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缺氧条件下 γ￣氨基丁酸能系统
对视网膜色素上皮的保护作用

曲忠花１ꎬ迟令懿２ꎬ马志勇１ꎬ程振英１ꎬ３ꎬ王旭平１
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摘要:目的　 探讨缺氧条件下 γ￣氨基丁酸(ｇａｍａ￣ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎬ ＧＡＢＡ)能系统在人视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ)细胞中的作用及其机制ꎬ为防治缺氧相关视网膜疾病提供理论依据ꎮ 方法　 分离并培养

人 ＲＰＥ 细胞ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＧＡＢＡ 相关分子[谷氨酸脱羧酶 ６５ / ６７ (ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｃａｒ￣
ｂｏｘｙｌａｓｅ ６５ / ６７ꎬ ＧＡＤ６５ / ６７)、γ￣氨基丁酸转氨酶(ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅꎬ ＧＡＢＡ￣Ｔ)、囊泡性 ＧＡＢＡ 转运体(ｖｅｓｉｃｕｌａｒ
ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬ ＶＧＡＴ)、ＧＡＢＡ 转运体 １ / ２ (ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ １ / ２ꎬ ＧＡＴ￣１ / ２)]的表达ꎮ 利用免疫荧光技术

检测人 ＲＰＥ 细胞及人视网膜组织中 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ 的表达与定位ꎮ 将 ＲＰＥ 细胞暴露于缺氧环境中

(１％ Ｏ２ꎬ３７ ℃ꎬ４８ ｈ)ꎬ检测 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ 表达变化、单层细胞通透性和紧密连接蛋白(ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕ￣
ｄｅｎｓ￣１ꎬ ＺＯ￣１)水平ꎮ 将细胞分为常氧空载体对照组、常氧基因过表达组、低氧空载体组以及低氧基因过表达组ꎮ
通过腺病毒载体分别过表达 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 或 ＧＡＴ￣２ꎬ评估其对缺氧诱导的 ＲＰＥ 细胞屏障功能损伤的影响ꎮ
结果　 人 ＲＰＥ 细胞表达 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ꎬ但未检测到 ＧＡＤ６５、ＶＧＡＴ 和 ＧＡＴ￣１ 的表达ꎮ 与常氧对照

组相比ꎬ低氧组各基因蛋白 ＧＡＤ６７[(１７.５４±６.８９)％ꎬｔ ＝ ２.５９５ꎬＰ<０.０５]、ＧＡＢＡ￣Ｔ[(１８.６４±３.５６)％ꎬｔ＝ ３.５６３ꎬＰ<
０.０１]和 ＧＡＴ￣２[(３１.７９±８.４９)％ꎬｔ ＝ ４.１４７ꎬＰ<０.０１]表达显著下调ꎻ同时单层 ＲＰＥ 细胞的通透性增加[(７８.８３±
３４.７９)％ꎬｔ＝ －３.２２２ꎬＰ<０.０５]ꎬ ＺＯ￣１ 水平降低[(２２.２４±８.３１)％ꎬｔ＝ ３.２１７ꎬＰ<０.０１]ꎮ 与低氧空载体对照组相比ꎬ低
氧过表达 ＧＡＤ６７ 或 ＧＡＢＡ￣Ｔ 组中升高的 ＲＰＥ 细胞通透性减轻了(２１.９７±１１.０２)％和(２１.４０±７.６５)％ꎬ差异有统计

学意义(ＦＧＡＤ６７ ＝ １４.１４６ꎬ ＦＧＡＢＡ￣Ｔ ＝ ３５.７１５ꎬ ＰＧＡＤ６７<０.０５ꎬ ＰＧＡＢＡ￣Ｔ<０.０１)ꎮ 与低氧空载体对照组相比ꎬ低氧 ＧＡＴ￣２ 过

表达组在无外源 ＧＡＢＡ 添加时未表现出明显保护作用(组间 Ｐ ＝ ０.００１ꎬ Ｐ>０.０５ꎬ)ꎬ但在加入外源 ＧＡＢＡ 后ꎬ
ＧＡＴ￣２ 过表达使得缺氧诱导下的 ＲＰＥ 细胞通透性下降了(３４.４９±１４.７０)％(Ｆ ＝ ２０.０８４ꎬ Ｐ<０.０１)ꎮ 此外ꎬＧＡＤ６７、
ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ 的过表达均未能逆转缺氧导致的 ＺＯ￣１ 蛋白降低ꎮ 结论　 人 ＲＰＥ 细胞表达 ＧＡＢＡ 能系统ꎮ 在

缺氧条件下ꎬＧＡＢＡ 能相关蛋白表达降低并伴随屏障功能损伤ꎮ 增强 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 表达可显著改善缺氧诱导

的 ＲＰＥ 细胞屏障功能异常ꎬＧＡＴ￣２ 过表达在补充外源 ＧＡＢＡ 时亦有保护作用ꎬ提示 ＧＡＢＡ 能系统可能成为改善

缺氧相关视网膜疾病 ＲＰＥ 屏障功能的潜在靶点ꎮ
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Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＢＡ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ－ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ６５ / ６７ (ＧＡＤ６５ / ６７)ꎬ ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ
(ＧＡＢＡ￣Ｔ)ꎬ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ (ＶＧＡＴ)ꎬ ａｎｄ ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ １ / ２ (ＧＡＴ￣１ / ２) － ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＧＡＤ６７ꎬ ＧＡＢＡ￣Ｔꎬ ａｎｄ ＧＡＴ￣２ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ. Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａ ｈｙｐｏｘｉｃ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ( １％ Ｏ２ꎬ ３７ ℃ꎬ ４８ ｈ)ꎬ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＧＡＤ６７ꎬ ＧＡＢＡ￣Ｔꎬ ａｎｄ ＧＡＴ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ￣１ (ＺＯ￣１) ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｅｍｐｔｙ
ｖｅｃｔｏｒ ＋ ｎｏｒｍｏｘｉａꎬ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＋ ｎｏｒｍｏｘｉａꎬ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ＋ ｈｙｐｏｘｉａꎬ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＋ ｈｙｐｏｘｉａ.
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ＧＡＢＡ￣Ｔ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ (２１.９７±１１.０２)％ ａｎｄ (２１.４０±７.６５)％ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (ＦＧＡＤ６７ ＝ １４.１４６ꎬ ＦＧＡＢＡ￣Ｔ ＝ ３５.７１５ꎬ ＰＧＡＤ６７ <０.０５ꎬ ＰＧＡＢＡ￣Ｔ <
０.０１) . Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｔｏ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉｃ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＧＡＴ￣２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｅｘｈｉｂｉｔ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡＢＡ ( ｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ Ｐ ＝ ０.００１ꎬ Ｐ>０.０５) . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡＢＡꎬ ＧＡＴ￣２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＰＥ ｃｅｌｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ (３４.４９± １４.７０)％
(Ｆ＝ ２０.０８４ꎬ Ｐ < ０. ０１) . Ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＺＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｈｕｍａｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓ ｋｅｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｓｙｓｔｅｍ. Ｈｙｐｏｘｉａ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＧＡＢＡ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｓ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ. Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＡＤ６７ ｏｒ ＧＡＢＡ￣Ｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｒｒｉｅｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＴ￣２ ａｌｓｏ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ
ｗｈｅｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡＢＡ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ＲＰＥ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ γ￣ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎻ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｓｙｓｔｅｍꎻ Ｈｙｐｏｘｉａꎻ Ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎻ
Ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ
ＲＰＥ)位于视网膜神经层与脉络膜之间ꎬ是血－视网

膜屏障( ｂｌｏｏｄ￣ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ＢＲＢ)的重要组成部

分ꎬ对维持视网膜稳态、支持光感受器代谢与视觉功

能至关重要[１￣４]ꎮ ＲＰＥ 通过选择性转运营养物质与

离子、清除代谢产物、吞噬光感受器外节并吸收散射

光ꎬ维持光感受器存活与视觉功能ꎮ ＲＰＥ 细胞间的

紧密连接是 ＢＲＢ 完整性的结构基础ꎬ其通透性直接

反映屏障功能状态ꎮ ＲＰＥ 通透性升高可导致血液

成分异常渗入视网膜ꎬ引发炎症反应、氧化应激及异

常血管生成ꎬ进而参与包括年龄相关性黄斑变性和

糖尿病视网膜病变等致盲性疾病的发生与发

展[５￣７]ꎮ 鉴于 ＲＰＥ 在视网膜稳态与疾病发生中的核

心作用ꎬ阐明影响 ＲＰＥ 屏障功能的分子机制对缺血

缺氧相关视网膜疾病的防治具有重要意义ꎮ
γ￣氨基丁酸(γ￣ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎬ ＧＡＢＡ)是中

枢神经系统的主要抑制性递质ꎬ通过激活 ＧＡＢＡＡ、
ＧＡＢＡＢ 和 ＧＡＢＡＣ 受体调控神经元兴奋性[８]ꎮ

ＧＡＢＡ 的合成由两种谷氨酸脱羧酶( ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ
ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬ ＧＡＤ)—ＧＡＤ６５ 和 ＧＡＤ６７—催化ꎬ
其降 解 由 ＧＡＢＡ 转 氨 酶 ( ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅꎬ
ＧＡＢＡ￣Ｔ)介导ꎻ囊泡性 ＧＡＢＡ 转运体 ( ｖｅｓｉｃｕｌａｒ
ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬ ＶＧＡＴ)负责囊泡储存与释放ꎬ而
膜转运体(ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬ ＧＡＴꎬ包括 ＧＡＴ￣１ 和

ＧＡＴ￣２ 等)负责胞外 ＧＡＢＡ 的摄取和清除ꎮ 这些分

子共同决定局部 ＧＡＢＡ 的浓度与信号传递[９￣１２]ꎮ
在视网膜组织中ꎬＧＡＢＡ 通过参与光感受器、双极

细胞及无长突细胞等神经元细胞的信号整合[１３￣１４]ꎮ
近年研究表明ꎬ除神经元外ꎬ某些非神经元细胞(如
气道上皮、平滑肌、内皮细胞等)亦表达 ＧＡＢＡ 代谢

与转运相关分子ꎬ提示 ＧＡＢＡ 能系统可能参与非神

经元细胞的代谢和功能调控[１５￣１７]ꎮ
缺氧是糖尿病视网膜病变、视网膜静脉阻塞等

视网膜缺血性疾病的共同病理环节ꎬ可诱导氧化应

激、炎症反应及 ＲＰＥ 功能失衡ꎬ从而破坏 ＢＲＢ 并加

重视网膜损伤[７ꎬ１８￣２０]ꎮ 尽管已有研究提示ꎬＧＡＢＡ
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能相关分子在视网膜中的分布与功能ꎬ但人 ＲＰＥ 细

胞中 ＧＡＢＡ 合成、降解、及转运的系统性研究仍不

充分ꎬ其在缺氧条件下对 ＲＰＥ 屏障功能的调控机制

亦鲜有研究ꎮ
基于上述背景ꎬ本研究旨在系统检测人 ＲＰＥ 细胞

中 ＧＡＢＡ 合成、降解与转运相关分子的表达与定位ꎬ分
析缺氧对这些分子的调控作用及其对ＲＰＥ 屏障功能及

紧密连接蛋白 ＺＯ￣１ 水平(ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ￣１ꎬ ＺＯ￣１)
的影响ꎬ并通过基因过表达策略明确 ＧＡＢＡ 能相关

分子在缺氧诱导的 ＲＰＥ 屏障功能障碍中的作用ꎬ从
而为揭示缺氧相关视网膜疾病的发病机制和寻找潜

在的干预靶点提供新的实验依据ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 临床资料

１.１.１　 人眼组织样本

本研究使用的人眼组织来源于济南市第二人民

医院眼库ꎬ取材于行角膜移植术后 ２４ ｈ 内的 １２ 只

人眼组织(６ 位成年捐献者ꎬ其中男 ３ 例ꎬ年龄分别

为 ３８、５６ 和 ６８ 岁ꎻ女 ３ 例ꎬ年龄分别为 ４３、５２ 和 ６４
岁ꎻ所有捐献者均为汉族)ꎮ 所有捐献者生前均无

已知眼部疾病史(从每位捐献者的一只眼球分离原

代 ＲＰＥ 细胞进行培养ꎬ用于 ＲＴ￣ＰＣＲ 法和Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 等方法检测ꎬｎ ＝ ６ꎻ将另一只眼球用于免疫

荧光染色ꎬｎ＝ ６ꎮ 所有实验数据均来自独立的生物

学样本)ꎮ 所有眼组织捐献均获得了捐献者或其近

亲属的知情同意ꎬ并签署了书面知情同意书ꎮ 本研

究已获得山东大学齐鲁医院伦理委员会的批准(批
准号:ＫＹＬＬ￣２０１６(ＫＳ) ￣２１５)ꎬ并符合«赫尔辛基宣

言»的原则ꎮ
１.１.２　 主要试剂

ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司ꎬＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ Ｐｒｉｍｅ￣
ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒和 Ｅｘ Ｔａｑ 􀅺 ＰＣＲ 试剂购自日本

Ｔａｋａｒａ 公司ꎬ伊文思蓝染料购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ
公司ꎮ
１.１.３　 主要仪器

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉ￣
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎬＢｉｏｍｅｔｒａ Ｔｏｎｅ ＰＣＲ 仪(德国 Ａｎａｌｙｔｉｋ
Ｊｅｎａ 公司)ꎬｉＢｒｉｇｈｔＴＭ ＣＬ７５０(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司)ꎬ ＣＫＸ５３ 显微镜(日本Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎬ三气培

养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬＳｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 全功能微孔

板检测仪(美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＲＰＥ 细胞培养

移除眼球的前节和玻璃体ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 冲洗

后部的眼杯 ５ ｍｉｎꎬ去除残留组织ꎮ 小心剥离神经视

网膜ꎬ置于 － ８０ ℃ 冻存ꎬ作为 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验的阳性对照ꎮ 随后ꎬ使用 ０.１％的胰蛋

白酶－乙二胺四乙酸消化后眼杯的 ＲＰＥ 层ꎬ３７ ℃消

化 ３０ ｍｉｎꎬ并通过轻柔刮擦的方法收集 ＲＰＥ 细胞ꎮ
将收集到的细胞接种于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的加湿培养箱中进

行培养ꎮ 为鉴定 ＲＰＥ 细胞的特性ꎬ使用 ＲＰＥ 特异

性标记物 ＲＰＥ６５ 进行免疫染色ꎮ 实验所用细胞均

为传代≤５ 代的 ＲＰＥ 细胞ꎮ
１.２.２　 采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测 ＧＡＢＡ 能关键基因表达

利用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡꎬ并通过分

光光度计检测 ＲＮＡ 的浓度和纯度ꎮ 取 １ μｇ 总

ＲＮＡꎬ使 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试 剂 盒 反 转 录 为

ｃＤＮＡꎮ 采用 ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ 􀅺试剂进行 ＰＣＲꎬ反
应条件:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退

火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ２８ / ３２ 个循环ꎬ７２ ℃终延

伸 ３ ｍｉｎꎮ 引物序列见表 １ꎮ ＰＣＲ 产物经 １.５％琼脂

糖凝胶电泳并用 ＧｅｌＲｅｄＴＭ染色成像ꎮ 实验设神经

视网膜组织阳性对照 ( Ｐ. Ｃ)ꎬ无模板阴性对照

(Ｎ.Ｃ)ꎮ ＡＣＴＢ(编码 β￣ａｃｔｉｎ)作为内参基因ꎮ 每个

样品设 ３ 个技术重复ꎬ实验至少重复 ２ 次(生物学

重复)ꎮ
表 １　 ＰＣＲ 引物序列及扩增产物(片段)大小

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＣＲ
基因名称 引物序列 (５′￣３′) 片段大小(ｂｐ)

ＡＣＴＢ(编码 Ｂｅｔａ ａｃｔｉｎ) Ｆ: ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ
Ｒ: ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ ２５０

ＧＡＤ２(编码 ＧＡＤ６５) Ｆ: ＴＧＴＣＡＡＣＴＡＣＧＣＧＴＴＴＣＴＣＣＡ
Ｒ: ＡＧＴＴＧＡＴＴＧＡＡＧＴＡＴＣＴＡＧＧＡＴＧＣＣ ２８８

ＧＡＤ１(编码 ＧＡＤ６７) Ｆ: ＣＧＧＣＴＡＡＧＡＡＣＧＧＴＧＡＧＧＡＧ
Ｒ: ＡＡＴＣＧＡＧＧＡＴＧＡＣＣＴＧＴＧＣＧ ２４７

ＡＢＡＴ(编码 ＧＡＢＡ￣Ｔ) Ｆ: ＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＣＡＧＡＣＧＴＧＡＴ
Ｒ: ＣＧＧＧＡＧＴＡＴＣＧＡＡＧＧＡＧＣＡＡ ２９８
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续表

基因名称 引物序列 (５′￣３′) 片段大小(ｂｐ)

ＳＬＣ３２Ａ１(编码 ＶＧＡＴ) Ｆ: ＣＡＴＴＧＣＧＡＣＧＡＣＣＴＣＧＡＣＴ
Ｒ: ＡＧＣＡＣＧＡＡＣＡＴＧＣＣＣＴＧＧＡ ２６９

ＳＬＣ６Ａ１(编码 ＧＡＴ￣１) Ｆ: ＣＧＧＣＴＧＣＴＧＴＧＣＴＡＴＣＡＴＴＣ
Ｒ: ＡＣＡＣＡＡＧＧＡＴＣＣＡＧＧＣＧＡＴＧ ２９４

ＳＬＣ６Ａ１３(编码 ＧＡＴ￣２) Ｆ: ＣＡＡＣＧＧＣＴＣＣＣＴＧＡＡＴＧＧＴＡ
Ｒ: ＡＧＧＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＴＧＡＧＧＴＡ ２４０

１.２.３　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 ＧＡＢＡ 能关键

分子的蛋白表达

使用含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取

ＲＰＥ 细胞总蛋白ꎬ采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ 取

等量蛋白样品于 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶进行电泳分

离后ꎬ转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 膜以 ５％脱脂牛奶的封闭

１ ｈ(室温)ꎬ４ ℃与一抗孵育过夜ꎮ 经 ＴＢＳＴ 洗涤后ꎬ
与 ＨＲＰ 标记的二抗室温孵育 １ ｈꎮ 采用 ＥＣＬ 法显

色ꎬ使用 ｉＢｒｉｇｈｔ ＣＬ７５０ 成像系统获取条带图像ꎮ 抗

体详细信息见表 ２ꎮ 实验以人神经视网膜组织作为

阳性对照(Ｐ.Ｃ)ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参蛋白ꎮ

表 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测中所用的抗体信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｉｎ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ

抗原名称 生产商 抗体货号 稀释比例
ＧＡＤ６５ Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ ＮＢＰ１￣３３２８４ １ ∶１ ０００
ＧＡＤ６７ Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ ＮＢＰ１￣４８２７２ １ ∶２ ０００
ＧＡＢＡ￣Ｔ Ａｂｃａｍ ａｂ２１６４６５ １ ∶１ ０００
ＶＧＡＴ Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ ＮＢＰ２￣２０８５７ １ ∶２ ０００
ＧＡＴ￣１ Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ ＮＢＰ１￣５９８７８ １ ∶１ ０００
ＧＡＴ￣２ Ａｂｃａｍ ａｂ２２９８１５ １ ∶１ ０００
ＺＯ￣１ Ａｂｃａｍ ａｂ２７６１３１ １ ∶１ ０００
ＧＡＰＤＨ Ａｂｃａｍ ａｂ８２４５ １ ∶５ ０００
抗兔 ＩｇＧ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＃７０７４ １ ∶２ ０００
抗鼠 ＩｇＧ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＃７０７６ １ ∶２ ０００

１.２.４　 采用免疫荧光染色法检测 ＧＡＢＡ 能关键分

子在 ＲＰＥ 中的表达及定位

培养的 ＲＰＥ 细胞用 ４％多聚甲醛在室温下固定

５ ｍｉｎꎬ随后用含 １％牛血清白蛋白、１０％正常驴血

清、０.３ ｍｏｌ / Ｌ 甘氨酸及 ０.１％吐温－２０ 的 ＰＢＳ 封闭

液室温封闭 １ ｈꎮ 加入稀释的一抗(ＲＰＥ６５、ＧＡＤ６７、
ＧＡＢＡ￣Ｔ 或 ＧＡＴ￣２)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 次日加入荧光

标记的二抗ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎮ ＤＡＰＩ 复染细胞核

后ꎬ使用含抗淬灭剂的封片剂封片ꎮ 取眼球组织ꎬ用
４％多聚甲醛固定 ２４ ｈꎬ包埋前利用蔗糖梯度溶液

(１０％、２０％、３０％、５０％)脱水ꎬ包埋剂包埋后进行冰

冻切片ꎮ 切片于室温干燥 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ使用含 １０％驴

血清和 ０.３ ｍｏｌ / Ｌ 甘氨酸的 ＰＢＳ 封闭液封闭 １ ｈꎮ
加入稀释的一抗ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 次日加入荧光标记

的二抗ꎬ３７℃孵育 ３０ｍｉｎꎮ ＤＡＰＩ 复染细胞核后ꎬ使用

含抗淬灭剂的封片剂封片ꎮ 抗体信息详见列表 ３ꎮ
表 ３　 免疫荧光染色所用的抗体信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ
抗原名称 生产商 抗体货号 稀释比例
ＲＰＥ６５ Ａｂｃａｍ ａｂ２３５９５０ １ ∶１００
ＲＰＥ６５ Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ ＮＢ１００￣３５５ １ ∶１００
ＧＡＤ６７ Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ ＮＢＰ１￣４８２７２ １ ∶５０
ＧＡＢＡ￣Ｔ Ａｂｃａｍ ａｂ２１６４６５ １ ∶１００
ＧＡＴ￣２ Ａｂｃａｍ ａｂ２２９８１５ １ ∶２００
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８￣驴抗兔 ＩｇＧ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｒ３７１１８ １ ∶１ ０００
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８￣驴抗鼠 ＩｇＧ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ａ１００３７ １ ∶５００
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８￣驴抗鼠 ＩｇＧ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｒ３７１１４ １ ∶１ ０００

１.２.５　 ＲＰＥ 细胞的缺氧处理
将 ＲＰＥ 细胞在常氧培养箱(３７ ℃ꎬ２１％ Ｏ２、５％

ＣＯ２、７４％ Ｎ２)中培养至汇合ꎮ 细胞分为常氧对照

组和低氧组ꎮ 将低氧组细胞转移至三气培养箱中ꎬ
设定气体浓度为 １％ Ｏ２、５％ ＣＯ２ 和 ９４％ Ｎ２ꎮ 实验

所用培养基需预先置于缺氧环境中平衡至少 ２ ｈꎮ
将细胞暴露于缺氧环境 ４８ ｈ 后ꎬ所有操作均在缺氧

条件下ꎬ以避免复氧对实验结果的影响ꎮ 常氧组细

胞继续在常氧条件下培养ꎮ
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１.２.６　 腺病毒感染与细胞分组

将 ＲＰＥ 细胞以 １×１０５ 个 /孔的密度接种于 ６ 孔

板中ꎬ培养 ２４ ｈ 至贴壁后ꎬ用重组腺病毒载体

Ａｄ￣ＧＡＤ１、Ａｄ￣ＡＢＡＴ、Ａｄ￣ＳＬＣ６Ａ１３ 或空载体对照

Ａｄ￣ＮＣ(Ａｄ５ / ＣＭＶ 启动子ꎻ维真生物科技有限公

司ꎻ病毒滴度:２ ~ ５×１０８ ＩＦＵ / ｍＬ)感染相应组得细

胞ꎬ感染复数(ＭＯＩ)为 ２０ꎮ 感染过程中ꎬ每孔加入

含 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基 １. ５ ｍＬꎬ３７ ℃ 培养

１２ ｈꎬ更换为含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基继续培

养 ７２ ｈꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测目的蛋白的表

达水平ꎬ以验证蛋白的过表达效率ꎮ 细胞分为常氧

空载体对照组(空载＋常氧)、常氧基因过表达组

(ＧＡＤ１ / ＡＢＡＴ / ＳＬＣ６Ａ１３ ＋常氧)、低氧空载体组

(空载 ＋ 低氧) 以及低氧基因过表达组 (ＧＡＤ１ /
ＡＢＡＴ / ＳＬＣ６Ａ１３＋低氧)ꎮ
１.２.７　 ＲＰＥ 单层细胞通透性测定

将 ＲＰＥ 细胞以每孔 １×１０５ 个接种于Ⅰ型胶原

包被的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室(聚碳酸酯膜ꎬ孔径 ０.４ μｍ)
中培养 ２４ ｈ 后ꎬ置于常氧或缺氧条件下继续培养

２４ ｈꎮ 向上室加入含伊文思蓝染料(０.５ ｍｇ / ｍＬ)的
培养基ꎬ孵育 ５ ｍｉｎꎮ 随后收集下室培养基ꎬ使用酶

标仪在 ４７０ ｎｍ 激发波长和 ６２０ ｎｍ 发射波长下测定

吸光度值ꎬ以评估 ＲＰＥ 单层细胞通透性ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计学软件ꎮ 利用 Ｓｈａｐｉｒｏ￣
Ｗｉｌｋ 检验评估数据的正态分布特性ꎬ符合正态分布

的数据以􀭰ｘ±ｓ表示ꎮ 采用 Ｌｅｖｅｎｅ̓ｓ 检验评估数据的

方差齐性ꎮ 对于满足方差齐性假设的数据ꎬ两组间

比较使用独立样本 ｔ 检验ꎻ多组间比较采用单因素

方差分析ꎬ事后两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 法ꎻ对于不满足

方差齐性假设的数据ꎬ则采用非参数检验:两组间比

较使用 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｈ 检验ꎬ多组间比较使用

Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 检验ꎬ事后两两比较采用 Ｄｕｎｎ 方法ꎮ
采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件绘制统计图ꎮ 检验水

准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＧＡＢＡ能相关基因和蛋白在人ＲＰＥ细胞中的表达

在培养 ２~３ 周后ꎬ原代 ＲＰＥ 细胞形成紧密汇合

的单层ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ在培养的 ＲＰＥ 细胞

和神经视网膜组织(阳性对照)中均可检测到 ＧＡＤ６７
(ＧＡＤ１ꎬ ２４７ ｂｐ)、ＧＡＢＡ￣Ｔ(ＡＢＡＴꎬ ２９８ ｂｐ)和 ＧＡＴ￣２
(ＳＬＣ６Ａ１３ꎬ ２４０ ｂｐ)基因的特异性扩增条带ꎮ 相反ꎬ
ＧＡＤ６５(ＧＡＤ２ꎬ ２８８ｂｐ)、ＶＧＡＴ(ＳＬＣ３２Ａ１ꎬ ２６９ｂｐ)和
ＧＡＴ￣１(ＳＬＣ６Ａ１ꎬ ２９４ｂｐ)的扩增产物仅在神经视网膜

组织中检出ꎬ在培养的 ＲＰＥ 样品中未见到相应信号

(图 １Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析结果与 ＲＴ￣ＰＣＲ 一致:
在 ＲＰＥ 细胞和神经视网膜组织中均可检测到 ＧＡＤ６７、
ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ 蛋白ꎬ而 ＧＡＤ６５、ＶＧＡＴ 和 ＧＡＴ￣１
蛋白仅在神经视网膜组织中检出ꎬ在 ＲＰＥ 样品中未见

明显信号(图 １Ｂ)ꎮ

图 １　 ＧＡＢＡ 能相关基因和蛋白在人 ＲＰＥ 细胞中的表达
Ａ: ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增产物在 １.５％琼脂糖凝胶上的电泳图(Ｍ: ＤＮＡ 分子量标记ꎻＲＰＥ: 人视网膜色素上皮细胞ꎻ Ｎ.Ｃ: 无模
板阴性对照ꎻ Ｐ.Ｃ: 神经视网膜组织阳性对照)ꎻ Ｂ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果及相应蛋白表达量ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｎ ａ １.５％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ(Ｍ: ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒꎻ ＲＰＥꎬ
ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓꎻ Ｎ. Ｃ: ｎｏ￣ｔｅｍｐｌａｔｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｐ. Ｃ: ｎｅｕｒａｌ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ( ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ))ꎻＢ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ.
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２.２　 ＧＡＢＡ 能相关蛋白在 ＲＰＥ 细胞及视网膜组织

中的表达及定位

免疫荧光染色结果显示ꎬ在培养的人 ＲＰＥ 细胞

中均可检测到 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ꎬ呈胞质

分布(图 ２Ａ)ꎮ 在视网膜组织的 ＲＰＥ 层中也可检测

到相应蛋白的阳性信号(图 ２Ｂ)ꎮ

图 ２　 ＧＡＢＡ 能相关蛋白在 ＲＰＥ 细胞及视网膜组织中的表达与定位
Ａ: 人 ＲＰＥ 细胞免疫荧光图(４０×)ꎻ Ｂ: 人视网膜组织免疫荧光图(１０×)ꎮ ＤＡＰＩ(蓝)显示细胞核位置ꎮ 比例尺＝５０ μｍꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ
Ａ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ (４０×) . Ｂ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ
ｔｉｓｓｕｅ (１０×) . ＤＡＰＩ (ｂｌｕｅ) ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｕｃｌｅｉ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ ５０ μｍ.

２.３　 缺氧对 ＧＡＢＡ 能相关蛋白、ＲＰＥ 单层细胞通

透性及紧密连接蛋白 ＺＯ￣１表达的影响

在 １％ Ｏ２ 条件下处理 ４８ ｈ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
结果显示ꎬ低氧组与常氧对照组相比ꎬＲＰＥ 细胞内

ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ 蛋白表达水平均显著下

降[(１７.５４ ± ６. ８９)％、(１８. ６４ ± ３. ５６)％和 (３１. ７９ ±

８.４９)％ꎮ ＧＡＤ６７:ｔ ＝ ２.５９５ꎬ Ｐ<０.０５ꎻＧＡＢＡ￣Ｔ: ｔ ＝
３.５６３ꎬ Ｐ < ０.０１ꎻＧＡＴ￣２: ｔ ＝ ４. １４７ꎬ Ｐ < ０.０１]ꎬ见图

３Ａꎮ 同时ꎬ缺氧显著增加了单层 ＲＰＥ 细胞的通透性

[(７８.８３±３４.７９)％ꎬｔ＝ ３.２２２ꎬ Ｐ<０.０５]ꎬ并降低了细

胞内 ＺＯ￣１ 蛋白的表达水平[ (２２.２４±８.３１)％ꎬ ｔ ＝
３.２１７ꎬ Ｐ<０.０１]ꎬ 见图 ３Ｂꎮ
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图 ３　 缺氧对 ＧＡＢＡ 能相关蛋白及紧密连接蛋白 ＺＯ￣１ 表达
的影响
Ａ: 缺氧对 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 及 ＧＡＴ￣２ 表达的影响ꎻ
Ｂ: 缺氧对紧密连接蛋白 ＺＯ￣１ 表达的影响ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｏｎ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＺＯ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ａ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｏｎ ＧＡＤ６７ꎬ ＧＡＢＡ￣Ｔ ａｎｄ
ＧＡＴ￣２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｂ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｏｎ ＺＯ￣１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

２.４　 过表达 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ 对缺氧诱

导变化的影响

在缺氧条件下ꎬ与空载体对照组相比ꎬ ＧＡＤ６７
或 ＧＡＢＡ￣Ｔ 过表达组中低氧诱导的 ＲＰＥ 细胞通透性

升高均显著减轻ꎬ 细胞通透性分别降低了(２１.９７±
１１.０２)％和 (２１. ４０ ± ７. ６５)％ꎬ差异有统计学意义

(ＦＧＡＤ６７ ＝ １４. １４６ꎬ ＦＧＡＢＡ￣Ｔ ＝ ３５. ７１５ꎬ ＰＧＡＤ６７ < ０. ０５ꎬ
ＰＧＡＢＡ￣Ｔ<０.０１)ꎬ 见图 ４Ａ、Ｂꎮ 与空载体对照组相比ꎬ
ＧＡＴ￣２ 过表达组在无外源 ＧＡＢＡ 添加时未表现出

明显保护作用(组间 Ｐ ＝ ０.００１ꎬ Ｐ>０.０５)ꎬ但在加入

外源 ＧＡＢＡ 后ꎬ ＧＡＴ￣２ 过表达使得缺氧诱导下的

ＲＰＥ 细胞通透性下降了 ( ３４. ４９ ± １４. ７０)％ ( Ｆ ＝
２０.０８４ꎬ Ｐ<０.０１)ꎬ 图 ４Ｃꎮ

图 ４　 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 或 ＧＡＴ￣２ 过表达对 ＲＰＥ 单层细胞通透性及 ＺＯ￣１ 表达的影响
Ａ: ＧＡＤ６７ 过表达对 ＲＰＥ 单层细胞通透性及 ＺＯ￣１ 蛋白表达的影响ꎻ Ｂ: ＧＡＢＡ￣Ｔ 过表达的影响ꎻ Ｃ: ＧＡＴ￣２ 过表达的
影响ꎮ ＧＡＢＡ(－):培养基不加 ＧＡＢＡꎻＧＡＢＡ(＋):培养基中加入 １００ μｇ / ｍＬ ＧＡＢＡꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＡＤ６７ꎬ ＧＡＢＡ￣Ｔ ｏｒ ＧＡＴ￣２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＲＰＥ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＺＯ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ａ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡＤ６７ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＲＰＥ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＺＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ꎻ Ｂ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡＢＡ￣
Ｔ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｃ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＡＴ￣２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. ＧＡＢＡ(－): ｎｏ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＧＡＢＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍꎻ ＧＡＢＡ(＋):
１００ μｇ / ｍＬ ＧＡＢＡ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ.
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　 　 在缺氧条件下ꎬ与空载体对照组相比ꎬ低氧

ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 或 ＧＡＴ￣２ 过表达组中均未显著

改善缺氧引起的 ＺＯ￣１ 水平降低 (ＦＧＡＤ６７ ＝ ６. ４０９ꎬ
ＦＧＡＢＡ￣Ｔ ＝ ９.９３７ꎬ ＦＧＡＴ￣２ ＝ ８.３３３ꎬ Ｐ 均>０.０５)ꎬ 见图

４Ａ~Ｃꎮ

３　 讨　 论

有研究表明ꎬＧＡＢＡ 不仅是中枢神经系统的主

要抑制性神经递质ꎬ还参与非神经元细胞的生理调

控ꎬ如离子稳态、代谢调节及屏障维持等[２１￣２３]ꎮ 在

鸡或小鼠的 ＲＰＥ 细胞中ꎬ已有报道发现 ＧＡＢＡ 部分

代谢相关酶和转运体的表达[２４￣２５]ꎬ但其在人 ＲＰＥ 细

胞中的分布特征及其功能仍缺乏系统性研究ꎮ
本研究在成人 ＲＰＥ 细胞中检测到与 ＧＡＢＡ 能

相关关键分子 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 和 ＧＡＴ￣２ 的表达ꎬ
提示 ＲＰＥ 具备持续合成、催化代谢及调节细胞内外

ＧＡＢＡ 的能力ꎮ 视网膜缺氧或灌注不足视网膜缺

氧或灌注不足是破坏血－视网膜屏障、加速疾病进

展的重要因素[７ꎬ２６￣２７]ꎮ 本研究结果显示ꎬ在缺氧条

件下 ＲＰＥ 中的 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 及 ＧＡＴ￣２ 蛋白表

达下降ꎬ并伴随 ＲＰＥ 单层细胞通透性的增加和紧密

连接蛋白 ＺＯ￣１ 表达的降低ꎬ提示 ＧＡＢＡ 能相关分

子可能在 ＲＰＥ 屏障功能中发挥作用ꎮ
为进一步明确 ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 及 ＧＡＴ￣２ 蛋

白在 ＲＰＥ 细胞屏障中的作用ꎬ本研究采用腺病毒载

体对其在 ＲＰＥ 细胞中的表达进行调控ꎬ结果显示ꎬ
在缺氧条件下过表达 ＧＡＤ６７ 或 ＧＡＢＡ￣Ｔ 可部分逆

转 ＲＰＥ 细胞通透性的增加ꎬ表明增强 ＧＡＢＡ 合成或

代谢有助于维持屏障的完整性ꎮ 而单独上调ＧＡＴ￣２
在无外源 ＧＡＢＡ 补充时并未产生显著的保护作用ꎻ
其屏障保护效应仅在补充外源 ＧＡＢＡ 后方能显现ꎮ
这一现象提示ꎬＧＡＴ￣２ 转运功能可能受能量代谢或

膜电位等条件限制ꎬ需在底物充足的条件下才能充

分发挥作用ꎮ 该特性不同于神经元中依赖囊泡

ＧＡＢＡ转运体(ＶＧＡＴ)的递质释放机制[１１]ꎬ从而揭

示了 ＲＰＥ 细胞通过调控局部 ＧＡＢＡ 合成与膜转运

以维持自身功能稳定的独特途径ꎮ
ＺＯ￣１ 是构成细胞紧密连接的关键结构蛋白ꎬ其

表达水平的下降通常反映了细胞间连接受损ꎬ并伴

随屏障功能减弱ꎮ 为探究 ＧＡＢＡ 能系统在 ＲＰＥ 细

胞屏障功能中的具体作用机制ꎬ本研究进一步检测

了紧密链接蛋白 ＺＯ￣１ 的表达变化ꎮ 结果显示ꎬ
ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 或 ＧＡＴ￣２ 并未引起 ＺＯ￣１ 总蛋白

水平的显著改变ꎬ提示 ＧＡＢＡ 能系统对 ＲＰＥ 屏障

的保护作用并非通过调控 ＺＯ￣１ 的表达量实现ꎬ而

可能依赖其他机制:①调节 ＺＯ￣１ 在细胞膜连接处

的定位分布或与细胞骨架的相互作用ꎬ改善紧密连

接的结构完整性[２８￣２９]ꎻ②影响其他紧密连接蛋白

(如 ｃｌａｕｄｉｎ、ｏｃｃｌｕｄｉｎ)或黏附连接分子的表达、构象

与功能[３０￣３２]ꎻ③通过调节细胞代谢、钙稳态或相关

信号转导通路(如 ｃＡＭＰ / ＰＫＡ、Ｒｈｏ / ＲＯＣＫ)间接增

强连接稳定性[３３￣３４]ꎮ 后续研究将结合免疫荧光共

定位、细胞骨架成像及信号通路干预实验ꎬ进一步揭

示其具体分子机制ꎮ
综上所述ꎬ本研究系统的阐释了 ＧＡＢＡ 能系统

关键分子(ＧＡＤ６７、ＧＡＢＡ￣Ｔ 与 ＧＡＴ￣２)在抵抗缺氧

性 ＲＰＥ 屏障损伤中的保护作用ꎬ并揭示了其作用机

制独立于 ＺＯ￣１ 蛋白表达水平ꎮ 该发现为深入研究

ＧＡＢＡ 能系统在视网膜缺氧相关疾病中的作用提

供了实验基础ꎬ为开发针对视网膜缺氧相关疾病的

干预策略提供了潜在的靶点ꎮ
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