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鼠尾草酸调控Keap1-Nrf2通路对青光眼大鼠视神经

损伤的影响
何理烨1,2,3  张海江1,2,3*

(1三峡大学第一临床医学院, 宜昌 443003; 2宜昌市中心人民医院眼科, 宜昌 443003; 
3三峡大学眼科与视觉科学研究所, 宜昌 443003)

摘要      该研究探讨鼠尾草酸(CA)对青光眼大鼠视神经损伤及Keap1-Nrf2通路的影响。首

先, 构建青光眼大鼠模型; 将造模成功大鼠随机分为模型组(Model组), 鼠尾草酸低、高剂量处理

组(CA-L、CA-H组), 鼠尾草酸高剂量处理+Nrf2抑制剂组(CA-H+ML385), 每组18只, 另取18只健

康大鼠作为对照组(Control组); 检测各组大鼠眼压; ELISA检测视网膜氧化应激水平; HE染色观察

视网膜病理损伤; 荧光金逆行标记大鼠视网膜神经节细胞(RGCs); 视网膜捕片观察RGCs细胞并计

数; TUNEL染色观察RGCs细胞凋亡; Western blot检测视网膜组织Keap1-Nrf2通路及凋亡相关蛋白

表达情况。结果显示, Model组较Control组大鼠眼压, ROS、MDA水平, RGCs凋亡率, Bax/Bcl-2、
Cleaved-caspase-3/caspase-3值, Keap1表达水平升高, 神经纤维层厚度, RGCs存活数目, SOD活性, 
Nrf2、HO-1表达水平降低(P<0.05); CA-L、CA-H组较Model组大鼠眼压, ROS、MDA水平, RGCs
凋亡率, Bax/Bcl-2、Cleaved-caspase-3/caspase-3值, Keap1表达水平降低, 神经纤维层厚度, RGCs存
活数目, SOD活性, Nrf2、HO-1表达水平升高(P<0.05); CA-H+ML385组较CA-H组大鼠眼压, ROS、
MDA水平, RGCs凋亡率, Bax/Bcl-2、Cleaved-caspase-3/caspase-3值, Keap1表达水平升高, 神经纤维

层厚度, RGCs存活数目, SOD活性, Nrf2、HO-1表达水平降低(P<0.05)。总之, 鼠尾草酸可减轻青

光眼大鼠神经损伤, 与调节Keap1-Nrf2通路有关。
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Abstract       This study explores the impacts of CA (carnosic acid) on optic nerve injury in glaucomatous rats 
and the Keap1-Nrf2 pathway. Firstly, establish a rat model of glaucoma, and successfully modeled rats were sto-
chastically assigned into a Model group, CA-L, CA-H groups (low and high-dose carnosic acid treatment groups), 
and CA-H+ML385 group (high-dose carnosic acid treatment+Nrf2 inhibitor), each with 18 rats. Additionally, 18 
healthy rats were designated as Control group. The intraocular pressure of rats in each group was measured. ELISA 
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was used to detect retinal oxidative stress levels. HE staining was used to observe retinal pathological damage. The 
fluorescence gold retrograde method was used to label rat RGCs (retinal ganglion cells). Retinal capture was per-
formed to observe and count RGCs cells. TUNEL staining was used to observe apoptosis of RGCs cells. Western 
blot was performed to detect the Keap1-Nrf2 pathway and apoptosis related proteins in retinal tissue. The results 
showed that compared with the Control group, the levels of intraocular pressure, ROS, MDA, as well as the apopto-
sis rate of RGCs, the ratios of Bax/Bcl-2, Cleaved-caspase-3/caspase-3, and Keap1 expression levels in the Model 
group were all increased, while the thickness of the nerve fiber layer, the number of surviving RGCs, the activity of 
SOD, the expressions levels of Nrf2 and HO-1 were all decreased (P<0.05). Compared with the Model group, the 
levels of intraocular pressure, ROS, MDA, as well as the apoptosis rate of RGCs, the ratios of Bax/Bcl-2, Cleaved-
caspase-3/caspase-3, and Keap1 expression levels in the CA-L and CA-H groups decreased, while the thickness of 
the nerve fiber layer, the number of surviving RGCs, the activity of SOD, and the expressions levels of Nrf2 and 
HO-1 increased (P<0.05). Compared with the CA-H group, the levels of intraocular pressure, ROS, MDA, as well 
as the apoptosis rate of RGCs, the ratios of Bax/Bcl-2, Cleaved-caspase-3/caspase-3, and Keap1 expression levels 
were all increased in the CA-H+ML385 group, while the thickness of the nerve fiber layer, the number of surviv-
ing RGCs, the activity of SOD, the expression levels of Nrf2 and HO-1 were all decreased (P<0.05). In conclusion, 
carnosic acid can improve nerve damage in glaucoma rats, which is related to adjusting Keap1-Nrf2 pathway.

Keywords       carnosic acid; Keap1-Nrf2 pathway; glaucoma; optic nerve injury

青光眼是一种慢性进行性第二大致盲视神经

疾病, 而且其具有不可逆性, 主要表现为视网膜神经

节细胞(retinal ganglion cells, RGCs)缺失、视神经萎

缩、视野缺损等 , 多发生于60岁以上的人、已经被

诊断患有青光眼的人的家庭成员、糖尿病患者、类

固醇使用者及患有高血压、高度近视、中央角膜

厚度<5 mm和患眼外伤的人 [1]。近年来青光眼发病

率随着全球人口老龄化加剧不断升高 , 预计2040年
将有1.118亿人患有青光眼 , 其严重影响患者的视力

健康和生活质量 , 并给社会带来沉重负担 [2]。然而

青光眼早期症状不明显, 甚至碍于筛查的局限性, 许
多病例直到晚期仍未得到诊断, 导致治疗效率不高。

而眼压作为治疗青光眼唯一可改变的危险因素 , 降
低眼内压可有效降低青光眼的视力丧失率 , 目前主

要通过手术、局部用药、激光治疗等治疗方式降低

眼内压 , 以缓解青光眼症状 , 但治疗有限 , 仍需探索

新的治疗方式与药物 [3]。鼠尾草酸是广泛存在于迷

迭香等唇科类植物中的一种酚萜类化合物 , 对于治

疗神经系统、心血管、视网膜等组织器官的病变具

有疗效。其中鼠尾草酸可减少RGCs凋亡数量, 增加

RGCs存活数量 , 抑制急性高眼压大鼠RGCs凋亡并

对其发挥保护作用 [4]。Keap1-Nrf2通路是经典的抗

氧化应激通路, 研究发现, 抑制Keap1-Nrf2通路可升

高术后视网膜神经节细胞的存活率 , 改善视觉功能 , 

对青光眼表现出神经保护作用 [5]。本研究主要探究

鼠尾草酸能否通过调控Keap1-Nrf2通路减轻青光眼

大鼠视神经损伤, 以期为青光眼治疗寻求新策略。

1   材料与方法
1.1   主要材料

体质量 (200±20) g SPF级 7~8周龄雄性 SD
大鼠购自武汉市万千佳兴生物科技有限公司

[SCXK(鄂 )2021-0011], 本研究已获得武汉市万千

佳兴生物科技有限公司动物伦理委员会审批 (批号 : 
202403057); ML385(HPLC≥99%, 货号 : M304758) 
购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司 ; Bax(货号 : 
FNab00809)、Bcl-2抗体 (货号 : FNab00839)购自武

汉菲恩生物科技有限公司 ; Cleaved-caspase-3(货号 : 
WL01992)、caspase-3抗体 (货号 : WL04004)购自沈

阳万类生物科技有限公司; Keap1(货号: DL95130A)、
Nrf2(货号: DL90797A)、HO-1抗体(货号: DL96868A)
购自无锡市东林科技发展有限责任公司。

1.2   方法

1.2.1   青光眼大鼠模型构建      所有大鼠适应性喂

养7天, 戊巴比妥钠麻醉大鼠后将其俯卧位固定于手

术台上 , 然后用0.5%盐酸丙美卡因滴眼麻醉大鼠右

眼, 并对其眼部进行消毒, 眼科显微镜下钝性分离球

结膜及筋膜, 然后暴露并选择3支上巩膜静脉用手术
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烧灼器轻轻灼烧, 发现远角膜端血管血流消失, 近角

膜端血管扩张充盈, 表示烙灼成功, 术后7天检测大鼠

右眼眼压 , 若其≥21 mmHg或高于左眼眼压5 mmHg, 
表示造模成功[6]。对照组同步操作, 只是上巩膜静脉

未进行烧灼处理。

1.2.2   分组与处理      将造模成功的大鼠随机分为模

型组 (Model组 ), 鼠尾草酸低、高剂量处理组 (CA-L、
CA-H组 ), 鼠尾草酸高剂量处理+Nrf2抑制剂组 (CA-
H+ML385), 每组18只 , 另取18只健康大鼠作为对照组

(Control组); CA-L、CA-H组 [4]: 术后每天分别腹腔注射

12.5、25.0 mg/kg鼠尾草酸及玻璃体腔内注射0.5 mg/kg
生理盐水 ; CA-H+ML385[7]: 术后每天分别腹腔注射

25 mg/kg鼠尾草酸及玻璃体腔内注射1 μL(0.1 mg/μL) 
Nrf2抑制剂ML385(用专用的注射针头 , 在睫状体平

坦部 , 角巩膜缘后大致3~4 mm进针 , 将药物注射至

玻璃体腔 ); Model组与Control组分别腹腔注射及玻

璃体腔内注射等量二甲基亚砜; 连续给药7天。

1.2.3   眼压测量      给药前及末次给药后2 h、7天、

14天, 麻醉大鼠并将其固定于手术台, 然后用0.5%盐

酸丙美卡因滴眼麻醉大鼠右眼, 使用眼压计(icare)测
量眼压。

1.2.4   氧化应激水平检测      眼压测量结束, 各组选

择 12只大鼠戊巴比妥纳麻醉并通过心脏灌注 4%多

聚甲醛将其处死, 取右眼眼球并分离视网膜组织, 然
后任选各组其中6个制成匀浆 , 4 °C、3 000 r/min离
心15 min, 取上清液 , ELISA试剂盒检测视网膜组织

ROS、MDA水平及SOD活性 , 剩余视网膜组织于液

氮中保存。

1.2.5   视网膜病理损伤观察      剩余视网膜组织各组

任选6个, 4%多聚甲醛4 °C固定12 h, 固定后, 依次通

过70%、80%、90%、100%梯度酒精脱水, 再经二甲

苯透明, 行石蜡包埋, 切成厚约5 μm的切片, 60 °C烤
片20 min。随后 , 将切片依次浸泡于脱蜡剂A、B、
C各15 min, 再经100%酒精、95%酒精、90%酒精复

水 , 结束后用自来水冲洗5 min。将切片浸入苏木精

染液中染色2~3 min, 自来水冲洗2次。随后 , 用1%
盐酸酒精分化5 s, 自来水返蓝10 min, 甩干水分。使

用伊红染液染色1 min, 自来水快速冲洗甩干 , 并经

90%、95%、100%酒精脱水, 二甲苯透明后, 采用中

性树脂封片。于封片结束 , 将切片置于光学显微镜

下观察分析 , 并用视盘周围环扫方法检测视网膜神

经纤维层厚度。

1.2.6   荧光金逆行标记大鼠RGCs      各组剩余6只大

鼠经戊巴比妥纳麻醉后将其固定于脑立体定位仪上 , 
沿颅顶正中线切开头皮 , 暴露颅骨矢状缝和人字缝 , 
定位Bregma点并以其为零点 , 在其后方4.3、6.3 mm
处分别旁开4.4、1.4 mm处用牙钻钻开骨孔 , 暴露右

侧外侧膝状体及双侧上丘 , 然后微玻管分别在深度

4.5、3.5 mm处注入0.5 μL 3%荧光金, 滞留10 min后, 
分层缝合伤口, 待苏醒后自由饮食饮水。

1.2.7   视网膜捕片观察RGCs并计数      将1.2.6大鼠

麻醉处死, 摘除右眼球, 分离视网膜, 浸入4%多聚甲

醛4 °C固定0.5~1 h后平铺于载玻片 , 甘油PBS封片

后, 置于荧光显微镜下观察, 其中将视盘分成相等的

鼻上、鼻下、颞上、颞下 4个象限并对每个象限距

视盘中心2 mm处进行拍照, 并分析RGCs存活数量。

1.2.8   TUNEL染色检测RGCs凋亡      将1.2.5剩余

视网膜石蜡切片脱蜡至水 , 先加入蛋白酶K室温孵育

15~30 min透化, 再进行3% H2O2室温避光灭活, 然后在

室温下加入TUNEL试剂避光37 °C孵育60 min, 再进行

DAPI细胞核染色 , 然后进行显色处理后苏木精复染

细胞核, 荧光显微镜下观察分析RGCs凋亡情况。

1.2.9   Western blot检测视网膜组织Keap1-Nrf2通
路及凋亡相关蛋白表达情况      蛋白裂解液提取

1.2.4视网膜组织匀浆总蛋白并定量 , 然后沸水浴变

性 , SDS-PAGE电泳分离后 , 将蛋白湿转PVDF膜并

用血清封闭 , 然后在低温下加入一抗Keap1(1500׃)、
Nrf2(1500׃)、HO-1(1500׃)、Bax(1500׃)、Bcl-
 (500׃1)caspase-3、(500׃1)Cleaved-caspase-3、(500׃1)2
4 °C孵育过夜, 次日转入室温下与二抗(1000 2׃)室温

孵育1 h, 然后进行可视化处理, 收集图像并用ImageJ
软件分析计算相对表达量。

1.3   统计学方法

采用SPSS 25.0进行统计分析, 计量资料符合正

态分布以x
_
±s描述, 多组间比较采用单因素方差分析, 

组间两两比较采用SNK-q检验。以P<0.05时表示差

异有统计学意义。

2   结果
2.1   鼠尾草酸对青光眼大鼠眼压的影响

末次给药后 , Model组较Control组大鼠眼压升

高 (P<0.05); CA-L、CA-H组较Model组大鼠眼压降

低 (P<0.05); CA-H+ML385组较CA-H组大鼠眼压升

高(P<0.05); 见表1。



2552 · 研究论文 ·

2.2   鼠尾草酸对青光眼大鼠视网膜氧化应激水平

的影响

Model组较Control组ROS、MDA水平升高 , 
SOD活性降低 (P<0.05); CA-L、CA-H组较Model组
ROS、MDA水平降低 , SOD活性升高 (P<0.05); CA-
H+ML385组较CA-H组ROS、MDA水平升高 , SOD
活性降低(P<0.05); 见表2。
2.3   鼠尾草酸对青光眼大鼠视网膜病理损伤的影响

Model组较 Control组神经纤维层厚度降低

(P<0.05); CA-L、CA-H组较Model组神经纤维层厚

度升高 (P<0.05); CA-H+ML385组较CA-H组神经纤

维层厚度降低(P<0.05); 见图1和表3。
2.4   鼠尾草酸对青光眼大鼠视网膜RGCs数量的

影响

Model组较 Contro l组 RGCs存活数目减少

(P<0.05); CA-L、CA-H组较Model组RGCs存活数目

增多(P<0.05); CA-H+ML385组较CA-H组RGCs存活

数目减少(P<0.05); 见图2和表3。

2.5   鼠尾草酸对青光眼大鼠视网膜RGCs凋亡的

影响

Model组较Control组大鼠RGCs凋亡率及Bax/Bcl-2、
Cleaved-caspase-3/caspase-3值升高(P<0.05); CA-L、CA-H
组较Model组大鼠RGCs凋亡率及Bax/Bcl-2、Cleaved-
caspase-3/caspase-3值降低 (P<0.05); CA-H+ML385组
较CA-H组大鼠RGCs凋亡率及Bax/Bcl-2、Cleaved-
caspase-3/caspase-3值升高(P<0.05); 见图3、图4和表4。
2.6   鼠尾草酸对Keap1-Nrf2通路的影响

Model组较 Control组 Keap1表达水平升高 , 
Nrf2、HO-1表达水平降低(P<0.05); CA-L、CA-H组

较Model组Keap1表达水平降低, Nrf2、HO-1表达水

平升高 (P<0.05); CA-H+ML385组较CA-H组Keap1
表达水平升高 , Nrf2、HO-1表达水平降低 (P<0.05); 
见图5和表5。

3   讨论
青光眼是一种不可逆的慢性进行性神经退行

表1   各组大鼠眼压比较

Table 1   Comparison of intraocular pressure among different groups of rats 

组别

Group

眼压/mmHg
Intraocular pressure /mmHg

造模前

Before the model was 
created

给药前

Before administration
末次给药后2 h
2 h after the last ad-
ministration

末次给药后7天
7 days after the last 
administration

末次给药后14天
14 days after the last 
administration

Control 16.02±1.67 16.05±1.73 16.11±1.78 16.08±1.76 16.12±1.80

Model 16.04±1.70 33.14±3.58* 32.27±3.35* 32.59±3.41* 32.87±3.43*

CA-L 16.08±1.77 32.96±3.39* 24.58±2.52# 24.76±2.61# 24.98±2.63#

CA-H 16.05±1.72 33.05±3.46* 17.46±1.80#& 17.65±1.84#& 17.81±1.88#&

CA-H+ML385 16.07±1.75 32.09±3.31* 24.19±2.49@ 24.37±2.55@ 24.66±2.62@

x
_
±s, n=18。*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与Model组比较; &P<0.05, 与CA-L组比较; @P<0.05, 与CA-H组比较。

x
_
±s, n=18. *P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the Model group; &P<0.05 compared with the CA-L group; @P<0.05 

compared with the CA-H group.

表2   各组大鼠氧化应激水平比较

Table 2   Comparison of oxidative stress levels in each group of rats 
组别

Group
ROS /U·mL–1 MDA /nmol·mL–1 SOD /U·mL–1

Control 286.41±31.54 4.06±0.52 124.75±13.66

Model 492.57±53.86* 9.23±1.17*   60.58±7.12*

CA-L 405.63±42.91# 6.74±0.84#   86.17±9.83#

CA-H 311.29±33.05#& 4.31±0.60#& 120.94±12.95#&

CA-H+ML385 390.28±40.76#& 6.65±0.73#&   91.63±10.39#&

x
_
±s, n=18。*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与Model组比较; &P<0.05, 与CA-L组比较; @P<0.05, 与CA-H组比较。

x
_
±s, n=18. *P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the Model group; &P<0.05 compared with the CA-L group; @P<0.05  

compared with the CA-H group.
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性疾病 , 其可受眼内压、高龄、青光眼家族史等因

素影响 , 引发视网膜发生炎症、氧化应激、RGCs不
可逆凋亡等病理过程, 促进青光眼发生发展, 进而造

成患者视力下降甚至永久失明 [8]。目前主要通过眼

压测量、视野检查、眼底镜检查等进行诊断然后

采取手术、药物、激光等方式以降低眼内压 , 减少

图1   HE染色观察视网膜组织病理形态

Fig.1   HE staining observation of retinal tissue pathological morphology 

图2   荧光金逆行标记大鼠RGCs

Fig.2   Fluorescent gold retrograde labeling of rat retinal ganglion cells 

CA-LControl Model

CA-H CA-H+ML385

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

50 μm

表3   各组大鼠神经纤维层厚度及RGCs存活数目比较

Table 3   Comparison of nerve fiber layer thickness and the number of surviving RGCs in each group of rats 
组别

Group
神经纤维层厚度/μm
Thickness of the nerve fiber layer /μm

RGCs存活数目

The number of surviving retinal ganglion cells 

Control 13.85±1.42 2 415.63±255.34

Model   6.18±0.67*    996.48±107.62*

CA-L   8.82±0.93# 1 579.43±161.27#

CA-H 12.79±1.31#& 2 144.57±220.46#&

CA-H+ML385   8.96±0.97@ 1 693.28±172.19@

x
_
±s, n=6。*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与Model组比较; &P<0.05, 与CA-L组比较; @P<0.05, 与CA-H组比较。

x
_
±s, n=6. *P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the Model group; &P<0.05 compared with the CA-L group; @P<0.05 

compared with the CA-H group.

25 μm 25 μm

25 μm 25 μm

25 μm

CA-LControl Model

CA-H CA-H+ML385
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GCL: 视网膜神经节细胞层。

GCL: ganglion cell layer.

图3   TUNEL染色观察视网膜RGCs凋亡

Fig.3   Observation of retinal RGCs apoptosis using TUNEL staining

CA-L

Control

Model

CA-H

CA-H+ML385

TUNEL DAPI Merge

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

GCL GCL GCL

GCL GCL GCL

GCL GCL GCL

GCL GCL GCL

GCL GCL GCL

A: Control组; B: Model组; C: CA-L组; D: CA-H组; E: CA-H+ML385组。

A: Control group; B: Model group; C: CA-L group; D: CA-H group; E: CA-H+ML385 group.

图4   Western blot检测视网膜组织Bax、Bcl-2、Cleaved-caspase-3、caspase-3表达情况

Fig.4   Western blot analysis of Bax, Bcl-2, Cleaved-caspase-3 and caspase-3 expressions in retinal tissue
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RGCs不可逆凋亡 , 进而延缓视野缺损进展 [9]。鼠尾

草酸作为提取自迷迭香等唇科类植物的一种酚萜类

化合物, 其具有抗氧化、抗凋亡等多种生理活性, 可
维持机体氧化还原体系的稳定 , 减轻神经心血管疾

病、衰老、视网膜病变等多种氧化损伤 [10]。而且对

鼠尾草酸进行药代动力学研究 , 发现健康志愿者口

服鼠尾草酸后 , 通过高效液相色谱紫外检测法分析

人血浆中鼠尾草酸 , 其回收率为91.7%, 具有高生物

利用度[11]。本研究显示, 青光眼大鼠眼压异常高, 神

经纤维层厚度及RGCs存活数目减少, 而鼠尾草酸治

疗可降低大鼠眼压, 增加神经纤维层厚度及RGCs存
活数目。另有研究显示 , 鼠尾草酸可抑制毒死蜱诱

导的小鼠眼组织氧化应激和炎症反应 , 进而发挥神

经保护作用 [12]。推测鼠尾草酸可对青光眼大鼠发挥

神经保护作用。

氧化应激反应是大鼠青光眼发生发展的重要

病理过程。主要是当眼部受到病理刺激时 , 视网膜

组织可生成大量活性氧 , 并抑制抗氧化活性酶SOD

表4   各组大鼠视网膜RGCs凋亡情况比较

Table 4   Comparison of retinal RGCs apoptosis in each group of rats 

组别

Group
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Bax/Bcl-2 Cleaved-caspase-3/caspase-3

Control   5.83±0.61 0.44±0.05 0.53±0.06

Model 28.96±2.95* 2.97±0.32* 0.92±0.10*

CA-L 19.44±2.03# 1.33±0.15# 0.72±0.08#

CA-H   9.85±1.06#& 0.56±0.07#& 0.51±0.06#&

CA-H+ML385 18.62±1.92@ 1.17±0.13@ 0.71±0.08@

x
_
±s, n=6。*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与Model组比较; &P<0.05, 与CA-L组比较; @P<0.05, 与CA-H组比较。

x
_
±s, n=6. *P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the Model group; &P<0.05 compared with the CA-L group; @P<0.05 

compared with the CA-H group.

A: Control组; B: Model组; C: CA-L组; D: CA-H组; E: CA-H+ML385组。

A: Control group; B: Model group; C: CA-L group; D: CA-H group; E: CA-H+ML385 group.
图5   Western blot检测视网膜组织Keap1、Nrf2、HO-1表达情况

Fig.5   Western blot analysis of Keap1, Nrf2 and HO-1 expressions in retinal tissue
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表5   各组大鼠视网膜Keap1-Nrf2通路相关蛋白表达比较

Table 5   Comparison of Keap1-Nrf2 pathway-related protein expressions in the retinas of each group of rats 
组别

Group
Keap1 Nrf2 HO-1

Control 0.22±0.03 0.89±0.10 0.80±0.09

Model 0.82±0.09* 0.36±0.05* 0.27±0.04*

CA-L 0.58±0.07# 0.57±0.07# 0.48±0.06#

CA-H 0.31±0.04#& 0.83±0.09#& 0.74±0.08#&

CA-H+ML385 0.53±0.06@ 0.60±0.07@ 0.52±0.06@

x
_
±s, n=6。*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与Model组比较; &P<0.05, 与CA-L组比较; @P<0.05, 与CA-H组比较。

x
_
±s, n=6. *P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the Model group; &P<0.05 compared with the CA-L group; @P<0.05 

compared with the CA-H group.
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等活性 , 促使剩余氧自由基氧化细胞内脂质、蛋白

质等物质 , 生成大量脂质氧化物MDA损伤视网膜、

视乳头、小梁网等, 进而加剧眼内压的升高, 发生氧

化应激反应, 促进RGCs凋亡, 影响视觉神经通路, 促
进青光眼发生发展 [13]。本研究显示 , 青光眼大鼠视

网膜ROS、MDA水平升高 , SOD活性降低 , 而鼠尾

草酸治疗可降低ROS、MDA水平, 提高SOD活性, 说
明鼠尾草酸治疗可通过抑制氧化应激减轻青光眼大

鼠神经损伤。另有研究显示 , 谷氨酸可通过诱导ROS
过量产生, 加剧视网膜损伤及RGCs丢失, 促进青光眼

发生[14]。而提高SOD活性, 降低MDA水平可抑制氧化

应激反应, 对青光眼大鼠及RGCs发挥保护作用[15-16]。

RGCs凋亡是青光眼的主要病理表现。而Bax、
Bcl-2、Cleaved-caspase-3、caspase-3均是参与RGCs
凋亡过程中的关键蛋白 , 其中促凋亡蛋白Bax与抑

凋亡蛋白Bcl-2两者相互拮抗 , Bax/Bcl-2值可以反映

出细胞凋亡情况。另外caspase-3是细胞凋亡执行蛋

白 , 其活化后可形成Cleaved-caspase-3促进细胞凋

亡。本研究发现, 青光眼大鼠视网膜组织中Bax/Bcl-
2、Cleaved-caspase-3/caspase-3值均上调, 而鼠尾草酸

治疗可下调Bax/Bcl-2、Cleaved-caspase-3/caspase-3
值 , 抑制RGCs凋亡 , 说明鼠尾草酸治疗可通过抑制

RGCs凋亡减轻青光眼大鼠神经损伤。另有研究显

示 , 降低Bax/Bcl-2值及caspase-3表达水平可减少视

网膜神经元凋亡 , 减轻视网膜病理损伤 , 对青光眼

大鼠发挥视网膜神经保护作用 [17]。降低caspase-3和
BAX表达水平, 促进Bcl-2表达可减少RGCs损失, 抑
制氨酸诱导的视网膜神经节细胞层和双极细胞层厚

度的降低, 对青光眼小鼠发挥保护作用[18]。

青光眼、白内障等年龄相关性眼病发生发展

与眼部氧化应激有重要关系 , 而Keap1-Nrf2通路作

为经典抗氧化应激通路 , 在受到氧化刺激时 , Keap1
与Nrf2在细胞质中发生解离 , 随后Nrf2进入细胞核

与抗氧化反应元件ARE结合 , 激活下游抗氧化蛋白

基因表达 , 提高抗氧化酶HO-1、SOD等活性 , 发挥

抗氧化反应, 进而抑制RGCs凋亡, 减轻氧化损伤[19]。

本研究发现 , 青光眼大鼠视网膜组织中Keap1表达上

调, 而Nrf2、HO-1表达下调。研究显示, 下调Keap1促
进Nrf2/ARE激活可抑制氧化应激反应及RGCs凋亡, 进
而抑制青光眼视网膜变性发展 [20]。激活Nrf2/ARE通
路可延缓青光眼病理学的发作 , 对其发挥神经保护作

用 [21]。增加Nrf2表达量治疗RGCs可促进抗氧化基因

的转录, 增强抗氧化反应, 进而延迟视力丧失和轴突变

性的发作 , 抑制更早和更严重的青光眼病变 [22]。推测

抑制Keap1-Nrf2通路可减轻青光眼大鼠神经损伤。

本研究还发现鼠尾草酸治疗可下调Keap1表达, 上调

Nrf2、HO-1表达。而且鼠尾草酸可通过激活Keap1-
Nrf2途径发挥抗氧化、抗炎和神经保护作用 , 进而

对新冠及阿尔茨海默病、帕金森病等其他慢性神经

退行性疾病发挥治疗作用 [23]。另外通过Nrf2抑制剂

处理, 发现Keap1表达上调, 而Nrf2、HO-1表达下调。

这表明鼠尾草酸治疗可抑制Keap1-Nrf2通路发挥抗

氧化作用, 进而减轻青光眼大鼠神经损伤。

综上 , 鼠尾草酸可减轻青光眼大鼠神经损伤 , 
与抑制Keap1-Nrf2通路有关。而青光眼的发病机制

较复杂, 鼠尾草酸的生理活性多样, 其可能通过调控

不同通路影响青光眼的发生发展 , 其具体机制有待

进一步开发 , 而本研究只是从动物层面进行初步探

究 , 后续将增加实验设计 , 丰富细胞机制研究 , 为临

床治疗提供理论依据。

参考文献 (References)
[1] ALLISON K, PATEL D, ALABI O. Epidemiology of glaucoma: 

the past, present, and predictions for the future [J]. Cureus, 2020, 
12(11): e11686.

[2] KANG J M, TANNA A P. Glaucoma [J]. Med Clin North Am, 
2021, 105(3): 493-510.

[3] JAYARAM H, KOLKO M, FRIEDMAN D S, et al. Glaucoma: 
now and beyond [J]. Lancet, 2023, 402(10414): 1788-801.

[4] LIANG L, HE L, ZHU M, et al. Protective effects of carnosic 
acid on retinal ganglion cells in acute ocular hypertension rats [J]. 
Int Ophthalmol, 2020, 40(7): 1869-78.

[5] FENG J, JI K, PAN Y, et al. Resveratrol ameliorates retinal 
ischemia-reperfusion injury by modulating the NLRP3 inflam-
masome and Keap1/Nrf2/HO-1 signaling pathway [J]. Mol Neu-
robiol, 2024, 61(10): 8454-66.

[6] 贺琳, 焦云娟, 马高恩, 等. 白藜芦醇对青光眼大鼠视神经损

伤的保护作用及其机制[J]. 国际眼科杂志(HE L, JIAO Y J, 
MA G N, et al. Protective effect and mechanism of resveratrol on 
optic nerve injury in glaucoma rats [J]. International Journal of 
Ophthalmology), 2021, 21(1): 27-31.

[7] 杨延振, 庄宪丽, 李树杰, 等. 雷珠单抗对脉络膜新生血管模型

大鼠视网膜氧化应激的抑制作用及其机制[J]. 中华实验眼科

杂志(YANG Y Z, ZHUANG X L, LI S J, et al. Inhibitory effect 
of ranibizumab on retinal oxidative stress in a rat model of cho-
roidal neovascularization and its mechanism [J]. Chinese Journal 
of Experimental Ophthalmology), 2023, 41(1): 22-8.

[8] STEIN J D, KHAWAJA A P, WEIZER J S. Glaucoma in adults-
screening, diagnosis, and management: a review [J]. JAMA, 
2021, 325(2): 164-74.

[9] SCHUSTER A K, ERB C, HOFFMANN E M, et al. The diag-
nosis and treatment of glaucoma [J]. Dtsch Arztebl Int, 2020, 



2557何理烨等: 鼠尾草酸调控Keap1-Nrf2通路对青光眼大鼠视神经损伤的影响 

117(13): 225-34.
[10] 罗成, 谭新敏, 刘红卫, 等. 鼠尾草酸药理作用的研究进展[J]. 

中药药理与临床(LUO C, TAN X M, LIU H W, et al. Research 
progress on pharmacological effects of carnosic acid [J]. Chinese 
Materia Medica Pharmacology and Clinical Practice), 2020, 
36(2): 271-6.

[11] CEYLAN B, TIRIS G, TEKKELI E K. Determination of car-
nosic acid by a novel HPLC-UV method in human plasma and 
application to a prototype pharmacokinetic study [J]. J Chro-
matogr Sci, 2023, 62(1): 21-6.

[12] ALKAHTANE A A, GHANEM E, BUNGAU S G, et al. Car-
nosic acid alleviates chlorpyrifos-induced oxidative stress and 
inflammation in mice cerebral and ocular tissues [J]. Environ Sci 
Pollut Res Int, 2020, 27(11): 11663-70.

[13] TABAK S, SCHREIBER-AVISSAR S, BEIT-YANNAI E. Cross-
talk between microrna and oxidative stress in primary open-angle 
glaucoma [J]. Int J Mol Sci, 2021, 22(5): 2421-37.

[14] LIU M, LI H, YANG R, et al. GSK872 and necrostatin-1 protect 
retinal ganglion cells against necroptosis through inhibition of 
RIP1/RIP3/MLKL pathway in glutamate-induced retinal excito-
toxic model of glaucoma [J]. J Neuroinflammation, 2022, 19(1): 
262-83.

[15] DAS A, KASHYAP O, SINGH A, et al. Oxymatrine protects 
TGFβ1-induced retinal fibrosis in an animal model of glaucoma 
[J]. Front Med, 2022, 8(1): 750342-55.

[16] XI X, MA J, CHEN Q, et al. Acteoside attenuates hydrogen perox-
ide-induced injury of retinal ganglion cells via the CASC2/miR-
155/mTOR axis [J]. Ann Transl Med, 2022, 10(1): 5-16.

[17] YU P, DONG W P, TANG Y B, et al. Huperzine A lowers intra-
ocular pressure via the M3 mAChR and provides retinal neuro-
protection via the M1 mAChR: a promising agent for the treat-
ment of glaucoma [J]. Ann Transl Med, 2021, 9(4): 332-50.

[18] FENG L, DAI S, ZHANG C, et al. Ripa-56 protects retinal 
ganglion cells in glutamate-induced retinal excitotoxic model of 
glaucoma [J]. Sci Rep, 2024, 14(1): 3834-49.

[19] CAI Z Y, FU M D, LIU K, et al. Therapeutic effect of Keap1-
Nrf2-ARE pathway-related drugs on age-related eye diseases 
through anti-oxidative stress [J]. Int J Ophthalmol, 2021, 14(8): 
1260-73.

[20] FAN Y, XING Y, XIONG L, et al. Sestrin2 overexpression allevi-
ates hydrogen peroxide-induced apoptosis and oxidative stress 
in retinal ganglion cells by enhancing Nrf2 activation via Keap1 
downregulation [J]. Chem Biol Interact, 2020, 324(1): 109086-93.

[21] NAGUIB S, DEJULIUS C R, BACKSTROM J R, et al. Intra-
ocular sustained release of EPO-R76E mitigates glaucoma patho-
genesis by activating the NRF2/ARE pathway [J]. Antioxidants, 
2023, 12(3): 556-69.

[22] NAGUIB S, BACKSTROM J R, ARTIS E, et al. NRF2/ARE 
mediated antioxidant response to glaucoma: role of glia and reti-
nal ganglion cells [J]. Acta Neuropathol Commun, 2023, 11(1): 
171-85.

[23] SATOH T, TRUDLER D, OH C K, et al. Potential therapeutic 
use of the rosemary diterpene carnosic acid for Alzheimer’s dis-
ease, Parkinson’s disease, and long-COVID through NRF2 acti-
vation to counteract the NLRP3 inflammasome [J]. Antioxidants, 
2022, 11(1): 124.


