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Abstract
誗AIM: To explore the effects and underlying mechanisms
of glucocorticoid in the apoptosis of retinal ganglion cell
(RGC) .
誗METHODS: RGC were cultured in 4 groups for 3d:
control group, glucocorticoid group ( with 0. 1滋mol / L
cortisone), glucocorticoid-siNgR group [with 0. 1滋mol / L
cortisone+ Nogo receptor (NgR) antisense nucleotide],
glucocorticoid-scRNA group (with 0. 1滋mol / L cortisone +
scrambled nucleotide) . The cell viability was detected by
thiazolyl blue tetrazolium bromide ( MTT ), the
morphological features were observed with inverted
microscope, apoptosis of RGC was measured with
Hoechst 33342 staining, and expression of NgR was
revealed by Western blot.
誗 RESULTS: Cell viability in control, glucocorticoid,
glucocorticoid- scRNA and glucocorticoid - siNgR groups
were (100. 0依0. 0) %, (76. 3依6. 8) %, (79. 4依9. 0) % and
(96. 7 依 9. 8 ) % respectively. Decreased cell viability,
reduced cell number, and increased expression of NgR
were atrophic cell body detected in glucocorticoid and
glucocorticoid - scRNA groups ( P < 0. 01 ), not in
glucocorticoid- siNgR group ( P > 0. 05 ), compared with
control group. RGC was showed light blue by Hoechst
33342 staining in control and glucocorticoid - siNgR
groups, and exhibiting bright blued apoptotic RGC in
glucocorticoid and glucocorticoid-scRNA groups.

誗CONCLUSION: Up - regulation of NgR contributes to
glucocorticoids-induced apoptosis of RGC.
誗 KEYWORDS: glucocorticoid; Nogo receptor; retinal
ganglion cell; apoptosis
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摘要
目的:探讨糖皮质激素对视网膜神经节细胞 ( retinal
ganglion cell,RGC)凋亡的影响及机制。
方法:分 4 组培养 RGC,即(1)对照组,(2)激素组(0. 1滋mol / L
可的松),(3)激素-siNgR 组(0. 1滋mol / L 可的松+NgR 反
义核苷酸病毒),(4)激素-scRNA 对照组(0. 1滋mol / L 可
的松+阴性核苷酸病毒)。 3d 后四甲基噻唑蓝( Thiazolyl
blue tetrazolium bromide,MTT)检测细胞活力变化,倒置显
微镜观察细胞形态学变化,Hoechst 33342 染色检测细胞
凋亡,Western blot 检测 Nogo 受体 ( Nogo receptor,NgR)
表达。
结果:对照组、激素组、激素-scRNA 组及激素-siNgR 组细
胞活力分别为(100. 0 依0. 0)% ,(76. 3 依6. 8)% ,(79. 4 依
9郾 0)%及(96. 7依9. 8)% ,与对照组相比,激素组及激素-
scRNA 组细胞活力明显降低,细胞密度降低,体积缩小,
NgR 表达增加(P<0. 01),而激素-siNgR 组无明显变化(P>
0. 05)。 Hoechst 33342 染色显示,对照组及激素-siNgR 组
细胞淡蓝色,激素组及激素-scRNA 组可见大量呈亮蓝色
的凋亡细胞。
结论:糖皮质激素能通过 NgR 表达增加诱导 RGC 凋亡。
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病患者常见的眼部并发症之一,不仅是欧美等发达国家成
年人致盲的主要原因[1, 2],也是我国成年人新发致盲的主
要原因[3]。 视网膜神经节细胞( retinal ganglion cell,RGC)
轴突形成视神经将视觉冲动传递至中枢,RGC 受损可导
致视力下降,甚至失明,是 DR 的重要原因之一[4]。 糖皮
质激素与视网膜神经元的结构、功能、存活及凋亡关系密
切[5],糖皮质激素浓度长时间增加是细胞凋亡的重要原因
之一[6]。 Nogo 受体(Nogo receptor,NgR)是多种神经生长
抑制因子的共同受体,能抑制神经元突起的延长,诱导神
经元凋亡[7, 8]。 我们前期研究也证实,NgR 在视网膜仅表
达于 RGC,NgR 表达上调诱导了 RGC 凋亡[9-11]。 糖尿病
时糖皮质激素水平增加,因此本研究拟探讨大剂量糖皮质
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图 1摇 各组细胞生长状态(伊200)摇 A:对照组;B:激素组;C:激素-scRNA 组;D:激素-siNgR 组。

图 2摇 Hoechst 33342 染色(伊400)摇 亮蓝着色为凋亡细胞摇 A:对照组;B:激素组;C:激素-scRNA 组;D:激素-siNgR 组。

激素对 RGC 凋亡的影响及机制,为糖皮质激素在糖尿病
患者治疗中的合理应用提供理论参考。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 RGC 细胞(上海瑞鹿生物科技有限公司),胎牛血
清(杭州四季青生物公司),四甲基噻唑蓝(Thiazolyl blue
tetrazolium bromide,MTT)及 Hoechst 33342 染色液(北京碧云
天生物科技有限公司),Nogo 蛋白受体(Nogo receptor,NgR)反
义及阴性核苷酸病毒包装液(上海吉玛生物公司,siNgR 反义
寡核苷酸序列为 5蒺-AATGACTCTCCATTTGGGACT-3蒺),氢化
可的松(Sigma 公司),NgR 及 茁-actin 抗体(Abcam 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验分组 摇 传代 RGC 覆盖率达 70% 时分 4 组培
养,即对照组、激素组(0. 1滋mol / L 可的松)、激素-siNgR 组
( 0 . 1 滋mol / L 可的松 +NgR 反义核苷酸病毒 ) 及激素
-scRNA 对照组(0. 1滋mol / L 可的松+阴性核苷酸病毒)。
1. 2. 2 MTT 法检测 RGC活力摇 调整 RGC 细胞悬液浓度
1伊104 / 200滋L,吸取 200滋L 细胞悬液于 96 孔板内,24h 后
分组培养,每组设置 4 个复孔,在培养第 3 d 倒置显微镜
观察细胞形态。 以无血清培养基培养 3h 再加入 20滋L 的
MTT 溶液(5mg / mL)静置 3h,加二甲基亚砜振荡至结晶物
溶解。 酶联免疫检测仪(490nm 波长)检测各孔的吸光度
(A 值),计算细胞活力(细胞活力 =实验组 A 值 / 正常组 A
值伊100% )。
1. 2. 3 Hoechst 33342 染色检测细胞凋亡摇 分组培养 3d
后,4% 多聚甲醛固定 15min, PBS 洗涤后加入 Hochest
33342 染色液孵育 10min,PBS 洗涤后荧光显微镜观察,计
数凋亡细胞百分比。
1. 2. 4 Western blot 检测 NgR 表达摇 分组培养 3d 后,细
胞刮收集细胞,裂解后 12000r / min 离心 15min,考马斯亮
蓝法测定上清蛋白浓度,调节蛋白浓度均等后 100益水浴
10min,电泳后转移至 PVDF 膜,以 NgR 及 茁-actin 一抗室
温孵育 2h,辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 1h,试剂
盒显影。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计软件进行实验数据
分析,所有数据以均数依标准差表示。 对于各组数据先进
行正态性检验和方差齐性检验,组间整体比较采用单因素
方差分析,两两比较采用 LSD 检验,P<0. 05 为差异具有统
计学意义。

图 3摇 Western blot检测 NgR 表达 摇 A:对照组;B:激素组;C:
激素-scRNA 组;D:激素-siNgR 组。

2 结果
2. 1 抑制 NgR 可恢复 RGC 细胞活力摇 对照组、激素组、
激素-scRNA 组及激素-siNgR 组细胞活力分别为(100. 0依
0. 0)% ,(76. 3依6. 8)% ,(79. 4依9. 0)%及(96. 7依9. 8)% ,
4 组间差异显著(F = 202. 464,P<0. 01)。 与对照组相比,
激素组及激素-scRNA 组细胞活力明显降低(P<0. 01),激
素 - siNgR 组细胞活力无明显变化( P>0 . 05 ) 。 激素
-siNgR 组细胞活力较激素组明显增高(P<0. 01)。
2. 2 抑制 NgR能改善 RGC 细胞生长状态摇 显微镜下观
察发现,与对照组相比,激素组及激素-scRNA 组细胞稀
疏,体积缩小,细胞贴壁不牢,边界折光性增强。 激
素-siNgR 组细胞形态较对照组差异不明显(图 1)。
2. 3 下调 NgR表达可抑制 RGC 凋亡摇 凋亡细胞膜通透
性强,Hoechst 33342 容易通过细胞膜,着色细胞呈亮蓝
色,且凋亡细胞核皱缩,出现了染色质凝集、核碎裂等变化
(图 2)。 对照组、激素组、激素-scRNA 组及激素-siNgR
组细胞凋亡率分别为(2. 6依0. 0)%,(30. 4依3. 2)%,(28. 1依
2. 9)%及(3. 5依1. 4)% ,4 组间差异显著(F = 213. 582,P<
0. 01)。 与对照组相比,激素组及激素-scRNA 组 RGC 凋
亡率增高(P<0. 01),激素-siNgR 组细胞凋亡率无明显改
变( P> 0 . 05 ) 。 与激素组及激素 - scRNA 组相比,激
素-siNgR 组细胞凋亡率明显降低(均 P<0. 01)。
2. 4 糖皮质激素能上调 NgR 的表达摇 以 茁-actin 为内对
照,对照组、激素组、激素-scRNA 组及激素-siNgR 组 NgR
蛋白相对表达量分别为 0. 22 依0. 02,0. 33 依0. 04,0郾 32 依
0郾 04,0. 22 依 0. 03, 4 组间差异显著 ( F = 228郾 389, P <
0郾 01)。 与对照组相比,激素组及激素-scRNA 组 NgR 表
达有所增加(P<0. 01),而激素-siNgR 组的 NgR 蛋白表达
变化不明显(P>0. 05,图 3)。
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3 讨论
摇 摇 RGC 结构及功能异常是糖尿病视网膜病变的重要原
因[4],糖尿病视网膜病变已经成为工业化国家成年人致盲
的首要因素[12]。 糖皮质激素生物学作用复杂,能调节神
经元的存活及凋亡[13]。 糖皮质激素已用于糖尿病视网膜
病变的治疗,局部注射能减轻视网膜微循环障碍,治疗视
网膜黄斑水肿,但长期注射糖皮质激素反而能引发多种眼
部并发症,能损害视网膜神经元,对 RGC 的影响有待进一
步明确[14]。
摇 摇 糖皮质激素能通过多种途径诱导细胞凋亡,细胞凋亡
是糖皮质激素诱发多种疾病的重要原因之一[6]。 NgR 是
多种髓磷脂相关蛋白的共同受体,如 Nogo 蛋白、髓鞘相关
糖蛋白以及少突胶质细胞髓鞘糖蛋白等都能与 NgR 结
合,抑制神经再生,促进神经元凋亡[15]。 在体研究证实,
NgR 表达增加是糖尿病大鼠及青光眼动物模型 RGC 凋亡
的重要机制之一[16, 17]。 本研究发现,高浓度糖皮质激素
促进 NgR 蛋白在 RGC 内的表达,诱导了 RGC 凋亡,特异
性下调 NgR 的表达能抑制糖皮质激素诱导的细胞凋亡。
该结果提示,糖皮质激素能通过促进 NgR 表达而诱导
RGC 凋亡。 NgR 诱导细胞凋亡的机制很多,如影响线粒
体膜电位,细胞内钙离子超载,氧自由基堆积,凋亡因子表
达增加等[18],但相关机制仍待进一步探讨。
摇 摇 本研究观察了高浓度糖皮质激素诱导的 RGC 凋亡,
利用 RNA 干扰手段探讨了 NgR 在糖皮质激素诱导 RGC
凋亡中的作用。 证实了 NgR 是糖皮质激素诱导 RGC 凋亡
的重要分子机制之一,为糖皮质激素在糖尿病视网膜病变
甚至其他视网膜病变治疗中的合理应用提供了理论参考。
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