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基于 ＩＰ３-蛋白激酶 Ｃ通路探讨人视网膜
血管内皮细胞高糖性损伤的作用机制

刘　强１，２，俞　华２，董立红２，廖荣丰１
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摘要　目的　探讨ＩＰ３蛋白激酶Ｃ通路在高糖条件对人视网膜血管内皮细胞的损伤作用。方法　取对数生长期的人视网膜
血管内皮细胞，分为实验组（１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）和对照组（５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖），在不同浓度葡萄糖培养基下观察细
胞形态学变化，流式细胞仪检测人视网膜血管内皮细胞的凋亡情况，实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应检测 ＩＰ３-蛋白激酶
Ｃ（ＰＫＣ）通路中ＰＫＣ的ＲＮＡ表达水平，蛋白质印迹法检测细胞中 ＰＫＣ的蛋白表达水平。结果　高糖条件下，人视网膜血管
内皮细胞体积增大，伸展度减小，凋亡率增加，与对照组比较，２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组人视网膜血管内皮细胞凋亡率增加（Ｐ＜
０.０５）；２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组人视网膜血管内皮细胞ＩＰ３水平（５８７.９±１５.２）ｎｇ／ｍｌ相较对照组ＩＰ３水平（７３８.９±１.０）ｎｇ／ｍｌ降
低（Ｐ＜０.０５），高糖处理下，ＰＫＣｍＲＮＡ及蛋白表达水平增加（Ｐ＜０.０５）。结论　ＩＰ３-ＰＫＣ通路可能参与高糖条件下人视网膜
血管内皮细胞的损伤过程，因此可能在糖尿病视网膜病变中起到作用。
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
糖尿病患者常见的并发症，可致盲，其主要特征是人

视网膜血管内皮细胞损伤和血管异常，具体的分子

机制尚不完全清楚［１－３］。研究显示在糖尿病人群

中，蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＰＫＣ）被过度激活，
视网膜结构和功能发生变化，诱导了细胞内外变化，

导致信号通路的改变［４－６］，而三磷酸肌醇（ｉｎｏｓｉｔｏｌ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＰ３）作为细胞内重要的第二信使，是否
参与了高糖诱导下的人视网膜血管内皮细胞损伤尚

不清楚。该研究拟探讨高糖对人视网膜血管内皮细

胞损伤的影响，并通过检测 ＩＰ３浓度，ＰＫＣＲＮＡ及
蛋白含量，探讨 ＩＰ３-ＰＫＣ通路在高糖环境下对人视
网膜血管内皮细胞的作用，以期为 ＤＲ提供新的治
疗靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　人视网膜血管内皮细胞，购自武汉钬

飞生物科技有限公司（货号：ＨＵＭ-ＣＥＬＬ-０１３８）。
１．１．２　主要试剂和仪器　ＥＣＭ培养基（美国Ｓｃｉｅｎ-
ＣｅｌｌＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司，货号：１００１）、ＳＹＢＲ-
ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，货号：
Ｆ-４１５ＸＬ）、逆转录试剂盒（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，
货号：Ｋ１６２２）、ＲＩＰＡ强效裂解液（上海碧云天生物
技术股份有限公司，货号：Ｐ００１３Ｂ）、ＥＣＬ发光液（北
京鼎国昌盛生物技术有限责任公司，货号：ＥＣＬ-
００１１）、人ＩＰ３ＥＬＩＳＡ试剂盒（江苏酶免实业有限公
司，货号：ＭＭ-１５２４Ｈ１）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
（上海碧云天生物技术股份有限公司，货号：

Ｐ００１０）、ＨＲＰ，ＧｏａｔＡｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ（武汉亚科因生
物技术有限公司，货号：Ａ２１０２０）、ＰＫＣ-ｐａｎＡｎｔｉｂｏｄｙ
（江苏亲科生物研究中心有限公司，货号：ＡＦ６１９７）、
ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（南京诺唯赞生物科技股份有
限公司，货号：Ａ２１１-０２）；细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒ-
ｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，型号：Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ８０００）、倒置光学显微
镜（日本奥林巴斯公司，型号：ＣＫＸ５３）、Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ检
测仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，型号：７５００）、酶
标仪（美国 ＢＩＯ-ＲＡＤ公司，型号：ｉＭａｒｋ）、流式细胞
仪（美国 ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司，型号：Ｃｙｔ-
ｏＦＬＥＸ）
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组　将购置的人视网膜血管
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内皮细胞水浴解冻，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃去
上清液，过夜；细胞传代：加入消化液于培养瓶中，置

于培养箱并观察细胞消化情况，加含１０％血清的完
全培养基终止消化，将细胞悬液按１∶５的比例分到
新的培养皿中；细胞分为３组：５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组，
１０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组，２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组。３组分
别加入常规培养基，孵育２４ｈ进行后续检测。使用
倒置光学显微镜观察人视网膜血管内皮细胞的形态

学变化。

１．２．２　细胞凋亡检测　待细胞长至密度为８０％ ～
９０％时进行６孔板细胞铺板，细胞孵育过夜后，进行
质粒转染，去除培养基，ＰＢＳ洗 １遍，加入 １ｍｌ胰
酶，消化完成，再加入含血清培养基终止消化，细胞

离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），加入３ｍｌＰＢＳ重悬细胞，
离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），去除上清液，加入１００μｌ
１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞。每个样本加入５μｌＡｎ-
ｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ染色液，轻轻混匀后避光孵育１５ｍｉｎ。
每个样本再加入４００μｌ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，混匀后，
进行上机检测。应用Ｆｌｏｗｊ软件处理数据。
１．２．３　ｑＰＣＲ检测细胞 ＰＫＣｍＲＮＡ的表达水平　
ＲＮＡ抽提，裂解液裂解细胞，加氯仿离心（１２０００ｒ／
ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），ＲＮＡ沉淀，溶解ＲＮＡ后保存。逆转录
ｃＤＮＡ，第一链ｃＤＮＡ合成试剂盒合成ｃＤＮＡ，以其为
模版进行ｑＰＣＲ。反应条件为：９５℃５ｍｉｎ，９５℃１０
ｓ，６０℃３０ｓ４０个循环，反应结束后，根据熔解曲线
确定该ＣＴ值是否有效，采用２

－△△ＣＴ法分析目的基

因在对照组和各浓度组之间的表达差异，计算公式

如下：△ＣＴ＝ＣＴ目的基因 －ＣＴ内参，再求得对照组△ＣＴ
的平均值，记为△ＣＴ对照平均，用各组的△ＣＴ分别
减去△ＣＴ对照，求得△△ＣＴ值，即△△ＣＴ＝△ＣＴ样本
－△ＣＴ对照平均，再计算各组２－△△ＣＴ值，即为各组
中基因的相对表达量。引物信息详见表１。

表１　引物序列表

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 引物序列（５′-３′）
Ｈ-ＰＲＫＣＡ-Ｆ ＣＣＡＴＣＣＧＣＴＣＣＡＣＡＣＴＡＡＡＴ
Ｈ-ＰＲＫＣＡ-Ｒ ＧＡＴＣＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＡＴＴＴＣＴＡＣ
Ｈ-β-ａｃｔｉｎ-Ｆ ＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ
Ｈ-β-ａｃｔｉｎ-Ｒ ＡＧＣＴＣＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡ

１．２．４　免疫印迹法检测人视网膜血管内皮细胞蛋
白表达水平　ＲＩＰＡ裂解液裂解样品，严格按照
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定样品浓度，ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ电泳分离目的蛋白，ＰＶＤＦ纤维膜转膜，一抗

（ＰＫＣ-ｐａｎＡｎｔｉｂｏｄｙ，稀释比１∶１０００）室内孵育过
夜，二 抗 （ＨＲＰ，ＧｏａｔＡｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ，稀 释 比
１∶１００００）室温孵育 ４０～６０ｍｉｎ，孵育好的 ＰＶＤＦ
膜清洗后滴加显影液，置于曝光仪显影记录并保存，

并对显影结果灰度扫描，行灰度值分析统计。

１．３　统计学处理　实验数据采用ＳＰＳＳ２５.０统计软
件分析，符合正态分布的数据采用均数 ±标准差（�ｘ
±ｓ）表示，两组均数间的比较采用 ｔ检验，多组均数
比较采用单因素方差分析，事后两两比较采用 Ｂｏｎ-
ｆｅｒｒｏｎｉ法，Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　高糖状况下细胞形态学变化情况　倒置显微
镜观察可见，正常对照组人视网膜血管内皮细胞形

态结构清晰，贴壁生长，而在１０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组和
２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组，人视网膜血管内皮细胞呈现
出细胞形态学改变，包括细胞体积增大、伸展度减小

等。见图１。

图１　倒置显微镜下观察人视网膜血管内皮细胞在

不同浓度葡萄糖下的白光照片 ×１００

Ｆｉｇ．１　Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒａｎｉｎｖｅｒｔｅｄ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ×１００

　　Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（５ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ）；Ｂ：１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ；Ｃ：２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ．

２．２　不同浓度葡萄糖下人视网膜血管内皮细胞的
凋亡率　与对照组人视网膜血管内皮细胞凋亡率相
比（３.５３±０.４８）％，１０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖诱导下人视
网膜血管内皮细胞凋亡率（４.３６±１.００）％增加，但
差异无统计学意义（Ｐ＞０.０５），而２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖诱导下的人视网膜血管内皮细胞凋亡率（５.４７±
０.５９）％明显增加（ｔ＝３.６１，Ｐ＜０.０５），表明高糖可
以促进人视网膜血管内皮细胞的凋亡。见图２。
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图２　流式细胞术分析不同浓度葡萄糖下对人视网膜血管内皮细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

Ａ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ；Ｂ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ；Ｃ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ；Ｄ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（５ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕ-

ｃｏｓｅ）；ｂ：１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；ｃ：２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．３　不同浓度葡萄糖下细胞传导通路中 ＩＰ３浓度
及ＰＫＣ蛋白表达水平　不同浓度葡萄糖组 ＩＰ３浓
度及 ＰＫＣ蛋白表达水平差异有统计学意义（Ｆ＝
１３１.６、２１５.０，均 Ｐ＜０.０５）。与对照组相比，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组中ＩＰ３虽水平略微降低，但差异无
统计学意义（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正后 Ｐ＞０.０５），而 ２０
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组ＩＰ３水平降低，差异有统计学意义
（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正后 Ｐ＜０.００１），见图３Ａ，表明高糖
处理能够使 ＩＰ３-ＰＫＣ通路中 ＩＰ３水平水平降低，推
测高糖可以抑制 ＩＰ３的表达。此外，对照组 ＰＫＣ
ｍＲＮＡ的相对表达量为 １.０００±０.０９０，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖组为１.８６８±０.０２４，２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组为
２.６８５±０.１９１。高糖处理后，随着葡萄糖水平的升
高，细胞中ＰＫＣ的ｍＲＮＡ表达水平表达量呈增加的
趋势（Ｆ趋势 ＝４１３.２０，Ｐ＜０.０５），见图３Ｂ。表明高糖

图３　高糖处理对人视网膜血管内皮细胞的ＩＰ３-ＰＫＣ通路影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅＩＰ３-ＰＫＣ

ｐａｔｈｗａｙｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

Ａ：ＴｈｅＩＰ３ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ；Ｂ：Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｏｆＰＫＣｍＲＮＡｉｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（５ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ）；ｂ：１０

ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；ｃ：２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；***Ｐ＜０.００１ｖｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

可以激活ＰＫＣ基因转录表达。
２．４　不同浓度葡萄糖下人视网膜血管内皮细胞的
ＰＫＣ蛋白表达水平　不同浓度葡萄糖组 ＰＫＣ蛋白
表达水平差异具有统计学意义，且ＰＫＣ蛋白水平随
葡萄糖浓度增加而增加（Ｆ趋势 ＝１４３.２０，Ｐ＜０.０５）。
表明高糖可以诱导人视网膜血管内皮细胞的 ＰＫＣ
通路的蛋白表达。见图４。

图４　不同葡萄糖浓度下人视网膜血管内皮细胞中

ＰＫＣ蛋白表达及统计图

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＫＣｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｌｕｃｏｓｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔ

　　ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（５ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ）；ｂ：１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ

ｇｒｏｕｐ；ｃ：２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；***Ｐ＜０.００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　本研究采用不同浓度的葡萄糖培养人视网膜血
管内皮细胞，探究高糖对人视网膜血管内皮细胞形
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态和ＰＫＣ蛋白表达的影响。通过形态学观察，发现
高糖处理组人视网膜血管内皮细胞形态发生改变，

高糖处理能够使人视网膜血管内皮细胞凋亡率增

加；ＩＰ３-ＰＫＣ通路中 ＩＰ３水平降低，ＰＫＣ蛋白表达水
平增加，进一步验证了 ＩＰ３-ＰＫＣ通路可能在高糖对
人视网膜血管内皮细胞的损伤中起到作用。

　　本研究中，２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组的细胞凋亡率
较对照组明显增加，表明高浓度葡萄糖可导致人视

网膜血管内皮细胞损伤。ＰＫＣ是一类重要的信号转
导蛋白，在细胞增殖、凋亡、炎症、血管通透性等生物

学过程中发挥重要作用［７－９］。研究［１０－１１］表明，ＰＫＣ
蛋白可能在ＤＲ中起到作用，高糖条件下甘油二酰
基的增加介导ＰＫＣ的激活和合成，刺激氧化应激和
炎症，导致内皮细胞功能受损［１２－１３］。本研究进一步

实验显示ＰＫＣ蛋白表达水平在２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
组中增多，进一步表明高糖可以促进 ＰＫＣ蛋白表
达。与其他学者研究成果一致［１３－１４］。

ＩＰ３是重要的胞内第二信使，本研究中ＩＰ３水平
在２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组中显著降低，表明高糖条件
下，人视网膜血管内皮细胞中 ＩＰ３水平出现了抑制
性表达。研究［１５］发现缺氧通过激活 ＩＰ３Ｒ－［Ｃａ２＋］
ｃ／ＶＤＡＣ-［Ｃａ２＋］ｍ信号通路诱导内皮细胞凋亡，此
研究针对心肌内皮细胞的 ＩＰ３受体，而对视网膜内
皮细胞的相关研究较少。

在ＤＲ发病机制中，人视网膜血管内皮细胞是
ＤＲ中的关键病变细胞，在细胞因子、免疫、炎症及
缺氧等方面研究较多，而相关通路研究较少。本文

通过检测 ＩＰ３-ＰＫＣ通路中 ＩＰ３浓度及 ＰＫＣ蛋白表
达，揭示了 ＩＰ３-ＰＫＣ通路在人视网膜血管内皮细胞
高糖损伤中的可能作用，有利于进一步研究 ＤＲ的
发病机制及药物治疗靶点。

针对ＤＲ的治疗方式较为局限，本研究提示，
ＩＰ３-ＰＫＣ通路可能作为治疗靶点，通过抑制 ＰＫＣ的
活性，减轻高糖对人视网膜血管内皮细胞的损伤，从

而减缓ＤＲ的发展。本研究能够为 ＤＲ的治疗提供
更多的理论依据。

本研究存在不足之处，首先研究未通过干预

ＩＰ３-ＰＫＣ通路证实其调控作用；其次人视网膜血管
内皮细胞仅代表视网膜组织的一部分，而人体内

ＤＲ中激活的ＰＫＣ通路更加的复杂。这些不足将会
在以后的研究中进一步探索和完善。

综上所述，本研究初步探讨了 ＩＰ３-ＰＫＣ通路在
高糖环境下对人视网膜血管内皮细胞的影响，揭示

了其在ＤＲ发生发展中的潜在作用。进一步研究了

ＩＰ３-ＰＫＣ通路的具体机制和调控网络，有助于深入
理解ＤＲ的发生发展过程，为寻求相关的治疗提供
新的靶点和理论依据。
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００９５４５．

［１１］ＧｉｏｒｄｏＲ，ＮａｓｒａｌｌａｈＧＫ，ＰｏｓａｄｉｎｏＡＭ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ-ｅｌｉｃｉ-

ｔｅｄＰＫＣｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｏｕｎｔｅｒａｃｔｓＮＯＸ-ｍｅｄｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓ-

ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ
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ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ［Ｊ］．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ（Ｂａｓｅｌ），２０２１，１０（２）：２２４．ｄｏｉ：

１０．３３９０／ａｎｔｉｏｘ１００２０２２４．

［１２］ＪｕｂａｉｄｉＦＦ，ＺａｉｎａｌａｂｉｄｉｎＳ，ＴａｉｂＩＳ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆＰＫＣ-

ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ-

ｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３

（１５）：８５８２．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３１５８５８２．

［１３］ＸｉａｏＱ，ＷａｎｇＤ，ＬｉＤ，ｅｔａｌ．ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａ-

ｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＪＤｉａｂｅｔｅｓ

Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，２０２３，３７（９）：１０８５６５．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｊｄｉａｃｏｍｐ．

２０２３．１０８５６５．

［１４］ＪａｌｇａｏｎｋａｒＭＰ，ＰａｒｍａｒＵＭ，ＫｕｌｋａｒｎｉＹＡ，ｅｔａｌ．ＳＩＲＴ１-ＦＯＸ-

Ｏｓａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＲｅｓ，

２０２２，１７５：１０６０１４．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｐｈｒｓ．２０２１．１０６０１４．

［１５］ＺｈｕＨ，ＪｉｎＱ，ＬｉＹ，ｅｔａｌ．Ｍｅｌａｔｏｎｉｎｐｒｏｔｅｃｔｅｄｃａｒｄｉａｃｍｉｃｒｏｖａｓ-

ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｇａｉｎｓｔｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｊｕｒｙｖｉａｓｕｐｐｒｅｓ-

ｓｉｏｎｏｆＩＰ３Ｒ－［Ｃａ２＋］ｃ／ＶＤＡＣ-［Ｃａ２＋］ｍａｘｉｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ＭＡＰＫ／ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｔｒｅｓｓＣｈａｐｅｒｏｎｅｓ，

２０１８，２３（１）：１０１－１３．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１２１９２－０１７－０８２７－４．

Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ-ｉｎｄｕｃｅｄｄａｍａｇｅｏｆ
ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ

ＩＰ３-ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｐａｔｈｗａｙ
ＬｉｕＱｉａｎｇ１，２，ＹｕＨｕａ２，ＤｏｎｇＬｉｈｏｎｇ２，ＬｉａｏＲｏｎｇｆｅｎｇ１

（１ＤｅｐｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００２２；
２ＤｅｐｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＣｈａｏｈｕＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３８０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｄａｍａｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＩＰ３-ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｐａｔｈｗａｙｏｎｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕ-
ｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｏｇａ-
ｒｉｔｈｍｉｃｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅｗｅｒｅｔａｋｅｎａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅａｎｄ２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕ-
ｃｏｓｅ）ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（５ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ）．Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＫＣｉｎｔｈｅＩＰ３-ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ（ＰＫＣ）ｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＫＣｉｎｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｕｎｄｅｒｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌ
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｅｘｔｅｎｓｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ
ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５）；ｔｈｅＩＰ３ｌｅｖｅｌｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ２０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ（５８７.９±１５.２）ｎｇ／ｍｌｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（７３８.９±１.０）ｎｇ／ｍｌ（Ｐ＜０.０５）．Ｕｎｄｅｒ
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＫＣｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅ
ＩＰ３-ＰＫＣｐａｔｈｗａｙｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｄａｍａｇｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｉｇｈｇｌｕ-
ｃｏｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ａｎｄｔｈｕｓｍａｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ＩＰ３-ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｐａｔｈｗａｙ；ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ；ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＵｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｉｎＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．２０２３ＡＨ０５０６４３）；Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎｏ．２０２２ｘｋｊ０６３）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＬｉａｏＲｏｎｇｆｅｎｇ，Ｅ-ｍａｉｌ：ｌｉａｏｒｆａｙｙｋ＠１２６．ｃｏｍ

·６１１２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）


