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模拟海拔 5 000 m高原间断性缺氧对大鼠视网膜的损伤及牛磺酸的防护作用

刘戟环 ,糜漫天 ,张乾勇 ,许红霞 ,徐朝霞　　(第三军医大学预防医学院营养卫生学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨间断性低氧对大鼠视网膜的损伤及牛磺酸的防护作用 。方法　动物经基础饲料饲养或牛磺酸

干预 4周后 , 利用低压舱模拟 5 000 m 海拔高度 ,每天低氧停留时间为 8 h , 连续 3 d。用氨基酸分析仪检测视网膜中牛磺

酸 、谷氨酸和γ氨基丁酸的含量 , 通过免疫组织化学方法观察大鼠视网膜中谷氨酸和γ氨基丁酸的分布情况 , 通过电镜观

察大鼠视网膜外网状层双极细胞超微结构变化。结果　高原缺氧引起大鼠视网膜各层组织及细胞结构的明显损伤 ,而牛

磺酸干预能减轻缺氧对视网膜的损伤。高原缺氧导致视网膜组织中的谷氨酸和牛磺酸含量显著增加 , 而牛磺酸干预能拮

抗缺氧引起Glu 的升高。结论　牛磺酸营养干预能明显拮抗高原缺氧引起的视网膜组织中的谷氨酸含量增加而降低谷

氨酸的兴奋毒性作用 ,从而对视网膜的神经元起到保护作用。
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Protective effect of taurine on the damage of retina in rats exposed to 5 000 m high altitude
LIU Ji-huan , MI Man-tian , ZHANG Qian-yong , XU Hong-xia , XU Zhao-xia(Department of Nutrition and Food Hygiene , College of

Preventive Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the protective effect of taurine on the damage of retina in rats exposed to high

altitude.Methods　After taurine nutritional intervention for 4 weeks , rats were exposed to 5 000 m high altitude in

a hypobaric chamber for 3 d(8 h/d).The concentrations of taurine , glutamate , and gamma-aminobutyric acid in rat

retina were determined with the amino acid analyzer.The distribution of glutamate and gamma-aminobutyric acid in

rat retina was determined by immunohistochemistry.The pathological changes of rat retina were observed electron mi-

croscopically .Results　We observed the apparent damages of neuron structure in retina of rats exposed to discontin-

uous acute hypoxia , but the taurine nutritional intervention could lighten the retina damage of rats exposed to acute

hypoxia.The taurine nutritional intervention could inhibit the increase of glutamate in retina of rats exposed to simu-

lated 5 000 m high altitude.Conclusion　These findings suggest that the taurine nutritional intervention can inhabit

the increase of glutamate concentration in retina and can also protect the damage of retina in rats exposed to 5 000 m

high altitude.

　　Key words:acute hypoxia of high altitude;taurine nutritional intervention;retina;glutamate

　　中枢神经系统对缺氧最为敏感 ,完全阻断大脑血

流5 ～ 6 min ,就可导致大脑某些神经元出现不可逆的

损伤[ 1] 。有研究表明 ,缺氧引起视网膜神经元损伤主

要是由兴奋性氨基酸(excitatory amino acids , EAA)的兴

奋毒作用介导的[ 2] 。谷氨酸(glutamate , Glu)是视网膜

中最主要的兴奋性神经递质 ,感光细胞和双极细胞均

以Glu为神经递质传递神经电信号。释放到突触间隙
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的Glu由Muller细胞重摄取入细胞内进行代谢
[ 3]
。缺

氧可以增强神经递质的释放 ,干扰其摄入 ,因而导致

Glu的浓度上升到兴奋毒作用水平 ,介导其对神经细

胞的兴奋毒损害 。γ-氨基丁酸(gamma-aminobutyric

acid , GABA)是视网膜组织中主要的抑制性神经递质 ,

与其受体(gamma-aminobutyric acid receptor , GABAR)结

合能阻断Glu的兴奋作用 ,组织中GABA和Glu含量保

持着动态平衡 ,缺血条件下 Glu能诱导无长突细胞释

放GABA ,使之含量增加 ,拮抗Glu的兴奋作用 ,推测在

缺氧条件下视网膜组织中存在这种自身保护作用 。牛

磺酸(taurine , Tau)是视网膜中含量最丰富的游离氨基

酸[ 4] ,它在视网膜中是一个多功能因子 。有研究表明 ,

作为一种抑制性神经递质 ,Tau在调节 Glu介导的信号

传递过程中充当了一个重要角色。本实验运用低压氧
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舱模拟 5 000 m 高原低氧环境 ,并用牛磺酸对大鼠进

行干预试验 ,研究间断性缺氧(本实验所指间断性缺氧

是大鼠每天只在 5 000 m 海拔高度停留 8 h后 ,回到平

原正常饲养 ,没有连续性)对大鼠视网膜的影响及牛磺

酸的防护作用。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组
　　健康幼年Wistar 大鼠 80只 , 雄性 , 体质量(100±10)g ,由第

三军医大学实验动物中心提供。动物分为 4 组 ,每组 20 只:平

原对照组(C)、平原牛磺酸组(Tau C)、高原缺氧组(H)和高原牛

磺酸干预组(Tau H)。平原对照组和高原缺氧组大鼠用基础饲

料饲养;牛磺酸干预组用基础饲料加 0.6%的牛磺酸饲养。 动

物饲养 4周后 , 用低压氧舱模拟海拔 5 000 m 高度急性间断性

缺氧处理 3 d , 每天 8 h , 减压速度为 100 m/ min。

1.2　主要试剂
　　牛磺酸(Taurine):北京世纪维他保健品公司。兔抗 Glu

(1∶3 000 , Sigma公司);鼠抗 GABA(1∶200 , Sigma 公司);S-P-

9000通用型试剂盒和 S-P-9003 试剂盒均由北京中山生物试剂

有限公司。

1.3　视网膜中 Tau 、Glu 、GABA含量的测定[ 5]

　　每组各取大鼠 6 只处死 , 取出眼球 , 将眼球用眼科剪沿角

膜缘剪开 ,去除角膜 、晶状体 、玻璃体 , 翻转视杯 , 用钝性镊子钝

性分离视网膜 , 精确称重 , 按每 0.1 g 视网膜组织加入 10 ml

10%磺基水杨酸(SSA)的比例加入 10%磺基水杨酸 ,冰浴匀浆 ,

18 000 r/min 低温高速离心 20 min , 取上清液 , 低温冰箱

(-70 ℃)冻存待测。用 Beckman 公司的 6300 黄金系统高效氨

基酸分析仪 , 601 黄金系统色谱工作站分析视网膜样本中的牛

磺酸 、Glu、GABA含量。色谱条件:色谱柱:Beckman 氨基酸分析

锂柱(10 cm×4.0 mm);流动相:Li-A、Li-C 、Li-R ,流速 10 ml/ h;茚

三酮显色剂:流速 10 ml/h;柱温:33.5 ℃, 77 ℃;进样量:50μl/

次;比色波长:570 nm。

1.4　免疫组织化学染色观察大鼠视网膜的 Glu 和

GABA变化
[ 6]

　　乙醚麻醉大鼠后 , 先用生理盐水 200 ～ 250 ml灌注 ,再换用

4 ℃预冷的 4%多聚甲醛 100 ～ 200 ml灌注固定 , 取出眼球于

4%多聚甲醛固定 6～ 8 h , 30%蔗糖多聚甲醛液 4 ℃过夜 ,冰冻

切片 , 将切片置于涂有 1%多聚赖氨酸的载玻片上 , 再用 0.01

mol/ L PBS 漂洗 5 min×3 次。0.5%H2O2室温处理 5～ 10 min , 灭

活内源性过氧化物酶 , 蒸馏水漂洗;0.01 mol/L PBS 漂洗 5 min

×3 次 ,用 10%正常山羊血清封闭 10 min;弃去血清 , 分别滴加

100 μl兔抗 Glu和鼠抗 GABA抗体工作液(阴性对照实验以 PBS

代替一抗)将切片浸泡 , 37 ℃孵育 2 h , 然后 4 ℃过夜。用 PBS

漂洗 , 5 min×3 次;滴加 200 μl生物素化二抗(通用型生物素标

记羊抗 IgG)工作液将切片浸泡 , 37 ℃孵育 2 h;PBS 漂洗 , 5 min

×3 次;100 μl辣根过氧化酶标记的链酶卵蛋白素工作液将切

片浸泡 , 37 ℃孵育 30 min;PBS 漂洗 , 5 min×3 次。加 100 μl新

鲜配制的DAB显色液(含 0.05%DAB ,0.03%H2O2 ,用10 mmol/L pH

7.4 Tris·Cl缓冲液配制), 室温避光显色 5～ 10 min;蒸馏水小心冲

洗,并用过滤纸将水分吸干。显微镜下观察并照相。将每一动物

同一部位的视网膜切片随机抽取3 张,在相同倍数(×200倍)下每

张切片的相应区域观察 3个不同的视野照相,并记录。

1.5　透射电镜观察视网膜的超微结构变化
　　大鼠经乙醚麻醉 ,灌注固定后 , 取出眼球置于 3%戊二醛固

定液 ,室温静止放置 , 而后常规 1%锇酸固定 , 系列丙酮脱水 , 环

氧树脂浸泡包埋 , 经超薄切片 , 于 TENCAI10 PHILIPS 透射电镜

下观察视网膜组织超微结构的变化。

1.6　统计学处理
　　数据用 x±s表示 ,用 SPSS 统计软件进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　大鼠视网膜组织中 Tau 、Glu 、GABA含量变化
　　各组大鼠视网膜组织中 Tau、Glu、GABA 含量见表 1。平原

牛磺酸组视网膜中 Tau 含量显著高于平原对照组 , 但 GLU 和

GABA含量与平原对照组无明显差别。高原缺氧组和高原牛磺

酸组视网膜组织中 Tau、Glu、GABA 含量均显著高于平原对照

组。高原牛磺酸组视网膜中 Tau 含量显著高于高原缺氧组 , 而

Glu 含量显著低于高原缺氧组。

表 1　缺氧对大鼠视网膜组织中 Tau、Glu、GABA 含量的影响

(mmol/ g,  x±s)

Tab 1　Contents of Tau , Glu , and GABA in retina of rats exposed to 5

000 m high altitude in a hypobaric chamber(mmol/ g ,  x±s)

Group n Tau Glu GABA

Control 6 30.38±0.39 16.48±0.39 5.47±0.39

Tau C 6 31.10±0.32＊ 16.19±0.56 5.78±0.26

H 6 32.38±0.38＊ 27.30±0.50＊ 7.02±0.29＊

Tau H 6 33.50±0.47＊Δ 22.58±0.45＊Δ 6.83±0.34＊

F 9.664 563.492 36.954

P 0.006 0.000 0.000

＊:P<0.01 , vs control;■:P<0.01 , vs H

2.2　间断性高原缺氧对大鼠视网膜组织中 Glu 和

GABA分布的影响
　　免疫组化分析结果(图 1):Glu免疫组化染色阳性出现在外

网状层 、内网状层及神经纤维层;高原缺氧组各层阳性染色最

深 ,高原牛磺酸组次之 , 平原对照组和平原牛磺酸组无明显差

异。GABA染色阳性出现在外核层 、内核层及神经纤维层 ,但各

组间差别不明显。

2.3　高原缺氧对视网膜各层组织结构的影响
　　透射电镜扫描观察结果见图 2。正常组大鼠下视网膜各层

组织及细胞结构正常 , 各层组织区分明显 , 细胞核仁明显 , 居

中 ,核膜清晰 , 细胞器较多 ,结构清楚 。高原缺氧组大鼠视网膜

各层组织及细胞结构有所变化 ,主要表现是视杆细胞膜盘结构

疏松 ,排列紊乱 , 出现不规则扩张 ,外网状层双极细胞线粒体肿

胀 ,内质网明显扩张 , 核仁靠近核膜 , 细胞有损伤的变化。牛磺

酸营养干预组结果显示 ,视杆细胞膜盘结构紧凑 , 排列有序 , 未

出现不规则扩张 ,外网状层双极细胞线粒体无明显肿胀 , 但内

质网有轻度扩张。
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A:Control;B:Rats exposed to 5 000 m high altitude;C:Rats exposed to 5 000 m high altitude treated with Tau intervention

图 1　间断性模拟海拔 5 000 m高度对大鼠视网膜组织 Glu免疫组化染色的影响　(S-P×200)

Fig 1　Effects of acute hypoxia at the simulated 5 000 m high altitude on Glu concentration in retina of rats determined by immunohistochemistry　(S-P×200)

A:Rats exposed to 5 000 m high altitude;B:Rats exposed to 5 000

m high altitude treated with Tau intervention

图 2　间断性模拟海拔 5 000 m高度对大鼠视网膜外网状层双

极细胞超微结构的影响　(TEM×20 000)

Fig 2　Effects of acute hypoxia at the simulated high altitude on

retina structure of rats observed with an electron micro-

scope　(TEM×20 000)

3　讨论

　　视网膜(retina)位于眼球壁的最内面一层 ,属于高

度分化的神经组织 ,它的主要功能是感受光线并把视

觉信息通过视神经传向中枢。在人的感官系统中 ,视

网膜对低氧的耐受性最低 。视网膜组织代谢非常旺

盛 ,血液中氧的水平及弥散入组织的氧浓度 ,对维持视

网膜的各种正常代谢起着至关重要的作用。大量研究

表明 ,缺氧可导致视网膜神经元损伤 ,尤其是神经节细

胞[ 2] 。早在 1988 年 , David 发现处于低氧环境中的鸡

胚胎视网膜内核层 、内网状层及神经节细胞层受损。

24 h缺氧可导致视网膜所有类型的细胞数明显下降。

我们用透射电镜扫描[ 7]观察到:高原缺氧引起大鼠视

网膜各层组织及细胞结构有明显损伤 ,而牛磺酸干预

能减轻缺氧对视网膜的损伤。

　　有研究表明
[ 8～ 12]

,缺氧引起视网膜神经元损伤主

要是由 EAA 的兴奋毒作用介导的 。谷氨酸(Gluta-

mate , Glu)是视网膜中最主要的兴奋性神经递质 ,感光

细胞和双极细胞均以 Glu 为神经递质传递神经电信

号。缺氧可以增强神经递质的释放 ,干扰其摄入 ,因而

导致Glu的浓度上升到兴奋毒作用水平 ,介导对神经

细胞的兴奋毒损害 。γ-氨基丁酸(gamma-aminobutyric

acid , GABA)是视网膜组织中主要的抑制性神经递质 ,

与其受体(gamma-aminobutyric acid receptor , GABAR)结

合能阻断Glu的兴奋作用 ,有研究资料表明 ,GABA和

Glu含量保持着动态平衡 ,缺血条件下Glu能诱导无长

突细胞释放 GABA ,使之含量增加 ,拮抗Glu 的兴奋作

用 ,推测在缺氧条件下视网膜组织中存在这种自身保

护作用。本课题追踪研究检测高原组5 000 m和 3 000

m组视网膜组织中 GABA的含量比较 ,5 000 m 组含量

较高 ,但差异不显著 ,可能说明 GABA并没有随着 Glu

的升高而增加 ,在低氧加重的条件下 ,升高的GABA含

量不足以拮抗 Glu 的毒性作用 ,从而未能阻断视网膜

的损伤 。牛磺酸(Taurine , Tau)是视网膜中含量最丰

富的游离氨基酸[ 4] ,它在视网膜是一个多功能因子。

有研究表明 ,作为一种抑制性神经递质 , Tau 在调控

Glu介导的信号传递过程中充当了一个重要角色。在

缺氧 、低血糖 、缺血及暴露于自由基的情况下 Tau的释

放均大大增加。这种释放被认为具有神经保护效应 ,

它可以通过几种途径中和同时释放的 EAA 的效应。

Tau的释放可以防止 EAA 达到神经毒水平 。Tau的释

放是Glu所诱导的 ,兴奋毒浓度的 Glu 促使小鼠海马

片层 Tau释放 ,Glu活化的Tau释放对未成熟的海马构

成了一个重要的保护机制 。本研究表明高原缺氧导致

视网膜组织中的谷氨酸和牛磺酸含量显著增加 ,而牛

磺酸干预组牛磺酸增加最多 ,且能拮抗缺氧引起 Glu
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的升高 。免疫组织化学染色证实 ,Glu染色阳性出现

在外网状层 、内网状层及神经纤维层 ,模拟海拔 5 000

m高度高原缺氧组各层阳性染色最深 ,高原牛磺酸组

次之。说明牛磺酸营养干预能明显拮抗模拟海拔

5 000 m 高度高原缺氧引起的视网膜组织中的谷氨酸

含量增加而减低谷氨酸的兴奋毒性作用 ,从而对视网

膜的神经元起到保护的作用。
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文章编号:1000-5404(2004)21-1939-01　 个案与短篇

声带曲霉菌感染 1例

Aspergillosis of the vocal cords:a case report

袁　伟 ,张学渊 ,黄茂华　　(第三军医大学西南医院耳鼻咽喉科 , 重庆 400038)

　　患者 , 女 , 38 岁 , 因突发性声嘶十余天入院。患者于 2002

年5 月突发性声嘶 10 d ,进行性加重 , 无吞咽困难 、发热 、盗汗。

电子喉镜提示:鼻 、鼻咽 、口咽正常;左侧声带见白色欠光滑新

生物 , 周围少许糜烂。查体 、化验检查均未见异常。入院后在

显微镜下完整钳取新生物 , 搔刮基底部。病理报告:声带曲霉

菌伴炎性坏死。术后停用所有抗生素 , 给予斯皮仁诺胶囊 2

粒 ,口服 , 3 次/d ,连服 5 d ,喉部呋喃西林液雾化吸入 , 声嘶明显

好转出院。一年后来院复查:声带光滑 ,闭合正常 , 声嘶及咽部

异物感症状消失。

讨论

　　曲霉菌属曲菌属 , 是条件致病菌[ 1, 2] 。 在机体环境发生变

化时致病。声带曲霉菌感染临床少见 , 国内外均只有个案报

道。本例病人在发病前有用声过度伴受凉史 , 导致声带局部

　　作者简介:袁　伟(1972-),男 ,河北省张家口市人 ,硕士 ,主治医师 ,主要从

事耳鼻方面的研究 ,发表论文 5篇。电话:(023)68765891
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有病理性损伤 ,真菌侵犯声带 , 大量繁殖呈进行性损伤 , 破坏声

带上皮层和固有层。其主要症状是声嘶 , 临床检查与喉癌 、结

核很难区分 ,组织病理学检查及真菌培养是鉴别诊断的准确方

法[ 3] 。真菌培养出典型的分枝分隔菌丝。 治疗上若能局部擦

药效果最佳 ,但不现实 , 我们采用斯皮仁诺(伊曲康唑)冲击疗

法 ,副作用少 、时间短 、花费少 , 配合禁声 , 长期随访取得了较好

的治疗效果。

　　关键词:曲霉菌;声带
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