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!!'摘要(!背景!研究表明雷帕霉素#K)E)$可延缓人大脑细胞的衰老"改善大鼠局灶性脑缺血时脑组织
代谢活动"对中枢神经细胞具有保护作用) 视神经和视网膜神经节细胞#K]>9$属于中枢神经组织"但 K)E)
是否可对外伤后 K]>9具有保护作用尚不清楚)!目的!探讨 K)E)对氯化钴 #>3>+& $诱导的缺氧损伤大鼠
K]>9的保护作用"并探讨其可能的作用机制"为外伤性视神经病变#?5U$的治疗提供新的思路)!方法!用
含体积分数 "#[胎牛血清的 4S'S培养基培养大鼠 K]>=< 细胞"倒置相差显微镜下观察培养细胞的形态学
变化) 将细胞分为正常对照组及 <#*"##*&##*Y## 和 0## %(3+7a>3>+&组"于细胞培养后 &Y A 和 YQ A 采用细
胞生长分析系统检测各组细胞存活率) 采用 &## %(3+7a>3>+&处理细胞以诱导建立 K]>=< 细胞缺氧损伤模
型"然后将培养的细胞分为正常对照组*模型对照组和不同浓度 K)E)干预组"K)E)干预组在缺氧模型细胞培
养液中添加 K)E)使其终浓度分别为 # "̀*# Ỳ*" 0̀ 和 0 Ỳ %(3+7a"处理细胞 &Y A) 采用细胞生长分析系统检
测各组细胞的存活率%采用 \::D-*:T=P6?>7@6双染流式细胞术检测各组细胞凋亡率%采用 R>=" 染色技术检测
各组细胞线粒体跨膜电位#*-($的变化%采用实时荧光定量 @>K法检测各组细胞促凋亡基因 8#U(KU\的
相对表达量)!结果!&## %(3+7a>3>+&作用 K]>=< 细胞后 &Y A 细胞相对存活率为#$# <̀"p< #̀#$["与正常
对照组的#"## #̀#p% &̀;$[比较"差异有统计学意义#Jl# #̀"$"成功构建细胞缺氧损伤模型) 正常对照组*
模型对照组和 # "̀*# Ỳ*" 0̀*0 Ỳ %(3+7aK)E)干预组细胞存活率的总体比较差异有统计学意义#Qe"0$ ;̀#Y"
Je# #̀##$"其中 # "̀ %(3+7aK)E)干预组细胞存活率明显高于模型对照组"差异有统计学意义#Jl# #̀<$) 正
常对照组*模型对照组和 # "̀ %(3+7aK)E)干预组细胞凋亡率分别为 &< Ỳ[*%$ $̀[和 &< %̀["细胞线粒体膜
电位分别下降了 # Ỳ[*0 %̀[和 " Ỳ[) 正常对照组*模型对照组和 # "̀ %(3+7aK)E)干预组细胞中 L)-
(KU\相对表达量分别为 " #̀"p# &̀"*% <̀&p# %̀# 和 " 0̀0p# &̀#"总体比较差异有统计学意义#QeQQ #̀%Y"Je
# #̀##$"其中模型对照组细胞中 L)-(KU\相对表达量均明显高于正常对照组和 # "̀ %(3+7aK)E)干预组"差
异均有统计学意义#均 Jl# #̀<$)!结论!K)E)可对 >3>+&诱导的缺氧 K]>=< 细胞发挥保护作用"其主要作
用机制是下调细胞中促凋亡分子 L)-的表达"并提高 K]>=< 细胞存活率)!
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!!外伤性视神经病变 #FB)G()F*23EF*2:DGB3E)FA."
?5U$常继发于头部钝伤或开放性外伤"可导致视力严
重下降或丧失"尤其是在双侧视神经均受累的情况
下

+", ) ?5U常见治疗方法包括糖皮质激素治疗*手术

治疗#如视神经管减压术$或药物与手术联合治疗"但
治疗后患者视功能改善并不理想"因此寻找有效的治
疗药 物 是 目 前 相 关 研 究 的 热 点

+&, ) 雷 帕 霉 素
#B)E)(.2*:"K)E)$是新型大环内酯类免疫抑制药物"

近年来的研究表明其对中枢神经系统细胞具有保护作

用"低剂量 K)E)可延缓脑老化过程 +%, ) 研究表明"

K)E)可影响局灶性脑缺血大鼠脑组织代谢活动"并促
进大鼠脊髓损伤后功能的修复等

+Y <̂, ) 视神经属于中

枢神经系统的一部分"视神经病变与脑组织病变可能
有共同的发病机制和病理基础) 视神经由视网膜神经
节细胞#BDF*:)+I):I+*3: 2D++9"K]>9$及其发出的轴突
构成"K]>9死亡是导致不可逆的视功能障碍的主要
原因"虽然已有较多研究证实 K)E)对中枢神经系统的
功能具有保护作用"但 K)E)在视神经损伤后对视功能
的恢复是否可发挥促进作用鲜有报道) 本研究拟探讨
K)E)对 K]>9的保护作用及可能机制"为 ?5U的治疗
提供新思路)

85材料与方法

8185材料

大鼠 K]>=< 细胞株#广州吉妮欧生物科技有限公

司$%K)E)#瑞士 \+D-*9公司$%氯化钴 #>3>+& $ #美国
O*I()公司$%4S'S培养基#美国 X.>+3:D公司$%胎
牛血清#上海 '-2D++V*3公司$%\::D-*:+=P6?>7@6凋
亡检测试剂盒*细胞凋亡线粒体膜电位检测试剂盒
#R>=" $ #南京凯基生物公司 $%S*:*V'O?g:*HDB9)+
KU\ '-FB)2F*3: d*F*@B*(DO2B*EF?S K?BD)ID:Fd*FN*FA

I4U\'B)9DB#日本 ?)M)B)公司$% OcVK]BDD: h@>K

()9FDB(*-#日本 ?5c5V5公司$) >5&培养箱 #德国
a)L3FD2F公司$%超净工作台 #新加坡 'O>5公司$%荧
光倒置相差显微镜#日本 U*M3: 公司$%离心机#美国
?ADB(3公 司 $% 细 胞 生 长 分 析 系 统 # >+3:DOD+D2F
6()IDB$#美国 S3+D2G+)B4DH*2D9公司$%分选型流式细
胞仪 P\>O \B*)) #美国 VD2F3: 4*2M*:93: 公司 $%
>Pf;0 型荧光定量 @>K仪#美国 V*3=K)C 公司$)
8195方法
819185K]>=< 细胞的培养!将大鼠 K]>=< 细胞用含
"#[胎牛血清的 4S'S培养基进行培养"置于 %$ q*

体积分数 <[ >5&*湿度 ;#[的培养箱) 将 K]>=< 细
胞以不同密度 #&# ###*"< ###*"# ###*Q ###*0 ###*
< ###*% ###*& ###*" ### 和 <##7孔$接种至 ;0 孔板"

倒置相差显微镜下观察不同时段细胞生长情况及形态

变化并拍照) 采用细胞生长分析系统检测细胞活力)
819195K]>=< 细胞缺氧模型的建立!将培养细胞分
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为正常对照组#常规培养液培养$和不同浓度 >3>+&干
预组">3>+&干预组分别于培养液中添加 >3>+&使其终
浓度分别为 <#*"##*&##*Y## 和 0## %(3+7a"各组细胞
均分别培养 &Y A 和 YQ A"采用细胞生长分析系统检测
各组细胞活力"筛选 >3>+&有效作用浓度和最适作用
时间) 每组设 % 个复孔)
8191:5筛选 K)E)对缺氧 K]>=< 模型作用的最适剂
量!根据 "1&1& 的结果用 &## %(3+7a>3>+&作为缺氧
模型建立的最适浓度处理细胞 &Y A 以建立缺氧细胞
模型) 将培养细胞分为正常对照组 #常规培养液培
养$*模型对照组和 K)E)干预组"K)E)干预组分别于
缺氧模型组培养液中添加 K)E)使其终浓度分别 # "̀*
# Ỳ*" 0̀ 和 0 Ỳ %(3+7a) 各组细胞均培养 &Y A"采用
细胞生长分析系统检测各组细胞活力"确定 K)E)最适
浓度) 每组设 % 个复孔)
8191?5细胞生长分析系统测定细胞存活率5本研究
中采用细胞生长分析系统测定细胞的生长状况) 采用
细胞生长分析系统和配套计算机及其软件测定"通过
对微孔板中的贴壁细胞和沉降于微孔板底部的细胞快

速拍照"实现对细胞密度和细胞生长的监控"估算细胞
数目"并进行单克隆验证以及细胞迁移分析) 通过仪
器的可视系统在 % (*: 内对 0*"&*YQ 和 ;0 孔培养板进
行一次扫描%通过扫描微孔板获取一系列微孔板视图"
直观呈现微孔板上每孔细胞生长变化情况"并获取细
胞融合度和细胞数目情况的数据"根据导出的数据进
行统计分析"评估细胞增生或细胞毒性的效果) 操作
时先校准微孔板上细胞数目和细胞类型"然后在此校准
基础上对细胞进行计数"采用无标记的白光成像对细胞
融合率和细胞数目进行连续监测"以评估细胞存活率)
8191>5\::D-*:+=P6?>7@6双染流式细胞术检测细胞
凋亡!依据 "1&1% 的结果"将 # "̀ %(3+7aK)E)作为后
续实验最适剂量) 将培养细胞分为正常对照组*模型
对照组和 K)E)干预组"将 K]>=< 细胞以 &# ###7孔的
密度接种于 0 孔板中"各组细胞培养 &Y A"用不含
'4?\的胰蛋白酶进行消化"收集细胞%用 Y q预冷的
@VO 洗涤细胞 & 次"每次 < (*:%离心半径 % 2("& ### B7(*:
离心< (*:"弃上清"每组各收集 "r"#< !<r"#<

个细胞%
用去离子水配制 " 倍结合缓冲液) 各组细胞中分别加
入 <## %+" 倍结合缓冲液悬浮细胞%取 "## %+细胞悬
液于 < (+的流氏管中"先加入 < %+\::D-*:*T=P6?>混
匀后"再加入 < %+@6"轻轻混匀%室温下避光孵育 < !
"< (*:%于" A内上机行流式细胞仪检测"激发波长为
YQQ :("发射波长为 <%# :() \::D-*: T绿色荧光通过
P6?>通道检测"@6红色荧光通过 @6通道检测) 使用

正常细胞作为对照行荧光补偿调节) 细胞凋亡数为早
期凋亡细胞#右下象限 iY$与晚期凋亡细胞#右上象
限 i&$之和)
8191D5R>=" 荧光探针检测细胞线粒体膜电位的变化
!将 K]>=< 细胞以 &# ###7孔接种于 0 孔板中"按
"1&1<中的步骤进行干预和分组) 收集细胞"用 @VO
洗涤细胞 & 次"每次 < (*:%离心半径 % 2("& ### B7(*:
离心 < (*:%用灭菌去离子水配制 " 倍孵化缓冲液"混
匀并预热至 %$ q%<## %+" 倍孵化缓冲液中加入 " %+
R>=""混匀配成R>=" 工作液%取 <## %+R>=" 工作液将细
胞轻轻吹打成混悬液"于 >5& 培养箱中孵育 "< !
&# (*:%& ### B7(*: 离心 < (*:"收集细胞"用 " 倍孵化
缓冲液洗涤细胞 & 次%用 <## %+" 倍孵化缓冲液再次
悬浮细胞%用流式细胞仪#激发波长为 YQQ :("发射波
长 <%# :($检测细胞凋亡比例"绿色荧光通过 Pa" 通
道检测"红色荧光通过 Pa& 通道检测"双变量流式细
胞仪的散点图上"右下象限 iY 区的细胞为线粒体跨膜
电位#*-($下降的细胞比例)
8191C5实时荧光定量 @>K法检测细胞中 L)-(KU\
的表达!按 "1&1< 步骤中的方法进行分组和干预"各
组细胞培养 &Y A"提取各组细胞中总 KU\"将 (KU\
逆转录为24U\"以 24U\为模板"应用 OcVK]BDD: 实
时定量 @>K法检测细胞中 L)-(KU\的表达) 反应
条件&;< q预变性 % (*:%;< q变性 "# 9"0# q退火
"# 9"$& q延伸 %# 9"Y# 个循环反应) 内参为 (=)2F*:)
V)-上游引物序列&<3=>>>>\>\?]]>\]\>\]?=%3%
V)-下游引物序列&< 3=>>\\]]>\]>\]]\\]>=% 3"
扩增片段长度为 ;$ LE) (=)2F*: 上游引物序列&< 3=
?]?>\>>\\>?]]]\>]\?\=%3%下游引物序列&< 3=
\\>\>\]>>?]]\?]]>?\>=% 3" 扩 增 片 段 长 度 为
";< LE) 反应结束后得到标本的扩增曲线和熔解曲
线"系统自动计算出每个反应管内的荧光信号达到荧
光阈值所经历的循环数"即 >F值) 目的基因相对于内
参表达的比例以*>F表示"*>Fe>F目的 >̂F内参 "用 & *̂*>Fp?
值代表各组 L)-(KU\相对表达量) 实验重复 % 次)
81:5统计学方法

采用 O@OO "%1# 统计学软件进行统计分析) 本研
究中测量指标的数据资料经 b检验符合正态分布"以
Up?表示) 采用均衡分组单因素干预多水平研究设
计"不同浓度 >3>+&组和不同浓度 K)E)组细胞存活率
的差异比较以及正常对照组*模型对照组和 K)E)干预
组间细胞中 L)-(KU\相对表达量的总体差异比较均
采用单因素方差分析"组间多重比较采用 ?GMD.检验)
Jl# #̀< 为差异有统计学意义)

!0#Y! 中华实验眼科杂志 &#"$ 年 < 月第 %< 卷第 < 期!>A*: R'-E 5EAFA)+(3+"S).&#"$"T3+1%<"U31<
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95结果

9185培养细胞的形态学观察
细胞接种后 Y A 贴壁生长"培养后 &Y A 细胞呈扁

平多边形"呈单层排列"边界清晰"折光性好"基本完全
贴壁"部分细胞可见短小的突起) 培养后 %# A 细胞体
积逐渐增大"伸出突起"相互连接"快速聚集增长"生长
状态良好#图 "$)
9195各组细胞增生情况

细胞不同接种密度培养后 "Q A 细胞汇合度情况
见图 &) 根据细胞形态学及细胞生长分析系统对细胞
增生的测定结果";0 孔板中 % ### Z< ###7孔的细胞密

度为最适密度) 培养 &Y A 和 YQ A 后各组 K]>=< 细胞
的存活率总体比较差异有统计学意义 # &Y A&Qe
&$ Ỳ$#"Je# #̀##%YQ A&Qe"0" <̀QY"Je# #̀##$"细胞
活力下降呈浓度依赖性"<# %(3+7a*"## %(3+7a>3>+&
作用细胞后 &Y A 细胞存活率均较正常对照组下降"但
差异均无统计学意义 #均 Jk# #̀< $% &##* Y## 和
0## %(3+7a>3>+&作用后 &Y A 细胞存活率明显下降"
差异均有统计学意义#均 Jl# #̀"$) <#*"##*&##*Y##
和 0## %(3+7a>3>+&作用后 YQ A 细胞存活率均明显低
于正常对照组"差异均有统计学意义 #均 Jl# #̀" $)
&## %(3+7a>3>+&作用后 &Y A 可作为构建细胞缺氧损
伤模型的最适浓度#表 "$)

100%
1 2 3 4 5 6 7 8 9101112

50%

0%
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B
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H

79 64 52 34 30 19 14 11 7

711152231375470

＞80

75 68 55 34 31 22 17 10 8

＞80 ＞80

＞80
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图 85倒置相差显微镜下培养细胞的形态#rY##$!\&培养后 Y A 细胞呈贴壁生长!V&培养后 &Y A 细胞呈多边形!>&培养后 %# A 可见细胞突起"细
胞间相互连接!图 95细胞生长分析系统所得大鼠 QK<J> 细胞增生图!红色示高密度生长区"绿色示低密度生长区"" Z"& 代表设定的细胞密度
!

表 85不同浓度 <)<I9作用后不同时间点细胞存活率比较#!U""V$

组别 样本量
不同时间点细胞存活率

&Y A YQ A

正常对照组 % "## #̀#p% &̀; "## #̀#p& $̀$
<# %(3+7a>3>+& 组 % Q$ #̀%p0 $̀# Q% 0̀QpY <̀;)

"## %(3+7a>3>+& 组 % Q< Q̀"pQ $̀% $% ;̀Qp< Ỳ0)

&## %(3+7a>3>+& 组 % $# <̀"p< #̀#) <; &̀$p# $̀#)

Y## %(3+7a>3>+& 组 % <$ ;̀&p< Q̀$) %Q "̀"p" ;̀")

0## %(3+7a>3>+& 组 % <0 "̀"p% %̀$) %< Ỳ<p% &̀%)

Q值 &$ Ỳ$# "0" <̀QY
J值 # #̀## # #̀##

!注&与同一时间点正常对照组比较")Jl# #̀"#单因素方差分析"?GMD.

检验$!>3>+& &氯化钴

91:5不同浓度 K)E)作用后各组细胞的存活率!
# "̀*# Ỳ*" 0̀ 和 0 Ỳ %(3+7aK)E)干预组和模型

对照组细胞存活率总体比较差异有统计学意义 #Qe
"0$ ;̀#Y"Je# #̀##$"不同浓度 K)E)干预组和模型对
照组细胞存活率均明显低于正常对照组"差异均有统
计学 意 义 # 均 Jl# #̀" $% 与 模 型 对 照 组 相 比"
# Ỳ %(3+7a和 0 Ỳ %(3+7aK)E)干预组细胞的存活率
明显下降"" 0̀ %(3+7aK)E)干预组细胞的存活率无明
显改变"而 # "̀ %(3+7aK)E)干预组细胞的存活率明
显升高"差异有统计学意义 #Jl# #̀" $) # "̀ %(3+7a

K)E)作为细胞凋亡检测的最适浓度#表 &$)

表 95不同浓度 Q"," 作用后细胞存活率的比较#!U""V$

组别 样本量 细胞存活率

正常对照组 % "## #̀#p% %̀#

模型对照组 % 0; %̀#p% <̀Y)

# "̀ %(3+7aK)E)干预组 % Q# %̀Yp# ;̀Y)L

# Ỳ %(3+7aK)E)干预组 % YY %̀<p& $̀<)L

" 0̀ %(3+7aK)E)干预组 % $# &̀#p" Q̀&)

0 Ỳ %(3+7aK)E)干预组 % <; #̀Qp" $̀Y)L

Q值 "0$ ;̀#Y
J值 # #̀##

!注&与正常对照组比较")Jl# #̀"%与模型对照组比较"LJl# #̀"#单因

素方差分析"?GMD.检验$!K)E)&雷帕霉素

91?5各组细胞凋亡率的比较
正常对照组细胞凋亡率为 &< Ỳ["模型对照组细

胞凋亡率为 %$ $̀["高于正常对照组"而 # "̀ %(3+7a
K)E)干预组细胞凋亡率为 &< %̀["低于模型对照组
#图 %$)
91>5各组细胞 *-(的比较

正常对照组细胞 *-(下降了 # Ỳ["模型对照组
细胞 *-(下降了 0 %̀["其下降值高于正常对照组"
# "̀ %(3+7aK)E)干预组细胞 *-(下降了 " Ỳ["下
降值低于模型对照组#图 Y$)
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图 :5流式细胞仪检测各组细胞的
凋亡率!左下象限 i% 区为活细胞
#\::D-*: T=P6?>=7@6=$"右上象限
i& 区为凋亡晚期细胞#\::D-*: T=
P6?>o7@6o$"右下象限 iY 区为早
期凋亡细胞 #\::D-*: T=P6?>o7
@6=$"细胞凋亡数为早期凋亡细胞
与晚期凋亡细胞之和!\&正常对

照组!V&模型对照组!>&# "̀ %(3+7aK)E)干预组
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图 ?5 W<J8 荧光探针检测细胞
%&2!右下象限 iY 区细胞为
*-(下降细胞比例!\&正常对
照组 ! V& 模 型 对 照 组 ! >&
# "̀ %(3+7aK)E)干预组
!

91D5各组细胞中 L)-(KU\相对表达量的比较
正常对照组*模型对照组和 # "̀ %(3+7aK)E)干

预组细胞中 L)-(KU\的相对表达量分别为 " #̀" p
# &̀"*% <̀&p# %̀# 和 " 0̀0p# &̀#"% 个组间总体比较差
异有统计学意义#QeQQ #̀%Y"Je# #̀##$"模型对照组
细胞 L)-(KU\的相对表达量明显高于正常对照组和
# "̀ %(3+7aK)E)干预组"# "̀ %(3+7aK)E)干预组也
明显高于正常对照组"差异均有统计学意义 #均 Jl
# #̀"$#图 <$)
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图 >5各组细胞中促凋
亡分子 4"M 2QT3的
相 对 表 达 量 ! Qe
QQ #̀%Y"Je# #̀##`与
正常对照组比较")Jl
# #̀""LJl# #̀<a与模型
对照组比较"2Jl# #̀"
#单 因 素 方 差 分 析"
?GMD.检验"$e%$
K)E)&雷帕霉素

:5讨论

K]>9的渐进性丢失是导致 ?5U患者视功能损害
的主要原因"寻找预防或延迟 K]>9损伤的药物是
?5U治疗的新策略) 作为抗真菌药物"K)E)最早被开
发利用"研究证实其有抗癌*抗移植排斥*洗脱药物支
架及增强自噬等多种非抗生素的作用

+0 $̂, ) K)E)的多
生物学特性归功于其特殊的作用靶点哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白#()(()+*): F)BIDF3JB)E)(.2*:"(?5K>$" 的
药理作用

+Q, ) K)E)可结合细胞内 PdV@"& 蛋白而抑
制 (?5K>") (?5K>" 是一种进化上相对保守的丝氨
酸7苏氨酸蛋白激酶"在细胞生长和分化中扮演重要角
色

+;, ) (?5K信号通路是在中枢神经系统创伤性疾病
中研究最多的信号通路"作为经典的 (?5K抑制剂"
K)E)通过增强自噬*抗炎及抑制细胞凋亡来实现对神
经元的保护作用

+"# "̂Y, "但是其是否能够对创伤后的视
神经 发 挥 保 护 作 用 及 其 作 用 机 制 还 不 清 楚)
K3CBsIGD,(GD+)等 +"<,

研究发现"K)E)通过抑制 (?5K
的增强自噬作用而对百草枯损伤的 K]>=< 细胞具有
保护作用) 62A*M)N)等 +"0,

报道 K)E)减弱门冬氨酸
#U(DFA.+4)9E)BF)FD"US4\$导致的 K]>9凋亡"可
能与 K)E)抑制 (?5K激活视网膜 St++DB细胞内 'Kd
信号通路有关) 也有研究报道活化 (?5K可增强
K]>9的存活"K)E)反而加速 K]>9的死亡) mAD:I
等

+"$,
研究表明"拉坦前列素通过前列腺素受体可激活

@6%d=\MF=(?5K通路"促进 K]>=< 细胞的存活"而这
种保护作用可被 (?5K抑制剂 K)E)所阻断)

外伤对视神经造成损伤的发病机制较为复杂"本
研究中选择用 >3>+&构建体外 K]>=< 缺氧模型以模拟
视神经损伤时缺血缺氧对 K]>9造成的氧化应激损
伤) 结果显示"缺氧模型细胞的存活率下降"下降程度
与 >3>+&呈剂量和时间依赖性"与 ?G+9)N):*等 +"Q,

的研

究结果基本一致) 本研究中探索不同浓度 K)E)对缺
氧模型细胞存活率的影响"发现 # "̀ %(3+7aK)E)对
缺氧模型细胞具有保护作用"故将其用于探讨 K)E)保
护作用机制的研究)

视神经损伤包括原发性和继发性损伤"继发性损
伤在视神经损伤中扮演重要角色"而 K]>9凋亡是引
起继发损伤的主要病理基础

+";, "因此减少 K]>9凋亡
是治疗 ?5U的关键) 本研究结果显示"K)E)明显减
少了缺氧模型细胞的凋亡"表明 K)E)能够对抗 >3>+&
引起的 K]>=< 损伤"具有神经元保护作用) 此外"由
于任何一种细胞凋亡检测方法都不是完美的"单独采
用某种方法会造成假阳性结果"因此本研究中还选择
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R>=" 荧光探针检测细胞线粒体膜电位的变化"线粒体
膜电位下降是细胞凋亡级联反应中最早发生的事件"
其发生在细胞染色质浓缩或 4U\断裂等细胞凋亡的
形态学改变之前"因此线粒体膜电位的下降可作为细
胞早期凋亡的标志

+&#, ) 本研究中 R>=" 荧光探针检测
结果显示"K)E)可对抗缺氧损伤的 K]>=< 细胞的早期
凋亡)

L)-是 L2+=& 家族中的促凋亡成员之一"其在凋亡
的内源性途径"即线粒体损伤途径中起核心作用) L)-
相关的细胞凋亡在视神经损伤过程中起重要作用)
i*: 等 +&",

研究发现"大鼠视神经横断后玻璃体腔注射
L)-抑制性多肽可显著降低 ?5U模型中 K]>9的凋
亡) >AD: 等 +&&,

研究显示"暴露在缺氧环境中的大鼠
原代 K]>9在加入 L)-抑制肽后细胞的存活率增加"
其增加效应呈药物剂量依赖性"表明 L)-在视神经损
伤后 K]>9的凋亡中发挥重要作用) 因此"为了探索
雷帕霉素是否通过下调 L)-的表达来提高 K]>9的存
活率"本研究中检测了各组细胞中 L)-(KU\的表达
水平"结果显示 K)E)作用后 L)-(KU\表达量降低"
提示 K)E)对抗缺氧所致 K]>=< 凋亡的可能机制与细
胞中 L)-表达量的下调有关)

本研究中发现 K)E)可抑制缺氧损伤的 K]>=< 细
胞的凋亡"并提高其存活率"认为 K)E)保护 K]>=< 细
胞的作用可能与下调细胞中 L)-的表达有关) 值得我
们思考的是"?5U中 K]>9凋亡涉及的可能途径及与
之相联系的信号通路有哪些- 本研究中 K)E)究竟是
通过 (?5K信号通路与细胞凋亡的哪些途径相交叉
以及涉及了中间哪些关键分子最终调控了 L)-的表
达- 这些问题均有待进一步研究)

参考文献

+", cG=b)*=S): @1?B)G()F*2 3EF*2 :DGB3E)FA.=2+*:*2)+JD)FGBD9 ):C
():)ID(D:F*99GD9+R,1?)*N): R5EAFA)+(3+"&#"<"<#"$ _% Q̂1456&
"#1"#"0 781F831&#"<1#"1##%1

+&, ]G.bS" O3E)BM)B>U"\+J3BC 'a"DF)+1?B)G()F*23EF*2:DGB3E)FA.
):C 9D23:C 3EF*2:DBHD*:8GB*D9+R,1R\S\5EAFA)+(3+"&#"Y""%&#<$ _
<0$ <̂$"1456&"#1"##" 78)()3EAFA)+(3+1&#"Y1Q&1

+%, d3+393H)U]"T*F3HF3H\5"SGB)+DH)U\"DF)+1K)E)(.2*: 9GEEBD99D9
LB)*: )I*:I*: 9D:D92D:2D=)22D+DB)FDC 5fcO B)F9+R,1\I*:I" &#"%"
<#0$ _"$" "̂$Y1456&"#1"Q0%& 7)I*:I1"##<$%1

+Y, >A)GA): \"OA)B()g"R)I)::)FA): UK"DF)+1K)E)(.2*: )(D+*3B)FD9
LB)*: (DF)L3+*FD9)+FDB)F*3:9)JFDBFB):9*D:FJ32)+*92AD(*)*: B)F9+R,1
'GB3R@A)B()23+"&#"<"$<$ _&Q %̂%1456&"#1"#"0 781D8EA)B1&#"<1
#%1##01

+<, >AD: X>"P3:I?X"X9G @b"DF)+1SG+F*J)2DFDC DJJD2F93JB)E)(.2*: 3:
JG:2F*3:)+BD23HDB.)JFDB9E*:)+23BC *:8GB.*: B)F9FAB3GIA )GF3EA)I.
EB3(3F*3:"):F*=*:J+)(()F*3:" ):C :DGB3EB3FD2F*3: + R,1ROGBIKD9"
&#"%""$;#"$ _&#% &̂"#1456&"#1"#"0 7818991&#"&1#&1#&%1

+0, X)BB*93: 4'" OFB3:IK" OA)BE m4"DF)+1K)E)(.2*: JDC +)FD*: +*JD

D-FD:C9+*JD9E): *: ID:DF*2)++.ADFDB3ID:3G9(*2D+R,1U)FGBD"&##;"
Y0##$&<%$ _%;& %̂;<1456&"#1"#%Q 7:)FGBD#Q&&"1

+$, d)()C)c" ODM*F3?"5A9G(*c1\GF3EA)I.*: .D)9F&\?5K=(DC*)FDC
BD9E3:9DF3:GFB*D:F9F)BH)F*3:+S,77?5K1VDB+*:&OEB*:IDB"&##Y_$% Q̂Y1

+Q, T*I:3FO"P)*HBDO"\IG*BBD4"DF)+1(?5K=F)BIDFDC FADB)E.3J2):2DB
N*FA B)E)(.2*: CDB*H)F*HD9+R,1\::)+95:23+"&##<""0#Y$ _<&< <̂%$1
456&"#1"#;% 7)::3:27(C*""%1

+;, m3:2G K"'JD.): \"O)L)F*:*4S1(?5K&JB3(IB3NFA 9*I:)+*:FDIB)F*3:
F32):2DB"C*)LDFD9):C )ID*:I+R,1U)FKDHS3+>D++V*3+"&#""""&#"$ _
&" %̂<1456&"#1"#%Q 7:B(%#&<1

+"#,>)B+3:*O"VG3:323BD]"V)+CG*:*b1@B3FD2F*HDB3+D3J)GF3EA)I.*:
:D3:)F)+A.E3-*)=*92AD(*)*:CG2DC LB)*: *:8GB.+ R,1UDGB3L*3+4*9"
&##Q"%&#%$ _%&; %̂%;1456&"#1"#"0 781:LC1&##Q1#$1#&&1

+"",'B+*2A O" \+D-):CB3H*2A \" OA3A)(*'" DF)+1K)E)(.2*: *9 )
:DGB3EB3FD2F*HDFBD)F(D:FJ3BFB)G()F*2LB)*: *:8GB.+R,1UDGB3L*3+4*9"
&##$"&0#"$ _Q0 ;̂%1456&"#1"#"0 781:LC1&##01"&1##%1

+"&,T*923(*S?"4W\(D+*3S">)H)++G22*T"DF)+1OF*(G+)F*3: 3J)GF3EA)I.
L.B)E)(.2*: EB3FD2F9:DGB3:9JB3( BD(3FDCDID:DB)F*3: )JFDB)2GFD
J32)+LB)*: C)()ID+R,1\GF3EA)I."&#"&"Q #& $ _&&& &̂%<1456&"#1
Y"0" 7)GF31Q1&1"Q<;;1

+"%,>A)GA): \" OA)B()g" R)I)::)FA): UK" DF)+1K)E)(.2*: EB3FD2F9
)I)*:9F(*CC+D2DBDLB)+)BFDB.322+G9*3: *:CG2DC J32)+2DBDLB)+*92AD(*)
*: B)F9+R,1VDA)H*3GB)+VB)*: KD9"&#"""&&<#&$ _0#% 0̂#;1456&"#1
"#"0 781LLB1&#""1#Q1#%<1

+"Y, O3:Ii"f*D4"@): O"DF)+1K)E)(.2*: EB3FD2F9:DGB3:9JB3( LB)*:
23:FG9*3:=*:CG2DC *:J+)(()F3B.BD)2F*3: H*)(3CG+)F*3: 3J(*2B3I+*)+
)2F*H)F*3:+R,1S3+SDC KDE"&#"<""& # < $ _$&#% $̂&"#1456&"#1
%Q;& 7((B1&#"<1YY#$1

+"<,K3CBsIGD,(GD+)U"]DB()*: P"S)B*u3]"DF)+1\GF3EA)I.EB3(3FD9
9GBH*H)+3JBDF*:)+I):I+*3: 2D++9)JFDB3EF*2:DBHD)-3F3(.*: (*2D+R,1
>D++4D)FA 4*JJDB"&#"""";#"$ _"0& "̂0;1456&"#1"#%Q72CC1&#""1QQ1

+"0,62A*M)N)\"U)M)A)B)?"dGB)G2A*c"DF)+1K)E)(.2*: EBDHD:F9U=
(DFA.+=4=)9E)BF)FD=*:CG2DC BDF*:)+C)()IDFAB3GIA ): 'Kd=CDED:CD:F
(D2A):*9(*: B)F9+R,1RUDGB392*KD9"&#"Y";&#0$ _0;& $̂#&1456&
"#1"##& 78:B1&%%<Q1

+"$,mAD:IR"PD:If"X3G a"DF)+1a)F):3EB39FEB3(3FD9:DGB*FD3GFIB3NFA
*: C*JJDBD:F*)FDC K]>=< 2D++9 H*) FAD @6%d=\MF=(?5K 9*I:)+*:I
E)FAN).+R,1>D++S3+UDGB3L*3+"&#"""%" # Y $ _<;$ 0̂#Y1456&"#1
"##$ 79"#<$"=#""=;0<%=-1

+"Q,?G+9)N):*K" dD++.aO" P)F()U" DF)+1UDGB3EB3FD2F*HDDJJD2F3J
EDB3-*BDC3-*: 0 )I)*:9FA.E3-*)=*:CG2DC BDF*:)+I):I+*3: 2D++C)()ID
+R75a,1VS>UDGB392*"&#"#"""#"$ _"&< +&#"0 "̂& #̂%,1AFFE9&77
L(2:DGB392*1L*3(DC2D:FB)+123(7)BF*2+D97"#1""Q0 7"Y$"=&&#&=""=
"&<1456&"#1""Q0 7"Y$"=&&#&=""="&<1

+";,VDBMD+))BS">+)BMD4V"b):Ic>"DF)+1\-3F3(.BD9G+F9*: CD+).DC
CD)FA ):C )E3EF39*93JBDF*:)+I):I+*3: 2D++9*: )CG+FB)F9+R,1RUDGB392*
5JJ*2*)+RO32UDGB392*"";;Y""Y#$$ _Y%0Q Ŷ%$Y1
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