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［摘要］　目的：探讨叔丁醇外用滴眼液对ＳＤ大鼠硒性白内障模型（模拟老年性白内障）的治疗作用。方法：建立ＳＤ大鼠硒

性白内障模型，并将实验大鼠右眼作为药物干预组，左眼作为对照组；用自行配制的叔丁醇外用滴眼液（浓度分别为２５、５０、７５

ｍｍｏｌ／Ｌ）按时滴眼（１滴／次，３～５次／ｄ）；每日进行肉眼观察，并于用药后第５日及第１０日用裂隙灯显微镜观察大鼠双眼晶状

体核性病变，每日用游标卡尺（最小刻度值０．０２ｍｍ）测量大鼠双眼晶状体核性斑块最大直径的改变。另选未建模的ＳＤ大鼠，

用１００ｍｍｏｌ／Ｌ的叔丁醇滴眼液滴眼（１滴／次，３～５次／ｄ），观察药物有无毒性及其他不良反应。结果：硒性白内障大鼠用药

眼晶状体核性混浊斑块直径小于对照眼（Ｐ＜０．０１）；用药眼核性混浊斑块混浊程度低于对照眼；叔丁醇滴眼液毒性低，刺激性

小。结论：叔丁醇滴眼液对ＳＤ大鼠硒性白内障有一定的治疗作用。
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　　白内障是我国的第一位致盲疾病，严重影响了

我国人民的健康。白内障发生的关键因素是晶状体

发生混浊，影响光线经晶状体透射、汇聚到视网膜，

从而造成视物不清。老年性白内障是与年龄相关的

疾病，是老年人视力下降及致盲的主要原因，是晶体

老化过程中逐渐出现的变性混浊。随着我国人口的
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老龄化趋势，其患病人数还会继续增加。国外的研

究［１］资料表明，７５岁以上的人群中老年性白内障患

病率高达８８％。氧化应激（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ）在老年

性白内障的发病过程中发挥了重要作用［２３］，其晶状

体的混浊与晶体蛋白遭受翻译后修饰（ＰＴＭ）密切

相关［４５］，氧化应激就是一类无处不在的 ＰＴＭ 途

径。大多数晶体蛋白含半胱氨酸巯基（ＳＨ），对氧

化应激极为敏感，易形成二硫键、蛋白去折叠、构象

改变，聚集成二聚体及多聚体甚至高相对分子质量

聚合物，影响晶状体的透明性。目前白内障传统的

治疗方法仍为外科手术；白内停、卡林优（吡诺克辛

钠滴眼液）等传统治疗白内障药物的临床应用效果

不十分明显。因此，探寻老年性白内障的发生机制，

寻找新型的抗白内障药物成为我们关注的重点。

　　叔丁醇，简称ＴＢＡ，分子式Ｃ（ＣＨ３）３ＯＨ，相对

分子质量为７４．１２，根据其化学反应特性，推测其通

过对晶体蛋白巯基的烷基化作用，可以封闭晶体蛋

白暴露的巯基，抑制晶体蛋白之间的聚合，据此可以

阻止、延缓晶状体混浊，理论上可以预防白内障的发

展。为此，本研究将叔丁醇配制成外用滴眼液，观察

其对硒性白内障的预防及治疗作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物及试剂　出生１２ｄ的ＳＤ大鼠（由第

二军医大学动物实验中心提供），体质量２２～３２ｇ，

未睁眼。试剂 Ｎａ２ＳｅＯ３为上海金山兴塔化工厂产

品，用生理盐水配制成２ｍｍｏｌ／Ｌ；叔丁醇为上海国

药集团化学试剂有限公司产品，用生理盐水分别配

制成２５、５０、７５、１００ｍｍｏｌ／Ｌ外用滴眼液。

１．２　白内障模型的建立　对出生１２ｄ的ＳＤ大鼠

行颈背部皮下注射 Ｎａ２ＳｅＯ３［６］，０．２ｍｌ／次，隔天注

射１次，共计３次，累计剂量约２１０μｇ；注射３次后

（鼠龄１８ｄ），９０％以上的大鼠可发生核性白内障，同

时开始用药并每日进行观察及测量。

１．３　模型动物的药物干预　将注射 Ｎａ２ＳｅＯ３后第

６日的大鼠（鼠龄１８ｄ）进行药物干预，方法是用叔

丁醇滴眼液滴模型大鼠右眼（１滴／次，３～５次／ｄ），

将左眼作为对照眼。另选一窝未造模的正常ＳＤ大

鼠１０只（鼠龄为１个月）进行刺激试验，目的为观察

该浓度的药物对大鼠眼睛有无毒性作用（如红肿、眼

周脱毛、分泌物增多等）及不良反应。方法是用１００

ｍｍｏｌ／Ｌ叔丁醇外用滴眼液滴右眼，３～５次／ｄ，连续

用药２个月。

１．４　合适药物浓度的筛选　选择３窝造模成功的

ＳＤ大鼠，同窝大鼠左眼设为对照眼，右眼为用药眼，

每窝分别滴浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ（ｎ＝１２）、５０ｍｍｏｌ／Ｌ
（ｎ＝９）、７５ｍｍｏｌ／Ｌ（ｎ＝１０）的叔丁醇外用滴眼液（１
滴／次，３～５次／ｄ），观察不同浓度叔丁醇滴眼液干

预的有效率。

１．５　最佳浓度的药物干预　另选择５窝造模成功

的ＳＤ大鼠（第１８日，ｎ＝６１），用上述实验所选择的

最佳药物浓度（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，本次实验有效率最高）

进行重复试验，方法同前。定期用裂隙灯显微镜观

察大鼠双眼核及皮质病变、核混浊程度；并用游标尺

（最小刻度值０．０２ｍｍ）贴近大鼠晶状体测量核性混

浊斑块直径变化（不规则斑块取最大直径）。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件，对晶状体

核性白内障斑块直径变化比较采用同鼠左、右眼配

对ｔ检验。

２　结　果

２．１　硒性白内障大鼠晶状体核性混浊斑块直径及

混浊程度的变化　硒性白内障大鼠右眼用药后１～
３ｄ，大鼠双眼的晶状体核斑块直径呈逐渐增大趋

势；用药３～４ｄ，大鼠双眼斑块直径均达峰值，部分

大鼠左右眼斑块直径呈现明显差异（Ｐ＜０．０１，表

１），小部分大鼠用药眼核斑块混浊程度明显低于对

照眼（图１）；此后核性斑块直径呈轻度下降趋势。３
种浓度的叔丁醇滴眼液干预后都具有一定效果，主

要表现为用药眼核斑块直径小于对照眼，少部分表

现为核混浊程度低于对照眼（图１）；５０ｍｍｏｌ／Ｌ的

叔丁醇效果较好，主要表现为有效率较高（表２）。

表１　叔丁醇滴眼液对ＳＤ大鼠核性白内障

混浊斑块区最大直径的影响

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｏｆｍａｘｉｍａｌｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｃａｔａｒａｃｔ

ｐｌａｑｕｅｓｉｎＳＤｒａｔｓａｆｔｅｒＴＢＡｅｙｅｄｒｏｐｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（ｎ＝３４，珚ｘ±ｓ，ｄ／ｍｍ）

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｔｉｍｅｔ／ｄ

Ｌｅｆｔｅｙｅ
（ｃｏｎｔｒｏｌ）

Ｒｉｇｈｔｅｙｅ
（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）

１ １．７６±０．２１ １．７６±０．２１
３ １．９ ±０．２３ １．８９±０．２３
４ ２．０３±０．２３ １．９６±０．２４

５ ２．０２±０．２３ １．８８±０．４１

７ ２．０ ±０．２４ １．８４±０．４０

９ １．９２±０．２４ １．７６±０．３８

１１ １．８３±０．２４ １．６８±０．３８

１４ １．７１±０．２３ １．６１±０．３７

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
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图１　叔丁醇滴眼液对大鼠核性混浊斑块直径大小及混浊程度的影响

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍａｘｉｍａｌｄｉａｍｅｔｅｒａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｎｕｃｌｅａｒｃａｔａｒａｃｔｐｌａｑｕｅｓｉｎＳＤｒａｔｓａｆｔｅｒＴＢＡｅｙｅｄｒｏｐｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ａ：Ｌｅｆｔｅｙｅ（Ｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｂ：Ｒｉｇｈｔｅｙｅ（Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）；Ｃ：Ｌｅｆｔｅｙｅ（Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｌｉｔｌａｍｐ）；Ｄ：Ｒｉｇｈｔｅｙｅ（Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｓｌｉｔｌａｍｐ）

表２　３种浓度的叔丁醇滴眼液对

硒性白内障大鼠治疗作用的有效率比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ

ｏｆＴＢＡａｔ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｎｓｅｌｅｎｉｔｅｉｎｄｕｃｅｄｒａｔｃａｔａｒａｃｔ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆＴＢＡ

ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｎ Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ

（ｎ）
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｒａｔｅ

（％）

２５ １２ ３ ２５
５０ ９ ３ ３３．３
７５ １０ ３ ３０
５０ １２ ５ ４１．７
５０ １４ ５ ３５．７
５０ １１ ４ ３６．３
５０ １２ ６ ５０
５０ １２ ５ ４１．７
Ｔｏｔａｌ ９２ ３４ ３６．９６

　ＴＢＡ：Ｔｅｒｔｉａｒｙｂｕｔｙｌａｌｃｏｈｏｌ

２．２　刺激试验　刺激试验持续２个月后，大鼠（鼠

龄１个月）眼睛及眼周未见红肿、脱毛、分泌物增多

等药物毒副作用改变及大鼠生活习性的改变。

３　讨　论

３．１　硒性白内障的发病机制与老年性白内障　目

前，硒性白内障模型被广泛应用，亚硒酸钠可在幼鼠

身上快速诱发白内障，一般３～４ｄ后即可出现双侧

核性白内障，并且可重复性好。其可能的机制是亚

硒酸盐氧化晶状体中特别是上皮细胞中的巯基，产

生各种活性氧，使晶状体上皮细胞受损，引起Ｃａ２＋

在核纤维中堆积，导致核纤维中钙蛋白酶被激活，此

酶催化晶状体蛋白水解变成非水溶性蛋白而使蛋白

质易于聚集［６］，导致晶状体混浊。氧化损伤是老年

性白内障发生的一个重要因素［７］，近年来许多研究

提示眼组织内氧自由基的增加以及抗氧化防御系统

能力的削弱可能为老年性白内障的主要病因之一；

其病理学基础是眼晶体蛋白发生氧化而聚集成为水

不溶性蛋白。因此，硒性白内障模型可以用来模拟

老年性白内障模型［８］。

３．２　巯基保护剂对硒性白内障的抑制作用　本实

验室前期还验证了一种巯基保护剂二硫苏糖醇（ｄｉ

ｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）对晶体蛋白的保护作用［９１０］，将

其配制成滴眼液单独使用即可发挥明显的抑制大鼠

硒性白内障发展的作用［１１］，而且有效率高于传统的

临床用滴眼液（日本产卡林优、国产白内停）。ＤＴＴ
是常用还原剂，可还原蛋白质分子内及分子间的二

硫键，使其不受氧化，作为蛋白质巯基的保护剂，它

能够抑制晶体蛋白热变性及非特异性聚集，有助于

维持蛋白质的稳定［１２１３］。其原理也是保护晶体蛋白

中极易遭受氧化修饰的半胱氨酸巯基（ＳＨ）。这种

药物的优点是价格便宜，有效率高，不仅能够抑制核

性白内障的发展，还减轻了伴皮质混浊程度。不利

方面是ＤＴＴ为强效还原剂，室温条件下易被氧化，

不易保存；而且它有一定的生物毒性。与此同时，我

们从中受到了启发，保护晶体蛋白巯基可以抵抗白

内障，减轻或抑制晶状体混浊。据此，我们根据化学

试剂的生物学特性，尝试用针对晶体蛋白巯基进行

特异性烷基化修饰的叔丁醇作为抗晶体蛋白聚集的

药物。

３．３　叔丁醇的烷基化作用对晶状体蛋白的保护作

用　白内障是一种多病因的疾病［１］，通常由氧化应

激、老化、晶体蛋白基因突变（在出生时即已存在）、

其他系统疾病如糖尿病所引起。晶状体中蛋白含量

极高，这些晶体蛋白在生物体的一生中持续存在。

因此，随着时间推移，晶体蛋白会遭受诸如氧化、脱

酰胺作用等翻译后修饰作用［４５，８］，可诱导晶体蛋白

分子内或分子间的交联，使蛋白构象改变、易于聚

集。多数晶体蛋白含一定数量的半胱氨酸（Ｃｙｓ），尤

其是β及γ类含量较高，Ｃｙｓ含一游离的巯基，对氧

化应激极为敏感［９］，易形成蛋白分子内及分子间的

二硫键（ＳＳ），使蛋白聚集成二聚体、四聚体，甚至
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高分子量聚合物（ＨＭＷ），成为水不溶性蛋白，影响

晶状体的透光性。

　　目前白内障的主要治疗方法为外科手术，临床

用的滴眼液效果不十分理想。由于我国人口的老龄

化发展，尽早采取预防措施是关键。因此，探寻老年

性白内障的发病机制，寻找有效、便宜的药物进行非

手术治疗，并且早期预防，是抑制和延缓老年性白内

障发生、发展的有效途径。

　　本实验尝试了用叔丁醇抗晶体蛋白聚集，它作

为一种能够针对晶体蛋白巯基进行特异性烷基化修

饰的化学试剂，理论上能够封闭晶体蛋白分子内或

分子间的巯基，使之不易交联。通过实验验证了上

述设想的可行性，叔丁醇滴眼液的确有一定的抗白

内障作用。且通过叔丁醇高浓度（治疗剂量的两倍）

刺激试验（每日５次滴右眼），表明它的毒性较低，具

有较强的临床应用可行性。

　　探索烷基化试剂叔丁醇对晶体蛋白的抗氧化、

抗晶体蛋白的聚集作用是本研究的目的所在。在本

文所述的实验条件下，通过对同窝大鼠左、右眼对

照，证实了叔丁醇具有延缓、抑制白内障斑块发展的

作用，按时滴入自行配制的叔丁醇滴眼液能够使硒

性白内障大鼠晶状体的核斑块体积减小，核混浊程

度减轻，透光度增强。

　　从ＤＴＴ与叔丁醇的作用比较看，ＤＴＴ可以解

离已发生二硫化物交联的晶体蛋白分子内或分子间

的二硫键，而叔丁醇则是通过烷基化作用，封闭蛋白

的巯基使蛋白之间不能形成二硫键，因此蛋白不易

聚集，从原理上分析，叔丁醇具有一定的预防作用。

且叔丁醇比ＤＴＴ易于保存，可以置于室温环境中，

经实验论证毒性较低。

　　总之，本研究发现叔丁醇滴眼液对硒性白内障

大鼠模型有一定的缓解和治疗作用，因此，叔丁醇在

白内障尤其是老年性白内障的发生发展过程中的应

用价值值得进一步研究。
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