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%%$摘要%%背景%缺血缺氧损伤是引起大部分视觉系统损害的主要原因"目前尚无有效药物从根本上缓
解缺血缺氧带来的损害' 研究发现"微小 >RA(')>)<$"K 有助于减轻缺血缺氧导致的心肌损伤"但其对糖氧
剥夺的视网膜神经节细胞(>_W8)生存是否有类似的保护作用鲜有文献报道'%目的%研究重组腺相关病毒
介导的 ')><$"K 转染对糖氧剥夺 >_W8的保护作用'%方法%取出生后 -V , 的 U 只 B2大鼠眼球"剥离出视网
膜组织以进行 >_W8的原代培养"将原代培养的细胞分为重组腺相关病毒(JAAY)<')>对照组&JAAY<')><$"K

拟似物组&JAAY<')><$"K 抑制物组和 =hB 组"分别在培养液中添加 JAAY<')>RA&JAAY<')><$"K 拟似物&
JAAY<')><$"K 抑制物或 =hB 培养细胞 5 H">_W8bAAY为! b!" """' 各组细胞分别进行低氧培养箱($# n"体
积分数 ;]W3- &!#]R- &$]3- )联合低糖(葡萄糖质量浓度为 !i" N6@)培养液进行培养以建立原代糖氧剥夺
>_W8模型"并与正常培养($# n&;]W3- )的细胞进行对照' 采用细胞计数试剂盒<U(WW?<U)法检测各组细
胞活力"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 aMKM*)9 #的表达"并计算存活 >_W8数
目' 采用 g/F1,8G6=4染色法检测各组细胞的凋亡和坏死情况'%结果%培养 # H 的正常成熟 >_W8可见 ! [$

条完整的细长神经元突起及其分支' 糖氧剥夺后随着时间延长"培养的 >_W8逐渐减少和破坏"突起的主干
结构破碎' JAAY<')><$"K 拟似物组细胞相对活性分别为 $i$!"j"i!5-"明显高于 JAAY<')><$"K 抑制物组和
JAAY<')>对照组的 "i:V:j"i!V! 和 "i:""j"i!U!"差异均有统计学意义(2k!"i;"U&!"i-:5"均Kl"i""!)'存
活的 >_W8可表达 aMKM*)9 #"呈红色荧光' JAAY<')><$"K 拟似物组 aMKM*)9 #阳性细胞数量为 (!$iU""j
!i:-V) 6视野"明显多于 JAAY<')><$"K 抑制物组的 ("i5"" j"i;VU ) 6视野和 JAAY<')>对照组的 ( "iU"" j
!i$"V) 6视野"差异均有统计学意义(2k!;i!V!&!Vi:!-"均 Kl"i""!)' JAAY<')><$"K 拟似物组&JAAY<')>对
照组和 =hB 组细胞凋亡率和死亡率的总体比较差异均有统计学意义 (Mk!"iU;!"Kk"i""-*Mk5i$#U"
Kk"i"!$)"JAAY<')><$"K 拟似物组细胞凋亡率和死亡率均明显低于 JAAY<')>对照组和 =hB 组"差异均有
统计学意义(均 Kl"i";)'%结论%低氧培养箱联合低糖培养液建立稳定的原代 >_W8糖氧剥夺模型*JAAY

介导的 ')><$"K 转染可抵抗糖氧剥夺对 >_W8的损伤'%
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!451&%')&"6C')D0%$/(.6>FG)9(*N(9N*)/9 1F**(>_W8) HF(G, E/**/S)9N)81,(F')1)98M*G)8G,F'(7/J1(M8F
/E(9M'KFJ/EL)8)/9<G,JF(GF9)9NH)8F(8F80>F1F9G8GMH)F81/9E)J'FH G,(G')1J/>RA (')><$"K) 1(9 (**FL)(GF
,+I/P+<)9HM1FH 1(JH)(1)97MJ+0g/SFLFJ" S,FG,FJ')><$"K 1(9 IJ/GF1G>_W8(N()98G/P+NF9<N*M1/8FHFIJ)L(G)/9
H('(NF)88G)**9/GF**M1)H(GFH0%E5F*)&,2*%a,F()'/EG,)88GMH+S(8G/)9LF8G)N(GFG,FIJ/GF1G)LFFEEF1G/E')><$"K
/9 >_W8H('(NF1(M8FH K+/P+NF9<N*M1/8FHFIJ)L(G)/90%@*&?$.1%a,FJFG)9(8SFJF)8/*(GFH EJ/'G,FF+FK(**8/E
F)N,GB2J(G8(NFH I/8G9(G(*-V ,/MJ8(9H >_W8SFJFIJ)'(J)*+1M*GMJFH0a,F1F**8SFJFH)L)HFH )9G/G,FJF1/'K)9(9G
(HF9/<(88/1)(GFH L)JM8(JAYY) 1/9GJ/*NJ/MI"JAAY<')><$"K ')')1NJ/MI (9H AAY<')><$"K )9,)K)G/JNJ/MI0a,F9
G,F1F**8SFJFGJ(98EF1GFH M8)9NJAYY<')> I*(8')H"JAAY<')><$"K ')')1I*(8')H (9H AAY<')><$"K )9,)K)G/J
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I*(8')H"JF8IF1G)LF*+E/J5 H(+8S)G, G,F>_W8bAAY(8! b!" """0a,F1F**8SFJF1M*GMJFH S)G, */SN*M1/8F'FH)M'
)9 ,+I/P+NF9 )91MK(G/J(;]W3- "!#]R- "$]3- ) /J;]W3- )91MK(G/JJF8IF1G)LF*+E/J-V ,/MJ80WF**L)(K)*)G+S(8
HFGF1GFH K+1F**1/M9G)9NQ)G<U (88(+0a,FFPIJF88)/9 /EaMKM*)9 #"(9FMJ/9 8IF1)E)1'(JQFJ"S(8HFGF1GFH K+
)''M9/E*M/JF81F91FGF1,9/*/N+G/FL(*M(GFG,F8MJL)L(*/E>_W80a,F(I/IG/8)8(9H 9F1J/8)8/EG,F1F**8SFJF(88F88FH
K+g/F1,8G6=4H/MK*F8G()9)9N0%G*1/-&1%a,F>_W8NJFSSF**S)G, J/M9H 8,(IF(9H !/$ IJ/1F88F8# H(+8(EGFJ
1M*GMJFH )9 G,F9/J'(*1F**80g/SFLFJ"G,F>_W8SFJFH)')9)8,FH (9H G,F1F**IJ/1F88H)8JMIGFH )9 G,F/P+NF9<N*M1/8F
HFIJ)L(G)/9 NJ/MI0a,FJF*(G)LFL(K)*)G+/EG,F1F**8S(8$i$!"j"i!5- )9 G,FJAAY<')><$"K ')')1NJ/MI"S,)1, S(8
8)N9)E)1(9G*+,)N,FJG,(9 "i:V:j"i!V! )9 G,FJAAY<')><$"K )9,)K)G/JNJ/MI (9H "i:""j"i!U! )9 G,FJAAY<')>
1/9GJ/*NJ/MI(2k!"i;"U"!"i-:5" K/G, (GKl"i""! )04GS(8I/8)G)LF*+FPIJF88FH )9 8MJL)L(*>_W8"S)G, G,FJFH
E*M/JF81F91F0a,F9M'KFJ/EaMKM*)9 #q 1F**8S(8( !$iU"" j!i:-V ) 6E)F*H )9 G,FJAAY<')><$"K ')')1NJ/MI"
8,/S)9N(8)N9)E)1(9G)91JF(8F)9 1/'I(J)8/9 S)G, ("i5""j"i;VU) 6E)F*H )9 G,FJAAY<')><$"K )9,)K)G/JNJ/MI (9H
("iU""j!i$"V ) 6E)F*H )9 G,FJAAY<')> 1/9GJ/*NJ/MI ( 2k!;i!V!" !Vi:!-" K/G, (GKl"i""! )0B)N9)E)1(9G
H)EEFJF91F8SFJFE/M9H )9 G,F(I/IG/8)8J(GF(9H 9F1J/8)8J(GF('/9NG,FJAAY<')><$"K ')')1NJ/MI"JAAY<')>
1/9GJ/*NJ/MI (9H =hB NJ/MI (Mk!"iU;!"Kk"i""-*Mk5i$#U"Kk"i"!$)"(9H G,F(I/IG/8)8J(GF(9H 9F1J/8)8J(GF
)9 G,FJAAY<')><$"K ')')1NJ/MI SFJF1/98)HFJ(K*+*/SFJG,(9 G,/8F)9 G,FJAAY<')>1/9GJ/*NJ/MI (9H =hB NJ/MI
((**(GKl"i";)0%H$()-/1,$(1%a,F/P+NF9<N*M1/8FHFIJ)L(G)/9 '/HF*81(9 KFF8G(K*)8,FH )9 >_W8K+,+I//P+N)1
(9H */S<N*M1/8F1M*G)L(G)/90JAAYF91/H)9N')><$"K ')')18GJ(98EF1G)/9 1(9 IJ/GF1G>_W8(N()98G/P+NF9<N*M1/8F
HFIJ)L(G)/9 H('(NF0%

!7*3 8$%.1"6 C)1J/>RA86'FG(K/*)8'* >FG)9(* N(9N*)/9 1F**8* WF** ,+I/P)(6I,+8)/*/N+* _*M1/8F6
I,+8)/*/N+* >RA)9GFJEFJF91F* W+G/IJ/GF1G)/96HJMNFEEF1G8* >(G8" BIJ(NMF<2(S*F+* 3P+NF9<N*M1/8FHFIJ)L(G)/9

I/(.#%$0%'"# R(G)/9(*R(GMJ(*B1)F91F /̂M9H(G)/9 /EW,)9((U!$#!""5" U!$""#5-)

%%眼外伤&青光眼等缺血缺氧性眼病可对视神经造
成不可逆的损伤"目前认为氧剥夺损伤机制在其中发
挥重要作用

+!, "用糖皮质激素类&抗血管内皮生长因
子(L(81M*(JF9H/G,F*)(*NJ/SG, E(1G/J"Y&_̂ )和非甾体
类抗炎药物等进行治疗往往不能达到预期疗效

+-Z$, "
因此寻找新疗法是该领域的研究方向之一' 对离体培
养的视网膜神经节细胞(JFG)9(*N(9N*)/9 1F**8">_W8)
进行糖氧剥夺处理来模拟体内缺血缺氧损伤是最常用

的方法"建立稳定的离体糖氧剥夺模型有利于治疗药
物的筛选' 近年的研究表明"微小 >RA(')1J/>RA8"
')>)参与机体内稳态的调节"包括机体组织对缺氧的
应答反应

+VZ;, ' 我们前期的研究发现"大鼠视神经钳
夹伤后视网膜中 ')><$"K 表达水平升高"提示 ')><$"K
可能参与伤后 >_W8缺血缺氧的应答' 此外"将
')><$"K转染至 >_W8可促进细胞轴突生长 +5, ' 还有
研究表明"人视网膜色素上皮细胞系 A>=&<!: 可通过
抑制 ')><$"K 而增加过氧化氢酶的表达"从而抵抗氧
化应激损伤

+#, ' 由此我们推测')><$"K 可能对糖氧剥
夺导致的 >_W8损伤发挥保护作用' 本研究中拟利用
体外培养的 >_W8建立糖氧剥夺模型"观察 ')><$"K
对 >_W8糖氧剥夺损伤的保护作用'

96材料与方法

9096材料

909096实验动物6出生 -V , 以内的健康 B2大鼠(第
三军医大学第三附属医院实验动物中心提供)"雌雄
不限' 本研究经第三军医大学大坪医院伦理委员会批
准(医研伦审 -"!V<-$)"实验动物的使用和喂养遵循
A>Y3声明'
9090:6主要试剂 6 重组腺相关病毒 ( JF1/'K)9(9G
(HF9/<(88/1)(GFH L)JM8"JAAY)<')><$"K 拟似物&JAAY<
')><$"K 抑制物&JAAY<')>RA腺病毒空白载体(上海
生博医药科技有限公司合成)*胰蛋白酶&2C&C6̂<!-
培养基&胎牛血清(美国 g+1*/9F公司)*低糖 2C&C&
@<谷氨酰胺&RFMJ/K(8(*培养基&h-# 复合物 (美国
_)K1/公司)*多聚赖氨酸&多聚甲醛 (美国 B)N'(公
司)*小鼠抗大鼠神经元特异性标志物 aMKM*)9 #一抗
((K#U"#U)&W+$ 标记的山羊抗鼠 4N_二抗 ((K:#"$;)
(英国 AK1('公司)*2A=4染色液(北京中杉金桥生物
技术公司 )*细胞计数试剂盒<U (1F**1/M9G)9NQ)G<U"
WW?<U)&细胞凋亡和坏死检测试剂盒(上海碧云天生
物技术有限公司)'
90:6方法
90:096原代 >_W8的培养和转染%取出生 -V , 以内
的 B2大鼠 U 只"以体积分数 #;]乙醇浸泡消毒溺亡"
摘取大鼠眼球"取出晶状体及玻璃体"钝性分离并取出
视网膜' 加入 - '*&质量分数 "i-;]胰蛋白酶"在 $# n
水浴中消化 !; [-" ')9"用含体积分数 !"]胎牛血清
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的 2C&C完全培养基 U '*终止消化*然后 $ """ N离
心 !; ')9"弃上清*加入神经元培养液 (RFMJ/K(8(*q
h-#q"i; ''/*6@谷氨酰胺)"吹打成细胞悬液"经直径
#" ('的筛网滤过"以 !p!"; 6'*的细胞密度接种于
"i! 'N6'*的多聚赖氨酸包被的 -V 孔板中"于 $# n&
体积分数 ;] W3-的培养箱内培养 -V ,' 将细胞分为
JAAY<')>对照组& JAAY<')><$"K 拟似物组& JAAY<
')><$"K 拮抗物组和 =hB 组"分别于不同培养液中添
加 JAAY<')>&JAAY<')><$"K 拟似物&JAAY<')><$"K
拮抗物或 =hB 各 ! (*"其中 >_W8bJAAY为! b!" """"
置 $# n&含 ;] W3-的培养箱内继续培养"于培养后第
# 天取出细胞进行实验'
90:0:6糖氧剥夺模型的建立6收集各组培养 # H 的
>_W8"参照 _S(N等 +V,

的方法用缺氧培养箱制备 >_W8
的糖氧剥夺模型"即用低糖(葡萄糖质量浓度为 !i" N6@)
2C&C培养液在温度为 $# n及含 ;]W3-&!#]R-&
$]3-的缺氧培养箱中分别培养 "&! 和 $ ,"正常培养
的细胞用 2C&C培养液在温度为 $# n&;]W3-的正

常培养箱中分别培养 "&! 和 $ ,"倒置相差显微镜下观
察各组 >_W8形态'
90:0; 6 WW?<U 法检测细胞活性% 各组 >_W8以
!p!"5 6'*密度接种于 :5 孔板"各转染组细胞糖氧剥夺
后 $ , 将低糖 2C&C培养液换成正常培养液"同时每
孔加入 !" (*WW?<U 培养 V ,"用酶联免疫检测仪上测
定波长为 V;" 9'的吸光度(QV;" )"计算细胞活性' 细
胞活性(])k(Q加药ZQ空白 ) 6(Q"加药ZQ空白 )p!""]' 细
胞相对活性k细胞活性(]) 6对照组细胞活性(])'
90:0< 6免疫组织化学法检测 >_W8细胞标志物
aMKM*)9 #的表达%各组 >_W8以 !p!"; 6'*接种于 -V
孔板中培养 # H"在糖氧剥夺后 $ , 以质量分数 ;]多
聚甲醛于 $# n下固定 $" ')9"=hB 清洗 $ 次"每次
; ')9'于 $# n下用 aJ)G/9 打孔 !; ')9"=hB 清洗 $ 次"
每次 ; ')9' 滴加神经元特异性标志物 aMKM*)9 #
(! b;"")"V n过夜' =hB 清洗 $ 次' 滴加 W+$ 标记的
山羊抗鼠 4N_(! b-"")"$# n孵育 - ,"=hB 清洗"荧光
显微镜下观察细胞形态和数量' 每孔取 ; 个固定视
野"计算每个视野内的细胞个数"取平均值"实验重复
$ 次(图 !)'
90:0=6g/F1,8G6=4双染色法检测细胞的凋亡和坏死
%各组 >_W8以 !p!"; 6'*接种于 -V 孔板"病毒转染后
培养 # H' 糖氧剥夺后 $ , 弃培养液"每孔加入 ;"" (*混
合液(?g/F1,8G染色液 b?=4染色液 b?细胞染色缓冲液 k; b; b! """)"
V n孵育$" ')9"=hB 洗涤 ! 次"荧光显微镜下观察
g/F1,8G6=4染色阳性细胞数' 细胞凋亡率kg/F1,8G阳

图 96每孔 = 个固定视野的选取示意图

性细胞个数6总细胞个数p!""]*细胞坏死率k=4阳
性细胞个数6总细胞个数p!""]'
90;6统计学方法

采用 B=BB !U0" 统计学软件进行统计分析' 本研
究中测量指标的计量资料经 T 检验呈正态分布"以
Vj4表示' 采用均衡分组多水平实验设计"JAAY<')><
$"K 拟似物组&JAAY<')><$"K 抑制物组和 JAYY<')>
对照组间 >_W8活性和存活 >_W8数目的总体差异比
较以及 JAAY<')><$"K 拟似物组&JAAY<')>对照组和
=hB 组间细胞凋亡率和坏死率的总体差异比较均采用
单因素方差分析"多重比较采用 @B2<2检验' Kl"i";
为差异有统计学意义'

:6结果

:096正常培养和糖氧剥夺模型细胞的形态学表现
培养 # H 的正常成熟 >_W8可见 ! [$ 条完整的细

长神经元突起及其分支' 在糖氧剥夺后 ! , 可见神经
元分支减少"而神经元突起的主干结构较完整"细胞体
周围光泽度好"透亮' 糖氧剥夺后 $ , 神经元的分支
消失"神经元突起的主干结构破碎"细胞体周围无光
泽"细胞体内反光明暗不均(图 -)'
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图 :6各组 GmH1的形态学表现(标尺k;" (')%A#糖氧剥夺即
刻(" ,)>_W8呈近圆形 (黑箭头) "可见细胞体周围的细长突起
(白箭头)%h#糖氧剥夺 ! , >_W8细胞体大小不规则(黑箭头) "
细胞体周围突起变细"分支减少 (白箭头)%W#糖氧剥夺后 $ ,
>_W8减少"细胞突起的主干破坏(白箭头)%2[ #̂与培养同时
间点糖氧剥夺组 >_W8比较"正常对照组 >_W8细胞体大小规则"
细胞突起明显

!U:$! 中华实验眼科杂志 -"!5 年 ; 月第 $V 卷第 ; 期%W,)9 X&PI 3I,G,(*'/*"C(+-"!5"Y/*0$V"R/0;
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:0:6各组 >_W8相对活性的比较
JAAY<')><$"K 拟似物组&JAAY<')><$"K 抑制物

组和 JAYY<')>对照组相对细胞活性分别为 $i$!"j
"i!5-&"i:V:j"i!V! 和 "i:""j"i!U!"$ 个组间总体比
较差异有统计学意义 (Mk#-i!-:"Kl"i""!)'JAAY<
')><$"K 拟似物组细胞活性明显高于 JAAY<')><$"K
抑制物组和 JAYY<')>对照组"差异均有统计学意义
(2k!"i;"5&!"i-:V"均 Kl"i""!)' JAAY<')><$"K 抑
制物组与 JAYY<')>对照组比较细胞活性的差异无
统计学意义(2k"i-!-"Kk"iU$:) (图 $) '

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
1 2 3

a a

转
染
细

胞
活

性
(%

)

图 ;6糖氧剥夺后 ; ?各组
GmH1相对活性比较%Mk
#-i!-:"Kl"i""!0与 JAAY<
')><$"K 拟似物 组 比 较"
(Kl"i""!(单因素方差分
析"@B2<2检验"+k$)%!#
JAAY<')><$"K 拟似物组%
-#JAAY<')><$"K 抑制物组
$#JAYY<')>对照组

:0;6各组 >_W8细胞形态和存活数量
存活的 >_W8可表达 aMKM*)9 #"呈红色荧光' 正

常对照组和 JAAY<')><$"K 拟似物组细胞形态完整"

神经元细胞体呈类圆形"形态规则"可见神经突起"存
活的 >_W8较多*JAAY<')><$"K 抑制物组及 JAYY<
')>对照组中神经元细胞体形态不规则"细胞数量明
显减少"神经元细胞体和神经突起辨别不清' JAAY<
')><$"K 拟似物组&JAAY<')><$"K 抑制物组和 JAAY<
')>对照组 aMKM*)9 #阳性细胞数的总体比较差异有
统计学意义(Mk!;"i;5!"Kl"i""!)' JAAY<')><$"K

拟似物组 aMKM*)9 # 阳性细胞数量为 ( !$iU"" j
!i:-V) 6视野"明显多于 JAAY<')><$"K 抑制物组的
("i5""j"i;VU) 6视野和 JAYY<')>对照组的("iU""j
!i$"V) 6视 野" 差 异 均 有 统 计 学 意 义 (2k!;i!V!&
!Vi:!-"均 Kl"i""!)(图 V)'
:0<6糖氧剥夺后各组 >_W8凋亡和坏死情况

JAAY<')><$"K 拟似物组&JAAY<')>对照细胞和
=hB 组凋亡率分别为(!$i"jUi#)]&(V5i5j!:i;)]

和(5#iUj-Vi;)]"$ 个组总体比较差异有统计学意义
(Mk!"iU;!"Kk"i""-)"JAAY<')><$"K 拟似物组细胞
凋亡率明显低于 JAAY<')>对照组和 =hB 组"差异均
有统计学意义 (2k-iU$!" Kk"i"$"* 2kVi5!:" Kk
"i""-)"JAAY<')>对照组与 =hB 组之间细胞凋亡率
的差异无统计学意义 (2k!i#UU"Kk"i"::)'JAAY<
')><$"K 拟似物组&JAAY<')>对照组和 =hB 组细胞坏
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图 <6免疫荧光染色观察各组 GmH1的形态和数量变化(W+$"标尺k

#" (')%A#存活的 >_W8可表达神经元特异性标志物 aMKM*)9 #"

呈红色荧光0正常培养的 >_W8细胞体呈圆形"可见细长形细胞突

起*JAAY<')><$"K 拟似物组 >_W8形态类似于正常培养的 >_W8"

JAAY<')><$"K 拮抗物组和 JAAY<')>对照组 >_W8形态不规则"细

胞突起崩解%JAAY#重组腺病毒*')>#微小 >RA%h#$ 个组存活的

>_W8数量的比较%Mk!;"i;5!"Kl"i""!0与 JAAY<')><$"K 拟似物

组比较"'Kl"i"!(单因素方差分析"@B2<2检验)%!#JAAY<')><$"K

拟似物组%-#JAAY<')><$"K 抑制物组%$#JAAY<')>对照组

%
死率分别为(!$i"j$i$)]&(-;i:j!"i#)]和(-#iVj
ViU)]"$ 个组间总体比较差异有统计学意义 (Mk
5i$#U"Kk"i"!$)"JAAY<')><$"K 拟似物组细胞坏死
率明显低于 JAAY<')>对照组和 =hB 组"差异均有统
计学意义(2k-i:"""Kk"i"-5*2k$i-;;"Kk"i"-!)"
JAAY<')>对照组之间细胞坏死率的差异无统计学意
义(2k"i$;;"Kk"i#-:)(图 ;)'

表 96各组 GmH1凋亡率和坏死率比较(!J""Q)

组别 样本量 凋亡率 坏死率

JAAY<')><$"K 拟似物组 ; !$i"jUi# !$i"j$i$

JAAY<')>对照组 ; V5i5j!:i;( -;i:j!"i#(

=hB 组 ; 5#iUj-Vi;( -#iVjViU(

M !"iU;! 5i$#U

K "i""- "i"!$

%注#与各自的 JAAY<')><$"K 拟似物组比较"(Kl"i"! (单因素方差分

析"@B2<2检验)%>_W#视网膜神经节细胞*JAAY#重组腺病毒*')>#微

小 >RA

!::$!中华实验眼科杂志 -"!5 年 ; 月第 $V 卷第 ; 期%W,)9 X&PI 3I,G,(*'/*"C(+-"!5"Y/*0$V"R/0;
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图 =6各组 GmH1凋亡和坏死情况组g/F1,8G6=4"标尺k!"" (')%JAAY<')><$"K 拟似物
组强蓝色荧光q弱红色荧光的凋亡细胞及强红色荧光q强蓝色荧光的坏死细胞均明显多
于 =hB 组0光学显微镜图片表示单位面积细胞个数 组细胞密度)大致相同的情况下"- 个
组红色和蓝色荧光染色有差别%JAAY#重组腺病毒*')>#微小 >RA
%

;6讨论

视网膜神经元离体培养模型在视觉科学研究中具

有重要价值及其独特的特点"它可以建立离体视网膜
神经元缺血缺氧模型"以探讨缺血缺氧性神经元损伤
的细胞及分子保护机制

+U, ' 尽管体外细胞实验不可
能完全模拟体内环境"但已有研究分别运用低氧&低糖
和糖氧剥夺 $ 种处理方式处理神经元"发现糖氧剥夺
模型较其余 - 种模型对神经元造成的伤害更为有
效

+:, "因此对体外培养的神经元进行糖氧剥夺处理已
成为模拟体内缺血缺氧损伤的常用方法' 糖氧剥夺模
型一般包括低糖培养基联合缺氧损伤模型"而目前构建
缺氧模型的方法多样"但这些方法"如药物组R(-B-3V

+!", )
造成缺氧损伤需要人为调制浓度和加样"重复实验容
易产生误差*封口膜密封培养板的方式不能精确控制
和测量培养板内环境' 本研究中采用 _S(N等 +V,

中的

缺氧培养箱联合低糖培养基的方法建立离体 >_W8糖
氧剥夺模型"该方法具有更好的可重复性"操作简单"
可准确调控细胞培养环境' 同时采用原代 >_W8比
>_W<; 细胞株能更好地反映糖氧剥夺后的 >_W8状
态

+!!, ' 离体糖氧剥夺模型在评价神经保护剂中具有
其独特的优点

+!-, "该模型可以排除活体状态下内分
泌&循环&体液等多种因素的影响"为进一步研究 ')><
$"K 对视网膜神经元糖氧剥夺的保护作用提供良好的
离体实验模型"但该模型不能完全模拟损伤后神经节
细胞所处内环境的变化"同时缺氧模型中氧浓度数值
的设定还需要更多的临床数据分析研究'

g(9 等 +5,
在大鼠视神经钳夹伤后"通过 =W>检测

发现 ')><$"K 在损伤早期含量迅速升高"同时在体实
验显示早期提高 ')><$"K 浓度可以在一定程度上保护

>_W8"减少细胞凋亡或死亡' 而视网膜
缺血缺氧是大鼠视神经钳夹伤早期病

理变化之一"提示 ')><$"K 参与大鼠视
网膜缺血缺氧过程' 本研究中对转染
JAAY的 >_W8进行糖氧剥夺发现转染
JAAY<')><$"K 拟似物组与转染 JAAY<
')>对照组比较细胞活性明显增加' 同
时利用神经元特异性标志物 aMKM*)9 #
免疫荧光染色法观察糖氧剥夺后 >_W8
结构改变情况"结果显示上调该 ')>RA
可保持 >_W8结构的完整性' 本研究中
对各组 >_W8凋亡与坏死检测显示"
JAAY<')><$"K 转染后可降低糖氧剥夺
后细胞的凋亡率和坏死率' 结合上述

结果本研究中认为"')><$"K 可保护视网膜神经元受
到糖氧剥夺的损害' B,F9 等 +!$,

对心肌细胞的研究也

发现"')><$" 家族可以减轻心肌细胞糖氧剥夺造成的
损害"提示 ')><$"K 可能是调节机体抵抗缺氧缺血环
境的重要分子之一"但其在其他细胞中以及 ')><$" 家
族的其他成员是否也具有相似的作用尚待进一步研究'

临床常见的眼外伤是由于眼内的急性糖氧剥夺环

境所导致的视神经损伤"因此眼外伤具有其他所有视
神经疾病共同的病理学特征"即 >_W8的死亡' 糖氧
剥夺的动物模型发现">_W8具有早期坏死和凋亡并
存的现象

+!VZ!;, ' 本研究中发现"原代转染 ')><$"K 的
>_W8在糖氧剥夺后 $ , 细胞活性明显增强"细胞凋亡
率和坏死率下降"并可维持细胞的正常形态"提示
')><$"K 可以增强 >_W8对糖氧剥夺环境的适应能力"
有助于维持细胞内环境稳态'

本研究为离体实验"发现 ')><$"K 可在糖氧剥夺
情况下保护 >_W8"以减少细胞凋亡和细胞坏死"尽管
')><$"K 在离体细胞培养实验中能够减轻糖氧剥夺带
来的细胞损害"但是其在在体动物实验中是否能够对
>_W8发挥保护作用有待进一步研究' 总之"本研究
的结果为治疗缺血缺氧性视网膜病变提供了一种新的

思路"即在视网膜损伤早期应用药物提高并维持>_W8
内 ')><$"K 的表达水平"可能有利于 >_W8抵抗缺氧
缺血损伤'
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JFNF9FJ(G)/9 (9H FPIJF88)/98/E>,/A (9H 9FMJ)G)9 )9 J(GJFG)9(*
N(9N*)/9 1F**8<;+X,0W,)9 Xh)/*/N"-"!V"-#(-) b-"#Z-!!0

+!-,@/K9FJ20B(GMJ(G)/9 /E9FMJ/IJ/GF1G)LFFEEF1G8/E(HF9/8)9F)9 1/JG)1(*
1M*GMJF+X,0RFMJ/JFI/JG"-""-"!$(!5) b-"#;Z-"#U0

+!$, B,F9 f" B,F9 e"C)(/@"FG(*0')>RA<$" E(')*+)9,)K)G)/9 IJ/GF1G8
(N()98G1(JH)(1)81,F')1)97MJ+K+JFNM*(G)9N1+8G(G,)/9)9F<N(''(<*+(8F
FPIJF88)/9+X,0A9G)/P)H >FH/PB)N9(*"-"!;"-- ($ ) b--VZ-V"0234#
!"0!"U: 6(J80-"!V0;:":0

+!V,2(L)H =" @M8Q+ C" aF)1,KFJN Y40 49L/*LF'F9G /E FP1)G(G/J+
9FMJ/GJ(98')GGFJ8)9 G,FH('(NFIJ/HM1FH )9 1,)1Q F'KJ+/JFG)9(8K+
(9/P)((9H FPGJ(1F**M*(J,)N, I/G(88)M'+X,0&PI &+F>F8"!:UU"V5(;) b
5;#Z55-0

+!;,W(IJ(J(W"_J)''W0̂J/'/P+NF9 G/FJ+G,J/I/)FG)9#JF*FL(91F/E,+I/P)(
E/JJFG)9(*HFLF*/I'F9G" ,F(*G, (9H H)8F(8F+X,0=J/N>FG)9 &+F>F8"
-"!-"$!(!) bU:Z!!:0234#!"0!"!5670IJFGF+FJF80-"!!0!!0""$0

(收稿日期#-"!;Z!-Z";)

(本文编辑#尹卫靖)

读者!作者!编者

本刊对来稿中组织病理学彩色图片及电子显微镜图片中标尺的要求

%%如果作者稿件中包含有组织病理图&免疫荧光染色图&免疫组织化学图&电子显微镜图片"为了反映组织标本大小的最精确尺

度"请在电子版图片的左下方附注标尺'

本刊关于医学研究中对人体临床试验伦理描述的要求
%%根据国际医学期刊编辑委员会提供的0生物医学期刊投稿统一要求1的表述"本刊对作者撰写稿件时关于0知情同意1和0医学

伦理学1的描述提出如下要求#

(!)知情同意%在未事先获得知情同意的情况下"患者有隐私不被侵犯的权力' 患者的身份信息"包括姓名&来源&住院号等均

不应该以文字&图片或家系信息的方式在出版物上公开"除非这些信息对于本研究是必需的"如需在出版物上显示"应征得患者(或

者父母&监护人)签署的书面同意书'

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息"但难以做到完全匿名时(如在照片中掩盖患者的眼部"不足以保护患者的隐私

权)"应提供知情同意的信息' 如果用改变患者的身份特征(如遗传家系等)以保护患者隐私权的方法"作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性"并且编辑应在文中对此予以说明'

(-)医学伦理学%以人体为实验对象的研究"作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构&国家委员会或 !:#; 年赫尔辛

基宣言(-""; 年修订)的医学伦理学标准' 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题"作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性"提交已通过审查机构的批准情况' 以动物为实验对象的研究"作者应当说明是否遵循当地的相关机构&

学会(国内或国外)及国家实验动物保护和使用指南'
(本刊编辑部)

!!"V!中华实验眼科杂志 -"!5 年 ; 月第 $V 卷第 ; 期%W,)9 X&PI 3I,G,(*'/*"C(+-"!5"Y/*0$V"R/0;

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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