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摘要
目的:基于转录组学探讨和血明目片改善糖尿病视网膜病
变(ＤＲ)的作用机制ꎮ
方法:将 ３ 日龄(３ ｄｐｆ)斑马鱼幼鱼持续暴露于 １３０ ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖溶液 ３ ｄ 构建 ＤＲ 模型ꎬ随机分为对照组(给予养殖
水)、 模 型 组 ( １３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡 萄 糖 )、 低 剂 量 治 疗 组
(１３０ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖＋７.５ ｍｇ / Ｌ 和血明目片)、高剂量治疗
组(１３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋７５ ｍｇ / Ｌ 和血明目片)ꎬ持续干预
至 ６ ｄｐｆꎮ 通过体视显微镜观察斑马鱼眼睛面积、眼睛长
度和体长ꎬ采用苏木精－伊红(ＨＥ)染色法观察视网膜形
态ꎬ荧光显微镜下观察其视网膜血管直径ꎬ通过 ＲＮＡ 高通
量测序(ＲＮＡ－ｓｅｑ)技术筛选差异表达基因(ＤＥＧｓ)ꎬ进一
步阐释和血明目片改善斑马鱼 ＤＲ 的分子机制ꎬ并用
ｑＲＴ－ＰＣＲ检测基因的表达以验证测序结果的准确性ꎮ
结果:ＨＥ 染色显示模型组节细胞层(ＧＣＬ)细胞排列紊乱、
间隙增宽、内核层(ＩＮＬ)增厚ꎬ和血明目片干预后 ＧＣＬ 层
细胞紊乱有所缓解ꎬＩＮＬ 厚度降低ꎻ视网膜血管直径定量
分析显示ꎬ模型组斑马鱼视网膜血管直径较对照组显著增
加ꎬ和血明目片干预后显著逆转ꎬ其中高剂量和血明目片
治疗组效果更显著(Ｐ<０.０５)ꎻ转录组分析共鉴定出 １ ４７０
个逆转 ＤＥＧｓꎬ主要富集于 ＡＭＰＫ 信号通路、Ｆｏｘｏ 信号通路、
视网膜发育和紧密连接等过程ꎻ相关性分析表明 ｑＲＴ－ＰＣＲ
结果与转录组学结果高度一致(Ｒ２ ＝０.８５７１ꎬＰ<０.０５)ꎮ
结论:和血明目片可能通过调控 ｖｓｘ１、ｐｄｅ６ｃ、ａｒｒ３ａ、ｐｌｋ１、
ｆｂｐ１ｂ、ｆｏｘｏ１ａ、ｐｃｎａ 和 ｃｄｋ１ 等核心靶点ꎬ并通过对相机型眼
的视网膜发育、视觉感知、细胞骨架组织、紧密连接、
ＡＭＰＫ 信号通路、Ｆｏｘｏ 信号通路等过程的协同调控改善
ＤＲ 视网膜血管微循环障碍ꎮ
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ｃｈａｎｇｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ＨＸＭＭＴꎬ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ｔｈｅ Ｈ－ＨＸ (Ｐ< ０.０５)ꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ １ ４７０ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ＤＥＧｓꎬ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ＡＭＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ＦｏｘＯ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ
ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ａｎｄ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｓｔｒｏｎｇ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｑＲＴ － ＰＣＲ ａｎｄ ＲＮＡ － ｓｅｑ ｄａｔａ (Ｒ２ ＝
０.８５７１ꎬ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＨＸＭＭＴ ｍａｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｉｎ ＤＲ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｖｓｘ１ꎬ ｐｄｅ６ｃꎬ ａｒｒ３ａꎬ ｐｌｋ１ꎬ ｆｂｐ１ｂꎬ ｆｏｘｏ１ａꎬ ｐｃｎａꎬ
ａｎｄ ｃｄｋ１ꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ
ｓｕｃｈ ａｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｃａｍｅｒａ－ ｔｙｐｅ ｅｙｅｓꎬ ｖｉｓｕａｌ
ｐｅｒｃｅｐｔｉｏｎꎬ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＡＭＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ Ｆｏｘｏ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓꎻ Ｈｅｘｕｅ Ｍｉｎｇｍｕ Ｔａｂｌｅｔｓꎻ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｚｈａｏ Ｄꎬ Ｚｈｕ ＺＬꎬ Ｄｕａｎ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｈｅｘｕｅ Ｍｉｎｇｍｕ Ｔａｂｌｅｔｓ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ
(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２５ꎬ２５(７):１０４６－１０５５.

０引言
糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)是糖尿

病最常见、最严重的微血管并发症之一ꎬ会导致成人视力
逐渐下降甚至失明[１]ꎮ 据国际糖尿病联盟估计ꎬ到 ２０４０
年ꎬ全球糖尿病患者人数将达到 ６.４２ 亿ꎬ其中 ３４.６％的患
者有罹患 ＤＲ 的风险[２]ꎮ 临床上将 ＤＲ 根据病程分为非增
殖性 糖 尿 病 视 网 膜 病 变 ( ｎｏｎ － ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＮＰＤＲ ) 和 增 殖 型 糖 尿 病 视 网 膜 病 变
(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＰＤＲ)ꎮ ＮＰＤＲ 的特征性
改变是明显的微血管异常和血－视网膜屏障的破坏ꎬ若此
期未得到有效治疗和改善则会进展至 ＰＤＲꎬ引起新生血
管形成或玻璃体积血ꎬ造成患者视力下降、视物变形ꎬ甚至
视网膜脱离[３]ꎮ 目前ꎬＤＲ 的主要治疗方法[４] 包括视网膜
激光光凝、玻璃体内注射抗血管内皮生长因子药物、局部

使用糖皮质激素和玻璃体切除术ꎬ但存在反复注射、价格
昂贵、并发症多等缺点ꎮ

近年来ꎬ中医药在眼科疾病尤其是视网膜病变的治疗
方面展现出独特的优势和特色ꎬ但临床治疗 ＤＲ 的中成药
却不多ꎮ 血明目片作为其中之一ꎬ已被收录于 ２０２０ 版«中
华人民共和国药典»中ꎮ 它由蒲黄、丹参、地黄、墨早莲、
菊花等 １９ 味中药组成ꎬ具有凉血止血、滋阴化瘀、养肝明
目的功效ꎬ目前在 ＤＲ 治疗中已取得确切效果[５－８]ꎮ 现代
药理学研究表明该药在早期止血ꎬ中后期促进瘀血吸收ꎬ
改善微循环ꎬ扩张血管、抗血栓形成等方面疗效较好[９]ꎮ
然而ꎬ和血明目片改善 ＤＲ 的分子机制尚未明确ꎮ 为了进
一步研究该中药复方对 ＤＲ 的保护作用机制ꎬ本研究采用
葡萄糖浸泡法构建斑马鱼 ＤＲ 模型ꎬ采用荧光显微镜观察
斑马鱼视网膜血管直径和 ＨＥ 染色观察斑马鱼视网膜组
织的 病 理 改 变ꎬ 并 使 用 ＲＮＡ 高 通 量 测 序 ( ＲＮＡ －
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＲＮＡ－ ｓｅｑ) 技术筛选关键的差异表达基因
(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎬ再应用实时荧光定量
逆转录聚合酶链反应(ｑＲＴ－ＰＣＲ)进一步验证这些 ＤＥＧｓ
的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ以期为 ＤＲ 的治疗提供一定参考
价值ꎮ
１对象和方法
１.１对象
１.１.１实验动物　 成年野生型斑马鱼(ＡＢ 株ꎬ３ 月龄)来自
湖北医药学院附属襄阳市第一人民医院人类疾病斑马鱼
模型新药筛选襄阳市重点实验室ꎬ转基因型血管内皮细胞
增强型绿色免疫荧光蛋白标记 Ｔｇ( ｆｌｋ:ＥＧＦＰ)品系斑马鱼
购自国家斑马鱼资源中心(武汉)ꎮ 所有品系的斑马鱼均
在标准的斑马鱼水循环系统中养殖ꎬ养殖水 ｐＨ 值为７.５±
０.５ꎬ水温 ２８±０.５ ℃ꎬ明暗周期为 １４ ｈ ∶ １０ ｈ(光∶暗)ꎬ每日
早晚投喂 ２ 次丰年虾ꎮ 本实验所有实验方案和程序均获
湖北医药学院附属襄阳市第一人民医院动物实验伦理委
员会批准(Ｎｏ.ＸＹＹＹＥ２０２４０１１６)ꎮ
１.１.２主要试剂及仪器 　 和血明目片ꎬ葡萄糖(国药集团
化学试剂有限公司)ꎬ多聚甲醛(上海沪试实验室器材股
份有限公司)ꎬＴＲＩｚｏｌ(碧云天生物科技有限公司)ꎬＴａｑ Ｐｒｏ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＰＣＲ (＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ) (中国南京诺唯赞医疗科技有限
公司)ꎬ异丙醇(中国上海 ＭＡＣＫＬＩＮ / 麦克林)ꎬ无水乙醇、
氯仿(国药集团化学试剂有限公司)ꎬＤＥＰＣ 水(Ｂｉｏｓｈａｒｐ
生物科技有限公司)ꎬ引物(上海生工生物工程股份有限
公司)ꎮ 体视显微镜系统(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎬ倒置荧光
显微镜(德国徕卡公司)ꎬ制冰机(中国冰力欧公司)ꎬ电子
天平(中国常州奥豪斯公司)ꎬ基因扩增仪(美国赛默飞公
司)ꎻ台式高速离心机(武汉赛维尔生物科技有限公司)ꎬ
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(中国 Ｒｏｃｇｅｎｅ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１斑马鱼组织血糖水平的检测　 考虑到斑马鱼幼鱼体
积小ꎬ它的血液样本无法收集ꎬ我们选择检测整个鱼体匀
浆中的组织葡萄糖水平ꎬ该方法目前已得到证实[１０]ꎮ 将
３ 日龄(３ ｄｐｆ)的斑马鱼暴露于 ９０－１６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖
溶液中ꎬ维持培养 ３ ｄꎮ 在 ６ ｄｐｆ 时ꎬ各组随机取 ８０ 尾斑马
鱼加入 １００ μＬ 生理盐水采用高速手持式匀浆机匀浆
１ ｍｉｎ至鱼体组织裂解充分ꎬ于 ４ ℃ 下以 ２ ５００ ｒ / ｓ 离心

７４０１
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２０ ｍｉｎꎬ取上清样采用 ＧＬＵ 检测试剂盒测定葡萄糖浓度ꎬ
其测定程序和方法按照试剂盒说明书规定进行ꎮ
１.２.２建立 ＤＲ模型　 参考既往研究[１１－１３]ꎬ将 ３ ｄｐｆ 斑马鱼

幼鱼持续暴露于 １３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖溶液 ３ ｄ 可构建 ＤＲ
模型ꎬ造模成功标准:血糖显著升高、视网膜血管病理性扩

张、炎症相关基因(包括 ＩＣＡＭ１、ＮＦ－κＢ、ＶＥＧＦ、ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６、ＩＬ－８ 等)ｍＲＮＡ 表达上调、中性粒细胞数量改变及

一氧化氮代谢产物增加ꎮ
１.２.３测定和血明目片最大耐受浓度　 根据人与斑马鱼的

药物 / 体质量比例初步设置和血明目片浓度梯度为:７.５、
２５、５０、７５、１００ ｍｇ / Ｌꎮ 选取 ３ ｄｐｆ 的野生型斑马鱼幼鱼随

机放置在六孔板中(５０ 尾 / 孔)ꎬ随机分对照组、模型组和

血明目片治疗组ꎬ分别给予养殖水、１３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖和

１３０ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖＋不同浓度的和血明目片溶液(７.５、２５、
５０、７５、１００ ｍｇ / Ｌ)ꎬ持续干预至 ６ ｄｐｆꎮ 毒理学评估显示ꎬ
斑马鱼幼鱼暴露于≤７５ ｍｇ / Ｌ 和血明目片溶液 ７２ ｈ 后ꎬ死
亡率均为 ０ꎬ且未观察到心包水肿、脊柱弯曲等毒性表型ꎮ
参照 国 际 通 行 的 最 大 耐 受 浓 度 ( ｍａｘｉｍｕｍ ｔｏｌｅｒａｔｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ＭＴＣ)判定标准ꎬ确定和血明目片对斑马鱼

ＤＲ 的 ＭＴＣ 为 ７５ ｍｇ / Ｌꎮ 基于安全阈值原则ꎬ后续实验采

用 ７.５ ｍｇ / Ｌ (１ / １０ ＭＴＣ) 和 ７５ ｍｇ / Ｌ(ＭＴＣ)作为低、高剂

量梯度ꎮ
１.２.４ 分组 　 分别将 ３ ｄｐｆ 野生型和转基因型 Ｔｇ ( ｆｌｋ:
ＥＧＦＰ)斑马鱼幼鱼随机分为 ４ 组:(１)对照组(ＣＧ 组):养
殖水ꎻ(２)模型组(ＭＧ 组):１３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖ꎻ(３)低剂

量和血明目片治疗组 ( Ｌ － ＨＸ 组): １３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄

糖＋７.５ ｍｇ / Ｌ和血明目片ꎻ(４)高剂量和血明目片治疗组

(Ｈ－ＨＸ 组):１３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋７５ ｍｇ / Ｌ 和血明目片ꎮ
将 ３ ｄｐｆ 的斑马鱼幼鱼随机放置在六孔板中ꎬ每孔 ５０ 尾ꎬ
将各组工作液容量调整至 ５ ｍＬꎬ每组设置 ３ 个平行组ꎮ
于 ２８±０.５ ℃的环境温度中、１４ ｈ 光照 ∶ １０ ｈ 黑暗条件下持

续处理至 ６ ｄｐｆꎮ 所有溶液现配现用ꎬ每 １２ ｈ 更换一次ꎮ
实验结束后ꎬ采用 ３００ ｍｇ / Ｌ 三卡因甲磺酸盐溶液对斑马

鱼实施安乐死ꎮ
１.２.５观察斑马鱼眼睛大小和体长　 ６ ｄｐｆ 时ꎬ各组随机取

野生型斑马鱼幼鱼 ２０ 尾ꎬ麻醉后置于光学显微镜下拍

照ꎬ随后采用 Ｉｍａｇｅ Ｖｉｅｗ 软件测量横轴方向眼睛长度、
体长(沿体轴测量从头宽最前端到尾巴最后端的距离)
和眼睛面积(首先用 Ｉｍａｇｅ Ｖｉｅｗ 软件将斑马鱼眼睛区域

圈定ꎬ之后利用工具栏的 Ｍｅａｓｕｒｅ 功能进行面积计算得

到面积数值)ꎮ
１.２.６ ＨＥ 染色 　 随机取各组 ６ ｄｐｆ 野生型斑马鱼幼鱼

６ 尾ꎬ放置于 ４％多聚甲醛中固定 ４８ ｈꎬ流水冲洗过夜ꎬ随
后脱水透明处理ꎬ使用石蜡包埋并切片ꎮ 切片脱蜡、水化

后染色ꎬ最后使用中性树胶封片ꎬ光学显微镜下观察并采

集图像ꎮ 选择有代表性的显微照片分析各组斑马鱼幼鱼

视网膜组织学变化ꎬ并用 Ｋ－Ｖｉｅｗｅｒ 软件对视网膜各层进

行定量分析ꎮ
１.２.７测量视网膜血管直径　 随机取各组 ６ ｄｐｆ 转基因型

Ｔｇ(ｆｌｋ:ＥＧＦＰ)斑马鱼幼鱼 ３０ 尾ꎬ４％多聚甲醛 ４ ℃固定过

夜ꎮ 经超纯水洗涤 ３ 次(２０ ｍｉｎ / 次)后ꎬ置于含 ３％胰蛋白

酶的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液(ｐＨ ７.８)中 ３７ ℃孵育 ９０ ｍｉｎꎬ再次

洗涤后通过震荡(摇床ꎬ１０ ｍｉｎ)及移液枪强烈抽吸分离含

视网膜血管的玻璃体ꎮ Ｏｌｙｍｐｕｓ 体视显微镜下采集视网

膜血管及视盘(ｏｐｔｉｃ ｄｉｓｃꎬ ＯＤ)图像ꎬ选取 ＯＤ 周围 ３ 个不

同位点ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件量化血管直径ꎮ
１.２.８ ＲＮＡ－ｓｅｑ测序及数据分析　 　 从对照组、模型组及

高剂量和血明目片治疗组中ꎬ每组各随机选取 １６０ 尾６ ｄｐｆ
野生型斑马鱼幼鱼ꎬ设置 ４ 个生物学重复(每个重复含 ４０
尾幼鱼)ꎬ放置于液氮中快速冷冻ꎬ将整鱼样品管插入干

冰中并转运至深圳华大基因科技服务有限公司进行转录

组学测序ꎮ 筛选基因并定义|ｌｏｇ２ＦＣ |>０ 且 Ｐ<０.０５ 的基因

为对照组与模型组的 ＤＥＧｓꎬ筛选基因并定义 |ｌｏｇ２ＦＣ |>１
且 Ｐ<０.０５ 的基因为模型组与和高剂量和血明目片治疗组

的 ＤＥＧｓꎮ ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析在微生信

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｃｏｍ. ｃｎ)平台中进行ꎮ ＧＯ 功

能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析所得到的 ＤＥＧｓ 通过 ＳＴＲＩＮＧ 数

据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ. ｏｒｇ / )进行蛋白质相互作用网

络(ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋꎬ ＰＰＩ)分析ꎬ用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软

件 ３.９.１ 进行可视化ꎬ并从中筛选出蛋白互作联系较强的

ＤＥＧｓꎮ
１.２.９ ｑＲＴ－ＰＣＲ检测　 ｍＲＮＡ 表达水平使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂

从每组中随机选择的 ６０ 尾野生型斑马鱼幼鱼中提取总

ＲＮＡꎬ总 ＲＮＡ 浓度调整为 ５００ ｎｇ / μＬ 后逆转录ꎮ ｑＲＴ －
ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃ ３０ ｓꎬ
９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ然后 ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃
６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 如表 １ 所示ꎬ基因引物由上海生工生物

工程股份有限公司设计和合成ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 基因的表达作

为内参对照ꎬ用 ２－△△Ｃｔ方法计算目的基因相对于内参基因

的表达量ꎮ

表 １　 ｑＲＴ－ＰＣＲ相关基因的引物序列

基因 引物序列(Ｆｏｒｗａｒｄꎬ５ ®３) 引物序列(Ｒｅｖｅｒｓｅꎬ５ ®３)
β－ａｃｔｉｎ ＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣ ＴＧＧＡＧＴＣＣＴＣＡＧＡＴＧＣＡＴＴＧ
ｐｌｋ１ ＴＧＡＡＧＣＣＧＣＡＣＣＡＧＡＡＧＧＡＧ ＣＡＣＣＡＣＡＴＡＣＡＣＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＣＣ
ｖｓｘ１ ＧＣＡＧＣＧＴＧＡＴＧＧＣＡＧＡＧＴＡＴＧ ＴＣＴＴＧＧＣＡＧＡＧＴＴＧＡＴＧＡＴＧＧＡＴＴＣ
ｐｄｅ６ｃ ＡＴＴＧＣＧＡＣＴＧＡＣＣＴＧＧＣＴＴＴＧ ＧＣＧＡＣＣＡＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＡＧ
ａｒｒ３ａ ＡＴＧＡＴＧＴＣＴＧＡＴＡＡＧＣＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＧ ＣＴＴＴＧＴＴＧＧＴＣＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＧ
ｆｂｐ１ｂ ＧＣＣＡＴＣＧＧＴＧＡＧＴＴＣＡＴＡＣＴＴＧＴＧ ＧＡＧＣＧＴＡＧＣＣＴＴＣＡＴＴＡＡＧＡＣＴＧＴＡＧ
ｆｏｘｏ１ａ ＴＧＣＴＧＧＡＧＧＧＡＧＴＧＧＡＴＧＴＡＴＧ ＡＴＧＴＴＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＧＡＡＡＧＡＧＴＧ
ｐｃｎａ ＧＡＣＡＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＣＧＧＴＡＡＣ ＣＣＧＴＣＴＴＧＧＡＣＡＧＡＧＧＡＧＴＧＧ
ｃｄｋ１ ＣＧＴＣＴＧＧＡＧＡＧＴＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧ ＧＣＡＣＡＴＣＴＡＧＣＡＧＧＣＧＴＡＣＡＡＣ
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　 　 统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行统计学分析ꎮ
计量资料采用均值±标准差表示ꎬ组间比较采用单因素方

差分析ꎻ计数资料以 ｎ (％) 表示ꎬ采用 χ２ 检验ꎮ 采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析评估 ＲＮＡ－ｓｅｑ 与 ＰＣＲ 数据的一致性ꎬ
相关系数 Ｒ２越接近 １ꎬ表明两者正相关性越强ꎮ 所有图形

均使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件 ９.０ 绘制生成ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为

差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１暴露于不同浓度葡萄糖对斑马鱼幼鱼体内葡萄糖水

平的影响　 为了验证 １３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖溶液构建斑马鱼

ＤＲ 模型的可行性ꎬ本研究选取 ３ ｄｐｆ 的斑马鱼幼鱼ꎬ分别

暴露于不同浓度梯度的葡萄糖溶液(０、９０、１１０、１３０、１５０
和 １６０ ｍｍｏｌ / Ｌ)中ꎬ并采用酶联法测定其血糖水平ꎮ 实验

数据显示ꎬ斑马鱼血糖浓度随葡萄糖暴露浓度增加呈剂量

依赖性升高ꎬ且 １３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 暴露组血糖水平较 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ
组显著升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬ图 １)ꎮ 基于既

往相关文献报道[１１－１３] 及本研究中的血糖浓度结果ꎬ最终

确定 ＭＧ 组葡萄糖浓度为 １３０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
２.２和血明目片对斑马鱼 ＤＲ幼鱼发育的影响　 各组６ ｄｐｆ
斑马鱼幼鱼眼睛面积、眼睛长度 / 体长之间比较差异均无统

计学意义(Ｐ>０.０５ꎬ图 ２Ａ、Ｂ)ꎮ 表明 ７.５ ｍｇ / Ｌ 和 ７５ ｍｇ / Ｌ 的

和血明目片对斑马鱼 ＤＲ 幼鱼发育无明显影响ꎮ
２.３和血明目片对斑马鱼 ＤＲ 视网膜组织形态的影响 　
ＨＥ 染色结果显示ꎬ对照组斑马鱼视网膜各层组织结构层

　 　

次清晰、细胞排布规则紧密ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组的节

细胞层( ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒꎬ ＧＣＬ)细胞排列紊乱、间隙增

宽ꎬ而经和血明目片干预后ꎬ低剂量和血明目片治疗组和

高剂量和血明目片治疗组的 ＧＣＬ 层细胞紊乱有所缓解ꎻ
此外ꎬ模型组的内核层(ｉｎｎｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＩＮＬ)厚度较对

照组显著增加ꎬ而低剂量和血明目片治疗组与高剂量和血

明目片治疗组干预可有效逆转该病理改变(图 ２Ｃ、Ｄ)ꎮ
各组斑马鱼幼鱼眼睛的晶状体层( ｌｅｎｓ)及视网膜的内网

状层( ｉｎｎｅｒ ｐｌｅｘｉｆｏｒｍ ｌａｙｅｒꎬ ＩＰＬ)和外核层( ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌａｙｅｒꎬ ＯＮＬ)的形态学参数比较差异均无统计学意义(Ｐ>
０.０５ꎬ图 ２Ｃ)ꎮ 结果表明ꎬ和血明目片可以在一定程度上

改善斑马鱼 ＤＲ 视网膜病理性改变ꎮ

图 １　 暴露于不同浓度葡萄糖对斑马鱼幼鱼体内葡萄糖水平的

影响　 ａＰ<０.０５ ｖｓ ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ２　 和血明目片对斑马鱼幼鱼发育的影响　 Ａ:斑马鱼眼睛面积ꎻＢ:斑马鱼眼睛长度 /体长ꎻＣ:斑马鱼视网膜各层定量图(ｎ ＝ ６)ꎬ
ａＰ<０.０５ ｖｓ ＣＧ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＭＧ 组ꎻＤ:斑马鱼视网膜 ＨＥ 染色切片图ꎻＬｅｎｓ:晶状体层ꎻＧＣＬ:节细胞层ꎻＩＰＬ:内网状层ꎻＩＮＬ:内
核层ꎻＯＮＬ:外核层ꎻＲＰＥ:视网膜色素上皮层ꎮ
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２.４和血明目片对斑马鱼 ＤＲ幼鱼视网膜血管的影响　 荧
光显微镜捕获视网膜血管照片ꎬ图 ３Ａ 中黄色星号标示
ＯＤ 所在位置ꎮ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ模型组斑马鱼
视网膜血管直径显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＤＲ 造模成功ꎮ
而经和血明目片干预后ꎬ低剂量和血明目片治疗组和高剂
量和血明目片治疗组的斑马鱼视网膜血管直径较模型组
显著减小(Ｐ<０.０５)ꎬ且高剂量和血明目片治疗组的视网膜
血管直径的变化更为显著(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３ꎮ 结果表明ꎬ和
血明目片可以在一定程度上缓解斑马鱼视网膜血管损伤ꎮ
２.５和血明目片对斑马鱼 ＤＲ幼鱼的转录组学效应
２.５.１三组 ６ ｄｐｆ 斑马鱼幼鱼在 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 中 ＤＥＧｓ 的表
达情况　 与对照组相比ꎬ模型组共有 １ ４７０ 个 ＤＥＧｓꎬ其中
上调和下调基因分别有 ７９８、６７２ 个ꎻ与模型组相比ꎬ高剂
量和血明目片治疗组共有 ９５４ 个 ＤＥＧｓꎬ其中上调和下调
基因分别有 ６６５、２８９ 个(图 ４Ａ、Ｂ)ꎮ 同组 ４ 个样本之间聚
类良好ꎬ说明该组表达模式在 ４ 个测序样本之间较一致
(图 ４Ｃ、Ｄ)ꎮ 韦恩图所示在对照组、模型组及高剂量和血
明目片治疗组三组所有 ＤＥＧｓ 中共有 ９３８ 个表达逆转的
基因ꎬ其中包含 ４０８ 个上调基因和 ５３０ 个下调基因
(图 ４Ｅ)ꎮ 提示和血明目片改善斑马鱼 ＤＲ 的过程可能与
这 ９３８ 个逆转 ＤＥＧｓ 的激活有关ꎮ
２.５.２逆转 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析 　 为了
进一步确定和血明目片对斑马鱼 ＤＲ 作用所涉及的具体
生物学功能及通路ꎬ我们又对 ９３８ 个逆转 ＤＥＧｓ 进行了
ＧＯ 功能富集分析及 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析ꎮ ＧＯ 功能
富集分析显示逆转 ＤＥＧｓ 主要参与细胞周期(ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ)、
微管细胞骨架组织(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ)、
相机型眼的视网膜发育(ｒｅｔｉｎａ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｃａｍｅｒａ－ｔｙｐｅ
ｅｙｅ)和视觉感知( ｖｉｓｕａｌ ｐｅｒｃｅｐｔｉｏｎ)过程(图 ５Ａ)ꎮ ＫＥＧＧ
信号通路富集分析显示逆转 ＤＥＧｓ 主要与 ＡＭＰＫ 信号通
路 ( ＡＭＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ )、 Ｆｏｘｏ 信 号 通 路 ( Ｆｏｘｏ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)、细胞周期、紧密连接( ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ)通
路有关(图 ５Ｂ)ꎮ 这些结果表明ꎬ和血明目片可至少通过
部分调节视觉发育、细胞周期、细胞骨架组织、ＡＭＰＫ 信号
通路、Ｆｏｘｏ 信号通路、紧密连接等通路来缓解斑马鱼 ＤＲ

的视网膜损伤ꎮ
２.５.３逆转 ＤＥＧｓ 的通路－基因蛋白互作网络图　 为了解
对照组、模型组和高剂量和血明目片治疗组的 ＤＥＧｓ 相互
作用关系ꎬ我们利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库及 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件
３.９.１对图 ４Ｅ 中的逆转 ＤＥＧｓ 绘制了 ＰＰＩꎮ 如图 ５Ｃ 所示ꎬ
ｃｄｃ２０、ｐｃｎａ、ｋｉｆｆｌ１、ｃｄｃａ８、ｃｄｋ１、ｃｄｋ２、ａｕｒｋａ ７ 个基因处于核
心位置ꎮ 如图 ５Ｄ 通路－基因 ＰＰＩ 图所示ꎬ细胞周期、细胞
骨架组织、ＡＭＰＫ 信号通路、Ｆｏｘｏ 信号通路、紧密连接与相
机型眼的视网膜发育的关系最为密切ꎮ
２.５.４逆转 ＤＥＧｓ 层次聚类分析 　 为了更直观观察基因
的表达水平ꎬ我们选取了逆转 ＤＥＧｓ 中部分通路内基因
进行层次聚类分析并绘制出了相对应的热图ꎮ 如图 ６
所示ꎬ与细胞周期、细胞骨架组织、紧密连接和相机型眼
的视网膜发育相关的基因在模型组上调ꎬ在高剂量和血
明目片治疗组下调ꎻ与 ＡＭＰＫ 信号通路、Ｆｏｘｏ 信号通路
和视觉感知相关的基因在模型组下调ꎬ在高剂量和血明
目片治疗组上调ꎮ 这些结果表明ꎬ和血明目片可能通过
调节上述通路中相关基因的表达来减轻斑马鱼 ＤＲ 视网
膜损伤ꎮ
２.６ ｑＲＴ－ＰＣＲ对转录组学结果的验证　 为了进一步验证
转录组学结果的准确性ꎬ我们进行了 ｑＲＴ－ＰＣＲ 实验ꎮ 根
据聚类热图分析的结果选择与相机型眼的视网膜发育相
关的基因 ｐｌｋ１ꎬ与视觉感知相关的基因 ｖｓｘ１、ｐｄｅ６ｃ、ａｒｒ３ａꎬ
与 ＡＭＰＫ 信号通路相关的基因 ｆｂｐ１ｂ、ｆｏｘｏ１ａꎬ与细胞周期
相关的基因 ｐｃｎａ、ｃｄｋ１ 进行验证ꎮ 如图 ７Ｂ 所示ꎬ我们发
现:与对照组相比ꎬｐｃｎａ、ｃｄｋ１、ｐｌｋ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平在模
型组呈现上调趋势ꎻ而与模型组相比ꎬ这些基因在高剂量
和血明目片治疗组下调ꎮ 与对照组相比ꎬ ｖｓｘ１、 ｐｄｅ６ｃ、
ａｒｒ３ａ、ｆｂｐ１ｂ、ｆｏｘｏ１ａ 的 ｍＲＮＡ 表达水平在模型组下调ꎻ而
与模型组相比ꎬ上述基因在高剂量和血明目片治疗组上
调ꎬ这与层次聚类分析热图(图 ７Ａ)趋势一致ꎮ 此外ꎬ这
８ 个ＤＥＧｓ 的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 表达倍数变化与 ＲＮＡ－ｓｅｑ 结果之
间存在显著正相关 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ相关系数 Ｒ２ 为 ０. ８５７１
(图 ７Ｃ)ꎮ 上述结果均表明 ＲＮＡ－ｓｅｑ 和 ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果的
表达变化趋势基本一致ꎬ说明转录组学结果较为可靠ꎮ

图 ３　 和血明目片对斑马鱼 ＤＲ幼鱼视网膜血管的影响　 Ａ:荧光显微镜捕获视网膜血管照片ꎬ每张图片以视盘(黄色星号)为中心随
机选取三个点测定血管直径ꎻＢ:和血明目片干预对斑马鱼 ＤＲ 幼鱼视网膜血管直径定量图(ｎ＝３０)ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＣＧ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ
ＭＧ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ Ｌ－ＨＸ 组ꎮ
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图 ４　 三组 ６ ｄｐｆ斑马鱼幼鱼在 ＲＮＡ－Ｓｅｑ中 ＤＥＧｓ的表达情况　 Ａ:对照组 ｖｓ 模型组 ＤＥＧｓ 的火山图ꎻＢ:模型组 ｖｓ 高剂量和血明目
片治疗组 ＤＥＧｓ 的火山图ꎻ红点代表显著上调的基因ꎬ绿点代表显著下调的基因ꎻＣ:三组 ６ ｄｐｆ 斑马鱼幼鱼主成分分析ꎻＤ:三组
６ ｄｐｆ 斑马鱼幼鱼 ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎻ热图中红色代表上调ꎬ颜色越深表达量越高ꎻ蓝色代表下调ꎬ颜色越深表达量越
低ꎻＥ:逆转基因的韦恩图ꎮ

图 ５　 逆转 ＤＥＧｓ的ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析　 Ａ:９３８ 个逆转 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能富集分析ꎻＢ:９３８ 个逆转 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 信号通路
富集分析ꎻＣ:９３８ 个逆转 ＤＥＧｓ 的 ＰＰＩ 图(颜色深浅代表节点度数即 ｄｅｇｒｅｅ 值大小ꎬ节点度数是指一个节点与之相连的边数量ꎮ
颜色越深代表节点度数越高ꎬ说明该节点具有更多的互作关系)ꎻＤ:９３８ 个逆转 ＤＥＧｓ 部分通路－基因的 ＰＰＩ 图ꎮ
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图 ６　 转录组中的关键通路分析　 Ａ:ＫＥＧＧ 中细胞周期通路中 ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎻＢ:紧密连接通路中 ＤＥＧｓ 的层次聚类分
析热图ꎻＣ:Ｆｏｘｏ 信号通路中 ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎻＤ:ＡＭＰＫ 信号通路中 ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎻＥ:ＧＯ 中细胞周期
通路中 ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎻＦ:相机型眼的视网膜发育通路中 ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎻＧ:细胞骨架组织通路中
ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎻＨ:视觉感知通路中 ＤＥＧｓ 的层次聚类分析热图ꎮ

３讨论
ＤＲ 是糖尿病最常见的微血管并发症之一ꎬ也是全球

致盲的重要原因ꎮ 由于其发病机制复杂且早期症状不明
显ꎬＤＲ 的研究一直面临许多挑战ꎮ 传统的动物模型(如
小鼠、大鼠、家兔等) 在 ＤＲ 研究中已经取得了一些进
展[１４－１６]ꎬ但这些模型往往存在实验周期长、操作复杂、成
本高等问题ꎮ 斑马鱼作为一种新的模式生物ꎬ与人类基因
同源性高达 ８５％ꎬ具有养殖方便、发育周期短、单次产卵数
较多、胚体透明、７２ ｈｐｆ 就具备视觉功能等优点ꎬ已广泛应
用于新药筛选、药物毒性与安全性评价以及人类疾病模型

研究[１７－１８]ꎮ 有文献报道斑马鱼在胰腺结构和糖代谢调控
机制等方面与成年哺乳动物高度一致[１９]ꎮ 此外ꎬ斑马鱼
与人类和其他哺乳动物在眼部发育和视网膜细胞排列以
及视网膜层的结构特征方面非常相似[２０]ꎮ 在本研究中ꎬ
我们通过将斑马鱼幼鱼暴露于 １３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖溶液
中成功建立了 ＤＲ 模型ꎮ 结果表明ꎬ和血明目片通过调控
ＡＭＰＫ 信号通路、Ｆｏｘｏ 信号通路、视网膜发育及细胞周期
等相关基因表达ꎬ显著逆转高糖诱导的视网膜病理改变ꎮ

近年来ꎬ和血明目片因其良好的临床疗效和安全性ꎬ
在 ＤＲ 治疗领域备受关注ꎮ 本研究首次采用斑马鱼模型
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图 ７　 三组相关基因 ｍＲＮＡ 表达情况　 Ａ:相机型眼的视网膜发育、视觉感知、ＡＭＰＫ 信号通路和细胞周期相关 ＤＥＧｓ 的聚类热图ꎻ
Ｂ:８ 个相关基因在模型组和高剂量和血明目片治疗组的 ｍＲＮＡ 相对表达量(ｎ ＝ ６)ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＣＧ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＭＧ 组ꎻ
Ｃ:ＲＮＡ－ｓｅｑ与 ｑＲＴ－ＰＣＲ 在 ＤＥＧｓ 表达中的相关性ꎮ

系统评估其疗效ꎬ结果显示ꎬ和血明目片能够显著逆转高
糖诱导的斑马鱼视网膜 ＧＣＬ 层细胞排列紊乱、间隙增宽
及 ＩＮＬ 层异常增厚现象ꎮ 与我们的数据相似ꎬ Ｓａｎｋａｒ
等[２１]研究表明高糖诱导的斑马鱼胚胎的 ＧＣＬ 层和 ＩＮＬ 层
厚度增加ꎬＩＰＬ 层和 ＯＰＬ 层变薄ꎮ 这可能是由于高糖暴露
会促使氧化应激增强ꎬ进而导致血－房水屏障功能受损和
房水中蛋白质浓度升高、视网膜血管通透性增加[１０]ꎮ 先
前的一项研究表明ꎬＤＲ 的发展主要是由于视网膜细胞的
炎症ꎬ导致 ＩＮＬ 层厚度增加ꎬ视力下降[２２]ꎮ 既往多项医学
研究[２３－２５]证实了和血明目片不仅能改善患者黄斑厚度及
血液流变学指标ꎬ还能显著提升矫正视力效果和临床有效
率ꎬ同时缩短症状改善时间ꎮ 本研究发现和血明目片显著
逆转了高糖诱导的视网膜血管直径扩张ꎬ这与临床观察到
的黄斑水肿减轻及微循环改善具有机制一致性ꎬ进一步证
实了和血明目片在 ＤＲ 治疗中的潜在价值ꎮ

ＤＲ 的发病机制复杂ꎬ涉及炎症反应、氧化应激、代谢
紊乱及视网膜神经退行性病变等多种病理过程[３－５]ꎮ 本
研究首次结合斑马鱼模型与转录组学技术ꎬ系统阐释了和
血明目片改善 ＤＲ 视网膜损伤的作用机制ꎮ 结果发现ꎬ高
剂量和血明目片治疗组显著逆转了高糖诱导的 ９３８ 个
ＤＥＧｓꎬ涉及细胞周期、ＡＭＰＫ 信号通路、Ｆｏｘｏ 信号通路、紧
密连接、相机型眼的视网膜发育、视觉感知和细胞骨架组
织等关键通路ꎮ 这些发现不仅验证了和血明目片的多靶
点作用特性ꎬ还为其“滋阴化瘀、凉血止血”的中医理论提
供了分子生物学证据ꎮ ＡＭＰＫ 是一种进化上相对保守的
丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶ꎬ在维持细胞能量平衡、调节炎症
反应及应对氧化应激方面具有至关重要的作用[２６]ꎮ 病理
性的高血糖环境可诱发线粒体功能障碍ꎬ促使过量活性氧
的生成ꎬ进而引发视网膜组织氧化损伤[２７]ꎮ 本研究发现ꎬ
高剂量和血明目片治疗组显著上调 ＡＭＰＫ 通路相关基因
( ｆｂｐ１ｂ、ｆｏｘｏ１ａ)ꎬ并逆转高糖诱导的氧化应激标志物水平
升高ꎮ 实验数据表明ꎬＡＭＰＫ 的磷酸化激活可介导多重保

护机制:(１)通过诱导抗氧化因子(如 Ｎｒｆ２、ＳＯＤ)表达ꎬ促
进活性氧的清除并降低氧化应激水平ꎻ(２)通过调控血管
内皮细胞间连接蛋白的稳定性ꎬ显著降低血管通透性ꎬ最
终抑制糖尿病相关黄斑水肿及异常血管增生等病理进
程[２８－２９]ꎮ ＡＭＰＫ 通过增强线粒体自噬选择性清除功能受
损的线粒体ꎬ进一步阻断视网膜神经元凋亡信号通路ꎬ这
为延缓糖尿病视网膜神经退行性改变提供了分子层面的
解释[３０]ꎮ 这一机制与实验中高剂量和血明目片治疗组视
网膜血管直径显著减小的表型直接相关ꎬ提示 ＡＭＰＫ 通
路在和血明目片改善微血管渗漏中起核心作用ꎮ Ｐａｒｍａｒ
等[３１]研究发现 Ｆｏｘｏ 家族参与调节细胞增殖、代谢、分化、
自噬和凋亡等多种生物过程ꎬ其中 ｆｏｘｏ１、 ｆｏｘｏ３、 ｆｏｘｏ４ 和
ｆｏｘｏ６ 与糖尿病及其并发症密切相关ꎮ 此外ꎬＦｏｘｏ 信号通
路的激活可以预防和保护血管内皮细胞ꎬ在增殖型糖尿病
视网膜病变的血管新生中起关键作用[３２]ꎮ 本研究显示ꎬ
高糖暴露导致 ｆｏｘｏ１ａ 表达下调ꎬ而高剂量和血明目片治疗
组干预后其表达显著恢复ꎮ Ｗａｎｇ 等[３３] 通过单细胞转录
组测序数据分析及实验验证证明高葡萄糖处理的斑马鱼
胚胎中 ｆｏｘｏｌａ 的表达水平显著降低ꎬ这可能是通过调控其
靶基因 ｍａｒｃｋｓｌ１ａ 来发挥其调控作用ꎬ这与本研究的结果
一致ꎮ 此外ꎬ本研究中 ｆｏｘｏ１ａ 的上调与 ＡＭＰＫ 通路激活
协同作用ꎬ共同抑制活性氧积累ꎬ延缓视网膜神经元损伤ꎮ

本研究中ꎬＫＥＧＧ 富集分析显示逆转 ＤＥＧｓ 显著富集
于紧密连接通路ꎬ且高剂量和血明目片治疗组视网膜血管
渗漏减少ꎬ提示和血明目片可能通过修复内皮细胞间连接
结构改善血 － 视网膜屏障功能ꎮ 紧密连接蛋白 ( 如
ｃｌａｕｄｉｎ－５、ＺＯ－１)及细胞骨架蛋白的异常表达是血－视网
膜屏障破坏的重要标志ꎮ 细胞骨架在视网膜的发育和功
能维持中也发挥着不可或缺的作用[３４]ꎮ 视网膜细胞骨架
基因的突变可能导致眼睛的结构或功能异常ꎬ进而引发视
力障碍或其他相关疾病ꎮ 视网膜色素上皮细胞层由单层
色素细胞组成ꎬ其通过紧密连接蛋白形成血－视网膜屏
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障ꎬ在视网膜的生理功能中起到关键作用[３５－３６]ꎮ 和血明
目片对相机型眼视网膜发育通路(ｐｌｋ１)及视觉感知通路
(ａｒｒ３ａ、ｖｓｘ１、ｐｄｅ６ｃ)的调控ꎬ可能通过促进感光细胞分化
及突触传递效率ꎬ改善 ＤＲ 患者的视觉功能ꎮ ｖｓｘ１ 基因突
变可导致斑马鱼视网膜色素层异常及光敏感性下降[３７]ꎬ
而高剂量和血明目片治疗组 ｖｓｘ１ 表达上调可能部分逆转
高糖诱导的感光细胞退化ꎮ 此外ꎬｐｄｅ６ｃ 作为视锥细胞特
异性基因ꎬ其表达恢复有助于维持光转导级联反应的正常
进行[３８]ꎮ 有研究发现 ａｒｒ３ａ 基因参与视杆细胞和视锥细
胞的光适应过程ꎬ确保视觉系统对不同光照条件的适应
性ꎮ Ｈａｏ 等[３９] 研究表明 ｋｌｆ１４ 通过直接结合 ｐｌｋ１ 的染色
质来激活 ｐｌｋ１ 的转录ꎬ而 ｋｌｆ１４ 过表达会促进内皮细胞增
殖ꎬ从而加剧内皮细胞的功能障碍ꎮ

进一步对 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路中的逆转 ＤＥＧｓ 进行 ＰＰＩ
网络分析发现ꎬｐｃｎａ、ｃｄｋ１ 等基因处于调控核心ꎮ 本研究
中 ＲＮＡ－ｓｅｑ 分析显示ꎬ模型组中 ｐｃｎａ、ｃｄｋ１ 等基因显著上
调ꎬ提示高糖环境促进血管内皮细胞增殖ꎬ而高剂量和血
明目片治疗组干预后这些基因表达被抑制ꎬ与视网膜血管
直径减小表型一致ꎮ 作为 ＤＮＡ 聚合酶 δ 的核心辅助因
子ꎬ增殖细胞核抗原(ｐｃｎａ)表达水平与细胞增殖活性呈显
著正相关ꎮ 多项研究证实ꎬ高糖状态下 ｐｃｎａ 表达量显著
上调导致 Ｍüｌｌｅｒ 细胞增殖ꎬ导致血－视网膜屏障受损ꎬ最
终出现视网膜新生血管[４０]ꎮ 高鑫[４１] 研究显示 ｃｄｋ１ 在小
鼠视网膜新生血管中表达增加ꎬ而抑制 ｃｄｋ１ 的表达可以
激活细胞周期调控通路ꎬ使细胞周期阻滞于 Ｇ１ / Ｓ 期ꎬ同
时激活线粒体凋亡通路ꎮ 这种双重调控作用最终导致血
管内皮细胞的增殖活性、迁移能力及体外管腔形成能力均
受到显著抑制ꎬ从而有效延缓视网膜新生血管的病理
进程ꎮ

之前的研究多采用传统的分子生物学方法ꎬ 如
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ、荧光染色等ꎬ虽然也有涉及信号通路
分析ꎬ但结合高通量测序技术进行全基因组层面的分析较
少[１４－１６]ꎮ 本文创新性的采用了转录组学分析探讨和血明
目片的作用机制ꎬ能够更全面地揭示药物作用的分子网络
和潜在靶点ꎬ为 ＤＲ 患者的临床治疗奠定实验基础ꎮ 然
而ꎬ本研究尚存在一定的局限性ꎮ 本研究转录组测序基于
全鱼样本ꎬ可能混杂其他器官信号ꎬ后续需对斑马鱼幼鱼
眼睛这一单一器官进行了转录组测序ꎬ精确地确定眼睛中
的基因表达模式ꎬ更深入地了解眼睛器官的分子机制ꎮ 此
外ꎬ和血明目片由多种中药成分组成ꎬ后续研究还需采用
网络药理学解析其活性成分的精准靶点ꎬ明确复方中具体
成分与核心基因的对应关系ꎮ 再者ꎬ关于和血明目片的最
佳剂量的研究不够充分ꎮ

综上所述ꎬ和血明目片可能通过调控 ｖｓｘ１、 ｐｄｅ６ｃ、
ａｒｒ３ａ、ｐｌｋ１、ｆｂｐ１ｂ、ｆｏｘｏ１ａ、ｐｃｎａ 和 ｃｄｋ１ 等核心靶点ꎬ并通过
对相机型眼的视网膜发育、视觉感知、细胞骨架组织、紧密
连接、ＡＭＰＫ、Ｆｏｘｏ 等信号通路的协同调控改善 ＤＲ 视网膜
血管微循环障碍ꎮ 但是和血明目片逆转 ＤＲ 作用的确切
机制尚不清楚ꎬ因此仍需更为深入的研究来阐明这些
机制ꎮ
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