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Abstract
誗 AIM: To investigate the detrimental effect of
glucocorticoid(GC) on the retinal neurons of diabetes
mellitus (DM) rats.
誗 METHODS: The DM model was induced by
intraperitoneal injection ( IP) of streptozotocin in adult
male rats, and the solution of RU486 was configured with
dimethyl sulfoxide (DMSO). RU486 treatment group with
glucocorticoid receptor antagonist RU486 and diabetic
group with DMSO by intraperitoneal injection was in
successful DM model. Naive rats were injected with DMSO
as control group. Three months later, we detected the
body weight and blood glucose and GC concentration of
serum. The changes of retinal ganglion cell (RGC) density
was investigated by HE staining. The expression of growth
associated protein-43 (GAP-43, a marker of neuronal axon
regeneration) and synaptophysin ( SYN, a marker of
synaptic number) were semi - quantity analyzed by the
optical density of immunofluorescence and Western blot.
誗RESULTS:Compared with the control group, the body
weight and density of RGC and expression of SYN in
diabetic group were significantly lower ( P < 0. 01 ), the
blood glucose and GC concentration of serum and
expression of GAP-43 in diabetic group were significantly
higher (P<0. 01) . Compared with the diabetic group, the

density of RGC and expression of GAP-43, SYN in RU486
group were significantly higher (P<0. 01) .
誗CONCLUSION: Inhibition of GC could ameliorate the
axonal degeneration of retinal neurons in diabetic rats,
and loss of the number of synapses, and restore the RGC
density of retina. The results suggest that long - term
elevation of GC may be involved in the occurrence and
development of diabetic retinopathy.
誗 KEYWORDS: diabetic retinopathy; glucocorticoid;
growth associated protein -43; synaptophysin
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摘要
目的:探讨糖皮质激素对糖尿病(diabetes mellitus,DM)大
鼠视网膜神经元的损伤作用。
方法:选取清洁级雄性 SD 大鼠,腹腔注射链脲佐菌素建
立 DM 模型,利用二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,DMSO)
配置 RU486 溶液。 DM 模型建立成功后,腹腔注射糖皮质
激素受体拮抗剂 RU486 为 RU486 治疗组,腹腔注射
DMSO 为糖尿病组。 正常大鼠腹腔注射 DMSO 为对照组。
3mo 后, 检 测 大 鼠 体 质 量、 血 糖、 血 清 糖 皮 质 激 素
(glucocorticoid,GC)浓度,HE 染色检测视网膜神经节细胞
(retinal ganglion cell,RGC)密度,利用 Western blot 和免疫
荧光结合光密度值分析的方法,对神经元轴突再生标志物
生长相关蛋白-43(growth associated protein-43,GAP-43)
及突触数量标志物突触素( synaptophysin,SYN)的表达进
行半定量分析。
结果:与对照组相比,糖尿病组大鼠血糖明显升高,体质量明
显下降,血清 GC 浓度明显升高,RGC 密度明显降低,视网膜
GAP-43 表达增强,SYN 表达明显减弱(均 P<0. 01);与糖
尿病组相比,RU486 组 RGC 密度明显增加,视网膜 GAP-
43 和 SYN 表达明显增强(均 P<0. 01)。
结论:拮抗 GC 的作用可能促进了糖尿病大鼠视网膜神经
元轴突再生,增加了突触数量,恢复了视网膜 RGC 密度,
结果提示 GC 长期升高可能参与了糖尿病视网膜病变的
发生发展。
关键词:糖尿病视网膜病变;糖皮质激素;生长相关蛋白-
43;突触素
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
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表 1 各组大鼠血糖和体质量 (軃x依s,n=10)

组别
血糖(mmol / L)

给药前 给药后 3mo
体质量(g)

给药前 给药后 3mo
对照组 4. 40依0. 10 4. 47依0. 15 242. 00依20. 88 357. 33依16. 44
糖尿病组 4. 53依0. 06 24. 13依1. 51b 238. 00依21. 66 256. 67依20. 84b

RU486 治疗组 4. 43依0. 06 22. 07依1. 10b 246. 67依7. 51 268. 00依8. 89b

注:bP<0. 01 vs 对照组。

病患者常见并发症,为发达国家致盲的首要原因[1]。 糖尿
病时下丘脑 -垂体 -肾上腺轴过度活化,糖皮质激素
(glucocorticoid,GC)异常增加,是糖尿病的特征性表现之
一[2]。 临床研究发现,应用 GC 短期治疗糖尿病性黄斑水
肿效果较好,但长期应用可形成或加重白内障[3]。 在体研
究也发现,长期大剂量使用 GC 可对视网膜产生毒性作
用[4]。 但糖尿病状态下,GC 长期升高,对视网膜神经元的
影响及作用尚不完全清楚。 因此,本研究拟利用糖皮质激
素受体拮抗剂 RU486,探讨 GC 对糖尿病大鼠视网膜神经
元的影响,期望为 DR 的临床治疗提供可靠的理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 清洁级雄性 SD 大鼠 30 只,体质量 200 ~ 250g
(锦州医科大学实验动物中心,编号:0000455),动物每天
给予清洁营养丰富饲料,环境温度稳定在 20益 ~ 25益,相
对湿度为 50% ~ 70% 。 链脲佐菌素( streptozotocin,STZ,
Sigma);米非司酮(mifepristone,RU486,Sigma);大鼠内源
性糖皮质激素(GC)ELISA 试剂盒(上海信帆生物科技有
限公司);HE 染色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公
司);SYN、GAP-43 抗体(Abcam 公司);免疫荧光、Western
blot 二抗(美国 Proteintech Group 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型的制备及实验动物分组摇 选取清洁级雄
性 SD 大鼠,随机分成 3 组:对照组、糖尿病组、RU486 治疗
组。 糖尿病组及 RU486 治疗组大鼠隔夜禁食水后,按
50mg / kg 腹腔一次性注射 STZ,注射后 72h 采尾静脉血测
血糖,将血糖浓度>16. 7mmol / L 的大鼠定为糖尿病模型。
以 DMSO 溶解 RU486,参照文献[5],RU486 治疗组 DM 大
鼠腹腔注射 RU486,注射剂量为 20mg / (kg·d)。 对照组
及糖尿病组大鼠腹腔注射等剂量 DMSO,每组 10 只大鼠,
3mo 后进行各项指标检测。
1. 2. 2 大鼠血清 GC浓度测定摇 3mo 后,各组大鼠尾静脉
取血 3mL,5 000r / min 离心 30min 后取上清,运用 ELISA
法,测定大鼠血清 GC 浓度,具体操作严格按照试剂盒说
明书。
1. 2. 3 视网膜 HE染色摇 每组取 4 只大鼠,以 10%水合氯
醛腹腔注射麻醉(0. 35mL / 100g)。 4%多聚甲醛溶液心脏
灌流固定,取双侧眼球。 10% 、20% 、30%梯度蔗糖溶液过
夜脱水,冰冻切片机切片,厚度 14滋m。 按 HE 染色试剂盒
进行操作,检测 RGC 密度。
1. 2. 4 免疫荧光检测大鼠视网膜 GAP-43 和 SYN表达摇
PBS 震荡洗涤 3 次,每次 5min,10% 山羊血清 + 0. 3%
Triton-100 室温孵育 2h,切片滴加一抗(GAP-43,1 颐600;
SYN,1颐800),4益湿盒孵育过夜。 PBS 震荡洗涤 3 次,每次
10min,滴加荧光素标记的二抗,室温避光湿盒孵育 4h。
PBS 震荡洗涤 3 次,每次 10min,抗荧光封片剂封片,倒置
显微镜下观察视网膜 GAP-43 和 SYN 阳性染色结果,利

用光密度值进行半定量分析。
1. 2. 5 Western blot 检查大鼠视网膜 GAP-43 和 SYN 表
达摇 每组取 6 只大鼠,深度麻醉后取双侧眼球,解剖显微镜下
分离视网膜组织,按重量加入蛋白裂解液,冰上剪碎并超声,
冰上静置 30min 后 4益离心机 12 000r / min,25min,留上清。
BCA 法测蛋白浓度并制样,-20益保存备用。 聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离,再转入 PVDF 膜,1% BSA 室温封闭 2h。 一抗
(小鼠抗大鼠 GAP-43,1 颐20000;兔抗大鼠 SYN,1 颐10000;
小鼠抗大鼠 茁-Tubulin,1颐2500),4益摇床杂交过夜。 二抗
(HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 及山羊抗兔 IgG,1颐5000),室
温摇床 2h。 ECL 试剂盒显色,以 茁-Tubulin 为内对照,检
测 GAP-43 和 SYN 蛋白相对表达量。
摇 摇 统计学分析:本研究采用 SPSS 17. 0 统计软件进行实

验结果分析,所有数据采用均数依标准差(軃x依s)表示,进行
单因素方差分析,方差齐时采用 SNK-q 检验进行组间的
两两比较,方差不齐时采用 Games-Howell 法,以 P < 0. 05
为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 各组大鼠体质量和血糖变化摇 三组大鼠给药前体质
量之间相比(F = 0. 176,P>0. 05)和血糖之间相比(F =
2郾 60,P>0. 05),两者总体均无统计学差异。 3mo 后,三组
之间相比,体质量(F=34. 92,P<0. 01)、血糖(F = 298. 64,
P<0郾 01),总体均具有统计学差异。 与对照组相比,糖尿
病组及 RU486 治疗组大鼠体质量明显降低(P<0. 01),血
糖均>16. 7mmol / L(P<0. 01),而糖尿病组及 RU486 治疗
组之间体质量、血糖未见明显差异(P>0. 05,表 1)。
2. 2 各组大鼠血清 GC 水平检测结果摇 对照组、糖尿病组
及 RU486 治疗组血清 GC 浓度分别为 7. 51依0. 07、12. 43依
0郾 29、12. 30依0. 10ng / mL。 三组之间比较,总体具有统计学
差异(F= 741. 34,P<0. 01)。 与对照组相比,糖尿病组和
RU486 治疗组血清 GC 浓度明显增加(P<0. 01),而糖尿病
组和 RU486 治疗组之间未见明显统计学差异(P >0. 05)。
2. 3 GC对糖尿病大鼠视网膜 RGC 密度的影响摇 视网膜
HE 染色结果显示,对照组、糖尿病组和RU486 治疗组RGC 密
度分别为 1429. 67 依 28. 01 / mm2、 750. 00 依 37. 99 / mm2、
1270郾 33依35. 53 / mm2。 三组之间比较,总体具有统计学差
异(F=325. 85,P<0. 01)。 对照组 RGC 呈单层排列,形态
完整。 糖尿病组 RGC 排列紊乱,形态不规则,较对照组密
度降低(P<0. 01)。 与糖尿病组相比,RU486 治疗组 RGC
密度明显增加(P<0. 01,图 1)。
2. 4 GC对糖尿病大鼠视网膜 GAP-43 和 SYN 表达的影
响摇 GAP-43 免疫荧光结果显示,GAP-43 在对照组仅表
达于内丛状层,但在糖尿病组和 RU486 治疗组的节细胞
层也有表达。 光密度值分析结果显示,三组之间相比,总
体具有统计学差异(F= 643117. 28,P<0. 01),其中糖尿病
组高于对照组,但低于 RU486 治疗组(均 P<0. 01)。 SYN
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图 1摇 视网膜 HE染色(伊400)摇 A:对照组;B:糖尿病组;C:RU486 治疗组(箭头示 RGC 细胞)。

摇 摇 摇 摇 图 2摇 免疫荧光检测 SYN(绿色)和 GAP-43(红色)在视网膜的表达(箭头示阳性表达,伊400)摇 A1、A2:对照组;
摇 摇 摇 摇 B1、B2:糖尿病组;C1、C2:RU486 治疗组;GCL:神经节细胞层;IPL:内丛状层;OPL:外丛状层。

表 2摇 各组大鼠视网膜免疫荧光和Western blot检测结果 (軃x依s,n=10)

组别
免疫荧光光密度值

GAP-43 SYN
相对光密度值(% )

GAP-43 SYN
对照组 81. 12依 0. 08 231. 41依10. 68 7. 44依 0. 65 30. 98依 0. 09
糖尿病组 152. 37 依 0. 01b 135. 80 依 4. 17b 12. 42 依 0. 11b 22. 29 依 0. 29b

RU486 治疗组 224. 31 依 0. 24d 186. 21 依 1. 11d 21. 75 依 0. 05d 27. 66 依 0. 08d

注:bP<0. 01 vs 对照组;dP<0. 01 vs 糖尿病组。

主要表达于内丛状层及外丛状层,光密度值分析结果显
示,三组之间相比,总体具有统计学差异(F = 155. 29,P<
0. 01),其中 RU486 治疗组高于糖尿病组,但低于对照组
(均 P<0. 01,表 2,图 2)。
2. 5 Western blot 检测各组大鼠视网膜 GAP-43 和 SYN
表达摇 GAP-43 检测结果显示,三组之间相比,总体具有统
计学差异(F = 1077. 56,P<0. 01)。 对照组 GAP-43 微量表
达,糖尿病组表达增多(P<0. 01),而 RU486 治疗组显著增
多(P <0. 01);SYN 检测结果显示,三组之间相比,总体具有
统计学差异(F=1732. 36,P<0. 01)。 同对照组比较,糖尿病
组视网膜 SYN 表达显著减少(P<0. 01),同糖尿病组比较,
RU486 治疗组 SYN 表达明显增多(P<0郾 01,表 2,图 3)。
3 讨论
摇 摇 糖尿病已成为一种全球流行病,预计全球的糖尿病患
者人数将从 2013 年的 2. 8 亿增加到 2035 年的 5. 9 亿[6]。

图 3摇 Western blot检测 GAP-43 和 SYN 蛋白相对表达量 摇
A:对照组;B:糖尿病组;C:RU486 治疗组。

DR 发病率占 2 型糖尿病患者 20% ~ 40% ,其中 8% 出现
视力丧失,严重影响患者生活质量[7]。 糖尿病早期即发生
视网膜神经病变,可见 RGC 损伤、凋亡及功能障碍等病理
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改变。 RGC 是形成视神经的细胞,RGC 的再生修复在 DR
的发生发展中显得尤为重要。
摇 摇 生理状态下,过多的 GC 可以反馈作用于下丘脑、垂
体,使 GC 合成减少。 但糖尿病时,HPA 轴灵敏度下降,
GC 对 HPA 轴负反馈调节敏感性降低,致 GC 合成不断增
加[8]。 GC 异常增加是糖尿病的特征之一。 临床研究发
现,应用 GC 短期治疗糖尿病性黄斑水肿效果较好,但长
期应用可形成或加重白内障[3]。 在体研究也发现,长期大
剂量使用 GC 可对视网膜产生毒性作用[4]。 但糖尿病状
态下,GC 长期升高,对视网膜神经元的影响及作用尚不完
全清楚。 RU486 是 GC 的竞争性抑制剂,能抑制 GC 与受
体的结合,从而抑制 GC 的作用。 本研究发现,糖尿病状
态下,血清 GC 浓度明显增加,RGC 排列紊乱,形态不规
则,密度降低。 由此我们推断,RGC 密度的降低一方面可
能由于随着糖尿病大鼠病程的延长,糖尿病本身对 RGC
具有损害作用,另一方面可能是由于血清中 GC 浓度的升
高对 RGC 的伤害性作用。 而应用 RU486 处理后,RGC 密
度较糖尿病组有所增加,提示拮抗 GC 的作用对 RGC 具有
一定的保护作用。
摇 摇 GAP-43 是一种膜结合蛋白,神经元损伤后表达异常
增加,是神经元生长发育的首选分子标志物[9]。 体外诱导
RGC 受损后,GAP-43 表达增强,且可持续 28d 左右[10]。
这提示 GAP-43 有助于受损的神经元修复,能加速轴突生
长[11]。 本研究发现,糖尿病时 GAP-43 不仅在内丛状层
表达增强,同时节细胞层的表达也反应性增强,这可能为
RGC 对损伤的反应,为 RGC 再生打下了基础。 同时 RGC
密度也有所增加,提示拮抗 GC 的作用后 RU486 治疗组
GAP-43 较糖尿病组明显增高。 因此,抑制 GC 的作用可
能有利于神经元轴突的生长,减少 RGC 死亡数目。
摇 摇 SYN 是突触末梢囊泡中完整的膜蛋白,参与突触囊泡
和神经递质的形成和释放,作为突触形成的标志,被广泛
应用于神经元损伤后突触可塑性的研究[12]。 正常大鼠视
网膜神经元之间具有复杂的突触联系。 视网膜内丛状层
和外丛状层是突触密集的区域,突触内含大量突触小泡,
是信息传递的重要部位,其数量和结构的变化均可影响视
觉功能[13]。 糖尿病时突触素蛋白糖基化可引起突触的早
期退化,进而导致 SYN 含量减少,但机制不清[14]。 本研究
发现糖尿病时内丛状层 SYN 表达显著减少,由此推断突
触结构可能被破坏,导致内丛状层突触大量丢失。 这提示
SYN 数量的减少有可能是导致 DR 视力减退的重要因素。
而拮抗 GC 的作用后 RU486 治疗组 SYN 含量较糖尿病组明
显升高,这提示 GC 可能参与了糖尿病状态下突触数量的变
化,而突触数量的变化与神经元损伤后再生密切相关。

摇 摇 综上所述,拮抗 GC 的作用能上调 GAP-43 和 SYN 在
糖尿病大鼠视网膜的表达,促进 RGC 轴突的再生,恢复了
RGC 密度,使其恢复正常结构功能,这提示了糖皮质激素
长期升高可能参与了糖尿病视网膜病变的发生发展。 但
因 GC 作用机制繁琐,且拮抗 GC 的同时可能会导致内环
境的紊乱,因此 RU486 在糖尿病状态下能够保护 RGC 的
具体机制有待进一步探讨。
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