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摘要
目的: 探讨褪黑素对大鼠糖尿病视网膜病变的影响及其
机制ꎮ
方法: 选用健康雄性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只ꎬ随机分为 ４ 组ꎬ正常
对照组、糖尿病组、低剂量褪黑素组和高剂量褪黑素组ꎬ
ＨＥ 染色观察视网膜结构改变ꎬ电镜观察视网膜神经节细
胞超微结构变化ꎬ黄嘌呤氧化酶法检测视网膜组织中超氧
化物歧化酶(ＳＯＤ)及丙二醛(ＭＤＡ)水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测 Ｂ 细胞淋巴瘤－２(Ｂｃｌ－２)ꎬＢｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)及
Ｐ５３ 的蛋白表达水平ꎮ
结果: ＨＥ 染色结果显示ꎬ正常对照组大鼠视网膜组织结
构清晰ꎬ糖尿病组大鼠视网膜组织层次欠清晰ꎬ神经纤维
层水肿ꎬ低剂量褪黑素组视网膜细胞分层基本分明ꎬ层间
细胞排列较整齐ꎬ内外核层排列稍紊乱ꎬ高剂量褪黑素组
大鼠视网膜组织结构较低剂量褪黑素组进一步改善ꎻ电镜
观察结果显示ꎬ与糖尿病组比较ꎬ褪黑素组大鼠视网膜神
经节细胞形态均不同程度改善ꎻ黄嘌呤氧化酶法检测结果
显示ꎬ褪黑素组大鼠视网膜组织中 ＳＯＤ 水平高于糖尿病
组ꎬＭＤＡ 水平低于糖尿病组(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结
果显示ꎬ低、高剂量褪黑素组与糖尿病组比较ꎬＢｃｌ－２ 蛋白
表达逐渐升高ꎬＢａｘ、Ｐ５３ 蛋白表达明显降低(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:褪黑素可改善糖尿病大鼠视网膜形态变化ꎬ对糖尿
病视网膜病变有一定抑制作用ꎮ
关键词:褪黑素ꎻ视网膜ꎻ氧化应激ꎻ凋亡
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０引言
目前ꎬ我国糖尿病确诊人数超过 ９０００ 万ꎬ隐性患者近

１􀆰 ５ 亿人ꎮ 随着我国人民寿命的提高和生活水平不断改
善ꎬ糖尿病的发生呈快速上升趋势ꎮ 糖尿病视网膜病变是
糖尿病最严重的并发症之一ꎬ糖尿病病史 １０ａ 患者中糖尿
病视网膜病变的发病率为 ５０％ꎬ糖尿病病史超过 ２０ａ 的患
者中ꎬ糖尿病视网膜病变的患病率几乎为 １００％ꎮ 糖尿病
患者体内长期高血糖状态引起蛋白激酶 Ｃ、糖基化血红蛋
白及多元醇代谢产物增加ꎬ影响了视网膜的生理功能并启
动了氧化应激损伤[１－２]ꎮ 无论是糖尿病大鼠模型还是高
糖培养的视网膜色素上皮细胞ꎬ均显示视网膜脂质过氧化
物水平显著升高ꎬ抗氧化酶水平减低ꎮ 褪黑素(ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎬ
ＭＬＴ) 因其对糖尿病患者的葡萄糖和脂质代谢的调节代
谢作用而被广泛认可ꎮ 我们将褪黑素引入到糖尿病视网
膜病变的治疗中ꎬ也是基于其有效降低脂质过氧化物水
平、减轻氧化应激损伤的功效[３]ꎮ 褪黑素对糖尿病患者及
糖尿病动物模型的调节糖脂代谢及抗氧化的作用已受到
广泛重视ꎬ但是ꎬ关于褪黑素对糖尿病视网膜组织影响的
相关报道较少ꎮ 本研究建立了糖尿病大鼠模型ꎬ观察褪黑
素对糖尿病大鼠视网膜的保护作用并探讨了其作用机制ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料 　 褪黑素( Ｓｉｇｍａ －Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎬ用无水乙醇溶
解)ꎻＤＭＥＭ 培养液(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ４％多聚甲醛及 ２􀆰 ５％
戊二醛(北京索莱宝科技有限公司)ꎻ１％锇酸(上海哈灵
生物科技有限公司)ꎻ枸橼酸铅和 ２％醋酸双氧铀(上海容
创生物技术有限公司)ꎻ手术显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公司ꎬ型
号:Ｍ５２５ Ｆ４０)ꎻ切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司ꎬ型号: ＥＭ ＵＣ７)ꎻ
倒置生物显微镜(上海光学仪器厂ꎬ型号:３７ＸＦ)ꎻ电泳仪
(北京六一生物科技有限公司ꎬ型号:ＤＹＣＺ－４０Ｄ)ꎻ苏木
素－伊红染色剂(武汉博士德生物工程有限公司)ꎻＢＣＡ 蛋
白测定试剂盒、裂解液、ＰＶＤＦ 膜及化学发光试剂、Ｂ 细胞
淋巴瘤－２(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋｍｉａ－２ꎬ Ｂｃｌ－２)、Ｂｃｌ－２ 相
关 Ｘ 蛋白(Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ Ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ｂａｘ)及 Ｐ５３ 抗体
(上海碧云天公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １糖尿病大鼠模型制备及干预　 清洁级雄性 ＳＤ 大鼠
[牡丹江医学院医药研究中心实验动物中心提供ꎬ实验动
物生产许可证号:ＳＹＸＫ(黑) ２０１５ － ００７] ４０ 只ꎬ体质量
１６０±２０ｇꎬ清洁级环境饲养ꎬ喂养期间提供标准动物饲料ꎬ
自由饮水进食ꎬ符合卫生部颁布的«卫生部医学实验动物
管理实施细则»和«实验动物管理条例»的规定ꎮ 随机分
为正常对照组、糖尿病组、低剂量褪黑素组和高剂量褪黑
素组ꎬ每组 １０ 只ꎬ所有大鼠进行适应性喂养 １ｗｋꎮ 糖尿病
组、低剂量褪黑素组和高剂量褪黑素组大鼠禁食 １２ｈ 后按
照腹腔内注射 ６０ｍｇ / ｋｇ 链脲佐菌素建立糖尿病模型ꎬ正常
对照组注射等量的生理盐水ꎮ ７２ｈ 后自动血糖分析仪检
测尾静脉血糖ꎬ浓度>１６􀆰 ７ｍｍｏｌ / Ｌ 视为糖尿病模型制备成
功ꎬ造模未成功的大鼠继续补充注射链脲佐菌素 ７２ｈꎬ最
终 ３０ 只大鼠均造模成功ꎮ 造模成功后的大鼠均在第 ２ｄ
注射褪黑素ꎬ其中ꎬ低剂量褪黑素组大鼠每天左下腹腔注

射褪黑素 １０ｍｇ / ｋｇꎬ高剂量褪黑素组大鼠每天左下腹腔注
射褪黑素 ２０ｍｇ / ｋｇ[４－６]ꎬ正常对照组和糖尿病组大鼠不做
任何治疗ꎬ每日 １ 次ꎬ连续喂养 １２ｗｋꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 取材及视网膜病理改变的观察　 大鼠过量麻醉处
死ꎬ在解剖显微镜下无菌操作取右眼眼球ꎬ分离视网膜组
织ꎬ分成 ２ 份ꎮ 其中ꎬ１ 份视网膜用于 ＨＥ 染色ꎬ另 １ 份视
网膜浸于 ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ４℃保存以备用ꎮ ＨＥ 染色具
体方法:４％多聚甲醛固定 ２４ｈꎬ制备石蜡切片并染色苏木
素 ５~ １０ｍｉｎꎬ蒸馏水冲洗后伊红染液 ５ ~ １０ｍｉｎꎬ再次用蒸
馏水洗去玻片浮色ꎬ梯度乙醇溶液脱水后观察视网膜病理
改变ꎮ 大鼠左侧眼球置于戊二醛(２􀆰 ５％)固定液内ꎬ４℃冰
箱固定 ７２ｈ 以上ꎬ留作制备电镜标本ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 电镜观察视网膜神经节细胞层细胞改变　 取出戊
二醛固定液中眼球ꎬ分离视网膜组织ꎬ室温下 １％锇酸固
定 ２ｈꎬ丙酮脱水ꎬ常规电镜包埋ꎬ制作超薄切片ꎬ枸橼酸铅
和 ２％醋酸双氧铀染色ꎬ透射电镜观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４视网膜组织中 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 水平检测 　 各组取
５０μｇ视 网 膜 组 织ꎬ 研 磨 制 成 组 织 匀 浆 后 低 速 离 心
(２ ０００ｒ / ｍｉｎ)ꎬ取上清液ꎬ按照检测试剂盒说明将样品加
样、混匀ꎬ采用黄嘌呤氧化酶法检测 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ 及 Ｐ５３ 的蛋白表达
水平　 取 ５０μｇ 视网膜组织ꎬ冰上加入 ４００μＬ 含有蛋白酶
抑制剂的裂解液研磨 ３０ｍｉｎ 以提取总蛋白ꎬ１００００ｒ / ｍｉｎ 离
心 １０ｍｉｎ 后取上清ꎬ行 １０％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ转
膜后 ５％ 的脱脂奶粉 ４℃ 封闭 ２ｈꎬ加一抗 (稀释浓度
１ ∶ １０００)过夜ꎬ室温下孵育二抗(稀释浓度 １ ∶ ２０００) １ｈꎬ
ＥＣＬ 化学发光法自显影并采集图像ꎬ利用样本目的蛋白的
光密度比内参条带的光密度ꎬ比较不同样本的相对表
达率ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１８􀆰 ０ 统计学软件分析数据ꎮ
计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用单
因素方差分析ꎬ方差齐性者两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ方
差不齐者进行 Ｄｕｎｎｅｔ􀆳ｓ Ｔ３ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计
学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ ＨＥ染色观察大鼠视网膜结构　 正常对照组大鼠视网
膜组织结构清晰ꎬ内、外核层细胞排列规整ꎻ糖尿病组大鼠
视网膜组织层次欠清晰ꎬ神经纤维层水肿ꎬ内丛状层及内、
外核层排列疏松ꎻ低剂量褪黑素组视网膜细胞分层基本分
明ꎬ层间细胞排列较整齐ꎬ内外核层排列稍紊乱ꎻ高剂量褪
黑素组大鼠视网膜组织结构较低剂量褪黑素组进一步改
善ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ２电镜观察大鼠视网膜神经节细胞超微结构改变 　 正
常对照组大鼠视网膜神经节细胞胞浆丰富ꎬ细胞核结构清
晰ꎬ核内染色质均匀ꎻ糖尿病组大鼠视网膜神经节细胞胞
浆显著减少ꎬ细胞核肿胀ꎬ染色质稀疏ꎬ线粒体肿胀并呈空
泡样改变ꎻ褪黑素组大鼠视网膜神经节细胞形态不同程度
改善ꎬ其中ꎬ低剂量褪黑素组细胞内仍可见线粒体空泡样
改变ꎬ细胞核形态略规整ꎻ高剂量褪黑素组胞浆丰富ꎬ细胞
核形态规则ꎬ核仁结构清晰ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ３各组大鼠视网膜组织中 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 水平 　 如表 １
所示ꎬ与正常对照组相比ꎬ糖尿病组大鼠视网膜组织中
ＳＯＤ 水平明显降低ꎬＭＤＡ 水平明显升高ꎬ差异均有统计学
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图 １　 光学显微镜下各组大鼠视网膜结构 (ＨＥ染色×４００)　 Ａ:正常对照组ꎻＢ:糖尿病组ꎻＣ:低剂量褪黑素组ꎻＤ 高剂量褪黑素组ꎮ

图 ２　 电镜观察大鼠视网膜神经节细胞超微结构改变(×５０００) 　 Ａ:正常对照组ꎻＢ:糖尿病组ꎻＣ:低剂量褪黑素组ꎻＤ 高剂量褪黑
素组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组视网膜组织中 Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ 及 Ｐ５３
蛋白表达ꎮ

表 １　 各组大鼠视网膜组织中 ＳＯＤ及 ＭＤＡ水平 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＳＯＤ(Ｕ / ｍｇ) ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍｇ)
正常对照组 ５６４􀆰 ３３±４２􀆰 ６７ ７􀆰 ０８±１􀆰 ４４
糖尿病组 ３４２􀆰 ４６±２０􀆰 ８９ａ ２３􀆰 ３６±２􀆰 ５３ａ

低剂量褪黑素组 ４５３􀆰 ９４±２４􀆰 ９４ａꎬｃ １６􀆰 ５５±１􀆰 ３９ａꎬｃ

高剂量褪黑素组 ４９４􀆰 ２８±３９􀆰 ０５ａꎬｃ １４􀆰 ２７±１􀆰 ２０ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ７８􀆰 ３０９ １５１􀆰 ８５１
Ｐ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎻ ｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 糖尿病组ꎮ

意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与糖尿病组相比ꎬ低剂量褪黑色素组和
高剂量褪黑色素组 ＳＯＤ 水平明显升高ꎬＭＤＡ 水平明显降
低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４各组大鼠视网膜组织凋亡蛋白表达水平比较　 如图 ３
和表 ２ 所示ꎬ与正常对照组相比ꎬ糖尿病组大鼠视网膜组

表 ２　 各组大鼠视网膜组织凋亡相关蛋白检测结果 􀭰ｘ±ｓ
组别 Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ Ｐ５３
正常对照组 １􀆰 ７７±０􀆰 ２２ ０􀆰 ０８±０􀆰 ０４ ０􀆰 １４±０􀆰 ０３
糖尿病组 ０􀆰 ４３±０􀆰 １２ａ ０􀆰 ９７±０􀆰 １１ａ １􀆰 ０３±０􀆰 １５ａ

低剂量褪黑素组 １􀆰 ０１±０􀆰 １４ａꎬｃ ０􀆰 ９３±０􀆰 １０ａ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０７ａꎬｃ

高剂量褪黑素组 １􀆰 ３６±０􀆰 ２０ａꎬｃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０８ａꎬｃ ０􀆰 ５５±０􀆰 １２ａꎬｃ

Ｆ １７１􀆰 ７７２ ２２２􀆰 ４６８ ６３􀆰 ５８０
Ｐ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎻ ｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 糖尿病组ꎮ

织 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达明显降低ꎬＢａｘ 和 Ｐ５３ 蛋白表达明显升
高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与糖尿病组比较ꎬ
低、高剂量褪黑素组 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达明显升高ꎬ高剂量褪
黑素组 Ｂａｘ 及 Ｐ５３ 蛋白表达明显降低ꎬ差异均有统计学意
义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
３讨论

褪黑素可直接淬灭活性氧自由基ꎬ有良好的抗氧化应

激、抗炎、抗凋亡活性[７－９]ꎮ 李晓艳等[１０] 研究表明ꎬ褪黑素

对糖尿病大鼠具有神经保护作用ꎬ其作用机制与抑制视网
膜神经细胞凋亡有关ꎮ 褪黑素具有脂溶性和水溶性ꎬ细胞
膜及线粒体膜均由脂质构成ꎬ这种双重溶解性的特点允许
药物可以有效通过血－眼屏障及血－房水屏障ꎬ在眼部发

挥足够的药效[１１]ꎮ 本研究也是利用了褪黑素双重溶解的

特点ꎬ以无水乙醇溶解褪黑素ꎬ保证药物充分溶解又能达
到有效作用浓度ꎮ 此外ꎬ褪黑素由松果体分泌ꎬ具有无毒
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特性ꎬ应用于眼部相对安全ꎬ这些特性为褪黑素用于视网
膜疾病的临床实验研究奠定了基础[１２]ꎮ 在本实验中我们
采用腹腔注射的方式给药ꎬ是考虑到视网膜组织供血来自
颈外动脉ꎬ大鼠每天左下腹腔注射褪黑素后ꎬ可通过体循
环－左心室－主动脉－颈外动脉－眼动脉方式到达视网膜组
织ꎬ保证了视网膜整体组织药物的有效性ꎮ 现阶段我们通
过体内实验证实了该药物对视网膜组织的保护作用ꎬ后续
将继续通过局部用药方式(眼内注射或滴眼剂)ꎬ进一步
证实该药物有效性ꎮ

视网膜由视网膜神经上皮层及 ＲＰＥ 层构成ꎬＲＰＥ 层
由单层排列的 ＲＰＥ 细胞构成ꎬ任何原因引起的 ＲＰＥ 损伤
都会对视功能造成不可逆影响[１３]ꎮ 视网膜对氧化应激高
度敏感ꎬ糖尿病患者视网膜组织氧化应激水平升高ꎬ影响
了视网膜神经上皮层及 ＲＰＥ 层的正常生理功能[１４]ꎮ 本
研究使用 ６０ｍｇ / ｋｇ 链脲佐菌素大鼠腹腔内注射建立糖尿
病大鼠模型ꎬ观察褪黑素对视网膜组织的保护作用ꎮ

观察结果显示ꎬ褪黑素干预的糖尿病大鼠ꎬ其视网膜
形态结构要优于糖尿病组大鼠ꎮ 糖尿病组大鼠视网膜组
织层次欠清晰ꎬ神经纤维层水肿ꎬ内丛状层及内、外核层排
列疏松ꎻ褪黑素干预后ꎬ视网膜各层细胞排列较规整ꎻ电镜
对视网膜神经节细胞超微结构观察显示ꎬ低、高剂量褪黑
素组细胞形态及细胞内线粒体空泡样改变均较糖尿病组
减轻ꎬ表明褪黑素干预可保护正常视网膜结构ꎮ

ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 是机体内主要的抗氧化酶ꎬ其中ꎬＳＯＤ
与自由基清除能力正相关ꎬＭＤＡ 含量高低可反映自由基
水平[１５]ꎮ 本实验证实ꎬ褪黑素干预糖尿病大鼠能够提高
ＳＯＤ 水平ꎬ降低ＭＤＡ 含量ꎬ从而减轻病理状态下的组织氧
化损伤ꎮ

Ｂｃｌ－２ 在氧化应激介导的细胞凋亡反应中起重要作
用ꎬ是调节线粒体凋亡途径的重要分子ꎬ具有潜在的抗凋
亡作用[１６]ꎮ Ｂａｘ 及 Ｐ５３ 表达水平的高低直接反应细胞凋
亡程度[１７]ꎮ 糖尿病组大鼠视网膜组织内 Ｂｃｌ － ２ 表达降
低ꎬＢａｘ 及 Ｐ５３ 表达升高ꎬ表明链脲佐菌素可诱导组织凋
亡ꎻ褪黑素干预后 Ｂｃｌ－２ 表达增加ꎬＢａｘ 及 Ｐ５３ 表达降低ꎬ
进一步证实褪黑素可抑制高糖诱导的视网膜组织凋亡ꎮ

关于褪黑素对糖尿病大鼠视网膜组织保护作用的研
究并不多见ꎮ 国内学者通过制备 ２ 型糖尿病大鼠模型ꎬ研
究褪黑素对视网膜组织的保护作用ꎬ结果显示ꎬ褪黑素能
有效减轻糖尿病大鼠视网膜局部氧化应激反应ꎬ抑制视网
膜神经细胞凋亡[１８]ꎮ 本研究通过观察视网膜组织结构ꎬ
检测视网膜组织中 ＳＯＤ、ＭＤＡ、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、及 Ｐ５３ 表达水
平进一步验证了褪黑素对高糖诱导的视网膜组织损伤的
保护作用ꎬ为预防和治疗糖尿病视网膜病变提供了新的干
预措施ꎮ
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