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糖尿病视网膜病变中 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ ／ ＧＰＸ４ 信号通路参与
铁诱导的细胞死亡的作用研究

邓　 里，李　 灵，岳　 江，刘政群，银娟萍，蔡小丽

［长沙市第四医院（湖南师范大学附属长沙医院）眼科，长沙　 ４１０００６］

摘要　 目的　 探讨糖尿病视网膜病变（ＤＲ）中配体生长停滞特异性蛋白 ６（Ｇａｓ６） ／ Ｍｅｒ 酪氨酸激酶（ＭｅｒＴＫ）信号通路参与铁

诱导的细胞死亡的作用。 方法　 人视网膜色素上皮细胞（ＡＲＰＥ⁃１９）分为对照组、ＨＧ 组、ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组和 ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组。 将

细胞暴露于 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃葡萄糖用于模拟体外高血糖（ＨＧ）环境。 对照组暴露于 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇 ＋ ５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖环

境。 将大鼠随机分为正常对照组、ＤＲ 组、ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ 组，每组 ２０ 只。 通过腹膜内注射 ＳＴＺ 溶液建立 ＤＲ 模型。 通过细胞计数

检测试剂盒⁃８（ＣＣＫ⁃８）评估细胞增殖。 通过流式细胞术测量脂质活性氧（ＲＯＳ）水平，并通过生化测定丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）水平来评估铁死亡。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分析 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 蛋白表达情况。
结果　 与 ＨＧ 组相比，ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５），脂质⁃ＲＯＳ、ＭＤＡ 水平显著降低（Ｐ ＜
０. ０５）；ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５），脂质⁃ＲＯＳ、ＭＤＡ 水平显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 此外，
ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组细胞中谷胱甘肽过氧化物酶 ４（ＧＰＸ４）蛋白表达较 ＨＧ 组显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５），ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组细胞中 ＧＰＸ４ 蛋白

表达较 ＨＧ 组显著减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与对照组相比，ＤＲ 组大鼠的平均视网膜神经纤维层厚度显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＤＲ ＋ Ｇａｓ６
组则较 ＤＲ 组显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 此外，ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ 组视网膜色素上皮（ＲＰＥ）组织中 ＭＤＡ、铁水平显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＧＳＨ
水平和 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ、ＧＰＸ４ 蛋白表达显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＨＧ 处理通过抑制 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 信号通路，加速 ＧＰＸ４ 的清

除，诱导 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞的铁死亡和细胞生长抑制。 此外，通过上调 ＤＲ 大鼠视网膜组织中 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 信号表达，减轻 ＲＰＥ 组

织中铁死亡和氧化应激，并有助于恢复视网膜平均视网膜神经纤维层厚度。
关键词　 糖尿病视网膜病变；配体生长停滞特异性蛋白 ６；Ｍｅｒ 酪氨酸激酶；铁死亡；大鼠

中图分类号　 Ｒ ５８７. ２
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２４）１０ － １７７７ － ０８
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２４． １０． ０１２

２０２４ － ０７ － ０３ 接收

基金项目：湖南省卫生健康委科研计划项目（编号：Ｄ２０２３０７０２６８４２）
作者简介：邓　 里，男，副主任医师；

蔡小丽，女，副主任护师，通信作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：３２９３１７３１４＠
ｑｑ． ｃｏｍ

　 　 糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
导致失明的主要原因之一［１］。 视网膜色素上皮细

胞（ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）位于视网膜神经

上皮层和脉络膜布鲁赫膜之间，其功能异常可能导

致视力下降甚至失明，特别是在 ＤＲ 的发病机制

中［２］。 近年来，氧化应激被认为是 ＲＰＥ 细胞退化和

随后视力丧失的关键风险因素［３］。 研究［４］ 表明，铁
死亡在氧化应激下 ＲＰＥ 细胞死亡中可能起主要作

用。 然而，目前关于 ＤＲ 中 ＲＰＥ 细胞铁死亡的直接

或间接诱导机制仍不清楚。 Ｍｅｒ 酪氨酸激酶（Ｍｅｒ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，ＭｅｒＴＫ）已被证实参与 ＲＰＥ 细胞吞噬

作用的精细调节［５］。 研究［６］ 表明，暴露于高糖环境

（ｈｉｇｈ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）的 ＲＰＥ 细胞中 ＭｅｒＴＫ 的表达明

显降低，通过加入 ＭｅｒＴＫ 的配体生长停滞特异性蛋

白 ６ （ ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ６，Ｇａｓ６） 激活 ＭｅｒＴＫ 信

号，改善了 ＲＰＥ 细胞的吞噬功能。 研究［７］表明氧化

应激也是导致 ＭｅｒＴＫ 裂解和损害的主要原因。 因

此，ＨＧ 诱导的 ＭｅｒＴＫ 裂解和损害是否驱动氧化应

激所致的 ＰＲＥ 细胞铁死亡值得进一步研究。 该研

究分析了 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 信号通路在 ＨＧ 处理诱导

ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞的铁死亡和细胞生长抑制中的作用，
并进一步构建 ＤＲ 大鼠模型验证体外发现。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器　 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ、３⁃甲基腺嘌呤

（３⁃ＭＡ） 和 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ （ Ｆｅｒ⁃１ ） 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，ｐＬＫＯ. １、ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２Ｇ 质粒购自美

国 Ａｄｄｇｅｎｅ 公司， ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ｐｃＤＮＡ３. １ 载体购自美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌ⁃
ｏｇｙ 公司，靶向 Ｇａｓ６（ ｓｈ⁃Ｇａｓ６）的慢病毒和 Ｇａｓ６ 过

表达质粒（Ｇａｓ６）购自上海吉玛制药技术有限公司，
丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶
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（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ⁃Ｐｘ）商业试剂盒购自南

京建成生物工程研究所有限公司，ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ、Ｃ１１⁃
ＢＯＤＩＰＹ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，ＦＡＣ⁃
ＳＣａｎｔｏＴＭ ＩＩ 购自美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，完全裂解

缓冲液、ＧＡＰＤＨ、Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ、谷胱甘肽过氧化酶 ４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４，ＧＰＸ４）、ＨＲＰ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ＩｇＧ
抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，Ｂｉｃｉｎ⁃
ｃｈｏｎｉｎｉｃ Ａｃｉｄ 蛋白质测定试剂盒、１２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 购

自上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，聚偏二氟乙烯

膜、化学发光流体购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，ＣＣＫ⁃８ 溶

液购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司，苏
木精和伊红染色试剂盒购自美国 ＢＯＳＴＥＲ 公司，光
学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，Ｐｈｏｅｎｉｘ Ｍｉｃｒｏｎ ＩＶ
视网膜成像显微镜购自美国 Ｐｈｏｅｎｉｘ 公司。
１． ２　 细胞 　 人视网膜色素上皮细胞（ ａｄｕｌｔ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ １９，ＡＲＰＥ⁃１９）维持在 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ
氏改良 Ｅａｇｌｅ 培养基 ／营养混合物 Ｆ⁃１２ 中，该混合物

含有 １０％ 胎牛血清、青霉素（９０ Ｕ ／ ｍｌ） 和链霉素

（０. ０９ ｍｇ ／ ｍｌ）。 细胞在 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 和 ９５％Ｏ２ 的

潮湿环境中生长。
１． ３　 细胞培养　 将 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞接种到 ６ 孔板（２
× １０５ 个 ／孔）中，并静置 １２ ｈ。 分别用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｚ⁃
ＶＡＤ⁃ＦＭＫ、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ３⁃甲基腺嘌呤 （ ３⁃ＭＡ） 和 ５
μｍｏｌ ／ Ｌ ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ （Ｆｅｒ⁃１）培养 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞，然
后用 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖（ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）培养 ４８ ｈ
用于模拟体外 ＨＧ 环境［８］。 对于对照，将细胞在浓

度为 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇 ＋ ５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖培养。
为了测试 ＨＧ 环境对 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中 Ｇａｓ６ ／

ＭｅｒＴＫ 蛋白表达的影响，将细胞暴露于 ＨＧ 环境 ０、
１２、２４、４８ ｈ，收集细胞用于 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 的表达分析。

为了测试 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 信号通路 ＨＧ 诱导的细

胞生长抑制和铁死亡影响，将细胞分为对照组、ＨＧ
组、ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组和 ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组。 其中，ＨＧ ＋
ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组和 ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组在暴露于 ＨＧ 环境前２４ ｈ
分别采用 ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 或 Ｇａｓ６ 过表达质粒转染细胞，然
后将细胞暴露于 ＨＧ 环境 ２４ ｈ。
１． ４　 慢病毒介导的 ＲＮＡ 干扰 　 将靶向 Ｇａｓ６ 的

ＲＮＡｉ 寡聚体克隆到经 ＡｇｅＩ ／ ＥｃｏＲＩ 消化的 ｐＬＫＯ. １
质粒中。 干扰位点为：ｓｈ⁃Ｇａｓ６ ＃１ （１６８９⁃１７０７ 位），
ＧＧＡＧＡＧＡＡＧＣＵＵＣＡＡＧＡＡＴＴ； ｓｈ⁃Ｇａｓ６ ＃ ２ （ 位 置

２８６４⁃２８８２），ＣＡＵＧＧＵＵＡＵＡＡＡＣＡＡＵＡＡＴＴ。 为了生

产慢病毒，该实验使用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 用 ｓｈＲＮＡ
构建体加上包装质粒 ｐｓＰＡＸ２ 和 ｐＭＤ２Ｇ 转导 ２９３Ｔ
细胞，然后在 ４８ ～ ７２ ｈ 后收集含有病毒的上清液。

将 Ｇａｓ６ ｃＤＮＡ 克隆到 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体中，以构

建 Ｇａｓ６ 过表达质粒（Ｇａｓ６）。 然后使用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 将质粒转导 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞。
１． ５　 ＭＤＡ、ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 的测定　 采用商业试

剂盒测定细胞和大鼠 ＲＰＥ 组织中 ＭＤＡ、 ＳＯＤ 和

ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平。
１． ６　 细胞内脂质过氧化和铁离子检测　 使用 Ｆｅｒ⁃
ｒｏＯｒａｎｇｅ 和 Ｃ１１⁃ＢＯＤＩＰＹ 测定法分别检测细胞内总

铁离子和脂质活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
水平。 将细胞在含有 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 或 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｃ１１⁃ＢＯＤＩＰＹ 的培养基中孵育 １ ｈ，然后通

过胰蛋白酶收获并与 ＰＢＳ 加 １％ＢＳＡ 混合。 通过荧

光显微镜拍摄细胞内 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 荧光成像。 通过

ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭ ＩＩ 流式细胞术检测脂质 ＲＯＳ 水平。
１． ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 　 对大鼠 ＲＰＥ 组织或

ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。 用完全裂解

缓冲液匀浆大鼠视网膜或细胞。 裂解物在 ４ ℃下以

１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 用 Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ Ａｃｉｄ 蛋

白质测定试剂盒测定蛋白质浓度。 将 ３０ μｇ 蛋白质

加载到凝胶的每个泳道上，通过 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分

离，然后转移到聚偏二氟乙烯膜。 将膜与不同的第

一抗体在 ４ ℃孵育过夜，然后与相应的第二抗体孵

育。 在暗室中将化学发光流体均匀地滴在膜的表面

上，最后，使用 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ ＣｈｅｍｉＤｏｃ 触摸成像系统观察

膜。 使用的抗体如下：ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １０ ０００）、 Ｇａｓ６
（１ ∶ １ ０００ ）、 ＭｅｒＴＫ （１ ∶ ５００ ）、 ＧＰＸ４ （１ ∶ １ ０００ ）、
ＨＲＰ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ＩｇＧ（１ ∶ ８ ０００）。
１． ８　 ＣＣＫ⁃８ 测定　 将细胞悬浮液加入 ９６ 孔板中，
并在 ３７ ℃和 ５％ＣＯ２ 下孵育。 然后加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８
溶液。 继续孵育４ ｈ 后，在４５０ ｎｍ 处测量吸光度。 使

用各组的平均吸光度（ＯＤ）计算相对细胞生长率，如
下：细胞生长速率 ＝治疗组 ＯＤ ／对照组 ＯＤ ×１００％。
１． ９　 动物模型的建立和实验程序　 该研究的动物

实验部分根据 ＡＲＶＯ《动物在眼科和视觉研究中的

应用声明》进行，并经该院伦理委员会批准（批准

号：２０１０６２）。 体质量（２００ ± ２０）ｇ 的雄性 ＳＤ 大鼠购

自长沙市天勤生物技术有限公司，饲养在温度（２３
± １）℃，相对湿度 ４０％ ～ ５０％ ，昼夜交替 １２ ｈ 的环

境中，自由获取食物和水。 将大鼠随机分为对照组

（ｎ ＝ ２０），ＤＲ 组（ｎ ＝ ２０），ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ 组（ｎ ＝ ２０）。
除对照组外，其他组腹膜内注射 ＳＴＺ 溶液，并选取

ＳＴＺ 给药 ７２ ｈ 后随机抽取血糖水平 ＞ １６. ６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的大鼠用于实验［９］。 ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ 组在糖尿病 ８ 周时

通过眼科手术显微镜下使用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 注射器缓慢
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注射 １ μｌ 的 Ｇａｓ６ 过表达质粒，以避免眼底血管。
在第 １２ 周时，大鼠安乐死，摘除眼睛，仔细分离 ＲＰＥ
下方的神经视网膜。 通过在 ３７ ℃ 下酶促消化 ３０
ｍｉｎ 和机械剥离将 ＲＰＥ 细胞与其他结构分离［９］。
用 ０. ２５％ 胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ 进一步解离细胞 ５ ｍｉｎ，
并使用血细胞仪计数。 对于组织学分析，并将眼睛

浸入 ４％多聚甲醛中 ４８ ｈ、 通过分级乙醇溶液脱水

并包埋在石蜡中。 样品被分成 ５ μｍ 厚度，并采用

苏木精和伊红染色试剂盒进行染色。 在 ２００ 倍放大

率的光学显微镜下进行观察。
１． １０　 光谱域光学相干断层扫描（ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｄｏｍａｉｎ
ｏｐｔｉｃａｌ ｃｏｈｅｒｅｎｃｅ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＳＤ⁃ＯＣＴ）成像 　 用

阿托品滴眼液治疗大鼠 ５ ～ １０ ｍｉｎ 以扩张瞳孔。 在

每个角膜上滴一滴氧氟沙星眼膏以防止干燥。 使用

Ｐｈｏｅｎｉｘ Ｍｉｃｒｏｎ ＩＶ 视网膜成像显微镜以视神经头为

中心的环形扫描模式扫描大鼠视网膜的图像，并对

相同位置的 ２０ 个图像进行平均以消除伪影。 Ｐｈｏｅ⁃
ｎｉｘ 软件量化了视网膜神经纤维层（ ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｒｖｅ ｆｉ⁃
ｂｅｒ ｌａｙｅｒ，ＲＮＦＬ）的平均厚度。
１． １１　 统计学处理 　 使用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 进行统计分

析。 数据表示为至少 ３ 次独立实验的 �ｘ ± ｓ。 使用单

向方差分析（ＡＮＯＶＡ）和事后 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 多重比较检

验来分析和比较组间差异。 Ｐ ＜ ０. ０５ 认为差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １　 ＨＧ 对 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞铁死亡和 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ
表达影响　 为了确定 ＨＧ 诱导的细胞生长抑制是否

是由铁死亡引起的，用 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ（半胱天冬酶抑

制剂），３⁃甲基腺嘌呤（自噬抑制剂，３⁃ＭＡ）和铁抑制

素⁃１（铁死亡抑制剂，Ｆｅｒ⁃１）处理 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞，然
后用 ＨＧ 处理。 ３⁃ＭＡ 对 ＨＧ 诱导的细胞生长抑制

作用改善不明显；然而，用 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ 和 Ｆｅｒ⁃１ 处

理 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞部分逆转了 ＨＧ 诱导的细胞生长

抑制（Ｆ ＝ ８. ９２，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 １Ａ）。 这些数据表明，
细胞凋亡和铁死亡可能参与了 ＨＧ 暴露诱导的细胞

生长抑制。 此外，在 ＨＧ 处理 １２ ｈ 后，脂质 － ＲＯＳ、
ＭＤＡ 水平显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５），并且在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ
后进一步升高 （ Ｆ ＝ ２２. ７３、３０. ６２， Ｐ ＜ ０. ０５ ），而

ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平均以时间依赖的方式下降（Ｆ ＝
２８. ９２、１７. ８１，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 １Ｂ⁃１Ｅ）。 接下来测试

了 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 在 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞铁死亡中的潜在作

用，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析确定 ＨＧ 对 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ
表达的影响。 在 ＨＧ 处理 １２ ｈ 后，ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中

Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 蛋白的水平降低，并且在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ
时仍处于较低水平（图 １Ｆ）。

图 １　 高糖诱导 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞铁死亡和

Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 表达呈时间依赖性

Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｒｏｎ ｄｅａｔｈ ａｎｄ Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｔｉｍｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ

Ａ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ， ３⁃ＭＡ ａｎｄ Ｆｅｒ⁃１ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ；Ｂ⁃Ｅ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ⁃ＲＯＳ， ＭＤＡ， ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ⁃Ｐｘ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ａｔ ０， １２， ２４ ａｎｄ
４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ；Ｆ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ； ａ：Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＧ ｇｒｏｕｐ；ｃ：
ＨＧ ＋ Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＨＧ ＋ ３⁃ＭＡ ｇｒｏｕｐ；ｅ：ＨＧ ＋ Ｆｅｒ⁃１ ｇｒｏｕｐ；ｆ：Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ；ｇ：ＨＧ⁃０ ｈ ｇｒｏｕｐ；ｈ：ＨＧ⁃１２ ｈ ｇｒｏｕｐ；ｉ：ＨＧ⁃２４ ｈ ｇｒｏｕｐ；ｊ：ＨＧ⁃４８ ｈ
ｇｒｏｕｐ；∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＨＧ ｇｒｏｕｐ；＆＆Ｐ ＜ ０. ０１， ＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＨＧ⁃０ ｈ ｇｒｏｕｐ；
△Ｐ ＜ ０. ０５， △△Ｐ ＜ ０. ０１， △△△Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＨＧ⁃１２ ｈ ｇｒｏｕｐ； ▲Ｐ ＜ ０. ０５， ▲▲Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＨＧ⁃２４ ｈ ｇｒｏｕｐ．
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２． ２　 Ｇａｓ６ 上调和下调对 ＨＧ 诱导的细胞生长抑制

和铁死亡的影响　 与用对照载体（Ｖｅｃｔｏｒ）转导的细

胞相比，用表达 Ｇａｓ６ 的慢病毒（Ｇａｓ６）转导 ＡＲＰＥ⁃
１９ 细胞导致 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 蛋白过表达（图 ２Ａ）。 与

用对照 ｓｈＲＮＡ（ｓｈ⁃ＮＣ）转导的细胞相比，ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 导

致 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 蛋白表达下调，其
中 ｓｈ⁃Ｇａｓ６⁃＃１ 敲低效果更显著（图 ２Ｂ）。 与 ＨＧ 组

相比，ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平显

著增加（Ｐ ＜ ０. ０５），脂质⁃ＲＯＳ、ＭＤＡ 水平显著降低

（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨ⁃
Ｐｘ 水平显著降低 （ Ｆ ＝ ８. ９２、 １７. ６１、 １１. ２４， Ｐ ＜

０. ０５），脂质⁃ＲＯＳ、ＭＤＡ 水平显著增加（Ｆ ＝ １９. ０３、
１６. ５４，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ２Ｃ⁃２Ｇ）。 通过用铁橙对细胞

进行染色以检测亚铁离子，与 ＨＧ 组相比，ＨＧ ＋
Ｇａｓ６ 组细胞中橙色荧光显著减少（Ｐ ＜ ０. ０５），ＨＧ ＋
ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组细胞中橙色荧光显著增加（Ｆ ＝ ２１. ６６，
Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ２Ｈ）。 此外， ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组细胞中

ＧＰＸ４ 蛋白表达较 ＨＧ 组增加，ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 组细胞

中 ＧＰＸ４ 蛋白表达较 ＨＧ 组减少（图 ２Ｉ）。
２． ３　 ＲＳＬ３ 刺激逆转 Ｇａｓ６ 对 ＨＧ 刺激的 ＡＲＰＥ⁃１９
细胞的铁死亡的保护作用　 施用 ＲＳＬ３（一种铁死亡

激动剂）可通过使ＧＰＸ４失活来增加细胞铁死亡。

图 ２　 Ｇａｓ６ 上调和下调分别减弱和促进

ＨＧ 诱导的细胞生长抑制和铁死亡

Ｆｉｇ． ２　 Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｇａｓ６ ｗｅａｋｅｎｅｄ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｇａｓ６ ｉｎ ＡＲＰＥ⁃１９
ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｇａｓ６ ｏｒ
ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌ⁃
ｙｓｉｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｇａｓ６ ａｎｄ ＭｅｒＴＫ ｉｎ
ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ Ｇａｓ６ ｓｈＲＮＡ （ ｓｈ⁃
Ｇａｓ６⁃＃１， ｓｈ⁃Ｇａｓ６⁃＃ ２ ） ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ （ ｓｈ⁃
ＮＣ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ； Ｃ⁃
Ｇ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ ｏｒ Ｇａｓ６ ｏｎ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ｌｉｐｉｄ⁃ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＭＤＡ， ＳＯＤ ａｎｄ

ＧＳＨ⁃Ｐｘ ｌｅｖｅｌ； Ｈ： Ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｕｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｉｒｏｎ ｏｒａｎｇｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ２００ ； Ｉ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ａ： Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ： ＨＧ ｇｒｏｕｐ；ｃ： ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ；ｄ： ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ；∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜
０. ００１ ｖｓ ＨＧ ｇｒｏｕｐ．
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接下来，通过施用 ＲＳＬ３ 抑制 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中 ＧＰＸ４
表达，探讨 ＧＰＸ４ 是否参与 Ｇａｓ６ 对 ＨＧ 诱导铁死亡

的保护作用。 与 ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ 组相比，ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ＋
ＲＳＬ３ 组 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞的细胞活力、ＧＰＸ４ 蛋白表达

显著降低（Ｆ ＝ ６. ７４，Ｐ ＜ ０. ０５），脂质⁃ＲＯＳ 表达、亚
铁离子水平显著升高（Ｆ ＝ １１. ５６、１３. ８１，Ｐ ＜ ０. ０５）
（图 ３）。
２． ４　 Ｇａｓ６ 对 ＤＲ 大鼠视网膜铁死亡的影响　 １２ 周

时，在 ＳＴＺ 诱导 ＤＲ 大鼠模型中观察到较低的体质

量和较高的血糖水平（Ｆ ＝ ８. ７２、３１. ５７，Ｐ ＜ ０. ００１）。
组织学分析显示，对照组未见充盈扩张的血管，视网

膜组织结构正常，层次清晰，细胞排列紧密有序。
ＤＲ 组大鼠的视网膜组织排列松散和紊乱，结构不

清晰，毛细血管扩张。 以上数据说明成功诱导 ＤＲ。
ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ 组大鼠的视网膜组织排列松散和紊乱程

度减轻，结构清晰（图 ４Ａ －４Ｃ）。 与对照组相比，ＤＲ
组大鼠的平均视网膜神经纤维层厚度显著降低

（Ｐ ＜ ０. ０５），ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ 组则较 ＤＲ 组显著增加（Ｆ ＝
１５. ０７，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ４Ｄ）。 此外，ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ 组 ＲＰＥ
组织中 ＭＤＡ、铁水平显著降低（Ｆ ＝ ８. ３１、７. ４４，Ｐ ＜
０. ０５）， ＧＳＨ 水平 （ Ｆ ＝ ７. ０２， Ｐ ＜ ０. ０５ ） 和 Ｇａｓ６、
ＭｅｒＴＫ、ＧＰＸ４ 蛋白表达显著增加（图 ４Ｅ － ４Ｈ）。

３　 讨论

　 　 ＲＰＥ 细胞在维持视网膜毛细血管的完整性方

面起着重要的作用。 其在糖尿病中的功能障碍会导

致血液渗漏，从而促进 ＤＲ 的发生和恶化。 使用 ＨＧ
模拟的 ＤＲ 细胞损伤模型，该研究表明铁死亡可能

参与了 ＨＧ 暴露诱导的细胞生长抑制，表现为脂质

活性氧增加和铁死亡特异性生物标志物的上调 ／下
调。 该研究表明 ＨＧ 诱导的 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 裂解和损

害参与了氧化应激所致的 ＰＲＥ 细胞铁死亡。 吞噬

作用是 ＲＰＥ 细胞的基本功能之一，由细胞表面受体

ＭｅｒＴＫ 调节［２］。 ＲＰＥ 细胞功能障碍是几种糖尿病

性眼病的原因。 这些研究扩展了目前对糖尿病

ＲＰＥ 细胞功能障碍的理解，并为预防和缓解 ＤＲ 提

供了一种新的、有希望的治疗策略。
在哺乳动物的视网膜中，光感受器外段（ｐｈｏｔｏ⁃

ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｕｔｅｒ ｓｅｇｍｅｎｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ＰＯＳ）的不完全吞噬

溶酶体消化导致难消化蛋白质和脂质在 ＲＰＥ 细胞

中形成脂褐素会对 ＲＰＥ 细胞生存力和功能有

害［１０］。 ＲＰＥ 细胞的 ＰＯＳ 吞噬作用机制是一种特殊

形式的传出细胞作用，目前认为 Ｍｅｒｔｋ 功能缺失导

致 ＰＯＳ 吞噬作用异常相关［６］ 。此外，ＭｅｒＴＫ 的完全

图 ３　 ＲＳＬ３ 刺激逆转 Ｇａｓ６ 对 ＨＧ 刺激的 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞的铁死亡的保护作用

Ｆｉｇ． ３　 ＲＳＬ３ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇａｓ６ ｏｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＨＧ
Ａ：ＣＣＫ⁃８ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｂ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｌｉｐｉｄ⁃ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； Ｃ： Ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｕｓ

ｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｉｒｏｎ ｏｒａｎｇｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ２００ ； Ｄ：Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ； ａ： Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ：
ＨＧ ｇｒｏｕｐ；ｃ： ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ；ｄ： ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ＋ ＲＳＬ３ ｇｒｏｕｐ；∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＨＧ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０. ０５， ＆＆Ｐ ＜
０. ０１， ＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ．
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图 ４　 Ｇａｓ６ 减轻 ＤＲ 大鼠视网膜铁死亡

Ｆｉｇ． ４　 Ｇａｓ６ ｒｅｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＤＲ ｒａｔｓ
Ａ ，Ｂ： Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｓｕｇａｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ １２ ｗｅｅｋｓ； Ｃ： Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｔｉｎａ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ

１２ ｗｅｅｋｓ × １００； Ｄ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＯＣＴ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｒｖｅ ｆｉｂｅｒ ｌａｙｅｒ （ＲＮＦＬ） ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ ａｔ
１２ ｗｅｅｋｓ ａｌｏｎｇ ａ ｃｉｒｃｌｅ ｗｉｔｈ ａ ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ３ ６００ μｍ ｃｅｎｔｅｒｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｏｐｔｉｃ ｄｉｓｃ × １００； Ｅ⁃Ｇ： ＭＤＡ， ＧＳＨ ａｎｄ ｉｒｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｋｉｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ， ＧＳＨ ａｎｄ ｉｒｏｎ ｉｎ ＲＰＥ ｔｉｓｓｕｅ； Ｈ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇａｓ６， ＭｅｒＴＫ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ＲＰＥ； ａ： Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ： ＤＲ ｇｒｏｕｐ；ｃ： ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ；∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＤＲ ｇｒｏｕｐ．

激活也需要其细胞外配体的参与，蛋白 Ｓ 和 Ｇａｓ６ 与

体内 ＲＰＥ 吞噬作用中 ＭｅｒＴＫ 的功能有生理相关

性［１１］。 该研究中，在 ＨＧ 处理的 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中

Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 表达呈时间依赖性降低，并且 Ｇａｓ６ 上

调和下调分别促进和减弱 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中 ＭｅｒＴＫ
表达，这与先前的报道一致，提示 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 在

ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞铁死亡中的潜在作用。
目前，关于铁死亡介导糖尿病相关的 ＲＰＥ 程序

性死亡中的作用十分有限。 ＲＯＳ 积累是铁死亡的

一个重要标志，它由铁依赖性芬顿反应触发，并导致

脂质过氧化［４］。 该研究显示 ＨＧ 刺激 ＡＲＰＥ⁃１９ 细

胞的铁死亡，表明至少有两种不同的程序性死亡途

径，凋亡和铁死亡，平行作用于降低 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞

增殖和诱导糖尿病细胞死亡。 因此，除了靶向凋亡，
抑制铁死亡的策略可以作为治疗 ＤＲ 的潜在治疗策

略。 此外，考虑到以前的研究已经确定了 ＨＧ 诱导

其他细胞类型的铁死亡［１２］，了解 ＨＧ 诱导的铁死亡

的分子机制将在未来具有广泛的意义和应用。
ＧＰＸ４ 是唯一一种从细胞中清除脂质过氧化物

的酶；因此，ＧＰＸ４ 的缺乏或下调是铁死亡的常见机

制［１３］。 ＧＰＸ４ 通过减少脂质过氧化物的产生来抑制

铁死亡。 在药理学上，ＧＰＸ４ 的抑制或降解可直接

引发铁死亡［１４］。 病理生理学上，ＨＧ 刺激 Ｓｉｒｔ３ 的过

度表 达， 进 而 激 活 ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ 途 径 并 抑 制

ＧＰＸ４［１５］。 为了了解 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 信号通路如何促

进 ＨＧ 诱导的铁死亡的潜在机制，观察到在 ＨＧ 治
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疗过程中，Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 表达水平的改变直接影响

ＧＰＸ４ 的表达。 ＧＰＸ４ 表达在用 Ｇａｓ６ 转导的细胞中

显著升高，而在用 ｓｈ⁃Ｇａｓ６ 转导的细胞中，ＧＰＸ４ 表

达降低。 此外，对 ＤＲ 大鼠模型的进一步分析显示

Ｇａｓ６ 治疗促进大鼠 ＲＰＥ 组织中 ＧＰＸ４ 蛋白表达，并
降低 ＭＤＡ、铁水平。

综上所述，该研究表明 ＨＧ 处理通过抑制 Ｇａｓ６ ／
ＭｅｒＴＫ 信号通路，加速 ＧＰＸ４ 的清除，诱导 ＡＲＰＥ⁃１９
细胞的铁死亡和细胞生长抑制。 此外，通过上调

ＤＲ 大鼠视网膜组织中 Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ 信号表达，减轻

ＲＰＥ 组织中铁死亡和氧化应激，并有助于恢复视网

膜平均视网膜神经纤维层厚度。 该研究补充了 ＤＲ
诱导 ＲＰＥ 死亡的机制基础，有助于加强对 ＤＲ 发病

机制的理解。
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２０２２， ２３（３）： １１４４． ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／ ｉｊｍｓ２３０３１１４４．

［６］ 　 Ｂｅｒｍúｄｅｚ Ｖ， Ｔｅｎｃｏｎｉ Ｐ Ｅ， Ｅｃｈｅｖａｒｒíａ Ｍ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｄ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｌｏｓｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖ⁃
ｅｌｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３ （１９）： １１８２３． ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／
ｉｊｍｓ２３１９１１８２３．

［７］ 　 Ｌｉｕ Ｙ， Ｌａｎ Ｌ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ ＭｅｒＴＫ ａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ，
２０２２， ５４： １０２３６６． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｒｅｄｏｘ． ２０２２． １０２３６６．

［８］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｌｉ Ｔ， Ｃａｉ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｒｔ５⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＯＰＴＮ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ ｂｌｏｃｋａｄｅ
ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２２， ８（１）： ６３．
ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４２０ － ０２２ － ００８６１ － ５．

［９］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｗｕ Ｎ， Ｌｉ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｍａ⁃
ｔｏｓｔａｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５ ａｇｏｎｉｓｔ Ｌ⁃８１７， ８１８ ｏｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｌａｕｃｏｍａ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ， ２０２１， ２０４： １０８４４９．
ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｅｘｅｒ． ２０２１． １０８４４９．

［１０］ Ｍｅｒｃａｕ Ｍ Ｅ， Ａｋａｌｕ Ｙ Ｔ， Ｍａｚｚｏｎｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｄｒｉｖｅｓ ｅａｒｌｙ⁃ｏｎｓｅｔ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｅｇｅｎ⁃
ｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｍｅｒｔｋ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ａｄｖ，
２０２３， ９（３）： ｅａｄｅ９４５９． ｄｏｉ：１０． １１２６ ／ ｓｃｉａｄｖ． ａｄｅ９４５９．

［１１］ Ｃｅｒｎａ⁃Ｃｈａｖｅｚ Ｒ， Ｒｏｚａｎｓｋａ Ａ， Ｐｏｒｅｔｔｉ Ｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｌｔｅｒａ⁃
ｔｉｏｎｓ ｗｈｅｎ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ
Ｅｙｅ Ｒｅｓ， ２０２３， ２３３： １０９５４２． ｄｏｉ： １０． １０１６ ／ ｊ． ｅｘｅｒ． ２０２３．
１０９５４２．

［１２］ Ｍａ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎ⁃
ｇｅｖ， ２０２０， ２０２０： ９０６７６１０． ｄｏｉ：１０． １１５５ ／ ２０２０ ／ ９０６７６１０．

［１３］ Ｌｅｅ Ｊ， Ｒｏｈ Ｊ Ｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＧＰＸ４ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃａｎｃｅｒ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔａｃｋｌｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ
Ｌｅｔｔ， ２０２３， ５５９： ２１６１１９． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃａｎｌｅｔ． ２０２３． ２１６１１９．

［１４］ Ｚｈａｉ Ｆ Ｇ， Ｌｉａｎｇ Ｑ Ｃ， Ｗｕ Ｙ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｄ ｇｉｎｓｅｎｇ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｅｘｈｉｂｉｔｓ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＧＰＸ４ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍ Ｂｉｏｌ， ２０２２， ６０ （１）： ９０９ － １４． ｄｏｉ：１０．
１０８０ ／ １３８８０２０９． ２０２２． ２０６６１３９．

［１５］ Ｈａｎ Ｄ， Ｊｉａｎｇ Ｌ， Ｇｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＳＩＲＴ３ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ａｕ⁃
ｔｏｐｈａｇｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ
ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ＧＰＸ４ ｌｅｖｅｌｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２０，
２３５（１１）： ８８３９ － ５１． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｊｃｐ． ２９７２７．

Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｇａｓ６ ／ ＭｅｒＴＫ ／ ＧＰＸ４ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｉｒｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ

Ｄｅｎｇ Ｌｉ， Ｌｉ Ｌｉｎｇ， Ｙｕｅ Ｊｉａｎｇ， Ｌｉｕ Ｚｈｅｎｇｑｕｎ， Ｙｉｎ Ｊｕａｎｐｉｎｇ， Ｃａｉ Ｘｉａｏｌｉ
［Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ， Ｃｈａｎｇｓｈａ Ｆｏｕｒｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ （Ｃｈａｎｇｓｈａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ

Ｈｕｎａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）， Ｃｈａｎｇｓｈａ　 ４１０００６］

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ６ （Ｇａｓ６） ／ Ｍｅｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ （ＭｅｒＴＫ）
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ （ＤＲ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
（ＡＲＰＥ⁃１９） ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＨＧ ｇｒｏｕｐ， ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ． Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ

·３８７１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｏｃｔ；５９（１０）



ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉｃ （ＨＧ） ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ ５． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＤＲ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ＤＲ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ２０ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ａ ＤＲ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａ⁃
ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＺ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ ｋｉｔ ８（ＣＣＫ⁃８） ａｓｓａｙ． Ｌｉｐ⁃
ｉｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ） ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ），
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ）， ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｓｓａｙｓ ｔｏ ｅｖａｌ⁃
ｕａｔｅ ｉｒｏｎ ｄｅａｔｈ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇａｓ６ ａｎｄ ＭｅｒＴＫ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ＳＯＤ， ＧＳＨ⁃Ｐｘ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５），
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ⁃ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｉｎ ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ， ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ⁃Ｐｘ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ⁃ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＧ ＋ Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃
ｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＨＧ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＧ ＋ ｓｈ⁃Ｇａｓ６ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇ⁃
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