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急性高眼压致大鼠视网膜节细胞焦亡及抗Ｃａｓｐａｓｅ１处理的神经保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨在ＳＤ大鼠急性高眼压模型中，细胞焦亡及抗Ｃａｓｐａｓｅ１处理对视网膜神经节
细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ，ＲＧＣｓ）的保护作用。方法　４２只ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠采用随机数字表法分为
正常对照组、急性高眼压模型组和ＶＸ７６５（Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂）干预组，均以右眼为实验眼。模型组和干
预组用生理盐水前房灌法建立急性高眼压模型，干预组在建模当日及次日玻璃体腔注入 ＶＸ７６５
（２００μｍｏｌ／Ｌ）溶液４μＬ，模型组于相同时间玻璃体腔注入等容量生理盐水。正常对照组不处理。造模
后７ｄ处死大鼠，ＨＥ染色观察视网膜形态学变化及ＲＧＣｓ密度；免疫组化观察ＲＧＣｓ并检测视网膜平均
光密度；实时荧光定量ＰＣＲ检测视网膜Ｃａｓｐａｓｅ１、ｇｓｄｍｄ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８分子 ｍＲＮＡ表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ｇｓｄｍｄｎ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８蛋白表达。结果　模型组大鼠视网膜厚度为（１６４．５３±１．０４）μｍ，
低于正常对照组［（１８１．４４±５．１３）μｍ］和干预组［（１７３．１５±２．１５）μｍ］，模型组 ＲＧＣｓ密度为（３３２．８７±
１６．３７）个／ｍｍ２，低于正常对照组［（５２０．３９±１８．６２）个／ｍｍ２］和干预组［（３７３．９７±２０．３２）个／ｍｍ２］，模型
组大鼠视网膜光密度为（０．４４３±０．０１４），低于正常对照组（０．５１７±０．０１５）和干预组（０．４９２±０．００６），差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型组大鼠视网膜ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８ｍＲＮＡ相对表达量高于正常对照组和干
预组，Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ｇｓｄｍｄｎ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８蛋白相对表达量同样高于正常对照组和干预组，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　急性高眼压暴露后，依赖Ｃａｓｐａｓｅ１的细胞焦亡通路分子表达明显增多，抑
制Ｃａｓｐａｓｅ１活性能减轻视网膜组织损伤，有效保护ＲＧＣｓ，减少ＲＧＣｓ死亡数量。
　　［关键词］　青光眼；急性高眼压；细胞焦亡；Ｃａｓｐａｓｅ１；ｇｓｄｍｄ；视网膜神经节细胞
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　　急性青光眼是亚洲人群中最常见的青光眼类型，
据估计，到２０４０年将影响全球 １．１１８亿人，其特征是
突发性眼压（ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＩＯＰ）大幅度升高，伴
剧烈眼痛导致不可逆的视力下降，增高的眼压影响视

神经的轴浆流，使视乳头灌注不良，造成视神经萎缩，

可能最终导致视功能丧失永久性失明［１－４］。目前对于

急性青光眼的治疗，主要针对高眼压，采用药物或者手

术的方式降低眼压至正常水平，但 ＭＯＮＲＲＩＳＯＮ等［５］

在临床试验研究中发现，即使将眼压控制在正常范围

的情况下，仍有大概１／３的患者视功能伤害会持续恶
化，说明单从稳定眼压上着手，并不能较好地保护视功

能。因为在急性青光眼中快速大幅度升高的眼压会导

致视网膜产生缺血再灌注损伤，视网膜在整个过程中

缺血缺氧，引起视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌ，ＲＧＣｓ）大量死亡造成视功能的损害，该过程被启
动后，并不能随着眼压被控制而停止［６］。如何保护

ＲＧＣｓ让其在青光眼病程中免于受损是解决青光眼造
成不可逆致盲问题的关键。

　　关于 ＲＧＣｓ死亡机制的研究表明，先天免疫及炎
症反应可能是青光眼病理生理过程的关键因素［７－９］。

而以往关于ＲＧＣｓ的细胞凋亡研究是一种不涉及炎症
的程序性细胞死亡方式，这似乎不能完全说明在炎症

性青光眼的神经退行性病变中 ＲＧＣｓ细胞的死亡机
制。而近几年一种与炎症紧密相关的新的细胞死亡方

式走近人们的视线———细胞焦亡。它不同于细胞凋亡

产生凋亡小体导致细胞死亡，可通过由Ｃａｓｐａｓｅ１分子
介导的经典焦亡途径，引起质膜破裂，释放各种炎症分

子及胞内容物，引起细胞死亡［１０－１５］。这种炎性细胞死

亡方式是否参与急性青光眼中ＲＧＣｓ死亡？如果抑制
Ｃａｓｐａｓｅ１分子介导的细胞焦亡能否在急性高眼压中

保护ＲＧＣｓ？本研究利用 ＳＤ大鼠建立急性高眼压动
物模型，探讨用 ＶＸ７６５抑制 Ｃａｓｐａｓｅ１对大鼠 ＲＧＣｓ
和视网膜的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　选择成年ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠４２只，３月龄，体质
量２００～２５０ｇ，饲养于陆军特色医学中心实验动物中
心，室温２０～２５℃，相对湿度５０％～６５％，１２ｈ明暗交
替。动物实验严格遵循实验动物伦理“３Ｒ”原则，并通
过陆 军 军 医 大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 审 批

（ＡＭＵＷＥＣ２０１９２０９８）。
１．２　主要试剂及仪器
　　苏木精伊红（ＨＥ）检测试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液和
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（上海碧云天生物技术有限公
司）；荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司，美国）；逆转录试剂
盒（Ｒｏｃｈｅ），兔抗大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
ＰＡ５９９３９０），兔抗大鼠 ｇｓｄｍｄｎ抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＰＡ５
１１６８１５），兔抗大鼠 ＩＬ１ｂ抗 体 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＰＡ５
１０５０４８），兔抗大鼠ＩＬ１８抗体（博奥森，ｂｓ０５２９Ｒ），兔
抗大鼠ｂｒｎ３ａ抗体（赛维尔，ＧＢ１１１６６１），Ｃａｓｐａｓｅ１抑
制剂ＶＸ７６５（ＭＣＥ公司），山羊抗兔 ＩｇＧ多克隆抗体
（博奥森），Ｃａｓｐａｓｅ１、ｇｓｄｍｄ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８引物（重庆塞
维尔生物有限公司），动物专用眼压计 Ｔｏｎｏｌａｂ（芬兰
Ｉｃａｒｅ公司），光学显微镜（日本尼康）。
１．３　方法
１．３．１　实验分组　　将４２只ＳＰＦ级ＳＤ大鼠采用随
机数字表法分为正常对照组、急性高眼压模型组和

ＶＸ７６５（Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂）干预组，每组 ｎ＝１４只，均
以右眼为实验眼。模型组和干预组大鼠采用生理盐水
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前房灌注的方法建立急性高眼压模型，干预组在建模

当日及第２天采用玻璃体腔注射的方法注入 ＶＸ７６５
（２００μｍｏｌ／Ｌ）溶液４μＬ，模型组于相同时间玻璃体腔
注入等容量的生理盐水，正常对照组不作任何处理。

１．３．２　急性高眼压动物模型建立　　用１０％水合氯
醛腹腔麻醉大鼠，构建急性高眼压模型，将生理盐水瓶

置于高于大鼠眼球水平面约１５０ｃｍ的输液架上，利多
卡因表面麻醉并用复方托吡卡胺散瞳后，注射针于大

鼠右眼颞侧角巩膜缘向前房插入并固定，持续灌注生

理盐水９０ｍｉｎ，期间使用芬兰 Ｉｃａｒｅ公司 Ｔｏｎｏｌａｂ动物
专用眼压计实时监测眼压，保证眼压持续稳定在

９０ｍｍＨｇ以上９０ｍｉｎ，期间观察虹膜及视网膜血供情
况。双眼角膜表面放置生理盐水棉片，防止角膜干燥。

１．３．３　ＨＥ染色观察各组视网膜形态厚度及ＲＧＣｓ平
均密度　　分为正常对照组、模型组、干预组，每组３只。
均于７ｄ后处死 ＳＤ大鼠，处死后立即摘除右眼于４％
多聚甲醛中固定，后蔗糖脱水，ＯＣＴ包埋冷冻后用冰
冻切片机切片。常规使用 ＨＥ染色，光学显微镜下观
察视网膜形态结构，成像时尽量让组织充满整个视野，

保证每张照片的背景光一致，统一以 μｍ作为标准单
位，分别测量每张切片中５处视网膜厚度取平均值；计
数每张切片３个视野内视神经节细胞数，并测量视野
内视网膜面积，计算出视神经节细胞密度＝视神经节
细胞数／视网膜面积。
１．３．４　免疫组织化学染色观察各组 ＲＧＣｓ细胞存活
情况　　正常对照组、模型组、干预组，每组３只。均
于７ｄ后处死 ＳＤ大鼠，处死后立即摘除右眼于４％多
聚甲醛中固定，后蔗糖脱水，ＯＣＴ包埋冷冻后用冰冻
切片机切片。ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，０．４％Ｔｒｉｔｏｎ打
孔１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２处理
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，封闭液封闭１ｈ，一抗
按１∶６００的比例用抗体稀释液稀释，４℃过夜孵育后，
ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，二抗按１∶２００的比例用 ＰＢＳ
稀释，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，加辣根酶
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，ＤＢＡ显色３０ｓ，封片
后观察视网膜染色情况。使用赛维尔图像分析系统观

察视网膜情况并统计平均光密度，计数每张切片３个
视野内视神经节细胞数并比较。

１．３．５　荧光定量 ＰＣＲ法检测各组 Ｃａｓｐａｓｅ１、ｇｓｄｍｄ、
ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８相对表达量　　分为正常对照组、模型
组、干预组，每组４只。均于７ｄ后处死ＳＤ大鼠，处死
后立即摘除右眼并剥离视网膜，分别将视网膜置于装

有１ｍＬＴＲＩｚｏｌ离心管中并吹打溶解，每管中加入
２００μＬ三氯甲烷，混匀１５ｓ冰上放置１０ｍｉｎ后，离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，４℃），取上清于新的离心管
中，１∶１加入异丙醇，轻轻混匀 １５ｓ，冰上放置 １０ｍｉｎ

后离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，４℃），离心后弃上清，
每管中加入 １ｍＬ７５％乙醇（无酶水），混匀后离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，４℃），弃上清重复１次，再弃上
清，管中干燥后加入５０μＬ无酶水，ｍＲＮＡ提取完成。
每组均配成 ２０μＬ体系进行逆转录获得 ｃＤＮＡ，最后
将得到的ｃＤＮＡ进行 Ｃａｓｐａｓｅ１、ｇｓｄｍｄ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８荧
光定量ＰＣＲ。见表１。

表１　 各引物序列
基因 引物序列（５′３′） 片段长度／ｂｐ

Ｃａｓｐａｓｅ１ 上游：ＡＡＡＧＡＣＡＡＧＣＣＣＡＡＧＧＴＧＡＴＣ ２７７
下游：ＣＣＡＡＧＴＣＡＣＡＡＧＡＣＣＡＧＧＣＡＴＡ

ｇｓｄｍｄ 上游：ＴＡＡＧＧＣＴＣＴＧＧＡＧＡＣＡＡＣＧＧＴＧ ２６２
下游：ＴＧＡＣＡＡＴＡＧＧＡＡＣＡＧＧＧＡＧＧＣ

ＩＬ１ｂ 上游：ＧＣＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＡＡＡＴＣＴＣＧＣ ２５６
下游：ＴＧＴＴＣＡＴＣＴＣＧＧＡＧＣＣＴＧＴＡＧＴＧ

ＩＬ１８ 上游：ＴＧＡＡＧＴＡＡＧＡＧＧＡＣＴＧＧＣＴＧＴＧＡ ２１１
下游：ＴＴＧＧＣＡＡＧＣＡＡＧＡＡＡＧＴＧＴＣＣ

１．３．６　蛋白印迹法检测各组 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ｇｓｄｍｄｎ、
ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８蛋白相对表达量　　分为正常对照组、模
型组、干预组，每组４只，均于７ｄ后处死ＳＤ大鼠，处
死后立即摘除右眼并剥离视网膜置于离心管中，用

眼科显微手术剪充分剪碎组织后，置于配好的 ＲＩＰＡ
溶液中，超声机中处理 ２个循环再取出，离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１５ｍｉｎ）后，取上清液视网膜蛋白
提取完成。用ＢＣＡ法检测蛋白浓度，进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验，加入蛋白体积１／４量的缓冲液后，煮沸１０ｍｉｎ，
然后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，将凝胶中的蛋白质转移至
ＰＶＤＦ膜上，用 ５％的脱脂牛奶封闭 ２ｈ，一抗均按照
１∶１０００稀释，二抗按照１∶５０００比例稀释，将膜置于
一抗中４℃摇床孵育过夜，第２天用 ＴＢＳＴ溶液清洗
３次，每次１０ｍｉｎ，在室温二抗孵育 ２ｈ，同样用 ＴＢＳＴ
溶液清洗３次，每次１０ｍｉｎ，显影拍照，用ＩｍａｇｅＪ软件
分析各蛋白条带灰度，计算各目的蛋白相对表达量。

１．４　统计学方法
　　使用ＳＰＳＳ２６．０统计软件对实验数据进行正态分
布和方差齐性检验，符合正态分布且方差齐性的数据

进行单因素方差分析，结果以 珋ｘ±ｓ表示，多重比较采用
ＬＳＤｔ检验，非正态分布的数据进行 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检
验，多重比较选择多个独立样本比较，结果以四分位数

Ｍ（ＱＬ，ＱＵ）表示。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　急性高眼压大鼠造模结果
　　模型组和干预组大鼠在造模期间眼压均维持在
９０ｍｍＨｇ以上，眼部虹膜变白且红色反射消失，说明
发生视网膜缺血，造模成功。
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２．２　各组大鼠视网膜组织病理学表现
　　正常对照组大鼠视网膜层次结构清楚，各层细胞
及ＲＧＣｓ排列整齐；模型组视网膜组织结构层次不清
晰，各层内细胞排列疏松，ＲＧＣｓ细胞数目明显减少；
干预组视网膜层次结构较模型组相对清晰，ＲＧＣｓ细
胞数量有所恢复且排列相对整齐。计算各组大鼠视网

膜厚度，发现模型组大鼠视网膜厚度明显低于正常对

照组和干预组的视网膜厚度，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。２００倍显微镜下观察到正常对照组视网
膜 ＲＧＣｓ排列紧密，细胞形态规则；模型组视网膜
ＲＧＣｓ数量明显减少，排列凌乱且形状不规则；干预组
ＲＧＣｓ数量有所恢复，细胞排列相对整齐。统计各组
ＲＧＣｓ细胞密度，发现模型组单位面积 ＲＧＣｓ数量明显
低于正常对照组和干预组的 ＲＧＣｓ数量，差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图１。
２．３　各组大鼠视网膜ＲＧＣｓ数量比较
　　观察３组视网膜 ＲＧＣｓ细胞存活情况，计算视网
膜平均光密度及各组视网膜神经节细胞数。正常对照

组ＲＧＣｓ排列整齐且细胞形态正常规则；模型组 ＲＧＣｓ
数量明显减少，且细胞形态及排列均不规则；干预组

ＲＧＣｓ数量相对恢复，细胞排列比模型组整齐且形态
较模型组规则。检测３组视网膜平均光密度，发现模
型组平均光密度明显低于正常对照组和药物干预组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），在高倍镜下分别计数
３组视网膜神经节细胞数，发现模型组视网膜ＲＧＣｓ数
量明显低于正常对照组和干预组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见图２。
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Ａ～Ｆ：各组大鼠视网膜形态学和ＲＧＣｓ密度的比较　箭头示ＲＧＣｓ层；Ｇ：各组视网膜平均厚度比较；Ｈ：各组视网膜ＲＧＣｓ平均密
度比较；１：正常对照组；２：急性高眼压模型组；３：Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂干预组；ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与急性高眼压
模型组比较

图１　各组大鼠造模后７ｄ视网膜ＨＥ染色病理学观察及ＲＧＣｓ平均厚度和密度
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Ａ～Ｆ：各组大鼠视网膜平均光密度和ＲＧＣｓ数量的比较　箭头示ＲＧＣｓ层；Ｇ：各组视网膜平均光密度比较；Ｈ：各组视网膜
ＲＧＣｓ数量比较；１：正常对照组；２：急性高眼压模型组；３：Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂干预组；ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０１，与急性高眼压模型组比较

图２　各组大鼠造模７ｄ后免疫组织化学染Ｂｒｎ３ａ观察ＲＧＣｓ存活情况

２．４　各组大鼠视网膜组织中细胞焦亡相关活性分子
ｍＲＮＡ相对表达量

　　模型组细胞焦亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ１、ｇｓｄｍｄ以及
焦亡相关炎症分子 ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８的 ｍＲＮＡ表达量较正
常对照组明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。使
用 Ｃａｓｐａｓｅ１活性抑制剂干预后，Ｃａｓｐａｓｅ１和 ｇｓｄｍｄ
的ｍＲＮＡ表达并无明显减少，差异无统计学意义，但
焦亡相关炎症分子 ＩＬ１ｂ和 ＩＬ１８的 ｍＲＮＡ表达明显
减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图３。
２．５　各组大鼠视网膜组织中细胞焦亡相关活性分子

蛋白相对表达量

　　急性高眼压组大鼠视网膜细胞焦亡相关通路蛋
白及炎性分子 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ｇｓｄｍｄｎ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８蛋
白表达量相比正常对照组明显增多（Ｐ＜０．０５），使用
Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂后焦亡相关分子 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、

ｇｓｄｍｄｎ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８的蛋白表达量明显降低（Ｐ＜０．０５）。
见图４。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，
与急性高眼压模型组比较

图３　各组大鼠视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ１、ｇｓｄｍｄ、ＩＬ１ｂ和 ＩＬ１８
的ｍＲＮＡ相对表达量比较

３９７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：各蛋白灰度值统计分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．０５，与急性高眼压模型组比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠视网膜Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０，ｇｓｄｍｄｎ，ＩＬ１ｂ，ＩＬ１８蛋白表达

３　讨论

　　急性青光眼是目前世界范围内造成视力急剧下降
的常见原因之一，主要的治疗方式依旧是采用药物或

手术达到降压目的。目前对于急性青光眼的治疗缺乏

公认的、有效的措施。因此，如何预防或减轻急性青光

眼的视力损害依旧是一大难题。此前，缺血缺氧引起

的炎症反应被认为在高眼压诱导的视网膜损伤中发挥

重要作用［１６－１７］。细胞焦亡正是近年来发现的一种以

炎症反应为特征的细胞死亡方式，主要依赖于

Ｃａｓｐａｓｅ１这一重要信号传导物质［１８－１９］。研究发现，细

胞焦亡与多种炎症相关疾病的发生密切相关［２０－２１］。

最新研究表明在青光眼中炎症和免疫方面的变化在病

理过程和病情进展中起着重要作用［２２］。

　　本研究ＨＥ染色结果和免疫组织化学染 Ｂｒｎ３ａ抗
体标记 ＲＧＣｓ细胞发现，模型组的大鼠视网膜层次结
构不清楚，厚度变薄，ＲＧＣｓ数量及密度明显减少且形
态不规则，说明急性高眼压造成的缺血缺氧环境及其

再灌注损伤对视网膜的形态及ＲＧＣｓ细胞都产生很多
伤害，这与现阶段对急性高眼压模型及缺血缺氧再灌

注模型的损伤结果一致。但在使用 Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂
后，可观察到视网膜形态结构及厚度有明显恢复，

ＲＧＣｓ细胞存活数量也有所增加，且细胞形态变规则
并排列整齐。说明在急性高眼压的情况下，抑制

Ｃａｓｐａｓｅ１分子活性可以有效保护 ＲＧＣｓ细胞，减少伤
害，增加ＲＧＣｓ细胞存活率。
　　在明确抑制 Ｃａｓｐａｓｅ１活性可以有效保护 ＲＧＣｓ
细胞后，哪些分子参与其中，是否有细胞焦亡通路参

与？本研究采用 ｑＰＣＲ法检测 ３组大鼠视网膜
Ｃａｓｐａｓｅ１，焦亡特异性蛋白 ｇｓｄｍｄ，焦亡相关性炎性分
子ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８的ｍＲＮＡ相对表达量。结果发现，模型
组中这４种分子的ｍＲＮＡ相对表达量均有所增加，其
中Ｃａｓｐａｓｅ１和ｇｓｄｍｄｍＲＮＡ表达量约为对照组的 ６

倍，ＩＬ１ｂ及ＩＬ１８ｍＲＮＡ表达量约为对照组的 ４倍。
在抑制Ｃａｓｐａｓｅ１活性后，再检测这４种分子的表达，
结果发现ＩＬ１ｂ和ＩＬ１８ｍＲＮＡ的表达几乎减少一半，
但Ｃａｓｐａｓｅ１和ｇｓｄｍｄ的ｍＲＮＡ表达并没有变化。研
究表明 Ｃａｓｐａｓｅ１分子主要是以前体的形式存在于细
胞中，但只有其活性形式（Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０）才具有引起
细胞焦亡的能力。细胞内前体 Ｃａｓｐａｓｅ１分子结构包
含ｐ１０小亚基和ｐ２０大亚基，当细胞受到胞内或者胞
外危险信号刺激时，胞质中一些天然免疫受体分子比

如ＮＯＤ样受体等就会参与组成炎症小体，目前已知的
炎症小体包括 ＡＩＭ２、ＮＬＲＰ３、ＮＬＲＰ１、ＮＬＲＣ４和 Ｐｙｒｉｎ
等，主要根据不同的核心蛋白将它们区分开来。这些

炎症小体都带有 Ｎ端 Ｃａｓｐａｓｅ招募区（ＣＡＲＤ）或者
Ｐｙｒｉｎ域（ＰＹＤ），被相应的刺激分子激活后，即开始募
集ＡＳＣ蛋白，ＣＡＲＤ或者ＰＹＤ这两个结构域可通过相
互作用连接ＡＳＣ蛋白，连接上ＡＳＣ蛋白的炎症小体具
有招募大量 Ｃａｓｐａｓｅ１前体分子的能力，局部高浓的
Ｃａｓｐａｓｅ１前体使其发生自溶水解，形成具有活性的
Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０分子。同样存在于胞浆中的全结构的
ｇｓｄｍｄ蛋白并不是其活性形式，活化的 Ｃａｓｐａｓｅ１分子
能够在Ａｓｐ２７６位点上切割 ｇｓｄｍｄ蛋白，产生 ｇｓｄｍｄｎ
和ｇｓｄｍｄｃ两个重要结构域，其中 ｇｓｄｍｄｎ才是真正
引起细胞焦亡的功能蛋白［２３－２６］。ｇｓｄｍｄｎ具有很强的
脂质结合能力，在焦亡过程中能够稳定地锚定在生物

膜上，通过单体的寡聚化形成直径 １０～１６ｎｍ的蛋白
孔洞，使焦亡炎性分子ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８及一些细胞内容物
释放到细胞外，引起炎症反应的扩大，致使细胞最终发

生肿胀、质膜破裂，这种炎症的扩大又可恶性循环引起

伤害的不断深入［２７－３０］。

　　本研究发现 Ｃａｓｐａｓｅ１和 ｇｓｄｍｄ蛋白及 ＩＬ１ｂ和
ＩＬ１８这两种炎性分子在模型组大鼠视网膜中都高度
表达，而局部高浓度的Ｃａｓｐａｓｅ１分子在细胞应激引起
炎性小体激活的情况下会发生水解激活。本研究通过

４９７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测３组大鼠视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、
ｇｓｄｍｄｎ、ＩＬ１ｂ、ＩＬ１８蛋白的相对表达量，结果发现
模型组４种蛋白表达量均明显增加，使用Ｃａｓｐａｓｅ１抑
制剂后Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０和ｇｓｄｍｄｎ明显减少。细胞焦亡
通路标志性活性蛋白减少，说明细胞焦亡通路被抑制，

抑制细胞焦亡可以在急性高眼压下有效保护 ＲＧＣｓ
细胞。

　　综上所述，本实验通过建立急性高眼压动物模型，
观察大鼠视网膜形态及 ＲＧＣｓ细胞存活情况，并检测
大鼠视网膜细胞焦亡相关标志物的表达，初步得出

Ｃａｓｐａｓｅ１依赖性细胞焦亡参与了急性高眼压下视网
膜ＲＧＣｓ的死亡。使用ＶＸ７６５抑制Ｃａｓｐａｓｅ１活性后
观察大鼠视网膜形态及ＲＧＣｓ细胞存活情况并检测焦
亡相关标志物，发现抑制 Ｃａｓｐａｓｅ１分子活性，减少细
胞焦亡的发生确实可以在急性高眼压下保护视网膜形

态并保护ＲＧＣｓ，提高ＲＧＣｓ细胞存活率。本研究对急
性青光眼的发病机制做了补充，为其寻求有效的治疗

方法提供了一定的理论基础。但对于细胞焦亡是如何

被驱动的，如何在细胞焦亡进程中有效中止伤害保护

ＲＧＣｓ，以及在急性青光眼发病中细胞焦亡和细胞凋亡
如何相互作用，仍需要更深入的研究。
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