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［摘 要］ 目的：研究轴突导向因子⁃1（netrin⁃1，NTN1）在拮抗多氯联苯（polychlorinated biphenyls，PCBs）暴露致视网膜神经节

细胞RGC⁃5发育异常的作用及机制。方法：采用RT⁃qPCR和Western⁃blot检测PCBs暴露后RGC⁃5细胞的NTN1及ERK信号分

子的表达水平；利用NTN1小干扰RNA及NTN1过表达慢病毒感染RGC⁃5细胞，分别为 si⁃NTN1组和NTN1过表达+PCB1254组，

同时设立阴性对照组、空载慢病毒+PCB1254组、PCB1254组和空白组，采用CCK⁃8法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞周期、细

胞凋亡，RT⁃qPCR及Western blot检测ERK信号分子的表达水平。结果：①PCB1254暴露后，RGC⁃5细胞内NTN1及p⁃ERK的表达

显著减少；②NTN1沉默会导致 RGC⁃5细胞活力降低和S期阻滞；NTN1 沉默显著抑制ERK信号分子的磷酸化；③NTN1过表达

可以挽救PCB1254 暴露后RGC⁃5 细胞的增殖活力，使S期细胞比例减少，同时ERK磷酸化水平升高。结论：NTN1可以通过调控

ERK信号通路来拮抗PCB1254暴露所致的视网膜神经节细胞增殖能力下降，使S期细胞比例减少，缓解PCBs对视网膜发育的毒

性作用。
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NTN1 antagonizes the abnormal development of retinal ganglion cells caused by PCBs
exposure by regulating ERK signaling pathway
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects and mechanisms of netrin ⁃ 1（NTN1）in antagonizing polychlorinated biphenyls
（PCBs）toxicity in retinal ganglion cells RGC⁃ 5. Method：RT⁃qPCR and Western blot were used to detect the expression levels of
NTN1 and ERK signaling molecules in RGC⁃5 cells after exposure to PCB1254；NTN1 small interfering RNA and NTN1 overexpression
lentivirus were used to transfect RGC⁃5 cells，and control groups were set as negative control group and empty lentivirus group，and
treated with or without PCB1254. Cell proliferation was detected by CCK ⁃ 8 assay，cell cycle and apoptosis were detected by flow
cytometry，and expression levels of ERK signal molecules were detected by RT⁃qPCR and Western blot. Results：①After exposure to
PCB1254，the expression levels of NTN1 and p⁃ERK in RGC⁃5 cells were significantly reduced. ②NTN1 silencing reduced RGC⁃5 cell
proliferation and led to S phase arrest；NTN1 silencing significantly inhibited the phosphorylation of ERK signaling molecules. ③
NTN1 overexpression rescued the proliferation of RGC⁃ 5 cells after PCB1254 exposure，reduced the proportion of S phase cells，and
increased the phosphorylation level of ERK. Conclusion：NTN1 can regulate the ERK signaling pathway to antagonize the decline in
the proliferation of retinal ganglion cells caused by PCB1254 exposure，reduce the proportion of S⁃phase cells，and alleviate the toxic
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多氯联苯（polychlorinated biphenyls，PCBs），作

为一种常见的环境污染物，会对儿童的视觉发育造成

影响。研究表明，误食PCBs污染的食物会导致子代

出现眶周水肿、视力下降、视功能减低等表现［1-2］。前

期实验表明，PCBs暴露可导致子代斑马鱼畸形率和

死亡率明显升高，子代斑马鱼视网膜形态异常，导致

其视动反应敏感性降低，抑制视网膜神经节细胞的

增殖并促进其凋亡［3-4］，PCB1254可以通过抑制miR⁃
182的表达来影响RGC⁃5细胞的增殖和凋亡［5］。然

而，PCBs暴露导致视网膜尤其是神经节细胞发育异

常的具体机制尚不明确。轴突导向因子⁃1（netrin⁃
1，NTN1）作为一种神经轴突导向因子，在胚胎发育

中发挥重要的调控作用。NTN1可通过介导视神经

乳头，与视神经发育密切相关，其缺失会造成视神

经乳头发育不良，细胞减少，视杯发育不全［6-7］。因

此，本研究以视网膜神经节细胞RGC⁃5为研究对

象，探讨 NTN1在PCBs暴露致子代视网膜神经节细

胞发育异常中的作用机制，从而为环境污染物暴露

致子代视网膜发育异常的防治提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

视网膜神经节细胞株RGC⁃5购自美国ATCC细

胞库。DMEM 高糖培养基、胎牛血清（fetal bovine
serum，FBS）、青链霉素、0.25%胰酶（Thermo公司，美

国）；PCB1254、Lip3000、聚凝胺（polybrene）（Sigma 公

司，美国）；ERK、p⁃ERK抗体和山羊抗兔辣根过氧化

物酶标抗体（CST公司，美国）、GAPDH抗体（武汉三

鹰生物技术有限公司）、β⁃actin和NTN1抗体（Ａbcam
公司，美国）；CCK⁃8试剂盒（同仁公司，日本）；细胞周

期检测试剂盒（苏州宇恒生物科技有限公司）；总

RNA提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司）；cD⁃
NA反转录试剂盒（Thermo公司，美国）；NTN1过表达

慢病毒及小干扰RNA（上海吉玛制药技术有限公

司）；NTN1扩增引物（上海捷瑞生物工程有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

配制含10%胎牛血清、1%青链霉素的DMEM高

糖培养液培养大鼠RGC⁃5细胞，置于 37 ℃、含 5%
CO2细胞培养箱中，待细胞长至 80%融合时传代。

调整细胞密度为5×106个/L接种至6孔板内，待细胞

长至70%融合时进行染毒或转染。

1.2.2 PCB1254染毒液配制及染毒

PCB1254以甲醇为助溶剂配制成浓度为1.0 g/L的

储备液备用，4 ℃冰箱储存。前期研究得出 PCB1254

对RGC⁃5细胞半数致死量（LC50）为3.409 mg/L（数据

未发表），使用DMEM完全培养基将 1.0 g/L的储备

液稀释成4个工作浓度，分别是0.625、1.250、2.500和
5.000 mg/L，并设立空白对照组及0.01%甲醇对照组。

1.2.3 小干扰RNA转染细胞及慢病毒感染细胞

调整细胞浓度为5×106个/L接种至 6孔板内，待

细胞长至 70%融合时使用NTN1小干扰RNA借助

Lip3000进行转染，小干扰RNA序列见表1。用于过

表达的慢病毒构建体和阴性对照载体，按制造商的

说明进行细胞感染。融合度为40％时，RGC⁃5细胞

感染了阴性对照慢病毒（lv ⁃NC，1×109 TU/mL）或

NTN1慢病毒（lv⁃NTN1，1 ×109 TU/mL）并与 5 μg/mL
Polybrene混合。感染24 h后，将细胞置于新鲜培养

基中，并用嘌呤霉素筛选出稳转细胞株。

1.2.4 RGC⁃5细胞功能检测

细胞计数后接种于 96 孔板，每孔 4 000个细

胞，贴壁培养 12 h 后按不同实验目的处理。每组设

5个平行孔，设对照孔和空白孔，每孔加入CCK⁃8试
剂10 μL，孵育2 h 后，在酶标仪上测定450 nm 处的

吸光度。细胞活力=（实验组吸光度值-空白吸光度

值）/（对照组吸光度值-空白吸光度值）×100%，计算

出各组细胞活力百分比来反映细胞的增殖能力。

使用细胞 DNA 含量检测试剂盒及流式细胞仪检测

细胞周期。使用凋亡双染试剂盒和流式细胞仪检

测细胞凋亡。

1.2.5 RT⁃qPCR检测NTN1的mRNA表达

在染毒或转染 48 h后用TRIzol裂解细胞，按试

剂盒提取步骤，提取和纯化总 RNA 并测定浓度。

利用反转录试剂盒配制反应体系将样品反转录为

cDNA，反应条件为 25 ℃ 5 min，42℃ 60 min，70 ℃
5 min，4 ℃ 10 min。根据试剂盒说明，使用 SYBR

effects of PCB1254 on retinal development.
［Key words］ NTN1；RGC⁃5；PCB1254；ERK signaling pathway；cell proliferation
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A：不同浓度PCB1254暴露后各组细胞内NTN1的mRNA表达水平（n=9）；B：不同浓度PCB1254暴露后各组细胞内NTN1及ERK信号通路分子

（ERK信号分子磷酸化水平）的蛋白表达水平（n=3）。与溶剂对照组（meth组）比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。
图1 PCB1254暴露后对RGC⁃5细胞中NTN1的表达水平和ERK通路的影响

Figure 1 Effects of PCB1254 exposure on NTN1 expression level and ERK pathway in RGC⁃5 cells
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green配制反应体系，在 PCR 扩增仪上对目的基因

NTN1和内参基因 GAPDH 进行扩增。以 2-ΔΔCt计算

实验组目的基因相对于对照组目的基因的表达倍

数。实验重复 3 次，取均值。引物序列见表 1。

1.2.6 Western blot 检测 NTN1 及 ERK 信号通路相

关蛋白的表达

在染毒或转染RGC⁃5细胞48 h后，收集细胞提

取总蛋白检测 NTN1、p⁃ERK和 ERK的蛋白表达。

将等量的样品在 10％SDS⁃PAGE凝胶上进行电泳，

120 V恒压电泳，300 mA恒流转膜 90 min，室温 5%
脱脂奶粉溶液封闭 2 h，4 ℃孵育一抗过夜，TBST洗

膜后二抗常温孵育90 min，最后使用ECL发光液，暗

室胶片曝光。实验均重复3次，取平均值。

1.3 统计学方法

采用 SPSS25.0进行统计分析。实验结果以均

数±标准差（x ± s）表示，组间数据比较采用单因素方

差分析，LSD⁃t检验进行两两比较，以P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PCB1254暴露对RGC⁃5细胞中NTN1表达水平和

ERK通路的影响

RT⁃qPCR结果显示，与溶剂对照组（meth组）相

比，PCB1254暴露后NTN1 mRNA表达降低（P < 0.05，
图 1A）；Western blot结果显示，与溶剂对照组（meth
组）相比，NTN1及 p⁃ERK的蛋白表达量均降低，当

PCB1254暴露浓度为2.5 mg/L时，NTN1及p⁃ERK水平

较对照组降低显著，但总ERK表达量基本不变，差

异有统计学意义，在 5 mg/L 组中差异更明显（图

1B）。提示PCBs暴露可能通过降低NTN1的表达从

而抑制ERK信号分子的磷酸化。

2.2 沉默NTN1对RGC⁃5细胞功能及ERK信号通

路的影响

采用NTN1小干扰RNA转染细胞，RT⁃qPCR及

Western blot方法检测转染效率，结果显示，沉默组

NTN1 mRNA和蛋白表达与对照组（si⁃NC组）比较均

明显下降，提示转染成功，差异有统计学意义（图

2A、B）。细胞周期检测结果显示，沉默组 S期细胞

表1 引物及小干扰RNA设计

Table 1 Sequences of PCR Primers and siRNA
名称

NTN1引物

β⁃actin引物

si⁃NTN1

si⁃NC

序列5′→3′
上游：CCCAAAATCAAGCCCCTCAA
下游：TGTCTGCCACGATGCCACTC
上游：GAGAGGGAAATCGTGCGT
下游：GGAGGAAGAGGATGCGG
上游：GCAUCCCGGACUUUGUCAATT
下游：UUGACAAAGUCCGGAUGCTT
上游：UUCUCCGAACGUGUCACGUTT
下游：ACGUGACACGUUCGGAGAATT
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A：NTN1沉默后各组细胞内NTN1的mRNA表达水平（n=9）；B：NTN1沉默后各组细胞内NTN1的蛋白表达水平（n=3）；C：NTN1沉默后的

细胞周期变化（n=3）；D：NTN1沉默后的细胞凋亡变化（n=3）；E：NTN1沉默后的细胞增殖变化（n=5）；F：NTN1沉默后对p⁃ERK及ERK信号分

子的影响（n=3）。与 si⁃NC组比较，*P < 0.05，***P < 0.001。
图2 沉默NTN1对RGC⁃5细胞功能及对ERK信号通路的影响

Figure 2 Effect of NTN1 silencing on RGC⁃5 cell function and ERK signaling pathway

比例高于 si⁃NC组，差异有统计学意义（图2C），提示

NTN1沉默可能使细胞停滞于 S期。细胞凋亡检测

结果显示，沉默组与对照组相比无明显差异（图

2D），提示NTN1沉默对RGC⁃5细胞的凋亡无明显影

响。CCK⁃8实验结果表明，与 si⁃NC组相比，72 h时
沉默组中吸光度值相对倍数低于阴性对照组，差异

有统计学意义（图2E），提示NTN1沉默抑制了RGC⁃
5细胞的增殖能力。

ERK信号通路蛋白水平检测结果显示，沉默组

p⁃ERK表达下降，而总ERK水平不变，差异有统计

学意义（图2F），提示 NTN1有可能通过ERK信号通

路来发挥作用。

2.3 过表达NTN1对PCB1254暴露后RGC⁃5细胞功能

及ERK信号通路的影响

采用NTN1过表达慢病毒感染细胞，利用RT⁃
qPCR及Western blot检测感染效率，结果显示，lv⁃
NTN1组NTN1 mRNA及蛋白表达水平与 lv⁃NC组比

较均明显升高，提示NTN1成功（图3A、B）。细胞周

期实验结果显示，lv⁃NTN1+PCB组 S期细胞比例低

于 lv⁃NC+PCB组，差异有统计学意义（图 3C），提示

NTN1过表达可以逆转PCB1254对细胞增殖及周期的

影响。CCK⁃8结果显示，与空白组（blank）相比，PCB
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暴露组显著降低了RGC⁃5细胞的增殖能力；与 lv⁃
NC+PCB组相比，NTN1过表达减轻了PCB1254的毒性

作用，提高了RGC⁃5细胞的增殖能力，差异有统计

学意义（图3D）。本研究进一步利用Western blot方
法检测了各组 ERK信号通路蛋白的表达，结果显

示，lv⁃NTN1+PCB组较 lv⁃NC+PCB组 p⁃ERK表达升

高，而总ERK水平不变，差异有统计学意义（图3E），
提示NTN1可能通过ERK磷酸化水平调节 PCBs暴

露后视网膜神经节细胞的功能。

3 讨 论

随着社会经济和现代医学的发展，受环境因

素、遗传因素等影响的儿童先天性遗传性眼病等的

发生率逐步增高。视网膜功能异常与儿童眼病的

发生发展密切相关。任何异常的视觉环境（包括环

境污染）都可能影响视觉系统的正常发育，导致视

A：NTN1过表达后各组细胞内NTN1的mRNA表达水平（n=9）；B：NTN1过表达后各组细胞内NTN1的蛋白表达水平（n=3）；C：NTN1过表

达后的细胞周期变化（n=3）；D：NTN1过表达后的细胞增殖变化（n=5）；E：NTN1过表达后对p⁃ERK及ERK信号分子的影响（n=3）。与对照组比

较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。
图3 过表达NTN1对PCB1254暴露后RGC⁃5细胞功能及对ERK信号通路的影响

Figure 3 Effects of overexpression of NTN1 on RGC⁃5 cell function and ERK signaling pathway after PCB1254 exposure
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网膜功能障碍和视力减退［8］。环境化学污染物对儿

童眼健康危害日益受到重视，弱视儿童血铅水平显

著高于视力正常儿童；母孕期暴露有机溶剂可导致

子代视觉感知障碍［2，8-9］。究其原因：①0~6 岁是儿

童视网膜发育和视功能形成的关键时期，②儿童对

环境污染物较成人易感且对污染物耐受性差［10-11］。

因此，探索环境污染物对儿童视网膜发育的影响和

机制，有助于阐明儿童眼病的发生机制，为儿童眼

病的防治提供新思路。

PCBs作为一种常见的环境污染物，具有毒性

高、半挥发性、长期残留性等特点，并持续存在于土

壤、水体、空气及食物（肉类、鱼类、母乳）中。尽管

PCBs已被禁止生产，但在环境中仍可以长期存在。

在我国，PCBs的污染现状已不容忽视，大多数沿海地

区海水中的PCBs浓度均高于国际标准（30 ng/L）［12］；

长江入海口表层沉积物中PCBs的质量分数平均值

为 41.65 ng/L［13］。环境中的PCBs可以通过食物链蓄

积在生物体中，且可以通过胎盘屏障导致子代暴

露，通过原型或其代谢产物发挥毒性作用。“米糠

油”事件导致新生儿眶周水肿、视力下降；美国也曾

报道食用PCBs污染的密西根湖鱼导致儿童视觉识

别记忆功能受损［2，9］。更有研究显示，即使低水平的

PCBs通过胎盘转移到胎儿也可能引起长期的神经

系统损害［14-15］。本课题组前期研究结果亦证实，胚

胎期斑马鱼暴露PCBs后导致斑马鱼幼鱼视网膜厚

度增加，细胞排列紊乱，细胞数量减少，且会导致幼

年期斑马鱼视动反应行为异常［3-4］；PCBs暴露会减

慢RGC⁃5的增殖和分裂，诱导RGC⁃5凋亡［16］。因

此，深入研究胚胎期PCBs暴露与子代视网膜发育的

机制研究已十分必要。

文献表明，醋酸铅可致大鼠脑组织中神经生

长因子（NGF）、脑源性神经营养因子（BDNF）表达

异常［17］。低浓度甲醛可致大鼠肺和脑中NGF表达

量显著上调，而高浓度甲醛作用下大鼠肺和脑中

NGF表达量反而下降［18］。PCB处理的大鼠海马中紧

密连接蛋白和BDNF减少［19］，提示化学污染物会导

致神经生长因子表达异常。本研究结果亦表明，

2.5 mg/L 以下浓度 PCBs 暴露后 NTN1 表达下调。

NTN1作为Netrin 家族的一员，是最早发现的可溶性

神经导向因子之一，在神经系统的发育过程中为神

经元和轴突的靶向迁移提供信号。在神经系统发

育过程中，NTN1 可刺激神经元和神经轴突的生长

和定位，引导神经元和轴突到达靶体，对胚胎发育

过程中细胞增殖、迁移、形态发生和血管新生等功

能发挥重要的调控作用。眼中NTN1主要在视杯中

表达，其蛋白定位在胞外，功能域是“NTR”。文献表

明，在视觉系统中，NTN1在视网膜神经节细胞的轴

突生长和靶区分支中起关键作用，NTN1可以影响视

觉电路的形成，在功能性视觉系统发展的关键阶段以

多种方式塑造突触前和突触后树突的形态［20］；NTN1
基因可通过介导视神经乳头，与视神经发育密切相

关［7］；NTN1基因缺失会造成视神经乳头发育不良，

细胞减少，视杯发育不全［6］。通过小干扰RNA过表

达慢病毒感染RGC⁃5细胞使得NTN1沉默，结果发

现视网膜神经节细胞的增殖能力受到抑制，细胞周

期停滞于S期，这一结果与本课题组前期研究PCBs
对视网膜神经节细胞的损伤作用基本一致，提示

NTN1作为一种神经轴突导向因子可能参与调控

PCBs暴露导致视网膜神经节细胞的发育异常。

已有研究报道 NTN1 对 MAPK 信号通路有影

响，MAPK通路有 4种主要的分支路线：ERK、JNK、

p38/MAPK和ERK5。本研究组在前期实验中检测

了PCBs暴露后MAPK明星通路的主要分子表达水

平，ERK信号通路的差异结果一致性较好。ERK
是 MAPK 信号通路中的一员，通过磷酸化多种底物

蛋白来调节细胞多种生理过程，如细胞的生长、分

裂、增殖、凋亡等。因此，本研究选择ERK信号通路

作为进一步研究的对象。NTN1可以通过调控ERK
信号通路发挥生物学作用［21］。NTN1激活ERK信号

通路减弱了缺氧⁃葡萄糖剥夺（OGD）诱导的细胞死

亡和神经元凋亡，保护神经元免受脑卒中诱导的细

胞凋亡［22］；NTN1还可以通过激活高糖处理的角膜

上皮细胞中ERK和EGFR的磷酸化，调节糖尿病小

鼠神经纤维再生［23］。本研究发现，PCBs 暴露和

NTN1沉默可以降低ERK磷酸化水平，抑制细胞增

殖能力，使细胞周期停滞在 S期，而NTN1过表达增

加了PCBs暴露后视网膜神经节细胞的磷酸化ERK
的表达，恢复了细胞增殖能力，使 S期细胞比例减

少，提示NTN1过表达可以缓解PCBs对视网膜发育

的毒性作用。

本研究探讨了NTN1在 PCBs暴露致视网膜神

经节细胞发育异常中的作用，但调控机制的研究尚

浅，仍需进一步在动物水平深入研究。
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