
 

中国现代应用药学 2020 年 9 月第 37 卷第 17 期                     Chin J Mod Appl Pharm, 2020 September, Vol.37 No.17     ·2081· 

米诺环素调控 MCPIP1/NLRP3 通路抑制糖尿病视网膜病变细胞凋亡 
   

田青青，曹岐新*，卢玉燕(浙江中医药大学附属湖州市中医院眼科，浙江 湖州 313000) 
 

摘要：目的  探讨米诺环素调控 MCPIP1/NLRP3 通路抑制糖尿病视网膜病变细胞凋亡的作用及其机制。方法  通过一次

性腹腔注射链脲佐菌素的方法制备糖尿病小鼠模型，将模型小鼠分为模型组和米诺环素组，另设空白对照组。首先利用

视网膜电图检测小鼠视网膜电位情况，再利用 Western blotting 检测小鼠视网膜中 MCPIP1、NLRP3、ASC 的表达水平，

另利用 TUNEL 法对视网膜细胞的凋亡数目进行统计，以此检测米诺环素对糖尿病小鼠视网膜细胞的保护作用；而后以

高糖培养的人视网膜上皮细胞为实验工具，利用 RT-PCR 检测用米诺环素处理后再敲低表达 MCPIP1 后 NLRP3，ASC，

IL-1β，IL-18，caspase-1 的表达变化。结果  与模型组比较，米诺环素处理后，糖尿病小鼠视网膜电位振幅提升；MCPIP1

的表达上调，NLRP3 及 ASC 的表达受抑制；视网膜细胞凋亡数下降。米诺环素可以促进在高糖培养的人视网膜上皮细

胞中 MCPIP1 的表达，而敲低表达 MCPIP1 可逆转米诺环素对 NLRP3、ASC、IL-1β、caspase-1、IL-18 的抑制作用。结

论  米诺环素可通过上调 MCPIP1 以抑制 NLRP3，从而对糖尿病视网膜病变起到抑制或延缓作用。 
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Minocycline Regulates MCPIP1/NLRP3 Pathway and Inhibits Apoptosis in Diabetic Retinopathy 
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Affiliated to Zhejiang University of Traditional Chinese Medicine, Huzhou 313000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of minocycline on MCPIP1/NLRP3 pathway in inhibiting apoptosis of 
diabetic retinopathy cells and its mechanism. METHODS  Diabetic retinopathy(DR) mice models were prepared by 
intraperitoneal injection of streptozotocin, and then divided into model group and minocycline group, and set blank control group 
with no treatment. The retinal potential of mice was detected by electroretinogram(ERG). The expression levels of MCPIP1, 
NLRP3 and ASC in the retina of mice were detected by Western blotting. The number of apoptotic retinal cells was counted by 
TUNEL. Then the expression of NLRP3, ASC, IL-1β, IL-18 and caspase-1 treatment with minocycline and knockdown of 
MCPIP1 was detected by RT-PCR using high-sugar cultured human retinal pigment epithelium(RPE). RESULTS  Compared 
with model group, following minocycline treatment, the amplitude of retinal potential in DR mice increased; the expression of 
MCPIP1 in the retina of DR mice was up-regulated, while the expression of NLRP3 and ASC was inhibited; the number of 
apoptotic retinal cells in DR mice decreased. Minocycline could promote the expression of MCPIP1 in RPE cultured with high 
glucose. Down-regulation of MCPIP1 reversed the inhibitory effects of minocycline on NLRP3, ASC, IL-1beta, caspase-1, IL-18. 
CONCLUSION  Minocycline can inhibit NLRP3 by up-regulating MCPIP1, thus inhibiting or delaying diabetic retinopathy. 
KEYWORDS: minocycline; diabetic retinopathy; apoptosis; MCPIP1; NLRP3 
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近些年来，糖尿病发病率不断升高，成为一

种全球性的慢性疾病，其可以并发多种病症，其

中，糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy，DR)
是一种极其严重的并发症[1]。目前中国人口老龄化

日渐上升，DR 已然成为 50 岁以上人群致盲的主

要原因之一，不仅使患者遭受极大的痛苦，也给

患者家庭和社会带来了沉重的负担[2]。但目前为

止，DR 的发病机制还没有定论，其中 NLRP3 所

介导的慢性炎症反应在其中占有重要地位[3-4]。 
单 核 细 胞 趋 化 蛋 白 质 1 诱 导 蛋 白 (MCP1- 

induced protein，MCPIP1)与多条炎症相关的信号

通路(如 NLRP3 介导的信号通路)相关，其在负反

馈调控炎症反应中担当了重要的角色。在免疫领

域备受关注[5-7]。目前为止，尚无 MCPIP1 蛋白在
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DR 中发挥作用的报道。鉴于 MCPIP1 在先天性免

疫系统中发挥如此显著的控制炎症作用，研究其

在 DR 发病过程中的作用非常必要。 
米诺环素是一种第二代半合成的四环素衍生

物，具有抗炎的特性，该特性已经越来越受重视。

目前在临床上，米诺环素已被用于治疗多种炎性

相关疾病，如炎症性肠炎、类风湿性关节炎、视

神经炎等[8-10]。然而，米诺环素针对糖尿病引起的

视网膜炎性反应是否有作用至今未见报道。本实

验主要通过小鼠 DR 模型及高糖培养的人视网膜

色素上皮细胞(retinal pigment epithelium，RPE)
模型，研究米诺环素对 DR 的治疗效果及可能的

机制，希望为开发治疗 DR 的药物提供新的理论

依据。 
1  材料与方法 
1.1  动物 

SPF 级 C57BL/6J 小鼠，♂，12 周龄，体质量

30~35 g，购于上海南方模式生物科技股份有限公

司(合格证号：312024300000732)。 
1.2  试剂 

米诺环素(美国 Sigma 公司，批号：M9511)；
高糖高脂饲料(北京博泰宏达生物技术有限公司，

批号：HD001)；链脲佐菌素(streptozotocin，STZ，

美国 Sigma 公司，批号：S0130)；TUNEL 细胞凋

亡检测试剂盒(上海碧云天生物技术公司，批号：

C1086)。兔抗鼠 MCPIP1 抗体(批号：25009-1-AP)、
兔抗鼠 NLRP3 抗体(批号：Ag26289)、兔抗鼠 ASC
抗体(批号：17870-1-AP)和鼠抗鼠 GAPDH 抗体(批
号：60004-1-Ig)均购自美国 Proteintech 公司。 
1.3  方法 
1.3.1  动物模型  将小鼠随机分为 3 组：空白对

照组、模型组及米诺环素组，各 12 只。模型组和

米诺环素组给予高糖高脂饮食 1 月，禁食 12 h 后

腹腔注射 STZ 溶液(50 mg·kg)，连续注射 5 d，1
周后检测空腹血糖，>13.9 mmol·L1 证明造模成

功；空白对照组给予柠檬酸钠溶液腹腔注射。而

后，米诺环素组给予米诺环素口服 2.5 mg·kg1[11]，

其他 2 组给予同等剂量的生理盐水。 
1.3.2  视网膜电图(electroretinogram，ERG)  小鼠

先暗适应 30 min，腹腔注射麻醉。1%托吡卡胺扩

张瞳孔，角膜表面麻醉。将小鼠置于约 37.5 ℃的

保温板上。将参考电极置于前额皮下，将接地电极

放置于右耳。将记录电极置于角膜表面。另一侧的

眼睛由一块黑布覆盖。采用 UTAS-E 2000 电生理记

录分析系统，小鼠眼进行全 FELD 频闪白光刺激，

通带为 75~300 Hz，刺激强度持续时间为 10 µs，

每一次间隔持续 1 s。计算双眼电信号幅度的平均值。 
1.3.3  免疫印迹  小鼠麻醉处死后取眼球，在显

微镜下分离出视网膜，加入蛋白裂解液，冰上超

声破碎并静置 30 min 后，4 ℃ 12 000 r·min1 离心

25 min，取上清。BCA 法测定蛋白浓度后制样。

经过聚丙烯酰胺凝胶电泳 (80 V)分离，电转入

PVDF 膜，脱脂牛奶室温封闭 2 h。孵以特定的稀

释比例的一抗，4 ℃摇床过夜。接着二抗室温摇床

2 h。暗房滴加 ECL 显色。结果以 GADPH 为内参

校正后进行比较。 
1.3.4  TUNEL 染色  小鼠麻醉处死，取下眼球，

即刻放入 4%PFA 中固定至少 12 h，将固定好的眼

球梯度乙醇脱水，在无水乙醇脱水时去除晶状体，

二甲苯中透明，石蜡中浸蜡 2 h 后包埋切片。根据

说明书将切片在二甲苯中脱蜡，乙醇复水后滴加

20 μg·mL1 不含 DNase 的蛋白酶 K，并用 PBS 洗

涤 3 次。而后滴加配好的 TUNEL 溶液，并在激光

共聚集显微镜下观察计数。 
1.3.5  细胞模型  取生长状态良好的 RPE(D407)
消化传代分为 3 组：空白组、米诺环素组(米诺环

素 5 μmol·L1)、shMCPIP1 组(米诺环素+慢病毒

LentiV-shMCPIP1)，并高糖培养(4.5 g·L1)。 
1.3.6  病毒转染  针对 MCPIP1 基因 mRNA 设计

合成干扰序列，并将干扰序列构建到慢病毒载体

中形成 LentiV-shMCPIP1 慢病毒载体。干扰序列

的合成及慢病毒载体的构建由上海吉玛公司完

成 。 同 时 在 上 海 吉 玛 公 司 购 买 阴 性 对 照

shRNA-Ctrl 作 为 实 验 对 照 。 对 细 胞 分 别 侵 染

LentiV-shMCPIP1 慢病毒、shRNA-Ctrl 慢病毒。72 h
后验证细胞中 MCPIP1 的干扰效率。 
1.3.7  RT-PCR  使用 Trizol 法提取细胞总 RNA，

逆转录成 cDNA，将引物浓度稀释至 10 μmol·L1，

按照 2×SYBR Green Master 5 μL；Forward primer 
(10 μmol·L1) 0.3 μL；Reverse primer (10 μmol·L1) 
0.3 μL；cDNA Template 10 ng；Nuclease-free Water 
up to 10 μL 进行混合。将反应板置于 Light Cycler 
480 荧光定量 PCR 仪中，最后用 2ΔΔCT 方法进行

数据分析。 
1.3.8  统计学方法  统计结果用 sx  表示，以

SPSS 22.0 统计软件进行处理，由 T-test 和方差分
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析进行检验。P<0.05 表示差异存在统计学意义，

P<0.01 表示差异具有显著统计学意义。 
2  结果 
2.1  米诺环素对 DR 小鼠视网膜电位振幅的影响 

相对于空白对照组，DR 小鼠视网膜电位振幅

明显下降(P<0.01)，而经米诺环素处理过后，DR
小鼠的视网膜电位振幅得到提高，但仍然低于正

常值(P<0.05)，提示糖尿病病变可抑制视网膜电位

振幅，但米诺环素可逆转这种改变，见图 1。 

 
图 1  米诺环素处理后，糖尿病小鼠视网膜电位振幅提升 
与空白对照组相比，1)P<0.01，2)P<0.05。 
Fig. 1  Following minocycline treatment, the OP amplitude 
increased 
Compared with the blank control group, 1)P<0.01, 2)P<0.05. 
 

2.2  米诺环素对视网膜中 MCPIP1、NLRP3 和

ASC 表达的影响 
Western blotting 显示相对于空白对照组，DR

小鼠视网膜中 MCPIP1 表达下调，而与炎症相关

的 NLRP3 及 ASC 表达上调(P<0.01)。提示糖尿病

的病理生理变化抑制 MCPIP1 的表达，并促进

NLRP3 及 ASC 相关的炎症反应，结果存在明显的

统计学差异。而米诺环素处理过后，糖尿病小鼠

视网膜中的 MCPIP1 表达受抑制的情况得到逆转，

而 NLRP3 及 ASC 的表达受到抑制(P<0.05)。提示

米诺环素可促进 MCPIP1 的表达，并抑制 NLRP3
及 ASC 相关的炎症反应，结果存在统计学差异，

见图 2。 
2.3  米诺环素对视网膜细胞凋亡的影响 

应用 TUNEL 染色的方法检测小鼠视网膜细

胞的凋亡水平，发现相对于空白对照组，DR 小鼠

视网膜细胞中 TUNEL 阳性的细胞数要远高于空

白对照组(P<0.01)，而经米诺环素处理过后，DR
视网膜细胞中 TUNEL 阳性的细胞数虽高于空白

对照组，但却低于模型组(P<0.05)，差异有统计学

意义。说明米诺环素可抑制糖尿病引起的视网膜

细胞凋亡，结果见图 3。 

 
图 2  糖尿病促使视网膜中 MCPIP1 的表达下调，NLRP3
及 ASC 的表达则上调，米诺环素能抑制这种变化 
与空白对照组相比，1)P<0.01，2)P<0.05。 
Fig. 2  Expression of MCPIP1 in retina was down- regulated 
by diabetes mellitus, while that of NLRP3 and ASC was 
up-regulated, minocycline could inhibit this change 
Compared with the blank control group, 1)P<0.01, 2)P<0.05. 
 

 
图 3  米诺环素处理后，糖尿病小鼠视网膜细胞凋亡数量

下降 
GCL神经节细胞层；INL内核层；ONL外核层；与空白对照组相

比，1)P<0.01，2)P<0.05。 
Fig. 3  Following minocycline treatment, the number of 
apoptotic retinal cells in diabetic mice decreased  
GCLganglion cell layers; INLinner nuclear layers; ONLouter nuclear 
layers; compared with the blank control group, 1)P<0.01, 2)P<0.05. 
 

2.4  敲低表达 MCPIP1，可逆转米诺环素对高糖

所致炎症反应的抑制作用 
将人 RPE 细胞以高糖进行培养(4.5 g·L1)，笔

者以慢病毒 LentiV-shMCPIP1 为工具进行研究，首

先验证其效能，证实该病毒可以使 MCPIP1 的表

达水平下调 50%左右，见图 4。接着在由米诺环素

处理过的 RPE 细胞中敲低表达 MCPIP1。由结果

可以看出，米诺环素可以促进 MCPIP1 的表达，

而且敲低表达 MCPIP1 可以逆转米诺环素的炎症

抑制效果——抑制 NLRP3、ASC、IL-1β、IL-18、

caspase-1 等炎性反应因子，结果见图 5。 
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图 4  LentiV-shMCPIP1 的敲减效率 
与空白组相比，1)P<0.01。 
Fig. 4  Efficiency of LentiV-shMCPIP1  
Compared with the blank group, 1)P<0.01. 

 
图 5  敲低表达 MCPIP1，可逆转米诺环素的抗炎作用 
与空白组相比，1)P<0.01，2)P<0.05。 
Fig. 5  Knockdown the expression of MCPIP1 can reverse 
the anti-inflammatory effect of minocycline 
Compared with the blank group, 1)P<0.01, 2)P<0.05. 
 
3  讨论 

目前已有研究表明，DR 由多种发病机制参与

致病，其中固有免疫所驱动的慢性低度的炎症反

应在 DR 的发生与发展中起重要作用，而炎症小体

家族则在其中起促进作用[12]。目前研究炎症小体

的热点是核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白

3(NLRP3)。NLRP3 炎症小体由 NL-RP3、细胞凋

亡相关的斑点样蛋白质(ASC)与 caspase-1 组成。

当 受 到 激 活 后 ， NLRP3 与 ASC 结 合 ， 活 化

pro-caspase-1，进一步激活 NLRP3 炎症小体，促

进 IL-1β、IL-18 等炎症因子活化与释放，损害细

胞器的功能、细胞膜的通透性等，最终使视网膜

细胞走向凋亡[13]。本实验也证实，相对于空白对

照组小鼠，糖尿病小鼠视网膜电位振幅明显变小

(图 1)，说明高血糖环境已经引起小鼠视网膜功能

的减退，另外不管是在糖尿病小鼠模型(图 2)还是

在高糖培养的细胞模型中(图 4)，视网膜细胞中

NLRP3、ASC、IL-1β、IL-18、caspase-1 表达均上

调，提示高糖环境下可激活视网膜细胞中的炎症

小体，进而诱导细胞凋亡(图 3)。 
近几年来，MCPIP1 因为其在免疫调节及抑制

炎症方面的显著作用而备受关注[7]。笔者在实验中

发现，不管是在糖尿病小鼠模型还是在高糖培养

的细胞模型中，视网膜细胞中 MCPIP1 的表达量

均下降(图 2，4)。因此，笔者考虑高糖引起的炎症

小体激活是否与 MCPIP1 的表达下调有关，若促

进 MCPIP1 表达，或者提高 MCPIP1 的水平是否

能抑制高糖引起的炎症小体激活。另有研究发现

米诺环素除了有抗菌抑菌的功能的同时，还兼有

抗炎的能力[14]，更有研究证实，其可促进 MCPIP1
的表达[15]。因此笔者猜测，米诺环素调控 MCPIP1/ 
NLRP3 通路抑制糖尿病视网膜病变细胞凋亡。 

笔者在接下来的实验中发现，在 DR 小鼠以米

诺环素处理后，相对于 DR 小鼠，其视网膜电位振

幅明显提高(图 1)，视网膜中凋亡的细胞数(TUNEL
阳性的细胞)明显下降(图 3)，说明米诺环素可延缓

高血糖对小鼠视网膜功能的损害。另外，在 Western 
blotting 的数据结果中发现，DR 小鼠经过米诺环

素处理后，视网膜中 MCPIP1 表达上调，并且抑

制了 NLRP3、ASC 的表达。提示米诺环素可能促

进 MCPIP1 的表达进而抑制 DR 引起的炎症反应。 
为了进一步探究“MCPIP1”“DR”及“NLRP3

相关性炎症”这三者之间的关系。本研究将高糖培

养的 RPE 作为细胞模型，以慢病毒(LentiV-MCPIP1)
为工具，研究敲低表达 MCPIP1 是否可逆转米诺环

素对 DR 的抗炎作用。结果发现，在细胞模型中经

米诺环素处理后，再敲低表达 MCPIP，NLRP3、

ASC、IL-1β、IL-18、caspase-1 表达并没有受到抑

制。这说明米诺环素对 DR 的治疗作用是通过促进

MCPIP1 的表达，从而抑制 NLRP3 相关炎性小体与

炎性通路的激活进而对视网膜起到保护作用。 
综上，米诺环素可通过上调 MCPIP1 抑制

NLRP3 炎症小体，从而对 DR 起到抑制或延缓作

用。本实验为米诺环素临床应用于治疗 DR 提供实

验依据。 
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