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米诺环素对糖尿病大鼠视网膜神经细胞凋亡的影响
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摘要 目的：观察米诺环素对糖尿病大鼠视网膜神经细胞的凋亡的影响，研究米诺环素对糖尿病视网膜神经保护作用，对米诺环

素在糖尿病视网膜疾病中抑制神经细胞凋亡提供理论支持。方法：选择健康成年雄性 SD 大鼠 30 只,随机分成正常对照组、糖尿

病模型组和米诺环素治疗组,每组 10 只。腹腔内注射链脲佐菌素(STZ) 诱发大鼠糖尿病。米诺环素治疗组给予米诺环素腹腔注射

（45mg/kg）,共注射 10d,模型组和对照组腹腔注射等体积生理盐水, 于给药后 8 周的 3 组动物处死，冰浴下取其视网膜组织，随后

制备视网膜石蜡切片,采用末端脱氧核糖核酸介导生物素化脱氧尿嘧啶缺口末端标记(TUNEL)法进行凋亡细胞原位标记,行视网

膜神经细胞凋亡计数,对所有数据进行统计学分析。实验结果拟用均数和标准差（x±s）表示，P＜0.05 为差异有统计学意义。结果：

相同观察时相，与阴性对照组比较, 模型对照组大鼠视网膜 TUNEL 阳性细胞显著增多 (P＜0.01) , 在米诺环素组, 大鼠视网膜

TUNEL 阳性细胞数比模型对照组明显减少,差异有统计学意义(P＜ 0.01)。结论：米诺环素能有效降低糖尿病大鼠视网膜神经细

胞的凋亡，对糖尿病视网膜神经细胞有保护作用。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of the Minocycline（MNC）on expression of apoptosis in retinal nerve cells of rat with
diabetic retinopathy（DR）. Methods: A total of 30 male SD rats were randomly divided into negative control group,model control group
and MNC treated group. Diabetes model was established by intraperitoneal injection of 60 mg/kg streptozotocin (STZ). Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling (TUNEL staining) was used to observe neuron apoptosis in retina. All the
experimental data were expressed by Mean+standard deviation. Results: Compared with the negative control group , TUNEL positive
cells in retina were increased significantly (P＜0.01) in model control group. However, TUNEL positive cells in retina in MNC treated
group were significantly decreased ( P＜0.01). Conclusion: MNC can obviously decrease the expression of apoptosis in retina with DR.
It is one of path of inhibiting impairment on retinal nerve cells with DR.
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前言

糖尿病视网膜病变( diabetic retinopathy ,DR) 是糖尿病常

见且最严重的并发症之一,现已成为糖尿病患者致盲的首要原

因[1],严重影响了糖尿病患者的生活质量,虽然,近年来对 DR 的

研究已取得很大进展,然而,到目前为止国内外尚无有效治疗方

法。本研究旨在通过观察米诺环素对糖尿病大鼠视网膜神经细

胞凋亡的干预作用,初步探讨其对 DR 的防治作用。报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药物与试剂 米诺环素（华北制药有限公司提供）。链脲佐

菌素(美国 Sigma 公司) ; TUNEL 细胞凋亡原位检测试剂盒(凯
基生物公司)。
1.1.2 动物 清洁级雄性 SD 大鼠 (新疆医科大学实验动物中心

提供)30 只 ,体重 200-230g。
1.1.3 仪器 One Tuche 血糖仪及血糖试纸条(美国 Lifescan 公

司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 糖尿病模型制备、分组与给药 将 30 只大鼠随机法分

为阴性对照组 10 只、模型对照组和米诺环素治疗组共 20 只。
糖尿病模型在大鼠禁食 12 h 后,采用一次性腹腔注射链脲佐菌

素(60 mg/kg、pH 4.5)的方法制作，阴性对照组注射等体积的柠
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檬酸钠缓冲液。72h 后尾静脉测血糖浓度大于 16.7mmol/l 入选

为糖尿病鼠。造模成功一周后每天米诺环素治疗组按 45mg/kg
腹腔注射米诺环素，共注射 10d。对照组腹腔内注射等体积生

理盐水，20 只成模大鼠常规饲养，每周尾静脉采血测血糖浓度

均大于 16.7mmol/l。
1.2.2 视网膜石蜡切片的制备 试验 8 周末,每组 10 只大鼠（20
只眼）用 10%水合氯醛腹腔注射麻醉(0.5 g/kg)，眼科镊迅速摘

除眼球,固定于 10 %多聚甲醛溶液中(4℃,24 h)。于锯齿缘后

0.5 mm 处沿赤道方向切开眼球,去除眼前节,余下的组织行梯

度乙醇脱水,二甲苯透明,全层石蜡包埋, 平行于视神经矢状轴

对视网膜行连续切片,制成 4μm 切片。行常规 HE 染色。
1.2.3 视网膜神经细胞凋亡采用 TUNEL 法检测 严格按试剂盒

说明进行操作：（1）切片常规二甲苯脱蜡,梯度乙醇脱水,抗原修

复，进入标记反应。（2）PBS 漂洗两次，样本滴加 50μlTdT 酶反

应液，加盖玻片 37℃避光湿润反应 60min。（3）PBS 漂洗三次，

样本滴加 50μlStreptavidin-HRP 工作液，加盖玻片 37℃避光湿

润反应 30min。（4）PBS 漂洗三次，样本滴加 50μlDAB 工作液，

室温显色反应 10min。（5）PBS 漂洗三次，苏木素轻度复染,脱
水、透明后封片。（6）阳性对照：抗原修复后，用 DNAase-1 消化

组织打断所有细胞 DNA 链。阴性对照：用 PBS 缓冲液代替

TdT 酶反应液，余步骤均相同。

1.2.4 显微镜观察 TUNEL 阳性物质位于细胞核内，呈棕黄色,
在 400 倍光学显微镜下在后极部分别随机选取 3 个视野,计数

阳性细胞数和视网膜神经细胞总数得到平均值，计算凋亡指数

（apoptosis index，AI）= 凋亡细胞数 / 视网膜神经细胞总数。
1.3 统计学方法

采用 SPSS 13. 0 统计学软件,数据用 x±s 表示,对不同组

测试指标的总体差异比较采用单因素方差分析,组间的多重比

较采用 SNK-q 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 视网膜组织病理学改变

苏木精 - 伊红染色显示正常组与米诺环素组视网膜各层

结构清晰,细胞排列紧密整齐,糖尿病组大鼠视网膜各层结构清

晰,细胞排列疏松,细胞间隙增大,尤以内核层和神经节细胞层

为著,细胞形态与正常组无明显差异。
2.2 视网膜细胞凋亡检测结果

正常大鼠视网膜在神经节层可见少量凋亡细胞，余层未

见凋亡细胞；糖尿病组大鼠视网膜神经节细胞层和内核层均出

现凋亡细胞，数量较正常组明显增多(P＜0.01)；在米诺环素治

疗组中，大鼠视网膜神经节细胞层和内核层均出现凋亡细胞，

数量较模型组降低，差异有统计学意义(P＜0.01)。(表 1，图1)。

表 1 米诺环素对大鼠视网膜神经细胞凋亡的影响(x±s)
Table 1 Effects of Minocycline on apoptosis of retinal nerve cells of rats in each group

Group n AI

Negative control 20 3.20±1.08

Model control 20 30.60±10.15c

Minocycline 20 16.45± 6.62f

P ＜ 0.01

3 讨论

DR 是糖尿病长期胰岛素分泌绝对或相对不足、体内糖、脂
等代谢紊乱引发的一系列眼内并发症。目前认为在糖尿病引起

视网膜血管发生病变前，在早期即发生了视网膜神经元的病

变，糖尿病代谢紊乱可能首先影响视网膜神经元，微血管病变

则是其继发影响的结果。其病变的发生与视网膜光感受器细胞

与神经节细胞等神经细胞的凋亡密切相关 [2]，但糖尿病诱导视

网膜细胞凋亡的机制仍不明确。山梨糖醇的聚集的降低可明显

缓解视网膜神经节细胞层的损害[3]。糖基化终产物的形成可能

对视网膜产生毒性作用，通过非酶糖基化途径诱导视网膜细胞

凋亡[4，5]。另外还与蛋白激酶 C 激活[6]、多种细胞因子的异常表

达[7]、氧化应急[8]、炎症反应及基因多态性]有关[9,10]。有研究表明

早期视网膜毛细血管周细胞和神经细胞选择性丧失可能是 DR
发生发展的始动因素，而细胞凋亡是早期细胞选择性丢失的主

要原因[11]。细胞凋亡是在生理或病理的条件下，通过细胞凋亡

图 1 凋亡细胞在各实验组视网膜神经细胞中的表达(×400)A:对照组；B:模型组；C:治疗组

Figure 1 Expression of apoptosis in retinal nerve cells of rats in each group A: Negative control; B: Model control; C: Minocycline

c P < 0.01 vs respective negative control group; f P < 0.01 vs respective model control group (ANOVA,SNK-q test)
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外通道和细胞凋亡内通道激发了蛋白酶组成的级联反应 [12],并
受细胞内部多种基因的直接调控 [13]。

米诺环素是第二代人工半合成的四环素类药，已用于皮肤

科，因其可穿透血 - 脑屏障，对人安全，使之对中枢神经产生作

用有了先决条件，近年来人们发现，米诺环素在脑缺血、脑外伤

等[14,15]中枢神经疾病和视网膜疾病[16]动物模型中具有显著的神

经保护作用。米诺环素对视网膜神经保护作用也越来越引起人

们的重视。米诺环素对 DR 的神经细胞具有保护作用,其机制可

能为:（1）抑制促炎症反应因子释放而抑制细胞坏死[17]；（2）阻止

TNF 诱导产生的 cox-2 在小胶质细胞的表达, 抑制小胶质细胞

活化[18];(3)通过抑制死亡受体途径 [19]及抑制 capase-8、-1、-9、-3
激活[16,20]而减少细胞凋亡。

在研究 DR 的发病机制、预防治疗及形态学等方面目前主

要使用是用链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠模型，本研究成功建

立了链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠模型，成模率达 100%并且

结果显示糖尿病早期的视网膜血管无明显变化，未见凋亡细胞

在血管的阳性表现，早期糖尿病大鼠视网膜凋亡主要发生在内

层视网膜，主要是在神经节细胞层与内核层，正常的大鼠所表

现的视网膜细胞凋亡也仅仅在神经节细胞层有少量表达，表明

糖尿病大鼠的视网膜细胞的凋亡首先从神经节细胞层出现，然

后逐渐由内而外遍布整个视网膜，神经节细胞层相对与其他的

细胞对于环境的改变也更敏感，更容易出现病理性改变。由此

而影响视网膜的功能，视网膜神经组织的凋亡早于血管组织的

异常，寻找对抗凋亡作用的药物是非常必要，在本研究中，米诺

环素组视网膜各层结构清晰,细胞排列紧密整齐,糖尿病组大鼠

视网膜各层,细胞排列疏松,细胞间隙增大,尤以内核层和神经

节细胞层为著, 在米诺环素治疗组中，大鼠视网膜神经节细胞

层和内核层均出现凋亡细胞，数量较模型组显著降低 ( P＜0. 01)。
说明对于早期糖尿病的视网膜的神经细胞，米诺环素可通过减

少神经细胞的凋亡而抑制神经细胞的损害，尤其是在糖尿病早

期减少神经节细胞层、内核层细胞的凋亡，从而改善视功能。本

研究对米诺环素在糖尿病视网膜疾病中神经细胞的保护作用

提供了一定的理论依据，但其抗细胞凋亡的具体机制可能在多

个层面、多个环节发挥作用，还需要进一步的研究。
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