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!!'摘要(!目的!探讨肌醇对成年小鼠视皮层眼优势可塑性的再激活作用及其机制)!方法!取出生后

第 6= 天"_6=#雄性 ]_̂ 级 Y>BidN6 小̀鼠 8< 只%采用随机数字表法将其随机分为正常对照组*单眼形觉剥夺

"IK#组*肌醇组"给予正常小鼠肌醇灌胃#和 IKq肌醇组"给予 IK小鼠肌醇灌胃#%每组 ? 只%其中 IK组和

IKq肌醇组于 _6= 行右眼 IK) 各组小鼠均饲养至 _6A%分别进行双眼图形视觉诱发电位"_Ja"_#检查%测量

_7== 波振幅和峰时%计算眼优势比值%即对侧同侧比"YNM#%评估眼优势转移情况) 另取 <A 只小鼠%采用随机

数字表法将其随机分为 IK组和 IKq肌醇组%每组 7< 只%分别从 < 个组小鼠视皮层中提取 j\U%进行转录组

学测序和生物信息学分析%筛选差异表达基因) 再取 6 只小鼠%采用随机数字表法将其随机分为 IK组和 IKq

肌醇组%每组 8 只%采用实时荧光定量 _Yj法检测差异表达基因细胞通信网络因子 7"++[J#*脂肪酸结合蛋

白 B"Y%@"̂#*半乳糖凝集素 8 结合蛋白 " F)%&6K@"#的表达变化)!结果!_Ja"_结果显示%正常对照组*IK

组*肌醇组和 IKq肌醇组右眼 _7== 波振幅分别为"?@f=Ap7@f?B#*"?8f=Ap@fA<#*"??f7Ap<7fB>#和"67fB>p

7>fA<#$a%_7== 波峰时分别为"7=<fA=p>f6A#*"7=7f>=p?f<6#*"7=7f88p?f66#和"777f8=pBf7B##;%YNM分

别为 <f8?p=f7B*<f8>p=f<<*<fA7p=f87 和 7f6>p=f<A%总体比较差异均有统计学意义 "Yr>f?AA*<f<<7*

76f68A%均 =s=f=>#%其中%与正常对照组*IK组和肌醇组相比%IKq肌醇组右眼 _7== 波振幅显著降低%_7==

波峰时显著延长%YNM显著降低%差异均有统计学意义"均 =s=f=>#) 正常对照组*IK组*肌醇组和 IKq肌醇

组左眼 _7== 波振幅和峰时总体比较差异均无统计学意义"Yr=f<A@*7f8>6%均 =t=f=>#) 转录组测序结果显

示%IKq肌醇组小鼠与 IK组相比%有 @8 个基因表达存在显著差异%其中与视觉可塑性相关的基因 ++[J*

Y%@"̂和 F)%&6K@"的差异表达尤为显著) 实时荧光定量 _Yj检测结果显示%IKq肌醇组 ++[J 表达显著降

低%Y%@"̂和 F)%&6K@"表达显著升高%差异均有统计学意义"$r7Bf>67*@f<8B*7<fB7=%均 =s=f==7#)!结论!肌

醇能有效激活成年小鼠视皮层眼优势可塑性%并可能通过调节 ++[J*Y%@"̂ 和 F)%&6K@"等特定基因的表达介

导这一过程)!

'关键词(!肌醇& 弱视& 成年& 眼优势可塑性& 单眼形觉剥夺& 初级视皮层& 小鼠& 转录组测序
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#%30$-P*;-)$-$&1$(6= "_6=# S0O0O$)1*#&(1%Q%101 %)-*R*2O+O*2P;2;%)+$O$)1*#)2#'0O-$'&0$)*O#$&3*)-O*&

+O*2P%#*)*32&$OR*O#10PO%Q$-%*) "IK# +O*2P%#(*J%)*;%-*&+O*2P "#(*J%)*;%-*&$1#%)%;-0O01 -*)*O#$&#%30#%$)1

IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P "#(*J%)*;%-*&$1#%)%;-0O01 -*IK#%30#%S%-: ? #%30%) 0$3: +O*2P/V:0O%+:-0(0;*RIK

+O*2P $)1 IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P O030%Q01 IK*) _6=/I%30%) 0$3: +O*2P S0O0:*2;01 2)-%&_6A S:0) P$--0O)

Q%;2$&0Q*W01 P*-0)-%$&"_Ja"_# O03*O1%)+;S0O0P0OR*O#01 %) '*-: 0(0;/V:0$#P&%-210$)1 P0$W -%#0*R_7== S$Q0

S0O0#0$;2O01%$)1 -:03*)-O$&$-0O$&N%P;%&$-0O$&O$-%*"YNM# S$;3$&32&$-01 -*0Q$&2$-0-:0;:%R-*R*32&$O1*#%)$)30/

VS0)-(JR*2O#%30S0O0O$)1*#&(1%Q%101 %)-*IK+O*2P $)1 IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P 2;%)+-:0O$)1*#)2#'0O-$'&0

#0-:*1%S%-: 7< #%30%) 0$3: +O*2P/j\U S$;04-O$3-01 RO*# -:0Q%;2$&3*O-04*R-:0-S*+O*2P;*R#%30%$)1

-O$);3O%P-*#%3;0[20)3%)+$)1 '%*%)R*O#$-%3;$)$&(;%;S0O0P0OR*O#01 -*;3O00) 1%RR0O0)-%$&&(04PO0;;01 +0)0;/]%4

#%30S0O0O$)1*#&(1%Q%101 %)-*IK+O*2P $)1 IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P 2;%)+-:0O$)1*#)2#'0O-$'&0#0-:*1%S%-: 8

#%30%) 0$3: +O*2P%$)1 -:004PO0;;%*) 3:$)+0;*R1%RR0O0)-%$&&(04PO0;;01 +0)0;30&&3*##2)%3$-%*) )0-S*OW R$3-*O7

"++[J#%R$--($3%1 '%)1%)+PO*-0%) B"Y%@"̂# $)1 +$&03-%)J8 '%)1%)+PO*-0%) " F)%&6K@"# S0O0Q0O%R%01 '(O0$&J-%#0

R&2*O0;30)30[2$)-%-$-%Q0_Yj/V:%;;-21($1:0O01 -*-:0j0+2&$-%*);*) -:0U1#%)%;-O$-%*) *Rd$'*O$-*O(U)%#$&;

"<=7B "1%-%*) #% $)1 -:0O0;0$O3: PO*-*3*&S$;$PPO*Q01 '(-:0U)%#$&"-:%3;Y*##%--00*RV%$).%) I01%3$&

T)%Q0O;%-("\*fVIT$I"Y<=<<==A#/!F'-./)-!V:0_Ja"_O0;2&-;;:*S01 -:$--:0O%+:-0(0_7== $#P&%-210;%)

-:0)*O#$&3*)-O*&%IK%#(*J%)*;%-*&$)1 IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P;S0O0"?@f=Ap7@f?B#%"?8f=Ap@fA<#%"??f7Ap

<7fB># $)1 "67fB>p7>fA<#$a%$)1 -:0_7== S$Q0P0$W -%#0S0O0"7=<fA=p>f6A#%"7=7f>=p?f<6#%"7=7f88p

?f66# $)1 "777f8=pBf7B##;%$)1 YNMS0O0<f8?p=f7B%<f8>p=f<<%<fA7p=f87%$)1 7f6>p=f<A%O0;P03-%Q0&(%

S%-: ;-$-%;-%3$&&(;%+)%R%3$)-*Q0O$&&1%RR0O0)30;"Yr>f?AA%<f<<7%76f68A&$&&=s=f=>#/Y*#P$O01 S%-: -:0)*O#$&

3*)-O*&+O*2P%IK+O*2P $)1 #(*J%)*;%-*&+O*2P%-:0IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P :$1 $;%+)%R%3$)-103O0$;0%) -:0_7==

S$Q0$#P&%-210%) -:0O%+:-0(0%$;%+)%R%3$)-PO*&*)+$-%*) *R-:0_7== S$Q0P0$W -%#0%$)1 $;%+)%R%3$)-103O0$;0%)

-:0YNM%S%-: ;-$-%;-%3$&&(;%+)%R%3$)-1%RR0O0)30;"$&&=s=f=>#/V:0O0S$;)*;%+)%R%3$)-1%RR0O0)30%) _7== S$Q0

$#P&%-210*OP0$W -%#0%) -:0&0R-0(0;$#*)+-:0)*O#$&3*)-O*&%IK%#(*J%)*;%-*&$)1 IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P;"Yr

=f<A@%7f8>6&'*-: =t=f=>#/V:0-O$);3O%P-*#0;0[20)3%)+O0;2&-;;:*S01 -:$--:0O0S0O0;%+)%R%3$)-1%RR0O0)30;%)

-:004PO0;;%*) *R@8 +0)0;'0-S00) -:0IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P $)1 -:0IK+O*2P%$#*)+S:%3: -:01%RR0O0)-%$&

04PO0;;%*) *R++[J%Y%@"̂ $)1 F)%&6K@"+0)0;O0&$-01 -*Q%;2$&P&$;-%3%-(S$;P$O-%32&$O&(;%+)%R%3$)-/V:0O0$&J-%#0

R&2*O0;30)30[2$)-%-$-%Q0_Yj O0;2&-;Q0O%R%01 -:$--:004PO0;;%*) *R++[J %) -:0IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P S$;

;%+)%R%3$)-&(103O0$;01% $)1 -:004PO0;;%*) *RY%@"̂ $)1 F)%&6K@"S$;;%+)%R%3$)-&(%)3O0$;01% S%-: ;-$-%;-%3$&&(

;%+)%R%3$)-1%RR0O0)30;"$r7Bf>67% @f<8B% 7<fB7=&$&&=s=f==7#/! J+,*/.-1+,-! I(*J%)*;%-*&3$) 0RR03-%Q0&(

O0$3-%Q$-0*32&$O1*#%)$)30P&$;-%3%-(%) -:0Q%;2$&3*O-04%) $12&-#%30%$)1 #$(#01%$-0-:%;PO*30;;'(O0+2&$-%)+

-:004PO0;;%*) *R;P03%R%3+0)0;++[J%Y%@"̂%$)1 F)%&6K@"/

"='6 7+(5-#<I(*J%)*;%-*&& U#'&(*P%$& U12&-& L32&$O1*#%)$)30P&$;-%3%-(& I*)*32&$OR*O#10PO%Q$-%*)&

_O%#$O(Q%;2$&3*O-04& I%30& VO$);3O%P-*#0;0[20)3%)+
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KLM$7=/8B6=N3#$/./3)77>@?@J<=<A7<7=J==8A<

!!在出生后早期被称为关键期的明确时间窗口中%

视皮层神经回路的发育对视觉经验高度敏感) 关键期
内视觉神经环路中神经元之间的连接在视觉经验的影

响下可产生显著变化%但这一神经可塑性能力随着发
育和年龄增长而逐渐减弱

0 7e<1 ) 弱视是在视觉发育可
塑性关键期内由于形觉剥夺或双眼异常相互作用造成

的单眼或双眼视功能发育障碍
0 81 ) 弱视的发病机制

与视觉系统神经可塑性密切相关%只有在视觉发育的
关键期内及时干预才能取得显著的治疗效果) 研究表
明%在 视 觉 发 育 的 关 键 期 内 行 单 眼 形 觉 剥 夺
"#*)*32&$OR*O#10PO%Q$-%*)%IK#可使动物视皮层眼优
势发生转移%而成年后再行 IK则不会影响视皮层神
经元眼优势的分布

0 AeB1 ) 因此%对于已过视觉发育关
键期的成年弱视患者%其治疗仍面临诸多挑战)
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既往研究表明%一些实验干预方法能够恢复或延
长关键期的神经可塑性%包括通过遗传操作减缓大脑
皮层抑制性神经元的成熟

0 ?e@1 *丰富环境饲养 0 7=1 *增
加视觉刺激的暴露

0 771
以及增强神经调质的作用

0 7<1

等) 研究者们提出%这些不同的干预方法可能存在一
个共同的机制%即通过提高兴奋性与抑制性神经活动
的比例驱动眼优势可塑性

0 78e7A1 ) 然而%目前仍不清楚
在分子水平上%视皮层活动的增强如何促进成年动物
视觉可塑性恢复) 近期研究表明%母乳中的成分///
肌醇能够促进神经元之间的连接

0 7>1 ) 肌醇作为婴儿
大脑发育初期的重要成分%存在于大脑中并以游离形
式存在%能够穿过血e脑屏障 0 761 ) 此外%肌醇还作为代
谢衍生物参与多种细胞过程%特别是磷脂酰肌醇多磷
酸在第二信使信号传导中的作用

0 7Be7@1 ) 研究发现%肌
醇在小鼠出生后神经发育过程中发挥了重要的作用%
膳食补充肌醇能增强小鼠视皮层中兴奋性突触的强

度%肌醇处理的成熟小鼠脑组织切片培养物%其突触的
丰度和大小得到显著提高

0 7>1 ) 这些结果表明%肌醇能
够促进神经元之间的连接) 然而%肌醇是否能重新激
活成年动物视皮层的眼优势可塑性尚不清楚)

本研究旨在通过图形视觉诱发电位" P$--0O) Q%;2$&
0Q*W01 P*-0)-%$&%_Ja"_#技术以及转录组测序等手段%
探讨肌醇对成年小鼠初级视皮层眼优势可塑性的作用

及其潜在分子机制%以期为弱视的发病机制及治疗策
略研究提供新的思路和方向)

?<材料与方法

?/?!材料
?/?/?!实验动物!选取出生后第 6= 天 "_6=#雄性
]_̂ 级 Y>BidN6 小̀鼠 6< 只%购自北京维通利华实验
动物技术有限公司0许可证号$]YHD"京# <=<7J==771%
饲养条件符合医学实验动物饲养要求%饲养环境为
]_̂ 级%温度为"<<p7#g%湿度为">>p>#b%7< :N7< :
昼夜节律%动物自由摄食饮水) 本研究遵循 +实验动
物管理条例,"<=7B 版#规定%研究方案经天津医科大
学动物伦理委员会批准"批文号$VIT$I"Y<=<<==A#)
?/?/!!主要试剂及仪器!VO%9*&&"上海迈跟生物科技
有限公司#&氯仿*异丙醇"上海国药集团化学试剂有
限公 司 #& j\U 6=== \$)*试 剂 盒 " 美 国 U+%&0)-
V03:)*&*+%0;公司 #& \"i\04-& T&-O$VI j\U d%'O$O(
_O0P D%-R*OM&&2#%)$& *Ui3&*)$&#j\UJ;0[ d%' _O0P D%-
"武汉爱博泰克生物科技有限公司#&妥布霉素地塞米
松眼膏"西班牙 ]%0+RO%01 "&I$;)*2 ]/U公司#&复方
利多卡因乳膏 "北京同方药业集团有限公司 #&Vi

EO00)& _O0#%4"4V$[VI"北京宝日医生物技术有限公
司#) UI_2O0H_ ;(;-0#"美国 i03W#$) Y*2&-0O公
司#&7=J= 缝线"宁波医用缝线有限公司#&KY温控仪
"美国 L#0+$公司#&j"VMJ_*O-<7 罗兰电生理仪 "德
国 j*&$)1 公司#&立体定位仪"深圳瑞沃德生命科技有
限公 司 #& \$)*1O*P \KJ<=== " 美 国 V:0O#* %̂;:0O
]3%0)-%R%3公司#&G2'%-Af="美国 d%R0M)Q%-O*+0) 公司#&
U+%&0)-i%*$)$&(90OA7>= "美国 U+%&0)-V03:)*&*+%0;公
司#&M&&2#%)$\*Q$;0[ 6===NIEM]"GJVB"美国 M&&2#%)$N
iEM公司#&冷冻高速离心机"德国 "PP0)1*OR公司#&
_Yj仪"德国 U)$&(-%W 0̀)$公司#&凝胶成像系统*核
酸电泳仪"上海 V$)*) 公司#&d%+:-Y(3&0O& @6"美国罗
氏公司#)
?/!!方法
?/!/?!实验动物分组及处理!采用随机数字表法将
8< 只小鼠随机分为正常对照组*IK组*肌醇组和 IKq

肌醇组%每组 ? 只) 各组共排除 < 只屈光间质混浊小
鼠%排除后仍补齐为每组 ? 只小鼠) IK组和 IKq肌
醇组小鼠于 _6= 行右眼上下睑缘缝合制备 IK模型%
于 _6A 剪开右眼睑解除形觉剥夺%进行 _Ja"_检查&
肌醇组和 IKq肌醇组小鼠均按 =f=7 #&N+体质量给予
> #+N#&肌醇溶液每天定量灌胃 7 次至_6A&正常对照
组和 IK组给予同等剂量生理盐水灌胃至 _6A)

另取小鼠 <A 只%采用随机数字表法将其分为 IK
组和 IKq肌醇组%每组 7< 只) 各组共排除 A 只屈光
间质混浊小鼠%排除后仍补齐为每组 7< 只小鼠) IK
组和 IKq肌醇组小鼠于 _6= 制备 IK模型&IKq肌醇
组小鼠按 =f=7 #&N+体质量给予 > #+N#&肌醇溶液每
天定量灌胃至 _6A&IK组给予同等剂量生理盐水灌胃
至 _6A) 依据+小鼠大脑立体定位图谱,并参照文献
0<=1的方法%将小鼠麻醉后迅速置于冰上断颈取脑%
并快速转移至取样台) 用刀片分离出包含小鼠左侧初
级视皮层双眼区"a7' 区#的 < ##厚切片%将切片中
线与标尺对齐%分别在距中线约 <f= ##和 8f> ##处
切第 7 刀和第 < 刀) 将皮层从底层白质上剥离%轻柔
取出 a7' 区皮层%放入预冷的冻存管中) 迅速将冻存
管放入液氮中速冻%然后转移至e?= g冰箱) 将每组
中每 A 只小鼠所取视皮层混合为 7 个样本%每组各 8
个样本%对这些样本进行转录组测序)

再取 6 只小鼠%采用随机数字表法将其随机分为
IK组和 IKq肌醇组%每组 8 只) 上述同法取出 a7'
区%采用实时荧光定量 _Yj法检测各组小鼠差异基因
表达量)
?/!/!!IK模型的建立!小鼠麻醉后%右眼眼睑使用
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表 ?<各目的基因 KJF引物序列
L0;/'?<KJF&(12'(-'M.',*'-4+()0(9')9','-

基因 正向引物">uJ8u# 反向引物">uJ8u# 扩增片段长度" 'P#

++[J UUEUEEYVVYYVEVYVVVEEY UUYVYEVEVEEUEUVEYYUE 78?

Y%@"̂ EEYUUEUVEEVYEVEUYVYV VEEYVUUYVYVEEEUYVYYU 7<=

F)%&6K@" VYVYVVEYVYYYUEEEVVEE YYEVVUUYYUUEYEYUVEVY 7<<

>0=:9 EVEEYUUUEVEEUEUVVEVVE YEVVEUUVVVEYYEVEUEVE @@

!注$_Yj$聚合酶链式反应&++[J$细胞通信网络因子 7&Y%@"̂$脂肪酸结合蛋白 B&F)%&6K@"$半乳糖
凝集素 8 结合蛋白&>0=:9$甘油醛 8J磷酸脱氢酶
!\*-0$_Yj$ P*&(#0O$;03:$%) O0$3-%*)&++[J$30&&3*##2)%3$-%*) )0-S*OW R$3-*O7&Y%@"̂$R$--($3%1
'%)1%)+PO*-0%) B&F)%&6K@"$+$&03-%)J8 '%)1%)+PO*-0%)&>0=:9$+&(30O$&10:(10J8JP:*;P:$-010:(1O*+0)$;0

碘伏消毒%清洁干净后将其上下睑缘剪除%先后用生理
盐水和左氧氟沙星滴眼液冲洗%确保结膜无异物%然后
采用 7=J= 缝线褥式缝合上下眼睑%术后于缝合处涂妥
布霉素地塞米松眼膏%术后 A 1%剪开右眼眼睑%如有屈
光间质混浊则排除入组)
?/!/@!电极植入 a7' 区!将麻醉小鼠门齿及两侧耳
后分别固定于立体定位仪%保证小鼠头部固定且位置
无移动%采用 =f7b玻璃酸钠滴眼液点眼以预防双眼
角膜干燥%用黑胶布遮住小鼠双眼以预防角膜及视网
膜光损伤) 用碘伏棉球消毒头部皮肤后%使用复方利
多卡因乳膏涂抹头皮进行表面麻醉%剔除毛发) 剪除
头皮以暴露前后囟%在双侧视皮质对应区域用 B>b乙
醇消毒%用镊子去除表面筋膜%棉签按压止血) 后囟向
左旁开 8 ##处用记号笔标记 a7' 区%用电钻钻开直
径 7f=c7f> ##的圆形颅窗%注意勿损伤硬脑膜%确保
植入电极的部位清洁干净后植入记录电极%用强力胶
固定透明玻璃片以封闭颅窗%并避免将胶水混入颅窗
内) 在前额叶靠近前囟处采用同样方法植入参考电
极) 电极周围可放置橡胶保护套%自凝牙托粉中逐渐
加入自凝牙托水%搅拌配至拉丝状后封闭暴露在表面
的颅骨并固定电极) 电热毯温度控制在 86f> g以保
持小鼠体温%待小鼠苏醒后放回笼中饲养 0 <71 )
?/!/A!_Ja"_记录!将麻醉小鼠置于平台上%确保
显示器与小鼠眼部的水平距离为 7> 3#) 平台高度调
整至使小鼠眼球与刺激屏幕中心处于同一水平%从而
确保刺激视野的宽广性) 使用黑色胶布制作不透光眼
罩遮盖记录眼的对侧眼) 为了防止角膜干燥对小鼠视
力的影响%每 7= #%) 向眼内滴入 =f7b玻璃酸钠滴眼
液%单次用量为 8= $&) 采用水平移动的正弦光栅刺
激%设置空间频率为 =f=< 3P1%时间频率为 7 C9%叠加
次数为 >=) 采用叠加平均后的 _Ja"_波形测量其
_7== 波的振幅和峰时%分别计算对侧眼"右眼#和同侧
眼"左眼#反应的 _7== 波振幅的比值%即对侧N同侧比
"3*)-O$&$-0O$&N%P;%&$-0O$&O$-%*%YNM#%评估眼优势)
?/!/#!转录组测序差异基因!
使用 VO%9*&&试剂从 a7' 区中提
取总 j\U) 采用 \$)*1O*P \KJ
<=== 检测 j\U样本的 0<6= N0<?=%
U+%&0)-i%*$)$&(90O A7>= 测 定

j\U的 jM\值) 选取质检合格
的 j\U用于文库构建) 按照
Ui3&*)$&#j\UJ;0[ d%' _O0P D%-
说明书制备 _"文库) 使用 *&%+*
"1V#磁珠从 7 $+总 j\U中纯化

#j\U%在 Ui3&*)$&第 7 链合成反应缓冲液中进行
#j\U片段化) 以 #j\U片段作为模板%使用随机引
物和逆转录酶"j\$;0C#合成 3K\U的第 7 链%使用
K\U聚合酶%*j\$;0C缓冲液和 1\V_;合成 3K\U
的第 < 链) 将合成的双链 3K\U片段连接接头序列用
于 _Yj 扩 增) 纯 化 _Yj 产 物% 并 使 用 U+%&0)-
i%*$)$&(90OA7>= 评估文库质量) 用 M&&2#%)$\*Q$;0[
6=== 测序平台进行测序) 从 M&&2#%)$平台生成的数据
用于生物信息学分析) R$;-[ 格式的原始数据首先通
过 P0O&脚本进行处理%去除接头序列%过滤掉低质量
"碱基质量值"<> 的碱基数占整个 O0$1;6=b以上#和
\"无法确定碱基信息#比例大于 >b的 O0$1;%获得可
用于后续分析的 3&0$) O0$1;) 使用 CM]UV< 软件
" :--P$NN1$0:S$)W%#&$'/+%-:2'/%*N:%;$-<N# 将 3&0$)
O0$1;与参考基因组进行比对%获得用于后续分析的
#$PP01 O0$1;) 使用 K"]0[<" :--P$NN'%*3*)123-*O/*O+N
P$3W$+0;NO0&0$;0N'%*3N:-#&NK"]0[</:-#&#进行组间基
因的差异表达分析%差异表达基因的筛选阈值为
vd*+< Ŷvt7 和 =$1.s=f=>)
?/!/B!实时荧光定量 _Yj检测各组差异基因表达
量!使用 "ki%*;3%0)30组织 j\U提取试剂盒从小鼠
a7' 分离总 j\U) 采用 a$9(#03K\U合成试剂盒进
行 3K\U合成) 在 d%+:-Y(3&0O& @6 实时 _Yj系统上
用 ViEO00)& _O0#%4"4V$[VI

进行实时 _Yj反应)
以甘油醛 8J磷酸脱氢酶 "+&(30O$&10:(10J8JP:*;P:$-0
10:(1O*+0)$;0%EU_KC#作为内参基因%引物序列见
表 7) 实时荧光定量 _Yj反应程序$ @> g预变性
7?= ;&@> g变性 7> ;%6= g退火和延伸 6= ;%共 A> 个
循环) 使用 d%+:-Y(3&0O& @6 软件进行分析%采用 <e''Y-

法计算目的基因 #j\U相对表达量)
?/@!统计学方法

采用 ]_]] <Bf= 统计学软件进行统计分析) 定量
数据经 ]:$P%O*Jo%&W 检验证实呈正态分布%以 Gp6表
示 %经d0Q0)0检验证实方差齐%正常对照组*IK组*肌
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图 ?<小鼠 N?;区差异基因表达分析<U$差异表达基因火山图!i$差异表达基因聚类图!每列
表示 7 个样本%每行表示 7 个基因) 红色表示相对高表达基因%蓝色表示相对低表达基因) 上方
为样本聚类的树状图%< 个样本分支离的越近%说明这 < 个样本所有差异基因的表达模式越接近)
左侧为基因聚类的树状图%< 个基因分支离得越近%说明表达量越接近! Ŷ$倍数变化&++[J$细
胞通信网络因子 7&Y%@"̂$脂肪酸结合蛋白 B&F)%&6K@"$半乳糖凝集素 8 结合蛋白&IK$单眼形觉
剥夺

>19.('?<C144'(',)10/9',''%&('--1+,0,0/6-1-1,)8'N?;0('0 +421*'!U$a*&3$)*1%$+O$# *R
1%RR0O0)-%$&&(04PO0;;01 +0)0;! i$ Y&2;-0O1%$+O$# *R1%RR0O0)-%$&&(04PO0;;01 +0)0;! "$3: 3*&2#)
O0PO0;0)-01 $;$#P&0$)1 0$3: O*SO0PO0;0)-01 $+0)0/j01 %)1%3$-01 O0&$-%Q0&(:%+:&(04PO0;;01 +0)0;%
$)1 '&20%)1%3$-01 O0&$-%Q0&(&*S&(04PO0;;01 +0)0;/L) -:0-*P S$;-:010)1O*+O$#*R;$#P&03&2;-0O%)+%
-:03&*;0O-:0'O$)3:0;*R-:0-S*;$#P&0;%-:03&*;0O-:004PO0;;%*) P$--0O);*R$&&-:01%RR0O0)-%$&+0)0;%)
-:0-S*;$#P&0;/L) -:0&0R-S$;$10)1O*+O$#*R+0)03&2;-0O%)+%-:03&*;0O-:0-S*+0)0'O$)3:0;%-:0
3&*;0O-:0%O04PO0;;%*) &0Q0&;! Ŷ$R*&1 3:$)+0&++[J$30&&3*##2)%3$-%*) )0-S*OW R$3-*O7&Y%@"̂$R$--(
$3%1 '%)1%)+PO*-0%) B&F)%&6K@"$+$&03-%)J8 '%)1%)+PO*-0%)&IK$#*)*32&$OR*O#10PO%Q$-%*)

表 !<各组小鼠双眼 K?"" 波振幅值*峰时和 JOP比较"!Q"#
L0;/'!<J+2&0(1-+,+4K?"" 70E'02&/1).5'0,5&'0R)12'1,;+)8'6'-0,5JOP

02+,9 5144'(',)9(+.&-"!Q"#

组别 样本量
右眼振幅

"$a#
左眼振幅

"$a#
右眼峰时

"#;#
左眼峰时

"#;#
YNM

正常对照组 ? ?@f=Ap7@f?B$ 8Bf?7p@f>> 7=<fA=p>f6A$ 77@fB=p7Af<@ <f8?p=f7B$

IK组 ? ?8f=Ap@fA<$ 8>f6@pBf78 7=7f>=p?f<6$ 788f==p<7f68 <f8>p=f<<$

肌醇组 ? ??f7Ap<7fB>$ 86f6Bp?fA6 7=7f88p?f66$ 78?f==p<?f8? <fA7p=f87$

IKq肌醇组 ? 67fB>p7>fA< 8Bf@6p@f@7 777f8=pBf7B 78?f??p<@f77 7f6>p=f<A

Y值 >f?AA =f<A@ <f<<7 7f8>6 76f68A

=值 =f==A =f@=8 =f=78 =f<B@ s=f==7

!注$与 IKq肌醇组比较%$=s=f=>"单因素方差分析%d]KJ$检验#!YNM$对侧N同侧比&IK$单眼形
觉剥夺

!\*-0$ Y*#P$O01 S%-: IKq#(*J%)*;%-*&+O*2P%$=s=f=> " L)0JS$(U\LaU% d]KJ$-0;-# ! YNM$
3*)-O$&$-0O$&N%P;%&$-0O$&&IK$#*)*32&$OR*O#10PO%Q$-%*)

醇组和 IKq肌醇组小鼠双眼 _7== 波振幅值和峰时以
及 YNM总体比较采用单因素方差分析%组间比较采用
d]KJ$检验&IKq肌醇组与 IK组小鼠视皮层双眼区
++[J*Y%@"̂ 和 F)%&6K@"基因 #j\U相对表达量比较
采用独立样本 $检验) =s=f=> 为差异有统计学意义)

!<结果

!/?!各组小鼠 _Ja"_测量值和眼优势比较
各组小鼠右眼 _7== 波振幅

总体比较差异有统计学意义"Yr
>f?AA%=r=f==A#%其中与正常对
照组*IK组和肌醇组相比%IKq

肌醇组右眼 _7== 波振幅明显降
低%差异均有统计学意义"均 =s
=f=>#) 各组小鼠左眼 _7== 波振
幅比较差异无统计学意义 "Yr
=f<A@%=r=f@=8#"表 <#)

各组小鼠右眼 _7== 波峰时
总体比较%差异有统计学意义
"Yr<f<<7%=r=f=78#%其中与正
常对照组*IK组和肌醇组相比%
IKq肌醇组右眼 _7== 波峰时明
显延长%差异均有统计学意义"均
=s=f=>#) 各组小鼠左眼 _7==
波峰时比较差异无统计学意义

"Yr7f8>6%=r=f<B@#"表 <#)
各组小鼠眼优势值 YNM总体

比较差异有统计学意义 " Yr
76f68A%=s=f==7#%其中与正常
对照组*IK组和肌醇组相比%IKq

肌醇组 YNM明显降低%差异均有
统计学意义"均 =s=f=>#"表 <#)
!/!!IKq肌醇组与 IK组小鼠
a7' 区差异表达基因分析

IKq肌醇组与 IK组比较%
视皮层双眼区差异表达基因共 @8
个%其中上调差异基因 6? 个%下
调差异基因 <> 个 "图 7#) 与神
经可塑性有关的 A= 个差异表达
基因中%细胞通信网络因子 7
"30&&3*##2)%3$-%*) )0-S*OW R$3-*O
7%++[J #* 脂肪酸结合蛋白 B
"R$--($3%1 '%)1%)+PO*-0%) B%Y%@"̂#
和半乳糖凝集素 8 结合蛋白

"+$&03-%)J8 '%)1%)+PO*-0%)%F)%&6K@"#基因表达尤为显
著%vd*+< Ŷv分别为 7f>?< 7*e7f7>8 > 和 7f7<B >%=$1.

分别为 6f<>w7=e<@*8f?=w7=e7=
和 6f<6w7=e6)

!/@!IKq肌醇组与 IK组小鼠 a7' 区 ++[J*Y%@"̂
和 F)%&6K@"表达比较

IKq肌醇组小鼠 a7' 区 ++[J*Y%@"̂*F)%&6K@"基
因相对表达量分别为 =f7A7p=f=?>*7fA?@p=f=?> 和
7f@ABp=f788%IK组分别为 7f=7@ p=f=7B* =f@>< p
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=f=>> 和 =f@A=p=f=8<) 与 IK组相比%IKq肌醇组
++[J 基因相对表达量显著下降%Y%@"̂ 和 F)%&6K@"基
因相对表达量显著升高%差异均有统计学意义 "$r
7Bf>67*@f<8B*7<fB7=%均 =s=f==7#"图 <#)
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图 !<! 个组 组组$%*&'()* 和 +,'-".() 基因相对表达量比较!与 IK组比较%$=s=f==7!
U$++[Jai$Y%@"̂aY$ F)%&6K@"!IK$单眼形觉剥夺&++[J$细胞通信网络因子 7&Y%@"̂$脂肪酸
结合蛋白 B&F)%&6K@"$半乳糖凝集素 8 结合蛋白
>19.('! < J+2&0(1-+,+4)8''%&('--1+,-+4组组$%% &'()* 0,5+,'-".() 9','-;')7'',)7+

9(+.&-!Y*#P$O01 S%-: IK+O*2P%$=s=f==7!U$++[Jai$Y%@"̂aY$F)%&6K@"!IK$#*)*32&$O
R*O#10PO%Q$-%*)& ++[J$ 30&&3*##2)%3$-%*) )0-S*OW R$3-*O7& Y%@"̂$ R$--($3%1 '%)1%)+PO*-0%) B&
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@<讨论

视觉发育关键期结束后%视觉神经系统的可塑性
会急剧下降%如何恢复成年期视皮层的可塑性一直备
受关注) 探讨成年期视皮层眼优势可塑性再激活的方
法和途径%对于成年弱视患者的治疗具有重要意义)

a"_分为闪光 a"_和 _Ja"_%由于 _Ja"_的个
体间变异较小%重复性好%是科学研究中评估动物视觉
功能的首选方法

0 <7e<81 %也是测定 YNM比值以评估眼优
势的可靠手段

0 <81 ) 本研究发现%肌醇给药后成年小鼠
视皮层对 IK的敏感性增强%即右眼 _Ja"_振幅明显
降低%峰时明显延长%左眼 _Ja"_振幅和峰时基本不
变%YNM比值降低%说明视皮层双眼区眼优势发生了类
似关键期的明显转移) 而未给药的成年 IK小鼠以及
单纯给药的成年小鼠不发生视皮层双眼区眼优势的转

移) 本研究还发现%在肌醇给药的 IK小鼠中%其眼优
势转移主要是由于剥夺眼"右眼#反应的显著降低%而
未剥夺眼"左眼#的反应并不发生明显变化%这一现象
与视觉发育关键期视皮层神经元对 IK的反应变化相
一致) 本研究结果表明%采用肌醇灌胃的方式能够有
效恢复成年视觉系统的眼优势可塑性) 尽管已有研究
表明%肌醇能促进大脑神经元连接并增强突触传
递

0 7>1 %但其是否能促进成年期视皮层可塑性并使其眼
优势可塑性得以再激活尚未见报道%本研究明确了肌
醇对成年期视皮层眼优势可塑性具有再激活作用)

本研究进一步采用高通量转录组测序技术探讨肌

醇重启视皮层眼优势可塑性的分子机制%结果发现与
IK组相比%肌醇qIK组 6? 个基因表达上调%<> 个基

因表达下调%这些基因中 ++[J*Y%@"̂ 和 F)%&6K@"基
因的差异表达尤为显著%并进行了 #j\U表达水平的
验证) YY\7 也叫半胱氨酸丰富蛋白 67%是一个在细
胞信号传导和多种生物学过程中发挥重要作用的分

子) ++[J 基因编码的蛋白质是
一个多功能的细胞外基质蛋白%
属于 YY\蛋白家族%该家族成员
在细胞间通信*组织修复*细胞增
殖和分化等过程中起着重要作

用
0 <Ae<>1 ) Y%@"̂ 是一种在中枢神

经系统%特别是大脑发育中发挥
重要作用的基因) 在神经发育过
程中可能通过调节脂肪酸的代谢

途径影响神经细胞的功能%尤其
是神经细胞的迁移*增殖以及轴
突的生长等

0 <6e<B1 ) F)%&6K@"是一
个与多种生物过程相关的基因%其编码的蛋白在人体
中发挥着多种生理功能%包括免疫反应*细胞增殖以及
细胞黏附等

0 <?1 ) 最新研究表明%星形胶质细胞通过释
放 YY\7 来维持视皮层中突触和回路的稳定性 0 <>1 )
在成年小鼠中%如果敲除星形胶质细胞中的 ++[J 基
因%视觉神经回路将丧失稳定性%进而可重启关键期的
可塑性

0 <>1 ) 本研究发现%IKq肌醇组小鼠中 ++[J 基
因的表达水平显著低于 IK组小鼠%提示肌醇可能通
过抑制 ++[J 基因的表达%从而影响神经回路的稳定
性以促进可塑性) 另一方面%IKq肌醇组小鼠 Y%@"̂
基因的表达显著增加) Y%@"̂ 基因在发育期和成熟大
脑星形胶质细胞中表达%参与调节皮层神经元的树突
形态和兴奋性突触功能

0 <B1 ) 与野生型小鼠相比%
Y%@"̂ 基因敲除小鼠的内侧前额叶皮层中%树突形态
异常%棘突密度降低%神经元中的兴奋性突触数量也显
著减少

0 <B1 ) 本研究推测%Y%@"̂ 基因表达的增加可能
有助于增加皮层神经元树突棘密度及兴奋性突触数

量%从而增强神经回路的可塑性) 有趣的是%差异表达
基因 ++[J 和 Y%@"̂ 均与星形胶质细胞密切相关%且
本研究还发现在 IKq肌醇组小鼠中 F)%&6K@"基因的表
达水平显著增高) 既往研究表明%d+$&;8'P 作为一个功
能枢纽%介导星形胶质细胞的增殖和神经球的形成%在
调节星形胶质细胞可塑性方面发挥着关键作用

0<?1 ) 基
于以上结果%本研究推测肌醇可能通过调节星形胶质细
胞功能来增强成年期视皮层眼优势的可塑性)

星形胶质细胞是大脑中的主要胶质细胞类型%在
神经发育及成年期神经元的整合*维持和存活中具有
不可或缺的作用

0 <@1 ) 既往研究表明%星形胶质细胞在

!A=>! 中华实验眼科杂志 <=<> 年 6 月第 A8 卷第 6 期!Y:%) "̀4P LP:-:$&#*&% 2̀)0<=<>%a*&/A8%\*/6



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

视觉可塑性关键期的关闭过程中发挥重要调控作

用
0 8=1 ) 此外%有研究认为肌醇是星形胶质细胞活化的

标志
0 871 %并且星形胶质细胞能够主动摄取肌醇%利用

其调节细胞内的信号通路
0 8<1 ) 星形胶质细胞中的肌

醇代谢异常可能与多种神经系统疾病%如自闭症*阿尔
茨海默病等相关%其功能失调可能引起肌醇水平改变%
从而影响神经元的功能

0 88e8A1 )
脑肌醇表达水平随着年龄的增长而逐渐下降) 在足

月婴儿的丘脑中%肌醇的测量值为"6f8p7f=###*&NW+%而
到了成年期%这一数值降至 8f> ##*&NW+0 8>e861 ) 这一
变化可能与大脑可塑性随年龄变化的特征相一致) 在
成人大脑功能方面%研究发现重度抑郁症和躁郁症患
者的大脑肌醇水平明显降低

0 8Be8@1 %而肌醇转运体的遗
传变异与精神分裂症的发生密切相关

0 A=1 ) 此外%已有
研究报道指出%肌醇对抑郁和焦虑表型具有潜在的治
疗作用

0 A7eA<1 ) 然而%与此相反%肌醇在唐氏综合征患
者及阿尔茨海默病患者的脑内却出现累积现象%这种
累积可能与病理变化的发生有关

0 A8eA>1 ) 这些研究提
示了肌醇对脑发育与脑功能的重要影响)

_8> 被认为是小鼠视觉发育关键期结束的时间
点%但 _6= 时才被认为进入成年期 0 >eB1 %本研究观察了
_6= 行 IK的小鼠视皮层眼优势的可塑性变化) 然
而%肌醇对视觉发育关键期内和关键期结束但尚未进
入成年期的小鼠视皮层可塑性的影响仍有待研究)
IK后 A 1 是观察小鼠眼优势可塑性的经典造模方
法

0 A61 %然而缩短或延长成年期小鼠 IK时间将有助于
进一步揭示肌醇的药效%这尚需在后续实验中予以阐
明) 此外%肌醇能够调节 ++[J*Y%@"̂ 和 F)%&6K@"等
特定基因的表达%干预这些基因的表达%如过表达
++[J 基因*沉默Y%@"̂ 和 F)%&6K@"基因等是否干扰肌
醇对视皮层可塑性的调节作用%仍需后续实验进一步
确认) 此外%与这些特定基因有关的上下游通路也有
待进一步探索)

综上所述%本研究发现肌醇灌胃给药后成年小鼠
视皮层眼优势可塑性发生了显著变化%提示肌醇能够
重新激活成年眼优势可塑性) 通过转录组学研究%发
现 8 个潜在关键基因 ++[J*Y%@"̂ 和 F)%&6K@"可能在
肌醇重新激活成年眼优势可塑性的过程中发挥作用%
同时这些被调控关键基因的差异性表达也提示星形胶

质细胞在肌醇重启成年期可塑性中的重要作用) 本研
究揭示了肌醇在调节成年期视皮层可塑性中的作用及

其相关的分子机制%为成年弱视患者的治疗提供了新
的思路)
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