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TXNIP在高糖诱导的小鼠视网膜M俟ller细胞自噬中的作用及相关机制 *
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摘要 目的：探讨硫氧还蛋白相互作用蛋白(thioredoxin interacting protein，TXNIP)对高糖诱导的小鼠视网膜 M俟ller细胞自噬的影
响及其可能机制。方法：采用高糖诱导体外培养的小鼠视网膜Muller细胞，通过 RNA干扰降低 TXNIP的表达，免疫荧光、Western

blot和 Real-time PCR检测自噬相关蛋白及丝氨酸 /苏氨酸激酶 /雷帕霉素靶蛋白 (serine/threonine kinase 1/mechanistic target of

rapamycin kinase，AKT/mTOR)的表达。结果：高糖诱导的 Muller细胞中 TXNIP、微管相关蛋白 1轻链 3琢(microtubule associated
protein 1 light chain 3 alpha，LC3Ⅱ)、Sequestosome1(p62/SQSTMl))的表达均显著增加(P<0.05)；而 TXNIP敲降的 Muller细胞中自

噬相关特征性蛋白(LC3Ⅱ、P62)的表达则显著降低(P<0.05)。结论：TXNIP可能通过 AKT/mTOR信号通路来抑制糖尿病性视网膜

病变中M俟ller细胞自噬活性，并引起细胞发生凋亡。
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Role of TXNIP on Autophagy in Mouse Retinal M俟ller Glia under
Hyperglycemia Conditions and Its Mechanisms*

To investigate the molecular mechanism of autophagy of Muller cells induced by thioredoxin interacting

protein (TXNIP) during DR development. Muller cells were high-glucose cultured and knockdown TXNIP using RNAi, then

investigated the autophagy associated proteins and AKT/mTOR signaling pathway using immunofluorescence, Western blot and realtime

PCR. TXNIP and autophagy associated proteins such as LC3II and p62 were observed to be highly expressed in Muller cells

within high glucose culture. While LC3II and p62 were declining upon TXNIP knockdown. TXNIP may inhibition Muller

cells autophagy and apoptosis via AKT/mTOR pathway in the early stage of DR.
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前言

糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy，DR)是一种糖尿

病最为常见的血管并发症，糖尿病患者中有 43.1%为DR患者[1]，

常常因视网膜出血、渗出、牵引性视网膜脱离而失明，是全球成

年人群中的最主要也最严重的致盲性眼病之一。近年来的研究

表明 DR早期，Muller细胞功能异常将直接导致神经节细胞的

死亡，甚至早于血管病变[2]。既往研究显示[3]糖尿病大鼠视网膜

中谷氨酰胺合成酶(GS, glutamine synthetase)主要表达在视网

膜的内核层和神经节细胞层，高糖环境下的 Muller细胞的 GS

的表达明显减少，GS的减少将导致 Muller的功能异常，而致

神经节细胞的凋亡。进一步研究表明[4-6]硫氧还蛋白相互作用蛋

白 (TXNIP, Thioredoxin interacting protein) 在其中发挥重要作

用。高糖环境中，Muller细胞的 TXNIP的表达量增加，GS的表

达量下降，Muller细胞损伤加重。通过 Azaserine抑制 TXNIP

的表达后，GS 的表达量增加，Muller 细胞受损减少，提示

TXNIP参与了糖尿病视网膜病变的过程。但 TXNIP如何导致

Muller细胞的异常以及引起细胞防御和生存机制的变化亟待

进一步研究。

研究表明自噬异常与糖尿病及其并发症的发生过程关系
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密切，高血糖环境通过抑制视网膜组织中细胞自噬导致活性氧、

糖化终末产物等代谢产物大量累积，最终造成视网膜损伤[7]。

2012年研究显示[8]TXNIP可抑制M俟ller细胞中自噬，但具体的
机制还不是很明确。更深入的理解自噬分子机制可能为糖尿病

视网膜病变的治疗提供新的思路。因此，本研究构建小鼠

Muller细胞离体模型，观察高糖低氧对Muller细胞中 TXNIP

表达、自噬以及 AKT serine/threonine kinase 1/ mechanistic target

of rapamycin kinase (Akt-mTOR)信号通路的影响，旨在明确高

糖低氧是否通过对 TXNIP的调控改善 DR。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 清洁级 C57小鼠 20只，体重 15-20 g，购自上海

斯莱克公司。小鼠合笼并于次日检测雌鼠阴道口精栓。雌鼠约

18天左右分娩，新生鼠将用于Muller原代细胞制备。

1.1.2 试剂 小牛血清、DMEM 培养基、胰酶、Trizol 购自

Thermo公司。滤网购自Millipore公司。TNXIP RNAi序列 "反

义链 5'-AGAAAGTTTCCTGCATGTTtt-3'；正义链 5'-AACAT-

GCAGGAAACTTTCTTCtt-3'" 以 hU6-MCS-CMV-GFP-SV40-

Neomycin为质粒载体，购自上海吉凯公司。Triton X-100，4％多

聚甲醛购自国药集团。GS、TNXIP、LC3Ⅱ、P62、p-mTOR、

p-AKT和 actin抗体及相应二抗购自 Santa Cruz公司。Western

blot相关试剂耗材购自碧云天公司。逆转录与 PCR相关酶和试

剂购自 Takara公司。

1.1.3 引物 利用 Primer 5软件设计 PCR扩增引物。TXNIP

引物 F：5'-CGAGTCAAAGCCGTCAGGAT-3'，R: 5'-TTCATAG-

CGCAAGTAGTCCAAGGT-3'扩增片段长度为 400bp，退火温

度为 55 度；P62 引物 F：5'-CCTCTGAGTCTCGGGAATTTC-

A-3', R：5'-GACTTACTGCACGTTTGGGC-3' 扩增片段长度为

400bp，退火温度为 55度；茁-actin 引物 F: 5'-AGGAGCAAT-

GATCTTGATCTT-3'，R: 5'-TGCCAACACAGTGCTGTCT-3' 扩

增片段长度为 400bp，退火温度为 55 度；LC3-II 引物 F：

5'-GATGTCCGACTTATTCGAGAGC-3'R：5'-TTGAGCTGTAA-

GCGCCTTCTA-3'扩增片段长度为 400bp，退火温度为 60度。

1.2 方法

1.2.1 Muller原代细胞培养 将出生 3 d的 C57小鼠麻醉处

死，摘取眼球，在解剖显微镜下剥取视网膜，用 0.25％胰蛋白酶

消化 10 min，经 400目筛网过滤，以 1000 rpm，离心 5.5 min，弃

上清，用含 10％FBS的低糖 DMEM调整细胞密度为 3× 106/L，

接种于 25 cm2的培养瓶中，于 37℃、5％的 CO2培养箱内培养，

每 3天换液一次，待生长至细胞密度约 90%即以 1：2方式进行

传代培养。取对数生长期细胞，用 0.25％胰蛋白酶消化处理为

单细胞悬液后铺于 12孔板中，每个孔细胞密度约为 6× 104，待

生长至细胞密度约 70-80%，分别放入 1)低氧培养箱培养 0、4、

8、12、24、48小时后收集细胞；2)加入浓度 4.5 g/Lglu高糖、2.75

g/Lglu 中糖培养基及 1.0 g/Lglu 低糖培养基作用 0、24、48、72

小时后收集细胞；3) 分别加入浓度 4.5 g/Lglu高糖、1.0 g/Lglu

低糖培养基培养 24小时后加入 TXNIP-siRNA干扰质粒作用

24小时后收集细胞。

1.2.2 免疫荧光 将预先涂有多聚赖氨酸的无菌圆玻片置于

培养皿，将传至第 2代的Muller细胞接种于此平皿内进行不同

糖浓度培养，待细胞增长至 80%左右，将圆玻片取出，4％多聚

甲醛固定 10 min，0.4％的 Triton X-l00 破膜 10 min 后，用 1：

1000马血清 4℃封闭 2 h，GS (1:500)和 TXNIP (1:200)一抗 4℃

孵育过夜，PBS洗 3次，每次 5分钟，FITC标记二抗室温避光

孵育 30 min，含 400× DAPI的封闭液封片，镜下观察，Image J

分析阳性染色数量。

1.2.3 Western Blot 细胞加入蛋白裂解液，BCA法测定蛋白

浓度，取 40 ng总蛋白用聚丙烯酰胺凝胶(4％浓缩胶、10％分离

胶)在 80 V电压下电泳 2 h后，转印至硝酸纤维素膜上。5％脱

脂奶粉室温封闭 2 h后，按 1：1000比例分别加入 GS, TNXIP,

microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha, (LC3Ⅱ), se

questosome1, (P62), p-mTOR,p-AKT和 actin一抗，室温孵育 2 h。

TBST缓冲液洗膜 3次，每次 5 min，辣根过氧化物酶(HRP)标

记的二抗(1: 5 000)室温孵育 1 h，TBST缓冲液洗膜 3次，每次

5 min，与 ECL化学发光试剂显色 1～2 min，暗室 X胶片曝光。

Image J进行灰度分析。

1.2.4 Real-time PCR Trizol法提取 RNA，根据逆转录反应

试剂盒使用说明及实验步骤配制逆转录反应体系，逆转录合成

相应的 cDNA。根据实时荧光定量 PCR试剂盒使用说明配制

real-time PCR反应体系。应用实时定量 PCR 仪检测 TXNIP、

P62、LC3基因表达水平，以茁-actin基因作为内参基因进行校
正。 mRNA表达水平的计算方法为，用空白组的平均△ CT为

标准计算出 rmEPO组的 2-△ △ CT(△ △ CT=rmEPO组平均 △ CT

值 -空白组平均 △ CT值)来计算差异的倍数。以 2-△ △ CT代表目

的基因的相对表达水平。实时荧光定量 PCR检测的具体反应

步骤和条件为：预变性 94℃，5 min，94℃，15 s和 60℃，45 s，40

次循环。

1.3 统计学分析

采用 SPSS20.0统计软件和 GraphPad Prism 7.0软件处理。

计量资料以均数± 标准差(x± s)表示，组间比较采用单因素方
差分析，两两比较采用 S-N-K法，以 P<0.05为差异具有统计学
意义。

2 结果

2.1 高糖刺激对M俟ller细胞中 TXNIP的表达的影响及 TXNIP

表达降低对M俟ller细胞中 GS表达的影响

相较于低葡萄糖组，在高葡萄糖条件下，TXNIP的表达明

显增加，而 GS 的表达则有所下降 (P<0.01)；另一方面，在
TXNIP 敲低组 TXNIP 的表达明显减少，而 GS 的表达增加

(P<0.01)(图 1)。

2.2 高糖对M俟ller细胞自噬和凋亡相关蛋白表达的影响
与低糖组相比，高糖诱导的 M俟ller细胞中 TXNIP、P62、LC

3II 蛋白表达随时间点呈波峰变化，且在 24 h 时达到峰值

(P<0.01)，同时，细胞凋亡指标 Bax 的表达量也随之改变；

p-mTOR、p-ERK和 p-AKT都有所增加(P<0.01)；中糖干预组与
高糖组 TXNIP、P62、LC3-II、Bax 表达较低糖对照组亦明显升

高(P<0.05)，见图 2。

2.3 敲低 TXNIP的表达对高糖诱导的 Muller细胞自噬相关蛋

白表达及凋亡相关蛋白表达的影响
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图 1 TXNIP和 GS在Muller细胞中的表达。

a.FITC：在 Muller细胞上的 TXNIP表达(红色)和 GS表达(绿色)，DAPI染核(蓝色)及共染(merge) (显微倍数，200× ).；

b.TXNIP和 GS的荧光亮度在不同条件干预后的变化(*P<0.01)
Fig.1 TXNIP and GS expression in Muller cells

(a) The expression of TXNIP (red) and GS (green) in Muller cells using immunofluorescence.

(b) The statistical analysis of positive staining of TXNIP and GS(*P<0.01).

图 2 a、c：Muller细胞中 TXNIP、P62、LC3、Bax、p-mTOR、p-AKT、p-ERK分别在低糖、中糖(24、48、72小时)、高糖(24、48、72小时)干预下蛋白表达

量的变化。b、d.对 a、c图蛋白进行半定量分析(*P<0.05,**P<0.01).
Fig.2 The expression of TXNIP and autophagy associated proteins in Muller cells upon different concentration of glucose culture. The expression of

TXNIP, LC3II, Bax and P62 (a, b) and p-mTOR, p-AKT and p-ERK (c, d) with low, medium (24, 48, 72 h) and high glucose (24, 48, 72 h)

(*P<0.05,**P<0.01).

与正常组相比，经高糖诱导之后，Muller细胞中 TXNIP、

LC3-II、P62、Bax 和 p-mTOR、p-AKT 蛋白表达显著增高(P<0.
05)；TXNIP敲低组分别相比于空白质粒组，无论高糖组还是低

糖组，Muller 细胞中的 TXNIP、LC3-II、P62、Bax 和 p-mTOR、

p-AKT蛋白表达上有所减少(P<0.05)；TXNIP敲低组较空质粒
对照组 TXNIP与 LC3的 mRNA表达皆有下降(P<0.01)，见图4。

410窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.3 FEB.2020

3 讨论

硫氧还蛋白相互作用蛋白(Thioredoxin-interacting protein，

TXNIP)又称维生素 D3上调蛋白 1(vitamin D3-upregulated pro-

tein 1，VDUP-1)，属于 TRX系统中的一种内源性抑制蛋白，能

够通过拮抗 TRX从而调节体内 ROS平衡[9-11]。此前有研究认为

TXNIP参与了糖尿病性视网膜病变的发生发展过程。我们的前

期研究 [4] 也证实高糖能够显著上调视网膜内 Muller 细胞

TXNIP蛋白和基因的表达，从而造成Muller细胞的异常，最终

引起神经节细胞的损伤。

本研究进一步探究了 TXNIP介导Muller细胞的损伤的可

能机制。研究结果显示在高诱导的 muller细胞 TXNIP呈高表

达，且自噬相关蛋白 LC3-II和 P62蛋白表达水平显著上调，凋

亡相关蛋白 Bax表达亦有上调；敲低 TXNIP能够调节高糖诱

导的 muller细胞中自噬活性，细胞中自噬相关蛋白 LC3-II和

P62蛋白表达水平下调，Bax蛋白表达同时下调[12,13]。以上结果

提示高糖可诱导小鼠视网膜Muller细胞自噬功能障碍和溶酶

体损伤，继而导致有害物在细胞内积累，导致 Muller细胞的进

一步损伤，使细胞发生凋亡；Muller细胞的自噬作用和 TXNIP

呈高相关性，并且是正相关，TXNIP高表达，LC3-II和 P62蛋白

表达水平显著上调，TXNIP敲低，LC3-II和 P62蛋白表达水平

显著下降，Bax蛋白表达亦下降。以上结果提示 TXNIP的表达

可以调节高糖诱导的 muller细胞中自噬活性，从而影响细胞活

性。这与 Lopes de Faria JB等人[14]研究发现一致。在高糖环境

下，高糖会促进 RMCs自噬过程的开启，但溶酶体功能障碍使

早期自噬标记物 p62和晚期自噬标记物 SQTSM1明显增加[15-18]。

因此，RMCs在高糖条件下中溶酶体的功能障碍和自噬抑制是

RMCs反应性增高后释放血管内皮生长因子的主要原因之一，

也是DR病理改变中的早期主要变化。细胞自噬受损与糖尿病视

网膜病变之间密切相关，参与了糖尿病视网膜病的发生与发展。

另外，本研究结果显示高糖诱导的 Muller 细胞 p-Akt、

p-mTOR蛋白表达水平呈显著上调趋势；敲低 TXNIP表达后

p-Akt、p-mToR蛋白表达水平出现对应降低，提示 TXNIP介导

的自噬可能是通过 Akt/mTOR 信号通路发挥作用的。

Akt/mTOR信号通路是由激酶级联反应介导的信号传导通路，

丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 Akt通过协同磷脂酰肌醇依赖性蛋

白激酶作用，促进 Akt由胞浆向膜转移并发生磷酸化激活，激

活的 Akt再进一步促进其下游蛋白 mTOR的磷酸化，从而激

活靶基因转录，参与细胞分化、凋亡、自噬、血管形成等生理过

程[19-23]。而雷帕霉素(Rapamycin)是一种 mTOR蛋白特异性抑制

剂，可通过与细胞内受体 FKBP-12结合形成复合物后直接结

合 mTOR中的 FRB(FKBP-12-rapamycin binding)结构域从而阻

断其蛋白活性[24-26]。Rapamycin以非凋亡的方式阻断活化 T细

胞增殖[27-30]，能够阻断蛋白合成和诱导细胞循环停滞在 G1期。

通过抑制 Akt/mTOR 信号通路可使自噬作用减弱。而抑制

TXNIP的表达可下调 Akt/mTOR信号通路相关蛋白的表达，为

DR的研究打开新的思路。

总之，本实验研究表明 TXNIP在高糖诱导的小鼠 muller

细胞中可能通过 Akt/mTOR信号通路抑制自噬活性，并引起细

胞凋亡。因此，抑制M俟ller细胞内 TXNIP高表达可能会成为治

疗 DR以及相关血管性病变的潜在靶点。
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