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::)摘要*:目的:探讨玻璃体腔注射 G',@二羟基黄酮"DhZ#对 B@甲基@D@天冬氨酸"BXD?#诱导视网膜
神经节细胞">RA7#凋亡的作用,:方法:选取 -\, 周龄雄性 `PL&+59@D&4(98大鼠 /0, 只'采用随机数字表法
将大鼠随机分为正常对照组 0" 只+模型对照组 0- 只+DhZ治疗组 0- 只和脑源性神经生长因子"UDBZ#对照
组 0- 只'以右眼为实验眼'分别接受玻璃体腔注射 # #(" /̂ %%3(=_磷酸盐缓冲液+/" %%3(=_BXD?+
/" %%3(=_BXD?e/"" %%3(=_DhZ+/" %%3(=_BXD?e/"" %%3(=_UDBZ, 于造模后 /! N+/ )+0 )+G )+
/V )+!, )'采用免疫荧光染色法观察并计数 >RA7'采用 SaB$_染色法检测视盘周围细胞凋亡率, 于给药后
/! N+0 )+/V )+!, )'采用实时荧光定量 ;A>法检测 2&79P&79@0+U淋巴细胞瘤@!" M2(@!#+M2(@! 相关 <蛋白
"M&I#+酪氨酸激酶受体 U"SL6U#%>B?相对表达量,:结果:正常对照组+DhZ治疗组和 UDBZ对照组给药
后不同时间点 >RA7数量明显高于模型对照组'细胞凋亡率明显低于模型对照组'差异均有统计学意义"均
Eo" "̂##, DhZ治疗组与 UDBZ对照组各时间点视盘周围细胞凋亡率比较'差异均无统计学意义 "均 En
" "̂##, 与模型对照组相比'DhZ治疗组给药后 /! N+0 ) 和 /V ) SL6U%>B?相对表达量显著增加'UDBZ对
照组给药后 0+/V 和 !, ) SL6U%>B?相对表达量显著增加'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##, 与模型对照
组相比'DhZ治疗组和 UDBZ对照组给药后 /! N 和 0 ) 2&7P&79@0 %>B?相对表达量显著降低'差异均有统计
学意义"均 Eo" "̂##, 与正常对照组相比'DhZ治疗组给药后 /! N M&I和 M2(@! %>B?相对表达量显著升高'
差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##, 与正常对照组相比'UDBZ对照组给药后 /! N 和 0 ) M2(@! %>B?相对表
达量显著升高'给药后 /V ) M&I%>B?相对表达量显著增加'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##,:结论:DhZ
玻璃体腔注射有效减轻了大鼠模型中 BXD?诱导的 >RA7损伤'其神经保护机制可能是通过促进 SL6U表达
和抑制相关凋亡因子实现,:
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&JK9LKL9&K%9*K"&((Eo" "̂##1?K/! N35L7&*) 0 )&87&JK9LKL9&K%9*K'KN99IPL977'3* 3J2&7P&79@0 %>B? 4&7
7'+*'J'2&*K(8)92L9&79) '* KN9DhZKL9&K%9*K+L35P &*) UDBZ23*KL3(+L35P 23%P&L9) 4'KN KN9%3)9(23*KL3(+L35P "&((
Eo" "̂##1?K/! N35L7&JK9LKL9&K%9*K'KN9L9(&K'Q99IPL977'3*73JM&I&*) M2(@! %>B?49L97'+*'J'2&*K(8N'+N9L'* KN9
DhZKL9&K%9*K+L35P KN&* '* KN9*3L%&(23*KL3(+L35P " M3KN Eo" "̂##1A3%P&L9) 4'KN *3L%&(23*KL3(+L35P'KN9
L9(&K'Q99IPL977'3* 3JM&I%>B?&K/V )&87&JK9LKL9&K%9*K&*) KN9L9(&K'Q99IPL977'3* 3JM2(@! %>B?'* KN9UDBZ
23*KL3(+L35P 49L97'+*'J'2&*K(8'*2L9&79) &K/! N35L7&*) 0 )&87" &((Eo" "̂##1:!,$+4-&#,$&: F*KL&Q'KL9&(
'*H92K'3* 3JDhZ9JJ92K'Q9(8&((9Q'&K97BXD?@'*)529) >RA7)&%&+9'* KN9L&K%3)9(1FK7*95L3PL3K92K'Q9%92N&*'7%
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::青光眼是首位不可逆致盲眼病'是以视网膜神经
节细胞"L9K'*&(+&*+('3* 29((7'>RA7#不可逆损伤为特
点的一种神经退行性疾病

- /. , >RA7需要神经营养因
子来维持分化+存活以及神经生长等功能 - /[V. , 这些
神经营养因子包括脑源性神经生长因子" ML&'*@)9L'Q9)
*95L3KL3PN'2J&2K3L'UDBZ#+神经生长因子+神经营养因
子@0 等, 其中 UDBZ调控神经元的生长+分化和存
活

- #[-. , UDBZ与酪 氨 酸 蛋 白 激 酶 U" KL3P3%837'*
L929PK3L6'*&79U'SL6U#受体相互作用后刺激细胞内酪
氨酸残基的磷酸化'SL6U受体信号通路被激活'从而
能够激活细胞外信号通路以及丝裂原活化蛋白激酶,
UDBZ=SL6U信号通路在 >RA7的存活中起到至关重要
的作用

- G[/". , G',@二羟基黄酮 " G',@)'N8)L3I8J(&Q3*9'
DhZ#是一种类黄酮化合物'对 SL6U受体具有高亲和
性及选择性

- //[/0. , 已有报道证明'DhZ对于实验性青
光眼诱导的视网膜内层损伤具有修复作用

- /V[/#. , 在
小鼠脑组织中'DhZ能够激活 SL6U受体'降低谷氨酸
毒性反应所产生的抗氧化应激作用'并且发挥神经保
护功能

- /-. , DhZ在 >RA7损伤中的作用机制和有效
性仍需进一步探讨'本研究旨在探讨玻璃体腔注射
DhZ对 B@甲基@D@天冬氨酸"B@%9KN8(@D@&7P&LK'2&2')'
BXD?#诱导 >RA7损害的作用,

>:材料与方法

>1> 材料
>1>1> :实验动物 : 选取 /0, 只 - \, 周龄雄性

`PL&+59@D&4(98大鼠'体质量 /," \!!" +'查体无明显
歪颈'角膜透明'虹膜血管清晰'瞳孔等大等圆+对光反
射灵敏, 实验动物由四川大学华西医学院基础动物实
验室提供, 实验动物的使用和喂养遵循国家科学技术
部颁布的$实验动物管理条例%'研究方案经西南交通
大学医学伦理委员会审核批准-批文号&`fWSa@!0"0@
B̀ZA""--#.,
>1>15 : 主要试剂及仪器 : UDBZ" U0GC# #+ DhZ
" #"-0"" #+ BXD? " X0!-! #+ 兔 抗 UL*0& 抗 体

"?U#CV## "美国 `'+%&公司 #(SaB$_凋亡试剂盒
"B3//-,V,/GC/"#+蛋白酶 b" ///G##!C# "德国 >32N9
?PP('9) `2'9*29公司 #(羊抗兔 F+R" ?//"0V'英国
F*Q'KL3+9* 公司 #(罗丹明标记山羊抗小鼠 F+R" ///@
"0#@""0'美国 W&2673* 公司#(" #̂]盐酸丙美卡因滴眼
液"美国爱尔康公司#(氯霉素滴眼液"山东博士伦福
瑞达制药有限公司#(>B?提取试剂盒+>*9&78X'*'
b'K"美国 j'&*+9* `2'9*297公司#(`5P9L̀2L'PK) Z'L7K@
7KL&*) `8*KN97'7`87K9% 试 剂 盒 " /,","@"#/' 美 国
F*Q'KL3+9* 公司#, /" #(微量注射器"美国 h&%'(K3* 公
司#(啮齿动物眼压计"芬兰 S3*3@_&M K3*3%9K9L公司#(

手术显微镜"德国 g$F̀` 公司#(荧光显微镜"U<#/#+显
微数码照相机"D;#"#"日本 E(8%P57公司#,
>15:方法
>151>:实验动物分组及处理:采用随机数字表法将
大鼠随机分为正常对照组 0" 只+模型对照组 0- 只+
DhZ治疗组 0- 只和 UDBZ对照组 0- 只, 按照
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" /̂ %(=!" +给予大鼠甲苯噻嗪及氯胺酮"/ c/"#混合
液腹腔内注射'行全身麻醉后'复方托吡卡胺滴眼液点
双眼扩瞳' " 0̂]妥布霉素滴眼液滴入结膜囊 0 次'
" V̂]盐酸奥布卡因滴眼液点眼行角膜表面麻醉(消毒
术眼手术区'手术显微镜下'于角膜缘后 / %%处经睫
状体平坦部'用 0" RU@D针头刺穿眼球壁后立即出
针, 微量注射器以 #"d左右的斜角进入眼内'针尖始
终向后朝向视神经'经瞳孔区可见针尖'避免损伤晶状
体和视网膜'缓慢注入 # #(药液'其中正常对照组+模
型对照组+DhZ治疗组和 UDBZ对照组大鼠分别接受
玻璃体腔注射 " /̂ %%3(=_磷酸盐缓冲液 " PN37PN&K9
M5JJ9L9) 7&('*9' ;Ù # " PhG V̂ #+ /" %%3(=_ BXD?+
/" %%3(=_BXD?e/"" %%3(=_DhZ+/" %%3(=_BXD?e
/"" %%3(=_UDBZ(推注完毕针头至少停留 !" 7后缓
慢抽出'红霉素眼膏涂术眼,
>1515:免疫荧光染色观察 >RA7丢失情况:分别于
注射后 /! N+/ )+0 )+G )+/V ) 和 !, )'从各组任意选
择 0 只大鼠'通过心脏灌注 V]多聚甲醛处死'并迅速
摘除右侧眼球, 行视网膜全层铺片'视网膜在距视盘
/=!\!=0 处被剪成 V 个象限'每个象限分为中央+中间
和外周区域, 加入封闭液室温下孵育 V" %'*(加入
UL*0&抗体"/ c/ """#'V t孵育过夜';Ù 漂洗(加入
荧光标记羊抗兔 F+R二抗" / c!""#'室温下避光孵育
0" %'*(D?;F染细胞核后封片, 荧光显微镜下将视网
膜分成 V 个象限'每个象限分为中央+中间和外周区
域'分别在 V"" 倍视野下取 0 个区域照相'即每张视网
膜铺片取 /! 张照片'每个图像代表 V Ĝu/"[0 %%!

的

区域'对 >RA7层进行扫描拍照'采用 F%&+9W软件对
UL*0&阳性 >RA7进行计数,
>151A:SaB$_染色法检测 >RA7凋亡率:每组于不
同时间点各任意选取 0 只大鼠'采用上述方法处理后
行视网膜组织铺片'并采用 SaB$_凋亡试剂盒行
SaB$_染色, 视网膜铺片先后以 " /̂];Ù 和蛋白酶

b于室温下孵育 0" %'*(置入 / /̂ %3(=_+Php- /̂ 的
柠檬酸缓冲液中'微波"V" t#处理 , %'*(置于 0]山
羊血清中室温下孵育 0" %'*(将 SaB$_$液和&液
按 / cC混合'滴于铺片上'0G t恒温箱内避光孵育
! N( 滴 加 D?;F染 色 液' 室 温 避 光 孵 育 # %'*'
" "̂/ %3(=_;Ù 冲洗'用缓冲甘油封片'使用荧光显
微镜在 !"" 倍视野下拍摄荧光图像, 凋亡细胞计数方
法与 >RA7计数方法相同,
>151B:实时荧光定量 ;A>法检测视网膜中 SL6U+
2&79P&79@0+M&I和 M2(@! 基因相对表达量:给药后
/! N+0 )+/V )+!, )'采用戊巴比妥钠过量麻醉法处死

各组 0 只大鼠'快速摘除右侧眼球并置于冰块上的生
理盐水中'解剖显微镜下沿睫状体平坦部冠状面切开
眼球'小心完整分离视网膜'避免混有其他组织'滤纸
吸干表面水分后放入 $;管中[," t保存备用(用
>B?提取试剂盒以及 >*9&78X'*'b'K提取各组视网
膜总 >B?, 采用 `5P9L̀2L'PK) Z'L7K@7KL&*) `8*KN97'7
`87K9%试剂盒"`iU>@RL99* $嵌合荧光法#进行 ;A>
反应, 各基因引物序列见表 /, 反应条件&C# t预变
性 0" 7(C# t变性 # 7'-" t退火及延伸 0" 7'共计 V"
个循环, 以 R?;Dh为内参照'采用 ![''AK

法计算各目

的基因相对表达量, 每个样本设 0 个复孔'取平均值,

表 >:各基因引物序列
R/94%>:=)#1%)&%U-%$+%&,20%$%&

基因 引物序列"#x@0x# 产物

长度" MP#

[%)X 正向 ARR??SSA?SRSARAAASRRAAR /G#

反向 ARRR?SAAA?RAASSRSASSSAAS

241$#41$RA 正向 ?RAAR???ASASSA?SA?SSA? /00

反向 AA?S?SA?SARSA?RSSAA?AS

N4" 正向 ?RR?SRARSAA?AA??R??RAS /##

反向 SAARSRSAA?ARSA?RA??SA?

N27R8 正向 RAA?AAS?SASR??SR?AA?AA /00

反向 ?RR??AA?RARRSSR??RARA

TKE;G 正向 ?RS?AAARSARASRA?ASAA? /VG

反向 R?A?AARAR?SRSAA?ARRA

:注&M&I&M2(@! 相关 <蛋白(M2(@!&U淋巴细胞瘤@!(SL6U&酪氨酸激酶
受体 U(R?;Dh&甘油醛@0@磷酸脱氢酶
:B3K9& M&I& M2(@! &7732'&K9) < PL3K9'*( M2(@!&U@29(((8%PN3%&@!(SL6U&
K8L37'*96'*&79L929PK3LU(R?;Dh&+(829L&()9N8)9@0@PN37PN&K9)9N8)L3+9*&79

>1A:统计学方法
采用 `;̀ ` !!1" 统计学软件进行统计分析, 计量

资料经 `N&P'L3@f'(6 检验证实呈正态分布'以 "s1表
示, 各组给药后不同时间点 >RA7凋亡率+>RA7数量
和 SL6U+2&79P&79@0+M&I+M2(@! %>B?相对表达量差异
总体比较采用两因素方差分析'多重比较采用 _̀D@&
检验, 采用双侧检验'Eo" "̂# 为差异有统计学意义,

5:结果

51>:各组 >RA7计数情况比较
免疫荧光染色结果显示'给药后 !, )'模型对照

组 UL*0&阳性细胞密度明显降低' DhZ治疗组与
UDBZ对照组 UL*0&阳性细胞密度明显高于模型对照
组"图 /#, 视网膜铺片 >RA7计数结果显示'正常对
照组 +DhZ治疗组 +UDBZ对照组和模型对照组>RA7

!!0V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 >:给药 5E .时各组视网膜铺片内m中m外侧 X)$A/ 荧光染色图 "ZFSAu!""'标尺 p
#" #%#:模型对照组各区域 UL*0&阳性细胞数明显少于其他组:DhZ&G',@二羟基黄酮(
UDBZ&脑源性神经生长因子
F#0-)%>: X)$A/ 24-,)%&+%$+%&*/#$#$0 #1/0%&,2*"%#$$%)'1#..4%/$.,-*%))%*#$/424/*
1,-$*&#$%/+"0),-(/*5E ./3&/2*%)/.1#$#&*)/*#,$"ZFSAu!""'72&(9M&Lp#" #%#:SN9
*5%M9L3JUL*0&P37'K'Q929((7'* 9&2N L9+'3* 3JKN9%3)9(23*KL3(+L35P 4&7(349LKN&* KN&K3J3KN9L
+L35P7:DhZ&G',@)'N8)L3I8J(&Q3*9(UDBZ&ML&'*@)9L'Q9) *95L3KL3PN'2J&2K3L

表 5:各组不同时间点视网膜铺片 JZ!&数量比较"!Q"'个#
R/94%5:!,1(/)#&,$,2*"%JZ!&+,-$*/*.#22%)%$**#1%(,#$*&/1,$0 P/)#,-&0),-(&"!Q"'+%44&#

组别 样本量

给药后不同时间点 >RA7数量

/! N / ) 0 ) G ) /V ) !, )

正常对照组 0 ! /#,s0//& ! !/0s/C-& ! /-"s/,0& ! !!/s!"#& ! /C#s!",& ! !/#s/-"&

DhZ治疗组 0 / C0#s/!G& / C,"s!,"& / C!-s/!0& / C"Vs/-C& / C-#s,"&M / G"!s/VC&M

UDBZ对照组 0 / C/Cs/VC& / G0Cs!/0& / ,/#s/V0& / G!/s/-!& / -/,s/VC& / 0C,s!/C&

模型对照组 0 C#0s/# ,C#s#G ,C0s#C GGGs0/ #!!s!- V#0s0C

:注&\组别 p!-- V̂""'Eo" "̂"/'\时间 p# #̂!0'Ep" "̂"/1与模型对照组相比'&Eo" "̂#(与 UDBZ对照组对比'差异有统计学意义'MEo" "̂#"两因素方
差分析'_̀D@&检验#:>RA7&视网膜神经节细胞(DhZ&G',@二羟基黄酮(UDBZ&脑源性神经生长因子
:B3K9&\+L35P p!-- V̂""'Eo" "̂"/'\K'%9p# #̂!0'Ep" "̂"/1A3%P&L9) 4'KN KN9%3)9(23*KL3(+L35P'&Eo" "̂#(23%P&L9) 4'KN KN9UDBZ23*KL3(+L35P'MEo
" "̂# "S43@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:>RA7&L9K'*&(+&*+('3* 29((7(DhZ&G',@)'N8)L3I8J(&Q3*9(UDBZ&ML&'*@)9L'Q9) *95L3KL3PN'2J&2K3L

数量总体比较差异有统计学意义"\组别 p!-- V̂""'Eo
" "̂"/'\时间 p# #̂!0'Eo" "̂"/#(正常对照组mDhZ治疗
组和 UDBZ对照组给药后不同时间点 >RA7数量均明
显多于模型对照组'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##(
DhZ治疗组给药后 /V 和 !, )'>RA7数量多于UDBZ对
照组'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##"表 !#,

515:各组视盘周围 >RA7凋亡率
比较:

SaB$_染色结果显示'给药后
!, )'模型对照组视盘周围凋亡细胞
数明显多于其他组 "图 !#, 正常对
照组mDhZ治疗组mUDBZ对照组和
模型对照组各时间点细胞凋亡率总

体比较'差异有统计学意义 "\分组 p
!0V Ĉ""'Ep" "̂"V'\时间 p!GC ,̂""'
Ep" "̂"!#(模型对照组各时间点细
胞凋亡率均明显高于其他组'差异均
有统计学意义"均 Eo" "̂##(DhZ治
疗组与 UDBZ对照组各时间点细胞
凋亡率比较'差异均无统计学意义
"均 En" "̂##"表 0#,
51A:各组大鼠视网膜组织中凋亡相
关因子 %>B?相对表达量比较

各组 SL6U%>B?相对表达量总
体比较'差异有统计学意义 "\组别 p
!G! "̂""'Ep" "̂"/#(给药后 /! N'
正常对照组 SL6U%>B?相对表达量
明显高于其他组'差异均有统计学意
义"均 Eo" "̂##(给药后 0 )'DhZ治
疗组mUDBZ对照组 SL6U%>B?相
对表达量较正常对照组升高'DhZ
治疗组 SL6U%>B?相对表达量较模

型对照组明显升高'差异均有统计学意义 "均 Eo
" "̂##(给药后 /V )'DhZ治疗组和 UDBZ对照组 SL6U
%>B?相对表达量较正常对照组和模型对照组均升高'
差异均有统计学意义"均 Eo" "̂"/#(给药后 !, )'UDBZ
对照组 SL6U%>B?相对表达量较正常对照组和模型对
照组升高'差异均有统计学意义"均Eo" "̂"/#"表 V#,

!00V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 5:给药后 5E .各组视网膜铺片视盘周围 JZ!&凋亡情况mu!""'标尺p#" #%#:凋亡细
胞呈绿色荧光'细胞核呈蓝色荧光'模型对照组可见大量绿色荧光着色'DhZ治疗组和 UDBZ
对照组并未见明显绿色荧光着色细胞:DhZ&G',@二羟基黄酮(UDBZ&脑源性神经生长因子
F#0-)%5:JZ!&/(,(*,&#&,2)%*#$/424/*1,-$*&#$%/+"0),-(/*5E ./3&/2*%)/.1#$#&*)/*#,$
mu!""'72&(9M&Lp#" #%#:?P3PK3K'229((77N349) +L99* J(53L9729*29'4N'(929((*52(9'7N349) M(59
J(53L9729*291SN9%3)9(23*KL3(+L35P N&) &(&L+9&%35*K3J+L99* J(53L9729*297K&'*'*+'4N'(9KN9
DhZKL9&K%9*K+L35P &*) UDBZ23*KL3(+L35P )') *3K7N347'+*'J'2&*K+L99* J(53L9729*297K&'*'*+
29((7:DhZ&G',@)'N8)L3I8J(&Q3*9(UDBZ&ML&'*@)9L'Q9) *95L3KL3PN'2J&2K3L

表 A:各组不同时间点视盘周围细胞凋亡率比较m!Q"'[#
R/94%A:!,1(/)#&,$,2/(,(*,&#&)/*%,2+%44&/),-$.*"%,(*#+.#&+/*.#22%)%$**#1%(,#$*&/1,$0 P/)#,-&0),-(&m!Q"'[#

组别 样本量

给药后不同时间点视盘周围细胞凋亡率

/! N !V N 0 ) G ) /V ) !, )

正常对照组 0 / /̂!s" V̂0& / #̂Gs" !̂/& / #̂!s" Ĝ"& / !̂#s" /̂0& " #̂Cs" /̂/& " -̂-s" /̂0&

DhZ治疗组 0 ! -̂0s" /̂G& 0 !̂-s" ĜC& ! !̂"s" !̂-& / V̂!s" /̂,& " ,̂/s" /̂#& " Ĉ"s" /̂0&

UDBZ对照组 0 0 "̂!s" /̂,& # Ĉ0s" #̂#& ! 0̂#s" !̂/& / #̂Gs" /̂C& / ĜCs" /̂G& / #̂!s" /̂,&

模型对照组 0 /" 0̂!s/ #̂V /! ,̂#s/ Ĉ! , "̂Vs" !̂G G "̂0s" /̂- 0 "̂#s" !̂/ ! !̂Gs" !̂,

:注&\组别 p!0V Ĉ""'Ep" "̂"V'\时间 p!GC ,̂""'Ep" "̂"!1与模型对照组比较'&Eo" "̂#m两因素方差分析'_̀D@&检验#:DhZ&G',@二羟基黄酮(
UDBZ&脑源性神经生长因子
:B3K9&\+L35P p!0V Ĉ""'Ep" "̂"V'\K'%9p!GC ,̂""'Ep" "̂"!1A3%P&L9) 4'KN KN9%3)9(23*KL3(+L35P'&Eo" "̂# mS43@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:DhZ&
G',@)'N8)L3I8J(&Q3*9(UDBZ&ML&'*@)9L'Q9) *95L3KL3PN'2J&2K3L

各组 2&7P&79@0 %>B?相对表达量总体比较'差异
有统计学意义 m\组别 p/- ĜV"'Ep" "̂VC#, 给药后
/! N+0 )'正常对照组 2&7P&79@0 %>B?相对表达量明
显高于其他组'差异均有统计学意义 m均 Eo" "̂##,

给药后 0 )'与模型对照组相比'
DhZ治 疗 组 和 UDBZ 对 照 组

2&79P&79@0 %>B?相对表达量降低'
差异均有统计学意义m均Eo" "̂##,
给药后 /V )'模型对照组 2&79P&79@0
%>B?相对表达量较正常对照组和
DhZ治疗组升高'差异均有统计学
意义m均 Eo" "̂##, 给药后 !, )'模
型对照组 2&79P&79@0 %>B?表达量
较正常对照组和 UDBZ对照组降
低'差异均有统计学意义 m均 Eo
" "̂##m表 ##,

各组 M&I%>B?相对表达量总
体比较差异有统计学意义 m\组别 p
," /̂-"'Ep" "̂/!#, 给药后 /! N'
DhZ治 疗 组+ UDBZ对 照 组 M&I
%>B?相对表达量较正常对照组升
高'UDBZ治疗组较模型对照组升
高'差异均有统计学意义 m均 Eo
" "̂##(给药后 0 )'模型对照组 M&I
%>B?相对表达量较其他 0 组明显
升高'差异均有统计学意义 mEo
" "̂"/#(给药后 /V )'模型对照组
M&I%>B?相对表达量较其他 0 组
明显升高'UDBZ对照组较正常对照
组升高'差异均有统计学意义m均Eo
" "̂##(给药后 !, )'模型对照组 M&I
%>B?相对表达量较其他 0 组明显

升高'差异均有统计学意义m均 Eo" "̂##m表 -#,
各组 M2(@! %>B?相对表达量总体比较'差异有统

计学意义 m\组别 pG, "̂G"'Ep" "̂/"#, 给药后 /! N'
DhZ治疗组 +UDBZ对照组 +模型对照组 M2(@!%>B?

!V0V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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表 B:各组不同时间点 R)LX1Jb8相对表达量比较"!Q"#
R/94%B:!,1(/)#&,$,2*"%)%4/*#P%%'()%&&#,$,2R)LX

1Jb8/*.#22%)%$**#1%(,#$*&/1,$0 P/)#,-&0),-(&"!Q"#

组别 样本量
给药后不同时间点 SL6U%>B?相对表达量

/! N 0 ) /V ) !, )

正常对照组 0 / /̂Vs" /̂" / /̂0s" /̂# / !̂Cs" !̂, / /̂Cs" /̂G

DhZ治疗组 0 0 0̂Cs" !̂0& 0 /̂Cs" /̂,&M 0 /̂#s" !̂0&M ! ĈGs" ,̂0

UDBZ对照组 0 ! !̂Vs" !̂!& 0 V̂#s" V̂"& V 0̂0s" !̂!&M V /̂#s" !̂#&M

模型对照组 0 ! /̂#s" /̂,& / ,̂,s" /̂- / 0̂"s" /̂- / /̂-s" /̂G

:注&\组别 p!G! "̂""'Ep" "̂"/(\时间 p/ -̂#G'Ep" 0̂!"1与正常对照组相比'&Eo" "̂#(与模

型对照组比较'MEo" "̂#"两因素方差分析'_̀D@&检验#:SL6U&酪氨酸激酶受体 U(DhZ&
G',@二羟基黄酮(UDBZ&脑源性神经生长因子
:B3K9&\+L35P p!G! "̂""'Ep" "̂"/(\K'%9p/ -̂#G'Ep" 0̂!"1A3%P&L9) 4'KN KN9*3L%&(23*KL3(

+L35P'&Eo" "̂#(23%P&L9) 4'KN KN9%3)9(23*KL3(+L35P'MEo" "̂# "S43@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:
SL6U&K8L37'*96'*&79L929PK3LU(DhZ& G' ,@)'N8)L3I8J(&Q3*9(UDBZ& ML&'*@)9L'Q9) *95L3KL3PN'2
J&2K3L

表 7:各组不同时间点 +/&%(/&%MA 1Jb8相对表达量比较"!Q"#
R/94%7:!,1(/)#&,$,2*"%)%4/*#P%%'()%&&#,$,2+/&%(/&%MA
1Jb8/*.#22%)%$**#1%(,#$*&/1,$0 P/)#,-&0),-(&"!Q"#

组别 样本量
给药后不同时间点 2&79P&79@0 %>B?相对表达量

/! N 0 ) /V ) !, )

正常对照组 0 / V̂#s" !̂" / !̂/s" !̂0 / "̂,s" "̂, / !̂0s" !̂"

DhZ治疗组 0 ! 0̂"s" 0̂#& / /̂-s" /̂G&M / "̂Gs" /̂"M / !̂Vs" !̂#

UDBZ对照组 0 ! -̂Cs" 0̂0& / /̂Gs" /̂G&M / V̂-s" 0̂! / /̂-s" !̂/M

模型对照组 0 0 "̂,s" !̂C& ! /̂Gs" !̂#& / -̂-s" 0̂0& " ĈCs" !̂-&

:注&\组别 p/- ĜV"'Ep" "̂VC'\时间 p#- Ĝ""'Ep" "̂/-1与正常对照组相比'&Eo" "̂#(与模

型对照组比较'MEo" "̂# "两因素方差分析'_̀D@&检验#:2&79P&79@0&半胱天冬酶@0(DhZ&
G',@二羟基黄酮(UDBZ&脑源性神经生长因子
:B3K9&\+L35P p/- ĜV"'Ep" "̂VC'\K'%9p#- Ĝ""'Ep" "̂/-1A3%P&L9) 4'KN KN9*3L%&(23*KL3(

+L35P'&Eo" "̂#(23%P&L9) 4'KN KN9%3)9(23*KL3(+L35P'MEo" "̂# "S43@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:
2&7P&79@0&287K9'*9&7P&LK'2&2') PL3K9&79@0( DhZ& G' ,@)'N8)L3I8J(&Q3*9( UDBZ& ML&'*@)9L'Q9)
*95L3KL3PN'2J&2K3L

表 C:各组不同时间点 9/' 1Jb8相对表达量比较"!Q"#
R/94%C:!,1(/)#&,$,2*"%)%4/*#P%%'()%&&#,$,29/' 1Jb8

/*.#22%)%$**#1%(,#$*&/1,$0 P/)#,-&0),-(&"!Q"#

组别 样本量

给药后不同时间点 M&I%>B?相对表达量

/! N 0 ) /V ) !, )

正常对照组 0 / V̂Gs" !̂" / /̂!s" !̂0 / "̂,s" !̂/ / !̂#s" /̂G

DhZ治疗组 0 / !̂Vs" !̂0& / /̂0s" !̂/M / 0̂/s" 0̂!M / /̂Vs" /̂0M

UDBZ对照组 0 ! V̂Vs" 0̂#&M / /̂,s" V̂"M / V̂#s" !̂0&M / 0̂"s" !̂,M

模型对照组 0 ! /̂Cs" 0̂# - Ĝ/s" ĈC& ! !̂#s" 0̂!& 0 /̂0s" !̂#&

:注&\组别 p," /̂-"'Ep" "̂/!'\时间 p0! Ĝ!"'Ep" "̂!,1与正常对照组相比'&Eo" "̂#(与模

型对照组比较'MEo" "̂#"两因素方差分析'_̀D@&检验#:M&I&M2(@! 相关 <蛋白(DhZ&G',@
二羟基黄酮(UDBZ&脑源性神经生长因子
:B3K9&\+L35P p," /̂-"'Ep" "̂/!' \K'%9p0! Ĝ!"'Ep" "̂!,1A3%P&L9) 4'KN KN9*3L%&(23*KL3(

+L35P'&Eo" "̂#(23%P&L9) 4'KN KN9%3)9(23*KL3(+L35P'MEo" "̂# "S43@4&8?BEY?'_̀D@&K97K#:
M&I& M2(@! &7732'&K9) < PL3K9'*( DhZ& G' ,@)'N8)L3I8J(&Q3*9( UDBZ& ML&'*@)9L'Q9) *95L3KL3PN'2
J&2K3L

相对表达量较正常对照组升高'DhZ治疗组+UDBZ对
照组较模型对照组降低'差异均有统计学意义"均Eo

" "̂##(给药后 0 )'UDBZ对照组+模型
对照组 M2(@! %>B?相对表达量较正常
对照组升高'DhZ治疗组 M2(@! %>B?
相对表达量较模型对照组降低'差异均
有统计学意义 "均 Eo" "̂# #(给药后
/V )'模型对照组 M2(@! %>B?相对表达
量较其他 0 组升高'差异均有统计学意
义"均 Eo" "̂##(给药后 !, )'模型对照
组 M2(@! %>B?相对表达量较正常对照
组和 UDBZ组升高'差异均有统计学意
义"均 Eo" "̂##"表 G#,

A:讨论

兴奋性毒性+营养因子缺乏被认为
是青光眼中导致 >RA7凋亡的可能原
因

- /G[/,. , 本研究通过 BXD?玻璃体注
射成功诱导 >RA7凋亡'并发现 DhZ可
有效逆转 BXD?诱导的 >RA7凋亡'其
效果与 UDBZ相似,

已有研究表明'UL*0&能够特异标
记 >RA7'其作用效果与逆行性荧光标
记效果相似

- /C. , 本研究通过 UL*0&特
异抗体对视网膜铺片中 >RA7进行染
色'结果显示模型对照组 >RA7数量逐
渐减少'给药后 !, ) 时数量降低最多(
而 DhZ治疗组在给药 0 ) 内 >RA7数
量与正常对照组相比差异无统计学意

义'给药后 G ) >RA7数量明显低于正
常对照组'说明 DhZ能够早期阻断
BXD?诱导的 >RA7凋亡发生,

本研究结果显示'模型对照组视盘
周围能够明显见到大量凋亡细胞'进一
步说明 BXD?能够诱导大量 >RA7凋
亡, 与正常对照组相比'UDBZ对照组
在给药后各时间点细胞凋亡率均明显

升高'差异均有统计学意义'说明 UDBZ
早期不能及时阻断凋亡过程(而 DhZ治
疗组在给药后 G ) 内细胞凋亡率与正常
对照组相比差异均无统计学意义'说明
DhZ能够及时阻断凋亡过程的发生'也
对 >RA7起到了保护作用,

研究表明'>RA7+视盘和筛板结构
中有大量 UDBZ和 SL6U表达 - !"[!/. , 小鼠模型中'通
过腺病毒感染的Xv((9L细胞长期递送UDBZ能够有效

!#0V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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表 D:各组不同时间点 9+4M5 1Jb8相对表达量比较"!Q"#
R/94%D:!,1(/)#&,$,2*"%)%4/*#P%%'()%&&#,$,29+4M5 1Jb8/*.#22%)%$**#1%

(,#$*&/1,$0 P/)#,-&0),-(&"!Q"#

组别 样本量

给药后不同时间点 M2(@! %>B?相对表达量

/! N 0 ) /V ) !, )

正常对照组 0 / V̂#s" !̂" / !̂/s" !̂0 / "̂,s" "̂, / !̂0s" !̂"

DhZ治疗组 0 ! 0̂"s" 0̂#&M / /̂-s" /̂GM / "̂Gs" /̂"M / !̂Vs" !̂#

UDBZ对照组 0 ! -̂Cs" 0̂0&M ! /̂Gs" /̂G& / V̂-s" 0̂!M / /̂-s" !̂/M

模型对照组 0 0 "̂,s" !̂C& ! !̂!s" !̂/& ! -̂-s" 0̂0& / ĈCs" !̂-&

:注& \组别 pG, "̂G"'Ep" "̂/"'\时间 p,, ,̂C"'Ep" "̂/"1与正常对照组相比'&Eo" "̂#(与模型对照

组比较'MEo" "̂#"两因素方差分析'_̀D@&检验#:U2(@!&U淋巴细胞瘤@!(DhZ&G',@二羟基黄酮(
UDBZ&脑源性神经生长因子
:B3K9&\+L35P pG, "̂G"'Ep" "̂/"'\K'%9p,, ,̂C"'Ep" "̂/"1A3%P&L9) 4'KN KN9*3L%&(23*KL3(+L35P'&Eo

" "̂#(23%P&L9) 4'KN KN9%3)9(23*KL3(+L35P'MEo" "̂# "S43@4&8?BEY?' _̀D@&K97K# :U2(@!&U29((
(8%PN3%&@!(DhZ&G',@)'N8)L3I8J(&Q3*9(UDBZ&ML&'*@)9L'Q9) *95L3KL3PN'2J&2K3L

保护受损的 >RA7'并促进其功能恢复 - !!. , 有研究报
道'UDBZ分子量较大'作用时间相对较短'导致无法
有效防止 >RA7凋亡 - /!. , 多次重复给药或者高剂量
给予 UDBZ无法长期维持 >RA7的存活'同时 UDBZ
还存在半衰期较短+给药方式局限以及增加剂量后不
良反应加重等缺点'导致其在临床上的应用相对受
限

- !0. , 一些小分子化合物'如 DhZ的作用类似于
SL6U受体激动剂'具有促进神经元生存和功能的潜
力

- !V. , 本研究结果显示'给药后 /! N'DhZ治疗组+
UDBZ对照组和模型对照组 SL6U%>B?相对表达量
均较正常对照组显著提高, DhZ是一种类黄酮化合
物'可能通过类似 UDBZ的机制影响 SL6U表达, 给药
后早期'UDBZ或 DhZ的存在可能刺激 SL6U的表达'
从而增强其信号传导作用, 在模型对照组中'给药后
早期由于应激反应'SL6U的表达可能会升高, DhZ给
药后 0 )'SL6U表达升高'说明 DhZ早期能够激活
SL6U信号通路'起到保护 >RA7的作用, 而 UDBZ对
照组在给药后第 /V 天 SL6U表达量才逐渐开始增加,
与 UDBZ相比'DhZ能更早刺激 SL6U的表达'从而实
现更早的视神经保护, 视网膜铺片 >RA7计数和细胞
凋亡结果也验证了该结论,

A&7P&79@0+M2(@! 和 M&I能够通过调控线粒体外膜
通透性'控制体内相关凋亡因子和细胞色素 A等的释
放'从而调控细胞的凋亡 - !#. , 本研究结果显示'模型
对照组给药 /! N'M2(@! 和 M&I%>B?相对表达量较正
常对照组明显升高(给药后 /! N'M2(@! %>B?表达开
始下降'M&I%>B?相对表达量继续升高'并于给药后
0 ) 时达到高峰'表明细胞可能开始向凋亡的方向发
展, 而 DhZ治疗组和 UDBZ对照组中'除了注射 /! N
时反应性升高'给药 0\!, )'M&I%>B?相对表达量均

未见明显升高' 表明 UDBZ和
DhZ可能在一定程度上阻止凋亡
的进展, 模型对照组在给药后
/! N\!, )'2&7P&79@0 %>B?相对
表达量持续升高'表明 BXD?能
持续诱导相关凋亡通路, DhZ治
疗组和 UDBZ对照组中'给药后
/V )'2&7P&79@0 %>B?相对表达
量明显降低'表明 DhZ和 UDBZ
均可能阻断相 关 凋 亡 因 子 的

表达,
综上所述'本研究结果显示'

玻璃体腔注射 DhZ改善了兴奋
性氨基酸引起的视网膜损伤,

DhZ可能可以作为视神经保护类药物'未来可进一步
开发其给药途径'实现 DhZ的眼内递送,
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本刊对来稿中作者署名的著录要求

::作者向本刊投稿时署名应符合以下条件&"/#参与课题的选题和实验设计'参与实验资料的收集+分析和论证, "!#参与论文

的起草或能够对论文中的方法学或关键部分进行修改, "0#能对审稿专家和编辑提出的修改意见进行核修'能够答辩并承担责任,

"V#对论文的诚信负责, 仅参与筹得资金或收集资料者以及仅对科研小组进行一般管理者均不宜署名为作者, 文中如有外籍作

者'应附外籍作者亲笔签名的在本刊发表的同意函, 集体署名的文章应于题名下列出署名单位'于文末列出论文整理者的姓名'并

须明确该文的主要责任者,

作者署名的名次应按对论文贡献大小顺序排列于文题下方'每篇论文须列出通信作者 / 名, 如无特殊约定'则视第一作者为

通信作者, 作者"包括通信作者#的署名及其排序应在投稿前由所有研究者共同讨论确定'在编排过程中不宜变更或增减'尤其是

通信作者和前三名作者'若确需变动者须提供所有署名作者的签名同意函并出示单位证明, 有英文文题的论著和综述应有全部作

者姓名的汉语拼音'列于英文文题之下,
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