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糖尿病大鼠视网膜血管蛋白激酶 C同工酶表达模式 

周 波-，区 ，蒋 涛 ，曾昭淳 

(1．重庆医科大学临床学院内分泌科；2．重庆医科大学基础医学院生化教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨糖尿病大鼠视网膜血管蛋白激酶C(PKC)}i~性变化及其同工酶表达特性。方法：采用渗透休~ K]R．iE 

常及链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠视网膜fIIL管。原位PKC催化活性分析法测定两组大鼠视网膜血管PKC活性，a、口、7、6、∈、 

PKC同工酶表达水平则采用Western blot法。结果：病程2月时糖尿病大鼠视网膜血管 PKC活性为 346±18．1Pmoles Pi 

min 1．mgPrOtein (单位下同)较正常对照组 131±10 5显著为高(P<0 05)。d、口、 、 PKC分布于正常和糖尿病大鼠血管 

细胞浆、膜部，而丫、￡则无信号，a、口 同工酶在糖尿病大鼠视网膜血管膜部较正常对照大鼠显著为高(P<0．05)，尤以a、口为 

著，光密度(0D)值分别为对照的282％±32％、340％±26％、187％±14％。而糖尿病大鼠视网膜血管浆部d取 PKC同工 

酶表达则较对照组显著为低(P<0．05)，其OD值分别为对照的71％±1 1％、63％±8％、84％±6％。但 6 PKC浆部则较对 

照组显著增高，其OD值为正常对照之208％±13％，但膜部6 PKC与正常对照相比较无显著性差异。结论：糖尿病视网膜 

病变(DR)靶组织——视网膜血管中PKc显著激活，呈 a、口、 同工酶从胞浆至胞膜，而6 PKC则从胞膜至胞浆移位激活特 

征。 
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Pattern of protein kinase O isoforms expression 

in retinal vasculature of diabetic rats 

ZHOU Bo，et al 

(Department of Endocrinolog3,，Odlege of Clinical Medicine，Cfz(mgqizzg Medical University) 

【Abstract】 Objectiz~：To clarify the characteristics of protein kinase C(PK(7)activity and its imfonns expression pattern in retinal 

vesse1s in diabetic rats． f̂( s：Osmotic shock method was used to i~)late the retinal vessels of rats；in situ PKC catalytic activity was 

detemlined after 2 mo follow—up； 、口、7、6、∈、 一PKC in the membrane and cyto~lic fraction were determined by western blot．Re— 

s Zf ：Diabetes resuIt in>180％ elevation of PKC activity in the retinal vasculature． 、口、 、 、except丫、￡distributed in the membrane 

and cvtosO1ic fraction in retinal vessels in normal or diabetic rats，the expre~ion of 、口、 PKC significantly increase in the membrane 

D(x)1 OD Va1ue 282％±32％、340％±26％、187％±14％ respectively，but 、口、 一PKC expre．~sion significantly decrease in cytcx~o— 

lic D(x)1 in refinal vessels of diabetic rats compared with nondiabetic rats，OD value 71％ ±1 1％ 、63％ ±8％、84％ ±6％，respectively， 

however 8 isOenzym expression in cyto~)lic Ix*ol significantly increase 208％ ±6％ ，compared with normal rats．Conclusion：Diabetes 

can induce the trans1ocati()Il of 、 、 一PKC from cyto~)l to membrane p(x)1，but 6 iraform translocated from membrane to cytcxsol txyol 

in retina1 vessels of diabetic rats 

【Key words】Protein Kina~c；Isoenzyme；Ve&sel；Diabetes mellitus 

业已证实，蛋白激酶 C(PKC)激活是糖尿病诱 

导的视网膜血管重塑的重要媒介l 。目前已知 

PKC是由细胞定位、激活剂和生物效应等不尽相同 
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的三类同工酶构成l ， ，即：经典型(cPKC~)包括 a、 

p】、&、y；新型(nPKC~)包括6、E、 (L)、e、和不典性 

型(aPK ) 、X／r、f 。虽然 shiba等l3 J已初步观察了 

a、J3l、 、7 PKC在糖尿病大鼠视网膜中的变化，但 

视网膜是由起源于外胚层的神经组织和源于中胚层 

的血管组织构成，鉴于神经组织和血管组织在糖尿 

病状态下 PKC活性的不一致变化_1 J，为此本文研究 
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了糖尿病大鼠视网膜血管 PKC活性，并观察 PKC 

同工酶中分布广泛、含量丰富的 a、I3、 、 、￡、 六种 

异构酶在视网膜血管中的表达规律。 

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 l4 

只(C组)，其余禁食过夜后，按 65mg／kg左下腹腔内注射 

1％链脲菌素(用pH 4．5的0．1 mol／L柠檬酸缓冲液冰浴中 

配制)。用one Touch II血糖仪测大鼠尾静脉血血糖，72h后 

血糖≥l6．7 mmol／[ 即为糖尿病大鼠，共28只(D组)。 

1．2 视网膜血管的获取 

系采用Cuthber~m渗透休克法加以改良_4 J。大鼠腹腔 

注射戊巴比妥钠 15mg／100g进行麻醉，摘除眼球，去除眼 

前节，冰浴中细心分离视网膜。置人含 251~g／ml leupeptin、 

2．OmmoL／1 PMSF的缓冲液室温 1h，继之与D A (2mg／ 

ML)孵育 5min，在解剖显微镜下用不同梯度13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L3 J 

血管经上述缓冲液洗涤2次后，于冰浴中制成匀浆，离 

心 100，000g30min，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 60mini00，000g，弃上清，沉淀 

加入0．3mL含0．25％Triton x一100的缓冲液悬浮，于OC 

摇动孵育 1h，离心 60min(100，O00g)，上清液为 PKC检测的 

细胞膜成份。 

1．4 原位 PKC活性分析 

系改良Kowluru法[ 视而建立。取新鲜视网膜血管与 

穿细胞缓冲液37℃孵育 10min。此缓冲液由50／~g／ml地高 

辛精、137mmol／1 Nac1、5．4mmol／Lkcl、10mmol／LMgcl2、 

20mn 1／LHEPES、1O0f mol／L [ I ]ATP(北京亚辉公司)、 

100／~molA 八肽底物 RKRTLRRL( nersh公司)和 400／Lml／ 

1组蛋白Ⅲ (sigma公司)构成。4℃25％三氯乙酸终止反应。 

离心取上清点于磷酸纤维素滤纸上，直径约 2．5cm。负压下 

75mmol／L磷酸冲洗3次。自然干燥后闪烁液中，2h后于闪 

烁计数仪上测定0 P由 7一[ P]ATP转移至八肽和组蛋白 

Ⅲ 底物的放射活性，即单位为：PmolPi．min一．mgproten一。。 

结果以三次检测均值表示，检测变异系数为6．5％。 

1．5 Western印迹检 测 

(1)SDS—PAGE：5％浓缩胶、10％分离胶(2)电转移： 

200n~转移 2h(3)免疫学检测：一抗为兔抗鼠 a、p、7、6、E’ 

一 PKC多克隆抗体(GIBCOBRI 公司)；NE汀／BCIP显色底 

物(Boehinger Mannbeim公司)(4)有效性检测：与d 7 ∈、 

(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。 

1．6 其它 

糖化血红蛋 h(HbA )微拄 法：蛋 白定量采用 Lowry 

法，以牛血清白蛋白为标准 

1．7 统计学处理 

结果以均数 ±标准误(或差)表示，两组问比较用 检 

验。 

2 结 果 

2．1 两组大鼠代谢参数及PKC活性变化 

成模2月时，糖 尿病大 鼠组血糖 (21．3± 

4．1mmo1／I )、HbAI 、(10．6 c％±1．8％)较正常对照 

组血糖(5．2±0．3mmol／L)、HbA (4．4％±0．8％) 

显著为高，且糖尿病大鼠视网膜血管PKC活性为 

346±18．1PmolPi．rain一．mgproten 较对照组(131 

±10．5PmolPi．rain一 ．mgproten )亦显著增高(P 

<0．05)，说明糖尿病大鼠视网膜血管 PKC显著活 

化。 

2．2 PKC同工酶在正常大鼠视网膜血管中的分布 

采有特异性抗体免疫印迹显示a、I3、 、 一PKC 

异构酶存在于视网膜血管浆、膜部，但未检出 、e— 

PKC同工酶条带。如附表所示：红蛋白修正后比较 

PKC同工酶膜、浆部表达比率发现 a PKC浆、膜 

部几乎相同。与之不同I3、 主要存在于膜部。而 

以浆中为主。定量分析膜 之比J33l0％±80％、 

g120％±90％、而浆／膜之比 fj为220％±120％，偶 

尔可见 在 50kD、30kD处。所有这些带均可由亚 

型特异性合成肽与一抗共孵育时消失，而显示反应 

特异性。 

2．3 糖尿病大鼠视网膜血管PKC同工酶表达模式 

本文探讨了糖尿病对大鼠视网膜血管 PKC表 

达的影响，结果显示：同非糖尿病正常大鼠一样， 

PKC同工酶 a、I3、 、 在糖尿病大鼠视网膜血管 

表达。免疫印迹结果显示此a、I3、 同工酶在糖尿 

病大鼠视网膜血管膜部较正常大鼠显著为高(尸< 

0．05)，尤以a、J3为著(见表1)。光密度(OD)值分别 

为对照鼠的 282‘溺±32％、340％±26％、187％ ± 

14％。而浆部较正常大鼠显著为低(P<0．05)，定 

量分析 OD值为 71％ ±ll％、63％ ±8％、84％ ± 

6％，但6一PKC浆部则较正常大鼠显著为高(P< 

0．05)，其 OD值为正常对照之 208％±l3％，但 6一 

PKC膜部在两者问则无显著性差异(P<0．05)。表 

明a以{=一PKC同工酶在糖尿病大鼠视网膜血管存 
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在从胞浆至胞膜的移位激活。而6 PKC则为从胞 膜至胞浆之移位激活。 

表 1 两组大鼠视网膜血管PKC同工酶免疫印迹灰度扫描的光密度比较 

：与糖尿病鼠膜部比较 P<0．05 ：与糖尿病鼠浆部比较P<0．05 ：与止常大鼠浆部比较 P<O．05 

3 讨 论 

3，1 糖尿病大鼠视网膜血管PKC活性变化 

尽管检眼镜可以直接窥视糖尿病患者视网膜微 

循环，但其代谢改变却因血管不易获取而知之甚少。 

经典的胰酶消化法、清水自溶法尚有复杂、费时、且 

易损伤膜蛋白之缺陷 本实验采用渗透休克法观察 

了糖尿病大鼠视网膜血管原位 PKC活性，发现其 

PKC活性较正常对照组增加近2倍，说明DR的靶 

位点——视网膜血管PKC活化，此与文献在高葡萄 

负荷的视网膜血管细胞中的报导的结果相一致l2。 

3．2 PKC同工酶在正常大鼠视网膜血管中的表达 

以脑型PKC同_l 酶分子量为基准，本文免疫印 

迹结果显示正常大鼠视网膜血管 PKCa取 6、 浆膜 

均呈阳性表达，尤以膜(或浆)为高。而PKC7、￡浆 

膜均未检出印迹条带的免疫反应信号。虽然p(p。、 

)和 同工酶分子量相近(约 80kD)，但同工酶特 

异性重组多肽证实抗体间无交叉反应。本文检出多 

条 PK 带，所有这些印迹条带均可为 特异性重 

组多肽所封闭。研究表明_5 J， 同工酶易为蛋白酶 

水解，在诸多细胞系中均可见低分子量亚型分布。 

Southen杂交l 7_显示 PKC7主要存在于大脑、海马和 

小脑蒲肯野纤维，而肾上腺亦可有弱杂交信号。本 

文结果显示大鼠视网膜血管无 PKC表达，此支 

持Nishizuka认为_5 一PKC主要存在于起源于神 

经冠的细胞而非血管细胞的观点。 

3．3 糖尿病大鼠视网膜PKC同工酶表达模式 

静息时，PKC锚定于失活 ( 激酶受体(RICK) 

而存在于细胞浆亚细胞结构中，其活性部位为假性 

底物片段所遮闭。当受到环境刺激时，PKC空间构 

型发生变化，假性底物片段从活性部位脱位，同时活 

化 C激酶受体(RACK)位点暴露，使 PKC移于粘附 

或插入胞膜，此即所谓的 PKC移位活化(transloca— 

tion)[ 。故检测浆、膜部PKC同工酶蛋白表达水平 

是反映其活化状态的客观指标。本实验整体水平首 

次发现糖尿病大鼠视网膜血管膜部 a、口、 PKC同 

-[酶表达水平较正常大鼠显著为高，而浆部则显著 

为低，但 6一PKC浆部则为糖尿病大鼠较正常鼠为 

高，表明糖尿病大鼠视网膜血管 a、口、6、 一PKC激 

活。Shiba等l3 J采用 Western印迹技术发现葡萄糖 

预处理的牛视网膜内皮细胞、周细胞均仅表达 0t 

PKC、口l PKC和 PKC增多。但Hailer等l 一采 

用共聚焦镜证实高葡萄糖可诱导血管平滑肌细胞 

(与周细胞胚胎起源相同，表型特征相似)移位激活 

PKCa、f3、6、 。分子构型研究表明 _7，a、p、6 PKC 

同工酶的C．区氨基酸序列高度保守，均含有由6个 

半胱氨酸重复序列构成“锌指”结构域，表现为二脂 

酰甘油(DAG)依赖活化方式，目前已知，糖尿病时 

高葡萄糖可循从头途径合成DAG增多 1 ，故可诱 

导 a、f3、6一PKC同工酶移位激活。至于 一PKC活 

化机理尚不清楚，推测可能与葡萄糖代谢其它途径 

产物(如反应性氧类或晚期糖化终产物形成增多)有 

关【8 。 

总之，本文结果显示 DR靶位点一视网膜血管 

PKC显著激活，呈现 a、f3、 、 同工酶移位活化模式， 

深入研究PKC同工酶与下游事件的关系将有助于 

进一步阐明DR发生、发展的信号机制及其干预靶 

点 
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异l 5l5。大多文献报告，采用含 10％DMSO的冻存 

液悬浮肝细胞分装后液氮保存方法，肝细胞存活率 

可达 80％～90％左右，细胞的形态完整性 、白蛋白 

合成能力以及多种酶活性均保存完好I j。但上 

述方法均存在不同程度的缺点，如冻存步骤复杂、冻 

存条件要求较高、肝细胞悬液冻存体积小、冻存时间 

较短以及冻存后肝细胞存活率较低等。为了妥善地 

解决上述问题，以原代大鼠肝细胞为模型进行探索， 

有下面几点收获：(1)含2％DMSO与10％DMSO 

冻存液保护作用相同；(2)含 2％DMSO冻存液悬 

浮肝细胞冻存于一70℃与液氮效果均良好；(3)冻存 

于一70℃与液氮 1w至2m肝细胞均保存了良好的 

生物学性状；(4)于一70℃冰库，Iml一10ml体积肝 

细胞悬液均保持了较高的肝细胞存活率。通过对比 

研究而探索到了一个简化的原代肝细胞冻存方法， 

即采用含2％DMSO冻存液悬浮肝细胞于一70℃ 

冰库保存，期限可达2m甚至更长，尤其是冻存体积 

可以较大，能为体外生物人工肝支持系统或临床肝 

细胞移植技术_1 0l提供方便。因此，该方法不仅为原 

代肝细胞，尤其是原代人肝细胞的经济、高效利用奠 

定了基础，而且将会为原代肝细胞分离培养技术在 

生物医学领域基础理论研究和临床医学研究中的实 

际应用起到积极的推动作用。 
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