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摘要
目的:探讨姜黄素对慢性高眼压大鼠视网膜神经节细胞
(ＲＧＣｓ)凋亡的影响及机制ꎮ
方法:将 ２１ 只 ＳＤ 大鼠随机分为 ３ 组ꎬ每组 ７ 只ꎬ高眼压模
型组和姜黄素治疗组大鼠通过烧灼巩膜上静脉法建立慢
性高眼压模型ꎬ假手术组大鼠仅剪开球结膜ꎬ不烧灼巩膜
上静脉ꎻ姜黄素治疗组给予 ４ｍＬ / ｋｇ 姜黄素灌胃ꎬ假手术
组和高眼压模型组给予 ４ｍＬ / ｋｇ 纯水灌胃ꎬ连续 ３ｗｋꎮ 造
模后 ３ｗｋꎬ采用 ＨＥ 染色观察各组大鼠视网膜组织形态病
理变化、ＲＧＣｓ 数量及神经节细胞层 ( ＧＣＬ) 厚度ꎻ采用
ＴＵＮＥＬ 染色观察各组大鼠 ＲＧＣｓ 和视网膜细胞凋亡情况ꎻ
采用实时荧光定量 ＰＣＲ、免疫组织化学染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测各组大鼠视网膜谷氨酰半胱氨酸连接酶调节
亚基(ＧＣＬＭ)与血红素加氧酶－１(ＨＯ－１)的表达水平ꎮ
结果:与假手术组相比ꎬ高眼压模型组和姜黄素治疗组大
鼠视网膜组织形态紊乱ꎬＲＧＣｓ 数量减少ꎬＧＣＬ 变薄ꎬＲＧＣｓ
和视网膜细胞凋亡率均升高ꎬＧＣＬＭ 和 ＨＯ－１ 表达量均升
高ꎻ与高眼压模型组相比ꎬ姜黄素治疗组大鼠视网膜组织
形态基本正常ꎬＲＧＣｓ 数量增多ꎬＧＣＬ 增厚ꎬＲＧＣｓ 和视网
膜细胞凋亡率均降低ꎬＧＣＬＭ 和 ＨＯ－１ 表达量均升高ꎮ
结论:姜黄素在慢性高眼压大鼠模型中可通过上调抗氧化
基因 ＧＣＬＭ 与 ＨＯ－１ 的表达抑制 ＲＧＣｓ 凋亡ꎮ
关键词:姜黄素ꎻＳＤ 大鼠ꎻ慢性高眼压模型ꎻ视网膜神经节
细胞ꎻ凋亡ꎻ青光眼
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０引言
青光眼是能够损伤视神经并造成特征性视野缺损的

一组慢性、进行性、不可逆性的眼病ꎬ是不可逆失明的主要
原因ꎬ其在全球范围内对视力丧失的影响仅次于白内
障[１]ꎮ 青光眼眼前节病变因类型的不同而有所区别ꎬ而青
光眼眼后节病变多表现为视神经头的典型凹陷性萎缩和
视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｉｌｓꎬＲＧＣｓ)的慢性进
行性丢失[２]ꎮ 研究表明ꎬ青光眼的易感性随着年龄的增长
而增加ꎬ分析可能是由于持续的氧化应激损害及抗氧化防
御机制的生理性减弱所致[３]ꎮ 在氧化应激或其它因素刺
激下ꎬ机体会上调一系列抗氧化防御酶如谷氨酰半胱氨酸
连 接 酶 调 节 亚 基 ( ｇｌｕｔａｍａｔｅ － ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｌｉｇａｓｅ ｍｏｄｉｆｉｅｒ
ｓｕｂｕｎｉｔꎬＧＣＬＭ)和血红素加氧酶 － １( ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ － １ꎬ
ＨＯ－１)的表达ꎬ这些酶及下游产物可在类似青光眼的损
害中发挥细胞保护作用[４－６]ꎮ 既往研究发现ꎬ从传统草药
姜黄根茎中提取的天然多酚类化合物姜黄素具有抗炎、抗
氧化、抗增殖、抗血管生成等多种药用价值[７]ꎮ 本研究参
考青光眼的氧化应激学说ꎬ研究姜黄素的抗氧化生物活性
在青光眼动物模型中对 ＲＧＣｓ 和视网膜的作用及机制ꎬ以
期为青光眼的治疗提供新的思路和方法ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 无特殊病原体级( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ
ＳＰＦ)雄性 Ｓｐｒａｑｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ( ＳＤ)大鼠 ２１ 只ꎬ６ ~ ８ 周龄ꎬ体
质量 ２２０~２４０ｇꎬ裂隙灯及眼底镜检查无眼部疾病ꎬ由湖北
省实验动物研究中心提供[许可证号:ＳＣＸＫ(鄂) ２０２０－
００１８]ꎮ 所有动物实验程序均按照国家科学技术委员会
颁布的«实验动物管理条例»和青岛大学关于动物道德使
用的指导方针进行ꎮ 所有大鼠均在温度和湿度受控的房
间饲养ꎬ保持 １２ｈ 光照 / 黑暗循环ꎮ
１.１.２主要试剂与仪器 　 姜黄素(Ｓｉｇｍａ)、０.５％丙美卡因
滴眼液(ＡＬＣＡＩＮＥ)、左氧氟沙星眼膏(远大健康)、细胞凋
亡检测试剂盒(Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ)、ＧＣＬＭ 抗体(Ａｆｆｉｎｉｔｙ)、ＨＯ－１
抗体( Ａｆｆｉｎｉｔｙ)、兔多抗 ＧＡＰＤＨ(杭州贤至生物有限公
司)、兔多抗 ＧＣＬＭ(Ａｆｆｉｎｉｔｙ)、兔多抗 ＨＯ－１(Ａｆｆｉｎｉｔｙ)ꎻ生
物显微镜(尼康)、超微量紫外可见光分光光度计(杭州米
欧仪器有限公司)、ＰＣＲ 仪(杭州米欧仪器有限公司)、电
转仪(北京六一仪器厂)及酶标仪(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎮ
１.２方法
１.２.１实验分组及动物模型的建立　 采用随机数字表法将
２１ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠分为假手术组(７ 只)、高眼压模型组
(７ 只)及姜黄素治疗组(７ 只)ꎮ 高眼压模型组和姜黄素
治疗组建立慢性高眼压大鼠模型ꎬ采用标准烧灼巩膜上静

脉法造模ꎬＳＤ 大鼠用 １％戊巴比妥钠按照 ４５ｍｇ / ｋｇ 行腹腔
内注射麻醉ꎬ选取左眼为术眼ꎬ左眼滴 ０.５％丙美卡因滴眼
液ꎬ在角膜缘后 １ｍｍ 处沿顺时针方向剪开 ６∶ ００~ １４∶ ００ 位
的球结膜ꎬ分离结膜下筋膜及肌肉ꎬ分别在上直肌两侧及
外直肌下方附近找到 ３ 条“Ｙ”字形巩膜上静脉ꎬ游离并抬
起静脉总支ꎬ夹闭并用加热的大头针烧灼角巩膜远侧的静
脉主干ꎬ使静脉封闭ꎬ烧灼成功后复位缝合球结膜ꎮ 假手
术组仅在同样位置剪开左眼球结膜ꎬ不烧灼巩膜上静脉ꎮ
术毕左眼结膜囊内涂左氧氟沙星眼膏ꎬ将大鼠放置于保温
毯上ꎬ待其自然苏醒后放回笼内ꎬ术后 ５ｄ 每日结膜囊内涂
左氧氟沙星眼膏 １ 次ꎮ
１.２.２ 眼压测定 　 待麻醉显效后ꎬ采用 ＴＯＮＯ－ＰＥＮ ＡＶＩＡ
眼压计笔尖紧密接触角膜ꎬ每眼连续测量 ５ 次稳定读数ꎬ
读数的平均值作为眼压测定值ꎮ 分别于造模前、造模后
３０ｍｉｎ 测量眼压ꎬ造模后左眼眼压大于术前眼压的 １.７ 倍
即视为造模成功ꎮ 每周监测眼压直至 ３ｗｋ 后实验结束ꎮ
１.２.３给药方式　 姜黄素治疗组术后给予姜黄素灌胃ꎬ灌
胃剂量为 ４ｍＬ / ｋｇ(１０ｍｇ / ｋｇ)ꎬ每日 １ 次ꎬ连续 ３ｗｋꎮ 假手
术组和高眼压模型组则给予纯水灌胃ꎬ灌胃剂量为
４ｍＬ / ｋｇꎬ每日 １ 次ꎬ连续 ３ｗｋꎮ
１.２.４取材　 造模 ３ｗｋ 后所有大鼠使用 １０ 倍的麻醉剂量
(１％戊巴比妥钠ꎬ４５０ｍｇ / ｋｇ)实施安乐死ꎬ每组随机选取
４ 只取左眼眼球组织ꎬ用 ４％多聚甲醛固定ꎬ制备石蜡切
片ꎬ每组其余 ３ 只取左眼眼球组织ꎬ去除角膜、晶状体和玻
璃体ꎬ分离视网膜组织ꎬ放入－８０℃冰箱中冻存备用ꎮ
１.２.５ ＨＥ染色观察视网膜组织形态病理变化和 ＲＧＣｓ 数
量及神经节细胞层厚度　 将制备好的眼球组织石蜡切片
进行脱蜡、苏木素染色、伊红染色、脱水、透明、封片ꎬ高倍
显微镜下(×２００)观察视网膜变化ꎬ采集图像ꎻ在神经节细
胞层(ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒꎬＧＣＬ)区域取 ６００μｍꎬ应用 Ｉｍａｇｅ－
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 分析软件计数 ＲＧＣｓꎬ每组随机选取 ４ 眼ꎬ每眼
随机选取 ３ 张切片计数ꎬ取平均值ꎻ应用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６.０分析软件测量 ＧＣＬ 厚度ꎬ每组随机选取 ４ 眼ꎬ每眼随机
选取 ３ 张切片ꎬ每张切片测量 ５ 次取平均值ꎮ
１.２.６ ＴＵＮＥＬ染色检测 ＲＧＣｓ 凋亡率和视网膜细胞总凋
亡率　 将制备好的眼球组织石蜡切片进行脱蜡水化、蛋白
酶 Ｋ 孵育、标记工作液孵育、ＤＡＰＩ 孵育、封片ꎬ荧光显微
镜下(×４００)观察采集图像ꎬ每组随机选取 ４ 眼ꎬ每眼随机
选取 ３ 个高倍视野( ×４００)计算细胞凋亡率取平均值ꎬ每
个高倍视野采用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 分析软件计数凋亡
ＲＧＣｓ 数(ＴＵＮＥＬ 染色阳性)、ＲＧＣｓ 总数和凋亡视网膜细
胞数(ＴＵＮＥＬ 染色阳性)、视网膜细胞总数ꎬ细胞凋亡率＝
ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞数 / 细胞总数ꎮ
１.２.７ 免疫组织化学染色检测视网膜 ＧＣＬＭ 与 ＨＯ－１ 蛋
白的表达　 将制备好的眼球组织石蜡切片进行脱蜡水化、
抗原修复、阻断过氧化物酶、血清封闭ꎬ依次加入一抗
(１ ∶ １００)、ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 / 兔二抗、ＤＡＢ 显色液ꎬ显微
镜观察到颜色改变后ꎬ自来水冲洗、苏木素复染、脱水透
明、封片ꎬ晾干后ꎬ在显微镜下观察并采集图像ꎬ每组随机
选取 ４ 眼ꎬ每眼随机选取 ４ 个高倍视野( ×４００)计算光密
度取平均值ꎬ每个高倍视野采用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 分析
软件测量视网膜积分光密度和面积ꎬ光密度 ＝ 积分光密
度 / 面积ꎮ
１.２.８ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测视网膜 ＧＣＬＭ 与 ＨＯ －１ 蛋白
的表达　 从－８０℃冰箱中取出保存的视网膜组织ꎬ提取视
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网膜组织中总蛋白、测定蛋白浓度、制备电泳胶ꎬ待电泳分
离及电转移后ꎬ依次用一抗(１∶ １０００)、二抗进行孵育ꎬ显
色曝光后ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 分析软件分析胶片灰
度值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参蛋白ꎬ计算灰度值比值 ＧＣＬＭ /
ＧＡＰＤＨ 和 ＨＯ－１ / ＧＡＰＤＨꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.９ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测视网膜 ＧＣＬＭ ｍＲＮＡ 与
ＨＯ－１ ｍＲＮＡ 的表达 　 从－８０℃冰箱中取出保存的视网
膜组织ꎬ Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ 后ꎬ逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ以
ＧＡＰＤＨ 作为内参照ꎮ 正向和反向引物:Ｒａｔ ＧＡＰＤＨ:正
向: ５􀆳 － ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ － ３􀆳ꎻ 反 向: ５􀆳 －
ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ － ３􀆳ꎻ产物长度: ２５３ｂｐꎮ Ｒａｔ
ＧＣＬＭ:正向:５􀆳－ＴＡＡＡＣＣＣＴＧＡＴＧＡＡＡＧＡＧＡ－３􀆳ꎻ反向:５􀆳－
ＧＴＡＡＧＧＣＴＧＣＡＡＡＴＧＣＴ－３􀆳ꎻ产物长度:１９７ｂｐꎮ Ｒａｔ ＨＯ－
１:正向: ５􀆳 － ＧＣＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＴＴＴＧＴＣＣ － ３􀆳ꎻ 反向: ５􀆳 －
ＧＧＴＴＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＣＧＣＴＣＴ－ ３􀆳ꎻ产物长度:１９２ｂｐꎮ 采用
２－ΔΔＣｔ法计算目的基因的相对表达量ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ

统计学分析:所有数据运用 ＳＰＳＳ ２２.０ 统计学软件进
行分析ꎮ 计量资料均符合正态分布且方差齐ꎬ采用均数±
标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ眼压变化情况的比较采用重复测量方
差分析ꎬ组间及组内进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ三
组间比较采用单因素方差分析ꎬ组间进一步两两比较采用
ＬＳＤ－ｔ 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　 造模前ꎬ３ 组大鼠眼压比较差异
均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ造模后 ３０ｍｉｎꎬ１、２、３ｗｋꎬ高眼
压模型组和姜黄素治疗组大鼠眼压均高于假手术组ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ而高眼压模型组与姜黄素治
疗组大鼠眼压差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 假手术组
大鼠各时间点眼压两两比较差异均无统计学意义(Ｐ >
０.０５)ꎬ高眼压模型组和姜黄素治疗组大鼠造模后各时间
点眼压均高于造模前ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见
表 １ꎬ图 １ꎮ
２.２各组大鼠视网膜组织形态病理变化和 ＲＧＣｓ 数量及
ＧＣＬ厚度比较　 ＨＥ 染色结果显示ꎬ假手术组大鼠视网膜

组织形态正常ꎬ分层清楚ꎬ细胞排列规整ꎬ单层 ＲＧＣｓ 外形
正常、排列整齐、数量正常ꎬ细胞核内染色质分布均匀ꎬ内
核层与外核层细胞排列紧密、规整ꎻ高眼压模型组大鼠视
网膜组织形态紊乱ꎬ分层不清晰ꎬ细胞排列欠规整ꎬ单层
ＲＧＣｓ 外形不规则、排列紊乱、数量减少ꎬ可见部分细胞核
固缩、溶解、碎裂等变性病理改变ꎬ内核层与外核层细胞排
列疏松、紊乱ꎬ呈水肿样改变ꎻ姜黄素治疗组大鼠视网膜组
织形态基本正常ꎬ分层清楚ꎬ细胞排列尚规整ꎬ单层 ＲＧＣｓ
外形较规则、排列尚整齐、数量基本正常ꎬ变性细胞核较
少ꎬ内核层与外核层细胞排列稍疏松、紊乱ꎮ 假手术组、高
眼压模型组、姜黄素治疗组大鼠 ＲＧＣｓ 数量分别为 ３７.５８３±
３.１６７、２０.１６７±１.４７８、２６.５００±３.２４９ 个ꎬ差异有统计学意义
(Ｆ＝ ４０. ９６２ꎬＰ < ０. ０５)ꎻＧＣＬ 厚度分别为 １２. ９３３ ± ０. ６２２、
８.９６３±０.６１７、１１.２８９±０.３１８μｍꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
５５.０３５ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与假手术组相比ꎬ高眼压模型组和姜黄
素治疗组大鼠 ＲＧＣｓ 数量均减少、ＧＣＬ 厚度均降低ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与高眼压模型组相比ꎬ姜黄素
治疗组大鼠 ＲＧＣｓ 数量增加、ＧＣＬ 厚度升高ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２~４ꎮ

图 １　 各组大鼠造模前后眼压情况ꎮ

表 １　 各组大鼠造模前后眼压的比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｍｍＨｇ)
组别 造模前 造模后 ３０ｍｉｎ 造模后 １ｗｋ 造模后 ２ｗｋ 造模后 ３ｗｋ
假手术组 １１.９１±１.１３ １１.８５±１.０４ １１.９４±０.９１ １１.８１±０.８５ １１.９２±０.７８
高眼压模型组 １２.０１±１.３４ ３１.６３±１.４７ａꎬｃ ３２.２４±２.１８ａꎬｃ ３１.２３±２.０１ａꎬｃ ３０.３１±１.６２ａꎬｃ

姜黄素治疗组 １１.８３±１.１７ ３１.５９±２.０５ａꎬｃ ３１.６９±２.１４ａꎬｃ ３０.６０±２.１６ａꎬｃ ２８.８５±１.７４ａꎬｃ

注:Ｆ组间 ＝ ５００.３１９ꎬＰ组间<０.００１ꎻＦ时间 ＝ ３８６.９７６ꎬＰ时间<０.００１ꎻＦ交互 ＝ ９７.５１６ꎬＰ交互<０.００１ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 同时间假手术组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 同组造
模前ꎮ

图 ２　 ＨＥ染色观察各组大鼠视网膜组织形态变化　 Ａ:假手术组ꎻＢ:高眼压模型组ꎻＣ:姜黄素治疗组ꎮ 蓝色:细胞核ꎻ红色:细胞浆、
肌纤维、胶原纤维和红细胞ꎮ ＧＣＬ:神经节细胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻＯＰＬ:外丛状层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ 箭头所示为变性细
胞核ꎮ
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２.３ 各组大鼠 ＲＧＣｓ 和视网膜细胞凋亡情况比较 　
ＴＵＮＥＬ 染色结果显示ꎬ假手术组、高眼压模型组、姜黄素
治疗组大鼠 ＲＧＣｓ 凋亡率分别为 ( １. ６６０ ± １. １５９ )％、
(１３.７１３±２.２２３)％、(５.３１６±１.９３８)％ꎬ差异有统计学意义
(Ｆ ＝ ４５. ６２８ꎬ Ｐ < ０. ０５)ꎻ视网膜细胞总凋亡率分别为
(１.９５７±０.８０９)％、(１３.５６２±１.７５８)％、(６.６０３±１.２０４)％ꎬ
差异有统计学意义(Ｆ ＝ ７８.８０８ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与假手术组相
比ꎬ高眼压模型组和姜黄素治疗组大鼠 ＲＧＣｓ 和视网膜
细胞总凋亡率均升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ
与高眼压模型组相比ꎬ姜黄素治疗组大鼠 ＲＧＣｓ 和视网
膜细胞总凋亡率降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ
见图 ５、６ꎮ
２.４各组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ 和 ＨＯ－１ 蛋白表达水平比较
　 免疫组织化学染色检测结果显示ꎬ假手术组、高眼压模
型组、姜黄素治疗组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ 蛋白平均光密度值

分别为 ０. ００１４８ ± ０. ０００５４、 ０. ００４２９ ± ０. ０００４６、 ０. ００６６２ ±
０.０００４１ꎬ差异有统计学意义(Ｆ＝ １２０.０３８ꎬＰ<０.０５)ꎻＨＯ－１
蛋白平均光密度值分别为 ０. ００３４６ ± ０. ０００４２、０. ００７２１ ±
０.０００５０、０.０１１００± ０. ０００５８ꎬ 差 异 有 统 计 学 意 义 ( Ｆ ＝
２２１.８７８ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与假手术组相比ꎬ高眼压模型组和姜
黄素治疗组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ 和 ＨＯ－１ 蛋白平均光密度
值均升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与高眼压模型
组相比ꎬ姜黄素治疗组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ 和 ＨＯ－１ 蛋白平均
光密度值升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ７~９ꎮ
　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ假手术组、高眼压模型
组、姜黄素治疗组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ / ＧＡＰＤＨ 灰度值比值
分别为 ０.０９１±０.０３９、０.３９０±０.０７５、０.６１４±０.００２ꎬ差异有统
计学意义(Ｆ ＝ ８７.２０６ꎬＰ<０.０５)ꎻＨＯ－１ / ＧＡＰＤＨ 灰度值比
值分别为 ０.３９５±０.０３３、０.７０９±０.０９２、０.９８６±０.０９４ꎬ差异有
统计学意义(Ｆ＝ ４２.６７２ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与假手术组相比ꎬ高眼

图 ３　 ＨＥ染色观察各组大鼠 ＧＣＬ厚度　 Ａ:假手术组ꎻＢ:高眼压模型组ꎻＣ:姜黄素治疗组ꎮ ＧＣＬ:神经节细胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＩＮＬ:
内核层ꎻＯＰＬ:外丛状层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ

图 ４　 造模后 ３ｗｋ各组大鼠 ＲＧＣｓ数量和 ＧＣＬ厚度比较　 Ａ:ＲＧＣｓ 数量ꎻＢ:ＧＣＬ 厚度ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高眼压模
型组ꎮ

图 ５　 ＴＵＮＥＬ染色观察各组大鼠 ＲＧＣｓ 和视网膜细胞凋亡情况　 Ａ:假手术组ꎻＢ:高眼压模型组ꎻＣ:姜黄素治疗组ꎮ ＧＣＬ:神经节细
胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻＯＰＬ:外丛状层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ 红色:凋亡细胞ꎻ蓝色:细胞核ꎮ

图 ６　 造模后 ３ｗｋ各组大鼠 ＲＧＣｓ和视网膜细胞凋亡率比较　 Ａ:ＲＧＣｓ 凋亡率ꎻＢ:视网膜细胞总凋亡率ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术
组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高眼压模型组ꎮ
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图 ７　 免疫组织化学染色观察各组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ蛋白表达情况　 Ａ:假手术组ꎻＢ:高眼压模型组ꎻＣ:姜黄素治疗组ꎮ ＧＣＬ:神经
节细胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻＯＰＬ:外丛状层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ 蓝色:细胞核ꎻ棕黄色 /棕褐色:ＧＣＬＭ 蛋白阳性表达ꎮ

图 ８　 免疫组织化学染色观察各组大鼠视网膜 ＨＯ－１ 蛋白表达情况　 Ａ:假手术组ꎻＢ:高眼压模型组ꎻＣ:姜黄素治疗组ꎮ ＧＣＬ:神经节
细胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻＯＰＬ:外丛状层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ 蓝色:细胞核ꎻ棕黄色 /棕褐色:ＨＯ－１ 蛋白阳性表达ꎮ

图 ９　 免疫组织化学染色检测各组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ与 ＨＯ－１ 蛋白表达水平比较　 Ａ:ＧＣＬＭ 蛋白相对表达水平ꎻＢ:ＨＯ－１ 蛋白相对
表达水平ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高眼压模型组ꎮ

压模型组和姜黄素治疗组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ / ＧＡＰＤＨ 和
ＨＯ－１ / ＧＡＰＤＨ 灰度值比值均升高ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎻ与高眼压模型组相比ꎬ姜黄素治疗组大鼠视网
膜 ＧＣＬＭ / ＧＡＰＤＨ 和 ＨＯ－１ / ＧＡＰＤＨ 灰度值比值升高ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 １０ꎮ
２.５各组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ ｍＲＮＡ与 ＨＯ－１ ｍＲＮＡ 表达
水平比较　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ假手术组、
高眼压模型组、姜黄素治疗组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ ｍＲＮＡ 相
对表达水平分别为 ０. ９８６ ± ０. ０６６、１. ８１６ ± ０. ３３６、２. ５３８ ±
０.４０２ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １９. ４９３ꎬＰ < ０. ０５)ꎻＨＯ－ １
ｍＲＮＡ 相对表达水平分别为 ０.９７４±０.０４１、３.０４１±０.４２６、
５.１４７±０.５３０ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ８４.３５２ꎬＰ< ０.０５)ꎮ
与假手术组相比ꎬ高眼压模型组和姜黄素治疗组大鼠视网
膜 ＧＣＬＭ ｍＲＮＡ 和 ＨＯ－１ ｍＲＮＡ 的相对表达水平均升高ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与高眼压模型组相比ꎬ姜
黄素治疗组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ ｍＲＮＡ 和 ＨＯ－１ ｍＲＮＡ 的
相对表达水平升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见
图 １１ꎮ
３讨论

近年ꎬ视神经保护性治疗越来越受到重视ꎬ由于青光
眼患者不可逆性视功能损害是视神经损伤并导致 ＲＧＣｓ
凋亡的结果ꎬ因此ꎬ青光眼的治疗已经不再满足于仅降低
眼压ꎬ而是预防视神经损伤及 ＲＧＣｓ 进行性丢失ꎮ ＲＧＣｓ
的死亡涉及多种机制ꎬ包括神经营养因子剥夺、炎症、氧化

应激、线粒体功能障碍、谷氨酸兴奋性毒性和自噬失调等ꎬ
其中氧化应激是一条重要的损伤途径[８]ꎮ 氧化应激指氧
化剂和抗氧化剂之间的平衡发生紊乱ꎬ导致活性氧
(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ) 过度积累并造成损伤[９]ꎮ
ＲＧＣｓ 及其轴突容易受到氧化应激的影响ꎬ是因为视网膜
耗氧量高ꎬ多不饱和脂肪酸比例高ꎬ且直接暴露于紫外线、
可见光、电离辐射、化疗药物和环境毒素中[３]ꎮ 为了应对
内源性或外源性氧化剂产生的影响ꎬ细胞配备了相应的抗
氧化防御系统ꎬ可以保护细胞免受氧化应激的损伤ꎬ其中
Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２－ＡＲＥ 是调节抗氧化蛋白产生的重要信号通
路ꎬ其下游基因产物包含超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、
谷胱甘肽还原酶、谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽转移
酶、醌 氧 化 还 原 酶 － １、 谷 氨 酰 半 胱 氨 酸 连 接 酶 及
ＨＯ－１等[４－５] ꎮ

谷氨酰半胱氨酸连接酶与 ＨＯ－１ 均是 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２－
ＡＲＥ 信号通路下游的抗氧化防御酶[１０]ꎮ ＧＣＬＭ 是谷氨酰
半胱氨酸连接酶的重要组成部分ꎬ而后者是谷胱甘肽
(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＨ)生物合成的限速酶ꎬＧＳＨ 具有解毒、抗
氧化、调节细胞增殖等多种功能[１１]ꎮ Ｍａｌｏｎｅ 等[１２] 研究表
明 ＧＳＨ 可清除慢性氧化应激产物ꎬ从而保护视神经ꎻＰａｒｋ
等[１３]研究则表明通过药物降低 ＧＳＨ 水平可诱导视网膜
细胞死亡ꎮ ＨＯ－１ 是血红素分解代谢过程中的限速酶ꎬ其
产物在人体内发挥抗炎、抗氧化、抗凋亡等作用[１４]ꎮ 既往
研究已证明使用基因转移或药物的方式诱导 ＨＯ－１ 可抑
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图 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ 和 ＨＯ－１ 蛋白表达水平　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:ＧＣＬＭ 蛋白相对表达量ꎻ
Ｃ:ＨＯ－１蛋白相对表达量ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高眼压模型组ꎮ

图 １１　 实时荧光定量 ＰＣＲ检测各组大鼠视网膜 ＧＣＬＭ和 ＨＯ－１ ｍＲＮＡ 相对表达水平　 Ａ:ＧＣＬＭ ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎻ Ｂ:ＨＯ－１
ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ 高眼压模型组ꎮ

制细胞凋亡并在细胞损伤后提供保护[１５－１７]ꎮ 通过对
ＧＣＬＭ 与 ＨＯ－１ 进行研究ꎬ或许可为青光眼的视神经保护
性治疗提供新思路ꎮ

姜黄素是从姜科植物姜黄的地下根茎中提取的主要
活性物质ꎬ具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化、抗
衰老等多种生物活性[１８]ꎮ 姜黄素是一种有效的 ＲＯＳ 自由
基清除剂ꎬ由于其结构的特殊性ꎬ可以激活 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２－
ＡＲＥ 信号通路ꎬ诱导 ＧＣＬＭ、ＨＯ－１ 等细胞保护性蛋白的
表达ꎬ发挥抗氧化作用[１９－２０]ꎮ 以往大量研究已证明姜黄
素的抗凋亡和抗炎等作用可以保护 ＲＧＣｓ 免受青光眼相
关刺激的影响[２１－２４]ꎮ 然而ꎬ姜黄素的抗氧化生物活性在
青光眼治疗中的应用潜力还有待进一步挖掘ꎮ

本研究以烧灼巩膜上静脉法制造慢性高眼压大鼠模
型模拟青光眼模型ꎬ结果显示ꎬ高眼压模型组和姜黄素治
疗组造模后各时间点眼压与造模前相比差异均具有统计
学意义ꎬ且均明显高于造模前ꎬ提示造模成功ꎮ 造模后各
时间点高眼压模型组和姜黄素治疗组大鼠眼压均高于假
手术组ꎬ差异均有统计学意义ꎬ而高眼压模型组与姜黄素
治疗组大鼠眼压相比差异均无统计学意义ꎬ提示姜黄素在
该模型中降低眼压的效果并不显著ꎬ需要进一步通过组织
学检测评估姜黄素的神经保护性作用ꎮ ＨＥ 染色结果显
示ꎬ姜黄素有助于视网膜病理形态的恢复ꎮ 此外ꎬ虽然与
假手术组比较可发现姜黄素的治疗效果并不能完全逆转

青光眼的损害ꎬ但姜黄素治疗组大鼠 ＲＧＣｓ 数量、ＧＣＬ 厚
度、ＴＵＮＥＬ 染色视网膜总细胞及 ＲＧＣｓ 凋亡情况均显著优
于高眼压模型组ꎬ表明姜黄素对 ＲＧＣｓ 和视网膜具有一定
的保护作用ꎬ并且对 ＲＧＣｓ 的凋亡具有抑制作用ꎮ

为了进一步验证姜黄素影响 ＲＧＣｓ 凋亡的机制是否
与其抗氧化应激能力有关ꎬ本研究观察调控 Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２－
ＡＲＥ 信号通路的两个重要抗氧化基因 ＧＣＬＭ 与ＨＯ－１的
表达情况ꎬ结果显示ꎬ无论是从基因还是蛋白水平ꎬ姜黄素
均促进高眼压大鼠视网膜组织中 ＧＣＬＭ 与ＨＯ－１的表达ꎮ
结合 ＲＧＣｓ 的研究结果ꎬ推测在慢性高眼压大鼠模型中姜
黄素通过激活抗氧化防御系统抑制 ＲＧＣｓ 凋亡ꎮ 此外ꎬ尽
管增幅不如姜黄素治疗组ꎬ高眼压模型组抗氧化基因的表
达量仍显著高于假手术组ꎬ这可能是由于慢性高眼压状态
下产生了大量 ＲＯＳꎬ激活了内源性抗氧化防御系统[４ꎬ２５]ꎮ

本研究初步证明对慢性高眼压大鼠进行姜黄素溶液
１０ｍｇ / ｋｇ 灌胃治疗 ３ｗｋ 后能够减少 ＲＧＣｓ 凋亡ꎬ并进一步
证明姜黄素对大鼠 ＲＧＣｓ 的保护效应可能是通过上调抗
氧化基因 ＧＣＬＭ 与 ＨＯ－１ 的表达实现的ꎮ 然而ꎬ若要将姜
黄素在动物模型中对青光眼的疗效成果推广到临床ꎬ还需
要考虑其具体的应用方法ꎮ 以往姜黄素的应用受到其缺
乏水溶性和生物利用率低等特点的影响ꎬ为解决这一问
题ꎬ近年已研发出姜黄素佐剂、脂质体姜黄素、姜黄素纳米
颗粒、姜黄素磷脂复合物、姜黄素结构类似物等新型姜黄
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素制剂[７ꎬ２６－２７]ꎮ Ｄａｖｉｓ 等[２８]研制了一种新型姜黄素纳米载
体ꎬ应用于模拟青光眼环境中的视网膜前体细胞ꎬ结果表
明ꎬ该姜黄素纳米载体能够发挥神经保护作用ꎬ并进一步
在大鼠动物模型中发现这种新型载体可以有效减少 ＲＧＣｓ
损失ꎮ 氧化应激对青光眼的影响不仅限于 ＲＧＣｓ 死亡ꎬ还
能使小梁网房水流出通道受损ꎬ从而引起眼压升高ꎮ
Ｃｈｅｎｇ 等[２９]开发出一种既含有拉坦前列素也含有姜黄素
负载纳米颗粒的热敏水凝胶ꎬ可有效减轻人小梁网细胞氧
化应激介导的损伤ꎬ其中姜黄素对小梁网细胞凋亡发挥了
保护作用ꎬ同时ꎬ热敏水凝胶里含有的拉坦前列素可以增
加房水经葡萄膜巩膜途径的流出量ꎬ从而降低眼压ꎬ这种
含有姜黄素的联合用药方式将传统的降眼压治疗和抗氧
化应激保护性治疗结合起来ꎬ为今后新型姜黄素制剂的研
发及临床应用提供了新的思路ꎮ
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