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摘 要：【目的】旨在通过体内研究，探讨内质网应激的主要标志物，活化转录因子 4（ATF4）在小梁网功

能障碍、细胞凋亡中所起的作用，以期为阐明原发性开角青光眼（POAG）的发病机制提供新的思路。【方法】选

取 6～8周大的C57BL/6J小鼠 47只，实验组（24只，24眼）单眼前房注射ATF4腺病毒，对照组（23只，23眼）单眼

前房注射GFP腺病毒。在注射后的不同时间点，分别取实验组和对照组小鼠的前房角组织，用冰冻切片和免疫

荧光染色法观察病毒荧光及内质网应激相关蛋白ATF4和C/EBP同源蛋白（CHOP）的表达；用实时荧光定量PCR
法检测炎症因子 IL-1α，IL-1β，IL-6以及内皮细胞白细胞黏附分子 1（ELAM-1）在mRNA水平的表达；用TUNEL
染色法观察小梁网细胞的凋亡情况；用超薄切片和透射电镜观察小梁网细胞的超微结构。在注射前及注射后第

3、7、10及 13天分别用回弹式眼压计测量小鼠的日间及夜间眼压。【结果】注射后 24 h即可观察到注射眼小梁

网内的病毒荧光，且实验组小梁网 ATF4的表达明显上调。在注射后 3天，实验组小梁网组织的炎症因子在

mRNA水平的表达较对照组明显升高。注射后 7天，实验组小梁网组织出现CHOP的表达上调；小梁网TUNEL阳

性细胞数比对照组显著增加；实验组小梁网细胞内可见明显扩张的粗面内质网。在注射后第 7、10及 13天，实

验组日间眼压及夜间眼压均高于对照组，在术后第 7天差别具有统计学意义（P < 0.05）。【结论】小梁网组织

ATF4的表达上调可以引起炎症因子表达的上调，内质网相关凋亡通路的活化，以及小梁网细胞的凋亡。这些改

变可能在眼压的升高中起到一定作用。
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Abstract：【Objective】To investigate the possible role of an endoplasmic reticulum stress marker，activating
transcription factor 4（ATF4）in the dysfunction and cell apoptosis of trabecular meshwork in vivo，and to provide new
clues to investigate the pathogenesis of primary open angle glaucoma（POAG）.【Methods】ATF4 adenoviral vectors or
GFP adenoviral vectors as control were injected into the anterior chamber of 6～8 week- old C57BL/6J mice
（experimental group：24 mice，24 eyes；control group：23 mice，23 eyes）. Iridocorneal angle tissue was taken at
different time intervals after the injection. Frozen sectioning and immunofluorescent staining were performed to detect the
fluorescence of the viruses and expression of ATF4 and C/EBP homologous protein（CHOP）. Real time PCR was used to
detect the RNA level of the inflammatory factors IL-1α，IL-1β，IL-6 and endothelial leukocyte adhesion molecule-1
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（ELAM-1）. TUNEL assay was performed to determine apoptosis of trabecular meshwork cells. Ultrathin sectioning and
transmission electronic microscope were used to observe the ultrastructure of the trabecular meshwork cells. Daytime and
nocturnal intraocular pressure（IOP）were measured by rebound tonometer 3，7，10，and 13 days after injection.
【Results】GFP fluorescence of adenovirus could be seen in mice trabecular meshwork 24 h after injection in both groups.
Markedly increased expression of ATF4 in trabecular meshwork cells could be found in ATF4-injected group 24 h after
injection. The RNA level of the inflammatory cytokines was significantly up-regulated in the iridocorneal angle tissues of
ATF4-injected eyes compared to the control 3 days after injection. Up-regulated CHOP expression and TUNEL staining，
marked distention of rough endoplasmic reticulum were detected in the trabecular meshwork cells of ATF4-injected eyes 7
days after injection. Daytime and nocturnal IOP were elevated in the ATF4-injected eyes 7，10 and 13 days after injection
and were significantly different 7 days after injection（P < 0.05）.【Conclusions】Over-expression of ATF4 may lead to
up- regulation of inflammatory cytokines and activation of ER stress- associated apoptotic pathway in mice trabecular
meshwork tissues. These changes may play an important role in the pathogenesis of increased IOP.

Key words：ATF4；inflammation；cell apoptosis；trabecular meshwork
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（4）：493-500；625］

青光眼是位居全球第二位的不可逆性致盲眼

病。WHO报告显示，中国及全球青光眼患者数量

呈增加趋势。2010年全世界范围内有超过 6600
万人患青光眼，其中至少 680万人是双眼盲。预

计到 2020年，全球青光眼患者将达到 7 960万，我

国青光眼患者将达 2200万。原发性开角型青光

眼（primary open-angle glaucoma，POAG）是青光

眼之中最常见的类型之一，也是其中主要的致盲

原因［1］。POAG的发病较为隐蔽，在出现典型的青

光眼视野损害、视力下降之前，患者往往已有明显

的视网膜神经纤维层变薄及视神经萎缩。关于

POAG具体发病机制至今尚未完全明了。病理性

高眼压被认为是 POAG发病最主要的危险因素之

一［2］。小梁网功能障碍造成房水外流阻力的升高

是导致眼压升高的重要原因［3］。内质网应激是近

年来的研究热点之一，有研究显示，突变的肌纤蛋

白发生错误折叠可导致内质网应激及小梁网细胞

凋亡从而使眼压升高［4-6］，但其具体机制现在尚不

完 全 清 楚 。 活 化 转 录 因 子 4（activating
transcription factor 4，ATF4）是内质网应激信号通

路的一个关键转录因子。研究发现，ATF4参与了

氨基酸和葡萄糖代谢，眼球发育，以及细胞内抗氧

化应激反应［7-9］。ATF4还参与了一系列炎症因子

的转录调控，在动脉粥样硬化和肿瘤细胞的扩散

中起着重要作用［10-11］。ATF4过度表达可以引发

凋亡因子的级联反应，引发细胞凋亡［12-13］。我们

以往的研究表明，在视网膜Müller细胞，ATF4介

导高糖和缺氧诱导的炎症因子 ICAM-1，VEGF的

表达，在糖尿病视网膜病变中起着关键作用［14］。

然而ATF4在小梁网细胞功能障碍和细胞凋亡中

所起的作用，目前国内外研究尚未见报道。本研

究以体内研究的方式，将ATF4腺病毒导入小鼠小

梁网，观察小鼠眼压改变，小梁网组织内质网应激

蛋白及炎症因子的表达，以及小梁网细胞的凋亡

情况，以期为阐明 POAG眼压升高的发病机制提

供新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验用试剂

ATF4 腺病毒（Ad-ATF4，滴度 1.8 × 1011 PFU/
mL）及对照 GFP 腺病毒（Ad-GFP，滴度 2.0×1011

PFU/mL）购自上海和元生物技术有限公司。

TUNEL试剂盒购自Roche公司。一抗兔多克隆抗

体ATF4购自美国Abcam公司。一抗兔多克隆抗

体 C/EBP 同 源 蛋 白（C/EBP homologous protein，
CHOP）购自于美国 Santa Cruz公司。Cy3结合的

羊抗兔二抗购自美国 Thermo Fisher 公司。含

DAPI 的 抗 荧 光 淬 灭 封 片 剂 购 自 美 国 Vector
Laboratories 公司。总 RNA提取试剂盒购自德国

Qiagen 公司。反转录反应试剂 PrimeScript RT
Master Mix 及 Real Time PCR 反 应 试 剂 SYBR
Premix Ex Taq均购自大连宝生物工程有限公司。

1.2 实验动物

SPF级的C57/BL6小鼠（实验组 24只，对照组

23只），雌性，6～8周，体质量 17～20 g，购自广东
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省医学实验动物中心（动物生产许可证号：SCXK
（粤）2013-0002）。动物饲养及实验操作均在中山

大学中山眼科中心动物实验中心屏障区进行（实

验单位使用许可证编号：SCXK（粤）2013-0058），

并遵守中山大学中山眼科中心动物实验伦理规定

以及“眼科和视觉研究动物使用”的ARVO声明。

饲养环境采用 12 h 光照-黑暗循环，室温 20～
25 ℃，动物可自由取食和取水。

1.3 前房注射

前房注射采用瑞士Hamilton公司的超微注射

器完成。小鼠采用 40 mg/L水合氯醛按 0.01 mL/g
的剂量行腹腔麻醉及单眼用盐酸丙美卡因眼表麻

醉后，以 1 mL无菌胰岛素针头于小鼠透明角膜处

做穿刺口，将微量注射器 33G钝性针头从穿刺口

进入前房，于前房内注射 2 μL的腺病毒及 2 μL的

无菌气泡，待气泡封住穿刺口后，缓慢拔出针头。

注意勿损伤晶状体、虹膜、角膜内皮等组织。术后

以妥布霉素眼膏涂眼预防感染。如术后出现明显

的前房出血，晶状体混浊则剔除出组。

1.4 眼压测量

在手术前及手术后第 3、7、10及 13天的上午

8-11点及晚上 8-11点分别测量小鼠的日间眼压

及夜间眼压。小鼠在异氟烷和氧气的混合气体麻

醉后 5 min，待小鼠的呼吸睡眠平稳后，使小鼠处

于俯卧位，使用芬兰 icare公司的动物专用回弹式

眼压计对小鼠注射眼进行眼压测量，每只眼分别

记录 3次无错误条出现的眼压测量结果，取 3次的

平均值为本次测量结果。

1.5 冰冻切片制作及免疫荧光

取小鼠注射眼的眼前段组织于 40 mg/L多聚

甲醛溶液中固定 1 h，分别用 100、200、300、300
mg/L的蔗糖溶液梯度脱水后，OCT包埋剂包埋后

立即冻存于-80 ℃冰箱。在-20 ℃的冰冻切片机

中制作 7 μm 厚的冰冻切片，切好后的切片存

于-80 ℃冰箱以待使用。免疫荧光染色所用一抗

分别为抗ATF4（1∶100）及抗CHOP（1∶70），二抗

为Cy3结合的羊抗兔二抗（1∶400）。最后加入含

DAPI的抗荧光淬灭封片剂。

1.6 TUNEL染色

将冰冻切片浸入含有 1 mg/L Triton X-100的

1 mg/L枸橼酸通透液中，在 2～8 ℃条件下促渗 2
min，加入含有核苷酸和末端脱氧核糖核酸转移

酶（TdT）的 TUNEL反应混合液。阴性对照只加

核苷酸。37 ℃下避光和加湿环境下反应 60 min
后，用 PBS漂洗切片 3次。最后加入含DAPI的抗

荧光淬灭封片剂。

1.7 实时定量PCR

按照总 RNA提取试剂盒说明书分别提取小

鼠各眼虹膜角膜角组织的总RNA，加入反转录反

应试剂并反转录为 cDNA，然后将 cDNA、引物及

SYBR Premix Ex Taq试剂混合均匀后进行实时定

量 PCR 反应。引物如表 1 所示。目标基因的

mRNA水平以GAPDH核糖核酸RNA作内参。

1.8 透射电镜

在无菌条件下取小鼠注射眼约 2 mm × 4 mm
的包含小梁网的虹膜角膜角组织，在 25 mg/L戊二

醛磷酸缓冲液中固定 4 h，10 mg/L锇酸固定 1.5 h，
蒸馏水洗后，用 500、700、800、900、1 000 mL/L乙

醇及两次 1 000 mL/L丙酮逐级常规脱水，包埋，制

超薄切片后，用饱和醋酸铀和枸橼酸铅双重染色，

在透射电镜下观察。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 23.0统计软件做统计处理。计量

资料以均数 ± 标准差表示。实验组与对照组之间

炎症因子数据的比较采用两独立样本的 t检验（方

差齐）或校正的 t检验（方差不齐）。两组眼压值

表 1 实时荧光定量PCR引物序列

Table 1 Primers sequence of real time PCR

Gene
ELAM⁃1
IL⁃1α
IL⁃1β
IL⁃6
GAPDH

Forward
ATGCCTCGCGCTTTCTCTC
GCACCTTACACCTACCAGAGT
GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

Reverse
GTAGTCCCGCTGACAGTATGC
AAACTTCTGCCTGACGAGCTT
ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

薛 然，等 . 活化转录因子 4激活致小鼠小梁网炎症及细胞凋亡 495
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的比较采用重复测量资料的方差分析。双侧检

验，以α = 0.05为检验水准。

2 结 果

2.1 注射ATF4腺病毒诱导小梁网ATF4的表达

小鼠单眼前房注射 Ad-ATF4，以 Ad-GFP 作

对照。术后 24 h处死小鼠并取注射眼的眼前段组

织制作冰冻切片，在荧光显微镜下可以观察到小

梁网组织中有腺病毒的绿色荧光，提示转染成

功。行免疫荧光染色可观察到 Ad-ATF4注射眼

小梁网中有明显的ATF4表达上调，而对照眼小梁

网中未见明显的ATF4蛋白表达（图 1）。

2.2 小鼠小梁网组织炎症因子的表达

以Ad-ATF4或Ad-GFP前房注射后 3 d，处死

小鼠取虹膜角膜角组织，提取组织中的 RNA，用

实时 PCR法分析炎症因子在mRNA水平的表达。

结果发现Ad-ATF4注射眼 IL-1α，IL-1β，IL-6以

及 内 皮 细 胞 白 细 胞 黏 附 分 子 1（endothelial
leukocyte adhesion molecule-1，ELAM-1）在mRNA
水平的表达均明显高于对照眼，分别是对照眼的

（2.0 ± 1.1）倍（t = 2.672，P = 0.037）；（1.9 ± 0.4）
倍（t = 4.301，P = 0.005）；（5.1 ± 3.0）倍（t =
4.169，P = 0.020）；以及（1.6 ± 0.6）倍（t = 2.666，
P = 0.037）（图 2）。

2.3 小鼠小梁网CHOP的表达及电镜结果

Ad-ATF4或Ad-GFP前房注射后 7 d，处死小

鼠取眼前段组织制作冰冻切片并行免疫荧光染

色，可观察到Ad-ATF4组较对照眼组小梁网中内

质网应激相关凋亡蛋白 CHOP 的表达上调（图

3A）。取小鼠的虹膜角膜角组织制作超薄切片，

在透射电镜下观察小梁网细胞的超微结构，可发

现 Ad-ATF4组小梁网细胞的粗面内质网明显扩

张，而对照组小梁网细胞的粗面内质网的形态结

构相对正常（图 3B）。

2.4 小鼠小梁网细胞凋亡情况

Ad-ATF4或Ad-GFP前房注射后 7 d，取小鼠

的眼前段组织制作冰冻切片并用 TUNEL染色检

测凋亡的细胞。发现 Ad-ATF4 组小鼠小梁网

TUNEL阳性染色细胞数明显多于对照组，提示小

梁网细胞凋亡增多（图 4）。

2.5 诱导ATF4的表达对小鼠眼压的影响

在Ad-ATF4组或对照组前房注射前（0 d）及

注射后第 3、7、10、13天的分别测量小鼠的日间眼

压及夜间眼压（mmHg），结果发现注射后第 7、10、
13天，Ad-ATF4注射眼日间眼压及夜间眼压均高

于对照眼，且在术后第 7天差别具有统计学意义

（日间眼压：实验组 13.9 ± 3.3 vs. 对照组 10.5 ±
1.2，F = 6.85，P = 0.02；夜间眼压：实验组 14.1 ±
3.4 vs. 对照组10.6 ± 1.0，F = 7.23，P = 0.02，图5）。

3 讨 论

青光眼小梁网功能障碍、房水外流阻力升高

导致眼压升高的分子生物学机制尚待阐明。小梁

网由小梁网细胞及细胞外基质组成，其中小梁网

Ad-GFP

Ad-ATF4

BF ATF4 DAPI ATF4/DAPI GFP

Visualization of the GFP fluorescence（green）of adenovirus in mice trabecular meshwork（TM）after anterior chamber injection for 24 h and in⁃
creased ATF4 fluorescence（red）could be seen in the ATF4 virus injected eye（Ad-ATF4）compared to the control（Ad-GFP）（n = 3）. Arrows
mark the TM. Blue：nuclear staining with DAPI. BF：bright field. Scale bar：50 μm.

图 1 前房注射ATF4腺病毒对小鼠小梁网ATF4表达的影响

Fig.1 Expression of ATF4 in the mice TM after anterior chamber injection of ATF4 adenovirus
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Significant increased mRNA level of IL-1α，IL-1β，IL-6 and ELAM-1 of the iridocorneal angle tissues was detected in the Ad-ATF4 group 3
days after injection compared to the Ad-GFP group and no-injection eyes（No inj）（mean ± SD，n = 4），1）P < 0.01 vs Ad-GFP，2）P < 0.05 vs Ad-GFP.

图 2 小梁网ATF4表达上调后炎症因子实时定量PCR的结果

Fig.2 The real-time PCR results after induction of ATF4 in the mice trabecular meshwork（TM）
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A：Immunofluorescent staining of the iridocorneal angle showing increased expression of CHOP（red）in the trabecular meshwork（TM）of Ad-
ATF4 group after anterior chamber injection for 7 d（n = 3）. Arrows mark the TM. Blue：nuclear staining with DAPI. BF：bright field. Scale bar：50
μm. B：The images showed the ultrastructure of the TM cells 7 d after anterior chamber injection. Marked distention of rough endoplasmic reticulum
（rER）could be seen in Ad-ATF4 group compared to the control. Arrows mark the rER. Scale bar：500 nm.

图 3 前房注射后小鼠小梁网CHOP蛋白表达及透射电镜检测结果

Fig.3 CHOP immunostaining and transmission electron microscope images of mice TM after anterior chamber injection
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细胞在房水流出道的生理和病理变化中起着关键

性的作用。研究发现，POAG患者存在小梁网细

胞的凋亡及细胞减少［15-17］；内质网应激在青光眼

小梁网细胞的凋亡和丧失中可能起着重要作

用［18-19］。POAG患者小梁网中，内质网应激蛋白标

记物的表达增加［17］。Zode等［20］报道用衣霉素诱

导小梁网组织的内质网应激，可以引起眼压升

高。内质网是细胞内蛋白质合成和加工的重要细

胞器，多种生理或病理条件会引起未折叠的或错

误折叠的蛋白堆积在内质网，激活内质网应

激［21］。 细 胞 通 过 未 折 叠 蛋 白 反 应（unfolded
protein response，UPR）以清除蓄积在内质网内的

错误折叠或未折叠蛋白质，从而恢复细胞正常的

生理功能［22］。然而持续的内质网应激将启动细胞

的凋亡通路，引发细胞死亡［23］。本文用体内研究

的方法，探讨内质网应激的关键转录因子ATF4在
小梁网细胞凋亡及眼压升高中的作用，有关内容

目前国内外尚未见报道。

ATF4是内质网应激中PERK-eIF2α信号通路

的转录因子，它从属于ATF/CREB转录因子家族，

富含碱性亮氨酸拉链结构（bZIP）；它是一个应激

反应因子，在氧化应激、内质网应激、氨基酸缺乏

等多种应激条件下表达上调，可以对多条应激反

应通路进行转录调控［24］。研究发现，GRP78、
ATF4、ERO-1α、CHOP等内质网应激相关蛋白在

POAG患者小梁网中表达增加，提示ATF4可能参

与了 POAG 的病理生理过程［17］，但具体机制不

详。本研究利用小鼠前房注射ATF4腺病毒的方

法将基因载体转入了小鼠小梁网细胞，上调小梁

Apoptotic cells（red）of mice trabecular meshwork（TM）were
examined by TUNEL staining 7 d after anterior chamber injection
（n = 3）. Arrows mark the TM. Arrowheads mark the apoptotic TM
cells. Blue：nuclear staining with DAPI. BF：bright field. Scale bar：
50 μm.

图 4 小梁网TUNEL染色结果

Fig.4 TUNEL staining of mice TM after induction of
ATF4
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Intraocular pressure（IOP）of the mice was measured day（A）and night（B）before and after anterior chamber injection. IOP was markedly ele⁃
vated in the Ad-ATF4 group（n = 8）compared to the control（Ad-GFP）（n = 7）7 days after the injection，1）P < 0.05 vs Ad-GFP.

图 5 小梁网ATF4上调后小鼠眼压的改变

Fig. 5 Change of IOP after up-regulation of ATF4 in mice trabecular meshwork
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网ATF4蛋白的表达，并观察到实验组小鼠眼压的

明显升高，提示小梁网中ATF4的表达可能与眼压

升高有一定关联。

已有研究表明，亚临床炎症在 POAG的发病

中起着重要作用［25-26］。体外培养的青光眼小梁网

细胞持续分泌炎症因子 IL8、CXCL6和MCP1［27］。

Wang等［25］发现 POAG患者的小梁网细胞有多种

炎症因子表达的上调，包括 IL-6、IL-1α、IL-1β、
NF-κB以及 ELAM-1，并在自分泌信号调控下不

断反馈和加强。而正常小梁细胞不表达 IL-1α及

ELAM- 1，仅有极少量的 IL- 1β 和 IL- 6 分泌。

ELAM-1是青光眼的小梁网特异性标志分子，可

能在跨膜信号传导和信号通路的激活中起着重要

作用。这些炎症因子的短暂激活可能有一定的保

护作用，但如果炎症持续可以引起小梁网细胞的

损害和凋亡。ATF4介导细胞内多个炎症信号传

导的级联反应通路。在人主动脉内皮细胞，ATF4
参与磷酸胆碱对 IL6、IL8、MCP1的激活［10］。在视

网膜Müller细胞，ATF4介导高糖和缺氧诱导的炎

症因子 ICAM-1，VEGF的表达，参与高糖和缺氧

对HiF1alpha的调控，并通过激活 JNK参与高糖诱

导的VEGF的激活［14］。本研究结果提示，激活小

鼠小梁网ATF4的表达，可以上调多种炎症因子，

以及刺激青光眼标记分子 ELAM-1的表达，提示

ATF4 在小梁网细胞参与了炎症因子 IL-1α、IL-
1β、IL-6及 ELAM-1的调控。我们在实验中还观

察到，小梁网组织 IL-1α表达的上调可以持续到

注射后的第 10天。炎症因子的持续上调在小梁

网细胞的凋亡中可能有一定作用。

轻度而短暂的内质网应激有助于保护细胞，

然而持续、过度的内质网应激将破坏内质网的稳

态，引发细胞凋亡。内质网应激可能参与青光眼

视网膜节细胞及小梁网细胞的死亡机制。缺血-
再灌注损伤及慢性青光眼动物的视网膜节细胞都

有内质网标记分子表达［27-28］。体外和体内实验表

明，内质网应激激活可以引发视网膜节细胞的凋

亡。玻璃体内注射衣霉素可以引起视网膜节细胞

的丧失和内层视网膜的变薄［29］。在Y437H MYOC
基因变异的 POAG小鼠模型中，使用内质网应激

的保护剂，可以明显减少小梁网细胞的凋亡及降

低眼压［20］。在本研究结果中，小梁网组织ATF4过
表达后，CHOP的表达随之上调，伴有小梁网细胞

凋亡的增加。CHOP是内质网诱导的细胞凋亡的

主要介质蛋白，参与转录调节大量的促凋亡和抗

凋亡基因，包括 Bcl-1、GADD34 和 TRB3。CHOP
直接结合于TRB3基因的启动子，激活TRB3，进而

抑制AKT的活化，导致凋亡和细胞死亡［30］。我们

的研究结果提示，ATF4是 CHOP的诱导因子，可

以通过激活CHOP，引发小梁网细胞的凋亡。

综上所述，小梁网组织ATF4的激活可以引起

炎症因子表达的上调，内质网相关凋亡通路的活

化，以及小梁网细胞的凋亡。这些改变可能在小

鼠小梁网细胞功能障碍，以及眼压的升高中起到

一定作用。进一步阐明ATF4在小梁细胞功能障

碍中的作用机制，有助于为 POAG寻找更有效的

治疗靶点和药物提供新的思路。
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