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Abstract 0bjective Neuroglobin is used to name the third kind of oxygen—carrying globulin，which mainly is expressed 

in brain，retina and endocrine tissue．Neuroglobin plays important roles during the hypoxie preconditioning
， that is，the less 

neuroglobin level in tissue is，the lower the tolerable capacity of tissue to hypoxic condition．This study was designed to investigate 

the expression and change of neuroglobin(NGB)gene in hypoxic—ischemic retinal injury of rat． Methods Seventy Wistar rats 

were divided into 7 groups randomly．The experimental models of retinal hypoxie-ischemia injury were induced by elevating 

introcular pressure to l 10 mmHg via anterior chamber canula insertion to infuse the normal saline solution from the container in 

the height of 150 am in the left eyes of 70 Wistar rats，and the fellow eyes worked as normal controls．The animals were sacrificed 

at 1 minute，5，10，15，2O，30 and 60 minutes after retinal hypoxic-isehemia injury respectively and retinas were collected to extract 

the total RNA for the detect of NGB mRNA level using semiquantitative reverse transcription—PCR．The use of animal followed the 

Standard of Association for Research in Vision and Ophthalmology． Results The reverse transcription—PCR revealed that 

expression of neuroglobin mRNA in hypoxic—ischemic retina was consisted with the presenting value．A significant difference was 

found in expression of neuroglobin mRNA in hypoxic—ischemic retina among different time groups(F=8．036，P=0．000)．From 

1 minute through 1 5 minutes after operation，the expression value of NGB mRNA was significantly higher than that of normal 

control group (Plm =0．O17；P5 =0．000；Pi0⋯ =0．001；P1 5⋯ =0．038)with the peak expression in 5 minutes after 

operation．No remarkable difference was seen between 20，30，60 minutes group and normal control group(P20⋯ =0．269；P30⋯ ： 

0．402；P60
⋯

= 0．384)． Conclusion This study result suggests that NGB may play important function in the regulation of 

acute hypoxic—isehemie retinal injury． 

Key words neuroglobin；hypoxia—ischemia injury；retina 

摘要 目的 探讨大 鼠急性缺血性视网膜损伤 中脑红蛋 白(NGB)基因的表达及变化 。 方法 随机将 50～60日龄 

Wistar大 鼠 70只分为 7组 ，左眼造模 ，制成高眼压诱导 的视 网膜急性缺血损伤模 型，分别在 眼压 升高 1、5、10、15、20、30、 

60 min迅速取视 网膜 ，对侧眼作为 自身正常对 照直接 取视 网膜 。提取视 网膜 组织总 RNA，用半 定量 RT—PCR进行检测 。 

结 果 检测 中可见缺血 1 min组 ，NGB mRNA表达较对 照组迅速增加 (P=0．017)，缺 血 5 rain达高峰 ，与对照组 比较差异 

有统计学意义 (P=0．000)；10～15 rain开始 降低 ，但 仍 然保 持 在高 水平 (10 rain，P=0．001；15 min，P=0．038)；20～ 

30 rain已迅速 降低 ，但仍高于对照组(20 min，P=0．269；30 min，P=0．402)；60 rain相对于对照组水平略有降低 ，与对照组 

比较差异无统计学意义(P=0．384)。 结论 大 鼠视 网膜急性缺血损伤后 NGB mRNA表达增强 ，提示 NGB可能在视网 

膜缺氧 的适应性调节过程 中起 了重要作用。 

关键词 脑红蛋 白；缺氧缺血 ；视网膜 
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脑红蛋 白(neuroglobin，NGB)属 于血红素类球蛋 

白家族 ，最初是 由 Burmester等  ̈发现的体内第 3类携 

氧蛋白，因其主要在脑组织中表达 ，故称“脑红蛋 白”。 

作者单位 ：110004沈阳，中国医科大学附属盛京医院眼科 

通讯作者：冯雪梅 (Email：fengxm_06@sina corn) 

Schmidt等 发现小 鼠视网膜神经所有神经元中均有 

NGB表达 ，其浓度为脑 内浓度的 100倍。NGB能够可 

逆性地结合氧 ，且与氧有很高的亲和力，在神经系统氧 

的摄取、运输和利用等生理过程 中起着极其重要 的作 

用。在脑和视网膜的不同区域 NGB含量各异 ，与各区 

域对缺氧的敏感性不 同是一致 的。NGB在神经系统 



缺氧的适应性反应过程 中起重要作用，体外低氧损伤 

和体外中枢系统缺血试验中 NGB的表达增高，且 NGB 

的含量越低对缺氧的耐受性越差 。关 于视 网膜 NGB 

的研究尚处于初级阶段 ，本研究采用大鼠视 网膜急性 

缺血缺氧模型通过 RT-PCR技术对大鼠视网膜缺血缺 

氧损伤模型中不同时间点 NGB mRNA 的表达情况进 

行检测分析 ，探讨 NGB与视网膜缺血缺氧损伤之问的 

相 关性 。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 

选择健康 50～60日龄 Wistar大鼠70只，雌雄不 

限；体重 200～230 g(均系普通级动物)，饲料为全价鼠 

颗粒饲料。大鼠及饲料均由中国医科大学实验动物中 

心提供。饲养温度 18～22℃，相对湿度 55％ ～75％， 

12 h光照维持，自由摄食饮水。纳入标准 ：外眼正常， 

无眼部疾病 ，双眼瞳孔直接对光反射和间接对光反射 

均正常。适应性驯养 3 d后 ，按照分层随机 的原则，将 

70只大鼠按体重大小依次编号后 ，使用随机数字表法 

将大鼠随机分为 7组 ，每组 10只，左眼制作视网膜缺 

血缺氧损伤模型 ，对侧眼为正常对照。动物的使用遵 

循 ARVO标准。 

1．2 模型的制作及取材 

所有动物称重后用 10％水合氯醛左下腹腔注射 

麻醉(0．3 mL／lO0 g)。同定动物，将连接生理盐水瓶 

输液管的5号半头皮针沿颞侧角膜缘刺人眼前房，然后 

升高输液瓶至输液的高度与动物眼垂直距离为 150 cm 

处 ，可造成大鼠眼内 110 mmHg(1 mmHg=0．133 kPa) 

的人为高眼压 ，这一压力接近大鼠体循环收缩压。因 

此 ，完全能造成视网膜血流阻断 。当输液瓶升高 

到 150 em处时 ，可观察到结膜苍白，检眼镜下 (+8～ 

+10)D可见血管断流 ，视网膜缺血，眼底红色反光消 

失 ，此时，大鼠眼内压约为 110 mmHg。分别在眼压升 

高 1、5、10、15、20、30、60 min将动物处死后 ，迅速摘除 

眼球，分离视网膜放入 1．5 mL离心管中，置 一80℃冰 

箱中保存待用。 

1．3 NGB基因 mRNA表达的半定量 RT—PCR测定 

1．3．1 NGB基因引物的设计 与合成 参 照张成岗 

等 的方法，大 鼠 NGB引物序列 上游为 5’．GCAGC 

ATCAATCACAAGCA．3’，下 游 为 5’一AGCCGCAGCCC 

TCTGGAACA一3’。对应大鼠NGB基因编码区49—224 

位 ，扩增产物为 176 bp。13-actin作 为内参照 ，引物序 

列上游为 5’一CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC一3’，下 

游为5’．CCACACAGATGACTTGCGCTCAGG一3’，扩增产 

物为690 bp(上海英骏生物技术公司合成)。 

1．3．2 视网膜组织总 RNA的提取 采用 Trizol法提 

取大鼠视网膜总 RNA，并经紫外分光光度计测 A260／ 

A280值 ，计算总 RNA的纯度及浓度。 

1．3．3 逆转录 一单链 eDNA的合成 等量取上述每 

个标本总 RNA l g，分别使用 AMV逆转录酶(大连宝 

生物工程有限公司)逆转录成 cDNA。 

1．3．4 PCR 反应 分别取 上述逆转 录产物 eDNA 

3 L作为模板进行 PCR反应。反应体系：模板 cDNA 

3 L，5 u／ L Taq 酶 0．2 txL，10×buffer 2．5 L， 

25 mmol／L dNTP 2 L，NGB上下游引物各 0．1 IxL，加 

水补至 25 L，混匀。按下列条件扩增 ：94 c《二预变性 

5 rain，94 clC 30 s，56 oC 30 S，72 oc 1 min，共 30个循环 ， 

72℃延伸 7 min。 

1．3．5 结果分析 取 PCR产物 10 L及 13一actin 2 tzL 

进行 1．5％ EB琼脂糖凝胶电泳，采用紫外 一凝胶成像 

分析系统(G：BOX syngene，美国 Gene公司)记录电泳 

结果，采用 Genetools图像 分 析 软件 定 量分 析 电泳 

结果。 

1．4 统计学方法 

采用 SPSS 15．0统计学软件对所有数据进行统计 

学处理。测试指标的数据资料以 ± 表示。各组测 

试数据的方差齐性检验采用 Levene检验 ，证实方差齐 

(P=0．072)。各时间组 NGB mRNA在视网膜 中表达 

的比较采用完全随机设计 的单 因素方差分析 ，各时间 

组间 NGB mRNA 在视 网膜 中表达 的两两 比较采用 

Dunnett t检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 NGB mRNA的测定 

NGB、3-actin扩增后 的产物片段与设 计相符，结 

果见 图 1。 

2．2 视网膜组织 NGB mRNA表达的变化 

NGB mRNA在高眼压诱导 的大鼠视 网膜急性缺 

血损伤模型 中不 同时问点各组的差异有统计学意义 

(F=8．036，尸=0．000)。缺血 1 rain，NGB mRNA表 

达量迅速增加，与对照组比较差异有统计学意义(P= 

0．017)；缺血 5 rain，NGB mRNA表达达高峰，与对照 

组比较差异有统计学意义(P=0．000)；10～15 min开始 

降低，但仍保持在高水平 ，与对照组比较差异有统计学 

意义(10 rain，P=0．001；15 min，P=0．038)；20～30 min 

已迅速降低 ，但仍高于对照组 ，与对照组相比差异无统 

计学意 义 (20 rain，P =0．269；30 rain，P=0．402)； 

60 min；~[1对于对照组水平略有降低 ，与对照组相比差 
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异 无 统 计 学 意 义 ( P = 0 ． 3 8 4 ) ( 表 1 ) 。

表 1 半 定 量 R T - P C R 检 测 大 鼠 视 网 膜 缺 血 损 伤

N G B m R N A 的 表 达 ( x ± s )

T a b l e 1 E x p r e s s i o n o f n e u r o g l o b i n m R N A i n r e t i n a a f t e r

h y p o x i e — i s c h e m i c r e t i n a l i n j u r y ( x ± S )

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

3 讨 论

B ～ a c t i n

N G B

人 N G B 基 因
¨ 0

位 于 染 色 体 1 4 q 2 4
， 在 高 级 脊 椎 动

物 N G B 基 因 是 一 种 高 度 保 守 的 基 因 ， 其 相 对 分 子 质 量

约 为 1 7 0 0 0
， 主 要 以 单 体 形 式 存 在 于 神 经 细 胞 中 。

N G B 在 大 多 数 中 央 和 周 围 神 经 细 胞 中 均 有 表 达
⋯ 。

， 在

外 周 神 经 系 统 和 代 谢 活 跃 的 内 分 泌 组 织 ( 如 肾 上 腺 和

垂 体 ) 以 及 一 些 其 他 组 织 ( 如 肝 、 肾 、 心 肌 和 骨 骼 肌 等 )

也 有 表 达
" 0

。 N G B 仅 在 脑 和 视 网 膜 的 神 经 元 中 表 达 ，

在 胶 质 细 胞 中无 表 达
∽ 。 ⋯

。 视 觉 系 统 中 ， 除 色 素 上 皮

层 和 光 感 受 器 外 节 ，
N G B 分 布 于 视 网 膜 全 层 ， 主 要 集

中 于 视 网 膜 丛 状 层 和 光 感 受 器 内 节 的 椭 球 体 中 ， 这 些

均 与 视 网 膜 的 耗 氧 和 线 粒 体 的 亚 细 胞 定 位 相 一 致
⋯ 。

。

还 有 研 究 发 现 ，
N G B 在 虹 膜 、 睫 状 体 和 视 神 经 中 亦 有

一 定 量 的 表 达 ， 而 且 其 黄 斑 区 域 的 含 量 明 显 高 于 其 他

部 位 ， 由 于 黄 斑 是 视 功 能 最 重 要 的 区 域 ， 因 此 进 一 步 地

支 持 了 N G B 与 视 网 膜 耗 氧 有 关 的 假 设
” “

。 此 外 ， 通

过 免 疫 荧 光 和 电 镜 技 术 检 测 正 常 人 眼 视 网 膜 和 末 期 青

光 眼 患 者 的 视 网 膜 切 片 发 现 ， 在 末 期 青 光 眼 患 者 视 网

膜 的 丛 状 层 和 光 感 受 器 内 节 以 及 核 层 N G B 表 达 增 强 ，

而 在 视 网 膜 其 他 层 很 少 表 达 。 并 提 示 在 视 网 膜 病 理 因

素 ( 如 低 氧 、 缺 血 和 氧 化 应 激 ) 作 用 的 过 程 中 N G B 可

能 起 到 保 护 作 用
” ⋯

。

视 网 膜 是 人 体 中 耗 氧 量 最 大 的 组 织 ， 缺 氧 将 直 接

导 致 视 觉 传 导 过 程 的 严 重 障 碍 。 临 床 上 常 见 的 青 光

眼 、 糖 尿 病 视 网 膜 病 变 、 视 网 膜 中 央 动 脉 、 静 脉 阻 塞 等

疾 病 的 发 生 发 展 都 与 视 网 膜 缺 氧 有 关 系 。 本 研 究 测 量

了 高 眼 压 诱 导 的 大 鼠 视 网 膜 急 性 缺 血 不 同 时 间 N G B

m R N A 表 达 量 的 变 化 ， 结 果 发 现 N G B m R N A 的 表 达 呈

现 时 相 性 变 化 ， 视 网 膜 缺 血 后 N G B 转 录 水 平 迅 速 增

高 ， 说 明 N G B 对 缺 氧 的 反 应 非 常 敏 感 ， 提 示 该 基 因 有

可 能 在 视 网 膜 缺 氧 的 适 应 性 保 护 过 程 中 起 重 要 作 用 。

缺 血 缺 氧 条 件 下 ，
N G B 的 反 应 性 升 高 可 能 加 速 氧 向 神

经 组 织 及 在 神 经 组 织 中 的 转 运 ，
N G B 贮 存 氧 的 释 放 可

能 在 一 定 程 度 上 延 缓 神 经 细 胞 的 死 亡 以 及 增 强 对 缺 氧

的 耐 受 性 。 因 此 ， 推 测 缺 氧 1 ～ 1 5 m i n 这 一 阶 段 为 神

经 细 胞 缺 血 缺 氧 代 偿 期 ， 视 网 膜 缺 血 缺 氧 条 件 下 ，
N G B

可 能 通 过 其 结 合 氧 的 释 放 及 基 因 转 录 加 速 其 内 源 性 表

达 增 加 2 个 途 径 缓 冲 缺 氧 程 度 。 但 机 体 的 代 偿 是 有 限

的 ，
2 0 m i n 时 N G B 的 表 达 量 开 始 下 降 ， 但 仍 高 于 正 常

对 照 组 ， 到 6 0 m i n 后 N G B 的 表 达 下 降 至 正 常 水 平 以

下 ， 推 测 此 时 由 于 持 续 缺 血 缺 氧 已 渐 渐 进 入 失 代 偿 期 ，

严 重 的 缺 氧 已 经 不 能 引 起 N G B 表 达 的 明 显 改 变 ， 神 经

元 开 始 出 现 不 可 逆 性 改 变 。 这 与 S m i t h 等
” 。 。

和

J o h n s o n 等
” “

的 研 究 发 现 升 高 眼 压 至 1 1 0 m m H g 造 成

大 鼠 视 网 膜 缺 血 的 组 织 学 耐 受 时 间 为 1 5 ra i n 相 一 致 。

视 网 膜 缺 氧 缺 血 性 损 伤 一 直 是 临 床 上 难 以 解 决 的 问

题 ， 目前 研 究 大 多 集 中 在 缺 氧 缺 血 后 引 起 的 形 态 学 改

变 及 代 谢 改 变 ， 如 细 胞 内 C a
“

超 载 产 生 的 损 伤 作 用 、

刺 激 性 氨 基 酸 的 毒 性 、 自 由 基 的 氧 化 作 用 等 ， 保 护 剂 的

研 究 也 围 绕 这 几 个 方 面 ， 如 钙 拈 抗 剂 、 刺 激 性 氨 基 酸 拮

抗 剂 、 自 由 基 清 除 剂 及 抗 氧 化 剂 等
” ⋯

， 另 外 ，

一 些 细 胞

因 子 ， 如 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 、 睫 状 神 经 营 养 因 子 、 碱

性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 及 热 休 克 蛋 白 7 0 等 也 被 应 用

于 保 护 剂 的 研 究 ， 结 果 并 不 理 想 。 N G B 这 一 对 氧 转 运

和 氧 储 存 起 重 要 作 用 分 子 的 发 现 ， 为 缺 氧 及 缺 血 损 伤

的 研 究 提 供 了 全 新 的 方 向 ， 使 我 们 有 可 能 在 缺 氧 的 极
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早期就利用此携氧载体干预缺氧的发生和发展，为临 

床上常见且难治的视网膜缺血缺氧性疾病的预防和治 

疗带来新的希望。 
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