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Abstract
誗AIM: To study the function and mechanism of the NgR-
Rhoa- Rock signal pathways which exists in the retinal
ganglion cells apoptosis in diabetes mellitus (DM) rats.
誗METHODS: Some healthy SD rats were operated by
means of single intraperitoneal injection of 1%
streptozotocin based on the standard of 50mg/ kg wight,
after that the blood sugar value was greater than
16郾 7mmol / L as DM model, then randomly divided into 3
groups, each group was 10 rats. In addition to take 10
healthy SD rats as control group. Four groups of rats
were bilaterally eyeball intravitreal injection in turn with
NgR-siRNA virus 10滋L (siRNA group), NgR-siRNA virus
diluted 10滋L (DM group), NgR - siRNA virus - negative -
control solution 10滋L (siRNA blank group), NgR- siRNA
virus diluted 10滋L ( normal control group ), and fed
normally. During that time, some life indexes like blood
glucose, body mass, etc. were measured and recorded.
After 12wk, the expression of NgR and Rhoa, HE staining,
and TUNNEL staining were detected by Western blot
analysis.

誗 RESULTS: Western blot analysis: compared with
normal control group, the expression of NgR and Rhoa in
DM group and siRNA blank group increased significantly
(P<0. 01), while siRNA group was no significant change
(P > 0. 05); compared with DM group and siRNA blank
group, the expression of those proteins significantly
lowered in siRNA group. HE staining: compared with
normal control group, some extent ganglion cells
arranged disorder, irregular shape, spacing not
consistent were all found in three groups of model rats;
compared with DM group and siRNA blank group, there
was some improvement in siRNA group of ganglion cells
about the order and shape size. TUNEL staining:
compared with normal control group, there were retinal
ganglion cells apoptosis in all of three groups of model
rats. Compared with DM group and siRNA blank group,
the number of retinal ganglion cells apoptotic cells was
less, and the shape of cells had improved significantly in
siRNA group.
誗CONCLUSION: In the DM phase, the expression of NgR
and Rhoa were up - regulation, the condition of diabetic
retinal ganglion cell apoptosis was improved after that the
NgR-Rhoa-Rock signal pathways had been inhibited.
誗KEYWORDS:diabetes; retinal ganglion cell; Rhoa-Rock
signal pathway; apoptosis
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摘要
目的: 研究 NgR-Rhoa-Rock 信号通路在糖尿病(diabetes
mellitus,DM)大鼠视网膜神经节细胞凋亡中的作用及机制。
方法:健康 SD 大鼠,以 50mg / kg 体质量单次腹腔注射 1%
链脲佐菌素的方法处理,以血糖值大于 16. 7mmol / L 定为
糖尿病模型;然后随机分成 3 组,每组 10 只。 另取 10 只
健康 SD 大鼠作对照组。 再依次对 4 组大鼠进行双侧眼球
玻璃体腔内注射 NgR 小干扰病毒 10滋L( siRNA 组)、NgR
小干扰病毒稀释液 10滋L(DM 组)、NgR 小干扰病毒阴性
对照液 10滋L( siRNA 空白组)、NgR 小干扰病毒稀释液
10滋L(正常对照组),正常喂养。 期间对血糖、体质量等一
些生命指标进行观查、测量并记录。 12wk 后,行视网膜
Western blot 检测 NgR、Rhoa 的表达,HE 染色、TUNEL 染色。
结果:Western 检测:与正常对照组相比,DM 组和 siRNA
空白组中 NgR、Rhoa 表达明显增加 (P<0. 01) ,而 siRNA
组无明显变化(P>0. 05);与 DM 组和 siRNA 空白组相比,
siRNA 组 NgR、Rhoa 表达明显下调。 HE 染色:与正常对
照组相比,三组模型鼠均有不同程度节细胞排列紊乱、形
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态不规则、间距不一致;与 DM 组和 siRNA 空白组相比,
siRNA 组节细胞在排列顺序、外形大小等有一定程度改
善。 TUNEL 染色:与正常对照组相比,三组模型鼠均有节
细胞凋亡;与 DM 组和 siRNA 空白组相比,siRNA 组凋亡
细胞数量较少,细胞外形有明显改善。
结论:DM 时大鼠视网膜 NgR、Rhoa 表达上调,抑制 NgR-
Rhoa-Rock 可以改善糖尿病视网膜神经节细胞的凋亡。
关键词:糖尿病;视网膜神经节细胞;Rhoa-Rock 通路;凋亡
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2014. 09. 03
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变( diabetic retinopathy,DR)是临床
常见的糖尿病并发症之一。 视网膜神经节细胞( retinal
ganglion cell,RGC)是唯一的视觉输出细胞,RGC 损伤是
DR 视力减退的重要原因[1]。 视神经退行性变释放的髓磷
脂相关糖蛋白与受体 NgR(Nogo Receptor)结合,启动下游
的 Rhoa-Rock 信号通路,作用于肌动蛋白骨架系统,影响
细胞的各种生物学行为[2],产生轴突抑制,损伤视神经。
本实验拟利用链脲组佐菌素(streptozotocin,STZ)建立糖尿
病大鼠模型,玻璃体内注射 siNgR 抑制 NgR 表达,干扰
NgR-Rhoa-Rock 信号通路对 RGC 的影响,以探讨 Rhoa-
Rock 通路在视网膜神经节细胞凋亡中的作用,为治疗 DR
提供有效的思路。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康雄性 SD 大鼠 40 只,体质量 200 ~ 250g(辽
宁医学院实验动物中心提供),siNgR 慢病毒包装液(上海
吉玛生物公司),Rhoa 抗体( Abcam 公司),链脲佐菌素
(Abcam 分装),TUNEL 试剂盒(南京凯基生物)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验分组摇 SD 大鼠以 50mg / kg 体质量单次腹腔注
射 1%链脲佐菌素,72h 后测尾静脉随机血糖>16. 7mmol / L
即为 DM 模型。 模型组 3 组,对照组 1 组(n = 10 只 / 组):
A 组-正常对照组;B 组-DM 组;C 组-siRNA 空白组;D 组-
siRNA 组,并注意观察记录各组大鼠生命指标。 饲养
12wk 后,取材、切片进行各项检测。
1.2.2石蜡切片制备摇 12wk 后,以 10%水合氯醛(0. 3mL/ 100g)
腹腔注射麻醉,固定,以 4%多聚甲醛溶液进行心脏灌流,
取出双侧眼球,浸在 4%多聚甲醛溶液中 24h,在显微镜下
取出角膜、晶状体、玻璃体等,继续浸在多聚甲醛溶液 12h,
流水冲洗过夜,脱水、透明、浸蜡、包埋、切片,片厚 7滋m。
1. 2. 3 HE 染色 摇 60益恒温箱烤片 1h,切片脱蜡脱水,苏
木精浸染 5min,自来水冲洗 3min,1% 盐酸乙醇分化 3 ~
5s,自来水冲洗 30min,三蒸水冲洗 3 次,3min / 次,伊红浸
染 1min,三蒸水 3 次,3min / 次,梯度乙醇脱水,二甲苯透
明,树胶封片,观察。
1. 2. 4 Western-blot 检测 Rhoa摇 每组动物中随机取出 4
只大鼠,注射过量麻醉药,碎冰上活取眼球,迅速分离视网
膜组织并放入离心管内称重,按比例加入裂解液,以
10000 转 / min,离心 15min。 用移液管抽取上清液进行电
泳分离,后转移至 pH 为 8. 3 ~ 8. 4 环境的硝酸纤维素膜,
缓冲液室温封闭 60min,依次加入一抗(羊抗鼠 Rhoa)4益
孵育过夜,然后加入二抗(辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠

图 1摇 蛋白表达摇 与正常组相比,DM 组和 siRNA 空白组蛋白表
达明显上调;与 DM 组和 siRNA 空白组相比,siRNA 组 NgR 蛋
白、Rhoa 蛋白表达明显下调。

IgG,抗体稀释浓度为 1颐1000) 37益温育 120min,TTBS 充
分冲洗 3 次,15min / 次,最后用三蒸水洗一次。 最后显色
观察。
1. 2. 5 TUNEL染色摇 60益恒温箱烤片 40min,将切片尽快
放入二甲苯玉,域,芋各 10min;PBS 冲洗 5min / 次伊3 次,用
记号笔标出组织所在地方界限;配制通透液,混匀 1min,
即用即配;切片浸入通透液,室温下处理 5min;PBS 冲洗
5min / 次伊3 次;配制 Proteinase K 工作液,即用即配,37益
反应 30min;PBS 冲洗 5min / 次 伊 3 次;将现配的孵育液
DNase 滴加在切片上,37益孵育 90min,PBS 冲洗 5min / 次伊
3 次;加入抗体孵育 30mim,洗涤,配工作液,显色,封片。
摇 摇 统计学分析:结果均采用均数依标准差(軃x依s)表示,采
用 SPSS 18. 0 进行单因素方差分析,采用 LSD-t 检验两两
比较,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 生命体征
2. 1. 1 一般状况摇 正常对照组大鼠饮食和二便正常,精神
状态良好,活动活跃,反应敏感,毛发干净,色泽光亮,个体
增大。 其它三组大鼠模型建立后,明显有多饮、多食、多
尿,而且随着病程进展,与对照组相比模型鼠伴有不同程
度的精神萎靡,活动减少,对各种外界刺激敏感度下降,毛
发逐渐干枯,缺乏亮泽,稀疏发黄。 另外,模型鼠垫料更换
次数明显比正常鼠增多,气味浓重。
2. 1. 2 体质量和血糖摇 四组大鼠初始体质量差异无统计
学意义(P>0. 05);建模后,模型组体质量增长缓慢,甚至
随病程进展有逐渐降低;正常组大鼠体质量明显增加(表 1)。
STZ 诱导 3d 后,3 组模型组大鼠血糖均明显高于正常组
(P<0. 01);诱导 1wk 时血糖继续上升;诱导 8wk 时,血糖
水平明显增高,与正常组相比,差异具有统计学意义(P<
0. 01),而诱导 12wk 后的血糖水平与 8wk 时相比,无明显
差异(表 2)。
2. 2 Western 检测视网膜 NgR 和 Rhoa 表达摇 免疫印迹
蛋白表达检测,与正常对照组相比,DM (糖尿病) 组、
siRNA 空白组蛋白表达明显上调(P<0. 01),注射病毒的
siRNA 组表达无明显变化(P<0. 05)。 而与注射病毒的
siRNA 组相比,siRNA 空白组蛋白表达上调明显(P<0. 01,
图 1)。
2. 3 HE染色摇 HE 染色显示四组大鼠视网膜神经节细胞
形态学情况:正常组大鼠视网膜神经节细胞形态规则、轮
廓清晰、排列有序、大小相似,间距较一致;与正常组大鼠
相比,DM(糖尿病)组大鼠和 siRNA 空白组大鼠均出现一
定程度的节细胞形态不一、数量减少、排列无序、间距不等;
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摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 四组大鼠体质量情况 (n=10,軃x依s,g)
组别 诱导前 诱导后 3d 诱导后 1wk 诱导后 4wk 诱导后 8wk
正常对照组 248. 2依8. 54 254. 1依3. 26 259. 9依8. 16 325. 1依9. 89 397. 6依11. 48
DM 组 252. 4依7. 56 249依6. 64 241依8. 13b 217. 3依10. 69b 200. 2依3. 44b

siRNA 空白组 246. 8依7. 23 241. 5依5. 69 226依4. 12b 203. 9依5. 21b 190. 5依9. 12b

siRNA 组 242. 6依8. 22 238依6. 24 230. 1依6. 36b 215. 2依4. 26b 194. 8依4. 88b

摇 摇 摇 摇 摇 bP<0. 01 vs 正常对照组。

摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 四组大鼠血糖情况 (軃x依s,n=10,mmol / L)
组别 诱导前 诱导 3d 后 诱导后 4wk 诱导后 8wk 诱导后 12wk
正常对照组 3. 5依0. 5 3. 8依0. 7 5. 8依0. 6 5. 1依0. 9 4. 9依0. 4
DM 组 3. 2依0. 8 26. 6依2. 9b 28. 6依1. 9b 29. 3依1. 6d 28. 8依1. 4d

siRNA 空白组 3. 9依0. 2 19. 5依2. 1b 25. 9依1. 2b 25. 4依1. 7d 26. 2依2. 1d

siRNA 组 4. 4依0. 5 22. 5依1. 7b 26. 8依2. 0b 27. 4依2. 2d 27. 0依2. 9d

摇 摇 摇 摇 摇 bP<0. 01,dP<0. 01 vs 正常对照组。

图 2摇 四组 HE染色图片(伊400) 摇 A:正常对照组,箭头指向为视网膜节细胞:细胞排列有序,数量较多,间距规则;B:糖尿病组,箭头
指向为视网膜节细胞:与正常组相比,视网膜神经节细胞数量较少,排列无规则,细胞间距无序;C:siRNA 空白组,箭头指向为视网膜
节细胞:与正常组相比,视网膜神经节细胞数量减少,排列无规则,细胞间距无序;与糖尿病组相比,细胞数量、排列形式、细胞间距等
都有一定相似;D:siRNA 组,箭头指向为视网膜节细胞:与正常组相比,视网膜神经节细胞数量减少,细胞排列无规则,细胞间距不一
致;与 siRNA 空白组相比,细胞数量有所增加,细胞排列无序的程度下降,说明抑制信号通路可以改善视网膜神经节细胞的形态学特征。

图 3摇 四组大鼠视网膜节细胞 TUNEL染色(伊400) 摇 A:正常对照组,视网膜节细胞形态规则,箭头所示为正常的视网膜节细胞,无
凋亡出现。 B:DM 组,视网膜节细胞形态不规则,数量明显减少,排列不规则,箭头所示为凋亡的视网膜节细胞,细胞出现凋亡的明显
特征;C:siRNA 空白组,视网膜节细胞形态不规则,数量明显减少,排列不规则,箭头所示为凋亡的视网膜节细胞,细胞出现凋亡的明
显特征;D:siRAN 组,视网膜节细胞形态规则,排列规则并且一致,箭头所示为视网膜节细胞,siRNA 组视网膜节细胞胞并未出现凋亡
的特征。

与其它两组模型鼠相比,siRNA 组大鼠视网膜神经节细胞
数量有一定程度的增加,并且细胞排列无序的情况有改
善,显示抑制 NgR-Rhoa-Rock 通路的表达可以改善糖尿
病大鼠视网膜神经节细胞的形态学特征(图 2)。
2. 4 TUNEL染色摇 TUNEL 染色组织形态显示,正常对照
组大鼠视网膜节细胞,形态规则,外形清楚、排列有序一
致,并且没有细胞的凋亡和坏死,细胞核清晰完整。 DM
组和 siRNA 空白组大鼠视网膜节细胞数量减少、形态不规
则、排列无序、出现明显的细胞凋亡、并出现核固缩、核坏

死等细胞凋亡的特征性变化。 而 siRNA 组与 siRNA 空白
组比,细胞数量有所增加、细胞形态完整、排列呈现一定顺
序、并且未出现凋亡细胞的形态特征 (图 3)。
3 讨论
摇 摇 视网膜神经节细胞是唯一的视觉输出细胞,其轴突是
视神经的主要组成部分,RGC 损伤、凋亡、结构改变及功
能减退是神经损伤的病理基础[3]。 在 DR 早期或前期,包
括视网膜神经元和胶质细胞,在结构和功能上都发生了明
显的病理变化[4],从而逐渐影响患者视力。
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摇 摇 Rhoa-rock 信号通路由 Rhoa、rock 和肌球蛋白磷酸酶
(myosin phosphatase, MP)三个关键分子组成。 Rhoa 是小
分子 G 蛋白家族的成员,参与细胞内骨架重建、细胞内运
输、转录调控等功能,Rho 信号的激活参与中枢神经系统
突触重塑的形成。 Rock 属于丝 / 苏氨酸蛋白激酶家族成
员,目前功能较清楚的 Rhoa 下游效应分子,并且是 Rhoa
下游能够参与轴索再生的最重要的信号分子,而且 Rock
在结合域被激活后可以诱发神经轴突细胞回缩,抑制
Rock 可以克服 MAG、Nogo 和髓鞘的抑制作用[5]。 糖尿病
高水平的 Rhoa 可以通过 Rhoa-Rock 通路,影响血管平滑
肌细胞过度收缩、黏附、增生、游移等行为,对血管的生理
功能产生影响,而加重糖尿病的血管并发症;而通过 Rhoa
的抑制剂 C3 转移酶,可以阻断 Rhoa,能加强视神经轴索
的存活能力和再生能力。 本实验利用 DM 大鼠模型,探讨
了 Rhoa-Rock 信号通路对 RGC 的作用和影响。 结果显
示,随着 DM 病程进展,Rhoa 的表达增加,RGCs 的损伤加
重;从上游阻断 NgR-Rhoa-Rock 信号通路后,Rhoa 的表
达减少,RGCs 损伤减轻。 DR 视神经损伤后,出现髓鞘脱
失、少突胶质细胞死亡和髓鞘再生等病理改变,产生的髓
鞘碎片能抑制视神经轴索再生。 这种抑制作用由特定的
抑制分子介导,主要有 Nogo、髓鞘相关糖蛋白 ( myelin
associated glycoprotein, MAG)、少突胶质细胞髓鞘糖蛋白
(oligodendrocyte myelin glycoprotein, OMgp)等,它们通过
其共同受体 NgR 形成受体复合体[6],经过一系列跨膜转
运,启动 NgR 下游 Rhoa 及其下游最主要的信号分子
Rock[7],引起肌球蛋白磷酸酶磷酸化而失活,影响细胞的
收缩、黏附、增殖、凋亡等生物学行为,从而促进肌动蛋白
微丝骨架的聚合,引起生长锥塌陷,轴突导向排列和抑
制[8-10]。 可见,NgR-Rhoa-Rock 通路在糖尿病视网膜病变
的血管损伤和神经损伤之间,为介导各种抑制作用起着联
系而后协同作用。
摇 摇 本实验正是考虑到糖尿病视网膜病变过程中多因素、
多途径参与,拟从 NgR-Rhoa-Rock 通路入手,验证此通路
对神经节细胞凋亡的作用,及以此为着眼点,从上游寻找
多个突破口,为研究节细胞凋亡打开更广阔的思路。 实验
比较对照了正常组和 DM 模型组 Rhoa 的表达与 RGC 凋
亡情况之间的关系。 DM 发生发展时,NgR、Rhoa 表达活
跃,Rhoa 增加,RGC 凋亡加剧;抑制上游 RGR 及其下游

Rhoa-Rock 的激活后,RGC 凋亡减少。 由此可以推断,上
游 NgR 的抑制及其下游 Rhoa 信号的激活被阻断与视网
膜神经节细胞的凋亡之间存在着很密切的联系。
摇 摇 由此推断,这个链条上任意一个环节在数量上有所增
减、功能上发生异常,相应下游的抑制因子的抑制作用都
会受到影响,进而使整个信号通路的作用发生改变,在一
定程度上使此通路介导的生长锥塌陷和轴突抑制的不良
效果,与视网膜神经节细胞的修复之间的稳态失衡。 但
是,三类主要的抑制分子具体是以什么形式与 NgR 受体
复合体的哪些位点结合,NgR 激活后是否还存在其它下游
通路参与最后的抑制效应,NgR-Rhoa-Rock 通路的激活
还有无其他开关分子等,都将是以后视网膜神经节细胞病
变研究的方向,为临床预防、治疗糖尿病视网膜病变提供
新的思路和靶点。
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