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葡萄糖调节蛋白在大鼠视网膜缺血 

再灌注损伤中的时相性表达及意义 

李漫丽 吴雅臻 戚 卉 范 斌 张小猛 

Phase expression of glucose-regulated pro- 

tein in rat retina induced by ischem ic repe-_fu- 

S●on injury 

LI Man-Li，WU Ya-Zhen，QI Hui，FAN Bin，ZHANG Xiao-Meng 

【Key words】 glucose-regulated protein；ischemical reperfusion injury；retina； 
endoplasm ie rettculum  stress 

【Abstract】 Objective To 0tls‘：n陀the expression of g1．co~-regulated pro- 
tein 78(gr078)in the rat retina induced by ischcmic rel~rfimion injury。and in- 

vestigate the possible effect of endoplasmic rettculum stress in the ischem ic 

process．Methods Thi— -six wistaz rats W~l-e explolly divided into 6 r(H中s 

rtmdomly：normal control group and 6 hours。12 hours。24 hours．48 hours an d 72 

hours after ischcmic reperfusion groups．6 rats in each group．The rat retinal is- 

chemia rel~rfimion model was established by acute elevated intraocular pres- 

su佗 throu~ normal sdline intaTacameral r~-rfusion(110 mmHa x60 m——tn。1 kPa= 
7．5 m )．The expression of grp78 in rats retina was detected by lmmtmohis． 
tochemistry an d semiquantitative Rr-PCR methods at the di~erent time 

points．The average optical density was statistically analyzed by S]PsS sofLw~re． 
Results The expression of 8 was mm~ly 1ocated in retinal gangno~cell 

layer an d inner nuclear layer ．The e essi0咀 of Rrp78 began  to increase an d 

augmented gradtmUy at 6 hours(A：0．778±0．004)after reperfusion compare 

with control(A：0．756±0．007)(P<0．05)． e highest level of expre~ ion was 

reached at 24 hours(A：0．851±0．O4O)aflzr reperfuston compoxin~with hour 12 
(A：0．799±0．010)(P<0．01)．Th e level then  be gan  to decrease at hour 48(A： 

0．825±0．007)comparing with hour 24(P<0．05)，but still higher than control(P< 

0．O1)．Th ere was no significant grp78 expression be tween  hour 72 an d contro1． 

Conclusion ‘；Tp78 pa ipate th e prclc0ss ofretina ischcmic rel~rfimion~
_lu- 

ry．It can provide th eoretical data for clinical treatment，if we interfere en do． 

plasmic reticulum stress at th e early stage． 
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【关键词】 葡萄糖调节蛋白；缺血再灌注损伤；视网膜；内质网应激 
【摘要】 目的 检测葡萄糖调节蛋白( ucose—regulated protein 78，grp78)在大鼠视网膜 

缺血再灌注后不同时期的表达情况，探讨内质网应激在视 网膜缺血再灌注损伤中的作用 

及机制。方法 36只 Wistar大鼠随机分为6组：缺血再灌注 6 h、12 h、24 h、48 h和 72 h 

组，以及正常对照组，每组 6只大鼠。缺血组大鼠均行单眼生理盐水前房高压灌注(110 

mmHg x60 min，1 kPa=7．5 mmHg)的方法建立视网膜缺血再灌注模型，用免疫组织化学 

和半定量 RT-PCR方法检测grp78在视网膜中的定位及时相性表达，取各组平均光密度值 

进行统计分析。结果 grp78在正常大鼠视网膜中少量表达 ，主要分布于视网膜内核层和 

神经节细胞层，免疫组织化学和 RT—PCR检测均发现在视网膜缺血再灌注后 6 h grp78的 

表达量开始升高(A值为0、778±0、OO4，与正常对照组0、756±0．007相比P<0．05)；再灌注 

后 24 h其表达量达到峰值(A值为0．851±0．040)，与正常对照组比较 P<0、01，与 12 h组 

(A值为0、799±0．010)相比 P<0．01；再灌注 48 h grp78表达开始下降(A值为 0、825 ± 

0、007，与24 h相比P<0．05)，但仍高于正常对照组(P<0、01)；72 h组grp78的表达与正常 

组相比，差异无统计学意义。结论 grp78参与了大鼠视网膜缺血再灌注损伤机制，若能在 

损伤早期内质网应激环节上加以干预，可为临床治疗和干预提供一定的理论依据。 

[眼科新进展 2008；28(1)：29-32] 

视网膜缺血再灌注损伤(retina 

isehemia reperfusion injury，RIR)是 

多因素综合作用的结果。内质网应 

激是指在缺血、缺氧或氧化应激等各 
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种因素使细胞内质网生理功能紊乱时，细胞启动的 

自我保护反应机制，它有利于细胞内环境稳态的恢 

复和维持细胞存活。近年来对于内质网应激与全身 

多种疾病发生发展的关系研究较多。视网膜结构复 

杂而且代谢旺盛，对缺血缺氧等刺激敏感，本实验采 

用大鼠RIR模型，观察内质网应激标志物一葡萄糖 

调节蛋白(glucose—regulated protein 78，grp78)在视网 

膜组织中的表达变化，探讨内质网应激在大鼠 RIR 

中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 健康雄性 Wistar大鼠 36只，体重 

220—250 g。随机分成6组：视网膜缺血再灌注 6 h、 

12 h、24 h、48 h、72 h组，以及正常对照组，每组6只 

大鼠。缺血组所有大鼠均行单眼生理盐水前房加压 

灌注制作视网膜缺血再灌注模型。每组各取 3只大 

鼠取眼球做免疫组织化学及视网膜病理(HE)染色， 

另 3只用半定量 RT—PCR方法检测 grp78 mRNA在 

视网膜中的表达。 

1．2 主要试剂 兔抗鼠 grp78多克隆抗体(美国 

Stressgen公司)，免疫组织化学 Biotin SP—HRP Kit(北 

京中杉公司)，Trizol(invitrogen公司)，M—MLV逆转 

录酶、rTaq酶 (Takara公 司)，引物设计合成、PCR 

Marker DL一2000(大连宝生物公司)。 

1．3 缺血再灌注模型的建立 大鼠全身麻醉后，1O 

g·L 地卡因滴眼表面麻醉2次。侧卧固定，以4．5 

号输液器针头自大鼠颞侧角膜缘刺入前房，固定针 

头。针头远端连接于生理盐水瓶，升高输液平面至与 

动物垂直距离为 150 em(1 10 mmHg，1 kPa=7．5 

mmHg)，可观察到球结膜苍 白、前房加深、虹膜红色 

变淡 ，直接眼底镜下见视网膜血管缺血，约 10 rain后 

角膜水肿混浊，瞳孔散大，眼底红光反射完全消失， 

持续 60 rain后缓慢降低输液瓶，拔除前房针头，可见 

球结膜充血，眼底恢复红色反光，术前术后行局部抗 

感染处理。在缺血再灌注后 6 h、12 h、24 h、48 h、72 

h分批处死大鼠，摘除眼球。 

1．4 病理学观察 在不同时段分批处死大鼠，迅速 

摘取眼球放人体积分数 10％中性甲醛中固定 ，常规 

洗涤、脱水、透明、浸腊包埋。常规 HE染色。 

1．5 免疫组织化学染色 石蜡切片经常规脱腊、复 

水；按照免疫组织化学试剂盒说明行常规过氧化物 

酶标记的链霉卵蛋白(SP)法染色，阴性对照采用 

PBS代替一抗。显微镜下观察视网膜组织中 grp78 

的表达情况，染色阳性反应物质表现为棕黄色颗粒， 

每组标本取 5张切片，每张切片取 5个视野，数码照 

相机采集图像 ，用 Image—pro—plus 6．0图像分析软件 

测定细胞平均光密度值(A值)，并取平均值进行统 

计学分析。 

1．6 逆转录多聚酶链式反应 (RT·PCR) (1)总 

RNA提取：大鼠处死后立即摘除眼球，沿角巩膜缘撕 

除角膜，小心拨除晶状体和玻璃体，完整分离视网 

膜，研磨后加入 1 mL trizol，按照 trizol提取 RNA方 

法提取总RNA，紫外分光光度计测定 RNA含量；(2) 

RT反应：按照试剂盒说 明书进行；(3)PCR反应： 

grp78引物序列为：上游：5’一AGCCCACCGTAACAAT— 

CAAC一3’，下游：5’一TCCAGCCArITI℃GATCTITrC一3’， 

预计扩增片段长度为445 bp，13一aetin用作内参照(片 

段长度 560 bp)。反应条件：95℃预变性 3 rain；循 

环：95℃变性45 s，55 oC退火 45 s，72 oC延伸 60 s， 

共 3O个循环；72 oC再延伸 10 rain。取 5 L PCR产 

物，以12 g·L 琼脂糖凝胶电泳分离 目的基因片 

段 ，溴化乙淀染色，在紫外灯下观察并摄片，经图像 

分析系统测定光密度值，采用半定量法，即 grp78 

mRNA的表达丰度等于grp78与 13一aetin光密度值(A 

值)之比，取各组平均值进行统计学分析。 

1．7 统计学处理 所有数据以均数 ±标准差( ± 

s)表示，采用 SPSS软件包进行处理，各组之间采用 

单因素方差分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 liE染色结果 正常对照组大鼠视网膜神经节 

细胞(retinal ganglion cell，RCC)呈单层整齐排列 ，数 

目较多，内核层由3—5层细胞构成，染色深，外核层 

较厚。有8—1O层细胞，排列紧密，染色深。缺血再 

灌注后 6 h。即出现 RCC层和内核层细胞排列紊乱 ， 

12 h组上述变化更加明显，视网膜明显水肿 。细胞排 

列疏松而紊乱，较多 RCC胞浆呈空泡样变；再灌注 

24 h后水肿仍较重，48 h时水肿有所减轻；再灌注72 

h后视网膜水肿已基本消退，可见 RCC数目减少。 

2．2 免疫组织化学染色结果 各组 grp78免疫组织 

化学染色结果见图 1。正常大鼠视网膜中 grp78弱 

阳性表达，主要分布于 RCC层和内核层，缺血再灌 

注后6 h grp78的表达开始升高，其平均光密度值与 

正常对照组相比差异有统计学意义(P<0．05)，12 h 

即可见 grp78表达 明显增多 (与正常组相比，P< 

0．O1)，grp78的表达高峰出现在再灌注后 24 h(与 

12 h组相比，P<0．01)，再灌注后48 h grp78表达开 

始下降(与 24 h相比，P<0．05)，但仍强于正常对照 

组(P<0．01)；72 h组 grp78的表达与正常组相比， 

差异无统计学意义(P=1．000)。 

2．3 RT-PCR结果 各组视网膜 grp78 mRNA的 

RT—PCR产物电泳结果见图 2。由图 2可见 PCR扩 

增的 grp78基因片段大小与预计的445 bp相符。各 

组光密度值相关性分析结果显示，正常大鼠视网膜 

中grp78 mRNA表达 A值为 0．756±0．007，视网膜 

缺血再灌注 6 h grp78的表达开始迅速上升(A值为 

0．778±0．OO4)，与正常对照组相比P<0．05；再灌 

注 12 h其表达继续上升(A值 0．799±0．010)，与正 

常对照组相比 P<0．O1；到 24 h达到高峰(A值为 

0．851±0．040)。与 12 h组相比P<0．O1；48 h组表 
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种因素都与内质网应激关系密切 ：视网膜组织的 

缺血缺氧、再灌注时氧自由基在短期内爆发性增多， 

钙离子失衡，以及脂质过氧化反应等，都可以做为应 

激源激发 内质 网应激级联反应，引起 grp78高表 

达 。为了研究及证实内质网应激在视网膜缺血 

性疾病中的作用机制，本实验构建 RIR模型，类似临 

床上的急性闭角型青光眼、视网膜动脉阻塞、高血压 

性视网膜病变等疾病 ，观察 RIR后不同时段 grp78 

的表达变化。结果显示，在正常视网膜组织中 grp78 

少量表达，主要分布在 RGC层和内核层，再灌注后 6 

h grp78 mRNA和蛋白表达均升高，24 h表达升高达 

到高峰，48 h后表达有所下降。此结果表明了 RIR 

后 24 h时内质网自稳系统的调节作用达到最佳水 

平，RIR后48 h grp78的表达下降可能与缺血细胞的 

内质网稳态恢复有关，也可能是由于内质网自稳系 

统遭到了破坏，不能通过增加 grp78的表达来结束内 

质网应激状态，细胞启动了凋亡通路 J。本实验结 

果表明 grp78在视网膜中的表达部位和时间上的变 

化与HE染色观察到的视网膜损伤一致，即 RIR后 

24 h视网膜水肿最重 ，组织损伤主要在 RGC层和内 

核层，所以grp78的表达也在一定程度上反映了细胞 

的损伤程度；同时，由于 grp78具有保护细胞、抵抗细 

胞凋亡的作用，此结果也提示了一种通过诱导内源 

性 grp78生成来防御和治疗 RIR性疾病 的新思 

路 。引。 

(上接第28页) 

浸润，炎性细胞具有产生 VEGF、促进血管形成的作 

用。在这些细胞中可见 VEGF表达，因此，炎性细胞 

可能是 VEGF的主要来源。此外，VEGF的产生受缺 

氧、炎症介质和细胞因子等调节⋯ 。本实验对照组 

中大量炎性细胞浸润，细胞密度增高造成局部微环 

境缺氧，缺氧导致 VEGF上游的一些调控子如缺氧 

诱导因子 1仅过量表达，从而使 VEGF表达上调，促 

进血管形成以改善循环，调节缺氧组织的氧合作用。 

有研究表明，RAPA的靶蛋白mTOR(哺乳动物 RA— 

PA靶蛋白)在缺氧触发的内皮细胞的增生中起关键 

作用 J，RAPA治疗后 mTOR的基因表达降低，同时 

角膜中的缺氧诱导因为 1仅和 VEGFR一1(fit一1)基因 

表达下调，血清中的VEGF的含量降低。 

综上研究，RAPA能够抑制 VEGF的产生，该机 

制可能是其抑制大鼠角膜移植排斥和血管形成的重 

要原因，提示该药在防治高危角膜移植排斥方面，具 

有重要的临床应用价值。 
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