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Abstract
誗AIM:To explore the effects of connective tissue growth
factor(CTGF)on diabetic retinopathy (DR) in rats,and the
potential protective mechanism of compound
xueshuantong to DR.
誗METHODS:Sprague-Dawley(SD) rats were divided into
normal group(group a,n = 12) and model group(n = 24) .
Rats in model group received intraperitoneal injection of
streptozotocin(60mg/ kg body weight) to get diabetic rats,
which were randomly subdivided into diabetic group
(group B, n = 12) and xueshuantong intervention group
[group C,1g / (kg·d),n = 12] . At 6th and 12th wk of the
experiment, 6 rats randomly selected from every group,
were executed to get retinal tissue for detecting CTGF -
mRNA by electron microscope.
誗RESULTS:Compared with group A,the content of CTGF-
mRNA in retina tissue increased at 6, 12wk in both group
B and C (P<0. 05) . Compared with group B,the content of
CTGF-mRNA in retina tissue in group C decreased at 6,
12wk(P<0. 05) . Electron microscope showed:in group B,
the capillary endothelial cells and mitochondria became
swollen;the amount of pinocytosis vesicle increased; the
electron density in capillary basement membrane was not
homogeneous and nodular thickening phenomenon
appeared;compared with group B,the changes in group C
were alleviated.
誗CONCLUSION:CTGF may be involved in the progress of
DR in diabetic rats. Compound xueshuantong may exert
its protective effect through decreasing the expression of
CTGF in the retina of diabetic rats.

誗 KEYWORDS: diabetic retinopathy; connective tissue
growth factor; diabetic rats
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摘要
目的:探讨结缔组织生长因子 ( connective tissue growth
factor,CTGF)对大鼠糖尿病视网膜病变的影响及复方血
栓通可能的保护机制。
方法:SD 大鼠 36 只随机分为对照组(A 组,n = 12)和造模
组(n=24),造模组注射链脲佐菌素(STZ)60mg / kg,造模
成功后随即分为糖尿病组(B 组,n=12)、复方血栓通干预
组[C 组,1g / (kg·d),n=12],于实验第 6、12wk 分别在各
组处死 6 只大鼠,RT-PCR 方法检测视网膜组织中 CTGF
mRNA 水平。
结果:与 A 组相比,B 组、C 组大鼠视网膜 CTGF mRNA 于
第 6、12wk 表达均增加(均 P <0. 05),C 组视网膜组织
CTGF mRNA 表达于第 6、12wk 均较 B 组明显下调(P <
0郾 05);电镜显示 B 组大鼠视网膜毛细血管内皮细胞肿
胀,胞质内线粒体肿胀,吞饮小泡增多,毛细血管基底膜电
子密度不均匀,有结节样增厚现象,C 组视网膜病变较 B
组减轻。
结论:CTGF 可能参与糖尿病视网膜病变发生,复方血栓
通对糖尿病大鼠视网膜具有保护作用,可能通过下调
CTGF mRNA 产生作用。
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病微血管病变中最严重的表现,是糖尿病严重的并发症之
一,其发病机制较为复杂,除了氧化应激直接损伤[1]外,研
究表明一些生物活性因子(如血管生长因子)的异常表达
导致的某些信号通路的异常激活可能在糖尿病视网膜病
变的发生、发展过程中起着重要作用。 结缔组织生长因子
(connective tissue growth factor,CTGF)是一种近年来发现
的细胞因子, 它广泛存在于人类多种组织器官中,具有促
进血管生成、调节内皮细胞、修复创伤的作用,并与组织纤
维化关系密切。 近年研究发现 CTGF 与增生性玻璃体视
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 实验大鼠体质量及血糖情况 軃x依s

组别 n(只)
体质量(g)

6wk(n=6) 12wk(n=6)
血糖(mmol / L)

6wk(n=6) 12wk(n=6)
正常组 12 316. 1依22. 7 621. 1依31. 3 4. 6依0. 4 5. 6依1. 5
糖尿病组 12 266. 4依29. 7a 424. 3依41. 3a 24. 3依5. 2a 26. 2依5. 6a

血栓通干预组 12 282. 1依25. 8a 441. 7依46. 6a 21. 8依7. 7a 24. 8依7. 8a

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 注:aP<0. 05 vs 正常组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 各组大鼠视网膜组织中 CTGF mRNA的表达 軃x依s
组别 n(只) CTGF(6wk,n=6) CTGF(12wk,n=6)
正常组 12 6. 05依0. 24 6. 13依0. 21
糖尿病组 12 7. 51依4. 05a 8. 51依6. 06a

血栓通干预组 12 7. 01依3. 15a,c 7. 26依1. 51a,c

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 注:aP<0. 05 vs 正常组;cP<0. 05 vs 糖尿病组。

网膜病变(proliferative vitroretinopathy,PVR)的发生发展存
在一定关系[2],但目前关于 CTGF 与糖尿病视网膜病变的
研究较少。 鉴于复方血栓通对糖尿病视网膜病变有一定
疗效,本实验拟以链脲佐菌素(streptozocin,STZ)诱导的糖
尿病大鼠模型建立糖尿病组及复方血栓通干预组,并设立
大鼠正常组,通过观察各组大鼠视网膜组织 CTGF mRNA
的含量及视网膜病理特点,以探索 CTGF 与糖尿病视网膜
病变的关系及复方血栓通胶囊对糖尿病视网膜病变可能
的保护机制。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 SPF 级 SD 雄性大鼠 36 只,约 2 月龄,体质量约
为 180 ~ 200g,购自上海中国科学院实验动物中心;链脲
佐菌素(STZ)购自 Sigma 公司;复方血栓通超微颗粒由广
东众生药业提供,批号 Z20090352;引物合成由上海英俊
生物技术有限公司合成;实时荧光定量试剂 SYBRRPremix
Ex Taq TM 购自 TakaRa 公司。 糖测定采用罗氏公司优越
型血糖仪。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物分组及模型制备 摇 成年 SD 雄性大鼠分为 3
组:正常对照组(A 组)、糖尿病组(B 组)、复方血栓通干
预组(C 组),每组 12 只。 B 组、C 组进行糖尿病模型制
备:禁食 12h,腹腔注射 STZ 65mg / kg,3d 后尾静脉取血测
血糖>16. 7mmol / L,造模成功;如<16. 7mmol / L,再次腹腔
注射 STZ 65mg / kg,1wk 后复测血糖,仍维持该水平以上则
造模成功。 模型制备时正常对照组在造模时腹腔注射
6mL / kg 无菌枸橼酸-枸橼酸钠缓冲液。 造模成功后血栓
通干预组按照血栓通 1g / (kg·d)的剂量以双蒸水溶解后
每日上午灌胃,正常对照组及糖尿病组每日给予同等量双
蒸水灌胃。
1. 2. 2 实验流程摇 实验第 6wk 末分别在各组随机取 6 只
大鼠,称体质量、测血糖后处死,取视网膜组织进行 CTGF
mRNA 水平测定;剩下 6 只大鼠于 12wk 末以同样办法处
理,并以电镜观察视网膜组织变化。
1. 2. 3 RT-PCR检测视网膜组织中 CTGF mRNA 的表达
摇 按照 RNA 提取试剂盒说明书提取视网膜组织匀浆总
RNA。 目的基因及内参 茁-actin 的引物由上海英俊生物技
术 有 限 公 司 合 成。 CTGF 上 游 引 物: 5蒺 -
CTAAGACCTGTGCAATGGGC - 3蒺, 下 游 引 物: 5蒺 -
CTCAAAGATGTCATTGCCCCC-3蒺。 采用 ReverTra AceTM反
转录试剂盒,以引物分别从各组视网膜组织中抽提的总

RNA 反转录为 cDNA,然后以 cDNA 为模板,利用 SYBR
Green Real-time PCR 试剂盒进行荧光定量 PCR,测得阈循
环值(threshold,Ct)值,根据 驻CT = [Ct(目的基因)] -[Ct
(内参基因)]和 驻驻Ct = [Ct(研究组)] -[Ct(对照组)],
并计算出 2-驻驻Ct,以反映目的基因在研究组中表达水平(相
对于对照组)。
1. 2. 4 电镜观察视网膜组织变化摇 于 12wk 后称体质量、
测血糖,过量麻醉处死大鼠后取眼球,眼球沿角膜缘剪开,
去除角膜、虹膜、晶状体,将眼球后壁固定于电镜固定液中
2h,然后取出切 1mm伊3mm 大小带巩膜的视网膜组织放入
固定液中,电镜观察视网膜细胞超微结构。
摇 摇 统计学分析:使用 SPSS 17. 0 统计软件包,所有实验

数据用均数依标准差(軃x依s)表示,多组间比较采用单因素
方差分析,组间两两比较采用 LSD-t 检验,以 P<0. 05(双
侧)为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 一般情况摇 糖尿病组与复方血栓通干预组出现典型
三多一少症状,并有少量大鼠出现皮肤溃疡等并发症;糖
尿病组及复方血栓通干预大鼠血糖在第 6、12wk 时均明显
高于正常组(P <0. 05),而体质量明显低于正常组(P <
0郾 05);但血糖、体质量在两组间中第 6、12wk 时相比无统
计学差异(P>0. 05,表 1)。
2. 2 各组大鼠视网膜组织中 CTGF mRNA 的表达摇 糖尿
病组和血栓通干预组视网膜组织 CTGF mRNA 水平在第
6、12wk 时均较正常组明显升高(均 P<0. 05);同糖尿病组
相比,血栓通干预组的视网膜组织 CTGF mRNA 水平在第
6、12wk 时均明显下降,差异有统计学意义(均 P<0. 05,表 2)。
2. 3 视网膜组织电镜改变摇 正常组大鼠视网膜毛细血管
未见明显病理改变;电镜观察糖尿病组大鼠视网膜毛细血
管管腔变形,可见内皮细胞肿胀,吞饮小泡增多,胞质内线
粒体肿胀,毛细血管基底膜电子密度不均匀,基底膜有节
段性增厚现象;同糖尿病组大鼠相比,血栓通干预组大鼠
上述病理改变均有所改善,包括吞饮小泡减少、胞质内线
粒体程度减轻等,基底膜部分节段有增厚,毛细血管基底
膜电子密度不均匀仍然非常明显(图 1)。
3 讨论
摇 摇 糖尿病(diabetes mellitus,DM)是有遗传和环境因素
共同作用引起的一种以糖代谢紊乱为主要表现的临床综
合征,可引发多种并发症。 糖尿病视网膜病变便是其中常
见的并发症之一。 有研究表明有多种细胞因子可能参与
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图 1摇 复方血栓通对糖尿病视网膜病变大鼠视网膜组织的影响摇 A:正常组大鼠视网膜毛细血管未见明显病理改变(腔内为放大的红
细胞);B 糖尿病组:观察糖尿病组大鼠视网膜毛细血管管腔变形,可见内皮细胞肿胀,吞饮小泡增多,胞质内线粒体肿胀,毛细血管基
底膜电子密度不均匀表现,基底膜有节段性增厚现象;C 干预组:同糖尿病组大鼠相比,血栓通干预组大鼠上述病理改变均有所改善,
包括吞饮小泡减少,胞质内线粒体程度减轻等,基底膜有节段性增厚现象变化为结节样增厚,毛细血管基底膜电子密度不均匀仍然非
常明显。

该病理过程,当前糖尿病视网膜病变研究中涉及的细胞因
子包括血管内皮生长因子、转化生长因子、胰岛素样生长
因子-1、碱性成纤维细胞生长因子、转化生长因子-茁、肿
瘤坏死因子-琢、色素上皮衍生因子等[3]。 近年的研究表
明, CTGF 可能是另一种参与糖尿病视网膜病变的细胞因
子。 CTGF 是 1991 年由 Bradham 等首先在人脐静脉内皮
细胞的条件培养基中发现的。 目前认为 CTGF 是 TGF-茁
部分生物学功能的下游介质,它协同 TGF-茁 参与多种生
物学过程,包括促进成纤维细胞在内的多种细胞的有丝分
裂及增殖、促进血管内皮细胞的黏附和增生、促进细胞外
基质的合成、促进纤维化等[4]。
摇 摇 CTGF 在眼部各组织及房水中均有存在,研究表明
CTGF 与多种眼部慢性疾病相关。 本实验结果表明,糖尿
病组大鼠视网膜 CTFG mRNA 的表达较正常组显著增强,
并在第 6、12wk 时有较好的重复性,提示 CTFG 参与了糖
尿病视网膜病变的进展。 糖尿病视网膜病变重要特征之
一是视网膜微血管异常,早期表现为毛细血管内皮细胞肿
胀、凋亡、微血管瘤形成、血-视网膜屏障破坏;随着病情
进展逐渐发展为微血管基底膜增厚、血管闭塞,晚期由于
视网膜广泛缺血缺氧导致新生血管生成,但由于这种增生
血管脆性大、结构不健全、内皮细胞间隙增大等原因,可引
起眼部渗出、出血等病理性改变,从而诱发视网膜渗出、玻
璃体出血、新生血管性青光眼等并发症造成视力下降。 若
不加以治疗,随着病变发展,增殖的血管开始出现纤维变
性、卷曲、收缩等变化而牵引视网膜,又可导致视网膜脱离
等并发症,严重者可致视力丧失。 研究认为 CTGF 在上述
病理过程中发挥着重要作用。 首先,CTGF 参与了新生血
管的发生,国外研究表明 CTGF 在糖尿病视网膜病变的新
生血管膜上有过度表达[5],将重组 CTGF 作用于鸡的尿囊
绒膜可导致新生血管形成,而这种血管生成作用可被
CTGF 抗体所抑制[6],另有实验表明,CTGF 可增加大鼠缺
血性皮瓣微血管生成,且皮瓣微血管生成程度与 CTGF 呈
剂量相关[7]。 CTGF 促进新生血管生成的机制尚未完全
清楚,但研究显示可能与刺激成纤维细胞产生细胞外基
质[8]及促进细胞有丝分裂和增生、趋化细胞、诱导细胞黏
附有关。 其次,CTGF 被认为是导致纤维化的重要因子,
在一定条件下能诱发肝、肺、肾纤维化[9-11] 及血管纤维
化[12],故有理由相信过量表达的 CTGF 对视网膜血管纤维
变性也起着重要作用。
摇 摇 复方血栓通作为一种中药制剂,有降低血液黏稠度、
抑制血小板聚集等作用,在临床观察中已经发现其对糖尿

病视网膜病变有一定的疗效[13]。 本实验显示,糖尿病大
鼠经复方血栓通 1g / (kg·d)治疗 12wk 后,视网膜 CTGF
mRNA 的表达明显降低,其病理改变已有所好转,这进一
步证明了 CTGF 与糖尿病视网膜病变的密切关系,并表明
降低 CTGF 可能对糖尿病视网膜病变的治疗具有积极意
义,此为新药的研发提供了一个全新的方向。
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