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Abstract
誗 AIM: To investigate the anti - aging effect and its
potential mechanisms of simvastatin on retinas of
physiological aging rats.
誗METHODS: Totally 40 three-month old healthy SD rats
which had no eye diseases, were randomly assigned into
two groups: simvastatin group ( n = 20 ) and control
group (n= 20) . All rats were cultivated under the same
conditions until they were nine - month old when
interventions started to be given. Simvastatin group was
given intragastric administration of 5mg/ kg simvastatin
every day until 17-month old. Control group was given
intragastric administration of same amount of saline
gavage. Retinal thickness was measured by HE staining,
while Cu - Zn - SOD, NOX2, Bcl - 2 and Bax were
determined by immunohistochemistry ( IHC) .
誗RESULTS:HE staining showed that the retinal structure
was clearer; the morphology of cell was more
homogeneous; the number of cells was more stable and
the structure of retinal pigment epithelium was more
compact when compared with control group. Thickness
of retinal neuroepithelium layer and retinal pigment
epithelium increased significantly in the simvastatin

group. Immunohistochemistry analysis showed that the
expressions of Cu - Zn - SOD and Bax statistically
increased while the NOX2, Bcl- 2 as well as Bcl - 2 / Bax
decreased in simvastatin group when compared with
control group (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: Simvastatin plays a protective role in
retinal aging by decreasing oxidative stress reaction and
promoting cell apoptosis.
誗 KEYWORDS: simvastatin; retinal neuroepithelium
layer; retinal pigment epithelium; oxidative stress
reaction; cell apoptosis; aging
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摘要
目的:研究辛伐他汀延缓大鼠生理性视网膜衰老的作用
和可能机制。
方法:3 月龄健康无眼疾 SD 大鼠 40 只,按随机数字表法
将大鼠分为辛伐他汀组和对照组,每组 20 只。 在相同条
件下饲养至 9 月龄后开始给予干预,辛伐他汀组大鼠用
5mg / (kg·d)辛伐他汀灌胃,对照组大鼠用等容量生理
盐水灌胃,均饲养至 17 月龄。 采用 HE 染色检测两组大
鼠视网膜厚度;采用免疫组织化学染色检测视网膜神经
感觉层和色素上皮层氧化应激相关蛋白 Cu-Zn-SOD、
NOX2 和凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax 的表达。
结果:视网膜 HE 染色显示:与对照组相比,辛伐他汀组
神经感觉层排列整齐,细胞形态差异不大,细胞未见明显
丢失,色素上皮层结构紧密;神经感觉层及色素上皮层的
厚度增加,差异均有统计学意义(P<0郾 05)。 免疫组织化
学结果显示:与对照组相比,辛伐他汀组超氧化物歧化酶
Cu-Zn-SOD 的表达增强,过氧化物酶 NOX2 的表达减
弱;凋亡相关蛋白 Bcl-2 的表达减弱,Bax 的表达增强,
Bcl-2 / Bax 的比值较对照组降低,差异有统计学意义(P<
0郾 05)。
结论:辛伐他汀可通过减轻氧化应激反应、增加细胞凋亡
等机制延缓生理性大鼠视网膜的衰老。
关键词:辛伐他汀;神经感觉层;色素上皮层;氧化应激;
凋亡;衰老
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0 引言
随着年龄的增大,机体各个器官都会发生不可逆的

功能退变和衰老。 眼球是较早发生年龄相关退行性改变
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的器官之一,视网膜衰老的表现,除了结构蛋白浓度改变
外,视网膜平均厚度、神经节细胞数量、毛细血管数量、双
极细胞突触结构体、感光细胞间连接、总蛋白等均较年轻
时降低[1]。 视网膜衰老绝大多数的改变发生在光感受器
细胞、RPE 细胞和 Bruch 膜层面,这些改变包括细胞正常基
本功能的丧失和细胞的逐渐消失,证据显示这些改变可能
是由氧化应激、炎症和慢性光损害、细胞凋亡等共同介导
的[2]。 视网膜衰老是年龄相关性黄斑变性的早期重要发
病因素。 因此,如能减缓视网膜的衰老,就可以从源头上
减少年龄相关性黄斑变性发病率,并减慢其病程进展[3]。

他汀类药物是 3 -羟基 -3 -甲基 -戊二酰 -辅酶 A
(HMG-CoA)还原酶的抑制剂,可抑制内源性胆固醇的合
成。 近年来发现他汀类药物除了具有降胆固醇作用,还
具有“非降脂相关的血管保护作用冶,包括抗氧化应激、
延缓内皮细胞衰老、抗炎及提高动脉血管顺应性等作用。
他汀类药物对减轻糖尿病视网膜病变的毛细血管损伤、
抑制增生性玻璃体视网膜疾病的瘢痕收缩和视网膜缺血
缺氧性神经节细胞凋亡均有积极作用[4-6]。

在老年人群中,长期服用辛伐他汀者占很大比例,但
辛伐他汀对衰老视网膜作用的相关研究鲜有报道,对辛
伐他汀的高服用率和药物多效性进行深入的研究,能更
好地指导临床应用,拓宽其临床应用范围。 本课题组既
往的研究表明,辛伐他汀对衰老视网膜有一定保护作用,
其可使视网膜神经节细胞数量和双极细胞密度增加,但
其潜在机制不明[7]。 本研究通过建立大鼠衰老视网膜模
型,通过测定氧化应激相关蛋白 Cu-Zn-SOD、NOX2 和凋
亡相关蛋白 Bcl-2、Bax 表达的变化,探索辛伐他汀延缓
生理性视网膜衰老的潜在作用和机制。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 3 月龄健康无眼疾 SD 大鼠 40 只(SPF 级,雌
雄不限),购自西安交通大学医学院实验动物中心[许可
证号:SCXK(陕)2007-001],体质量 200 ~ 250g。 本实验
经本院动物伦理委员会批准。 兔抗大鼠 Cu-Zn-SOD 抗
体(武汉博士德生物工程有限公司)、兔抗大鼠 NOX2 抗
体(美国 Proteintech 生物公司)、兔抗大鼠 Bcl-2 抗体(美
国 Proteintech 生物公司)、兔抗大鼠 Bax 抗体 (美国
Proteintech 生物公司)、SP-9001 HistostainTM-Plus Kit(北
京中杉金桥生物技术有限公司)、ZLI-9017 DAB Kit(北
京中杉金桥生物技术有限公司)、辛伐他汀(美国 Merck
Sharp & Dohme 公司)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 实验动物分组和模型制作摇 应用随机数字表法将
大鼠随机分为辛伐他汀组和对照组,每组 20 只。 饲养于
18益 ~22益明暗各 12h 的清洁级动物实验室内,9 月龄后
开始给予干预,辛伐他汀组给予每天 5mg / kg 辛伐他汀灌
胃,对照组给予等量的生理盐水灌胃,持续给药至 17
月龄[7]。
1郾 2郾 2 组织病理学染色和免疫组织化学染色 摇 大鼠 17
月龄时,100g / L 水合氯醛(5mL / kg)腹腔注射麻醉大鼠。
9g / L 肝素化的生理盐水及 40g / L 多聚甲醛各 200mL 经
左心室灌注,摘取眼球后置于 40g / L 多聚甲醛中继续固
定 24h。 常规石蜡包埋、切片,片厚 5滋m。 常规脱蜡、梯
度乙醇水化,苏木精染色 1min;伊红染色 5min,脱水、透
明、中性树胶封片。 另取切片,常规脱蜡至水,浸入
0郾 01mol / L、pH=6郾 0 柠檬酸缓冲液,微波高火加热 3min
至沸腾,低火加热 10min,冷却至室温,30mL / L H2O2去离

图 1摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层的常规病理组织学
表现(HE 伊400)。

图2摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层厚度情况摇 aP<0. 05 vs
对照组。

表 1摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层总厚度情况

(軃x依s,滋m)
组别 神经感觉层 色素上皮层

辛伐他汀组 171郾 83依13郾 61 124郾 67依10郾 35
对照组 157郾 17依5郾 78 113郾 50依5郾 86

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇t 2郾 429 2郾 301
P 0郾 036 0郾 044

子水孵育 10min, 山羊血清封闭,滴加一抗:兔抗大鼠
Bcl-2抗体(1颐100)、兔抗大鼠 Bax 抗体(1 颐 100)、兔抗大
鼠 Cu-Zn-SOD 抗体(1 颐 400)、兔抗大鼠 NOX2 抗体,4益
过夜;生物素标记山羊抗兔 IgG 二抗孵育 15min,辣根酶
标记链霉卵白素孵育 15min,DAB 显色剂显色,苏木素复
染细胞核,常规脱水、透明、封片。 光镜下观察切片,利用
Leica-Q550CW 图像采集与分析系统在 40 倍物镜下进行
图像采集,随机对每张切片上的视网膜选取 6 个视野,
Image-Pro Plus 6郾 0 分析每个视野下阳性表达部位的平
均光密度。

统计学分析:应用 SPSS 13郾 0 统计学软件对实验所
得数据进行分析,处理分析结果以均数依标准差的形式表
示。 对每组各个样本的均数总体进行正态性检验,经
Levene 检验方差齐性后,采用独立样本 t 检验进行分析,
以 P<0郾 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 辛伐他汀对衰老大鼠视网膜形态的影响摇 对照组大
鼠神经感觉层排列紊乱,细胞形态不一,细胞数量减少,
色素上皮层结构疏松;与对照组相比,辛伐他汀组神经感
觉层排列稍整齐,细胞形态差异不大,细胞未见明显丢
失,色素上皮层结构紧密(图 1)。 与对照组相比,辛伐他
汀组大鼠神经感觉层及色素上皮层厚度均增加,差异均
有统计学意义(P<0郾 05,图 2,表 1)。
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图 3摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 Cu-Zn-SOD表达的免疫组化图(伊400)。

图 4摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 Cu-Zn-SOD的表达摇 aP<0郾 05 vs 对照组。

图 5摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 NOX2 表达的免疫组化图(伊400)。

2郾 2 辛伐他汀对衰老大鼠视网膜内 Cu-Zn-SOD 表达的
影响摇 两组大鼠视网膜中均可见 Cu-Zn-SOD 阳性表达,
且 Cu-Zn-SOD 均于内节表达相对明显,外核层及外节未
见表达。 辛伐他汀组于神经节细胞层、内丛状层、内核层、
外丛状层、光感受器细胞层的内节及色素上皮层可见 Cu-
Zn-SOD 强阳性表达,对照组可见 Cu-Zn-SOD 弱阳性表
达(图 3)。 因此辛伐他汀组较对照组的 Cu-Zn-SOD 表达
增强,差异具有统计学意义(P<0郾 05,表 2,图 4)。
2郾 3 辛伐他汀对衰老大鼠视网膜内 NOX2 表达的影响 摇
两组大鼠视网膜中均可见 NOX2 阳性表达,且 NOX2 均于
内节表达相对明显,外核层及外节未见表达。 对照组于神
经节细胞层、内丛状层、内核层、外丛状层、光感受器细胞
层的内节及色素上皮层可见 NOX2 强阳性表达,与对照组
相比,辛伐他汀组各层 NOX2 的表达呈弱阳性(图 5)。 因
此辛伐他汀组较对照组的 NOX2 表达减少,差异具有统计
学意义(P<0郾 05,表 3,图 6)。

图 6摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 NOX2 的表达摇 aP<
0郾 05 vs 对照组。

2郾 4 辛伐他汀对衰老大鼠视网膜内 Bcl-2 表达的影响 摇
各组视网膜均可见 Bcl-2 阳性表达。 对照组于神经节细
胞层、内丛状层、内核层、外丛状层、光感受器细胞层的内
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摇 摇

图 7摇 两组大鼠神经感觉层及色素上皮层 Bcl-2 表达的免疫组化图(伊400)。

图 8摇 两组大鼠神经感觉层及色素上皮层 Bcl-2 的表达摇 aP<
0郾 05 vs 对照组。

表 2摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 Cu-Zn-SOD 表达平

均光密度值 軃x依s
组别 神经感觉 色素上皮层

辛伐他汀组 0郾 048依0郾 012 0郾 047依0郾 007
对照组 0郾 031依0郾 011 0郾 030依0郾 007

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇t 2郾 543 3郾 803
P 0郾 029 0郾 003

节及色素上皮层可见 Bcl-2 强阳性表达,外核层也可见少
量 Bcl-2 弱阳性表达。 与对照组相比,辛伐他汀组各层的
Bcl-2 表达呈弱阳性(图 7)。 辛伐他汀组较对照组的
Bcl-2表达减弱,差异有统计学意义(P<0郾 05,表 4,图 8)。
2郾 5 辛伐他汀对衰老大鼠视网膜内 Bax 表达的影响摇 各
组视网膜均可见 Bax 阳性表达。 辛伐他汀组于神经节细
胞层、内丛状层、内核层、外丛状层、光感受器细胞的内节、
色素上皮层可见 Bax 强阳性表达,外核层也可见少量 Bax
弱阳性表达,对照组可见 Bax 弱阳性表达(图 9)。 辛伐他
汀组较对照组的 Bax 表达增强,差异具有统计学意义(P<
0郾 05,表 5,图 10)。
2郾 6 辛伐他汀对衰老大鼠视网膜内 Bcl-2 / Bax 比值的影
响摇 辛伐他汀组 Bcl-2 和 Bax 的比值较对照组降低,差异
具有统计学意义(P<0郾 05,表 6,图 11)。
3 讨论

既往研究表明,大鼠视网膜衰老后,总厚度及多层厚
度均明显变薄,视网膜各层厚度占视网膜总厚度的构成比
基本不变[8]。 本研究结果发现,辛伐他汀处理衰老大鼠
8mo 后,可以显著减少视网膜神经感觉层及色素上皮层的

摇 摇表 3摇 两组大鼠神经感觉层及色素上皮层 NOX2表达平均光密度

軃x依s
组别 神经感觉层 色素上皮层

辛伐他汀组 0郾 035依0郾 009 0郾 035依0郾 006
对照组 0郾 049依0郾 012 0郾 051依0郾 011

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇t -2郾 308 -3郾 095
P 0郾 044 0郾 012

表 4摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 Bcl-2表达平均光密度

軃x依s
组别 神经感觉层 色素上皮层

辛伐他汀组 0郾 047依0郾 012 0郾 048依0郾 007
对照组 0郾 062依0郾 011 0郾 062依0郾 014

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇t -2郾 396 -2郾 287
P 0郾 038 0郾 045

厚度丢失,辛伐他汀的这种保护作用与我们的既往研究结
果一致,但机制不明[7]。

由于长期暴露于光线辐射之下、光感受器细胞外节富
含长链多不饱和脂肪酸、对氧的消耗量很高,视网膜易受
到氧化应激损伤,且其衰老也与氧化应激损伤有关[9]。
Cu-Zn-SOD 能歧化超氧阴离子自由基,延缓机体衰老过
程;烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 ( nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate,NADPH)氧化酶是介导体内活性氧
产生的主要酶体,NOX2 是其催化亚基之一。 既往研究表
明,NOX2 在衰老大鼠的角膜和晶状体上皮细胞中的表达
明显升高[10-11]。 本研究中,Cu-Zn-SOD 在辛伐他汀组的
表达明显高于对照组,而 NOX2 则低于对照组,且 Cu-Zn-
SOD、NOX2 均于内节表达相对明显,外核层及外节未见表
达,证明了视网膜在氧化代谢中的不均等性。 该结果可能
与外核层、外节不含线粒体,而内节富含大量的线粒体成
分,氧化代谢异常丰富有关。 内节线粒体多,耗氧量大,且
即使在外视网膜供氧充足的情况下也会伴随无氧糖酵解
途径以补充氧化代谢的不足;而无氧糖酵解的代谢产物,
如乳酸等,则使外层视网膜呈相对酸性,这些均可使局部
内源性氧自由基产生增加伴氧化应激反应的发生[12-13]。
所以,光感受器细胞的内节 Cu-Zn-SOD 的相对高表达及
NOX2 的低表达对视网膜是一种保护。 辛伐他汀可促进
衰老大鼠视网膜 Cu-Zn-SOD 的表达,并可减少 NOX2 介
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图 9摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 Bax表达的免疫组化图(伊400)。

图 10摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 Bax 的表达 摇 aP<
0郾 05 vs 对照组。

图 11摇 两组大鼠神经感觉层和色素上皮层 Bcl-2 / Bax 比值变

化摇 aP<0郾 05 vs 对照组。

导的活性氧产生,提示辛伐他汀对视网膜衰老有一定保护
作用,但其具体机制仍有待进一步研究。

细胞凋亡与细胞衰老也有着密切的联系[14]。 Bcl-2
和 Bax 是调控细胞凋亡的关键蛋白。 研究发现,Bcl-2 和
Bax 二者之间的比例相较它们各自的绝对量对于组织细
胞的影响更为重要,Bcl-2 / Bax 的比值升高则细胞趋向存
活;反之则细胞趋向凋亡[15]。 本研究表明:辛伐他汀组
Bcl-2 表达较对照组降低,Bax 表达较对照组增强,且辛伐
他汀组的 Bcl-2 / Bax 比值较对照组的 Bcl-2 / Bax 比值降
低。 说明两组衰老大鼠视网膜的细胞凋亡程度较对照组
增加,但因本实验并未检测视网膜神经干细胞及新生细胞
的相关指标,故并不能证明辛伐他汀对大鼠视网膜衰老有
促进作用。 因为对于多细胞生物而言,个体及组织的衰老
或死亡与细胞的衰老或死亡有关,但不能完全划等号。 凋
亡,即程序性死亡,是机体的正常生理过程,且具有广泛的
生理意义,衰老细胞的程序性死亡可为年轻细胞的生长提

摇 摇表 5摇 两组大鼠神经感觉层及色素上皮层 Bax表达平均光密度

軃x依s
组别 神经感觉层 色素上皮层

辛伐他汀组 0郾 049依0郾 010 0郾 046依0郾 008
对照组 0郾 034依0郾 008 0郾 033依0郾 008

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇t 2郾 841 2郾 653
P 0郾 018 0郾 024

表 6摇 两组大鼠神经感觉层及色素上皮层 Bcl-2 / Bax表达比值

軃x依s
组别 神经感觉层 色素上皮层

辛伐他汀组 1郾 00依0郾 32 1郾 00依0郾 31
对照组 2郾 27依0郾 73 2郾 55依0郾 53

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇t -3郾 882 -6郾 167
P 0郾 003 <0郾 001

供空间,且适当的程序性死亡可降低组织中衰老细胞的
比例、减少组织增殖、过滤被病毒感染及癌变的细胞。
故增加衰老视网膜的凋亡,有助于消除机体内老化和具
有潜在性异常生长的细胞,从而保持机体处于稳态起着
重要的作用[16] 。 此外,在一项辛伐他汀预处理保护视网
膜缺血再灌注损伤的研究中发现,辛伐他汀预处理可以
使 Bcl-2 水平上调,降低 Bax 水平,这与本研究的结果相
反,原因可能是疾病模型差异及辛伐他汀给药时间
太短[17] 。
摇 摇 综上,辛伐他汀一方面可促进衰老大鼠视网膜超氧
化物歧化酶 Cu-Zn-SOD 的表达,减少过氧化物酶 NOX2
的表达,减轻局部视网膜氧化应激反应;另一方面,辛伐
他汀还可通过减少 Bcl - 2 表达、促进 Bax 表达,降低
Bcl-2 / Bax 比值,增加衰老大鼠视网膜的细胞凋亡程度,
进而有助于消除视网膜内老化和具有潜在性异常生长
的细胞。
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