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摘要

目的：探讨重组人促红细胞生成素（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ｅｒｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ｒｈＥＰＯ）对挫伤视网膜 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的调节
作用，明确重组ｒｈＥＰＯ对挫伤视网膜的保护机制。
方法：两月龄雄性大鼠４５只，５只用于正常对照组，余下
４０只仿Ａｌｌｅｎ重击法制作视网膜挫伤模型致左眼挫伤。
将模型制备成功大鼠随机分为两组：模型组和 ｒｈＥＰＯ治
疗组，每组各２０只大鼠，每组又分１２和２４ｈ；３和７ｄ共四
个时间点，每个时间点大鼠 ５只。ｒｈＥＰＯ组大鼠 ｉｐ
ｒｈＥＰＯ，１次／ｄ；模型组用同体积的生理盐水 ｉｐ。各组各
时段于给药给水停止后第２ｄ取材，石蜡切片。应用免疫
组织化学方法检测视网膜组织中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表
达变化。

结果：正常对照组视网膜内均有适量Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表
达；模型组Ｂｃｌ２蛋白表达随时间推移逐渐下降，至３ｄ时
表达最低。除１２ｈ外，其余各组Ｂｃｌ２蛋白表达均比正常
对照组低。而Ｂａｘ蛋白表达逐渐上升，至３ｄ达峰值。除
１２ｈ外，其余各组 Ｂａｘ蛋白表达均比正常对照组高；
ｒｈＥＰＯ组Ｂｃｌ２蛋白表达均比模型组高，而 Ｂａｘ蛋白表达
均比模型组低。

结论：Ｂｃｌ２和Ｂａｘ参与了眼挫伤视网膜病变过程；ｒｈＥＰＯ
能够上调挫伤后大鼠视网膜细胞 Ｂｃｌ２蛋白表达和下调
Ｂａｘ蛋白的表达，以抑制损伤视网膜细胞的凋亡。
关键词：重组人促红细胞生成素；大鼠；眼挫伤；Ｂ细胞淋
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０引言
　　视网膜挫伤可造成视网膜内各层细胞变性、坏死，直
至死亡和／或凋亡。变性和坏死的细胞在外伤后不久就
会出现，这些死亡的细胞已不可挽救。我们的研究和治

疗策略是如何救治那些迟发性死亡，即凋亡的细胞。

Ｂｃｌ２基因是 Ｂｃｌ２（即 Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２基因）家
族中的一种原癌基因，它具有抑制凋亡的作用。Ｂｃｌ２家
族中另外成员之一 Ｂａｘ具有促进细胞凋亡的作用，是典
型的促凋亡基因。当今的一些研究已经证实，在视网膜

细胞中也存在着这两种基因，这两种蛋白的比率决定着

损伤视网膜上神经元的存活与否。促红细胞生成素

（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）是一种糖蛋白，是一种调节红细胞
生成的体液因子［１］。自从成功地克隆人类 ＥＰＯ基因后，
其产物重组人促红细胞生成素（ｒｈＥＰＯ）被成功用于治疗
肾性贫血及肿瘤等疾病伴发的贫血。近年来的研究发

现，ＥＰＯ对神经元具有保护功能。但对视网膜挫伤的作
用机制还知之甚少。本研究通过建立大鼠的眼挫伤模

型，观察视网膜内 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表达变化，探讨
ＥＰＯ对视网膜 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的调节作用，明确 ＥＰＯ对挫
伤的大鼠视网膜保护作用机制，以期为临床治疗眼挫伤

提供新的方法和思路。

１材料和方法
１．１材料　两月龄雄性 ＳＤ大鼠４５只（辽宁医学院实验
动物中心提供），体质量１８０～２２０ｇ，无眼病，不限食水。
ｒｈＥＰＯ注射液（华北制药金坦生物技术限公司），Ｂｃｌ２多
克隆抗体和ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德生物工程有限公
司），Ｂａｘ多克隆抗体和ＤＡＢ显色试剂盒（北京博奥森生
物技术有限公司）。

１．２方法
１．２．１动物分组　随机分为正常对照组（５只）、视网膜
挫伤模型组（４０只）。模型制备成功后，４０只大鼠再被随
机分为模型组（注射生理盐水）和 ｒｈＥＰＯ组（腹腔注射
ｒｈＥＰＯ），每组各 ２０只大鼠；模型组和 ｒｈＥＰＯ组分伤后
１２，２４ｈ；３，７ｄ共四个观察时间点，每个时间点５只大鼠。
伤后第２ｄ，ｒｈＥＰＯ组每日腹腔注射 ＥＰＯ（按 ６０ＩＵ／ｋｇ给
药），１次／ｄ，模型组用同体积的蒸馏水腹腔注射。各组
各时段于给药停止后第 ２ｄ取材，所有组别的大鼠均取
左眼。

１．２．２眼挫伤模型制备　适应性喂养７ｄ后，禁食１２ｈ，自
由饮水。仿 Ａｌｌｅｎ重击法制作视网膜挫伤模型，１００ｇ／Ｌ
水合氯醛０．３ｇ／１００ｇ体质量ｉｐ麻醉，固定于鼠台上，头下
方垫一泡沫块，同时注意保持呼吸道通畅。取１ｍ长、直
径３ｃｍ的 ＰＶＣ管，垂直放置于左眼角膜正上方，充分开
大眼睑。使用２００ｇ圆形金属管，自管内１ｍ高处自由落
体打击眼球１次。观察见瞳孔散大，对光反射迟钝，眼底
镜观察视网膜大片苍白水肿，可见出血，视为造模成功。

所有操作由同一操作者序贯完成。伤眼涂红霉素眼膏，

苏醒后回笼。

１．２．３标本采集和处理　各组于１２，２４ｈ；３，７ｄ的８∶００ａｍ

开始麻醉（方法同前）。动物麻醉后固定四肢，开胸，切

开左心室，将灌注针插达升主动脉，先用２００ｍＬ左右４℃
的ＰＢＳ液灌注，洗去血管中血液，以双前肢发白为标指，
再用４０ｍＬ／Ｌ多聚甲醛５００ｍＬ灌注，以颈部和双前肢僵
硬为标指，灌注时间１．５～２ｈ。摘取眼球固定于４０ｍＬ／Ｌ
多聚甲醛中，４℃冰箱中过夜，固定４８ｈ。经脱水，透明，石
蜡包埋，备用。

１．２．４免疫组织化学法检测 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的表达　一抗
（抗Ｂｃｌ２和抗Ｂａｘ）稀释比例为１∶３００；生物素化二抗稀
释比例为１∶２００；将制备的石蜡包埋标本连续切成４μｍ
厚的切片，经脱蜡、脱水等处理后，按试剂盒说明书完成

免疫组织化学染色操作，直至 ＤＡＢ显色、晾干２４ｈ后脱
水、透明、封固。阴性对照：以ＰＢＳ代替一抗，其余步骤不
变。每张切片选取５个视野，应用Ｍｅｔａｍｏｐｈ图像分析系
统进行光密度测定，计算平均光密度值（ｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＯＤ）。
　　统计学分析：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处理，计
量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组数据间比较采用
单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），进一步两组间两两
比较采用 ＬＳＤｔ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义；Ｐ＜
００１为差异有显著统计学意义。
２结果
２．１大鼠视网膜Ｂｃｌ２蛋白的表达　光镜下Ｂｃｌ２免疫反
应产物呈棕黄色。正常眼视网膜 Ｂｃｌ２蛋白在神经节细
胞层、内核层和外核层细胞的胞浆均有表达。视网膜挫

伤后，Ｂｃｌ２蛋白主要在神经节细胞层、内核层和外核层
内表达，在内丛状层和外丛状层表达极少。视网膜挫伤

后，Ｂｃｌ２蛋白表达随时间的延长逐渐下降，至伤后３ｄ下
降到最低点，７ｄ回升。在模型组，除伤后１２ｈ外，其余时
间点 Ｂｃｌ２蛋白表达明显低于正常组（Ｐ＜０．０５）；在
ｒｈＥＰＯ组，Ｂｃｌ２蛋白表达变化趋势与模型组相似，但在
２４ｈ；３，７ｄ时，Ｂｃｌ２蛋白表达较模型组明显增强，其蛋白
阳性产物的ＭＯＤ明显高于模型组（Ｐ＜０．０１，表１）。各组
大鼠的阴性对照片未见阳性反应发生。

２．２大鼠视网膜Ｂａｘ蛋白的表达　光镜下 Ｂａｘ蛋白免疫
反应产物呈棕黄色。正常眼视网膜 Ｂａｘ蛋白在神经节细
胞层、内核层和外核层及感光细胞层的胞浆有表达。在

外丛状层、内丛状层表达极少。视网膜挫伤后，Ｂａｘ蛋白
主要在神经节细胞层、感光细胞层和内核层表达，在内丛

状层和外丛状层表达较少。挫伤后１２ｈ，视网膜Ｂａｘ蛋白
的表达与正常组无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。挫伤后 ２４ｈ
Ｂａｘ蛋白表达明显增加，３ｄ达最高峰，７ｄ回落。除伤后
１２ｈ外，模型组Ｂａｘ蛋白表达比正常对照组显著增高（Ｐ＜
０．０１）。在ｒｈＥＰＯ组，除１２ｈ外，Ｂａｘ蛋白表达在其余时
间点较模型组明显降低，其蛋白阳性产物的 ＭＯＤ明显低
于模型组（Ｐ＜０．０１，表２）。
３讨论
　　眼外伤是一种眼科常见病和多发病，可引起各种眼
底病变而致视觉功能的严重损害。研究表明，视网膜外

伤后，视网膜细胞的死亡包括坏死和凋亡两种方式。视

网膜神经细胞坏死发生在外伤的早期，主要由于外力的

直接作用，致使视网膜细胞出现水肿、变性和死亡。视网

膜细胞凋亡被认为是视网膜神经元损伤的主要方式。无

论是死亡还是凋亡，都表现为视网膜出现萎缩，视网膜细
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　　　　　　　　　　　表１　各组大鼠不同时间视网膜Ｂｃｌ２蛋白表达的变化 珋ｘ±ｓ
分组 １２ｈ ２４ｈ ３ｄ ７ｄ
正常对照组 ０．２６５±０．００５ ０．２６５±０．００５ ０．２６５±０．００５ ０．２６５±０．００５
模型组 ０．２５１±０．００２ ０．２０３±０．００４ａ ０．１７９±０．００３ａ ０．２０１±０．００５ａ

ｒｈＥＰＯ干预组 ０．２５５±０．００３ ０．２４９±０．００４ｂ ０．２２７±０．００１ｂ ０．２３５±０．００２ｂ

　　　　　　　　　　　ａＰ＜０．０５ｖｓ正常对照组；ｂＰ＜０．０１ｖｓ模型组。

　　　　　　　　　　　表２　各组大鼠视网膜Ｂａｘ蛋白表达变化 珋ｘ±ｓ
分组 １２ｈ ２４ｈ ３ｄ ７ｄ
正常对照组 ０．１８５±０．００１ ０．１８５±０．００１ ０．１８５±０．００１ ０．１８５±０．００１
模型组 ０．１９０±０．００３ ０．２６７±０．００２ａ ０．３３４±０．００３ａ ０．２８８±０．００１ａ

ｒｈＥＰＯ干预组 ０．１８７±０．００５ ０．２２１±０．００３ｂ ０．２６２±０．００４ｂ ０．２３６±０．００６ｂ

　　　　　　　　　　　ａＰ＜０．０５ｖｓ正常对照组；ｂＰ＜０．０１ｖｓ模型组。

胞明显减少。视网膜细胞的减少主要是在内５层，这５层
主要为神经节细胞层和内核层，其中包含的主要细胞为神

经节细胞、双极细胞、无长突细胞和水平细胞［２］。

　　在本研究中，我们选取了两个具有代表性的凋亡相关
基因Ｂｃｌ２和Ｂａｘ，探讨其在眼挫伤后视网膜神经元内的
表达变化。在凋亡抑制基因中，Ｂ细胞淋巴瘤／白血病基
因２（Ｂｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｌｙｍｐｈｏｍａｇｅｎｅ２，Ｂｃｌ２）家族最具代
表性。在这个家族中，Ｂｃｌ２是重要的抑制凋亡基因［３］。

而其家族成员Ｂａｘ具有促进细胞凋亡的作用，是典型的凋
亡促进基因。视网膜神经元中细胞凋亡抑制因子 Ｂｃｌ２
和细胞凋亡促进因子 Ｂａｘ的比率发生了转变可能决定视
网膜神经元的最终命运。现在有关 Ｂｃｌ２抗凋亡的原理
有很多学说，但绝大多数学者都认同这样的观点：即凋亡

的多种信号转导途径有一个共同的通路或交汇点，而Ｂｃｌ
２正是该交汇点的调节子。
　　本研究结果显示，Ｂｃｌ２蛋白在正常组视网膜神经节
细胞层、内核层和外核层细胞的胞浆均有表达。眼挫伤

１２ｈ后，Ｂｃｌ２蛋白在视网膜的表达变化不明显。说明在
视网膜挫伤的早期，Ｂｃｌ２基因尚未完全启动。而在视网
膜挫伤早期，凋亡的神经细胞也相对较少。损伤２４后，模
型组Ｂｃｌ２蛋白的表达明显下降，至３ｄ后，Ｂｃｌ２蛋白表达
到低谷，此后其表达略有回升。而与之相对应的Ｂａｘ蛋白
在正常组大鼠视网膜中表达很少。损伤２４ｈ后表达快速
上升，３ｄ后Ｂａｘ蛋白表达到高峰。由此可见，Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ
蛋白表达的峰值都集中在视网膜挫伤后的３ｄ。我们的前
期研究工作相关的研究已经证实［４，５］，视网膜细胞出现凋

亡最多的时刻就是视网膜损伤后的３ｄ。由此推断 Ｂｃｌ２
及Ｂａｘ蛋白表达的改变可能导致视网膜细胞的凋亡，这与
许多研究结果相符［６］。但也有学者采用重击法制备的眼

挫伤模型中，神经细胞凋亡最多时刻出现在损伤后的第

４ｄ，这可能与在制模时打击的力度有关。
　　ＥＰＯ是一种糖蛋白，最初研究发现 ＥＰＯ可促进骨髓
造血细胞及红祖细胞增生、分化和成熟。近年来研究发

现，ＥＰＯ也是一种具有神经保护作用的神经递质调节子。
Ｊｕｎｋ等［７］发现在大鼠大脑局灶性脑缺血再灌注模型中，

在２４ｈ向大鼠侧脑室内注射入 ｒｈＥＰＯ可有效减少梗塞面
积，明显改善缺血区域的神经功能，维持梗塞后大鼠的空

间及学习能力。也有研究证实，在脑和脊髓缺血、外伤、炎

症及其他代谢障碍时ｒｈＥＰＯ能够保护神经元，提高神经元
的存活能力及恢复神经元的功能［８１０］。国内学者王建明

等研究发现，ｒｈＥＰＯ可以减轻急性高眼压引起的视网膜和
视神经超微结构损害，对视网膜神经保护作用。由此可

见，ＥＰＯ很可能成为一种新的神经营养因子和神经保护
因子，但其保护视网膜神经功能的机制尚不完全清楚。

　　在实验中发现，ＥＰＯ组和模型组比较，除了１２ｈ外，其
余个时间段ＥＰＯ组Ｂｃｌ２蛋白表达都明显高于模型组，而
Ｂａｘ蛋白表达ＥＰＯ组都明显低于模型组。结合以前的研
究，我们可以肯定，ＥＰＯ在眼挫伤所致的视网膜神经元凋
亡过程中起到了保护作用；ＥＰＯ发挥对视网膜神经元保
护作用至少是其通过对Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白表达的调节来实
现的。但ＥＰＯ对眼挫伤保护作用的具体机制及作用途径
还有待进一步的实验来阐明。
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