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摘 要
: 【目的】探讨霍乱毒素 (叮x) 对成年金黄地鼠视神经扎断 ( im ~

ur hs
,

M )C 后视网膜节细胞 ( R G公 )轴

突再生的促进作用
。

【方法」扎断成年金黄地鼠视神经近端
,

玻璃体内注射 CT
x ,

或插人小段坐骨神经分支 (S N )
。

动物随机分为实验组和对照组
:

对照组分为单纯扎断视神经组 ( M( 劝和 M C 十 溶剂组 ; 实验组包括 M C + (月
,

x 组
、

M C + C丁 x + S N 组
、

量效关系组
。

量效关系组动物存活 4 周
,

其余各组动物存活 3 一 5 周
。

用荧光金逆行标记再生

的 R G&
,

在荧光镜下观察视网膜平铺片再生 R G C S
的数量变化

。

【结果】叮
x 不同剂量组 125

、

2 50
、

5 00 和 1 O00 ng

视网膜再生 R G C s

平均数分别为 ( 1 3 0 土 4 6 )
、

( 1 89 士 9 1 )
、

(3 5 8 士 8 4 )
、

「

( 94 土 3 4 )个 /视网膜
,

比 M C 组或 M C + 溶剂组

显著增加
,

具有统计学意义 ( 尸 < 0
.

01 )
,

以 500 ng 用及的剂量最佳
。

在 3
、

4 和 S W 时 M C 十 C T
x

组的视网膜再生

R G& 平均数分别为 (5 03 士 1 2 3 )
、

( 34 5士 98 )
、

( 57 士 2 5 )个
尹

钡 网膜 ;了边C 十 c r x + SN 组为 ( 7 7 1 士 1 9 9 )
、

( 4 32 士 1 05 )
、

( 16 0士 76 )个 /视网膜
,

均比 M C 组或 M C 十溶剂组明显增加 ( 尸 < 0
.

01 )
。

【结论」提示霍乱毒素或联合玻璃体内植

人坐骨神经具有显著促进视神经扎断后视网膜节细胞轴突再生的作用
。
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e e t i v e

」肠 i n v e s t ig a t e t h e e f f e e t : o f C h o ze r a ot x in
(叮

x
)

o n p or 呱
i n g t h e a x o n a l

r e g e n e r a t i o n o f r e t in a l g a n g l io n e e ll s
( R G C S

)
o f o p t i C n e r v e a f t e r m ie
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e r u s h i n a d u lt h二

s t e r r e t i n a
.

【M e t h o d S
] 赶 t e r m i e

or
e r u s h o f 叩 t i c n e r v e

.

叮
x

二
: i nj e c t e d 二 ( a n d )

a S m a l一S馆nr e n t o f a u t o l明
o u s

s e i a t i c n e vr e b ar n e h (驯 ) w a s in s e r t e d i n t r a v i t r eo u s ly
.

nA
i m a l s w e r e r a n d om ly d iv id e d i n t o r e g e n e r a t

-

i n g e o n t or l g or u p s
( M C g r o u p a n d M C + 、 ] u t i o n g or u p ) ar 、d e x p e r i m e n t a l g or

u p s
( M C + C r x 、

M C +

C几沃 +

NS
、

E f f e e t a n d OD
s姆 e

)
,

nA
irn a ls i n e a ch g r o u p w e r e a l lo w e d t o s u o iv e fo r 3一 5 w e e k s e x e e p t

f o r t h e E f f e e t a n d DO
s昭 e g r o u p f o r 4 w e

ek
s

.

T h e r明 e n e r a t e d R G C s w e r e lab e
l
e d : e t ro g r a d e l y w it h

f l u o r 〔〕g ( ) ld
, a n d t h e n u m b e r o f r笔 e n e r a t i吧 R G C s i n e a e h r e t i n a w e r e o b s e vr e d u n d e r f lu o r e s e e n t m i e r o -

s

con
e

.

【R e s u lt s

] T h e m e
an

n

um b e r s o f r眼 e n e r a t i眼 R G C s i n

盯
x d i f f e r e n t 由

s e g or u p s
( 12 5

,

2 5 0
,

5 0 0 a n d 1 0 0 0 119 ) w e r e
( 1 3 0 士 4 6 )

、

( 1 8 9 士 9 1 )
、

( 3 5 8 士 8 4 )
、

( 9 4 士 3 4 )
r e s p e e t iv e ly

.

lA l in e r e a s e d a n d

w e r e s ig n i f i e a n t l y h i g h e r t h a n t h o s e i n M C g or
u p a n d s o lu t i o n g or

u p ( P < 0
.

0 1 )
.

T h e b e s t do
e s w a s

5 0 0 n g e ac h e y e
.

A t 3
,

4 an d 5 w e e k s ,
t h e m e a n n u n 飞1〕 e r s o f r笔 e n e r a t i n g R G C s i n M C + C T x w e r e

( 5 0 3 土 12 3 )
、

( 3 4 5 士 9 8 )
、

( 5 7 士 2 5 ) : e s p e e t iv e l y
, a n d in

一

M C + C r x +

NS g r
ou p w e r e ( 7 7 1 士 1 9 9 )

,

( 4 32 士 10 5 )
,

( 1 6 0 士 7 6 )
r e s p e ct i v e l y

.

lA l i n e r e a s e d a n d s i g n i f i e a n t l y h ig h e r t h an t h o s e in M C g or
u p

a n d M C + so l u t io n g r o u p a t e a e h t im e p o in t ( p < 0
.

0 1 )
.
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-

st e r

[ J S毛则 丫到
一

s e n U h i v
( M e d cS i)

,

2 0 0 3
,

2 4 ( 1 )
: 7一 10

,

15〕

终仁

中枢神经系统 (
e e n t e r n e

vr
e 。 y s t

em
,

NC S )损

伤的修复是人们长期关注的重要问题
。

在适当的

条件下
,

受损的中枢神经元具有修复和再生潜能
,

如把外周神经植人 C N S 各部分
,

可诱导其中某些

神经元包括视网膜节 细胞 (
r e t i n a g a n g li o n C e l l S ,

R G cs )的轴突再生川
。

近年的研究表明
,

中枢神经

再生困难可能与中枢神经内在的再生能力低下
、

强

大的抑制因子
、

胶质疤痕形成有关图
。

霍乱毒素

( hc ol er a
ot x i n ,

C l
、

x
)是兴奋性 G 蛋白 ( G S

)的特异

性激动剂
,

G s
与腺昔 酸环化酶 ( ad en y lat

e cy d as e ,

A )C 偶联
,

激 活 sG 可作用 于 A C
,

使环 磷腺 昔

(
C A M P )生成增多

,

体外培养的研究表明提高胞内
c A M I平水平能促进 中枢神经元的存活和突起的生

长〔3〕
。

我们先前的研究表明
,

在有外周神经缝接的

R G sC 再生模型中 (万 x
能促进视神经远

、

近端切断

后 R G cs 的存活与再生 14
,

5 〕
。

在此基础上我们进一

步探讨视神经扎断 ( m icr
o c ur 如

,

M )C 后在不接外周

神经情况下
,

C 」
,

x
能否促进 R G Cs 的轴突再生

。

存活 3
、

4 和 5 周
,

每时间点 5 只动物
。

1
.

2 实验方法

即以 2 0 9几 戊巴比妥钠 ( 60 mg 人g )腹腔注射

麻醉
,

经眶上方式暴露左侧视神经
,

沿长轴方向剔

破神经鞘
,

分离出视神经
,

距离球后 1 m m 处以 10
-

0 丝线结扎 60
5 ,

避免损伤视网膜中央动脉
,

眼球复

位
,

局部滴环丙沙星眼药水
,

以 3
一

0 丝 线缝合头皮

(图 1
.

1 )
。

在温暖的环境中待清醒后放人笼中继

续饲养
。

需要玻璃体内注溶剂或 C r x
者

,

则在动

物手术当天及第 7 天
,

在手术眼角巩缘以 4 号半针

头刺一小孔
,

避免损伤晶状体
,

分别以玻璃微管抽

吸叮
x
溶剂或不同浓度 CT

x
各 2 拼L

,

小心注人玻

璃体囊
,

留针 1 m in
,

防止液体外溢
。

M C 十

CT
x 十

S N 组则在上述孔中先塞人 S N 后注人 C T x ,

并以

1 1
一

0 线缝合针孔
。

1 材料和方法

1
.

1 实验动物及分组

取成年雄性金黄地 鼠
,

体质量 90 一 1 10 9
,

随机

分为对照组与实验组
。

对照组包括 2 组
:

M C 组
,

在球后 1
~ 处扎断视神经 ; M C + 溶剂组

,

在 M C

组的基础上于玻璃体内注射 2 拼L 配制 C T x 的溶

剂 ( E O T A入
a CI 混合液

:

10 m~ l几 乙二胺四 乙酸

二钠加 2 00 m m ol 几 的氯化钠 )
。

实验组共 3 组
:

C T x
量效关系组

:

在 M C 组的基础上 十玻璃体内注

射不 同剂量的 C I
、

x
( R 13 I 公 司产品

,

溶于 E I〕T诱 /

N a C I字昆合液 ) 溶液 2 拼L
,

分别含 Cr
x 1 2 5

,

2 5 0
,

50 0
,

1 00 0 n g
,

每个剂量取 5 只动物
,

动物存活 4

周
。

4 周后观察玻璃体内给予不同剂量 〔汗 x
和

R G sC 再生数的关系
,

统计分析找出最佳剂量
。

M C 十 (月
,

x 组
:

在 M C 组的基础上 十 玻璃体内注射

最佳剂量的 (汀 ;x M C 十

叮
x 十 坐骨神经分支 ( S N )

组 :
在 M C 组的基础上 十玻璃体内插人 S N Z

~
十

玻璃体内注射最佳剂量的 C l
,

x 。

后两组动物分别

图 1 手术示意图

F ig
.

1 I l lus t ar t i o n Of o pe ar t ion
1

.

1 hT
e o p t i e n e vr e

aws
r

ern
o v e d f

rom
t h e s h ae t h be fo r e e

ru
s h i n g

w i t h 10
.

0 s u t叮 e s : 1
.

2 T he o P t i e n e
vr

e

aw
s t

arn
s e e t e d b e h i n d t h e m i

-

e
ro

e
ru

s h l e s i o n . t h e n l a b e le d w i t h F (三r e t n 〕g r ad e ly

取材前 Z d
,

在结扎点后 1 m m 处剔破神经鞘
,

以微剪切断视神经
,

塞入勃有 6 % 荧光金 ( f luo or
-

g o ld
,

GF
.

F lu o or e h r

om
e ,

E n g le

woo
d

,

OC
.

)的小块

明胶海绵 (图 1
.

2 )
,

动物存活 2 天后摘除眼球
,

并

切取视神经
,

立 即浸人 40 9几 多聚甲醛 P B 溶液

( 10 0

~
1几

,

p
7H

.

4 )
,

剥离视网膜
,

并在 4 ℃固定

l h
,

漂洗后将视网膜裱于载玻片上
,

制作平铺片
,

甘油封片
。

铺片在荧光显微镜激发光为 4 00
n m 滤

片下逐个数视网膜内所有荧光金标记的节细胞数
。
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为检测视神经是否完全扎断
,

采用霍乱毒素 B

亚基 ( C l l 3)进行顺行标记及 F C 逆行标记
,

各取 3

只动物
。

C T B 顺行标记
:
如上述结扎左侧视神经

后
,

立 即在左玻璃体囊内注入 10 9几 的 G阳 3

拼L
,

顺行标记 R GC
:
的轴突

,

4 8 h 后麻醉动物经心

脏作灌注固定
,

取 出视神经在 40 9几 的多聚甲醛

BP 液中
,

4 ℃固定过夜
,

3 00 9几 蔗糖过夜
,

制作 10

拼m 厚的经过结扎处的纵行冰冻切片
,

磷酸盐缓冲

盐水溶液 ( P B S )洗涤 2 次
。

50 m L几 正常兔血清

(含 10 9 L/ T r i t o n 一

x l o o P B s )
,

孵育 0
.

s h
,

加人羊

抗 C T I3( 1 : 2 0 00
,

含 10 9几 T ir ot n 一

X 1 00 及 3 9几

N a N 3
) 4 ℃孵育 Z d

。

P BS 洗 3 次
,

加生物素结合的

兔抗羊 xg G i : 2 0 0 (含 1 0 0
~

0 1几 PB S )孵育 Z h
。

P B S 洗 3 次
,

抗生物素蛋白结合的异硫氰酸荧光素

( F IT C ) 1 : 10 0 孵育 Z h
,

P BS 清洗后甘油封片
。

F G

逆行标记
:

距球后 2
~ 切断视神经 以 F G 标记

,

2

h 后在距球后 1

~ 处结扎
,

并取下视神经
,

固定后

切片荧光镜下观察
。

实验数据进行方差分析
,

以统计软件 SP SS 10

处理
。

表 1 不
.

同剂量 C r x
在视神经扎断 4 周后再生的 R G C s

均数

T
a b le

1 T h e m aen
n

imt b e sr o f r
馆 en

e r a t de R G咙 in d if f e

enr
t

d哭
e of C丁 x 91℃ u

娜 4 w e e k s a f t er 叩 t ie n

柳
e I n ie or

-

( ce lls ,

厉 士 :

C丁x R眼
e n e r a t ed R G公 r/ e t in a

(
ir :

「

厅e t in a
)

”
(毗 la b l司 )

0 (
C o n t or l) 5 1 1 土 9

1 2三
1

5 13 0上 4 6 1)

2 50 5 18 9士 9 1 1)

5 00 5 35 8 士 84 1)
,

2 )

1 0 00 5 94 士 3 4 二)

1 ) Co rn par e d w i t h t he con
t
ro l g ro

u p ,

P < 0
,

0 1 ; 2 ) 吸m p ar e d

w i t h t h 。
`

o t h e r 3 g ro
u p s ,

P ( 0
,

0 1

2 结 果

2
.

1 鉴定视神经损伤点

F G 逆行标记
:

观察切片发现视神经远近端已

被 F G 逆行标记
,

结扎处形成空隙约 30 一 50 尸m
,

只

有神经鞘相连 (图 2
.

1 )
,

表 明视神经已完全结扎

断
。

C T I3 )顷行标记
: 切片上视神经损伤点较易辨

认
,

损伤点不甚规则
,

损伤处近端可见大量 C 丁13 阳

性的神经纤维聚集
,

损伤处远端未见阳性标记的神

经纤维 (图 2
.

2 )
,

表明视神经已完全扎断
。

2
.

2 C l
,

x
的剂量与 R G C S

再生数量关系

实验动物存活 4 周
。

对照组可见再生 R G C S ,

数量稀少 (表 1 )
,

不同剂量 (…汀
x
对 R G sC 的再生数

均有明显影响
: M C 十 〔月了x

各剂量组 与 M C 组或

M C 十 溶剂组差异均有显著性 ( 尸 < 0
.

01 )
。

当

C l
,

X
剂量从 1 25

n g 用良增至 5 00 ng 用良
,

再生 R G sC

逐渐增多
,

达 5 00 gn 用良时
,

再生数已达最多为 ( 3 58

士91 )个注见网膜
,

与其它各剂量组差别有显著性

( 尸 < 0
.

0 1 )
,

至 1 0 00
n g /眼时再生数又下降至 ( 94

士 34 )个 / 视网膜
,

再增加剂量则视网膜局部粘连
,

难以剥离
。

故取 5 00
n g 用良为最佳剂量

。

2
.

3 最佳剂量 C T x 和或 SN 对 R G C s
再 生数量与

存活时间关系

实验动 物均存活 3 一 5 周
,

再生均数见表 2
。

方差分析结果表明 C r x 、

S N 和时间对再生 R G sC

均数的影响均有显著意义 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

M C 十

叮
x

及 M C 十 C r x 十 S N 组均 以 3 周时再生 R G C S
数最

多
,

分别为 ( 5 0 3 土 1 2 3 )
、

( 7 7 1 土 1 9 9 )个 /视 网膜
,

随

存活时间延长再生数反而减少
,

各时间点间点差别

均有显著性叮尸 < O
,

0 1 )
。

M C 组与 M C 十 溶剂组

在相 同或不同的时间点均无显著差异 ( 尸 > 0
.

5 )
,

实验组与对照组在相同或不同的时间点相比有极

显著差别 ( 尸 < 0
.

01 )
,

在第 3
、

4 周时
,

M C 十

叮
x +

S N 组较 M C + C I汉 组再生 R G C s
数 目亦有明显增

多
,

差 异有显 著性 ( 尸 < 0
.

0 5 ) ; 并且两组 再生

R G O : 的形态亦有区别
,

M C + (了r x 组均 为小细胞

(图 3
.

1 )
,

M C 十 〔!T x 十

NS 组 可见大小混杂的细胞

(图 3
.

2 )
。

3 讨 论

本实验结果表明
,

在没有外周神经缝接视神经

的条件下
,

玻璃体内注人 C〕
、

X 可促进成年哺乳动

物视神经扎断后 R G C S 的再生
,

联合玻璃体内插人

NS 可进一步促进 R G sC 的再生
。

已有的研究表明

中枢泞申经系统小而局限的损伤可减少胶质疤痕的

产生
,

如移植神经元生长出的轴突能穿过损伤点进

入 白质中
。

为了减少损伤后胶质疤痕的产生
,

本研

究采用了视神经扎断模型
。

结果表明对 照组术后

3一 5 周
,

视网膜上有 2 2 一 O 个不等的荧光标记的

节细胞
,

表明成年 R G sC 内在的再生能力很弱
。

视

神经扎断后单纯予 c r x 可促使 R G C S
再生

,

其最佳

剂量在 3周时再生数量为对照组近 10 0倍 ; 而玻璃
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表 2 术后存活 3一 5周各实验组和对照组动物再生 R〔; C s

均数的比较

T a b le 2 T h e m e a l l

g r (〕 u p s I n

n

mu besr Of r e g e n

ear
t i吧 RG 〔污 o f e x p颜 m e n tal g r o u p s

oc m p Lar de 俪 th noc
tor l

3
一

5 we
e k s s u vr iv al (

e e l ls
,

厉 士 :

)

SU vr iv a l (w
e e k s

)
, :

M C M C + 、 lu t i
o n

M C + C r x
M C + C T x + S卜

3 5 5 士 4 6士 4 1 ) 503 士 1 2 3 2 ) 7 7 1 士 1 99 2 )
·

3 )

4 5 1 1 士 9 8士 7
1 ) 34 5 土 9 8 2 ) 4 32 士 1 0 5 2 )

、

3 )

5 5 1 1 士 1 0 9 士 9 1 ) 57 士 2 5 2 ) 1 60 士 7 6 2 )

1) 肠m p a r e d w i t h r h e M C g r o u p a r t h e

-saxn
e s

vur iva l t ime
, r h e m aen

n

x-un b e r o f 雌
e ne art igfl R G C s in M C + 、 lu t i o n g or u p P ) 0

.

5 ; in t h i s

g 丁。 L! p a t d if fe r e n t s

ivtr i v a l t im e 尸 ) 0
.

5 ; 2 ) T h e m aen
n

um b e r j r e g e n e ar t ;

呢 R C C s i n e a e h e x p er im e n t目 g r o u p a t d i f fe r e n t s u
vr ival

t im e ,

P ( 0
.

0 1 ;

e

om
p ar e d w it h e

on t or 】g n 〕 u p s ,

P ( 0
.

0 1 ; 3 ) a m p ar e d w i t h t h e M C +

叮
x g or u p a t t h e

asm
e s

vur iv 司 t im e ,

P ( 0
.

05

体内植人 NS 可进一步促进 R G sC 再生
,

在 3
、

4 周

时再生的 R G C s
数较单纯予 C l

、

x 组有极显著差异
,

说明二者有协同作用
。

两实验组再生 R G C s
数均

于 3 周最多
,

而 4
、

5 周时再生 R G C s
不增加反而减

少
,

原因仍不清楚
,

可能与靶源性或植人外周神经

的雪旺细胞分泌的神经营养因子 ( N T sF )中断或减

少等因素有关
,

也有可能再生后期 R G C s
对 C l

,

x
的

敏感性下降或受损神经内抑制因子作用增强等因

素有关
。

霍乱毒素显著地促进 R G C s 的再生
,

其作用机

制目前还不清楚
,

可能与升高胞 内
e A M P 水平有

关
,

(了1
,

x
是 G 蛋白家族中刺激性 G 蛋白( G s

)持续

性激动剂
,

通过激活腺昔酸环化酶可使细胞内的

cA M p 水平持续升高
,

我们以前的研究表明玻璃体

内注入 (月
、

x 可 明显 升高视 网膜 内
C A M I〕 水平

。

cA M I〕 是细胞内重要的第二信使
,

对调控细胞的多

种功能和对细胞的增殖都具有重要作用
,

cA M P 能

够快速地将脑源性神经营养因子 ( B l〕N )F 等受体如

T r

kB 由胞内转移至胞膜表面
,

从而增加了对 N T sF

的敏感性困
。

有研究提示
,

中枢神经元的再生失败

可能与其受损后胞内
C A M P 水平下降

,

导致它们对

多种 N T sF 的反应性下 降而使 N T F s
的生物效应

大受影响有密切关系 v[]
。

此外最近有研究发现升

高内源性
c A M P 可有效阻断髓磷脂和髓磷脂相关

糖蛋 白 ( M A p )对轴突再生的抑制 s[]
。

已知髓磷脂

和 M A P 抑制成年 R G C s
的轴突生长

,

但可促进未

成年 R G C S 的轴突生长
,

分析其原因发现未成年

R G sC 胞内
C A入11

〕

水平要高于后者
,

抑制
C A M P 的

作用底物蛋白激酶 A ( P K A )
,

可阻碍这种作用 ;相

反
,

升高
e A M I

〕
可阻碍它们对成年 R G C S

轴突生长

的抑制作用 0[]
。

c A M P 可通过激活蛋白激酶 A ( P K A )而使某

些特异 的转录因子如
e A入」P 反应元件结合蛋 白

( C R E B )磷酸化
,

从而调控某些与生长及凋亡相关

的基因表达〔`“ 〕
。

已有的研究表明
,

N T F S
如 N GF

、

B D N F
、

C N T F
、

G D N F 等对某些中枢神经元的存活

和再生具有重 要 的作用
,

它们分别 通过 R as
-

M A P K
、

IP
一

3 K
、

J ak
~

S T A T 以及 R et 等信号传导途

径调控某些基因的表达而起作用
。

P K A 还能激活

M A P K 和转录子 E I K
一

1
,

诱导 P 1C 2 细胞分化
,

突

起生长〔川
。

至于叮
x
是否通过激活 R G cs 的 G S ,

提高其胞 内
C A M P 水平

,

后者再作 用 于 P K A
、

M A I
〕

K 或 IP
一

3 K 等信号传递通路
,

调控生 长相关

基因表达
,

促进 R G C S
的再生仍有待深人探讨

。

(本文 图 2
,
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第 I期 李善宗
,

等
.

体外培养大鼠骨髓间质干细胞的超微结构

富的糖原和核糖体
。

随着体外传代纯化
,

细胞表型

趋于一致
,

呈
“

梭形成纤维样
” ,

并形成许多细胞集

落 (克隆 ) ;超微结构显示细胞间存在胞膜局部紧密

连接 ( TJ )
,

部分连接处胞膜融合消失 ;还可见成纤

维样细胞胞质突起 ( CP )向外延伸
,

并与另一相邻

细胞发出的类似突起接合
。

细胞生物学研究认为
,

细胞间连接是细胞的一种重要通讯结构
,

连接结构

的存在有利于细胞间的信息传递
,

是产生细胞调

控
、

影响细胞生长发育和相应组织结构形成的重要

基础
。

对体外培养诱导分化的 D es m in 和 M yog
lob in

染色阳性的肌样细胞超微结构研究发现
,

细胞呈
“

成纤维样
” ,

胞浆靠胞膜边缘可见无细胞器的条状

肌丝 ( M钓区带
,

部分细胞两侧胞膜缘均有分布
,

说

明这是发育较幼稚的成肌样细胞结构
。

另外
,

在对

用高糖和含高浓度血清 ( 2 00 一 2 50 m L几 )培养基

培养的 M S C 超微结构研究发现
,

成纤维样细胞容

易脂化
,

胞浆脂滴丰富
,

细胞核与其它细胞结构发

育尚正常
,

未见细胞变性坏死改变
。

提示在培养条

件改变后
,

M S C 有向肌肉和脂肪组织分化的潜能
,

至于 M S C 中是否成纤维样细胞更有向多种细胞组

织类型分化发育的能力
,

值得进一步研究
。
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