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摘要

目的：探讨大鼠视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）过程中黄芪对Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表
达的影响及作用机制。

方法：前房加压法制作实验性ＲＩＲＩ的大鼠模型。将６６只
ＳＤ大鼠随机分为正常组、缺血再灌注模型组、黄芪注射液
治疗组。后两组各分为６，１２，２４，４８ｈ和３ｄ五个时间段，
ＨＥ染色后光镜下观察视网膜组织变化，采用免疫组织化
学法与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定大鼠ＲＩＲＩ后视网膜中Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ蛋白表达的变化。
结果：Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ在正常视网膜组织中几乎不表达，在缺
血再灌注６ｈ开始表达，２４ｈ表达显著，４８ｈ开始下降，３ｄ
后表达已经明显减弱。黄芪注射液治疗组各观察指标变

化趋势基本与单纯缺血再灌注组相似。黄芪注射液治疗

组与模型组比较，Ｂｃｌ２表达均明显增强，Ｂａｘ表达均明显
减弱，两组间比较差异均有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
结论：黄芪注射液预处理可使神经节细胞 Ｂｃｌ２表达增
强，Ｂａｘ表达减弱，减少神经节细胞凋亡，对 ＲＩＲＩ神经节
细胞有明显的保护作用。

关键词：黄芪；视网膜；缺血再灌注；Ｂｃｌ２；Ｂａｘ
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２５１２３．２０１２．０５．０６

高峰丽，戚雪．黄芪对大鼠视网膜缺血再灌注损伤中 Ｂｃｌ２和
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０引言
　　视网膜缺血再灌注损伤（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）是临床上普遍关注的问题，视网膜组织细胞
获得充足的氧和营养物质并排出代谢产物需要良好的视

网膜血液循环，而缺血性视乳头病变、青光眼急性发作降

眼压治疗、视网膜血管栓塞性疾病溶栓治疗因素均可造成

不同程度的视网膜缺血，并最终导致了视功能损害。ＲＩＲＩ
的机制比较复杂，是多种因素综合作用后的结果。主要是

氧自由基的损伤［１］、细胞内钙超载［２］、兴奋性氨基酸的神

经毒性、白细胞浸润［３］等导致视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，ＲＧＣ）层及内核层（ｉｎｎｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，ＩＮＬ）细
胞凋亡。有研究表明，ＲＩＲＩ可导致 ＲＧＣ及 ＩＮＬ细胞凋
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亡［４，５］。黄芪（ａｓｔｒａｇａｌｕｓ，ＡＳ）具有抗菌消炎、利尿、强心及
促进免疫等多种作用，本实验通过观察黄芪对视网膜缺血

再灌注（ＲＩＲ）后视网膜神经细胞凋亡及Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白
表达的影响，探讨黄芪对 ＲＩＲＩ的保护作用及其可能的作
用机制。

１材料和方法
１．１材料　健康成年ＳＤ大鼠６６只，雌雄不限，体质量２２０±
２０ｇ，无眼疾。随机分为正常组６只，不做任何处理，常规
饲养；缺血再灌注组（ＩＲ组）３０只；ＩＲ＋黄芪３０只，造模前
７ｄ开始 ｉｐＡＳ注射液，于手术前３０ｍｉｎ加注１次（６ｇ／ｋｇ，
１次／ｄ，直至处死），再根据造模成功后观察期的不同各分
为再灌注后６，１２，２４，４８ｈ；３ｄ组。ＲＩＲ组和正常组用等量
生理盐水腹腔注射，方法同黄芪治疗组。ＡＳ注射液（成都
地奥九泓制药公司产品），ＳＡＢＣ免疫组织化学试剂盒（包
括Ｂｃｌ２／Ｂａｘ兔抗大鼠多克隆抗体、生物素化山羊抗兔抗
体、ＤＡＢ显色试剂盒，北京中杉生物公司），裂隙灯显微镜
（德国 Ｚｅｉｓｓ），ＨＭＩＡＳ２０００图像分析系统（美国 Ｍｅｄｉａ
Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司），Ｔｒｉｚｏｌ，逆转录试剂，电泳仪（Ｂｉｏｒａｄ公
司）等，实验所需相关设备均由辽宁医学院病理教研组

提供。

１．２方法
１．２．１ＲＩＲＩ模型的建立　采用前方灌注高眼压致缺血的
方法［６］，大鼠称体质量，以体积分数１００ｍＬ／Ｌ的水合氯醛
３ｍＬ／ｋｇｉｐ麻醉，麻醉满意后，将大鼠俯卧位固定于鼠台
上，随机选取每只大鼠的１眼造模，复方托比卡胺散瞳，滴
盐酸奥布卡因滴眼液眼表面麻醉，将连有生理盐水灌注的

４号半头皮针沿颞侧角巩膜缘斜面向上刺入大鼠眼前房，
为了避免损伤晶状体和虹膜，用胶布固定头皮针于大鼠同

侧耳缘处。缓慢升高输液瓶至大鼠实验眼垂直距离为

１５０ｃｍ，此高度可在眼内形成１１０ｍｍＨｇ（１ｋＰａ＝７．５ｍｍＨｇ）
的眼压，使眼内压超过体循环收缩压，从而阻断视网膜血

流，达到缺血的目的。当球结膜及虹膜迅速变白时用直接

检眼镜观察视网膜苍白，视网膜中央动脉的供血完全阻

断。实验过程中间断点氯霉素滴眼液以保持角膜湿润并

预防感染。持续６０ｍｉｎ后，逐渐降低输液瓶高度至大鼠眼
球水平使眼内压缓慢降低，以恢复视网膜血供，此时关闭

输液器并拔出前房灌注针头，虹膜及球结膜颜色迅速恢复

正常，眼底视网膜呈橘红色，说明阻断的血管重新开放，形

成再灌注，即为ＩＲ模型建立成功。术毕结膜囊涂红霉素
眼膏，待清醒后回笼。ＩＲ后６，１２，２４，４８ｈ和３ｄ处死动物，
摘除眼球。生理盐水冲洗，每组取３只大鼠分离出视网
膜，放入１．５ｍＬＥｐ管，８０℃冷冻保存。剩下每组３只通
过颈动脉灌流固定（固定液为 ４％中性甲醛溶液）约
３０ｍｉｎ，摘除眼球，保留视神经０．５～１．０ｍｍ。浸泡固定于
体积分数４％中性甲醛溶液过夜，取出后用流水缓慢冲洗
２ｈ。乙醇梯度脱水，二甲苯透明，浸蜡，石蜡包埋备用。
１．２．２ＨＥ染色观察视网膜组织病理学变化　切片烘干后
放入二甲苯脱蜡 １０ｍｉｎ×２次，乙醇复水每个浓度 ２ｍｉｎ。
苏木素染色１０ｍｉｎ，自来水冲洗３遍以冲洗多余染液，盐
酸乙醇分化 ３～５次。自来水充分冲洗后置伊红染液
２ｍｉｎ，然后乙醇脱水，二甲苯透明２ｍｉｎ×２次，中性树胶封
片。光学显微镜下观察视网膜组织内层结构的变化。

１．２．３ＳＡＢＣ免疫组织化学法测定 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白
的表达　ＳＡＢＣ免疫组织化学染色法分别测定Ｂｃｌ２蛋白
和Ｂａｘ蛋白，具体步骤如下：将切片常规脱蜡，热修复抗
原：高压锅加热至２７０℃沸腾后将切片浸入０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸

橼酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）中，喷气后调至１４０℃计时２ｍｉｎ。
滴加体积分数３０ｍＬ／ＬＨ２Ｏ２，室温处理１５ｍｉｎ灭活内源性
酶。滴加５０ｇ／Ｌ山羊血清封闭液，室温１５ｍｉｎ。滴加一抗，
４℃结合抗原过夜。取出室温静置１ｈ，滴加生物素化山羊
抗兔 ＩｇＧ，３７℃水浴 ３０ｍｉｎ。滴加试剂 ＳＡＢＣ，３７℃水浴
３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，苏木素轻度复染，乙醇脱水、二甲苯透
明、中性树胶封片后显微镜下观察（阴性对照：以 ＰＢＳ代
替一抗，其余步骤不变）。

１．２．４Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法半定量测定Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的
表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹技术转移蛋白和比较不同样本中
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的含量，取冷冻的大鼠视网膜，提取蛋白，将
凝胶贴于ＰＶＤＦ膜上盖上顶层电极板，接通正负极电源，
１５Ｖ（不超过２５Ｖ）转印１０～３０ｍｉｎ。加入稀释好的一抗，
摇床上４℃孵育过夜，再用洗膜液洗３次，加入辣根过氧
化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），孵育１ｈ，洗膜，暗室中
发光、显影、定影。

　　统计学分析：采用ＳＰＳＳ１６．０分析软件进行统计学处
理，所有数据均采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。组间比较
应用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２结果
２．１大鼠ＲＩＲＩ后视网膜组织病理学变化　正常组大鼠视
网膜由１０层结构组成，与人的视网膜相似。视网膜各层
结构清晰，ＲＧＣ排列整齐，细胞数目较多，无空泡变性，
ＩＮＬ及外核层细胞排列紧密。ＩＲ６ｈ后，即出现 ＲＧＣ层和
ＩＮＬ细胞空泡化，间质疏松，视网膜明显水肿，神经纤维层
及内丛状层（ｉｎｎｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＩＰＬ）疏松，１２ｈ视网膜水
肿开始减轻。２４ｈ可见ＲＧＣ出现核固缩，ＩＮＬ细胞排列疏
松紊乱。４８ｈ与２４ｈ相似，核固缩更加明显。３ｄ后 ＲＧＣ
及ＩＮＬ细胞数目明显减少，ＩＰＬ变薄，细胞排列依然疏松
紊乱，核固缩及细胞空泡化明显。ＩＲ＋ＡＳ组组织变化趋势
与缺血组相似，核固缩、空泡变性等病理损害减轻，细胞数

目减少及视网膜厚度变薄的程度均较缺血组有明显改善。

２．２大鼠ＲＩＲＩ后 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表达　Ｂａｘ蛋白阳
性表达为黄色或棕黄色染色，主要位于细胞浆中。ＩＲ６ｈ
开始在ＲＧＣ有少量表达。１２ｈ各层表达明显增加，２４ｈ各
层表达均达到高峰，此时除了在神经节细胞层及ＩＮＬ有表
达外，ＩＰＬ和ＩＮＬ均可见胞膜及胞浆深棕色染色，再灌注
４８ｈＢａｘ蛋白表达逐渐减弱，主要位于视网膜的内层，３ｄ
组仍可以检测到 Ｂａｘ蛋白的表达。ＩＲ＋ＡＳ组相应各时间
段Ｂａｘ阳性表达较ＩＲ组减弱，颜色稍淡。每高倍视野Ｂａｘ
蛋白阳性细胞表达较 ＩＲ组有所下降。ＩＲ＋ＡＳ组与 ＩＲ组
各时间段的Ｂａｘ蛋白阳性表达结果进行比较，差异均有显
著统计学意义（均为Ｐ＜００１，表１）。
　　Ｂｃｌ２蛋白阳性表达为黄色或棕黄色，主要位于细胞
浆中，正常组织中未见Ｂｃｌ２蛋白阳性细胞，ＩＲ组中 Ｂｃｌ２
蛋白在ＲＩＲ后 ６ｈ和 １２ｈ未见明显阳性表达，再灌注后
２４ｈ后Ｂｃｌ２蛋白出现中等强度表达，４８ｈ达到高峰，在 ＩＲ
３ｄ后Ｂｃｌ２蛋白表达出现下降（Ｐ＜０．０１）。ＩＲ＋ＡＳ组中，
Ｂｃｌ２蛋白阳性表达趋势与 ＩＲ组相似，与 ＩＲ组相比 Ｂｃｌ２
表达明显增加（Ｐ＜０．０１，表２）。
２．３Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹法检测 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达的
改变　ＩＲ＋ＡＳ组与 ＩＲ组各时间段的 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的蛋白
表达结果比较，差异均有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１），ＩＲ
２４ｈ时Ｂｃｌ２和Ｂａｘ比正常组表达升高，ＩＲ＋ＡＳ组与 ＩＲ组
比较，Ｂｃｌ２表达均明显增强，Ｂａｘ表达明显减弱（Ｐ＜
００５，图１，表３）。

７２８

ＩｎｔＥｙｅＳｃｉ，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．５，Ｍａｙ２０１２　 ｗｗｗ．ｉｅｓ．ｎｅｔ．ｃｎ
Ｔｅｌ：０２９８２２４５１７２　８２２１０９５６　 Ｅｍａｉｌ：ＩＪＯ．２０００＠１６３．ｃｏｍ



图１ 大鼠 ＲＩＲＩ后视网膜中 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表达　１：正常组；
２：ＩＲ６ｈ组；３：ＩＲ１２ｈ组；４：ＩＲ２４ｈ组；５：ＩＲ４８ｈ组；６：ＩＲ３ｄ
组；７：ＩＲ＋ＡＳ６ｈ组；８：ＩＲ＋ＡＳ１２ｈ组；９：ＩＲ＋ＡＳ２４ｈ组；１０：ＩＲ
＋ＡＳ４８ｈ组；１１：ＩＲ＋ＡＳ３ｄ组。

表１ＲＩＲＩ后不同观察时段Ｂａｘ蛋白的表达（珋ｘ±ｓ，个／高倍视野）
观察时段 ｎ（例） ＩＲ组 ＩＲ＋ＡＳ组 ｔ Ｐ
６ｈ ６ １９．３±１．７９ １７．４±０．８ ３．０２４ ０．００３
１２ｈ ６ ２３．１±１．７ ２１．５±０．６ ３．２３２ ０．００３
２４ｈ ６ ４０．６±３．３ ３１．７±１．１ ５．３５５ ０．００４
４８ｈ ６ ３６．３±１．６ ２９．４±０．６ １０．０１６ ０．０００
３ｄ ６ ２３．２±１．１ ２１．６±１．３ ５．０５６ ０．００２

表２ＲＩＲＩ后不同观察时段Ｂｃｌ２蛋白的表达 （珋ｘ±ｓ，个／高倍视野）
观察时段 ｎ（例） ＩＲ组 ＩＲ＋ＡＳ组 ｔ Ｐ
６ｈ ６ ２５．９±１．８ ２８．３±０．９ ４．０２４ ０．００３
１２ｈ ６ ３４．１±１．１ ３７．３±１．４ ４．３７６ ０．００３
２４ｈ ６ ４６．４±３．１ ４３．６±１．４ ６．３５５ ０．００４
４８ｈ ６ ４２．１±１．４ ４０．３±０．９ １１．０１６ ０．０００
７２ｈ ６ ２９．１±１．０ ３０．５±１．３ ６．０５６ ０．００２

表３ 大鼠ＲＩＲＩ后视网膜中Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白的表达 珋ｘ±ｓ
指标 观察时段 正常组 ＩＲ组 ＩＲ＋ＡＳ组
Ｂａｘ ６ｈ ０．２２１±０．０４７ｂ ０．２５８±０．０１１ ０．２４７±０．００３ａ

１２ｈ ０．２２２±０．０４４ ０．４３１±０．０１５ ０．４０４±０．００２２ｂ

２４ｈ ０．２２１±０．０４１ｂ ０．５３１±０．０２４ ０．４６６±０．０２３ｂ

４８ｈ ０．２２２±０．０３９ｂ ０．４６５±０．０１３ ０．３３２±０．００７ｂ

３ｄ ０．２１８±０．０２７ｂ ０．４２４±０．０２１ ０．２８６±０．００２ｂ

Ｂｃｌ２ ６ｈ ０．３１２±０．０１７ｂ ０．３２３±０．００９ ０．３５６±０．００６ｂ

１２ｈ ０．３１４±０．０２０ｂ ０．４３２±０．０１０ ０．５０１±０．００９ｂ

２４ｈ ０．３１６±０．０２２ｂ ０．５７５±０．０２０ ０．７５３±０．０７１ｂ

４８ｈ ０．２９１±０．０１４ｂ ０．４４４±０．０１１ ０．５６１±０．００９ａ

３ｄ ０．３０４±０．０２１ｂ ０．３３３±０．００５ ０．４９０±０．００５ｂ

ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１ｖｓＩＲ组。

３讨论
　　视网膜作为神经组织，其代谢极为旺盛，并且由于视
网膜中央动脉又是终末动脉，较易发生缺血，所以在缺血

缺氧的环境中极易受到损伤。有研究证实，ＩＲＩ是通过诱
发细胞凋亡引起神经元死亡所致［７］，而且是渐进、不可逆

的过程。最终的结局均是ＲＧＣ的凋亡。凋亡过程中Ｂｃｌ２
家族蛋白起至关重要的调节作用。Ｂｃｌ２可抑制细胞凋
亡，延长细胞寿命，其在不同的细胞类型中可以定位于线

粒体外膜、内质网膜以及核膜上［８］。细胞接受凋亡刺激

后，Ｂｃｌ２可调节线粒体膜上通透性转换孔来改变线粒体
膜的通透性，阻止 Ｃｙｔｃ的释放并激活 Ｃａｓｐａｓｅ，从而发挥
抗凋亡作用［６］。Ｂａｘ是 Ｂｃｌ２家族中促进细胞凋亡的成
员，当细胞接受凋亡刺激时，Ｂａｘ从胞液迁移到线粒体膜
和核膜上，在线粒体外膜上形成通道介导Ｃｙｔｃ释放，启动
线粒体介导的细胞凋亡［９］，使细胞发生不可逆反应，表现

出溶酶体溶解、细胞核固缩等特征性凋亡变化。本实验中

我们运用免疫组织化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹法对 Ｂｃｌ２
蛋白和Ｂａｘ蛋白表达进行检测，发现凋亡在 ＲＩＲＩ中发挥
了重要的作用，其中 Ｂｃｌ２蛋白和 Ｂａｘ蛋白的表达是随着
再灌注时间的延长而逐渐增强，６ｈ时就检测到 ＲＧＣ的凋
亡，随着ＩＲ时间的延长，Ｂｃｌ２蛋白表达相对增强，Ｂａｘ表
达也相对增强，２４ｈ开始达到高峰，４８ｈ开始下降，但仍维
持较高的水平，至３ｄ明显减少。此时促凋亡的因素比较
明显，导致ＲＧＣ受损的程度逐渐加重，最终死亡。
　　黄芪为豆科植物蒙古黄芪或黄芪的干燥根，多年生草
本植物，是一种较常用的中药材。因其具有清除自由基、

拮抗钙超载、保护内皮细胞、改善心脏功能等多种功用而

被应用于心血管疾病的治疗中，并取得显著疗效。有研究

证明［１０］，黄芪可减轻大鼠ＲＩＲ后的损伤，其机制可能与黄
芪清除自由基、拮抗 ＮＯ的毒性作用有关。本实验中，应
用黄芪注射液后，ＲＧＣ层、ＩＮＬ和 ＩＰＬ各层细胞丢失和空
泡变性及核固缩等损害均有明显的改善，视网膜内 Ｂｃｌ２
蛋白阳性表达较ＩＲ组明显增强，而 Ｂａｘ蛋白的阳性表达
较ＩＲ组显著下降。由此推测，黄芪可能通过直接或间接
抑制Ｂｃｌ２蛋白和Ｂａｘ蛋白的表达，从而达到抑制ＲＩＲＩ中
视网膜神经细胞的凋亡。

　　综上所述，ＩＲＩ是由多种因素及多种途径共同介导的
一个复杂的损伤过程。黄芪对 ＲＩＲＩ具有一定的保护作
用，这一保护效应可能是直接抑制 Ｂｃｌ２蛋白和 Ｂａｘ蛋白
的表达，或者通过其抗氧化作用间接抑制 Ｂｃｌ２蛋白和
Ｂａｘ蛋白的表达，从而达到抑制 ＲＩＲＩ时视网膜神经细胞
的凋亡，但目前黄芪对 ＲＩＲＩ抑制作用的具体机制尚需进
一步研究。
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