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Abstract 

· AlM ： To observe the effects of serum containing 

qingguang an grains on the activity of pressu rized human 

trabecula r celIs cuItured vitro ．and to investigate the 

mechanism of action in preventing and reducing the as 

census of postop intraocuIa r pressu re on pnmary open 

angle glaucoma． 

·METHODS：The qingguang an grains—contained serum 

was prepared．and the pressu rized hum an trabecuIar cells 

were incubated with serum containing 2．5 times，5 times， 

1 0 times and 20 times qingguang an grains and 5 times 

yimaikang tablets，respectively，for 1 2 hours，24 hours，and 

36 hours． The celI morphology was observed and ceII 

activity(OD)was detected by MTT． 

·RESULTS： OD vaIue of pressurized human trabecuIar 

cells is concerned with c0ncentratiOn and action time of 

qingguang an grains．On OD value，5 times，10 times and 

20 times qingguang an Grains groups were higher than 

blank group(P<0．01)，10 times and 20 times qingguang an 

g rains g roups were highe r than yimaikang Tablets 

g rouP(尸<0．01)，but no conspicu0us di仟erent between 5 

times qingguang an grains groups and 5 tim es yimaikang 

Tablets grouP： OD value of the cells cultured in 

qingguang an grains—contained serum for 24 hours and 36 

hours were higher than that cultured for 12 hours(P<0．01)， 

but no conspicuous different between 24 hou rs and 36 

hours． 

·CONCLUSION：Serum containing qingguang an grains 

can raise pressurized human trabecular ceIls activity． 

· KEYW ORDS： qingguang an grains；serum containing 

drug；hum an trabecular celIs；activity；M1_r assay 

Peng QH，Zeng ZC，Li B，el a1．Effect of sel31m containing 

qingguang’an grains on pressurized human trabeeular cells activity． 

／nt J Ophthalmol(Cnoji Yanke Zazhi 2009；9(5)：839—842 

摘 要 

目的：观察青光安颗粒对体外加压培养人小梁细胞活性的 

影响，探讨青光安颗粒预防与治疗原发性开角型青光眼 

术后眼压回升的作用机制。 

方法 ：制备 2．5倍 ，5倍 ，10倍 ，20倍青光安颗粒含药血清 

和 5倍益脉康含药血清 ，用不同药物与浓度的含药血清分 

别作用体外加压培养人小梁细胞 l2，24，36h，观察细胞形 

态学的变化和 M1Tr法检测的细胞活性(OD)的变化。 

结果 ：加压后小梁细胞的 OD值与青光安颗粒的浓度和作 

用时间均有关系。青光安 5倍 ，l0倍 ，20倍组都能够明显 

提高细胞 OD值 ，与空 白组 比较有显著性差异(P<0．01)， 

l0倍，20倍组与益脉康组比较有显著性差异(P<0．01)， 

但是青光安 10倍组与 20倍组之间没有统计学意义；培养 

24，36h的 OD值明显高于培养 12h的 OD值 (P<0．01)， 

但是培养 24h与培养 36h时间段之间没有统计学意义。 

结论 ：青光安颗粒能够提高加压后人眼小梁细胞的活性。 

关键词 ：青光 安 颗粒 ；含 药 血清 ；人小 梁 细胞 ；活性 ； 
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0引言 

原发性开角型青光眼是青光眼主要致盲疾病之一 ， 

迄今为止 ，其病因及发病机制尚不清楚。现已证明，原发 

性开角型青光眼的眼压升高是由于房水排出通道的病变， 

使房水排出阻力增加所致 。房水流出通道大部分衬覆有 

小梁细胞 ，研究证明小梁细胞具有多种功能，诸如吞噬、 

收缩 、合成及分解糖蛋 白，产生前列腺素等生物活性物 
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质，这些功能使得小梁细胞在房水排出的生理和病理过 

程中具有重要影响 。以往研究表明小梁细胞数量减少 

是原发性开角型青光眼小梁组织的重要改变 。益脉康 

片是以灯盏细辛为主要药材的单方制刹 ，药理研究表明能 

够对视网膜视神经节细胞 、小梁细胞 、血管内皮细胞、肝细 

胞等具有保护作用 ，抑制细胞凋亡 ，同时能够明显改善 

眼压已控制的青光眼患者视盘和视盘旁视网膜微循环 ， 

临床研究表明具有改善眼压已控制的青光眼患者视野等 

作用 J。青光安颗粒剂是集我院眼科多年临床经验结合 

现代制剂制备工艺研制而成 ，主要成分是黄芪、生地 、侠 

苓、车前子、地龙、赤芍、红花、白术等，共奏益气养阴、活 m1． 

利水的作用。应用于临床能够明 提高青光眼术后患者 

的视力 ，扩大视野，预防其术后眼压回升，但其预防术后眼 

压回升的作用机制尚不十分清楚。 此，我们在对人眼 

小梁细胞培养加压的基础上，用 M1vr法研究了不I亩】浓度 

青光安颗粒含药血清对加压后小梁细胞活性的影响，并且 

与益脉康片含药血清组进行对照，以探讨青光安颗粒预 

防原发性开角型青光眼术后眼压同升的作用机制。 

1材料和方法 

1．1材料 药物：青光安颗粒剂 (批号 020208)南湖南巾 

医药大学第一附属医院药刹科制备，产品批号 020208；益 

脉康片剂由湖南湘雅制药有限公司生产，产品批号同药准 

字 Z20010081。动物 ：3月龄的 SD大鼠30只，由湖南农业 

大学动物实验中心提供。雌 、雄不拘，体质量 160～180g。 

主要试剂：胎牛血清(杭州四季清公司生产)；DMEM培养 

基(3．6g／包 ，美国 GIBCO公司生产)；磷酸盐缓冲液 PBS 

粉(福州迈新生物公司)；不含 Ca“，Mg 的 Hanks液(自 

配)；2．5g／C胰蛋白酶粉(美同 GIBCO公司生产)；青链 

霉素双抗(Hyclone公司生产)；二 L}1基亚砜(【：海_牛物丁 

程公司生产)；MTT(鹏程生物公司生产)。主要仪器：超 

净丁作台(苏州安泰空气技术公 司生产)；CO，培养箱(2300 

型，USA生产)；倒置相差 做镜 (南京汀南光电公司生 

产)；数码相机(佳能公司生产)；低速离心机(长沙平凡仪 

器仪表公司生产)；低温冰箱 (日本 SANYO公 司生产)； 

50cm 培养瓶 、96孔培养板(美同 COSTER公司生产)；m 

球计数板 (上 海求精生化 公司生 产 )；酶联免疫 检测 

仪 (Austria生产)；细胞加压模型(自制)。细胞来源及特 

性：人小梁细胞(human trabecular cells，HTCs)细胞株， 

中山大学中山眼科中心卓业鸿教授提供。经纤维粘连蛋 

白(FN)、层粘连 蛋 白(LN)和神 经元 特异性 烯醇 化 

酶 (NSE)相关抗原免疫细胞化学鉴定均为阳性 ，倒置显微 

镜下观察细胞介于上皮细胞型和成纤维细胞 之间，形态 

多样，梭形 、椭圆形、纺椎形和不规则形等 ，被证实所培养 

的细胞为人小梁细胞。 

1．2方法 含药动物血清制备 SD大鼠30只，随机分为 6 

组，分别为模型组、益脉康 5倍组 、青光安 2．5倍组、青光 

安 5倍组 、青光安 10倍组和青光安 20倍组。模型组灌服 

等量蒸馏水，益脉康5倍组按成人2．8g／kg剂量灌胃给予 

益脉康片，青光安颗粒 2．5倍，5倍组 ，l0倍组和 20倍组 4 

个剂量组分别按 2．25，4．5，9，18g／kg剂蹙灌胃给予青光 

安颗粒，连续 7d，1次／d。末次灌药后 1h，颈主动脉取血， 

分离 血 清，所取 血 清 经 56℃，30min灭 活 处理 后 ，用 

0．22Ixm的微孔膜过滤除菌 ，置一20℃冰箱保存备用。人眼 

小梁细胞培养传代及细胞加压模 型的建立 ：人小梁细 

胞 (HTCs)复苏后，加 入适 量含 200mL／I 胎牛m清 的 

DMEM液，放人 CO，培养箱培养。待细胞贴壁后，每周换 

液 2～3次，细胞长满瓶底后，用2．5g／L胰蛋白酶消化传 

代 ，传至第 5代开始进行体外加压。方法参照薛蔚 实 

验方法，取接近融合的人小梁细胞，用带“T”型三通管的 

橡皮塞塞紧培养瓶口，一端用注射器注入无菌空气加压， 

同时从与j通管相通的 力表中直接读取压力值，压力保 

持存 60mmHg，加压 24h。倒置显微镜下观察细胞形态并 

摄像，然后取一培养瓶细胞用 2．5g／L胰蛋白酶消化，移人 

离心管中离心 ，加入 25 L戊二醛一20g／L多聚甲醛混合液 

同定，经常规乙醇和丙酮逐级脱水，环氧树脂 6l8包埋， 

LKB—V超薄切片机切片，醋酸铀，枸橼酸铅双染后，行透射 

电子 微镜观察细胞超微结构。M1Tr法检测经不同含药 

血清作用不同时间后小梁细胞的增殖情况：取经过加压 

24h的小梁细胞，经 2．5 I 蛋白酶消化后制成细胞悬液， 

调整细胞密度为 5×10 个／mL，按每孔 0．25mL接种于 96 

孔培养饭 ×3板，每个培养板分为 7组，每组设 6复孑L，放 

入 37℃，50mI／L CO，孵箱培养 24h待细胞贴壁后 ，用 

Hanks液洗涤 3次，随机分组进行实验 ，A组(空白组)： 

200g／L DMEM 250~L，B组(不含药大鼠血清组)不含药大 

鼠血清 50mL+200g／L DMEM 200~L，C组 (益脉康 5倍 

组)：50IxL益脉康血清 +200g／L DMEM 200~L，D，E，F，G 

组(青光安 2．5侪组，5倍组，10倍组，2O倍组)：不同浓度 

青光安血清 50p~L+200g／L DMEM 200 。3个培养板于 

37℃，50mL／l CO，孵箱巾分别孵育 12，24，36h后，凋零孔 

加 Hanks液，其余各孔加入20txL MrITI’(5rag／mL)，于37℃培 

养4h，吸净孔中的液体 ，每孔加入二甲基亚砜(DMSO) 

150~L，允分震荡 5min，使结晶物充分溶解，立即在酶标 

仪(入=490rim)单波长测定光密度(OD)值 ，以上步骤在 

相同条件下重复 3次。 

统计学分析：计量资料用均数 ±标准差( ±s)表示。 

应用 SPSS 14．0软件进行统计学处理，采用配伍组设计资 

料的方差分析和多重比较，检验水准为 P<0．05。 

2结果 

2．1小梁细胞形态观察 倒置显微镜下观察细胞形态，可 

体外培养的 HTCs形态介于上皮细胞型和成纤维细胞 

型之间( 1)，呈梭形 、椭圆形、纺椎形和不规则形等，细 

胞突起较多 ，细胞融合后，突起消失。胞质丰富，常含有少 

许色素颗粒，胞核圆形或者椭圆形。细胞多在传代后 12～ 

24h开始贴壁生长，形态很快由圆形伸展成扁平状，细胞 

存48h后生长速度显著加快 ，72h后开始有细胞融合，一 

般均在 1wk内完成融合，形成稳定的单层细胞层，细胞边 

缘紧密相连。 

2．2小梁细胞体外加压后形态变化和其超微结构变化 

人tlt~4,梁细胞经过体外 60mmHg加压 24h后 ，倒置显微镜 

下可 部分细胞皱缩变网，立体感减低，胞质内有少量空 

泡，细胞问隙加大，甚至有少许细胞浮起(图2)。透射电 

镜观察部分细胞超微结构轻微改变，表面微绒毛消失，部 

分细胞胞内脂滴及空泡增多，线粒体轻度肿胀，严重者细 

胞线粒体嵴肿胀，排列紊乱 ，甚至空泡化，粗面内质网扩张 

成泡状。 

2．3不同浓度含药血清作用 24h后小梁细胞生长状况 

倒置显微镜下观察不同浓度含药血清作用 24h后加压小 

梁细胞生长状况表明，空白组 、不含药血清组小梁细胞数 

目较少，部分细胞收缩圆形，细胞问隙较大；青光安 5倍组 

和益脉康 5倍组比较小梁细胞数目和形态无明显区别；青 

光安 10倍组和青光安 20倍组小梁细胞数 目均比前面 4 

组小梁细胞数 目要多，细胞排列紧密，胞体为梭形(图3)。 
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图 1 传 3 代 小 梁 细 胞 ( x 2 0 0 ) 图 2 体 外 加 压 2 4 h 后 小 梁 细 胞 ( x 2 0 0 )

表 1 不 同药 物 与 浓 度 含 药 血 清 作 用 1 2
，

2 4
，3 6 h 后 各 组 的 O D 值 ( 戈 ± s )

2 ． 4 各 浓 度 含 药 血 清 组 1 2
，

2 4
，

3 6 h 细 胞 的 O D 值 ( 表 1 )

通 过 配 伍 组 设 计 资料 的 方 差 分 析 ， 不 同 药 物 与 浓 度 含 药

血 清 的 F = 4 1 ． 6 4 2
，

P = 0 ． 0 0 0 ， 故 认 为 不 同 药 物 与 浓 度 含

药 血 清 是 O D 值 的 影 响 因 素 ；不 同作 用 时 间 的 F = 2 0 ． 9 9 4
，

P = 0 ． 0 0 0
， 故认 为 不 同作 用 时 间 也 是 O D 值 的 影 响 凶 素 。

进 一 步 的 多 重 比较 结 果 显 示 ：( 1 ) 5 倍 ，
10 倍 ，

2 0 倍 青 光 安

血 清组 、
5 倍 益 脉 康 血 清 组 与 空 白 组 两 两 比 较 ， 差 异 均 有

统 计 学 意 义 ( P ： 0 ． 0 0 0 ) ， 而 不 含 药 血 清 组 ，
2 ． 5 倍 青 光 安

血 清 组 与 空 白组 问 差 异 均 无 统 计 学 意 义 ( P = 0 ． 6 6 0 和

P = 0 ． 3 3 0 ) ；益 脉 康 5 倍 与 青 光 安 5 倍 组 两 两 比较 ， 差 异 无

统 计 学 意 义 ( P = 0 ． 7 7 1 ) ， 青 光 安 1 0 倍 组 、
2 0 倍 组 与 青 光

安 5 倍 组 两 两 比较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P = 0 ． 0 0 0 ) ；青
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光安 lO倍组与青光安 20倍组两两比较，差异无统计学意 

义(P=0．319)。(2)24，36h时间段与 12h时间段两两比 

较，差异均有统计学意义(P=0．000)；36h时间段与 24h 

时间段两两比较，差异无统计学意义(P=0．323)。 

3讨论 

MTT检测方法是检测细胞活性的一种简便 ，精确 的 

方法，其原理是活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能够将黄 

绿色的 MTr降解成紫蓝色的化合物 formazan沉积于细胞 

中，而死亡细胞则不能代谢 MTF成 fomlazan，因此 fomlazan 

形成是反应细胞增殖的一个重要指标 ，且其含量与活细胞 

的数量成正相关。MTr法显色深浅随孔板中活细胞数增 

加而逐渐加深，其吸光值(4)亦随之升高。本实验研究表 

明，在一定浓度范围内(5～20倍)，青光安颗粒均可使小 

梁细胞吸光度值提高、抑制加压后人小梁细胞的凋亡。本 

实验研究还发现，青光安 5倍组与益脉康5倍组使人小梁 

细胞存活的能力相当，青光安 10倍，20倍组促进小梁细 

胞存活的能力优于益脉康5倍组 ，但青光安 l0倍，20倍组 

之间比较无统计学意义；当作用时间达到 36h后，虽然没 

有出现对细胞的抑制作用或者毒副作用，但与作用 24h比 

较小梁细胞的存活能力提高不明显。由此说明：(1)加压 

后小梁细胞的 0D值 ，不随青光安含药血清浓度的提高而 

增强，量效以 10倍组最佳和最有意义；(2)加压后小梁细 

胞 OD值，亦不随作用时间的延长而不断增强，加药 1次 

后的时效以24h组最强。青光安颗粒剂前期实验研究 

显示能保护和改善急性高眼压大鼠视网膜的活性节细胞 ， 

并对慢性高眼压状态下兔眼视网膜的超微组织结构有明 

显的保护作用 ；能明显提高急性高眼压状态后视网膜 SOD 

活性，降低视网膜 MDA的水平 ，从而清除 自南基，减轻脂 

质过氧化作用，最终达到抗氧化作用以减轻视网膜组织损 

伤；能促进体外培养的视网膜神经节细胞 Bcl-2的表达 ， 

抑制其 Bax，Caspase一3，Caspase培的表达，能有效抑制视网 

膜神经节细胞凋亡的发生，从而达到保护视网膜神经节细 

胞的作用。进一步的实验表明，青光安颗粒含药 清能降 

低小梁细胞分泌细胞外基质(透明质酸，胶原蛋白Ⅲ型和 

层粘连蛋白)，减少细胞外基质的堆积作用。青光安颗粒 

剂临床研究 。 表明青光安颗粒剂能改善患者的血液流变 

学，改善眼部血液循环，提高血管内皮细胞活性，降低血小 

板活化功能，降低血浆 ET一1(内皮素一1)、血栓素、前列腺 

素的含量 ，提高视网膜、视神经等内眼组织的耐缺氧、抗损 

伤功能，从而明 提高青光眼术后患者的视力，扩大视野， 

预防其术后眼压回升。口服青光安的青光眼术后患者，视 

力疗效的巩同率为94．87％，视野疗效的巩固率为96．15％， 

眼压维持在正常范围率 97．44％，均高于术后常规治疗组 

的70．37％，75．93％，85．19％。我们发现，青光安 l0倍含 

药血清组作用加压小梁细胞 24h后 ，能够明显增强小梁 

细胞的活力，抑制细胞的凋亡。推测青光安颗粒正是通 

过增强小梁细胞的活力，减少细胞凋亡 ，保护小梁细胞 

数量，维护房水排出通道的顺畅来预防术后眼压 回升。 
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