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摘 要：【目的】观察重组蛋白PTD-HSP27穿透视网膜视神经节细胞RGC-5的能力及其效率，测定重组蛋白

PTD-HSP27 对氯化钴（CoCl2）诱导的视网膜神经节细胞（RGC-5）细胞损伤的保护作用并初步探讨其机制。

【方法】用FITC标记重组蛋白PTD-HSP27，荧光显微镜观察PTD-HSP27-FITC的穿透细胞膜的能力，用紫外分光

光度计检测 PTD-HSP27-FITC的穿膜效率，随后建立RGC-5细胞损伤模型。实验分为正常对照组、CoCl2损伤

组、PTD-HSP27+CoCl2处理组，分别进行相应处理后，通过 Annexin V-FITC/PI双染法检测各组细胞凋亡比例；

Western Blotting检测各组细胞 Bcl-2、Bax和 Caspase-3等凋亡相关蛋白的表达水平。【结果】荧光显微镜下观察

到重组蛋白 PTD-HSP27-FITC能够有效通过细胞膜进入RGC-5细胞内，其进入细胞的效率为（47.29±2.33）%。

CoCl2浓度依赖性地抑制RGC-5细胞存活率。比较正常对照组、CoCl2损伤组和 PTD-HSP27+ CoCl2处理组的检测

结果示：PTD-HSP27能有效抑制 CoCl2诱导的RGC-5细胞早期凋亡（P<0.01）；PTD-HSP27能有效提高 Bcl-2/Bax
的表达比例，并抑制Caspase-3的激活（P<0.01）。【结论】重组蛋白 PTD-HSP27能有效地穿过细胞膜进入RGC-5
细胞内，且对CoCl2诱导的RGC-5细胞氧化应激损伤有保护作用，机制可能是通过调控Bcl-2/Bax的蛋白比例抑

制细胞的早期凋亡。
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Abstract：【Objective】To detect the ability and the efficiency of recombinant PTD-HSP27 transport across RGC-5
cells and measure the role of recombinant PTD-HSP27 against oxidative stress damage induced by cobalt chloride on
RGC- 5 cells，and explored its potential mechanism tentatively.【Methods】RGC- 5 cells were incubated with PTD-
HSP27 labeled with FITC，followed by the observation of fluorescence using fluorescence microscope. We also lysed the
cells by radio immunoprecipitation assay and measure the transport efficiency of PTD-HSP27-FITC through ultraviolet
spectrophotometer subsequently. We established the RGC-5 cell damage model. Cellular experiments were divided into
three groups：normal control group，cobalt chloride damage group，PTD-HSP27 + cobalt chloride treatment group. Those
three groups of cells were experimented using Annexin V-FITC/PI staining kit：to detect apoptotic cell ratio；Western
Blotting：to detect the expression level of apoptosis related protein，including Bcl-2，Bax and Caspase-3.【Results】The
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青光眼是全球第二位致盲性眼病，最主要的

病理表现为视网膜神经节细胞（retinal ganglion
cells，RGC）的大量死亡和及其轴突的丢失。眼内

压（intraocular pressure，IOP）升高是青光眼的主

要危险因素，同时影响视功能的其他伴随因素也

起着重要作用，包括活性氧族（reactive oxygen spe⁃
cies，ROS）引起的氧化损伤［1］、谷氨酸水平的增

高［2］、一氧化氮代谢的改变［3］和特异基因突变［4］。

所以，青光眼是一种复杂的多病因引起的慢性退

行性疾病。在细胞发生应激反应时，热休克蛋白

27（heat shock protein 27，HSP27）的表达水平增

高，并过多种途径发挥其细胞保护作用，包括作为

分子伴侣的作用，直接干扰 Caspase激活，调节氧

化应激和调节细胞骨架等［5］。蛋白转导域（pro⁃
tein transduction domain，PTD）能够穿透生物膜，

介导各种分子跨膜进入细胞质，并增高细胞内水

平，促进与靶点的相互作用，因此常被用于各种

物质（包括蛋白质，多肽，核苷酸，siRNA，脂质体

等）向细胞和体内模型的转运［6-7］。本研究验证带

有穿膜肽的重组蛋白 PTD-HSP27 能否有效通过

RGC-5 细胞膜进入细胞内；应用氯化钴（cobalt
chloride，CoCl2）构建 RGC 氧化应激损伤模型，

明确带有穿膜肽的重组蛋白 PTD-HSP27 在小

鼠 RGC-5细胞氧化应激损伤中的作用及其可能

机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

小鼠RGC-5细胞株（购于ATCC细胞库）；重

组蛋白 PTD-HSP27（本课题组制备［8］）；荧光素蛋

白标记试剂盒（Herobio 中国）；CoCl2（II）六水合

物（Sigma 美国）；RIPA 裂解液（Beyotime 中国）；

CCK-8试剂盒（同仁日本）；Annexin V-FITC/PI凋
亡试剂盒（凯基中国）；MMP 检测试剂盒（JC-1）
（BD 美国）；Caspase-3兔单克隆抗体、α-Turbulin
兔单克隆抗体、Bcl-2兔单克隆抗体、Bax兔单克

隆抗体（Cell Signaling Technology 美国）等。

1.2 实验方法

1.2.1 RGC-5细胞的培养 小鼠视网膜神经节细

胞株RGC-5培养于 100 mL/L胎牛血清和 1%双抗

（青/链霉素）的 DMEM/F12培养基，37 ℃、含体积

分数为 5%CO2的细胞培养箱中，常规传代培养。

1.2.2 重组蛋白PTD-HSP27穿膜能力检测 RGC-
5细胞常规培养于六孔板中，当融合度达六孔板

底面积 80%左右时，更换为含 PTD-HSP27-FITC
重组蛋白标记液的无血清培养基孵育 2 h，设立

含 FITC荧光染料的阴性对照组；PBS缓冲液冲洗

细胞3次，每次10 min；40 g/L多聚甲醛溶液固定细

胞 30 min；PBS缓冲液冲洗细胞 3次，每次 10 min；
倒置荧光显微镜下观察，并摄像分析。

1.2.3 重组蛋白PTD-HSP27穿膜效率检测 RGC-
5细胞常规培养于六孔板中，当融合度达六孔板

底面积 80%左右时，更换为含 PTD-HSP27-FITC
重组蛋白标记液的培养基孵育 2 h，孵育完成后培

养基，用预冷的 PBS洗 3次，吸干，加入RIPA细胞

裂解液，冰上裂解 30 min，收集细胞裂解液。以

RIPA 为空白对照，用分光光度计检测细胞裂解

液对 495 nm的吸光度（A495nm）。按以下算式计算

PTD-HSP27穿模效率：进入细胞的标记蛋白量=

fluorescence of PTD-HSP27-FITC was visualized inside the RGC-5 cells using the fluorescence microscope，while the
transport efficiency of PTD-HSP27-FITC was（47.29±2.33）%. Cobalt chloride inhibited the survival vitality of RGC-5
cells in a concentration-dependent manner.The comparison among normal control group，cobalt chloride damage group
and PTD-HSP27+CoCl2 treatment group showed：PTD-HSP27 could effectively suppressed early apoptosis induced by co⁃
balt chloride（P<0.01）. Western Blotting results showed that PTD-HSP27 could effectively enhance the expression ratio
of Bcl-2/Bax，and suppressed the activation of Caspase-3（P<0.01）.【Conclusions】Recombinant protein PTD-HSP27
could protect RGC-5 cells against oxidative stress injury induced by cobalt chloride.Iit mainly regulated the expres⁃
sion ratio of Bcl-2/Bax，suppressed early apoptosis and improved cell viability in RGC-5 cells.

Key words：retinal ganglion cells；oxidative damage；heat shock protein 27；protein transduction domain；cell
apoptosis

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2019，40（2）：237-243］
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A495 nm/蛋白标记效率；蛋白标记效率（进入细胞

的标记蛋白量/每孔标记蛋白总量）=3.053×A495 nm/
（A280 nm-0.225×A495 nm）。

1.2.4 CoCl2诱导 RGC-5 细胞氧化应激损伤模型

的建立 用含不同浓度 CoCl2的培养基常规培养

细胞，CoCl2终浓度分别为 0、50、100、200、400和

800 μmol/L；CCK-8 检测：RGC-5 细胞经各浓度

CoCl2处理 24 h后，每孔加入 10 μL CCK-8，37 ℃
培养箱中孵育 2 h，然后用酶标仪检测 450 nm吸

光度（A450 nm）；IC50计算：按以下公式计算RGC-5细

胞的存活率，SPSS 19.0软件绘制成图表，细胞存

活率为 50%时的浓度即为 IC50；以 CoCl2对RGC-5
细胞干预 24 h的 IC50作为构建 CoCl2诱导 RGC-5
细胞氧化应激损伤模型的作用浓度。细胞存活率

（%）=［（As-Ab）/（Ac-Ab）］×100%［As：实验孔（含

有细胞的培养基、CoCl2）Ac：对照孔（含有细胞

的培养基、不含 CoCl2）Ab：空白孔（不含细胞和

CoCl2的培养基）］。

1.2.5 PTD-HSP27在 CoCl2诱导RGC-5细胞损伤

中最佳干预浓度的筛选 用含 PTD-HSP27的完

全培养基常规条件培养细胞 2 h，PTD-HSP27终浓

度分别为 0、0.125、0.25、0.5 和 1 μmol/L，每组设

5 个复孔；弃去原培养基，更换为含 200 μmol/L
CoCl2的培养基，继续培养24 h，加入10 μL的CCK-8，
37 ℃培养箱中孵育 2 h，用酶标仪检测 450 nm吸

光度（A450 nm）。

1.2.6 流式细胞仪检测细胞凋亡种板 取对数生

长期的 RGC-5 细胞，经胰酶消化离心后用培养

基重悬，显微镜下计数，以 5×104/孔接种于 6孔板，

实验分为 3 组：正常对照组、CoCl2损伤组、PTD-
HSP27 + CoCl2处理组，培养过夜；干预：细胞过夜贴

壁后，进行相关干预，CoCl2损伤组：加入200 μmol/L
的CoCl2培养24 h；PTD-HSP27 + CoCl2处理组：加入

0.5 μmol/L的 PTD-HSP27培养2 h后，以200 μmol/L
的 CoCl2培养 24 h；收集细胞：收集漂浮在培养基

上的细胞，用胰酶消化并收集贴壁细胞，PBS洗涤

细胞一次，600 ×g离心 5min；染色：加入 250 μL的

Binding Buffer重悬细胞，加入5 μL Annexin V-FITC，
5 μL Propidium Idodide，混匀，室温下避光反应

15 min；流式细胞仪分析：用流式细胞仪检测，通

过 FITC通道（FL1）检测Annexin V-FITC的绿色荧

光，FL3通道检测PI的红色荧光。

1.2.7 蛋白免疫印迹法（Western blotting）检测

蛋白表达 用蛋白裂解液裂解细胞，得裂解液后

离心取上清，用BCA法测定蛋白浓度。蛋白样品

加入 5×SDS-PAGE 上清缓冲液混匀后沸水变性

10 min，冷却后-20 ℃保存。SDS-PAGE电泳：配

胶-上样-转膜-封闭-一抗孵育-二抗孵育-洗膜-
显影（在膜上加入ECL发光液于暗室使用胶片曝

光显影，用扫描仪扫描胶片灰度）-定量分析（以

α-Turbulin为内参，用 image J 软件定量分析目的

蛋白条带灰度值）。

1.3 统计学分析

采用SPSS17.0统计软件进行数据分析，计量资料

用均数±标准差（x ± s）或中位数P50（P25，P75）描述，

对实验数据进行正态性检验和方差齐性检验，当数

据不符合正态分布及方差齐性时，则多组计量资料

的比较采用完全随机设计多个样本比较的秩和检

验即Kruskal-Wallis H检验，多重比较用Tamhane′s
T2检验，P < 0.05时为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 重组蛋白PTD-HSP27的穿膜能力

FITC是常用的蛋白标记荧光探针，可发出绿

色可见光。用 FITC对重组蛋白 PTD-HSP27进行

标记后，用含 PTD-HSP27-FITC的无血清培养基

孵育 RGC-5细胞 2 h，荧光显微镜下观察细胞内

绿色荧光。结果显示（图 1），阴性对照组（图 1A）
中 的 细 胞 内 没 有 显 著 的 荧 光 信 号 ，而 PTD-
HSP27-FITC组（图 1B）在细胞内可见有明显绿色

荧光，表明重组蛋白 PTD-HSP27能够顺利通过细

胞膜进入细胞。

2.2 重组蛋白PTD-HSP27的穿膜效率

按照 1.2.3的方法计算，得到重组蛋白 PTD-
HSP27的标记效率为（10.24±0.53）A495 nm/mg；重组

蛋白PTD-HSP27-FITC进入RGC-5细胞的效率为

（47.29 ± 2.33）%，证明 PTD-HSP27 能有效穿过

RGC-5细胞膜进入细胞内。

2.3 构建CoCl2诱导RGC-5细胞氧化应激损伤

模型

为模拟青光眼RGC的损伤，我们用低氧诱导

剂 CoCl2体外诱导 RGC-5细胞缺氧，构建 RGC-5
细胞氧化应激损伤模型。不同浓度梯度（50、100、
200、400、600、800 μmol/L）的 CoCl2 体 外 干 预

RGC-5细胞 24 h后，CCK-8法检测检测细胞存活

吴怡凝，等. 重组蛋白PTD-HSP27进入细胞保护视网膜神经节细胞抗氧化损伤 239
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率。结果如图 2 所示，CoCl2 呈浓度依赖性的抑

制RGC-5细胞存活率（P＜0.01），经计算，其 IC50

为 196.21 μmol/L，因此后续试验以 200 μmol/L的

CoCl2干预RGC-5细胞 24 h，作为构建细胞损伤模

型的最佳条件。

2.4 PTD-HSP27 对 CoCl2诱导 RGC-5 细胞损

伤的最佳作用浓度筛选

CCK-8法检测细胞存活率，结果（图 3）显示

与阴性对照组相比，0.125 μmol/L 的 PTD-HSP27
对细胞存活率并无影响，当 PTD-HSP27 浓度为

0.25 μmol/L时能提高细胞存活率（P<0.05，图 3），

0.5和 1 μmol/L的 PTD-HSP27能更显著提高细胞

存活率（P<0.05，图 3），而 0.5与 1 μmol/L两组间的

细胞存活率没有明显统计学差异（P>0.05，图 3）。

因此，选取 0.5 μmol/L为后续实验的 PTD-HSP27
作用浓度。

2.5 PTD-HSP27 抑制 CoCl2诱导的RGC-5 细

胞凋亡

通过Annexin V-FITC/PI染色后进行流式细胞

仪检测，结果（图 4）显示，CoCl2处理后早期凋亡细

胞比例为 27.40%（24.00%，32.55%），比空白对照

组 0.83%（0.65%，1.06%）明显增高，而经 PTD-
HSP27孵育 2 h后再进行 CoCl2处理，则可将早期

细胞凋亡比例降至 8.53%（8.41%，10.37%）。所

以，PTD-HSP27 能显著抑制 CoCl2引起的 RGC-5
细胞早期凋亡（P<0.05，图 4）。如图 4C所示，与空

白对照组 1.64%（1.60%，1.84%）相比，CoCl2 损
伤 24 h后能显著提高晚期凋亡细胞比例 14.25%
（14.24%，17.13%），而经 PTD-HSP27预处理 2 h，
CoCl2 损伤所致的晚期细胞凋亡比例为 14.74%
（14.55%，17.65%），并无明显差异（P>0.05，图 4）。

当综合分析凋亡细胞时，CoCl2 可诱导 44.53%
（38.24%，46.80%）的 RGC-5 细胞凋亡，而 PTD-
HSP27 预处理组为 23.15%（23.08%，28.02%），所

以 PTD-HSP27可显著抑制CoCl2所诱导的RGC-5
细胞凋亡（P<0.05，图 4）。

2.6 PTD-HSP27 对 CoCl2诱导 RGC-5 细胞损

伤后凋亡相关蛋白水平的影响

Western blotting 检测 PTD-HSP27 预处理后，

凋亡相关蛋白表达水平的变化。结果显示（图5），

与空白对照组相比，CoCl2 能抑制 RGC-5 细胞

A：No significant green fluorescence was observed in the cells
of the negative control-FITC incubation group；B：Significant green
fluorescence was observed in the cells of the PTD-HSP27-FITC incu⁃
bation group（×200）.

图 1 PTD-HSP27对RGC-5细胞的穿膜能力检测

Fig.1 Transmembrane ability detection of PTD-HSP27
on RGC-5 cells

AA BB

图 2 CoCl2浓度依赖性的降低RGC-5细胞存活率

Fig.2 Cobalt chloride concentration-dependent
reduction of RGC-5 cell survival rate
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1）P<0.05. Kruskal-Wallis H test was used，H=21.170，
P=0.001；Tamhane′ s T2 test showed there is no significant
difference between 0.5 and 1 μmol/L groups（P=1.000），n=4.
图 3 PTD-HSP27对CoCl2所诱导RGC-5细胞损伤的保

护作用

Fig.3 Protective effect of PTD-HSP27 on RGC-5 cell
injury induced by cobalt chloride
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Bcl-2的的表达，并激活 Bax的表达，进而显著提

高 Bcl-2/Bax的表达比例。同时，CoCl2还能激活

Caspase-3，从而引起细胞凋亡。而当用 PTD-
HSP27孵育细胞，能有效提高 Bcl-2的表达，并抑

制Bax，同时抑制Caspase-3的激活（P<0.05，图 5）。

所以，PTD-HSP27主要通过抑制Bcl-2/Bax的表达

比例，抑制Caspase-3的激活，进而在CoCl2诱导的

RGC-5细胞氧化应激损伤中发挥细胞保护作用。

3 讨 论

青光眼是全球第二大不可逆性致盲眼病，其

最重要的病理变化是 RGC及其轴突的病理性丢

失，从而引起视野进行性缺损［9］。在引起青光眼

的危险因素中，病理性眼压升高是其中最重要的

因素之一，也是目前青光眼手术及药物治疗的主

要靶点［10］。RGC对体内和体外病理环境中的氧

化应激都非常敏感，所以氧化应激损伤被认为是

造成青光眼 RGC损伤和凋亡的主要原因［11］。由

于 RGC及其神经纤维的损伤和死亡是青光眼进

展的最主要的病理表现 ，所以近些年有很多学者

尝试通过开发神经保护剂来阻止视神经节细胞的

死亡，进而达到治疗青光眼的目的［12］。

CoCl2 是一种实验中常用的缺氧诱导剂［13］。

我们通过CoCl2诱导RGC-5细胞缺氧损伤，模拟青

光眼中RGC的氧化应激损伤。结果证明 CoCl2能
浓度依赖性的抑制RGC-5细胞的增殖活力，并计

算出CoCl2对RGC-5干预 24 h的 IC50，用作后续实

验的处理条件。同时，CoCl2能显著改变RGC-5细
胞的形态，促进细胞皱缩，破碎和凋亡。CoCl2对
RGC-5细胞的增殖抑制和促凋亡作用和之前的

研究的结果相似［14］，证明以 CoCl2诱导 RGC-5细

胞损伤，模拟青光眼中RGC损伤的细胞模型是可

行的。

HSP27属于小热休克蛋白家族，当细胞发生

应激反应时，HSP27表达水平增高，并发挥其细胞

保护作用［15］。Whitlock等［16］发现CoCl2干预RGC-5
细胞后能通过激活 HIF-1 上调 HSP27 的表达水

平，并且在大鼠的体内实验中发现，CoCl2干预后

能上调HSP27而发挥对视网膜缺血损伤的保护作

用。本课题组在前期研究中已证实外源性 PTD-
HSP27可以保护人晶状体上皮细胞抵抗凋亡［8］，

为研究外源性 PTD-HSP27能否穿透RGC-5细胞

膜进入细胞内并对 CoCl2所致RGC-5细胞损伤有

保护作用，我们用 PTD-HSP27 孵育 RGC-5 细胞

后，用CoCl2损伤细胞 24 h，最后检测其细胞活性，

A：Annexin V-FITC/PI double staining detection of apoptosis by flow cytometry results；B：Early apoptotic cell statistics，H=7.2，P=0.027；
C：Late apoptotic cell statistics，H=5.956，P=0.051；D：Apoptotic cell statistics，H=7.2，P=0.027；kruskal wallis H test was used，1）P<0.05，n=3.

图 4 PTD-HSP27抑制CoCl2所致RGC-5细胞凋亡

Fig.4 PTD-HSP27 inhibits apoptosis of RGC-5 cells induced by cobalt chloride
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表 2 PTD-HSP27抑制CoCl2所致RGC-5细胞凋亡

Table 2 PTD-HSP27 inhibits apoptosis of RGC-5 cells induced by cobalt chloride

H1、P1: Kruskal-Wallis H test was used; P2: Tamhane′s T2 test was used, CoCl2 compared with control; P3: Tamhane′s T2 test
was used, PTD-HSP27+ CoCl2 compared with CoCl2; n=3.
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结果显示 PTD-HSP27能有效进入RGC-5细胞并

显著抑制CoCl2所致RGC-5细胞损伤，发挥细胞保

护作用。另外，流式细胞计数法检测细胞凋亡发

现，PTD-HSP27主要通过减少细胞早期凋亡，而

发挥其抗凋亡作用。结果证明，外源性的 PTD-
HSP27和内源性的HSP27一样，能有效保护细胞，

抑制氧化应激损伤。

Bcl-2家族包括抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白，如

Bcl-2和Bax，是调控线粒体依赖凋亡途径的关键

蛋白。Bax可以通过调节线粒体通透性转换孔的

开放而改变线粒体膜通透性，引起MMP的下降及

细胞色素 C释放，线粒体释放的细胞色素 C可激

活 Caspase-9，引起细胞凋亡，而 Bcl-2 可通过与

Bax的竞争性结合而抑制其活性［17］。而Caspase-3
是执行细胞凋亡的关键蛋白，负责许多关键蛋

白的水解。据文献报道，HSP27能通过直接抑制

Caspase的激活而抑制细胞凋亡［18］，或通过直接与

细胞色素C作用而抑制 Pro-Caspase-9的激活，进

而抑制凋亡复合体的形成和功能［19］，并且与 Pro-
Caspase-3直接作用而抑制 Caspase-3的活性［20］。

Havasi等［21］的研究发现，HSP27能抑制Bax的活化，

进而抑制Bax诱导的线粒体损伤和细胞凋亡。在

我们的实验中，PTD-HSP27能显著改善CoCl2引起

的 Bcl-2/Bax比例的下降，并抑制 Caspase-3的活

性。所以，我们认为 PTD-HSP27 主要通过提高

Bcl-2/Bax的表达比例，从而抑制 Caspase-3的激

活，发挥其细胞保护作用。

综上所述，本研究以HSP27为切入点，研究证

明外源性 PTD-HSP27 对氧化应激损伤的 RGC
具有保护作用，为青光眼的视神经保护治疗提供

新的方法和思路，为今后临床的青光眼治疗提

供了新的可行性依据。但外源性 PTD-HSP27能

否成为青光眼诊治疗中的一种RGC保护剂，需要

实现从基础研究到临床应用的转化，仍需进一步

研究。

A：Western blotting detection of apoptosis-related proteins；B-D：Statistical graph of relative expression levels of apoptosis-related proteins，
with α-Turbulin as an internal reference；kruskal wallis H test was used，1）P<0.05，n=3.

图 5 PTD-HSP27对CoCl2诱导RGC-5细胞损伤的凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.5 Effect of PTD-HSP27 on the expression of apoptosis-related proteins in RGC-5 cells induced by cobalt chloride
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表 3 PTD-HSP27对CoCl2诱导RGC-5细胞损伤的凋亡相关蛋白表达

Table 3 Effect of PTD-HSP27 on the expression of apoptosis-related proteins in RGC-5 cells induced by cobalt chloride

H1、P1：Kruskal-Wallis H test was used；P2：Tamhane′s T2 test was used，CoCl2 compared with control；P3：Tamhane′s T2
test was used，PTD-HSP27+ CoCl2 compared with CoCl2；n=3.
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