(#&高糖q阿魏酸组$NS[&活性氧簇
</3)2(#8$%4-,2/'%&%1IF0(E-2(''/%&/&I>眼0(..',4%&3 ;/11(2(&**2(,*4(&*32%)-'8@JR&NS[ 9)0+:;C,;2,;C-'(2(23+9NL%,;))C(2 ,+2-:+)
3:+0G'RX[S3:+0G'/(3/ 3)0,+C;3:+0G '2* /(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G "RO\FJR@o!""'C,');<':fB" %&#$%&l02'-(-'-(U;,+&G':(C+2 +9NS[
9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K(2 NL%,;))C'&+23*(99;:;2--:;'-&;2-3:+0GC$TfQa?#B'Xg"a"58O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ RX[S
3:+0G'<Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ /(3/ 3)0,+C;3:+0G',Xg"a"B "S2;JI'K@PSZ@'][RJ&-;C-'. f7#$5&,+2-:+)3:+0G(!&RX[S3:+0G(7&/(3/ 3)0,+C;
3:+0G(#&/(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G$NS[&:;',-(U;+1K3;2 CG;,(;C
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图 B8不同处理组 I>眼细胞线粒体膜电位水平比较8@dR&对照组)RX[S组)高糖组和高糖q阿魏酸组 NL%细胞线粒体膜电位荧光染色图
"YOJ5 o!""'标尺fB" %&#$%&不同处理组 NL%细胞线粒体膜电位水平量化比较$TfB7aQ55'Xg"a""58与对照组比较''Xg"a"B(与 RX[S组比
较'<Xg"a"B(与高糖组比较',Xg"a"B"单因素方差分析'][RJ&检验'.f7#$5&对照组(!&RX[S组(7&高糖组(#&高糖q阿魏酸组
</3)2(B8$%4-,2/'%&%14/*%0+%&;2/,.4(472,&(-%*(&*/,..(D(.%1I>眼0(..',4%&3 ;/11(2(&**2(,*4(&*32%)-'8@JR&X(-+,/+2*:(')&;&<:'2;
G+-;2-(')9)0+:;C,;2,;C-'(2(23+9NL%,;))C(2 ,+2-:+)3:+0G'RX[S3:+0G'/(3/ 3)0,+C;3:+0G '2* /(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G "YOJ5 o!""'C,');<':f
B" %&#$%&l0'2-(-'-(U;,+&G':(C+2 +9&(-+,/+2*:(')&;&<:'2;G+-;2-('));U;)C(2 NL%,;))C'&+23*(99;:;2--:;'-&;2-3:+0GC$TfB7aQ55'Xg"a""58
O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ RX[S3:+0G'<Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ /(3/ 3)0,+C;3:+0G',Xg"a"B "S2;JI'K@PSZ@'][RJ&-;C-'
.f7#$5&,+2-:+)3:+0G(!&RX[S3:+0G(7&/(3/ 3)0,+C;3:+0G(#&/(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G

表 !8各组小鼠视网膜组织 H$O)-AU H6>9和
-P-AU H6>9蛋白相对表达量比较"!M"#

N,7.(!8$%4-,2/'%&%12(.,*/D((E-2(''/%&.(D(.'%1H$O'
-AU H6>9 ,&;-P-AU H6>9-2%*(/&'/&4%)'(2(*/&,.

*/'')(,4%&3 ;/11(2(&*32%)-'"!M"#

组别 样本量 XOT G7? X@L̂ GJG7? X@L̂

对照组 5B "a5Qm"a"5 "a55m"a"! "a!#m"a"!

模型组 5B "a=7m"a"6' "a?=m"a"B' "a=!m"a"6'

阿魏酸组 5B "aB6m"a"B'< "a56m"a"!< "aB!m"a"B'<

T值 !!#a=7= 6B!a!55 56=a#7B

X值 g"a""5 g"a""5 g"a""5

$注&与对照组比较''Xg"a"B(与模型组比较'<Xg"a"B"单因素方差分
析'][RJ&检验#$XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(G7? X@L̂ &G7?
丝裂原活化蛋白激酶(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶
$ P+-;& O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B( ,+&G':;* I(-/ &+*;)
3:+0G'<Xg"a"B " S2;JI'K@PSZ@' ][RJ&-;C-# $ XOT& &(-+,/+2*:(')
,'),(0&02(G+:-;:(G7? X@L̂ &G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;( GJG7?
X@L̂ &G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;

表 A8各组 I>眼细胞 H$O和微丝荧光强度比较"!M"#
N,7.(A8$%4-,2/'%&%1H$O,&;4/02%1/.,4(&*

1.)%2('0(&0(/&*(&'/*5 %1I>眼0(..',4%&3
;/11(2(&*32%)-'"!M"#

组别 样本量 XOT 微丝

对照组 7 "a5Qm"a"! "a56m"a"5

RX[S组 7 "a5Qm"a"! "a5Qm"a"5

高糖组 7 "a!Bm"a"!'< "a"Bm"a"5'<

高糖q阿魏酸组 7 "a5Bm"a"5, "a!!m"a"5'<,

T值 56aQ!! 5?"aQ="
X值 g"a"5 g"a""5

$注&与对照组比较''Xg"a"B(与 RX[S组比较'<Xg"a"B(与高糖组比
较',Xg"a"B"单因素方差分析'][RJ&检验#$NL%&视网膜色素上皮(
XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(RX[S&二甲基亚砜
$P+-;& O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B( ,+&G':;* I(-/ RX[S
3:+0G'<Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ /(3/ 3)0,+C;3:+0G',Xg"a"B "S2;JI'K
@PSZ@'][RJ&-;C-#$NL%&:;-(2')G(3&;2-;G(-/;)(0&(XOT&&(-+,/+2*:(')
,'),(0&02(G+:-;:(RX[S&*(&+-/K)C0)9+1(*;

$$与对照组)RX[S组比较'高糖组 NL%细胞 XOT
蛋白荧光强度较高'并伴随着细胞微丝减少和变细(高
糖q阿魏酸组 XOT蛋白荧光强度明显下降'细胞微丝
数量明显增加"图 6#, 对照组)RX[S组)高糖组)高
糖q阿魏酸组 NL%细胞 XOT和微丝荧光强度总体比
较'差异均有统计学意义"Tf56aQ!!'5?"aQ="'均 Xg

"a"5#'其中与对照组)RX[S组比较'高糖组细胞
XOT蛋白荧光强度明显升高'微丝荧光强度明显降
低'高糖q阿魏酸组细胞微丝荧光强度明显升高'差异
均有统计学意义"均 Xg"a"B#(与高糖组比较'高糖q阿
魏酸组细胞 XOT蛋白荧光强度明显降低'微丝荧光强
度明显升高'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#"表 7#,

!55Q!中华实验眼科杂志 !"!# 年 ? 月第 #! 卷第 ? 期$O/(2 Y%1G SG/-/')&+)'@030C-!"!#'Z+)8#!'P+8?
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图 C8不同处理组 I>眼细胞 H$O和微丝荧光染色图"@,-(2JW:',V;:M:;;2 o5 """'标尺f5" %&#$与对照组)RX[S组比较'高糖组 NL%细胞
XOT"红色#蛋白荧光强度较高'并伴随着细胞微丝"绿色#减少和变细(高糖q阿魏酸组 XOT蛋白荧光强度明显下降'细胞微丝数量明显增加$
@&对照组$E&RX[S组$O&高糖组$R&高糖q阿魏酸组
</3)2(C8<.)%2('0(&0('*,/&/&3 %1H$O,&;4/02%1/.,4(&*1.)%2('0(&0(/&*(&'/*5 %1I>眼0(..'/&;/11(2(&**2(,*4(&*32%)-'"@,-(2JW:',V;:M:;;2
o5 """'C,');<':f5" %&#$O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G '2* RX[S3:+0G'-/;XOT":;*# G:+-;(2 9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9NL%,;))CI'CC-:+23;:(2 /(3/
3)0,+C;3:+0G''2* -/;,;))&(,:+9()'&;2-C"3:;;2# I;:;:;*0,;* '2* 2'::+I;*8W/;9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9XOTG:+-;(2 (2 /(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G
I'CC(32(9(,'2-)K*;,:;'C;*''2* -/;20&<;:+9&(,:+9()'&;2-CI'CC(32(9(,'2-)K(2,:;'C;*$@&O+2-:+)3:+0G$E&RX[S3:+0G$O&F(3/ 3)0,+C;3:+0G$
R&F(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G
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图 T8不同处理组 I>眼细胞 H$O)-AU H6>9和 -P-AU H6>9蛋白荧光染色图"@);1'\)0+:$ B=#)

@);1'\)0+:$ #?? o#""'标尺f!" %&#$与对照组)RX[S组比较'高糖组 NL%细胞 XOT"红色# )G7?
X@L̂ "绿色# )GJG7? X@L̂ "绿色#荧光强度显著增强'主要以细胞质内升高为主(与高糖组比较'高
糖q阿魏酸组XOT)G7? X@L̂ )GJG7? X@L̂ 荧光强度显著降低$XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(G7?
X@L̂ &G7? 丝裂原活化蛋白激酶(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶(RX[S&二甲基亚砜
</3)2(T8<.)%2('0(&0('*,/&/&3 %1H$O'-AU H6>9 ,&;-P-AU H6>9 -2%*(/&'%1I>眼 0(..'/&

;/11(2(&**2(,*4(&*32%)-'"@);1'\)0+:$ B=#'@);1'\)0+:$ #?? o#""'C,');<':f!" %&#$O+&G':;*
I(-/ ,+2-:+)3:+0G '2* RX[S3:+0G'-/;9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9XOT":;*# 'G7? X@L̂ "3:;;2# '2* GJG7?
X@L̂ "3:;;2# +9NL%,;))C(2 /(3/ 3)0,+C;3:+0G I'CC(32(9(,'2-)K;2/'2,;*'&'(2)K(2 ,K-+G)'C&8W/;
9)0+:;C,;2,;(2-;2C(-K+9XOT' G7? X@L̂ '2* GJG7? X@L̂ (2 /(3/ 3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G I'C
C(32(9(,'2-)K*;,:;'C;* ,+&G':;* I(-/ -/'-(2 /(3/ 3)0,+C;3:+0G$XOT&&(-+,/+2*:('),'),(0&02(G+:-;:(G7?
X@L̂ &G7? &(-+3;2 ',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;( GJG7? X@L̂ & G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2
V(2'C;(RX[S&*(&+-/K)C0)9+1(*;

!8T$不同处理组 NL%细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7?
X@L̂ 蛋白荧光强度比较

与对照组)RX[S组比较'高糖组 NL%细胞 XOT)
G7? X@L̂ )GJG7? X@L̂ 荧光强度显著增强'以细胞
质内升高为主'与高糖组比较'高糖q阿魏酸组 XOT)
G7? X@L̂ )GJG7? X@L̂ 荧光强度显著降低 "图 Q#m
对照组)RX[S组)高糖组)高糖q阿魏酸组 NL%细胞
XOT) G7? X@L̂ 和 GJG7?
X@L̂ 蛋白荧光强度总体比

较'差异均有统计学意义"Tf
5"a"5#)75a57!)5"a!Q7'均 Xg
"a"5#'其中与对照组)RX[S
组比较'高糖组细胞 XOT)G7?
X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白荧

光强度显著升高'高糖q阿魏
酸组细胞 G7? X@L̂ 蛋白荧

光强度显著升高'差异均有统
计学意义 "均Xg"a"B#(与高
糖组比较'高糖q阿魏酸组细
胞 XOT) G7? X@L̂ 和 GJG7?
X@L̂ 蛋白荧光强度显著降

低'差异均有统计学意义 "均
Xg"a"B#"表 ##m
!8U$不同处理组 NL%细胞
XOT) G7? X@L̂ 和 GJG7?
X@L̂ 蛋白表达比较

与对照组)RX[S组比较'
高糖组 NL%细胞 XOT) G7?
X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白条

带强度较高(与高糖组比较'
高糖 q阿 魏 酸 组 XOT) G7?

X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白条带强度明显降低 "图
?#m 对照组)RX[S组)高糖组)高糖q阿魏酸组 NL%
细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达

量总体比较'差异均有统计学意义 " Tf6?a=75)
!6a=Q=)!=a==7'均 Xg"a""5#m 与对照组)RX[S组比
较'高糖组)高糖q阿魏酸组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和

GJG7?X@L̂ 蛋白相对表达量显著升高 '差异均有统

!!5Q! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 ? 月第 #! 卷第 ? 期$O/(2 Y%1G SG/-/')&+)'@030C-!"!#'Z+)8#!'P+8?



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

MCU

p38MAPK

p�p38MAPK

β�actin

35000

42000

43000

42000

相对分子质量1 2 3 4

图 U8不同处理组 I>眼细胞 H$O4-AU H6>94-P-AU H6>9蛋白
表达电泳图85&对照组(!&RX[S组(7&高糖组(#&高糖q阿魏酸组$
XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(G7? X@L̂ &G7? 丝裂原活化蛋白
激酶(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶 (#J',-(2&#J肌
动蛋白

</3)2(U8眼.(0*2%-+%2(*%32,4 %1H$O' -AU H6>9' ,&; -P-AU
H6>9 -2%*(/& (E-2(''/%& /& I>眼 0(..'/& ;/11(2(&**2(,*4(&*
32%)-'85&,+2-:+)3:+0G(!&RX[S3:+0G(7&/(3/ 3)0,+C;3:+0G(#&/(3/
3)0,+C;q9;:0)(,',(* 3:+0G$XOT&&(-+,/+2*:('),'),(0& 02(G+:-;:(G7?
X@L̂ & G7? &(-+3;2 ',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;( GJG7? X@L̂ &
G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;

表 #8各组 I>眼细胞 H$O4-AU H6>9和 -P-AU H6>9
蛋白荧光强度比较"!M"#

N,7.(#8$%4-,2/'%&%11.)%2('0(&0(/&*(&'/*5 %1H$O'
-AU H6>9 ,&;-P-AU H6>9-2%*(/&'/&I>眼0(..'

,4%&3 ;/11(2(&*32%)-'"!M"#

组别 样本量 XOT G7? X@L̂ GJG7? X@L̂

对照组 7 "a!!m"a"7 "a5Bm"a"! "a!#m"a"!

RX[S组 7 "a!5m"a"! "a5#m"a"! "a!#m"a"!

高糖组 7 "a7"m"a"!'< "a!Qm"a"!'< "a77m"a"!'<

高糖q阿魏酸组 7 "a!7m"a"!, "a5=m"a"!'<, "a!Bm"a"7,

T值 5"a"5# 75a57! 5"a!Q7

X值 g"a"5 g"a""5 g"a"5

$注&与对照组比较''Xg"a"B(与 RX[S组比较'<Xg"a"B(与高糖组比
较',Xg"a"B"单因素方差分析'][RJ&检验#$NL%&视网膜色素上皮(
XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(G7? X@L̂ &G7? 丝裂原活化蛋白激
酶(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶(RX[S&二甲基亚砜
$P+-;& O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B( ,+&G':;* I(-/ RX[S
3:+0G'<Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ /(3/ 3)0,+C;3:+0G',Xg"a"B "S2;JI'K
@PSZ@'][RJ&-;C-#$NL%&:;-(2')G(3&;2-;G(-/;)(0&(XOT&&(-+,/+2*:(')
,'),(0&02(G+:-;:(G7? X@L̂ &G7? &(-+3;2 ',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;(GJG7?
X@L̂ & G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;( RX[S&
*(&+-/K)C0)9+1(*;
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图 V8不同处理组 I>眼细胞 H$O4-AU H6>94-P-AU H6>9蛋白
表达电泳图8 5&对照组( !&空载体组( 7&XOT过表达组( #&XOT
C/NP@组(B&XOT过表达q阿魏酸组$XOT&线粒体钙离子单向转运
蛋白(G7? X@L̂ & G7? 丝裂原活化蛋白激酶( GJG7? X@L̂ &磷酸化
G7? 丝裂原活化蛋白激酶(#J',-(2&#J肌动蛋白
</3)2(V8眼.(0*2%-+%2(*%32,4 %1H$O' -AU H6>9' ,&; -P-AU
H6>9 -2%*(/&'(E-2(''/%& /& I>眼 0(..'/& ;/11(2(&**2(,*4(&*
32%)-'85&,+2-:+)3:+0G(!&;&G-KU;,-+:3:+0G(7&XOT+U;:;1G:;CC(+2
3:+0G( #& XOT C/NP@ 3:+0G( B& XOT +U;:;1G:;CC(+2 q9;:0)(,',(*
3:+0G$XOT&&(-+,/+2*:('),'),(0& 02(G+:-;:(G7? X@L̂ &G7? &(-+3;2
',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;( GJG7? X@L̂ & G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J
',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;

表 B8各组 I>眼细胞 H$O4-AU H6>9和 -P-AU H6>9
蛋白水平比较"!M"#

N,7.(B8$%4-,2/'%&%1(E-2(''/%&.(D(.'%1H$O'-AU H6>9
,&;-P-AU H6>9-2%*(/&'/&I>眼0(..',4%&3

;/11(2(&*32%)-'"!M"#

组别 样本量 XOT G7? X@L̂ GJG7? X@L̂

对照组 7 "a7!m"a"# "a#Bm"a"B "a#7m"a"6

RX[S组 7 "a77m"a"# "a##m"a"Q "a#Bm"a"6

高糖组 7 "a?7m"a"Q'< "a?#m"a"6'< "a?#m"a"6'<

高糖q阿魏酸组 7 "a6"m"a"B'<, "a6!m"a"Q'<, "a6?m"a"Q'<,

T值 6?a=75 !6a=Q= !=a==7

X值 g"a""5 g"a""5 g"a""5

$注&与对照组比较''Xg"a"B(与 RX[S组比较'<Xg"a"B(与高糖组比
较',Xg"a"B"单因素方差分析'][RJ&检验#$NL%&视网膜色素上皮(
XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(G7? X@L̂ &G7? 丝裂原活化蛋白激
酶(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶(RX[S&二甲基亚砜
$P+-;& O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B( ,+&G':;* I(-/ RX[S
3:+0G'<Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ /(3/ 3)0,+C;3:+0G',Xg"a"B "S2;JI'K
@PSZ@'][RJ&-;C-#$NL%&:;-(2')G(3&;2-;G(-/;)(0&(XOT&&(-+,/+2*:(')
,'),(0&02(G+:-;:(G7? X@L̂ &G7? &(-+3;2 ',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;(GJG7?
X@L̂ & G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;( RX[S&
*(&+-/K)C0)9+1(*;

计学意义"均 Xg"a"B#(与高糖组比较'高糖q阿魏酸
组细胞 XOT4G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达

量显著降低'差异均有统计学意义"均 Xg"a"B#"表 B#5
!8V $ 沉默和过表达 XOT后各组 NL%细胞 G7?
X@L̂ 4GJG7? X@L̂ 和 XOT表达比较

与对照组4空载体组比较'XOT过表达组 NL%细

胞 XOT4G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白条带强度较

高(与 XOT过表达组比较'XOTC/NP@组4XOT过表
达q阿魏酸组 XOT4G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白条

带强度明显降低"图 =#5 对照组4空载体组4XOT过
表达组4XOTC/NP@组4XOT过表达q阿魏酸组 NL%
细胞 XOT4G7? X@L̂ 和 GJG7? X@L̂ 蛋白相对表达

!75Q!中华实验眼科杂志 !"!# 年 ? 月第 #! 卷第 ? 期$O/(2 Y%1G SG/-/')&+)'@030C-!"!#'Z+)8#!'P+8?
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量总体比较'差异均有统计学意义 " Tf!7a"#7)
!7a7#Q)!6a7#?'均 Xg"a""5#'其中与对照组)空载体
组比较'XOT过表达组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7?
X@L̂ 蛋白相对表达量明显升高'XOT C/NP@组)
XOT过表达q阿魏酸组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJG7?
X@L̂ 蛋白相对表达量明显降低'差异均有统计学意
义"均 Xg"a"B#(与 XOT过表达组比较'XOTC/NP@
组)XOT过表达q阿魏酸组细胞 XOT)G7? X@L̂ 和 GJ
G7? X@L̂ 蛋白相对表达量明显降低'差异均有统计
学意义"均 Xg"a"B#"表 6#,

表 C8各组 I>眼细胞 H$O)-AU H6>9和 -P-AU H6>9
蛋白水平比较"!M"#

N,7.(C8$%4-,2/'%&%1(E-2(''/%&.(D(.'%1H$O'
-AU H6>9 ,&;-P-AU H6>9-2%*(/&'/&I>眼0(..'

,4%&3 ;/11(2(&*32%)-'"!M"#

组别 样本量 XOT G7? X@L̂ GJG7? X@L̂

对照组 7 "aB=m"a"6 "a#=m"a"# "a66m"a"6

空载体组 7 "aBQm"a"B "a#?m"a"B "a6Qm"a"6

XOT过表达组 7 "aQQm"a"Q'< "a66m"a"6'< "a??m"a"?'<

XOTC/NP@组 7 "a#!m"a"#'<, "a7#m"a"#'<, "a#7m"a"#'<,

XOT过表达q
阿魏酸组

7 "a#Bm"a"7'<, "a77m"a"B'<, "a##m"a"6'<,

T值 !7a"#7 !7a7#Q !6a7#?

X值 g"a""5 g"a""5 g"a""5

$注&与对照组比较''Xg"a"B(与空载体组比较'<Xg"a"B(与 XOT过
表达组比较',Xg"a"B"单因素方差分析'][RJ&检验#$NL%&视网膜色
素上皮(XOT&线粒体钙离子单向转运蛋白(G7? X@L̂ &G7? 丝裂原活化
蛋白激酶(GJG7? X@L̂ &磷酸化 G7? 丝裂原活化蛋白激酶
$P+-;&O+&G':;* I(-/ ,+2-:+)3:+0G''Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ ;&G-KU;,-+:
3:+0G'<Xg"a"B(,+&G':;* I(-/ XOT+U;:;1G:;CC(+2 3:+0G',Xg"a"B "S2;J
I'K@PSZ@' ][RJ&-;C-# $ NL%& :;-(2')G(3&;2-;G(-/;)(0&( XOT&
&(-+,/+2*:('),'),(0& 02(G+:-;:( G7? X@L̂ & G7? &(-+3;2 ',-(U'-;* G:+-;(2
V(2'C;(GJG7? X@L̂ &G/+CG/+:K)'-;* G7? &(-+3;2J',-(U'-;* G:+-;(2 V(2'C;

A8讨论

近年来'全球糖尿病患病率逐年升高'RN仍是糖
尿病常见的眼部并发症'有研究报道'约 !!a!Qb的糖
尿病患者患有 RN'预计 !"#B 年 RN患病人数将达到
5a6 亿 - =. , RN是一种进行性疾病'早期症状不明显'
主要表现为微动脉瘤)棉绒斑)视网膜内微血管异常)
硬性渗出和静脉串珠'经过及时治疗在一定程度上可
以逆转'如延迟治疗'病情进一步发展到增殖期'将严
重损害视力'严重者可致盲, 探索 RN进展中关键分
子的作用机制是寻找新的治疗靶点和开发治疗药物的

关键,
阿魏酸是一种天然抗氧化剂'对糖尿病相关的血

管损伤具有预防作用, 有研究证实'阿魏酸可以抑制
机体氧化应激'减少晶状体上皮细胞中淀粉样蛋白聚

集'改善白内障患者晶状体混浊 - 5". , +̂/2+等 - 55.
研究

也发现'阿魏酸可以减轻碘酸钠诱导的 @NL%J5= 细胞
和小鼠视网膜损伤, 本研究苏木精 伊̀红染色结果显

示'阿魏酸治疗后'! 型糖尿病小鼠视网膜组织损伤明
显好转'提示阿魏酸对糖尿病视网膜损伤具有抑制作
用'这与 +̂/2+等 - 55.

的研究结果一致, 此外'本研究
采用 ! 型糖尿病 *<H*< 小鼠模型'更贴近糖尿病患者
的发病机制'避免了药物造模的不可控性'更直观地体
现了阿魏酸的保护作用,

随着对 RN发病机制研究的不断深入'越来越多
研究证实'氧化应激和线粒体功能障碍在 RN发生过
程中发挥着重要作用

- 5!. '长期高血糖状态可加剧机体
氧化应激反应'刺激 NS[ 产生增加'引起局部炎症)线
粒体功能障碍)微血管功能障碍和细胞凋亡'促进视网
膜毛细血管通透性增加'基底膜增厚'新生血管生成'
最终导致视网膜氧化损伤

- 57 5̀B. , [')(2 N'>等 - 56.
研究

发现'阿魏酸可改善高糖诱导的 F=,! 细胞线粒体功
能障碍和氧化应激反应, 本研究也发现'阿魏酸治疗
后'高糖诱导的 NL%细胞中 NS[ 产生明显减少'线粒
体膜电位水平明显升高'细胞骨架重塑情况明显改善'
进一步提示阿魏酸对高糖诱导的 NL%细胞损伤具有一
定治疗作用'其可能通过抑制氧化应激产生'改善线粒
体功能障碍'起到改善高糖诱导 NL%细胞损伤的作用,

线粒体 O'!q
过量会破坏 NS[ 形成和清除之间的

平衡'加剧氧化应激并诱导细胞凋亡'与包括糖尿病在
内的多种疾病有关, XOT是线粒体和细胞稳态的关
键调节剂'参与细胞线粒体 O'!q

摄取)NS[ 产生)能量
代谢)程序性死亡等多种生理过程 - 5Q. , 有研究表明'
钌红可通过抑制 XOT的表达来降低 NS[ 水平'升高
线粒体膜电位水平'阻止 @WL耗竭和线粒体通透性转
换孔开放'进而缓解急性胰腺炎的症状 - 5?. , L'2'/(
等

- 5=.
研究也发现'抑制 XOT表达可显著减弱 F;GM!

细胞中高糖诱导的胰岛素抵抗和炎症反应, 在糖尿病
引起的视网膜炎症中'糖尿病大鼠视网膜组织中
GJG7?X@L̂ 蛋白表达明显增加'高糖可通过诱导
G7?X@L̂ 磷酸化激活 G7?X@L̂ 信号通路'进而促进
视网膜神经节细胞凋亡

- !" !̀5. , 本研究发现'过表达
XOT可显著上调 G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂ 蛋白表达'尤
其是 GJG7?X@L̂ 表达升高更为显著'而沉默 XOT表
达可显著抑制 G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂ 蛋白表达'提示
XOT参与调节 G7?X@L̂ 的磷酸化过程'这对于能量
代谢非常重要, 此外'本研究还发现'高糖可显著上调
XOT)G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂ 蛋白表达'提示高糖可能
通过诱导 XOT)G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂ 表达进而促进
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线粒体功能障碍和氧化应激的发生'最终导致 NL%细
胞损 伤, 而 阿 魏 酸 治 疗 后' NL% 细 胞 中 XOT)
G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂ 表达水平显著降低'并且可上
调线粒体膜电位水平和减少 NS[ 产生'改善线粒体功
能, 此外'本研究将阿魏酸与过表达 XOT组联合应用
发现'阿魏酸可阻断 XOT调节 G7?X@L̂ )GJG7?X@L̂
表达的作用'这些结果进一步表明'阿魏酸可能通过
XOT调控 G7?X@L̂ 信号通路'进而改善高糖诱导的
NL%细胞损伤,

综上所述'本研究结果表明阿魏酸能够调控氧化
应激和线粒体功能障碍'进而改善糖尿病小鼠视网膜
和高糖诱导的 NL%细胞损伤'其调控机制可能与
XOT和 G7?X@L̂ 信号通路有关,
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