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%%$摘要%%背景%Y2A5)*). 蛋白的错误折叠是原发性开角型青光眼)P7U@*的重要发病机制"@̀ P:S 能将
错误折叠的蛋白质转移到内质网外"以保持应激状态下内质网蛋白质合成功能的正常运转"但二者的相互关
系及其在 P7U@发病中的作用机制仍未阐明&%目的%检测体外培养的 P7U@患者小梁细胞内 @̀ P:S 与
Y2A*)5). 蛋白的共定位表达&%方法%在手术中获取 P7U@患者的小梁网组织"采用组织块培养法分离和培
养小梁细胞"采用免疫化学染色法检测培养的细胞中特征性因子的表达"并将其形态学特征与健康供体眼培
养的小梁细胞进行比较& 将体外培养的小梁细胞分为衣霉素)M'*组'十字孢碱) \M\*组和正常对照组"分别
在培养液中加入含有 " %'A*;IM''#k" %'A*;I\M\ 和不含药物的培养液培养细胞 <? C"采用免疫荧光法检测
各组培养的细胞中 @̀ P:S 与 Y2A5)*). 蛋白的共表达情况&%结果%培养的原代细胞多呈扁平星形或不规则
形"可见细胞突起"细胞核呈椭圆形"细胞体较大"细胞质丰富"可见大量黑色吞噬颗粒& P7U@来源小梁细胞
培养 9 :̂ 代生长良好"细胞中层黏连蛋白 )IO*'纤维连接蛋白 )aO*'神经烯醇化酶 )O\&*和波形蛋白
)X)',.E).*均呈阳性表达& 免疫荧光染色结果显示"M'组'\M\ 组和正常对照组细胞的细胞质中均可见
@̀ P:S 和 Y2A5)*). 阳性表达"分别为红色和绿色荧光"正常对照组中人来源小梁细胞的周边部可见 @̀ P:S 和
Y2A5)*). 的不完全共表达"P7U@来源小梁细胞周边部 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 呈完全共表达(M'组和 \M\ 组中不
同来源的小梁细胞中 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 均呈完全共表达"M'组中不同来源小梁细胞均出现细胞核周围
@̀ P:S 蛋白聚集现象&%结论%P7U@来源小梁细胞中 @̀ P:S 蛋白与 Y2A5)*). 蛋白共表达"提示二者在 P7U@
的发病和进展过程中可能存在相互作用& @̀ P:S 可能保护小梁细胞免受内质网应激途径诱导的细胞凋亡&%
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%%青光眼为不可逆性致盲眼病"其中原发性开角型
青光眼)GD)'(D2AG,. (.+*,+*(35A'("P7U@*是常见类
型之一& 目前"P7U@的发病机制尚不十分明确& 关
于 P7U@发病机制的研究多涉及基因突变位点的检
测'编码蛋白错误折叠导致的小梁细胞功能异常以及
线粒体功能障碍介导的小梁细胞凋亡

+"T?, & 由于基因
突变 Y2A5)*). 蛋白不能转移"在内质网中堆积引起了
P&̀ [)P[̀ >*)e,&̀ e).(1,*从 @̀ P:S 复合物中释放出
来"激活 VL7P蛋白表达"最终导致小梁细胞凋亡& 同
时研究发现"突变型 Y2A5)*). 蛋白以积聚体形式存在
于小梁细胞的细胞质内"并产生细胞毒性"激活
@̀ P:S 表达上调"导致小梁细胞功能异常"甚至发生
凋亡

+!T$, & 近年来研究认为细胞受刺激时 @̀ P:S 呈高
表达并合成 @̀ P:S 的反应可能是细胞一种重要的防
御机制"该机制对细胞有保护作用"从而延长在各种不
利因素刺激下细胞的生存期& @̀ P:S 能将错误折叠
的蛋白质转移到内质网外"以保持应激状态下内质网
蛋白质合成功能的正常运转"但二者的相互关系及其
在 P7U@发病中的作用机制仍未阐明& 为进一步明确
@̀ P:S 在细胞内的分布及其与 Y2A5)*). 蛋白的共定位
情况"本研究通过体外培养正常人来源及 P7U@患者
来源的小梁细胞"分别应用内质网应激诱导剂衣霉素
) E3.)5('25)." M'* 和 凋 亡 诱 导 剂 十 字 孢 碱

)1E(3DA1GAD).,"\M\*作为内质网应激刺激因素"观察细
胞中 @̀ P:S 蛋白与 Y2A5)*). 蛋白在小梁细胞内的表
达与分布情况&

95材料与方法

9095材料

909095人小梁网组织5正常人小梁网组织由西安市
眼库获得"取材自死亡 ?S C 以内'无任何眼科疾患的
健康供体眼球(P7U@患者小梁网组织取材于已签署
知情同意书行复合式小梁切除手术的 P7U@患眼& 本
研究已获得西安市第四医院伦理委员会审批 )伦审
号#<#"$>"S<*&
9090: 5主要试剂及仪器5鼠抗人纤维连接蛋白
)K)BDA.,5E)."aO*一抗'鼠抗人层黏连蛋白 )*(').)."
IO*一抗'鼠抗人波形蛋白)X)',.E).*一抗'鼠抗人神
经元特异性烯醇化酶) .,3DA.(*1G,5)K)5,.A*(1,"O\&*

一抗)福州迈新公司*(山羊抗人 @̀ P:S 一抗'兔抗人
Y2A5)*). 抗体'V29 标记的兔抗山羊 8+@二抗'a8MV标
记的山羊抗兔 8+@二抗 )美国 \(.E(VD3F公司 *(
6Y&Y;a"< 培养基 )美国 @)B5A公司*(胎牛血清 )杭
州四 季 青 公 司 *( 二 甲 基 亚 砜 ) 4)',EC2*13*KAN)4,"
6Y\7*'M'' \M\ )美国 \)+'(公司 *(逆转录试剂盒
)加拿大 a,D',.E(1公司*("## BG 6OU*(44,DPV̀ 反

应体系)大连宝生物工程有限公司*(R,1E,D. B*AE检测
试剂盒)美国 V,**\)+.(*).+公司*& 细胞培养瓶'培养
板'培养皿)美国 VAD.).+VA1E(D公司*(水平凝胶电泳
仪'电泳槽)北京六一公司*&
90:5方法
90:095小梁细胞的分离与体外培养5将角膜移植供
体眼球于无菌环境下用 6>L(.e1液冲洗干净"自角巩
膜缘后 ? !̂ ''处以眼科剪环形剪开巩膜"取眼前段
组织"于台式手术显微镜下用角膜剪去除虹膜和睫状
体组织(将获得的组织内面朝下放于培养皿中"加入
6Y&Y;a"< 完全培养液浸没组织块"置于 9: o恒温细
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胞培养箱中孵育 < 4(眼前节组织取出后分辨出
\5CJ(*B,线与白色巩膜突之间呈浅褐色'带状'疏松'
半透明的小梁组织"置于少量 6Y&Y;a"< 培养液中并
剪成 9 !̂ ''长的组织块"用无齿镊将组织块夹入 <?
孔板中"待组织块贴壁较牢时加入浸没组织块的
6Y&Y;a"< 完全培养液进行培养& 将术中获得的
P7U@患者小梁组织面朝下贴于 <! 5'<

培养瓶底"组
织块黏附牢固后加入浸没组织块的 6Y&Y;a"< 完全
培养液"于 9: o恒温细胞培养箱中培养并传代& 将第
9 代小梁细胞接种于 <! 5'<

培养瓶中"加入浸没组织
块的 6Y&Y>a"< 培养液)含体积分数 "!]胎牛血清'
$# '+;I青霉素'"## '+;I链霉素*中培养&
90:0:5实验分组5以 P7U@患者原代小梁细胞作为
研究对象"正常人原代小梁细胞作为对照& 将细胞接
种于培养瓶中"待细胞完全融合后分为 M'组'\M\ 组
和正常对照组"分别加入含有 " %'A*;IM'培养液'
#k" %'A*;I\M\ 和不含上述任何药物的培养液"分别
处理细胞 $ C 和 <? C&
90:0;5免疫组织化学法检测培养细胞中 aO'IO'
X)',.E). 和 O\&因子的表达%组织块接种后 ?S C"每
日于倒置相差显微镜下观察细胞的生长情况& 取培养
的第 ? 代小梁细胞"待其融合后常规用胰蛋白酶消化
细胞""< ###p* 离心 ! ').& 弃去上清液"用细胞培养
液重悬细胞"细胞密度调整为约 "p"#! ;'*& 将细胞悬
液滴于载玻片上"9: o静置 9# ')."待细胞贴壁牢固
后加入适量培养液"9: o培养箱中继续培养 <? C& 在
爬片细胞面滴加质量分数 ?]多聚甲醛"固定组织
"! ').(PQ\ 漂洗 9 次"每次 ! ').(滴加体积分数 9]
过氧化氢溶液"室温下孵育 "# ')."以阻断内源性过氧
化物酶的活性"PQ\ 漂洗 9 次"每次 ! ').(滴加质量分
数 #k"]MD)EA. _>"## !# %*"室温下孵育 <# ')."PQ\ 漂
洗 9 次"每次 ! ').(分别滴加相应抗体 !# %*"9: o孵
育 " C"PQ\ 漂洗 9 次"每次 ! ').(滴加 !# %*试剂 U
)聚合物增强剂*"室温下孵育 <# ')."PQ\ 漂洗 9 次"
每次 ! ').(滴加 !# %*相应二抗"室温下孵育 9# ')."
PQ\ 漂洗 9 次"每次 ! ').& 加入新鲜配置的 6UQ显
色剂"光学显微镜下观察"细胞着染时用自来水洗净多
余的染色剂& 苏木素复染"梯度乙醇脱水干燥"二甲苯
透明"中性树胶封片"光学显微镜下观察细胞中 aO'
IO'X)',.E). 和 O\&的表达"细胞质中呈棕黄色着染
者为阳性细胞&
90:0<5免疫荧光化学法检测各组细胞中 @̀ P:S 和
Y2A5)*). 的表达及分布%取出细胞爬片"PQ\ 漂洗 9
次& 在爬片细胞面滴加 ?]多聚甲醛固定细胞"! ')."

PQ\ 漂洗 9 次"每次 ! ').& 细胞面滴加 #k"]MD)EA.
_>"##s质量分数 "]牛血清白蛋白 !# %*"室温下孵育
9# ').& 每张载玻片滴加 !# %*相应一抗"9: o孵育
" C"PQ\ 漂洗 9 次"每次 ! ').& 加入 !# %*a8MV标记
的荧光二抗"9: o条件下孵育 !# ').& PQ\ 漂洗 9 次"
每次 ! ').& 滴加 LAE5C,1E999?<)! %+;'**孵育 ! ')."
PQ\ 漂洗 9 次"每次 ! ').(于激光扫描共焦显微镜下
观察并拍照&

:5结果

:095体外培养人眼小梁细胞的形态特点
倒置相差显微镜下观察显示"组织块接种后小梁

细胞由组织块周边爬出"逐渐形成典型内密外疏的单
细胞层& 培养的原代细胞形态各异"多呈扁平的星形
或不规则形"有 9 !̂ 个细胞突起(细胞核呈椭圆形"核
膜清晰"可见 < 9̂ 个明显的核仁(细胞体较大"细胞质
丰富'透明"可见大量黑色吞噬颗粒)图 "*& P7U@患
者来源小梁细胞第 9 :̂ 代细胞生长良好'增生能力
强"大部分细胞在传代后 #k! <̂ C 贴壁"培养 9 !̂ 4
传代 " 次"用于后续实验& 光学显微镜下可见 P7U@
患者与正常人小梁细胞在形态和分布上未见明显差

别(用 M''\M\ 处理后"小梁细胞突起减少"细胞体积
缩小"密度降低"\M\ 组较 M'组变化明显"正常对照
组小梁细胞形态无明显变化&

30μm30μm A B
图 95各组小梁细胞体外培养)p<##"标尺j9# %'*%小梁细胞传代
后约 ! 4 融合"细胞突起重叠而细胞体不重叠"细胞形态'大小一致"
分布均匀"胞体间排列紧密"呈轴向排列的单层细胞层"细胞质中可
见吞噬的色素颗粒%U#正常人小梁细胞%Q#P7U@患者小梁细胞

:0:5培养的 P7U@患者小梁细胞中 aO'IO'X)',.E).
和 O\&因子的表达

培养的 P7U@患者小梁细胞中 IO表达阳性"可
见细胞质中点状和网状棕黄色着色)图 <U*(培养的
人眼小梁细胞中 aO表达阳性"可见细胞间的点状或
条状棕黄色着色"彼此相连呈单层网状结构)图 <Q*(
培养的小梁细胞中可见 O\&和 X)',.E). 均呈阳性表
达)图 <V"6*&

!<#9! 中华实验眼科杂志 <#": 年 ? 月第 9! 卷第 ? 期%VC). W&NG 7GCEC(*'A*"UGD)*<#":"XA*09!"OA0?
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300μm30μm

30μm 30μm

A B

C D
图 :5体外培养 OB3N患者小梁细胞的鉴定%U#细胞中 IO表达阳
性"可见细胞质中棕黄色着色 )6UQp<##"标尺j9# %'*%Q#细胞
中 aO表达阳性"可见细胞间点状或条状并彼此相连的棕黄色染色
)6UQp"#"标尺j9## %'*%V#细胞中 O\&表达阳性"可见细胞质
呈棕黄色着色)6UQp<##"标尺j9# %'*%6#细胞中 X)',.E). 表达
阳性"可见细胞质中呈深棕色着色)6UQp<##"标尺j9# %'*

:0;5不同来源小梁细胞中 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 的表达
及分布

免疫荧光检测结果显示"正常人小梁细胞及
P7U@来源小梁细胞中 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 表达阳性"
表现为细胞质内均质的颗粒状红色荧光"Y2A5)*). 表
现为细胞质中呈绿色荧光& 正常对照组正常人来源的
小梁细胞中可见 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 呈不完全共表达"
共表达部位为橘红色荧光"位于周边部细胞质中"
P7U@患者小梁细胞中周边部可见 @̀ P:S 和 Y2A5)*).
呈完全共表达"呈橘红色荧光& M'组和 \M\ 组正常
人来源的小梁细胞中 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 均呈不完全
共表达"共表达部位为橘红色荧光"位于周边部细胞质
中"而在 P7U@来源的小梁细胞中均呈完全共表达"呈
橘红色荧光"同时 M'组中不同来源的小梁网细胞均可
见 @̀ P:S 蛋白在细胞核周围聚集)图 9*&

正
常
对
照
组

Tm
组

ST
S组

10μm 10μm 10μm 10μm 10μm 10μm

10μm10μm10μm10μm10μm10μm

10μm 10μm 10μm 10μm 10μm 10μm

正常人来源小梁细胞
GRP78 MYOC 融合

POAG患者来源小梁细胞
GRP78 MYOC 融合

图 ;5各组中不同来源小梁细胞 NFOPQ 与 E7)&','*蛋白表达共定位)标尺j"# %'*%人眼小梁细胞中 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 呈阳性表达"分别为红
色荧光)V29*和绿色荧光)a8MV* "@̀ P:S 和 Y2A5)*). 均在细胞质内呈均质合颗粒状分布& 正常对照组中正常人来源小梁细胞周边部 @̀ P:S 和
Y2A5)*). 呈部分重叠)箭头示 @̀ P:S 呈核周聚集分布* "P7U@患者来源小梁细胞周边部 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 呈完全重叠"M'组和 \M\ 组中不同来
源小梁细胞 @̀ P:S 和 Y2A5)*). 呈现完全重叠"M'组中不同来源小梁细胞均出现 @̀ P:S 蛋白在细胞核周围聚集的现象%P7U@#原发性开角型青
光眼(M'#衣霉素(\M\#十字孢碱

%

;5讨论

P7U@是青光眼中的常见类型"P7U@患者眼压升
高是由于房水排出阻力增加所致& 小梁网是房水流出
通道及眼压调节的主要部位"小梁网部位房水外流阻

力增大所造成的病理性眼压升高是引起青光眼视神经

损害的重要原因& 小梁网由胶原纤维形成的小梁束与
其上覆盖的单层小梁细胞组成"小梁细胞的损害势必
影响小梁网的结构和功能"从而影响房水流出的效率"
关于小梁细胞凋亡的研究已成为探索 P7U@发病机制

!9#9!中华实验眼科杂志 <#": 年 ? 月第 9! 卷第 ? 期%VC). W&NG 7GCEC(*'A*"UGD)*<#":"XA*09!"OA0?
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和治疗手段有效的方法之一
+:T"", & 本研究中采用组织

块培养法对 P7U@患者小梁细胞进行分离和培养"并
与用健康供体眼培养的小梁细胞进行比较"培养的细
胞生长良好"并采用免疫组织化学法对培养细胞进行
鉴定"O\&染色阳性证实了小梁细胞的神经嵴来源"
X)',.E). 染色阳性证实了小梁细胞的间充质来源& 以
上结果显示成功进行了正常人和 P7U@患者小梁细胞
体外培养"因此无论从形态学还是免疫组织化学检测
方面均证实本研究培养的细胞为小梁细胞&

内质网应激反应是细胞内质网稳态失衡'生理功
能发生紊乱时细胞为维持细胞内环境稳定而启动的自

我保护反应机制
+"#T"<, & 内质网应激反应可诱导内质

网对未折叠或错误折叠蛋白质的加工和处理"激活一
系列细胞内信号转导和相关基因"并表达具有保护作
用的蛋白质"通过减少蛋白质合成'降解未折叠蛋白及
维持细胞内钙的平衡"促进细胞内环境稳态的恢复"从
而维持细胞的正常功能& 当内质网应激反应过强或过
久时可导致细胞死亡(当内质网应激反应能力低下时"
细胞对损伤性刺激因素的敏感性增加"最终也可导致
细胞的死亡

+"9T"?, &
M'为放线菌产生的核苷酸抗生素"常作为内质网

应激的诱导剂"主要用于破坏蛋白质之间的二硫键"使
蛋白正确折叠发生障碍& \M\ 是一种广泛诱导细胞凋
亡的刺激因子"它通过抑制脂质及 V(<s

依赖的蛋白激

酶"如蛋白激酶 V来诱导细胞凋亡& 本研究中采用
M'及 \M\ 构建细胞内质网应激模型及细胞凋亡模
型"旨在模拟体内内质网应激及细胞凋亡环境下
@̀ P:S 和 Y2A5)*). 蛋白的分布与表达情况&

R(.+等 +"!,
研究发现"突变型 Y2A5)*). 蛋白以积

聚体形式存在于小梁细胞的细胞质内"并产生细胞毒
性"激活 @̀ P:S 表达上调"导致小梁细胞功能异常"甚
至发生凋亡"从而提出内质网应激参与家族性开角型
青光眼的发病过程(而在散发性 P7U@患者中是否存
在 Y2A5)*). 蛋白的错误堆积以及 @̀ P:S 的表达变化-
基于上述思考"本研究观察了散发型 P7U@患者小梁
细胞和正常人小梁细胞中 @̀ P:S 的表达与分布情况"
结果表明 P7U@患者小梁细胞及 M''\M\ 处理过的正
常人小梁细胞内 @̀ P:S 蛋白与 Y2A5)*). 蛋白共定位"
而未处理的正常人小梁细胞内 @̀ P:S 蛋白与 Y2A5)*).
蛋白分布有差异"提示 P7U@患者小梁细胞 @̀ P:S 可
能与 Y2A5)*). 蛋白存在相互作用"共同导致小梁细胞
凋亡&

@̀ P:S 位于真核细胞的内质网膜上"与热休克蛋
白 :# 家族具有高度同源性& 在低糖'低氧和低 V(<s

等

因素刺激下"细胞中 !ZJY[ 基因的转录活性可提高
"# <̂!倍"其蛋白表达量显著升高"从而维持细胞内环
境的稳定"因此 @̀ P:S 高表达可能是细胞在应激状态
下的一种重要的防御机制

+"$T"S, & 相关研究发现"青光
眼患者与 I:)1$/$& 基因突变有关"导致 Y2A5)*). 蛋白
不能转移"在内质网中堆积"引起 P&̀ [从 @̀ P:S 复
合物中释放出来"激活 VL7P蛋白表达"最终导致小梁
细胞凋亡& 基于上述研究"为了探讨 P7U@患者的发
病机制及 @̀ P:S 与 Y2A5)*). 蛋白的相互作用"本研究
利用免疫荧光技术检测显示散发的 P7U@患者小梁细
胞内 @̀ P:S 及 Y2A5)*). 蛋白存在共定位"且共定位范
围在 P7U@患者及正常人之间存在差别"进而提示散
发人群 P7U@的发病机制也涉及内质网应激&

近年国内外广泛开展针对 @̀ P:S 的作用机制研
究"提出 < 型糖尿病'肿瘤患者细胞内 @̀ P:S 呈高表
达"同时研究表明 @̀ P:S 对敏感神经元'缺氧晚期心
脏组织具有保护作用"可抑制肝细胞内脂肪合成
等

+"=T<<, & @̀ P:S 的功能研究已引起研究者的广泛重
视"而其在眼科的相关研究尚未完全开展& 本研究中
结果显示"P7U@患者小梁细胞内 @̀ P:S 及 Y2A5)*).
在正常人及 P7U@患者小梁细胞内均出现共定位"且
M'和 \M\ 诱导 P7U@患者来源的小梁细胞内质网应
激后 @̀ P:S 及 Y2A5)*). 共定位范围明显增大"提示
P7U@患者小梁网组织中 @̀ P:S 与 Y2A5)*). 亦有可能
存在交互作用"共同诱导细胞凋亡"其具体机制及信号
通路有待于进一步研究&
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!病例报告!

X(*1(*H(视网膜病变合并黄斑病变一例
解正高%陈放%陈曦%朱霞%马远东

<<!##" 扬州大学临床医学院眼科%江苏省苏北人民医院眼科)解正高'陈放'陈曦*(

<""?## 南京鼓楼医院集团仪征医院眼科)朱霞*(<""?## 扬州市仪征中医院眼科)马远东*

通信作者#解正高"&'()*#F+N),S:/"$905A'

678#"#09:$#;5'(0-0)11.0<#=!>#"$#0<#":0#?0##!

%%患者"男"9? 岁"因俯卧撑后左眼视力骤降半天于苏北人民

医院眼科就诊& 患眼既往屈光度为T"k!# 6\"否认其他眼部疾

病'高血压'糖尿病病史& 全身检查未见明显异常& 眼部检查#

右眼裸眼视力 #k!"矫正视力 "k#)T"k!# 6\*"左眼数指;!# 5'"

不能矫正(眼压右眼 "S ''L+) " ''L+j#k"99 eP(*"左眼

"! ''L+& 双眼外眼及眼前节未见明显异常& 眼底检查见左眼

黄斑区视网膜前出血"并形成液平面"直径约 9 P6"呈盘状隆

起"周边视网膜未见异常)图 "U*(右眼底未见异常& Q型超声

示左眼黄斑前中等回声)图 "Q*"7VM显示左眼黄斑区内界膜

下隆起"其下方为中等反射区 )图 "V*& 临床诊断#左眼

X(*1(*H(视网膜病变& 给予卵磷脂络合碘片口服"每天 9 次&

发病后 9 个月复诊"检眼镜下可见左眼黄斑区出血明显吸收"

视力提升至 #k"<"7VM显示黄斑区内界膜隆起高度下降"中等

反射区面积缩小"其下神经纤维层增厚"伴囊腔形成 )图 <*&

发病后 = 个月复诊左眼黄斑区出血已完全吸收"矫正视力 #k="

7VM显示黄斑中心凹处内界膜平伏"但除内界膜和色素上皮层

光带连续外"其他 S 层神经上皮层光带断裂"提示黄斑板层裂

孔形成)图 9*& 发病后 ": 个月时复查情况无变化"目前仍在

继续随访中&

%%讨论#X(*1(*H(视网膜病变由 63(.,+",
于 "=:< 年报道"为

X(*1(*H(动作导致胸腹腔压力增高"使黄斑周围浅层毛细血管

破裂"引起视网膜前出血"常见诱因有剧烈咳嗽'用力擤鼻涕'

!!#9!中华实验眼科杂志 <#": 年 ? 月第 9! 卷第 ? 期%VC). W&NG 7GCEC(*'A*"UGD)*<#":"XA*09!"OA0?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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