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!!$摘要%!背景!研究表明小梁网组织的氧化应激损伤是开角型青光眼的基本病理过程之一#莱菔硫烷

+]jW,可通过激活 WHG<:À %通路发挥其抗氧化应激作用#但其是否可对氧化应激损伤的小梁细胞发挥作用

目前尚不清楚&!目的!探讨 ]jW对 <̂7<诱导的牛眼小梁细胞氧化应激损伤的防护作用&!方法!采用组

织块培养法对新鲜摘取的黑牛眼球小梁组织进行小梁细胞原代培养#将第 2 代牛小梁细胞以 "Z"#2 :孔的细

胞密度接种于 /1 孔板中培养 <> F 后将细胞分为 > 个组#空白对照组加入 "## !)无血清培养基# <̂ 7<组细胞

在空白对照组的基础上加入 "## !)终浓度为 "## !&5):_ <̂7< 建立细胞氧化应激损伤模型#]jW组在培养液

中加入 "## !)终浓度为 "# !&5):_]jW#而 ]jWp̂ <7< 组在 ]jW组的基础上加入 "## !&5):_ <̂7< #细胞培养

后 1 F 采用 TTk=S 法检测各组牛眼小梁细胞活力#采用 A,,D-(, V=j8MT:a8双染流式细胞仪检测各组细胞的

凋亡率&!结果!传至第 2 代的细胞呈梭形#形状和大小较均一#细胞质丰富#可见色素颗粒#核仁大& <̂ 7<

组和 ]jWp̂ <7<组相对细胞活力分别为空白对照组的+19?##l"?<9,Q和+S#?##l1?<$,Q#其中 ]jWp̂ <7<组

相对细胞活力低于空白对照组和 ]jW组#但明显高于 <̂7<组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",& 空白对照

组' <̂7<组']jW组和 ]jWp̂ <7<组细胞凋亡率分别为+""?22l#?99,Q'+2<?2"l"?#2,Q'+"#?>>l#?1S,Q和

+"9?1Sl#?<",Q#各组间总体比较差异均有统计学意义+Yq$2/?/1#Om#?#",#其中 ]jWp̂ <7<组细胞凋亡率

明显低于 <̂7<组但高于空白对照组和 ]jW组#差异均有统计学意义 +均 Om#?#",&!结论!]jW可以增强

<̂7<诱导的牛眼小梁细胞的抗氧化应激能力#减轻氧化应激对牛眼小梁细胞的损伤&!

$关键词%!异硫氰酸酯( 硫氰酸酯:药理( 细胞培养( 过氧化氢:毒性( 氧化应激:药物作用( 小梁细

胞:药物作用( 凋亡( 动物# 牛( 莱菔硫烷
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.H5+B ',@ ]jWp̂ <7< .H5+B (, 45&B'H(*5, K(EF "##Q (, EFDC)',J 45,EH5).H5+B#',@ EFD4D))L(E')(EI(, EFD]jWp
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&D', 'B5BE5*(*H'EDK'*+""?22l#?99,Q#+2<?2"l"?#2,Q#+"#?>>l#?1S,Q ',@ +"9?1Sl#?<",Q (, EFDC)',J

45,EH5).H5+B# <̂7< .H5+B#]jW.H5+B ',@ ]jWp̂ <7< .H5+B#HD*BD4E(LD)I#*F5K(,.'*(.,(G(4',E@(GGDHD,4D'&5,.EFD

.H5+B*+Yq$2/?/1#Om#?#",#',@ EFD'B5BE5*(*H'ED(, EFD]jWp̂ <7< .H5+B K'**(.,(G(4',E)I)5KDHEF', EF'E(, EFD

<̂7< .H5+B C+EF(.FDHEF', EF'E(, EFDC)',J 45,EH5).H5+B ',@ ]jW.H5+B +'))'EOm#?#",3!?&'$.%#"&'#!]jW
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!!青光眼的发病是由于小梁网和 ]4F)D&&管的结构
或功能变化导致阻力增加#房水排出通路异常而引起
眼压升高#进而造成视功能损害的进展性视神经疾
病

)"* & 青光眼的病理机制尚不十分明确#近期的研究
表明氧化应激在青光眼的发生和发展过程中发挥作

用#故保护青光眼患者视神经功能的抗氧化应激药物
的研发也是研究的热点

)<Y$* & 传统的观点认为小梁组
织仅仅是房水排出通路中的被动的滤过组织#但目前
的研究发现小梁组织结构复杂#由多种细胞构成#可从
分子水平调节房水循环通路的功能#且小梁细胞在调
节房水流出阻力方面发挥重要作用

)"* #任何导致小梁
细胞功能减退的因素均可引起眼压升高& 研究证实#
小梁细胞的氧化应激损伤是原发性开角型青光眼的重

要病理过程之一#与年龄相关性小梁细胞变性'小梁细
胞功能障碍及数量减少有关

)1* & 因此研究小梁细胞
抗氧化应激机制以及抗氧化应激药物可为青光眼的治

疗提供新的途径& 莱菔硫烷 +*+)G5H'BF5,D#]jW,是一
种植物提取成分#可通过激活核因子 %< 相关因子 <
+,+4)D'HG'4E5HDHIEFH5(@ <=HD)'ED@ G'4E5H<#WHG<, :抗氧
化反应元件+',E(5-(@',EHD*B5,*DD)D&D,E#À %,通路发
挥其抗氧化应激作用#目前证实其对肺巨噬细胞'鼠肝
脏细胞'视网膜色素上皮细胞'视神经节细胞具有保护
作用

)9Y"#* #但其是否能够保护小梁细胞免受氧化应激
性损伤尚不清楚& 本研究中探讨 ]jW对 <̂ 7<诱导牛

眼小梁细胞氧化应激损伤的干预作用&

73材料与方法

7373材料
737373实验标本来源3收集屠宰场新鲜摘取的 < R2

岁黑牛眼球#立刻放入预冷的含庆大霉素的 aP] 中#
迅速转移至实验室&
737383主要试剂及仪器3胎牛血清'6d%d培养基'
胰酶+美国 Î4)5,D公司,(链霉素'青霉素+山东鲁抗
医药公司 ,(细胞计数试剂盒 S +4D))45+,E(,.J(E=S#
TTk=S, +日本 65;(,@5_'C5H'E5H(D*公司,( <̂ 7<'aP]
+武汉博士德生物工程有限公司,(]jW+美国 T'I&',
TFD&(4')公司,(A,,D-(,=j8MT'a8染色试剂+上海碧云
天生物技术研究所 ,& 酶标仪 +美国 MFDH&5j(*FDH
]4(D,E(G(4公司 ,(流式细胞仪 +美国 PD4J&', T5+)EDH
公司,&
7383方法
738373牛眼小梁细胞的原代培养与鉴定3参照本实
验室既往的实验方法

)""* #在体式显微镜下用眼科显微
剪和显微镊撕取小梁组织#放置在预先加入 < &)胎牛
血清的直径 $ 4&培养皿中#在体积分数 $Q T7<'
29 X'饱和湿度细胞培养箱中培养#待组织块贴壁时#
于培养皿中加入 9 RS &)含体积分数 <#Q胎牛血清'
"## !.:&)链霉素和 "## s:&)+商品单位,青霉素的
6d%d培养基继续培养& 所有的实验步骤在牛眼摘
除 S F 内完成& 牛小梁细胞培养至 S#Q R/#Q融合
时进行传代培养#用含质量分数分数 #?#>Q %6MA
的胰酶消化细胞#选取第 2 代的小梁细胞进行后续
实验&
738383TTk=S 法检测各组牛眼小梁细胞的活力!第
2 代培养的牛眼小梁细胞经胰酶消化后制成单细胞悬
液#以 "Z"#2 :孔的细胞密度接种于 /1 孔板中培养!
<> F#待细胞贴壁后弃去原培养基#aP] 漂洗 2 次& 将
细胞均衡分为 $ 个组#分别加入 <## !)含终末质量浓
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度为 #'"#'<#'2#'># !&5):_]jW与细胞培养基混合
液#每组设 $ 个重复孔#分别于培养后 1'"< 和 <> F 向
每孔中加入 "## !)含 TTk=S 的细胞培养基#29 X孵育
2# &(,#设置酶标仪激发光为 >SS ,&#测定波长为
$<< ,&处的吸光度 +[,值#计算细胞活力#筛选最适
]jW作用浓度& 细胞活力+Q,q实验组 [值:空白对
照组 [值Z"##Q&
738393氧化应激损伤模型的建立3将第 2 代培养的
牛眼小梁细胞以 "Z"#> :孔的密度接种于 1 孔板中#培
养过夜#待细胞贴壁后弃去培养基#分别加入含终浓度
为 #'"##'<## 和 2## !&5):_ <̂7<的培养液#分别于培
养后 #'1'"< 和 <> F 倒置显微镜下观察小梁细胞的形
态学改变& 选择建立牛眼小梁细胞氧化应激损伤模型
的最适 <̂7<浓度及作用时间&
7383:3TTk=S 法检测 ]jW对氧化应激下牛眼小梁细
胞增生的影响!取第 2 代培养的牛眼小梁细胞以 "Z
"#2 :孔的密度接种于 /1 孔板中#贴壁培养 <> F 后#弃
去原培养基#aP] 清洗去除残余的培养基以及未贴壁
的细胞& 将细胞分为 > 个组#空白对照组加入 "## !)
无血清培养基(模型对照组在空白对照组的基础上加
入 "## !&5):_ <̂ 7<(]jW组在培养液中加入 "## !)
"# !&5):_]jW与培养基的混合液# 至终浓度为
"# !&5):_(]jWp <̂ 7< 组在 ]jW组的基础上加入
"## !&5):_ <̂ 7<(各组细胞均培养 1 F#然后加入
"## !)含 TTk=S 的细胞培养基#29 X孵育 2# &(,#设置
酶标仪激发光为 >SS ,&#测定波长为 $<< ,&处的 [
值#计算细胞活力&
7383Q3流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率3取第 2
代牛眼小梁细胞以 "Z"#> :孔的密度接种于 1 孔板中#
参照 "3<3> 方法处理各组细胞& 将各组细胞消化下来
转移到流式管中#分别给予 A,,D-(,=j8MT染色以及 a8
染色#用流式细胞仪检测细胞的凋亡情况#将 A,,D-(,
V+p,a8+Y,与 A,,D-(,+p,a8+p,者为凋亡细胞&
7393统计学方法

采用 ]a]] "23# 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#组间均数经 P'HE)DEE检验证实方差
齐& 采用均衡分组多水平实验设计#不同浓度 ]jW或

<̂7<作用不同时间细胞活力的总体差异比较均采用

两因素方差分析(空白对照组' <̂7<组']jW组和 ]jWp

<̂7<组间细胞活力和细胞凋亡率的总体差异比较采

用单因素方差分析#多重比较均采用 P5,GDHH5,(检验&
Om#?#$ 为差异有统计学意义&

83结果

8373培养细胞的形态学鉴定
倒置显微镜下显示#培养后 $ R9 @ 的细胞开始从

组织块周围爬出#呈圆形'三角形或梭形#相邻细胞的
突起彼此相连呈桥状#细胞轮廓清(培养后约 < 周#组
织块周围的细胞形成单细胞层+图 "A,& 靠近角巩膜
区的第 2 代小梁细胞以成纤维样细胞为主#葡萄膜区
的小梁细胞以上皮样细胞为主& 上皮样细胞排列紧
密#呈扁平'宽大的多角形#细胞核圆#位于细胞中央&
第 2 代小梁细胞形状较均一#细胞质丰富#细胞器明
显#细胞中可见色素颗粒#核仁大+图 "P,&

BA

图 73牛眼小梁细胞的原代培养及形态学鉴定+Z"##,!A"原代培
养的牛眼小梁细胞从小梁组织块周围爬出#形态多样#排列紧密!
P"第 2 代牛眼小梁细胞大小均一#细胞质丰富
!

8383不同浓度 ]jW作用不同时间后牛眼小梁细胞活
力的变化

随着 ]jW浓度的升高以及干预时间的延长#小梁
细胞的活力呈下降趋势#不同浓度 ]jW作用 1'"<'
<> F细胞活力的总体比较差异均有统计学意义+Y分组 q

>#?S"#Om#?#"(Y时间 q$#?<2#Om#?#$ ,# "# !&5):_
]jW组与空白对照组小梁细胞活力比较差异无统计学
意义+Oq#?<1,#<#'2#'># !&5):_]jW组细胞活力均
明显低于空白对照组#随着 ]jW浓度升高#小梁细胞
活力均明显低于其相邻的低浓度组#差异均有统计学
意义+均 Om#?#",& ]jW作用后 "< F 及 <> F#"#'<#'
2#'># !&5):_]jW组细胞活力均明显低于空白对照
组#随着 ]jW浓度升高#小梁细胞活力均明显低于其
相邻的低浓度组#差异均有统计学意义 + "# !&5):_
]jW组" Om#?#$( <#' 2#' ># !&5):_ ]jW 组" 均
Om#?#",&"#'<#'2#'># !&5):_]jW组作用后 "< F 和
<> F 细胞活力均明显低于作用后 1 F#差异均有统计学
意义+"< F"均 Om#?#$(<> F"均 Om#?#",+表 ",&
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表 73不同浓度 >JK干预不同时间后牛眼小梁细胞活力+&L'#_,

组别 样本量
不同干预时间下细胞活力

1 F "< F <> F
空白对照组 "$ "##?##l #?## "##?##l#?## "##?##l#?##
"# !&5):_]jW组 "$ /9?2Sl #?S< S$?1<l$?>$'4 9<?9"l2?$"'C4

<# !&5):_]jW组 "$ S9?>2l "?$24 1>?"1l<?>S'4@ $$?1Sl>?<9'C4@

2# !&5):_]jW组 "$ 9>?2/l >?2/4@ $S?9$l<?"9'4@ ><?$9l"?>>'C4@

># !&5):_]jW组 "$ 11?/<l"#?/S4@ >1?/Sl"?1/'4@ 2/?2<l<?/2'C4@

Y >#9?/$ 9SS?19 ""2"?#>
O m#?#" m#?#" m#?#"

!注"Y分组 q>#?S"#Om#?#"(Y时间 q$#?<2#Om#?#$3与各自组内 1 F 值

比较#'Om#?#$(与各自组内 "< F 值比较#COm#?#"(与各自时间点空白

对照组比较#4Om#?#$#@ Om#?#" +两因素方差分析#P5,GDHH5,(检验,!

]jW"莱菔硫烷

8393不同浓度及不同作用时间下 <̂7<对牛眼小梁细

胞形态的影响

<## !&5):_和 2## !&5):_ <̂7<作用后随着时间

延长贴壁细胞逐渐减少#细胞体积缩小#形态不规则(
细胞膜表面粗糙#可见碎片样结构(细胞核形态不一#
核质比增大#可见细胞核碎裂(且随着 <̂ 7<干预时间

的延长#这种形态学损害加重#此外细胞培养基中可见
大量悬浮细胞及细胞碎片& "## !&5):_ <̂ 7<作用后

不同时间贴壁细胞形态与空白对照组均无明显差异

+图 <,&
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图 83不同浓度 U8F8作用不同时间牛眼小梁细胞形态的改变+Z"##,!<## !&5):_和 2## !&5):_ <̂7<作用后细胞数量减少#可见细胞碎片+白

箭,及细胞核碎裂+黑箭, #并随作用时间的延长表现逐渐加重("## !&5):_ <̂7<作用后各时间点细胞形态及数量均接近空白对照组
!

83:3各组小梁细胞活力及细胞凋亡率的比较
空白对照组细胞活力设为 "##?##l#?### <̂7<组2

]jW组和 ]jWp̂ < 7< 组细胞活力分别为 + 19?## l
"?<9,Q2+/2?##l"?92,Q和 +S#?##l1?<$,Q#各组
总体比较差异有统计学意义+Yq$S?$##Om#?#",(其
中 <̂ 7<组细胞活力明显低于空白对照组和 ]jW组#

]jWp̂ <7<组细胞活力低于空白对照组和 ]jW组#但

明显高于 <̂ 7<组#差异均有统计学意义+均 Om#?#$,
+图 2,&

空白对照组2 <̂7<组2]jW组和 ]jWp̂ <7<组细胞

凋亡率分别为 + ""?22 l#?99 ,Q2 + 2<?2" l"?#2 ,Q2
+"#?>>l#?1S,Q和+"9?1Sl#?<",Q#各组总体比较差
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异均有统计学意义+Yq$2/?/1#Om#?#",# <̂7<组细胞

凋亡率明显低于空白对照组#差异有统计学意义
+Om#?#",(]jWp̂ < 7<组细胞凋亡率明显低于 <̂ 7<

组#但高于 ]jW组#差异均有统计学意义+均 Om#?#",
+图 >,&
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图 93各组牛眼小梁细胞
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图 :3流式细胞仪检测各组细胞凋亡率!A"空白对照组细胞凋亡率
流式细胞图!P" <̂ 7<组细胞凋亡率流式细胞图!T"]jW组细胞凋

亡率流式细胞图!6"]jWp̂ <7<组细胞凋亡率流式细胞图!%"各组

细胞凋亡率比较!Yq$2/?/1#Om#?#"3与空白对照组比较#'Om

#?#"(与 ]jW组比较#COm#?#"(与 <̂ 7<组比较#4Om#?#"+单因素方

差分析#P5,GDHH5,(检验##q2,

93讨论

越来越多的研究证实#氧化应激在青光眼的病理
机制中扮演了重要的角色

)<* & 在青光眼患者房水及
小梁组织中氧化物质#如脂质过氧化物等的含量较同
年龄组正常者升高

)"<* & 正常情况下#机体内存在内源
性的抗氧化系统#包括超氧物歧化酶'谷胱甘肽过氧化
物酶'过氧化氢酶'维生素 T和维生素 %等一些小分
子物质等& 体内氧化物质与抗氧化物质处于动态平
衡(当活力氧自由基产生量超过细胞的自身抗氧化能
力时就会造成氧化应激损伤#进而导致疾病的发
生

)"2Y">* & 青光眼患者#特别是原发性开角型青光眼患
者眼压升高与小梁网处滤过阻力增加有关& 青光眼患
者发生小梁细胞数量减少'细胞外基质的增生'细胞骨
架的改变'小梁细胞过早衰老以及一些亚临床炎症表

现等形态和功能学的改变& 有研究表明#小梁细胞氧
化损伤的 6WA水平与青光眼患者的眼压升高和视野
损害的程度呈正相关#小梁组织的氧化应激损伤会加
剧青光眼的进展

)"<* & 体外实验研究发现#氧化应激状
态下小梁细胞产生一些类青光眼的形态学改变#如细
胞外基质的沉积'细胞凋亡'细胞骨架的重构'过早衰
老以及炎性因子的释放等(然而应用抗氧化药物'拟前
列腺素类药物'碳酸酐酶抑制剂预处理后这些形态学
改变明显减轻

)"#"$* & 因此#小梁网细胞氧化应激损伤
与青光眼#尤其是原发性开角型青光眼密切相关&

]jW又称为莱菔硫烷#为异硫代氰酸盐衍生物#易
溶于水#广泛存在于西兰花'花椰菜和甘蓝等十字花科
蔬菜之中& 研究证实具有抗癌'抗炎和抗氧化作
用

)"$Y"9* & 生理条件下#]jW与 kD'B" 及 WHG< 结合#通
过泛素化途径降解 WHG< )"SY<#* & 在氧化应激下 ]jW可
使 kD'B" 蛋白与 WHG< 解离#提高 WHG< 稳定性并促进其
向细胞核内转移(WHG< 与 À %结合#诱导内源性抗氧
化酶系的合成#从而发挥抗氧化作用 )<"Y<1* &

由于牛眼小梁组织来源丰富#其对体外培养的条
件要求较低#而且有报道发现体外培养的牛眼小梁细
胞与人眼小梁细胞相似

)<9* #本研究中选用牛眼小梁组
织进行原代培养& 培养的小梁细胞形态特征与文献报
道相一致

)<SY</* #证实所培养细胞为小梁细胞& 由于不
同细胞对 ]jW的敏感性不同 )9* #本研究中利用梯度浓
度 ]jW干预牛眼小梁细胞发现 ]jW对小梁细胞生存
活力的影响呈剂量依赖性和时间依赖性#仅 "# !&5):_
干预细胞 1 F 的小梁细胞活力与空白对照组相比差异
无统计学意义#其余浓度及时间点#均可见随着 ]jW
浓度的升高以及干预时间的延长#小梁细胞的活力下
降越明显& ]jW通过梯度浓度 <̂ 7<干预牛眼小梁细

胞发现#<## !&5):_和2## !&5):_ <̂7<明显降低了牛

眼小梁细胞的细胞活力#而 "## !&5):_ <̂7<干预牛眼

小梁细胞后#细胞形态变化不大#且细胞活力下降约
>#Q#细胞凋亡率比空白对照组增长了约 <#Q& 本研
究中采用 "## !&5):_ <̂7<干预 1 F 建立牛眼小梁细胞
氧化应激的模型& 本研究中结果证实#]jW能显著抑
制 <̂7<诱导引起的小梁细胞凋亡#并保护小梁细胞免
受氧化应激损伤的影响&

综上所述#]jW可增强小梁细胞的抗氧化应激能
力#维持小梁细胞的正常形态与功能#保证房水流出通
道的顺畅#从而减轻 <̂7<诱导的牛眼小梁细胞的氧化

应激损伤& ]jW有望成为预防和治疗青光眼的新型药
物#然而 ]jW诱导小梁细胞氧化作用增强的分子机制
还有待于进一步的实验研究来证明和解释&
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