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摘要　 目的　 探讨塞来昔布对糖尿病视网膜病变（ＤＲ）大鼠

视网膜血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的作用及其机制。 方法

　 ４５ 只 ＳＤ 大鼠，随机分为正常对照（ＮＣ）组、ＤＲ 组、塞来昔

布干预 ＤＲ（ＤＲ ＋ Ｃ）组。 腹腔注射 １％ 链尿佐菌素（ＳＴＺ）建
立糖尿病模型。 １ 个月后，ＤＲ ＋ Ｃ 组给予塞来昔布（５０ ｍｇ ／
ｋｇ）灌胃（１ 次 ／ ｄ）。 ２ 个月后检测血清总胆固醇（ＴＣ）、胰岛

素（Ｉｎｓｕｌｉｎ）；观察视网膜组织病理特征；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测视

网膜连接黏附分子样蛋白（ ＪＡＭＬ）、ＶＥＧＦ 及其信号通路各

蛋白的表达；检测视网膜白介素（ ＩＬ）⁃１０、血管细胞黏附分

子⁃１（ＶＣＡＭ⁃１）等蛋白分布。 ＨＵＶＥＣ 细胞分为正常葡萄糖

组（ＮＧ）组、高糖（ＨＧ）组和高糖加药塞来昔布（ＨＧ ＋ Ｃ）组，
检测上述蛋白的表达水平。 结果　 与 ＤＲ 组相比，ＤＲ ＋ Ｃ 组

大鼠视网膜变薄；与 ＮＣ 组比较，ＤＲ ＋ Ｃ 组大鼠视网膜增厚。
ＤＲ ＋ Ｃ 组视网膜 ＪＡＭＬ、磷脂酰肌醇激酶 ３（ＰＩ３Ｋ）、磷酸化

磷脂酰肌醇激酶⁃３（Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ）、缺氧诱导因子 １⁃α（ＨＩＦ１⁃α）、
ＶＥＧＦ 等蛋白低于 ＤＲ 组，高于 ＮＣ 组。 ＤＲ ＋ Ｃ 组与 ＤＲ 组比

较视网膜 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１ 表达下降。 ＤＲ ＋ Ｃ 组和 ＤＲ 组 ＴＣ
含量高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ０１）；ＤＲ ＋ Ｃ 组和 ＤＲ 组 Ｉｎｓｕｌｉｎ 含量

低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ００１）。 与 ＨＧ 组相比，ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＨＧ
＋ Ｃ 组 ＪＡＭＬ、 Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ＨＩＦ１⁃α、 ＶＥＧＦ 等表达下降 （ Ｐ ＜
０. ０５），但高于 ＮＧ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）；三组细胞 ＰＩ３Ｋ 蛋白差异无

统计学意义。 结论　 塞来昔布能降低 ＤＲ 大鼠视网膜 ＶＥＧＦ
和炎症因子 ＩＬ⁃１０、 ＶＣＡＭ⁃１ 的表达水平，其机制可能与

ＪＡＭＬ 介导的 ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α 信号通路有关。
关键词　 塞来昔布；ＪＡＭＬ；糖尿病视网膜病变；磷脂酰肌醇
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　 　 糖尿病视网膜病变（ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ， ＤＲ）
是糖尿病眼病的主要并发症之一，已成为我国成年

人群致盲的首位疾病［１］。 ＤＲ 发病率高、病因复杂，
发病机制尚不完全清楚。 研究［２］ 表明，慢性炎症和

高糖导致的视网膜缺氧在 ＤＲ 的发病过程中发挥重

要的作用。 塞来昔布是一种选择性非甾体消炎药，
广泛用于抗炎和镇痛等治疗。 Ａｍｒｉｔｅ ｅｔ ａｌ［３］ 研究证

实眼周注射塞来昔布可抑制 ＤＲ 视网膜中血管内皮

生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ）
的升高，但其机制并不清楚。 连接黏附分子样蛋白

（ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＪＡＭＬ）主
要表达于肾小球足细胞、心血管内皮细胞［４ － ５］。 研

究［６］显示，ＪＡＭＬ 不仅增强白细胞和内皮细胞的黏

附作用，还可以介导细胞内炎症反应，在炎症和损伤

修复中发挥关键作用。 目前，塞来昔布减轻 ＤＲ 发

生的机制尚不清楚。 该研究将在 ＤＲ 中研究塞来昔

布对 ＪＡＭＬ 表达的影响，以及塞来昔布对 ＤＲ 视网

膜 ＶＥＧＦ 的作用及其机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠 ４５
只，体质量 １８０ ～ ２００ ｇ（安徽医科大学动物实验中心

提供），大鼠置于 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照黑暗交替、温度（２５
± １）℃、湿度（５０ ± ５）％ 的环境下，自由进食饮水，
适应性喂养 １ 周。 该研究获得安徽医科大学第二附

属医院科研和临床试验伦理委员会批准 （编号：
２０２１０４９）。 遵守实验动物使用原则、护理原则及 ３Ｒ
原则使用实验动物。
１． １． ２　 主要试剂与仪器　 链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏ⁃
ｃｉｎ，ＳＴＺ）、ＨＥ 染色试剂盒（货号：１１２０）购于北京索

莱宝科技有限公司；枸橼酸钠、枸橼酸三钠、戊巴比

妥均购自北京国药集团化学有限公司；塞来昔布购

于美国辉瑞制药有限公司；原代人脐静脉内皮细胞

（ｐｒｉｍａｒｙ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＵ⁃
ＶＥＣ）和 ＥＣＭ 培养基购自美国 ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ 公司；胎牛

血清由以色列 ＢＩ 公司提供；Ｄ⁃葡萄糖购于德国 ｂｉｏ⁃
ｆｒｏｘｘ 公司；０. ２５％ 胰酶细胞消化液（货号：Ｃ０２０３）、
青霉素 －链霉素 －两性霉素 Ｂ 溶液（货号：Ｃ０２２３）、
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ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（货号：Ｐ００１０）均购自上

海碧云天生物有限公司；无血清细胞冻存液（货号：
Ｃ４０１００）购于苏州新赛美生物科技公司；Ａｎｔｉ⁃ＪＡＭＬ
抗体（货号：ａｂ１８３７１４）购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；抗磷

酸化磷脂酰肌醇激酶⁃３（ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ｋｉｎａｓｅ⁃
３，Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ）抗体（货号：ＡＦ３２４２），抗磷脂酰肌醇激

酶⁃３（ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙ⁃ｌｉｎｏｓｔｉｏｌ ｋｉｎａｓｅ⁃３， ＰＩ３Ｋ） 抗体 （货

号：ＡＦ６２４２），抗缺氧诱导因子 １⁃α （ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃ⁃
ｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ１⁃α，ＨＩＦ１⁃α）抗体（货号：ＢＦ８００２），抗白介

素⁃１０ 抗体（ＤＦ６８９４），抗 ＶＣＡＭ⁃１ 抗体（ＤＦ６０８２）均
购自溧阳亲科生物公司；抗 ＶＥＧＦ 抗体 （货号：
Ｒ２６０７４）购自成都正能生物公司；总胆固醇 （ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）检测试剂盒（货号：Ａ１１１⁃１⁃１）购自南

京建成公司；胰岛素（ Ｉｎｓｕｌｉｎ） 检测试剂盒（货号：
ＣＳＢ⁃Ｅ０５０７０ｒ）购于武汉华美科技有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＳＤ 大鼠糖尿病模型建立　 将 ４５ 只大鼠随

机分为 ３ 组，分别为正常对照（ＮＣ）组、ＤＲ 组、塞来

昔布干预 ＤＲ（ＤＲ ＋ Ｃ）组，每组 １５ 只。 ＤＲ 组和 ＤＲ
＋ Ｃ 组大鼠按 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量腹腔注射 ＳＴＺ（以 ｐＨ
为 ４. ５ 的 ０. １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的枸橼酸盐缓冲液稀释），ＮＣ
组注射等量枸橼酸盐溶液。 注射 ３ ｄ 后禁食 ８ ｈ，采
尾静脉血测血糖浓度，以空腹血糖（ ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＰＧ） ＞ １６. ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 为糖尿病大鼠造模成

功。 ＦＰＧ ＜１６. ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 大鼠继续普通饲料喂养 １
周，重复造模，用 ２ 周造模成功。 建模 １ 个月后使用

塞来昔布以 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量每日单次灌胃，连续 ２ 个

月。 每周 １ 次观察并记录 ３ 组大鼠进食量，饮水量

及精神状态；每周测量 １ 次体质量、１ 次 ＦＰＧ。
１． ２． ２　 ＳＤ 大鼠视网膜组织病理变化　 按 ５ ｍｌ ／ ｋｇ
剂量腹腔注射 １％的戊巴比妥钠全身麻醉 ＳＤ 大鼠，
摘取右侧眼球，４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后流水冲洗，
梯度乙醇脱水后用二甲苯透明并透蜡，然后包埋；沿
矢状面垂直视神经做石蜡切片，切片厚度 ３ μｍ；脱
蜡后苏木素染色 ３ ｍｉｎ，自来水返蓝，伊红染色，使用

中性树胶封片。 ４００ 倍光学显微镜下观察拍照。
１． ２． ３ 　 免疫组织化学染色法（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓ⁃
ｔｒｙ，ＩＨＣ）检测 ＳＤ 大鼠视网膜组织中白介素（ ｉｎｔｅｒ⁃
ｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ） ⁃１０、血管细胞黏附分子⁃（ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄ⁃
ｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ⁃１，ＶＣＡＭ⁃１）蛋白表达　 每组选取 ３
张石蜡切片，进行 ＩＨＣ 实验。 ６０ ℃恒温烘烤切片，
脱蜡、梯度乙醇（１００％ － ９５％ － ８０％ ）浸洗 ３ 次，之
后流水冲洗切片至透明；将切片放入高压锅中，２
ｍｉｎ 后取出，滴加 ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ⁃Ｔ

洗 ３ 次，山羊血清室温封闭 ２０ ｍｉｎ，甩干后滴加 ＩＬ⁃
１０（１ ∶ １５０）、ＶＣＡＭ⁃１（１ ∶ １００）一抗，３７ ℃孵育 １ ｈ；
取出滴加二抗孵育，洗净后滴加 ＤＡＢ 显色剂。 苏木

精染色，常规脱水，封片。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算每

张切片中阳性染色区域的平均灰度值，代表蛋白的

表达情况。
１． ２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＪＡＭＬ、ＰＩ３Ｋ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
ＨＩＦ１⁃α、ＶＥＧＦ 等蛋白在大鼠视网膜组织的表达 　
称取视网膜组织 ２０ ｍｇ，加入 ＲＩＰＡ 裂解液匀浆，离
心，取上清液，ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒检测总蛋

白含量。 按每孔 ２０ μｇ 上样量进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各条带灰度值。 目的蛋

白表达量 ＝目的条带灰度值 ／相对应内参灰度值。
１． ２． ５　 检测血清中 ＴＣ、Ｉｎｓｕｌｉｎ 含量　 ＳＤ 大鼠糖尿

病建模 ３ 个月末，１％ 戊巴比妥钠麻醉 ＳＤ 大鼠，经
眶静脉取空腹血，４ ℃凝固后，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ， 取上层血清检测 ＴＣ、Ｉｎｓｕｌｉｎ 含量。
１． ２． ６　 细胞培养 　 取出液氮冻存的 ＨＵＶＥＣ 细胞

放入 ３７ ℃水浴锅解冻，然后转移至含有 ＥＣＭ 完全

培养基的离心管中，离心，弃上清液；完全培养基重
悬细胞，接种到培养瓶中，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养

箱中培养，待细胞融合至 ８０％时使用 ０. ２５％胰酶细

胞消化液消化，终止消化后收集细胞，并制成单细胞

悬液。 按每孔 ２. ５ × １０５ 个细胞含量接种于 ６ 孔板
中培养 ２４ ｈ。 将细胞分为 ３ 组：正常葡萄糖（ｎｏｒｍａｌ
ｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）组细胞采用无血清培养基培养，高糖

（ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）组细胞在含有 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的葡萄

糖无血清培养基中培养，高糖加药塞来昔布（ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ， ＨＧ ＋ Ｃ） 组细胞在含有 ３０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 塞来昔布的无血清培

养基中培养。 塞来昔布溶解于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
中。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ３ 组细胞 ＪＡＭＬ、ＰＩ３Ｋ、
Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α、ＶＥＧＦ 等蛋白的表达　 将处理后的

细胞培养 ２４ ｈ，使用细胞刮收集细胞，提取细胞总蛋

白，按每孔 ２０ μｇ 蛋白含量进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析各条带灰度值以计算目的蛋白

的相对表达量。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 统计软

件进行统计分析，实验数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间

比较采用方差分析（ＡＮＯＶＡ），两组之间比较采用 ｔ
检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ３ 组 ＳＤ 大鼠体质量、血糖、饮食、饮水的变化
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情况　 ＮＣ 组大鼠毛发明亮，体型肥硕；ＤＲ ＋ Ｃ 组、
ＤＲ 组大鼠体型瘦削，毛色暗淡。 ＤＲ ＋ Ｃ、ＤＲ 组大

鼠体质量均低于 ＮＣ 组（Ｆ组别 ＝ ３９. １３，Ｐ ＜ ０. ０１），而
ＤＲ ＋ Ｃ 组与 ＤＲ 组差异无统计学意义（图 １Ａ 和表

１）。 ＤＲ ＋ Ｃ 组、ＤＲ 组 ＦＰＧ 水平均高于 ＮＣ 组（Ｆ组别

＝ ３１８. ７，Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＤＲ ＋ Ｃ 组与 ＤＲ 组 ＦＰＧ 水平

差异无统计学意义（图 １Ｂ 和表 １）。 ＤＲ ＋ Ｃ 组、ＤＲ
组 １２ ｈ 进食量与 ＮＣ 组比较差异无统计学意义

（Ｆ组别 ＝ １. ７０４，Ｐ ＞ ０. ０５） （图 １Ｃ 和表 １）；ＤＲ ＋ Ｃ、
ＤＲ 组 １２ ｈ 饮水量较 ＮＣ 组增多（Ｆ组别 ＝ ９. ４３８，Ｐ ＜
０. ０５）（图 １Ｄ 和表 １）。
２． ２　 ３ 组 ＳＤ 大鼠视网膜组织病理变化情况 　 ＮＣ
组细胞排列整齐，结构层次清晰；ＤＲ ＋ Ｃ 组和 ＤＲ 组

视网膜疏松，层间结构不清；ＤＲ 组大鼠视网膜血管

扩张，内界膜不连续。 ３ 组大鼠视网膜厚度分析显

示：ＤＲ ＋ Ｃ 组视网膜厚度、内丛状层（ ＩＰＬ）、内核层

（ＩＮＬ）、外丛状层（ＯＰＬ）、外核层（ＯＮＬ）厚度低于

ＤＲ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＤＲ ＋ Ｃ 组与 ＮＣ 组视网膜厚度、

内核层、内丛状层厚度差异无统计学意义。 见图 ２。
２． ３　 ３ 组 ＳＤ 大鼠视网膜组织中 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１
蛋白表达情况　 对 ３ 组大鼠进行干预 ２ 个月后，采
用 ＩＨＣ 检测视网膜组织中 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１ 的蛋白表

达水平。 结果显示，ＤＲ 组 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１ 蛋白表达

水平高于 ＮＣ 组（分别为 Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＜ ０. ０１），ＤＲ
＋ Ｃ 组大鼠视网膜中 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１ 蛋白表达水平

低于 ＤＲ 组（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ３。
２． ４　 ３ 组 ＳＤ 大鼠血清 ＴＣ、Ｉｎｓｕｌｉｎ 含量变化情况

　 ３ 组 ＳＤ 大鼠进行干预 ２ 个月后，检测大鼠血清

ＴＣ、Ｉｎｓｕｌｉｎ 含量。 ＤＲ ＋ Ｃ 组、ＤＲ 组血清 ＴＣ 含量较

ＮＣ 组升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；而 ＤＲ ＋ Ｃ 组与 ＤＲ 组相比差

异无统计学意义。 ＤＲ ＋ Ｃ 组和 ＤＲ 组中血清 Ｉｎｓｕｌｉｎ
含量较 ＮＣ 组均下降（Ｐ ＜ ０. ００１）；ＤＲ ＋ Ｃ 与 ＤＲ 组

相比差异无统计学意义。 见图 ４。
２． ５　 ３ 组 ＳＤ 大鼠视网膜中 ＪＡＭＬ、ＶＥＧＦ 表达水

平及 ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α 信号通路的分子表达情况 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＪＡＭＬ 和 ＶＥＧＦ 的表达水平，结

图 １　 ３ 组 ＳＤ 大鼠体质量、ＦＰＧ、饮食、饮水变化情况

Ａ：体质量；Ｂ：ＦＰＧ；Ｃ：饮食；Ｄ：饮水

表 １　 ３ 组 ＳＤ 大鼠造模 ３ 个月后体质量、ＦＰＧ、饮食、饮水比较

组别 ｎ 体质量（ｇ） ＦＰＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 饮食（ｇ） 饮水（ｍｌ）
ＮＣ ５ ５０９． １０ ± ３１． ５１ ６． ８０ ± １． ０４ １５． ７８ ± １． ３０ ３５． ００ ± ５． ００
ＤＲ ６ ２８５． ９０ ± ５５． １３ ２９． ３５ ± ２． １４ ３３． ００ ± ７． ５５ １８３． ３０ ± ３２． ５３
ＤＲ ＋ Ｃ ３ ３０１． ６０ ± ３４． ３４ ３０． ６０ ± １． ００ ２６． ７３ ± １８． ５０ １３０． ００ ± ６５． ５７
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图 ２　 ３ 组大鼠视网膜组织病理变化 ＨＥ 染色 × ４００
Ａ：ＮＣ 组；Ｂ：ＤＲ 组；蓝色箭头：指示新生血管；黄色箭头：指示空泡变性；Ｃ：ＤＲ ＋ Ｃ 组

图 ３　 ３ 组 ＳＤ 大鼠视网膜组织中 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１ 蛋白表达情况 × ４００
　 　 Ａ、Ｂ：ＩＨＣ 检测视网膜组织中 ＩＬ⁃１０ 的蛋白表达及其直方图；Ｃ、Ｄ：ＩＨＣ 检测视网膜组织中 ＶＣＡＭ⁃１ 的蛋白表达及其直方图；ａ：ＮＣ 组；ｂ：ＤＲ
组；ｃ：ＤＲ ＋ Ｃ 组；黑色箭头：指示阳性染色；与 ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＤＲ ＋ Ｃ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ３ 组大鼠血清 ＴＣ、Ｉｎｓｕｌｉｎ 量变化情况

Ａ：ＴＣ； Ｂ：血清 Ｉｎｓｕｌｉｎ；与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

果显示：ＤＲ 组中 ＪＡＭＬ 和 ＶＥＧＦ 蛋白表达水平高于

ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ００１）；ＤＲ ＋ Ｃ 组 ＪＡＭＬ、ＶＥＧＦ 的表达

水平低于ＤＲ组（ Ｐ ＜ ０. ００１ ） 。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法进一

步检测了 ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α 信号通路关键分子的表达

水平，结果显示：ＤＲ 组中 ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α 蛋

白表达水平较 ＮＣ 组升高（Ｐ ＜ ０. ００１）；ＤＲ ＋ Ｃ 组中

ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α 蛋白表达较 ＤＲ 组降低（Ｐ ＜
０. ００１）。 见图 ５。
２． ６　 ３ 组 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＪＡＭＬ、ＶＥＧＦ 表达水平

及 ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α信号通路的分子表达情况　 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＪＡＭＬ 和 ＶＥＧＦ 的蛋

白表达水平，结果显示： ＨＧ 组细胞中 ＪＡＭＬ 和

ＶＥＧＦ 的表达水平高于 ＮＧ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＨＧ ＋ Ｃ
组 ＪＡＭＬ、ＶＥＧＦ 蛋白水平低于 ＨＧ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法进一步检测 ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α 信号通路

的分子表达水平：ＨＧ 组细胞 Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α 的分

子表达水平高于 ＮＧ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＨＧ ＋ Ｃ 组 Ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α 蛋白水平低于 ＨＧ 组；３ 组 ＨＵＶＥＣ 细

胞中 ＰＩ３Ｋ 表达水平差异无统计学意义。 见图 ６。
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图 ５　 ３ 组大鼠视网膜组织 ＪＡＭＬ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α、ＶＥＧＦ 等蛋白分布情况

　 　 Ａ：ＪＡＭＬ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α、ＶＥＧＦ 等蛋白的蛋白实验结果；Ｂ ～ Ｆ：分别为 ＪＡＭＬ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α、ＶＥＧＦ 的蛋白实验结果直方图；
ａ：ＮＣ 组；ｂ：ＤＲ 组；ｃ：ＤＲ ＋ Ｃ 组；与 ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＤＲ ＋ Ｃ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ６　 ３ 组 ＨＵＶＥＣ 细胞 ＪＡＭＬ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α、ＶＥＧＦ 蛋白表达水平

３　 讨论

　 　 ＤＲ 是糖尿病引起的视网膜微血管的严重并发

症。 研究［３］表明，塞来昔布能降低视网膜中炎症因

子水平，延缓 ＤＲ 的发生，但具体的分子机制尚不清

楚。 基于塞来昔布可延缓 ＤＲ 进展的重要作用，本
研究旨在探讨其在 ＤＲ 视网膜炎症反应中的作用机

制。 本研究结果显示：ＤＲ 大鼠经塞来昔布灌胃后

视网膜中的 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１、ＨＩＦ１⁃α、ＶＥＧＦ 蛋白的

表达降低；体外高糖诱导后的 ＨＵＶＥＣ 细胞中证实，
塞来昔布可降低高糖环境下内皮细胞 ＨＩＦ１⁃α、
ＶＥＧＦ 蛋白的表达。 以上结果表明，塞来昔布可以

减轻 ＤＲ 视网膜组织的炎症发应，降低 ＶＥＧＦ 的水

平从而延缓 ＤＲ 的发生。
　 　 ＪＡＭＬ 是连接黏附分子（ＪＡＭｓ）家族成员，可促

进白细胞在内皮细胞的黏附，破坏血管屏障功能，导
致炎症的发生［６］。 最近研究［７］ 表明，当细胞受到损

伤刺激后，ＪＡＭＬ 的表达增加从而影响创伤修复。
Ｆｕ ｅｔ ａｌ［４］在糖尿病肾病的研究中发现 ＪＡＭＬ 参与足

细胞脂质代谢的稳态调控。 糖尿病肾病与 ＤＲ 均是

糖尿病导致的微血管病变，两者在发病的过程中有

相似的病理特征。 因此，本研究检测 ＪＡＭＬ 是否参

与塞来昔布减轻 ＤＲ 的作用机制。 研究结果也显示

高糖刺激下 ＨＵＶＥＣ 细胞以及 ＳＴＺ 诱导 ＤＲ 大鼠视

网膜组织中 ＪＡＭＬ 表达水平上调，其表达水平与炎

症因子 ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１ 等相关。 塞来昔布干预后，
ＪＡＭＬ 在 ＤＲ 大鼠视网膜和 ＤＲ 细胞模型中表达下

降。 这些结果显示，塞来昔布降低了 ＪＡＭＬ 的表达，
减轻了 ＤＲ 视网膜组织和高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 细胞

的炎症反应。 研究表明，ＪＡＭＬ 蛋白位于内皮细胞

的细胞膜，其胞内结构所具有的蛋白序列能够聚集

ＰＩ３Ｋ，从而将外界的信号传递到细胞内进而介导细

胞内下游分子的表达。 ＪＡＭＬ 胞内段具有的 ＰＩ３Ｋ
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聚集序列可以激活细胞的 ＨＩＦ１⁃α 信号通路［８ － １０］；
并且有研究［１１］ 表明，抑制 ＨＩＦ１⁃α 的活化可以上调

ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＶＥＧＦ 的表达水平。 基于以上的研

究成果，本研究进一步探讨了 ＪＡＭＬ 参与 ＤＲ 发生

的信号通路。 结果显示，ＤＲ 大鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ、Ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α 的表达增高。 塞来昔布干预后，ＤＲ 大

鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ１⁃α 蛋白表达下降。 因

此，塞来昔布可以减轻 ＤＲ 发生，其机制可能与

ＪＡＭＬ 介导的 ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α 信号通路有关。
　 　 本研究首先通过 ＨＥ 染色证实了 ＤＲ 大鼠视网

膜新生血管形成，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测出 ＪＡＭＬ、
ＩＬ⁃１０、ＶＣＡＭ⁃１ 在 ＤＲ 中表达升高；塞来昔布干预

后，ＪＡＭＬ 表达降低，ＤＲ 大鼠的视网膜病变缓解，炎
症因子降低。 本研究在 ＨＵＶＥＣ 细胞和大鼠视网膜

中进一步证实了 ＪＡＭＬ 介导的 ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α 信号通

路在 ＤＲ 中的作用。 但该研究仍存在以下不足之

处：首先，研究未干预 ＪＡＭＬ 的表达来证实其调控炎

症的作用机制；其次，研究中运用 ＨＥ 染色结果证明

塞来昔布对 ＤＲ 发生的延缓作用，未进行视网膜造

影来显示 ＤＲ 导致的视网膜血管的渗漏情况；再次，
研究中 ＤＲ 大鼠的数量尽管符合统计的要求，但是

需要更大的样本量来证实该研究结果；最后，研究未

探究塞来昔布是如何调控 ＪＡＭＬ 的表达，以及调控

的机制。 这些不足之处，将在以后的研究进一步完

善。
　 　 综上所述，该研究通过体内和体外实验证实了

塞来昔布具有延缓 ＤＲ 发生的作用。 其机制可能是

塞来昔布通过降低 ＪＡＭＬ 的表达，从而介导 ＰＩ３Ｋ ／
ＨＩＦ１⁃α 信号通路减少 ＶＥＧＦ 的生成以及发挥抗炎

作用，延缓 ＤＲ 的发生。
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ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｙｅａｒ ２００２［Ｊ］ ． Ｂｕｌｌ Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎ， ２００４，
８２（１１）：８４４ － ５１．

［２］ Ａｎｔｏｎｅｔｔｉ Ｄ Ａ， Ｋｌｅｉｎ Ｒ， Ｇａｒｄｎｅｒ Ｔ Ｗ． Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ［Ｊ］ ．
Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ，２０１２，３６６（１３）：１２２７ － ３９．

［３］ Ａｍｒｉｔｅ Ａ Ｃ，Ａｙａｌａｓｏｍａｙａｊｕｌａ Ｓ Ｐ，Ｃｈｅｒｕｖｕ Ｎ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ ｐｅｒｉ⁃
ｏｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ⁃ＰＬＧＡ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｄｉａｂｅｔｅｓ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｌｅｖａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ＰＧＥ２， ＶＥＧＦ， ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｌｅａｋａｇｅ
［Ｊ］ ． Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ，２００６，４７（３）：１１４９ － ６０．

［４］ Ｆｕ Ｙ， Ｓｕｎ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＪＡＭＬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｄｉａ⁃
ｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂ， ２０２０，３２（６）：１０５２ － ６２． ｅ８．

［５］ Ｓｏｋｅｅｃｈａｎｄ Ｂ Ｓ Ｈ， Ｔｒｉｇａｔｔｉ Ｂ Ｌ． Ｕｎ⁃ｊａｍｍｉｎｇ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ａｒｔｅｒ⁃
ｉｅｓ： ＪＡＭ⁃Ｌ ａｓ ａ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｐｌａｑｕｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ
Ｓｃｉ （Ｌｏｎｄ），２０１９，１３３（１４）：１５８１ － ５．

［６］ Ｇｕｏ Ｙ Ｌ， Ｂａｉ Ｒ， Ｃｈｅｎ Ｃ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｉ⁃
ｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ，２００９，２９（１）：７５ － ８３．

［７］ Ｈｕａｎｇ Ｗ， Ｗａｎｇ Ｂ Ｏ， Ｈｏｕ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＪＡＭＬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｃｕｔｅ ｋｉｄ⁃
ｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｍａｉｎｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
［Ｊ］ ． ＪＣＩ Ｉｎｓｉｇｈｔ， ２０２２，７（１４）：ｅ１５８５７１．

［８］ ｈｏｎｇ Ｈ， Ｃｈｉｌｅｓ Ｋ， Ｆｅｌｄｓｅｒ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃ⁃
ｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ／ ｐｈｏｓｐｈａｔｉ⁃
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ＰＴＥＮ ／ ＡＫＴ ／ ＦＲＡＰ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，２０００，６０（６）：１５４１ － ５．

［９］ Ｌｉ Ｌ， Ｑｕ Ｙ， Ｍａｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄ ３⁃
ｋｉｎａｓｅ ／ Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃
１α ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ａｆｔｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｓｃｈｅｍｉａ［ Ｊ］ ． Ｂｒａｉｎ
Ｒｅｓ，２００８，１１９７：１５２ － ８．

［１０］ Ｖｅｒｄｉｎｏ Ｐ， Ｗｉｔｈｅｒｄｅｎ Ｄ Ａ， Ｈａｖｒａｎ Ｗ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎ⁃
ｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＲ ａｎｄ ＪＡＭＬ ｒｅｃｒｕｉｔｓ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓ⁃
ｄｕｃｅｒ ＰＩ３Ｋ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１０，３２９（５９９６）：１２１０ － ４．

［１１］ Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｄ， Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＲＲα
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＶＥＧＦ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１５，７６９：１６７ － ７６．

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ＶＥＧＦ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｒａｔｓ ｖｉａ ＪＡＭＬ
Ｄｕａｎ Ｍｅｉ１，Ｃａｏ Ｆａｎ１，Ｇｕｉ Ｙａｎｃｈａｏ１，Ｃｈｅｎ Ｋｅｙａｎｇ２，Ｔａｏ Ｌｉｍｉｎｇ１，Ｊｉａｎｇ Ｚｈｅｎｇｘｕａｎ１

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３０６０１；
２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ Ｈｅａｌｔｈ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｏｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ） ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ － ｆｉｖｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ （ＮＣ），ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｇｒｏｕｐ （ＤＲ）， ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｇｒｏｕｐ （ＤＲ ＋ Ｃ）． Ｔｈｅ

·８９２１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ａｕｇ；５８（８）



ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １％ ＳＴＺ． Ａｆｔｅｒ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ， ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ （５０ ｍｇ ／ ｋｇ）
ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ （１ ／ ｄａｙ） ｉｎ ｔｈｅ ＤＲ ＋ Ｃ ｇｒｏｕｐ． Ｔｗｏ ｍｏｎｔｈｓ ｌａｔｅｒ，ｓｅｒｕｍ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ （ＴＣ）
ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＪＡＭＬ），ＶＥＧＦ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕ⁃
ｋｉｎ⁃１０ （ＩＬ⁃１０）， ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ⁃１（ＶＣＡＭ⁃１） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ＨＵＶＥＣ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （ＮＧ），ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ （ＨＧ） ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｌｕｓ ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｇｒｏｕｐ （ＨＧ ＋
Ｃ） ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＲ，ｒｅｔｉｎａ ｉｎ ＤＲ ＋ Ｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｉｎｎｅｒ．
Ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｉｎ ｔｈｅ ＤＲ ＋ Ｃ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｉｃｋｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ＪＡＭＬ，ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓ⁃
ｉｔｏｌ ｋｉｎａｓｅ３（ＰＩ３Ｋ），ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ｋｉｎａｓｅ３（Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ）， ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ１⁃α（ＨＩＦ１⁃α），ａｎｄ
ＶＥＧＦ ｉｎ ＤＲ ＋ Ｃ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＤＲ ｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｔｉｎａｌ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＶＣＡＭ⁃１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＴＣ ｉｎ ＤＲ ＋ Ｃ ａｎｄ ＤＲ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＮＣ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｉｎ ＤＲ ＋ Ｃ ａｎｄ ＤＲ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｌｓｅ ｉｎ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０. ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＪＡＭＬ，ＰＩ３Ｋ，Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ，ＨＩＦ１⁃α，ＶＥＧＦ ｉｎ ＨＧ ＋ Ｃ ｇｒｏｕｐ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ，ｂｕｔ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＮＧ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＰＩ３Ｋ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ ｃａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ，ＩＬ⁃１０， ＶＣＡＭ⁃１ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ＤＲ ｒａｔｓ，ｗｈｉｃｈ
ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＨＩＦ１⁃α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＪＡＭＬ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ；ＪＡＭＬ；ｄｉａｂｅｔｅｓ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ；ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
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ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ２２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ，
ｌｉｖｅｒ，ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａｃｅｎｔａ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ

Ｚｈａｏ Ｆａｎ１，２，３， Ｚｈａｎｇ Ｌｕｎ２，３， Ｙｅ Ｌｕ１，２，３， Ｚｈａｎｇ Ｊｉａｙｉ１，２，３， Ｙｕ Ｙｕｎ２，３， Ｈｕａｎｇ Ｑｉａｎｑｉａｎ２，３， Ｗａｎｇ Ｊｉａｎｑｉｎｇ１，２，３

（ １Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２；２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ，Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００１２； ３Ａｎｈｕｉ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００１２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ２２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａｃｅｎｔａ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ａ ＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａ⁃
ｃｅｎｔａ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｓｅｒｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａｃｅｎｔａ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ， ｗｉｔｈ
０． １％ ｇｌａｃｉａｌ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ ａｎｄ ｐｕｒｅ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｓ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ０. ４ ｍｌ ／ ｍｉｎ， ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｌｕｔｅ ｗｉｔｈ Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
Ｇｅｍｉｎｉ ３ μｍ ＮＸ⁃Ｃ１８ １１０Ａ （１００ ｍｍ × ２. ０ ｍｍ） ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｅｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｕｓｅｄ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａ⁃
ｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ２２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ｇｏｏｄ． Ｔｈｅ ＲＳＤ ｏｆ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｔ ｌｏｗ，
ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗａｓ ０. ５％ －７. ４％ ， ｔｈｅ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ８８％ －１１０％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖ⁃
ｅｒｙ ｗａｓ ８４％ －１０８％ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ２２ ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｓｅｒ⁃
ｕｍ， ｌｉｖｅｒ， ａｍｎｉｏｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｐｌａｃｅｎｔａ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ，
ｂｕｔ ａｌｓｏ ｃａｎ ｓｔａｂｌｙ ｄｅｔｅｃｔ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ；ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｓｙｓｔｅｍ；ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ；ｍｅｔｈｏｄ⁃
ｏｌｏｇｙ
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