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Abstract
誗AIM: To observe the expression of syndecan - 1 on
epiretinal membranes obtained from patients with
proliferative diabetic retinopathy and retina of diabetic rats.
誗METHODS:SD rats were given intraperitoneal injection
of streptozotocin to induce diabetes. Ink perfusion and
stretched retina were used to observe the retinal blood
vessels. Immunohistochemistry staining was used to
detect syndecan-1 protein in the rat retina and epiretinal
membranes of proliferative diabetic retinopathy.
誗RESULTS: In the diabetic rats of 9 - week, peripheral
retinal blood vessels shaped tortuously, capillary network
was significantly reduced, and parts of the capillary
perfusion was bad. In the control group, strong positive
staining of syndecan - 1 was detected in the nerve fiber
layer and ganglion cells, moderate positive staining was
observed in the inner plexiform layer and outer segments
of photoreceptor, and weak positive staining was detected
in the outer plexiform layer. In the retina of diabetic rats,
syndecan - 1 decreased. Moderate positive staining of
syndecan - 1 was observed in the nerve fiber layer,
ganglion cells and outer segments of photoreceptor, weak
positive staining was detected in the inner plexiform layer
and outer plexiform layer. Among 13 specimens of
epiretinal membranes, weak positive staining of syndecan-1
was detected in 8 cases (61. 5%) and negative staining
was observed in 5 cases (38. 5%) .

誗CONCLUSION:Syndecan - 1 is down - regulated in the
retina of diabetic rats and epiretinal membranes of
proliferative diabetic retinopathy.
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摘要
目的:观察 syndecan-1 在增殖性糖尿病视网膜病变患者
视网膜增殖膜及糖尿病大鼠视网膜中的表达变化。
方法:SD 大鼠行链脲佐菌素腹腔注射以诱导糖尿病。 造
模成功后,墨汁灌注及视网膜铺片观察视网膜的血管情
况。 免疫组织化学染色检测大鼠视网膜及人糖尿病视网
膜增殖膜中 syndecan-1 蛋白的表达。
结果:糖尿病大鼠 9wk 时,视网膜周边血管走形迂曲,毛细
血管网明显减少,部分毛细血管灌注不良。 对照组大鼠的
视网膜 syndecan-1 呈阳性表达,其中神经纤维层、节细胞
层呈强阳性表达,内丛状层和光感受器外节呈中度阳性表
达,外丛状层呈弱阳性表达。 糖尿病大鼠视网膜中,
syndecan-1 的表达减低,其中神经纤维层、神经节细胞层、
光感受器外节呈中度阳性表达,内丛状层及外丛状层呈弱
阳性表达。 13 例人糖尿病视网膜病变视网膜增殖膜标本
中,syndecan-1 弱阳性表达 8 例(61. 5% ),阴性表达 5 例
(38. 5% )。
结论:临床和动物实验共同表明,糖尿病状态下,视网膜中
syndecan-1 的表达降低。
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0 引言
摇 摇 黏附分子在糖尿病视网膜病变的发生发展中起重要
作用。 syndecan-1 是一种重要的黏附分子,是硫酸肝素蛋
白多糖家族成员,参与细胞的分化、黏附和移行,在炎症、
组织损伤和修复、脂质代谢等病理生理过程中起重要作
用[1-4]。 我们既往的研究表明,syndecan-1 参与糖尿病及
其并发症的发生发展[1,4,5],且 syndecan-1 参与视网膜的
病理生理过程[6-9]。 但 syndecan-1 在糖尿病视网膜病变
中的作用尚不明确。 本研究中,我们观察增殖性糖尿病视
网膜病变患者视网膜增殖膜和糖尿病大鼠视网膜中
syndecan-1 蛋白的表达变化。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 链脲佐菌素( streptozotocin,STZ,Sigma 公司,
美国),兔抗人和鼠 syndecan-1 多克隆抗体(Santa Cruz 公
司,美国),枸橼酸盐粉剂、磷酸盐缓冲液(PBS)粉剂、二步
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法免疫组化检测试剂盒(含 3% 过氧化氢溶液和通用型
IgG 抗体-辣根过氧化物酶多聚体)、DAB 试剂盒(含 DAB
浓缩液及缓冲液,北京中杉金桥生物技术有限公司),安
稳血糖仪及血糖测试条(长沙三诺有限公司),冷冻包埋
剂(樱花,美国)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验动物及动物模型的制备摇 雄性 SD 大鼠 60 只,
SPF 级,体质量 120 依20g,由军事医学科学院动物中心提
供。 大鼠在 SPF 级动物中心饲养,室内温度保持在 25益
左右,湿度约 50% 。 明暗周期 12h,自由饮水和进食。 适
应性喂养 1wk 后,进行动物造模。 造模前,禁食 12h(不禁
水)。 随机选取 50 只大鼠,STZ 65mg / kg 腹腔注射;对照
组 10 只大鼠,腹腔注射等量的枸橼酸盐溶液。 72h 后测
血糖,随机血糖逸16.7mmol / L 即为造模成功,每周监测血糖。
1. 2. 2 冰冻切片标本的取材及制备摇 糖尿病大鼠造模成
功后,分别在第 3,6,9 和 12wk,每个时间点随机选取 10 只
大鼠,分别采用过量氯胺酮麻醉致死动物,迅速摘除单侧
眼球,-80益 保存。 切片前,取出眼球,去除角膜和晶状
体。 选取 2011-01 / 2012-06 于我科行玻璃体视网膜手术
的 13 例增殖性糖尿病视网膜病变患者,术者进行常规的
玻璃体切除术和视网膜增殖膜剥除术,剥除的增殖膜用于
实验。 已去除前节的大鼠眼球和人视网膜增殖膜标本,用
冷冻包埋剂包埋,冰冻切片机连续切片,切片厚 5滋m,贴于
免疫组化专用防脱载玻片上,晾干后甲醇固定,-80益保存。
1. 2. 3 大鼠墨汁灌注及视网膜铺片摇 大鼠采用氯胺酮麻
醉后,暴露心脏,纯墨汁行左心室灌注。 处死大鼠后,迅速
摘除眼球,4%多聚甲醛 4益过夜。 去除角膜和晶状体,自
视神经处剪开视网膜,以软毛刷轻轻刷去视网膜前表面的
玻璃体及后表面的色素,将视网膜铺于多聚赖氨酸包被的
载玻片上,甘油封片,照相。
1. 2. 4 免疫组化染色及结果判断摇 冰冻切片用 PBS 冲洗,
30mL / L 过 氧 化 氢 溶 液 室 温 10min, PBS 洗, 稀 释 的
syndecan-1 抗体(1颐200)室温孵育 2h,通用型 IgG 抗体-辣
根过氧化物酶多聚体 37益孵育 20min,PBS 洗,DAB 显色,
PBS 洗,苏木素复染,自然水冲洗,梯度乙醇脱水,二甲苯
透明,中性树胶封片,照相。 所有切片均由同一有经验的
病理科医师盲法阅片做出判定。 以组织切片背景清晰、细
胞膜、细胞浆染为淡黄至棕黄色为阳性细胞标志。 将阳性
细胞按显示程度分为 3 级:弱阳性,即显色强度为淡黄色
或仅个别细胞呈黄至棕黄色染色;强阳性,即多数细胞呈
黄至棕黄色染色;中度阳性,即显示强度介于弱阳性与强
阳性之间。
2 结果
2. 1 糖尿病大鼠造模情况及大鼠一般情况观察摇 50 只大
鼠中,STZ 腹腔注射成功诱导糖尿病 47 只(94. 0% ),造模
成功的大鼠中死亡 5 只(10. 6% )。 对照组:大鼠体质量
增加明显,精神状况良好,毛皮有光泽,动作自如,反应灵
敏。 糖尿病大鼠:建模成功后,大鼠出现了典型的“三多
一少冶症状,多饮、多食、多尿,明显消瘦,精神逐渐萎靡,
早期多动,后期反应迟钝,动作缓慢,毛竖而无光泽。
12wk 时,部分大鼠出现白内障。
2. 2 大鼠视网膜墨汁灌注摇 对照组大鼠的视网膜毛细血
管分布均匀(图 1A)。 糖尿病大鼠 9wk 时,视网膜周边血
管走形迂曲,毛细血管网明显减少,部分毛细血管灌注不
良(图 1B)。

2. 3 大鼠视网膜 syndecan-1 蛋白的表达摇 在对照组,视
网膜各层排列整齐。 在实验组,视网膜水肿明显,视网膜
厚度明显增加。 syndecan-1 表达于细胞膜和细胞浆。 对
照组的视网膜 syndecan-1 呈阳性表达,其中神经纤维层、
节细胞层呈强阳性表达,内丛状层、光感受器外节呈中度
阳性表达,外丛状层呈弱阳性表达(图 2A)。 糖尿病大鼠
7wk 时,syndecan-1 的表达开始减低。 12wk 糖尿病大鼠
视网膜中,syndecan-1 在神经纤维层、节细胞层、光感受器
外节呈中度阳性表达,在内丛状层及外丛状层呈弱阳性表
达(图 2B)。
2. 4 人视网膜增殖膜标本 syndecan-1 蛋白的表达摇 糖尿
病视网膜病变患者 13 例视网膜增殖膜标本中,syndecan-1 阴
性表达5例(38.5%,图3A),弱阳性表达8例(61.5%,图3B)。
3 讨论
摇 摇 STZ 诱导糖尿病大鼠是目前公认的经典糖尿病动物
模型。 但由于动物种属差异等因素,饲养 12mo 的糖尿病
大鼠仍未出现增殖性糖尿病视网膜病变的改变[10,11]。 但
STZ 诱导的糖尿病大鼠可表现出视网膜水肿、周细胞丧
失、毛细血管无灌注等病理改变[10],与人类的糖尿病视网
膜病变的背景相近。 因而,STZ 诱导的糖尿病大鼠模型可
用来观察糖尿病视网膜病变背景期的改变,与相关研究一
致。 我们观察到,糖尿病大鼠成功建模第 9wk,视网膜周
边血管走形迂曲,毛细血管网明显减少,部分毛细血管灌
注不良。
摇 摇 既往,我们多采用视网膜血管消化铺片[10] 和视网膜
铺片 ADP 酶血管染色[12] 来观察视网膜的血管形态。 我
们此研究中采用了墨汁左心室灌注来观察视网膜的血管
形态。 与既往的两种方法相比,墨汁灌注法同样可清晰地
观察视网膜中央和周边的血管,毛细血管也能清晰可见。
但墨汁灌注法较其他两种方法的操作更简便、价格更低廉。
摇 摇 syndecan-1 主要在上皮细胞、血管内皮细胞和浆细胞
表达[1,6]。 syndecan-1 在细胞的分化、细胞间及细胞与基
质间的黏附起着重要的作用。 syndecan-1 的减低可导致
细胞间及细胞与基质间的黏附减低,细胞构成的屏障功能
破坏,细胞的移行增加。 在肝癌、头颈部鳞癌等多种肿瘤,
syndecan-1 的表达减低,且这种减低与预后相关[6]。 糖尿
病视网膜病变中,血管内皮细胞等多种细胞的过度增生形
成视网膜前增殖膜,牵拉视网膜,导致视网膜脱离。 我们
的研究表明,syndecan-1 在糖尿病视网膜病变的视网膜增
殖膜的表达减低。 我们推测,syndecan-1 的减低可促使构
成增殖膜的多种细胞移行和增生加速,从而加速糖尿病视
网膜病变的进展,使病情进一步恶化。
摇 摇 慢性炎症在糖尿病及其并发症的发生发展中起重要
的作用[1,4,5,13]。 syndecan-1 参与炎症过程[1,4]。 肿瘤坏死
因子等细胞因子可下调 syndecan-1 的表达[14]。 在炎症性
肠病,肠上皮细胞 syndecan-1 的表达减低[14],而且这种减
低可导致肠上皮细胞的屏障功能破坏。 我们既往的研究
表明,syndecan-1 参与糖尿病的炎症过程,并可能在糖尿
病的血管并发症中起一定的作用[1,4,5]。 syndecan-1 是血
管内皮细胞与白细胞的负性调控剂[5]。 在 syndecan-1 基
因敲除的小鼠,视网膜血管内皮细胞与白细胞的黏附增
加[5,15]。 我们的动物实验表明,糖尿病建模成功后 7wk,
视网膜中 syndecan-1 的表达即有减低。 我们推测,视网
膜中 syndecan-1 表达的下调可使血管内皮细胞与白细胞
的黏附发生改变,可促进视网膜病变的发展。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 大鼠视网膜墨汁灌注图片(伊400) 摇 A:对照组;B:糖尿病 9wk。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 大鼠视网膜 syndecan-1 免疫组化染色(伊200) 摇 A:对照组;B:糖尿病 12wk。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 3摇 糖尿病视网膜病变患者视网膜增殖膜 syndecan-1 表达的免疫组化染色(伊200)
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 A:阴性表达;B:弱阳性表达。

摇 摇 我们的研究表明,与正常的视网膜相比,糖尿病大鼠
视网膜及增殖性糖尿病视网膜病变视网膜增殖膜中
syndecan-1 的表达减低。 动物实验结果进一步验证了临
床标本的结果。 syndecan-1 的减低虽然可能加速糖尿病
视网膜病变的发展,但该分子在该病变中的具体作用机制
尚不清楚,我们需进行更深入的研究,以期待为糖尿病视
网膜病变的防治提供新的靶点。
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