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木犀草素通过 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑制小梁切除术术
后纤维化

李　 婷１ꎬ张敬一２ꎬ吴艳平１ꎬ戴冬姝２ꎬ李　 坤１

引用:李婷ꎬ张敬一ꎬ吴艳平ꎬ等. 木犀草素通过 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ
通路抑制小梁切除术术后纤维化. 国际眼科杂志ꎬ ２０２６ꎬ
２６(１１):１８８４－１８９０.

基金项目:２０２３－ ２０２４ 年沧州市科技计划自筹经费项目 (Ｎｏ.
２３２４４１０２１６０)
作者单位:(０６１０００)中国河北省沧州市中心医院１小儿斜弱视一
科ꎻ２青光眼科
作者简介:李婷ꎬ硕士ꎬ主治医师ꎬ研究方向:斜视与小儿眼科ꎮ
通讯作者:李婷. ｌｈｔ６ｒ０＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２６－０６－１６ 　 　 修回日期: ２０２６－０９－１５

摘要
目的:探讨木犀草素( ｌｕｔｅｏｌｉｎ)对青光眼小梁切除术术后
滤过区组织纤维化的影响及其与 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路
的关系ꎮ
方法:构建兔青光眼小梁切除术后纤维化模型ꎬ随机分为
假手术组、模型组、ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组、ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组ꎮ 动态监测
各组术后眼压波动ꎻ借助裂隙灯显微镜观察术后滤过区结
膜组织的形态、结膜愈合程度、角膜完整性以及前房炎症
反应ꎻＨＥ 染色评估滤过区结膜上皮完整性、上皮下纤维
组织增生程度及炎性细胞浸润情况ꎻＭａｓｓｏｎ 三色染色分
析胶原纤维沉积情况进而直观反映组织纤维化的程度ꎻ免
疫组织化学法染色观察 α－ＳＭＡ 的表达情况ꎮ 通过 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术ꎬ分别定量检测术区结膜组织中
Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ７ａ、Ｗｎｔ２ｂ、β － ｃａｔｅｎｉｎ、ＬＣ３－Ⅰ、ＬＣ３ －Ⅱ、ｐ６２ －
ＳＱＳＴＭ１ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平ꎮ
结果:术后动态监测结果显示ꎬ与模型组相比ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ
组和 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组整体眼压控制效果更优ꎬ且 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ
组显著优于 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎻ裂隙灯观察证实ꎬ
ｌｕｔｅｏｌｉｎ 可有效改善术后结膜损伤ꎬ减轻前房炎症反应ꎬ维
持滤过区组织结构稳定ꎮ ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示ꎬ与模型
组相比ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 干预后结膜上皮损伤减轻ꎬ炎性细胞浸润
减少ꎬ成纤维细胞增殖、新生血管生成及胶原过度沉积受
到明显抑制ꎬ滤过泡瘢痕化进程显著延缓ꎬ且 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ
组影响程度较 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组更高ꎻ免疫组织化学染色显示ꎬ
ｌｕｔｅｏｌｉｎ 干预可降低 α－ＳＭＡ 的阳性表达率ꎻ分子检测结果
显示ꎬ ｌｕｔｅｏｌｉｎ － Ｈ 组 术 区 Ｗｎｔ３ａ、 β － ｃａｔｅｎｉｎ、 ＬＣ３－Ⅱ /
ＬＣ３－Ⅰ表 达 程 度 低 于 模 型 组 和 ｌｕｔｅｏｌｉｎ － Ｌ 组ꎬ ｐ６２－
ＳＱＳＴＭ１ 表达程度最高(均 Ｐ<０.０５)ꎬＷｎｔ２ｂ、Ｗｎｔ７ａ 在各组
间表达程度无明显差异ꎬ说明 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 能够特异性调控
Ｗｎｔ３ａ 通路且剂量依赖性抑制青光眼小梁切除术后
Ｗｎｔ３ａ、β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路激活ꎬ下调 ＬＣ３－Ⅱ / ＬＣ３－Ⅰ表达、上
调 ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ 水平ꎬ抑制过度自噬活化ꎮ
结论:ｌｕｔｅｏｌｉｎ 能明显抑制小梁切除术术后滤过泡组织纤
维化ꎬ可能是通过 Ｗｎｔ３ａ / β －ｃａｔｅｎｉｎ 通路来减弱纤维化
程度ꎮ

关键词:青光眼ꎻＷｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路ꎻ术后纤维化ꎻ木犀
草素ꎻ小梁切除术
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.１１.０４

Ｌｕｔｅｉｎ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔ －
ｔｒａｂｅｃｕｌｅｃｔｏｍｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ Ｗｎｔ３ａ / β －
ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ

Ｌｉ Ｔｉｎｇ１ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊｉｎｇｙｉ２ꎬ Ｗｕ Ｙａｎｐｉｎｇ１ꎬ Ｄａｉ
Ｄｏｎｇｓｈｕ２ꎬ Ｌｉ Ｋｕｎ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: ２０２３ － ２０２４ Ａｎｎｕａｌ Ｓｅｌｆ － Ｆｕｎｄｅｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ ｉｎ Ｃａｎｇｚｈｏｕ Ｃｉｔｙ ( Ｎｏ.
２３２４４１０２１６０)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ Ｓｔｒａｂｉｓｍｕｓ ａｎｄ Ａｍｂｌｙｏｐｉａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｇｌａｕｃｏｍａꎬ Ｃａｎｇｚｈｏｕ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃａｎｇｚｈｏｕ ０６１０００ꎬ Ｈｅｂｅｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｌｉ Ｔｉｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ Ｓｔｒａｂｉｓｍｕｓ
ａｎｄ Ａｍｂｌｙｏｐｉａꎬ Ｃａｎｇｚｈｏｕ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃａｎｇｚｈｏｕ ０６１０００ꎬ
Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｌｈｔ６ｒ０＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２６－０６－１６　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２６－０９－１５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ ｔｉｓｓｕｅ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ａｒｅａ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｇｌａｕｃｏｍａ
ｔｒａｂｅｃｕｌｅｃｔｏｍｙꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｗｎｔ３ａ / β －
ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｍｏｄｅｌ ａｆｔｅｒ ｇｌａｕｃｏｍａ ｔｒａｂｅｃｕｌｅｃｔｏｍｙꎬ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｌｕｔｅｏｌｉｎ － Ｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｌｕｔｅｏｌｉｎ － Ｈ ｇｒｏｕｐ. Ｄｙｎａｍｉｃ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ. Ｓｌｉｔ － ｌａｍｐ ｂｉｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓꎬ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｈｅａｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅꎬ ｃｏｒｎｅａｌ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙꎬ
ａｎｄ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｈａｍｂｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｂｌｅｂ ａｒｅａ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙꎬ ｓｕｂｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｆｉｂｒｏｕｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｍａｓｓｏｎ’ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ
ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α－ＳＭＡ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｗｎｔ３ａꎬ Ｗｎｔ７ａꎬ Ｗｎｔ２ｂꎬ β － ｃａｔｅｎｉｎꎬ
ＬＣ３－Ｉꎬ ＬＣ３－ＩＩ ａｎｄ ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ ｉｎ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｒｅａ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ －
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ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ ｇｒｏｕｐ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｅｔｔｅｒ
ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ < ０.０５) . Ｓｌｉｔ ｌａｍｐ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｉｎｊｕｒｙꎬ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ
ａｎｔｅｒｉｏｒ ｃｈａｍｂｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ
ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ａｒｅａ. ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎꎬ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｌａｙｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｂｌｅｂ
ｓｃａｒｒｉｎｇꎬ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ ｇｒｏｕｐ
ｔｈａｎ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
α－ＳＭＡ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｓｓａｙｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｕｔｅｏｌｉｎ － Ｈ
ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｌｏｗｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｗｎｔ３ａꎬ β－ｃａｔｅｎｉｎ
ａｎｄ ＬＣ３－ＩＩ / ＬＣ３－Ｉꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ ｌｅｖｅｌ ｉｎ
ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
－ Ｌ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ <０.０５ ) . Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ Ｗｎｔ２ｂ ａｎｄ Ｗｎｔ７ａ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｃｏｕｌｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ Ｗｎｔ３ａ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｄｏｓｅ －
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｗｎｔ３ａ / β －
ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｆｔｅｒ ｇｌａｕｃｏｍａ ｔｒａｂｅｃｕｌｅｃｔｏｍｙꎬ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＬＣ３－ ＩＩ / ＬＣ３－ Ｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐ６２
－ ＳＱＳＴＭ１ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ
ｂｌｅｂ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｂｅｃｕｌｅｃｔｏｍｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｇｌａｕｃｏｍａꎻ Ｗｎｔ３ａ / β － ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙꎻ
ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ ｌｕｔｅｏｌｉｎꎻ ｔｒａｂｅｃｕｌｅｃｔｏｍｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉ Ｔꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＹꎬ Ｗｕ ＹＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｕｔｅｉｎ － ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔ － ｔｒａｂｅｃｕｌｅｃｔｏｍｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｖｉａ Ｗｎｔ３ａ / β － ｃａｔｅｎｉｎ
ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ )ꎬ ２０２６ꎬ ２６(１１):
１８８４－１８９０.

０引言
青光眼是全球首位可致盲且病情不可逆的视觉神经

疾病ꎬ２０２１ 年全球青光眼患者约 ７５８.８ 万ꎬ预计至 ２０４０
年ꎬ全球患青光眼人数将高达 １.１１８ 亿[１]ꎮ 眼内压增高是
导致青光眼发病的核心因素ꎬ会导致视网膜神经节细胞凋
亡以及少突胶质细胞丢失ꎬ轴突损伤不可逆ꎬ如果未及时
干预或治疗ꎬ可能会导致双侧视力受损[２]ꎮ 在临床实践中
降低眼压的方法通常包括激光治疗、局部药物治疗和手术
治疗[３－４]ꎮ 青光眼滤过手术能通过将多余的房水排入巩
膜和结膜之间的空间以达到降低眼压的目的ꎬ但在实际操
作中成功率仍较低[５]ꎮ 手术失败最主要的原因是滤过道
瘢痕形成ꎬ尤其是巩膜表层纤维化ꎬ这会导致滤过泡功能
丧失ꎬ进而导致房水引流通道阻塞、眼压复升ꎬ研究表明ꎬ
滤过道瘢痕化在青光眼滤过手术失败原因中占比超 ７０％ꎬ
而巩膜表层成纤维细胞异常增殖与胶原过度沉积ꎬ正是引

发滤过泡瘢痕化、丧失引流功能的核心病理环节[６]ꎬ因此ꎬ
高效避免滤过道瘢痕形成成为手术成功的关键ꎮ

小梁切除术术后通道瘢痕化的形成与多种基因、蛋白
与信号通路的相互作用有关ꎬ根据动物模型在术后的伤口
愈合情况可将术后反应结果分为两个阶段:急性炎症阶段
以及纤维化阶段ꎮ 小梁切除术术后伤口会形成纤维蛋白
凝块ꎬ导致炎症期中性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞被吸
引到伤口部位ꎬ形成炎症反应ꎬ随后成纤维细胞被激活以
释放细胞外基质ꎬ导致上皮化、血管生成和肉芽组织形成
进入增殖期ꎬ最后组织重塑和瘢痕形成[７]ꎮ 因此ꎬ有效抑
制术后滤过道瘢痕化、阻断巩膜表层纤维化进程ꎬ是维持
滤过泡功能、保障手术长期降眼压效果的核心ꎮ

木犀草素( ｌｕｔｅｏｌｉｎ)作为天然黄酮类化合物ꎬ广泛存
在于金银花、紫苏、荆芥、野菊花等植物当中ꎬ具有抗炎、抗
氧化、抗凋亡等作用ꎮ 现有动物实验证明ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 可以降
低眼压来减弱视神经髓鞘损伤与视网膜组织病变ꎬ还可以
通过上调 ＭＤＭ２ 蛋白的表达水平抑制视网膜神经节细胞
凋亡[８]ꎮ 李茜等[９]制备视网膜缺血再灌注损伤模型ꎬ用不
同浓度的 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 治疗后发现ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 可以减轻炎症和氧
化应激反应ꎬ减少视网膜细胞凋亡ꎬ进而改善视网膜缺血
再灌注损伤大鼠视网膜功能ꎮ 在眼科领域的研究表明
ｌｕｔｅｏｌｉｎ 可通过调控多条关键信号通路在眼科疾病中发挥
广泛的保护作用[１０]ꎮ

综上ꎬ本研究拟建造青光眼兔模型ꎬ探讨 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 是否
可能通过下调 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路的表达ꎬ抑制小梁切
除术术后纤维化的形成ꎬ旨在通过新的蛋白通路有效减少
小梁切除术术后不良反应的发生ꎬ为青光眼的治疗提供有
效预后措施ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 选取 ３ 月龄的雌性健康新西兰兔 ４０ 只
[ＳＣＸＫ(京)２０２４－０００８ꎬ北京科宇动物养殖中心]ꎬ体质量
１.８－２.０ ｋｇꎮ 所有操作经本院实验动物伦理委员会批准ꎬ
意见号:２０２４－１２０７－０１(Ｚ)ꎮ
１.１.２药物与试剂　 ｌｕｔｅｏｌｉｎ(质量>９８％ꎬ货号:Ｌ８１２４０９ꎬ上
海麦克林生化科技有限公司)ꎻ石蜡(货号:Ｓ２６１９６ꎬ上海
源叶生物科技有限公司)ꎻ乙醇(货号:１０００９２１８７)、二甲
苯(货号:１００２３４１８)均购自国药集团化学试剂有限公司ꎻ
１％盐酸乙醇(货号:Ｃ１０１１)购自江苏世泰实验器材有限
公司ꎻ 盐 酸 丙 美 卡 因 滴 眼 液、 戊 巴 比 苯 妥 ( 货 号:
Ｃ１３７０００００)均购自沈阳兴齐眼药股份有限公司ꎻ伊红染
色液(货号:Ｃ１４１０)、ＲＩＰＡ 裂解液(货号:Ｃ１０５３)购自北京
普利莱基因技术有限公司、苏木精染液(货号:Ｃ１００１)购
自江苏世泰实验器材有限公司、柠檬酸盐缓冲液(货号:
ＺＬＩ－９０６４)购自北京中杉金桥生物技术有限公司ꎻα－ＳＭＡ
一抗(货号:Ａ５２２８)购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻ免疫组化检
测试剂盒 (货号: ＰＶ － ６００２)、ＤＡＢ 显色液 (货号: ＺＬＩ －
９０１８)购自北京中杉金桥生物技术有限公司ꎻＷｎｔ３ａ(货
号:＃ ２３９１ )、 β － ｃａｔｅｎｉｎ ( 货 号: ＃ ９５６２ )、 ＬＣ３Ｂ ( 货 号:
＃２７７５)、 ＳＱＳＴＭ１ / ｐ６２ ( 货 号: ＃ ８０２５ )、 ＧＡＰＤＨ ( 货 号:
＃５１７４)均购自 ＣＳＴꎻＷｎｔ７ａ (货号:ａｂ２７４３２１)、Ｗｎｔ２ｂ (货
号:ａｂ１７８４１８)均购买自 ＡｂｃａｍꎻＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒(货号:６２１０Ａ)ꎻＢＣＡ 蛋白定量
试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)ꎻＥＣＬ 化学发光液(美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎮ
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１.１.３ 主要仪器 　 裂隙灯显微镜(ＳＬ－２Ｇꎬ日本 Ｔｏｐｃｏｎ 公
司)、回弹式眼压计(ＴＯＮＯＶＥＴ ＴＶ０１ꎬ芬兰 ｉＣａｒｅ)光学显
微 镜 ( ＤＭ２５００ꎬ 日 本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司 )、 组 织 研 磨 仪
(Ｔｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ－４８Ｌꎬ上海净信实业发展有限公司)、数显恒
温水浴锅(ＨＨ－４ꎬ常州国华电器有限公司)、高速冷冻离
心机(ＬＸ－１５５Ｔ５００Ｒꎬ青岛海尔生物医疗股份有限公司)、
全自动雪花制冰机(ＸＢ－４０ꎬ宁波新芝生物科技股份有限
公司)、烘片机(ＨＤ－３３０ꎬ湖北省孝感市宏业医用仪器有
限公司)、石蜡切片机(ＨＭ３４０ 半自动轮转切片机ꎬ赛默飞
世尔 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)、凝胶成像仪(ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋ꎬ
美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１青光眼模型制备与小梁切除术分组
１.２.１.１青光眼模型制备 　 造模前常规饲养 １ ｗｋ 以适应
环境ꎬ并用裂隙灯显微镜采用单盲法检查以排除眼部疾
病ꎬ回弹式眼压计记录基础眼压ꎮ 随机选取 ６ 只兔设为假
手术组ꎬ其他兔均采用前房内注射复方卡波姆混合液的方
式构建兔青光眼动物模型ꎮ 实验兔经 ３％戊巴比妥钠溶
液 ４－５ ｍＬ 肌肉麻醉ꎬ待麻醉效果稳定后ꎬ统一选用右眼
作为实验造模眼ꎬ在颞上方角膜缘位置用 １ ｍＬ 注射针头
穿刺ꎬ先抽取 ０.１ ｍＬ 房水ꎬ再向前房瞳孔区域缓慢注入等
体积配制好的混合药液ꎮ 手术操作结束后ꎬ局部涂抹氧氟
沙星眼膏预防眼部感染ꎬ全程实验操作由同一人员规范完
成ꎬ保证操作统一ꎮ 模型建立合格判定条件:动物眼压连
续 ７ ｄ 超过 ２２ ｍｍＨｇꎮ
１.２.１.２施行小梁切除术　 青光眼造模后 ７ ｄ 共造模成功
２７ 只 兔ꎬ 将 其 均 分 为 ３ 组: 模 型 组、 ｌｕｔｅｏｌｉｎ － Ｌ 组
(２０ μｍｏｌ / Ｌ)、ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组(４０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ对所有模型兔
的右眼进行小梁切除术实验ꎮ 小梁切除术操作步骤为:兔
耳缘静脉注射 ３０ ｍｇ / ｋｇ 的戊巴比苯妥溶液以全身麻醉ꎬ
术眼滴盐酸丙美卡因滴眼液(５ ｍｇ / ｍＬ)局部麻醉ꎬ开睑器
撑开眼睑ꎬ沿角膜缘分离结膜ꎬ以角膜缘为基底ꎬ剪开球结
膜及筋膜囊ꎬ分离至角膜缘ꎬ分离出 ３ ｍｍ×３ ｍｍ 的 １ / ２ 巩
膜厚度的巩膜瓣ꎬ切除 １ ｍｍ×２ ｍｍ 的小梁组织后ꎬ用虹膜
剪刀切除周边部虹膜ꎬ范围略大于小梁切除口ꎬ防止虹膜
嵌顿阻塞滤过通道ꎬ用 １０－０ 尼龙线缝合巩膜瓣ꎬ用 ８－０
尼龙线缝合结膜至水密[１１]ꎮ 在术后当天向 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组
与ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ组术眼下方远离滤过泡位置的穹窿结膜下分
别注射０.２ ｍＬ对应浓度的 ｌｕｔｅｏｌｉｎꎬ连续 ７ ｄ、１ 次 / 天ꎮ 另
设置假手术组ꎬ不进行造模实际操作ꎬ与模型组均于穹隆
结膜下注射 ０. ２ ｍＬ 生理盐水ꎬ频次同 ｌｕｔｅｏｌｉｎ － Ｌ 组与
ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ组ꎮ 最终每组取 ６ 只兔进行后续实验取材ꎮ
１.２.２术后活体观察
１.２.２.１裂隙灯显微镜观察　 小梁切除术术后第 ２８ ｄ 观察

术眼滤过泡的形态、结膜愈合程度、角膜上皮透明度以及
前房炎症反应ꎮ
１.２.２.２ 眼压记录 　 青光眼造模前 １ ｄ、小梁切除术术前
１ ｄ及术后第 １、７、１４、２８ ｄ 用眼压计记录眼压情况ꎬ重复测
量 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
１.２.３样本采集与保存　 所有兔子在小梁切除术术后常规
饲养 ２８ ｄ 后经静脉注射过量戊巴比妥钠进行安乐死ꎬ摘
取完整眼球后使用组织剪于视神经筛板处沿着眼球水平
横轴剪开组织ꎬ切取范围覆盖手术操作区域ꎬ截取大小约
１０ ｍｍ×１０ ｍｍ的全层眼球壁组织样本ꎮ
１.２.４石蜡切片的制备　 将剪取的组织样本分为两份ꎬ一
份保存于－８０ ℃ꎬ用于后续的基因水平以及蛋白水平的检
测ꎬ一份制成石蜡切片:放置于 ４％多聚甲醛溶液中固定
２４ ｈꎬ依次用不同浓度的乙醇(７０％、８０％、９０％、１００％)脱
水 ２ ｈꎻ脱水后的样本在二甲苯中浸泡 ４０ ｍｉｎꎬ常规石蜡包
埋后４ μｍ切片ꎬ置于烤箱中 ６５ ℃ ３０ ｍｉｎꎮ
１.２.５ ＨＥ 染色 　 将石蜡切片使用二甲苯脱蜡ꎬ不同浓度
乙醇(１００％、９０％、８０％、７０％)各浸泡 ５ ｍｉｎ 复水后用蒸馏
水冲洗 ５ ｍｉｎꎻ切片浸入苏木精染液中染色 ５ ｍｉｎ 后用 １％
的盐酸酒精分化 ３０ ｓꎬ自来水冲洗 １０ ｍｉｎꎻ浸入伊红染液
中染色 ２ ｍｉｎ 后再次用梯度乙醇(１００％、９０％、８０％、７０％)
浸泡各５ ｍｉｎꎬ二甲苯处理ꎬ中性树胶封片后采用单盲法显
微观察ꎮ
１.２.６ Ｍａｓｓｏｎ染色 　 将石蜡切片经二甲苯脱蜡、不同浓
度乙醇(１００％、９０％、８０％、７０％)复水处理后蒸馏水冲洗
５ ｍｉｎꎬＭａｓｓｏｎ 三色染色后梯度乙醇处理、二甲苯透明ꎬ中
性树胶封片后采用单盲法显微观察染色情况ꎮ
１.２.７免疫组织化学法染色　 石蜡切片经脱蜡、梯度水化
后ꎬ进行抗原修复处理ꎮ 滴加稀释度为 α－ＳＭＡ(１∶ １ ２００)
一抗ꎬ于 ４ ℃条件下孵育过夜ꎮ 后续操作严格按照免疫组
化试剂盒说明书执行ꎬ以 ＤＡＢ 为显色剂进行显色反应ꎮ
采用单盲法在光学显微镜下观察染色结果ꎮ
１.２.８ ＲＴ－ｑＰＣＲ　 将在－８０ ℃保存的兔眼样本用组织研
磨仪研磨后采用改良 ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ 法提取样本总 ＲＮＡꎬ根
据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书将
总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ 为了标准化实验结果ꎬ选取
ＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎬ并设计相应的 ｑＰＣＲ 引物ꎬ见表 １ꎬ反
应体系为 ２０ μＬꎻ２ ×ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １０ μＬꎬ１０ ｐｍｏｌ 上下游引物各 ０.４ μＬꎬｃＤＮＡ １ μＬꎬ灭
菌超纯水 ８.２ μＬꎮ ＰＣＲ 程序为:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎬ９５ ℃
变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火延伸 ４０ ｓꎬ总共 ４０ 个循环ꎮ 每个样品
进行 ３ 次生物学重复ꎬ采用 ２ΔΔＣＴ法计算基因相对表达量ꎮ
１.２.９ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测相关蛋白的表达　 取出－８０ ℃
保存的兔眼样本ꎬ加入预冷的ＲＩＰＡ裂解液ꎬ冰上裂解

表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ引物序列

基因名称 正向引物序列(５􀆳－３􀆳) 反向引物序列(５􀆳－３􀆳)
Ｗｎｔ３ａ ＣＧＧＧＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧＧＴＣＣＴＴＧ ＣＴＧＡＣＡＧＴＧＧＴＧＣＡＧＴＴＣＣＡ
β－ｃａｔｅｎｉｎ ＡＴＣＡＴＴＣＴＧＧＣＣＡＧＴＧＧＴＧＧ ＧＡＣＡＧＣＡＣＣＴＴＣＡＧＣＡＣＴＣＴ
ＬＣ３Ｂ ＴＴＣＧＡＧＡＧＣＡＧＣＡＴＣＣＡＡＣＣ ＣＴＣＧＴＡＧＡＴＧＴＣＣＧＣＧＡＴＧＧ
Ｗｎｔ２ｂ ＣＧＧＧＡＣＣＡＣＡＣＣＧＴＣＴＴＴ ＧＣＧＡＧＴＡＡＴＡＧＣＧＴＧＧＡＣＴＡ
Ｗｎｔ７ａ ＣＴＧＴＧＧＣＴＧＣＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＡ ＧＣＣＧＴＧＧＣＡＣＴＴＡＣＡＴＴＣＣ
ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ ＡＧＴＣＴＣＴＧＧＣＧＧＡＧＣＡＧＡＴＧＡ ＴＣＴＧＧＣＡＴＣＴＧＴＡＧＧＧＡＣＴＧＧＡ
ＧＡＰＤＨ ＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧ ＧＧＴＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣ
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１０ ｍｉｎꎬ４ ℃ꎬ３ ０００ ｇ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎬ使用

ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ保证各样品蛋白浓度一致ꎬ加入 ４×
Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ水浴加热 ５ ｍｉｎ 使蛋白变性ꎬ冰上冷却

２ ｍｉｎ后进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳ꎬ８０ Ｖꎬ２０ ｍｉｎꎬ再 １２０ Ｖꎬ
４０ ｍｉｎꎻ湿法转膜后放入 ５％脱脂奶粉中室温摇床封闭

２ ｈꎬ加入稀释后的一抗孵育液中４ ℃孵育过夜后与对应

二抗室温孵育 ２ ｈꎻＴＢＳＴ 缓冲液洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎ 以除

去未结合的二抗ꎻ滤纸吸去多余的水分ꎬ均匀滴加 ＥＣＬ 发

光液ꎬ放入凝胶成像仪中曝光ꎬ获取图像ꎮ
统计学分析:数据通过 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行统计学分

析ꎬ计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 重复测量数据首先行重复测

量方差分析判定整体差异ꎬ整体效应显著时ꎬ事后比较采

用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方差分析(Ｏｎｅ－
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差

异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１术眼形态观察　 小梁切除术术后 ２８ ｄꎬ假手术组滤过

泡呈弥散性分布ꎬ囊壁菲薄、光滑ꎬ呈淡黄色半透明外观ꎬ
表面血管化程度极低ꎬ房水引流通道通畅ꎬ为典型的功能

性滤过泡形态ꎻ模型组滤过泡区结膜下组织充血显著ꎬ血
管网密集增生ꎬ滤过泡呈局限性、实性隆起ꎬ无明显半透明

房水潴留区ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组滤过泡充血程度明显改善ꎬ血管

增生减少ꎬ呈淡红色弥散性隆起ꎬ囊壁厚度适中ꎬ可见轻度

房水潴留ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组滤过泡呈苍白色 / 淡黄色薄壁半透

明隆起ꎬ表面血管化几乎消失ꎬ囊壁菲薄ꎬ房水潴留形成的

囊腔感明显ꎬ见图 １ꎮ
２.２ 眼压变化记录 　 各组不同时间点眼压差异有统计学

意义(Ｆ时间 ＝ ３７５.４ꎬＰ时间 < ０. ０１ꎻＦ组间 ＝ ２４６. ２ꎬＰ组间 < ０. ０１ꎻ
Ｆ交互 ＝ ３９６.１ꎬＰ交互<０.０１)ꎻ造模前 １ ｄꎬ各组眼压差异无统

计学意义 ( Ｐ > ０. ０５)ꎬ小梁切除术术前 １ ｄꎬ模型组、
ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ、ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组眼压相较假手术组显著升高ꎬ差
异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ、ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组眼

压与模型组无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 术后 １、７、１４、２８ ｄꎬ与
假手术组相比ꎬ模型组眼压显著升高(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与模

型组相比ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组、ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组眼压明显下降(均
Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组相比ꎬ术后各时间点 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ
组眼压更低(均 Ｐ<０.０５)ꎬ表明 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 降眼压效应存在剂

量依赖性ꎬ见表 ２ꎮ
２.３组织病理学观察

２.３.１ ｌｕｔｅｏｌｉｎ抑制小梁切除术术后滤过区结膜组织纤维

细胞生长　 小梁切除术术后第 ２８ ｄꎬ滤过区结膜组织的

ＨＥ 染色图见图 ２Ａꎻ各组之间滤过泡结膜组织均有差异ꎮ
假手术组组织结构完整连续ꎬ细胞排列规整有序ꎻ模型组

术组结膜下可见大量成纤维细胞ꎬ形态及排列不规则ꎻ大
量胶原纤维增生ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组滤过泡区域内瘢痕组织明

显ꎬ成纤维细胞较多ꎬ胶原纤维也多ꎬ排列较为紊乱ꎬ瘢痕

组织内有少许间隙ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组结膜下 Ｔｅｎｏｎ 囊中瘢痕

组织内成纤维细胞密度低ꎬ胶原纤维稀疏ꎬ整齐排列ꎮ
２.３. ２ ｌｕｔｅｏｌｉｎ 抑制小梁切除术术后滤过泡瘢痕化 　
Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示ꎬ假手术组胶原纤维分布均匀、走形

规则ꎬ胶原蛋白无异常堆积ꎻ模型组滤过区结膜下可见大

量致密蓝色胶原纤维ꎬ胶原排列紊乱、堆积明显ꎬ提示纤维

化程度高ꎬ滤过泡瘢痕化显著ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组胶原纤维增生

较多ꎬ排列较紊乱ꎬ组织间有少许间隙ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组胶原

纤维密度较低ꎬ排列尚规则ꎬ见图 ２Ｂꎮ
２.３.３ ｌｕｔｅｏｌｉｎ抑制 α－ＳＭＡ 增殖 　 免疫组化染色结果显

示ꎬ假手术组组织内棕红色阳性染色稀少、着色浅淡ꎻ模型

组大范围深棕红色阳性染色ꎬ阳性面积与染色强度显著升

高ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组滤过泡组织中 α－ＳＭＡ 阳性表达显著降

低ꎬ仅见少量散在弱阳性染色ꎬ肌成纤维细胞活化受到明

显抑制ꎻｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组 α－ＳＭＡ 表达水平虽有下降ꎬ但阳性

表达仍较明显ꎬ染色强度与范围介于模型组与 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ
组之间ꎬ见图 ２Ｃꎮ
２.４ ｌｕｔｅｏｌｉｎ对 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路相关分子 ｍＲＮＡ 表

达的影响　 ｑＰＣＲ 检测结果显示ꎬ与假手术组对比ꎬ模型

组 β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ３ａ、ＬＣ３Ｂ ｍＲＮＡ 表达显著升高(均 Ｐ<
０.０１)ꎬｐ６２ － ＳＱＳＴＭ１ 表达显著降低 ( Ｐ < ０. ０１)ꎬＷｎｔ２ｂ、
Ｗｎｔ７ａ 的转录水平变化差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎮ
与模型组相比ꎬ给予不同浓度 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 干预后ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ、
Ｗｎｔ３ａ、ＬＣ３Ｂ 表达呈浓度依赖性下调(均 Ｐ<０.０１)ꎬｐ６２－
ＳＱＳＴＭ１ 表达呈浓度依赖性回升(Ｐ<０.０１)ꎮ 上述结果表

明ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 能够抑制异常激活的 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路ꎬ
见表 ３ꎬ图 ３ꎮ

图 １　 各组术眼滤过泡形态ꎮ 　

表 ２　 各组手术前后眼压变化 (􀭰ｘ±ｓꎬ ｍｍＨｇ)
分组 造模前 １ ｄ 术前 １ ｄ 术后 １ ｄ 术后 ７ ｄ 术后 １４ ｄ 术后 ２８ ｄ
假手术组 １４.３２±０.７４ １３.２２±０.４６ １４.４７±０.２３ １４.８５±１.６６ １３.６５±２.１９５ １３.２１±０.６９
模型组 １３.９７±０.６１ ２９.４７±１.５８ｂꎬｈ ２７.６２±１.９３ｂꎬｉ ２２.７７±１.４５ｂꎬｊ ２４.５２±１.４５ｂꎬｉ ２７.８５±１.１２ｂ

ｌｕｔｉｏｌｉｎ－Ｌ 组 １３.８４±０.４９ ２９.０６±１.０４ｂꎬｈ ２３.４３±０.７５ｃꎬｉ ２０.５６±１.７０ｃꎬｊ １９.６８±０.７２ｄꎬｊ １６.１２±０.７２ｄꎬｊ

ｌｕｔｉｏｌｉｎ－Ｈ 组 １４.１５±０.６４ ２９.１１±０.９２ｂꎬｈ ２１.１７±０.３０ｄꎬｅꎬｊ １７.３６±１.４２ｄꎬｅꎬｊ １６.１１±０.６９ｄꎬｅꎬｊ １５.１３±１.２８ｄꎬｅꎬｊ

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ 造模前 １ ｄꎻｉＰ<０.０５ꎬｊＰ<０.０１ ｖｓ 术前 １ ｄꎮ
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图 ２　 兔眼小梁切除术后滤过泡组织的病理染色与免疫组化检测结果　 Ａ:ＨＥ 染色切片ꎻＢ:Ｍａｓｓｏｎ 染色切片ꎻＣ:α－ＳＭＡ 免疫组化染
色切片ꎮ

图 ３　 ｑＰＣＲ检测各组Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路相关因子的 ｍＲＮＡ 相对表达量　 Ａ:β－ｃａｔｅｎｉｎꎻＢ:ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ꎻ Ｃ:Ｗｎｔ２ｂꎻ Ｄ:Ｗｎｔ７ａꎻ
Ｅ:Ｗｎｔ３ａꎻ Ｆ:ＬＣ３Ｂꎻ ｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组ꎮ

表 ３　 各组兔眼组织Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路相关因子 ｍＲＮＡ相对表达水平比较 􀭰ｘ±ｓ
分组 β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ Ｗｎｔ２ｂ Ｗｎｔ７ａ Ｗｎｔ３ａ ＬＣ３Ｂ
假手术组 １.０８±０.０９ ２.７３±０.１４ ０.９９±０.０６ １.０２±０.０３ １.０８±０.１３ ０.９９±０.１０
模型组 ２.３１±０.１６ｂ １.２０±０.１０ｂ １.０５±０.０７ ０.９９±０.０６ ２.４６±０.１８ｂ ２.１８±０.１５ｂ

ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组 １.６５±０.０７ｄ １.８１±０.１９ｄ １.０１±０.０６ ０.９６±０.０７ １.６２±０.０９ｄ １.５３±０.０８ｄ

ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组 １.１５±０.１１ｄꎬｆ ２.５３±０.２１ｄꎬｆ １.０７±０.０８ ０.９９±０.０７ １.１５±０.０９ｄꎬｆ １.０２±０.０９ｄꎬｆ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２３４.７ １５８.２ ２.１ １.１ ４０５.９ ２１７.４
Ｐ <０.０１ <０.０１ ０.１２６ ０.３６１ <０.０１ <０.０１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组ꎮ

２.５ ｌｕｔｅｏｌｉｎ对 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白表达水平
的调控作用　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ相较于假手术组ꎬ模

型组 β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ３ａ 表达水平显著上调(均 Ｐ<０.０１)ꎬ
Ｗｎｔ２ｂ 与 Ｗｎｔ７ａ 蛋白表达未见组间统计学差异ꎻ同时ｐ６２－
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ＳＱＳＴＭ１ 蛋白表达明显降低(Ｐ<０.０１)ꎬＬＣ３－Ⅱ / ＬＣ３－Ⅰ比
值显著升高 ( Ｐ < ０. ０１)ꎻ与模型组相比ꎬ给予不同浓度
ｌｕｔｅｏｌｉｎ 干预后ꎬβ－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｎｔ３ａ、ＬＣ３－Ⅱ / ＬＣ３－Ⅰ的表达
异常升高被 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 浓度依赖性抑制(均 Ｐ<０.０１)ꎬｐ６２－
ＳＱＳＴＭ１ 蛋白水平同步呈剂量依赖性回升(Ｐ<０.０１)ꎬ蛋白
表达变化趋势与前期 ｑＰＣＲ 检测结果相互印证ꎬ表明
ｌｕｔｅｏｌｉｎ 可通过抑制 Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 过度活化、重塑机体
紊乱的自噬态发挥保护作用ꎬ且该药理效应具备明显的剂
量依赖特征ꎬ见表 ４ꎬ图 ４ꎮ
３讨论

目前ꎬ青光眼小梁切除术被认为是降低眼压ꎬ治疗青

光眼的最有效手段ꎬ其核心在于通过建立人工滤过通道ꎬ
降低房水流出阻力以控制眼压ꎮ 然而ꎬ术后创伤愈合反应
引发的过度炎症反应、异常活化的纤维化信号通路及自噬
失衡ꎬ会加速结膜下成纤维细胞增殖与细胞外基质沉积ꎬ
造成滤过通道闭塞、促使滤过泡功能丧失ꎬ眼压回升ꎮ 因
此ꎬ靶向调控创伤后炎症反应、纤维化信号通路及自噬紊
乱状态ꎬ是改善小梁切除术术后预后的重要研究方向ꎮ

ｌｕｔｅｏｌｉｎ 在微摩尔浓度下即显示较强的抗炎活性ꎬ因
此已成为一种潜在的抗炎化合物ꎬ可通过调控炎症介质分
泌与炎症相关信号通路的活化ꎬ减轻局部炎性细胞浸润ꎬ
进而发挥显著的抗炎生物学效应[１２] ꎮ本研究中ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ

图 ４　 ｌｕｔｅｏｌｉｎ调控Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路相关蛋白水平的表达　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组蛋白表达ꎻＢ:β－ｃａｔｅｎｉｎꎻＣ:ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ꎻ
Ｄ:Ｗｎｔ２ｂꎻＥ:Ｗｎｔ７ａꎻＦ:Ｗｎｔ３ａꎻＧ:ＬＣ３－Ⅱ / ＬＣ３－ⅠꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组ꎮ

表 ４　 各组兔眼组织Ｗｎｔ３ａ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路相关蛋白相对表达水平比较 􀭰ｘ±ｓ
分组 β－ｃａｔｅｎｉｎ ｐ６２－ＳＱＳＴＭ１ Ｗｎｔ２ｂ Ｗｎｔ７ａ Ｗｎｔ３ａ ＬＣ３－Ⅱ / ＬＣ３－Ⅰ
假手术组 ０.３９±０.０３ ０.９３±０.０７ １.０２±０.０４ １.１６±０.０４ ０.２８±０.０３ ０.３６±０.０３
模型组 ０.９７±０.０７ｂ ０.３３±０.０４ｂ １.００±０.０５ １.１３±０.０５ １.１２±０.０８ｂ １.３４±０.１２ｂ

ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组 ０.７１±０.０６ｄ ０.６８±０.０５ｄ １.０３±０.０４ １.１９±０.０４ ０.６７±０.０５ｄ ０.６９±０.０５ｄ

ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组 ０.５７±０.０４ｄꎬｆ ０.８４±０.０６ｄꎬｆ １.０５±０.０５ １.１２±０.０８ ０.３２±０.０４ｄꎬｆ ０.３１±０.０３ｄꎬｆ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２８７.４ １７６.８ １.５ ２.１ ３２１.６ ２４９.５
Ｐ <０.０１ <０.０１ ０.２４８ ０.１２２ <０.０１ <０.０１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｌ 组ꎮ
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干预可有效平稳术后眼压ꎬ且 ｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组在术后 ２８ ｄ 基
本恢复至术前基线水平ꎬ术后结膜损伤小、新生血管生成
受到显著抑制ꎬ滤过区组织结构更稳定ꎻＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染
色病理结果证实ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ－Ｈ 组滤过区结膜上皮层结构基
本规整ꎬ纤维化被显著抑制ꎬ滤过泡瘢痕化程度最轻ꎻ免疫
组化染色显示ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 干预可以降低 α－ＳＭＡ 的阳性表
达ꎬ且 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 高剂量干预比低剂量干预效果更显著ꎮ 有
研究表明ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 可靶向干预 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号轴ꎬ调
控关键分子的转录与蛋白表达ꎬ参与纤维化进程的病理调
控[１３]ꎮ 陈姝伶等[１４] 利用四氯化碳诱导的肝纤维化小鼠
模型及 ＴＧＦ－β１ 活化肝星状细胞体外模型证实ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ
能够显著抑制异常增殖与细胞外基质过度沉积ꎬ有效阻滞
脏器纤维化的发生与发展ꎮ

相较于传统抗代谢药物ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 作为天然黄酮类活
性化合物ꎬ药理作用温和ꎬ无明显细胞毒性及不良反应ꎬ安
全性更具优势ꎮ 其可通过多靶点、多通路协同作用ꎬ同步
调控炎症反应、Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路及细胞自噬稳态ꎬ
实现对青光眼术后滤过泡纤维化的高效干预[１５]ꎮ ｌｕｔｅｏｌｉｎ
可通过抑制活化巨噬细胞中炎症介质的释放ꎬ并促进抗炎
因子的分泌ꎬ从而减轻机体的炎症损伤ꎬ发挥抗炎保护作
用[１６]ꎮ 高剂量的 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 给药可显著下调小梁切除术后
兔眼结膜组织中 Ｗｎｔ３ａ、β－ｃａｔｅｎｉｎ 的基因与蛋白表达ꎬ抑
制 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 经典纤维化通路过度激活ꎬ减少纤维组
织增生ꎻ同时可降低 ＬＣ３－Ⅱ表达、上调 ｐ６２ 水平ꎬ有效纠
正术后过度自噬状态ꎬ缓解自噬介导的组织损伤与瘢痕进
展ꎬ而 Ｗｎｔ２ｂ、Ｗｎｔ７ａ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平均未见显
著差异ꎬ表明在 Ｗｎｔ 家族成员中ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 主要特异性调控
Ｗｎｔ３ａ 信号ꎬ而非广泛激活或抑制 Ｗｎｔ 家族其他亚型ꎮ 由
此证实ꎬＷｎｔ３ａ 是介导 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 抑制青光眼术后纤维化的
关键上游调控因子且 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 存在剂量依赖性的抗青光眼
术后纤维化作用ꎮ 赵灿斌等[１７] 通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分
析发现ꎬ存在基因可以调控 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路ꎬ随
着 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 的加入ꎬ炎症微环境下 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
受到激活ꎮ 同时有研究证实ꎬ自噬是真核生物中特有的自
我防护机制ꎬ依赖溶酶体降解途径清除自身细胞质蛋白和
受损细胞器ꎬ维持细胞代谢平衡[１８]ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 可以调控线粒
体自噬相关通路ꎬ减少细胞凋亡与炎症损伤[１９－２０]ꎮ

综上ꎬ本研究首次构建兔小梁切除术后滤过泡纤维化
在体模型ꎬ系统验证天然黄酮 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 可通过调控 Ｗｎｔ３ａ /
β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号轴改善术后眼压、抑制炎症、拮抗纤维化、
纠正自噬紊乱ꎬ保护滤过泡功能ꎮ 相较于临床常规术中使
用的传统抗代谢药物ꎬｌｕｔｅｏｌｉｎ 为天然植物活性成分ꎬ药理
作用温和ꎬ无明显细胞毒性ꎬ为青光眼术后抗瘢痕治疗提
供低毒安全新方向ꎮ 此外ꎬ本研究尚存在不足之处ꎬ未使
用 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路激活剂验证该通路的功能ꎬ且未开
展该通路的回复实验ꎬ无法进一步明确 ｌｕｔｅｏｌｉｎ 通过调控
该通路拮抗滤过区纤维化作用的特异性及因果关系ꎮ
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