
论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１５．１０．００８
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人视网膜内皮细胞ＴＧＦβ１表达
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　　［摘　要］　目的　探讨糖基化终产物受体（ＲＡＧＥ）／核因子κＢ（ＮＦκＢ）信号通路在调控溶血卵磷脂（ＬＰＣ）诱导的人视网膜

内皮细胞（ＨＥＲＣｓ）转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）表达中的作用。方法　利用ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ及ＮＦκＢ抑制剂作用ＲＡＧＥ／ＮＦκＢ信

号通路，实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＡＧＥ及ＴＧＦβ１ 基因表达。结果　ＬＰＣ能增加 ＨＥＲＣｓ的ＲＡＧＥ、

ＴＧＦβ１ 基因表达，ＲＡＧＥ基因沉默后能抑制ＬＰＣ诱导的ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１ 的表达。加入ＮＦκＢ抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸酯

（ＰＤＴＣ）能显著减少ＬＰＣ诱导的 ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１ 基因表达。结论　ＲＡＧＥ／ＮＦκＢ信号通路在调控ＬＰＣ诱导的 ＨＥＲＣｓ表达

ＴＧＦβ１ 中起重要作用。
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ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１

　　糖尿病视网膜病变是视网膜微血管的一种进行性病变，主

要表现为毛细血管通透性增加、管腔闭塞、新生血管形成［１］。

晚期糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）及

ＡＧＥ受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒＡＧＥ，ＲＡＧＥ）的相互作用在糖尿病血

管并发症中发挥重要作用［２］。ＡＧＥｓ通过ＲＡＧＥ激活核因子

κＢ（ＮＦκＢ）及丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路，而 ＮＦ

κＢ的激活能增加视网膜微血管氧化应激及多种细胞因子［如

肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）］的释放，参与糖尿病视网膜病变

的发生、发展［３］。溶血卵磷脂（ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，ＬＰＣ）

是氧化低密度脂蛋白（ＯｘＬＤＬ）的主要成分，与人类多种疾病

如动脉粥样硬化、糖尿病及恶性肿瘤密切相关［４］。目前ＬＰＣ

在糖尿病视网膜微血管病变中的作用机制还不清楚，本研究通

过ＲＮＡ干扰及 ＮＦκＢ抑制剂，探讨ＲＡＧＥ／ＮＦκＢ信号通路

在调控人视网膜内皮细胞（ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，

ＨＲＥＣｓ）分泌ＴＧＦβ１ 中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　主要试剂：ＬＰＣ购自Ｓｉｇｍａ公司；低糖改良Ｅａｇｌｅ

培养基（ＤＭＥＭ）培基及胎牛血清购自Ｇｉｂｏｃｏ公司；ＨＲＥＣｓ购

自ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司；逆转录试剂盒购自Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ＲＡＧＥ

抗体购自ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＴＧＦβ１、βａｃｔｉｎ抗体及辣根过

氧化物酶 （ＨＲＰ）标记的二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＨｉＰｅｒＦｅｃｔ

转染试剂盒购自ＱＩＡＧＥＮ公司；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ? ＴａｑＭａｎ? Ｍａｓ

ｔｅｒ购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＮＦκＢ抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸酯

（ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ）购自Ｓｉｇｍａ公司；

１．２　方法

１．２．１　ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ转染细胞　ＨＲＥＣｓ在含１０％胎牛血

清、１％青霉素链霉素的ＤＭＥＭ 培养液中３７℃、５％ＣＯ２ 培

养。在转染细胞前，ＨＲＥＣｓ种植在６孔板中，每孔细胞数约

２．５×１０５ 个，待细胞生长至８０％左右开始转染实验。在６孔

板的每孔中加入３００ｎｇ的ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ稀释于１００μＬ无血

清培养基中，再加入１８μＬＨｉＰｅｒＦｅｃｔ转染试剂室温下共同孵

育１０ｍｉｎ，将转染混合物加入到含有７００μＬ无血清培养基

３７℃培养３ｈ之后，加入１６００μＬ含有１０％ＦＢＳ的完全培养

基培养４８ｈ。

１．２．２　实验分组　（１）ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ作用 ＨＲＥＣｓ：分为对照

ｓｉＲＮＡ组、ＬＰＣ＋ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ 组、ＬＰＣ＋对照ｓｉＲＮＡ 组、

ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ组，ＬＰＣ 的浓度为４０μｍｏｌ。（２）ＰＤＴＣ作用

ＨＲＥＣｓ：分为对照组、ＬＰＣ组、ＬＰＣ＋ＰＤＴＣ组，ＬＰＣ的浓度为

４０μｍｏｌ。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测 ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１

ｍＲＮＡ表达　ＲＴｑＰＣＲ检测以 ＧＡＰＤＨ 为内参照，按 Ｔｒｉｚｏｌ

试剂盒 说 明 书 介 绍 的 方 法 提 取 总 ＲＮＡ，采 用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ

ＮＤ１０００测量ＲＮＡ水平。按逆转录试剂盒说明合成ｃＤＮＡ，
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总反应体系２０μＬ，反应条件：２５℃１０ｍｉｎ，３７℃１２０ｍｉｎ，８５

℃５ｍｉｎ，冷却至４℃后取出－２０℃保存。ＰＣＲ扩增：ｃＤＮＡ

模板２μＬ，ＴａｑＭａｎ
? Ｍａｓｔｅｒ５μＬ，双蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）２．５μＬ，引

物０．５μＬ。ＲＡＧＥ上游引物：５′ＡＧＣＴＴＣＡＧＴＣＴＧＧＧＣ

ＣＴＴＣ３′，下游引物：５′ＣＡＧＣＴＧＡＡＴＧＣＣＣＴＣＴＧＧ３′；

ＴＧＦβ１ 上游引物：５′ＴＧＡＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＧＡＡＴＡＣ

ＡＧＧ３，下游引物：５′ＧＣＣＡＴＧＡＧＧＡＧＣＡＧＧＡＡＧＧＧ

３′；ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′ＣＡＡ ＴＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴ ＴＧＡ

ＣＣ３′，下游引物：５′ＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧ３′。

ＰＣＲ反应条件：９５℃１０ｍｉｎ（１个循环），９５℃１５ｓ，６０℃１

ｍｉｎ，７２℃ ２０ｓ（４５个循环），７２ ℃ ５ｍｉｎ（１ 循环）。每个

ｑＰＣＲ重复３次，目的基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量通过公式

２－△△Ｃｔ计算。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１ 蛋白表达水平　

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测以βａｃｔｉｎ为内参照。收集处理的细胞，用冰

磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）洗３次，加入细胞裂解液，提取总蛋白，

通过二辛可宁酸（ＢＣＡ）方法测量蛋白水平。将３０μｇ的蛋白

样品加入１０％ 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）点样孔，１００ Ｖ 电压 电 泳 ２ｈ。转 聚 偏 二 氟 乙 烯

（ＰＶＤＦ）膜，５％的脱脂牛奶封闭，分别加ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１、βａｃ

ｔｉｎ一抗４℃过夜，Ｔｒｉｓ缓冲生理盐水吐温（ＴＢＳＴ）洗３次，

ＨＲＰ标记的二抗常温下３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗３次。化学发光法

显影、定影，将胶片进行扫描拍照，用凝胶图像处理系统分析目

标带的分子量和净光密度值。

１．３　统计学处理　所有数据应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统

计分析，计量资料以狓±狊表示，组间均数的比较采用单因素方

差分析，均数间的两两比较采用ＳＮＫ狇检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ下调ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１ 基因表达　ＨＲＥＣｓ

转染ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ和对照ｓｉＲＮＡ后通过ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１ 基因的表达，与对照ｓｉＲＮＡ组比

较，ＬＰＣ＋对照ｓｉＲＮＡ组ＲＡＧＥ及 ＴＧＦβ１ 基因表达明显上

调（犘＜０．０５），ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ组ＲＡＧＥ及ＴＧＦβ１ 基因表达明

显下调（犘＜０．０５）；ＬＰＣ＋对照ｓｉＲＮＡ组与ＬＰＣ＋ＲＡＧＥｓｉＲ

ＮＡ组比较，ＲＡＧＥ及ＴＧＦβ１ 基因表达明显下调（犘＜０．０５），

见图１。

　　１：ＬＰＣ＋ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ 组；２：ＬＰＣ＋对照ｓｉＲＮＡ 组；３：ＲＡＧＥ

ｓｉＲＮＡ组；４：对照ｓｉＲＮＡ组；ａ：犘＜０．０５，与ＬＰＣ＋对照ｓｉＲＮＡ组比

较；ｂ：犘＜０．０５，与对照ｓｉＲＮＡ组比较。

图１　　ＲＡＧＥｓｉＲＮＡ对 ＨＲＥＣｓＴＧＦβ１、

ＲＡＧＥ基因表达的影响

２．２　ＰＤＴＣ下调 ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１基因表达　ＨＲＥＣｓ加入

ＰＤＴＣ后通过ＲＴｑＰＣＲ及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１

基因的表达，结果显示：ＬＰＣ作用ＨＲＥＣｓ后ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１基

因表达明显上调（犘＜０．０５）；与ＬＰＣ组比较，ＬＰＣ＋ＰＤＴＣ组

ＲＡＧＥ、ＴＧＦβ１基因表达出现明显下调（犘＜０．０５），见图２。

　　１：ＬＰＣ＋ＰＤＴＣ组；２：ＬＰＣ组；３：对照组；ａ：犘＜０．０５，与ＬＰＣ＋

ＰＤＴＣ组比较。

图２　　ＰＤＴＣ对 ＨＲＥＣｓＴＧＦβ１、ＲＡＧＥ基因表达的影响

３　讨　　论

ＯｘＬＤＬ中的主要成分 ＬＰＣ与多种疾病如动脉粥样硬

化、糖尿病慢性并发症、哮喘等关系密切［４５］。ＯｘＬＤＬ所致血

管内皮细胞功能紊乱是糖尿病慢些并发症发病机制的关键环

节之一［６］。ＬＰＣ作为ＯｘＬＤＬ中一种促炎症颗粒能启动细胞

内一系列的信号传导通路，与慢性低度炎症性疾病密切相

关［７］。ＬＰＣ能促进内皮细胞表达黏附分子，使白细胞浸润至

内皮细胞下，启动血管的炎症反应［８］。Ｙｕ等
［９］研究表明，Ｏｘ

ＬＤＬ导致的内皮细胞的炎症反应与高迁移率族蛋白Ｂ１（ｈｉｇｈ

ｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１，ＨＭＧＢ１）的 释 放 有 关。ＨＭＧＢ１ 与

ＲＡＧＥ结合激活 ＮＦκＢ，上调炎症分子的表达。ＯｘＬＤＬ／

ＨＭＧＢ１ＲＡＧＥ／ＮＦκＢ组成的信号通路在血管内皮细胞的慢

些炎症中起重要作用［１０］。糖尿病视网膜病变是糖尿病的一种

常见慢性并发症，视网膜内皮细胞功能紊乱在其中起重要作

用。脂质能不依赖高血糖导致血管的损伤，特别是ＯｘＬＤＬ能

通过增加细胞因子的产生刺激炎症反应及纤维形成［１１］。

本研究表明，ＬＰＣ作用于ＨＲＥＣｓ后，ＲＡＧＥ及ＴＧＦβ１ 的

表达明显上调。ＲＡＧＥ是一种能与多种配体结合的受体，如

ＡＧＥｓ、ＨＭＧＢ１，ＲＡＧＥ与配体结合后可激活 ＮＦκＢ通路，上

调一系列的血管活性因子的表达［１２］。而血管活性因子ＴＧＦ

β１ 的升高与糖尿病微血管慢性并发症密切相关
［１３］。因此，本

研究推测ＬＰＣ作用 ＨＲＥＣｓ所致的ＴＧＦβ１ 上调与ＲＡＧＥ的

表达上调有关。为了证实其推测，本研究采用ＲＮＡ干扰技术

沉默ＲＡＧＥ基因，结果发现ＲＡＧＥ基因沉默后，ＬＰＣ诱导的

ＴＧＦβ１ 的表达明显下调，本实验结果表明，ＬＰＣ 诱导的

ＨＲＥＣｓ表达ＴＧＦβ１ 的上调部分是通过ＲＡＧＥ起作用。

ＲＡＧＥ与配体结合后激活 ＮＦκＢ，活化的 ＮＦκＢ作为一

种正反馈，又可进一步促进ＲＡＧＥ与配体结合，二者构成级联

反应造成细胞内环境的改变和损伤，促进细胞因子和组织因子

的释放［１４］。ＲＡＧＥ通过 ＮＦκＢ途径促进氧化应激及促炎因

子的释放加重血管内皮细胞的损害［１５］。为了阐明 ＮＦκＢ对

ＬＰＣ诱导的 ＨＲＥＣｓ表达ＴＧＦβ１ 及ＲＡＧＥ的影响，本研究用

ＮＦκＢ抑制剂 ＰＤＴＣ作用细胞，实验结果表明，加入 ＰＤＴＣ

后，ＨＲＥＣｓ表达ＲＡＧＥ及ＴＧＦβ１ 明显下降。本实验结果提

示，ＮＦκＢ参与了ＬＰＣ诱导的视网膜微血管内皮细胞ＴＧＦβ１

的表达调控。

本研究结果表明，ＲＡＧＥ／ＮＦκＢ信号通路在调控ＬＰＣ诱

导的 ＨＲＥＣｓ表达 ＴＧＦβ１ 中起重要作用。ＲＡＧＥ与 ＮＦκＢ

０２３１ 重庆医学２０１５年４月第４４卷第１０期



相互作用产生的级联反应参与了脂代谢紊乱所致的糖尿病视

网膜病变。
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是物理因素所造成的原发伤，而内皮细胞和上皮细胞变性、细

胞间隙增宽、通透性增强等均应视为急性继发性肺损伤。尽管

继发性损伤中有撞击参数如驱动压和压缩量等物理因素所致，

但从本实验结果来看，细胞因子ＩＬ６和ＩＬ８可能在肺撞击伤

后肺脏功能损害的发生、发展过程中发挥重要的作用。由于与

创伤有关的细胞因子很多，各细胞因子之间相互影响、相互作

用，呈网络样［１１］。因此，关于细胞因子ＩＬ６和ＩＬ８在加重肺

撞击伤中的作用和地位，有待进一步深入研究［１２］。
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［２］ ＳａｕａｉａＡ，ＭｏｏｒｅＦＡ，ＭｏｏｒｅＥＥ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆ

ｔｒａｕｍａｄｅａｔｈ：ａｒｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＴｒａｕｍａ，１９９５，３８（２）：

１８５１９３．

［３］ 吴秋平，蒋耀光，闵家新．声门紧闭与开放状态下兔肺撞

击伤的损伤特点［Ｊ］．中国胸心血管外科临床杂志，２００５，

１２（３）：１８９１９３．

［４］ ＭｅａｄｅＰ，ＳｈｏｅｍａｋｅｒＷＣ，ＤｏｎｎｅｌｌｙＴＪ，ｅｔａｌ．Ｔｅｍｐｏｒａｌ

ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓｏｘｙｇｅｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｃｙｔｏｋｉｎｅａｃ

ｔｉｖｉｔｙａｎｄｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｄｕｌｔ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅａｆｔｅｒｓｅｖｅｒｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｊ

Ｔｒａｕｍａ，１９９４，３６（５）：６５１６５７．

［５］ＤｏｎｎｅｌｌｙＴＪ，ＭｅａｄｅＰ，ＪａｇｅｌｓＭ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，ｃｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔ，ａｎｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｐｒｏｆｉｌｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔｔｏｆｔｈｅａｄｕｌｔｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅａｆｔｅｒｓｅ

ｖｅｒｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，１９９４，２２（５）：７６８７７６．

［６］ ＨｏｃｈＲＣ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＲ，ＭａｎｎｉｎｇＴ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｃｉ

ｄｅｎｔａｌｔｒａｕｍａｏｎｃｙｔｏｋｉｎｅａｎｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＣｒｉＣａｒｅＭｅｄ，１９９３，２１（６）：８３９８４５．

［７］ＳｅｅｌｅｙＥＪ．Ｕｐｄａｔｅｓｉｎｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕ

ｒｙ：ａｆｏｃｕｓｏｎｔｈｅｏｖｅｒｌａｐｂｅｔｗｅｅｎＡＫＩａｎｄＡＲＤＳ［Ｊ］．

ＡｄｖＣｈｒｏｎｉｃＫｉｄｎｅｙＤｉｓ，２０１３，２０（１）：１４２０．

［８］ＤｏｎｎｅｌｌｙＳＣ，ＳｔｒｉｅｔｅｒＲＭ，ＫｕｎｋｅｌＳＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８

ａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｄｕｌｔｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎ

ａｔｒｉｓｋｐａｔｉｅｎｔｇｒｏｕｐ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，１９９３，３４１（８８４６）：６４３

６４７．

［９］ＬｉＴ，ＬｕｏＮ，ＤｕＬ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒαｐｌａｙｓａｎ

ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇｒｏｌｅｉｎｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅ

ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｌｕｎｇ，２０１３，１９１（２）：２０７２１４．

［１０］ＦｕｊｉｓｈｉｍａＳ，ＡｉｋａｗａＮ．Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｍｅｄｉａｔｅｄｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｒｙ

ａｎｄｉｔｓｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔｅｎｓｉｖｅＣａｒｅＭｅｄ，１９９５，２１（３）：

２７７２８５．

［１１］ＦｒｈｌｉｃｈＳ，ＢｏｙｌａｎＪ，ＭｃＬｏｕｇｈｌｉｎＰ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎａ

ｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌ，２０１３，４８

（３）：２７１２７９．

［１２］钱桂生．全身炎症反应综合征、急性肺损伤与急性呼吸窘

迫综合征［Ｊ］．解放军医学杂志，１９９９，２４（５）：３１３３１６．

（收稿日期：２０１４０８３０　修回日期：２０１４１２１７）
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