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补肾活血中药血清对加压纯化培养视网膜神经节细胞 PI3K /
AKT 信号转导通路的影响△
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Effects of Chinese medicine bushenhuoxue on PI3K/
Akt signal transduction pathway of pressurized and
cultured retinal ganglion cells in vitro
WANG Wei，LI Xiang，LIU Hong-Ji，MOU Lin，ZHANG Dan
【Key words】 retinal ganglion cells; traditional Chinese medicine /bushenhuoxue;PI3K;Akt;
pressurized and purified culture;signal transduction pathway
【Abstract】 Objective To investigate the influence of bushenhuoxue drug-containing ser-
um on PI3K and Akt signaling pathway in purified retinal ganglion cell (ＲGCs) in vitro of
Sprague-Dawley ( SD) rats，and to explore the protective mechanisms of bushenhuoxue recipe
on ＲGCs． Methods At first，bushenhuoxue drug-containing serum was prepared，and the
ＲGCs of SD rats were purified; after the apoptotic model of pressurized and purified ＲGCs
was established successfully in vitro using open pressure control system，ＲGCs were dealt
with 50 g·L － 1 ，100 g·L － 1 ，200 g·L － 1 concentration gradient of bushenhuoxue drug-con-
taining serum． Then the subjected cells were divided into normal culture group (N group) ，

control group (C group) ，50 g·L － 1 bushenhuoxue group (50 g·L － 1 BSHX group) ，100 g
·L － 1 bushenhuoxue group (100 g·L － 1 BSHX group) ，200 g·L － 1 bushenhuoxue group
(200 g·L － 1 BSHX group) ． Finally，cell apoptotic rate was detected by Annexin V-FITC /PI
staining，while real-time quantitative PCＲ ( qＲT-PCＲ) and Western blot were used to detect
the mＲNA and protein expression of PI3K and Akt in each group respectively． Ｒesults The
results of qＲT-PCＲ detection showed that PI3K，Akt mＲNA expression level in C group (0．
04 ± 0． 01) was decreased compared with N group(1． 00 ± 0． 04) ，and the difference was
statistically significant ( all P ＜ 0． 05) ，while PI3K，Akt mＲNA levels in 50 g·L － 1 ，100 g
·L － 1 and 200 g·L － 1 BXHX group (0． 18 ± 0． 01，0． 21 ± 0． 02，0． 22 ± 0． 01，0． 36 ± 0．
01，0． 84 ± 0． 10，1． 07 ± 0. 17) were increased compared with the C group，and the differ-
ence was statistically significant ( all P ＜ 0． 05 ) ． The Western blot results of each group
showed that PI3K，Akt protein expression level in C group was decreased compared with N
group，with statistical difference ( all P ＜ 0． 05) ，while PI3K，Akt protein expression levels in
50 g· L － 1 ，100 g· L － 1 and 200 g· L － 1 BSHX group were increased compared with C
group，with statistical difference ( all P ＜ 0． 05) ． Conclusion Bushenhuoxue drug-contai-
ning serum may inhibit the ＲGCs apoptosis induced by pressure，which may be related to the
activation of PI3K /Akt signal transduction pathway．

【中图分类号】 Ｒ774
【关键词】 视网膜神经节细胞; 中药 /补肾活血; PI3K; Akt; 加压纯化培养; 信号转导通路

【摘要】 目的 研究补肾活血中药血清对加压纯化培养视网膜神经节细胞( retinal gangli-
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on cells，ＲGCs) 凋亡模型 PI3K /Akt 信号转导通路主要成员 PI3K 及 Akt 表达的影响，探索补肾活血法保护 ＲGCs 的机制。方法

制备补肾活血中药含药血清，体外纯化 SD 大鼠 ＲGCs，采取开放式压力控制培养系统建立体外加压培养 ＲGCs 凋亡模型，以 50
g·L －1、100 g·L －1、200 g·L －1

血清浓度梯度补肾活血中药血清分别处理。将 ＲGCs 分为 5 组，分别为正常培养组( N 组) 、对

照组( C 组) 、50 g·L －1
补肾活血中药血清组( 50 g·L －1BSHX 组) 、100 g·L －1

补肾活血中药血清组( 100 g·L －1 BSHX 组) 、200
g·L －1

补肾活血中药血清组( 200 g·L －1BSHX 组) ，Annexin V-FITC /PI 双染检测细胞凋亡率，实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 检

测补肾活血中药血清对 ＲGCs PI3K 及 Akt mＲNA 表达水平的影响，Western blot 检测各组 PI3K、Akt 蛋白表达量。结果 Q-PCＲ
检测各组 mＲNA 结果: C 组( 0． 04 ± 0. 01) 与 N 组( 1． 00 ± 0． 04) 相比，ＲGCs 中 PI3K、Akt 的 mＲNA 表达水平下降，差异均有统计

学意义( 均为 P ＜ 0． 05) ，而 50 g·L －1、100 g·L －1、200 g·L －1 BSHX 组( 0． 18 ± 0. 01、0． 21 ± 0． 02，0． 22 ± 0． 01、0． 36 ± 0． 01，
0. 84 ± 0． 10、1． 07 ± 0． 17) 与 C 组相比，PI3K、Akt mＲNA 含量逐渐升高，差异均有统计学意义( 均为 P ＜ 0． 05) 。Western blot 检

测各组蛋白表达，C 组与 N 组相比，细胞 PI3K、Akt 的蛋白表达水平下降，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，而 50 g·L －1、100 g·
L －1、200 g·L －1BSHX 组与 C 组相比，PI3K、Akt 蛋白表达量逐渐升高，差异均有统计学意义( 均为 P ＜ 0． 05) 。结论 补肾活血

中药血清抑制加压诱导的 ＲGCs 凋亡，其机制可能与激活 PI3K /Akt 信号转导通路有关。

青光眼是一组由多重因素导致的，以视神经结构

性破坏、视 网 膜 神 经 节 细 胞 ( retinal ganglion cells，
ＲGCs)凋亡、视野缺损缩小为特征的一组退行性、致盲

性视神经病变
［1］，是全世界第二位导致视力丧失的眼

病
［2］，尽管高眼压被认为是青光眼病情进展的最重要

的危险因素，但单纯控制眼压并不能完全阻止 ＲGCs
的凋亡与视神经的萎缩

［3］，ＲGCs 的凋亡、视神经的损

害仍旧向前发展
［4］，因此在控制眼压同时，阻断或降

低 ＲGCs 的凋亡和增加 ＲGCs 的存活能力成为青光眼

治疗的研究方向
［5］。近年 PI3K/Akt 信号通路已成为

凋亡基因调控热点，该通路对神经元存活的促进作用

已得到较多研究证实
［6-8］。补肾活血法对大鼠慢性高

眼压模型 ＲGCs 凋亡过程的干预在前期工作中已经得

到证实
［9-10］，因此本研究将补肾活血法应用于体外加

压培养大鼠 ＲGCs PI3K/Akt 信号通路的干预，采用补

肾活血中药含药血清干预体外加压培养大鼠 ＲGCs，
并检测 PI3K 及Akt 的表达及酶活性，以进一步明确其

在 ＲGCs 凋亡过程中的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 新生 0 ～ 24 h 的 SD 乳大鼠 20 只，

体质量 5 ～ 7 g，8 ～ 12 周龄清洁级 SD 大鼠 60 只，雌

雄各 30 只，体质量 200 ～ 250 g，均由成都中医药大

学动物实验中心( 动物许可证号:XK 川 2014-11) 提

供，饲养于室温 18 ～ 24 ℃，昼夜各 12 h，适应性喂养

1 周。SD 大鼠用于灌胃后提取补肾活血中药血清组

及空白对照组鼠血清。
1． 2 主要试剂及仪器 HＲP-山羊抗兔 IgG、HＲP-山
羊抗鼠 IgG( Jackson);Neurobasal 培养基、胰蛋白酶

( Invitrogen);小鼠抗大鼠 Thy1． 1 单克隆抗体、β-ac-
tin、兔抗大鼠 PI3K 多克隆抗体、兔抗大鼠 Akt 多克

隆抗体(Abcam);ECL 发光液、蛋白酶抑制剂(Mer-
ck);BSA 蛋白定量试剂盒 (Thermo);FITC-Annexin
V /PI 凋亡试剂盒( 凯基生物);Trizol Ｒeagent(Ther-
mo); GoScriptTM Ｒeverse Transcription System ( Pro-
mega);ACCUＲI C6 流式细胞仪(BD);电泳仪、转膜

仪(Bio-rad);多功能酶标仪(Thermo)。
1． 3 方法

1． 3． 1 ＲGCs 的原代培养及纯化 新生 24 h 内的

SD 乳大鼠处死，取眼球后分离视网膜组织，剪碎组

织，1． 25 g·L －1
胰蛋白酶及 2 g·L －1

透明质酸酶消

化，离心后将细胞悬液孵育在兔抗巨噬细胞抗体

(1∶75)中，并置于经山羊抗兔 IgG 抗体(1∶400)包

被的培养皿中行小神经胶质细胞的排除，将未贴壁

细胞转移至经山羊抗鼠 IgM 抗体(1∶300) 和抗 Thy
1. 1 抗 体 (1∶100) 共 同 包 被 的 培 养 皿 中 孵 育 30
min，弃未贴壁细胞，将贴壁 ＲGCs 胰蛋白酶 37 ℃消

化 8 min，离心后接种于多聚左旋赖氨酸和层粘连蛋

白包被的 96 孔板中，培养 24 h 后用维持培养液( 含

体积分数 97. 5% Neurobasal 培养基，20 g·L －1 B27
及 200 mm·L －1 L-谷氨酰胺)换液 1 次。每 2 d 更换

培养液一次，换液时仅换半量，倒置相差显微镜观察

细胞生长过程及形态变化。用双免疫筛选技术
［11-12］

分离纯化的原代 ＲGCs 培养 24 h 后，用标签细胞定

量检测，获得的纯度至少为 98%。
1． 3． 2 加压培养模型的建立 参照文献制作改良

开放压力控制培养系统
［11-12］，细胞培养 48 h 后，半

量换液后放入压力控制培养系统，压力设定为 80
mmHg(1 kPa = 7． 5 mmHg)，培养 24 h 后取出培养瓶

或收集细胞进行检测，每组实验重复 3 次。
1． 3． 3 血清制备 将体质量 200 ～ 250 g 的 SD 大鼠

60 只按随机数字表法随机抽取 12 只大鼠为空白对

照组，其余 48 只大鼠为补肾活血中药血清组。补肾

活血中药血清组大鼠，每天给予补肾活血中药(20
mL·kg －1

复方丹参片 0． 96 g 和 20 mL·kg －1
杞菊地

黄丸 3． 0 g) 灌胃 1 次(每天上午 9∶00)，连续 7 d。
空白对照组每天相同时间给予等剂量的纯化水 20
mL·kg －1。在末次给药后 1 h 腹主动脉采血、分离

血清，血清经 56 ℃、30 min 灭活、0． 22 μm 微孔滤膜

过滤除菌、分装，－ 20 ℃保存备用。补肾活血中药含

药血清经 UPLC-ESI-MS /MS 法测定含药血清主要成

分含量。
1． 3． 4 实验分组 将 ＲGCs 分为五组，分别为正常

培养组(N 组)、对照组(C 组)、50 g·L －1
补肾活血

中药血清组(50 g·L －1 BSHX 组)、100 g·L －1
补肾

活血中药血清组(100 g·L －1BSHX 组)、200 g·L －1

补肾活血中药血清组(200 g·L －1 BSHX 组)。将 C
组置于 80 mmHg 压力下培养 24 h 后加入不含药空

白血清再培养 24 h，BSHX 组于 80 mmHg 加压培养
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24 h 后分别加入 50 g·L －1、100 g·L －1、200 g·L －1

补肾活血中药含药血清，继续培养 24 h。
1． 3． 5 Annexin V-FITC /PI 双染检测细胞凋亡率

将加压培养后的 ＲGCs 用不含 EDTA 的胰蛋白酶

消化收集细胞，室温下 2000 r·min －1
离心 5 min，收

集细胞。用预冷 1 × PBS(4 ℃) 重悬细胞一次，2000
r·min －1

离心 5 ～ 10 min，洗涤细胞。加入 300 μL 的

1 × Binding Buffer 悬浮细胞。加入 5 μL Annexin V-
FITC 混匀后，避光，室温孵育 15 min。上机前 5 min
再加入 5 μL PI 染色。上机前补加 200 μL 的 1 ×
Binding Buffer。
1． 3． 6 Western blot 检测 ＲIPA 细胞裂解液裂解

细胞提取蛋白质，利用 BSA 试剂盒测定蛋白浓度，

取 25 μg 蛋白质行蛋白质凝胶电泳，将电泳后的蛋

白质 电 转 移 至 PVDF 膜，50 g· L － 1
脱 脂 奶 粉 的

TBST 溶液封闭 1 h，相应一抗 4 ℃过夜，β-actin、兔
抗大鼠 PI3K 多克隆抗体、兔抗大鼠 Akt 多克隆抗

体，二抗室温孵育 30 min，β-actin 作为内参，Image J
软件测定条带灰度值，计算蛋白相对表达量，实验

重复 3 次。
1． 3． 7 实时荧光定量 PCＲ 检测 收集各组细胞，

Trizol 法提取总 ＲNA，利用随机引物进行逆转录反应

得到 cDNA，以 cDNA 为模板进行 qＲT-PCＲ 定量检

测，PI3K 引物:上游引物:5’-ATACCGTCAGCAGTTT-
GTCTCC-3’，下游引物:5’-GCATCCAAGGGTCCAGT-
TAGT-3’，扩增长度 212 bp。Akt 引物:上游引物:

5’-CCTGAAGCTACTGGGCAAGGG-3’; 下 游 引 物:

5’-ACAAAGCAGAGGCGGTCGTG-3’，扩增长度 222

bp。GAPDH 引 物: 上 游 引 物:5’-ACCCGCGAGTA-
CAACCTTCTT-3’;下游引物:5’-TATCGTCATCCAT-
GGC GAACT-3’，扩增长度 76 bp。反应程序为:预变

性 95 ℃ 2 min;95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 45 个循环;

后延伸 72 ℃ 30 s。反应体系 20 μL，其 中 SYBＲ
Premix Ex Taq Ⅱ 10 μL。β-actin 作 为 内 参，利 用

2 － ΔΔCt方法计算基因相对表达量，每个样品设置 3 个

重复。
1． 4 统计学处理 将实验所获得计量资料结果以

珋x ± s 表示，SPSS 19． 0 软件对数据行统计分析，检验

水准选取 0． 05。实验数据均采用重复测量数据的方

差分析，多组别的比较采用 One-Way ANOVA 进行分

析，多组间两两比较用 q 检验，经 Levene 检验数据满

足方差齐性以 Bonferroni 方法为准，方差不齐的数据

以近似方法 DunnetT3 分析结果为准。P ＜ 0． 05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ＲGCs 形态学观察 流式细胞仪检测 ＲGCs 特

异性标记物 Thy1． 1，iba1 为小神经胶质细胞的特异

性标记物，GFAP 为活化的星形胶质细胞的特异性标

记物，结果表明，纯化的 ＲGCs 培养液中发现 Thy1． 1
阳性细胞为(99． 15 ± 4． 238)%，iba1 及 GFAP 阳性

细胞分别为(0． 33 ± 0． 367)% 和(0． 48 ± 0． 102)%。
表明 ＲGCs 的纯化率较高( ＞ 98% )。倒置显微镜下

观察显示:分离纯化后的 ＲGCs 胞体表面光滑、轴突

明显，细胞状态良好见图 1A;培养 ＲGCs Thy1． 1 免

疫荧光鉴定结果见图 1B。

图 1 纯化培养 ＲGCs 形态学及 Thy1． 1 免疫荧光鉴定结果。A:纯化培养 48 h ＲGCs;B:培养 ＲGCs Thy1． 1 免疫荧光鉴定结果

2． 2 补肾活血中药血清对加压纯化培养大鼠 ＲGCs
凋亡的影响 流 式 细 胞 仪 的 检 测 结 果 表 明，C 组

ＲGCs 细胞凋亡率(49． 87 ± 2． 46% ) 较 N 组(3． 70 ±
0． 90% )明显增加(P ＜ 0． 05)，而 50 g·L －1、100 g·
L －1、200 g · L －1 BSHX 组 细 胞 凋 亡 率 分 别 为

(34. 13 ± 2. 80)%、(24． 03 ± 1． 72)% 和 (9． 30 ±
1. 44)%，均低于无 含 药 血 清 的 C 组 (P ＜ 0． 05)。
200 g·L －1BSHX 组与 50 g·L －1、100 g·L －1 BSHX

组相比细胞凋亡率有所减低，差异均有统计学意义

(均为 P ＜ 0． 05)，提示补肾活血中药含药血清对细

胞凋亡起到了部分抑制作用(图 2)。
2． 3 各组 ＲGCs 中 PI3K mＲNA 表达比较 各组

ＲGCs 相对表达定量值比较，C 组(0． 04 ± 0． 01) 与 N
组(1． 00 ± 0． 04)相比，细胞 PI3K mＲNA 表达水平下

降，差异有统计学意义 (P ＜ 0． 05)，而 50 g·L －1

BSHX 组 ( 0. 18 ± 0． 01 )、100 g · L －1 BSHX 组
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(0． 22 ± 0. 01)、200 g·L －1 BSHX 组(0． 84 ± 0． 10)

与 C 组相比，PI3K mＲNA 含量逐渐升高，差异均有

统计学意义(均为 P ＜ 0． 05)，提示补肾活血中药含

药血清可提升 PI3K 在 ＲGCs 中的转录水平。

图 2 补肾活血中药血清对加压纯化培养大鼠 ＲGCs 凋亡的影响。A:N 组;B:C 组;C:50 g·L －1 BSHX 组;D:100 g·L －1 BSHX 组;E:200
g·L －1BSHX 组

2． 4 各组 ＲGCs 中 Akt mＲNA 表达比较 各组

ＲGCs 相对表达定量值结果表明，C 组细胞 Akt mＲ-
NA(0. 04 ± 0． 01)表达较 N 组(1． 00 ± 0． 04) 明显降

低，差异有统计学意义 (P ＜ 0． 05)，而 50 g·L －1

BSHX 组 ( 0． 21 ± 0． 02 )、100 g· L －1 BSHX 组

(0． 36 ± 0. 01)、200 g·L －1 BSHX 组(1． 07 ± 0． 17)

细胞 Akt mＲNA 表达均高于无含药血清的 C 组，且

与 C 组相比差异均有统计学意义(均为 P ＜ 0． 05)，

提示补肾活血中药含药血清可提升 Akt 在 ＲGCs 中

的转录水平。
2． 5 各组 ＲGCs 的 PI3K 及 Akt 蛋白表达比较 与

N 组比较，C 组 PI3K 蛋白表达显著降低，差异有统

计学意义(P ＜ 0． 05)，而 50 g·L －1、100 g·L －1、200
g·L －1BSHX 组与 C 组相比，PI3K 蛋白表达量逐渐

升高，且 100 g·L －1、200 g·L －1 BSHX 组与 C 组相

比差异均有统计学意义( 均为 P ＜ 0． 05，见图 3、表

1)。C 组 Akt 蛋白表达与 N 组相比显著降低(P ＜
0. 05)，而 50 g·L －1、100 g·L －1、200 g·L －1 BSHX
组与 C 组相比，Akt 蛋白表达量逐渐升高，且差异均

有统计学意义(均为 P ＜ 0． 05，见图 3、表 1)。

图 3 各组体外培养大鼠 ＲGC 中的 PI3K、Akt 蛋白表达条带图

3 讨论

高眼压是青光眼 ＲGCs 凋亡的重要因素，是青光

眼性视神经病变的基础，压力是青光眼的重要致病

因素之一，其直接作用于 ＲGCs 的细胞膜，膜的通透

性及跨膜物质转运受到影响而致细胞死亡，实验证

表 1 各组体外培养大鼠 ＲGCs 中的 PI3K、Akt 蛋

白表达

组别 PI3K 蛋白 Akt 蛋白

N 组 0． 57 ± 0． 04 0． 60 ± 0． 05
C 组 0． 37 ± 0． 03* 0． 33 ± 0． 04*

50 g·L －1BSHX 组 0． 43 ± 0． 03 0． 42 ± 0． 04#

100 g·L －1BSHX 组 0． 53 ± 0． 04# 0． 46 ± 0． 04#

200 g·L －1BSHX 组 0． 80 ± 0． 06# 0． 64 ± 0． 04#

注:* P ＜ 0． 05 vs N 组，#P ＜ 0． 05 vs C 组

明高眼压引起的筛板层间变形移位产生的剪切力阻

滞视神经轴浆流于筛板水平，引起来源于上级神经

元的营养物质不能顺利到达神经细胞，轴突膜不能

利用线粒体产生 ATP，影响轴突蛋白的生成和转运，

细胞正常代谢受到损害而死亡
［13］。国外已有研究

证实压力 可 导 致 ＲGCs 的 凋 亡
［14］，体 外 加 压 培 养

ＲGCs 的目的是模拟眼球在高压状态下 ＲGCs 的损

伤情况。
我们的前期研究显示，补肾活血法用于大鼠慢

性高眼压模型可抑制视网膜神经纤维层和视网膜神

经节细胞层变薄、改善 ＲGCs 超微结构;并可上调慢

性高眼压大鼠 ＲGCs 抗凋亡基因 B 细胞淋巴瘤 /白
血病基因-2、抑制凋亡促进基因 B 细胞淋巴瘤 /白血

病-2 相关 x 基因、上调 PI3K /Akt 信号转导通路中 p-
Akt 的表达

［10］。将补肾活血中药运用于临床，发现

其可改善眼压已控制青光眼患者的视野、VEP 及

ＲNFL 等指标
［15］。

PI3K /Akt 信号转导通路是一条可调节神经细胞

和其他细胞存活的通路，这条通路激活主要依赖细

胞因子和生长因子及其受体的激活，由 PI3K 激活诱

导，Akt 磷酸化调节对视网膜和中枢神经损害的神经

保护作用已有报道
［16］。有研究在实验性青光眼模

型中发现当眼压升高后 1 d，Akt 即出现明显的磷酸

化
［17］，MANABE 等

［18］
也发现 PI3K /Akt 信号通路可

抑制由 NMDA 诱导的 ＲGCs 凋亡。而 KIM 等
［19］

采

用巩膜静脉烧灼制作的大鼠青光眼模型发现激活的

p-Akt 有促进 ＲGCs 存活的作用。有研究发现 β-雌
二醇可激活 PI3K /Akt 信号通路而抑制 Bax 参与的
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线粒体凋亡途径而保护视网膜神经细胞
［20］。

同样介导细胞存活的蛋白激酶 Akt 也取决于

PI3K 通路的激活，磷酸化 Akt 保护神经细胞，抑制其

凋亡通过磷酸化 Bad 通过干扰线粒体细胞色素 C 释

放，抑制 caspase-9 通过阻断 caspase 凋亡信号，Akt
也调节转录因子成员 Forkhead 家族 FKHＲL1 的激

活。目前对视网膜 PI3K /Akt 信号通路的作用尚不

完全清楚，之前有研究报道 BDNF 在视神经横断模

型中有神经保护作用，PI3K /Akt 信号通路是一主要

路径
［21］。
有研究报道证实视神经钳夹伤模型中视网膜

Akt 被激活，Akt 可被 PI3K 抑制剂明显抑制，但 Akt
并不完全依赖于 PI3K /Akt 信号通路，可能还有其他

信号转导通路参与。血管内皮生长因子和相关信号

转导通路包括 PI3K 可能通过 Akt 内源性神经保护

途径参与大脑缺血模型中神经保护，在新生乳鼠心

肌细胞，Akt 被 激 活 在 缺 血 再 灌 注 损 伤 模 型 中 经

PI3K 和 SＲC 酪氨酸激酶依赖通路
［22］，这些细胞缺

血损伤激发 PI3K /Akt 通路进一步支持 ＲGCs 损伤后

的神经保护是由激活 PI3K /Akt 信号通路所引起的。
本实验结果显示，补肾活血中药血清可提升体

外加压培养 ＲGCs 中 PI3K 及 Akt 的表达，提示补肾

活血中药血清可能激活了 PI3K /Akt 信号转导通路，

这可能是补肾活血中药血清抑制体外加压培养大鼠

ＲGCs 凋亡的原因之一。结合以上分析，我们推断补

肾活血法可能通过 PI3K /Akt 信号通路对 ＲGCs 起保

护作用，为中药治疗青光眼、保护 ＲGCs 提供了一定

的实验依据。
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