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Abstract
誗AIM: To study the expression of Bcl-2 / Bax in contusion
of the rat retina and the effect of N - acetyl - cysteine
(NAC) on it.
誗 METHODS: The animal model of retinal injury was
created by a free falling iron bar hitting the rat cornea.
The rats were divided into normal group (n = 6), contusion
group ( n = 24) and treatment groups of NAC ( n = 24)
randomly. After retina contusion, the latter two groups
were subdivided into 1 day, 3 days, 7 days and 14 days
group; there were 6 rats in each observation period.
Structural changes of retina were observed with light
microscope, and the expression of Bcl - 2 / Bax was
observed by immunohistochemistry.
誗RESULTS: In the contusion of the rat retina, retinal
damage was concentrated in sensory layer. RGC layer,
inner nuclear layer, and outer nuclear layer cells were
obviously observed. After contusion, retinal tissue
edema, cell disorder, cytoplasm vacuolated changes,
thinning of retinal tissue, and cell loss were began to
appear. No expression of Bax was found in normal group
and treatment group, and low expression of Bcl - 2 was
observed. Most of Bax positive cells had expression at 1
day after contusion injury in contusion group, and then
increased obviously at 3 days, and decreased at 7 days
and much further at 14 days, and Bcl-2 positive cells had
expression at a low stage. Treatment group had the same
trend with the contusion groups in each index, but the
expressive intensity of each period weakened in evidence.
There were significant differences between two groups at
1 day ,3 days and 7 days after contusion (P< 0. 05) . The

expression of Bcl-2 in each period of time was increased.
Compared the two groups with 1 day, 3 days after
contusion and 7 days had a significant difference (P<0.01 ).
誗CONCLUSION: In the contusion of the rat retina, NAC
can improve the retina damage, and may protect the
retinal tissue from contusion injury by regulating Bcl- 2 /
Bax protein expression.
誗 KEYWORDS: Bcl - 2; Bax; contusion of the retina;
apoptosis; N-acetyl-cysteine
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摘要
目的:研究凋亡相关基因 Bcl-2 / Bax 在大鼠挫伤性视网膜
病变中的表达,以及 N-乙酰半胱氨酸(N-acetyl-cysteine,
NAC)对其表达的影响。
方法:自由落体法制作视网膜挫伤模型。 将 SD 大鼠随机
分为正常组 6 只、模型组 24 只及治疗组 24 只。 每组按挫
伤后不同时间段分为 1,3,7,14d,每个观察时段 6 只大鼠。
HE 染色光镜观察视网膜组织学变化,应用 SABC 免疫组
织化学法检测大鼠视网膜挫伤后视网膜组织 Bcl-2 / Bax
蛋白表达的变化。
结果:挫伤性视网膜病变的损害主要集中在神经纤维层。
挫伤后视网膜组织水肿,细胞紊乱,胞浆空泡样变,视网膜
组织变薄,细胞丢失。 NAC 治疗组视网膜水肿程度有所
改善,细胞紊乱,胞浆空泡样变,细胞丢失有所恢复。 正常
组及 NAC 治疗组视网膜组织 Bax 均未见表达,Bcl-2 低表
达。 视网膜挫伤后 1d 时 Bax 表达开始增多,3d 强阳性表
达,7d 表达有所减少,14d 时表达进一步减少。 Bcl-2 低
表达,未见明显变化。 NAC 治疗组各观察指标变化趋势
基本与视网膜挫伤组相似,但表达明显减弱,两组相比较,
于挫伤后 1,3d 和 7d 时差异有统计学意义(P<0. 05)。
Bcl-2 在各时段的表达均较模型组有所增强,两组相比
较,于挫伤后 1,3d 和 7d 时差异有统计学意义(P<0. 01)。
结论:在大鼠挫伤性视网膜病变中,NAC 能够改善视网膜
组织病理学损害并通过调节 Bcl-2 / Bax 蛋白表达而抑制
细胞凋亡,对视网膜挫伤具有保护作用。
关键词:Bcl-2;Bax;视网膜挫伤;凋亡;N-乙酰半胱氨酸
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0 引言
摇 摇 眼挫伤是一种常见的眼科疾病,其可以引起视神经、
视网膜和脉络膜损伤。 其中视网膜损伤,按照不同的损伤
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程度可分为视网膜震荡和视网膜挫伤,后者可以引起视功
能障碍甚至造成永久性失明,成为视功能受损的主要原
因,其发病率近年来有明显上升的趋势。 最近研究报道挫
伤性视网膜病变中存在细胞的凋亡现象[1 , 2]。 而细胞凋
亡的调控与多种基因调控有关。 这其中包括 Bcl-2 蛋白
家族中的重要异二聚体 Bcl-2 / Bax。 N-乙酰半胱氨酸
(N-acetyl-cysteine,NAC)是一种含巯基的抗氧化剂,NAC
可以直接清除自由基,增加机体抗氧化应激能力, 还可以
调节机体免疫状态和细胞凋亡程序。 本研究通过建立大
鼠眼挫伤模型,研究 NAC 对大鼠视网膜凋亡相关基因 Bax
和 Bcl-2 蛋白表达的影响,探讨 NAC 对大鼠视网膜挫伤
的保护作用。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 成年健康 SD 大鼠 54 只,由辽宁医学院实验动
物中心提供,体质量 220依30g,雌雄不拘。 要求动物双眼
对称等大,角膜光滑透明,虹膜纹清,瞳孔等大正圆,晶状
体无明显混浊,眼底呈红色反光,视网膜血管清晰。 选取
右眼为致伤眼,左眼不做任何处理作为实验对照眼。 将大
鼠按照计算机随机数字表方法随机分为正常组 6 只、模型
组(A 组)和治疗组(B 组)各 24 只。 正常组未做处理直
接处死,A 组造模后腹腔注射生理盐水,B 组造模后腹腔
注射 NAC 40mg / kg[3]。 A 组和 B 组再根据挫伤时段分为
挫伤后 1d,3d,7d,14d 组,每组 6 只。
1. 2 方法
1. 2. 1 制作眼挫伤动物模型 摇 腹腔注射 10% 水合氯醛
(3mL / kg)待全身麻醉成功后,将大鼠眼睑固定其头部垫
于特殊形状的泡沫板上,保持右眼朝上,同时注意保持呼
吸通畅,眼眶眶口平面与水平面平行。 采用仿 Allen 重击
法[4],由相同操作者序贯完成眼挫伤模型的制作,制模后
结膜囊内涂抗生素眼膏预防感染,待动物自然清醒后置笼
内常规饲养。 眼部伤情检查:由同一位眼科医生在相同条
件下、不同时间段对实验大鼠进行进行检查。 大鼠致伤眼
直接对光反应迟钝或者消失,瞳孔中度散大,复方托吡卡
胺滴眼液点眼充分散瞳后直接检眼镜检查眼底见视网膜
出血、水肿,视网膜呈乳白色混浊,据此可判断模型制作成
功。 在模型制作过程中,眼球破裂 2 眼,眼内感染 1 眼,均
未纳入研究。
1. 2. 2 实验取材摇 根据实验预先设定的时间取材,用 10%
水合氯醛将大鼠全身麻醉后,将右侧颈动脉插管注入 4%
多聚甲醛行灌流固定,取同侧眼球去除眼周多余组织,
PBS 溶液清洗眼球 3 次,用 1mL 注射器自角膜处注入 4%
多聚甲醛后置入相同固定液中总共固定 24h。 梯度乙醇
脱水,石蜡包埋,距视神经约 1mm 处向颞侧矢状面 4滋m
连续切片 6 张,每张切片使用细胞图像分析系统随机选取
5 个高倍视野,计数切片中阳性细胞表达的数目求平均
值。 从而保证切片间的可比性。
1. 2. 3 HE 染色观察大鼠视网膜形态变化 摇 使用 HE(苏
木素-伊红)染色,光镜下观察正常组及挫伤后大鼠视网
膜组织结构的变化过程。
1. 2. 4 免疫组织化学染色检测大鼠视网膜组织中 Bcl-2
和 Bax 的表达 摇 采用链霉素-生物素-酶复合物( strept
avidin-biotin complex,SABC)免疫组织化学染色方法检测
Bcl-2 和 Bax 蛋白。 一抗兔抗大鼠 Bcl-2 蛋白抗体(1颐200
稀释),Bax 蛋白抗体(1颐100 稀释);二抗生物素化山羊抗
兔 IgG;按照试剂盒说明书完成免疫组化染色操作,至 DAB

表 1摇 挫伤后不同时段 Bax蛋白阳性的细胞数

(軃x依s,个 /每高倍视野)
分组 1d 3d 7d 14d
A 组 112. 50依4. 14 156. 17依5. 31 77. 83依4. 71 29. 67依2. 16
B 组 104. 33依4. 46a 129. 17依4. 36a 63. 83依3. 87a 28. 33依3. 98

aP<0. 05 vs A 组。

表 2摇 挫伤后不同时段 Bcl-2 蛋白阳性的细胞数

(軃x依s,个 /每高倍视野)
分组 1d 3d 7d 14d
A 组 21. 17依1. 68 22. 83依3. 54 22. 67依2. 07 20. 33依2. 16
B 组 28. 83依1. 72 31. 83依1. 72 26. 50依2. 17 20. 67依2. 16

显色、脱水、透明、封片,光学显微镜观察。 用已知阳性对
照片为阳性对照,用 PBS 代替一抗,设阴性对照。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计软件进行分析,计
量资料数据以均数依标准差(軃x依s)表示。 首先进行方差齐
性检验,符合正态分布,组间及组内各时间段比较采用单
因素方差分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 大鼠视网膜组织形态学变化摇 正常组大鼠视网膜组
织结构各层细胞清晰可见,排列整齐。 挫伤性视网膜病变
的损害位于神经纤维层,以神经节细胞层(RGC)、内核层
(INL)、外核层(ONL)明显。 主要表现为伤后早期 RGC
有核固缩,胞浆呈空泡变性,排列不规整;INL 细胞排列紊
乱,整个视网膜组织高度水肿。 伤后中期时 RGC 数目减
少,核固缩明显,偏于细胞一侧,细胞排列紊乱,ONL 细胞
核变稀疏,水肿明显减轻。 伤后晚期 INL 和 ONL 厚度变
薄,细胞核数目减少。 NAC 治疗组视网膜水肿程度较同
时段模型组有所改善,细胞排列,胞浆空泡样变,细胞丢失
均有所恢复。
2. 2 大鼠视网膜中 Bax 蛋白的表达摇 胞浆和胞核呈弥漫
或散在棕黄染色为 Bax 阳性细胞表达。 正常组视网膜中
无 Bax 表达。 挫伤后 1d 时在神经节细胞层和内核层出现
Bax 蛋白阳性表达,挫伤后 3d 时 Bax 阳性表达增多,7d 时
Bax 蛋白表达开始下降,14d 时 Bax 蛋白表达进一步减少。
NAC 治疗组 Bax 蛋白表达趋势同模型组,在 1,3,7d 时神
经节细胞层和内核层表达均较模型组弱,这 3 个时段中
NAC 治疗组与模型组之间差异有统计学意义(P<0. 05);
14d 时二者之间差异无统计学意义(P>0. 05,表 1)。
2. 3 大鼠视网膜中 Bcl-2 蛋白的表达摇 胞浆呈弥漫或散
在棕黄染色为 Bcl-2 阳性细胞表达。 正常组视网膜组织
Bcl-2 弱表达于神经节细胞层和内核层。 正常组阳性细
胞计数为 20. 50依1. 87,模型组各时段 Bcl-2 表达与正常
组比较差异无统计学意义(P>0. 05)。 NAC 治疗组 Bcl-2
表达增多,主要在神经节细胞层和内核层。 在 1,3,7d 三
个时段,NAC 治疗组与正常组、模型组比较差异有统计学
意义(P<0. 05),14d 时二者之间差异无统计学意义(P>
0郾 05,表 2)。
3 讨论
摇 摇 近年来的研究表明,凋亡是一些视网膜和视神经疾病
中视网膜神经节细胞和感光细胞死亡的机制之一。 细胞
凋亡也是挫伤性视网膜病变的重要机制之一。 在细胞凋
亡的调控过程中,Bcl 基因家族的表达具有重要作用[5]。
Bcl-2 家族有一系列基因,可分为凋亡促进基因和抑制基

934

Int Eye Sci, Vol. 13, No. 3, Mar. 2013摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com



因两种。 其中 Bcl-2 蛋白被认为具有抗凋亡的作用,Bax
蛋白则具有促凋亡的作用。 Bcl-2 作为抗凋亡基因备受
学者关注,它通过抑制细胞内 Ca2+超载[6],参与氧自由基
代谢[7],参与细胞转运[8] 和细胞信号传导来调节细胞凋
亡。 研究发现,Bcl-2 家族中最重要的死亡促进基因 Bax,
它主要通过其自身形成的 Bax 同二聚体促进细胞凋亡,与
Bcl-2 形成异源二聚体抑制细胞凋亡。 因此, Bcl -2 与
Bax 的比值在细胞受到凋亡刺激后起着决定性的作用,其
决定着细胞的走向[9]。 已有研究表明,正常情况下 Bcl-2
对神经元的生物活性有保护作用[10],正常视网膜节细胞
Bcl-2 表达占主导地位,说明正常情况下细胞凋亡受到抑
制;在挫伤性视网膜病变中,Bax 表达占主导地位,说明在
视网膜挫伤后细胞凋亡可能增多。 本实验发现正常视网
膜组织中无 Bax 蛋白,挫伤后 Bax 蛋白表达增加,主要位
于内核层,神经节细胞层。 其表达规律:挫伤后 1d 出现
Bax 蛋白表达,3d 时表达明显增多,7d 时表达有所下降,
14d 进一步减少。 促凋亡相关基因在 3d 高表达,国内外
相关研究均与上述 Bax 的表达高峰基本吻合,提示 Bax 的
表达过程在挫伤后细胞凋亡的调控过程中起着重要作用。
Bcl-2 属抑制凋亡基因,本实验中挫伤后各时段较正常组
无明显该改变,这样使得 Bcl-2 / Bax 比值有降低的趋势,
说明挫伤性视网膜病变中凋亡调控系统是向着促凋亡方
向发展的[11]。
摇 摇 活性氧自由基是挫伤性视网膜病变中细胞凋亡的重
要诱因,氧化损伤是挫伤性视网膜病变的重要损伤机制。
本实验应用抗生物氧化作用的药物 NAC 来探讨它在挫伤
性视网膜病变中的保护作用。 NAC 分子中含有活性巯
基,它可以对抗各种原因造成的氧化损伤,对体内羟自由
基、过氧化氢、超氧阴离子等氧自由基有很好的拮抗作用。
同时 NAC 在细胞坏死和凋亡过程中也发挥着极其重要的
作用,且 NAC 的抗凋亡作用好过于其前体物质还原型谷
胱甘肽(reduced glutathione,GSH),这表明 NAC 具有多种
对抗细胞凋亡的保护机制[12]。 本实验中,通过免疫组织
化学观察发现,NAC 治疗组 Bax 蛋白在各时段与模型组
比均明显减少,同时 Bcl-2 蛋白表达增高,Bcl-2 / Bax 的
比值增大,这正是抑制细胞凋亡的方向。
摇 摇 本实验研究表明,挫伤后视网膜组织存在凋亡相关基

因 Bcl-2 / Bax 的表达,并随时间的不同呈现一定的变化趋
势,说明挫伤后视网膜组织细胞是向着促凋亡方向发展
的;给予 NAC,外源性补充抗氧化物质对内源性的视网膜
抗氧化系统也有加强保护作用,使重度眼挫伤后视网膜所
受的氧化损伤减轻,神经纤维层细胞丢失减少,NAC 通过
调节凋亡相关基因的变化达到抑制凋亡的目的,从而对视
网膜起到保护作用。
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