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摘要　目的　探讨糖尿病视网膜病变（ＤＲ）中配体生长停滞特异性蛋白６（Ｇａｓ６）／Ｍｅｒ酪氨酸激酶（ＭｅｒＴＫ）信号通路参与铁
诱导的细胞死亡的作用。方法　人视网膜色素上皮细胞（ＡＲＰＥ１９）分为对照组、ＨＧ组、ＨＧ＋ｓｈＧａｓ６组和ＨＧ＋Ｇａｓ６组。将
细胞暴露于２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖用于模拟体外高血糖（ＨＧ）环境。对照组暴露于２０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇 ＋５５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖环
境。将大鼠随机分为正常对照组、ＤＲ组、ＤＲ＋Ｇａｓ６组，每组２０只。通过腹膜内注射ＳＴＺ溶液建立ＤＲ模型。通过细胞计数
检测试剂盒８（ＣＣＫ８）评估细胞增殖。通过流式细胞术测量脂质活性氧（ＲＯＳ）水平，并通过生化测定丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）水平来评估铁死亡。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ蛋白表达情况。
结果　与ＨＧ组相比，ＨＧ＋Ｇａｓ６组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平显著增加（Ｐ＜００５），脂质ＲＯＳ、ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ＜
００５）；ＨＧ＋ｓｈＧａｓ６组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平显著降低（Ｐ＜００５），脂质ＲＯＳ、ＭＤＡ水平显著增加（Ｐ＜００５）。此外，
ＨＧ＋Ｇａｓ６组细胞中谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）蛋白表达较ＨＧ组显著增加（Ｐ＜００５），ＨＧ＋ｓｈＧａｓ６组细胞中ＧＰＸ４蛋白
表达较ＨＧ组显著减少（Ｐ＜００５）。与对照组相比，ＤＲ组大鼠的平均视网膜神经纤维层厚度显著降低（Ｐ＜００５），ＤＲ＋Ｇａｓ６
组则较ＤＲ组显著增加（Ｐ＜００５）。此外，ＤＲ＋Ｇａｓ６组视网膜色素上皮（ＲＰＥ）组织中ＭＤＡ、铁水平显著降低（Ｐ＜００５），ＧＳＨ
水平和Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ、ＧＰＸ４蛋白表达显著增加（Ｐ＜００５）。结论　ＨＧ处理通过抑制 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ信号通路，加速 ＧＰＸ４的清
除，诱导ＡＲＰＥ１９细胞的铁死亡和细胞生长抑制。此外，通过上调ＤＲ大鼠视网膜组织中Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ信号表达，减轻ＲＰＥ组
织中铁死亡和氧化应激，并有助于恢复视网膜平均视网膜神经纤维层厚度。
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
导致失明的主要原因之一［１］。视网膜色素上皮细

胞（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）位于视网膜神经
上皮层和脉络膜布鲁赫膜之间，其功能异常可能导

致视力下降甚至失明，特别是在 ＤＲ的发病机制
中［２］。近年来，氧化应激被认为是ＲＰＥ细胞退化和
随后视力丧失的关键风险因素［３］。研究［４］表明，铁

死亡在氧化应激下 ＲＰＥ细胞死亡中可能起主要作
用。然而，目前关于 ＤＲ中 ＲＰＥ细胞铁死亡的直接
或间接诱导机制仍不清楚。Ｍｅｒ酪氨酸激酶（Ｍｅｒ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＭｅｒＴＫ）已被证实参与ＲＰＥ细胞吞噬
作用的精细调节［５］。研究［６］表明，暴露于高糖环境

（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）的 ＲＰＥ细胞中 ＭｅｒＴＫ的表达明
显降低，通过加入ＭｅｒＴＫ的配体生长停滞特异性蛋

白６（ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔｓｐｅｃｉｆｉｃ６，Ｇａｓ６）激活 ＭｅｒＴＫ信
号，改善了ＲＰＥ细胞的吞噬功能。研究［７］表明氧化

应激也是导致 ＭｅｒＴＫ裂解和损害的主要原因。因
此，ＨＧ诱导的 ＭｅｒＴＫ裂解和损害是否驱动氧化应
激所致的 ＰＲＥ细胞铁死亡值得进一步研究。该研
究分析了 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ信号通路在 ＨＧ处理诱导
ＡＲＰＥ１９细胞的铁死亡和细胞生长抑制中的作用，
并进一步构建ＤＲ大鼠模型验证体外发现。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　ＺＶＡＤＦＭＫ、３甲基腺嘌呤
（３ＭＡ）和 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１（Ｆｅｒ１）购自美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，ｐＬＫＯ１、ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２Ｇ质粒购自美
国 Ａｄｄｇｅｎｅ公司，ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ｐｃＤＮＡ３１载体购自美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ公司，靶向 Ｇａｓ６（ｓｈＧａｓ６）的慢病毒和 Ｇａｓ６过
表达质粒（Ｇａｓ６）购自上海吉玛制药技术有限公司，
丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶
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（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）商业试剂盒购自南
京建成生物工程研究所有限公司，ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ、Ｃ１１
ＢＯＤＩＰＹ购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，ＦＡＣ
ＳＣａｎｔｏＴＭＩＩ购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，完全裂解
缓冲液、ＧＡＰＤＨ、Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ、谷胱甘肽过氧化酶４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＰｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）、ＨＲＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＩｇＧ
抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，Ｂｉｃｉｎ
ｃｈｏｎｉｎｉｃＡｃｉｄ蛋白质测定试剂盒、１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ购
自上海 ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，聚偏二氟乙烯
膜、化学发光流体购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＣＣＫ８溶
液购自日本 ＤｏｊｉｎｄｏＭｏｌｅｃｕｌａｒＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，苏
木精和伊红染色试剂盒购自美国 ＢＯＳＴＥＲ公司，光
学显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＰｈｏｅｎｉｘＭｉｃｒｏｎＩＶ
视网膜成像显微镜购自美国Ｐｈｏｅｎｉｘ公司。
１．２　细胞　人视网膜色素上皮细胞（ａｄｕｌｔｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ１９，ＡＲＰＥ１９）维持在Ｄｕｌｂｅｃｃｏ
氏改良Ｅａｇｌｅ培养基／营养混合物Ｆ１２中，该混合物
含有 １０％胎牛血清、青霉素（９０Ｕ／ｍｌ）和链霉素
（００９ｍｇ／ｍｌ）。细胞在３７℃、５％ＣＯ２和９５％Ｏ２的
潮湿环境中生长。

１．３　细胞培养　将ＡＲＰＥ１９细胞接种到６孔板（２
×１０５个／孔）中，并静置１２ｈ。分别用１０μｍｏｌ／ＬＺ
ＶＡＤＦＭＫ、５ｍｍｏｌ／Ｌ３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）和 ５
μｍｏｌ／Ｌｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１（Ｆｅｒ１）培养 ＡＲＰＥ１９细胞，然
后用２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）培养４８ｈ
用于模拟体外 ＨＧ环境［８］。对于对照，将细胞在浓

度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇＋５５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养。
为了测试 ＨＧ环境对 ＡＲＰＥ１９细胞中 Ｇａｓ６／

ＭｅｒＴＫ蛋白表达的影响，将细胞暴露于 ＨＧ环境０、
１２、２４、４８ｈ，收集细胞用于Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ的表达分析。

为了测试Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ信号通路 ＨＧ诱导的细
胞生长抑制和铁死亡影响，将细胞分为对照组、ＨＧ
组、ＨＧ＋ｓｈＧａｓ６组和 ＨＧ＋Ｇａｓ６组。其中，ＨＧ＋
ｓｈＧａｓ６组和ＨＧ＋Ｇａｓ６组在暴露于ＨＧ环境前２４ｈ
分别采用ｓｈＧａｓ６或Ｇａｓ６过表达质粒转染细胞，然
后将细胞暴露于ＨＧ环境２４ｈ。
１．４　慢病毒介导的 ＲＮＡ干扰　将靶向 Ｇａｓ６的
ＲＮＡｉ寡聚体克隆到经 ＡｇｅＩ／ＥｃｏＲＩ消化的 ｐＬＫＯ１
质粒中。干扰位点为：ｓｈＧａｓ６＃１（１６８９１７０７位），
ＧＧＡＧＡＧＡＡＧＣＵＵＣＡＡＧＡＡＴＴ；ｓｈＧａｓ６＃２（位 置
２８６４２８８２），ＣＡＵＧＧＵＵＡＵＡＡＡＣＡＡＵＡＡＴＴ。为了生
产慢病毒，该实验使用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００用 ｓｈＲＮＡ
构建体加上包装质粒 ｐｓＰＡＸ２和 ｐＭＤ２Ｇ转导２９３Ｔ
细胞，然后在４８～７２ｈ后收集含有病毒的上清液。

将Ｇａｓ６ｃＤＮＡ克隆到 ｐｃＤＮＡ３１载体中，以构
建Ｇａｓ６过表达质粒（Ｇａｓ６）。然后使用ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００将质粒转导ＡＲＰＥ１９细胞。
１．５　ＭＤＡ、ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ的测定　采用商业试
剂盒测定细胞和大鼠 ＲＰＥ组织中 ＭＤＡ、ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ水平。
１．６　细胞内脂质过氧化和铁离子检测　使用 Ｆｅｒ
ｒｏＯｒａｎｇｅ和Ｃ１１ＢＯＤＩＰＹ测定法分别检测细胞内总
铁离子和脂质活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
水平。将细胞在含有１０μｍｏｌ／ＬＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ或１０
μｍｏｌ／ＬＣ１１ＢＯＤＩＰＹ的培养基中孵育 １ｈ，然后通
过胰蛋白酶收获并与ＰＢＳ加１％ＢＳＡ混合。通过荧
光显微镜拍摄细胞内 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ荧光成像。通过
ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭＩＩ流式细胞术检测脂质ＲＯＳ水平。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　对大鼠 ＲＰＥ组织或
ＡＲＰＥ１９细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。用完全裂解
缓冲液匀浆大鼠视网膜或细胞。裂解物在４℃下以
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。用 ＢｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃＡｃｉｄ蛋
白质测定试剂盒测定蛋白质浓度。将３０μｇ蛋白质
加载到凝胶的每个泳道上，通过１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分
离，然后转移到聚偏二氟乙烯膜。将膜与不同的第

一抗体在４℃孵育过夜，然后与相应的第二抗体孵
育。在暗室中将化学发光流体均匀地滴在膜的表面

上，最后，使用ＢｉｏｒａｄＣｈｅｍｉＤｏｃ触摸成像系统观察
膜。使用的抗体如下：ＧＡＰＤＨ（１∶１００００）、Ｇａｓ６
（１∶１０００）、ＭｅｒＴＫ（１∶５００）、ＧＰＸ４（１∶１０００）、
ＨＲＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＩｇＧ（１∶８０００）。
１．８　ＣＣＫ８测定　将细胞悬浮液加入９６孔板中，
并在３７℃和５％ＣＯ２下孵育。然后加入１０μｌＣＣＫ８
溶液。继续孵育４ｈ后，在４５０ｎｍ处测量吸光度。使
用各组的平均吸光度（ＯＤ）计算相对细胞生长率，如
下：细胞生长速率＝治疗组ＯＤ／对照组ＯＤ×１００％。
１．９　动物模型的建立和实验程序　该研究的动物
实验部分根据 ＡＲＶＯ《动物在眼科和视觉研究中的
应用声明》进行，并经该院伦理委员会批准（批准

号：２０１０６２）。体质量（２００±２０）ｇ的雄性ＳＤ大鼠购
自长沙市天勤生物技术有限公司，饲养在温度（２３
±１）℃，相对湿度４０％ ～５０％，昼夜交替１２ｈ的环
境中，自由获取食物和水。将大鼠随机分为对照组

（ｎ＝２０），ＤＲ组（ｎ＝２０），ＤＲ＋Ｇａｓ６组（ｎ＝２０）。
除对照组外，其他组腹膜内注射 ＳＴＺ溶液，并选取
ＳＴＺ给药７２ｈ后随机抽取血糖水平＞１６６７ｍｍｏｌ／Ｌ
的大鼠用于实验［９］。ＤＲ＋Ｇａｓ６组在糖尿病８周时
通过眼科手术显微镜下使用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ注射器缓慢
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注射１μｌ的 Ｇａｓ６过表达质粒，以避免眼底血管。
在第１２周时，大鼠安乐死，摘除眼睛，仔细分离ＲＰＥ
下方的神经视网膜。通过在 ３７℃下酶促消化 ３０
ｍｉｎ和机械剥离将 ＲＰＥ细胞与其他结构分离［９］。

用０２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ进一步解离细胞５ｍｉｎ，
并使用血细胞仪计数。对于组织学分析，并将眼睛

浸入４％多聚甲醛中４８ｈ、通过分级乙醇溶液脱水
并包埋在石蜡中。样品被分成５μｍ厚度，并采用
苏木精和伊红染色试剂盒进行染色。在２００倍放大
率的光学显微镜下进行观察。

１．１０　光谱域光学相干断层扫描（ｓｐｅｃｔｒａｌｄｏｍａｉｎ
ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＳＤＯＣＴ）成像　用
阿托品滴眼液治疗大鼠５～１０ｍｉｎ以扩张瞳孔。在
每个角膜上滴一滴氧氟沙星眼膏以防止干燥。使用

ＰｈｏｅｎｉｘＭｉｃｒｏｎＩＶ视网膜成像显微镜以视神经头为
中心的环形扫描模式扫描大鼠视网膜的图像，并对

相同位置的２０个图像进行平均以消除伪影。Ｐｈｏｅ
ｎｉｘ软件量化了视网膜神经纤维层（ｒｅｔｉｎａｌｎｅｒｖｅｆｉ
ｂｅｒｌａｙｅｒ，ＲＮＦＬ）的平均厚度。
１．１１　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２５０进行统计分
析。数据表示为至少３次独立实验的珋ｘ±ｓ。使用单
向方差分析（ＡＮＯＶＡ）和事后Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ多重比较检
验来分析和比较组间差异。Ｐ＜００５认为差异有统

计学意义。

２　结果

２．１　ＨＧ对ＡＲＰＥ１９细胞铁死亡和 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ
表达影响　为了确定ＨＧ诱导的细胞生长抑制是否
是由铁死亡引起的，用 ＺＶＡＤＦＭＫ（半胱天冬酶抑
制剂），３甲基腺嘌呤（自噬抑制剂，３ＭＡ）和铁抑制
素１（铁死亡抑制剂，Ｆｅｒ１）处理 ＡＲＰＥ１９细胞，然
后用ＨＧ处理。３ＭＡ对 ＨＧ诱导的细胞生长抑制
作用改善不明显；然而，用 ＺＶＡＤＦＭＫ和 Ｆｅｒ１处
理ＡＲＰＥ１９细胞部分逆转了 ＨＧ诱导的细胞生长
抑制（Ｆ＝８９２，Ｐ＜００５）（图１Ａ）。这些数据表明，
细胞凋亡和铁死亡可能参与了ＨＧ暴露诱导的细胞
生长抑制。此外，在 ＨＧ处理１２ｈ后，脂质 －ＲＯＳ、
ＭＤＡ水平显著增加（Ｐ＜００５），并且在２４ｈ和４８ｈ
后进一步升高（Ｆ＝２２７３、３０６２，Ｐ＜００５），而
ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平均以时间依赖的方式下降（Ｆ＝
２８９２、１７８１，Ｐ＜００５）（图 １Ｂ１Ｅ）。接下来测试
了Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ在ＡＲＰＥ１９细胞铁死亡中的潜在作
用，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析确定 ＨＧ对 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ
表达的影响。在ＨＧ处理１２ｈ后，ＡＲＰＥ１９细胞中
Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ蛋白的水平降低，并且在２４ｈ和４８ｈ
时仍处于较低水平（图１Ｆ）。

图１　高糖诱导ＡＲＰＥ１９细胞铁死亡和

Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ表达呈时间依赖性

Ｆｉｇ．１　ＨｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄｉｒｏｎｄｅａｔｈａｎｄＧａｓ６／ＭｅｒＴＫ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ

Ａ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＺＶＡＤＦＭＫ，３ＭＡａｎｄＦｅｒ１ｏｎｔｈｅｖｉａ

ｂｉｌｉｔｙｏｆＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ；ＢＥ：ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｌｉｐｉｄＲＯＳ，ＭＤＡ，ＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｉｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄａｔ０，１２，２４ａｎｄ

４８ｈａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ；Ｆ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＧａｓ６／ＭｅｒＴＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｓ；ａ：Ｃｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＧｇｒｏｕｐ；ｃ：

ＨＧ＋ＺＶＡＤＦＭＫｇｒｏｕｐ；ｄ：ＨＧ＋３ＭＡｇｒｏｕｐ；ｅ：ＨＧ＋Ｆｅｒ１ｇｒｏｕｐ；ｆ：Ｃｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｇ：ＨＧ０ｈｇｒｏｕｐ；ｈ：ＨＧ１２ｈｇｒｏｕｐ；ｉ：ＨＧ２４ｈｇｒｏｕｐ；ｊ：ＨＧ４８ｈ

ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ；＆＆Ｐ＜００１，＆＆＆Ｐ＜０００１ｖｓＨＧ０ｈｇｒｏｕｐ；
△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１ｖｓＨＧ１２ｈｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１ｖｓＨＧ２４ｈｇｒｏｕｐ．
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２．２　Ｇａｓ６上调和下调对ＨＧ诱导的细胞生长抑制
和铁死亡的影响　与用对照载体（Ｖｅｃｔｏｒ）转导的细
胞相比，用表达 Ｇａｓ６的慢病毒（Ｇａｓ６）转导 ＡＲＰＥ
１９细胞导致 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ蛋白过表达（图２Ａ）。与
用对照ｓｈＲＮＡ（ｓｈＮＣ）转导的细胞相比，ｓｈＧａｓ６导
致ＡＲＰＥ１９细胞中 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ蛋白表达下调，其
中ｓｈＧａｓ６＃１敲低效果更显著（图２Ｂ）。与 ＨＧ组
相比，ＨＧ＋Ｇａｓ６组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平显
著增加（Ｐ＜００５），脂质ＲＯＳ、ＭＤＡ水平显著降低
（Ｐ＜００５）；ＨＧ＋ｓｈＧａｓ６组细胞活力、ＳＯＤ、ＧＳＨ
Ｐｘ水平显著降低（Ｆ＝８９２、１７６１、１１２４，Ｐ＜

００５），脂质ＲＯＳ、ＭＤＡ水平显著增加（Ｆ＝１９０３、
１６５４，Ｐ＜００５）（图２Ｃ２Ｇ）。通过用铁橙对细胞
进行染色以检测亚铁离子，与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋
Ｇａｓ６组细胞中橙色荧光显著减少（Ｐ＜００５），ＨＧ＋
ｓｈＧａｓ６组细胞中橙色荧光显著增加（Ｆ＝２１６６，Ｐ
＜００５）（图２Ｈ）。此外，ＨＧ＋Ｇａｓ６组细胞中ＧＰＸ４
蛋白表达较 ＨＧ组增加，ＨＧ＋ｓｈＧａｓ６组细胞中
ＧＰＸ４蛋白表达较ＨＧ组减少（图２Ｉ）。
２．３　ＲＳＬ３刺激逆转Ｇａｓ６对ＨＧ刺激的ＡＲＰＥ１９
细胞的铁死亡的保护作用　施用ＲＳＬ３（一种铁死亡
激动剂）可通过使ＧＰＸ４失活来增加细胞铁死亡。

图２　Ｇａｓ６上调和下调分别减弱和促进

ＨＧ诱导的细胞生长抑制和铁死亡

Ｆｉｇ．２　Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

Ｇａｓ６ｗｅａｋｅｎｅｄａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄＨＧｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌ

ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧａｓ６ｉｎＡＲＰＥ１９

ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｄｕｃｅｄｗｉｔｈａｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＧａｓ６ｏｒ

ａｃｏｎｔｒｏｌｖｅｃｔｏｒｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌ

ｙｓｉｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＧａｓ６ａｎｄＭｅｒＴＫｉｎ

ＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｄｕｃｅｄｗｉｔｈＧａｓ６ｓｈＲＮＡ（ｓｈ

Ｇａｓ６＃１，ｓｈＧａｓ６＃２）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡ（ｓｈ

ＮＣ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ

Ｇ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｈＧａｓ６ｏｒＧａｓ６ｏｎＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｌｉｐｉｄＲＯＳｌｅｖｅｌａｎｄＭＤＡ，ＳＯＤ ａｎｄ

ＧＳＨＰｘｌｅｖｅｌ；Ｈ：Ｔｈｅｆｅｒｒｏｕｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｃｅｌｌｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｉｒｏｎｏｒａｎｇｅｓｔａｉｎｉｎｇ×２００；Ｉ：ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；ａ：Ｃｔｒｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＧｇｒｏｕｐ；ｃ：ＨＧ＋Ｇａｓ６ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＨＧ＋ｓｈＧａｓ６ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜

０００１ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．
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接下来，通过施用ＲＳＬ３抑制ＡＲＰＥ１９细胞中ＧＰＸ４
表达，探讨 ＧＰＸ４是否参与 Ｇａｓ６对 ＨＧ诱导铁死亡
的保护作用。与 ＨＧ＋Ｇａｓ６组相比，ＨＧ＋Ｇａｓ６＋
ＲＳＬ３组ＡＲＰＥ１９细胞的细胞活力、ＧＰＸ４蛋白表达
显著降低（Ｆ＝６７４，Ｐ＜００５），脂质ＲＯＳ表达、亚
铁离子水平显著升高（Ｆ＝１１５６、１３８１，Ｐ＜００５）
（图３）。
２．４　Ｇａｓ６对ＤＲ大鼠视网膜铁死亡的影响　１２周
时，在ＳＴＺ诱导ＤＲ大鼠模型中观察到较低的体质
量和较高的血糖水平（Ｆ＝８７２、３１５７，Ｐ＜０００１）。
组织学分析显示，对照组未见充盈扩张的血管，视网

膜组织结构正常，层次清晰，细胞排列紧密有序。

ＤＲ组大鼠的视网膜组织排列松散和紊乱，结构不
清晰，毛细血管扩张。以上数据说明成功诱导 ＤＲ。
ＤＲ＋Ｇａｓ６组大鼠的视网膜组织排列松散和紊乱程
度减轻，结构清晰（图４Ａ－４Ｃ）。与对照组相比，ＤＲ
组大鼠的平均视网膜神经纤维层厚度显著降低（Ｐ
＜００５），ＤＲ＋Ｇａｓ６组则较 ＤＲ组显著增加（Ｆ＝
１５０７，Ｐ＜００５）（图４Ｄ）。此外，ＤＲ＋Ｇａｓ６组 ＲＰＥ
组织中ＭＤＡ、铁水平显著降低（Ｆ＝８３１、７４４，Ｐ＜
００５），ＧＳＨ水平（Ｆ＝７０２，Ｐ＜００５）和 Ｇａｓ６、
ＭｅｒＴＫ、ＧＰＸ４蛋白表达显著增加（图４Ｅ－４Ｈ）。

３　讨论

　　ＲＰＥ细胞在维持视网膜毛细血管的完整性方
面起着重要的作用。其在糖尿病中的功能障碍会导

致血液渗漏，从而促进ＤＲ的发生和恶化。使用ＨＧ
模拟的ＤＲ细胞损伤模型，该研究表明铁死亡可能
参与了ＨＧ暴露诱导的细胞生长抑制，表现为脂质
活性氧增加和铁死亡特异性生物标志物的上调／下
调。该研究表明 ＨＧ诱导的 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ裂解和损
害参与了氧化应激所致的 ＰＲＥ细胞铁死亡。吞噬
作用是ＲＰＥ细胞的基本功能之一，由细胞表面受体
ＭｅｒＴＫ调节［２］。ＲＰＥ细胞功能障碍是几种糖尿病
性眼病的原因。这些研究扩展了目前对糖尿病

ＲＰＥ细胞功能障碍的理解，并为预防和缓解 ＤＲ提
供了一种新的、有希望的治疗策略。

在哺乳动物的视网膜中，光感受器外段（ｐｈｏｔｏ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｏｕｔｅｒｓｅｇｍｅｎｔｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ＰＯＳ）的不完全吞噬
溶酶体消化导致难消化蛋白质和脂质在 ＲＰＥ细胞
中形成脂褐素会对 ＲＰＥ细胞生存力和功能有
害［１０］。ＲＰＥ细胞的ＰＯＳ吞噬作用机制是一种特殊
形式的传出细胞作用，目前认为 Ｍｅｒｔｋ功能缺失导
致ＰＯＳ吞噬作用异常相关［６］。此外，ＭｅｒＴＫ的完全

图３　ＲＳＬ３刺激逆转Ｇａｓ６对ＨＧ刺激的ＡＲＰＥ１９细胞的铁死亡的保护作用
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图４　Ｇａｓ６减轻ＤＲ大鼠视网膜铁死亡
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激活也需要其细胞外配体的参与，蛋白Ｓ和Ｇａｓ６与
体内ＲＰＥ吞噬作用中 ＭｅｒＴＫ的功能有生理相关
性［１１］。该研究中，在 ＨＧ处理的 ＡＲＰＥ１９细胞中
Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ表达呈时间依赖性降低，并且 Ｇａｓ６上
调和下调分别促进和减弱 ＡＲＰＥ１９细胞中 ＭｅｒＴＫ
表达，这与先前的报道一致，提示 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ在
ＡＲＰＥ１９细胞铁死亡中的潜在作用。

目前，关于铁死亡介导糖尿病相关的 ＲＰＥ程序
性死亡中的作用十分有限。ＲＯＳ积累是铁死亡的
一个重要标志，它由铁依赖性芬顿反应触发，并导致

脂质过氧化［４］。该研究显示 ＨＧ刺激 ＡＲＰＥ１９细
胞的铁死亡，表明至少有两种不同的程序性死亡途

径，凋亡和铁死亡，平行作用于降低 ＡＲＰＥ１９细胞

增殖和诱导糖尿病细胞死亡。因此，除了靶向凋亡，

抑制铁死亡的策略可以作为治疗 ＤＲ的潜在治疗策
略。此外，考虑到以前的研究已经确定了 ＨＧ诱导
其他细胞类型的铁死亡［１２］，了解 ＨＧ诱导的铁死亡
的分子机制将在未来具有广泛的意义和应用。

ＧＰＸ４是唯一一种从细胞中清除脂质过氧化物
的酶；因此，ＧＰＸ４的缺乏或下调是铁死亡的常见机
制［１３］。ＧＰＸ４通过减少脂质过氧化物的产生来抑制
铁死亡。在药理学上，ＧＰＸ４的抑制或降解可直接
引发铁死亡［１４］。病理生理学上，ＨＧ刺激Ｓｉｒｔ３的过
度表 达，进 而 激 活 ＡＭＰＫｍＴＯＲ 途 径 并 抑 制
ＧＰＸ４［１５］。为了了解 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ信号通路如何促
进ＨＧ诱导的铁死亡的潜在机制，观察到在 ＨＧ治
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疗过程中，Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ表达水平的改变直接影响
ＧＰＸ４的表达。ＧＰＸ４表达在用 Ｇａｓ６转导的细胞中
显著升高，而在用 ｓｈＧａｓ６转导的细胞中，ＧＰＸ４表
达降低。此外，对 ＤＲ大鼠模型的进一步分析显示
Ｇａｓ６治疗促进大鼠ＲＰＥ组织中ＧＰＸ４蛋白表达，并
降低ＭＤＡ、铁水平。

综上所述，该研究表明ＨＧ处理通过抑制Ｇａｓ６／
ＭｅｒＴＫ信号通路，加速ＧＰＸ４的清除，诱导 ＡＲＰＥ１９
细胞的铁死亡和细胞生长抑制。此外，通过上调

ＤＲ大鼠视网膜组织中 Ｇａｓ６／ＭｅｒＴＫ信号表达，减轻
ＲＰＥ组织中铁死亡和氧化应激，并有助于恢复视网
膜平均视网膜神经纤维层厚度。该研究补充了 ＤＲ
诱导ＲＰＥ死亡的机制基础，有助于加强对 ＤＲ发病
机制的理解。
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ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒｔａｃｋｌｉｎｇｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

Ｌｅｔｔ，２０２３，５５９：２１６１１９．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２０２３．２１６１１９．
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ｅｘｈｉｂｉｔｓａｎｔｉｃａｎｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｔｈｒｏｕｇｈＧＰＸ４ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＢｉｏｌ，２０２２，６０（１）：９０９－１４．ｄｏｉ：１０．

１０８０／１３８８０２０９．２０２２．２０６６１３９．
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ｔｏｐｈａｇｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ

ｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｉｎｇＧＰＸ４ｌｅｖｅｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０２０，

２３５（１１）：８８３９－５１．ｄｏｉ：１０．１００２／ｊｃｐ．２９７２７．

ＴｈｅｒｏｌｅｏｆＧａｓ６／ＭｅｒＴＫ／ＧＰＸ４ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｉｒｏｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ

ＤｅｎｇＬｉ，ＬｉＬｉｎｇ，ＹｕｅＪｉａｎｇ，ＬｉｕＺｈｅｎｇｑｕｎ，ＹｉｎＪｕａｎｐｉｎｇ，ＣａｉＸｉａｏｌｉ
［ＤｅｐｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｓｈａＦｏｕｒｔｈＨｏｓｐｉｔａｌ（ＣｈａｎｇｓｈａＭｅｄｉｃａｌＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｗｉｔｈ

ＨｕｎａｎＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈａｎｇｓｈａ　４１０００６］

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔｓｐｅｃｉｆｉｃ６（Ｇａｓ６）／Ｍｅｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ（ＭｅｒＴＫ）
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·３８７１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｏｃｔ；５９（１０）
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