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Abstract
誗AIM: To discuss Daidzein intravitreal injection whether
has protective and recovery effects on acute nerve
damages.
誗METHODS:After the crush models of acute optic nerve
were set up, 72 males SD rats were divided into 4 groups
randomly as common group without surgery, FBS
negative control group, Daidzein treatment group
( 10滋mol / L, 100滋mol / L, 1000滋mol / L ) and positive
control group using rats nerve growth factor (mNGF,
100ng / mL ) . Three days after interference, all
experimental animals were executed. HE staining was
used to evaluate morphologic change of the retina,
immunohisochemical staining and western-blot tests for
identifying and quantifying the distinct expression of
Caspase-3 and GAP-43 among the groups.

誗 RESULTS: Compared with the normal group and
negative control group, retinal morphology of different
concentrations of each Daidzein treatment group and
positive control group was more complete, the
expression of Caspase - 3 protein was relatively lower,
the expression of GAP-43 protein was relatively higher,
the differences have statistically significance (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: Daizein injection in the vitreous cavity
has the capacity of protection and restoration in rat蒺s
acute nerve damages.
誗KEYWORDS:Daidzein; optic nerve damage; Caspase- 3;
GAP-43
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摘要
目的:大豆黄酮(Daidzein)玻璃体腔内注射是否对视神经
急性损伤有保护和修复作用。
方法:SD 雄性大鼠 72 只,建立大鼠急性视神经钳夹损伤
模型,随机分为正常组、PBS 阴性对照组、大豆黄酮治疗
组(10滋mol / L,100滋mol / L,1000滋mol / L)、鼠神经生长因
子(mNGF,100ng / mL)阳性对照组; 玻璃体内注射 3d 后
处死各组大鼠,用组织病理(HE)、免疫组化检测以及
Western Blot 分析来观察和评价视网膜形态变化及进行
各组间视网膜 Caspase -3 蛋白和 GAP-43 蛋白表达的
比较。
结果:与正常组和阴性对照组相比,不同浓度的大豆黄酮
各治疗组和阳性对照组的视网膜形态结构较完整,
Caspase-3 蛋白的表达相对降低,GAP-43 蛋白的表达相
对较高,其差异有统计学意义(P<0. 05)。
结论:大豆黄酮玻璃体腔注射对大鼠急性视神经损伤具
有修复和保护作用。
关键词:大豆黄酮;视神经损伤;Caspase-3;GAP-43
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0 引言
摇 摇 视神经损伤也称为外伤性视神经病变 ( traumatic
optic neuropathy,TON),是头面部和眼眶外伤的严重并发
症或伴随损伤,也是导致患者失明的重要原因之一[1]。
近年来,由于交通事故等原因,外伤性视神经病变发生有
增多趋势。 视神经损伤多导致严重的视力损害,许多患
者视力仅存光感甚至无光感。 相关研究显示[2],植物雌
激素对不同的神经变性、损伤均具有神经保护功能。 本
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研究用植物激素大豆黄酮直接注射在视神经钳夹伤的大
鼠玻璃体腔内进行干预,通过眼病理(HE 染色)、免疫组
织化学和 Western Blotting 方法评估大豆黄酮对视神经损
伤的神经保护作用。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 健康成年 SD(Sprague-Dawley)大鼠 72 只(雄
性,体质量 200 ~ 250g,第二军医大学实验动物中心),所
有 SD 大鼠眼部经裂隙灯和检眼镜检查屈光间质清晰,眼
底无病变。 大豆黄酮(Daidzein)购于国药集团化学试剂
有限公司;注射用鼠神经生长因子(mNGF)购于厦门北
大之路生物工程有限公司;兔抗鼠单克隆 casepase-3 抗
体购于 Bioworld 公司;兔抗鼠单克隆 GAP-43 抗体购于
Sigma 公司;羊抗兔 GAPDH 抗体购于 Sigma 公司;兔来源
Ig-FITC 购于碧云天公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 SD大鼠视神经损伤模型的制作 摇 本实验采用国
外最常用和被公认为较精确的视神经夹挫伤模型[3],所
有大鼠眼部经裂隙灯和检眼镜检查屈光间质清晰,眼底
无病变。 100g / L 水合氯醛腹腔注射麻醉,乙醇消毒,垂
直于上睑睑缘方向剪开。 上方巩膜缘处剪开球结膜,钝
性分离。 向下方牵拉眼球,肌锥内钝性分离暴露视神经,
避免伤及血管。 动脉瘤夹于球后 2. 5mm 处夹持视神经
6s。 观察术眼瞳孔散大,且无眼底视网膜出血,进行大豆
黄酮玻璃体腔内注射(具体操作见下文)。 缝合球结膜
和上眼睑,结膜囊内及上眼睑涂氧氟沙星眼膏。 待麻醉
苏醒后,观察大鼠术眼瞳孔散大,无眼睑闭合不全和眼球
突出,且眼底检查无视网膜血管出血为成功模型,可纳入
实验。 所有 SD 大鼠右眼为实验损伤眼,左眼不损伤。
1. 2. 2 玻璃体腔内注射 摇 SD 大鼠术眼视神经动脉瘤夹
后,调整眼球方向,使 10滋L 微量注射器针尖在眼球上方
赤道部角巩膜缘后 1. 5mm 处用斜向后下方进针(约 45毅
斜角向视网膜方向进针),避开晶状体到达眼球后极部视
网膜中央,无眼底异常后自动连续注射器向玻璃体内注
射,速度 3滋L / min,注射量为 5滋L,完毕后留针 30s 后按下
退针,速度仍为 3滋L / min。 观察眼底无出血,眼球触碰眼
压正常,为注射成功。
1. 2. 3 动物分组 摇 随机分为 6 组:正常对照组 12 只(A
组),PBS 对照组 12 只(B 组),10滋mol / L 大豆黄酮治疗
组 12 只( C 组),100滋mol / L 大豆黄酮治疗组 12 只( D
组),1000滋mol / L 大豆黄酮治疗组 12 只(E 组),100ng / mL
鼠神经生长因子治疗组 12 只(F 组)。 SD 大鼠右眼视神
经损伤后,立即大豆黄酮玻璃体腔注射干预,并于干预后
的第 3d 灌注取材。
1. 2. 4 HE 视网膜病理形态检测 摇 各模型于建立后 3d,
将 SD 大鼠水合氯醛腹腔注射麻醉后灌流、取材,之后将
大鼠眼球石蜡包埋、切片。 将切片组织行苏木精-伊红
(HE)染色,普通显微镜下观察检测。
1. 2. 5 免疫组织化学检测 Caspase-3 蛋白的表达 摇 将
载玻片脱蜡、复水,用抗原修复液修复,5% ~ 10% 山羊血
清( PBS 稀释) 室温封闭 10min。 滴加兔抗鼠单克隆
casepase-3 抗体稀释液(1 颐500),室温 4益过夜。 过夜后
滴加荧光素兔来源 Ig-FITC 室温孵育。 滴加 hoechst 染
液染核,最后滴加 60% 缓冲甘油封片。 置于显微荧光镜
下观察拍照。

1. 2. 6 Western Blotting 检测视网膜 GAP-43 蛋白的表
达摇 将提取的眼球视网膜蛋白置于沸水中煮沸 5min 后
上样。 10% SDS-PAGE 分离,含 150mL / L 甲醇的转膜缓
冲液转膜,恒电流 0. 3A 转膜 2h。 丽春红预染观察,10%
脱脂奶粉室温封闭 2h,加入一抗兔抗鼠单克隆 GAP-43
抗体 (1 颐 1000 ) 于 4益 摇床过夜。 TBST 洗 3 遍,每次
15min,加入二抗(1 颐5000)室温 2h,TBST 洗 3 遍,每次
15min。 ECL 液显影,压片。 用 ImageJ 进行灰度扫描分
析。 实验结果重复 3 次。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 软件进行处理,组间比
较用 t 检验;检验水准(琢)为 0. 05。
2 结果
2. 1 HE染色摇 正常 SD 大鼠视网膜结构各层组织层次清
楚,细胞排列整齐。 内界膜清楚可见,神经纤维层排列规
整,神经节细胞层单层排列,胞核较大,内核层由 3 ~ 5 层
细胞紧密排列而成,胞核大,外核层由 8 ~ 10 层细胞构
成,排列规整紧凑。 正常对照组神经节细胞层单层排列,
胞核较大,其余各层组织层次清楚,细胞排列整齐。 PBS
对照组与正常对照组相比较,视网膜各层结构区分模糊,
且层间松散,细胞核密度不均。 10滋mol / L 大豆黄酮治疗
组视网膜各层结构区分较模糊,神经节细胞胞核缩小,外
丛状层、外核层出现层间断裂。 100滋mol / L 大豆黄酮治
疗组与正常对照组相比较,神经节细胞数量有所减少,但
各层组织结构能明显区分,内核层、外丛状层、外核层结
构依然紧密。 1000滋mol / L 大豆黄酮治疗组,视网膜各层
组织结构明显松散,神经节细胞层分层不清。 mNGF
(100ng / mL)组与正常对照组相比较,内核层间组织稍显
疏松,神经节细胞数量有所减少,但各层组织结构区分明
显(图 1)。
2. 2 免疫组织化学检测 Caspase-3 蛋白的表达摇 SD 大
鼠干预后 3d,灌流、取材后石蜡切片,进行免疫组织化学
检测 Caspase-3 蛋白在视网膜各层中的的表达以及分布
情况。 从免疫荧光的图片来看,A 组中视网膜 Caspase-3
蛋白表达极少,只在内核层有少量表达,而 B 组与正常组
相比,视网膜各层 Caspase-3 蛋白表达明显增加,其中神
经节细胞层、内核层、外核层都呈现高表达; C 组、D 组、
E 组三组与正常组比较视网膜 Caspase-3 蛋白的表达量
都相应增加,而与 PBS 对照组相比,D 组表达明显减少;F
组与 PBS 对照组相比较,视网膜 Caspase-3 蛋白的表达
明显减少,在神经节细胞层和内核层减少尤为明显;D 组
与 mNGF 阳性对照组相比,内外核层表达相当,但 D 组的
神经节细胞层的表达量相对较多(图 2)。
2. 3 Western Blotting检测视网膜 GAP-43 蛋白的表达
摇 SD 大鼠干预 3d 后,灌流、取材后提取蛋白,之后进行
WB 技术检测 SD 大鼠视网膜 GAP-43 蛋白的相对表达
量。 每组 GAP - 43 蛋白的相对表达量用 GAP - 43 /
GAPDH 的积分光密度 ( IOD) 值来表达。 A 组 0. 158 依
0郾 03、B 组 0. 298 依0. 05、C 组 0. 643 依0. 07、D 组 1. 383 依
0郾 11、E 组 0. 986依0. 09、F 组 2. 093依0. 15。 与正常组相比
较,各组的 GAP-43 蛋白的相对表达量均有升高;大豆黄
酮干预后,D 组中视网膜 GAP-43 蛋白的相对表达量与
PBS 对照组比较,差异有统计学意义(P<0. 05,图 3);F
组中视网膜 GAP-43 蛋白的相对表达量与 PBS 对照组比
较,差异有统计学意义(图 3,P<0. 05);但 D 组和 F 组相
比较,两者差异无统计学意义(图 3,P>0. 05)。
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图 1摇 各组视网膜的 HE染色(伊400) 摇 A:正常对照组;B:PBS 对照组;C:10滋mol / L 大豆黄酮治疗组;D:100滋mol / L 大
豆黄酮治疗组;E:1 000滋mol / L 大豆黄酮治疗组;F:mNGF(100ng / mL)组。

图 2摇 各组视网膜中 Caspase-3 蛋白的表达摇 A:正常对照组;
B:PBS 对照组;C:10滋mol / L 大豆黄酮治疗组;D:100滋mol / L 大

豆黄酮治疗组; E:1 000滋mol / L 大豆黄酮治疗组; F: mNGF
(100ng / mL)组。

图 3摇 各组视网膜组织 GAP-43 蛋白的表达摇 A:正常对照组;
B:PBS 对照组;C:10滋mol / L 大豆黄酮治疗组;D:100滋mol / L 大
豆黄酮治疗组; E:1 000滋mol / L 大豆黄酮治疗组; F: mNGF
(100ng / mL)组。

3 讨论
摇 摇 我们的研究旨在探讨玻璃体腔内注射一定浓度的大
豆黄酮后对大鼠急性视神经损伤的神经修复和保护作用。
研究结果显示:(1)HE 染色显示能改善视网膜的结构形
态;(2)免疫组织化学提示能够抑制视网膜组织中凋亡蛋
白 Caspase-3 的表达;(3)Western Blotting 检测显示在视
网膜组织中,能够使促进神经生长 GAP-43 的蛋白表达量
增加,但表达量不及 mNGF 阳性对照组。
摇 摇 最新的研究表明:大豆黄酮对多种神经元有保护、修
复和促进轴突再生功能,如海马神经元、皮质神经元和背
根神经节神经元[4-6]。 同时也有研究发现大豆黄酮和异
黄酮等对外周神经系统神经元轴突的再生及抗凋亡均有
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明显作用[7]。 而大豆黄酮对视神经的损伤是否有修复和
保护作用至今未见报道,所以我们对 SD 大鼠采取一次性
玻璃体腔给药的方式观察其作用,并从视网膜病理形态、
促凋亡蛋白 Caspase-3 和促进神经生蛋白 GAP-43 的表
达三个方面评判其效应。
摇 摇 本实验结果表明,大鼠玻璃体腔内注射不同浓度的大
豆黄酮对视网膜形态产生了不同影响,注射浓度为
10滋mol / L 组,对视网膜形态与正常组相比稍模糊,但出现
神经节细胞层的松散和出血;注射浓度为 100滋mol / L 组,
虽然神经节细胞数量有所减少,但其形态大体正常,而且
各层组织结构能明显区分,内核层、外丛状层、外核层结构
依然紧密;而注射浓度为 1000滋mol / L 组,视网膜各层形
态松散断裂,可能与其浓度过高产生毒副反应有关。
摇 摇 研究发现,细胞凋亡的某些特征性标志,如染色体凝
聚和 DNA 片段化等,均与 Caspase - 3 有着直接的关
系[8,9],Caspase-3 是细胞凋亡下游死亡信号传导途径关
键部位,一旦被激活,细胞凋亡的发生将不可逆转。 本实
验的免疫组化结果来看,正常组的视网膜 Caspase-3 蛋白
表达极少;PBS 对照组视网膜各层蛋白表达明显增加,其
中神经节细胞层、内核层、外核层都呈现高表达;与 PBS
对照组相比三种注射浓度的大豆黄酮中,100滋mol / L 组视
网膜 Caspase-3 蛋白的表达明显减少,在外核层有一定量
的表达;100滋mol / L 组与 mNGF 阳性对照组相比,内外核
层表达相当,神经节细胞层的促凋亡蛋白 Caspase-3 表达
量相对增多,这可能与视神经急性损伤后 mNGF 促进轴突
方向的生长和突触形成[10,11],进而促进神经修复抑制神
经节细胞的凋亡。 最后,100滋mol / L 大豆黄酮组的神经节
细胞层的 Caspase-3 蛋白的表达也相应降低是否也是因
为其促轴突生长和增加突触形成,还是其对 Caspase-3 上
游发生了调控,这一点需要进一步的研究证实。
摇 摇 神经生长相关蛋白(growth associated protein,GAP-43)
是脊椎动物神经细胞膜上的一种特异性磷蛋白。 神经损
伤时,损伤周围的神经元通过侧枝发芽和反应性轴突再生
进行功能代偿,这些区域 GAP-43 水平再次升高,且随着
损伤修复时间的延长而逐步回落[12]。 正常组 GAP-43 蛋
白表达水平较低,视神经损伤后 3d 其表达量增加到正常
水平的 2 倍左右,启动了自身修复功能;100滋mol / L 大豆
黄酮组和 mNGF 阳性对照组分别与 PBS 对照组相比,差异
均有统计学意义(P<0. 05),但三种浓度的大豆黄酮表达
量均不及 mNGF 治疗组。 我们预测认为大豆黄酮促进了
轴突生长及突触形成,而显示出高水平 GAP-43 的合成,

进而可以推论 GAP-43 会随着轴浆的运输而抑制神经节
细胞的凋亡。 此外,mNGF 治疗组 GAP-43 蛋白表达水平
最高,我们推断其正是通过促进 GAP-43 蛋白高表达这种
方式促进了轴突的生长和突触形成。
摇 摇 本实验运用病理形态学、免疫组织化学和 Western
Blotting 方法检测,初步证明大豆黄酮对视神经损伤的神
经促保护作用。 但其抑制凋亡蛋白 Caspase - 3 和促进
GAP-43 蛋白表达的具体机制还有待进一步研究,同时本
研究期望能为视神经损伤后的治疗提供一些新的思路。
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