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摘要

目的:探讨高原缺氧环境对大鼠视网膜损伤的影响及氧化

应激相关指标水平的变化ꎮ
方法:将 ２４ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠随机分为平原组和高原

组ꎬ每组 １２ 只 ２４ 眼ꎮ 平原组饲养于常氧环境 ＳＰＦ 级动物

实验中心ꎬ 高原组置于特殊环境人工舱 ( 模拟海拔

６ ０００ ｍ)７ ｄꎮ 采用光学相干断层扫描(ＯＣＴ)检测视网膜

结构层次并量化视网膜厚度ꎻ苏木精－伊红(ＨＥ)染色观

察视网膜病理形态变化ꎻ免疫荧光( ＩＦ)检测视网膜组织

低氧诱导因子 － １α ( ＨＩＦ － １α) 表达ꎻ透射电子显微镜

(ＴＥＭ)扫描观察视网膜神经节细胞(ＲＧＣｓ)超微结构ꎻ酶
联免疫吸附法( ＥＬＩＳＡ)检测大鼠视网膜组织内丙二醛

(ＭＤＡ)、总超氧化物歧化酶(Ｔ－ＳＯＤ)和还原型谷胱甘肽

(ＧＳＨ)水平ꎻ采用 ２ꎬ７－二氯荧光素二乙酸酯(ＤＣＦＨ－ＤＡ)
荧光探针法检测大鼠视网膜组织内活性氧(ＲＯＳ)强度ꎮ
结果:高原组大鼠 ＯＣＴ 显示视网膜结构紊乱ꎬ内、中环厚

度增加ꎬ外环厚度减少(均 Ｐ<０.０５)ꎻＨＥ 染色显示视网膜

各层结构出现不同程度损伤ꎬ层次界限模糊ꎬＲＧＣｓ 排列疏

松并见部分细胞坏死ꎻＩＦ 提示高原组内核层 ＨＩＦ－１α 表达

升高(Ｐ<０.０１)ꎻＴＥＭ 显示高原组 ＲＧＣｓ 线粒体肿胀、嵴紊

乱、基质电子密度减低ꎻＥＬＩＳＡ 及荧光探针法结果显示ꎬ高
原组大鼠视网膜组织中 ＭＤＡ 含量和 ＲＯＳ 荧光强度显著

升高ꎬＴ－ＳＯＤ 及 ＧＳＨ 水平则降低(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:暴露高原环境下大鼠视网膜出现明显的形态结构损

伤和超微结构变化ꎬ氧化应激水平显著升高ꎬ提示氧化应

激可能在高原缺氧所致视网膜损伤中发挥重要作用ꎮ
关键词:高原ꎻ缺氧ꎻ氧化应激ꎻ视网膜损伤ꎻ视网膜神经节
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ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍａｒｋｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｒｅｔｉｎａ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｅｎｈａｎｃｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ－ａｌｔｉｔｕｄｅ ｈｙｐｏｘｉａ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｈｉｇｈ － ａｌｔｉｔｕｄｅꎻ ｈｙｐｏｘｉａꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ
ｒｅｔｉｎａｌ ｄａｍａｇｅꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｏ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｓꎬ Ｙｉｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ－ａｌｔｉｔｕｄｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｏｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ
Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(５):７６０－７６６.

０引言
高原性视网膜病变(ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＨＡＲ)是

指未经习服者暴露于高海拔地区后因低压缺氧引起的视
网膜一系列可逆或不可逆的破坏性反应[１]ꎬ具体表现为视
乳头水肿、动静脉迂曲扩张、棉绒斑和视网膜出血[２－３]ꎮ
高原地区由于气压低、氧含量低、温度低、辐射强从而形成
了极端的气候环境ꎬ会引起呼吸、心血管以及中枢神经系
统发生一系列病理生理变化ꎬ从而代偿性出现高原反
应[４－６]ꎬ甚 至 因 无 法 适 应 发 展 为 急 性 高 山 病 ( ａｃｕｔｅ
ｍｏｕｎｔａｉｎ ｓｉｃｋｎｅｓｓꎬ ＡＭＳ)ꎬ包括高原脑水肿( ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｅｄｅｍａꎬ ＨＡＣＥ)、高原肺水肿(ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｃｅｒｅｂｒａ
ｅｄｅｍａꎬ ＨＡＰＥ) 以及高原性视网膜病变 ( ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＨＡＲ)ꎮ 视网膜作为中枢神经系统唯一外露
部分[７]ꎬ由于极高的氧耗率和代谢活性ꎬ视网膜组织生成
大量活性氧与抗氧化系统维持平衡[８]ꎬ低压缺氧的环境可
能会使得这一稳态被打破ꎮ 本研究拟建立大鼠高原视网
膜损伤模型ꎬ探讨氧化应激在其损伤中的作用与影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 选取 ８－１０ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ２４
只ꎬ体质量 ２５０－２８０ ｇꎬ购自新疆医科大学动物实验中心
[许可证编号:ＳＣＸＫ(新)２０２３－０００１]ꎮ 所有大鼠饲养于
中国人民解放军新疆军区总医院中心实验科ꎬ环境通风循
环良好ꎬ室温 １８－２６ ℃ꎬ湿度 ３５％－４５％ꎬ按照«实验动物
管理条例»进行实验ꎬ遵循“３Ｒ”原则ꎬ并通过动物伦理审
查(批件号:ＤＷＬＬ２０２５０６１２０１)ꎮ
１.１.２主要试剂与仪器　 戊巴比妥钠(Ｍｅｒｃｋ ＫｇａＡ)、复方
托吡卡胺滴眼液(沈阳兴齐眼药股份有限公司)、卡波姆
眼 用 凝 胶 ( 博 士 伦 有 限 公 司 )、 大 鼠 丙 二 醛
(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)ＥＬＩＳＡ 试剂盒、大鼠还原型谷胱

甘肽(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬ ＧＳＨ)比色法检测试剂盒(武汉菲恩生
物科技有限公司)、总超氧化物歧化酶 ( ｔｏｔａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ Ｔ－ＳＯＤ)比色法测试盒、活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)荧光法测试盒(武汉伊莱瑞特生物科技股
份有限公司)ꎻＦＡＳ 眼球固定液(北京索莱宝科技有限公
司)ꎻ抗低氧诱导因子 (ＨＩＦ) － １α 兔多克隆抗体 (英国
Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ图湃全域 ＳＳ －ＯＣＴＡꎻＣａｓｅＶｉｅｗｅｒ 软件(３Ｄ
ＨＩＳＴＥＣＨ)ꎻ超薄切片机(Ｌｅｉｃａ)ꎻ透射电子显微镜(日立ꎬ
ＨＴ７８００)ꎻＶａｒｉｏｓｋａｎＴＭ ＬＵＸ 多功能酶标仪ꎮ
１.２方法
１.２.１动物造模　 随机数字表法将 ２４ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠
分为平原组和高原组ꎬ每组 １２ 只 ２４ 眼ꎮ 平原组大鼠饲养
于新疆军区总医院 ＳＰＦ 级动物实验中心ꎬ该中心属于常
氧环境ꎬ地区海拔 ６００ ｍꎬ温度 １８－２５ ℃ꎬ高原组大鼠饲养
于新疆军区总医院西北特殊人工环境实验舱ꎬ参数设置
为:模拟海拔 ６ ０００ ｍꎬ温度 １８－２５ ℃ꎬ湿度 ３０％－４０％ꎬ舱
内自动调控系统维持负压平衡ꎮ 每天降舱 １ ｈꎬ大鼠可自
由饮水、摄食ꎬ连续 ７ ｄꎬ间隔日观察并记录大鼠精神状态
及体质量变化ꎮ
１.２.２光学相干断层扫描　 在造模完成后的 ＳＤ 大鼠中ꎬ每
组随机抽取 ８ 只进行视网膜检查ꎮ 大鼠通过腹腔注射 １％
戊巴比妥钠 １.５ ｍＬ 麻醉ꎬ双眼滴复方托吡卡胺滴眼液实
现散瞳效果ꎬ并使用卡波姆眼用凝胶维持角膜透亮状态ꎬ
确保光学相干断层扫描 ( ｏｐｔｉｃａｌ ｃｏｈｅｒｅｎｃｅ ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙꎬ
ＯＣＴ)的扫描清晰度ꎮ 待大鼠反应迟缓后ꎬ包裹全身ꎬ暴露
待检鼠眼ꎮ 因大鼠无黄斑生理结构ꎬ所以选择以视盘为中
心的 ２４ ｍｍ×２０ ｍｍ 扫描模式检查ꎻ采集图像结束后ꎬ用
２４ ｍｍ×２０ ｍｍ 图湃仪器自带软件对视网膜内层、外层以
及全层厚度进行分析ꎬ全视网膜厚度( ｒｅｔｉｎａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬ
ＲＴ)定义为从内界膜( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ＩＬＭ)到
视网膜色素上皮层( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ)的垂
直距离ꎬ分别确定了三个不同直径范围的环状区域:中央
直径≤１ ｍｍ 的圆环为视盘区(内环)ꎬ>１－３ ｍｍ 为中环ꎬ
>３－６ ｍｍ为外环ꎬ比较各环的视网膜厚度值ꎮ 所有图像均
由同一位技师采集ꎬ且由同一位经验丰富医生进行分析ꎬ
以确保实验数据的科学性和可信度ꎮ
１.２.３ ＨＥ染色　 完成 ＯＣＴ 检查后经大剂量注射麻醉剂处
死大鼠ꎬ立即摘除眼球并置于 ＦＡＳ 眼球固定液ꎬ固定时间
不少于 ２４ ｈꎬ对固定后的眼球组织进行不同梯度的乙醇脱
水处理ꎬ以去除组织中的水分ꎮ 脱水完成后ꎬ将组织进行
石蜡包埋ꎬ使用切片机进行厚度 ４ μｍ 的连续切片ꎬ对切
片进行 ＨＥ 染色ꎬ观察视网膜病理形态结构变化ꎮ
１.２.４免疫荧光检测视网膜组织 ＨＩＦ－１α 表达　 取制备好
的石蜡切片经二甲苯及梯度乙醇脱蜡复水后进行抗原修
复ꎬ５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈꎬＨＩＦ－１α 一抗(１∶ ８００)４ ℃孵育过夜ꎬ
ＰＢＳ 清洗后加二抗(１∶ １０００)避光孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 清洗后加
ＤＡＰＩ(１ ｍｇ / Ｌ)避光复染 ５ ｍｉｎꎬ清洗后抗荧光衰减封片剂
封片ꎻ暗室内于荧光显微镜采集图像ꎮ
１.２.５透射电子显微镜 　 经大剂量注射麻醉剂处死大鼠
后ꎬ立即摘除眼球并去除眼前节ꎬ制备视网膜－脉络膜巩
膜复合体标本ꎬ将标本使用 ２.５％戊二醛进行预固定ꎻ再用
１％四氧化锇缓冲溶液后固定 ２ ｈꎬ经过不同梯度酒精脱
水ꎬ嵌入环氧树脂中包埋ꎮ 包埋块以 ０.８ μｍ 厚度行半薄
切片ꎬ经甲苯胺蓝染色在光镜下观察定位ꎬ选取视网膜层
次相对完整的区域以 ９０ ｎｍ 厚度行超薄切片ꎬ在透射电子
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显微镜(ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＴＥＭ)上以 ８０ ｋＶ
成像观察并拍照ꎬ进一步了解视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬ ＲＧＣｓ)的损伤情况ꎮ
１.２.６ 氧化应激指标检测　 经大剂量注射 １％戊巴比妥钠
处死大鼠后ꎬ立即摘除眼球并置于预冷的 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ
沿角巩膜缘做切口ꎬ去除角膜与晶状体后ꎬ完整剥离视网
膜ꎬ并保存于－８０ ℃冰箱备用ꎮ 每 ０.１ ｇ 视网膜组织加入
０.９ ｍＬ 裂解液比例制备视网膜匀浆ꎬ通过 ＢＣＡ 试剂盒测
定总蛋白浓度ꎮ 使用不同的试剂盒检测视网膜组织内
ＭＤＡ、ＧＳＨ 水平和 Ｔ－ＳＯＤ 活性ꎮ
１.２.７ ＲＯＳ检测 　 取出新鲜的视网膜组织ꎬ按 ＲＯＳ 试剂
盒说明书制备单细胞悬液ꎬ确保细胞计数总数不少于 １０６

个ꎬ将制备好的单细胞悬液与 ２ꎬ７ －二氯双氢荧光素
(ＤＣＦＨ－ＤＡ)探针在黑暗中孵育 ３０ ｍｉｎꎬ随后在荧光酶标仪
测定 ４８８ ｎｍ 激发波长和 ５２５ ｎｍ 发射波长的荧光值并记录ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行统计分析ꎬ统计
图表使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.１.２ 软件绘制ꎮ 数据采用均

数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ对所有数据进行正态性检验和方
差齐性检验ꎬ符合正态分布且方差齐性的数据:两组间数
据比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ体质量在不同时间点的变化
比较采用重复测量方差分析ꎬ进一步两两比较采用
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 检验ꎬ校正后显著性水平设为 α ＝ ０.０１ꎬ即 Ｐ<
０.０１时差异有统计学意义ꎮ 不符合参数检验条件的数据
则采用非参数秩和检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
本研究所有实验均设置独立生物学重复ꎬ每组样本量 ｎ≥
３ꎬ数据来源于 ３ 次以上独立重复实验ꎬ确保结果的可重
复性ꎮ
２结果
２.１两组大鼠体质量及视网膜结构比较　 实验期间ꎬ记录
高原组与平原组大鼠体质量变化ꎬ同步观察其生理状态ꎮ
两组大鼠造模前后体质量差异有统计学意义 ( Ｆ组间 ＝
１０７.０ꎬＰ组间 ＝ ０.００１ꎻＦ时间 ＝ ３３.７６ꎬＰ时间 ＝ ０.００１ꎻＦ交互 ＝ １２４.２ꎬ
Ｐ交互 ＝ ０.００１)ꎬ进一步两两比较结果见表 １ꎬ图 １Ａꎮ 平原组
大鼠在整个实验期间体质量呈现缓慢增长趋势ꎬ每日进食
量与实验前基本持平ꎬ精神状态良好ꎬ无明显生理应激反

应ꎮ 高原组大鼠暴露于高原舱环境后于第 １ ｄ 立即出现
明显体质量下降ꎬ进食量减少ꎬ情绪焦躁不安等表现ꎮ 截
至观察结束(第７ ｄ)时ꎬ高原组大鼠平均体质量为 ２５５.８±
３.３７３ ｇꎬ平原组平均体质量为 ２８２.２±３.１３３ ｇꎬ两组差异具
有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 解剖大鼠视网膜可见高原组大
鼠视网膜血管充盈、视盘区散在出血点ꎬ平原组大鼠视网
膜未见明显异常ꎬ见图 １Ｂ、Ｃꎮ
２.２大鼠视网膜结构比较 　 使用 ＯＣＴ 对两组大鼠视网膜
全层进行扫描与分层分析ꎬ平原组大鼠视网膜各层结构清
晰ꎬ反射信号正常ꎬ未见明显异常ꎻ而高原组大鼠视网膜检
测各层分段模糊ꎬ形态结构紊乱ꎬ神经纤维层(ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｒｖｅ
ｆｉｂｅｒ ｌａｙｅｒꎬ ＲＮＦＬ)及内丛状层(ｉｎｎｅｒ ｐｌｅｘｉｆｏｒｍ ｌａｙｅｒꎬ ＩＰＬ)
表现为密集高反射信号(图 ２)ꎬ提示视网膜出现损伤和水
肿ꎮ 定量分析结果显示:与平原组相比ꎬ高原组大鼠视网
膜厚度发生区域性改变ꎬ视盘区(内环)厚度显著增加ꎬ中
环视网膜厚度增加ꎬ提示视网膜水肿ꎻ外环视网膜厚度降
低ꎬ差异具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２.３视网膜 ＨＥ染色比较 　 在本研究中ꎬ通过 ＨＥ 染色对
平原组 ＳＤ 大鼠视网膜进行观察发现ꎬ视网膜各层间结构
清晰完整、排列整齐ꎬ由内向外依次为 ＩＬＭ、神经节细胞层
(ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒꎬ ＧＣＬ)、 ＩＰＬ、 内 核 层 ( ｉｎｎｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ
ｌａｙｅｒꎬ ＩＮＬ)、外丛状层( ｏｕｔｅｒ ｐｌｅｘｉｆｏｒｍ ｌａｙｅｒꎬ ＯＰＬ)、外核
层(ｏｕｔｅｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｌａｙｅｒꎬ ＯＮＬ)和色素上皮层ꎮ 其中ꎬＩＬＭ 紧
贴神经纤维层ꎬＲＧＣｓ 位于视网膜内层ꎬ呈单层排列、大小
不一ꎬＩＮＬ、ＯＮＬ 细胞呈多层柱状分布ꎬ外界膜光滑平整ꎬ
ＲＰＥ 层与 Ｂｒｕｃｈ􀆳ｓ 膜紧密排列ꎬ未见明显异常ꎮ 相比之下ꎬ
高原组大鼠视网膜各层均出现了不同程度的损伤ꎬ层间结
构排列紊乱ꎬ界限模糊ꎬＩＬＭ 脱离神经纤维层ꎬＲＧＣｓ 排列
疏松ꎬ极性消失ꎬ呈空泡样改变ꎬ部分区域出现细胞固缩ꎬ
血管充血的现象ꎬ见图 ３ꎮ
２.４视网膜 ＨＩＦ－１α 蛋白表达量比较 　 免疫荧光结果显
示ꎬ平原组 ＨＩＦ－１α 相对荧光强度(１.００±０.０５)低于高原
组(１.８６±０.０３)ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 高原组
ＨＩＦ－１α 蛋白在视网膜内核层呈现明显的核内定位表达ꎬ
见图 ４ꎮ

表 １　 两组大鼠造模后不同时间体质量比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｇ)
组别 ０ ｄ １ ｄ ３ ｄ ５ ｄ ７ ｄ
平原组 ２６１.８±２.９７６ ２６８.２±３.１８２ａ ２７３.５±２.３５８ａꎬｂ ２７８.４±３.２４６ａꎬｂꎬｃ ２８２.２±３.１３３ａꎬｂꎬｃ

高原组 ２６２.６±２.５８７ ２５６.８±２.５７９ａ ２５４.９±３.５３９ａ ２５４.６±３.４２０ａ ２５５.８±３.３７３ａ

　
ｔ ０.４９６ ６.７９８ １０.６９ １２.３９ １４.０４
Ｐ １.００ ０.００１ ０.００１ ０.００１ ０.００１

注:ａＰ<０.０１ ｖｓ ０ ｄꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ １ ｄꎻｃＰ<０.０１ ｖｓ ３ ｄꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ５ ｄꎻｅＰ<０.０１ ｖｓ ７ ｄꎮ

图 １　 两组大鼠体质量及视网膜结构比较　 Ａ:两组大鼠体质量变化ꎻａＰ<０.０１ ｖｓ 平原组ꎻＢ:平原组大鼠视网膜解剖图ꎻＣ:高原组大鼠

视网膜解剖图ꎮ

２６７

国际眼科杂志　 ２０２６ 年 ５ 月　 第 ２６ 卷　 第 ５ 期　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２０５９０６　 电子信箱:ｉｊｏ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



表 ２　 两组大鼠视网膜厚度比较 (􀭰ｘ±ｓꎬμｍ)
组别 内环厚度 中环厚度 外环厚度

平原组 １９３.８８±１６.７４ １７７.８８±５.２８ １７７.４１±５.９７
高原组 ２７６.００±２０.８７ １９０.２５±８.６５ １６９.６６±８.２４

　 　 　
ｔ －８.６８２ －３.４５５ ２.１５４
Ｐ ０.００１ ０.００４ ０.０４９

图 ２　 两组大鼠视网膜厚度示意图　 Ａ:平原组ꎻＢ:高原组ꎮ

图 ３　 两组大鼠视网膜病理染色比较　 Ａ:平原组ꎻＢ:高原组ꎻ红色箭头代表局部血管充血ꎬ绿色箭头代表细胞固缩ꎮ

２.５ 视网膜神经节细胞超微结构比较 　 利用透射电子显
微镜对高原组与平原组 ＳＤ 大鼠神经节细胞的超微结构
进行了观察ꎬ结果发现:平原组 ＲＧＣｓ 核形态规则ꎬ胞膜边
界清晰ꎬ染色质分布均匀ꎬ胞质内线粒体结构基本正常ꎬ仅
有轻微肿胀ꎬ考虑样本固定过程所致ꎻ相反高原组 ＲＧＣｓ
表现异常的细胞结构ꎬ染色质分布不均匀ꎬ胞质内线粒体
出现肿胀ꎬ线粒体膜局部破坏ꎬ嵴紊乱ꎬ基质电子密度降
低ꎬ见图 ５ꎮ
２.６氧化应激指标比较　 经过 ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针孵育ꎬ荧光
酶标仪显示高原组平均荧光强度较平原组显著升高ꎬ活性
氧生成增加ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ高原组大鼠

视网膜组织ＭＤＡ 水平高于平原组ꎬＴ－ＳＯＤ、ＧＳＨ 水平低于
平原组ꎬ差异具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎬ图 ６ꎮ
３讨论

ＨＡＲ 是进入高海拔的人群视力下降主要原因之一ꎮ
目前研究认为显著的低压、低氧刺激是促使疾病进展的重
要因素ꎮ 当机体处于高原环境时ꎬ血－视网膜屏障完整性
破坏、视网膜神经节细胞损伤、炎性介质异常释放、视网膜
血管调节功能障碍[５ꎬ９－１１]ꎬ以及血流动力学改变等多种机
制协同作用引起高海拔视网膜病变ꎮ 然而ꎬ既往研究并不
能够系统地阐述 ＨＡＲ 发病机制ꎬ已有研究表明[１２]ꎬ氧化
应激是高原疾病发展的重要介质ꎬ缺氧通过不同机制增加
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图 ４　 两组大鼠视网膜 ＨＩＦ－１α表达比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 平原组ꎮ

图 ５　 两组大鼠视网膜神经节细胞的超微结构图像　 Ａ:平原组ꎻＢ:高原组ꎻ黄色箭头代表溶酶体ꎬ 绿色箭头代表线粒体ꎬＲＥＲ 代表粗
面内质网ꎮ

活性氧的产生ꎬ进而打破机体氧化－抗氧化平衡ꎮ 本研究
通过模拟建立大鼠高原视网膜损伤模型阐明氧化应激在
其中的作用ꎮ

Ｈｏ 等[１３]的研究发现ꎬ登山者在进入海拔超过４ ０００ ｍ

地区时 ＨＡＲ 发生率约为 ７４％ꎬ在 ６ ０００ ｍ 海拔以上地区
高达 ９０％ꎬ高原性视网膜病变表现为视网膜静脉血管迂
曲扩张、神经纤维层水肿甚至视网膜出血ꎮ ＯＣＴ 作为一种
非接触性、无创的活体组织实时成像技术ꎬ通过提供高分
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图 ６　 两组大鼠氧化应激指标比较　 Ａ:活性氧生成ꎻＢ:ＭＤＡꎻＣ:Ｔ－ＳＯＤꎻＤ:ＧＳＨꎻａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 平原组ꎮ

表 ３　 两组大鼠氧化应激指标比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 活性氧生成 ＭＤＡ(ｎｇ / ｍＬ) Ｔ－ＳＯＤ(Ｕ / ｍＬ) ＧＳＨ(μｍｏｌ / Ｌ)
平原组 ４.０６±０.２５ ２.７９±０.６０ １４０.８４±３.５１ ３.５６±０.７８
高原组 ８.６１±０.７２ ６.３４±１.０９ １１７.２６±５.６３ １.６３±０.４９

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ －１０.２０７ －４.９５５ ６.１５６ ３.７０４
Ｐ ０.００１ ０.００８ ０.００４ ０.０２１

辨率的视网膜结构图像ꎬ为多种眼底疾病提供诊断ꎮ 本研
究通过实时 ＯＣＴ 扫描观察到模拟 ６ ０００ ｍ 海拔缺氧环境
下大鼠视网膜的视乳头及中环区域水肿ꎬ外环厚度降低ꎬ
这种现象与 Ｔｉａｎ 等[１４] 对人类 ＨＡＲ 的特征研究相符合ꎮ
值得注意的是ꎬ这种区域性差异也提示视网膜不同层次对
缺氧的敏感性不同:内层视网膜因直接受视网膜中央动脉
供血ꎬ对缺氧诱导的代偿性血流增加更敏感[１５]ꎬ这一定程
度解释了该区域早期水肿的原因ꎬ本研究通过免疫荧光观
察到 ＨＩＦ－１α 在内核层的表达呈现显著增加趋势ꎬ进一步
支持了这一观点ꎮ 相比之下ꎬ视网膜外层的血供依赖于脉
络膜血管ꎬ长期缺氧下导致萎缩或无灌注区域增加ꎬ光感
受器细胞发生退行性变化ꎮ 病理染色观察ꎬＨＥ 染色显示
高原组视网膜各层水肿ꎬ厚度显著增加ꎬ这与 ＯＣＴ 观察到
的厚度变化一致ꎬＧＣＬ 层血管局限性扩张充血ꎬ这表明缺
氧使视网膜微循环发生变化、血管通透性增加ꎬ直接或间
接破坏视网膜层间结构导致功能障碍ꎮ 血－视网膜外屏
障(ｏｕｔｅｒ ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ｏＢＲＢ)是由视网膜色素上
皮细胞间的紧密连接构成ꎬ有研究证实[１６－１７]ꎬ缺氧环境下
产生过量 ＲＯＳ 将打破内源性抗氧化系统平衡ꎬ导致抗氧
化酶活性改变ꎬ这一过程可能受到 ＨＩＦ－１α 的调控ꎮ ＨＩＦ－
１α 是细胞感知并且适应缺氧环境的关键转录因子ꎬ在高
原缺氧环境下ꎬ蛋白表达显著增加并发生核转位[１８]ꎬ可能
构成氧化应激与炎症反应的分子开关ꎬ继而激活血管内皮
生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ)ꎬ改变
血管通透性ꎬ破坏 ＢＲＢꎬ同时ꎬ低压低氧可加剧视网膜内炎
症细胞浸润ꎬ促使肿瘤坏死因子( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ －
ａｌｐｈａꎬ ＴＮＦ－α)、白介素－１β(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１βꎬ ＩＬ－１β)等炎
症因子释放ꎬ激活小胶质细胞ꎬ加速 ＲＧＣｓ 凋亡[１９]ꎬ在剧烈
的低氧刺激下ꎬＲＧＣｓ 形态发生改变ꎬ继而细胞坏死ꎬ引起
不可逆的病理损伤ꎬ对视觉功能产生严重影响ꎮ 另一项研
究报道ꎬ在进入海拔４ ６００ ｍ地区 １ ｗｋ 后ꎬ脉络膜的厚度
也出现增加[２０]ꎮ

ＲＧＣｓ 是将视觉信号传递至大脑的唯一输出神经元ꎬ
其胞体和轴突汇聚延长形成视网膜神经纤维层与节细胞
层ꎬ因此ꎬＲＧＣｓ 损伤是多种眼底疾病的关键机制[２１]ꎮ 本

研究利用透射电子显微镜观察到ꎬ高原暴露组 ＲＧＣｓ 线粒
体显著肿胀ꎬ这一结论与 Ｄｕ 等[２２]的描述一致ꎮ 线粒体作
为细胞内关键的能量供应器ꎬ通过有氧呼吸向 ＲＧＣｓ 输送
能量ꎬ维持细胞的正常生命活动ꎮ 在缺氧条件下ꎬ电子链
传递功能异常ꎬ腺嘌呤核苷三磷酸(ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ
ＡＴＰ)生成显著减少ꎬ引发 ＲＧＣｓ 离子泵失效、钙超载及突
触传递异常[２３]ꎬ过量的 ＲＯＳ 攻击磷脂双分子层ꎬ导致线粒
体膜脂质过氧化及 ＤＮＡ 损伤ꎬ使线粒体膜结构被破
坏[２４]ꎬ进一步加剧能量代谢紊乱ꎬ引起细胞损伤及凋亡ꎮ
这一结果也与病理染色中 ＧＣＬ 的改变互为印证ꎮ

氧化应激是指在各种有害刺激因素作用下氧化－抗
氧化系统失衡ꎬ导致 ＲＯＳ 异常蓄积的病理状态ꎮ 由于眼
球特殊的解剖位置和活跃的代谢特性ꎬ容易成为氧化损伤
的靶器官ꎬ为维持氧化还原状态的稳定[２５]ꎬ眼部各结构形
成了一套复杂且完备的抗氧化系统ꎮ Ｔ－ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 作为
抗氧化系统中的关键成分ꎬ其活性的水平直接影响氧化应
激的进程ꎮ 本研究结果显示ꎬ低压缺氧可显著降低视网膜
组织中 Ｔ－ＳＯＤ 活力和 ＧＳＨ 含量ꎬ提示抗氧化防御系统功
能受损ꎬ这一结果与常熙雯等[２６] 关于高原环境会降低小
鼠大脑海马组织的 ＧＳＨ 含量的研究一致ꎮ ＧＳＨ 作为一种
非酶类抗氧化剂ꎬ通过巯基(－ＳＨ)与超氧阴离子自由基反
应ꎬ使自由基失去活性ꎻ同时在谷胱甘肽过氧化物酶 ４
(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ４ꎬ ＧＰＸ４)的催化下还原过氧化氢
(Ｈ２Ｏ２)和脂质过氧化产物ꎮ ＭＤＡ 作为终产物之一ꎬ被认
为是评价氧化应激的重要参数ꎮ 不稳定的自由基攻击细
胞膜中的多不饱和脂肪酸 ( ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓꎬ
ＰＵＦＡｓ)ꎬ使 ＰＵＦＡｓ 的碳链发生断裂ꎬ形成链式反应ꎬ产生
大量脂质过氧化产物ꎮ 上述结果共同表明ꎬ低压缺氧通过
减弱 ＳＯＤ－ＧＳＨ 抗氧化轴功能ꎬ导致视网膜脂质过氧化损
伤和细胞死亡ꎮ

本研究初步探讨暴露于高原缺氧环境下视网膜氧
化应激损伤的机制ꎬ建立了可量化的风险评估指标ꎮ 该
成果不仅对保护急进高原人群眼健康具有重要意义ꎬ同
时为疾病的靶向抗氧化治疗奠定了理论基础ꎮ 然而本
研究也存在一定的局限性:(１)研究为单一时间节点ꎬ未
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能动态观察高海拔环境对视网膜造成的损伤ꎻ(２) ＯＣＴ
及 ＨＥ 提示 ＲＧＣｓ 的结构性损伤ꎬ未进一步采用( ｂｒａｉｎ－
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｈｏｍｅｏｂｏｘ / ＰＯＵ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ３Ａꎬ Ｂｒｎ－３ａ)特异
性标记量化 ＲＧＣｓꎬ无法评估 ＲＧＣｓ 的损伤比例ꎮ 后续研
究将构建时间梯度模型ꎬ深入探讨 ＨＩＦ－１α 对高原暴露
引起的视网膜损伤的调控机制ꎬ以全面揭示 ＨＡＲ 的病
理生理机制ꎮ
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ａｇｉｎｇ ｅｙｅ: ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙ ａｃｔｉｖｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ
ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｌｅｎｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ－ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍａｔｕｒｉｔｙ ｏｎｓｅｔ ｃａｔａｒａｃｔ—ａ ｎｏｖｅｌ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ － ｔａｒｇｅｔｅｄ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｂｒｏａｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｒｅｄｏｘ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｎｔｓ ｉｎ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ａｍ Ｊ Ｔｈｅｒꎬ ２０１６ꎬ２３ ( １):
ｅ９８－ｅ１１７.
[２５] Áｌｖａｒｅｚ － Ｂａｒｒｉｏｓ Ａꎬ Áｌｖａｒｅｚ Ｌꎬ Ｇａｒｃíａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｄｅｆｅｎｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｅｙｅ: ａ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎｓ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ
(Ｂａｓｅｌ)ꎬ ２０２１ꎬ１０(１):８９.
[２６] 常熙雯ꎬ 赵安鹏ꎬ 钟艳ꎬ 等. 高原低氧暴露后小鼠海马铁死亡
相关通路的变化. 生理学报ꎬ ２０２４ꎬ７６(４):５０７－５１６.
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