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Abstract
誗AIM: To explore the role and underlying mechanisms of
nogo receptor(NgR) on the apoptosis of retinal ganglion
cell in rats with diabetes mellitus(DM) .
誗METHODS: SD rats were used for inducing DM models
by administrating streptozotocin. Studies were performed
with control group, DM group, siNgR group: DM rats
intravitreal administration of anti - NgR nucleotide, and
siRNA control group: DM rats intravitreally administrated
with negative nucleotide. One month later, TUNEL
staining was conducted to detect apoptosis of retinal
ganglion cell ( RGC), level of retinal malondialdehyde
(MDA) were detected with kit, and expression of NgR
and caspase-3 were observed with Western blot.
誗RESULTS: The level of retinal MDA in control group,
DM group, siNgR group and siRNA control group were
3郾 74依0. 49, 7. 21依0. 96, 6. 41依1. 34 and 4. 02依0. 53nmol / mg
prot respectively. A significant increase in the number of
TUNEL-positive RGC, the expression of retinal NgR and

caspase-3, and the level of retinal MDA were detected in
DM and siNgR groups compared with control group (P<
0郾 05) . However, the number of TUNEL - positive RGC,
the expression of retinal NgR and caspase - 3, and the
level of retinal MDA showed no difference between
control group and siNgR group (P>0. 05) .
誗CONCLUSION: NgR induces retinal oxidative stress and
up-regulation of retinal caspase-3, playing an important
role in the apoptosis of diabetic RGC.
誗KEYWORDS:diabetic retinopathy; retinal ganglion cell;
apoptosis; nogo receptor
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摘要

目的:探 讨 Nogo 受 体 ( nogo receptor, NgR) 在 糖 尿 病

(diabetes mellitus,DM)大鼠视网膜神经节细胞凋亡中的

作用及机制。
方法:链脲佐菌素诱导 SD 大鼠 DM 模型,实验分 4 组,对
照组;DM 组;siNgR 组:DM 大鼠玻璃体内给予 NgR 反义

核苷酸序列;siRNA 空白组:DM 大鼠玻璃体内给予阴性核

苷酸序列。 1mo 后 TUNEL 染色检测视网膜神经节细胞

(retinal ganglion cell,RGC)凋亡,试剂盒检测视网膜丙二

醛(malondialdehyde,MDA)含量,Western-blot 检测视网膜

NgR 及 caspase-3 含量。
结果:对照组、DM 组、siRNA 空白组及 siNgR 组 MDA 含量

分别为 3. 74 依 0. 49,7. 21 依 0. 96,6. 41 依 1. 34 及 4. 02 依
0郾 53nmol / mg prot。 与对照组相比,DM 组及 siRNA 空白组

视网膜 RGC 凋亡增加,NgR 及 caspase-3 表达上调,MDA
含量升高(P<0. 05),而 siNgR 组视网膜 RGC 数量、NgR 及

caspase-3 表达、MDA 含量较对照组均无明显变化(P >
0郾 05)。
结论:NgR 表达增加是糖尿病 RGC 凋亡的重要原因之一,
其机制可能与 NgR 诱导视网膜氧化应激、上调 caspase-3
表达有关。
关键词:糖尿病视网膜病变;视网膜神经节细胞;凋

亡;NgR
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0 引言

摇 摇 糖尿病视网膜病变( diabetic retinopathy,DR)是糖尿

病(diabetes mellitus,DM)的严重并发症,可导致患者视力

减退,甚至失明。 视网膜神经节细胞( retinal ganglion cell,
RGC)凋亡是 DR 的重要机制之一[1]。 Nogo 受体 ( nogo
receptor,NgR)是抑制神经再生的重要因素,视网膜内仅表

达于 RGC[2]。 但 DM 时 NgR 在 RGC 内的表达变化及其对

RGC 影响尚不清楚,因此本研究拟通过观察糖尿病早期,
NgR 在 RGC 的表达情况以探讨其在 RGC 凋亡过程中的

作用。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 SD 大鼠 40 只,雌雄各半,体质量 200 ~ 230g
(辽宁医学院实验动物中心),siNgR 慢病毒包装液(吉玛

生物公司),TUNEL 及 MDA 试剂盒(碧云天生物公司),
NgR 及 caspase-3 抗体(Sigma 公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 实验分组 摇 SD 大鼠腹腔注射 2% 链脲佐菌素

60mg / kg,48h 尾静脉血糖 >16. 7mmol / L 即为 DM 模型。
动物随机分 4 组( n = 10 / 组):对照组;DM 组;siNgR 组:
DM 大鼠玻璃体内注射 10滋L 慢病毒包装的 NgR 反义核苷

酸序列;siRNA 空白组:DM 大鼠玻璃体内给予 10滋L 慢病

毒包装的阴性核苷酸序列。 1mo 后进行指标检测。
1. 2. 2 视网膜 TUNEL 染色 摇 常规制备视网膜石蜡切片,
根据试剂盒说明书进行操作。 封片后镜下观察视网膜节

细胞层 TUNEL 阳性 RGC 表达。
1. 2. 3 视网膜 MDA含量检测摇 麻醉大鼠取视网膜,以生

理盐水制备 5%组织匀浆,4000r / min 离心取上清,按试剂

盒操作流程及公式检测视网膜组织匀浆中 MDA 含量。
1. 2. 4 Western-blot 检测 NgR及 caspase-3 表达摇 制备

视网膜匀浆,裂解后以 12000r / min 离心 15min,收集上清

液行 SDS-PAGE 电泳,电转移至 PVDF 膜,以 NgR,caspase-3
及 茁-actin 一抗 37益孵育 2h,再以辣根过氧化物酶标记的

二抗室温分别孵育 1h,试剂盒显影。
摇 摇 统计学分析:数据均采用均数 依标准差表示,采用

SPSS 17. 0 进行单因素方差分析,LSD-t 检验,P<0. 05 具

有统计学意义。
2 结果

2.1 NgR在 DM大鼠视网膜的表达变化及其对 caspase-3
表达的影响摇 以 茁-actin 为内对照,与对照组相比,DM 组

及 siRNA 空白组大鼠视网膜 NgR 及 caspase-3 表达明显

上调,siNgR 组 NgR 及 caspase-3 表达无明显变化(图 1)。
2. 2 NgR 对 DM 大鼠视网膜氧化应激的影响 摇 视网膜

MDA 含量检测显示,对照组、DM 组、 siRNA 空白组及

siNgR 组 MDA 含量分别为 3. 74依0. 49,7. 21依0. 96,6. 41依
1. 34 及 4. 02依0. 53nmol / mg prot。 DM 组及 siRNA 空白组

视网膜 MDA 含量较对照组明显升高(P<0. 05),而 siNgR
组较对照组无明显变化(P>0. 05)。
2. 3 NgR 对 DM 大鼠视网膜 RGC 凋亡的影响 摇 视网膜

TUNEL 染色显示,1mo 后,DM 组及 siRNA 空白组视网膜

TUNEL 阳性 RGC 较对照组明显增加,而 siNgR 组视网膜

TUNEL 阳性细胞数较 DM 组明显减少(图 2)。

图 1摇 Western-blot 检测各组大鼠视网膜 NgR 及 caspase-3
蛋白表达。

图 2摇 各组大鼠视网膜 TUNEL染色阳性的凋亡 RGC(箭头示,伊
200) 摇 A:对照组;B:DM 组;C:siRNA 空白组;D:siNgR 组。

3 讨论

摇 摇 DR 是糖尿病视网膜的主要并发症之一,是成年人致

盲的首要因素。 视网膜微血管病变及视网膜神经系统病

变是 DR 的主要病理变化。 DR 早期,包括 RGC 在内的视

网膜神经元及胶质细胞结构及功能均发生了明显的病理

变化,导致患者视力受损、视力下降[1]。
摇 摇 NgR 是 Nogo 蛋白、髓鞘相关糖蛋白以及少突胶质细

胞髓鞘糖蛋白等髓磷脂相关蛋白的受体,广泛表达于神经

系统,是抑制神经再生,促进神经元凋亡等的重要因素[3],
在大鼠视网膜 NgR 仅表达于 RGC 细胞[2],与 RGC 的损伤

后修复关系密切,青光眼时视网膜 RGC 细胞内 NgR 表达

明显上调,是视网膜 RGC 凋亡,突触功能减退的重要机制,
抑制 NgR 表达可恢复视网膜突触功能,抑制 RGC 细胞凋

亡[4]。 本研究发现,DM 视网膜 NgR 明显上调的同时,
RGC 细胞发生了明显凋亡,利用 siNgR 抑制 NgR 表达可

显著抑制视网膜 RGC 凋亡。 NgR 诱导 DR 视网膜 RGC 细

胞凋亡机制尚不完全清楚,Nogo-A 可影响心肌细胞线粒

体膜电位,导致心肌细胞内钙离子超载及氧自由基堆积,
上调凋亡相关基因 caspase-3 表达,从而诱导心肌细胞凋

亡,NgR 是 Nogo-A 亲和力最高的受体,因此 NgR 可能通

过上述途径诱导细胞凋亡[5]。 DM 时,高血糖可诱发氧化

应激,MDA 是反应视网膜氧化应激的重要指标之一。 本
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实验证实,DM 时视网膜 MDA 含量增高,抑制 NgR 表达可

明显降低视网膜 MDA 水平,研究结果提示 DM 视网膜发

生了明显的氧化应激,NgR 表达增加是 DM 视网膜氧化应

激的重要因素。 此外,本研究还发现,DM 时,视网膜凋亡

相关基因 caspase-3 表达明显增加,而抑制 NgR 表达显著

抑制了视网膜 caspase-3 表达。 因此,NgR 上调是 caspase-3
表达增加的重要机制之一,DM 时视网膜 NgR 表达上调可

能通过诱发氧化应激,增加凋亡相关蛋白 caspase-3 表达

等途径诱导 RGC 凋亡,参与 DR 的发生与发展。
摇 摇 视网膜 RGC 凋亡是 DR 的重要机制,RGC 形态及突

触可塑性改变也是 DR 的重要机制之一[6],RGC 参与 DR
的发病机制及其复杂,深入探讨 RGC 病理性改变在 DR
中的作用及机制,对于 DR 的临床治疗具有重要意义。
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