
书书书

!实验研究!

谷氨酸对视神经脑膜上皮细胞的兴奋性

毒性作用及其氧化应激机制
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!!(摘要)!背景!作为脑脊液B视神经屏障的主要细胞成分"视神经脑膜上皮细胞#C'D=%直接与脑脊液

相接触"脑脊液中的组分改变可影响 C'D=的功能"进而对视神经的功能产生不利影响*!目的!探讨脑脊液

中兴奋性神经递质谷氨酸对 C'D=功能的影响"为视神经疾病发病机制的研究提供新的线索*!方法!将培
养的人 C'D=株制备成悬液并接种于 0% 孔培养板中"密度为 #E#$& ;孔"分别在培养液中用添加 #$$$?$$$&$$$

%$$$"$$ 和 # $$$ !(3+;F谷氨酸孵育 #?$?&$9%$&" 和 :? 2"未添加谷氨酸者作为正常对照组"采用 CGH 法测定

各组 C'D=的增生率#吸光度 !&0$ %值* 采用 %$$ !(3+;F谷氨酸分别孵育 C'D=?& 2 和 &" 2"未添加谷氨酸者

作为正常对照组"采用实时定量 IDJ法检测细胞中超氧化物歧化酶# H76%(JKL和热休克蛋白 0$#MHI0$%

(JKL的相对表达量&采用 'F8HL法检测细胞的总抗氧化能力#GAL7D%"并通过荧光探针 6DNMA6L观察细

胞活性氧#J7H%的荧光强度*!结果!培养 C'D=生长良好"培养后 :? 2 约 "$O细胞达到融合* 不同浓度谷
氨酸培养组随着谷氨酸浓度的增加及作用时间的延长细胞增生率逐渐下降"总体比较差异均有统计学意义
#"

浓度
P@?Q@$#"#R$Q$$#&"

时间
P"Q@$@"#R$Q$$#%* 实验后 ?& 2 和 &" 2 谷氨酸处理组细胞中 H76(JKL相对

表达量均明显低于同时间点正常对照组"差异均有统计学意义#$P?$Q?:"$$P#%Q:?&"均 #R$Q$$#%&谷氨酸作

用 C'D=后 ?& 2 细胞中 MHI0$ (JKL相对表达量明显高于正常对照组"差异有统计学意义 #$P@Q$%@"

#P$Q$$?%*实验后 ?& 2 谷氨酸处理组细胞中 GAL7D活性为#9$Q"9@S?Q$0&% >(3+;#(*>!F%"低于正常对照

组的#9?Q":9S?Q9#:%>(3+;#(*>!F%"但差异无统计学意义#$P#Q@00"#P#Q&#&%&实验后 &" 2 谷氨酸处理组
细胞中 GAL7D活性为#?0Q@%#S#Q"9#%>(3+;#(*>!F%"低于正常对照组的#99Q%"$S?Q$90% >(3+;#(*>!F%"

差异有统计学意义#$P9Q%"?"#P$Q$$&%* 谷氨酸处理组细胞中 J7H 荧光强于正常对照组"谷氨酸处理组处

理后 ?& 2 及 &" 2 细胞中 J7H 含量分别为 &"Q##$S#Q:#? 和 &$Q0"?S#Q"@9"均明显高于正常对照组的 9%Q%$"S

#Q$$0 和 9:Q#@9S#Q&?&"差异均有统计学意义#$P#&Q#:""#R$Q$$#&$P&Q$#?"#P$Q$$?%*!结论!谷氨酸可

抑制体外培养 C'D=的增生"其对 C'D=的兴奋毒性作用与氧化应激刺激作用有关*!
(关键词)!谷氨酸& 脑膜上皮细胞& 视神经& 氧化应激反应& 兴奋性氨基酸;毒性作用& 细胞增生;药

物作用& 人& 培养细胞
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.+V4)()4U3Z#$$"?$$"&$$"%$$""$$ )>Y # $$$ !(3+;F\)=)YYUY *>43(UY*V( Z3-#?"?&"9%"&" )>Y :? 23V-="

-U=WU/4*]U+X")>Y 42U/V+4V-UY /U++=\*423V4.+V4)()4U\U-UV=UY )=>3-()+/3>4-3+.-3VW5CGH )==)X\)=U(W+3XUY 43

(U)=V-U42UW-3+*ZU-)4*]U-)4U#)[=3-[U>/X% 3Z42U/U++=5G2U-U.V+)-+X/V+4V-UY C'D=\U-UY*]*YUY *>43%$$ !(3+;F

.+V4)()4UA4-U)4UY .-3VW )>Y >3-()+/3>4-3+.-3VW )>Y 42U/U++=\U-U4-U)4UY Z3-#? )>Y ?& 23V-=-U=WU/4*]U+X")>Y 42U

U,W-U==*3> 3Z=VWU-3,*YUY*=(V4)=U# H76% (JKL)>Y 2U)4=23/̀ W-34U*> 0$ #MHI0$ % (JKL*> 42U/U++=\)=

YU4U/4UY [X-U)+A4*(UIDJ&42U+U]U+3Z434)+)>4*A3,*Y)4*]U/)W)/*4X#GAL7D% 3Z42U/U++=\)=W-3/U==UY [XU>aX(U

+*>`UY *((V>3=3-[U>4)==)X#'F8HL%")>Y 42U-U)/4*]U3,X.U> =WU/*U=#J7H% W-3YV/4*3> \)=YU4U-(*>UY [X6DNMA

6LW-3[U5!>/2-,%2!DV+4V-UY C'D=.-U\\U++)>Y Z3-(UY "$O /3>Z+VU>/U)Z4U-:? 23V-=/V+4V-U5G2UW-3+*ZU-)4*]U

-)4U3Z42U/U++=\U-U.-)YV)++XYU/-U)=UY \*42 42U*>/-U)=U3Z.+V4)()4UY3=U)>Y 42U+)W=U3Z)ZZU/4UY 4*(U"\*42

=*.>*Z*/)>4Y*ZZU-U>/U=)(3>.Y*ZZU-U>4/3>/U>4-)4*3>=3Z.+V4)()4U)>Y ])-*3V=4*(UW3*>4=#"/3>/U>4-)4*3> P@?Q@$#"

#R$Q$$#&"4*(UP"Q@$@"#R$Q$$# %5G2U-U+)4*]UU,W-U==*3> +U]U+3ZH76(JKL\)==*.>*Z*/)>4+X-UYV/UY *> 42U

.+V4)()4UA4-U)4UY .-3VW /3(W)-UY \*42 42U>3-()+/3>4-3+.-3VW *> [342 ?& 23V-=)>Y &" 23V-=)Z4U-/V+4V-U

#$P?$Q?:""$P#%Q:?&"[342 )4#R$Q$$#%")>Y 42UU,W-U==*3> 3ZMHI0$ (JKL*> 42U/U++=\)==*.>*Z*/)>4+X+3\U-*>

42U.+V4)()4UA4-U)4UY .-3VW 42)> 42)4*> 42U>3-()+/3>4-3+.-3VW *> ?& 23V-=)Z4U-/V+4V-U#$P@Q$%@"#P$Q$$?%5K3

=*.>*Z*/)>4Y*ZZU-U>/U\)=Z3V>Y *> GAL7D)/4*]*4X[U4\UU> .+V4)()4UA4-U)4UY .-3VW )>Y >3-()+/3>4-3+.-3VW *> ?&

23V-=)Z4U-/V+4V-U#+ 9$Q"9@ S?Q$0& , >(3+;#(*>!F% M>L+ 9?Q":9 S?Q9#: , >(3+;#(*>!F%% #$P#Q@00"

#P#Q&#&%58> &" 23V-=)Z4U-/V+4V-U"GAL7D)/4*]*4X\)=#?0Q@%#S#Q"9#% >(3+;#(*>!F% *> 42U.+V4)()4UA4-U)4UY

.-3VW"\2*/2 \)==*.>*Z*/)>4+X+3\U-*> /3(W)-*=3> \*42 >3-()+/3>4-3+.-3VW #99Q%"$ S?Q$90 % >(3+;#(*>!F%

#$P9Q%"?"#P$Q$$&%5N+V3-U=/U>/U=4)*>*>.=23\UY 42)442U*>4U>=*4X3Z.-UU> Z+V3-U=/U>/U3ZJ7H *> C'D=*> 42U

>3-()+/3>4-3+.-3VW \)=\U)̀U-42)> 42)4*> 42U.+V4)()4UA4-U)4UY .-3VW V>YU-42U*((V>3Z+V3-U=/U>=U(*/-3=/3WU5

G2UJ7H +U]U+\)=&"Q##$S#Q:#? )>Y &$Q0"?S#Q"@9 )4?& 23V-=)>Y &" 23V-=*> 42U.+V4)()4UA4-U)4UY /U++=")>Y

\2*/2 \)==*.>*Z*/)>4+XU+U])4UY *> /3(W)-*=3> \*42 9%Q%$"S#Q$$0 )>Y 9:Q#@9S#Q&?& *> 42U>3-()+/3>4-3+.-3VW

#$P#&Q#:""#R$Q$$#&$P&Q$#?"#P$Q$$?%5!?'0#,-2$'02!b+V4)()4U*>2*[*4=42UW-3+*ZU-)4*3> 3ZC'D=&' M&$*)"

)>Y U,/*4)43-X43,*/*4X3Z.+V4)()4U3> C'D=W-3[)[+X*=)==3/*)4UY \*42 3,*Y)4*]U=4-U==-U=W3>=U5!

"@/) A'(52#8b+V4)()4U& 'W*42U+*)+/U++=" (U>*>.U=;W)423+3.X& 7W4*/>U-]U& 7,*Y)4*]U=4-U==& ',/*4)43-X

)(*>3)/*Y;43,*/*4X& DU++W-3+*ZU-)4*3>;Y-V.UZZU/4=& MV()>=& DU++=" /V+4V-UY

B-053('+(&.' K)4*3>)+K)4V-)+H/*U>/UN3V>Y)4*3> 3ZD2*>)#"##%$#??" "#&%$$"%%& C*>*=4-X3ZMV()>

JU=3V-/U=)>Y H3/*)+HU/V-*4X3ZIJD& K)4V-)+H/*U>/UN3V>Y)4*3> 3Zc*>.2)*#?$#&AT̂0##%

!!以往视神经疾病的基础研究多侧重于神经胶质细
胞和视网膜神经节细胞#-U4*>)+.)>.+*3> /U++="JbD=%
的研究"而对于包绕视神经的脑膜以及覆盖视神经脑
膜的主要细胞成分---脑膜上皮细胞在视神经疾病中
作用的研究甚少* 视神经超微结构观察显示"视神经
脑膜上皮细胞#(U>*>.342U+*)+/U++="C'D=%是包绕视神
经的主要细胞成分"与脑脊液直接相接触 +#, "参与脑
脊液和视神经间屏障的形成"在保持屏障完整性方面
发挥重要作用* 视神经脑膜上皮细胞在应激状态下可
能发生结构和功能的变化"从而影响脑脊液和视神经
之间屏障的正常生理作用"导致视神经疾病的发生*
我们前期的研究探讨了缺氧等对 C'D=的影响"提示
缺氧抑制 LGI的产生"影响线粒体膜电位"进而损伤
线粒体膜"促使细胞色素 D释放至细胞质"并且影响
内质网

+?B&, * 我们推测脑脊液中生物活性物质的积聚
对 C'D=功能也会产生影响* 脑脊液中含有多种蛋白
质"其中谷氨酸是中枢神经系统的重要神经递质"脑脊
液中谷氨酸的过度积聚可能产生兴奋性毒性作用"破

坏 C'D=功能"导致 C'D=内抗氧化防御系统受损"引
起氧自由基及其相关代谢产物过量聚集"从而对细胞
产生损害作用"导致脑脊液B视神经屏障的通透性改
变"进而影响脑脊液中其他生物活性物质的清除"引起
脑脊液中组分失衡及脑脊液功能失调

+@B%, "可能在缺
血性视神经病变和开角型青光眼等视神经损害过程中

起到一定的作用
+:B0, * 本研究中拟探讨谷氨酸对

C'D=功能的影响及其可能的作用机制*

C8材料与方法

C5C8材料
C'D=细胞株 #德国 6CHT公司%&6C'C培养基

#美国 b*[/3公司%&丙酮酸盐$苹果酸$胰蛋白酶$乙二
胺四乙酸#U42X+U>UY*)(*>U4U4-))/U4*/)/*Y"'6GL%$总
抗氧能力水平 'F8HL检测试剂盒 #美国 CXd*3=3V-/U
公司%&6NDMA6L检测试剂盒$CGH 检测试剂盒$活性
氧簇#-U)/4*]U3,X.U> =WU/*U="J7H%检测试剂盒#中国
dUX34*(U公司%&G34)+JKL',4-)/3-试剂盒$b-UU>A?A
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b3eIDJ()=4U-(*,试剂盒#上海生工生物股份有限公
司%&青霉素$链霉素#美国 H*.()公司%&:@ /(?

培养瓶

#美国 H)-=4UY4公司 %& 0% 孔培养板 #美国 D3=4)-公
司%&IDJ反应扩增仪#美国 d87公司%*
C5D8方法
C5D5C8细胞培养8C'D=细胞株置于 :@ /(?

培养瓶进

行培养"培养液为含青霉素 $Q# f#商品单位% ;F$链霉
素 $Q# !.;F的 6C'C"分别于培养后 ?&$&" 和 :? 2 用
倒置显微镜观察细胞形态并拍照*
C5D5D8CGH 法检测 C'D=的增生率!待培养细胞生
长至融合状态"用质量分数 $Q?@O胰蛋白酶和质量分
数 $Q$?O'6GL溶液消化"吹打成细胞悬液"离心半径
#$ /("? @$$ -;(*> 离心 9 (*>"弃上清"收集细胞* 将
C'D=消化后制备成细胞悬液"以 # E#$& ;孔的浓度
#$$ !+接种于 0% 孔培养板"分别加入 $#正常对照组%$
#$$$?$$$&$$$%$$$"$$ 和# $$$ !(3+;F谷氨酸"每一浓
度设置 % 个复孔"分别于培养后 ?&$&" 和 :? 2 向每孔
中加入 #$$ !+CGH 溶液* 采用酶标仪测定波长为
&0$ >(的吸光度#!%值"计算细胞增生率* 细胞增生率P
处理组 !值;正常对照组 !值E#$$O* # $$$ !(3+;F时
细胞增生率最低"为 ??Q:&O"#$$ !(3+;F时细胞增生率
为 :?Q%#O"谷氨酸抑制作用最低"谷氨酸为 %$$ !(3+;F
时细胞增生率为 @$Q"0O"近似谷氨酸对细胞的 8D@$ 值"
故选 %$$ !(3+;F谷氨酸为进一步实验的最适剂量浓度*
C5D5E8实时荧光定量 IDJ法检测 C'D=中超氧化物
歧化酶和热休克蛋白 0$ 的基因表达!将 C'D=消化
后调整细胞浓度"将细胞悬液接种于 :@ /(?

培养瓶"使
细胞密度为 #E#$%"培养液为含青霉素 $Q# f;F$链霉
素 $Q# !.;F的 6C'C"谷氨酸培养组培养液中加入
%$$ !(3+;F谷氨酸"未添加谷氨酸的细胞作为正常对
照组* 分别孵育细胞后 ?& 2 和 &" 2 用 $Q?@O胰蛋白酶
和 $Q$?O'6GL溶液消化"吹打成细胞悬液"# $$$ -;(*>
离心 9 (*>"弃上清液"? @$$ -;(*> 离心 9 (*>"收集细
胞* 采用 G34)+JKL',4-)/3-提取试剂盒 G-*a3> 一步
法提取细胞总 JKL"按照 b-UU>A?Ab3eIDJ()=4U-(*,
试剂盒行实时荧光定量 IDJ反应* 热休克蛋白 0$
# 2U)4=23/̀ W-34U*>"MHI0$%上游引物'@.ALDGGDDbGb
LGLDbLGbDDGLLA9."下游引物'@ .ADLGbGGDbLGG
DbLbGbbGDGGA9.& 超 氧 化 物 歧 化 酶 # =VWU-3,*YU
Y*=(V4)=U" H76% 上 游 引 物' @ .AGbbLDLLLDDGDLb
DDDGLLA9"下游引物' @ .ALLLDDLLbDDLLDDDDLL
DA9.&"A)/4*> 上游引物'@ .AGLbGGbDbGGLDLDDDGG
GDGGbA9.&下游引物' @ .AGDLDDGGDLDDbGGDDLbG
GGA9.* 将提取的 JKL逆转录合成 /6KL"以 /6KL产

物为模板"反应条件'0@ g预变性 #$ (*>&0@ g变性
#@ ="%$ g退火 %$ ="%$ g扩增 %$ ="&$ 个循环* 扩增
后进行融解曲线分析"以 $Q#: g;=变化速度从 @@ g
升至 0@ g"每隔 ? =记录 # 次荧光值"获得融解曲线*
采用 ?B##D4

法计算细胞中 H76(JKL和 MHI0$ (JKL
的相对表达量*
C5D5F8'F8HL法测定 C'D=总抗氧化能力!细胞的处
理方法同 #Q?Q9"细胞消化吹打成细胞悬液"# $$$ -;(*> 离
心 9 (*>"收集上清液* 0% 孔酶标板依次编号"标准品稀
释并加样"分别设空白孔和待测样品孔"所有样本均设双
孔检测* 每孔加入酶标试剂#$$ !+"空白孔除外"温育后
洗涤拍干"加入显色剂"每孔加终止液 #$$ !+"终止反应*
酶标仪器仪表在波长 &@$ >(处依序测量各孔的!值作为
总抗氧化能力#434)+)>4*A3,*Y)4*]U/)W)/*4X"GAL7D%水平"
根据样品的!值由标准曲线查出相应的酶活性*
C5D5G8细胞内 J7H 测定!将 #$$ !+细胞悬液接种于
0% 孔培养板中"细胞密度为 #E#$& ;孔"谷氨酸处理组
加入 %$$ !(3+;F谷氨酸"未添加谷氨酸者为正常对照
组* 培养板置于 9: g$体积分数 @OD7?培养箱中培

养"分别于培养后 ?& 2 和 &" 2 加入 ?$ !(3+;F6DNMA
6L"每孔 @$ !+"在 9: g$@OD7?培养箱中避光培养

?$ (*>*用无血清 6C'C洗 9 次"J7HVW 刺激9$ (*>作
为阳性对照"多功能酶标仪检测激发波长为 &"" >($
发射波长为 @?@ >(处的荧光值"荧光显微镜下观察细
胞内 J7H 的荧光强度*
C5E8统计学方法

采用 HIHH #"5$ 统计学软件 # #$$9&&9?" 8dC"
D2*/).3%进行统计分析* 本研究中检测指标的数据资
料经 H2)W*-3Ah*+̀检验呈正态分布"用 .S>表示"各组
间均数经 FU]U>U检验方差齐* 采用均衡分组多水平
协方差研究设计"不同浓度谷氨酸作用不同时间点
C'D=增生率$不同浓度谷氨酸作用不同时间点细胞
中 H76(JKL和 MHI0$ (JKL相对表达量的变化以
及 GAL7D活性和 J7H 水平的总体差异比较均采用两
因素方差分析"多重比较采用 FH6A$检验* 采用双尾
检测法"#R$Q$@ 为差异有统计学意义*

D8结果

D5C8培养细胞的形态
正常 C'D=培养后 ?& 2 贴壁生长"细胞形态扁平"

细胞核为卵圆形#图 #L%&细胞培养后 &" 2 可见细胞
突起延伸"细胞数量增多#图 #d%&随着培养时间的延
长"细胞增生明显"突触延伸"至培养后 :? 2 约 "$O的
细胞达到融合"细胞间彼此相连#图 #D%*
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100μm B CA 100μm 100μm

图 C8正常 =!?2形态观察m标尺P
#$$ !(% !L'细胞培养后 ?& 2 贴
壁"细胞核为卵圆形!d'细胞培养
后 &" 2 可见细胞突触"细胞数量增
多!D'细胞培养后 :? 2 约 "$O细胞
融合

D5D8不同浓度谷氨酸培养不同时间 C'D=的增生率
及活性

正常对照组和 #$$$?$$$&$$$%$$$"$$$# $$$ !(3+;F
谷氨酸培养 C'D=后 #?$?&$9%$&" 和 :? 2 细胞增生率
和活性明显不同"正常对照组随着时间延长细胞增生
率逐渐增加"&$$$%$$$"$$ 和# $$$ !(3+;F谷氨酸培养

组随着时间延长细胞增生率逐渐下降* 细胞培养后
?&$9%$&" 和 :? 2"不同浓度谷氨酸培养组随着谷氨酸
浓度的增加细胞增生率逐渐下降* 不同浓度谷氨酸培
养组作用不同时间细胞增生率的总体比较差异均有统

计学意义 m"浓度 P@?Q@$#" #R$Q$$#& "时间 P"Q@$@"
#R$Q$$#%m表 #%*

表 C8不同浓度谷氨酸作用不同时间 =!?2增生率的比较m!H""I%

谷氨酸浓度

m!(3+;F% 样本量
培养不同时间点细胞增生率

#? 2 ?& 2 9% 2 &" 2 :? 2
$ % $Q:0#S$Q$#$ $Q:%%S$Q$9? $Q"?#S$Q$&$) $Q"@&S$Q$?&) $Q0::S$Q$00)

#$$ % $Q:%$S$Q$?: $Q:9?S$Q$#$ Y $Q:@%S$Q$9" Y $Q:"@S$Q$?9 Y $Q:"#S$Q$%& Y

?$$ % $Q:@9S$Q$#9 $Q:?@S$Q$#& Y $Q:?%S$Q$?: Y $Q:@:S$Q$?? Y $Q:9@S$Q$99 Y

&$$ % $Q:&"S$Q$$0 $Q:?9S$Q$#$ Y $Q%09S$Q$#@)Y $Q%9$S$Q$?")Y $Q:$9S$Q$?@)Y

%$$ % $Q:9%S$Q$#" $Q%"0S$Q$$:)YUZ. $Q%%9S$Q$??)YUZ $Q%$9S$Q$?9)[YUZ $Q%?@S$Q$@?)YUZ

"$$ % $Q:9#S$Q$?# $Q%"9S$Q$##)YUZ. $Q%9&S$Q$#@)YUZ. $Q@"9S$Q$%$)[YUZ.* $Q@9?S$Q$@%)[YUZ.*

# $$$ % $Q:@#S$Q$?% $Q%%"S$Q$9@)YUZ.2 $Q@:#S$Q$#$)[YUZ.2* $Q@&$S$Q$9#)[YUZ.* $Q&?&S$Q$?#)[/YUZ.*

!注'"浓度 P@?Q@$#"#R$Q$$#&"时间 P"Q@$@"#R$Q$$#Q与各自组内 #? 2 比较")#R$Q$#&与各自组内 ?& 2 比较"[ #R$Q$#&与各自组内 9% 2 比较"
/#R$Q$#&与各自时间点 $ !(3+;F组比较"Y#R$Q$#&与各自时间点 #$$ !(3+;F组比较"U#R$Q$#&与各自时间点 ?$$ !(3+;F组比较"Z#R$Q$#&与各自

时间点 &$$ !(3+;F组比较".#R$Q$#&与各自时间点 %$$ !(3+;F组比较" 2#R$Q$#&与各自时间点 "$$ !(3+;F组比较"*#R$Q$# m两因素方差分析"

FH6A$检验%!C'D='脑膜上皮细胞

D5E8谷氨酸作用后 C'D=产生 H76(JKL和 MHI0$
(JKL表达的变化

随着谷氨酸作用时间的延长"细胞中 H76(JKL

相对表达量下降而 MHI0$ (JKL相对表达量增加"正
常对照组和谷氨酸培养组培养 ?& 2 和 &" 2 细胞中
H76(JKL相对表达量和 MHI0$ (JKL相对表达量

总体比较差异均有统计学意义 m H76(JKL'"分组 P

#$?Q#"&"#R$Q$$#&"时间P?$Q$0:"#P$Q$$#&MHI0$ (JKL'

"分组P%Q9%:"#P$Q$?@&"时间 P?%Q::@"#R$Q$$#%"其中
%$$ !(3+;F谷氨酸作用 ?& 2 和 &" 2 细胞中 H76
(JKL的相对表达量均明显低于正常对照组"差异均
有统计学意义m$P?$Q?:"$#%Q:?&"均 #R$Q$$#%&谷氨
酸作用 C'D=后 ?& 2 细胞中 MHI0$ (JKL的相对表
达量明显低于正常对照组" 差异有统计学意义
m$P@Q$%@"#P$Q$$?%"而作用后 &" 2 ? 个组间细胞中
MHI0$ (JKL相对表达量的差异无统计 学 意 义
m$PB#Q$:0"#P$Q9??%* 谷氨酸作用后 &" 2 细胞中
H76(JKL相对表达量明显低于作用后 ?& 2"而

MHI0$ (JKL相对表达量明显高于作用后 ?& 2"差异
均有统计学意义m均 #R$Q$#%m表 ?%*

表 D8谷氨酸作用不同时间后 =!?2中
J;K.>L6和 MJNOP .>L6相对表达量m!H"%

组别 样本量
作用不同时间 H76(JKL表达

?& 2 &" 2
作用不同时间 MHI0$ (JKL表达

?& 2 &" 2

正常对照组 % $Q0:"S$Q$#0 $Q09$S$Q$@@ $Q"&%S$Q#$" $Q0@:S$Q$9$

谷氨酸培养组 % $Q%0@S$Q$?") $Q9%:S$Q$$&)[ $Q@%%S$Q$?&) $Q0"#S$Q$9# [

!注'H76(JKL'"分组 P#$?Q#"&"#R$Q$$#&"时间 P?$Q$0:"#P$Q$$#&

MHI0$ (JKL'"分组 P%Q9%:"#P$Q$?@&"时间 P?%Q::@"#R$Q$$#5与各自

时间点正常对照组比较")#R$Q$#&与各自组内 ?& 2 比较"[ #R$Q$#!

m两因素方差分析"FH6A$检验%!C'D='脑膜上皮细胞&H76'超氧化物

歧化酶&MHI'热休克蛋白

D5F8谷氨酸作用后 C'D=产生 GAL7D水平的变化
谷氨酸处理组用谷氨酸作用 C'D=后 ?& 2"C'D=

中 GAL7D活性较正常对照组轻度下降"但组间差异无
统计学意义m$P#Q@00"#P#Q&#&%*谷氨酸作用后 &" 2
细胞中 GAL7D的产生量与正常对照组比较明显下降"
差异有统计学意义m$P9Q%"?"#P$Q$$&%m表 9%*
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表 E8谷氨酸作用不同时间后 =!?2中 QR6;?
的变化+!H""0.',S#.$0$T%,

组别 样本量
作用不同时间点 GAL7D活性

?& 2 &" 2
正常对照组 % 9?Q":9S?Q9#: 99Q%"$S?Q$90
谷氨酸培养组 % 9$Q"9@S?Q$0& ?0Q@%#S#Q"9#)

!注'"分组 P@%Q":@"#R$Q$#&"时间 P$Q$:&"#P$Q:""5与各自时间点正

常对照组比较")#R$Q$#!#两因素方差分析"FH6A$检验%!C'D='脑膜

上皮细胞&GAL7D'总抗氧化能力

D5G8谷氨酸作用后 C'D=中 J7H 水平变化
谷氨酸处理组用谷氨酸作用 C'D=?& 2"细胞中

J7H 的水平明显高于正常对照组"差异有统计学意义
#$P#&Q#:""#R$Q$$# %&谷氨酸作用后 &" 2 细胞中
J7H 水平明显高于正常对照组"差异有统计学意义
#$P&Q$#?"#P$Q$$?%"但低于谷氨酸作用后 ?& 2#表
&%* 荧光显微镜下可见谷氨酸处理组细胞中J7H 荧光明
显强于正常对照组"谷氨酸作用于细胞后 &" 2 细胞中
J7H 荧光强度减弱"但仍强于正常对照组#图 ?%*

表 F8谷氨酸作用不同时间后 =!?2中 >;J水平的变化#!H"%

组别 样本量
不同时间点 J7H 含量

?& 2 &" 2

正常对照组 % 9%Q%$"S#Q$$0 9:Q#@9S#Q&?&

谷氨酸处理组 % &"Q##$S#Q:#?) &$Q0"?S#Q"@9)[

!注'"浓度 P@&Q%"?"#R$Q$$#&"时间 P#$Q$"&"#P$Q$$@Q与同时间点正

常对照组比较")#R$Q$$#&与组内 ?& 2 比较"[ #R$Q$# #两因素方差分

析"FH6N$检验%!C'D='脑膜上皮细胞&J7H'活性氧

A B50μm 50μm

50μm50μm C D

图 D8谷氨酸作用后 =!?2中 >;J荧光强度变化!荧光显微镜下
细胞中 J7H 呈绿色荧光#6DNMA6L"标尺P@$ !(%!L'实验后 ?& 2
正常对照组 C'D=中 J7H 荧光强度微弱!d'实验后 ?& 2 谷氨酸处
理组 C'D=中 J7H 荧光强度明显强于正常对照组!D'实验后 &" 2
正常对照组 C'D=中 J7H 荧光强度稍强于实验后 ?& 2!6'谷氨酸
作用后 &" 2 谷氨酸处理组 C'D=中 J7H 荧光强度减弱

E8讨论

C'D=位于脑脊液和神经组织的交界处"被覆于

蛛网膜下腔的鞘膜"直接与脑脊液接触"因此对脑脊液
组分及其含量的改变以及各种刺激非常敏感"对于维
持神经组织的功能具有重要作用* C'D=在清除脑脊
液的代谢物中发挥重要作用"维持脑脊液的平衡并参
与免疫反应* 病理条件下"对视神经鞘膜细胞的
C'D=及蛛网膜下腔小梁等产生刺激"影响脑脊液循
环"导致视神经腔室综合征 +@, "进而引起脑脊液成分
改变"对 C'D=及其线粒体产生损害"并影响蛛网膜下
腔供应视神经的软脑膜丛中的血管* 视神经腔室综合
征的形成导致视神经蛛网膜下腔脑脊液中生物分子浓

度及脑脊液流速发生相应改变"使脑脊液中的生物活
性物质蛋白聚集"从而引起脑脊液中组分失衡及脑脊
液功能失调* 我们以往的研究提示"脑脊液中 dA4-)/U
蛋白浓度的改变对胶质神经细胞的增生和线粒体功能

产生影响
+#$, *

脑脊液中含有多种蛋白质""@O来源于血液"约
#@O的蛋白"如谷氨酸蛋白等在脑内合成* 谷氨酸是
中枢神经系统重要的神经递质"研究证实在脑外伤$脑
缺血等病理情况下均有大量谷氨酸释放到细胞间隙"
引起神经细胞肿胀* 谷氨酸的兴奋性毒性与神经变性
性疾病的氧化应激作用等有关

+##B#@, * 氧化应激反应
过程中氧自由基过量生成"氧自由基及其相关代谢产物
过量聚集"对细胞产生多种毒性作用* 研究表明谷氨酸
的兴奋性毒性与青光眼相关的线粒体失调相关

+#?, *
本研究提示 %$$ !(3+;F谷氨酸处理后 C'D=中

GAL7D活性下降"H76表达量减少"J7H 产生增多"证
实细胞总的氧化应激反应降低了细胞的抗氧化能力"
短时间内 MHI0$ (JKL表达下调"随着谷氨酸作用时
间延长"MHI0$ (JKL表达量增加"我们推测当细胞应
激时"细胞质内的 MHI迅速移入细胞核并包围核仁"
细胞质内只有少量 MHI&应激状态消除后细胞处于恢
复阶段"细胞核内 MHI又返回细胞质* MHI通过控制
蛋白质的折叠$伸展$转运$寡聚体的形成和解聚来调
节细胞骨架等"从而在细胞中执行重要的生理功能"在
病理条件下提高细胞的抵抗力"对细胞发挥应激保护
作用* 谷氨酸引起 C'D=凋亡细胞增多"细胞中
/)=W)=U0 上调* 从本研究结果可以推测"谷氨酸可能
通过凋亡机制来抑制 C'D=的增生"影响 C'D=形成
紧密的细胞层来限制物质在脑脊液和脑组织间自由扩

散的功能* 另外"C'D=具有内吞噬作用"C'D=的功
能受到影响可能会影响蛛网膜下腔的生物活性物质的

清除"从而导致脑脊液腔室的改变* 我们的研究表明"
C'D=通过主动内吞噬作用而清除脑脊液中的代谢物
质

+?, "在谷氨酸的作用下 J7H 增多也提示谷氨酸兴奋
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性毒性对 C'D=功能产生影响"可能与线粒体的氧化
磷酸化过程异常"影响线粒体膜电位"损伤线粒体膜的
结构和功能"细胞色素 D释放"启动凋亡途径有关"可
使细胞的内吞噬功能进一步下降"影响蛛网膜下腔的
生物活性物质的清除"这可能是引起视神经腔室综合
征的主要病理机制

+#%B#:, "这种损害由于同时发生的氧
化应激而进一步加重* 这也可能是阿尔茨海默病 +#", $
青光眼等神经性疾病的病理机制之一"有待进一步研
究证实*
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#收稿日期'?$#%B#$B$@%

#本文编辑'尹卫靖!张荻%

!病例报告!

真性晶状体囊膜剥脱合并年龄相关性白内障一例

方石峰!卢建民!秦秀虹!高锦展!马翔
##%$## 大连医科大学附属第一医院眼科

通信作者'马翔"'()*+',()0&%:1]*W5=*>)5/3(

678'#$59:%$;/()5<5*==>5?$0@A$#%$5?$#:5$@5$#$

!!患者"男"%: 岁"因左眼无痛性视力下降 ? 年于 ?$#& 年 ##

月 #$ 日至大连医科大学附属第一医院眼科就诊* 既往无葡萄

膜炎病史"无内眼手术及眼外伤史"否认高温环境$热辐射接触

史"无糖尿病$高血压$冠心病等全身疾病史"否认药物过敏史*

全身体检未发现异常* 眼部检查'视力右眼 $Q""左眼 $Q9"眼

压右眼 #: ((M.## ((M.P$Q#99 `I)%"左眼 #@ ((M."双眼结

膜无充血"角膜透明"前房中等深度"iI#B%"房水闪辉#B%"瞳

孔等大正圆居中"直径为 9Q@ (("直接间接对光反应灵敏* 右

眼晶状体皮质性混浊"左眼晶状体皮质性及后囊下混浊* 复方

托吡卡胺滴眼液+参天制药#中国%有限公司,扩瞳至 : ((后

检查发现右眼晶状体前囊膜完整$光滑&左眼晶状体前囊膜中

央区 & ((表面有透明玻璃纸样膜状物附着"一端与前囊膜连

接"另一端卷曲游离于前房"随眼球转动而飘动#图 #%* 眼底

检查'双眼视盘色泽正常"杯盘比为 $Q?"黄斑中心凹反射#n%"

!:9&!中华实验眼科杂志 ?$#: 年 @ 月第 9@ 卷第 @ 期!D2*> '̂,W 7W242)+(3+"C)X?$#:"_3+59@"K35@

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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