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摘要
目的:研究沉默胶质纤维酸性蛋白(ＧＦＡＰ)基因对高糖诱
导的人视网膜微血管内皮细胞(ｈＲＭＥＣｓ)增殖和凋亡的
影响及其机制ꎮ
方法:采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测高糖(３０ｍｍｏｌ / ｍＬ)和低糖
(５ｍｍｏｌ / ｍＬ)处理的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＧＦＡＰ 的表达ꎮ 通过慢病
毒介导法建立 ＧＦＡＰ 基因稳定沉默的高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ
细胞模型ꎬ用 ＳＲＩ－０１１３８１(ＴＧＦ－β 信号通路特异性激活
剂)、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)处理该细胞模型ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ＧＦＡＰ、转化生长因子－β１(ＴＧＦ－β１)、
转录激活因子 ２(Ｓｍａｄ２)、Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达ꎬ并分别采用
ＣＣＫ－８ 法和流式细胞术检测细胞增殖和凋亡ꎮ
结果:高糖处理的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＧＦＡＰ 表达水平显著升高ꎮ
通过慢病毒介导法可成功构建 ＧＦＡＰ 基因沉默的高糖诱
导的 ｈＲＭＥＣｓ 细胞模型ꎬ且沉默 ＧＦＡＰ 后ꎬ细胞的增殖能
力明显提高ꎬ凋亡率明显抑制ꎬＴＧＦ－β 信号通路关键基因
ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达均明显抑制ꎬ而激活
ＴＧＦ－ β 信号通路可逆 转 沉 默 ＧＦＡＰ 对 高 糖 诱 导 的
ｈＲＭＥＣｓ 细胞的增殖促进和凋亡抑制作用ꎮ
结论:沉默 ＧＦＡＰ 基因可促进高糖诱导的人视网膜微血管
内皮细胞增殖ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ其机制可能与 ＴＧＦ－β 信号
通路失活相关ꎮ
关键词:胶质纤维酸性蛋白ꎻ高糖诱导的视网膜微血管内
皮细胞ꎻＴＧＦ－β 信号通路ꎻ增殖ꎻ凋亡
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０引言
糖尿病是一种日益普遍的慢性疾病ꎬ主要由缺乏胰岛

素、高血糖、血脂异常和神经血管损伤引起ꎬ可损害各个器

官系统ꎬ影响患者生活质量ꎬ并带来严重的经济负担[１－２]ꎮ
糖尿病视网膜病变是 １ 型和 ２ 型糖尿病的常见并发症ꎬ在
临床上相对于传统药物ꎬ新生物标志物会更有利于提高糖

尿病视网膜病变的预 后ꎮ 胶 质 纤 维 酸 性 蛋 白 ( ｇｌｉａｌ
ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)是星形胶质细胞的重要中间

丝蛋白ꎬ其可用来标记中枢神经胶质细胞各个阶段的变

化[３－４]ꎬ且在糖尿病视网膜病变中具有调控作用ꎬ但是具

体的作用机制仍有待研究ꎮ 转化生长因子－ｂｅｔａ(ＴＧＦ－β)
信号通路在人类的很多疾病中均表现出活性异常升

高[５－６]ꎬ其中包括糖尿病视网膜神经病变[７]ꎬＴＧＦ－β１ 和转

录因子 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４ 是 ＴＧＦ－β 信号级联传递的

关键蛋白[８－９]ꎮ 但是 ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病变中的功能

机制与 ＴＧＦ－β 信号通路之间的关系尚且未知ꎮ 本研究拟

以高糖诱导的人视网膜微血管内皮细胞(ｈＲＭＥＣｓ)为研
究对象ꎬ检测慢病毒介导的 ＧＦＡＰ 基因沉默对高糖诱导
ｈＲＭＥＣｓ 细胞增殖和凋亡的影响ꎬ分析 ＧＦＡＰ、ＴＧＦ－β 信号

通路关键基因的表达ꎬ以揭示 ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病变
中的功能ꎬ为 ＧＦＡＰ 用于糖尿病视网膜病变的生物治疗提

供理论依据ꎮ
１材料和方法

１􀆰 １材料　 细胞:人视网膜微血管内皮细胞(ｈＲＭＥＣｓ)购
自美国 Ａｎｇｉｏ－Ｐｒｏｔｅｏｍｉｅ 公司ꎮ 主要试剂:Ｄ－甘露醇购自
Ｍｅｒｃｋ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胎牛血清购自

杭州四季青公司ꎻＴＧＦ－β 信号通路特异性激活剂 ＳＲＩ －
０１１３８１(纯度:９８％)、ＣＣＫ－８ 试剂盒购自美国 Ｇｌｐｂｉｏ 公

司ꎻ膜联蛋白 Ｖ－异硫氰酸荧光素(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ)和碘
化丙啶(ＰＩ)试剂盒购自碧云天公司ꎻ鼠抗人 ＧＦＡＰ( ｓｃ－
３３６７３)、ＴＧＦ－β１(ｓｃ－１３０３４８)、Ｓｍａｄ２(ｓｃ－１０１１５３)、Ｓｍａｄ３
(ｓｃ－１０１１５４)单克隆蛋白抗体以及山羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗(ｓｃ－
５１６１０２)购于美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎮ 主要仪器设备:荧光

定量 ＰＣＲ 仪(７５００ 型)购于美国 ＡＢＩ 公司ꎻ流式细胞仪
(型号 ＣｙｔｏＦＬＥＸ)购于美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养 　 将 ｈＲＭＥＣｓ 用含有 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基培养于 ３７℃、５％ＣＯ２的恒温细胞培养箱中ꎬ
每 ２~３ｄ 传代一次ꎬ取生长状态良好的对数生长期细胞用

于实验研究ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２细胞处理与分组 　 (１)将正常培养的 ｈＲＭＥＣｓ 用
５、３０ｍｍｏｌ / ｍＬ 葡萄糖、３０ｍｍｏｌ / ｍＬ Ｄ－甘露醇处理 ２４ｈꎬ分
别标记为 ＮＧ＋ｈＲＭＥＣｓ 组、ＨＧ＋ｈＲＭＥＣｓ 组、高渗对照组ꎮ
(２)将高糖诱导(３０ｍｍｏｌ / ｍＬ 葡萄糖作用 ２４ｈ)的 ｈＲＭＥＣｓ
随机分为 ｓｈ ＲＮＡ 组、ｓｈ ＧＦＡＰ 组ꎬ分别将 ｓｈ ＲＮＡ(５􀆳 －
ＧＣＡＧＣＡＡＣＴＧＧＡＧＧＡＴＣＴＡＧＡ － ３􀆳 )、 ｓｈ ＧＦＡＰ ( ５􀆳 －
ＡＧＧＡＡＴＴＡＡＧＡＧＡＡＧＣＡＡＣＡＴ－３􀆳)目的片段进行 ｐＧＣＬ－
ＧＦＰ 载体质粒重组构建和病毒包装ꎬ用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 试剂盒将其转染至高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中ꎬ转染 ４８ｈ
后ꎬ用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测基因沉默效率ꎬ基
因沉默成功后用于后续实验研究ꎬ流式细胞术检测细胞凋
亡率ꎮ (３)将稳定沉默 ＧＦＡＰ 的高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 随机

分为 ｓｈ ＧＦＡＰ＋ＤＭＳＯ 组、ｓｈ ＧＦＡＰ＋ＳＲＩ－０１１３８１ 组ꎬ分别
用 ＤＭＳＯ、ＳＲＩ － ０１１３８１ 处理 ２４ｈꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
ＴＧＦ－β信号通路相关蛋白的表达ꎬ流式细胞术检测细胞凋
亡率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测细胞中 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 的表达 　
收集细胞ꎬ按照 ＲＮＡ 抽提试剂盒、逆转录试剂盒说明书要
求操作提取 ＲＮＡꎬ并快速将其反转录为 ｃＤＮＡꎮ 根据ｑＲＴ－
ＰＣＲ 试剂盒说明书操作进行 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 检测ꎮ 以
ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ用 ２－△△Ｃｔ法计算 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 的相对表达
量ꎮ 引 物 信 息: ＧＦＡＰ 上 游 引 物 ５􀆳 －
ＣＴＧＡＡＴＴＣＴＧＣＴＧＧＣＴＴＣＡＡＧＧ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 ５􀆳 －
ＣＴＡＡＧＣＴＴＧＣＴＧＴＧＣＧＴＴＧＣＧＧ－３􀆳ꎻＧＡＰＤＨ 上游引物 ５􀆳－
ＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＴＴＧ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 ５􀆳 －
ＧＣＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣ－３􀆳ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中相关蛋白的表达 　 收集
细胞ꎬ用 ＲＩＰＡ 裂解液在冰上裂解 ３０ｍｉｎꎬ１２０００ｒ / ｍｉｎ 离心
１０ｍｉｎꎬ取上清转移至 ＥＰ 管中ꎬ沸水煮沸 １０ｍｉｎ 进行变性ꎮ
将上清液用 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液稀释ꎬ电泳后用转膜仪将
蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂奶粉封闭 ２ｈꎬ洗膜ꎬ加入一
抗(鼠抗人 ＧＦＡＰ、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 单克隆蛋白抗
体ꎬ工作浓度 １∶ ４００~１∶ １０００)ꎬ４℃孵育过夜ꎬ洗膜ꎬ加二抗
(山羊抗鼠辣根过氧化物酶标记的 ＩｇＧ 抗体ꎬ１∶ １０００)ꎬ４℃
２ｈꎮ 加发光液ꎬ曝光ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ ＣＣＫ－８法检测细胞增殖能力　 收集分组处理后的
细胞并调整至细胞密度为 １０５个 / ｍＬ 的悬液ꎬ接种至 ９６ 孔
板ꎬ每孔 １００μＬꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 的条件下培养 ２４、４８、７２ｈꎮ
取出后每孔加入 ２０μＬ ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ于酶标仪 ４９０ｎｍ 波长
下测吸光度值(Ａ４５０)ꎮ 细胞的增殖能力与吸光度值呈正
比ꎬ可用于评估细胞的增殖能力ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染法检测细胞凋亡 　 收集
细胞ꎬ用结合缓冲液调整细胞密度至 １０６个 / ｍＬꎬ每孔加入
１００μＬ 细 胞 液ꎬ 再 加 入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － / ＦＩＴＣ ( ５μＬ )、 ＰＩ
(１０μＬ)避光反应 １５ｍｉｎꎬ结束后ꎬ上流式细胞仪分析凋亡
情况ꎮ

统 计 学 分 析: 采 用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进 行 数 据 分 析ꎬ
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０ 软件进行图片绘制ꎮ 计量资料用均

数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ
进一步两两比较采用 ＳＮＫ－ｑ 检验ꎻ两组间比较采用独立
样本 ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ ＧＦＡＰ 在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中的表达 　 采用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中
ＧＦＡＰ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的相对表达水平ꎬ结果显示ꎬ与 ＮＧ＋
ｈＲＭＥＣｓ 组相比ꎬＨＧ ＋ ｈＲＭＥＣｓ 组细胞中 ＧＦＡＰ 蛋白和
ｍＲＮＡ 表达水平均显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ图 １ꎬ表 １)ꎬ表明
ＧＦＡＰ 在高糖诱导的人视网膜血管内皮细胞中表达明显
升高ꎮ
２􀆰 ２ 沉默 ＧＦＡＰ 的高糖诱导的细胞模型建立 　 采用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测经慢病毒介导沉默 ＧＦＡＰ
的高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＧＦＡＰ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的相对表
达水平ꎬ结果显示ꎬ与 ｓｈ ＲＮＡ 组相比ꎬｓｈ ＧＦＡＰ 组细胞中
ＧＦＡＰ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降低 ( Ｐ < ０􀆰 ００１ꎬ
图 ２ꎬ表 ２)ꎬ表明成功建立慢病毒介导沉默 ＧＦＡＰ 的高糖
诱导的人视网膜血管内皮细胞模型ꎮ
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图 １　 高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ中 ＧＦＡＰ蛋白的表达ꎮ
图 ２　 沉默 ＧＦＡＰ的高糖诱导的细胞中 ＧＦＡＰ蛋白的表达ꎮ

图 ３　 沉默 ＧＦＡＰ对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ凋亡的影响　 Ａ:ｓｈ ＲＮＡ 组ꎻＢ:ｓｈ ＧＦＡＰ 组ꎮ

表 １　 ＧＦＡＰ在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ中的表达 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)
分组 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ ＧＦＡＰ 蛋白

ＮＧ＋ｈＲＭＥＣｓ 组 １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ０１±０􀆰 ０６
ＨＧ＋ｈＲＭＥＣｓ 组 ３􀆰 ６７±０􀆰 ３３ａ １􀆰 ８１±０􀆰 １１ａ

高渗对照组 １􀆰 ０３±０􀆰 １０ １􀆰 ０４±０􀆰 ０８
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ５０６􀆰 ３６３ ２５１􀆰 ２２６
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＮＧ＋ｈＲＭＥＣｓ 组ꎮ

表 ２　 ＧＦＡＰ在沉默 ＧＦＡＰ的高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ中的表达

(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)
分组 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ ＧＦＡＰ 蛋白

ｓｈ ＲＮＡ 组 ０􀆰 ９９±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０６
ｓｈ ＧＦＡＰ 组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０３

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １４􀆰 ６２８ ３０􀆰 ４１１
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

２􀆰 ３沉默 ＧＦＡＰ 对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 增殖和凋亡的影
响　 采用 ＣＣＫ － ８ 法检测沉默 ＧＦＡＰ 对高糖诱导的
ｈＲＭＥＣｓ 增殖的影响ꎬ结果显示ꎬ与 ｓｈ ＲＮＡ 组相比ꎬ４８、
７２ｈ 时ꎬ ｓｈ ＧＦＡＰ 组细胞的增殖能力均显著升高 ( Ｐ <
０􀆰 ００１ꎬ表 ３)ꎮ 采用流式细胞术检测沉默 ＧＦＡＰ 对高糖诱
导的 ｈＲＭＥＣｓ 凋亡的影响ꎬ结果显示ꎬ与 ｓｈ ＲＮＡ 组相比ꎬ
ｓｈ ＧＦＡＰ 组细胞凋亡率显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ图 ３ꎬ表 ３)ꎮ
上述结果表明ꎬ沉默 ＧＦＡＰ 可促进高糖诱导的人视网膜血
管内皮细胞增殖ꎬ抑制其凋亡ꎮ
２􀆰 ４沉默 ＧＦＡＰ对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＴＧＦ－β 信号
通路的影响 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测经慢病毒介导沉默
ＧＦＡＰ 的高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＴＧＦ－β 信号通路相关蛋
白的相对表达水平ꎬ结果显示ꎬ与 ｓｈ ＲＮＡ 组相比ꎬ ｓｈ
ＧＦＡＰ 组细胞中 ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 蛋白表达水平均

　 　

图 ４　 ＴＧＦ－β信号通路相关蛋白的表达ꎮ

表 ３　 沉默 ＧＦＡＰ对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ增殖和凋亡的影响

(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)

分组
细胞增殖(Ａ４５０)

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
细胞

凋亡率(％)
ｓｈ ＲＮＡ 组 ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４ １６􀆰 ６９±１􀆰 ５１
ｓｈ ＧＦＡＰ 组 ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０８ ７􀆰 ６７±０􀆰 ６８

　 　 　 　 　 　
ｔ １􀆰 ４１４ ７􀆰 ７１７ １４􀆰 ４２３ １６􀆰 ３４０
Ｐ ０􀆰 １７７ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

表 ４　 ＴＧＦ－β信号通路相关蛋白表达的影响 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)
分组 ＴＧＦ－β１ 蛋白 Ｓｍａｄ２ 蛋白 Ｓｍａｄ３ 蛋白

ｓｈ ＲＮＡ 组 １􀆰 ０２±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０８ １􀆰 ０１±０􀆰 ０８
ｓｈ ＧＦＡＰ 组 ０􀆰 ２７±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０２

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ２７􀆰 ２８５ ２３􀆰 ８７６ ２８􀆰 ０１３
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ图 ４ꎬ表 ４)ꎬ表明沉默 ＧＦＡＰ 可抑制
高糖诱导的人视网膜血管内皮细胞中 ＴＧＦ－β 信号通路的
活性ꎮ
２􀆰 ５ 激活 ＴＧＦ－β信号通路逆转沉默 ＧＦＡＰ对高糖诱导的
细胞增殖和凋亡的调控作用 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显
示ꎬ与 ｓｈ ＧＦＡＰ＋ＤＭＳＯ 组相比ꎬｓｈ ＧＦＡＰ＋ＳＲＩ－０１１３８１ 组
细胞中 ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达量均显著升高
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图 ５　 激活 ＴＧＦ－β信号通路逆转沉默ＧＦＡＰ对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ的调控作用　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＧＦ－β 信号通路相关蛋白的

表达ꎻＢ:流式细胞术检测细胞凋亡率ꎮ

表 ５　 激活 ＴＧＦ－β信号通路逆转沉默 ＧＦＡＰ对高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ的调控作用 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ９)

分组
ＴＧＦ－β 信号通路相关蛋白

ＴＧＦ－β１ Ｓｍａｄ２ Ｓｍａｄ３
细胞增殖(Ａ４５０)

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
细胞凋亡率(％)

ｓｈ ＧＦＡＰ 组 １􀆰 ０１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０９ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０６ ８􀆰 ０２±０􀆰 ６７
ｓｈ ＧＦＡＰ＋ＤＭＳＯ 组 １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ０１±０􀆰 ０５ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０５ ７􀆰 ８５±０􀆰 ７１
ｓｈ ＧＦＡＰ＋ＳＲＩ－０１１３８１ 组 １􀆰 ６９±０􀆰 １１ａ １􀆰 ８２±０􀆰 １６ａ １􀆰 ８９±０􀆰 １８ａ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０３ａ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０４ａ １７􀆰 ８２±１􀆰 ５８ａ

　 　 　 　 　 　
ｔ ２１６􀆰 ６００ １７９􀆰 ６５７ １６３􀆰 ９４７ １􀆰 ０００ ５５􀆰 ５２５ ２０２􀆰 ０９１ ２５５􀆰 ００５
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ ０􀆰 ３８３ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ｓｈ ＧＦＡＰ＋ＤＭＳＯ 组ꎮ

(Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ 图 ５Ａꎬ 表 ５ )ꎮ ＣＣＫ － ８ 检 测 结 果 显 示ꎬ 与
ｓｈ ＧＦＡＰ＋ＤＭＳＯ 组相比ꎬ４８、７２ｈ 时ꎬｓｈ ＧＦＡＰ＋ＳＲＩ－０１１３８１
组细胞增殖能力均显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ表 ５)ꎮ 流式细胞
术检测结果显示ꎬ与 ｓｈ ＧＦＡＰ ＋ＤＭＳＯ 组相比ꎬｓｈ ＧＦＡＰ ＋
ＳＲＩ－ ０１１３８１ 组细胞凋亡率显著升高 (Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ图 ５Ｂꎬ
表 ５)ꎮ 上述结果表明ꎬ激活 ＴＧＦ－β 信号通路可逆转沉默
ＧＦＡＰ 对高糖诱导的视网膜血管内皮细胞的增殖促进及
凋亡抑制作用ꎮ
３讨论

糖尿病视网膜病变被认为是全世界失明的主要原因
之一ꎬ寻找新的治疗策略以防止其进展成为该领域科学研
究的重点ꎮ ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病变的早期、后期均出
现表达异常ꎬ其在疾病的进展中占有重要地位[１０－１１]ꎮ 早
在 ２００７ 年ꎬＺｈａｎｇ 等[１２]已报道ꎬ在高糖诱导的大鼠视网膜
病变中 ＧＦＡＰ 的表达明显升高ꎬ且牛磺酸可通过降低高糖
诱导的 ＧＦＡＰ 上调而发挥减缓大鼠早期糖尿病视网膜病
变的作用ꎮ 近期ꎬＢａｈｒ 等[１３] 在糖尿病视网膜病变的研究
中也报道ꎬＧＦＡＰ 的表达水平异常升高ꎬ且度洛西汀可通
过下调 ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病变中发挥治疗作用ꎮ 但
是 ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病变中的功能及机制仍有待探
索ꎮ 本研究在体外建立了高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 细胞模型ꎬ
通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了其中 ＧＦＡＰ 的表达ꎬ
结果显示ꎬＧＦＡＰ 的表达水平明显升高ꎮ 进一步研究中ꎬ
通过慢病毒介导 ＧＦＡＰ 基因稳定沉默的高糖诱导的
ｈＲＭＥＣｓ 细胞模型ꎬ为深入研究 ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病
变中的功能奠定基础ꎬ也为本课题组后续的实验研究进行
铺垫ꎮ 本研究通过 ＣＣＫ－８ 法、流式细胞术检测细胞的增
殖和凋亡发现ꎬ沉默 ＧＦＡＰ 的高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 细胞增
殖明显上调ꎬ细胞凋亡明显下调ꎬ该结果揭示了 ＧＦＡＰ 沉
默在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 细胞中的增殖促进和凋亡抑制

作用ꎬ提示 ＧＦＡＰ 抑制剂在糖尿病视网膜病变中的治疗价
值ꎬ为 ＧＦＡＰ 生物制剂的开发提供参考ꎮ 不足的是ꎬ本研
究结果并未在动物体内进行验证ꎮ 此外ꎬ本研究发现ꎬ沉
默 ＧＦＡＰ 后ꎬＴＧＦ－β 信号通路关键基因 ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达水平均明显降低ꎬ揭示了沉默 ＧＦＡＰ 可
抑制高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中 ＴＧＦ－β 信号通路的活性ꎬ推
测 ＴＧＦ－β 信号通路可能与 ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病变中
的功能相关ꎮ

ＴＧＦ－β 信号通路的异常在人类的多数疾病中均可表
现ꎬ包括心血管疾病、免疫疾病和胚胎发育异常、肿瘤
等[１４]ꎮ Ｌｏｕ 等[１５]在糖尿病视网膜病变的研究中发现ꎬ在
糖尿病视网膜病变大鼠模型中 ＴＧＦ－β 信号通路关键基因
ＴＧＦ－β１、ｐ－Ｓｍａｄ３ 的表达均显著升高ꎬ即 ＴＧＦ－β 信号通
路活性异常升高ꎮ Ｌｉ 等[１６] 研究也报道ꎬ上调 ＴＧＦ－β１ 信
号通路的活性可作为长链非编码 ＲＮＡ 心肌梗死相关转录
物(ＬｎｃＲＮＡ－ＭＩＡＴ)抑制人视网膜色素上皮细胞增殖的作
用机制ꎮ 虽然ꎬＧＦＡＰ 在神经损伤、脑缺血－再灌注损伤和
胶质瘤中均通过调控 ＴＧＦ－β 信号通路发挥作用[１７－１８]ꎬ但
是在糖尿病视网膜病变中该通路是否会发挥同样的功能
有待验证ꎮ 本研究检测了激活 ＴＧＦ－β 信号通路后慢病毒
介导沉默 ＧＦＡＰ 基因的高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 的增殖和凋
亡情况发现ꎬ激活 ＴＧＦ－β 信号通路逆转了沉默 ＧＦＡＰ 对
高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 的增殖促进、凋亡抑制作用ꎬ提示在
高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中不仅 ＧＦＡＰ 可正向调控 ＴＧＦ－β 信
号通路的活性ꎬ相反ꎬＴＧＦ－β 信号通路的活性也可以逆向
反作用于 ＧＦＡＰ 在高糖诱导的 ｈＲＭＥＣｓ 中的表达和功能ꎮ
上述研究结果为 ＧＦＡＰ 在糖尿病视网膜病变中的生物价
值开发提供了理论参考ꎮ

综上所述ꎬ沉默 ＧＦＡＰ 可促进高糖诱导的人视网膜微
血管内皮细胞的增殖并抑制凋亡ꎬ发挥保护作用ꎬ其作用
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机制与调控 ＴＧＦ－β 信号通路的活性相关ꎬ为糖尿病视网
膜病变的治疗提供了新的理论参考ꎮ
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１６ Ｌｉ Ｑꎬ Ｐａｎｇ Ｌꎬ Ｙａｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ( ＬｎｃＲＮＡ － ＭＩＡＴ) ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ －β１ ( ＴＧＦ－β１)
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｍｅｄ Ｓｃｉ Ｍｏｎｉｔ ２０１８ꎻ ２４(１): ９４９７－９５０３
１７ ｄｅ Ｓａｍｐａｉｏ ｅ Ｓｐｏｈｒ ＴＣꎬ Ｍａｒｔｉｎｅｚ Ｒꎬ ｄａ Ｓｉｌｖａ ＥＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｕｒｏ－ｇｌｉａ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＧＦＡＰ ｇｅｎｅ: ａ ｎｏｖｅｌ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ－ｂｅｔａ１. Ｅｕｒ Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ ２００２ꎻ１６(１１):２０５９－２０６９
１８ 张极星ꎬ张淑荣ꎬ赵亮ꎬ等. 老年脑恶性胶质瘤患者血清 ＴＧＦ－β 和

ＧＦＡＰ 的表达及与临床预后的关系. 中国老年学杂志 ２０１８ꎻ ３８(２０):
５２－５４

５７８１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.１１ Ｎｏｖ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


