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番茄红素减轻糖尿病大鼠视网膜病变的作用及机制
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　　［摘要］　目的　研究番茄红素（ｌｙｃｏｐｅｎｅ，ＬＰ）对大鼠糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）的作用及相关机制。

方法　采用一次性腹腔注射链脲佐菌素（５６ｍｇ／ｋｇ）进行建模，并将成功建立的２０只ＤＲ模型随机分为ＤＲ组和ＬＰ组，每组

１０只；另设１０只正常大鼠为对照组（ＮＣ组）。ＬＰ组给予ＬＰ灌胃（６０ｍｇ／ｋｇ）治疗，ＮＣ组和ＤＲ组给予等量生理盐水灌胃，每

日１次。干预８周后，放射免疫测定法测定各组大鼠血清中内皮素（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ，ＥＴ）和降钙素基因相关蛋白（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅ

ｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＧＲＰ）的含量，免疫组化和蛋白质印迹法检测各组大鼠视网膜中血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达。结果　与ＮＣ组比较，ＤＲ组的ＥＴ含量增高、ＣＧＲＰ含量降低、ＶＥＧＦ的表达增加（犘＜０．０５）；与ＤＲ

组比较，ＬＰ组的ＥＴ含量降低、ＣＧＲＰ含量增加、ＶＥＧＦ的表达降低（犘＜０．０５）。结论　ＬＰ通过降低ＤＲ大鼠血清ＥＴ含量、

提高ＣＧＲＰ含量、下调视网膜中ＶＥＧＦ的表达而减轻大鼠ＤＲ。

　　［关键词］　番茄红素；糖尿病视网膜病变；内皮缩血管肽类；降钙素基因相关肽；血管内皮生长因子类
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）

是糖尿病最常见的也是最为严重的微血管并发症，

已成为世界性致盲的常见原因之一。高血糖、高血

脂、氧化应激和炎性细胞因子的产生直接影响着ＤＲ

的发生和发展［１３］。番茄红素是类胡萝卜素的一种，

具有抗氧化、清除氧自由基的功能，还能降低血糖，

减轻和缓解糖尿病并发症［４５］。研究显示，提高糖尿

病患者血清番茄红素的浓度可以抑制氧化应激反

应，抑制ＤＲ的发生发展
［６７］，但其相关的机制尚未

完全阐明。本实验通过研究番茄红素对大鼠ＤＲ模
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型的保护作用，初步探讨番茄红素保护ＤＲ的相关

机制以及其在ＤＲ防治中的作用价值。

１　材料和方法

１．１　实验动物和试剂　清洁级雄性ＳＤ大鼠，体质

量１６０～１８０ｇ，８周龄，由徐州医学院实验动物中心

［许可证号：ＳＹＸＫ（苏）２０１０００１１］提供；链脲佐菌素

（ＳＴＺ）购自Ｓｉｇｍａ公司；番茄红素购自郑州荔诺生

物制剂公司；血糖仪（稳豪倍优）和血糖试纸购自强

生生物制药有限公司；ＲＩＡ试剂盒，免疫组化试剂盒

和血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）抗体购自中山金桥生物技术有限

公司。

１．２　糖尿病视网膜病变大鼠模型制备、分组和标本

采集

１．２．１　造模　将４０只大鼠腹腔一次性注射２％

ＳＴＺ５６ｍｇ／ｋｇ（枸橼酸钠缓冲液配制，ｐＨ４．５），７２

ｈ后尾静脉采血，血糖仪测定随机血糖 ＞１６．７

ｍｍｏｌ／Ｌ为建造糖尿病模型成功，造模成功３２只，成

模率８０％。１２周后查糖尿病模型大鼠眼底，有明显

出血、水肿及渗出者２０只，成模率６７％。

１．２．２　实验分组　将糖尿视网膜病造模成功的２０

只大鼠随机分为糖尿病视网膜病变组（ＤＲ组）和番

茄红素组（ＬＰ组），每组１０只；另设１０只正常大鼠

为对照组（ＮＣ组）。ＬＰ组于糖尿病视网膜病变造模

成功后每日给予番茄红素灌胃６０ｍｇ／ｋｇ，ＤＲ组和

ＮＣ组每日给予等量生理盐水灌胃，均干预８周。实

验过程中不给予胰岛素和其他降血糖药物，ＤＲ组和

ＬＰ组大鼠分别死亡２只，ＮＣ组大鼠无死亡。

１．２．３　标本采集　ＤＲ造模成功并治疗８周后，大

鼠禁食１２ｈ，１０％水合氯醛麻醉后，心脏采血置于抗

凝管中，４℃离心分离血浆后置于－２０℃冰箱保存，

待测内皮素（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ，ＥＴ）和降钙素基因相关蛋

白（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＧＲＰ）；取大鼠

左侧眼球于多聚甲醛中固定，行石蜡包埋，待免疫组

化检测；右侧眼球分离视网膜于ＥＰ管中置于－８０℃

冰箱中保存，待测ＶＥＧＦ。

１．３　放射免疫测定法检测血浆ＥＴ和ＣＧＲＰ的水

平　按照试剂盒说明书操作，测定仪器为上海同济

大学免疫研究所日环仪器厂ＳＮ６９５Ｂ型智能放射免

疫γ检测仪。

１．４　免疫组化法检测大鼠视网膜 ＶＥＧＦ蛋白表

达　糖尿病大鼠视网膜组织的ＶＥＧＦ蛋白检测采用

ＳＰ法，石蜡切片厚度４μｍ，石蜡切片脱蜡至水。微

波炉中（大火２ｍｉｎ，小火１０ｍｉｎ）热抗原修复；３％过

氧化氢３７℃孵育５～１０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化物

酶活性；ＰＢＳ冲洗２ｍｉｎ×３次，按照 ＶＥＧＦ免疫组

化染色试剂盒的说明进行操作。

１．５　蛋白质印迹法测定大鼠视网膜 ＶＥＧＦ蛋白表

达　将视网膜组织中加入裂解液，匀浆后，８００×犵、

４℃离心１５ｍｉｎ，取上清，１５０００×犵、４℃离心１５

ｍｉｎ，所得上清即为胞质蛋白提取液。胞质蛋白用

４×蛋白处理液配制成等浓度的蛋白样品。取等量

蛋白样品行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，以湿转移法转

至ＮＣ膜上，脱脂牛奶室温封闭２ｈ，加入抗体孵育后

洗膜，显色后条带扫描、分析及打印。蛋白激活水平

以免疫印迹中条带的灰度值与内参的比值来表示。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数

据分析，数据以珔狓±狊表示，两组间均数比较采用狋检

验，多组间均数比较采用完全随机设计的方差分析

（ＡＮＯＶＡ），检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠血浆ＥＴ和ＣＧＲＰ的含量　由表１可见，

与ＮＣ组比较，ＤＲ组大鼠血浆ＥＴ含量升高，ＣＧＲＰ

含量降低，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；与ＤＲ

组比较，ＬＰ组大鼠血浆ＥＴ含量降低，ＣＧＲＰ含量

增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

表１　各组大鼠血浆犈犜和犆犌犚犘的含量

ρＢ／（ｎｇ·Ｌ
－１），珚狓±狊

组别 狀 ＥＴ ＣＧＲＰ

ＮＣ组 １０ １０４．５±３１．１ ５７．９±１２．４

ＤＲ组 ８ ３２９．８±６１．５ ２８．７±１０．１

ＬＰ组 ８ ２６５．７±５４．９△ ５３．９±１５．７△

ＥＴ：内皮素；ＣＧＲＰ：降钙素基因相关蛋白；ＮＣ：正常对照；

ＤＲ：糖尿病视网膜病变；ＬＰ：番茄红素．犘＜０．０５与 ＮＣ组

比较；△犘＜０．０５与ＤＲ组比较

２．２　大鼠视网膜细胞中 ＶＥＧＦ的表达　由图１可

见，ＤＲ组大鼠视网膜细胞质中 ＶＥＧＦ的表达高于

ＮＣ组和ＬＰ组。
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图１　各组大鼠视网膜细胞中犞犈犌犉的表达（犛犘法）

ＶＥＧＦ：血管内皮生长因子．Ａ：正常对照（ＮＣ）组；Ｂ：糖尿

病视网膜病变（ＤＲ）组；Ｃ：番茄红素（ＬＰ）组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　大鼠视网膜ＶＥＧＦ蛋白的表达　与ＮＣ组比

较，ＤＲ组及ＬＰ组大鼠视网膜中ＶＥＧＦ蛋白表达量

均升高（犘＜０．０５）；但ＬＰ组大鼠视网膜中ＶＥＧＦ蛋

白的表达量低于ＤＲ组（犘＜０．０５），见图２。

图２　各组大鼠视网膜犞犈犌犉蛋白的表达

ＮＣ：正常对照；ＤＲ：糖尿病视网膜病变；ＬＰ：番茄红素；

ＶＥＧＦ：血管内皮生长因子．犘＜０．０５与 ＮＣ 组比较；

△犘＜０．０５与ＤＲ组比较．狀＝４，珔狓±狊

３　讨　论

糖尿病视网膜病的发病机制迄今尚不完全明

了，其基本病理过程表现为微循环障碍，病理特征为

视网膜新生血管形成和血视网膜屏障（ｂｌｏｏｄｒｅｔｉｎａｌ

ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＲＢ）破坏。糖尿病时由于血管及血液因素

导致毛细血管闭塞，从而引起毛细血管扩张，微动脉

瘤形成，最终导致视网膜缺血缺氧、生长因子释放增

加，致使视网膜形成新生血管和纤维化。具有代表

性的细胞因子有ＥＴ和ＶＥＧＦ，ＥＴ是迄今所知血管

内皮细胞分泌的体内最强的缩血管物质，生理量的

ＥＴ通过内皮细胞周期细胞间相互作用调节视网膜

血管的管径和局部血流量。糖尿病患者血管内皮损

伤，引起血浆ＥＴ过量释放并强烈刺激视网膜周细

胞收缩，导致视网膜局部循环调节功能紊乱，从而促

进和加剧糖尿病视网膜病变的发生发展［８］。ＶＥＧＦ

是目前所知最强的内皮细胞选择性促有丝分裂因子

和血管生成因子，能特异性地刺激视网膜血管内皮

细胞增殖，增加血管的通透性，促进新生血管的形

成，一旦新生血管形成，则标志着视网膜发生增殖性

病变［９］。有研究证明，在糖尿病视网膜病变早期，

ＶＥＧＦ即发挥作用，促进和加重糖尿病视网膜病变

的发生发展［１０］。ＣＧＲＰ是体内已知的作用最强、持

续时间最长的舒血管肽，与ＥＴ的缩血管作用相互

拮抗。ＣＧＲＰ／ＥＴ分泌失衡在血管内皮细胞损伤的

病理过程中起着重要的作用［１１］，若糖尿病病情长期

控制不良，血管内皮细胞损伤加重、增殖减弱，从而

引起ＥＴ和ＶＥＧＦ的大量释放
［７］。由于ＣＧＲＰ的减

少致血管收缩、微循环障碍加重、毛细血管通透性增

加，导致视网膜微血管出血、渗出性改变，血管内皮

细胞增殖、新生血管形成等，最终加重糖尿病视网膜

病变。

番茄红素广泛存在于水果及蔬菜中，具有抗氧

化、降血糖、抑制突变、减少心血管疾病及抗癌等生

物学作用［６７，１２１３］。人体内不能合成番茄红素，只能

依靠食物补充。临床研究结果显示，提高糖尿病患

者血清番茄红素水平，可以减轻糖尿病患者视网膜

病变，降低糖化血红蛋白的值，患者血清番茄红素水

平的降低与 ＤＲ的诊断、严重程度和治疗密切相

关［６］。本研究旨从细胞因子层面揭示番茄红素治疗

糖尿病视网膜病变与细胞因子ＥＴ、ＶＥＧＦ和ＣＧＲＰ

之间的联系。本研究结果显示，与ＤＲ组比较，ＬＰ

组大鼠血浆ＥＴ和视网膜中ＶＥＧＦ的含量均降低（犘

＜０．０５），而血浆ＣＧＲＰ含量增加（犘＜０．０５）。这一

结果提示，番茄红素减轻大鼠糖尿病视网膜病是通

过降低血浆中ＥＴ含量、提高血浆中ＣＧＲＰ含量和

降低视网膜细胞因子 ＶＥＧＦ的表达，抑制视网膜细

胞异常增殖，阻止新生血管的生成，从而抑制视网膜

增厚而实现的。本研究仅限于对实验动物现象的观

察，有关番茄红素保护糖尿病视网膜病变的具体作

用机制还需要更多临床研究予以揭示。
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