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一、研究背景

（1）寻找糖尿病视网膜病变的早期干预和治疗方法具有重要临床意义

糖尿病视网膜病变（Diabetic retinopathy, DR）是一种以糖尿病（diabetes

mellitus，DM）为发展诱因的致盲性眼病，有很高的发病率。几乎所有 I型和超

过 60% 的 II型糖尿病患者都将发展为 DR，是目前中老年人群常见的致盲性眼病

之一[1]。 Malanda 等[2]指出到 2045 年，国际糖尿病联盟预计全球糖尿病患者人

数将达到 6.93亿。2020年全球患有 DR、威胁视力的 DR 和有临床意义的黄斑水

肿的成年人人数估计分别为 1.0312 亿、2854万和 1883 万[3]。在我国≥45 岁的

人群中约有 1316万人存在 DR，且 DR 患病人数随着糖尿病患者病程的进展而增

加[4]。糖尿病视网膜病变已成为严重威胁人民身体健康和生活质量的重要疾病。

目前临床上 DR的治疗除控制血糖、血压以及调节血脂等全身治疗外，常在

出现典型眼底表现（视网膜大量微动脉瘤或出血点、微血管异常、静脉串珠样改

变、新生血管、增殖性视网膜脱离或黄斑水肿等[5]）之后根据眼底病变严重程度

选择不同眼局部治疗方法（如视网膜激光光凝术、手术治疗和药物治疗等）[6]，

而此时 DR 多处于中晚期阶段（重度非增殖期阶段和增殖期阶段），此病程阶段

患者已经发生不可逆转的视网膜病理生理改变[7]。因此，寻找 DR 早期阶段有效

的干预手段和方法来延缓或阻止 DR 进展、降低致盲率，具有重要的临床意义。

（2）DR 早期进展的研究现状

DR早期病变特征：微血管损伤、视网膜神经变性和脂质代谢异常。探讨 DR

早期的发生发展及其病理变化过程，进一步了解其分子机制有助于寻找早期干预

DR的潜在治疗靶点。

DR 早期阶段病理变化可见视网膜毛细血管周细胞缺失、基底膜增厚、内皮

屏障功能丧失和血视网膜屏障（Blood retinal barrier，BRB）破坏，导致微血管瘤

形成[8, 9]。DR 早期微血管损伤是炎症因子如白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、

肿瘤坏死因子-α(Tumor Necrosis Factor-α，TNF-α)与血管内皮生长因子(vascular
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endothelial growth factor，VEGF)以及细胞间和血管细胞粘附分子（如细胞间黏附

分子（intercellular adhesion molecule-1，ICAM-1））共同作用的结果[10, 11]。有研究

证实糖尿病微血管并发症与慢性高血糖引起的氧化应激反应有关[12]，且其中蛋

白激酶 C (protein kinase C，PKC) 的激活是介导糖尿病引起视网膜早期微血管损

伤的重要途径[13]，进一步了解和阐明DR进展背后的氧化应激相关机制尤显重要，

可为寻找、开发安全有效的糖尿病视网膜病变早期干预新方法提供理论基础[14]。

尽管微循环障碍是 DR 的典型标志，但新的证据表明视网膜神经变性也存

在于 DR早期发生发展中[15]。在神经组织中，微脉管系统和神经组织形成密切关

系，有助于维持适当的神经元环境以进行突触信号传导，这种关系被称为神经血

管单元[16]，而神经血管单元的损伤被认为是 DR 早期阶段的主要病理变化[17]。神

经血管单元的损伤可导致无长突细胞、Müller 细胞的凋亡，小胶质细胞的激活

和神经营养因子的失调[17]，如神经节细胞层（ganglion cell layer，GCL）中的细胞

数量下降、Müller 细胞中神经胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein

GFAP）的过表达[18]以及 Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2 Associated X Protein, BAX)、Fas 和

caspase-3 等促凋亡分子的过度表达[19]。多个研究证据表明视网膜神经变性发生

在 DR 早期，且与微血管病变关系密切，因此进一步研究视网膜神经变性与微

血管病变之间的分子机制可能为早期干预 DR 提供潜在的治疗靶点[20]。

此外，脂质对于维持体内平衡和细胞代谢至关重要，脂质代谢的失调可促进

慢性炎症性疾病的发生[21]。血浆脂质和脂蛋白一直被认为是 DR （尤其是硬性

渗出）的潜在危险因素，包括脂肪酸、氧化脂肪酸产物、视网膜特异性胆固醇代

谢失调均起到致病作用[22]。目前的脂质代谢失调模型强调血视网膜屏障（BRB）

的破坏和视网膜中脂质颗粒的外渗，而不是试图简单地将总血浆脂质 Protein

kinase C/Signal transducer and activator of transcription 3 和脂蛋白水平与 DR 的

发展相关联[23]。HMG-CoA 还原酶、甘油-3-磷酸酰基转移酶(glycerol-3-phosphate

acyltransferases，GPATs)、胆固醇 7α-羟化酶(cholesterol 7α-hydroxylase，CYP7A1)

和一氧化氮合酶 ( inducible nitric oxide synthase，iNOS) 的升高和脂质代谢异常密

切相关[24]。高血糖引起的细胞信号转导与转录激活因子 3（signal transducer and

activator of transcription 3，STAT3）的激活反过来可通过改变参与脂质代谢基因
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的表达来升高血浆甘油三酯和总胆固醇水平[25]。脂质代谢异常和高血糖共同促进

DR 早期的发生发展，但其分子调控机制尚不完全明确[24]。

实验室和临床证据表明，视网膜微血管病变、神经变性和脂质代谢异常均为

糖尿病视网膜病变（ DR）的重要特征[20, 24, 26]。因此，深入了解其发生发展的分

子机制，对早期防治 DR 发生发展、寻找合适的干预靶点，有着重要的临床意义，

亦是目前 DR 防治研究的攻关焦点和难点之一。

（3）PKC/STAT3：是参与引发 DR 视网膜微血管损伤、神经变性和脂质代谢异常

过程中的关键分子

PKC是一种参与信号转导的丝氨酸/苏氨酸激酶，可对特定激素、神经元和

生长因子的刺激作出反应[27]。PKC 家族包含 12种亚型，其中 PKC-α、-β、-δ和

-ε 在 DR的发生发展中被激活而起重要作用[27, 28]。视网膜细胞中各种生理过程

的调节与 PKC 密切相关，包括视网膜血流动力学、内皮通透性、白细胞活化和

粘附增强（白细胞停滞）以及视网膜组织中 VEGF 的表达[29]。此外，PKC 可以

增强 NADPH 氧化酶的活性，从而促进血管细胞（包括内皮细胞、平滑肌细胞、

周细胞、系膜细胞等）中活性氧（reactive oxygen species，ROS）的产生，ROS

的过度积累会诱导线粒体损伤、细胞凋亡、炎症、脂质过氧化以及视网膜的结构

和功能改变[30, 31]。因此，高血糖诱导激活 PKC途径可加重视网膜细胞的氧化应

激，从而导致视网膜微血管损伤、视网膜神经变性和脂质代谢异常的发生。

STAT3作为细胞信号转导和转录激活因子家族中的一员，存在多种细胞的胞

质中，通过磷酸化激活后参与许多生物学过程，包括细胞增殖、生长、分化和血

管生成[32]。STAT3的磷酸化可上调 DR视网膜 VEGF 表达，而 VEGF 的上调又能促

进 STAT3的磷酸化，导致 DR 进一步发生发展。在 DR 患者视网膜血管内皮细胞

中，STAT3通过激活与炎症和血管生成相关的因子（如 VEGF）来增加内皮细胞的

通透性，导致 DR早期微血管的损伤 [33]。与此同时产生的 VEGF可迅速诱导 STAT3

酪氨酸磷酸化并核转位[34]，抑制视网膜促红细胞生成素的表达，导致病理性无血

管视网膜发生[35]。STAT3的激活亦可通过改变参与脂质代谢基因的表达来升高血

浆甘油三酯和总胆固醇水平介导视网膜组织中的脂质代谢异常[25]。另外有研究证
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实在神经血管单元中活化的小胶质细胞存在 STAT3的上调，抑制其活性后对神经

血管单元的损伤有一定的保护作用[36]。已有研究显示通过对 DR 大鼠模型口饲

STAT3小分子抑制剂可减缓其视力丧失，但是其具体机制及进一步的研究尚未见

报道[37]。

Amani Batarseh等[38]在细胞实验中证明 PKC-ε的激活可诱导 STAT3的磷酸化，

而 PKC-ε的敲低可下调 STAT3的磷酸化。长期暴露在紫外线下的小鼠在基底表皮

细胞和毛囊细胞中过度表达的 PKC-ε可诱导 STAT3 磷酸化导致皮肤损伤和鳞状

细胞癌[39]。在小鼠心肌细胞中，α1-肾上腺素能受体通过 PKC途径调节 STAT3的

磷酸化[40]。在小鼠视网膜组织中，PKC可通过激活 STAT3来阻断视视网膜祖细胞

向视杆细胞的分化[41]。Byrne 等[42]发现在 DR 小鼠模型中视网膜 STAT3 的激活可

引起血视网膜屏障的破坏。

越来越多的证据说明，PKC/STAT3 信号通路在参与引发 DR 视网膜微血管损

伤、视网膜神经变性和脂质代谢异常的过程中起着重要作用。

（4）RACK1可通过 PKC/STAT3 信号通路干预 DR 的发生发展

如上所述，PKC/STAT3 信号通路在参与引发 DR 视网膜微血管损伤、视网膜

神经变性和脂质代谢异常的过程中起着重要作用。那么，有哪些基因或因素位于

PKC/STAT3信号通路上游、启动激活和调控此信号通路，并引发 DR 的发生发展？

值得深入探讨和研究。为此，本项目组做了一些前期探索和研究。

本项目组前期通过对 DR患者和无糖尿病正常人的视网膜组织样本进行生物

信息学调研，共获得 4 个枢纽基因，发现仅活化蛋白激酶 C受体 1（Receptor for

activated protein kinase C1，RACK1）在枢纽基因中表达量最大且差异表达明显（p

= 0.003）。通过调研文献所知，RACK1是一种多功能信号转导蛋白，也被称为 PKC

的锚定蛋白[43]。其主要作用是稳定 PKC的活性形式和异位到不同的细胞位点上与

靶蛋白激酶 PKC一起参与许多重要的细胞反应[44]。在细胞分裂过程中，RACK1通

过激活 STAT3的磷酸化来调控细胞分裂周期[45]。已有报道表明，RACK1在血管内

皮细胞中表达上调可促进血管生成[46]，而 RACK1 的沉默可以显著减弱与肿瘤相
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关的血管生成[47]。在小鼠脉络膜新生血管（Choroidal neovascularization，CNV）

模型和恒河猴脉络膜血管内皮细胞系中，RACK1 通过上调 VEGF表达促进 CNV 形

成[48]。故我们推测 RACK1可能通过干预 PKC/STAT3信号通路参与 DR的发生发展，

故我们选择 RACK1基因进行后续研究。

此外，本项目组在前期研究中成功构建了 DR 大鼠模型，并验证了 DR 大鼠

模型中 RACK1 蛋白与 mRNA 表达水平比正常大鼠视网膜组织中表达水平明显升

高。在体外实验中有效敲减 RACK1 后，人视网膜色素上皮细胞增殖能力明显增

强，PKC、STAT3蛋白表达明显降低；在敲减 PKC后，人视网膜色素上皮细胞 STAT3

蛋白表达明显降低。上述研究提示 RACK1 可能通过调控 PKC/STAT3信号通路参与

DR 的发生发展。因此，寻找合适的 RACK1 靶向抑制剂来科学调控 PKC/STAT3 信

号通路活性，对 DR 早期发生发展的干预具有重要意义。

目前 RACK1的常用抑制剂包括自噬抑制剂、双酚等，但是安全性不明[49, 50]。

一种新型针对 RACK1的抑制泛素结合酶 E2T（ubiquitin-conjugating enzyme E2T，

UBE2T）可以通过阻断 RACK1 的泛素化来抑制胃癌的进展，但是 UBE2T 存在一

定的细胞毒性[51]。Yu等研究证实抗氧化药物迷迭香酸（Rosmarinic acid，RA）可

以通过 RACK1/TNF-α介导的抗氧化作用改善对乙酰氨基酚诱导的小鼠急性肝损

伤[52]。迷迭香酸是一种植物中提取的酚类化合物，主要通过口服、静脉输液及局

部给药等方式用于治疗皮肤病、过敏和代谢综合征等疾病并通过肾脏代谢，目前

的临床研究中未见严重副作用[53]。并且 RA 眼部递送壳聚糖基纳米颗粒体外试验

证实 RA 对于人视网膜色素上皮和角膜细胞均无细胞毒性[54]，但是该药物在眼科

疾病中的相关应用未见进一步报道。目前研究已表明 RA 能抑制 RACK1的表达，

在我们前期预实验中发现 RACK1能通过 PKC/STAT3 通路影响 DR 进展，而迷迭香

酸对 RACK1/PKC/STAT3 蛋白的表达有明显的调控作用。以上提示我们：RA 可通

过抑制 RACK1 调控 PKC/STAT3通路活性影响 DR 的进展。

因此，我们提出以下科学假说：RACK1/PKC/STAT3信号通路是 DR 早期阶段发生

发展的重要调控途径，因而抗氧化药物迷迭香酸（RA）通过对 RACK1 的靶向抑

制可能延缓或阻止 DR 早期的发生发展。

（5）验证和阐明抗氧化药迷迭香酸靶向抑制 RACK1/PKC/STAT3 信号通路对 DR

发生发展的干预作用及机制，有望为 DR 早期防治提供新靶点和新思路
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综上所述，糖尿病视网膜病变（DR）是一种以糖尿病为诱因、发病率高、严

重威胁人民身体健康和生活质量的致盲性眼病。DR 早期阶段病理改变特征主要

包括微血管损伤、视网膜神经变性和脂质代谢异常，中晚期阶段已发生不可逆转

的视网膜病理改变，因此寻找 DR 早期防治的关键靶点和方法尤为重要。前期研

究表明，PKC/STAT3 信号通路在 DR 早期病变过程中起着重要作用，RACK1 作为

PKC的锚定蛋白可介导调控 PKC/STAT3 通路，并可能是干预 DR 进展的潜在治疗

靶点。迷迭香酸是目前认为相对安全、副作用小的 RACK1靶向抑制剂。

因此，本申请项目拟通过生物信息学分析、体外细胞培养、动物模型构建及

体内实验、基因敲除、抗氧化药物靶向抑制等方法，检测在正常条件和高糖诱导

条件培养下，人视网膜色素上皮细胞、血管内皮细胞、神经节细胞等细胞系以及

DR 小鼠模型中 RACK1、PKC和 STAT3 的表达情况，观察和分析 RACK1 通过调控

PKC/STAT3信号通路对 DR 早期病变进展的影响，探索和阐明抗氧化药物迷迭香

酸靶向抑制 RACK1/PKC/STAT3 信号通路对 DR 发生发展的干预作用及机制，有望

为 DR 早期防治提供新靶点、新思路和新理论。
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二、研究目的

1) 明确 RACK1在正常及 DR视网膜组织中的表达差异及对 DR进展的影响。

2) 探索和阐释 RACK1通过调控 PKC/STAT3信号通路干预 DR早期的发生发

展。

3) 验证和阐明抗氧化药迷迭香酸靶向抑制 RACK1/PKC/STAT3 信号通路对

DR发生发展的干预作用及机制，为 DR早期防治提供新靶点、新思路。

三、研究概况

第一部分. 检测 RACK1 在正常及 DR 视网膜组织中的表达差异并观察分析其对

DR 早期进展的影响

1）检测在正常条件和高糖诱导条件细胞培养下，RACK1在ARPE-19、HRECs

和 HRGCs细胞系中的表达差异，并观察分析其对 DR发生发展的影响。
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（注：人视网膜色素上皮细胞（Adult Retinal Pigment Epithelial cell line-19，

ARPE-19）、人视网膜血管内皮细胞（Human retinal vascular endothelial cells，HRECs）、

人视网膜神经节细胞（Human retinal ganglion cells，HRGCs））

2）检测 RACK1 在正常小鼠和 DR早期小鼠模型视网膜组织中的表达差异

并观察分析其对 DR早期进展的影响。

第二部分. 通过体外实验了解和证实，RACK1 通过调控 PKC/STAT3 信号通路对

DR 早期阶段发生发展的影响

1）检测和观察分析：在高糖诱导培养条件下，ARPE-19、HRECs和 HRGCs

细胞系中 PKC、STAT3的表达情况。

2）检测和观察分析：在高糖诱导培养条件下，RACK1激活 PKC后，RACK1

和 PKC在 ARPE-19、HRECs和 HRGCs细胞系中的表达情况，并验证它们的靶

向关系。

3）检测和观察分析：在高糖诱导培养条件下， RACK1 激活 STAT3 后，

RACK1和 STAT3 在 ARPE-19、HRECs 和 HRGCs 细胞系中的表达情况，并验

证它们的靶向关系。

4）检测和观察分析：在高糖诱导培养条件下， PKC激活 STAT3后，PKC

和 STAT3在 ARPE-19、HRECs和 HRGCs细胞系中的表达，并验证它们的靶向

关系。

第三部分. 通过体内实验了解和证实，RACK1通过调控 PKC/STAT3信号通路

对 DR早期阶段发生发展的影响

1）观察和分析：在敲除 RACK1和未敲除 RACK1的两组 DR早期模型小鼠

中，视网膜神经血管单元的不同病理表现。

2）检测和观察分析：敲除 RACK1基因后，DR早期模型小鼠的视网膜组织

中 PKC、STAT3、IL-6、VEGF、GFAP等基因的表达情况。

通过以上实验观察和分析，进一步了解和证实 RACK1通过调控 PKC/STAT3

信号通路影响 DR早期阶段的发生发展。
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第四部分. 探明及验证迷迭香酸（RA）对 RACK1/PKC/STAT3的靶向调控作用及机

制，为 DR 早期防治提供新靶点和新思路

1）检测和观察分析：RACK1、PKC 和 STAT3 在正常人及 DR 早期患者视网膜组

织标本中（来源于本单位保存的角膜移植捐献眼球和有糖尿病史脑死亡自愿捐献

者）的表达水平。

2）观察和验证：迷迭香酸（RA）通过靶向抑制 RACK1调控 PKC/STAT3 信号通

路活性，对高糖诱导和不同 RA 浓度培养下的 ARPE-19、HRECs 和 HRGCs 细胞系

中细胞增殖生长的影响。

3）观察和验证：迷迭香酸（RA）通过靶向抑制 RACK1调控 PKC/STAT3 信号通

路活性，RA 的不同给药剂量对 DR 小鼠模型中 DR早期病变特征的影响。

四、不良事件观察

4.1 不良事件的定义

4.1.1 定义

不良事件：病人或临床试验受试者接受一种药品后出现的不良医学事件，但并不

一定与治疗有因果关系。

严重不良事件：临床试验过程中发生需住院治疗、延长住院时间、伤残、影响工

作能力、危及生命或死亡、导致先天畸形等事件。

4.1.2 程度

轻度：受试者可忍受，不影响治疗，不需要特别处理，对受试者康复无影响。

中度：受试者难以忍受、需要特殊处理，对受试者康复有直接影响。

重度：危及受试者生命，致死或致残，需立即做紧急处理。

4.2 不良事件的记录及报告途径

受试者治疗过程中可能发生临床不良事件，一旦发生不良事件（包括重要不

良事件），应在病例报告表上详细记录不良事件的发生时间、临床表现、处理经

过和持续时间、转归以及与药物的关系；出现实验室检查异常者，须随访患者至

检查结果恢复正常，或至用药前水平，或确定与试验药物无关。发生严重不良事

件应填写严重不良事件表，并在 24 小时内报告申办者、伦理委员会、CFDA 安监

司和卫生行政部门。
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五、统计分析

5.1样本含量估计

检验水准α：α=0.05

检验效能1-β：90%

正常组与DR组的比例：1：1。

确定样本含量为36

5.2研究数据的统计与分析

根据上述公式计算得n=35

六、研究相关伦理学

6.1伦理委员会审核

本方案和书面知情同意书及与受试者直接相关的资料必须提交伦理委员会，

获得伦理委员会书面批准后方可正式开展研究。研究者必须至少每年向伦理委员

会提交研究年度报告。在研究中止和/或完成时，研究者必须书面通知伦理委员

会；研究者必须及时向伦理委员会报告所有研究工作中发生的变化（如方案和/

或知情同意数的修订），并且在未获得伦理委员会批准之前不得执行这些变动，

除非是为了消除对受试者明显且直接的风险而做出的变更。在发生这类情况时，

将通知伦理委员会。

6.2知情同意

因生物样本捐献者已经签署了知情同意书，同意所捐献样本及相关信息可用

于所有医学研究的。故已经申请免除另外签订知情同意书。

七、 保密措施

通过本项目研究的结果可能会在医学杂志上发表，但是我们会按照法律的要

求为患者的信息保密，除非应相关法律要求，患者的个人信息不会被泄露。必要

时，政府管理部门和医院伦理委员会及其有关人员可以按规定查阅患者的资料。

八、研究项目的预期进度和完成日期

2023年 1月～2023年 12月
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1) 查阅文献，准备实验各项事项（C57BL/6小鼠采购并饲养、实验相关试

剂采购等），孵育 RACK1 基因敲除小鼠，准备实验所需的小鼠。

2) 进行预实验，分别利用 qRT-PCR、Western blot实验测定在正常条件和高

糖条件诱导下的 ARPE-19、HRECs和 HRGCs及正常小鼠和 DR早期小

鼠视网膜组织中 RACK1在 mRNA、蛋白水平的表达情况。

3) 通过慢病毒载体转染 ARPE-19、HRECs和 HRGCs技术沉默 RACK1基

因和基因敲除小鼠 RACK1基因技术验证 RACK1对 DR早期的影响。

2024年 1月～2024年 12月

1) 构建沉默 RACK1或 PKC基因 ARPE-19、HRECs和 HRGCs来体外实验

验证 RACK1通过 PKC/STAT3信号通路干预 DR的发生发展。

2) 阶段性整理和分析 2023年实验数据，探讨和改进实验研究措施等。

2025年 1月～2025年 12月

1) 活体下视网膜荧光血管造影和视觉敏锐度测试观察RACK1基因敲除DR

早期小鼠与普通 DR早期小鼠的视网膜血管及神经病变特征。

2) 分别利用 qRT-PCR、Western blot实验验证 RACK1 基因敲除对抑制 DR

早期小鼠视网膜中 PKC、STAT3、IL-6、VEGF、GFAP等基因的表达。

3) 阶段性整理和分析前两年的实验数据，撰写并发表阶段性论文。

2026年 1月～2026年 12月

1) 收集相关标本并利用 qRT-PCR、Western blot 实验测定在正常视网膜和

DR早期患者视网膜中 RACK1在 mRNA、蛋白水平的表达情况。

2) 体内体外实验验证 RA在 DR早期阶段的有效性和安全性。

3) 收集、整理资料，分析实验结果，撰写病发表学术论文，参加学术交流，

提交结题报告
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