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基于HMGB1/NF-κB/NLRP3轴探讨褪黑素对
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［摘要］ 目的　观察褪黑素 （melatonin，Mel） 对新生小鼠氧诱导视网膜病变 （oxygen-induced retinopathy，

OIR） 的保护作用，并探讨 HMGB1/NF-κB/NLRP3 轴在其中的作用。方法　7 日龄 C57BL/6J 新生小鼠随机分为对

照组、模型组 （OIR 组） 及 Mel 处理组 （OIR+Mel 组），各组 n=9。采用高氧诱导法制备 OIR 模型。苏木精-伊红

染色和视网膜铺片法检测视网膜结构和新生血管；免疫荧光染色法检测 HMGB1/NF-κB/NLRP3 轴相关蛋白和炎性

因子及淋巴细胞抗原 6G 表达；比色法检测髓过氧化物酶活性。结果　OIR 组视网膜结构被破坏，出现大片无灌

注区和新生血管，OIR+Mel 组可见破坏的视网膜结构改善，新生血管和无灌注区减少。与对照组相比，OIR 组

HMGB1/NF-κB/NLRP3 轴相关蛋白和炎性因子表达升高 （均 P<0.05），淋巴细胞抗原 6G 表达和髓过氧化物酶活性

升高 （均 P<0.05）；Mel 处理后，上述各指标降低 （均 P<0.05）。与对照组相比，OIR 组视网膜中褪黑素受体表达

降低；Mel 处理后，褪黑素受体表达较 OIR 组升高 （均 P<0.05）。结论　Mel 可能通过抑制 HMGB1/NF-κB/NLRP3

轴减轻 OIR 新生小鼠视网膜损伤，且可能通过褪黑素受体途径发挥作用。

［中国当代儿科杂志，2023，25 （6）：645-652］

［关键词］ 褪黑素；氧诱导视网膜病变；HMGB1/NF-κB/NLRP3 轴；炎症；新生小鼠

Protective effect of melatonin against oxygen-induced retinopathy: a study based on 
the HMGB1/NF-κB/NLRP3 axis

CHU Fang-Fang, ZHAO Yan-Song, ZHAO Yu-Ze, BAI Chen, XIAO Pei-Lun, WANG Xiao-Li, YU Shu-Na, JIANG Ji-Ying. 

Department of Anatomy, Weifang Medical College, Weifang, Shandong 261053, China (Jiang J-Y, Email: jiangjy@wfmc.

edu. cn); Ophthalmology Center, Affiliated Hospital of Weifang Medical College, Weifang, Shandong 261031, China 

(Zhao Y-S, Email: zhaoyansong74@163.com)

Abstract: Objective　To study the protective effect of melatonin (Mel) against oxygen-induced retinopathy (OIR) in 

neonatal mice and the role of the HMGB1/NF- κB/NLRP3 axis. Methods　 Neonatal C57BL/6J mice, aged 7 days, were 

randomly divided into a control group, a model group (OIR group), and a Mel treatment group (OIR+Mel group), with 9 mice 

in each group. The hyperoxia induction method was used to establish a model of OIR. Hematoxylin and eosin staining and 

retinal flat-mount preparation were used to observe retinal structure and neovascularization. Immunofluorescent staining was 

used to measure the expression of proteins and inflammatory factors associated with the HMGB1/NF-κB/NLRP3 axis and 

lymphocyte antigen 6G. Colorimetry was used to measure the activity of myeloperoxidase. Results　 The OIR group had 

destruction of retinal structure with a large perfusion-free area and neovascularization, while the OIR+Mel group had 

improvement in destruction of retinal structure with reductions in neovascularization and perfusion-free area. Compared with 

the control group, the OIR group had significant increases in the expression of proteins and inflammatory factors associated 

with the HMGB1/NF- κB/NLRP3 axis, the expression of lymphocyte antigen 6G, and the activity of myeloperoxidase 
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(P<0.05). Compared with the OIR group, the OIR+Mel group had significant reductions in the above indices (P<0.05). 

Compared with the control group, the OIR group had significant reductions in the expression of melatonin receptors in the 

retina (P<0.05). Compared with the OIR group, the OIR+Mel group had significant increases in the expression of melatonin 

receptors (P<0.05). Conclusions　Mel can alleviate OIR-induced retinal damage in neonatal mice by inhibiting the HMGB1/

NF-κB/NLRP3 axis and may exert an effect through the melatonin receptor pathway.
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早产儿视网膜病变 （retinopathy of prematurity，

ROP） 是一种以视网膜新生血管为特征的视网膜病

变，随着早产儿存活率的提高，ROP 的发病率也

显著提高，已成为儿童致盲的主要原因之一［1］。

然而，ROP 的发病机制尚不明确，缺乏明确的治

疗措施。因此，探索 ROP 的相关机制及新的治疗

方法具有重要的临床意义。氧诱导视网膜病变

（oxygen-induced retinopathy，OIR） 新生小鼠模型

可以较好地模拟高氧刺激后视网膜血管闭塞和新

生血管的形成，是研究 ROP 的经典模型。以往的

研究多侧重于血管新生，近年来的研究显示，核

苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3 （nucleotide-

binding oligomerization domain-like receptor protein 3，

NLRP3） 炎性小体介导的炎症也参与了 OIR 的病理

进程，提示抑制炎症反应亦可作为 ROP 的治疗靶

点。褪黑素 （melatonin，Mel） 是一种具有抗炎、

抗氧化、抗凋亡作用的内分泌激素［2-3］，已有研究

证实 Mel 对 ROP、视网膜缺血再灌注损伤等眼部疾

病有保护作用［4-5］。由此推测 Mel 可能通过抑制

NLRP3 炎性小体的活化减轻 OIR。为验证上述假

说，本研究通过建立 OIR 新生小鼠模型，观察

HMGB1/NF-κB/NLRP3 轴在 Mel 对新生小鼠 OIR 保

护作用中的影响，以期为 Mel 在 ROP 中的临床应用

提供实验依据。

1 材料与方法

1.1　实验分组及模型建立

健康成年 C57BL/6J 小鼠 20 只 （山东省济南朋

悦实验动物繁育有限公司），体重 22~25 g，SPF

级，常规鼠颗粒饲料喂养，雄鼠与雌鼠按 1∶3 比

例合笼。取 27 只自然分娩喂养至出生后第 7 天

（postnatal day 7，P7） 的新生小鼠进行实验，雌雄

不限，体重 3.13±0.16 g。将 P7 新生小鼠随机分为

对照组 （n=9）、模型组 （OIR 组，n=9） 与 Mel 处

理组 （OIR+Mel 组，n=9）。参照文献 ［6］ 建立

OIR 小鼠模型，即将哺乳母鼠与 P7 新生小鼠置于

氧气体积分数为 75%±2% 的氧舱 （DYC-Ⅰ，武汉

七〇一研究所） 内饲养 5 d，隔日更换母鼠和垫料、

加食换水。于 P12 时移出氧箱，置于常氧环境继续

饲养 5 d。对照组小鼠在常氧环境中饲养。Mel 处

理 组 从 P12 开 始 ， 每 日 上 午 8: 00 腹 腔 注 射 Mel 

10 mg/kg （美国 Sigma 公司）［4］，连续 5 d，于 P17 时

处死动物、取材。

1.2　视网膜铺片法观察视网膜新生血管

P17 小鼠乙醚麻醉后固定，暴露心脏，剪开右

心耳，从左心室依次注入 0.9% 氯化钠溶液、4% 多

聚甲醛溶液、5% 明胶墨汁 （上海晨光墨汁），以

口、鼻、四肢呈黑色为灌注成功，冰上静置 30 min

使明胶墨汁凝固后取眼，置于 4% 多聚甲醛固定

2 h。在体视显微镜下沿角巩膜缘剪开眼球，分离

巩膜和脉络膜，去除晶状体、残存的玻璃体及色

素，以视神经乳头为中心沿鼻上、鼻下、颞上、

颞下 4 个方向将视网膜剪为四叶草形状，置于准备

好的载玻片上，甘油明胶封片，研究级正置光学

显微镜下观察并拍照。

1.3　标本的采集及处理

P17 小鼠乙醚麻醉下摘取眼球，去除角膜及晶

状体，用 4% 多聚甲醛固定过夜，常规石蜡包埋，

连续切片 （厚 4 μm），每 3~5 张切片取 1 张切片，

分别行苏木精-伊红 （hematoxylin and eosin，HE）

染色及免疫荧光染色；取眼后保留视网膜组织，

称重，行髓过氧化物酶 （myeloperoxidase，MPO）

活性检测。

1.4　HE染色

石蜡切片，二甲苯脱蜡、梯度酒精水化，采用

HE 染色试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司） 染色，

苏木素染核 10 min，盐酸酒精分化 30 s，去离子水

冲洗，伊红胞浆染色 2 min，梯度酒精脱水、二甲

苯透明、中性树胶封片。于光学显微镜下观察视网

膜结构、计数突破内界膜的血管内皮细胞核数。

1.5　免疫荧光染色

石 蜡 切 片 ， 脱 蜡 水 化 、 抗 原 修 复 、 0.3% 

TritonX-100 透膜、5% BSA-PBS 封闭 2 h，分别加入

兔抗 NLRP3 （1∶100，英国 Affinity 公司）、凋亡相

关 斑 点 样 蛋 白 （apoptosis-associated speck-like 
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protein，ASC）（1∶200，北京博奥森生物技术有

限 公 司）、 半 胱 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 -1 前 体 （pro-

caspase-1）（1∶100，武汉爱博泰克生物科技有限

公司）、剪切的半胱氨酸蛋白水解酶-1 （cleaved-

caspase-1，1∶100，英国 Affinity 公司）、白细胞介

素 （interleukin，IL） -1β （1∶200，武汉爱博泰克

生物科技有限公司）、高迁移率族蛋白 B1 （high 

mobility group box 1，HMGB1）（1∶100，上海爱必

信生物科技有限公司）、核转录因子-κB （neuclear 

transcription factor kappa B，NF-κB）（1∶100，北

京博奥森生物技术有限公司）、淋巴细胞抗原 6G

（lymphocyte antigen 6G， Ly-6G）（1∶ 200， 美 国

CST 公司）、褪黑素受体 1 （melatonin receptor 1，

MT1）（1∶50，美国 ABBIOTEC 公司） 和褪黑素受

体 2 （melatonin receptor 2，MT2）（1∶100，英国

Affinity 公 司 ）、 鼠 抗 Toll 样 受 体 4 （Toll-like 

receptor 4，TLR4）（1∶200，美国 Santa 公司）、肿

瘤坏死因子-α （tumor necrosis factor alpha，TNF-α）

（1∶100，美国 Santa 公司） 一抗，4℃孵育过夜；

次日，37℃复温，PBS 漂洗 3 次，滴加 Alexa Fluor 

488 标记的山羊抗兔 IgG 或 Alexa Fluor 594 标记的山

羊抗鼠 IgG 荧光二抗 （1∶200，北京中杉金桥生物

技术有限公司），37℃避光孵育 1 h，PBS 漂洗 3 次，

用含 DAPI 的荧光封片剂 （美国 Santa 公司） 封片。

正置荧光显微镜下进行观察拍照，并用 Image J 软

件进行分析。

1.6　比色法检测MPO活性

将视网膜组织按重量体积比 1∶19 加匀浆介质

制备成 5% 的组织匀浆，按 MPO 测定试剂盒 （南京

建成生物工程研究所） 说明书加入试剂后混匀，

60℃水浴 10 min 后取出，吸取 200 μL 于 96 孔板中，

立即用分光光度计在 450 nm 波长处测量各组的吸

光度值。根据说明书提供公式，计算 MPO 活力。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件进行统计学分析。计

量资料采用均数±标准差 （x̄ ± s） 表示，多组间

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　Mel 对 OIR 小鼠视网膜血管新生及视网膜形

态结构的影响

视网膜铺片结果显示，OIR 组视网膜血管分布

被破坏，中央部出现大片无灌注区，无灌注区附

近出现新生血管，新生血管呈团簇状，分布紊乱；

OIR+Mel 组视网膜的无灌注区和新生血管数量减

少。HE 染色结果显示，OIR 组视网膜结构排列疏

松紊乱，可见细胞丢失和空泡化，内界膜不完整，

突出内界膜的新生血管内皮细胞核数 （25.17±

1.61） 较对照组 （0.75±0.25） 多；OIR+Mel 组视

网膜的内界膜基本恢复平滑，偶见细胞出现空泡

变 性 ， 突 出 内 界 膜 的 新 生 血 管 内 皮 细 胞 核 数

（4.25±0.75） 较 OIR 组减少，各组比较，差异均具

有统计学意义 （F=489.006，P<0.001）。见图 1。

ILM
GCL

INL

ONL

A

B

对照组 OIR 组 OIR+Mel 组

图1　各组小鼠视网膜结构和新生血管变化  A：视网膜铺片结果 （光学显微镜，×40）。OIR组出现大量无灌注区

和病理性新生血管，OIR+Mel组视网膜的无灌注区和新生血管数量减少。蓝色箭头指示视网膜的无灌注区，红色箭头指示新生血

管。B：苏木精-伊红染色结果 （×400）。OIR组大量新生血管内皮细胞突出内界膜，OIR+Mel组突出内界膜的新生血管内皮细胞

核数减少。箭头指示突出内界膜的新生血管内皮细胞。［GCL］ 神经节细胞层；［INL］ 内核层；［ONL］ 外核层；［ILM］ 内界膜。
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2.2　Mel 对 OIR 小鼠视网膜 NLRP3 炎性小体相关

因子表达的影响

免 疫 荧 光 染 色 显 示 ， 对 照 组 NLRP3、 ASC、

pro-caspase-1、cleaved-caspase-1 和 IL-1β 阳性表达

少 ， OIR 组 和 OIR+Mel 组 视 网 膜 神 经 节 细 胞 层

（ganglion cell layer，GCL） 与内核层 （inner nuclear 

layer， INL） 均 可 见 其 阳 性 表 达 ， 且 OIR 组

NLRP3、ASC、pro-caspase-1、cleaved-caspase-1 和

IL-1β 阳 性 表 达 较 对 照 组 显 著 升 高 （P<0.05），

OIR+Mel 组 NLRP3、ASC、pro-caspase-1、cleaved-

caspase-1 和 IL-1β 阳 性 表 达 较 OIR 组 减 少 （P

<0.05）。见图 2、表 1。

2.3　Mel对OIR小鼠视网膜HMGB1、TLR4、NF-

κB表达的影响

免疫荧光染色显示，对照组 HMGB1、TLR4 和

NF-κB 阳性表达较少，OIR 组和 OIR+Mel 组 GCL 与

INL 均 可 见 其 阳 性 表 达 ， OIR+Mel 组 HMGB1、

TLR4 和 NF-κB 阳性表达低于 OIR 组 （P<0.05）。见

图 3、表 2。

NLRP3

ASC

pro-caspase-1

cleaved-caspase-1

IL-1β

GCL

INL

ONL

GCL

INL

ONL

GCL

INL

ONL

GCL

INL

ONL

GCL

INL

ONL

对照组 OIR 组 OIR+Mel 组

图 2　各组小鼠视网膜 NLRP3 炎性小体相关因子表达变化 （免疫荧光染色，×400）   NLRP3+、ASC+、pro-

caspase-1+、cleaved-caspase-1+和 IL-1β+胞浆染色为绿色，DAPI+细胞核染为蓝色。OIR+Mel 组 NLRP3+、ASC+、pro-caspase-1+、

cleaved-caspase-1+和 IL-1β+表达少于 OIR 组。［GCL］ 神经节细胞层；［INL］ 内核层；［ONL］ 外核层。
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2.4　Mel 对 OIR 小鼠中性粒细胞浸润和促炎因子

表达的影响

免疫荧光染色显示，对照组中性粒细胞标志

物 Ly-6G 和 TNF-α 阳性表达较少，OIR 组和 OIR+

Mel 组 GCL 与 INL 均可见 Ly-6G、TNF-α 阳性表达，

且 OIR+Mel 组 Ly-6G、TNF-α 阳性表达显著低于

OIR 组 （P<0.05）。MPO 活力检测结果显示，与对

照组相比，OIR 组 MPO 活力显著升高，OIR+Mel 组

较 OIR 组 MPO 活 力 降 低 （均 P<0.05）。 见 图

4、表 3。

2.5　Mel对OIR小鼠Mel受体表达的影响

免疫荧光染色显示，对照组可见 MT1 和 MT2

的阳性表达主要位于 GCL 与 INL，OIR 组 GCL 与

INL 中 MT1 和 MT2 阳性表达较对照组显著减少，

OIR+Mel 组 MT1 和 MT2 阳性表达较 OIR 组增多 （均

P<0.05）。见表 4、图 5。

HMGB1

对照组 OIR 组 OIR+Mel 组

GCL

INL

ONL

GCL

INL

ONL

GCL

INL

ONL

TLR4

NF-κB

图3　各组小鼠视网膜HMGB1、TLR4、NF-κB表达的变化 （免疫荧光染色，×400）   HMGB1+、NF-κB+胞浆

染色为绿色，TLR4+胞浆染色为红色，DAPI+细胞核染为蓝色。OIR+Mel 组 HMGB1+、NF-κB+、TLR4+表达少于 OIR 组。［GCL］

神经节细胞层；［INL］ 内核层；［ONL］ 外核层。

表2　各组小鼠视网膜HMGB1、TLR4、NF-κB平均

荧光强度比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

OIR 组

OIR+Mel 组

F 值

P 值

HMGB1

13.5±1.2

39.5±4.8a

23.3±1.6a,b

56.524

<0.001

TLR4

40.2±1.7

57.7±2.7a

48.7±0.7a,b

63.628

<0.001

NF-κB

13.8±1.9

41.9±4.9a

26.1±3.6a,b

43.664

<0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 OIR 组比较，P<0.05。
［HMGB1］ 高迁移率族蛋白 B1；［TLR4］ Toll 样受体 4；［NF-κB］
核转录因子-κB。

表1　各组小鼠视网膜NLRP3、ASC、pro-caspase-1、cleaved-caspase-1、IL-1β平均荧光强度比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

OIR 组

OIR+Mel 组

F 值

P 值

NLRP3

13.5±1.2

39.5±4.8

23.3±1.6a,b

56.524

<0.001

ASC

40.2±1.7

57.7±2.7a

48.7±0.7a,b

63.628

<0.001

pro-caspase-1

13.8±1.9

41.9±4.9a

26.1±3.6a,b

43.664

<0.001

cleaved-caspase-1

14.1±4.0

46.2±1.9a

23.0±1.4a,b

115.852

<0.001

IL-1β
15.4±0.8

35.9±3.7a

20.4±1.2a,b

63.821

<0.001

注：a示与对照组比较，P<0.05；b示与OIR组比较，P<0.05。［NLRP3］ 核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3；［ASC］ 凋亡相关斑点样

蛋白；［pro-caspase-1］ 半胱氨酸蛋白水解酶-1前体；［cleaved-caspase-1］ 剪切的半胱氨酸蛋白水解酶-1；［IL-1β］ 白细胞介素-1β。
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TNF-α

对照组 OIR 组 OIR+Mel 组
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图 4　各组小鼠视网膜 Ly-6G、TNF-α 免疫荧光染色结果 （×400）   Ly-6G 为中性粒细胞标志物，Ly-6G+胞浆

染色为绿色，TNF-α+胞浆染色为红色，DAPI+细胞核染为蓝色。OIR+Mel 组 Ly-6G+、TNF-α+表达少于 OIR 组。［GCL］ 神经节细

胞层；［INL］ 内核层；［ONL］ 外核层。

表3　各组小鼠视网膜Ly-6G、TNF-α平均荧光强度及

MPO活力比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

OIR 组

OIR+Mel 组

F 值

P 值

Ly-6G

19.7±0.3

35.9±1.9a

31.8±1.3a,b

118.964

<0.001

TNF-α
16.5±0.9

30.6±3.9a

24.6±3.2a,b

17.005

0.003

MPO 活力 (U/g)

0.46±0.06

1.47±0.24a

0.75±0.13a,b

30.853

<0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 OIR 组比较，P<0.05。
［Ly-6G］ 淋巴细胞抗原 6G；［TNF-α］ 肿瘤坏死因子-α；［MPO］
髓过氧化物酶。

表4　各组小鼠视网膜MT1、MT2平均荧光强度比较

（x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

OIR 组

OIR+Mel 组

F 值

P 值

MT1

27.5±0.8

7.8±0.5a

23.5±1.6a,b

295.048

<0.001

MT2

40.0±4.4

14.3±3.8a

32.7±1.2a,b

44.576

<0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 OIR 组比较，P<0.05。
［MT1］ 褪黑素受体 1；［MT2］ 褪黑素受体 2。

GCL

INL

ONL

GCL

INL

ONL

对照组 OIR 组 OIR+Mel 组

MT1

MT2

图5　各组小鼠视网膜中MT1和MT2表达变化 （免疫荧光染色，×400）   MT1+、MT2+胞浆染色为绿色，DAPI+

细胞核染为蓝色。OIR+Mel 组 MT1+、MT2+表达较 OIR 组多。［GCL］ 神经节细胞层；［INL］ 内核层；［ONL］ 外核层。
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3 讨论

ROP 作为一种新生血管性视网膜疾病，其发

病机制尚未完全阐明，且已有研究证实高氧在诱

导 ROP 新生血管生成中起着关键作用，新生小鼠

OIR 模型已被广泛应用于 ROP 的研究［7］。本研究亦

采用经典的 Smith 等［6］ 设计的方法建立新生小鼠

OIR 模型。视网膜铺片结果显示，视网膜血管的正

常分布被破坏，中央部出现大片无灌注区，无灌

注区附近出现病理性新生血管；HE 染色结果显

示，视网膜结构疏松、排列紊乱，内界膜不完整，

可见较多的新生血管内皮细胞突破内界膜，均提

示 OIR 模型建立成功。

Mel 是松果体分泌的一种内分泌激素，除了调

节昼夜节律外，还具有抗炎、抗氧化、抗凋亡及

调节血管生成等多种生物学功能［8］。本实验室以

往的研究已证实 Mel 对脑缺血再灌注损伤具有保护

作用［9-10］。Xu 等［4］的研究证实，Mel 可通过抑制视

网膜血管新生，减轻 OIR 小鼠模型中的视网膜损

伤。本研究发现，Mel 干预后，视网膜的内界膜基

本恢复平整，突出内界膜的新生血管内皮细胞核

数减少，病理性新生血管显著减少，说明 Mel 可改

善 OIR 新生小鼠视网膜的组织学损伤，对视网膜损

伤具有保护作用。

目前的研究认为氧化应激和炎症反应可能参

与了 ROP 的发生发展，因此推测抑制炎症反应、

清除氧自由基可能减轻 OIR 诱导的视网膜损伤。在

各 种 视 网 膜 疾 病 中 ， 损 伤 相 关 的 分 子 模 式

（damage associated molecular patterns， DAMPs） 的

释放被认为是连接细胞死亡和炎症的重要生物过

程，释放到胞外的 DAMPs 通过与模式识别受体结

合，如 Toll 样受体家族、NOD 样受体家族，进而将

损伤信号转化为分子事件［11］。其中 HMGB1 是这一

过程中的关键分子，通过与 TLR4 结合，激活 NF-

κB，诱导 IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎症因子和趋化

因子的产生，这些炎症因子和趋化因子又可募集

大量的中性粒细胞浸润，使更多细胞死亡，形成

炎症级联反应，从而加重视网膜损伤［12-14］。本研

究 结 果 显 示 ， HMGB1、 TLR4、 NF- κB、 TNF- α、

Ly-6G 在 OIR 组小鼠视网膜的阳性表达及 MPO 活性

较对照组显著升高，Mel 处理可使之降低。此外，

活 化 的 NF- κB 是 NLRP3 的 上 游 分 子 ， 可 调 控

NLRP3 炎性小体的组装［15-16］，使 pro-caspase-1 募集

到 NLRP3-ASC 复合物上，发生自体的剪切活化，

参与 IL-1β 的成熟、分泌，而 IL-1β 是炎症反应的

重要介质［4，17-18］，提示 NLRP3 炎性小体在 OIR 诱导

的炎症反应中充当重要角色。Sui 等［19］ 的研究证

明，OIR 模型小鼠中 NLRP3、ASC、caspase-1、IL-

1β 等的表达升高，而 NLRP3 的抑制剂 （MCC950）

使视网膜的新生血管减少、血管渗漏减轻。另有

研究显示，视网膜缺血再灌注诱导的 TLR4 的表达

先于 NLRP3 炎性小体的活化，并且 TLR4 的抑制剂

吡格列酮可以抑制 NLRP3 炎性小体的激活，从而

减轻缺血再灌注诱导的视网膜损伤［20-21］。本研究

发 现 ， OIR 组 小 鼠 视 网 膜 NLRP3、 ASC、 pro-

caspase-1、cleaved-caspase-1 和 IL-1β 的阳性反应强

度较对照组显著升高，Mel 处理可使之降低。以上

提示 Mel 可有效减弱小鼠 OIR 损伤后视网膜的炎症

反应，且 Mel 可能通过 HMGB1/TLR4/NF-κB 信号通

路抑制 OIR 诱导的 NLRP3 炎性小体的活化和中性

粒细胞浸润。

Baba 等［22］ 研究证实视网膜、角膜等多种眼部

组织中均有 MT1 和 MT2 的表达；Jiang 等［23］ 报道，

在实验性糖尿病视网膜病变中，Mel 可以通过受体

介导的信号传导对视网膜炎症发挥保护作用，表

明 Mel 可能通过受体途径对眼部疾病发挥保护作

用。本研究结果显示，OIR 组 MT1、MT2 表达显著

减少，Mel 处理后可挽救 OIR 诱导的受体丢失，提

示 Mel 对小鼠 OIR 损伤后视网膜的保护作用可能是

通过褪黑素受体途径发挥作用。

综上所述，Mel 可能通过抑制 HMGB1/NF-κB/

NLRP3 轴减轻 OIR 诱导的视网膜损伤，且可能通

过褪黑素受体途径发挥作用的。本研究仍存在一

些局限性，仅使用免疫荧光染色观察了 HMGB1/

NF-κB/NLRP3 轴相关因子的表达，后续实验将采

用实时荧光定量聚合酶链反应和 Western blot 技术，

检测相关因子 mRNA 和蛋白质的表达；并观察 Mel

受体拮抗剂 N-乙酰-2-苄基色胺或 MT 小干扰 RNA

对 Mel 保护作用的影响，进一步探讨 Mel 对 OIR 的

保护作用的机制，为其在 ROP 中的临床应用提供

理论基础和实验依据。
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