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Abstract
誗 AIM: To observe morphological changes of retinal
tissues, early apoptosis rates and expressions of caspase-
3 and p53 in rats, so as to analyze the mechanism of
apoptosis in retinal damage of rats under stimulated
hypoxic conditions at high altitude.
誗METHODS: Experimental rats were randomly divided
into the control and experimental groups. Ten rats in the
control group were bred in an indoor environment with
the altitude of 1,500 meters; 60 in the experimental group
were divided into 6 groups with each group of 10 rats,
which were bred in a simulated experimental cabin of a
simulated plateau environment with the altitude of 5,000
meters for 2, 6, 12, 24, 48 and 72h, respectively. After
rats were killed in all groups, pathomorphological
changes of rats蒺 retinas were observed with hematoxylin
eosin staining, expressions of caspase-3 and p53 in rats蒺
retinas were noticed with immunohistochemical staining,
and flow cytometry was used to detect early apoptosis
rates.
誗RESULTS: The simulated hypoxic conditions at high
altitude could cause rats蒺 retinal tissues damage, and the
longer hypoxic conditions were, the more obvious retinal
pathological damage was. Expressions of caspase-3 and
p53 were detected at 2h, and gradually increased with
oxygen lack time increasing, the differences showed
statistical significance (P<0. 05) . Early apoptosis rates of
retinal cells gradually rose with oxygen lack time, and
rose obviously at 48h.
誗 CONCLUSION: Apoptosis may involve in the
mechanism of rats蒺 retinal damage induced by stimulated

hypoxic conditions at high altitude, and play this role by
the caspase-3-dependent apoptotic pathway.
誗 KEYWORDS: high altitude hypoxia; retina; flow
cytometry; cell apoptosis
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摘要
目的:通过观察大鼠视网膜组织形态改变、细胞早期凋亡
率、caspase-3 和 p53 的表达,探讨细胞凋亡在模拟高海拔
缺氧条件下大鼠视网膜损伤机制的作用。
方法:实验大鼠随机分为对照组和实验组。 对照组为 10
只,饲养于海拔高度为 1 500m 的室内环境;实验组为 60
只,分为 6 组,每组 10 只,分别饲养于模拟的海拔高度为
5 000m 的高原环境模拟实验舱中 2、6、12、24、48、72h。 各组大
鼠处死后,每组分别采用苏木精-伊红染色观察大鼠视网膜
病理形态的改变、免疫组化染色观察大鼠视网膜 caspase-3
和 p53 表达及流式细胞仪检测细胞早期凋亡率。
结果:模拟的高海拔缺氧条件可造成大鼠视网膜的组织损
伤,且缺氧时间越长视网膜病理损伤越明显。 caspase-3
和 p53 的表达于 2h 检测到,随着缺氧时间增加,两者表达
逐渐增加,差异具有统计学意义 (P<0. 05)。 视网膜细胞
早期凋亡率随缺氧时间逐渐上升,48h 升高明显。
结论:细胞凋亡可能参与模拟高海拔缺氧的大鼠视网膜损
伤机制,并通过 caspase-3 依赖的凋亡通路发挥作用。
关键词:高海拔缺氧;视网膜;流式细胞仪;细胞凋亡
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0 引言
摇 摇 视网膜作为脑的延续,耗氧量大且对缺氧特别敏
感[1]。 以前认为神经组织在缺血条件下引起的细胞死亡
为坏死,近年来越来越多的研究表明,细胞凋亡参与缺血
缺氧性神经元损伤的病理生理过程,并在神经元损伤中具
有重要作用[2]。 有研究发现[3] 脑部神经元细胞在缺血缺
氧后 2h 即出现细胞凋亡、24h 明显增加,且凋亡比率与缺氧
程度呈正相关。 然而截至目前,对于高海拔视网膜病变的
视网膜神经细胞凋亡特征却了解甚少。 因此,了解高海拔
视网膜病变下视网膜神经细胞凋亡情况对于未来通过调控
凋亡防治高海拔视网膜病变具有重要意义。 本实验运用高
原环境模拟实验舱模拟 5 000m 高海拔低压低氧环境,研究
高海拔缺氧条件对大鼠视网膜的影响,通过流式细胞仪检
测细胞早期凋亡率、免疫组织化学染色观察 p53 和 caspase-3
的表达,从而探讨细胞凋亡在视网膜损伤机制中的作用。
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1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康雌性 Wistar 大鼠 70 只,2 ~ 3 月龄,体质量
200 ~ 220g,兰州大学实验动物中心提供,清洁级。 自由饮
食,在光 / 暗周期为 12h / 12h,背景噪音 40依10d 条件下限
制饲养。 常规外眼及眼底检查均正常。 将其随机分入对
照组和实验组。 对照组为 10 只,饲养于海拔高度大致为
1 500m 的 室 内 环 境 ( 兰 州 市 海 拔 高 度, 氧 分 压 为
17郾 6kPa);实验组为 60 只,分为 6 组,每组 10 只,分别饲
养于模拟的室内海拔高度为 5 000m 的高原环境模拟实验
舱(氧分压为 11. 3kPa)中 2、6、12、24、48、72h。 主要试剂
仪器:p53 兔抗鼠抗体(1 颐300) 、caspase-3 兔抗鼠抗体
(1 颐400 ) (北京博奥森生物技术有限公司);DAB 显色
试剂盒、SP9001 检测试剂盒(北京中山生物技术有限公
司);高原环境模拟实验舱(潍坊华信氧业有限公司);凋
亡试剂盒、流式细胞仪(美国 BD 公司);光学显微镜(德国
Leica 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验方法摇 各组大鼠处死后,每只大鼠摘除两只眼
球,每组随机选取 10 只眼球并置于固定液 (多聚甲醛
90mL、甲醇 10mL)中固定 12h 后取出眼球,用 1mL 注射器
针头刺穿角巩膜缘后 0. 5mm 处放出房水,并沿角膜缘轻
轻剪开眼球去除眼前节组织(晶状体)制成眼杯,尽量保
持视网膜各层结构的完整。 固定液中固定 24h 以上备用;
另 10 只大鼠眼球用于流式细胞仪检测。
1. 2. 2 观察大鼠视网膜病理形态的改变及组织染色分布
摇 采用 HE 染色(HE staining,HE)观察大鼠视网膜病理形
态的改变及组织染色分布情况。 取出标本,平行视轴剖切
眼球。 室温脱水,65益石蜡包埋,冷却后切片厚约 3滋m,烤
干,脱蜡至水。 苏木精染色 2min,分化液、返蓝液中浸润
各 30s,冲洗后 80%酒精脱水 2min,酒精伊红染色液染色
2min,脱水透明后封片,观察并采集图像。
1. 2. 3 检测视网膜组织中 p53 和 caspase-3 的表达摇 取
出标本,平行视轴剖切眼球。 室温脱水,65益石蜡包埋,冷
却后切片厚约 3滋m,烤干,脱蜡至水。 磷酸盐缓冲液
(PBS)浸洗,高压锅加热抗原修复,30mL / L H2O2室温孵育
10min,PBS 冲洗,山羊血清封闭,室温孵育 10min,加一抗
兔抗鼠 caspase-3(1颐400)、p53(1颐300)抗体;以 0郾 1mol / L
PBS 代替一抗作为阴性对照。 4益过夜,PBS 冲洗,滴加生
物素标记二抗,37益孵育 30min,PBS 冲洗,滴加辣根酶标
记链霉卵白素,37益孵育 30min,PBS 冲洗,DAB 显色试剂
盒剂显色,自来水冲洗,苏木素复染,脱水透明后封片,观
察并采集图像。 采用 Image-Pro Plus 图像分析软件计算
阳性细胞的平均吸光度值(A)。
1. 2. 4 流式细胞仪检测细胞早期凋亡率摇 处死大鼠后摘
除眼球,在预冷的生理盐水中漂洗 2 次,在垫有冰块的玻
璃平皿中沿角巩膜缘后 0. 5mm 环形剪开,将角膜、虹膜睫
状体和晶状体去除,并分离出玻璃体, 手术显微镜下仔细
剥离视网膜,将视网膜与视网膜色素上层及脉络膜分离,
清净玻璃体,依次搜集所有视网膜,剪碎,并移入离心管
中。 在上述离心管中加入 2. 5g / L 胰蛋白酶溶液,使胰蛋
白酶的终浓度为 0. 1% 。 37益恒温水浴箱中消化 20min,
每隔 5min 震荡一次,使组织块成为单细胞悬液。 加入
1mL PBS 溶液,终止蛋白酶消化。 消化液经 300 目铜网过
滤,收集滤过的单细胞悬液放入低速离心机中以 1 000r / min
离心 3min,弃上清。 加入 2mL PBS,重悬,以 800r / min 离心

3min,弃上清。 每管中加入 200滋L PBS 溶液重悬。 加入凋
亡试剂盒中染料 Annexin V - FITC 5滋L、碘化丙啶 ( PI)
10滋L,避光孵育 15min,加入少量 Binding Buffer 溶液后用
流式细胞仪检测视网膜细胞的早期凋亡。
摇 摇 统计学分析:全部数据应用 SAS 9. 3 统计软件进行统
计分析。 对各组实验数据求均数及标准差。 本实验所得数
据为完全随机设计资料,在进行统计分析时,对于正态分布
且方差齐的资料,采用单因素方差分析,其中多组样本均数
两两比较,使用 SNK-q 法;对于非正态分布或(和 / 或)方差
不齐的资料,采用 Kruskal-Wallis 检验,其中多组样本均
数两两比较,使用 Nemenyi 秩和检验。 并对 caspase-3 和
p53 的表达行 Spearman 相关性分析。 P<0. 05 为差异有统
计学意义。
2 结果
2. 1 视网膜组织病理学变化摇 对照组大鼠视网膜各层结
构清晰、完整、厚度均匀一致。 视网膜神经节细胞呈密集
单层排列,细胞核大小不一,核内染色质分布均匀,部分细
胞核内可见清晰核仁(图 1A)。 实验组模拟的海拔高度为
5 000m,饲养 2h 时,大鼠视网膜未见明显改变(图 1B);6h
时,大鼠视网膜可见神经节细胞层部分细胞轻度水肿,结
构欠清楚(图 1C);12h 时,大鼠视网膜可见神经节细胞层
细胞核减少、出现空泡变性,各层组织出现水肿疏松,厚度
有所增加,结构层次出现紊乱(图 1D);24h 时,大鼠视网
膜各层组织可见水肿疏松明显,神经节细胞层多见空泡变
性、细胞核减少,内核层、内丛状层疏松明显,结构层次紊
乱明显(图 1E);48h 时,大鼠视网膜各层组织水肿疏松更
明显,结构层次紊乱更明显,厚度明显增加,神经节细胞层
大量空泡变性,部分细胞可见核固缩、溶解,细胞核明显
减少,内核层、内丛状层疏松更明显(图 1F);72h 时,较
48h 组大鼠视网膜各层组织水肿疏松更明显、结构层次
紊乱,神经节细胞层可见大量空泡变性、细胞核明显减
少(图 1G)。
2. 2 视网膜组织中 p53 和 caspase -3 的表达 摇 p53、
caspase-3 的表达以细胞浆或细胞核中有特异性分布的棕
黄色或棕褐色颗粒为阳性染色。 在 1 500m 海拔的室内环
境中,大鼠视网膜组织中 p53、caspase-3 仅在神经节细胞
层有微量表达或不表达(图 2A,3A);实验组模拟的海拔
高度在 5 000m,饲养 2h 时,大鼠视网膜中 p53、caspase-3
在神经节细胞中少量表达(图 2B,3B);6h 时,大鼠视网膜
组织中 p53、caspase-3 均在神经节细胞层出现表达,p53
在细胞核表达明显,caspase-3 在细胞质表达明显(图 2C,
3C);12h 时,大鼠视网膜组织中 p53、caspase-3 均在神经
节细胞层出现表达增多(图 2D,3D);24h 时,大鼠视网膜
组织中 p53、caspase-3 在神经节细胞层表达明显、内丛状
层中也出现表达(图 2E,3E);48h 时,大鼠视网膜组织中
p53、caspase-3 在神经节细胞层、内丛状层表达更明显,视
锥、视杆细胞层也可见少量表达,外核层中表达较少(图
2F,3F);72h 时,较48h 组大鼠视网膜组织中 p53、caspase-3 表
达增加(图 2G,3G)。 对照组和实验组大鼠视网膜中 p53
和 caspase-3 的表达越高,其相对应的平均光密度 A 值越
大(表 1,图 4)。 经统计分析免疫组化吸光度值资料呈非
正态分布,故采用非参数 Kruskal-Wallis 检验,实验组各
时间点的 p53 和 caspase-3 阳性表达具有统计学差异(P=
0. 0003、< 0. 01 )。 其中多组样本均数两两比较,使用
Nemenyi 秩和检验统计分析,各实验组与对照组相比,p53 和
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图 1摇 对照组及模拟高海拔缺氧不同时间点的大鼠视网膜的组织病理图片(HE伊400) 摇 A:对照组;B: 2h 组;C:6h 组;D:12h 组;E:
24h 组;F: 48h 组;G:72h 组。

图 2摇 对照组及模拟高海拔缺氧不同时间点的大鼠视网膜中 p53 表达的免疫组织化学染色图片(DBA伊400) 摇 A:对照组;B:2h 组;
C:6h 组;D:12h 组;E:24h 组;F:48h 组;G:72h 组。

表 1摇 模拟高海拔缺氧的大鼠视网膜 p53 及 caspase-3 表达比较

軃x依s

组别
p53

对照组 实验组

caspase-3
对照组 实验组

对照组 0. 087依0. 031 - 0. 076依0. 012 -
2h - 0. 121依0. 011 - 0. 113依0. 007
6h - 0. 162依0. 014 - 0. 158依0. 032
12h - 0. 213依0. 021 - 0. 273依0. 057
24h - 0. 356依0. 063 - 0. 394依0. 021
48h - 0. 391依0. 037 - 0. 429依0. 018
72h - 0. 421依0. 028 - 0. 461依0. 063

caspase-3 表达明显增高,差异具有统计学意义(P<0. 05)。
Spearman 相关性分析发现大鼠视网膜组织中 caspase-3 与
p53 的表达水平呈正相关(r=0. 832,P<0. 01)。

2. 3 细胞凋亡检测结果摇 对照组平均细胞早期凋亡率为
(0. 46依0. 13)% 。 饲养于模拟的海拔高度为 5 000m 的高
原环境模拟实验舱中细胞凋亡率随时间推移不断升高
(图 5、 6 ),其中平均细胞早期凋亡率 2h 为 ( 1. 17 依
0郾 06)% ,6h 为(2. 25 依0. 32)% ,12h 为(7. 84 依0. 19)% ,
24h 为(14. 37依1. 94)% ,48h 为(24. 32 依1. 68)% ,72h 为
(26. 72依1. 13)% 。 经统计分析,细胞早期凋亡率结果服
从正态分布,采用单因素方差分析,实验组各时间点的细
胞早期凋亡率具有统计学差异(F = 961. 76,P<0郾 01),其
中多组样本均数两两比较,使用 SNK-q 法检验,经统计分析
可得:2h 组与对照组比较无统计学差异(P=0. 213),其余各组
比较差异均具有统计学意义(P<0. 01)。
3 讨论
摇 摇 高原医学定义海拔 3000m 以上环境引起的疾病称为
高原病[4]。 当机体急进高原来不及产生充分的代偿反应
以适应急进高原缺氧时,导致全身组织器官病理损伤;其
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图 3摇 对照组及模拟高海拔缺氧不同时间点的大鼠视网膜中 caspase-3 表达的免疫组织化学染色图片(DBA伊400) 摇 A:对照组;B:
2h 组;C:6h 组;D:12h 组;E:24h 组;F:48h 组;G:72h 组。

图 4 摇 模拟高海拔缺氧不同时间点的大鼠视网膜中 p53 和

caspase-3 表达的平均吸光度值。

中,视网膜组织对缺氧极其敏感,可引起视网膜血管扩张
迂曲、视网膜出血、视盘水肿等高海拔视网膜病变的一系
列视网膜病理生理改变[5-6]。 随着高原经济、交通、旅游
的快速发展,导致高原眼病的发病率明显升高。 因此,研
究解决高原急性缺氧对视网膜损伤的机制和防治措施已
成为高原医学研究的热点[7-8]。 高原环境模拟实验舱是
一种人工模拟高原低压低氧环境的试验设备,通过舱外控
制台调控舱体运转和舱内条件,结合手动和自动控制系统
控制舱内海拔高度、温度、湿度及升降速度,可模拟出不同
海拔高度和气候环境条件。 查阅相关文献[9-10] 及参考本
中心前期研究[11]已证实利用高原环境模拟实验舱可成功
建立急性缺氧高海拔视网膜病变模型。 本研究拟运用高
原环境模拟实验舱模拟 5 000m 高原低压低氧环境,观察
急性缺氧后不同时间点大鼠视网膜组织的病理形态改变。
结果显示在模拟的海拔高度为 5 000m 的缺氧条件下,大
鼠视网膜组织均发生不同程度的病理形态改变,主要表现
为视网膜组织水肿疏松,视网膜厚度增加,视网膜层次排
列紊乱,神经节细胞层、内核层细胞肿胀伴细胞数目减少
并出现空泡现象。 提示本研究在高海拔缺氧条件下的大
鼠高海拔视网膜病变动物模型建立成功。
摇 摇 细胞凋亡又称程序性死亡,生物体发生细胞凋亡是一
种极为常见的现象,无论是在生理条件下,还是病理条件

下,均可见到细胞凋亡现象。 细胞经凋亡途径发生自然死
亡从而保证了细胞数量的动态平衡[12]。 近年日益增多的
研究表明,细胞凋亡参与缺血缺氧性脑损伤的病理生理过
程并在神经元损伤中具有重要作用,有研究表明缺氧可导
致神经纤维轴浆流中断,继而导致靶源性神经因子中断,
激活诱导凋亡的基因表达,促发细胞凋亡[13]。 视网膜作
为脑的延续,是机体代谢最活跃的组织、对氧高度敏感,研
究探讨急进高原高海拔缺氧是否促发视网膜细胞发生细
胞凋亡从而参与视网膜细胞损伤机制同样有重要作用。
大量研究表明[14-15],caspase-3 是 caspase 级联瀑布下游最
关键的蛋白酶,直接参与凋亡的早期启动、凋亡信号的传
递及凋亡晚期事件的发生,它的表达与活化代表了细胞凋
亡的不可逆转,是细胞凋亡的主要执行者。 p53 在正常眼
部组织中主要高表达在角膜、结膜上皮细胞和晶状体上皮
细胞中,在视网膜组织呈低水平表达[16]。 p53 可通过调控
Bax / Bcl-2, Fas / FasL,IGF-BP3 等蛋白协助 caspase-3 执
行的细胞凋亡。 有学者认为 p53 还可直接刺激线粒体释
放高毒性的氧自由基来引发凋亡[17]。 本实验结果显示
1 500m 海拔高度时(兰州市海拔高度),大鼠视网膜组织
中 p53、caspase-3 无表达或微弱表达。 随着高海拔缺氧时
间增加、缺氧程度加重,大鼠视网膜细胞中 p53、caspase-3
表达增加。 分析其机制可能与急性缺氧时促发细胞凋亡,
caspase-3 和 p53 参与介导细胞凋亡的相关机制,然而其
具体作用机制仍需要进一步探讨研究。
摇 摇 直接剥离动物视网膜制备的细胞悬液包含各种类型
的视网膜细胞,与细胞系相比能更好地代表在体水
平[18-19]。 本实验参考王文军等[20] 对大鼠视神经损伤研
究, 建立大鼠高海拔视网膜病变模型,并采用剥离视网膜
制备细胞悬液的方法行流式细胞仪检测细胞早期凋亡率,
以期更直观地反映在体病变水平,能够真实反映视网膜病
变损伤的发病机制,具有一定的理论意义。 本实验通过建
立大鼠模拟高海拔缺氧视网膜损伤模型,检测早期细胞凋
亡率及凋亡相关蛋白 p53、caspase-3 的表达,实验结果显
示视网膜缺氧损伤后视网膜细胞发生凋亡,凋亡比率与缺
氧程度成正比,p53 与 caspase-3 表达也与凋亡比率成正
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图 5摇 模拟高海拔缺氧不同时间点的大鼠视网膜流式细胞检测图(每组仅列出 1 个检测图),在流式细胞术检测图上:左下象限为阴
性细胞即活细胞(Annexin V- / PI-);右上象限是非活细胞,即坏死细胞 (Annexin V+ / PI+);右下象限为早期凋亡细胞(Annexin V+ /
PI-)摇 A:正常对照组;B:2h;C:6h;D:12h;E:24h;F:48h;G:72h。

图 6 摇 模拟高海拔缺氧不同时间点的大鼠视网膜细胞早期凋
亡率。

比。 因此可推测细胞凋亡参与模拟高海拔缺氧的大鼠视网膜
损伤机制,并通过 caspase-3 依赖的凋亡通路发挥作用。
摇 摇 目前研究表明细胞凋亡是一个可逆的过程[21],缺血
缺氧后的 48h 内是抑制凋亡细胞的最佳时期,提示早期干
预和治疗可以让更多的细胞存活,也是提高疗效的关键。
未来可通过视网膜缺氧损伤后神经细胞凋亡过程中细胞
通路及细胞信号转导变化的研究,进一步阐明神经细胞凋
亡的发生机制,同时为有效阻断原发的损伤活动或增强视
网膜神经细胞的生存机制提供充足的理论依剧,并从抑制
细胞凋亡方面着手开发相关药物研究,从而发挥对高海拔
缺氧的视网膜组织的保护和治疗作用。
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