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【中图分类号】　Ｒ７７４
【关键词】　氧化应激；视网膜神经节细胞；硫化氢；视神经萎缩蛋白１
【摘要】　目的　探讨硫化氢对 Ｈ２Ｏ２诱导的视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，
ＲＧＣ）５氧化损伤的保护作用及可能机制。方法　将ＲＧＣ５分为４组，ＲＧＣ５组为正常对

照组；ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组：ＲＧＣ５在５００μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｈ２Ｏ２中培养２４ｈ诱导氧化损伤；ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组：ＲＧＣ５置于５０

μｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨＳ中３０ｍｉｎ后在５００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２中培养２４ｈ；ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ组：ＲＧＣ５置于５０μｍｏｌ·Ｌ
－１ＮａＨＳ中３０ｍｉｎ。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测线粒体内、外细胞色素Ｃ和视神经萎缩蛋白１（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ１，ＯＰＡ１）表达；用荧光探针 ＪＣ１检测线粒体膜电
位，用透射电镜观察线粒体形态。结果　与ＲＧＣ５组相比，ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组ＲＧＣ５细胞质内细胞色素Ｃ表达增加，而线粒体内
的ＯＰＡ１表达减少（均为Ｐ＜０．０５）。ＲＧＣ５组和ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组线粒体内、外细胞色素Ｃ的表达差异均无统计学意义
（均为Ｐ＞０．０５）。与ＲＧＣ５组相比，ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ组细胞质内细胞色素Ｃ表达减少，而线粒体内的细胞色素Ｃ表达增加（均为
Ｐ＜０．０５）。与ＲＧＣ５组相比，ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组ＲＧＣ５细胞质内ＯＰＡ１表达显著增加，而线粒体内的ＯＰＡ１表达减少（均为 Ｐ＜
００５）。ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组和ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ组ＲＧＣ５线粒体内、外ＯＰＡ１的表达与ＲＧＣ５组相似，差异均无统计学意义（均
为Ｐ＞０．０５）。ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组线粒体膜电位与其他３组比较明显下降，其余３组间线粒体膜电位比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组线粒体肿胀呈球状，而其余３组线粒体肿胀不明显。结论　硫化氢可能通过阻止线粒体释放ＯＰＡ１来减
轻Ｈ２Ｏ２导致的ＲＧＣ５氧化损伤。
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　　大鼠视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，
ＲＧＣ）含有丰富的能产生活性氧的线粒体。在高眼
压或低氧状态下，细胞清除活性氧的能力下降，直接

或间接损伤线粒体膜，降低线粒体膜电位并促进细

胞色素Ｃ释放和Ｃａｓｐａｓｅ３激活，导致细胞凋亡［１２］。

硫化氢是一种重要的气体信号分子，可以中和超氧

阴离子、Ｈ２Ｏ２
［３］、过氧硝酸盐［４］及次氯酸盐［５］等氧

化还原体系。研究表明，硫化氢作为一种强效的抗

氧化剂是通过保护线粒体功能来防止心脏平滑肌和

神经细胞遭受氧化应激损伤的［６］。在视网膜缺血再

灌注前用硫化氢预处理，可以显著减少细胞色素 Ｃ
的释放并下调Ｃａｓｐａｓｅ３的表达［７］。目前，有关硫化

氢保护 ＲＧＣ的线粒体通路机制仍然不清楚。本研
究中，我们通过检测硫化氢预处理后 ＲＧＣ５视神经
萎缩蛋白１（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ１，ＯＰＡ１）表达、线粒体膜电
位以及线粒体形态学等方面的变化，来探讨硫化氢

在Ｈ２Ｏ２诱导的ＲＧＣ５氧化损伤中的保护作用及其
可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验分组　将ＲＧＣ５分为４组，ＲＧＣ５组为
正常对照组；ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组：ＲＧＣ５在５００μｍｏｌ·
Ｌ－１Ｈ２Ｏ２中培养 ２４ｈ诱导氧化损伤

［８］；ＲＧＣ５＋
ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组：ＲＧＣ５置于５０μｍｏｌ·Ｌ

－１ＮａＨＳ中
３０ｍｉｎ后在 ５００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２中培养 ２４ｈ；
ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ组：ＲＧＣ５置于 ５０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨＳ
中３０ｍｉｎ。
１．１．２　试剂及仪器　ＲＧＣ５（广州莱德尔生物科技
有限公司）；体积分数１０％胎牛血清、１００Ｕ·ｍＬ－１

青霉素及 １００μｇ·ｍＬ－１链霉素、ＤＭＥＭ高糖培养
基、ＰＢＳ液（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ＯＰＡ１蛋白（美国Ｅｐｉｔｏｍ
ｉｃｓ公司）；ＪＣ１荧光探针（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）；１０ｇ·
Ｌ－１锇酸固定液、３０ｇ·Ｌ－１醋酸铀枸橼酸铅（上海抚
生实业有限公司）；细胞线粒体分离试剂盒（上海碧

云天生物技术有限公司）；二氧化碳培养箱（深圳爱

特尔电子科技有限公司）；倒置荧光显微镜（德国

Ｌｅｉｃａ公司）；透射电镜（美国ＦＥＩ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＲＧＣ５的复苏及培养　将水浴锅预热至
３７℃，取出冻存管迅速解冻，投入到已经预热的水
浴锅中迅速解冻后将细胞转移至１５ｍＬ离心管内；
在低速离心机上，以８００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ；吸去上
清液，用１ｍＬ培养基重悬细胞；将细胞悬液分装入
培养皿内，放入３７℃、含体积分数５％ＣＯ２、饱和湿
度的二氧化碳培养箱内培养。

１．２．２　细胞色素 Ｃ和 ＯＰＡ１的检测　取 １．０～
２５ｍＬ线粒体分离试剂加至２０×１０６～５０×１０６个
细胞中，轻轻悬浮细胞，冰浴放置１０～１５ｍｉｎ，匀浆

后离心，沉淀为细胞线粒体，再次离心上清液后取

出，即为去除线粒体的细胞浆蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测线粒体内和去除线粒体的细胞浆内细胞色素

Ｃ和 ＯＰＡ１蛋白。
１．２．３　线粒体膜电位检测　将不同处理的细胞收
集在６孔板中，用 ＰＢＳ液洗涤２次，并加到１ｍＬ无
血清ＤＭＥＭ培养基中，然后注入１ｍＬ１０μｇ·ｍＬ－１

的ＪＣ１荧光探针染色工作溶液。红色荧光代表 ＪＣ
１线粒体聚集，表明高线粒体膜电位。绿色荧光代表
ＪＣ１的单体形式，表明线粒体膜电位的耗散。
１．２．４　线粒体形态检测　ＲＧＣ５细胞用１０ｇ·Ｌ－１

锇酸固定液固定２～３ｈ，包埋固定后切成５０～６０ｎｍ
超薄切片，３０ｇ·Ｌ－１醋酸铀枸橼酸铅双染色后用透
射电镜观察线粒体形态。

１．３　统计学处理　所有实验均重复检测３次。用
ＳＰＳＳ１７．０中的 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ进行组间差异比
较，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　细胞色素Ｃ的表达　与ＲＧＣ５组相比，ＲＧＣ５＋
Ｈ２Ｏ２组中ＲＧＣ５细胞质内细胞色素Ｃ表达增加，而
线粒体内的细胞色素 Ｃ表达减少（均为 Ｐ＜０．０５）。
ＲＧＣ５组和ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组 ＲＧＣ５线粒体
内、外细胞色素Ｃ的表达差异均无统计学意义（均为
Ｐ＞０．０５）。ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ组 ＲＧＣ５细胞质内细胞
色素Ｃ表达减少，而线粒体内的细胞色素 Ｃ表达增
加（均为Ｐ＜０．０５，见图１）。

图１　各组细胞中细胞色素Ｃ相对表达量的比较。Ｐ＜０．０５

２．２　ＯＰＡ１的表达　与 ＲＧＣ５组相比，ＲＧＣ５＋
Ｈ２Ｏ２组ＲＧＣ５细胞质内ＯＰＡ１表达显著增加，而线
粒体内ＯＰＡ１表达减少（均为 Ｐ＜０．０５）。ＲＧＣ５＋
ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组和 ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ组 ＲＧＣ５线粒体
内、外ＯＰＡ１的表达与ＲＧＣ５组相似，差异均无统计
学意义（均为Ｐ＞０．０５，见图２）。
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２．３　线粒体功能和形态的变化　红色和绿色的相
对荧光比例代表膜电位的变化，比值越高表明膜电

位越高。ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组线粒体膜电位与其他３组
比较明显下降，其余３组间线粒体膜电位比较，差异

均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５，见图 ３－图 ４）。
ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组线粒体肿胀呈球状，而其余３组线
粒体肿胀不明显（图５）。

图２　各组细胞线粒体内、外ＯＰＡ１相对表达量的比较

图３　各组倒置荧光显微镜下线粒体荧光染色结果。Ａ：ＲＧＣ５组；Ｂ：ＲＧＣ＋Ｈ２Ｏ２组；Ｃ：ＲＧＣ＋ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组；Ｄ：ＲＧＣ＋ＮａＨＳ组

图４　各组倒置荧光显微镜下线粒体荧光强度比较

３　讨论

ＲＧＣｓ凋亡是青光眼等致盲性眼病最主要的病
理改变。而氧化应激是导致其凋亡或功能障碍的主

要因素［９］。本研究中我们分析了硫化氢对 Ｈ２Ｏ２诱

导的ＲＧＣ５氧化损伤细胞线粒体膜电位和线粒体形
态改变的影响，结果表明硫化氢能减少 Ｈ２Ｏ２诱导
ＲＧＣ５细胞线粒体膜电位的降低和线粒体肿胀。硫
化氢能在ＲＧＣ５细胞受到氧化应激损伤时起到保护
作用。

细胞色素 Ｃ是重要的细胞凋亡激活因子［１０］。

有研究表明，在视网膜缺血再灌注前硫化氢预处理，

可以显著减少细胞色素 Ｃ从线粒体内释放［７］，减少

细胞凋亡。

线粒体途径是细胞凋亡的主要途径和中心环

节。ＯＰＡ１蛋白位于线粒体膜间隙处，参与线粒体内
膜融合，对维持线粒体形态、功能有重要作用［１１］。

该蛋白过度表达会促进线粒体网络化或在细胞核旁

聚集成束；抑制 ＯＰＡ１蛋白表达则导致线粒体片段
化及线粒体嵴紊乱［１２］，线粒体膜电位耗散，而后细

胞色素Ｃ释放［１３］。本研究发现，ＯＰＡ１在线粒体内、
外的分布变化与细胞色素 Ｃ一致，即 Ｈ２Ｏ２处理后
ＲＧＣ５线粒体中细胞色素 Ｃ与 ＯＰＡ１显著下降、同
时出现线粒体膜电位异常，线粒体肿胀。而ＲＧＣ５细
胞经过硫化氢预处理后，ＯＰＡ１在线粒体内、外分布接
近正常对照组并维持线粒体形态和线粒体膜电位不

变。由此，我们推测硫化氢预处理可以阻止ＯＰＡ１从
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图５　透射电镜下各组线粒体形态（箭头，×３００００）。Ａ：ＲＧＣ５组；Ｂ：ＲＧＣ５＋Ｈ２Ｏ２组；Ｃ：ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ＋Ｈ２Ｏ２组；Ｄ：ＲＧＣ５＋ＮａＨＳ组

线粒体释放到细胞质内，维持线粒体内 ＯＰＡ１，从而
维持线粒体膜电位以及减轻线粒体水肿，抑制细胞

色素Ｃ释放，减少细胞凋亡。
本研究结果表明，Ｈ２Ｏ２可以导致 ＯＰＡ１从线粒

体内大量释放进入细胞质，破坏线粒体结构和功能。

然而，硫化氢预处理可以通过调节 ＯＰＡ１的分布，维
持线粒体的形态和功能，阻止细胞色素 Ｃ从线粒体
内外流，最终减轻 Ｈ２Ｏ２对 ＲＧＣ５的氧化应激损伤。
推测硫化氢可以通过调节 ＯＰＡ１表达及分布保护线
粒体功能和形态以减轻 Ｈ２Ｏ２对 ＲＧＣ５的氧化损
伤。硫化氢调节ＯＰＡ１释放的分子机制仍需进一步
研究。
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