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!!$摘要%!目的!阐明腺苷受体拮抗剂 ?CQDD:D#% 对体外加压的视网膜 _q**GJ细胞的钾离子通道的调控
作用&!方法!出生后 " K 的 ?YB级 ?2大鼠 5$ 只"将大鼠的视网膜 _q**GJ细胞分离和培养"分为正常对照组
*正常培养+'加压培养组 - D$ ''QH7:D + 加压培养 * # ''QHk$ #̀55 aY(+. 和腺苷i?CQDD:D#% 干预组
*D$ ''QH7:D +加压培养后加入 #$ %',*7b腺苷i#$$ /',*7b?CQDD:D#% 培养+& 对大鼠视网膜 _q**GJ细胞体
外加压 D$ ''QH7:D + 培养"采用 JG(*<-)'GYCX'FG9-GJ/ I*,-等方法研究离体加压培养的视网膜 _q**GJ细胞的
钾离子通道 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 的表达变化情况& 体外加压培养的视网膜 _q**GJ细胞给予腺苷i腺苷
>:>受体拮抗剂 ?CQDD:D#% 进行干预*药物终浓度为腺苷 #$ %',*7bi?CQDD:D#% #$$ /',*7b+"检测视网膜及
_q**GJ细胞 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 的 'XV>和蛋白的表达变化&!结果!D$ ''QH7:D + 加压培养可致视
网膜 _q**GJ细胞钾离子通道 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 的蛋白表达下调"与正常对照组相比分别下降了
#D 6̀]'5= %̀]和 ": %̀]": 个组 W)J: #̀ 蛋白的表达差异无统计学意义*Jk$ $̀=:+"W)JD #̀ 和 U>?W<# 蛋白的
表达差异均有统计学意义*Jk$ $̀$$'$ $̀$$+,腺苷i?CQDD:D#% 干预组视网膜 _q**GJ细胞 W)J: #̀'W)JD #̀ 和
U>?W<# 的蛋白表达较加压培养组上调"分别上升了 = =̀]'%$ 6̀]和 %# D̀]": 个组 W)J: #̀ 蛋白表达比较差
异无统计学意义*Jk$ 5̀"D+": 个组 W)JD.# 和 U>?W<# 的蛋白表达比较"差异均有统计学意义 *Jk$ $̀$$'
$ $̀$$+& D$ ''QH7:D + 加压培养可致视网膜 _q**GJ细胞 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 'XV>表达较正常对照组
下调"差异均有统计学意义*Jk$ $̀D6'$ $̀$#'$ $̀$$+,与加压培养组相比"腺苷i?CQDD:D#% 干预组 W)JD #̀ 和
U>?W<# 的表达均上调"差异均有统计学意义*Jk$ $̀5='$ $̀5$+"而 W)J: #̀ 的表达无明显变化"差异无统计学
意义*Jk$ %̀#:+&!结论!?CQDD:D#% 对视网膜 _q**GJ细胞 W)JD #̀ 和 U>?W<# 的蛋白和 'XV>表达具有调控
作用&!

$关键词%!视网膜, _q**GJ细胞, ?CQDD:D#%, W)J: #̀, W)JD #̀, U>?W<#
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"!3-'%&"'#4E3F#"'(?#4U,GO(*N(-G-+GGLLG1-,L(KG/,9)/GJG1GM-,J(/-(H,/)9-?CQDD:D#% ,/ -+GGPMJG99),/
,LW)J: #̀"W)JD #̀ (/K U>?W<# )/ J(-_q**GJ1G**(-(/ G*GO(-GK +SKJ,9-(-)1MJG99NJG"# ?"'2&.!G#'+,0-!U+)J-S?YB
?MJ(HNG2(R*GSJ(-9RGJGMNJ1+(9GK LJ,'?+(/H+()?*(1a b(I,J(-,JS>/)'(*9b-K.CN*-NJGK _q**GJ1G**9RGJGK)O)KGK
)/-,/,J'(*1,/-J,*HJ,NM * # k% +"D$ ''QH7:D +,NJ9* # ''QHk$ #̀55 aY(+ HJ,NM * # k% + (/K (KG/,9)/Gi
?CQDD:D#% )/-GJOG/-),/ HJ,NM*#k%+._q**GJ1G**9RGJG-JG(-GK R)-+ D$ ''QHMJG99NJGL,J:D +,NJ9)/ D$ ''QH7:D
+,NJ9HJ,NM"(/K _q**GJ1G**9RGJG-JG(-GK R)-+ D$ ''QHMJG99NJGL,J:D +,NJ9i#$ %',*7b(KG/,9)/Gi#$$ /',*7b
?CQDD:D#% )/ (KG/,9)/Gi?CQDD:D#% )/-GJOG/-),/ HJ,NM.U+GJG(*<-)'GYCX"FG9-GJ/ I*,-"R+,*G<1G**M(-1+<1*('M
JG1,JK)/H9(/K )''N/,+)9-,1+G')9-JSRGJGN9GK -,KG-G1-W)J: #̀"W)JD #̀ (/K U>?W<# GPMJG99),/ (/K _q**GJ1G**9W)J
1NJJG/-9.U+GGPMGJ)'G/-(*MJ,1GKNJG9RGJG)/ (11,JK(/1GR)-+ -+GV(-),/(*4/9-)-N-G9,LQG(*-+ *V4Q+ HN)KG*)/G9L,J
-+GC(JG(/K e9G,Lb(I,J(-,JS"(/K L,**,R-+G5XMJ)/1)M*G.!@#-.$'-!FG9-GJ/ I*,-(99(S9+,RGK -+(-"L,**,R)/H
D$ ''QHMJG99NJG1N*-NJGK L,J:D +,NJ9" -+GGPMJG99),/ ,LW)JD #̀ (/K U>?W<# MJ,-G)/ )/ _q**GJ1G**RGJG
9)H/)L)1(/-*SKG1JG(9GK IS5= %̀] (/K ": %̀] 1,'M(JGK R)-+ -+G/,J'(*1,/-J,*HJ,NM"R)-+ 9)H/)L)1(/-K)LLGJG/1G9
IG-RGG/ -+G-R,HJ,NM9* I,-+ (-Jk$ $̀$$ +,W)J: #̀ MJ,-G)/ GPMJG99),/ KG1JG(9GK IS#D 6̀]"R)-+ )/9)H/)L)1(/-
K)LLGJG/1GIG-RGG/ -+G-R,HJ,NM9*Jk$ $̀=:+.W)JD #̀ (/K U>?WMJ,-G)/ GPMJG99),/ )/ (KG/,9)/Gi?CQDD:D#%
)/-GJOG/-),/ HJ,NM R(9)/1JG(9GK IS%$ 6̀] (/K %# D̀] 1,'M(JGK R)-+ -+GD$ ''QH7:D +,NJ9HJ,NM"R)-+ 9)H/)L)1(/-
K)LLGJG/1G9IG-RGG/ -+G-R,HJ,NM9* I,-+ (-Jk$ $̀$$ +,W)J: #̀ MJ,-G)/ GPMJG99),/ )/ (KG/,9)/Gi?CQDD:D#%
)/-GJOG/-),/ HJ,NM R(9)/1JG(9GK IS= =̀] 1,'M(JGK R)-+ -+GD$ ''QH7:D +,NJ9HJ,NM"R)-+ )/9)H/)L)1(/-K)LLGJG/1G
IG-RGG/ -+G' *Jk$ 5̀"D+.XG(*<-)'GYCX(99(S9+,RGK -+(-"L,**,R)/HD$ ''QHMJG99NJG1N*-NJGK L,J:D +,NJ9"
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W)J: #̀"W)JD #̀ (/K U>?W<# 'XV>GPMJG99),/ )/ _q**GJ1G**9RGJG9)H/)L)1(/-*SKG1JG(9GK 1,'M(JGK R)-+ -+G/,J'(*
1,/-J,*HJ,NM"R)-+ 9)H/)L)1(/-K)LLGJG/1G9IG-RGG/ -+G-R,HJ,NM9*Jk$ $̀D6"$ $̀$#"$ $̀$$+,W)JD #̀ (/K U>?W<#
'XV>GPMJG99),/ )/ _q**GJ1G**9)/ -+G(KG/,9)/Gi?CQDD:D#% )/-GJOG/-),/ HJ,NM R(99)H/)L)1(/-*S)/1JG(9GK
1,'M(JGK R)-+ -+GD$ ''QH7:D +,NJ9HJ,NM"R)-+ 9)H/)L)1(/-K)LLGJG/1G9IG-RGG/ -+G-R,HJ,NM9*Jk$ $̀5="$ $̀5$+,
+,RGOGJ"-+GJG)9/,9)H/)L)1(/-1+(/HG)/ W)J: #̀ 'XV>GPMJG99),/ *Jk$ %̀#: +.!>,)"$.-(,)-! ?CQDD:D#%
NMJGHN*(-G9-+GGPMJG99),/ ,LW)JD #̀ (/K U>?W<# 'XV>(/K MJ,-G)/"IN-RG(a*S(LLG1-9-+GGPMJG99),/ ,LW)J: #̀.!

"5#6 7,%0-#4XG-)/(, _q**GJ1G**, ?CQDD:D#%, W)J: #̀, W)JD #̀, U>?W<#

!!青光眼视神经损害的确切机制尚未完全阐明"目
前认为眼压升高所致视网膜神经节细胞 * JG-)/(*
H(/H*),/ 1G**9"XZC9+轴浆流受阻和机械压迫等因素导
致的 XZC9凋亡是其主要病理改变& 既往青光眼视神
经保护的研究主要集中在神经营养因子'一氧化氮合
成代谢和自由基清除等方面"而关于青光眼视网膜微
环境的研究"特别是离子及离子通道的研究很少& 近
年来"视网膜中 _q**GJ细胞等神经胶质细胞的结构和
功能及其在生理及病理状态下对视网膜微环境的调控

作用越来越受到重视& 腺苷是中枢神经系统中一种重
要的神经调质"_q**GJ细胞通过钙离子依赖的方式分
泌腺苷

-#. & 生理状态下细胞内外的腺苷浓度常低于
# !',*7b"应激情况下腺苷浓度大幅度上升"如炎症'缺
血'缺氧'创伤'疼痛等& 腺苷的广泛生物学效应主要由
腺苷受体*(KG/,9)/GJG1GM-,J">X+介导"目前已知的 >X

有 >#'>:>'>:E和 >5亚型"均属于 Z<蛋白偶联受体"可与
相应的 Z蛋白结合"进而调节腺苷酸环化酶'离子通道
和磷脂酶活性& 有关心血管疾病和肾脏疾病的研究发
现"腺苷对心肌细胞和肾基底膜细胞的钾离子通道具有
调节作用"同时 >X激动剂和拮抗剂用于中枢神经系统
神经退行性病变"如帕金森病和阿尔茨海默病等的治
疗也显示出良好的疗效

-:d5. & 本研究的目的在于阐明
腺苷受体拮抗剂 ?CQDD:D#% 对高眼压状态下视网膜
_q**GJ细胞钾离子通道的调控作用"为青光眼视神经
保护研究提供理论依据和实验基础&

94材料与方法

9.94材料
9.9.94实验动物!出生后 " K 未睁眼的 ?YB级 ?2大
鼠 5$ 只-?ChW*沪+<:$$=<$$#%"上海斯莱克动物有限公
司提供."雌雄不限& 将大鼠的视网膜 _q**GJ细胞进行
分离和培养"并分为正常对照组*正常培养+'加压培养
组-D$ ''QH7:D + 加压培养*# ''QHk$ #̀55 aY(+.和
腺苷i?CQDD:D#% 干预组*D$ ''QH7:D + 加压培养后
加入 #$ %',*7b腺苷i#$$ /',*7b?CQDD:D#% 培养+&
实验动物的使用遵守美国国立卫生研究院*V4Q+颁布
的实验动物使用和护理原则以及 5X原则&

9.9.;4主要试剂及仪器4腺苷'?CQDD:D#%'牛血清
白蛋白*美国 ?)H'(公司+,兔抗大鼠谷氨酰胺合成酶
*H*N-(')/G9S/-+G-(9G"Z?+多克隆抗体*美国 >I1('公
司+& 倒置相差显微镜*日本 3*S'MN9公司+,电热恒温
干燥箱 *2QZ<;#D">"上海慧泰公司 +, MQ仪 *瑞士
_G--*GJ<U,*GK,公司+,离心机 *美国 EG1a'(/ 公司+,
YCX仪*>MM*)GK E),9S9-G'9"美国应用生物系统公司+,
电泳和蛋白转膜设备*美国 E),<X(K 公司+,生物分子成
像仪*4'(HG@N(/-b>?D$$$"日本通用电气医疗公司+&
9.;4方法
9.;.94_q**GJ细胞的分离和培养!参考文献-D.的方
法进行 _q**GJ细胞的分离和培养#颈椎脱臼法处死 ?2
大鼠后使用体积分数 6"]乙醇浸泡消毒 #" ')/"无菌
条件下摘取眼球"D l条件下 2<Q(/a9平衡盐缓冲液
浸泡并漂洗数次& 在培养皿中将离体眼球置于 D l的
2<Q(/a9平衡盐缓冲液中"解剖显微镜下去除眼前节
组织"钝性分离视网膜"2<Q(/a9平衡盐缓冲液漂洗视
网膜 : 次& 收集视网膜"离心半径#$ 1'"# $$$ J7')/
离心 #$ ')/"弃上清& 加入质量分数 $ #̀:"]胰蛋白
酶"56 l条件下消化 #" ')/"加入含体积分数 #$]胎
牛血清的高糖培养基 2_&_终止消化"吸管吹打均
匀& 尼龙筛过滤"收集细胞"# $$$ J7')/离心 #$ ')/"
弃上清& 加入含 #$] 胎牛血清的 2_&_制成细胞悬
液"接种于 U6" 培养瓶"置于 56 l'体积分数 "] C3:

培养箱中进行培养& 每日观察"隔日换液& 待细胞接
种 6 =̂ K 后"将培养瓶置于摇床振荡"56 l条件下
#$$ J7')/振荡 # +& 待细胞长满 =$]时"# c:传代"取
第 : 代细胞用于实验& 采用 _q**GJ细胞特异标志物
Z? 行免疫荧光染色对细胞进行鉴定&
9.;.;4细胞加压培养4细胞计数后按每瓶 "n#$"

个

细胞接种到培养瓶"放置于 "] C3:'56 l恒温培养箱
中培养& 当细胞长满 =$]时"更换新鲜培养液"对细
胞进行加压培养实验& 使用带医用 U型三通管的橡
皮塞将细胞密封于培养瓶中"注射器自 U型三通管注
入适量的无菌气体*体积分数 ;"]空气'"] C3: +"从
与培养瓶相通的血压计压力表读取压力值& 压力稳定
后"培养瓶放入 56 l'"] C3:培养箱中培养 :D +&
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9.;.< 4 FG9-GJ/ I*,-法检测视网膜及 _q**GJ细胞
W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 蛋白的表达!细胞计数"每
#n#$6

个细胞加入 "$$ %*C&X试剂"振荡重悬"冰浴
: ')/"将细胞悬液转移到冰预冷的玻璃匀浆器内*5 '*
的小容积玻璃匀浆器+"冰上手动匀浆 :$ 5̂$ 次& 取出
"$$ %*裂解混合物"转移到 # "̀ '*离心管"D l条件下
=$$n, 离心 " ')/"取上清液 5$$ %*加入 5$ %*_&X液"
冰浴" ')/"D l条件下#D $$$ J7')/离心5$ ')/"用 #$$ %*
?N9MG/9),/ ENLLGJ重悬细胞"d=$ l保存备用& ?2?<
Y>Z&凝胶电泳":$$ '>转膜 #:$ ')/"含质量分数 "]
脱脂 奶 粉 的 YE?U室 温 下 封 闭 : +& 配 置 W)J: #̀
*# c# $$$+'W)JD #̀ *# c5$$+'U>?W<# *# c:$$+'Z>Y2Q
*# c#$ $$$+一抗溶液各 " '*& 将 Y\2B膜置于一抗溶
液中杂交"D l过夜& 杂交完毕后"将 Y\2B膜取出"使
用 YE?U漂洗 Y\2B膜 #$ ')/"共 5 次& 将 Y\2B膜置
于配置好的 " '*二抗溶液中*羊抗兔二抗与 # 倍 E?>
液比例为# c: $$$,驴抗羊二抗与 # 倍 E?>液的稀释比
例为# c" $$$+"室温下孵育 : +& 使用 YE?U漂洗 Y\2B
膜 #$ ')/"共 5 次"将 Y\2B膜置于 b)<C3X红外线扫
描仪下扫描& 采用 4'(HGYJ,Y*N9*4YY+图像分析软件
分析进行图像定量分析"以 Z>Y2Q为内参照"计算各
目的蛋白相对表达量&
9.;.=4XG(*<-)'GYCX法检测视网膜及 _q**GJ细胞
W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 的 'XV>的表达 ! 采用
UJ)T,*裂解法"按试剂盒操作说明进行总 XV>的抽提&
用上述已合成的 12V>稀释 #$ 倍后"采用 JG(*<-)'G
YCX法检测 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 'XV>的表达&
采用 U(W(X(公司的 ?AEXYJG')P&PU(g $试剂盒"
在 >_465$$ XG(*<U)'GYCX扩增仪上进行 YCX检测&
XG(*<-)'GYCX引物以美国 VCE42(-(E(9G上登录的
X(-的 XGL?Gg 为参照设计"引物由上海英潍捷基贸易
有限公司提供"序列如下#W4X: #̀ 上游引物为 " 1<
CUCUCCUZZCUZUUCUUUZZ<5 1" 下 游 引 物 为 " 1<
>UCZZZC>CUCZUCUZU>>C<51,W4XD.# 上游引物为
"1<C>>>Z>>Z>ZZZCUZ>Z>CZ<51"下游引物为 "1<
UUZ>ZCCZ>>U>UCCUC>CC<51,U>?W<# 上游引物为
"1<>UZZUZCUC>UCZZUUUCZU<5 1"下游引物为 " 1<
CZU>CUZ>ZZCUZCZUUUZC<51,!<(1-)/ 上游引物为
"1<ZCZCUCZUCZUCZ>C>>CZZ<5 1"下游引物为 " 1<
ZUZUZZUZCC>>>UCUUCUCC<51& 在 YCX板上盖好
密封膜"D l下低速离心混匀"采用两步法 YCX扩增的
标准程序进行 YCX扩增"反应条件为#;D l预变性
" ')/,;D l变性 5$ 9""" l退火 5$ 9"6: l延伸 5$ 9"
D$ 个循环& YCX仪器在 6: l阶段检测荧光值"得到

C-值后"以 !<(1-)/ 为内参"计算 W)J:.#'W)JD.# 和
U>?W<# 'XV>表达量的变化&
9.<4统计学方法

采用 ?Y?? #;.$ 统计学软件进行统计分析& 各组
检测结果的数据资料经 F 检验证实呈正态分布"以
Km9表示" 5 个组 W)J: #̀' W)JD #̀ 和 U>?W<# 蛋白和
'XV>表达的整体比较采用单因素方差分析"方差齐
者采用 b?2<'检验进行两两比较"方差不齐者采用
Z('G9<Q,RG**9检验进行两两比较& Jj$ $̀" 为差异有
统计学意义&

;4结果

;.94培养细胞的鉴定
培养的细胞中 Z? 表达阳性"呈红色荧光*图 #+"

证实为 _q**GJ细胞&
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图 94体外培养 GX$$#%细胞的鉴定*n#$$+!培养的 _q**GJ细胞 Z?
表达阳性"呈红色荧光!图 ;4=1 22Y*N;= +加压和 =1 22Y*N;= +[
腺苷[V>Y==;=9I 对 GX$$#%细胞钾离子通道蛋白表达的影响!加压
培养组视网膜 _q**GJ细胞的钾离子通道 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 的
蛋白表达条带减弱"腺苷i?CQDD:D#% 干预组视网膜 _q**GJ细胞的
钾离子通道 W)JD #̀ 和 U>?W<# 的蛋白表达条带较加压培养组增强!
##正常对照组!:#加压培养组!5#腺苷i?CQDD:D#% 干预组!注#
Z>Y2Q#磷酸甘油醛脱氢酶
!

;.;4各组 _q**GJ细胞中 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 蛋
白表达

FG9-GJ/ I*,-检测结果显示"加压培养组视网膜
_q**GJ细胞的钾离子通道 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<# 的
蛋白表达下调 *图 : +"与正常对照组相比"W)J: #̀'
W)JD #̀ 和 U>?W<# 的蛋白表达分别下降了 #D 6̀]'
5= %̀]和 ": %̀]"其中 5 个组间 W)J: #̀ 蛋白表达总体
比较差异无统计学意义*Jk$ $̀=:+"W)JD #̀ 和 U>?W<#
蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学意义 *Jk
$ $̀$$'$ $̀$$+,腺苷i?CQDD:D#% 干预组视网膜 _q**GJ
细胞中 W)JD #̀ 和 U>?W<# 蛋白相对表达量较加压培养
组分别增加了 = =̀]'%$ 6̀]和 %# D̀]": 个组 W)J: #̀
蛋白表达比较"差异无统计学意义*Jk$ 5̀"D+": 个组
间 W)JD #̀ 和 U>?W<# 蛋白相对表达量比较"差异均有
统计学意义*Jk$ $̀$$'$ $̀$$+*表 #+&

!:;"! 中华实验眼科杂志 :$#= 年 = 月第 5% 卷第 = 期!C+)/ [&PM 3M+-+(*',*">NHN9-:$#="\,*.5%"V,.=

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



表 94各组 GX$$#%细胞中 5(%;\9'5(%=\9
和 U!V5B9 蛋白表达量的比较*!M"+

组别 样本量 W)J:.# 蛋白 W)JD.# 蛋白 U>?W<# 蛋白

正常对照组 % #" =56m # ==: :"D #:Dm:= 5"# #D; :#5m#" ;DD!

加压培养组 % ;" 5;:m#$ 6=# #"% $:;m## D6"( ;: D:5m#$ 56D(

腺苷i?CQDD:D#% 干预组 % #$5 ="%m#= D$6 :"$ %%"m:: 5#%I #$5 ="%m#= D$6(I

N值 # 6̀5D 5= ;̀$% "D %̀":
J值 : 6̀#$ $ $̀$$ $ $̀$$

!注#与正常对照组比较"(Jj$ $̀",与加压培养组比较"IJj$ $̀"*单因

素方差分析"b?2<'检验+

;.< 4各组 _q**GJ细胞中 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<#
'XV>的表达

XG(*<-)'GYCX检测结果显示"与正常对照组相
比"加压培养组 _q**GJ细胞中 W)J: #̀'W)JD #̀ 和 U>?W<#
'XV>相对表达量下调"差异均有统计学意义 *Jk
$ $̀D6'$ $̀$#'$ $̀$$+& 腺苷i?CQDD:D#% 干预组细胞
中 W)JD #̀ 和 U>?W<# 'XV>的相对表达量较加压培养
组增加"差异均有统计学意义*Jk$ $̀5='$ $̀5$+": 个
组间 W)J: #̀ 'XV>相对表达量的差异无统计学意义
*Jk$ %̀#:+*表 :+&

表 ;4各组 GX$$#%细胞中 5(%;\9'5(%=\9
和 U!V5B9 2@]!表达量的比较*!M"+

组别 样本量 W)J:.# 'XV> W)JD.# 'XV> U>?W<# 'XV>

正常对照组 % # $̀$m$ #̀D # $̀$m$ #̀% # $̀$m$ $̀%

加压培养组 % $ 6̀;m$ $̀=( $ "̀5m$ %̀5( $ %̀;m$ $̀%(

腺苷i?CQDD:D#% 干预组 % $ 6̀Dm$ #̀:( $ 6̀6m$ "̀"(I # #̀#m$ :̀6I

N值 " :̀D: 55 ;̀5= ## =̀65
J值 $ $̀D= $ $̀$$ $ $̀#$

!注#与正常对照组比较"(Jj$ $̀",与加压培养组比较"IJj$ $̀"*单因

素方差分析"b?2<'检验"Z('G9<Q,RG**9检验+

<4讨论

大鼠视网膜 _q**GJ细胞表面有丰富的钾离子通
道"包括内向整流通道 * W)J+ 家族和串联孔通道
*U>?W<#+和钙离子依赖型钾离子通道*EW通道+等"
钾离子通道"特别是 W)J对于维持 _q**GJ细胞膜的超
极化状态和细胞内外液的水'电解质平衡十分重
要

-". & U>?W包含 U>?W<#'U>?W<: 和 U>?W<5 等亚
型"在大鼠视网膜上以 U>?W<# 的表达为主 -%. & W)J家
族包括强内向整流通道 *W)J: h̀+'弱内向整流通道
*W)JD h̀+和 Z蛋白偶联内向整流通道*W)J5 h̀+等"视
网膜 _q**GJ细胞上以 W)J: #̀'W)JD #̀ 表达为主 -6. "但
目前研究发现"斜坡刺激诱导和阶跃刺激诱导的内向
整流的曲线特征主要表现为弱内向整流的特征"因此"

视网膜 _q**GJ细胞的内向钾离子电流主要由 W)JD #̀
通道和 U>?W<# 通道形成 -=. &

应激状态下"视网膜 _q**GJ细胞激活有多种表
现"比如b<谷氨酸7b<天冬氨酸转运体和谷氨酰胺合成
酶的蛋白和 'XV>表达改变"波形蛋白'神经胶质纤
维酸性蛋白表达上调等

-;d##. "而钾离子通道的下调也
是其中的重要表现& 考虑到与慢性青光眼患者和慢性
高眼压动物模型的眼压水平"本研究中选择D$ ''QH
这一中等程度的加压条件进行培养

-#:. &

腺苷 >:>受体主要表达于视网膜内核层及神经节

细胞层
-#5. & 有研究显示"腺苷 >:>受体拮抗剂可以促

进视网膜缺血缺氧损伤的修复
-#D. & 在本研究中"腺苷

>:>受体拮抗剂 ?CQDD:D#% 提高了体外加压培养的视
网膜 _q**GJ细胞 W)JD #̀ 和 U>?W<# 的表达"提示腺苷
>:>受体拮抗剂可能通过调控视网膜离子通道的功能

而达到保护神经节细胞的作用&
我们前期的研究表明"腺苷对 W)J: #̀'W)JD #̀ 和

U>?W蛋白和 'XV>的表达无影响 -=. & 本研究中发
现"D$ ''QH7:D + 的加压培养可致 _q**GJ细胞中
W)JD #̀ 和 U>?W<# 表达下调"?CQDD:D#% 处理使体外
加压培养的视网膜 _q**GJ细胞中 W)JD #̀ 和 U>?W<# 表
达上调"而 W)J: #̀ 的表达均无明显变化"结果与大鼠
缺血性视网膜病变模型的结果相似"均表现为 W)J: #̀
和 W)JD #̀ 在同一因素的作用下的不同步调节 -#". "提
示W)J: #̀ 可能与W)JD #̀ 和U>?W<# 表达存在不同的调
节机制&

综 上 所 述" 选 择 性 腺 苷 >:> 受 体 拮 抗 剂

?CQDD:D#% 可以有效地调控体外加压培养的 _q**GJ
细胞中钾离子通道 W)JD #̀ 和 U>?W<# 的表达&
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!病例报告!

兄弟同患 ?-(JH(JK-病病例报告
任秀玉!马翔!秦秀虹!孙晓晶

##%$## 大连医科大学附属第一医院眼科

通信作者#马翔"&'()*#P'(;D%60O)M.9)/(.1,'

234##$.56%$71'(.8.)99/.:$;"<$#%$.:$#=.$=.$$D

!!例#"患者"男":5 岁"因双眼视力逐渐下降约 #5 年":$#"

年 6 月于大连医科大学附属第一医院就诊& 既往无其他疾病

史& 家族史#父母健康"非近亲结婚& 双眼视力 $ $̀%"矫正无

助& 色觉检查示红绿色弱& 双眼眼前节无异常& 双眼底视盘

颜色正常"边界清晰"视网膜血管纹理尚清晰"动静脉比为: c5"

双眼黄斑区可见类椭圆形萎缩变性灶"大小约 : $̀ Y2n# "̀ Y2"

边界不清"呈金箔样反光"其中有(骨刺)样色素沉着及淡黄色

斑点"黄斑中心凹反光消失& 黄斑区呈青灰色改变"病灶周围

可见大量弥散的'欠清晰黄白色斑点 *图 #+& 红外自发荧光
*)/LJ(JGK (N-,L*N,JG91G/1G"4X>B+检查示"黄斑受累区呈大片弱

荧光区 *图 : +& 荧光素眼底血管造影 * LN/KN9L*N,JG91G/1G

(/H),HJ(M+S"BB>+检查可见视盘荧光正常"动脉期充盈正常"静

脉早期血管弓内大片颗粒状高荧光改变"其间可见片状荧光遮

蔽"呈现牛眼状窗样透见荧光*图 5+"晚期黄斑区无明显荧光

素渗漏& 整个造影过程中呈脉络膜淹没征*图 D+"左眼表现大

致同右眼& 光相干断层扫描*,M-)1(*1,+GJG/1G-,',HJ(M+S"3CU+

检查示"双眼病变区视网膜色素上皮和光感受器萎缩"神经上皮

层菲薄 *图 " +& 闪 光 视 网 膜 电 图 *L*)1aGJG*G1-J,JG-)/,HJ('"

B&XZ+检查示双眼明暗适应振幅下降"提示视网膜色素上皮层

萎缩& 诊断#双眼 ?-(JH(JK-病&

例 :"患者"男"#% 岁"为例 # 患者的直系弟弟"因双眼视力

逐渐下降约 6 年":$#" 年 6 月于大连医科大学附属第一医院就

诊& 既往无其他疾病史& 双眼视力 $ #̀"矫正无助& 色觉检查

示红绿色弱& 双眼眼前节无异常& 双眼眼底视盘颜色正常"边

界清楚"视网膜血管纹理尚清晰"动静脉比为: c5"双眼黄斑区

可见土黄色横椭圆形萎缩变性灶"大小约# $̀ Y2n# "̀ Y2"边界

清晰"呈金箔样反光"黄斑中心凹反光消失"视网膜中周部可见

大量'清晰的黄白色斑点 *图 %+& 4X>B检查示双眼黄斑区椭

圆形弱荧光"后极部见大量点状强荧光斑*图 6+& BB>检查示

双眼静脉期视盘边界清晰"黄斑区拱环内可见牛眼状强荧光"

后极部视网膜见多量点状强荧光"晚期黄斑区无明显渗漏*图
=+& 脉络膜淹没征*i+ *图 ;+& 双眼 3CU'B&ZX检查结果与

例 # 患者相似*图 #$+& 诊断#双眼 ?-(JH(JK-病&

!!讨论#?-(JH(JK-病是临床上少见的常染色体隐性遗传病"可

散发"多见于 #$ :̂$ 岁青少年人群"无性别差异"表现为双眼中

心视力渐进性下降& 多数病例一旦视力下降至 $ "̀ 以下"则视

力迅速下降并稳定在 $ #̀ 左右& 不同年龄的患者视力下降持续

时间不同":$ 岁以前':# :̂D 岁及 D# %̂$ 岁发病者"视力自 $ "̀

降至 $ #̀ 的时间分别是 6':: 和 :; 年 -#. & ?-(JH(JK-病眼底改变

为黄斑部圆形或椭圆形萎缩区和7或周围散在黄白色斑点"检

眼镜下可见黄斑区呈(金箔样)反光& 该病灶多单独存在"最终

残留类似(牛眼)状视网膜色素上皮和毛细血管萎缩灶& 4X>B

表现为病灶区呈低荧光改变"与 3CU检查显示神经上皮层菲

薄'层次不清的结构改变结果符合&病灶周围有环形高荧光带

往往提示病变正处于发展阶段"而这些区域在 BB>和彩色眼底

像上远不如自发荧光明显& BB>见脉络膜背景荧光普遍减弱"

增加了与视网膜血管荧光的对比度"反衬出视网膜毛细血管更

加清晰"即脉络膜淹没征"为 ?-(JH(JK-病诊断的特异性指

征
-:d5. & B&XZ结果显示"明暗适应下各波振幅均有降低"反映

病变范围较大"视锥'视杆细胞均受损& 本病例中 : 例兄弟患

者发病年龄均在 #$ 岁左右"双眼视力呈对称下降"且稳定在
$ #̀ 左右"发病年龄及视力变化与文献报道相符"且两兄弟均伴
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Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




