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Abstract 

·AII、，I：To investigate the reIation of pigment epitheIium— 

derived factor(PEDF)，tumor necrosis factor(Tl、JF—oc) 

and adiponectin with the pathogenesis Of type 2 diabetic 

retin0Dathv(DR)． 

·METHODS：The study group cOnsisted 0f 1 04 cases 0f 

type 2 diabetic patients． The diabetic patients g r0up was 

divided into n0n—diabetic retin0pathy (NDR)gr0up (35 

cases)． n0n—proIiferative diabetic retin0pathy (NPDR) 

group (33 cases) ，and proIiferative NDR group (36 

cases)． Other 40 n0rmaI pers0ns were as c0ntrOls． 1 he 

levels 0f PEDF， TNF—a and adiponectin were detected 

using enzvme—Iinked immunosorbent assay(ELISA)． 

·RESULTS：The expressiOn IeveIs Of PEDF，TNF—oc and 

adiponectin in patients with type 2 diabetic retin0pathy 

significantly reduced(尸<O．O1)，c0mpared w．th the normaI 

controI gr0up were significantIy di仟erent(尸<0．01)，and 

were pOsitively cOrreIated with the pr0cess of type 2 

diabetic retinOpathy． 

·C0NCLUSION：PEDF，an effective ocuIar angiogenesIs 

inhibitOr，pIays an imp0rtant role to m aintain n0rmaI eye 

tissue transparent avascu Jar status． TNF—a pIays the 

media rOIe of the mediated infIam matOry respOnse， 

adipOnectin e仟ects the pr0m oti0n 0f 0cuIar artery 

remOdeI；ng and ne0intimaI grovvth． The sim uItaneOus 

l0wer exDressiOn IeveI of PEDF， TNF—a and adip0nectin 

mav reflect the mechanism ()f celI activatiOn mOdel w|th 

im mune pathofogicaI in type 2 diabetic retinopathy，and 

has a guiding significance to im mune mechanisms and 

treatm ent 0f type 2 diabetic retinOpathy patients． 

·KE、rW ORDS：p；gment epithel；um—deriVed fact0 ；tumor 

necrosis facto ； adipOnectin； cyt0kine； enzyme—linked 

imm un0sOrbent assay；type 2 diabetic retin0pathy 

Chen YS． Clinical research of relation of PEDF． TNF—d and 

adiponectin with type 2 diabetjc retinopathy． f．，( ) 矗̂订 r(；“Q 

fJ女e zf1 2009；9(9)：l695—1698 

摘 要 

目的：探讨色素上皮衍生因子 (p ment印ithelium—derived 

fact0r，PEDF)、肿瘤坏死因子(tumor necrosis fact0r，TNF一 ) 

及脂联素等细胞因子在 2型糖尿病视网膜病变(diabetic 

retin0pathv，DR)发病机制中的作用。 

方法：选择经诊断为 2型糖尿病患者无视网膜病变组 35 

例；背景期 DR组 33例 ；增殖期 DR组36例。同时选择 40 

例健康正常人做对照组。应用酶联免疫分析法对 PEDF， 

TNF一 及脂联素进行检测。 

结果：2型糖尿病视网膜病变患者的 PEDF，TNF一 及脂联 

素表达显著下调(P<0．01)，较正常对照组有显著性差 

异(P<0．O1)，且与病情的进程呈正相关。 

结论：PEDF是眼内有效的血管生成抑制剂，对保持正常 

眼组织透明无血管的状态有重要作用 ，TNF— 在介导炎症 

反应中起到了媒体作用，而脂联素具有促进眼内动脉重塑 

和新生内膜的生长作用。i者同时表达降低，可能提示在 

2型糖尿病视网膜病变患者免疫病理机制中的细胞活化 

模式，对 2型糖尿病视网膜病变患者的免疫机制和指导治 

疗有指导意义。 

关键词：色素上皮衍生因子；肿瘤坏死因子；及脂联素；细 

胞因子：酶联免疫分析；2型糖尿病视网膜病变 

D0I：l0．3969／i．issn．1672—5123．2009．09．019 

陈永生．PEDF，TNF一仅及脂联素与 2型糖尿病视网膜病变的临 

床研究．国际眼科杂志2O09；9(9)：l695—1698 

O弓f言 

糖尿病视网膜病(diabetic retin0pathy，DR)是糖尿病 

最常见的微血管并发症之一，是造成糖尿病患者失明的主 

要原因。其发生机制尚不完全清楚，一般认为是由于视网 

膜微血管系统受损所致。近年来 ，研究发现多种细胞因子 

参与了2型糖尿病及其并发症的发生发展。我们选用色 

素上皮衍生因子(pigment epithelium—derived fact0r，PEDF)、 

肿瘤坏死因子(tumor necr0sis factor，TNF一仅)及脂联素等细 

胞因子的浓度变化作为指标，旨在探讨2型糖尿病合并视 

网膜病变患者脂联素的变化与微血管病变的关系及其在 

视网膜病变发病机制中的重要作用。 
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表1各组脂联素、血糖等的结果比较 ( ± ) 

P<0．O5 无视网膜病变组；‘P<0．O5 s背景期 DR组； P<0．0l鸺 正常对照组 

1对象和方法 

1．1对象 2008—03．1l健康体检者为正常对照组，共 40 

例，男 20例，女20例，年龄(59．25±6．5)岁，无糖尿病、高 

血压及其他慢性病史。血糖 、尿糖正常，双眼散瞳检查眼 

底正常。糖尿病组为同期本院内分泌科的2型糖尿病住 

院患者，符合 1998年 wH0诊断标准，共 l04例，男 56例， 

女48例。DR诊断按全围眼底病协作组制定的糖尿病视 

网膜诊断标 准 ，根据 直接 眼底镜 检查 将患 者分 为 3 

组 ：(1)无视网膜病变组(Non—DR，NDR)35例，男 l8例， 

女 17例，年龄(58．5±6．9)岁，病程 6m0～5a。(2)背景期 

DR组(Backgr0und—DR，BDR)33例 ，男 l7例，女 16例，年 

龄(60．3±5．4)岁，病程3～15a。(3)增殖期 DR组( Dliferative— 

DR，PDR)36例，男 20例，女 l6例，年龄(65．6±5．8)岁， 

病程 5～20a。 

1．2方法 

1．2．1标本采集 受试者禁食 8～12h后，晨起抽取空腹 

肘正中静脉非抗凝血 5mL，一部分血直接送检测空腹血 

糖(fasting p1asI眦 glucose，FPc)、糖化 红蛋白( y0cnsylated 

HbA1，HbAlc)、胰岛素浓度(INs)，一部分血放入常规试 

管离心，取血清置于-20℃冰箱保存，待测 PEDF，TNF—d及 

脂联素浓度。 

1。2．2 FPG测定采用葡萄糖氧化酶法 H}】A1c采用免疫 比 

浊试剂盒，取0．5mL于专用血常规管中，摇匀取 10 L，于 

4()0mL转化液中混匀于生化分析仪上随机检测 ，胰岛素测 

定采用放射免疫法(tradi0immun0assav，RIA)测定。 

1．2．3 PEDF，TNF-o[及脂联素浓度测定 试剂盒均为美 

国IND公司提供，方法为酶联免疫吸附法(EJJISA)，仪器 

为美国德灵 BEP 2000全自动酶标仪，严格按照试剂盒说 

明书的要求步骤进行操作。 

统计学分析：计量数据采用 ±s表示 ，使用 sPSs 

l1．0统计软件包，采用 检验及直线相关分析，P<0．05 

有显著差异。 

2结果 

2型糖尿病组与正常对照组血清脂联素及 TNF— 含 

量比较糖尿病组血清脂联素水平低于正常对照组(P<0．01， 

表 1)。DM各组组问比较随着 DM病程的延长及视网膜 

受损程度与 PEDF呈负相关(r：一0．428，P<0．01)。糖尿 

病患者的PEDF与 FBG呈显著正相关(P<0．01)。糖尿 

病伴有并发症患者的色素上皮衍生因子(PEDF)明显低于 

正常对照组(P<0．01)，提示糖尿病患者并发症的发生与 

PFDF有关(表 2)。 

表2 各组血液及房水中PEDF的结果比较 ( ± ) 

“P <O
．叭 无视网膜病变组； P<0．O1 背景期 DR组；r尸<O．O1 

正常对照组 

3讨论 

糖尿病视网膜病是糖尿病最常见的微血管并发症之 
一

，是造成糖尿病患者失明的主要原因，其发生机制尚不 

完全清楚。视网膜毛细血管由内皮细胞、基底膜、周细胞 

三部分组成 ，DR的基本病理改变包括 ：(1)周细胞选择性 

的丢失；(2)基底膜增厚；(3)微恤管瘤的形成；(4)内皮细 

胞增生；(5)新生血管形成 。目前已发现脂肪细胞因子 

参与了 DR的新生血管形成及细胞增殖等一系列病理改 

变，血糖的波动，特别是脂联素在 DR的发生发展中有重 

要作用 。PEDF促进内皮细胞凋1l二，Fas是肿瘤坏死因 

子(TNF)受体超家族成员，是一个跨膜受体，可与跨膜蛋 

白 Fas配体(FasL)结合，激活 caspase依赖的凋亡级联反 

应 ，导致细胞凋亡。Vo1pert等 研究表明，PEDF在体内 

外通过 Fas／fasL系统介导细胞凋亡，发挥抑制血管生成作 

用。PEDF可上调内皮细胞的 FasI ，同时血管生成的诱发 

因素使其重要的共同作用物 Fas／／cD95受体高表达，二者 

共同作用促进凋亡，因此 PEDF可抑制病理性新生血管形 

成，而对正常血管无明显作用。ste1lmach等 用末端转移 

酶介导的dUrrP缺口末端标记(TuNEL)法测量 PEDF对 

低血清环境 中人 内皮细胞凋亡率的影 响。结果发现， 

PEDF处理组较对照组凋亡的内皮细胞数高约 8倍 ，且当 

PEDF加入量增加，凋亡细胞数 随之增多，而正常细胞则 

无明显凋亡。体内实验结果与之相似，随着病情 的加重 

PEDF含量明显降低，表明 PEDF只作用于病理性新生血 

管形成的内皮细胞，阻止其对刺激血管形成上午缺血信号 

反应。DR是一种慢性炎症反应，在糖尿病微血管并发症 

的发生 、发展中有一定作用。一项关于 PEDF与 DR炎症 

反应关系的研究发现，内毒素导致葡萄膜炎的大鼠视网膜 

和血浆PEDF含量均显著下降，而在糖尿病模型和缺氧致 

视网膜病变大鼠玻璃体 内注射 PEDF可以明显降低血管 

通透性 ，同时 VEGF，TNF。d，单核细胞趋化蛋白一1等视网 

膜炎症因子水平下降。细胞培养时，PEDF也与这些因子 
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呈反相变化 j。表明 PEDF可能是眼部 的内源性抗炎 因 

子，其水平下降可能在 DR引起血管通透性增加。DR的 

发病机制 目前认为与氧化应激有关 ，高糖环境下氧化应激 

反应增强 ，可能促进细胞凋亡 ，引起微血管损害和血一视网 

膜屏障的破坏。最近体外研究发现，PEDF可抑制过氧化 

氢引起的视网膜色素上皮细胞凋亡，并呈剂量时间依赖关 

系。同时可刺激细胞外信号调节激酶磷酸化 ，起到保护细 

胞作用 。此外 ，PEDF可阻断高糖环境 中血管外膜细胞 

内活性氧簇的增加，并防止高糖和过氧化氢所致的生长迟 

缓和细胞凋亡等细胞病变效应 。PEDF与 DR氧化应激 

的关系只得进一步研究。 

脂联素(adiponectin)是 南脂肪组织分泌的一种特异 

性血浆蛋白。是 apM1基因编码的产物 。很 多研究表 

明脂联素在代谢疾病和血管疾病中发挥重要的调节作用。 

脂联素具有抗炎和抗动脉粥样硬化的作用，脂联素抑制 

TNF一 刺激的单核细胞对培养的内皮细胞的黏附。脂联 

素也抑制氧化型(低密度脂蛋 白，LDLs)的聚合及巨噬细 

胞对其的吞噬。研究发现 ，暴露于氧化修饰 LDLs可使 内 

皮细胞减少4l％，使周细胞减少25％ ，其中周细胞对内 

皮细胞起支持作用 ，此外周细胞具有收缩功能 ，可调节视 

网膜毛细血管局部的血流量和血管通透性 ，通过接触抑制 

对内皮细胞的增殖起抑制作用⋯。应用 ，生育酚、超氧 

化物歧化酶(S0D)可对处于氧化应激环境中的内皮细胞 

及周细胞起保护作用 ，这提示氧化应激在 DR的发病中起 
一 定作用。脂联素影响小血管的生成。0uchi等 研究 

发现体外试验中脂联素可以作为化学诱导物刺激人静脉 

内皮细胞转化为具有毛细血管样结构的内皮细胞 ，体内试 

验时则可以刺激血管生长。目前已有证据表明脂联素可 

以激活内皮细胞中一氧化氮合酶(eN0s)，从而使一氧化 

氮(N0)生成增加。NO为内皮舒血管物质 ：N0诱导血管 

的舒张作用由 cGMP介导，N0可激活可溶性鸟苷酸环化 

酶(sGc)，该酶催化三磷酸鸟苷 (GTP)环化，生成 cGMP， 

通过活化蛋白激酶 C，使肌球蛋 白轻链脱磷酸化，引起血 

管平滑肌松驰 。N0还可以影响微血管通透性 ，以及抑 

制血小板凝聚、黏附等作用。N0是调节微循环血流的重 

要『大J子 。N0产生减少，其扩张血管、调节血压 、抑制平 

滑肌细胞增殖、抗血小板凝聚、参与细胞信息传递和内分 

泌调节等作用减弱，使 NO对糖尿病视网膜微血管并发症 

lj勺保护作用减弱⋯ 。脂联素促进肌肉对脂肪酸的摄取及 

代谢，降低肌肉、肝脏 、循环血液中游离脂肪酸与甘油三酯 

的浓度。糖尿病患者血脂 的升高，将促进 DR的发生发 

展，尤其与DR的硬性渗出有直接关系 。脂联素具有抗 

动脉粥样硬化及抗炎作用 ，其通过直接与血小板衍生生长 

因子(platelet—derived growth fact0r，PDGF)BB结合而抑制 

其介导的血管平滑肌细胞的增殖及迁移。Chen等研究发 

现脂联素通过磷脂酰肌醇 3激酶(PI3K)途径刺激血管内 

皮细胞释放 N0，并且 AMPK磷酸化 eN0S参与此过程。 

动物体内研究方面，脂联素基因敲除鼠用金属丝损伤动脉 

后，出现明显的内膜增厚和血管平滑肌增殖，将表达脂联 

素的腺病毒载体转染人体内而使其血浆脂联素达到正常 

水平后，内膜的增厚和血管平滑肌的增殖明显改善 。 

Okamoto等 将含全长的apMl cDNA序列具有表达能力 

的脂联素腺病毒载体通过尾静脉注入 apoE／鼠(鼠动脉粥 

样硬化模型)体内，2wk后检测相关指标 ，主动脉免疫组化 

显示实验组粥样斑块面积明显小于对照组 ，提示脂联素能 

够延缓动脉粥样硬化病变进展 ，进一步研究发现脂联素抑 

制 VCAMl，SRA，TNF仅及 CD36 mRNA表达水平，而上述 

炎症网子在动脉粥样硬化的发生发展中具有重要的作用。 

临床研究方面，检测反应性充血过程中前臂血流量(f0reann 

blood now，FBF)是评价血管内皮功能的一种敏感且可靠 

的方法 ，对于冠心病患者 FBF峰值能够很好的预测心血 

管事件的危险性；新近研究发现 ，FBF峰值与肥胖 的严重 

程度存在相关性，如 FBF峰值与肥胖指数 BMI呈负相关， 

而血浆脂联素水平与 FBF峰值呈正相关 ；C反应蛋 白 

在心血管病变中是一个可靠的预报因子，对冠心病患者进 

行的一次调查中发现 ，不但血浆脂联素与 c反应蛋白水 

平呈明显的负相关关系，而且脂肪组织中的脂联素和 CRP 

也呈负相关关系 ；颈动脉内膜厚度(intim．dIl_|edia thickness， 

IMT)与心血管疾病的患病率及心血管事件的危险度密切 

相关，Pi1z等 对 l40名青少年肥胖者研究发现血浆脂联 

素水平与颈动脉 IMT呈明显地负相关关系(r=一0．34，P< 

0．01)，与高密度脂蛋 白及血清载脂蛋白 A1呈正相关。 

N0，ET1及 MCPl在动脉粥样硬化的起始阶段发挥重要 

的作用，TNF仅为一重要的炎症介质，在糖尿病及其血管 

并发症患者中明显升高。我们观察了在体外 rNF 对于 

血管内皮细胞的干预，结果显示 ，血管 内皮细胞经 TNF 

刺激后 ，其 N0及 iN0S表达增加，eN0S表达降低 ，说明增 

加的 N0主要 为 iN0S产生的损伤性 N0，同时 ETl及 

MCPl的表达也明显增加，进一步证实了 TNF 对于血管 

内皮的损伤。经一定浓度的脂联素作用后，血管内皮细胞 

N0分泌减少 ，其巾 iN0s活性明显降低，eN0s活性升高， 

且 ET1及 McP1表达亦降低 ，但仍与对照组有差异 ，说明 

脂联素可部分逆转 TNF 对 内皮的损伤。目前大多数研 

究认为血管内皮细胞 eN0S的活性主要受 Ca 和 PI3K通 

路的调节 ，TNF 和脂联素是否也通过上述途径 尚需进一 

步研究。NFKB信号通路作为内皮细胞炎症反应的巾心 

环节，TNF 主要通过 NFKB信号通路来介导内皮细胞的 

炎症反应 ，提示脂联素也可能作用于 NF B信号通路来发 

挥抗动脉粥样硬化作用 ，这有待于进一步研究。 

糖尿病的长期高血糖促进机体各种蛋白质糖化，形成 

晚期糖基化终末产物(advanced glycosylation end prodrcts， 

AGEs)有关，AGEs与巨噬细胞表面特异性的受体结合后 

能诱导白细胞介素(IL)一1、胰岛素样生长冈子 I和 TNF一 

等细胞因子生成增加。此外糖化蛋白及 AGEs可作为抗 

原或半抗原成分 ，引起免疫应答 ，产生抗体并结合成免疫 

复合物，从而刺激、活化单核一巨噬细胞引起 TNF一 的分 

泌。且随着病变进展血清中 TNF一 水平升高。TNF— 在 

DR发生中的作用机制有以下几点 ：(1)损伤血一视网膜屏 

障，提高视网膜血管通透性 ；(2)TNF一 可刺激巨噬细 

胞及其他细胞产生 IL_6，IL一8等细胞因子，增强视网膜局 

部炎症反应，促进表皮生长因子 (EGF)、血小板源性生长 

因子(PDGF)等生成释放并协同其增殖作用，刺激血管细 
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胞的增殖，最终导致眼内新生血管形成。(3)TNF一 可诱 

导胰岛素抵抗，从而促进糖 尿病及 其并发症 的发生 、 

发展 。 

本实验结果表明，存糖尿病患者的血清中脂联素的水 

平低于正常对照组，且随着糖尿病视网膜病变的加重，脂 

联素值明显降低。糖尿病视网膜病变的发病 冈尚不清 

楚，脂联素水平的下降加重炎症反应 ，周细胞和内皮细胞 

减少，引起了视网膜的血流动力学异常，破坏了毛细血管 

结构，促进微动脉瘤的形成，长期刺激导致新生l缸管生成， 

可能促进视网膜病变的发生，并加速其发展，其具体机制 

有待于进一步研究。 
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