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摘　要:【目的】研究 NPY 免疫反应(IR)视网膜节细胞(RGCs)能否再生及玻璃体内注射霍乱毒素(CTx)或/和玻璃体植

入外周神经对其再生的影响。【方法】16 只成年金黄地鼠随机分 4 组 , 每组 4只动物。切断视神经(ON)并缝接坐骨神经(at-

tached g raf t , AG)为再生对照组即 AG 组;ON 切断并缝接坐骨神经后再于玻璃体内注射 CTx或/和植入小段坐骨神经(SN)为

实验组。荧光金逆行标记再生的 RGCs结合 NPY免疫荧光组化双标法 , 观察视网膜平铺片并记数。【结果】术后 4 周 , AG 组

每个视网膜 NPY-IR阳性再生 RGCs 平均数为 58±22 个 ,占再生 RGCs 总数的 3.36%;AG +CTx、AG +SN 和 AG +CTx+SN

各实验组该类再生节细胞平均数依次为(143±47)、(125 ±37)和(437 ±37)个 , 它们分别占再生 RGCs 总数的(5.15±

0.89)%,(5.34±0.37)%和(8.11±0.85)%,与对照组的差异具统计学意义。【结论】成年哺乳动物 NPY-IR阳性 RGCs能再

生 ,玻璃体内注射 CTx 或/和植入 SN ,可能促进该类 RGCs再生。
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Abstract:【Objective】To examine the regeneration of NPY-immunoreactivity (IR)retinal g ang lion cells

(RGCs)and the ef fects of cholera toxin (CTx)injected or/and peripheral nerve implanted on regeneration of

NPY-IR RGCs.【Methods】16 adult golden hamsters were ramdomly divided into 4 g roups.Optic nerve(ON)

was t ransacted and a segment of autologous sciatic nerve (at tached g raf t , AG)was removed and sutured to the

proximal stump of ON in regenerating control g roup(AG group).The animals in experimental g roups w ere fur-

ther treated w ith CTx injection or/and implantation of a short of segment sciatic nerve(SN)intravit rously.By

using the retrograde labeling wi th f luorogold (FG)combined with f luo rescent immunocytochemistry , the regen-

erated NPY-IR RGCs were observed and counted under f luo rescent microscope.【Results】At 4 weeks af ter

surgery , the mean number of regenerated NPY-IR RGCs per retina in AG group was 58±22 which constitutes

(3.36±0.65)% of the total regenerated RGCs.In AG +CTx , AG +SN and AG +CTx +SN experimental

g roups , the mean numbers of regenerated NPY-IR RGCs per retina were 143±47 , 125±37 and 437±77 o rdi-

nally w hich constitute (5.15 ±0.89)%, (5.34 ±0.37)% and (8.11±0.85)% of the total regenerated RGCs

respectively , which w ere increased significantly compared wi th those in AG group.【Conclusion】The results

show that the axotomized NPY - IR RGCs have the capability of regenerating thei r axons into the at tached PN
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g raf t , CTx and/or SN could enhance the regeneration of the NPY-IR RGCs.
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　　近年大量的研究业已证明 ,外周神经的植入可

促进成年哺乳动物脊髓 、脑干 、丘脑 、大脑和视网膜

节细胞(RGCs)等中枢神经元再生[ 1] ,然而这些再

生的中枢神经元和再生的 RGC是属于哪一类型的

神经元 ,它们含有什么神经递质或调质目前大都不

清楚 。近 20年的研究表明 ,神经生长因子(NGF)、

脑源性神经营养因子(BDNF)和胶质细胞源神经营

养因子(GDNF)对中枢的某些胆碱能 、多巴胺能和

GABA能等神经元的存活和再生有促进作用[ 2] ,而

中枢肽能神经元能否再生未见报道。我们在研究

神经肽在 RGCs定位及霍乱霉素(CTx)能促进视

网膜节细胞再生的基础上[ 3 , 4] ,探讨 NPY免疫阳

性 RGC , 能否再生及 CTx对其再生的影响 。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组

16 只 成年雄性 金黄地鼠 (Mesocricicetus

auratus ),体重 80 ～ 100 g , 6 ～ 8周 ,由中山医科大

学实验动物中心提供 ,随机分 4 组 ,每组 4 只:①

AG组(再生对照组),近端切断视神经(ON), ON

近侧残端与一段坐骨神经移植物(at tached g raf t ,

AG)缝接;②AG +CTx 组 ,在①组的基础上+玻璃

体内注射 CTx;③AG +SN 组 ,在①组的基础上+

玻璃体内植入小段坐骨神经分支(SN);④AG +

CTx+SN组 ,在①组的基础上+玻璃体内联合注

射CTx 和植入 SN 。

1.2　实验方法

30 g/L 的戊巴比妥钠(50 mg/kg)腹腔麻醉动

物 ,取一段长约 2 cm 的坐骨神经(AG)及一小段 2

mm 腓支(SN)备用。实验组动物于眼球背侧角巩

缘处扎一小孔 ,将 SN 从小孔植入玻璃体内 , 2 μL

含480 pg CTx 的混合液(RBI 公司产品 , 溶于

Na2EDTA/NaCl混合液)亦从小孔注入 , 11/0缝线

缝合针孔。全部动物于眼球后约 1 mm 处切断

ON ,将 2 mm 长的坐骨神经与 ON 近侧残端缝接 ,

眼球复位后 ,将另一端包埋固定于颅顶的肌肉中。

AG +CTx 组和 AG +CTx +SN 组动物于 ON 切断

前及术后 7 d ,14 d共 3次注射 CTx 。

1.3　荧光金逆行标记和 NPY免疫组化

术后 4周取材 。在取材前 3 d ,于移植的坐骨

神经远端约 1.5 cm 处将其切断 ,放置粘有 60 mg/

mL 荧光金(fluorogold , FG , Merck公司)的明胶海

绵逆行标记再生 RGCs。3 d后摘出眼球 ,剥离视网

膜并置于 40 g/L 多聚甲醛(0.1 mol/L 磷酸缓冲液

pH7.3)固定 1 h ,漂洗后将视网膜裱于载玻片上 ,

用激发光为 400 nm 的滤光片 ,荧光显微镜下观察

并计数 , 颞上 、颞下 、鼻上 、鼻下 4 个区域的再生

RGCs数之和为每个视网膜再生 RGCs的总数。

计数后的视网膜换 40 g/L 磷酸缓冲液配制的

多聚甲醛(pH10.4)固定过夜 。经 300 g/ L 蔗糖过

夜 ,于-20 ℃冰箱反复冻融 6 ～ 8 次 , PBS 漂洗 3

次 ,每次 10 min。30 ml/L 正常羊血清(含 30 g/L

Tri tonX-100), 4 ℃冰箱孵育 2 h 。1∶500兔 NPY

抗体(Sigma公司产品 ,含 10 g/L Triton-X-100及 3

g/L NaN3)4 ℃孵育 2 ～ 3 d。PBS 洗 3 次 ,每次 15

min ,加入 1∶200(含 3 g/L Triton-X-100)生物素结

合的羊抗兔 IgG(Vector 公司), 4 ℃孵育过夜。

PBS洗 3次 ,每次 15 min ,加 1∶500 卵白素结合的

FITC ,4 ℃孵育 3 ～ 5 h ,PBS清洗后裱片。用激发

光 540 nm 波长的滤光片观察 NPY-IR阳性细胞 ,

转换为 400 nm 的滤光片可见 FG 标记的再生

RGCs ,双标的细胞即为 NPY-IR再生 RGCs ,每个

视网膜双标细胞之和为 NPY-IR再生 RGCs 的总

数。数据采用方差分析和两样本均数检验。

2　结　果

2.1　NPY-IR阳性 RGCs的再生

在荧光显微镜下可见 3类细胞:①有 FG 标记

又有 NPY 间接荧光标记的是 NPY-IR 阳性再生

RGCs(图 1A 、1B)。 ②仅有 FG 标记而没有免疫荧

光标记的是 NPY-IR 阴性的其它再生 RGCs(图

1A)。 ③仅有 NPY 间接荧光标记而没有 FG 标记

的可能是异位的 NPY-IR阳性无长突细胞(未显

示)。ON 切断后ON 断端缝接坐骨神经(AG 组),

存活 4周 ,每个视网膜 NPY-IR阳性再生 RGCs平

均数为(58 ±22)个(n =4), 约占再生总数的

3.36 %(表 1)。

2.2　CTx和 SN对 NPY-IR阳性 RGCs再生的影响
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表 1　各组再生的 NPY-IR RGCs均数及其占再生 RGCs 总数的比率比较

Table 1　The number of reg enerated NPY-IR RGCs and its percentage in the total regenerated RGCs　　( x ± s)

Groups n
Regenerated RGCs

(FG labled)

Regenerated NPY-IR RGCs

(FG+NPY labled)

Regenerated NPY-IR RGCs/

Regenerated RGCs(%)

AG 4 1 468±395 　　　　 　58±22 　　　　　3.36±0.65

AG +CTx 4 2 657±994 143±47 1) 5.15±0.89 1)

AG +SN 4 2 317±565 125±37 1) 5.34±0.37 1)

AG +SN +CTx 4 5 390±782 437±77 2) 8.11±0.85 2)

　　1)Com pared w ith the AG group , P <0.05;2)Compared w ith the other 3 groups , P <0.01

　　给予 CTx 或植入 SN , RGCs再生总数增多 ,

NPY-IR阳性 RGCs再生总数也随之增多(见表 1 ,

图 1C 、1D),与 AG 组相比其差异有统计学意义(P

<0.05)。NPY-IR阳性 RGCs再生数占再生总数

的比率增高为(5.15±0.89)%和(5.34±0.37)%,

与AG 组比较其差异也有统计学意义(P <0.05)。

联合给予 CTx 和植入 SN 显著增加 NPY-IR阳性

RGCs再生数 ,其占再生总数的比率升高达(8.11±

0.85)%,NPY-IR阳性 RGCs再生数增多及其占再

生总数的比率升高与其它 3组比较均具有统计学

意义(P <0.01)。

3　讨　论

过往虽有大量研究表明 ,外周神经植入能促进

成年哺乳动物某些中枢神经元的再生 ,然而只有少

量研究涉及它能促进什么表型的中枢神经元再生。

有研究表明 ,外周神经植入可促进黑质的多巴胺能

和丘脑网状核的 GABA 能神经元的再生
[ 5]

。至于

再生的视网膜节细胞 RGCs含有什么神经递质或

神经肽 ,以及含不同神经递质或调质的 RGCs是否

具有相同的再生能力目前仍不清楚。近年国外和

我们的研究工作表明 , 哺乳动物视网膜节细胞

RGCs分别含有 P 物质(SP)、神经肽 Y(NPY)、生

长抑素(SOM)和其它一些经典神经递质 ,如 GABA

和谷氨酸等神经递质[ 3] 。我们的结果表明 , NPY-

IR阳性 RGCs能再生 ,它约占再生总数的 3.36 %。

CTx或/与玻璃体植入外周神经在促进 RGCs再生

的同时 ,还能促进 NPY-IR阳性 RGCs的再生。至

于其他 96 %左右的再生 RGCs含有什么神经递质

或神经肽 ,CTx 或/与玻璃体植入外周神经能否促

进它们的再生有待进一步研究 。

对CTx 或 CTx 与玻璃体植入外周神经能促进

NPY-IR阳性 RGCs的再生的原因 ,目前仍不清楚。

我们推测可能与下列因素有关:①CTx 或/与外周

神经能可促进 ON 切断后 RGCs的存活 ,而神经元

胞体的存活是轴突再生的先决条件。我们和国外

的研究表明 , cAMP 和CTx能促进某些受损中枢神

经元的存活[ 6 ～ 9] 。 ②CTx 能促进视网膜其它非神

经元成份 ,如 Muller 胶质细胞分泌某些神经营养

因子 ,通过它们促进 NPY-IR阳性 RGCs的再生。

CTx是刺激性 G 蛋白(Gs)的特异性激动剂 ,通过

激活 Gs 提高胞内 cAMP水平。体外培养的研究表

明VIP 可激活 Muller 胶质细胞膜上与 Gs 偶联的

受体 ,提高胞内 cAMP 水平 ,促进分泌 BDNF[ 10] 。

③植入的外周神经的许旺细胞可分泌大量可溶性

神经营养因子 ,如 NGF 、BDNF 、CNTF 、GDNF 等 ,其

中某种或某些神经营养因子可能有促进 NPY-IR阳

性 RGCs再生的作用。大量研究已表明 ,一种神经

营养因子只对某些受损的中枢神经元的存活和轴

突再生起作用 ,如 NGF 可促进某些胆碱能神经的

存活和再生 ,而 GDNF 能促进黑质多巴胺能神经

元的存活和再生
[ 2]

,至于什么神经营养因子促进

NPY-IR视网膜节细胞的再生尚待进一步研究。
(本文图见插页 1)
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断中曾经遇到一些夫妇 ,其中一方为 α-地贫 1 杂

合子 ,另一方为 β -地贫杂合子 ,却因生育 Bart′s水

肿胎而就诊 ,最后经基因诊断证实 β -地贫杂合子

一方实际上是 β-地贫合并 α-地贫 1 双重杂合

子[ 8] 。本实验检测出在广东地区 β-地贫携带者同

时又携带有 α-地贫 1基因的发生率与广东地区人

群中的 α-地贫杂合子发生率相符 ,因此 ,准确诊断

β-地贫合并 α-地贫双重杂合子对遗传咨询和准确

进行产前诊断都具有重要意义 。
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