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内皮素及其受体蛋白家族在糖尿病大鼠视网膜中的表达
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　　［摘要］　目的　探讨内皮素１（ＥＴ１）、ＥＴ２、ＥＴ３、内皮素受体Ａ（ＥＴＲＡ）、ＥＴＲＢ和内皮素转换酶（ＥＣＥ）在８周糖尿病

ＳＤ大鼠视网膜中的表达。方法　采用限制性片段差异显示ＰＣＲ（ＲＦＤＤＰＣＲ）技术建立正常和８周糖尿病大鼠视网膜基因差
异表达谱，并以半定量 ＲＴＰＣＲ和蛋白免疫印迹方法分别对两组间表达存在差异的６个基因（ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３、ＥＴＲＡ、

ＥＴＲＢ、ＥＣＥ）的表达进行验证。结果　ＲＦＤＤＰＣＲ结果显示，糖尿病组ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３、ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ和ＥＣＥ表达上调。
半定量ＲＴＰＣＲ结果和蛋白免疫印迹结果显示，６种基因和蛋白在糖尿病组的表达（相对光密度比值）高于正常组，表达差异

具有统计学意义（Ｐ均＜０．０５，Ｐ均＜０．０１）。结论　ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３、ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ和ＥＣＥ在糖尿病视网膜中呈高表达，
提示这６种基因可能参与了糖尿病视网膜的发病过程。
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是糖尿病

最为常见和严重的微血管并发症，是主要的致盲性眼病，其

发病机制尚未明确。目前，有研究表明许多血管活性物质参

与了其发生和发展［１］。本实验首先采用限制性片段差异显

示聚合酶链反应（ＲＦＤＤＰＣＲ）技术建立正常和８周糖尿病大

鼠视网膜基因差异表达谱，经生物信息学分析筛选出内皮素

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ，ＥＴ）的３种异构肽（ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３）、内皮素

受体 Ａ（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒＡ，ＥＴＲＡ）、内 皮 素 受 体 Ｂ

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒＢ，ＥＴＲＢ）和内皮素转换酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ

ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＥＣＥ）为正常和８周糖尿病大鼠视网膜差

异表达基因，并进一步以半定量ＲＴＰＣＲ和蛋白免疫印迹方

法验证上述基因在两组视网膜组织中的表达情况。
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１　材料和方法

１．１　材料　体质量２００～２５０ｇ的健康雄性ＳＤ大鼠５７只，

购于四川大学动物实验中心。四氧嘧啶和抗体购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＤＮＡ
酶购自日本ＴａＫａＲａ公司。反转录试剂盒购自美国 ＭＢＩ公

司。ＤｉｓｐｌａｙＰＲＯＦＩＬＥ 试剂盒购自美国 Ｑｂｉｏｇｅｎｅ公司。

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒购自日本 Ｔｏｙｏｂｏ公司。

Ｃｙ５荧光标记试剂盒购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司。抗体均购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。引物由日本 ＴａＫａＲａ公司合成。引物序

列：ＥＴ１上游５′ＣＴＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＴＴＣ

３′，下游５′ＧＴＴＣＣＣＴＴＧＧＴＣＴＧＴＧＧＴＣＴＴ３′，３０１

ｂｐ；ＥＴ２上游５′ＡＴＧＴＧＴＧＴＡＣＴＴＣＴＧＣＣＡＣＣＴＧ

３′，下游５′ＡＧＡＴＧＴＣＣＣＴＣＡＧＣＴＴＴＴＧＧＡＧ３′，２７８

ｂｐ；ＥＴ３ 上游 ５′ＧＴＧ ＴＣＴ ＡＣＴ ＡＴＴ ＧＣＣ ＡＣＣＴＧＧ

ＡＣ３′，下游５′ＧＴＧＧＧＣＴＴＴＡＴＣＴＧＴＣＣＴＴＧＡＣ３′，

３７１ｂｐ；ＥＴＲＡ 上游 ５′ＣＴＧ ＧＴＧ ＧＣＴＣＴＴ ＴＧＧ ＡＴＴ

ＣＴＡＣ３′，下游５′ＧＴＴＣＴＧＴＧＴＴＧＴＧＧＴＴＣＴＧＣＴ

Ｃ３′，４８５ｂｐ；ＥＴＲＢ上游 ５′ＧＴＣＴＣＴ ＧＴＧ ＧＴＴＣＴＧ

ＧＣＴＧＴＣ３′，下游 ５′ＴＧＣ ＴＣＴ ＧＧＴ ＣＡＴ ＡＡＡ ＧＧＧ

ＴＧＡＧ３′，３７９ｂｐ；ＥＣＥ 上游 ５′ＣＴＧ ＧＡＡ ＧＴＴ ＴＴＧ

ＣＧＴＧＡＧＴＧＡＣ３′，下游５′ＧＴＴＣＴＴＧＧＴＧＧＧＣＧＡ

ＧＴＡＧＴＡＧ３′，４３０ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游５′ＣＣＧＴＡＡＡＧＡ

ＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ３′，下游５′ＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴ

ＧＣＴＴＧＣＴ３′，２２７ｂｐ。

１．２　糖尿病大鼠模型建立　３２只健康成年ＳＤ大鼠适应性

喂养８ｄ，在禁食１２ｈ后，按２２０ｍｇ／ｋｇ的剂量一次性腹腔

注射四氧嘧啶。２４ｈ后空腹血糖值＞１６ｍｍｏｌ／Ｌ、尿糖＞
为造模成功。此后每周测一次尿糖和血糖。造模后，１只转

阴，３只死亡，最后可用于本实验的８周糖尿病大鼠共２８只。

１．３　ＲＦＤＤＰＣＲ建立大鼠视网膜基因表达谱　用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂盒分别抽提正常和８周糖尿病ＳＤ大鼠视网膜的总

ＲＮＡ，ＤＮＡ酶处理，纯化ＲＮＡ。１．５％琼脂糖凝胶电泳和紫

外分光光度仪检测结果显示ＲＮＡ含量和纯度已达到实验要

求。分别取正常和８周糖尿病ＳＤ大鼠视网膜的总ＲＮＡ各

９００ｎｇ，按ＤｉｓｐｌａｙＰＲＯＦＩＬＥ试剂盒说明进行操作：以随机锚

定引物５′ＴｎＶ反转录成ｃＤＮＡ，用ＴａｑⅠ限制性内切酶对

ｃＤＮＡ进行消化，得到的表达基因转录片段以Ｔ４ＤＮＡ连接

酶与两种特殊设计的ＤＮＡ接头混合相连制备成差异显示模

板，用６４个特异引物以及Ｃｙ５标记的通用引物分别在６４个

反应体系中用 “ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ”ＰＣＲ对两组模板进行扩增。应

用高电压垂直电泳系统，以７％尿素聚丙烯酰胺凝胶恒功率

（６０Ｗ）电泳，分离６４个表达窗的扩增片段。在ＴＹＰＨＯＯＮ

９２００荧光成像系统上扫描凝胶，获得差异表达谱电泳图像。

运用图像分析软件，再根据ＧｅｎＢａｎｋ数据及公司提供的数据

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｑｂｉｏｇｅｎｅ．ｃｏｍ／ｄｉｓｐｌａｙｆｉｔ／）对所有的电泳条

带进行生物信息学分析，筛选候补基因。

１．４　半定量ＲＴＰＣＲ　正常和８周糖尿病ＳＤ大鼠视网膜

总ＲＮＡ抽提、浓度和纯度检测如上所述。各样本总ＲＮＡ反

转录为ｃＤＮＡ。分别取等量ｃＤＮＡ，利用 ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３、

ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ、ＥＣＥ和βａｃｔｉｎ的特异性引物进行ＰＣＲ扩增，

等量取各ＲＴＰＣＲ产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳。凝胶扫

描系统进行光密度值（Ｄ 值）分析，结果以相对Ｄ 比值（目的

基因Ｄ 值／βａｃｔｉｎＤ 值）表示，对每个样本目的 ｍＲＮＡ检测

重复３次，取其平均值作为该样本目的ｍＲＮＡ的Ｄ 值。

１．５　蛋白质免疫印迹分析　取一对视网膜组织液氮研磨

后，加入１．５ｍｌ预冷组织裂解液，冰上静置１ｈ，４℃、

２００００×ｇ离心４０ｍｉｎ，取上清液，考马斯亮蓝测定蛋白浓

度。取１５μｇ蛋白样品加５μｌ上样缓冲液，１００℃煮沸５ｍｉｎ
后，行１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，电转移法将蛋

白转移到ＮＣ膜，１０％脱脂牛奶封闭２ｈ，加入一抗，４℃冰箱

中过夜，ＴｒｉｓＨｃｌ缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）洗膜１０ｍｉｎ３次，加入

二抗，３７℃、１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ３次后作ＥＣＬ化学发光，

显影，用ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ８９００软件分析α、β、γｓｙｎｕｃｌｅｉｎ条带Ｄ
值，并与内参βａｃｔｉｎ的Ｄ值比较。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，

实验数据以珚ｘ±ｓ表示，对两组间种基因的表达量行独立样

本ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般资料　建模成功的２８只糖尿病大鼠随机分为３
组，第１ 组用于构建基因表达谱，共 ４ 只，体质量为

（２０４．００±１９．７１）ｇ，血糖值为（１８．２５±１．８９）ｍｍｏｌ／Ｌ，尿

糖均＞；第２组用于荧光定量ＰＣＲ实验，共１２只，体质

量为（１８４．６７±１８．８１）ｇ，血糖值为（１８．９２±１．７３）ｍｍｏｌ／Ｌ，

尿糖均＞；第３组用于蛋白质印迹分析，共１２只，体质量

为（１９４．６７±２８．２５）ｇ，血糖值为（１９．２５±１．７１）ｍｍｏｌ／Ｌ，

尿糖均＞；３组间的体质量及血糖差异均无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。其余２５只大鼠作为正常对照并随机分为３组，

第１组用于构建基因表达谱，共３只，体质量为（２３７．６７±

１１．７２）ｇ，血糖值为（１２．６７±２．０８）ｍｍｏｌ／Ｌ，尿糖均为＋～

－；第２组用于荧光定量 ＰＣＲ实验，共１１只，体质量为

（２４６．８２±２１．０６）ｇ，血糖值为（１２．００±２．０５）ｍｍｏｌ／Ｌ，尿

糖均为＋～－；第３组用于蛋白质免疫印迹法分析，共１１
只，体质量为（２４９．１８±１５．９９）ｇ，血糖值为（１１．３６±２．１１）

ｍｍｏｌ／Ｌ，尿糖均为＋～－；３组间的体质量及血糖差异均无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　ＲＦＤＤＰＣＲ检测结果　对２个基因表达谱的ＤＮＡ片

段数目及２种组织间有差异的片段数目进行统计，获得有意

义的片段共３６３９个，其中糖尿病视网膜１８２６个，正常视网

膜１８１３个。以荧光强度相差３倍以上为表达差异标准，获

得有差异的片段８４０个。与正常相比，糖尿病状态下表达信

号减弱的基因片段有２８３个，增强的有２２５个；与正常相比，

糖尿病状态下消失的有１４５个，出现的有１８７个。１３号表达

窗１７９ｂｐ的ＥＴ１片段（图１Ａ）、２０号表达窗５８ｂｐ的ＥＴ２
片段（图１Ｂ）、１７号表达窗２４４ｂｐ的ＥＴ３片段（图１Ｃ）、３９
号表达窗５９ｂｐ的ＥＴＲＡ片段（图１Ｄ）、１号表达窗１８０ｂｐ的
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ＥＴＲＢ片段（图１Ｅ）和８号表达窗６８２ｂｐ的 ＥＣＥ片段（图 １Ｆ），其糖尿病组表达强于正常组。

图１　ＲＦＤＤＰＣＲ方法检测正常组（Ｎ）和糖尿病组（Ｄ）大鼠视网膜组织

ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３、ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ和ＥＣＥ的差异表达

Ａ：ＥＴ１；Ｂ：ＥＴ２；Ｃ：ＥＴ３；Ｄ：ＥＴＲＡ；Ｅ：ＥＴＲＢ；Ｆ：ＥＣＥ．箭头示目标条带

２．３　半定量ＲＴＰＣＲ检测结果　在正常大鼠视网膜中，可

检测出 ＥＴ１（０．２９±０．０８）、ＥＴ２（０．１９±０．０７）、ＥＴ３
（０．３５±０．０６）、ＥＴＲＡ（０．３５±０．０８）、ＥＴＲＢ（０．２４±０．０８）、

ＥＣＥ（０．４４±０．０９），但在８周糖尿病大鼠视网膜中，ＥＴ１
（０．３９±０．０９）、ＥＴ２（０．３１±０．０６）、ＥＴ３（０．４９±０．０８）、

ＥＴＲＡ（０．５１±０．１０）、ＥＴＲＢ（０．３９±０．０９）、ＥＣＥ（０．６０±

０．１１）的表达升高（Ｐ均＜０．０５，图２）。

图２　半定量ＲＴＰＣＲ检测正常组（１，３，５，７，９，１１）和

糖尿病组（２，４，６，８，１０，１２）大鼠视网膜ＥＴ１、

ＥＴ２、ＥＴ３、ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ和ＥＣＥｍＲＮＡ的表达

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，２：ＥＴ１；３，４：ＥＴ２；５，６：ＥＴ３；７，８：ＥＴＲＡ；９，

１０：ＥＴＲＢ；１１，１２：ＥＣＥ

２．４　蛋白质免疫印迹分析结果　结果显示，ＥＴ１、ＥＴ２、

ＥＴ３、ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ和ＥＣＥ蛋白在正常视网膜组织中呈弱

表达（０．１２±０．０２；０．２３±０．０６；０．１５±０．０３；０．０９±０．０１；

０．１６±０．０７；０．３５±０．０２），在８周糖尿病大鼠视网膜组织中

呈强表达（０．２７±０．０８；０．６４±０．０１；０．７６±０．０４；０．５４±

０．０３；０．７１±０．０５；０．８１±０．０６），两组比较差异有统计学意义

（Ｐ均 ＜０．０１，图３）。

图３　蛋白质免疫印迹检测正常组（１，３，５，７，９，１１）和

糖尿病组（２，４，６，８，１０，１２）大鼠视网膜ＥＴ１、ＥＴ２、

ＥＴ３、ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ和ＥＣＥ的表达

１，２：ＥＴ１；３，４：ＥＴ２；５，６：ＥＴ３；７，８：ＥＴＲＡ；９，１０：ＥＴＲＢ；１１，

１２：ＥＣＥ

３　讨　论

　　ＥＴ是由其氨基酸前体（原内皮素１）经ＥＣＥ作用生成，

其家族成员包括３种异构肽：ＥＴ１、ＥＴ２和 ＥＴ３。ＥＴ经

ＥＴＲＡ和ＥＴＲＢ发挥生理作用。ＥＴ、ＥＴＲＡ及ＥＴＲＢ可表

达于正常视网膜的色素上皮细胞、节细胞、血管内皮细胞、星

形胶质细胞和周细胞［２］。生理条件下，低浓度ＥＴ与其特异

性ＥＴＲＡ或ＥＴＲＢ的结合在调节和维持视网膜舒缩及血流

的稳定性中起到关键性作用［３］。在高糖环境中，体外培养的

牛视网膜周细胞ＥＴＲＢ表达增加［４］。

　　本研究采用ＲＦＤＤＰＣＲ技术建立了正常大鼠和８周糖

尿病大鼠视网膜基因差异表达谱，通过生物信息学分析，筛

选出ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３、ＥＴＲＡ、ＥＴＲＢ、ＥＣＥ为正常大鼠和糖

尿病大鼠视网膜差异表达基因，并进一步通过半定量 ＲＴ

ＰＣＲ方法和蛋白质免疫印迹方法证实了上述因子在８周糖
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尿病大鼠视网膜中的表达水平升高。这与Ｅｖａｎｓ等［５］观察

到的半乳糖喂养大鼠视网膜ＥＴ１、ＥＴ３、ＥＴＲＡｍＲＮＡ水平

增高一致。在生理条件下，ＥＴＲＡ主要存在于视网膜周细

胞，选择性地作用于ＥＴ１，介导血管的收缩，而ＥＴＲＢ主要

由内皮细胞表达，对ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴ３无特异性，通过释放

一氧化氮（ＮＯ）和前列腺素介导血管扩张。两受体在视网膜

血管舒缩和血流的调节中起重要作用。但ＥＴ、ＥＴＲ及ＥＣＥ
的升高是否会导致视网膜血管血流的变化呢？Ｐｏｌａｋ等［６］和

Ｍｏｒｉ等［７］对大鼠眼球的玻璃体内分别注射ＥＴ１和ＥＴ３进行

对比研究，结果发现其视网膜组织的血流量变化分别为减少

和升高，而当分别给予ＥＴＲＡ和ＥＴＲＢ拮抗剂后，其血流量均

恢复正常。另外，对糖尿病大鼠视网膜研究结果表明，其血流

量减少了３３％，但ＥＴＲＡ拮抗剂的使用可使其血流量恢复正

常水平［８］。上述研究均提示，ＥＴ、ＥＴＲ及ＥＣＥ的表达上调可

能参与了视网膜血流动力学的改变。

　　另外，糖尿病视网膜组织中ＥＴ、ＥＴＲ及ＥＣＥ的高表达

也可能参与了视网膜的血管病变的发生。如有报道显示，视

网膜组织中ＥＴ１和ＥＴ３的高表达可诱导超氧化物的产生

增多［９１０］，而超氧化物阴离子可与 ＮＯ结合形成血管毒性的

过氧硝酸盐［１１］，结合我们既往的研究发现，在 ＮＯ合成中起

关键作用的诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）在糖尿病大鼠视网

膜组织中表达也较正常组增高［１２］。另有研究表明，６个月糖

尿病大鼠视网膜组织中 ＥＴ１、ＥＴ２、ＥＴＲＡ 和 ＥＴＲＢ的

ｍＲＮＡ表达水平较正常组升高，并认为与糖尿病视网膜血管

闭塞有关［１３］。研究提示，糖尿病视网膜组织中ＥＴ１、ＥＴ２、

ＥＴ３、ＥＴＲＡ和ＥＴＲＢ的的高表达可能与糖尿病视网膜的血

管病变有关［１４］。

　　ＥＴ除了与视网膜血管病变有关，最近有研究表明ＥＴ
也可能与视网膜神经细胞损伤有关。对体外培养的视网膜

神经细胞的研究发现，当给予高浓度的ＥＴ１处理后，１６％的

无长突神经细胞发生死亡，ＥＴＲＡ拮抗剂和ＥＴＲＢ拮抗剂能

够使死亡细胞数量减少［１５１６］。Ｌａｕ等［１７］对大鼠的研究也观

察到，当其眼内注射ＥＴ１后，３６％视网膜节细胞发生凋亡，

３１％视神经轴突发生缺失，且伴有视功能损害，表现为瞳孔

反应速率下降３１％，收缩持续时间增长，并认为ＥＴ１的异常

升高导致视网膜节细胞的凋亡和视神经的不完整。大鼠视

网膜节细胞体外存活抑制实验表明，ＥＴ２的表达上调可以

导致视网膜节细胞的存活率升高［１８］，同时ＥＴ２的表达上调

在受损的视网膜光感受器细胞中起保护作用［１９］。近年研究

显示，ＥＴ３在神经的发生过程中起重要作用。ＥＴ３可以调

控神经嵴来源的神经细胞的增殖、分化和迁移，参与神经元

轴突生长和神经突触的形成［２０２１］。本研究发现，ＥＴ和ＥＴＲ
家族成员及ＥＣＥ在糖尿病大鼠视网膜中的表达上调，徐格

致等［２２］研究发现早期糖尿病大鼠视网膜上存留的视网膜神

经节细胞树突和胞体存在形态学的改变，可推测ＥＴ、ＥＴＲ及

ＥＣＥ的表达上调可能与视网膜神经细胞变化有关，并参与了

糖尿病早期神经视网膜病变的发生。

　　综上可见，ＥＴ和ＥＴＲ所有家族成员及ＥＣＥ在８周糖

尿病大鼠视网膜组织中表达升高，可推测这些因子表达水平

的变化可能与视网膜血流动力学的改变及视功能损害有关，

但本研究仅是糖尿病大鼠视网膜组织的上述基因表达的初

步研究，仍需进一步论证上述基因的异常表达与糖尿病视网

膜病变之间的因果关系。
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