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摘要：目的　探究青葙苷Ⅰ通过调节活性氧（ＲＯＳ）介导线粒体凋亡途径对视网
膜节细胞保护作用机制。方法　将２４只新西兰大白兔随机分为假手术组、模型
组、对照组和实验组，每组６只。假手术组仅切开球结膜并缝合，其他３组用视
神经钳夹伤构建视神经损伤模型。假手术组和模型组均给予等体积 ０９％
ＮａＣｌ；对照组给予０１５ｍｇ·ｋｇ－１甲钴胺溶液；实验组给予剂量３０ｍｇ·ｋｇ－１青葙
苷Ⅰ溶液。４组新西兰大白兔每日灌胃给药１次，连续给药４周。用 Ｔｕｎｎｅｌ法
检测视网膜节细胞的凋亡情况，用免疫荧光法检测视网膜组织中 ＲＯＳ、超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）和胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）的表达情况，用蛋白质印迹法检测视网
膜组织中Ｂ淋巴细胞瘤－２基因（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２样蛋白１（Ｂｃｌ－ｘｌ）、Ｂｃｌ－２相
关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）和细胞色素Ｃ（ＣｙｔＣ）蛋白的表达水平。结果　干预４周后，实验
组、对照组、模型组和假手术组的节细胞凋亡率分别为（７６５±１２０）％、
（１１６５±１２９）％、（１７６６±０９３）％和（０９７±０１４）％，ＲＯＳ表达水平分别为
６１４±０５７、８２５±０９６、１６５１±１０７和 ２０５±０２３，ＳＯＤ表达水平分别为
２４５±０３３、１４８±０２３、０７４±０１３和３１９±０３０，ｃａｓｐａｓｅ３表达水平分别为
８５５±１１１、１２６８±０９２、１８７４±１９７和３０８±０２０，ｃａｓｐａｓｅ９表达水平分别
为３６９±１２０、７７９±１１３、１２８１±１７２和２３１±０３０，Ｂｃｌ－２蛋白相对表达
水平分别为０４６±００２、０６４±００７、０７７±００５和０２０±００３，Ｂｃｌ－ｘｌ蛋白相
对表达水平分别为０４６±００５、０６１±００５、０７８±００３和０２０±００３，Ｂａｘ蛋
白相对表达水平分别为０５０±００７、０６９±０１８、０８２±０１３和０１４±００４，
ＣｙｔＣ蛋白相对表达水平分别为 ０４３±０１５、０８０±０１４、１０８±０１９和
０２６±００７。实验组的上述指标与对照组比较，在统计学上差异均有统计
学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　青葙苷Ⅰ通过降低视神经损伤模型视网膜组
织 ＲＯＳ水平，抑制节细胞线粒体凋亡相关蛋白的表达，从而减少视网膜节
细胞凋亡。
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ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｙｔＣｗｅｒｅ０４３±０１５，０８０±０１４，１０８±０１９ａｎｄ０２６±００７Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎ
ｔｈｅａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌ
Ｐ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｅｌｏｓｉｎⅠ ｒｅｄｕｃｅｓＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｒｅｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆａｍｏｄｅｌｏｆｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ，ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ａｎｄｒｅｄｕｃｅｓｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣｅｌｏｓｉｎⅠ；ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｍｏｄｅｌｏｆｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ；ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ

　　视神经损伤（ｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙ，ＯＮＩ）是导致视力
损失的主要原因之一［１－２］。据统计，在闭合性头部损

伤中有０５％～５０％的病例伴有ＯＮＩ，主要影响青壮
年人群［３］。尽管ＯＮＩ的病理生理机制尚未完全明确，
普遍认为视神经受损后，轴突数量减少，神经元凋亡

反应启动，导致视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）发生细胞凋亡［４－５］，因此，预防 ＲＧＣｓ凋
亡是防止ＯＮＩ后退行性变化的重要策略［６］。青葙子

是眼科常用的中药材，性味苦寒，归肝经，具有清热泻

火、明目退翳的功效，常用于治疗目赤肿痛、角膜炎、

虹膜睫状体炎等症。现代研究显示，青葙苷Ⅰ是其主
要有效成分，具有抗氧化、降脂和保肝作用［７－８］。本

研究通过建立ＯＮＩ模型，旨在探讨青葙苷Ⅰ对ＯＮＩ模
型大白兔ＲＧＣｓ的保护机制。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级新西兰大白兔，兔龄１２周，体质量

２０～２５ｋｇ，沈阳腾华生物技术有限公司提供。动物
许可证号：ＳＹＸＫ（辽）２０１９－０００４。本实验经辽宁中
医药大学附属第二医院实验动物伦理委员会批准（伦

理批号：Ｌ３１２０１）。
药品与试剂　青葙苷Ⅰ，规格：每瓶 １００ｍｇ，含

量：≥９８％，批号：Ｂ２３３０，甲钴胺，规格：每瓶１００ｍｇ，
含量：≥９６％，批号：Ｂ３３８１６，均购自上海源叶生物科
技有限公司。细胞凋亡与坏死检测试剂盒，上海碧云

天生物技术有限公司生产；Ｂ淋巴细胞瘤 －２基因
（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２样蛋白 １
（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｂｃｌ－ｘｌ）、Ｂｃｌ－２
相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、细胞
色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ）、胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）９、
ｃａｓｐａｓｅ３抗体，均由英国Ａｂｃａｍ公司生产。

仪器　ＢＸ５３荧光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产
品；ＭＢ－５３０多功能酶标分析仪，深圳市汇松科技发
展有限公司产品；ＶＥ－１８６电泳仪，上海天能生命科
学有限公司产品。

２　实验方法
２１　溶液配制

青葙苷Ⅰ溶液配制　称取青葙苷Ⅰ ３０ｍｇ，溶于
０９％ＮａＣｌ１００ｍＬ中，制成３０％青葙苷Ⅰ溶液。

甲钴胺溶液配制　称取甲钴胺３０ｍｇ，溶于０９％
ＮａＣｌ２００ｍＬ中，制成质量浓度为０１５ｍｇ·ｍＬ－１甲
钴胺溶液。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２９）

２２　模型构建［５］

新西兰大白兔腹腔注射１ｍＬ·ｋｇ－１２０％乌来糖
麻醉后，固定于手术台上，头部旋向左侧。在双目显

微镜下，上下睑外侧设置牵引缝线以牵开上下睑；剪

开球结膜，在上直肌及上斜肌止端处安置牵引缝线，

将眼球向眶前外下方向牵引，锐性分离球后软组织以

暴露视神经，向深部分离视神经约５ｍｍ，在球后３ｍｍ
处用动脉瘤夹夹闭２０ｓ，用１ｍＬ注射器针头在显微
镜下分离视神经外鞘包膜组织，实现视神经减压，缝

合球结膜。致伤眼直接对光反应消失，间接反射存

在，瞳孔散大固定认定为ＯＮＩ模型构建成功。假手术
组仅切开球结膜并缝合。

２３　动物分组与给药方法
将新西兰大白兔按随机数表法分为假手术组、模

型组、对照组和实验组，每组６只。假手术组仅切开
球结膜并缝合，其他３组按“２２”的方法用视神经钳
夹伤构建ＯＮＩ模型。造模成功后，假手术组和模型组
均给予等体积０９％ＮａＣｌ；对照组给予０１５ｍｇ·ｋｇ－１

甲钴胺溶液；实验组给予剂量３０ｍｇ·ｋｇ－１青葙苷Ⅰ
溶液。４组新西兰兔每日灌胃给药 １次，连续给药
４周。
２４　内窥镜检测各组大白兔眼底情况［９］

大白兔用平板固定后，儿科开睑器撑开眼睑，用

盐酸丙美卡因滴眼液２～３滴进行表面麻醉，麻醉后，
用复方托吡卡胺滴眼液散瞳，当瞳孔散大后，持耳鼻

喉内窥镜（镜头直径３２ｍｍ）观察大白兔眼底，调整
探头方向，选择合适角度及距离进行眼底观察，并拍

照记录。

２５　苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
法检测各组大白兔视网膜的病理变化［１０］

石蜡切片经过烘烤、脱蜡、水化处理，依照试剂

盒的说明书，依次进行染色步骤：用苏木素染液染

色５ｍｉｎ，用１％盐酸乙醇进行分化处理１０ｓ，１％氨
水进行返蓝处理 ３０ｓ，以及伊红染液染色 ３ｍｉｎ。
每个步骤后，用自来水冲洗切片 １ｍｉｎ。按照常规
方法，用梯度浓度的乙醇进行脱水，二甲苯进行透

明化处理，最后用中性树胶进行封固，封固后的组

织切片通过光学显微镜在４００倍放大下观察，观察
视网膜的形态。

２６　Ｔｕｎｅｌ法检测各组大白兔视网膜节细胞的凋亡
情况［１１］

用ＴＵＮＥＬ试剂盒检测视网膜节细胞凋亡情况，
在光学显微镜下对切片进行观察，并用图像分析系统

对视网膜节细胞凋亡情况进行定量分析，计算出节细

胞凋亡率。

２７　免疫荧光法检测视网膜组织中活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和ｃａｓｐａｓｅ的表达情况［１２］

制备视网膜的石蜡切片，烘烤、脱蜡、水化处理

后，用高温低火进行抗原修复，吸去切片上的多余水

分，在切片上滴加山羊血清，避光条件下滴加 １∶１００
稀释的一抗（ＲＯＳ、ＳＯＤ以及 ｃａｓｐａｓｅ３、９抗体），在
４℃下孵育过夜。孵育后，用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清洗切片，在避光条件下
滴加１∶２００稀释的荧光二抗以及４′，６－二脒基 －２－
苯基吲哚盐（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅｄｉｈｙ
ｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＰＩ），继续在避光条件下孵育１ｈ。孵育
结束后，吸去切片上的液体，滴加抗荧光淬灭剂，最后

进行常规封片处理。封片完成后，在荧光显微镜下观

察并拍摄染色效果，用 ＩｍａｇｅＪ软件对 ＲＯＳ、ＳＯＤ和
ｃａｓｐａｓｅ３、９的表达水平进行分析。
２８　蛋白质印迹法检测视网膜组织Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘｌ、
Ｂａｘ、ＣｙｔＣ和ｃａｓｐａｓｅ蛋白的表达水平［１３］

通过液氮研磨及冰上裂解处理视网膜组织后，在

４℃下，以１２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集上层蛋
白，加入相当于其体积１／４的５×蛋白上样缓冲液，在
１００℃下加热 １０ｍｉｎ，冷却后备用。取蛋白样本
３０μｇ，进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，将
蛋白转移到聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＶＤＦ）膜上。用５％脱脂奶粉溶液封闭ＰＶＤＦ膜２ｈ，
后用ＴＢＳＴ洗涤。将ＰＶＤＦ膜置于１∶１０００稀释的一抗
（Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘｌ、Ｂａｘ、ＣｙｔＣ和ｃａｓｐａｓｅ３、９）和１∶５０００
稀释的β－ａｃｔｉｎ一抗中，在４℃下孵育１８ｈ。ＴＢＳＴ洗
涤ＰＶＤＦ膜后，将其置于１∶１０００稀释的二抗中，在
４℃下孵育２ｈ，再次用 ＴＢＳＴ洗涤。最终，将 ＥＣＬ化
学发光液滴加在ＰＶＤＦ膜表面，用化学发光成像系统
进行曝光并采集图像，以 β－ａｃｔｉｎ为内参，计算目的
蛋白的相对表达水平。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，比较用配对样本ｔ检验；计数资料用率（％）
表示，比较用单因素方差分析。

结　　果

１　４组新西兰大白兔的眼底情况
实验组给予剂量３０ｍｇ·ｋｇ－１青葙苷Ⅰ溶液；对

照组给予０１５ｍｇ·ｋｇ－１甲钴胺溶液；假手术组和模
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型组均给予等体积０９％ＮａＣｌ。
假手术组大白兔眼底表现正常，视网膜中心

可见视盘结构，颜色偏红，中心动脉处可见视盘

结构，颜色偏红，没有黄斑结构，眼底血供丰富，

红润。模型组可见眼底血供减少，整个视野下呈

现灰白色，血流减少，中心动脉血流减少、血管变

细。对照组与实验组治疗后可见眼底血流增加，

对照组中心动脉血流仍较假手术组血管直径细，

视野颜色呈现淡红色，视盘淡红色；实验组可见

血管直径恢复，血流正常，视野呈现粉红色，视盘

颜色正常。结果见图 １。
２　４组新西兰大白兔的视网膜情况

ＨＥ染色结果显示：假手术组大白兔视网膜切片
未见明显异常，ＲＧＣｓ排列整齐，细胞形态规则，细胞
核呈均匀蓝染，形态规律，呈卵圆形；模型组大白兔视

网膜组织结构明显异常，ＲＧＣｓ数量减少、排列紊乱，
细胞核存在皱缩浓染，ＲＧＣｓ胞体或出现肿胀或出现
皱缩，细胞间隙增大；对照组与实验组视网膜组织结

构及ＲＧＣｓ损伤均有所改善，ＲＧＣｓ数量增多，细胞形
　　

图 １　４组新西兰大白兔的眼底情况（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｅｙｅｆｕｎｄｕｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（×２００）
Ａ：Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，０９％ＮａＣｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，０９％ＮａＣｌ；

Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄ０１５ｍｇ· ｋｇ－１ ｍｅｔｈｙｌｃｏｂａｌａｍｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ；

Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄ３０ｍｇ·ｋｇ－１ＣｅｌｏｓｉｎⅠ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

态恢复规则，细胞核呈均匀蓝染，形态规律，呈卵圆

形。对照组仍存在部分ＲＧＣｓ形态异常、染色不均匀；
实验组的ＲＧＣｓ总体数量较对照组增多，ＲＧＣｓ形态异
常较少，染色均匀。结果见图２。
３　４组新西兰大白兔视网膜的节细胞凋亡情况和
ＲＯＳ、ＳＯＤ及ｃａｓｐａｓｅ的表达情况

实验组与对照组的凋亡率和 ＲＯＳ、ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ９表达水平均较模型组明显降低，ＳＯＤ表达水
平较模型组明显升高（均Ｐ＜００５）；实验组的上述指
标与对照组比较，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。结果见表１。
４　４组新西兰大白兔视网膜组织中 Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘｌ、
Ｂａｘ、ＣｙｔＣ和ｃａｓｐａｓｅ蛋白的表达情况

实验组、对照组、模型组和假手术组的 Ｂｃｌ－２蛋
白相对表达水平分别为 ０４６±００２、０６４±００７、
０７７±００５和０２０±００３，Ｂｃｌ－ｘｌ蛋白相对表达水
　　

图 ２　４组新西兰大白兔的视网膜染色结果（苏木精 －伊红染
色，×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｒｅｔｉｎａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－
ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

表１　４组新西兰大白兔视网膜节细胞凋亡情况和活性氧（ＲＯＳ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）表达水平的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ），ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｎｄｃａｓｐａｓｅａｍｏｎｇ４ｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） ＲＯＳ ＳＯＤ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ９

Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ６ ０９７±０１４ ２０５±０２３ ３１９±０３０ ３０８±０２０ ２３１±０３０

Ｍｏｄｅｌ ６ １７６６±０９３ １６５１±１０７ ０７４±０１３ １８７４±１９７ １２８１±１７２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １１６５±１２９ ８２５±０９６ １４８±０２３ １２６８±０９２ ７７９±１１３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ７６５±１２０＃ ６１４±０５７＃ ２４５±０３３＃ ８５５±１１１＃ ３６９±１２０＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；ＲＯＳ：Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ

ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２９）

平分别为 ０４６±００５、０６１±００５、０７８±００３和
０２０±００３，Ｂａｘ蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为
０５０±００７、０６９±０１８、０８２±０１３和０１４±００４，
ＣｙｔＣ蛋白相对表达水平分别为 ０４３±０１５、
０８０±０１４、１０８±０１９和０２６±００７，ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白相对表达水平分别为 ０５８±００８、０９１±０１３、
１１７±０１７和０３２±００５，ｃａｓｐａｓｅ９蛋白相对表达
水平分别为０５９±０１４、０７６±０１１、１２３±０１３和
０４０±００８。实验组和对照组视网膜组织中的上述
蛋白相对表达水平均较模型组显著降低 （均

Ｐ＜００５）；实验组视网膜组织中的上述蛋白相对表达
水平与对照组比较，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。结果见图３。

图 ３　用蛋白质印迹法检测４组新西兰大白兔视网膜组织中
Ｂ淋巴细胞瘤 －２基因（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２样蛋白１（Ｂｃｌ－ｘｌ）、
Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、细胞色素 Ｃ（ＣｙｔＣ）和 ｃａｓｐａｓｅ蛋白
的表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢ－ｌｙｍｐｈｏｍａｔｏｍａ－２
ｇｅｎｅ（Ｂｃｌ－２），Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｂｃｌ－ｘｌ），
Ｂｃｌ－２ｒｅｌａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ），ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ（ＣｙｔＣ）ａｎｄ
ｃａｓｐａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

讨　　论

视神经由视网膜第 ３级神经元———ＲＧＣｓ的轴
突汇聚而成［１４］，视神经受损后，轴突会首先受到剪

切力的损伤，引发轴浆运输和神经血管循环的障

碍［１５］，会导致营养因子的缺失、视神经轴突断裂、

失去营养支持以及局部缺血［１６］，同时过量产生或

释放的一氧化氮具有神经毒性，这些因素共同触发

了凋亡的启动程序，引起 ＲＧＣｓ的进行性死亡［１７］。

由于 ＲＧＣｓ缺乏自我更新与修复的能力，因此，
ＲＧＣｓ死亡引起的视功能丧失是不可逆的，ＲＧＣｓ死
亡的程度会根据损伤因素和程度的不同而有所差

异［１８］。研究表明，减少 ＯＮＩ后 ＲＧＣｓ凋亡是延缓
ＯＮＩ的关键途径之一［１９］。研究证实，众多相关基

因参与调控细胞凋亡过程，其表达变化可以诱发或

抑制细胞凋亡［２０］。

青葙苷Ⅰ是中药青葙子的主要药理成分之一，具
有抗氧化、降血脂和抗凋亡等作用。青葙子最早被记

录在《神农本草经》中，《本草纲目》明确指出其治疗

眼疾的功效：“青葙子治眼，与决明子、苋实同功”。青

葙子的味苦，性寒，归入肝经，具有清肝、明目、退翳的

效果，在中医药治疗眼科疾病中广泛应用。在凋亡级

联反应中，ｃａｓｐａｓｅ３作为凋亡执行酶发挥着关键作
用［２１］，Ｂｃｌ－２家族蛋白是细胞凋亡线粒体途径的核
心调控分子［２２］，其中Ｂａｘ是促进凋亡的基因［２３］，本研

究发现，经青葙苷Ⅰ干预后，Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３与ｃａｓｐａｓｅ９明
显降低，提示青葙苷Ⅰ能够抑制损伤的 ＲＧＣｓ的凋亡
状态，而 Ｂｃｌ－２和 Ｂｃｌ－ｘｌ是抑制凋亡的相关蛋
白［２４］，也同样出现降低情况。分析其原因可能为：假

手术组因呈现非过度凋亡状态，因此Ｂｃｌ－２和 Ｂｃｌ－ｘｌ
表达含量较低，而模型组呈现高度凋亡状态，Ｂｃｌ－２
和Ｂｃｌ－ｘｌ蛋白表达也升高，经青葙苷Ⅰ干预后，凋亡
状态减轻，因此对照组与实验组呈现Ｂｃｌ－２和 Ｂｃｌ－ｘｌ
表达降低，且实验组优于对照组，也提示青葙苷Ⅰ减
轻ＲＧＣｓ凋亡并非通过升高 Ｂｃｌ－２和Ｂｃｌ－ｘｌ蛋白来
完成的。邓翕之等［２５］用烟酰胺核糖干预羰基氰化物

间氯苯腙所诱导的大鼠视网膜的永生化视网膜前体

细胞，结果发现，其能够提高细胞活力，降低 ｃａｓｐａｓｅ３
与ｃａｓｐａｓｅ９与 ＣｙｔＣ等凋亡蛋白表达，减少 ＲＯＳ生
成，与本文结果一致。

本研究提示：青葙苷Ⅰ能够降低 ＯＮＩ模型视网膜
组织 ＲＯＳ水平，升高 ＳＯＤ水平，抑制凋亡相关蛋白
Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３与ｃａｓｐａｓｅ９的表达，提示当 ＯＮＩ后，节
细胞因ＲＯＳ水平的迅速升高出现ｃａｓｐａｓｅ３信号通路
被激活，线粒体大量凋亡，经青葙苷Ⅰ干预后，可以抑
制视网膜节细胞线粒体凋亡途径，起到节细胞的保护

作用。
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