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!!$摘要%!背景!急性视网膜缺血缺氧性损伤在眼科较为常见#如青光眼急性发作'视网膜中央动脉阻

塞'缺血性视神经病变等#可引起视网膜的缺血缺氧损伤#并可致视网膜神经节细胞0ZgG01的死亡& 内源性

大麻素0Ge1及其受体0GeZ1参与中枢神经系统外伤'缺血'炎症及中毒等多种生理病理过程&!目的!探讨

视网膜神经节细胞0ZgG01在缺氧缺糖损伤中内源性 Ge的作用及意义&!方法!取 < 周龄正常 G?;e\=<U小

鼠眼球#制备小鼠视网膜垂直冰冻切片#采用免疫荧光染色法检测和验证 Ge9Z和 Ge"Z在 ZgG0中的表达&

9# 只 G?;e\=<U新生鼠浸入 ;?[乙醇消毒后取眼球#在冰上预冷的 6R%R培养基中分离视网膜进行 ZgG0原

代培养#采用免疫荧光技术检测培养细胞中 ZgG0标志物 e+.:'的阳性表达并确定培养细胞中 Ge9Z和 Ge"Z

的表达& 将原代培养 9T * 的 ZgG0分为正常对照组和氧糖剥夺07g61组#分别用完整培养基i体积分数 >?[

空气i体积分数 ?[G7"和无糖培养基i体积分数 >?[W" iT[G7" i体积分数 9[7"条件下培养 "# B& 采用
UG@9染色法检测细胞中线粒体结构变化和 ZgG0的形态变化& 各组细胞分别给予 9 &&C)=\Ge9Z拮抗剂

QZ9T9;9<A'9 &&C)=\Ge"Z拮抗剂 QZ9TT?"$ 以及 ? &&C)=\'9# &&C)=\Ge9Z和 Ge"Z激活剂 N8W??"9"@"#

采用 ROO法比较各组 ZgG0存活率&!结果!正常 G?;e\=<U小鼠视网膜全层均可见 GeZ的表达& 正常对照

组培养的 ZgG0大小均匀#多呈多角形#细胞间轴突细长并形成网络#细胞中 e+.@:'表达阳性(7g6组培养的

细胞皱缩或形成碎片#多数细胞轴突消失#e+.@:'表达荧光强度明显减弱& 正常对照组 ZgG0中 UG@9 染色显

示#线粒体的黄色荧光明显强于 7g6组#表明 7g6组线粒体膜电位明显下降& ROO法检测显示#正常对照组

ZgG0存活率为09##]##k9:]$;1[#明显高于 7g6组的0$>]?"k9$]9<1[#差异均有统计学意义0Jl$]#<?#

8l#]##$1( QZ9T9;9<A和 QZ9TT?"$ 作用后 7g6组细胞存活率分别为 0 99<]<: k""]"9 1[和 0 99"]<9 k

9>]#"1[均明显高于同组的无药物处理细胞的存活率0$>]?"k9$]9<1[#差异均有统计学意义0Jl">];$#'

9;]:>9#均 8m#]#91#而 QZ9T9;9<A和 QZ9TT?"$ 作用后正常对照组细胞存活率的变化差异均无统计学意义

0均 8n#]#?1&!结论!细胞缺氧缺糖时上调 Ge在细胞中的表达和激活 Ge活性& 在缺氧缺糖条件下#抑制

细胞中 GeZ的激活过程对 ZgG0有保护作用&!

$关键词%!大麻素=药物( 神经保护剂=药物( 大麻素受体=代谢( 视网膜神经节细胞( 糖=代谢( 氧=

代谢( G?;e\=<U小鼠( 氧糖剥夺
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C,FD4.@D)-5C04*4H+(E'2(C. 07g613!@*.+$#&!OB44F4J'))0I4+4CJ2'(.4* K+C&<@I44P@C)* .C+&')G?;e\=<U

&(542CH+4H'+4+42(.')K+CM4. 0452(C.0'.* 2B44,H+400(C. '.* *(02+(J-2(C. CK5'..'J(.C(* +454H2C+00Ge9Z'.* Ge"Z1

(. ZgG0I'0*424524* JF(&&-.CK)-C+4054.5402'(.(.D3OB44F4J'))0CK24. .4IJC+. G?;e\=<U&(540 HC02.'2')# :̀

*'F01I4+4CJ2'(.4* 'K24+(&&4+04* JF;?[ ')5CBC)'.* 2B4+42(.'0I4+4(0C)'24* (. H+45CC)(.D6R%RKC+2B4H+(&'+F

5-)2-+4CKZgG03OB454))0I4+4(*4.2(K(4* JF *42452(.D2B44,H+400(C. CKe+.:'# '&'+P4+CKZgG0# I(2B

(&&-.CK)-C+4054.5402'(.(.D3OB4. 2B454))05-)2-+4* KC+9T *'F0I4+4*(E(*4* (.2C.C+&')5C.2+C)D+C-H 0(. 5C&H)424

5-)2-+4&4*(-&i>?[ '(+i?[G7" 1 '.* 7g6D+C-H 0(. D)-5C04@K+44&4*(-&i>?[W" iT[G7" i9[7" 1 KC+"#

BC-+03OB4&(2C5BC.*+(')*'&'D4'.* ZgG0&C+HBC)CDF5B'.D4* I4+44E')-'24* JFUG@9 02'(.(.D2CCJ04+E42B4

&(2C5BC.*+(')&4&J+'.4HC24.2(')5B'.D43QZ9T9;9<A0Ge9Z'.2'DC.(02#9 &&C)=\1#QZ9TT?"$ 0Ge"Z'.2'DC.(02#

9 &&C)=\1 '.* ? C+9# &&C)=\N8W??"9"@" 0Ge9Z'.* Ge"Z'DC.(021 I4+4'**4*#'.* 2B40-+E(E')+'24CKZgG0

I'0'00'F4* ROO3!F*&>/.&!GeZI'0HC0(2(E4)F4,H+4004* (. E'+(C-0)'F4+0CK.C+&')&C-04+42(.'03OB454))0(.

2B4.C+&')5C.2+C)D+C-H 0BCI4* -.(KC+&0(M4'.* HC)FDC. (. 0B'H4I(2B 2B4)C.D'.* 2B(. ',C.0#'.* 2B44,H+400(C. CK

e+.@:'I'0044. (. 2B454))03YCI4E4+#(. 2B47g6D+C-H#54))0B+(.P'D4'.* K+'D&4.20I4+4KC-.* '.* &C02CK2B4

',C.0*(0'HH4'+4*3OB44,H+400(C. CKe+.@:'I'04E(*4.2)FI4'P4.4*3OB4K)-C+4054.54(.24.0(2FCKUG@9 I'04E(*4.2)F

I4'P4.4* (. 2B47g6D+C-H 5C&H'+4* I(2B 2B4.C+&')5C.2+C)D+C-H#0BCI(.D2B4+4*-54CK&(2C5BC.*+(')&4&J+'.4

HC24.2(')3ROO'00'F0BCI4* 2B'22B40-+E(E')+'24CKZgG0I'009##]##k9:]$;1[#IB(5B I'00(D.(K(5'.2)FB(DB4+

2B'. 0$>]?"k9$]9<1[ (. 2B4.C+&')5C.2+C)D+C-H 0Jl$]#<?#8l#]##$13OB4&4'. 0-+E(E')+'240CKZgG0I4+4

099<]<:k""]"91[ '.* 099"]<9k9>]#"1[ (. 2B454))02+4'24* JFQZ9T9;9<A'.* QZ9TT?"$#'.* 2B'2(. 2B4

.C+&')54))0I'00 $>]?" k9$]9< 1[ (. 2B47g6 D+C-H# I(2B 0(D.(K(5'.2*(KK4+4.540J42I44. QZ9T9;9<A@C+

QZ9TT?"$@2+4'24* 54))0'.* .C+&')54))00Jl">];$##9;]:>9( JC2B '28m#]#9 13!1$",/>&'$"&!YFHC,(''.*

D)-5C04@K+44-H@+4D-)'242B44,H+400(C. CKGe'.* '52(E'24GeH'2BI'F38.B(J(2(C. CK'52(E'2(C. GeZH+C5400B'0'

.4-+CH+C2452(C. 4KK452-.*4+2B4YFHC,(''.* D)-5C04@K+445C.*(2(C.3!

!5*6 7$%#&"4G'..'J(.C(*0=HB'+&'5C)CDF( W4-+CH+C2452(E4'D4.20=HB'+&'5C)CDF( Z454H2C+0# 5'..'J(.C(*=

&42'JC)(0&( Z42(.') D'.D)(C. 54))0( g)-5C04=&42'JC)(0&( 7,FD4.=&42'JC)(0&( R(54# (.J+4*# G?;e\=<U(

7,FD4.@D)-5C04*4H+(E'2(C.

G>"#-%$(%)0" W'2(C.')W'2-+')Q5(4.54XC-.*'2(C. CKGB(.'0$9";#<"$1( cC-.DO')4.2S+C+1452CKY-J4(

Y4')2B '.* X'&()F S)'..(.D GC&&(00(C. 0 NU"#9?a#9T 1( Y-J4( S+CE(.54 7-202'.*(.D cC-.D S+C1452

0"#9TGXA#9>1( N-B'. cC-2B Q5(4.54'.* O45B.C)CDFS)'. 0"#9<#;#"#T#9#9?:1

!!急性视网膜缺血缺氧性损伤在眼科较为常见#如
青光眼急性发作'视网膜中央动脉阻塞'缺血性视神经
病变等#可引起视网膜的缺血缺氧损伤#并可致视网膜
神经节细胞0+42(.')D'.D)(C. 54))0#ZgG01的死亡 )9 "̀* &
由于神经组织具有无法再生的特点#视网膜的神经保
护成为目前普遍关注的热点之一& 深入探究急性缺血
缺氧情况下 ZgG0的病理损伤机制#寻找合理的神经
组织保护方法和药物具有重要意义& 内源性大麻素
05'..'J(.C(*#Ge1递质系统在人体内广泛分布#内源
性 Ge及其受体参与中枢神经系统外伤'缺血'炎症及
中毒等多种生理病理过程

):* & 本研究观察体外氧糖
剥夺0C,FD4.D)-5C04*4H+(E'2(C.#7g61模型鼠 ZgG0的
结构 和 功 能 改 变# 探 讨 大 麻 素 受 体 0 5'..'J(.C(*
+454H2C+0#GeZ1在 ZgG0缺氧缺糖损伤中的作用及其
意义&

84材料与方法

8384材料

838384实验动物49 q: 日龄清洁级 G?;e\=<U小鼠
<# 只#< 周龄小鼠 " 只0武汉大学实验动物中心#动物
编号"T"###?####?>T91#雌雄不限& 动物的饲养和使
用遵循 W8Y的+实验动物管理及使用指南,&
838394主要试剂及仪器4?@氟@"3@脱氧尿嘧啶核苷
0?@K)-C+C@"3@*4C,F-+(*(.4#?@Xd6Z1'N8W??"9"@"0美
国 Q(D&'公 司 1( QZ9T9;9<A0英 国 OC5+(0公 司 1(
QZ9TT?"$0美国 G'F&'. 公司 1(山羊抗鼠大麻素受
体 9 0 5'..'J(.C(* +454H2C+9# Ge9Z1 多 克 隆 抗 体
0SAe<$;<1'山羊抗鼠 Ge"Z多克隆抗体 0SAe<$;;1
0中国台湾 AJ.CE'公司1(山羊抗鼠 e+.@:'多克隆抗
体005@:9>$T#美国 Q'.2'G+-M公司1(X8OG标记驴抗鼠
及驴抗羊二抗 0ge"":#9'ge""T#T 1(6AS80g9#9" 1
0武汉谷歌生物公司1(UG@9 线粒体膜电位试剂盒0美
国 AJ5'&公司1(ROO粉0上海 e(C0B'+H 公司1&
8394方法
839384视网膜冰冻切片免疫荧光染色检测小鼠视网
膜中 GeZ的分布!取 < 周龄正常小鼠的眼球#SeQ 漂
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洗后沿角巩膜缘后 9 &&剪除眼前节& 将眼杯浸入质
量分数 T[多聚甲醛液中固定 :# &(.#经质量分数
9#['"#[':#[蔗糖梯度脱水后用 7GO包埋胶包埋#
行冰冻垂直切片#厚度为 9" &&& 体积分数 ?[牛血清
白蛋白@O+(2C.9## 0 eQAO1 室温封闭切片 " B#滴加
eQAO稀释的相应一抗09 _?##1#T p过夜后磷酸盐缓
冲液iO+(2C.9##0SeQO1洗 : 次#每次 9# &(.(滴加 eQA
稀释的相应二抗09 _9##1#室温避光孵育 9]? B& SeQO
避光洗 : 次#每次 9# &(.& 6AS8染核 :# &(.#SeQO洗
涤后封片& 避光晾干#封片后对距离视盘 T## &&的视
网膜组织进行观察#荧光显微镜采集成像& X8OG标记
的 Ge9Z及 Ge"Z呈绿色荧光#6AS8标记的细胞核呈
蓝色荧光#检测二者共定位情况&
839394ZgG0原代培养!取 9# 只 G?;e\=<U小鼠新
生鼠颈椎脱臼法处死后浸入体积分数 ;?[乙醇消毒#
摘取眼球#在冰上预冷的 6R%R培养基中分离视网
膜#:; p酶解消化 T? &(.& 终止消化反应#吹打后收
集细胞悬液于 "T 孔板& 培养 < q; * 后神经元长出大
量突起#每天每孔加入 "? &)9 _9# 稀释的 ?@Xd6Z&
8393:47g6小鼠模型的建立及分组!参照文献)T`
?*的方法建立小鼠 ZgG0的 7g6模型& 原代培养的
ZgG0培养 9T *#将培养基更换为无糖培养基#在低氧
条件0体积分数 >T[W"'?[G7"和 9[7"1下继续培养
"# B& 将培养的细胞分为正常对照组和 7g6组#正常
对照组细胞用完整培养基'体积分数 >?[空气'?[
G7"和 :; p条件下进行培养#7g6组细胞用无糖培养
基'>?[W"'T[G7"'9[7"和:; p条件下培养& 然后
正常 对 照 组 和 7g6 组 分 别 分 为 Ge9Z 拮 抗 剂
QZ9T9;9<A组 09 &&C)=\QZ9T9;9<Ai完整培养基=无
糖培养基1或 Ge"Z拮抗剂 QZ9TT?"$ 组 0 9 &&C)=\
QZ9TT?"$i完整培养基=无糖培养基 1'GeZ激动剂
? &&C)=\N8W??"9"@" 组0? &&C)=\N8W??"9"@"i完整
培养基=无糖培养基 1'GeZ激动剂 9# &&C)=\N8W
??"9"@" 组09# &&C)=\N8W??"9"@"i完整培养基=无
糖培养基1'9j9# :̀6RQ7对照组0完整培养基=无糖培
养基稀释 6RQ7至 9j9# :̀ 1'9j9# ?̀6RQ7对照组0完
整培养基=无糖培养基稀释 6RQ7至 9j9# ?̀ 1'空白对
照组0完整培养基=无糖培养基1& 每组设 < 个复孔& 每
组加入以上相应的试剂处理 :# &(. 后进行7g6干预&
8393;4免疫荧光染色法检测细胞中 e+.@:'表达!按
照文献)<*的方法#每组各取 : 张细胞爬片#用预冷的
SeQ 浸泡 : &(.& 以 T[多聚甲醛冰上固定 "# &(.#SeQ
清洗 : 次#每次 ? &(.& SeQO孵育 ? &(.#9#[ eQA室
温下封闭 "# &(.& 滴加 e+.@:'一抗 09 _?## 1 T p过

夜& SeQO清洗 ? &(.#清洗 ? 次& 避光滴加 X8OG标记
驴抗山羊荧光二抗09 _9##1#室温下孵育9 B& SeQO避
光摇动清洗 : 次#每次 ? &(.& 滴加6AS8染液#室温下
孵育 T &(.#SeQO洗涤 : 次#每次 ? &(.& 避光晾干#封
片后于荧光显微镜下观察&
8393L4UG@9 荧光染色法检测细胞线粒体结构!用
6RQ7配制 9 &&C)=\的 UG@9 母液#实验前稀释#终浓
度为 "# &&C)=\#9: ###j4 离心 : &(.#过滤去除无法溶
解的沉淀& 每个同样的实验组设置 : 个复孔#SeQ 洗
涤培养板上的细胞 9 次#每孔加入 9## &)的 UG@9 混合
液#:; p避光孵育 9# &(.& 缓冲溶液洗涤培养板 " 次&
荧光显微镜下采集成像#用 UG@9 荧光探针测定 ZgG0
内线粒体膜电位#膜电位高的线粒体呈 UG@9 聚合物的
红色荧光#膜电位低线粒体呈 UG@9 单体的绿色荧光#
二者共标记显示为黄色荧光

);* &
8393M4ROO法检测细胞活性!无菌SeQ 配制ROO工
作液#经 #]"" &&微孔滤膜过滤备用& 每组分别设 9"
个复孔#造模完成后吸除原培养基并除去残余药物#向
每孔加入 9## &)不含 hG)的培养基及 "# &)的 ? &D=&)
ROO工作液#:; p下孵育 T B& 小心吸除培养液#每孔中
加入 9?# &)6RQ7溶剂#反应 9# &(.& 用酶标仪在波长
T># .&处检测吸光度0L1值#计算细胞存活率& 细胞存
活率l干预组平均 L值=正常对照组平均 L值!9##[&
83:4统计学方法

采用 QSQQ 9:3# 统计学软件0 QSQQ 8.53#GB(5'DC#
美国1进行统计分析& 本研究中测量指标的数据资料
经 QB'H(+C@N()P 检验符合正态分布#以 Dk7表示#组间
数据资料经 \4E4.4检验证实方差齐& 采用区组设计
两因素干预多水平均衡分组实验设计#正常对照组和
7g6组用不同药物处理后细胞存活率的总体差异比
较采用两因素方差分析#多重比较 QWh@J检验& 采用
双尾检验法#8m#]#? 为差异有统计学意义&

94结果

9384GeZ蛋白在 ZgG0的表达及分布
6AS8染色显示视网膜由外向内分别为外核层

0C-24+.-5)4'+)'F4+#7W\1'内核层0(..4+.-5)4'+)'F4+#
8W\1和神经节细胞层0D'.D)(C. 54)))'F4+#gG\1& 视网
膜全层均可见 Ge9Z'Ge"Z的阳性表达#gG\可见
Ge9Z'Ge"Z与 ZgG0存在明显的共标记& 原代培养
的 ZgG0细胞爬片行 Ge9Z'Ge"Z免疫荧光染色可见
培养细胞呈多边形#符合 ZgG0的典型形态#证实正常
ZgG0中可表达 Ge9Z和 Ge"Z0图 91&
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50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

20μm20μm20μm 20μm

图 841A8F和 1A9F在小鼠正常 Fm1&的表达!A"正常对照组小鼠视网膜垂直冰冻切片荧光染色显示视网膜各层 Ge9Z表达呈绿色荧光
0X8OG#标尺l?# &&1!e"正常对照组小鼠 8W\'7W\和 Gg\细胞核呈蓝色荧光06AS8#标尺l?# &&1!G"A与 e的融合图!6"正常对照组小鼠
视网膜垂直冰冻切片荧光染色显示视网膜各层 Ge"Z表达呈绿色荧光0X8OG#标尺l?# &&1!%"正常对照组小鼠 8W\'7W\和 Gg\细胞核呈蓝色
荧光06AS8#标尺l?# &&1!X"G与 6的融合图!g"原代培养的小鼠 ZgG0呈多边形0标尺l"# &&1!Y"正常对照组小鼠视网膜中 Ge9Z呈绿
色荧光0X8OG#标尺l"# &&1!8"原代培养的小鼠 ZgG0呈多边形0标尺l"# &&1!U"培养细胞的 Ge"Z表达呈绿色荧光0X8OG#标尺l"# &&1!
gG\"神经节细胞层(8W\"内核层(7W\"外核层
!

9394培养细胞的鉴定及 7g6模型造模情况
细胞铺片培养 "T B 后可见突起由细胞伸出#培养

后 ? q< * 可见细胞突起相互接触#铺满培养孔板的底
部& 加入具有抑制胶质细胞活性的 ?@Xd6Z后 : q? *#非
ZgG0的细胞数量明显减少& 培养 $ * 后#除培养细胞
外的胶质细胞消除#仅留下培养的细胞& 细胞爬片经
e+.@:'免疫荧光染色可见正常对照组细胞中 e+.@:'
呈红色荧光#e+.@:'标记的细胞胞体饱满#呈多边形#
轮廓清晰#大小较均匀#荧光显微镜下细胞有立体感#
轴突细长#互相形成网络& 缺氧缺糖培养组细胞培养
后 9" B 出现少量皱缩#细胞变圆& 细胞培养后 "# B#
7g6组出现大量皱缩和变圆的细胞以及脱落的细胞
碎片& 7g6组细胞爬片的 e+.@:'免疫荧光染色可见
ZgG0失去典型的形态结构#胞体形状和细胞突起出
现异常0图 "1#成功建立 7g6损伤细胞模型&
93:4各组 ZgG0中线粒体结构变化

正常对照组 ZgG0中 UG@9 聚合物的红色荧光明
显多于 UG@9 单体的绿色荧光#而 7g6组 UG@9 聚合
物的红色荧光明显减弱#可见 UG@9 单体的绿色荧光&
正常对照组 ZgG0中黄色荧光明显强于 7g6组
0图 :1 &

A B

C D

50μm50μm

50μm 50μm

图 94培养细胞的免疫荧光染色鉴定0标尺l?# &&1!A"正常对照
组培养的 ZgG0大小均匀#多呈多角形!e"正常对照组培养的细胞
中 e+.@:'表达阳性#呈红色荧光#呈多边形#轴突细长且互相接触#
形成网络!G"7g6组出现大量皱缩'变圆的细胞以及脱落的细胞碎
片!6"7g6组多数细胞中 e+.@:'表达荧光强度明显减弱#培养的
ZgG0变圆#多数细胞突起消失

m:9m中华实验眼科杂志 "#9; 年 9 月第 :? 卷第 9 期!GB(. U%,H 7HB2B')&C)#U'.-'+F"#9;#VC)3:?#WC39

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



A B50μm50μm

图 :4Fm1&中 m1?8 染色情况!A"正常对照组细胞中黄色荧光细

胞数目较多#荧光较强!e"7g6组细胞中黄色荧光细胞数目较正常

对照组明显增多#荧光减弱!

93;4GeZ拮抗剂作用后各组 ZgG0活性变化
不同 GeZ抑制药物作用后#各组细胞存活率的总

体比较差异均有统计学意义06药物 lT]$;<#8l#]##9(
6组别 l"];9$#8l#]#9T1& 7g6组细胞存活率明显低
于正常对照组#差异有统计学意义 0Jl$]#<?#8l
#]##$1(正常对照组 Ge9Z抑制剂 QZ9T9;9<A作用后
细胞存活率与 9j9# ?̀ 6RQ7和 9j9# :̀ 6RQ7溶剂作
用后比较差异均无统计学意义0Jl9]$>:#8l#]?$9(
Jl#]<"T#8l#]$#?1#7g6组 QZ9T9;9<A作用后细胞
存活率明显高于无药物处理细胞#差异有统计学意义
0Jl">];$##8m#]##91& Ge"Z抑制剂 QZ9TT?"$ 处理
后 7g6组细胞活性率明显高于无药物处理细胞#差异
有统 计 学 意 义 0 Jl9;]:>9# 8l#]##" 1( 7g6 组
? &&C)=\和 9# &&C)=\N8W??"9"@" 作用后细胞存活
率与仅 7g6处理后细胞存活率的差异均无统计学意
义0Jl#]>#:#8l#]9$;(Jl#]$<?#8l#]T:<1#但正常
对照 9# &&C)=\N8W??"9"@" 处理后细胞存活率明显
下调#与正常条件下的细胞存活率差异有统计学意义
0Jl?]?T$#8l#]##T10表 91&

表 841A8F和 1A9F抑制剂及激动剂作用后
不同培养组细胞存活率比较0!P"#Q1

药物 样本量
不同培养组 ZgG0存活率

正常对照组 7g6组

# 9##]##k9:]$; $>]?"k9$]9<'

9# ?̀6RQ7 9#?];:k9<];$ >"]TTk9$]T:

9# :̀6RQ7 9#<]>9k9"]$$ >:]<9k9$]T:
? &&C)=\N8W??"9"@" 9#:]$$k9?];" >$]>:k"9]>T
9# &&C)=\N8W??"9"@" >;];;k99];9 ><]?;k"#]";
QZ9T9;9<A 9#:]:;k9>]TT 99<]<:k""]"9J

QZ9TT?"$ 9#<]T$k9<]<; 99"]<9k9>]#"J

!注"6药物 lT]$;<#8l#]##9(6组别 l"];9$#8l#]#9T]与各自的正常对

照组比较#'8m#]#9(与 7g6组内无药物处理0#1的细胞比较#J8m#]#9

0两因素方差分析#\Q6@.检验1!Ge"大麻素(6RQ7"二甲基亚砜(N8W

??"9"@""大麻素激动剂(QZ9T9;9<A"Ge9Z拮抗剂(QZ9TT?"$"Ge"Z拮

抗剂

:4讨论

视网膜血供丰富#缺血缺氧损伤可严重影响视网
膜的正常功能& 视网膜缺血缺氧性损伤的组织病理变
化的主要特点为 ZgG0数目减少和视网膜萎缩变薄#
最终导致视网膜形态和功能的改变

)$* & 本研究通过
对视网膜 ZgG0进行原代培养的方法建立体外培养体
系#简化了细胞的生活环境#明确了生长条件#便于施
加实验因素及容易获得观测结果#是研究 ZgG0生理
功能和病理变化的实验基础&

哺乳动物体内广泛存在着内源性 Ge)> 9̀#* #目前被
证实的 GeZ包括Ge9Z和 Ge"Z)99* & 其中Ge9Z主要
分布于中枢神经系统的突触前膜#激活后可以通过逆
行性信号传导参与记忆'认知'运动控制的调节#而
Ge"Z主要分布在外周免疫系统中 )9" 9̀T* & 研究显示#
角膜上皮和内皮'小梁网'Q5B)4&&管'睫状体'睫状体
血管和视网膜均有 GeZ的表达 )9?* & 人正常视网膜感
觉神经层有 Ge9Z的分布#内外丛状层与视网膜的突
触部'8W\'gG\及光感受器的外段均有阳性表达(
Ge"Z在视网膜中也呈广泛分布 )9<* & 本研究中用原代
培养的 G?;e\=<U小鼠 ZgG0建立 7g6损伤模型#并
在此基础上研究了 Ge9Z'Ge"Z在视网膜上的生理功
能#发现 GeZ在正常条件下处于静息状态#但在细胞
缺氧缺糖时处于激活状态& 本研究中观察到#在 7g6
条件下#阻止 Ge9Z'Ge"Z的激活具有神经保护作用&

近年来关于究竟是 Ge激动剂还是拮抗剂能对视
网膜发挥抗损伤作用存在争议& 一方面#Ge能改善
急=慢性脑外伤'脑缺氧'氧化损伤'谷氨酸兴奋毒性病
变的预后#对中枢神经退行性疾病也有神经保护作
用

)9;* (另一方面#也有研究表明#Ge9Z选择性抑制剂
QZ9T9;9<A能减轻 W@甲基@6@天冬氨酸 0W@&42BF)@6@
'0H'+2(5'5(*#WR6A1受体诱导的新生大鼠脑缺血后的
神经兴奋性损伤

)9$* & bB'.D等 )9>*
研究证实#选择性

Ge"Z激动剂或 Ge9Z拮抗剂在自身免疫性脑脊髓膜
炎和脑缺血 再̀灌注损伤动物模型均显示出保护作

用#也有体外实验结果显示 QZ9T9;9<A对光损伤造成
的光感受器细胞变性具有保护作用(高血糖可通过激
活 Ge9Z导致 ZS%细胞的凋亡#而 QZ9T9;9<A能够挽
救 Y"7"造成的 ZS%细胞的氧化损伤 )"# "̀9* & 本研究认
为#Ge系统是否参与神经保护或损伤可能与细胞生存
微环境的基础状态有关& 正常情况氧和糖条件下
GeZ抑制剂对细胞活性无明显抑制作用#而 7g6条
件下#即缺氧缺糖抑制剂对细胞活性有逆转作用#我们
认为 GeZ在 7g6下处于激活状态#抑制 GeZ的激活
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对视网膜细胞具有保护作用&
内源性 Ge是突触功能的重要调节分子#其调节

短=长时程的兴奋或抑制性突触可塑性的主要形式为
经典的逆行性信号传导

)""* & 最近研究发现#中枢神经
系统中依据兴奋性突触传递频率的不同 Ge存在激活
与拮抗间开关转换的调制作用

)":* & 此外#内源性 Ge
系统0Ge及 GeZ1可降低兴奋性红藻氨酸对神经元的
损伤#从而对神经元的急性兴奋性损伤提供按需保
护

)"T* & Ge9Z选择性抑制剂 QZ9T9;9<A能减轻新生
大鼠脑卒中模型中的神经兴奋性损伤#阻断缺血半影
区内 WR6A受体的表达#显示局部的特异性保护功
能#可能与 GeZ耦联通路无关 )"? "̀<* &

结合已有研究结论和本研究结果#我们推测 GeZ
可能介导下述作用"091通过 Ge9Z抑制兴奋性突触
间神经递质的分泌(0"1抑制细胞内 G'"i

浓度的上升(
0:1激活细胞内磷脂酰肌醇@: 激酶0HBC0HB'2(*F)(.C0(2C)
:@P(.'04#S8:h1 =AP2激酶'胞外调节激酶'脑源性神经
营养因子'核因子@$e等信号通路 )"; :̀9* (通过 Ge"Z来
调节炎性因子的释放等& 我们在后续研究中拟探究以
上信号通路在 7g6条件下的激活状态#并研究这些分
子在该过程中是否受 GeZ的调控&

随着 Ge对眼部神经保护机制研究的不断深入#
Ge对视网膜组织的神经保护作用必定会引起眼科医
师的广泛关注#成为相关眼病治疗的新靶点& 对内源
性 Ge系统的研究能阐明某些疾病的病理机制#还有
助于新药的研发#为相关疾病治疗提供新的途径 ):"* #
更有利于视网膜缺血缺氧性损伤的临床治疗&
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消!息

9R8S 年第二十三届全国眼外伤学术会议暨整合眼外科技术研讨会
征文通知

!!为秉承眼外伤学组打造眼外科技术交流平台的学术宗旨#促进中国在眼外伤及眼外科技术领域的国际学术交流#由中华医学

会眼科学分会'中华医学会眼科学分会眼外伤学组主办#第四军医大学西京医院承办#天津医科大学总医院'北京大学第三医院'郑

州大学第一附属医院'中日友好医院'清华大学附属北京清华长庚医院和首都医科大学附属北京同仁医院等单位协办的-第二十三

届全国眼外伤学术会议暨整合眼外科技术研讨会.将于 "#9; 年 ? 月 9$ q"# 日在陕西省西安市召开& 本次会议突出眼外伤救治前

沿技术'视网膜外科'角膜'白内障及青光眼手术技术等特点#以名家论坛'国际交流'热点问题辩论'疑难病例分享与点评和手术视

频等形式进行交流&

注册参会者授予国家级继续医学教育!类学分&

征文要求"091尚未公开发表的眼外伤相关疾病的临床与基础研究论文(与眼外科手术相关的玻璃体视网膜'角膜'晶状体'青

光眼'视神经'眼附属器研究论文(与眼外伤或眼手术相关的疑难病例或视频& 0"1中文或英文摘要0中文摘要字数 ?## 字以内#英

文摘要字数 :## 字以内1#包括目的'方法'结果'结论和关键词 ? 部分(视频时长不超过 ? &(.#投稿只提交摘要#不上传视频文件&

0:1投稿时请注明第一作者的工作单位'邮政编码'%&'()'接收短信的联系电话& 0T1请登录大会网站 B22H"==5C2035C05B(.'3C+D在线

投稿& 0?1征文截止日期""#9; 年 : 月 :9 日&

联系人"张静楷09:>"#:<:><#1#张自峰09:T<$<">#<#1

会议邮箱"FI0,1"#9;/9"<35C&

中华医学会眼科学分会

中华医学会学术会务部

"#9< 年 9" 月
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