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Abstract
誗AIM:To investigate the expression and mechanism of
high mobility group box protein-1 (HMGB1) in the retina
of diabetic rats.
誗METHODS: Sixty SD rats were randomly divided into
diabetic group and control group. Diabetic rat model was
produced by intraperitioneal injection of 1% STZ with
60mg/ Kg weight. The rats in control group received
intraperitioneal injection of normal saline with same
dosage. After injection, the rats were sacrificed and
eyeballs were enucleated for HE staining, the retina
fluorescence angiography, TUNEL and Western Blot
detection at 1, 2 and 4mo for the expressions of HMGB1
and NF-资B.
誗RESULTS:Compared with the control group, the retinal
cells disorder, cell densities decreases, microvasculars
occlusion were founded with inner and outer nuclear layer
thinning and ganglion cell apoptosis. The fluorescence
angiography showed that peripheral capillaries became
circuitous and vascular occlusion and non-perfusion area
could be seen. The expressions of HMGB1 and NF - 资B
were higher than those of control with time dependence
and they had significant positive correlations(P<0. 05) .
誗CONCLUSION:The expression of HMGB1 increases in
diabetic rat retina, which may involve in the occurrence of
diabetic retinopathy through the NF- 资B pathway.
誗KEYWORDS: diabetic retinopathy; high mobility group
box protein-1;NF-转b

Citation: Jiang S, Xu HY. Expression and mechanism of high
mobility group box protein-1 in retinal tissue of diabetic rats. Guoji
Yanke Zazhi( Int Eye Sci) 2016;16(5):829-832

摘要
目的:探讨高迁移率蛋白 1 ( high mobility group box 1,
HMGB1)在糖尿病大鼠视网膜中的表达及其可能机制。
方法:将 SD 大鼠 60 只随机分为糖尿病组和对照组。 采用
STZ 腹腔注射制作糖尿病大鼠模型,糖尿病组大鼠腹腔注
射 STZ 60mg / kg,对照组腹腔注射同等剂量的生理盐水。
分别于 1、2 和 4mo 时处死大鼠,摘取视网膜,HE 染色观察
视网膜结构变化,荧光血管造影观察视网膜血管变化,
TUNEL 染色观察视网膜细胞凋亡情况,Western Blot 检测
视网膜中 HMGB1 和 NF-资B 的表达。
结果:与对照组相比,糖尿病组大鼠视网膜各层细胞排列
紊乱,细胞密度减低,可见微血管病变,以及内、外核层变
薄和神经节细胞的凋亡;荧光血管造影见周边毛细血管迂
曲,可见血管闭塞及无灌注区;Western Blot 检测 HMGB1
和 NF-资B 表达呈时间依赖性增高,且两者表达呈正相关
(P<0. 05)。
结论:HMGB1 在糖尿病大鼠视网膜中表达增加,HMGB1
可能通过 NF-资B 信号通路参与了糖尿病视网膜病变的
发生。
关键词:糖尿病视网膜病变;高迁移率蛋白 1;核转录因
子 资B
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病严重的微血管并发症之一,严重影响人类健康和生活质
量。 目前对 DR 基本病理过程发生的机制仍然不清楚,慢
性低度炎症被认为是 DR 重要的病理生理机制之一[1],免
疫细胞异常活化产生的炎症相关因子介导视网膜炎症性
损伤是 DR 发生发展的重要环节[2]。 高迁移率蛋白 1
(high mobility group box 1,HMGB1)是一种晚期炎症因子,
它做 为 一 种 损 伤 相 关 分 子 模 式 ( damage - associated
molecular patterns,DAMPs)通过与其受体结合参与生理和
病理过程,包括炎症因子的释放、细胞迁移和血管新
生[3-5]。 本研究检测通过 HMGB1 和 NF-资B 在不同病程
糖尿病大鼠视网膜中的表达,以明确其在 DR 发生中的可
能作用。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 取 4 月龄 Sprague -Dawley( SD)雄性大鼠 60
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只,体质量为 180 ~ 220g,由锦州医科大学实验动物中心
提供。 分笼饲养,严格遵守清洁级动物大鼠喂养条件。 实
验动物及实验所有条件符合国家科学技术委员会的《实
验动物管理条例》。 链脲佐菌素(STZ)和 FITC-dextran 购
于美国 Sigma 公司,HMGB1 兔多克隆抗体和 NF-资B 兔多克
隆抗体购于英国Abcam 公司,TUNEL 试剂盒购于美国Roche。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验分组摇 所有大鼠适应性喂养 1wk 后,随机分为
两组:对照组和糖尿病组各 30 只。 糖尿病组造模前禁食
12h,采用 0. 1%柠檬酸缓冲液(pH = 4. 5)配置成 1% 链脲
佐菌素(STZ)溶液,大鼠一次性腹腔注射 60mg / kg,注药后
4h 恢复进食。 72h 后鼠尾静脉测随机血糖,血糖高于
16郾 7mmol / L 者为造模成功。 对照组腹腔注射同等剂量的
生理盐水。
1. 2. 2 HE染色观察大鼠视网膜组织学变化摇 对照组和糖
尿病大鼠均饲养 4mo 后分别麻醉取眼球,每组各取 3 只大
鼠,4% 多聚甲醛固定 24h,梯度酒精脱水、透明、石蜡包
埋,沿平行眼轴方向进行切片,厚 5滋m,脱蜡、HE 染色、脱
水、透明并封片。 光镜下观察大鼠视网膜形态学变化。
1. 2. 3 TUNEL染色观察视网膜中细胞凋亡变化摇 石蜡切
片常规脱蜡至水,微波修复,蛋白酶 K 37益孵育 30min,滴
加 Tunel 反应液 50滋L(试剂淤5滋L+试剂于45滋L),置于
37益暗盒中孵育 60min,滴加 POD 50滋L,37益暗盒中孵育
30min,DAB 显色,苏木素复染,盐酸酒精分化,返蓝,梯度
酒精常规脱水,二甲苯透明,中性树胶封片,倒置显微镜下
观察视网膜细胞凋亡情况。
1. 2. 4 FITC-dextran荧光血管造影视网膜铺片摇 取对照
组和糖尿病 4mo 组各 3 只大鼠,1% 戊巴比妥钠(0. 6mL /
100g)腹腔内麻醉,麻醉后固定四肢,快速打开胸腔,暴露
心脏,心尖部插入注射器针头,剪开右心耳,用 37益的生
理盐水进行灌注,灌注至心脏血液全部流出,再用 4% 多
聚甲醛缓慢灌注 2 ~ 3mL,最后灌注异硫氰酸葡聚糖荧光
素(FITC-dextran,分子量 200 000)约 2 ~ 3mL,轻轻挤压心
脏帮助灌注,使造影充分。 摘除眼球,取出眼前节及玻璃
体,小心剥离视网膜,以视盘为中心放射状剪开,将视网膜
移至载玻片上,铺平,盖上盖玻片,荧光显微镜下观察视网
膜血管情况。
1. 2. 5 Western Blot 检测大鼠视网膜中 HMGB1 和 NF-资B
蛋白的表达摇 分别取对照组、糖尿病组 1、2、4mo 大鼠,每
组各 8 只,取视网膜,每组各裂解并离心后取上清。 按
BCA 法进行蛋白定量和制定样品。 经 SDS-PAGE 电泳
后,将蛋白印记转移至 PVDF 膜上,TBST 封闭 1h,一抗
(HMGB1 和 NF-kB,稀释比例均为 1颐1000)4益孵育过夜,
洗膜后二抗(山羊抗兔,稀释比例 1颐1000)常温孵育 1h,洗
膜后 ECL 显影。 使用 茁-actin 为内参,使用 Image J 软件
测量各蛋白与内参的灰度值,比较各蛋白与内参灰度值的
相对量。
摇 摇 统计学分析:应用 SPSS 20. 0 统计分析软件进行统计

学分析。 计量资料以均数依标准差(軃x依s)表示,进行单因
素方差分析检验及 Pearson 相关分析。 以 P<0. 05 为差异
具有统计学意义。
2 结果
2. 1 糖尿病大鼠视网膜形态学变化摇 HE 染色结果显示,
与糖尿病组相比,对照组大鼠视网膜各层细胞排列规则整

图 1摇 两组大鼠视网膜形态学变化(HE,伊400) 摇 A:对照组;B:
糖尿病 4mo 组。

齐,密度均匀;而糖尿病 4mo 组大鼠视网膜各层细胞排列
紊乱,细胞密度减低,可见微血管病变、血管扩张。 随着病
程的延长,出现神经节细胞的水肿、变少,以及内、外核层
的变薄(图 1)。
2. 2 TUNEL染色观察视网膜细胞凋亡情况摇 糖尿病 4mo
组大鼠与对照组大鼠视网膜相比,可见神经节细胞层出现
明显染色阳性的凋亡细胞,凋亡细胞核呈棕褐色或棕黄
色,而对照组偶见零散的凋亡细胞(图 2)。
2. 3 FITC-dextran荧光血管造影视网膜铺片情况摇 对照
组视网膜血管自视盘发出的大血管向四周呈放射状分布,
毛细血管分布均匀;糖尿病 4mo 组大鼠视网膜周边毛细
血管迂曲,可见血管闭塞及无灌注区(图 3)。
2. 4 大鼠视网膜中 HMGB1 和 NF-资B 蛋白的表达 摇 经
Western Blot 检测,与对照组相比,糖尿病 1、2、4mo 组
HMGB1 和 NF-资B 的表达量有统计学差异(P<0. 05,表 1,
图 4 ~ 5)。 随糖尿病时间延长,HMGB1 和 NF-资B 的蛋白
表达量逐渐增加,呈明显的时间依赖性。 经 Pearson 相关
分析,表明 HMGB1 与 NF-资B 的表达呈正相关( r = 0. 718,
P<0. 01,图 6)。
3 讨论
摇 摇 DR 是糖尿病的严重并发症之一,是成年人获得性致
盲的主要原因。 DR 的早期组织学特征包括视盘损害、毛
细血管基底膜增厚、周细胞和内皮细胞的丢失。 DR 视力
损害的原因是复杂的,目前尚未完全阐明。 大量证据表
明,慢性低度炎症的持续存在是 DR 的重要发病机制
之一。
摇 摇 本研究发现,随着糖尿病病程的进展,大鼠视网膜血
管逐渐闭塞,且于 16wk 时出现无灌注区,同时视网膜细胞
出现凋亡,以神经节细胞出现最早、程度最重,逐渐扩展到
内、外核层。
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图 2摇 TUNEL染色观察视网膜细胞凋亡结果摇 A:对照组;B:糖
尿病 4mo 组。

图3摇 大鼠视网膜荧光血管造影结果摇 A:对照组;B:糖尿病4mo 组。

摇 摇 HMGB1 又称为高迁移率蛋白 1,一种染色质结合蛋

白,其结构高度保守,在几乎所有类型的细胞中都有表

达[6]。 在细胞内,HMGB1 参与稳定核小体结构,参与

DNA 的复制、重组、转录和翻译[7-9]。 HMGB1 可以由受损

或坏死的细胞被动分泌,或由有免疫能力的细胞主动分

泌[10-11]。 HMGB1 被公认是一种晚期炎症因子,通过不同

图 4摇 大鼠视网膜中 HMGB1 和 NF-资B蛋白的表达。

图5摇 大鼠视网膜中 HMGB1 和 NF-资B蛋白表达量的统计学结

果摇 aP<0. 05 vs 对照组。

图 6摇 HMGB1 与 NF-资B蛋白表达的相关性分析。

表 1摇 大鼠视网膜中 HMGB1 和 NF-资B蛋白的表达 軃x依s
分组 HMGB1 表达量 NF-资B 表达量

正常对照组 1 1
糖尿病 1mo 组 1. 16依0. 55 1. 24依0. 95
糖尿病 2mo 组 1. 29依0. 13 1. 36依0. 49
糖尿病 4mo 组 1. 48依0. 10 1. 64依0. 09

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 7. 748 42. 57
P 0. 022 0. 00

机制引发炎症反应[12-14]。 近些年又有研究表明它参与新
生血管的生成[15-16],在一些组织中促进新生血管的
生成[17-19]。
摇 摇 本研究表明,在糖尿病大鼠视网膜中,HMGB1 表达随
病程进展而增多,近期有学者在增殖性 DR 患者的玻璃体
和增殖膜中发现,HMGB1 的表达明显高于非糖尿病人群,
表明 HMGB1 可能在 DR 的发病过程中发挥了重要作用,
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与本研究结果相似[20]。 同时有多项研究在细胞层面验证
了 HMGB1 在高糖环境中表达增高:Mudaliar 等[21] 将血管
内皮细胞在正常葡萄糖浓度、高糖浓度、中等升高葡萄糖
浓度和葡萄糖波动不同组处理后,发现 HMGB1 及其受体
TLR2 和 TLR4 表达均增加,TLR4 的升高更具有意义。 另
有研究表明[22],在高糖处理的视网膜色素上皮细胞
(retinal pigment epithelial cells,RPE)中,HMGB1 的表达随
高糖处理时间的延长呈逐渐增加的趋势,且由胞核内逐渐
向胞浆中转移,这与本研究在动物中的研究结果相似。
摇 摇 但 HMGB1 引起的信号通路变化尚不十分明确,因此
本研究同时检测了 NF-资B(p65)的表达,研究发现 NF-资B
的表达随糖尿病病程的延长呈逐渐增多的趋势,与
HMGB1 的表达趋势一致,且两者的表达呈显著正相关。
提示在 DR 的发生、发展过程中,HMGB1 可能是通过 NF-资B
信号通路发挥作用的。 本研究通过检测对照组大鼠和糖
尿病组大鼠视网膜中 HMGB1 和 NF-资B 的表达,两者的表
达均随病程延长而增加,且两者的表达呈正相关。 以上结
果表明,HMGB1 的表达与 DR 的发病有关,可能是通过
NF-资B 信号通路发挥作用的,但具体存在怎样的关系,其
具体调节过程怎样,这些尚不十分明确,这也是我们在今
后的研究工作中需要解决的问题,需要进一步地探讨和
验证。
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