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!!&摘要'!目的!探讨溴莫尼定对视网膜神经节细胞 "]AE,$氧化应激损伤的保护作用(!方法!小鼠
]AE?> 细胞株在含低糖"8 Q<a$)体积分数 8#l胎牛血清和 8## [<&)"商品单位$青链霉素混悬液的 5D%D培
养液中进行培养#将传代的 ]AE?> 细胞分为正常对照组)I"6"处理组和溴莫尼定hI"6"处理组( I"6"处理组

在细胞培养液中加入 $## "&N)<aI" 6" #溴莫尼定hI" 6"处理组在细胞培养中加入 8 "&N)<a溴莫尼定处理
" P#然后加入 $## "&N)<aI"6" #各组细胞继续培养 "K P( 采用 IN34P,1荧光染色法观察各组细胞的细胞核形
态和数量变化*采用 X3,13L. V)N1法测定各组细胞中凋亡相关蛋白 V4)?" 和 V'*蛋白相对表达量变化*采用荧
光标记 ZE?8 试剂盒检测细胞线粒体膜电位改变(!结果!正常对照组细胞核呈圆形或椭圆形#细胞核大小均
匀*I"6"处理组可见细胞核固缩和碎裂#细胞核数量减少*溴莫尼定hI"6"处理组出现核固缩和碎裂的细胞核

明显少于 I"6"处理组( 正常对照组)I" 6"处理组和溴莫尼定hI" 6"处理组细胞中 V4)相对表达量分别为
#i:;k#i8>)#i>#k#i89 和 #i:>k#i8:#I" 6"处理组细胞中 V4)?" 相对表达量明显低于正常对照组和溴莫尼定h
I"6"处理组#差异均有统计学意义"均 =j#i#>$( 正常对照组)I" 6"处理组和溴莫尼定hI" 6"处理组细胞中

V'*相对表达量分别为 #i;>k#i89)#i$9k#i#: 和 #i:#k#i8##I"6"处理组细胞中 V'*相对表达量均明显高于
正常对照组和溴莫尼定hI"6"处理组#差异均有统计学意义"均 =j#i#>$( 正常对照组 ]AE?> 线粒体膜可见
较强的橙色荧光#与细胞膜绿色荧光共表达*I"6"处理组细胞中橙色荧光减弱且表达 ZE?8 的细胞数量减少*
溴莫尼定hI"6"处理组细胞线粒体膜橙色荧光较 I"6"处理组增强#ZE?8 阳性细胞数量明显增多(!结论!溴莫
尼定预处理能够预防氧化应激导致的 ]AE,线粒体损害#从而发挥视神经保护作用(!

&关键词'!神经保护剂<药理作用* 细胞缺氧<药物诱导* 氧化应激* 视网膜神经节细胞* 凋亡* 线粒
体<病理损伤* 溴莫尼定* 细胞株
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!!氧化应激诱导的视网膜神经节细胞 " L31(.')
Q'.Q)(N. 43)),#]AE,$凋亡是青光眼)糖尿病视网膜病
变)视神经炎等多种疾病的共同病理过程( 正常代谢
过程中#]AE,产生和清除活性氧簇 "L3'41(M3N*TQ3.
,S34(3,#]6H$的能力维持着动态平衡#但在低血流或
高眼压等病理状态下#]AE,清除 ]6H 的能力下降#极
易造成氧化应激损伤#导致细胞死亡( 线粒体是氧化
应激反应的主要场所#在高眼压及其他病理状态下易
受到氧化应激反应的损伤而加速细胞凋亡

+8\", ( 研究
证实#降眼压新药溴莫尼定是一种高度选择性 $"肾上

腺素能受体激动剂#具有潜在的神经保护作用 +9\K, #然
而#其具体作用机制尚不十分清楚( 本研究拟观察溴
莫尼定对线粒体及 ]AE,氧化应激损伤的保护作用#
为青光眼患者视神经保护相关研究提供实验依据(

EB材料与方法

E2EB材料
小鼠 ]AE,株 ]AE?> "美国 A(V4N公司$( 5D%D

培养液)胎牛血清)青链霉素混悬液 "美国 A(V4N公
司$*羊抗小鼠 V4)单克隆抗体"'V9:$==#8 _>##$)兔抗
小鼠 V'*单克隆抗体"'V9">#9#8 _>##$"美国 CV4'&公
司$*兔抗小鼠 !?'41(. 单克隆抗体" D̀#;":#8 _8##$)辣
根过氧化物酶" PNL,3L'+(,P S3LN*(+',3#I]Y$标记的羊
抗小鼠 7QA二抗" C̀8#>##8 _>##$)I]Y标记的羊抗兔
7QA二抗" C̀8#>K#8 _>##$"武汉博士德生物公司$*荧
光标记 ZE?8 试剂盒"fAC;#K$ "南京凯基生物技术公
司$*]7YC裂解液"上海申能博彩公司$(
E2GB方法
E2G2EB细胞培养B]AE?> 置于含低糖"8 Q<a$)体积
分数 8#l胎牛血清和 8## [<&)"商品单位$青链霉素
混悬液的 5D%D培养液中#在 9: m)体积分数 >l
E6"的细胞培养箱中培养#每 " t9 + 用质量分数
#i#>l胰蛋白酶消化传代 8 次( 培养液中添加胰蛋白
酶和 %5FC混合液少量#置于 9: m孵育箱中消化 " t
> &(.#倒置相差显微镜下进行观察#待细胞质发生回
缩且细胞间隙增大时吸出消化液#加入少量含血清培
养液#终止消化( 用吸管吸取培养液#反复轻轻吹打瓶

壁细胞形成细胞悬液( 将细胞接种于新的培养瓶中#
置于 E6"培养箱中继续培养(
E2G2GB细胞分组B待传代 ]AE?> 细胞贴壁培养8" P#
待细胞达到 :#l t$#l融合后将细胞分为正常对照
组)I"6"处理组和溴莫尼定hI"6"处理组( 正常对照
组细胞进行常规培养#I"6"处理组细胞培养液中加入

$## "&N)<aI"6"#溴莫尼定hI"6"处理组在细胞培养

液加入 8 "&N)<a溴莫尼定溶液#并于作用后 " P 再添
加 $## "&N)<aI"6"#使其终浓度为 8 "&N)<a(
E2G2LB免疫荧光染色法观察细胞核形态变化B各组
细胞培养后 "K P 待 $>l t=>l细胞贴壁时从培养箱
中取出#Ỳ H 洗 9 次#每次 9 &(.*用质量分数 Kl多聚
甲醛室温下固定 9# &(.#Ỳ H 洗 9 次#每次 9 &(.*FL(1N.
透化膜 "# &(.#添加体积分数 >l山羊血清封闭 8 P#加
入 IN34P,1试剂染核 : &(.#Ỳ H 洗 9 次#每次 9 &(.*加
入体积分数 >#l甘油以封片#免疫荧光显微镜下任意
选取 > 个视野#观察细胞核数量和形态学变化(
E2G2MBX3,13L. V)N1法检测细胞中 V4)?" 和 V'*蛋白
的表达!将细胞置于含单去污剂裂解液 ]7YC的离心
管中#匀浆#冰上放置 9# &(.#离心半径 g89i> 4&#
8" ### L<&(.离心 8# &(.#取上清#以含 "# t9# "Q蛋白
的溶液体积作为上样量( 加入相应体积的 H5H 加样
缓冲液#加热 8# &(. 使蛋白变性#室温下冷却#常规电
泳#转膜#封闭( 滴加相应一抗#K m摇床上孵育过夜#
滴加相应二抗#常温下孵育 8 P#显影液显影#根据目的
蛋白信号的强弱选择曝光时间#然后用洗片机洗片#采
用7&'Q3Z软件测定反应条带灰度值#计算细胞中目的
蛋白的相对表达量( 目的蛋白相对表达量g目的蛋白
灰度值<!?'41(. 蛋白灰度值n8##l(
E2G2NBZE?8 荧光标记法评估线粒体膜电位!按照荧
光标记 ZE?8 试剂盒说明#细胞经 I"6" 及溴莫尼定处

理后用 Ỳ H 洗涤 " 次#每次 > &(.*加入 8 &)8 倍缓冲
液和" ")ZE?8 溶液#使其体积分数为 >#l#混匀#避光
置于 9: m培养箱中孵育 8> t"# &(.#Ỳ H 洗涤细胞 "
次#每次 > &(.*再次加入 8 &)8 倍缓冲液#荧光显微镜
下观察细胞荧光染色情况( ZE?8 在线粒体内膜聚集
形成 Z?聚合物#发出橙色荧光#细胞膜为绿色荧光(
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E2LB统计学方法
采用 HYHH "#i# 统计学软件进行统计分析( 本研

究中检测指标的数据资料经 HP'S(LN?X()W 检验证实呈
正态分布#以 Lk8表示( 采用均衡分组单因素干预三
水平研究设计#正常对照组)I"6"处理组和溴莫尼定h
I"6"处理组 ]AE?> 细胞中 V4)?" 和 V'*蛋白相对表达
量的总体差异比较采用单因素方差分析#组间多重比
较采用 aH5?2检验( =j#i#> 为差异有统计学意义(

GB结果

G2EB各组细胞形态学及数量变化
正常对照组细胞核呈圆形或椭圆形#偶见破裂的

细胞核#细胞核大小及分布均匀#数量较多*I"6"处理

组较正常对照组细胞核数量减少#细胞核大小不均#异
常形态的细胞核数量增加*溴莫尼定hI" 6"处理组细

胞核数量减少#但细胞核大小较均匀"图 8$(

A B

C100μm

100μm 100μmA B

C100μm

100μm 100μm

图 EB各组 J'"?N 细胞核的形
态和数量变化! "IN34P,1nK###
标尺g8## "&$!Cm正常对照组细
胞核形态和大小均匀#偶见核碎裂
"箭头$! m̀I"6"处理组细胞核数

量较正常对照组稍减少#可见核碎
裂"箭头$!Em溴莫尼定hI"6"处

理组细胞核形态较均匀#但细胞核
数量减少且较小"箭头$

G2GB各组细胞中 V4)?" 和 V'*蛋白相对表达量变化
正常对照组细胞中 V4)表达条带较强#V'*蛋白表

达强度较弱#I"6"处理组 V4)表达条带减弱#V'*蛋白
表达条带增强#溴莫尼定hI"6"处理组细胞中 V4)表达
条带强于 I"6"组#V'*蛋白表达强度弱于 I"6"处理组

"图 "C$( 正常对照组)I"6"处理组和溴莫尼定hI"6"

处理组细胞中 V4)相对表达量分别为 #i:; k#i8>)
#i>#k#i89 和 #i:>k#i8:#组间总体比较差异有统计
学意义"7g>iKK$#=g#i#"8$#其中 I"6"处理组细胞

中 V4)?" 相对表达量明显低于正常对照组和溴莫尼定h
I"6"处理组#差异均有统计学意义"均 =j#i#>$( 正
常对照组)I"6"处理组和溴莫尼定hI" 6"处理组细胞

中 V'*相对表达量分别为 #i;>k#i89)#i$9k#i#:和
#i:#k#i8##总体比较差异有统计学意义 "7gKi"###

=g#i#K8$#其中 I" 6"处理组细胞中 V'*相对表达量
均明显高于正常对照组和溴莫尼定hI" 6"处理组#差
异均有统计学意义"均 =j#i#>$"图 " $̀ (
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图 GBa382370>A42法检测凋
亡蛋白 ><A?G 和 >-S 蛋白的表
达!Cm各组细胞中 V4)?" 和 V'*
蛋白表达电泳图! m̀各组细胞
中 V4)?" 蛋白相对表达量的量
化比较!与 I" 6" 处理组比

较#'=j#i#>"单因素方差分析#
aH5?2检验#(g9$!Em各组细胞
中 V'*蛋白相对表达量的量化

比较!与I"6"处理组比较#'=j#i#> "单因素方差分析#aH5?2检验#

(g9$!8m正常对照组!"mI"6"处理组!9m溴莫尼定hI"6"处理组

G2LB各组 ]AE?> 细胞线粒体膜电位变化
正常对照组 ]AE?> 细胞维持较高的正常线粒体

膜电位#表现为橙色强荧光#并与细胞膜的绿色荧光共
表达"图 9C$*I" 6"处理组 ]AE?> 细胞线粒体膜呈橙
色荧光的细胞数量减少#单个细胞的线粒体膜上橙色荧
光减弱"图 9 $̀*溴莫尼定hI"6"处理组线粒体膜呈橙

色荧光的细胞数量较 I"6"处理组明显增加#单个细胞
的线粒体膜上橙色荧光较 I"6"处理组增强"图 9E$(
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图 LBC"?E 荧光标记法检测各
组 J'"?N 细胞线粒体膜电位的
变化!Cm正常对照组 ]AE?> 线
粒体膜上橙色荧光强 "箭头$!
m̀I"6"处理组 ]AE?> 细胞线粒
体膜呈橙色荧光的细胞数量减

少!Em溴莫尼定hI" 6"处理组

细胞中线粒体膜的橙色强荧光

较 I" 6" 处 理 组 明 显 增 强

"箭头$

LB讨论

视神经损伤是多种眼部疾病的共同结局#如青光
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眼)糖尿病视网膜病变及年龄相关性黄斑变性等 +>\:, #
有效地延缓或阻止神经元凋亡将为相关疾病的视神经

损伤提供更好的保护作用(
线粒体是主要的细胞代谢场所#过度的氧化应激作

用可使线粒体损伤#导致细胞死亡#进而引起相关疾病
视神经损伤#因此近年来基于线粒体的神经保护研究逐
渐受到关注( 线粒体在氧化应激过程中起重要作用#是
细胞内产生 ]6H 的主要来源及 ]6H 攻击的主要目标(
]6H 可干扰 5GC和 ]GC复制)氧化线粒体蛋白质和呼
吸链酶复合物#使蛋白质丧失正常的催化和降解功能#
过量的 ]6H 也可诱导线粒体膜通透性转换孔开放#引
起线粒体通透性改变和膜电位下降

+$\=, ( 视神经是机
体能量需求及耗氧率较高的组织之一#其信号传导需要
大量能量#线粒体功能异常可引起 CFY消耗及供氧量
减少#从而引起神经细胞损伤及凋亡(

溴莫尼定广泛用于青光眼的治疗#近年来发现其
在治疗神经损伤方面也具有一定的效果( 研究表明#
小鼠视神经挫伤造模前或造模后于小鼠玻璃体腔注射

溴莫尼定均能减少 ]AE,丢失并减缓继发性 ]AE,死
亡

+8#, ( a(.+,3T等 +K,
的研究也显示#视神经挫伤模型

小鼠全身应用小剂量溴莫尼定后可减少 ]AE,树突的
丢失#提示溴莫尼定具有明显的视神经保护作用( 既
往研究还发现#局部应用质量分数 #i"#l或 #i8>l的
溴莫尼定每天 " t9 次能够激活人 $"肾上腺素受体#

后者可通过 a型 E'"h
通道降低血浆 E'"h

质量浓度#抑
制凋亡相关蛋白的活化#减少细胞的凋亡 +88, ( 本研究
结果显示#在相同氧化应激条件下#经溴莫尼定预处理
的 ]AE,细胞核形态完整#细胞中促凋亡蛋白的表达
量下调而促凋亡蛋白表达量上调#细胞线粒体膜电位
明显高于 I"6"处理的氧化应激模型细胞#提示氧化应
激对 ]AE,线粒体有损伤作用#而溴莫尼定在一定程
度上能够拮抗这种损伤作用#这为临床上对青光眼视
神经保护作用的研究提供了新的思路( 此外#作为近

年来研究热点#线粒体功能和形态保护的概念也为溴
莫尼定的临床应用提供了实验依据(
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