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去整合素 ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ对糖尿病兔后发性白内障形成中信号通路
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＥＲＫ１／２的影响△
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【关键词】　去整合素；Ａｋｔ；ＥＲＫ１／２；后发性白内障；糖尿病；兔
【摘要】　目的　观察去整合素ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ对糖尿病兔后发性白内障形成中信号通路ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２的影响，从分子水平
上探讨ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ的作用。方法　建立糖尿病兔模型（ｎ＝２４），随机分组并行透明晶状体囊外摘出术，术毕前房分别注入０２ｍＬ
灭菌蒸馏水（对照组，ｎ＝１２）或０．２ｍＬ１０．０ｍｇ·Ｌ－１ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ溶液（ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组，ｎ＝１２）。术后１０ｄ及６周（每个时间点
６眼），裂隙灯显微镜观察两组术眼ＰＣＯ分级情况，同时摘取术眼应用ＲＴＰＣＲ法检测后囊膜上信号因子Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ
表达情况。结果　术后１０ｄ对照组和ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＰＣＯ分级比较差异无统计学意义（Ｐ＝０．０９３），但ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＰＣＯ
１级眼数少于对照组；术后６周ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＰＣＯ级别明显低于对照组（Ｐ＝０．００６）。对照组和ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＡｋｔｍＲＮＡ
相对表达量术后１０ｄ分别为０．９８１７±０．３８０４、０．４８１７±０．１６６５，术后６周分别为０．６５１７±０．２０４７、０４０１７±０．１５１３，
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组均明显低于对照组（Ｐ＝０．０１５，０．０３７）。对照组和ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ相对表达量术后１０ｄ分别
为０．９４８３±０．２２７５、０．６１００±０．２８０６，术后６周分别为０．９２１７±０．２９９４、０．４６５０±０．１８００，ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组均明显低于对照
组（Ｐ＝０．０４５，０．００９）。结论　去整合素ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ对糖尿病兔后发性白内障的发生和发展有一定的抑制作用，其发生的机制可
能与抑制信号因子Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２表达，进而阻断信号通路ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２的转导有关。

　　后发性白内障（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｃａｐｓｕｌａｒｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＰＣＯ）是白内障术后最常见的并发症［１］。有研究显

示，糖尿病患者较血糖正常者白内障术后有更高的

ＰＣＯ发病率［２４］。前期研究亦证实，糖尿病兔晶状体

·６０４· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０１６年５月　第３６卷　第５期
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摘出术后１０ｄ为ＰＣＯ形成最早期，术后６周为ＰＣＯ
形成最显著期［５］，明显早于正常血糖兔的１４ｄ及３
个月［６］。同时发现１０．０ｍｇ·Ｌ－１去整合素ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ
能够抑制糖尿病兔术后晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｃｅｌｌ，ＬＥＣｓ）的增殖、迁移和上皮间质转分化 （ｅｐ
ｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔ，ＥＭＴ）过程［７９］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 ＥＲＫ１／２通路是整合素的下游信号通
路，有研究发现，活化的Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２可促进ＬＥＣｓ
的增殖、迁移和 ＥＭＴ［１０］。本实验采用 ＲＴＰＣＲ法观
察去整合素 ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ对糖尿病兔 ＰＣＯ形成过程中
信号因子Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２表达的影响，进而从信号转
导通路上探讨ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　健康新西兰大白兔２４只，雌雄
不限，１２周龄，体质量２．４～２．８ｋｇ，眼部检查未见异
常；由广西医科大学实验动物中心提供。实验动物

的饲养与使用均遵循视觉与眼科学研究学会 （ＡＲ
ＶＯ）关于动物使用原则的规定，并且经广西医科大
学动物伦理委员会批准。

１．１．２　主要试剂与仪器　四氧嘧啶、去整合素
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），稳豪型血糖仪、
稳豪型血糖试纸（美国强生公司），甘精胰岛素注射

液（法国 ＳａｎｏｆｉＡｖｅｎｔｉｓ公司），ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥ
ｒａｓｅｒ、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）、
ＰＣＲ引物（大连 Ｔａｋａｒａ公司），荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＩＩ，瑞士Ｒｏｃｈｅ公司）。
１．２　方法
１．２．１　糖尿病兔模型的建立　禁食禁饮８ｈ后，将
新西兰大白兔用四氧嘧啶按９０ｍｇ·ｋｇ－１耳缘静脉
注射建立糖尿病兔模型 （ｎ＝２４），当血糖浓度持续２
周大于１２ｍｍｏｌ·Ｌ－１时为建模成功。对于血糖浓度
高于１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１者，根据血糖值给予皮下注射甘
精胰岛素，使其血糖控制在１２～１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１［１１］。
１．２．２　糖尿病兔ＰＣＯ模型的建立与分组　根据前
期研究结果［５，７］，２４只建模成功的糖尿病兔２４眼（右
眼）按随机数字表法分为对照组（ｎ＝１２）和ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ
干预组（ｎ＝１２），每组又随机分为１０ｄ（ｎ＝６）和６周
（ｎ＝６）２个时间点。术前禁食禁饮８ｈ，２４只建模成
功的糖尿病兔右眼为手术眼，均行晶状体囊外摘出

术。术毕对照组前房内注入 ０．２ｍＬ灭菌蒸馏水，
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组前房内注入０．２ｍＬ１０．０ｍｇ·Ｌ－１

ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ溶液。所有手术均由同一术者完成。术后
１０ｇ·Ｌ－１阿托品眼液、３ｇ·Ｌ－１妥布霉素眼液及
１ｇ·Ｌ－１典必殊眼液滴术眼，每天４次；夜晚涂四环
素可的松眼膏，直至角膜水肿、前房渗出消失。

１．２．３　术后观察　术后１ｄ、３ｄ、７ｄ、１０ｄ及６周分
别用裂隙灯显微镜观察角膜、前房及ＰＣＯ发生情况。

对ＰＣＯ按 ＯＤＲＩＣＨ等［１２］的标准分级：０级：透明；１
级：轻度混浊，能看清眼底或混浊面积不足１／２后囊膜
面积；２级：中度混浊，能模糊看见眼底或混浊面积大
于１／２后囊膜面积；３级：完全混浊，不能看见眼底。
１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ
１．２．４．１　组织收集　术后１０ｄ及６周分别处死各
组糖尿病兔，摘取术眼后立即采用连续撕囊法将晶

状体后囊膜迅速取下，并速冻于 －８０℃冰箱，用于
ＲＴＰＣＲ检测。
１．２．４．２　引物序列　引物序列由大连 Ｔａｋａｒａ公司
设计并合成，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ上游引物：５’ＣＴＴＣＡＴＴ
ＧＧＧＴＡＣＡＡＧＧＡＧＡＧＧＴ３’，下游引物：５’ＧＣＧＧＡＴ
ＧＡＣＧＡＡＧＧＴＧＴＴＧ３’；ＥＲＫ１／２上 游 引 物：５’
ＡＡＣＴＣＣＣＣＡＧＣＧＣＡＧＴＣＴＴ３’，下游引物：５’ＡＡＣ
ＣＡＧＣＡＡＡＡＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴ３’；ＧＡＰＤＨ上游引物：５’
ＣＣＡＣＴＴＴＧＴＧＡＡＧＣＴＣＡＴＴＴＣＣＴ３’，下游引物：５’
ＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴＣＴＧＧＴＧＣＴＣＴ３’。
１．２．４．３　总 ＲＮＡ提取、逆转录及 ＲＴＰＣＲ检测　
采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取晶状体后囊膜总 ＲＮＡ，测定总
ＲＮＡ浓度。根据总ＲＮＡ浓度应用 Ｔａｋａｒａ逆转录试
剂盒进行逆转录，方法见说明书（ＲＲ０４７Ａ）。荧光定
量ＰＣＲ仪上扩增，反应条件：９５℃ ３０ｓ预变性，１个
循环；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ扩增，４０个循环；９５℃ ５
ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，连续升温至９５℃，１个循环；５０℃３０
ｓ冷却，１个循环。
１．２．４．４　计算Ｃｔ值　采用相对定量法测定目的基
因ＰＣＲ产物和内参 ＧＡＰＤＨＰＣＲ产物的 Ｃｔ值。相
对定量公式：２－△△Ｃｔ，其中△△Ｃｔ＝（Ｃｔ目的基因 －
ＣｔＧＡＰＤＨ）处理组 －（Ｃｔ目的基因 －ＣｔＧＡＰＤＨ）未处理组。
１．３　统计学分析　所有数据均采用ＳＰＳＳ１６．０统计
软件进行分析。各组ＰＣＯ分级眼数数据资料以频数
表示，差异比较采用秩和检验。各组基因相对表达

量数据资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，经方差齐
性检验后，采用ｔ检验比较总体差异。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　术后术眼观察　术后前３ｄ对照组及ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ
干预组糖尿病兔术眼均出现不同程度的角膜水肿及

前房闪辉，但两组术后炎症没有明显差异；术后７～
１０ｄ两组炎症均基本恢复正常。
２．２　糖尿病兔ＰＣＯ分级情况　两组糖尿病兔术后
１０ｄ及 ６周 ＰＣＯ分级情况见表 １。术后 １０ｄ
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组和对照组 ＰＣＯ分级比较差异无统
计学意义（Ｐ＝０．０９３），但ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＰＣＯ１级
眼数（１／６）少于对照组（４／６）；术后６周ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干
预组ＰＣＯ级别明显低于对照组（Ｐ＝０．００６）。
２．３　ＡｋｔｍＲＮＡ表达变化　术后 １０ｄ，对照组和
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组 ＡｋｔｍＲＮＡ相对表达量分别为
０．９８１７±０．３８０４、０．４８１７±０．１６６５，差异有统计学
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表１　术后１０ｄ及６周两组ＰＣＯ分级比较
（ｎ＝６）

ＰＣＯ分级
１０ｄ

对照组 ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组
６周

对照组 ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组
０级 ２ ５ ０ １
１级 ４ １ ０ ４
２级 ０ ０ ３ １
３级 ０ ０ ３ ０

意义（Ｐ＝００１５）；术后６周，对照组和ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预
组ＡｋｔｍＲＮＡ相对表达量分别为０．６５１７±０．２０４７、
０４０１７±０．１５１３，差异有统计学意义（Ｐ＝００３７）。
提示ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ对糖尿病兔术后ＡｋｔｍＲＮＡ表达的抑
制作用持久且稳定。

２．４　ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ表达变化　术后１０ｄ，对照组
和ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ相对表达量分别
为０９４８３±０．２２７５、０．６１００±０．２８０６，差异有统计
学意义（Ｐ＝０．０４５）；术后６周，对照组和 ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ
干预组ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ相对表达量分别为０．９２１７±
０．２９９４、０．４６５０±０．１８００，差异有统计学意义（Ｐ＝
０００９）。提示ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ在糖尿病兔术后能持久有效
地抑制ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ的表达。

３　讨论

对于糖尿病患者而言，白内障术后保持后囊膜

的透明，不仅是维持一个较好视力的保证，同是也是

眼底检查、玻璃体手术及视网膜光凝治疗（如伴发糖

尿病视网膜病变和黄斑变性时）的重要保证。因此

尤其对糖尿病患者而言，积极干预 ＰＣＯ的形成有着
重要的现实价值。

整合素作为细胞表面重要的黏附分子，主要表

达在ＬＥＣｓ与纤维细胞上［１３］，不仅具有黏附作用，而

且具有跨膜连接作用，通过激活下游转导蛋白的活

性，介导细胞内信号通路转导，进而调控细胞的增

殖、迁移、黏附、分化等活动［１４１５］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和
ＥＲＫ１／２通路是整合素的下游信号通路，ＩＹＥＮＧＡＲ
等［１６］报道，ＥＲＫ１／２和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可促进
ＬＥＣｓ的增殖；ＪＩＡＮＧ等［１７］研究发现，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和
ＥＲＫ１／２通路可促进人 ＬＥＣｓ的迁移；ＣＨＥＮ等［１８］及

ＹＡＯ等［１９］的研究则显示，ＥＲＫ１／２和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路可调控 ＬＥＣｓ的 ＥＭＴ过程。提示白内障术
后，整合素可通过下游ＥＲＫ１／２和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路调控术后残留ＬＥＣｓ的增殖、迁移和 ＥＭＴ过程，进
而参与术后ＰＣＯ的形成。抑制上游整合素的功能，
阻断下游ＥＲＫ１／２和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路，是干
预ＰＣＯ发生发展的可行方法。

去整合素是一类从蛇素中分离出来的小分子多

肽，通过与整合素 β１和 β３特异性结合从而阻止细
胞外基质中整合素配体及受体与整合素的结合，进

而阻断整合素的功能［２０］。ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ是去整合素家
族的一员，有研究报道，ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ能有效抑制血小板
的聚集［２１２２］。ＳＨＡＨ等［２３］研究则发现 ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ通

过阻断整合素 αｖβ３和 ＦＡＫ信号通路，可抑制 ＥＭＴ
的过程。前期研究亦显示，１０．０ｍｇ·Ｌ－１去整合素
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ对糖尿病兔晶状体摘出术后后囊膜上
ＬＥＣｓ的增殖、ＥＭＴ及胶原合成具有抑制作用，且对
眼内相邻及重要组织无明显毒性作用［７９］。本次实

验我们在晶体囊外摘出术后将 １０．０ｍｇ·Ｌ－１

ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ溶液注入糖尿病兔眼前房，发现术后１０ｄ
及６周，ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ表达
量均明显低于对照组；同时发现术后１０ｄ及６周，
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ干预组ＰＣＯ级别明显降低，糖尿病兔 ＰＣＯ
的发生发展受到抑制。与我们的实验结果相似，

ＣＨＡＮＤＬＥＲ等［２４］报道，使用 ＡＲ１２特异性抑制 Ａｋｔ
的磷酸化形式 ｐＡｋｔ后，不仅 ｐＡｋｔ表达降低，ＰＣＯ
模型中ＬＥＣｓ增殖亦明显降低，ＰＣＯ的发展受到明显
抑制。ＫＡＹＡＳＴＨＡ等［２５］研究则显示，穿心莲内酯

（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ）可通过阻断ＭＡＰＫ（包括ＥＲＫ１／２）
信号通路，进而抑制 ＬＥＣｓＥＭＴ过程，提示抑制
ＭＡＰＫ信号通路可干预 ＰＣＯ的形成。ＴＩＡＮ等［２６］研

究亦发现，雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ）可通过抑制 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ、ＥＲＫ及 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路，进而促进肝
细胞生长因子诱导的 ＬＥＣｓ的凋亡，表明抑制 ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ、ＥＲＫ及ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路有可能可以抑
制ＰＣＯ的发展。因此我们认为本次实验中去整合素
ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ通过阻断整合素的功能，进而抑制下游信
号通路上信号因子Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ的表达，从
而抑制了糖尿病兔术后 ＰＣＯ的发生发展。但在体
内，信号通路上Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２的功能是由蛋白来执
行的，因此，ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ对糖尿病兔术后 ＰＣＯ形成过
程中Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２蛋白表达的影响仍需要我们今
后继续研究。

综上所述，本实验结果显示去整合素 ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ
可以抑制糖尿病兔晶状体摘出术后 ＰＣＯ的发生发
展。其发生机制可能与ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ阻断整合素下游信
号通路ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和ＥＲＫ１／２的传递有关。
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（上接第４０５页）
验结果相符［８］。ＭＭＰ１３除了分解多种胶原及其他
细胞外基质成分，参与肿瘤转移、血管生成和骨折愈

合外，还可能激活 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９，从而共同促进
血管生成［４］。

综上所述，本研究分别以ＣｏＣｌ２诱导的化学缺氧
和三气培养箱模拟的物理缺氧构建小鼠 ＢＭＳＣｓ体
外缺氧模型。两种缺氧模型均可发挥缺氧效果，明

显增加ＢＭＳＣｓ中ＭＭＰ１３表达量，促进ＲＦ／６Ａ管腔
形成，为进一步研究ＢＭＳＣｓ参与ＣＮＶ发生发展的机
制奠定了基础。
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