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Abstract
誗AIM:To investigate the role of caveolin- 1(Cav- 1) in
the retina by examining the ocular function in Cav-1 null
mice.
誗METHODS: The expression of Cav-1 was examined by
immunofluorescence combined with confocal microscopy.
Retinal structure in wild type (WT) and Cav-1 null mice
was examined by HE staining. In vivo retinal function in
WT and Cav - 1 null mice was assessed by full - field
scotopic electroretinography (ERG) following overnight
dark adaptation.
誗RESULTS: Cav-1 null mice displayed reduced a-wave
and b - wave amplitudes and reduced sensitivity as
measured by ERG. However, the general structure of
Cav- / - retina was largely normal. Collectively, this
implies the impairment of retinal function in Cav- / - retina
was not intrinsic to photoreceptor.
誗CONCLUSION: The observation that Cav - 1 null mice
show abnormal retinal function, in vivo but normal
photoreceptor structure suggests that the retinal
microenvironment rather than the photoreceptor itself is

impaired. These may result in a disturbance in retinal
pH, water or ion homeostasis therefore altering the
subretinal milieu.
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摘要

目的:以小窝蛋白-1(Caveolin-1,Cav-1)全缺陷鼠为模

型,深入研究 Cav-1 在视网膜中的功能。
方法:通过免疫荧光及共聚焦显微镜的方法检验 Cav-1
在野生鼠视网膜中的表达;通过 HE 染色的方法检测野

生型(wild type,WT)和 Cav-1 敲除小鼠视网膜的形态及

结构;应用视网膜电流图的方法检测 WT 和 Cav-1 敲除

小鼠视网膜的功能。
结果: Cav-1 在视网膜的多种细胞中都有表达,在 M俟ller
细胞、视网膜血管和 RPE 中的表达尤为强烈。 视网膜电

流图表明,Cav-1 敲除小鼠 a 波与 b 波均较 WT 鼠低,但
HE 染色显示其视网膜形态和结构没有明显异常。
结论:Cav-1 缺陷小鼠表现出光感反应降低,但视网膜形

态和结构均正常,提示 Cav-1 缺陷鼠视力下降并不源于

光感受器细胞的功能缺陷,而是由于视网膜下微环境改

变所致。
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0 引言

摇 摇 小窝是直径为 50 ~ 100nm 的内陷囊泡,介导非网格

蛋白依赖的内吞作用(clathrin-independent endocytosis) [1]

并参与各种信号转导。 21 ~ 24kDa 的膜蛋白 Caveolin 为

小窝的主要结构单元[2]。 目前,人们发现了 3 种小窝蛋

白,其中包括 Cav-1,Cav-2 和 Cav-3[2-4]。 Cav-1 可与其

中的很多分子(如一氧化氮合酶和 ERK 等)结合并负调

控其功能[5,6]。 Cav-1 的缺失会导致小窝丧失、微血管通

透性增强及脂质代谢改变等[7]。 最近有报道表明,Cav-1
与糖尿病性视网膜病变[8] 和葡萄膜炎视网膜发炎[9] 有

关。 此外,Cav-1 的移码突变导致一种与罕见的先天性

脂肪代谢障碍有关严重的色素性视网膜炎的发生[10],
Cav-1 基因与原发性开角型青光眼的发生也有密切的联

系[11]。 Cav-1 表达于多种视网膜细胞,其中包括光感受
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器细胞、视网膜血管内皮细胞、M俟ller 细胞、视网膜色素

上皮细胞和视网膜血管内皮细胞[12]。 应用梯度离心分

离的方法,人们发现 Cav-1 与多个光传导蛋白质共沉降,
其中包括视转导蛋白( transducin)、RGS-9、鸟苷酸环化

酶( guanylate cyclase)、视紫红质蛋白激酶 ( rhodopsin
kinase)和环核苷酸门控通道 ( cyclic nucleotide - gated
channel)。
摇 摇 这里,我们以 Cav-1 全缺陷小鼠为模型,深入研究了

Cav-1 的缺失对视网膜结构和功能上的影响。 我们的研

究表明,Cav-1 缺陷小鼠表现出光感反应降低,但视网膜

形态和结构均正常,提示 Cav-1 缺陷鼠视力下降并不源

于光感受器细胞的功能缺陷,而是由于视网膜下微环境

改变所致。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 野生型(wild type,WT)与 Cav- / - 小鼠均来自

Jackson lab(Bar Harbor, Maine, 美国)。 主要试剂:兔多

克隆抗 Cav -1 抗体来自 BD Bioscience 公司( San Jose,
CA,美国),鼠单克隆抗 Glutamine synthetase 抗体来自

DAKO 公司(Carpinteria,CA,美国),Alexa Fluor -488 或

Alexa Fluor-594 结合的二抗购于 Life Technologies 公司

(Grand Island, NY,美国),DAPI 购于 Sigma ( St. Louis,
MO,美国)。
1. 2 方法

1. 2. 1 免疫荧光和共聚焦显微镜检测 Cav-1 在 WT 小

鼠视网膜中的表达摇 将 2 月龄的 WT 及 Cav-1 敲除鼠用

二氧化碳处死,取出眼睛,将眼杯放入 4% 福尔马林溶液

中固定 30min,之后分别将其置入 10% 和 20% 蔗糖

(sucrose)中直至其沉降,最后将其置入 30% 蔗糖中沉降

过夜。 第 2d,将组织放入 OCT 溶液中并低温包埋,将包

埋的组织制备为 8 ~ 15滋m 的冰冻切片。 检测蛋白表达

时,将切片在室温下用 10% 正常马血清封闭 1h,然后以

兔多克隆抗 Cav-1 抗体(1颐400)或鼠单克隆抗 Glutamine
synthetase(1 颐1000)孵育,PBS 洗 3 遍,再用 Alexa Fluor-
488 或 Alexa Fluor -594 结合的二抗染色,PBS 洗 3 遍,
DAPI 复染,PBS 洗 3 遍,然后在 Olympus Fluoview FV500
共聚焦显微镜下观察。
1. 2. 2 视网膜电流图检查 WT 和 Cav-1 敲除小鼠视网

膜的功能摇 视网膜电流图( electroretinogram, ERG)检查

所采用的刺激光源为 GF LED 型;采用标准闪光刺激:
3郾 00cds / m2,白色刺激光持续时间为 10滋s,通频带 0. 2 ~
300Hz,单次反应;振荡电位叠加 3 次,间隔 15s。 暗适应

3h 后,将 8 周龄小鼠在弱红灯下应用腹腔注射氯胺酮

(80mg / kg) 及甲苯噻嗪(5mg / kg)麻醉,再用 0. 5% 阿托

品及 2. 5%苯肾上腺素对小鼠进行瞳孔散大,采用美国

Colordome Espion 视 网 膜 电 流 记 录 系 统 ( Diagnosys,
Lowell, MA)检测视网膜的功能。 角膜中央、嘴部、尾部

分别安置记录电极、参考电极及接地电极。 杆细胞反应

光强呈 0. 3 log 步递增,记录暗适应最大反应的 a,b 波振幅。
1. 2. 3 HE染色检测 WT 和 Cav-1 敲除小鼠视网膜的形

态及结构摇 分别将 2 月龄及 20 月龄的 WT 及 Cav- / -小鼠

用二氧化碳处死,取出眼睛,置入 10% 福尔马林溶液

图 1摇 Cav-1 蛋白在视网膜中的表达摇 绝大部分 Cav-1(红色

荧光)与 M俟ller 细胞标记物 GS(Glutamine synthase, 绿色荧光)
共定位,DAPI 核复染呈明蓝色(伊400,标尺:50滋m)。

中固定,常规乙醇脱水,石蜡包埋,作经线方向的垂直切

片,5滋m 厚切片用于 HE 染色。 HE 染色前,将切片在

70益烤箱中烘烤 4h,然后经过二甲苯(玉)15min、二甲苯

(域)15min、1 000mL / L 乙醇 5min、950mL / L 乙醇 2min、
850mL / L 乙醇 2min 及 750mL / L 乙醇 1min 使切片脱蜡水

化。 随后经苏木素 5min、蒸馏水过洗 1 ~ 2s、盐酸酒精分

化、0. 5% 伊红液染色 1 ~ 3min、蒸馏水稍洗 1 ~ 2s、
750mL / L 乙醇 1min、850mL / L 乙醇 2min、950mL / L 乙醇

2min、无水乙醇(玉)5min、无水乙醇(域)5min、二甲苯

(玉) 15min 及二甲苯(域)15min 后,以中性树胶封固。
切片 HE 染色后,使用尼康 E800 数字成像系统成像

(Nikon, Tokyo, 日本)。 分别在距视神经乳头 0. 25, 0. 75,
1. 25, 1. 75滋m 处测量 ONL 的厚度,使用美国国立卫生研

究所 Wayne Rasband 研发的 Image J 1. 32j 软件进行分

析。 分别测量双眼的 ONL 值后取平均值。
摇 摇 统计学分析:实验数据以均数依标准差表示, 所有数

据均采用 SPSS 12. 0 for Windows 软件包进行单因素方差

分析及 t 检验, P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 Cav-1 在 WT 小鼠视网膜中的表达摇 Cav-1 在视网

膜的多种细胞中都有表达,在 M俟ller 细胞、视网膜血管和

RPE 中的表达尤为强烈(图 1)。 在外视网膜区域(outer
nuclear layer, ONL 和 outer plexiform layer, OPL), Cav-1
的表达较强,以共聚焦显微镜的分辨度不易分辨出检测

到的 Cav - 1 来自于 M俟ller 细胞还是光感受器细胞

(photoreceptors)。 Cav-1 的红色荧光与为 M俟ller 细胞的

细胞标记物 GS(Glutamine synthase)的绿色荧光染色有很

大程度的重叠,表明视网膜中 Cav-1 主要表达于 M俟ller
细胞。
2. 2 WT 和 Cav-1 敲除小鼠视网膜功能的检测 摇 鉴于

Cav-1 在视网膜的表达位点及其与多种视传感细胞结合

的特征,我们推测 Cav-1 可能会影响视网膜的功能。 通

过 ERG 的方法,我们发现在不同光强度的刺激下,Cav-1
缺陷小鼠的光感反应(a 波及 b 波)均较野生鼠有所下降

(图 2A,B)。 分析表明,野生鼠中 a 波的最大值为 373. 0依
71. 56滋V,而在 Cav-1 缺陷鼠中只有 159. 8依57郾 62滋V,两者
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图 2摇 WT和 Cav-1- / -小鼠视网膜流电图摇 A:a 波;B:b 波。

图 3摇 WT和 Cav-1- / -小鼠的视网膜结构和 ONL厚度摇 A:视网膜结构;B:ONL 厚度。

比较差异有统计学意义(P<0. 05)。 这些结果提示 Cav-1
缺陷鼠存在视传导障碍。
2. 3 WT 和 Cav-1 敲除小鼠视网膜的形态及结构变化摇
基于 Cav-1 敲除鼠中观察到的 ERG 的表型,我们推测 Cav-1
敲除鼠视网膜形态结构发生了变化。 通过 HE 染色的方

法,我们发现 Cav-1 缺陷鼠与对照小鼠在视网膜形态上

没有明显的差别(图 3A)。 通过视网膜形态计量分析,我
们发现 8 月龄和 20 月龄小鼠的 ONL 厚度(一种检测光感

受器细胞多少的方法,代表光感受器细胞外细胞核层),
也没有明显的差别(图 3B)。 这说明 Cav-1 缺陷鼠视网膜

功能的缺失并不依赖其视网膜形态及光感受器细胞的数

量改变。
3 讨论

摇 摇 我们发现 Cav-1 的缺陷所导致的视力受损与光感受

器细胞的内在功能无关,却很可能源于视网膜与 RPE 微

环境的改变。 在发育过程中,Cav-1 表达于视网膜细胞,
与视紫质( rhodopsin)共定位并且在视盘中也有表达[13],
因此我们首先推测 Cav-1 可以直接影响光感受器细胞的

功能。 然而,Cav-1 KO 小鼠的视网膜形态及光感受器细

胞的数目均正常,表明光感受器细胞本身表达的 Cav-1
并不严重影响视传导或光感受器细胞外层的结构。 由于

视网膜的支持细胞(如 RPE 和 M俟ller 细胞等)会影响光感

受器细胞所处的环境,进而间接地影响视网膜的功能,我
们下一步会针对 Cav-1 对视网膜支持细胞的影响进行深

入研究。 与其它的光感受器细胞相比,Cav-1 在 M俟ller 细
胞中的表达最高[14],并且随着 M俟ller 细胞的成熟,Cav-1,
aquaporin-4 和 Kir 4. 1 都会随之增高[15]。 在 RPE 中,Cav-1
与 caveolae 处在面对光感受器细胞的 RPE 顶膜和面对脉

络膜的 RPE 底膜[16],Cav-1 在视网膜与脉络膜的表达都

很强烈(图 1)。 M俟ller 和 RPE 细胞通过调节离子和水的

转运活性来维护视网膜和 RPE 的环境,对视网膜微环境

(如 pH,离子或水平衡)的影响可以导致代谢障碍从而破

坏视网膜的神经细胞活性。 基因敲除 RPE 基底部的乳酸

转运分子 MCT3(monocarboxylate transporter 3)会导致 ERG
结果降低,并且不会对视网膜的形态及神经细胞的数目造

成影响。 MCT3 的缺失会导致细胞外乳酸的聚集及视网

膜下微环境 pH 的降低,敲除碳酸酐酶(carbonic anhydrase
XIV)或阴离子交换蛋白 ( anion exchanger 3) 也会抑制

ERG 信号,这也源于细胞外 pH 值的增加和 pCO2的增加。
摇 摇 在视网膜中,调节 pH,离子和液体平衡的主要分子是

表达于 RPE 和 M俟ller 细胞中的 琢1 形式的 Na+ / K+ -
ATPase 酶,Na+ / K+-ATPase 酶的失调可以导致 pH,液体和

离子的失衡。 在肾上皮细胞中,Cav-1 与 Na+ / K+ -ATPase
结合,并且 琢1 形式的 Na+ / K+-ATPase 酶存在两个与 Cav-1
结合的保守序列。 视网膜水肿的现象提示视网膜下环境

的 ATPase 活性异常,这提示 Cav-1 缺陷鼠中小鼠视力的

异常有可能由于 ATPase 的改变导致。
摇 摇 总的来说,我们的结果说明 Cav-1 在光感受器细胞

中的缺失并不能解释其视网膜功能的缺陷。 我们推测

RPE 或 M俟ller 细胞中 Cav-1 的缺陷可能影响了 Cav-1- / -

小鼠视网膜的功能。 然而我们还不能完全排除视网膜血

管中 Cav-1 的表达对视网膜功能的影响。 目前我们正在

构建 Cav-1 在 RPE 或 M俟ller 细胞的条件敲除小鼠,以进

一步明确 Cav-1 在视网膜中的功能,这对探索众多与 Cav-1
相关的眼部疾病的发生发展机制以及更好地防治这些疾

病都有重大的意义。
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