
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２４０３０５８

Ｇｐｒ１２４对高糖环境下视网膜微血管内皮细胞增殖、迁移和血管形成的调控作用
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　　［摘要］　目的　研究高糖环境下人视网膜微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ，ＨＲＭＥＣ）中Ｇ蛋白偶联受体１２４（Ｇｐｒ１２４）表达的变化，以及干扰 Ｇｐｒ１２４对 ＨＲＭＥＣ的调控作用。
方法　免疫荧光观察 Ｇｐｒ１２４在 ＨＲＭＥＣ中的表达；高糖刺激 ＨＲＭＥＣ，将细胞分为空白组和高糖组，
ＣＣＫ８、ＥｄＵ检测细胞活力与增殖情况；病毒抑制Ｇｐｒ１２４表达后，将细胞分为空白对照组、高糖对照组、
高糖＋ｓｈＲＮＡ组以及高糖＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组，划痕实验评估细胞迁移，基质凝胶评估细胞小管形成能
力。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇｐｒ１２４、ＶＥＧＦＡ、ＭＭＰ９和 βｃａｔｅｎｉｎ相对蛋白表达水平。结果　相较于空白组，
ＨＲＭＥＣ在高糖组中显示出显著提升的细胞活力和增殖细胞数（Ｐ＜０．０１）。高糖环境下，Ｇｐｒ１２４、
ＶＥＧＦＡ以及ＭＭＰ９的表达水平也显著增加（Ｐ＜０．０１）。同时，在各个时间点，高糖对照组的迁移面积以
及体外血管形成面积和管径长度均显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０１）。然而，在敲低Ｇｐｒ１２４的表达后，高
糖＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组的ＨＲＭＥＣ在迁移和体外血管形成能力上相较于高糖＋ｓｈＲＮＡ组有显著的降低
（Ｐ＜０．０１），并且高糖＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组相比于高糖＋ｓｈＲＮＡ组 ＶＥＧＦＡ、ＭＭＰ９以及 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达
减少（Ｐ＜０．０１）。结论　Ｇｐｒ１２４能够调控高糖环境下 ＨＲＭＥＣ的增殖、迁移以及管形成能力，并且还可
以抑制ＶＥＧＦＡ和ＭＭＰ９的过度表达，这一影响可能是通过调节Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ经典通路来实现的。
　　［关键词］　糖尿病视网膜病变；Ｇ蛋白偶联受体１２４；血管内皮细胞；细胞迁移实验；血管形成
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是常
见的致盲性眼病，它最典型的病理变化是视网膜微血

管病变［１－２］。持续的高血糖状态通过复杂的病理生理

机制损伤内皮细胞，导致视网膜严重缺血缺氧，多种调

控血管生成的因子上调，血管内皮细胞的增殖、迁移、

出芽，进一步引起新生血管的形成。新生血管如果不

及时治疗，可能会导致新生血管性青光眼、玻璃体出

血以及牵引性视网膜脱落等严重并发症，最终引起

严重的视力丧失［３］。目前，针对血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的抗 ＶＥＧＦ
治疗已成为预防 ＤＲ进展、延缓新生血管生成的主要
治疗手段［４］。尽管这种治疗方法在改善ＤＲ严重程度
方面取得了显著成效，但仍存在一定的局限性。例如

药物半衰期有限增加了患者的治疗负担；部分患者可

能对抗 ＶＥＧＦ治疗产生耐药性，且治疗后可能出现局
部和全身不良反应［５］。因此，积极寻找新的靶分子，

并开发出更为有效的药物来控制病理性新生血管的形

成，对于延缓ＤＲ的进展、保护患者的视觉功能具有至
关重要的意义。

　　Ｇｐｒ１２４是ＧＰＣＲ黏附家族中的一员，具有７次跨
膜结构膜蛋白。该蛋白最初在人类结直肠恶性肿瘤新

生血管的内皮细胞中被发现，因此也被称为肿瘤内皮

标记物５（ｔｕｍｏｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍａｒｋｅｒ５，ＴＥＭ５）［６］。研究
发现，Ｇｐｒ１２４在推动肿瘤血管生成中扮演着关键角
色，通过抑制其蛋白表达，能够有效地遏制肿瘤的生

长［７］。进一步的研究揭示，Ｇｐｒ１２４在大脑血管的内皮
细胞中广泛表达，并且在血管生成过程中扮演了重要

角色。在小鼠的发育阶段，Ｇｐｒ１２４表达上调并参与脑
血管新生的精细调控。此外，内皮细胞中Ｇｐｒ１２４的缺
失会进一步影响脑血管性疾病中内皮细胞间的紧密连

接［８－９］。这些结果表明，Ｇｐｒ１２４对维持 ＣＮＳ血管病理
生理至关重要，调控其表达对ＣＮＳ血管疾病研究有重

要意义。尽管目前关于 Ｇｐｒ１２４在视网膜以及视网膜
血管中的研究几乎为空白，考虑到视网膜与脑在发育

过程中的相似性，即由同源的祖细胞发育分化而来，猜

测Ｇｐｒ１２４在视网膜血管内皮细胞中也可能存在表达
并且发挥重要作用。

　　本研究通过将人视网膜微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｒｅｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＲＭＥＣ）暴露于高
糖环境，模拟了糖尿病视网膜病变状态，明确 Ｇｐｒ１２４
在高糖环境下对ＨＲＭＥＣ迁移和管腔形成的调控作用
及可能的分子机制，为理解Ｇｐｒ１２４在ＤＲ中如何调控
内皮细胞的功能提供了理论依据，同时也为探索 ＤＲ
的创新治疗手段开辟了新的视角和途径。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
　　Ｄ葡萄糖（Ｇ８１５０）、组织细胞固定液（Ｐ１１１０）购
自索莱宝公司；ＰＡＧＥ凝胶（１６１０１８３）购自 ＢｉｏＲａｄ公
司；ＩｓｏｌｅｃｔｉｎＧＳＩＢ４ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ ５９４（Ｉ２１４１３）、ＲＩＰＡ
裂解缓冲液（８９９００）购自赛默飞世尔科技公司；ＣＣＫ８
试剂盒（ＨＹＫ０３０１）购自 ＭＣＥ公司；ＥｄＵ试剂盒
（Ｃ６０１７Ｍ）购自上海百赛生物。细胞培养方面，内皮
细胞培养基ＥＣＭ（１００１）购自ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司；基质凝胶
（０８２７０４５）购自上海 ＡＢＷ 生物科技公司；ｒｈＶＥＧＦ
（ａｂ９５７１）购自 Ａｂｃａｍ公司。在抗体方面，兔源 ａｎｔｉ
Ｇｐｒ１２４（ａｂ１９９８１７）、兔源ａｎｔｉＧＡＰＤＨ（ａｂ１８１６０２）购自
Ａｂｃａｍ公司；鼠源 ａｎｔｉＣＤ３１（ｓｃ３７６７６４）购自 Ｓａｎｔａ公
司；兔源ａｎｔｉＭＭＰ９（Ａ１１１４７）购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ公司；鼠源
ａｎｔｉＶＥＧＦＡ（＃８９４５）购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。在二抗方
面，ＨＲＰ标记的抗鼠ＩｇＧ（Ｇ２１０４０）和抗兔ＩｇＧ（３１４６０）
购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ａｌｅｘａ４８８标记的抗兔ＩｇＧ（４４１２Ｓ）
和Ａｌｅｘａ５９４标记的抗鼠ＩｇＧ（８８９０Ｓ）购自ＣＳＴ公司。
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１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及传代　　原代人视网膜微血管内
皮细胞（ＨＲＭＥＣ）细胞由丰晖生物公司（中国湖南，产
品编号 ＦＨＨＵＭＣＥＬＬ００１２）提供，在 ＥＣＭ培养基、
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。细胞覆盖 ６０％～７０％
时，使用０．２５％胰酶消化细胞，按照１∶３比例传代。
１．２．２　ＣＣＫ８实验　　调整 ＨＲＭＥＣ细胞悬液浓度
为１×１０４／ｍＬ，接种至４８孔板，分别加入不同浓度的葡
萄糖（０、２５、５０、１００、２００ｍｍｏｌ／Ｌ）作为处理组，另设置
不同浓度ｒｈＶＥＧＦ（０、１、２、４、８ｎｇ／ｍＬ）作为阳性对照
组，每组设 ４个重复。基于课题组以往的实践经
验［１０］，设置葡萄糖对ＨＲＭＥＣ的适宜刺激时间为１６ｈ。
处理完成后，去除原培养基，添加 ＣＣＫ８与培养基的
１∶１０混合液，３７℃、５％ＣＯ２中静置２ｈ。之后用酶标
仪在４５０ｎｍ波长下测吸光度，获取光密度值。统计并
计算各处理组光密度值与对照组光密度值的比值，即

细胞活力＝处理组光密度值／对照组光密度值。
１．２．３　病毒转染　　慢病毒载体（ＬＶ）Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ
以及空载病毒 ｓｈＲＮＡ（具有绿色荧光蛋白［ＧＦＰ］标
签）由汉恒生物公司（中国上海）构建，靶序列如下：

ＡＣＣＣＴＧＣＴＣＴＴＧＡＧＣＡＡＴＡＡＣ。ＨＲＭＥＣ传代于６孔板，
生长至６０％～７０％进行病毒转染。转染前换 ２ｍＬ新
鲜ＥＣＭ培养基，病毒接种浓度设为５μＬ／ｍＬ，助染剂
１μＬ／ｍＬ。感染后３７℃、５％ＣＯ２培养１２ｈ换液。４８ｈ
后在荧光共聚焦显微镜下观察转染效果，转染率超

８０％则继续实验。
１．２．４　５乙炔２脱氧尿苷荧光标记（ＥｄＵ）增殖实验
　　ＨＲＭＥＣ制成浓度为１×１０４／ｍＬ细胞悬液，接种至
２４孔板，分为空白组和高糖组（加 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖），各４个重复孔，３７℃、５％ＣＯ２孵育１６ｈ。随后，
去培养基，加含５０μｍｏｌ／ＬＥｄＵ的 ＥＣＭ培养基，再孵
育２ｈ。４％多聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ，０．１％Ｔｒｉｔｏｎ打
孔２０ｍｉｎ，ＣｌｉｃｋｉＴ工作液孵育３０ｍｉｎ，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３４２染
核３０ｍｉｎ。完成上述步骤后，共聚焦荧光显微镜测量
和分析ＥｄＵ阳性细胞指数，并统计分析：
　　细胞增殖数＝每个视野下增殖细胞的数量；
　　细胞增殖率（％）＝（每个视野下增殖细胞的数量／
显微镜每个视野下总细胞核数）×１００％。
１．２．５　划痕迁移实验　　将细胞分为４组：空白对照
组、高糖对照组、高糖＋ｓｈＲＮＡ组和高糖＋Ｇｐｒ１２４
ｓｈＲＮＡ组。ＨＲＭＥＣ细胞制成１×１０５／ｍＬ悬液，接种在
６孔板，每组３个复孔，３７℃、５％ＣＯ２培养２４ｈ至细
胞覆盖孔底。接下来，在超净工作台上，用灭菌枪头划

３条平行线，确认划痕中无细胞。然后，更换新 ＥＣＭ
培养基；同时，向高糖组培养基中加入２５ｍｍｏｌ／Ｌ的葡
萄糖，静置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。在划痕后
的第１２、２４ｈ，使用倒置显微镜观察并拍摄细胞的迁移
情况。ＩｍａｇｅＪ软件测量未迁移部分，量化迁移能力。
　　Ｓ迁移区域＝Ｓ０ｈ空白区域－Ｓ１６／２４ｈ空白区域；
　　Ｓ迁移率＝Ｓ迁移面积／Ｓ０ｈ空白面积×１００％。
１．２．６　基质胶小管形成实验　　实验前将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶移至冰盒４℃融化并预冷枪头。细胞分组同迁
移实验，接种在６孔板中。在高糖组培养基中预先加
入２５ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育
１２ｈ。第２天，基质胶与 ＤＭＥＭ（无血清）按 ２∶１比例
稀释，铺４８孔板底，每孔 ３００μＬ，置于培养箱中等待
凝固 ４０ｍｉｎ。细胞重悬并调整浓度为 ３×１０４个／ｍＬ
（高糖组的重悬液中加入２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖），各组重
悬液滴加到基质胶上，等待４ｈ。倒置显微镜下随机拍
摄５个视野的图片，使用ＩｍａｇｅＪＡｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓＡｎａｌｙｚｅｒ
分析小管数据。

１．２．７　免疫荧光染色　　将细胞传代至孔板，孔板中
放入细胞爬片。细胞生长至爬片后，用 ４％多聚甲醛
固定细胞３０ｍｉｎ，０．３％Ｔｒｉｔｏｎ溶液打孔３０ｍｉｎ，山羊血
清封闭３０ｍｉｎ；加入一抗抗体，置于４℃冰箱过夜；去
除一抗后加入荧光二抗，置于３７℃恒温箱中避光等待
１．５ｈ；完成二抗孵育后，滴加 ＤＡＰＩ溶液室温染核
８ｍｉｎ；将爬片转移至载玻片上，滴加抗荧光淬灭剂后
封片。共聚焦显微镜下观察并随机选取５个区域拍照。
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　细胞分组接种于 ６孔
板，调整浓度为２×１０５／ｍＬ，每组６复孔，高糖组培养基
中加２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖，３７℃、５％ＣＯ２孵育１６ｈ。将
细胞转移至ＥＰ管，加１５０μＬＲＩＰＡ裂解液（含蛋白酶
抑制剂）提取蛋白，ＢＣＡ法测蛋白浓度。将样品加样
至两配制好的胶中，初始上样量为 ４０μｇ。剪裁凝胶
大小的 ＰＶＤＦ膜，与胶固定在夹板中，冰水浴转膜
１４０ｍｉｎ。膜置于快速封闭液中封闭 １ｈ，４℃一抗孵
育过夜。次日洗膜后加二抗孵育１．５ｈ。使用免疫印
迹发光液并在高分子凝胶成像分析仪下曝光条带。实

验重复３次，用 ＩｍａｇｅＪ分析灰度值，以 ＧＡＰＤＨ为内
参，统计对比视网膜组织中蛋白的相对蛋白含量，并将

对照组数据设定为参照（即与对照组的比值）。

１．３　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（９．０版；ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，
美国加利福尼亚州）进行统计，每个实验至少重复

３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示。符合正态分布的 ２组间比较
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采用独立样本ｔ检验；多重比较采用单因素方差分析，
各组间进行 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ多重比较检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＲＭＥＣ在高糖刺激下细胞活力提高、增殖增加
　　经过对ＨＲＭＥＣ细胞的体外培养并进行ＣＣＫ８实
验，发现当加入２５和５０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的葡萄糖时，细
胞的活力显著提升（Ｐ＜０．０１，图１Ａ）。然而，当葡萄糖
浓度高达２００ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞死亡率则呈现增加趋势

（Ｐ＜０．０１）。同时，使用ｒｈＶＥＧＦ作为阳性对照，将１～
８ｎｇ／ｍＬ浓度的ｒｈＶＥＧＦ添加到培养基中，结果也观察
到了类似的细胞活力增强效果（Ｐ＜０．０１，图 １Ｂ）。因
此选择２５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的葡萄糖作为适宜的刺激浓度
进行后续实验。

　　通过ＥｄＵ实验进一步探究，在加入２５ｍｍｏｌ／Ｌ浓
度的葡萄糖并刺激细胞 １６ｈ后，与空白组相比，高糖
组的ＨＲＭＥＣ细胞增殖数在平均单个视野下增加了约
４０．３３个，平均增殖率也相应提升了１７．２５％（Ｐ＜０．０１，
图１Ｃ、Ｄ）。
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Ａ：ＣＣＫ８实验检测不同浓度葡萄糖对细胞活力的影响；Ｂ：ＣＣＫ８实验检测不同浓度ｒｈＶＥＧＦ对细胞活力的影响；ａ：Ｐ＜０．０１，与
对照（０ｎｇ／ｍＬ）比较；Ｃ：ＥｄＵ检测 ＨＲＭＥＣ的增殖情况，细胞核呈蓝色，增殖细胞呈红色，箭头示增殖的细胞；Ｄ：定量分析
ＨＲＭＥＣ的细胞增殖数和细胞增殖率；ａ：Ｐ＜０．０１，与空白组比较

图１　高糖刺激对ＨＲＭＥＣ的影响
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２．２　高糖刺激上调 ＨＲＭＥＣ中 Ｇｐｒ１２４、ＶＥＧＦＡ、
ＭＭＰ９的表达

　　经过对 ＨＲＭＥＣ进行免疫荧光染色实验，观察到
Ｇｐｒ１２４在细胞膜和细胞质中均有表达（图 ２Ａ）。此
外，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，进一步发现在高糖刺激下，
高糖组ＨＲＭＥＣ中的 Ｇｐｒ１２４相对蛋白表达量相较于
空白组显著上升（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ）。与此同时，高糖组
中ＶＥＧＦＡ和ＭＭＰ９的相对蛋白表达量相对于空白组
也有上调（Ｐ＜０．０１，图２Ｃ、Ｄ）。
２．３　抑制Ｇｐｒ１２４表达后ＨＲＭＥＣ的迁移被抑制
　　在病毒转染后的４８ｈ，观察到ＧＦＰ荧光主要聚集
在细胞核内。在每个显微镜观察视野中，表达 ＧＦＰ荧
光的细胞核占总数的比例高达８０％以上（图３Ａ）。通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验对比了高糖＋ｓｈＲＮＡ组与高糖＋
Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组的蛋白表达情况。结果显示，在高糖
＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组中，Ｇｐｒ１２４蛋白的表达水平相对于
高糖组显著降低（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ），证明了病毒能够有
效抑制目标蛋白Ｇｐｒ１２４的表达。
　　划痕迁移实验结果表明，随着时间的推移，
ＨＲＭＥＣ的迁移面积逐渐增大。然而，在各个时间点，
高糖对照组迁移率明显高于空白对照组，高糖对照组

与高糖＋ｓｈＲＮＡ组的迁移率无显著差异，但抑制
Ｇｐｒ１２４表达后，高糖＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组迁移率下降，
显著低于高糖＋ｓｈＲＮＡ组（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ）。
２．４　抑制Ｇｐｒ１２４表达后ＨＲＭＥＣ的血管形成被抑制
　　通过 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶管形成实验，观察 Ｇｐｒ１２４在
高糖环境下对ＨＲＭＥＣ体外血管形成的影响（图４Ａ）。
实验数据显示，对比空白对照组，高糖对照组与高糖＋
ｓｈＲＮＡ组细胞的血管百分比面积、总血管长度显著升
高（Ｐ＜０．０１）。当我们特异性敲低 Ｇｐｒ１２４的表达时，
观察到高糖＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组血管百分比面积、总血
管长度相较高糖组均显著降低（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。
２．５　抑制Ｇｐｒ１２４表达后βｃａｔｅｎｉｎ、ＶＥＧＦＡ、ＭＭＰ９的

表达下调

　　首先检测３个不同治疗组中 βｃａｔｅｎｉｎ的相对蛋
白含量。结果显示，对比空白对照组，高糖＋ｓｈＲＮＡ组
的 ＨＲＭＥＣ的 βｃａｔｅｎｉｎ表达量显著上调，而高糖＋
Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组比高糖＋ｓｈＲＮＡ组的 βｃａｔｅｎｉｎ表达
水平降低（Ｐ＜０．０１，图５Ａ）。随后，进一步检测ＨＲＭＥＣ
中ＭＭＰ９和ＶＥＧＦＡ的相对蛋白含量，结果表明，相比于
高糖＋ｓｈＲＮＡ组，高糖＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组的 ＭＭＰ９和
ＶＥＧＦＡ表达被明显抑制（Ｐ＜０．０１，图５Ｂ、Ｃ）。
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图２　高糖刺激后Ｇｐｒ１２４、ＶＥＧＦＡ、ＭＭＰ９在ＨＲＭＥＣ中的表达变化
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Ａ：ＨＲＭＥＣ病毒感染的荧光显微镜观察，细胞核呈蓝色，病毒ＧＦＰ呈绿色；Ｂ：ＨＲＭＥＣ中Ｇｐｒ１２４的表达水平与半定量分析
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边缘用黑线表示；Ｄ：定量分析ＨＲＭＥＣ迁移区域；ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高糖＋ｓｈＲＮＡ组比较

图３　病毒抑制Ｇｐｒ１２４表达后对ＨＲＭＥＣ的迁移影响
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Ａ：ＨＲＭＥＣ在不同处理后形成毛细血管样小管；Ｂ：定量分析血管百分比面积、总血管长度；ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与高糖＋ｓｈＲＮＡ组比较

图４　病毒抑制Ｇｐｒ１２４表达后对ＨＲＭＥＣ血管形成的影响
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Ａ：ＨＲＭＥＣ中βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平和半定量分析；Ｂ：ＨＲＭＥＣ中 ＶＥＧＦＡ的表达水平和半定量分析；Ｃ：ＨＲＭＥＣ中 ＭＭＰ９的表
达水平和半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与高糖＋ｓｈＲＮＡ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；１：空白对照组；２：高糖＋ｓｈＲＮＡ组；
３：高糖＋Ｇｐｒ１２４ｓｈＲＮＡ组

图５　病毒抑制Ｇｐｒ１２４表达后ＨＲＭＥＣ内βｃａｔｅｎｉｎ、ＶＥＧＦＡ和ＭＭＰ９的表达变化

３　讨论

　　本研究探讨了 Ｇｐｒ１２４对高糖环境下视网膜微血
管内皮细胞血管生成的作用。血管生成是复杂的多步

骤过程，依赖多种细胞和因子的相互作用［１３１６］。这一

过程与视网膜微血管内皮细胞的增殖、迁移以及管道

形成紧密相关［１１－１２］。其中静止的内皮细胞受刺激后

获“促血管生成表型”，增殖并迁移到周围基质，形成

新血管，随后基底膜沉积，周细胞和平滑肌细胞募集，

新血管成熟［１７］。

７０１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）



　　本研究通过实验发现高糖环境能显著促进ＨＲＭＥＣ
的活跃增殖。正常人体空腹葡萄糖值３．９～６．１ｍｍｏｌ／Ｌ，
培养基含５．５ｍｍｏｌ／Ｌ属正常，而２０～２５ｍｍｏｌ／Ｌ为高糖
处理［１８－２１］。当使用浓度介于２５～５０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖
对人视网膜微血管内皮细胞（ＨＲＭＥＣ）进行１６ｈ的刺
激后，发现细胞活力会明显提升；尤其当葡萄糖浓度维

持在２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞活力将达到最高点，并且显著
促进ＨＲＭＥＣ的增殖，上调 Ｇｐｒ１２４、ＶＥＧＦＡ和 ＭＭＰ９
的表达。当敲低Ｇｐｒ１２４的表达后，能有效降低高糖诱
导的内皮细胞过度迁移。并且利用基质胶模拟高糖环

境下ＨＲＭＥＣ的成管能力［２２］，观察到在高糖条件下，

ＨＲＭＥＣ更倾向于形成血管结构，显示出成管能力的
增强。但是，这种趋势可以通过抑制 ＨＲＭＥＣ中
Ｇｐｒ１２４的表达得到逆转。这些实验结果提示高糖环
境下，Ｇｐｒ１２４表达的升高能够促进内皮细胞迁移以及
体外血管形成。

　　此外，下调 Ｇｐｒ１２４的表达能够降低 ＨＲＭＥＣ中
ＭＭＰ９、ＶＥＧＦＡ的蛋白水平。ＶＥＧＦＡ及其受体对血管
内皮细胞的分化、增殖和存活具有至关重要的作用，不

仅是介导生理性血管生成的核心信号通路，还构成了

重要的治疗靶点［２３］；ＭＭＰ９作为基质金属蛋白酶类明
胶酶中的核心成员，具有破坏基底膜和细胞外基质中

Ⅳ型胶原的能力，在视网膜血管生成过程中扮演着至
关重要的角色［２４］。因此，Ｇｐｒ１２４在调节 ＨＲＭＥＣ中
ＶＥＧＦＡ和ＭＭＰ９表达方面的作用进一步证实了其对
ＨＲＭＥＣ血管生成的调控作用。
　　根据以往脑内皮细胞的研究结果，我们猜测
Ｇｐｒ１２４对 ＨＲＭＥＣ的调控可能涉及对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
经典通路的调节。Ｗｎｔ经典途径通过 βｃａｔｅｎｉｎ转录
活性介导。途径激活时，ＧＳＫ３ｂ失活，阻止 βｃａｔｅｎｉｎ
磷酸化，使其在细胞质积累并转移至核内，与 ＴＣＦ４／
ＬＥＦ结合，促进Ｗｎｔ靶基因表达［２５］。在中枢神经系统

血管疾病的研究中，脑内皮细胞中 Ｇｐｒ１２４可作为
Ｗｎｔ７特异性 βｃａｔｅｎｉｎ信号的共激活剂，在内皮细胞
中删除Ｗｎｔ７或βｃａｔｅｎｉｎ后，敲除Ｇｐｒ１２４也可观察到
类似的血管发育缺陷［２６－２８］。Ｗｎｔ通路与 ＤＲ显著相
关。通过对人眼切片进行的研究发现，ＤＲ患者视网
膜内层细胞中的βｃａｔｅｎｉｎ水平显著升高，并伴随着核
转位的增强。此外，βｃａｔｅｎｉｎ在视网膜内层中被激活
的位点与ＤＲ的病理改变紧密相关［２９］，ＤＲ中纤维血
管膜的Ｗｎｔ信号通路相关基因与黄斑裂孔样本相比
存在差异表达［３０］。在本研究中发现，高糖刺激会导致

ＨＲＭＥＣ中 βｃａｔｅｎｉｎ表达增加。然而，当我们敲低
Ｇｐｒ１２４的表达时，βｃａｔｅｎｉｎ的异常上调被明显抑制。
基于这些观察，我们猜测 Ｇｐｒ１２４在阻止 βｃａｔｅｎｉｎ在
ＨＲＭＥＣ中的降解、积聚以及核转位过程中起着关键

的上游调控作用。

　　综上所述，本研究认为高糖刺激会促使视网膜内
皮细胞中 Ｇｐｒ１２４的表达上升。这一变化进而引发
βｃａｔｅｎｉｎ的积聚和核移位，使其与靶基因结合，同时
使内皮细胞从静止状态被激活，增强其增殖、迁移以及

血管形成的能力。并且 Ｇｐｒ１２４的上调还会增加
ＶＥＧＦＡ和ＭＭＰ９的表达，从而参与内皮细胞的发芽和
新血管形成过程。这一结果提示，Ｇｐｒ１２４或为 ＤＲ病
理性血管新生的新治疗靶点。通过调控视网膜内皮细

胞中Ｇｐｒ１２４的表达，可能会抑制ＤＲ中的病理性血管
生成，对ＤＲ治疗意义重大。目前本研究仅在细胞层
面探索，未来将在动物模型上验证并深入探究。
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ｃａｐｉｌｌａｒｙｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｓｍａｌｌＧＴＰａｓｅＲａｃ
ａｎｄｍｅｄｉａｔｅｓｃｏｎｔａｃｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｅｘｐ
ＣｅｌｌＲｅｓ，２０１０，３１６（３）：４１２－４２１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｙｅｘｃｒ．２００９．１０．０１３．

［７］ＷＡＮＧＹ，ＣＨＯＳＧ，ＷＵＸ，ｅｔａｌ．Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ１２４ （ＧＰＲ１２４） ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｄｕｃｅｄｔｕｍｏｒ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｏｌＭｅｄ，２０１４，１４（４）：５４３－５５４．
ＤＯＩ：１０．２１７４／１５６６５２４０１４６６６１４０４１４２０５９４３．

［８］ＣＨＡＮＧＪＬ，ＭＡＮＣＵＳＯＭＲ，ＭＡＩＥＲＣ，ｅｔａｌ．Ｇｐｒ１２４ｉｓ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｉｎｔｅｇｒｉｔｙｉｎｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓ

８０１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｓｙｓｔｅｍｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０１７，２３（４）：４５０－４６０．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ．４３０９．

［９］ＺＨＯＵＹＬ，ＮＡＴＨＡＮＳＪ．Ｇｐｒ１２４ｃｏｎｔｒｏｌｓＣＮＳａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ａｎｄｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｉｎｔｅｇｒｉｔｙｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｌｉｇａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｃａｎｏｎｉｃａｌＷｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＤｅｖＣｅｌｌ，２０１４，３１（２）：２４８－
２５６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｄｅｖｃｅｌ．２０１４．０８．０１８．

［１０］ＬＡＮ Ｊ，ＹＡＮＧ Ｍ，ＣＨＥＮ Ｘ，ｅｔａｌ．Ｈａｅｍ ｒｅｌｉｅｖｅｓ
ｈｙｐｅｒｏｘｉａｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨＭＥＣ１ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＢＡＣＨ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
［Ｊ］．ＢＭＣＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０２１，２１（１）：１０４．ＤＯＩ：１０．
１１８６／ｓ１２８８６０２１０１８６６ｘ．

［１１］ＴＩＡＮＲ，ＬＩＵＺＸ，ＺＨＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｒｏｕｎｄａｂｏｕｔ４ｂｙｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αｉｎ
ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，
２０１５，５６（４）：２５８６－２５９４．ＤＯＩ：１０．１１６７／ｉｏｖｓ．１４１４４０９．

［１２］ＳＨＡＲＭＡＮ Ｋ，ＧＡＲＤＩＮＥＲ ＴＡ，ＡＲＣＨＥＲ Ｄ Ｂ．Ａ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｎｄａｕｔｏｒａｄｉｏｇｒａｐｈｉｃｓｔｕｄｙｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈａｎｄ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅｏｆｎｏｒｍａｌａｎｄ
ｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＡｍＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，１９８５，１００（１）：５１－
６０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ０００２９３９４（１４）７４９８２７．

［１３］ＳＥＬＶＡＭ Ｓ， ＫＵＭＡＲ Ｔ， ＦＲＵＴＴＩＧＥＲ Ｍ． Ｒｅｔｉｎａｌ
ｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｐｒｏｇ
ＲｅｔｉｎＥｙｅＲｅｓ，２０１８，６３：１－１９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｐｒｅｔｅｙｅｒｅｓ．２０１７．１１．００１．

［１４］ＥＥＬＥＮＧ，ＤＥＺＥＥＵＷＰ，ＳＩＭＯＮＳＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄｄｉｓｅａｓｅｄｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｃｉｒｃ
Ｒｅｓ，２０１５，１１６（７）：１２３１－１２４４．ＤＯＩ：１０．１１６１／
ＣＩＲＣＲＥＳＡＨＡ．１１６．３０２８５５．

［１５］ＨＯＹＩＮＧＪＢ，ＵＴＺＩＮＧＥＲＵ，ＷＥＩＳＳＪＡ．Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ
ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｎｅｔｗｏｒｋｓ：ｒｏｌｅｏｆｓｔｒｏｍａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｄｉｒｅｃｔｉｎｇ
ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２０１４，２１（４）：
２７８－２８９．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｍｉｃｃ．１２１１５．

［１６］ ＫＡＮＧＱＺ，ＹＡＮＧＣＸ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，ｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃｒｏｌｅａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＲｅｄｏｘＢｉｏｌ，２０２０，３７：
１０１７９９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｒｅｄｏｘ．２０２０．１０１７９９．

［１７］ＶＩＳＨＷＡＫＡＲＭＡＳ，ＫＡＵＲ Ｉ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｄｉａｔｏｒｓａｎｄ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｏｆｒｅｔｉｎａｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，
２０２３，３８（２）：１２４－１３３．ＤＯＩ：１０．１０８０／０８８２０５３８．２０２２．
２１５２７０６．

［１８］ＳＡＣＫＳＤＢ，ＡＲＮＯＬＤＭ，ＢＡＫＲＩＳＧＬ，ｅｔａｌ．Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ
ａｎｄｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓｆｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙａｎａｌｙｓｉｓｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓ
ａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＣａｒｅ，
２０２３，４６（１０）：ｅ１５１－ｅ１９９．ＤＯＩ：１０．２３３７／ｄｃｉ２３００３６．

［１９］ＬＩＵＹ，ＣＨＥＮＪＧ，ＬＩＡＮＧＨＷ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｎｏｔｏｎｌｙａｍｅｌｉｏｒａｔｅ
ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｂｕｔａｌｓｏｐｒｏｔｅｃｔｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ｆｒｏｍ
ｄｉａｂｅｔｉｃｄａｍａｇｅｔｈｒｏｕｇｈａｐａｒａｃｒｉｎｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍｅｄｉａｔｅｄｂｙ
ＭＡＰＫ／ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌＲｅｓＴｈｅｒ，２０２２，１３

（１）：２５８．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３２８７０２２０２９２７８．
［２０］ＹＡＯＹＦ，ＳＯＮＧＱＸ，ＨＵＣＱ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

ｍｅｔａｂｏｌｉｃｍｅｍｏｒｙｃａｕｓｅｓｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２０２２，１１８（１）：１９６－２１１．
ＤＯＩ：１０．１０９３／ｃｖｒ／ｃｖａｂ０１３．

［２１］ＬＩＭＮ，ＤＥＮＧＬ，ＸＵＧＳ．ＭＥＴＴＬ１４ｐｒｏｍｏｔｅｓｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙａｎｄｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｖｉａｍ６Ａ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆαｋｌｏｔｈｏ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄ，２０２１，２７（１）：１０６．
ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１００２００２１００３６５５．

［２２］ＰＡＳＳＡＮＩＴＩＡ，ＫＬＥＩＮＭＡＮＨＫ，ＭＡＲＴＩＮＧＲ．Ｍａｔｒｉｇｅｌ：
ｈｉｓｔｏｒｙ／ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ，ｕｓｅｓ，ａｎｄｆｕｔｕｒｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＣｏｍｍｕｎＳｉｇｎａｌ，２０２２，１６（４）：６２１－６２６．ＤＯＩ：１０．
１００７／ｓ１２０７９０２１００６４３１．

［２３］ＣＡＭＰＯＣＨＩＡＲＯＰＡ，ＡＫＨＬＡＱＡ．Ｓｕｓｔａｉｎｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＶＥＧＦｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｒｅｔｉｎａｌ／ｃｈｏｒｏｉｄａｌｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｓ
［Ｊ］．ＰｒｏｇＲｅｔｉｎＥｙｅＲｅｓ，２０２１，８３：１００９２１．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｐｒｅｔｅｙｅｒｅｓ．２０２０．１００９２１．

［２４］ＰＯＵＷＡＥ，ＧＲＥＩＮＥＲＭＡ，ＣＯＵＳＳＡＲＧ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌ
ｍａｔｒｉｘｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｅｙｅ：ｆｒｏｍＣｏｒｎｅａｔｏｃｈｏｒｏｉｄ［Ｊ］．
Ｃｅｌｌｓ，２０２１，１０（３）：６８７．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｃｅｌｌｓ１００３０６８７．

［２５］ＨＥＸ，ＳＥＭＥＮＯＶＭ，ＴＡＭＡＩＫ，ｅｔａｌ．ＬＤＬｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ５ａｎｄ６ｉｎＷｎｔ／ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ：
ａｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔｔｈｅｗａｙ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００４，１３１（８）：
１６６３－１６７７．ＤＯＩ：１０．１２４２／ｄｅｖ．０１１１７．

［２６］ＣＨＯＣ，ＳＭＡＬＬＷＯＯＤＰＭ，ＮＡＴＨＡＮＳＪ．Ｒｅｃｋａｎｄ
Ｇｐｒ１２４ａｒｅｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏｆａｃｔｏｒｓｆｏｒＷｎｔ７ａ／Ｗｎｔ７ｂ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｍａｍｍａｌｉａｎＣＮＳａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ
ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，２０１７，９５（５）：
１２２１－１２２５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｒｏｎ．２０１７．０８．０３２．

［２７］ＶＡＬＬＯＮＭ，ＹＵＫＩＫ，ＮＧＵＹＥＮＴＤ，ｅｔａｌ．ＡＲＥＣＫ
ＷＮＴ７ｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｇａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｅｎａｂｌｅｓｉｓｏｆｏｒｍｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＷｎｔｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｐ，２０１８，２５
（２）：３３９－３４９．ｅ９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｒｅｐ．２０１８．０９．０４５．

［２８］ＴＡＳ，ＲＯＮＧＸＦ，ＧＵＯＺＮ，ｅｔａｌ．ＶａｒｉａｎｔｓｏｆＷＮＴ７Ａ
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