[bookmark: _GoBack]大豆异黄酮对糖尿病大鼠视网膜神经节细胞的保护作用

【摘要】目的 初步探讨大豆异黄酮对糖尿病大鼠视网膜神经节细胞(RGC)损伤的保护作用及相关机制。方法 取4-6周龄雄性SD大鼠80只（80眼），随机分为对照组、糖尿病组，大豆异黄酮低剂量处理组和大豆异黄酮高剂量处理组，每组20只。其中，对照组给予普通饲料喂养，糖尿病组和大豆异黄酮低剂量处理组和高剂量处理组大鼠给予高脂饲料喂养。喂养8周后，糖尿病组、大豆异黄酮低剂量组和高剂量处理组大鼠按照50mg·kg-1剂量的链尿佐菌素进行腹腔注射，建立糖尿病模型，对照组给予相同剂量的柠檬酸钠缓冲液。大豆异黄酮低剂量组是对糖尿病模型大鼠每天给予360mg·kg-1大豆异黄酮灌胃，高剂量组每天给予540mg·kg-1大豆异黄酮灌胃，对照组及糖尿病组每天给予等量的纯水灌胃。分别在处理4周和8周时，进行体重和血糖水平的测定。8周时摘取眼球，剥离视网膜。通过免疫组织化学染色和蛋白质印迹技术检测各组大鼠视网膜神经节细胞的数量，采用组织化学手段检测大鼠视网膜组织超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量。结果 与糖尿病大鼠相比，大豆异黄酮处理8周时，可以降低糖尿病大鼠的血糖至8.9mmol·L-1，提高大鼠视网膜内SOD活性至849.93±63.71U·mgprot-1，降低MDA含量至45.77±0.59nmol·mgprot-1，视网膜神经节细胞的数量与对照组接近，增多至76±1个·mm-1，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 大豆异黄酮处理可以降低糖尿病大鼠视网膜内的氧化应激反应，发挥对视网膜神经节细胞(RGC)的保护作用。
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The protection of soy isoflavones on retinal ganglion cells in diabetic rats.

【Abstract】Objective To investigate the protective effects of soy isoflavones on retinal ganglion cells (RGC) damage in diabetic rats and related mechanisms. Methods Eighty male SD rats (80 eyes), aged 4–6 weeks, were randomly divided into four groups (n = 20 per group): a control group (Con group), a diabetic model group (Mod group), a low-dose soy isoflavone treatment group, and a high-dose soy isoflavone treatment group.Among them, the control group was fed normal chow, while the diabetic group, soy isoflavone low-dose-treated group, and soy isoflavone high-dose-treated group were fed high-fat chow. After an 8-week feeding period, rats in the diabetic group, as well as those in the soy isoflavone low-dose and high-dose treatment groups, were injected intraperitoneally with streptozotocin (STZ) at a dose of 50 mg·kg-1 to establish a diabetic model. Rats in the control group received an equivalent volume of sodium citrate buffer acid. The soy isoflavone low-dose-treated group was administered 360 mg·kg-1 of soy isoflavones daily via gavage, while the soy isoflavone high-dose-treated group received 540 mg·kg-1 of soy isoflavones daily via gavage. Both the control group and the diabetic group were given an equal amount of purified water daily via gavage. Body weight and blood glucose levels were measured at 4 and 8 weeks post-gavage treatment. The eyes were extracted and the retinas were dissected at 8 weeks following the gavage treatment.The number of retinal ganglion cells in each group was determined using immunochemical tissue staining and protein blotting techniques, while the superoxide dismutase (SOD) activity and malondialdehyde (MDA) content of the rat retinal tissue were measured through histochemical methods. Results Compared with diabetic rats, treatment with soy isoflavones for 8 weeks resulted in a reduction of blood glucose to 8.9 mmol·L-1, an increase in intraretinal SOD activity to 849.93±63.71 U·mgprot-1, a decrease in MDA content to 45.77±0.59 nmol·mgprot-1, and an increase in the number of retinal ganglion cells to 76±1·mm-1, which is comparable to the control group's data. All differences reaching significant levels (P<0.05). Conclusion Soy isoflavones can reduce retinal oxidative stress in diabetic rats and exert a protective effect against retinal ganglion cells (RGC) injury.
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糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy，DR)是糖尿病(diabetes mellitus，DM)常见的微血管并发症之一,也是目前导致成人失明的主要原因。随着社会的发展，DM患者发病率逐年升高，患者中大约有50%会发生视网膜病变，因此糖尿病视网膜病变的发病人数也在不断增多[1]。2020年，全球约有1.031 亿人患有糖尿病视网膜病变，预计到2045年将增加至1.605亿人[2]。研究表明，氧化应激与DM患者大多数并发症有关，该类患者出现视网膜病变时，视网膜内氧自由基显著增加，氧化应激增强，造成视网膜神经元损伤[3, 4]。因此，开发具有抗氧化作用且安全性较高的天然提取物，用于治疗糖尿病视网膜病变成了近年来科研人员关注的热点[5]。大豆异黄酮是多酚类的混合物,具有抗肿瘤、心血管疾病防护等特殊的药理作用[6, 7],由于大豆异黄酮是从植物中提取，与雌激素有相似结构，因此又称植物雌激素[8]。体内实验证实，口服或静脉注射大豆异黄酮对活性氧（reactive oxygen species，ROS）诱导的一系列慢性疾病有一定的保护作用[9, 10]。但其对糖尿病视网膜病变是否有保护作用及相关机制尚不明确。本研究通过静脉注射链脲佐菌素以及高脂高糖饲料喂养诱导糖尿病大鼠模型[11]，在部分动物模型中使用低剂量和高剂量的大豆异黄酮进行灌胃处理，探讨大豆异黄酮能够对糖尿病大鼠视网膜中的神经节细胞（retinal ganglion cells，RGCs）发挥保护作用，以及对氧化应激作用的影响，以期为糖尿病视网膜病变的临床治疗提供新的思路。
1.材料与方法
1.1材料
1.1.1实验动物
实验动物及分组：取80只（80眼）4-6周龄，体重在170-190g的SD大鼠，由新乡医学院实验动物部提供，[许可证号：SCXK(京)2019-0010]，购买自斯贝福生物技术有限公司。将其分为四组，对照组（Con组），糖尿病组（Mod组）和大豆异黄酮低剂量组(Soy-iso360组)和大豆异黄酮高剂量组(Soy-iso540组)，每组20只（20眼），一共四组。本研究经新乡医学院医学伦理委员会审核批准，实验动物喂养与使用符合实验动物管理条例的规定。
1.1.2 主要试剂与仪器
主要试剂与仪器：体式显微镜、倒置荧光显微镜（日本Nikon公司），冰冻切片机（德国Leica公司），水平电泳仪（美国BIO-RAD公司），动物呼吸麻醉机（中国瑞沃德公司）。一抗：兔源抗Brn3a 抗体（英国Abcam公司），鼠源抗GAPDH抗体（武汉三鹰技术有限公司）。其他试剂：4，，6-二脒基-2苯基吲哚（DAPI）（德国Sigma公司），Alexa Fluor 488 IgG（美国intivrogen公司），超氧化物阴离子荧光探针(中国Byotime公司），辣根过氧化物酶标记山羊抗兔（中国Beyotime公司），0.4%奥布卡因滴眼液（日本参天株式会社）；改良眼球固定液由上海市五官科医院病理科提供。鼠普通饲料与高脂饲料，链脲佐菌素注射液（streptozotocin）（中国Phygene公司），丙二醛（malondi aldehyde，MDA）试剂盒、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性检测试剂盒（中国Solarbio公司），分光光度计(上海仪电分析仪器公司)。
1.2方法
1.2.1动物模型的建立
对照组大鼠予以普通饲料喂养，糖尿病组、大豆异黄酮低剂量组和大豆异黄酮高剂量组予以高脂饲料喂养，连续喂养4周后，禁食12h，将10g·L-1链脲佐菌素溶于0.1mol·L-1柠檬酸钠缓冲液，以50mg·kg-1的剂量给予糖尿病组、大豆异黄酮低剂量组和大豆异黄酮高剂量组大鼠腹腔注射链脲佐菌素，对照组给予腹腔注射同体积柠檬酸钠缓冲液，连续注射3天，末次注射72h后采尾静脉血，测量每组大鼠血糖，对照组大鼠血糖水平正常，糖尿病组、大豆异黄酮低剂量组和大豆异黄酮高剂量组大鼠血糖水平≥11.10mmol·L-1，视为大鼠患有糖尿病，连续诱导2周，禁食12h后测糖尿病组、大豆异黄酮低剂量组和大豆异黄酮高剂量组大鼠尾静脉血，血糖水平≥16.70mmol·L-1，眼球也发生相应病变，（大鼠的眼球发生了白内障的病变）DR模型成功率为80％维持一周以上，视为糖尿病视网膜病变模型建立成功[12]。
1.2.2药物干预及取材处理
糖尿病视网膜病变模型建立成功后，大豆异黄酮低剂量组每2天给予720mg·kg-1大豆异黄酮溶解于一定纯水中灌胃，大豆异黄酮高剂量组每2天给予1080mg·kg-1大豆异黄酮溶解于同体积纯水中灌胃，对照组及糖尿病组大鼠每2天给予同剂量纯水灌胃。灌胃处理8周后，对各组大鼠给予腹腔注射2ml 10%浓度的水合氯醛，10只（10眼）过量麻醉处死，迅速摘取右侧眼球，置入改良眼科固定液固定12h，然后置入15%的蔗糖溶液过夜，次日换入30%的蔗糖溶液脱水，再用OCT（Optimal cutting temperature compound)包埋剂包埋，行冰冻切片，厚度10μm，用于免疫荧光染色；另10只（10眼）过量麻醉处死后，摘取右侧眼球，迅速在体视显微镜下分离视网膜，置入磷酸盐缓冲液（PBS）清洗，其中5只大鼠的视网膜放入EP管-80℃冰箱保存，用于蛋白质的提取，浓度测定，调平以及后续蛋白质印迹技术检测；另外5只大鼠的视网膜加入EP管进行研磨匀浆，4℃离心10min，取上清液，用于SOD活性和MDA含量的检测。	Comment by 饭怕稀: 首次出现的英文简写要有汉语名称及英文全写
1.2.3大鼠体重和空腹血糖水平的测量
大豆异黄酮处理4周和8周时，取各组大鼠进行称重并记录数据，然后禁食12h，再放入呼吸麻醉箱，异氟烷麻醉10min，尾静脉采血，用血糖仪测定血糖水平。
1.2.4视网膜组织中SOD活性和MDA含量检测
为了检测视网膜组织内的氧化应激水平，我们分别检测了超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）活性和丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量。将视网膜组织匀浆上清液从-80℃冰箱取出，按照SOD、MDA试剂盒说明书操作，测定SOD活性及MDA含量。
1.2.5Western blot检测视网膜中神经节细胞特异蛋白的表达情况
Western blot测定各组视网膜中神经节细胞特异表达蛋白Brn3a的表达情况。从-80℃取出视网膜组织，称重后加入组织裂解液RIPA以及对应比例的蛋白酶抑制剂PMSF（100:1），经匀浆离心后取上清液，使用BCA法对蛋白质浓度进行测定。电泳时， 设定电压80~120V，约90min后进行转膜，冰浴条件300mA下转膜90min；取出PVDF膜，裁取目的条带部位，置于脱脂奶粉内封闭2h；1×TBST漂洗3次，每次10min；加入一抗Brn3a孵育液（1：1000）4℃过夜。次日取出，1×TBST洗3次，每次10min再加入HRP标记的二抗，室温孵育2h；后用1×TBST洗3次，每次10min。最后利用ECL发光试剂盒显影拍照，结果使用Image J软件进行分析处理。
1.2.7免疫荧光染色检测大鼠视网膜Brn3a蛋白表达定位
免疫荧光染色检测各组大鼠视网膜内视网膜神经节细胞的数量。将玻片从-80℃冰箱取出，复温30min，干燥后放入PBS缓冲液水化5min洗去OCT；换入0.3%Triton X-100破膜15min，PBS洗三次，每次5min；放入盛有枸橼酸钠溶液的容器内行微波炉加热修复抗原；自然冷却至室温后PBS洗3次，每次10min；加入血清封闭30min；再滴加一抗1：200稀释的兔源抗Brn3a抗体，置于湿盒内4℃冰箱孵育过夜；次日取出复温30min，PBS洗3次；加入1:1000稀释的荧光二抗Alexa Fluor 488 IgG和DAPI，避光孵育1h，PBS清洗后放荧光淬灭封片剂封片。干燥后在荧光显微镜下观察，选取距离视盘0.8-1.2mm处的视网膜拍照，每个切片随机选取3个视野，对阳性的RGCs计数3次计算平均值。
1.3统计学分析
使用GraphPad Prism 9统计学软件进行统计分析。数值用均值±标准差表示，重复测量数据采用重复测量方差分析（组间、时间、交互效应），两两比较采用Tukey检验；各组间整体比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。检验水准：α=0.05。
2.结果
2.1大鼠体重的变化
[bookmark: OLE_LINK52][bookmark: OLE_LINK47][bookmark: OLE_LINK54]为了检测糖尿病以及大豆异黄酮处理是否对大鼠的体重是否有影响，分别在灌胃处理第4周和第8周时，测定各组大鼠的体重情况，并进行统计分析。结果（表1）表明，灌胃处理4周和8周时，与对照组相比，糖尿病组大鼠随病程增加体重有下降趋势，而大豆异黄酮低剂处理组大鼠体重下降的趋势逐渐得到改善。
表1  各组体重（g）	Comment by HL: 在多个时间点，重复测量体重，属于重复测量设计，应采用“重复测量数据的方差分析”，首先分析四组的组间差异性、以及各时间点测量值的时间差异性，共得到3组F值和P值，即F时间和P时间、F组间和P组间、F组间×时间和P组间×时间；若存在组间差异，可进一步进行各时间点的组间差异比较，如4wk后糖尿病组与对照组的体重比较；若存在时间差异，可进一步进行各组的时间差异比较，如糖尿病组4wk后与造模前的体重比较。注意，各时间点的组间差异比较、各组的时间差异比较，均应采用两两比较的方法，如LSD-t检验、SNK-q检验等。请补充“重复测量数据的方差分析”的3组F值和P值、每次两两比较的P值，并修改“统计学方法”部分。
	组别
	n
	体重/（g）
	
组间
	
时间

	
交互效应

	
	
	造模前
	4周后
	8周后
	
	
	

	Con组
	20
	230.2±19.3
	232.5±20.3
	236.7±20.5
	F (1.927, 146.4) = 3.231 P=0.0442
	F (3, 76) = 1.117 P=0.3474（无统计学意义）
	F (6, 152) = 2.987 P=0.0087

	Mod组
	20
	240.5±18.2
	210.3±15.5
	214.8±18.5
	
	
	

	Soy-iso360组
	20
	234.6±20.6
	226.6±18.7
	225.5±23.4
	
	
	

	Soy-iso540组
	20
	236.4±23.5
	228.8±25.9
	229.2±19.7
	
	
	


每次两两比较的P值
组间差异比较
造模前
Con组与mod组、Soy - iso360组、soy - iso540组对应的P值分别为0.0860、0.0506、0.1014，均大于0.05，差异不显著；mod组与Soy - iso360组、mod组与soy - iso540组、Soy - iso360组与soy - iso540组的差异也均不显著（P值均大于0.05）。
4周后
Con组与mod组、Soy - iso360组、soy - iso540组的P值分别为0.1720、0.9071、0.8023，差异均不显著；其余组间两两比较的差异也均不显著（P值均大于0.05）。
8周后
Con组与mod组，P值为0.0256，差异显著；Con组与Soy - iso360组、Con组与soy - iso540组的P值分别为0.3748、0.3115，差异不显著；mod组与Soy - iso360组、mod组与soy - iso540组、Soy - iso360组与soy - iso540组的差异也均不显著（P值均大于0.05）。
时间差异比较
Con组
造模前与4周后，P = 0.3017，差异不显著。
造模前与8周后，P = 0.0017，差异显著。

mod组
造模前与4周后，P = 0.0163，差异显著。
造模前与8周后，P = 0.0359，差异显著。
Soy - iso360组
造模前与4周后，P = 0.2891，差异不显著。
造模前与8周后，P = 0.0669，差异不显著。
soy - iso540组
造模前与4周后，P = 0.1929，差异不显著。
造模前与8周后，P = 0.2464，差异不显著。



2.2大鼠空腹血糖的测定
[bookmark: OLE_LINK46][bookmark: OLE_LINK58][bookmark: OLE_LINK70][bookmark: OLE_LINK77][bookmark: OLE_LINK68][bookmark: OLE_LINK72][bookmark: OLE_LINK76][bookmark: OLE_LINK59][bookmark: OLE_LINK45][bookmark: OLE_LINK69][bookmark: OLE_LINK71][bookmark: OLE_LINK61][bookmark: OLE_LINK82][bookmark: OLE_LINK43]为了检测大豆异黄酮处理是否对糖尿病大鼠的血糖是否有改善作用，分别在灌胃处理第4周和第8周时，测定各组大鼠鼠尾静脉的血糖水平并进行统计分析。结果（表2）表明，灌胃处理4周和8周时，与对照组相比，糖尿病组大鼠随病程增加血糖仍较高。而与糖尿病组相比，处理4周时，大豆异黄酮低剂量处理组和高剂量处理组的血糖水平仍维持较高水平。但在处理8周时，与糖尿病组血糖水平（18.30mmol·L-1）相比，大豆异黄酮低剂量处理组和高剂量处理组分别从四周时的18.37 mmol·L-1和20.72mmol·L-1降低至9.23mmol·L-1和8.90mmol·L-1，接近对照组水平，差异均具有统计学意义（t＝-19.8，P＜0.001）（t＝-20.7，P＜0.001）。表明大豆异黄酮处理能够降低对糖尿病大鼠的血糖水平。

表2 各组空腹血糖值（mmol·L-1）	Comment by HL: 在多个时间点，重复测量空腹血糖值，属于重复测量设计，应采用“重复测量数据的方差分析”，首先分析四组的组间差异性、以及各时间点测量值的时间差异性，共得到3组F值和P值，即F时间和P时间、F组间和P组间、F组间×时间和P组间×时间；若存在组间差异，可进一步进行各时间点的组间差异比较，如4wk后糖尿病组与对照组的空腹血糖值比较；若存在时间差异，可进一步进行各组的时间差异比较，如糖尿病组8wk后与造模前的空腹血糖值比较。注意，各时间点的组间差异比较、各组的时间差异比较，均应采用两两比较的方法，如LSD-t检验、SNK-q检验等。请补充“重复测量数据的方差分析”的3组F值和P值、每次两两比较的P值，并修改“统计学方法”部分。
	组别
	n
	空腹血糖/（mmol·L-1）
	
组间
	
组内
	
交互效应

	
	
	造模前
	4周后
	8周后
	
	
	

	Con组
	20
	6.30±0.51
	7.26±0.24
	6.89±0.51
	F (1.528, 116.1) = 1087 P<0.0001
	F (3, 76) = 293.8
P<0.0001
	F (6, 152) = 184.2
P<0.0001

	Mod组
	20
	6.65±0.34
	17.87±1.85
	18.30±1.62
	
	
	

	Soy-iso360组
	20
	6.52±0.67a
	18.37±2.34a,b
	9.23±1.27a,c
	
	
	

	Soy-iso540组
	20
	6.43±0.43
	20.72±1.78
	8.90±1.23
	
	
	


每次两两比较的P值
时间差异比较
Con组：
 造模前 与 4周后：P = 0.0825（不显著，ns）。
 造模前 与 8周后：P = 0.5411（不显著）。
 4周后 与 8周后：P = 0.5208（不显著）。
 mod组：
造模前 与 4周后：P < 0.0001（显著，****）。
造模前 与 8周后：P < 0.0001（显著）。
4周后 与 8周后：P = 0.7203（不显著）。
Soy - iso360组：
造模前 与 4周后：，P < 0.0001（显著）。
造模前 与 8周后：P < 0.0001（显著）。
4周后 与 8周后：P < 0.0001（显著）。
soy - iso540组：
造模前 与 4周后：P < 0.0001（显著）。
造模前 与 8周后：P < 0.0001（显著）。
4周后 与 8周后：P < 0.0001（显著）。
组间差异比较
造模前：
各组间差异均不显著（ P > 0.05 ）
4周后：
Con组与mod组、Soy - iso360组、soy - iso540组差异显著均  P < 0.0001 。
mod组与soy - iso540组 P < 0.0001 、Soy - iso360组与soy - iso540组P < 0.0001 差异显著；但mod组与Soy - iso360组无显著差异P = 0.5338。
8周后：
Con组与mod组、Soy - iso360组、soy - iso540组差异显著均  P < 0.0001 。
mod组与Soy - iso360组 P < 0.0001 、mod组与soy - iso540组 P < 0.0001 差异显著；但Soy - iso360组与soy - iso540组无显著差异 P = 0.1488 。

2.3大鼠视网膜组织中神经节细胞的检测
[bookmark: OLE_LINK92][bookmark: OLE_LINK103][bookmark: OLE_LINK102][bookmark: OLE_LINK98][bookmark: OLE_LINK101][bookmark: OLE_LINK123][bookmark: OLE_LINK91][bookmark: OLE_LINK84][bookmark: OLE_LINK100][bookmark: OLE_LINK99][bookmark: OLE_LINK83]为了明确大豆异黄酮能否对糖尿病大鼠视网膜发挥保护作用，在灌胃处理8周时，利用神经节细胞标记物Brn3a对各组大鼠视网膜组织切片进行了免疫荧光染色，利用视网膜切片分层计数的方法对神经节细胞的数量进行了统计和比较。染色结果（图1）显示，对照组大鼠视网膜神经节细胞层（ganglion cell layer, GCL）细胞排列连续整齐，糖尿病组大鼠视网膜GCL层细胞排列中断，而大豆异黄酮低剂量处理组、大豆异黄酮高剂量处理组大鼠视网膜GCL层细胞排列中断区域明显减少（图3）。统计结果显示，与对照组大鼠视网膜的神经节细胞数量相比（82±1个·mm-1），糖尿病组的神经节细胞数量减少较多 (55±1个·mm-1），差异有统计学意义(t＝-31.7，P＜0.001)。而与糖尿病组的神经节细胞数量相比，大豆异黄酮低剂量处理组大鼠视网膜中RGC数量（65±1个·mm-1）和高剂量处理组大鼠视网膜中RGC数量（76±1个·mm-1）显著增多，差异均具有统计学意义（t＝10.7，P＜0.001）（t＝21.0，P＜0.001）。
[bookmark: OLE_LINK114][bookmark: OLE_LINK119][bookmark: OLE_LINK115][bookmark: OLE_LINK118][bookmark: OLE_LINK124]为了进一步验证上述免疫染色结果，在处理8周时，对各组大鼠的视网膜组织中神经节细胞特异标志物的蛋白表达情况进行了检测。结果（图2）表明，与对照组大鼠相比，糖尿病组大鼠视网膜Brn3a蛋白表达量明显降低，差异有统计学意义 (t=13.32，P＜0.0001)。而与糖尿病组相比，大豆异黄酮低剂量处理组大鼠视网膜Brn3a蛋白表达显著增加，差异有统计学意义(t=28.10，P＜0.0001)，大豆异黄酮高剂量处理组大鼠视网膜Brn3a蛋白表达也显著增加，差异有统计学意义(t=112.8，P＜0.0001)，表明大豆异黄酮对糖尿病大鼠视网膜的神经节细胞有保护作用。
图1不同实验组大鼠视网膜RGC免疫荧光染色结果(×200)图片已修改

[image: ]
注：神经节细胞用Brn3a标记（绿色），DAPI衬染细胞核（蓝色）。GCL：神经节细胞层；INL：内核层。****P<0.0001；***P<0.01示差异有统计学意义。

图2各组大鼠视网膜Brn3a蛋白表达水平
[image: ]注： ****P<0.0001；**P<0.01，*P<0.05示差异有统计学意义。


2.4各组大鼠视网膜组织SOD活性及MDA含量
[bookmark: OLE_LINK126][bookmark: OLE_LINK133][bookmark: OLE_LINK135][bookmark: OLE_LINK132][bookmark: OLE_LINK131][bookmark: OLE_LINK125][bookmark: OLE_LINK139]为明确大豆异黄酮发挥保护作用是否和其抗氧化应激作用有关，在灌胃处理8周时，利用ELISA检测灌胃处理8周时各组大鼠视网膜内的SOD和MDA含量。结果显示（表3），与对照组SOD活性（652.93±72.86 U·mgprot-1）和MDA含量(20.58±1.03nmol·mgprot-1)相比，糖尿病组大鼠视网膜的SOD活性降低（397.41±36.35U·mgprot-1），差异有统计学意义（t＝-10.2，P＜0.001）MDA 含量则显著升高（94.74±1.26nmol·mgprot-1），差异有统计学意义（t＝40.1，P＜0.001）。而与糖尿病组大鼠相比，大豆异黄酮低剂量处理组大鼠的SOD活性升高（584.28±56.80U·mgprot-1）差异有统计学意义（t＝6.1，P＜0.001），而MDA 含量则显著减低（53.93±0.77nmol·mgprot-1）差异有统计学意义（t＝-18.6，P＜0.001），且在高剂量处理组这种SOD活性（849.93±63.71 U·mgprot-1）差异有统计学意义（t＝14.7，P＜0.001）升高和MDA 含量（45.77±0.59 nmol·mgprot-1）差异有统计学意义（t＝-22.3，P＜0.001）降低更明显，差异有统计学意义（P＜0.05）。

表3  各组大鼠视网膜组织SOD活性、MDA含量
	组别
	SOD活性/
（U·mgprot-1）
	MDA含量/
(nmol·mgprot-1)

	Con组
	652.93±72.86
	20.58±1.03

	Mod组
	397.41±36.35
	94.74±1.26

	Soy-iso360组
	584.28±56.80
	53.93±0.77

	Soy-iso540组
	849.93±63.71
	45.77±0.59



3.讨论
糖尿病视网膜病变(DR)作为糖尿病(DM)最常见的微血管并发症之一，其发生与发展与长期高血糖状态引诱导的代谢紊乱、病情进展、遗传因素和糖尿病控制情况密切相关，如果不及时治疗，DR可导致进行性视网膜神经退行性变及病理性新生血管形成，最终引发不可逆性视力损伤甚至失明[13]，严重损害患者生存质量。目前临床治疗策略以血糖控制为核心，联合抗血管内皮生长因子（anti-VEGF）药物及视网膜光凝术等延缓病情进展后期对患者视力及代谢功能进行改善，包括以视网膜光凝术为基础的综合治疗和玻璃体切割手术等方法，保留有用视力，最大限度恢复和改善视功能，降低致盲率[14]。然而，现有疗法难以逆转已发生的视网膜神经元损伤，因此探索具有神经保护功能的干预药物及其作用靶点，成为DR防治研究的重要方向。
DR发展过程中与视网膜内氧化应激的增加[15]以及视网膜神经节细胞的损伤[16, 17]和功能障碍等密切相关。研究人员发现三七三醇皂苷、红参、天麻素、黄芪甲苷、银杏提取物等对糖尿病视网膜中残余视网膜神经节细胞有一定的保护作用，这些药物或提取物来源有限，相关机制并不明确。相比之下，大豆异黄酮作为大豆中富含的植物雌激素类化合物，因其来源广泛、肠道吸收率高及多靶点调控特性受到关注。该化合物可通过选择性结合雌激素受体（ERα/ERβ），发挥抗氧化、调节糖脂代谢及抑制细胞凋亡等生物学效应。研究表明，大豆异黄酮已经被证实具有植物雌激素和抗氧化功能，在多种疾病中具有保护作用，如骨质疏松[18]、痴呆认知能力下降[19]、冠心病[20]等。然而，大豆异黄酮是否通过调控视网膜氧化应激微环境参与DR进程，尤其对RGC的保护作用我们进行了初步探讨。
研究发现，大豆异黄酮处理8周时，与糖尿病组大鼠相比，低剂量组和高剂量组大鼠的空腹血糖水平均明显下降，与正常组大鼠相近。表明大豆异黄酮处理也有助于糖尿病模型血糖的控制，并起到降血糖的作用；视网膜神经节细胞的检测结果表明，低剂量组RGC数量增加了18.2%，高剂量组增加了38.2%，表明大豆异黄酮对糖尿病视网膜病变中的视网膜神经节细胞有明确的保护作用。此外，大豆异黄酮处理对视网膜内的氧化应激环境有没有改变，我们也对各组大鼠视网膜组织内的SOD活性和MDA含量进行了测定，结果发现，与对照组相比，糖尿病组大鼠视网膜SOD活性显著降低和MDA含量显著升高；而处理8周时，与糖尿病组大鼠相比，大豆异黄酮低剂量处理组大鼠视网膜的SOD活性明显升高，MDA 含量则显著降低，且这种SOD活性升高和MDA 含量降低在高剂量处理组更明显，高剂量组的相应改变最明显。该结果证实大豆异黄酮处理可以降低糖尿病大鼠视网膜内的氧化应激水平。
本研究首次证实大豆异黄酮可通过双重机制改善DR进程：系统性调控血糖代谢，缓解糖尿病原发病理；局部抑制视网膜氧化应激，保护RGC免受氧化损伤。结合既往研究，我们推测其分子机制可能涉及以下通路：激活Nrf2信号轴[21]，上调SOD、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）等内源性抗氧化酶表达；抑制NADPH氧化酶（NOX）介导的活性氧（ROS）爆发，阻断线粒体依赖性凋亡通路[22]；通过雌激素受体依赖性途径调控PI3K/Akt及ERK/MAPK信号，促进RGC存活[23]。然而，本研究尚未明确大豆异黄酮的具体作用靶点，后续需通过基因敲除模型或特异性抑制剂进一步验证。
4.结论
大豆异黄酮可以降低糖尿病视网膜的氧化应激水平，来减轻对视网膜神经节细胞的损伤，从而对糖尿病视网膜发挥一定的保护作用，该研究可能对糖尿病视网膜病变的临床治疗提供新的思路。
创新点:该篇【24】文章从分子角度出发，本文与之研究视角不同，提供了对于糖尿病视网膜病变的不同的治疗方案。
本文使用免疫荧光染色观察视网膜神经节细胞的数量，进而得出最终结论，比该篇文章【25】在研究方法上创新。
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