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!!$摘要%!背景!研究证实莱菔硫烷+ ]jW,可以激活多条通路#促进机体内抗氧化蛋白的表达& 硫氧还
蛋白+MH-,是维持细胞内氧化还原稳态的重要抗氧化蛋白之一&!目的!研究 ]jW对体外培养的牛眼小梁细
胞内 MH-表达的影响及其机制&!方法!体外培养牛眼小梁细胞并进行形态学观察#取第 2 代培养的牛眼小
梁细胞#分别加入终浓度为 #'"#'<# 和 2# !&5):_]jW培养 2# &(,#应用实时荧光定量 aT̀ 技术检测细胞内

MH-&̀ WA的表达& 将细胞按照随机抽样的方法分为 1 个组#即空白对照组'_b</>##< 组's#"<1 组']jW组'
_b</>##<p]jW组和 s#"<1p]jW组& 采用 OD*EDH, C)5E法检测各组细胞中 WHG< 蛋白和 MH-蛋白的相对表达
量&!结果!体外成功培养牛眼小梁细胞& 不同浓度 ]jW干预下#细胞 MH-&̀ WA相对表达量总体比较差异
有统计学意义+YqSS?#/##Om#?#",& _b</>##<p]jW组's#"<1p]jW组和 ]jW组细胞中 MH-蛋白和 WHG< 蛋
白相对表达量显著高于空白对照组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",& _b</>##<p]jW组和 s#"<1p]jW组
细胞中 MH-蛋白和 WHG< 蛋白相对表达量显著高于 ]jW组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",&!结论!]jW

可通过磷脂酰肌醇=2 激酶+a82k, :蛋白激酶 P+AJE,通路与丝裂原活化蛋白激酶 +dAak, :细胞外调节蛋
白激酶 " :<+ %̀ k":<,通路活化 WHG<#促进小梁细胞 MH-&̀ WA及其蛋白的合成#保护细胞抵抗氧化应激
损伤&!

$关键词%!莱菔硫烷( 硫氧还蛋白( 磷脂酰肌醇=2 激酶( 丝裂原活化蛋白激酶( WHG<( 小梁细胞
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s#"<1 .H5+B#]jW.H5+B#_b</>##<p]jW.H5+B ',@ s#"<1p]jW.H5+B3MFDD-BHD**(5,*5GWHG< BH5ED(, ',@ MH-
BH5ED(, (, D'4F .H5+B KDHD&D'*+HD@ CIOD*EDH, C)5E3!;)#%.*#!MFDPMdT*K'**+44D**G+))I4+)E+HD@ )# D)18*3MFD
D-BHD**(5,*5GMH- &̀ WA KDHD*(.,(G(4',E)I @(GGDHD,E'&5,.EFD @(GGDHD,E45,4D,EH'E(5,**5G]jW EHD'E&D,E
+YqSS?#/##Om#?#",3MFDD-BHD**(5,*5GMH-BH5ED(, ',@ WHG< BH5ED(, (, EFD_b</>##<p]jW.H5+B#s#"<1p]jW
.H5+B ',@ ]jW .H5+B KDHD*(.,(G(4',E)IF(.FDHEF', EF5*D(, EFD,5H&')45,EH5).H5+B + '))'EOm#?#" ,3MFD
D-BHD**(5,*5GMH-BH5ED(, ',@ WHG< BH5ED(, (, EFD_b</>##<p]jW.H5+B ',@ s#"<1p]jW.H5+B KDHD*(.,(G(4',E)I
F(.FDHEF', EF5*D(, EFD]jW.H5+B +'))'EOm#?#",3!?&'$.%#"&'#!]jW4', '4E(L'EDWHG< CIBF5*BF'E(@I)(,5*(E5)=
2=J(,'*D+a82k, :BH5ED(, J(,'*DP +AJE, ',@ &(E5.D,='4E(L'ED@ BH5ED(, J(,'*D+dAak, :D-EH'4D))+)'HHD.+)'ED@
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BH5ED(, J(,'*D*":< +%̀ k":<, *(.,')(,.B'EFK'I*#KF(4F 4', (,4HD'*DEFDD-BHD**(5, )DLD)5GMH-(, PMdT*4+)E+HD@
)# D)18*3!

!4)5 6&1,#"3]+)G5H'BF',D( MF(5HD@5-(,( aF5*BF5E(@I)(,5*(E5)=2=J(,'*D( d(E5.D,='4E(L'ED@ BH5ED(, J(,'*D(
WHG<( MH'CD4+)'H&D*FK5HJ 4D))

J%',/1&E1+<" ]F',@5,.aH5L(,4(')]4(D,4D',@ MD4F,5)5.I6DLD)5B&D,Ea)', a5)(4Ie+(@',4DT)'**
+<#"<b6"S""9,

!!原 发 性 开 角 型 青 光 眼 + BH(&'HI 5BD, ',.)D
.)'+45&'#a7Ae,是眼科常见的致盲疾病& 近年的研
究表明#氧化应激是小梁网损伤'眼压升高继而致盲的
重要因素之一

)"* & 硫氧还蛋白+EF(5HD@5-(,#MH-,是一
种由 WHG< 介导的抗氧化蛋白#对维持细胞内氧化还原
稳态起着重要作用

)<Y2* #但 WHG< 转录因子和 MH-是否
能够通过抗氧化应激作用对 a7Ae进行预防和治疗及
其机 制 尚 不 清 楚& 近 期 研 究 表 明# 莱 菔 硫 烷
+*+)G5H'BF',D#]jW,可以在生物体中发挥抗炎以及抗
氧化应激损伤的作用以维持内环境稳态& 作为一种多
功能的诱导物#]jW可通过激活 WHG<:À %介导的多
条促抗氧化蛋白表达的通路#发挥其维持机体细胞的
氧化还原稳态'抗氧化应激损伤的功能& 本研究中观
察 ]jW对体外培养牛眼小梁细胞 MH-表达的影响及其
作用机制&

73材料与方法

7373材料
737373材料来源3收集屠宰场新鲜摘取的 >S 月龄以
下的公牛眼球#置于 > X含庆大霉素的生理盐水中保
存并迅速运回实验室&
73738 3 主 要 试 剂 及 仪 器 3 ]jW+美 国 T'I&',
TFD&(4')公司,(6d%d高糖培养基'胎牛血清'胰蛋
白酶+美国 Î4)5,D公司,(%6MA+美国 ](.&'公司,(
庆大霉素'青链霉素双抗 +济南山东鲁抗医药股份有
限公司,(逆转录试剂盒'实时荧光定量 aT̀ 试剂盒

+日本 M'k'̀'公司,(细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提
试剂盒'PTA蛋白浓度测定试剂盒+上海碧云天生物
技术公司 ,(兔抗人 WHG< 单克隆抗体 +抗体编号"
"<9<",'兔抗人 MH-单克隆抗体+抗体编号"<></,'鼠
抗兔 8.e+抗体编号"2199 ,'_b</>##<'s#"<1 +美国
TD))](.,')(,.MD4F,5)5.I公司,& 体式显微镜'倒置显
微镜+日本 7)I&B+*公司,(激光扫描共焦显微镜+德
国 _%8TA公司,&
7383方法
738373牛眼小梁细胞的体外培养及鉴定3参照本实
验室既往实验方法培养牛眼小梁细胞

)>* & 剪去眼球
周围组织#将新鲜眼球浸泡于体积分数 1#Q乙醇中

2 R$ &(,#待角变为苍白色时取出& 在超净工作台上
沿角巩膜缘外 $ &&处剪开眼球#剔除晶状体和玻璃
体#暴露眼杯内侧巩膜& 在体式显微镜下小心撕去睫
状体和虹膜#使用显微镊沿巩膜突内侧夹取小梁网组
织#迅速移入均匀铺有 " &)胎牛血清的 "# 4&培养皿
中#置于 29 X'体积分数 $Q T7<'饱和湿度的培养箱
内#静置 #?$ R" F& 待组织块贴壁后向培养皿中缓慢
滴加含体积分数 <#Q胎牛血清的 6d%d高糖培养基
"# &)#然后再次置于恒温培养箱内#培养至 > @ 半量换
液#倒置显微镜下观察细胞生长情况和细胞形态变化&
培养至 "# @ 时用含 #?< .:_%6MA的 <?$ .:_胰蛋白
酶对细胞进行消化及传代& 待细胞传至第 2 代时于激
光扫描共焦显微镜下行细胞形态学鉴定&
738383不同浓度 ]jW对培养细胞的干预!将 ]jW溶
解至无水乙醇中#使质量浓度为 $ &.:&)(使用高糖
6d%d培养基将 ]jW稀释至 "# !&5):_#制成工作液&
取传至第 2 代生长良好的牛眼小梁细胞#随机抽样法
将细胞分为 > 个组#弃去原有的培养基#aP] 冲洗
< 次#每组加入 < &)含有 <#Q胎牛血清的高糖 6d%d
培养基& 于细胞培养瓶内加入稀释后的 ]jW溶液#终
浓度分别为 #'"#'<# 和 2# !&5):_#置于 29 X'$QT7<'饱
和湿度的恒温培养箱内继续培养 1 F&
738393实时荧光定量 aT̀ 法检测各组细胞 MH-的表
达!收集不同浓度 ]jW干预后培养的细胞#提取细胞
内总 &̀ WA#使用逆转录试剂盒逆转录为 46WA& MH-
特异性引物由上海生工生物技术有限公司合成#MH-
上游引物序列为 $ 1=AAeeeATAeAAeeMeeeMeA=
2 1# 下游引物序列 为 $ 1=AAMeeTMeeMTAMeMTMM
TAe=21#产物大小为 1S" CB& $='4E(, 上游引物序列为
$1=TTMTeTTMMMeTTeAMTT=21#下游引物序列为 $1=
eeAMTMMTAMeAeeMAeMTAeMT=2 1# 产 物 大 小 为
11" CB&选用 "#?# !)反应体系#取 "?# !)46WA#上下
游引物各 #?$ !)#6WA聚合酶 + MAkÀ A %-M'c ,
$?$ !)&反应条件"/$ X预变性 2# *(/$ X变性 $ *#
1# X退火及延伸 2# *#循环 ># 次& 以 $='4E(, 为内参
照#采用 <Y%%TE

值计算 MH-&̀ WA的相对表达量&
7383: 3实验分组3将 "?$ &.磷脂酰肌醇=2 激酶
+ BF5*BF5E(@I)(,5*(E5)=2=J(,'*D# a82k, :蛋 白 激 酶 P
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+BH5ED(, J(,'*DP#AJE,通路抑制剂 _b</>##< 溶解于
>SS !)6d]7中#$ &.丝裂原活化蛋白激酶+&(E5.D,=
'4E(L'ED@ BH5ED(, J(,'*D#dAak, :细胞外调节蛋白激酶
":<+D-EH'4D))+)'HHD.+)'ED@ BH5ED(, J(,'*D*":<#%̀ k":<,
通路抑制剂 s#"<1 溶解于 "?2" &)6d]7中制成工作
液& 将第 2 代生长良好的牛眼小梁细胞均衡分为空白
对照组' ]jW组'_b</>##< 组's#"<1 组'_b</>##< p
]jW组和 s#"<1p]jW组& 倾去细胞原有培养基#使用
aP] 冲洗 < 遍(空白对照组加入 < &)含 <#Q胎牛血清
的高糖6d%d#_b</>##< 组和s#"<1 组分别于正常培
养的细胞培养液中加入相应药物#使其终浓度均为
"# !&5):_(_b</>##<p]jW组和 s#"<1p]jW组分别于
细胞培养液中加入 _b</>##< 和 s#"<1 后#再加入
]jW工作液#使 ]jW终浓度为 <# !&5):_#继续培养
1 F(]jW组在细胞培养液中仅加入 ]jW工作液#使其
终浓度为 <# !&5):_&
7383Q3OD*EDH, C)5E法检测各组细胞中 MH-和转录因
子 WHG< 蛋白的表达!用 aP] 冲洗各组细胞#沥净液体
后用细胞刮将细胞分别收集于标记好的 1 个组 %a管
中& 按照细胞核蛋白及细胞质蛋白抽提试剂盒说明书
的要求分别提取细胞质蛋白和细胞核蛋白#PTA法测
定蛋白浓度& 分别取各组蛋白 ># &.#]6]=aAe%凝胶
电泳+电压 "## V#时间 "?$ R< F,& 将蛋白转印至
aV6j膜#<## &A恒流转膜 <?$ F& MP]M洗膜 2 次#每
次 $ &(,(质量分数 $Q脱脂奶粉封闭 "?$ F& 用 $Q脱
脂奶粉稀释一抗 +" [" ###,#将膜完全浸入一抗内#
> X孵育过夜& MP]M洗膜 2 次#每次 "# &(,& MP]M稀
释二抗+" ["# ###,#与膜共同置于培养皿中#室温震荡
孵育 "?$ F& 显色#f射线胶片上曝光#显影并定影&
扫描胶片结果#行灰度值分析& 以 $='4E(, 为内参#计
算各目的蛋白的相对表达量&
7393统计学方法

采用 ]a]] <#3# 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 ]F'B(H5=O()J 检验呈正态
分布#以 Hl0表示& 采用均衡分组多水平实验设计#不
同浓度 ]jW干预后细胞中 MH-&̀ WA相对表达量的总
体差异比较及各组细胞中MH-蛋白和WHG< 蛋白相对表
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 _]6=1检验& Om#?#$ 为差异有统计学
意义&

83结果

8373体外培养牛眼小梁细胞的形态学鉴定
激光扫描共焦显微镜下显示#原代培养 S R"# @

的牛眼小梁细胞自组织块向外爬出#其细胞形态多样#
可呈梭形'圆形及多边形& 细胞以组织块为中心单层
贴壁生长#内密外疏+图 ",& 第 2 代牛眼小梁细胞形
态趋于稳定#细胞质内有较多黑色颗粒#可见细胞分
支#符合牛眼小梁细胞形态学特点+图 <,&

21
图 73原代培养的牛眼小梁细胞形态+Z<##,!细胞单层贴壁生长#
呈梭形'圆形及多边形!图 83第 9 代牛眼小梁细胞的形态+Z<##,
细胞质内黑色颗粒增多#可见细胞分支

8383不同浓度 ]jW干预后细胞中 MH-&̀ WA的表达
变化

#'"#' <# 和 2# !&5):_]jW干预后细胞中 MH-
&̀ WA的相对表达量明显不同#以 <# !&5):_]jW组
表达量最高#各浓度 ]jW组间细胞中 MH-&̀ WA相对
表达量的总体比较差异有统计学意义 +YqSS?#/##
Om#?#",#其中 "#'<# 和 2# !&5):_]jW组细胞中 MH-
&̀ WA的相对表达量均明显高于 # !&5):_]jW组#
2# !&5):_]jW组细胞中 MH-&̀ WA相对表达量明显
低于 <# !&5):_]jW组#差异均有统计学意义 +均
Om#?#",+表 ",&

表 73不同浓度 >JK干预后细胞中
M1A <;K2相对表达量比较+&L',

]jW浓度+!&5):_, 样本量 MH-&̀ WA相对表达量

# 1 "?##
"# 1 2?9>l#?2$'

<# 1 >?9#l#?>>'C

2# 1 <?>>l#?<#'C4

Y SS?#/#
O m#?#"

!注"与 # !&5):_]jW组比较# 'Om#?#"(与 "# !&5):_]jW比较#
COm#?#"(与 <# !&5):_]jW比较#4Om#?#" +单因素方差分析#_]6=1检

验,!]jW"莱菔硫烷(MH-"硫氧还蛋白

8393各组细胞中 MH-蛋白和 WHG< 蛋白相对表达量变化
各组细胞中MH-蛋白和WHG< 蛋白相对表达量总体

比较#差异均有统计学意义 +Yq"S>?"<<'91?#1$#均
Om#?#",#其中 _b</>##< p]jW组's#"<1 p]jW组和
]jW组细胞中 MH-蛋白和 WHG< 蛋白相对表达量均明显
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高于空白对照组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",#
_b</>##<p]jW组和 s#"<1p]jW组细胞中 MH-蛋白和
WHG< 蛋白相对表达量明显高于 ]jW组#差异均有统计
学意义+均 Om#?#",+图 2#>#表 <,&

β�actin

Trx

1 2 3 4 5 6

43000

12000

图 930)#*)1'-.&*法检测各组细胞中 M1A 的相对表达!""s#"<1
组!<"s#"<1 p]jW组 ! 2" ]jW组 ! >" _b</>##< p]jW组 ! $"
_b</>##< 组!1"空白对照组!MH-"硫氧还蛋白

β�actin

Nrf2

1 2 3 4 5 6

43000

100000

图 :30)#*)1'-.&*法检测各组细胞中 K1(8 蛋白的表达!""]jW组
<"s#"<1p]jW组!2"_b</>##<p]jW组!>"s#"<1 组!$"_b</>##<
组!1"空白对照组

表 83各组细胞中 M1A 蛋白及 K1(8 蛋白相对表达量的比较+&L',

组别 样本量 MH-蛋白相对表达量 WHG< 蛋白相对表达量

空白对照组 2 #?$1Sl#?#>" #?><#l#?#2/
]jW组 2 "?>9#l#?#/>' #?S#2l#?#2$'

_b</>##< 组 2 #?$19l#?#"1 #?2S9l#?#<#
s#"<1 组 2 #?$>9l#?#2$ #?29/l#?#"/
_b</>##<p]jW组 2 #?SS>l#?#"$'C #?$<1l#?#21'C

s#"<1p]jW组 2 #?S>1l#?#""'C #?$<Sl#?#2>'C

Y "S>?"<< 91?#1$
O m#?#" m#?#"

!注"与空白对照组比较#'Om#?#"0与 ]jW组比较#COm#?#"+单因素方

差分析#_]6=1检验,!MH-"硫氧还蛋白0]jW"莱菔硫烷

93讨论

青光眼是一种常见的致盲眼病#其对视功能造成
的损害是不可逆的& a7Ae的病因和发病机制并不清
楚#有研究认为小梁网结构的异常或损伤可使网眼变
小#导致房水流出受阻#进而造成眼压升高是引发
a7Ae的重要原因 )$* & 小梁细胞功能失调所导致的活
性氧簇+HD'4E(LD5-I.D, *BD4(D*# 7̀],的大量产生可能
是导致 a7Ae患者小梁组织功能低下的重要因素 )1* &

氧化应激反应使机体产生大量的 7̀]#而抗氧化蛋白
可以清除过多的 7̀]#保护细胞与组织免受氧化应激
反应损伤& 作为一种抗氧化因子#MH-与氧化应激有
关疾病#如糖尿病'心血管疾病'肺部损伤等的发生和

发展密切相关
)9Y/* & 另有研究认为#糖尿病可诱导小

梁细胞产生大量 7̀]#引起氧化应激反应#是引起
a7Ae发生和发展的原因之一 )"#Y""* & 因此#推测促进
抗氧化蛋白表达的药物可保护小梁细胞免受氧化应激

损伤#从而起到降低眼压#保护视功能的作用&
小梁细胞抗氧化应激主要有 2 条通路"a82k:AJE

通路'dAak:%̀ k":< 通路和 B2S:dAak通路 )"<* & 有
研究发现#a82k通路和 dAak通路可通过 WHG<=kD'B"
解耦联而活化 WHG<#活化的 WHG< 转移至细胞核内作为
转录因子与抗氧化反应元件 + ',E(5-(@',EHD*B5,*D
D)D&D,E#À %,发生作用 )"2* #进而调控 À %依赖的一
系列抗氧化基因的转录

)">Y"$* & M',(E5等 )"1*
发现#给予

小鼠外源性的 ]jW能够诱导视网膜色素上皮层与神
经细胞层 MH-的合成#并且证实了此过程中有 À %的
参与& 本研究中发现#a82k:AJE通路和 dAak:%̀ k":<
通路均参与 ]jW上调牛眼小梁细胞核内游离 WHG< 水
平及细胞中 MH-表达的过程#由此推测#a82k:AJE通
路与 dAak:%̀ k":< 通路的激活均可通过活化 WHG<
促进小梁细胞内 MH-的表达#认为 WHG< 是小梁细胞抗
氧化应激损伤的重要调控因子& WHG< 还可诱导一系列
的'相解毒酶及其他抗氧化蛋白的表达#增强细胞清
除 7̀] 的能力#保护细胞免受氧化应激反应损伤& 进
一步研究 a82k:AJE通路与 dAak:%̀ k":< 通路及其
转录因子 WHG< 在药物干预下对抗氧化基因表达的影
响对阐明 a7Ae的发病机制及其临床治疗具有重要
意义&
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2B2A1 3
图 73患者面部表现!患者左侧前额和上唇可见血管瘤+白箭,!图 83左眼眼前节照片
A"鼻侧球结膜血管迂曲扩张!P"颞侧球结膜可见黄白色肿物!图 93左眼彩色眼底照相
可见黄斑区类圆形橘黄色隆起#大小约为 > a6+白箭, #其上可见色素沉着

!

!!患者#女#>< 岁& <#"$ 年 / 月因左眼

视物不清 " 个月于沧州市中心医院就诊#

左侧颜面部可见血管瘤 +图 ",& 眼科检

查"视力右眼 "?##左眼 #?"#右眼前后节未

见异常#左眼鼻侧球结膜血管迂曲扩张#颞

侧球结膜表面可见肿物#突出于眼表 +图
<,#角膜透明#晶状体无明显混浊#玻璃体

检查未见明显异常#眼底检查可见黄斑区

类圆形橘黄色隆起#大小约为 > 个视盘直径+ B'B())'HI@('&DEDH#

a6,+图 2,& 颅脑 TM未见异常(荧光素眼底血管造影 +G+,@+*

G)+5HD*4D(, ',.(5.H'BFI#jjA,显示左眼静脉期黄斑区脉络膜高

低荧光相间#病灶下方可见点片状高荧光#晚期黄斑区及其下

方荧光素稍渗漏+图 >,(眼部 P型超声检查显示左眼球壁局限

性卵圆形隆起#突向玻璃体腔#表面光滑#内回声均匀#中等强

度#其边缘可探及带状回声+图 $,(眼部彩色超声检查显示左

眼颞侧靠近球壁可见一囊性结构#形态规则#其内呈现液性区#

内透声可#彩色多普勒血流显像 +45)5H@5BB)DHG)5K(&'.(,.#

T6j8,示其内未见血流信号#视盘颞侧可见一偏强回声#内部回

声均匀#其内可见丰富血流信号#该处视网膜稍隆起#并可见一

带状回声与之相连+图 1,(7TM显示黄斑区脉络膜及其上结构

高度隆起#相应处视网膜神经上皮层浆液性脱离#层间水肿#视

网膜色素上皮+HDE(,')B(.&D,EDB(EFD)(+&# à%, :脉络膜毛细血

管光带不完整 +图 9 ,& 诊断"斯特奇Y韦伯综合征 + ]E+H.D=

ODCDH*I,@H5&D#]O],&
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