
2017, 32(3)    ykxb.amegroups.com
125

眼科学报
Yan  K e  Xue  B ao

缺氧诱导因子-1信号通路在高眼压模型中的表达

吴克玲，龚若文，董旭，左成果，高新博，林明楷，葛坚

(中山大学中山眼科中心，眼科学国家重点实验室，广州 510060)

[摘　要]	 目的：研究缺氧诱导因子-1(hy pox ia inducible factor-1，HIF-1)信号通路在高眼压状态下的表达

情况。方法：利用前房注射磁性微球法建立大鼠高眼压动物模型，通过荧光金逆行标记观察视

网膜神经节细胞(retinal  ganglion cel ls，RGCs)的存活情况，提取视网膜组织行Western印迹检测

HIF-1α、血管内皮生长因子-A(vascular endothelial grow th factor A，VEGF-A)-和促红细胞生成素

(erythropoietin，EPO)的表达，并分析HIF-1α的变化趋势与眼压之间的关系。结果：高眼压1 d时平

均眼压为(40.33±2.94) mmHg，第3天为(68.83±2.85) mmHg，第10天时下降至(43.67±3.67) mmHg，

后趋于稳定，与对照眼相比差异均有统计学意义(P<0.01)。高眼压2周时中央、中间和周边视网

膜的RGCs存活率分别为61.1%±1.1%，68.5%±8.5%和73.6±3.6%，至高眼压3周迅速下降，分别为

33.2%±3.2%，43.4%±3.4%和51.4%±2.1%。高眼压3 d时，眼压值达最高，HIF-1α，VEGF-A和EPO的

表达亦达高峰，与对照组相比差异均有统计学意义(P<0.01)；后随着眼压值下降，表达也随之逐

渐减少。眼压升高3 d，7 d，2周分别与对照组的HIF-1α/GAPDH的蛋白灰度比和眼压值间的相关

系数为0.977，0.886，0.763，差异具有统计学意义(P<0.01)。结论：HIF-1α的表达在一定条件下与

眼压值呈正相关，该通路的早期激活可能在高眼压病程中扮演重要的角色。
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Expression of HIF-1 signaling pathway in the intraocular 
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Abstract Objective: To evaluate the expression of hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) signaling pathway in the state of 

intraocular hypertension. Methods: We established an intraocular hypertension model of BN rats model of 

BN rats through the injection of magnetic microspheres into anterior chamber angle, and then evaluated this 
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血 管 缺 血 学 说 是 青 光 眼 的 重 要 发 病 机 制 之

一，近年来随着Angio-OCT的广泛研究与应用，对

青光眼眼部血流状态有了更多的认识。青光眼视

网膜神经节细胞(retinal ganglion cells，RGCs)的死

亡过程是一个缓慢的凋亡过程，具体可分为两个

阶段：第一阶段是缺血、缺氧造成的细胞损害；

第二阶段是受损的退变细胞释放有害物质引起基

质的改变和损伤。细胞缺氧能够诱导谷氨酸兴奋

性毒性的发生，进而损害神经节细胞[1]。

缺氧诱导因子-1(hy pox ia inducible factor-1，

H I F-1)作为目前唯一对氧最为敏感、对组织缺氧

和其他刺激反应最早的调节因子 [ 2 ]，能够通过激

活 下 游 基 因 的 表 达 ， 增 强 一 系 列 适 应 性 反 应 ，

如 血 管 生 成 、 血 红 素 生 成 、 能 量 代 谢 和 细 胞 增

殖等 [ 3 ]，使细胞适应于短暂且温和的缺氧环境。

Savagian等 [4]通过免疫荧光组织化学方法发现青光

眼动物模型视网膜的HIF-1α表达增强，Tezel等[5]也

发现青光眼患者视网膜和视神经H I F-1α的表达增

加，均从另一角度证实青光眼存在缺血状态。

既往研究[6-7]通过反复的缺氧预刺激，发现不管

在急性或慢性高眼压模型中，早期RGCs的胞体和轴

突损伤均明显减轻，同时研究[8]表明该刺激能够在疾

病的早期阶段通过激活缺氧相关因子来保护RGCs的

形态和功能。HIF-1是缺氧相关因子之一，而这种神

经保护作用的实现很可能与其通路的激活有关[9-10]。

然而，截至目前，在高眼压状态下HIF-1信号

通路的表达趋势和作用机制尚不十分明确，本研

究旨在探索该通路在高眼压状态下的表达情况及

可能起到的作用。

1  材料与方法

1.1  实验动物

BN(Brown Norway)大鼠(6~8周，雄性)由北京

维通利华公司提供，均排除眼部及全身疾病。随

机分为5组，每组10只，共50只，分别为对照组、

高眼压3 d组、高眼压7 d组、高眼压2周组和高眼

压3周组。所有动物均对右眼进行操作，左眼不做

处理。动物饲养于中山大学中山眼科中心SPF级动

物实验室，本研究所采用的各种动物实验操作均

经动物管理委员会批准。

1.2  高眼压模型的建立

1 0 % 水合氯醛 (中山大学中山眼科中心 )腹腔

注射行全身麻醉，爱尔凯因(Alcon)行手术眼局部

麻醉后，将直径约6 mm的环形磁铁固定在眼球周

围；用显微针头(Hamilton)行前房穿刺，33g显微

注射器(Ha m i l to n)从穿刺口进入，往前房注入含

8 μm磁性微球(Bangs Laboratories)的生理盐水溶液

(体积25 μL，浓度50 mg/mL)，注射后停针1 min，

缓慢拔出针头。注射时避开虹膜和晶体，并注意

保护角膜。眼前节观察，磁性微球均匀分布在房

model by measuring the survival rates of retinal ganglion cells (RGCs) through retrograde Fluorogold labelling. 

Western blot was used to detect the protein expression of HIF-1α, vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) 

and erythropoietin (EPO) in the retinal tissue, and HIF-1α protein’s alterable trend as well as its relationship 

with intraocular pressure (IOP) was analyzed. Results: The IOP was (40.33±2.94) mmHg at the first day after 

elevation, (68.83±2.85) mmHg at the third day, and (43.67±2.94) mmHg at the tenth day, then kept stable later. 

The survival rates of RGCs among central, middle and peripheral retina decreased from 61.1%±1.6%, 68.5%±2.0%, 

73.6%±1.5%, at the second week to 33.2%±1.8%, 43.4%±2.4%, 51.4%±2.1% at the third week, the differences were 

statistically significant (P<0.01). The protein expression of HIF-1α, VEGF-A and EPO reached the peak at the 

third day when the IOP was at the highest level, then decreased with the drop of IOP. The correlation coefficient 

between the protein gray value of HIF-1α/GAPDH and IOP among the 3rd day, 7th day, 2 weeks and the control 

was 0.977, 0.886, 0.763 respectively (P<0.01). Conclusion: The expression of HIF-1α had a positive relationship 

with IOP in certain condition, and the early activation of HIF-1 signaling pathway might play an important role in 

the process of glaucoma.

Keywords intraocular hypertension; retinal ganglion cells; hypoxia inducible factor-1; vascular endothelial growth factor A; 

erythropoietin
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角周围的予以纳入，若微球沉着于中央角膜及晶

状体，则予以排除。术毕涂妥布霉素眼膏。对照

组右眼行前房穿刺，并注入等量生理盐水，以最

大限度接近实验组操作。

1.3  眼压测量

建模前、建模后每隔 3 ~ 4  d 行眼压测量并记

录，时间均为上午8:00–9:00。将针头的金属端插

入Tono-lab测量头，垂直角膜中央，利用回弹式原

理行眼压测量；测量中保证动作轻柔及使大鼠处

于安静状态。取连续6个误差小于5%的读数进行记

录，连续6个读数的平均值为该日平均眼压。造模

后开始眼压低于假手术组的1.5倍予以排除。

1.4  RGCs 荧光金逆行标记

将 已 麻 醉 的 大 鼠 置 于 三 维 立 体 定 位 仪 ( 深 圳

市 瑞 沃 德 生 命 科 技 有 限 公 司 ) 上 ， 剪 除 上 丘 处 毛

发 ， 行 皮 肤 碘 伏 消 毒 后 纵 行 切 开 皮 肤 及 皮 下 组

织，暴露颅骨。于冠状缝后6.0 mm，矢状缝两侧

旁 开 3 . 0  m m 处做标记。标记后用电钻(ST R O N G 
90)于颅骨钻孔，直径约0.5 mm。显微注射器吸取

4%荧光金(FluoroChrome)3 μL，垂直固定于颅骨表

面，缓慢进针，深度为4 mm，将荧光金缓慢注入

上丘，停针1分钟后拔出，对侧眼注射采用相同方

法；对位缝合皮肤及皮下组织，涂擦典必殊眼膏

(Alcon)；所有大鼠均于取材前1周行荧光金注射。

1.5  视网膜铺片

大鼠10%水合氯醛过量麻醉后，剪断视神经，

摘除眼球。4%多聚甲醛固定60 min，待球壁坚硬

时，取出眼球，于角膜缘后1 mm处行全周剪开，

移去眼前节，清除玻璃体；将视网膜与脉络膜分

离，把视网膜置于载玻片，玻璃体腔面向上，完

整展开，以视神经为中心做4个放射状切口，使其

呈花瓣状。滴抗荧光淬灭剂(北京普利莱)，封片，

行图像采集。

1.6  Western 印迹

将视网膜置于裂解液(碧云天生物科技有限公

司)中，行超声粉碎，离心，取上清，BCA法测蛋

白浓度；分别配制8%和10%胶；将5；上样缓冲液

和样品按1:4比例混匀，煮沸5 min后冷却。把标志

物和蛋白质样品加入电泳道，恒压90 V电泳。在冰

水混合物上，250 mA电转2 h。转膜完毕，将PVDF

膜置于TBST液摇床上摇洗，5%脱脂牛奶室温封闭1 
h。按不同浓度要求孵育一抗，HIF-1α(美国Novus 
Biologicals公司，1:250)、VEGF-A(美国Abcam公

司，1:500)、EPO(美国Abcam公司，1:500)，4 ℃
过夜。TBST液摇床上摇洗后孵育二抗，鼠抗(美国

CST公司，1:3 000)，兔抗(CST，1:3 000)，室温1 
h。再进行TBST液摇床上摇洗，暗室内ECL试剂盒

曝光。ImageJ行蛋白灰度定量分析。

1.7  统计学处理

SPSS20.0统计学软件进行数据处理。统计结

果以均数±标准差( x± s)表示，方差分析法比较组

间差异，进一步采用 B o n f e r r o n i 法行两两比较。

Pearson法行相关性分析。所有实验数据统计结果

中，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  高眼压模型眼前段照相

眼前段照相可观察到微球位于大鼠眼球角巩

缘，位置较固定，晶体表面无沉着，视轴未受阻

挡。HE染色可见微球完全阻塞于小梁网，模拟了

青光眼小梁网阻塞的机制(图1)。

2.2  高眼压模型眼压测量

眼压升高1天时平均眼压为(40.33±2.94) mmHg 
( 1  m m H g = 0 . 1 3 3  k P a ) ， 第 3 天 时 眼 压 达 峰 值

(68.83±2.85) mmHg。第10天时，眼压逐渐下降至

(43.67±2.94) mmHg，后趋于稳定。从第1天开始，

各测量时间的高眼压组眼压值与对照组相比均明

显增高，差异均有统计学意义( P < 0 . 0 1 )，且都维

持在对照组的1.5倍以上。该方法成功引起眼压升

高，且较为稳定，可维持2~4周(图2，表1)。

2.3  高眼压模型 RGCs 逐渐减少

高眼压2周组与对照组相比，不管是中央、中

间，还是周边视网膜，均出现明显的RGCs凋亡，

RGCs的存活率分别为61.1%±1.1%，68.5%±8.5%，

73.6%±3.6%，差异具有显著统计学意义(P<0.01)。

高眼压3周时，RG Cs的存活率明显下降，分别为

33.2%±3.2%，43.4%±3.4%，51.4%±1.4%，与对照

组相比，差异同样具有统计学意义(P<0.01)。对比

2周及3周组，可以观察到RGCs的存活率的显著性

下降，差异有统计学意义(P<0.01，图3，4)。
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表1 建模前和建模后各测量时间对照组和高眼压组眼压测量值(x±s)

Table 1 IOP measurement between the intraocular hypertension (IOP) and the control group at different time points before and 

after injection (x±s)

组别
眼压/mmHg

第0天 第1天 第3天 第7天 第10天 第14天 第17天 第21天

高眼压组 18.67±1.63 40.33±2.94 68.83±2.85 56.17±2.64 43.67±2.94 39.50±2.35 36.67±3.01 34.67±3.08

对照组 19.05±1.89 20.17±2.31 19.00±1.79 19.83±1.60 19.16±2.40 20.17±1.47 18.83±1.72 20.17±1.72

P >0.05 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

图1 高眼压动物模型造模前、后眼前段

Figure 1 Anterior ocular segment before and after injection 

(A)造模前和(B)造模后行眼前段照相情况(×16)；(C)造模前和(D)造模后房角HE染色情况(×200)。

Anterior segment radiography before (A) and after (B) injection respectively (×16); HE staining of anterior chamber angle before (C) and 

after (D) injection respectively (×200).

100 μm

A

C D

B
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2.4  高眼压模型 HIF-1α 表达增多

对照组可检测到极微量的 H I F - 1 α ；高眼压 3
天组与对照组相比，H I F-1α蛋白的表达差异具有

统计学意义( P < 0 . 0 1 )，说明视网膜组织在眼压处

于较高水平时，开始出现大量H I F-1α积聚；高眼

压 7 天 组 与 对 照 组 相 比 ， 差 异 也 具 有 统 计 学 意 义

(P<0.01)，在高眼压的前1周，眼压都维持在较高

水平，H I F-1α蛋白量也较多；但是，对照组分别

与高眼压2周组和3周组比较，差异均无统计学意

义(P>0.01)，同时高眼压3天组和高眼压7天组分别

与高眼压2周组和3周组比较，差异具有统计学意

义(P<0.01，图5)。

图3 高眼压模型及对照组视网膜RGCs荧光金逆行标记图(×400)

Figure 3 RGCs retrograde labelling of retina between the IOH and control groups (×400)

图2 高眼压组和对照组各时间点眼压值曲线图

Figure 2 Comparison of IOP curves between the IOH and 

control groups

与对照组相比，**P<0.01。

Compared with the control group, **P<0.01.
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2.5  HIF-11 蛋白表达与眼压的相关性分析

将高眼压 3 天组、高眼压 7 天组、高眼压 2 周

组、高眼压3周组分别和对照组所对应的H I F-1α/
GAPDH的蛋白灰度比与眼压值进行相关性分析，

发现前3者和对照组之间存在显著的正相关关系，

相关系数分别为0.977，0.886，0.763，差异具有统

计学意义(P<0.01)，呈现逐渐下降的趋势；而高眼

压3周组和对照组间的相关系数为−0.522，差异不

具有统计学意义(P>0.05，图6)。
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2.6  高眼压模型 VEGF-A 和 EPO 表达增多

在对照组，均可检测到 V E G F - A 和 E P O ；高

眼 压 3 天 组 与 对 照 组 相 比 ， 二 者 的 表 达 差 异 具 有

统计学意义( P < 0 . 0 1 )，均出现表达的高峰；随着

高眼压的时间延长，二者开始逐渐降低，高眼压

7天组的V EG F-A与对照组相比，差异无统计学意

义(P>0.05)，而EPO的表达差异仍具有统计学意义

( P < 0 . 0 5 )，说明E P O在高眼压作用下维持时间较

VEGF-A长。高眼压2周组与高眼压3周组和对照组

相比，EPO的表达虽有增多，但差异无统计学意义

(P<0.05，图7)。

图4 高眼压模型和对照组视网膜RGCs荧光金逆行标记统计图

Figure 4 Bar chart of RGCs retrograde labelling of retina between 

the IOH and control groups

与对照组比较，**P<0.01；高眼压组间两两比较，##P<0.01。

Compared with the control group, **P<0.01; the multiple 

comparisons among the IOH groups, ##P<0.01.

图5 高眼压模型和对照组视网膜组织HIF-1α的蛋白表达

Figure 5 Expression of retinal HIF-1αprotein between the IOH and 

control groups

以GAPDH为内参，对灰度值进行统计分析。(A)Western印

迹电泳条带图；(B)相应条带灰度分析图。与对照组比较，

**P<0.01；与对照组比较，**P<0.01；高眼压组间两两比

较，##P<0.01。

The GAPDH was taken as internal control and the grey value was 

analyzed. (A) Band of Western blot; (B) analysis of the grey value 

of relevant band. Compared with the control group, **P<0.01; the 

multiple comparisons among the IOH groups, ##P<0.01.

图6 HIF-1α的蛋白表达与眼压值的散点图

Figure 6 Scatter diagram of retinal HIF-1α protein and IOP 

表示对照组与高眼压3天组(A)、高眼压7天组(B)、高眼压2周组(C)的HIF-1α的蛋白表达与眼压值成正相关关系。

Positive relationship of HIF-1α protein and IOP among the 3-day group (A), the 7-day group (B), the 2-week group (C) with the control 

respectively.
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图7 高眼压模型和对照组视网膜组织VEGF-A和EPO的蛋白

表达

Figure 7 Expression of retinal VEGF-A and EPO protein 

between the IOH and control groups

以GAPDH为内参，进行数据统计分析。(A)Western印迹电

泳条带图；(B)VEGF-A条带灰度分析图；(C)EPO条带灰

度分析图。与对照组比较，**P<0.01；高眼压组间两两比

较，##P<0.01。

The GAPDH was taken as internal control and the grey value 

was analyzed. (A) Band of Western blot; (B) Analysis of the grey 

value of VEGF-A band; (C) Analysis of the grey value of EPO 

band. Compared with the control group, **P<0.01; the multiple 

comparisons among the IOH groups, ##P<0.01.

3  讨论

青光眼的视神经保护问题一直是眼科界研究

的热点和难点，以往在机械压迫和自身免疫等方面

的研究虽有一定的进展，但仍无法完全逆转RGCs
的凋亡和视野的衰退，说明其他因素也发挥着重
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A 要作用。青光眼患者存在视网膜血流下降毋庸置

疑 [11]。当组织萎缩的时候，血管会发生继发性变

性 [12]；而在该病中能够观察到这种继发性血管改

变，这是其中一个重要原因。在部分青光眼患者，

当眼压维持较低水平时，视乳头处能够通过自身

调节维持血流的稳定，当眼压超过45或55 mmHg 
时，这种自身调节将被打破，眼部血流出现明显

下 降 [ 1 3 ]， 说 明 眼 压 与 缺 血 缺 氧 状 态 存 在 一 定 的

关联。在组织缺氧的条件下，H I F-1α的降解受到

抑制，它积聚在胞浆，与结构性亚基H I F-1β形成

HIF-1二聚体并转移到细胞核，激活下游靶基因的

表达，使细胞对缺氧的产生一系列适应性反应[3]。

但是，HIF-1信号通路在高眼压模型中表达情况尚

不明了。

本研究利用前房注射磁性微球法建立高眼压

动 物 模 型 ， 该 模 型 在 眼 压 升 高 3 天 和 7 天 时 R G C s
虽 有 凋 亡 但 不 显 著 、 而 在 2 周 和 3 周 R G C s 的 凋 亡

较明显且呈现逐渐递减趋势，与以往研究结果 [14]

类似，在一定程度上模拟青光眼的发病机制。通

过对模型的检测发现：在适当条件下， H I F - 1 下

的 表 达 与 眼 压 值 呈 现 明 显 的 正 相 关 关 系 ， 即 当

眼压维持在较高状态 ( 6 0 ~ 7 0  m m Hg ) 时，才可检

测到视网膜组织H I F-1α明显增多，而当眼压降低 
(<40 mmHg)时，HIF-1α快速降解，说明HIF-1α的

积聚与高眼压的作用息息相关。这对前者的说法

也有补充，从不同层面阐释眼压与血流改变和缺

氧的关系。R osenthal等 [15]也说明高眼压能够直接

引起眼部血流下降，导致眼部缺氧。随着缺氧时

间的延长，如该模型中眼压升高3周时，虽然眼压

仍较对照组升高，HIF-1较的表达却极少，可能因

为此时RGCs已大量凋亡、视网膜出现严重损伤、

细胞丧失了激活此通路的能力。除高眼压的作用

外，血管内皮产生的ET-1和NO也可直接作用于平

滑肌细胞，引起正常眼压性青光眼患者的血管异

常 [16]。青光眼模型中视网膜组织缺血缺氧和HIF-1
中表达增多已是不争的事实，Ergor ul等 [17]还发现

它下游部分基因的 m R N A 水平上调，包括 E P O ，

VEGF-A和HSP27等。

EPO和VEGF-A是HIF-1下游的两个重要因子，

二者均在神经保护和神经营养方面发挥着极其重

要的作用[18-19]。在高眼压模型中，我们观察到EPO
的蛋白表达水平上升趋势与HIF-1水的增多趋势基

本相同，均在眼压升高早期上调，随着眼压下降
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逐渐减少。Fu等 [20]也发现在慢性高眼压条件下，

E P O的表达增多，不同的是，他们在眼压持续升

高2周时才检测到EPO的上调，可能与它们模型的

眼压值在前2周较低有关，说明EPO的表达可能同

HIF-1同类似，在一定程度上随着眼压的升高而升

高；此外，他们还发现EPOR同时增多，表明在此

条件下，升高的内源性EPO和EPOR可以相互结合

进而在起到了潜在的神经损伤修复作用。

本研究发现VEGF-A的蛋白表达与HIF-1A的表

达趋势和眼压的峰值同样存在一定的联系，随着

H I F-1联的减少和眼压的降低，VEGF-A也迅速下

降。研究 [21]发现：外源性VEGF-A能够减轻缺氧诱

导的视网膜损伤而且它对视网膜神经元起到了直

接的保护效应；此外，VEGF-A通过与VEGFR-2结

合减轻高眼压状态下RGCs的损伤，而对它的中和

起相反作用，同时也表明它对急性模型RGCs的保

护作用与PI3K信号通路的激活有关[22]。

此 外 ， 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 成 酶 ( i n d u c i b l e  
n i t r i c  o x i d e  s y n t h a s e ， i N O S ) 和 环 氧 化 酶 - 2 
(c yclooxygenase-2，COX-2)也是HIF-1下游的重要

因子，它们可通过诱导NO的合成和氧自由基的生

成等来加剧缺氧状态下的神经损伤 [ 2 3 - 2 4 ]；与E P O
和VEGF-A不同的是，在高眼压模型中，二者蛋白

合成的高峰均滞后于HIF-1 [25]，提示HIF-1的激活

可能在病程较早期瞬间启动保护性因子的表达，

而随着缺氧的持续作用，下游破坏性因子逐渐增

多，保护作用被取代，RGCs的凋亡也逐渐加重。

综上所述，在高眼压动物模型中HIF-1物表达

增多，尤其当眼压维持较高状态时，说明眼压值

与组织缺氧情况存在一定程度的关联；早期增多

的下游因子，如VEGF-A和EPO等，可使RGCs适应

于短暂的缺氧环境，而后表达的损伤性因子却加

重了病程，最终引起RGCs的不可逆性凋亡。由此

可见，HIF-1信号通路在高眼压病程中是一把双刃

剑，不同阶段的表达可能对视神经产生截然不同

的效应，它的具体作用机制尚待进一步相关通路

的抑制或激活实验对神经节细胞的影响来证实。
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