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大鼠视神经夹持伤后视网膜 6B@;, 的表达及意义

赵宏伟!胡莲娜!罗!灵!聂!闯!赵!军!闫洪欣!高付林!王!媛

摘!要!目的!观察大鼠视神经夹持伤后视网膜血管内皮生长因子受体 e%&PM̂e%'蛋白的表达变化及分布% 方法!将 %'

只成年健康 @>大鼠右眼行手术视神经夹持 %&1!左眼行手术只暴露视神经!不夹持% 伤后 +U")"3"'% 天各取 ) 只行免疫组化染

色观察视网膜 PM̂e% 的表达变化及分布特征% 并用图像分析仪对上述结果进行灰度量化后统计分析% 结果!正常大鼠视网膜

PM̂e% 蛋白呈低度表达!在视网膜内外核层"节细胞层均有少量表达% 视神经夹持伤后 +U 视网膜的 PM̂e% 蛋白表达开始升高!)

天达到峰值!3 天后开始下降!'% 天后降至正常以下% 伤后各时间点 PM̂e% 蛋白表达灰度值与对侧眼比较!差异均有统计学意

义% 结论!大鼠视神经损伤后伴随有视网膜组织 PM̂e% 蛋白表达的异常!后者可能参与伤后的视网膜及视神经组织的修复%

关键词!血管内皮生长因子受体 e%!视神经夹持伤!大鼠
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!!视神经是中枢神经延伸!一旦损伤!其再生和修

复尤为困难% 青光眼"外伤"缺血等均可以引起视神

经的损伤% 因此!神经保护治疗成为上述疾病的研究

重点% 近年来对血管内皮生长因子 B&cG1TVMGEC2JL4

ÛCM0GM\ELẐU dGT̂LE!Aa[PeB'的研究发现其具有神

经保护作用!且不伴有新生血管的生成
-%!'.

% 而

Aa[PeB主要通过与 PM̂e% 结合发挥作用% 因此!

在神经损伤后的保护治疗方面!PM̂e% 也成为潜在的

有效靶点% 本研究旨在通过对视神经损伤的过程中不

同时间节点视网膜上 PM̂e% 的表达分布及变化的观

察!为视神经损伤后的基因靶点治疗提供实验依据%

材料与方法

%,动物来源及分组(北京大学医学部实验动物中心提供

%' 只清洁级 + =6 周龄 @>大鼠!体质量 '&& =)&&\!雌雄各

半% 右眼为实验眼!手术行视神经夹持,左眼为对照眼!手术

只暴露视神经!不夹持%

',动物模型制备(视神经夹持伤模型(%&<水合氯醛以

(_M.D\腹腔注射麻醉!显微镜下剪开右眼球结膜!钝性向后分

离!打开肌锥!暴露视神经!用反向镊自视神经后 '__夹持

%&1!造成视神经挤压伤!随即用载玻片压迫眼球!显微镜下观

察大鼠眼底血液供应情况!确认无缺血后纳入实验% 左眼手

术只暴露视神经!不夹持%

),免疫组化荧光染色(取不同时间点大鼠各 ) 只!%&<水

合氯醛过量后麻醉致死!显微镜下摘除眼球!角膜穿孔后置于

5<多聚甲醛溶液中 'U!5s的 %(<蔗糖溶液中约 %U!沉底后

取出再置入 )&<的蔗糖溶液!5s冰箱过夜% 第 ' 天取出眼球

后用滤纸吸干表面蔗糖溶液后用 :#R包埋液包埋!待组织浸

没并排尽气泡后用液氮速冻! e'&s冷冻切片机切片!厚度为

%&

-

_% 用 @"B#e#̀) 免疫组化染色试剂盒&博士德公司!产

品编号 @"%&35'按试剂盒说明(切片滴加 &,&%_LM.b$B@%t%&

稀释的正常血清封闭液!室温 %&_02% 滴加 &,&%_LM.b$B@ 稀

释的一抗&货号 B"&563 %t'&&'!5s过夜% &,&%_LM.b$B@ 冲

)&'%)
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洗% 滴加 &,&%_LM.b$B@ 稀释的生物素化二抗 & % t%&& ' !

)3s )_02!&,&%_LM.b$B@ 冲洗% 甘油封片!荧光显微镜观

察拍照% #̀) 在 ((52_激化!在 (+6 =(352_发射荧光!呈现

红色%

5,图像分析系统(将免疫荧光染色结果照片导入图像分

析仪&I?"@ e)&& 图像分析仪'!灰度值范围 &

"

[EC̀

"

'((!最

大值为 '((!在图像显示屏上为最亮点,最小值为 &!在图像显

示屏上为最黑点% 每只眼选取 ( 张荧光染色照片&每时间点

) 只大鼠!共 %( 张'!每张照片对视网膜神经节细胞层"内核

层"外核层各任意选取一点灰度值后取平均值%

(,统计学方法(采用 #9?@@ 统计软件对数据进行分析!灰

度值以均数 X标准差&.X:'表示! 各时间点内定量数据资料

行配对 #检验% 以 !]&,&( 为差异有统计学意义%

结!!果

%,PM̂e% 蛋白表达的分布特征(免疫组化荧光染

色显示正常大鼠视网膜 PM̂e% 蛋白呈低度表达!在

视网膜内外核层!节细胞层均有少量表达% 视神经损

伤后 +U!视网膜组织的 PM̂e% 表达即开始升高!染色

显示较强红色亮荧光,) 天后进一步表达升高!达到

峰值!荧光强度进一步增高,3 天后开始下降!'% 天后

进一步下降至正常水平以下% 从荧光染色强度来看

视神经损伤后 PM̂e% 蛋白的表达变化在视网膜神经

节细胞层影响最明显&图 %'%

图 ,)视神经夹持伤后视网膜 6B@;, 的表达及分布

",正常大鼠视网膜 PM̂e% 蛋白呈低度表达!在视网膜内外核层!节细胞层均有少量表达,B,视神经损伤后 +U!视网膜组织

的 PM̂e% 表达即开始升高!红色荧光显示!节细胞层!内外核层!内丛状层明显,#,视神经损伤后 ) 天后 PM̂e% 进一步升高!

达到峰值,>,视神经损伤 3 天后 PM̂e% 开始下降,a,视神经损伤 '% 天后 PM̂e% 表达进一步下降至正常水平以下

!

!!',视神经损伤后视网膜PM̂e% 蛋白的表达变化(

对荧光染色的灰度值行统计分析结果显示!视神经损

伤后个时间点的 PM̂e% 灰度值与正常眼比较差异均

有统计学意义&表 %'% 且视神经损伤后 PM̂e% 表达

有明显高峰曲线!在 ) 天后视网膜组织的 PM̂e% 表达

达到峰值!随后下降&图 ''%

表 ,)视神经夹持伤后不同时间大鼠 6B@;, 蛋白

表达的灰度值变化&.X:'

组别 眼别
眼数

& 1'

PM̂e% 蛋白表

达的灰度值
# !

术后 +U 右 ) 5(,++ X6,(5

左 ) )&,66 X3,)' (,&6- &,&&&

术后 ) 天 右 ) 3-,+( X%&,%%

左 ) )',%' X6,-& %),-') &,&&&

术后 3 天 右 ) +',56 X-,-6

左 ) )%,') X+,)' %&,'5+ &,&&&

术后 '% 天 右 ) '3,+( X+,')

左 ) )),'+ X6,'5 e',%&) &,&5(
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血管内皮细胞生长因子受体 e% &cG1TVMGEC2JL4

ÛCM0GM\ELẐU dGT̂LEECTCK L̂E%!Aa[P*% 或 P_1eECMĜ4

CJ ^̀EL102CD02G1C%! PM̂e%'是 Aa[P受体家族成员

之一% Aa[P*成员共有 ) 种!另外两种为 Aa[P*'

图 *)大鼠视神经夹持伤后 6B@;, 蛋白表达量的柱图显示

!

和 Aa[P*)% Aa[P家族成员包括 Aa[Pe"" eB" e

#" e>和胎盘生长因子 & KMGTC2 Ĝ\ELẐU dGT̂LE!$b4

[P'% 他们主要通过上述 ) 种受体&Aa[P*e%! e'!

e)'发挥作用% PM̂e% 可以与 Aa[Pe""Aa[PeB

和 $b[P结合,Aa[P*' 可以与 Aa[Pe""Aa[Pe#"

Aa[Pe>结合,Aa[P*) 可以与 Aa[Pe#!Aa[Pe

>结合
-).

% 在 Aa[P成员中!Aa[Pe"的研究最多!

它被认为是一种与血管生成密切相关的因子%

Aa[PeB有 两种异 构型 形式( Aa[PeB%6+ 和

Aa[PeB%+3"Aa[PeB与 Aa[Pe"有 53<的同源

性!且有共享的受体
-).

% 因此!长期以来 Aa[PeB

的生物学功能研究主要集中在对血管的影响方面!但

大量相互矛盾的研究结果一度使 Aa[PeB的研究

备受冷落
-5.

% 由于 PM̂% 不仅与 Aa[PeB结合发挥

)%'%)
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作用!同时又可以与 Aa[Pe"和 $b[P结合% 另外!

PM̂e% 又分为两种异构型式(膜性 _PM̂e% 和可溶性

1PM̂e%!二者有着不同的功能取向% 这些因素使

PM̂e%的功能学研究显得更为复杂和困难% 而近年

来 Aa[PeB在神经保护方面的作用逐渐受到关注!

而 PM̂e% 作为目前发现的 Aa[PeB唯一的受体!它

在神经保护方面的研究也越来越受到重视%

b0等
-).

对 Aa[PeB.PM̂e% 的视神经保护功能

进行了多种模型的较为深入的研究% 该研究小组在

离体培养并用 9

'

:

'

诱导的视网膜神经节细胞

&*[#'培养液中加入 Aa[PeB%+3 后发现可以减少

(&<的 *[#凋亡数量,在视神经夹持模型的研究中!

该研究小组发现!在视神经夹持伤后 +UAa[PeB和

PM̂e% 表达开始增强!前者主要在 *[#和内核细胞

层增强!后者在内丛状层!部分在内核层和锥杆细胞

层表达增强!% 周后达到高峰% 在给与玻璃体注射

Aa[PeB%+3 及其抑制剂后 *[#存活率分别升高了

%,3 倍和降低了 ))<% 玻璃体注射 PM̂e% 抑制剂后

*[#的存活率也降低了 5'<% b0等
-5.

的研究小组对

Aa[PeB的抗 *[#凋亡机制进行了进一步的研究!

发现 Aa[PeB是通过与 PM̂e% 结合后通过抑制

B9) 凋亡相关蛋白的表达来降低 *[#凋亡发生的%

本研究结果显示!正常大鼠视网膜 PM̂e% 蛋白

呈低度表达!在视网膜内外核层!节细胞层均有少量

表达% 在视神经损伤后 PM̂e% 表达有明显高峰曲

线!在 ) 天后视网膜组织的 PM̂e% 表达达到峰值!随

后下降% 与 b0等
-).

的研究结果类似!但 PM̂e% 峰值

出现时间较早!可能与视神经夹持力度以及动物个体

化差异有关%

QGVE等
-(.

在缺氧诱导的新生鼠中可以发现了视

网膜 PM̂e% 和 TG1KG1Ce) 的 _*N"及蛋白表达的增

强是导致视网膜神经节细胞的死亡的原因% 该研究

小组并发现褪黑素抑制上述途径来保护缺氧诱导的

视网膜神经节细胞的死亡% "cEGUG_ebVY02 等
-+.

在

前部缺血性视神经病变动物模型的研究中发现

Aa[P可以通过 PM̂e% 实现诱导神经干细胞分化!最

终有助于稳定缺血性损伤中的视网膜结构% 在感觉

神经元和运动神经元方面!关于 PM̂% 的神经保护方

面的研究也有报道% >UL2J 等̂
-3.

在体外试验中发现

缺失了 Aa[PeB和 PM̂e% 的背根神经元细胞更容

易出现退行性改变% jV 等
-6.

在离体和再体实验中均

得到了证实!Aa[PeB可以通过与 PM̂e% 结合促进

角膜神经再生% $LC1C2 等
--.

也发现敲除了 PM̂e% 基

因的 @:>% 鼠其本身的运动神经元疾病更为恶化%

本研究旨在通过对不同时间点视神经夹持伤模

型中视网膜 PM̂e% 分布特征和表达变化进行了研

究!为阐明 PM̂e% 在视神经损伤后如何参与视神经

及视网膜功能修复提供实验依据% 结果显示!正常大

鼠视网膜中 PM̂e% 蛋白呈低度表达!在视网膜内外

核层!节细胞曾均有少量表达% 在视神经损伤后 +U!

视网膜组织的 PM̂e% 的表达即开始升高!) 天后进一

步表达升高!达到峰值!3 天后开始下降% 结果表明

大鼠视神经损伤后的修复过程中伴随 PM̂e% 表达含量

的变化!PM̂e% 可能参与了视神经视网膜的损伤修复%

但由于 PM̂e% 分为膜性 PM̂e%&_PM̂e%'和可溶性 PM̂

e%&1PM̂e%'!在血管方面!二者有着相反的作用!前者

促进血管形成!后者抑制血管形成% 在神经保护功能

方面可能也存在同样的情况!是何种形式的 PM̂e% 在

发挥主要作用尚不能确认% 笔者后续的研究主要通过

给予 PM̂e% 抑制剂及进一步从基因和蛋白定量方面阐

明 _PM̂e% 和 1PM̂e% 各自对视神经保护的贡献%
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#@P-H.,@ Ĉ_#CMM*Cc! '&%'! 6&5' (%%-- e%'%&
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