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摘要
目的:分析白藜芦醇对青光眼大鼠视神经的保护作用及对
磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ＰＩ３Ｋ) / 蛋白激酶 Ｂ(Ａｋｔ)信号通路及
其相关因子的影响ꎮ
方法:ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠以烧灼巩膜表面静脉法制作右眼青
光眼模型ꎬ建模成功后以不同剂量(１０、２０、４０ｍｇ / ｋｇ 腹腔
注射)白藜芦醇干预ꎬ末次给药后 ２ｈ 检测各组大鼠眼压ꎬ
进行视网膜铺片观察视网膜神经节细胞(ＲＧＣ)存活情
况ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测视网膜
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、碱性成纤维细胞生长因子(ｂＦＧＦ)、脑源性神经
营养因子(ＢＤＮＦ)ｍＲＮＡ 及蛋白表达情况ꎮ
结果:模型组眼压 ( ３０. ２５ ± ４. ２５ｍｍＨｇ) 高于低剂量组
(２６.３０±４.０５ｍｍＨｇ)、中剂量组(２２.３１±３.６８ｍｍＨｇ)和高剂
量组(１８.３２±３.２１ｍｍＨｇ)ꎬ模型组 ＲＧＣ 标识率(４８.２５％±
４.５０％) 低于低剂量组 ( ５６. ３２％ ± ５. ０５％)、 中剂量组
(６６.０３％±６.６８％)和高剂量组(７８.５６％ ±７.８２％) (均 Ｐ<
０.０５)ꎬ且低、中、高剂量组眼压呈剂量依赖性下降ꎬＲＧＣ
标识率呈剂量依赖性升高ꎮ 模型组 ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ /
Ａｋｔ 蛋白比值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达量低
于低剂量组、中剂量组和高剂量组(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且低剂量
组、中剂量组、高剂量组呈剂量依赖性升高ꎮ
结论:白藜芦醇能抑制青光眼大鼠 ＲＧＣ 的凋亡ꎬ减轻视神
经损伤ꎬ其机制可能与上调 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路中相关蛋
白的磷酸化及视神经保护作用因子基因与蛋白的表达
有关ꎮ
关键词:白藜芦醇ꎻ青光眼ꎻ视神经损伤ꎻ磷脂酰肌醇 ３ 激
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０引言
青光眼是继白内障之后的第二大致盲性眼病ꎬ以视神

经乳头凹陷性萎缩和视野特征性缺损性缩小为主要表现ꎬ
不仅影响患者的视力健康和生活质量ꎬ也造成了一定的社
会负担[１]ꎮ 多项研究表明ꎬ视网膜神经节细胞 ( ｒｅｔｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬＲＧＣ)凋亡和神经轴突的退变是青光眼的主
要病变特点[２－４]ꎬ因此减少或抑制 ＲＧＣ 凋亡与轴突的退变
成为青光眼治疗的研究热点ꎮ 传统青光眼的治疗方式为
手术或药物降压ꎬ但部分患者在眼压正常后仍存在继发性
视神经损伤ꎮ 白藜芦醇是一种非黄酮类多酚化合物ꎬ具有
抗炎、抗肿瘤、抗氧化、抗细胞凋亡、神经保护等多种作用ꎮ
既往研究证实ꎬ白藜芦醇可减轻青光眼视网膜的氧化应激
损伤ꎬ但未具体阐述对 ＲＧＣ 凋亡的影响及相关调控机
制[５]ꎮ 故此ꎬ本研究通过建立青光眼大鼠模型ꎬ分析白藜
芦醇对青光眼大鼠视神经损伤的保护作用以及对凋亡相
关信号通路磷脂酰肌醇 ３ 激酶 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３
ｋｉｎａｓｅꎬＰＩ３Ｋ) / 蛋白激酶 Ｂ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＢꎬＡｋｔ)及其相关
因子的影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 健康无眼疾 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠ꎬ８ 周龄ꎬ６０
只ꎬ雌雄各半ꎬ体质量 １８０ ~ ２２０ｇꎬ购自河北医科大学动物
实验中心ꎬ许可证号 ＳＣＸＫ(冀) ２０１８－００３ꎮ 自由进食饮
水ꎬ适应性饲养 １ｗｋꎮ 饲养环境室温 ２３℃ ~ ２５℃ꎬ湿度
４５％~５５％ꎬ１２ｈ 明 / 暗交替光照ꎮ 本研究经实验动物伦理
委员会批准(批准号:２０１８－０８５)ꎮ
１.１.２主要仪器及试剂 　 白藜芦醇(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ荧
光金(美国 Ｂｉｏｔｉｕｍ 公司)ꎬ０.２５％氯霉素眼液(山东省人民
药业有限公司ꎬ国药准字 Ｈ２００６３６８５)ꎬ０.５％盐酸丙美卡因
眼液(比利时爱尔康医药公司ꎬ批准文号 Ｈ２００９００８２)ꎬ超
纯 ＲＮＡ 提取试剂盒、逆转录试剂盒、ＢＣＡ 蛋白定量分析试
剂盒(广州迈博生物科技有限公司)ꎬ兔抗大鼠 ＰＩ３Ｋ、磷酸
化(ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬｐ)－ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｐ－Ａｋｔ、碱性成纤维细胞
生长因子(ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)、脑源性神
经营养因子(ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)多克
隆抗体(北京 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司)ꎻ７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ 系
统(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎬ全段酶标仪 (美国
ＢｉｏＴｅｋ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ 荧光金染料逆行标记追踪 ＲＧＣ 　 取 ６０ 只大鼠ꎬ
０.３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠ꎬ固定于脑立体定位
仪上ꎬ以 Ｐａｘｉｎｏｓ 图谱为标准ꎬ定位器调整至零后ꎬ后移
６.０ｍｍꎬ在两侧旁开中线 １. ５ｍｍ 处对称点ꎬ制作大小约
１ｍｍ 的骨孔ꎬ撕开骨孔处硬脑膜ꎬＢｒｅｇｍａ 点为零点后移
４.３、６.３ｍｍ 的骨孔内ꎬ分别旁开 ４.４、１.４ｍｍꎬ于背侧膝状核
和上丘内分别以玻璃微管缓慢注入 ３％荧光金 ０.５μＬꎬ注
射深度分别为 ４.５、３.５ｍｍꎬ于 ５ｍｉｎ 内注射完毕ꎬ针头留置
１０ｍｉｎꎮ 对侧背外侧膝状核和上丘操作同上ꎬ术毕分层缝

合筋膜和皮肤ꎬ大鼠分笼饲养ꎬ自由饮食、饮水ꎬ保持垫料
干燥ꎮ
１.２.２青光眼大鼠模型制备 　 ６０ 只大鼠行荧光金染料逆
行标记追踪 ＲＧＣ ４ｄ 后以 ０.２５％氯霉素眼液滴注右眼ꎬ
１ 滴 / 次ꎬ２ 次 / 天ꎬ连续 ３ｄꎮ 荧光金染料逆行标记追踪
ＲＧＣ ７ｄ 后ꎬ随机取 ４０ 只大鼠ꎬ采用烧灼巩膜表面静脉法
均选取右眼制作青光眼模型[６]:建模当天大鼠称重ꎬ仰卧
于手术台后固定ꎬ以 ０.３％戊巴比妥钠腹腔注射ꎬ并以 ０.５％
盐酸丙美卡因眼液滴注术眼 ３ 次ꎬ常规消毒铺巾ꎬ暴露右
眼ꎮ 在眼科显微镜下ꎬ距角巩膜缘 １２∶ ００ 方向剪开上方球
结膜ꎬ约 １ｍｍꎬ钝性分离球结膜及筋膜ꎬ暴露巩膜静脉ꎬ分
离 ３ 支上巩膜静脉ꎬ以手术烧灼器轻轻烙闭ꎬ以近角膜端
血管扩张充盈ꎬ远角膜端血管血流消失为宜ꎮ 后整复术眼
球结膜及筋膜ꎬ涂抹金霉素软膏ꎬ术后第 ２ｄ 以 ０.２５％氯霉
素眼液滴眼ꎬ１ 滴 / 次ꎬ２ 次 / 天ꎬ连续 ７ｄꎮ 左眼不做处理ꎮ
余 ２０ 只大鼠除未烧灼上巩膜静脉外ꎬ其余步骤相同ꎮ
１.２.３分组及干预　 取建模成功(烧灼巩膜表面静脉术后
７ｄ 检测眼压大于 ２１ｍｍＨｇ 或术眼眼压高于非手术眼
５ｍｍＨｇ 视为建模成功)大鼠随机分为 ４ 组ꎬ每组 １０ 只ꎬ分
别为模型组、低剂量组、中剂量组和高剂量组ꎬ２０ 只未烧
灼上巩膜静脉大鼠随机分为对照组(１０ 只)和实验对照组
(１０ 只)ꎮ 根据预实验结果确定白藜芦醇浓度ꎬ低、中、高
剂量 组 分 别 以 白 藜 芦 醇 １０、 ２０、 ４０ｍｇ / ｋｇ 腹 腔 注 射
(１０ｍＬ / ｋｇ)ꎬ药物注射剂量按照«实验动物与动物实验方
法学» [７] 人与大鼠体表面积的药物等效剂量换算ꎬ注射间
隔依据白藜芦醇给药后药代动力学参数[８]ꎬ１ 次 / 天ꎬ连续
８ｄꎮ 模型组、对照组在相同时间注射等量生理盐水ꎬ实验
对照组则给予白藜芦醇 １０ｍｇ / ｋｇ 腹腔注射ꎮ
１.２.４眼压测量　 末次给药后 ２ｈꎬ以毛巾包裹大鼠并固定
于手术台ꎬ０.５％盐酸丙美卡因眼液滴眼表面麻醉ꎬ将眼压
计笔头垂直接触大鼠右侧角膜正中ꎬ测量大鼠右侧眼压ꎬ
连续测量 ３ 次ꎬ计算平均值ꎮ
１.２.５视网膜铺片与 ＲＧＣ 计数 　 眼压测量后ꎬ以颈椎脱
臼法迅速处死大鼠ꎬ显微剪剪开大鼠球结膜ꎬ分离结膜和
巩膜ꎬ断开眼外肌ꎬ取出眼球钝性分离视神经约 ５ｍｍꎬ取
１ / ２ 以 ４％多聚甲醛固定 ２ｈꎬ显微镜下去除眼前节ꎬ分离视
网膜ꎬ将视网膜平铺于载玻片ꎬ自然干燥后以 ７５％缓冲甘
油封片ꎬ于 ３ｈ 内在荧光显微镜下观察ꎮ 以距视乳沟 ２ｍｍ
的上、下、左、右各 ４ 个视野各留 １ 张照片ꎬＩｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
图像分析系统计数被标记的 ＲＧＣꎬ计算 ＲＧＣ 标识率ꎬＲＧＣ
标识率(％)＝ 每只大鼠右眼 ＲＧＣ / 左眼 ＲＧＣ×１００％ꎮ
１.２.６视网膜组织相关 ｍＲＮＡ 相对表达量 　 剩余视网膜
保存于－８０℃冰箱ꎬ用时取出以超纯 ＲＮＡ 提取试剂盒提出
总 ＲＮＡꎬ逆转录试剂盒逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 法
检测相关基因表达情况ꎬ配制 ２０μＬ ＰＣＲ 反应体系ꎬ反应
条件:９５℃ １０ｍｉｎꎬ９５℃ １５ｓꎬ５８℃ ５０ｓꎬ５８℃ ５０ｓꎬ４５ 个循
环ꎬβ－ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ２－△△Ｃｔ法计算目的基因相对表达
量ꎮ 所有样本重复检测 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ 引物序列见
表 １ꎮ
１.２.７ 视网膜组织相关蛋白相对表达量　 取－８０℃保存的
视网膜组织ꎬ裂解提取蛋白ꎬＢＣＡ 蛋白质检测进行蛋白定
量ꎬ３５μｇ 样本蛋白混合等体积上样ꎬ电泳后转移至 ＰＶＤＦ
膜ꎬ封闭液封闭ꎬ室温孵育 ２ｈꎬ加入 ＰＩ３Ｋ ( １ ∶ ８００)、Ａｋｔ
(１ ∶ ５００)、ｂＦＧＦ(１ ∶ ５００)、ＢＤＮＦ(１ ∶ ８００) 一抗ꎬ４℃ 过夜ꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎬ加入二抗(１∶ １０ ０００)ꎬ室温孵
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图 １　 荧光金逆行标记神经节细胞存活情况(×２００)　 Ａ:对照组ꎻＢ:实验对照组ꎻＣ:模型组ꎻＤ:低剂量组ꎻＥ:中剂量组ꎻＦ:高剂量组ꎮ

表 １　 引物序列

引物名称 引物序列

ＰＩ３Ｋ ５􀆳－ＧＡＡＴＴＣＧＴＡＡＴＣＣＴＡＣＴＡＧＡＴＡ－３􀆳(Ｆ)ꎻ５􀆳－ＴＣＧＴＴＡＧＴＧＡＧＴＣＡＴＣＧＡＡＧＴ－３􀆳(Ｒ)
Ａｋｔ ５􀆳－ＡＡＧＴＣＧＡＴＣＴＡＴＧＴＧＴＡＴＧＣＴ－３􀆳(Ｆ)ꎻ５􀆳－ＧＴＡＴＣＧＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＡＧＡＡＧ－３(Ｒ)
ｂＦＧＦ ５􀆳－ＴＡＧＧＣＧＡＴＡＴＧＡＧＣＴＡＡＧＴＡ－３􀆳(Ｆ)ꎻ５􀆳－ＡＧＡＧＡＴＧＴＴＡＴＣＡＴＧＴＡＧＣＣ－３􀆳(Ｒ)
ＢＤＮＦ ５􀆳－ＴＧＧＴＣＡＣＡＧＴＴＧＡＴＡＡＴＧＧＴ－３􀆳(Ｆ)ꎻ５􀆳－ＴＴＡＡＧＡＴＣＴＧＧＡＣＧＴＧＡＣＴＴ－３􀆳(Ｒ)
β－ａｃｔｉｎ ５􀆳－ＣＴＡＴＡＴＣＡＴＴＣＧＡＴＧＣＧＡＡＴＧＣ－３􀆳(Ｆ)ꎻ５􀆳－ＧＴＡＧＡＣＡＴＧＧＴＴＧＡＡＣＴＡＧＧＣ－３􀆳(Ｒ)

育 ４５ｍｉｎꎬ加入底物显色ꎬＬａｂＷｏｒｋｓ 软件分析蛋白条带灰
度值ꎬ以目的条带与内参条带 β－ａｃｔｉｎ 比值表示目的蛋白
的表达水平ꎬ计算 ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及
ｂＦＧＦ、ｐ－ＢＤＮＦ 蛋白相对表达量ꎮ

统计学分析:以 ＳＰＳＳ ２５.０ 软件分析数据ꎮ 计量资料

均以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组计量资料比较采用单
因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＳＮＫ－ｑ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差
异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１各组大鼠眼压比较　 末次给药后 ２ｈꎬ各组大鼠眼压比
较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与对照组及实验对照组
比较ꎬ模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组眼压更高
(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ低剂量组、中剂量组、高剂量
组眼压更低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与低剂量组比较ꎬ中剂量组与高
剂量组眼压更低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与中剂量组比较ꎬ高剂量组
眼压更低(Ｐ<０.０５)ꎻ对照组与实验对照组眼压比较ꎬ差异
无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２.２各组大鼠 ＲＧＣ 存活情况比较 　 各组大鼠的 ＲＧＣ 标
识率比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与对照组及实验
对照组比较ꎬ模型组、低剂量组、中剂量组、高剂量组 ＲＧＣ
标识率更低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ低剂量组、中剂
量组、高剂量组 ＲＧＣ 标识率更高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与低剂量
组比较ꎬ中剂量组、高剂量组 ＲＧＣ 标识率更高 (均 Ｐ <
０.０５)ꎬ与中低剂量组比较ꎬ高剂量组 ＲＧＣ 标识率更高
(Ｐ<０.０５)ꎻ对照组与实验对照组 ＲＧＣ 标识率比较ꎬ差异
无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 １ꎬ表 ２ꎮ
２.３各组大鼠视网膜组织相关 ｍＲＮＡ 相对表达量比较 　
各组大鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ ｍＲＮＡ 相对表达量比较ꎬ差异
均无统计学意义 ( Ｐ > ０. ０５)ꎮ 各组大鼠视网膜 ｂＦＧＦ、

　 　表 ２　 各组大鼠眼压和 ＲＧＣ存活情况 􀭰ｘ±ｓ
组别 眼压(ｍｍＨｇ) ＲＧＣ 标识率(％)
对照组 １５.３５±２.８０ ８５.３３±６.３０
实验对照组 １５.５６±３.０１ ８６.０１±６.１７
模型组 ３０.２５±４.２５ａꎬｃ ４８.２５±４.５０ａꎬｃ

低剂量组 ２６.３０±４.０５ａꎬｃꎬｅ ５６.３２±５.０５ａꎬｃꎬｅ

中剂量组 ２２.３１±３.６８ａꎬｃꎬｅꎬｇ ６６.０３±６.６８ａꎬｃꎬｅꎬｇ

高剂量组 １８.３２±３.２１ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ７８.５６±７.８２ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２７.０４６ ６１.１９６
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 实验对照组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 模型

组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 低剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 中剂量组ꎮ

ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 相对表达量比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０１)ꎻ与对照组及实验对照组比较ꎬ模型组、低剂量组、中
剂量组、高剂量组 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 相对表达量更低
(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较ꎬ低剂量组、中剂量组、高剂量
组 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 相对表达量更高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与低
剂量组比较ꎬ中剂量组、高剂量组 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 相对
表达量更高(均 Ｐ < ０. ０５)ꎻ与中剂量组比较ꎬ高剂量组
ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 相对表达量更高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ
２.４ 各组大鼠视网膜组织相关蛋白相对表达量比较 　 各
组大鼠视网膜 ｐ － ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、 ｐ － Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及
ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 蛋白相对表达量比较ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎻ与对照组及实验对照组比较ꎬ模型组、低剂量
组、中剂量组、高剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比
值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 蛋白相对表达量更低(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与模
型组比较ꎬ低剂量组、中剂量组、高剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、
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　 　表 ３　 各组大鼠视网膜组织相关 ｍＲＮＡ相对表达量 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ ｂＦＧＦ ＢＤＮＦ
对照组 ０.７０±０.１２ ０.７５±０.１５ ０.６０±０.１０ ０.６６±０.１０
实验对照组 ０.７２±０.１３ ０.７６±０.１４ ０.６２±０.１１ ０.６７±０.１２
模型组 ０.７８±０.１５ ０.８０±０.１２ ０.１８±０.０５ａꎬｃ ０.２５±０.０６ａꎬｃ

低剂量组 ０.７４±０.１２ ０.８３±０.１５ ０.２５±０.０５ａꎬｃꎬｅ ０.３２±０.０７ａꎬｃꎬｅ

中剂量组 ０.７６±０.１３ ０.８１±０.１４ ０.４０±０.０８ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.４５±０.０８ａꎬｃꎬｅꎬｇ

高剂量组 ０.７４±０.１４ ０.７９±０.１３ ０.５０±０.０７ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ０.５４±０.０９ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ０.５０１ ０.４５９ ５６.９９６ ４１.２５８
Ｐ ０.７３５ ０.７６５ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 实验对照组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 低剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 中剂量组ꎮ

表 ４　 各组大鼠视网膜组织相关蛋白相对表达量 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ ｂＦＧＦ ＢＤＮＦ
对照组 ０.９５±０.０５ ０.９２±０.０６ ０.８５±０.０９ ０.８３±０.０７
实验对照组 ０.９６±０.０４ ０.９３±０.０５ ０.８４±０.１０ ０.８５±０.０８
模型组 ０.２０±０.０３ａꎬｃ ０.０８±０.０２ａꎬｃ ０.０９±０.０３ａꎬｃ ０.１５±０.０５ａꎬｃ

低剂量组 ０.３０±０.０４ａꎬｃꎬｅ ０.２３±０.０５ａꎬｃꎬｅ ０.１５±０.０５ａꎬｃꎬｅ ０.２２±０.０６ａꎬｃꎬｅ

中剂量组 ０.５５±０.０４ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.４０±０.０６ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.３２±０.０６ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.４６±０.０５ａꎬｃꎬｅꎬｇ

高剂量组 ０.８０±０.０４ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ０.７１±０.０４ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ０.６０±０.０８ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ０.７２±０.０６ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ８８４.２４５ ７１５.６９６ ２３６.９０７ ２６０.９０６
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 实验对照组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 低剂量组ꎻｉＰ<０.０５ ｖｓ 中剂量组ꎮ

图 ２　 各组大鼠视网膜组织相关蛋白检测结果ꎮ

ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 蛋白相对表达量更高
(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与低剂量组比较ꎬ中剂量组、高剂量组 ｐ－
ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 蛋白相对
表达量更高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与中剂量组比较ꎬ高剂量组 ｐ－
ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 蛋白相对
表达量更高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎬ表 ４ꎮ
３讨论

眼压升高是导致青光眼的主要危险因素ꎬ可引起 ＲＧＣ
凋亡ꎬ视功能损害ꎬ视野变窄ꎬ最终导致不可逆的视觉功能
丧失[９]ꎮ 目前临床对于青光眼的治疗多采用降低眼压的
措施ꎬ虽可获得一定的效果ꎬ但不足以防治 ＲＧＣ 损伤和凋
亡ꎮ ＲＧＣ 的损伤、凋亡与氧化应激、生长因子、凋亡因子水
平失衡等多种因素有关ꎮ 研究证实ꎬ调节相关因子可抑制

ＲＧＣ 凋亡ꎬ改善视神经功能[１０]ꎬ但尚未出现疗效确切稳定
的视神经保护药物抑制 ＲＧＣ 损伤ꎬ防止视力进一步下降ꎮ
因此ꎬ寻求一种有效的 ＲＧＣ 保护药物ꎬ对于青光眼的治疗
具有重要意义ꎮ

白藜芦醇是葡萄、蓝莓、蔓越莓等植物在受刺激时产
生的抗毒素ꎬ为非黄酮类多酚化合物ꎬ具有抗氧化、抗炎、
抗癌、免疫调节、抗菌及保护心血管的作用ꎮ 研究发现ꎬ白
藜芦醇能逆转癌细胞的多重耐药ꎬ增加癌细胞对标准化疗
药物的敏感性ꎬ发挥抗癌作用[１１]ꎮ 陈欢等[１２]研究证实ꎬ白
藜芦醇能减轻氧化应激造成的神经细胞凋亡ꎬ发挥神经保
护作用ꎮ 庞博等[１３] 认为ꎬ白藜芦醇可减轻丙泊酚所致大
鼠神经元损伤ꎮ 以上研究说明ꎬ白藜芦醇具有神经功能保
护作用ꎮ 本研究结果中ꎬ与模型组比较ꎬ低剂量组、中剂量
组、高剂量组大鼠眼压更低ꎬＲＧＣ 标识率更高ꎻ与低剂量
组比较ꎬ中剂量组与高剂量组眼压更低ꎬＲＧＣ 标识率更
高ꎻ与中剂量组比较ꎬ高剂量组眼压更低ꎬＲＧＣ 标识率更
高ꎬ提示白藜芦醇能降低青光眼大鼠眼压ꎬ抑制 ＲＧＣ 凋
亡ꎬ与既往研究观点一致ꎮ

细胞凋亡涉及 ＤＮＡ 片段的断裂与蛋白的表达ꎬ此过
程受细胞内信号转导通路的影响ꎮ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路是
细胞存活的重要信号通路ꎬ对于维持细胞生长和存活、诱
导细胞凋亡、促进血管新生具有重要作用[１４]ꎮ ＰＩ３Ｋ 为 Ｔ
淋巴细胞内重要的信号转导因子ꎬ能经催化底物磷酸脂酰
肌醇被磷酸化激活ꎬ将活化的信号传入细胞内[１５]ꎮ Ａｋｔ 不
仅是 ＰＩ３Ｋ 的下游靶蛋白ꎬ还是细胞存活信号通路的枢纽
酶ꎬ可传递生长因子等细胞外刺激信号ꎬ在细胞受到外界
因子刺激时ꎬＡｋｔ 被磷酸化激活后进入细胞核ꎬ通过多种
途径磷酸化其下游蛋白ꎬ发挥抗凋亡作用[１６]ꎮ 磷酸化的
Ａｋｔ 能激活下游 Ｆａｓ 死亡受体通路ꎬ将细胞外死亡信号传
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递至细胞内ꎬ启动细胞凋亡程序[１７]ꎮ 赖文芳等[１８] 研究证
实ꎬ通过提高 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 蛋白的表达可减轻脑卒中大鼠神
经细胞凋亡ꎮ ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 是神经营养因子ꎬ能促进神经
细胞与其轴突的生长ꎬ增加突触的可塑性和神经发生ꎬ通
过增 加 视 网 膜 内 ｂＦＧＦ、 ＢＤＮＦ 水 平ꎬ 提 高 ＲＧＣ 存 活
率[１９－２０]ꎮ 研究证实ꎬ提高大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＢＤＮＦ 和 ｂＦＧＦ
的蛋白表达水平能促进神经元的恢复[２１]ꎮ 本研究结果
中ꎬ与模型组比较ꎬ低剂量组、中剂量组、高剂量组视网膜
ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 蛋白相
对表达量更高ꎻ与低剂量组比较ꎬ中剂量组与高剂量组视
网膜 ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ
蛋白相对表达量更高ꎻ与中剂量组比较ꎬ高剂量组视网膜
ｐ－ＰＩ３Ｋ / ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 蛋白比值及 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 蛋白相
对表达量更高ꎮ 以上分析与结果说明ꎬ白藜芦醇能降低青
光眼大鼠眼内压ꎬ抑制 ＲＧＣ 凋亡ꎬ其机制可能与上调
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 蛋白磷酸化与 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ 基因及蛋白的表达
有关ꎮ

综上所述ꎬ白藜芦醇能抑制青光眼大鼠 ＲＧＣ 的凋亡ꎬ
减轻视神经损伤ꎬ其机制可能与上调 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路
中相关蛋白的磷酸化及视神经保护作用因子基因与蛋白
的表达有关ꎮ 在今后青光眼治疗相关药物研发中ꎬ可将白
藜芦醇纳入选择标准ꎮ
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