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$$$摘要%$背景$研究表明青光眼的眼压增高与转化生长因子B#)N[eB#*促进小梁网细胞外基质的堆积

以及黏附分子 I7WW 导致房水排出阻力增加有关( 传统中药青光安颗粒剂是中医临床上常用的降眼压药物#

其是否通过小梁网通路发挥作用尚不清楚($目的$研究青光安颗粒剂对自发性青光眼模型 7cC<!T小鼠房

水动力学的影响及其作用机制($方法$选取 :" 只眼压正常的 3 月龄雌性 7cC<!T小鼠作为对照组#采用计

算机随机数字分配法将 !" 只 @ 月龄自发性眼压升高的 7cC<!T小鼠随机分为高眼压组和青光安组#青光安
组小鼠采用 !gA 0<j0复方青光安颗粒剂灌胃#每天 ! 次#连续 :A .#对照组和高眼压组小鼠以相同剂量生理盐

水灌胃( 采用经前房注入<抽吸系统进行眼压测量#分别以 !gA&Ag" m)<&(/ 的速率继续灌注#计算房水流畅系

数)I*值和房水流出阻力)f*值( 将 3 月龄 7cC<!T小鼠 2" 只按计算机随机数字分配法分为高剂量青光安
组&中剂量青光安组&低剂量青光安组和空白对照组#每组各 :A 只#分别用 !Ag""&:!gA" 和 2g!A 0<j0青光安

颗粒剂灌胃#空白对照组用等容量生理盐水灌胃#给药后 ; . 麻醉条件下提取各组小鼠含青光安药物血清和

空白对照动物血清#然后收集各组小鼠含小梁网巩膜组织进行培养#采用纤连蛋白)eV*&层黏连蛋白)ZV*和
神经元特异性烯醇化酶)VP%*免疫组织化学染色鉴定小梁网细胞( 终质量浓度为 "&A&:"&!"&A" 和 :"" /0<&)

的 N[eB#处理小梁网细胞 !W -#采用 XNN比色法检测各组细胞活性'用不同质量浓度含药血清培养经 !" /0<&)
N[eB#处理的小梁细胞#分别于培养后 !W&W# 和 ;! - 采用 %Z9PC法检测细胞上清液中 N[eB#! 受体质量浓

度#采用 b5?65D/ F)+6法检测各组小梁网细胞中 I7WW 蛋白的相对表达量($结果$对照组&高眼压组和青光

安组小鼠在 !gA m)<&(/ 和 Ag" m)<&(/ 灌注速率下眼压明显不同#高眼压组小鼠眼压值明显高于青光安组和

对照组#青光安组小鼠 I值较高眼压组明显降低):g"#h"g32 60g!g3Ah:g3W*#f值明显增加):g"Ah"gW; 60g
"g2Wh"gAA*#差异均有统计学意义)均 :i"g":*( 原代培养的细胞呈长梭形#eV&ZV和 VP%均呈阳性表达(

A&:" 和 !" /0<&)N[eB#处理组细胞活力值明显低于 " /0<&)N[eB#处理组细胞#差异均有统计学意义)均 :i
"g"A*( 与空白对照组比较#N[eB#组小梁网细胞上清液中 N[eB#! 受体质量浓度和细胞中 I7WW 蛋白相对表
达量均明显升高#差异均有统计学意义)均 :i"g":*'细胞培养后 !W&W# 和 ;! - N[eB#u高剂量含药血清组细
胞上清液中 N[eB#! 受体质量浓度和细胞中 I7WW 相对表达量均明显低于 N[eB#组和 N[eB#u低剂量含药血
清组#差异均有统计学意义)均 :i"g":*($结论$青光安颗粒剂通过影响房水动力学因素达到降低青光眼
眼压的作用( 青光安含药血清能明显降低体外培养的鼠小梁网细胞中 N[eB#!受体和 I7WW 的表达($

$关键词%$青光眼<药物治疗' 中草药' 小梁网' 细胞培养' 转化生长因子B#' 黏附分子' 7cC<!T小

鼠' 青光安
基金项目# 国家自然科学基金项目 )#:W"3W3;*' 中国博士后基金面上项目 )!":AXA;"2#:*' 湖南省

自然科学基金项目 )!":ATT3"@;*' 湖南省教育厅科研基金优秀青年项目 ):Wc:3;*' 国家中医药管理局中
医眼科学重点学科建设项目' 湖南省中医五官科学重点学科建设项目
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H'=6+DB#)N[eB#* '/. I7WW4O&())#%()%( (?'6D'.(6(+/')I-(/5?5&5.(=(/5'/. ,?5. 6+6D5'60)',=+&'4S+K5L5D#(6?
&5=-'/(?&+H)+K(/0B98O5HH5=6(?/+65),=(.'65.4$?4@+#)&<+$N-(??6,.EK'?6+(/L5?6(0'656-5)+K(/0B98O5HH5=6
'/. &5=-'/(?&+HN&())#%()%( 0D'/,)5(/ 7cC<!T&+,?5#'?G+/6'/5+,?0)',=+&'&+.5)&(=54$A+)*"-%$N5/ 3
&+/6-B+). H5&')57cC<!T&(=5K(6- /+D&')98O K5D5=-+?5/ '?=+/6D+)0D+,G# '/. !" ?G+/6'/5+,?+=,)'D
-EG5D65/?(+/ &(=5'05. @ &+/6-?K5D5D'/.+&(*5. (/6+-(0- 98O0D+,G '/. N&())#%()%(B6D5'65. 0D+,G#K(6- :" &(=5
H+D5'=- 0D+,G4N-5N&())#%()%( )!gA 0<j0* K'?'.&(/(?65D5. FE0'L'0(/06K(=5G5D.'EH+D=+/?5=,6(L5:A .'E?(/
6-5N&())#%()%(B6D5'65. 0D+,G#'/. /+D&')?')(/5?+),6(+/ K'?,?5. (/ 6-5?'&5K'E(/ 6-5=+/6D+)0D+,G '/. -(0- 98O
0D+,G498OK'?&5'?,D5. FE'/65D(+D=-'&F5D(/>5=6(+/<?,=6(+/ ?E?65&'6'G5DH,?(+/ D'65+H!gA '/. Ag" m)<&(/#
D5?G5=6(L5)E#'/. 6-5=+5HH(=(5/6+H'J,5+,?+,6H)+K H'=()(6E) I L'),5* '/. +,6H)+K D5?(?6'/=5)fL'),5* K5D5
=')=,)'65.4C/+6-5D2" 3B&+/6-B+). 7cC<!T&(=5K5D5D'/.+&(*5. (/6+F)'/j =+/6D+)0D+,G 0'L'05. K(6- /+D&')
?')(/5?+),6(+/ '/. -(0-B#&(..)5B'/. )+KB.+?5N&())#%()%( 0D+,G?0'L'05. K(6- !Ag""#:!gA" '/. 2g!A 0<j0.D,0?#
D5?G5=6(L5)E#'/. 6-5&+,?5?5D,& =+/6'(/(/0.D,0?K'?5M6D'=65. ; .'E?'H65D6D5'6&5/64N-5?=)5D')6(??,5K(6-
6D'F5=,)'D&5?-K+Dj K5D5+F6'(/5. H+D6-5=,)6,D5+H6D'F5=,)'D&5?-K+Dj =5))?'/. 6-5=5))?K5D5(.5/6(H(5. FE
(&&,/+-(?6+=-5&(?6DE+HH(FD+/5=6(/ )eV*#)'&(/(/ )ZV* '/. /5,D+/?G5=(H(=5/+)'?5)VP%*4N[eB#K'?'..5. (/6+
6-5&5.(,&H+D!W -+,D?K(6- 6-5H(/')=+/=5/6D'6(+/ +H"#A#:"#!"#A" '/. :"" /0<&)#'/. XXN=-D+&'6+&56DEK'?
5&G)+E5. 6+.565=66-5=5))L(6')(6E4N-5=5))?GD5B6D5'65. K(6- !" /0<&)N[eB# K5D56D5'65. K(6- .(HH5D5/6
=+/=5/6D'6(+/ +H.D,0?5D,&H+D!W#W# '/. ;! -+,D?#'/. 6-5)5L5)+HN[eB#! D5=5G6+D(/ =5))?,G5D/'6'/6'/. 6-5
5MGD5??(+/ +HI7WW GD+65(/ (/ 6-5=5))?K5D5.565=65. FE%Z9PC'/. b5?65D/ F)+6'??'E#D5?G5=6(L5)E4$B+%$.)%$N-5
98O?K(6- G5DH,?(+/ F+6- !gA m)<&(/ '/. Ag" m)<&(/ (/ 6-5N&())#%()%(]6D5'65. 0D+,G '/. 6-5=+/6D+)0D+,G K5D5
?(0/(H(='/6)E)+K5D6-'/ 6-+?5(/ 6-5-(0- 98O0D+,G )'))'6:i"g":*4I+&G'D5. K(6- 6-5-(0- 98O0D+,G#6-5IL'),5
K'??(0/(H(='/6)ED5.,=5. )!g3Ah:g3W 60g:g"#h"g32* '/. 6-5fL'),5K'?5L(.5/6)E5)5L'65. )"g2Wh"gAA 60L:g"Ah
"gW;* (/ 6-5N&())#%()%(]6D5'65. 0D+,G )'))'6:i"g": *4I,)6,D5. =5))?K5D5?G(/.)5B?-'G5. K(6- 6-5G+?(6(L5
D5?G+/?56+eV#ZV'/. VP%'/6(F+.E4N-5=5))L(6')(6EK'?)+K5D(/ 6-5A#:" '/. !" /0<&)N[eB#0D+,G 6-'/ 6-'6(/
6-5" /0<&)N[eB#0D+,G )'))'6:i"g"A*4I+&G'D5. K(6- 6-5F)'/j =+/6D+)0D+,G#6-5N[eB#! D5=5G6+D=+/65/6(/
6-5?,G5D/'6'/6'/. 6-5D5)'65. 5MGD5??(+/ )5L5)+HI7WW GD+65(/ (/ 6-5=5))?K5D55)5L'65. (/ 6-5N[eB#B6D5'65. 0D+,G
)'))'6:i"g":*#'/. N[eB#! D5=5G6+D=+/65/6?'/. I7WW 5MGD5??(+/ )5L5)?(/ 6-5N[eB#u-(0- .+?5.D,0?5D,&
0D+,G K'??(0/(H(='/6)E)+K5D6-'/ 6-+?5(/ 6-5N[eB#0D+,G '/. N[eB#u)+K.+?5.D,0?5D,&0D+,G !W#W# '/. ;!
-+,D?'H65D=,)6,D5)'))'6:i"g":*4$C"'#.$%&"'%$O&())#%()%( ='/ )+K5D98O+H?G+/6'/5+,?0)',=+&'&(=5FE
'HH5=6(/0'J,5+,?-,&+D.E/'&(=?4P5D,&=+/6'(/(/0N&())#%()%( .+K/BD50,)'65?6-55MGD5??(+/?+HN[eB#! D5=5G6+D?
'/. I7WW (/ 6D'F5=,)'D&5?-K+Dj =5))?&( 6&2."4$

!7+/ 8"5-%"6 [)',=+&'<.D,0 6-5D'GE' ND'.(6(+/') I-(/5?5 &5.(=(/5' ND'F5=,)'D &5?-K+Dj' I5))#
=,)6,D5.' ND'/?H+D&(/00D+K6- H'=6+DB#' C.-5?(+/ &+)5=,)5' X(=5# 7cC<!T' O&())#%()%(

!$'-15"(52," V'6(+/')V'6,D')P=(5/=5e+,/.'6(+/ +HI-(/')#:W"3W3;*' I-(/5?5O+?6.+=6+D')e+,/.'6(+/
)!":AXA;"2#:*' S,/'/ OD+L(/=(')V'6,D')P=(5/=5e+,/.'6(+/ ) !":ATT3"@; *' e,/. H+D8,6?6'/.(/0 +̂,6- +H
S,/'/ %.,='6(+/')75G'D6&5/6) :Wc:3; *' V'6(+/')Q5E Z'F+D'6+DE +HN'.(6(+/')I-(/5?5 X5.(=(/5 Q5E
e+,/.'6(+/' Q5EZ'F+D'6+DE+HS,/'/ ND'.(6(+/')I-(/5?5X5.(=(/5

$$青光眼是全球范围内的主要致盲眼病之一#青光
眼的视神经损害多源于房水引流障碍引起的病理性高

眼压对眼部组织的机械性压迫( 小梁网&P=-)5&&管
和房水静脉共同构成房水引流系统#邻管组织和
P=-)5&&管内壁是产生房水外流阻力的主要区域 -:. #

小梁网细胞外基质异常沉积引起的房水外流受阻是眼

压升高的主要原因
-!. ( 近年来研究发现#房水中多种

生长因子影响小梁网细胞的生长和代谢#其中转化生
长因子B#)6D'/?H+D&(/00D+K6- H'=6+DB##N[eB#*可促进
细胞外基质的堆积#增加房水流出阻力#导致眼压升
高( 黏附分子 I7WW 为一种细胞膜表面糖蛋白#主要

以体液中的可溶性蛋白)?+),F)5I7WW#?I7WW*和膜受
体 ! 种形式存在#?I7WW 蛋白由膜 I7WW 分子外功能

区脱落而成
-3. #也是导致房水排出受阻的主要分子#

因此 ?I7WW 蛋白分子和 N[eB#是参与房水动力学变
化的主要因子#并对小梁网细胞形态&数量和功能产生
影响( 青光安颗粒剂用于青光眼的治疗已取得了较好
疗效#我们的前期研究表明#青光安颗粒剂可改善眼部
微循环#提高视网膜&视神经组织的耐缺氧和抗损伤能
力

-W. #但其相关的作用机制尚不明确( 本研究拟探讨

青光安颗粒剂对青光眼模型小鼠房水动力学的影响及

作用机制(
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96材料与方法

9496材料
949496实验动物6;" 只 3 月龄和 !" 只 @ 月龄 POe
级雌性 7cC<!T小鼠由南京模式动物研究所提供#动
物实验设施和环境条件符合中国0实验动物环境及设
施1国家标准)[c:W@!AB!"":*及对普通动物实验设施
的有关标准#动物饲养管理和动物实验操作符合 0湖
南省实验动物管理条例1的要求(
9494:6主要试剂及仪器6胎牛血清 )美国 [F(=+公
司*'青霉素&链霉素&胰蛋白酶)美国 SE=)+/5公司*'
N[eB#)美国 P5))5=j I-5&(=')?公司*'XNN试剂)美国
P(0&'公司*'7XP8)德国 U565=公司*'鼠抗纤连蛋白
)H(FD+/5=6(/#eV* ) 22"W!B:B90*&鼠抗 I7WW ) :"3AAB:B
CO* ) 美 国 OD+65(/65=- 公 司 *' 鼠 抗 层 黏 连 蛋 白
))'&(/(/#ZV*)'F:332WA*&鼠抗神经元特异性烯醇化
酶 ) /5,D+/?G5=(H(=5/+)'?5# VP%* ) 'FA3"!A * ) 美 国
CF='& 公 司 *' 鼠 N[eB#! 受 体 ) N[eB#! D5=5G6+D#
N[ecf!*%Z9PC试剂盒)美国 Z(H5PG'/ c(+P=(5/=5?公
司#ZPBe#2A@B:*( XO:A" 压力传感器&7C:"" 放大器&
l9X:"" 数字模拟转换器模块 )美国 c(+G'=?E?65&?公
司*'I8!培养箱 )美国 I%ZZPNCf公司 *'超净工作
台&低速离心机)北京亚泰隆公司*'普通光学显微镜
)日本 V(j+/ 公司*'倒置相差荧光显微镜)&;:#日本
8)E&G,?公司*(
94:6方法
94:496实验动物分组及眼压相关指标的测定6根据
文献-A\2.报道#7cC<!T小鼠#3 月龄时眼部情况正
常#少数小鼠于 A 月龄时眼压升高#多数小鼠于 ; 月龄
时眼压升高#@ 月龄时小鼠眼压达到高峰#:: 月龄时眼
压开始下降#故本研究选取 :" 只 3 月龄 7cC<!T小鼠
作为对照组#采用计算机随机数字分配法将 !" 只 @ 月
龄 7cC<!T小鼠随机分为高眼压组和青光安组#每组
:" 只( 青光安组小鼠根据体表面积计算出相当于成
人复方青光安等效治疗量 )!gA 0<j0*并以灌胃法给
药#每天 ! 次#连续 :A .( 对照组和高眼压组小鼠每日
以等容量生理盐水灌胃( 采用经前房注入<抽吸法进
行眼压测量( 眼压测量系统包括压力传感器&放大器&
数字模拟转换器模块&3![针头及连接管道( 使用时
在传感器至三通管的管道内充满水#确保管道内无任
何气泡或杂质( 将 3![针头连接于三通管#三通管的
另外 ! 个开口分别连接充满平衡盐溶液) F')'/=5. ?')6
?+),6(+/#cPP*的输液袋和压力传感器( 各组小鼠用氯
胺酮):"" &0<j0*和噻拉嗪)@ &0<j0*腹腔内注射进行

麻醉#于解剖显微镜下固定四肢#暴露眼球#注意使颈
部保持未受压状态( 双眼先后测定#待测眼用 A" m)
生理盐水点眼以保持角膜湿润及前房穿刺野清晰( 将
3![针头尖端置于角膜表面水滴下#针尖斜面朝上#测
量系统调定至零点#将针尖端插入小鼠前房#读取眼
压数值( 以 3" ?作为 : 个记录单位#持续记录 ! &(/#
分别以 !gA m)<&(/ 和 Ag" m)<&(/ 的速率继续进行灌
注#灌注速度的更换以每一速度下的描记曲线达到
平台期为准( 根据 [+).&'// 公式计算房水流畅系
数)I*值#Ia%9<%98O#其中 %9为灌注速度变化值#
%98O为眼压变化值'房水流出阻力)f*值a: <I(
94:4:6小鼠含药血清的制备6取 3 月龄 7cC<!T小
鼠 2" 只#常规饲养 : 周后按照计算机随机数字分配法
分为高剂量青光安组&中剂量青光安组&低质量青光安
组和空白对照组#每组各 :A 只( 高&中&低剂量青光安
组小鼠分别用 !Ag""&:!gA" 和 2g!A 0<j0青光安颗粒
溶液灌胃#空白对照组用等容量生理盐水灌胃#给药后
; . 腹腔内注射麻醉小鼠后提取各组含青光安药物血
清和空白对照血清(
94:4;6小梁细胞的原代培养及鉴定6将 3 月龄的
7cC<!T小鼠颈椎脱臼法处死#取带小梁网的巩膜块
组织#将组织块剪碎后用胰蛋白酶消化#小梁网组织侧
贴附于 !A &)的塑料培养瓶底部#将培养瓶置于 3; n&
体积分数 AmI8!&@2m湿度&恒温培养箱中贴壁培养
!" kW" &(/#加入含体积分数 :Am胎牛血清&: &)青霉
素\链霉素溶液的 7X%X培养基至刚好浸没组织块#
放回 I8!培养箱内进行培养#平均 3 . 更换培养液 :
次#每日在显微镜下观测细胞生长状况并记录#约 ! 周
后当细胞达到 #Am融合时用胰蛋白酶消化并传代培
养( 采用免疫组织化学染色法进行细胞鉴定( 取出培
养的细胞爬片#OcP 清洗 ! k3 次#用质量分数 Wm多
聚甲醛固定 3" &(/'OcP 冲洗 3 次#每次 A &(/'加入体
积分数 3mS!8!#室温孵育 :" &(/( OcP 冲洗 3 次#每
次 3 &(/'3; n孵育 ! - 或 W n孵育过夜( OcP 冲洗 3
次#每次 A &(/'滴加 A" k:"" m)SfO标记抗兔<鼠 90[
二抗#3; n孵育 3" &(/#OcP 冲洗 3 次#每次 A &(/'滴
加 7Cc工作液 A" k:"" m)#室温孵育 : kA &(/#光学
显微镜下控制反应时间#蒸馏水洗涤'苏木素复染 A k
:" &(/#蒸馏水冲洗#OcP 返蓝'梯度乙醇脱水各 A &(/#
然后取出置于二甲苯中每次 :" &(/#共 ! 次#中性树胶
封片#光学显微镜下观察计算机采集图像'采用 9&'05B
OD+BO),?图像分析软件进行图像处理#观察细胞中
eV&ZV和 VP%的表达#以细胞质中出现黄色或棕黄色
染色为目标因子表达阳性(
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94:4F6XXN比色法检测不同质量浓度 N[eB#处理组
细胞活力$将细胞接种至 @2 孔板#细胞同步化后在饱
和湿度环境中饥饿培养 !W -#培养液换成 N[eB#终质
量浓度为 "&A&:"&!"&A" 和 :"" /0<&)的 7X%X<e:!
培养基#每孔 :"" m)#调零孔用不含细胞的等体积
7X%X<e:! 培养液( 细胞培养后 !W -#每孔加入
A &0<&)XNN溶液 :" m)#于 3; n&AmI8!&饱和湿度
培养箱中培养 W -#取出 @2 孔培养板#吸取旧的培养基
及 XNN溶液#每孔加入 :A" m)7XP8溶剂#室温下缓
慢摇晃溶解 :" &(/#用酶标仪测定波长 W@" /&处吸光
度)Q* 值#并计算细胞的活力值#细胞活力 )m* a
-Q加药\Q空白 . <-Q未加药\Q空白 .r:""m(
94:4H6%Z9PC法检测不同质量浓度含药血清和 N[eB
#共培养后小梁网细胞上清液中 N[eB#! 质量浓度$
将细胞接种至 @2 孔板并分为空白对照组&N[eB#组及
N[eB#u低&中&高剂量含药血清组( N[eB#组细胞中
添加 !" /0<&)并继续培养 !W&W#&;! -'N[eB#u低&中&
高剂量含药血清组分别添加等剂量 N[eB#和含 2g!A&
:!gA" 和 !Ag"" 0<j0青光安药物血清各 :"" m)#继续
培养 !W&W# 和 ;! -#采用鼠 N[ecf! %Z9PC试剂盒测
定细胞上清液中 N[eB#! 受体质量浓度#测定范围为
;# kA """ G0<&)( 用酶标仪测定波长为 WA" /&的 Q
值#计算样本质量浓度(
94:4U6b5?65D/ F)+6法检测不同质量浓度含药血清组
小梁细胞中 I7WW 蛋白的表达$按照 :4!4A 的方法培
养细胞 !W&W# 和 ;! -#按说明书的步骤制备样品#检测
蛋白浓度#蛋白上样量为 A" m0#经电泳&OU7e转膜&
封闭&一抗 W n过夜孵育&二抗室温孵育 : -&%IZ显
色<曝光#将曝光后的底片扫描#并用 _,'/6(6E8/5专
业灰度分析软件进行灰度值分析#以 [CO7S为参照#
I7WW 蛋白的相对表达量aI7WW 蛋白灰度值<[CO7S
蛋白灰度值(
94;6统计学方法

采用 POPP :@4" 和 [D'G-O'. OD(?&2 进行统计分
析( 本研究中定量检测指标的数据经证实呈正态分
布#经 Z5L5/5方差齐性检验证实方差齐( 采用随机分
组单因素干预多水平研究设计#对照组&高眼压组和青
光安组小鼠不同灌注速度下眼压值总体差异比较采用

重复测量两因素方差分析'3 个组间小鼠 I值和 f值
总体差异比较#不同质量浓度 N[eB#处理组小梁网细
胞活力值的总体差异比较均采用单因素方差分析'空
白对照组&N[eB#组&N[eB#u低剂量含药血清组&N[eB
#u中剂量含药血清组和 N[eB#u高剂量含药血清组药
物作用细胞后不同时间点小鼠细胞上清液中 N[eB#!

受体质量浓度及小梁网细胞中 I7WW 蛋白相对表达量
的总体差异比较均采用两因素方差分析#多重比较均
采用 N,j5E检验( :i"g"A 为差异有统计学意义(

:6结果

:496各组小鼠不同灌注速率下眼压值&I值数以及 f
值比较$对照组&高眼压组和青光安组小鼠在不同灌
注速率下眼压值的总体比较差异均有统计学意义

)D分组 a2:g@#"# :i"g""" :' D灌注速率 a@::g2""# :i
"g""" :'D交互作用 a!"g!;@#:i"g""" :*#!gA m)<&(/ 和
Ag" m)<&(/ 灌注速率下高眼压组小鼠眼压值明显高于
青光安组和对照组#差异均有统计学意义 )均 :i
"g":*)表 :*( 各组小鼠 I值和 f值总体比较差异均
有统计学意义 )Da;g"W##:a"g""!'Da;g@W##:a
"g":2*#其中高眼压组小鼠 I值明显低于青光安组#f
值明显高于青光安组#差异均有统计学意义 )均 :i
"g":*)表 !*(

表 96各组不同灌注速率下眼压值比较)!D"#,,V(*

组别 眼数
不同灌注速率下眼压值

!gA m)<&(/ Ag" m)<&(/

对照组 !" @g:;h"g##' :"g2Ah:g";'

高眼压组 !" !:g"3h:gW2$ !3g22h:g!3

青光安组 !" :3g3Ah:g::'$ :Wg@Ah:g@3'

$注"D分组 a2:g@#"#:i"g""" :'D灌注速率 a@::g2""#:i"g""" :'D交互作用 a

!"g!;@#:i"g""" :4与各自高眼压组比较#':i"g":)两因素方差分析#

N,j5E检验*$: &&S0a"g:33 jO'

表 :6各组 C值和 B值比较)!D"*

组别 眼数 I值 f值

对照组 !" !g;;h!g:2 "gA:h"g!;

高眼压组 !" :g"#h"g32 :g"Ah"gW;

青光安组 !" !g3Ah:g3W' "g2Wh"gAA'

D值 ;g"W# ;g@W#
:值 "g""! "g":2

$注"与高眼压组比较#':i"g": )单因素方差分析#N,j5E检验 * $

I值"房水流畅系数值'f值"房水流出阻力值

:4:6原代培养的小鼠小梁网细胞形态及标志物表达
组织块接种后#细胞以组织块为放射状中心向外

生长#在培养后 ; k:" . 聚集成紧密连接的单层细胞
层#细胞边缘紧密相连( 细胞传至 3 kA 代后#形态基
本稳定#细胞形态呈宽大扁平#细胞质透亮#胞突较粗(
小梁细胞 eV染色阳性#细胞质呈砂砾状红色染色#部
分相互连接呈网状)图 :C*'ZV阳性#细胞质呈砂砾
状棕红色染色)图 :c*'VP%阳性#细胞质呈砂砾状棕
红色染色)图 :I*'阴性对照片不着色)图 :7*(
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图 96免疫组织化学染色法观察 !3&S3及 3WP的表达及定位
)7CcrW""#标尺a:"" m&*$C"培养的细胞中 eV表达阳性#为细
胞质中棕黄色染色$c"培养的细胞中 ZV表达阳性#为细胞质中棕
黄色染色$I"培养的细胞中 VP%表达阳性#为细胞质中棕黄色染色
7"阴性对照片
$

:4;6不同质量浓度 N[eB#处理组细胞活力的变化
"&A&:"&!"&A" 和 :"" /0<&)N[eB#处理后细胞活

力值分别为 :g::: h"g"A!& "g@"@ h"g"23& "g@!W h
"g";A&"g@"3h"g"AA&"g@W;h"g";: 和 "g@A3h"g"2@#
小梁网细胞活性随着 N[eB#质量浓度的增加而上升#
组间总体比较差异有统计学意义 )DaWg3:##:a
"g":#*#其中 A&:" 和 !" /0<&)N[eB#处理后细胞活
力值明显低于 " /0<&)N[eB#处理后#差异均有统计
学意义)均 :i"g"A*)图 !*(

小
梁
网
细
胞
活
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A）
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a a a
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图 : 6不同质量浓度 RK!G）
处理后小梁网细胞活性比较

D a Wg3:## : a "g":## 与
" /0<&)N[eB#作用组比较#
':i"g"A )单因素方差分析#
N,j5E检验#(a3*$N[e"转化
生长因子

$

:4F6不同剂量含药血清组小鼠小梁网细胞中 N[eB#!

受体质量浓度改变

采用 %Z9PC法检测出各组细胞 Q值#根据标准曲
线求出实验曲线 Xa'uFMu=M!u.M3( 空白对照组&N[eB

#组及 N[eB#u低剂量含药血清组&N[eB#u中剂量含
药血清组和 N[eB#u高剂量含药血清组的细胞上清液
中 N[eB#! 受体质量浓度随着青光安剂量的增大而下

降#且随着药物作用时间的延长而减小#总体比较差异
均有统计学意义 ) D分组 a;AgA@# :i"g":' D时间 a
3;2g;"#:i"g":*#其中 N[eB#组&N[eB#u低剂量含药
血清组&N[eB#u中剂量含药血清组和 N[eB#u高剂量

含药血清组药物作用后 !W&W# 和 ;! - 细胞上清液中
N[eB#质量浓度均低于空白对照组#N[eB#u高剂量含
药血清组药物作用后 !W&W# 和 ;! - 细胞上清液中
N[eB#质量浓度均明显低于 N[eB#u低剂量含药血清
组和N[eB#u中剂量含药血清组#差异均有统计学意义
)均 :i"g"A*)表 3*(

表 ;6各组药物作用后不同时间细胞上清液中
RK!G）:受体质量浓度比较)!D"#'(E,.*

组别 样本量
药物作用后不同时间 N[eB#!受体质量浓度

!W - W# - ;! -

空白对照组 3 "gA#2h"g""A "g2";h"g""2 "gA#@h"g""W
N[eB#组 3 :g"@:h"g":@' :g:3;h"g":3' :g"!Wh"g":2'

N[eB#u低剂量含药血清组 3 :g""3h"g""2' "g@;#h"g""3' "g@!;h"g""3'

N[eB#u中剂量含药血清组 3 "g@!2h"g""3' "g#"3h"g"";' "g;;:h"g""!'

N[eB#u高剂量含药血清组 3 "g#2:h"g""!'F= "g;:@h"g""WF= "g2W@h"g""#F=

$注"D分组 a;AgA@#:i"g":'D时间 a3;2g;"#:i"g":4与各自空白对照组

比较#':i"g"A'与各自 N[eB#组比较#F :i"g"A'与各自低剂量含药血

清组比较#=:i"g"A)两因素方差分析#N,j5E检验*$N[e"转化生长因子

:4H6不同剂量含药血清组小梁网细胞中 I7WW 蛋白
相对表达量变化

CD44（24h）

GAPDH（24h）

CD44（48h）

GAPDH（48h）

CD44（72h）

GAPDH（24h）

1 2 3 4 5

图 ;6各组不同时间点 CXFF 蛋白表达电泳图$:"空白对照组'!"
N[eB#组'3"N[eB#u低剂量含药血清组'W"N[eB#u中剂量含药血清
组'A"N[eB#! u高剂量含药血清组$N[e"转化生长因子

空白对照组&N[eB#组&N[eB#u低剂量含药血清
组&N[eB#u中剂量含药血清组和 N[eB#u高剂量含药
血清组细胞中 I7WW 表达条带随着药物剂量的增加和
作用时间的延长而变化#正常对照组细胞中 I7WW 蛋
白表达条带微弱#N[eB#组细胞中 I7WW 蛋白表达条
带最强#细胞中 I7WW 蛋白表达条带逐渐减弱)图 3*(
各组药物作用后不同时间细胞中 I7WW 蛋白相对表达
量的总体比较差异均有统计学意义)D分组 a!"g!W#:i
"g":'D时间 a!#g#2#:i"g":*#其中 N[eB#组&N[eB#u
低剂量含药血清组和 N[eB#u中剂量含药血清组细胞
中 I7WW 蛋白相对表达量均明显高于空白对照组#
N[eB#u高剂量含药血清组细胞中 I7WW 蛋白相对表
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达量均明显低于 N[eB#组和 N[eB#u低剂量含药血清
组#差异均有统计学意义)均 :i"g"A*)表 W*(

表 F6各组不同时间细胞中 CXFF 蛋白相对表达量比较)!D"*

组别 样本量
不同时间点 I7WW 的相对表达量

!W - W# - ;! -

空白对照组 3 "g!#h"g"W "g3"h"g"W "g!;h"g"!
N[eB#组 3 "g@3h"g"3' "g;;h"g"W' "g@;h"g"3'

N[eB#u低剂量含药血清组 3 "g;2h"g"3' "g;!h"g"!' "gA2h"g"W'

N[eB#u中剂量含药血清组 3 "g2!h"g"3' "gA!h"g"!' "gW;h"g"!'

N[eB#u高剂量含药血清组 3 "g3!h"g":F= "g33h"g":F= "g!Ah"g"!F=

$注"D分组 a!"g!W#:i"g":'D时间 a!#g#2#:i"g":4与各自空白对照组

比较#':i"g"A'与各自 N[eB#组比较#F:i"g"A'与各自 N[eB#u低剂量

含药血清组比较#=:i"g"A)两因素方差分析#N,j5E检验*$N[e"转化

生长因子

;6讨论

7cC<!T小鼠为一种遗传性青光眼动物模型#多
于 ; k@ 月龄时出现眼压升高#7cC<!T小鼠青光眼缓
慢进展#与急性高眼压模型相比能更好地模拟青光眼
的发病特点

-2. ( 本研究中对不同月龄的 7cC<!T小鼠
进行眼压测量#结果显示 2 月龄小鼠开始出现轻微的
眼压升高# @ 月龄时眼压显著升高#与杨帆等 -;.

和

8>(/+等 -#.
的实验结果相符( 本研究使用前房微管技

术及灌注装置评估青光安颗粒干预前后小鼠房水的动

力学改变
-@. #这是目前测量小鼠眼压最为准确的方

法#但其操作过程较其他非侵入性的眼压测量方法复
杂#整个测量系统的管道保持畅通是确保测量成功的
保障( 因此熟练的操作技巧是避免眼部并发症&提高
测量成功率的关键( 本课题组从传统医学角度出发#
认为慢性高眼压的发病机制为血脉淤滞&玄府闭塞和
神水瘀积#并基于气虚血瘀水停的机制提出了益气活
血利水的治疗方法

-:". #青光安颗粒中黄芪补气利水#
白术&茯苓&车前子益气利水明目#地龙&赤芍&红花活
血化瘀#配伍后可发挥益气活血利水的作用( 7cC<!T
小鼠眼压升高的病理机制与人类色素性青光眼的病理

机制比较接近#即沉积于房角区域的色素细胞可导致
小梁网房水流出受阻#眼压升高( 本研究中以 @ 月龄
小鼠作为高眼压模型#在不同的灌注压力下经前房穿
刺直接测得眼压及房水流畅系数和房水流出阻力#发
现高眼压小鼠服用青光安颗粒剂后眼压较高眼压组降

低#房水流畅系数明显增大#房水流出阻力降低#提示青
光安颗粒剂能影响房水动力学而达到降低眼压的作用(

I7WW 和 N[eB#!可对细胞黏附等生物学行为发挥

调节作用并参与细胞多种信号转导途径#其表达的异

常可引起小梁网细胞的形态&数量和功能变化#增加房
水流出通道的阻力

-::. ( 本研究选用可影响小梁网细
胞增生的最大质量浓度)!" /0<&)*N[eB#刺激#结果
表明随着青光安含药血清质量浓度的增加#小梁网细
胞上清液中N[eB#!受体和细胞中I7WW 均呈现降低趋
势#提示青光安改善房水流出效率和有效控制眼压的
作用可能是通过小梁网途径实现的#关于青光安能减
少 N[eB#导致的细胞外基质在小梁网的堆积从而降
低房水流出阻力的推测有待组织学研究进一步证实(
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