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【摘要】　目的　探讨褪黑素对糖尿病视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞的影响及其对视网膜神经节细胞
的保护作用。方法　ＳＤ大鼠５４只随机分为对照组、糖尿病组和褪黑素治疗组，糖尿病组
和褪黑素治疗组制造糖尿病模型。造模后，对照组和糖尿病组大鼠腹腔注射体积分数

１０％乙醇溶液，褪黑素治疗组大鼠腹腔注射褪黑素溶液（１０ｍｇ·ｋｇ－１）。３个月后，试剂盒
检测视网膜中丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和还原型谷胱甘肽（ｒｅｄｕｃｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，
ＧＳＨ）的含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜中神经胶质酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ）及谷氨酰胺合成酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）的表达变化，免疫组织化学染色观察
ＧＦＡＰ阳性染色的空间分布并进行定量分析，高效液相色谱检测视网膜中谷氨酸含量变
化，ＨＥ染色计数视网膜神经节细胞密度。结果　对照组及褪黑素治疗组ＧＦＡＰ免疫阳性
染色主要局限于视网膜神经纤维层，而糖尿病组ＧＦＡＰ阳性染色几乎贯穿视网膜全层。与
对照组相比，糖尿病组视网膜ＭＤＡ含量增加而ＧＳＨ含量减少，ＧＦＡＰ表达增加而ＧＳ表达
减少，谷氨酸含量增加，视网膜神经节细胞密度明显下降（均为 Ｐ＜０．０１）。褪黑素治疗组
与对照组各指标相比差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。结论　褪黑素能抑制糖尿病
视网膜的氧化应激反应，恢复视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞功能酶 ＧＳ的含量，减少视网膜内谷氨酸
堆积，保护视网膜神经节细胞。

【关键词】　褪黑素；糖尿病视网膜病变；Ｍüｌｌｅｒ细胞；谷氨酸；视网膜神经节细胞
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
糖尿病严重的并发症之一，是成年人失明的主要原

因［１２］。ＤＲ发病机制复杂，涉及血管、炎症和神经等
多种因素。Ｍüｌｌｅｒ细胞是视网膜中数量最多的胶质
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细胞，对于维持视网膜微环境稳态和正常生理功能

具有重要作用。糖尿病时视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞氧化应
激反应明显，参与并促进了 ＤＲ的发展［３］。褪黑素

具有强大的抗氧化应激作用，本研究拟观察褪黑素

对糖尿病视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞的影响，以了解其在ＤＲ
防治中的作用。期望本研究能进一步揭示 ＤＲ的发
病机制，为ＤＲ的临床治疗提供新思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂　６月龄清洁级 ＳＤ大鼠
５４只，雌雄不限，体质量２００～２３０ｇ，由锦州医科大
学实验动物中心提供。褪黑素、链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏ
ｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）、谷氨酸标准品（Ｓｉｇｍａ公司，美国），丙
二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、还原型谷胱甘肽（ｒｅ
ｄｕｃｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）及免疫组织化学试剂盒（上
海碧云天生物技术有限公司），神经胶质酸性蛋白

（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）及谷氨酰胺合成
酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）抗体（Ａｂｃａｍ公司，美
国），化学发光试剂盒（上海硕嘉生物科技有限公

司）。

１．２　动物模型的制备及分组处理　参照文献［４］配

制溶液，首先以无水乙醇配制１０ｇ·Ｌ－１的褪黑素溶
液，待褪黑素充分溶解后，加入生理盐水１０倍稀释，
使褪黑素终浓度为 １ｇ·Ｌ－１。制备 ｐＨ４．５、浓度
０１ｍｏｌ·Ｌ－１的柠檬酸缓冲液，用于配制２ｇ·Ｌ－１的
ＳＴＺ溶液。使用随机数字表法将实验动物分为对照
组、糖尿病组和褪黑素治疗组，每组１８只，其中糖尿
病组和褪黑素治疗组大鼠建立糖尿病模型，具体方

法为：大鼠按６０ｍｇ·ｋｇ－１的剂量腹腔注射 ＳＴＺ溶
液，４８ｈ后测尾静脉血糖，将血糖浓度大于 １６．７
ｍｍｏｌ·Ｌ－１作为糖尿病模型建立成功的标准。糖尿
病模型建立成功后，褪黑素治疗组腹腔注射褪黑素

溶液（１０ｍｇ·ｋｇ－１），对照组和糖尿病组均注射生理
盐水稀释的体积分数１０％乙醇溶液。给药后自由饮
食，３个月后进行以下各指标检测。
１．３　大鼠视网膜 ＭＤＡ与 ＧＳＨ含量检测　每组随
机选取６只大鼠乌拉坦麻醉后断颈处死，取双侧眼
球，移除眼前节和玻璃体，用移液器吸除眼杯内残余

液体。解剖显微镜下分离视网膜，以生理盐水制备５
ｇ·Ｌ－１组织匀浆，离心取上清，根据试剂盒提供的操
作流程和公式测算ＭＤＡ和ＧＳＨ的含量。
１．４　大鼠视网膜 ＧＦＡＰ免疫组织化学染色　每组
随机选取６只大鼠乌拉坦麻醉后断颈处死，取双侧
眼球，以４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定２ｈ，３００ｇ·Ｌ－１蔗
糖溶液中过夜脱水。冰冻切片机沿眼球矢状轴切

片，制备厚１５μｍ视网膜冰冻切片。再依次经 Ｈ２Ｏ２
孵育，正常山羊血清封闭后加入 １３０００稀释的
ＧＦＡＰ一抗，４℃冰箱中孵育２４ｈ，ＰＢＳ漂洗后再用
Ａ５９４标记的１５００稀释的二抗室温下孵育４ｈ，封
片，荧光显微镜下拍照，利用 ＩｍａｇｅＪ软件检测各组

吸光度值（Ａ值）。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜ＧＦＡＰ和ＧＳ的表达
　每组随机选取３只大鼠乌拉坦麻醉后断颈处死，
摘除眼球，解剖显微镜下剥离视网膜，加入蛋白裂解

液制备视网膜组织匀浆，低温离心收集上清液蛋白，

水浴使蛋白变性后电泳，转膜，脱脂牛奶４℃封闭过
夜，分别以 ＧＦＡＰ、ＧＳ及 βａｃｔｉｎ一抗室温下孵育
２ｈ，再以辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育１ｈ，
试剂盒显影，凝胶成像系统扫描分析目的条带光密

度值。

１．６　高效液相色谱检测视网膜谷氨酸含量　制备
乙腈醋酸缓冲液乙二胺四乙酸二钠（体积比为
２５９７５０．２５）的流动相 Ａ，再制备流动相 Ｂ，即 Ａ
相水乙腈（体积比为 ３０３２３８），梯度洗脱，进
样。取１００μＬ前述实验步骤１．３制备的视网膜组
织匀浆，与６００μＬ无水乙醇充分混匀，离心收集上
清，水浴蒸干，以衍生剂复溶，进样，在２５４ｎｍ下检
测，并利用软件ｓｙｓｔｅｍＧｏｌｄ分析校正并通过外标法
计算视网膜谷氨酸浓度。

１．７　视网膜切片 ＨＥ染色　每组取剩余的３只大
鼠处死，取视网膜组织制备视网膜切片，将切片贴于

载玻片上，苏木精浸染２ｍｉｎ，分化液中浸泡３０ｓ，伊
红染色９０ｓ，酒精梯度脱水，二甲苯透明，封片，观察
并计数视网膜神经节细胞。

１．８　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件，所
有数值以均数 ±标准差表示，统计分析采用单因素
方差分析，ＬＳＤ检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　视网膜 ＭＤＡ及 ＧＳＨ含量变化　与对照组相
比，糖尿病组视网膜ＭＤＡ含量增加，ＧＳＨ含量减少，
差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１），而褪黑素治
疗组与对照组相比ＭＤＡ、ＧＳＨ含量差异均无统计学
意义（均为Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　视网膜ＭＤＡ、ＧＳＨ含量及ＧＦＡＰ、ＧＳ表达变
化 （珋ｘ±ｓ）
组别 ＧＳＨ／ｍｇ·ｇ－１ ＭＤＡ／μｍｏｌ·ｇ－１ ＧＦＡＰ（／βａｃｔｉｎ） ＧＳ（／βａｃｔｉｎ）
对照组 ９５．３±７．５ ０．２３±０．０５ １９．２±３．８ ５５．７±５．１
糖尿病组 ７３．１±６．１ ０．４２±０．１０ ５１．６±６．８ ３２．６±３．８

褪黑素治疗组 ９２．６±８．５ ０．２７±０．０８ ２２．２±６．３ ５４．１±５．５

注：与对照组相比，Ｐ＜０．０１

２．２　视网膜 ＧＦＡＰ免疫组织化学染色结果　免疫
组织化学染色结果显示，对照组与褪黑素治疗组

ＧＦＡＰ阳性染色主要局限于视网膜神经纤维层，而糖
尿病组ＧＦＡＰ阳性染色几乎贯穿视网膜全层（图１）。
将对照组 Ａ值设定为（１００．０±０．０）％，定量分析显
示，糖尿病组及褪黑素治疗组 Ａ值分别为（３５６．６±
２２８）％和（１１０．３±９．６）％。与对照组相比，糖尿病
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组Ａ值增高（Ｐ＜００１），褪黑素治疗组 Ａ值变化不
明显（Ｐ＞００５）。

图１　各组视网膜 ＧＦＡＰ免疫组织化学染色（×４００）。Ａ：对照
组；Ｂ：糖尿病组；Ｃ：褪黑素治疗组

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜ＧＦＡＰ和ＧＳ表达变
化　与对照组相比，糖尿病组视网膜 ＧＦＡＰ表达增
加，ＧＳ表达显著减少，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０１）；褪黑素治疗组与对照组相比差异均无统
计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。见表１，图２。
２．４　视网膜谷氨酸含量　对照组、糖尿病组及褪黑
素治疗组视网膜谷氨酸含量分别为（３４．８±５．７）
μｍｏｌ·ｇ－１、（４４．３±５．２）μｍｏｌ·ｇ－１、（３５．６±６．１）
μｍｏｌ·ｇ－１。与对照组相比，糖尿病组视网膜谷氨酸

含量明显增高（Ｐ＜０．０１）；而褪黑素治疗组与对照组
相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．５　视网膜神经节细胞计数　各组ＨＥ染色结果见
图３。对照组、糖尿病组及褪黑素治疗组视网膜神经
节细胞密度分别为（１３１９±３５１）个·ｍｍ－２、（８８６±
１９８）个·ｍｍ－２、（１１２６±３４８）个·ｍｍ－２。对照组及
褪黑素治疗组视网膜神经节细胞排列规则，密度均

匀。与对照组相比，糖尿病组视网膜神经节细胞数

量减少，密度下降（Ｐ＜００１）；而褪黑素治疗组与对
照组相比视网膜神经节细胞密度差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组视网膜ＧＦＡＰ和ＧＳ表达变化。Ａ：
对照组；Ｂ：糖尿病组；Ｃ：褪黑素治疗组

图３　各组视网膜ＨＥ染色（箭头示视网膜神经节细胞，×２００）。Ａ：对照组；Ｂ：糖尿病组；Ｃ：褪黑素治疗组

３　讨论

视网膜微血管病变是临床诊治 ＤＲ的主要参考
依据，但ＤＲ病理变化不仅局限于微血管病变，还伴
有视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞活化、视网膜神经节细胞凋亡、
光感受器异常等变化［５］。

糖尿病易导致氧化应激［４，６］。ＧＳＨ具有抗氧化
应激能力，而ＭＤＡ是氧化应激反应的重要产物。本
研究发现，糖尿病大鼠视网膜 ＧＳＨ含量减少，ＭＤＡ
含量增加，这表明糖尿病３个月时的视网膜抗氧化
应激能力下降，氧化应激产物堆积，发生了氧化应激

反应。糖尿病大鼠给予褪黑素后，视网膜 ＧＳＨ含量
提高，ＭＤＡ含量下降，这表明褪黑素能减轻糖尿病
视网膜的氧化应激反应。

氧化应激是视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞结构和功能受损

的重要原因之一［７８］。Ｍüｌｌｅｒ细胞占视网膜胶质细
胞的９０％以上，几乎贯穿视网膜全层，在维持细胞外
环境稳态、维持血视网膜屏障完整性中发挥重要作
用［９１１］。ＧＦＡＰ是胶质细胞特有的标志性蛋白，但生
理状态下Ｍüｌｌｅｒ细胞几乎不表达ＧＦＡＰ，病理状态下
Ｍüｌｌｅｒ细胞活化，可见ＧＦＡＰ表达［１１１２］。本研究观察

到，对照组与褪黑素治疗组仅视网膜神经纤维层有

少量ＧＦＡＰ蛋白表达，但糖尿病组ＧＦＡＰ表达明显增
加，几乎视网膜全层均可见 ＧＦＡＰ表达，其范围与
Ｍüｌｌｅｒ细胞空间分布相吻合。这提示褪黑素抑制了
糖尿病视网膜的氧化应激反应，减轻了 Ｍüｌｌｅｒ细胞
的损伤。

Ｍüｌｌｅｒ细胞是视网膜中唯一能合成 ＧＳ的细胞，
能利用ＧＳ将谷氨酸转化为谷氨酰胺［１３１４］。谷氨酸

是一种重要的神经递质，但过多的谷氨酸堆积能产
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生细胞毒性，诱导神经元凋亡［１５１６］。本研究结果显

示，糖尿病大鼠 Ｍüｌｌｅｒ细胞 ＧＳ表达减少，谷氨酸含
量增加，视网膜神经节细胞密度降低，可能与 Ｍüｌｌｅｒ
细胞清除谷氨酸能力下降，导致谷氨酸堆积，对视网

膜神经节细胞产生了毒性作用有关。褪黑素治疗组

ＧＳ表达增加，可能通过促进谷氨酸转化，降低谷氨
酸含量，减轻细胞毒性的机制保护了视网膜神经节

细胞，恢复了视网膜神经节细胞密度。视网膜神经

节细胞的轴突形成视神经，是传导视觉冲动的主要

细胞。因此，我们推测褪黑素在 ＤＲ防治中有一定
作用。

本研究探讨了褪黑素对糖尿病大鼠视网膜氧化

应激的抑制作用，进而恢复Ｍüｌｌｅｒ细胞的功能，增强
Ｍüｌｌｅｒ细胞清除谷氨酸的能力，保护并恢复了视网
膜神经节细胞密度。该结果进一步揭示了 ＤＲ的发
病机制，为褪黑素在 ＤＲ防治中的应用提供了参考
依据。
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