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实时荧光定量ＰＣＲ检测糖尿病大鼠视网膜中转化生长因子β受体Ⅰ和
受体Ⅱ基因表达
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［摘要］　目的：定量检测转化生长因子βⅠ型受体（ＴβＲⅠ）和Ⅱ型受体（ＴβＲⅡ ）编码基因在糖尿病大鼠视网膜中的表达，以

探讨转化生长因子β及转化生长因子β受体在糖尿病视网膜病变中的作用。方法：选择健康成年ＳＤ大鼠２８只，随机分为正

常对照组和糖尿病组。利用链尿佐菌素（ＳＴＺ）诱导大鼠糖尿病视网膜病变模型，制备ＲＮＡ并逆转录，实时荧光定量ＰＣＲ技

术分析ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ在４周、１２周时相对于内参照基因１８Ｓ的相对 ｍＲＮＡ 含量。结果：正常对照组ＴβＲⅠ在４周、１２周

时相对于１８ＳｍＲＮＡ含量分别为０．０００３３２±０．００００８８和０．０００３４４±０．０００２３２，ＴβＲⅡ在４周、１２周时相对于１８Ｓ的 ｍＲ

ＮＡ 含量分别为０．００００９９±０．００００３１、０．０００１０３±０．００００４９。糖尿病组ＴβＲⅠ在４周、１２周时相对于１８Ｓ的ｍＲＮＡ含量分

别为０．０００４９３±０．０００１３３和０．０００６０８±０．０００２３２，ＴβＲⅡ在４周、１２周时相对于１８Ｓ的 ｍＲＮＡ 含量分别为０．０００１６６±

０．００００５７和０．０００１１３±０．００００４９；ＴβＲⅠ基因表达水平随着病变进展呈上升趋势，ＴβＲⅡ在４周时表达量较正常增加，到１２

周时表达量又减少，逐渐恢复到正常水平。结论：ＴβＲⅠ和 ＴβＲⅡ基因表达量的改变可能与糖尿病视网膜病变的发生发展有

关。
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　　糖尿病视网膜病变是糖尿病最常见的眼部微血管并发

症［１］。其发病机制虽尚未完全阐明，但ＤＲ的发生与多种因

素有关。近年来的研究结果表明，生长因子在ＤＲ的病理过

程中发挥着重要作用。已有报道转化生长因子β（ＴＧＦβ）可

能参与了糖尿病视网膜病变的病理过程［２，３］。ＴＧＦβ只有通

过与受体结合才能转导其所有生物学效应，包括促细胞移行

及促增生作用。本实验采用实时荧光定量ＰＣＲ对糖尿病大

鼠视网膜中ＴＧＦβ受体的表达情况进行初步观察，为探讨

ＴＧＦβ及其受体是否参与了糖尿病视网膜病变病理过程提

供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物及饲养　成年雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠

（上海实验动物中心提供）２８只，体质量１８０～２００ｇ。在通风

良好，氨浓度≤２０×１０６（体积分数），相对湿度４０％～７０％，

昼夜自然光照明，室温１８～２２℃环境中适应性饲养２周，普

通块状鼠饲料喂养，自由进水食。

１．２　糖尿病动物模型的制备　大鼠随机分成正常对照组１２
只，糖尿病组１６只。正常对照组大鼠未做任何处理，常规饲

养。以０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４．２的柠檬酸盐缓冲液溶解链尿佐菌

素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）配制成１％ＳＴＺ溶液，糖尿病组大鼠

ＳＴＺ（５５ｍｇ／ｋｇ）一次性腹腔内注射，２４～４８ｈ后采尾血测血

糖。血糖＞１６．６５ｍｍｏｌ／Ｌ者为糖尿病大鼠。糖尿病组死亡

大鼠１只。此后定期检测血糖和体质量。

１．３　视网膜中总ＲＮＡ制备和ｃＤＮＡ第１链制备　实验动

物于第４、１２周在测体质量及空腹血糖后摘除眼球，剥离视

网膜，立即放入液氮中保存。ＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司）提取总ＲＮＡ，测定纯度和含量，１％甲醛变性凝胶

电泳测定其完整性。５μｇ总 ＲＮＡ 样品用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ

ＲＴａｓｅ１μｌ逆转录ｃＤＮＡ第１链。

１．４　引物设计　根据标准 ＲＴＱＰＣＲ引物设计原则，Ｔａｑ

Ｍａｎ荧光探针选择６羧基荧光素（ＦＡＭ）作为荧光报告基

团，６羧基四甲基罗丹明（ＴＡＭＲＡ）作为淬灭基团，针对大

鼠ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ及１８Ｓ基因ＰＣＲ引物和ＴａｑＭａｎ探针序

列，合成引物序列如下：ＴβＲⅠＦ：５′ＡＣＣＴＴＣＴＧＡＴＣＣ

ＡＴＣＣＧＴＴ３′，ＴβＲⅠＲ：５′ＣＧＣＡＡＡＧＣＴＧＴＣＡＧＣ

ＣＴＡＧ３′，ＴβＲⅠＴＭ：ＦＡＭ５′ＣＡＧＡＧＣＴＧＴＧＡＧＧＣＣ

ＴＴＧＡＧＡＧＴＧ３′ＴＡＭＲＡ，ＴβＲⅡＦ：５′ＣＣＣＴＡＣＴＣＴ

ＧＴＣＴＧＴ ＧＧＡ ＴＧＡ３′，ＴβＲⅡＲ：５′ＧＡＣ ＧＴＣ ＡＴＴ

ＴＣＣＣＡＧ ＡＧＴ ＡＣ３′，ＴβＲⅡＴＭ：ＦＡＭ ５′ＣＡＧ ＧＴＧ

ＧＧＡＡＣＡＧＣＧＡＧＡＴＡＣＡＴＧＧ３′ＴＡＭＲＡ，１８ＳＦ：５′

ＧＴＡ ＡＣＣＣＧＴ ＴＧＡ ＡＣＣＣＣＡ ＴＴ３′，１８ＳＲ：５′ＣＣＡ

ＴＣＣＡＡＴＣＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ３′，１８ＳＴＭ：ＦＡＭ５′ＡＴＧ
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ＧＧＧＡＴＣＧＧＧＧＡＴＴＧＣＡＡＴ３′ＴＡＭＲＡ，

１．５　定量ＰＣＲ反应和数据分析　依照文献［４］的方法进行

定量ＰＣＲ检测和分析。用荧光值曲线和Ｃｔ值计算不同时相

点同一组织中ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ 分别与１８Ｓ的比值。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用两样本均数ｔ检

验。

２　结　果

２．１　一般状况观察　实验组各实验大鼠血糖含量均在

１６．６５ｍｍｏｌ／Ｌ以上，实验期间表现出多饮、多食、尿量明显

增多，体质量逐渐下降等症状，与对照组相比，糖尿病大鼠动

作明显迟缓、懒惰、无进攻性、易感染。

２．２　各组ＳＤ大鼠不同时相点血糖及体质量的变化　各时

相点糖尿病大鼠体质量与正常对照组相比，差异非常显著

（Ｐ＜０．０１）。正常对照组大鼠血糖平稳，各时相点比较，差异

无显著意义（Ｐ＞０．０５）。糖尿病组大鼠血糖维持在高水平，

与正常对照组比较，差异非常显著（Ｐ＜０．０１）。

　　见表１。

表１　糖尿病组与正常对照组大鼠不同时相点的体质量和血糖水平

（珚ｘ±ｓ）

组　别 ｎ
体质量（ｍＢ／ｇ）

４周 １２周
血糖（ｚＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

４周 １２周

正常对照组 １２ ２９２．００±２９．５０ ３７５．８３±１３．５７ ４．９４±０．９７ ４．４２±０．２７
糖尿病组　 １６ １７７．８６±１４．３９ １６７．５０±１４．６４ ２１．０９±４．０９ ２５．２０±３．２４

　Ｐ＜０．０１与正常对照组比较

２．３　不同时相点ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ的 ｍＲＮＡ表达　电泳鉴

定ＲＮＡ无明显降解。图１为转化生长因子受体大鼠视网膜

上表达的实时荧光ＲＴＰＣＲ定量检测曲线。结果显示，在正

常大鼠视网膜中 ４ 周时 ＴβＲⅠ 表达量为 ０．０００３３２±

０．００００８８，１２周时为０．０００３４４±０．０００２３２；４周时ＴβＲⅡ
标大量为０．００００９９±０．００００３１，１２周时为０．０００１０３±

０．００００４９。在糖尿病大鼠视网膜中４周时 ＴβＲⅠ表达量为

０．０００４９３±０．０００１３３，１２周时为０．０００６０８±０．０００２３２，

ＴβＲⅠ基因表达水平随着病变进展呈上升趋势，差异显著

（Ｐ＜０．０５）。而 ＴβＲⅡ 在 ４ 周时表达量为 ０．０００１６６±

０．００００５７，１２周时为０．０００１１３±０．００００４９，ＴβＲⅡ在４周

时表达量较正常增加，有统计学意义（Ｐ＜０．０５），到１２周时

表达量又减少，逐渐恢复到正常水平。

图１　ＴβＲⅠ／Ⅱ在正常及糖尿病大鼠视网膜上表达的实时荧光ＲＴＰＣＲ的定量检测

１：糖尿病大鼠视网膜中ＴβＲⅠ的表达曲线；２：正常大鼠视网膜中ＴβＲⅠ的表达曲线；３：糖尿病大鼠视网膜中ＴβＲⅡ的表达曲线；４：正常大鼠视

网膜中ＴβＲⅡ的表达曲线

３　讨　论

　　糖尿病视网膜病变是糖尿病微血管并发症中最重要的

并发症之一。增殖性糖尿病视网膜病变以视网膜新生血管

和纤维化为特征。随着分子生物学技术发展，研究发现糖尿

病视网膜病变的发生发展与细胞增殖调控失常有关，有多种

生长因子与视网膜细胞生长增殖有密切关系，ＴＧＦβ是其中

一个重要因子［２，５］。ＴＧＦβ有５个异构体，视网膜中主要表

达ＴＧＦβ２。以往研究表明，增生性糖尿病视网膜病变玻璃

体内ＴＧＦβ２含量明显高于无增生性的糖尿病视网膜病变

者［３］。在ＴＧＦβ等细胞因子的作用下，视网膜色素上皮细

胞、视网膜神经胶质细胞迁移至玻璃体和视网膜下，并刺激

活化的巨噬细胞和成纤维细胞，产生胶原和纤维连接蛋白

（ＦＮ）等物质，使毛细血管基底膜增厚，促进毛细血管管腔形

成，导致增生性糖尿病视网膜病变［６］。

　　由于 ＴＧＦβ必须和其特定受体结合并通过中介分子
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Ｓｍａｄｓ蛋白将胞外信号传递入胞核才能发挥生物学效应［７］，

因此，研究ＴＧＦβ在疾病过程中发生作用的同时，也应观察

相应受体的基因表达水平。

　　ＴβＲ是一种细胞膜表面受体，包括 ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ和

ＴβＲⅢ３种，其中ＴβＲⅠ和 ＴβＲⅡ是ＴＧＦβ信号转导系统中

两个重要受体，是ＴＧＦβ产生作用的基础，目前认为ＴβＲⅠ、

ＴβＲⅡ是ＴＧＦβ信号转导所必需的
［８］。ＴＧＦβⅠ型和Ⅱ型

受体都是丝氨酸／苏氨酸激酶受体，它们共同启动ＴＧＦβ在

胞质的信号。Ｙａｍａｎａｋａ等［９］研究表明用免疫组织化学和原

位分子杂交等方法检测到在正常大鼠视网膜及视网膜新生

血管疾病中的视网膜色素上皮细胞及神经胶质细胞上皆有

ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ表达。但由于免疫组织化学和原位分子杂交

方法都是定位及半定量检测基因表达水平，而实时荧光定量

ＰＣＲ能够针对性地从转录水平上精确定量分析极少量组织，

例如大鼠视网膜组织中的基因表达量。

　　本实验利用荧光定量ＰＣＲ技术定量检测糖尿病大鼠视

网膜中ＴＧＦβ的两种主要受体ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ基因的表达。

结果发现，在糖尿病大鼠视网膜病变进展过程中ＴβＲⅠ表达

水平在４周和１２周明显升高，而 ＴβＲⅡ基因水平随着病变

进展在４周呈一定上升趋势，随后降至和正常水平相似。这

说明在糖尿病视网膜病变发展过程中ＴβＲⅠ的基因表达水

平增加，而ＴβＲⅡ升高似乎并不是持续现象。实验结果提示

在糖尿病大鼠视网膜病变中ＴβＲ表达水平上调为主，我们认

为糖尿病视网膜病变可能与 ＴβＲ有密切的关系，这可能与

ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ本身结构特点不同和在ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ信号转

导过程中起不同作用有关。在细胞膜的表面，ＴＧＦβ能和

ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ结合形成一个异源性的复合物。ＴβＲⅡ由于

自身结构特点本身就具有激酶的活性，不需要激活，而ＴβＲ

Ⅰ则没有这种固有的活性，复合物形成后ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ的

激酶结构域相接近，被ＴβＲⅡ激活，进而激活胞内Ｓｍａｄｓ蛋

白，把信号转导至细胞核，调节相关靶基因的转录。Ｔａｋｅｕｃｈｉ
等［１０］发现ＴβＲⅠ与细胞外基质的合成有关，而ＴβＲⅡ则与细

胞增殖有关。我们结果提示在大鼠糖尿病视网膜病变中

ＴβＲⅠ和ＴβＲⅡ表达水平改变，使得ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ含量比

例改变，可能影响到ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ信号转导过程，改变对靶

细胞的调控作用，促使糖尿病视网膜病变的形成。

　　ＴＧＦβ２在糖尿病视网膜病变中的作用已引起了广泛关

注，本实验提示ＴβＲⅠ、ＴβＲⅡ可能在糖尿病视网膜病变中

也发挥重要作用，为我们探讨针对ＴＧＦβ受体来预防和治

疗糖尿病视网膜病变提供了新的方法和思路。
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