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Abstract
誗 AIM: To observe the protective effect of pigment
epithelium derived factor ( PEDF ) on retinal ganglion
cells (RGCs) after acute injury of optic nerve in rats.
誗METHODS: Totally 60 healthy female SD rats were
randomly divided into three groups: blank group, model
group and experimental group, 20 rats in each group.
Acute injury model of optic nerve in rats are established
by crushing optic nerve. After the model of optic nerve
injury was made successfully in model group, the rats
were injected with balanced salt solution 5滋L into
vitreous cavity, and at 1 and 2wk later respectively they
were injected again. In experimental group, after the
model of optic nerve injury was made successfully,
immediately the rats were injected with the PEDF 5滋L
into vitreous cavity, also at 1 and 2wk later respectively
they were injected again. To observe the retinal
morphologic changes and count the number of retinal
ganglion cells, the specimen was given HE staining and
observed under light microscope. The
immunohistochemical semi quantitative method was
used to detect the expression of Bcl - 2 and Bax to
observe the effect of PEDF on the optic nerve after injury.
誗 RESULTS: Cell morphology of ganglion cells in
experimental group was better and the number of RGCs
was much more, comparing with the model group by HE
staining. The expression of Bcl - 2 and Bax in the
experimental group was significantly different with that
in the blank group and the model group (P<0. 05) . The

expression of Bcl-2 increased and the expression of Bax
decreases in the experimental group compared with the
model group.
誗CONCLUSION: PEDF can inhibit or weak the apoptosis
of RGCs cells after optic nerve injury and alleviate the
injury of optic nerve by increasing the expression of Bcl-
2 protein or decreasing the expression of Bax protein.
誗KEYWORDS:pigment epithelium derived factor; retinal
ganglion cell; optic nerve injury; Bcl- 2; Bax
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摘要
目的:观察色素上皮衍生因子(pigment epithelium derived
factor,PEDF)对大鼠视神经急性损伤后视网膜神经节细
胞(retinal ganglion cells,RGCs)的保护作用。
方法:选取健康雌性 SD 大鼠 60 只随机分为:空白组、模
型组和实验组,每组各 20 只。 采用视神经夹伤方法,建
立大鼠视神经急性损伤模型。 模型组制作视神经损伤模
型成功后即刻向玻璃体腔注射平衡盐溶液 5滋L,之后的
1、2wk 分别向玻璃体腔注射平衡盐溶液 5滋L;而实验组
在视神经损伤模型制作成功后即刻向玻璃体腔注射
PEDF 5滋L,同样在 1、2wk 时分别向玻璃体腔注射 PEDF
5滋L。 通过 HE 染色,光镜下观察视网膜形态学变化并且
对视网膜神经节细胞进行计数。 通过免疫组织化学半定
量的方法对 Bcl-2 和 Bax 的表达进行检测,观察 PEDF 对
受损视神经的影响。
结果:HE 染色观察,实验组神经节细胞从细胞形态上要
好于模型组,且 RGCs 数量较模型组多。 实验组的 Bcl-2
和 Bax 的蛋白表达与空白组、模型组比较,差异有统计学
意义(P<0. 05),实验组较模型组 Bcl-2 蛋白表达增加,
Bax 蛋白表达下降。
结论:PEDF 可通过上调视网膜 Bcl-2 蛋白的表达、减弱
Bax 蛋白表达,以减弱或抑制视神经损伤后 RGCs 的细胞
凋亡,减轻视神经损伤。
关键词: PEDF;视网膜神经节细胞;视神经损伤;Bcl-2;
Bax
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0 引言
摇 摇 近年来,随着意外伤害、交通事故的增多,外伤性视
神经病变(traumatic opticneuropathy,TON)患者越来越多。
该病变预后不良,许多患者残留视力极差。 目前仍然缺
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乏有效的治疗方法,同时治疗方面的有关基础研究也相
对较少。 色素上皮细胞衍生因子 ( pigment epithelium
derived factor,PEDF)是近年来发现的一种有效的内源性
多功能因子,它可以使 Y-79 视网膜母细胞瘤细胞的神
经元分化、外向生长而具有营养神经的作用。 动物实验
表明,PEDF 能够保护未成熟的小脑神经元,但对成熟的
小脑神经元的抗调亡作用很弱[1]。 本实验采用大鼠视神
经夹伤模型,并行玻璃体腔 PEDF 治疗,探讨 PEDF 对视
网膜神经节细胞中 Bcl-2 / Bax 表达的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康无眼疾雌性 SD 大鼠 60 只(由河北医科
大学实验动物中心提供,清洁级,动物合格证编号
1508079),体质量 200 ~ 250g,自由摄食饮水条件下适应
性喂养 1wk。 将所有动物分为三组,空白组、模型组和实
验组,每组各 20 只。 三组间大鼠体质量无统计学差异
(P>0. 05)。 实验进行期间各组大鼠自由摄食饮水,通风
干燥,光线恒定。 试剂与药物:美国 Peprotech 公司 PEDF
试剂,美国 Vector Laboratories 免疫组化试剂盒,美国
Santa Cruz Biotechnology 公司 Bcl-2 抗体,美国 Santa Cruz
Biotechnology 公司 Bax 抗体。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型制备摇 除空白组外,模型组和实验组均采
用视神经钳夹法将左眼制成视神经损伤模型,右眼不予处
理。 模型组和实验组在禁食 12h 后给于 10% 水合氯醛
(0郾 35mL / 100g)腹腔注射麻醉,消毒左眼皮肤,用眼科手术
剪沿角膜缘处剪开颞侧球结膜,剪断外直肌,分离、暴露视
神经,用反向镊钳夹球后视神经 2mm 处,造成视神经不全
损伤,夹持力为 98g,夹持时间 20s。 直接检眼镜观察眼底,
无视网膜出血且有动脉血液供应者纳入实验。 视神经损
伤模型制作成功后,实验组立即向玻璃体腔注射 PEDF
5滋L,模型组向玻璃体腔注射平衡盐溶液 5滋L。 然后 8-0
可吸收线缝合球结膜,氧氟沙星滴眼液点左眼。 之后模型
组 1、2wk 再次向玻璃体腔注射平衡盐溶液 5滋L,而实验组
同样在 1、2wk 时向玻璃体腔注射 PEDF 5滋L。 空白组不予
药物干预。
1. 2. 2 标本采集及处理摇 三组大鼠均在第 3wk 时取材,
10%水合氯醛腹腔注射麻醉,于球后视神经 2mm 处剪断
视神经并摘除整个眼球,冲洗后放入 4% 多聚甲醛固定
24h。 然后行眼内容剜除后,外翻眼球壁,剥离视网膜,
4%多聚甲醛固定。 4益冰箱保存。 乙醇脱水,二甲苯透
明,石蜡包埋。 将包埋好的眼球标本按平行于视神经矢
状轴为平面的视网膜进行连续切片,切片厚度约 5滋m。
每个标本计数 1 张切片,每张切片以视乳头为中心、半径
为 1. 5mm 处范围内四个方向各取一个视野,每个眼球只
抽取和使用 1 张切片。
1. 2. 3 HE染色观察大鼠视网膜形态学变化摇 对视网膜
切片标本进行常规 HE 染色,光镜下观察视网膜形态学
变化,并对每张切片 4 个视野的视网膜神经节细胞进行
计数,取其均值作为该切片的计数结果。
1.2.4 SABC法检测大鼠视神经 Bcl-2和 Bax 表达摇 石蜡
切片给予常规脱蜡后缓冲液冲洗,3mL / L H2O2去离子水
孵育,以使过氧化物酶被充分阻断;再经 PBS 冲洗后,置
于稀释的正常血清里孵育(室温、20min);去除多余的血
清;然后再稀释一抗孵育、冲洗,二抗孵育、冲洗,孵育时
间均为 30min,再将组织依次置于 Vectastain ABC 试剂、

过氧化物酶底物溶液中,时间均为 30min,再次冲洗,直到
达到所需的染色强度,再用自来水冲洗;然后复染、分化、
脱水、透明,中性树胶封片。 每组中 PBS 冲洗均为 3 次,
每次 5min。 于显微镜下观察并检测视网膜内 Bcl-2 和
Bax 蛋白阳性表达。 Bcl-2 阳性表达为细胞膜或细胞浆
呈棕褐色染色,Bax 阳性表达为细胞浆呈棕褐色染色。
应用多功能彩色细胞图像分析管理系统测定 Bcl -2 和
Bax 的平均光密度值(AOD)。
摇 摇 统计学分析:应用 SPSS 16 . 0 统计软件进行统计
处理,数据以均数依标准差表示,采用单因素方差分析
进行三组间的比较,组间资料进行 LSD- t 检验,以 P<
0郾 05 为有差异统计学意义。
2 结果
2. 1 大鼠视网膜形态学观察摇 HE 染色观察,空白组大鼠
视网膜结构各层组织层次清楚,细胞排列整齐,神经纤维
层排列规整,神经节细胞层单层排列,胞核较大。 模型组
和实验组的神经节细胞层变薄萎缩,可见大片神经纤维
空泡样变性。 PEDF 实验组(14. 25依1. 65,图 1A)和模型
组(7. 98依1. 69,图 1B)的神经节细胞数都明显低于空白
组(29. 62依2. 24,图 1C),三组间行方差分析,差异有统计
学意义(F=1. 410,P<0. 01)。 模型组和实验组神经节细
胞计数较空白组分别下降 73. 3% 、53. 3% 。 实验组视网
膜神经节细胞数同空白组相比,两者之间差异有显著统
计学意义(P<0. 01)。 实验组神经节细胞从细胞形态上
要好于模型组,且 RGCs 数量较模型组多,两者之间差异
有显著统计学意义(P<0. 01)。
2. 2 大鼠视网膜组织 Bcl-2 的表达摇 细胞浆内出现棕黄
色细微颗粒为阳性表达。 空白组(图 2A)视网膜内 Bcl-2
可见一定表达。 模型组(图 2B)、实验组(图 2C)中 Bcl-2
较空白组增多。 模型组 ( 0. 1526 依 0. 0045 )、 空白组
(0郾 1070依0. 0121)和实验组(0. 1975依0. 0105)间行方差
分析,差异有统计学意义(F = 445. 098,P<0. 01)。 实验
组视网膜内 Bcl-2 的平均光密度值明显高于空白组,差
异有显著统计学意义(P<0. 01)。 同时实验组视网膜组
织 Bcl-2 的平均光密度值高于模型组,两者之间差异有
显著统计学意义(P<0. 01),说明 PEDF 具有增加 Bcl-2
表达的作用。
2. 3 大鼠视网膜组织 Bax 的表达摇 细胞浆内出现棕黄色
细微颗粒为阳性表达。 空白组(图 3A)视网膜内 Bax 可
见一定表达,模型组(图 3B)、实验组(图 3C)Bax 较空白
组增多。 模型组(0. 1496 依0. 0076)、空白组(0. 0950 依
0郾 0090)与实验组(0. 1355依0. 0030)间行方差分析,差异
有显著统计学意义(F = 323. 156,P<0. 01)。 实验组视网
膜内 Bax 的平均光密度值明显高于空白组,差异具有显
著统计学意义(P<0. 01)。 同时实验组视网膜组织 Bax
的平均光密度值低于模型组,两者之间差异有显著统计
学意义(P<0郾 01),说明 PEDF 能降低 Bax 蛋白表达。
3 讨论
摇 摇 视神经损伤又称为外伤性视神经病变,主要由头面部
和眼眶外伤导致的视神经水肿、缺血、断裂、萎缩引起的视
神经病变。 在头面颅脑复合伤患者中的发病率为 0. 5% ~
5% [2]。 其预后不良,目前仍缺乏有效的治疗方法。 大
鼠是外伤性视神经损伤动物模型的常用动物。 视神经
损伤的动物模型建模方式主要有夹持伤、撞击伤、牵拉伤
等,其中视神经夹持伤动物模型在外伤性不完全损伤等
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摇 摇

图 1摇 大鼠视网膜切片形态学观察(HE伊400)摇 A:实验组;B:模型组;C:空白组。

图 2摇 免疫组织染色检测大鼠视网膜 Bcl-2 蛋白的表达(SABC法伊400)摇 A:空白组;B:模型组;C:实验组。

图 3摇 免疫组织染色检测大鼠视网膜 Bax蛋白的表达(SABC法伊400) 摇 A:空白组;B:模型组;C:实验组。

模型研究中应用较多,与临床上的急性外伤性视神经损伤
的特点最相符合,视神经夹持伤大鼠模型的特点为操作简
单、实验方案容易设计、动物损伤轻、损伤程度范围均可控
制、损伤后神经鞘膜依旧完整等[3]。 视神经受损后可造成
视网膜神经节细胞的损伤、凋亡,而抑制神经节细胞凋亡
能够减轻视神经损伤[4]。 细胞凋亡过程不是受单一因子
调控的,Bcl - 2 和 Bax 是在功能上相反的一对因子。
Bcl-2是一种抑制细胞凋亡的因子,体内 Bcl-2 在线粒体
外膜上含量较高,视网膜内含有的线粒体能够为细胞内物
质运输及视觉信号传导提供能量[5]。 Bcl-2 可以维持线
粒体膜的稳定性,当凋亡刺激传递到细胞接收器后,Bcl-2
可以维持线粒体膜的稳定并减弱线粒体外膜通透性,抑制
线粒体膜电位的变化,减少有害因子的释放,阻止 Caspase
的激活,进而起到了保护视神经的作用[6]。 此外 Bcl-2 抗
凋亡作用机制还包括作为抗氧化剂具有相应的调节作用,
当神经损伤后会发生氧化应激反应,Bcl-2 可以减少自由
基的产生并抑制其功能。 同时在组织缺血缺氧时,Bcl-2
还可以抑制促凋亡因子 Bax 的移动,并通过减弱促凋亡作
用而抑制细胞凋亡。 Bcl-2 可能使 Bax 形成的一些孔道发
生性状的改变,这种变化使一些小分子的因子或物质不能
自由通过,从而拮抗 Bax 促凋亡功能。 并且 Bcl-2 还能使
凋亡蛋白前体等因子在细胞受到凋亡信号后无法正常移
动到功能位,而被定位在线粒体膜上,无法发挥应有的作
用。 而 Bax 的作用是诱发细胞凋亡,为促凋亡因子,当凋
亡信号启动后,Bax 从胞液开始移动,到达线粒体外膜导
致线粒体通透性转换孔开发致使细胞色素 C 释放,激活

线粒体介导的细胞凋亡,致使 DNA 链断裂,最后导致神经
节细胞的严重损伤[7]。 此外还有学者提出 Bcl-2 / Bax 的
动态平衡也是维持细胞稳定的一个因素,在一些氧化应激
损伤、缺氧、灌注损伤以及外伤性损伤后,Bcl-2 / Bax 两者
的动态平衡遭受破坏,就可启动凋亡程序,而两者之间的
这种平衡关系的作用能力也是目前研究的一个重点方向。
本实验通过视神经夹持伤大鼠模型,研究 PEDF 对视网膜
神经节细胞 Bcl-2 / Bax 表达的影响,以探讨 PEDF 在外伤
性视神经损伤治疗中的作用机制,进而为临床治疗急性视
神经损伤提供理论依据和新思路。
摇 摇 PEDF 属于细胞外的营养因子,具有神经营养、保护
神经及抑制新生血管形成等多种作用[8] 。 在眼内 PEDF
由多种组织合成,如视网膜、脉络膜等,并分泌作用于眼
内视网膜神经节细胞等多种组织。 PEDF 能够刺激轴突
的外向生长、延缓光感受器细胞的死亡[9] 、减轻视网膜
缺血再灌注改变引起眼内压增高导致的视网膜神经元
损伤[10] 。 Li 等[11]在小鼠视网膜缺血再灌注模型实验中
应用 PEDF,发现 PEDF 明显阻止了视网膜神经节细胞的
调亡。 而 Yabe 等[12]在小脑颗粒细胞的研究表明,PEDF
可诱导抑制凋亡因子表达而发挥神经保护作用。 在一
些青光眼动物模型的研究中发现,PEDF 除了能够减少
视网膜神经节细胞坏死,使视网膜神经纤维层变薄,还
能够使视野缺失减轻、减少一些坏死物质在视神经的表
达[13] 。 此外有人切断小鼠坐骨神经后给予 PEDF 干预
治疗观察 PEDF 对周围神经元的保护作用,发现手术部
位应用 PEDF 后,神经元存活数量明显增加、残存的神经
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元的损伤减轻,说明 PEDF 不仅能保护中枢神经,还对周
围神经有一定的保护作用[10] 。 本实验通过反向镊钳夹
大鼠视神经成功建立大鼠视神经急性损伤模型,并对实
验组予以 PEDF 玻璃体腔注射,发现损伤后视网膜出现
神经水肿、神经纤维空泡样变性,但实验组神经节细胞
从细胞形态上要好于模型组,且 RGCs 数量较模型组明
显增多;并发现实验组与模型组比较,视网膜内 Bcl-2
表达较强,Bax 表达较弱,差异具有统计学意义,说明
PEDF 可通过增加视网膜 Bcl-2 蛋白的表达、降低 Bax 蛋
白表达,以减弱或抑制视神经损伤后 RGCs 细胞凋亡,从
而起到降低急性视神经损伤、促进其修复的作用。 本实
验为 PEDF 治疗 TON 提供了实验依据,为 TON 治疗提供
了新的思路。
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