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【中图分类号】　Ｒ７７４．１
【关键词】　转化生长因子β；Ｓｍａｄ；增生型糖尿病视网膜病变
【摘要】　目的　本研究旨在观察转化生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）
介导的Ｓｍａｄ信号通路在增生型糖尿病视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＤＲ）
中的作用和意义，进而阐明其可能的发病机制。方法　收集正常人和糖尿病患者的血液
标本，将糖尿病患者依据视网膜受累程度分为２组：无糖尿病视网膜病变（ｎｏｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉ
ｎｏｐａｔｈｙ，ＮＤＲ）组、糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）组，根据眼底改变又分为非
增生型糖尿病视网膜病变 （ｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＮＰＤＲ）组和增生型糖尿病
视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＤＲ）组。分别用ＥＬＩＳＡ检测正常人和糖尿病
患者血浆中的 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血浆中 ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、Ｓｍａｄ３和 ｐ
Ｓｍａｄ３的蛋白表达量，比较各组差异。结果　与对照组比较，糖尿病患者各组 ＴＧＦβ１和
ＴＧＦβ２分泌量和ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ｐＳｍａｄ３的蛋白表达量均明显升高（均为 Ｐ＜０．０５）；与

ＮＤＲ组比较，ＤＲ各组上述指标均显著增高（均为 Ｐ＜０．０５）；ＰＤＲ组上述指标均显著高于 ＮＰＤＲ组（均为 Ｐ＜０．０５）。结论　
ＴＧＦβ介导的Ｓｍａｄ信号通路参与了ＤＲ的发生，可能是介导ＰＤＲ发生的重要机制。

　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
糖尿病的主要慢性微血管并发症之一，有研究表明，

在我国的２型糖尿病患者中，病程在５ａ的ＤＲ发生
率为 ２４％ ～４０％，病程超过１０ａ者可高达 ５３％ ～
８４％［１］，其中增生型糖尿病视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＤＲ）占 ５％ ～８％［１］，但其发病

机制尚未明确，目前 ＰＤＲ的发病和进展也成为了该

领域的热点问题。

转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，
ＴＧＦβ）眼内来源广泛，眼前后段各种组织中角膜、
虹膜、晶状体上皮细胞、小梁网细胞、睫状体上皮细

胞和视网膜色素上皮细胞均能合成和分泌。ＴＧＦβ
可由高血糖等多种因素刺激产生。研究显示 ＤＲ患
者血清中ＴＧＦβ含量明显高于健康人群，并随病程
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的延长及眼部病情的加重而增高［２］。ＰＤＲ是一种视
网膜缺血诱发新生血管异常生长与继发性纤维组织

增殖，是发生在视网膜前的异常增殖和纤维化的疾

病。ＴＧＦβ在细胞生长、分化中发挥重要作用，广泛
存在于人体的细胞和组织中，被认为是促进纤维化

发展的重要细胞因子。有研究显示ＴＧＦβ介导的信
号通路在纤维化疾病中发挥重要作用，如后发性白

内障和前囊膜下白内障［３］。那么在 ＰＤＲ的发生中
ＴＧＦβ介导的信号通路是否参与其发生尚待进一步
研究证实。因此本研究针对 ＴＧＦβ介导的经典的
Ｓｍａｄ信号通路在 ＰＤＲ患者中的作用进行研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料与分组　选择 ２０１４年 ３月至２０１５
年６月间在陕西省中医院门诊就诊的糖尿病患者９０
例（１２５眼，均符合 １９９８年ＷＨＯ糖尿病诊断标准），
所有患者行眼底荧光血管造影检查，其中无糖尿病

视网膜病变（ｎｏｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＮＤＲ）组３５例
（４８眼），男 １８例（２５眼），女 １７例（２３眼），年龄
３８～７６（６１．２±９．３）岁，糖尿病病程１～２３ａ。其中糖
尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）根据眼底病
变分为非增生型糖尿病视网膜病变（ｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＮＰＤＲ）组３５例（４９眼），男１６例
（２３眼），女１９例（２６眼）；年龄４１～７７（６２２±１１．３）
岁，糖尿病病程４～１８ａ。增生型糖尿病视网膜病变
（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＤＲ）组 ２０例（２８
眼），男１０例（１５眼），女１０例（１３眼）；年龄４５～８１
（６３．２±１０．６）岁，糖尿病病程１２～２２ａ。选取同期体
检健康者５２例（７３眼）为对照组，男２８例（３９眼），女
２４例（３４眼），年龄５０～７２（６０．４±９３）岁。所有正常
人均无糖尿病家族史，空腹血糖以及糖耐量正常；所

有患者和对照组均无心、肺、肝、肾、肿瘤疾病，无外伤

及手术史。４组在性别构成、年龄方面比较差异均无
统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。
１．２　方法
１．２．１　标本采集　４组受试者均于空腹过夜８ｈ后
清晨采集肘静脉血１０ｍＬ，置于含ＥＤＴＡ抗凝剂的真
空管内３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清液，分装后
将血清置于－８０℃冷冻保存备用。
１．２．２　主要试剂　ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３、βｔｕ
ｂｕｌｉｎ均为兔单克隆抗体（Ａｂｃａｍ，ＣＡ，ＵＳＡ），ＴＧＦβ２
兔单克隆抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ，ＵＳＡ）。辣根
过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗（碧云天，中国）。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ检测４组血清中 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２
分泌量　采用ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ｅＢｉｏｓｃｉｎｃｅ公司）

检测人血清中 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２分泌量。按照说明
书先激活血清标本，取出抗体包被的板条，空白孔加

标本通用稀释液，其余相应孔加标本和不同浓度标

准品（每孔１００μＬ），用封胶纸封住反应孔，３６℃孵
育９０ｍｉｎ，洗板５次。空白孔加生物素化抗体稀释
液，其余孔加生物素化抗体工作液（每孔１００μＬ），
用新封胶纸封住反应孔，３６℃孵育 ６０ｍｉｎ，洗板 ５
次。空白孔加酶结合物稀释液，其余孔加酶结合物

工作液（每孔１００μＬ），用封胶纸封住反应孔，３６℃
避光孵育３０ｍｉｎ，洗板５次。加入显色底物（ＴＭＢ）
每孔１００μＬ，避光孵育１５ｍｉｎ，加入终止液每孔１００
μＬ，混匀后即刻测量ＯＤ值。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ４组血清中 ＴＧＦβ１、
ＴＧＦβ２和Ｓｍａｄ３／ｐＳｍａｄ３蛋白表达　用血液总蛋
白快速提取试剂盒（北京百泰克生物技术有限公司）

提取血清中的总蛋白。提取蛋白后酶标仪检测蛋白

浓度，计算含２５μｇ蛋白的溶液为上样量，与蛋白上
样缓冲液混合后１００℃加热１０ｍｉｎ使其变性，加入
配置好的聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳。电泳结束后

进行湿转膜，将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，体积分

数５％脱脂奶粉３７℃封闭２ｈ，洗膜后分别加入一
抗：ＴＧＦβ１（１１００）、ＴＧＦβ２（１１０００）、Ｓｍａｄ３（１
１０００）、ｐＳｍａｄ３（１１０００）、βＴｕｂｕｌｉｎ（１１０００），
４℃ 过夜后洗膜。分别加入辣根过氧化物酶标记的
１４００稀释的二抗，室温下孵育２ｈ，１×ＴＢＳＴ洗膜
８ｍｉｎ×５次。进行ＥＣＬ化学发光显色，各组以βｔｕ
ｂｕｌｉｎ作为内参。用美国伯乐凝胶图像分析系统扫描
蛋白条带的光密度（ＯＤ）值，以目的蛋白与内参的比
值作为目的蛋白的表达强度。

１．３　统计学处理　所有数据均采用ＳＰＳＳ１９．０统计
软件分析，数据均以珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因
素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ法，计数资料采用频
数表示，组间比较采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　４组血清中 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２分泌量　４组
ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２分泌量整体比较差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，ＮＤＲ组、ＮＰＤＲ组、
ＰＤＲ组ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２分泌量均显著增加（均为
Ｐ＜０．０１），与 ＮＤＲ组比较，ＮＰＤＲ组、ＰＤＲ组 ＴＧＦ
β１和ＴＧＦβ２分泌量均显著增加（均为 Ｐ＜０．０１），
其中，ＰＤＲ组ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２分泌量均显著高于
ＮＰＤＲ组（均为Ｐ＜０．０１；见表１）。

表１　４组血清中ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２分泌量比较 （珋ｘ±ｓ，ρ／μｇ·Ｌ－１）
指标 对照组 ＮＤＲ组 ＮＰＤＲ组 ＰＤＲ组 Ｆ Ｐ
ＴＧＦβ１ ５４．７±９．７ ５９．２±７．８ ６４．７±１１．２＃ ７０．２±１２．２＃△ ６．７８１ ０．００２
ＴＧＦβ２ ６０．３±１１．８ ６４．２±９．８ ６９．２±１２．１＃ ７６．３±１３．１＃△ ７．２２７ ０．００１

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与ＮＤＲ组比较，＃Ｐ＜０．０１；与ＮＰＤＲ组比较，△Ｐ＜０．０１
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２．２　４组 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２蛋白表达量　４组
ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２蛋白表达量整体比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，ＮＤＲ组、ＮＰ
ＤＲ组、ＰＤＲ组 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２蛋白表达量均显
著增加（均为 Ｐ＜０．０１），与 ＮＤＲ组比较，ＮＰＤＲ
组、ＰＤＲ组ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２蛋白表达量均显著增
加（均为Ｐ＜０．０１），其中，ＰＤＲ组 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦ
β２蛋白表达量显著高于 ＮＰＤＲ组（均为 Ｐ＜０．０１；

见表２，图１）。
２．３　４组ｐＳｍａｄ３蛋白表达量　４组ｐＳｍａｄ３蛋白
表达量整体比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与
对照组比较，ＮＤＲ组、ＮＰＤＲ组、ＰＤＲ组ｐＳｍａｄ３蛋白
表达量均显著增加（均为Ｐ＜０．０１），与ＮＤＲ组比较，
ＮＰＤＲ组、ＰＤＲ组 ｐＳｍａｄ３蛋白表达量均显著增加
（均为Ｐ＜０．０１），其中，ＰＤＲ组 ｐＳｍａｄ３蛋白表达量
均显著高于ＮＰＤＲ组（均为Ｐ＜０．０１；见表２，图２）。

表２　４组血清中ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２蛋白表达比较 （珋ｘ±ｓ）
指标 对照组 ＮＤＲ组 ＮＰＤＲ组 ＰＤＲ组 Ｆ Ｐ
ＴＧＦβ１ （２９．７±０．４）×１０－２ （３６．１±１．７）×１０－２ （４７．２±２．６）×１０－２＃ （９９．８±１．４）×１０－２＃△ １９．２３０ ＜０．００１
ＴＧＦβ２ （２８．６±０．３）×１０－２ （３５．６±１．２）×１０－２ （４４．８±３．５）×１０－２＃ （９８．２±１．９）×１０－２＃△ ２２．２１９ ＜０．００１
ｐＳｍａｄ３ （１２．１±０．３）×１０－４ （１７．２±３．７）×１０－４ （２９．４±０．３）×１０－３＃ （３２．２±０．４）×１０－３＃ ８．１７２ ＜０．００１

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与ＮＤＲ组比较，＃Ｐ＜０．０１；与ＮＰＤＲ组比较，△Ｐ＜０．０１

图１　４组血清中 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２蛋白表达。Ａ：对照组；Ｂ：
ＮＤＲ组；Ｃ：ＮＰＤＲ组；Ｄ：ＰＤＲ组

图２　４组血清中 Ｓｍａｄ３和 ｐＳｍａｄ３蛋白表达。Ａ：对照组；Ｂ：
ＮＤＲ组；Ｃ：ＮＰＤＲ组；Ｄ：ＰＤＲ组

３　讨论

２０１０年，我国糖尿病患者已达 ９２４０万，尤以
ＰＤＲ对视力损伤更为严重。最近有研究报道糖尿病
控制不佳的患者，病史５ａ和１０ａ的 ＰＤＲ患病率可
高达１４．９％和２８．５％［４］。ＰＤＲ是糖尿病最严重的
微血管并发症，其发病机制极其复杂，病理学研究显

示与组织缺血缺氧、炎症反应、细胞增殖异常和纤维

化有关。近年来，ＴＧＦβ与 ＰＤＲ的关系日益受到关
注，在ＰＤＲ的病理过程中发挥重要的作用。

ＴＧＦβ是一个包含众多成员的多功能细胞因子
的大家族，主要调节细胞的生长、增殖、分化、迁移和

凋亡等过程，可能是促进器官组织纤维化最直接的

细胞因子。糖尿病患者体内长期的高血糖环境使视

网膜组织内皮细胞和巨噬细胞分泌 ＴＧＦβ异常增
加，促进了血管生成和细胞增殖。有研究表明［５］，

ＴＧＦβ是一种具有多功能的生长因子，在肿瘤进展
后期，通过诱导表皮间叶转化促进肿瘤转移［６７］。

本研究发现，ＤＲ患者血清中 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２
分泌和表达及下游Ｓｍａｄ的蛋白变化。结果发现ＤＲ
患者 ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２的分泌和蛋白水平明显高于
对照组，特别是 ＰＤＲ组，提示高血糖状态下血清合
成和分泌的ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２增加。考虑为糖尿病
患者体内微循环障碍使组织长期处于缺氧状态，从

而使血液中血小板和巨噬细胞活化，导致 ＴＧＦβ的
大量释放。当发生ＰＤＲ时由于血液中增加的ＴＧＦβ
刺激视网膜色素细胞、成纤维细胞和神经胶质细胞

等迁移到玻璃体和视网膜下，促进 ＰＤＲ的发生。同
时由于视网膜新生血管易破裂、渗漏特性使血液中

的血小板和巨噬细胞进入玻璃体和视网膜中，导致

ＴＧＦβ的大量释放形成恶性循环最终导致并加速
ＰＤＲ的形成和发展［８］。ＭＡＮＤＲＩＯＴＡ等［９］通过实验

也发现ＴＧＦβ可以调节细胞的增殖和分化，并且随
剂量增高作用越明显。同样 ＺＯＲＥＮＡ等［１０］发现糖

尿病儿童ＮＰＤＲ患者的血清ＴＧＦβ水平明显高于对
照组，与本研究结果相似。同时深入研究 ＴＧＦβ下
游的信号分子 Ｓｍａｄ３的蛋白水平，结果发现，ＤＲ组
的ｐＳｍａｄ３水平高于对照组，ＮＰＤＲ和 ＰＤＲ两组明
显增高，并且与ＤＲ病变程度的严重程度密切相关，
ＰＤＲ患者中ＴＧＦβ和ｐＳｍａｄ３水平明显高于 ＮＰＤＲ
组。在高糖（１８ｍｍｏｌ·Ｌ１）培养的视网膜色素上皮
细胞培养基中使用Ｓｍａｄ３和ＴＧＦβ的抑制剂预处理
细胞后，ｐＳｍａｄ３的表达明显减少，说明高糖环境下
ＴＧＦβ介导的 Ｓｍａｄ信号通路参与了此过程［８］。这

与我们的研究结果一致。

总之，本研究发现 ＤＲ患者 ＴＧＦβ和 ｐＳｍａｄ３
的表达增高，特别是在 ＰＤＲ患者中明显。说明由
ＴＧＦβ介导的经典的信号通路参与了 ＤＲ的发生和
发展，在ＰＤＲ的形成中发挥重要作用，进而阐明了
ＰＤＲ的分子机制，但是否非经典的其他信号通路也
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参与此过程尚未明确，需进一步的研究来证实。
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【应用研究】

频域光相干断层扫描在早期视网膜周边裂孔中诊断的应用
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【中图分类号】　Ｒ７７４．１
【关键词】　光学相干断层扫描；视网膜周边裂孔；牵拉性视网膜脱离

【摘要】　目的　探讨频域光相干断层扫描（ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴ）在早期诊断周边视网膜裂孔中的临床应用价值。
方法　对我院２６例（２６眼）经ＯＣＴ完全确诊为早期周边视网膜裂孔的２６例患者资料进行回顾性分析，均为单眼发生，所有患
者ＯＣＴ检查前均经散瞳后前置镜、三面镜或双目检眼镜检查，对周边疑似裂孔的位置进行画图、定位，然后采用ＯＣＴ进行检查，
观察ＯＣＴ对早期视网膜周边裂孔诊断的特异性、准确性。结果　２６眼患者中１３眼ＯＣＴ提示为牵拉性裂孔，其中９眼显示牵拉
条索与裂孔的一端相连，４眼显示孔的盖已经完全脱离于孔的上缘；７眼 ＯＣＴ提示为干性裂孔；６眼 ＯＣＴ提示视网膜周边裂孔
并伴有局限性视网膜脱离，４眼提示为牵拉性视网膜脱离，２眼裂孔周围视网膜局限性脱离，未发现牵拉组织形成。结论　ＯＣＴ
在早期视网膜周边裂孔的诊断、判断裂孔的性质、指导临床治疗方面具有重要意义。
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