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蛋白激酶 C同工酶 、 与糖尿病视网膜 

病变关系的实验研究 

周 波。，历 。，曾昭淳2 

(1．重庆医科大学临床学院内分泌科；：．重庆医科大学基础医学院生化研究室，重庆 400016) 

【摘 要1目的：探讨糖尿病视网膜病变(DR)发病过程中视网膜血管蛋白激酶C(PKC)同工酶f3、艿表达变化及其与DR发生、 

发展的关系：方法：将实验动物随饥分为正常对照组及链脲菌素诱导的糖尿病组：采用渗透休克法获取大鼠视网膜血管。 

在成模后 2周、2月、4月、6月．采用Westernblot法检洲视网膜血管 PKC同工酶 S、8表达情况。毛细血管床形态立体定量评 

估 DR：结果：PKC一口在糖尿病大鼠视网膜血管 2周 、!月、4月 、6月时呈胞膜至胞浆部移位激活，而 PKC一 在糖尿病大 鼠 

视网膜血管 2周、2月、4月、6月时呈胞膜至胞浆部移位激活 成模 6月后，视网膜深层毛细血管呈现周细胞减少、基底膜增 

厚的特征性改变 ，而成模 4月时，电镜显示糖尿病大鼠深层毛细血管基底膜增厚：结论：在 DR发病过程中的不同阶段，PKC 

同工酶 口、8在视网膜血管的变化不同．对DR的发生 、发展有着不同的调控效应： 
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Experimental study on the relationship between protein kinase C isoforms 13、6 

and diabetic retinopathy 

ZHoU &’。et al 

(Department of Endocrinolog3，，College oi‘Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the expreasion of protein kinase C(PKC)imfomls fj， in diabetic rats and evaluate the relation 

between altered PKC B，8 expression and the pathogenesis of diabetic retinopathy(DR)．Methods：Wistar rats were randomly divided 

into control group and diabetic group induced by streptozot(>cin；c,smotic shock melhod was used to isolate the retinal v~sels of rats； 

and PKC isoforrns B， espression were determined after 2 weeks，2 months，4 months and 6 months follw—up．DR WaS assessed by 

quantitative morphometry of capillary bed．Results：Diabetes could induce the translocation of PKC isoform p from cytcxsol to mem— 

brane tx~ol after 2 weeks．2 months。4 months and 6 inonths，but isoform translocated from membrane to cyt(xso[pool in retinal ves— 

se1s of diabetic rats after 2 weeks，2 months，4 months and 6 months．Diabetic rats showed pericyrte decrease and capillary basement 

thickening in deep capillary bed of retina after 6 months follow—up．Conclusion：The expression of PKC isoforms口， varies in differ‘ 

ent srages of DR，and the effect of PKC isoforms on the pathogene_sis of DR is different． 

【Kev words】Protein kinase ；L~fforms；Vessel；Diabetes Mellitus 

已证实糖尿病诱导的蛋白激酶C(PKC)激活在 

糖尿病视网膜病变(DR)发生，发展中起重要作 

用：ll。离体实验发现，在不同基因编码 的 l1种 

PKC同工酶中，高葡萄预处理主要诱导视网膜血管 

细胞PKC同工酶 、6活化一 ：本文采用免疫印迹 

技术检测 PKC同工酶 、6在正常Wistar大鼠以及 
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DR发病过程中不同阶段大鼠视网膜血管中的表达 

变化，并探讨 PKC同工酶的表达变化与 DR发生、 

发展的关系。 

l 材料与方法 

1，1 糖尿病 大鼠模型 的制备 

采用健康雄性 wistar大 鼠，2月龄，体重 195～215g，共 

44只(重庆医科大学动物中心提供)：留取正常对照鼠 14 

只(C组)，其余禁食过夜后，按 65mg／kg左下腹腔内注射 
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1％链脲菌素(用 pH 4．5的 0．ItoolA 柠檬酸缓冲液冰浴中 

配制)：用 one TouchⅡ血糖仪测大鼠尾静脉血血糖，72h 

血糖≥16．7nm~ol／L即为糖尿病大鼠，共 28只(D组) 

1．! 视网膜血管的获取 

采用 Cuthberson渗透休克法加以改良 ：大鼠腹腔注射 

戊巴比妥钠 15mg／lOOg进行麻醉，摘除眼球，去除眼前节，冰 

浴中细心分离视网膜。置入含 25ttg／ml leupeptin、2．()nm )l／L 

PMSF的缓冲液室温 1h，继之与 D (2mg／m1)孵育 5min， 

在解剖显微镜下用不同梯度口径的巴氏吸管反复吸打，即可 

获取视网膜血管。 

1．3 血管胞膜和胞浆池的分离 

血管经上述缓冲液洗涤 2次后．于冰浴中制成匀浆．离 

心 [O0000g30s，上清液为 PKC检测的细胞浆部分：沉淀用 

缓冲液再悬浮和洗涤，离心后，弃上清，沉淀加入 0 3ml含 

0．25％TritonX一100的缓冲液悬浮，于 0X2摇动孵育 lh，离 

心后，上清液为 PKC检测的细胞膜成份： 

1．4 Western 印迹检 测 

(1)s【)S—PAGE：5％浓缩胶 、l0％分离胶 取视网膜血 

管浆或膜部液 lml，加上样缓冲液加热变性后，75v电泳至分 

离胶后换 3w 强度，电泳 3～4h：(2)转膜：采用电转移装置， 

200n~转移 2h，取下凝胶和膜，前者置考马期亮蓝染色后， 

再经脱色，漂洗后确定转移效果，后者剪下标准蛋白条带置 

丽春红液染色 ，余膜行免疫检查：(3)免疫学检测：杂交反应 

性(5％脱脂奶粉 ，0．1％Tween20)，一抗为兔抗鼠 S、8 PKC 

多克隆抗体(GIBCOBRL公司)；NBT／B('IP显色底物(B()e— 

hinger Mannbeim公司)。(4)有效性检测：与S、8一PKC合成 

多肽(GIBCOBRI公司)共孵育检验条带的特异性：(5)结果 

以条带吸光度一背景吸光度与面积乘积定量 

1．5 电镜观 察 

常规固定 、脱水、包埋、染色，按 chakrabani法随机选取 

外丛状层和内核层毛细血管为深层毛细血管床，采用栅格行 

立体定量。(1)面积测定采用点分析法：纵横交叉为测试点， 

每个点代表一个小方格面积，若其面积为 a，则 P个点的面积 

A=a×Pc(2)基底膜厚度 Fh w W} 为调和均数 

=  ∑ 1选取每个栅格测试线与基底膜内皮细胞相交叉 
n i= 1 VV． 

点为起点，向基底周细胞侧作垂线 ，测量两侧间垂直长度 

W  一 

1．6 其它 

(1)蛋白定量：Lowry法，以牛血清白蛋白为标准蛋 白、 

(2)lilt糖：葡萄糖氧化酶法：(3)糖化血红蛋白(HbAlc)，微拄 

法 

1．7 统计学处理 

所有数据均122(a-± )表示，用 t检验法进行组问资料 

的比较。 

2 结 果 

2．1 两组大鼠代谢参数 变化 

糖尿病大鼠 2周、2月、4月、6月血糖明显增 

高‘而体重减轻，尿量增多。HbAlc在糖尿病大鼠 2 

月、4月、6月均较正常对照组为高(表 1)。 

2．2 两组大鼠 PKC同工酶 8、6动 态变化 

动态观察 PKC同工酶 I3、6在糖尿病大鼠视网 

膜血管中的变化规律，发现初发糖尿病 2周时， 

PKC』3浆部表达较正常对照组低 26．3％ ±5．6％。 

而膜部表达则较正常大鼠高 173．4％±24．6％，而 

此时 PK 浆部、膜部表达均与正常对照组无显著 

性差异(P>0．05)，表明糖尿病状态下 PKCt3优先 

被激活。糖尿病病程 2月时，PKC 浆部表达则较 

正常大鼠为高，而 PKCt3膜部表达虽较正常大鼠增 

高，但较病程 2周时有所回落，说明 PK 呈从膜部 

至浆部移位激活时，PK邸 呈轻度调整改变。此后， 

随病程延长，糖尿病大鼠视网膜血管 PK 膜部表 

达显著上升，呈递增趋势，而浆部表达则呈弟减趋 

势。与之不同随病程延长 PK 浆部表达显著上 

升，是递增趋势，而膜部表达则呈递减 趋势，但 

PKCt3、PK 浆膜部表达总和均较正常对照组增 

加，呈递增趋势。说明糖尿病状态下 PK 、PKC8 

持续激活，且表达量增加，见表2。 

2．3 电镜动态观察大鼠视 网膜深层毛细血管床变 

化 

电镜定量观察显示：病程 4月时，糖尿病大鼠深 

层毛细血管床基底膜厚度较对照组显著增加(P< 

0．05)，但与2月病程病鼠相比无统计学意义。病程 

6月时，病 鼠毛细血管基底膜厚度为对照组的 1．6 

倍。周细胞数在病鼠4月时虽较对照组为少，但无 

统计与意义，而病程6月时，病鼠周细胞数 目则较正 

常对照组显著为低(P<0．01)。观察期间，内皮细 

胞数在糖尿病鼠和对照鼠间差异均无显著性(P< 

0．03)。随病程延长，糖尿病鼠周细胞截面积、内皮 

细胞截面积均逐渐增大，至病程 6月时，周细胞截面 

积、内皮细胞截面积均较对照鼠显著增大，见表 3。 

3 讨 论 

研究表明，PKC是一个具有 11种同工酶的大 

家族，不同的同工酶显示了不同的酶学特征，不同的 

组织表达及特定的细胞定位，在一系列细胞对外来 
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： 正常对照组比较 P<0．05 

表 两组大鼠视网膜血管 PKC 3、6免疫印迹灰度扫描比较 

：与正常大鼠浆部比较 P<0．01 ：与正常大鼠膜部比较 P<0．01 

表 3 各组大鼠毛细血管床形态参数动态变化 

：与对照组 比较 P<0．05或 0．01 

信号刺激的应答反应的调控作用中发挥着不同的生 

理功能。我们和国外学者曾报道糖尿病状态可诱导 

视网膜血管 PKC同工酶 a取 7， 移位激活 ，其中 

尤以 f3、6为著。本文结果显示初发糖尿病大鼠视网 

膜血管 PK 即被激活，其后经一个活性调整过程， 

至特征性DR阶段PKcp、6活化进一步增加?目前 

已知 PKC激活后，可在蛋白水解酶的作用下，PKC 

及其活性快速下调，PKC活性的持续增强需要 PKC 

表达的持续上调和／或 PKC蛋白稳定性的增加 5j， 

因此我们推测不同 PKC同工酶持续活化的原因可 

能与糖尿病状态下，PKC各同工酶的基因表达或稳 

定性对调控信号的反应性有所不同有关： 

本文结果显示，在 DR的不同阶段 ，视网膜血管 

PKC同工酶的表达各不相同。PKCf3在糖尿病发病 

后 2周、2月、4月、6月时表达显著上调。有研究证 

实在 PKCI1个同工酶中 PK 在大鼠视网膜血管 

中含量最高，且优先被激活。Ishii等l6j采用特异性 

PKCB抑制剂 LY333531治疗链脲菌素诱导的糖尿 

病大鼠，发现可抑制视网膜原位 PKC活性，改善视 

网膜微循环血流动力学效应。另有作者提出，PKCp 

激活与高糖诱导的PKC其它同工酶活化所介导的 

胞内信号传递有关。PK 激活后，通过磷酸化 mf 
一 1，启动丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)信号转导系 

统，改善毛细血管渗漏。MAPK系统激活后，尚可 

进一步调节 C—fOs和 C—Jun表达形成，形成活化 

蛋白一1，促进细胞外基质基因表达。本文结果显 

示，糖尿病大鼠2月、4月、6月视网膜深层毛细血管 

基底膜逐渐增厚，且此与 PKC{／动态(下转第137页) 
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l2一 Hockenbery D，Nunez G，Milliman(、．et a1．Bc1—2 is an 

inner mitochondrial membrane protein that bl~x'ks progranmmd 

cell death[J]．Nature，1990；348(62991：334—336． 

3
一 Phelp E，Wu P，Bretz J，et a1．Thyroid cell alx~ptosis：A 

new understanding of thyroid au／oinmmnity[J：．Endocrinology 

& Metabolism C1inic of North Anmrica，2000；29(2 1：375 

389． 

4
一 Tanjmoto C，Hirakawa S，Kawa~ki H，et al Atx~ptosis in 

thyroid di．seasm：A histochemical stud>,[J：．Endocrine Journal， 

l995；42(2)：193—201． 

[5 J Hammond I．J，Lowdell MW，Cerrano PG，et a1．Analysis 

of apoptosis in relation to tissue destruction associated with 

Hashimoto’s autoimmune thyroiditis[J：．Journal of Pathology， 

1997； 2(2)：138一l44． 

(上接第123页)变化相一致。结合国内外文献，我们 

认为 PKC8表达的逐渐增高可能是 DR发生与发展 

的重要因素。 

本文观察了糖尿病大鼠视网膜血管重建规律， 

发现周细胞数逐渐减少，残留周细胞影。Lee等采 

用DNA断端标记技术(TUNEL)观察了糖尿病背 

景型视网膜病变患者视网膜消化铺片，发现周细胞 

呈 TUNEL阳性，认为细胞凋亡是因细胞退化的原 

因l7j。本文结果进一步显示糖尿病大鼠视网膜血 

管周细胞消失与 PKCf3、 动态变化相一致。有研究 

表明糖尿病大鼠主动脉 PKCI$、6激活，PKC3超表达 

的同时，PI4C& 膜部表达迹上调，此是否提示 PKC3 

是 DR发展中的主导因素 尚不清楚，视网膜血管 

PKC同工酶 B、 超表达转基因动物模型可能为阐 

明 PK 、 在 DR中的作用提供有力证据。 

综上所述，糖尿病状态下，PKC同工酶 f3、6不 

仅被激活，且表达规律各异，PKC同工酶 口、6在 DR 

发生、发展中发挥不同的作用，其具体机制有待进一 

步探讨。 
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