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摘  要 

目的：观察柚皮素处理后视网膜缺血再灌注损伤(retinal ischemia-reperfusion injury, RIRI)大鼠视网膜

血红素氧合酶-1 (hemeoxygenase-1, HO-1)和caspase-3的变化，探讨柚皮素治疗RIRI的作用机制，为视

网膜氧化应激的治疗提供新的的治疗方案。方法：取55只Wistar250-33g健康大鼠随机分为正常对照组

5只，RIRI组25只，NAR + RIRII组25只(柚皮素组腹腔注射100 mg/kg柚皮素，每天1次，连续7 d后采

用高眼压法制成RIRI模型，后两组于RIRI后12 h、24 h、48 h、3 d、7 d各处死5只鼠。采用尼氏染色观

察HPC对各组大鼠视网膜的影响，免疫组织化学法动态观察柚皮素对RIRI大鼠HO-1、caspase-3表达的

影响。结果：尼氏染色显示正常组视网膜结构清晰，RIRI组大鼠视网膜各层水肿，分布紊乱、细胞稀疏，

柚皮素处理组与RIRI组比较，各层组织水肿明显减轻，细胞排列较规整。正常大鼠视网膜组织HO-1、
caspase-3极少量表达，RIRI后RIRI组HO-1表达升高，NAR + RIRII组HO-1表达较RIRI组升高，RIRI组
caspase-3表达升高，NAR + RIRII组caspase-3表达较RIRI组减少；与RIRI组比较，NAR + RIRII组HO-1
阳性细胞数增多，caspase-3蛋白表达减少，差异有统计学意义(P < 0.05)。结论：柚皮素可促进缺血再

灌注损伤大鼠视网膜HO-1蛋白，减少caspase-3的表达，减轻视网膜损伤，具有视网膜保护作用。 
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Abstract 
Objective: To observe the dynamic changes of retinal heme oxygenase-1 and caspase-3 in rats with 
retinal ischemia-reperfusion injury( RIRI) after naringin treatment, and to explore the mechanism 
of naringin in the treatment of RIRI, so as to provide a new treatment scheme for RIRI. Methods: 
Fifty-five Wistar adult healthy rats were randomly divided into normal control group (N = 5), RIRI 
group (RIRI = 25) and NAR + RIRII group (NAR + RIRI = 25) (naringin group was intraperitoneally 
injected with 100 mg/kg naringin once a day for 7 days, and the RIRI model was established by 
intraocular pressure method, Five rats in the latter two groups were sacrificed at 12 h, 24 h, 48 h, 
3 d and 7 d after RIRI. The effects of HPC on retina of RIRI rats were observed by Nissl staining, and 
the effects of naringin on the expression of HO-1 and caspase-3 in RIRI rats were dynamically ob-
served by immunohistochemistry. Results: Nissl’s staining showed that the retina structure of rats 
in the normal group was clear, while that of rats in the RIRI group was highly edema, with disor-
dered and sparse distribution. Compared with the RIRI group, the edema of cells in each layer was 
significantly reduced in naringin treatment group, and the cell arrangement was more orderly. 
The expression of HO-1 and caspase-3 in retina tissue of normal rats was very small. After RIRI, 
the expression of HO-1 in RIRI group was increased, the expression of Ho-1 in NAR + RIRII group 
was higher than that in RIRI group, and the expression of caspase-3 in RIRI group was increased. 
The expression of caspase-3 in NAR + RIRII group was lower than that in RIRI group. Compared 
with RIRI group, the number of Ho-1 positive cells in NAR + RIRII group increased, and the expres-
sion of caspase-3 protein decreased, with statistical significance (P < 0.05).Conclusion: Naringin 
can promote the retinal Ho-1 protein, reduce the expression of caspase-3, and alleviate the retinal 
damage in rats with ischemia-reperfusion injury. 
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1. 引言 

随着糖尿病发病率升高及人口老龄化发展，糖尿病性视网膜病变、视网膜动静脉血管阻塞等常见的

视网膜缺性疾病发病率逐渐升高，视网膜缺血再灌注损伤(retinal ischemia-reperfusion injury, RIRI)治疗也

成为眼科学者的研究热点，眼内注药抗 VEGF、地塞米松缓释剂等措施也确实减缓了病情进展，但由于

手术的风险及开展条件等限制了部分基层医院及偏远地区的普及，而适合全身用药的选择却较窄，近年

来特别是中药制剂逐渐被重视，中药制剂柚皮素来源广泛，可提取于中药枳实及柑橘类水果，具有抗菌

消炎、抗氧化清除自由基、抗癌抗肿瘤、调节脂代谢、抑制衰老等多种药理作用[1] [2] [3]。经研究证实，

柚皮素对于缺血再灌注心脏、肺、肠、脑组织、神经组织均有保护作用[4]-[10]，柚皮素预处理通过可抑

制 GRP78、CHOP 和 caspase-12 的表达上调，改善心肌再灌注损伤引起的内质网应激及其相关凋亡通路

[11]；天冬氨酸蛋白水解酶 3 (caspase-3)是调亡小体组成部分，柚皮素预处理通过干预调亡小体级联反应

抗心肌再灌注氧化作用[6]。并通过抑制 PI3K/AKT 信号通路介导的炎症保护再灌注肺组织[7]，已有研究

从线粒体以及核因子 E2 相关因子、SIRT1/NF-κB 信号通路方面明确柚皮素对脑缺血再灌注损伤的神经保

护[12] [13]。 
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视网膜上视神经细胞密集，被称为第二大脑，理论上如同神经组织对柚皮素反应，研究证实，柚皮

素可减轻糖尿病视网膜病变大鼠氧化损伤[14]，但对缺血再灌注视网膜的作用需要进一步探讨，本研究本

通过腹腔内注射柚皮素后建造高眼压大鼠视网膜缺血再灌注模型，深入观察柚皮素对缺血再灌注视网膜

保护因子 HO-1 和凋亡指标 caspase-3 指标的影响，并初步证实其保护作用。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验动物 

Wistar 大鼠 55 只，质量 250~300 g (由山东鲁抗医药股份有限公司实验动物中心提供)。按随机数字

表随机分为正常对照组(正常对照组) 5 只、RIRI 模型组 25 只、NAR + RIRII 组 25 只，RIRI 组与柚皮素 + 
RIRI 组于 RIRI 后 12 h、24 h、48 h、3 d、7 d 各处死 5 只大鼠。 

2.2. 试剂 

HO-1 兔抗大鼠多克隆抗体、封闭山羊血清(武汉博士德生物工程有限公司)；活性 caspase-3 兔抗大鼠

多克隆抗体(1:75，北京博奥森生物技术有限公司)，柚皮素(上海阿拉丁生化科技股份有限公司)、山羊抗

兔二步法试剂盒、DAB 显色试剂盒(北京博奥森生物技术有限公司)。 

2.3. 方法 

1) 缺血再灌注模型(R)的制作：采用高眼压法建立大鼠 R 模型，100 g·L−1水合氯醛腹腔注射麻醉，

贝诺喜(盐酸奥布卡因滴眼液)局部麻醉，复方托吡卡胺眼液(美多丽)散瞳，自制鼠架固定后把连接有 500 
mL 生理盐水瓶输液管的 5 号小儿头皮针自颞侧角膜缘刺入大鼠右眼前房并胶布黏贴固定，保持输液瓶与

大鼠右眼垂直距离 150 cm，直接眼底镜观察视网膜血供中断，视乳头色苍白，角膜逐渐雾浊，说明大鼠

视网膜缺血模型制作成功，此时计时 60 分钟后逐渐降低输液瓶高度，从而缓慢降低眼压，直至恢复正常

眼压与视网膜血供，从而制成 R 模型。 
2) 给药方法 
柚皮素组(N + R)腹腔内注射 100 mg/kg 柚皮素，每天 1 次，连续 7 天，第 7 天行缺血再灌注。 
3) 标本的收集与组织切片的制备：R 组和 N + R 组在再灌注后 12 小时、24 小时、48 小时、3 天、7

天时间点各脱臼处理 5 只大鼠，同时于各时间点处理正常对照组大鼠 1 只。处死方法符合动物伦理学，

取眼球，去角膜，40 g·L−1多聚甲醛固定，梯度酒精脱水，常规石蜡包埋，平行于视神经矢状轴且以其为

平面的视网膜进行切片，厚度为 5 μm，置多聚赖氨酸预先处理过的载玻片上。 
4) 尼氏染色：石蜡切片 60℃烤片 2 小时，脱蜡至水，60℃甲苯胺蓝 1 min，蒸馏水冲洗干净，体积

分数 75%酒精 1 min、85%酒精 1 min，95%酒精分化 2 min，100%酒精 10 min，二甲苯透明，中性树胶

封片，置光学显微镜下观察。 
5) 免疫组化检测 HO-1 含量、caspase-3 蛋白含量，石蜡切片 60℃烤片 2h，脱蜡至水，热修复抗原，

H2O2消除内源性过氧化物酶，正常山羊血清封闭后，加入一抗，4℃冰箱中过夜；复温后 0.01 mol·L−1的

PBS 冲洗，滴兔抗二步法试剂盒，DAB 显色 2~3 min，用 PBS 冲洗切片表面多余的 DAB，苏木素复染，

梯度酒精脱水，二甲苯透明后，中性树胶封片，置光学显微镜下观察，每只大鼠取 4~5 张非连续切片，

计数 HO-1、caspase-3 阳性细胞数。 

2.4. 数据处理与统计学分析 

采用图像分析系统软件(image tool version 1.0)计数固定单位区域视网膜 HO-1、caspase-3 阳性细胞数。
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采用 SPSS18.0 统计学软件对数据进行统计学分析，全部计量数据用 x s± 表示，两组间比较采用 t 检验进

行统计学分析，P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 尼氏染色观察实验大鼠组织结构变化 

尼氏染色显示正常对照鼠视网膜结构清晰，各层细胞排列整齐紧密，R 组大鼠 12 h、24 h 各层组织

水肿明显，48 h 水肿减轻，神经节细胞数量减少，分布紊乱、稀疏，至 7 d 视网膜内层萎缩，神经节细

胞大片缺失；N + R 组与 R 组比较，24 h、48 h、3 d 组各层细胞水肿明显减轻，排列比较规整，分布较

整齐(图 1)。 
 

     
Figure 1. The Nissl staining results were observed under light microscopy in the retina of each group (×400). A: The CON 
group; B: The Rgroup 3 days after RI; C: The N + R group 3 days after RIRI 
图 1. 光镜下观察各组网膜尼氏染色(×400)。A：正常对照组；B：RIRI 组 RIRI 后 3 d；C：NAR + RIRI 组 RIRI 后 3 d 

3.2. 免疫组化观察实验大鼠视网膜中 HO-1 表达 

正常对照组视网膜可见微量 HO-1 阳性细胞，为(31.45 ± 4.25)个·mm−2，RIRI 组 HO-1 阳性细胞在 12、
24 h、48 h 及 3 d 显著高于正常对照组，主要分布于内核层、神经节细胞层，外核层亦见少量表达，阳性

细胞在造模后 24 h 达高峰，48 h 开始下降，3 d 下降明显，7 d 仍高于正常对照组；N + R 组阳性细胞遍

布视网膜神经节细胞层、内核层、外核层、色素上皮细胞层，阳性细胞在 24 h 达高峰，48 h 仍高，各时

间点阳性细胞均显著多于 R 组(P < 0.05，见图 2、表 1)。 

3.3. 免疫组化观察实验大鼠视网膜中 Caspase-3 表达 

正常视网膜可见微量 caspase-3 阳性细胞，阳性表达棕色，位于胞浆、胞核，R 后视网膜神经节细胞

层、内核层均可见许多活性 caspase-3，R 后 N + R 组阳性细胞均少于 RIRI 组(P < 0.05，见图 3、表 2)。 
 

     
Figure 2. Positive expression of HO-1 protein in the retina of each group (×400). A: The CON group; B: The RI group 24 
hours after RIRI; C: The N + R group 24 hours after RIRI 
图 2. 各组视网膜 HO-1 蛋白表达情况(×400)。A：正常对照组；B：RIRI 组 RIRI 后 24 h；C：N + R 组 R 后 24 h 
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Table 1. Number of HO-1 positive cells in each group at different time points (cells·mm−2) 
表 1. 各组不同时间点 HO-1 阳性细胞数(cells·mm−2) 

Group 12 hours 24 hours 48 hours 3 days 7 days 

R 119.22 ± 4.76 128.53 ± 4.28 130.78 ± 4.13 98.22 ± 5.27 51.22 ± 5.13 

N + R 136.26 ± 4.25 140.78 ± 4.97 143.34 ± 5.18 107.48 ± 5.21 62.27 ± 5.15 

t 4.156 4.441 2.848 2.873 2.862 

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 

 

     
Figure 3. Positive expression of caspase-3 protein in the retina of each group (×400). A: The CON group; B: The R group 48 
hours after RIRI; C: TheN + R group 48 hours after RIRI 
图 3. 各组视网膜 caspase-3 蛋白表达情况(×400)。A：正常对照组；B：R 组 R 后 48 h；C：N + R 组 R 后 48 h 
 
Table 2. Number of caspase-3 positive cells in each group at different time points (cells·mm−2) 
表 2. 各组不同时间点 caspase-3 阳性细胞数(cells·mm−2) 

Group 12 hours 24 hours 48 hours 3 days 7 days 

R 220.64 ± 5.67 413.54 ± 5.35 318.86 ± 5.87 60.56 ± 6.07 21.47 ± 4.56 

N + R 190.54 ± 4.77 336.78 ± 4.69 231.34 ± 5.57 48.89 ± 5.67 17.57 ± 4.46 

t 2.865 3.789 3.268 2.986 2.802 

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 

4. 讨论 

组织的缺血再灌注导致的抗氧化应激损伤存在于身体诸多器官，眼、肾脏、脑组织常见，HO-1 广泛

参与组织细胞的抗氧化应激[15]，是体内一种内源性保护因子，对肝组织、肺组织、血管内皮细胞、胶质

细胞具有保护作用，可减轻炎性损伤[16]可降低氧化应激的损伤物质，升高抗氧化应激物质[17] [18]，通

过诱导血红素加氧酶-1 的表达抑制氧化应激和血管钙化[18]。HO-1 调节 Nrf2 发挥抗炎以及抗氧化作用

[19]，柚皮素通过调控 HO-1 信号通路，增强 Nrf2 和 HO-1 的表达，促进抗氧化酶 SOD、GSH-Px 释放，

对百草枯中毒大鼠急性肺损伤具有保护作用[20]，同理是通过增强 Nrf2 和 HO-1 的表达减轻高血压大鼠

肾损伤[21]。那么，柚皮素在大鼠缺血再灌注损伤的视网膜中对 HO-1 起到什么作用，柚皮素还可在治疗

后减少衰老诱导的视网膜各层结构如视网膜内丛状层和内核层萎缩变薄减轻视网膜衰老[22]，柚皮素通过

改变细胞凋亡及 Nrf2-ARE 减轻糖尿病视网膜病变大鼠氧化损伤[14]，HO-1 是 Nrf2 介导的组织抗氧化机

制中其中一种重要的组织保护酶，对此，我们进行实验研究，柚皮素处理后的大鼠缺血再灌注损伤的视

网膜 HO-1 含量在 12 h、24 h、48 h、3 d、7 d 各组均高于对照组，见图 2，峰值在 48 h，波峰前移增宽，

HO-1 含量在 24~48 h 含量明显高于对照组，各组差异均有统计学意义，见表 1。 
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caspase-3 是细胞凋亡信号通路下游关键的执行蛋白酶，而活性 caspase-3 是凋亡发生前的重要蛋白，对

于凋亡的发生具有重要意义，多项研究证实，caspase-3 在缺血再灌注损伤组织中起重要功能[15] [23]，而

柚皮素对心肌 I/R 损伤大鼠细胞凋亡的影响研究中证实 caspase-3 蛋白水平较 I/R 组降低[24]，降低了细胞凋

亡，低氧预适应可改变大鼠缺血视网膜 caspase-3 蛋白水平[25]，故推测柚皮素对损伤组织的保护作用可通

过 caspase-3 调节，本实验中柚皮素处理后的大鼠缺血再灌注损伤的视网膜 caspase-3 蛋白含量在 12 h、24 h、
48 h、3 d、7 d 各组均低于对照组，见图 3，峰值在 24h，各组差异均有统计学意义，见表 2。 

总之，柚皮素可以升高缺血再灌注大鼠视网膜中 HO-1 蛋白的表达，降低 caspase-3 蛋白含量，减轻

再灌注大鼠视网膜的损伤，具有组织保护作用。 
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