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摘要
目的:探讨胃饥饿素(ｇｈｒｅｌｉｎ)对高糖下的人视网膜血管内
皮细胞的保护作用及机制ꎮ
方法:以人视网膜血管内皮细胞为研究对象ꎬ建立高糖损
伤模型ꎮ 胃饥饿素处理细胞后ꎬ采用 ＣＣＫ－８ 试剂盒检测
不同浓度胃饥饿素对高糖下细胞增殖的影响ꎬ以筛选最佳
浓度ꎮ 将 细 胞 分 为 正 常 对 照 组 ( ＮＣ )、 胃 饥 饿 素 组
(ｇｈｒｅｌｉｎ)、高糖组 ( ＨＧ) 和胃饥饿素 ＋高糖组 ( ｇｈｒｅｌｉｎ ＋
ＨＧ)ꎮ 采用 ＣＣＫ－８ 试剂盒检测细胞增殖ꎬＡｎｎｅｘｉｎ－ＡＰＣ /
７－ＡＡＤ试剂盒检测细胞凋亡ꎬ蛋白质印迹法检测细胞
ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β 及 ＩＬ－１８ 的表达ꎮ
结果:与 ＮＣ 组(１００.００％±０.００％)相比ꎬＨＧ 组细胞增殖率
(６９.８７％ ± ０. ６８％ꎬＰ < ０. ０５) 明显下降ꎮ 与 ＨＧ 组相比ꎬ
ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞增殖率(９２.３１％±３.６２％ꎬＰ<０.０５)明显
升高ꎮ 与 ＮＣ 组(４.９４％±０.１５％)相比ꎬＨＧ 组细胞凋亡率
(２８.３３％ ± １. ３７％ꎬＰ < ０. ０５) 明显升高ꎮ 与 ＨＧ 组相比ꎬ
ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞凋亡率(１４.２４％±０.３２％ꎬＰ<０.０５)明显
降低ꎮ 与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组细胞表达 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１、
ＩＬ－１β 及 ＩＬ－１８ 蛋白均明显升高(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＨＧ 组
相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞表达 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－ １、ＩＬ－１β
及 ＩＬ－１８ 蛋白均明显下降(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:胃饥饿素能对高糖损伤的视网膜血管内皮细胞起到
保护作用ꎬ可能是通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体信号通路发
挥其功能ꎮ
关键词:胃饥饿素ꎻ视网膜血管内皮细胞ꎻ高糖ꎻＮＬＲＰ３ 炎
症小体
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０引言
糖尿病视网膜病变(ＤＲ)是糖尿病严重的微血管并发

症ꎬ是世界范围内工龄成人视力丧失的主要原因[１]ꎮ 高血
糖等因素引起视网膜微血管内皮细胞功能障碍ꎬ从而导致
晚期视网膜新生血管形成ꎬ继发性视网膜脱离和玻璃体积
血ꎬ最终导致患者视力下降[２]ꎮ 越来越多的证据认为ꎬＤＲ
是炎症、氧化应激等多因素参与的复杂疾病ꎬ病理机制有
待逐步阐明[３]ꎮ 目前ꎬ激光光凝、抗新生血管药物和玻璃
体切除术是 ＤＲ 治疗的主要手段ꎬ但存在损害健康视网膜
组织的风险ꎬ且这些治疗策略的疗效仍不充分[４]ꎮ 因此ꎬ
探索 ＤＲ 的病理机制和新的治疗策略成为近年来眼科领
域的研究热点[５]ꎮ 胃饥饿素(ｇｈｒｅｌｉｎ)是一种在体内广泛
分布的脑肠肽激素ꎬ通过与生长激素分泌素受体(ＧＨＳＲ)
结合ꎬ发挥一系列生物学效应ꎬ主要调节与能量稳态相关
的生理过程ꎬ如食欲、胰岛素信号、葡萄糖代谢和肥胖[６]ꎮ
研究发现ꎬ胃饥饿素及其受体也在眼组织中表达ꎬ在实验
性青光眼和视网膜新生血管疾病中显示出治疗潜力[７－８]ꎮ
血浆胃饥饿素水平的改变是糖尿病及其并发症的潜在危
险因素ꎬ据此推测靶向胃饥饿素可能是一种新的糖尿病治
疗策略[９]ꎮ 然而ꎬ关于胃饥饿素在 ＤＲ 中的作用鲜有报
道ꎮ 虽然高血糖导致视网膜组织损伤的确切机制尚不清
楚ꎬ但有证据表明ꎬ糖尿病眼的慢性低度炎症在一定程度
上驱动一系列 ＤＲ 症状的出现[１０]ꎮ 作为眼内的先天免疫
系统ꎬ已证实视网膜细胞中的核苷酸结合寡聚化结构域样
受体蛋白 ３(ＮＬＲＰ３)炎症小体参与了 ＤＲ 的发病机制ꎮ 糖
尿病患者的眼内有多种途径可以激活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体信
号ꎬ随后通过上调白细胞介素(ＩＬ)－１β 和 ＩＬ－１８ 的释放而
发挥有害作用[１１]ꎮ 在本研究中ꎬ我们在体外观察胃饥饿
素对高浓度葡萄糖条件下视网膜血管内皮细胞增殖、凋亡
及 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的影响ꎬ以期为进一步研究胃饥饿素
对 ＤＲ 的治疗作用奠定实验基础ꎮ
１材料和方法
１.１ 材料 　 人视网膜血管内皮细胞购自上海中乔新舟生
物科技有限公司ꎻＭ１９９ 培养基购自武汉普诺赛生命科技
有限公司ꎻ胎牛血清及胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胃
饥饿素购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＣＣＫ－８ 试剂盒购自武汉伊莱
瑞特生物科技有限公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ－ＡＰＣ / ７－ＡＡＤ 细胞凋亡
试剂盒购自天津三箭生物技术股份有限公司ꎻ兔多抗
ＮＬＲＰ３ 抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ兔多抗 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 抗体
及 ＩＬ－１８ 抗体均购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司ꎻ兔多抗 ＩＬ－１β 购
自武汉三鹰生物技术有限公司ꎻ小鼠单抗 β－ａｃｔｉｎ 及辣根
过氧化物酶标记的羊抗兔二抗均购自武汉博士德生物工
程有限公司ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养及分组　 将人视网膜血管内皮细胞置于含
１０％胎牛血清的 Ｍ１９９ 培养基中ꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２及饱和
湿度条件下培养ꎮ 将生长状态良好的细胞用高糖和不同
浓度的胃饥饿素(０、５、１０、２０、４０ｎｍｏｌ / Ｌ)分别处理 ４８ｈꎮ
根据 ＣＣＫ－８ 检测结果ꎬ选择胃饥饿素的最佳浓度进行后
续实验ꎮ 然后将细胞随机分为四组:正常对照组( ＮＣꎬ
Ｍ１９９ 培养基中培养)ꎬ胃饥饿素组(Ｍ１９９ 培养基中加入
１０ｎｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ )ꎬ 高糖组 ( ＨＧꎬ Ｍ１９９ 培 养 基 中 加 入
３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)及 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组(Ｍ１９９ 培养基中加入
１０ｎｍｏｌ / Ｌ ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)ꎬ四组细胞均处
理 ４８ｈꎮ

１.２.２细胞增殖　 根据说明书使用 ＣＣＫ－８ 试剂盒检测人
视网膜血管内皮细胞增殖ꎮ 将细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ每
孔的密度为 ５×１０３ｃｅｌｌ / ｍＬꎮ 不同组细胞处理 ４８ｈ 后ꎬ每孔
加 １０μＬ ＣＣＫ－８ 试剂ꎮ ３７℃孵育 ４ｈ 后ꎬ在 ４５０ｎｍ 的酶标
仪上测定每孔的吸光度值(Ａ)ꎮ 计算细胞增殖率(％)为
(Ａ实验组－Ａ空白组 ) / ( Ａ对照组 －Ａ空白组 ) × １００％ꎮ Ａ实验组 为处理后
细胞的吸光度值ꎬＡ空白组 为无细胞培养基的吸光度值ꎬ
Ａ对照组为未处理细胞的吸光度值ꎮ
１.２.３细胞凋亡　 采用 Ａｎｎｅｘｉｎ－ＡＰＣ / ７－ＡＡＤ 凋亡检测试
剂盒检测细胞凋亡情况ꎮ 将状态良好的细胞接种于 ６ 孔
板中ꎬ每孔 ５ × １０５ 个ꎬ３７℃ 孵育 ４８ｈꎮ 消化后收集细胞ꎬ
１５００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎮ 然后用 ５００μＬ 结合缓冲液重悬细
胞ꎬ加入 ５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ－ＡＰＣ 和 ５μＬ ７－ＡＡＤ 染色ꎮ 避光室
温孵育 １５ｍｉｎꎬ１ｈ 内流式细胞仪上机检测ꎮ
１.２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－１
及 ＩＬ－１β与 ＩＬ－１８ 的表达 　 用 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞总
蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度后ꎬ用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶分离
４０μｇ 样品ꎬ转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ
封闭膜ꎬ加入稀释的一抗 ＮＬＲＰ３ ( １ ∶ １０００)、Ｃａｓｐａｓｅ － １
(１ ∶ ５０００)、ＩＬ－ １β ( １ ∶ ５００)、 ＩＬ － １８ ( １ ∶ ５００) 和 β － ａｃｔｉｎ
(１ ∶ １０００)ꎬ在 ４℃孵育过夜ꎮ 然后ꎬ用辣根过氧化物酶标
记的羊抗兔 ＩｇＧ 抗体(１ ∶ ５００００)在室温下孵育 ２ｈꎮ ＥＣＬ
显色曝光条带ꎬ采用 Ｂａｎｄｓｃａｎ ５.０ 软件进行量化ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１９.０ 软件进行分析ꎬ数据以均

数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间的比较采用独立样本 ｔ 检
验ꎬ多个组间差异的比较采用单因素方差分析ꎬ若存在组
间差异ꎬ进一步采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验进行各组差异的两两比
较ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１胃饥饿素对高糖下人视网膜血管内皮细胞增殖的
影响　 首先设置了不同浓度的 ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎬ以筛选高糖环
境下胃饥饿素对人视网膜血管内皮细胞的最佳保护作用
浓度ꎮ ＣＣＫ－８ 检查结果显示ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组细胞增
殖率明显降低了近 １ / ２ꎬ给予不同浓度胃饥饿素联合高糖
处理ꎬ细胞增殖均有一定程度的升高ꎮ 胃饥饿素浓度在
１０ｎｍｏｌ / Ｌ 时细胞增殖最强ꎬ而 ２０、４０ｎｍｏｌ / Ｌ 的胃饥饿素处
理ꎬ使高糖下的细胞增殖率又逐渐降低(图 １)ꎮ 以上结果
提示ꎬ浓度 １０ｎｍｏｌ / Ｌ 是胃饥饿素发挥保护作用的最佳浓
度ꎬ因此后续研究中采用此浓度作为 ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎮ ＮＣ 组、
ｇｈｒｅｌｉｎ 组、ＨＧ 组及 ｇｈｒｅｌｉｎ ＋ＨＧ 组的细胞增殖率分别为
１００.００％ ± ０. ００％、 １０４. ０９％ ± ０. ６１％、 ６９. ８７％ ± ０. ６８％、
９２.３１％±３. ６２％ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ２００. ８３ꎬ Ｐ <
０.００１)ꎮ 进一步组间两两比较显示ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞增殖率
高于 ＮＣ 组( ｔ＝ １１.７０ꎬＰ<０.００１)ꎮ ＨＧ 和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细
胞增殖率均低于 ＮＣ 组( ｔ＝ －７６.２６ꎬＰ<０.００１ꎻｔ ＝ －３.６８ꎬＰ<
０.０５) 和 ｇｈｒｅｌｉｎ 组 ( ｔ ＝ － ６４. ８８ꎬＰ < ０. ００１ꎻ ｔ ＝ － ５. ５６ꎬＰ <
０.０１)ꎮ 与 ＨＧ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞增殖率明显升
高( ｔ＝ １０.５６ꎬＰ<０.００１)ꎬ见图 ２ꎮ
２.２胃饥饿素对高糖下人视网膜血管内皮细胞凋亡的影
响　 流式检测结果显示ꎬＮＣ 组、ｇｈｒｅｌｉｎ 组、ＨＧ 组、ｇｈｒｅｌｉｎ＋
ＨＧ 组的细胞凋亡率分别为 ４. ９４％ ± ０. １５％、 ３. ５８％ ±
０.１７％、２８.３３％±１.３７％、１４.２４％±０.３２％ꎬ差异有统计学意
义(Ｆ＝ ７６３.５７ꎬＰ<０.００１)ꎮ 进一步组间两两比较结果显
示ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞凋亡率低于对照组( ｔ ＝ －１０.２３ꎬＰ<０.０１)ꎮ
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图 １　 ＣＣＫ－８ 法筛选 ｇｈｒｅｌｉｎ作用浓度ꎮ 　

图 ２　 ＣＣＫ－８ 法检测各组人视网膜血管内皮细胞增殖情况　
与 ＮＣ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞增殖增强ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组
细胞增殖减弱ꎻ与 ｇｈｒｅｌｉｎ 组相比ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞增
殖减弱ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 细胞增殖增强ꎮａ Ｐ< ０. ０５ ｖｓ
ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

ＨＧ 和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞凋亡率均高于 ＮＣ 组( ｔ ＝ ２９.３０、
４５.５１ꎬ均 Ｐ<０.００１)和 ｇｈｒｅｌｉｎ 组( ｔ ＝ ３０.９５ꎬＰ<０.００１ꎻ ｔ ＝
５１.００ꎬＰ<０.０１)ꎮ 与 ＨＧ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞凋亡
率明显降低( ｔ＝ －１７.３０ꎬＰ<０.００１)ꎬ见图 ３ꎮ
２.３胃饥饿素对高糖下人视网膜血管内皮细胞 ＮＬＲＰ３ 炎
症小体蛋白表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬＮＣ
组、ｇｈｒｅｌｉｎ 组、ＨＧ 组、ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体相
关蛋白相对表达量分别为:ＮＬＲＰ３(０.５３±０.０２、０.３１±０.００、
１.０８±０.０３、０.７５±０.０３)ꎻＣａｓｐａｓｅ－１(０.２２±０.０３、０.１２±０.０１、
０.６０±０. ０７、０. ３４ ± ０. ０５)ꎮ 各组间差异均有统计学意义
(ＮＬＲＰ３:Ｆ ＝ ４９５.９２ꎬＰ< ０.００１ꎻＣａｓｐａｓｅ － １:Ｆ ＝ ６４. ５２ꎬＰ <
０.００１)ꎮ 进一步组间两两比较结果显示ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞这
两种蛋白的表达均低于 ＮＣ 组 ( ＮＬＲＰ３: ｔ ＝ － １６. ５８ꎬＰ <
０.００１ꎻＣａｓｐａｓｅ－１:ｔ ＝ －５.６５ꎬＰ<０.０１)ꎮ ＨＧ 和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ
组 ＮＬＲＰ３ 的蛋白表达均高于 ＮＣ 组( ｔ ＝ ２３.４２ꎬＰ<０.００１ꎻ
ｔ＝ １０.２１ꎬＰ < ０. ０１) 和 ｇｈｒｅｌｉｎ 组 ( ｔ ＝ ３８. ９２ꎬＰ < ０. ００１ꎻ ｔ ＝
２４.８４ꎬＰ<０.０１)ꎮ ＨＧ 和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 的蛋白
表达均高于 ＮＣ 组( ｔ ＝ ９.１２ꎬＰ<０.０１ꎻｔ ＝ ３.４１ꎬＰ<０.０５)和
ｇｈｒｅｌｉｎ 组( ｔ＝ １２.２９ꎬＰ<０.００１ꎻｔ＝ ７.０７ꎬＰ<０.０１)ꎮ 与 ＨＧ 组
相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ ＋ ＨＧ 组两种蛋白的相对表达明显降低
(ＮＬＲＰ３:ｔ ＝ － １２. ４２ꎬＰ < ０. ００１ꎻＣａｓｐａｓｅ － １: ｔ ＝ － ５. ４８ꎬＰ <
０.０１)ꎬ见图 ４ꎮ
２.４胃饥饿素对高糖下人视网膜血管内皮细胞 ＩＬ－１β 及
ＩＬ － １８ 蛋白表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ
ＮＣ 组、ｇｈｒｅｌｉｎ 组、ＨＧ 组、ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组炎症蛋白的相对表
达量分别为:ＩＬ－１β(０.３４±０.０６、０.２０±０.０４、０.７６ ± ０.０６、
０.４６±０.０７)ꎻＩＬ － １８(０. ３９ ± ０. ０３、０. １８ ± ０. ０１、０. ７９ ± ０. ０７、
０.５５±０.０４)ꎮ 各组间差异均有统计学意义( ＩＬ － １β:Ｆ ＝
４７.４４ꎬＰ<０.００１ꎻＩＬ－１８:Ｆ ＝ １１４.５７ꎬＰ<０.００１)ꎮ 进一步组

间两两比较结果显示ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞这两种蛋白的表达均
低于 ＮＣ 组(ＩＬ－１β:ｔ ＝ －３.４０ꎬＰ<０.０５ꎻＩＬ－１８:ｔ ＝ －１２.３３ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎮ ＨＧ 和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组 ＩＬ－１β 的蛋白表达均高于
ＮＣ 组(ＨＧ:ｔ＝ ８.５８ꎬＰ<０.０１ꎻｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ:ｔ ＝ ２.２７ꎬＰ<０.０５)
和 ｇｈｒｅｌｉｎ 组(ＨＧ:ｔ＝ １２.９４ꎬＰ<０.００１ꎻｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ:ｔ ＝ ５.３５ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎮ ＨＧ 和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组 ＩＬ－１８ 的蛋白表达均高于
对照组(ＨＧ: ｔ ＝ ９. ３３ꎬＰ < ０. ０１ꎻ ｇｈｒｅｌｉｎ ＋ＨＧ: ｔ ＝ ６. １９ꎬＰ <
０.０１)和 ｇｈｒｅｌｉｎ 组(ＨＧ:ｔ＝ １４.９９ꎬＰ<０.００１ꎻｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ:ｔ ＝
１６.６０ꎬＰ<０.０１)ꎮ 与 ＨＧ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组两种蛋白
的相对表达明显降低(ＩＬ－１β:ｔ＝ －５.３３ꎬＰ<０.０１ꎻＩＬ－１８:ｔ ＝
－５.３１ꎬＰ<０.０１)ꎬ见图 ５ꎮ
３讨论

胃饥饿素是 Ｋｏｊｉｍａ 等[１２] 在 １９９９ 年发现的一种大脑
肽ꎬ由 ２８ 个氨基酸残基组成ꎬ相对分子质量为 ３３１４ｋＤａꎮ
胃饥饿素广泛分布于人体细胞和组织ꎬ通过与其受体
ＧＨＳＲ 结合ꎬ可促进生长激素分泌ꎬ参与能量代谢ꎬ改善胃
肠功能ꎬ保护心血管系统[１３]ꎮ ＧＨＳＲ 广泛分布于人的中枢
神经系统和周围组织[１４]ꎬ在人眼睫状体色素上皮、视网膜
色素上皮和虹膜中均有表达[１５]ꎮ 以往对胃饥饿素作用的
研究主要集中在 ＧＨ 的分泌和调节生长与能量的平衡ꎬ近
年来发现胃饥饿素可能具有更广泛的生物学效应ꎬ在许多
眼病中的作用已引起关注ꎮ 例如ꎬ胃饥饿素可减少大鼠慢
性高眼压模型的神经节细胞凋亡[１６]ꎬ而青光眼患者血清

和房水中的胃饥饿素水平显著降低[１７]ꎮ 对于视网膜血管
性疾病ꎬ胃饥饿素在早产儿视网膜病变动物模型的两个阶
段都发挥有益的作用[８]ꎮ 针对糖尿病血管并发症的研究
发现ꎬ糖尿病肾病患者血浆胃饥饿素水平明显低于无糖尿
病并发症的患者ꎬ提示胃饥饿素在动脉粥样硬化、微血管
疾病等糖尿病性内皮细胞功能障碍中发挥保护作用[１８]ꎮ
另有研究证明在糖尿病患者中内源性胃饥饿素表达下调ꎬ
而外源性胃饥饿素可增强糖尿病患者下肢动脉灌注ꎬ表明
胃饥饿素可能是一种潜在的外周动脉疾病的新疗法[１９]ꎮ
然而ꎬ胃饥饿素是否在 ＤＲ 这一微血管并发症中也同样发
挥有益作用还有待研究ꎮ

为了初步探究胃饥饿素对 ＤＲ 的保护作用ꎬ本研究在
体外观察了胃饥饿素对高糖条件下人视网膜血管内皮细
胞增殖及凋亡的影响ꎮ 我们观察了不同浓度胃饥饿素对
高糖下细胞增殖率的影响ꎬ并选择了最佳的作用浓度
１０ｎｍｏｌ / Ｌ 用于后续研究ꎮ 与正常对照组相比ꎬ高糖组的
细胞增殖率明显降低ꎬ细胞凋亡率明显升高ꎬ这一结果与
文献报道一致[２０]ꎬ提示高糖环境对视网膜血管内皮细胞
可造成显著损伤ꎮ 联合外源性胃饥饿素处理的细胞增殖
率明显高于高糖组ꎬ细胞凋亡率明显低于高糖组ꎬ表明胃
饥饿素对高糖损伤的人视网膜血管内皮细胞具有明显的
保护作用ꎮ 针对其他血管内皮细胞的一系列研究表明ꎬ胃
饥饿素可刺激人真皮微血管内皮细胞、心脏微血管内皮细
胞和人脐静脉内皮细胞的增殖ꎬ当抑制 ＧＨＳＲ 时ꎬ细胞增
殖能力明显减弱[２１－２４]ꎮ 然而也有研究发现ꎬ胃饥饿素在
体外和体内均能抑制人脐静脉内皮细胞的增殖和大鼠脑
微血管内皮细胞的增殖[２５－２６]ꎮ 以上实验结果的差异可能
与不同细胞所处的病理生理环境不同有关ꎬ因此ꎬ胃饥饿
素对血管内皮细胞的作用有待进一步研究ꎮ

炎症小体是 ２００２ 年由 Ｔｓｃｈｏｐｐ 研究小组首次提出的
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图 ３　 流式细胞仪检测各组人视网膜血管内皮细胞凋亡情况　 与 ＮＣ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞凋亡减少ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞凋
亡增多ꎻ与 ｇｈｒｅｌｉｎ 组相比ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞凋亡增多ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 细胞凋亡减少ꎮａ Ｐ< ０. ０５ ｖｓ ＮＣ 组ꎻ
ｃＰ<０.０５ ｖｓ ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组人视网膜血管内皮细胞 ＮＬＲＰ３ 炎症小体蛋白的表达　 与 ＮＣ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞表达 ＮＬＲＰ３ 及
Ｃａｓｐａｓｅ－１ 减少ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ ＋ＨＧ 组细胞表达 ＮＬＲＰ３ 及 Ｃａｓｐａｓｅ － １ 增多ꎻ与 ｇｈｒｅｌｉｎ 组相比ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ ＋ＨＧ 组 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ－１表达增多ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 细胞 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ－１ 表达减少ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ
ＨＧ 组ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组人视网膜血管内皮细胞炎症因子 ＩＬ－１β 及 ＩＬ－１８ 蛋白的表达　 与 ＮＣ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ 组细胞表达
ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 减少ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组细胞表达 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８增多ꎻ与 ｇｈｒｅｌｉｎ 组相比ꎬＨＧ 组和 ｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 组 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８表达
增多ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬｇｈｒｅｌｉｎ＋ＨＧ 细胞 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８ 表达减少ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ｇｈｒｅｌｉｎ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

细胞质多蛋白复合物[２７]ꎮ 炎症小体负责 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 的激
活ꎬ随后产生细胞因子 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－１８ꎬ并启动炎性细胞
死亡程序[２８]ꎮ 已经发现了几种主要的炎症小体ꎬ包括
ＮＬＲＰ１、ＮＬＲＰ３、ＮＬＲＣ４[２９]ꎬ到目前为止对 ＮＬＲＰ３ 炎症小
体的研究最为广泛ꎮ ＮＬＲＰ３ 炎症小体通常由 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ
和 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 组成[３０]ꎮ 越来越多的证据表明 ＮＬＲＰ３ 炎症
小体激活参与促进内皮细胞功能障碍[３１]ꎬ因此成为 ＤＲ 的
重要致病因素[１０－１１]ꎮ 鉴于此ꎬ本研究观察了 ＮＬＲＰ３ 在胃
饥饿素保护高糖损伤的视网膜内皮细胞中的可能角色ꎮ
结果提示ꎬＮＬＲＰ３ 炎症小体在高糖条件下的人视网膜血
管内皮中表达增加ꎬ其下游细胞因子 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－１８ 的表

达也有升高ꎬ而胃饥饿素处理可显著降低高糖下的
ＮＬＲＰ３ 炎症小体信号通路的激活ꎮ 最近的研究表明胃饥
饿素在多种疾病中的保护作用与抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体有
关[３２－３３]ꎬ与本研究结果相一致ꎬ这些研究均提示 ＮＬＲＰ３ 炎
症小体是胃饥饿素发挥保护效应的一种可能机制ꎮ

本研究为胃饥饿素在 ＤＲ 发病机制中的作用和潜在
机制提供了初步证据ꎮ 我们发现高糖抑制人视网膜内皮
细胞增殖ꎬ诱导细胞凋亡及 ＮＬＲＰ３ 炎症小体活化ꎬ用胃饥
饿素处理对细胞增殖有保护作用ꎬ对细胞凋亡和 ＮＬＲＰ３
炎症小体激活有抑制作用ꎮ 据此认为ꎬ胃饥饿素可能是一
种潜在的治疗靶点ꎬ以减少高糖诱导的视网膜血管内皮细
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胞损伤ꎮ 然而ꎬ本研究仅在细胞实验层面对胃饥饿素的作
用进行了初步观察ꎬ目前获得的结果尚不能证明胃饥饿素
是直接通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的激活而发挥高糖下的
细胞保护作用的ꎮ 此外ꎬ胃饥饿素是否在 ＤＲ 的动物模型
和患者中也同样发挥保护作用尚不清楚ꎬ其作用和分子机
制还需要深入研究ꎮ
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１５ ｄｉ Ｆｏｎｓｏ Ａꎬ Ｇｈｉｎａｓｓｉ Ｂꎬ Ｉｚｚｉｃｕｐｏ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ
ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｅｇｒｅｔａｇｏｇｕｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｏｃｕｌａｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｒｅｇｕｌ Ｐｅｐｔ ２０１４ꎻ１９０－１９１:１８－２４
１６ Ｚｈｕ Ｋꎬ Ｚｈａｎｇ ＭＬꎬ Ｌｉｕ ＳＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒａｔ ｇｌａｕｃｏｍａ ｍｏｄｅｌ. Ｉｎｖｅｓｔ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１７ꎻ５８(１４):６１１３－６１２２

１７ Ｋａｔｓａｎｏｓ Ａꎬ Ｄａｓｔｉｒｉｄｏｕ Ａꎬ Ｇｅｏｒｇｏｕｌｉａｓ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ａｑｕｅｏｕｓ
ｈｕｍｏｕｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎ ｏｐｅｎ － ａｎｇｌｅ ｇｌａｕｃｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１１ꎻ３９(４):３２４－３２９
１８ Ｕｅｎｏ Ｈꎬ Ｓｈｉｉｙａ Ｔꎬ ＭｉｚｕｔａＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｓｍａ ｇｈｒｅｌｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｇｌｙｃｅｍｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ
Ｊａｐａｎｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃｓ. Ｅｎｄｏｃｒ Ｊ ２００７ꎻ５４(６):８９５－９０２
１９ Ｎｅａｌｅ ＪＰＨꎬ Ｐｅａｒｓｏｎ ＪＴꎬ Ｔｈｏｍａｓ ＫＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｈｒｅｌｉｎ
ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｍｐａｉｒｓ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｐａｒａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌꎻ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｔｏ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｓｃｉ Ｒｅｐ
２０２０ꎻ１０(１):１３６５１
２０ Ｌｉ Ｒꎬ Ｃｈｅｎ Ｌꎬ Ｙａｏ ＧＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ.
Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０２１ꎻ１４(１):４２－４９
２１ Ａｈｌｕｗａｌｉａ Ａꎬ Ｌｉ Ａꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｐｌａｙｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｒｏｌｅ ｉｎ ａｇｉｎｇ － ｒｅｌａｔｅｄ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｏｆ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２００９ꎻ６０(２):２９－３４
２２ Ｌｉ ＡＨꎬ Ｃｈｅｎｇ ＧＬꎬ Ｚｈｕ ＧＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｂｅｙｏｎｄ ＧＨ ｒｅｌｅａｓｅ.
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ ２００７ꎻ３５３(２):２３８－２４３
２３ Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ ＱＷꎬ Ｌｉ ＧＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｖｉａ
ＧＨＳＲ１ａ－ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＭＥＫ / ＥＲＫ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｒａｔ
ｃａｒｄｉａｃ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｐｅｐｔｉｄｅｓ ２０１２ꎻ３３(１):９２－１００
２４ Ｗａｎｇ ＸＱꎬ Ｙａｎｇ ＬＮꎬ Ｃｈｅｎ ＹＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｊａｇｇｅｄ１ / Ｎｏｔｃｈ２ / ＶＥＧＦ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ.
Ｊ Ｏｂｓｔｅｔ Ｇｙｎａｅｃｏｌ Ｒｅｓ ２０２１ꎻ４７(２):４８６－４９４
２５ Ｃｏｎｃｏｎｉ ＭＴꎬ Ｎｉｃｏ Ｂꎬ Ｇｕｉｄｏｌｉｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＦＧＦ－ ２－
ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ. Ｐｅｐｔｉｄｅｓ ２００４ꎻ ２５ ( １２):
２１７９－２１８５
２６ Ｂａｉｇｕｅｒａ Ｓꎬ Ｃｏｎｃｏｎｉ ＭＴꎬ Ｇｕｉｄｏｌｉｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ
Ｍｅｄ ２００４ꎻ１４(５):８４９－８５４
２７ Ｍａｒｔｉｎｏｎ Ｆꎬ Ｂｕｒｎｓ Ｋꎬ Ｔｓｃｈｏｐｐ Ｊ. Ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ: ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐｌａｔｆｏｒｍ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃａｓｐａｓｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｏｆ
ｐｒｏＩＬ－ｂｅｔａ. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ ２００２ꎻ１０(２):４１７－４２６
２８ Ｃｏｏｋｓｏｎ ＢＴꎬ Ｂｒｅｎｎａｎ ＭＡ. Ｐｒｏ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ.
Ｔｒｅｎｄｓ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ ２００１ꎻ９(３):１１３－１１４
２９ Ｏｚａｋｉ Ｅꎬ Ｃａｍｐｂｅｌｌ Ｍꎬ Ｄｏｙｌｅ ＳＬ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ: ｃｕｒｒｅｎｔ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ. Ｊ Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓ
２０１５ꎻ８:１５－２７
３０ Ｓｃｈｒｏｄｅｒ Ｋꎬ Ｔｓｃｈｏｐｐ Ｊ. Ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｓ. Ｃｅｌｌ ２０１０ꎻ １４０ ( ６):
８２１－８３２
３１ Ｂａｉ ＢＣꎬ Ｙａｎｇ ＹＹꎬ Ｗａｎｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ ２０２０ꎻ１１(９):７７６
３２ Ｌｉｎｇ ＬＬꎬ Ｙａｎｇ Ｍꎬ Ｄｉｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ＵＵＯ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｌｒｐ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
Ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ. Ａｍ Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ１１(１):１３１－１４１
３３ Ｃｈｅｎｇ ＹＪꎬ Ｃｈｅｎ Ｂꎬ Ｘｉｅ ＷＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｈｒｅｌｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｍｉｃｅ. Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０２０ꎻ７９:１０６１８０
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.６ Ｊｕｎ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


