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摘要　 目的　 探讨人参皂苷 Ｒｇ１（ＧＲｇ１）通过调控丙酮酸激

酶 Ｍ２ （ ＰＫＭ２ ） 的 表 达 对 人 视 网 膜 微 血 管 内 皮 细 胞

（ＨＲＭＥＣｓ）糖酵解的影响。 方法　 在体外培养 ＨＲＭＥＣｓ，将
其分为对照组（ＮＣ）组、高葡萄糖（ＨＧ）组、ＨＧ ＋ 人参皂苷

Ｒｇ１（ＨＧ ＋ ＧＲｇ１） 组、ＨＧ ＋ 人参皂苷 Ｒｇ１ ＋ 低表达 ＰＫＭ２
（ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ｓｉ⁃ＰＫＭ２）组、ＨＧ ＋ 人参皂苷 Ｒｇ１ ＋ 过表达

ＰＫＭ２（ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ＯＥ⁃ＰＫＭ２）组，ｓｉ⁃ＰＫＭ２、ＯＥ⁃ＰＫＭ２ 通过

细胞转染方式转染至 ＨＲＭＥＣｓ 中。 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测

ＨＲＭＥＣｓ 中 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 的表达情况；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 ＨＲＭＥＣｓ 中相关蛋白表达量；在倒置显微镜下观察细胞

体外管腔生成数量，以量化血管形成能力；收集各组细胞培

养液，分别用葡萄糖检测试剂盒、乳酸检测试剂盒和腺嘌呤

核苷三磷酸（ＡＴＰ）检测试剂盒检测葡萄糖摄取量、乳酸产量

以及 ＡＴＰ 含量。 结果　 ＨＧ 诱导会显著增加 ＨＲＭＥＣｓ 的血

管形成数量、糖酵解及 ＰＫＭ２ 的表达，而在加入 ＧＲｇ１ 处理

后，ＨＧ 所致的血管数量、糖酵解及 ＰＫＭ２ 的表达均明显减

少；转染 ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 可协助 ＧＲｇ１ 对糖酵解和血管形成的抑制

作用，而转染 ＯＥ⁃ＰＫＭ２ 会干扰 ＧＲｇ１ 的功能。 结论 　 ＧＲｇ１
通过抑制 ＰＫＭ２ 减少 ＨＲＭＥＣｓ 糖酵解抑制血管形成。
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　 　 糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
最常见、最严重的糖尿病微毛细血管并发症之一，
ＤＲ 的基本病理特征是新生血管的生成［１］。 有研

究［２］表明内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）代谢在血

管生成中的关键作用，ＥＣｓ 的增殖和迁移依赖于糖

酵解产生的能量，因此，抑制 ＥＣｓ 中的糖酵解可能

会抑制 ＤＲ 中新血管形成。 丙酮酸激酶 Ｍ２（ｐｙｒｕ⁃
ｖａｔｅ ｋｉｎａｓｅ Ｍ２， ＰＫＭ２）是糖酵解末端步骤的限速

酶，它促进磷酸烯醇式丙酮酸释放能量，为细胞生长

提供有利条件［３］。 Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ［４］ 报道，高葡萄糖（ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）可诱导人视网膜微血管内皮细胞（ｈｕ⁃
ｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＲＭＥＣｓ）
中 ＰＫＭ２ 表达增加，而抑制 ＰＫＭ２ 后可逆转 ＨＧ 诱

导的 ＨＲＭＥＣｓ 损伤和凋亡。 人参皂苷 Ｒｇ１（ｇｉｎｓｅｎ⁃
ｏｓｉｄｅ Ｒｇ１，ＧＲｇ１）是人参中的一种主要皂苷，在糖尿

病中具有抗血管生成和抗凋亡活性［５］，但在 ＤＲ 中，
鲜有关于 ＧＲｇ１ 是否通过调控糖酵解过程影响血管

形成的报道。 因此，该研究旨在探讨 ＧＲｇ１ 通过调

控 ＰＫＭ２ 的表达对 ＨＲＭＥＣｓ 糖酵解的影响。

１　 材料与方法

１． １　 细胞株及主要试剂　 人视网膜微血管内皮细

胞 ＨＲＭＥＣｓ（上海泽叶生物科技有限公司）；Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 转染试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ 试剂、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 试 剂 盒 （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公 司 ）； Ｑｉａｇｅｎ
ＲＮｅａｓｙ ｍｉｎｉ 试剂盒（广州健仑生物科技有限公司）；
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒（北京智杰方远科技有限公

司）；葡萄糖检测试剂盒和 ＡＴＰ 检测试剂盒（生工生

物工程股份有限公司）；乳酸含量检测试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司）；血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、血管生成素⁃１（ ａｎ⁃
ｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃１，Ａｎｇ⁃１）、血管生成素⁃２ （ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃２，
Ａｎｇ⁃２）、成纤维细胞生长因子 ２ （ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ２，ＦＧＦ２）和 ＧＡＰＤＨ（英国 Ａｂｃａｍ 公司）；ＥＣｓ
专用培养基（武汉普诺赛生命科技有限公司）
１． ２　 细胞培养及转染 　 ＨＲＭＥＣｓ 在含有 ５％ 胎牛

血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、１％ 青霉素 ／链霉素

和 １％ ＥＣｓ 生长因子的 ＨＲＭＥＣｓ 特异性 ＥＣｓ 培养

基中培养。 所有细胞均在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养。 每 ２ ｄ 更换一次培养基。 正常葡萄糖条件下

的葡萄糖浓度为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＨＧ 条件下的葡萄糖浓

度为 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，细胞在 ＨＧ 条件下培养 ４８ ｈ 后加

入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＧＲｇ１，继续培养 ４８ ｈ 进行后续实验。
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根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂盒说明将阴性对

照物（ＮＣ）、靶向 ＰＫＭ２ 的小干扰 ＲＮＡ（ｓｉ⁃ＰＫＭ２）和
过表达 ＰＫＭ２（ＯＥ⁃ＰＫＭ２）的质粒转染至 ＨＲＭＥＣｓ。
１． ３ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＲＭＥＣｓ 中 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ
的表达情况　 收集各组细胞，使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取

细胞总 ＲＮＡ，根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒说明将 １
μｇ 总 ＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡ，以 ＧＡＰＤＨ 为内参，
进行定量 ＰＣＲ 反应，反应体系为：ｄｄＨ２Ｏ ７ μｌ，ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ，ｃＤＮＡ ２ μｌ，上游引物

０. ５ μｌ，下游引物 ０. ５ μｌ，总体系共 ２０ μｌ。 ＰＣＲ 反

应条件为：９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ，然后 ３ 步反应，９５ ℃
变性 １５ ｓ，６０ ℃ 退火 ３０ ｓ，共 ４５ 个循环。 引物序列

见表 １。

表 １　 引物序列

基因名 序列 （５′⁃３′）
ＰＫＭ２ Ｆ： ５′⁃ＧＧＡＡＧＡＴＣＴＧＴＡＧＴＣＣＴＧＴＣＴＧＴＴＧＧＴＣＡＧ⁃３′

Ｒ： ５′⁃ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＣＴＧＡＡＧＡＡＣＴＧＣＴＴＣＣＧＣＣ⁃３′
ＰＫＭ２⁃ｓｉＲＮＡ ｓｅｎｓｅ： ５′⁃ＵＧＣＣＡＵＣＵＡＣＣＡＣＵＵＧＣＡＡＴＴ⁃３′

ａｎｔｉ⁃ｓｅｎｓｅ： ５′⁃ＵＵＧＣＡＡＧＵＧＧＵＡＧＡＵＧＧＣＡＴＴ⁃３′
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ５′⁃ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ⁃３′

Ｒ： ５′⁃ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ⁃３′

１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＲＭＥＣｓ 中相关蛋白表达

量　 使用 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解细胞，ＢＣＡ 蛋白检测试

剂盒分析蛋白质浓度，然后加载到十二烷基硫酸钠

－聚丙烯酰胺凝胶电泳微型凝胶上并转移到聚偏二

氟乙烯膜上。 将膜在含有 ５％脱脂奶粉的封闭缓冲

液中封闭，并在 ４ ℃ 下加入提前稀释好的一抗

（ＶＥＧＦ，１ ∶ １０ ０００；Ａｎｇ⁃１，１ ∶ １０ ０００；Ａｎｇ⁃２，１ ∶
５ ０００；ＦＧＦ２，１ ∶ １ ０００；ＧＡＰＤＨ，１ ∶ ２ ５００），室温孵

育 ２ ｈ。 然后在室温下将膜与 ＨＲＰ 标记的二抗孵育

１ ｈ，ＥＣＬ 显色，凝胶成像系统成像分析，使用 ＩｍａｇｅＪ
软件进行蛋白质印迹结果的定量。
１． ５　 血管形成实验检测 ＨＲＭＥＣｓ 血管形成能力

　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ（９０ μｌ）涂到 ２４ 孔板中，在 ３７ ℃下硬

化 ３０ ｍｉｎ，将 ＨＲＭＥＣｓ 以每孔 １. ２ × １０５ 个细胞的密

度接种到 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 包被的孔顶部，于 １００％ 湿度、３７
℃、５％ＣＯ２ 的无菌培养箱中培养 ６ ｈ，然后在倒置显

微镜下观察体外管腔生成结果并拍照，使用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析计算视野内 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 小管形成的

数量，以此量化血管形成能力。
１． ６　 ＨＲＭＥＣｓ 中葡萄糖摄取量和乳酸产量　 收集

细胞到离心管内，离心后弃上清液，每组收集 ５ ×
１０５ 个细胞，加入 １００ μｌ 蒸馏水，超声波破碎细胞

（冰浴，功率 ２００ Ｗ，超声 ３ ｓ，间隔 １０ ｓ，重复 ３０

次），９５ ℃水浴 １０ ｍｉｎ，冷却后，２５ ℃、１０ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，取上清液备用；酶标仪预热 ３０ ｍｉｎ 以

上，按照试剂盒说明书加入各试剂，根据公式计算葡

萄糖摄取量。 同样，按照乳酸含量检测试剂盒说明

书检测乳酸产量。
１． ７　 ＨＲＭＥＣｓ 中 ＡＴＰ 含量　 收集各组细胞，每组

收集 ５ × １０５ 个细胞，加入 １００ μｌ 提取液，冰浴下超

声波破碎 １ ｍｉｎ，４ ℃、１１ ８１８ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取
上清液至另一离心管，加入 ５００ μｌ 的氯仿充分震荡

混匀，４ ℃、１１ ８１８ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ，取上清液，置冰

上待测。 根据试剂盒说明加入反应液，检测酶标仪

３４０ ｎｍ 波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，根
据公式计算腺嘌呤核苷三磷酸（ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）含量。
１． ８　 统计学处理　 本研究至少进行 ３ 个独立实验，
所有数据采用平均值 ± 标准偏差（�ｘ ± ｓ）表示，使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７. ０ 软件进行数据分析和绘图，两组

间比较采用 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分

析，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＧＲｇ１ 抑制 ＨＲＭＥＣｓ 血管形成　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测结果显示，与 ＮＣ 组相比，ＨＧ 组细胞的 ＶＥＧＦ、
Ａｎｇ⁃１、Ａｎｇ⁃２、ＦＧＦ２ 的表达水平增强，经 ＧＲｇ１ 处理

后，ＶＥＧＦ、 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 ＦＧＦ２ 的表达下降 （ Ｐ ＜
０. ０５），见图 １Ａ；同时分析视野内 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 小管形成

的数量，结果显示，与 ＮＣ 组细胞相比，ＨＧ 组细胞血

管形成数量增多（Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＧＲｇ１ 处理 ＨＧ 诱导

的 ＨＲＭＥＣｓ 后，其血管形成数量减少（Ｐ ＜ ０. ０５），见
图 １Ｂ。
２． ２　 ＧＲｇ１ 抑制 ＨＧ 诱导的 ＨＲＭＥＣｓ 糖酵解　 在

ＨＧ 的处理下，ＨＲＭＥＣｓ 对葡萄糖的摄取量高于 ＮＣ
组（Ｐ ＜ ０. ００１），其乳酸和 ＡＴＰ 产量也高于 ＮＣ 组（Ｐ
＜ ０. ００１）；用 ＧＲｇ１ 处理 ＨＧ 组细胞后，与 ＨＧ 组相

比，细胞对葡萄糖的摄取减少（Ｐ ＜ ０. ０１），乳酸及

ＡＴＰ 产量与 ＨＧ 组相比也降低（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２。
２． ３ 　 ＧＲｇ１ 调控 ＨＲＭＥＣｓ 中 ＰＫＭ２ 表达 　 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测结果显示，ＨＧ 组细胞 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 的表

达增加（Ｐ ＜ ０. ００１），在 ＧＲｇ１ 处理后，ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ
的表达有所下调（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３Ａ；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ＨＲＭＥＣｓ 中表达量发现，ＰＫＭ２ 在 ＨＧ 组中的

表达高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ０１），而经 ＧＲｇ１ 处理后，其
在 ＨＲＭＥＣｓ 中的表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３Ｂ。
２． ４　 ＧＲｇ１ 通过调控 ＰＫＭ２ 的表达减少 ＨＲＭＥＣｓ

·０６５１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｏｃｔ；５７（１０）



图 １　 ＧＲｇ１ 抑制 ＨＲＭＥＣｓ血管形成

Ａ：ＧＲｇ１ 处理后 ＨＲＭＥＣｓ 的相关蛋白表达情况；Ｂ：ＧＲｇ１ 处理后 ＨＲＭＥＣｓ 的血管生成情况 × ２００；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与
ＨＧ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 ＧＲｇ１ 抑制 ＨＧ 诱导的 ＨＲＭＥＣｓ糖酵解

Ａ：ＧＲｇ１ 处理后 ＨＲＭＥＣｓ 的葡萄糖摄取量；Ｂ：ＧＲｇ１ 处理后 ＨＲＭＥＣｓ 的乳酸产量；Ｃ：ＧＲｇ１ 处理后 ＨＲＭＥＣｓ 的乳酸产量；与 ＮＣ 组比

较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＨＧ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 ＧＲｇ１ 调控 ＨＲＭＥＣｓ中表达

Ａ：ＧＲｇ１ 处理对 ＨＲＭＥＣｓ 中 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 表达的影响；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＲＭＥＣｓ 中 ＰＫＭ２ 的表达；与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜
０. ００１；与 ＨＧ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５，△△Ｐ ＜ ０. ０１

糖酵解抑制血管形成 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 和

ＯＥ⁃ＰＫＭ２ 的转染效率，结果显示，转染 ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 后，
其表达量降低 （Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ４Ａ。 转染 ＯＥ⁃

ＰＫＭ２ 后，其表达量升高（Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ４Ｂ。 表

明细胞转染效率佳。 对每组细胞的糖酵解过程检测

发现，与 ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ 组相比，ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ＯＥ⁃ＰＫＭ２
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组细胞的葡萄糖摄取量、乳酸和 ＡＴＰ 产量均升高（Ｐ
＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 组细

胞的葡萄糖摄取量、乳酸和 ＡＴＰ 产量均降低（Ｐ ＜
０. ０１），见图 ４Ｃ⁃４Ｅ。 检测 ＨＲＭＥＣｓ 中相关蛋白表达

量，结果如图 ４Ｆ，在 ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ＯＥ⁃ＰＫＭ２ 组细胞

中，ＶＥＧＦ、Ａｎｇ⁃１、Ａｎｇ⁃２、ＦＧＦ２ 的表达量高于 ＨＧ ＋
ＧＲｇ１ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 组的蛋

白表达量则降低（Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１）。 最后，通
过血管形成实验进一步验证， ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ＯＥ⁃
ＰＫＭ２ 组细胞的血管生成数量多于 ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ 组

（Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ ＋ ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 组的血管形成

数量比 ＨＧ ＋ ＧＲｇ１ 组减少（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ４Ｇ。

３　 讨论

　 　 ＤＲ 的发展与高血糖相关，长期的高血糖环境

可损伤视网膜血管内皮，引起一系列眼底病变，如微

血管瘤、新生血管、玻璃体增生甚至视网膜脱离［６］，
视网膜新生血管被认为是 ＤＲ 中不可逆失明的主要

原因。 通过对高糖诱导下的 ＨＲＭＥＣｓ 进行研究，可
以发现 ＨＧ 环境可以诱导 ＨＲＭＥＣｓ 的血管生成。

ＧＲｇ１ 是人参中的主要活性成分之一，具有抗

炎、抗氧化、神经保护等多种药理活性［７］。 Ｚｈｕ ｅｔ
ａｌ［８］报道 ＧＲｇ１ 可以减轻 ＨＧ 诱导的人脐静脉 ＥＣｓ

屏障功能障碍；Ｙｉｎｇ ｅｔ ａｌ［９］ 报道 ＧＲｇ１ 通过激活

ＩＲＳ⁃１ ／ Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β 信号传导，保护过度磷酸化 Ｔａｕ
诱导的糖尿病视网膜神经变性，阻止 ＤＲ 的进展。
由此可知，ＧＲｇ１ 可能在 ＤＲ 的血管病变中发挥作

用。 ＰＫＭ２ 在所有核酸合成率高的细胞中均有表

达，如胚胎细胞、正常增殖细胞和肿瘤细胞［１０］。
ＰＫＭ２ 的四聚体通常与正常细胞中 ＡＴＰ 的产生和糖

酵解中间体的分解代谢增加有关［１１］。 目前已有研

究［１２］表明 ＰＫＭ２ 在肿瘤发生和伤口愈合过程中具

有调节血管生成的作用。 此外，ＰＫＭ２ 也已经被证

实参与调控 ＤＲ 中 ＨＲＭＥＣｓ 的炎症、凋亡和功能障

碍［４］。 本研究结果显示，ＨＧ 处理 ＨＲＭＥＣｓ 后可上

调 ＰＫＭ２ 表达，ＰＫＭ２ 表达被抑制后可减少 ＨＧ 诱导

的糖酵解和血管形成。 ＧＲｇ１ 可抑制 ＨＧ 诱导的

ＰＫＭ２ 表达升高，抑制 ＰＫＭ２ 诱导的糖酵解过程，进
而抑制 ＨＧ 诱导的血管形成。

ＤＲ 的发病机制不仅受多种因素通过整合的分

子信号通路和细胞过程的调节，ＥＣｓ 的葡萄糖代谢

通过控制 ＥＣｓ 增殖、迁移和新血管形成在 ＤＲ 的眼

部新生血管疾病中也发挥重要作用［１３］。 Ｆｅｎｇ ｅｔ
ａｌ［１４］的研究表明，通过在视网膜病变小鼠玻璃体内

注射 ＰＦＫＦＢ３ 的小干扰 ＲＮＡ 可以减少糖酵解，并且

抑 制了脉络膜和视网膜ＥＣｓ新生血管形成。Ｐｅｄｒｏ

图 ４　 ＧＲｇ１ 通过调控 ＰＫＭ２ 的表达减少 ＨＲＭＥＣｓ糖酵解抑制血管形成

Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 的转染效率；Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＯＥ⁃ＰＫＭ２ 的转染效率；Ｃ：各组 ＨＲＭＥＣｓ 的葡萄糖摄取量；Ｄ：各组 ＨＲＭＥＣ⁃
ｓＨＲＭＥＣｓ 的乳酸生成量；Ｅ：各组 ＨＲＭＥＣｓ 的 ＡＴＰ 产量；Ｆ：各组 ＨＲＭＥＣｓ 的蛋白表达；Ｇ：各组 ＨＲＭＥＣｓ 的血管生成情况 × ２００；ａ：ＮＣ 组；ｂ：ＨＧ
组；ｃ：ＨＧ ＋ ＲＧｇ１ 组；ｄ：ＨＧ ＋ ＲＧｇ１ ＋ ＯＥ⁃ＰＫＭ２ 组；ｅ：ＨＧ ＋ ＲＧｇ１ ＋ ｓｉ⁃ＰＫＭ２ 组；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：▲▲▲ Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较：▼▼▼ Ｐ ＜
０. ００１；与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＨＧ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５，△△Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＧ ＋ ＲＧｇ１ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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ｅｔ ａｌ［１５］ 发现糖原合成、戊糖循环和糖酵解途径对

ＶＥＧＦ 和 ＦＧＦ 刺激下的 ＥＣｓ 增殖至关重要。 由此可

知，ＥＣｓ 糖酵解在 ＤＲ 新血管形成中发挥重要作用，
调节视网膜 ＥＣｓ 糖酵解途径的分子或药物对 ＤＲ 的

治疗有重要意义。 对 ＨＲＭＥＣｓ 的葡萄糖、乳酸和

ＡＴＰ 生成量进行研究发现，在 ＨＧ 的影响下，三者的

生成量均显著升高，而在加入 ＧＲｇ１ 后，降低了葡萄

糖、乳酸和 ＡＴＰ 生成量；但如图 ４ 内容所示，ＨＧ ＋
ＧＲｇ１ 组导致的效应改变应该可以通过 ＨＧ ＋ ＧＲｇ１
＋ ＯＥ⁃ＰＫＭ２ 组来逆转，但本研究结果并未完全逆

转，因此 ＧＲｇ１ 对视网膜血管生成的影响是否仍有

其他机制和分子参与还有待进一步研究。
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弓形虫 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 基因型虫株感染
对小鼠海马体细胞超微结构的影响

王　 崇１，２，３，蔡亦红１，２，３

摘要　 目的　 观察弓形虫 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型 ＴｇＣｔｗｈ３ 和

ＴｇＣｔｗｈ６ 虫株对小鼠海马体细胞超微结构的影响。 方法　 ６
周龄的雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为 ３ 组：对照组、ＴｇＣｔｗｈ３
感染组、ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组，每组 ６ 只。 对照组腹腔注射无菌

ＰＢＳ；ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组腹腔注射 ４ ０００ 个 ＴｇＣｔｗｈ３ 速殖子，饲
养 ６ ｄ；ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组灌胃 ２０ 个 ＴｇＣｔｗｈ６ 包囊，饲养 ６ 周。
所有动物经取材、制片，并用透射电子显微镜观察。 结果　
与对照组相比，ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组海马体细胞出现核皱缩坏

死，胞质、轴突肿胀，细胞器消失，轴索断裂等病理变化。 与

对照组相比，ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组海马体细胞出现线粒体肿胀、
空泡化、嵴断裂消失、膜破裂，脂褐素沉积，高尔基体扩张等

病理变化。 结论　 ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染小鼠均出现海马

体细胞超微结构的改变，ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组多表现为不可逆的

细胞坏死，而 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组表现出线粒体结构破坏为主的

慢性细胞损伤，这为探讨弓形虫脑病的致病机制奠定基础。
关键词　 弓形虫；海马；超微结构；小鼠
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　 　 刚地弓形虫是一种顶复门胞内寄生原虫，具有

广泛的中间宿主（包括人类），其终宿主为猫科动

物，在世界各地约有三分之一的人口感染［１］，弓形

虫感染可对宿主脑部功能产生严重的不良影响，如
神经退行性疾病、弓形虫脑炎和先天性弓形虫脑病

等［１ － ３］。 海马体对生命机体至关重要，其功能异常

与癫痫发作［４］、精神分裂症、阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉ⁃
ｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ） ［５］、帕金森病［６］、抑郁症［５］等多种

疾病相关。 小鼠慢性感染 ＭＥ４９ 虫株模型初步形态

学研究［７］显示，海马体中存在弓形虫包囊，并伴有

神经胶质细胞增生和坏死。 因此，课题组选择海马

体作为 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型虫株导致的弓形虫脑

病伴精神障碍致病机制的研究靶点。 该研究利用透

射电镜技术观察弓形虫 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型中

ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 这两种不同毒力虫株对小鼠海

马体细胞超微结构的影响，有助于分析其致病机制，
并为弓形虫急性和慢性阶段的脑损伤机制研究提供

线索。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １ 　 虫株 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型虫株（ ＴｇＣｔ⁃
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