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摘 要：【目的】研究嘌呤受体 P2X7激动剂、拮抗剂对大鼠视网膜神经节细胞（RGCs）的影响。【方法】

（1）对新生 Long- Evan 大鼠进行上丘注射荧光标记物 Aminostilbamidine 以标记 RGCs，检测 P2X7 激动剂

BzATP（0、50、100、500 !mol/L）和特异性拮抗剂 OxATP（100 !mol/L）对体外培养 RGCs 存活率的影响；（2）体
外培养未经 Aminostilbamidine标记的新生大鼠 RGCs，以 10 !mol/L 钙离子（Ca2+）荧光染料 Fura- 2标记后，利
用 Ca2+影像测定仪分别测定 P2X7激动剂 BzATP（50 !mol/L）和拮抗剂 OxATP（100 !mol/L）对 RGCs 胞内
Ca2+浓度的影响。【结果】 P2X7受体激动剂 BzATP可引起体外培养的 RGCs死亡，反应呈剂量依赖性，EC50 =

35 !mol/L。在 50 !mol/L 浓度下，BzATP约杀死 30% 的 RGCs；而 100 !mol/L OxATP则可明显减轻 BzATP对
RGCs的毒性作用，使 RGCs 存活率从 77% ±4%提高至 96% ±3% （P < 0.001）。BzATP可引起 RGCs 胞内

Ca2+持续升高，在 50 !mol/L浓度下可使胞内 Ca2+升高（1022 ±113）nmol/L。在 OxATP作用下，BzATP 介导的
Ca2+升高幅度显著降低，仅升高（63 ±13）nmol/L（P< 0.001）。【结论】嘌呤能 P2X7受体激活可导致大鼠视网膜

神经节细胞死亡和胞内钙离子浓度升高。
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An Exper imental Study on Lethal Effect of P2X7 Receptor Activation on

Rat Retinal Ganglion Cell
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Abstract:【Objective】To study the effects of the agonist and the antagonist of the purinergic P2X7 receptor on

rat retinal ganglion cells (RGCs).【Methods】(1) Long- Evan neonatal rats were back labeled with Aminostilbamidine

to identify RGCs. The effect of P2X7 receptor stimulation on RGCs cell viability was then examined using P2X7

receptor agonist BzATP (0, 50, 100, 500 !mol/L) and antagonist OxATP (100 !mol/L). (2) Retinal ganglion cells
were dissociated from the retinas of unlabeled neonatal rats and were loaded with Fura- 2, an intracellular calcium

indicator. P2X7 agonist BzATP (50 !mol/L), antagonist OxATP (100 !mol/L ) were applied to RGCs to examine their
effects on intracellular Ca2+ levels using Ca2+ imaging system.【Results】P2X7 receptor agonist BzATP killed RGCs

in a concentration- dependent pattern with a EC50 of 35 !M. Under the concentration of 50 !mol/L, BzATP could
kill about 30% of the RGCs. Cell death was prevented by P2X7 antagonists OxATP, increasing the cell viability from

77% ±4% to 96% ±3% (P< 0.001). BzATP (50 !mol/L) led to a large, sustained increases of intracellular Ca2+

(1022 ±113 nmol/L). Calcium influx triggered by BzATP was attenuated by pre - and co- incubation of P2X7

antagonist OxATP with a slight increase of (63 ±13) nmol/L (P< 0.001).【Conclusions】The activation of purinergic

P2X7 receptor can cause rat retinal ganglion cell death and the increase of intracellular calcium.
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嘌呤物质及其受体的研究近年来在国内

外神经科学领域蓬勃发展 [1,2]。近年来的研究发

现，P2X7受体与视网膜的功能密切相关[3- 7], 在钙

离子内流，细胞凋亡等方面起重要作用 [7，8]。已证

实，P2X7 受体主要在分布在视网膜神经节细胞

（retinal ganglion cells, RGCs）层[5，6]。然而，对受体

激活后引起 RGCs功能变化的研究很少。初步的

研究用 ATP类似物刺激体外培养的大鼠 RGCs得

到了内向的电流[7]，但还没能对特异性拮抗剂的作

用进行深入研究。本研究通过生理学方法研究

P2X7 受体激活对 RGCs 的影响及其机制，发现

P2X7 激动剂 BzATP 可引起 RGCs 细胞内钙离子

浓度升高和 RGCs 死亡；拮抗剂氧化 ATP

（oxidized ATP, OxATP）可拮抗这一过程。

1 材料与方法

1.1 RGCs标记

购 买 怀 孕 Long - Evan 大 鼠（Jackson

Laboratory, Bar Harbor, ME）饲养，取生后第 4- 6

天新生鼠，全身麻醉下（50 mg/kg Ketamine, 5 mg/

kg xylazine） 从 上 丘 注 射 荧 光 染 料

Aminostilbamidine （Molecular Probes, Eugene,

OR），逆行标记 RGCs：在对应上丘所在位置的头

颅处用电钻各钻一个直径 1 mm的小孔，暴露上

丘表面的脑皮质，用显微注射针（Hamilton, Reno,

NV）向两侧上丘各注入 2.5 !L 荧光染料，注射深
度 1~2 mm，药物停留时间 2 min。注射后 2~8 d内

将动物用同样方法麻醉后给予过量麻醉药处死幼

鼠，摘取眼球，分离视网膜，按下述方法获得 RGCs

细胞悬液，进行培养。

1.2 RGCs体外培养

分离的视网膜用 Hanks 平衡盐溶液冲洗

（HBSS, Gibco, Carsbad, CA）, 置于含有 4.5 U/mL

木瓜蛋白水解酶的 Hanks平衡盐溶液中，37 ℃下

消化 12 min。用 Hanks平衡盐溶液冲洗 2遍后，留

1 ml Hanks平衡盐溶液，用 1 000 !L加样器将视
网膜吹打 30～50次，使其成为细胞混悬液，加入

12 mL 细胞培养液，混匀，然后将视网膜细胞混悬

液接种在置于 24 孔细胞培养板中的直径为 12

mm盖玻片上，盖玻片事先经多聚左旋赖氨酸预

处理。然后将培养板置于 37 ℃、体积分数 5% CO2
的培养箱中培养 24 h。本研究所用细胞培养液为

神 经 细 胞 培 养 液 （neurobasal medium，Life

Technologies Inc.），并加入以下成分：7 mL/L甲基

纤维素（methylcellulose），2 mmol/L 谷氨酰胺

（glutamine），100 mg/L 庆大霉素（gentamycin），25

mL/L大鼠血清和 25 mL/L B27补充剂。本研究中谷

氨酰胺、大鼠血清及 B27为每次实验前临时加入。

1.3 RGCs细胞存活率的测定

取 5 只来自不同母鼠的幼鼠进行 BzATP 毒

性实验。将每个培养板内的 12 个盖玻片分为 4

组，每组 3 孔，分别加入 0、50、100、500 !mol/L
BzATP。取 6只来自不同母鼠的幼鼠进行 OxATP

保护作用实验。将每个培养板内的 12个盖玻片分

为 3组，每组 4孔：4孔为对照组，不含任何药物；

4 孔含 50 !mol/L BzATP；4 孔先加入 100 !mol/L
OxATP，在 37 ℃、190升、5% CO2的培养箱中培养

30 min，进行预处理，然后加入 50 !mol/L BzATP。
最佳浓度由预实验获得。加药后培养板置于 37

℃、5% CO2的培养箱中培养 24 h，然后将盖玻片

取出，置于荧光显微镜（Nikon Eclipse E600 ）下，

计数荧光标记的 RGCs。存活的 RGCs细胞胞体发

绿色荧光，胞浆内含发黄绿色强荧光的不规则颗

粒。在 40×高倍显微镜下计数 80个视野内存活的

RGCs。细胞计数由固定的实验人员完成。计数时

采用单盲法：计数前由另一实验员将盖玻片进行

随机编号，计数人员对所计数玻片的处理不知情。

1.4 RGCs胞内 Ca2+浓度的测定

RGCs 细胞培养：同上法，但 RGCs 事先不用

荧光染料标记。细胞内 Ca2+浓度测定：未经标记的

RGCs细胞，培养在含盖玻片的细胞培养板中，培

养 24 h 后，加入 10 !mol/L 钙离子荧光标记物
Fura - 2 Am 和 200 mg/L pluoronic（Molecular

Probes，Eugene, Oregon），室温下孵育 60 min。将盖

玻片取出置于 Ca2+测定影像仪上（PTI, Photon

Technologies International, Inc., Lawrenceville,

NJ），进行单个 RGC 胞内 Ca2+浓度的测定。获取

Ca2+ 影像时，盖玻片分别用 340 nm和 380 nm光

源激发，选定的视野内（RGC所在区域）>520 nm

的发射光被系统捕获。Ca2+浓度由 340 nm和 380

nm激发下测定的荧光强度的比率换算而得（配套

软件 ImagMaster and Flix software, PTI, Inc.）。灌注

液（pH 7.4）含 105 mmol/L NaCl, 4.5 mmol/L KCl,

2.8 mmol/L Na- Hepes, 7.2 mmol/L Hepes acid, 1.3

mmol/L CaCl2, 0.5 mmol/L MgCl2, 5 mmol/L
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glucose, 75 mmol/L mannitol。校正液（pH 8.0）含 5

!mol/L ionomycin 和 5 mol/L EGTA。所有实验均
在室温下进行。被检测的 RGCs取自 6只来源于

不同母鼠的幼鼠。

1.5 数据处理

应用 SPSS 10.0 统计软件进行数据处理与分

析。数据表达为：平均值±标准误。 应用独立样本

t检验检测组间差异。对于细胞活性实验研究，实

验次数（n）表示每次数 80 个视野的载玻片个数。

因每次实验获取 RGCs浓度不同，每次 RGCs计数

结果先经标准化再列入统计学分析：每个载玻片

中 RGCs 的百分比=（80 个视野的 RGCs 总数/当

次实验对照组 RGCs数的平均值）%。对 Ca2+ 影像

测定, n为测定的细胞个数。应用 least- squares 方

法计算 BzATP的 EC50。设定 P< 0.05为差异具有

统计学意义。

2 结 果

2.1 培养的 RGCs细胞

经 24 h 混合培养，相差显微镜下可见 RGC

呈圆型或椭圆形，胞体发亮，胞浆内可见多量的发

光颗粒，细胞膜边缘圆钝，可见细小的轴突（图

1A），可与其他细胞鉴别（图 1B）。

2.2 P2X7受体激活剂和拮抗剂对 RGCs 细胞存

活率的影响

对事先用荧光染料 Aminostilbamidine 标记的

幼鼠 RGCs进行原代培养。与 50 !mol/L BzATP共
同孵育 24 h 后，RGCs 数量较正常对照组明显减

少（图 2A、B），为未加药组 RGCs的数量为对照组

的 77% ±4%，差异有统计学意义（t = 5.02, P<

0.001，图 2D）。BzATP的作用为剂量依赖性，应用

y=y0+ae(bx)公式和 least- squares 方法计算出 BzATP

的 EC50 为 35 !mol/L （图 2C）。应用拮抗剂
OxATP（100 !mol/L）事先孵育 30 min，再与 50
!mol/L BzATP共同孵育 24 h，则大大减少 BzATP
诱导的 RGCs死亡数目（图 2D）, 存活率上升至

96% ±3%，结果有统计学意义（OxATP 组与

BzATP+ OxATP组比较，t = 3.92, P< 0.001）。

2.3 P2X7受体激活的 RGCs胞内 Ca2+测定

P2X7 受体激动剂 BzATP 可引起 RGCs 胞内

Ca2+显著升高（图 3A）：50 !mol/L BzATP 作用 2
min，RGCs胞内 Ca2+升高至（1 438 ±145）nmol/L,

移除 BzATP 后，Ca2+缓慢下降，但仍持续较长时

间。移除 BzATP后，用灌注液冲洗 5- 7 min，待胞

内 Ca2+浓度稳定后给予第二次刺激，胞内 Ca2+又升

图 1 相差显微镜下所见的体外培养 24 h 的视网膜细胞

Fig.1 Retinal cells after 24 - hour culture under

inver ted phase microscope

Under light microscope, retinal ganglion cells can be

differentiated from other cell types. A: After being cultured for 24 h,

typical retinal ganglion cell presents bright granular cytoplasm with

tiny axons, which makes the cell border blunt. B: Non- ganglion cell

presents dark cell body and sharp cell margin. Scale bars = 10 !m
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图 2 BzATP 和 OxATP 对体外培养 RGCs存活率的作用

Fig.2 The effect of BzATP and OxATP on RGCs

viability

A: The fluorescence labeled RGCs was exposed to control

culture medium for 24 hours (×100). B: The number of labeled cells

was decreased after being exposed to 50 !mol/L BzATP for 24 hours
(×100). C: BzATP killed RGCs in a concentration- dependent fashion,

with an EC50 ~35 !mol/L. Cells had been cultured for 24 hours with
the presence of different concentration of BzATP. D: RGCs number

was 77% ±4% of control with the presence of 50 !mol/L BzATP
alone. P2X7 antagonist OxATP (100 !mol/L) could prevent RGCs
death triggered by 50 !mol/L BzATP: the RGCs count was increased
to 96% ±3% of control. (n = 24 for each, BzATP vs. control, t =

5.02, P< 0.001; BzATP vs. BzATP+OxATP t = 3.92, P< 0.001)

A B
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高到（606 ±101）nmol/L，两次 BzATP 反应的平均

胞内 Ca2+升高值为（1022 ±113）nmol/L（n = 9）。

P2X7 受体拮抗剂 OxATP （100 !mol/L）可阻断
BzATP介导的 Ca2+升高（n = 7）。经 OxATP预处理

3 min后，给予 50 !mol/L BzATP 和 OxATP（100
!mol/L）刺激 2 min。第一次刺激的高峰仅为（115
±23）nmol/L，第二次刺激的高峰为（11 ±4）nmol/

L（图 3B），两次反应的平均胞内 Ca2+升高值为（63

±13）nmol/L（n=7），比单用 BzATP刺激明显降低

（t=8.44, P< 0.001）。图中横杠表示在药物的作用

下时间（短横杠为 BzATP，长横杠为 OxATP）。

3 讨 论

3.1 P2X7受体激活对 RGCs的作用

嘌呤家族分为 P1和 P2两大类。P1代表着以

腺苷（adenosine）及其受体的一类核苷，在嘌呤信

号传导调控中通过 G- 蛋白偶联发挥作用；P2

家族包括 ATP 及其核苷酸受体 P2X1- 7和 P2Y1- 6，

这些受体为一组压力门控的离子型通道。

ATP是细胞赖以生存的能量分子，然而，功能

又远远超越于此，它还是中枢神经系统的重要神

经递质[1，2]。ATP分子通过不同类型的嘌呤受体行

使多种多样的功能。近年发现 P2X7受体功能特殊，

而且与钙离子内流和细胞凋亡有重要关系 [7，8]，此

方面研究是近年来嘌呤研究的热点和重点。

近年来研究发现 P2X7受体与视网膜的功能

密切相关[3- 7]。例如在玻璃体视网膜病变中，P2X7
受体的表达增加[3]；受体的激活可引起视网膜周细

胞收缩[4]。已证实哺乳类及鼠视网膜内、外层神经

元含有 P2X1- 7的受体表达 [5]，其中 P2X7受体主要

在分布在 RGCs层[5，6]。然而，对受体激活后引起的

功能变化还不太清楚。本研究发现 P2X7受体激动

剂 BzATP 可导致体外培养的部分 RGCs 死亡，其

作用呈剂量依赖性，EC50为 35 !mol/L。50 !mol/L
BzATP 约杀死 30% 的 RGCs，而 100 !mol/L
OxATP（P2X7 受体拮抗剂）则可阻止 BzATP 对

RGCs的毒性作用。细胞内钙离子浓度检测发现

50 !mol/L BzATP 可引起 RGCs 胞内 Ca2+持续性
显著升高，而 100 !mol/L OxATP 则可明显抑制
BzATP引起的 Ca2+浓度升高。P2X7受体的激动剂

有 ATP、BzATP。ATP 可激活所有的 P2X1 - 7 和

P2Y1- 6受体，但对 P2X7受体，BzATP 有着比 ATP

更特异的作用，而 OxATP则是 P2X7受体的特异性

拮抗剂。因此，本研究结果表明 P2X7受体的激活

可导致 RGCs死亡和钙离子内流。

3.2 P2X7受体激活引起 RGCs死亡的可能机制

P2X7受体的功能在中枢和外周系统表现不

同，这与该受体的特殊结构有关。P2X7受体对单价

和多价阳离子通透起着重要作用，可引起细胞内

Ca2+升高[7]；除此之外，P2X7受体还含有一个独特的

结构，当 ATP等激动剂持续存在时，受体通道可额

外扩张，形成孔洞。该孔洞可开大至 3 nm，允许分

子质量大至 900 u的分子诸如染料 Yo- Pro- 1自由

通过，并导致细胞溶解、死亡。其机制可能与形成一

个与受体-信号偶联相关的细胞骨架和整合分子复

合体有关[9]。也有研究认为该孔洞是受体旁边的一

个独立结构。这种孔洞的形成主要发生在外周细

胞，如免疫细胞。在中枢神经系统神经元并未发现

有与孔洞形成相关的整合分子复合体[10]。因此，不

同细胞 P2X7受体激活引起细胞死亡的机制不一。

P2X7受体对中枢神经系统神经元的作用可能是通

过另一途经影响细胞生物学活性，目前普遍认为可

能与钙离子内流和细胞凋亡有关[7，8]。

对于视网膜的各类细胞，Innocenti等[11]的研究

图 3 P2X7 受体激动剂 BzATP 和拮抗剂 OxATP 对

RGCs胞内 Ca2+的影响

Fig.3 The effect of P2X7 agonist BzATP and antagonist

OxATP on intracellular Ca2+ in RGCs

A: P2X7 agonist BzATP (50 !mol/L, 2 min) led to a rapid,
sustained rise of Ca2+ in retinal ganglion cells (n = 9). The average

intracellular Ca2+ increase of two consecutive responses was (1022 ±

113) nmol/L. B: The ability of 50 !mol/L BzATP (2 min) to increase
Ca2+ was greatly attenuated by pre- treatment (3min) and co- treatment

with 100 !mol/L OxATP with an average Ca2+ increase of (63 ±13)
nmol/L (n = 7, t = 8.44, P< 0.001). Horizontal bars: duration of

drugs application
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发现 P2X7受体激活后，只有 Müller 细胞通过形成

孔洞这种途径引起细胞死亡。而 Müller 细胞被认

为是眼内的免疫细胞，与外周细胞类同。本研究发

现 P2X7 受体激动剂 BzATP 可引起 RGCs 胞内

Ca2+持续大幅升高；OxATP作用下，BzATP 介导的

Ca2+升高幅度显著降低。结合以前的研究结果，我

们推测 P2X7受体激活对 RGCs的毒性作用不是通

过细胞形成孔洞，而是引起细胞内 Ca2+浓度显著

升高产生细胞毒作用。进一步的研究需对 BzATP

引起 RGCs凋亡作深入研究。

3.3 P2X7受体与青光眼发病机制

青光眼是由病理性高眼压引起，以 RGCs死

亡、视功能逐渐丧失为主要特征的一种进行性视

神经病变。RGCs以凋亡的形式死亡，但目前 RGCs

凋亡的机制尚未完全清楚。

研究提示嘌呤家族可能在这一过程起一定的

作用。研究发现机械压力可导致视网膜内层表面

星状细胞（astrocytes）释放 ATP [7]，释放量>100

!mol/L, 足以到达 RGCs层。虽然瞬间升高的压力
刺激不能完全等同于慢性青光眼疾病中持续眼内

压的升高，但这一现象可能在急性青光眼病程中

起一定作用。另外，业已观察到非神经组织如膀

胱、子宫等受到张力性刺激后（由于肿胀、牵拉或

压力引起机械感应扩张）可发生 ATP释放，提示在

高眼压作用下，眼球壁受到的机械牵拉也可能引

起 ATP释放。我们也确实在激光诱导的实验性猴

青光眼模型中检测到玻璃体腔 ATP 水平的增高

（尚未公开数据）。这进一步提示青光眼高眼压可

能引起嘌呤 ATP水平升高，作用于 RGCs的 P2X7
受体，导致钙离子内流，最终细胞凋亡。但这一设

想尚需进一步的实验证实。

最新资料显示 P2X7受体激活可诱发出视网

膜星状细胞大量释放谷氨酸（glutamate）[12]。谷氨酸

升高，激活 NMDA（N-甲基- D-天冬氨酸）受体是

引起 RGCs细胞死亡的一个重要原因。因此，眼内

压力、P2X7受体、谷氨酸释放及 NMDA受体之间

可能存在一定的相互作用，而明确其相互作用机

制可能是理解视网膜神经节细胞死亡和保护的关

键部分。本研究是该系列研究的一个部分，尚有许

多问题需要解答。不过，关于嘌呤家族在青光眼中

作用的研究为青光眼发病机制的研究以及进一步

防治青光眼提供了新的思路。
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