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Abstract
誗 AIM: To analyze the effect of pigment epithelium
derived factor (PEDF) on nitrogen monoxide (NO) and
expression of cysteine - containing, aspartate - specific
proteases-3 (caspase-3) in retinal tissues of model rats
with optic nerve crush injury.
誗 METHODS: A total of 60 SD rats were randomly
divided into the blank control group, model group and
PEDF group, with 20 rats in each group. Except the blank
control group, the optic nerve crush injury rat models
were established in the other groups, and left eyeballs
were taken as samples. After successfully modeling, the
model group were treated with intravitreal injection of
5滋L of balanced salt solution while PEDF group were
treated with intravitreal injection of 5滋L of PEDF (0. 2滋g /
滋L) . Two weeks later, the retinal tissues were collected,
and changes of shape were observed under microscope
after HE staining. The changes of NO level were
measured by colorimetry assay, the expression of
caspase-3 mRNA and caspase-3 protein was detected by
reverse transcription - polymerase chain reaction ( RT -
PCR) and Western-blot.
誗RESULTS: HE staining showed that retinal tissues of

the blank control group arranged neatly and clearly.
Retinal ganglion cells (RGCs) arranged in a monolayer,
and cells were oval, uniform in size and distribution, the
cell nuclei were clear, closely arranged, with clear
boundaries. The retinal tissues of the model group were
sparse in shape, RGCs showed vacuolar changes, the
overall number of cells was reduced, and cell nuclei of
residual RGCs showed pyknosis and uneven staining.
RGCs in PEDF group were with slightly edema and
arranged closely, and the degree of injury was
significantly milder than that in the model group. Levels
of Caspase - 3 mRNA and protein and NO levels in the
three groups showed the model group > PEDF group >
blank control group (all P < 0. 05) .
誗 CONCLUSION: The application of PEDF can down
regulate the expression of Caspase - 3 and NO in rates
with optic nerve injury and reduce RGCs injury.
誗 KEYWORDS: optic nerve crush injury; pigment
epithelium derived factor; nitrogen monoxide; Caspase-3
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摘要
目的: 分 析 色 素 上 皮 衍 生 因 子 ( pigment epithelium -
deriverd factor,PEDF)对视神经夹伤模型大鼠视网膜组织
一氧化氮(nitrogen monoxide,NO)、天冬氨酸特异性半胱
氨酸 蛋 白 酶 3 ( cysteine - containing aspartate - specific
proteases-3,Caspase-3)表达的影响。
方法:选择 60 只 SD 大鼠随机分为空白对照组、模型组、
PEDF 组各 20 只,除空白对照组外,均建立视神经夹伤大
鼠模型,均取左侧眼球为标本,造模成功后,模型组玻璃
体腔内注射平衡盐溶液 5滋L,PEDF 组玻璃体内注射 5滋L
PEDF(浓度 0. 2滋g / 滋L)。 2wk 后取视网膜组织,行 HE 染
色后光镜下观察视网膜形态的变化,采用比色法测定 NO
含量的变化,采用逆转录-聚合酶链式反应(RT-PCR)
法、蛋白印迹法(Western-blot)检测 Caspase-3 mRNA 和
蛋白表达情况。
结果:HE 染色发现,空白对照组视网膜组织排列整齐且
清晰,视网膜神经节细胞( retinal ganglion cells,RGCs)呈
单层细胞排列,细胞为卵圆形,大小均匀,分布均匀,细胞
核清晰,排列紧密,边界清晰;模型组视网膜组织结构稀
疏,RGCs 呈空泡样变化,整体细胞数量减少,残留 RGCs
细胞核见固缩,染色不均。 PEDF 组视网膜组织残留神经
节细胞轻微水肿,但 RGCs 细胞层排列尚且紧密,且受损
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程度明显轻于模型组;模型组、PEDF 组 Caspase-3 mRNA
和蛋白水平高于空白对照组,差异有统计学意义(P <
0郾 05);PDEF 组 Caspase-3 mRNA 和蛋白水平低于模型
组,差异有统计学意义(P<0. 05)。 模型组、PEDF 组 NO
含量高于空白对照组,差异有统计学意义(P<0. 05);
PEDF 组 NO 含量低于模型组,差异有统计学意义(P<
0郾 05)。
结论:采用 PEDF 干预可下调视神经损伤大鼠 Caspase-3、
NO 的表达,减轻 RGCs 细胞损伤。
关键词:视神经夹伤;色素上皮衍生因子;一氧化氮;
Caspase-3
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0 引言
视神经损伤是眼科多发疾病,常与颅脑损伤并发,约

占头部闭合性损伤的 0. 5% ~ 5% ,是引起视功能严重受
损的重要原因[1]。 而视神经是由视网膜神经节细胞
(retinal ganglion cells,RGCs)轴突汇聚形成,其损伤后病
理特点以神经节细胞继发性功能丧失为主,目前尚未完
全明确其具体致病机制。 近年有研究发现,神经毒素因
子一氧化氮(nitrogen monoxide,NO)大量释放及天冬氨酸
特异性半胱氨酸蛋白酶 3( cysteine-containing aspartate-
specific proteases-3,Caspase-3)所介导蛋白酶级联反应
均在视神经损伤中有其重要作用[2-3]。 色素上皮衍生因
子(pigment epithelium-deriverd factor,PEDF)则为具有强
神经营养作用糖蛋白,对中央神经系统有其广泛的保护
作用,可保护活体感光细胞光损伤程度及氧化应激中培
养视网膜细胞存活,减少局部缺血所致 RGCs 凋亡[4]。
基于此,为探讨 PEDF 对视神经夹伤大鼠视网膜组织 NO
和 Caspase-3 表达的影响,本研究建立了视神经夹伤大
鼠模型,并予 PEDF 干预,现报告如下。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物摇 清洁级健康成年 SD 大鼠 60 只(由河
北医科大学实验动物中心提供,合格证号: DK0411 -
0095),8 ~ 10 周龄,体质量 200 ~ 250g,雌性,无眼疾,光
反应敏感,双眼屈光间质清,瞳孔正常,眼底未见异常,常
规饲养 3d,干湿度恒定,光线恒定,通风干燥,自由进食、
饮水,符合动物保护条例。
1. 1. 2 主要仪器与试剂 摇 RM-2015 型 / UC-7 型切片机
购于德国莱卡公司,Olympus BX51T-PHD-J11 型光学显
微镜购于日本 Olympus 公司,LDZ-5 型离心机购于北京
离心机厂,三洋 MDF-328E 型低温冰箱购于日本三洋公
司,左氧氟沙星滴眼液购于江苏汉晨药业有限公司,
PEDF 购于美国 Peprotech 公司,氧氟沙星眼膏购于上海
通用药业股份有限公司,GAPDH、Caspase-3 兔抗大鼠多
克隆抗体购于美国 Sigma 公司,Taq DNA 聚合酶、Trizol
总 RNA 抽提试剂盒、逆转录 -聚合酶链式反应 ( RT -
PCR)试剂盒均购自 TakaRA 公司,Caspase-3 引物设计采
用 Primer5. 0 引物设计软件,NO 试剂盒购于南京建成生
物工程研究所,其余试剂均为国产化学分析纯。

1. 2 方法
1. 2. 1 分组与建模摇 将 60 只大鼠随机分为空白对照组、
模型组与 PEDF 组,每组各 20 只,除空白对照组外,均建
立视神经夹伤大鼠模型,参照文献[5]建立视神经夹伤
大鼠模型,建模前 3d 左氧氟沙星滴眼液点眼,6 滴 / d,禁
食 12h 后腹腔注射水合氯醛 ( 10% ) 麻醉 ( 0. 35mL /
100g),固定大鼠于手术台,碘伏消毒左眼,铺巾,自角巩
膜缘环形切开颞侧球结膜 4mm,暴露视神经眶内段,显微
血管夹钳夹视神经 20s,夹持力 98g,见术眼瞳孔散大,光
反射消失,眼底检查视网膜血管无梗塞、出血,眼压正常,
未见眼球突出或眼睑闭合不全则视为造模成功,缝合球
结膜,结膜囊内涂氧氟沙星眼膏。
1. 2. 2 给药方法 摇 空白对照组不予药物干预,模型组建
模成功后玻璃体腔内注射平衡盐溶液 5滋L,PEDF 组经玻
璃体腔内注射 PEDF 5滋L(浓度 0. 2滋g / 滋L),术后 7、14d
模型组和 PFDF 组分别注入相应溶液。
1. 2. 3 标本取材及处理 摇 术后 14d 处死大鼠,10% 水合
氯醛(0. 35mL / 100g)腹腔注射麻醉三组大鼠,仰卧,固定
四肢,剪胸部毛发,沿胸部正中偏左处垂直切开,分离皮
下组织,剪肋骨,暴露心脏,左心室进管,灌注生理盐水+
多聚甲醛磷酸缓冲液(4% ),见黏膜苍白、肢体僵直,口
腔鼻腔内见清亮液体流出后停止,摘除眼球,保留球后神
经 5mm,眼球角膜划口,4%多聚甲醛固定 24h,剪去眼前
段,采用镊子取出晶状体、玻璃体,保留眼环,固定 4h,石
蜡包埋,视网膜组织切片。
1. 2. 4 观察指标 摇 (1)视网膜组织形态观察:切片常规
HE 染色,光镜下观察视网膜形态变化及 RGCs 形态、数
量变化。 (2)Caspase-3 表达测定:采用 Trizol 试剂盒抽
提视网膜总 RNA,采用紫外分光光度计测定总 RNA 含
量,采用 RT-PCR 试剂盒逆转录合成 cDNA,行 PCR 扩
增, Caspase - 3 上 游 引 物 序 列: 5蒺 -
AGAGCTGCACTGCGGTATTGAG-3蒺,下游引物序列:5蒺 -
GAACCATGACCCGTCCCTTG-3蒺;GAPDH 内参上游引物
序列:5蒺 -ATCTTCCAGGAGCGAGAT-3蒺,下游引物序列:
5蒺-TAAGCAGTTGGTGGTGCA-3蒺,取扩增产物,电泳,采用
凝胶图像分析仪作光密度分析,计算其光密度积分比反
映 Caspase-3 mRNA 表达水平。 将剩余样本离心 30min,
取上清,测定总蛋白浓度,加浓缩胶,恒压,分离胶,恒压,
湿转,恒压,摇床封闭(37益),洗膜 10min伊3 次,加兔抗
鼠抗体 Caspase-3(1颐 50) 过夜,洗膜 5min伊4 次,加山羊
抗兔抗体(1颐 200),摇床孵育 90min(37益),洗膜 5min伊4
次,洗膜 10min,DAB 显色,采用图像分析仪测定仪量化
Caspase-3 灰度积分比值,作为 Caspase-3 蛋白相对表达
量。 (3)NO 水平测定:采用比色法测定视网膜组织 NO
水平,剥离视网膜后称重,置于 2mL 玻璃匀浆器内,加 9 倍
视网膜重量预冷生理盐水,研磨 10min,并将匀浆转移至离
心管,高速冷冻离心 20min,取上清液,测定 NO 含量。

统计学分析:采用 SPSS20. 0 统计学软件进行处理,
计量资料采用 軃x依s 表示,进行独立样本 t 检验,多组比较
进行单因素方差分析,组内比较行 LSD- t 检验,以 P<
0郾 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 视网膜组织形态学变化摇 空白对照组视网膜组织排
列整齐,从内至外依次为 RGCs 层、双极细胞层与感光细
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摇 摇

摇 摇 摇 摇 图 1摇 三组大鼠视网膜组织形态学变化(HE伊400)摇 A:空白对照组;B:模型组;C:PEDF 组。

表 1摇 三组视网膜组织 Caspase-3 表达比较 軃x依s
组别 眼数 Caspase-3 mRNA Caspase-3 蛋白

空白对照组 20 0. 51依0. 12 0. 95依0. 07
模型组 20 2. 33依0. 48a 3. 45依0. 33a

PEDF 组 20 1. 25依0. 28a,c 2. 14依0. 11a,c

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 6. 417 7. 658
P <0. 05 <0. 05

注:aP<0. 05 vs 空白对照组;cP<0. 05 vs PEDF 组。

图 2摇 三组大鼠视网膜组织中 Caspase-3 mRNA的表达(从左
至右依次为模型组、PEDF组、空白对照组)。

图 3摇 三组大鼠视网膜组织中 Caspase-3 蛋白表达(从左至右
依次为模型组、PEDF组、空白对照组)。

胞层,排列较为清晰,RGCs 呈单层细胞排列,细胞为卵圆
形,大小均匀,分布均匀,细胞核清晰,排列紧密,细胞与细
胞边界清晰,无坏死细胞及炎细胞浸润(图 1A);模型组视
网膜组织结构稀疏,RGCs 呈空泡样变化,整体细胞数量减
少,残留 RGCs 细胞核见固缩,染色不均(图 1B)。 PEDF
组视网膜组织残留神经节细胞轻微水肿,但 RGCs 细胞层
排列尚且紧密,且受损程度明显轻于模型组(图 1C)。
2. 2 三组大鼠视网膜组织 Caspase-3 表达比较 摇 各组
Caspase-3 mRNA 和蛋白表达分别见图 2 ~ 3,模型组、
PEDF 组 Caspase-3 mRNA( t = 16. 450、10. 863)和蛋白水
平( t= 33. 1424、40. 816)高于空白对照组,差异有统计学
意义(P<0. 05),PDEF 组 Caspase-3 mRNA 和蛋白水平低
于模型组,差异有统计学意义( t = 8. 691、16. 841,均 P<
0郾 05,表 1)。
2. 3 三组大鼠视网膜组织 NO 含量比较摇 三组大鼠 NO 含
量对比,差异有统计学意义(F = 5. 789,P<0. 05),模型组
(2. 19依0. 11滋mol / g)、PEDF 组(1. 92依0. 04滋mol / g)NO 含
量高于空白对照组(1. 52依0. 01滋mol / g),差异有统计学意
义( t=27. 127、43. 386,均 P<0. 05),PEDF 组 NO 含量低于
模型组,差异有统计学意义( t=10. 316,P<0. 05)。

3 讨论
视神经损伤是眼科常见疾病,且其发病机制复杂,炎

症反应、颅脑外伤、颅内肿物挤压、青光眼等均与视神经损
伤有关[6]。 早期常采用保守疗法或手术干预视神经损伤,
皮质类固醇类药物冲击治疗是目前治疗视神经损伤的常
用方案,但其疗效有其个体差异性,效果不尽理想[7-8]。
近期也有研究[9]发现,视神经损伤后 RGCs 数量减少是引
起患者视觉功能降低的主要原因,同时细胞凋亡及坏死则
是引起 RGCs 数量减少的原因。 林琳等[10] 表示,水肿、炎
症、钙离子内流、神经营养因子水平降低、脂质过氧化反应
均与 RGCs 细胞凋亡有关。 而 Caspase-3 则为凋亡级联反
应中最为关键的酶,正常生理条件下,其以无活性前
Caspase-3 形式存在于细胞内,而细胞凋亡时,其受上游蛋
白酶切割活化的影响,Caspase-3 活化,切割下游底物,促
使其参与 DNA 损伤修复过程,导致 DNA 依赖性蛋白激酶
活性丧失,引起细胞凋亡形态学变化,导致染色质浓缩,并
激活核酸酶,参与 DNA 断裂过程,并出现核固缩表现[11]。
本研究发现,模型组、PEDF 组 Caspase-3 mRNA 和蛋白表
达水平均高于空白对照组,与何家全等[12] 研究结果一致,
表明 Caspase-3 在视神经损伤病理过程中有其重要作用,
参与视神经夹伤的发病过程。

NO 则为人体内广泛存在的、多功能、可扩散的信使
分子,其与细胞凋亡的关系近年来引起较多研究者的关
注[13-14]。 王爽等[15]发现,NO 由一氧化氮合酶(NOS)催化
L-精氨酸脱胍基而产生,对损伤神经节细胞有其较强的
细胞毒性,可诱导细胞凋亡。 在正常生理条件下,NO 主
要通过神经元型 ( nNOS) 与内皮型一氧化氮合成酶
(eNOS)催化形成,诱导型一氧化氮合酶( iNOS)一般未发
挥作用。 在病理状态下,受到缺氧、缺血或创伤刺激,
iNOS 表达增多,经诱导合成释放大量 NO,加重 RGCs 损
伤,促进其凋亡。 视神经横断后,其内部小胶质细胞及
Muller 细胞 iNOS 表达水平上调,NO 合成增多,诱导神经
损伤。 此外,高水平 NO 可影响脑源性神经营养因子神经
保护作用,而清除 NO 则可改善其神经营养作用。 本研究
发现,模型组与 PEDF 组视网膜组织 NO 水平明显高于正
常对照组,与相关研究[16]结论相符。

PEDF 则为从视网膜色素上皮细胞内提取的神经营
养物质,其与大部分神经营养因子类似,广泛表达于人体
脑组织、脊髓、心脏、血管内皮细胞、骨骼肌及成骨细胞
内[17],可抗氧化、抗炎症、抗血管生成,同时有显著的神经
保护作用,其可通过与细胞表层特异性受体结合触发细胞
内级联反应,发挥抗凋亡作用。 动物实验[18] 发现,PEDF
对神经元具备较强的保护作用,其可抑制神经元萎缩。
Rogers 等[19]表示,PEDF 可明显减轻患者运动神经元变
性。 但目前尚未明确其对视神经节细胞凋亡数量减少的
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机制。 一般视神经损伤后视觉功能的保留及恢复主要取
决于 RGCs 存活数量,而采用 PEDF 干预后,其对受损视神
经具备明显保护作用,且可抑制 RGCs 细胞凋亡。 本研究
中,PEDF 大鼠在进行 PEDF 干预 2wk 后,视神经损伤程度
较模型组明显减轻,且 RGCs 数量多于模型组,Caspase-3
mRNA 和蛋白表达水平及 NO 表达水平低于模型组,肯定
了 PEDF 在视神经损伤中的治疗作用,可能与 PEDF 可发
挥神经保护作用、抑制视神经损伤后 Caspase-3 表达、减
少视神经细胞凋亡有关。 此外,PEDF 同时具备抗氧化
效应,可减少视神经组织氧耗,抗血管生成,抑制炎性因
子表达,快速清除 NO,阻断 NO 合成,减轻 RGCs 细胞
损伤。

综上所述,Caspase-3、NO 均参与视神经损伤病理过
程,是诱导 RGCs 细胞凋亡的重要原因,而采用 PEDF 干预
可发挥视神经保护作用,下调 Caspase-3、NO 表达,减轻
RGCs 细胞损伤。
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