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!!$摘要%!目的!利用病毒工具研究视网膜到脑的神经环路中神经细胞的形态结构及细胞之间的联系方

式#并根据其示踪方向性和跨细胞突触性质#探索其用于研究视觉环路中细胞形态和连接分布情况& !方法!

应用随机数字表法将 0[$ 周龄实验小鼠随机分组#每组 % 只& 野生型 ?<9bY5T小鼠用于荧光金'腺相关病毒

(OOU)'伪狂犬病毒(V4U)和 / 型单纯疱疹病毒 />6 株(a/>6)示踪实验*转基因鼠 RX;UZA*/小鼠用于 OOU

的示踪实验*转基因鼠 ,"0NZA*/小鼠用于狂犬病毒(4U)跨单突触示踪实验& 病毒方向选择性示踪"(/)逆向

示踪!在小鼠双侧上丘注射逆向神经示踪剂荧光金'OOU'V4U或 4U#在特定时间点处死小鼠并取视网膜铺

片#观察投射到脑的视网膜细胞形态分布和数量*(>)顺向示踪!在小鼠玻璃体腔注射 a/>6 等顺向示踪剂#

在相应时间点取小鼠的大脑切片#观察视网膜投射到脑的细胞形态分布和数量& !结果!逆向标记中#荧光

金标记到的视网膜神经节细胞比 OOU标记到的数量更多#但 OOU标记的神经节细胞有更多细胞突起的精细

结构#荧光金仅能标记细胞的胞体& 玻璃体腔注射 a/>6 和视觉投射脑区定位注射 V4U能跨多突触后显示环

路中串联起来的细胞分级投射& 跨单突触示踪病毒#4Û 缺失的重组 4U在结合辅助病毒后#可有效逆向跨

/ 个突触#标记下一级的细胞& !结论!OOU病毒通过其携带的荧光蛋白可研究细胞精细的形态学特征&

a/>6'V4U和 4U可用于研究视觉环路中神经连接& 结合 ?-@5*,+V'?(FH(F@="'3LO' 2̂('H 等基因元件技术#

病毒工具能精确调控表达特定类型细胞的功能#同时进行非常细致的视觉功能和形态研究&!

$关键词%!示踪* 荧光金* 病毒工具* 视觉环路
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!!视网膜神经元之间突触连接是视网膜功能研究的
基础#了解视网膜神经环路的突触联系对理解视觉环
路功能机制'揭示视觉功能疾病病因以及寻找疾病的
新治疗方法具有重要意义& 神经示踪法可特异性地标
记神经元

+ /Z>, #是解析视觉神经环路连接的重要工具&

示踪剂#包括无机荧光分子 (如荧光金)和细菌毒素
(如霍乱毒素)#可应用于探索视网膜和脑的功能连
接

+ "Z%, #但因其容易淬灭且无法完整呈现细胞形态#从
而限制了其应用& 近年来新发展的示踪病毒工具可克
服此类缺点#并能有效地示踪神经网络突触连接& 目
前常用的示踪病毒工具包括腺相关病毒 ( (G@;,=
(FF,2)(D@G I)-AF#OOU)' / 型单纯性疱疹病毒 />6 株
(J@-H@FF)'H*@+I)-AFFD-(); />6#a/>6)'伪狂犬病病毒
(HF@AG,-(E)@FI)-AF#V4U)以及狂犬病毒(-(E)@FI)-AF#
4U) & OOU是 %k9 _E 的单链 3QO小病毒#体积小'
无包膜'无致病性#是已在临床中应用的病毒基因转
移载体之一

+ <Z0, *其也广泛应用于科学研究和尝试性
眼部临床基因治疗

+ 9Z6, & a/>6 和 V4U基因组体量
大#约 /<# _E#属单纯疱疹病毒#而 4U属弹状病毒&
a/>6'V4U和 4U均可跨突触在细胞间传递#拥有应
用于眼科视觉环路研究的潜力

+ /#Z/>, & 本研究运用
OOU'a/>6'V4U和 4U来研究视觉环路中细胞的
联系&

82材料与方法

818!材料
81818!实验动物!0[$ 周龄雄性 ?<9bY50T小鼠由
北京维通利华实验动物技术有限公司提供#,"0NZ8*/
小鼠 ( ##0/%"=SUb5Q=LB(LJC/=2-@) /U*;5T)和 R#:UZ
8*/小鼠(#>$$09=b0T1?B=̂(G>D'>(2-@)X:J5PM(-T)由
美国T(2_F,; 实验室提供#并于武汉大学人民医院动物
中心+许可证号"R\gc(鄂)>#/<Z##>9,饲养& 实验动
物的饲养及实验操作均遵守武汉大学动物管理委员会

关于动物实验的相关规定&
81819!主要试剂及仪器!鸡抗小鼠绿色荧光蛋白
(B-@@; K*A,-@F2@;DH-,D@);# ŜV)多克隆抗体((E/"69#)'
兔抗小鼠 3F4@G 多克隆抗体 ((E0>"%/) (英国 OE2('
公司)*O*@+(S*A,-%$$ 标记的驴抗鸡多克隆 8B̂ 二抗

(9#"<%</<<)'O*@+(S*A,-<6% 标记的驴抗兔多克隆
8B̂ 二抗 ( 9//<$</<>) (美国 T(2_F,; 免疫研究实验
室)*质量分数 %p荧光金生理盐水溶液 ( <>=6%###发
射波长为 "%# ["$# ;'#激发波长为 %## ;') (美国
S*A,-,2J-,'@公 司 )* OOU>5>=&S/!=&\SV ( 0k%0 x

/#/> IB5'*)' OOU>=&S/!=387=&\SV=&\SV ( <k96 x

/#/> IB5'*)'OOU>=SYV=387(9k""x/#/> IB5'*)'OOU>=
&K/!=K387=&\SV(<k"<x/#/> IB5'*)'逆向跨多突触病毒
V4U=fb?=̂SV(>k6x/#/> IB5'*)'辅助病毒 OOU>=387=
&̂ SV=LUO(0k>%x/#/> IB5'*)'辅助病毒 OOU>=387=
4Û (0k>%x/#/> IB5'*)'逆向跨单突触病毒 4U=&;IO=

)̂ =3F4@G(>x/#$ 8Sf)'顺向跨多突触病毒 a/>6=̂%
(>x/#6HKA5'*)(武汉枢密脑科学技术公司)& 0$<>0 型
脑立体定位注射仪'99#># 型病毒注射显微镜'0$#"#
型小鼠适配器 (深圳市瑞沃德生命科技有限公司 )*
bg<" 型荧光显微镜'SU/### 型共焦显微镜 (日本
7*C'HAF公司)*?P/6<#冰冻切片机(德国Y@)2(公司)&
819!方法
81918!?<9bY5T小鼠视网膜神经节细胞逆向标记!
取 ?<9bY5T小鼠按照随机数字表法分为荧光金组和
OOU组#每组 % 只& 腹腔内注射质量分数 <p水合氯
醛麻醉小鼠(#k#/ '*5B)后#将小鼠放置于脑立体定位
仪并固定头部& 小鼠角膜涂红霉素眼膏#备皮消毒#剪
开头皮暴露小鼠颅骨并调平颅顶平面#确定到上丘位
置(OVnZ%k# ''#PYnl#k< ''#3UnZ/k9 '')& 在
光学体视显微镜下用高速牙科钻钻颅孔#注意勿伤及
硬脑膜#于荧光金组和 OOU组小鼠上丘定位点分别注
射荧光金("## ;*5侧)和示踪病毒工具 OOU>5>=&S/!=
&\SV(<## ;*5侧)& 注射完毕后留置注射针 /# ');#缓
慢移去注射针#缝合头皮#红霉素眼膏处理后置于复温
毯复苏&

参照文献+/,的方法#荧光金组小鼠于注射后 " G
用颈椎脱臼法处死#用镊子快速摘出双侧眼球#手术显
微镜下眼科剪移去晶状体及玻璃体#质量分数 %p多
聚甲醛固定 "# ');*转移至 VbR 中#去除巩膜#分离出
完整的视网膜& 将视网膜剪成四叶草状并铺平至载玻
片上#滴加适量封片剂进行封片& 参照文献+/",的方
法#OOU组小鼠于注射后 "[% 周颈椎脱臼法处死#摘
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取眼球并分离出完整视网膜铺于 >% 孔板*体积分数
<p牛血清白蛋白(E,I);@F@-A'(*EA');#bRO)VbRL溶
液常温封闭 > J#加入含 <p bRO的 VbRL溶液稀释的
ŜV一抗(/ ]/ ###)#% q冰箱孵育过夜*VbRL缓慢摇
动漂洗 " 次#每次 /# ');#加入含 <p bRO的 VbRL溶
液稀释的 O*@+(S*A,-%$$ 二抗( / ]<##)#室温避光孵
育 > J#VbRL避光摇动漂洗 " 次#每次 /# ');*3OV8室
温染色 ># ');#VbRL漂洗 " 次#每次 /# ');*在手术显
微镜下将视网膜剪成四叶草状#加入抗荧光淬灭剂进
行封片& 荧光显微镜下观察各组视网膜铺片#并分区
计数视网膜神经节细胞(-@D);(*B(;B*),; 2@**F#4̂ ?F)
密度"以视盘为中心#将视网膜分为 % 个象限#每个象
限从距视盘 /50'/5>'<50 半径处划分为 " 个区域#即
后极部'中央部及周边部*荧光显微镜 %## 倍视野下#
每个象限的分区内各任意选取 " 个视野点#按顺序进
行拍照并对荧光标记的 4̂ ?F进行计数&
81919!RX;UZA*/小鼠 ÔbO能 4̂ ?逆向及双向标
记!取 RX;UZA*/实验小鼠按照随机数字表法分为
387组和 K387组#每组 % 只& 按照 /1>1/ 方法麻醉并
固定小鼠#在 387组和 K387组小鼠双侧上丘分别注射
OOU>=&K/!=387=&\SV=&\SV( <## ;*5侧 ) 和 OOU>=
&S/!=387=SYV=WV4&=HO( <## ;*5侧)& 同时 K387组
小鼠用利多卡因滴眼液点眼行局部麻醉#固定小鼠#撑
开小鼠眼睑#充分暴露眼球#用微量注射器由角巩膜缘
斜向下避开晶状体进针入玻璃体腔#双眼各缓慢注射
/k< &*顺 行 标 记 的 病 毒 OOU>=&S/ !=K387=&\SV=
WV4&=HO#留置注射器 "# F至注射完全*涂抹红霉素
眼膏#并置于复温毯上等待复苏&

注射后 % 周#颈椎脱臼法处死 > 个组小鼠并分离
完整视网膜*用 ŜV一抗和 O*@+(S*A,-%$$ 二抗按照
/1>1/ 方法进行荧光染色并全视网膜计数荧光标记的
4̂ ?F&
8191:!?<9bY50T小鼠视觉环路顺向及逆向跨多突触
标记!取 ?<9bY50T实验小鼠按照随机数字表法分为
a/>6 组($ 只)和 V4U组(% 只)& 参照文献+/%Z/<,
描述的方法#a/>6 组小鼠玻璃体腔注射 a/>6=̂%
(/k< &*5侧)#小鼠玻璃体腔注射方法同 /1>1>*注射
后 "'% G 各取 % 只小鼠#腹腔内注射 <p水合氯醛麻醉
小鼠(#k#/< '*5B)#固定于操作台#剪开胸腔#暴露心
脏#用 VbR ( #k#/ ',*5Y# Han9k> [9k% ) 心脏灌流
/< ');#后用含 %p多聚甲醛的 #k#/ ',*5YVbR 心脏灌
流 /# ');*剥开颅骨分离鼠脑浸泡于 %p多聚甲醛固定
/#[%$ J#依次用 /#p'>#p和 "#p蔗糖梯度脱水 > J#
于冰冻切片机进行切片#切片厚 <#[9# &'*同时剥取

眼球分离视网膜并铺片*用 ŜV一抗和 O*@+(S*A,-
%$$ 二抗染色后封片#荧光染色方法同 /1>1/#荧光显
微镜下观察鼠脑中枢多个视觉相关核团被顺向标记的

结果&
V4U 组 小 鼠 双 侧 上 丘 注 射 V4U=fb?=̂SV

(<## ;*5侧)#于注射后 % G 处死小鼠#分离视网膜行冰
冻切片并用 ŜV一抗和 O*@+(S*A,-%$$ 二抗染色分
析#荧光染色方法同 /1>1/#于荧光显微镜下观察标记
结果&
8191;!4̂ ?突触前细胞的标记!选取 % 只 ,"0NZA*/
小鼠#在其双侧上丘浅层注射体积比 / ]/混合的 OOU>=
387=&̂ SV=LUO和 OOU>=387=4Û (<## ;*5侧)#注射后
% 周#在同一注射位点注射重组 4U(4U=&;IO=)̂ =
3F4@G#<## ;*5侧)#小鼠上丘注射方法同 /1>1/& 继续
饲养 // G 后处死小鼠#按照 /k>k" 方法取双眼视网膜
和鼠脑组织进行冰冻切片并进行免疫荧光染色& 视网
膜冰冻切片荧光染色方法同 /k>k/& 脑组织冰冻切片
染色采用含 <p bRO的 VbRL溶液常温封闭 > J#加入
含 <p bRO的 VbRL溶液稀释的 ŜV一抗(/ ]/ ###)
和 3F4@G 一抗(/ ]<##)#于 % q冰箱孵育 " G*VbRL缓
慢摇动漂洗 " 次#每次 /# ');*用含 <pbRO的 VbRL
溶液稀释的 O*@+(S*A,-%$$ 二抗 ( / ]<## ) 和 O*@+(
S*A,-<6% 二抗(/ ]<##)室温避光孵育 < J*VbRL室温
避光漂洗 " 次#每次 /# ');*3OV8室温染色 ># ');#
VbRL漂洗 " 次#每次 /# ');#用抗荧光淬灭封片剂封
片*并于荧光显微镜下观察细胞标记结果&
8191<!视网膜薄片膜片钳的 4̂ ?单细胞记录!取
/1>1% 部分分离的完整视网膜# 4̂ ?面向下倒扣在
#k>> &'微孔滤膜上#用手动切片机将视网膜组织切
成 /% &'厚的薄片#然后平行转移到记录槽中& 拉制
尖端口径为 /[> &'的膜片钳记录电极#灌入电极内
液*在电动微操仪的控制下#采用微电极气脉冲式局部
加药系统的方式#在高压氮气的驱动下施加细胞受体
激动剂到细胞表面*用 O+,; >##O的放大器记录指定
钳制电位下的电流变化& 灌流液为 "9 q的4);B@-液&
正置荧光显微镜下将记录电极靠近内核层表达 ŜV
和 3F4@G 的细胞#形成高阻封接后#通过加压系统给
电极内部一个负压#进行快电容补偿#施加瞬时强脉
冲打破电极尖端的膜片#放大器设置到全细胞模式
行膜片钳记录#记录细胞对所施加药物的反应电流&
81:!统计学方法

采用 RVRR /61# 软件进行统计分析& 计量资料经
RJ(H)-,=W)*_ 检验证实呈正态分布#以 '@(;lR3表示#
组间均数经Y@I@;@检验证实方差齐 &采用均衡分组
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图 82荧光金和 !!a逆向标记 F<丘KQRS 小鼠视网膜不同区域 @OF-的密度和形态!O"

?<9bY5T小鼠上丘脑区注射 OOU>5>=&S/!=&\SV示意图!b"OOU组小鼠视网膜铺片全景图

(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/ ''#x%#)!?"b图的局部放大图(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/## &'#
x%##)!3"OOU组荧光标记的 4̂ ?F细胞胞体和树突形态图(O*@+(S*A,-%$$#标尺n># &'#
x/ ###)!&"?<9bY5T小鼠上丘脑区注射荧光金示意图!S"荧光金组小鼠视网膜铺片全景图

( Ŝ #标尺n/ ''#x%#)! "̂S图的局部放大图( Ŝ #标尺n/## &'#x%##)!a"荧光金组荧光

标记的细胞( Ŝ #标尺n># &'#x/ ###)!8"荧光金组与 OOU组小鼠视网膜各区域荧光标记

的 4̂ ?F量化比较!6部位 n#k<%/#Qn#k<6#*6分组 n%#k$6$#Qm#k##/1与各自的 OOU组比

较#(Qm#k#/(两因素方差分析#YR3=2检验#& n%)!OOU"腺相关病毒*4̂ ?"视网膜神经节

细胞

6)71,#82T>#*#((0#/-)$4 %/0"',+>'('74 '?@OF-(%&#(#05)$>?(1','A7'(0%/0!!a)/$>#

F<丘KQRS ")*#!O"LJ@F2J@'(D)2G-(M);B,KOOU>5>=&S/!=&\SV);:@2D),; );D,DJ@FAH@-),-

2,**)2A*AFF)D@,K?<9bY5T')2@!b"LJ@MJ,*@-@D);()'(B@); DJ@OOUB-,AH (O*@+(S*A,-%$$#

F2(*@E(-n/ ''#x%#) !?"&;*(-B@G )'(B@,KDJ@FdA(-@E,+); DJ@)'(B@b(&\SV#F2(*@E(-n

/## &'#x%##)!3"LJ@)'(B@,K2@**E,G)@F(;G G@;G-)D@F,KK*A,-@F2@;2@*(E@*@G 4̂ ?F); DJ@

OOUB-,AH (O*@+(S*A,-%$$#F2(*@E(-n># &'#x/ ###)!&"LJ@F2J@'(D)2G-(M);B,KK*A,-,=B,*G

);:@2D),; );D,DJ@FAH@-),-2,**)2A*AFF)D@,K?<9bY5T')2@! S"LJ@MJ,*@-@D);()'(B@); DJ@

K*A,-,B,*G B-,AH ( Ŝ #F2(*@E(-n/ ''#x%#) ! "̂&;*(-B@G )'(B@,KDJ@FdA(-@E,+); DJ@)'(B@

S( Ŝ #F2(*@E(-n/## &'#x%##)!a"LJ@)'(B@,K2@**E,G)@F,KK*A,-@F2@;2@*(E@*@G 4̂ ?F);

DJ@K*A,-,=B,*G B-,AH ( Ŝ #F2(*@E(-n># &'#x/###)!8"LJ@FD(D)FD)2B-(HJ K,-DJ@G@;F)D)@F,K

K*A,-@F2@;2@*(E@*@G 4̂ ?F); DJ@G)KK@-@;D(-@(F,K-@D);(K-,' G)KK@-@;DB-,AHF16(-@(n#k<%/#Qn

#k<6##6B-,AH n%#k$6$#Qm#k##/1?,'H(-@G M)DJ DJ@2,--@FH,;G);BOOUB-,AH#(Qm#k#/ (DM,=M(C

OQ7UO#YR3=2D@FD#&n%)!OOU"(G@;,=(FF,2)(D@G I)-AF*4̂ ?"-@D);(*B(;B*),; 2@**

单因素干预多水平研究设计#荧光金
组与 OOU组小鼠视网膜不同部位
4̂ ?F密度的差异比较采用两因素方
差分析#多重比较采用 YR3=2检验*
387组与 K387组 4̂ ?F密度差异比
较采用独立样本 2检验& Qm#k#< 为
差异有统计学意义&

92结果

918!OOU组与荧光金组逆向标记的
4̂ ?分布比较

为了分析不同的逆向标记方法

所能标记到 4̂ ?神经元的分布#我们
分别对后极部'中央部和周边部标记
的视网膜神经元计数& 免疫荧光染
色结果显示#荧光金组小鼠视网膜后
极部' 中央部和周边部被标记的
4̂ ?F数 量 分 别 为 ( " ><%k"# l
>0#k99 )' ( " "<>k<0 l>/<k90 ) 和
(> #>"k"9l>$<k60)个5''>*OOU组
小鼠视网膜后极部'中央部和周边部
&\SV荧光表达的 4̂ ?F数量分别为
(%00k96l6<k/)'( 60#k9/l/"%k#%)'
和( / 0#%k</l"#>k%>)个5''>#各组
不同部位荧光标记 4̂ ?F数量总体比
较#差异有统计学意义(6部位 n#k<%/#
Qn#k<6#*6分组 n%#k$6$#Qm#k##/)*
荧光金组后极部和中央部荧光标记

4̂ ?F细胞数多于 OOU组#差异有统
计学意义(2nZ/#k#%>'Z6k%/0#均 Qm
#k#/)& 与荧光金组比较#OOU组标
记细胞荧光信号更强#树突和轴突边
界更清晰(图 /)&
919!387组和 K387组标记 (=氨基丁
酸能 4̂ ?F形态及数量的变化

387组和 K387组 RX;UZA*/小鼠
视网膜铺片上可见荧光标记的 (=氨基丁酸 ((=(');,
EADC-)2(2)G# ÔbO)能 4̂ ?F胞体'树突及轴突纤维&
387组和K387组全视网膜荧光标记的 4̂ ?F数量分别
为(//<k#>l9k>6)个5''>

和 (6/k$%l%k$%)个5''>#
K387组荧光标记 4̂ ?F数量明显少于 387组#差异有
统计学意义(2n<k"##Qm#k#/)(图 >)&
91:!a/>6 组与 V4U组标记视网膜到脑的视觉环路
比较

a/>6 组随取材时间不同#标记细胞数及脑区有所
不同*注射后 % G 小鼠上丘区标记的神经元数量较注
射后 " G 明显增加#注射后 % G 位于视觉皮层(U/)等
脑区的突触后细胞也开始被标记& V4U组注射后 % G

小鼠视网膜外核层'内核层和 4̂ ?层可见大量荧光标
记细胞#根据标记细胞的形态和位置推测分别为双极
细胞 (-@D);(E)H,*(-2@**F#4b?F)'无长突细胞'Pt**@-

细胞和光感受器细胞(图 ")&
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图 92!!a标记丘"#U$%&'小鼠O!K!能@OF-的形态和分布!O"387组小鼠上丘脑区定位注射
OOU>=&S/!=387=&\SV=&\SV示意图!b"387组小鼠的视网膜铺片全景图(O*@+(S*A,-%$$#标尺n
/ ''#x%#)!?"b图中方框 / 的局部放大图(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/## &'#x%##)!3"b图中方
框 > 的局部放大图 (O*@+(S*A,-%$$#标尺 n/## &'#x%##)!&"K387组小鼠上丘脑区定位注射
OOU>=SYV=387同时在玻璃体腔注射 OOU>=&K/!=K387=&\SV示意图!S"K387组小鼠视网膜铺片全
景图(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/ ''#x%#)! "̂S图中方框 / 的局部放大图(O*@+(S*A,-%$$#标尺n
/## &'#x%##)!a"S图中方框 > 的局部放大图(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/## &'#x%##)!OOU"腺
相关病毒

6)71,#92T>#"',+>'('74 %/00)-$,)&1$)'/'?O!K!#,7)*@OF-(%&#(#05)$>!!a)/$>#丘"#($
%&'")*#! O" LJ@F2J@'(D)2G-(M);B,KOOU>=&S/!=387=&\SV=&\SV );:@2D),; );D,DJ@FAH@-),-
2,**)2A*AFF)D@,K')2@); DJ@387B-,AH!b"LJ@MJ,*@-@D);()'(B@); DJ@387B-,AH (O*@+(S*A,-%$$#
F2(*@E(-n/ ''#x%#) !?"LJ@@;*(-B@G )'(B@,KDJ@FdA(-@E,+/ ); DJ@)'(B@b(O*@+(S*A,-%$$#
F2(*@E(-n/## &'#x%##)!3"LJ@@;*(-B@G )'(B@,KDJ@FdA(-@E,+> ); DJ@)'(B@b(O*@+(S*A,-%$$#
F2(*@E(-n/## &'#x%##) !&"LJ@F2J@'(D)2G-(M);B,KOOU>=SYV=387);:@2D),; );D,DJ@FAH@-),-
2,**)2A*AFF)D@(;G OOU>=&K/!=K387=&\SV);:@2D),; );D,I)D-@,AF2J('E@-,KRX;UZA*/')2@); DJ@K387
B-,AH!S"LJ@MJ,*@-@D);()'(B@); DJ@K387B-,AH (O*@+(S*A,-%$$# F2(*@E(-n/ ''#x%#)! "̂LJ@
@;*(-B@G )'(B@,KDJ@FdA(-@E,+/ ); DJ@)'(B@S(O*@+(S*A,-%$$#F2(*@E(-n/## &'#x%##)!a"LJ@
@;*(-B@G )'(B@,KDJ@FdA(-@E,+> ); DJ@)'(B@S(O*@+(S*A,-%$$#F2(*@E(-n/## &'#x%##)!OOU"
(G@;,=(FF,2)(D@G I)-AF

91;!从视网膜到脑的视觉形成
环路 4̂ ?F的跨突触病毒标记

在上丘注射跨单级突触的病

毒来逆向标记 4̂ ?脑区投射的
区域#结果显示上丘浅层可见大
量 &̂ SV标记的神经元*上丘其
他各层仅见 3F4@G 标记的神经
元#为上丘浅层 &̂ SV标记细胞
的突触前细胞& 视网膜冰冻切片
免疫荧光染色结果显示 4̂ ?层
和内核层少量 3F4@G 标记细胞#
位于 4̂ ?层为 4U=3F4@G 跨突触
后所感染的 4̂ ?细胞 (上丘到
4̂ ?跨突触 )* 位于内核层 为
4̂ ?的突触前细胞 (如 4̂ ?到
4b?跨突触)(图 %)&

通过全细胞膜片钳技术对单

纯 3F4@G 标记的视网膜内核层的
神经元进行电生理特征记录#结
果显示在Z%# 'U的钳制电压下#
离子型谷氨酸受体激动剂 OPVO
(/## &',*5Y)所诱导的超极化电
流#提示该神经元为 7SS型 4b?
(图 %)&
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图 :2189d 病毒顺向及 V@a病毒逆向跨多突触标记 F<丘KQRBS 小鼠视觉环路!O"?<9bY50T小鼠玻璃体腔注射 a/>6 病毒(a/>6=̂%)示意图!

b"a/>6 病毒注射后 " G 和 % G 小鼠脑片上丘(前囟Z"k% ''处)和 U/ 脑区(前囟Z%k#% ''处)荧光标记情况(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/ ''#x%#)

?"?<9bY50T小鼠上丘脑区定位注射 V4U病毒(V4U=fb?=̂SV)示意图!3"V4U注射后 < G 小鼠视网膜各层荧光标记观察(O*@+(S*A,-%$$#标

尺n<# &'#x>##)! ŜV"绿色荧光蛋白*7QY"外核层*8QY"内核层* ?̂Y"神经节细胞层

6)71,#:2T>#.)-1%(*),*1)$(%&#(#0$,%/--4/%+$)*%((4 5)$>189d .),1-%/0V@a.),1-)/F<丘KQRBS ")*#!O"LJ@F2J@'(D)2G-(M);B,Ka/>6=̂%

);:@2D),; );D,DJ@I)D-@,AF2J('E@-,K?<9bY50T')2@); DJ@a/>6 B-,AH!b"LJ@K*A,-@F2@;D*(E@*);B,KFAH@-),-2,**)2A*AF(b-@B'(Z"k% '') (;G U/

E-(); (-@((b-@B'(Z%k#% '') (D" G(CF(;G % G(CF(KD@-);:@2D),; (O*@+(S*A,-%$$#F2(*@E(-n/ ''#x%#)!?"LJ@F2J@'(D)2G-(M);B,KV4U=fb?=

ŜV);:@2D),; );D,DJ@FAH@-),-2,**)2A*AFF)D@,K?<9bY50T')2@); DJ@V4UB-,AH!3"LJ@K*A,-@F2@;2@*(E@*);B,K-@D);((D< G(CF(KD@-V4U);:@2D),;

((*@+(K*A,-%$$#F2(*@E(-n<# &'#x>##)! ŜV"B-@@; K*A,-@F2@;DH-,D@);*7QY",AD@-;A2*@(-*(C@-*8QY");;@-;A2*@(-*(C@-* ?̂Y"B(;B*),; 2@***(C@-
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图 ;2重组 @a逆向跨单级突触标记 丘*+N$%&'小鼠 @OF-!O"上丘脑区示踪病毒注射示意图!
b"小鼠脑组织切片上丘区 3F4@G 标记细胞荧光表达结果(O*@+(S*A,-<6%#标尺n/## &'#x%##)!
?"小鼠脑组织切片上丘区 &̂ SV标记细胞荧光表达结果(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/## &'#x%##)!
3"图 b和图 ?融合图!&"小鼠视网膜切片 3F4@G 标记荧光表达结果 (O*@+(S*A,-<6%#标尺n

/## &'#x/ ###)!S"小鼠视网膜切片 &̂ SV标记荧光表达结果(O*@+(S*A,-%$$#标尺n/## &'#
x/ ###)! "̂图 &与图 S融合图!a"视网膜内核层 4U=3F4@G 标记的细胞上记录的 /## &',*5Y
OPVO诱导的电流!4U"狂犬病毒*RA "̂浅灰质层*7H"视神经层*8; "̂中灰质层*3H "̂深灰质层*
7QY"外核层*8QY"内核层* ?̂Y"神经节细胞层
6)71,#;2T>#@OF-%/0$>#),+,#-4/%+$)**#((-(%&#(#0&4 ,#*'"&)/#0@a)/丘*+,$%&'")*#!O"
LJ@F2J@'(D)2G-(M);B,KOOU=387=4Û #OOU=387=&̂ SV=LUO(;G 4U=)̂ =3F4@G );:@2D),;!b"LJ@
@+H-@FF),; ,K3F4@G *(E@*@G 2@**F); DJ@E-(); D)FFA@F@2D),; ,K,"0NZA*/')2@(O*@+(S*A,-<6%#F2(*@
E(-n/## &'#x%##)!?"LJ@@+H-@FF),; ,K&̂ SV*(E@*@G 2@**F); DJ@E-(); D)FFA@F@2D),; ,K,"0NZA*/
')2@(O*@+(S*A,-%$$#F2(*@E(-n/## &'#x%## ) ! 3"LJ@'@-B@G )'(B@,Kb(;G ?! &"LJ@
@+H-@FF),; ,K3F4@G *(E@*@G 2@**F); DJ@-@D);(*F@2D),;F,K,"0NZA*/')2@(O*@+(S*A,-<6%#F2(*@E(-n

/## &'#x/ ###) !S"LJ@@+H-@FF),; ,K&̂ SV*(E@*@G 2@**F); DJ@-@D);(*F@2D),;F,K,"0NZA*/')2@
(O*@+(S*A,-%$$#F2(*@E(-n/## &'#x/ ###)! "̂LJ@'@-B@G )'(B@,K&(;G S!a"LJ@2A--@;D
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荧光金是一种高信号的无机荧光分子示踪剂#无
选择性地标记细胞的胞体#且荧光信号不持久 + "#/0Z/6, &
荧光金的神经毒性会损害细胞的基因转录和翻译#注
射后 %[< 周#标记的细胞开始死亡#故不适用于长时
程标记细胞

+ >#, &
重组 OOU可更清楚'完整地显示标记细胞的形态

学特征#在细胞内长期稳定安全地表达#但 OOU是有
选择性地感染特定细胞& 近年发展了多种新型重组病
毒示踪工具#其中包括部分细小病毒科'疱疹病毒科'
弹状病毒科的病毒

+ ", & OOU'a/>6'V4U和 4U已用
于神经示踪#可成为解析视觉神经环路连接的重要工
具& 结合其他病毒工具或技术#OOU在神经环路的结
构和功能研究上有更广泛的应用

+ %, & 谷氨酸脱羧酶 >
(B*AD(')2(2)G G@2(-E,+C*(F@># Ô3>)是 ÔbO的一
种合成酶#本研究结合 RX;UZ8*/小鼠和 ?-@=*,+V系
统#将 OOU>=&K/!=387=&\SV=&\SV注射到上丘后能
逆 4̂ ?轴突到达 4̂ ?胞体#在 ÔbO能 4̂ ?内 ?-@

蛋白的作用下表达荧光蛋白& 但
OOU>=&K/!=387=&\SV=&\SV同时
也标记了投射到上丘的其他 ÔbO
能神经元& 为标记 ÔbO能 4̂ ?#
本研究中测试了 K387组 > 种不
同的 OOU& OOU>=&S/!=387=SYV=
WV4&=HO注射入上丘后能逆 4̂ ?
的轴突到达胞体#在 ?-@蛋白的作
用下表达 SYV蛋白& OOU>=&S/!=
K387=&\SV=WV4&=HO注射入玻璃
体腔后直接感染 4̂ ?胞体#并在
SYV蛋白的作用下表达荧光蛋白&
故 ÔbO能 4̂ ?只有被这 >种OOU
同时感染后才能显示荧光信号& 相
应地#K387组联合使用 ?-@5*,+V和
SYV5S4L系统标记 4̂ ?的效率比
387组 单 纯 使 用 ?-@5*,+V系 统
稍低&

重组 OOU主要的缺点是可携
载体量小#最大只能携带约 %k$ _E
基因

+ ", & 其次#OOU基因表达需较
长的时间#且衣壳血清型决定了被
感染神经元的类型

+ >/, & 设计携带
较大基因时可考虑由 > 种 OOU各
携带一半基因#在细胞内表达后整
合为一个基因

+ >>, & 目前#OOU结
合 ?-@5*,+V系统'?48RV4=2(F@6 技术或 ?(FH(F@" 等工
具来研究基因功能的方法已经很成熟#且由于 OOU具
有较好的安全性#大量临床试验已开始采用 OOU作为
基因治疗的载体#其针对难治性眼病#如遗传性眼病的
基因治疗已经上市

+ 9Z6, &
除 OOU外#a/>6#V4U和 4U病毒具有不同的方

向选择性和跨突触能力#目前已经被广泛用于多种神
经环路追踪& 其中 a/>6 和 V4U是双链 3QO病毒#体
量大#有包膜#属于疱疹病毒科 + ", & a/>6 顺向跨多突
触传递#V4U则逆向跨多突触传递& 本研究结果显
示#在小鼠玻璃体腔注射 a/>6 后 9> J#上丘脑区神经
元开始被标记*注射后 60 J#其他脑区的突触后细胞开
始被标记& 上丘注射 V4U后 " 天内有极少的细胞被
标记*而注射后第 % 天时已有大量无长突细胞'Pt**@-
细胞'4b?F和 4̂ ?F被标记*注射后第 < 天标记细胞
量相比之前增加并不多& a/>6 和 V4U都对小鼠有致
死性#注射病毒后小鼠生存期m9 G+ >"Z>%, & 选择合适的
实验时长和确定小鼠处死时间非常关键& 若能降低
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a/>6 和 V4U对小鼠神经元的毒性作用#或减慢 a/>6
和 V4U跨突触传递的进程#则更利于我们对视觉环路
细胞亚型的研究

+ />#><Z>0, &
4U属弹状病毒科#在辅助 ^蛋白的作用下#4U

能逆向跨多突触传递
+ >9Z>6, & ,"0NZ8*/小鼠的 4̂ ?都

能表达 ?-@蛋白#> 个 OOU辅助病毒在 4̂ ?内被剪
切#并在细胞膜表达 LUO受体蛋白#在细胞质表达 ^
蛋白和 &̂ SV绿色荧光蛋白& % 周后注射重组 4U#4U
结合 LUO5&;IO系统可有效控制感染细胞的特定类
型

+ //#>$Z"", & &;IO是禽肉瘤白血病病毒的包膜蛋白#
能特异性识别并结合 LUO受体 + "%, #而 LUO受体天然
在哺乳动物体内不表达#故利用 &;IO包裹重组 4U就
能定向感染表达 LUO受体的细胞 + "<, #并在细胞内表
达 3F4@G 红色荧光蛋白& 当 4̂ ?同时被这 " 种病毒
感染#重组 4U就能在 ^蛋白存在的情况下定向传递
到突触前细胞& 本研究结果显示#4U注射后 /# [
/> G#4U逆向跨单突触标记系统才能少量标记视网膜
环路 4̂ ?的突触前细胞& 但由于 4U的毒性作用#其
注射后小鼠生存期m/" G& 若能降低 4U的细胞毒性#
延长小鼠生存时间#则可能会有更多的跨突触细胞被
标记&

综上所述#示踪病毒工具相较传统示踪工具优点
非常显著#OOU可用于更清晰细致地显示细胞的形态
特征*a/>6'V4U和 4U可用于研究神经元间的突触
联系*若结合转基因小鼠#还能精确控制特定的类型细
胞& 故示踪病毒工具适用于视觉环路和功能研究以及
难治性眼病的探索和治疗&
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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消!息

/眼科研究实用实验技术指南0出版发行2222222222

由武汉大学人民医院沈吟教授和邢怡桥教授主编的 /眼科研究实用实验技术指南0一书于
>#/6 年 // 月由科学出版社出版& 该书是介绍眼科专业基础实验研究技术的参考书籍#系统归纳

了眼科实验研究常用的细胞实验和动物实验中的基本技术和操作方法& 全书共分 9 个章节#包括

细胞培养'组织生化'眼科常见动物模型'活体动物眼科检测'视网膜细胞电生理功能学实验'眼科

特定注射技术和常用科研软件使用等& 本书为每个眼科专有实验制订了详细的方案和流程#还结

合实际操作经验#总结出实验中易犯错误和问题#强化了获得更佳实验结果的重点要点& 本书适

用于从事视觉科学和眼科实验操作的专业技术人员#也可作为眼科研究生'从事眼科基础研究领

域的眼科医生以及眼科实验技术人员的参考用书&

本书定价 9< 元#在全国各大新华书店#京东商城'当当网'淘宝网等网上书店均有售&
(本刊编辑部)

/北京协和医院眼科病例精解0出版发行2222222222

由陈有信教授主编的/北京协和医院眼科病例精解0一书于 >#># 年 9 月由科学技术文献

出版社正式出版& 本书收集了 %> 例眼科典型病例#涉及眼科各专业#图文并茂& 书中包括眼

科眼底病专家张承芬教授生前亲自整理的病例#主要展现常见眼底疾病的诊疗思路#是老一

辈眼科专家留下的宝贵资料& 此外#书中收集了眼科教授和年轻医生在近年来临床诊疗工作

中的典型病例及手术技巧#特别需要提出的是#有相当部分的病例涉及全身疾病& 本书中典

型病例有助于各层次医生相互学习借鉴#快速掌握专家的诊疗思路#提高诊疗水平#非常值得

阅读&

本书定价 /"$ 元#全国各大新华书店#以及京东商城'当当网'淘宝网等网上书店均有售&
(本刊编辑部)
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