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摘要
目的:探讨富组氨酸糖蛋白 (ＨＲＧ) 在大鼠糖尿病视网膜
病变新生血管形成中的作用ꎮ
方法:建立链脲佐菌素(ＳＴＺ) 诱导的 ＳＤ 大鼠糖尿病模
型ꎬ蛋白免疫印迹法 (ＷＢ)检测正常(ＷＴ)组 、糖尿病
(ＤＭ) 组视网膜中 ＨＲＧ、血管生成因子(ＶＥＧＦ)的蛋白表
达情况ꎮ 转染 ＨＲＧ 小干扰 ＲＮＡ 低表达序列ꎬＷＢ 验证在
高糖诱导的人视网膜微血管内皮细胞(ｈＲＭＥＣｓ)中 ＨＲＧ
的蛋白表达情况ꎬ选择最佳 ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８ 序列用于后续实
验ꎮ 动物实验通过腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧꎬ玻璃体腔
注射 ＨＲＧ 空载体对照组(ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ)及 ＨＲＧ 基因沉
默组(ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８)ꎬＷＢ 验证 ＨＲＧ 的蛋白表达情
况后ꎬ通过 ＨＥ 染色观察各组视网膜结构变化ꎬＰＡＳ 染色
观察各组视网膜新生血管变化情况ꎬＷＢ 检测各组 ＨＲＧ
及 ＶＥＧＦ 的蛋白表达情况ꎮ
结果:ＨＥ 染色发现 ＤＭ 组大鼠视网膜结构出现紊乱ꎬ神经
节细胞层细胞数量减少ꎬ内核层和外核层细胞数量减少ꎬ
视网膜总厚度也减少(Ｐ<０.０５)ꎻＰＡＳ 染色观察 ＤＭ 组大
鼠视网膜中无细胞毛细血管明显增多(Ｐ<０.０５)ꎻＤＭ 组大
鼠视网膜中 ＨＲＧ 及血管生成因子 ＶＥＧＦ 的蛋白表达上调
(Ｐ<０.０５)ꎻ高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中转染 ＨＲＧ 后其蛋白表
达明显下调(Ｐ<０.０５)ꎻＨＲＧ 基因沉默可以抑制糖尿病视
网膜的新生血管形成ꎬ下调 ＶＥＧＦ 的蛋白表达(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:ＨＲＧ 促进糖尿病大鼠视网膜的新生血管形成ꎬＨＲＧ
基因沉默可以抑制其新生血管形成ꎮ
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ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｒａｎ ＱＹꎬ Ｈｅ ＪＨꎬ Ｗｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ － ｒｉｃｈ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｒａｔｓ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(１２):１８７３－１８８１.

０引言
糖尿病 (ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬＤＭ)是以高血糖为特征的

慢性代谢性疾病ꎬ长期持续性高血糖对微血管和大血管造
成严重性的损害ꎬ特别发生在眼、肾、心脏等器官[１]ꎮ 糖尿
病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)是 ＤＭ 微血管并
发症中最严重的一种ꎬ是导致工作年龄人群视力损害和失
明的主要原因[２]ꎮ 根据最新国际糖尿病联合会估计ꎬ２０３０
年将有 ６.４３ 亿成年人患有 ＤＭꎬ２０４５ 年将有 ７.８３ 亿成年
人患有 ＤＭꎬ预计至 ２０４５ 年约有 １.６ 亿人会受到 ＤＲ 的影
响[３]ꎮ ＤＲ 患者早期通常无症状ꎬ随着病情的进展视力进
一步下降ꎮ 近年来 ＤＲ 按发展阶段和严重程度的不同ꎬ临
床分为非增殖型糖尿病视网膜病变 ( ｎｏｎ － ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＮＰＤＲ) 和增殖型糖尿病视网膜病变
(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＰＤＲ) [４]ꎮ 其中ꎬ视网膜
新生血管形成是 ＰＤＲ 主要的病理改变ꎬ例如出现糖尿病
性黄斑水肿、玻璃体积血、牵拉性视网膜脱离等ꎬ进而导致
严重的视功能损害[５]ꎮ ＤＲ 患者早期治疗主要依赖血糖
水平的控制ꎬ血管病变严重者则需要行视网膜激光光凝
术ꎬ药物治疗及手术治疗ꎬ其中药物治疗抗血管内皮生长
因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ)类药物可有
效改善视网膜屏障功能、促进新生血管的消退ꎬ但是ꎬ目前
抗 ＶＥＧＦ 治疗仍然面临着困难ꎬ如视力改善效果不显著ꎬ
需要多次抗 ＶＥＧＦ 治疗ꎬ治疗后可能发生视野缩小及视力
下降[６]ꎮ 因此ꎬ探究 ＤＲ 的发病机制及寻求新的治疗方法
的意义非常重要ꎮ

高糖环境下出现视网膜缺血、缺氧、视网膜血管通透
性增加和血视网膜屏障 ( ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ＢＲＢ)破
坏ꎬ这 些 过 程 导 致 视 网 膜 微 血 管 内 皮 细 胞 ( ｒｅｔｉｎａｌ
ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＲＭＥＣｓ) 不受控制的增殖、

迁移及毛细血管的形成ꎬ最终导致视网膜新生血管形
成[７－８]ꎮ ＰＤＲ 是 ＤＲ 的晚期ꎬ其特征是出现视网膜中新生
血管形成可导致出血、黄斑水肿[９]ꎮ ＰＤＲ 的发病机制与
晚期 糖 基 化 终 产 物 ( ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ
ＡＧＥｓ)的积聚密切相关ꎬＡＧＥｓ 可激活 ＡＧＥｓ 受体ꎬ促进
ＰＤＲ 的进展[１０]ꎮ 这种激活会触发内皮细胞增殖、血管生
成和促血管生成基因表达的增加ꎬ包括 ＶＥＧＦ、血管内皮
细胞 生 长 因 子 受 体 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＶＥＧＦＲ)、血管生成素 １ 和 ２、血小板衍生生长因
子和成纤维细胞生长因子[１１]ꎮ 长期高血糖状态ꎬ毛细血
管灌注受损ꎬ导致视网膜缺血、缺氧ꎬ促血管生成因子
ＶＥＧＦ 上调与抗血管生成因子平衡失调[１２－１３]ꎬＶＥＧＦ 上调
主要通过激活内皮细胞表达的 ＶＥＧＦ － ２ 来协调血管
生成[１４]ꎮ

富组氨酸糖蛋白 ( ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ － ｒｉｃｈ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＲＧ)
是一种由肝细胞合成的 ７５ ｋＤａ 糖蛋白质ꎬ在血浆中以相
对较高的浓度 (１００－２００ μｇ / ｍＬ)存在[１５]ꎬＨＲＧ 也称为富
含组氨酸脯氨酸的糖蛋白( ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ －ｐｒｏｌｉｎｅ －ｒｉｃｈ ｇｌｙｃｏ－
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＨＰＲＧ)是一种在许多脊椎动物的血浆中发现的
蛋白质ꎬ包括在人、牛、鸡、兔子和小鼠[１６]ꎮ ＨＲＧ 分子量为
６７ ０００ 的单链糖蛋白ꎬ由 ５０７ 个氨基酸残基组成ꎬ其属于
胱抑素超家族的蛋白ꎬ如胎球蛋白和激肽原ꎮ ＨＲＧ 是一
种多结构域多肽ꎬ由 Ｎ 末端的两个胱抑素样区域、一个富
含组氨酸的区域和两个富含脯氨酸的区域和一个 Ｃ 末端
结构域组成ꎮ ＨＲＧ 具有多结构域结构与肝素、磷脂、纤溶
酶原、纤维蛋白原、免疫球蛋白 Ｇ、Ｃ１ｑ、血红素和 Ｚｎ２＋ 配
体相互作用[１７]ꎬ同时ꎬＨＲＧ 可以作为接头分子发挥作用并
调节许多重要的生物过程ꎬ例如病原体清除、细胞黏附、血
管生成、凝血和纤维蛋白溶解[１８－１９]ꎮ 据报道ꎬ在第二次发
生视网膜静脉阻塞中发现 ＨＲＧ 表达增高ꎬ提示 ＨＲＧ 可能
是眼部血管并发症的一个危险因素[２０]ꎬ也研究表明
ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２３ａ 调控的乳腺组织中 ＨＲＧ 在乳腺癌中表达
促进血管生成[２１]ꎮ ＶＥＧＦ 是 ＤＲ 血管生成的关键因子ꎬ因
此ꎬ推测 ＨＲＧ 是否通过 ＶＥＧＦ 促进 ＤＲ 新生血管形成的作
用ꎬ目前尚不清楚ꎮ

综上所述ꎬ我们进一步在 ＳＴＺ 诱导的糖尿病大鼠视
网膜组织中检测 ＨＲＧ 的蛋白表达情况ꎬ发现在糖尿病大
鼠视网膜组织中 ＨＲＧ 的蛋白表达升高ꎮ 基于以上实验结
果及分析ꎬ我们提出科学假说:推测 ＨＲＧ 可能在 ＤＲ 的发
病机制中扮演着重要角色ꎮ 因此ꎬ本研究通过体内实验初
步探讨 ＨＲＧ 在 ＤＲ 新生血管形成的作用ꎬ为探讨 ＤＲ 发
生发展的分子机制提供一定的参考意义ꎬ为 ＤＲ 治疗提供
新的靶点ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞　 人视网膜微血管内皮细胞 ( ｈＲＭＥＣｓ) 购买
于北京北纳生物公司 (编号:ＢＮＣＣ３６３７４３)ꎮ
１.１.２动物　 ８ 周龄的雄性 ＳＤ 大鼠(体质量约 ２４０－３００ ｇ)
购自于遵义医科大学动物实验中心ꎬ实验动物的生产许可
证号:ＳＣＸＫ(黔) ２０２１ － ０００２ꎬ实验动物使用许可证号:
ＳＣＸＫ(黔)２０２１－０００４ꎮ 实验动物均遵守 ＡＲＶＯ 眼科和视
觉研究中心动物使用说明ꎮ 遵义医科大学第三附属医院
动物实验伦理委员会意见:研究内容和实验方案遵循动物
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福利和伦理原则ꎬ符合伦理规范要求[编号:伦申(２０２３) －
２－１７５ 号]ꎮ
１.１.３主要试剂与仪器　 ＨＲＧ 干扰片段、ＨＲＧ 腺相关病毒
购自吉玛基因ꎬＨＲＧ、ＶＥＧＦ 多克隆抗体购自中国武汉三
鹰公司ꎬＧｉｂｃｏ ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬＢＩ 胎牛血清
购自以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司ꎬ胰酶－ＥＤＴＡ 消化液
(０.２５％胰酶ꎬ含酚红)购自南京生航生物技术有限公司ꎬ
改进型柠檬酸钠抗原修复液(５０×)、抗荧光淬灭剂购自碧
云天公司ꎬ链脲佐菌素、胰蛋白酶 １∶ ２５０、糖原 ＰＡＳ 染色液
购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎬ双色预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ １０－２５０ ｋＤ、
Ｏｍｎｉ－ＥＣＬ 超灵敏化学发光检测试剂盒、ＰＡＧＥ 凝胶制备
试剂盒(升级版)购自上海雅酶生物医药科技有限公司ꎬ
３３ Ｇ 微量注射器购自美国 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司ꎬ显微镜购自日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎬ凝胶成像仪购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养 　 根据制造商的方案进行培养 ｈＲＭＥＣｓꎬ
所有细胞均在含有 １０％胎牛血清和 １％青霉素－链霉素的
ＤＭＥＭ 培养基在温度为 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、湿度 ９５ 培养箱中
培养ꎮ 显微镜下观察细胞数量达到 ８０％可进行传代ꎬ
ＨＢＳＳ 洗涤后使用 ０.０５％胰酶将内皮细胞从培养瓶中消
化ꎬ并重悬于 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ细胞传至 ３ 到 ６ 代后进行
细胞实验ꎮ
１.２.２细胞转染
１.２.２.１ ｓｉＲＮＡ构建与合成　 ＨＲＧ 小干扰 ＲＮＡ 序列由上
海吉玛基因生物公司设计并合成(表 １)ꎮ
１.２.２.２ ＨＲＧ－ｓｉＲＮＡ转染　 ｈＲＭＥＣｓ 以 ３×１０５ / Ｌ 接种于 ６
孔板中ꎬ孵育 ２４ ｈ 后进行转染ꎮ 正常糖浓度对照(ｎｏｒｍａｌ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＮＧ)组只用 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的糖浓度处理、高糖浓度对
照( ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＨＧ) 组加入 Ｌｉｐｏ２０００ 试剂 ２４ ｈ 后用
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ的糖浓度处理、沉默对照组(ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ):加入
ＨＲＧ 沉 默 对 照 序 列 和 Ｌｉｐｏ２０００ 复 合 物 ２４ ｈ 后 用
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ的糖浓度处理、 ＨＲＧ 基因沉默序列 １１７ 组
(ＨＧ＋ｓｉ－ＨＲＧ＃１１７):加入 ｓｉ －ＨＲＧ＃１１７ 序列和 Ｌｉｐｏ２０００
复合物 ２４ ｈ 后用 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的糖浓度处理、ＨＲＧ 基因沉
默序列 ２９８ 组(ＨＧ＋ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８)加入 ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８ 序列
和 Ｌｉｐｏ２０００ 复合物 ２４ ｈ 后用 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的糖浓度处理ꎬ
ＨＲＧ 基因沉默序列 ４４０ 组 ( ＨＧ ＋ ｓｉ － ＨＲＧ ＃ ４４０) 加入
ｓｉ－ＨＲＧ＃４４０序列和 Ｌｉｐｏ２０００ 复合物 ２４ ｈ 后用 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ
的糖浓度处理ꎮ
１.２.３ ＳＤ大鼠糖尿病造模　 (１)选择雄性约 ８ 周龄的 ＳＤ
大鼠 ３０ 只(体质量约 ２４０－３００ ｇ)ꎬＳＤ 大鼠饲养在 １２ ｈ
光照 / 黑暗循环下ꎬ温度为 ２３±２ ℃ ꎬ湿度为 ５０％±５％ꎬ建
模前随机将 ＳＤ 大鼠分为正常对照(ＷＴ)组 ６ 只和糖尿
病(ＤＭ)组 ２４ 只ꎮ ＷＴ 组普通饲料喂养ꎬＤＭ 组高脂、高
糖饲料喂养ꎬ４ ｗｋ 后禁食、不禁水 １２ ｈꎬ正常对照组行腹
腔内注射等量的 ＳＴＺ 的溶剂柠檬酸钠缓冲液ꎬＤＭ 组按
照 ＳＴＺ ４０ ｍｇ / ｋｇ 溶解于 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸盐缓冲液中
(ｐＨ ４.５)单次行腹腔内注射可诱发 ２ 型糖尿病ꎬ注射后
７２ ｈ 开始从大鼠尾静脉取血检测血糖以及称量体质量ꎬ
每周检测 １ 次ꎬ连续 ４ ｗｋ 空腹血糖≥１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ提示
造模成功ꎮ ( ２) 造 模 结 束 时ꎬ剔 除 造 模 组 血 糖 低 于
１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌ及血糖恢复的共有 ２ 只ꎬ死亡的 ４ 只ꎬ剩余 １８
只造模成功ꎮ 实验分组:分为四个组每组 ６ 只:ＷＴ 组、ＤＭ
组、ＤＭ＋ＨＲＧ 空载体对照组、ＤＭ＋ＨＲＧ基因沉默组ꎮ

表 １　 ｓｉＲＮＡ干扰序列

ｓｉＲＮＡ 片段名称 ＨＲＧ 引物序列(５􀆳－３􀆳)
ｓｉ－ＨＲＧ＃１１７ Ｓ:ＣＵＣＵＡＧＡＣＣＵＧＡＵＣＡＡＵＡＡＴＴ

ＡＳ: ＵＵＡＵＵＧＡＵＣＡＧＧＵＣＵＡＧＡＧＴＴ
ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８ Ｓ:ＣＡＧＡＣＧＵＣＣＡＵＣＵＧＡＡＡＵＡＴＴ

ＡＳ: ＵＡＵＵＵＣＡＧＡＵＧＧＡＣＧＵＣＵＧＴＴ
ｓｉ－ＨＲＧ＃４４０ Ｓ:ＣＣＧＧＵＣＣＵＣＡＵＡＧＡＵＵＵＣＵＴＴ

ＡＳ:ＡＧＡＡＡＵＣＵＡＵＧＡＧＧＡＣＣＧＧＴＴ

１.２.４ 玻璃体腔注射 ＨＲＧ 腺相关病毒载体　 根据细胞实
验筛选出最佳 ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８ 序列用于后续实验ꎬ通过吉玛
基因公司构建腺相关病毒载体沉默 ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８ 序列ꎬ得
到空载体对照 ＡＡＶ２－ＧＰ －１－ＮＣ(以下简称 ＡＡＶ２－ｓｈ －
ＮＣ)及 ＨＲＧ－ｈｏｍｏ－２９８ 载体(以下简称 ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃
２９８)ꎮ 糖尿病大鼠通过玻璃体腔显微注射病毒ꎬ分为
ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组和 ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８ 组ꎮ 按
照体质量 ３０ ｍｇ / ｋｇ 注射氯胺酮进行全身麻醉ꎬ眼表用盐
酸丙美卡因滴眼液局部麻醉ꎬ复方托吡卡胺滴眼液散瞳ꎬ
准备好之后开始注射 ＨＲＧ 腺相关病毒ꎬ选择 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 微
量注射器(３３ Ｇ)于糖尿病大鼠眼球角巩膜缘后进针ꎬ针
头进入玻璃体后ꎬ 左眼注射体积为 ０. ５ μＬ、 滴度为
１.１６×１０１２ Ｖ.Ｇ / ｍＬ ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 空载体对照ꎬ右眼注射体
积为 ０.５ μＬ、滴度为 １.９０×１０１２Ｖ.Ｇ / ｍＬ ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃
２９８ 载体ꎮ ４ ｗｋ 后提取视网膜组织ꎬ通过 ＷＢ 验证 ＨＲＧ
基因沉默的转染效率ꎬ８ ｗｋ 后通过 ＨＥ 染色观察各组视网
膜结构变化ꎬＰＡＳ 染色观察各组视网膜新生血管变化情
况ꎬＷＢ 检测各组 ＨＲＧ 及血管生成因子 ＶＥＧＦ 的蛋白表达
情况ꎮ
１.２.５视网膜组织石蜡切片 ＨＥ 染色　 将切片好的视网膜
组织首先进行脱蜡二甲苯Ⅰꎬ４ ｍｉｎ→二甲苯Ⅱꎬ２ ｍｉｎ→二
甲苯Ⅲꎬ２ ｍｉｎ→１００％无水乙醇Ⅰꎬ３ ｍｉｎ→１００％无水乙醇
Ⅱꎬ３ ｍｉｎ→７０％无水乙醇 ２ ｍｉｎ→流动水 ５ ｍｉｎꎻ再进行 ＨＥ
染色苏木素 ５ ｍｉｎ→流动水 ２ ｍｉｎ→分化液 ０.７４ ｍｉｎ→流动
水 １ ｍｉｎ→返蓝液 １ ｍｉｎ→流动水 １ ｍｉｎ→８０％无水乙醇
１ ｍｉｎ→伊红 １ ｍｉｎ→９５％无水乙醇 ２ ｍｉｎ→１００％无水乙醇
Ⅰꎬ２ ｍｉｎ→１００％无水乙醇Ⅱꎬ２ ｍｉｎ→二甲苯Ⅰꎬ２ ｍｉｎ→二
甲苯Ⅱꎬ２ ｍｉｎ→二甲苯Ⅲꎬ２ ｍｉｎꎬ最后中性树脂封片显微
镜下观察ꎮ
１.２.６石蜡切片免疫荧光　 将切片好的视网膜组织进行脱
蜡后ꎬ配制 １×柠檬酸抗原修复液于 ９９ ℃中预热 ２０ ｍｉｎꎬ
将组织玻片放入预热的抗原修复液在 ９９ ℃ 水浴锅煮
２０ ｍｉｎꎬ取出后自然冷却用 ＰＢＳ 在摇床上清洗 ３ 次ꎬ每次
５ ｍｉｎ后ꎬ再放入配制好的 ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎꎬ通透 １０ ｍｉｎ 后用
ＰＢＳ 在摇床上清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ再免疫组化笔在组织
周围画圈用 ３％ ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈꎬ弃掉 ＢＳＡ 后滴加一抗
于组织表面ꎬ放置于 ４ ℃冰箱过夜ꎻ再回收一抗后用 ＰＢＳ
在摇床上清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎ 后ꎻ避光滴加二抗于组织
表面ꎬ在 ３７ ℃水浴锅中孵育 １％ꎬ弃掉二抗后避光用 ＰＢＳ
在摇床上清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ最后滴加含荧光灭淬剂
ＤＡＰＩ 后封片在荧光显微镜下观察ꎮ
１.２.７视网膜胰蛋白酶消化和 ＰＡＳ 染色　 ＳＤ 大鼠行过量
麻醉药安乐死后摘除眼球ꎬ标本放置于 １０％中性福尔马
林中ꎬ并固定 ２４ ｈ 以上后用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗眼球 ３ 次ꎬ放
置于 ＰＢＳ 缓冲液的培养皿中ꎬ在显微镜下剪出角膜、虹
膜、晶状体等组织ꎬ慢慢分离出视网膜组织ꎮ 再将分离好
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的视网膜组织放于 １２ 孔板中ꎬ加入 ８００ μＬ 的水ꎬ每３０ ｍｉｎ
换水一次ꎬ至少 ４ 次后水中过夜后吸出水ꎬ加入 ３％胰蛋白
酶溶液消化视网膜ꎬ在温度为 ３７ ℃下轻轻摇动ꎮ 观察到
视网膜组织开始出现崩解现象时结束消化ꎬ吸出胰蛋白酶
溶液ꎬ从视网膜组织中将血管分离出来置于载玻片ꎬ晾干
后氧化剂处理 １０ ｍｉｎꎬ流动水冲洗 ５ ｍｉｎꎬ吸出载玻片上多
余的水ꎬ滴加 Ｓｃｈｉｆｆ 染液染色 １５ ｍｉｎꎬ再流动水冲洗 ５ ｍｉｎ
后ꎬ常规完成脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ最后用中性树胶封片ꎬ显
微镜下观察ꎮ

统计学分析:使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.８.０ 软件分析实验图片资
料ꎬＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行数据统计学分析及作图ꎮ
满足正态分布的计量资料用均数±标准(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ两组
间采用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析
(ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ若数据不满足正态性ꎬ则采用秩和检
验(ｍａｎｎ－ｗｈｉｔｎｅｙ)ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１建立 ＳＴＺ 诱导的 ＳＤ 大鼠糖尿病模型 　 本实验选择

雄性约 ８ 周龄的 ＳＤ 大鼠ꎬＷＴ 组普通饲料喂养ꎬＤＭ 组高
脂、高糖饲料喂养ꎬ４ ｗｋ 后禁食、不禁水 １２ ｈꎬＷＴ 组行腹
腔内注射等量的 ＳＴＺ 的溶剂柠檬酸钠缓冲液ꎬ与 ＷＴ 组大
鼠相比ꎬ腹腔注射 ＳＴＺ 后 ＳＤ 大鼠体质量下降ꎬ血糖升高
≥１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ
图 １Ａ、Ｂꎮ 观察 ＳＤ 大鼠造模期间饮水饮食及尿量均有增
加ꎬ结果提示 ２ 型糖尿病大鼠造模成功ꎮ 通过 ＨＥ 染色观
察视网膜组织结构ꎬＷＴ 组大鼠视网膜各层结构清楚ꎬ排
列规整ꎬ神经节细胞层( ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒꎬ ＧＣＬ)排列有
序ꎬ内核层 ( ｉｎｎｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＩＮＬ) 和外核层 ( ｏｕｔｅｒ
ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＯＮＬ)细胞紧密有序ꎻＤＭ 组中视网膜结构出
现紊乱ꎬＧＣＬ 细胞数量减少ꎬＩＮＬ 和 ＯＮＬ 细胞数量减少ꎬ
视网膜总厚度也减少(图 １Ｃ－Ｅ)ꎬ通过 ＰＡＳ 染色观察 ＤＭ
组大鼠视网膜中无细胞毛细血管与 ＷＴ 组相比明显增多
(图 １Ｆ、Ｇ)ꎬ说明糖尿病大鼠中有视网膜新生血管形成ꎬ
以上结果提示 ＳＴＺ 诱导 ＳＤ 大鼠符合 ２ 型糖尿病大鼠 ＤＲ
病理变化ꎮ

图 １　 建立 ＳＴＺ诱导的 ＳＤ大鼠糖尿病模型　 Ａ:各组大鼠体质量比较(ｎ＝ ６)ꎻＢ:各组大鼠血糖比较(ｎ ＝ ６)ꎻＣ:ＨＥ 染色检测各组大
鼠视网膜组织结构(ｎ＝ ３)ꎻＤ:各组大鼠视网膜中 ＲＧＣｓ 数量统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组 (ｎ ＝ ３)ꎻＥ:各组大鼠视网膜总厚度统计ꎻ
ａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组(ｎ＝ ３)ꎻＦ:ＰＡＳ 染色观察各组大鼠视网膜中无细胞毛细血管数量(黑色箭头所指示)(ｎ ＝ ３)ꎻＧ:各组大鼠视
网膜中无细胞毛细血管的数量统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组(ｎ＝ ３)ꎻＷＴ:正常对照组ꎻＤＭ:糖尿病组ꎮ
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２.２糖尿病大鼠视网膜组织中 ＨＲＧ 及 ＶＥＧＦ 的蛋白表达
情况　 为验证 ＨＲＧ 在体内动物实验糖尿病大鼠视网膜中
表达情况ꎬ通过 ＷＢ 检测 ＨＲＧ、ＶＥＧＦ 的蛋白表达情况ꎬ与
ＷＴ 组相比ꎬＤＭ 组 ＨＲＧ、ＶＥＧＦ 的蛋白呈高表达(图 ２Ａ－
Ｃ)ꎻ采用 ＩＦ 检测 ＨＲＧ 在视网膜中的表达情况ꎬ与 ＷＴ 组
相比ꎬＤＭ 组中 ＨＲＧ 表达增高(图 ２Ｄ、Ｅ)ꎮ 结果提示糖尿
病大鼠视网膜组织中 ＨＲＧ 及 ＶＥＧＦ 的蛋白表达上调ꎮ
２.３糖尿病大鼠通过腺相关病毒载体沉默ＨＲＧ情况　 上述
体内实验结果提示 ＨＲＧ 在糖尿病大鼠中呈高表达ꎬ为了
进一步明确 ＨＲＧ 的蛋白表达水平与 ＤＲ 新生血管形成的
关系ꎬ我们构建了低表达 ＨＲＧ 的细胞系ꎮ 在 ｈＲＭＥＣｓ 中
转染三组 ＨＲＧ 小干扰 ＲＮＡ 片段( ｓｉ－ＨＲＧ＃１１７、ｓｉ－ＨＲＧ＃
２９８、ｓｉ－ＨＲＧ＃４４０) ２４ ｈ 后ꎬ用 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的糖浓度处理
ｈＲＭＥＣｓ ４８ ｈꎬ通过 ＷＢ 检测其干扰效率ꎬ与 ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组
相比ꎬ 发 现 ＨＲＧ 基 因 沉 默 后 蛋 白 表 达 明 显 下 调
(图 ３Ａ、Ｂ)ꎬ结果提示我们成功设计 ＨＲＧ 小干扰片段低
表达ꎮ 因此ꎬ我们选择其中一对 ＨＲＧ 干扰序列 ２９８
(ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８)用于构建腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧꎮ

我们通过腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 在糖尿病大鼠中
右眼注射 ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８ꎬ左眼注射 ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 空
载体作为对照ꎮ ４ ｗｋ 后提取视网膜组织ꎬ通过 ＷＢ 检测
ＨＲＧ 的蛋白表达效果ꎬ与 ＤＭ＋ＡＡＶ－ｓｈ－ＮＣ 相比ꎬ我们通
　 　

表 ２　 两组大鼠体质量及血糖比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
组别 体质量(ｇ) 血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＷＴ 组 ３８２.５±２４.９ ５.１±１.０
ＤＭ 组 ２９２.０４±５０.７ ２５.８±５.６

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ３.９２３ ８.７８４
Ｐ <０.０５ <０.０５

注:ＷＴ 组为 ＳＤ 大鼠普通饲料喂养后腹腔内注射等量的 ＳＴＺ 的
溶剂柠檬酸钠缓冲液ꎮ

过腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 后蛋白表达明显降低

(图 ３Ｃ、Ｄ)ꎬ我们也采用 ＩＦ 检测视网膜组织中的 ＨＲＧ 与

ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 相比ꎬ腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 后表

达明显降低(图 ３Ｅ、Ｆ)ꎮ 以上结果提示我们成功构建腺相

关病毒载体沉默 ＨＲＧꎬ可用于后续实验ꎮ
接下来为验证腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 是否会影响

正常视网膜组织结构ꎬ在大鼠中右眼注射 ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ
＃２９８ꎬ左眼注射 ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 空载体作为对照ꎮ ４ ｗｋ 后

提取视网膜组织ꎬ通过 ＨＥ 染色观察视网膜结构ꎬＷＴ＋
ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组与 ＷＴ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８ 两组中大鼠

视网膜各层结构清楚ꎬＧＣＬ、ＩＮＬ 和 ＯＮＬ 细胞排列有序ꎬ两
组间视网膜无明显差异(图 ３Ｇ－Ｉ)ꎮ 结果提示在大鼠中注

射腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 对正常视网膜结构没有

影响ꎮ
２.４ ＨＲＧ 基因沉默抑制糖尿病大鼠视网膜的新生血管形

成情况　 为探讨 ＨＲＧ 在体内对糖尿病大鼠视网膜新生血

管形成的影响ꎬ我们在糖尿病大鼠中右眼注射 ＡＡＶ２－ｓｈ－
ＨＲＧ＃２９８ꎬ左眼注射 ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 空载体作为对照ꎮ ８ ｗｋ
后通过 ＨＥ 染色观察视网膜组织结构ꎬ与 ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－
ＮＣ 组相比ꎬＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ －ＨＲＧ＃２９８ 组中 ＧＣＬ、ＩＮＬ 和

ＯＮＬ 细胞排列有序、视网膜层未见明显萎缩(图 ４Ａ－Ｃ)ꎮ
通过 ＰＡＳ 染色观察 ＨＲＧ 基因沉默对糖尿病大鼠视网膜

新生血管形成的影响ꎬ与 ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组相比ꎬＨＲＧ
基因沉默后糖尿病大鼠视网膜无细胞毛细血管明显减少

(图 ４Ｄ、Ｅ)ꎮ 以上结果提示 ＨＲＧ 基因沉默可以保护视网

膜组织ꎬ防止其发生萎缩ꎬ并抑制糖尿病大鼠视网膜新生

血管的形成ꎮ
２.５ ＨＲＧ 基因沉默下调糖尿病大鼠视网膜中血管生成因

子 ＶＥＧＦ 的蛋白表达情况　 为进一步探讨 ＨＲＧ 在体内糖

尿病大鼠中对血管生成因子 ＶＥＧＦ 的影响ꎬ我们在糖尿病

　 　

图 ２　 糖尿病大鼠视网膜组织中 ＨＲＧ 及 ＶＥＧＦ的蛋白表达情况　 Ａ:ＷＢ 检测各组大鼠 ＨＲＧ 和 ＶＥＧＦ 的蛋白表达情况ꎻＢ:ＨＲＧ 的蛋

白灰度值统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组 (ｎ＝ ３)ꎻＣ:ＶＥＧＦ 的蛋白灰度值统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组 (ｎ＝ ３)ꎻＤ:ＩＦ 检测 ＨＲＧ 在视网膜组织

表达情况ꎻＥ:ＨＲＧ 免疫荧光强度统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组 (ｎ＝ ３)ꎻＷＴ:正常对照组ꎻＤＭ:糖尿病组ꎮ
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图 ３　 糖尿病大鼠通过腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 情况　 Ａ:高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＨＲＧ 基因沉默后通过 ＷＢ 验证 ＨＲＧ 的转染效
率ꎻＢ:ＨＲＧ 蛋白灰度值统计ꎻＮＧ－Ｂｌａｎｋ:空白对照组ꎬＨＧ＋Ｍｏｃｋ:转染试剂对照组ꎬＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ:沉默对照组ꎬＨＧ＋ｓｉ－ＨＲＧ＃１１７:
ＨＲＧ 基因沉默序列 １１７ 组ꎬＨＧ＋ｓｉ－ＨＲＧ＃２９８:ＨＲＧ 基因沉默序列 ２９８ 组ꎬＨＧ－ｓｉ－ＨＲＧ＃４４０:ＨＲＧ 基因沉默序列 ４４０ 组ꎻａＰ<０.０５
ｖｓ ＨＧ＋ｓｉ－ＮＣ 组(ｎ＝ ３)ꎻＣ:ＷＢ 检测腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 的蛋白表达效果ꎻＤ:ＨＲＧ 蛋白灰度值统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＤＭ＋
ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组ꎻＥ:ＩＦ 检测 ＨＲＧ 在视网膜组织表达情况ꎻＦ:ＨＲＧ 免疫荧光强度统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ＝ ３)ꎻ
ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ:ＨＲＧ 空载体对照组ꎻＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８:ＨＲＧ 基因沉默组ꎻＧ:ＨＥ 染色观察大鼠视网膜组织结构ꎻＨ:
各组大鼠视网膜中 ＲＧＣｓ 数量统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ ＝ ３)ꎻＩ:各组大鼠视网膜总厚度统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ＋
ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ＝ ３)ꎻＷＴ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ:ＨＲＧ 空载体对照组ꎻＷＴ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８:ＨＲＧ 基因沉默组ꎮ

大鼠中右眼注射 ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８ꎬ左眼注射 ＡＡＶ２－
ｓｈ－ＮＣ空载体作为对照ꎬ通过 ＷＢ 检测血管生成因子 ＶＥＧＦ
的蛋白表达情况ꎬ与 ＷＴ 组相比ꎬＤＭ 中 ＨＲＧ 和 ＶＥＧＦ 的
蛋白表达增加ꎬ与 ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组相比ꎬＨＲＧ 基因沉
默后血管生成因子 ＶＥＧＦ 的蛋白表达下调(图 ５Ａ－Ｃ)ꎮ

结果提示 ＨＲＧ 基因沉默下调糖尿病大鼠视网膜中血管生
成因子 ＶＥＧＦ 的蛋白表达低表达ꎮ
３讨论

ＤＲ 是 ＤＭ 的主要眼部微血管并发症ꎬ大约 ３０％－４０％
发生在 ＤＭ 患者[２２]ꎮ 视网膜新生血管的形成是影响视网
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图 ４　 ＨＲＧ 基因沉默抑制糖尿病大鼠视网膜的新生血管形成情况　 Ａ:ＨＥ 染色观察各组糖尿病大鼠视网膜结构变化ꎻＢ:各组糖尿病

大鼠视网膜中 ＲＧＣｓ 数量统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ＝ ３)ꎻＣ:各组糖尿病大鼠视网膜厚度统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＤＭ＋
ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ＝ ３)ꎻＤ:ＰＡＳ 染色观察各组糖尿病大鼠视网膜中无细胞毛细血管数量(黑色箭头所指示)ꎻＥ:各组糖尿病大

鼠视网膜中无细胞毛细血管的数量统计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ ＝ ３)ꎻＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ:ＨＲＧ 空载体对照组ꎻ
ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８:ＨＲＧ 基因沉默组ꎮ

图 ５　 ＨＲＧ 基因沉默后ＷＢ检测糖尿病大鼠视网膜中 ＶＥＧＦ的蛋白表达情况　 Ａ:ＷＢ 检测各组大鼠视网膜中 ＨＲＧ 和 ＶＥＧＦ 的蛋白

表达情况ꎻＢ:ＨＲＧ 的蛋白灰度值统计ꎻ ａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ ＝ ３)ꎻＣ:ＶＥＧＦ 的蛋白灰度值统

计ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＷＴ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ 组(ｎ＝ ３)ꎻＷＴ:正常对照组ꎻＤＭ:糖尿病组ꎻＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＮＣ:ＨＲＧ 空载

体对照组ꎻＤＭ＋ＡＡＶ２－ｓｈ－ＨＲＧ＃２９８:ＨＲＧ 基因沉默组ꎮ

膜血管性疾病进展以及视力损害的重要原因之一[２３]ꎬ其
中就包括 ＤＲ、湿性年龄相关性黄斑病变、早产儿视网膜病

变和新生血管性青光眼等[２４]ꎮ ＨＲＧ 可调节许多重要的生

物过程ꎬ例如血管生成、病原体清除、细胞黏附、凝血和纤

维蛋白溶解ꎮ 以往研究中 ＨＲＧ 还为多种疾病治疗提供了

新的靶点ꎮ 在本研究中ꎬ研究了 ＨＲＧ 对糖尿病大鼠视网

膜新生血管形成的影响ꎬ实验结果表明 ＨＲＧ 在 ＤＲ 中充

当新生血管形成因子ꎬ我们通过 ＨＲＧ 基因沉默可以抑制
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其新生血管的形成ꎮ 此外ꎬ我们的结果表明ꎬ这种反应可

能受血管生成因子 ＶＥＧＦ 的影响ꎮ
据报道ꎬＨＲＧ 可以在不同的疾病中充当血管生成和

抑制血管生成的双重作用ꎬ例如ꎬ在纤维肉瘤、胰腺癌中
ＨＲＧ 遗传缺陷可以通过加剧免疫逃逸和血管异常来增强

肿瘤的生长和转移ꎬ这种现象主要与 ＨＲＧ 富含组氨酸 / 脯
氨酸的中央结构域的肽会抑制肿瘤血管生成ꎬ从而导致血

管化减少抑制肿瘤模型的生长[２５]ꎬ另一项研究表明
ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２３ａ 调控的乳腺组织中 ＨＲＧ 在乳腺癌中表达

促进血管生成[２１]ꎮ 然而ꎬＨＲＧ 在 ＤＲ 视网膜新生血管形
成的影响很少被研究ꎮ

为了探讨这个问题ꎬ本研究主要通过 ＳＴＺ 诱导 ＳＤ 大
鼠建立糖尿病模型是一种经典的实验模型ꎬ用于研究糖尿

病及其并发症和胰岛素抵抗等疾病ꎬＳＴＺ 能够破坏胰岛 β
细胞ꎬ导致胰岛素分泌减少ꎬ从而诱发糖尿病[２６]ꎬ在以往
研究已明确 ＳＴＺ 诱导糖尿病大鼠发生 ＤＲ 病变已用于实
验模型研究[２７]ꎮ 因此ꎬ我们通过 ＷＢ 检测 ＨＲＧ 在糖尿病
大鼠中呈高表达ꎬ同时ꎬ视网膜组织免疫荧光结果也提示
ＨＲＧ 表达增高ꎬ这一结果表明 ＨＲＧ 是 ＤＲ 视网膜新生血

管形成的关键因子ꎮ 值得注意的是ꎬ我们通过小干扰
ＲＮＡ 片段干扰 ＨＲＧ 可以在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中抑制基

因表达ꎬ为后续实验腺相关病毒载体沉默 ＨＲＧ 提供可靠
序列ꎬ我们通过腺相关病毒载体成功构建低表达 ＨＲＧꎮ
为探讨 ＨＲＧ 对糖尿病大鼠视网膜组织结构的影响ꎬ我们
的结果提示 ＨＲＧ 基因沉默可以保护视网膜组织结构ꎬ防
止其发生萎缩ꎬ减轻视网膜新生血管的形成ꎬ这有可能为
治疗 ＤＲ 提供新的靶点ꎬ仍需要更多的证据ꎮ

ＤＲ 的发病机制中主要涉及视网膜的氧化应激、炎症
及血管功能障碍[２８]ꎮ 在正常生理情况下ꎬ血管之间保持
稳态作用ꎬ即由血管生成因子 ＶＥＧＦ 和抗血管生成因子
ＴＳＰ－１ / ＴＳＰ－２ 之间形成的平衡状态ꎬ高糖环境下ꎬＶＥＧＦ
表达增加诱导血管内皮细胞增殖和迁移ꎬ增加血管通透性
来促进血管的形成[２９]ꎬ研究表明 ＶＥＧＦ 是 ＤＲ 及其并发症
的主要致病因素ꎬ可导致玻璃体积血和牵拉性视网膜脱
离[３０]ꎮ 据报道ꎬ在某些肿瘤环境中ꎬＨＲＧ 通过抑制 ＴＳＰ－１
和 ＴＳＰ －２ 的抗血管生成作用ꎬ从而促进血管生成[３１]ꎬ同
时ꎬＨＲＧ 可以与纤溶酶原 / 纤溶酶和细胞表面结合ꎬ促进

内皮细胞迁移和运动ꎬ从而促进血管生成ꎮ 在另外一项研
究 ＨＲＧ 关于代谢功能障碍相关脂肪性肝炎相关疾病进展

和肝癌的发生中观察到 ＨＲＧ 可以促进 ＶＥＧＦ－Ａ 的表达ꎬ
说明了 ＨＲＧ 严重影响了代谢功能障碍相关的脂肪性肝炎
相关肝细胞癌中几种促血管生成标志物的产生[３２]ꎮ 血管
生成因子 ＶＥＧＦ 是 ＰＤＲ 形成的关键因子ꎬ我们的结果提

示 ＨＲＧ 是 ＤＲ 的血管生成因子ꎬ为探讨之间的关系ꎬ我们
的实验结果提示 ＨＲＧ 基因沉默可以抑制糖尿病大鼠视网

膜中血管生成因子 ＶＥＧＦ 的蛋白表达ꎬ我们的实验结果说
明了 ＨＲＧ 可能通过 ＶＥＧＦ 促进 ＤＲ 中视网膜新生血管的

形成ꎬ但其具体调控机制有待进一步研究ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果表明 ＨＲＧ 参与 ＤＲ 视网膜新

生血管形成ꎬＨＲＧ 基因沉默可以减轻视网膜新生血管形
成作用ꎬ这种现象可能是 ＨＲＧ 通过促进 ＶＥＧＦ 表达增加

ＤＲ 视网膜新生血管的形成ꎬ但需要进一步实验验证ꎮ 我

们的研究结果为 ＤＲ 视网膜新生血管的形成提供了参考

意义ꎬ这有可能在未来为 ＤＲ 治疗提供新的靶标ꎮ
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ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｃｅｌｌ Ｃｙｃｌｅꎬ ２０２０ꎬ１９ (１１):
１３１４－１３２５.
[８] Ｗａｎ ＷＣꎬ Ｌｏｎｇ Ｙꎬ Ｊｉｎ ＸＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ－
２００ａ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤＬＩＭ１.
ＪＩｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓꎬ ２０２１ꎬ１４:２４１１－２４２４.
[９] Ｈｕ Ａꎬ Ｓｃｈｍｉｄｔ ＭＨＨꎬ Ｈｅｉｎｉｇ Ｎ. Ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ２０２４ꎬ２７(３):３１１－３３１.
[１０] Ｘｕ Ｊꎬ Ｃｈｅｎ ＬＪꎬ Ｙｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１８ꎬ４８(２):７０５－７１７.
[１１] Ｔａｏ Ｄꎬ Ｎｉ ＮＨꎬ Ｚｈａｎｇ ＴＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐꎬ ２０１９ꎬ２０(４):３７１９－３７２７.
[ １２ ] Ａｒａｓｚｋｉｅｗｉｃｚ Ａꎬ Ｚｏｚｕｌｉｎｓｋａ － Ｚｉｏｌｋｉｅｗｉｃｚ Ｄ. Ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ － ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ. Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１６ꎬ１４(８):８０５－８０９.
[１３] ｄｅＭｏｒａｅｓ Ｇꎬ Ｌａｙｔｏｎ ＣＪ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ ａｓ ａ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０１６ꎬ４４(９):８３８－８５２.
[１４] Ｏｌａ ＭＳꎬＡｌｈｏｍｉｄａ ＡＳ. Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎａ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｒｕｇ ｔａｒｇｅｔｓ. Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１４ꎬ１２(４):３８０－３８６.
[１５] Ｈａｌｅ ＪＳꎬ Ｌｉ ＭＺꎬＳｉｎｙｕｋ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｅｘｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ
ＣＤ３６ － ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ － ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ － ｒｉｃｈ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ａｘｉｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１２ꎬ７(７):ｅ４００３３.
[１６] Ｓａｃｃｈｅｔｔｏ Ｒꎬ Ｓｈａｒｏｖａ Ｅꎬ Ｐａｔｒｕｎｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ－ｒｉｃｈ ｃａｌｃｉｕｍ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅｑｕｉｎｅ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ.
Ｖｅｔ Ｊꎬ ２０１２ꎬ１９３(１):１５７－１６１.
[１７ ] Ｍａｔｂｏｌｉ Ｍꎬ Ｅｉｓｓａ Ｓꎬ Ｓａｉｄ Ｈ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ － ｒｉｃｈ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ＲＮＡ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ｎｏｖｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ. Ｍｅｄ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１４ꎬ３１(４):８９７.
[１８] Ｐｏｏｎ ＩＫꎬ Ｐａｔｅｌ ＫＫꎬ Ｄａｖｉｓ ＤＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ－ｒｉｃｈ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ:
ｔｈｅ Ｓｗｉｓｓ Ａｒｍｙ ｋｎｉｆｅ ｏｆ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｐｌａｓｍａ. Ｂｌｏｏｄꎬ ２０１１ꎬ １１７ ( ７):
２０９３－２１０１.
[１９] Ｍｕｋｏ Ｒꎬ Ｓｕｎｏｕｃｈｉ Ｔꎬ Ｕｒａｙａｍａ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｎｉｑｕｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ / ｄｅｌｅｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｗｉｔｈｉｎ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ－ｒｉｃｈ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ－ｒｉｃｈ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ Ｔｈｏｒｏｕｇｈｂｒｅｄ ｈｏｒｓｅｓ. Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２３ꎬ１３(１):３００.
[２０] Ｋｕｈｌｉ Ｃꎬ Ｓｃｈａｒｒｅｒ Ｉꎬ Ｋｏｃｈ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅｔｉｎａｌ ｖｅｉｎ
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ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｉｎ ａ ｐａｔｉｅｎｔ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｌａｓｍａ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ － ｒｉｃｈ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ. Ａｍ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２００３ꎬ１３５(２):２３２－２３４.
[２１] Ｅｉｓｓａ Ｓꎬ Ｍａｔｂｏｌｉ Ｍꎬ Ｓｈｅｈａｔａ ＨＨ. Ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ－ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ｐａｎｅｌ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ ｍｉｃｒｏＲＮＡ － ２３ａ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｓ ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ. Ｔｒａｎｓｌ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ１６５(３):４１７－４２７.
[２２] Ｔａｎ ＴＥꎬ Ｗｏｎｇ ＴＹ. Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ: ｌｏｏｋｉｎｇ ｆｏｒｗａｒｄ ｔｏ ２０３０.
Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ (Ｌａｕｓａｎｎｅ)ꎬ ２０２２ꎬ１３:１０７７６６９.
[２３] 袁琳慧ꎬ 刘新. 基于基因共表达网络分析氧诱导小鼠视网膜新

生血管模型免疫相关靶基因. 国际眼科杂志ꎬ ２０２４ꎬ２４(６):８５７－８６３.
[２４] Ｘｉｅ Ｚꎬ Ｗｕ ＸＪꎬ Ｃｈｅｎｇ ＲＷꎬ ｅｔ ａｌ. ＪＰ１ꎬ ａ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＶβ３ꎬ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｉｎꎬ ２０２３ꎬ ４４ ( ４ ):
８９７－９１２.
[２５] Ｔｕｇｕｅｓ Ｓꎬ Ｈｏｎｊｏ Ｓꎬ Ｋöｎｉｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｐｌａｓｍａ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＨＲＧ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ
ｉｍｍｕｎｅ ｅｓｃａｐｅ ａｎｄ ｖｅｓｓｅｌ ａｂｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ. Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ７２(８):
１９５３－１９６３.
[２６] Ｗａｎｇ－Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｙꎬ Ｇａｒｙａｎｔｅｓ Ｔ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ. Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ
２０１８:８０５４０７３.
[２７] Ｒｅｎ ＣＨꎬ Ｗｕ Ｈꎬ Ｌｉ ＤＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｍｏｔｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ｖｉａ
ａｎｔｉ － ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ. Ａｇｉｎｇ Ｄｉｓꎬ ２０１８ꎬ ９ ( ６ ):
１１２２－１１３３.
[２８] Ａｉ ＸＰꎬ Ｙｕ ＰＬꎬＬｕｏ ＬＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｒｂｅｒｉｓ ｄｉｃｔｙｏｐｈｙｌｌａ Ｆ. ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＨＩＦ－
１α / ＶＥＧＦ / ＤＬＬ － ４ / Ｎｏｔｃｈ － １ ｐａｔｈｗａｙ. Ｊ Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０２２ꎬ
２９６:１１５４５３.
[２９] Ｍｏｏｎ ＣＨꎬ Ｌｅｅ ＡＪꎬＪｅｏｎ ＨＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ －
ｌｏｎｇ－ｌａｓｔｉｎｇ ｈｕｍａｎ Ｃ－ｐｅｐｔｉｄｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ａｇａｉｎｓｔ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ－ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓꎬ ２０２３ꎬ１３(８):
２４２４－２４３８.
[３０] Ａｒｒｉｇｏ Ａꎬ Ａｒａｇｏｎａ Ｅꎬ Ｂａｎｄｅｌｌｏ Ｆ. ＶＥＧＦ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ａｎｎ Ｍｅｄꎬ
２０２２ꎬ５４(１):１０８９－１１１１.
[３１] Ｐａｎ ＹＸꎬ Ｄｅｎｇ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ － ｒｉｃｈ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ
(ＨＲＧＰ ): ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃ ａｎｄ ｐａｒａｄｏｘｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎬ ｔｕｍｏｒ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ. Ｇｅｎｅｓ Ｄｉｓꎬ ２０２２ꎬ９(２):３８１－３９２.
[３２] Ｆｏｇｌｉａ Ｂꎬ Ｓｕｔｔｉ Ｓꎬ Ｃａｎｎｉｔｏ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ－ｒｉｃｈ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０２４ꎬ１５:１３４２４０４.

２０２３年«中国科技期刊引证报告»核心版眼科期刊主要指标及排名
(以综合评价总分为序)

期刊名称
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 ２０１３ ２ １.３２８ １ ６３.８ １
国际眼科杂志 ２８０６ １ １.１２５ ２ ５８.２ ２
眼科新进展 １２０８ ３ ０.８２６ ３ ５２.７ ３
中国眼耳鼻喉科杂志 ４２３ ７ ０.５４２ ７ ４０.９ ４
中华眼科医学杂志电子版 １７３ １１ ０.３１８ １０ ３２.０ ５
中华实验眼科杂志 ９２４ ４ ０.６１４ ５ ３０.２ ６
中华眼底病杂志 ６８４ ６ ０.５４９ ６ ２９.１ ７
临床眼科杂志 ３３６ ８ ０.２７８ １１ ２３.０ ８
中华眼视光学与视觉科学杂志 ７６４ ５ ０.７６７ ４ ２２.９ ９
眼科 ２９２ ９ ０.３２３ ９ １９.８ １０
中国斜视与小儿眼科杂志 ２３６ １０ ０.３８５ ８ １３.４ １１

摘编自 ２０２４ 版«中国科技期刊引证报告»核心版
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