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【摘* 要】目的：探讨基质金属蛋白酶（JJI#$）在糖尿病视网
膜病变（=P）发生发展中的作用及其机制, 方法：用链脲佐菌
素（H-X）诱导苍鼠糖尿病模型，提取视网膜中总 PVD，半定量
P-#IGP观察视网膜中 JJI#$ 2PVD表达情况，F1染色观察
光镜下视网膜的形态特征及变化，血清学检测苍鼠血清甘油

三酯（-W），总胆固醇（-G）和电化学发光法检测胰岛素水平
等变化, 结果：糖尿病苍鼠不仅表现为高血糖，还表现为高
-W血症, 视网膜中 JJI#$ 2PVD 表达呈升高趋势，与正常
对照组相比于造模后 !’ QU末时即差异具有统计学意义（! Y
", "(）, 结论：此为研究基质金属蛋白酶参与 =P 的发病机制
提供了依据,
【关键词】糖尿病视网膜病变；P-#IGP；基质金属蛋白酶；糖

尿病苍鼠
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FG 引言
糖尿病视网膜病变（E43O.?4; >.?46<53?8B，=P）的

发生机制至今尚未完全阐明，细胞外基质（1GJ，包
括基底膜）的代谢异常被认为是发生 =P时血管功能
障碍的病理学基础, 基质金属蛋白酶（JJI:）是一类
X6$ Z依赖的蛋白水解酶，参与 1GJ 的降解代谢, 本
研究应用链脲佐菌素（ :?>.5?<S<?<;46，H-X）诱导苍鼠
糖尿病模型，观察视网膜中 JJI#$ 表达情况，为研究
其在 =P中的作用提供依据,

HG 材料和方法
H, HG H-X诱导苍鼠糖尿病模型* 0 QU 雄性仓鼠，体
质量 !!" [ !)" 7，禁食 !$ 8后，腹腔注射 H-X溶液 +"
27 T U7体质量，连续 ) E, 德国拜耳公司快速血糖仪
测定尾尖血空服血糖（氧化酶试纸法），血糖稳定 % E
后，选用血糖 \ !), ( 22</ T ] 的仓鼠为糖尿病（=J）
仓鼠（!) 只）, 实验持续 !’ QU，每 $ QU 测仓鼠体质
量，血糖, 正常对照组（VG）仓鼠（!" 只）予腹腔注射
等体积柠檬酸钠#柠檬酸缓冲液,
!, $* 石蜡切片 F1染色与观察* 取眼球固定后标本
常规脱水，石蜡包埋，做 ( !2 连续切片，按 F1 染色
常规操作进行，观察每组视网膜在光镜下的形态特征

及其变化,
!, )* 血清学检测* 全自动生化分析仪测定仓鼠静脉
血血清甘油三酯（-W）和总胆固醇（-G）, 电化学发
光法检测胰岛素水平,
!, +* 视网膜中总 PVD 制备* 实验动物于 !’ QU 在
测体质量及空腹血糖后摘除眼球，剥离视网膜，液氮

保存, ->4S</（美国 ^6M4?><7.6公司）提取总 PVD，测定
纯度和含量，!" 7 T ]甲醛变性凝胶电泳测其完整性,
!, (* 半定量 P-#IGP* 总 PVD ( !7用逆转录酶 HR#
5.>:;>45?-J!!P-（美国 ^6M4?><7.6 公司）合成 ;=VD 第
一链：JJI#$ 上游和下游引物为 (_ -WDGG--WDG#
GDWDDGDG )_和 (_ WWGD-GD-GGDG-W-G-G )_；"#
肌动蛋白上游和下游引物为 (_ W-WWWWGWGGGGW#
WGDGGD )_和 (_ G-GG--DD-W-GDGWGDGWD--- )_,
扩增条件为：JJI#$ &+‘预变性 ( 246，&+‘ !
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!"#，$%& ’( )，*+& $’ )共 +* 个循环，*+&延伸 ’
!"#，扩增产物长度为 ,-% ./；!0肌动蛋白引物在扩增
’ 个循环后加入，长度为 ’(( ./1 ,’ 2 3 4 琼脂糖凝胶
电泳，5"60789 凝胶成像系统照相，:;"!<2= 软件分
析，>>?0+ !7@8 含量用 >>?0+ 与 !0肌动蛋白吸光
度 A面积的比值表示1
统计学处理：本研究数据以 ! " #表示，采用两样

本均数比较的 $检验进行统计学分析1

!" 结果
!1 #" 两组血糖及体质量的变化" 实验开始时，@B组
和 9>组仓鼠体质量分别为（,+C D -）2 和（,+’ D ’）
2，两组差异无统计学意义（% E (1 (’）1 实验结束时，
@B组体质量（,CC D ,(）2与实验开始时无显著变化
（% E (1 (’），而 9>组仓鼠体质量在实验第 ,- FG 时
降至（%H D ,’）2，前后差异有统计学意义（ % I
(1 (,）1 实验开始和结束时，9> 组血糖水平均明显
高于 @B组（% I (1 (,）；实验 ,- FG 时胰岛素水平显
著低于 @B组（% I (1 (,，表 ,）1

表 ,J 正常对照组和糖尿病苍鼠组的体质量、胰岛素和血糖
水平 （! " #）

组别 体质量（2）
胰岛素

（!K 3 4）

血糖（!!6L 3 4）

开始时 结束时

@B ,C’ D ,( ,’1 , D ’1 , ’1 ,+ D (1 $H $1 ’% D (1 +C

9> %H D ,’. ’1 + D ,1 ’. ,H1 *’ D C1 $+. +C1 H* D +1 ’H.

.% I (1 (, &# @B1

!1 !" 正常对照组和糖尿病鼠视网膜在光镜下的形态
特征和变化" 见图 , M C1

图 ,J 视网膜各层结构清晰，层次分明，细胞形态结构未见异
常J NO A $(

!1 $" 仓鼠血脂变化" 正常对照组 PQ，PB 水平分别
为（,1 ** D (1 +,），（C1 ’- D (1 C*）!!6L 3 4；糖尿病组

PQ为 -1 ’$ D +1 ($，明显高于正常对照组（% I (1 (,）；
而 PB水平（’1 +, D +1 (*）!!6L 3 4与正常对照组的差
异无统计学意义（% E (1 (’）1

图 +J 外核层细胞有溶解，内核层细胞增殖并有脂肪滴形成
空泡J NO A $(

图 CJ 内核层细胞增殖凸起并融合J NO A $(

!% &" 糖尿病组 ’’()! *+,- 的表达 " 电泳鉴定
7@8无明显降解1 ’+-( 3 +H(比值为 ,1 H M +1 (，实际浓度
(1 $ M ,1 ( 2 3 4，与正常对照组相比，糖尿病组苍鼠视
网膜中 >>?0+ !7@8表达呈升高趋势（图 $），$值为
+C1 ,+，差异有统计学意义（表 +）1

表 +J @B组和 9>组苍鼠 >>?0+ !7@8表达水平 （! " #）

组别 ,- FG

正常对照 (1 ’HH D (1 ((*

糖尿病 (1 %H, D (1 (C$<

<% I (1 (’1

$" 讨论
:PR是一种胰岛 !细胞毒性物质，可选择性诱导

!细胞调亡，使葡萄糖 S胰岛素分泌耦联失调1 本文
显示注射 :PR成模后，多数病鼠血糖升高，胰岛素下
降，观察期间出现多饮、多食、多尿及活动减弱等现
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象! 但也有部分病鼠血糖渐恢复正常! 此与四氧嘧
啶糖尿病模型长期随访观察的结果相一致［"］! 因此，
长期观察的实验中，应注意随访血糖! 本实验选用仓
鼠作为实验动物，因为仓鼠在脂质代谢等方面与人类

相似，且 #$%$&’()*+等［,］给雄性 #-.$/’ 仓鼠注射 #01
成功诱发了糖尿病模型，本实验观察到，糖尿病仓鼠

不仅表现为高血糖，还表现为高 02血症!

"：3/.4(.（56 ,777）；,：89组；:：53组!

图 ;< 33=>,，!>肌动蛋白 ?0>=9?产物电泳图

< < 5?是糖尿病的严重并发症之一，表现为微循环
结构及功能上的紊乱，最终新生血管的形成! 而在血
管内皮细胞迁移和增殖过程中，内皮细胞周围的

@93必须有选择地降解，控制这一活动主要的就是
33=)家族! 33=)是一族参与 @93 降解、其活性依
赖金属离子 1’, A的复杂蛋白酶家系! 主要分为 ; 大
类："胶原酶：包括 33=>" 和神经胶原 33=>B，作用
基质为纤维性胶原 C，CC 和 CCC；# 明胶酶：主要包括
33=>, 和 33=>D，是血管内皮下基质 CE型胶原降解
的关键蛋白水解酶，对血管内皮细胞的游走起重要作

用；$基质溶解素：33=>: 和 33=>F，作用底物广泛
包括蛋白多糖、层粘蛋白、弹性蛋白、明胶和前胶原前

肽；%膜型基质蛋白酶：30>33=［:］! 它的主要功能
是：降解细胞外基质膜有效成分、调节粘着、作用于细

胞外组分其他蛋白成分而启动潜在的生物学功能、直

接或间接参与胚胎发育、组织模型再塑及创伤修复等

正常生理过程! 显然本实验结果可以证实 33=>, 参
与了早期糖尿病模型视网膜结构的重塑，对新生血管

的发生可能有重要作用! 5? 33=) 表达随病程进展
升高，这可能是由于随着视网膜毛细血管基底膜的不

断增厚，可致视网膜毛细血管大量狭窄甚至闭塞，导

致视网膜缺血、缺氧，由于缺氧可促使血管内皮细胞

在局部释放细胞因子（如 08G>&，C6>"）和血管活性物
质（E@2G）诱导了 33=)的表达升高，使视网膜毛细
血管基底膜的加速降解，允许内皮细胞发生迁移，随

着增殖的内皮细胞接触新的 @93 可能产生的 33=)

的类型和或水平也就会不同了［; H I］!
目前国外的研究多集中于对 5? 晚期阶段（J.&>

K$L(./M$N( O$/P(M$* .(M$’&J/MQ-，=5?）已形成的新生血管
膜进行分析，而在此时细胞外基质的活动性生长和重

塑早已启动! 这主要是因为新生血管的形成包括毛
细血管内皮层下基底膜降解，内皮细胞迁移和增殖，

新生血管形成和新的基底膜形成等一系列过程! 视
网膜毛细血管内皮细胞的基底膜增厚及壁内周细胞

的丧失是几乎所有的 5? 早期组织学改变的一个标
志，基底膜的增厚能影响许多功能如血管通透性，细

胞粘附、增殖分化及基因表达等，其成分的改变必然

引起血管功能异常［B］! 在形成细胞外基质的两大部
分（即基底膜和间质）中以 CE 型胶原为主要成分的
基底膜构成一道阻滞屏障，CE 型胶原酶（33=>,）可
以作为血管内皮细胞的“开路先锋”降解基底膜! 体
外实验研究也证实了 CE型胶原酶参与微血管基底膜
的降解代谢过程［R］! 因此 S$)Q&J［F］就指出如果我们
能加深对 CE型胶原即基底膜胶原的降解等血管形成
的早期活动的理解将会更有可能给我们提示以找到

新的治疗方法!
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