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【实验研究】

丝胶对糖尿病大鼠视网膜氧化应激和微炎症状态的改善作用△
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【摘要】　目的　探讨丝胶对糖尿病大鼠视网膜氧化应激和微炎症状态的改善作用。方法
　采用高脂高糖饲料喂养联合链脲佐菌素腹腔注射法建立糖尿病大鼠模型，将２４只成模
大鼠随机分为丝胶治疗组和糖尿病模型组，每组１２只，另取同周龄１２只正常大鼠作为正
常对照组，成模后丝胶治疗组给予丝胶溶液空腹灌胃、糖尿病模型组及正常对照组给予等
体积生理盐水灌胃每天１次，共３５ｄ。药物干预后，检测３组视网膜组织中丙二醛（ｍａｌｏｎ
ｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、还原型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的含量；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测视

网膜核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）、血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）、核因子κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）和肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）蛋白的表达，苏木素伊红染色法观察视网膜
形态结构。结果　各指标三组间整体比较差异显著（均为Ｐ＜０．０１）。丝胶治疗组大鼠视网膜中ＭＤＡ含量、ＮＦκＢ和ＴＮＦα蛋
白表达水平分别为（４．１４５±０．２８２）ｍｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１、０．２３２±０．０２７和０．７６１±０．０５８，较糖尿病模型组的（６．８１３±０．４４６）ｍｍｏｌ·
ｇｐｒｏｔ－１、０．３３４±０．０２４、０．９９４±０．０８４均显著降低（均为 Ｐ＜０．０５）。丝胶治疗组大鼠视网膜中还原型 ＧＳＨ含量、Ｎｒｆ２和 ＨＯ１
蛋白表达水平分别为（７８．５１８±４．３１７）ｍｇ·ｇｐｒｏｔ－１、０．５９１±０．０５４和 ０．９５４±０．０９１，较糖尿病模型组的（５９．８９０±５．９３２）ｍｇ·
ｇｐｒｏｔ－１、０．３５１±０．０４４、０．５８５±０．０５４均显著升高（均为Ｐ＜０．０５）。糖尿病模型组大鼠视网膜各层细胞排列紊乱，内界膜肿胀，
神经节细胞可见空泡、水肿样改变，丝胶治疗组大鼠视网膜各层细胞形态较规则、排列轻度紊乱，病理变化较糖尿病模型组明显
减轻。结论　丝胶可改善糖尿病视网膜氧化应激和炎症介质的损伤，延缓糖尿病视网膜病变发展。
【关键词】　丝胶；糖尿病视网膜病变；氧化应激；微炎症
【中图分类号】　Ｒ７７４
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）可
导致不可逆盲，严重影响患者的生活质量［１］。ＤＲ发
病机制复杂，目前的研究表明［２４］，氧化应激和微炎

症参与了 ＤＲ的发生发展，可加剧 ＤＲ的病理进程。
丝胶为蚕茧中的高分子水溶性蛋白，是一种天然的

细胞保护剂，具有抗氧化、抗炎等生物活性，但丝胶

是否对ＤＲ病理过程中视网膜的氧化应激和炎症损
伤具有保护作用鲜有研究报道。本研究拟采用糖尿

病大鼠模型，通过观察视网膜中丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和还原型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）的
含量、核因子 Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ
２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）、血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙ
ｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）、核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，
ＮＦκＢ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）表达的变化，探讨丝胶对糖尿病大鼠视网膜
氧化应激和微炎症状态的改善作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠３６只，体质
量１７０～１９０ｇ，鼠龄２～３个月，购自北京维通利华
实验动物公司，饲养于承德医学院清洁级动物实验

室，单笼饲养，温度（２３±１）℃，相对湿度为５０％ ±
５％，１２ｈ／１２ｈ光暗循环，自由饮食。
１．１．２　主要试剂及仪器　采用正交试验法优选蚕
茧中丝胶蛋白（承德医学院蚕业研究所制备）；链脲

佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＭＤＡ、
ＧＳＨ检测试剂盒（南京建成生物科技有限公司）；高
效ＲＩＰ组织／细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（北
京索莱宝科技有限公司）；兔抗大鼠 Ｎｒｆ２多克隆抗
体（武汉博士德生物工程公司），兔抗大鼠 ＨＯ１多
克隆抗体、兔抗大鼠 ＮＦκＢ多克隆抗体、兔抗大鼠
ＴＮＦα多克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）。
１．２　方法
１．２．１　动物模型制备及分组　采用高脂高糖喂养
联合２０ｇ·Ｌ－１ＳＴＺ２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１连续腹腔内
注射３ｄ，制备糖尿病大鼠模型，ＳＴＺ注射１周后大鼠
空腹血糖≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１为造模成功。将２４只成
模的大鼠随机分为丝胶治疗组和糖尿病模型组，每组

１２只，另外同周龄１２只正常大鼠为正常对照组。成
模后按照本研究组前期研究结果，给予丝胶治疗组的

大鼠２．４ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１丝胶空腹灌胃，每天１次，连续
给药３５ｄ。正常对照组和糖尿病模型组大鼠给予等
体积生理盐水灌胃，时间点同丝胶治疗组。

１．２．２　取材　３５ｄ干预结束后，行腹腔内注射１００
ｇ·Ｌ－１水合氯醛（０．５ｇ·ｋｇ－１体质量）过量麻醉处
死３组大鼠。每组取６只大鼠，迅速摘取眼球，分
离视网膜组织并加入冰生理盐水制成５０ｇ·Ｌ－１的
组织匀浆，离心后取上清用于氧化应激指标的含量

测定。每组取另外 ６只大鼠，迅速摘取双侧眼球，

将一侧眼球浸入体积分数 ４％中性甲醛溶液中固
定后石蜡包埋；另一侧眼球分离视网膜，置于液氮

中保存。

１．２．３　视网膜氧化应激指标 ＭＤＡ和 ＧＳＨ含量
的检测　按照试剂盒说明书进行，分别采用硫代巴
比妥酸法、二硫代二硝基苯甲酸法检测３组视网膜
中 ＭＤＡ和 ＧＳＨ含量。
１．２．４　免疫印迹法检测视网膜组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ
１、ＮＦκＢ和 ＴＮＦα的蛋白表达　取液氮中保存３
组视网膜匀浆，提取蛋白质，ＢＣＡ法测蛋白浓度。
１２０ｇ·Ｌ－１ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，８０～１２０Ｖ２ｈ，
蛋白上样 ４０μｇ，转膜 ２ｈ，分别加入 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、
ＮＦκＢ和 ＴＮＦα一抗（均为１２００），室温下摇床
孵育２ｈ，洗膜后加入 ＨＲＰ标记二抗（１１０００）孵
育２ｈ，超敏发光试剂显影。ＩｍａｇｅＪ软件分析，以
Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＦκＢ、ＴＮＦα条带与 βａｃｔｉｎ条带的灰
度值比值作为其蛋白的相对表达水平。

１．２．５　ＨＥ染色观察视网膜形态结构　将眼球平
行于视神经的矢状轴连续切片，片厚４μｍ，二甲苯
脱蜡，下行梯度乙醇（体积分数依次为 １００％、
９５％、９０％、８０％、７０％，各浸泡３ｍｉｎ）水化，苏木素
染色１０ｍｉｎ，体积分数 １％盐酸酒精分色，伊红染
色５ｍｉｎ，上行梯度乙醇（体积分数依次为 ７０％、
８０％、９０％、９５％、１００％，各浸泡３ｍｉｎ）脱水，二甲
苯透明，封片，光镜下观察并拍照。

１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进
行统计分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用
单因素方差分析，组间比较采用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠视网膜组织中 ＭＤＡ和 ＧＳＨ含量
比较　各组大鼠视网膜组织中 ＭＤＡ和 ＧＳＨ含量
比较见表１，由表１可见：各指标三组整体比较差异
均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１）。糖尿病模型组
大鼠视网膜组织中 ＭＤＡ含量明显高于正常对照组
（ｔ＝１２．７６２，Ｐ＜０．０５），丝胶治疗组视网膜组织中
ＭＤＡ含量显著低于糖尿病模型组（ｔ＝８．７５４，Ｐ＜
０．０５）；糖尿病模型组的视网膜组织中 ＧＳＨ含量明
显低于正常对照组（ｔ＝６．７２１，Ｐ＜０．０５），丝胶治
疗组视网膜 ＧＳＨ含量显著高于糖尿病模型组（ｔ＝
４．３９８，Ｐ＜００５）。
２．２　各组大鼠视网膜组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＦκＢ
和 ＴＮＦα的蛋白表达　各组大鼠视网膜组织中
Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＦκＢ和 ＴＮＦα的蛋白表达比较见表
２，由表２可见：各指标三组整体比较差异均有统计
学意义（均为 Ｐ＜０．０１）。与正常对照组相比，糖尿
病模型组大鼠视网膜组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＦκＢ、
ＴＮＦα蛋白表达均明显增高，差异均有统计学意义
（ｔ＝６．３５６、７．０７３、１０．５６８、１３．２１４，均为 Ｐ＜
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００５）；与糖尿病模型组大鼠比较，丝胶治疗组大鼠
视网膜组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白表达明显增高（ｔ＝
５８９３、５９９０，均为 Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢ、ＴＮＦα蛋白
表达明显降低，差异均有统计学意义（ｔ＝４．８５２、
３９０８，均为 Ｐ＜００５；图１）。
２．３　视网膜 ＨＥ染色结果　正常对照组大鼠视网
膜分层清晰，细胞形态规则、排列整齐；糖尿病模型

组大鼠视网膜分层欠清晰、细胞排列紊乱，视网膜

表１　各组大鼠视网膜中ＭＤＡ和ＧＳＨ含量比较
（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＤＡ／ｍｍｏｌ·ｇｐｒｏｔ－１ ＧＳＨ／ｍｇ·ｇｐｒｏｔ－１

正常对照组 ６ ２．８７５±０．２９４ ９１．８５２±５．７１３
糖尿病模型组 ６ ６．８１３±０．４４６ａ ５９．８９０±５．９３２ａ

丝胶治疗组 ６ ４．１４５±０．２８２ｂ ７８．５１８±４．３１７ｂ

Ｆ值 ９９．４７６ ２６．８２４
Ｐ值 ０．０００ ０．００１

注：与正常对照组比较，ａＰ＜０．０５；与糖尿病模型组比较，ｂＰ＜０．０５

内界膜肿胀、粗糙不平，神经节细胞呈空泡样改变，

细胞水肿；丝胶治疗组视网膜分层较清晰，各层细胞

形态较规则、排列轻度紊乱（图２）。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠视网膜组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、
ＮＦκＢ和ＴＮＦα的蛋白表达。１：正常对照组；２：糖尿病模型组；
３：丝胶治疗组

图２　各组大鼠视网膜ＨＥ染色结果（×４００）。Ａ：正常对照组；Ｂ：糖尿病模型组；Ｃ：丝胶治疗组

表２　各组大鼠视网膜组织中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＦκＢ
和ＴＮＦα的蛋白相对表达量比较 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 Ｎｒｆ２ ＨＯ１ ＮＦκＢ ＴＮＦα

正常对照组 ０．１６６±０．０２２ ０．３２６±０．０３１ ０．１６２±０．０１４ ０．３０５±０．０３１

糖尿病模型组 ０．３５１±０．０４４ａ ０．５８５±０．０５４ａ ０．３３４±０．０２４ａ ０．９９４±０．０８４ａ

丝胶治疗组 ０．５９１±０．０５４ｂ ０．９５４±０．０９１ｂ ０．２３２±０．０２７ｂ ０．７６１±０．０５８ｂ

Ｆ值 ７４．２５５ ７２．２２９ ４４．０１７ ９５．００４

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

注：与正常对照组比较，ａＰ＜０．０５；与糖尿病模型组比较，ｂＰ＜０．０５

３　讨论

近年的研究表明，氧化应激参与了 ＤＲ的发生
与发展［５６］。糖尿病时机体处于高血糖环境，视网膜

缺血、缺氧可使非酶抗氧化物水平下降导致活性氧

自由基增加，发生氧化应激反应，进而细胞膜的完整

性遭到破坏，导致视网膜神经节细胞凋亡、光感受器

损伤，微血管内皮细胞、周细胞凋亡及血视网膜屏
障破坏［２，７］，从而促进ＤＲ发生发展。ＭＤＡ是细胞内
脂质过氧化作用的产物，其含量高低可代表脂质氧

化损伤的程度，是间接反映组织细胞氧化应激水平

的重要指标；ＧＳＨ属于内源性抗氧化剂，是衡量人体
抗氧化能力的重要标志［８９］。Ｎｒｆ２／抗氧化反应元件
（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）信号通路是内
源性抗氧化应激的关键通路，在生理状态下，Ｎｒｆ２定
位于细胞质中，氧化应激状态下受到活性氧自由基

的攻击后Ｎｒｆ２与其抑制蛋白果蝇肌动蛋白结合蛋白
Ｋｅｌｃｈ（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ｋｅａｐ１）解
离，转位进入细胞核，与 ＤＮＡ上抗氧化反应元件
ＡＲＥ结合，诱导下游抗氧化蛋白 ＨＯ１表达上调，提
高细胞抗氧化应激能力［１０１２］。氧化应激可促进 ＤＲ
慢性炎症的发生，这种低度慢性炎症又称为“微炎

症”，被认为是糖尿病视网膜微血管损伤的重要因

素［１３１４］。ＮＦκＢ是一种重要的核转录因子，能调控
多种炎症因子的表达［１５１６］。高血糖状态下，视网膜

细胞中的ＮＦκＢ通过上游的氧化应激被激活表达，
此时 ＮＦκＢ成为 ＤＲ微炎症过程中重要的中介因
子，它可高效诱导其下游重要的炎性因子 ＴＮＦα的
过度表达［１７１８］。ＴＮＦα作用于视网膜微血管，诱导
细胞间黏附分子表达增加，促使白细胞募集、滞留并
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黏附于血管内皮细胞，导致血管闭塞，血流灌注量降

低，毛细血管的通透性增加，破坏血视网膜屏障，促
进ＤＲ进展［１９］。

本研究成功建立糖尿病大鼠模型，发现糖尿病

模型组大鼠视网膜的形态结构发生了明显的病理变

化，细胞排列紊乱，视网膜内界膜肿胀、不平，神经节

细胞呈空泡样改变，细胞水肿，并发现与正常对照组

相比，糖尿病模型组大鼠视网膜组织中ＭＤＡ的含量
升高、ＧＳＨ含量降低，ＮＦκＢ和ＴＮＦα表达水平明显
升高。这表明糖尿病高血糖状态时，机体的氧化和

抗氧化能力失衡，视网膜发生了氧化应激损伤，进而

激活炎症中介因子 ＮＦκＢ，诱导炎性因子 ＴＮＦα过
度表达，导致血视网膜屏障的破坏，促进了视网膜
的炎性损伤。本研究还发现，糖尿病模型组大鼠视

网膜中 Ｎｒｆ２、ＨＯ１表达较正常对照组升高，表明糖
尿病状态下抗氧化Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路活化，细胞抗
氧化应激能力增强。

丝胶是天然的高分子水溶性蛋白，被覆于丝素

上，将蚕丝蛋白纤维胶合在一起，构成蚕茧外围成

分，主要由丝氨酸、甘氨酸和天冬氨酸等１８种氨基
酸组成，具有抗氧化、抗衰老等功效［２０］。本研究发

现，与糖尿病模型组相比，丝胶治疗组大鼠视网膜组

织中ＭＤＡ的含量明显降低，ＧＳＨ含量明显升高，ＮＦ
κＢ、ＴＮＦα蛋白表达水平均明显降低，而 Ｎｒｆ２、ＨＯ１
蛋白表达水平明显升高，视网膜的形态结构出现明

显改善。这表明丝胶可使 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ抗氧化通路持
续活化并上调ＨＯ１表达，拮抗糖尿病时视网膜的氧
化应激损伤，进一步抑制 ＮＦκＢ、ＴＮＦα表达，减轻
视网膜炎性介质的损伤，从而延缓ＤＲ发展。

综上所述，丝胶可改善糖尿病时视网膜的氧化

应激和炎症介质的损伤，这为 ＤＲ的治疗提供了新
方向。但因 ＤＲ发病机制复杂，故丝胶对 ＤＲ抗氧
化、抗炎作用的深层机制尚需进一步探索。
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