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MOY0<0"对视网膜缺血a再灌注损伤小鼠
视网膜神经节细胞的保护作用及其机制
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$$)摘要*$目的$探索载脂蛋白 %模拟肽 MOY0<0" 对小鼠视网膜缺血a再灌注"PK#损伤后 b0Fb! 小胶
质细胞极化及视网膜神经节细胞"KYM7#存活的影响及其可能的机制, $方法$将 0= 只 = 周龄 M>QA\F1V雄
性小鼠按照随机数字表法分为正常对照组 1 只+PK# H 组 1 只+PKQ H 组 # 只和 PK0< H 组 # 只'其中 PK组小
鼠使用生理盐水进行前房灌注'将眼压提高至 0"" &&B;"0 &&B;v"t0## RJ'#并维持 0 9'以建立视网膜 PK

损伤模型, 取正常对照组和 PK# H 组各 # 只'采用视网膜冰冻切片免疫荧光染色法观察视网膜小胶质细胞的
分布情况, 取正常对照组+PK# H 组+PKQ H 组和 PK0< H 组各 # 只'通过视网膜铺片免疫荧光染色法观察视网
膜 b0 型+b! 型小胶质细胞随 PK损伤后时间的变化, 另取 .0 只 M>QA\F1V小鼠按照随机数字表法随机分为
正常对照组 0. 只+PK组 !< 只+生理盐水组 !< 只+MOY0<0" 组 !< 只'其中正常对照组小鼠维持正常眼压'其余
# 个组均建立 PK损伤模型'且 MOY0<0" 组和生理盐水组在造模后分别尾静脉注射 0 &;FR;MOY0<0" 和等体
积生理盐水, 采用视网膜铺片免疫荧光染色法观察各组小胶质细胞表型及 KYM7存活率(采用实时荧光定量
JMK法检测各组视网膜肿瘤坏死因子 ("TN[I(#+白细胞介素I0*"P\I0*#&KNL的相对表达量(采用 T̀ N%\

法观察视网膜神经细胞的凋亡情况(采用 f,7D,+8 -)4D法检测各组视网膜核因子 )A"N[I)A#+A淋巴细胞瘤 !
"A3)I!#+A3)I! 关联 _蛋白"A'5#蛋白的表达水平, $结果$正常对照组与 PK# H 组视网膜小胶质细胞主要
分布在神经节细胞层+内丛状层和外丛状层, 正常对照组+PK# H 组+PKQ H 组和 PK0< H 组 b0 型+b! 型小胶
质细胞数目总体比较差异均有统计学意义"Rv!.t=#+>Qt1!(均 Yd"t""0#(与正常对照组相比'PK# H 组 b0

型小胶质细胞数量增多'PKQ H 组 b! 型小胶质细胞数量增多'差异均有统计学意义"均 Yd"t">#, 正常对照
组+PK组+生理盐水组+MOY0<0" 组 b0 型小胶质细胞比例分别为"<t!>u"t>Q#h+"1>t!1u0"t<##h+"1#t"0u
<t.##h和"##t0#u<t<1#h'b! 型小胶质细胞的数目分别为 " <t>"u"t!"#h+ " 00t<Qu"t!<#h+ " 00tQ>u
"t0Q#h和"#=t.#u<t!1#h'总体比较差异均有统计学意义 "Rv!#t##+>"t=!(均 Yd"t">#(与 PK组比较'
MOY0<0" 组 b0 型小胶质细胞数目减少而 b! 型小胶质细胞数目增多'差异均有统计学意义"均 Yd"t">#(各
组 KYM7存活率及视网膜 TN[I(&KNL+P\I0*&KNL相对表达量+凋亡细胞数目+N[I)A和 A'5蛋白表达水
平+A'5FA3)I! 值总体比较差异均有统计学意义"Rv#"tQQ+0!t>!+1tQ<+!=tQ!+0#t"!+Qt.<+Qt>='均 Yd"t">#(

与正常对照组比较'PK组 KYM7存活率明显降低'视网膜凋亡细胞数增多'TN[I(和 P\I0*&KNL表达量升
高'视网膜 N[I)A和 A'5蛋白表达水平升高'A'5FA3)I! 比值升高'差异均有统计学意义"均 Yd"t">#(与 PK组
比较'MOY0<0" 组视网膜 KYM7存活率升高'TN[I(和 P\I0*&KNL表达量降低'T̀ N%\阳性细胞减少'N[I)A

和 A'5蛋白表达水平降低+A'5FA3)I! 比值降低'差异均有统计学意义 "均 Yd"t">#, $结论$视网膜 PK后
# H'MOY0<0" 促进 b0 型小胶质细胞向 b! 型极化'抑制视网膜 N[I)A及下游炎症因子表达'减轻视网膜炎症
反应'同时抑制凋亡相关蛋白的表达'从而促进 KYM7存活,$
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":7-)(/*)#;F7P'*)14';T4,5E)4+,D9,,**,3D74*'E4)(E4E+4D,(8 %I&(&,D(3E,ED(H,MOY0<0" 48 b0Fb!
&(3+4;)('E4)'+(U'D(48 '8H +,D(8');'8;)(48 3,))7"KYM7# 7:+S(S')'*D,+(739,&('I+,E,+*:7(48 "PK# (8?:+6(8 D9,&4:7,
+,D(8''8H (D7E477(-),&,39'8(7&72$Q')6+0-$%(;9D,,8 =IG,,RI4)H M>QA\F1V&'),&(3,G,+,H(S(H,H (8D4348D+4)
;+4:E "1 &(3,#'PK# H'67;+4:E "1 &(3,#'PKQ H'67;+4:E "# &(3,#''8H PK0< H'67;+4:E "# &(3,# '334+H(8;D4
D9,+'8H4&(U,H 8:&-,+D'-),&,D94H2b(3,(8 PK;+4:E G,+,E,+*:7,H (8 D9,'8D,+(4+39'&-,+:7(8;7')(8,''8H D9,
(8D+'43:)'+E+,77:+,"POJ# G'7+'(7,H D40"" &&B;"0 &&B;v"t0## RJ'# '8H &'(8D'(8,H *4+0 94:+(8 4+H,+D4
,7D'-)(79 '&4H,)4*PK(8?:+6(8 D9,+,D(8'2T9+,,&(3,*+4&348D+4);+4:E '8H # &(3,*+4&PK# H'67;+4:E G,+,
D'R,8 D44-7,+S,D9,H(7D+(-:D(48 4*+,D(8')&(3+4;)('-6(&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*+,D(8')*+4U,8 7,3D(4872T9+,,
&(3,G,+,D'R,8 *+4& 84+&')348D+4)'PK# H'67'PKQ H'67''8H PK 0< H'67;+4:E7+,7E,3D(S,)6D44-7,+S,D9,
39'8;,74*+,D(8')b0ID6E,'8H b!ID6E,&(3+4;)(')3,))7G(D9 D(&,'*D,+PK(8?:+6-6(&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*
+,D(8'2L84D9,+.0 M>QA\F1V&(3,G,+,+'8H4&)6H(S(H,H (8D484+&')348D+4);+4:E " 0. &(3,# ' PK ;+4:E
"!< &(3,# '7')(8,;+4:E " !< &(3,# ''8H MOY0<0" ;+4:E " !< &(3,# '334+H(8;D4D9,+'8H4& 8:&-,+D'-),
&,D94H2b(3,(8 84+&')348D+4);+4:E &'(8D'(8,H '84+&')POJ''8H D9,PK(8?:+6&4H,)G'7,7D'-)(79,H (8 D9,4D9,+
D9+,,;+4:E72P8 'HH(D(48'MOY0<0" ;+4:E '8H 7')(8,;+4:E G,+,(8?,3D,H G(D9 0 &;FR;MOY0<0" '8H '8 ,@:')
S4):&,4*7')(8,-6D'()S,(8 (8?,3D(48' +,7E,3D(S,)62T9,&(3+4;)('E9,84D6E,'8H 7:+S(S')+'D,4*KYM7G,+,
4-7,+S,H -6(&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*+,D(8')G94),&4:8D2T9,+,)'D(S,,5E+,77(4874*+,D(8')D:&4+8,3+47(7
*'3D4+Iw "TN[Iw# '8H (8D,+),:R(8I0*"P\I0*# &KNLG,+,H,D,3D,H -6+,')ID(&,*):4+,73,83,@:'8D(D'D(S,JMK2
T9,'E4ED47(74*+,D(8')8,:+48')3,))7G'74-7,+S,H -6D9,T̀ N%\'77'62T9,,5E+,77(48 ),S,)74*+,D(8')8:3),'+
*'3D4+I)A"N[I)A# 'A)6&E9436D,I! "A3)I!# ''8H A3)I!I'7743('D,H _ E+4D,(8 "A'5# E+4D,(87G,+,H,D,3D,H -6
f,7D,+8 -)4D2̀ 7,'8H 3'+,4*'8(&')77D+(3D)634&E)(,H G(D9 D9,B:-,(J+4S(83(')K,;:)'D(48748 D9,b'8';,&,8D4*
\'-4+'D4+6L8(&')7'8H D9,,5E,+(&,8DG'7'EE+4S,H -6D9,L8(&')%D9(37M4&&(DD,,4*D9,K,8&(8 B47E(D')4*
f:9'8 8̀(S,+7(D6"N42fCKb!"0."00##2$L'-.9)-$K,D(8')&(3+4;)('(8 84+&')348D+4);+4:E '8H PK# H'67
;+4:E G,+,&'(8)6H(7D+(-:D,H (8 D9,;'8;)(48 3,)))'6,+'(88,+E),5(*4+&)'6,+''8H 4:D,+E),5(*4+&)'6,+2T9,+,G,+,
7D'D(7D(3'))67(;8(*(3'8DH(**,+,83,7(8 D9,34&E'+(748 4*D9,E+4E4+D(4874*b0ID6E,'8H b!ID6E,&(3+4;)(''&48;
84+&')348D+4)'PK# H'67'PKQ H'67''8H PK0< H'67;+4:E7"Rv!.t=#'>Qt1!(-4D9 'DYd"t""0#2M4&E'+,H G(D9
84+&')348D+4);+4:E'D9,8:&-,+4*b0ID6E,&(3+4;)('G'79(;9,+(8 PK# H'67;+4:E''8H D9,8:&-,+4*b!ID6E,
&(3+4;)('G'79(;9,+(8 PKQ H'67;+4:E''8H D9,H(**,+,83,7G,+,7D'D(7D(3'))67(;8(*(3'8D"'))'DYd"t">#2T9,
E+4E4+D(4874*b0ID6E,&(3+4;)('(8 84+&')348D+4);+4:E'PK;+4:E'7')(8,;+4:E''8H MOY0<0" ;+4:E G,+," <t!>u
"t>Q#h'"1>t!1u0"t<##h'"1#t"0u<t.##h''8H "##t0#u<t<1h#'+,7E,3D(S,)6''8H D9,E+4E4+D(4874*b!ID6E,
&(3+4;)('(8 D9,*4:+;+4:E7G,+," <t>"u"t!"#h'" 00t<Qu"t!< #h'" 00tQ>u"t0Q#h''8H " #=t.#u<t!1#h'
794G(8;7D'D(7D(3'))67(;8(*(3'8DH(**,+,83,7'&48;D9,& "Rv!#t##'>"t=!(-4D9 'DYd"t""0#2T9,E+4E4+D(4874*
b0ID6E,&(3+4;)('H,3+,'7,H G9(),D9,E+4E4+D(4874*b!ID6E,&(3+4;)('(83+,'7,H (8 MOY0<0" ;+4:E G9,8 34&E'+,H
G(D9 PK;+4:E''8H D9,H(**,+,83,7G,+,7D'D(7D(3'))67(;8(*(3'8D"-4D9 'DYd"t">#2T9,+,G,+,7D'D(7D(3'))67(;8(*(3'8D
H(**,+,83,7(8 KYM77:+S(S')+'D,'+,)'D(S,,5E+,77(48 4*+,D(8')TN[Iw '8H P\I0*&KNL'+,D(8')'E4ED4D(33,))34:8D'
+,D(8')N[I)A'8H A'5E+4D,(8 ,5E+,77(48 ),S,)7''8H A'5FA3)I! +'D(4'&48;D9,*4:+;+4:E7"Rv#"tQQ'0!t>!'
1tQ<'!=tQ!' 0#t"!' Qt.<' Qt>=( '))'DYd"t"> #2M4&E'+,H G(D9 84+&')348D+4);+4:E' D9,+,G,+,7(;8(*(3'8D
H,3+,'7,7(8 D9,7:+S(S')+'D,4*KYM7'8H (83+,'7,7(8 +,D(8')'E4ED4D(33,))8:&-,+'TN[Iw '8H P\I0*&KNL
,5E+,77(48'+,D(8')N[I)A'8H A'5E+4D,(8 ,5E+,77(48 ),S,)7''8H A'5FA3)I! +'D(4(8 PK;+4:E "'))'DYd"t">#2
M4&E'+,H G(D9 PK;+4:E'D9,MOY0<0" ;+4:E 9'H (83+,'7,H +,D(8')KYM77:+S(S')+'D,'H,3+,'7,H TN[Iw '8H P\I0*
&KNL,5E+,77(48 ),S,)7'H,3+,'7,H T̀ N%\IE47(D(S,3,))7'H,3+,'7,H N[I)A'8H A'5E+4D,(87,5E+,77(48 ),S,)7''8H
H,3+,'7,H A'5FA3)! +'D(4''8H D9,H(**,+,83,7G,+,7D'D(7D(3'))67(;8(*(3'8D"'))'DYd"t">#2$E+,*9.-1+,-$T9+,,
H'67'*D,++,D(8')PK&4H,)(8;'MOY0<0" E+4&4D,7D9,E4)'+(U'D(48 4*b0ID6E,&(3+4;)('D4b!ID6E,'(89(-(D7D9,
,5E+,77(48 4*+,D(8')N[I)A'8H H4G87D+,'&(8*)'&&'D4+6*'3D4+7''8H 'DD,8:'D,7D9,+,D(8')(8*)'&&'D4+6+,7E487,''7
G,))'7(89(-(D7D9,,5E+,77(48 4*'E4ED47(7I+,)'D,H E+4D,(87'G9(39 E+4&4D,7D9,7:+S(S')4*KYM72

"<'= >+(0-#;K,D(8'( K,E,+*:7(48 (8?:+6( MOY0<0"( b(3+4;)(')E4)'+(U'D(48( Y)':34&'( LE4)(E4E+4D,(8 %
?.,0&(+@(/5& Y,8,+')J+4?,3D4*N'D:+')Z3(,83,[4:8H'D(48 4*B:-,(J+4S(83,"j4:D9# " !"!0M[A0".#(

P8H,E,8H,8DZ3(,8D(*(3 K,7,'+39 J+4?,3D 4* f:9'8 8̀(S,+7(D6 " Z:-7(H6 J+4?,3D *4+ j4:8; T,'39,+7#
"!"<!"!0R*"0#0#

COP&0"2#Q1"F3&'2?23800>.=.I!"!!0001I"">#<

!11"0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

$$青光眼是世界范围内导致视力不可逆丧失的重要
原因'以视神经的进行性退化和视网膜神经节细胞
"+,D(8');'8;)(48 3,))7'KYM7#的不可逆丧失为特征 - 0. ,
降低眼压是目前青光眼唯一的有效治疗手段'然而部
分患者在眼压控制正常的情况下'病程仍在进展 - !. ,
有研究表明'在遗传性青光眼动物模型视神经损伤前
就可在视神经中检测到促炎性单核细胞

- #a<. , 除此之
外'在一过性高眼压动物模型中'视网膜小胶质细胞与
星形胶质细胞被大量激活

- <. , 而抑制青光眼模型中
胶质细胞的活化'可显著减少 KYM7的死亡和轴突变
性

- >a1. , 因此'在青光眼疾病发展过程中'除高眼压对
KYM7的机械性损伤外'神经炎症可能也是导致 KYM7
死亡的重要原因

- Q. , 小胶质细胞与星形胶质细胞是
神经炎症相关的主要效应细胞'是视网膜常驻免疫细
胞'共同维持视网膜微环境的稳定'其中小胶质细胞在
神经炎症中发挥着核心作用

- =. , 根据小胶质细胞功
能'可将其分为经典激活型 "b0 型 #和交替激活型
"b! 型#(b0 型小胶质细胞被认为具有破坏性'释放
炎症因子和活性氧'加剧组织损伤'而 b! 型小胶质细
胞被认为具有保护性'吞噬组织碎片'促进组织修
复

- .. , 促进 b0 型小胶质细胞向 b! 型极化能最大程
度上减轻神经毒性'促进组织恢复, 载脂蛋白 %
"'E4)(E4E+4D,(8 %'LJO%#是中枢神经系统合成的主要
载脂蛋白'对维持中枢神经系统的脂质稳态发挥重要
作用'与神经炎症等密切相关 - 0"a00. , MOY0<0" 是一种
LJO%受体结合域的模拟短肽'因其具有与 LJO%全
蛋白相同的受体结合能力并且可自由透过血a脑屏
障'而被用于神经系统的治疗研究'是一种具有转化应
用前景的中枢神经保护剂

- 0!a01. , 目前尚未发现有研
究探索 MOY0<0" 在青光眼中的作用, 本研究拟通过
构建视网膜缺血a再灌注"(739,&('I+,E,+*:7(48'PK#模
型'探讨 MOY0<0" 对视网膜小胶质细胞极化及 KYM7
存活的作用及其机制'以期为青光眼治疗提供新的
思路,

D;材料与方法

D2D$材料
D2D2D$实验动物$ZJ[级雄性 =c0" 周龄 M>QA\F1V
小鼠'体质量 0=c!# ;'由辽宁长生生物技术股份有限
公司提供-许可证号&ZjZ]"鄂#!"0>I""!Q.'饲养于标
准"明F暗循环&0! 9F0! 9#清洁环境'动物饲养及实验
操作严格遵从$湖北省实验动物管理条例%'并获得武
汉大学人民医院动物伦理委员会批准 -批文号&
fCKb动"福#第 !"0."00# 号.,

D2D2!$主要试剂及仪器$兔抗小鼠离子钙结合衔接
分子 0 " (48(U,H 3')3(:& -(8H(8;'H'ED,+&4),3:),0'
P-'0#抗体"日本 f'R4公司#(大鼠抗小鼠 MC01F#! 抗
体"美国 ACJ9'+&(8;,8 公司#(羊抗小鼠 MC!"1 抗体
"美国 K̂ CZ67D,&7公司#+兔抗小鼠脑特异同源染色
体FJÒ 结构域蛋白 #L" -+'(8I7E,3(*(394&,4-45FJÒ
H4&'(8 E+4D,(8 #L'A+8#'#抗体"德国 Z68'ED(3Z67D,&7
公司#(兔抗小鼠核因子I)A" 8:3),'+*'3D4+I)A'N[I)A#
抗体+兔抗小鼠 A细胞淋巴瘤I!"AI3,)))6&E94&'I!'
A3)I!# 抗体+兔抗小鼠 A3)I! 关联 _蛋白 " A3)I!I
'7743('D,H _'A'5#抗体"美国 M,))Z(;8')(8;T,3984)4;6
公司#(驴抗兔和驴抗羊 L),5'[):4+>.< P;Y+驴抗兔
L),5'[):4+<== P;Y"美国 V'3R748 公司 #(驴抗大鼠
L),5'[):4+1<Q P;Y"武汉安特捷生物技术有限公司#(
兔抗小鼠甘油醛I#I磷酸脱氢酶 " ;)63,+')H,96H,I#I
E947E9'D,H,96H+4;,8'7,'YLJCB#抗体+BKJ标记的
羊抗兔 P;Y+BKJI标记的驴抗羊 P;Y"武汉塞维尔生物
科技有限公司#(T̀ N%\试剂盒"上海碧云天生物技术
有限公司#, Mb0."" 冰冻切片机"德国 \,(3'公司#(
[W0!"" 激光扫描共聚焦显微镜+A_>0 正置荧光显微
镜"日本 O)6&E:7公司#,
D2!$方法
D2!2D$实验小鼠的分组处理$采用随机数字表法将
0= 只小鼠分为正常对照组 1 只+PK# H 组 1 只+PKQ H
组 # 只和 PK0< H 组 # 只'其中 PK# H 组+PKQ H 组+
PK0< H 组小鼠建立视网膜 PK模型'根据分组分别于
造模后 #+Q 和 0< H 处死并观察模型眼不同表型小胶
质细胞变化, 采用随机数字表法将 .0 只小鼠分为正
常对照组 0. 只+PK组 !< 只+生理盐水组 !< 只和
MOY0<0" 组 !< 只'其中 PK组+生理盐水组和 MOY0<0"
组小鼠均建立右眼视网膜 PK损伤模型'正常对照组小
鼠将针头插入前房后'维持正常眼压 0 9(剔除损伤虹
膜+晶状体及感染的小鼠, 按照文献中的剂量及方法
给药'MOY0<0" 组和生理盐水组分别于造模结束后每
日尾 静 脉 注 射 !"" ')MOY0<0" 生 理 盐 水 溶 液
"0 &;FR;#和等体积生理盐水'连续给药 # H- 0<. ,
D2!2!$小鼠视网膜 PK模型的制作$按照文献- 0Qa
0=.中的方法构建 PK损伤动物模型'腹腔内注射戊巴
比妥钠麻醉小鼠 " <" &;FR;#'使用碘伏棉球消毒眼
周'以 >h复方托吡卡胺滴眼液扩瞳'"t"0h丙美卡因
滴眼液进行表面麻醉, 待瞳孔散大后使用生理盐水装
置连接 #!Y针头'显微镜下将针头小心地插入前房'
灌注开始可见眼球膨大+红光反射消失'维持 0"" &&B;
眼压 0 9'小心退出针头'角膜和结膜出现水肿'即为造
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模成功, 操作过程中避免损伤虹膜及晶状体组织'造
模过程中避免生理盐水外漏,
D2!2#$免疫荧光染色法观察各组小胶质细胞的分布
情况$正常对照组和 PK# H 组各任意选取 # 只小鼠'
在异氟烷气体麻醉状态下行颈椎脱臼法处死'摘取眼
球'0 &)注射器针头于角膜上戳一小孔'室温下 <h多
聚甲醛固定 0 9'显微镜下去除眼前节及玻璃体'置于
#"h蔗糖溶液中 < x过夜'使用 OMT包埋剂包埋'沿
视盘制成 0< '&厚冰冻切片, 取冰冻切片'用含 >h
牛血清白蛋白和 "t#h T+(D48 _I0"" 的磷酸盐缓冲液
"E947E9'D,-:**,+74):D(48'JAZ # 于室温封闭 ! 9'抗
P-'0 抗体"0 i0 """# < x孵育过夜'JAZ 洗涤 # 次'每
次 0" &(8(L),5'[):4+<== P;Y二抗" 0 i>""#室温孵育
! 9'JAZ 洗涤 # 次'每次 0" &(8'再使用 CLJP室温染
核 0" &(8'抗荧光淬灭剂封片'正置荧光显微镜下观察
并拍照,
D2!2H$免疫荧光染色法观察视网膜组织 b0Fb! 型小
胶质细胞及 KYM数量$取正常对照组 0< 只+PK# H
组 0< 只+PKQ H 组 # 只+PK0< H 组 # 只+生理盐水组
00 只+MOY0<0" 组 00 只小鼠'在异氟烷气体麻醉状态
下行颈椎脱臼法处死'摘取眼球'室温下 <h多聚甲醛
固定 0 9'显微镜下去除眼前节及玻璃体'完整地取出
视网膜, 取分离的视网膜用含 >h牛血清白蛋白和
"t#h T+(D48 _I0"" 的 JAZ 于 < x封闭过夜(置于 P-'0
抗体"0 i0 """#与 MC01F#! 抗体"0 i0""#行双重免疫
荧光标记(置于 P-'0 抗体 " 0 i0 """#与 MC!"1 抗体
"0 i!"#行双重免疫荧光标记(A+8#'抗体"0 i0 """#标
记 KYM7'< x孵育 Q! 9'JAZ 洗涤 # 次'每次 !" &(8(
置于相应 L),5'[):4+>.< P;Y" 0 i>"" #+ L),5'[):4+
<== P;Y"0 i>""#+L),5'[):4+1<Q"0 i#""#二抗中室温
孵育 ! 9'JAZ 洗涤 # 次'每次 !" &(8, 在距视盘 0F!c
!F# 处将视网膜剪成四叶草形状并进行铺片'吸干多
余水分'抗荧光淬灭剂封片, 使用激光扫描共聚焦显
微镜在 !"" 倍视野下观察'每瓣即为 0 个象限'每个象
限任意选取 ! 个视野'自 KYM7层到色素上皮层共扫
描 > 个层面'应用 P&';,V软件对视网膜全层小胶质细
胞进行计数'以 MC01F#!yP-'0y

细胞数量FP-'0y
细胞数

量百分比"h#来表示 b0 型小胶质细胞比例'MC!"1y

P-'0y
细胞数量FP-'0y

细胞数量百分比"h#来表示 b!
型小胶质细胞比例, 使用正置荧光显微镜在 <"" 倍视
野下观察'每一象限任意选取 # 个视野'应用 P&';,V
软件对 A+8#'阳性染色细胞进行计数'以 PK组+生理
盐水组和 MOY0<0" 组存活的 KYM数目与正常对照组
KYM数目的比值来表示 KYM存活率,

D2!2I$实时荧光定量 JMK法检测各组视网膜 TN[I(+
P\I0*&KNL的表达情况$取正常对照组+PK组+生理
盐水组和MOY0<0" 组小鼠各 > 只'于 PK造模后 # H 处
死'在无 KNL酶条件下分离小鼠视网膜'按照说明书
提取 KNL'并按照逆转录试剂盒合成 3CNL, 采用
ZjAKY+,,8 试剂盒"南京诺唯赞生物科技公司#进行
逆转录 JMK'P\I0*上游引物为 >XIYYMLYMTLMMTYT
YTMTTTMI#X'下游引物为 >XIMYLYYMTTTTTTYTTYTT
MLI#X(TN[I(上游引物为 >XILYLMMMTMLMLMTMLYL
TMLI#X'下游引物为 >XIYTLYLMLLYYTLMLLMMMLTI#X(
*I'3D(8 上游引物为 > XIYLLYTMMMTMLMMMTMMMLLI
#X'下游引物为 >XIYYMLTYYLMYMYLMMLI#X, JMK反
应程序&.> x预变性 #" 7(.> x变性 0" 7'1" x退火及
延伸 #" 7'反应循环 <" 次, 熔解曲线程序&.> x解链
0> 7'逐渐降温至 1" x维持 0 &(8'升温至 .> x维持
0> 7, 以 YLJCB为内参照'采用 !a##MD

计算 P\I0*+
TN[I(&KNL的相对表达量,
D2!2M$T̀ N%\染色法观察各组视网膜凋亡细胞$取
正常对照组+PK组+生理盐水组+MOY0<0" 组各 # 只小
鼠'在异氟烷气体麻醉状态下行颈椎脱臼法处死'摘取
眼球'0 &)注射器针头于角膜上戳一小孔'室温下 <h
多聚甲醛固定 0 9'显微镜下去除眼前节及玻璃体后置
于 #"h蔗糖溶液中'< x过夜'使用 OMT包埋剂包埋'
制成 0< '&厚冰冻切片, 参照 T̀ N%\试剂盒说明
书'将冰冻切片置于 <h多聚甲醛室温固定 #" &(8'
JAZ 洗涤 # 次'每次 0" &(8(使用含 "t>h T+(D48_I0""
的 JAZ 溶液室温孵育 > &(8'JAZ 洗涤 # 次'每次
0" &(8(使用 T̀ N%\检测液于 #Q x避光孵育 0 9'JAZ
洗涤 # 次'每次 0" &(8(CLJP室温孵育 0" &(8'抗荧光
淬灭剂封片, 使用激光扫描共聚焦显微镜于 !"" 倍视
野下观察'连续取 1 个视野进行拍照'采用 P&';,V软
件对凋亡细胞进行计数,
D2!2N$f,7D,+8 -)4D法检测各组小鼠视网膜 N[I)A+
A'5+A3)! 蛋白表达水平$取正常对照组+PK组+生理
盐水组和MOY0<0" 组小鼠各 > 只'于 PK造模后 # H 取
模型眼'置于冰上剖取视网膜组织'迅速置于裂解液
中'使用超声裂解仪进行裂解 "超声能量 !>h'超声
> 7停 # 7'共 > 个循环#'离心后收集上清'AML蛋白定
量法测定总蛋白浓度(取蛋白进行 0"hZCZIJLY%电
泳'转印至JWC[膜并于 >h脱脂奶粉中室温封闭 0 9'
分别置于抗 N[I)A抗体 " 0 i0 """ #+抗 A'5抗体
"0 i0 """#+抗 A3)! 抗体 " 0 i>""#+抗 YLJCB抗体
"0 i0 """# < x孵育过夜(充分漂洗后'将膜置于相应
BKJ标记的羊抗兔 P;Y+驴抗羊 P;Y中室温孵育 0 9(
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充分漂洗后'参照化学发光试剂盒于化学发光仪下显
影, 采用 P&';,V软件分析条带灰度值'以 YLJCB为
内参照'计算各目的蛋白相对表达量,
D2#$统计学方法

采用 Y+'E9E'H J+(7&=t<t" 软件进行统计分析,
各组测量指标数据资料经过 Z9'E(+4If()R 检验呈正态
分布'以 "u/表示'经 \,S,8,检验证实方差齐, 各组
间测量指标总体差异比较采用单因素方差分析'多重
比较采用 A48*,++48(检验, Yd"t"> 为差异有统计学
意义,

!;结果

!2D$正常对照组与 PK# H 组小鼠视网膜小胶质细胞
分布比较

各组 P-'0 阳性小胶质细胞主要分布在神经节细
胞层+内丛状层+外丛状层(与正常对照组比较'PK# H
组的 P-'0 表达明显增强"图 0#,

50μm

DAPI Ibal 融合图

正
常

对
照

组
IR

3
d组

50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

图 D;各组视网膜小胶质细胞分布情况 "L),5'[):4+<== m<""'标
尺v>" '&#$细胞核呈蓝色荧光'P-'0 阳性小胶质细胞呈绿色荧
光'各组中神经节细胞+内丛状层+外丛状层均可见 P-'0 阳性染色'
其中 PK组的 P-'0 荧光强度明显高于正常对照组$PK&缺血a再灌
注(CLJP&<X'1I二脒基I!I苯基吲哚(P-'0&离子钙结合衔接分子 0(
YM\&神经节细胞层(PJ\&内丛状层(OJ\&外丛状层
?1@.('D; O1-)(17.)1+, +3(')1,/951*(+@91/ 1, 0133'(',)@(+.&-
"L),5'[):4+<== m<""'-'+v>" '&#$N:3),(G,+,-):,2P-'0IE47(D(S,
&(3+4;)('G'7;+,,82P-'0IE47(D(S,7D'(8(8;G'77,,8 (8 ;'8;)(48 3,))7'
(88,+E),5(*4+& )'6,+' '8H 4:D,+E),5(*4+& )'6,+(8 ,'39 ;+4:E2T9,
(8D,87(D64*P-'0 *):4+,73,83,G'77(;8(*(3'8D)69(;9,+(8 PK;+4:E D9'8 (8
84+&')348D+4);+4:E$PK&(739,&('I+,E,+*:7(48(CLJP&<X'1IH('&(H(84I!I
E9,86)(8H4),(P-'0&(48(U,H 3')3(:& -(8H(8;'H'ED,+&4),3:),0(YM\&
;'8;)(48 3,)))'6,+(PJ\&(88,+E),5(*4+&)'6,+(OJ\&4:D,+E),5(*4+&)'6,+

!2!$PK造模后不同时间点小鼠视网膜 b0Fb! 型小
胶质细胞数目变化

随着 PK造模后时间的延长'小胶质细胞由静息态
转变为激活态'表现为细胞数目增多'细胞形态由细长
分枝状转变为阿米巴样, 正常对照组+PK# H 组+PK
Q H 组+PK0< H 组的 b0 型小胶质细胞比例分别为
"<t!>u"t>Q#h+" 1>t!1u0"t<##h+" 0#t1=u"t#.#h
和"=t"> u"t#1 #h'b! 型小胶质细胞比例分别为
"<t>"u"t!"#h+"00t<Qu"t!<#h+"0<t#=u"t.!#h和
".t#Qu"t>"#h'总体比较差异均有统计学意义"Rv
!.t=#+>Qt1!'均 Yd"t""0#, PK# H 组 b0 型小胶质
细胞比例明显高于正常对照组'PK# H 组+PKQ H 组+
PK0< H 组 b! 型小胶质细胞比例明显高于正常对照
组'差异均有统计学意义"均 Yd"t""0#"图 !#,
!2#$各处理组小鼠视网膜组织 b0Fb! 型小胶质细胞
数目比较

PK损伤后 # H'正常对照组+PK组+生理盐水组+
MOY0<0" 组视网膜组织 b0 型小胶质细胞比例分别为
"<t!>u"t>Q#h+" 1>t!1u0"t<##h+" 1#t"0u<t.##h
和"##t0# u<t<1#h'b! 型小胶质细胞比例分别为
"<t>"u"t!"#h+"00t<Qu"t!<#h+"00tQ>u"t0Q#h和
"#=t.#u<t!1#h'总体比较差异均有统计学意义"Rv
!#t##+>"t=!'均 Yd"t">#'其中 PK组 b0 型小胶质细
胞数目较正常对照组明显增多'MOY0<0" 组 b0 型小
胶质细胞数目较 PK组明显减少'b! 型小胶质细胞数
目较 PK组明显增多'差异均有统计学意义 "均 Yd
"t">#"图 ##,
!2H$各处理组小鼠视网膜组织中 KYM7存活率比较

视网膜铺片 A+8#'免疫荧光染色显示'MOY0<0"
组 KYM7数量多于PK组"图 <L#, 正常对照组+PK组+
生理盐水组和 MOY0<0" 组的 KYM7存活率分别为
"0""t""u<t>=#h+"><t#"u.t1.#h+">1t".uQt1.#h
和"QQt1"u=t0"#h'总体比较差异有统计学意义"Rv
#"tQQ'Yd"t">#'其中 PK组 KYM7存活率明显低于正
常对照组和 MOY0<0" 组'差异均有统计学意义"均 Yd
"t"0#(PK组和生理盐水组的 KYM7存活率比较'差异
无统计学意义"Ye"t">#"图 <A#,
!2I$各处理组视网膜 TN[I(和 P\I0*&KNL相对表
达量比较

PK组+生理盐水组+MOY0<0" 组 TN[I(&KNL相
对表达量分别为 0t""u"t#<+"t.!u"t0#+"t#"u"t"1(
P\I0*&KNL相对表达量分别为 0t"" u"t##+ 0t"# u
"t#.+"t#!u"t01'总体比较差异均有统计学意义"Rv
0!t>!+1t<Q'均 Yd"t">#'其中'MOY0<0" 组 TN[I(+
P\I0*&KNL相对表达量较 PK组明显降低'差异均有
统计学意义"均 Yd"t">#"图 >#,
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图 !;AL造模后各不同时间小鼠视网膜组织中 QD组Q! 型小胶质细胞数量比较$L&各组视网膜组织 b0 型小胶质细胞免疫荧光染色"m!""'标

尺v!> '&#$MC01F#! 阳性染色为红色荧光"L),5'[):4+1<Q# 'P-'0 阳性染色为绿色荧光"L),5'[):4+<==# '融合图中 b0 型小胶质细胞呈黄色荧

光(正常对照组中 b0 型小胶质细胞较少'PK# H 组+PKQ H 组和 PK0< H 组 b0 型小胶质细胞数目增多'其中 PK# H 组 b0 型小胶质细胞数目最

多$A&各组 b0 型小胶质细胞百分比比较$Rv!.t=#'Yd"t""02与正常对照组比较''Yd"t""0"单因素方差分析'A48*,++48(检验'.v##$M&各组

视网膜组织 b! 型小胶质细胞免疫荧光染色"m!""'标尺v!> '&#$MC!"1 阳性染色为红色"L),5'[):4+>.<# 'P-'0 阳性染色为绿色"L),5'[):4+

<==# '融合图中 b! 型小胶质细胞呈黄色(正常对照组 b! 型小胶质细胞数目较少'PK# H 组+PKQ H 组+PK0< H 组 b! 型小胶质细胞数目增多'其

中 PKQ H 组的 b! 型小胶质细胞数目最多$C&各组 b! 型小胶质细胞百分比比较$Rv>Qt1!'Yd"t""02与正常对照组比较''Yd"t"0'-Yd"t""0

"单因素方差分析'A48*,++48(检验'.v##$P-'0&离子钙结合衔接分子 0(PK&缺血a再灌注

?1@.('!;E+5&/(1-+,+3,.57'(+3QD组Q! 51*(+@91/ 1,51*'(')1,/-/)0133'(',))15'&+1,)-/3)'(AL1,P.(=$L&P&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*

b0 &(3+4;)('(8 +,D(8'"m!""'-'+v!> '&#$MC01F#!IE47(D(S,7D'(8(8;794G,H +,H *):4+,73,83,"L),5'[):4+1<Q# ''8H P-'0IE47(D(S,7D'(8(8;794G,H

;+,,8 *):4+,73,83,"L),5'[):4+<==#2b0 &(3+4;)('(8 D9,&,+;,H E(3D:+,794G,H 6,))4G2T9,+,G,+,*,Gb0 &(3+4;)('(8 348D+4);+4:E''8H D9,8:&-,+4*

b0 &(3+4;)('(83+,'7,H (8 PK# H'67'PKQ H'67'8H PK0< H'67;+4:E7'G(D9 PK# H'67;+4:E 9'S(8;D9,9(;9,7D8:&-,+4*b0 &(3+4;)('$A&M4&E'+(748 4*

D9,E+4E4+D(48 4*b0 &(3+4;)(''&48;H(**,+,8D;+4:E7$Rv!.t=#'Yd"t""02M4&E'+,H G(D9 84+&')348D+4);+4:E''Yd"t""0 "O8,IG'6LNOWL'A48*,++48(

D,7D'.v##$M&P&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*b! &(3+4;)('(8 +,D(8'"m!""'-'+v!> '&#$MC!"1IE47(D(S,7D'(8(8;G'7+,H "L),5'[):4+>.<# ''8H

P-'0IE47(D(S,7D'(8(8;G'7;+,,8 "L),5'[):4+<==#2b! &(3+4;)('(8 D9,&,+;,H E(3D:+,794G,H 6,))4G2T9,+,G,+,*,G,+b! &(3+4;)('(8 84+&')348D+4)

;+4:E''8H D9,8:&-,+4*b! &(3+4;)('(83+,'7,H (8 PK# H'67'PKQ H'67'8H PK0< H'67;+4:E7'G(D9 PKQ H'67;+4:E 9'S(8;D9,9(;9,7D8:&-,+4*b!

&(3+4;)('$C&M4&E'+(748 4*D9,E+4E4+D(48 4*b! &(3+4;)(''&48;H(**,+,8D;+4:E7$ Rv>Qt1!'Yd"t""02M4&E'+,H G(D9 348D+4);+4:E''Yd"t"0'
-Yd"t""0 "O8,IG'6LNOWL'A48*,++48(D,7D'.v##$P-'0&(48(U,H 3')3(:&-(8H(8;'H'ED,+&4),3:),0(PK&(739,&('I+,E,+*:7(48

!"Q"0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200
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图 #;各处理组小鼠视网膜组织中 QD组Q! 型小胶质细胞数量比较$L组各组视网膜组织 b0 型小胶质细胞免疫荧光染色"m!""'标尺v!> '&#$

MC01F#! 阳性染色为红色荧光"L),5'[):4+1<Q# 'P-'0 阳性染色为绿色荧光"L),5'[):4+<==# '融合图中 b0 型小胶质细胞呈黄色荧光(正常对照

组 b0 型小胶质细胞数目较少'PK组+生理盐水组 b0 阳性小胶质细胞数目较正常对照组明显增多'MOY0<0" 组 b0 阳性小胶质细胞数目较 PK

组+生理盐水组明显减少$A组各组 b0 型小胶质细胞百分比比较$Rv!#t##'Yd"t">2与 PK组比较''Yd"t">"单因素方差分析'A48*,++48(检验'

.v##$M组各组视网膜组织 b! 型小胶质细胞免疫荧光染色"m!""'标尺v!> '&#$MC!"1 阳性染色呈红色荧光"L),5'[):4+>.<# 'P-'0 阳性染色

呈绿色荧光"L),5'[):4+<==# '融合图中b! 型小胶质细胞呈黄色荧光'正常对照组+PK组+生理盐水组的b! 型小胶质细胞数目较少'MOY0<0" 组

b! 型小胶质细胞数目较 PK组+生理盐水组明显增多$C组各组 b! 型小胶质细胞百分比比较$Rv>"t=!'Yd"t">2与 PK组比较''Yd"t">"单因素

方差分析'A48*,++48(检验'.v##$P-'0组离子钙结合衔接分子 0(PK组缺血a再灌注

?1@.('#;E+5&/(1-+,+3)6',.57'(+3QD组Q! )=&'51*(+@91/ 1,51*'(')1,/-1,0133'(',)@(+.&-$L组P&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*b0 &(3+4;)('

(8 +,D(8'7"m!""'-'+v!> '&#$MC01F#!IE47(D(S,7D'(8(8;G'7+,H *):4+,73,83,"L),5'[):4+1<Q# ''8H P-'0IE47(D(S,7D'(8(8;G'7;+,,8 *):4+,73,83,

"L),5'[):4+<==#2b0 &(3+4;)('G'76,))4G(8 &,+;,H H(';+'&2T9,+,G,+,*,G,+b0 &(3+4;)('(8 348D+4);+4:E''8H D9,8:&-,+4*b0IE47(D(S,&(3+4;)('G'7

7(;8(*(3'8D)69(;9,+(8 PK;+4:E '8H 7')(8,;+4:E D9'8 (8 84+&')348D+4);+4:E''8H D9,8:&-,+4*b0IE47(D(S,&(3+4;)('G'77(;8(*(3'8D)6)4G,+(8 MOY0<0"

;+4:E D9'8 (8 PK;+4:E '8H 7')(8,;+4:E$A组M4&E'+(748 4*D9,E+4E4+D(48 4*b0 &(3+4;)(''&48;H(**,+,8D;+4:E7$Rv!#t##'Yd"t">2M4&E'+,H G(D9 PK

;+4:E''Yd"t"> "O8,IG'6LNOWL'A48*,++48(D,7D'.v##$M组P&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*b! &(3+4;)('(8 +,D(8'7"m!""'-'+v!> '&#$MC!"1I

E47(D(S,7D'(8(8;794G,H +,H *):4+,73,83,"L),5'[):4+>.<# ''8H P-'0IE47(D(S,7D'(8(8;794G,H ;+,,8 *):4+,73,83,"L),5'[):4+<==#2b! &(3+4;)('G'7

6,))4G(8 &,+;,H H(';+'&2T9,+,G,+,*,G,+b! &(3+4;)('(8 348D+4);+4:E'PK;+4:E''8H 7')(8,;+4:E''8H D9,8:&-,+4*b! &(3+4;)('G'77(;8(*(3'8D)6

9(;9,+(8 MOY0<0" ;+4:E D9'8 (8 PK;+4:E '8H 7')(8,;+4:E$C组M4&E'+(748 4*D9,E+4E4+D(48 4*b! &(3+4;)(''&48;H(**,+,8D;+4:E7$Rv>"t=!'Yd"t">2

M4&E'+,H G(D9 PK;+4:E''Yd"t"> "O8,IG'6LNOWL'A48*,++48(D,7D'.v##$P-'0组(48(U,H 3')3(:&&4),3:),0(PK组(739,&('I+,E,+*:7(48
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图 H;各处理组小鼠视网膜 LCE-情况$L组A+8#'免疫荧光染色观察视网膜 KYM7情况 "L),5'
[):4+>.< m<""'标尺v>" '&#$正常对照组 A+8#'阳性细胞数量多且排列紧密'PK组及生理盐水
组 A+8#'阳性细胞数量较正常对照组减少'排列疏松'MOY0<0" 组的 A+8#'阳性细胞数量较 PK组
和生理盐水组增多$L0组正常对照组$L!组PK组$L#组生理盐水组$L<组MOY0<0" 组$A组各组小

鼠视网膜 KYM7存活率比较$Rv#"tQQ'Yd"t">2与 PK组比较''Yd"t"0'-Yd"t""0"单因素方差
分析'A48*,++48(检验'.v>#$KYM组视网膜神经节细胞(PK组缺血a再灌注
?1@.('H;L')1,/9LCE-+351*'1,0133'(',)@(+.&-$L组O-7,+S'D(48 4*+,D(8')KYM7-6A+8#'
(&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;"L),5'[):4+>.< m<""'-'+v>" '&#$b'86A+8#'IE47(D(S,3,))7G,+,(8
'D(;9D'++'8;,&,8D(8 84+&')348D+4);+4:E2T9,+,G,+,*,G,+A+8#'IE47(D(S,3,))7(8 PK;+4:E '8H 7')(8,
;+4:E 34&E'+,H G(D9 84+&')348D+4);+4:E''8H D9,(+'++'8;,&,8DG'77E'+7,2T9,+,G,+,&4+,A+8#'I
E47(D(S,3,))7(8 MOY0<0" ;+4:E D9'8 (8 PK'8H 7')(8,;+4:E7$L0组84+&')348D+4);+4:E$L!组PK;+4:E$
L#组84+&')7')(8,;+4:E$L<组MOY0<0" ;+4:E$A组M4&E'+(748 4*D9,7:+S(S')+'D,4*+,D(8')KYM7

'&48;H(**,+,8D;+4:E7$Rv#"tQQ'Yd"t">2M4&E'+,H G(D9 PK;+4:E''Yd"t"0'-Yd"t""0 "O8,IG'6
LNOWL'A48*,++48(D,7D'.v>#$KYM组+,D(8');'8;)(48 3,))(PK组(739,&('I+,E,+*:7(48
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图 I ;各组视网膜 K组?U!和 AGUD"5L组:相对表达量比较$
L组TN[I(&KNL相对表达量比较$Rv0!t>!'Yd"t">2与 PK组比
较''Yd"t"0$A组P\I0*&KNL相对表达量比较$Rv1t<Q'Yd"t">2
与 PK组比较''Yd"t">"单因素方差分析'A48*,++48(检验'. v>#$
TN[组肿瘤坏死因子(P\组白细胞介素(PK组缺血a再灌注
?1@.('I;E+5&/(1-+,+3('9/)14''%&('--1+,+3K组?UX/,0AGUD"
5L组: 1, (')1,/-$ L组 M4&E'+(748 4*+,)'D(S,,5E+,77(48 4*TN[Iw
&KNL$Rv0!t>!' Yd"t">2M4&E'+,H G(D9 PK ;+4:E''Yd"t"0 $
A组M4&E'+(748 4*+,)'D(S,,5E+,77(48 4*P\I0*&KNL$ Rv1t<Q'Yd
"t">2M4&E'+,H G(D9 PK;+4:E''Yd"t"> "O8,IG'6LNOWL'A48*,++48(
D,7D'.v># $TN[组D:&4+8,3+47(7*'3D4+(P\组(8D,+),:R(8(PK组(739,&('I
+,E,+*:7(48

!2M$各处理组小鼠视网膜神经细胞凋亡情况比较
T̀ N%\染色结果显示'MOY0<0" 组视网膜神经纤

维层和外核层细胞凋亡数明显少于 PK组和生理盐水
组 "图 1L#, 正 常 对 照 组+ PK 组+ 生 理 盐 水 组+
MOY0<0" 组的凋亡细胞数目分别为 " <t## u"t<Q#+
" 0<=t#" u0#t<" #+ " 0Q"t1Q u#1t<# # 和 " 1Qt"" u
00t">#个F&&!'总体比较差异有统计学意义 "Rv

!=tQ!'Yd"t""0#'其中与正常对
照组比较'PK组视网膜凋亡细胞
明显高于正常对照组和 MOY0<0"
组'差异均有统计学意义"均 Yd
"t">#(PK组与生理盐水组凋亡
细胞数目比较'差异无统计学意
义"Ye"t">#"图 1A#,
!2N$各处理组小鼠视网膜 N[I
)A+A'5+A3)! 蛋白表达比较

各组视网膜 N[I)A+A'5蛋白
相对表达量及 A'5FA3)! 比值总
体比较'差异均有统计学意义
"Rv0#t"!+Qt.<+Qt>='均 Yd"t"0#'
其中与正常对照组比较'PK组
N[I)A+A'5蛋白相对表达量和
A'5FA3)! 比值均升高'差异均有
统计学意义 "均 Yd"t">#(与 PK
组比较'MOY0<0" 组 N[I)A+A'5
蛋白相对表达量及 A'5FA3)! 比
值均明显降低'差异均有统计学
意义"均 Yd"t">#(PK组与生理

盐水组 N[I)A+A'5蛋白相对表达量以及 A'5FA3)! 比
值比较'差异均有统计学意义 "均 Ye"t"># "图 Q'
表 0#, 各组 A3)! 蛋白相对表达量总体比较'差异无
统计学意义"Rv0tQ='Ye"t">#,

#;讨论

在中枢神经系统中'LJO%主要由神经胶质细胞
分泌'其与神经元及神经胶质细胞相互作用而被脂质
化'形成高密度脂蛋白'运输脂质至神经元'从而维持
中枢系统的脂质稳态

- 0". , 在缺血性脑损伤动物模型
中'LJO%可减轻中枢神经系统的炎症反应'具有神经
保护的潜力

- 0.. , 然而'外源性 LJO%相对分子质量较
大'无法通过血a脑屏障'因而难以实现临床转化,
MOY0<0" 是一种衍生于 LJO%受体结合域的模拟短
肽'其相对分子质量较小'具有与 LJO%全蛋白相同的
受体结合能力'并且可自由透过血a脑屏障'被广泛应
用于中枢神经系统疾病的研究

-!". , 血a眼屏障和血a脑
屏障对物质的转运具有相似性

-!0a!!. '为探讨 MOY0<0"
全身给药是否对青光眼具有神经保护作用提供了可

能, 在创伤性视神经损伤的动物模型中'尾静脉注射
MOY0<0" 对 KYM及视功能表现出良好的保护作
用

- 0>. , 本研究通过尾静脉注射 MOY0<0"'探讨其对
PK损伤后小胶质细胞及 KYM7的作用及机制,

!!Q"0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200
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图 M;各组小鼠视网膜神经细胞凋亡情况比较组m<""'标尺v>" '&#$L&各组视网膜神经细胞 T̀ N%\染色$凋亡细胞呈绿色荧光组 T̀ N%\# '细
胞核呈蓝色荧光组CLJP# '正常对照组视网膜各层未见凋亡细胞'PK组+生理盐水组凋亡细胞明显增多'主要集中在外核层'其他层散在可见'

MOY0<0" 组凋亡细胞数量较 PK组和生理盐水组减少$A&各组凋亡细胞数比较$Rv!=tQ!'Yd"t""02与 PK组比较''Yd"t">'-Yd"t""0组单因素
方差分析'A48*,++48(检验'.v##$T̀ N%\&原位末端标记法(CLJP&<XI1I二脒基I!I苯基吲哚(PK&缺血a再灌注(YM\&神经节细胞层(PN\&内核层(
ON\&外核层(PK&缺血a再灌注
?1@.('M;E+5&/(1-+,+3(')1,/9,'.(+,/9*'99/&+&)+-1-组m<""'-'+v>" '&#$L&T̀ N%\7D'(8(8;4*+,D(8')8,:+48')3,))7(8 ,'39 ;+4:E$LE4ED4D(3
3,))7794G,H ;+,,8 *):4+,73,83,组 T̀ N%\# '8H D9,8:3),(794G,H -):,*):4+,73,83,组CLJP#2N4'E4ED4D(33,))G'77,,8 (8 '))+,D(8'))'6,+74*348D+4);+4:E'
G9(),'E4ED4D(33,))7G,+,7(;8(*(3'8D)6(83+,'7,H (8 PK'8H 7')(8,;+4:E7'&'(8)6(8 D9,4:D,+8:3),'+)'6,+'8H 73'DD,+(8;(8 D9,4D9,+)'6,+72T9,8:&-,+4*
'E4ED4D(33,))7G'7+,H:3,H (8 MOY0<0" ;+4:E 34&E'+,H G(D9 PK;+4:E '8H 7')(8,;+4:E$A&M4&E'+(748 4*D9,8:&-,+4*'E4ED4D(33,))7'&48;H(**,+,8D

;+4:E7$ Rv!=tQ!' Yd"t""02M4&E'+,H G(D9 PK ;+4:E''Yd"t">'-Yd"t""0 组 O8,IG'6LNOWL' A48*,++48(D,7D' . v# # $ T̀ N%\& D,+&(8')
H,4568:3),4D(H6)D+'87*,+'7,&,H('D,H 8(3R ,8H )'-,)(8;(CLJP&<XI1IH('&(H(84I!IE9,86)(8H4),(PK&(739,&('I+,E,+*:7(48(YM\&;'8;)(48 3,)))'6,+(PN\&(88,+
8:3),'+)'6,+(ON\&4:D,+8:3),'+)'6,+(PK&(739,&('I+,E,+*:7(48

NF�κB

Bax

Bcl�2

GAPDH

正常
对照组 IR组

生理
盐水组 COG1410组

图 N;各组别小鼠视网膜中 组?U组S+S/%+S*9U!蛋白 Y'-)'(,79+)电
泳图$PK组 N[I)A+A'5蛋白电泳条带灰度强于其他组$N[I)A&核
因子 )A(A3)I!&A淋巴细胞瘤I!(A'5&A3)I! 关联 _蛋白(YLJCB&磷
酸甘油醛脱氢酶(PK&缺血a再灌注
?1@.('N;$9'*)(+&6+(')+@(/5 +3组?U组S'S/%' /,0S*9U! &(+)'1,-
'%&('--1+,-1,51*'(')1,/-0')'*)'07= Y'-)'(,79+)$T9,;+'673'),
4*N[I)A'8H A'5E+4D,(8 -'8H7(8 PK;+4:E G'79(;9,+D9'8 D9,4D9,+
;+4:E7$N[I)A&8:3),'+*'3D4+)A(A3)I!&AI3,)))6&E94&'D4&'I!(A'5&
A3)I! '7743('D,H _ E+4D,(8( YLJCB& ;)63,+')H,96H, E947E9'D,
H,96H+4;,8'7,(PK&(739,&('I+,E,+*:7(48

$$视网膜 PK是常见的青光眼及视网膜缺血缺氧疾
病的研究模型

- !#. , 小胶质细胞是中枢神经系统的常

驻免疫细胞'是组织面对刺激+感染时的第一道防线,
小胶质细胞受刺激可活化为 b0 型或 b! 型'b0 型小
胶质细胞释放促炎细胞因子'加重神经炎症'同时炎症
因子又可刺激小胶质细胞进一步向 b0 型极化(而 b!
型小胶质细胞可吞噬组织碎片'加速炎症消退'促进组
织愈合'发挥抗炎作用 - !<. , 当视网膜血流中断'视网
膜代谢发生紊乱'血流再灌注时产生自由基和炎性细
胞因子'激活小胶质细胞趋向于 b0 表型'b! 表型小
胶质细胞可释放神经营养因子'在损伤后重建神经系
统中发挥作用'随着时间的延长'炎症反应逐渐消退'
小胶质细胞由 b0 型向 b! 型转变'以促进后期神经功
能恢复

- !>. , 本研究结果也显示'正常视网膜只有少量
b0 型和 b! 型小胶质细胞'而 PK损伤后小胶质细胞
被大量激活'其中 b0 型小胶质细胞在 PK损伤后 # H
增多最为显著'随后出现逐渐回落'而 b! 型小胶质细
胞在损伤后 Q H 增多最为显著'并随时间的推移逐渐
减少'提示 b0 型小胶质细胞的激活主要发生在 PK损
伤的早期阶段'而 b! 型小胶质细胞的激活主要发生
在中晚期阶段,因此'通过调控小胶质细胞极化以改

!#Q"0!中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200
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表 D;各组小鼠视网膜中 组?U组S+S/%+S*9U!+S/%组S*9U!蛋白相对表达量比较"!R"#
K/79'D;E+5&/(1-+,+3)6'('9/)14''%&('--1+,-+3组?U组S'S/%'S*9U!'
/,0S/%组S*9U! &(+)'1,-1,51*'(')1,/-/5+,@ 0133'(',)@(+.&-"!R"#

组别 样本量 N[I)A A'5 A3)I! A'5FA3)I!

正常对照组 > "t>1u"t"1 "t>>u"t"1 "tQ1u"t"> "tQ!u"t">

PK组 > "t.<u"t"1' "tQ=u"t">' "t1>u"t"1 0t!>u"t01'

生理盐水组 > "t."u"t">' "t=0u"t"<' "tQ"u"t"Q 0t0.u"t0!'

MOY0<0" 组 > "t>=u"t"1-3 "t>Qu"t">-3 "t=1u"t". "t1=u"t"Q-3

R值 0#t"! Qt.< 0tQ= Qt>=

Y值 d"t""0 d"t"0 e"t"> d"t"0

$注&与正常对照组比较''Yd"t">(与 PK组比较'-Yd"t">(与生理盐水组比较'3Yd"t">"单
因素方差分析'A48*,++48(检验法#$N[I)A&核因子 )A(A3)I!&A淋巴细胞瘤I!(A'5&A3)I! 关
联 _蛋白(PK&缺血a再灌注
$N4D,& M4&E'+,H G(D9 84+&')348D+4);+4:E''Yd"t">( 34&E'+,H G(D9 PK ;+4:E'-Yd"t">(
34&E'+,H G(D9 7')(8,;+4:E'3Yd"t"> "O8,IG'6LNOWL'A48*,++48(D,7D#$N[I)A&8:3),'+*'3D4+
)A(A3)I!&AI3,)))6&E94&'I!(A'5&A3)I!I'7743('D,H _E+4D,(8(PK&(739,&('I+,E,+*:7(48

善视网膜炎症微环境可能成为治疗青光眼及视网膜缺

血缺氧疾病的新方向,
本研究通过尾静脉注射 MOY0<0" 观察其对视网

膜 PK损伤的作用'发现与单纯造模组相比'视网膜 PK
造模后 # H MOY0<0" 组 b0 型小胶质细胞数目显著减
少'b! 型小胶质细胞数目显著增加'表明 MOY0<0" 可
促进部分小胶质细胞由 b0 型向 b! 型极化, 此外'有
研究证明'与正常对照组相比'视网膜 PK造模后 # H
组织中 P\I0*+TN[I(炎症因子表达明显增加 - !1. , 本
研究结果显示'尾静脉注射 MOY0<0" 后'视网膜组织
中炎症通路关键转录因子 N[I)A以及炎症因子
P\I0*+TN[I(表达均减少, N[I)A是经典的促炎转录
因子'几乎存在于所有的细胞及组织类型中'未受刺激
时以无活性的形式存在于细胞质中'当受到病原微生
物+炎症因子等刺激后'N[I)A转位进入细胞核内'与
特定炎症相关基因的启动子结合'诱导转录 - !Qa!=. ,
N[I)A在小胶质细胞中也发挥重要作用'N[I)A可诱
导转录大多数促炎因子'被视为 b0 型小胶质细胞极
化的标志物'是调节小胶质细胞b0Fb! 平衡的一个关
键氧 化 还 原 信 号 机 制

- !.a#". , 本 研 究 结 果 证 实'
MOY0<0" 可抑制视网膜组织中 N[I)A及其下游 P\I
0*+TN[I(炎症因子的表达'减轻视网膜 PK后的炎症
反应,

KYM7是视网膜上唯一的投射神经元'可处理和
传递视觉信号'是大脑视觉形成的中心环节 - #0a#!. ,
KYM7的损伤与炎症反应密切相关 - ##. , 本研究发现'
与正常对照组相比'视网膜 PK损伤后 # H KYM7的存
活率明显降低'而尾静脉注射 MOY0<0" 可有效减少
KYM7的丢失(进一步检测视网膜神经细胞的凋亡情
况发现'PK损伤后 # H'YM\层+PN\层和 ON\层均可

见凋亡细胞'注射 MOY0<0" 可明显减少
视网膜各层神经细胞的凋亡, 在细胞
凋亡发过程中'A'5在线粒体外膜积聚
并透化线粒体膜'促使凋亡因子从线粒
体中释放入胞质'激活下游 3'7E'7,最
终导致细胞死亡(A3)I! 可抑制 A'5与
A'R 的激活'阻止 A'5在线粒体膜上的
孔道形成'抑制细胞凋亡'A'5与 A3)I!
之间的平衡决定细胞最终的命运

- #<a#>. ,
在本研究中'MOY0<0" 组视网膜中 A'5
蛋白表达及 A'5FA3)! 比值均较 PK组降
低'A3)I! 无明显变化'表明 MOY0<0" 可
有效减少神经元细胞的死亡,

综上'本研究发现 MOY0<0" 治疗可
促进 b0 型小胶质细胞向 b! 型极化'抑制视网膜 N[I
)A及下游炎症因子表达'减轻视网膜炎症反应'同时
抑制凋亡相关蛋白的表达'促进 KYM7存活, 本研究
存在以下几点局限&"0#b0Fb! 型小胶质细胞是由人
为划分的 ! 种极端极化的小胶质细胞状态'实际上小
胶质细胞是一个由 b0 至 b! 连续变化的过程'不同表
型之间存在交叉重叠'特异性抗体有待进一步发掘(
"!#虽然先前的研究结果证实 MOY0<0" 可通过血a脑
屏障'但尾静脉注射并非眼部用药的常规给药方式'其
他给药方式有待进一步探索, MOY0<0" 作为 LJO%
的模拟肽'有关其在脂质代谢方面的作用及机制也值
得进一步探究'将会作为我们下一步的研究重点,
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