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沉默 E2F1 对高糖诱导视网膜神经节细胞的保护作用
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[摘　要]	 目的：探讨E2F1对高糖诱导的视网膜神经节细胞(retinal ganglion cells，RGCs)存活和凋亡的影响及

其作用机制。方法：以RGC-5细胞为研究对象，构建高糖损伤模型，将RGC-5细胞转染后分为空

白对照组、高糖组、高糖+si-E2F1组、高糖+si-con组、高糖+si-E2F1+PBS组、高糖+si-E2F1+SD19

组。分别采用实时荧光定量PCR(real-time RT-PCR)与蛋白质印迹法检测细胞中E2F1 mRNA表达；

四甲基偶氮唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium，MTT)检测细胞存活率，TUNEL法和流式细胞术(flow 

cytometr y，FCM)检测细胞凋亡。蛋白质印迹法检测细胞中E2F1、磷酸化的转录激活子3(p-signal 

transducer and act ivator  of  transcr ipt ion 3，p- STAT3)、STAT3、磷酸化的Janus蛋白酪氨酸激酶

2(p-Janus kinase 2，p-JAK2)、JAK2、活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶3(cleaved caspase-3)

和活化的多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶(cleaved poly-ADP-ribose polymerase，cleaved PARP)蛋白表

达。结果：与空白对照组相比，高糖组RGC-5细胞中E2F1表达水平升高，细胞存活率明显下降，

p-STAT3、p-JAK2、cleaved caspase-3、cleaved PARP、E2F1表达及细胞凋亡率显著升高；沉默E2F1

表达后，细胞存活率明显升高，而cleaved caspase-3蛋白和cleaved PARP蛋白表达及细胞凋亡率降

低。SD19可部分逆转沉默E2F1对RGC-5细胞的保护作用。结论：抑制E2F1表达能够减轻高糖诱导

的RGCs凋亡，其机制可能与抑制JAK2/STAT3信号通路有关。

[关键词]	 视网膜神经节细胞；凋亡；转录因子E2F1；糖尿病
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Abstract Objective: To investigate the effect of E2F1 on the survival and apoptosis of retinal ganglion cells (RGCs) 

induced by high glucose and its mechanism. Methods: A high-glycemic injury model was constructed with. 
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糖尿病是一个涉及多学科和多器官的代谢性

疾病，糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy，

D R )是其中一种常见的并发症，是目前最主要的

致盲眼病病因之一 [ 1 ]。视网膜神经节细胞(ret i na l 
ganglion cells，RGCs)凋亡是DR早期的重要标志，

其可促进视网膜毛细血管发生改变，最终导致视

网膜微血管病变 [ 2 - 3 ]。转录因子 E 2 F 1 是多种信号

级联反应的下游效应因子，参与DNA合成、细胞

周期、细胞分化以及细胞凋亡，在维持细胞稳态

中具有重要作用 [ 4 ]。研究 [ 5 ]发现糖尿病患者肝脏

中E2F1表达增加，E2F1高表达可促进糖异生升高

血糖，而E2F1表达缺失则抑制原代肝细胞的糖异

生。糖尿病所致的血糖升高还可引起血管内皮损

伤，而抑制E2F1表达可减轻高糖所致的血管内皮

细胞功能障碍[6]。然而，E2F1表达异常是否与高糖

所致RGCs损伤相关仍未可知。因此本研究通过构

建高糖诱导的RGCs损伤模型，分析E2F1表达与高

糖处理RGCs损伤的关系，以期为糖尿病并发症的

预防和治疗提供理论基础。

1  材料与方法

1.1  材料

RGC-5购自美国模式培养物集存库(American 
Ty pe Culture Col lection，ATCC)；杜尔伯格氏伊

戈尔培养基(Dulbecco’s  modif ied Eagle medium，

DM E M)、胎牛血清(f eta l  bov ine  ser u m，F BS)、

四甲基偶氮唑蓝 (m e t hy l  t h i a z o l y l  t e t r a z o l i u m ，

MTT)与二甲基亚砜(dimethy l  sul fox ide，DMSO)
均购自美国 S i g m a 公司；细胞裂解液与二喹啉甲

酸( b i c i n c h o n i n i c  ac i d，B C A )蛋白定量试剂均购

自北京碧云天生物技术研究所；活化的含半胱氨

酸的天冬氨酸蛋白水解酶3 (c l eav e d  c a s pa s e - 3 )、

E2F1多克隆抗体、活化的多聚二磷酸腺苷核糖聚

合酶(cleaved poly-ADP-ribose polymerase，cleaved 
PARP)多克隆抗体均购自美国Santa Cruz公司；兔

源Janus蛋白酪氨酸激酶2( Janus  k inase  2， JA K2)
多克隆克隆抗体、磷酸化的JAK2抗体( p-JAK2)多

克 隆 抗 体 、 兔 源 信 号 转 导 和 转 录 激 活 子 3 (s i g n a l 
transducer and activator of transcription 3，STAT3)
单克隆抗体、兔源磷酸化的 STAT 3 ( p - STAT 3 ) 单

克隆抗体和β - 肌动蛋白( β - a c t i n) 单克隆抗体购于

美 国 A b c a m 公 司 ； s i - E 2 F 1 及 阴 性 对 照 序 列 均 购

自上海吉玛制药技术有限公司；L i p o f ec tam i n eTM 
2000转染试剂与实时荧光定量PCR(real- t ime RT-
P C R ) 试 剂 盒 均 购 自 美 国 I n v i t r o g e n 公 司 ； 膜 联

蛋白 V ( A n n e x i n  V ) - 异硫氰酸荧光素 (f l u o r e s c e i n 
i s o t h i o c y a n a t e ， F I T C ) / 碘 化 丙 啶 ( p r o p i d i u m 
iod ide，PI)凋亡检测试剂盒与双荧光素酶活性检

测试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养及模型制造

将RGC-5用含10% FBS的DMEM培养液，放在

恒温培养箱中培养，待细胞呈正常增殖状态时，

将含有F B S的D M E M培养液更换为葡萄糖浓度为 

RGC-5 cells used as the research object. After transfection, RGC-5 cells were divided into a blank control group, 

a high-sugar group, a high-sugar + si-E2F1 group, a high-sugar + si-con group, a high glucose + si-E2F1 + PBS 

group, and a high glucose + si-E2F1 + SD19 group. Real-time RT-PCR and Western blotting were used to detect 

the expression of E2F1 mRNA in cells; methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) was used to detect cell viability; 

TUNEL and flow cytometry (FCM) were used to detect cell apoptosis. E2F1, p-signal transducer and activator of 

transcription 3 (p-STAT3), STAT3, p-Janus kinase 2 (p-JAK2), JAK2, cleaved caspase-3, and cleaved poly-ADP-

ribose polymerase (cleaved PARP) protein expression in cells detected by Western blotting. Results: Compared 

with blank control group, E2F1 expression level increased in RGC-5 cells in the high glucose group, cell survival 

rate was significantly decreased, p-STAT3, p-JAK2, cleaved caspase-3, cleaved PARP, E2F1 expression, and 

apoptotic rate were increased. After silencing E2F1 expression, the cell survival rate was significantly increased, 

while cleaved caspase-3 protein expression, cleaved PARP protein expression, and apoptotic rate were decreased. 

SD19 partially reversed the protective effect of silencing E2F1 on RGC-5 cells. Conclusion: Inhibition of E2F1 

expression can reduce high glucose-induced apoptosis in RGCs. The mechanism may be related to the inhibition 

of the JAK2/STAT3 signaling pathway.

Keywords retinal ganglion cells; apoptosis; transcription factor E2F1; diabetes
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50 mmol/L的培养基继续培养24、48、72 h，然后

收集细胞进行后续试验。

1.2.2  细胞转染

使用LipofectamineTM 2000脂质体将高糖处理

和转染si-con(高糖+si-con组)、高糖处理和转染si-
E2F1(高糖+si-E2F1组)、高糖处理和转染s i-E2F1
加入P B S溶液(高糖+ s i -E 2 F 1 + P B S组)、高糖处理

和转染si-E2F1加入SD19溶液(高糖+si-E2F1+SD19
组)，转染至RGC-5细胞。转染成功后，按照1.2.1
方法制备高糖细胞模型，成功后将各组细胞用于

蛋白质印迹(Western blott ing )实验、real-time RT-
PCR实验、Annex in V-FITC/PI双染色法细胞凋亡

检测实验、双荧光素酶报告基因检测实验。

1.2.3  蛋白质印迹实验

取适量对数生长期1 . 2 . 2各组细胞，用放射免

疫沉淀缓冲液(rad io immunoprec ip i tat ion assay，

RIPA)裂解，提取总蛋白质，BCA法进行蛋白质定

量后变性，进行蛋白质电泳，再行聚偏二氟乙烯

(polyv inylidene f luoride，PVDF)转膜，封闭2 h，

然后用一抗，4  ℃孵育过夜。次日，洗膜后用辣

根过氧化物酶标记的二抗37 ℃孵育2 h。结束后加

入显影混合液，显影曝光。以目的条带灰度值与
β-act in灰度值的比值表示目的蛋白E2F1、cleaved 
caspase-3、cleaved PARP的水平。

1.2.4  Real-time RT-PCR 实验

使 用 T R I z o l 试 剂 盒 进 行 提 取 R G C - 5 细

胞 总 R N A 。 c D N A 合 成 ： 根 据 反 转 录 试 剂

盒 说 明 书 操 作 。 E 2 F 1 引 物 序 列 ： 正 向 引 物

5'-CATCCAGG A A A AGGTGTG A A ATCC -3'，反向

引物5'-CTG A A AGTTCTCCG A AG ACTCCAC-3'。
G A P D H 引 物 序 列 ： 正 向 引 物

5'-TGGTATCGTGG A AGG ACTCATG AC -3'，反向

引物5'-ATGCCAGTG AGCTTCCCGTTCAGC-3'；
R T - P C R 反 应 ： 体 系 为 S Y B R  P r e m i x  E x  Ta q 
I I(2×)10 μL/孔，cDNA 2 μL/孔，正反向引物各

0.8 μL/孔，ROX Reference Dye(50×)0.4 μL/孔，

ddH 2O 6 μL/孔；反应条件为95 ℃  5  min，95 ℃   
30 s，60 ℃  30 s，72 ℃  30 s(35次循环)。反应结束

后导出数据，采用2 –ΔΔCt法计算miR-140-3p、E2F1 
mRNA相对表达量。

1.2.5  MTT 法检测细胞增殖

收集各组对数生长期RG C - 5细胞，接种至9 6
孔板，每孔分别加入10 μL质量分数为5 g/L的MTT
试 剂 ， 培 养 4  h 后 ， 弃 上 清 ， 每 孔 再 加 入 1 5 0  μ L 
的 D M S O ， 振 荡 1 0  m i n ， 利 用 酶 标 仪 检 测 各 孔

在波长为4 9 0  n m处的吸光度值(o p t i c a l  d ens i t y，

OD)，细胞存活=(处理组吸光度值/对照组吸光度

值)×100%。

1.2.6  Annexin V-FITC/PI 双染色法检测细胞凋亡

取适量对数生长期1.2 .2各组细胞，用预冷的

PBS洗涤3 次。另用结合缓冲液 500 μL 悬浮细胞，

之后加入5 μL的Annexin V-FITC和PI，混匀，室温

避光静置15 min。细胞凋亡率采用流式细胞仪分析

测定。细胞凋亡率=早期凋亡率+晚期凋亡率。

1.2.7  TUNEL 检测 RGC-5 细胞凋亡

按 照 T U N E L 检 测 试 剂 盒 说 明 书 检 测 各 组 荧

光强度。收集各组RG C - 5细胞，对细胞进行爬片

和 固 定 ， 加 入 T U N E L 检 测 液 ， 用 抗 荧 光 淬 灭 封

片 后 使 用 荧 光 显 微 镜 观 察 ， 并 使 用 I m a g e  J 软 件

进行荧光分析。

1.3  统计学处理

实验所用数据均使用SPSS 21.0软件分析。计

量资料符合正态分布用均数±标准差( x± s)表示，

两组比较采用t检验，多组比较采用单因素方差分

析，两两比较采用SNK-q检验，P<0.05表示差异有

统计学意义。

2  结果

2.1  不同浓度葡萄糖诱导对 RGC-5 细胞 E2F1 表

达的影响

与 空 白 组 比 较 ， 高 糖 处 理 可 显 著 促 进 E 2 F 1 
mRNA和E2F1蛋白的表达(P<0.05)，48 h时差异最

为显著(表1，图1)。

2.2  沉默 E2F1 促进高糖诱导 RGC-5 细胞存活

与空白组比较，高糖组细胞在2 4、4 8、7 2  h
存活率显著降低(P<0.05)；与高糖+si-con组比较，

高糖+si-E2F1组细胞E2F1蛋白表达降低(P<0.05)，

24、48、72 h时的存活率显著升高(P<0.05，表2)。

2.3  沉默 E2F1 抑制高糖诱导 RGC-5 细胞凋亡

与空白组相比，高糖组RG C -5细胞E2F1蛋白

表达升高( P < 0 . 0 5 )，凋亡率显著升高( P < 0 . 0 5 )，

c l e av e d  c a s p a s e - 3 和 c l e av e d  PA R P 蛋白表达增加

(P<0.05)；与高糖+si-con组比较，高糖+si-E2F1组

RGC-5细胞E2F1蛋白表达降低(P<0.05)，凋亡率显

著下降(P<0.05)，cleaved caspase-3和cleaved PARP
蛋白表达降低(P<0.05；表3，图2)。
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表1 高糖诱导对RGC-5细胞E2F1表达的影响(n=9)

Table 1 Effect of high glucose induction on E2F1 expression in RGC-5 cells (n=9)

组别
E2F1 mRNA E2F1蛋白

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

空白组 1.02±0.04 1.05±0.08 1.02±0.05 0.18±0.03 0.14±0.03 0.12±0.03

高糖组 2.21±0.15* 4.25±0.27* 3.32±0.24* 0.35±0.06* 0.55±0.06* 0.43±0.06*

t 22.996 34.091 25.128 7.603 18.336 13.864

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

与空白组比较，*P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05.

表2 沉默E2F1对高糖诱导RGC-5细胞存活的影响(n=9)

Table 2 Effect of silencing E2F1 on the survival of RGC-5 cells induced by high glucose (n=9)

组别 E2F1
细胞存活(相对于空白组)/%

24 h 48 h 72 h

空白组 0.15±0.05 103.35±3.25 97.34±4.35 99.37±2.67

高糖组 0.48±0.06* 73.26±4.08* 64.54±3.46* 58.22±3.89*

高糖+si-con组 0.51±0.07 72.58±4.37 62.21±4.68 59.34±3.27

高糖+si-E2F1组 0.32±0.04# 81.64±4.68# 85.64±5.28# 82.97±5.26#

F 78.571 108.915 128.161 234.416

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

与空白组比较，*P<0.05；与高糖+si-con组比较，#P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05; compared with the high glucose + si-con group, #P<0.05.

表3 沉默E2F1对高糖诱导RGC-5细胞存活、细胞凋亡及cleaved caspase-3和cleaved PARP蛋白表达的影响(n=9)

Table 3 Effect of silencing E2F1 on the survival and apoptosis of high glucose-induced RGC-5 cells and the expression of cleaved 

caspase-3 and cleaved PARP proteins (n=9)

组别 Cleaved caspase-3 Cleaved PARP FCM/% TUNEL/%

空白组 0.15±0.03 0.08±0.01 5.07±0.59 5.07±0.85

高糖组 0.38±0.04* 0.41±0.04* 24.37±3.66* 43.87±08.71*

高糖+si-con组 0.34±0.05 0.38±0.05 23.64±3.37 41.72±7.64

高糖+si-E2F1组 0.23±0.04# 0.17±0.03# 14.46±2.86# 13.93±3.42#

F 59.818 182.118 89.109 92.408

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

与空白组比较，*P<0.05；与高糖+si-con组比较，#P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05; compared with the high glucose + si-con group, #P<0.05.

图1 蛋白质印迹法检测RGC-5细胞中E2F1蛋白表达

Figure 1 E2F1 protein expression in RGC-5 cells detected by Western blotting
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2.4  沉默 E2F1 对高糖诱导 RGC-5 细胞 JAK/STAT3

信号通路的影响

与空白组相比，高糖组RGC-5细胞p-STAT3和

p -JA K2蛋白表达增加(P<0.05)，而STAT3和JA K2
蛋白表达无显著差异(P>0.05)，p - STAT3/STAT3
比值、p-JAK2/JAK2比值增大；与高糖+si-con组比

较，高糖+si-E2F1组细胞p- STAT3和p-JAK2蛋白表

达降低(P<0.05)，STAT3和JAK2蛋白表达无显著差

异(P>0.05)，p- STAT3/STAT3比值、p-JAK2/JAK2
比值减小(P<0.05；图3，表4)。

2.5  JAK/STAT3 信号通路激活剂部分逆转沉默 E2F1

对 RGC-5 细胞的保护作用

与 高 糖 + s i - E 2 F 1 + P B S 组 比 较 ， 高 糖 + s i -

图2 沉默E2F1对RGC-5细胞凋亡和凋亡蛋白表达的影响

Figure 2 Effect of silencing E2F1 on RGC-5 cell apoptosis and the expression of apoptotic proteins

(A) 流式细胞术检测RGC-5细胞凋亡；(B) 蛋白质印迹法检测RGC-5细胞蛋白表达；(C) TUNEL检测RGC-5细胞凋亡。

(A) Flow cytometry to detect RGC-5 cell apoptosis; (B) Western blotting to detect RGC-5 cell protein expression; (C) TUNEL to detect 

RGC-5 cell apoptosis.
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图3 沉默E2F1对RGC-5细胞STAT3信号通路的影响

Figure 3 Effect of silencing E2F1 on the STAT3 signaling pathway of RGC-5 cells

(A) 蛋白质印迹法检测RGC-5细胞p-STAT3和STAT3蛋白表达；(B) 蛋白质印迹法检测RGC-5细胞p-JAK2和JAK2蛋白表达。

(A) p-STAT3 and STAT3 protein expression in RGC-5 cells detected by Western blotting; (B) p-JAK2 and JAK2 protein expression in 

RGC-5 cells detected by Western blotting.

表4 沉默E2F1对高糖诱导RGC-5细胞p-STAT3、STAT3、p-JAK2和JAK2蛋白表达的影响(n=9)

Table 4 Effect of silencing E2F1 on the expression of p-STAT3, STAT3, p-JAK2, and JAK2 in high glucose-induced RGC-5 cells 

(n=9)

组别 p-STAT3 STAT3 p-STAT3/STAT3 p-JAK2 JAK2 p-JAK2/JAK2

空白组 0.19±0.02 0.76±0.05 0.25±0.03 0.26±0.06 0.68±0.05 0.38±0.04

高糖组 0.46±0.04* 0.74±0.07 0.62±0.06* 0.64±0.07* 0.63±0.04 1.02±0.07*

高糖+si-con组 0.48±0.06 0.79±0.08 0.61±0.05 0.64±0.08 0.65±0.05 0.98±0.08

高糖+si-E2F1组 0.23±0.04# 0.74±0.06 0.31±0.04# 0.41±0.06# 0.64±0.04 0.64±0.05#

F 114.333 1.155 159.174 67.633 2.049 214.052

P <0.001 0.342 <0.001 <0.001 0.127 <0.001

与空白组比较，*P<0.05；与高糖+si-con组比较，#P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05; compared with the high glucose + si-con group, #P<0.05.

表5 STAT3信号通路激活剂SD19和沉默E2F1对视网膜神经节细胞的影响(n=9)

Table 5 Effects of STAT3 signaling pathway activator SD19 and silencing E2F1 on retinal ganglion cells (n=9)

组别 E2F1
细胞存活(相对于空白组)/%

FCM/% TUNEL/%
24 h 48 h 72 h

高糖+si-E2F1+PBS组 0.28±0.04 99.13±4.84 102.51±4.42 98.86±3.84 14.22±1.83 11.09±2.13

高糖+si-E2F1+SD19组 0.45±0.03* 77.33±5.36* 69.27±4.92* 58.64±4.36* 21.49±3.69* 32.38±4.34*

t 10.200 9.056 15.032 20.768 5.295 13.211

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

与高糖+si-E2F1+PBS组比较，*P<0.05。

Compared with high glucose + si-E2F1 + PBS group, *P<0.05.

E2F1+SD19组细胞E2F1蛋白表达升高(P<0.05)，

在2 4、4 8、7 2  h存活率显著降低( P < 0 . 0 5 )；细胞

凋亡率显著升高 ( P < 0 . 0 5 ) ， c l e av e d  c a s p a s e - 3 和

cleaved PARP蛋白表达增加(P<0.05)；p- STAT3和

p -JA K2蛋白表达增加(P<0.05)，而STAT3和JA K2
蛋白表达无显著差异(P>0.05)，p - STAT3/STAT3
比 值 、 p - J A K 2 / J A K 2 比 值 增 大 ( P < 0 . 0 5 ； 表 5 ，  
表6，图4)。
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图4 STAT3信号通路激活剂SD19和沉默E2F1对RGC-5细胞凋亡和凋亡蛋白的影响

Figure 4 Effect of STAT3 signaling pathway activator SD19 and silencing E2F1 on apoptosis and apoptotic proteins of RGC-5 cells

(A) 流式细胞术检测RGC-5细胞凋亡；(B) 蛋白质印迹法检测RGC-5细胞蛋白表达；(C) TUNEL检测RGC-5细胞凋亡。

(A) Flow cytometry to detect RGC-5 cell apoptosis; (B) Western blotting to detect RGC-5 cell protein expression; (C) TUNEL to detect 

RGC-5 cell apoptosis.

表6 STAT3信号通路激活剂SD19和沉默E2F1对RGC-5细胞蛋白表达的影响(n=9)

Table 6 Effect of STAT3 signaling pathway activator SD19 and silencing E2F1 on protein expression in RGC-5 cells (n=9)

组别
Cleaved 

PARP

Cleaved 

caspase-3
p-STAT3 STAT3

p-STAT3/

STAT3
p-JAK2 JAK2 p-JAK2/JAK2

高糖+si-E2F1+PBS组 0.18±0.02 0.25±0.03 0.19±0.02 0.76±0.05 0.25±0.03 0.26±0.06 0.68±0.05 0.38±0.04

高糖+si-E2F1+SD19组 0.29±0.03* 0.36±0.04* 0.46±0.04* 0.74±0.07 0.62±0.06* 0.64±0.07* 0.64±0.04 1.02±0.07*

t 9.153 6.600 18.112 0.697 16.547 12.365 1.874 23.815

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.079 <0.001

与高糖+si-E2F1+PBS组比较，*P<0.05。

Compared with high glucose + si-E2F1 + PBS group, *P<0.05.

3  讨论

DR是糖尿病患者常见的一种并发症，其发病

机制与视网膜血管微循环本身，或者视网膜微血

管周围神经细胞组织的病变相关[7]。糖尿病患者在

长期的高糖微环境条件下，RGCs和神经胶质细胞

对高糖环境更敏感，高糖可造成RGCs和糖脂代谢

紊乱[7]。RGCs与DR的关系成为研究DR发病机制的
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热点问题。

E 2 F 1是已发现转录因子E 2 F家族中的成员之

一，是细胞周期过程中由 G 1期以及 S 期中至关重

要的转录因子 [ 8 ]。E 2 F 1基因可通过调控增殖相关

蛋白的表达进行细胞周期调控，进一步影响细胞

增殖和凋亡等一系列生理活动 [9]。Wang等 [10]研究

发 现 E 2 F 1 介 导 高 糖 诱 导 的 小 鼠 视 网 膜 外 植 体 神

经 元 死 亡 ， 抑 制 E 2 F 1 表 达 可 挽 救 高 糖 诱 导 的 视

网膜神经元异位分裂和细胞死亡。Yu a n 等 [ 6 ]指出

在 高 糖 诱 导 人 血 管 内 皮 细 胞 损 伤 过 程 中 E 2 F 1 表

达 上 调 ， 下 调 E 2 F 1 抑 制 雷 帕 霉 素 哺 乳 动 物 靶 蛋

白复合体1(mammalian target of rapamycin complex 
1，mTO RC 1 )介导的自噬和腺苷酸活化蛋白激酶
α2(AMP-act ivated protein k inase，AMPKα2)介导

的 凋 亡 可 减 轻 高 糖 诱 导 的 人 血 管 内 皮 细 胞 功 能

障碍。本研究结果显示：高糖处理RG C - 5细胞后

E2F1表达水平显著升高，细胞存活率显著降低，

凋亡率显著增加，提示E2F1表达改变可能与高糖

诱导的RGC -5细胞损伤有关。转染s i-E2F1后进行

的功能分析显示：沉默E2F1表达显著增加RG C -5
细胞存活率，减轻高糖诱导的RG C - 5细胞凋亡。

PARP是一种DNA修复酶，在凋亡信号刺激下PARP
作为 c a s p a s e - 3 切割底物失去酶活性， PA R P 剪切

是细胞凋亡的重要指标 [11]。本研究中高糖刺激后

RGC-5细胞中cleaved caspase-3和cleaved PARP蛋白

表达明显增加，而沉默E2F1表达可逆转高糖诱导

的cleaved caspase-3和cleaved PARP蛋白表达改变，

这与沉默E2F1表达的抗凋亡作用一致。以上研究

表明沉默E2F1表达对高糖诱导的RG C -5细胞损伤

具有保护作用。

J A K / S TAT 3 信 号 转 导 途 径 影 响 多 种 信 号 分

子向核的信号转导，参与调控细胞分化、胚胎发

育 ， 并 且 广 泛 参 与 各 种 细 胞 存 活 、 细 胞 周 期 、

血 管 生 成 、 细 胞 转 移 、 免 疫 逃 避 、 细 胞 凋 亡 等

生 物 学 过 程 [ 1 2 ]。 研 究 [ 1 3 ]表 明 S TAT 3 介 导 高 血 糖

刺激的内皮细胞的凋亡、炎症和氧化应激损伤。

联合抑制半胱氨酸天冬氨酸酶2基因(c a s pa s e - 2，
C A S P 2 ) 和 C A S P 6 通过睫状神经营养因子 (c i l i a r y  
n e u r o t r o p h i c  f a c t o r ，C N T F) 介导的 J A K / STAT 3
信号通路可防止 R G C s 凋亡、促进轴突再生 [ 1 4 ]。

此外，有研究 [ 1 5 ]表明下调维生素D受体对高糖诱

导 的 R G C s 损 伤 的 保 护 作 用 可 能 与 抑 制 S TAT 3 活

化有关。本研究显示：高糖处理明显促进RG C - 5
细 胞 中 S TAT 3 和 J A K 2 的 磷 酸 化 ， 沉 默 E 2 F 1 表 达

则抑制 S TAT 3 和 J A K 2 的磷酸化，而使用 S D 1 9 激

活 J A K / S TAT 3 信 号 通 路 则 部 分 逆 转 沉 默 E 2 F 1 对

高糖诱导的RG C - 5细胞损伤的保护作用。这表明

沉 默 E 2 F 1 可 能 通 过 抑 制 J A K / S TAT 3 信 号 通 路 发

挥保护作用。

综上所述，沉默E2F1表达可抑制高糖诱导的

RGCs凋亡，促进细胞存活，具有保护作用，其机

制可能与抑制STAT3信号通路有关。这些发现为临

床治疗DR提供了非常有意义的方向，为深入研究

DR发生机制提供新的靶点。
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