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33$摘要%3目的3探讨牡荆苷对大鼠视网膜缺血[再灌注)X=X*引起的视网膜神经节细胞)XMO(*氧化应
激损伤的保护作用及其可能的作用机制&3方法3将 -, 只 JZ8级雄性 J;大鼠按照随机数字表法随机分为
正常对照组'模型组和牡荆苷组#均以右眼为实验眼& 模型组和牡荆苷组大鼠采用前房灌注方法建立 X=X模
型#牡荆苷组大鼠建模后每日按照 4A "G>dG剂量腹腔内注射牡荆苷生理盐水溶液#模型组大鼠腹腔内注射相
同剂量的生理盐水#连续给药 + I& 正常对照组大鼠右眼仅行前房穿刺而不升高眼压#同时腹腔内注射相同剂
量的生理盐水& 造模后 + I 过量麻醉法处死大鼠#采用组织病理学染色法检测大鼠视网膜厚度和 XMO(数量#

采用逆行荧光金染色标记法检测 XMO(密度#采用 RnD!a染色法检测 XMO(凋亡情况#采用比色法检测视网
膜组织中超氧化物歧化酶)J<;*活性和丙二醛)P;Q*'一氧化氮)D<*浓度#采用 g'(0'E@ K%/0法检测大鼠视
网膜组织细胞质 DEL4'血红素加氧酶B5)b<B5*'Dk<5'细胞核 DEL4 蛋白表达&3结果3模型组大鼠视网膜厚
度为):,e45s9eAA*&"#明显低于正常对照组的)546e4,sAe95*&"和牡荆苷组的)55:e-As-e5C*&"#差异均
有统计学意义)均 Df,e,A*& 模型组单位面积 XMO(数量为)5 9,,e6As5Ce,,*个>""4#明显低于正常对照组
的)4 99,e54s5Ae,A*个>""4

和牡荆苷组的 )5 :45e-Cs55e+6*个>""4#差异均有统计学意义 )均 Df,e,A*&
模型组 RnD!a阳性 XMO(比率为 ) -6e9CsAe,C*q#明显高于正常对照组的 ) 9e,5s,e56*q和牡荆苷组的
)9AeA5s4e,C*q#差异均有统计学意义)均 Df,e,A*& 模型组大鼠视网膜组织中 J<;活性明显低于正常对照
组和牡荆苷组#P;Q'D<摩尔浓度明显高于正常对照组和牡荆苷组#差异均有统计学意义)均 Df,e,A*& 模
型组大鼠视网膜组织中细胞质 DEL4 蛋白相对表达量明显低于正常对照组#b<B5'Dk<5 和细胞核 DEL4 蛋白相
对表达量明显高于正常对照组#差异均有统计学意义)均 Df,e,A*(牡荆苷组大鼠视网膜组织中细胞质 DEL4
蛋白相对表达量明显低于模型组和正常对照组#b<B5'Dk<5 和细胞核 DEL4 蛋白相对表达量明显高于模型组
和正常对照组#差异均有统计学意义)均 Df,e,A*&3结论3牡荆苷能减少 XMO(凋亡#缓解 X=X引起的大鼠
视网膜氧化应激损伤#这一作用可能是通过活化 DEL4 相关信号通路而实现的&3

$关键词%3视网膜缺血[再灌注( 牡荆苷( 氧化应激( DEL4 信号通路( 大鼠
基金项目! 河南省科技研发专项项目 )5+45,495,,:C*
;<="5,19+-,>2"#1?12@55A:6:B4,4,,A,:B,,95:
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"45.')"*'#6J5H%*'+病%6R/'UF%/E'0)'FE/0'20$T''LL'20/LT$0'U$@ /@ E'0$@#%G#@G%$/@ (0'"2'%%()XMO(* LE/"
/U$I#0$T'(0E'((2#*('I KHE'0$@#%$(2)'"$#BE'F'EL*($/@ )X=X* $@ E#0(#@I $0(F/(($K%'"'2)#@$("13!%'1-9.3J$U0H
"#%'J;E#0(&'E'E#@I/"%HI$T$I'I $@0/0)'"/I'%GE/*F#T$0'U$@ GE/*F #@I @/E"#%2/@0E/%GE/*F KHE#@I/"@*"K'E
0#K%'#&$0) 4, E#0($@ '#2) GE/*F1R)'E$G)0'H'(&'E'0#d'@ #('UF'E$"'@0#%'H'(1X#0($@ 0)'"/I'%GE/*F #@I 0)'
T$0'U$@ GE/*F &'E'0E'#0'I &$0) #@0'E$/E2)#"K'EF'EL*($/@ 0/'(0#K%$() X=X"/I'%(1X#0($@ 0)'T$0'U$@ GE/*F &'E'
G$T'@ $@0E#F'E$0/@'#%$@?'20$/@ /LT$0'U$@ #0#I/('/L4A "G>) dG! I* L/E+ I#H(1X#0($@ 0)'"/I'%GE/*F &'E'
$@0E#F'E$0/@'#%%H$@?'20'I &$0) 0)'(#"'T/%*"'/L@/E"#%(#%$@'18/E0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F#0)''UF'E$"'@0#%'H'(
*@I'E&'@0#@0'E$/E2)#"K'EF*@20*E'&$0)/*0$@2E'#($@G0)'$@0E#/2*%#EFE'((*E'##@I &'E'$@0E#F'E$0/@'#%%H$@?'20'I
&$0) 0)'(#"'T/%*"'/L@/E"#%(#%$@'1<@ 0)'+0) I#HL/%%/&$@G"/I'%$@G#0)'E#0(&'E'(#2E$L$2'I KH/T'EI/('
#@'(0)'($#1b$(0/F#0)/%/GH(0#$@$@G&#(*('I 0/I'0'200)'0)$2d@'((/LE'0$@##@I 0)'@*"K'E/LXMO(1X'0E/GE#I'
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0E#2$@G&$0) 8%*/E/BM/%I &#(*('I 0/I'0'200)'I'@($0H/LXMO(1RnD!a(0#$@$@G&#(*('I 0/I'0'200)'#F/F0/($(/L
XMO(1O/%/E$"'0E$2"'0)/I &#(*('I 0/I'0'20'I (*F'E/U$I#0'I$("*0#(') J<;* #20$T$0H#@I 2/@2'@0E#0$/@ /L
"#%/@I$#%I')HI')P;Q* #@I @$0E$2/U$I')D<*1g'(0'E@ K%/0"'0)/I &#(*('I 0/I'0'200)'E'%#0$T''UFE'(($/@
%'T'%(/L2H0/F%#("$2DEL4#b<B5#Dk<5#@*2%'#EDEL4 FE/0'$@($@ E#0E'0$@#1R)'*('#@I 2#E'/L#@$"#%(L/%%/&'I 0)'
QX]<J0#0'"'@01R)$((0*IHFE/0/2/%&#(#FFE/T'I KH0)'!UF'E$"'@0#%Q@$"#%!0)$2(O/""$00''/Lb'@#@ !H'
b/(F$0#%)D/1bD!!OQB4,5:B,C*13K%./2'.3R)'E'0$@#%0)$2d@'((&#() :,e45s9eAA*&"$@ 0)'"/I'%GE/*F#
&)$2) &#(($G@$L$2#@0%H%/&'E0)#@ )546e4,sAe95*&"$@ 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F #@I ) 55:e-As-e5C*&"$@ 0)'
T$0'U$@ GE/*F##@I 0)'I$LL'E'@2'(&'E'(0#0$(0$2#%%H($G@$L$2#@0) K/0) #0Df,e,A*1R)'#T'E#G'I'@($0H/LXMO(&#(
)5 9,,e6As5Ce,,* >""4 $@ 0)'"/I'%GE/*F#&)$2) &#(($G@$L$2#@0%H%/&'E0)#@ ) 4 99,e54s5Ae,A* >""4 $@ 0)'
@/E"#%2/@0E/%GE/*F #@I ) 5 :45e-C s55e+6 * >""4 $@ 0)'T$0'U$@ GE/*F# #@I 0)'I$LL'E'@2'(&'E'(0#0$(0$2#%%H
($G@$L$2#@0)K/0) #0Df,e,A*1R)'E#0'/LRnD!aF/($0$T'XMO(&#()-6e9CsAe,C*q $@ 0)'"/I'%GE/*F#&)$2)
&#(($G@$L$2#@0%H)$G)'E0)#@ )9e,5s,e56*q $@ 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F #@I )9AeA5s4e,C*q $@ 0)'T$0'U$@ GE/*F#
#@I 0)'I$LL'E'@2'(&'E'(0#0$(0$2#%%H($G@$L$2#@0)K/0) #0Df,e,A*1O/"F#E'I &$0) 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F #@I 0)'
T$0'U$@ GE/*F#0)'J<;#20$T$0H$@ 0)'E'0$@#%0$((*'/L0)'E#0(&#(%/&'E#@I 0)'2/@2'@0E#0$/@(/LP;Q#@I D<&'E'
)$G)'E$@ 0)'"/I'%GE/*F##@I 0)'I$LL'E'@2'(&'E'(0#0$(0$2#%%H($G@$L$2#@0)#%%#0Df,e,A*1R)''UFE'(($/@ %'T'%/L
2H0/F%#("$2DEL4 FE/0'$@ &#(0)'%/&'(0$@ 0)'T$0'U$@ GE/*F#0)'@ L/%%/&$@G0)'"/I'%GE/*F #@I 0)'@/E"#%2/@0E/%
GE/*F##@I 0)'E'%#0$T''UFE'(($/@ %'T'%(/Lb<B5#Dk<5 #@I @*2%'#EDEL4 FE/0'$@ &'E'0)')$G)'(0$@ 0)'T$0'U$@
GE/*F#0)'@ L/%%/&'I 0)'"/I'%GE/*F #@I @/E"#%2/@0E/%GE/*F##@I 0)'I$LL'E'@2'(&'E'(0#0$(0$2#%%H($G@$L$2#@0)#%%#0
Df,e,A*13L-#*2/.+-#.3]$0'U$@ 2#@ E'I*2'0)'#F/F0/($(/LXMO(#@I #%%'T$#0'/U$I#0$T'(0E'((I#"#G'/LE'0$@#
$@ X=XE#0"/I'%1R)$(FE/0'20$T''LL'20"#HK'#2)$'T'I KH#20$T#0$@GDEL4BE'%#0'I ($G@#%$@GF#0)&#H1

"7%3 8-)9.#6X'0$@#%$(2)'"$#BE'F'EL*($/@( ]$0'U$@( <U$I#0$T'(0E'((( DEL4 ($G@#%$@GF#0)&#H( X#0(
:/#9()-$)"&" b'@#@ ZE/T$@2'J2$'@2'#@I R'2)@/%/GHXY;JF'2$#%ZE/?'20)5+45,495,,:C*
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33视网 膜 缺 血 [再 灌 注 损 伤 ) E'0$@#%$(2)'"$#B
E'F'EL*($/@ $@?*EH#X=X*是一种复杂的病理过程#多见
于糖尿病视网膜病变'急性闭角型青光眼'视网膜中央
动静脉阻塞等缺血性眼部疾病

+ 5, & 研究表明#视网膜
缺血[再灌注过程中#由于机体抗氧化系统的不平衡#

如超氧化物歧化酶)(*F'E/U$I'I$("*0#('#J<;*活性的
降低#导致细胞内活性氧簇 )E'#20$T'/UHG'@ (F'2$'(#
X<J* 过度堆积# 诱发视网膜神经节细胞 ) E'0$@#%
G#@G%$/@ 2'%%(#XMO(*凋亡#导致大鼠视力不可逆丧
失

+ 9[C, & 牡荆苷是金莲花'红草等毛茛科植物的有效
成分#属于黄酮碳苷类化合物#难溶于水& 研究证实#
牡荆苷对脑缺血[再灌注大鼠神经功能具有保护作
用#可能与调节辅助性 R淋巴 ) )'%F'ER%H"F)/2H0'#
R)*5>R)4 细胞平衡向 R)4 漂移'减轻脑细胞 ;DQ损
伤有关

+ A, & 牡荆苷还可减轻急性脑缺血再灌注大鼠
氧化应激反应#推测与调控核因子 !4 相关因子 4
) @*2%'#EL#20/E!4BE'%#0'I L#20/E4#DEL4* >抗氧化反应元
件)#@0$/U$I#@0E'(F/@(''%'"'@0#QX!*信号通路#上调
DEL4 的基因和蛋白表达#增强机体的抗氧化应激反应
能力有关

+ -, & 然而#牡荆苷对 X=X引起的氧化应激损
伤是否有保护作用#目前尚未见报道& 本研究探讨牡
荆苷对 X=X模型大鼠视网膜的保护作用及其抗氧化
机制&

;6材料与方法

;1;3材料
;1;1;3实验动物3JZ8级雄性 J;大鼠 -, 只#9 月
龄#体质量)44,s5,*G#购于北京维通利华公司#饲养
于郑州大学动物实验中心#室温 4, 4̂A r#相对湿度
A,q -̂Aq#54 ) 明暗交替& 动物饲养及实验过程遵循
QX]<要求#本研究经河南省立眼科医院实验动物伦
理委员会审核批准)批文号"bD!!OQB4,5:B,C*&
;1;1=3主要试剂及仪器3牡荆苷标准品 )质量分
数!::q#中国国家药品生物制品研究所 *(丙二醛
)"#%/@I$#%I')HI'#P;Q*'一氧化氮) @$0E$2/U$I'#D<*'
J<;检测试剂盒 )武汉博士德生物工程有限公司 *(
RnD!a检测试剂盒'苏木精[伊红检测试剂盒)上海碧
云天生物技术有限公司*(核蛋白提取试剂盒 )美国
J$G"#公司*(托吡卡胺滴眼液)北京华润双鹤药业股
份有限公司*(荧光金)美国 8%*/E/2)E/"'公司*(兔抗
大鼠 DEL4 多克隆抗体)ZQAB-665+*'兔抗大鼠血红素
加氧酶B5) )'"'/UHG'@#('B5#b<B5*单克隆抗体)ZQAB
++699*' 兔 抗 大 鼠 醌 氧 化 还 原 酶 5 ) S*$@/@'
/U$I/E'I*20#('5#Dk<5*单克隆抗体 ) 9:B9+,,* )美国
=@T$0E/G'@ 公司*(荧光标记山羊抗兔 =GM多克隆抗体
)#K4,A+5:#英国 QK2#"公司 *& R/@/BF'@ha眼压计
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)美 国 X'$2)'EE0公 司 *( 荧 光 倒 置 显 微 镜 )日 本
<%H"F*(公司*(酶标仪)美国 R)'E"/(公司*&
;1=3方法
;1=1;3大鼠 X=X模型建立3实验大鼠腹腔内注射质
量分数 5,q的水合氯醛)C,, "G>dG*行全身麻醉#均
取右眼造模#质量分数 5q地卡因点眼行表面麻醉#托
吡卡胺滴眼液扩瞳#固定头部#将输液器一端连接含无
菌生理盐水的输液瓶#另一端连接 94M胰岛素针头#
取胰岛素针头平行于大鼠身体纵轴#沿眼颞侧角膜缘
穿刺进入前房#打开输液器开关#将输液瓶缓慢升高
5A, 2"#用 R/@/BF'@ha眼压计测量眼压为 55, ""bG
)5 ""bGp,e599 dZ#*#此压力与大鼠体循环收缩压接
近(维持此高眼压 5 ) 后将输液瓶缓慢降低至与动物
眼球高度平齐#拔出针头#恢复视网膜供血& 术后眼表
涂抹红霉素软膏 5 次&
;1=1=3实验分组及处理3将 -, 只实验大鼠按照随机
数字表法随机分为正常对照组'模型组和牡荆苷组#每
组 4, 只#均以右眼为实验眼& 取模型组和牡荆苷组大
鼠按照 51415 方法建立 X=X模型& 将牡荆苷标准品
用 D#D二甲基甲酰胺)D1DBI$"'0)H%L/E"#"$I'#;P8*
生理盐水溶液);P8j生理盐水p5 j4,*溶解配制成质
量浓度为 Ae, "G>"%的牡荆苷溶液& 取牡荆苷组大鼠
于造模后按照 4A "G>dG剂量腹腔内注射牡荆苷溶液#
每日注射 5 次#连续给药 + I+ +, & 取模型组大鼠腹腔内
注射相同剂量的 ;P8生理盐水溶液& 取正常对照组
大鼠右眼行前房穿刺而不升高眼压#同时腹腔内注射
相同剂量的 ;P8生理盐水溶液&
;1=1@3视网膜组织病理学观察3造模后第 + 天#各组
中任意选取 A 只大鼠#用质量分数 5,q的水合氯醛
)C,, "G>dG*腹腔内注射行全身麻醉#摘除实验眼并置
于质量分数 5,q多聚甲醛溶液中固定 4C )#去除眼前
节组织及晶状体后#常规脱水'透明#石蜡包埋#行视网
膜矢状面 A &"厚石蜡切片#常规苏木精[伊红染色#
倒置显微镜下观察视网膜组织结构#采用图像分析系
统采集图像#应用 ="#G'BZE/BZ%*(-e, 分析系统测定大
鼠视网膜厚度& 每组随机选取 A 只大鼠的切片观察
XMO(形态和 XMO(层至外核层视网膜厚度#每张切片
随机选取 A 个视野#取平均值&
;1=1A3逆行荧光金染色标记法检测视网膜 XMO(密
度3造模后第 + 天#各组中任意选取 A 只大鼠#将大鼠
麻醉后剪开颞侧球结膜#剪断外直肌#充分暴露视神
经#于球后 4 ""处剪断视神经#将有荧光金染料的明
胶海绵置于视神经断端& 标记 C, ) 后#用水合氯醛腹
腔内注射处死大鼠#取出眼球#剥离视网膜#制备视网

膜铺片#将视网膜进行 C 个象限的放射状切开#荧光倒
置显微镜绿色光源下观察荧光金标记的 XMO(并采集
图像& 用 ="#G'BZE/BZ%*(-e, 分析系统计算 XMO(密度
)个>""4*& 每个视网膜标本选取中心 5'4 和 9 ""
处 C 个象限共 54 个 4,, 倍视野进行 XMO(密度计算#
取平均值&
;1=1B3RnD!a染色法检测视网膜 XMO(凋亡情况3
取 51419 部分制作的各组 A 只大鼠视网膜石蜡切片常
规方法脱水#每张切片滴加 A, &%体积分数 9q过氧化
物酶阻断剂#室温孵育 5, "$@#去离子水冲洗 9 遍#蛋
白酶 W于湿盒中室温孵育 9, "$@#磷酸盐缓冲液
)F)/(F)#0'K*LL'E(#%$@'#ZNJ*漂洗 4 次#每次 9 "$@(滴
加 A, &%RnD!a反应液#湿盒中室温孵育 5 )#ZNJ 漂洗
9 次#每次 9 "$@(滴加 A, &%2/@K'E0'EBZ<;#湿盒中室温
孵育 5 )#ZNJ 漂洗 9 次& 每次 9 "$@& 滴加 5,, &%NQ;
溶液#室温孵育 5, "$@#ZNJ 漂洗 9 次#每次 9 "$@#苏
木素复染#梯度乙醇脱水#二甲苯透明#中性树胶封片&
正常 XMO(核染色呈蓝色#凋亡 XMO(核染色呈棕黄
色& 于光学显微镜下观察并拍照#每张切片中任意选
取 A 个 4,, 倍视野#应用 ="#G'BZE/BZ%*(-e, 分析系统
计数 RnD!a阳性细胞和正常细胞#取平均值#计算
XMO(凋亡率 pRnD!a阳性细胞数>正常细胞数 c
5,,q&
;1=1C3大鼠视网膜组织中 J<;活性'P;Q和 D<浓
度检测3于造模后第 + 天#各组中任意选取 A 只大鼠#
过量麻醉法处死后#摘取实验眼并分离出视网膜组织&
取视网膜组织#加入视网膜组织质量 A 5̂, 倍体积提
取液进行冰浴匀浆制成细胞悬液#离心半径为 9 2"#
9 ,,, E>"$@ 离心 4, "$@#取上清液& ) 5* J<;活性测
定3取 9 &%视网膜组织上清液用 ZNJ 稀释至 5A, &%#
参照 J<;活性检测试剂盒说明书配制试剂#将试剂与
待测样本混匀#9+ r孵育 4, "$@#NOQ法测定蛋白质
含量#应用酶标仪于 A6: @"波长处测吸光度):*值#
计算 J<;活性 )n>a#n为商品单位*# J<;活性 p
+):待测样本 [:空白对照 * c标准品浓度 c4C ,>+):标准品 [
:空白对照*c待测样本蛋白浓度cA,,& )4*P;Q摩尔浓度
测定3取 A &%视网膜组织上清液用 ZNJ 稀释到 5, &%#
按照 P;Q试剂盒说明书配置试剂#将试剂与待测样本
混匀#:A r水浴 C, "$@#流水冷却#离心半径为 92"#
9 ,,, E>"$@ 离心 5, "$@ 取上清液#NOQ法测定蛋白质含
量#应用酶标仪于 A9, @"波长处检测 :值#计算 P;Q摩
尔浓度)&"/%>a*#P;Q摩尔浓度p+):待测样本[:空白对照* c

标准品摩尔浓度c4,>+):标准品[:空白对照 *c待测样本蛋白
浓度, &)9*D<摩尔浓度测定3取A&%视网膜组织上清
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图 ;6各组大鼠造模后 D 9视网膜组织病理学表现mb!c4,,#标尺pA, &"*3正常
对照组大鼠视网膜组织中 XMO(排列紧密#核边界清晰#模型组大鼠 XMO(排列疏
松不规则#部分细胞核出现溶解或破碎样#牡荆苷组大鼠视网膜中 XMO(异常程度
较模型组减轻3Q"正常对照组3N"模型组3O"牡荆苷组3MOa"神经节细胞层(
=Za"内丛状层(=Da"内核层(<Za"外网状层(<Da"外核层
:+$/)%;6X+.'-("'1-2-$+*"2&"#+,%.'"'+-#.-,)"')%'+#" +#%"*1$)-/("'D 9"3.
",'%)&-9%2+#$mb!c4,,#(2#%'K#EpA, &"*3XMO($@ 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F &'E'
0$G)0%H#EE#@G'I &$0) 2%'#E@*2%'#EK/*@I#E$'(#&)$%'0)'XMO($@ 0)'"/I'%GE/*F &'E'
#EE#@G'I %//('%H#@I $EE'G*%#E%H##@I (/"'/L0)'@*2%'$&'E'I$((/%T'I /EKE/d'@##@I 0)'
#K@/E"#%$0H/LXMO($@ 0)'T$0'U$@ GE/*F &#(#%%'T$#0'I3Q"@/E"#%2/@0E/%GE/*F3N"
"/I'%GE/*F3O"T$0'U$@ GE/*F3MOa"G#@G%$/@ 2'%%%#H'E(=Za"$@@'EF%'U$L/E"%#H'E(=Da"
$@@'E@*2%'#E%#H'E(<Za"/*0'EF%'U$L/E"%#H'E(<Da"/*0'E@*2%'#E%#H'E
3
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图 =6各组大鼠造模后 D 9视网膜 KRL.数量m荧光金 c4,,#标尺pA, &"*3Q"正常

对照组大鼠XMO(分布密集3N"模型组大鼠XMO(分布稀疏3O"牡荆苷组大鼠XMO(

数量较模型组有所增加3;"各组大鼠 XMO(数量量化比较3Fp45e,9C#Df,e,,51与

正常对照组比较##Df,e,A(与模型组比较#KDf,e,Am单因素方差分析#aJ;B)检验#

2pA*35"正常对照组(4"模型组(9"牡荆苷组3XMO("视网膜神经节细胞

:+$/)%= 6 N1%#/&5%)-,KRL.+#9+,,%)%#'$)-/(."'D 9"3.",'%)&-9%2+#$

m8%*/E/BM/%I c4,,#(2#%'K#EpA, &"*3Q"R)'I$(0E$K*0$/@ /LXMO($@ 0)'E'0$@#/L

E#0($@ 0)'2/@0E/%GE/*F &#(I'@('3N"R)'I$(0E$K*0$/@ /LXMO($@ 0)'"/I'%GE/*F &#(

(F#E('3O"R)'@*"K'E/LXMO(&#($@2E'#('I $@ 0)'T$0'U$@ GE/*F $@ 2/"F#E$(/@ &$0)

0)'"/I'%GE/*F3;"k*#@0$0#0$T'2/"F#E$(/@ /L0)'@*"K'E/LXMO(#"/@GI$LL'E'@0

GE/*F(3Fp45e,9C#Df,e,,51O/"F#E'I &$0) 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F##Df,e,A(

2/"F#E'I &$0) 0)'"/I'%GE/*F# KDf,e,A m<@'B&#HQD<]Q#aJ;B)0'(0# 2 pA * 3

5"@/E"#%2/@0E/%GE/*F(4""/I'%GE/*F(9"T$0'U$@ GE/*F XMO("E'0$@#%G#@%$/@ 2'%%(

液#按照 D<试剂盒说明书配置试剂#将试剂与待测
样本混匀#检测 A6: @"波长处 :值#计算 D<含量
m&"/a>a* #D<摩尔浓度p5C,cm:A6:i,e,5, 9*2
;1=1D3g'(0'E@ K%/0法检测大鼠视网膜组织细胞质
DEL4'b<B5'Dk<5 以及细胞核 DEL4 蛋白表
达3取 5141- 部分收集的视网膜组织#用预冷
去离子水冲洗#滤纸吸干水分#置于液氮中迅
速冷冻#后转移至超低温冰箱冻存2 取冻存的
大鼠视网膜组织标本#加入 A 5̂, 倍体积的提
取液 进 行 冰 浴 匀 浆# 5, ,,, cG# Cr 离 心

5A "$@#取上清#置冰上待测2 9 ,,, E>"$@ 离
心 9 "$@m离心半径为 9 2"*#收集沉淀#加入
4,, &%蛋白抽提试剂#高速涡旋使细胞沉淀分
散成单细胞悬液#9 ,,, E>"$@ 离心 5, "$@m离
心半径 9 2"*#上清液中即为细胞质蛋白#采
用冻干仪对上清液蛋白进行浓缩#按照核蛋白
提取试剂盒说明书步骤#加入 4,, &%核蛋白
提取试剂#高速涡旋 9, (# 9 ,,, E>"$@ 离心
5, "$@m离心半径为 9 2"*#上清液中即为核蛋
白2 NOQ法测定蛋白浓度2 取蛋白上清液进行聚丙
烯酰胺凝胶电泳后#再电转移至 Z];8膜上#用质量分
数 ,eAq的脱脂乳粉 ZNJ 溶液室温封闭 5 )#充分洗涤
后分别加入 DEL4 m 5 j5 ,,,*'b<B5 m 5 j5 ,,,*'Dk<5
m5j5 ,,,*一抗 C r孵育过夜#ZNJ 洗涤 9 次#每次
9 "$@(加入相应二抗m5jA ,,,*常温孵育 9, "$@#!Oa显
色#细胞质蛋白以 MQZ;b为内参#细胞核蛋白以 b9 为
内参#采用 ="#G'\软件分析各蛋白条带灰度#计算各目
的蛋白相对表达量2 每组实验独立重复 9 次2
;1@3统计学方法

采用 JZJJ 5:1, 统计学软件进行统计分
析2 计量资料经 J)#F$E/Bg$%d 检验呈正态分
布#以 "'#@sJ;表示#组间资料经 a'T'@'检
验证实方差齐性2 各组间不同指标总体差异
比较采用单因素方差分析#多重比较采用
aJ;B)检验2 Df,e,A 为差异有统计学意义2

=6结果

=1;3各组大鼠视网膜组织病理学表现
正常对照组大鼠视网膜组织中 XMO(排

列紧密#核边界清晰(模型组大鼠 XMO(排列
疏松不规则#部分细胞核出现溶解或破碎样(
牡荆苷组大鼠视网膜中 XMO(异常程度较模
型组减轻m图 5*2 正常对照组'模型组和牡荆
苷组视网膜厚度分别为 m 546e4, sAe95 *'

m:,e45s9eAA*和m55:e-As-e5C*&"#各组视网膜厚度
总体比较#差异有统计学意义mFp6e9CC#Dp,e,55*(
其中模型组大鼠视网膜厚度明显低于正常对照组和牡

荆苷组#差异有统计学意义mDf,e,A*2

=1=3各组大鼠视网膜 XMO(数量比较
视网膜逆行荧光金标记结果显示#在造模后 + I#正

常对照组'模型组和牡荆苷组大鼠视网膜单位面积
XMO(数量分别为m4 99,e54s5Ae,A*'m5 9,,e6As5Ce,,*
和m5 :45e-Cs55e+6*个>""4#总体比较差异有统计学意
义mFp45e,9C#Df,e,,5*(模型组单位面积 XMO(数量
低于正常对照组和牡荆苷组#差异均有统计学意义m均
Df,e,A*(牡荆苷组大鼠视网膜 XMO(单位面积数量与
正常对照组比较差异无统计学意义mD_,e,A*m图 4*2
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图 @6各组大鼠造模后 D 9KRL.凋亡情况)RnD!ac4,,#标尺pA, &"*3Q"正常对照组大鼠视网膜组织 RnD!a阳性

细胞)箭头*数量较少3N"模型组大鼠视网膜组织中存在大量 RnD!a阳性细胞)箭头*3O"牡荆苷组大鼠视网膜组织

RnD!a阳性细胞)箭头*数量较模型组有所减少3;"各组大鼠 XMO(凋亡率量化比较3Fp9,e4,A#Df,e,,51与正常

对照组比较##Df,e,A(与模型组比较#KDf,e,A)单因素方差分析#aJ;B)检验#2pA*35"正常对照组(4"模型组(9"牡

荆苷组3XMO("视网膜神经节细胞

:+$/)%@6N1%NYZG[(-.+'+病%KRL."&-#$ 9+,,%)%#'$)-/(."'D 9"3.",'%)&-9%2+#$)RnD!ac4,,#(2#%'K#EpA, &"*3

Q"R)'@*"K'E/LRnD!aF/($0$T'2'%%()#EE/&* $@ E'0$@#/L0)'2/@0E/%GE/*F &#(("#%%3N"R)'@*"K'E/LRnD!aF/($0$T'2'%%(

)#EE/&* $@ 0)'E'0$@#/L"/I'%GE/*F &#(%#EG'3O"R)'@*"K'E/LRnD!aF/($0$T'2'%%()#EE/&* $@ 0)'T$0'U$@ GE/*F &#(

("#%%'E0)#@ 0)#0$@ 0)'"/I'%GE/*F3;"k*#@0$0#0$T'2/"F#E$(/@ /LE#0XMO(#F/F0/($(E#0'#"/@GI$LL'E'@0GE/*F(Fp9,e4,A#

Df,e,,51O/"F#E'I &$0) 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F##Df,e,A(2/"F#E'I &$0) 0)'"/I'%GE/*F#KDf,e,A)<@'B&#HQD<]Q#

aJ;B)0'(0#2pA*35"@/E"#%2/@0E/%GE/*F(4""/I'%GE/*F(9"T$0'U$@ GE/*F3XMO("E'0$@#%G#@G%$/@ 2'%%(

=1@3各组大鼠 RnD!a阳性 XMO(比率比较
造模后 + I#正常对照组大鼠视网膜组织 RnD!a

阳性细胞数量较少#模型组存在大量 RnD!a阳性细
胞#牡荆苷组 RnD!a阳性细胞数较模型组有所减少&
正常对照组'模型组和牡荆苷组 RnD!a阳性 XMO(比
率分 别 为 ) 9e,5 s,e56 *q' ) -6e9C sAe,C *q 和
)9AeA5s4e,C*q# 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义
)Fp9,e4,A#Df,e,,5*& 模型组 RnD!a阳性 XMO(
比率明显高于正常对照组和牡荆苷组#差异均有统计
学意义)均 Df,e,A*)图 9*&

=1A3各组大鼠视网膜组织中氧化应激反应指标表达
比较

造模后 + I#正常对照组'模型组和牡荆苷组大鼠
视网膜中 J<;活性及 P;Q'D<摩尔浓度总体比较差
异均有统计学意义)Fp55e,AC'Ae9C+'5Ae,45#均 Df
,e,,5* &模型组大鼠视网膜组织中 J<;活性低于正

常对照组和牡荆苷组#P;Q和 D<摩尔浓度高于正常
对照组和牡荆苷组#差异均有统计学意义)均Df,e,A*
)表 5*&
=1B3各组大鼠视网膜组织中 DEL4 信号通路相关蛋白
表达比较

造模后 + I#正常对照组大鼠视网膜组织细胞质
DEL4 蛋白条带灰度在 9 个组中最强#b<B5'Dk<5 和细
胞核 DEL4 蛋白条带灰度在 9 个组中最弱(牡荆苷组细
胞质 DEL4 蛋白条带灰度在 9 个组中最弱#b<B5'Dk<5
和细胞核 DEL4 蛋白条带灰度在 9 个组中最强& 正常

对照组'模型组
和牡荆苷组大鼠

视网膜中细胞质

DEL4'b<B5'Dk<5
和细胞核 DEL4 蛋
白相对表达量总

体比较差异均有

统计学意义 )Fp
6eA+:' -e9C+'
5,eA49' 54e,45#
均 Df,e,,5 *&
模型组大鼠视网

膜组织中细胞质

DEL4 蛋白相对表
达量明显低于正

常对照组#b<B5'
Dk<5 和细胞核

DEL4 蛋白相对表达量高于正常对照组#差异均有统计
学意义)均 Df,e,A*(牡荆苷组大鼠视网膜组织中细
胞质 DEL4 蛋白相对表达量明显低于模型组和正常对
照组#b<B5'Dk<5 和细胞核 DEL4 蛋白相对表达量明
显高于模型组和正常对照组#差异均有统计学意义
)均 Df,e,A*)图 C#表 4*&

表 ;6各组大鼠视网膜 SJU活性'!U4和 ZJ浓度比较)&%"#TSU*
N"52%;6L-&(")+.-#-,SJU"*'+病+'3#!U4"#9ZJ*-#*%#')"'+-#"&-#$ 9+,,%)%#'$)-/(.)&%"#TSU*

组别 样本量 J<;活性)n>a* P;Q浓度)&"/%>a* D<浓度)&"/%>a*

正常对照组 A 5A4e9As59e4C Ae55s,eAC 5Ce9Cs5e-5

模型组 A 5,-eCCs55e94# 6e-:s,e+-# 9Ae-6s5e:A#

牡荆苷组 A 599e4As5,e9-#K -e,6s,eA4#K 56e9-s5e,4#K

F值 55e,AC Ae9C+ 5Ae,45

D值 f,e,,5 f,e,,5 f,e,,5

3注"与正常对照组比较##Df,e,A(与模型组比较#KDf,e,A)单因素方差分析#aJ;B)检验*3J<;"超氧化物歧化酶(P;Q"丙二醛(D<"一氧化氮
3D/0'"O/"F#E'I &$0) 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F##Df,e,A(2/"F#E'I &$0) 0)'"/I'%GE/*F#KDf,e,A )<@'B&#HQD<]Q#aJ;B)0'(0* 3 J<;"(*F'E/U$I'
I$("*0#('(P;Q""#%/@I$#%I')HI'(D<"@$0E$2/U$I'
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图 A63%.'%)#52-'检测各组大鼠视网膜细胞质 Z),='XJ0;'Z]J;
及细胞核 Z),= 蛋白表达35"正常对照组(4"模型组(9"牡荆苷组3
DEL4"核因子 !4 相关因子 4(b<B5"血红素加氧酶B5(Dk<5"醌氧化还
原酶 5(MQZ;b"甘油醛B9B磷酸脱氢酶
:+$/)%A 6 N1%%O()%..+-# -,*3'-(2".& Z),=# XJ0;# Z]J; "#9
#/*2%/.Z),= ()-'%+#+#'1%)%'+#" -,)"'.+#'1)%%$)-/(.53 3%.'%)#
52-'35" @/E"#%2/@0E/%GE/*F(4""/I'%GE/*F(9"T$0'U$@ GE/*F3DEL4"
@*2%'#EL#20/E!4BE'%#0'I L#20/E4( b<B5" )'"'/UHG'@#('B5( Dk<5"
S*$@/@' /U$I/E'I*20#(' 5( MQZ;b" G%H2'E#%I')HI'B9BF)/(F)#0'
I')HIE/G'@#('

3

表 =6各组大鼠视网膜 Z),='XJ0;'Z]J; 蛋白相对表达量比较)&%"#TSU*
N"52%=6L-&(")+.-#-,Z),=#XJ0; "#9Z]J; ()-'%+#)%2"'+病%%O()%..+-#

+#'1%)%'+#" -,)"'."&-#$ '1%'1)%%$)-/(.)&%"#TSU*

组别 样本量 细胞质 DEL4 b<B5 Dk<5 细胞核 DEL4

正常对照组 A ,e6As,e55 ,e96s,e,6 ,e46s,e,A ,e45s,e,A

模型组 A ,eA:s,e,+# ,e-4s,e5,# ,e-6s,e,6# ,eA4s,e,:#

牡荆苷组 A ,e4Cs,e,C#K ,e:5s,e54#K ,e6-s,e,:#K ,e69s,e5C#K

F值 6eA+: -e9C+ 5,eA49 54e,45

D值 f,e,,5 f,e,,5 f,e,,5 f,e,,5
3注"与正常对照组比较##Df,e,A(与模型组比较#KDf,e,A)单因素方差分析#aJ;B)检验* (
DEL4"核因子 !4 相关因子 4(b<B5"血红素加氧酶B5(Dk<5"醌氧化还原酶 5
3D/0'"O/"F#E'I &$0) 0)'@/E"#%2/@0E/%GE/*F##Df,e,A( 2/"F#E'I &$0) 0)'"/I'%GE/*F#
KDf,e,A)<@'B&#HQD<]Q#aJ;B)0'(0* (DEL4" @*2%'#EL#20/E!4BE'%#0'I L#20/E4(b<B5" )'"'
/UHG'@#('B5(Dk<5"S*$@/@'/U$I/E'I*20#('5

3

@6讨论

视网膜是一种高度分化的神经组织#其内层组织
供血来自视网膜中央动脉#对缺氧'缺血非常敏感& 视
网膜富含不饱和脂肪酸#易受自由基攻击#当视网膜缺
血时#氧自由基大量积聚#过量的自由基使组织内不饱
和脂肪酸过氧化#形成脂质过氧化产物#继而破坏线粒
体功能#导致 XMO(的变性和凋亡#损害视网膜组织结
构和功能

+ 6[:, & J<;是机体抗氧化防御体系中最重要

的自由基清除酶之一#可缓解机体氧化应激损伤 + 5,, &
P;Q作为自由基与不饱和脂肪酸发生脂质过氧化时

的主要代谢产物#其浓度反映了机体遭受自由基攻击
的严重程度

+ 55, & D<是精氨酸在一氧化氮合酶催化下
生成的内源性产物#过量的 D<和组织中超氧化阴离
子反应#生成氧化能力强的 <D<<[#进而损伤 ;DQ#诱
导 XMO(凋亡 + 54, & 本研究应用前房灌注方法建立大
鼠 X=X动物模型#模型组大鼠视网膜内层厚度和
XMO(数量较正常对照组减少#XMO(凋亡率增加#J<;
活性下降#P;Q和 D<浓度较正常对照组增加#说明
大鼠 X=X动物模型建立成功&

牡荆苷属于黄酮类化合物#是金莲花'红草等的主
要药效成分#其在多种情况下对氧化应激损伤有调控
作用& 刘磊等 + -,

研究证实#牡荆苷可减轻急性脑缺
血[再灌注大鼠氧化应激反应造成的脑组织损伤(
D*EI$#@#等 + 59,

报道#牡荆苷可缓解糖尿病大鼠脑组织
的氧化应激损伤(h$'等 + 5C,

报道#牡荆苷能减轻骨关节
炎大鼠内质网应激引发的软骨细胞凋亡和相关炎症#
并抑制软骨变性& 然而牡荆苷是否对 X=X具有调控
作用#目前报道较少& 本研究采用腹腔内注射牡荆苷
治疗 X=X模型大鼠#结果显示#牡荆苷能显著改善模
型大鼠视网膜厚度#减少XMO(凋亡#恢复XMO(数量#

同时#牡荆苷能上调大鼠视网膜组织
内 J<;活性#降低 P;Q和 D<浓度#
提示牡荆苷能缓解 X=X引起的 XMO(
损伤#这种作用可能是通过上调视网
膜组织抗氧化应激能力而实现的&

为了进一步探讨牡荆苷缓解 X=X
氧化应激损伤的作用机制#本研究检
测了其对视网膜组织中 DEL4 信号通
路活性的影响& DEL4 是一种与细胞
自我保护相关的转录因子#其介导的
信号转导通路在抗氧化应激过程中

发挥重要作用& 在应激情况下#DEL4
位于细胞质内#与 W'#F5 结合#并介

导 DEL4 的快速泛素化和随后的降解(在细胞受到 X<J
攻击后#DEL4 被解偶联而转位至细胞核#与 QX!结合#
启动下游抗氧化相关基因 b<B5'Dk<5 等的转录#最
终起到抗氧化应激损伤的作用

+ 5A[5-, & b*$等 + 5+,
报道#

W'#F5BDEL4 小分子抑制剂能激活视网膜中 DEL4#对视
网膜缺血性损伤有保护作用(h* 等 + 56,

研究证实 DEL4
激活剂对 X=X视神经损伤有保护作用& 已有研究证
实牡荆苷对氧化应激条件下 DEL4 通路有调控作用&
a* 等 + 5:,

发现#牡荆苷能通过控制 DEL4 通路减轻脂多
糖诱导的急性肺损伤(刘磊等 + -,

证实牡荆苷对急性脑

缺血[再灌注大鼠氧化应激反应的减轻作用与 DEL4 信
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号通路调控有关& 本研究结果显示#模型组大鼠视网
膜组织中细胞质 DEL4 蛋白表达低于正常对照组#而细
胞核 DEL4 表达高于正常对照组#下游 b<B5 和 Dk<5
蛋白表达也高于正常对照组#说明在 X=X条件下#视
网膜组织中 DEL4 通路活化#抗氧化应激系统启动(同
时#牡荆苷组大鼠视网膜组织细胞核 DEL4 表达及其下
游 b<B5 和 Dk<5 蛋白表达较模型组进一步增加#而
细胞质 DEL4 表达较模型组进一步降低#提示牡荆苷能
活化 DEL4 信号通路#从而增加机体抗氧化应激损伤的
能力& 本研究存在一些不足#如采用视网膜组织染色
切片的方法来测量视网膜厚度#未严格固定测量部位#
测量准确度不高#后续研究中将采用 <OR仪器对固定
部位进行视网膜厚度测量&

综上所述#牡荆苷能缓解 X=X模型大鼠 XMO(损
伤#降低 XMO(凋亡率#这一作用可能是通过激活 DEL4
相关通路#提高视网膜组织抗氧化应激活性而实现的&
利益冲突3所有作者均声明不存在利益冲突
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