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【摘要】　目的　探讨大鼠急性视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，
ＲＩＲＩ）后不同时间点视网膜中副凋亡及自噬的发生。方法　将３０只健康成年 ＳＤ雄性大
鼠随机分为ＲＩＲＩ组及正常对照组。利用高眼压前房灌注法建立 ＳＤ大鼠急性 ＲＩＲＩ动物
模型。正常对照组不做任何处理。急性ＲＩＲＩ后１ｄ、３ｄ、７ｄ、２８ｄ各时间点取各组大鼠的

视网膜组织，利用透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＴＥＭ）检测视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）副
凋亡及自噬的发生；利用免疫荧光染色法检测视网膜微管相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）
的表达。结果　急性ＲＩＲＩ后１ｄ持续至２８ｄ，ＴＥＭ可见ＲＧＣｓ细胞质空泡数量较正常对照组增高。急性ＲＩＲＩ后１ｄ持续至２８
ｄ，ＴＥＭ可见ＲＧＣｓ细胞质中自噬体数量增加。正常对照组ＲＧＣｓ的细胞质中自噬体每５０μｍ２平均为０．７９个，急性ＲＩＲＩ后７ｄ
自噬体的平均数量达到高峰，每５０μｍ２平均为２．２９个，与正常对照组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光法检测
发现，与正常对照组相比，急性ＲＩＲＩ后１ｄ开始，ＲＧＣｓ的细胞质中ＬＣ３表达增加，并在整个实验期间持续高表达，正常对照组
ＲＧＣｓ层的ＬＣ３阳性细胞百分比为１５．９０％，急性ＲＩＲＩ后１ｄ、２８ｄ时ＬＣ３阳性细胞百分比分别为４６．９５％和５２．３０％，与正常对
照组相比差异均具有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　急性ＲＩＲＩ后ＲＧＣｓ涉及副凋亡和自噬的激活，各种类型的程序性细
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胞死亡可作为单一细胞死亡的形式或多种细胞死亡形式共存，参与急性ＲＩＲＩ视网膜损伤。
【关键词】　副凋亡；自噬；视网膜缺血再灌注损伤；视网膜神经节细胞
【中图分类号】　Ｒ７７５

　　视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）是青光眼、糖尿病视网膜病变及其
他相关眼病共同的病理基础，可导致视功能的损害

并最终致盲［１］。青光眼是全球导致失明的主要原因

之一，属于神经退行性疾病，以病理性高眼压为特征

并导致视网膜缺血和渐进性神经元死亡［２］。各种类

型的程序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）
参与神经退行性疾病［３４］。那 么 非凋亡形式

ＰＣＤ———副凋亡和自噬是否参与了青光眼急性 ＲＩＲＩ
大鼠视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）
的死亡？本研究利用大鼠急性 ＲＩＲＩ模型，探讨非凋
亡形式ＰＣＤ与急性 ＲＩＲＩ后 ＲＧＣｓ死亡的关系及其
作用机制，为预防急性 ＲＩＲＩ后 ＲＧＣｓ死亡的发生和
探索新的治疗途径提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　 材料
１．１．１　实验动物与分组　健康成年ＳＤ雄性大鼠３０
只，体质量２２０～２５０ｇ，无眼疾，购自西安交通大学
医学院实验动物中心。大鼠随机分为急性 ＲＩＲＩ组
（２４只）及正常对照组（６只）。急性 ＲＩＲＩ组按 ＲＩＲＩ
后不同时间点分为１ｄ、３ｄ、７ｄ、２８ｄ四个小组，每组
６只大鼠。各组 ＳＤ大鼠均在正常温度、湿度、光亮
度下生活，定时喂养。正常对照组不做任何处理；急

性ＲＩＲＩ组建立急性 ＲＩＲＩ模型。实验动物的使用遵
循国家实验动物管理保护条例。

１．１．２　主要实验试剂及仪器　兔抗鼠视网膜微管
相关蛋白 １轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）抗体（日本ＭＢＬ公司），ＦＩＴＣ标记
抗兔ＩｇＧ（北京康为世纪公司），ＤＡＰＩ（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）。显微手术器械（苏州６６视觉医疗器械厂），透
射电子显微镜 （ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，
ＴＥＭ）（Ｈ７６５０，日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司），超薄切片机
（ＬＫＢⅤ／ＮＯＶＡ，瑞典 ＬＫＢ公司），倒置荧光显微镜
（ＢＸ５１，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　急性ＲＩＲＩ模型的建立　采用前房灌注生理
盐水升高眼压法建立急性ＲＩＲＩ模型（均选择右眼为
实验眼）［５］。８０ｇ·Ｌ－１水合氯醛腹腔注射麻醉大
鼠，清洁大鼠头部，盐酸奥布卡因滴眼液行表面麻

醉，氯霉素滴眼液消毒眼部。将连接生理盐水滴瓶

输液管的４号半针头沿大鼠右眼颞侧角巩膜缘斜刺
入前房，液平高度与鼠眼垂直距离为１５０ｃｍ，造成大
鼠眼内１１０ｍｍＨｇ（１ｋＰａ＝７．５ｍｍＨｇ）的高眼压，见
瞳孔区反光由橘红色变为苍白，眼底镜检查视网膜

苍白，说明已完全阻断视网膜中央动脉供血。高眼

压状态持续６０ｍｉｎ后拔出输液针头，可见瞳孔区反
光迅速变为暗红色，视网膜呈橘红色，说明阻断的血

管重新开放，已形成再灌注。术中保持大鼠体温

３７℃，术后给予红霉素眼膏涂眼预防感染。
１．２．２　电镜标本的取材及处理　正常对照组取３
只大鼠，ＲＩＲＩ组分别于急性ＲＩＲＩ后１ｄ、３ｄ、７ｄ、２８
ｄ各取３只大鼠，深度麻醉，经左心室快速灌注４℃
预冷的生理盐水，随即灌入体积分数２．５％戊二醛＋
４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定液２００ｍＬ，先快速滴注至大
鼠四肢抽搐，待抽搐停止后，缓慢滴注２０ｍｉｎ后取
材。取视网膜组织块，浸泡于体积分数２．５％戊二
醛＋４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定液中后固定２～４ｈ，磷
酸缓冲液漂洗，１０ｇ·Ｌ－１四氧化锇固定液４℃后固
定２～３ｈ，乙醇梯度脱水，环氧树脂 Ｅｐｏｎ８１２浸透、
包埋；聚合后做半超薄切片１～２μｍ，染色后光学显
微镜下定位，超薄切片机行 ８０ｎｍ超薄切片，醋酸
铀、柠檬酸铅染色后，ＴＥＭ下观察、拍照。每例标本
检测１０个视野。
１．２．３　免疫荧光染色标本的取材　正常对照组取３
只大鼠，ＲＩＲＩ组分别于急性ＲＩＲＩ后１ｄ、３ｄ、７ｄ、２８
ｄ各取３只大鼠，深度麻醉，经左心室快速灌注４℃
预冷的生理盐水２００ｍＬ，随即灌入４０ｇ·Ｌ－１多聚甲
醛５００ｍＬ，快速滴注至大鼠四肢抽搐，待抽搐停止
后，缓慢滴注２ｈ后取材。取双眼眼球，置于４０ｇ·
Ｌ－１多聚甲醛溶液中后固定２４ｈ，梯度蔗糖溶液脱水
至眼球沉于体积分数３０％蔗糖溶液底部，制作厚度
１２μｍ的冰冻切片，用于ＬＣ３免疫荧光染色。
１．２．４　ＬＣ３免疫组织化学检测　切片以０．０１ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＰＢＳ冲洗，体积分数０．０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温放
置３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗，体积分数５％山羊血清封闭，室
温孵育３０ｍｉｎ，滴加兔抗 ＬＣ３（１５００）一抗孵育，
４℃过夜；ＰＢＳ冲洗，滴加 ＦＩＴＣ标记的小鼠抗兔 ｌｇＧ
（１２００）二抗室温孵育２ｈ；ＰＢＳ洗涤；ＤＡＰＩ染色，
室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；缓冲甘油封片，荧光显
微镜下观察、照相；阴性对照采用体积分数５％正常
山羊血清代替一抗，其余步骤同上。于倒置荧光显

微镜下观察自噬的发生及变化。为避免实验过程中

非特异性染色造成的误差，每例标本检测３张切片，
每张切片检测５个视野。定量评价急性 ＲＩＲＩ损伤
引起ＲＧＣｓ的丢失程度，每组随机选取５张切片，计
数距视盘边缘１００μｍ处两侧ＲＧＣｓ层２００μｍ长度
内ＲＧＣｓ的数量。
１．３　统计学方法　数据均以均数 ±标准差表示，应
用ＳＰＳＳ１８．０进行数据分析，采用单因素方差分析
（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）进行显著性检验，多组间两两比
较采用ＬＳＤ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　急性ＲＩＲＩ后副凋亡的超微结构特征　ＴＥＭ下
正常对照组ＲＧＣｓ偶见核周出现细胞内空泡（图１Ａ－
图１Ｂ）。副凋亡的典型特征是细胞质空泡化，空泡内
清晰且无细胞质。ＲＩＲＩ组ＲＩＲＩ后１ｄ，ＲＧＣｓ细胞质
空泡化明显，但伴随着同时发生的坏死状形态。随

ＲＩＲＩ时间的延长，ＲＧＣｓ细胞质空泡化持续出现，再灌
注损伤引起ＲＧＣｓ的内质网和（或）线粒体渐进性肿
胀，线粒体嵴出现扩张（图１Ｃ－图１Ｈ）。这些观察结
果符合副凋亡的特征［６７］。因此，急性ＲＩＲＩ可部分通
过副凋亡途径诱导 ＲＧＣｓ死亡。ＲＩＲＩ导致细胞器的

肿胀可能提示细胞内环境稳态的破坏。

２．２　急性ＲＩＲＩ后自噬的超微结构特征　ＴＥＭ示，
正常对照组 ＲＧＣｓ细胞质中偶见自噬体（图 ２Ａ－
２Ｂ），每５０μｍ２平均为０．７９个。急性 ＲＩＲＩ后１ｄ，
ＲＧＣｓ细胞质中已经可见自噬体的激活，并在整个实
验期间持续激活（图２Ｃ－图２Ｈ）。急性 ＲＩＲＩ后７ｄ
自噬体的平均数量达到高峰，每５０μｍ２平均为２．２９
个，与正常对照组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。自噬激活的表现为自噬体包裹损伤的线粒
体或自噬泡包裹部分降解的膜性物质。这些结果表

明，急性 ＲＩＲＩ损伤的病理机制涉及 ＲＧＣｓ自噬的
激活。

图１　急性ＲＩＲＩ后ＲＧＣｓ副凋亡的超微结构。Ａ：正常对照组（×１００００）；Ｂ：正常对照组（×５００００）；Ｃ：ＲＩＲＩ组３ｄ（×１００００）；Ｄ：ＲＩＲＩ组３
ｄ（×５００００）；Ｅ：ＲＩＲＩ组７ｄ（×１００００）；Ｆ：ＲＩＲＩ组７ｄ（×５００００）；Ｇ：ＲＩＲＩ组２８ｄ（×１００００）；Ｈ：ＲＩＲＩ组２８ｄ（×５００００）

２．３　ＬＣ３在急性ＲＩＲＩ后视网膜中的表达　ＬＣ３免
疫荧光法检测急性ＲＩＲＩ后１ｄ、３ｄ、７ｄ、２８ｄ及正常
对照组ＲＧＣｓ自噬的激活情况。正常对照组 ＬＣ３免
疫荧光染色（绿色）存在于 ＲＧＣｓ层和内丛状层（图
３Ａ）。阴性对照未检测到 ＬＣ３免疫荧光染色。ＬＣ３
免疫反应性在急性ＲＩＲＩ后１ｄ的 ＲＧＣｓ层和内丛状
层显著增加，表现为小簇状、致密染色颗粒，并在整

个实验期间持续高表达（图３）。急性 ＲＩＲＩ后７ｄ，
内丛状层的 ＬＣ３免疫反应性降低。正常对照组
ＲＧＣｓ层的ＬＣ３阳性细胞百分比为１５．９０％，ＲＩＲＩ后
１ｄＬＣ３阳性细胞百分比显著增高，达到４６．９５％，与
正常对照组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
急性 ＲＩＲＩ后 ２８ｄＬＣ３阳性细胞百分比仍高达到
５２３０％，与正常对照组相比差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）（图３Ｅ）。以４００倍的放大率对 ＲＧＣｓ层
的ＤＡＰＩ阳性细胞数（蓝色）进行计数，正常对照组
每２００μｍ为（１１．１±１．２７）个，而急性 ＲＩＲＩ后２８ｄ

ＤＡＰＩ阳性细胞的数量下降到每 ２００μｍ（８５７±
１７２）个，与正常对照组相比差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）（图３Ｆ）。急性 ＲＩＲＩ后７ｄ内丛状层和
内核层的厚度显著下降并持续至２８ｄ，这反映了视
网膜内层结构的破坏。

３　讨论

ＲＩＲＩ是青光眼、糖尿病视网膜病变及其他相关
眼病的共同病理基础［１］。青光眼是全球导致失明的

主要原因之一，属于视神经的神经退行性疾病，最终

会导致不可逆性视功能损害［１２］。越来越多的证据

表明，各种类型的 ＰＣＤ，如细胞凋亡和自噬作用，在
青光眼患者和哺乳动物模型的青光眼性视网膜损伤

中发挥重要作用［５，７８］。更好地了解每种 ＰＣＤ的分
子机制，并选择性阻止这些类型的 ＰＣＤ可能对神经
元的存活和视功能的保留有益。

本研究结果表明，大鼠急性ＲＩＲＩ模型中，副凋亡
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图２　急性ＲＩＲＩ后ＲＧＣｓ自噬的超微结构。Ａ：正常对照组（×１００００）；Ｂ：正常对照组（×５００００）；Ｃ：ＲＩＲＩ组３ｄ（×１００００）；Ｄ：ＲＩＲＩ组３ｄ
（×５００００）；Ｅ：ＲＩＲＩ组７ｄ（×１００００）；Ｆ：ＲＩＲＩ组７ｄ（×５００００）；Ｇ：ＲＩＲＩ组２８ｄ（×１００００）；Ｈ：ＲＩＲＩ组２８ｄ（×５００００）

图３　急性ＲＩＲＩ后各组大鼠视网膜ＬＣ３的表达情况（标尺：５０μｍ）。Ａ：正常对照组；Ｂ：ＲＩＲＩ组１ｄ；Ｃ：ＲＩＲＩ组７ｄ；Ｄ：ＲＩＲＩ组２８ｄ；Ｅ：各组
ＬＣ３阳性细胞百分比（与正常对照组相比，Ｐ＜０．０５）；Ｆ：各组每２００μｍＲＧＣｓ的数量（与正常对照组相比，Ｐ＜０．０５）

和自噬的激活与 ＲＩＲＩ引起的视网膜损伤相关。本
研究证实急性ＲＩＲＩ可诱导ＲＧＣｓ细胞质中不规则的
空泡形成。对细胞质空泡化的进一步观察表明，其

与内质网和（或）线粒体肿胀相关并伴随核染色质的

保存。这些结果表明，急性 ＲＩＲＩ诱导的细胞质空泡

化可能与副凋亡相关，并可能导致副凋亡样细胞死

亡。肿胀的内质网和线粒体已涉及到细胞内环境稳

态的破坏［９］。副凋亡是一种新近定义的 ＰＣＤ，目前
对其发生的机制知之甚少，国内外学者正努力鉴别

特定副凋亡样变化，但仅在过去的几年中才有研究
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对其蛋白质组学分析进行描述［１０１１］。副凋亡在神经

系统发育的细胞分化阶段及许多神经变性疾病中发

生［１２］。近年来，许多研究强调神经元对涉及副凋亡

过程的应激相关信号的损伤易感性，这加强了副凋

亡和神经退行性疾病之间的联系［７，１３］。

免疫组织化学检测结果和 ＴＥＭ的观察结果表
明，与正常对照组比较，急性ＲＩＲＩ后ＲＧＣｓ自噬活性
明显增加。急性 ＲＩＲＩ后不同时间点，通过 ＴＥＭ可
观察到双层或多层膜嗜酸性自噬囊泡的超微结构特

征。ＴＥＭ观察到包裹细胞质结构的双层膜囊泡是验
证自噬体产生的金标准。在大鼠急性 ＲＩＲＩ模型中，
ＲＧＣｓ层涉及伴随神经退行性变性发生的自噬持续
性激活。免疫荧光染色结果显示，急性 ＲＩＲＩ后１ｄ
ＲＧＣｓ层的ＬＣ３表达增加，并在整个实验期间持续高
表达。急性ＲＩＲＩ后３ｄＲＧＣｓ丢失显著，而ＲＧＣｓ细
胞质中ＬＣ３免疫反应性显著增加。ＲＧＣｓ细胞质中
ＬＣ３高表达与 ＲＧＣｓ显著丢失的时期相对一致。然
而，ＬＣ３反应性的增加并非自噬特异性。此外，除了
在自噬中起到重要作用外，最近有文献报道，ＬＣ３还
涉及非自噬性细胞质空泡化［１４］。自噬在急性 ＲＩＲＩ
的视网膜激活增加可能代表受损物质再循环和导致

细胞死亡两种机制。根据不同的细胞环境，自噬作

为真核细胞中的溶酶体介导的自我降解过程，既可

以促进存活，也可进行性恶化并最终导致细胞死

亡［７，１５］。

本研究结果表明，急性 ＲＩＲＩ可诱导三种类型的
ＰＣＤ，副凋亡、自噬和凋亡在 ＲＧＣｓ同时发生。在以
往的研究中，Ｋｉｍ等［１６］发现急性高眼压与 ＲＧＣｓ细
胞死亡和细胞存活途径的多种变化相关联。最近的

研究发现，ＰＣＤ可作为单一细胞死亡的形式，也可与
副凋亡、自噬、细胞凋亡等多种细胞死亡形式共存，

参与缺血性损伤、神经退行性变性和病毒感

染［１１，１７１８］。

综上所述，我们的研究结果不仅证实之前的报

道，即细胞凋亡引起急性ＲＩＲＩ后ＲＧＣｓ的死亡，同时
也表明，副凋亡和自噬的失调可能参与了急性 ＲＩＲＩ
导致的ＲＧＣｓ死亡。新的共识认为副凋亡和自噬是
一把双刃剑，既可参与促进存活的机制，也可进行性

恶化并最终导致细胞死亡。多种微环境的改变，可

能会激活副凋亡和自噬的其中一种或多种生化途

径。在青光眼及其他神经退行性疾病中，无论是通

过抑制或增强，靶向干预副凋亡和自噬，可能是神经

系统疾病治疗性干预的潜在目标。
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