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摘要
目的:观察双七他克林对青光眼模型大鼠的视神经保护
作用ꎮ
方法:选取雄性成年 ＳＤ 大鼠 ２４ 只ꎬ随机分成对照组、手术
组、双七他克林组和美金刚胺组ꎬ通过右眼巩膜上静脉注
射高渗盐水(对照组大鼠右眼仅进行上巩膜静脉穿刺)制
作青光眼模型后ꎬ对照组和手术组大鼠给予正常饮水ꎬ双
七他克林组和美金刚胺组大鼠饮用水中每天分别添加
０ ５ｍｇ / ｋｇ 双七他克林和 ５ｍｇ / ｋｇ 美金刚胺ꎬ持续 ５ｗｋꎮ 定
期测量眼压ꎬ造模后 ５ｗｋ 处死大鼠ꎬ取右侧视网膜进行免
疫荧光染色ꎬ检测视网膜神经节细胞数目和视网膜神经纤
维层厚度ꎮ
结果:造模后模型大鼠右眼眼压均显著升高ꎬ至造模后
１ｍｏꎬ均高于 ２８ｍｍＨｇꎮ 手术组大鼠右眼视网膜神经节细
胞数较对照组明显减少(７９ ８３±９ ５８ 个 ｖｓ １１９ ５０±８ ２６
个ꎬＰ<０ ０１)ꎬ神经纤维层厚度明显变薄(６ ６４±０ ５０μｍ ｖｓ
１３ ４０±０ ６０μｍꎬＰ< ０ ０１)ꎬ而双七他克林(１０９ ００ ± ７ ０４
个)和美金刚胺(１０７ ３３±８ ５７ 个)能够抑制青光眼所致的
视网膜神经节细胞减少ꎬ且双七他克林能够抑制青光眼所
致的视网膜神经纤维层萎缩(１２ ２６±０ ７８μｍ)ꎮ
结论:双七他克林能够抑制青光眼所致视网膜神经节细胞
数目减少及神经纤维层萎缩ꎮ
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０引言
青光眼是一种不可逆致盲性眼病ꎬ可导致视神经萎缩

甚至失明ꎬ视网膜神经节细胞是受损的主要靶细胞ꎬ其轴
突组成视神经ꎮ 目前针对青光眼的主要治疗方法是降低
眼压ꎮ 但是ꎬ有研究显示ꎬ即使患者眼压降低到正常范围
内ꎬ视神经损害仍然继续发展ꎬ因此需要给予神经保护治
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疗[１]ꎮ 相对于单一靶点药物ꎬ多靶点药物具有更好的神经
保护作用ꎮ 双七他克林是一种人工合成的多靶点药物ꎬ具
有抑制胆碱酯酶、Ｎ－甲基－Ｄ－天冬氨酸(Ｎ－ｍｅｔｈｙｌ －Ｄ－
ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄꎬＮＭＤＡ)受体、一氧化氮合酶、钙通道等多种
药理作用[２]ꎮ 前期实验结果显示ꎬ双七他克林通过抑制
ＮＭＤＡ 受体抑制谷氨酸引起的视网膜神经节细胞损
伤[３－４]ꎬ体内实验证实双七他克林对大鼠视网膜缺血再灌
注损伤具有保护作用[５]ꎮ 美金刚胺是一种 ＮＭＤＡ 受体抑
制剂ꎬ在美国已进入青光眼视神经保护的Ⅲ期临床试验ꎬ
但评估试验结束后被停止进入Ⅳ期临床试验ꎬ尚未应用于
临床[６]ꎮ 本研究通过制作青光眼大鼠动物模型ꎬ观察双七
他克林的视神经保护作用ꎬ并与美金刚胺进行对比ꎮ
１材料和方法
１ １材料　 实验动物:成年健康雄性 ＳＤ 大鼠 ２４ 只ꎬ出生
１２ｗｋꎬ体质量 ２８０~ ３２０ｇꎬ 购于湖南斯莱克景达实验有限
公司(合格证号:１１０７２７１９１１００２９４１)ꎬ饲养温度 １８℃ ~
２５℃ꎬ湿度 ４０％ ~ ７０％ꎮ 主要试剂: 双七他克林购自
Ｃａｙｍａｎ 公司ꎬ美金刚胺购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ鼠源性 Ｂｒｎ３ａ 一
抗购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬ鼠源性 βⅢ － ｔｕｂｕｌｉｎ 一抗购自
Ｃｏｖａｎｃｅ 公司ꎬ羊抗鼠二抗 (含 ４８８ｎｍ 或 ５４６ｎｍ 荧光探
针)ꎬＴｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 购自 Ｄｏｗ 公司ꎮ 主要仪器设备:冰冻切
片机(ＬｅｉｃａꎬＣＭ１９５０)ꎬ荧光显微镜( ＬｅｉｃａꎬＡＦ６０００)ꎮ 动
物实验通过长沙市第一医院伦理委员会审查ꎮ
１ ２方法
１ ２ １大鼠青光眼模型的制作　 将 ２４ 只 ＳＤ 大鼠随机分
为 ４ 组ꎬ即对照组、手术组、双七他克林组和美金刚胺组ꎬ
每组各 ６ 只ꎮ 配置浓度为 １ ７５ｍｏｌ / Ｌ 的高渗氯化钠溶液ꎬ
用孔径 ０ ２２μｍ 的过滤器过滤后备用ꎮ 手术组、双七他克
林组和美金刚胺组大鼠采用 １０％水合氯醛腹腔麻醉ꎬ暴
露右眼上巩膜静脉ꎬ在解剖显微镜下ꎬ用 ３３Ｇ 注射针插入
到右眼上巩膜静脉ꎬ使用 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 微量注射器缓慢注射高
渗氯化钠溶液 ５０μＬꎬ仅注射 １ 次ꎮ 模型制作后检测眼压ꎬ
清醒状态下ꎬ结膜囊点奥布卡因滴眼液表面麻醉后使用
ＴｏｎｏＰｅｎ 眼压计测量眼压ꎬ每 ３ｄ 测量 １ 次ꎬ若眼压≥
２８ｍｍＨｇꎬ右眼眼压比左眼高 ５ｍｍＨｇꎬ则视为模型制作成
功[６]ꎮ 对照组大鼠右眼仅进行上巩膜静脉穿刺ꎬ不注射高
渗氯化钠溶液ꎮ
１ ２ ２给药方式　 造模后ꎬ对照组和手术组大鼠给予正常
饮水ꎬ双七他克林组和美金刚胺组大鼠饮用水中每天分别
添加 ０ ５ｍｇ / ｋｇ 双 七 他 克 林 和 ５ｍｇ / ｋｇ 美 金 刚 胺ꎬ 持
续 ５ｗｋꎮ
１ ２ ３免疫荧光染色　 造模后 ５ｗｋꎬ１０％水合氯醛腹腔注
射深度麻醉大鼠ꎬ采用 ４％多聚甲醛进行心脏灌注ꎬ摘除
右侧眼球ꎬ分离角膜并将其放置在 ４％多聚甲醛中过夜ꎬ
然后用 １０％、２０％、３０％蔗糖梯度脱水ꎬ包埋剂包埋后放入
－８０℃冰箱保存ꎮ 用冰冻切片机制作经过视神经的切片ꎬ
厚度 ５μｍꎬ每个眼球选取 ３ 张连续切片使用 Ｂｒｎ３ａ 抗体对
视网膜神经节细胞染色ꎬβⅢ－ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体对视网膜神经
节细胞的轴突进行染色ꎮ ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ５％山羊血清(含
０ ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－ １００)封闭 １ｈꎮ 在 ４℃ 环境下ꎬ用 Ｂｒｎ３ａ /
βⅢ－ｔｕｂｕｌｉｎ一抗(稀释比例 １∶ １００)孵育 ２４ｈꎮ 然后 ＰＢＳ 漂
洗 ３ 次ꎬ加入含 ＤＡＰＩ 的荧光二抗(稀释比例 １∶ １００)ꎬ在
４℃环境下孵育 ２４ｈꎮ ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ甘油封片ꎮ 在荧光显
微镜下观察拍照ꎬ对从一侧锯齿缘经过视神经到另一侧锯

图 １　 青光眼模型大鼠的眼压情况ꎮ

齿缘的所有 Ｂｒｎ３ａ 染色阳性细胞进行计数ꎬ选取离视神经
２００μｍ 的 βⅢ－ｔｕｂｕｌｉｎ 染色阳性视网膜神经节细胞的轴
突ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量其厚度ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件进行统计分析ꎮ 计
量资料采用均数±标准差表示ꎬ多组间比较采用单因素方
差分析ꎬ若存在差异ꎬ则使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ－ｔ 检验进行对照组与
其他三组的比较ꎮ Ｐ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １青光眼模型大鼠的眼压情况　 制作青光眼模型后ꎬ模
型大 鼠 右 眼 眼 压 均 升 高ꎬ 造 模 ３ｄ 后 达 到 ２８ ９２ ±
２ ５５ｍｍＨｇꎬ６ｄ 后达到 ３２ ４５±３ ６６ｍｍＨｇꎮ 造模后每 ３ｄ 检
测一次眼压ꎬ连续监测 １ｍｏꎬ模型大鼠右眼眼压均值均维
持在 ２８ｍｍＨｇ 以 上ꎬ 且 均 比 对 侧 眼 眼 压 ( ２０ ３４ ±
０ ３１ｍｍＨｇ)高 ５ｍｍＨｇ 及以上(图 １)ꎬ模型制作成功ꎮ
２ ２青光眼模型大鼠视网膜神经节细胞情况　 免疫荧光
染色结果显示(图 ２Ａ)ꎬ视网膜神经节细胞层(ＧＣＬ)、内核
层(ＩＮＬ)、外核层(ＯＮＬ)细胞核 ＤＡＰＩ 染色均呈阳性(蓝
色)ꎮ 在 ＧＣＬ 层可见两种细胞ꎬ其中 Ｂｒｎ３ａ 染色阳性和
ＤＡＰＩ 染色阳性的细胞(黄色)为视网膜神经节细胞ꎮ 对
照组、手术组、双七他克林组、美金刚胺组大鼠右眼从一侧
锯齿缘经过视神经到另一侧锯齿缘的视网膜神经节细胞
数分 别 为 １１９ ５０ ± ８ ２６、 ７９ ８３ ± ９ ５８、 １０９ ００ ± ７ ０４、
１０７ ３３±８ ５７ 个ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２４ ３１ꎬＰ<０ ０１ꎬ
图 ２Ｂ)ꎬ其中手术组大鼠右眼视网膜神经节细胞数显著少
于对照组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０ ００１)ꎬ双七他克林组
和美金刚胺组大鼠右眼视网膜神经节细胞数亦少于对照
组ꎬ但差异均无统计学意义(Ｐ ＝ ０ １０６、０ ０５４)ꎬ表明双七
他克林和美金刚胺能够抑制青光眼所致的视网膜神经节
细胞减少ꎮ
２ ３青光眼模型大鼠视网膜神经纤维层厚度情况 　 免疫
荧光染色结果显示(图 ３Ａ)ꎬ在 ＧＣＬ 层相邻的神经纤维层
可见βⅢ－ｔｕｂｕｌｉｎ染色阳性的神经纤维(绿色)ꎮ 对照组、
手术组、双七他克林组、美金刚胺组大鼠右眼距离视神经
２００μｍ 的视网膜神经纤维层厚度分别为 １３ ４０ ± ０ ６０、
６ ６４±０ ５０、１２ ２６±０ ７８、１０ １３±１ １９μｍꎬ差异有统计学意
义(Ｆ＝ ８０ ５２７ꎬＰ<０ ０１ꎬ图 ３Ｂ)ꎬ其中手术组和美金刚胺
组大鼠右眼视网膜神经纤维层厚度较对照组明显变薄ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０ ０１)ꎬ双七他克林组大鼠右眼视
网膜神经纤维层厚度较对照组亦变薄ꎬ但差异无统计学意
义(Ｐ＝ ０ ０６３)ꎬ表明双七他克林能够抑制青光眼所致的
视网膜神经纤维层萎缩ꎮ
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图 ２　 视网膜神经节细胞免疫荧光染色结果　 Ａ:距离视神经 ２００μｍ 的免疫荧光染色图片(×１００)ꎮ ＧＣＬ:节细胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻ
ＩＮＬ:内核层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ Ｂ:四组大鼠右眼视网膜神经节细胞数目比较ꎮｂＰ<０ ０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ３　 视网膜神经纤维层厚度　 Ａ:距离视神经 ２００μｍ 的免疫荧光染色图片( ×１００)ꎮ ＧＣＬ:节细胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻ
ＯＮＬ:外核层ꎮ Ｂ:四组大鼠右眼视网膜神经纤维层厚度比较ꎮｂＰ<０ ０１ ｖｓ 对照组ꎮ

３讨论
本研究使用大鼠青光眼模型ꎬ在饮用水中加入药物ꎬ

口服给药ꎬ证实多靶点药物双七他克林对视网膜神经节细

胞具有保护作用ꎬ可以抑制神经节细胞的数目下降及视网
膜神经纤维层变薄ꎬ对青光眼模型大鼠具有视神经保护
作用ꎮ
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青光眼造成的视神经损伤是复杂的级联反应ꎬ视神经
及视网膜组织等受损后ꎬ无法通过细胞分裂、增生而代偿
凋亡或死亡的神经细胞[７]ꎮ 多靶点药物的药理作用可能
与神经损伤具有一一对应或多阶段对应关系ꎬ其神经保护
作用可能比单一靶点药物好[８]ꎮ 美金刚胺是 ＮＭＤＡ 受体
阻止剂ꎬ其在体外实验及青光眼模型猴的实验中对视网膜
神经节细胞损伤具有抑制作用ꎬ但是在进行到Ⅲ期临床试
验时被终止ꎬ未应用于临床ꎮ

双七他克林是由抗阿尔兹海默症的药物他克林衍生
而来ꎬ具有多种药理作用ꎮ 体外实验已经证实双七他克林
对谷氨酸诱导的视网膜神经节细胞损伤有抑制作用ꎬ在视
网膜缺血再灌注实验中ꎬ通过荧光金逆行标记视网膜神经
节细胞[３]ꎬ证实双七他克林可以减少视网膜神经节细胞的
凋亡ꎮ 细胞电生理实验证实ꎬ双七他克林可以抑制 ＮＭＤＡ
受体[４]ꎮ 本研究在体外实验和急性视网膜缺血性损伤实
验后使用慢性青光眼模型研究双七他克林的视神经保护
作用ꎬ并使用 Ｂｒｎ３ａ 抗体对视网膜神经节细胞进行染色ꎬ
Ｂｒｎ３ａ 在视网膜神经节细胞的细胞核表达[９]ꎮ 青光眼时
眼压升高ꎬ玻璃体谷氨酸浓度增加ꎬ激活细胞膜的 ＮＭＤＡ
受体ꎬ使大量钙离子内流ꎬ激活细胞凋亡酶ꎬ引起视网膜神
经节细胞凋亡ꎬ导致兴奋性损伤ꎮ 本研究发现ꎬ双七他克
林和美金刚胺对青光眼大鼠的视网膜神经节细胞数目减
少均有抑制作用ꎬ可能与抑制 ＮＭＤＡ 受体减少兴奋性损
伤有关ꎮ 此外ꎬ双七他克林的视神经保护作用可能还与抑
制一氧化氮合酶等药理机制有关ꎮ

视网膜神经节细胞的轴突向眼球后极部汇聚ꎬ组成视
神经ꎬ高眼压使视网膜神经节细胞死亡ꎬ轴突也发生萎缩ꎬ
最终导致视神经萎缩ꎮ βⅢ－ｔｕｂｕｌｉｎ 是视网膜神经节细胞
轴突的特异性染色剂[１０]ꎬ越临近视神经ꎬ轴突厚度越厚ꎮ
本实验测定了离视神经 ２００μｍ 距离的神经纤维层厚度ꎬ
结果显示双七他克林可以抑制神经纤维层的萎缩ꎬ这与双
七他克林抑制视网膜神经节细胞数目减少的结果一致ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过构建大鼠青光眼模型证实ꎬ双
七他克林可以抑制青光眼所致视网膜神经节细胞的数目
下降及视网膜神经纤维层变薄ꎬ对视神经具有保护作用ꎬ
这对临床治疗青光眼具有潜在意义ꎮ
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