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Abstract
誗 AIM: To investigate the effectand mechanism of
glucocorticoids on retinal nerve tissue in diabetes mellitu
(DM) rats.
誗METHODS: The DM model was established by a single
injection of streptozotocin. Diabetic rats were intravitreal
injected with adenovirus vehicle (DM group), or carried
glucocorticoids receptor antisense ( siGR group ), or
scrambled nucleotide ( scRNA group ) . Control group
(CON group) were normal SD rats intravitreal injected
with adenovirus vehicle. Twelve weeks later, the density
of retinal ganglion cell (RGC) and retinal thickness were
detected by HE staining, and the expression of ROCK was
observed by immunohistochemical staining and Western-
blot.
誗RESULTS: Compared with CON group, glucocorticoid
concentrations were significantly increased in DM group,
siGR group and scRNA group (P<0. 01, respectively) . DM
group and scRNA group showed reduction of RGC density
and retinal thickness, and up - regulation of ROCK ( P <
0郾 01, respectively) . While no alterations was detected
between CON group and siGR group ( P > 0. 05,
respectively) .
誗CONCLUSION: Inhibition of glucocorticoids in diabetes
reverses the expression of retinal ROCK, RGC density,

and retinal thickness.
誗KEYWORDS:diabetic retinopathy; retinal ganglion cells;
glucocorticoids; ROCK
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摘要

目的:探讨糖皮质激素对糖尿病(diabetes mellitu,DM)大

鼠视网膜神经组织的损伤作用及机制。
方法:利用链脲佐菌素诱导大鼠 DM 模型,玻璃体内注射

腺病毒(DM 组)或腺病毒包装的糖皮质激素受体反义寡

核苷酸(siGR 组)、阴性核苷酸序列( scRNA 组)。 另取正

常 SD 大鼠,玻璃体腔注射腺病毒为对照组(CON 组)。
12wk 后,HE 染色检测视网膜神经节细胞( retinal ganglion
cell,RGC)密度,测量大鼠视网膜厚度,免疫组织化学和

Western-blot 检测 ROCK 表达变化。
结果:与 CON 组相比,DM 组、siGR 组及 scRNA 组糖皮质

激素浓度均明显升高(均 P <0. 01)。 HE 染色显示,与
CON 组相比,DM 组及 scRNA 组 RGC 密度明显降低,视网

膜厚度下降,ROCK 的蛋白表达增加(均 P<0. 01),而 siGR
组无明显变化(均 P>0. 05)。
结论:抑制糖皮质激素能下调糖尿病大鼠视网膜 ROCK 表

达,恢复视网膜 RGC 密度降低及视网膜厚度。
关键词:糖尿病视网膜病变;视网膜神经节细胞;糖皮质激

素;ROCK
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0 引言

摇 摇 糖尿病患者数逐渐增加,预计全球的糖尿病人数将从

2013 年的 2 亿 8 千万增至 2035 年的 5 亿 9 千万[1]。 约

30%以上的糖尿病患者并发糖尿病视网膜病变(diabetic
retinopathy,DR),DR 严重影响患者视力,已经成为发达国

家成年人致盲的首要因素[2,3]。 在我国,DR 患者占糖尿

病患者 20% ~ 40% ,也已经成为成年人致盲最常见的原

因。 目前,各种临床治疗手段均无法有效阻止 DR 的病情

发展[4]。 视网膜神经节细胞(retinal ganglion cell,RGC)是
视神经的主要组成部分,RGC 凋亡是 DR 的重要原因之

一[5]。 Rhoa-ROCK 信号通路由三个关键分子组成:Rhoa、
肌球蛋白磷酸酶(myosin phosphatase,MP)和 ROCK。 当

ROCK 激活后可以诱发神经轴突细胞回缩,抑制下游 Rhoa-
9131

Int Eye Sci, Vol. 15, No. 8, Aug. 2015摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 糖皮质激素对糖尿病大鼠视网膜病变的视网膜厚度影响 (軃x依s,滋m)
分组 眼数 鼻上 鼻下 颞上 颞下

CON 组 5 123. 63依3. 24 122. 63依4. 12 121. 63依2. 64 121. 94依2. 51
DM 组 5 104. 00依2. 78 103. 86依1. 46 104. 32依2. 28 104. 11依1. 83
scRNA 组 5 113. 55依7. 76 117. 82依3. 63 113. 55依4. 10 115. 84依5. 16
siGR 组 5 124. 55依4. 26 122. 73依3. 11 123. 63依2. 33 122. 93依4. 18

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 245. 87 195. 26 242. 73 168. 46
P <0. 01 <0. 01 <0. 01 <0. 01

图 1摇 视网膜 HE染色(箭头示 RGC细胞,伊200)摇 A:CON 组;B:DM 组;C:scRNA 组;D:siGR 组。

ROCK 的激活后,可减少 RGC 凋亡。 糖皮质激素增加是
糖尿病的特征性表现之一,糖皮质激素能导致神经元凋
亡。 因此,本研究拟探讨糖皮质激素对 RGC 的影响及机
制。 本研究对于揭示 DR 发病机制以及 DR 的临床治疗具
有重要意义。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 清洁级雄性 SD 大鼠 40 只,体质量 200 ~ 230g
(辽宁医学院实验动物中心)。 链脲佐菌素(streptozotocin,
STZ,Sigma);糖皮质激素受体(glucocorticoid receptor,GR)
反义寡核苷序列为 5蒺-TGGAGTCCATTGGCAAAT-3蒺,以腺
病毒包装(上海吉玛生物司);糖皮质激素试剂盒(MP
Biomedicals 生物试剂公司);HE 试剂盒(碧云天生物技术
研究所);ROCK 抗体、免疫组织化学及 Western blot 相关
二抗(Abcam)。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型的建立及实验分组摇 SD 大鼠单次腹腔注
射 STZ ( 55mg / kg ), 3d 后 尾 静 脉 测 血 糖 浓 度 高 于
16郾 7mmol / L 即为糖尿病模型。 玻璃体内注射腺病毒(DM
组)或腺病毒包装的糖皮质激素受体反义寡核苷酸( siGR
组)、阴性核苷酸序列( scRNA 组),另取正常大鼠玻璃体
腔注射腺病毒为对照组(CON 组),注射体积均为 10滋L,
每组 10 只大鼠 3mo 后进行检测。
1. 2. 2 视网膜 HE染色摇 取 5 只大鼠,以 10%水合氯醛腹
腔注射麻醉(0. 3mL / 100g),以 4%多聚甲醛溶液心脏灌流
固定,取双侧眼球(左眼用于 HE 染色,右眼用于免疫组
化),20% 蔗糖溶液过夜脱水,眼球冠状位切片,厚度
15滋m。 苏木精浸染 2min,自来水冲洗,分化液 30s,PBS 冲
洗,伊红染色浸染 90s,PBS 冲洗,梯度乙醇脱水,二甲苯透
明,树胶封片,倒置显微镜观察,每张切片选 3 个视野,计
数 RGC 密度。 距视盘边缘 200滋m 处 100滋m 长度内随机
取 4 点,利用 Pro plus 6. 0 软件测算视网膜内层厚度(视网
膜内界膜到外网状层内缘的距离)。
1. 2. 3 免疫组织化学检测大鼠视网膜 ROCK 表达 摇 PBS
浸泡震荡 3 遍,10min / 次,滴加 3% 过氧化氢溶液 10min,
血清孵育 30min,切片滴加一抗,室温湿盒保存过夜,PBS

冲洗 3 遍,滴加生物素标记的二抗,室温湿盒保存 4h,以
ABC 反应试剂盒显色,苏木素轻度复染,梯度酒精脱水,
二甲苯透明,中性树胶封片,倒置显微镜下观察视网膜节
细胞层 ROCK 阳性染色结果。
1. 2. 4 Western-bolt 检查大鼠视网膜 ROCK 表达摇 取 5
只大鼠,麻醉后取左眼,解剖镜下分离视网膜组织、剪碎并
研磨,称重后按比例加入蛋白裂解液, 30min 后离心
10000r / min,15min,考马斯亮蓝法测定蛋白浓度后电泳分
离,再转入硝酸纤维素膜,室温封闭缓冲液 1h。 分别加入
一抗(兔抗大鼠 ROCK 或 茁-actin,稀释度 1颐1000)湿盒内
4益过夜,加入二抗(辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG,稀释
度1颐1000),37益下作用 40min,漂洗 3 次,每次 10min,试剂
盒显色,以 茁 - actin 为内对照,观测 ROCK 蛋白相对表
达量。
摇 摇 统计学分析:数据采用 SPSS 17. 0 软件进行统计学分

析,计量资料采用均数依标准差(軃x依s)表示,进行单因素方
差分析,采用 LSD-t 检验进行组间的两两比较,P<0. 05 认
为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 糖皮质激素对糖尿病大鼠视网膜病变 RGC 密度的影
响摇 视网膜 HE 染色显示,CON 组及 siGR 组视网膜 RGC
细胞排列规则,密度均匀,而 DM 组及 scRNA 组视网膜
RGC 细胞数量减少,密度不均匀。 CON 组、DM 组、scRNA
组及 siGR 组视网膜 RGC 密度分别为 1 209 依295,843 依
236,861依263,1 139依304 个 / mm2。 四组之间比较,总体有
统计学差异(F=121. 35,P<0. 01),与 CON 组相比,DM 组
视网膜 RGC 细胞密度明显降低 ( t = 38. 46;P < 0. 01),
scRNA 组视网膜 RGC 细胞密度明显降低( t = 43. 21;P<
0郾 01) ,siGR 组 RGC 密度无明显变化 ( t = 7 . 59; P >
0郾 05,图 1) 。
2. 2 糖皮质激素对糖尿病大鼠视网膜病变的视网膜厚度
影响摇 鼻侧及颞侧视网膜厚度均表现出了明显的组间差
异。 与 CON 组相比,DM 组和 scRNA 组视网膜鼻侧及颞
侧 4 个象限的视网膜厚度均明显变薄(P<0. 01),而 siGR
组无明显变化(P>0. 05,表 1)。
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图2摇 免疫组化检测视网膜 ROCK蛋白表达(箭头示 ROCK阳性细胞,ABC法伊200)摇 A:CON 组;B:DM 组;C:scRNA 组;D:siGR 组。

图 3摇 Western-blot检测视网膜 ROCK表达。

2. 3 糖皮质激素对糖尿病大鼠视网膜病变中视网膜
ROCK 阳性表达的影响 摇 免疫组织化学检测结果显示,
与 CON 组相比,DM 组及 scRNA 组视网膜节细胞层及内
核层均可见大量 ROCK 阳性神经元,数量多且深染,而
siGR 组着色较 CON 组变化不明显(图 2)。
2. 4 Western-bolt 检测大鼠视网膜 ROCK 表达结果 摇
CON 组、DM 组、scRNA 组及 siGR 组 ROCK 相对表达量分
别为(20. 1 依 4. 6)% ,(28. 6 依 3. 3)% ,(29. 1 依 4. 7)% ,
(19郾 6 依 3. 4)% 。 组间总体统计显著 ( F = 184. 38,P <
0郾 01),与 CON 组相比,DM 组视网膜 ROCK 表达增加( t =
41. 37,P<0. 01)及 scRNA 组视网膜 ROCK 表达增加( t =
36. 51,P<0. 01),siGR 组无明显变化(t=8. 23,P>0. 05,图 3)。
3 讨论
摇 摇 糖尿病患者胰岛素分泌不足或受体敏感性下降,不仅
导致了高血糖,也导致了细胞能量代谢障碍,产生代谢性
应激。 代谢性应激与其他应激类似,能激活下丘脑-垂体
-肾上腺皮质轴系统,而且糖尿病状态下糖皮质激素负反
馈作用减弱,导致糖皮质激素明显增高,已经成为糖尿病
特征性表现之一[6,7]。 长期使用糖皮质激素能引发多种
眼部并发症,能损害视网膜神经元[8,9],但糖皮质激素对
RGC 的影响有待进一步明确。
摇 摇 糖皮质激素长期能诱导细胞凋亡[10]。 离体实验证
实,糖皮质激素诱导糖皮质激素反应元件表达,提高凋亡
相关因子 Caspase-3 的活性,抑制细胞活力[11]。 神经胶质
抗原 2 蛋白聚糖阳性神经祖细胞是脑海马内的重要神经
祖细胞,具有增殖分化能力。 高浓度糖皮质激素能抑制脑
海马的神经胶质抗原 2 蛋白聚糖阳性神经祖细胞的分裂
增殖,并诱导细胞凋亡[12]。 我们实验中发现,糖尿病大鼠
视网膜 RGC 数量减少、密度降低,鼻侧和颞侧视网膜厚度
也变薄。 而抑制糖皮质激素受体,拮抗糖皮质激素作用能
恢复大鼠视网膜 RGC 的数量和密度,能恢复糖尿病大鼠
视网膜的厚度,这提示糖皮质激素可能诱导了视网膜
RGC 凋亡。
摇 摇 ROCK 是一种丝氨酸-苏氨酸激酶,与 RGC 凋亡关系
密切。 研究发现,糖皮质激素能调节 ROR2 / RhoA / ROCK
信号通路[13,14]。 ROCK 蛋白抑制剂 Y-27632 可剂量依赖
性促进 RGC 轴突再生,抑制 RGC 凋亡,而且能促进视神
经切断大鼠的神经再生[15]。 本研究发现,抑制糖皮质激

素受体,拮抗糖皮质激素能下调 ROCK 在糖尿病大鼠视网

膜中的表达。 该结果提示,糖皮质激素可能激活了 ROCK
信号通路,导致糖尿病大鼠视网膜神经元缺失。
摇 摇 本研究探讨了糖皮质激素对糖尿病视网膜神经组织

病变的影响,证实了糖皮质激素长期增加能导致糖尿病大

鼠视网膜神经元缺失,并初步探讨了其中的分子机制,为
糖尿病视网膜病变的治疗提供了参考和思路。
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