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摘要
目的:探讨大豆异黄酮(ＳＩ)对糖皮质激素诱导的高眼压
(ＡＯＨ)大鼠视网膜神经节细胞(ＲＧＣｓ)的保护作用及其
对 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ－３ 凋亡通路的调控机制ꎮ
方法:ＳＤ 大鼠 ４８ 只(４８ 眼)随机均分为正常对照组、高眼
压对照组(ＡＯＨ 对照组)、低剂量 ＳＩ 干预组[ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组ꎬ
３６０ ｍｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ)] 和高剂量 ＳＩ 干预组 [ＨＳＩ ＋ＡＯＨ 组ꎬ
５４０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎮ 除正常对照组外ꎬ其余组通过结膜下
注射地塞米松建立 ＡＯＨ 模型ꎮ 造模第 ３ ｗｋ 起ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ
组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组腹腔注射相应剂量 ＳＩ 持续至 ４ ｗｋꎮ 检
测眼压、ＲＧＣｓ 数量、ＰＩ３Ｋ / ｐ－Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达及
炎症因子水平ꎮ
结果:ＡＯＨ 对照组眼压显著高于正常对照组(Ｐ<０.０１)ꎻＳＩ
干预后ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组眼压较 ＡＯＨ 对照组
显著降低(均 Ｐ<０.０１)ꎮ ＡＯＨ 对照组 ＲＧＣｓ 数量较对照组
显著减少(Ｐ < ０. ０１)ꎬ而 ＬＳＩ ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ ＋ＡＯＨ 组较
ＡＯＨ 对照组显著增加(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常对照组相比ꎬ
ＡＯＨ 对照组 ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ 表达降低而 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 升高(均
Ｐ<０. ０５)ꎻ干预后ꎬ ＬＳＩ ＋ ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ ＋ ＡＯＨ 组 ＰＩ３Ｋ、
ｐ－Ａｋｔ表达升高且 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 降低(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
结论: ＳＩ 干预显著上调 ＰＩ３Ｋ 表达并促进 Ａｋｔ 磷酸化
(ｐ－Ａｋｔ)ꎬ同时抑制 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 活化ꎬ减轻 ＡＯＨ 诱导的
ＲＧＣｓ 损伤ꎬ其神经保护效应具有剂量依赖性ꎮ
关键词:大豆异黄酮ꎻ激素性青光眼ꎻＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路ꎻ
视网膜神经节细胞(ＲＧＣｓ)ꎻ细胞凋亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.２.０３
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Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ( Ｎｏ. ＬＨＧＪ２０２３０５１５ )ꎻ Ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
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Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉｎｘｉａｎｇ ４５３００３ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｗａｎｇ Ｂａｏｊｕｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉｎｘｉａｎｇ
４５３００３ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｄｒｗｂｊ＠ １６３.ｃｏｍ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｙ
ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ ( ＳＩ) ａｇａｉｎｓｔ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ( ＲＧＣｓ ) ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｃｕｔｅ
ｏｃｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ( ＡＯＨ )ꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ－ ３
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４８ Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ (ＳＤ) ｒａｔｓ (４８
ｅｙｅｓ) ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ (ｎ ＝ １２ ｐｅｒ
ｇｒｏｕｐ): ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ)ꎬ ａｎ
ＡＯＨ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｌｏｗ － ｄｏｓｅ ＳＩ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
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ｓｕｂｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ
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ｍａｒｋｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＩＯＰ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＯＨ ｃｏｎｔｒｏｌ
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ｏｃｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎꎻ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｒｅｔｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ (ＲＧＣｓ)ꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃａｏ Ｈꎬ Ｙａｎ ＨＢꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｓｏｙ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ ｏｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｌａｕｃｏｍａ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ )ꎬ ２０２６ꎬ ２６ ( ２ ):
２０２－２０７.

０引言
激素性青光眼占继发性青光眼的 １８％－３４％ꎬ其核心

发病机制为糖皮质激素诱导小梁网细胞功能障碍ꎬ导致细
胞外基质异常沉积及房水流出阻力增加[１]ꎮ 持续高眼压
触发视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬＲＧＣｓ) 凋
亡ꎬ最终致不可逆性视神经损伤[２]ꎮ 近年研究发现ꎬ植物
雌激素大豆异黄酮(ＳＩ) [３] 通过调控凋亡通路发挥神经保
护作用[４]ꎮ 其活性代谢物雌马酚(ｅｑｕｏｌ)可激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ
通路ꎬ在糖尿病视网膜病变模型中证实可减少神经元凋
亡[５]ꎮ 但在激素性青光眼中作用尚未明确ꎮ 本研究旨在
阐明 ＳＩ 通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 通路保护 ＲＧＣｓ 的机
制ꎬ为临床防治提供新靶点ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 健康 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ４８ 只购
自斯贝福生物技术有限公司ꎬ体质量约 ２００ ｇꎬ饲养于河南
医药大学第一附属医院实验动物中心ꎮ 环境温度 ２４ ±
２ ℃ꎬ湿度 ４５％－５５％ꎮ １２ ｈ 明暗交替ꎬ正常饮食饮水ꎮ 动
物处理遵守«实验动物管理条例(２０１７ 年修改版)»规定ꎬ
研究符合伦理学标准ꎬ且通过伦理学委员会审查(审批
号:ＥＣ－２０２５－０６１)ꎮ
１.１.２主要试剂与仪器　 回弹式眼压计(芬兰 ｉｃａｒｅ 公司)ꎬ
体视显微镜、冰冻切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬ倒置荧光显
微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司)ꎬ兔源 ＢＲＮ３Ａ 抗体ꎬ兔源 ＰＩ３Ｋ 抗
体ꎬ兔源 ｐ －Ａｋｔ 抗体ꎬ兔源抗 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 抗体ꎬ鼠源抗
β－ａｃｔｉｎ抗体ꎬ羊抗兔 ＩｇＧ 抗体ꎬ羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体(武汉三鹰
生物技术有限公司)ꎬＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８ 标记的驴抗兔二抗
(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬＤＡＰＩ (德国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ ＩＬ－６、
ＩＬ－８、ＴＮＦ－α ＥＬＩＳＡ 试剂盒(Ｋｅｙｇｅｎ)ꎮ
１.２实验方法
１.２.１激素性青光眼大鼠模型制备　 动物模型的分组与建
立参考相关文献[６－７]ꎮ 将 ４８ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常
对照组 １２ 只与 ＡＯＨ 组 ３６ 只[８]ꎬ以所有大鼠的右眼作为
实验眼ꎮ ＡＯＨ 组以 ０.５％戊巴比妥钠(４０ ｍｇ / ｋｇ)腹腔麻
醉后ꎬ于结膜下注射 ０.１％地塞米松 １００ μＬꎬ隔日 １ 次×
４ ｗｋ诱导激素性青光眼模型ꎮ 正常对照组给予等量生理
盐水注射ꎮ 造模 １ ｗｋ 后ꎬ通过眼压检测判定造模效果ꎬ造
模成功标准为:ＡＯＨ 组大鼠实验眼眼压≥２５ ｍｍＨｇꎬ且显
著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 将造模成功 ＡＯＨ 组大鼠共计
３６ 只重新随机分为 ３ 组ꎬ每组 １２ 只∶ ＡＯＨ 对照组、大豆异
黄酮低剂量治疗组(ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组)及大豆异黄酮高剂量治
疗组(ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组)ꎬ造模开始后第 ３ ｗｋ 起ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组
和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组大鼠每日腹腔注射相应剂量的大豆异黄
酮溶液 [ ＬＳＩ ＋ ＡＯＨ 组 ３６０ ｍｇ / ( ｋｇ 􀅰 ｄ)ꎬ ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组
５４０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎬＡＯＨ 对照组和正常对照组腹腔注射等
量生理盐水ꎬ持续干预至取材ꎮ

造模 ４ ｗｋ 后ꎬ 各 组 大 鼠 经 戊 巴 比 妥 过 量 麻 醉
(１００ ｍｇ / ｋｇ)处死ꎬ每组随机选取 ４ 只ꎬ摘取眼球迅速分离
视网膜ꎬ放入预冷 ＰＢＳ 后用于 ＥＬＩＳＡ 检测ꎻ每组随机选取
４ 只迅速摘取眼球ꎬ４％多聚甲醛固定 ２４ ｈ 后用于免疫荧
光及免疫组化检测ꎬ剩余 ４ 只在低温环境中利用体视显微
镜剥离视网膜ꎬ－８０ ℃低温保存ꎬ用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ
１.２.２眼压测量　 为了检测大鼠眼压变化以评估青光眼模
型的建立及实验干预效果ꎬ于造模前 １ ｄꎬ造模后 １、２ ｗｋ
及给药后 １ ｗｋ 进行眼压测量ꎬ测量采用回弹式眼压计进
行ꎬ大鼠经 ０.５％丙美卡因滴眼液表面麻醉后ꎬ于清醒状态
下固定头部ꎬ将眼压计探头垂直对准角膜中央ꎬ连续测量
３ 次取平均值ꎮ 测量前需进行仪器校准并清洁探头ꎬ确保
测量位置准确以避免角膜损伤ꎬ测量后滴左氧氟沙星滴眼
液避免感染ꎬ测量结果同步记录于实验数据采集系统ꎮ
１.２.３免疫荧光染色检测 ＲＧＣｓ 数量　 从 ４％多聚甲醛中
取出眼球ꎬ置于 １５％、３０％蔗糖溶液中梯度脱水ꎬＯＣＴ 包埋
后制作 １０ μｍ 厚冰冻切片ꎮ 切片经室温复温ꎬ ０. ３％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 通透及 ５％驴血清封闭后ꎬ分别加入兔源抗
ＢＲＮ３Ａ 抗体(１∶ ２００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬＡｌｅｘａ Ｆｌｏｕｒ４８８ 荧光
标记二抗(１∶ １０００)孵育 ２ ｈꎬＤＡＰＩ 复染细胞核后封片ꎬ在
２００ 倍荧光显微镜下ꎬ以神经节细胞层(ＧＣＬ)为观察边
界ꎬ在距视神经乳头约 １ ｍｍ 处ꎬ每张玻片随机选取 ５ 个视
野ꎬ对 ＲＧＣｓ 阳性细胞进行计数并计算平均值ꎮ
１.２.４ 免疫组化检测 ＰＩ３Ｋ / ｐ－Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达
　 切片室温复温 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ ０. ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００ 通透
１５ ｍｉｎꎬ３％ Ｈ２Ｏ２灭活内源性酶 １０ ｍｉｎꎬ５％山羊血清封闭
３０ ｍｉｎꎬ分别加入相应一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ次日复温３０ ｍｉｎ
后加入反应增强液和增强酶标山羊抗兔 ＩｇＧ 聚合物各
２０ ｍｉｎꎬＤＡＢ 显色 ５－１０ ｍｉｎꎬ苏木精复染 ３０ ｓꎬ梯度乙醇脱
水透明后中性树胶封片ꎮ 采用显微镜 ２００ 倍物镜以 ＧＣＬ
为观察边界ꎬ采用计算机辅助图像分析系统对棕黄色阳性
物质进行光密度测定ꎬ每张玻片随机选取 ５ 个视野ꎬ计算
平均光密度值ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测视网膜 ＰＩ３Ｋ / ｐ－Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白表达　 大鼠处死后迅速分离视网膜组织ꎬ加入含蛋白
酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液冰上匀浆ꎬ４ ℃静置裂解 ３０ ｍｉｎ 后
离心取上清ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度并调整至 ３－５ μｇ / μＬꎻ取
３０ μｇ 蛋白经 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分离(浓缩胶 ８０ Ｖ、分
离胶 １２０ Ｖ)ꎬ湿转法 ２００ ｍＡ 恒流转膜 １.５ ｈ 至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ
５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈ 后分别加入兔抗 ＰＩ３Ｋ(１∶ １０００)、兔
抗 ｐ－Ａｋｔ(１∶ １０００)、兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ－３(１∶ １０００)一抗 ４ ℃孵
育过夜ꎬ次日 ＴＢＳＴ 洗 ４ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加入 ＨＲＰ 标记二
抗(１∶ ５０００)室温孵育 ２ ｈꎬ洗涤后滴加增强化学发光反应
液ꎬ化学发光成像仪成像ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值ꎬ以样
品灰度 / 内参灰度计算相对表达量ꎮ
１.２.６ ＥＬＩＳＡ 检测大鼠视网膜炎症因子　 大鼠处死后迅速
分离视网膜组织ꎬ加入含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液冰
上匀浆ꎬ４ ℃离心(１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１５ ｍｉｎ)取上清ꎬＢＣＡ 法
测定蛋白浓度后调整至统一水平ꎻ按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书
将样本(１∶ ５０－１∶ ２００ 稀释)及标准品加入预包被抗体的 ９６
孔板ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ洗板后依次加入检测抗体(１∶ １０００)
和 ＨＲＰ 标记二抗 (１ ∶ ５０００)ꎬ避光显色 １５ ｍｉｎꎬ酶标仪
４５０ ｎｍ读取 ＯＤ 值ꎻ根据标准曲线计算目标蛋白浓度
(ｐｇ / ｍＬ)ꎬ结果以 ｐｇ / ｍｇ 总蛋白表示ꎮ 每孔设 ３ 复孔取均

３０２
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值ꎬ同批次实验使用同一抗体批次及显色条件ꎬ确保结果
准确性ꎮ

统计学分析:使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件进行统计
分析ꎮ 数据以均数±标准差表示ꎬ两组间比较采用独立样
本 ｔ 检验ꎬ组内比较采用配对样本 ｔ 检验ꎻ整体比较采用单
因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 检验水准:α ＝
０.０５ꎮ
２结果
２.１两组大鼠造模前后眼压变化比较 　 实验开始前 １ ｄꎬ
对正常对照组与 ＡＯＨ 组大鼠进行眼压测量ꎬ结果显示ꎬ两
组大鼠基线眼压差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 造模后
１ ｗｋꎬＡＯＨ 组眼压较基线升高(Ｐ<０.０５)ꎬ正常对照组大鼠
眼压变化差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与正常对照组大
鼠相比ꎬＡＯＨ 组大鼠造模后 １ ｗｋ 眼压更高ꎬ差异具有统计
学意义(Ｐ<０.００１)ꎬ且均≥２５ ｍｍＨｇꎬ证实 ＡＯＨ 组造模成
功ꎬ见表 １ꎮ
２.２各组大鼠给药前后眼压变化比较　 给药前 １ ｗｋ(造模
后 ２ ｗｋ)ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组与 ＡＯＨ 对照组眼压
相比ꎬ差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎮ 给药后 １ ｗｋꎬＬＳＩ＋
ＡＯＨ 组与 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组眼压降低(均 Ｐ<０.０１)ꎬＡＯＨ 对照
组眼压高于正常对照组ꎬ而 ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组与 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组眼
压均低于 ＡＯＨ 对照组(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ
２.２大豆异黄酮对各组大鼠 ＲＧＣｓ 的影响 　 整体比较各
组大鼠 ＲＧＣｓ 数量差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ６６. １５ꎬＰ <
０.０５)ꎮ 进一步两两比较结果显示ꎬ与正常对照组相比ꎬ
ＡＯＨ 对照组大鼠 ＲＧＣｓ 数量显著减少ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬＲＧＣｓ 层结构紊乱ꎬ细胞间隙增大ꎬ呈断续分
　 　

布ꎬ与 ＡＯＨ 对照组相比ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组大鼠
ＲＧＣｓ 数量均有所增加ꎬ差异具有统计学意义 (均 Ｐ<
０.０１)ꎬ且 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组 ＲＧＣｓ 数量高于 ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组(Ｐ<
０.０１)ꎬＲＧＣｓ 排列中断情况得到更显著的改善ꎬ趋近于正
常组的排列状态ꎬ见图 １ꎮ 这表明大豆异黄酮能够减轻
ＡＯＨ 对 ＲＧＣｓ 的损伤ꎬ增加 ＲＧＣｓ 数量ꎬ改善其排列ꎬ高剂
量的大豆异黄酮在保护 ＲＧＣｓ 方面效果更为突出ꎮ
２.３ 免疫组化检测各组大鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ 与 ｐ －Ａｋｔ 及
Ｃａｓｐａｓｅ－３表达　 免疫组化检测及统计结果见图 ２ꎬＡＯＨ
对照组 ＰＩ３Ｋ 及 ｐ－Ａｋｔ 蛋白阳性表达低于正常对照组ꎬ差
异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组与 ＨＳＩ＋ＡＯＨ
组 ＰＩ３Ｋ 及 ｐ－Ａｋｔ 蛋白阳性表达均高于 ＡＯＨ 对照组(均
Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组的 ＰＩ３Ｋ 表达升高更显著ꎮ ＡＯＨ
对照组 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 蛋白阳性表达高于正常对照组 (Ｐ <
０.０１)ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组均低于 ＡＯＨ 组(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ且 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组降低更显著ꎮ 由此可见ꎬ大豆异黄
酮能调节 ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ 及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 在视网膜组织中的表
达ꎬ且高剂量时调节效果更优ꎬ见图 ２ꎮ

　 　 表 １　 两组大鼠造模前后眼压变化比较 (􀭰ｘ±ｓꎬｍｍＨｇ)
组别 眼数 基线 造模后 １ ｗｋ
正常对照组 １２ １７.８２±０.３８ １７.５２±０.３９
ＡＯＨ 组 ３６ １７.７２±０.４７ ３４.３６±０.７９ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ０.６６７ ７９.０４
Ｐ >０.０５ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 基线ꎮ

表 ２　 各组大鼠给药前后眼压变化 (􀭰ｘ±ｓꎬｍｍＨｇ)
组别 眼数 给药前 １ ｗｋ 给药后 １ ｗｋ ｔ Ｐ
正常对照组 １２ １７.７２±０.４３ １７.４５±０.３４ ２.１２ >０.０５
ＡＯＨ 对照组 １２ ３４.７１±０.９２ｂ ３４.２８±０.８２ｂ １.４５ >０.０５
ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组 １２ ３４.２５±０.８５ｂ ２７.３５±０.４６ｂꎬｄ ２３.１７ <０.０１
ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组 １２ ３４.６０±０.８８ｂ ２４.８５±０.４３ｂꎬｄ ３１.０９ <０.０１

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２４２４.１８７ １３８９.００３
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＡＯＨ 对照组ꎮ

图 １　 各组大鼠 ＲＧＣｓ免疫荧光染色结果　 ＢＲＮ３Ａ(绿色)标记 ＲＧＣｓꎬＤＡＰＩ(蓝色)标记细胞核ꎮ ＩＮＬ:内核层ꎻＯＮＬ:外核层ꎻＧＣＬ:神
经节细胞层ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＡＯＨ 对照组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组ꎮ
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２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ 与 ｐ－Ａｋｔ 及
Ｃａｓｐａｓｅ－３表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果见图 ３ꎬＡＯＨ 对
照组大鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ 及 ｐ－Ａｋｔ 蛋白表达低于正常对照组
(Ｐ<０.０１)ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组表达均高于 ＡＯＨ
对照组ꎬ且 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组升高更显著(均 Ｐ<０.０１)ꎻＡＯＨ 对

照组 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达高于正常对照组(Ｐ<０.０１)ꎬＬＳＩ＋
ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组均低于 ＡＯＨ 对照组ꎬ且 ＨＳＩ＋ＡＯＨ
组降低更显著(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 这表明大豆异黄酮可促进
ＰＩ３Ｋ 表达和 Ａｋｔ 磷酸化ꎬ抑制 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达ꎬ且高剂量
效果更优ꎮ

图 ２　 免疫组化检测各组大鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ与 ｐ－Ａｋｔ及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＡＯＨ 对照组ꎻ
ｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组大鼠视网膜 ＰＩ３Ｋ 与 ｐ－Ａｋｔ 及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＡＯＨ 对照组ꎻ
ｆＰ<０.０１ ｖｓ ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组ꎮ
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２.５ 各组大鼠视网膜炎症因子表达对比 　 四组大鼠视网
膜组织中 ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α 的表达水平整体比较差异均
有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ３ꎮ 与正常对照组相比ꎬ
ＡＯＨ 对照组 ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α 水平均显著升高(均 Ｐ<
０.０１)ꎮ 与 ＡＯＨ 对照组比较ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组
上述炎症因子水平均降低ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ <
０.０５)ꎬ且ＨＳＩ＋ＡＯＨ组降低更显著ꎮ 结果表明ꎬ大豆异黄酮
可有效抑制 ＡＯＨ 大鼠视网膜炎症因子表达ꎬ且高剂量效
果更优ꎮ
３讨论

激素性青光眼作为继发性青光眼的重要亚型ꎬ其病理
本质在于糖皮质激素持续作用引发的小梁网结构重塑与
房水动力学障碍[９]ꎮ 持续高眼压状态可触发视网膜神经
节细胞线粒体功能紊乱ꎬ通过促进 Ｄｒｐ１ 介导的线粒体过
度分裂ꎬ激活泛凋亡(ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ)通路ꎬ最终导致不可逆
性视神经损伤[１０－１１]ꎮ 这一病理进程与临床观察到的进行
性视野缺损高度吻合ꎬ凸显了干预 ＲＧＣｓ 凋亡级联反应的
重要性ꎮ

本研究观察到ꎬＬＳＩ＋ＡＯＨ 组和 ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组眼压相较
ＡＯＨ 对照组显著下降ꎮ ＳＩ 的降眼压作用并非即时物理效
应ꎬ而是通过调节小梁网的生物学功能实现ꎮ 其机制可能
涉及多个方面:(１)ＳＩ 能有效抑制 ＩＬ－６、ＴＮＦ－α 等促炎因
子表达ꎮ 炎症因子可导致小梁网细胞功能障碍及细胞外
基质异常沉积ꎬ直接增加房水流出阻力ꎬ抑制这些因子有
助于恢复房水流出[１２]ꎻ(２)植物雌激素被证实可通过调节
小梁网细胞骨架与自噬活性改善其功能ꎬ这可能是 ＳＩ 改
善房水引流的结构基础[１３]ꎻ(３)ＳＩ 的活性代谢物雌马酚作
为内皮型一氧化氮合酶(ｅＮＯＳ)的激活剂ꎬ可能通过改善
睫状体及小梁网局部微循环而间接调节房水动力学[１４]ꎮ
上述多靶点生物学效应的积累ꎬ解释了干预后眼压的逐步
下降ꎮ

本研究的创新性主要体现在以下几个方面ꎮ 王烨瑛
等[１５]在 ２０２５ 年报道了 ＳＩ 对糖尿病大鼠 ＲＧＣｓ 的保护作
用ꎬ但其研究聚焦于高血糖模型ꎬ并未涉及激素性青光眼
这一特定病理环境ꎮ 本研究首次在激素性青光眼模型中
证实 ＳＩ 不仅能有效降低眼压ꎬ更能直接干预 ＲＧＣｓ 凋亡通
路ꎬ拓展了 ＳＩ 在眼科疾病中的应用范围ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[９] 于
２０２４ 年研究发现烟酰胺核糖可通过减轻线粒体损伤和细
胞外基质沉积来保护糖皮质激素性青光眼ꎬ但其机制研究
主要集中在线粒体保护方面ꎮ 本研究则深入揭示了 ＳＩ 通
过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ－３ 信号轴调控细胞凋亡的具体分子
机制ꎬ为该疾病的治疗提供了新的靶点ꎮ 本研究结果与上
述研究具有一定的一致性ꎬ均表明通过干预特定信号通路
保护 ＲＧＣｓ 是可行的治疗策略ꎮ 然而ꎬ本研究在激素性青
光眼模型中系统阐明 ＳＩ 的神经保护作用并揭示其剂量依
赖效应ꎬ是对现有文献的重要补充ꎮ 细胞凋亡是一个受多
通路精密调控的过程ꎮ 除本研究重点关注的 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
Ｃａｓｐａｓｅ－３ 通路外ꎬＳＩ 的神经保护作用可能涉及更广泛的
信号网络ꎮ 例如ꎬ邵晓洁等[１６] 在 ２０２２ 年研究发现ꎬＳＩ 可
通过抑制 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 信号通路ꎬ减轻 Ａβ１－４２ 诱导的海马
神经元炎症和凋亡ꎮ 同时ꎬＺｈａｎｇ 等[１７] 报道 ＳＩ 能通过激
活抗氧化核心通路 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ꎬ并抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 的磷酸
化ꎬ保护神经元细胞抵抗缺氧损伤ꎮ Ｇｏｌｍｏｈａｍｍａｄｉ 等[１８]

报道了白藜芦醇通过 ＳＩＲＴ１ 通路保护激素性青光眼模型
中的 ＲＧＣｓꎮ 这些研究表明ꎬＳＩ 具备多靶点抗炎、抗氧化和

表 ３　 各组大鼠视网膜炎症因子表达比较

(􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍｇ)
组别 ＩＬ－６ ＩＬ－８ ＴＮＦ－α
正常对照组 １２.３８±０.５４ ２５.６８±０.７７ １８.４５±０.７７
ＡＯＨ 对照组 ３５.６８±１.１６ｂ ５６.４５±１.９８ｂ ４２.５８±１.９０ｂ

ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组 ２８.７８±１.１７ｃ ４５.７８±１.７３ｃ ３５.６８±１.５１ｃ

ＨＳＩ＋ＡＯＨ 组 ２０.４５±０.８２ｄꎬｆ ３５.３５±１.４３ｄꎬｆ ２８.４０±１.３４ｄꎬｆ

Ｆ ２５.４２ ２８.５０ ２２.２５
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＡＯＨ 对照组ꎻ
ｆＰ<０.０１ ｖｓ ＬＳＩ＋ＡＯＨ 组ꎮ

抗凋亡的潜力ꎬ其在激素性青光眼中对其他通路 (如
ＮＦ－κＢ、Ｎｒｆ２、ＭＡＰＫ)的调控作用ꎬ是未来值得深入探索的
方向ꎮ

值得注意的是ꎬ尽管本研究未直接检测雌激素受体 β
(ＥＲβ)的表达或使用其拮抗剂ꎬ但近年来的研究为 ＳＩ 通
过 ＥＲβ 介 导 其 效 应 提 供 了 强 有 力 的 间 接 证 据ꎮ
Ａｂｄｅｌｒａｚｅｋ 等[１９]明确证实ꎬＳＩ 在卵巢切除大鼠模型中的代
谢与免疫调节作用是通过特异性激活 ＥＲβ 并随之启动
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路实现的ꎮ Ｘｕｅ 等[２０] 在脑卒中模型中也发
现ꎬＳＩ 通过 ＥＲβ / Ｋｅａｐ１ / Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 信号轴发挥脑保护作
用ꎮ 更为重要的是ꎬＳＩ 的活性代谢物雌马酚对 ＥＲβ 具有
高选择性和亲和力ꎬ２０２２ 年的一项研究指出ꎬＳ－雌马酚对
ＥＲβ 的亲和力是其前体大豆苷元的 １８ 倍ꎬ并且具有更高
的血脑屏障穿透能力ꎬ这为其在神经组织(包括视网膜)
中达到有效浓度并发挥保护作用提供了关键依据[２１]ꎮ 此
外ꎬ多项体内研究直接揭示了 ＳＩ 通过 ＥＲ β 介导生物学效
应的机制ꎮ 例如ꎬ一项 ２０１９ 年的研究发现ꎬ大豆异黄酮改
善母鼠抑郁样行为的作用与其升高脑内 ＥＲβ 表达水平密
切相关[２２]ꎮ ２０２４ 年最新的一项研究也表明ꎬ大豆黄酮通
过上调 ＥＲβ 受体表达ꎬ促进了青春期小鼠乳腺的发
育[２３]ꎮ 这些研究从不同侧面印证了 ＥＲβ 在介导 ＳＩ 生理
效应中的核心角色ꎬ共同构成了一个完整的证据链ꎬ有力
地支持了“ＳＩ 在激素性青光眼中的保护作用至少部分由
ＥＲβ 介导”这一合理推测ꎮ 当然ꎬ这一推论仍需未来通过
使用 ＥＲβ 特异性拮抗剂或基因敲除动物模型进行最终验
证ꎮ 本研究也存在一些不足之处:(１)研究观察周期相对
较短ꎬ未能评估 ＳＩ 对 ＲＧＣｓ 的长期保护效果及其对视功能
的最终影响ꎮ (２)虽然通过蛋白水平验证了 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
Ｃａｓｐａｓｅ－３ 通路的关键作用ꎬ但未在基因层面进行干预
(如使用 ｓｉＲＮＡ 或激动剂 / 拮抗剂)以提供更直接的因果
证据ꎮ (３)研究主要聚焦于凋亡通路ꎬ对 ＳＩ 在激素性青光
眼模型中可能存在的其他作用机制(如抗氧化、调节自噬
等)探索尚不充分ꎮ

本研究首次在激素性青光眼模型中系统评价了 ＳＩ 的
神经保护作用ꎬ并揭示了其通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / Ｃａｓｐａｓｅ－３ 通
路发挥效应的剂量依赖性机制ꎮ 相较于传统降眼压药物
(如前列腺素类似物)ꎬＳＩ 具有双重作用机制ꎬ其既降低眼
压又阻断 ＲＧＣｓ 凋亡ꎬ为激素性青光眼提供了协同治疗新
策略ꎮ 未来研究可探索眼用纳米递送系统提升局部药物
浓度ꎬ或联合 Ｒｈｏ 激酶抑制剂构建整合疗法ꎬ以突破临床
转化瓶颈ꎮ 大豆异黄酮通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路并抑制
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Ｃａｓｐａｓｅ－３ 依赖性凋亡ꎬ显著减轻激素性青光眼模型中的
ＲＧＣｓ 损伤ꎮ 这一发现不仅深化了对植物雌激素神经保护
机制的认识ꎬ也为开发针对凋亡通路的靶向治疗提供了实
验依据ꎮ
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