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【关键词】　小梁细胞；糖基化终末产物；活性氧；原发性开角型青光眼；细胞凋亡
【摘要】　目的　通过观察糖基化终末产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥ）对体外培养牛眼小梁细胞凋亡的影响，研究
ＡＧＥ与原发性开角型青光眼（ｐｒｉｍａｒｙｏｐｅｎａｎｇｌｅｇｌａｕｃｏｍａ，ＰＯＡＧ）之间的关系，进一步探讨其发病机制。方法　体外培养牛眼
小梁细胞，通过形态学观察和神经元特异性烯醇化酶染色对培养的细胞进行鉴定。将第３代小梁细胞接种于６孔培养板，在培
养基中加入不同浓度（０μｇ·ｍＬ－１、５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）的 ＡＧＥＢＳＡ培养９６ｈ。终浓度（２００μｇ·
ｍＬ－１）的ＡＧＥＢＳＡ培养液处理细胞不同时间（４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ）。应用流式细胞仪检测小梁细胞凋亡率；活性氧荧光探针２’，
７’二氯荧光黄双乙酸盐检测细胞内活性氧（ＲＯＳ）水平。结果　５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ作用９６
ｈ后细胞凋亡率分别为（５．６０±０．２５）％、（９．５７±０．０８）％、（１７．６８±０．２１）％，与对照组（０μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ）细胞凋亡率
（４４５±０．１２）％相比均明显增高，且差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ作用细胞４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后
凋亡率分别为（１０．５１±０．２８）％、（１３．４７±０．４２）％、（１７．６８±０．２１）％，与对照组相比也均明显增高，差异均有统计学意义（均
为Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，ＡＧＥＢＳＡ处理后细胞内ＲＯＳ水平显著提高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＢＳＡ组差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　在体外培养的条件下，ＡＧＥ可能通过刺激牛眼小梁细胞产生大量ＲＯＳ介导小梁细胞凋亡。
［眼科新进展，２０１４，３４（７）：６４０６４２，６４６］

　　原发性开角型青光眼（ｐｒｉｍａｒｙｏｐｅｎａｎｇｌｅｇｌａｕ
ｃｏｍａ，ＰＯＡＧ）是一种常见致盲性眼病，大型流行病学

研究显示糖尿病为ＰＯＡＧ最常见的病因，与ＰＯＡＧ发
病率呈正相关［１］。糖尿病患者中 ＰＯＡＧ的发病率为

·０４６· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０１４年７月　第３４卷　第７期
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４％～１１％［２］，比一般人群（２％）高。糖尿病与ＰＯＡＧ
间的关系密切，但糖尿病患者并发 ＰＯＡＧ的发病机
制尚不明确。研究表明糖基化终末产物（ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥ）是糖尿病眼部并发症发
生发展的重要影响因素［３４］。本研究通过研究不同

浓度ＡＧＥ对体外培养牛眼小梁细胞凋亡的影响，进
一步探讨糖尿病患者中青光眼发病率较正常人高的

可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　眼球　１岁左右公牛新鲜眼球８只，取自本
地屠宰场，４℃冰桶运回实验室。
１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、Ｈｅｐｅｓ
及胰蛋白酶均购自Ｈｙｃｌｏｎｅ生物化学制品有限公司，
兔抗人神经元特异性烯醇化酶（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏ
ｌａｓｅ，ＮＳＥ）单克隆抗体一抗、羊抗兔ＦＩＴＣＩｇＧ二抗均
购自博士德公司，ＡＧＥ牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）（１０ｍｇ·ｍＬ－１）购自 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公
司，ＢＳＡ购自Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司，２’，７’二氯荧光黄双乙
酸盐（２’，７’ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ
ＤＡ）购自Ｓｉｇｍａ公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测
试剂盒购自南京凯基生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　牛眼小梁细胞培养及细胞鉴定　采用本实
验室既往方法［５６］，取新鲜牛眼球，常规消毒后，截取

距角巩膜缘后５ｍｍ的组织，剔除晶状体及其后组
织，暴露虹膜。解剖显微镜下，小心去除虹膜组织，

用显微镊轻轻撕取巩膜突和Ｓｃｈａｗｌｂｅ线中间的白色
疏松小梁网组织，移入１０ｃｍ培养皿中，３７℃培养箱
静置０．５ｈ。组织块贴壁后，加入１２ｍＬＤＭＥＭ高糖
培养基（含１５０ｇ·Ｌ－１胎牛血清，青霉素、链霉素各
１００×１０３Ｕ·Ｌ－１），于３７℃、体积分数５％ＣＯ２、饱和
湿度的恒温培养箱中培养。每４ｄ更换一次培养液，
倒置显微镜下观察细胞生长和形态特征。用２．５ｇ·
Ｌ－１胰蛋白酶含０．２ｇ·Ｌ－１ＥＤＴＡ消化传代。取传二
代小梁细胞接种于预置盖玻片的培养皿中。待细胞

接近融合期时，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ＝７．２）缓
冲液冲洗，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液固定，室温干燥。
免疫荧光法行ＮＳＥ染色（兔抗人ＮＳＥ单克隆抗体一
抗，羊抗兔ＦＩＴＣＩｇＧ二抗），共聚焦显微镜下观察鉴
定小梁细胞的组织来源。

１．２．２　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双标流式细胞术检测
细胞凋亡率　将第３代小梁细胞以每孔１００×１０３个
的密度接种于６孔板。经无血清培养基培养２４ｈ达
细胞同步化后，将其分为６组，每组设６个复孔。任
意取其中 ４组，培养基中加入不同浓度（０μｇ·
ｍＬ－１、５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）
的ＡＧＥＢＳＡ培养细胞９６ｈ，剩余２组培养基中加入
２００μｇ·ｍＬ－１的 ＡＧＥＢＳＡ分别培养细胞 ４８ｈ、７２

ｈ。不含ＥＤＴＡ的胰酶消化各组细胞后收集于流式
管中，制成单细胞悬液。４℃下离心（２０００ｒ·
ｍｉｎ－１，５ｍｉｎ）２次。５００μＬ缓冲液重悬细胞。加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、ＰＩ各 ５μＬ，混匀后避光孵育 １５
ｍｉｎ，１ｈ内流式细胞仪检测。
１．２．３　细胞内活性氧检测　采用活性氧（ＲＯＳ）特
异荧光探针ＤＣＦＨＤＡ检测细胞内 ＲＯＳ的水平。将
传３代小梁细胞以每孔１００×１０３个的密度接种于６
个孔板，细胞贴壁后将其分为４组，每组设６复孔。在
培养基中加入不同浓度（０、５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·
ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）的ＡＧＥＢＳＡ培养细胞９６ｈ后
弃去细胞培养液，加入适量稀释好的１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＣＦＨＤＡ溶液，３７℃避光孵育２０ｍｉｎ。用无血清培
养基充分洗去未进入细胞内的 ＤＣＦＨＤＡ。２．５ｇ·
Ｌ－１胰蛋白酶消化后制成单细胞悬液，收集于流式管
中。３０ｍｉｎ内流式细胞术检测各组ＤＣＦ荧光强度。
１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行
统计处理。本研究测量指标的数据资料经 Ｓｈａｐｉｒｏ
Ｗｉｌｋ检验证实呈近似正态分布，以 珋ｘ±ｓ表示，经数
据转换后各组样本均数经 Ｌｅｖｅｎｅ检验证实方差齐。
不同浓度ＡＧＥＢＳＡ作用细胞９６ｈ后的凋亡结果及
细胞内ＲＯＳ水平采用单因素方差分析，组间多重比
较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。ＡＧＥＢＳＡ培养小梁细胞不
同时间段的凋亡结果用重复测量资料的方差分析。

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　体外培养的小梁细胞形态观察、鉴定　倒置显
微镜下观察，原代培养５～１０ｄ小梁细胞开始围绕组
织块贴壁向外生长。细胞形态多样化，呈梭形、不规

则多边形等，有突起和分支（图１Ａ）。１３ｄ左右组织
块周围可形成单细胞层。取３代细胞进行免疫荧光
鉴定，荧光倒置显微镜下观察细胞 ＮＳＥ染色阳性
（图１Ｂ）证明小梁细胞为神经外胚层神经嵴间充质
来源，确认所培养细胞为小梁细胞。

２．２　流式细胞术检测 ＡＧＥＢＳＡ对小梁细胞凋亡
的影响　５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·
ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ作用 ９６ｈ后细胞凋亡率分别为
（５６０±０．２５）％、（９．５７±０．０８）％、（１７．６８±
０２１）％，与对照组（０μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ）细胞凋
亡率（４．４５±０．１２）％相比均明显增高，且差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０５），提示ＡＧＥＢＳＡ可诱导
小梁细胞凋亡，且凋亡率在一定范围内呈浓度依赖

性增加。２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ作用细胞４８ｈ、７２
ｈ、９６ｈ后凋亡率分别为（１０．５１±０．２８）％、（１３．４７±
０．４２）％、（１７．６８±０．２１）％，与对照组相比也均明显
增高，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），提示
ＡＧＥＢＳＡ诱导小梁细胞凋亡在一定范围内呈时间依
赖性增加。ＢＳＡ对照组与正常对照组比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５，见图２）。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｂｏｖｉｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａｒｍｅｓｈｗｏｒｋｃｅｌｌｓ．Ａ：Ｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｂｏｖｉｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａｒｍｅｓｈｗｏｒｋｃｅｌｌｓｆｏｒ８ｄａｙｓｗｉｔｈｒｈｏｍｂｏｉｄ
ｏｒｐｏｌｙｇｏｎａｌａｐｐｅａｒｅｎｃｅ（×４００）；Ｂ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×４００）　培养的牛眼小梁细
胞的鉴定。Ａ：原代培养８ｄ的小梁细胞呈梭形、多边形（×４００）；Ｂ：荧光倒置显微镜观察传代的细胞ＮＳＥ染色阳性（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅａｎｄｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＡＧＥＢＳＡｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｂｏｖｉｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａｒｍｅｓｈｗｏｒｋｃｅｌｌｓ．
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：５０μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡｇｒｏｕｐ；Ｃ：１００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡｇｒｏｕｐ；Ｄ：２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓｇｒｏｕｐ；Ｅ：
２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡｆｏｒ７２ｈｏｕｒｓｇｒｏｕｐ；Ｆ：２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡｆｏｒ９６ｈｏｕｒｓｇｒｏｕｐ；Ｇ：ＢＳＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　不同浓度ＡＧＥＢＳＡ作用不
同时间和不同预处理对细胞凋亡率的影响。Ａ：正常对照组；Ｂ：５０μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ组；Ｃ：１００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ组；Ｄ：２００μｇ·ｍＬ－１

ＡＧＥＢＳＡ４８ｈ组；Ｅ：２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ７２ｈ组；Ｆ：２００μｇ·ｍＬ－１ＡＧＥＢＳＡ９６ｈ组；Ｇ：ＢＳＡ对照组

２．３　流式细胞术检测 ＡＧＥＢＳＡ对小梁细胞内
ＲＯＳ水平的影响　ＲＯＳ特异荧光探针 ＤＣＦＨＤＡ本
身没有荧光，但可以自由穿过细胞膜进入细胞内，被

酯酶水解生成 ＤＣＦＨ。无荧光的 ＤＣＦＨ可以被 ＲＯＳ
氧化生成有荧光的ＤＣＦ，检测 ＤＣＦ的荧光强度可反
映细胞内ＲＯＳ的水平。与对照组比较，ＡＧＥＢＳＡ处
理后细胞内 ＲＯＳ水平显著提高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），ＢＳＡ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，见
图３）。

３　讨论

ＰＯＡＧ是一种常见的致盲性眼病，眼压升高是其
主要病理特征。房水排出通道的病理改变可以引起

眼压升高。作为房水流出的主要通道小梁网在调节

房水外流及控制眼压方面发挥重要作用。氧化应激

可通过损伤小梁网而导致眼压升高［７８］。

循环血中沉积在眼部的 ＡＧＥ以及眼组织中的
长寿蛋白糖化形成的 ＡＧＥ与其受体相互作用，导致
了糖尿病和年龄相关性眼病［３］。在培养的肾间质成

纤维细胞中，ＡＧＥ呈时间和剂量依赖性促进 ＲＯＳ的
产生，ＲＯＳ被证实是 ＡＧＥ致病的重要中间介导因
子［９］，其引起的氧化应激是细胞凋亡的一个重要触

发因素［１０］。本实验中发现，ＡＧＥＢＳＡ可以明显提高
小梁细胞内 ＲＯＳ水平，同时小梁细胞的凋亡率随
ＡＧＥＢＳＡ浓度的增大以及作用时间的延长而增加。
我们推测ＡＧＥＢＳＡ可能是通过诱导小梁细胞产生大

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＧＥＢＳＡｏｎＲＯＳｌｅｖｅｌｉｎｔｒａｂｅｃｕｌａｒｍｅｓｈｗｏｒｋ
ｃｅｌｌｓ　ＡＧＥＢＳＡ对细胞内ＲＯＳ水平的影响

量ＲＯＳ引起氧化应激并通过某些途径导致小梁细胞
凋亡。小梁网主要由小梁柱以及内衬的小梁细胞组

成，小梁细胞具有吞噬、收缩、合成和分泌等功能，其

数量的异常减少是 ＰＯＡＧ最重要的病理改变之一，
与它的发病密切相关［１１］。在小梁细胞，氧化应激还

可以激活ＮＦκＢ通路，促进ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ的表达，调
节小梁细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的重
塑，持续的氧化应激可以引起小梁细胞功能失代偿，

导致小梁网处 ＥＣＭ沉积［１２］。据此我们推测，ＡＧＥ
引起的持续氧化应激一方面可能通过诱导小梁细胞

凋亡，使小梁细胞数目随 ＡＧＥ浓度的增高而减少，
导致小梁网的正常功能难以维持，另一方面激活小梁

（下转第６４６页）
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白内障患病率仍较高。在陕西省医疗保险计划中，

标准的白内障手术费用每例为２０００～５０００元，这对
于大多数农村人口是负担不起的，所以经济状况是

制约白内障手术的一个主要原因。因此我们应该继

续开展“视觉第一中国行动”，加强眼科专业医师的

培训，组派医疗队赴农村和边远、贫困山区，增强农

村人群的眼保健意识，提高白内障手术的覆盖率。

本调查中高度近视性视网膜病变在低视力中占

１０．８％，为第二位，屈光不正在低视力中占９．６％，为
第三位，与国内一些调查结果相似［１９２０］。２００６年“北
京城乡地区致盲及视力损害原因的北京眼科研究”调

查发现中国成年人最常引起视力损害的第二原因为

变性近视［１９］。北京同仁医院调查结果显示，低视力门

诊１５００例视力病例分析，高度近视占２０％［２０］。

３．３　防盲致盲工作　本调查中，大量盲是可治疗性
盲，如白内障、部分弱视和一些眼底病，这就要求我们

在“视觉第一中国行动”、“爱眼日”等咨询活动中，大

力宣传致盲眼病的防治知识，不断加强农村防盲治盲

队伍的建设，通过“视觉２０２０———人人享有看见的权
利”的全球性计划以达到控制致盲性眼病的目的。

总之，本次调查发现：陕西省盲（１．０％）和低视
力（４８％）的患病率较高，已知陕西省总人口数为
３５９６万人，根据此次调查推算全省有３５．７万盲人、
１７２．６万低视力患者，因而陕西省的防盲、治盲工作
仍很艰巨。
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（上接第６４２页）
网细胞ＮＦκＢ通路，破坏ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ的表达平衡，
进而促进小梁网处ＥＣＭ沉积。这两方面最终导致房
水流出受阻，引发ＰＯＡＧ。本研究从一个侧面解释了
糖尿病患者易并发 ＰＯＡＧ的机制并对指导糖尿病并
发ＰＯＡＧ患者的临床用药提供了一定理论依据。
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