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【实验研究】

Ｎｅｔｒｉｎ１对糖尿病视网膜病变大鼠的保护作用△

刘安琪　左中夫　吴传玲　刘学政
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【摘要】　目的　探讨 Ｎｅｔｒｉｎ１对糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）大鼠的保护
作用。方法　通过腹腔注射链脲佐菌素诱导ＤＲ大鼠模型，使用生理盐水作为对照。为了
研究Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默对ＤＲ的影响，构建ｓｉＮＣ和ｓｉＮｅｔｒｉｎ１大鼠模型，并随机分为４组：
Ａ组（ｓｉＮＣ大鼠）、Ｂ组（ｓｉＮｅｔｒｉｎ１大鼠）、Ｃ组（ｓｉＮＣ大鼠 ＋ＤＲ造模）、Ｄ组（ｓｉＮｅｔｒｉｎ１
大鼠＋ＤＲ造模）。为了研究外源性 Ｎｅｔｒｉｎ１对 ＤＲ的影响，将 ＷＴ大鼠随机分为３组：对
照组、ＤＲ组、Ｎｅｔｒｉｎ１组。造模后３个月，ＨＥ染色检测各组大鼠视网膜组织各层厚度，免
疫荧光染色检测Ｉｂａ１表达情况，实时荧光定量ＰＣＲ检测各炎症因子表达水平。结果　与
Ｃ组相比，Ｄ组大鼠视网膜组织中内核层、外核层厚度降低，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）；Ｉｂａ１及 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＴＮＦα表达升高，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）。与ＤＲ组相比，Ｎｅｔｒｉｎ１组内核层、外核层厚度升高，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）；Ｉｂａ１及各炎症因子表达水平降低，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　
Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默可加重糖尿病大鼠视网膜损伤和炎症，外源性Ｎｅｔｒｉｎ１则具有保护作用。
【关键词】　糖尿病视网膜病变；Ｎｅｔｒｉｎ１；炎症；小胶质细胞
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是糖尿病微血管并发症之
一，是成人视力减退和失明的主要原因［１］。几乎所有的１型糖尿病患者以及

约６０％的２型糖尿病患者，在糖尿病确诊后 １５～
２０ａ均会出现不同程度的视网膜病变，而且患病率
随着病程延长而升高［２］。ＤＲ是一种多因素疾病，其
发病机制尚不完全清楚，主要病理改变包括视网膜

血管通透性升高、神经节细胞凋亡、神经功能障碍、

氧化应激失衡等［３］。近年来研究发现，持续性慢性

炎症是ＤＲ发生发展的关键因素，表现为炎症因子
不断分泌和小胶质细胞异常活化，降低炎症可缓解

ＤＲ进程［４５］。因此，深入探讨炎症调节的上游机制，

寻找关键的作用靶点，能为ＤＲ治疗提供新的方向。
神经突起导向因子 Ｎｅｔｒｉｎ１是 Ｎｅｔｒｉｎ家族中第

一个被鉴定的成员，是一种层粘连蛋白样蛋白，在神

经系统发育期间参与调节轴突迁移、海马形成、神经

传导束发育等过程［６７］。除了在神经系统中高表达

外，Ｎｅｔｒｉｎ１也广泛表达于其他组织器官，包括肺、胰
腺、乳腺、肠上皮等。Ｚｈａｎｇ等［８］利用链脲佐菌素诱

导糖尿病大鼠模型发现，造模后３个月视网膜中Ｎｅ
ｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平显著升高；周贤慧
等［９１０］进一步证实，给予外源性 Ｎｅｔｒｉｎ１对 ＤＲ具有
保护作用，这主要与外源性Ｎｅｔｒｉｎ１降低视网膜血管
通透性有关。但是 Ｍｉｌｏｕｄｉ等［１１］则认为，Ｎｅｔｒｉｎ１经
基质金属蛋白酶９降解后的产物可通过 ＵＮＣ５Ｂ受
体增加血管通透性，加重视网膜水肿。因此，Ｎｅｔｒｉｎ１
对ＤＲ的保护作用有待进一步确定，而且 Ｎｅｔｒｉｎ１对
小胶质细胞活化、炎症因子分泌的影响均不清楚。

本研究通过内源性基因沉默后给予外源性 Ｎｅｔｒｉｎ１

蛋白深入探讨Ｎｅｔｒｉｎ１对ＤＲ大鼠的保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物与模型构建　ＳＤ大鼠购自于上
海斯莱克实验动物有限责任公司，均为雄性，体质

量为（２２０±３０）ｇ。ＤＲ大鼠模型的构建：造模前大
鼠禁食１２ｈ，可自由饮水，按照６０ｍｇ·ｋｇ－１的剂量
腹腔注射１０ｇ·Ｌ－１的链脲佐菌素溶液，注射后３ｄ
测量尾静脉血糖浓度，当血糖 ＞１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１时
为造模成功，腹腔注射生理盐水作为对照［１２］。ｓｉ
ＮＣ和 ｓｉＮｅｔｒｉｎ１大鼠的构建：造模成功后，采用１００
ｇ·Ｌ－１的水合氯醛麻醉大鼠，托吡卡胺滴眼液散瞳，
使用２９Ｇ针头沿角巩膜缘进针，注射１０μＬ的慢病毒
溶液（ｓｉＮＣ和 ｓｉＮｅｔｒｉｎ１）［１３］。ｓｉＮｅｔｒｉｎ１及其阴性
对照ｓｉＮＣ由上海吉凯基因化学技术有限公司合成，
构建载体为 ｐＧＬＶ３ＧＦＰ慢病毒质粒，ｓｉＮｅｔｒｉｎ１序
列为：５’ＧＧＡＡＧＴＴＣＡＣＧＧＴＧＡＡＣＡＴ３’，ｓｉＮＣ序列
为：５’ＧＡＴＧＡＧＧＣＴＡＧＡＡＣＴＡＣＴＧ３’［１４］。
１．１．２　试剂及仪器　链脲佐菌素（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），Ｎｅｔｒｉｎ１（美国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司），实时荧光定
量ＰＣＲ试剂盒（日本Ｔａｋａｒａ公司），抗 Ｉｂａ１抗体（英
国Ａｂｃａｍ公司），山羊血清封闭液（北京中杉金桥生
物技术有限公司）。

１．１．３　实验分组　共进行两组动物实验，分别为：
（１）为了研究 Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默对糖尿病视网膜损
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伤的影响，使用ｓｉＮＣ和ｓｉＮｅｔｒｉｎ１大鼠进行实验，将
大鼠分为４组：Ａ组（ｓｉＮＣ大鼠）、Ｂ组（ｓｉＮｅｔｒｉｎ１大
鼠）、Ｃ组（ｓｉＮＣ大鼠 ＋ＤＲ造模）、Ｄ组（ｓｉＮｅｔｒｉｎ１
大鼠＋ＤＲ造模）。（２）为了研究外源性 Ｎｅｔｒｉｎ１对
糖尿病视网膜损伤的影响，使用 ＷＴ大鼠进行实验，
分为３组：对照组、ＤＲ组、Ｎｅｔｒｉｎ１组，Ｎｅｔｒｉｎ１组在
ＤＲ造模成功后１个月时玻璃体内注射Ｎｅｔｒｉｎ１溶液
（５００ｍｇ·Ｌ－１，５μＬ）［９］。上述实验动物每组均 ６
只，并且均在造模成功后３个月时取视网膜组织进
行检测。本研究遵循《实验动物管理条例》（２０１７修
订版）的规定。

１．２　方法
１．２．１　ＨＥ染色检测视网膜组织各层的厚度　常规
制作视网膜组织冰冻切片，ＰＢＳ洗涤后使用苏木精
染色，盐酸酒精分化，再使用酚红染色和二甲苯透

明，中性树脂封片。光学显微镜下观察和拍照，使用

ＩｍａｇｅＪ软件测量视网膜组织各层厚度，包括内丛状
层（ｉｎｎｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＩＰＬ）、内核层（ｉｎｎｅｒｎｕｃｌｅａｒ
ｌａｙｅｒ，ＩＮＬ）、外丛状层（ｏｕｔｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＯＰＬ）、外
核层（ｏｕｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，ＯＮＬ）。
１．２．２　免疫荧光染色检测视网膜组织中 Ｉｂａ１表达
情况　常规制作视网膜组织冰冻切片，ＰＢＳ漂洗３
次，每次５ｍｉｎ，用固定液固定１０ｍｉｎ，然后使用体积分
数０．１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００浸泡２０ｍｉｎ，滴加山羊血清封
闭液封闭３０ｍｉｎ，滴加抗Ｉｂａ１抗体（１１００），于４℃
过夜孵育。ＰＢＳ漂洗３次，滴加ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔
二抗室温孵育２ｈ，ＰＢＳ漂洗３次，滴加含ＤＡＰＩ的封
片剂，封片后置于荧光显微镜下观察和拍照。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测炎症因子表达情况
　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取视网膜组织中的ｍＲＮＡ，逆转录
为ｃＤＮＡ，采用实时荧光定量 ＰＣＲ检测目的基因的
表达，以ＧＡＰＤＨ为内参基因。引物序列合成于苏州
金唯智生物科技有限公司，具体序列为：白细胞介

素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）上游引物：５’ＧＡＡＡＴ
ＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ３’，下游引物：５’ＴＧＧＡＴ

ＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ３’；白细胞介素６（ＩＬ６）上
游引物：５’ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ３’，下游
引物：５’ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧ３’；白细
胞介素１２（ＩＬ１２）上游引物：５’ＣＡＡＴＣＡＣＧＣＴＡＣ
ＣＴＣＣＴＣＴＴＴＴ３’，下游引物：５’ＣＡＧＣＡＧＴＧＣＡＧ
ＧＡＡＴＡＡＴＧＴＴＴＣ３’；肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ
ｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）上游引物：５’ＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣ
ＣＴＡＴＧＴＣＴＣ３’，下游引物：５’ＣＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡ
ＧＴＴＣＡＧＴＡＧ３’。使用 ２－△△Ｃｔ法对结果进行分析，
将对照组或ｓｉＮＣ组目的基因的相对表达量作为１。
１．３　统计学分析　使用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计处
理，所有计量数据以均数±标准差表示，计量数据两
组间的比较使用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差
分析，组间两两比较用 ＬＳＤｔ检验。检验水准：α＝
０．０５。

２　结果

２．１　Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默对视网膜组织中 ＩＰＬ、ＩＮＬ、
ＯＰＬ、ＯＮＬ厚度的影响　ＨＥ染色结果显示，Ｃ组和
Ｄ组视网膜组织中 ＩＰＬ、ＩＮＬ、ＯＰＬ、ＯＮＬ厚度均薄于
Ａ组和Ｂ组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；
而且，Ｄ组 ＩＮＬ、ＯＮＬ厚度薄于 Ｃ组，差异有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５），见表１和图１。
２．２　Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默对视网膜组织中 Ｉｂａ１表达
的影响　免疫荧光染色结果显示，Ｃ组和 Ｄ组视网

表１　各组大鼠视网膜各层组织厚度的比较
组别 ＩＰＬ厚度／μｍ ＩＮＬ厚度／μｍ ＯＰＬ厚度／μｍ ＯＮＬ厚度／μｍ
Ａ组 ３２．３８±１．６５　 ２９．７１±１．１５　 ９．７７±０．６７　 ４２．５７±１．３５　
Ｂ组 ３２．１４±２．５８ ２９．２５±１．６６ ９．２５±０．７９ ４１．７５±２．０３
Ｃ组 ２４．７３±１．１０ａｂ ２２．５７±０．６３ａｂ ６．３６±０．５１ａｂ ３９．３８±１．６５ａｂ

Ｄ组 ２３．８５±１．２９ａｂ ２１．１４±１．０３ａｂｃ ６．０３±０．８２ａｂ ３６．６２±１．２１ａｂｃ

Ｆ值 ４１．７４０ ８５．６５０ ４４．５９０ １６．９４０
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与Ａ组相比，ａＰ＜０．０５；与Ｂ组相比，ｂＰ＜０．０５；与Ｃ组相比，ｃＰ＜
０．０５

图１　ＨＥ染色检测视网膜组织的形态结构（×４００）
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膜组织中Ｉｂａ１表达呈现的荧光强度明显高于 Ａ组
和Ｂ组，而且Ｄ组高于Ｃ组。见图２。

图２　免疫荧光染色检测视网膜组织中Ｉｂａ１的表达

２．３　Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默对视网膜组织中炎症因子表
达的影响　实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，Ｃ组
和Ｄ组视网膜组织中 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＴＮＦαｍＲ
ＮＡ表达水平均高于 Ａ组和 Ｂ组，差异均有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５）；Ｄ组各炎症因子表达均高于Ｃ
组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　各组大鼠视网膜组织中炎症因子的表达水平
组别 ＩＬ１β ＩＬ６ ＩＬ１２ ＴＮＦα
Ａ组 １．００±０．１８　 １．００±０．１７　 １．００±０．１５　 １．００±０．１３　
Ｂ组 １．０９±０．２３ １．０４±０．１４ ０．９５±０．１１ １．０６±０．１８
Ｃ组 ５．３７±０．５２ａｂ ４．０２±０．５９ａｂ ３．９０±０．３６ａｂ ４．０２±０．５０ａｂ

Ｄ组 ６．８０±０．６１ａｂｃ４．８８±０．５５ａｂｃ４．７７±０．４８ａｂｃ６．８３±０．５９ａｂｃ

Ｆ值 ２９０．５００ １３８．９００ ２３６．６００ ２８７．５００
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
注：与Ａ组相比，ａＰ＜０．０５；与Ｂ组相比，ｂＰ＜０．０５；与Ｃ组相比，ｃＰ＜
０．０５

２．４　外源性 Ｎｅｔｒｉｎ１对视网膜组织中 ＩＰＬ、ＩＮＬ、
ＯＰＬ、ＯＮＬ厚度的影响　ＨＥ染色结果显示，ＤＲ组
和Ｎｅｔｒｉｎ１组视网膜组织中ＩＰＬ、ＩＮＬ、ＯＰＬ、ＯＮＬ厚度
均低于对照组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜００５）；
而且，Ｎｅｔｒｉｎ１组ＩＮＬ、ＯＮＬ厚度高于ＤＲ组，差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。见图３和表３。
２．５　外源性Ｎｅｔｒｉｎ１对视网膜组织中 Ｉｂａ１表达的
影响　免疫荧光染色结果显示，Ｎｅｔｒｉｎ１组视网膜组
织中Ｉｂａ１表达呈现的荧光强度明显低于ＤＲ组。见
图４。

图３　ＨＥ染色检测视网膜组织的形态结构（×４００）

表３　各组大鼠视网膜各层组织厚度的比较
组别 ＩＰＬ厚度／μｍ ＩＮＬ厚度／μｍ ＯＰＬ厚度／μｍ ＯＮＬ厚度／μｍ
对照组 ３２．５１±０．８１　 ２９．１８±０．６７　 ９．８５±０．４４　 ４３．２１±１．０７　
ＤＲ组 ２４．４３±１．１６ａ ２３．６３±０．７８ａ ６．５６±０．８６ａ ３８．５０±１．２６ａ

Ｎｅｔｒｉｎ１组 ２５．１９±１．０７ａ ２５．５１±１．０４ａｂ ７．０３±０．９２ａ ４０．２８±１．８３ａｂ

Ｆ值 １１３．９００ ６７．０５０ ３２．０３０ １６．７４０
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与ＤＲ组相比，ｂＰ＜０．０５

图４　免疫荧光染色检测视网膜组织中Ｉｂａ１的表达

２．６　外源性 Ｎｅｔｒｉｎ１对视网膜组织中炎症因子表
达的影响　实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，Ｎｅ
ｔｒｉｎ１组视网膜组织中ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＴＮＦαｍＲ
ＮＡ表达水平均低于 ＤＲ组，高于对照组，差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。见表４。

表４　各组视网膜组织中炎症因子的表达水平
组别 ＩＬ１β ＩＬ６ ＩＬ１２ ＴＮＦα
对照组 １．００±０．１６　 １．００±０．１３　 １．００±０．１６　 １．００±０．１９　
ＤＲ组 ５．２８±０．５３ａ ３．８８±０．４１ａ ４．３６±０．３５ａ ６．２４±０．６４ａ

Ｎｅｔｒｉｎ１组 ２．６６±０．４９ａｂ ２．７１±０．４４ａｂ ２．８０±０．４０ａｂ ４．３５±０．５０ａｂ

Ｆ值 １５３．３００ ９９．７４０ １６５．２００ １８２．２００
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与对照组相比，ａＰ＜０．０５；与ＤＲ组相比，ｂＰ＜０．０５
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３　讨论

近年来研究发现，炎症在 ＤＲ的发生发展中发
挥重要的作用，使用抗炎药物可阻止其发生发展；ＩＬ
１β、ＴＮＦα等炎症因子在 ＤＲ患者的外周血、玻璃体
中的表达量明显升高［１５］。炎症可促进内皮细胞高

表达细胞间黏附分子１、Ｐ选择素等，诱导白细胞在
血管内皮的黏附和迁移，大量释放各种炎症因子，破

坏内皮细胞间的连接与屏障功能［１６］。Ｎｅｔｒｉｎ１是一
种新型的抗炎因子，在各种疾病中发挥抗炎作用，如

Ｍｉｒａｋａｊ等［１７］发现急性肺损伤可导致肺组织 Ｎｅｔｒｉｎ１
表达显著降低，给予外源性Ｎｅｔｒｉｎ１可抑制中性粒细
胞迁移和炎症因子释放。我们推测 Ｎｅｔｒｉｎ１可能通
过抗炎机制在糖尿病视网膜损伤中发挥保护作用。

为了检测内源性Ｎｅｔｒｉｎ１在ＤＲ进展中的作用，
本研究使用ＲＮＡ干扰技术沉默 Ｎｅｔｒｉｎ１表达，造模
３个月后对视网膜组织进行ＨＥ染色，结果显示Ｄ组
ＩＮＬ、ＯＮＬ厚度薄于 Ｃ组，表明 Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默可
进一步加重视网膜损伤。对视网膜组织中各炎症因

子的表达量进行实时荧光定量 ＰＣＲ检测发现，Ｎｅ
ｔｒｉｎ１基因沉默可导致炎症因子表达进一步升高。
上述结果表明，内源性的Ｎｅｔｒｉｎ１表达在 ＤＲ中发挥
保护作用，但是ＲＮＡ干扰技术仍然存在抑制效率不
高等不足，未来仍需要使用Ｎｅｔｒｉｎ１基因敲除动物验
证该结论。此外，在ＤＲ造模后１个月通过玻璃体内
注射Ｎｅｔｒｉｎ１，结果显示外源性Ｎｅｔｒｉｎ１可以缓解ＤＲ
导致的ＩＮＬ、ＯＮＬ厚度降低，抑制各炎症因子表达，
具有潜在的临床应用价值。

小胶质细胞是视网膜中的免疫细胞，在生理状

态下一般处于静息状态，具有吞噬细胞碎片、抗原提

呈、分泌神经营养因子、组织修复等功能，但是在高

糖刺激下则会持续活化，分泌大量的炎症毒性因子，

损伤神经及血管内皮细胞，破坏视网膜内皮屏障功

能，加重病理损伤［１８］。Ｉｂａ１是一种钙结合蛋白，特
异性表达于小胶质细胞，而且在小胶质细胞活化时

其表达量显著升高，因此检测 Ｉｂａ１表达水平可反映
小胶质细胞的活化情况。本研究对Ｉｂａ１进行免疫荧
光染色，结果显示 Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默可上调 Ｉｂａ１表
达，而外源性给予 Ｎｅｔｒｉｎ１蛋白则可降低其表达，表
明Ｎｅｔｒｉｎ１可抑制ＤＲ导致的小胶质细胞活化。

研究发现，Ｎｅｔｒｉｎ１可通过 Ａ２ＢＡＲ受体结合发
挥抗炎作用，如 Ｍｉｒａｋａｊ等［１９］在急性腹膜炎小鼠模

型中发现，外源性给予Ｎｅｔｒｉｎ１可以降低腹膜渗出液
的炎症因子含量，抑制炎症细胞浸润，但是在

Ａ２ＢＡＲ受体敲除小鼠中则无法发挥保护效应。此
外，也有研究报道Ｎｅｔｒｉｎ１可通过其他类型受体发挥
生物学作用，包括 ＵＮＣ５同源物、整合素 α６β４和整
合素α３β１等［２０］。然而，这些受体是否参与 Ｎｅｔｒｉｎ１
在ＤＲ中的保护作用尚不清楚，未来需要对此进行
更为深入地探讨。

综上所述，Ｎｅｔｒｉｎ１基因沉默可加重糖尿病大鼠
视网膜损伤和炎症，外源性 Ｎｅｔｒｉｎ１则具有保护
作用。
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