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摘要
目的:研究非诺贝特对糖尿病小鼠视网膜神经损伤的保护
作用并观察其对 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 及其靶基因 ＰＴＥＮ 的影响ꎮ
方法:构建糖尿病小鼠模型ꎬ并进行非诺贝特灌胃ꎬＨ＆Ｅ
及透射电镜观察视网膜神经损伤情况ꎬＲｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检
测视网膜组织中 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 的表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检
测同源性磷酸酶－张力蛋白(ＰＴＥＮ)在视网膜组织中的表
达ꎬ并观察 ＮＦ－κＢ 及 ＩＬ－１β 的水平及视网膜神经上皮的
结构变化ꎮ
结果:与糖尿病组相比ꎬ非诺贝特治疗组糖尿病小鼠视网
膜神经节细胞损伤及神经纤维层萎缩明显减轻ꎬ视网膜中
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 表达升高ꎬＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 和蛋白表达下降ꎬ炎
性介质 ＮＦ－κＢ 及 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 表达水平下降(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:非诺贝特通过上调 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 抑制 ＰＴＥＮ 的表
达ꎬ降低炎症因子水平ꎬ减轻视网膜细胞损伤ꎬ发挥糖尿病
视网膜神经保护作用ꎮ
关键词:糖尿病视网膜神经损伤ꎻｍｉＲ－２６ａ－５ｐꎻ同源性磷
酸酶－张力蛋白(ＰＴＥＮ)ꎻ炎症ꎻ非诺贝特
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０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病患者最常见的眼部微血管并发症ꎬ目前缺乏有效的早期
控制方法ꎮ 最新研究发现ꎬ高血糖诱发的视网膜神经损伤
可能是 ＤＲ 最早期的病理表现[１]ꎬ其发生早于临床可见的
微血管病变ꎬ主要病理特点是胶质细胞损伤、神经元凋亡
坏死及内层视网膜的萎缩[２]ꎬ视网膜慢性炎症是其发生和
进展的关键环节[３]ꎮ 非诺贝特是临床常用的调脂药ꎬ是调
节代谢、炎症和氧化应激的重要转录因子ꎬ全球大型临床
研究发现ꎬ非诺贝特可有效延缓糖尿病视网膜微血管病变
的进展[４]ꎬ但其对视网膜神经损伤的作用不清楚ꎮ 我们前
期采用荟萃分析的方法确认调脂药对糖尿病视网膜病变
的保护作用[５]ꎬ并通过临床研究发现口服非诺贝特可明显
减轻糖尿病患者视网膜神经损伤[６]ꎬ但其潜在的作用机制
仍不明确ꎮ

微小核糖核酸(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)是近年发现的重
要调控因子ꎬ可通过靶向调控基因表达参与糖尿病视网膜
病变的发生发展过程[７]ꎮ 我们前期通过对糖尿病视网膜
病变患者外周血进行 ｍｉＲＮＡｓ 测序ꎬ筛选并确认 ｍｉＲ －
２６ａ－５ｐ 及其靶基因同源性磷酸酶－张力蛋白(ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅꎬＰＴＥＮ)与糖尿病视网膜神经损伤的
进展密切相关[８]ꎬ并进一步通过动物实验观察发现 ｍｉＲ－
２６ａ－５ｐ 通过靶向抑制 ＰＴＥＮ 的表达影响糖尿病小鼠视网
膜炎症反应进而减轻糖尿病视网膜神经损伤[９]ꎬ但非诺贝
特是否通过调控 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 和 ＰＴＥＮ 的表达发挥糖尿
病视网膜神经保护作用并不明确ꎮ 在本研究中ꎬ我们通过
进一步构建糖尿病小鼠模型ꎬ研究非诺贝特对糖尿病视网
膜神经损伤的保护作用是否与调控 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 和 ＰＴＥＮ
及抑制炎症反应有关ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 本研究所用实验小鼠饲养于西安交通大
学实验动物中心 ＳＰＦ 级屏障环境中ꎬ室内温度维持在
２２－２６ ℃ꎬ湿度 ４０％－６０％ꎬ饲养环境为 １２ ｈ 光照与 １２ ｈ
黑暗自动转换ꎬ所有小鼠可自由进食和饮水ꎮ 模型动物选
用 ６ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ体质量 １８－２２ ｇꎬ实验室在
建立动物模型之前ꎬ小鼠适应性喂养 ７ ｄꎮ 实验过程中所
有小鼠的饲养及视网膜样本的取材均严格遵守西安交通
大学医学实验动物中心的实验动物管理规定ꎮ
１.１.２主要试剂　 链脲佐菌素(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎꎬＳＴＺ)购自迈新
生物技术开发公司ꎬＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒(增强型)
购自碧云天生物技术有限公司ꎬＳＡＢＣ 试剂盒购自北京索
莱宝生物技术有限公司ꎬ一抗:ＰＴＥＮ 抗体、胶质纤维酸性
蛋白(ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)抗体、β－ａｃｔｉｎ 抗
体、核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ－ＢꎬＮＦ－κＢ ) ｐ６５ 抗体
(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ白介素－１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１βꎬＩＬ－１β)
抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬＦＩＴＣ 标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ(北京
中山金桥生物有限公司)ꎬＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 总 ＲＮＡ 提取试剂
盒(日本 Ｔａｋａｒａ 公司)ꎬＰＣＲ 引物(西安博天生物科技有限

公司)ꎬｍｉＲｃｕｔｅ ｐｌｕｓ ｍｉＲＮＡ ｑＰＣＲ ｋｉｔ(ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ) (北京
天根生化科技有限公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１糖尿病小鼠模型构建和实验分组 　 雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ
小鼠 ３０ 只ꎬ采用腹腔注射 ＳＴＺ 构建糖尿病模型ꎮ 造模方
法:模型小鼠禁食 １２ ｈꎬ每天腹腔注射 ＳＴＺ ６５ ｍｇ / ｋｇꎬ连续
５ ｄꎬ７２ ｈ 后通过尾静脉采血测量小鼠血糖(Ｏｎｅ Ｔｏｕｃｈ Ⅱ
型血糖仪)ꎬ若随机血糖≥１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 则认为糖尿病模型
构建成功[１０]ꎮ 对照组小鼠 １５ 只予以腹腔注射等量
０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ柠檬酸钠缓冲液ꎮ 糖尿病模型建模成功后
４ ｗｋ时ꎬ存活 ２８ 只糖尿病小鼠随机分为两组:非诺贝特组
(１４ 只):采用每天 １ 次非诺贝特 １００ ｍｇ / ｋｇ 灌胃ꎬ连续
４ ｗｋꎻ糖尿病组(１４ 只):常规饲料喂养ꎮ 对照组 １５ 只小
鼠随机剔除 １ 只ꎬ剩余 １４ 只常规饲料喂养ꎮ
１.２.２ 苏木精－伊红染色观察糖尿病小鼠视网膜神经组织
形态　 每组随机选取小鼠 ３ 只ꎬ腹腔注射戊巴比妥钠麻醉
并施行安乐死ꎬ迅速摘除左眼眼球ꎬ保留至少 ２ ｍｍ 视神
经残端ꎬ使用手术显微剪去除角膜和晶状体ꎬ以 １ ｍＬ 注射
器于角膜中央穿刺小口ꎬ将整个眼球浸泡于 ４％多聚甲醛
固定液中固定 ４８ ｈ 以上ꎬ梯度脱水ꎬ二甲苯包埋ꎬ平行视
神经矢状轴进行视网膜连续切片ꎬ厚度 ５ μｍꎻ脱蜡ꎬ苏木
素、伊红染色后脱水透明ꎬ中性树胶封片后拍照观察ꎮ 将
染色后 Ｈ＆Ｅ 切片置于显微镜下观察并拍照ꎬ使用 Ｃａｓｅ
ｖｉｅｗｅｒ ２.３ 软件打开切片ꎬ选择带有视神经的视网膜切片ꎬ
２００ 倍镜下筛选测量位点ꎬ４００ 倍镜下距离视乳头旁
２００ μｍ处起ꎬ选择结构清晰、细胞排列整齐的位置ꎬ使用
自带工具测量神经节细胞复合体( ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ
ＧＣＣ)、内核层( ｉｎｎｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＩＮＬ) 及外核层( ｏｕｔｅｒ
ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬＯＮＬ)及视网膜神经上皮层总厚度ꎬ每张切片
测量 ６ 个点(视乳头两侧各 ３ 个点)ꎬ每组 ６ 张切片ꎬ取平
均值ꎮ 视网膜神经节细胞计数方法:在光学显微镜下
(×４００)对进行厚度测量的视网膜 Ｈ＆Ｅ 染色的切片进行
神经节细胞计数ꎬ每张切片选取 ６ 个视野(视乳头两侧各
选取 ３ 个视野)进行细胞计数ꎬ视野选择要求切片组织结
构整齐ꎬ每组 ６ 张切片ꎬ取平均值ꎮ
１.２.３透射电镜观察糖尿病小鼠视网膜神经细胞超微结构
　 每组随机选取小鼠 ３ 只ꎬ腹腔注射戊巴比妥钠麻醉并施
行安乐死ꎬ迅速摘除左眼眼球ꎬ放置于含 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓
冲液和 ４％多聚甲醛的 ２.５％戊二醛固定液中ꎬ４ ℃固定 ２ ｈ
以上ꎻ浸洗 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ１％四氧化锇固定液在 ４ ℃环境下固
定 ２ ｈꎬ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲液浸洗后ꎬ１％四氧化锇 ４ ℃进
行后固定 ２ ｈ(ｐＨ ７.３－７.４)ꎬ缓冲液漂洗 ２０ ｍｉｎꎬ梯度乙醇
脱水 ( ３０％ 乙 醇 １０ ｍｉｎ、 ５０％ 乙 醇 １０ ｍｉｎ、 ７０％ 乙 醇
１０ ｍｉｎ)ꎻ印染 ２ ｈꎻ再次脱水ꎻ环氧树脂 Ｅｐｏｎ ８１２ 浸透、烘
干包埋ꎬ修整包埋快并制作半超薄切片(１－２ μｍ)ꎬ美兰染
色定位ꎬ制作超薄切片 ５０－７０ ｎｍꎬ染色后以日立Ｈ－７６５０
透射式电子显微镜进行观察和拍照ꎮ
１.２.４免疫荧光染色观察视网膜中 ＧＦＡＰ 的表达 　 石蜡
切片制作方法同 １.２.２ꎬ６０ ℃烘烤ꎬ二甲苯浸泡 ５ ｍｉｎ×２ꎬ
ＥＤＴＡ 抗原修复液进行修复ꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ１０％山羊血清封
闭ꎬ室温放置 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃过夜ꎻ甩掉血清滴加 ＧＦＡＰ 一抗
(１∶ ４００)ꎬ４ ℃过夜ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次×５ ｍｉｎꎻ吸出一抗ꎬＰＢＳ
洗涤 ３ 次×５ ｍｉｎꎮ 分别进行免疫荧光及免疫组化染色:免
疫荧光染色滴加 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗
(１ ∶ １０００)ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎻＤＡＰＩ 室温孵育 １０ ｍｉｎꎻＰＢＳ
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洗涤 ３ 次×５ ｍｉｎꎻ封片ꎬＤＡＢ 显色ꎬ水洗ꎻ免疫组化染色滴
加山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗(１∶ １０００)ꎬ室温放置 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ以
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次×５ ｍｉｎꎬ苏木素复染ꎬ水洗 １０ ｍｉｎ 并在荧光
显微镜下观察照相ꎮ
１.２.５ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 和 ＰＴＥＮ 及炎
性介质 ｍＲＮＡ表达　 非诺贝特给药 ４ ｗｋ 后ꎬ取每组 ８ 只
小鼠左眼眼球ꎬ在手术显微镜下去除眼前节及玻璃体ꎬ剥
离视网膜并漂洗后每 ２ 个视网膜放入一个 ＥＰ 管中ꎬ液氮
研磨ꎬ匀浆裂解ꎬ离心ꎬ去沉淀ꎮ 加入三氯甲烷ꎬ混匀静置
２ ｍｉｎꎬ１２０００ ｇ ４ ℃ 离心 １５ ｍｉｎꎬ吸上清液转新管ꎬ加
０.５ ｍＬ异丙醇ꎬ－８０ ℃过夜沉淀 ＲＮＡꎻ继续离心 ３０ ｍｉｎꎻ弃
上清ꎬ加入 ７５％乙醇ꎬ震荡离心悬浮沉淀ꎬ离心、弃上清ꎻ室
温干燥 １０ ｍｉｎꎬ沉淀透明ꎬ加 ２０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ(ＤＥＰＣ 处理)溶
解 ＲＮＡꎻ 定 量 测 定 ＲＮＡ 浓 度 和 纯 度 ( ＮａｎｏＤｒｏｐ 􀅺
ＮＤ－１０００)ꎬＲＮＡ 样品纯度 Ａ２６０ / Ａ２８０ ＝ １.８０－２.１０ꎮ 实验用
所有引物由西安博天生物科技有限公司ꎬ引物序列见
表 １ꎬ逆转录反应及 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测按照试剂盒提示
操作ꎮ 按照 ２－ΔΔＣｔ解析法进行计算ꎬｍｉＲＮＡ 检测以 Ｕ６ 作为
参照基因ꎬｍＲＮＡ 检测以 β －ａｃｔｉｎ 作为参照基因ꎮ 目标
ｍＲＮＡ 相对表达量除以其对应内参的表达量为实验组与
对照组相比的倍数ꎬ此后进行数据统计分析ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＰＴＥＮ 的蛋白表达 　 液氮取
出视网膜样品(样本留存方式见 １.２.５)ꎬ三组每个视网膜
样品加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ静置并 １２０００ ｇ ４ ℃离心
２０ ｍｉｎꎬ吸上清转至新管ꎬ为视网膜总蛋白ꎮ 根据 ＢＣＡ 蛋
白定量试剂盒操作说明对视网膜样本进行蛋白定量ꎬ并采
用聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ－ＰＡＧＥ)法进行目的蛋白的
分离ꎬ５％的脱脂牛奶封闭 ２ ｈꎻＰＴＥＮ(１ ∶ １０００)、β－ａｃｔｉｎ
(１ ∶ ２０００)一抗 ４ ℃冰箱孵育过夜ꎮ 滴加二抗稀释液ꎬ室
温孵育 ２ ｈꎻ弃二抗ꎬＴＢＳＴ 液洗膜 ５ 次×５ ｍｉｎꎻＰＶＤＦ 膜滴
加混好的 ＥＣＬ 试剂 ５００ μＬꎬ在化学发光成像系统中进行
成像显影并拍照ꎮ 采用凝胶成像系统软件 Ｌｉｎｅ １ 进行条
带灰度值的分析ꎬ以目的条带的灰度值除以对应内参的灰
度值为基本方法计算灰度值ꎮ

统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 进行分析ꎬ计量

资料数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ
两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２.１非诺贝特对糖尿病小鼠视网膜组织结构的影响 　
Ｈ＆Ｅ 染色结果显示ꎬ对照组小鼠视网膜神经上皮各层细

胞排列整齐有序ꎬ结构清晰ꎬ神经节细胞呈单层排列ꎬ而糖
尿病组小鼠视网膜神经节细胞层、内核层和外核层细胞排
列紊乱、疏松ꎮ 与糖尿病组相比ꎬ非诺贝特治疗组小鼠视
网膜组织结构紊乱明显减轻(图 １)ꎮ 进一步定量测量视
网膜神经上皮各层厚度ꎬ结果显示三组间小鼠视网膜神经
组织厚度及节细胞数量差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ
与对照组相比ꎬ糖尿病小鼠视网膜神经节细胞复合体
(ＧＣＣ)及视网膜神经上皮全层厚度明显变薄ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ视网膜神经节细胞数量显著减少ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ< ０.０５)ꎬ而非诺贝特组小鼠视网
膜神经组织萎缩较糖尿组明显减轻ꎬ视网膜神经节细胞丢
失减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ
２.２非诺贝特对糖尿病小鼠视网膜神经细胞超微结构的
影响　 透射电镜观察显示ꎬ与对照组相比ꎬ糖尿病组小鼠
视网膜神经元 (神经节细胞和双极细胞) 及胶质细胞
(Ｍüｌｌｅｒ 细胞)超微结构破坏ꎬ细胞质内可见肿胀的线粒
体ꎬ线粒体体积增大ꎬ电子密度降低ꎬ细胞结构空旷ꎬ空泡
化ꎬ而非诺贝特组小鼠视网膜神经细胞线粒体肿胀及空泡
化明显减轻(图 ３)ꎮ
２.３非诺贝特对糖尿病小鼠视网膜中 ＧＦＡＰ 表达的影响
　 免疫荧光染色显示:对照组小鼠视网膜全层可见微弱
ＧＦＡＰ 免疫荧光分布ꎬ糖尿病组小鼠视网膜各层 ＧＦＡＰ 荧
光强度较对照组明显增强ꎬ而非诺贝特组小鼠视网膜中
ＧＦＡＰ 的荧光强度较糖尿病组明显减轻ꎬ差异均有统计学
意义(Ｐ<０.０５ꎬ图 ４)ꎮ

表 １　 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ引物序列

基因 引物 序列(５􀆳－３􀆳)
ｈｓａ－ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ Ｆ ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＴＣＡＡＧＴＡＡ

ＴＣＣＡＧＧＡ
Ｒ ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ

ｍｉｃｅ ＰＴＥＮ Ｆ ＡＧＡＣＣＡＴＡＡＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣ
Ｒ ＴＧＡＣＡＧＧＣＡＣＡＡＣＧＡＣＡＡＣＡ

ｍｉｃｅ ＩＬ－１β Ｆ ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴＡ ＣＡＧＴＧＧＣＡＡ
Ｒ ＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡ

ｍｉｃｅ ＮＦ－κＢ Ｆ ＡＴＧＴＧＧＡＧＡＴＣＡＴＴＧＡＧＣＡＧＣ
Ｒ ＣＣＴＧＧＴＣＣＴＧＴＧＴＡＧＣＣＡＴＴ

ｍｉｃｅ β－ａｃｔｉｎ Ｆ ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ
Ｒ ＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡ

Ｕ６ Ｆ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
Ｒ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

图 １　 各组小鼠视网膜神经组织 ＨＥ染色图　 ＧＣＣ:视网膜神经节细胞复合体ꎻＲＮＦＬ:视网膜神经纤维层ꎻＧＣＬ:神经节细胞层ꎻＩＮＬ:
内核层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ
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图 ２　 三组小鼠视网膜神经组织厚度图　 Ａ:视网膜神经上皮各层厚度ꎻＢ:视网膜神经节细胞计数ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０.０５ ｖｓ 糖
尿病组ꎮ

图 ３　 各组小鼠视网膜神经细胞超微结构图　 红色圆圈表示线粒体观察视野ꎬ蓝色箭头表示线粒体形态ꎮ

图 ４　 各组小鼠视网膜中 ＧＦＡＰ的免疫荧光染色　 Ａ:免疫荧光染色法检测视网膜中 ＧＦＡＰ 的表达情况ꎬＧＦＡＰ 呈绿色ꎬＤＡＰＩ 蓝色显
示细胞核ꎬ蓝色和绿色重合ꎬ提示 ＧＦＡＰ 在视网膜神经组织中有表达ꎻＢ:视网膜组织中 ＧＦＡＰ 的平均荧光强度ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照
组ꎬｃＰ<０.０５ ｖｓ 糖尿病组ꎮ

２.４非诺贝特对糖尿病小鼠视网膜 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ / ＰＴＥＮ
表达的影响　 与对照组相比ꎬ糖尿病组小鼠视网膜组织中
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 表达明显降低ꎬＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升
高ꎻ而非诺贝特组小鼠视网膜组织中 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 表达水
平升高ꎬＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 和蛋白表达显著降低ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０５ꎬ图 ５ꎬ表 ２)ꎮ
２.５非诺贝特对糖尿病小鼠视网膜炎性介质水平的影响

　 与对照组相比ꎬ糖尿病小鼠视网膜组织中 ＮＦ－κＢ 及
ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 表达水平显著升高ꎬ而非诺贝特组小鼠
ＮＦ－κＢ及 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 的表达量较糖尿病组明显下降ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)(图 ６ꎬ表 ３)ꎮ
３讨论

糖尿病视网膜微血管病变是糖尿病患者致盲的主要
原因ꎬ其进展缓慢ꎬ发生机制复杂ꎬ早期缺乏有效的控制方
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图 ５　 非诺贝特对糖尿病小鼠视网膜组织中 ＰＴＥＮ表达的影响　 Ａ:Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 表达水平ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检
测 ＰＴＥＮ 的蛋白表达ꎻＣ:Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０.０５ ｖｓ 糖尿病组ꎮ

图 ６　 各组小鼠视网膜组织中 ＮＦ－κＢ及 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ表达水平　 Ａ:ＮＦ－κＢꎻＢ:ＩＬ－１βꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０.０５ ｖｓ 糖尿病组ꎮ

表 ２　 各组小鼠视网膜中 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 和 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 及

ＰＴＥＮ蛋白的表达量比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ ｍＲＮＡ ＰＴＥＮ 蛋白 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ
对照组 １.００±０.００ １.００±０.００ １.００±０.００
糖尿病组 ０.７９±０.０８ａ １.６６±０.１２ａ １.７１±０.０９ａ

非诺贝特组 １.３５±０.０５ｃ ０.９９±０.１１ｃ ０.９８±０.１０ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ３６４.７ ５０.６９ ８６.６２
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:对照组:予以腹腔注射等量 ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸钠缓冲液ꎻ
ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０.０５ ｖｓ 糖尿病组ꎮ

法ꎬ晚期临床治疗棘手ꎮ 最新研究发现ꎬ糖尿病视网膜神
经损伤是 ＤＲ 最早期的病理表现ꎬ长期慢性高血糖导致视
网膜微环境改变ꎬ视网膜神经胶质细胞活化并释放炎性介
质破坏视网膜神经血管单位ꎬ可促进微血管病变的进展ꎮ
因此ꎬ探索针对糖尿病视网膜神经损伤的保护性治疗已成
为早期控制 ＤＲ 进展的新方向ꎮ 非诺贝特是过氧化物酶
体增生物激活受体 α 的激动剂ꎬ也是临床经典调脂药ꎬ可

表 ３　 各组小鼠视网膜组织中 ＮＦ－κＢ 及 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 表达水

平比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＮＦ－κＢ ＩＬ－１β
对照组 １.００±０.００ １.００±０.００
糖尿病组 ６.９３±０.２１ａ ４.６９±０.１９ａ

非诺贝特组 ３.７７±０.１８ｃ １.７４±０.１７ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ５１７.９ ５２７.７
Ｐ <０.０５ <０.０５

注:对照组:予以腹腔注射等量 ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸钠缓冲液ꎻ
ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０.０５ ｖｓ 糖尿病组ꎮ

通过发挥抗炎作用显著延缓 ＤＲ 的进展[１１]ꎬ但其对视网膜

神经损伤的影响并不清楚ꎮ
神经视网膜由三级神经元(光感受器细胞、双极细胞

和神经节细胞)及胶质细胞组成ꎬ神经元之间通过突触相
互连接ꎬ高血糖诱导视网膜微环境改变ꎬ氧的供给和需求
失衡ꎬ从而提高视网膜缺血性损伤的发生风险ꎮ 内层视网
膜对组织缺氧刺激的敏感性最高ꎬ胶质细胞活化(ＧＦＡＰ
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表达升高)、神经节细胞丢失及内层视网膜萎缩是视网膜
神经组织损伤的基础和主要特征ꎮ 本研究构建糖尿病小
鼠模型ꎬ并通过非诺贝特灌胃观察其对视网膜神经组织结
构的影响ꎮ 结果显示ꎬ非诺贝特可显著抑制糖尿病小鼠视
网膜神经胶质细胞活化(ＧＦＡＰ 表达降低)ꎬ减轻神经节细
胞线粒体损伤[１２]ꎬ减少神经节细胞丢失ꎬ并抑制内层视网
膜萎缩ꎬ改善糖尿病视网膜神经损伤ꎮ

ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 是重要的转录调控因子ꎬ可通过调控其
靶基因的表达参与多种糖尿病并发症的发生[１３]ꎮ 前期研
究发现ꎬｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 可通过靶向抑制 ＰＴＥＮ 的表达减轻
糖尿病视网膜神经损伤ꎬ为进一步明确非诺贝特的视网膜
神经保护作用是否与调控 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ / ＰＴＥＮ 的表达有
关ꎬ本研究观察了各组小鼠视网膜中 ｍｉＲ － ２６ａ － ５ｐ 及
ＰＴＥＮ 的表达情况ꎮ 结果显示ꎬ与糖尿病小鼠相比ꎬ非诺
贝特治疗组小鼠视网膜视网膜中 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ ｍＲＮＡ 水
平升高ꎬ而 ＰＴＥＮ 蛋白及 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 的表达显著下降ꎬ由
此推测ꎬ非诺贝特可通过上调视网膜中 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ 的水
平ꎬ影响 ＰＴＥＮ 蛋白及 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ进而抑制视网
膜神经组织的萎缩ꎬ发挥糖尿病视网膜神经损伤的保护
作用ꎮ

糖尿病视网膜病变是视网膜的血管病变及神经损伤
共同作用的结果ꎬ其中炎症反应是发病的关键环节ꎮ 研究
发现ꎬ非诺贝特具有显著的抗炎作用ꎬ且可能通过调控
ｍｉＲ－２１ 等小编码 ＲＮＡ 的水平ꎬ参与机体的代谢过程[１４]ꎬ
为进一步确认非诺贝特上调 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ ｍＲＮＡ 的表达
与其抗炎作用的关系ꎬ本研究通过检测视网膜组织中
ＮＦ－κＢ及 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 表达水平评估视网膜炎症反应的
状态ꎮ 结果显示ꎬ与糖尿病组相比ꎬ非诺贝特治疗组小鼠
视网膜中 ＮＦ－κＢ 及 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 的水平显著下降ꎬ这与
Ｃｈｅｎ 等[１５] 研究结果一致ꎬ其发现非诺贝特可通过影响
ＮＦ－κＢ的转录影响糖尿病视网膜病变的过程ꎮ 由此认为ꎬ
非诺贝特可上调糖尿病小鼠视网膜组织中 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ
ｍＲＮＡ 并抑制 ＰＴＥＮ 蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ同时减低视网
膜组织中炎性介质的释放ꎬ从而发挥糖尿病视网膜神经保
护作用ꎬ但ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ、ＰＴＥＮ 蛋白及 ｍＲＮＡ 与下游炎性
因子的调控机制还需后续进一步研究探索ꎮ

综上ꎬ非诺贝特可通过上调视网膜组织中 ｍｉＲ－２６ａ－
５ｐ 的水平ꎬ抑制 ＰＴＥＮ 蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达和减轻视网
膜炎症反应ꎬ有效减少神经节细胞的丢失ꎬ改善糖尿病诱
发的视网膜神经上皮层萎缩ꎬ进而延缓糖尿病小鼠糖尿病
视网膜神经损伤的进展ꎮ
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