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【中图分类号】　Ｒ７７４．１
【关键词】　坏死性凋亡；视网膜缺血再灌注损伤；受体相互作用蛋白；鼠
【摘要】　目的　建立视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）模
型，观察坏死性凋亡是否参与其病理过程。方法　野生型 Ｃ５７小鼠随机分为对照组及实
验组。对照组不做任何处理，实验组采用前房灌注法建立 ＲＩＲＩ模型，并于 ＲＩＲＩ后１ｄ、２
ｄ、４ｄ、７ｄ分别收集视网膜或眼球，行荧光定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光染色检测受体
相互作用蛋白（ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＩＰ）３及 ＲＩＰ１、白细胞介素１β、白细胞介素６、

肿瘤坏死因子α、Ｃａｓｐａｓｅ８的表达变化。结果　荧光定量ＰＣＲ检测ＲＩＰ３、ＲＩＰ１、白细胞介素１β、白细胞介素６、肿瘤坏死因子
α、Ｃａｓｐａｓｅ８的ｍＲＮＡ表达，与对照组比较，实验组在不同时间点均有显著升高，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．００１）。ＲＩＰ３
及ＲＩＰ１表达以早期升高为主，后期逐渐下降。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测发现ＲＩＰ３在ＲＩＲＩ后１ｄ及２ｄ显著升高，随后呈下降趋势。
组织切片免疫荧光染色也发现ＲＩＰ３在ＲＩＲＩ后１ｄ及２ｄ显著升高，随后呈下降趋势。结论　实验性ＲＩＲＩ模型中，坏死性凋亡
参与了其病理过程。坏死性凋亡特异性蛋白ＲＩＰ３表达以早期升高为主，后期逐渐下降。
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　　视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）在临床上十分常见，主要发生于
急性闭角型青光眼、视网膜中央动脉或静脉栓塞、糖

尿病性视网膜病变、缺血性视神经病变等视网膜血

管痉挛或阻塞所引起的一大类眼部疾病之中［１３］。

目前，有研究认为ＲＩＲＩ中视网膜神经细胞死亡的主
要方式是凋亡［４］，但也有研究发现单纯调控凋亡并

不能很好地保护神经细胞［５］。因此，我们推测 ＲＩＲＩ
中神经细胞的死亡可能还有其他机制。近年来，坏

死性凋亡在脑部等组织缺血再灌注损伤中已经被
证实发挥了重要的作用［６］。但是，ＲＩＲＩ中坏死性凋
亡是否参与尚不清楚。炎症在 ＲＩＲＩ中的作用已被
越来越多的研究证实［７］，结合坏死性凋亡既有炎症

又有凋亡的特征［８］，我们推测坏死性凋亡也参与了

ＲＩＲＩ过程。为此，我们建立了小鼠 ＲＩＲＩ模型，并从
ＲＮＡ、蛋白及组织等几个层次检测受体相互作用蛋
白（ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＩＰ）３及相关炎症因
子在不同时间点的表达变化，探讨坏死性凋亡在小

鼠ＲＩＲＩ模型中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组　选择４～６周龄的 Ｃ５７野生
型雌性小鼠７５只，体质量１６～１８ｇ，实验前检查双
眼眼前节和眼底均正常。实验动物由昆明医科大学

动物科提供，实验动物及实验使用条件均符合《实验

动物管理条例》。小鼠随机分为两组：实验组６０只，
通过前房灌注法建立ＲＩＲＩ模型，按再灌注后不同损
伤时间纳入１ｄ、２ｄ、４ｄ、７ｄ组，每组１５只小鼠，按１
ｄ、２ｄ、４ｄ、７ｄ时间点取材后行荧光定量ＰＣＲ（ｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＱＰＣＲ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光染色检
测，每种检测方法５只小鼠。对照组１５只，不做任
何处理，分别行 ＱＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光染色
检测，每种检测方法５只小鼠。
１．２　动物模型的建立　小鼠腹腔内注射４３ｇ·Ｌ－１

水合氯醛全身麻醉，使用复方托吡卡胺眼液散大瞳

孔。小鼠固定于自制固定器，参照文献报道的动物

模型建立方法［９１１］，将３０Ｇ针头插入术眼前房，注意
维持穿刺口密闭，注射器另一端连接于生理盐水瓶。

常规采用右眼作为术眼，若右眼前房密闭差则改术

眼为左眼。缓慢将生理盐水瓶调节高度至１５０ｃｍ，
眼压约１１０ｍｍＨｇ（１ｋＰａ＝７．５ｍＨｇ）。检查可见角
巩膜缘血管苍白，视网膜血管苍白，表示视网膜缺血

成功。缺血持续６０ｍｉｎ后，逐渐降低输液瓶高度至
与小鼠眼球水平，拔出前房灌注针头，恢复视网膜血

供。检查可见角巩膜缘血管恢复血供，视网膜血管

恢复血供，表示再灌注成功。对侧眼不做任何处理。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　小鼠过量麻醉处死，收取
ＲＩＲＩ不同时间点组及对照组各５只小鼠５只眼，置
于冰上迅速分离出视网膜。蛋白裂解液抽提蛋白，

等量蛋白常规上样、跑胶、转膜后，加入１１０００兔

抗小鼠ＲＩＰ３抗体（ＣＳＴ，美国）４℃冰箱内过夜孵育。
洗膜后，１５０００山羊抗兔二抗（Ｌｉｆｅ，美国）室温下
孵育１ｈ。化学发光法显色，以甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
作为内参，比较各组间ＲＩＰ３表达差异。
１．４　ＱＰＣＲ检测　小鼠过量麻醉处死，收取 ＲＩＲＩ
后不同时间点组及对照组各５只小鼠５只眼，置于
冰上迅速分离出视网膜。采用文献报道的方法［１２］，

使用ＴＲＮｚｏｌ试剂抽提总ＲＮＡ，分离纯化后使用紫外
分光光度计法定量。行逆转录反应合成ｃＤＮＡ，以其
为模板进行 ＱＰＣＲ。反应条件为：９５℃预变性 ５
ｍｉｎ，９５℃变性 １５ｓ，６０℃退火 ３０ｓ，９５℃变性 １
ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，共５０个循环。反应结束后，记
录荧光强度达阈值时的循环数，采用相对定量２－ΔΔＣｔ

法，计算每个目的基因ｍＲＮＡ相对拷贝数，实验重复
３次，取平均值。实验中检测以下因子 ｍＲＮＡ表达
变化：白细胞介素 （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１β、ＩＬ６、肿瘤坏
死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、ＲＩＰ１、
ＲＩＰ３及半胱天冬酶８（Ｃａｓｐａｓｅ８），引物序列见表１。
表１　ＱＰＣＲ引物序列
目的基因 　　　引物序列
ＩＬ１β 正向引物：５’ＴＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧ３’

反向引物：５’ＣＣＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＴＧＡＧＴＧＡＴＡＣ３’
ＩＬ６ 正向引物：５’ＣＡＧＡＧＧＡＣＣＣＡＧＡＧＡＣＡＡＧＣ３’

反向引物：５’ＴＧＣＴＧＡＡＡＣＡＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣ３’
ＴＮＦα 正向引物：５’ＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧ３’

反向引物：５’ＧＡＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＧＴＴＧＧＣ３’
ＲＩＰ３ 正向引物：５’ＧＣＴＧＣＡＡＣＴＧＣＡＴＣＣＡＴＡＴＣ３’

反向引物：５’ＣＡＣＴＧＧＧＴＡＡＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡ３’
ＲＩＰ１ 正向引物：５’ＡＧＧＴＣＣＣＴＧＴＣＡＴＧＣＴＴＣＴＧ３’

反向引物：５’ＡＴＴＴＧＧＴＴＣＣＧＡＴＣＣＡＧＧＴＴ３’
Ｃａｓｐａｓｅ８ 正向引物：５’ＡＧＣＡＧＣＡＡＧＴＧＣＴＣＣＡＡＴＣＴ３’

反向引物：５’ＡＴＴＴＣＴＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＧＴＧＣ３’

１．５　免疫荧光染色检测　小鼠过量麻醉处死，收取
ＲＩＲＩ后不同时间点组及对照组各５只小鼠５只眼。
小鼠眼球冰冻包埋，１０μｍ厚切片。切片室温干燥
０．５ｈ，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，
每次１０ｍｉｎ；体积分数０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温打孔
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ；５０ｇ·Ｌ－１牛血清
白蛋白封闭 １ｈ，１２５０兔抗小鼠 ＲＩＰ３抗体（Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国）过夜孵育，ＰＢＳ洗３次，每
次１０ｍｉｎ；山羊抗兔荧光二抗１１０００（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ；
４’，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）室温孵育 ５ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ，置荧光显微镜下观察。
１．６　统计学处理　数据均以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示。结果使用 ＧｒａｐｈＰａｄ软件分析，采用 ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＩＲＩ眼中ＲＩＰ３及炎症相关因子 ｍＲＮＡ表达
变化　与对照组相比，实验组 ＲＩＰ３、ＲＩＰ１在 ＲＩＲＩ后
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１ｄ开始升高，２ｄ后达到高峰，之后逐渐下降。为证
明ＲＩＰ３表达变化与炎症相关因子的关系，本研究检
测了 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα、Ｃａｓｐａｓｅ８的表达变化。结
果表明，实验组 ＲＩＰ３、ＲＩＰ１表达升高伴随了炎症相
关因子的表达升高，炎症相关因子变化持续时间较

ＲＩＰ３及ＲＩＰ１长（图１）。
２．２　ＲＩＲＩ眼中 ＲＩＰ３蛋白表达变化　与对照组相

比，实验组ＲＩＰ３蛋白表达在ＲＩＲＩ后１ｄ开始升高，２
ｄ后达到高峰，之后逐渐下降，变化趋势与 ＲＩＰ３ｍＲ
ＮＡ的变化基本一致（图２）。
２．３　ＲＩＲＩ眼组织切片中ＲＩＰ３表达变化　与对照组
相比，实验组ＲＩＰ３在ＲＩＲＩ模型中组织水平的变化与
ｍＲＮＡ及蛋白水平的变化基本一致，在ＲＩＲＩ后１ｄ开
始升高，２ｄ后达到高峰，之后逐渐下降（图３）。

图１　ＱＰＣＲ检测ＲＩＰ３及炎症相关因子ｍＲＮＡ表达变化。各组数据显示实验组与对照组相比各因子ｍＲＮＡ表达变化倍数，结果行ｔ检验。
各组数据在不同时间点与对照组（即０ｄ时）比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．００１）

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠视网膜ＲＩＰ３蛋白表达变化

３　讨论

ＲＩＲＩ是常见致盲性眼病的病因，其导致视网膜
神经细胞死亡而最终影响视力。常见的 ＲＩＲＩ所致
的视网膜神经细胞死亡方式是坏死和凋亡。凋亡通

常被认为是细胞程序性死亡的方式，而坏死通常被

认为是偶然和不可调控性的细胞死亡方式［１３］。然

而，近年来越来越多的资料表明，坏死也可以像凋亡

一样接受程序性的调控，这种细胞的死亡方式被命

名为坏死性凋亡［１４］。它是指由死亡受体和配基启

图３　ＲＩＲＩ后各组视网膜ＲＩＰ３免疫荧光染色像
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动、通过死亡受体介导，在凋亡通路受到抑制的情况

下发生的一类细胞坏死。坏死性凋亡发生于与死亡

受体结合及坏死小体形成之后。像凋亡小体一样，

坏死小体有其结构特征，它最初是由 ＲＩＰ１和 ＲＩＰ３
结合形成复合物而构成［１５］。其中，ＲＩＰ３介导了复合
物的形成及转归。因此，检测ＲＩＰ３的变化可以反映
坏死性凋亡的发生及发展［１６］。

目前，关于坏死性凋亡的研究越来越多，其在眼

部疾病中的作用也越来越被重视［１７］。然而，关于其

是否在 ＲＩＲＩ模型中发挥作用目前还不是很清楚。
我们的研究结果发现，在ＲＩＲＩ损伤后，ＲＩＰ３、ＲＩＰ１的
表达发生了显著变化，其 ｍＲＮＡ变化在 ＲＩＲＩ后１ｄ
开始升高，在２ｄ后达到高峰，之后逐渐降低。通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＩＰ３蛋白水平的变化，我们发现其
变化趋势类似于 ｍＲＮＡ的变化。同时，通过免疫荧
光染色，我们也再次验证了 ＲＩＰ３在 ＲＩＲＩ模型中的
表达变化。值得注意的是，ＲＩＰ３的表达具有明显的
时间特点，呈现出损伤早期显著升高，后期逐渐下降

的趋势。而结合文献报道，凋亡主要在 ＲＩＲＩ后期发
挥作用［１８］。所以，我们推测在ＲＩＲＩ的早期以坏死性
凋亡为主要细胞死亡类型，而在 ＲＩＲＩ的晚期以凋亡
为主要的细胞死亡方式。

坏死性凋亡在病理学特征方面具有明显的坏死

特性。首先，它具有典型的坏死样形态改变：细胞膜

完整性破坏严重，细胞器肿胀乃至崩解，而细胞核内

染色质缺乏明显的形态学改变；它与凋亡和自噬有

明显的区别，三者可以通过光镜、电镜观察和碘化丙

啶染色得到明确的区分。其次，坏死性凋亡引起显

著的炎症反应，表现为大量的炎症细胞浸润和激

活［１９］。炎症存在是坏死性凋亡的一个重要特征，检

测炎症因子的表达可以从一个侧面反映坏死性凋亡

的发生［２０］。本研究证实，ＲＩＲＩ后众多炎症相关因子
的表达显著上调，与对照组比较差异均有统计学意

义。且炎症相关因子的表达也具有时间特性，即在

损伤早期显著上升，且持续时间较 ＲＩＰ３长。实验中
同时检测了ＲＩＲ１的ｍＲＮＡ表达变化，其表达变化趋
势与ＲＩＰ３基本相同。值得注意的是，凋亡的相关因
子Ｃａｓｐａｓｅ８从ＲＩＲＩ早期升高，升高一直持续，且后
期更明显，这也从另一个方面证实了我们的推测，即

在ＲＩＲＩ的早期以坏死性凋亡为细胞死亡的主要方
式，而在晚期则以凋亡为主要的细胞死亡方式。

坏死性凋亡作为一种新近提出的细胞死亡方

式，在炎症、肿瘤、缺血再灌注损伤等疾病中的作用
越来越受到重视，但在眼部疾病中的研究目前还很

少。我们的研究初步证实了坏死性凋亡参与了ＲＩＲＩ
的病理过程，并发现ＲＩＲＩ早期坏死性凋亡相关因子
表达较高。由此我们推测，ＲＩＲＩ早期以坏死性凋亡
为主要病理过程，后期以凋亡为主要病理过程。但

坏死性凋亡与凋亡两者的关系，坏死性凋亡在 ＲＩＲＩ
中的调控机制等问题还有待于进一步研究。这些问

题的阐明将丰富ＲＩＲＩ的理论基础，为治疗提供新的
可能靶点。
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