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视神经损伤后视网膜 Müller 细胞未折叠蛋白反应

相关因子 IRE-1 与 GLAST 的表达 *
马晓蕾 潘 峰 胡 丹△

（第四军医大学西京医院眼科 全军眼科研究所 陕西 西安 710032）

摘要 目的：研究视神经损伤后视网膜 Müller 细胞中是否有未折叠蛋白反应（UPR）及其与 L 一谷氨酸／L 一天门冬氨酸转运体

（GLAST）的关系。方法：视神经钳夹伤模型建立成功后，运用 HE 染色观察视网膜神经节细胞数目改变，免疫化学染色，免疫荧光

双标记，western-blot 观察 UPR 相关因子需肌醇酶 1（IRE-1） 与 GLAST 的表达及相关性。 结果：视神经钳夹伤后 IRE-1 与

GLAST 在视网膜 Muller 细胞上共表达，，术后第一天前呈上升趋势，在第一天达到顶峰，后呈下降趋势，第七天下降明显。结论：

视神经损伤后，IRE-1 与 GLAST 的趋势变化有一定相关性，提示未折叠蛋白反应可能是调控 GLAST 变化的原因之一。
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ABSTRACT Objective: To investigate the unfolded protein response（UPR）in retinal Müller cells after optic nerve injury and the
relationship between UPR and glutamate/aspartate transporter (GLAST). Methods: The change of the amount of retina gangliocyte was
detected by HE dying and the expression and relevance of UPR correlation factor-inositol requiring enzyme 1 (IRE-1)and GLAST were
detected by immunohistochemical staining, immunofluorescent double-tagging, western-blot after the modeling of trapped wound in
optic nerve nipper. Results：IRE-1 and GLAST co-express in retinal Müller cells, ascend in the common trend and reach the summit one
day after surgery, then drop sharply in the seventh day.Conclusions: There was relationship between the IRE-1 and GLAST in trend
changes after optic nerve injured which suggests UPR may be one cause of the regulation of GLAST changes.
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前言

外伤性视神经损伤，青光眼等视神经疾病，均是以视网

膜神经节细胞（ RGCs）及其纤维渐进性死亡为主要特点，对

RGCs 的保护一直是眼科研究的难点之一[1,2]。Müller 细胞依

靠 L 一谷氨酸／L 一天门冬氨酸转运体（GLAST）维持着视神

经节细胞周围的谷氨酸浓度，使视神经节细胞免受高浓度谷

氨酸的毒性损害[3]。非折叠蛋白反应（unfolded protein reaction
，UPR）是细胞在炎症、外伤等的刺激下，细胞初期首先表现为

内质网存在大量非折叠蛋白及错误折叠蛋白的蓄积，触发细

胞的一系列反应 [4]。需肌醇酶 1 ( inositol requiring enzyme 1,
IRE-1), 双 链 RNA 活 化 蛋 白 激 酶 PKR (doublestranded
RNA-activated protein kinase)样内质网激酶（PERK）, 活化转录

因子 6（ATF-6）是 UPR 的相关因子[5]。本实验检测在建立成功

的视神经钳夹伤模型上，不同时间点时大鼠视网膜内 IRE-1,

GLAST 的表达情况，以明确 UPR 是否与 GLAST 的表达与数

量变化有相关性。

1 材料与方法

1.1 实验动物和主要试剂

成年雄性 SD 大鼠 24 只, SPF 级，体质量 220～250g,第四

军医大学实验动物中心提供,外眼正常,对光反射灵敏,检眼镜

查屈光介质清晰,眼底无异常,予以 12h 明暗交替光照, 不限食

水, 室温 18～23℃条件下饲养。所有动物采用随机数字表法进

行完全随机化分组。实验过程遵循 ARVO 宣言。兔抗大鼠

IRE-1 抗体(日本 santa cruz 公司)，豚鼠抗大鼠 GLAST 抗体 (美
国 us biological 公司)，兔抗大鼠 GLAST 抗体 (美国 abcam 公

司)。
1.2 方法

1.2.1 动物视神经损伤模型建立 按随机数字方法将动物分为
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对照组(4 只)、损伤组(夹伤后不同时间组即术后 0.5, 1,3, 5,7d,

共 5 组,每组 4 只) 。用 10 g/L 戊巴比妥钠注射液(60 mg/kg)

腹腔注射麻醉大鼠。沿右眼外眦眶剪开皮肤，筋膜至巩膜表

面,小心分离至暴露出视神经根部,沿视神经纵轴方向谨慎挑

开鞘膜, 避免伤及视网膜动脉,48 g 反向镊以垂直角度于球后

2mm 处钳夹视神经 40s,缝合结膜及皮肤。术后用盖玻片轻压

角膜观察视网膜血管状态,选择无感染、无视网膜缺血表现的

大鼠进行实验。对照组动物不夹伤视神经,余操作同损伤组。
1.2.2 组织制备 建模后,按各时间点腹腔麻醉,12 只 SD 大鼠行

升主动脉插管, 快速灌注生理盐水约 100 mL 后继续灌注含 40

g/L 多聚甲醛的 0.1 mol /L 磷酸缓冲液( PB, pH7.4 ) 400mL, 先

快速灌注 200mL,后 200mL 持续灌注固定 2h,灌毕立即取手术

眼球, 置入含 250g/L 蔗糖的磷酸盐缓冲液 ( PBS, pH7. 4 ) 中,

4℃过夜。冰冻切片机(德国 Leica CM1900)中将眼球以矢状位

连续切片,片厚 12μm。对照组及每个损伤组切片 4 套。另 12 只

SD 大鼠用于 western-bloting，快速取下眼球，小心分离出视网

膜于 EP 管中，-80℃保存备用。
1.2.3 HE 染色 取视网膜冰冻切片行常规苏木精 - 伊红染色。

1.2.4 免疫组织化学染色 取视网膜冰冻切片行免疫组织化学

染色。一抗为豚鼠抗大鼠 GLAST 单克隆抗体(1:1000) 和兔抗

大鼠 IRE-1 单克隆抗体(1:200) ,4 ℃过夜,二抗( Sigma ,1:200)

37℃孵育 1 h ,ABC(Vector ,1:200) 37℃孵育 1 h ,DAB(Sigma)

显色。梯度酒精脱水,二甲苯透明封片。
1.2.5 免疫荧光双标记染色 去 视 网 膜 冰 冻 切 片 经 0.01%

mol/L PBS 漂洗 3×10min; 经兔抗 IRE-1 (1:200) 和豚鼠抗

GLAST 血清(1:1000) 孵育 24h (室温) ;再经 Texas red 标记

的小鼠抗兔(1:500) 和 FITC 标记的羊抗豚鼠 IgG(1:500) 抗

血清室温孵育 2h (避光)。常规甘油与 PBS(1:1) 的混合液封

片。每 步 骤 后 均 用 0.01%mol/L PBS (pH7.14) 充 分 洗 涤。
1.2.6 Western-blot 取 -80℃保存视网膜放入匀浆器, 加裂解液

在冰上研磨后于 4℃下离心, 取上清液。行蛋白定量，按检测试

剂测定的蛋白质浓度加样（20ul/ 泳道）。凝胶电泳后, 用电转膜

法将分离的蛋白质转，用封闭液封闭后至硝酸纤维膜, 然后用

丽春红液证实转膜成功后, 将膜依次经的 5%脱脂奶粉液室温

孵 1h，加适当比例稀释的一抗 (1：2000)，37 孵育 1h，4 过夜，

TBST 充分漂洗，加二抗稀释液，37 孵育 1h，TBST 充分漂洗，

辣根过氧化物酶显色。FluorChem FC2 凝胶成像系统扫描并拍

照。
1.3 统计学方法

统计学处理：数据用 X±S 表示，用统计软件 SPSS17.0 进

行 student-t 检验。

2 结果

2.1 光镜下观察视网膜神经节细胞

视网膜神经节细胞数目于第三天起有减少趋势（p<0.05），

第五天，第七天呈明显减少趋势(p<0.01)。提示模型建立成功

(图 1)。

图 1 光镜下 X400 视神经夹伤后 12h，1d，3d，5d，7d 与正常对照组的

视网膜 HE 染色

Fig.1 Under light microscope X400 HE dying of retina after optic
nerve injured at con, 12h,1d,3d,5d,7d

图 2 视神经夹伤后 12h，1d，3d，5d，7d 与正常对照组的视网膜神经

节细胞数目变化

Fig 2 the number of RGCs after optic nerve injured at con,
12h,1d,3d,5d,7d

2.2 免疫化学染色

IRE-1 与 GLAST 在正常片中有一定表达，视神经损伤 1d
内呈逐渐增高趋势，3d 到 7d 的呈降低趋势，第 7d 降低明显并

低于正常组（图 3，图 4）。

图 3 光镜下 X400 视神经夹伤后 12h，1d，3d，5d，7d 与正常对照组的

视网膜 IRE-1 免疫组织化学染色

Fig 3 Under light microscope X400 Immunohistochemistry of
IRE-1 resulted in retina after optic nerve injured at con,

12h,1d,3d,5d,7d
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图 4 光镜下 X400 视神经夹伤后 12h，1d，3d，5d，7d 与正常对照组的

视网膜 GLAST 免疫组织化学染色

Fig 4 Under light microscope X400 Immunohistochemistry of
GLAST resulted in retina after optic nerve injured at con,

12h,1d,3d,5d,7d

2.3 免疫荧光双标记染色

正常小鼠视网膜中,GLAST 的免疫荧光贯穿视网膜全层,
包括外丛层和内丛层、内界膜和外界膜,内外核层中亦有放射

状的荧光反应物。这些着色的特点提示 GLAST 主要表达在

Müller 细胞上。IRE-1 与 GLAST 共表达在视神经损伤 1d 内呈

明显增高，第 7d 降低明显（图 5）。

图 5 共聚焦荧光显微镜 X400 视神经夹伤后 1d，7d 与正常对照组的

视网膜 IRE-1 与 GLAST 免疫荧光双标记

Fig 5 Confocal fluorescence microscopy X400 immunofluorescent
double-tagging of IRE-1 and GLAST resulted in retina after optic

nerve injured at con ,1d,7d

2.4 Western-blot

图 6 视神经夹伤后 12h，1d，3d，5d，7d 与正常对照组的视网膜 IRE-1，

GLAST, western-blot 结果

Fig 6 western-blot of IRE-1，GLAST resulted in retina after optic
nerve injured at con，12h，1d，3d，5d，7d

IRE-1 与 GLAST 在第一天和第三天时蛋白表达明显增

加，第五天第七天有所降低（图 6）。

3 讨论

Müller 细胞是视网膜中主要胶质细胞,它自外界膜纵向伸

展,穿过整个视网膜至内界膜,其胞体在内核层,侧突包绕着视

网膜中的杆细胞、锥细胞、双极细胞及神经节细胞的大部分神

经元。该细胞拥有强大的维持视网膜微环境成分的生理功能,
其最主要的功能是摄取神经突触释放的谷氨酸,终止谷氨酸神

经突触的神经传导 [6]。研究认为细胞外谷氨酸浓度升高对

RGCs 有潜在毒性, 故将谷氨酸从 RGCs 外迅速清除是 RGCs
存在和发挥正常功能的重要环节[7]。哺乳动物体内已发现 4 种

在视网膜内存在的谷氨酸转运体。GLAST 主要存在于 Müller
细胞和星形胶质细胞，EAAT-2 存在于视锥细胞和双极细胞，

EAAT-3 存在于少突胶质细胞和 RGCs，EAAT-4 存在于光感受

器和双极细胞[8-11]。Müller 细胞调节细胞外谷氨酸浓度的关键

步骤是, 通过高亲和力的 GLAST 将这种氨基酸逆着细胞内外

浓度差从细胞外转运至细胞内,以维持正常的细胞外谷氨酸浓

度[12]，有研究人员利用反意寡核苷酸技术阻断 GLAST,结果发

现大鼠视网膜玻璃体内的谷氨酸浓度和死亡的视网膜神经节

细胞都明显增加[13]。这说明 GLAST 对视网膜损伤后谷氨酸的

清除发挥着重要的作用。GLAST 在受到外界刺激时变化的原

因尚未确切，有研究显示这可能是视网膜在急性缺血早期的

一种代偿性自我保护机制[14,15],亦有文献报道来源于鼠脑组织

星形细胞中 GLAST 的功能是以酶底物一诱导的方式进行调

节的[16]。
内质网应激时激活的 UPR 通路是维持细胞生存的基本手

段。IRE1、PERK 及 ATF6 转导的 3 条通路有序活化和整合,使
得 UPR 既不过强也不过早终止。当细胞功能不能恢复时,UPR
启动促凋亡通路,细胞接受凋亡或死亡,机体清除受损细胞[17,18]。
Ryoo 等利用二硫苏糖醇在果蝇眼上发现 RGC 发生 UPR 是导

致 RGC 细胞丢失的重要原因[19],本研究组前期研究发现在视神

经损伤后不仅能致 RGC 触发 UPR 同时在损伤远离部位的视

神经干上的少突胶质细胞上也存在 UPR [20,21], 目前，有关

Müller 细胞中 UPR 的存在及其对 GLAST 的影响，国内外未

见报道。本研究发现，视神经损伤后，免疫荧光双标记结果显

示，IRE-1 与 GLAST 有共表达现象，并且 IRE-1 与 GLAST 呈

先升高后降低的表达趋势，Western-blot 结果进一步证实了上

述现象，其原因可能是 UPR 早期的保护功能使 GLAST 升高，

但随着损伤时间的延长，UPR 引起了进一步的凋亡程序使 Müller
细胞功能减退，GLAST 也相应减少，由此推测，视神经损伤后

的 Müller 细胞 UPR 可能是 GLAST 变化的使动因素之一。
综上所述 , Müller细胞中存在非折叠蛋白反应，其对

GLAST 的变化发挥一定作用,可能是使 Müller细胞功能改变而

造成神经细胞损伤的重要因素,本研究为视神经保护开辟了新

的途径，但其确切机制值得进一步探讨。
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