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摘要
目的: 探 讨 高 浓 度 葡 萄 糖 对 视 网 膜 色 素 上 皮 细 胞
(ＡＲＰＥ－１９) / 血管内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)活性及对沉默信号
调节蛋白 ６(ＳＩＲＴ６)表达水平的影响ꎮ
方法:将 ＡＲＰＥ－１９ 和 ＨＵＶＥＣ 细胞在含不同浓度葡萄糖
(５.５、２５、５０、７５、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)培养基中培养 ４８ ｈ 后光学显
微镜下观察细胞形态ꎻＣＣＫ－８ 法检测各组细胞活性ꎻ流式
细胞术检测各组细胞的凋亡水平ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测细胞
Ｂｃｌ－２ 和 ＳＩＲＴ６ 表达水平ꎮ 将 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞经
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理后ꎬ培养 ４８ ｈꎬ采用免疫荧光染色
检测 ＳＩＲＴ６ 蛋白的亚细胞定位及表达水平ꎻ另取相同处理
的细胞ꎬ培养不同时间(０、６、１２、２４、３６、４８、７２ ｈ)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 检测细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白随时间的变化趋势ꎮ 构建 ＳＩＲＴ６
过表达的 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 稳转细胞系ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测 ＳＩＲＴ６ 过表达对高糖 ( ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖) 干预的
ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 中葡萄糖转运蛋白表达水平的影响ꎮ
结果:与 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖组相比ꎬ随着葡萄糖浓度的增
加ꎬＡＲＰＥ－ １９ / ＨＵＶＥＣ 细胞的数量减少ꎬ活性显著降低
(均 Ｐ<０.０１)ꎬ且 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
该抑制水平呈浓度依赖性和时间依赖性(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 同
时ꎬ高糖诱导细胞凋亡ꎬ降低 Ｂｃｌ － ２ 蛋白的表达 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ 免疫荧光染色显示ꎬ高糖处理 ４８ ｈ 后 ＳＩＲＴ６ 蛋白
主要定位于细胞核ꎬ并伴有核固缩和核碎裂现象ꎬ经高糖
(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)培养不同时间后发现长时间高糖干
预能降低 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达ꎮ 经
免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证 ＳＩＲＴ６ 过表达 ＡＲＰＥ－１９ /
ＨＵＶＥＣ 稳转细胞系成功构建ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果分析显
示ꎬ与 ＨＧ＋ＬＶ－ｃｏｎ 组相比ꎬＨＧ＋ＬＶ－ＳＩＲＴ６ 组 ＡＲＰＥ－１９
细胞中 ＧＬＵＴ１ 与 ＧＬＵＴ４ 的表达均无明显差异ꎬＧＬＵＴ３ 表
达升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ＋ＬＶ－ｃｏｎ 组相比ꎬＨＧ＋ＬＶ－ＳＩＲＴ６
组 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＧＬＵＴ１ 的表达无明显差异ꎬＧＬＵＴ３、
ＧＬＵＴ４ 表达升高(Ｐ<０.０５)ꎮ

结论:高浓度葡萄糖可以降低 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞的
增殖活性ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ并下调 ＳＩＲＴ６ 蛋白的表达ꎬ
ＳＩＲＴ６ 可能通过促进葡萄糖转运蛋白的表达从而缓解高
糖诱导视网膜细胞的损伤过程ꎮ
关键词:高浓度葡萄糖ꎻ视网膜色素上皮细胞ꎻ人脐静脉内
皮细胞ꎻ沉默信号调节蛋白 ６(ＳＩＲＴ６)
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.１０.０４
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ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｂｃｌ－２ ａｎｄ ＳＩＲＴ６. ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ ４８ ｈꎬ ａｆｔｅｒ ｗｈｉｃｈ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＩＲＴ６
ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｉｎ ｐａｒａｌｌｅｌꎬ ｃｅｌｌｓ ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ (０ꎬ ６ꎬ １２ꎬ ２４ꎬ ３６ꎬ
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ｏｆ Ｂｃｌ－２(Ｐ< ０.０５) . Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ
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ｇｌｕｃｏｓｅ) ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｕｒａｔｉｏｎｓꎬ ｌｏｎｇ－ ｔｅｒｍ ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ＳＩＲＴ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ＡＲＰＥ１９ / ＨＵＶＥＣ ｃｅｌｌｓ. Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＳＩＲＴ６－ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｓｔａｂｌｅ ＡＲＰＥ － １９ / ＨＵＶＥＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｖｉａ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ ＋ ＬＶ － ｃｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＨＧ ＋ ＬＶ － ＳＩＲＴ６ ｇｒｏｕｐ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＧＬＵＴ１ ｏｒ ＧＬＵＴ４
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ＧＬＵＴ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗａｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ (Ｐ< ０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ＋ ＬＶ－ ｃｏｎ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＨＧ ＋ ＬＶ － ＳＩＲＴ６ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ＧＬＵＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｗｈｉｌｅ ＧＬＵＴ３ ａｎｄ ＧＬＵＴ４
ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (ｂｏｔｈ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｈｉｇｈ－ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＡＲＰＥ － １９ / ＨＵＶＥＣ ｃｅｌｌｓꎬ ｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ＳＩＲＴ６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. ＳＩＲＴ６
ｍａｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｂｙ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｉｇｈ － ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻｓｉｒｔｕｉｎ ６ (ＳＩＲＴ６)

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｌｕｏ ＭＸꎬ Ｇｕｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＳＩＲＴ６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(１０):１６９８－１７０９.

０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)作为糖

尿病病程中常见的微血管并发症ꎬ其发病机制主要为高血
糖所诱发的视网膜微血管损害[１]ꎬ并由此形成一系列典型
病变ꎬ包括微动脉瘤、棉絮斑或硬性渗出、视网膜内点状出
血、静脉串珠样改变和视网膜内微血管异常等[２]ꎮ 该病伴
有视网膜血管周细胞的丧失ꎬ扩张的微血管渗漏和小动脉
瘤的形成ꎬ直到黄斑水肿并影响患者视力[３]ꎮ 随着病情的
进展ꎬＤＲ 也成为成人视力丧失的主要原因[４]ꎮ 因此ꎬ探
索 ＤＲ 的发病机制ꎬ寻找其预防及治疗方法具有重要的临
床意义ꎮ

长期高血糖作为 ＤＲ 发生与演进的首要驱动因素ꎬ可

通过激活视网膜细胞内多元醇代谢途径及蛋白激酶 Ｃ 信
号通路ꎬ并促进晚期糖基化终末产物(ＡＧＥｓ)在组织中的
堆积ꎬ继而激发氧化应激状态与炎性反应ꎬ促使 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６等细胞因子的释放ꎬ最终损害血－视网膜屏障的完整
性ꎮ 与此同时ꎬ组织缺氧状态与 ＡＧＥｓ 协同上调 ＶＥＧＦ 的
表达水平ꎬ刺激异常新生血管的形成ꎮ 上述代谢紊乱、氧
化损伤、炎症过程及血管功能异常之间相互加剧ꎬ共同编织
成 ＤＲ 复杂而交错的病理机制网络[５]ꎮ

视网膜色素上皮细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ)
是位于视网膜最外层的一层规则的多边形细胞ꎬ为视网膜
提供结构和营养支持[６－７]ꎮ 当氧化损伤、炎症、高糖等因
素导致视网膜色素上皮细胞损伤时ꎬ会出现脂质沉积及色
素紊乱ꎬ并导致功能障碍[８]ꎮ 血管内皮细胞( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ)是血管壁的重要组成部分ꎬ具有维持血管的通透性、
维持血管张力、调节血压等作用[９]ꎮ 现有研究证实ꎬ血糖
水平持续升高所导致的视网膜毛细血管基底膜厚度增加ꎬ
视网膜血管通透性上升ꎬ局部组织缺血ꎬ以及多种血管活
性物质释放所诱发的新生血管形成ꎬ构成了 ＤＲ 发生与发
展的基础[１０]ꎮ

沉默信号调节蛋白 ６ ( ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ６ꎬ
ＳＩＲＴ６)是哺乳动物中 Ｓｉｒｔｕｉｎｓ 蛋白家族的成员之一ꎬ具有
烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(ＮＡＤ＋)依赖性脱乙酰化酶活性ꎬ
主要定位于细胞核[１１－１２]ꎮ ＳＩＲＴ６ 蛋白通过对组蛋白的去
乙酰化作用调控相关信号通路基因的表达ꎬ维持基因组的
稳定性ꎬ尤其在衰老相关性疾病ꎬ如神经退行性疾病、糖尿
病、炎症等疾病的发生发展中具有正向的调控作用[１３－１４]ꎮ

葡萄糖转运蛋白家族(ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓꎬ ＧＬＵＴｓ)是
介导细胞葡萄糖摄取的关键膜蛋白[１５]ꎮ ＧＬＵＴ１ 作为视网
膜中表达最广泛的葡萄糖转运体ꎬ在维持血－视网膜内屏
障功能和视网膜能量稳态中至关重要[１６－１７]ꎮ 糖尿病状态
下ꎬ视网膜组织的氧化应激可直接损伤视网膜神经节细胞
膜上的 ＧＬＵＴ３ 蛋白结构ꎬ降低其葡萄糖转运活性[１８]ꎮ 另
外ꎬ糖尿病患者普遍存在的胰岛素抵抗会导致视网膜组织
中胰岛素信号通路传导受阻ꎬ进而抑制 ＧＬＵＴ４ 从胞内囊
泡向细胞膜的转位过程[１９]ꎮ

研究表明ꎬＳＩＲＴ６ 在多种细胞及病理模型中通过不同
信号通路调控葡萄糖转运体(ＧＬＵＴｓ)的表达ꎬ进而影响糖
代谢稳态ꎮ 在糖尿病肝损伤模型中ꎬ糖尿病大鼠的肝细胞
在高糖条件下均表现为 ＧＬＵＴｓ(包括 ＧＬＵＴ１)表达升高、
ＳＩＲＴ６ 表达降低[２０]ꎮ 另外ꎬ妊娠糖尿病胎盘滋养层细胞中
ＳＩＲＴ６ 下调可显著降低 ＧＬＵＴ３ 的表达并伴随 ＡＫＴ－ｍＴＯＲ
通路异常ꎬ提示 ＳＩＲＴ６ 可能通过 ＡＫＴ－ｍＴＯＲ－ＧＬＵＴ３ 轴调
控葡萄糖摄取[２１]ꎮ 但是 ＳＩＲＴ６ 与 ＧＬＵＴｓ 在糖尿病性视网
膜疾病中的相互关系及其作用机制尚未完全清楚ꎮ

本研究同时选取视网膜色素上皮细胞及血管内皮细
胞ꎬ通过多梯度高糖干预构建细胞损伤模型ꎬ并构建
ＳＩＲＴ６ 过表达稳转细胞系ꎬ探究 ＳＩＲＴ６ 对视网膜葡萄糖转
运蛋白的调控作用ꎬ进一步揭示 ＳＩＲＴ６ 缓解高糖诱导视网
膜损伤的分子机制ꎬ为糖尿病视网膜病变的临床防治提供
全新靶点与实验依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 人源视网膜色素上皮细胞系 ＡＲＰＥ－１９、血管内
皮细胞系 ＨＵＶＥＣ(北京协和细胞资源中心)ꎻ低糖 ＤＭＥＭ
培养基、胎牛血清(ＢＩ 公司)ꎻ青链霉素混合液及胰蛋白酶
(北京索莱宝科技有限公司)ꎻＣＣＫ－８ 细胞增殖 / 细胞毒性

９９６１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２６ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２６　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ｉｊｏ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



检测试剂盒、全蛋白提取试剂盒、 ＢＣＡ 定量试剂盒、
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒(江苏凯基
生物技术股份有限公司)ꎻＳＩＲＴ６ 多克隆抗体(ＣＳＴ 公司)ꎻ
β－ａｃｔｉｎ 多克隆抗体 ( Ｂｉｏｓｓ 公司)ꎻ Ｂｃｌ－２ 多克隆抗体
(Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司)ꎻＧＬＵＴ１ 单克隆抗体、ＧＬＵＴ３ 单克隆抗体、
ＧＬＵＴ４ 单克隆抗体(武汉三鹰公司)ꎬ兔二抗(Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公
司)ꎻ鼠二抗(中山金桥)ꎻ ＳＩＲＴ６ 过表达慢病毒(上海吉凯
生物公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养　 从液氮取出 ＡＲＰＥ－１９ 和 ＨＵＶＥＣ 细胞ꎬ
迅速进行复苏ꎬ接种于含 １０％ ＦＢＳ 和 １％双抗的 ＤＭＥＭ 低
糖(葡萄糖浓度为 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)完全培养基中ꎬ放置于含
５％ ＣＯ２、３７ ℃的培养箱中培养ꎮ ２４ ｈ 后观察细胞的生长
状态ꎬ并更换新鲜的培养基ꎬ待细胞长至 ８０％用胰酶消化ꎬ
按 １∶ ３ 比例传代培养ꎮ
１.２.２ 细胞分组 　 将常规培养的 ＡＲＰＥ－１９ 和 ＨＵＶＥＣ 细
胞以 ５×１０３ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 接种于 ９６ 孔板中ꎬ培养贴壁 ２４ ｈ 后
ＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ设置不同葡萄糖浓度梯度与 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄
糖干预下的不同时间态度分组ꎮ 葡萄糖浓度梯度干预:分
别加入含 ５.５、２５、５０、７５、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的 ＤＭＥＭ 培
养基培养ꎬ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 为视网膜细胞生理基础糖浓度ꎮ 每
组设 ４ 个重复孔ꎬ干预 ４８ ｈꎻ葡萄糖时间梯度干预:时间梯
度包括 ０、６、１２、２４、３６、４８、７２ ｈ 干预分组ꎬ均加入含５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖的 ＤＭＥＭ 培养基培养ꎬ每组设 ４个重复孔ꎮ
１.２.３ ＣＣＫ－８检测细胞活力　 取用不同浓度(５.５、２５、５０、
７５、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)葡萄糖干预 ４８ ｈ 后的 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ
细胞ꎬ每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ－８ 试剂ꎬ３７ ℃培养箱孵育 ２ ｈ
后ꎬ使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长测定各孔的光密度(ＯＤ)
值ꎬ计算每组 ４ 个重复孔的平均值ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.４ 流式细胞术检测不同浓度葡萄糖对 ＡＲＰＥ－１９ /
ＨＵＶＥＣ细胞凋亡的影响　 取用不同浓度(５.５、２５、５０、７５、
１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)葡萄糖干预 ４８ ｈ 后的 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细
胞ꎬ使用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶进行消化ꎬ制成细胞悬液ꎮ 用
ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ尽可能吸尽 ＰＢＳꎮ 用 ５００ μＬ 的
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞ꎬ浓度约为 １×１０６ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎮ 在细
胞悬浮液中加入 ５ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣꎬ轻轻混匀后ꎬ加入
５ μＬ Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｌｏｄｉｄｅ 轻轻混匀ꎬ室温、避光反应 ８ ｍｉｎꎬ流
式细胞仪检测ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＳＩＲＴ６与 Ｂｃｌ－２蛋白的表达　 收
集各组细胞ꎬ按试剂盒说明提取全蛋白ꎬ蛋白定量后ꎬ将各
组样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ３００ ｍＡ 电流湿转 ６０ ｍｉｎꎬ室
温条件下ꎬ用 １０％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ
４ ℃孵育一抗( ＳＩＲＴ６ １ ∶ １ ０００、Ｂｃｌ － ２ １ ∶ １ ０００、β － ａｃｔｉｎ
１ ∶ ５ ０００)过夜ꎬ次日二抗(兔二抗 １∶ ８ ０００)孵育 ９０ ｍｉｎꎬ用
Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 凝胶成像图像分析系统显色并采集图像ꎮ 使用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带灰度值进行统计分析ꎬ将各组目的蛋
白表达量的灰度值除以内参灰度值进行相对表达量的量化ꎮ
１.２. ６ 免疫荧光检测高糖对 ＡＲＰＥ － １９ / ＨＵＶＥＣ 细胞
ＳＩＲＴ６蛋白定位和表达的影响 　 在含有爬片的 ６ 孔板中
接种含 ８×１０４个 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞的培养基ꎬ经过
２４ ｈ培养贴壁固定后ꎬ将细胞随机分为 ＮＣ 组(５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖的培养基处理)ꎬ和 ＨＧ 组(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养
基处理)ꎮ 干预培养 ４８ ｈ 后取出细胞爬片ꎬ使用多聚甲醛
在室温固定 ３０ ｍｉｎꎬＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 破膜 ２０ ｍｉｎꎬ山羊血清封
闭 ３０ ｍｉｎꎬＳＩＲＴ６ 多克隆抗体(１∶ ２００ 稀释)一抗 ４ ℃孵育
过夜ꎬ二抗孵育 １ ｈꎬＤＡＰＩ 对细胞核染色封片ꎬ并避光处理

５ ｍｉｎꎮ 在荧光显微镜下观察并拍照记录细胞中 ＳＩＲＴ６ 蛋
白的定位和表达情况ꎮ
１.２.７构建 ＳＩＲＴ６过表达的 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 稳转细胞
系　 将 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞按照 ５.０×１０４个 / 孔接种在
６ 孔板中ꎬ分为空载组 ( ＬＶ － ｃｏｎ) 和 ＳＩＲＴ６ 过表达组
(ＬＶ－ＳＩＲＴ６)ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ取出 ６ 孔板ꎬ弃上清ꎬＰＢＳ 清洗
２ 次ꎬ根 据 病 毒 体 积 ＝ ＭＯＩ × 感 染 细 胞 数 / 病 毒 滴 度
(ＨＵＶＥＣ 的 ＭＯＩ＝ ２０、ＡＲＰＥ－１９ 的 ＭＯＩ ＝ ３０)计算出每组
细胞所加病毒体积并加入ꎬ之后每孔加入 Ｈｉ Ｔｒａｎｓ ＧＰ(感
染增强液) ４０ μＬꎬ加入低糖 ＤＭＥＭ 完全培养基补充至
１ ｍＬꎮ ７２ ｈ 后ꎬ用荧光显微镜观察感染效率达到 ８０％以
上时ꎬ更换为含有２ μｇ / ｍＬ嘌呤霉素的低糖完全培养基ꎬ
目的是杀死未感染的细胞ꎬ筛选出成功感染病毒的细胞ꎮ
将稳定转染 ＳＩＲＴ６ 的空载及过表达病毒的 ＡＲＰＥ － １９ /
ＨＵＶＥＣ 细胞分别接种于１０ ｃｍ培养皿中ꎬ待细胞贴壁培养
２４ ｈ 后ꎬ以 ＰＢＳ 洗涤三次ꎬ随后更换为含 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄
糖的高糖培养基处理４８ ｈꎬ结束后收集细胞以备后续
实验ꎮ
１.２.８ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测过表达 ＳＩＲＴ６对高糖干预下细胞
内葡萄糖转运蛋白表达的影响 　 收集各组稳转细胞系
(ＬＶ－ｃｏｎ、ＬＶ－ＳＩＲＴ６、ＨＧ＋ＬＶ－ｃｏｎ、ＨＧ＋ＬＶ－ＳＩＲＴ６)细胞ꎬ
按试剂盒说明提取全蛋白ꎬ蛋白定量后ꎬ将各组样品进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ３００ ｍＡ 电流湿转 ６０ ｍｉｎꎬ室温条件下ꎬ
用 １０％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ４ ℃孵育一抗
过夜( ＳＩＲＴ６ １ ∶ １ ０００、ＧＬＵＴ１ １ ∶ ３ ０００、ＧＬＵＴ３ １ ∶ ４ ０００、
ＧｌＵＴ４ １ ∶ ２ ０００)ꎬ次日二抗 (兔二抗 １ ∶ ８ ０００ꎬ鼠二抗
１ ∶ １０ ０００)孵育 ９０ ｍｉｎꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 凝胶成像图像分析系
统显色并采集图像ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带灰度值
进行统计分析ꎬ将各组目的蛋白表达量的灰度值除以内参
灰度值进行相对表达量的量化ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 统计学软件对数据进行
处理ꎬ计量资料以均数±标准差表示ꎮ 多组间比较采用单
因素方差分析(Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ若整体差异有统计学
意义ꎬ进一步采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验ꎬ将对照组与各实验组分别
进行比较ꎮ 两组独立样本比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ以Ｐ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１高糖对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞增殖活性的影响　 将
ＡＲＰＥ－１９ 及 ＨＵＶＥＣ 细胞暴露于不同浓度梯度的葡萄糖
培养基中ꎬ干预结束后ꎬ存活细胞数目随葡萄糖浓度上升
而减少ꎮ ＣＣＫ－８ 增殖实验结果表明ꎬ伴随葡萄糖浓度上
升ꎬＡＲＰＥ － １９ 及 ＨＵＶＥＣ 细胞增殖活性下降ꎮ 相较于
５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖处理组ꎬ ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组
ＡＲＰＥ－１９ 及 ＨＵＶＥＣ 细胞活性未见统计学差异(均 Ｐ>
０.０５)ꎻ５０、７５、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组的细胞活性均呈
下降趋势ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见表 １ꎬ图 １ꎮ
实验结果表明ꎬ较高浓度的葡萄糖能够抑制 ＡＲＰＥ－１９ /
ＨＵＶＥＣ 细胞的增殖能力ꎮ
２.２ 流式细胞术评估不同浓度葡萄糖对 ＡＲＰＥ － １９ /
ＨＵＶＥＣ 细 胞 凋 亡 率 的 影 响 　 结 果 显 示ꎬ 相 较 于
５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖处理组ꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组的凋
亡率有所上升ꎬ但两组差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎻ而
５０、７５、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组中ꎬ两种细胞的凋亡率
均较 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组明显增高ꎬ差异有统计学
意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ２ꎮ 提示高浓度葡萄糖会诱
导 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞的凋亡ꎮ
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图 １　 经不同浓度葡萄糖处理 ４８ ｈ后 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ的增殖活性　 Ａ:ＡＲＰＥ－１９ 细胞光学显微镜形态图ꎻＢ: ＨＵＶＥＣ 细胞光学
显微镜形态图ꎻＣ: ＡＲＰＥ－１９ 细胞在不同浓度葡萄糖中的增殖活性ꎻＤ: ＨＵＶＥＣ 细胞在不同浓度葡萄糖中的增殖活性ꎻｂＰ<０.０１
ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 １　 不同浓度葡萄糖干预后各组细胞增殖活性比较 􀭰ｘ±ｓ
葡萄糖浓度
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＡＲＰＥ－１９ 细胞
增殖活性

ＨＵＶＥＣ 细胞
增殖活性

５.５ １.００±０.０３ １.００±０.０７
２５ １.０７±０.１２ １.０４±０.０７
５０ ０.７４±０.０１ｂ ０.６７±０.０４ｂ

７５ ０.６６±０.０１ｂ ０.４６±０.０６ｂ

１００ ０.６４±０.０３ｂ ０.４１±０.０２ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４６.０８０ １２８.１００
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 ２　 不同浓度葡萄糖干预后各组细胞凋亡率比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)

葡萄糖浓度
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＡＲＰＥ－１９ 细胞
凋亡率

ＨＵＶＥＣ 细胞
凋亡率

５.５ １７.６２±１.３０ ２５.５０±１.２１
２５ ２４.４６±５.１５ ３４.９０±７.６８
５０ ２９.８７±０.８１ａ ４２.１３±８.８６ｂ

７５ ３４.４７±５.５６ｂ ４６.５５±４.４８ｂ

１００ ３６.８７±６.２２ｂ ６９.１０±２.２５ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ９.２１９ ３２.４７０
Ｐ ０.００２ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

２.３不同浓度葡萄糖对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｂｃｌ－２ 蛋
白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析显示ꎬ随着葡萄糖干预
浓度的递增ꎬＡＲＰＥ－１９ 及 ＨＵＶＥＣ 细胞中 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达
水平均呈下降趋势ꎻ与 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组相较ꎬ在

２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理条件下ꎬＡＲＰＥ－１９ 与 ＨＵＶＥＣ 细胞
内 Ｂｃｌ－２ 蛋白的表达水平虽有下降ꎬ但差异无统计学意义
(均 Ｐ>０.０５)ꎻ当葡萄糖浓度升至 ５０、７５、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
两种细胞中该蛋白的表达均出现明显降低ꎬ且差异有统计
学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎬ图 ３ꎮ
２.４葡萄糖浓度梯度对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞 ＳＩＲＴ６蛋
白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验结果显示ꎬ伴随葡萄糖
处理浓度的逐步升高ꎬＡＲＰＥ－１９ 及 ＨＵＶＥＣ 细胞内 ＳＩＲＴ６
蛋白的表达水平均呈下降趋势ꎻ与 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处
理组相较ꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组中两种细胞的 ＳＩＲＴ６
蛋白表达虽有所降低ꎬ但差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎻ
而当葡萄糖浓度分别升至 ５０、７５、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ上述两
种细胞内该蛋白的表达相较 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理组均
出现显著下调ꎬ差异具有统计学意义 (均 Ｐ<０.０５) ꎬ见
表 ４ꎬ图 ４ꎮ
２.５高糖对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞 ＳＩＲＴ６定位和表达的
影响　 基于前述结果ꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖浓度组可显著下
调 ＡＲＰＥ－１９ 与 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＳＩＲＴ６ 蛋白的表达水平ꎬ
据此确认该浓度作为后续高糖干预的适宜有效浓度ꎮ 经
免疫荧光染色检测证实ꎬＳＩＲＴ６ 蛋白主要定位于细胞核区
域ꎮ 与 ＮＣ 组相较ꎬＨＧ 组中两类细胞的 ＳＩＲＴ６ 表达水平
均明显下调(均 Ｐ<０.０５)ꎬ同时可见显著的细胞核固缩、碎
裂等形态学改变ꎬ见表 ５ꎬ图 ５ꎮ
２.６ 高糖处理不同时长对 ＡＲＰＥ － １９ / ＨＵＶＥＣ 细胞中
ＳＩＲＴ６蛋白表达的影响　 将 ＡＲＰＥ－１９ 与 ＨＵＶＥＣ 细胞分
别随机划分成 ６ 组ꎬ分别用含 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的培养基
处理 ０、６、１２、２４、３６、４８、７２ ｈꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ在
相同浓度高糖刺激条件下ꎬ随处理时间的延长ꎬ两种细胞
内 ＳＩＲＴ６ 蛋白的表达水平均降低ꎮ 以 ０ ｈ 处理组为对照ꎬ
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图 ２　 流式细胞术测定不同葡萄糖浓度下 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡率　 Ａ: 不同浓度葡萄糖对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡的影响ꎻＢ:
ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡率统计图ꎻＣ:不同浓度葡萄糖对 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡的影响ꎻＤ:ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡率统计图ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１
ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

ＡＲＰＥ－ １９ 及 ＨＵＶＥＣ 细胞经 ６、１２、２４ ｈ 高糖干预后ꎬ
ＳＩＲＴ６ 蛋白表达水平发生变化但差异无统计学意义(均
Ｐ>０.０５)ꎻ３６、４８、７２ ｈ 处理组的蛋白表达下调ꎬ差异有统
计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ６ꎬ图 ６ꎮ 上述结果提示ꎬ长时

间高糖干预能降低 ＡＲＰＥ－１９ 与 ＨＵＶＥＣ 细胞内 ＳＩＲＴ６ 蛋
白的表达水平ꎮ
２.７构建 ＳＩＲＴ６ 过表达的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞系 　 荧光显微
镜检测结果表明 ꎬＬＶ － ＳＩＲＴ６慢病毒的转导效率超过
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图 ３　 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞内 Ｂｃｌ－２ 蛋白在浓度梯度葡萄糖作用下的表达变化　 Ａ: 不同浓度葡萄糖干预后 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中
Ｂｃｌ－２ 蛋白的表达条带ꎻＢ: 不同浓度葡萄糖干预后 ＨＵＶＥＣ 细胞中 Ｂｃｌ－２ 蛋白的表达条带ꎻＣ:ＡＲＰＥ－１９ 细胞 Ｂｃｌ－２ 蛋白相对
表达量统计柱状图ꎻＤ:ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｂｃｌ－２ 蛋白相对表达量统计柱状图ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

图 ４　 葡萄糖浓度梯度对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达水平的影响　 Ａ: ＡＲＰＥ－１９ 不同葡萄糖浓度的 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达ꎻ
Ｂ: ＨＵＶＥＣ 不同葡萄糖浓度的 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达ꎻＣ: ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白相对表达量统计图ꎻＤ: ＨＵＶＥＣ 细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白
相对表达量统计图ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

８０％ꎬ符合稳定转染细胞系的构建要求ꎬ见图 ７ＡꎬＢꎮ 通过
蛋白质印迹检测进一步证实ꎬ与 ＬＶ－ｃｏｎ 对照组相较ꎬ稳
定转染 ＬＶ－ＳＩＲＴ６ 的细胞中 ＳＩＲＴ６ 的表达量明显上调(Ｐ<
０.０１)ꎬ见图 ７Ｃꎬ Ｄꎮ 由此表明ꎬ稳定过表达 ＳＩＲＴ６ 的
ＡＲＰＥ－１９细胞系已成功建立ꎮ
２.８过表达 ＳＩＲＴ６ 对高糖环境下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞葡萄糖
转运蛋白表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与 ＨＧ＋
ＬＶ－ｃｏｎ 组相比ꎬ ＨＧ ＋ ＬＶ － ＳＩＲＴ６ 组细胞中 ＧＬＵＴ１ 与
ＧＬＵＴ４ 的表达差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬＧＬＵＴ３ 表

达升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ７ꎬ图 ８ꎮ 提示
过表达 ＳＩＲＴ６ 可促进高糖培养的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中部分葡
萄糖转运蛋白的表达ꎬ进而改善糖代谢紊乱ꎮ
２.９构建 ＳＩＲＴ６ 过表达的 ＨＵＶＥＣ 细胞系 　 荧光显微镜
观察显示ꎬＬＶ－ＳＩＲＴ６ 慢病毒对 ＨＵＶＥＣ 细胞的感染效率
高于 ８０％ꎬ达到稳定转染细胞株的构建标准ꎮ 进一步通过
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验分析发现ꎬ与 ＬＶ－ｃｏｎ 组相比ꎬＬＶ－ＳＩＲＴ６
组细胞中 ＳＩＲＴ６ 蛋白的表达水平显著上调(Ｐ<０.０１)ꎬ见
图 ９ꎬ证实稳定过表达 ＳＩＲＴ６ 的ＨＵＶＥＣ 细胞系已成功构建ꎮ
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表 ３　 不同浓度葡萄糖干预后 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｂｃｌ－２

蛋白表达比较 􀭰ｘ±ｓ
葡萄糖浓度
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＡＲＰＥ－１９ 细胞 Ｂｃｌ－２
蛋白相对表达量

ＨＵＶＥＣ 细胞 Ｂｃｌ－２
蛋白相对表达量

５.５ １.２０±０.２３ ０.９６±０.１８
２５ ０.９８±０.２０ ０.７５±０.０８
５０ ０.８０±０.１２ａ ０.６５±０.１１ａ

７５ ０.７９±０.１３ａ ０.６６±０.１９ａ

１００ ０.８３±０.１５ａ ０.６２±０.１８ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４.１６６ ４.０３８
Ｐ ０.０１８ ０.０１５

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 ４　 不同浓度葡萄糖干预后 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞 ＳＩＲＴ６

蛋白表达比较 􀭰ｘ±ｓ
葡萄糖浓度
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＳＩＲＴ６
蛋白相对表达量

ＨＵＶＥＣ 细胞 ＳＩＲＴ６
蛋白相对表达量

５.５ １.２６±０.１０ １.０１±０.１１
２５ １.２２±０.０８ ０.９３±０.１２
５０ ０.６６±０.２４ｂ ０.４５±０.１６ｂ

７５ ０.５１±０.３５ｂ ０.２５±０.２１ｂ

１００ ０.５７±０.１０ｂ ０.４４±０.１９ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １５.５３０ ２９.９６０
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 ５　 高糖对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞 ＳＩＲＴ６ 表达的比较

􀭰ｘ±ｓ

组别
ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＳＩＲＴ６

相对荧光强度
ＨＵＶＥＣ 细胞 ＳＩＲＴ６

相对荧光强度

ＮＣ 组 ４７.６０±２.６８ ４６.４５±１.４９
ＨＧ 组 ３２.８４±６.１５ ３２.７３±１.４５

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ４.４００ １１.４３０
Ｐ ０.００５ <０.００１

２.１０过表达 ＳＩＲＴ６对高糖环境下 ＨＵＶＥＣ 细胞葡萄糖转
运蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析结果显示ꎬ与 ＨＧ＋
ＬＶ－ｃｏｎ 组相比ꎬＨＧ＋ＬＶ－ＳＩＲＴ６ 组细胞中 ＧＬＵＴ１ 蛋白的
表达差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬＧＬＵＴ３、ＧＬＵＴ４ 表达升
高ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ８ꎬ图 １０ꎮ 提示
过表达 ＳＩＲＴ６ 可促进高糖培养的 ＨＵＶＥＣ 细胞中部分葡
萄糖转运蛋白的表达ꎬ进而改善糖代谢紊乱ꎮ
３讨论

ＤＲ 是一类严重损害视功能的微血管病变ꎬ以视网膜
血管渗漏、局部微循环缺血、异常新生血管生成和局部炎
症反应为核心病理特征ꎮ 其典型临床表现可见棉絮斑、渗
出物、小静脉迂曲、微动脉瘤和视网膜出血ꎬ进而引发视力
敏锐度降低、色觉减退ꎬ并伴随夜间视物障碍[２２－２３]ꎮ ２０２０
年全球约有 １.０３ 亿成年人患有 ＤＲꎬ发病率约占糖尿病患
者总数的 ４０％ꎬ是 ２０－６５ 岁人群主要的致盲原因ꎬ预计到
２０４５ 年这一数字将上升到 １.６ 亿[２４－２５]ꎮ 由 ＤＲ 引发的视
力减退甚至失明ꎬ不仅严重影响患者生活质量ꎬ也给社会
医疗体系带来沉重的负担[２６]ꎮ

表 ６　 高糖处理不同时长对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＳＩＲＴ６

蛋白表达比较 􀭰ｘ±ｓ

时间(ｈ)
ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＳＩＲＴ６

蛋白相对表达量
ＨＵＶＥＣ 细胞 ＳＩＲＴ６
蛋白相对表达量

０ １.０３±０.０３ １.１８±０.４０
６ ０.９３±０.３０ １.３７±０.２９
１２ ０.７４±０.０７ １.４０±０.４５
２４ ０.９６±０.１９ ０.９８±０.３３
３６ ０.６５±０.２０ｂ ０.６４±０.１０ａ

４８ ０.６３±０.２４ｂ ０.１２±０.０５ｂ

７２ ０.４７±０.１１ｂ ０.１９±０.０４ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ７.３６９ １７.６６０
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ０ ｈ 组ꎮ

表 ７　 过表达 ＳＩＲＴ６ 对高糖干预的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞糖代谢相关

因子表达比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＧＬＵＴ１ ＧＬＵＴ３ ＧＬＵＴ４
ＨＧ＋ＬＶ－ｃｏｎ 组 ０.８８±０.２５ １.２３±０.１０ ０.８５±０.１１
ＨＧ＋ＬＶ－ＳＩＲＴ６ 组 ０.３４±０.３３ １.４５±０.０５ １.２８±０.３５

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ２.２９４ ３.２６２ １.９９４
Ｐ ０.０８４ ０.０３１ ０.１１７

表 ８　 过表达 ＳＩＲＴ６ 对高糖干预的 ＨＵＶＥＣ 细胞糖代谢相关因

子表达比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＧＬＵＴ１ ＧＬＵＴ３ ＧＬＵＴ４
ＨＧ＋ＬＶ－ｃｏｎ 组 １.５９±０.２２ ０.９５±０.１１ １.０６±０.１６
ＨＧ＋ＬＶ－ＳＩＲＴ６ 组 １.３５±０.１２ １.５７±０.３４ ２.０１±０.５１

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １.６４８ ２.９９７ ３.０５８
Ｐ ０.１７５ ０.０４０ ０.０３８

　 　 视网膜色素上皮细胞是位于视网膜和高度血管化的
脉络膜之间的单层极化上皮细胞ꎬ以多种方式支持视网膜
光感受器的生存和功能ꎬ包括血－视网膜屏障、类视黄醇
发色团的回收、感光器外端的吞噬作用、营养和氧气的转
移以及共生能量代谢[２７－２８]ꎮ 研究发现ꎬ随着时间的推移ꎬ
高糖会降低视网膜色素上皮细胞的愈合能力和增殖能力ꎬ
增加细胞凋亡[２９]ꎮ 内皮细胞是血管壁与血液之间的分界
细胞ꎬ能参与血管收缩、凝血、血管生成以及运输功能[１０]ꎮ
内皮细胞对血糖的变化十分敏感ꎬ当内皮细胞出现慢性炎
症或高糖状态时ꎬ细胞间的联系减弱ꎬ内皮细胞会发生损
伤及形态改变[３０]ꎬ持续的高血糖状态将损害血管内皮结
构ꎬ破坏血管壁的完整性ꎬ增加血管的通透性[３１]ꎮ 本研究
通过体外高糖干预人源视网膜色素上皮细胞和血管内皮
细胞ꎬ进一步验证并扩展了上述损伤效应ꎮ 实验结果显
示ꎬ高糖处理导致 ＡＲＰＥ－１９ 细胞与 ＨＵＶＥＣ 细胞增殖能
力均受到明显抑制ꎻ而且细胞核出现明显的核固缩、核碎
裂现象ꎮ 流式细胞术检测结果同样确定了高浓度葡萄糖
会诱导 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ 细胞的凋亡ꎮ 与此同时ꎬ经梯
度浓度葡萄糖处理后ꎬＢｃｌ－２ 蛋白表达水平随葡萄糖浓度
升高 逐 步 降 低ꎻ 本 研 究 证 实 高 浓 度 葡 萄 糖 可 诱 导
ＡＲＰＥ－１９及 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡ꎬ最终筛选确定 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
作为高糖干预的适宜浓度ꎮ

ＳＩＲＴ６ 是哺乳动物 ＮＡＤ＋依赖性蛋白脱乙酰酶家族的
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图 ５　 正常及高糖条件下 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞中 ＳＩＲＴ６ 蛋白的表达定位分析　 Ａ:ＡＲＰＥ－１９ 细胞经免疫荧光染色后 ＳＩＲＴ６ 荧光
信号的检测结果ꎻＢ:ＨＵＶＥＣ 细胞经免疫荧光染色后 ＳＩＲＴ６ 荧光信号的检测结果ꎮ

图 ６　 高糖处理不同时长对 ＡＲＰＥ－１９ / ＨＵＶＥＣ细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达的影响　 Ａ: ＡＲＰＥ－１９ 细胞不同时间梯度的 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达ꎻ
Ｂ: ＨＵＶＥＣ 细胞不同时间梯度的 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达ꎻＣ: ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白相对表达量统计图ꎻＤ: ＨＵＶＥＣ 细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋
白相对表达量统计图ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ０ ｈ 组ꎮ
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图 ７　 过表达 ＳＩＲＴ６ 的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞株构建效果验证　 Ａ:ＬＶ－ｃｏｎ 对照慢病毒转染后 ＡＲＰＥ－１９ 细胞感染效率的免疫荧光图像ꎻＢ:
ＬＶ－ＳＩＲＴ６ 慢病毒转染后 ＡＲＰＥ－１９ 细胞感染效率的免疫荧光图像ꎻＣ:两组细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测条带ꎻＤ:ＳＩＲＴ６
蛋白表达水平的相对定量统计图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＬＶ－ｃｏｎ 组ꎮ

图 ８　 ＳＩＲＴ６ 过表达对高糖干预的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中糖代谢相关因子表达的结果　 Ａ: 两组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的 ＳＩＲＴ６ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果图ꎻＢ: ＧＬＵＴ１ 蛋白相对表达量统计图ꎻＣ: ＧＬＵＴ３ 蛋白相对表达量统计图ꎻＤ: ＧＬＵＴ４ 蛋白相对表达量统计图ꎻａＰ<０.０５
ｖｓ ＨＧ＋ＬＶ－ｃｏｎ 组ꎮ

图 ９　 ＳＩＲＴ６ 过表达稳转 ＨＵＶＥＣ细胞系的鉴定 　 Ａ:ＬＶ－ｃｏｎ 对照慢病毒转染后 ＨＵＶＥＣ 细胞感染效率的免疫荧光图像ꎻＢ:ＬＶ－
ＳＩＲＴ６ 慢病毒转染后 ＨＵＶＥＣ 细胞感染效率的免疫荧光图像ꎻＣ:两组细胞 ＳＩＲＴ６ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测条带ꎻＤ:ＳＩＲＴ６ 蛋白
表达水平的相对定量统计图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＬＶ－ｃｏｎ 组ꎮ

成员ꎬ该家族由 ＳＩＲＴ６ 的七个同源物( ＳＩＲＴ１－７)组成ꎬ具
有葡萄糖稳态的调节、ＤＮＡ 修复、抗氧化防御、ＮＦ－κＢ 靶
基因的抑制等功能[３２－３３]ꎮ 研究表明 ＳＩＲＴ６ 在保护血管和
心脏内皮功能[３４]ꎬ缓解动脉粥样硬化[３５]、病理性心脏肥
大、心肌纤维化[３６]等方面极其重要ꎮ ＳＩＲＴ６ 可以通过控制
Ｍüｌｌｅｒ 细胞的表观遗传状态改变细胞的生理功能[３７]ꎬ
ＳＩＲＴ６ 能够通过抑制糖酵解来调节能量代谢ꎬ保护视网膜
神经节细胞免受氧化应激ꎮ 并且其也能够通过保持心脏
微血管功能和完整性ꎬ在心脏缺血再灌注损伤中发挥积极
作用[３８]ꎮ 我们前期研究发现ꎬ与正常组相比ꎬ糖尿病大鼠
视网膜组织中的 ＳＩＲＴ６ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平降

低[３９]ꎮ 该结果与本研究体外高糖干预下 ＡＲＰＥ － １９ 及
ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＳＩＲＴ６ 表达呈浓度和时间依赖性下调的趋
势完全一致ꎬ进一步验证了 ＳＩＲＴ６ 在 ＤＲ 状态下普遍受抑
制的客观规律ꎬ并量化了其下调与高糖暴露强度及持续时
间的定量关系ꎮ

葡萄糖转运蛋白家族作为介导葡萄糖跨膜转运的核
心载体ꎬ其表达模式与功能活性的异常是驱动 ＤＲ 发展的
关键分子机制ꎮ ＧＬＵＴ１、ＧＬＵＴ３ 和 ＧＬＵＴ４ 作为视网膜中
主要的葡萄糖转运蛋白ꎬ其表达模式与功能调控的异质性
决定了不同视网膜细胞类型对高血糖的特异性应答ꎬ进而
影响 ＤＲ 的进展轨迹ꎮ ＧＬＵＴ１ 是维持血－视网膜屏障功能
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图 １０　 ＳＩＲＴ６ 过表达对高糖干预的 ＨＵＶＥＣ细胞中糖代谢相关因子表达的结果　 Ａ: 两组 ＨＵＶＥＣ 细胞的 ＳＩＲＴ６ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
条带图ꎻＢ: ＧＬＵＴ１ 蛋白相对表达量统计图ꎻＣ: ＧＬＵＴ３ 蛋白相对表达量统计图ꎻＤ: ＧＬＵＴ４ 蛋白相对表达量统计图ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ
ＨＧ＋ＬＶ－ｃｏｎ 组ꎮ

的核心转运蛋白ꎬ在糖尿病状态下ꎬＧＬＵＴ１ 的表达调控发
生显著改变ꎮ 长期高血糖刺激可诱导视网膜内皮细胞
ＧＬＵＴ１ 表达上调ꎬ导致葡萄糖过度流入视网膜组织ꎬ加剧
局部代谢应激[４０]ꎮ ＧＬＵＴ３ 是神经元特异性葡萄糖转运蛋
白ꎬ其对葡萄糖具有高亲和力特征ꎬ这一特性使其能够在
葡萄糖浓度波动环境中为神经元提供可靠的代谢保
障[４１]ꎮ 在 ＤＲ 病理进程中ꎬＧＬＵＴ３ 表达呈现下降趋势ꎬ这
与视网膜神经退行性变的早期发生密切相关ꎮ ＧＬＵＴ４ 是
胰岛素敏感的葡萄糖转运蛋白[４２]ꎬ在糖尿病状态下ꎬ
ＧＬＵＴ４ 的表达受到抑制ꎬＳＴＺ 诱导的糖尿病大鼠模型显示
视网膜 ＧＬＵＴ４ 表达降低ꎮ 这些均可能导致视网膜细胞对
葡萄糖的摄取减少ꎬ细胞外葡萄糖积累增加ꎬ进而引发神
经元凋亡和神经胶质细胞活化ꎬ最终导致神经退行性改
变[４３]ꎮ 在本研究中我们建立了 ＳＩＲＴ６ 过表达的 ＡＲＰＥ－
１９ / ＨＵＶＥＣ 稳转细胞系ꎮ 研究发现ꎬＳＩＲＴ６ 过表达对高糖
诱导的葡萄糖转运蛋白表达异常呈现差异性调控作用ꎮ
具体而言ꎬ在 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中ꎬ与高糖对照相比ꎬ过表达
ＳＩＲＴ６ 未引起 ＧＬＵＴ１ 和 ＧＬＵＴ４ 蛋白水平的显著变化(均
Ｐ>０. ０５)ꎬ但显著上调了 ＧＬＵＴ３ 的表达 ( Ｐ < ０. ０５)ꎻ在
ＨＵＶＥＣ 细胞中ꎬ过表达 ＳＩＲＴ６ 同样未显著改变 ＧＬＵＴ１ 的
表达(Ｐ>０.０５)ꎬ但可同时升高 ＧＬＵＴ３ 和 ＧＬＵＴ４ 的表达
(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 这一结果表明 ＳＩＲＴ６ 过表达可促进高糖培
养的视网膜相关细胞中部分葡萄糖转运蛋白的表达ꎬ从而
改善糖代谢紊乱ꎬ但其效应存在细胞类型及转运蛋白亚型
特异性ꎮ ＡＲＰＥ－１９ 与 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＧＬＵＴ１ 及ＡＲＰＥ－１９
中 ＧＬＵＴ４ 对 ＳＩＲＴ６ 过表达的无响应性ꎬ可能源于高糖微
环境下 ＧＬＵＴ１ 的代偿稳态饱和、ＧＬＵＴ４ 组织分布的局限
性以及视网膜色素上皮细胞与血管内皮细胞在胰岛素信
号通路完整性上的差异ꎻ而 ＧＬＵＴ３ 在这两种细胞中的同
步上调则提示其作为 ＳＩＲＴ６ 调控糖代谢的共同靶点ꎬ在糖
尿病视网膜早期病变的神经血管单元能量代谢重编程中
可能发挥更为核心的作用ꎮ

综合上述结果ꎬ高浓度葡萄糖可引发人源视网膜色素
上皮细胞与血管内皮细胞发生损伤ꎬ使其增殖能力减弱ꎬ
并诱导这两类细胞走向凋亡ꎬ同时伴随 ＳＩＲＴ６ 蛋白表达水
平的下降ꎮ 鉴于 ＳＩＲＴ６ 蛋白在维持机体葡萄糖稳态方面

具有重要功能ꎬ推测在 ＤＲ 过程中ꎬＳＩＲＴ６ 可能是介导视网
膜色素上皮细胞及内皮细胞损伤的关键靶基因之一ꎮ 然
而ꎬ其具体分子机制及所涉及的相关信号通路仍需后续深
入探讨ꎮ

相较于既往同类研究ꎬ本研究同时选取视网膜色素上
皮细胞与血管内皮细胞作为研究对象ꎬ从神经血管单元损
伤的视角出发ꎬ更贴近 ＤＲ 复杂的病理微环境ꎬ也为理解
ＳＩＲＴ６ 在不同视网膜细胞类型中的功能异质性提供了直
接的比较依据ꎻ本研究设置多浓度梯度与时间梯度高糖干
预条件ꎬ明确高糖诱导视网膜细胞损伤及抑制 ＳＩＲＴ６ 表达
的浓度和时间依赖性ꎬ弥补了过往研究时效关系不明确的
缺陷ꎻ本研究成功构建 ＳＩＲＴ６ 表达稳转细胞系ꎬ针对性分
析 ＳＩＲＴ６ 对 ＧＬＵＴ１、ＧＬＵＴ３、ＧＬＵＴ４ 三种视网膜关键葡萄
糖转运蛋白的差异化调控作用ꎬ明确了 ＳＩＲＴ６ 可特异性上
调视网膜细胞内 ＧＬＵＴ３、ＧＬＵＴ４ 蛋白表达ꎬ分析了 ＳＩＲＴ６
对不同葡萄糖转运蛋白亚型调控作用的细胞差异性ꎬ完善
了现有 ＤＲ 糖代谢紊乱相关分子调控网络ꎮ 从临床角度ꎬ
本研究结果提示 ＳＩＲＴ６ 可作为 ＤＲ 早期干预的潜在分子
靶点ꎮ ＳＩＲＴ６ 过表达能够改善高糖诱导的视网膜细胞凋
亡和葡萄糖转运蛋白表达异常ꎬ为以 ＳＩＲＴ６ 为靶点的基因
治疗或药物激活策略提供了理论依据ꎮ

本研究仍存在一定不足之处: ( １) 本 研 究 采 用
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖浓度模拟高糖环境ꎬ该浓度高于临床生
理性血糖水平ꎬ虽然在体外条件下加速高糖损伤效应的显
现ꎬ在较短时间内观察到细胞功能改变ꎬ但是整体观察时
间相对较短ꎬ未能模拟长期慢性高糖暴露对视网膜细胞的
累积性损伤效应ꎻ(２)本次研究仅以体外细胞模型开展相
关实验ꎬ未构建 ＤＲ 动物的体内模型ꎬ无法还原体内复杂
炎症微环境、血流动力学变化及多细胞交互作用ꎬ实验结
果难以完全复刻体内真实病理变化ꎬ有待进一步验证ꎻ
(３)本研究仅明确了 ＳＩＲＴ６ 对葡萄糖转运蛋白的调控作
用ꎬ未进一步挖掘该调控过程上下游关联信号通路ꎬ未能
完整阐明 ＳＩＲＴ６ 缓解高糖诱导视网膜细胞损伤的完整分
子调控网络ꎻ(４)研究仅设置 ＳＩＲＴ６ 过表达实验组ꎬ未增
设 ＳＩＲＴ６ 基因沉默干扰组进行反向验证ꎬ分子调控机制的
论证完整性有所欠缺ꎮ 后续研究可进一步构建体内动物
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模型ꎬ联合基因沉默与信号通路抑制剂干预实验ꎬ从体内
外双重层面完整阐明 ＳＩＲＴ６ 调控葡萄糖转运蛋白表达、拮
抗高糖视网膜损伤的具体分子通路ꎬ同时在时间梯度实验
中增设各时间点对应的正常培养对照组ꎬ以更严谨地验证
高糖对 ＳＩＲＴ６ 时间依赖性抑制效应的特异性ꎬ进而为糖尿
病视网膜病变临床防治药物的研发提供更加全面、可靠的
实验依据ꎮ
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ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ: ｆｒｏｍ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｏ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ
ｉｎ ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓꎬ ２０２３ꎬ
１８(１０):２１７３－２１８１.
[ ９ ] Ｃｈｉｌｔｏｎ Ｒꎬ Ｉｒａｎｐｏｕｒ ＥＩꎬ Ｂｌｏｏｍｇａｒｄｅｎ Ｚ. Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ: Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ｐｅｒｉｃｙｔｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ
ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｈｅａｌｔｈ. Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０２４ꎬ１６(２):ｅ１３５３９.
[１０] Ｋａｎｇ ＱＺꎬ Ｙａｎｇ ＣＸ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ:
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎬ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ.
Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌꎬ ２０２０ꎬ３７:１０１７９９.
[１１] Ｎａｖａｓ－Ｅｎａｍｏｒａｄｏ Ｉꎬ Ｂｅｒｎｉｅｒ Ｍꎬ Ｂｒｅａ－Ｃａｌｖｏ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ.Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ
ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｏｎ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ
ｍｕｓｃｌｅ. Ａｇｅｉｎｇ Ｒｅｓ Ｒｅｖꎬ ２０１７ꎬ３７:３９－５２.
[１２] 李悦ꎬ 李盛国. Ｓｉｒｔ６ 在眼科疾病中的病理生理学机制研究进

展. 国际眼科杂志ꎬ ２０２５ꎬ２５(６):９４６－９５０.
[１３] Ｃｈａｎｇ ＡＲꎬ Ｆｅｒｒｅｒ ＣＭꎬ Ｍｏｓｔｏｓｌａｖｓｋｙ Ｒ. ＳＩＲＴ６ꎬ ａ ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｄｅａｃｙｌａｓｅ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｔａｓｋｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ. Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖꎬ ２０２０ꎬ １００ ( １ ):
１４５－１６９.
[１４] Ｇｕｏ ＺＹꎬ Ｌｉ Ｐꎬ Ｇｅ ＪＢꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＩＲＴ６ ｉｎ ａｇｉｎｇꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ａｇｉｎｇ Ｄｉｓꎬ ２０２２ꎬ １３ ( ６):
１７８７－１８２２.

[１５] Ｚｈａｎｇ ＣＹꎬ Ｇｕ ＬＭꎬ Ｘｉｅ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎬ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ
ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ ＢＢＡ Ｍｏｌ
Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓꎬ ２０２４ꎬ１８７０(３):１６６９９５.
[１６] Ｙｏｋｏｍｉｚｏ Ｈꎬ Ｍａｅｄａ Ｙꎬ Ｐａｒｋ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｔｉｎｏｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｉｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｓｃｉ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０１９ꎬ１１(４９９):ｅａａｕ６６２７.
[１７] Ｉｗａｔａ Ｎꎬ Ｏｋａｚａｋｉ Ｍꎬ Ｘｕａｎ ＭＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄ
ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳＶＣＴ２ ａｎｄ ＧＬＵＴ１ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ－
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓꎬ ２０１４ꎬ６(４):１５５４－１５７７.
[１８] Ｍｉｓｈｒａ Ｋꎬ Ｎａｔｈ Ｍꎬ Ｈａｌｄｅｒ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ: ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ. Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０２０ꎬ
５２(６):４９５－５０４.
[１９] Ｚｏｌｆａｇｈａｒｉ Ｎꎬ Ｓｏｈｅｉｌｉ ＺＳꎬ Ｓａｍｉｅｉ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ－９６ ｔａｒｇｅｔｓ
ｔｈｅ ＩＮＳ / ＡＫＴ / ＧＬＵＴ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ: Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｈｅｌｉｙｏｎꎬ ２０２３ꎬ９(５):ｅ１５５３９.
[２０] 郭玉ꎬ 白文帆ꎬ 田亚平ꎬ 等. 糖尿病肝脏病变中 ＧＬＵＴｓ 和 ＳＩＲＴｓ
表达水平的研究. 中国病理生理杂志ꎬ ２０２４ꎬ４０(２):３２６－３３４.
[２１] 徐磊. 胎盘 ＳＩＲＴ６ 异常表达参与妊娠糖尿病发病的分子机制研

究. 绍兴文理学院ꎬ ２０２４.
[２２] Ｔａｎｇ Ｌꎬ Ｘｕ ＧＴꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＦ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ:
ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ.
Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓꎬ ２０２３ꎬ１８(５):９７６－９８２.
[２３] 徐嘉欣ꎬ 彭茜ꎬ 刘超群ꎬ 等. 表观遗传学调控在糖尿病视网膜

病变发生发展中的研究进展. 国际眼科杂志ꎬ ２０２６ꎬ２６(３):４３５－４４０.
[２４] Ｓｔｅｉｎｍｅｔｚ ＪＤꎬ Ｂｏｕｒｎｅ ＲＲＡꎬ Ｂｒｉａｎｔ ＰＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ｂｌｉｎｄｎｅｓｓ
ａｎｄ ｖｉｓｉｏｎ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ２０２０ ａｎｄ ｔｒｅｎｄｓ ｏｖｅｒ ３０ ｙｅａｒｓꎬ ａｎｄ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ
ｏｆ ａｖｏｉｄａｂｌｅ ｂｌｉｎｄｎｅｓｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ＶＩＳＩＯＮ ２０２０: ｔｈｅ Ｒｉｇｈｔ ｔｏ Ｓｉｇｈｔ: ａｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｇｌｏｂａｌ Ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｓｔｕｄｙ. Ｌａｎｃｅｔ Ｇｌｏｂ Ｈｅａｌꎬ
２０２１ꎬ９(２):ｅ１４４－ｅ１６０.
[２５] Ｈｏｕ ＸＨꎬ Ｗａｎｇ ＬＭꎬ Ｚｈｕ ＤＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｖｉｓｉｏｎ － ｔｈｒｅａｔｅｎｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ａｄｕｌｔｓ ｗｉｔｈ
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０２３ꎬ１４(１):４２９６.
[２６] Ｌｉａｏ ＬＺꎬ Ｗａｎｇ ＨＹꎬ Ｌｉａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｌｉｎｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｖｉｓｉｏｎ ｌｏｓｓꎬ １９９０－２０２１: ａ ｇｌｏｂａｌꎬ ｒｅｇｉｏｎａｌꎬ ａｎｄ ｎａｔｉｏｎａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｍｅｔａｂ Ｄｉｓｏｒｄꎬ ２０２６ꎬ２５(１):９４.
[２７] Ｈｕｒｌｅｙ ＪＢ. Ｒｅｔｉｎａ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｐｉｇｍｅｎｔｅｄ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ: ａ ｂｕｓｙ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ. Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｖｉｓ Ｓｃｉꎬ ２０２１ꎬ７:６６５－６９２.
[２８] Ｌａｋｋａｒａｊｕ Ａꎬ Ｕｍａｐａｔｈｙ Ａꎬ Ｔａｎ ＬＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ. Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓꎬ ２０２０:１００８４６.
[２９] Ｏｈ ＪＲꎬ Ｈａｎ ＪＷꎬ Ｋｉｍ ＹＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ － ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０１７ꎬ１０(２):２０３－２１０.
[３０] Ｔｒｉｇｇｌｅ ＣＲꎬ Ｄｉｎｇ Ｈꎬ Ｍａｒｅｉ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｈｙ ｔｈｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ? Ｔｈｅ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ.
Ｃａｎ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０２０ꎬ９８(７):４１５－４３０.
[３１] Ｋａｎｇ ＨＹꎬ Ｍａ ＸＪꎬ Ｌｉｕ ＪＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｖａｓｃ Ｄｉｓ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ １４(５):
３８１－３９４.
[３２] Ｈａｒｌａｎ ＢＡꎬ Ｐｅｈａｒ Ｍꎬ Ｋｉｌｌｏｙ ＫＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｈａｎｃｅｄ ＳＩＲＴ６ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｂｒｏｇａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＡＬＳ－ｌｉｎｋｅｄ
ｍｕｔａｎｔ ＳＯＤ１. ＦＡＳＥＢ Ｊꎬ ２０１９ꎬ３３(６):７０８４－７０９１.
[３３] Ｊｉ ＺＪꎬ Ｌｉｕ ＧＨꎬ Ｑｕ Ｊ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｉｒｔｕｉｎｓꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ
ａｇｉｎｇ. Ｊ Ｇｅｎｅｔ Ｇｅｎｏｍꎬ ２０２２ꎬ４９(４):２８７－２９８.
[３４] Ｇｕｏ Ｊꎬ Ｗａｎｇ ＺＹꎬ Ｗｕ ＪＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＳＩＲＴ６ ｉｓ ｖｉｔａｌ ｔｏ
ｐｒｅｖｅｎｔ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃａｒｄｉｏｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
Ｎｋｘ３.２－ＧＡＴＡ５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｃｉｒｃ Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ１２４(１０):１４４８－１４６１.
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[３５] Ｘｕ ＳＷꎬ Ｙｉｎ ＭＭꎬ Ｋｏｒｏｌｅｖａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＩＲＴ６ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ａｇｉｎｇꎬ ２０１６ꎬ８(５):
１０６４－１０８２.
[３６] Ｔｉａｎ ＫＭꎬ Ｌｉｕ ＺＰꎬ Ｗａｎｇ ＪＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｒｔｕｉｎ － ６ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃａｒｄｉａｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｖｉａ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｔｒａｎｓｌ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ１６５(３):３７４－３８６.
[３７] Ｃｈｅｎｇ Ｊꎬ Ｋｅｕｔｈａｎ ＣＪꎬ Ｅｓｕｍｉ Ｎ. Ｔｈｅ ｍａｎｙ ｆａｃｅｓ ｏｆ ＳＩＲＴ６ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａ ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ. Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌꎬ ２０２３ꎬ
１１:１２４４７６５.
[３８] Ｇｕｏ ＺＹꎬ Ｙｕ ＸＴꎬ Ｚｈａｏ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＩＲＴ６ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ＨＩＦ１α ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｈ３Ｋ９ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ Ｅｒｏ１α ｐｒｏｍｏｔｅｒ. Ｃｌｉｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０２３ꎬ
１３(８):ｅ１３７７.
[３９] 白文帆ꎬ 郭玉ꎬ 伏等弟ꎬ 等. 葡萄糖转运蛋白 ＧＬＵＴ１ / ４ 和

Ｓｉｒｔｕｉｎｓ 在糖尿病大鼠视网膜中的表达. 眼科新进展ꎬ ２０２４ꎬ４４(４):

２７０－２７４.
[４０] Ｘｕ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＢꎬ Ｌｕｏ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎａｐｔｏｔａｇｍｉｎｓ ｆａｍｉｌｙ ａｆｆｅｃｔ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅｉｒ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ － １
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０２４ꎬ１５(５):９５８－９７６.
[４１] Ｌｉ ＸＴꎬ Ｙａｎｇ Ｍꎬ Ｗａｎｇ ＴＴꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＬＵＴ１ ａｎｄ ＧＬＵＴ３ ｉｎ ｂｒａｉｎ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ: ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ. Ｍｅｔａｂ Ｂｒａｉｎ Ｄｉｓꎬ ２０２５ꎬ４１(１):３.
[４２] Ｒａｍｏｓ－Ｊｉｍéｎｅｚ Ａꎬ Ｒｕｂｉｏ－Ｖａｌｌｅｓ Ｍꎬ Ｇｕｅｒｅｃａ－Ａｒｖｉｚｕｏ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ａｎｄ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ( ｉｎｓｕｌｉｎ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ) ｏｆ ＧＬＵＴ４
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎬ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇꎬ ａｎｄ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ
ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２６ꎬ２７(８):３４７５.
[４３] Ｒｅａｇａｎ ＬＰꎬ Ｍａｇａｒｉñｏｓ ＡＭꎬ Ｌｕｃａｓ ＬＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＧＬＵＴ－３ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ
ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ. Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ １９９９ꎬ２７６(５):Ｅ８７９－Ｅ８８６.
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