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Abstract
誗 AIM: To investigate the effect and mechanism of
chrysophanol for rat model with glaucoma.
誗METHODS: The glaucoma rat models were made by
cauterization of three episcleral veins. Then the glaucoma
rats were divided into three groups. Group 1 was the
untreated intraocular hypertension group. Group 2 was
the low dose of chrysophanol group (25mg/ kg) . Group 3
was the high dose of chrysophanol group (50mg/ kg), 15
rats in each group. The right eyes were the experiment
eyes while the left were the control ones. After 6wk
treatment, the mRNA and protein of protein kinase - like
endoplasmic reticulum kinase (PERK) and Rho kinase 1
(ROCK-1) were determined in the retina.
誗 RESULTS: The chrysophanol reduced intraocular
pressure ( IOP ) of experiment eyes, which was
significantly lower than that of control eyes ( P < 0. 01) .
Compared with the normal group, the p - PERK protein
increased significantly in the retina of glaucoma model
group and chrysophanol increased the lever of p - PERK
protein. The ROCK-1 protein level increased significantly
in glaucoma group, it all decreased in these treatment
groups, and it decreased significantly in high dose
treatment group. Detected by TR-PCR, chrysophanol also
could activate the mRNA of PERK and inhibited the mRNA
expression of ROCK-1 in a rat model of glaucoma.
誗CONCLUSION:These results suggest that chrysophanol
can reduce the IOP through the phosphorylation of PERK
protein to regulate the PERK / ROCK signaling in glaucoma
rat model.
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摘要
目的:探讨大黄酚对慢性青光眼大鼠的保护作用及其作用
机制。
方法:采用双极电凝器电凝巩膜表面 3 组静脉,建立慢性
高眼压大鼠模型,分为 3 组。 一组为高眼压模型组,一组
为大黄酚低剂量组(25mg / kg),一组为大黄酚高剂量组
(50mg / kg),每组各 15 只,右眼为实验眼,左眼为正常对
照眼。 连续给药 6wk 后处死大鼠并摘取眼球,PCR 和
Western-blot 检测 PERK 和 ROCK-1 在视网膜中的表达。
结果:大黄酚高、低剂量组能有效降低大鼠眼内压,与模型
眼相比有显著统计学差异( P<0 . 01) 。 正常对照视网
膜 p-PERK 蛋白水平表达比较低,青光眼模型组表达显
著升高,高、低剂量大黄酚使其表达增高。 ROCK-1 在视
网膜中的表达在青光眼模型组表达最高,各治疗组均可使
其表达下降,以高剂量组下降最显著。 RT-PCR 结果表
明,高剂量组大鼠视网膜 PERK mRNA 水平明显高于模型
对照眼;ROCK-1 mRNA 水平则显著降低。
结论:高剂量大黄酚能有效降低青光眼大鼠的眼内压,其
作用机制可能是通过激活 PERK 蛋白磷酸化以调控
PERK / ROCK 信号转导而发挥其保护作用。
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0 引言
摇 摇 青光眼是一种复杂的神经退行性眼部疾病,它是全球
第二大致盲性眼病。 青光眼的神经性病变发生在视网膜
神经节细胞及视神经轴突,高眼压是其病变的主要原因之
一[1]。 眼内压的升高引起的视网膜神经节细胞及其轴突
渐进性及不可逆转的损失,导致视力丧失。 大黄酚是中药
大黄主要的有效单体之一,属于蒽醌类化合物。 研究表
明,大黄酚在脑缺血再灌注损伤、阿尔茨海默病中表现出
很好的神经保护作用[2]。 为此,本研究通过考察慢性高眼
压大鼠在大黄酚治疗后眼内压的变化,初步探讨大黄酚对
青光眼治疗的可能机制。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 PERK 和 p-PERK 多克隆抗体,ROCK-1 多克
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隆抗体(美国 Santa 公司),Tono-pen XL 笔式眼压计(美国
Mentor),手术显微镜(上海医用光学仪器厂)。 SPF 级 SD
雄性大鼠(上海西普尔-必凯实验动物有限公司提供)45
只,体质量 160 ~ 180g,无眼疾。 随机分为 3 组,一组为高
眼压模型组,一组为大黄酚低剂量组(25mg / kg),一组为
大黄酚高剂量组(50mg / kg),每组各 15 只,右眼为实验
眼,左眼为正常对照眼。
1. 2 方法摇 大鼠 3%戊巴比妥钠溶液按 30mg / kg 行腹腔注
射麻醉,盐酸奥布卡因进行眼表面麻醉,抗生素注射液滴
眼,剪开右眼外眦部,上下眼睑缝线开睑,分别于 3颐00、
6颐00、9 颐00 及 12 颐00 位处,沿角巩膜缘剪开球结膜和其下
方的 Tenon 囊,切口长约 2mm,沿切口的两端行放射状切
开,在直肌旁侧或其下方找到 3 条巩膜表层静脉,用烧灼
器迅速轻点烧灼,阻断成功的标志是血管立即收缩,其远
端血流中断。 术后结膜囊内点 3g / L 诺氟沙星滴眼液。 假
手术对照眼只剪开外眦部不烧灼。 术前、术后即刻及术后
每周用 Tono-Pen XL 眼压计测眼压。 建模第 3d 起高眼压
大黄酚治疗组每天灌胃给药(大黄酚 25mg / kg 或 50mg / kg),
高眼压模型组每天灌胃等体积的 0. 5% 羧甲基纤维素钠。
到 6wk 末,用 100g / L 水合氯醛溶液按 3mL / kg 的剂量腹腔
麻醉,随后摘取每只鼠的双眼,去除其眼球前节。 在无菌
条件于显微镜下将眼球做成眼杯,小心剥离出视网膜组
织,液氮下冷冻,-80益储存。
1. 2. 1 RT-PCR技术检测视网膜组织中基因表达摇 采用
RT- PCR 技术检测各组大鼠视网膜组织中 PERK 和
ROCK-1 的 mRNA 表达。 首先使用 Trizol 试剂盒从视网
膜组织中提取总 mRNA,然后将提取的 RNA 反转录为
cDNA,同时进行实时荧光定量 PCR 检测。 PCR 反应参数
为:95益 3min,循环体:95益 30s, 55益 30s,72益 30s,35 ~
40 个循环,延伸:72益 15min。 GAPDH 引物序列:上游 5蒺-
GACATCAAGAAGGTGGTGAAGC - 3蒺, 下 游 5蒺 -
TGTCATTGAGAGCAATGCCAGC-3蒺;PERK 引物序列:上游
5蒺 - AAGATGGTACAGTGGACGGC - 3蒺, 下 游 5蒺 -
CCGTGTTCCTGGTGAAATCT-3蒺;ROCK-1 引物序列:上游
5蒺 - CCCTCACCACTTTCCAGCCA - 3蒺, 下 游 5蒺 -
GGCGGTGGCTTAAAAACATGC - 3蒺。 以 PERK mRNA、
ROCK-1 mRNA 与 GAPDH mRNA 含量比值作为 PERK
mRNA、ROCK-1 mRNA 表达水平。
1. 2. 2 Western-blot 检测视网膜组织中蛋白表达摇 取各
样本蛋白质 50滋g 进行 SDS-PAGE 电泳,转膜,脱脂奶粉
封闭 2h,TBST 液洗膜 3 次,每次 5min,共 3 次,加入相对
应的特异性一抗孵育,ROCK-1 多克隆抗体的工作浓度为
1颐500,PERK 和 p-PERK 多克隆抗体的工作浓度都为
1颐1000。 4益孵育过夜。 TBST 液洗膜 3 次,每次 5min,然
后二抗室温孵育 2h,TBST 液洗膜 3 次,每次 5min,共 3
次,ECL 曝光后采用 Quantity-one Software 4. 6. 9 测定各条
带光密度。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 16. 0 统计学软件进行统计学

分析,数据采用 軃x依s 表示。 组间差异采用独立样本 t 检验
进行统计处理,P< 0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 高眼压大鼠模型的眼压观察摇 大鼠术前右眼和左眼
眼压 差 异 无 统 计 学 意 义 ( 15. 87 依 1. 87 vs 16. 02 依
2郾 02mmHg,t=0. 5233,P = 0. 6031)。 在实验过程中,对照
组眼压在 14 ~ 17mmHg 范围波动。 高眼压模型眼(右眼)
眼压相对于对照眼明显升高(16.42依2.18 vs 21.81依2.92mmHg,

图 1摇 各组大鼠不同时间点眼内压变化情况摇 Sham:假手术组;
Model:模型组; 25mg / kg: 25mg / kg 大 黄 酚 灌 胃 组; 50mg / kg:
50mg / kg 大黄酚灌胃组;b P<0. 01,d P<0. 001 vs Sham 组;a P<
0郾 05,fP<0. 01 vs Model 组。

图 2摇 大鼠视网膜中 mRNA 表达水平 摇 A:各组大鼠视网膜
ROCK-1 信使 RNA 表达水平;B:各组大鼠视网膜 PERK 信使
RNA 表达水平;Sham:假手术组;Model:模型组;25mg / kg:25mg /
kg 大黄酚灌胃组;50mg / kg:50mg / kg 大黄酚灌胃组。aP<0. 05,bP<
0. 01 vs Sham 组; cP<0. 05,dP<0. 01 vs Model 组。

t=6. 770,P = 0. 0045)。 在连续给药 6wk 后,大黄酚高、低
剂量组大鼠眼内压平均下降了 31%和 22% (图 1)。
2. 2 各组大鼠视网膜中 PERK 和 ROCK 基因的表达量摇
以 PERK / GAPDH 和 ROCK / GAPDH 比值代表 PERK 和
ROCK mRNA 的相对表达情况。 由图 2 可见,高眼压模型
大鼠视网膜 ROCK-1 和 PERK mRNA 表达水平较正常对
照眼视网膜水平显著升高( t=0. 0008,P=0. 0008;t =4郾 415,
P=0. 0116)。 大鼠大黄酚灌胃 6wk 后,在低剂量组和高剂
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图 3摇 大鼠视网膜蛋白表达水平摇 A:各组大鼠视网膜 ROCK-1、PERK、p-PERK 蛋白表达条带;B:各组大鼠视网膜 ROCK-1 蛋白表
达水平;C:各组大鼠视网膜 PERK蛋白表达水平;D:各组大鼠视网膜 p-PERK 蛋白表达水平;Sham:假手术组;Model:模型组;25mg / kg:25mg / kg
大黄酚灌胃组;50mg / kg:50mg / kg 大黄酚灌胃组。aP<0. 05,bP<0. 01 vs Sham 组; cP<0. 05,dP<0. 01 vs Model 组。

量大鼠视网膜 PERK mRNA 与高眼压模型对照组相比都
上升( t = 3. 388,P = 0. 0276; t = 6. 944,P = 0. 0023)。 而
ROCK-1 mRNA 相对表达量较高眼压视网膜相比都显著
下降( t= 3. 034,P=0. 0383;t=5. 162,P=0. 0067)。
2. 3 视网膜中 PERK / ROCK信号通路作用抑制摇 为了探
讨大黄酚对高眼压大鼠治疗的作用机制,采用 Western-
blot 检测大鼠视网膜中 p-PERK、PERK 和 ROCK-1 的蛋
白水平(图 3)。 结果表明,相对于正常对照眼视网膜,高
眼压模型组中 p - PERK 蛋白表达水平显著增加 ( t =
2郾 951,P=0. 0419), 并且 PERK 蛋白表达也增加,但无统
计学差异( t= 1. 624,P = 0. 2029)。 同时,ROCK-1 蛋白表
达也大大上升( t=7郾 167,P = 0. 0056)。 在给药 6wk 后,与
高眼压模型相比,高低剂量组大鼠视网膜 p-PERK 蛋白( t =
4. 935,P=0郾 0078;t = 1. 025,P = 0. 413)和 PERK 蛋白( t =
5. 171,P=0. 0066;t = 2. 106,P = 0. 103)都呈上升趋势,而
ROCK-1 蛋白表达却下降( t = 5. 971,P = 0. 004;t = 4. 603,
P=0郾 012)。
3 讨论
摇 摇 青光眼是具有病理性高眼压合并视盘、视网膜神经纤
维层损害及青光眼视野改变的一种致盲性眼病,而高眼压
是其病变的主要原因,其特征表现为视神经萎缩和视野缺
损。 视神经损伤是青光眼发病的一个重要因素,而视网膜
神经节细胞的凋亡是青光眼神经病变的最终通路[3]。 蛋
白激酶 R 样内质网激酶(PKR-like ER kinase,PERK)是内
质网应激凋亡的一个重要途径,而内质网应激诱导的凋亡
信号传导通路是细胞凋亡信号传导三大通路之一[4]。 细
胞凋亡促成青光眼神经节细胞的丢失,而青光眼视网膜损
伤的主要病理变化之一就是神经节细胞的减少。 Rho 相
关蛋白激酶(Rho associated kinase,ROCK)的主要功能是
调节细胞肌动蛋白骨架的重组,从而广泛参与神经再生、
细胞凋亡等一系列神经保护作用。 最近,研究表明 ROCK
抑制剂能引起眼压下降和房水外流增加,在保护视网膜神
经节细胞、降低眼内压以及改善眼部血流量等方面为青光
眼的治疗提供了一个新的良好前景,并且其对于青光眼滤
过性手术后瘢痕的形成也有减轻效果[5]。
摇 摇 大黄酚是从廖科植物大黄中提取的主要有效成分之
一,研究表明大黄酚具有止咳、抗菌、止血作用,并能促进
肠管动物的神经兴奋和肌肉麻痹。 它对于脑缺血再灌注
小鼠脑中过氧化氢酶活性有增强作用,其具有明显的抗衰
老作用[6]。 对于衰老小鼠的记忆障碍,大黄酚能增加脑组
织超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性,改善被动
回避性记忆障碍[7]。 近年来,大黄酚对于神经保护作用的
研究越来越多。 为此,本研究首次尝试探讨大黄酚对于视
网膜的神经保护作用。
摇 摇 本研究通过构建经典的慢性眼压大鼠模型,通过测定

眼内压来判断高眼压大鼠模型的构建情况。 大鼠青光眼
模型构建成功后,我们进一步考察了大黄酚对青光眼大鼠
的保护作用,并探讨了大黄酚对青光眼保护的可能分子机
制。 实验结果表明,高眼压大鼠在大黄酚灌胃给药 6wk
后,眼内压明显降低,提示其对于青光眼有一定的治疗效
果。 大鼠视网膜 PERK 蛋白磷酸化比例显著升高,相同
的,ROCK-1 蛋白的表达在高眼压大鼠视网膜中表达也明
显增加,提示 PERK 蛋白磷酸化以及 ROCK 蛋白在青光眼
的发病机制中发挥重要的作用。 同时,mRNA 结果也显示
出相同的趋势,PERK 和 ROCK-1 两者的 mRNA 表达水平
在模型大鼠视网膜中也显著上升。 由此我们可以推测,大
黄酚可通过降低眼内压治疗青光眼,其机制之一可能是通
过调控 PERK / ROCK 信号通路。 最近,研究还表明青光眼
引起的视神经萎缩,在眼压得到控制后仍有神经细胞的调
亡、视功能的损害,说明高眼压不是视功能损害的唯一原
因。 视神经的血液供应和神经营养因子的补充也是影响
青光眼治疗的重要原因。 王树等[8] 发现大黄酚对于脑缺
血再灌注小鼠有一定的保护作用,它能提高大鼠脑内的血
流量。 由于视神经的血液供应与大脑血管都来自颈内动
脉,大黄酚或许也能通过改善大鼠大脑血液供应从而增加
视神经的血液供应来发挥其治疗青光眼的作用。 除此之
外,宋金艳等证实了大黄酚脂质体能提高脑源性神经营养
因子(brain-derived neurotrophic factor,BDNF)的表达,而
BDNF 保护视神经功能作用在体内、体外青光眼模型得到
许多证实[9]。 关于大黄酚对青光眼大鼠保护作用的详细
机制有待深入探讨。
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