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急性心肌缺血诱发应激反应对大鼠视网膜细胞 

凋亡的影响 

谢莉莎 杨继红 郭 政 

Impact of acute myocardial ischemic stress on apoptosis of retinal cells in rats 

Xie Lisha，Yang Jihong，Guo Zheng．Shanxi Eye Hospital，Shanxi Medical University，Taiyuan 030002，China 

Abstract 0bjective During the period of acute stress，sympathetic nerve is activated and massive catecholamine is 

released from sympathetic nerve endings．These may make organism injury．The aim of the study was to investigate the apoptosis of 

retina cells during acute stress induced by myocardial ischemia in rats． M ethods Twenty·four health adult male Sprague- 

Dawley rats(48 eyes)were randomly divided into two groups．The left anterior descending branch of the coronary artery was 

ligated to induce acute myocardial ischemia in coronary artery occlusion(CAO)group and a thread was passed around the anterior 

descending branch of the coronary artery without ligation in control group．The sample of retina was collected at 3 hours and 

6 hours of CAO for caspase一3 activity detection and TUNEL staining． Results Retianl edema was seen under the light 

microscope in CAO group．A few apoptosis cells were found in control group．The apoptotic cells rate was 16．8％ ±6％ and 

26．9％ ±6．1％ respectively in CAO 3 hours group and 6 hours group．showing a significant difference in comparison with control 

group(P=0．004)，and the apoptotic retinal cells mainly located in inner nuelear layer，retinal ganglion cell layer and other 

retinal layer．Caspase一3 activity was significantly increased in the retina of the CAO group compared with control group in 3 hours 

and 6 hours(P=0．001)． Conclusion Acute stress can provoke the apoptosis of rat retinal cells． 

Key words stress reaction； myocardial ischemia；retina；apoptosis 

摘要 目的 采用细胞凋亡率和半胱氨酸天冬蛋白酶 3(caspase一3)活性为观察指标，观察急性心肌缺血诱发机体 

急性应激反应对大鼠视网膜细胞凋亡的影响。 方法 将健康成年雄性 sD大鼠24只分为两组。对照组：穿线不结扎冠 

状动脉；冠状动脉结扎组：结扎冠状动脉左前降支。每组根据观察时点又分为3 h、6 h两个亚组。在预定时间分别取大 

鼠一眼做石蜡切片后进行 TUNEL染色 ；取另一眼视网膜，进行 caspase·3活性检测。TUNEL染色以凋亡指数(染色阳性 

细胞占所计数细胞总数的百分比)表示 ，Caspase一3采用活性表示。 结果 与对照组 比较，结扎冠状动脉 3 h、6 h视网膜 

细胞凋亡指数均明显升高(P=0．004，P<0．05)，且阳性细胞主要出现于视网膜的神经节细胞层和内核层；Caspase-3活 

性均明显升高(P=0．001，P<0．05)。 结论 急性心肌缺血诱发的急性应激反应可引发大鼠视网膜细胞凋亡增加，凋 

亡主要出现在视网膜神经节细胞层和内核层。 

关键词 应激反应 ；心肌缺血 ；视网膜 ；凋亡 
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急性心肌缺血可引起机体交感神经系统兴奋 ，促 

进交感神经末梢释放儿茶酚胺，诱发神经 一内分泌 一 

免疫反应，诱发机体应激反应。过度增高的儿茶酚胺 

可能导致机体细胞损伤 。本研究采用急性心肌缺 
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血作为一种应激性刺激 ，观察其是否可能引起视网膜 

细胞发生凋亡。 

1 材料与方法 

1．1 急性心肌缺血动物模型的制作 

采用健康成年雄性大鼠24只(山西医科大学实 

验动物中心提供 )，体重 250～300 g。用 25％乌拉坦 

(1．2 g／kg)麻醉动物 ，所有手术切 口均采用 1％的盐酸 

利多卡因局部浸润麻醉，总量不超过 1 mL。于颈部行 



气 管 切 开 插 管 及 人 工 机 械 通 气 ( R R 7 5 次／ra i n
，

V ， 8 m L ／k g ) ， 于 胸 骨 左 缘 第 4 — 5 肋 间 旁 开 胸 骨 正 中

线 1 c m 处 沿 肋 间 开 胸 ， 逐 层 钝 性 分 离 ， 直 至 暴 露 心 脏 ，

切 开 心 包 膜 。 用 6 ／0 无 损 伤 线 结 扎 冠 脉 左 前 降 支 ， 并

计 时 。 逐 层 关 闭 胸 腔 ， 在 完 全 关 闭 胸 腔 前 抽 尽 胸 腔 积

气 。 关 闭 胸 腔 后 ， 逐 步 调 整 人 工 通 气 ， 使 动 物 恢 复 自主

呼 吸 。 对 照 组 动 物 开 胸 暴 露 心 脏 后 行 冠 状 动 脉 左 前 降

支 下 穿 线 后 关 闭 胸 腔 。

1 ． 2 动 物 分 组

将 动 物 平 均 分 为 两 组 。 ( 1 ) 对 照 组 ： 动 物 麻 醉 后

打 开 胸 腔 ， 冠 状 动 脉 左 前 降 支 下 穿 线 不 结 扎 ；( 2 ) 冠 状

动 脉 阻 塞 ( c o r o n a r y a r t e r y o c c l u s i o n
，

C A O ) 组 ：结 扎 冠 状

动 脉 左 前 降 支 。 两 组 根 据 采 集 样 本 观 察 时 点 各 分 为 结

扎 冠 状 动 脉 左 前 降 支 或 者 冠 状 动 脉 左 前 降 支 下 穿 线

3 h 组 及 6 h 组 。

1 ． 3 样 本 的 采 集 和 处 理

分 别 于 结 扎 冠 状 动 脉 左 前 降 支 ( 或 冠 状 动 脉 下 穿

线 ) 后 3 h 和 6 h 摘 除 双 眼 球 。 任

取 一 眼 球 置 入 4 ％ 多 聚 甲 醛 中 固

定 1 8 h
， 小 心 剥 去 晶 状 体 后 依 次 浸

入 浓 度 为 7 0 ％ 、 8 0 ％ 、
9 5 ％ 和

1 0 0 ％ 的 乙 醇 中 各 1 h
， 正 丁 醇 I 、

Ⅱ 、 Ⅲ 共 2 4 h
， 浸 蜡 6 h 后 石 蜡 包 埋 ，

用 L e i c a 切 片 机 制 备 5 汕 m 连 续 切

片 ， 进 行 T U N E L 染 色 。 采 用 凋 亡

测 定 试 剂 盒 ， 以 缺 血 凋 亡 心 肌 细 胞

为 阳 性 对 照 。 以 磷 酸 缓 冲 液 替 代

T b T 酶 制 作 阴 性 对 照 。 取 另 一 眼

视 网膜 ， 吸 去 血 迹 称 重 ， 加 入 裂 解 液

后 于 冰 上 剪 碎 组 织 ， 用 匀 浆 机 制 成

匀 浆 后 离 心 ( 4 qC
，

1 0 0 0 0 r ／m i n
，

1 0 ra i n ) ， 取 上 清 液 采 用 半 胱 氨 酸

天 冬 蛋 白酶 3 ( c a s p a s e 一 3 ) 测 定 试 剂

盒 ( C a s p a s e 一 3 A p o p t o s i s D e t e c t i o n k i t
，

B i o l o g i c a l
，

M a s s a c h u s e t t s
，

U S A ) ， 测 定

c a s p a s e 一 3 活 性 。

I ． 4 统 计 学 方 法

所 得 数 据 均 以 x ± s 表 示 ， 采

用 S P S S 1 3 ． 0 统 计 学 软 件 分 别 对

视 网 膜 细 胞 凋 亡 率 及 c a s p a s e - 3 比

活 性 行 析 因 设 计 的 方 差 分 析 ， 组

问 的 两 两 比 较 采 用 L S D t 检 验 。

P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

C h i n O p h t h a l R e s
．

F e b r u a r y 2 0 0 9 ， V 0 1 ． 2 7
．

N o ． 2

2 ． 1 光 镜 下 视 网 膜 组 织 病 理 学 改 变

C A O 组 动 物 ， 视 网 膜 内 外 核 层 水 肿 ， 细 胞 排 列 较

紊 乱 ， 神 经 节 细 胞 层 ( G C L ) 空 泡 变 性
” 。 。

。

2 ． 2 T U N E L 染 色 检 测

T U N E L 染 色 ， 正 常 细 胞 核 呈 蓝 色 ， 凋 亡 细 胞 核 呈

棕 黄 色 。 对 照 组 大 鼠 视 网 膜 偶 见 凋 亡 细 胞 ( 图 1 A
、

1 B
， 图 2 ) 。 C A O 3 h 组 可 见 G C L 及 内 核 层 ( I N L ) 部 分

凋 亡 细 胞 ， 外 核 层 、 光 感 受 器 细 胞 层 及 色 素 上 皮 细 胞 层

偶 见 凋 亡 ， 凋 亡 细 胞 主 要 集 中 于 视 网 膜 内 侧 细 胞 层

( 图 1 C ) 。 C A O 6 h 组 ， 可 见 G C L 及 I N L 凋 亡 细 胞 增

多 ， 视 网 膜 其 余 各 层 凋 亡 细 胞 比 C A O 3 h 组 明 显 增 加

( 图 1 D
， 图 2 ) 。 C A O 后 3 h 及 6 h 细 胞 凋 亡 发 生 率 分

别 为 ：G C L 分 别 为 2 3 ． 5 ％ ± 7 ． 5 ％ 和 3 6 ． 0 ％ ± 7 ． 8 ％
，

与 对 照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( n = 6
，

P < 0 ． 0 5 ) ；

I N L 分 别 为 14 ． 3 ％ ± 5 ． 4 ％ 和 1 8 ． 4 ％ ± 5 ． 0 ％
， 与 对 照 组

、
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体后形成的复合物与含有相同死亡结构域的接头蛋白 

TRADD(TNFR—associated death domain protein，TRADD) 

结合，TRADD活化后激活 caspase一9前体，通过 caspase 

家族的级联反应激 活 caspase．3后诱 导细胞凋亡 。 

线粒体途径是指细胞损伤后 ，细胞色素 C从线粒体释 

放，与细胞凋亡激活因子 1结合，活化 caspase一9前体， 

进而通过 caspase家族的级联反应激 活 caspse一3，诱发 

细胞凋亡 。本小组之前的相关研究显示 ，CAn后视 

网膜色素上皮细胞 、视细胞 内节 、双极细胞和神经节细 

胞内的线粒体明显空泡变性 ，提示线粒体途径可能 

参与了此处视网膜细胞凋亡 。 
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· 短 篇 论 著 · 

基质金属蛋白酶及其组织抑制因子在人眼葡萄膜中的表达及分布 

栗映梅 申家泉 

基质金属蛋 白酶(matrix metanoproteinases，MMPs)是一 大 

类含二价锌离子的蛋白水解酶，能够降解除多糖以外的几乎全 

部细胞外基 质 (extracellular matrix，ECM)。TIMPs是 MMPs的 

内源性抑制 因子，与 MMPs结合形成复合体，抑制 MMPs对 

ECM的降解。眼部许多疾病都与此有关，如翼状胬肉、角膜溃 

疡、色素膜炎、脉络膜黑色素瘤 、青光眼、白内障、糖尿病性视网 

膜病变等。本研究检测MMPs在正常人眼葡萄膜 中的表达和 
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分布，为进一步研究其在葡萄膜疾病中的作用提供分子生物学 

依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 兔抗人 多克 隆抗 体：MMP-1、2、3、7、9及 

TIMP一1、2、3、4(武汉博士德生物工程有限公司)；免疫荧光 

SABC Cy3试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司 SA1074)。 

1．2 标本 2O例正常供体眼来 自山东省立医院眼库，供者年 

龄 2O～49岁 。纵切眼球 ，取中央 4—5 mm 宽的环形标本 ，10％ 

中性 甲醛 固定 ，脱水 ，石蜡包埋 。 

1．3 方法 所有切片先行苏木精 一伊红染色，虹膜、睫状体、 

脉络膜结构完整的眼球行免疫荧光染色。蜡块 4 m连续切 


