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Abstract
誗 AIM: To investigate the expression of connexin43
(Cx43) in retina of Sprague Dawley ( SD ) rats with
diabetes mellitus ( DM ), and the effects of celecoxib,
inhibitor of cyclooxygenase 2 (COX-2), on expression of
Cx43 in retina of them.
誗 METHODS: DM was induced in SD rats by the
administration of streptozotocin ( STZ) . DM rats were
divided into two groups: COX-2 treated group (CTG, n =
15), and diabetic group (DG, n = 15) . Normal control
group ( NCG ) consisted of 15 rats was given. Three
months蒺 treatment was given after DM development.
Sample of retina were made at the end of 3mo.
Expression of Cx43 in retina were investigated by
immunohistochemistry. Expression of Cx43 mRNA in
retina were analyzed by RT-PCR.
誗 RESULTS: Cx43 was expressed in the ganglion cell
layer, the nerve fiber layer, the inner plexiform layer, and
the pigment epithelium layer of retina with a different
degree. Computer image analysis showed that celecoxib

had elevated the expression of Cx43 in experimental
diabetic rats, gray values were: 0. 233 依 0. 025, 0. 124 依
0郾 014, 0. 197 依 0. 021; multiple comparisons found
statistically significant difference (P<0. 05) . Celecoxib had
raised the expression of Cx43 mRNA in diabetic rats with
real time quantitative PCR. Relative value was 0. 635 依
0郾 084, 0. 110 依 0. 061, 0. 367 依 0. 074, multiple comparisons
found statistically significant difference (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: Expression of Cx43 decreases in retina of
SD rats with DM. Celecoxib can relieve the decrease of
Cx43 expression in retina of them.
誗KEYWORDS:diabetic retinopathy; celecoxib; Cx43
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摘要
目的:观察 COX-2(cyclooxygenase,COX-2)抑制剂(塞来
昔布 ) 对 糖 尿 病 大 鼠 视 网 膜 缝 隙 连 接 蛋 白 Cx43
(connexin43, Cx43)表达的影响。
方法:选取 SD( Sprague-Dawley)大鼠 45 只,随机分为 3
组:对照组、糖尿病组、用药组,每组各 15 只,采用 STZ 腹
腔注射造模的方式进行造模,快速血糖仪监测各组大鼠空
腹血糖,正常对照组、糖尿病模型组、用药组分别用生理盐
水、生理盐水、塞来昔布溶液进行灌胃,3mo 后采用过量麻
醉法处死大鼠,制备视网膜标本,采用免疫组化法观察
Cx43 蛋白,实时定量 PCR 技术检测大鼠视网膜 Cx43
mRNA 的相对表达量,采用 SPSS13郾 0 统计软件进行统计
分析,对各组检测结果进行比较。
结果:免疫组织化学染色缝隙连接蛋白 Cx43 在视网膜大
鼠的神经节细胞层、神经纤维层、内丛状层、色素上皮层、
内皮细胞层可见表达不同程度点状、片状表达,计算机图
像灰度分析发现塞来昔布对糖尿病大鼠视网膜 Cx43 表达
有促进作用,正常对照组、糖尿病组、用药组灰度值分别是
0郾 233依0郾 025、0郾 124依0郾 014、0郾 197依0郾 021,两两比较差异
均有统计学意义(P<0郾 05);实时定量 PCR 检测发现塞来
昔布促进糖尿病大鼠 Cx43 mRNA 表达量增加,正常对照
组、糖尿病组、用药组相对表达量分别是 0郾 635 依0郾 084、
0郾 110依0郾 061、0郾 367依0郾 074,两两比较差异有统计学意义
(P<0郾 05)。
结论:缝隙连接蛋白 Cx43 在糖尿病大鼠视网膜中表达减
少,塞来昔布可以减缓糖尿病大鼠视网膜缝隙连接蛋白
Cx43 表达的减少。
关键词:糖尿病视网膜病变;塞来昔布;Cx43

9831

Int Eye Sci, Vol. 18, No. 8 Aug. 2018 摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
Tel:029鄄82245172摇 85263940 摇 Email:IJO. 2000@163. com



DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2018. 8. 07

引用:潘桂萍,田朕,张勇,等. 塞来昔布对糖尿病大鼠视网膜缝

隙连接蛋白 Cx43 的作用. 国际眼科杂志 2018;18(8):1389-1392

0 引言
随着人们生活水平的提高,饮食习惯及生活环境的改

变,我国糖尿病发病率逐年提高,糖尿病视网膜病变的患
病率也不断上升,流行病学研究发现[1],2 型糖尿病发病
年轻化,病程达 20a 的患者发生视网膜病变的概率高达
80% ,因此,糖尿病视网膜病变发病机制的研究成为了学
者及眼科医生研究的热点。 近年研究[2] 发现糖尿病视网
膜病变是一种慢性炎症,非甾体抗炎药可以抑制糖尿病视
网膜病变的发展,非甾体抗炎药是通过抑制环氧合酶实现
抗炎作用,环氧合酶是前列腺素合成的限速酶,能够通过
催化花生四烯酸生成前列腺素,介导炎症反应。 除此之
外,有学者研究发现选择性 COX-2 抑制剂塞来昔布能够
阻断糖尿病大鼠视网膜内前列腺素 E(PGE)生成,从而抑
制糖尿病视网膜病变的发生发展[3]。 缝隙连接蛋白 Cx43
在血-视网膜屏障中发挥重要的作用,是维持血-视网膜
屏障结构及功能的重要蛋白,与维持视网膜正常通透性密
切相关。 本实验研究塞来昔布对糖尿病大鼠视网膜缝隙
连接蛋白 Cx43 的影响。
1 材料和方法
1郾 1 材料 摇 选取 45 只 SPF 级雄性健康 SD 大鼠,体质量
200 ~ 220g,饲养于湖北医药学院实验动物中心,单笼喂
养,按照计算机数字随机分配法,随机分为正常对照组、糖
尿病模型组、塞来昔布用药组,每组各 15 只。 本实验符合
动物保护条例。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 模型的制备 摇 采用 1% 链脲佐菌素( STZ) 50mg /
(kg·d)腹腔注射造模,1wk 后应用微量快速血糖仪(强
生公司)测量大鼠空腹血糖,血糖均逸16郾 7mmol / L,隔日
再次监测血糖仍逸16郾 7mmol / L,出现多饮、多食、多尿,皮
毛无光泽,消瘦为造模成功,不成功的再次腹腔注射 1%
STZ 50mg / (kg·d)1 次,30 只 SD 大鼠均造模成功。 造模
成功后用药组给予塞来昔布溶液 40mL / kg,1mg / mL 空腹
灌胃,1 次 / d,正常对照组、糖尿病模型组大鼠每日空腹等
量生理盐水灌胃,所用药物均连续给药 3mo,每周监测 SD
大鼠血糖、体质量。
1郾 2郾 2 大鼠视网膜标本制备摇 造模成功 3mo 后的大鼠给
予体积分数为 10%水合氯醛(0郾 5g / kg)腹腔内注射,处死
大鼠,迅速摘除大鼠的双侧眼球,1 只眼球在显微镜下迅
速顿性分离视网膜,放于液氮中保存,另 1 只眼球用甲醛
固定,常规石蜡包埋,用于视网膜组织化学染色,制作切
片,厚度为 4滋m。
1郾 2郾 3 视网膜免疫组织化学染色摇 随机取组织切片,烤片
后脱蜡至水,洗片后热修复,血清工作液封闭,一抗为兔抗
鼠 Cx43 相关抗原 mAb 单克隆抗体(工作浓度为 1颐200,武
汉博士德公司),4益 过夜,复温后冲洗几次,二抗为生物
素化羊抗兔 IgG,室温孵育 15min,冲洗后滴加辣根酶标记
链霉卵白素工作液室温孵育 15min,DAB 染色后(DAB 显
色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司)经苏木精

复染,盐酸酒精分化;脱水、透明,中性树胶封片,光镜下观
察,Cx43 在视网膜中的阳性表达为黄褐色。 每组选取 3
张结构完整的视网膜切片,每张切片随机选取 5 个视野
(伊200),用 Image-Pr郾 Plus 6郾 0 图像处理分析软件分析灰
度值,取平均值。
1郾 2郾 4 Real-time PCR 法检测视网膜 Cx43 mRNA 相对
表达量 摇 PCR 引物采用 Primer EXPRESS 2郾 0 软件设定,
由上海生物工程公司合成,引物序列见表 1;造模成功 3mo
后,分别选取 15 只每组-80益保存的大鼠视网膜,提取视
网膜中的总 RNA,紫外分光光度剂测定总 RNA 的浓度和
纯度,逆转录合成 cDNA,以 茁-actin 为内参基因,在冰上
依次加入 2伊SYBR Green PCR buffer,5伊Rox,sepcial primer
(5pmol), cDNA 和水,50益 2min,95益 10min,95益 15s;
60益 1min,共 45 个循环,循环结束时,收集荧光信号,每
组样本重复 3 次,所得结果取平均值。 采用 ABI7000 Real
Time PCR SDS 软件检测荧光强度。 在扩增完毕后进行溶
解曲线分析,对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析特异
性。 在反转录过程分别不加反转录酶和 cDNA 的样品进
行 PCR 扩增作为阴性对照,每组设 3 个复孔,采用 2-吟吟Ct

法计算各组视网膜 Cx43 mRNA 的相对表达量。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS13郾 0 统计软件进行分析。 采
用单因素方差分析和 LSD- t 检验。 以 P<0郾 05 为差异有
统计学意义。
2 结果
2郾 1 动物模型建立情况 摇 第一次注射 1% STZ 50mg /
(kg·d)后,有 21 只大鼠监测空腹血糖逸16郾 7mmol / L,9
只大鼠再次注射 1% STZ 50mg / ( kg·d)后空腹血糖逸
16郾 7mmol / L,均建模成功,SD 大鼠出现明显的多饮、多食、
多尿、毛色萎黄,体质量减轻,3mo 后糖尿病大鼠体质量减
轻 30依5g,糖尿病组大鼠和用药组大鼠血糖及体质量变化
无统计学意义(P>0郾 05);正常组大鼠饮食、大小便正常,
毛色顺滑,3mo 后体质量增加 38 依8g,平均空腹血糖为
6郾 7依2郾 9mmol / L。
2郾 2 各组大鼠视网膜 Cx43 的表达摇 通过免疫组织化学,
在正常对照组、糖尿病组、用药组的视网膜血管内皮细胞
可见棕黄色染色,神经节细胞层、神经纤维层、内丛状层、
色素上皮层可见不同程度点状、片状表达。 免疫组织化学
染色结果进行计算机图像分析示:正常对照组 Cx43 阳性
反应在血管内皮细胞、神经节细胞层、神经纤维层、内丛状
层、色素上皮层较强,多表现为棕黄色;糖尿病组 Cx43 阳
性反应较正常对照组明显减弱,内丛状层、颗粒细胞层可
见散在不同棕黄色点状、片状染色,余染色层呈淡棕黄色;
用药组 Cx43 阳性反应与糖尿病组相似,然而在内丛状层、
颗粒层、神经上皮层、色素上皮层点状、片状染色明显增多
(图 1)。 经计算机图像测定,正常组、糖尿病组、用药组大
鼠视网膜 Cx43 蛋白表达量分别为 0郾 233 依0郾 025、0郾 124 依
0郾 014、0郾 197依0郾 021。 糖尿病组与正常对照组、用药组与
正常组、糖尿病组与用药组比较,差异均有统计学意义
( t=8郾 65、2郾 4、6郾 4,均 P<0郾 05)。
2郾 3 各组大鼠视网膜 Cx43 mRNA 的表达 摇 实验得到的
茁-actin和 Cx43 mRNA 得到的溶解曲线存在单一溶解峰,
溶解温度分别为 81郾 2益、86郾 4益。 PCR 检测视网膜 Cx43
mRNA 的扩增曲线见图 2。 造模成功 3mo 后糖尿病组大
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图 1摇 大鼠视网膜中 Cx43 表达的免疫组织化学染色(伊200)摇 A:正常组;B:糖尿病组;C:用药组。

图 2摇 实时荧光定量 PCR视网膜中 Cx43 mRNA扩增曲线。

表 1摇 实时定量 PCR引物序列

基因 正义链 反义链 长度(bp)
茁-actin 5忆-CGTTGACATCCGTAAAGACCTC-3忆 3忆-TAGGAGCCAGGGCAGTAATCT-5忆 110
Cx43 5忆- GAACACGGCAAGGTGAGGAT-3忆 3忆-ATGGCTGGAGTTCATGTCAC-5忆 129

鼠和用药组大鼠 Cx43 mRNA 的相对表达量 ( 0郾 110 依
0郾 061、0郾 367依0郾 074)与正常对照组(0郾 635 依0郾 084)相比
明显减少,差异均有统计学意义( t = 17郾 85、8郾 75,均 P<
0郾 01)。 用药组大鼠视网膜中 Cx43 mRNA 相对表达量与
同时期糖尿病大鼠相比较均有所增加,差异均有统计学意
义( t=94郾 48,P<0郾 01)。
3 讨论

STZ 腹腔注射,通过自由基损伤 茁 细胞,使 茁 细胞功
能受损,胰岛素合成减少,诱导的糖尿病模型是目前公认
的简单易行的造模方式。

缝隙连接是直接连接相邻细胞质的细胞间通道,介导
缝隙连接细胞间通讯,由连接蛋白构成,连接蛋白根据分
子量命名。 Cx43 是 Cx 家族最重要的成员,在视网膜的色

素上皮层、颗粒层、神经节细胞层均可以见到表达[4],本实

验发现 Cx43 在大鼠视网膜色素上皮层、血管细胞层大量
表达,神经节细胞层、神经纤维层呈片状表达,呈棕色染
色,内丛状层可见斑点状棕色染色,通过计算机图像采集
分析,单位视网膜面积内的阳性表达吸光度的半定量分
析,我们发现,糖尿病组 Cx43 蛋白表达明显低于正常组,
差异有统计学意义(P<0郾 05),表明在这些部位细胞间的
信号通道连接紧密,缝隙连接蛋白 Cx43 的磷酸化与去磷
酸化对 GJ(gap junction,GJ)通道有着重要的影响。 高血
糖可以促进 Cx43 磷酸化后降解,引起缝隙连接的改变,引
起视网膜周细胞、内皮细胞、M俟ller 等细胞内环境都发生

改变,从而破坏了血-视网膜屏障。 Tien 等[5] 通过细胞培

养发现,高糖环境下,细胞膜上 Cx43 表达下降可直接抑制
细胞间信号的转导,导致细胞结构的改变,血-视网膜屏

障破坏,诱发视网膜微血管病变,并且 Tien 等[6] 通过检测

人的血管中缝隙连接蛋白 Cx43,也发现患有糖尿病视网
膜病变的患者 CX43 表达下降,我们通过免疫组织化学法
和实时定量 PCR 也发现在糖尿病大鼠视网膜中的 Cx43
表达明显降低(P<0郾 05),与本实验结果一致。

炎症反应在糖尿病视网膜病变发病机制的作用是近
10a 的研究热点,目前认为炎症因子与脂肪内分泌、氧化、
免疫系统相互作用引起了胰岛素抵抗和 茁 细胞结构与功
能障碍,最后导致了糖尿病。 COX-2 是花生四烯酸代谢

的一种重要酶,是重要的炎性因子。 孙国玲等[7] 研究表

明,COX-2 与糖尿病视网膜病变有重要的相关性,COX-2
在炎性物质的刺激下大量表达,催花生四烯酸成为前列腺
素,后者常常引起血管渗透性增加;EL-Asrar 等[8] 研究发

现 COX-2 及其产物在糖尿病视网膜病变的患者纤维血管
膜中可以检测到。 Schoenberger 等[9] 研究发现 PEDF 在糖

尿病视网膜病变的患者中表达减少,其减少程度与糖尿病
黄斑水肿及增殖型糖尿病视网膜病变的严重程度呈正相
关。 Zheng 等[3]也研究发现,NSAIDs 可以抑制糖尿病视网

膜病变的发展,以上均表明 COX-2 抑制剂可以抑制糖尿
病视网膜病变的发生发展。 本实验通过免疫组化和实时
定量 PCR 发现,塞来昔布用药组糖尿病大鼠缝隙连接蛋
白 Cx43 表达较糖尿病组大鼠增加,差异有统计学意义
(P<0郾 05);炎性因子能直接损伤视网膜毛细血管内皮细
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胞,从而导致血-视网膜屏障的破坏,缝隙连接蛋白 Cx43
是与血-视网膜屏障联系紧密的缝隙连接蛋白之一,其介
导的细胞间隙的通讯功能是维持血-视网膜屏障结构和
功能正常的重要保障,与视网膜正常血管通透性的维持密
切相关[10];塞来昔布可以通过控制炎症减少视网膜毛细
血管内皮细胞的损伤,从而减少血-视网膜屏障的破坏,
同时塞来昔布可以通过调控缝隙连接蛋白 Cx43 的表达,
而保持微血管内皮细胞间有序的组织及结构的完整性不
受损或消失,我们的研究进一步表明塞来昔布对糖尿病视
网膜病变的作用可以通过缝隙连接蛋白途径。 除此之外,
有研究发现 Cx43 与炎症状态的形成有着紧密的关系,在
神经系统中,Cx43 的表达可以显著下调炎症反应[11-12]。

塞来昔布可以通过抑制 COX-2 途径控制炎症反应,
抑制糖尿病大鼠视网膜炎性因子的表达,减少缝隙连接蛋
白 Cx43 的磷酸化,Cx43 又可以再下调炎症反应,对早期
糖尿病视网膜病变发挥作用,为糖尿病视网膜病变的发病
机制提供了新的思路。 因糖尿病视网膜病变的发病机制
是一个复杂的多因素的过程,通过单因子的角度进行研究
可能均有一定的局限性,需进一步的探索。
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