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[Abstract] Objective Toassesstheeffectofbcl-xlgeneonN-methyl-D-aspartate(NMDA)-inducedapoptosisoncultured
retinalganglioncells(RGCs)byultrasound-mediatedmicrobubbledestruction.Methods RGCswereculturedin24-well
plates.NMDA-inducedapoptosisinculturedRGCswasestablished.Theexperimentwasdividedintothreegroups:control,

NMDAtreatmentandbcl-xltransfection+NMDAtreatmentgroup(bcl-xlgenewastransfectedintoRGCs48hbyultra-
sound-mediatedmicrobubbledestructionbeforeNMDA-inducedapoptosiswasestablished).Theexpressionofbcl-xlprotein
intransfectedandnon-transfectedRGCswasassessedbyimmunohistochemistryassay.ThemorphoticcharacterofRGCs
wasrevealedbyacridineorangeandethidiumbromidestaining.DNAfragmentwasdetectedbyagarosegelelectrophoresis.
Results Theexpressionofbcl-xlproteinintransfectedandnon-transfectedRGCswasdifferent.Lotsofapoptoticbodies
wasfoundinNMDAtreatmentgroup,lesswerefoundintheothertwogroups.RepresentativeDNAfragmentwasdetected
intheNMDAtreatmentgroup.Conclusion Transfectionofbcl-xlhasanti-apoptosiseffectonculturedRGCsfromapoptosis
inducedbyNMDAwithultrasound-mediatedmicrobubbledestruction.Itmaybeapromisinggenetherapyforretinalandop-
ticnervediseases.
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[摘 要] 目的 评价超声微泡介导bcl-xl基因抗视网膜神经节细胞(RGCs)凋亡的作用。方法 体外混合培养Long
Evans大鼠RGCs,并建立N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)损伤的RGCs凋亡模型。将体外培养的RGCs分为A组(正常对照

组),B组(NMDA组),C组(bcl-xl转染+NMDA组);其中C组在加入NMDA前48h用超声微泡介导bcl-xl转染RGCs。
转染48h后采用免疫组化分析转染细胞和未转染细胞的bcl-xl蛋白水平;加入NMDA36h后采用吖啶橙/溴化乙锭(AO/

EB)双荧光染色检测细胞凋亡的形态特征,琼脂糖电泳检测细胞凋亡DNA片断。结果 免疫组化检测表明转染细胞与未

转染细胞的bcl-xl蛋白表达水平有差异,AO/EB检测发现B组可见大量凋亡小体,C组可见少许凋亡细胞。琼脂糖电泳检

测亦发现B组呈典型的DNA“梯度”条带,而A组和C组无明显的DNA“梯度”条带。结论 超声微泡介导bc1-xl基因抗

视网膜神经节细胞凋亡有一定作用,有可能为视网膜视神经疾病的基因治疗提供一种新的方法。
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  随着对青光眼病理机制研究的不断深入,人们认识到青

光眼的治疗仅仅降低眼压是不够的,还需考虑如何从其他途

径进一步保护视神经,防止或延迟对视网膜神经节细胞(reti-
nalganglioncells,RGCs)的损害,从而提出了青光眼治疗的

新概念———视神经保护,这也是21世纪青光眼研究的方向和

热点。针对青光眼这种以RGCs凋亡为关键环节的疾病,我
们建立了RGCs兴奋毒性损伤模型,利用前期实验———超声

微泡介导报告基因在视网膜神经节细胞表达的实验研究———
所得最佳转染效率的参数,进行超声微泡介导抗凋亡基因

bcl-xl抗RGCs凋亡的研究,希望为视神经保护提供新的思

路。

1 材料与方法

1.1 质粒SFFV.neo-bcl-xl的制备及鉴定 按常规方法复苏

大肠杆菌DH5a,将质粒SFFV.neo-bcl-xl按经典氯化钙法转

化细菌并扩增,按试剂盒(EndoFreePlasmidMaxiKit,Qia-
gen公司,德国)要求抽提,纯化质粒。取少量质粒用PstI酶

切,1%琼脂糖电泳鉴定酶切结果。

1.2 视网膜神经节细胞体外混合培养及鉴定 参照文献[1]

方法制备鼠尾胶原,无菌条件下抽出LongEvans大鼠尾腱,
以每克尾腱50ml的比例,加入0.3%醋酸溶液,4℃放置1周

后离心(3000r/min,20min),取上清液分装保存。用前稀释

鼠尾胶原并涂于预置盖玻片的24孔培养板,37℃烘干。将出

生后1~2天的LongEvans大鼠置于75%的乙醇中浸泡1~
2min后,在超净工作台的弯盘中断头摘出眼球。按照常规

方法制备细胞悬液及接种培养,并采用小鼠抗大鼠Thy-1.1
单克隆抗体免疫细胞化学法鉴定RGCs。

1.3 超声微泡介导转染细胞操作模型 取声诺维(注射用六

氟化硫微泡)1支,加生理盐水调节微泡混悬液浓度至45μg/

ml,再加入浓度50μg/ml的质粒DNA于微泡混悬液中轻柔

混均,置于4℃冰箱中30min。培养板中每孔换入100μl不

含抗生素和血清的DMEM培养液,加入100μL微泡质粒混

合液,37℃孵育3h。采用超声频率300kHz、声强1.25W/

cm2、连续波、照射60s后,立即将24孔培养板置于CO2 浓度

为5%的细胞培养箱内,37℃温育6h,吸出转染液,加DMEM
培养液继续培养。

1.4 N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)损伤模型的建立 RGCs
培养3天后,取24孔板的细胞,分为A、B、C组,其中A组为

正常对照组,B组为 NMDA 模型组,C组为bcl-xl转染+
NMDA模型组。C组的细胞为培养1天后超声微泡介导bcl-
xl转染的细胞。在B、C组加入浓度为20nmol/LNMDA
后,放回二氧化碳培养箱中继续培养12~36h,在此期间倒置

显微镜下密切观察细胞变化,发现B组大多数细胞胞体皱

缩、变圆、脱落,轴突断裂时,取各组细胞进行实验分析。

1.5 免疫组化检测 bcl-xl转染48h后,S-P免疫细胞化学

染色法检测bcl-xl蛋白的表达。按S-P试剂盒说明书进行。
一抗为小鼠抗人多抗克隆抗体,二抗由试剂盒提供,用DAB
显色。镜下观察,胞浆呈原色为阴性,胞浆呈棕色或棕褐色为

阳性。

1.6 细胞凋亡的形态学检测 加入NMDA36h后,倒置显

微镜观察未染色细胞形态特征,并取出长在盖玻片上的细胞,
微干,然后将100mg/L溶于PBS的吖啶橙和100mg/L溶于

PBS的溴化乙锭(EB)各5μl混匀后加入,轻轻吹打,30s后

用激光共聚焦显微镜观察照相。

1.7 琼脂糖电泳检测 加入NMDA36h后,各组收集细胞,
分别取2×106 细胞,加入500μl细胞裂解液 (10mmol/L
Tris+HCl,10mmol/LEDTA,150mmol/LNaCl,0.5%
SDS,50mg/mlRNA酶,pH值为7.4)37℃处理30min,再
加入0.1mg/ml蛋白酶K50℃处理3h,然后用等体积酚/氯
仿抽提两次,12000g5min离心,收取上清,然后加入1/10
体积的3mol/L的醋酸钠和2.5倍体积的无水乙醇-20℃过

夜沉淀DNA,12000g10min离心,沉淀重悬于TE中,1%
琼脂糖凝胶电泳,EB染色并照相。

2 结果

2.1 质粒SFFV.neo-bcl-xl酶切鉴定 SFFV.neo-bcl-xl质

粒经PstI酶切后,电泳显示有一条单一的5.1kb条带,根据

SFFV.neo-bcl-xl图谱分析,该质粒含有单一的PstI酶切位

点,全长为5.1kb左右,故可验证所获质粒确为SFFV.neo-
bcl-xl(图1)。

图1 SFFV.neo-bcl-xl质粒PstI酶切鉴定。M:λ-EcoT14Idigest
DANMaker;I:SFFV.neo-bcl-xl质粒被酶切的条带

2.2 GRCs形态学观察及鉴定 倒置显微镜下观察,细胞接

种培养4~6h开始贴壁,24h后细胞基本完全贴壁。24h后

少数细胞膜上伸出短而小的突起;48h后细胞体积较前稍增

大,伸出突起细胞增多(图2);72h后胞体进一步增大,突起

进一步增长,少数细胞形成典型的细胞突起,且突起相互连

接。细胞免疫化学染色后在倒置荧光显微镜下观察见RGCs
呈阳性反应,表现为圆形或椭圆形黄绿色荧光,部分视野可见

RGCs伸出的突起(图3)。
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图2 培养2天的RGCs(相差显微镜×200)  图3 混合培养2天的RGCs,Thy1.1单克隆抗体的细胞显示绿色(免疫荧光×200)  图4
 未转染bcl-xl的RGCs的bcl-xl蛋白表达多数细胞呈淡棕色(DAB显色×200)

图5 转染bcl-xl的RGCs的bcl-xl蛋白表达多数细胞呈深棕色(DAB显色×200)  图6 AO/EB染色未转染bcl-xl组多数为橘红色凋亡细

胞,核浓染,核固缩或为典型的凋亡小体(箭头)(激光共聚焦显微镜×400)  图7 AO-EB染色转染bcl-xl组大多数为绿色活细胞,少数核浓

染,核固缩(激光共聚焦显微镜×400)

2.3 免疫组化检测 转染48h后,S-P免疫细胞化学染色法

检测bcl-xl蛋白的表达,发现未转染细胞多数呈浅棕色,转染

细胞多数呈深棕色,表明转染细胞与未转染细胞的bcl-xl蛋

白水平有差异(图4、5)。

2.4 细胞凋亡的形态学检测 加入 NMDA后12~36h于

倒置显微镜下观察,发现B组多数细胞胞体皱缩、变圆、脱
落,轴突断裂.当B组中绝大多数神经元受损时,C组多数神

经元仍维持正常形态,细胞间轴突可见,仅少数细胞胞体皱

缩、变圆、脱落,轴突断裂。而 A组大量神经元维持正常形

态,轴突不断裂。激光共聚焦显微镜下,可见B组多数为橘

红色凋亡细胞,核浓染,核固缩或为典型的凋亡小体(图6),
而C组大多数为绿色活细胞,少数核浓染,核固缩(图7)。

2.5 DNA琼脂糖凝胶电泳图可见B组的DNA出现明显的

“梯状”,而A组和C组几乎无“梯状”DNA(图8)。

3 讨论

  随着青光眼发病机制的深入研究,已证明兴奋性氨基酸

与青光眼视网膜神经节细胞凋亡密切相关。Nakazawa等[2]

在玻璃体内注射NMDA1~200nmol后表现药物剂量依赖

性RGCs丧失;Sihprandi等在成年鼠玻璃体内注射仅20
nmol/LNMDA就可杀死70% 的RGCs。本实验在体外培养

RGCs中加入20nmol/LNMDA,观察发现B组中绝大多数

细胞受损,且大神经元损伤显著,而小神经元损伤较轻。该结

果与Luo等[3]学者的报道结果一致,即大神经元对兴奋性氨

基酸兴奋毒性损伤最敏感;与青光眼性视神经病变中大

RGCs受损相似。
细胞凋亡是级联式基因表达的结果。细胞内部的基因直

图8 DNA琼脂糖凝胶电泳 M:DNAMarker;A:正常对照;B:

DNA呈“梯状”条带;C:未见明显DNA“梯状”

接控制着凋亡的发生与发展,细胞外部因素通过信号传导而

影响这些基因的表达,从而间接地调控细胞凋亡。目前已发

现多种基因编码的产物参加凋亡的控制,其中与RGCs凋亡

研究最深入的是bcl-2家族。在 mRNA和蛋白水平对bcl-2
家族蛋白通过克隆分析和数量测定证明:在大鼠视网膜神经

节细胞中bcl-xl的信息量是bcl-2的16倍,且所有的视网膜

神经节细胞均表达bcl-xl,说明在成年鼠视网膜中bcl-xl是

bcl-2家族主要成员,它可以维持有丝分裂后细胞的长期生

存,视神经轴索切断后开始阶段bc1-xl表达升高但不久其表
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达水平下降,这种改变可能与神经节细胞凋亡增加有关。本

实验通过超声微泡介导bc1-xl抗视网膜神经节细胞凋亡,

DNA片断化检测结果显示B组的DNA出现明显“梯状”,而
A组和C组不明显。细胞凋亡时主要的生化特征是其染色

质发生浓缩,染色质DNA在核小体单位之间的连接处断裂,
形成50~300kbp长的DNA大片段,或180~200bp整数倍

的寡核苷酸片段,在凝胶电泳上表现为梯形电泳图谱;B组

出现了明显的梯形图谱,说明B组细胞调亡较多。同时,倒
置显微镜及激光共聚焦显微镜观察显示B组细胞出现皱缩、
变圆、脱落并可见大量的凋亡小体;C组与B组比较活细胞较

多,并以大RGCs为主;C组与A组比较凋亡细胞仍较多。上

述表明超声微泡介导bc1-xl基因抗视网膜神经节细胞凋亡

有一定作用,但不能完全阻止凋亡的发生。这可能与RGCs
凋亡是多因素多环节作用结果,还与超声微泡介导基因转染

细胞的效率有关。
超声介导微泡破裂增强基因转染效率的研究报告差异较

大,现有的报道从4倍至几百倍不等[4,5]。在前期探讨超声介

导微泡破裂优化转染条件的实验中,发现与单纯超声质粒组

相比,超声微泡质粒组RGCs转染率增加约5倍。超声微泡

增强基因转染效率的确切机制尚不明确,有学者[6,7]认为超声

空化效应引起细胞膜通透性增加,促进质粒DNA进入细胞

内,加入的微泡通过降低空化阈值和增强空化效应进一步提

高了基因的转染效率。通过调整超声声强,照射时间,微泡和

质粒的浓度后,转染效率明显提高;筛选实验发现频率300
kHz、声强1.25W/cm2、连续波、照射时间60s、微泡浓度45

μg/ml,质粒浓度50μg/ml时转染效率较高为(26.87±
3.12)%;该转染效率尚不十分理想,需进一步制备靶向微泡

提高转染效率。
本实验所用超声是专用基因转染治疗仪,所用微泡造影

剂———声诺维[8],是一种新型脂质膜包裹六氟化硫(SF6)形成

的第二代超声微泡造影剂,其单层膜的结构特点和SF6 的特

性决定了其良好的声学特性、稳定性和安全性。微泡造影作

为一种载体的研究仍处于基础阶段,进一步的研究包括如何

将微泡与基因高效结合以及进行更多的在体动物实验。随着

靶向微泡研制的成功,超声破裂微泡介导基因转染细胞可能

为视网膜视神经疾病的基因治疗提供潜在而有效的新方法。
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