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［摘要］　目的 探讨轴索导向分子信号素蛋白 3A（SEMA3A）对糖尿病大鼠视网膜神经节细胞（RGC）凋亡

的影响及其可能机制。方法 40 只成年雄性 SD 大鼠随机分为对照组（正常喂养）、模型组［腹腔注射链脲佐菌素建

立糖尿病视网膜病变（DR）模型］、si-SEMA3A 组（建立 DR 模型后，双眼玻璃体内注射病毒滴度为 1×109 IU/mL 
的 SEMA3A-siRNA慢病毒 10 μL）、si-SEMA3A＋DAPT组［建立DR模型后，双眼玻璃体内注射病毒滴度为 1×109 IU/mL 
的 SEMA3A-siRNA 慢病毒 10 μL 和浓度为 10 μmol/L 的 Notch1 通路抑制剂（3,5- 二氟苯乙酰基）-L- 丙氨酰基 -L-2-
苯基甘氨酸叔丁酯（DAPT）10 μL］，每组 10 只。各组处理 12 周后取样，采用 SEMA3A 和 RGC 标志物 POU 结构

域转录因子 3a（Brn3a）双标记免疫荧光染色检测大鼠视网膜组织中 SEMA3A 蛋白的表达定位；H-E 染色检测大鼠

RGC 密度，TUNEL 染色检测大鼠 RGC 凋亡情况，ELISA 法检测大鼠视网膜组织中炎症因子 IL-6 和 TNF-α 的表达水

平，蛋白质印迹法检测大鼠视网膜组织中 SEMA3A、Notch1 及 caspase 3 蛋白的表达水平。结果 双标记免疫荧光染

色确定 SEMA3A 在大鼠 RGC 中特异性表达。与对照组比较，模型组大鼠的 RGC 密度较低（P＜0.05）；si-SEMA3A
组大鼠的 RGC 密度大于模型组和 si-SEMA3A＋DAPT 组（P 均＜0.05）。对照组大鼠视网膜组织中未检测到 TUNEL
阳性 RGC，模型组大鼠视网膜组织中 TUNEL 阳性 RGC 较多，RGC 凋亡率为（49.55±7.82）%；与模型组比较， 
si-SEMA3A 组大鼠RGC 凋亡率较低（P＜0.05），而 si-SEMA3A＋DAPT 组大鼠RGC 凋亡率高于 si-SEMA3A 组（P＜ 

0.05）。模型组大鼠视网膜组织中 IL-6、TNF-α、SEMA3A 和 caspase 3 的表达水平均高于对照组，Notch1 表达水平

低于对照组（P 均＜0.05）；与模型组比较，si-SEMA3A 组大鼠视网膜组织中 IL-6、TNF-α、SEMA3A 和 caspase 3 
表达水平均降低，Notch1 表达水平升高（P 均＜0.05）；si-SEMA3A＋DAPT 组大鼠视网膜组织中 IL-6、TNF-α、
SEMA3A 和 caspase 3 表 达 水 平 均 高 于 si-SEMA3A 组，Notch1 表 达 水 平 低 于 si-SEMA3A 组（P 均＜0.05）。 

结论 SEMA3A 可能通过 Notch1 信号通路参与糖尿病大鼠 RGC 凋亡，有望成为 DR 的治疗靶点。
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Semaphorin 3A affects apoptosis of retinal ganglion cells in diabetic rats via Notch1 signaling pathway
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［ Abstract ］　Objective To investigate the effect and mechanism of axon guidance molecule semaphorin 3A 
(SEMA3A) on the apoptosis of retinal ganglion cells (RGCs) in diabetic rats. Methods Forty adult male SD rats were 
randomly divided into control group (normal feeding), model group (establishing diabetic retinopathy ［DR］ model by 
intraperitoneal injection of streptozotocin), si-SEMA3A group (intravitreal injection of 10 μL SEMA3A-siRNA lentivirus ［titer 
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1×109 IU/mL］ after establishing DR model), and si-SEMA3A ＋ DAPT group (intravitreal injection of 10 μL SEMA3A-
siRNA lentivirus ［titer 1×109 IU/mL］ and 10 μL Notch1 pathway inhibitor N-(N-((3,5-difluorophenyl)acetyl)-L-alanyl-L-2-
phenyl)glycine-1,1-dimethylethyl ester ［DAPT, 10 μmol/L］ after establishing DR model), with 10 rats in each group. Samples 
were collected after 12 weeks of treatment in each group; immunofluorescence staining by double labeling of SEMA3A and 
POU domain transcription factor 3a (Brn3a, a RGC marker) was used to detect the expression and localization of retinal 
SEMA3A protein; hematoxylin-eosin staining was used to detect the density of RGCs; terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) method was used to detect the apoptosis of RGCs; enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) was used to detect the expression levels of retinal inflammatory factors interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis 
factor α (TNF-α); and Western blotting was used to detect the expression levels of SEMA3A, Notch1, and cysteine aspartic 
acid specific protease 3 (caspase 3) in retinal tissues. Results The specific expression of SEMA3A in RGCs was confirmed 
by double-labeled immunofluorescence staining. Compared with the control group, the density of RGCs in the model group 
was significantly lower (P＜0.05). The density of RGCs in the si-SEMA3A group was significantly higher than that in the 
model group and si-SEMA3A ＋ DAPT group (both P＜0.05). No TUNEL-positive RGCs were detected in the retinal tissue 
of control rats. In the model group, there were more TUNEL-positive RGCs in the retinal tissue of rats, with a RGC apoptosis 
rate of (49.55±7.82) %. Compared with the model group, the apoptosis rate of the si-SEMA3A group was significantly lower  
(P＜0.05), while the apoptosis rate of the si-SEMA3A ＋ DAPT group was significantly higher than that of the si-SEMA3A 
group (P＜0.05). Compared with the control group, the expression levels of IL-6, TNF-α, SEMA3A, and caspase 3 in the model 
group were significantly higher, while the expression level of Notch1 was significantly lower (all P＜0.05). Compared with the 
model group, the expression levels of IL-6, TNF-α, SEMA3A, and caspase 3 were significantly lower in the si-SEMA3A group, 
while the expression level of Notch1 was significantly higher (all P＜0.05). The expression levels of IL-6, TNF-α, SEMA3A, 
and caspase 3 in the si-SEMA3A＋DAPT group were significantly higher than those in the si-SEMA3A group, while the 
expression level of Notch1 was significantly lower (all P＜0.05). Conclusion SEMA3A may be involved in the apoptosis of 
RGCs in diabetic rats via the Notch1 signaling pathway, and is expected to be a therapeutic target for DR.
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［ Citation ］ XU J, ZHENG H, CHEN H, et al. Semaphorin 3A affects apoptosis of retinal ganglion cells in diabetic 
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视网膜病变是糖尿病常见的并发症之一，发

生率约为 30%［1］。糖尿病视网膜病变（diabetic 
retinopathy，DR）的主要病理变化包括视网膜微血

管病变和视神经病变［2］，早期防治要点是预防微

血管病变［2］。研究发现视网膜神经节细胞（retinal 
ganglion cell，RGC）的凋亡早于微血管病变，因此

抗凋亡可能是早期防治 DR 的措施［3］。轴索导向分

子信号素蛋白 3A（semaphorin 3A，SEMA3A）不

仅是神经轴突生长的负调控蛋白，还通过影响细胞

增殖、迁移和凋亡参与多种病理生理过程，与支气

管肺发育不良［4］、缺血性脑卒中［5］、多发性硬化［6］

和癌症［7］等的发生与发展有关。SEMA3A 与 DR 的

关系既往少有报道，有研究发现 SEMA3A 的抑制剂

BI-X 可以改善氧诱导视网膜病变小鼠的视网膜血

运重建，提示其可能成为糖尿病黄斑缺血的治疗靶 
点［8］。Notch1 信号通路可调控 RGC 的凋亡［9］。本

研究探讨了 SEMA3A 在大鼠 RGC 中的表达变化及

其对 RGC 凋亡和 Notch1 信号通路的影响，旨在寻

找 DR 潜在的治疗靶点。

1 材料和方法

1.1 动物、试剂与仪器 40 只 SPF 级成年雄性 SD
大鼠（6～8 周龄）购于上海斯莱克实验动物有限

责任公司［动物生产许可证号为 SCXK（沪）2018-
0013］，自由进食和水，饲养环境温度为 22～24 ℃、 
相对湿度为 40%～60%、明暗周期 12 h。

链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）购于上海懋

康生物科技有限公司，SEMA3A-siRNA 慢病毒由上

海吉玛制药技术有限公司提供，Notch1 通路抑制剂

（3,5-二氟苯乙酰基）-L-丙氨酰基 -L-2-苯基甘氨酸

叔丁酯（DAPT）购于长沙鼎国生物技术有限公司，

免疫荧光染色试剂盒、H-E 染色试剂盒、TUNEL 染

色试剂盒均购于上海歌凡生物科技有限公司，IL-6、
TNF-α ELISA 检测试剂盒购于武汉博士德生物科技

有限公司。兔抗鼠SEMA3A、小鼠抗大鼠POU结构

域转录因子 3a（POU domain transcription factor 3a，
Brn3a；一种 RGC 标志物）、羊抗兔 Alexa 488、 
羊抗鼠 Alexa 595、鼠抗兔 Notch1、鼠抗兔 caspase 3
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抗体均购于美国 Sigma 公司。

CKX53 型荧光显微镜（日本奥林巴斯公司），

DYCZ-40K 型电泳仪（北京六一生物科技有限公

司），HBS-1096C 型酶标仪（南京德铁实验设备

有限公司）。

1.2 模型制备与分组 将 40 只大鼠随机分为对照

组、模型组、si-SEMA3A 组、si-SEMA3A＋DAPT
组，每组 10 只。参考文献［10］建立大鼠 DR 模

型：大鼠腹腔注射 55 mg/kg STZ，72 h 后尾静脉

采血检测血糖浓度，血糖浓度＞16.7 mmol/L 视为

造模成功［11］。对照组大鼠正常喂养；模型组大鼠

建立 DR 模型，si-SEMA3A 组大鼠在造模完成后

双眼玻璃体内注射 SEMA3A-siRNA 慢病毒（病毒

滴 度 1×109 IU/mL）10 μL，si-SEMA3A＋DAPT
组大鼠在造模完成后双眼玻璃体内注射 SEMA3A-
siRNA 慢病毒（病毒滴度 1×109 IU/mL）10 μL 和

10 μmol/L DAPT 10 μL。12周后进行各项指标检测。

1.3 双标记免疫荧光染色检测大鼠视网膜 SEMA3A
蛋白表达定位 建模 12 周后安乐处死大鼠，用 
40 g/L 多聚甲醛溶液灌注，取出眼球并进行冰冻切

片（厚度为 10 μm）。将切片用 PBS 洗涤 3 次，

随 后 用 3 g/L 的 Triton X-100 孵 育 30 min； 再 次

用 PBS 洗涤 3 次，随后用 5 g/L 的山羊血清在温

室孵育 30 min；加入兔抗鼠 SEMA3A 抗体（稀释 
200 倍）＋小鼠抗大鼠 Brn3a 抗体（稀释 200 倍），

4 ℃过夜，次日滴加二抗（羊抗兔 Alexa 488 抗体、

羊抗鼠 Alexa 594 抗体），室温孵育 60 min；最后封

片，在显微镜下观察、拍照。

1.4 H-E 染色检测大鼠 RGC 密度 将眼球切片用

PBS 洗涤 3 次，滴加苏木精染液，2 min 后冲洗，随

后用 95% 乙醇脱水，加伊红染液，2 min 后冲洗，

脱水、透明后封片，在显微镜下观察。用 ImageJ

软件计算大鼠 RGC 密度。

1.5 TUNEL 染色检测大鼠 RGC 凋亡情况 在眼

球切片中加入蛋白酶 K 工作液，室温孵育 30 min；
加入 TUNEL 反应液，温室孵育 60 min；加入 50 μL 
转化剂，温室孵育 30 min。随后加入 DAB 显色，

苏木精复染，脱水，二甲苯透明。最后封片，显微

镜下观察。

1.6 ELISA 检测大鼠视网膜炎症因子 IL-6 和 TNF-α
表达水平 操作严格按照试剂盒说明书进行。

1.7 蛋白质印迹法检测大鼠视网膜 SEMA3A、

Notch1 及 caspase 3 蛋白表达水平 用含有放射免

疫沉淀法裂解缓冲液的裂解液提取大鼠视网膜组

织中的总蛋白，用 BCA 试剂盒检测蛋白浓度，通

过 10% SDS-PAGE 分离蛋白，用半干转移法将蛋白

转至 PVDF 膜上。随后用 5% 脱脂奶粉封闭 1 h，
加入 SEMA3A 抗体（稀释 200 倍）、Notch1 抗体

（稀释 500 倍）、caspase 3 抗体（稀释 1 000 倍）、

GAPDH 抗体（稀释 1 000 倍），4 ℃过夜孵育。

次日除去一抗，缓冲液洗涤 3 次后加入二抗。用

ECL 发光仪成像，用 ImageJ 软件分析灰度值。

1.8 统计学处理 应用 SPSS 22.0 软件进行统计学

分析。计量资料以 x±s 表示，多组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用最小显著性差异法（least 
significant difference，LSD）-t 检验。检验水准（α）
为 0.05。

2 结 果

2.1 SEMA3A蛋白在大鼠RGC中的表达 SEMA3A
和 Brn3a 双标记免疫荧光染色确定 SEMA3A 蛋

白 在 大 鼠 RGC 中 特 异 性 表 达（图 1），说 明

SEMA3A 对视网膜的损伤作用可能是通过 RGC 实

现的。

图 1 双标记免疫荧光染色检测大鼠 RGC 中 SEMA3A 和 Brn3a 共存

Fig 1 Detection of coexistence of SEMA3A and Brn3a in rat RGCs using double-labeled immunofluorescence staining
A: Brn3a expression (red, Alexa 594 fluorescence labeled, arrow indicated); B: SEMA3A expression (green, Alexa 488 fluorescence 

labeled, arrow indicated); C: Coexistence of Brn3a and SEMA3A (merged, arrow indicated). RGC: Retinal ganglion cell; SEMA3A: 

Semaphorin 3A; Brn3a: POU domain transcription factor 3a. 

A B C
10 μm10 μm10 μm
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2.2 各组大鼠 RGC 密度比较 与对照组比较

［（209.33±19.87）个 /mm2］，模型组大鼠 RGC 密

度［（141.26±9.01）个 /mm2］较低（P＜0.05）；

si-SEMA3A 组 大 鼠 RGC 密 度［（182.94±16.22）
个 /mm2］大 于 模 型 组 和 si-SEMA3A＋DAPT 组

［（158.09±12.25）个 /mm2］（P均＜0.05）。见图 2。 

图 2 H-E 染色检测各组大鼠 RGC 密度

Fig 2 H-E staining for detecting RGC density of rats in each group
A: Control group; B: Model group; C: si-SEMA3A group; D: si-SEMA3A＋DAPT group. Red dashed boxes show RGCs. H-E: 

Hematoxylin-eosin; RGC: Retinal ganglion cell; SEMA3A: Semaphorin 3A; DAPT: N-(N-((3,5-difluorophenyl)acetyl)-L-alanyl-L-2-

phenyl)glycine-1,1-dimethylethyl ester. 

图 3 TUNEL 染色检测各组大鼠 RGC 凋亡情况

Fig 3 TUNEL staining for detecting RGC apoptosis of rats in each group
A: Control group; B: Model group; C: si-SEMA3A group; D: si-SEMA3A＋DAPT group. Black arrows indicate apoptotic RGCs. 

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling; RGC: Retinal ganglion cell; SEMA3A: 

Semaphorin 3A; DAPT: N-(N-((3,5-difluorophenyl)acetyl)-L-alanyl-L-2-phenyl)glycine-1,1-dimethylethyl ester. 

2.3 各组大鼠 RGC 凋亡率比较 对照组大鼠视

网膜组织中未检测到 TUNEL 阳性 RGC；模型组

大鼠视网膜组织中可见较多 TUNEL 阳性 RGC，

RGC 凋亡率为（49.55±7.82）%；与模型组比较， 

si-SEMA3A 组大鼠 RGC 凋亡率［（18.90±3.41）%］

较 低（P＜0.05），而 si-SEMA3A＋DAPT 组 大 鼠

RGC 凋亡率［（34.65±4.03）%］高于 si-SEMA3A
组（P＜0.05）。见图 3。

2.4 各 组 大 鼠 视 网 膜 组 织 中 IL-6 和 TNF-α 表

达水平比较 模型组大鼠视网膜组织中 IL-6 和

TNF-α 的表达水平高于对照组和 si-SEMA3A 组 
（P 均＜0.05），si-SEMA3A＋DAPT 组大鼠视网膜

组织中 IL-6 和TNF-α的表达水平高于 si-SEMA3A组

（P＜0.05）。见图 4。
2.5 各组大鼠视网膜组织中 SEMA3A、Notch1 及

caspase 3 蛋白表达水平比较 与对照组比较，模型

组大鼠视网膜组织中 SEMA3A 和 caspase 3 的表达

水平较高，Notch1 表达水平较低（P 均＜0.05）；

与模型组比较，si-SEMA3A 组大鼠视网膜组织中

SEMA3A 和 caspase 3 表达水平较低，Notch1 表达

水平较高（P 均＜0.05）；而 si-SEMA3A＋DAPT
组大鼠视网膜组织中 SEMA3A、caspase 3 表达水

平高于 si-SEMA3A 组，Notch1 表达水平低于 si-
SEMA3A 组（P 均＜0.05）。见图 5。

A B

C D

A B C D

20 μm 20 μm
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3 讨 论

视网膜的神经元或神经胶质对长期高血糖的

影响特别敏感，RGC 损伤是 DR 的发病机制［12］。

本研究发现，SEMA3A 在糖尿病大鼠视网膜组织

中表达水平升高，抑制 SEMA3A 表达可能通过

Notch1 信号通路改善糖尿病大鼠 RGC 凋亡。

SEMA3A 是分泌型糖蛋白，可以由上皮细

胞、内皮细胞、神经元等分泌［13］。研究表明，

SEMA3A 在长期高糖引起的微血管病变（包括糖尿

病肾病［14］和糖尿病神经病变［15］）的发展中起着至

关重要的作用，其机制可能与 SEMA3A 调控突触可

塑性、免疫炎症、细胞凋亡和细胞增殖等有关［13,16］。

SEMA3A 从个体发育到成年在视网膜中持续表 
达［17］。视神经损伤后小胶质细胞被激活，促炎 M1
样小胶质细胞的数量随着视网膜 SEMA3A 的增加

而增加，同时抗炎 M2 样小胶质细胞的数量减少，

而 RGC 凋亡增加，提示 SEMA3A 参与小胶质细胞

极化 M1/M2 样动态反应并促进 RGC 凋亡［13］。

图 4 ELISA 法检测各组大鼠视网膜组织中 IL-6 和

TNF-α 的表达水平

Fig 4 Expression of IL-6 and TNF-α in rat retinal tissue 

of each group detected by ELISA
*P＜0.05 vs model group; △P＜0.05 vs si-SEMA3A group.  

n＝10, x±s. ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay;  

IL-6: Interleukin 6; TNF-α: Tumor necrosis factor α; SEMA3A: 

Semaphorin 3A; DAPT: N-(N-((3,5-difluorophenyl)acetyl)-L-

alanyl-L-2-phenyl)glycine-1,1-dimethylethyl ester.

在本研究中，SEMA3A 表达于大鼠 RGC 内，

在糖尿病状态下视网膜组织 SEMA3A 表达水平升

高、RGC 凋亡率增加且密度降低；沉默 SEMA3A
基因后 RGC 凋亡率降低，提示 SEMA3A 在糖尿病

大鼠中介导了RGC 的凋亡。ELISA 检测结果发现，

糖尿病大鼠视网膜组织中 IL-6 和 TNF-α 表达水平

升高，而沉默 SEMA3A 基因后这 2 种炎症因子表达

水平降低，说明 SEMA3A 对于炎症因子的分泌可

能有一定的影响。这一发现扩展了目前对 SEMA3A
和 RGC 之间相互作用的理解，证明 SEMA3A 不仅

介导 RGC 凋亡，还与免疫炎症损伤有关。

Notch1 信号通路可以调节神经元生长，其表达

水平降低与神经元损伤及凋亡有关，而激活 Notch1
信号通路有助于周围神经元再生［18］。研究发现，

Notch1 信号通路参与糖尿病 RGC 凋亡［19］。另外，

Notch1 信号通路还通过介导免疫炎症损伤而影响

细胞凋亡［20］。Notch1 信号通路参与的细胞凋亡依

赖于 caspase 蛋白家族［21］。本研究发现，糖尿病模

型大鼠视网膜组织中 Notch1 蛋白表达水平降低，

而 caspase 3 蛋白表达水平升高；沉默 SEMA3A 基

因可下调 SEMA3A 及 caspase 3 蛋白表达水平，而

Notch1 通路抑制剂 DAPT 可逆转上述变化，说明
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Fig 5 Expression levels of SEMA3A, Notch1, and caspase 3 in rat retinal tissue of each group detected by Western blotting
*P＜0.05 vs model group; △P＜0.05 vs si-SEMA3A group. n＝10, x±s. SEMA3A: Semaphorin 3A; caspase 3: Cysteine aspartic 

acid specific protease 3; DAPT: N-(N-((3,5-difluorophenyl)acetyl)-L-alanyl-L-2-phenyl)glycine-1,1-dimethylethyl ester; GAPDH: 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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SEMA3A 对 RGC 凋亡和炎症损伤的影响可能是通

过 Notch1 细胞凋亡信号通路实现的。

综上所述，本研究发现下调 SEMA3A 可抑制

糖尿病模型大鼠的 RGC 凋亡，其作用机制可能是

通过 Notch1 信号通路实现的。依据本研究结果，

我们认为 SEMA3A 可能成为 DR 的治疗靶点，但是

未来仍需要开展更丰富和全面的细胞及动物研究，

进一步探寻 SEMA3A 的生物学机制，最重要的是

开展临床试验检测 SEMA3A 在外周血和玻璃体中

的表达水平并探讨其临床实际意义。
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