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高糖环境下 Ｎｄｕｆａ４线粒体复合体相关蛋白２（Ｎｄｕｆａ４ｌ２）对
小鼠视网膜感光细胞６６１Ｗ的影响△

温艳君　张雪蕊　韦　严　赵培泉
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【摘要】　目的　探讨高糖环境下Ｎｄｕｆａ４线粒体复合体相关蛋白２（Ｎｄｕｆａ４ｌ２）对视网膜感光细
胞６６１Ｗ功能的影响及其相关机制。方法　体内实验：选取Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠１２只，采用随机数
字表法分为糖尿病组和正常组，每组各６只，糖尿病组小鼠采用腹腔注射链脲佐菌素造模，正
常组小鼠腹腔注射等体积柠檬酸缓冲液。采用免疫组织化学法检测 Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白在正常组
和糖尿病组小鼠视网膜中的表达情况。体外实验：将６６１Ｗ细胞随机分组为对照组（细胞采用
正常培养基培养２４ｈ）、高糖组（细胞采用含葡萄糖浓度为 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１高糖培养基培养
２４ｈ）、ｓｉＮＣ组（细胞转染ｓｉＮＣ无序序列后，采用正常培养基培养２４ｈ）、ｓｉＮＣ＋ＨＧ组（细胞
转染ｓｉＮＣ无序序列后，采用含５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的培养基培养２４ｈ）和 ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ
组（细胞转染ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２特异敲低序列后，采用含５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的培养基培养２４ｈ）；
采用ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组和高糖组细胞中Ｎｄｕｆａ４ｌ２的表达情况。ＣＣＫ８法检
测ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２对６６１Ｗ细胞活性的影响，采用活性氧（ＲＯＳ）试剂盒检测 ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２对６６１Ｗ
细胞中ＲＯＳ水平的影响，采用乳酸检测试剂盒检测ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２对６６１Ｗ细胞中乳酸水平的影
响。结果　体内实验结果表明，与正常组小鼠相比，糖尿病组小鼠视网膜中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白表
达降低。体外实验结果显示，对照组和高糖组６６１Ｗ细胞中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ相对表达量分别
为１．００１±０．０６９和０．３５６±０．０７１，Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白相对表达量分别为１．０００±０．０７８和０．７９５±
０．０７０，与对照组相比，高糖组６６１Ｗ细胞中的 Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ和蛋白达表水平均下降（均为
Ｐ＜０．０５）。ＣＣＫ８法检测发现，ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组６６１Ｗ的细胞活力低于ｓｉＮＣ＋ＨＧ组（Ｐ＜
０．００１）。ＲＯＳ检测结果表明，ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组６６１Ｗ细胞的荧光亮度高于 ｓｉＮＣ＋ＨＧ组。
细胞上清乳酸检测结果显示，ｓｉＮＣ组、ｓｉＮＣ＋ＨＧ组和ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组细胞上清中乳酸含
量分别为（１０．４７０±０．１４０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１、（７．４８０±０．２７０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１和（６．０８０±０．２４０）ｍｍｏｌ·
Ｌ－１，ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组与ｓｉＮＣ＋ＨＧ组相比，细胞上清中乳酸含量进一步降低（Ｐ＜０．００１）。
结论　线粒体Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白在高糖条件下低表达，Ｎｄｕｆａ４ｌ２水平下降会通过氧化磷酸化途径
损伤细胞的代谢功能从而进一步抑制６６１Ｗ的细胞活力。
【关键词】　糖尿病视网膜病变；线粒体；Ｎｄｕｆａ４线粒体复合体相关蛋白２；活性氧
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是中老年人群视力丧
失的主要原因［１２］。线粒体在细胞的生长和功能活

性中发挥着关键作用，许多视网膜疾病是由线粒体

功能障碍导致的。因此，研究线粒体在 ＤＲ发生发
展中的作用具有重要意义。有研究表明，高糖条件

下，线粒体功能失调会导致细胞功能受损，活性氧

（ＲＯＳ）积累增加［３］。Ｔａｕｒｉｎｏ等［４］发现，线粒体复

合体 Ｉ的活性抑制是 １型糖尿病患者糖尿病性脑
病发病的关键因素；Ｐｅｓｔａ等［５］研究显示，Ｎｄｕｆｂ６与
２型糖尿病发病相关。因此，我们推断 Ｎｄｕｆａ４线粒
体复合体相关蛋白２（Ｎｄｕｆａ４ｌ２）作为线粒体电子转
运链复合物Ⅰ的一个亚基可能参与 ＤＲ的发生发
展过程。然而，Ｎｄｕｆａ４ｌ２在 ＤＲ中的作用和相关机
制的报道较少。本研究旨在通过构建 ＤＲ小鼠体
内模型和高糖刺激感光细胞 ６６１Ｗ的体外模型探
讨 Ｎｄｕｆａ４ｌ２在 ＤＲ的 ６６１Ｗ 细胞中的作用及其
机制。

１　材料与方法　

１．１　主要材料　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（１２只，购自上海吉
辉实验动物有限公司），６６１Ｗ细胞（实验室自存，上
海交通大学医学院附属新华医院眼科实验室），胎牛

血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司），２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶、乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）消化液、Ｄ葡萄糖溶液（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），
二甲基亚砜（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司），ＮＤＵＦＡ４Ｌ２抗体、
βＡｃｔｉｎ抗体（中国爱博泰克 ＡＢｃｌｏｎａｌ公司）。ＲＮＡ
提取试剂盒（中国ＥＺＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），反转录ｃＤＮＡ
试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ公司），２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ染料
（南京诺唯赞公司），链脲佐菌素（ＳＴＺ）和 ＲＯＳ检测
试剂盒（上海懋康生物科技有限公司），乳酸检测试

剂盒（南京建成公司），化学发光法显色试剂盒（美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｃｅ公司），ｓｉＲＮＡ序列由上海吉满
生物科技有限公司合成。
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１．２　方法　
１．２．１　生物学信息分析　从 ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）获取 ＧＳＥ１６０３０５芯片
表达数据，使用Ｒ语言分析差异表达基因，差异筛选
条件为校正后的 Ｐ＞０．０５和｜ｌｏｇＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ｜＞０．５
（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ：差异倍数）。
１．２．２　ＤＲ动物模型的构建及分组　ＳＰＦ级４周龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠饲养于上海交通大学医学院附属新
华动物实验中心，饲养温度 ２２～２５℃，饲养湿度
４５％ ～５５％，在安静环境下自由进食和饮水。饲养
和实验过程均严格按照《上海交通大学医学院附属

新华医院医学伦理委员会条例》进行。适应环境１
周后开始造模。ＳＴＺ溶液用柠檬酸钠溶解，现用现
配。小鼠空腹２４ｈ后，采用随机数字表法分成糖尿
病组（腹腔注射５０．０ｍｇ·ｋｇ－１ＳＴＺ溶液）和正常组
（腹腔注射等量的柠檬酸钠溶液），每组各６只，均连
续注射５ｄ。最后 １次注射 １周后剪尾测量血糖。
小鼠血糖≥１３．９ｍｍｏｌ·Ｌ－１代表造模成功，纳入后
续动物实验。

１．２．３　免疫组织化学法检测小鼠视网膜中 Ｎｄｕ
ｆａ４ｌ２蛋白的表达水平　造模后的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠持
续饲养２个月后，采取颈椎脱臼的方法处死，取小鼠
眼球进行固定、包埋和切片。将切片脱蜡，抗原修复

后，３．０ｇ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２室温孵育１５ｍｉｎ，加山羊血清
封闭。分别滴加一抗（Ｎｄｕｆａ４ｌ２１１０００）、二抗、
ＨＲＰ标记亲和素，进行ＤＡＢ染色，苏木素复染，梯度
乙醇脱水，透明，中性树胶封片，晾干。显微镜下观

察，拍照，采用ＩｍａｇｅＪ图像处理软件分析结果。
１．２．４　６６１Ｗ细胞系的培养　６６１Ｗ细胞接种于１０
ｃｍ培养皿中，细胞融合度为７０％～８０％时置于含体
积分数１０％胎牛血清、１０．０ｇ·Ｌ－１青链霉素溶液的
ＤＭＥＭ培养基，在３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２培养
箱中培养。将６６１Ｗ细胞采用随机数字表法分为对
照组（细胞采用正常培养基培养２４ｈ）、高糖组（细胞
采用含５０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的培养基培养２４ｈ）、
Ｎｄｕｆａ４ｌ２沉默对照（ｓｉＮＣ）组（细胞转染 ｓｉＮＣ无序
序列后，采用正常培养基培养２４ｈ）、Ｎｄｕｆａ４ｌ２高糖
沉默对照（ｓｉＮＣ＋ＨＧ）组（细胞转染ｓｉＮＣ无序序列
后，采用含５０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的培养基培养２４
ｈ）和Ｎｄｕｆａ４ｌ２高糖沉默（ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ）组（细胞
转染 ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２特异敲低序列后，采用含 ５０．０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的培养基培养２４ｈ）。
１．２．５　ＣＣＫ８法检测Ｎｄｕｆａ４ｌ２对６６１Ｗ 细胞活性
的影响　ｓｉＮＣ组、ｓｉＮＣ＋ＨＧ组和ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ
组６６１Ｗ细胞接种于９６孔板，每孔１００μＬ培养基，
含有 ２０００个细胞，贴壁 ２４ｈ后每孔加入 １０μＬ
ＣＣＫ８试剂，培养箱内培养１ｈ，采用酶标仪测量４５０
ｎｍ波长处的光密度（Ｄ）。相对细胞活性＝（Ｄ实验组 －
Ｄ空白组）／（Ｄ对照组 －Ｄ空白组）×１００％。实验重复３次。

１．２．６　ＲＯＳ检测试剂盒检测６６１Ｗ细胞中ＲＯＳ水
平　采用Ｈ２ＤＣＦＤＡ荧光法测定ＲＯＳ水平，将６６１Ｗ
细胞按照每孔０．２×１０６个均匀铺于１２孔板爬片，贴
壁２４ｈ后将ｓｉＮＣ组、ｓｉＮＣ＋ＨＧ组和ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋
ＨＧ组６６１Ｗ细胞加入不同糖浓度的培养基（１ｍＬ），
孵育２４ｈ后用ＰＢＳ清洗２次，加入１０μｍｏｌ·Ｌ－１的
Ｈ２ＤＣＦＤＡ染色液，在３７℃、体积分数５％ ＣＯ２培养
箱中孵育３０ｍｉｎ，荧光显微镜下观察荧光亮度，拍照
并保存。

１．２．７　ｑＲＴＰＣＲ检测６６１Ｗ细胞中Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲ
ＮＡ表达水平　采用ＲＮＡ试剂盒提取正常组和高糖
组６６１Ｗ细胞总 ＲＮＡ。利用逆转录酶扩增 ｃＤＮＡ，
ＳＹＢＲｇｒｅｅｎｑＲＴＰＣＲ混合物测定 Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ在
６６１Ｗ细胞中的表达，βＡｃｔｉｎ作为内参。Ｎｄｕｆａ４ｌ２
引物序列：上游引物为 ５’ＴＡＧＧＧＡＣＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣ
ＣＧ３’，下游引物为 ５’ＧＧＣＡＡＧＴＣＧＣＡＧＣＡＡＧＴＡ
ＧＡ３’；ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２引物序列：上游引物为５’ＵＵＧＣ
ＣＧＵＵＵＣＡＡＣＣＧＡＣＵＡＣＡ３’；下 游 引 物 为 ５’
ＵＧＵＡＧＵＣＧＧＵＵＧＡＡＡＣＧＧＣＡＡ３’；βＡｃｔｉｎ序列：上游
引物为５’ＴＴＣＧＴＴＧＣＣＧＧＴＣＣＡＣＡＣＣＣ３’；下游引物
为５’ＧＣＴＴＴＧＣＡＣＡＴＧＣＣＧＧＡＧＣＣ３’。利用 ２－ΔΔＣｔ

方法计算６６１Ｗ细胞中Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ的相对表达
水平。

１．２．８　乳酸检测试剂盒检测６６１Ｗ 细胞上清中乳
酸含量　收取ｓｉＮＣ组、ｓｉＮＣ＋ＨＧ组和ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋
ＨＧ组细胞上清放于 １．５ｍＬ离心管中，１００００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。去除沉淀，将细胞培养的上清吸
出转移至新的离心管中待测。按照乳酸试剂盒说明

书配制所需试剂，按说明时间反应后，采用酶标仪测

量４５０ｎｍ波长处的 Ｄ，按照公式转换成乳酸浓度：
乳酸浓度＝（Ｄ测定值 －Ｄ空白值）／（Ｄ标准值 －Ｄ空白值）×３。
１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测６６１Ｗ 细胞中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２
蛋白表达水平　待６６１Ｗ细胞覆盖培养皿底部８０％
时，吸除培养皿中的完全培养基，在室温环境下，ＰＢＳ
清洗３次。ＲＩＰＡ裂解液与蛋白酶抑制剂按体积比
１００１混合后，每孔加入适量的混合液，放置在冰上
１０ｍｉｎ充分裂解。用细胞刮刀将细胞刮下后转移放
置在新的离心管中，在４℃环境下１３０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１５ｍｉｎ，取上清。上清蛋白经过 ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳后，将蛋白条带转至 ＰＶＤＦ膜，使用快速封闭液封
闭，分别使用兔抗小鼠Ｎｄｕｆａ４ｌ２一抗，山羊抗兔二抗
完成孵育与洗涤，使用 ＥＣＬ化学发光显色试剂盒进
行显色。显色后，条带使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析计算
Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白的相对表达水平。以各样品对应的β
Ａｃｔｉｎ相对含量为基准。
１．３　统计学方法　采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ８．０软件进行实
验数据的描述性统计分析，计量资料以均数 ±标准
差表示。在计量数据符合正态分布的前提下，两组

间比较采用ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。
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２　结果　

２．１　生物信息学工具预测可能参与增生型 ＤＲ发
生发展的基因　在 ＧＳＥ１６０３０５数据中包含 ２０例正
常人视网膜和 ２０例糖尿病但未出现 ＤＲ患者的视
网膜，３４例非增生型 ＤＲ（ＮＰＤＲ）患者的视网膜和５
例增生型ＤＲ（ＰＤＲ）患者的视网膜。利用 Ｒ包（ｌｉｍ
ｍａ）做差异分析，将糖尿病但未出现 ＤＲ患者的视网
膜、ＮＰＤＲ患者的视网膜和 ＰＤＲ患者的视网膜分别
与正常组做差异分析，取得差异表达基因。将差异

表达基因取交集后得到１６个差异基因（图１）。在
１６个差异基因间，本研究选取了与线粒体相关的
Ｎｄｕｆａ４ｌ２基因进行差异表达验证，并进一步探究Ｎｄ
ｕｆａ４ｌ２基因在ＤＲ中潜在的作用机制。

图１　差异基因取交集后的基因列表　ＤＥＧ１：正
常视网膜与 ＮＰＤＲ患者视网膜的差异表达基因；
ＤＥＧ２：正常视网膜与 ＰＤＲ患者视网膜的差异表达基
因；ＤＥＧ３：正常视网膜与糖尿病但未出现ＤＲ患者视网
膜的差异表达基因。

２．２　与Ｎｄｕｆａ４ｌ２表达模式相似基因的功能注释及
ＫＥＧＧ通路富集分析　通过 ＲＳｔｕｄｉｏ数据整理分
析，计算与Ｎｄｕｆａ４ｌ２基因的相关性，分析得到相关系
数，取与之关系密切的基因列表（取Ｐ＜０．０５），再通
过对这些基因进行功能注释和通路富集分析，推测

Ｎｄｕｆａ４ｌ２在 ＤＲ中可能发挥作用的方式。通过 ＧＯ
分析可知，在生物学进程方面，Ｎｄｕｆａ４ｌ２可能主要涉
及膜电位调节、细胞外围的蛋白质定位和多细胞机

体信号等信号通路。在细胞组分方面，主要涉及突

触、跨膜转运蛋白复合体、离子通道复合体等信号通

路。在分子功能方面，Ｎｄｕｆａ４ｌ２可能与跨膜转运蛋
白的活性、离子通道活性、电压门控通道等信号通路

相关。ＫＥＧＧ通路富集分析结果显示，Ｎｄｕｆａ４ｌ２可能
主要与氧化磷酸化通路相关，所以后续主要分析

Ｎｄｕｆａ４ｌ２在氧化磷酸化中的作用（图２）。
２．３　小鼠视网膜中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白表达水平比较　
糖尿病组小鼠和正常组小鼠相比，体重降低，血糖升

高，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．００１），这表明
糖尿病小鼠模型造模成功。免疫组织化学检测结果

显示，正常组和糖尿病组小鼠的 Ｄ分别为０．４４１±
０．０３７和０．３５４±０．００２，与正常组相比，糖尿病组小
鼠视网膜中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白表达水平降低，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）（图３）。

图２　ＫＥＧＧ富集分析与 Ｎｄｕｆａ４ｌ２功能相近
基因　

图３　免疫组织化学检测小鼠视网膜中 Ｎｄｕ
ｆａ４ｌ２蛋白表达情况　Ａ：正常组；Ｂ：糖尿病组。

２．４　６６１Ｗ细胞中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平　以对照组６６１Ｗ细胞中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２的表达量为基
准，对照组和高糖组中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ表达量分别
为１．００１±０．０６９和０．３６０±０．０７０。与对照组相比，
高糖组中Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ表达降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．００１）。对照组和高糖组 ６６１Ｗ细胞中
Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白表达水平分别为１．０００±０．０７９和
０．７８０±０．０７０，高糖组中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白表达水平下
降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。说明体外高糖条
件下，６６１Ｗ细胞中Ｎｄｕｆａ４ｌ２的表达较正常培养环境
降低（图４）。

图４　６６１Ｗ细胞中Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白表达　
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２．５　６６１Ｗ 细胞活力比较　ＣＣＫ８法检测结果显
示，ｓｉＮＣ组、ｓｉＮＣ＋ＨＧ组和 ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组细
胞活力分别为９９．６８％ ±０．５６％、８３．８２％ ±８．１８％
和６６．２５％±４．２６％，ｓｉＮＣ＋ＨＧ组与ｓｉＮＣ组和 ｓｉ
Ｎｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组６６１Ｗ细胞活力相比差异均有统计
学意义（均为 Ｐ＜０．０１）。以上结果表明，高糖刺激
会导致６６１Ｗ细胞活力下降，而 Ｎｄｕｆａ４ｌ２的表达降

低会进一步加剧高糖对细胞的损伤。

２．６　Ｎｄｕｆａ４ｌ２沉默后对６６１Ｗ 细胞ＲＯＳ产生的影
响　细胞ＲＯＳ检测结果显示，ｓｉＮＣ＋ＨＧ组 ＲＯＳ荧
光检测水平明显高于 ｓｉＮＣ组；ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组
和ｓｉＮＣ＋ＨＧ组相比，ＲＯＳ荧光程度进一步提高，说
明高糖条件下 Ｎｄｕｆａ４ｌ２表达下降会进一步提高
６６１Ｗ细胞产生的ＲＯＳ水平（图５）。

图５　沉默Ｎｄｕｆａ４ｌ２对６６１Ｗ细胞内ＲＯＳ水平的影响　Ａ：ｓｉＮＣ组；Ｂ：ｓｉＮＣ＋ＨＧ组；Ｃ：ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组。

２．７　Ｎｄｕｆａ４ｌ２沉默后对６６１Ｗ 细胞中乳酸水平的
影响　ｓｉＮＣ组、ｓｉＮＣ＋ＨＧ组和ｓｉＮｄｕｆａ４ｌ２＋ＨＧ组
６６１Ｗ细胞上清中乳酸含量分别为（１０．４７０±０．１４０）
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、（７．４８０±０．２７０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１和（６．０８０±
０．２４０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｓｉＮＣ＋ＨＧ组６６１Ｗ细胞上清中
乳酸含量与ｓｉＮＣ组相比减少（Ｐ＜０．００１）；ｓｉＮｄｕ
ｆａ４ｌ２＋ＨＧ组和 ｓｉＮＣ＋ＨＧ组相比，６６１Ｗ细胞上清
中乳酸含量进一步降低（Ｐ＜０．００１），这说明Ｎｄｕｆａ４ｌ２
表达下降会进一步损害６６１Ｗ细胞的代谢功能。

３　讨论

ＤＲ患者在临床上尚无有效的治疗方法，因此，
全面了解ＤＲ的发生发展机制可以为临床医师防治
ＤＲ提供依据。线粒体是细胞功能和代谢的场所，也
是细胞呼吸发生的细胞器。它的主要作用是产生三

磷酸腺苷（ＡＴＰ），控制细胞代谢和调节细胞凋亡。
高糖状态下，ＲＯＳ在视网膜长期过量产生，氧化作用
增强可导致线粒体功能障碍［３］。在 ＤＲ进展中，线
粒体发挥着重要的作用，持续的高血糖会损害视网

膜线粒体，表现为线粒体结构、功能和基因组异常。

高糖条件下，线粒体细胞膜受损，细胞色素 Ｃ渗出，
膜电位改变［６］。有报道称，糖尿病患者视网膜线粒

体ｍｔＤＮＡ受损，碱基错配增加，ｍｔＤＮＡ转录减少，导
致电子传递链系统受损［７］。电子传递链功能失调后

可引发自由基的恶性循环［８］。因此，线粒体在 ＤＲ
中扮演了一个重要的角色。然而，线粒体在高血糖

环境中受损是一个复杂的过程。

本研究利用ＧＥＯ数据库，挑选了 ＤＲ患者视网
膜的测序数据。通过差异分析，筛选得到 Ｎｄｕｆａ４ｌ２，
并推测该基因可能在 ＤＲ的发展中发挥作用。Ｎｄｕ

ｆａ４ｌ２是线粒体呼吸链复合物Ⅰ的一个亚基，能调节
线粒体呼吸链复合物Ⅰ的活性，从而介导线粒体激
活氧化磷酸化和 ＲＯＳ的产生［９］，并在多种癌症的代

谢中起重要作用。据报道，ＨＩＦ１α调控的 Ｎｄｕｆａ４ｌ２
通过抑制ＲＯＳ生成促进骨肉瘤细胞转移和上皮间充
质转化［１０］。也有研究表明，Ｎｄｕｆａ４ｌ２不仅与乳腺癌
的发生发展有关［１１］，还与胶质母细胞瘤相关［１２］。也

有研究指出，平滑肌中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２促进缺氧性肺动脉
高压血管重构［１３］。还有研究报道称，线粒体 Ｎｄｕ
ｆａ４ｌ２蛋白通过促进心脏干细胞存活调节心脏再
生［１４］。然而，Ｎｄｕｆａ４ｌ２在ＤＲ中的作用尚不明确。

本研究首先通过验证测序数据发现，在糖尿病

组小鼠视网膜中 Ｎｄｕｆａ４ｌ２蛋白表达明显低于正常
组，表明高血糖对 Ｎｄｕｆａ４ｌ２表达有一定的影响。此
外，体外细胞实验结果显示，高糖环境下，６６１Ｗ感光
细胞中的Ｎｄｕｆａ４ｌ２ｍＲＮＡ和蛋白水平表达均有一定
程度的下降。这些结果表明，体内高血糖和体外高

糖环境均抑制了Ｎｄｕｆａ４ｌ２的表达。当６６１Ｗ细胞暴
露在高糖环境下时，采用 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｎｄｕｆａ４ｌ２的表
达后，６６１Ｗ的细胞活力受到抑制，这表明 Ｎｄｕｆａ４ｌ２
表达降低会进一步损伤细胞活力。此外，ＲＯＳ检测
结果显示，Ｎｄｕｆａ４ｌ２表达降低会增加 ＲＯＳ水平。在
本研究中，ＫＥＧＧ富集分析发现，Ｎｄｕｆａ４ｌ２与氧化磷
酸化途径相关。因此，本研究还观察了 Ｎｄｕｆａ４ｌ２沉
默后对６６１Ｗ细胞上清中乳酸水平的影响，结果显
示，Ｎｄｕｆａ４ｌ２表达水平下降会导致细胞培养上清中
乳酸含量减少，乳酸在细胞内堆积会进一步损害细

胞的代谢过程。这些结果说明，高糖环境会抑制

６６１Ｗ细胞中Ｎｄｕｆａ４ｌ２表达，从而影响６６１Ｗ的细胞
活力与代谢功能。
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综上所述，本研究首次提出 Ｎｄｕｆａ４ｌ２可能通过
视网膜感光细胞的氧化磷酸化过程来抑制其细胞活

力，为研究治疗ＤＲ的分子机制提供新的思路。
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