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摘要 目的 观察糖尿病视网膜病变发生过程中肾素原受

体(PＲＲ) 及血管紧张素Ⅱ受体 2(AT2Ｒ)的表达水平及视网

膜神经细胞凋亡情况，阐明 PＲＲ 与糖尿病视网膜神经细胞

凋亡的关系。方法 建立链尿佐菌素诱导的糖尿病 SD 大

鼠模型，建模成功后分别在 4 周、8 周和 12 周用免疫组化法

检测 CD14 及 8-羟脱氧鸟苷分子的表达，检测糖尿病及对照

组视网膜 AT2Ｒ、PＲＲ mＲNA 的表达及细胞外信号调节激酶

(EＲK1 /2)、磷酸化 EＲK1 /2 (p-EＲK1 /2) 蛋白的表达。结果

各病程 SD 大鼠视网膜 AT2Ｒ 和 PＲＲ 的 mＲNA 表达水平

较对照组明显升高(P ＜ 0. 05)，随病程的延长表达量随之增

多。病程越长糖尿病组大鼠视网膜组织凋亡细胞数量越多，

各阶段病程 CD14 染色未见明显新生血管。通过相关性分

析显示，PＲＲ 和 AT2Ｒ 表达水平与神经节细胞凋亡相关。各

病程大鼠视网膜 EＲK1 /2、p-EＲK1 /2 蛋白的表达量显著高于

对照组。结论 糖尿病视网膜病变中 PＲＲ 和 AT2Ｒ 的表达

与大鼠糖尿病视网膜病变的神经节细胞凋亡相关，可能通过

增加 EＲK 的磷酸化水平发挥功能作用。
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糖尿病性视网膜病(diabetic retinopathy，DＲ) 是

糖尿病性微血管病变中最常见的并发症，也是糖尿

病最严重的并发症之一。糖尿病视网膜病变的病因

复杂，至今发病机制不明。糖尿病视网膜病变主要

以氧化作用造成视网膜的损伤，8-羟脱氧鸟苷(8-
hydroxy-2’-deoxyguanosine，8-OHdG) 可以标记氧化

应激损伤，通过免疫组化法可以检测出 8-OHdG 的

表达。研究
［1］

显示，肾素血管紧张素系统( rennin-
angiotensin system，ＲAS)的激活是 DＲ 发生发展的风

险因素，阻断 ＲAS 系统可以抑制糖尿病视网膜病变

的发展。慢性高血糖可以激活 ＲAS 在眼内发挥作

用从而导致 DＲ 的进一步发展。血管紧张素Ⅱ是

ＲAS 的主要效应分子，其通过收缩血管的作用强效

升高全身和局部血压，研究
［2］

显示血管紧张素Ⅱ受

体( angiotensin Ⅱ receptors2，AT2Ｒ) 也存在于视网

膜及其他眼内组织。肾素原受体［(pro) rennin re-
ceptor，PＲＲ］为 ＲAS 系统成员之一。细胞外调节蛋

白激酶(extracellular signal-regulated kinase，EＲK) 分

为 EＲK1 和 EＲK2，统称为 EＲK1 /2，被激活后进入

细胞核促进某些基因的转录和表达，与细胞的增殖

分化有关。CD14 和 8-OHdG 免疫组化染色了解新

生血管的产生和视网膜神经细胞的凋亡的情况，该

实验旨在通过观察不同病程糖尿病视网膜病变大鼠

视网 膜 中 AT2Ｒ 的 含 量 以 及 EＲK1 /2、磷 酸 化

EＲK1 /2(p-EＲK1 /2) 蛋白的表达及 CD14、8-OHdG
的表达，了解 ＲAS 系统在糖尿病视网膜病变中的作

用。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康雄性 SD 大鼠 50 只，普通级，

2 月龄，190 ± 20 g，由安徽医科大学实验动物中心提

供，随机分为正常组(10 只) 和糖尿病组(38 只)。
实验期间各组大鼠均自由饮水和进食(普通饲料喂

养)。
1． 2 主要试剂及仪器 链脲佐菌素( streptozocin，

STZ)购自美国 Sigma 公司;EＲK1 /2 单抗和兔抗磷

酸化 EＲK1 /2 多抗购自美国 Santa Cruz 公司;TＲ-
Izol、MMLV 购自美国 Gibco BＲL 公司;内参 β-actin
单抗购自武汉博士德公司;ECL 化学发光试剂盒购

自美国 Pierce 公司。
1． 3 糖尿病大鼠模型建立 适应性饲养 1 周，1 周

后将(200 ± 20) g 的 48 只大鼠作为研究对象，血糖

检测均正常。依据文献
［3］，大鼠一次性单剂量腹腔

注射 STZ 50 mg /kg 溶于柠檬酸盐缓冲液中(临用前

以 1 ∶ 1 混合柠檬酸与柠檬酸钠，pH 4. 5)，对照组给

予等剂量柠檬酸盐缓冲液;48 h 后采用罗氏血糖仪

测定尾静脉血糖，血糖≥16. 9 mmol /L 认为糖尿病

模型建立成功。模型建立后观察 1 周后测量血糖，

将血糖稳定在 16. 9 mmol /L 以上作为糖尿病组，此

时开始计算糖尿病鼠病程。
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1． 4 样本制备 于病程 4、8、12 周分别处死大鼠，

对照组各 3 只及糖尿病组各 7 只，10% 水合氯醛麻

醉，5 ml /kg，放血处死，取其双眼，快速在显微镜下

冰上分离视网膜组织，EP 管冻存于 － 80 ℃，2 只眼

分开保存。
1． 5 免疫组化染色 使用免疫组化三步法:石蜡切

片脱蜡至水。3%H2O2 室温孵育 5 ～ 10 min 以消除

内源性过氧化物酶的活性。蒸馏水冲洗，PBS 浸泡

2 次，每次 5 min。5% ～10% 正常山羊血清(PBS 稀

释)封闭，室温孵育 10 min，倾去血清，勿洗。滴加

一抗工作液，37 ℃ 孵育 1 ～ 2 h 或 4 ℃ 过夜。PBS
冲洗 3 次，每次 3 min。滴加适量生物素标记二抗工

作液，37 ℃ 孵 育 30 min。PBS 冲 洗 3 次，每 次 5
min。滴加适量的辣根酶标记的链霉卵白素工作液，

37 ℃孵育 30 min。PBS 冲洗，3 次每次 5 min。DBA
稀释 50 倍显色 10 min，自来水充分冲洗、复染、脱

水、透明、封片。采用激光共聚焦显微镜进行观察，

Image Pro Plus 6． 0 软件分析图像，以上切片每组随

机抽取 10 张切片进行光密度分析，记录每张片子的

光密度(optical density，OD)值。
1． 6 检测 AT2Ｒ 受体 mＲNA 表达 由基因库查得

大鼠 AT2Ｒ 的 mＲNA 核苷酸序列，取视网膜组织

100 mg，加液氮研碎后，用 TＲIzol 提取总 ＲNA。实

验组和对照组分别取 1 μg 总 ＲNA 以 MMLV 为逆转

录酶作逆转录反应。cDNA 产物保存于 － 20 ℃。优

化扩增条件，使 PCＲ 扩增在对数期内进行。在 DNA
扩增仪上进行 AT2Ｒ 的 PCＲ 扩增 30 个循环。AT2Ｒ
的退火 温 度 为 62 ℃。取 PCＲ 扩 增 产 物 5 μl 在

1. 5%琼脂糖中电泳，Imagemaster VDS 成像系统摄

影存盘后应用计算机图像分析软件 (TotallabV 1．
01)行灰度扫描分析。以目的基因与 β-actin 的 PCＲ
产物条带灰度体积之比作为反映目的基因 mＲNA
水平的相对指标。
1． 7 EＲK 信号通路检测 配 10% 的 Tris-甘氨酸

SDS 聚丙烯酰胺胶，胶放入电泳槽，槽中加满 Tris-甘
氨酸，样品孔中加样，电压积层胶 8 V /cm(40 ～ 60
V)，分离胶 18 V /cm(100 V)，当溴酚蓝到底部停

止，取出胶板，把分离胶放入转移缓冲液中平衡 10
min，裁取适当大小的硝酸纤维素膜，放入转移缓冲

液平衡 10 min。转膜，电压 110 V，1. 5 h;放入 5%
脱脂奶粉的 TBS 封闭液中平衡 2. 5 h;滴加一抗，在

室温下翻转摇床上作用 2 h，4 ℃过夜;TBST 漂洗 3
次，每次 15 min，滴加二抗，室温下翻转摇床上作用

1 h;TBST 漂洗 3 次，每次 15 min;ECL 荧光显影液

反应、曝光、显影和定影。β-action 为内参照，计算

待测蛋白条带积分吸光度 ( integrated absorbance，

IA)与 β-action 的比值，表示待测蛋白的相对表达水

平。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

数据以珋x ± s 表示;两组数据比较用 t 检验，相关指标

采用多元线性回归分析。

2 结果

2． 1 两组大鼠的血糖水平及比较 结果显示，糖尿

病组的大鼠的血糖水平自第 4 周开始明显高于对照

组，差异有统计学意义(P ＜ 0. 01)。见表 1。

表 1 实验组与正常组大鼠不同时间点的血糖值及比较(珋x ± s)

项目 正常组 糖尿病组 P 值

实验开始 4． 71 ± 0． 86 4． 94 ± 0． 68 0． 78
4 周 5． 11 ± 0． 94 21． 66 ± 1． 94 ＜ 0． 01
8 周 5． 88 ± 0． 71 22． 90 ± 1． 75 ＜ 0． 01
12 周 6． 35 ± 0． 47 19． 73 ± 2． 17 ＜ 0． 01

2． 1 糖尿病大鼠的视网膜神经细胞的凋亡及新生

血管的情况 通过凋亡染色，高倍视野下进行光密

度分析，结果显示与对照组相比，4 周、8 周及 12 周

病程的糖尿病组大鼠视网膜组织中 8-OHdG 的表达

随着病程延长增加［(0. 182 7 ± 0. 025) vs (0. 198 7
± 0. 021 ) vs ( 0. 242 5 ± 0. 314 ) vs ( 0. 252 0 ±
0. 028)］，各组 CD14 染色未见明显新生血管的出

现，各组 CD14 染色差异无统计学意义。见图 1。

图 1 正常组及各病程糖尿病组大鼠的 8-OHdG 表达 DAB

A:正 常 组 × 200;B: 糖 尿 病 组 4 周 × 400;C: 糖 尿 病 组 8 周

× 400; D:糖尿病组 12 周 × 400

2． 2 ＲAS 系统关键分子 PＲＲ 和 AT2Ｒ 表达水平
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4 周、8 周和 12 周糖尿病大鼠视网膜组织中 PＲＲ
及 AT2Ｒ 含量明显比正常大鼠高，差异有统计学意

义(P ＜ 0. 05);进一步进行组间比较，结果显示，12
周病程大鼠 PＲＲ 及 AT2Ｒ mＲNA 水平比 8 周病程

大鼠显著升高，8 周病程大鼠 PＲＲ 及 AT2Ｒ mＲNA
水平较 4 周病程大鼠有明显升高且组间差异有统计

学意义 (P ＜ 0. 05)。见图 2。

图 2 正常组与各病程糖尿病组大鼠 PＲＲ、AT2Ｒ 的表达

与正常组比较:* P ＜ 0. 05;与糖尿病组 4 周比较:#P ＜ 0. 05;与

糖尿病组 8 周比较:△P ＜ 0. 05

2． 3 PＲＲ 及 AT2Ｒ 与视网膜神经细胞凋亡的关系

进一步分析 AT2Ｒ 与 PＲＲ 的表达水平与 8-OHdG
水平是否存在一定的关系。通过多元线性回归分析

显示，随着病程时间的延长 AT2Ｒ 及 PＲＲ 的表达水平

与细胞凋亡水平均呈正相关性(P ＜ 0. 05)。见表2。

表 2 随病程的延长 8-OHdG 分别与 PＲＲ 及

AT2Ｒ 相关性的多元回归分析

项目 回归系数 标准回归系数 t 值 P 值

AT2Ｒ 0． 397 0． 665 3． 186 0． 004
PＲＲ 0． 211 0． 493 1． 957 0． 044

2． 4 Western blot 分析结果 糖尿病组 p-EＲK1 /2
的表达水平明显比对照组高，并且随病程的延长糖

尿病组 p-EＲK1 /2 的表达水平、磷酸化水平升高。
见图 3。

图 3 各病程糖尿病组大鼠与对照组 EＲK1 /2 及 p-EＲK 表达

3 讨论

糖尿病是一种由多种原因引起糖代谢紊乱的终

身性内分泌疾病，目前世界范围内糖尿病患者人数

约 2． 4 亿，估计到 2025 年将达到 3. 5 亿
［4］。随着

糖尿病护理水平的提高，糖尿病视网膜病变的发展

和流行有所下降
［5］。有统计学研究

［6］
显示糖尿病

病程和血压是影响糖尿病视网膜病变发生发展的重

要因素。早期研究
［7］

显示糖尿病视网膜病变患者

血浆中肾素原会在发展为增殖性糖尿病视网膜病变

时明显增高，血浆肾素原水平可能是糖尿病微血管

并发症的敏感指标。
Wagner et al［8］

用反转录多聚酶链反应技术检

测发现肾素 mＲNA 阳性表达的组织中，血管紧张素

原及血管紧张素转化酶两种基因也呈阳性表达，进

一步从基因水平证实眼组织有独立合成 ＲAS 的能

力。
糖尿病时，视网膜 ＲAS 活性增强，血管紧张素

Ⅱ参与内皮细胞功能的紊乱，使得血管内皮细胞上

形成单细胞层，同时促进内皮细胞与白细胞的结合

反应，并增加局部分泌细胞因子如组织坏死因子等，

这些均可导致血管内皮功能紊乱、血管痉挛、血栓形

成、视网膜组织缺血低氧、新生血管形成、出现增殖

性病变。抑制 ＲAS 系统可以控制糖尿病视网膜病

变的发展
［9 － 10］。

研究
［11］

显示，糖尿病黄斑水肿患者伴有或不伴

有玻璃体后脱离者玻璃体液中血管紧张素Ⅱ浓度比

非糖尿病患者及不伴有视网膜病变的糖尿病患者明

显升高，提示 ＲAS 系统在糖尿病视网膜病变发生发

展中起到一定作用。
Park et al［12］

指出氧化应激增强会导致糖尿病

血管病变，8-OHdG 的水平标志了体内氧化应激导

致的 DNA 损伤。Pan et al［13］
以血清 8-OHdG 为评

价氧化应激的指标探测糖尿病视网膜病变的氧化应
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激指标，得出糖尿病视网膜病变组比正常组显著增

高。血清氧化应激产物 8-OHdG 增加将预测糖尿病

性视网膜病变的结论。本实验利用免疫组化法检测

不同病程阶段大鼠视网膜的凋亡因子 8-OHdG，发

现随着病程的发展，视网膜神经细胞 8-OHdG 表达

逐渐增多，且明显高于对照组，继而可以得出随着病

程的发展，糖尿病视网膜病变大鼠视网膜细胞凋亡

数量越多。
ＲAS 的生理作用主要通过血管紧张素Ⅱ与其

受体(AT1Ｒ 和 AT2Ｒ) 的结合来实现，利用 ＲT-PCＲ
法检测糖尿病大鼠视网膜 PＲＲ 及 AT2Ｒ mＲNA 的

表达，了解不同病程糖尿病大鼠和正常大鼠 ＲAS 系

统的表达水平以及变化趋势。结果显示 4 周、8 周

和 12 周糖尿病大鼠视网膜组织中 PＲＲ 及 AT2Ｒ 含

量明显比正常大鼠高。说明在发病后糖尿病大鼠视

网膜组织中 ＲAS 系统被明显激活，并且随着病程的

发展 ＲAS 系统作用增强。PＲＲ 及 AT2Ｒ 的表达也

随着病程的发展逐渐增多，通过统计学分析显示 8-
OHdG 的表达与 PＲＲ 及 AT2Ｒ 的表达有一定相关

性，由此可以得出在糖尿病视网膜病变中 ＲAS 系统

与细胞凋亡有相关性，同时也进一步证实了 ＲAS 与

糖尿病视网膜病变的发展相关。
利用 Western blot 法检测不同病程糖尿病大鼠

和正常大鼠视网膜中 EＲK1 /2 和 p-EＲK1 /2 的 表

达，了解到 EＲK 信号通路在糖尿病视网膜病变中被

激活，并且在随着病情的发展 EＲK 信号通路活性增

强。提示糖尿病 视 网 膜 病 变 ＲAS 系 统 的 激 活 与

EＲK 信号通路有关。
由于 CD14 可以标记新生血管的产生，本实验

中通过免疫组化法检测各病程中 CD14 的表达，各

阶段病程中对照组及实验组未见明显 CD14 分子表

达，显示无明显新生血管生成。糖尿病视网膜病变

实验病程中均未发现新生血管，可能与实验设计有

关，本实验大鼠糖尿病视网膜病变病程较局限，并未

包含糖尿病视网膜病变的全部病程。
本研究显示糖尿病视网膜病变的发生发展与

ＲAS 系统的激活有一定相关性，而 ＲAS 系统对组织

的作用可能与 EＲK 信号通路的激活相关，ＲAS 系统

对新生血管生成的作用还有待进一步研究。
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The role of the ＲAS system in diabetic retinopathy
Wang Wei，Liang Kun，Jiang Zhengxuan，et al

(Dept of Ophthalmology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective Observing the pattern recognition receptor (PＲＲ) and angiotensin Ⅱreceptors2(AT2Ｒ)
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expression level in rennin-angiotensin system，and retinal nerve cells apoptosis in the process of diabetic retinopa-
thy，in order to explore the relationship between the PＲＲ receptor and retinal nerve cells apoptosis in diabetic rats．
Methods First，we built the diabetic rat model by using streptozocin． Second，the expressions of CD14 and 8-
OHdG were detected by immunohistochemical． Third，the mＲNA expressions of AT2Ｒ and PＲＲ after 4，8 and 12
weeks of diabetes and normal control group were detected，respectively． Last，the levels of extracellular signal-reg-
ulated kinase (EＲK) 1 /2，p-EＲK1 /2 proteins were measured by Western blot． Ｒesults AT2Ｒ and PＲＲ mＲNA
expression levels in diabetes groups were higher than the control group significantly，and the expression level was
increasing with the extension of the course (P ＜ 0. 05) ． The longer the course of the disease，the more rats retinal
cells apoptosis in diabetes group． There were less new blood vessels in diabetes group as the CD14 dyeing was neg-
tive． Through correlation analysis，PＲＲ and AT2Ｒ expression levels were associated with the ganglion cell apopto-
sis． In diabetes groups EＲK1 /2，p-EＲK1 /2 protein expressions were significantly higher than the control group．
Conclusion AT2Ｒ and PＲＲ mＲNA expression levels are related with the cell apoptosis of rats with diabetic reti-
nopathy． ＲAS may play a key role in diabetic retinopathy through increasing the phosphorylation of EＲK level．
Key words diabetic retinopathy; renin-angiotensin system; EＲK signal path

大鼠 DDH 关节软骨早期退变和 X 型胶原、
基质金属蛋白酶 13 表达相关性的研究

张思成，袁 亮，宁 波，孙 军

摘要 目的 检测 X 型胶原、基质金属蛋白酶 13(MMP-13)

在发育性髋关节发育不良(DDH) 大鼠模型不同时期关节软

骨中表达的改变情况，探讨 X 型胶原、MMP-13 与软骨早期

退变的相关性。方法 选取新生 Wistar 大鼠 80 只，随机均

等分成 DDH 组和对照组。DDH 组新生大鼠后肢襁褓位固

定 10 d 后解除固定继续饲养，分别于鼠的 2、4、6、8 周龄处

死，离断髋关节，观察髋关节软骨的大体形态。用免疫组化

和 qＲT-PCＲ 法检测 X 型胶原、MMP-13 的表达。结果 DDH
模型鼠的尸体解剖样本显示关节囊增厚，髋臼表面呈不规

则、不平整，股骨头扁平且发育较小，头臼包容差，尤其 4 周

后更明显;与对照组相比，在髋关节软骨浅表区域有较高的

X 型胶原和 MMP-13 表达(P ＜ 0. 05)，并且这种增长是随着

年龄增长而增长的，X 型胶原和 MMP-13 的 mＲNA 表达显示

出相似的结果(P ＜ 0. 05)。结论 DDH 模型鼠在较早阶段

出现软骨退化，随着年龄逐渐加重;X 型胶原和 MMP-13 表

达与 DDH 软骨早期退变有密切的关系。
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发育性髋关节发育不良(developmental dysplasi-
a of the hip，DDH) 是最常见的儿童畸形之一

［1］，随

着年龄的增长，许多患者出现典型的骨性关节炎表

现，部分患者甚至中年前即需要行髋关节置换。尽

管在早期给予充分适当的治疗，其远期退化性骨性

关节 炎 的 发 病 率 仍 明 显 高 于 正 常 人 群
［2］。推 测

DDH 早期关节软骨可能发生了退变。有研究
［3］

表

明，X 型胶原的表达异常与骨性关节炎发生可能有

相关性。基质金属蛋白酶 13(matrix metalloprotein-
ases-13，MMP-13) 是 降 解 软 骨 细 胞 外 基 质 主 要 酶

系
［4］，有文献

［5］
报道胶原蛋白Ⅱ主要是被 MMP-13

分解。该研究主要观察 DDH 大鼠模型髋关节不同

时期软骨形态改变及软骨中 X 型胶原、MMP-13 的

表达改变，探讨 DDH 早期软骨是否发生了退变及与

X 型胶原和 MMP-13 之间是否有关。

1 材料与方法

1． 1 材料 实验 Wistar 新生大鼠( 安徽医科大学
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