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视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞中谷氨酸受体２的表达分析
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［摘　要］　目的　明确谷氨酸受体２（ＧｌｕＲ２）在大鼠视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞中的表达情况，为视网膜胶质细胞的神经保护作用提
供新的研究靶点。方法　采用新生（１～２ｄ）的ＳＤ大鼠视网膜组织原代培养 Ｍüｌｌｅｒ细胞，通过免疫荧光染色 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ鉴定传代培
养的Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度；取新生（１～２ｄ）的 ＳＤ大鼠大脑皮质作为阳性对照组，Ｍüｌｌｅｒ细胞作为实验组。采用 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组中ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达情况。结果　传代培养到第３代的Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度达９５％；阳性对照组ＧｌｕＲ２的
ｍＲＮＡ表达水平为（１００±１７．３４）％，蛋白表达水平为（１００±１４．２８）％；实验组ＧｌｕＲ２的ｍＲＮＡ表达水平为（８６．４７±１９．２３）％，蛋白
表达水平为（８２．８２±１１．３４）％。结论　体外培养的视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞中有ＧｌｕＲ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达。
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　　α氨基３羧基５甲基４异恶唑丙酸受体（αａｍｉ
ｎｏ３ｈｙｄｒｏｘｙ５ｍｅｔｈｙｌ４ｉｓｏｘａｚｏｌｅｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，ＡＭＰＡＲ）是一类离子型谷氨酸受体（Ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｓ，ＧｌｕＲ），由谷氨酸受体 ＧｌｕＲ１、ＧｌｕＲ２、ＧｌｕＲ３、
ＧｌｕＲ４４个亚单位组成，在细胞的粗面内质网中形
成［１］。其中，ＧｌｕＲ２有阻止钙离子通道开放的作用，在
基因表达、ＲＮＡ编辑、ＡＭＰＡＲ的合成和运输方面均起
到重要的调控作用［２３］。有研究认为，如果神经元的

ＧｌｕＲ２表达下降，其更容易受到谷氨酸神经毒性的损
伤［３］。因此，ＧｌｕＲ２是神经保护的重要调节靶点，已经
成为了该领域研究的热点。研究显示，在视网膜神经

节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，ＲＧＣ）、无长突细胞、双极
细胞等神经元中均有ＧｌｕＲ２的表达，且其在神经元树

突棘的形成、突触的形成及神经元的存活中均发挥着重

要的病理生理作用［４６］。除了神经元外，视网膜中还有

大量的神经胶质细胞，包括小胶质细胞、星型胶质细胞、

Ｍüｌｌｅｒ细胞等，对维持视网膜的结构和功能也起着重要
的作用。其中，Ｍüｌｌｅｒ细胞是视网膜中数量最多的胶质
细胞，是连接ＲＧＣ与微环境之间的桥梁，对 ＲＧＣ有重
要的营养支持和神经保护作用［７８］。但关于Ｍüｌｌｅｒ细胞
中有无ＧｌｕＲ２表达尚未可知。本研究主要探讨 ＧｌｕＲ２
在Ｍüｌｌｅｒ细胞中的表达情况，旨在为视网膜胶质细胞的
神经保护功能提供新的研究基础。

１　材料与方法

１．１　材料
新生（１～２ｄ）的ＳＤ大鼠由陆军军医大学第二附

属医院医学中心实验动物中心提供。本实验经陆军军

医大学实验动物福利伦理审查委员会批准，批准号：

１４９局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２０，２９（１２）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ＳＣＸＫ（ＰＬＡ）２０１２００３１。主要试剂：高糖 ＤＭＥＭ培养
基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美国），胎牛血清（ＢＩ公司，以色
列），０．２５％胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），小鼠抗波形
蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）单克隆抗体、兔抗 ＧｌｕＲ２多克隆抗体、
小鼠抗ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（Ａｂｃｏｍ公司，英国），ＤＡ
ＰＩ（上海碧云天公司，中国），荧光二抗（５９４）标记羊抗
小鼠ＩｇＧ（Ｔｈｅｒｍｏ公司，英国），ＲＮＡ提取及逆转录试
剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　Ｍüｌｌｅｒ细胞原代培养　　参考本课题组前期
发表的文献进行 ＳＤ新生大鼠视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞原代
培养［９］。新生大鼠腹腔注射４．３％的水合氯醛麻醉后，
断头处死，无菌操作取出眼球后浸泡在高糖 ＤＭＥＭ＋
１％双抗的培养基中，于 ３７℃、５％ＣＯ２培养过夜。
０．２５％胰蛋白酶液消化１ｈ，加入含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ终止消化，在高倍显微镜下分离视网膜，加入
ＤＭＥＭ完全培养基（含１％双抗、１０％胎牛血清），反复
吹打，制成细胞悬液，用７０μｍ滤网过滤，调整细胞密
度按３×１０５／ｍＬ接种于培养瓶中，于３７℃、５％ＣＯ２孵
箱中培养，第２天换液，继续培养６～８ｄ，细胞密度达
到８０％时予以传代，细胞传至 ３～４代可进行后续
实验。

１．２．２　免疫荧光染色 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ鉴定 Ｍüｌｌｅｒ细胞纯
度［９１０］　　４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液
洗３次，每次５ｍｉｎ；０．１％Ｔｒｉｔｏｎ打孔１５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲
液洗３次，每次５ｍｉｎ；１０％山羊血清封闭３０ｍｉｎ。加
入一抗（小鼠抗 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗体、兔抗 ＧｌｕＲ２多
克隆抗体），４℃过夜，ＰＢＳ缓冲液洗３次，每次５ｍｉｎ；
加入荧光二抗（１∶３００），室温避光孵育１ｈ，ＰＢＳ缓冲
液洗３次，每次５ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染色１５ｍｉｎ。Ｖｉｍｅｎｔｉｎ是
Ｍüｌｌｅｒ细胞的特异性蛋白，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达的细胞
即为Ｍüｌｌｅｒ细胞，Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度 ＝Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性细
胞数／ＤＡＰＩ总数×１００％。
１．２．３　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ表达　　参
照文献［１１］提取 ＲＮＡ，按 Ｔａｋａｒａ试剂盒（ＲＲ０４７Ａ，
日本）说明书逆转录成ｃＤＮＡ。依次加入无核酸酶、高
纯水２μＬ，Ｍｉｘ５μＬ，ｏｌｉｇｏｌ（ｄＴ）１８引物，上下游引物各
０．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ＧＡＰＤＨ作为内参。ＧｌｕＲ２上游引
物序列：ＡＡＴＣＴＣＣＴＣＣＴＡＣＡＣＧＧＣＴＡＡＣＴＴ，下游引物
序列：ＧＡＣＴＣＴＧＧＣＴＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣ；ＧＡＰＤＨ上游引物
序列：ＧＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣ，下游引物序
列：ＴＧＴＣＡＴＴＧＡＧＡＧＧＡＣＣＴＧＣＣＡＧＣ，所有引物购于
重庆擎科生物技术有限公司。ｑＰＣＲ反应条件：预变
性９５℃、１０ｍｉｎ，变性 ９５℃、１５ｓ，循环 ３９次，退火

５７℃、１ｍｉｎ，延伸６５℃、５ｍｉｎ，ＢｉｏＲＡＤＣＦＸＭａｅｓｔｒｏ
软件（美国）对ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ结果进行相对定量。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧｌｕＲ２蛋白表达　　文献报
道大鼠的脑皮质有 ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达［１２１３］，因

此本研究将其作为阳性对照组，传代培养到第３代的
Ｍüｌｌｅｒ细胞作为实验组。具体方法参考文献［１４］，配
制８％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶，以４０μｇ／μＬ的蛋白浓度上样电
泳，转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭２ｈ，分别加入一
抗（兔抗 ＧｌｕＲ２多克隆抗体１∶５０００，小鼠抗 ＧＡＰＤＨ
单克隆抗体１∶５０００），４℃摇床孵育过夜。分别加入
二抗，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，ＥＣＬ显
色，ＯｍｅｇａＬｕｍＧ凝胶成像仪曝光，ＧＡＰＤＨ作为内参，
分别用ＩｍａｇｅＪ软件测量 ＧｌｕＲ２条带和 ＧＡＰＤＨ条带
的灰度值，ＧｌｕＲ２蛋白表达 ＯＤ值 ＝ＧｌｕＲ２条带灰度
值／ＧＡＰＤＨ条带灰度值。
１．３　统计学分析

用ＳＰＳＳ１９．０对数据进行处理，ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｍｏｖ
检测数据是否呈正态分布，经 Ｌｅｖｅｎｅ检验方差齐性。
方差齐、呈正态分布数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
采用ｔ检验，否则用非参数检验，以Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义，Ｐ＜０．０１表示差异有极显著性统计学
意义。

２　结果

２．１　传代培养的Ｍüｌｌｅｒ细胞中ＧｌｕＲ２免疫荧光表达
Ｍüｌｌｅｒ细胞免疫荧光纯度鉴定结果显示，原代培

养的Ｍüｌｌｅｒ细胞传至３代后，９５％以上的细胞可表达
Ｍüｌｌｅｒ细胞的特异性蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，细胞纯度 ＞９５％，
见图１ａ。Ｍüｌｌｅｒ细胞免疫荧光双染色结果显示，同一
细胞中有Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＧｌｕＲ２２种荧光阳性表达，ＧｌｕＲ２
的荧光主要表达在细胞膜及胞浆中（图１ｂ）。

ａ：Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度鉴定；ｂ：Ｍüｌｌｅｒ细胞的Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＧｌｕＲ２共染色
　 绿色：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；红色：ＧｌｕＲ２；ＤＡＰＩ：核（蓝色）

图１　Ｍüｌｌｅｒ细胞免疫荧光染色

２４９ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２０，２９（１２）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



２．２　Ｍüｌｌｅｒ细胞中ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ结果显示，阳性对照组ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ

相对表达量为（１００±１７．３４）％，实验组为（８６．４７±
１９．２３）％，２组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见
图２ａ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，阳性对照组ＧｌｕＲ２蛋白
相对表达量为（１００±１４．２８）％，实验组为（８２．８２±
１１．３４）％，２组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见
图２ｂ、ｃ。

ａ：ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ表达；ｂ和ｃ：ＧｌｕＲ２蛋白表达
图２　Ｍüｌｌｅｒ细胞中ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

３　讨论

视网膜中主要有３种神经胶质细胞，即小胶质细
胞、星型胶质细胞和 Ｍüｌｌｅｒ细胞，其中，Ｍüｌｌｅｒ细胞数
量最多，也是视网膜中特有的，具有重要的病理、生理

作用的细胞，一直是视网膜、视神经等疾病研究的热

点。Ｍüｌｌｅｒ细胞横跨整个视网膜组织，维持着视网膜
的基本结构，是视网膜整个内环境的重要组成部分，可

以调控细胞外谷氨酸的浓度及 ｐＨ，维持 ＲＧＣ所处视
网膜的整个微环境平衡［１５］。Ｍüｌｌｅｒ细胞分泌的神经
生长因子，如脑源性神经营养因子、睫状神经营养因

子、胰岛素样生长因子等，对视网膜中的神经元具有重

要的神经保护和促进再生作用［１６］。而 Ｍüｌｌｅｒ细胞的
过度胶质激活又会形成胶质瘢痕，从而进一步损伤与

之密切接触的视网膜神经元，造成 ＲＧＣ等细胞的死
亡、轴突再生困难等。

ＧｌｕＲ１、ＧｌｕＲ２、ＧｌｕＲ３、ＧｌｕＲ４的跨膜区和胞外结
构非常相似，但是胞质侧的Ｃ端却不完全相同，由于Ｃ
端可以和不同的蛋白相互作用，因此这４种亚单位所
发挥的作用也不同［１７］。有研究表明，ＧｌｕＲ２具有较低
的钙离子通透性，而 ＧｌｕＲ１、ＧｌｕＲ３、ＧｌｕＲ４则具有较高
的钙离子通透性［１８］。而在一些视网膜疾病中，这 ４种
亚单位表达也有差异。有研究在糖尿病视网膜病变动

物模型中发现，内外丛状层 ＧｌｕＲ２的表达增加，而
ＧｌｕＲ１的表达没有明显变化［１９］。以上结果说明，

ＧｌｕＲ２在某些视网膜疾病中是一个特殊的病理角色，
进一步研究其病理机制具有重要的意义。

本研究首次发现原代培养的视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞
有ＧｌｕＲ２的表达，虽然其表达水平较脑皮质组织水平
稍低，但鉴于 Ｍüｌｌｅｒ细胞在视网膜中的重要地位，我
们推测，Ｍüｌｌｅｒ细胞的 ＧｌｕＲ２可能也具有十分重要的
病理、生理作用，但需要进一步从分子机制、信号通路、

物质交换等多层面研究探讨。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０５Ｅ０２００１６９ ·基础研究·

ＺＫＳＣＡＮ３介导的自噬在急性镉暴露肝毒性中的作用
陈梦妍，谢　佳，田　丽，皮会丰　（陆军军医大学军事预防医学系军队劳动卫生学教研室／电磁辐射医学防护教育部重点实
验室，重庆 ４０００３８）

［摘　要］　目的　探讨ＺＫＳＣＡＮ３介导的自噬在急性镉暴露肝损伤中的作用。方法　取１６只ＳＰＦ级雄性小鼠（用于镉暴露实
验），随机分成生理盐水组和镉暴露组，每组８只。镉暴露组小鼠腹腔注射氯化镉７ｄ，染毒剂量为２ｍｇ·ｋｇ１·ｂｗ１，染毒方式为每天
腹腔注射１次；生理盐水对照组小鼠每日腹腔注射等量生理盐水１次，连续注射７ｄ。另取２４只 ＳＰＦ级雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（用于
ＡＡＶＴＢＧＺＫＳＣＡＮ３干预实验），随机分为对照组、镉组、镉＋ＺＫＳＣＡＮ３组，每组８只。对照组尾静脉注射 ＡＡＶＴＢＧｃｏｎｔｒｏｌ，１周后
连续腹腔注射等量生理盐水７ｄ；镉组尾静脉注射ＡＡＶＴＢＧｃｏｎｔｒｏｌ，１周后连续腹腔注射２ｍｇ·ｋｇ１·ｂｗ１氯化镉７ｄ；镉 ＋ＺＫＳＣＡＮ３
组尾静脉注射ＡＡＶＴＢＧＺＫＳＣＡＮ３，１周后连续腹腔注射２ｍｇ·ｋｇ１·ｂｗ１氯化镉７ｄ。采集小鼠血清并摘取肝，苏木素－伊红（ＨＥ）染
色观察小鼠肝组织病理变化，生化分析仪检测血清中丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）含量，ＲＴＰＣＲ检测自噬相关基
因及ＺＫＳＣＡＮ３基因的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＺＫＳＣＡＮ３蛋白细胞质转位情况。结果　与对照组比较，急性镉暴露会导致小鼠肝细
胞气球样变，炎症细胞浸润、坏死，ＡＬＴ和ＡＳＴ表达显著增高（Ｐ＜０．０１），镉暴露后肝组织中自噬溶酶体相关基因Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ、Ｒａｂ５ａ、
Ａｔｐ６ｖ０ｄ１、Ｌａｍｐ１、Ｃｔｓｂ表达增多（Ｐ＜０．０１），ＺＫＳＣＡＮ３基因表达较少（Ｐ＜０．０１）。镉暴露仅降低了细胞核 ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达
（Ｐ＜０．０１），并未引起其细胞质转位（Ｐ＞０．０５）。与镉组比较，ＺＫＳＣＡＮ３过表达可以显著抑制镉暴露诱导的肝细胞自噬及肝细胞损
伤（Ｐ＜０．０１）。结论　急性镉暴露显著抑制肝细胞中ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达，从而诱导肝细胞自噬性死亡。

［关键词］氯化镉；小鼠；肝毒性；ＺＫＳＣＡＮ３；细胞自噬；镉暴露肝损伤
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院刊，２００４，２８（１）：７４－７７．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４－９９６０．

２００４．０１．０２２．

［１８］ＴｚｓｃｈｅｎｔｋｅＴＭ．Ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｓｅａｓｅｓｔａｔｅｓ：

ｏｖｅｒｖｉｅｗａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｍｉｎｏ

Ａｃｉｄｓ，２００２，２３（１－３）：１４７－１５２．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ００７２６－００１－

０１２０－８．

［１９］ＳｅｍｋｏｖａＩ，ＨｕｅｍｍｅｋｅＭ，ＨｏＭＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅｔｉｎａｌｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
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