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氨基胍高选择性抑制ｉＮＯＳ在糖尿病大鼠视网膜中的研究
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　　摘　要：目的　探讨氨基胍对糖尿病大鼠视网膜的治疗作用及机制。方法　６０只大鼠分为对照组（狀＝２０）、糖尿病组（狀＝

２０）、氨基胍治疗组（狀＝２０），给药１４ｄ后取大鼠眼组织进行病理学观察（ＨＥ染色），采用ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＰＴＰＣＲ检测各组

大鼠诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）、内皮细胞性一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）、神经型一氧化氮合酶（ｎＮＯＳ）水平及表达的差异。结果　

ＨＥ染色结果显示，氨基胍治疗组与糖尿病组比较，大鼠视网膜组织缺损明显降低，神经元细胞增多。氨基胍治疗组、对照组ｉＮ

ＯＳ水平显著低于糖尿病组，对照组ｎＮＯＳ水平明显低于其他两组；３组ｅＮＯＳ水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。氨基胍治疗组

与糖尿病组比较，ｉＮＯＳ蛋白表达降低（犘＜０．０５），与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。氨基胍治疗组大鼠ｉＮＯＳｍＲＮＡ

表达低于ｅＮＯＳｍＲＮＡ和ｎＮＯＳｍＲＮＡ。结论　氨基胍可以改善糖尿病大鼠视网膜组织病变，作用途径可能是选择性地抑制

ｉＮＯＳ的活性。
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是糖尿病

（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）最常见、最严重的并发症之一，也是成

年人低视力和盲的主要原因［１］。ＤＲ发病机制迄今尚未完全

阐明，且无有效的治愈方法，早期发现、早期治疗对延缓其进展

至关重要［２］。一氧化氮（ＮＯ）作为一种重要的血管活性物质，

与ＤＲ中毛细血管闭塞、微循环障碍、内皮细胞增殖相关
［３］。一

氧化氮合成酶（ＮＯＳ）是ＮＯ合成过程中的关键酶，可直观反映

ＮＯ在ＤＲ中的作用机制
［４］。氨基胍是一类ＮＯＳ抑制剂，可以

抑制ＮＯＳ的活性，对ＤＲ等具有一定的治疗效果
［５］，但是其作

用途径及机制尚不明确，因此，研究氨基胍治疗ＤＲ的机制可以

指导临床用药，对开发新的治疗药物具有一定的指导作用。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）实验动物：健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠共６０只，体

质量１８０～２００ｇ，由安徽医科大学实验动物中心提供，合格证

号：ＳＹＸＫ（皖）２０１２００４。在普通环境下（通风，温度１８～２３

℃，湿度５０％～６０％）饲养，自由饮水。（２）实验试剂与仪器：

氨基胍（ＡＧ，Ｓｉｇｍａ）；胰激肽原酶（常州千红生化制药）；链脲佐

菌素（ＳＴＺ，Ａｌｅｘｉ）；ＤＭＥＭ，诱导型 ＮＯＳ（ｉＮＯＳ）、内皮细胞型

ＮＯＳ（ｅＮＯＳ）、神经型ＮＯＳ（ｎＮＯＳ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自碧云天；

蛋白质提取试剂盒（碧云天），ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ抗体，羊抗鼠

二抗，鼠βａｃｔｉｎ抗体购自北京中杉金桥，手术器材，ＣＯ２ 培养

箱，光学显微镜，酶标仪，紫外分光光度计，离心机。

１．２　方法

１．２．１　动物分组及造模　将６０只大鼠分为糖尿病组、氨基胍

治疗组和对照组，每组２０只。氨基胍治疗组和糖尿病组大鼠

使用ＳＴＺ制造糖尿病模型。按５０ｍｇ／ｋｇ称取ＳＴＺ溶于ｐＨ

为４．４的柠檬酸柠檬酸钠缓冲液，对禁食１２ｈ的大鼠进行腹

腔注射ＳＴＺ造模，注射后２４～４８ｈ取尾血测血糖。造模成功
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标准：血糖大于１６．６５ｍｍｏｌ／Ｌ，对照组２０只仅腹腔注射等体

积的柠檬酸柠檬酸钠缓冲液。

１．２．２　给药方法　氨基胍治疗组大鼠每天灌胃给药氨基胍

１００ｍｇ／ｋｇ，糖尿病组和对照组大鼠予等量的生理盐水灌胃。

连续灌胃给药１４ｄ后，处死大鼠取出双眼眼球，用生理盐水清

洗，一只放于４％多聚甲醛中固定过夜后存放于７０％乙醇中，

用于 ＨＥ染色；另一只存放于－８０℃冰箱中，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ和ＰＴＰＣＲ检测。血液在室温下静置０．５ｈ后放于４℃

冰箱中过夜，第２天离心后取出上清液存放于４℃冰箱中，用

ＥＬＩＳＡ检测。

１．２．３　ＨＥ染色　多聚甲醛固定过的眼球标本用石蜡包埋，

连续切片，厚度５μｍ，常规 ＨＥ法染色。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ水平　大鼠

血液静置过夜后离心，取上清液，使用ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ酶

联免疫试剂盒检测血清中ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ水平。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠视网膜中ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ

表达水平　将大鼠眼球组织块取出，剪碎后用蛋白质提取试剂

盒提取蛋白，１８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ，去上清液，固定后进行蛋

白质定量，然后使用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，转移到纤维膜，封

闭。在漂洗后敷ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ抗体（１∶５００）和βａｃｔｉｎ

抗体（１∶３００），ＴＰＢＳ漂洗后敷二抗（１∶５０００），ＥＣＬ显色，

曝光。

１．２．６　ＰＴＰＣＲ测定ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳｍＲＮＡ表达　将眼

球匀浆后，用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，然后取２μｇＲＮＡ用逆转

录试剂盒合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增，扩增条件为５０ ℃ ２ｍｉｎ，

９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循环。９５℃１５ｓ，

６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ。结果采用ＳＤＳ软件进行

２－ΔΔＣＴ法相对定量分析。引物序列：ｅＮＯＳ上游引物５′ＧＧＡ

ＧＡＧＡＴＣＣＡＣＣＴＣＡＣＴ ＧＴＡ ＧＣ３′，下游引物５′ＣＡＣ

ＡＴＡＧＧＴＣＴＴＡＧＧＧ３′，扩增产物长度４２１ｂｐ；ｎＮＯＳ上游

引物５′ＧＴＧＧＡＧＧＴＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＣ３′，下游引物

５′ＣＧＧＡＴＴＣＡＴＴＣＣＴＴＴＧＴＧＴＴＧ３′，扩增产物长度

３７４ｂｐ；ｉＮＯＳ上游引物５′ＣＡＡＴＡＡＣＣＴＧＡＡＧＣＣＣＧＡ

ＡＧＡＣ３′，下游引物５′ＧＴＡＡＴＣＣＴＣＡＡＣＣＴＧＣＴＣＣＴＣ

ＡＣ３′，扩增产物长度４９６ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＣＧＴＡＡ

ＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ３′，下游引物５′ＡＣＴＣＡＴＣＧＴ

ＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴ３′，扩增产物长度２２７ｂｐ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据分析，

计量资料采用狓±狊表示，多样本均数比较采用 Ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ分析，检验水准α＝０．０５，多样本组间比较采用方差

分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３组大鼠视网膜病理组织学 ＨＥ染色比较　通过光学显

微镜观察 ＨＥ染色的大鼠视网膜切片，结果发现，对照组大鼠

组织结构清晰，完成，染色较为均匀，神经节细胞排列均匀。糖

尿病组大鼠缺损最为明显，神经节细胞减少。氨基胍治疗组大

鼠缺损不明显，神经节细胞略少于正常大鼠。见图１。

图１　　各组视网膜切片 ＨＥ染色（×１００）

２．２　３组大鼠血清中ＮＯＳ水平比较　检测结果发现，氨基胍

治疗组、对照组ｉＮＯＳ水平显著低于糖尿病组，对照组ｎＮＯＳ

水平明显低于其他两组，３组ｅＮＯＳ水平差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。氨基胍治疗组与糖尿病组比较，ｉＮＯＳ蛋白表达

降低（犘＜０．０５），与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

见表１。

表１　　３组大鼠血清中ＮＯＳ水平比较

　（狓±狊，狀＝２０，Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

组别 ｉＮＯＳ ｅＮＯＳ ｎＮＯＳ

糖尿病组 ０．３９３±０．０９２ ０．２６３±０．０５１ ０．３１３±０．０３１ｂ

氨基胍治疗组 ０．２８５±０．０６３ａ ０．２５７±０．０６６ ０．２８６±０．０４３ｂ

对照组 ０．２７６±０．０７６ ０．２４９±０．０５８ ０．２１６±０．０７４

　　ａ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较；ｂ：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．３　３组大鼠ＮＯＳ蛋白表达比较　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，

对照组大鼠视网膜中ｉＮＯＳ、ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ蛋白表达较低，糖尿

病组较高。氨基胍治疗组中ｉＮＯＳ的蛋白表达明显弱于糖尿

病组（犘＝０．０３９），与对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见图２、３。

图２　　３组大鼠视网膜中ＮＯＳ蛋白表达比较

图３　　３组大鼠血清中ＮＯＳ蛋白表达比较

２．４　３组大鼠ＮＯＳｍＲＮＡ表达比较　ＰＴＰＣＲ检测显示，氨

基胍可以抑制ｉＮＯＳｍＲＮＡ 的高表达，对ｅＮＯＳｍＲＮＡ 和

ｎＮＯＳｍＲＮＡ的高表达影响不明显，见表２。

表２　　各组大鼠ＮＯＳｍＲＮＡ表达比较（狓±狊，狀＝２０）

组别 ｉＮＯＳｍＲＮＡ ｅＮＯＳｍＲＮＡ ｎＮＯＳｍＲＮＡ

糖尿病组 １．６８４±０．２８０ １．４１３±０．２５０ １．５５３±０．１３０

氨基胍治疗组 １．１６６±０．１３０ａ １．３７８±０．２３０ １．３９９±０．１８０

对照组 １．２０９±０．２１０ １．１０５±０．１９０ １．０１８±０．２１０

　　ａ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较。

３　讨　　论

ＤＲ是一种多因素、多作用途径的糖尿病并发症，严重危

害人类生命健康。ＤＲ的发生受到多种条件控制，例如视网膜

新生血管，细胞凋亡等等［６］，早期糖尿病的研究主要集中在细

胞凋亡，细胞凋亡与 ＤＲ的发病有着密切的联系
［７］。研究发
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现，氨基胍会引起蛋白非酶糖基化终产物（ＡＧＥｓ）增加，ＡＧＥｓ

可以通过使Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比例降低以及ｃａｓｐａｓｅ３的活化，从而

引起毛细血管周细胞凋亡［７８］。同时，氨基胍作为一种ＮＯＳ抑

制剂，对ＮＯＳ具有显著的抑制作用
［８９］，并有文献报道，氨基胍

对ＤＲ的治疗作用与抑制 ＮＯＳ有关，但是其抑制作用是否具

有ＮＯＳ亚型选择作用目前并不清楚，需要进一步的研究证

实［９１０］。

ＤＲ都会引起视网膜细胞的缺损，神经节细胞减少
［１０１１］，

降低视网膜细胞的缺损，增加神经节细胞数量是治疗视网膜病

变的主要目的。本研究发现，使用氨基胍的大鼠视网膜细胞缺

损情况减轻，神经节细胞明显增多。说明氨基胍可以抑制糖尿

病大鼠的视网膜病理性病变。

ＮＯＳ分为ｉＮＯＳ、ｎＮＯＳ、ｅＮＯＳ３个亚型
［１１１２］，它们在体内

起到不同的作用。研究发现，糖尿病大鼠视网膜中ｉＮＯＳｍＲ

ＮＡ水平明显提高，ｉＮＯＳ阳性细胞数也显著增多，且阳性细胞

主要分布在ＩＮＬ
［１３］。有研究表明，在正常大鼠视网膜中，ｉＮＯＳ

免疫反应沉淀物主要出现在ＩＮＬ的 Ｍüｌｌｅｒ细胞中
［１２１５］，而此

细胞是维系视网膜血管结构的重要的神经胶质细胞［１６］。由此

可推测ｉＮＯＳ产生的过多的 ＮＯ 有可能对血管造成损伤。因

此，抑制ｉＮＯＳ的表达可能对治疗ＤＲ具有一定的效果。本研

究发现，氨基胍对ｉＮＯＳ的水平及表达具有显著的抑制作用，

且具有选择性。

本研究证实了氨基胍可以改善ＤＲ，且作用途径与选择性

地抑制ｉＮＯＳ有关。对于氨基胍参与多作用途径治疗糖尿病

微血管病变提供了试验依据，同时，为研究和开发新型的治疗

ＤＲ药物起到一定的指导作用。
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ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｏｒａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍ

ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２００９，１７９３（６）：１００８１０２２．

［１４］ＲｏｔｈｅｒｍｕｎｄｔＭ，ＰｅｔｅｒｓＭ，ＰｒｅｈｎＪＨ，ｅｔａｌ．Ｓ１００Ｂｉｎ

ｂｒａｉｎｄａｍａｇｅａｎｄｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｓｃＲｅｓ

Ｔｅｃｈ，２００３，６０（６）：６１４６３２．

［１５］ＳａｎｄｈｉｒＲ，ＯｎｙｓｚｃｈｕｋＧ，ＢｅｒｍａｎＮＥ．Ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｄｇｌｉａｌ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｈｅａｇｅｄｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｃｏｎ

ｔｒｏｌｌｅｄｃｏｒｔｉｃａｌｉｍｐａｃｔＩｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２００８，２１３

（２）：３７２３８０．

（收稿日期：２０１４０２１８　修回日期：２０１４０３２２）

２４４２ 重庆医学２０１４年７月第４３卷第１９期




