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过表达 Ｃｄｈ１蛋白对糖尿病大鼠视网膜神经元损伤的保护作用

梁　辉１，左中夫２，牛雪红１

（１．丹东市第一医院眼科，辽宁　丹东　１１８０００；２．锦州医科大学解剖学教研室，辽宁　锦州　１２１００１）

摘要：　目的　探讨过表达Ｃｄｈ１蛋白对糖尿病（ＤＭ）大鼠视网膜神经元损伤的影响及机制。方法　将４０只雄
性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为对照组、ＤＭ组、过表达Ｃｄｈ１组及阴性病毒组，每组１０只。ＤＭ组、过表达Ｃｄｈ１组及
阴性病毒组大鼠采用单次腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）５５ｍｇ·ｋｇ－１诱导ＤＭ模型。模型诱导成功后，过表达Ｃｄｈ１组大
鼠玻璃体内注射６μＬ过表达Ｃｄｈ１蛋白的慢病毒载体，阴性病毒组大鼠玻璃体内注射６μＬ慢病毒载体稀释液，对照
组和ＤＭ组大鼠不进行处理。１２周后，免疫组织化学染色检测各组大鼠视网膜组织中Ｃｄｈ１表达，免疫荧光法检测各
组大鼠视网膜组织中胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ、Ｃｄｈ１蛋白相
对表达量，苏木精伊红染色法检测各组大鼠视网膜神经节细胞（ＲＧＣ）数量。结果　ＤＭ组和阴性病毒组大鼠视网膜
组织中Ｃｄｈ１蛋白表达及ＲＧＣ数量低于对照组和过表达Ｃｄｈ１组，ＧＦＡＰ蛋白表达高于对照组和过表达 Ｃｄｈ１组（Ｐ＜
００５）；对照组大鼠视网膜组织中Ｃｄｈ１和ＧＦＡＰ蛋白表达均低于过表达Ｃｄｈ１组，ＲＧＣ数量高于过表达 Ｃｄｈ１组（Ｐ＜
００５）；阴性病毒组大鼠视网膜组织中Ｃｄｈ１、ＧＦＡＰ蛋白表达及ＲＧＣ数量与ＤＭ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
结论　慢病毒过表达 Ｃｄｈ１蛋白对ＤＭ大鼠视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞胶质增殖具有一定的抑制作用，能够减轻ＲＧＣ损伤。
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）可
引起Ｍüｌｌｅｒ细胞损伤，表现为胶质增殖甚至瘢痕形
成［１２］。在ＤＲ进程中，损伤的Ｍüｌｌｅｒ细胞可分泌众
多细胞因子造成神经元功能障碍［３］，从而抑制神经

元再生，最终引起视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌ，ＲＧＣ）数量的减少［４５］。因此，抑制 Ｍüｌｌｅｒ细胞
增殖可有效减轻 ＤＲ对视网膜的损伤。Ｃｄｈ１是细
胞周期末期促进复合物 （ａｎａｐｈａｓｅｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＡＰＣ）的调节亚基，可调控细胞周期［６］，近

年来发现其与胶质细胞增殖关系密切［７］。因此，本

研究拟观察ＤＲ状态下 Ｃｄｈ１在视网膜内的表达情
况，进一步探讨 Ｍüｌｌｅｒ细胞胶质增殖与 Ｃｄｈ１蛋白
表达的关系，为研究ＤＲ的治疗方案拓展思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠４０只，
体质量２２０～２４０ｇ，购自锦州医科大学。
１．２　主要试剂与仪器　链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，
ＳＴＺ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，过表达 Ｃｄｈ１蛋白的慢
病毒载体购自上海吉玛制药技术有限公司；兔抗大

鼠胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＡＰ）、兔抗大鼠 βａｃｔｉｎ一抗购自英国 Ａｂｃａｍ公
司，兔抗大鼠 Ｃｄｈ１一抗购自北京奥维亚生物技术
有限公司，二抗购自北京碧云天生物技术公司；荧光

倒置显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，冰冻切片机购
自德国 ＳＬＥＥ公司，水平电泳仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ
公司。

１．３　动物分组及模型制备　采用随机数字表法将
４０只大鼠随机分为对照组、糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，
ＤＭ）组、过表达Ｃｄｈ１组和阴性病毒组，每组１０只。
ＤＭ组、过表达Ｃｄｈ１组及阴性病毒组大鼠单次腹腔
注射ＳＴＺ５５ｍｇ·ｋｇ－１，７２ｈ后采集尾静脉血，检测
血糖水平，血糖 ＞１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１即为 ＤＭ模型构
建成功。模型诱导成功后，依据药品说明书，过表达

Ｃｄｈ１组大鼠双侧玻璃体腔注射 ６μＬ过表达 Ｃｄｈ１
蛋白的慢病毒载体，阴性病毒组大鼠给予６μＬ慢病
毒载体稀释液，对照组和 ＤＭ组大鼠不任何处理。
玻璃体腔注射时采用质量分数１０％水合氯醛麻醉，
实验期间大鼠正常喂养，未出现动物死亡。实验遵

循国家《实验动物管理条例》。

１．４　样本制备　干预１２周后，每组取５只大鼠，麻
醉后以４０ｇ·Ｌ多聚甲醛固定，然后使用手术剪取
眼球，质量分数 １０％、２０％、３０％梯度蔗糖溶液脱
水，最佳切削温度化合物（ｏｐｔｉｍａｌｃｕｔｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｃｏｍｐｏｕｎｄ，ＯＣＴ）包埋切片，厚度为 １５μｍ，湿盒内
４℃保存，用于免疫荧光、免疫组织化学染色及苏木

精伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色。其余大鼠
麻醉处死分离视网膜，裂解，冰上剪碎，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心３０ｍｉｎ后取上清液，－２０℃保存用于后续
实验。

１．５　免疫组织化学检测大鼠视网膜组织中 Ｃｄｈ１
表达　取“１．４项”制备的切片，磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ＰＢＳ）洗涤３次，每次５ｍｉｎ；体积
分数３％Ｈ２Ｏ２室温浸泡１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次；体积
分数３％山羊血清室温孵育３０ｍｉｎ；滴加兔抗大鼠
Ｃｄｈ１（１５００），４℃过夜；ＰＢＳ洗涤 ３次；滴加二
抗，室温孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次；滴加链霉亲和
素生物素酶复合物试剂，室温孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗
涤３次；３，３二氨基苯联胺显色后显微镜观察，棕黄
色为阳性表达。应用 ＩｍａｇｅＪ软件分析 Ｃｄｈ１阳性
表达率，阳性表达率 ＝阳性区域面积／整个图片
面积。

１．６　免疫荧光检测大鼠视网膜组织中 ＧＦＡＰ表达
　取“１．４项”制备的切片，ＰＢＳ洗涤 ３次，每次
５ｍｉｎ；体积分数 ５％山羊血清 ＋体积分数 ０．５％
Ｔｒｉｔｏｎ１００室温孵育２ｈ；滴加兔抗大鼠 ＧＦＡＰ（１
３００），４℃过夜；ＰＢＳ洗涤４次，每次３ｍｉｎ；滴加山
羊抗兔 Ａ４８８，室温孵育 ２ｈ；ＰＢＳ洗涤 ４次，每次
３ｍｉｎ；封片后荧光显微镜观察并拍照，采用显微镜
自带软件分析荧光吸光度值，以对照组荧光吸光度

为１００％，进而换算出各组荧光密度百分比。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠视网膜组织中
ＧＦＡＰ、Ｃｄｈ１蛋白相对表达　提取视网膜总蛋白，
二喹啉甲酸法测蛋白浓度，最终加入１５μＬ样品缓
冲液。质量分数１０％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳后转移
至聚偏氟乙烯膜，以含体积分数１％牛血清白蛋白
的ＴＢＳＴ室温封闭２ｈ；加入一抗４℃过夜；ＴＢＳＴ洗
涤４次；加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育
２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤 ４次；电化学发光试剂盒显影，
ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值，蛋白相对表达量 ＝蛋白灰
度值／内参灰度值，实验重复６次，取均值。
１．８　ＨＥ染色检测ＲＧＣ数量　取“１．４项”制备的
切片，ＰＢＳ洗涤３次，每次 ３ｍｉｎ；滴加苏木精反应
２ｍｉｎ；ＰＢＳ中浸泡 １ｍｉｎ，自来水冲洗；体积分数
９５％乙醇脱水１ｍｉｎ；伊红浸染２ｍｉｎ，自来水冲洗；
脱水透明后封片，拍照后应用 ＩｍａｇｅＪ软件计数
ＲＧＣ数量。
１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据
统计分析，符合正态分布的计量资料以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）表示，进行单因素方差分析，组间两两比较
采用ＳＮＫ法，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　各组大鼠视网膜组织中 Ｃｄｈ１蛋白阳性表达
率比较　结果见图１。对照组、ＤＭ组、过表达 Ｃｄｈ１
组和阴性病毒组大鼠视网膜组织中 Ｃｄｈ１蛋白阳性
表达率分别为（２１．１７±０．１５）％、（９．２８±０．１２）％、
（３２．１９±０．１３）％、（９．３６±０．１８）％ 。ＤＭ组及阴
性病毒组大鼠视网膜组织中 Ｃｄｈ１蛋白阳性表达率

低于对照组，过表达 Ｃｄｈ１组大鼠视网膜组织中
Ｃｄｈ１蛋白阳性表达率高于对照组，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；过表达 Ｃｄｈ１组大鼠视网膜组织中
Ｃｄｈ１蛋白阳性表达率高于ＤＭ组和阴性病毒组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）；阴性病毒组大鼠视网
膜组织中Ｃｄｈ１蛋白阳性表达率与 ＤＭ组比较差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。

Ａ：对照组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：过表达Ｃｄｈ１组；Ｄ：阴性病毒组。

图１　各组大鼠视网膜组织中Ｃｄｈ１蛋白表达 （免疫组织化学染色，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｄｈ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．２　各组大鼠视网膜组织中 ＧＦＡＰ蛋白表达比较
　结果见图２。对照组、ＤＭ组、过表达Ｃｄｈ１组和阴
性病毒组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ蛋白表达分别为
（１００．００±０．００）％、（１８３．７２±１．４２）％、（１２５．８０±
１．１２）％、（１７８．２６±１．０５）％ 。ＤＭ组、过表达Ｃｄｈ１
组及阴性病毒组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ蛋白表达
高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；过表达
Ｃｄｈ１组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ蛋白表达低于ＤＭ
组和阴性病毒组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；阴
性病毒组大鼠视网膜组织中 ＧＦＡＰ蛋白表达与 ＤＭ
组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

Ａ：对照组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：过表达Ｃｄｈ１组；Ｄ：阴性病毒组。

图２　各组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ蛋白表达（免疫荧光染
色，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＡＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｔｉｎａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

２．３　各组大鼠视网膜组织中 ＧＦＡＰ蛋白、Ｃｄｈ１蛋
白相对表达量比较　结果见图３和表１。ＤＭ组和阴
性病毒组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ蛋白相对表达量

高于对照组，Ｃｄｈ１表达低于对照组，差异有统计意义
（Ｐ＜００１）。过表达 Ｃｄｈ１组大鼠视网膜组织中
ＧＦＡＰ、Ｃｄｈ１蛋白相对表达量高于对照组 （Ｐ＜００５）；过
表达Ｃｄｈ１组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ蛋白相对表达
量低于阴性病毒组，Ｃｄｈ１蛋白相对表达量高于阴性
病毒组；而阴性病毒组与 ＤＭ组 ＧＦＡＰ、Ｃｄｈ１蛋白相
对表达量表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

Ａ：对照组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：过表达Ｃｄｈ１组；Ｄ：阴性病毒组。

图３　各组大鼠视网膜组织中 ＧＦＡＰ、Ｃｄｈ１蛋白表达
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＡＰａｎｄＣｄｈ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｒｅｔｉｎａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
表１　４组大鼠视网膜组织中ＧＦＡＰ、Ｃｄｈ１蛋白相对表达量
比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＡＰａｎｄ

Ｃｄｈ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒ

ｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ ＧＦＡＰ蛋白 Ｃｄｈ１蛋白
对照组 １０ ０．０９±０．０２ ０．１８±０．０７
ＤＭ组 １０ ０．２５±０．１２ａ ０．１１±０．０１ａ

过表达Ｃｄｈ１组 １０ ０．１５±０．０５ａｂ ０．２４±０．０４ａ

阴性病毒组 １０ ０．２５±０．０９ａｂ ０．１１±０．０３ａ

　　注：与对照组比较ａＰ＜００５；与ＤＭ组比较ｂＰ＜００５。
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２．４　各组大鼠视网膜组织中ＲＧＣ数量比较　结果
见图４。对照组、ＤＭ组、过表达Ｃｄｈ１组和阴性病毒
组大鼠视网膜组织中ＲＧＣ数量分别为（１５．６２±０．４７）、
（７．１９±０．３４）、（１２．４２±０．３９）、（８．２４±０．４１）个。ＤＭ
组、过表达Ｃｄｈ１组及阴性病毒组大鼠视网膜组织中

ＲＧＣ数量显著少于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；过表达Ｃｄｈ１组大鼠视网膜组织中ＲＧＣ数量
显著多于 ＤＭ组和阴性病毒组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；阴性病毒组与ＤＭ组大鼠视网膜组织中
ＲＧＣ数量比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

Ａ：对照组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：过表达Ｃｄｈ１组；Ｄ：阴性病毒组。

图４　各组大鼠视网膜组织中ＲＧＣ数量（ＨＥ染色，×４００）
Ｆｉｇ．４　ＲＧＣｎｕｍｂｅｒｉｎｒｅｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

３　讨论

Ｃｄｈ１可负性调节细胞周期，从而使细胞从 Ｇ１
期向Ｓ期进行［８］。有学者研究发现，Ｃｄｈ１可下调周
期调节蛋白 Ｓｋｐ２，进而调控 ｐ２７的变化，使细胞停
滞在Ｇ１期，避免异常增殖

［９］。由此推测，调控Ｃｄｈ１
活性可能对ＤＲ状态下Ｍüｌｌｅｒ细胞的胶质增殖有抑
制作用。本课题通过构建慢病毒 Ｃｄｈ１蛋白过表达
载体，并注射入大鼠玻璃体腔，使视网膜内过表达外

源性Ｃｄｈ１蛋白，观察其对ＤＲ状态下Ｍüｌｌｅｒ细胞增
殖是否具有调控作用。本研究发现，ＤＲ状态下，大
鼠视网膜组织中 Ｃｄｈ１蛋白表达明显降低，提示高
血糖会引起细胞周期末期促进复合物Ｃｄｈ１活性下
降。这与邱瑾等［１０］的研究结果一致。

研究发现，ＤＲ状态下 Ｍüｌｌｅｒ细胞胶质增殖随
病程的延长可造成胶质瘢痕，最终打破视网膜稳态，

引起神经细胞损伤［１１］。因此，在 ＤＲ早期减少
Ｍüｌｌｅｒ细胞胶质增殖，对防治 ＤＲ尤为重要。ＧＦＡＰ
为中间丝骨架蛋白，研究证实，ＧＦＡＰ与视网膜胶质
增殖密切相关［１２１３］，可作为 Ｍüｌｌｅｒ细胞增殖的标志
物。ＧＦＡＰ在Ｍüｌｌｅｒ细胞中的作用尚不完全清楚，
但ＧＦＡＰ表达量的改变与神经退行性疾病密切相
关［１４１５］。在ＤＲ状态下，视网膜 ＧＦＡＰ表达的增加
会引起谷氨酸代谢的改变，而谷氨酸的长期堆积会

对视网膜产生毒性作用［１６］。本研究通过大鼠玻璃

体腔注射慢病毒载体过表达Ｃｄｈ１，成功上调了大鼠
视网膜组织中Ｃｄｈ１蛋白表达量。免疫荧光检测结
果显示，过表达Ｃｄｈ１蛋白后视网膜组织中ＧＦＡＰ表
达明显降低，说明调节视网膜组织中 Ｃｄｈ１蛋白的
表达可抑制ＤＲ状态下Ｍüｌｌｅｒ细胞胶质增殖。

ＤＲ状态下视网膜血管通透性增加，炎症因子、

谷氨酸等毒性物质进入视网膜，从而破坏神经元和

胶质细胞的完整性，最终引起神经元凋亡或死

亡［１７］。ＲＧＣ轴突构成视神经，越来越多的证据表
明，在ＤＲ早期即发生视网膜 ＲＧＣ死亡，且 ＲＧＣ数
量减少是 ＤＲ进程中的重要组成部分［１８］。与正常

大鼠比较，ＤＲ大鼠视网膜神经细胞发生凋亡，特别
是在视网膜节细胞层［１９］。本研究发现，ＤＲ状态下
视网膜组织中 ＲＧＣ数量明显减少，而过表达 Ｃｄｈ１
蛋白后ＲＧＣ数量有所增加。

综上所述，Ｃｄｈ１蛋白表达下降预示着视网膜细
胞周期再循环，异常进入细胞周期可能导致ＲＧＣ凋
亡或死亡，而 Ｍüｌｌｅｒ细胞则发生反应性增殖。因
此，慢病毒过表达 Ｃｄｈ１蛋白对 ＤＭ大鼠视网膜
Ｍüｌｌｅｒ细胞胶质增殖具有一定的抑制作用，能够减
轻ＲＧＣ损伤。Ｃｄｈ１作为 ＤＲ状态下视网膜神经损
伤的重要参与者，探讨调控其活性对 ＤＲ损伤的影
响具有重要的研究价值。
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