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Abstract
誗AIM: To evaluate the expressions and significances of
endoplasmic reticulum stress related protein ( BIP ),
hypoxia- inducible factor - 1琢 (HIF - 1琢) and vascular
endothelial growth factor (VEGF) in the retina of diabetic
rats.
誗METHODS: Seventy- two male Sprague-Dawley (SD)
rats were chosen and divided randomly into 6 groups:
normal control 2mo ( C2m, n = 12 ), diabetes mellitus
2mo (D2m, n= 12), normal control 4mo (C4m, n = 12),
diabetes mellitus 4mo (D4m, n = 12 ), normal control
6mo (C6m, n= 12) and diabetes mellitus 6mo (D6m, n=
12 ) . The diabetes mellitus mouse were induced by
intraperitoneal injection of 0. 1mol / L streptozotocin
(STZ, 65mg/ kg) . The expression of BIP, HIF - 1琢 and
VEGF in the retina were detected by enzyme - linked
immuno sorbent assay. The location of BIP, HIF-1琢 and
VEGF in epiretinal membranes were investigated by
immunohistochemistry staining.

誗RESULTS: BIP were significantly increase than control
groups in all DM groups with the course of diabetes (P<
0. 01) . HIF-1琢 were detected higher than control groups
in all DM groups (P< 0. 05), but there was no statistical
significance among treatment groups. VEGF in D4m and
D6m groups were higher than control groups (P<0. 05),
and there was statistical significance between D4m and
D6m groups. BIP can be detected in control groups a
little, mainly in the inner limiting membrane and
ganglion cell layers. HIF - 1琢 cannot be detected in
control groups, meanwhile it can be detected in all layers
in DM. VEGF can be detected in control groups a little, it
mainly be detected in inner nuclear layer, outer nuclear
layer, around retinal vessel and ganglion cell layers in
DM groups.
誗CONCLUSION: The expressions of BIP, HIF - 1琢 and
VEGF increase in the retina of diabetic rats than control
groups with progressive of diabetes mellitus, both
endoplasmic reticulum stress and HIF - 1琢 signal path
play important role in the progress of diabetic
retinopathy.
誗 KEYWORDS: diabetic retinopathy; endoplasmic
reticulum stress; hypoxia - inducible factor - 1; vascular
endothelial growth factor
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摘要
目的:探索糖尿病大鼠视网膜中内质网应激相关 BIP(蛋
白重链结合蛋白)、HIF-1琢(低氧诱导因子-1琢)和 VEGF
(血管内皮生长因子)的表达及意义。
方法:72 只雄性 SD 大鼠,随机分为 6 组:正常 2 月对照组
(C2m),糖尿病 2 月组(D2m),正常 4 月对照组(C4m),
糖尿病 4 月组(D4m),正常 6 月对照组(C6m),糖尿病 6
月组(D6m),每组各 12 只。 实验组给予一次性腹腔注射
65mg / kg STZ 建立糖尿病模型。 ELISA 法检测 BIP、HIF-1琢
和 VEGF 表达水平,免疫组化法观察大鼠 BIP、HIF-1琢 和
VEGF 视网膜内定位情况。
结果:BIP 表达随 DM 病程的延长而增加(P<0. 05),且
DM 各组与对照组相比,其差异均有统计学意义 ( P <
0郾 01)。 HIF-1琢 在 DM 组中表达较对照组增加,其差异
有统计学意义(P<0. 05),但 DM 组各组间差异无统计学
意义。 VEGF 蛋白在 D2m 组与对照组间差别无统计学意
义,但 D4m、D6m 与对照组间差别有统计学意义 ( P <
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0郾 05),且 D4m 和 D6m 两组间差别有统计学意义。 免疫
组化:BIP 在对照组视网膜神经节细胞层中少量表达,DM
组主要分布于视网膜内核层和神经节细胞层;HIF-1琢 在
对照组基本不表达,DM 组各层均有表达;VEGF 在对照
组大鼠中视网膜各层中少量表达,而 DM 组大鼠的内核
层、外核层及视网膜血管、神经节细胞层中 VEGF 阳性
表达。
结论:糖尿病大鼠视网膜组织中的 BIP、HIF-1琢、VEGF
均较对照组增加且随糖尿病病程进展而增加,内质网应
激和低氧诱导因子途径均可能在糖尿病视网膜病变的进
展中起重要作用。
关键词:糖尿病视网膜病变;内质网应激;低氧诱导因子;
血管内皮生长因子
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病重要的微血管并发症,已成为四大主要致盲眼病之
一[1],如何早期预防及控制 DR 的发生和发展,关系到糖
尿病患者的生存质量。 DR 的病理特征为血—视网膜屏
障破坏和视网膜新生血管形成。 我们前期研究发现,早
期 DR 患者血清中血管内皮生长因子(vascular endothelial
growth factor, VEGF)、 血 小 板 衍 生 生 长 因 子 ( platelet
derived growth factor,PDGF)等细胞因子表达增加[2-4],细
胞因子使血管通透性增加,内皮细胞增殖和迁移,促进新
生血管形成,同时能够激活白细胞,导致多种活性物质的
释放,使血-视网膜屏障破坏。 在众多的细胞因子当中,
VEGF 被认为是与 DR 新生血管联系最紧密的一个。 组
织缺血、缺氧、氧化应激等都可以作为应激源诱导应激信
号途径如内质网应激途径( endoplasmic reticulum stress,
ERS)和 HIF-1 途径来适应机体内环境紊乱,相关研究表
明在肿瘤细胞中以上两个信号通路与 VEGF 的形成关系
密切[5]。 本实验通过检测不同病程糖尿病视网膜病变大
鼠视网膜组织中 HIF-1琢、ERS 相关蛋白 BIP 和 VEGF 的
表达来探索三种因子在糖尿病视网膜病病程中的动态
变化。
1.材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物分组和模型建立摇 Sprague-Dawley(SD)
雄性大鼠 72 只,1 月龄,体质量约 180 ~ 220g,购于上海
西普尔-必凯实验有限公司。 适应性喂养 1wk,随机分为
6 组:正常 2 月对照组(C2m),糖尿病 2 月组(D2m),正常
4 月对照组(C4m),糖尿病 4 月组(D4m),正常 6 月对照
组(C6m),糖尿病 6 月组(D6m),每组各 12 只。 方法:大鼠
禁食 10 ~12h,使用 pH=4. 4 的枸橼酸缓冲液(0. 1mol / L)溶
解链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)至浓度为 2% 溶液,按
65mg / kg 一次性腹腔注射进行 DM 大鼠造模。 对照组大
鼠接受等体积枸橼酸缓冲液(0. 1mol / L)腹腔注射。 药物
注射 48h 后各组大鼠尾静脉取血检测空腹血糖,当血糖
浓度高于 16. 7mmol / L,尿量和饮水明显增多即为 DM 造
模成功,随后每 2wk 监测一次空腹血糖水平,并观察大鼠

一般情况。
1. 1. 2 主要试剂摇 兔抗鼠通用组化试剂盒和 DAB 显色
盒(上海复申公司);VEGF 兔抗大鼠抗体、BIP 兔抗大鼠
抗体 ( 武 汉 博 士 德 公 司 )、 HIF - 1琢 兔 抗 大 鼠 抗 体
(Bioworld 公司);Elisa 试剂盒(VEGF,HIF-1琢,BIP)均购
于武汉博士德公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 常规 HE染色摇 各组大鼠相应时间点麻醉取眼球,
4%多聚甲醛固定 24h,酒精梯度脱水、透明、浸蜡、石蜡
包埋,沿平行眼轴方向进行切片,厚 4滋m,脱蜡、HE 染色、
脱水、透明并封片。
1. 2. 2 免疫组织化学染色摇 各组大鼠相应时间点麻醉后
取眼球,用 4%多聚甲醛固定 2h,去除眼前节,继续固定
24h,酒精梯度脱水、透明、浸蜡、石蜡包埋、平行眼轴方向
4um 切片,烤干、脱蜡,经 PBS 冲洗后,用 3% 过氧化氢去
除内源性过氧化酶,室温下蛋白封闭液封闭 5min,分别
加 VEGF 抗体(1颐50)、HIF-1琢 抗体(1 颐200)和 BIP 抗体
(1颐100),4益冰箱过夜。 PBS 漂洗 3 次后,加 HRP 标记的
广谱二抗,37益孵育 30min,PBS 漂洗,滴加过氧化物酶标
记的链霉素卵白素工作液,室温孵育 10min,PBS 漂洗 3
次,DAB 显色,蒸馏水终止反应,苏木精给予复染,中性树
脂封片。
1. 2. 3 酶联免疫吸附剂测定(ELISA) 摇 按照试剂盒说明
书进行,用自动酶标分析仪在 450nm 单波长下读取吸光
度(OD 值),根据标准品 OD 值,应用 Curve Expert 1. 3 软
件绘制标准曲线,进一步计算 VEGF,HIF-1琢,BIP 相应
浓度。
摇 摇 统计学处理:采用 SPSS 13. 0 统计软件进行分析,结
果以 軃x依s 表示。 两组独立样本均数比较采用 t 检验;多
组均数比较采用单因素方差分析,并通过 SNK-q 进行多
个样本均数间两两比较;P < 0. 05 表示差异有统计学
意义。
2 结果
2. 1 动物模型建立情况摇 各 DM 组大鼠的空腹血糖均持
续高于 16. 7mmol / L,对照组大鼠血糖始终保持在正常范
围内,对照组和 DM 组间血糖差异有统计学意义(P <
0郾 01)。 对照组大鼠体重随月龄正常增长,而 DM 组大鼠
诱导后 1mon 出现体重负增长。
2. 2 各组大鼠视网膜 HE 染色结果摇 对照组各层结构清
楚,排列有序;D2m 组视网膜分层明显,细胞排列较松散;
D4m 组视网膜分层明显,神经节细胞层排列紊乱;D6m
组视网膜外核层细胞撕脱,神经节细胞层排列紊乱,可见
微血管病变,血管扩张(图 1)。
2. 3 DM 各组与对照组三种蛋白的表达情况 摇 DM 各组
与对照各组 BIP 表达比较,C2m 与 D2m 组( t = 7. 075,P<
0. 001)、 C4m 与 D4m 组( t = 9. 597,P<0. 001)、C6m 与
D6m 组( t= 9. 161,P<0. 001)差异均有统计学意义;DM
各组与对照各组 HIF-1琢 表达比较,C2m 与 D2m 组( t =
8. 060,P<0. 001)、C4m 与 D4m 组( t = 7. 126,P<0. 001)、
C6m 与 D6m 组( t = 6. 010,P<0. 001)比较差异均有统计
学意义;DM 各组与对照组 VEGF 表达量比较,D2m 与
C2m 组间差别无统计学意义( t = 0. 59,P = 0. 538);而
D4m 与 C4m 组( t = 4. 23,P = 0. 002),D6m 与 C6m( t =
6郾 988,P<0. 001)差别均有统计学意义(表 1)。 视网膜组
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图 1摇 对照组大鼠和不同月龄 DM 大鼠视网膜组织(HE 伊400,箭头指向神经节细胞层) 摇 A:对照组;B:D2m 组;C:D4m 组;D:
D6m 组。

图 2摇 对照组和不同病程 DM大鼠视网膜组织 BIP 表达(免疫组化染色伊400,箭头指向 BIP 阳性细胞) 摇 A:对照组;B:D2m 组;C:
D4m 组;D:D6m 组。

图 3摇 对照组和不同病程 DM大鼠视网膜组织 HIF-1琢表达(免疫组化染色伊400,箭头指向 HIF-1琢 阳性细胞) 摇 A:对照组;B:D2m
组;C:D4m 组;D:D6m 组。

图 4摇 对照组和不同病程 DM大鼠视网膜组织 VEGF表达(免疫组化染色伊400,箭头指向 VEGF阳性细胞)摇 A:对照组;B:D2m 组;
C:D4m 组;D:D6m 组。

表 1摇 对照组与 DM大鼠视网膜组织 BIP,HIF-1琢,VEGF浓度

水平 (軃x依s,pg / mL)
分组 BIP HIF-1琢 VEGF
对照组

摇 摇 C2m 组 23. 546依8. 87 648. 838依126. 56 104. 526依19. 36
摇 摇 C4m 组 34. 763依7. 74 598. 352依117. 34 98. 627依25. 47
摇 摇 C6m 组 33. 762依5. 74 567. 099依134. 24 112. 627依23. 68
DM 组

摇 摇 D2m 组 146. 350依79. 51b 1487. 245依265. 58a 115. 763依54. 83
摇 摇 D4m 组 261. 698依69. 62b 1519. 221依321. 43a 276. 845依104. 28a

摇 摇 D6m 组 427. 425依124. 38b 1455. 539依358. 29a 487. 837依97. 10a

aP<0. 05;bP<0. 01 vs 正常组。

织 BIP、HIF-1琢 和 VEGF 表达在各 DM 组之间进行比较,
不同病程 DM 大鼠视网膜组织 BIP 表达差异有统计学意

义(F=17. 06,P<0. 01),组间两两比较均有统计学意义(P
<0. 01),且随着病程的延长,BIP 的表达增加;HIF-1琢 检

测结果各组间差异无统计学意义(F = 0. 923,P = 0郾 081);

VEGF 检测结果:D2m 与 D4m 组之间差异无统计学差异

(P>0. 05),D2m 与 D6m,D4m 与 D6m 组间差别均有统计

学意义(P<0. 01)。
2. 4 DM 各组与对照组三种蛋白表达的免疫组化结果

2. 4. 1 免疫组化结果 BIP 表达摇 BIP 在对照组视网膜中

少量表达,主要位于神经节细胞层,DM 组中主要分布于

视网膜内核层和神经节细胞层(图 2)。
2. 4. 2 免疫组化结果 HIF-1琢 表达摇 HIF-1琢 在对照组基

本不表达,而 DM 组神经纤维层、视网膜神经节细胞层、内
核层和外核层均有表达(图 3)。
2. 4. 3 免疫组化结果 VEGF 表达 摇 VEGF 在对照组大鼠

各层中少量表达,而 DM 组的大鼠内核层、外核层及视网

膜血管、神经节细胞层中 VEGF 明显阳性高表达(图 4)。
3 讨论

摇 摇 DR 是糖尿病常见的微血管并发症之一,其发病机制

尚未完全清楚,眼底新生血管对 DR 进展起到关键作用。
新生血管不仅参与正常胚胎发育,也参与不同病变的发生
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或发展,如肿瘤、心血管疾病和糖尿病等[6]。 组织缺血、缺
氧、氧化应激等都可以诱导机体产生应激反应,内质网应

激途径和 HIF-1 途径属于应激反应信号途径,这两种细

胞保护途径在分子细胞水平被大量的研究。 有研究提示

它们能够在肿瘤组织中同时被激活,共同促进 VEGF 的表

达,从而促进新生血管的形成,当 HIF-1琢 途径和 ERS 途

径共同激活时,VEGF 的表达水平高于两者单独激活,即
两者有协同作用[5]。 糖尿病在低氧和高糖情况下导致视

网膜组织供血不足,通过增加 VEGF 的表达,促进新生血

管形成来改善供血供氧不足,但同时新生血管的形成加速

了 DR 病程发展。 VEGF 不仅能够促进血管内皮细胞的生

长,而且增加血管内皮细胞的通透性,导致大量血浆蛋白

溢出,进一步为新血管的生成提供了良好的基质[7]。 本实

验中 D2m 组中 VEGF 未明显增多,D4m 和 D6m 组大鼠视

网膜上观察到了明显的 VEGF 高表达,并且随时间延长表

达逐渐增多,D2m 组中 VEGF 未明显增多,提示 VEGF 可

能是在某些始动因素的刺激下间接表达增多,其表达高峰

在时间上出现一定的延后性。
摇 摇 ERS 作为近年来的研究热点,它与糖尿病视网膜病变

的关系受到关注。 内质网是细胞内主要的蛋白质合成场

所,完成蛋白质的正确折叠和合成,内质网的稳定性决定

了机体的内环境的稳态,当各种应激因素导致内质网稳态

被打破时,过多的未折叠或错误折叠蛋白在内质网蓄积超

过内质网的处理能力时,将引起 ERS。 为了减轻应激反

应,内质网将启动一个信号级联反应即未折叠蛋白反应

(unfold protein response,UPR)。 细胞通过改变其自身转

录和翻译过程,如减少新生蛋白合成,降低进入内质网的

蛋白量,增加内质网相关降解途径,增强内质网中的蛋白

折叠功能,来发挥保护作用[8]。 发生 ERS 时,UPR 的 3 条

主要通路均被激活,包括 IRE1琢-XBP-1、PERK-ATF4 和

ATF6琢 通路,并启动一系列的下游反应[9]。 有研究发现

高糖可通过增加视网膜色素上皮细胞内同型半胱氨酸的

水平来诱导 ERS,最终导致 VEGF 表达上调[10]。 Murata 等

使用 ERS 的诱导剂衣霉素对大鼠行单眼眼周注射,结果

实验眼视网膜组织中 VEGF 的表达远远高于对侧眼[11]。
反之,在 Akita 小鼠中,使用 ERS 抑制剂 PBA 眼周注射,
VEGF 的表达则减少,以上结果提示在糖尿病视网膜病变

中,ERS 能够促进 VEGF 的表达。 UPR 中有很多伴侣蛋白

的参与,BIP 又称葡萄糖调节蛋白,是存在于内质网上最

多的应激蛋白,被认为是内质网应激反应的标志分子,BIP
的表达量在一定程度上反映了细胞的应激程度[12,13]。 本

实验发现内质网应激相关蛋白 BIP 在不同病程 DM 大鼠

视网膜中的表达均高于对照组,且随着病程的延长,BIP
的表达增加,说明内质网应激在 DR 的疾病进展过程中起

重要作用。 BIP 和 VEGF 的变化趋势一致,推测 BIP 可能

为诱导 VEGF 表达的始动因素之一。
摇 摇 高糖和低氧环境除了能够诱导ERS,也能够激活HIF-1琢
介导的低氧诱导信号途径。 体外研究表明,在肿瘤细胞中

HIF 途径和 ERS 途径能够共同促进 VEGF 的表达[5],那么

在 DR 中,是否也存在这种联系? HIF-1 是机体适应缺氧

环境的主要转录因子,由 HIF-1琢 和 HIF-1茁 两个蛋白质

亚基组成,HIF-1茁 亚基为结构性亚基,HIF-1琢 则是主要

的功能亚基,后者受缺氧信号调控,只有在缺氧状态下才

能稳定表达[14]。 在缺氧条件下,作为转录因子的 HIF-1
与靶基因结合,产生一系列反应来适应缺氧环境,包括增

加红细胞生成、促进血管生长、增加血流供应,而 VEGF 属

于靶基因之一,其转录起始点上游具有缺氧反应元件结

构,缺氧条件下能够被 HIF-1 激活从而表达增多[15]。 本

研究发现,DR 造模成功后 2,4,6mo,均见视网膜 HIF-1琢
的表达增多,且与对照组有显著性差异,提示此时视网膜

已发生缺氧性改变。 但 HIF-1琢 在不同病程大鼠之间的

表达并无明显差异,即 HIF-1琢 并未随着病程的增加而增

加,这可能与 HIF-1 的半衰期短有关,在常氧下其半衰期

小于 1 min,只能在缺氧条件下产生,如果缺氧状态持续存

在,则它的表达就持续增高,但不能像 VEGF 那样表现出

随时间不断增高的趋势[16]。 也有研究表明高糖环境下培

养的血管内皮细胞的 HIF-1琢 表达低于正常环境中的表

达,推测高糖可能会造成 HIF -1 表达的减少[17]。 江丹

等[18]研究证明缺血缺氧条件下,HIF-1琢 能够上调人视网

膜色素上皮细胞中 VEGF 的表达;Bhisitkul 等[19]在缺氧条

件下培养视网膜色素上皮细胞,用 RNA 抑制 HIF-1琢 基

因表达时,VEGF 的表达也明显被抑制,表明缺氧条件下

HIF-1琢 是视网膜新生血管的始动因素。 本研究通过建

立糖尿病动物模型,进一步观察这一动态过程。 通过检测

发现 HIF - 1琢 的表达与 VEGF 的表达同时升高,调节

VEGF 的表达可能是 HIF-1琢 参与 DR 发病的重要作用机

制之一。
摇 摇 除了 HIF-1琢 和 ERS 都与 VEGF 有关联外,有研究表

明 HIF-1琢 和 ERS 信号通路也具有关联,HIF-1琢 能够促

进 ERS 中相关分子的表达,说明 HIF-1琢 通路和 ERS 通

路之间并非独立。 脐静脉内皮细胞在低氧环境中培养后,
除了 HIF-1琢 明显增加外,内质网相关的分子伴侣包括

GRP78 和 Caspase 12 的表达也增加[20]。 用衣霉素诱导人

类 HepG2 细胞使之发生 ERS,HIF-1琢 mRNA 的表达也同

时增加[21]。 分别激活肿瘤细胞中的 HIF-1琢 和 ERS 通路

后测定 VEGF 的表达,另外同时激活两条通路后时再测定

VEGF 的表达,比较发现后者 VEGF 的表达远远大于前

者,说明两种信号途径在促进 VEGF 表达方面具有协同作

用[22]。 DR 中是否存在 HIF-1琢 途径和 ERS 途径的协同

作用是本课题组下一步研究的方向。 如果在 DR 中 ERS
和 HIF-1琢 途径协同作用于 VEGF,那么对两种因子进行

联合阻断治疗效果将明显优于单一阻断 VEGF,这将在临

床上大大提高 DR 治疗的疗效。
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