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重组人促红细胞生成素对急性高眼压兔视网膜 

谷氨酸表达的影响 

王建明 熊 蕾 孙乃学 赵世平 

Effects of recom binant hum an erythrOp0ietin on glutam ate expression in the 

retina with acute high intraocular pressure in a rabbit m odel 

Wang Jianming，Xiong Lei，Sun Naixue，Zhao Shiping．Department of Ophthalmology，Affiliated Second Hospita1 

of Medical School of Xi’an Jiaotong University，Xi’an 71 0004，China 

Abstract Objective The neuroprotecti0n provided by recombinant human erythropoietin(rhEPO)on the retina from 

ischemia—repeffusion injury has been confirmed but its mechanism is not fully understood．The present study aimed to investigate 

the effect of systenfic administration of recombinant human erythropoietin(rhEPO)on the expression of glutamate in the retina 

after acute high intraocular pressure in vitro． Methods The acute high intraocular pressure models were established by the 

peffusion of physiological saline into anterior chamber of the lateral eye in forty—eight Japanese white rabbits．Other 6 Japanese 

white rabbits were as normal control group．The experimental rabbits were then equally divided into the model group and EPO 

group，and hypodermic injection of rhEPO was only performed in the EPO group．Glutamate expression in the retina in both groups 

was observed by immunohistochemistry on days 1，3，7，and 14 after retinal ischemia—reperfusion．Glutamate expression in another 

6 rabbit retina without any treatment was determined as normal by the same method．The use of animal followed the Standard of 

Association for Research in Vision and Ophthahnology． Results No positive expression of glutamate was observed in normal 

rabbit retina，but positive expression response of glutamate occurred in the rabbit retina of the model group．The number of positive 

expression cells in the EPO grouP was more than that in the model group at each time pointf P <0．O1)．On day 14 after ischemia- 

reperfusion．the number of positive expression cells was 3．3±1．1 per high visual field in the retina of the model group but 0．3± 

0．2 in the retina of the EPO group，showing a significant decrease of positive expression cells in EPO group(P<0．01)． 

Conclusion Systemic administration of rhEPO can down—regulate the expression of glutamate in the retina with acute high 

intraocular pressure．This process may be one of the mechanisms that rhEPO protects the retina from ischemia reperfusion injury． 
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摘要 目的 探讨全身应用重组人促红细胞生成素(rhEPO)对急性高眼压兔眼视网膜谷氨酸表达的影响。 方法 

采用 日本大耳白兔54只，其中6只兔设为正常对照组。其余48只兔采用生理盐水前房灌注加压法建立急性高眼压模型， 

其中24只兔皮下注射 rhEPO为 EPO组，另外24只兔为模型组。分别于造模后第 1、3、7、14天免疫组织化学法观察视网膜 

谷氨酸的表达。 结果 正常组视网膜组织无谷氨酸表达。模型组兔眼视网膜出现谷氨酸阳性表达细胞，各观察时间点 

EPO组兔眼视网膜谷氨酸阳性表达细胞数较模型组减少，差异均有统计学意义(P<0．O1)。实验第 14天，模型组视网膜谷 

氨酸阳性表达细胞数为(3．3±1．1)个／高倍视野，EPO组为(0．3±0．2)个／高倍视野，差异有统计学意义(P<0．01)。 结论 

rhEPO可以下调兔眼急性高眼压引起的视网膜谷氨酸高表达，可能与 rhEPO保护视网膜神经功能损害有关。 

关键词 促红细胞生成素；谷氨酸；视网膜；神经保护 

分类号 R 775 文献标识码 A 文章编号 1003—0808(2009)12-1080—04 

本课题为陕西省科技攻关基金(2008K14-07-4)、西安市社发医药 

卫生研究项 目(SF08004．2)资助 

作者单位 ：710004西 安交通 大学 医学 院第二附属 医院眼科 

通讯作者：王建明(Email：xajdwjm@163．coin) 

促红细胞生成素(erythropoietin，EPO)能够通过刺 

激骨髓红系造血 ，作为治疗各种原 因引起的贫血药物 

在临床上应用广泛 ，不 良反应少 。视网膜缺血 一再灌 

注可以导致严重的视神经损害，兴奋性氨基酸参与了 
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神经的损害过程。近来的研究表明，EPO可能是一种 

新的视网膜神经保护药物 -3 3。EPO是否可通过调节 

缺血 一再灌注损伤视网膜的氨基酸释放 尚不清楚。本 

研究通过观察视 网膜谷氨酸表达 的变化 ，进一步探讨重 

组人促红细胞生成素(recombinant human erythropoietin， 

rhEPO)对急性高眼压视网膜缺血 一再灌注时视网膜 

神经功能的保护机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物及分组 健康成年 日本大耳白兔 54 

只(西安交通大学医学实验动物中心提供)，体重 2．0 

～ 2．5 kg，雌雄不 限。实验前 裂隙灯 显微 镜及检眼镜 

检查眼部无异常。6只兔设为正常对照组，其余 48只 

兔平均分为模型组和 EPO组 ，每只兔任选 1只眼作为 

实验眼，建立急性高 眼压模型。实验过程 中动物 的使 

用和喂养遵循 ARVO声明。 

1．1．2 主要药物及试剂 rhEPO(成都地奥制药有限 

公司)；眼表面麻 醉剂 benoxil(Et本参 天制药株式会 

社 )；普南扑灵滴眼液(日本千寿制药株式会社 )；一抗 

为兔谷氨酸多克隆抗体(武汉博士德公司)；免疫组织 

化学染色浓缩型 SP系列检测试剂 盒(北京 中山生物 

技术有限公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 急性高眼压模型的建立 采用生理盐水前房灌 

注加压法 ，造成 110 mmHg(1 mmHg=0．133kPa)的眼 

压，持续50 min，然后恢复正常眼压使视网膜血供恢复，建 

立实验性急性高眼压的视网膜缺血 一再灌注损伤模型。 

1．2．2 实验动物造模后的处理 于造模前 3 d及造模结 

束时，EPO组兔按每公斤体重给予 rhEPO 100 txmol／min 

皮下注射，共 2次。于造模后第 1、3、7、14天每组各摘 

除 6只眼球(／7,=6)，40 g／L多聚甲醛 固定 ，石蜡包埋 ， 

进行视网膜免疫组织化学染色，观察视网膜组织谷氨酸 

的表达。 

1．2．3 视网膜谷氨酸表达的免疫组织化学染色及观 

察 采用标准 的 SP免疫组织化学检测方法 ，DAB显 

色。阴性对照用 PBS代替一抗 。常规 5 Ixm厚石蜡切 

片。分别取4个观察时间点各组的石蜡切片，60 孵 

育 15 min，取 出后室温冷却 ，常规梯度脱蜡 、水化 ，PBS 

冲洗5 min×3次，按照 sP免疫组织化学试剂盒操作 

方法完成标本染色，一抗稀释度为1：200。抗原修复使 

用胰蛋白酶消化法(0．05 nkat／L)。在高倍光学显微镜 

下观察免疫组织化学染色结果 。所有切片均在同一放 

大倍数 、同一光强度下分析 。每只眼球做 3张切片 ，于 

双目高倍光学显微镜下，使用 Motic Med 6．0数码医学 

图像分析 系统 (A型，厦门麦克奥迪 实业集团有限公 

司)测量每张切片距视盘边缘 1．5 mm处两侧各 1个 

高倍视野内内层视网膜(内界膜到外核层和外网状层 

交界处)的免疫反应阳性细胞数。细胞核或细胞浆内 

出现棕黄色着色为阳性细胞。每只眼球的阳性细胞数 

分别来 自于3张切片的6个数据。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 10．0统计学软件进行统计学处理。实 

验测试指标 的数据资料以 ±s表示 ，各时间点模型组 

和 EPO组谷氨酸阳性表 达细胞数 的比较采用独立样 

本 的 t检验 。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 视 网膜谷氨酸免疫组织化学染色观察 

正常 组 视 网膜 未 见 谷 氨 酸 阳性 表 达 细胞 (图 

1A)。模型组视网膜谷氨酸染色阳性颗粒 出现在视 网 

膜神经节细胞(retinal ganglion cells，RGCs)层，内核层 

(inner nuclear layer，INL)未见到 阳性 细胞 ；随着观察 

时间的延长，阳性染色细胞数量逐渐减少，至第 14天 

减至最少(图 1B，1C)。EPO组谷氨 酸阳性染色 出现 

在 RGCs层 ；随着观察时间的延长 ，阳性染色细胞数量 

也逐渐减少，至第 14天减至最少 (图 1D，1E)。EPO 

组各观察时间点谷氨酸阳性细胞数量均较模型组少 。 

2．2 视网膜谷氨酸免疫组织化学染色阳性细胞计数 

正常对照组视 网膜未见谷氨酸 阳性表达细胞 ，其 

余 2组不同时间点视网膜谷氨酸阳性表达细胞数见表 

1。第 1、3、7、14天，EPO组视网膜谷氨酸表达阳性细 

胞数 均 少 于 同 时 问点 模 型 组 ，差 异 有 统 计 学 意 义 

(P<0．01)。 

表 1 模型组与 EPO组兔视 网膜谷氨酸 阳-眭表达 

细胞数比较(x-4- ，，l=6，个／高倍视野) 

Table 1 Comparison of numbers of glutamate positive cells between 

model group and EPO group( ±s，n=6，cells／high visual field) 

Glutamate positive cells in different time points 

1 d 3 d 7 d l4 d 

(Student’S t test) 

3 讨论 

视网膜缺血 一再灌注损伤中 RGCs的死亡机制有 

兴奋性氨基酸毒性学说和神经营养 因子缺乏所致的细 






