
·732· 中草药 Chinese Traditional and Herbal Drugs第39卷第5期2008年5月

用；CDKl也主要在G。／M期被激活。这与本实验发

现的cyclin B1和CDKl的表达水平上升以及细胞

被阻止的G：／M期是完全吻合的。这些结果从分子

机制上说明了芦荟大黄素抑制胃癌细胞生长与细胞

周期影响的关系。

笔者注意到台湾学者发现的芦荟大黄素阻止白

血病HL一60细胞于G。／M期的分子机制与本实验

的异同点。他们的报道[83与本实验相同之处是二者

均发现芦荟大黄素引起cyclin B1和CDKl表达增

加，这与G：／M期阻滞是有密切关系的。但他们还

发现芦荟大黄素可增加cyclin A的表达，而对

CDK2的表达无影响[8]。造成这些差异的原因除了

细胞类型不同外，还与是否诱导细胞凋亡有关。本研

究没发现凋亡现象，而他们发现芦荟大黄素可诱导

HL一60细胞凋亡。对于这个不同点的解释是：由于

CDK2的表达没有受到影响，增加的CDKl可促使

芦荟大黄素诱导细胞凋亡[8]。事实上，CDKl的功能

是多样的，除了引起G：／M期阻滞外，还有非依赖

G：／g期阻滞的诱导凋亡作用[10|。Cyclin A在G。／

G。和G：／M期均可发挥作用，但在不同时期结合的

CDK是不同的：在G。／G。期结合CDK2，而在G：／M

期结合CDKl。所以，cyclin A对细胞周期影响的具

体效应需要综合考虑。在HL一60细胞中，芦荟大黄

素引起cyclin A的升高并没有导致Go／G。期阻滞是

因为CDK2不变所致哺]。

关于芦荟大黄素引起肝癌细胞阻止在G。／G。期

的机制，Kuo等[93发现芦荟大黄素可诱导p53基因

的表达增加，并通过它引起CDK抑制剂p21的表达

增加从而阻止细胞于G。／G，期[9]。可见，芦荟大黄素

通过影响细胞周期而抑制细胞增生的方式是多样的。

总之，本实验发现芦荟大黄素通过调控细胞周

期相关蛋白的表达水平而阻止细胞周期的进行，最

终抑制胃癌细胞的生长。这说明芦荟大黄素可能是

一种新的有应用前景的抗胃癌药物。
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葛根素抗rds小鼠视网膜光感受器细胞凋亡及其机制探讨
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摘 要：目的 观察葛根素对遗传性视网膜色素变性rds小鼠的治疗作用，并探讨其抗视网膜光感受器细胞凋亡

的作用机制。方法rds新生小鼠随机分为两组，实验组和对照组。实验组小鼠从出生时开始，ip盐酸葛根素80

mg／kg，每天2次，至生后35 d，对照组同时ip等量生理盐水。分别在用药后0、3、7、14、21、28、35 d取眼球，立即经
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10％中性甲醛固定，常规病理切片。另取眼球经2．5％戊二醛溶液固定，电镜观察。用TUNEL方法检测视网膜光

感受器细胞的凋亡，用免疫组化方法测定Bcl一2在视网膜的表达。结果 病理结果显示，经葛根素治疗后14、21、

28、35 d，rds小鼠光感受器细胞层数与对照组比较，明显增加(P<0．01)。电镜结果显示，葛根素治疗组与对照组

比较，在7、14、21、28、35 d可减轻rds小鼠光感受器细胞及其外段盘膜部位的线粒体、盘膜和外界膜的破坏。rds小

鼠经葛根素药物治疗后3、7、14、21、28、35 d，光感受器细胞的凋亡率与对照组比较明显减少(P<0．01)；在7、14、

21、28、35 d，Bcl一2在视网膜光感受器细胞基质及其内外段的表达明显增强(尸<O．01)。结论 葛根素可减轻rds

小鼠视网膜光感受器细胞的病变，其作用机制可能是通过上调视网膜光感受器细胞及其内外段Bcl一2的表达延缓

rds小鼠视网膜光感受器细胞的凋亡。

关键词：葛根素；rds小鼠；光感受器细胞；凋亡；Bcl一2
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视网膜色素变性(retinitis pigmentosa，RP)

是一组常见的遗传性致盲性视网膜疾病，至今临床

上未发现确切有效的治疗药物和治疗方法。动物实

验报道，遗传性RP的病理机制是光感受器细胞凋

亡，抗凋亡治疗和某些钙离子拮抗剂可延缓遗传性

RP小鼠光感受器细胞的凋亡[1叫]。葛根素是从中药

葛根中提取的异黄酮类有效成分，在临床上广泛用

于心脑血管等疾病的治疗。最近研究报道，葛根素具

有钙离子拮抗和抗凋亡等多种药理作用[5拍]。本实验

拟通过光镜和电镜观察葛根素对遗传性RP动物模

型rds小鼠的治疗作用，并通过TUNEL技术检测

凋亡和免疫组化技术测定Bcl一2在视网膜光感受器

细胞及其内外段的表达，探讨葛根素对rds小鼠的

治疗作用和干预机制。

1材料与方法

1．1动物：rds小鼠和正常C3B小鼠购自美国动物

实验中心(The Jackson Laboratory，600 Main

St．，Bar Harbor，Me，美国)，在中山大学动物实验

中心配种饲养，循环光照(光照12 h，黑暗12 h)、

25℃、无菌环境下饲养。

1．2动物分组：rds和C3B新生小鼠各84只随机

分为2组，每组42只小鼠，从小鼠出生当日(o d)

到35 d每天称体质量，根据体重注射药物。实验组

采用葛根素(浙江康恩贝制药有限公司)ip给药，

80 mg／kg(人用等效剂量的2倍)，每天2次(9：00

和17：oo时)。对照组用等量生理盐水ip给药。分

别在小鼠出生后0、3、7、14、21、28、35 d处死小鼠，

取眼球，立即经4％中性福尔马林PBS溶液固定过

夜，作病理检查(每个时间点取11只眼球)。另取1

只眼球经2．5％中性戊二醛溶液(pH 7．2)固定，

做电镜观察。

1．3 光镜观察：4％中性福尔马林溶液固定24 h

后，经角膜缘切开取出晶状体，置于50％乙醇1 h，

常规脱水包埋(包埋时眼球水平放置)，切片厚度为3

弘m，切片再经脱蜡、苏木素染10 min、伊红复染5 S

和中性树胶封片，光学显微镜下观察和计数近赤道中

央后视网膜光感受器细胞的层数或密度，并照相。

1．4 电镜观察：2．5％中性戊二醛溶液固定12 h

以上，取水平眼球赤道后视网膜组织1 mm×3

mm，0．01 mol／L磷酸缓冲液30 rain，中间换液两

次。放人1％四氧化锇缓冲液固定2 h，磷酸缓冲液

冲洗3次，逐级乙醇脱水，环氧树脂包埋。切1肛m的

半薄切片作光镜定位，然后做超薄切片，醋酸双氧铀

和枸橼酸铅双重染色。日立H一600型透射电镜观

察视网膜超微结构。

1．5 凋亡原位标记法(TUNEL)测定：玻片常规

脱蜡，0．Ol mol／L PBS冲洗3次，每次3 rain；加

3％过氧化氢20肛L，内源酶阻断10 rain，0．01

mol／L PBS冲洗3次，每次3 rain；力Ⅱ10／19／mL蛋

白酶K(德国Merck公司)20 pL，室温消化20

min，0．01 mol／L PBS冲洗3次，每次3 min；力Ⅱ原位

杂交试剂盒(购自Roche)的1液与2液混合液

(1 l 10，新鲜配制)10 tLL，室温60 rain，0．01 mol／L

PBS冲洗3次，每次3 min。1液含末端脱氧核苷核酸

转移酶，2液含核苷酸混合液和荧光素标记的

dUTP。同时取2液20肛L做两张阴性对照片。加3

液(含有辣根过氧化物酶标记的抗荧光素抗体，该

抗体取自羊抗的Fab段)10 pL，室温30 rain，0．01

mol／L PBS冲洗3次，再用0．01 mol／L PBS冲洗1

次。加DAB显色液(武汉博士德)(1 mL蒸溜水中

加A、B、C 3种液体各30肛L，新鲜配制)，显色15

rain。自来水冲洗，苏木素复染3 min，自来水冲洗、

凉干，中性树胶封片，光学显微镜下观察，计数视网

膜光感受器细胞核阳性染色的数目，每个样本在油

镜下计数100个细胞，观察2张玻片，取均数，计算

凋亡率，即凋亡细胞占细胞总数的百分率。同时做阳

性对照(视网膜母细胞瘤)和阴性对照(只加2液)

片各两张。

1．6免疫组化方法测定bcl一2表达：玻片常规脱

蜡，0．01 mol／L PBS冲洗3次，每次3 rain；力Ⅱ3％
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过氧化氢20弘L，内源酶阻断10 rain，0．01 mol／L

PBS冲洗3次，每次3 min．力Ⅱ正常羊血清20弘L，室

温30 min，0．01 mol／L PBS冲洗3次，每次3 min；

加兔抗小鼠Bcl一2(Santa Cruz)的1抗20弘L，室温

5 h，0．01 mol／L PBS冲洗3次，每次3 min；加辣根

过氧化物酶标记羊抗兔的2抗(Santa Cruz)，室温

60 min，0．01 mol／L PBS冲洗3次，每次3 min；再

用0．01 mol／L PBS冲洗1次。加DAB显色液(1

mL蒸馏水中加A、B、C 3种液体各30 mL，新鲜配

制)，显色15 rain。自来水冲洗，苏木素复染3 min，

自来水冲洗、凉干，中性树胶封片，光学显微镜下观察

视网膜各层的染色情况，标准为：未染色计“一”，计数

转换为0，浅黄色计“+”，计数转换为1，黄色计

“++”，计数转换为2，棕色计“+++”，计数转换为

3。同时做不加1抗和不加2抗的阴性对照片各两张。

1．7统计运算：采用SPSS统计软件，凋亡率用t

检验，Bcl一2的阳性表达经数字转化后采用t检验。

2 结果

2．1 葛根素对rds小鼠视网膜外核层细胞层数的

影响：rds小鼠视网膜经HE染色显示，葛根素药物

治疗组与对照组相比较，在7 d时视网膜外核层的

厚度变化无差异，在14、21、28、35 d时，外核层的厚

度明显增加，(尸<O．05、0．01)。结果表明，葛根素药

物治疗对rds小鼠视网膜光感受器细胞层数的减少

有明显的延缓作用(表1、图1)。结果表明，葛根素药

物治疗可延缓rds小鼠视网膜外核层细胞层数的减

少。正常C3B小鼠光感受器细胞在7"-'35 d，实验组

与对照组无明显差异，其结果7 d为9～10层，14"-"

35 d分别是11～12层。

2．2葛根素药物治疗对rds小鼠视网膜光感受器

细胞及其外段超微结构变化的影响：由表2和图2

可见，经用葛根素药物治疗后与未用药的对照组比

较，第14天，外段盘膜部位的线粒体丰富、较厚，外

界膜较连续；第21天盘膜基本形成，第21、28、35天

盘膜较厚、溶解较少，外界膜较连续，外核层细胞凋

亡较轻。结果表明，葛根素可明显减弱rds小鼠视网

膜外核层细胞的病变程度，并对外段盘膜部位的线

表1葛根蠢对rds小鼠视网膜光感受器细胞层数的影响

G士s。辟=11)

Table 1 Effect of puerarin on layer numbers of retinal

photoreceptor cells in rds mice(j土s，露=II)

与对照组比较：‘’P<0．01 ⋯P<0．001
。。P<0．01⋯P<0．001 w control group

内核层

外核层

A一实验组

B一对照组

A—experimental

group

B-control group

图1 rds小鼠经葛根蠢21 d治疗后与对照组相比较的

病理结果

Fig．1 Pathologic results of experimental group

compared with control group in 21 d

of rds mice after puerarin treatment

表2葛根素治疗后rds小鼠视网膜光感受器细胞及其外段超微结构的变化

Table 2 Effect of puerarin on photoreceptor cells and its outer segment in rds mice
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A一实验组B对照组

A—experimental group B-control group

图2 rds小鼠经葛根素治疗28 d后视网膜电镜图

Fig．2 Electric microscopic picture of retina in rds

mice treated by puerarin for 28 d

粒体、盘膜和外界膜的破坏起明显的延缓作用。

2．3葛根素对rds小鼠视网膜光感受器细胞的抗

凋亡作用：由表3和图3可知，经用葛根素治疗后，

rds小鼠视网膜光感受器细胞的凋亡率在3、7、14、

21、28、35 d与对照组相比较，明显下降(P<

0．01)。结果表明，葛根素可明显抑制rds小鼠视网

膜外核层细胞的凋亡。

2．4葛根素对rds小鼠视网膜光感受器细胞及其

外段Bcl一2表达的影响：由表4和图4可知，Bcl一2主

要在rds小鼠视网膜光感受器细胞问质和光感受器

表3葛根素对rds小鼠视网膜光感受器细胞的抗凋亡

作用(；±s，一=11)

Table 3 Anti—apoptosis effect of puerarin in different

time points on retinal phOtOreceptor cells

in rds mice(；士s，露一11)

组别 时问／d 凋亡率／％ 组别 时问／d 凋亡率／％

实验 3 8．91士1．81⋯ 对照 3 18．18士2．99

7 6．35±1．8l⋯ 7 24．45士4．25

14 9．45士2．25⋯ 14 26．00士4．05

21 5．64士1．Z9⋯ 21 24．18士3．28

28 11．18±3．34⋯ 28 23．82士4．00

35 11．55土2．54⋯ 35 21．91士2．27

与对照组比较：⋯P<0．001
⋯P<O．001-o$control group

内梭垃

外手羲斌

A一实验组B对照组

A—experimental group B-control group

图3 rds小鼠经葛根素治疗21 d后视网膜TUNEL

结果图

Fig．3 TUNEL Results of retina in rds mice

treated by puerarin for 21 d

内外段表达，胞核少见表达。经用葛根素治疗后7、

14、21、28、35 d，rds小鼠视网膜光感受器细胞及其

内外段Bcl一2的表达与对照组相比较明显升高

(P<o．01)。结果表明，葛根素可提高rds小鼠视网

膜光感受器细胞及其内外段Bcl一2的表达。

表4葛根素对rds小鼠视网膜光感受器细胞及其内外段

Bcl一2表达的影响(j士s，尼一11)

Table 4 Effect of puerarin in different time points on

Bcl一2 expression of retinal phOtoreceptor cells

and its inner and outer segments in rds mice

(；土s．丹=11)

组别时间／d Bcl一2表达 组别时间／d Bcl一2表达

实验 3 2．45+o．52 对照 3 2．36士0．50

7 2．73士0．47⋯ 7 2．00士0．63

14 2．55士0．52⋯ 14 1．00士0．45

Z1 1．73士0．47⋯ 21 0．91士0．54

28 1．73土0．47⋯ 28 0．91士0．54

35 1．82士0．40’‘ 35 1．18士0．40

与对照组比较：一P<0．01 ⋯P<0．001
。’P<O．01⋯P<O．001 w contorl group

外核屡

A一实验组B对照组

A—experimental group B-control group

图4 rds小鼠经葛根素治疗后21 d Bcl-2在视网膜

光感受器细胞及其外段表达结果图

Fig．4 Bcl-2 Expression of retinal photoreceptor

cells and its inner and outer segments

in rds mice treated by puerarin for 21 d

3讨论

rds小鼠是由peripherin／RDS基因的纯合突

变引起的视网膜变性动物模型。该基因的突变导致

的视网膜变性慢蛋白产生受限，影响了外节盘膜的

形成、更新和稳定，最终导致光感受器细胞凋亡[7]。

在人类，该基因的突变可导致常染色体显性视网膜

色素变性、遗传性黄斑变性等多种视网膜病变Es3。

实验研究表明，RP的病理机制是视网膜光感

受器细胞凋亡，自由基、超氧离子和兴奋性神经递质

谷氨酸的产生增多或畜积可导致视网膜神经细胞的

凋亡‘9m]。

虽然对RP的治疗目前临床上未发现有效的治

疗药物和治疗方法，但实验研究发现某些钙离子阻

断剂、神经营养因子、抗凋亡治疗和基因治疗等具有
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延缓遗传性动物模型光感受器细胞的凋亡作用。

Takano等[．]应用钙离子阻断剂尼伐地平、尼卡地

平、硝苯地平、硫氮卓酮对rd小鼠进行实验治疗作

了比较研究，结果显示，尼伐地平作用最强，尼卡地

平次之，而硝苯地平和硫氮卓酮对rd小鼠无治疗作

用。Liang等[1妇报道褪黑激素(melatonin)具有延

缓rds小鼠视网膜光感细胞凋亡的作用。Cayouette

等[12]将色素上皮细胞来源的因子(pigment

epithelium—derived factor，PEDF)注入rd和rds

小鼠眼内，可延迟rd小鼠光感受器细胞的损失和减

少rds小鼠光感受器细胞凋亡的数目。

Bel一2是重要的抗凋亡因子，可存在于线粒体外

膜、核膜和内质网膜上，对保持膜的完整性起重要作

用。研究报道视网膜光感受器Bel一2过表达，可抑制

细胞凋亡[13]。Eversole—Cire等n们将Bcl一2和BAG一

1的表达基因联合转移到视紫红质S334Ter突变转

基因动物模型中，结果表明，Bcl一2和BAG一1两者

共同在视网膜光感受器细胞层过表达可延迟光感受

器细胞凋亡达7～9周。

目前关于葛根素的研究报道较多，它的主要作

用机制是抑制腺苷环化酶、阻滞B受体，提高超氧化

物歧化酶活性、增强抗氧化能力，使P450活性增

强，抗谷氨酸引起的神经毒性，改善眼局部微循环，

钙离子通道阻滞，抗细胞凋亡等[5一“5d明作用。应用

高效液相技术也测定出葛根素通过ip给药可以透

过血眼屏障进入眼内，为葛根素发挥治疗作用提供

了依据[17门8。。

本研究结果表明，葛根素对rds小鼠治疗后7、

14、21、28、35 d，视网膜外核层细胞的凋亡明显较

少，同时上调视网膜光感受器细胞间质及其外段

Bcl一2的表达。葛根素对rds小鼠可能的作用机制

是；①提高超氧化物歧化酶活性、增强抗氧化能力。

②抗谷氨酸引起的神经毒性，改善眼局部微循环。③

钙离子通道阻滞，抑制钙离子内流，减少钙离子在细

胞内蓄积。④直接增加视网膜Bcl一2的表达，抑制

rds小鼠光感受器细胞的凋亡。葛根素在rds小鼠

中抗光感受器细胞凋亡的其他作用机制及有关的信

号传导等重要问题亦有待深入探讨。
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