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【摘要】　目的　探讨垂体腺苷酸环化酶激活肽３８（ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ
３８，ＰＡＣＡＰ３８）在糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）过程中的视网膜保护是否由瞬时受
体电位通道６（ＴＲＰＣ６）介导。方法　将３０只 ＳＤ大鼠随机分为空白对照组和 ＳＴＺ组，每组１５
只。经单次腹腔注射链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱发大鼠糖尿病动物模型。根据不同的干
预方式，在注射ＳＴＺ２周后，一次性向大鼠一眼玻璃体内注射１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＡＣＡＰ３８（ＳＴＺ＋
ＰＡＣＡＰ３８组），另一眼注射等量的ＰＢＳ作为对照（ＳＴＺ对照组）。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组织化
学分析视网膜组织中瞬时受体电位离子通道蛋白６（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｃｈａｎｎｅｌ６，ＴＲＰＣ６）
的表达情况。利用光学相干断层扫描检测各组大鼠的视网膜厚度。将视网膜神经节细胞系

ＲＧＣ５细胞暴露于高血糖和低氧环境，分别给予 ＰＡＣＡＰ３８、ＴＲＰＣ６通道激动剂（ＯＡＧ）、ＰＡＣ１受
体拮抗剂（ＰＡＣＡＰ６３８）、ＴＲＰＣ６通道阻滞剂（ＳＫＦ９６３６５）处理，对照组用完全培养基常规培养，采
用ＭＴＴ法分析不同药物处理对ＲＧＣ５细胞活力的影响。结果　与空白对照组大鼠视网膜厚度
相比较，ＳＴＺ对照组视网膜厚度显著增加（Ｐ＜０．０５），ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组大鼠视网膜厚度较 ＳＴＺ
对照组明显减少（Ｐ＜０．０５）。免疫组织化学结果显示：与空白对照组相比较，ＳＴＺ对照组及
ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组大鼠神经节细胞层、内丛状层、内核层和外丛状层中均检测到了 ＴＲＰＣ６免疫
阳性信号，且ＳＴＺ对照组ＴＲＰＣ６免疫阳性表达显著高于ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析显示，ＳＴＺ组大鼠视网膜ＴＲＰＣ６蛋白表达显著高于ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组（Ｐ＜０．０１）。与ＨＧ＋
ＤＦＯ＋ＯＡＧ组相比，ＰＡＣＡＰ３８与 ＯＡＧ联合处理可显著提高 ＲＧＣ５细胞活力（均为 Ｐ＜０．０１）。
结论　ＰＡＣＡＰ３８可抑制ＳＴＺ诱导的ＤＲ大鼠视网膜增厚，提高体外暴露于高血糖／低氧环境中
ＲＧＣ５细胞活力，其可能机制是通过调控ＴＲＰＣ６过表达有效逆转了糖尿病大鼠视网膜病变。
【关键词】　垂体腺苷酸环化酶激活肽３８；瞬时受体电位通道６；糖尿病视网膜病变；视网膜神经
节细胞；大鼠模型

【中图分类号】　Ｒ７７４

　　糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是糖尿病中最常见的
微血管并发症之一，也是导致患者视力丧失的主要

原因［１］，迄今为止，ＤＲ的发病机制尚未完全阐明。
近年来有研究发现，垂体腺苷酸环化酶激活肽３８
（ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ３８，
ＰＡＣＡＰ３８）作为一种具有潜在价值的新型神经肽，
对 ＤＲ期间发生的一些病理生理变化具有保护作
用［２３］。ＰＡＣＡＰ３８可改善谷氨酸诱导的神经毒性
形态，抵消了由于近紫外线 ＵＶＡ辐射损伤引起的
感光细胞退化，以及在高血糖早期通过调节炎性／
低氧性事件保护血视网膜屏障［４５］。有研究报道，

瞬时受体电位通道 ６（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｃｈａｎｎｅｌ６，ＴＲＰＣ６）的过表达在 ＤＲ发病过程中对大
鼠视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，ＲＧＣ）具
有损伤作用［６］。在哺乳动物 ＴＲＰ超家族中，经典
受体 ＴＲＰＣ６在多种生物中表达，并表现出多种生
理功能［７］。研究发现，ＴＲＰＣ６－／－小鼠免受高血
糖诱发的血管退化，并对 ＳＴＺ诱导的视网膜层具有
保护作用［７］。最新研究发现，一些肽的生物活性是

通过瞬时受体电位（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ，

ＴＲＰ）介导实现的，如神经元的抗凋亡作用、促进肺
癌细胞增殖、角膜上皮和内皮的伤口愈合［８９］。但

有关 ＰＡＣＡＰ３８与 ＴＲＰＣ６保护 ＤＲ的关系目前尚不
清楚。因此，本研究通过建立大鼠 ＤＲ模型以及体
外视神经 ＲＧＣ５细胞模型，初步探讨 ＰＡＣＡＰ３８在
ＤＲ过程中的视网膜保护作用是否由 ＴＲＰＣ６介导
实现的。

１　材料与方法　

１．１　材料　链脲佐菌素（ＳＴＺ）、ＰＡＣＡＰ３８（美国Ｓｉｇ
ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），ＭｉｃｒｏｎⅣ视网膜影像系统（美国
ＰｈｏｅｎｉｘＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂ），ＧｅｎＴｅａｌ凝胶（美国 Ｎｏｖａｒｔｉｓ
公司），光学显微镜（德国ＺｅｉｓｓＡｘｉｏｐｌａｎ公司），ＲＩＰＡ
裂解液（瑞士 ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司），ＢＣＡ蛋白质
检测试剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司），山羊抗ＴＲＰＣ６、鼠抗
βａｃｔｉｎ一抗、辣根过氧化物酶标记的二抗 ＩｇＧ（美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），ＭＴＴ试剂盒与超敏
ＥＣＬ试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），胎牛
血清ＦＢＳ（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培
养基（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）等。
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１．２　方法　
１．２．１　动物饲养　６～８周龄 ＳＰＦ级健康雄性 ＳＤ
大鼠３０只，体质量１００～１２０ｇ，购自上海 ＳＩＰＰＲ／ＢＫ
实验动物有限公司（动物合格证编号：ＳＣＸＫ２００８
００１６）。将其饲养于温度为２５～２８℃、相对湿度为
７０％～８５％、明／暗周期为１２ｈ的标准化动物实验
室，自由进食与饮水。

１．２．２　动物模型的构建及分组　将ＳＤ大鼠分为空
白对照组及ＤＲ模型组（ＳＴＺ组），每组１５只。大鼠
糖尿病模型是通过单次腹腔注射 ＳＴＺ构建的。具体
操作：注射ＳＴＺ前大鼠禁食１２ｈ，取适量ＳＴＺ溶于柠
檬酸钠缓冲液（ｐＨ４．５），按照６０ｍｇ·ｋｇ－１体质量对
大鼠进行一次性腹腔注射。对照组大鼠注射相同体

积的柠檬酸钠缓冲液。药物注射４８ｈ后检测大鼠血
糖，其血糖浓度超过１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１、尿量及饮水明
显增多即视为建模成功。ＳＴＺ组根据不同的干预措
施，再进行分组。注射ＳＴＺ后２周，一次性向大鼠一
眼玻璃体内注射含１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＡＣＡＰ３８ＰＢＳ溶
液４μＬ，为ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组；另一眼以同样的方法
注射相同体积的 ＰＢＳ作为对照，为 ＳＴＺ对照组。注
射ＰＡＣＡＰ３８６周后，腹腔注射致死量的戊巴比妥钠
使各组大鼠安乐死，立即收集大鼠视网膜组织，一部

分置于冰冻缓冲液中匀浆，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，
另一部分置于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛中固定，用于后续
免疫组织化学分析。

１．２．３　光学相干断层扫描　应用 ＭｉｃｒｏｎⅣ视网膜
影像系统分别在注射前及 ＰＡＣＡＰ３８注射后３周、６
周对各组大鼠进行光学相干断层扫描（ＯＣＴ）以确定
大鼠视网膜厚度。具体操作：将大鼠麻醉，用１０ｇ·
Ｌ－１托品酰胺滴眼散大瞳孔。用ＧｅｎＴｅａｌ凝胶润滑角
膜，并将 Ｍｉｃｒｏｎ目镜置于凝胶与眼睛直接接触的位
置。使用全扫描设置以平均１０帧·ｓ－１扫描速度捕
获ＯＣＴ图像。每只眼睛在相对于视神经上、下和鼻、
颞方向各拍摄３张图像。
１．２．４　免疫组织化学分析　取固定于４０ｇ·Ｌ－１多
聚甲醛的视网膜组织，用石蜡包埋，常规切片（厚３
μｍ），脱蜡、水化，并将切片置于体积分数 ０．３％
Ｈ２Ｏ２／甲醇溶液中孵育３０ｍｉｎ以淬灭内源性过氧化
物酶活性，随后用 ＰＢＳ漂洗２０ｍｉｎ。将切片用 ＰＢＳ
中的体积分数１％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）处理１ｈ以
减少非特异性染色，４℃下与山羊抗 ＴＲＰＣ６孵育过
夜（１１００）。ＰＢＳ漂洗后将切片于室温下辣根过氧
化物酶标记的二抗（１１０００）孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗
后与二氨基联苯胺孵育５ｍｉｎ，苏木精复染。取染色
的部分切片进行脱水、透化，最后用中性树脂封片，

于光学显微镜下观察。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠视网膜组织中
ＴＲＰＣ６的表达　收集各组大鼠视网膜组织，取适量
置于含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液中冰浴进行裂
解，低温离心收集上清液。采用 ＢＣＡ蛋白质检测试

剂盒测定各组大鼠视网膜组织中蛋白质浓度。调整

各组蛋白样本３５μｇ进行上样，采用１００ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离胶进行电泳，随后采用湿法转膜将蛋白质
转移于 ＰＶＤＦ膜。将膜用５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶在室
温下封闭２ｈ，随后将 ＰＶＤＦ膜分别置于含山羊抗
ＴＲＰＣ６（１８００）和兔抗 βａｃｔｉｎ（１１０００）一抗稀释
液中４℃下孵育过夜。第２天用ＴＢＳＴ漂洗３次，每
次１０ｍｉｎ，室温下用辣根过氧化物酶标记的二抗稀
释液中（１５０００）孵育１ｈ。ＴＢＳＴ漂洗同前。采用
超敏ＥＣＬ试剂盒（上海碧云天生物公司）显影曝光，
采用自动图像分析系统对蛋白质条带进行扫描和光

密度分析，以 βａｃｔｉｎ作为内参，进行统计分析。实
验独立重复３次。
１．３　ＲＧＣ５细胞培养　人 ＲＧＣ５细胞购自美国
ＡＴＣＣ公司，将其置于含有体积分数１０％胎牛血清、
１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青霉素和１００×１０３Ｕ·Ｌ－１链霉素
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基中，置于３７℃、含体积分
数５％ＣＯ２培养箱中培养。每１～２ｄ换液１次，每周
按照１２的比例传代培养１次，取传至３代对数生
长期的细胞用于后续实验。

１．３．１　ＲＧＣ５细胞分组及处理　取对数生长期的
ＲＧＣ５细胞，用胰蛋白酶消化后，调整细胞密度为
５００×１０３个·ｍＬ－１接种于 ＨＴＳＴｒａｎｓｗｅｌｌ渗透板上
培养７ｄ，隔天换液。随后，将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ渗透板中一
半的细胞用含５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ葡萄糖 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
完全培养基继续培养７ｄ，作为对照（ＮＧ）组；另一半
细胞用含２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ葡萄糖 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
液继续培养７ｄ，作为高葡萄糖（ＨＧ）组。

收集部分 ＨＧ组细胞，调整细胞浓度为 ５０００
个·ｍＬ－１接种于９６孔板中，用含２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄ
葡萄糖ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液培养过夜。第２天弃去原
有培养基，用单独含１００μｍｏｌ·Ｌ－１低氧模拟剂去铁
胺（ｄｅｓｆｅｒｒｉｏｘａｍｉｎｅ，ＤＦＯ）或分别联合含１００ｎｍｏｌ·
Ｌ－１ＰＡＣＡＰ３８、１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＲＰＣ６通道激动剂
（ＯＡＧ）、１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＰＡＣ１受体拮抗剂（ＰＡＣＡＰ６
３８）、２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＴＲＰＣ６通道阻滞剂（ＳＫＦ９６３６５）
的高糖ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液培养２４ｈ。ＮＧ组细胞以
相同的密度接种于９６孔板中，用含５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｄ葡萄糖ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养基于３７℃、含体积分
数５％ＣＯ２培养箱中继续培养。实验结束后，用ＭＴＴ
法检测各组细胞的活性。

１．３．２　ＭＴＴ法检测各组 ＲＧＣ５细胞的活力　每
孔按照２０μＬＭＴＴ溶液（０．５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶于ＰＢＳ）
加入９６孔板中，于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养
箱中孵育４ｈ。将９６孔板低速离心后，弃去原培养
基，加入１５０μＬ二甲基亚砜室温下孵育１０ｍｉｎ。采
用ＦＬ６００酶标仪于５７０ｎｍ波长处检测各组的吸光
度（Ａ）值，每组５个复孔，实验独立重复３次。细胞
活力＝Ａ实验组／Ａ对照组 ×１００％。
１．４　统计学方法　数据采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件
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进行分析。计量数据采用均数 ±标准差表示，组间
比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）进行检验。检
验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　各组大鼠体质量和血糖变化　与空白对照组
大鼠相比，ＳＴＺ组大鼠注射 ＳＴＺ后 ２周以及注射
ＰＡＣＡＰ３８１周后、３周后、６周后体质量均显著降低
（均为Ｐ＜０．０５），且血糖水平均明显升高（均为 Ｐ＜
０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠体质量和血糖浓度变化 （ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
组别 时间 体质量／ｇ 血糖浓度／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

空白对照组 造模前 １３９．３８±１２．０５ ４．４５±０．５４

注射ＳＴＺ１周后 １５３．８２±１４．０７ ４．４６±０．５０
注射ＳＴＺ２周后 １７８．６０±１５．２５ ４．４０±０．５２

注射 ＰＡＣＡＰ３８１周后 ２０４．８３±１９．４６ ４．４４±０．５２
注射 ＰＡＣＡＰ３８３周后 ２５８．７７±２１．０３ ４．４７±０．５５

注射 ＰＡＣＡＰ３８６周后 ３３５．３３±２６．０５ ４．４８±０．５３
ＳＴＺ组 造模前 １４１．８１±１３．４２ ４．４８±０．５２

注射ＳＴＺ１周后 １５２．２２±１０．８７ １９．０７±１．４６

注射ＳＴＺ２周后 １５９．７４±１１．２１ ２４．３６±１．４８

注射 ＰＡＣＡＰ３８１周后 １７２．３１±１２．４６ ２４．８５±１．５２

注射 ＰＡＣＡＰ３８３周后 １９３．１３±１４．５７ ２５．０１±１．６４

注射 ＰＡＣＡＰ３８６周后 ２０９．４２±１５．１３ ２５．５８±１．６１

注：与同时间点空白对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．２　ＰＡＣＡＰ３８对 ＤＲ大鼠视网膜厚度的影响　
ＯＣＴ扫描结果显示：造模前各组大鼠视网膜厚度相
似。注射 ＰＡＣＡＰ３８３周后，ＳＴＺ对照组和 ＳＴＺ＋
ＰＡＣＡＰ３８组的视网膜厚度显著高于空白对照组
（Ｐ＜０．０５），且 ＳＴＺ对照组的视网膜厚度显著高于

ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组（Ｐ＜０．０５）。玻璃体内注射 ＰＡＣ
ＡＰ３８６周后，ＳＴＺ对照组的视网膜厚度显著高于空
白对照组（Ｐ＜０．０５），而 ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组视网膜
厚度较空白对照组略高，其差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。见表２。

表２　ＰＡＣＡＰ３８对ＤＲ大鼠视网膜厚度的影响

组别
视网膜厚度／μｍ

实验前 注射 ＰＡＣＡＰ３８３周后 注射 ＰＡＣＡＰ３８６周后

空白对照组 ７７．３６±３．８２ ７８．１５±３．２４ ７８．０６±３．４９
ＳＴＺ对照组 ７８．１１±３．１９ ８７．１７±３．９１ ８８．７５±２．８６

ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组 ７７．８４±３．１２ ８２．３４±３．５６＃ ７９．１６±２．９１＃＃

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１；与 ＳＴＺ对照组相
比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

２．３　ＰＡＣＡＰ３８对 ＤＲ大鼠视网膜组织中 ＴＲＰＣ６
表达的影响　免疫组织化学检测结果显示：空白对
照组大鼠视网膜组织中发现较弱 ＴＲＰＣ６的阳性表
达（呈黄褐色斑点，图１Ａ）。与空白对照组相比，ＳＴＺ
对照组大鼠视网膜神经节细胞层（ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｌａｙ
ｅｒ，ＧＣＬ）、内丛状层（ｉｎｎｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＩＰＬ）、内核
层（ｉｎｎｅｒｋｅｒｎｅｌｌａｙｅｒ，ＩＮＬ）和外丛状层（ｏｕｔｅｒｐｌｅｘｉ
ｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＯＰＬ）中均发现 ＴＲＰＣ６阳性表达较显著
（图１Ｂ）；ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组大鼠ＧＣＬ、ＩＰＬ、ＩＮＬ、ＯＰＬ
中ＴＲＰＣ６阳性表达较ＳＴＺ对照组大鼠明显减少（图
１Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与空白对照组相
比，ＳＴＺ对照组和 ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组大鼠视网膜组
织中ＴＲＰＣ６蛋白表达均显著增加（均为 Ｐ＜０．０５），
且ＳＴＺ对照组大鼠视网膜 ＴＲＰＣ６蛋白表达显著高
于ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组（Ｐ＜０．０１）。见图２、表３。

图１　ＰＡＣＡＰ３８对ＤＲ大鼠视网膜组织中 ＴＲＰＣ６表达的影响　Ａ：空白对照组；Ｂ：ＳＴＺ对照组；Ｃ：ＳＴＺ＋ＰＡＣ
ＡＰ３８组

２．４　ＰＡＣＡＰ３８对 ＲＧＣ５细胞活力的影响　ＭＴＴ
检测结果显示：与ＮＧ组相比，ＨＧ＋ＤＦＯ组的细胞活
性显著降低（Ｐ＜０．００１）。与 ＨＧ ＋ＤＦＯ组相比，
ＰＡＣＡＰ３８或ＳＫＦ９６３６５处理可增强 ＨＧ＋ＤＦＯ培养
的细胞活力（均为Ｐ＜０．０１）。与ＨＧ＋ＤＦＯ组相比，
ＰＡＣ１受体拮抗剂（ＰＡＣＡＰ６３８）或 ＴＲＰＣ６通道激动

剂（ＯＡＧ）处理２４ｈ后ＲＧＣ５细胞活力明显降低（均
为Ｐ＜０．０５）。与 ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＯＡＧ组相比，ＨＧ＋
ＤＦＯ＋ＰＡＣＡＰ３８＋ＯＡＧ组ＲＧＣ５细胞活力显著增加
（Ｐ＜０．０１）；相反，与ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＳＫＦ９６３６５组相比，
ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＳＫＦ９６３６５＋ＰＡＣＡＰ６３８组细胞活力未
见增加。见表４。
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＡＣＡＰ３８对 ＤＲ大鼠视
网膜组织中ＴＲＰＣ６蛋白表达的影响

表３　ＰＡＣＡＰ３８对 ＤＲ大鼠视网膜组织中 ＴＲＰＣ６
蛋白相对表达的影响

组别 ＴＲＰＣ６蛋白相对表达 Ｆ值 Ｐ值
空白对照组 １．０１±０．０９ ３．７６ －
ＳＴＺ对照组 ３．２４±０．５８ ６．０４ ０．０００
ＳＴＺ＋ＰＡＣＡＰ３８组 １．６２±０．１１＃ ４．６５ ０．００８

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．００１；与ＳＴＺ对照组相比，＃Ｐ＜０．０１

表４　ＰＡＣＡＰ３８对暴露于高血糖／低氧的ＲＧＣ５细
胞活力的影响

组别 ＲＧＣ５细胞活力 Ｆ值 Ｐ值
ＮＧ组 １．０４±０．０８　 ２．０６ －
ＨＧ组 ０．６２±０．２５ ３．１４ ０．０００
ＨＧ＋ＤＦＯ组 ０．３８±０．２２＃ ２．９７ ０．０００
ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＯＡＧ组 ０．２９±０．１７＆＆ ４．０１ ０．００７
ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＰＡＣＡＰ３８组 ０．５７±０．１８＆＆ ４．２３ ０．０００
ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＳＫＦ９６３６５组 ０．５４±０．１４＆＆ ３．７８ ０．００６
ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＰＡＣＡＰ６３８组 ０．３２±０．１５＆ ２．５６ ０．０１４
ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＰＡＣＡＰ３８＋ＳＫＦ９６３６５组 ０．５１±０．１１ ２．３４ ０．０００
ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＰＡＣＡＰ３８＋ＯＡＧ组 ０．３５±０．１６△ ２．６７ ０．００９

注：与ＮＧ组相比，Ｐ＜０．００１；与 ＨＧ组相比，＃Ｐ＜０．００１；与ＨＧ＋
ＤＦＯ组相比，＆Ｐ＜０．０５，＆＆Ｐ＜０．０１；与 ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＯＡＧ组相比，
△Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＳＴＺ大鼠是目前公认的经典ＤＲ模型，可模拟人
体ＤＲ的大致病理变化［１０］。本研究中腹腔一次性注

射ＳＴＺ诱导 ＤＲ大鼠动物模型，与空白对照组相比，
经腹腔注射 ＳＴＺ４８ｈ后，ＳＴＺ大鼠血糖浓度大于
１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１，尿量及饮水明显增多，且随着注射
时间延长，其血糖及较空白对照组显著升高，体质量

较对照组大鼠明显降低（Ｐ＜０．０５）。这提示 ＤＲ动
物模型制作成功，以确保后续实验结果顺利进行。

近年来有研究证实，内源性 ＰＡＣＡＰ的减少导致
Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸引起的神经元损伤增加，但外源
性ＰＡＣＡＰ的加入具有代偿作用。由于 ＰＡＣＡＰ和垂
体腺苷酸环化酶１激活受体（ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙ
ｃｌａｓｅ１ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＡＣ１Ｒ）均在 ＲＧＣｓ中表
达，玻璃体内注射ＰＡＣＡＰ可通过自分泌或旁分泌系
统发挥视网膜神经保护作用［２］。有学者发现，ＰＡＣ

ＡＰ可促使视网膜细胞分裂和诱导神经节细胞分化，
有助于视网膜色素上皮的发展［１１］。此外，还有学者

发现 ＰＡＣＡＰ３８能够调节 ＶＥＧＦ的释放，可在高糖／
低氧双重损伤后恢复外部血视网膜屏障完整性［１２］。

Ｓｅｋｉ等［１３］研究证明，玻璃体内注射１００μｍｏｌ·Ｌ－１

的ＰＡＣＡＰ３８具有良好的神经保护作用。因此，本研
究采用与 Ｓｅｋｉ等［１３］报道相似的干预措施，发现

ＰＡＣＡＰ３８有效逆转了糖尿病大鼠视网膜增厚，且
ＰＡＣＡＰ３８处理可提高暴露于高血糖／低氧环境中
ＲＧＣ５细胞活力。这说明ＰＡＣＡＰ３８对ＤＲ期间发生
的一些病理生理变化具有保护作用。

近年来还有研究表明，ＰＡＣＡＰ的某些生物效应
是通过 ＴＲＰＣ介导的［８９］。自果蝇光转导突变中首

次发现ＴＲＰＣ以来，越来越多的证据表明ＴＲＰＣ在神
经退行性疾病中扮演着重要作用。汪书越［１４］对视

网膜ＴＲＰＣ的某些功能进行了初步研究，结果表明，
ＴＲＰＣ可能介导 ＲＧＣ的基础 Ｃａ２＋流入，激活 ＴＲＰＣ
导致视网膜Ｃａ２＋超载变性。最近有研究发现，抑制
内源性ＴＲＰＣ６可能有助于改善视网膜缺血，发挥神
经保护作用［１５］。ＴＲＰＣ６的活化在视网膜损伤产生
的反应性星形胶质细胞中大量表达，同时触发了表

征反应性胶质增生的其他几种基因的上调或下

调［１６］。本研究免疫组织化学结果发现，ＳＴＺ对照组
大鼠视网膜的 ＧＣＬ、ＩＰＬ、ＩＮＬ和 ＯＰＬ中均发现 ＴＲ
ＰＣ６阳性表达，这与Ｗａｎｇ等［１５］报道结果相一致，表

明代谢异常的糖尿病微环境会触发星形胶质细胞的

活化，从而产生多种促炎症细胞因子，导致 ＴＲＰＣ６
活化［１７］。此外本研究还发现，ＰＡＣＡＰ３８的干预可逆
转由ＳＴＺ诱导ＤＲ大鼠视网膜组织中ＴＲＰＣ６阳性表
达，这提示ＰＡＣＡＰ３８可通过调控ＴＲＰＣ６通路活化保
护ＤＲ损害的视网膜屏障。

为阐明ＰＡＣＡＰ３８与 ＴＲＰＣ６通路之间的关系对
ＤＲ生理病理变化的影响，本研究通过视网膜屏障的
体外细胞模型作初步分析。将ＲＧＣ５细胞暴露于高
糖／低氧环境中，来模拟 ＤＲ的体内微环境。由 ＭＴＴ
检测结果可知：与 ＨＧ组及 ＨＧ＋ＤＦＯ组相比，ＰＡＣ
ＡＰ３８处理可明显提高 ＨＧ＋ＤＦＯ培养的 ＲＧＣ５细
胞活力（Ｐ＜０．０１）；与 ＨＧ＋ＤＦＯ＋ＰＡＣＡＰ３８组相
比，采用ＰＡＣＡＰ３８和ＯＡＧ联合处理暴露于高糖／低
氧环境中 ＲＧＣ５细胞可显著降低细胞活性（Ｐ＜
０．０５）。有研究发现 ＴＲＰＣ６活化涉及多种细胞生理
过程，包括细胞增殖、运动性和黏附性［１８１９］。本研究

结果提示 ＰＡＣＡＰ３８与 ＴＲＰＣ６之间的相互作用与视
神经细胞存活有关，且外源性 ＰＡＣＡＰ３８干预可提高
高糖／低氧环境中ＲＧＣ５细胞的活性。

有关ＰＡＣＡＰ３８与 ＴＲＰＣ６的关联性在 ＤＲ中的
作用目前还尚未见报道。本研究采用 ＳＴＺ腹腔注射
诱导大鼠 ＤＲ模型，玻璃体内注射给予 ＰＡＣＡＰ３８干
预，发现ＰＡＣＡＰ３８可减轻ＳＴＺ诱导的ＤＲ损伤，且通
过抑制ＴＲＰＣ６的过表达有效逆转了糖尿病大鼠视
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网膜增厚，提高了暴露于高血糖／低氧环境中 ＲＧＣ５
细胞活力。这提示 ＰＡＣＡＰ３８与 ＴＲＰＣ６参与 ＤＲ的
进程，具体的分子机制仍需进一步研究。
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【摘要】　目的　探讨ＭｉｃｒｏＲＮＡ２１（ｍｉＲ２１）对视网膜母细胞瘤（ＲＢ）细胞增殖的影响及
作用机制。方法　采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测 ｍｉＲ２１在正常视网膜组织和确诊 ＲＢ组
织中的表达情况；然后在转染的基础上运用ＭＴＴ检查ＲＢ细胞存活率、流式细胞仪检测细
胞凋亡率。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测与细胞凋亡相关蛋白ＰＤＣＤ４、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达。结果　与
正常视网膜组织ｍｉＲ２１表达 （０．７０３±０．０７１）相比，ＲＢ组织 ｍｉＲ２１为高表达（２．２１４±
０．１６２），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。在ＷｅｒｉＲｂ１细胞中，与ＮＣ组（２．２４５±０．２１３）相
比，ｍｉＲ２１抑制剂转染后明显降低了 ｍｉＲ２１的表达水平，ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组为０．６８３±
０．０７５，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０１）。两组细胞转染后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ，ＭＴＴ测定法
检测细胞活力结果显示：两组 ２４ｈ的 Ａ值比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５），
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组在 ４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ的 Ａ值均低于 ＮＣ组，差异均有统计学意义 （均为
Ｐ＜０．０１）。流式细胞术检测结果显示：ＮＣ组凋亡细胞在总细胞中百分比为（３．０４５±

０．３０１）％和（４．８３２±０．４９３）％，ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组凋亡细胞在总细胞中百分比为（２．５９３±０．２５７）％和（４０．１６７±４．０１４）％，
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＷｅｒｉＲｂ１细胞的凋亡率明显高于ｍｉＲ２１ＮＣ组（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＮＣ组ＰＤＣＤ４表达
（０．１９２±０．０４５）相比ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（０．６８３±０．０９１）表达明显减少，ＮＣ组Ｂａｘ的蛋白表达水平（０．１４３±０．０３６）相比 ｍｉＲ
２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（１．１９２±０．０５４）也明显减少，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１），ＮＣ组Ｂｃｌ２蛋白表达（０．８６４±０．０３８）相比ｍｉＲ２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（０．２５７±０．０２６）明显增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２１是ＲＢ的促癌基因，ｍｉＲ２１抑制剂可以通
过降低ｍｉＲ２１表达抑制肿瘤细胞的增殖、促进细胞凋亡，这一过程与ＰＤＣＤ４、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２等凋亡相关蛋白有关。
【关键词】　ｍｉＲ２１；视网膜母细胞瘤；细胞增殖；凋亡
【中图分类号】　Ｒ７７４

　　视网膜母细胞瘤（ＲＢ）是婴幼儿中最常见的原
发性眼内恶性肿瘤，在婴幼儿易患的全部恶性肿瘤

中占３％。因本病发病年龄小，易造成诊断与治疗的
延迟、肿瘤细胞的恶化与迁移，进而引发较高的死亡

率［１２］。因此，为了减轻患者的痛苦以及延长寿命，

及时的疾病诊断以及有效的治疗是必不可少的。微

小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲ）是参与细胞中基因表达转
录后调控的短链非编码 ＲＮＡ，影响着多种生物学过
程，如细胞发育、增殖及分化等。有研究表明［３］，

ｍｉＲＮＡ既可以扮演致癌基因，又可以起到抑癌基因
的作用来调节肿瘤的增殖及凋亡过程。ｍｉＲ２１在多
种类型的肿瘤以及肿瘤细胞系中都呈高表达，并且

是最显著的促癌因子之一［４６］。但是 ｍｉＲ２１作为一

个特殊的 ｍｉＲＮＡ，是如何在 ＲＢ发生发展过程中发
挥作用的，而且其影响细胞生长或凋亡的具体机制

及途径也未知。因此，本研究旨在探讨 ｍｉＲ２１在
ＲＢ组织及ＷｅｒｉＲｂ１细胞（人视网膜神经胶质瘤细
胞）中的表达及其对细胞增殖的影响及其作用机制。

１　材料与方法　

１．１　材料和分组　ＷｅｒｉＲｂ１细胞购买于中国科学
院细胞库。ｍｉＲ２１抑制剂和 ｍｉＲ２１阴性对照购买
于上海吉码药物有限责任公司。收集２０１５年１月
至２０１８年５月在南昌大学第二附属医院诊断为 ＲＢ
并行眼球摘除术的１５例患者组织标本和１５例角膜
移植供体眼的视网膜组织标本。在标本离体后 ３０
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