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组和ＤＭ组用同体积生理盐水替代。停止灌胃２周后，于第１０周末将所有大鼠处死，取颈静脉血，用于检测血清中丙二醛含量
及超氧化物歧化酶的活性；取视网膜组织，用于制备视网膜石蜡切片，采用ＴＵＮＥＬ法进行视网膜凋亡细胞原位标记，计算视网
膜神经节细胞凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）；采用免疫组织化学法检测视网膜组织 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达。结果　三组大鼠血
清丙二醛含量比较，差异有统计学意义（Ｆ＝４７１．０６１，Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组丙二醛含量高于 ＮＣ组（均为 Ｐ＜０．０１），ＤＭ
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组高于ＶｉｔＢ１２组（Ｐ＜０．０１）；三组间血清超氧化物歧化酶活性差异有统计学意义（Ｆ＝３５６．９２３，Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组超
氧化物歧化酶活性低于ＮＣ组（均为Ｐ＜０．０１），ＤＭ组低于ＶｉｔＢ１２组（Ｐ＜０．０１）。三组大鼠视网膜神经节细胞层、内核层和外
核层均可见凋亡细胞，ＤＭ组和ＶｉｔＢ１２组凋亡细胞数较ＮＣ组明显增多，ＶｉｔＢ１２组凋亡细胞数较 ＤＭ组有不同程度减少。三组
视网膜神经节细胞ＡＩ值比较差异有统计学意义（Ｆ＝１４．９２６，Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组ＡＩ值均高于ＮＣ组（均为Ｐ＜０．０１），
ＤＭ组ＡＩ值高于ＶｉｔＢ１２组（Ｐ＜０．０５）。显微镜观察发现三组大鼠视网膜神经节细胞层、内核层和外核层均可见Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
表达，ＤＭ组和ＶｉｔＢ１２组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均较ＮＣ组明显增多，ＶｉｔＢ１２组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较 ＤＭ组明显减少。三组视网
膜Ｃａｓｐａｓｅ３光密度值比较差异有统计学意义（Ｆ＝７７．８９６，Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ３光密度值均高于 ＮＣ
组（均为Ｐ＜０．０１），ＤＭ组高于ＶｉｔＢ１２组（Ｐ＜０．０１）。结论　维生素Ｂ１２对糖尿病视网膜神经细胞有一定的保护作用，其机制
可能是维生素Ｂ１２通过抗氧化作用抑制Ｃａｓｐａｓｅ３的表达从而抑制神经细胞的凋亡。

　　糖尿病视网膜病变作为２型糖尿病的主要并发
症之一，是导致糖尿病患者视力损伤的重要原因，也

是防盲治盲的主要难题［１］。目前临床上治疗糖尿病

视网膜病变主要聚焦于防止视网膜新生血管形成以

及血管渗漏［２］，而忽略了视网膜神经元病变对糖尿

病患者视力的早期影响。有研究表明，糖尿病视网

膜神经元进行性病变的发生远早于视网膜新生血管

形成，是糖尿病患者早期视力损伤的重要影响因

素［３］，其发病机制可能是由于糖尿病患者体内产生

过量的活性氧簇以及抗氧化剂的减少，导致体内过

氧化反应增强，从而损伤视网膜神经元［４］。维生素

Ｂ１２作为体内重要的元素之一，参与体内各种代谢
活动，是机体重要的抗氧化剂［５６］。大量研究表明维

生素Ｂ１２对周围神经有很好的保护作用，可以加快
受损伤轴突的生长速度，促进周围神经损伤后的功

能重建［７］；乔芳［８］发现对于糖尿病周围神经病变患

者联合应用甲钴胺与胰激肽原酶有很好效果。本实

验通过建立糖尿病大鼠模型，给予大鼠维生素 Ｂ１２
灌胃治疗，观察维生素 Ｂ１２对糖尿病大鼠视网膜神
经细胞凋亡的影响，并探讨其作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组　选取雄性２月龄清洁级ＳＤ
大鼠３６只，体质量（２５０±２０）ｇ，随机分为正常对照组
（ＮＣ组）、糖尿病模型组（ＤＭ组）、维生素Ｂ１２治疗组
（ＶｉｔＢ１２组），每组１２只，购自锦州医科大学实验动物
研究中心，饲养于锦州医科大学附属第一医院动物

房，饲养环境符合医学实验动物环境设施要求。

１．２　主要试剂和仪器　链脲佐菌素、丙二醛测定试
剂盒、超氧化物歧化酶测定试剂盒（南京建成生物工

程研究所），维生素 Ｂ１２粉剂（合肥博美生物科技有
限责任公司），ＴＵＮＥＬ细胞凋亡原位检测试剂盒、免
疫组织化学 ＳＰ试剂盒、兔抗大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ３多克隆
抗体（沈阳万类生物科技有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　糖尿病模型的制作　ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组大鼠
禁食 １２ｈ后，一次性腹腔注射链脲佐菌素溶液
（６０ｍｇ·ｋｇ－１）制作糖尿病模型。７２ｈ后测空腹血
糖值≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１为造模成功。ＮＣ组注射等
体积的柠檬酸钠缓冲液，７２ｈ后测空腹血糖值
（４．０～７．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）。

１．３．２　给药方式及观察　造模成功后，ＶｉｔＢ１２组每
天给予维生素Ｂ１２水溶液１００μｇ·ｋｇ－１，用灌胃针
进行灌胃１次，持续治疗８周；ＮＣ组和 ＤＭ组每天
进行１次等体积生理盐水灌胃，持续 ８周。每周 １
次测量血糖、体质量，观察饮水量及尿量变化。实验

过程中，ＶｉｔＢ１２组和ＤＭ组大鼠血糖均无自行恢复，
每天饮水量、尿量明显高于 ＮＣ组，体质量明显低于
ＮＣ组。
１．３．３　取材及标本制备　停止灌胃２周后，所有大
鼠均于第１０周末用１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射
麻醉，迅速取颈静脉血，离心后取上层血清。立即摘

取右眼眼球浸入４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定液中２４ｈ
后，去除眼前节，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包

埋，行与视神经矢状轴平行的视网膜连续切片。

１．３．４　血清氧化应激指标的检测　收集静脉血离
心后取上层血清，硫代巴比妥酸法测定丙二醛，黄嘌

呤氧化酶法测定超氧化物歧化酶，严格按照说明书

操作，由分光光度计比色法测定。每个指标重复操

作５次，取平均值。
１．３．５　视网膜神经细胞凋亡和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
的检测　视网膜神经细胞凋亡的检测：采用 ＴＵＮＥＬ
法，按照说明书进行检测。细胞核中有棕色颗粒者

为阳性细胞，在 ２００倍光学显微镜下以视网膜神经
节细胞层为观察边框，每张玻片随机选５个视野，计
数阳性细胞数和视网膜神经细胞总数得到平均值，

计算凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ），即 ＡＩ＝凋亡细
胞数／视网膜神经细胞总数 ×１００％。视网膜
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的检测：采用免疫组织化学法，按
照说明书进行检测。细胞核及细胞浆呈黄色或棕黄

色染色者为阳性细胞。用计算机辅助图像分析系统

分析，对染色阳性物质进行光密度测定，在２００倍光
学显微镜下每张切片随机选取５个视野，计算平均
光密度值。

１．４　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析所
有数据，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，多组计量资料比较采
用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组血清氧化应激指标的比较　三组大鼠血
清丙二醛含量比较，差异有统计学意义（Ｆ＝
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４７１０６１，Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组丙二醛含量
高于 ＮＣ组（均为 Ｐ＜０．０１），ＤＭ组高于 ＶｉｔＢ１２组
（Ｐ＜０．０１）；三组间血清超氧化物歧化酶活性差异有
统计学意义（Ｆ＝３５６．９２３，Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、
ＶｉｔＢ１２组超氧化物歧化酶活性低于ＮＣ组（均为Ｐ＜
０．０１），ＤＭ组低于ＶｉｔＢ１２组（Ｐ＜０．０１，见表１）。
２．２　各组视网膜神经细胞凋亡情况
２．２．１　显微镜观察结果　三组大鼠视网膜神经节

细胞层、内核层和外核层均可见凋亡细胞，ＤＭ组和
ＶｉｔＢ１２组凋亡细胞数较 ＮＣ组明显增多，ＶｉｔＢ１２组
凋亡细胞数较ＤＭ组有不同程度减少（图１）。
２．２．２　各组视网膜神经节细胞 ＡＩ　三组视网膜神
经节细胞ＡＩ值比较差异有统计学意义（Ｆ＝１４．９２６，
Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组ＡＩ值均高于ＮＣ组（均
为Ｐ＜０．０１），ＤＭ组ＡＩ值高于ＶｉｔＢ１２组（Ｐ＜０．０５，
见表１）。

表１　三组大鼠血清丙二醛含量、超氧化物歧化酶活性、ＡＩ、Ｃａｓｐａｓｅ３光密度值的比较 （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ 丙二醛（ｃ／ｎｍｏｌ·ｍＬ－１） 超氧化物歧化酶活性／Ｕ·ｍＬ－１ ＡＩ／％ Ｃａｓｐａｓｅ３光密度值
ＮＣ组 １２ ４．４７±０．３６ １１２．７７±４．５５ １１．３２±６．４３ ０．１１７±０．０４２
ＤＭ组 １２ ８．２７±０．２３ａ ６６．５１±３．８８ａ ２７．２９±８．９５ａ ０．３８８±０．０４８ａ

ＶｉｔＢ１２组 １２ ６．４５±０．３０ａｂ ８６．６１±４．３０ａｂ １９．６０±５．７１ａｂ ０．２８４±０．０６７ａｂ

Ｆ值 ４７１．０６１ ３５６．９２３ １４．９２６ ７７．８９６
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

注：与ＮＣ组比较，ａＰ＜０．０１；与ＤＭ组比较，ｂＰ＜０．０１

图１　各组视网膜神经细胞凋亡情况（×２００）。Ａ：ＮＣ组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：ＶｉｔＢ１２组

２．３　各组视网膜神经细胞Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达情况
２．３．１　显微镜观察结果　三组大鼠视网膜神经节
细胞层、内核层和外核层均可见 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表

达，ＤＭ组和 ＶｉｔＢ１２组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达均较 ＮＣ
组明显增多，ＶｉｔＢ１２组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较 ＤＭ组
明显减少（图２）。

图２　各组视网膜中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达情况（×２００）。Ａ：ＮＣ组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：ＶｉｔＢ１２组

２．３．２　各组视网膜Ｃａｓｐａｓｅ３光密度值情况　三组
视网膜Ｃａｓｐａｓｅ３光密度值比较差异有统计学意义
（Ｆ＝７７．８９６，Ｐ＝０．０００），ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组视网膜
Ｃａｓｐａｓｅ３光密度值均高于 ＮＣ组（均为 Ｐ＜０．０１），
ＤＭ组高于ＶｉｔＢ１２组（Ｐ＜０．０１，见表１）。

３　讨论

糖尿病视网膜病变作为２型糖尿病的主要并发

症之一，是导致糖尿病患者视力损伤的主要因素。

糖尿病视网膜病变发病机制较为复杂，是多因素、多

机制共同作用的结果。目前普遍认为其机制主要是

糖尿病微循环代谢障碍引起视网膜缺血缺氧进而导

致视网膜微血管病变，发病原因与氧化应激［９］、炎症

反应及基因多态性等多种因素有关［１０１１］。研究表

明，在糖尿病引起视网膜微血管病变前已发生了视

网膜神经元的病变，糖尿病代谢紊乱可能首先影响
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视网膜神经元，微血管病变则是其继发影响的结

果［３］。视神经元病变的发生与视网膜光感受器细胞

及神经节细胞等神经细胞的凋亡密切相关［１２］。所

以，研究早期糖尿病视网膜神经细胞的凋亡机制及

延缓视网膜神经细胞凋亡的发生，对于糖尿病视网

膜病变的早期预防和治疗有重要价值。

氧化应激在细胞凋亡中有着重要作用，有研究

发现在病理情况下通过线粒体电子传递链产生的过

量活性氧簇在诱导细胞凋亡中起关键作用［４］。Ｓｃａｔ
ｅｎａ［１３］报道活性氧簇在皮摩尔水平可诱发细胞凋亡。
Ｐｅｒｄｏｍｏ等［１４］发现活性氧簇可以触发线粒体释放

ＰＫＣ，它是激活Ｃａｓｐａｓｅ３的重要事件，同时是启动凋
亡的关键步骤。Ｃａｓｐａｓｅｓ家族是哺乳动物一切凋亡
信号转导的共同通路，正常情况下以无活性的酶原

形式存在于细胞浆中，Ｃａｓｐａｓｅ的激活被认为是进入
凋亡途径的特异性标志，其中 Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡
过程中最重要的终末执行酶［１５］。

维生素 Ｂ１２作为体内重要的元素之一，参与体
内各种代谢活动，是机体重要的抗氧化剂［５６，１６］。研

究表明维生素 Ｂ１２对周围神经有很好的保护作用，
王东强等［７］发现维生素Ｂ１２可以加快受损伤轴突的
生长速度，延缓失去神经支配肌肉的萎缩，促进周围

神经损伤后的功能重建。本实验通过建立糖尿病大

鼠模型，给予大鼠维生素Ｂ１２灌胃治疗，观察维生素
Ｂ１２对糖尿病大鼠视网膜神经细胞凋亡的影响，并
探讨其作用机制。

在本研究中，于第１０周末将所有大鼠处死，制
备视网膜石蜡切片，并进行 ＴＵＮＥＬ凋亡标记。通过
显微镜观察发现，ＤＭ组和 ＶｉｔＢ１２组大鼠在视网膜
神经节细胞层、内核层和外核层均可见凋亡细胞，且

数量明显多于ＮＣ组大鼠。有研究表明１６周以前是
糖尿病视网膜病变的背景期，而视网膜的血管内皮

细胞出现凋亡则主要是在２４周以后或是更晚［１７］。

本研究结果证实了糖尿病视网膜神经元病变发

生早于视网膜微血管病变。本实验还发现，ＤＭ组和
ＶｉｔＢ１２组丙二醛含量高于ＮＣ组，而ＤＭ组和ＶｉｔＢ１２
组超氧化物歧化酶活性低于 ＮＣ组。其中丙二醛反
映氧化损伤水平［１８］，超氧化物歧化酶活性代表抗氧

化水平［１９］。这提示糖尿病大鼠血清中活性氧簇生

成增多，抗氧化防御能力下降，提示氧化应激可能参

与了糖尿病大鼠视网膜神经细胞的凋亡。另外，本

研究通过免疫组织化学法检测视网膜组织Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达后发现，三组在视网膜神经节细胞层、内核

层和外核层均可见 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达。但是，与
ＮＣ组相比，ＤＭ组和 ＶｉｔＢ１２组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
明显增多，而且 ＤＭ组和 ＶｉｔＢ１２组视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ３
光密度值高于 ＮＣ组，这提示 Ｃａｓｐａｓｅ３在糖尿病大
鼠视网膜神经细胞的凋亡发生中起到一定的作用。

综上结果分析，糖尿病大鼠体内过多的活性氧簇可

能通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ３来启动视网膜神经细胞的早

期凋亡。

在本实验中，ＶｉｔＢ１２组用维生素 Ｂ１２灌胃治疗
８周，ＮＣ组和ＤＭ组用等体积生理盐水替代治疗，对
比分析结果发现：ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组丙二醛含量高于
ＮＣ组，ＤＭ组高于 ＶｉｔＢ１２组；ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组超氧
化物歧化酶活性低于 ＮＣ组，ＤＭ组低于 ＶｉｔＢ１２组。
这表明 ＶｉｔＢ１２组大鼠在维生素 Ｂ１２灌胃治疗８周
后，其体内的活性氧簇生成较 ＤＭ组减少，抗氧化防
御能力有所增强。３组大鼠视网膜神经节细胞层、内
核层和外核层均可见凋亡细胞，但３组 ＡＩ值有显著
差异，其中 ＤＭ组、ＶｉｔＢ１２组高于 ＮＣ组，ＤＭ组高于
ＶｉｔＢ１２组。这表明维生素Ｂ１２可以在一定程度上抑
制糖尿病大鼠视网膜神经细胞的凋亡，起到保护视

神经的作用。此外，３组在视网膜神经节细胞层、内
核层和外核层均可见 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，ＤＭ组、
ＶｉｔＢ１２组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达高于 ＮＣ组，ＤＭ组高
于ＶｉｔＢ１２组。这提示维生素 Ｂ１２在一定程度上抑
制了糖尿病大鼠视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达。以
上结果说明维生素Ｂ１２可能通过其抗氧化作用降低
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达，抑制糖尿病大鼠视网膜神经
细胞的凋亡，从而达到保护视神经的作用。

综上所述，维生素 Ｂ１２对糖尿病视网膜神经细
胞有一定的保护作用，维生素 Ｂ１２虽然不是最强的
抗氧化剂，但其无明显的副作用，已在临床广泛应用

于治疗周围神经病变。维生素Ｂ１２在糖尿病视网膜
病变视神经保护方面有较好的临床应用前景，有望

成为早期干预和治疗糖尿病视网膜病变的一种临床

常规用药。
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