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过表达 ＰＧＣ１α抑制高糖条件下小鼠视网膜
感光细胞凋亡
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　　［摘　要］　目的：探讨过表达过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因子１α（ＰＧＣ１α）对高糖条件下视网膜
感光细胞凋亡的影响及其相关机制。方法：本研究建立小鼠视网膜感光细胞株ＲＧＣ５高糖模型，将细胞分为４组：
正常组、高糖组、空载组和ＰＧＣ１α过表达组。ＭＴＴ检测各组细胞的活力；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色和流式细胞术检测各
组细胞凋亡水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 Ｂａｘ、ｐ５３、Ｂｃｌ２、神经生长因子（ＮＧＦ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、
ＰＧＣ１α、线粒体转录因子Ａ（ＴＦＡＭ）、ＤＮＡ聚合酶γ（ＰＯＬＧ）、ＡＴＰ合酶Ｏ亚基（ＡＴＰ５Ｏ）、细胞色素 Ｃ氧化酶５ｂ亚
基（ＣＯＸ５ｂ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）１和ＳＯＤ２蛋白的表达量。结果：与空载组相比，过表达ＰＧＣ１α组细胞的活力
增强，凋亡率降低，Ｂａｘ和 ｐ５３蛋白的表达量显著降低，Ｂｃｌ２、ＮＧＦ、ＶＥＧＦ、ＰＧＣ１α、ＴＦＡＭ、ＰＯＬＧ、ＡＴＰ５Ｏ、ＣＯＸ５ｂ、
ＳＯＤ１和ＳＯＤ２蛋白的表达量显著升高（Ｐ＜００５）。结论：过表达 ＰＧＣ１α可促进高糖条件下 ＲＧＣ５细胞活力，抑
制其凋亡，减轻氧化应激及线粒体损伤。

［关键词］　过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激活因子１α；糖尿病视网膜病变；感光细胞；氧化应激；线粒
体损伤
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）特有和常见的微血管
并发症之一，可使患者出现严重的视力损伤［１］。目

前认为ＤＲ患者在出现微血管系统病变前会出现神
经组织损伤，其病理特征主要表现为神经元凋亡、内

层视网膜变薄及神经胶质细胞异常活跃等［２］。ＤＲ
的发生发展是一个错综复杂的过程，目前认为ＤＲ的
发病机制与高血糖、细胞凋亡、多元醇代谢异常、氧

化应激、线粒体损伤、细胞因子及自由基作用等多种

因素相关，且细胞凋亡是糖尿病大鼠视网膜神经元

损害的主要形式［３４］。由于神经组织损伤后的再生

能力较差，因此，研究神经保护在 ＤＲ治疗中的作用
具有重要意义。过氧化物酶体增殖物激活受体 γ辅
激活因子１α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ
γｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α，ＰＧＣ１α）是一种强有力的线粒体和
氧化代谢调节酶，已有研究证明它和视网膜血管的

发生以及缺血状态时新生血管的形成密切相关［５］。

基于ＰＧＣ１α在新陈代谢和线粒体氧化作用中的关
键作用，我们猜想ＰＧＣ１α在糖尿病视网膜病变早期
视网膜感光细胞的凋亡中也扮演着重要的角色。本

研究在视网膜感光细胞中过表达 ＰＧＣ１α，探讨其对
视网膜感光细胞凋亡的影响，为ＤＲ中神经元的保护
提供一种新的思路。

材　料　和　方　法

１　实验材料
小鼠视网膜感光细胞株ＲＧＣ５购自武汉华联科

生物技术有限公司。高糖 ＤＭＥＭ培养基、普通
ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
均购自 Ｇｉｂｃｏ；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒购自 ＢＤ；
０１２５％胰蛋白酶、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、ＰＢＳ及兔抗 ＧＡＰ
ＤＨ单克隆抗体和羊抗兔多克隆抗体均购自 Ｂｉｏ
ｓｗａｍｐ；兔抗血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）单克隆抗体、兔抗神经生长因子
（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）多克隆抗体、兔抗 ＰＧＣ１α
多克隆抗体、兔抗 Ｂｃｌ２多克隆抗体、兔抗 Ｂａｘ单克
隆抗体、兔抗ｐ５３多克隆抗体、兔抗线粒体转录因子
Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，ＴＦＡＭ）多克隆
抗体、兔抗 ＤＮＡ聚合酶 γ（ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｇａｍｍａ，
ＰＯＬＧ）单克隆抗体、兔抗ＡＴＰ合酶Ｏ亚基（ＡＴＰｓｙｎ
ｔｈａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＯ，ＡＴＰ５Ｏ）多克隆抗体、兔抗细胞色素
Ｃ氧化酶５ｂ亚基（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ５ｂ，
ＣＯＸ５ｂ）单克隆抗体、兔抗超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒ
ｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）１多克隆抗体和兔抗 ＳＯＤ２单

克隆抗体均购自Ａｂｃａｍ。
２　方法
２．１　细胞培养和处理　用含 １０％ ＦＢＳ的普通
ＤＭＥＭ培养ＲＧＣ５细胞，细胞贴壁生长且密度达到
９０％后用０１２５％胰蛋白酶消化，取传代后对数生长
期的细胞用含不同浓度（１０ｍｍｏｌ／Ｌ、１５ｍｍｏｌ／Ｌ、２０
ｍｍｏｌ／Ｌ、２５ｍｍｏｌ／Ｌ和３０ｍｍｏｌ／Ｌ）葡萄糖、无ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基培养细胞２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ，采用ＭＴＴ
法检测细胞在不同浓度葡萄糖与不同作用时间条件

下的活力，通过绘制浓度时间生长曲线，选择最佳的
葡萄糖浓度与时点，建立ＲＧＣ５细胞高糖模型。
２．２　载体构建　根据ＧｅｎＢａｎｋ中小鼠ＰＧＣ１α的基
因序列（ＮＭ＿００８９０４），采用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计引物，
上游引物序列为 ５’ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＡＴＧＧＣＴＴＧＧＧＡ
ＣＡＴＧＴＧＣ３’，下游引物序列为 ５’ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴ
ＴＡＣＣＴＧＣＧＣＡＡＧＣＴＴＣＴＣ３’，分别在引物的５’端添
加ＸｈｏＩ和 ＮｈｅＩ的酶切位点，引物由南京金斯瑞生
物科技有限公司合成。反应条件为：９４℃预变性３
ｍｉｎ；９４℃４５ｓ、５４℃３０ｓ、７２℃６０ｓ，共３１个循环；
７２℃再延伸５ｍｉｎ。扩增产物凝胶回收后，与真核表
达质粒ｐｃＤＮＡ３１分别进行ＸｈｏＩ和ＮｈｅＩ双酶切，
Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接构建重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＧＣ
１α，并转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取阳性克隆，
ＰＣＲ初步鉴定，确定阳性质粒。
２．３　实验分组　取传代后处于对数生长期的细胞
分为正常（ｎｏｒｍａｌ）组、高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）组、空
载（ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ，ＥＶ）组和 ＰＧＣ１α过表达（ＰＧＣ
１α）组，处理方法如下：正常组细胞使用普通 ＤＭＥＭ
培养基处理；高糖组、空载组和过表达 ＰＧＣ１α组细
胞使用最佳葡萄糖浓度的 ＤＭＥＭ培养基处理；空载
组细胞转染空载体；ＰＧＣ１α过表达组细胞转染
ｐｃＤＮＡ３．１ＰＧＣ１α重组质粒。
２．４　ＭＴＴ实验检测细胞活力　将处于对数生长期
的各组细胞分别接种于９６孔板中（每孔１×１０６个细
胞），每孔１００μＬ，每组设３个复孔。各组细胞分别
于培养２４ｈ后，每孔加入２０μＬＭＴＴ溶液，继续培养
３～６ｈ，每孔加入１００μＬ甲!

溶解液孵育，在酶标仪

上测定各孔吸光度（Ａ）值，同一时点的Ａ值取其３个
复孔的平均值。

２．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色　分别收集各组细胞于６
孔培养板中培养２４ｈ，小心吸出培养基，４％多聚甲
醛室温固定 １０ｍｉｎ，弃上清后于 ＰＢＳ中保存玻片。
用０２％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透２０～３０ｍｉｎ后弃去培养
液，用ＰＢＳ洗涤玻片３次，加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染料，
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在含５％ ＣＯ２的培养箱中３７℃避光染色１０ｍｉｎ，再
用ＰＢＳ避光洗涤玻片３次，干燥，封片，荧光显微镜
观察，拍照保存。

２．６　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况　将各组
细胞分别接种在６孔培养板中培养２４ｈ，弃去培养
基并加入０１２５％的胰蛋白酶消化，收集各组细胞，
ＰＢＳ洗涤２次后用ＰＢＳ重悬细胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ染色液避光孵育１０ｍｉｎ，再次离心并用 ＰＢＳ
重悬细胞，加入５μＬＰＩ染色液，利用流式细胞仪检
测各组细胞凋亡情况。

２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　采用 ＲＩＰＡ法提取细胞总
蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白定量。１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离
目的蛋白，湿转至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶室温封
闭１ｈ，加入 Ｉ抗４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ冲洗３次，加入
辣根过氧化物酶标记的特异性 ＩＩ抗，室温孵育１ｈ，
ＰＢＳＴ冲洗３次，ＥＣＬ试剂盒显影曝片。
３　统计学分析

本研究采用 ＳＰＳＳ１９０统计分析软件进行数据
处理，实验数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，
采用单因素方差分析进行多组间差异的比较，各组

均数间两两比较采用ＳＮＫｑ检验。以Ｐ＜００５表示
差异有统计学意义。

结　　果

１　ＭＴＴ法筛选最佳葡萄糖浓度与作用时间
采用１０、１５、２０、２５和３０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的葡萄糖

处理细胞２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ后，ＭＴＴ法检测结果（图
１）显示，不同浓度的葡萄糖处理细胞２４ｈ，对细胞活
力的影响较小，因此选择２４ｈ作为最佳作用时间。
随着葡萄糖浓度的上升，细胞活力逐渐减弱，说明葡

萄糖可抑制 ＲＧＣ５细胞增殖，根据抑制程度，选择
２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖作为最佳浓度。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｂｙ
ＭＴＴａｓｓａｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．

图１　ＭＴＴ法筛选最佳葡萄糖浓度与作用时间

２　过表达ＰＧＣ１α促进高糖刺激ＲＧＣ５细胞的活力
与正常组相比，高糖组细胞的活力显著减弱

（Ｐ＜００５）；空载组和高糖组细胞活力之间的差异无
统计学显著性（Ｐ＞００５）；与空载组相比，ＰＧＣ１α过
表达组细胞的活力显著增强（Ｐ＜００５），见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ２． ＴｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５ｖｓＥＶｇｒｏｕｐ．

图２　ＭＴＴ法检测细胞活力

３　过表达ＰＧＣ１α抑制高糖刺激的ＲＧＣ５细胞凋亡
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色和流式细胞术检测凋亡结果

显示，正常组细胞核呈现椭圆形或圆形，其染色质呈

较均匀蓝色，凋亡细胞较少；但高糖组和空载组凋亡

细胞较多，且凋亡细胞核呈分叶状或点状，其染色质

发生凝集并呈亮蓝色；ＰＧＣ１α过表达组凋亡细胞少
于空载组，见图３Ａ。

流式细胞术检测结果表明，高糖组和空载组细

胞凋亡率较正常组显著增高（Ｐ＜００５），ＰＧＣ１α过
表达组细胞凋亡率较空载组显著降低（Ｐ＜００５），但
仍高于正常组（Ｐ＜００５），见图３Ｂ。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与正常组相比，高糖
组和空载组细胞Ｂａｘ和 ｐ５３蛋白的表达量显著升高
（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２蛋白的表达量显著降低（Ｐ＜
００５）；与空载组相比，ＰＧＣ１α过表达组细胞 Ｂａｘ和
ｐ５３蛋白的表达量显著降低（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２蛋白
的表达量显著升高（Ｐ＜００５），见图４。
４　过表达 ＰＧＣ１α对高糖刺激的 ＲＧＣ５细胞氧化
应激的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与正常组相比，高糖
组和空载组细胞ＮＧＦ、ＶＥＧＦ、ＰＧＣ１α、ＴＦＡＭ、ＰＯＬＧ、
ＡＴＰ５Ｏ、ＣＯＸ５ｂ、ＳＯＤ１和ＳＯＤ２蛋白的表达量显著降
低（Ｐ＜００５）；与空载组相比，ＰＧＣ１α过表达组细胞
ＮＧＦ、ＶＥＧＦ、ＰＧＣ１α、ＴＦＡＭ、ＰＯＬＧ、ＡＴＰ５Ｏ、ＣＯＸ５ｂ、
ＳＯＤ１和ＳＯＤ２蛋白的表达量显著升高（Ｐ＜００５），
见图５。
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＧＣ１αｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ａ：ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）；Ｂ：ｔｈｅ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＥＶｇｒｏｕｐ．

图３　过表达ＰＧＣ１α抑制细胞凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＥＶｇｒｏｕｐ．

图４　凋亡相关蛋白表达的变化
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＧＣ１αｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｏｆＲＧＣ５ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５ｖｓＥＶｇｒｏｕｐ．

图５　过表达ＰＧＣ１α对高糖模型ＲＧＣ５细胞氧化应激的影响

讨　　论

ＤＲ是糖尿病引发的一系列眼内并发症，是成年
人致盲的重要原因之一，其具体发病机制尚未完全

阐明。视网膜神经节细胞对高血糖介导的细胞凋亡

具有高度敏感性，而视网膜感光细胞也是ＤＲ所致凋
亡的主要细胞类型之一［６］。研究发现，在糖尿病动

物模型中感光细胞凋亡增加［７］；在糖尿病患者中也

扫描出光感受器层变薄现象［８］。感光细胞在 ＤＲ早
期的发展过程中发挥着被以往研究忽略了的重要作

用［９］。

ＰＧＣ１α是一种强有力的线粒体和氧化代谢调
节酶，在多种组织中均有表达。已经有研究证明它

和视网膜血管的发生以及缺血状态时新生血管的形

成密切相关［１０］。此外，ＰＧＣ１α激酶还与光损伤下
的光感受器存活相关［１１］。耿慧霞等［１２］的研究显示

ＰＧＣ１α过表达可抑制氧糖剥夺／复氧诱导的神经元
凋亡，抑制ＲＯＳ的产生，促进线粒体生成和维护线粒
体功能。有研究发现，高糖诱导的体外足细胞模型

中ＰＧＣ１α表达显著下调，而 ＰＧＣ１α表达下调导致
细胞凋亡［１３］。但ＰＧＣ１α对视网膜感光细胞的作用

我们知之甚少。本研究结果表明过表达 ＰＧＣ１α增
强高糖模型ＲＧＣ５细胞的活力，抑制细胞凋亡，表明
ＰＧＣ１α参与视网膜感光神经元病变，过表达 ＰＧＣ
１α可能是遏制ＤＲ恶化的关键靶点。ＮＧＦ的生物学
作用非常广泛，其参与视网膜细胞的分化、生长以及

死亡，内源性ＮＧＦ可沿轴突逆行至神经元发挥作用，
也可以通过轴突顺行转运影响其远端的靶细胞，视

网膜是高度分化的神经胶质细胞，对感光细胞、双极

细胞及神经节细胞等起到营养、支持、绝缘和保护作

用［１４］。氧化应激损伤、ＲＯＳ过度堆积、内源性抗氧
化系统紊乱以及线粒体损伤是导致糖尿病引起视网

膜病变的重要原因［１５］。ＴＦＡＭ参与线粒体基因的表
达、维持ｍｔＤＮＡ的完整性以及ｍｔＤＮＡ损伤的修复过
程［１６］。ＰＯＬＧ是迄今为止在线粒体中发现的唯一一
种ＤＮＡ聚合酶，它在ｍｔＤＮＡ复制与修复过程中扮演
着重要的角色［１７］。线粒体参与多种生物学功能，可

调节细胞增殖与凋亡。糖尿病可通过氧化应激损伤

线粒体ＤＮＡ及线粒体抗氧化防御系统［１８］。杜月光

等［１９］研究发现，中药治疗促进糖尿病大鼠 ＰＧＣ１α
表达，降低了ＭＤＡ含量，提高了ＳＯＤ活性，从而减轻
胰岛素抵抗、氧化应激及炎症反应。本研究结果也
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显示过表达 ＰＧＣ１α可提高高糖模型 ＲＧＣ５细胞
ＮＧＦ、ＶＥＧＦ、ＴＦＡＭ、ＰＯＬＧ、ＡＴＰ５Ｏ、ＣＯＸ５ｂ、ＳＯＤ１和
ＳＯＤ２蛋白的表达量，即过表达 ＰＧＣ１α可对抗糖尿
病引起的过氧化物堆积，减轻氧化应激及线粒体损

伤，有效减缓ＤＲ的发展。
综上所述，过表达 ＰＧＣ１α可提高高糖模型

ＲＧＣ５细胞的活力，抑制其凋亡，减轻氧化应激及线
粒体损伤，从而减缓ＤＲ的发展。
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