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【实验研究】

雷帕霉素对视网膜缺血再灌注损伤的保护作用△
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ｌａｙｅｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ａｔ１２ｈｏｕｒｓ，２４ｈｏｕｒｓａｎｄ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｃｅｌｌｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｅｓｓｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αｍＲＮＡａｔ０ｈｏｕｒ，６
ｈｏｕｒｓ，１２ｈｏｕｒｓ，２４ｈｏｕｒｓａｎｄ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｂ
ｖｉｏｕｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＲＡＰＡｃａｎｐｒｏｔｅｃｔｔｈｅｒｅｔｉｎａａｇａｉｎｓｔＲＩＲＩ，ａｎｄｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ

ｆａｃｔｏｒ１αｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ．
［ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１４，３４（５）：４０９４１３］
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【关键词】　雷帕霉素；Ｗｉｓｔａｒ大鼠；缺氧诱导因子１α；视网膜缺血再灌注损伤；细胞凋亡
【摘要】　目的　探讨雷帕霉素对视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｉｕｒｙ，ＲＩＲＩ）的保护作用和机制。方法　
７５只ＳＰＦ级健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为３组：空白对照组、实验对照组、实验组，每组２５只。实验对照组和实验组行前房灌
注建立ＲＩＲＩ模型。实验组在前房灌注前２ｈ按２ｍｇ·ｋｇ－１剂量腹腔注射雷帕霉素，实验对照组大鼠腹腔注射等量的生理盐水
和ＤＭＳＯ。分别在再灌注后０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ取３组视网膜标本，ＨＥ染色法观察视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌｓ，ＲＧＣ）形态及测量视网膜内层厚度；ＴＵＮＥＬ法检测视网膜组织中凋亡细胞的表达；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测缺氧诱导因子１α
（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）ｍＲＮＡ在视网膜组织的表达水平。结果　再灌注后 ０ｈ，实验组视网膜内层厚度为
（１３７５５±７７６）μｍ，视网膜水肿较实验对照组轻，实验对照组视网膜内层厚度为（１６２２６±６４１）μｍ，且实验组ＲＧＣ空泡化现
象较少；再灌注６ｈ以后实验组视网膜内层厚度均较实验对照组厚（均为Ｐ＜０．０５）。实验组再灌注后１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ的细胞凋
亡情况明显低于实验对照组（均为Ｐ＜０．０５）。再灌注后０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ实验组视网膜组织中ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达水平
较实验对照组降低（均为Ｐ＜０．０５）。结论　雷帕霉素对ＲＩＲＩ具有保护作用，ＨＩＦ１α表达水平的下调可能与该作用有关。
［眼科新进展，２０１４，３４（５）：４０９４１３］

　　视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）是指视网膜组织缺血、缺氧后恢
复血液循环所致的损伤，如视网膜中央动脉阻塞、糖

尿病视网膜病变、早产儿视网膜病变等均可导致视

网膜血管的阻塞，视网膜缺血和循环障碍均可以导

致视网膜的严重损伤［１］。因此积极探索其发病机

理、寻找有效的治疗方法防止视网膜缺血再灌注所

导致的视神经损害具有重要意义。缺氧诱导因子

１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）是缺氧条件
下广泛存在于哺乳动物和人体内的一种转录因子，

能与靶基因结合并通过转录和转录后调控产生相应

的生物学效应，使机体在缺氧时产生适应性反应，是

哺乳动物和人在缺氧条件下维持氧稳态的关键性物

质。大量的研究表明，ＨＩＦ１在 ＲＩＲＩ中占有重要作
用［２］。雷帕霉素是一种新型大环内酯类免疫抑制药

物，在中枢神经系统疾病方面可抑制脑细胞凋亡并

促进神经细胞的存活，具有明显的神经保护作用［３］。

本实验旨在采用雷帕霉素作为保护剂，通过观察 ＲＩ
ＲＩ后视网膜组织形态、检测细胞凋亡、ＨＩＦ１αｍＲＮＡ
表达情况，探讨其可能的保护作用及机理，为临床应

用提供一定的实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物模型及分组　广西医科大学动物中心
提供的ＳＰＦ级健康成年雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠７５只，体质
量２００～２５０ｇ。随机分为空白对照组、实验对照组和
实验组，每组２５只大鼠。实验组在前房灌注前２ｈ
腹腔注射雷帕霉素（２ｍｇ·ｋｇ－１），实验对照组给予
等量ＤＭＳＯ和生理盐水腹腔注射。实验组及实验对
照组根据缺血后再灌注时间的不同，又分为再灌注

后０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ５个时间点。
１．１．２　主要试剂及仪器　雷帕霉素（美国ＧｅｎｅＯｐ
ｅｒａｔｉｏｎ公司），ＴＵＮＥＬ试剂盒（德国 Ｒｏｃｈｅ公司），
ＤＡＢ显色试剂盒（北京中衫金桥生物技术开发有限
公司），光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），病理图像分析
系统（德国ＬＥＩＣＡ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＲＩＲＩ模型的建立　按３ｍＬ·ｋｇ－１的剂量将

１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射对大鼠进行全身麻醉，
使用盐酸丁卡因滴眼液对角膜行表面麻醉，复方托

吡卡胺滴眼液滴眼散瞳。输液器连接４．５号针头行
右眼前房穿刺，注意不要伤及虹膜和晶状体，生理盐

水瓶连接输液器，瓶内液面高度调整在１５０ｃｍ，检查
穿刺口无漏水，此时眼压达到 １１０ｍｍＨｇ（１ｋＰａ＝
７５ｍｍＨｇ）左右，可观察到眼底血管断流、视网膜苍
白。持续６０ｍｉｎ后缓慢降低输液瓶的高度，可见视
网膜变红，拔出穿刺针头［４］。

１．２．２　标本采集和处理　分别于再灌注后０ｈ、６ｈ、
１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ采用腹腔注射过量麻醉处死大鼠，迅
速摘除眼球。每组５个时间点各５只眼球以４０ｇ·
Ｌ－１中性多聚甲醛固定２４ｈ后，酒精梯度脱水，二甲
苯透明，石蜡包埋。将包埋好的眼球标本前端以角

膜中央定位，后端以视神经根定位，前后方位视网膜

全层连续切片，切片厚度４μｍ。ＨＥ染色，倒置显微
镜下观察并拍照。

１．２．３　大鼠视网膜内层厚度的测量　每只眼球取３
张切片进行分析，视网膜内层厚度（指视网膜内界膜

到外网状层内缘的距离）为距视盘边缘２００μｍ处１００
μｍ长度内随机取４点的平均厚度。应用美国Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏｐｌｕｓ６．０专业图像分析软件系统进行测定。
１．２．４　原位凋亡（ＴＵＮＥＬ法）的检测　常规二甲苯
脱蜡；梯度酒精脱水；体积分数 ３％Ｈ２Ｏ２室温封闭
１０ｍｉｎ；蛋白酶 Ｋ消化１０ｍｉｎ，ＴＵＮＥＬ反应液（ＴｄＴ
反应液＋标记液）５０μＬ湿盒３７℃孵育６０ｍｉｎ，转化
剂ＰＯＤ混合液５０μＬ湿盒３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ
显色，苏木素复染，体积分数１％盐酸酒精分化，烘
干，封片。普通光学显微镜下随机选取５个高倍视
野（×４００），计算视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌｓ，ＲＧＣ）层及内核层凋亡细胞的光密度值（凋亡
细胞呈棕黄色），即光密度值＝总光密度值／总面积。
１．２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测视网膜中 ＨＩＦ１αｍＲ
ＮＡ表达　将每组５个时间点５只眼球视网膜取下，
置于装有 Ｔｒｉｚｏｌ试剂的 ＥＰ管中。用超声波粉碎视
网膜组织，提取视网膜中的总ＲＮＡ，用紫外分光光度
计测量其浓度及纯度。取２μｇｍＲＮＡ逆转录为ｃＤ
ＮＡ，再行扩增。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应在ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０
Ⅱ系统中进行，反应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；然后
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进行４０个循环反应（９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，
７２℃延伸２０ｓ）。ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达量的多少通过
与内参 βａｃｔｉｎ比较来反映。βａｃｔｉｎ上游引物：５’
ＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＣ３’，下游引物：５’
ＡＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３’，扩增片段为 １９９
ｂｐ；ＨＩＦ１α上游引物：５’ＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＧＡＴＣＡＧＣ
ＣＡＧＣＡ３’，下游引物：５’ＧＣＴＧＴＣＣＡＣＡＴＣＡＡＡＧ
ＣＡＧＴＡＣＴＣＡ３’，扩增片段为１００ｂｐ。
１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析，
所有数据均以珋ｘ±ｓ表示，采用成组设计ｔ检验进行两
组之间的差异分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠视网膜组织学改变　空白对照组大鼠视网

膜层次清晰，各层细胞排列整齐密集，结构完整。实验

对照组：缺血再灌注后０ｈ，视网膜组织水肿，其中神
经纤维层与内网状层明显水肿、厚度显著增加，ＲＧＣ
可见空泡、变性；再灌注后６ｈ视网膜各层明显疏松，
排列紊乱，ＲＧＣ数目减少；再灌注后１２ｈ视网膜水肿
已显著减轻，神经纤维层扁平，内核层厚度变薄，ＲＧＣ
排列较稀疏；再灌注后２４ｈ视网膜水肿基本消失，主
要表现为ＲＧＣ数目减少，细胞变性，神经纤维层明显
变薄，内核层排列紊乱、轻度变薄，外核层没有明显的

变化；再灌后４８ｈ，视网膜内层变薄，可见ＲＧＣ有较多
的缺失。实验组再灌注后０ｈ视网膜水肿较实验对照
组轻，视网膜内层厚度小于实验对照组；再灌后６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、４８ｈ实验组视网膜内层厚度均超过实验对照
组，ＲＧＣ排列较规整（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＲｅｔｉｎａｌＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）．Ａ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ１２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔ１２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；Ｅ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　视网膜
ＨＥ染色结果（×４００）。Ａ：再灌注后１２ｈ实验对照组；Ｂ：再灌注后１２ｈ实验组；Ｃ：再灌注后２４ｈ实验对照组；Ｄ：再灌注后２４ｈ实验组；Ｅ：
空白对照组

２．２　大鼠视网膜内层厚度的比较　空白对照组大
鼠视网膜内层厚度为（１０４００±２７８）μｍ，实验对照
组与实验组大鼠再灌后不同时间视网膜内层厚度的

比较见表 １，由表１可见：再灌后不同时间实验对照
组与实验组大鼠视网膜内层厚度比较，差异均有统

计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。
表１　实验组与实验对照组视网膜内层厚度比较
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｎｅｒｒｅｔｉｎａｌｌａｙｅｒｔｈｉｃｋ
ｎｅｓｓｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ，ｎ＝５，ｌ／μｍ）
Ｇｒｏｕｐ ０ｈｏｕｒ ６ｈｏｕｒｓ １２ｈｏｕｒｓ ２４ｈｏｕｒｓ ４８ｈｏｕｒｓ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌ１６２．２６±６．４１７３．０８±４．０１７１．２２±１．４９６５．５６±１．８４７５．２７±２．４０
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １３７．５５±７．７６８５．０８±２．６５８１．９６±１．８５８７．５１±１．３１８８．６１±３．０６
ｔ ５．４８７ ５．５７２ １０．０９５ ２１．６６４ ７．６６０
Ｐ ０．００１ ０．００１ ０．０００ ０．０００ ０．０００

２．３　ＴＵＮＥＬ检测凋亡细胞的表达情况　空白对照
组ＴＵＮＥＬ染色未见明显阳性细胞，再灌注后０ｈ实
验对照组与实验组视网膜凋亡细胞表达比较，差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。实验对照组再灌注后６ｈ
可见视网膜中出现细胞凋亡，大多位于神经节细胞

层；１２ｈ后凋亡细胞阳性表达明显增多；２４ｈ后凋亡
细胞阳性表达达顶峰，多见于神经节细胞层和内核

层；４８ｈ后凋亡细胞阳性染色开始减少，主要见于
ＲＧＣ层。实验组凋亡改变出现同实验对照组有相似
的趋势，再灌注１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ凋亡细胞阳性表达
明显少于实验对照组，差异均有统计学意义（均为

Ｐ＜０．０５；见表２、图２）。
表２　实验组与实验对照组视网膜细胞凋亡比较
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＧＣ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｇｒｏｕｐ ０ｈｏｕｒ ６ｈｏｕｒｓ １２ｈｏｕｒｓ ２４ｈｏｕｒｓ ４８ｈｏｕｒｓ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ ０．２８±０．０２ ０．３７±０．０３ ０．５１±０．２２ ０．６２±０．０３ ０．４８±０．０３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０．２４±０．０３ ０．３２±０．０２ ０．４０±０．０１ ０．５２±０．０２ ０．４１±０．０４
ｔ ２．１２５ ２．１１０ ９．３２２ ５．１４３ ３．２７３
Ｐ ０．０６６ ０．０７３ ０．０００ ０．００１ ０．０１１

２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定视网膜中 ＨＩＦ１αｍＲ
ＮＡ的表达　在 ＲＩＲＩ后，ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达迅速
增加，在再灌注后 １２ｈ达到高峰，一直持续到再
灌注后４８ｈ表达量仍较高。与实验对照组相比，
提前给予雷帕霉素（２ｍｇ·ｋｇ－１）能够明显抑制
ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达，２组再灌注后 ０ｈ、６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ及４８ｈ比较，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５，见表３）。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｔｉｎａｌＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（×４００）．Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　大鼠再灌注后２４ｈ视网膜ＴＵＮＥＬ染色图像（×４００）。Ａ：空白对照组；Ｂ：实验
对照组再灌注后２４ｈ；Ｃ：实验组再灌注后２４ｈ

表３　视网膜缺血再灌注后不同时间 ＨＩＦ１αｍＲ
ＮＡ表达变化
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＨＩＦ１αｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｇｒｏｕｐ ０ｈｏｕｒ ６ｈｏｕｒｓ １２ｈｏｕｒｓ ２４ｈｏｕｒｓ ４８ｈｏｕｒｓ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ ０．４７±０．０７ ０．４０±０．０４ ０．８９±０．４４ ０．４１±０．０２ ０．２６±０．０７
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０．２９±０．０９ ０．２１±０．０５ ０．３５±０．１９ ０．２６±０．０３ ０．１１±０．０５
ｔ ３．３４５ ６．１２１ ２．４８７ ３．５６４ ７．３８５
Ｐ ０．０１０ ０．０００ ０．０３８ ０．００７ ０．０００

３　讨论

ＲＩＲＩ可引起自由基、刺激性氨基酸毒性、细胞内
钙超载等［５］，导致ＲＧＣ及内核层细胞的凋亡。已有
研究观察到升高眼压可引起大鼠 ＲＩＲＩ模型中超微
形态学变化，表明 ＲＧＣ层和内核层中存在细胞凋
亡［６］。本实验中我们应用 ＴＵＮＥＬ法观察 ＲＩＲＩ细胞
凋亡发生的情况，再灌注后６ｈ可见视网膜中出现细
胞凋亡，大多位于 ＲＧＣ层；再灌注后１２ｈ视网膜细
胞凋亡开始增多，２４ｈ后凋亡细胞阳性表达达顶峰，
多见于ＲＧＣ层和内核层；４８ｈ后凋亡细胞阳性染色
开始减少，主要见于 ＲＧＣ层；这与其他学者的研究
结果相似［７］。因此，抑制 ＲＧＣ的凋亡、促进 ＲＧＣ的
存活是ＲＩＲＩ发生后要解决的关键问题。本实验也
表明，ＲＩＲＩ后大鼠ＲＧＣ大量丢失。

ＨＩＦ１是低氧条件下广泛存在于哺乳动物和人
体内的转录因子，ＨＩＦ１由 ＨＩＦ１α和ＨＩＦ１β两亚单
位组成，ＨＩＦ１的调节受到多种因素的影响，ＨＩＦ１
的稳定和活性主要是由 ＨＩＦ１α决定的，且 ＨＩＦ１α
是专一受氧调节的亚基，调控着下游众多基因，其靶

基因主要包括血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉ
ａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅ
ｔｉｎ，ＥＰＯ）、糖酵解酶、环氧合酶（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓａ，
ＣＯＸ），影响细胞凋亡因子 ｐ５３等的转录和表达［８］，

ＨＩＦ１调控的基因以不同的方式参与细胞对缺氧的
适应过程，从而增加了细胞在缺氧环境下的生存能

力。视网膜细胞代谢的最大特点是耗氧量大，对缺

氧特别敏感，在正常氧条件下，ＨＩＦ１α在视网膜中
表达极低。Ｋａｕｒ等［９］观察发现大鼠视网膜缺氧之

后，视网膜神经胶质细胞中 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达增
加。此外，ＨＩＦ１还参与热休克蛋白的表达调节，研
究发现缺氧可明显增加大鼠视网膜神经中细胞ＨＩＦ
１蛋白的表达［１０］，并调控其下游基因ｐ５３的表达，缺
氧是ｐ５３最强的生理性诱导剂，在缺氧情况下，去磷
酸化的ＨＩＦ１α通过与ｐ５３结合介导缺氧情况下ｐ５３
依赖的凋亡。ＨＩＦ１和 ｐ５３在缺氧诱导性的迟发性
神经元死亡中起着关键作用，两者共同控制着缺氧

诱导性神经元死亡［１１］，ＨＩＦ１α在缺血性视网膜病变
中对视网膜神经细胞可能起着相似的作用。袁海虹

等［１２］在大鼠ＲＩＲＩ模型研究中采用免疫组织化学及
ＲＴＰＣＲ发现，ＨＩＦ１α的表达增加与损伤后的视网
膜细胞凋亡率呈正相关，推测其表达可能与视网膜

细胞的凋亡有密切关系。最近新的研究证明，以

ＨＩＦ１α作为靶点治疗缺氧性视网膜疾病取得了相
应的成果［１３］。本实验通过建立 ＲＩＲＩ的模型初步证
明，雷帕霉素发挥抗凋亡作用是通过减少 ＨＩＦ１α表
达来完成的。

雷帕霉素是２０世纪７０年代初由加拿大 Ａｙｅｒｓｔ
研究所从放线菌培养液中分离出来的大环内酯类抗

生素。雷帕霉素有特异性抑制哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）的作
用［１４］。ｍＴＯＲ是一种重要的信号转导分子，参与多
种生理及病理过程，其通过调控多种靶向分子达到

促进蛋白质合成的作用，主要靶向点在翻译及转录

这两个关键环节，以实现对细胞生长、增殖及分化、

凋亡的调控［１５１８］。ｍＴＯＲ下游靶点 ｐ７０Ｓ６Ｋ及 ４Ｅ
ＢＰ１均与蛋白合成速率密切相关，提示 ｍＴＯＲ可能
影响应激下的蛋白合成。由于神经修复过程中神经

细胞存活与正常蛋白合成速率有关，ｍＴＯＲ可感受
细胞外应激，从而通过补偿减少的蛋白合成来参与

神经修复机制。由于 ｍＴＯＲ自噬的负性调控，抑制
ｍＴＯＲ信号通路后会导致自噬性细胞死亡［１９］。Ｓｒｉｎ
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ｉｖａｓ等［２０］假设自噬是由ＡＭＰＫ及ｍＴＯＲ的活化调节
的，并且是依赖于 ＨＩＦ１α的方式，并提供了实验证
据。雷帕霉素可以抑制细胞周期蛋白依赖性激酶的

活化和抑制细胞周期进展，使细胞停止增殖并最终

凋亡。Ｚｈａｏ等［２１］研究表明，通过减弱 ｍＴＯＲ介导的
应激性视网膜色素细胞功能缺失，雷帕霉素提高和

促进了视网膜退行性疾病模型中光感受器数量及功

能。Ｃｈｅｎ等［３］通过建立大鼠脑缺氧缺血模型，证实

腹腔注射雷帕霉素可以阻断 ｍＴＯＲ信号通路，调节
ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达来抑制神经细胞凋亡。ｍＴＯＲ
信号通路可能通过影响ＨＩＦ１α的表达，进而调节细
胞的凋亡及细胞自噬等生物过程。

本实验选择雷帕霉素作用于 ＲＩＲＩ模型，ＨＥ染
色法观察ＲＧＣ形态，ＴＵＥＮＬ法检测细胞凋亡情况及
ＰＣＲ法测定ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达，依此来研究雷帕
霉素对ＲＩＲＩ后 ＲＧＣ存活的影响，并初步探讨产生
这一作用的机制。本实验 ＨＥ染色结果显示，实验
对照组ＲＩＲＩ后０ｈ即可见视网膜组织水肿、疏松，２４
ｈ时可见视网膜有明显的病理改变。而实验组中再
灌注后０ｈ视网膜水肿明显减轻，ＴＵＮＥＬ阳性细胞
明显减少。另外，从 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果中可
见，ＲＩＲＩ后大鼠 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达增加，雷帕霉素
能够通过抑制 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达而促进 ＲＧＣ的
存活。

综上所述，雷帕霉素对 ＲＩＲＩ具有保护作用，可
能与其下调ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达及抗凋亡作用相关。
但因ＲＩＲＩ后细胞凋亡反应机制复杂，而雷帕霉素能
通过多条途径抑制视网膜细胞的凋亡，其具体机制

有待进一步探讨。
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