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【实验研究】

Ｎ乙酰５羟色胺（ＮＡＳ）对视网膜缺血再灌注损伤（ＲＩＲＩ）大鼠
视网膜活性 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的影响△
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王晓莉

作者简介：张婷婷，女，１９９０年１月出生，山
东临 沂 人，在 读 硕 士 研 究 生。Ｅｍａｉｌ：
５５３０８４７０１＠ ｑｑ．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００２
７５８０４１１３

ＡｂｏｕｔＺＨＡＮＧ ＴｉｎｇＴｉｎｇ：Ｆｅｍａｌｅ，ｂｏｒｎｉｎ
Ｊａｎｕａｒｙ，１９９０．Ｐｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅｓｔｕｄｅｎｔ．Ｅｍａｉｌ：
５５３０８４７０１＠ ｑｑ．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００２
７５８０４１１３

收稿日期：２０１７０３１１
修回日期：２０１７０５２５
本文编辑：董建军
△基金项目：国家自然科学基金资助（编号：
８１０００２６８）；山东省自然科学基金项目（编
号：ＺＲ２０１３ＨＬ０６７、ＺＲ２０１４ＨＱ０７７、ＺＲ２０１４
ＪＬ０４９）；山东省医药卫生科技发展计划项目
（编号：２０１３ＷＳ０２９５）；山东省高等学校科技
计划项目（编号：Ｊ１５ＬＬ０８）
作者单位：２６１０４２　山东省潍坊市，潍坊医
学院眼科教研室（张婷婷，杨明）；２６１０３１　
山东省潍坊市，潍坊医学院附属医院眼科

（赵岩松）；２６１０４２　山东省潍坊市，潍坊医
学院医学影像学系（王海宇，程丹丹，王晓

莉）；２６１０３１　山东省潍坊市，潍坊医学院临
床医学院（牟青杰）

通讯作者：赵岩松，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｙａｎｓｏｎｇ７４＠
１６３．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００２１０３５０７５５
Ｒｅｃｅｉｖｅｄｄａｔｅ：Ｍａｒ１１，２０１７
Ａｃｃｅｐｔｅｄｄａｔｅ：Ｍａｙ２５，２０１７
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ
ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ：８１０００２６８）；Ｎａｔｕｒａｌ
ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ：
ＺＲ２０１３ＨＬ０６７，ＺＲ２０１４ＨＱ０７７，ＺＲ２０１４ＪＬ０４９）；
ＭｅｄｉｃａｌａｎｄＨｅａｌｔｈＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ：
２０１３ＷＳ０２９５）；ＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＨｉｇｈｅｒＥｄｕｃａｔｉｏｎ（Ｎｏ：
Ｊ１５ＬＬ０８）
ＦｒｏｍｔｈｅＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，Ｗｅｉ
ｆａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＺＨＡＮＧＴｉｎｇＴｉｎｇ，
ＹＡＮＧ Ｍｉｎｇ），Ｗｅｉｆａｎｇ２６１０４２，Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，
ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＷｅｉｆａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
（ＺＨＡＯＹａｎＳｏｎｇ），Ｗｅｉｆａｎｇ２６１０３１，Ｓｈａｎ
ｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｅｄｉｃａｌ
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ，Ｗｅｉｆａｎｇ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＷＡＮＧ ＨａｉＹｕ，ＣＨＥＮＧ
ＤａｎＤａｎ，ＷＡＮＧＸｉａｏＬｉ），Ｗｅｉｆａｎｇ２６１０４２，
ＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅ
ｍａｔｏｌｏｇｙ，ＣｌｉｎｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＷｅｉｆａｎｇＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＭＯＵＱｉｎｇＪｉｅ），Ｗｅｉｆａｎｇ２６１０３１，
ＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ
Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＯ ＹａｎＳｏｎｇ，Ｅ
ｍａｉｌ：ｚｈａｏｙａｎｓｏｎｇ７４＠１６３．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：００００
０００２１０３５０７５５

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮａｃｅｔｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｃ
ｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３，Ｂｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｒｅｔｉｎａ
ａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ
ＺＨＡＮＧ ＴｉｎｇＴｉｎｇ，ＺＨＡＯ ＹａｎＳｏｎｇ，ＷＡＮＧ ＨａｉＹｕ，ＹＡＮＧ
Ｍｉｎｇ，ＣＨＥＮＧＤａｎＤａｎ，ＭＵＱｉｎｇＪｉｅ，ＷＡＮＧＸｉａｏＬｉ
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｎａｃｅｔｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎ；ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３；Ｂｃｌ２；Ｂａｘ
【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＮａｃｅｔｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎ
（ＮＡＳ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３，Ｂｃｌ２ａｎｄＢａｘｉｎｒａｔｒｅｔｉｎａｓｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ（ＲＩＲＩ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｄｕｌｔｍａｌｅ
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（６
ｃａｓｅｓ），ＲＩＲＩｇｒｏｕｐ（３０ｃａｓｅｓ）ａｎｄＮＡＳｇｒｏｕｐ（３０ｃａｓｅｓ），ＲＩＲＩｍｏｄｅｌｓｉｎＮＡＳ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｆｔｅｒｇｉｖｉｎｇＮＡＳ，ｔｈｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｕｂｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ６
ｈｏｕｒｓ，１２ｈｏｕｒｓ，２４ｈｏｕｒｓ，４８ｈｏｕｒｓａｎｄ７２ｈｏｕｒｓｇｒｏｕｐｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｔｉｍｅｏｆＲＩ
ＲＩ．ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｏｆｒａｔｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏ
ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｔｉｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｃｌｅａｒ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｌａｙｅｒｗｅｒｅｔｉｇｈｔｌｙｐａｃｋｅｄ；
ＥａｃｈｌａｙｅｒｏｆｒｅｔｉｎａｗａｓｅｄｅｍａｉｎｔｈｅＲＩＲＩｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｓａｎｄ１２ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅ
ｅｄｅｍａｇｒａｄｕａｌｌｙａｌｌｅｖｉａｔｅｄａｆｔｅｒ２４ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ，
ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗａｓｉｎｄｉｓｏｒｄｅｒ，ｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅ，ｔｈｅｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉ
ｏｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｆｅｃｔｅｄ；ｄｒｕｇｇｒｏｕｐｏｆａｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＲＩＲＩｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｅｄｅ
ｍａｉｎｔｈｅＮＡＳｇｒｏｕｐａｔ６ｈｏｕｒｓａｎｄ１２ｈｏｕｒｓｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｒｅｄｕｃｅｄ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎ
２４ｈｏｕｒｓ，４８ｈｏｕｒｓ，７２ｈｏｕｒｓｇｒｏｕｐａｒｒａｎｇｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙ，ｔｈｅｌｏｓｓｎｕｍｂｅｒｏｆｇａｎｇｌｉ
ｏｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＲＩＲＩ
ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔ６ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｗａｓ（５６１．１５±３７．１９）
ｃｅｌｌ·ｍｍ－２，ａｎｄｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｈｉｇｈｌｅｖｅｌａｔ２４ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｗａｓ（１５２２．６１±
８４．３６）ｃｅｌｌ· ｍｍ－２，ａｎｄｔｈｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＮＡＳｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＲＩＲＩ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＢｃｌ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＲＩＲＩｇｒｏｕｐｂｅｇａｎｔｏｄｅｃｒｅａｓｅａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｓ，ａｎｄｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄｔｏａｌｏｗｌｅｖｅｌａｔ２４ｈｏｕｒｓ，ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢｃｌ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＮＡＳ
ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＲＩＲＩｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ，ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅａｌｍｏｓｔｎｏ
Ｂａｘｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅＢａｘｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｂｅｈｉｇｈｅｒｏｆｔｈｅＲＩＲＩｇｒｏｕｐａｔｔｈｅ６ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒＲＩＲＩ，ａｎｄ
ｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌａｔ２４ｈｏｕｒｓ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄａｔ４８ｈｏｕｒｓ．ＴｈｅＢａｘｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓｏｆＮＡＳｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＲＩＲＩｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＮＡＳｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｒｅｔｉｎａａｆ
ｔｅｒＲＩＲＩ，ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘｐｒｏｔｅｉｎ，ｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｌｌｅｖｉａｔｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｈａｖｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓ．

【中图分类号】　Ｒ７７４
【关键词】　Ｎ乙酰５羟色胺；视网膜缺血再灌注损伤；活性Ｃａｓｐａｓｅ３；Ｂｃｌ２；Ｂａｘ
【摘要】　目的　探讨Ｎ乙酰５羟色胺（Ｎａｃｅｔｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎ，ＮＡＳ）对视网膜缺血再灌
注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）大鼠视网膜活性 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、
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Ｂａｘ表达的影响。方法　取健康成年ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠６６只，采用随机数字表法随机分为正常对照组（６只）、缺血再灌注组
（３０只）与药物组（３０只），药物组于造模前３０ｍｉｎ腹腔注射５ｍｇ·ｋｇ－１ＮＡＳ，缺血再灌注组腹腔注射同等剂量的生理盐水，缺
血再灌注组与药物组按ＲＩＲＩ后时间，分为６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ五个亚组。采用ＨＥ染色法观察各组视网膜形态学变化，免
疫组织化学染色检测各组大鼠视网膜活性Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白表达。结果　ＨＥ染色显示正常对照组大鼠视网膜结构
清晰，各层细胞排列紧密；缺血再灌注组大鼠ＲＩＲＩ后６ｈ、１２ｈ视网膜各层高度水肿，２４ｈ后水肿逐渐减轻，神经节细胞逐渐减
少，分布较紊乱，随着时间延长，视网膜神经节细胞大片缺失；药物组６ｈ、１２ｈ较缺血再灌注组细胞水肿明显减轻，２４ｈ、４８ｈ、７２
ｈ组较缺血再灌注组细胞排列规整，神经节细胞数量减少减轻。缺血再灌注组视网膜活性 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数在灌注后６ｈ
开始表达增加，阳性细胞数为（５６１．１５±３７．１９）个·ｍｍ－２，２４ｈ达到较高水平，阳性细胞数为（１５２２．６１±８４．３６）个·ｍｍ－２，随
后逐渐下降，药物组视网膜各时间点活性 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数均显著少于缺血再灌注组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）。正常对照组视网膜可见大量Ｂｃｌ２阳性细胞；缺血再灌注组ＲＩＲＩ后６ｈＢｃｌ２阳性细胞开始下降，１２ｈ后继续减少，２４ｈ
降至较低水平；药物组各时间点Ｂｃｌ２阳性细胞数均显著多于缺血再灌注组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。正常对照
组大鼠视网膜几乎未见Ｂａｘ阳性细胞；缺血再灌注组ＲＩＲＩ后６ｈ神经节细胞层及内核层可见 Ｂａｘ阳性细胞，２４ｈ达到较高水
平，４８ｈ开始下降；药物组各时间点Ｂａｘ阳性细胞均显著少于缺血再灌注组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。结论　
ＮＡＳ可促进ＲＩＲＩ大鼠视网膜Ｂｃｌ２蛋白的表达，抑制Ｂａｘ蛋白的表达，降低活性Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，减轻细胞凋亡，具有神经
保护作用。

　　视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）是目前常见的视网膜疾病，如青光
眼、缺血性视神经病变、视网膜和脉络膜血管阻塞、

糖尿病视网膜病变等，严重威胁着人们的视力，也是

目前致盲的主要原因。因此，ＲＩＲＩ的预防和治疗也成
为眼科学研究的热点，寻找其行之有效的治疗方案并

探讨其相关机制将为ＲＩＲＩ的治疗提供新思路。Ｎ乙
酰５羟色胺（Ｎａｃｅｔｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎ，ＮＡＳ）是褪黑素的前体
物质［１］，可转化为褪黑素发挥其神经保护作用，同时

还具有抑制凋亡的作用。研究发现ＮＡＳ可减轻缺血
脑损伤大鼠神经细胞的凋亡，具有神经保护作用［２］，

但ＮＡＳ对大鼠ＲＩＲＩ是否具有保护作用及相关机制尚
未见报道，弄清其对 ＲＩＲＩ的影响并探讨其机制对预
防和治疗ＲＩＲＩ具有重要意义。本研究采用升高眼压
法建立ＲＩＲＩ模型，探讨ＮＡＳ对视网膜形态结构及活
性Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达的影响，以期为ＲＩＲＩ
的治疗提供科学的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　取健康成年ＳｐｒａｇｕｅＤａｗ
ｌｅｙ大鼠６６只，体质量２００～２５０ｇ，采用随机数字表
法随机分为正常对照组（６只）、缺血再灌注组（３０
只）与药物组（３０只），缺血再灌注组与药物组按ＲＩ
ＲＩ后时间，分为６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ五个亚组。
药物组于造模前３０ｍｉｎ腹腔注射５ｍｇ·ｋｇ－１ＮＡＳ，
缺血再灌注组腹腔注射同等剂量的生理盐水。

１．１．２　主要试剂　ＮＡＳ（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），
兔抗活性 Ｃａｓｐａｓｅ３（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司），兔抗Ｂｃｌ２、兔抗 Ｂａｘ（美国 Ａｂｃａｍ公司），兔
抗二步法试剂盒、ＤＡＢ显色剂试剂盒（北京中杉金桥
生物技术有限公司），ＨＥ染色试剂盒（碧云天生物技
术有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＲＩＲＩ模型的制作　采用升高眼压法建立大
鼠ＲＩＲＩ模型［３］，１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射麻醉，
盐酸奥布卡因滴眼液局部麻醉，小儿头皮针自颞侧

角膜缘刺入大鼠左眼前房并固定，升高眼压至 １１０
ｍｍＨｇ（１ｋＰａ＝７．５ｍｍＨｇ）后，可见角膜逐渐雾浊，
结膜苍白，前房变深，眼底镜见视网膜色淡，血管血

流中断，６０ｍｉｎ后逐渐降低输液瓶高度，从而缓慢降
低眼压，直至眼压恢复正常，可见角膜逐渐清亮，视

网膜恢复血供，ＲＩＲＩ模型成功建立。
１．２．２　取材及石蜡切片的制作　各组分别于 ＲＩＲＩ
后的６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ取眼球，４０ｇ·Ｌ－１

多聚甲醛固定，冲洗后常规梯度酒精脱水，二甲苯透

明，石蜡包埋。将包埋好的标本，平行于视神经矢状

轴且以其为平面进行非连续切片，每４～５张切片取
一张，切片厚约４μｍ。
１．２．３　ＨＥ染色　石蜡切片脱蜡至水，苏木素液染
色６ｍｉｎ，双蒸水冲洗两次，体积分数１％ 盐酸酒精
分化，自来水冲洗，梯度酒精脱水；伊红染色，体积分

数９５％酒精分色；无水酒精脱水，二甲苯透明，中性
树胶封片，光学显微镜下观察。

１．２．４　免疫组织化学染色　石蜡切片６０℃烤片２
ｈ，脱蜡至水，热修复抗原，体积分数３％Ｈ２Ｏ２消除内
源性过氧化物酶，正常山羊血清封闭后，加入兔抗活

性Ｃａｓｐａｓｅ３（１７５）、兔抗Ｂｃｌ２（１２００）、兔抗Ｂａｘ
（１２００）一抗，４℃冰箱中过夜；复温后０．０１ｍｏｌ·
Ｌ－１磷酸盐缓冲液冲洗，加兔抗大鼠多克隆抗体，
ＤＡＢ显色，苏木素复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，
中性树胶封片。光学显微镜下观察，每只大鼠取４～
５张非连续切片，计数活性 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ阳
性细胞数。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统
计学分析，所有计量资料均以均数 ±标准差表示。
方差齐性资料，采用单因素方差分析，两两比较采用

ＳＮＫｑ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＥ染色结果　ＨＥ染色显示正常对照组大鼠
视网膜结构清晰，各层细胞排列紧密；缺血再灌注组

大鼠ＲＩＲＩ后６ｈ、１２ｈ视网膜各层高度水肿，２４ｈ后
水肿逐渐减轻，神经节细胞逐渐减少，分布较紊乱，
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随着时间延长，视网膜神经节细胞大片缺失；药物组

６ｈ、１２ｈ较缺血再灌注组细胞水肿明显减轻，２４ｈ、
４８ｈ、７２ｈ组较缺血再灌注组细胞排列规整，神经节
细胞数量减少减轻（图１）。

图１　各组大鼠视网膜ＨＥ染色情况（×４００）。Ａ为正常对照组，视网膜各层细胞形态规则，排列整齐，视网膜较厚；Ｂ为缺血再灌注组，ＲＩ
ＲＩ后２４ｈ，视网膜细胞形态不规则，排列紊乱，视网膜变薄；Ｃ为药物组，ＲＩＲＩ后２４ｈ，视网膜各层细胞形态较规则，排列整齐，视网膜较厚

２．２　各组大鼠视网膜活性Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的变
化　正常对照组大鼠视网膜活性 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细
胞较少，活性 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数为（１０２．８９±
１８９７）个·ｍｍ－２；ＲＩＲＩ后６ｈ，缺血再灌注组视网膜
活性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数在灌注后６ｈ开始增加，
２４ｈ达到较高水平，随后逐渐下降；药物组各时间点
视网膜活性 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数均显著少于缺血
再灌注组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５，见

图２、表１）。
２．３　各组大鼠视网膜Ｂｃｌ２蛋白表达的变化　正常
对照组视网膜可见大量 Ｂｃｌ２阳性细胞，Ｂｃｌ２阳性
细胞数为（１６３４．４５±３４５．２６）个·ｍｍ－２；缺血再灌
注组ＲＩＲＩ后６ｈＢｃｌ２阳性细胞开始下降，１２ｈ后继
续减少，２４ｈ降至较低水平；药物组各时间点 Ｂｃｌ２
阳性细胞数均显著多于缺血再灌注组，差异均有统

计学意义（均为Ｐ＜０．０５，见图３、表２）。

图２　各组大鼠视网膜活性Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达（×４００）。Ａ为正常对照组，几乎未见活性 Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞；Ｂ为缺血再灌注组，ＲＩＲＩ
后２４ｈ，可见大量活性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞；Ｃ为药物组，ＲＩＲＩ后２４ｈ，可见较少活性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞。箭头指示活性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞

表１　ＲＩＲＩ后不同时间点各组活性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数比较 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ，个·ｍｍ－２）
组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
缺血再灌注组 ５６１．１５±３７．１９ ８５３．８５±９７．１８ １５２２．６１±８４．３６ １２５８．９０±９８．３０ ８０９．８２±９４．３３

药物组 ３１８．６４±５５．１７ ６２２．２３±１０７．４５ １３３３．５８±１０７．３２ ８０８．９３±６７．１３ ５６７．８３±４０．５６

Ｐ值 ０．０００ ０．０２２ ０．０４７ ０．０００ ０．０００

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１

图３　各组大鼠视网膜Ｂｃｌ２蛋白的表达（×４００）。Ａ为正常对照组，视网膜神经节细胞层和内核层可见大量Ｂｃｌ２阳性细胞；Ｂ为缺血再灌
注组，ＲＩＲＩ后２４ｈ，神经节细胞层和内核层可见较少 Ｂｃｌ２阳性细胞；Ｃ为药物组，ＲＩＲＩ后２４ｈ，有少量Ｂｃｌ２阳性细胞，显著多于缺血再灌
注组。箭头指示Ｂｃｌ２阳性细胞
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２．４　各组大鼠视网膜Ｂａｘ蛋白表达的变化　正常对
照组大鼠视网膜Ｂａｘ阳性细胞较少，Ｂａｘ阳性细胞数
为（１０８．５９±２９．９３）个·ｍｍ－２；缺血再灌注组ＲＩＲＩ后
６ｈ神经节细胞层及内核层可见 Ｂａｘ阳性细胞，２４ｈ

达到较高水平，４８ｈ开始下降；药物组各时间点 Ｂａｘ
阳性细胞均显著少于缺血再灌注组，差异均有统计学

意义（均为Ｐ＜０．０５，见图４、表３）。

表２　ＲＩＲＩ后不同时间点各组Ｂｃｌ２阳性细胞数比较 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ，个·ｍｍ－２）
组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
缺血再灌注组 １２４６．９４±３１．５７ １１４１．５８±６０．０１ １０８３．０７±４５．５０ ８７９．９４±５４．７１ ７５６．９５±１０８．６５

药物组 １３７２．６５±４０．７４ １３４８．１９±３７．４７＃ １２６５．９１±３０．３８ １２６２．７１±１６．１１＃ １２４７．８３±５２．０４

Ｐ值 ０．００２ ０．００１ ０．０００ ０．０１１ ０．０００

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１，＃Ｐ＜０．０５

图４　各组大鼠视网膜Ｂａｘ蛋白的表达（×４００）。Ａ为正常对照组，几乎未见Ｂａｘ阳性细胞；Ｂ为缺血再灌注组，ＲＩＲＩ后２４ｈ，可见大量Ｂａｘ
阳性细胞；Ｃ为药物组，ＲＩＲＩ后２４ｈ，可见较多Ｂａｘ阳性细胞，显著少于缺血再灌注组。箭头指示Ｂａｘ阳性细胞

表３　ＲＩＲＩ后不同时间点各组Ｂａｘ阳性细胞数比较 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ，个·ｍｍ－２）
组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
缺血再灌注组 ８９９．８２±７１．３９ １６５３．２８±１１３．３１ ２３７９．０８±２００．７４ １３５２．４０±１０４．３５ ８５５．７２±２９．９３

药物组 ６３８．７２±９６．１６ １１２６．４５±８９．９２ １９７６．３４±８３．９８ ９５１．５４±７９．９０ ５７８．９９±８０．２６

Ｐ值 ０．００５ ０．００１ ０．０００ ０．０００ ０．００２

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＮＡＳ属于吲哚类激素，是褪黑素的前体物质［４］。

ＯＸＥＮＫＲＵＧ等［５］给大鼠皮下注射 ＮＡＳ，发现大鼠脑
和肾中脂质过氧化率减少，首次展示了 ＮＡＳ的抗衰
老作用。ＹＵ等［６］研究了 ＮＡＳ对小鼠肝缺血再灌注
损伤的保护作用，发现 ＮＡＳ能减少血清中天冬氨酸
氨基转移酶含量，减少肝脏组织学损伤，降低

Ｃａｓｐａｓｅ３的水平，表明ＮＡＳ可以抑制缺血再灌注后
的肝细胞凋亡。ＳＨＡＨＡＲ等［７］通过建立大鼠肠缺血

再灌注损伤模型，观察了 ＮＡＳ对缺血再灌注后肠道
细胞的保护作用，发现ＮＡＳ可以预防肠黏膜损伤，抑
制大鼠肠缺血再灌注损伤后的细胞凋亡。本实验将

ＮＡＳ用于大鼠 ＲＩＲＩ模型中，以期研究 ＮＡＳ对大鼠
ＲＩＲＩ后视网膜神经细胞的保护作用。

在ＲＩＲＩ中，细胞凋亡是损伤的主要形式之一。
Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡途径的终末蛋白，又称死亡蛋
白，通常是以无活性的 Ｃａｓｐａｓｅ３前体存在的。当细
胞受到外界有害物质刺激或者接受凋亡信号后，

Ｃａｓｐａｓｅ３活化变成活性 Ｃａｓｐａｓｅ３，活性 Ｃａｓｐａｓｅ３
作为Ｃａｓｐａｓｅ３的活化形式，在凋亡的发生过程中具
有重要意义，其表达程度可反映 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性和
细胞凋亡情况，因此活性 Ｃａｓｐａｓｅ３是判断细胞凋亡

严重性的可靠指标之一。本研究中，正常对照组有极

少量的活性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞表达，ＲＩＲＩ后６ｈ，活
性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞明显增多，于２４ｈ达较高水平，
随后逐渐下降，说明ＲＩＲＩ的发生与凋亡密切相关，这
与文献报道一致［８］，经ＮＡＳ干预后，药物组各时间点
活性Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞均显著少于缺血再灌注组，
提示ＮＡＳ可抑制ＲＩＲＩ大鼠视网膜细胞的凋亡。

研究表明，Ｂｃｌ２家族成员在凋亡过程中起着关
键作用［９］。Ｂｃｌ２是最重要的抗凋亡蛋白，可以阻断
细胞色素 Ｃ释放至细胞质，抑制下游凋亡级联反
应［１０］。Ｂａｘ是促凋亡蛋白，它通过与Ｂｃｌ２的同源结
构域结合形成异源二聚体，封闭Ｂｃｌ２活性，促进细胞
色素Ｃ穿过线粒体膜，导致细胞凋亡［１１］。本研究中，

药物组ＲＩＲＩ后６ｈＢｃｌ２阳性细胞开始下降，１２ｈ后
继续减少，２４ｈ降至较低水平，显著多于缺血再灌注
组，提示经ＮＡＳ干预后Ｂｃｌ２蛋白表达上调；而缺血再
灌注组ＲＩＲＩ后６ｈ神经节细胞层及内核层可见 Ｂａｘ
阳性细胞，于２４ｈ达到较高水平，７２ｈ下降，药物组各
时间点Ｂａｘ阳性细胞均显著少于缺血再灌注组，说明
在ＮＡＳ的作用下Ｂａｘ蛋白表达降低，提示 ＮＡＳ抑制
ＲＩＲＩ大鼠视网膜细胞凋亡的机制可能与促进Ｂｃｌ２蛋
白的表达，同时，抑制Ｂａｘ蛋白表达有关。

（下转第７０８页）
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御外来刺激筑起第一道防线。同时，当角膜受到过

强的外来刺激时，角膜上皮细胞可能通过诱导“ＴＬＲ
耐受”，避免角膜出现不可控性炎症反应，以保护角

膜组织和视功能。然而“ＴＬＲ耐受”出现的原因和具
体作用机制尚不明确，这将成为下一步实验研究的

方向和着眼点。
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（上接第７０４页）
总之，ＮＡＳ可促进 ＲＩＲＩ大鼠视网膜 Ｂｃｌ２蛋白

的表达，抑制 Ｂａｘ蛋白的表达，从而抑制活性
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，减轻细胞凋亡，具有神经保护作
用，这为ＲＩＲＩ的临床治疗提供新思路。
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