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热休克蛋白7 O在视网膜神经元和 

中的诱导及其保护作用 

白海青 王许华 王大博 李树宁 张蕊石 

· 实 验 研 究 · 

Mi~ller细胞 

【摘要】 目的 评价大鼠视网膜神经元(RNs)和 Mtiller细胞中热休克蛋白(HSP)70的诱导表达 ，及 

其对低糖和谷氨酸损伤的视网膜神经元的保护作用。 方法 大鼠RNs和 MOiler细胞体外培养体系分别 

经过热休克处理 (42C下 1 h)及免疫 细胞化学 法检测 HSP70表 达的时 间经过；并对 RNs进行低糖 

(0．56 mmol／L葡萄糖 ，作用 6 h)和谷氨酸(100~mol／I ，作用 6 h)兴奋毒性损伤，四唑盐(MTT)比色法评 

价细胞存活能力，同时用HSP70抗体阻断其表达。 结果 热休克后大鼠RNs和MOiler细胞中 HSP70高 

效表达；经热休克预处理，RNs在低糖和谷氨酸盐损伤后的细胞活力明显提高，该现象可被 HSP70抗体阻 

断。 结论 热休克能够诱导 RNs和 MOiler细胞高效表达 HSP70，从而增强 RNs对低糖和谷氨酸兴奋毒 

性损伤的耐受能力。 
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[Abstract] Objective To investigate the expression of induced heat shock protein(HSP)7O in rat S 

retina1 neurons(RNs)and M Oiler cells，and evaluate the protective effect of HSP 7O on RNs iniured with 

glucose deprivation and glutamate． M ethods Rat s RNS and Mtiller cells cultured in vitro were treated 

with heat shock (42 C for 1 hour)， and duration of the expression of HSP70 was detected by 

immunocytochemical techniques． Viability of the cells was measured by methyl thiazolyl tetrazolium 

(MTT)chromatometry after incitant toxic injury with glucose deprivation(O．56 mmol／L glucose for 6 

hours)and glutamate (1OO ~mol／1 for 6 hours)．Simultaneously，the expression was interdicted by 

HSP70． Results HvDereffective expression of HSP70 was found in cultured RNs and M Oiler cells after 

heat shock．The viability of RNS pretreated by heat shock after injured with glucose deprivation and 

glutamate significantly increased which could be interdicted by HSP70 antibody． Conclusion 

Hvpereffective expression of HSP 70 may be induced by heat shock，which enhances the ability of tolerance 

of RNS to the incitant toxic injury by glucose deprivation and exitotoxicity． 

[Key words] Heat—shock proteins／ana1ysis； Retinal ganylion cells； MOiler cells； 

Immunohistochemistry； Glutamic acid 

视网膜神经元(RNs)的损伤或死亡是许多眼科疾 

病的共同病理过程，而成熟 RNs不具有再生能力，因 

此提高 RNs对损伤的耐受能力成为近来研究的热点。 

最近的研究表明，RNs经过亚致死量预刺激后，可以 

提高其对随后的致死量损伤的耐受力，该现象与热休 

克蛋白 70(HSP70)的诱导表达有关 。上述资料提 

示我们一种新的治疗神经元损伤，或提高其对损伤耐 

受力的方法。我们利用 RNs和 Mailer细胞体外培养 

体系，诱导 HSP70在这两种细胞中的表达，评价 RNs 
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对低糖或谷氨酸盐兴奋毒性损伤的耐受情况及其与 

HSP70的关系。 

l 材料和方法 

1．1 细胞培养 

1．1．1 视网膜 Mailer细胞的培养、传代和鉴定 根 

据 Hick—Courtois 法|3 J，取出生 6 d的 Wistar大鼠 4 

只，剜出眼球，置于改良Eagle培养液(DMEM)(美国 

Gibco公 司，12 100)中，室温 暗处放 置 6 h，在 D— 

hanks溶液中分离视网膜神经上皮层，0．1 胰蛋白酶 

消化 20 min，加少许培养液终止消化，尼龙筛网(孔径 

30 m)过滤，收集单细胞悬液，以离心半径 15 cm、 
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l 000 r／m离心 3 min，弃除上清液。用钝头吸管反复轻 

轻吹打细胞团块 ，使之重新成为单细胞悬液，接种到 

35 ml的细胞培养瓶中，加入含 l0 胎牛血清(美国 

Gibco公司，l6000)的 DMEM，其中含 Hepes(美国 

Amresco公司，05288)2O mmol／L、青霉素及链霉素 

各 100 U／ml。调节培养液pH值为 7．00～7．20。细胞 

置于 37 C恒温、5 CO 和 95 空气、饱和湿度的COz 

培养箱中，每 3天换液 1次。7 d左右细胞融合后， 

0．25 胰蛋白酶消化传代。第 4～6代细胞接种到内置 

l cm×l cm玻片的 75 mm培养皿中，并进行免疫细 

胞化学鉴定。 

1．1．2 RNs的原代混合培养 

取出生 2 d的 Wistar大鼠4只，剜出其眼球 ，分 

离视网膜神经上皮层，胰蛋白酶消化法获得视网膜神 

经细胞的单细胞悬液(其中大多数细胞是视网膜各级 

神经元，还有少量胶质细胞)，计数，调整细胞悬液的密 

度至 1．2×l0 ～1．3×10 个／ml，迅速接种到预先用 

鼠尾胶原包被的 24孑L或 96孔细胞培养板中，24孑L板 

内置l cm×l cm的玻片，接种密度为 4×l0 个／cm 。 

培养方法同参考文献E4]。 

1．2 HSP70的诱导及二步法免疫细胞化学检测 

第 4～6代培养至第 3天的 Mtiller细胞和原代培 

养第 2天的RNs置于42 C水育箱中，热休克处理l h， 

分别于热休克后 0、l5、30 min、l、2、6、l2、24和48 h将 

带有细胞的玻片取出，磷酸盐缓冲液(PBS，0．1 mol／ 

L，pH值 7．4)洗 2次，每次3 min，4 多聚甲醛一PBS 

室温固定 30 min，0．05 Triton—Xl00一PBS洗 2O min 

PBS洗 5 min，3 H O 室温孵育 10 min，非免疫血清 

室温孵育 l0 min，兔抗大鼠HSP70多克隆抗体 (1： 

100，抗体稀释液稀释，NeoMarkers)4 C下过夜，对照 

组不加一抗，加 PBS；PBS漂洗 3次，每次 3 min；滴加 

抗小鼠IgG二抗(美国Elivision公司，Kit一9804，)，室 

温孵育 30 min；氨基乙基咔唑(AEC)显色，室温孵育 8 

min，双蒸水洗，水溶性封片剂封片。每个时间段均设 

未进行热休克处理的平行对照组。对 Mtiller细胞中 

HSP70染色阳性的细胞进行计数，并计算各时间段 

HSP70在 Miiller细胞中的表达率。 

1．3 RNs的低糖和兴奋性谷氨酸盐损伤及细胞存活 

能力的评价 

原代培养 2 d的RNs置于 42 C水育箱中，热休克 

处理 l h，放回CO 培养箱中，再培养 2 h，更换含 l0 

胎牛血清的无糖型 DMEM(美 国Gibco公司，l1966) 

培养液(因10 胎牛血清含 5．6 mmol／L葡萄糖，所以 

培养液中葡萄糖含量为 0．56 mmol／L)或更换加入 

100 mol／L谷氨酸钠的普通培养液，继续培养 6 h，再 

次更换普通培养液，四唑盐(MTT)比色，酶标仪检测 

细胞存活能力。同时设立未经热休克预处理，直接给予 

低糖和兴奋毒性损伤的平行对照组 ，并设立在热休克 

处理前加入 HSP70抗体(1：500)的对照组。 

1．4 统计学分析 

采用 SPSS10．0统计分析软件对各组间细胞活力 

差别进行独立样本 t检验。 

2 结 果 

2．1 HSP70在 Mtiller细胞的表达 

对传代至第 4～6代的细胞进行免疫细胞化学鉴 

定结果显示，80 以上的细胞对胶质细胞原纤维蛋白 

(GFAP)反应阴性，谷氨酰胺合成酶(GS)反应阳性，具 

有 Mtiller细胞的特性l3]。 

仅有少量(0．5 ， 一10个玻片)未经热休克处理 

的 Mtiller细胞表达 HSP70(图 l，2)，且免疫活性仅存 

在于细胞核中。热休克后 l h，Mtiller细胞对 HSP70 

的表达增高，达到 7．2 ( ：3个玻片)；Mtiller细胞 

表达 HSP70的高峰时刻为热休克处理后 6～l2 h，分 

别为 68．3 ( 一3个玻片)和 85．6 ( ===3个玻片)， 

此时，HSP70的免疫活性不仅存在于细胞核中，细胞 

核周围的细胞浆中也可检测到阳性染色，且染色明显 

增强(图 3)；热休 克处理后 24 h阳性表 达率降至 

l2．2 ( 一3个玻片)；48 h后仍有少量细胞的细胞核 

有阳性染色。 
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图 l 热 处理后 不同时 问体 外培 养的 Mailer细 胞 lt 

HSP70表达曲线图 

Fig．1 Curve of expression of HSP70 in Mtiller cclls 

cultured in vit ro at different time points after heat shock 

2．2 HSP70在 RNs的表达 

未经热休克处理的混合培养 RNs对 HSP70的表 

达量较低 (图 4)；经过热休克处理后 30 min，大多数 

RNs开始表达 HSP70；l h后其表达达高峰，阳性染色 

见于神经元的细胞体、轴突和树突(图 5)；2 h后染色 

强度迅速降低。 
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温热疗法(TTT)可诱导脉络膜血管内皮细胞高效表 

达 HSP72，是 TTT改善血视网膜屏障功能的重要机 

制D43。除热休克外，锌和龙牛儿基龙牛儿丙酮(GGA) 

等也是 HSP72或 HSP70的诱导剂_】。 。上述研究结 

果使我们相信，不久的将来这一保护机制将有望应用 

于临床视网膜、视神经疾病的预防和治疗。 
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第八届全国眼科激光学术会议征文 

·  肖 自 · 

为进一步交流激光医学在眼科基础和临床应用方面的新进展，推动我国眼科激光医学的发展，经中华医学会激光医学分会批 

准，全国眼科激光学组拟于 2005年 9月中旬在沈阳召开第八届全国眼科激光学术会议。届时大会将组织专题讲座和讨论，内容丰 

富，会议将给予继续教育学分。 

会议征文要求：(1)未在正式刊物上发表的有关激光在眼科基础研究、临床研究和临床经验总结等内容的文章 ，均可参加本次 

会议交流 ；(2)要求论文摘要及全文各一份(格式为目的、方法、结果和结论四部分)，写明文章题 目、作者姓名、单位 、详细地址、邮编 

及联系电话，A4纸打印，并按 word格式输人软盘，将软盘及打印稿一并寄来。欢迎以电子邮件方式投稿 。请在信封及稿件上注明 

“会议征文”。征文截稿 日期为 2005年 5月 31日。 

投稿寄沈阳市和平区南京北街 155号中国医科大学附属第一医院眼科陈蕾收，邮编 110001，Email：leichen51@hotmail．com， 

联系电话／传真 ：024—23252375。大会将组织医疗产品展览会 ，欢迎各厂商参加。 

中华医学会激光医学分会眼科激光学组 

冷冻干燥羊膜临床应用研讨会在南昌召开 

由江西省医学会眼科专业委员会主办的“冷冻干燥羊膜临床应用研讨会”于 2004年 12月 1 7日在江西省南昌市召开。陈家祺、 

卞春及、李定章及周世有等国内著名眼科专家与学者出席会议 。 

冷冻干燥生物羊膜为近 日研制成功的新成果。此项技术已通过国这有食品药品监督管理局认证，获得正式生产批文。该羊膜在 

制备中严格控制原材料来源，采用科学的钴 60灭菌技术。解决了羊膜在临床使用中病原微生物特别是肝炎、梅毒、艾滋病等病毒对 

患者污染风险的问题 ，确保了羊膜使用的安全性。通过低温真空干燥与脱水等技术 ，使羊膜在无保护液的条件下常温长期保存，大 

大促进了羊膜手术在临床中的推广与运用。陈家祺等专家就该羊膜在临床应用与羊膜未来发展方向发表了意见 ，同时还进行了羊 

膜移植手术的学术讲座。 

江西省医学会 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

