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儿童激素性高眼压与外周血淋巴细胞糖皮质激素受体
表达相关性研究

（内蒙古医科大学附属医院 儿科，内蒙古 呼和浩特 010050）

摘 要：目的：检测激素性高眼压患儿外周血淋巴细胞糖皮质激素受体（GR），GRα和 GRβ的表达，研究其与

儿童激素性高眼压的相关性。方法：收集20例激素性高眼压患儿（高眼压组），20例使用激素后眼压正常患儿（对照

组），20例健康儿童（健康组）的外周血，提取淋巴细胞RNA，采用半定量逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）法检测

淋巴细胞内GRα、GRβmRNA表达水平。结果：儿童外周血淋巴细胞有GRα、GRβmRNA表达, 以GRα为主。高

眼压组的 GRαmRNA 半定量比值为1.29±0.14 , 与对照组1.23±0.13及健康组1.28±0.08相比，3组之间的表达差

异无显著性意义（P＞0.05）。高眼压组的GRβmRNA半定量比值为1.24±0.04，与对照组1.22±0.09及健康组1.19±

0.07相比，3组之间的表达差异无显著性意义（P >0.05）。结论：未发现儿童外周血淋巴细胞糖皮质激素受体GRα和

GRβ的表达水平与激素性高眼压之间相关性。
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Abstract: Objective：To investigate the relationship between glucocorticoid ocular hypertension and expression of glu-

cocorticoid receptor mRNA（GR）in peripheral blood lymphocyte in children. Methods：Peripheral blood from 20 children

with glucocorticoid ocular hypertension（ocular hypertension group）,20 children without glucocorticoid ocular hypertension af-

ter glucocorticoid treat（control group）,and 20 healthy children（healthy group）was collected to detect the expression level of

GRαand GRβ mRNA in peripheral blood lymphocyte by semi-quantitative reverse transcriptional polymerase chain reactin

（RT-PCR）. Results：There were both GRα and GRβ mRNA in peripheral blood lymphocyte, and the content of GRα is high-

er than GRβ. GRα/actin in ocular hypertension group was1.29±0.14,which has no significance difference among control

group1.23±0.13 and healthy group1.28±0.08. GRβ/actin in ocular hypertension group was 1.24 ±0.04, Compared with the

control group 1.22±0.09 and the healthy group 1.19±0.07, there was no significant difference in the expression of GRβbe-
tween the three groups（P > 0.05）.Conclusion：No correlation was found between the expression of glucocorticoid receptor

GRα and GRβ in peripheral blood lymphocytes of children and glucocorticoid ocular hypertension.
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糖皮质激素（glucocorticoid，GC）类药物具有强

大的抗炎及免疫抑制作用，在儿童多个系统疾病的

治疗中广泛应用。长期及大剂量用药，会引发诸多

副作用，主要的眼科不良反应为眼内压增高（gluco-

corticoid induced ocular－hypertension，GC-OHT），若

未及时控制可发展为激素性青光眼（glucocorticoid

induced glaucoma，GIG）[1]。激素性高眼压起病一般

较为隐秘，且儿童的语言表达能力差，往往容易被

忽视而误诊及漏诊，病情发展易造成视力损害[2]。

GC通过与糖皮质激素受体（glucocorticoid re-

ceptor，GR）结合而发挥其生理作用。糖皮质激素通

过作用于小梁网细胞GR而引发高眼压。已有研究

发现外周血淋巴细胞 GR 浓度与小梁网中的GR 数

量成正比，并通过检测外周血淋巴细胞中的GR的

表达水平以帮助确定激素诱导的青光眼中的糖皮

质激素敏感性，以筛选敏感人群[3]。目前相关研究

多为成人，尚未见儿童相关报道。

本研究拟通过检测使用糖皮质激素后出现高

眼压儿童的外周血淋巴细胞糖皮质激素受体GR亚

型GRα及GRβ表达水平，探讨儿童激素性高眼压

与GRα及GRβ表达水平之间的相关性。

1 材料和方法

1.1 研究对象

1.1.1 入选对象 自2018-01~2019-01期间就诊于

内蒙古医科大学附属医院儿科，使用糖皮质激素＞

2周的210例患儿，使用剂型包括口服及静脉用药，

口服为强的松（初始剂量2mg/kg·d，足量4周后逐渐

减量），静脉分为甲基强的松龙（①冲击治疗10~

30mg/kg·d×3天，后改为口服强的松片1.5~2mg/kg·

d，疗效稳定后逐渐减量；②一般治疗：2mg/kg·d×3

天，后改为口服美卓乐片逐渐减量）及氢化可的松

（5~10mg/kg·d×5~7天，后改为口服强的松片逐渐

减量）。

用药前检测眼压均为正常，用药后常规用非接

触式眼压计检测眼压。用药后第1月为每周1次，后

为每月1次，随访期为1年，将所有数据记录备用。

激素性高眼压诊断标准[4]：发生在眼部或全身使

用糖皮质激素后，引起眼圧升高，眼压超过2.74kPa

（21mmHg）或两眼眼压差值>0.67kPa（5mmHg）。

将出现高眼压的20例患儿为实验组，随机选取

20例未出现高眼压的患儿为对照组。另随机选取

20例健康儿童，且近1年来未使用糖皮质激素者为

健康组。高眼压组及对照组均于入院当天采血

3mL备用，健康组于晨8:00~10:00采外周血进行备

用。高眼压组、对照组及健康组年龄、性别无统计

学差异。此研究通过伦理委员会批准。

具体分组如下:（1）高眼压组:最高眼压高于

21mmHg，其 中 最 高 30mmHg，平 均 左 眼 压 ：

25.0mmHg，平均右眼压：24.7 mmHg，男性13 例，女

性7例，年龄4～14 岁，平均7.75±2.86岁。肾病综

合征6例，急性肾炎2例，过敏性紫癜4例，视神经脊

髓炎2例，难治性支原体肺炎2例，紫癜性肾炎2例，

狼疮性肾炎1例，ANCA相关性血管炎1例；（2）对照

组: 最高眼压低于 21 mmHg。男性 10 例，女性 10

例，年龄4～13岁，平均7.85±2.92岁。肾病综合征

6 例，过敏性紫癜8例，免疫性脑炎2例，难治性支原

体肺炎4例；（3）健康组: 眼压正常，男性9例，女性

11例，年龄4～14岁，平均7.80±2.93岁。

1.1.2 排除标准 POAG的一级亲属、高度近视、糖

尿病、外伤性房角后退病人、先天性青光眼、葡萄膜

炎继发青光眼等。

1.2 实验试剂及实验设备

人外周血淋巴细胞分离液（Solarbio）；TRizol试

剂（Invitrogen），2XPCR预混液（北京康为世纪生物

科技有限公司）；反转录酶（Promega M1701）和

RNase抑制剂（Promega N2111）；PCR仪：伯乐，2720

型；核酸定量仪：GE，GeneQuant II；金属浴：狄昊，

DHT200-4；

1.3 外周血GRα及GRβmRNA检测

1.3.1 外周血淋巴细胞分离 清晨空腹抽取静脉血

5mL，枸橼酸钠抗凝，以1×PBS缓冲液等倍稀释，缓

慢加到淋巴细胞分离液，1500 r/min离心20 min，毛

细吸管吸出淋巴细胞层，加生理盐水，略混匀，1500 r/

min离心20min，沉淀经2次洗涤后得所需淋巴细胞。

1.3.2 引物设计 使用NCBI的Primer-BLAST设计

引物为：

GRα的上游引物5’-ACCTAGTCCAGTGACCT-

GCT- 3’，GRα 的 下 游 引 物 5’- AGGTACAGA-

CAGGGCCTCTT-3’，扩增片段大小为91bp；

GRβ的上游引物5’-AAAAATTAAAACCAGT-

GACTCCTGT- 3’，GRβ 的下游引物 5’-TCTGA-

CATTTCACTGCGTAGGT-3’，扩增片段大小为118bp；

内参选用 Actin，Actin 的上游引物 5’- TC-

CAAATATGAGATGCGTTGTT-3’，Actin的下游引物

5’-GCTATCACCTCCCCTGTGTG-3’，扩增片段大

小为116bp。
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表1 高眼压组、对照组和健康组基线资料对比(n，%）

项目

性别 男（%）

高眼压组（n=20）

13（65%）

对照组（n=20）

10（50%）

健康组（n=20）

9（45%）

χ2

1.741

P

0.419

Tab.1 Comparison of baseline data among high intraocular pressure group, control group and healthy group（n，%）

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

进行合成，合成后使用无菌水将引物配制成10μM。

1.3.3 总RNA的提取 使用TRIzol法提取总RNA，

本次实验为每个样品（500μL）加入 5mL 预冷的

TRIzol（15mL离心管中）。之后加入氯仿，离心，分

层，使用预冷的异丙醇沉淀 RNA，最终用总体积

30～50μL的DEPC水溶解RNA。

1.3.4 RNA反转录 根据promega反转录酶的说明

书进行 RNA 反转录，其中模板 RNA 使用 0.8μg，

RNase抑制剂使用0.5μL，最终获得20μL的cDNA。

1.3.5 PCR反应 分别使用上下游引物（10μM）各

1μL，模板cDNA使用2μL，DEPC水1μL，以及2XP-

CR预混液5μL，总体积为10μL。各成分混好后在

PCR仪上进行片段扩增，PCR过程为：预变性95℃

5min，变性95℃ 30s，退火55℃ 30s，延伸72℃ 30s，

总延伸72℃ 5min，其中变性、退火和延伸为循环步

骤，GRα 循环数设置为30，GRβ 循环数设置为35，

Actin 循环数设置为 25。将 PCR 产物全部上样至

3%核酸胶，使用天能照胶仪拍照，使用Image J进行

PCR条带灰度值分析，得出各个条带的值。

1.4 数据分析

将GRα和GRβ的值分别除以Actin的值，使用

该比值计算每组的平均值和标准差。

1.5 统计学处理

统计软件为 SPSS 22.0。计数资料以率（%）表

示，组间比较采用卡方检验，计量资料以x±s表示，

组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05有统计学

意义。

2 结果

2.1 基线资料

经卡方检验，高眼压组、对照组和健康组的性

别构成差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

经单因素方差检验，实验组、对照组和健康组的年

龄、体重、收缩压、舒张压差异无统计学意义（P>
0.05）（见表1、2），具有可比性。

2.2 RT-PCR检测结果

儿童外周血单个核细胞 RNA 经RT-PCR扩增

后，扩增产物于3%核酸胶上电泳，显示出约90bp条

带（GRα）及 120bp 条带（GRβ），与预期长度 91bp

（GRα）及118bp（GRβ）一致；Actin条带约110bp，与

预期116bp一致（见图1）。

2.3 各组外周血淋巴细胞GRα、GRβmRN检测结果

儿童外周血淋巴细胞有GRα、GRβmRNA表达，

以GRα为主。高眼压组的GRαmRNA半定量比值

为1.29±0.13，与对照组1.23±0.13及健康组1.28±

0.08相比，差异无显著性意义（P＞0.05）。高眼压组

的GRβmRNA半定量比值分别为1.24±0.04，与对

照组1.22±0.09及健康组1.19±0.07相比，3组之间

的表达差异无显著性意义（P>0.05）（见表3）。

表2 高眼压组、对照组和健康组基线资料对比(n，x±s)

项目

年龄

体重

收缩压

舒张压

高眼压组

7.75±2.86

23.50±6.15

101.55±11.98

66.11±12.48

对照组

7.85±2.92

23.62±6.98

100.80±12.23

65.85±10.54

健康组

7.80±2.13

23.97±6.31

102.65±13.67

69.15±10.57

F

0.006

0.028

0.108

0.535

P

0.994

0.972

0.898

0.589

Tab.2 Comparison of baseline data among high intraocular pressure group, control group and healthy group(n，x±s)

图1 外周血淋巴细胞GRα和GRβmRNA的扩增片段电泳结果
Fig.1 Electrophoresis results of GR α and gr β mRNA

in peripheral blood lymphocytes
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3 讨论

糖皮质激素可通过任何给药途径（全身、滴眼、

雾化等）引起眼内压升高[5]。儿童对于糖皮质激素

的用药敏感性明显高于成人，更易受到激素的影响

而眼内压升高[6]。在我们的研究中，210例患儿中有

20例出现高眼压，发病率为9.5%。

在前期关于肾病综合征患儿激素性高眼压的

研究中，我们未发现糖皮质激素使用的种类、累积

剂量、用药方式及年龄、性别与激素性高眼压相关，

提示高眼压的发生可能与个体对于激素的敏感性

相关[7]。

糖皮质激素需通过GR发挥其生物学效应。目

前已发现GR经选择性剪接可产生5种亚型：GRα、
GRβ、GRγ、GRp 和GRA[8，9]。GRα几乎在所有的组

织和细胞中均有表达，在绝大多数细胞中的含量超

过GRβ。这与我们的研究结果一致，在高眼压组、

对照组及正常儿童外周血淋巴细胞中，GRα含量高

于GRβ。
糖皮质激素通过改变小梁网的功能与结构，导

致房水流出阻力增加，而使眼内压升高，主要机制

包括：诱导小梁网肌动蛋白张力丝重组；增加细胞

外基质在小梁网的沉积，导致房水流出受阻；抑制

蛋白酶和小梁网上皮细胞吞噬作用，导致小梁网基

质分解分解减少，增加房水流出阻力[1]。

既往认为GC诱导的OHT与病人的固有GC敏

感性相关[5]，而GC敏感性与GRα的数量相关[10]。但

结果尚不一致。在刘荣等的研究中激素性高眼压

病人外周血单核细胞的GRα的表达水平较正常眼

压及对照组有显著升高，认为外周血 GRα mRNA

的表达水平与糖皮质激素性青光眼的发病密切相

关[11]。但在王缨[12]等人研究发现，特发性血小板减

少性紫癜对照组、激素敏感组和激素抵抗组 3组之

间 GRαmRNA表达水平无显著性差异。这与我们

的研究结果一致，在我们的研究中，高眼压组的

GRαm RNA 半定量比值为1.35±0.15，与健康眼压

组1.33±0.09及对照组1.25±0.14相比，差异无显著

性意义（均 P＞0. 05）。这就提示激素性高眼压的发

生不只决定于GRα的数量，而可能与其他因素相关。

近年来研究发现除了GRα水平外，包括：GRα
的亚型、HSP90表达、翻译后修饰等在内的多种机

制均参与激素性高眼压的发生。

3.1 GR多个翻译位点可产生多达8种不同的GRα
亚型

即GRα-a、GRα-b、GRα-c1、GRα-c2、GRα-c3、
GRα-d1、GRα-d2和GRα-d3。人眼小梁网细胞优

先表达GRα-c和GRα-d亚型[13]。GRα-c亚型被认

为是最具生物活性的，而grα-d亚型则是糖皮质激

素介导功能最缺乏的[14]。GRα各亚型具体参与激素

性高眼压的发病机制还有待于进一步研究。

3.2 GR的结合活性由两方面的因素决定

GR的数量及GR的配体亲和力。Hsp90 是影响

GR 亲和力的重要因素之一[15]。只有Hsp90与GR的

配体结合域结合后，GR才具有对GC的高亲和性。

HSP90可在一定程度上决定 GC 作用的敏感度。

3.3 GR的激活和功能

除了受配体调节外，还受翻译后修饰，包括磷

酸化、乙酰化、亚硝基化、氧化还原、遍在蛋白化以

及小分子遍在蛋白样修饰、去甲基化等影响[1]。

GRβ作为GRα转录活性的显性负调节因子发

挥作用。GRβ对 GRα的抑制作用机制迄今尚不清

楚，目前认为可能包括以下几个方面：（1）通过共有

DBD与GRα竞争GRE的结合位点；（2）与GRα形成

异型二聚体；（3）通过竞争性结合转录而共激活因

子AP-1使GRα与之隔离，进而影响GRα的转录调

节作用[16]。Zhang等[17]的研究显示青光眼病人的小

梁细胞 GRβ表达水平低于正常人，使其对激素更敏

感，同时还引起小梁细胞吞噬功能降低，导致房水

流出阻力增加。而在刘荣等的研究中发现外周血

单核细胞高眼压组、正常眼压组、对照组间 GRβ
mRNA 半定量比值无明显差异，外周血GRβmRNA

与激素性青光眼的关系可能不大[12]。在我们的研究

中，高眼压组的 GRβmRNA 半定量比值分别为

1.24±0.04，与健康眼压组 1.20±0.07 及对照组

1.28±0.03相比，3组之间的表达差异无显著性意义

（均P＞0.05）。

分析原因除了GRβ表达水平外，GRβ亚型及炎

症因子影响了其功能的表达：

表3 各组外周血 G Rα、GRβ mRNA 表达的比较(n，x±s)

Tab.3 Comparison of mRNA expression of GR α and gr β in
peripheral blood of each group（n，x±s）

分组

高眼压组

对照组

健康组

F

P

n

20

20

20

GRα/action
1.29±0.13

1.23±0.13

1.28±0.08

0.675

＞0.05（P=0.518）

GRβ/action
1.24±0.04

1.22±0.09

1.19±0.07

0.92

＞0.05（P=0.4）
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（1）人类GRβ也有8种不同的亚型，这是由于

有不同的翻译位点（称为：grβ-a、grβ-b、grβ-c1、
grβ-c2、grβ-c3、grβ-d1、grβ-d2和grβ-d3）。这意味

着根据表达的不同亚型，可能有256种不同的grα/
grβ异二聚体受体组合[1]。GRβ与GRα形成异型二

聚体类型有可能关系到GRβ的抑制作用；（2）炎症

因子，如 TNF-α，IL-2，IL-4可上调GR，尤其是GRβ
的表达水平，而影响GC的敏感性[18，19]。

除了以上因素外，糖皮质激素受体基因多态性

性参与GC与GR功能的改变，NR3C1基因突变与

GC 抵抗相关[20]。还有研究发现除了 GRα 和 GRβ
外，GR-P可能提高了GC的生物活性，进而参与了

激素性高眼压的发生[21]。

综上，我们的研究未发现儿童外周血淋巴细胞

糖皮质激素受体GRα和 GRβ的表达水平与激素性

高眼压之间相关性。除数量外，糖皮质激素通过包

括GRα和 GRβ亚型、HSP90表达、GR翻译后修饰、

炎症因子、选择性剪切、基因多态性等多种机制作

用于糖皮质激素受体功能而引发激素性高眼压。

外周血GRα及GRβ的表达水平对判断发生 GIG 的

相关性仍需进一步研究。本研究不足之处在于病

例数较少，可能会影响到实验结果，且未对不同种

类糖皮质激素使用后出现眼内压增高分组进行比

较，期望在以后的研究中可以扩大标本数量，进一

步完善研究。儿童使用糖皮质激素容易引发激素性

高眼压，在使用激素过程中需密切监测眼压情况。
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