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摘要
目的:探讨小分子 ＲＮＡ 干扰 ＨＩＦ－１α 对糖尿病视网膜病
变小鼠视网膜的保护作用及机制ꎮ
方法:Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠 ４０ 只随机分为正常组、糖尿病
组、ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组、ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组ꎬ制备糖尿病模型ꎮ
观察各组小鼠视网膜组织病理学变化ꎬ免疫组织化学检测
微血管密度(ＭＶＤ)ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测各组小鼠视
网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α
ｍＲＮＡ 表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组小鼠视网膜组织中
ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白表达ꎮ
结果:糖尿病组、ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组和 ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组大鼠
的体质量低于正常组ꎬ而血糖水平高于正常组(均 Ｐ <
０ ０５)ꎻ糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组小鼠视网膜组织中 ＭＶＤ
高于正常组ꎬ而 ｓｉＲＮＡ － ＨＩＦ － １α 组低于糖尿病组和
ｓｉＲＮＡ－ＮＣ组(均 Ｐ<０ ０５)ꎻ与糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组相
比ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、
ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 相对表达量降低(均Ｐ<
０ ０５)ꎻ与糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组相比ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α
组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白相对表达
量降低(均 Ｐ<０ ０５)ꎮ
结论:特异性沉默 ＨＩＦ－１α 基因可保护 ＤＲ 小鼠视网膜ꎬ其
机制可能通过减少血管新生和血管内皮损伤有关ꎮ
关键词:糖尿病视网膜病变ꎻＨＩＦ－１αꎻ小分子 ＲＮＡ 干扰ꎻ
微血管密度ꎻ炎症因子
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• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＨＩＦ － １α ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｏｔａｌｌｙ ４０ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐꎬ
ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－ １α ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ( ＭＶＤ ) ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＩＦ － １αꎬ
ＶＥＧＦꎬＮＦ－κＢꎬ ＩＬ－１ꎬ ＩＬ－ ６ ａｎｄ ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＩＦ－ １αꎬ ＥＴ－ １ ａｎｄ ｖＷＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＲＮＡ－
ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－ １α ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ (Ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｔｈｅ ＭＶＤ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ － ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ－
ＨＩＦ－ １α ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ－ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ａｌｌ Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ － ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＩＦ－ １αꎬ ＶＥＧＦꎬ ＮＦ－ κＢꎬ ＩＬ－ １ꎬ ＩＬ－ ６
ａｎｄ ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ａｌｌ Ｐ< ０.０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＲＮＡ－ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＨＩＦ － １αꎬＥＴ － １ ａｎｄ ｖＷＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ａｌｌ Ｐ<０.０５).
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＨＩＦ－ １α ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ
ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ＤＲ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｉｎｊｕｒｙ.
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ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎻ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ
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ＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＨＩＦ－１α ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ ) ２０１９ꎻ １９ ( １２ ):
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０引言
糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)作为糖

尿病患者常见的微血管并发症ꎬ是导致后天失明的主要因
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素ꎬ严重威胁患者生存质量[１]ꎮ 研究表明[２]ꎬ视网膜血管
新生是 ＤＲ 发病的重要机制ꎮ 而高糖血症引起的慢性缺
氧是导致 ＤＲ 的始发原因[３]ꎮ 缺氧诱导因子 １(ｈｙｐｏｘｉａ－
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＨＩＦ－１)是缺氧环境下调控机体机能的
重要调节因子ꎬ包括 α 和 β 两个亚基ꎬ其中ꎬＨＩＦ－１α 是主
要的功能亚基ꎬ在缺氧环境中可稳定表达ꎬ与靶基因结合
而产生一系列缺氧适应[４]ꎬ动物实验表明[５]ꎬＨＩＦ－１α 在
糖尿病大鼠视网膜组织中呈高表达ꎬ且与糖尿病病程有
关ꎮ 但 ＨＩＦ－１α 是否参与了 ＤＲ 发病ꎬ以及在 ＤＲ 发病过
程的作用鲜有报道ꎮ 本研究拟采用小分子 ＲＮＡ 干扰技术
特异性沉默 ＨＩＦ－１α 基因ꎬ观察其对 ＤＲ 小鼠视网膜血管
新生及神经节细胞凋亡的影响ꎬ并探讨可能的机制ꎬ以期
为 ＤＲ 临床防治提供基础资料ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 链脲佐菌素购自上海然泰生物科技有限公司ꎬ
焦碳酸二乙酯(ＤＥＰＣ)购自上海前尘生物科技有限公司ꎬ
葡萄糖含量检测试剂盒购自上海索莱宝生物科技有限公
司ꎬＴｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＲＮＡｉＭＡＸ
转染试剂盒均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ逆转录试剂盒和
ＰＣＲ 试剂盒均购自日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎬＨＩＦ－１α、血管内皮
生长因子(ＶＥＧＦ)、核因子－κＢ(ＮＦ－κＢ)、白细胞介素－１
(ＩＬ－１)、ＩＬ－６、肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)及内参引物均
由上 海 生 工 生 物 公 司 设 计 合 成ꎬ ｓｉＲＮＡ － ＨＩＦ － １α、
ｓｉＲＮＡ－ＮＣ均由上海吉玛制药技术有限公司设计合成ꎬ苏
木素－伊红(ＨＥ)染色试剂盒购自上海研晶生物公司ꎬ山
羊抗小鼠 ＣＤ３４ 单克隆抗体购自美国 Ｒ＆Ｄ 公司ꎬ免疫组
化试剂盒购自北京中杉生物公司ꎬ兔抗鼠 ＨＩＦ－１α 多克隆
抗体购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司ꎬ兔抗小鼠内皮素－１(ＥＴ－１)
多克隆抗体购自上海沪峰化工公司ꎬ兔抗小鼠血管性血友
病因子(ｖＷＦ)单克隆抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ实时荧光
定量 ＰＣＲ 仪购自美国 ＡＢＩ 公司ꎬ凝胶电泳分析系统购自
美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎮ
１.２方法
１.２.１ 实验动物及分组处理 　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠
４０ 只购自河南省实验动物中心 [ ＳＣＸＫ (豫) ２０１０ － １ －
０００３]ꎬ１２ 周龄ꎬ体质量 ２８±２ｇꎬ利用随机数字表分为正
常组、糖尿病组、ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－ １α 组、ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组ꎬ每
组 １０ 只ꎮ 糖尿病模型构建:小鼠禁食 １０ｈꎬ将链脲佐菌
素按小鼠体质量 ６０ｍｇ / ｋｇ 剂量进行腹腔注射ꎬ连续注射
５ｄꎬ第 ７ｄ 时取尾静脉血检测血糖ꎬ以血糖>１１.１ｍｍｏｌ / Ｌ
作为成功建模标准ꎬ对于建模不成功的ꎬ补充小鼠ꎬ保证
每组 １０ 只ꎮ 正常组给予等量的柠檬酸缓冲液ꎬ连续注
射 ５ｄꎮ
１.２ ２靶向 ＨＩＦ－１α的 ｓｉＲＮＡ设计和合成　 利用 ＧｅｎＢａｎｋ
基因库得到 ＨＩＦ－１α 基因序列(ＡＦ２０７２０６)ꎬ选取最有效
的 ＨＩＦ － １α － ｓｉＲＮＡ 基 因 序 列: ５ －
ＧＡＡＡＣＴＣＴＴＣＣＡＡＧＣＡＡＴＴＴＴ－３ꎬ以及非靶向性 ｓｉＲＮＡ 作
为对照序列: ５ － ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣ － ３ꎮ 将
ｓｉＲＮＡ 溶解于经 ＤＥＰＣ 处理的生理盐水中ꎬ调整浓度为
１５μｍｏｌ / Ｌꎮ
１ ２ ３各组小鼠转染处理　 建模 ４ｗｋ 后ꎬ将 ４ 组小鼠腹腔
注射麻醉后ꎬ用碘伏于眼周消毒ꎬ在显微镜观察下ꎬ于各只
大鼠双眼ꎬ利用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 微量注射器在角膜缘外 １ｍｍ 处
进针ꎬ沿视神经方向直至瞳孔区ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组:将含
ＨＩＦ－１α－ｓｉＲＮＡ 基因序列和转染试剂的混合液注入玻璃

表 １　 基因序列

基因 序列

ＨＩＦ－１α 上游:５－ＧＧＣＧＣＧＡＡＣＧＡＣＡＡＧＡＡＡＡＡＧ－３
下游:５－ＣＣＴＴＡＴＣＡＡＧＡＴＧＣＧＡＡＣＴＣＡＣＡ－３

ＶＥＧＦ 上游:５－ＡＧＧＣＧＡＧＧＣＡＧＣＴＴＧＡＧＴＴＡ－３
下游:５－ＣＴＧＴＣＧＡＣＧＧＴＧＡＣＧＡＴＧＧＴ－３

ＮＦ－κＢ 上游:５－ＧＣＴＣＣＴＡＡＧＧＴＧＣＴＧＡＣＡ－３
下游:５－ＡＣＣＴＣＣＧＡＡＡＧＣＧＡＧＡＴＡ－３

ＩＬ－１ 上游:５－ＡＣＣＴＧＧＧＣＴＧＴＣＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧ－３
下游:５－ＴＧＴＴＧＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＡＧＡＴ－３

ＩＬ－６ 上游:５－ＧＴＴＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＧＡ－３
下游:５－ＧＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＧＧＡ－３

ＴＮＦ－α 上游:５－ＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＧＡＧＧＣＡＣＴ－３
下游:５－ＡＧＡＧＧＣＴＧＡＧＡＣＡＴＡＧＧＣＡＣＣＧ－３

β－ａｃｔｉｎ 上游:５－ＣＣＴＡＧＧＣＡＣＣＡＧＧＧＴＧＴＧＡＴ－３
下游:５－ＴＴＧＧＴＧＡＣＡＡＴＧＣＣＧＴＧＴＴＣ－３

体腔ꎻｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组:将含 ｓｉＲＮＡ 对照序列和转染试剂的
混合液注入玻璃体腔ꎻ正常组:将等量磷酸盐缓冲液
(ＰＢＳ)注入玻璃体腔ꎻ糖尿病组:将等量 ＰＢＳ 注入玻璃体
腔ꎮ 每 １４ｄ 重复注射 １ 次ꎬ连续注射 ４ 次ꎮ
１ ２ ４ 视网膜组织病理学观察 　 各组小鼠于建模 １２ｗｋ
后ꎬ处死摘取左眼球(每组 １０ 只左眼)ꎬ将角膜缘环形剪
开ꎬ甲醛固定 ２４ｈꎬ常规梯度乙醇脱水ꎬ石蜡包埋ꎬ连续切
片ꎬ厚度约 ４μｍꎬ行 ＨＥ 染色ꎬ用光学显微镜观察各组视网
膜组织病理学变化ꎮ
１ ２ ５免疫组织化学检测　 切片常规脱蜡后ꎬ用柠檬酸进
行高温下组织抗原修复ꎬ加入 Ｈ２Ｏ２ꎬ以灭活内源性过氧化
物酶ꎬ将正常山羊血清加入ꎬ３７℃孵育 ６０ｍｉｎꎬ加入山羊抗
小鼠 ＣＤ３４ 单克隆抗体ꎬ３７℃ 孵育 ６０ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ
ＤＡＢ 显色ꎬ蒸馏水冲洗、复染、脱水、透明、封片ꎬ用 ＰＢＳ 替
代一抗作为阴性对照ꎮ 微血管密度(ＭＶＤ)计数参考文
献[６]:于低倍镜下寻找新生血管密集区ꎬ换用高倍镜分别
选取 ５ 个视野计数微血管数ꎬ取均值作为 ＭＶＤꎬ标准为任
何被染成棕褐色的单个内皮细胞或细胞簇记为 １ 个
ＭＶＤꎬ对于组织结构不相连的分支结构亦作为 １ 个 ＭＶＤꎬ
但排除肌层较厚或管腔直径超过 ８ 个红细胞的血管ꎮ 每
张切片均由两位病理科副主任医师单独阅片ꎬＭＶＤ 计数
差值超过 １０％则重新阅片ꎮ
１ ２ ６利用实时荧光定量 ＰＣＲ检测各组小鼠视网膜组织
中 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 表
达　 取各组小鼠右眼视网膜组织(每组 １０ 只右眼)ꎬ剪碎
后ꎬ加入细胞裂解液ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒对总
ＲＮＡ 进行提取ꎬ利用紫外分光光度计对总 ＲＮＡ 纯度进行
检查ꎬ以 Ａ２６０ / Ａ２８０≥１ ８０ 作为合格样品ꎮ 将总 ＲＮＡ 逆转
录为 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲꎮ 各引物序列见
表 １ꎮ ＰＣＲ 反应条件:９５℃ １ｍｉｎꎬ９２℃ ３０ｓꎬ９２℃ ３０ｓꎬ５８℃
３０ｓꎬ７３℃ ３０ｓꎬ连续进行 ３８ 次循环ꎬ每个样品均设置 ３ 个
平行反应复孔ꎮ 用 ２－△△Ｃｔ 法对各组小鼠视网膜组织中
ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 相对表
达量进行分析ꎮ
１ ２ ７ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组小鼠视网膜组织中
ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白表达　 取各组小鼠右眼视网膜
组织(每组 １０ 只右眼)ꎬ剪碎后ꎬ加入细胞裂解液ꎬ用总蛋
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图 １　 各组小鼠视网膜组织病理学表现(ＨＥ×２００)　 Ａ:正常组ꎻＢ:糖尿病组ꎻＣ:ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组ꎻＤ:ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组ꎮ

图 ２　 各组小鼠视网膜组织免疫组织化学检测(免疫组化染色×４００) 　 Ａ:正常组ꎻＢ 糖尿病组ꎻＣ:ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组ꎻＤ:ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α
组ꎮ 黑色箭头示 ＣＤ３４ 表达阳性ꎮ

白提取试剂盒获得总蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒
对总蛋白浓度进行检测ꎮ 取 ２５μｇ 总蛋白ꎬ行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳ꎬ电转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ１０％脱脂奶粉封闭 ２ｈꎬ分别将一
兔抗鼠 ＨＩＦ－１α 多克隆抗体、兔抗小鼠 ＥＴ－１ 多克隆抗体、
兔抗小鼠 ｖＷＦ 单克隆抗体加入(稀释比 １ ∶ １２００、１ ∶ ８００、
１ ∶ １０００)ꎬ４℃过夜孵育ꎬＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次ꎬ将二抗加入ꎬ室温
下孵育 ２ｈꎬＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次ꎬ用 ＥＣＬ 化学发光试剂盒避光
反应 ２５ｍｉｎꎮ 拍照ꎬ用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 图像分析软件进行
分析ꎬ计算视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白相对表
达量ꎮ

统计学分析:采用统计分析软件 ＳＰＳＳ ２１ ０ 对数据进

行整理分析ꎬ计量资料采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ多组
间比较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检
验ꎬＰ<０ ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １各组小鼠一般情况　 糖尿病组、ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组和
ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组小鼠经腹腔注射链脲佐菌素ꎬ７ｄ 时检测血
糖ꎬ血糖值均>１１ １ｍｍｏｌ / Ｌꎬ成功率 １００％ꎮ 建模 １２ｗｋ 后ꎬ
处死前再次检测体质量和血糖ꎬ糖尿病组、ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组
和 ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组大鼠的体质量均低于正常组ꎬ而血糖
水平均高于正常组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见
表 ２ꎮ
２ ２各组小鼠视网膜组织病理学表现 　 ＨＥ 染色结果显
示ꎬ正常组小鼠视网膜中各层细胞结构清楚、排列规整、形
态正常(图 １Ａ)ꎬ糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组小鼠视网膜中
各层细胞排列杂乱ꎬ细胞核出现肿胀、视网膜组织水肿
(图 １Ｂ、Ｃ)ꎻｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小鼠视网膜中各层细胞排
列趋于规则ꎬ细胞核肿胀减轻(图 １Ｄ)ꎮ
２ ３各组小鼠视网膜组织免疫组织化学检测　 免疫组织
化学检测结果显示ꎬ正常组小鼠视网膜血管内皮细胞
ＣＤ３４ 呈弱阳性表达(图 ２Ａ)ꎻ糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组小
鼠视网膜血管内皮细胞 ＣＤ３４ 表达阳性细胞数增多(图 ２Ｂ、
Ｃ)ꎻｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小鼠视网膜血管内皮细胞 ＣＤ３４ 表达
细胞数较糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组减少(图 ２Ｄ)ꎮ

正常组、糖尿病组、ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组和 ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α
组小鼠视网膜组织中 ＭＶＤ 分别为 ６ ８ ± １ ３、１９ ７ ± ２ ２、
２０ ４±２ ６ 和 １２ ８±１ ９ 个ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ５６ ９５２ꎬ

　 　

图 ３　 各组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、
ＩＬ－６、ＴＮＦ－α表达　 ａＰ<０ ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 糖尿病组ꎻ
ｅＰ<０ ０５ ｖｓ ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组ꎮ

表 ２　 建模 １２ｗｋ后各组小鼠体质量和血糖比较 ｘ±ｓ
组别 ｎ 体质量(ｇ) 血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
正常组 １０ ３０ ９１±２ ５４ ４ ５５±０ ３２
糖尿病组 １０ ２３ ２４±３ ０２ａ ２４ ６７±２ ３４ａ

ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组 １０ ２３ ５１±３ ４２ａ ２４ ３１±２ １７ａ

ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组 １０ ２３ １２±２ ８３ａ ２５ １４±２ ６３ａ

　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １７ １４６ １９７ ４６４
Ｐ <０ ０１ <０ ０１

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 正常组ꎮ

Ｐ<０ ０１)ꎬ两两比较ꎬ糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组均高于正
常组ꎬ而 ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组均低于糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ
组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ
２ ４各组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ －１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ －κＢ、
ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α表达比较　 与正常组相比ꎬ糖尿病组、
ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组和 ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ － １α 组小鼠视网膜组织中
ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 相对表
达量均升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ与糖尿病组
和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组相比ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小鼠视网膜组织
中 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 相对
表达量均降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 ３、
图 ３ꎮ
２ ５ 各组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白
表达比较 　 与正常组相比ꎬ糖尿病组、ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组和
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　 　表 ３　 各组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α表达比较 ｘ±ｓ
组别 ｎ ＨＩＦ－１α ＶＥＧＦ ＮＦ－κＢ ＩＬ－１ ＩＬ－６ ＴＮＦ－α
正常组 １０ １ ０８±０ ０９ １ １６±０ １３ １ １２±０ ０８ １ ０５±０ １０ １ ０８±０ ０７ １ １６±０ ０９
糖尿病组 １０ １ ８６±０ １１ａ ２ ２７±０ １６ａ １ ９５±０ １３ａ １ ７８±０ １１ａ １ ７３±０ １４ａ １ ８９±０ １３ａ

ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组 １０ １ ８９±０ １５ａ ２ ２４±０ １４ａ １ ９７±０ １４ａ １ ７６±０ ０８ａ １ ７１±０ １１ａ １ ９１±０ １５ａ

ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组 １０ １ ２５±０ １２ａꎬｃꎬｅ １ ７１±０ １１ａꎬｃꎬｅ １ ６８±０ １２ａꎬｃꎬｅ １ ５３±０ １３ａꎬｃꎬｅ １ ４７±０ １０ａꎬｃꎬｅ １ ５５±０ １２ａꎬｃꎬｅ

　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １２７ ６２４ １１４ ３２９ ４９ ０３７ １１２ １７３ ９３ ４７０ ７９ ９８５
Ｐ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 糖尿病组ꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组ꎮ

表 ４　 各组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ蛋白表达比较 ｘ±ｓ
组别 ｎ ＨＩＦ－１α 蛋白 ＥＴ－１ 蛋白 ｖＷＦ 蛋白

正常组 １０ ０ ２１±０ ０６ ０ １７±０ ０５ ０ １３±０ ０３
糖尿病组 １０ ０ ６８±０ ０９ａ ０ ６１±０ ０８ａ ０ ５４±０ ０６ａ

ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组 １０ ０ ７１±０ １２ａ ０ ５９±０ ０７ａ ０ ５５±０ ０８ａ

ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组 １０ ０ ４９±０ ０８ａꎬｃꎬｅ ０ ３８±０ ０６ａꎬｃꎬｅ ０ ３４±０ ０５ａꎬｃꎬｅ

Ｆ ５０ ２４６ ７１ ６９０ １３３ ３０７
Ｐ <０ ０１ <０ ０１ <０ ０１

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 糖尿病组ꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组ꎮ

图 ４　 各组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ蛋白表达ꎮ

ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小鼠视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ
蛋白相对表达量均升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ
与糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组相比ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小鼠
视网膜组织中 ＨＩＦ－１α、ＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白相对表达量均降
低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 ４ꎬ图 ４ꎮ
３讨论

ＤＲ 作为糖尿病患者常见的眼部并发症ꎬ发病机制较
为复杂ꎬ且发病率高、致盲率高ꎬ严重影响患者生活质量ꎮ
研究表明[６]ꎬ长期高糖状态导致血管内皮功能异常及微循
环障碍在 ＤＲ 发病中发挥关键性作用ꎮ 本研究参考文
献[７]的方法ꎬ利用腹腔注射链脲佐菌素制备小鼠糖尿病模
型ꎬ７ｄ 时血糖值均>１１ １ｍｍｏｌ / Ｌꎬ出现了“多饮多食、体质
量减轻”的症状ꎬ提示成功构建了小鼠糖尿病模型ꎬ建模
１２ｗｋ 后ꎬＨＥ 染色观察视网膜组织形态发现ꎬ糖尿病组小
鼠视网膜中各层细胞排列杂乱ꎬ细胞核出现肿胀、视网膜
组织水肿ꎬ提示高糖导致小鼠视网膜发生病理性改变ꎮ 免
疫组化染色结果显示ꎬ糖尿病组小鼠视网膜血管内皮细胞
ＣＤ３４ 阳性表达数增加ꎬＭＶＤ 计数增加ꎬ而 ＣＤ３４ 是新生小
血管特异性分化抗原[８]ꎬ提示血管新生参与了糖尿病小鼠
视网膜病变ꎮ

研究表明[９]ꎬ糖尿病所致机体高糖环境会导致视网膜
供血不足而处于相对缺氧状态ꎮ ＨＩＦ－１α 作为机体重要
的氧含量感受器及调控蛋白ꎬ在调节血管新生、细胞外基

质代谢、炎症反应等过程中发挥重要作用[１０]ꎬ本研究利用
ｓｉＲＮＡ 技术特异性将 ＨＩＦ－１α 沉默ꎬ并注入玻璃体腔ꎬＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果均显示ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组视网膜组
织中 ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低ꎬ提示视网膜组织中
ＨＩＦ－１α 基因被沉默ꎮ 本研究显示ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小
鼠视网膜中各层细胞排列趋于规则ꎬ细胞核肿胀减轻ꎬ视
网膜血管内皮细胞 ＣＤ３４ 表达细胞数和 ＭＶＤ 计数均较
糖尿病组和 ｓｉＲＮＡ－ＮＣ 组减少ꎬ说明特异性沉默ＨＩＦ－１α
基因可减轻糖尿病小鼠视网膜病变以及微血管新生ꎮ
ＶＥＧＦ 作为促进血管新生的关键性因子ꎬ在调控血管新
生中发挥主导作用[１１] ꎬ同时ꎬＶＥＧＦ 是 ＨＩＦ－１α 信号通路
下游重要的靶基因[１２] ꎬ本研究显示ꎬ糖尿病组小鼠视网
膜组织中 ＨＩＦ － １α、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 相对表达量增加ꎬ而
ｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组均被抑制ꎬ说明特异性抑制 ＨＩＦ－１α 基
因可能通过抑制 ＶＥＧＦ 而减少糖尿病小鼠视网膜血管
新生ꎮ

有研究指出[１３]ꎬ机体高糖状态可导致大量炎症因子
释放而引发炎症反应ꎮ 炎症反应可导致血管内皮功能损
伤[１４]ꎮ ＥＴ－１ 作为血管收缩因子ꎬ主要由血管内皮细胞分
泌ꎬ与一氧化氮形成动态平衡而维持和保护内皮细胞功
能[１５]ꎬ有研究指出[１６]ꎬＨＩＦ － １ 可直接激活 ＥＴ － １ 表达ꎮ
ｖＷＦ 作为内皮细胞损伤因子ꎬ与内皮损伤程度呈正相
关[１７]ꎬ是血管内皮受损的标志物之一ꎮ 本研究显示ꎬ糖尿
病组小鼠 ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 相对表达量
均升高ꎬ且 ＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白相对表达量均升高ꎬ说明糖尿
病小鼠机体发生炎症反应而导致视网膜组织中血管内皮
功能损伤ꎬ本研究显示ꎬｓｉＲＮＡ－ＨＩＦ－１α 组小鼠视网膜组
织中 ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 相对表达
量均降低ꎬＥＴ－１、ｖＷＦ 蛋白相对表达量均降低ꎬ说明特异
性沉默 ＨＩＦ－１α 基因可通过减轻炎症反应而减少视网膜
血管内皮功能损伤ꎮ

综上所述ꎬ特异性沉默 ＨＩＦ－１α 基因可保护糖尿病视
网膜病变小鼠视网膜ꎬ其机制可能通过减少 ＶＥＧＦ 表达抑
制血管新生ꎬ以及减少炎症反应减轻血管内皮损伤有关ꎬ

０２０２
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有望成为 ＤＲ 基因治疗的新靶位ꎮ 本研究后续将进一步
对 ＨＩＦ－１α 作用靶点及具体的分子机制开展研究ꎬ以明确
其在抗炎、减少血管内皮损伤中的相关机制ꎮ
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ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＴ－ １ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ －Ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ
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