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Abstract
誗AIM: To observe the influence of recombinant human
erythropoietin (rhEPO) on cultured retinal ganglion cells
(RGCs) survival and axonal regeneration of rats, detect
the expression of growth associated protein 43 (GAP-43),
and to investigate the possible effective mechanism.
誗 METHODS: RGCs were cultured in DMEM ( control
group) or DMEM containing rhEPO (rhEPO group) for 72
hours. Cell morphology and axonal growth were
observed under phase- contrast microscope. The length
of the longest processes of RGCS were measured and
compared between two groups. The GAP-43 expression
was detected by Western blot and the gray value scales
of GAP-43 were measured by imaging analysis system.
All results were compared using t test.
誗 RESULTS: The RGCs were observed to extend
processes under microscope after culturing for 72 hours.
The cells in rhEPO group were bigger and the processes
were longer compared to the control group (P< 0. 05) .
The expression of GAP - 43 in vitro was detected by
Western blot. The expression of GAP-43 in rhEPO group
was higher than that in control group (P<0. 05) .

誗CONCLUSION: rhEPO can promote the axonal growth
of cultured RGCs in vitro. rhEPO can also increase the
expression of GAP-43 in cultured RGCs, which may result in
the promotion of rhEPO on the axonal growth of RGCs.
誗KEYWORDS:recombinant human erythropoietin; optic
nerve injury;retinal ganglion cell;growth associated protein
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摘要

目的:观察重组人促红细胞生成素( recombinant human
erythropoietin,rhEPO)对体外培养的大鼠视网膜神经节细

胞(retinal ganglion cells,RGCs)存活及其轴突生长的影

响,检测作为神经再生标志的生长相关蛋白 43 ( growth
associated protein 43, GAP-43)的表达情况,并探讨 rhEPO
对 RGCs 可能的作用机制。
方法:RGCs 分为实验组 ( rhEPO 组) 和对照组 ( DMEM
组)行体外培养,倒置显微镜下观察细胞和轴突生长情

况,培养 72h 测量细胞最长突起长度进行比较,行 GAP-43
的 Western-blot 检测,图像分析系统对两组标本进行灰

度值测量。
结果:培养 72h 的 RGCs 倒置显微镜下观察,形成典型的

细胞突起,rhEPO 组的细胞比对照组胞体更大,突起更长

(P<0. 05)。 培养 72h 的 RGCs 行 GAP-43 Western-blot
检测,DMEM 组 GAP-43 呈阳性表达,rhEPO 组呈强阳性

表达,两组差异有统计学意义(P<0. 05)。
结论:rhEPO 能够促进体外培养的 RGCs 轴突生长,能够

上调体外培养的 RGCs 的 GAP-43 蛋白表达水平,可能是

其能够促进 RGCs 轴突生长的原因。
关键词:重组人促红细胞生成素; 视神经损伤;视网膜神

经节细胞;生长相关蛋白
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0 引言

摇 摇 促红细胞生成素(erythropoietin,EPO)是分子量约为

30 ~ 39kD 的糖蛋白,是调节红细胞生成的造血细胞因

子,既往被认为只能作用于红系前体细胞[1],1985 年被

成功克隆后,重组人促红细胞生成素( rhEPO)获得成功,
现已在临床上广泛应用于贫血的治疗。 然而近年来许多

研究表明,在神经系统内,神经元、胶质细胞和内皮细胞
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都能产生和表达 EPO 和 EPOR,EPO 被发现能保护神经

系统,改善神经功能。 视神经是由视网膜神经节细胞

(RGCs)的轴突组成,RGCs 的进行性死亡是视神经损伤

时导致视功能不可逆性损害的主要原因[2],如果能够研

制出促进 RGCs 存活和其轴突再生的药物,就会为视神

经损伤后的保护性治疗提供一种有力工具。 RGCs 体外

培养是研究视神经损伤与修复的重要手段,研究 RGCs
的发育、生长及其影响因素对于探讨视神经损伤后 RGCs
的保护具有重要意义。 本研究拟观察 rhEPO 对体外培养

的大鼠 RGCs 存活及轴突生长的影响,检测作为神经再

生标志的生长相关蛋白 43(GAP-43)的表达水平,并探

讨其可能的作用机制,以期为进一步揭示 EPO 的视神经

保护作用机制提供基础。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 出生 1 ~ 3d 的 Wistar 大鼠 20 只,清洁级,雌雄

不限,由中国医科大学实验动物中心提供。 DMEM 培养

基(Sigma 公司,美国),胎牛血清(Sigma 公司,美国),5-
溴- 2蒺 -脱氧尿嘧啶 ( Sigma 公司,美国),透明质酸酶

(Sigma,美国),胰蛋白酶(Sigma,美国),多聚赖氨酸(武
汉博士德公司),rhEPO 注射液:规格 10000U / mL(沈阳

三生制药),小鼠抗大鼠 Thy1. 1 单克隆抗体(Chemicon,
美国),兔抗大鼠 GAP-43 单克隆抗体(武汉博士德公

司),DAB 显色试剂盒与 SABC 免疫组化染色试剂盒(武
汉博士德公司),组织裂解液、BCA 法蛋白定量试剂盒、
Tris-甘氨酸电泳缓冲液、6 伊 SDS 凝胶加样缓冲液及

PVDF 膜(武汉博士德公司)。 转移电泳仪(北京六一仪

器厂),稳压稳流电泳仪(北京六一仪器厂),CBS-8000
凝胶扫描成像系统(上海第三分析仪器厂), Image-Pro
Plus 图像分析系统(美国)。
1. 2 方法

1. 2. 1 RGCs 的接种和分组培养与鉴定摇 参照钟一声等

报道的方法进行实验[3]。 将出生 1 ~ 3d 的 Wistar 大鼠浸

入 750mL / L 乙醇中溺死并消毒,放置于培养皿中,摘取

眼球,用含有 100U / mL 青霉素和 100滋g / mL 链霉素的

D-Hanks 液漂洗 3 次。 在显微镜下,沿角巩膜缘剪除角

膜,用镊子去除晶状体及玻璃体,分离视网膜神经上皮

层,使用钝头吸管将其移入离心管中。 依次收集所有视

网膜,D-Hanks 液漂洗 3 次,加入终浓度为 1. 25g / L 胰蛋

白酶和 2g / L 透明质酸酶,37益 消化 30min。 加入含

100mL / L 胎牛血清的 DMEM 培养液终止消化,1000r / min
离心 5min,弃去上清液,加入 DMEM 培养液,钝头吸管吹

打成单细胞悬液,行细胞计数,加入培养液,调整活细胞

密度为 1伊106 / mL,接种于 24 孔培养板中。 将接种后的

细胞分为实验组( rhEPO 组)和对照组(DMEM 组)。 对

照组只加入 DMEM 培养液,实验组在 DMEM 培养液中加

入终浓度为 0. 6U / mL rhEPO。 将所有 RGCs 置于 50mL / L
CO2培养箱内,37益 恒温培养。 24h 加入 20滋g / mL 的

5-溴-2蒺 -脱氧尿嘧啶抑制非神经细胞生长,继续培养

48h 观察结果。 每组随机选取 5 个孔进行 RGCs 的特异

性标记抗体———Thy1. 1 的免疫细胞化学检测,鉴定

RGCs 细胞及其纯度。 培养重复进行 5 次。

1. 2. 2 RGCs 的形态学观察摇 每天于倒置显微镜下观察

活细胞形态,直至 72h 终止培养。 分别以两组培养板中

央为中心,分别在其上、下、左、右、中五个方向随机选取

5 个显微镜扫描视野框(伊400),采集镜下图像,用图像分

析系统测量 RGCs 的最长突起长度,每一视野内随机选

取 3 个细胞进行测量,结果取均值进行比较。 实验重复

进行 5 次。
1. 2. 3 RGCs 的 GAP-43 Western-blot 检测摇 每次实验

rhEPO 组和 DMEM 组均各取 15 个孔的 RGCs 合并后进

行 GAP-43 Western-blot 检测,实验重复进行 5 次。 将培

养 72h 的细胞置冰浴 2mL 匀浆器中,加组织裂解液

600滋L,反复匀浆 30min,4益离心 14 000g伊15min,将上清

移入 Eppendorf 管中,即为总蛋白,用于实验。 将 BCA 法

蛋白定量试剂盒中的 A 液和 B 液按 50颐1 的体积比混合

配制 BCA 工作液。 将试剂盒中的标准蛋白(0. 5mg / mL)
按 0,1,2,4,8,12,16,20滋L 分别加入到 96 孔板中,配制

蛋白标准品。 各孔加入 200滋L BCA 工作液,混匀,4益放

置 30min。 室温下用酶标仪测定各孔在 570nm 波长的吸

光值(A)得出标准曲线,得出各组蛋白的浓度。 进行

SDS-PAGE 电泳。 分别取各组蛋白加 6伊SDS 凝胶加样缓

冲液,混匀后置 100益沸水中煮沸 5 ~ 10min,短暂离心,
上样,每泳道加入各样品的蛋白总量均为相同(200滋g),
进行电泳后,取下凝胶在电转液中平衡 15min 后,与

PVDF 膜在半干转印仪中 5mA / cm2恒流转膜约 1h,电压

13 ~ 15V。 TBST 洗膜 3 次,封闭,加用 TBST 封闭液 1颐500
稀释的一抗(兔抗大鼠 GAP-43 单克隆抗体)至保鲜袋,
室温振摇孵育 2h 后,4益孵育过夜;TBST 洗膜 3 次;加入

1颐1000 稀释的二抗工作液,37益振摇 1h;TBST 振摇洗膜

3 次。 将化学发光试剂盒中的 A 液和 B 液等体积混合,
均匀地铺在 PVDF 膜上,用凝胶成像系统显影。 以 Scion
凝胶分析软件测量每个目的条带的蛋白表达灰度值。
摇 摇 统计学分析:数据结果均以 軃x依s 表示,各组数值比

较使用 SPSS 11. 0 统计软件,进行 t 检验,P<0. 05 为有统

计学差异。
2 结果

2. 1 培养 RGCs 的鉴定结果 摇 应用小鼠抗大鼠 Thy1. 1
单克隆抗体对培养 72h 的细胞行免疫细胞化学染色,进
行 RGCs 鉴定。 显示棕黄色染色的细胞为 RGCs。 分别

在每个标本的上、下、左、右、中五个方向随机选取 5 个显

微镜下视野进行细胞计数,表明 RGCs 纯度达到 90%
以上。
2. 2 培养 RGCs 的形态学观察 摇 倒置显微镜下观察,经
消化所获得的细胞在培养板内 4 ~ 6h 开始贴壁,24h 后

细胞基本完全贴壁,呈单层排列,部分细胞聚集成团,细
胞呈圆形或椭圆形,核圆且相对透明,少数细胞膜上伸出

短而小的突起,48h 后细胞体积较前增大,伸出突起细胞

增多;72h 细胞胞体继续增大,突起变长,形成典型的细

胞突起,细胞间突起相互连接(图 1)。 rhEPO 组的细胞

胞体更大,突起更长(图 2)。 使用图像分析系统对两组

RGCs 的最长突起长度进行测量和比较,rhEPO 组明显长

于 DMEM 组(表 1),差异有统计学意义(t=24. 498,P<0. 05)。
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图 1摇 DMEM组培养 3d的 RGCs(伊400)。

图 2摇 rhEPO 组培养 3d的 RGCs(伊400)。

图 3摇 培养 3d的 RGCs GAP-43 Western-blot检测。

表 1摇 两组培养 72h的 RGCs最长突起长度比较 (軃x依s,滋m)

分组 细胞数 RGCs 最长突起长度

rhEPO 组 75 75. 50依5. 13
DMEM 组 75 54. 92依5. 16

表2摇 两组培养72h的 RGCs表达GAP-43的灰度值比较 軃x依s
分组 标本数 灰度值

rhEPO 组 5 178. 87依2. 83
DMEM 组 5 158. 42依4. 27

2. 3 培养 RGCs 的 GAP-43 蛋白表达水平摇 培养 72h 的

RGCs 行 GAP-43 Western-blot 检测,DMEM 组 GAP-43
呈阳性表达,rhEPO 组表达水平明显上升,呈强阳性表达

(图 3)。 图像分析系统对两组标本的目的条带进行灰度

值测量,显示 rhEPO 组 GAP-43 蛋白表达明显高于 DMEM
组(表 2),两组差异有统计学意义( t=8. 933,P<0. 05)。
3 讨论

摇 摇 许多眼病都与 RGCs 的功能障碍有关,如青光眼、视

神经挫伤、视网膜变性、糖尿病性视网膜病变、视网膜中

央动脉阻塞等,RGCs 的进行性死亡是这些疾病发展到最

后的必经之路,常导致视功能不可逆性损害。 如何能够

促进和诱发损伤的 RGCs 修复和再生,从而使视神经功

能恢复是目前研究的热点。 近年来的研究表明,EPO 促

进神经系统生长发育的能力并不亚于其促进红系前体细

胞生长发育的作用[4]。 EPO 基因以组织特异性的方式表

达,主要受缺氧诱导因子 1( hypoxia-inducible factor -1,
HIF-1)的调节,缺氧可以诱导 EPO 和 EPOR 表达增加,
提示 EPO 在中枢神经系统可能作为一种神经营养因子

和神经保护因子,特别是在神经损伤的情况下,如缺氧、
缺血或大脑出血等[5]。 视神经作为中枢神经系统的一部

分,在其发生损伤时,也可能有 EPO 的神经保护作用参

与。 Dreixler 等[2]在成年大鼠视网膜缺血再灌注损伤动

物模型中发现,急性视网膜缺血可诱导大鼠视网膜中

EPO 及其受体表达明显增高。 这些均提示我们,EPO 作

为一种已经在临床其他领域使用的耐受性良好的药物,
由于其具有神经保护作用,有可能作为神经保护药物在

眼科领域应用。
摇 摇 神经受损后修复再生的首要条件是神经元的存活,
神经保护治疗的一个主要目标就是阻止神经元凋亡[6]。
正常生理条件下,EPO 具有促使神经元增生、肥大、树突

增多、功能增强、分化良好等一系列营养作用[7]。 RGCs
作为一种神经元细胞,我们推测 EPO 对其生长发育也可

能有类似的影响。 Weishaupt 等[8] 使用单核细胞直接细

胞毒性染色法对培养的 RGCs 进行计数,发现 rhEPO 可

明显增加被剥夺了神经营养因子的 RGCs 的存活数量。
在低于 0. 6U / mL 的浓度时,rhEPO 对 RGCs 的保护作用

有明显的剂量依赖关系,超过 0. 6U / mL 的浓度后 RGCs
的存活数量不再增加,但是随着浓度的增加并未发现

rhEPO 对 RGCs 有毒性作用。 该实验不仅证实了 rhEPO
有促进 RGCs 存活的作用,这种作用是不依赖于任何一

种神经营养因子的,而且从侧面说明了 rhEPO 应用的安

全性。 在本研究中,我们利用了 0. 6U / mL 这个浓度,但
我们更深入的研究了在此浓度下 rhEPO 对 RGCs 的最长

突起生长的影响,为以后进一步研究 rhEPO 对视神经损

伤后的轴突再生的影响提供基础。 我们的研究表明,培
养液中加入 0. 6U / mL rhEPO 能够促进体外培养的 RGCs
及其轴突的生长,在培养 72h 的细胞已经出现比较明显

的作用, rhEPO 能使 RGCs 的突起生长得更长。
摇 摇 GAP-43 是一种在神经生长、发育和塑性过程中起

着重要作用的跨膜蛋白。 在神经元的发育过程中,GAP-43
的表达较高,但随着神经发育的完成,大多数神经元上的

GAP-43 都大幅度下降。 在成年的视网膜上,GAP-43
mRNA 在内丛状层的固有层表达。 在缺血的大鼠脑组织

中可以见到增高的 GAP-43 的表达[9]。 因此,在损伤的

中枢神经系统修复过程中,高的 GAP-43 表达可能起着

重要的作用。 GAP-43 作为一种神经元特异性蛋白,其
基因表达仅限于神经系统[10],周围神经和中枢神经损伤

后,GAP-43 的表达增加,GAP-43 可作为神经再生的标

志[11]。 在我们的研究中,加入 rhEPO 培养的 RGCs 能够
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产生更多量的 GAP-43 蛋白,从而进一步证实了 rhEPO
对 RGCs 不仅有保护作用,更主要的是具有促进 RGCs 生

长发育的作用。
摇 摇 在本研究中,我们证实了 rhEPO 具有促进体外培养

的 RGCs 及其轴突生长的作用,这种作用是不依赖于任

何一种神经营养因子的,同时 rhEPO 能够上调培养的

RGCs 产生 GAP - 43 蛋白,由此我们推测, rhEPO 促进

RGCs 及其轴突生长的作用也可能通过 GAP-43 的产生

来实现,但是两者之间连接的作用机制尚不明确,为我们

进一步在视神经损伤修复方面的研究提供基础。
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好消息—《国际眼科杂志》英文版被
PubMed 和 PubMed Central 收录

本刊讯摇 《国际眼科杂志》英文版 International Journal of Ophthalmology 于 2011鄄01 申请 PMC,经过极为严格的

科学评审和技术评审,于 2011鄄12鄄02 通过评审并于 2012鄄05鄄03 被 PubMed 和 PMC 正式收录。 这是《国际眼科

杂志》英文版继 2010鄄09 被 SCI Expanded 收录后又被另一国际权威数据库收录,这对本刊英文版的发展具有

重大意义。
摇 摇 PubMed 和 PubMed Central(PMC)是美国国立医学图书馆(NLM)国家生物技术信息中心(NCBI)开发和

维护的生物医学与生命科学期刊文献免费数据库。 PubMed 是一种免费的搜寻引擎,提供生物医学方面的论

文搜寻及摘要,但不包括期刊论文的全文,其数据库来源为 Medline。 PMC 是由 NLM 下属的 NCBI 创立的开

放存取(OA)的生物医学和生命科学全文数据库,并在全球范围内免费提供使用。 PubMed 和 PMC 的关系:两
者都是 NLM 建立的数据库,其中 PubMed 是一个基于互联网的文献检索系统,它收录了几千种生物医学和生

命科学期刊的目次和文摘,该数据库提供与 PMC 全文的链接以及与数千种期刊网站的链接。 而 PMC 是免费

生物医学和生命科学电子期刊全文数据库,目前收录 400 余种期刊,数量还在不断增加。 PMC 所有论文在

PubMed 中都有相应的记录。
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