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腺苷A2A受体拮抗剂KW-6002对 STZ诱导的糖尿病视网膜病变

的作用研究
王彦彦 张艳艳 易全勇

宁波市眼科医院 浙江 宁波 315000

【摘 要】：目的：探讨腺苷 A2A受体拮抗剂 KW-6002对链脲佐菌素（STZ）诱导的糖尿病视网膜病变（DR）的作用及可能机

制。方法：采用 55mg/kg STZ连续 5天腹腔注射建立 C57BL/6小鼠糖尿病模型。小鼠随机分为对照组、糖尿病模型组(STZ组)和

KW-6002治疗组（DB+KW-6002组）。KW-6002组自确诊糖尿病开始以 10μg/g腹腔注射，每周 1次,连续 4周。采用 HE染色观

察视网膜病理学改变，免疫荧光染色检测胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、小胶质细胞标志物（IBA-1）、细胞间粘附分子-1(ICAM-1)

的表达。结果：HE染色显示 STZ组视网膜结构出现不同程度异常，神经节细胞层和内外核层细胞排列紊乱、数量减少、变性坏

死，KW-6002治疗组病变程度较 STZ组减轻。免疫荧光分析显示:STZ组 GFAP阳性细胞密度显著升高,提示Müller细胞活化；IBA-1

阳性细胞密度增加,小胶质细胞活化明显增多；ICAM-1 阳性细胞密度上调，提示血管炎症反应增强。KW-6002 治疗显著抑制

GFAP(P<0.01)/IBA- 1(P<0.01)、ICAM-1(P<0.01)的过度表达。结论：腺苷 A2A受体拮抗剂 KW-6002能够通过抑制小胶质细胞活化、

减轻视网膜炎症反应,对 STZ诱导的早期糖尿病视网膜病变发挥一定的保护作用。
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前言

糖尿病视网膜病变（Diabetic Retinopathy，DR）是糖尿病

最常见且严重的微血管并发症之一。研究表明，视网膜神经节

细胞（RGC）死亡和小胶质细胞（RMC）激活是 DR 的早期特

征,发生在血管损伤之前[1]。在高血糖等刺激下，活化的 RMC

释放促炎因子，直接破坏血-视网膜屏障[2]。同时，ICAM-1上

调促进白细胞粘附和内皮损伤[3]。腺苷能系统在缺血/缺氧损伤

中发挥重要作用，糖尿病视网膜中 A2AR表达上调，其过度激

活促进小胶质细胞 M1 型极化，加剧神经炎症[4]。研究证实

A2AR拮抗剂可减轻多种视网膜病变模型的损伤。KW-6002是

FDA批准的 A2AR 特异性拮抗剂，在多种模型中显示出保护

作用且对正常视网膜血管无影响。然而，其在 DR 中的作用尚

未明确。

1 材料和方法

1.1材料

（1）实验动物 8周龄 C57BL/6雄性小鼠购自宁波大学实

验动物中心,体重 20-25g。本研究实验动物使用方案经伦理委员

会审批（批号：SYXK（浙）2024-0002），遵循 ARVO关于眼

科和视觉研究中动物使用的声明。

（2）主要试剂与仪器：链脲佐菌素（STZ，Sigma公司）；

KW-6002（MedChemExpress 公司）；血糖仪及试纸（罗氏公

司）；兔抗 GFAP抗体、兔抗 IBA-1抗体、兔抗 ICAM-1抗体；

Alexa Fluor 568 标记的二抗；TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒；

DAPI；Nikon ECLIPSE CI-L 正置白光显微镜（日本 Nikon 公

司）；Nikon ECLIPSE 80I正置荧光显微镜（日本 Nikon公司）。

1.2方法

（1）糖尿病模型建立与分组：小鼠随机分为对照组、糖

尿病组（STZ 组）和 KW-6002治疗组（DB+KW-6002组）。

糖尿病模型采用 STZ 诱导，按 55 mg/kg体重腹腔注射 STZ（溶

于 0.1 M柠檬酸盐缓冲液，pH 4.5），连续注射 5天。对照组

注射等量柠檬酸盐缓冲液。注射后第 7天检测尾静脉空腹血糖,

血糖≥16.7 mmol/L确认为糖尿病模型成功。在注射后 4周、8

周和 12周监测血糖,维持高血糖状态。

（2）药物干预：KW-6002溶于 DMSO中配制成 5 mg/ml

储存液，使用前以 15% DMSO:15%蓖麻油：70%PBS的比例稀

释,现配现用，避光保存。KW-6002治疗组自确诊糖尿病开始

以 10μg/g体重剂量腹腔注射，每周 1次，连续 4周。对照组和

糖尿病组注射等量溶剂。

（3）标本采集与处理：确诊糖尿病后 12周，小鼠经水合

氯醛（300 mg/kg）腹腔注射麻醉处死，迅速摘除眼球。一部分

经 4%多聚甲醛固定 24 小时后，常规脱水、石蜡包埋，用于

HE染色。另一部分眼球经 4%多聚甲醛固定 2小时后，30%蔗

糖溶液脱水，OCT包埋，冰冻，用于免疫荧光染色和 TUNEL

染色。
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（4）HE 染色：石蜡切片脱蜡，苏木素染色，1%盐酸酒

精分化数秒，流水返蓝，伊红染色，脱水、透明、封片。显微

镜下观察视网膜组织结构，采集图像。

（5）免疫荧光染色：冰冻切片室温复温 30分钟，0.3%Triton

X-100室温通透 10分钟，5%正常山羊血清室温封闭 1小时，

分别加入兔抗 GFAP抗体（1:500）、兔抗 IBA-1抗体（1:200）

或兔抗 ICAM-1抗体（1:200），4℃过夜。加入 Alexa Fluor 568

标记的山羊抗兔二抗（1:500），室温避光孵育 1小时，DAPI

复染细胞核，封片。荧光显微镜采集图像。

1.3统计学分析

采用 SPSS 22.0统计软件进行数据分析。计量资料以均数

±标准差（x̄\bar{x}x̄±s）表示。多组间比较采用单因素方差

分析（One-way ANOVA），两组间比较采用独立样本 t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1视网膜组织病理学改变

对照组各层结构清晰完整，神经节细胞排列紧密，未见变

性坏死；STZ组结构异常，神经节细胞变性坏死，内核层和外核层

结构紊乱，细胞排列稀疏，可见坏死缺失；DB+KW-6002组结构轻

度异常，神经节细胞可见变性坏死，细胞排列稀疏。（图 1）

图 1 3组视网膜组织病理学改变

对照组各层结构清晰完整；STZ组结构异常；DB+KW-6002

组结构轻度异常。

2.2视网膜胶质细胞活化及炎症标志物表达

2.2.1 GFAP表达

与对照组相比，STZ组阳性细胞密度显著增加（p=<0.01）。

DB+KW-6002治疗组较 STZ组阳性细胞密度显著降低(p=<0.01)。

（表 1）

2.2.2 IBA-1表达

与对照组相比，STZ组 IBA-1阳性细胞率及阳性细胞密度

显著增多(p=<0.01)；与 STZ 组相比，DB+KW-6002 组细胞密

度显著降低(p=<0.01)。(表 2)

2.2.3 ICAM-1表达

与对照组相比，STZ 组 ICAM-1 阳性细胞密度显著增加

(p=<0.05)；DB+KW-6002 组较 STZ 组阳性细胞密度显著降低

（p=<0.01）。(表 3)

3 讨论

本研究探讨了腺苷 A2A受体拮抗剂 KW-6002对早期 DR

的作用。HE染色结果显示,STZ组视网膜出现典型的病理改变，

而 DB+KW-6002 组病变程度较轻，提示该药物对视网膜结构

具有保护作用。

免疫荧光揭示了糖尿病诱导的炎症反应：STZ组 GFAP阳

性细胞密度显著升高,反映 Müller细胞活化和胶质增生反应增

强。IBA-1阳性细胞密度在 STZ组明显增加，提示小胶质细胞

活化状态增强并向受损区域迁移浸润。ICAM-1阳性细胞密度

上调，反映血管内皮细胞功能障碍和炎症反应增强。而

KW-6002 治疗可部分程度减轻这些改变：GFAP、IBA-1 和

ICAM-1阳性细胞密度均减少。推测 KW-6002通过抑制小胶质

细胞活化、调节Müller细胞反应性增生、减轻血管炎症，对早

期糖 DR发挥保护作用。

本研究中 STZ 组小胶质细胞显著增多,与既往研究一致

[4,5]。ICAM-1过表达促进白细胞浸润,形成炎症级联反应。Müller

细胞活化和胶质增生是视网膜对损伤的反应性改变,可分泌促

炎因子和 VEGF,加剧神经炎症[6,7]。这些分子机制的发现为理解

DR的复杂病理过程提供了新视角。

KW-6002是高选择性 A2AR拮抗剂，本研究发现其显著抑

制胶质细胞活化和 ICAM-1 过表达,可能通过拮抗 A2AR 阻断
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cAMP-PKA-CREB信号通路，抑制 NF-κB和MAPK活化，减

少促炎因子释放[4]；通过减少促炎因子间接保护血-视网膜屏障

完整性，减少血管渗漏。

综上，本研究初步证实腺苷 A2A受体拮抗剂 KW-6002通

过抑制胶质细胞活化、减轻视网膜炎症反应,对早期 DR发挥神

经保护作用。
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