
书书书

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

引文格式：姜双，陈晓隆．ＨＭＧＢ１和ＴＯＬＬ样受体９在糖尿病大鼠视网膜组织中的表达［Ｊ］．眼科新进展，２０１６，
３６（２）：１０１１０４．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．ｒａｏ．２０１６．００２８ 【实验研究】

ＨＭＧＢ１和 ＴＯＬＬ样受体９在糖尿病大鼠视网膜组织中的
表达△

姜双　
欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞欞
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁
欁

氉

氉氉

氉

陈晓隆

作者简介：姜双，女，１９８１年１月出
生，辽宁锦州人，主治医师，在读博

士研究生。主要从事眼底病方面的

研究。联系电话：１５９４０６７７９７３；Ｅ
ｍａｉｌ：ｊｏａ８１０１２１＠１２６．ｃｏｍ

ＡｂｏｕｔＪＩＡＮＧＳｈｕａｎｇ：Ｆｅｍａｌｅ，ｂｏｒｎ
ｉｎＪａｎｕａｒｙ，１９８１．Ｃｈｉｅｆｐｈｙｓｉｃｉａｎ．
Ｔｅｌ：１５９４０６７７９７３；Ｅｍａｉｌ：ｊｏａ８１０１２１
＠１２６．ｃｏｍ

收稿日期：２０１５０９０４
修回日期：２０１５１１０９
本文编辑：盛丽娜
△基金项目：国家自然科学基金资
助（编号：８１５７０８６６）；辽宁医学院青
年启动资金项目（编号：ｙ２０１１ｚ００６）
作者单位：１２１０００　辽宁省锦州市，
辽宁医学院附属第三医院眼科
通讯作者：陈晓隆，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｘｌ＠
ｓｊｈｏｓｐｉｔａｌ．ｏｒｇ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄｄａｔｅ：Ｓｅｐ４，２０１５
Ａｃｃｅｐｔｅｄｄａｔｅ：Ｎｏｖ９，２０１５
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌ
ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ：
８１５７０８６６）；ＹｏｕｔｈＲｅｓｅａｒｃｈＦｏｕｎｄａ
ｔｉｏｎｏｆＬｉａｏｎｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
（Ｎｏ：ｙ２０１１ｚ００６）
ＦｒｏｍｔｈｅＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏ
ｇｙ，ｔｈｅＴｈｉｒｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＬｉａ
ｏｎｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎｚｈｏｕ
１２１０００，ＬｉａｏｎｉｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ
Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮ Ｘｉａｏ
Ｌｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｘｌ＠ｓｊｈｏｓｐｉｔａｌ．ｏｒｇ

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１ａｎｄＴＬＲ９ｉｎｒｅｔｉｎａｏｆｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒａｔｓ
ＪＩＡＮＧＳｈｕａｎｇ，ＣＨＥＮＸｉａｏＬｏｎｇ
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ；ＨＭＧＢ１；Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ９
【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＭＧＢ１ａｎｄＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ９（ＴＬＲ９）ｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｍｏｄｅｌｗａｓｅｓ
ｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｉｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＳＴＺ．Ａｔ４ｗｅｅｋｓ，８ｗｅｅｋｓａｎｄ１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎ
ｊｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄｅｙｅｂａｌｌｓｗｅｒｅｅｎｕｃｌｅａｔｅｄｆｏｒＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕ
ｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｒａｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＯＤ
ｖａｌｕｅｏｆＨＭＧＢ１ａｎｄＴＬＲ９ｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｓｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓａｔ４ｗｅｅｋｓ，８ｗｅｅｋｓａｎｄ１２
ｗｅｅｋｓｗｅｒｅ０．１０３７±０．００１１，０．１３２３±０．０００５，０．１４５０±０．００２０，０．１５５７±０．００１５ａｎｄ
０．０８４３±０．００４７，０．１１６４±０．００９４，０．１３２１±０．０００１，０．１３９０±０．００４２，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（ａｌｌＰ＜０．０１）．Ｂｏｔｈｗｅｒｅ
ｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｌａｙｅｒ，ｉｎｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒａｎｄｏｕｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＨＭＧＢ１ａｎｄＴＬＲ９ｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓｉｎ
ｃｒｅａｓｅ，ａｎｄｔｈｅＨＭＧＢ１ＴＬＲ９ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ
ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ．

【关键词】　糖尿病视网膜病变；ＨＭＧＢ１；ＴＯＬＬ样受体９
【摘要】　目的　探讨ＨＭＧＢ１和ＴＯＬＬ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）９在糖尿病大鼠视
网膜中的表达。方法　采用链脲佐菌素腹腔注射的方法制作糖尿病大鼠模型，于注药后４
周、８周、１２周处死大鼠，取视网膜进行ＨＥ染色和免疫组织化学染色检测，并与正常对照
组大鼠作对比。结果　ＨＭＧＢ１和ＴＬＲ９在正常对照组和糖尿病４周、８周、１２周时的光密
度值分别为０．１０３７±０．００１１、０．１３２３±０．０００５、０．１４５０±０．００２０、０．１５５７±０．００１５和
０．０８４３±０．００４７、０．１１６４±０．００９４、０．１３２１±０．０００１、０．１３９０±０．００４２，在糖尿病大鼠
视网膜中的表达呈时间依赖性增加，主要表达在神经节细胞层、内核层和外核层，与正常

对照组相比差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＭＧＢ１和ＴＬＲ９在糖尿病大鼠
视网膜中表达增加，ＨＭＧＢ１ＴＬＲ９信号通路可能参与了糖尿病视网膜病变的发生发展。

　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
糖尿病严重的微血管并发症之一，严重影响人类健

康和生活质量。ＤＲ是全世界导致视力损害和失明
的主要原因之一，尚无有效的治疗方法。目前 ＤＲ
的发生机制仍然不清楚，慢性低度炎症被认为是 ＤＲ
重要的病理生理机制之一［１］，免疫细胞异常活化产

生的炎症相关因子介导视网膜炎症性损伤是 ＤＲ发
生发展的重要环节［２］。

ＨＭＧＢ１又称为高迁移率蛋白１，是一种晚期炎
症因子，它作为一种损伤相关分子模式，通过与

ＴＯＬＬ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）２、４、９和晚期
糖基化终产物（ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）等受体结合参与生理和病理过程，
包括炎症因子的释放、细胞迁移和血管新生［３５］。本

研究通过免疫组织化学的方法检测 ＨＭＧＢ１及其受
体ＴＬＲ９在不同病程糖尿病大鼠视网膜中的表达，明
确其在ＤＲ发生中的可能作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物和分组　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雄性
大鼠４０只，体质量为１８０～２２０ｇ，由辽宁医学院实
验动物中心提供。适应性喂养 １周后，随机分为 ４
组：正常对照组、糖尿病４周组、糖尿病８周组和糖
尿病１２周组。糖尿病各组造模前禁食 １２ｈ，采用
１ｇ·Ｌ－１的柠檬酸缓冲液（ｐＨ４．５）配制成１０ｇ·
Ｌ－１的链脲佐菌素溶液，大鼠一次性腹腔注射
６０ｍｇ·ｋｇ－１体质量，注药后４ｈ恢复进食。７２ｈ后
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鼠尾静脉测随机血糖，血糖高于１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１者
为造模成功。血糖未达到标准者重复注射链脲佐菌

素溶液一次，有２只仍未达标准者弃去，另有２只鼠
意外死亡，最终每组各９只大鼠。
１．１．２　材料和试剂　链脲佐菌素（Ｓｉｇｍａ公司），
ＨＭＧＢ１兔多克隆抗体和ＴＬＲ９小鼠单克隆抗体均购
于Ａｂｃａｍ公司，免疫组织化学 ＳＰ通用试剂盒（迈
新），ＤＡＢ显色（中杉金桥）。
１．２　方法
１．２．１　ＨＥ染色　各组糖尿病大鼠于相应时间点麻
醉取双眼眼球（正常对照组于喂养１２周时取眼球），
４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定２４ｈ，梯度酒精脱水、透明、
浸蜡、石蜡包埋，沿平行眼轴方向进行切片，厚 ５
μｍ，脱蜡、ＨＥ染色、脱水、透明并封片。
１．２．２　免疫组织化学染色　取出石蜡切片后，常规
脱蜡至水，微波修复，用体积分数３％过氧化氢去除
内源性过氧化物酶，室温下山羊血清封闭２０ｍｉｎ，分
别加ＨＭＧＢ１抗体（１２００）、ＴＬＲ９抗体（１１００），

４℃ 冰箱过夜。过夜后切片恢复至室温，加生物素
标记的羊抗兔或兔抗小鼠二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，滴
加链霉亲和素过氧化物酶 ＳＰ，室温孵育 １０ｍｉｎ，
ＤＡＢ显色，苏木素复染，盐酸酒精分化１０ｓ，返蓝，梯
度酒精常规脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，倒置

显微镜下观察。用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件进行平均
光密度值的分析。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２０．０统计分析软件进
行单因素方差分析检验，数据资料以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＥ染色结果　ＨＥ染色结果显示，与糖尿病组
相比，正常对照组大鼠视网膜各层细胞排列整齐规

则，密度均匀；而糖尿病组大鼠从第４周开始出现视
网膜各层细胞排列紊乱，细胞密度降低，可见微血管

病变，血管扩张，１２周时视网膜神经纤维层水肿明
显，并且出现视网膜神经节细胞的变少（图１）。

图１　正常对照组和糖尿病组不同时间ＨＥ染色结果（×４００）。Ａ：正常对照组；Ｂ：糖尿病４周组；Ｃ：糖尿病８周组；Ｄ：糖尿病１２周组

２．２　免疫组织化学检测结果
２．２．１　免疫组织化学法检测 ＨＭＧＢ１表达　
ＨＭＧＢ１在正常对照组大鼠视网膜中少量表达，主要
表达在神经节细胞层和内核层，主要位于细胞核中；

糖尿病大鼠视网膜中ＨＭＧＢ１表达明显增加，主要表

达在神经节细胞层、内核层、外核层，细胞核和细胞

浆中均有表达。糖尿病各组视网膜中 ＨＭＧＢ１的表
达与正常对照组相比差异均具有显著统计学意义，

且随着病程的延长 ＨＭＧＢ１的表达呈逐渐增加趋势
（均为Ｐ＜０．０１；见图２、表１）。

图２　正常对照组和糖尿病不同时间组ＨＭＧＢ１免疫组织化学染色结果（×４００）。Ａ：正常对照组；Ｂ：糖尿病４周组；Ｃ：糖尿病８周组；Ｄ：糖尿
病１２周组
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２．２．２　免疫组织化学法检测ＴＬＲ９表达　ＴＬＲ９在
正常对照组大鼠视网膜中表达很少，主要表达在神

经节细胞层和内核层；在糖尿病大鼠视网膜中表达

明显增加，主要表达在神经节细胞层、内核层、外核

层。糖尿病各组视网膜中 ＴＬＲ９的表达与正常对
照组相比差异均具有显著统计学意义，且随着病程

的延长呈逐渐增加趋势（均为 Ｐ＜０．０１；见图 ３、
表１）。

图３　正常对照组和糖尿病组不同时间ＴＬＲ９免疫组织化学染色结果（×４００）。Ａ：正常对照组；Ｂ：糖尿病４周组；Ｃ：糖尿病８周组；Ｄ：糖尿
病１２周组

表１　ＨＭＧＢ１和 ＴＬＲ９在各组大鼠视网膜中光密
度值的比较

指标 正常对照组 糖尿病４周组 糖尿病８周组 糖尿病１２周组
ＨＭＧＢ１０．１０３７±０．００１１０．１３２３±０．０００５０．１４５０±０．００２０ ０．１５５７±０．００１５

ＴＬＲ９ ０．０８４３±０．００４７０．１１６４±０．００９４０．１３２１±０．０００１ ０．１３９０±０．００４２

注：与正常对照组相比，Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＨＭＧＢ１是一种染色质结合蛋白，广泛分布于淋
巴组织、脑、肝、肺、心、脾、肾、眼等组织中，其结构高

度保守，在几乎所有类型的细胞中都有表达［６］。在

细胞内，ＨＭＧＢ１参与稳定核小体结构及 ＤＮＡ的复
制、重组、转录和翻译［７９］。ＨＭＧＢ１可以由受损或坏
死的细胞被动分泌，或由有免疫能力的细胞主动分

泌［１０１１］。

本研究结果表明，在糖尿病大鼠视网膜中，

ＨＭＧＢ１表达明显增多，且随病程的延长逐渐增加，
表达部位也由细胞核逐渐过渡于细胞浆中。另有研

究表明［１２］，在高糖处理的视网膜色素上皮细胞中，

ＨＭＧＢ１的表达随高糖处理时间的延长呈逐渐增加
的趋势，且由细胞核内逐渐向细胞浆中转移，这与本

研究在实验动物中的结果相似。

除本研究外，尚有多项研究表明，ＨＭＧＢ１在 ＤＲ
中发挥了重要作用，其研究多集中于ＨＭＧＢ１与其受
体 ＲＡＧＥ、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４的结合。ＭＵＤＡＬＩＡＲ等［１２］对

在正常葡萄糖浓度、高糖浓度、中等升高葡萄糖浓度

和葡萄糖波动不同组处理后的血管内皮细胞研究中

发现，ＴＬＲ２和ＴＬＲ４在高糖组和葡萄糖波动组均有升
高，但ＴＬＲ４的升高具有统计学意义，说明 ＴＬＲ２和
ＴＬＲ４作为ＨＭＧＢ１的受体，ＴＬＲ４可能在糖尿病微血
管病变中发挥了更重要的作用。ＣＨＥＮ等［１３］研究发

现，高糖处理的视网膜色素上皮细胞其 ＨＭＧＢ１、
ＴＬＲ２、ＴＬＲ４表达明显高于正常对照组，且呈时间依

赖性。另有研究表明，在 ＤＲ中，视网膜周细胞和内
皮细胞的损伤和死亡可能是由 ＨＭＧＢ１诱导的神经
胶质细胞的细胞毒性作用及 ＨＭＧＢ１直接对内皮细
胞的细胞毒性作用导致的；同时该项研究还认为

ＨＭＧＢ１在视网膜和脉络膜新生血管生成中没有明
显的促进作用［１４］。

近期有学者研究发现，坏死或者组织损伤可以

使细胞释放 ＨＭＧＢ１，它与含有 ＣｐＧＡ的 ＤＮＡ形成
ＨＭＧＢ１ＣｐＧＡ复合物，之后通过 ＴＬＲ９和髓样分化
蛋白（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＭｙＤ８８）的相互
作用引发一系列免疫反应［１５］。ＨＭＧＢ１在胞质内的
部分可以作为核酸的传感器，在某些自身免疫性疾

病中参与先天性免疫的活化［１６］。大量的受体可以

识别核酸，特别是ＴＬＲ９。
因此，本研究同时检测了ＴＬＲ９的表达，ＴＬＲ９是

ＴＬＲｓ家族的重要一员。ＴＬＲｓ属于模式识别受体，能
特异性地识别病原相关分子模式和损伤相关分子模

式，广泛表达于固有免疫系统和获得性免疫系统，能

够识别内、外源致病菌，启动宿主的防卫反应，参与

Ｂ细胞的增殖、成熟。ＴＬＲ９是一种位于细胞内的
ＴＬＲｓ。

人们发现ＴＬＲ９能够感知非自身的非甲基化的
ＣｐＧＤＮＡ、引起 ＭｙＤ８８依赖性的核转录因子κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）的激活［１７］，后来人们发现

ＴＬＲ９在抗病毒免疫中也发挥了重要的作用［１８２０］，主

要是通过 ＭｙＤ８８和白细胞介素 １受体相关激酶 １
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＩＲＡＫ１）、Ｉ
ＲＡＫ４形成的复合物来介导Ｉ型干扰素的产生［２１２３］。

另有研究证实，缺氧可以诱导 ＨＭＧＢ１和线粒体
ＤＮＡ的相互作用，通过激活 ＴＬＲ９途径，在体内和体
外促进肝细胞癌的发生发展［２４］。本研究发现，ＴＬＲ９
的表达随糖尿病病程的延长呈逐渐增多的趋势，与
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ＨＭＧＢ１的表达一致。提示在 ＤＲ的发生发展过程
中，ＨＭＧＢ１可与ＴＬＲ９结合，通过下游的信号通路促
进ＤＲ的发生发展。

本研究通过免疫组织化学法检测正常大鼠和糖

尿病不同时间大鼠视网膜中 ＨＭＧＢ１和 ＴＬＲ９的表
达，结果表明两者的光密度值在组间有显著性差异。

以上结果表明，ＨＭＧＢ１与 ＴＬＲ９的表达与 ＤＲ的发
生发展有关，但具体存在怎样的关系，其具体调节过

程怎样，涉及哪些信号通路的变化等均不十分明确，

这也是我们在今后的研究工作中需要解决的问题。
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