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【实验研究】

利鲁唑对脂多糖诱导眼内炎中谷氨酸代谢的影响△
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Effects of riluzole on glutamate metabolism in endoph-
thalmitis induced by lipopolysaccharide
WEI Li-Juan，ZHANG Jin-Song，LI Fu-Zhen，ZHOU Li-Xiao
【Key words】 lipopolysaccharide; endophthalmitis; riluzole; glutamate; Müller cell
【Abstract】 Objective T o explo re the effects o f riluzo le on glutamate( G lu ) metabo-
lism in endophthalm itis induced by lipopo lysaccharide ( LPS ) ． Methods Sprague-
D aw ley rats w ere random ly div ided into 3 groups: BSS group ( G roup 1 ) ，LPS inocula-
ted group ( G roup 2 ) ，LPS inoculated w ith riluzo le treatm ent group ( G roup 3 ) ，35 ca-
ses in each group． T he right eyes o f rats in group 2 and group 3 w ere injected w ith
LPS，and the BSS rats received intrav itreal injections o f balanced salt so lution，respec-
tively ． Intraperitoneal injections o f riluzo le w ere given to the rats in group 3 befo re and
after LPS inoculation，once daily during the nex t three days． T he levels o f G lu in the
v itreous humor and retinal glutam ine synthetase ( GS ) expression w ere investigated．
Ｒesults T he concentration o f G lu increased after endophthalm itis induced by LPS．
T he levels o f G lu in v itreous o f group 1，2，3 at 6 hours after modeling w ere ( 15 ． 32 ±
0 ． 11 ) μmol·L － 1，( 49 ． 51 ± 4 ． 15 ) μmol·L － 1 and ( 49 ． 81 ± 2 ． 12 ) μmol·L － 1，re-
spectively，there w as no statistical difference betw een group 2 and group 3，but there
w ere statistical differences betw een above tw o groups and group 1 ( bo th P ＜ 0 ． 05 ) ．
T he concentration o f G lu in the v itreous humor peaked at 48 hours，then gradually de-
creased，group 2 slightly increased at 5 days，then gradually decreased． At each tim e
po ints after 6 hours，the concentration o f G lu in the v itreous humor o f group 3 w ere all
low er than those o f group 2 ( all P ＜ 0. 05 ) ，but w ere higher than those o f group 1 ( all
P ＜ 0 ． 05 ) ． T he expression o f G S in group 2 increased，w hich mainly expressed in gan-
glion layer and inner nuclear layer ． T here w ere statistical differences in the expression
o f G S at 6 hours，12 hours，24 hours，48 hours，72 hours betw een group 2 and group
3 ( all P ＜ 0 ． 05 ) ，the group 3 w ere low er than group 2，but still higher than group 1 ．
Conclusion Ｒiluzo le can decrease the content o f G lu in the v itreous humor o f en-
dophthalm itis induced by LPS，inhibit the müller cells activation，w hich suggests that ri-
luzo le may play the pro tective ro le in the endoptham itis．

【关键词】 脂多糖;眼内炎;利鲁唑;谷氨酸; Müller细胞
【摘要】 目的 观察利鲁唑对脂多糖诱导大鼠眼内炎中谷氨酸( glutamate，Glu) 代谢的影
响。方法 将 SD大鼠随机分为 3 组，每组 35 只，1 组为生理盐水对照组，2 组为眼内炎
组，3 组为眼内炎利鲁唑干预组。2 组、3 组通过玻璃体内注射大肠杆菌脂多糖 ( lipopo-

lysaccharide，LPS) 建立大鼠眼内炎模型，3 组腹腔注射利鲁唑进行干预。紫外分光光度计法检测玻璃体中 Glu 含量的变化，免
疫组织化学方法测定谷氨酰胺合成酶( glutamine synthetase，GS) 在视网膜组织的表达变化及分布。结果 LPS诱导眼内炎后玻
璃体内 Glu浓度均显著增高。造模后 6 h 玻璃体内 Glu 浓度即较对照组明显增加，1 组玻璃体 Glu 浓度为 ( 15． 32 ± 0． 11 )
μmol·L －1，2 组为( 49． 51 ± 4． 15) μmol·L －1，3 组为( 49． 81 ± 2． 12) μmol·L －1，2 组和 3 组差异无统计学意义，二者与 1 组相比
差异均有统计学意义( 均为 P ＜ 0． 05) 。玻璃体内 Glu浓度于 48 h达高峰后逐渐下降。2 组在 5 d时 Glu浓度较之前出现小幅
回升( 297． 59 ± 1． 03) μmol·L －1，然后逐渐下降。6 h后的各时间点，3 组玻璃体 Glu 浓度均明显低于 2 组，差异均有统计学意
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义( 均为 P ＜ 0． 05) ，但较 1 组仍明显增高( 均为 P ＜ 0． 05) 。GS在 2 组表达升高，主要表达于内颗粒层、神经节细胞层 Müller细
胞胞浆中。2 组、3 组在 6 h、12 h、24 h、48 h、72 h的 GS表达差异均有统计学意义( 均为 P ＜ 0． 05) ，3 组 GS 的表达明显低于
2 组，但仍高于 1 组。结论 利鲁唑可以降低 LPS诱导眼内炎中玻璃体 Glu含量，抑制Müller细胞活化，提示其在细菌性眼内炎
中具有保护作用。

苯并噻唑类药物利鲁唑是一种新型的抗谷氨酸
( glutamate，Glu) 药物，最早作为 Glu 拮抗剂广泛应
用于肌萎缩性脊髓侧索硬化患者的治疗，后又发现
其在稳定细胞内外离子( 钠、钾、钙) 浓度方面具有广
泛作用，在神经保护、抗惊厥、抗抑郁等方面显示了
广泛的价值，根据其抑制钠通道激活、减少 Glu 释放
等药理机制，我们推测其可能在控制眼内炎中起到
积极作用。本研究观察利鲁唑对脂多糖 ( lipopo-
lysaccharide，LPS) 诱导大鼠眼内炎中 Glu 代谢的干
预作用，并对其机制进行探讨。

1 材料与方法

1． 1 动物模型建立与分组 105 只 SD 大鼠随机分
为 3 组，每组 35 只，1 组为生理盐水对照组，2 组为
眼内炎组，3 组为眼内炎利鲁唑干预组。2 组、3 组
SD大鼠用 50 g·L －1水合氯醛注射液 ( 1． 7 mL·
kg －1 ) 腹腔注射麻醉后，左氧氟沙星滴眼液滴右眼 5
min 1 次，共 4 次，清洁结膜囊。盐酸奥布卡因滴眼
液、复方托吡卡胺滴眼液滴右眼，局部麻醉、散瞳后
于显微镜下使用 30 G 针头的 10 μL 微量注射器抽
取 LPS溶液 5 μL，于颞上方角巩膜缘后 1 mm 向玻
璃体中心内注射，诱导建立实验模型。相同方法向 1
组大鼠右眼内注入 5 μL 无菌生理盐水。所有大鼠
均取右眼为实验眼，左眼为自身对照。3 组大鼠在
LPS注射前 12 h、术中及术后连续 3 d每天腹腔内注
射利鲁唑( 10 mg·kg －1 ) 进行干预。
1． 2 试剂与仪器 谷氨酸试剂盒( 南京凯基) ，兔抗
鼠谷氨酰胺合成酶( glutamine synthetase，GS) 多克隆
抗体( Santa Cruz 公司) ，SP 免疫组织化学染色试剂
盒( 北京中杉生物试剂公司) ，UV2800 型紫外分光光
度仪( 尤尼柯上海仪器有限公司) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 玻璃体标本采集 于造模后 6 h、12 h、24 h、
48 h、72 h、5 d 及 7 d，三组分别取 3 只大鼠，过量麻
醉处死后迅速摘除眼球，置于干冰急冻，沿角膜缘剪
开，去除角膜、晶状体后采集玻璃体，置于 EP 管中。
按 2． 5 mL·g －1玻璃体质量加入冰生理盐水，冰浴下
超声波粉碎制成匀浆。4 ℃下 16 000 r·min －1离心

10 min，取上清液置 － 80 ℃冰箱冻存。
1． 3． 2 紫外分光光度计法检测 Glu 含量 使用南
京凯基 Glu试剂盒根据 Glu + NAD + + H2O2→α-oxo-
glutarate + NADH + NH4 +原理测定 Glu的含量。
1． 3． 3 免疫组织化学检查 各组造模后于各时间
点使用 200 g·L －1水合氯醛过量麻醉处死大鼠( 各 2
只) ，摘取右眼眼球，去除周围软组织，手术显微镜下
用显微剪沿角膜缘做一切口，置入多聚甲醛固定液
中，3 d后以流动水冲洗 24 h，常规梯度酒精脱水，二
甲苯透明，浸蜡，石蜡包埋，连续切片( 厚约 5 μm) 。
收取组织切片，置恒温箱烤片 4 h。采用卵白素-生
物素系统免疫组织化学染色法( SP 法) ，按照说明书
步骤进行免疫组织化学染色。以 PBS 代替一抗作为
阴性对照。应用 Image pro Plus 5． 0 软件测定 GS 免
疫反应的光密度( OD) 值，每个标本随机选取视网膜
组织切片各 5 个，扣除背景 OD 值，计算 GS 阳性产
物在组织中的实际 OD值，以进行 GS 在视网膜组织
中表达的定量分析。
1． 4 统计学方法 所有数据均采用均数 ±标准差
( 珋x ± s) 表示，应用统计软件 SPSS 13． 0 进行数据处
理，3 组定量资料比较采用单因素方差分析，组间两
两比较采用 LSD 法。P ＜ 0． 05 为差异有统计学
意义。

2 结果
2． 1 玻璃体内 Glu浓度对比 LPS 诱导眼内炎后，
实验眼玻璃体内 Glu 浓度显著增高。造模后 6 h 观
察到 2 组、3 组大鼠实验眼玻璃体内 Glu 含量较 1 组
明显增加，2 组和 3 组差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ，与 1 组相比差异均有统计学意义( 均为 P ＜
0. 05) 。玻璃体内 Glu浓度于 48 h达高峰，然后逐渐
下降。2 组在 5 d时 Glu浓度较之前出现小幅回升，
然后逐渐下降。6 h 后的各时间点，3 组玻璃体 Glu
浓度明显低于 2 组，差异均有统计学意义( 均为 P ＜
0. 05) ，但仍明显高于 1 组( 均为 P ＜ 0. 05，见表 1) 。
2． 2 免疫组织化学染色结果 2 组、3 组 GS 主要分
布于内颗粒层，散在分布，着染呈多边形，可见多个
突起，外核层少量着染，神经节细胞层中环绕节细胞

表 1 各时间点三组间玻璃体内 Glu浓度比较
Table 1 Comparison of Glu concentration in the vitreous humor at each time point among three groups

( 珋x ± s，c /μmol·L －1 )

Group 6 hours 12 hours 24 hours 48 hours 72 hours 5 days 7 days
1 15． 32 ± 0． 11 18． 04 ± 1． 38 21． 73 ± 1． 32 22． 33 ± 0． 22 17． 31 ± 0． 43 15． 74 ± 0． 28 14． 74 ± 0． 13
2 49． 51 ± 4． 15# 135． 25 ± 4． 04# 226． 34 ± 5． 34# 324． 01 ± 2． 47# 290． 64 ± 7． 49# 297． 59 ± 1． 03# 209． 80 ± 4． 48#

3 49． 81 ± 2． 12# 125． 69 ± 5． 50#* 191． 42 ± 3． 14#* 253． 95 ± 10． 76#* 203． 98 ± 1． 61#* 181． 93 ± 13． 50#* 160． 76 ± 3． 74#*

Note: Compared with group 1 at the same time point，#P ＜ 0． 05; Compared with group 2 at the same time point，* P ＜ 0． 05
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胞体形成圆形或椭圆形染色，1 组未见明显着染( 图
1) 。造模后 6 h即可观察到 2 组、3 组内颗粒层黄褐
色阳性产物，呈弥散而均匀着染，与 1 组相比表达明
显增强，各时间点 OD值差异均有统计学意义( 均为

P ＜ 0． 05) 。与 2 组相比，3 组 6 h、12 h、24 h、48 h、
72 h 时 GS表达明显降低，差异均有统计学意义( 均
为 P ＜ 0． 05) ，5 d、7 d时差异均无统计学意义( 均为
P ＞ 0． 05，见表 2) 。

表 2 各时间点三组间视网膜 GS表达的 OD值比较
Table 2 Comparison of OD value of retinal GS expression at each time point among three groups ( 珋x ± s)
Group 6 hours 12 hours 24 hours 48 hours 72 hours 5 days 7 days
1 0． 041 ± 0． 003 0． 042 ± 0． 031 0． 041 ± 1． 32 0． 043 ± 0． 001 0． 042 ± 0． 025 0． 041 ± 0． 019 0． 041 ± 0． 057
2 0． 154 ± 0． 012# 0． 162 ± 0． 014# 0． 183 ± 0． 013# 0． 191 ± 0． 017# 0． 187 ± 0． 012# 0． 174 ± 0． 052# 0． 171 ± 0． 021#

3 0． 149 ± 0． 033#* 0． 151 ± 0． 003#* 0． 167 ± 0． 047#* 0． 163 ± 0． 032#* 0． 169 ± 0． 071#* 0． 169 ± 0． 033# 0． 169 ± 0． 015#

Note: Compared with group 1 at the same time point，#P ＜ 0． 05; Compared with group 2 at the same time point，* P ＜ 0． 05

Figure 1 Immunhistochemical staining of retinal GS expression( × 400) ． A: Group 1，6 hours; B: Group 2，6 hours; C: Group 3，6 hours; D: Group 1，
72 hours; E: Group 2，72 hours; F: Group 3，72 hours GS免疫组织化学染色( × 400) 。A: 1 组 6 h; B: 2 组 6 h; C: 3 组 6 h; D: 1 组 72 h; E: 2 组
72 h; F: 3 组 72 h

3 讨论

Glu浓度异常升高诱导的视网膜兴奋性毒性是
多种致盲性眼病的共同病理状态。在缺血、缺氧条
件下，能量耗竭，视网膜神经元释放 Glu 增加，重摄
取减少，死亡细胞崩解溢出大量 Glu，细胞间隙 Glu
浓度迅速增加［1-2］。拮抗 Glu 兴奋性毒性作用是近
年来研究热点［3-4］。
玻璃体内注射 LPS 可诱导典型感染性眼内炎症

反应，引起眼内组织的广泛炎性损害［5］。我们推测，
在眼内炎中血-视网膜屏障破坏、炎症细胞浸润、视
网膜解剖结构破坏，以及 Müller 细胞的激活会导致
眼内组织 Glu 代谢紊乱，Glu 在细胞外液过量积聚，
过度激活兴奋性氨基酸受体，产生毒性效应，进一步
对视网膜内神经元细胞造成损伤，导致视功能的损
害。利鲁唑作为 Glu释放抑制剂用于治疗肌萎缩性
脊髓侧索硬化症［6］，已有研究证实利鲁唑具有促进
Glu摄取、抑制 Glu 从神经末梢释放、增加 Glu 与其
转运体的结合活力等作用，从而对 Glu 兴奋性毒性

损伤有明显的防护作用［7-9］。
本研究分析了 LPS 诱导眼内炎后玻璃体中 Glu

的含量，并证实利鲁唑可以减少 LPS 诱导眼内炎过
程中 Glu的释放。造模后各时间点，实验眼玻璃体
内 Glu含量较对照眼明显升高，表明 LPS可扰乱 Glu
循环通路，使其代谢发生障碍，这可能引起视网膜细
胞凋亡。眼内炎模型中玻璃体内 Glu 浓度的升高可
能是炎症损伤致使视网膜神经细胞的突触囊泡功能
受损，Glu释放增加，或是神经胶质细胞 Glu 转运体
功能损伤，对 Glu的重摄取减少所致，具体原因需要
进一步研究。6 h 后的各时间点，3 组玻璃体内 Glu
浓度明显低于 2 组，差异均有统计学意义，证实利鲁
唑可能通过降低眼内炎中玻璃体 Glu 含量对视网膜
组织起到保护作用。
在视网膜中，Müller 细胞是神经节细胞和双极

细胞中 Glu的唯一来源，在调节神经细胞外 Glu浓度
时发挥着重要的作用［10］。GS 是 Müller 细胞的特异
性标志物［11］。同时，Müller 细胞表达 Toll 样受
体［12-13］，通过其识别病原体，激活细胞内的传导通路
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活化诱导促炎因子产生，这些细胞因子通过募集活
化的中性粒细胞，介导组织炎症反应。过度的炎症
反应会导致眼内血管通透性增强，中性粒细胞、巨噬
细胞迁移，蛋白渗漏，引起视网膜结构破坏性的改
变，导致不可逆损伤［14］。本研究采用免疫组织化学
方法发现 LPS注入玻璃体后，视网膜组织 GS表达明
显高于对照组，提示 Müller细胞激活，而利鲁唑干预
能一定程度上抑制 LPS诱导的 GS高表达，表明利鲁
唑的干预可使眼内炎中 Müller 细胞的激活受到抑
制，从而使其下游炎症因子的释放减少。根据利鲁
唑稳定离子通道的药理作用及 Müller 的功能，推测
利鲁唑可以稳定 Müller 细胞膜，减轻 LPS 对其直接
损伤。但同时，Müller细胞激活受到抑制，GS表达减
少，Müller细胞对 Glu 的代谢能力下降，不利于 Glu
的清除，我们的研究同时证实利鲁唑可以抑制 LPS
诱导眼内炎玻璃体中 Glu 浓度的升高。由此推测，
利鲁唑可同时作用于其他视网膜细胞，减少其损伤，
降低 Glu异常释放。
利鲁唑的拮抗 Glu 作用使其在中枢神经系统疾

病中具有巨大的潜在价值［15］，虽然目前利鲁唑仅用
于肌萎缩性脊髓侧索硬化症的治疗，但大量动物实
验、临床及基础研究提示利鲁唑有较大的开发前景。
本研究证实了其对 LPS诱导眼内炎症中 Glu 代谢的
影响，推测其在眼内炎中具有保护作用。
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