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!!$摘要%!目的!观察 cB'($J对小鼠原代视网膜神经节细胞 & Û O;'轴突生长的作用)!方法!生后
"S A内的 O=9ge:1 小鼠#颈椎脱臼法处死后取出眼球#剥离出视网膜组织原代培养 Û O;#采用 gD,$(免疫荧
光染色法鉴定 Û O;) 将培养 9 ?的 Û O;分为对照组( #Y#= !-:'*cB'($J组( #Y%# !-:'*cB'($J组和
#Y=# !-:'*cB'($J组#分别加入相应质量浓度 cB'($J处理" A#采用免疫荧光染色法检测各组细胞中神经元
特异性标志物 #$>@/I/*),(树突标志物 WJP" 的表达##$>@/I/*),v:WJP"R

鉴定为轴突#采用 8'(-BV软件测量轴
突长度*选取#Y% !-:'*cB'($J处理组和对照组细胞#分别于处理后 #Y=(% 和" A测量轴突长度) 根据不同药
物处理方式将细胞分为对照组(cB'($J处理组(j"91$" 处理组和联合处理组#观察并比较各组轴突长度变
化)!结果!原代培养的细胞 gD,$(呈阳性表达#鉴定为 Û O;) 培养后9 ?#Û O;趋于成熟#有完整(细长的
神经元突起#可见分支) #Y#= !-:'*cB'($J(#Y%# !-:'*cB'($J(#Y=# !-:'*cB'($J组轴突长度分别为
&1<Y$=p%YS<'(&1#YS=p%YS"'和&<$Y1=p%YT1'!'#均明显短于对照组的&%#<YT#p"Y"<'!'#差异均有统计学
意义&均 L]#Y#%') #Y% !-:'*cB'($J组 % A和 " A后细胞轴突长度分别为 &%1=Y##pSY$< ' !'和 &<9Y1$p
"Y9<'!'#明显短于相应时间对照组的&"%#YS#pSYSS'!'和&%<<Y##pSY$1'!'#差异均有统计学意义&均 L]
#Y#%'*对照组(cB'($J处理组(混合处理组和 j"91$" 处理组轴突长度总体比较#差异有统计学意义 &@o
%S"Y=##L]#Y#%'#其中 cB'($J处理组 Û O;轴突长度明显短于对照组和混合处理组#差异均有统计学意义
&均 L]#Y#%')!结论!cB'($J对小鼠原代 Û O;轴突生长具有抑制作用#U7O5信号通路抑制剂可减轻
cB'($J对轴突生长的抑制作用)!
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'(DCBD2cBHB, ?(F;(G@BD3/*@/DB#Û O;@B,?B? @4'(@/DB#K)@A 34'E*B@BB*4,-(@B? ,B/D4,(*ED43B;;B;(,? ID(,3AB;2
LAB(.4, *B,-@A;4G#Y#=##Y%# (,? #Y=# !-:'*cB'($J-D4/E;KBDB&1<Y$=p%YS<'#&1#YS=p%YS"' (,? &<$Y1=p
%YT1'!'#KA)3A KBDB;)-,)G)3(,@*F;A4D@BD@A(, &%#<YT#p"Y"<'!'4G@AB34,@D4*-D4/E &(**(@L]#Y#%'2LAB(.4,
*B,-@A 4G#Y%# !-:'*cB'($J-D4/E K(;&%1=Y##pSY$<'!'(,? &<9Y1$p"Y9<'!'(@% A4/D(,? " A4/D;(G@BD
@DB(@'B,@#DB;EB3@)HB*F#KA)3A K(;;)-,)G)3(,@*F*4KBD@A(, &"%#YS#pSYSS'!'(,? &%<<Y##pSY$1'!'4G34,@D4*
-D4/E (@34DDB;E4,?),-@)'BE4),@;&I4@A (@L]#Y#%'2LABDBK(;(;)-,)G)3(,@?)GGBDB,3B), @AB(.4, *B,-@A 4G34,@D4*
-D4/E#cB'($J@DB(@'B,@-D4/E#').B? @DB(@'B,@-D4/E (,? j"91$" @DB(@'B,@-D4/E &@o%S"Y=## L]#Y#%'2LAB
Û O(.4, *B,-@A 4GcB'($J@DB(@'B,@-D4/E K(;;)-,)G)3(,@*F*4KBD@A(, @A(@4G34,@D4*-D4/E (,? 34'I),B? @DB(@'B,@
-D4/E &I4@A (@L]#Y#%'2!@#"(&,4*#"4!cB'($J3(, ),A)I)@(.4, -D4K@A 4GED)'(DFDB@),(*Û O;), ')3B#(,?
U7O5;)-,(*),-E(@AK(F),A)I)@4D;3(, (**BH)(@B;/3A DB;@D(), BGGB3@2

!9%5 :#1.4"8UB@),(*-(,-*)4, 3B**;* cB'($J* J.4,* 8,A)I)@4DFBGGB3@;
A,".31#<12/" N(@)4,(*N(@/D(*c3)B,3Bh4/,?(@)4, 4GOA),(&T%=9#TS#'
678"%#2$91#:3'(2+2);;,2"#<=>#%1#2"#%<2#$2##S

!!视神经是中枢神经系统的一部分#其损伤后再生
能力十分有限) 外伤(青光眼(糖尿病(肿瘤等占位性
病变均可导致视神经损伤(萎缩#最终引起视力严重下
降#甚至致盲#严重影响患者的工作和生活 +%, ) 视神
经主要由大量的视网膜神经节细胞 &DB@),(*-(,-*)4,
3B**;#Û O;'轴突组成#因此#Û O;的状态直接影响着
视神经的功能

+", ) cB'($J& cB'(EA4D), $J'是在脊椎
动物中发现的神经导向因子之一#属于 cB'(EA4D), 家
族*在神经系统发育的定向投射过程中具有重要作用)
此外#研究发现在中枢神经系统损伤后#cB'($J不仅
可以加速神经细胞的凋亡#还可减弱巨噬细胞对机体
内髓磷脂的清除效应(抑制中枢神经髓鞘的再生 +$R=, #
从而阻碍中枢神经系统的再生#而 cB'($J与 Û O;轴
突的关系还鲜有报道) 因此#本研究中拟观察 cB'($J
对小鼠原代 Û O;轴突生长的作用#为探讨视神经损
伤修复提供新的思路和研究策略)

B8材料与方法

B2B8材料
B2B2B 8实验动物8出生后 "S A cPh级健康新生
O=9ge:1 小鼠来自陆军军医大学大坪医院实验动物中
心#雌雄不限) 本研究经陆军军医大学大坪医院伦理
委员会批准#实验动物的使用和喂养遵循 JUX7
声明)
B2B2C8主要试剂8"S 孔细胞培养板&美国 O4D,),-公
司'*6W&W:h%" 培养基(胰蛋白酶(_4B3A;@$$$S" &美
国 8,H)@D4-B, 公司 '*胎牛血清 & GB@(*I4H),B;BD/'#
hgc' &以色列 g8公司 '*多聚>6>赖氨酸氢溴酸盐
& E4*F>6>*F;),B AF?D4ID4')?B# P6e'( j"91$" & 美 国
c)-'(公司 '* g"9(谷氨酰胺 &美国 )̂I34公司 '*
cB'($J蛋白&=<"1>c$#美国 Uw6cF;@B';公司'*神经
元培养基&美国 _F3*4,B公司'*大鼠抗小鼠神经元特

异性标志物 #$>@/I/*), 一抗&(I9T#9T'(兔抗鼠 WJP"
一抗&(I$"S=S' &英国 JI3('公司'*兔抗鼠 gD,$(一
抗&Jg=<S=#美国 W)**)E4DB公司'*J*B.(h*/4D=<S 标
记的山羊抗鼠 8-̂ 二抗& xTT<#'(J*B.(h*/4D=<S 标记
的山羊抗兔 8-̂ 二抗& xTTT<'(J*B.(h*/4DSTT 山羊抗
兔 8-̂ 二抗&xSS%"'&美国 OcL公司')
B2C8方法
B2C2B8原代 Û O;的培养及鉴定!参照文献+1RT,
的方法培养 Û O;) 取出生"S A内的 O=9ge:1 小鼠 T
只#以体积分数 9=Q乙醇浸泡消毒后颈椎脱臼法处
死#摘取眼球#显微镜下沿巩膜缘剪除角膜及眼前段组
织#取出晶状体(玻璃体#钝性分离并取出视网膜#S q
条件下% ###Z( 离心= '),#弃上清后加入$ '*质量分
数 #Y"=Q胰蛋白酶#$9 q水浴消化%= '),#加入% '*胎
牛血清终止消化后补充添加 6W&W:h%" 至%# '*#经
直径 S# !'的筛网过滤后 S q条件下 % ###Z(离心
= '),#弃上清#加入神经元培养基&g"9 % a=##谷氨酰
胺% a%##'#轻柔吹打制备细胞悬液#以 $Z%#= :'*细胞
密度接种于#Y% '-:'*多聚赖氨酸包被的 "S 孔板中#
置于$9 q(体积分数 =Q O7"培养箱中培养#于培养后
第 9 天取出细胞进行实验) 细胞以质量分数 SQ多聚
甲醛溶液室温固定$# '),#Pgc 清洗 $ 次#每次= '),*
体积分数 #Y$Q LD)@4, 溶剂破膜 %= '),#Pgc 清洗 $
次#每次= '),*滴加 Û O;特异性标志物 gD,$(一抗
&% a%##'#S q孵育过夜#Pgc 清洗 $ 次#每次= '),*滴
加 J*B.(h*/4D=<S 标记的山羊抗兔 8-̂ &% a=##'#室温
下孵育%Y= A#Pgc 洗 $ 次#每次= '),*加 _4B3A;@$$$S"
&% a" ###'染核#室温下孵育= '),) Pgc 清洗 $ 次#每
次= '),*荧光显微镜下观察细胞荧光染色情况)
B2C2C8实验分组及处理8取出培养9 ?的 Û O;#将培
养的 细 胞 分 为 对 照 组( #Y#= !-:'*cB'($J 组(
#Y%# !-:'*cB'($J组(#Y=# !-:'*cB'($J组#药物
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分别作用" A#根据各组轴突长度确定 cB'($J蛋白干
预的合适质量浓度) 选取#Y%# !-:'*cB'($J组和对
照组细胞#分别于处理后 #Y=(% 和" A测量轴突长度#
根据轴突长度确定 cB'($J蛋白干预的合适处理时
间) 根据前期预实验结果#j"91$" 的合适作用浓度和
时间分别为%# !'4*:e和#Y= A) 根据不同药物处理方
式将来自同一批的培养9 ?的细胞分为对照组(cB'($J
处理组(j"91$" 处理组和联合处理组#其中 cB'($J
处理组细胞采用#Y%# !-:'*cB'($J处理" A#j"91$"
处理组细胞采用%# !'4*:ej"91$" 处理#Y= A#联合处
理组细胞先后接受 j"91$" 处理组和 cB'($J处理组
的处理方式#确保各组细胞处理结束的时间点一致)
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图 C8荧光显微镜下观察培养细胞中 C1"D2 的表达 & ZS###标尺 o%## !'' ! 培养的细胞核呈蓝色荧光
&_4B3A;@$$$S"' #gD,$(为阳性表达#呈红色荧光&J*B.(h*/4D=<S'!图 D8不同质量浓度 H%/2D!组 ?m@4轴突长度

比较!@o%1$Y<##L]#Y#%2与对照组比较#(L]#Y#%*与#Y#= !-:'*cB'($J组比较#IL]#Y#%*与#Y%# !-:'*cB'($J

组比较#3L]#Y#%&单因素方差分析#ec6>0检验#&o% %S9'

B2C2D8免疫荧光法测量轴突长度8各组细胞分别以
SQ多聚甲醛溶液室温下固定$# '),#Pgc 清洗 $ 次#
每次= '),*#Y$Q LD)@4, 破膜%= '),#Pgc 清洗 $ 次#每
次= '),*滴加鼠抗神经元突起特异性 #$>@/I/*), 一抗
&% a=##'和兔抗树突特异性 WJP" 一抗&% a=##'S q
孵育过夜#Pgc 清洗 $ 次#每次= '),*滴加荧光标记的
山羊抗鼠 8-̂ &% a=##'(山羊抗兔 8-̂ &% a=##'#室温下
孵育%Y= A#Pgc 洗 $ 次#每次= '),) 加 _4B3A;@$$$S"
&% a" ###'染核#室温下孵育= '),) Pgc 清洗 $ 次#每
次= '),*荧光显微镜下观察#每孔取上(下(中(左(右 =
个固定视野 "## 倍镜下拍照#采用 8'(-BV软件测量视
野内所有 Û O;轴突长度#实验重复 $ 次#取平均值)
B2D8统计学方法

采用 cPcc %<2# 统计学软件和 D̂(EAE(? PD);'92#
&美国 D̂(EAE(? 软件公司'进行统计分析和作图) 本
研究中测量的计量资料经 f 检验符合正态分布#以
'B(,pc6表示) 不同时间点对照组与 cB'($J处理组
轴突长度的差异比较采用两因素方差分析#多重比较
采用ec6>0检验*不同质量浓度 cB'($J组和不同处理
方式组轴突长度比较采用单因素方差分析#多重比较
采用 ec6>0检验) L]#Y#= 为差异有统计学意义)

C8结果

C2B8原代培养 Û O;
的形态特征及鉴定

Û O;接种后大
多贴壁生长#细胞体
成圆形#培养后$ ?#
Û O;可见轴突和突
触#多数聚集生长#
成岛状 &图 %J'*培
养后9 ?#Û O;趋于

成熟#可见完整的神经元突起和分支#且突起较长&图
%g') 免疫荧光染色结果显示#培养的细胞 gD,$(呈
红色荧光&图 "'#鉴定体外培养的细胞为 Û O;)

100μm A B100μm100μm A B100μm

图 B8光学显微镜观察原代培养 ?m@4的形态特征 &Z%###标尺 o
%## !''!Jm培养后$ ?#Û O;细胞体成类圆形#可见突起&箭头'!
gm培养后9 ?#Û O;趋于成熟#可见细长突起&箭头'

!

C2C8不同质量浓度 cB'($J处理组 Û O;轴突长度
变化

对 照 组( #Y#= !-:'*cB'($J 组( #Y%# !-:'*
cB'($J组和#Y=# !-:'*cB'($J组轴突长度分别为
&%#<YT#p"Y"< '( & 1<Y$= p%YS< '( & 1#YS= p%YS" ' 和
&<$Y1=p%YT1'!'#不同质量浓度 cB'($J组 Û O;轴
突长度总体比较#差异有统计学意义 &@o%1$Y<#L]
#Y#% '# 其 中 #Y#= !-:'*( #Y%# !-:'*( #Y=# !-:'*
cB'($J组轴突长度均明显短于对照组##Y%# !-:'*
cB'($J组轴突长度明显短于#Y=# !-:'*cB'($J组#
差异均有统计学意义 &均 L]#Y#% ' &图 $ ') 因此#
cB'($J的合适的作用质量浓度为#Y%# !-:'*)
C2D8#Y%# !-:'*cB'($J组和对照组不同作用时间
点 Û O;轴突长度变化

#Y%# !-:'*cB'($J 组 和 对 照 组 不 同 时 间 点
Û O;轴突长度总体比较#差异均有统计学意义
&@分组 o1=Y%S#L]#Y#=*@时间 o1$Y%S#L]#Y#='#其中
#Y%# !-:'*cB'($J组作用% A和作用" A Û O;轴突长
度均比相应时间对照组短#差异均有统计学意义 &均
L]#Y#%'*且#Y%# !-:'*cB'($J组作用" A后细胞轴
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突长度短于作用 % A后值#差异有统计学意义 &L]
#Y#%' &表 %') 选取#Y%# !-:'*cB'($J的合适作用
时间为" A)
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图 F8 免疫荧光染色观察不同处理组 ?m@4中 >!LC 和 图DN',7,&*"的表达 & Z"## ' ! 细胞核呈蓝色荧光
&_4B3A;@$$$S"' #树突 WJP" 染色阳性#呈绿色荧光 &J*B.(h*/4DSTT ' #所有突起 #$>@/I/*), 染色阳性#呈红色荧光
&J*B.(h*/4D=<S' #WJP" 染色阴性和 #$>@/I/*), 染色阳性为轴突&箭头'

表 B8XYBX !<Z/&H%/2D!组和对照组处理不同时间点
?m@4轴突长度比较&/%2"GHI#!/'

组别
样本

量

不同作用时间点 Û O;轴突长度

#Y= A % A " A

#Y%# !-:'*cB'($J组 ST= "S1Y"#p=Y<S %1=Y##pSY$<(I <9Y1$p"Y9<(I3

对照组 ST1 "%9Y##p1Y#S "%#YS#pSYSS %<<Y##pSY$1

!注"@分组 o1=Y%S#L]#Y#=*@时间 o1$Y%S#L]#Y#=2与相应时间点对照

组值比较#(L]#Y#%*与组内作用#Y= A值比较#IL]#Y#%*与组内作用% A

值比较#3L]#Y#%&两因素方差分析#ec6>0检验'!Û O;"视网膜神经节

细胞

C2E8不同处理组 Û O;轴突长度变化
对照组(cB'($J处理组(j"91$" 处理组和混合处

理组 Û O;轴突长度分别为&9TY#Sp%Y$T'(&SSYS%p
#Y9<'(&9TY=Tp%Y="'和&9"Y"Sp%Y=='!'#各组总体
比较差异有统计学意义 &@o%S"Y=##L]#Y#%'#其中

cB'($J处理组轴突长度较对照组缩短#差异有统计学
意义&L]#Y#%'*混合处理组轴突长度较 cB'($J处理
组长#差异有统计学意义&L]#Y#%' &图 S') 免疫荧光
染色结果显示 cB'($J处理组 Û O;轴突&WJP"R:#$>
@/I/*),v'较对照组短&图 =')
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图 E8不同处理组 ?m@4轴
突长度比较!@o%S"Y=##L]

#Y#%2与对 照 组 比 较#(L]
#Y#=*与 cB'($J处理组比

较#IL]#Y#%*与混合处理组

比较#3L]#Y#% &单因素方差
分析#ec6>0检验#&o9"$'

!

D8讨论

视神经损伤是临床上常见的难治性眼病#目前临
仍缺乏及时有效的救治措施#约有一半患者因此丧失
视力#给患者的工作和生活造成了极大不便 组<, )
cB'($J是经典的轴突导向因子#对发育的神经元轴突

具有极强的排斥

作用) 研究表明#
中枢神经系统受

损后#受损神经元
周围 cB'($J及其
受体表达上调#参
与构成抑制受损后

轴突再生的微环

境#且对中枢神经
细胞和胶质细胞均

有明显的排斥作

用
组%#R%%, ) 在 金 鱼

视神经损伤后#玻
璃 体 腔 内 注 入

cB'($J可以间接
干扰视神经再生过

程
组%", ) 此外#多项

研究显示#大鼠视
神经损伤模型中视

网膜中 cB'($J表
达水平上升#且主
要 局 限 在 Û O;
层

组%$R%=, ) 然 而#
cB'($J对原代培
养 Û O;轴突生长
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的作用还鲜有报道) 本研究中从新生小鼠视网膜中分
离 Û O;并进行原代培养#经 gD,$(特异性免疫荧光
染色鉴定证实所培养的细胞为 Û O;#通过加入外源性
cB'($J蛋白观察其对轴突生长的影响)

本 研 究 结 果 发 现# #Y#= !-:'*[#Y=# !-:'*
cB'($J作用" A后的 Û O;轴突长度明显短于对照
组*且#Y%# !-:'*cB'($J作用#Y= A时轴突长度与相
应时间对照组无明显差别#当作用时间达到% A以上
时#轴突长度开始明显短于相应时间点对照组#说明
cB'($J对 Û O;轴突的生长存在抑制作用#并且该抑
制作用具有时间依赖性) 推测其原因可能是 cB'($J
作用#Y= A时#调控轴突生长的下游通路和效应分子的
质量浓度不足以产生效应) j"91$" 为 U7O5信号通
路抑制剂#可以促进脊髓神经元的生长#在视神经损伤
后也可诱导神经轴突生长与再生

+%1R%T, #故本研究中将
其作为神经生长的促进剂#用于干预 cB'($J对 Û O;
轴突生长的抑制作用) 本研究结果显示#j"91$" 可以
减轻 cB'($J对轴突生长的抑制作用#推测 cB'($J可
能与 U7O5信号通路相关#这为研究视神经损伤后修
复再生的研究提供了新的思路) 本研究主要是基于细
胞的离体实验#还缺少在体动物层面的研究#其作用机
制还有待完善)

综上所述#cB'($J对小鼠原代 Û O;轴突生长具
有抑制作用#该作用可能通过 U7O5信号通路来实
现) 此外#该研究可为视神经损伤后选择恰当的时间
点中和 cB'($J#从而有效缓解其对轴突再生的抑制作
用提供细胞学基础) 由于视神经损伤后再生的过程极
其复杂#受多种因素调控#未来的研究将对 cB'($J在
视神经损伤后对再生抑制作用的量效关系以及其与

U7O5信号通路的相互作用进行进一步探索)
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