
等 [ 5]报道丹参注射液各剂组对 lew is肺癌小鼠瘤重、

体积均有抑制作用, 在实验范围内无明显的剂量依
赖关系。启膈方抑制小鼠移植瘤 ( FC ) 的生长, 阻

断转移过程, 减少了肺转移的发生。关于启膈方抑
制前胃癌小鼠肺转移的机制, 值得深入探讨。
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补肾活血中药对大鼠慢性高眼压模型视网膜神经节
细胞凋亡相关基因 Bcl�2、Bax表达的影响

李 � 翔 � 曹水清 � 毛 � 欣 � 黄江丽
成都中医药大学附属医院眼科 (四川 成都 610072)

� � 摘要: 目的: 观察补肾活血中药对 SD大鼠慢性高眼压 ( e leva ted intrao cular pressure, E IOP ) 模型视网膜神经节

细胞凋亡相关基因 Bc l�2、Bax表达的影响。方法: 采用烙闭上巩膜静脉法, 制作大鼠慢性 E IOP模型, 随机分为模型

对照组, 补肾活血高剂量组、中剂量组、低剂量组, 空白对照组。连续灌胃 8周, 并于 8周末处死大鼠, 观察其对

EIOP大鼠视网膜神经节细胞 ( retina l gang lion cells, RGCs) 凋亡基因的影响。结果: 补肾活血中药可上调大鼠 EIOP

视网膜神经节细胞抗凋亡基因 B cl�2、抑制凋亡促进基因 Bax。结论: 补肾活血中药可调控大鼠 E IOP视网膜神经节细

胞凋亡基因的表达。

� � 关键词: 补肾活血中药 � 视网膜神经节细胞 � 凋亡 � B cl�2� Bax

� � 中图分类号 : R 259� � 文献标识码: A� � 文章编号: 1000- 3649 ( 2010) 02- 0022- 03

� � The Effect of Trad itiona l Ch inese M ed icine ( TCM ) of BuShenHuoXue P rincip le on R etinal Ganglion C ells

( RGCs) Apop tosis- related Gene Bc l- 2, Bax Expre ssion inR atM odel of E levated In traocu lar Pressure ( EIOP) / /

L iX iang� Cao Shuiq ing� MaoX in� Huang J iang li�Departm ent of Ophthalm ology, the AffiliatedH o sp ital of Chengdu Univer si�

ty of T rad itional ChineseM edicine (Chengdu S ichuan 610072, China)

� � Abstract: Objectives: To obse rve the effect of T raditiona l ChineseM edic ine ( TCM ) of BuShenH uoXue P rinc ip le on reti�

na l gang lion cells ( RGC s) apoptos is- re la ted gene Bc l- 2, B ax express ion and in rat model of e levated in traocular pressure

( E IOP ) �M ethods: By un ilaterally cauter izing 3 ep isc lera l vesse ls, the rat model of EIOP w as gotten�Rats w ere d iv ided into 5

g roups random ly: m ode l contro l group, treatm ent groups w ith high, m idd le, low do sage o f BuShenH uoXue form ula of TCM,

and norm a l control g roup�A fter g iven drugs o r no rm al sa line for 8 weeks, the rats w ere put to death and eyeballs w ere taken

out�To obse rve the effec t ti intraocu lar pressure ( IOP ), re tinal gang lion ce lls ( RGCs) of apoptosis gene�Resu lts: BuShen�
HuoXue form ula o f TCM can increase Bc l�2 gene, deg radeBax gene expression, and add RGCsBc l- 2 /Bax� Conc lusions:

BuShenH uoXue fo rmu la o f TCM can regulate the expression of RGC s apoptosis gene�
� � K ey words: BushenH uoXue� re tina l gang lion ce lls ( RGCs) � apopto sis� Bc l- 2� B ax

� � 青光眼 ( g laucoma) 是一类以特异性视神经损

害和视野缺损为共同特征的眼病 [ 1]。一直以来因其
不可逆致盲性而备受关注。青光眼视神经损害的确

切机制目前尚不十分清楚, 但对青光眼的机理研究
表明可能有多种机制参与青光眼性视神经损伤, 而

无论何种机制, 其最终的结局均是视网膜神经节细
胞 ( ret inal gang lion ce lls, RGCs) 的凋亡 [2]。因此调

控 RGCs凋亡对青光眼视神经保护具有重要意义。根
据青光眼的血流学说及中医眼科学的基础理论, 本

实验观察了补肾活血中药对持续性高眼压大鼠 RGCs

的保护作用。
1� 材料与方法
1� 1� 实验动物 � 清洁级 Sprague�Daw ley ( SD) 大鼠
60只, 雌雄各半, 8~ 12周龄, 体重约 160 ~ 200g。

饲养室温 20 ~ 25 , 空气流通, 相对湿度 55% ~

75%, 12小时光照维持, 昼夜循环。自由摄食饮水。

纳入标准: ! 无外眼疾病; ∀ 双眼瞳孔对光反射正
常; # 无歪颈。
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1� 2� 分组与给药方法 � 动物购回后, 适应性喂养 3

天, 连续测量 3天 IOP, 进行正常 IOP区间估计, 取

平均 IOP在 9 ~ 18mmHg者, 以 SPSS统计软件产生
随机数字, 随机分为五组, 空白组不做处理, 其余

四组采用烙闭上巩膜静脉法 [ 3]进行单眼 (右眼 ) 造
模, 造模后成模动物随机分为模型组, 补肾活血高、

中、低剂量组。因为灌胃等原因动物死亡 8只。补
肾活血高、中、低剂量组分别予相当于 20倍、 10

倍、5倍成人剂量的复方丹参片 (北京同仁堂科技发
展股份有限公司制药厂生产, 批号 7122426。成人剂

量每次 3片相当于原生药 3g, 每日 3次 ) 和杞菊地
黄丸 (北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂生

产, 批号 7072153。成人剂量每次 8丸相当于原生药
3g, 每日 3次 ) 的混悬液, 模型组、空白组分别予
生理盐水, 每天同一时间灌胃 1次, 连续灌胃 8周。

每 2周称体重 1次, 调整给药量。
1� 3� 视网膜神经节细胞凋亡相关基因的观察 � 于造
模后第 8周过量麻醉处死大鼠, 12点钟位缝线标记,

立即摘除眼球 (包括球后视神经 2mm), 角膜穿通一

小切口, 浸泡于 15%甲醛组织固定液中, 24小时后
沿标记缝线 % % % 视神经连线对剖眼球, 去除眼前节

和玻璃体, 余下部分逐节脱水、透明、石蜡包埋,

于视乳头颞侧旁开 1mm, 做 4�m切片, 送成都中医

药大学病理科检测, 采用免疫组织化学染色 ( la�
be leddextranpo lymermethod, LDP) 的方法, 对石蜡切

片进行免疫组织化学染色。观察指标: 神经节细胞
核和核周出现棕黄色反应物即为阳性表达, 在 100

倍光镜下全面观察切片后, 寻找 Bcl- 2、 Bax阳性物
质最丰富区域 (即 &热点∋ 区, 染色颜色最深或染

色面积最多的区域 ), 然后选择 5个 400倍视野的阳
性细胞热点区, 采用 M ias- 2000计算机图像分析系

统测量各个指标阳性物质积分光密度 (表示被测个
体截面或投影轮廓或体积内光密度的积分值, 亦是

吸光物质的总含量 )。
1� 4� 统计方法� 采用 SPSS13� 0 forw indow s统计软件

分析。自身前后对照比较用配对 t检验, 多组间比较
用单因素方差分析, 各项指标均以均数 (标准差 (  x
( s) 表示。

2� 结 � 果
� � 通过对 E IOP大鼠 RGCs凋亡相关基因 Bc l- 2、

Bax及 Bcl- 2 /Bax比值的检测发现补肾活血中药可
上调大鼠 EIOP视网膜神经节细胞凋亡抑制基因 Bcl

- 2、抑制凋亡促进基因 Bax, 可使慢性高眼压大鼠
RGCsBc l- 2 /B ax比值升高, 具有抑制 RGCs凋亡的

作用, 详见表 1及图 1~ 4。

表 1� 各组大鼠 RGC s凋亡基因 Bcl- 2、Bax积分光密度 ( IOD ) 值及 Bcl- 2 /Bax比值比较 (!x ( s)

组别 眼数 B cl- 2 IOD值 Bax IOD值 Bcl- 2 /B ax比值

模型组 11 0�4640 ( 0�0775) ∗ � + 0�672 ( 0�0545) ∗ � + 0�69 ( 0�1535) ∗ � +

高剂量组 9 0�6864 ( 0�1519∗ , ) 0�529 ( 0�0683∗ , ) 1�30 ( 0�2945∗ , )

中剂量组 10 0�6524 ( 0�0866∗ , 0�569 ( 0�0806∗ , 1�16 ( 0�2255∗ ,

低剂量组 11 0�5607 ( 0�0772+ ∗ , 0�601 ( 0�0529+ ∗ , 0�93 ( 0�1509+ ∗ ,

空白对照组 11 0�5865 ( 0�0878+ , 0�440 ( 0�0914+ , 1�38 ( 0�3301+ ,

� � � � � 注: 与空白组比较, ) P < 0�05; 与模型组比较, , P < 0�05; 与低剂量组比较, ∗ P < 0�05; 与中剂量组比较, � P < 0�05;

与高剂量组比较, + P < 0�05

� � 由上表可见: ! Bcl�2 IOD值: 补肾活血中药各

剂量组对 Bcl- 2有表达增加的作用 (P < 0� 05)。∀
Bax IOD值: 补肾活血中药各剂量组对 Bax有表达减

低的作用 (P < 0�05), 尤以高、中剂量组明显。#
Bc l- 2 /Bax比值比较: 补肾活血中药各剂量组对 Bcl

- 2 /Bax比值的影响有统计学意义 ( P < 0�05 ), 表

明补肾活血中药可使慢性高眼压大鼠 RGC sBcl- 2 /

Bax比值升高, 具有抑制 RGC s凋亡的作用, 尤以

高、中剂量组明显。

� � � � 图 1� 模型组 RGCs bc l- 2阳性染色 ( 400 − ) � � � � 图 2� 高剂量组 RGCs bc l- 2阳性染色 ( 400 − )
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� � � � � 图 3� 模型组 RGC s bax阳性染色 ( 400 − ) � � � � � � � � 图 4� 高剂量组 RGCs bax阳性染色 ( 400 − )

5� 讨� 论
� � 青光眼属祖国医学 &五风内障∋ 范畴, 其造成

的视神经损害类似于 &青盲∋, 视神经相当于 &目
系∋, 肝脉以本经直接连 &目系∋, 目系 &上属于
脑∋, 脑为髓海, 直接受肾精之充养, 目系得肝肾精

血之濡养, 方能维持正常的生理功能, 故本病与肝
肾关系密切。而 &五风内障∋ 多由于气血失和、经
脉不利、气滞血瘀, 目中玄府闭塞、神水淤积而致,

病久则肝肾两亏, 目系失养, 神光渐微甚至泯灭、
不睹三光而成 &青盲∋。所以肝肾虚损, 脉络瘀滞是

青光眼视神经病理改变的主要病机, 滋养肝肾、活

血化瘀是防治青光眼视神经损害的基本方法。
� � 有报道糖尿病大鼠应用补肾活血制剂可以通过
调节 RGC s凋亡调控基因, 抑制 RGCs凋亡和促使
RGCs神经营养因子增多, 使 RGCs存活能力提高,

减少 RGCs死亡 [ 4]。另外, 前期研究显示: 补肾活血

中药可以抑制 E IOP大鼠视网膜神经纤维层 ( retina l

nerve fiber layer, RNFL ) 和视网膜神经节细胞层

( retina l gang lion ce lls layer, RGCL ) 变薄, 改善

RGCs超微结构, 从而防止 RGC s和 RNFL损害 [ 5]。

近年研究显示, 活血化瘀中药具有改善微循环, 降
低血液粘滞度, 提高机体抗氧化能力等多方面的药

理作用, 在改善青光眼视神经轴浆流、视盘微循环

状况等方面有明显优势 [ 6~ 9]。复方丹参注射液可改善
轴浆流、增强视网膜血管和视神经的耐缺氧能力、

对视网膜缺血再灌注损伤有一定的保护作用 [10, 11]。

王幼生等 [12]在常规降眼压的基础上给予丹参等治疗

青光眼患者, 结果显示患者视力有明显提高, 毕氏
报道杞菊地黄丸能提高原发性开角型青光眼术后患

者视力 [ 13]。因此本实验选用杞菊地黄丸 (由枸杞、

菊花、熟地、山茱萸、山药、泽泻、牡丹皮、茯苓

组成 ) 和复方丹参片 (由丹参、三七、冰片组成 )

滋养肝肾、活血化瘀, 观察对青光眼视神经的保护

作用。
� � 细胞凋亡又称细胞程序性死亡, 是组织发育形

成和功能维持的必须生理现象, 是一种细胞的自杀

行为。细胞是否进入凋亡通路, 取决于细胞凋亡抑
制 (Apoptosis off) 基因之间的比例。Bcl- 2即 B淋

巴细胞瘤 /白血病 - 2基因 ( B - cell lymphom a / leu�
dem ia2基因 ) 的简称, 可保护细胞, 抑制凋亡, B ax

即 B细胞淋巴瘤 /白血病 - 2相关 X基因 ( bc l- asso�
c iated X protein基因 ), Bax的过度表达可以诱发细

胞凋亡, 并可拮抗 Bcl- 2的抑制细胞凋亡作用。Bcl

- 2作为细胞生存基因的代表, Bax作为细胞凋亡基

因的代表, 两者之间表达水平的平衡结果, 决定了
细胞是生存还是凋亡。

� � 本实验中, 免疫组化检测结果显示, 补肾活血中
药可上调慢性高眼压大鼠视网膜神经节细胞凋亡抑制

基因 Bcl- 2、抑制凋亡促进基因 Bax, 使 RGCsBcl-

2 /Bax比值升高, 具有抑制 RGCs凋亡的作用。其机
理可能与增加眼血流量, 改善轴浆流, 增强视网膜血

管、神经的耐缺氧能力, 激活视细胞, 复苏视纤维有
关。其确切的作用机理, 有待于进一步研究。
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