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RR+摘要,R背景R脑衰反应调节蛋白QO$89?4QO%具有促进中枢神经轴突生长的作用#但中枢神经损伤后
在细胞周期素依赖蛋白激酶 P$8-=P%诱导下 89?4QO 会发生过度磷酸化修饰#从而导致生长锥塌陷#阻碍神
经系统的修复- 视神经作为一种特殊的中枢神经组织#其损伤后是否发生 89?4QO 表达的变化和磷酸化修饰
鲜见研究报道-R目的R探讨视神经钳夹伤小鼠模型视神经组织中 89?4QO 表达及其磷酸化修饰水平的动态
变化及意义-R方法R选取 \ pC 周龄健康 B̀À M>小鼠 G\ 只#雌雄不限- 采用随机数字表法将小鼠随机分
为假手术组和损伤后 E*K*HG 6 组#每组 HO 只- 各损伤组小鼠右眼术中暴露视神经#用小号动脉夹于球后
O 11处夹持视神经 HD :#假手术组小鼠手术操作同各损伤组#但不钳夹视神经- 分别于术后 E*K*HG 6 获取小
鼠视神经组织#采用实时荧光定量 489法检测各组小鼠视神经组织中 89?4QO 19WB的相对表达量&采用
X(:0(/& T520法检测各组小鼠视神经组织中 89?4QO 蛋白*磷酸化 89?4QO$ .Q89?4QO%及 8-=P 的表达变化#

检测结果进行组间比较-R结果R假手术组及损伤后 E*K*HG 6 组小鼠视神经组织中 89?4QO 19WB及蛋白相
对表达量的总体比较差异均无统计学意义 $89?4QO 19WB'ChOqCKH#;hDqDCK&89?4QO 蛋白'ChHqODO#
;hDqEKD%-假手术组及损伤后 E*K*HG 6 组小鼠视神经组织中 .Q89?4QO 蛋白的相对表达量分别为 DqDDHr
DqDDD*DqDLGrDqDDE*DqHELrDqDDP 和 DqEGLrDqDHO#8-=P 蛋白的相对表达量分别为 DqGGDrDqDDC*DqKOEr
DqDHH*Dq\KGrDqDHP 和 DqCPO rDqDHC#总体比较差异均有统计学意义 $ .Q89?4QO'ChGGPqLDD#;sDqDDH&
8-=P'ChH\LqLDD#;sDqDDH%#其中损伤后 E*K*HG 6 组小鼠视神经组织中 .Q89?4QO 和 8-=P 蛋白的相对表
达量均明显高于假手术组#差异均有统计学意义$均 ;sDqDH%-R结论R小鼠视神经钳夹伤后视神经组织中
89?4QO 的表达无明显变化#但视神经组织中 8-=P 和 .Q89?4QO 蛋白表达均明显上调#且随着损伤后时间的
延长上调更为明显-R
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RR眼外伤和青光眼等疾病易引起视神经的损伤#导
致不可逆转的视功能损害- 视神经损伤后神经细胞轴
突的修复和再生是眼科相关领域的研究热点- 既往研
究表 明# 脑 衰 反 应 调 节 蛋 白QO $ >255).:#& /(:.2&:(
1(6#)02/./20(#&QO#89?4QO%能够促进中枢神经元轴突
生长的执行单位"""生长锥的延伸 (HaE) - 研究表明#

脑组织损伤后#细胞周期素依赖蛋白激酶 P $>+>5#&Q
6(.(&6(&0$#&):(QP#8-=P%诱导 89?4QO 发生过度磷
酸化#导致生长锥塌陷#这可能是中枢神经系统损伤后
难以再生和修复的主要病理机制

(GaP) - 视神经属于中
枢神经组织#其损伤过程和机制是否与脑组织损伤相
似尚不清楚- 我们前期的研究发现#体外培养的视网
膜神经节细胞$/(0#&)5,)&,5#2& >(55:#9Y8:%中 89?4QO

过表达能明显促进 9Y8:突起的生长#而小干扰 9WB

抑制 89?4QO 表达后则抑制 9Y8:突起生长#提示
89?4QO 可能在视神经的生长和损伤修复中发挥重要
作用#但视神经损伤后是否会发生 89?4QO 的表达变
化及 89?4QO 磷酸化修饰的改变目前鲜见报道- 本研
究中以视神经钳夹损伤模型鼠为研究对象#检测视神
经 损 伤 后 组 织 中 89?4QO 及 磷 酸 化 89?4QO
$."2:."2/+5)0(6 89?4QO#.Q89?4QO%的表达变化-

87材料与方法

8J87材料
8J8J87实验动物及分组7 !4V级 \ pC 周龄健康

B̀À M>小鼠 G\ 只$第三军医大学大坪医院野战外科
研究所实验动物中心%#体质量 OD pOP ,#雌雄不限-

采用随机数字表法将小鼠分为假手术组和损伤后 E*
K*HG 6 组#每组 HO 只- 实验动物的使用遵循第三军医
大学及 B9̂ *有关眼科与视觉科学研究中动物使用
的相关规定-
8J8J;7主要试剂及仪器 7 !g̀ 9 Y/((& 试 剂 盒

$GEL\KD\% $美国 B1T#2& 公司%&9<4B裂解液 $美国
!#,1)公司%& 8̀B试剂盒 $美国 U"(/12!>#(&0#3#>公
司%&兔抗小鼠89?4QO 多克隆抗体$)TELODH#H fO DDD%*

兔抗小鼠磷酸化 89?4QO 抗体 $ 4"2:."2QU"/PHG %
$)TLOGK\#H fO DDD%*兔抗小鼠 8-=P 抗体$)TGDKKE#
HfP DDD%$美国 BT>)1公司%&兔源 !Q)>0#& 多克隆抗体
$:>QKOHD#HfP DDD%*小鼠抗兔二抗$:>QOGCH#H fP DDD%$美
国 !)&0)8/%_公司%- m%)&0#0+*&(图像处理系统*蛋
白电泳系统 $美国 #̀2Q9)6 公司%&荧光定量 489仪
$美国 B̀ <公司%-
8J;7方法
8J;J87小鼠视神经钳夹伤模型的建立7实验鼠均以
右眼作为实验眼#左眼不做任何处理- 按 EPD 1,M$,

水合氯醛行小鼠腹腔内注射麻醉#碘伏消毒眼睑#行上
方结膜切口#分离结膜下组织#暴露外直肌及视神经#

在球后 O 11处用小号动脉夹夹持视神经 HD :#损伤后
见瞳孔散大#直接检眼镜检查眼底无视网膜缺血或出
血者为造模成功#术毕缝合伤口#结膜囊涂氧氟沙星眼
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膏- 假手术组小鼠操作同实验组#但不钳夹视神经-
术毕实验鼠肌内注射青霉素 O 万7$商品单位%- 分别
于术后 E*K*HG 6 用颈椎脱臼法处死各组小鼠#取实验
眼视神经#置组织研磨器中研磨成匀浆#a\D t冻存#
以备提取 9WB和蛋白-
8J;J; 7实时荧光定量 489法检测视神经组织中
89?4QO 19WB的表达R采用 4/#1(/4/(1#(/LJD 设计
软件设计引物- 89?4QO 上游引物'P1QUY88BY88U8
BYU888UQE1#下游引物'P1Q8B8UYBUUYYU88YBBU8
YUYQE1&YB4-'上游引物'P1QBY888BY8BBYYBUB
8UYBYQE1#下游引物'P1QYBYYYUY8BY8YBB8UUUBQE1#
由上海生工公司合成- 采用 U/#_25法提取视神经
9WB#参照 !g̀ 9Y/((& 试剂盒说明书将 9WB逆转录
合成 >-WB#以 >-WB为模板进行扩增- 扩增条件'
CP t预变性 P :&CP t变性 P :#LD t退火及延伸 OD :#
共 GD 个循环- 以YB4-'为内参照#采用 Oa((80

法计算

89?4QO 19WB的相对表达量-
8J;J<7X(:0(/& T520法检测视神经组织中 89?4QO*
.Q89?4QO和 8-=P 蛋白的表达R采用 9<4B裂解液提
取视神经总蛋白# 8̀B法测定蛋白质量浓度#调整每
个样品蛋白终质量浓度均为 O ),M)5#聚丙烯酰胺凝胶
电泳#采用湿转法转印至 4̂ -V膜&质量分数 Pl !̀B
封闭#分别加入相应一抗#G t孵育过夜& Ù !U漂洗
后#加入相应二抗室温孵育 O "#;8A化学发光法显色#
F线显影- 实验重复 E 次#采用 m%)&0#0+*&(图像处
理系统对反应条带进行灰度测定#以 !Q)>0#& 为内参
照#计算各目的蛋白的相对表达量-
8J<7统计学方法

采用 !4!! HEJD 统计学软件$美国 !4!! 公司%进
行统计分析- 测量指标的数据资料经 !").#/2QX#5$
检验呈正态分布#以 XrT表示- 采用完全随机分组单
因素干预多水平实验设计#假手术组及术后 E*K*
HG 6组间视神经组织中 89?4QO 19WB及其蛋白*
.Q89?4QO和 8-=P 蛋白相对表达量的总体差异比较
均采用单因素方差分析#组间多重比较采用 -%&&(00'8
检验- 采用双尾检测法#;sDqDP 为差异有统计学
意义-

;7结果

;J87各组小鼠视神经组织中 89?4QO 19WB的表达
变化

实时荧光定量 489结果显示#视神经损伤前后不
同时间点 89?4QO 19WB相对表达量总体比较#差异
无统计学意义$ChOqCKH#;hDqDCK%$表 H%-

表 87各组小鼠视神经中 GFMEH; 1FO4
相对表达量的比较$!P"%

组别 样本量 89?4QO 相对表达量

假手术组 HO HqDDDrDqHEC

损伤后 E 6 组 HO DqLLHrDqDOP

损伤后 K 6 组 HO Dq\\HrDqHOL

损伤后 HG 6 组 HO DqL\OrDqDEE
C OqCKH
; DqDCK

R注'89?4'脑衰反应调节蛋白$单因素方差分析%

;J;7各组小鼠视神经中 89?4QO*.Q89?4QO 和 8-=P
蛋白的表达变化

小鼠视神经损伤前后不同时间点 89?4QO 蛋白相
对表达量的总体比较差异无统计学意义 $ChHqODO#
;hDqEKD%-.Q89?4QO 和 8-=P 蛋白相对表达量的总
体比较差异均有统计学意义$ChGGPqLDD#;sDqDDH&
ChH\LqLDD#;sDqDDH%#其中损伤后 E*K*HG 6 组小鼠
视神经中 .Q89?4QO 和 8-=P 蛋白的相对表达量均高
于假手术组#差异均有统计学意义$均 ;sDqDH%#随着
造模后时间的延长#.Q89?4QO 和 8-=P 蛋白的相对表
达量均逐渐增加$图 H#表 O%-
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图 8 70%)'%,&03.'
法检测各组小鼠视神

经组织中 GFMEH;*
"HGFMEH; 及 GR5?
蛋 白 的 表 达 R
89?4'脑衰反应调

节蛋白&.Q89?4'磷酸化脑衰反应调节蛋白&8-='细胞周期素依赖蛋
白激酶

表 ;7各组小鼠视神经中 GFMEH;*"HGFMEH; 和 GR5?
蛋白的相对表达量比较$!P"%

组别 样本量 89?4QO .Q89?4QO 8-=P

假手术组 HO HqPPPrDqDPE DqDDHrDqDDD DqGGDrDqDDC

损伤后 E 6 组 HO HqLCKrDqHOO DqDLGrDqDDE) DqKOErDqDHH)

损伤后 K 6 组 HO HqP\GrDqD\H DqHELrDqDDP) Dq\KGrDqDHP)

损伤后 HG 6 组 HO HqKLPrDqDEG DqEGLrDqDHO) DqCPOrDqDHC)

C HqODO GGPqLDD H\LqLDD
; DqEKD sDqDDH sDqDDH

R注'与假手术组比较#);sDqDH $单因素方差分析#-%&&(00Q8检验%R

89?4'脑衰反应调节蛋白&.Q89?4'磷酸化脑衰反应调节蛋白&8-='

细胞周期素依赖蛋白激酶

<7讨论

在中枢神经元轴突的生长过程中#生长锥具有关
键作用- 作为轴突生长的执行单元#生长锥由外部的
伪足来感知环境信息#并将信号传至细胞内进行处理#
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再通过细胞骨架动态性聚合*组装*解聚和再组装#引
导轴突的运动和延伸#而 89?4QO 在此过程中发挥重
要作用

(LaHO) - 在病理条件下#89?4QO 可发生过度磷
酸化#失去与微管蛋白结合的能力#生长锥细胞骨架的
动态性重组过程受损

(HEaHG) - 研究表明#鸡胚脊髓损伤
后 89?4QO 19WB和蛋白的表达无显著变化#但
.Q89?4QOM总 89?4QO 的比值升高 (HP) - 为了研究视神
经损伤和修复过程是否伴有 8-=P 诱导的 .Q89?4QO#
本研究中对成年小鼠视神经钳夹伤模型视神经组织中

89?4QO*.Q89?4QO 及 8-=P 的表达水平进行检测#发
现与假手术组小鼠比较#小鼠视神经损伤后视神经组
织中 89?4QO 表达无明显变化#而 .Q89?4QO 蛋白表
达水平较假手术组小鼠明显增加#提示视神经损伤过
程中 89?4QO 自身的转录水平并无明显变化#而过量
的 89?4QO 磷酸化修饰可能对受损视神经的修复产生
不利影响-

已有研究发现#89?4QO 的磷酸化修饰可发生于
U"/PDC*U"/PHG*U"/PPP* !(/PH\ 和 !(/POO 位点#8-=P
在 89?4QO 多位点的磷酸化过程中具有门控效应-
89?4QO U"/PPP 位点可在 9"2激酶的作用下直接发生
磷酸化修饰#而 89?4QO 的 U"/PDC*U"/PHG 和 !(/PH\
位点仅在 89?4QO !(/POO 位点经 8-=P 诱导发生磷酸
化修饰后才能诱发磷酸化修饰

(\#HL) - 本研究中发现#
小鼠视神经损伤后视神经组织中 8-=P 的表达水平上
调#且随着损伤后时间的延长# .Q89?4QO 蛋白和
8-=P 水平增高的趋势一致#提示视神经损伤后组织中
8-=P 表达上调并诱导 89?4QO 的过度磷酸化#这可能
是导致损伤视神经无法良好修复的重要原因之一-

综上所述#本研究结果发现视神经损伤后组织中
8-=P 表达上调#诱导 89?4QO 发生磷酸化修饰#从而
对成年哺乳动物视神经损伤后的结构和功能修复发挥

制约作用- 进一步的研究应该对视神经损伤后
89?4QO 发生磷酸化的位点进行检测#明确这些磷酸
化修饰在视神经损伤修复中的作用机制#为筛选与视
神经损伤发生和发展相关的重要生物标志物提供依

据#进而通过调控 89?4QO 发生磷酸化的过程#达到有
效修复视神经损伤的目的-
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