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牛磺酸对光照和暗适应条件下大鼠视杆细胞Gt1 蛋白α亚基的影响

许红霞 ,糜漫天 ,韦　娜 ,郎海滨 ,黄国荣 ,余小平　　(第三军医大学预防医学系营养卫生学教研室 , 重庆 400038)

提　要　目的:探讨牛磺酸对光照和暗适应条件下大鼠视网膜视杆细胞 Gt1 蛋白α亚基(Gαt1)蛋白表达

的影响。方法:在幼年大鼠的饲料配方中添加牛磺酸 ,营养干预 4 周后 ,采用免疫组织化学染色 、Western blot-

ting 技术检测大鼠视网膜 Gαt1在光照和暗适应条件下的分布和表达。结果:光照时 Gαt1主要表达于视杆细胞

胞体及突触附近 ,暗适应时则以视杆外段的表达为主 ,且暗适应时 Gαt1的蛋白表达量明显高于光照时。添加

牛磺酸均可显著增加光照和暗适应时 Gαt1蛋白的表达。结论:Gαt1蛋白的分布及表达因光适应状态而异 ,牛磺

酸能通过促进 Gαt1表达 ,有利于视杆细胞光转导功能。
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Effects of taurine on expression of transducinαsubunit in retinal rods during
light and dark adaptations in rats
XU Hong-xia , M I M an-tian , WEI Na , LIANG Hai-bin , HUANG Guo-rong , YU Xiao-ping (Department of Nutrition

and Food Hygiene , Third M ilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

Abstract　 Object ive:To investigate of taurine on the expression of transducin αsubunit

(Gαt1)in retinal rods during light and dark adaptations in rats.Methods:After the addition of

taurine to the feeds of rats for 4 weeks , the localization and expression of Gαt1 in retinal rods dur-

ing light and dark adaptations w ere observed w ith immunohistochemist ry and w estern

blo tting.Results:Gαt1 was located mainly on the plasma membrane and in the vicinity of the

synapses in light adaptation and in the outer segments of the rods in dark adaptation.The expres-

sion of Gαt1 protein was increased af ter dark adaptation.The addition of taurine to the feeds of rats

increased significantly the expression of Gαt1 protein.Conclusion:Taurine can adjust the pho to-

transduction of the rods through its af fecting of the expression of Gαt1 in the ret ina of rats.

Key words　 taurine;retina;rod t ransducinαsubunit;dark adaptation;rat

　　牛磺酸在视网膜中具有广泛的生理功能 ,它是光

感受器发育和视网膜再生必需的营养因子[ 1] ,且可以

保护视杆外段免受光化学损伤 ,与光感受器功能密切

相关 。近来研究发现它可能通过影响视网膜和视杆外

段的 Ca2+摄入而调制视杆细胞功能[ 2] 。在视杆通路

中 ,视杆细胞光转导蛋白 Gt1 蛋白α亚基(Gαt1)活性被

认为是光转导的关键控制环节 ,本实验观察牛磺酸对

光照和暗适应条件下大鼠视网膜 Gαt1蛋白表达的影

响 ,旨在探讨牛磺酸能否通过对 Gαt1的影响而调制视

杆通路光转导功能。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组

幼年Wistar大鼠 60只 , 雌雄各半 ,体重(70±10)g ,随机分

为 3 组 ,即正常组 、缺乏组 、牛磺酸组。动物自由进食和饮水 ,

置于 12 h 光照/12 h 黑暗的环境条件下单笼饲养。营养干预 4

周后 , 每组再随机分为光照组和暗适应组 , 光照组光照条件同

前 ,暗适应组置于暗室(照度为 3.0 LX), 继续喂养 3 d , 观察各

项分析指标的变化。
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1.2　营养干预的饲料配方
大鼠基础饲料配方:玉米淀粉 58.8%, 酪蛋白 18%, 蔗糖

10%,芝麻油 5%, 纤维素 3%, 混合矿物质 4%, 混合微生素

1%, DL-蛋氨酸 0.2%, 其中混合矿物质及混合维生素采用

AOAC 配方。正常组:在基础饲料配方的基础上 , 添加 0.12%

牛磺酸。缺乏组:在基础饲料配方的基础上 , 添加正常组 1/ 3

剂量(0.04%)的牛磺酸。牛磺酸组:在基础饲料配方的基础

上 ,添加 0.6%的牛磺酸。

1.3　免疫组织化学染色
4°C 预冷的 4%多聚甲醛灌注固定大鼠 ,取眼球于 4%多聚

甲醛后固定 4 ～ 6 h , 30%蔗糖 4°C 过夜 , 冰冻切片(10 ～ 15

μm)。一抗为兔抗 Gαt1 , 购自 Santa Cruz 公司。免疫组化染色

采用Zymed 公司的 SPTM 试剂盒(SP9001), 二抗为羊抗兔

IgG , 染色方法参照试剂盒说明进行 , 最后用 DAB 显色。 用

PBS 代替一抗作为阴性对照。

1.4　组织蛋白质提取
大鼠断头处死 ,取眼球 , 每 0.1g 眼组织加 1ml预冷至 0°C

的匀浆液(150 mmol/ L NaCl , 1%NP-40 , 0.1%SDS , 1 mmol/ L

PMSF , 10 μg/ml Leupeptin , 10 μg/ml Aprotinin)匀浆 , 4°C 12

000×g离心 15 ～ 20 min , 将上清液移至另一微量离心管中 , 分

装后保存于-20°C 备用。

1.5　Western blo tting分析

参照《分子克隆》第 2 版 , 对样本进行蛋白定量后 , 经 10%

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳;而后用电转移法转移蛋白至

PVDF 膜上 , 1%BSA封闭 4°C 过夜 , 加 1∶1 000 稀释的抗 Gαt1

37°C 孵育 1 h ,再与生物素标记的二抗及过氧化酶标记的链霉

卵白素反应 ,用 DAB 显色 , 或用化学发光检测试剂盒(Dupont

产品)检测 , 后者用图像分析系统进行分析。

2　结果

2.1　牛磺酸对大鼠视网膜Gαt1蛋白分布及表达的影

响
Gαt1免疫组织化学分析显示:光照时 , 各组 Gαt1的阳性染色

主要出现在外核层及外网状层的外部 , 而视杆外段无明显阳性

染色 ,牛磺酸组在视杆内段可见少量 Gαt1蛋白表达。表明光照

时Gαt1主要集中分布于视杆细胞胞体膜及突触附近的膜上。

且发现 , 牛磺酸组的染色明显强于正常组和缺乏组 , 而缺乏组

的染色最为浅淡 ,见图 1 , 2 及表 1。暗适应后 , 各组 Gαt1的阳性

染色出现在视杆细胞内 、外段 , 外核层及外网状层外部 , 其中以

视杆外段染色最浓 ,外核层染色最浅。表明暗适应后 , Gαt1蛋白

主要在视杆外段的胞膜及盘膜上表达 , 在视杆细胞胞体膜的表

达较少。类似光照时 , 各组中仍以牛磺酸组的染色最强 , 其次

为正常组 , 缺乏组染色最浅 , 且此时牛磺酸组在视杆细胞各个

部位均有很强的表达 ,见图 3 及表 1。结果显示 ,在光照和暗适

应条件下添加牛磺酸均使 Gαt1的表达明显增加。

　图 1　光照条件下正常组 Gαt1免疫组化染色　(×400)

　Fig 1 　Gαt1 immunohistochemistry of normal group inlight

adaptation 　(×400)

　图 2　光照条件下牛磺酸组 Gαt1免疫组化染色　(×400)

　Fig 2 　Gαt1 immunohistochemistry of taurine group in light

adaptation 　(×400)

　图 3　暗适应条件下正常组 Gαt1免疫组化染色　(×200)

　Fig 3　Gαt1 immunohistochemistry of normal group in

dark adaptation 　(×200)
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2.2　牛磺酸对视杆细胞 Gαt1蛋白表达量的影响
实验同时采用 Western blo tting 技术检测了大鼠视网膜

Gαt1的蛋白表达量 ,结果表明:在光照和暗适应条件下 , 从缺乏

组、正常组到牛磺酸组 , Gαt1的蛋白表达量是逐步增多的, 这与

Gαt1的免疫组化结果相一致。Western blotting 分析还发现各组暗

适应条件下 Gαt1的蛋白表达量均明显高于光照时 ,见表 2、图 4。

本结果来自化学发光检测后经电泳成像凝胶分析系统

(DOC gel 2000 型 , 美国)的分析。

3　讨论

光感受器是产生视觉信号的第一级神经元 ,其主

要功能是光转导功能。根据视觉的二元学说 ,视杆细

胞在弱光时活动 ,超过一定照度时其功能为视锥细胞

所取代 。在暗中 ,视杆细胞光转导蛋白(Gt1 蛋白)的α

亚基与 β 、γ亚基聚合并结合 GDP ,当光量子激活视色

素(Rh※Rh*)后 ,进一步活化 Gt1 蛋白α亚基(Gαt1),

诱发其上的GDP 转化为GTP ,并与 Gt1 蛋白 β 、γ亚基

分离;Gαt1随即激活磷酸二酯酶(PDE), 从而催化

cGMP 水解 ,使 cGMP 门控的 Na+通道关闭 ,导致视杆

细胞超极化。在此过程中 , Gαt1活性被认为是光转导

的关键控制环节 , Gαt1的蛋白表达量可反映视杆细胞

光转导功能[ 3] 。

本实验发现:光照时 Gαt1主要表达于视杆细胞胞

体及突触附近的膜上 ,长时间暗适应后以视杆外段

(ROS)盘膜上的表达为主;同时 ,免疫印迹分析发现 ,光

照时Gαt1的蛋白表达量较暗适应时低。其原因可能是:

光照时视杆细胞功能受抑制 ,ROS盘膜上大量的视紫红

质被光漂白后 ,不能活化 Gt1 蛋白 , ROS盘膜上大量的

Gt1蛋白以三聚体形式存在 ,而活化形式的Gαt1相对较

少 ,表现为视杆外段较少 Gαt1表达。在暗中以视杆细胞

功能为主 , ROS的光转导过程很活跃 ,Gt1 蛋白主要以其

活化形式 Gαt1存在 ,表现为 Gαt1主要在 ROS表达 ,且 Gαt1

的蛋白表达量较光照时增多。而新近的研究还发现 ,光

照时漂白的视紫红质也可活化部分 Gt1 蛋白为 Gαt1 ,这

部分Gt1 蛋白在暗中不再具备被光量子活化的能力 ,从

而使视敏度下降较单纯的视紫红质漂白更明显
[ 4 ,5]
,推

测光照时和暗适应时外核层及外网状层外部表达的

Gαt1可能正是来源于这部分Gt1蛋白。

牛磺酸是视网膜中含量最丰富的游离氨基酸 ,其

中大部分分布于光感受器细胞层。现已证实牛磺酸是

光感受器发育必需的营养因子 ,缺乏牛磺酸会引起视

网膜电图(ERG)缺陷 ,长期缺乏甚至会引起盘膜结构

紊乱 、光感受器退化 ,且发现牛磺酸可以保护 ROS 免

受光化学损伤 ,光可以刺激牛磺酸释放 ,表明牛磺酸与

光感受器功能密切相关。近年来大量研究发现牛磺酸

对视网膜及 ROS 的 ATP 依赖的 Ca2+摄入具有调节

作用 ,而 Ca2+在光感受器受到光刺激后的兴奋及复原

中扮演了一个决定性的角色 ,它介导的是一种负反馈

作用
[ 6]
:即光照使 cGMP 通道关闭 ,胞内自由 Ca

2+
减

少 ,从而刺激鸟甘酸环化酶(GC), 使 GTP 生成

cGMP , cGMP 门控通道开放 ,光感受器复原。牛磺酸

增加低 Ca2+环境下的的 A TP 依赖的 Ca2+的摄入 ,最

有可能协助光感受器的复原。最新资料表明[ 7] ,牛磺酸

可能是通过开放光感受器的 cGMP通道而促进 ROS 在

低Ca
2+
环境下 ATP 依赖的Ca

2+
摄入 ,从而影响视网膜

视觉信号的传导。本实验发现 ,牛磺酸能明显增加光照

和暗适应时 Gαt1的蛋白表达 ,表明牛磺酸对视杆细胞光

转导功能有重要的调制作用 ,推测这种作用可能与牛磺

酸影响 cGMP 通道和 Ca
2+
摄入相关联。
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A study on viral etiology of condyloma acuminata in external auditory canal

with GP-PCR and dot blotting hybridization
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　　尖锐湿疣(Condy loma acuminata , CA)由人乳头瘤病毒(Hu-
man Papillomavirus , HPV)感染引起 , 尽管近年来的发病率明显

升高 ,但是发生于外耳道者罕见。研究外耳道 CA 的病因 , 对于

减少传播 、控制复发具有重要意义。

1　临床资料

男性患者 , 40 岁 , 因右耳痛痒 1 月伴少量出血 1 d 入院。 1

月前在街头地摊上掏耳后常感耳内痒 , 自己掏挖 , 轻微疼痛 , 近

来挖耳后少许出血。查:右外耳道前壁见一新生物 , 乳头状突
起 ,质软 ,周围少许干血痂。否认冶游史 , 无外生殖器 CA。 活

检:鳞状上皮乳头状瘤。于 1994 年 9 月 29 日在局麻加强化下

行“右外耳道新生物切除加植皮术” , 切除瘤组织 , 并凿除外耳

道前上壁部分骨质后植皮。鼓膜完整 , 标志清楚。病理报告为

“尖锐湿疣” , 1 周后出院。随访 4 年无复发 ,外耳道无狭窄。
DNA 的制备:将石蜡切片放入 0.5 ml的 Eppendorff管中 ,

二甲苯脱蜡 , 95%乙醇冲洗 , 真空抽干 ,然后加入 100 μl消化缓
冲液(50 mmo l/ L , T ris 1 mmol/ L EDTA , 0.5%吐温 20 , 蛋白酶

K 200 μg/ ml , pH 8.5), 55°C孵育 3 h , 此消化液即作为 PCR 所

需样品 DNA 。
按地高辛标记试剂盒说明标记寡聚核苷酸探针 , 参照文献

[ 1] 行 PCR , 参照文献[ 2] 行斑点杂交。

2　结果

鳞状上皮呈乳头状或疣状增生 , 表皮脚增宽延长 , 角质层
增生并角化不全 ,棘层和基底层明显增生肥厚 , 在表皮中层或

表层见有群集或灶性的凹空细胞 ,真皮层毛细血管扩张及中等
量慢性炎细胞浸润。取病例组织 DNA 用通用引物作 PCR 扩

增 ,电泳 , 出现约 450 bp 条带者为阳性 ,然后将扩增产物分别用

地高辛配基标记的 HPV6 、HPV11 、HPV16 和 HPV18 型特异性

寡聚核苷酸探针进行斑点杂交分型 ,结果为 HPV6。

3　讨论

本病应与外耳道乳头状瘤鉴别。常见的外耳道乳头状瘤

无感染时 , 不流血性液体 , 检查外耳道干燥 , 肿物色棕黄而坚
实 ,表面干燥而无湿润感 , 多发生于外耳道外段软骨部。确诊

主要依赖病理组织学检查和免疫组化技术 , 分型则依据 PCR、
转印杂交或斑点杂交结果。我们使用的地高辛配基标记核酸

探针技术克服了同位素半衰期短 , 需放射性防护等缺点 , 保持

了较高的特异性和敏感性 , 操作简便 , 并且标记的探针可以反
复使用。本研究斑点杂交结果与 PCR 扩增产物的电泳分析相

同 ,均为 HPV6型 , 与文献[ 3] 报道的 HPV6/11 型是尖锐湿疣
的主要病原体一致。
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