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摘要

目的：探讨ＭＫ８０１对大鼠慢性高眼压视网膜神经节细胞
（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＲＧＣ）的保护作用。
方法：制备ＳＤ大鼠慢性高眼压模型，３６只ＳＤ大鼠随机分
为空白对照组、慢性高眼压＋生理盐水对照组、慢性高眼
压＋ＭＫ８０１处理组，各组１２只。观察并比较各组大鼠在
不同时间点（处理后１，４，７和１０ｄ）谷氨酸含量、视网膜
总厚度和内层厚度、ＲＧＣ数目及ＲＧＣ凋亡情况。
结果：在各时间点，慢性高眼压大鼠（ＭＫ８０１处理组和生
理盐水对照组）视网膜谷氨酸含量均较空白对照组高（Ｐ＜
０．０５）；ＭＫ８０１处理组视网膜谷氨酸含量比同期生理盐
水对照组明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染
色表明ＭＫ８０１处理组和空白对照组视网膜总厚度和内
层厚度均大于生理盐水对照组（Ｐ＜０．０５），ＲＧＣ数目高于
生理盐水对照组（Ｐ＜０．０５）。ＭＫ８０１处理组 ＲＧＣ层凋亡
阳性细胞的表达少于生理盐水对照组。

结论：ＭＫ８０１可通过阻断谷氨酸介导的神经毒性作用，
对慢性高眼压ＲＧＣ起到保护作用。
关键词：ＭＫ８０１；视网膜神经节细胞；慢性高眼压
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２５１２３．２０１２．０５．０５

李琳玲，冯敏．ＭＫ８０１对大鼠慢性高眼压视网膜神经节细胞的
保护作用．国际眼科杂志２０１２；１２（５）：８２３８２５

０引言
　　青光眼是一种可导致视神经不可逆性损伤的致盲性
眼病，随着科研工作者对青光眼发病机制研究的逐步深

入，谷氨酸对视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ，
ＲＧＣ）的毒性作用被逐渐认识。谷氨酸是哺乳动物最主
要的兴奋性氨基酸，也是中枢神经系统兴奋性神经突触

所释放的主要神经递质。在青光眼的病程中，长期的高

眼压和缺血会引起眼内谷氨酸的浓度增加，高浓度的谷氨

酸诱导ＲＧＣ凋亡。因此，干扰谷氨酸产生神经毒性的中
间环节可以对视神经产生保护作用。ＭＫ８０１是近年来
研究较多的甲基天门冬氨酸 （ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ，
ＮＭＤＡ）受体的非竞争性拮抗剂，其在脑缺血再灌注后对
神经元的保护作用已得到初步证实［１，２］。本研究拟通过对

不同状态下视网膜上 ＮＭＤＡ受体表达的检测，明确 ＭＫ
８０１对ＮＭＤＡ受体的抑制作用，探讨 ＭＫ８０１对慢性高眼
压ＲＧＣ的保护作用。

３２８
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１材料和方法
１．１材料　ＳＤ大鼠３６只，购自湖北医药学院动物试验中
心，体质量 ２００～２５０ｇ，雌雄不限。ＭＫ８０１（Ｓｉｇｍａ，
ＵＳＡ），ＴＵＮＥＬ试剂盒（武汉博士德生物试剂公司）。
Ｔｏｎｏｐｅｎ眼压计 （ＭｅｄｔｒｏｎｉｃＳｏｌａｎ公司）、Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显
微镜和ＨＭＩＡＳ２０００型全自动医学彩色图像分析系统。
１．２方法　
１．２．１慢性高眼压大鼠模型的建立和实验分组　ＳＤ大鼠
３６只分为３组，每组１２只。Ａ组：空白对照组，不加任何
实验干预手段；Ｂ组：慢性高眼压＋生理盐水对照组；Ｃ组：
慢性高眼压＋ＭＫ８０１组。Ｂ组和Ｃ组大鼠分别用１ｍＬ注
射器抽取（４００Ｕ／０．２ｍＬ）α糜蛋白酶溶液，从９∶００位角巩
膜缘进针，经瞳孔至对侧虹膜下注入后房，α糜蛋白酶溶
液后房内注射可获得长期中等高的眼压升高的青光眼模

型。每日用Ｔｏｎｏｐｅｎ眼压计测眼压，眼压在３０ｍｍＨｇ以上
为造模成功。Ｂ组动物造模成功后ｉｐ生理盐水５ｍＬ，Ｃ组
动物造模成功后ｉｐＭＫ８０１（０．３ｍｇ／ｋｇ），两组分别在注射
后第１，３，５和７ｄ各处死老鼠３只，取眼球标本进行检测。
１．２．２样品谷氨酸含量测定　采用聚合ＴＭＰＡＢＯＳｕ柱前
衍生整体柱微萃取技术高效液相色谱检测样品谷氨酸含
量，ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ柱（１５ｃｍ×４．６ｍｍ）；流动相：甲醇∶２５ｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ＝６．８５）∶二氯甲烷＝４５∶５２∶３；柱温：
２０℃；进样量 １０μＬ／次；荧光光度检测器（激发波长
４９７ｎｍ，发射波长５０９ｎｍ），测定样品中的氨基酸。通过标
准品的测定比较，根据氨基酸的色谱峰面积采用外算法计

算样品中的谷氨酸含量。

１．２．３组织病理学检查　取各组眼球标本作 ＨＥ染色并
进行图像分析。各组标本以戊二醛固定眼球壁１８ｈ后，乙
醇梯度脱水，常规石蜡包埋，选取颞下方后极部视网膜以

３μｍ厚度连续切片，ＨＥ染色，在×２００倍光学显微镜下观
察并照相。采用 ＨＭＩＡＳ２０００型全自动医学彩色图像分
析系统分析，在每张切片任选１５０μｍ长的３个不同视网
膜片段，计数ＲＧＣ数目，并任选４个点测量视网膜总厚度
及内层厚度（指视网膜内界膜到外核层和外网状层交界

处之间的距离），每眼分析３张切片。
１．２．４ＴＵＮＥＬ法检测 ＲＧＣ凋亡　将石蜡包埋后的切片
以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗，３ｍｉｎ×３次，以蛋白酶Ｋ消化５ｍｉｎ
后再次漂洗。以１ｍＬ／ＬＴｒｉｔｏｎＸ１００液浸透，平衡缓冲液
孵育５ｍｉｎ。然后依次加入生物素化的核苷酸复合物及
ＴｄＴ酶，３７℃孵育 １ｈ；加 ２×ＳＳＣ（１∶１０稀释）室温孵育
１５ｍｉｎ后漂洗；３ｍＬ／Ｌ双氧水孵育 ３ｍｉｎ后再次漂洗；加
ＨＲＰ标记的抗生蛋白链菌素（ＰＢＳ１∶５００）稀释，室温孵育
３０ｍｉｎ漂洗，ＤＡＢ显色。当标本出现深褐色时终止反应，
脱水、透明和封片后镜检。

　　统计学分析：数据均采用 珋ｘ±ｓ表示，ＳＰＳＳ１１．０统计
分析软件进行方差分析和ＳＮＫｑ检验处理，以 Ｐ＜０．０５为
有统计学差异。

２结果
２．１视网膜谷氨酸含量　各时间点 ＭＫ８０１处理组、生理
盐水对照组和空白对照组视网膜谷氨酸的含量见表 １。
在各时间点，慢性高眼压大鼠（ＭＫ８０１处理组和生理盐
水对照组）视网膜谷氨酸含量均较空白对照组高（Ｐ＜００５）；
在各时间点，ＭＫ８０１处理组的视网膜谷氨酸含量比生理
盐水对照组明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

２．２ＭＫ８０１对慢性高眼压大鼠组织病理学形态的影响
　空白对照组 ＳＤ大鼠的视网膜在光镜下可观察到１０层
结构，ＲＧＣ层为单层细胞，外核层细胞数最多（图 １Ａ）。
ＭＫ８０１处理组视网膜厚于生理盐水对照组，接近空白对
照组视网膜，ＲＧＣ数目较生理盐水对照组多而比空白对
照组少（图１Ｂ）。生理盐水对照组视网膜明显薄于空白对
照组的正常视网膜，ＲＧＣ数量明显减少（图１Ｃ）。各组视
网膜总厚度和内层厚度以及 ＲＧＣ数目比较见表２。ＭＫ
８０１处理组和空白对照组的视网膜总厚度和内层厚度都
大于生理盐水对照组（Ｐ＜０．０５），ＭＫ８０１处理组的视网
膜总厚度和内层厚度都较空白对照组薄，但差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。ＭＫ８０１处理组和空白对照组 ＲＧＣ数目
多于生理盐水对照组（Ｐ＜０．０５），ＭＫ８０１处理组 ＲＧＣ数
目和空白对照组对比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３ＭＫ８０１对慢性高眼压大鼠凋亡细胞的影响　空白
对照组神经节细胞层中鲜有凋亡阳性细胞的表达（图２Ａ），
ＭＫ８０１处理组神经节细胞层凋亡阳性细胞的表达少于
生理盐水对照组（图２Ｂ），生理盐水对照组神经节细胞层
可见大量凋亡阳性细胞的表达（图２Ｃ）。
３讨论
　　谷氨酸是视网膜内大多数神经元的兴奋性递质，在视
网膜内核层和节细胞层有较高的含量，其在视网膜的生理

与病理情况下均起着重要的调节作用。青光眼引起的

ＲＧＣ损伤以细胞凋亡为特征［３］，因而有关细胞凋亡的研

究也被引入高眼压所致视网膜损伤之中。本研究结果表

明，在慢性高眼压的动物模型中，谷氨酸含量较空白对照

组明显升高（Ｐ＜０．０５），高浓度的谷氨酸对 ＲＧＣ产生损
害，导致细胞凋亡。高眼压可导致视网膜缺血性损伤，谷

氨酸从突触中过度释放，而摄取和降解不足，造成细胞外

谷氨酸蓄积，高浓度的谷氨酸可持续刺激神经内膜上的

ＮＭＤＡ受体，导致电压门控式钙离子通道持续开放，胞外
Ｃａ２＋内流而胞内Ｃａ２＋超载，Ｃａ２＋和钙调蛋白激活一氧化氮
合成酶产生大量ＮＯ，ＮＯ本身具有自由基作用，并诱导线
粒体产生大量超氧阴离子，两者结合生成毒性很强的超氧

亚硝酸根离子，诱导 ＲＧＣ凋亡［４］。另外在 Ｃａ２＋内流介导
的一系列反应中，通过严重耗尽细胞内能量而间接导致细

胞死亡。在某些状况下，ＮＯ也可激活ｐ５３，最终导致 ＲＧＣ
凋亡。基础研究及临床实验证实，干扰谷氨酸产生神经毒

性的任何环节均对神经元具有保护作用。

　　目前对 ＮＭＤＡ受体的研究，主要集中在非竞争性
ＮＭＤＡ受体拮抗剂和竞争性 ＮＭＤＡ受体拮抗剂的研究
上。ＭＫ８０１作为一种非竞争性 ＮＭＤＡ受体拮抗剂，结合
于ＮＭＤＡ受体离子通道内位点，亲和力大，作用强，具有
剂量依赖性的特点，呈现慢阻滞开放动力学特点和低电
压依赖性。已有研究发现，ＭＫ８０１可改善ＲＧＣ死亡状态
及抑制缺血所致的细胞核质内ＤＮＡ的裂解［５，６］，可明显降

低视网膜的损伤。

　　在ＳＤ大鼠慢性高眼压模型，检测到高眼压时视网膜
谷氨酸含量明显增高，而ＭＫ８０１处理后视网膜谷氨酸含
量明显降低。本实验中，组织学检查发现慢性高眼压下大

鼠ＲＧＣ层可见大量凋亡阳性细胞、视网膜总厚度及内层
厚度显著变薄、ＲＧＣ数明显减少，而 ＭＫ８０１处理后 ＲＧＣ
层凋亡阳性细胞减少、视网膜总厚度及内层厚度接近正常

视网膜。ＲＧＣ数量和形态结构的损伤减轻，说明 ＭＫ８０１
可在一定程度上增强ＲＧＣ对抗高眼压损害的能力，对慢
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　　　　　　　　表１　慢性高眼压大鼠腹腔注射后视网膜谷氨酸含量的变化 （珋ｘ±ｓ，１０５ｍｍｏｌ／ｇ，ｎ＝３）

分组
时间点

１ｄ ４ｄ ７ｄ １０ｄ
空白对照组 １．３５±０．２１ １．３２±０．２３ １．３１±０．２５ １．３７±０．１２
生理盐水对照组 ４．０８±０．５０ １０．８９±０．２１ １３．２５±０．３６ １４．２７±０．１３
ＭＫ８０１处理组 １．９５±０．５１ ７．４６±１．２５ ８．４５±０．４１ １１．７５±０．５７

　　　　　　　表２　ＭＫ８０１对慢性高眼压大鼠视网膜总厚度和内层厚度及ＲＧＣ数目的影响 珋ｘ±ｓ
分组 视网膜总厚度（μｍ） 内层厚度（μｍ） ＲＧＣ数目（ｃｅｌｌｓ／４５０μｍ）
空白对照组 ２８８．５０±１．６１ １７２．６０±１．９０ ２４．５０±０．８７
生理盐水对照组 ２０５．８０±１．９８ａ １３４．５０±２．９５ａ １４．５０±０．６４ａ

ＭＫ８０１处理组 ２７５．４０±１．１６ｃ １６４．２０±０．４５ｃ ２１．２０±０．４５ｃ

　　　　　　　　ａＰ＜０．０５ｖｓ空白对照组；ｃＰ＜０．０５ｖｓ生理盐水对照组。

　　　　　图１　ＭＫ８０１对慢性高眼压大鼠组织病理学形态的影响 （ＨＥ×２００）　Ａ：空白对照组；Ｂ：ＭＫ８０１处理组；
　　　　　 Ｃ：生理盐水对照组。

　　　　　　图２　ＭＫ８０１对慢性高眼压大鼠凋亡细胞的影响（ＴＵＮＥＬ×２００）　Ａ：空白对照组；Ｂ：ＭＫ８０１处理组；
　　　　　　 Ｃ：生理盐水对照组。

性高眼压下大鼠视网膜具有保护作用。ＭＫ８０１是已知
最强的ＮＭＤＡＲ拮抗剂，ＭＫ８０１分子是水溶性的，易通过
血脑屏障。ＮＭＤＡＲ主要位于神经元细胞胞体，通过血
脑屏障的 ＭＫ８０１很容易与 ＮＭＤＡＲ结合，可作用于
ＮＭＤＡＲ分子的 ｂ位点，拮抗其生物学效应。ＭＫ８０１可
通过阻断ＮＭＤＡ受体，干涉 ＮＭＤＡ受体与谷氨酸的结合
来阻断谷氨酸介导的神经毒性作用，对慢性高眼压 ＲＧＣ
起到保护作用［２，７］。

　　ＭＫ８０１通过阻断ＮＭＤＡ受体与谷氨酸的结合，减少
ＮＭＤＡ受体介导的谷氨酸兴奋性毒性，降低视网膜谷氨酸
水平以达到新的平衡，从而减少谷氨酸的兴奋性毒性实现

对视网膜的保护作用。因此 ＭＫ８０１具有潜在的临床应
用价值，可望作为一种新型药物保护青光眼引起的视神经

损害，但其具体的作用机制及药物代谢动力学、毒性作用

等还有待进一步深入研究。
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