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【摘要】　目的　探讨 ＧＰＲ１２０对糖尿病大鼠视网膜神经节细胞（ＲＧＣ）的影响及可能机
制。方法　健康雄性ＳＤ大鼠按５５ｍｇ·ｋｇ－１腹腔一次性注射链脲佐菌素建立糖尿病大鼠
模型。模型诱导成功后，将大鼠随机分成三组：糖尿病组、鱼油预处理组（鱼油１ｇ·ｋｇ－１

每天１次灌胃；鱼油的主要成分为ｏｍｅｇａ３，ｏｍｅｇａ３为ＧＰＲ１２０通路激活剂）、安慰剂组（玉
米油１ｇ·ｋｇ－１每天１次灌胃），每组１５只，另取１５只正常大鼠作为对照组（对照组和糖尿
病组大鼠每天１次灌胃等剂量ＰＢＳ缓冲液）。１２周后，气相色谱法检测各组大鼠视网膜组
织中二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）和二十碳五烯酸（ＥＰＡ）含量，ＨＥ染色检测ＲＧＣ密度，免疫荧
光染色检测视网膜 ＧＰＲ１２０蛋白表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜 ＧＰＲ１２０、核因子κＢ（ＮＦ
κＢ）、半胱氨酸蛋白酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白相对表达量。结果　与对照组相比，糖尿病组大
鼠视网膜组织中ＤＨＡ、ＥＰＡ含量均明显减少（均为 Ｐ＜０．０１）；与糖尿病组相比，鱼油预处
理组大鼠视网膜组织中ＤＨＡ、ＥＰＡ含量均明显增加（均为Ｐ＜０．０１）。ＧＰＲ１２０主要分布于
ＲＧＣ层。对照组大鼠ＲＧＣ密度为（４３７．０６±４．７２）个·ｍｍ－２，ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白相对表达量分别为（３５．６５±０．８９）％、（１２．４２±０．５８）％、（１３．７６±０．０８）％；糖尿病组
大鼠ＲＧＣ密度为 （３２９．７５±３．５１）个·ｍｍ－２，ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量
分别为（２４．１４±０．４６）％、（３８．９４±０．４５）％、（２５．１４±０．４５）％；鱼油预处理组大鼠 ＲＧＣ
密度为（４１２．４４±３．６２）个·ｍｍ－２，ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量分别为
（３１．５９±０．７７）％、（１８．１１±０．５８）％、（２０．１４±０．６１）％。与对照组相比，糖尿病组大鼠视
网膜ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量均明显增加，ＲＧＣ密度、ＧＰＲ１２０蛋白相对表达量均
明显降低；与糖尿病组相比，鱼油预处理组大鼠视网膜 ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量
均明显降低，ＲＧＣ密度、ＧＰＲ１２０蛋白相对表达量均明显增加（均为 Ｐ＜０．０１）。糖尿病组
与安慰剂组相比，各指标差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。结论　ＧＰＲ１２０激活对糖
尿病大鼠ＲＧＣ损伤具有保护作用，其机制可能与抑制ＮＦκＢ通路有关。
【关键词】　糖尿病视网膜病变；视网膜神经节细胞；ＧＰＲ１２０；核因子κＢ；神经损伤
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　视网膜神经节细胞（ＲＧＣ）损伤是糖尿病视网膜
病变（ＤＲ）发生发展的重要机制之一，可表现为ＲＧＣ
凋亡甚至死亡［１２］，严重影响患者的视力。研究发

现，视网膜炎症和ＲＧＣ凋亡对ＤＲ进展尤为重要，相
关的抗炎、抗凋亡治疗策略可能是改善 ＤＲ的潜在
靶点［３４］。Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲｓ）家族能调控多
种生理病理学改变，其中包括游离脂肪酸受体

ＧＰＲ１２０［５］。ＧＰＲ１２０在神经损伤等相关疾病中显现
出很强的神经保护效果［６７］。ＧＰＲ１２０在体内被激活
后，可与βａｒｒｅｓｔｉｎ２结合，通过核因子κＢ（ＮＦκＢ）通
路发挥明显抗炎作用［８］。除此之外，激活 ＧＰＲ１２０
亦能调控 Ｐ１３Ｋ／ＡＫＴ或 ＥＲＫ信号通路以抵抗凋亡
对疾病的影响［９］。ＧＰＲ１２０激活后可通过抑制炎症
和细胞凋亡来预防局灶性小鼠脑缺血性损伤［７］。对

高脂高糖喂养的小鼠给予亚麻籽油饮食（富含ｏｍｅｇａ
３脂肪酸，ｏｍｅｇａ３为ＧＰＲ１２０通路激活剂）８周后，小
鼠体重增加，且胰岛素敏感性升高［１０］，而 ＧＰＲ１２０对
糖尿病状态下ＲＧＣ的影响尚未见报道。因此，本研究

欲探讨激活ＧＰＲ１２０对糖尿病状态下ＲＧＣ损伤的保
护作用，为其应用于ＤＲ防治提供参考。

１　材料与方法　

１．１　材料　
１．１．１　试剂及仪器　链脲佐菌素（ＳＴＺ；美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；鱼油（美国 Ｎａｔｕｒｅ’ｓＢｏｕｎｔｙＩｎｃ公司）；
ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、半胱氨酸蛋白酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）一
抗 （英国Ａｂｃａｍ公司）；ＨＥ染色试剂盒、二十二碳六
烯酸（ＤＨＡ）含量试剂盒、二十碳五烯酸（ＥＰＡ）含量
试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ二抗（北京碧云天公司）。荧光
倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；冰冻切片机（德国
ＳＬＥＥ公司）；水平电泳仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）。
１．１．２　动物来源及分组处理　ＳＰＦ级健康雄性 ＳＤ
大鼠６０只，６周龄，体重１８０～２４０ｇ，购自锦州医科
大学［ＳＣＸＫ（辽）２０１５１８］。大鼠按５５ｍｇ·ｋｇ－１腹
腔一次性注射 ＳＴＺ诱导糖尿病模型，７２ｈ采尾静脉
血测血糖，将血糖浓度大于１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１的大鼠
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定为模型诱导成功［１１］。糖尿病大鼠随机分成三组：

糖尿病组、鱼油预处理组、安慰剂组，每组１５只，另
１５只正常大鼠作为对照组。其中，鱼油预处理组大
鼠为成模后使用鱼油（鱼油的主要成分为 ｏｍｅｇａ３，
占３０％）灌胃，给药剂量参考文献［９］，为每日１次，
每次１ｇ·ｋｇ－１；安慰剂组大鼠为成模后灌胃玉米
油，剂量为１ｇ·ｋｇ－１，每日１次；对照组、糖尿病组
大鼠灌胃等剂量ＰＢＳ缓冲液，均为每日１次。１２周
后进行各项指标检测。实验动物的使用遵循国家

《实验动物管理条例》。

１．２　方法　
１．２．１　样本制备　１２周后，每组随机各取５只大鼠
使用４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛灌胃处死，取出双侧眼球并
进行石蜡包埋、切片，切片厚度为５μｍ，用于ＨＥ染色
及免疫荧光染色。每组另随机各取５只大鼠处死，摘
取双眼视网膜，剪碎、超声处理，４℃２０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心３０ｍｉｎ后取上清，用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。每组剩
余大鼠处死后，摘取视网膜组织，按照试剂盒说明书

进行气相色谱分析，检测视网膜组织中 ＤＨＡ和 ＥＰＡ
含量。

１．２．２　气相色谱法分析视网膜组织中 ＤＨＡ和
ＥＰＡ含量　快速分离出视网膜，粉碎制样。每个视
网膜加２ｍＬ混合液（氯仿甲醇＝１２），静止后待
酯化；标准品：取０．５ｍＬＥＰＡ和 ＤＨＡ标准品混匀，
加入１滴酚酞指示剂，混匀待酯化；酯化：样品和标
准品分别加入０．２ｍＬ三乙胺，６０℃水浴１０ｍｉｎ，最
终所得的酯化物用于色谱分析，记录各组大鼠视网

膜组织ＤＨＡ、ＥＰＡ含量。
１．２．３　ＨＥ染色检测 ＲＧＣ密度　切片常规脱蜡至
水，ＰＢＳ洗３次；苏木素浸染２ｍｉｎ，自来水冲洗；伊
红浸染１ｍｉｎ，自来水冲洗；脱水透明后封片，ＩｍａｇｅＪ
软件计数 ＲＧＣ数量及视网膜面积，二者之比即为
ＲＧＣ密度。
１．２．４　免疫荧光染色检测视网膜 ＧＰＲ１２０蛋白表
达　切片常规脱蜡至水，高压抗原修复２．５ｍｉｎ，切
片于ＰＢＳ中洗涤３次，每次５ｍｉｎ；体积分数０．３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００摇床３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；
体积分数１０％山羊血清室温孵育３０ｍｉｎ；不洗，滴加
兔抗大鼠ＧＰＲ１２０（１４００），４℃过夜；ＰＢＳ洗涤３

次，每次３ｍｉｎ；滴加荧光二抗，室温３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗
涤３次，每次３ｍｉｎ；含 ＤＡＰＩ的封片剂封片，荧光显
微镜拍照，测定光密度。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜 ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量　ＢＣＡ法测定蛋白浓度，
电泳时加入１２μＬ样品；电泳、转膜后１０ｇ·Ｌ－１牛
血清白蛋白室温封闭 ２ｈ；加入一抗（兔抗大鼠
ＧＰＲ１２０，１５０００；兔抗大鼠ＮＦκＢ，１８０００；小鼠抗
大鼠Ｃａｓｐａｓｅ３，１１００００），４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗涤
４次，每次５ｍｉｎ；加入二抗２ｈ，ＴＢＳＴ洗４次，每次５
ｍｉｎ；化学发光法（ＥＣＬ）显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值。
１．３　统计学方法　数据采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进
行分析，整体比较采用Ｆ检验，两两比较采用ＬＳＤ检
验，所有数值以均数 ±标准差表示。检验水准：α＝
０．０５。

２　结果　
２．１　视网膜组织中 ＤＨＡ、ＥＰＡ含量　与对照组相
比，糖尿病组及安慰剂组大鼠视网膜组织中 ＤＨＡ、
ＥＰＡ含量均明显减少，鱼油预处理组大鼠视网膜组
织中ＤＨＡ、ＥＰＡ含量均明显增加（均为 Ｐ＜０．０１）；
与糖尿病组相比，鱼油预处理组大鼠视网膜组织中

ＤＨＡ、ＥＰＡ含量均明显增加（均为Ｐ＜０．０１）；糖尿病
组与安慰剂组间大鼠视网膜组织中 ＤＨＡ、ＥＰＡ含量
差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）（表１）。

表１　各组大鼠视网膜组织中 ＤＨＡ、ＥＰＡ含量和
ＲＧＣ密度
组别 ＤＨＡ／（ｎｍｏｌ·ｇ－１） ＥＰＡ／（ｎｍｏｌ·ｇ－１） ＲＧＣ密度／（个·ｍｍ－２）
对照组 １５３．６０±１．２０ ３．３３±０．１１ ４３７．０６±４．７２
糖尿病组 １３２．６０±２．０５ａ ２．４３±０．０５ａ ３２９．７５±３．５１ａ

鱼油预处理组 ２５０．９７±２．１０ａｂ ６．２６±０．１０ａｂ ４１２．４４±３．６２ａｂ

安慰剂组 １３１．９７±０．６３ａ ２．５２±０．０３ａ ３２６．１０±４．９７ａ

Ｆ ２５５０．９１５ １５０３．４４６ ５３５．８９９
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０１；与糖尿病组相比，ｂＰ＜０．０１。

２．２　各组大鼠 ＲＧＣ密度　与对照组相比，糖尿病
组及安慰剂组大鼠ＲＧＣ密度均明显降低（均为 Ｐ＜
０．０１）；与糖尿病组相比，鱼油预处理组大鼠 ＲＧＣ密
度明显增加（Ｐ＜０．０１）；糖尿病组与安慰剂组间大鼠
ＲＧＣ密度差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（表１，图１）。

图１　ＨＥ染色检测各组大鼠ＲＧＣ密度　注：箭头示ＲＧＣ；ＧＣＬ：ＲＧＣ层。
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２．３　各组大鼠视网膜 ＧＰＲ１２０蛋白表达　免疫荧
光染色检测结果显示，ＧＰＲ１２０主要分布于大鼠视网
膜ＲＧＣ层 （图２）。与对照组相比，糖尿病组及安慰
剂组大鼠视网膜 ＧＰＲ１２０光密度均明显降低（均为
Ｐ＜０．０１）；与糖尿病组相比，鱼油预处理组大鼠视网
膜ＧＰＲ１２０光密度明显增加（Ｐ＜０．０１）；糖尿病组与
安慰剂组间大鼠视网膜 ＧＰＲ１２０光密度差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）（表２）。
２．４　各组大鼠视网膜 ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白相对表达量　与对照组相比，糖尿病组及安慰
剂组大鼠视网膜ＧＰＲ１２０蛋白相对表达量均明显降
低，ＮＦκＢ及Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量均明显增加
（均为Ｐ＜０．０１）；与糖尿病组相比，鱼油预处理组大
鼠视网膜ＧＰＲ１２０蛋白相对表达量明显增加，ＮＦκＢ
及Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量均明显降低（均为 Ｐ＜
０．０１）；糖尿病组与安慰剂组间大鼠视网膜ＧＰＲ１２０、
ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量差异均无统计学
意义（均为Ｐ＞０．０５）（表２，图３）。

图２　免疫荧光染色检测各组大鼠视网膜
ＧＰＲ１２０蛋白的表达　注：箭头示ＧＰＲ１２０阳性染色；
ＧＣＬ：ＲＧＣ层。

表２　各组大鼠视网膜ＧＰＲ１２０光密度和ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量
组别 ＧＰＲ１２０光密度／％ ＧＰＲ１２０蛋白相对表达量／％ ＮＦκＢ蛋白相对表达量／％ Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量／％
对照组 ３２．８８±０．８４ ３５．６５±０．８９ １２．４２±０．５８ １３．７６±０．０８
糖尿病组 ２１．３２±１．０９ａ ２４．１４±０．４６ａ ３８．９４±０．４５ａ ２５．１４±０．４５ａ

鱼油预处理组 ２８．３９±０．９０ａｂ ３１．５９±０．７７ａｂ １８．１１±０．５８ａｂ ２０．１４±０．６１ａｂ

安慰剂组 ２１．６８±０．６３ａ ２３．３８±０．８１ａ ３８．４６±０．７３ａ ２５．２９±０．７４ａ

Ｆ １２０．７５２ １８６．７３５ １５９７．９０６ ３１５．６９６
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０１；与糖尿病组相比，ｂＰ＜０．０１。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠视网膜
ＧＰＲ１２０、ＮＦκＢ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

３　讨论

ＲＧＣ轴突形成视神经，ＲＧＣ受损可明显降低患
者的视力，如何对ＲＧＣ的损伤进行早期的防治尤为
重要［１２］。ＤＨＡ和ＥＰＡ为ｏｍｅｇａ３的主要成分，二者
富含在鱼油中，可发挥重要的抗炎作用。ｏｍｅｇａ３对
多种疾病，如糖尿病、神经退行性病变等均具有较好

的效果［１３］。有文献报道，ｏｍｅｇａ３对中风预后及神
经元损伤具有很好的保护作用［１４］。而糖尿病状态

下视网膜损伤也是一种神经退行性病变，推测 ｏｍｅ
ｇａ３可能对其具有治疗作用。本研究发现，糖尿病
组大鼠造模后１２周 ＲＧＣ密度下降，细胞凋亡率增

加，说明造模成功，与本课题组前期研究结果一

致［１５］。而糖尿病大鼠给予鱼油灌胃 １２周后，视网
膜组织中 ＤＨＡ和 ＥＰＡ含量均明显增加，而此时
ＲＧＣ密度也明显增加，提示鱼油可通过上调视网膜
组织中 ＤＨＡ和 ＥＰＡ含量，进而增加 ＲＧＣ的密度。
在轻度应激诱发的抑郁症模型中，喂食动物 ＥＰＡ或
ＤＨＡ后，可有效降低应激诱导的 ＮＦκＢ高表达，抑
制凋亡相关信号转导［１６］。此外，ＥＰＡ、ＤＨＡ具有强
烈的抗炎特性，能有效改善卒中预后，降低发生心血

管疾病的风险［１７］。提示ＥＰＡ、ＤＨＡ具有很强的神经
保护作用。而 ＤＲ本身为一种神经退行性疾病，本
研究证实了鱼油治疗 ＤＲ的可能性，因此，对其机制
的进一步探索很有必要。

文献证实，ＧＰＲ１２０可直接或间接调节胃肠道和
胰腺的激素分泌，并调节脂肪、肝脏和肌肉组织中的

脂质和（或）葡萄糖代谢，此外，ＧＰＲ１２０被认为在脂
肪和巨噬细胞中具有介导抗炎和胰岛素增敏作

用［１８］。这些益处表明，ＧＰＲ１２０激动剂有可能成为
治疗肥胖、糖尿病的有效药物。有文献报道，

ＧＰＲ１２０是鱼油发挥作用的重要靶点［１９］，ｏｍｅｇａ３激
活ＧＰＲ１２０后对下丘脑神经元损伤具有显著的抗炎
效果［２０］。ＧＰＲ１２０还可调节巨噬细胞介导的炎症反
应，对２型糖尿病小鼠的症状具有缓解作用［２１］。此
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外，激活ＧＰＲ１２０能抵抗由肿瘤坏死因子α引起的
ＮＦκＢ的炎症级联反应［２２］。本研究结果显示，大鼠

糖尿病状态下，ＧＰＲ１２０蛋白相对表达量明显降低，
ＮＦκＢ蛋白相对表达量明显增加，ＲＧＣ密度降低，这
提示ＧＰＲ１２０活性在糖尿病时被明显抑制，不足以
对抗糖尿病状态下视网膜的炎症损伤，进而引起

ＲＧＣ的受损；而给予鱼油灌胃１２周后，大鼠视网膜
组织中ＤＨＡ和ＥＰＡ含量均明显增加，ＧＰＲ１２０蛋白
相对表达量明显增加，ＮＦκＢ蛋白相对表达量明显
下降，ＲＧＣ密度增加，提示鱼油可显著激活 ＧＰＲ１２０
通路，可能通过调控 ＮＦκＢ炎症级联反应进而对抗
ＲＧＣ的损伤。此外，本研究进一步对视网膜
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白进行了检测，结果显示，鱼油灌胃治疗
后，随着 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量的降低，ＲＧＣ密
度明显增加。

综上所述，本研究发现鱼油可激活糖尿病大鼠

视网膜ＧＰＲ１２０蛋白表达，进而通过抗炎和抗凋亡
机制对抗 ＲＧＣ的损伤。但因糖尿病致病机制复杂，
本研究仍存在一些不足，如未能在基因层面检测视

网膜ＧＰＲ１２０基因的变化，未能对 ＧＰＲ１２０抗炎、抗
凋亡的机制进行深入探讨等，这将在本课题的下一

步计划中继续研究。
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