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【摘要】　目的　探讨白藜芦醇对急性低压缺氧诱导的大鼠视网膜损伤的保护作用及机
制。方法　将７２只健康ＳＤ大鼠随机分成３组：常氧对照组、低氧模型组、低氧 ＋白藜芦
醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）干预组（ＲＥＳ干预组）。常氧对照组大鼠在常氧环境下喂养，低氧模型
组及ＲＥＳ干预组大鼠置于低压氧舱内（模拟５０００ｍ的海拔高度）喂养，ＲＥＳ干预组每日并
给予腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＥＳ１次。各组大鼠在不同处理７ｄ后剥离视网膜，免疫组织

化学法观察大鼠视网膜组织中胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）和缺氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃ
ｔｏｒ１，ＨＩＦ１）的表达，ＲＴＰＣＲ检测核转录因子ｋａｐｐａＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）和脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕ
ｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）ｍＲＮＡ的表达。结果　低氧模型组大鼠视网膜 ＧＦＡＰ与 ＨＩＦ１的表达较常氧对照组增加，ＢＤＮＦｍＲＮＡ
（２．６２７±０．６３３）和ＮＦκＢｍＲＮＡ（１．７１２±０．１９８）的相对表达量较常氧对照组（２．０００±０．５１８、１．０５３±０．４８３）上调（Ｐ＝０．０１３、
０．００８）。与低氧模型组对比，ＲＥＳ干预组视网膜受损程度减轻，ＧＦＡＰ与 ＨＩＦ１的表达减少，ＢＤＮＦｍＲＮＡ相对表达量（２０５３±
０９３８）显著下调，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０２４），而ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达量（１．４８１±０．３９７）与低氧模型组相比，差异无统计学
意义（Ｐ＝０４５５）。结论　ＲＥＳ对高海拔缺氧诱导的视网膜损伤有保护作用，其机制可能与调节ＧＦＡＰ、ＨＩＦ１、ＢＤＮＦ以及ＮＦκＢ
的表达有关。

【关键词】　急性低压缺氧；白藜芦醇；视网膜；胶质纤维酸性蛋白；缺氧诱导因子１；脑源性神经营养因子；核转录因子ｋａｐｐａＢ
【中图分类号】　Ｒ７７４

　　高原地区由于海拔高、气压低，形成了特殊的气
候环境。急进高原受到低氧等诸多因素的影响，会

出现一系列高原反应，严重者可发生高原病，如高原

肺水肿、高原脑水肿等［１］。视网膜作为神经中枢系
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统的一部分，对缺氧非常敏感，低压缺氧状态下影响

血视网膜毛细血管屏障，进一步发生高原视网膜病
变（ｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＨＡＲ）［１２］。随着越来越
多的人进入高原，发生ＨＡＲ的几率也相应增加。近
年来国内外学者对高原特发病的研究逐渐深入，但

对于ＨＡＲ发病从分子细胞水平的研究及干预措施
方面的探讨相对较少，因此研究ＨＡＲ的病因及治疗
极为重要。白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）是植物产生
的一种天然抗毒素，通过清除自由基、抗氧化的作用

而发挥抗感染、抗氧化、脑和神经保护等作用［３］。本

研究通过模拟海拔５０００ｍ的缺氧环境，探讨ＲＥＳ对
急性低压缺氧诱导的大鼠视网膜损伤的干预作用及

可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物来源　雄性清洁级ＳＤ大鼠７２只［实验
动物许可证号 ＳＣＸＫ（陕）２０１２００３］，由西安交通大
学动物实验中心提供，体质量（２１０±２０）ｇ。
１．１．２　主要试剂与仪器　ＲＥＳ（北京博奥拓达科技
有限公司），胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），缺氧诱导因
子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）抗体 （Ｎｏ
ｖｕｓｂｉｏ公司）。ＲＮＡ逆转录试剂盒（ＴＡＫＡＲＡ公
司），ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ试剂盒、３８４孔 ＲＴＰＣＲ板、ＲＴ
ＰＣＲ反应膜（美国ＡＢＩ公司），ＲＴＰＣＲ引物（上海生
工生物工程有限公司），荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ
公司），荧光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　动物造模　将７２只健康ＳＤ大鼠随机分成３
组：常氧对照组（ｎ＝２４）、低氧模型组（ｎ＝２４）和低
氧＋ＲＥＳ干预组（简称 ＲＥＳ干预组；ｎ＝２４）。常氧
对照组大鼠在常氧环境下喂养，低氧模型组及 ＲＥＳ
干预组大鼠置于低压氧舱内（模拟５０００ｍ的海拔高
度），每２４ｈ开舱０．５ｈ给大鼠加食、喂水，并给ＲＥＳ
干预组大鼠每日腹腔注射３０ｍｇ·ｋｇ－１ＲＥＳ１次，低
氧模型组大鼠注射等量生理盐水，持续７ｄ。
１．２．２　免疫组织化学方法检测 ＧＦＡＰ和 ＨＩＦ１的
表达　腹腔注射１００ｇ·Ｌ－１水合氯醛麻醉大鼠后，
快速取出眼球，固定于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液中。
将固定好的标本常规脱水、浸蜡、包埋，制成厚４μｍ
石蜡切片，均贴片于体积分数０．０５％多聚赖氨酸处
理的载玻片上。常规二甲苯脱蜡，梯度酒精脱水，抗

原修复，滴加一抗（ＧＦＡＰ为 １８００；ＨＩＦ１为 １
３０），４℃孵育过夜，滴加辣根酶标记的二抗，３７℃孵
育３０ｍｉｎ，辣根过氧化物酶活性标记的工作液，免疫
组织化学染色按 ＡＢＣ检测试剂盒（Ａ２２０６６，Ｅｕ
ｇｅｎｅ，ＯＲ）操作步骤进行。加入ＤＡＢ显色液，苏木素
复染，脱水、透明，中性树胶封片后光学显微镜下观

察结果。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测核转录因子κＢ与脑源性神经
营养因子ｍＲＮＡ的表达　腹腔注射１００ｇ·Ｌ－１水
合氯醛麻醉大鼠，麻醉后快速取出眼球，去除晶状体

与玻璃体，并完整剥离视网膜。加１ｍＬＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ
与视网膜混匀，提取细胞总ＲＮＡ，按照ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ
试剂盒进行 ＲＴＰＣＲ。脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）上游引物：５’
ＧＧＡＧＧＣＴＡＡＧＴＧＧＡＧＣＴＧＡＣ３’，下 游 引 物：５’
ＣＡＴＧＴＴＣＧＡＴＴＣＧＡＧＴＧＧＴＣＴＴ３’；核转录因子 κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）上游引物：５’ＧＣＡＣ
ＣＡＡＧＡＣＣＧＡＡＧＣＡＡ３’，下游引物：５’ＴＣＣＣＧＴＡ
ＡＣＣＧＣＧＴＡＧＴＣ３’；βａｃｔｉｎ上游引物：５’ＣＣＣＡＴＣ
ＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３’，下游引物：５’ＴＴＴＡＡＴＧＴ
ＣＡＣＧＣＧＡＴＴＴＣ３’。逆转录合成 ｃＤＮＡ，将获取的
ｃＤＮＡ分别加入各引物的反应体系中进行 ＲＴＰＣＲ。
以ｃＤＮＡ产物为模板，ＰＣＲ的循环参数：５０℃反转录
３ｍｉｎ，９５℃初始ＰＣＲ活化３ｍｉｎ，９５℃ 变性１０ｓ，６０
℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环４０次。扩增后进
行熔解曲线分析和数据的定量分析。

１．３　统计学方法　使用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
统计学分析。实验数据经 Ｗ检验呈正态分布，采用
珋ｘ±ｓ表示，经 Ｌｅｖｅｎｅ检验方差齐，用单因素方差分
析，组间多重比较采用ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＥＳ对视网膜 ＧＦＡＰ和 ＨＩＦ１表达的影响　
常氧对照组视网膜神经纤维层及神经节细胞层

ＧＦＡＰ呈阳性表达（图 １Ａ），低氧模型组视网膜
ＧＦＡＰ阳性表达增强（图１Ｂ），而 ＲＥＳ干预组视网膜
ＧＦＡＰ的表达较低氧模型组减弱（图１Ｃ）。常氧对照
组视网膜ＨＩＦ１少许表达（图２Ａ），低氧模型组视网
膜内界膜及内丛状层ＨＩＦ１阳性表达增强（图２Ｂ），
而ＲＥＳ干预组视网膜ＨＩＦ１的表达较低氧模型组明
显减弱（图２Ｃ）。
２．２　ＲＥＳ对视网膜 ＢＤＮＦ、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达的
影响　３组大鼠视网膜 ＢＤＮＦｍＲＮＡ和 ＮＦκＢｍＲ
ＮＡ的表达差异均有统计学意义（Ｆ＝４．２５０、５．２７８；
Ｐ＝０．０２０、０．００８）。低氧模型组 ＢＤＮＦｍＲＮＡ
（２６２７±０．６３３）和ＮＦκＢｍＲＮＡ（１．７１２±０．１９８）的
相对表达量较常氧对照组（２．０００±０．５１８、１．０５３±
０４８３）均显著上调（Ｐ＝０．０１３、０．００８）。与低氧模
型组对比，ＲＥＳ干预组视网膜受损程度减轻，ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ相对表达量显著下调（２．０５３±０．９３８，Ｐ＝
００２４），而 ＮＦκＢｍＲＮＡ相对表达量（１．４８１±
０３９７）无明显变化（Ｐ＝０．４５５）。

３　讨论

急进高原缺氧环境后，机体各组织器官都会出

现不同程度的缺氧应激反应，而中枢神经系统对缺
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图１　ＧＦＡＰ在各组大鼠视网膜组织中的表达。Ａ：常氧对照组；Ｂ：低氧模型组；Ｃ：ＲＥＳ干预组。标尺＝５０μｍ

图２　ＨＩＦ１在各组大鼠视网膜组织中的表达。Ａ：常氧对照组；Ｂ：低氧模型组；Ｃ：ＲＥＳ干预组。标尺＝５０μｍ

氧极为敏感，急性缺氧时整个神经系统兴奋性增强，

视网膜作为中枢神经系统的延伸组织，对缺氧非常

敏感，急性缺氧能使视网膜发生一系列病理生理变

化。高原缺氧环境下检测视网膜电流图结果表

明［４］，在高原缺氧环境下视网膜的内核层、外核层及

神经节细胞层功能均发生变化。

以往研究表明，缺氧导致参与脑脊液视神经屏
障的重要细胞成分———脑膜上皮细胞的增殖率下

降，引起内质网及线粒体功能障碍［５６］。通过本研究

我们进一步探讨了低压缺氧对视网膜的影响以及

ＲＥＳ的干预机制。ＧＦＡＰ是一种参与构成细胞骨架
的中间丝蛋白，是胶质细胞的标志性蛋白，其过度表

达用于标记星形胶质细胞发生反应性胶质化［７］。

ＨＩＦ１是一种氧依赖转录激活因子，是参与调节细胞
内氧代谢的关键因子之一，在低氧适应机制中发挥

重要的作用［８］。免疫组织化学检测结果提示低氧环

境使大鼠视网膜 ＧＦＡＰ、ＨＩＦ１阳性表达增强。低氧
环境下大鼠视网膜组织的 ＧＦＡＰ表达增强可能提示
胶质细胞的功能反应性提高。而氧感受器感受到缺

氧后 ＨＩＦ１被激活，从而通过调节目的基因维持氧
稳态。ＲＥＳ干预组的 ＧＦＡＰ、ＨＩＦ１表达明显减少，
说明ＲＥＳ的保护作用可能是通过减轻低氧损伤而间
接抑制了ＧＦＡＰ、ＨＩＦ１的表达，减轻了视网膜的缺氧
应激反应，以维持视网膜的功能。

ＢＤＮＦ是视网膜分泌的最丰富的因子之一，其
在多种视网膜损伤条件下具有保护视神经和视网

膜神经节细胞的作用。研究提示持续高眼压大鼠

视网膜中上调的 ＢＤＮＦ通过保护 ＲＧＣ树突可减少
ＲＧＣ的凋亡及延缓视力的丧失［９］；糖尿病视网膜

病变患者视网膜中 ＢＤＮＦ减少，对早期患者可造成
视网膜细胞凋亡和神经退行性病变，晚期患者则会

出现神经和血管损伤［１０］。本研究结果表明，急性

低压缺氧使大鼠视网膜中 ＢＤＮＦ和 ＮＦκＢｍＲＮＡ
表达显著上调，ＲＥＳ下调了这两种基因的表达。其
机制可能是急性低压缺氧对大鼠视网膜的损伤诱

导了保护因子ＢＤＮＦ的上调，而ＲＥＳ对低氧诱导的
视网膜损伤有抑制作用，从而间接下调了 ＢＤＮＦ的
表达。ＮＦκＢ具有多向转录调节作用的核蛋白因
子，成为促炎症基因表达的重要枢纽，几乎存在于

所有类型细胞中。ＮＦκＢ的异常活化可启动其下
游基因的转录，增强促炎症因子作用及氧化应激反

应，最终引起细胞凋亡。ＮＦκＢ对氧化应激的敏感
性强，研究表明在缺氧诱导的氧化应激反应中，ＮＦ
κＢ的活化是缺氧转录反应的关键组成部分，可通
过不同途径诱导多种细胞因子的表达，促进炎症反

应［１１］。本研究发现急性缺氧使大鼠视网膜组织

ＮＦκＢ表达上调，说明急性缺氧对大鼠视网膜的损
伤作用可能跟 ＮＦκＢ的激活有关，而 ＮＦκＢ能够
进一步介导炎症细胞因子 ＩＬ１α、ＩＬ１β、ＩＬ６的表
达，故其机制可能是过度激活的ＮＦκＢ诱导了某些
炎症因子的表达，促进了视网膜的损伤，而 ＲＥＳ下
调了 ＮＦκＢ的表达。

急性高原低压缺氧环境导致大鼠视网膜损伤，

ＲＥＳ对此损伤有保护作用，其机制可能与调节
ＧＦＡＰ、ＨＩＦ１、ＢＤＮＦ及 ＮＦκＢ等的表达有关。高海
拔急性缺氧环境对大鼠视网膜的损伤由多种因素造

成的，其具体的机制有待进一步研究。

（下转第９４６页）
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后７ｄ、１４ｄ神经纤维层和内核层由于细胞凋亡而变
薄［１３］。我们推测挫伤后早期应用甘露醇可扩充血

浆容量［１１１２］，改善血液流变学，减少因缺氧造成的局

部组织坏死，也能改善细胞代谢，提高愈后功

能［１３１５］。

综上所述，甘露醇可明显降低视网膜挫伤后神

经上皮层ＡＱＰ４的表达，提示甘露醇对 ＡＱＰ４有抑
制作用。应用甘露醇治疗视网膜挫伤后神经上皮层

水肿及研发新型脱水剂具有一定意义。
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