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Abstract
誗AIM:To explore the influence and significance of early
monocular deprivation on the expression of brain derived
neurotrophic factor ( BDNF) and TrkB receptor in rats蒺
retina.
誗 METHODS: Totally 40 neonatal rats were randomly
allocated into 6 groups: normal group of postpartum 28
days ( NorP28 ), normal group of postpartum 35 days
(NorP35), normal group of postpartum 42 days (NorP42),
monocular deprivation group of postpartum 28 days
(MDP28), monocular deprivation group of postpartum 35
days ( MDP35 ) and monocular deprivation group of
postpartum 42 days (MDP42 ). For the MD model, we
sutured together the right eyelids of rats at postpartum 21
days. A subset of rats at each time points were killed, then
the retinas were removed and frozen for detecting the
expression pattern of BDNF and its receptor TrkB by means
of Western blot and immunohistochemistry.
誗 RESULTS: During the visual development critical
period, the expression of BDNF and TrkB receptor had no
significant change with the growth of age. After the early
monocular deprivation, BDNF and TrkB receptor were

significantly increased its expression at postpartum 28
days, then decreased at postpartum 35 days and
maintained a steady level between postpartum 35 days to
postpartum 42 days. BDNF expressed in ganglion cell
layer, inner nuclear layer and outer nuclear layer of
retina, while TrkB receptor expressed only in ganglion cell
layer. In response to MD, the expression of BDNF and
TrkB receptor positive cells was dramatically up-regulated
in ganglion cell layer at postpartum 28 days, and then
decreased gradually at postpartum 35 days to postpartum
42 days.
誗 CONCLUSION: The expression of BDNF and its TrkB
receptor presents a visual - experience dependency, and
they participate in the onset of monocular deprivation
amblyopia.
誗 KEYWORDS: brain derived neurotrophic factor; TrkB
receptor; ganglion cell layer; monocular deprivation
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摘要

目的:探讨早期单眼剥夺对大鼠视网膜中脑源性神经生长

因子(BDNF)及受体 TrkB 表达的影响。
方法:40 只新生 SD 大鼠随机分为 6 组:28 日龄正常组、35
日龄正常组、42 日龄正常组、28 日龄模型组、35 日龄模型

组及 42 日龄模型组,模型组大鼠于出生后 21d 缝合右侧

眼睑建立单眼剥夺弱视模型,采用免疫印迹及免疫组织化

学法检测视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 的表达。
结果:正常大鼠在出生后视觉发育关键期内,随年龄增长

视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达无明显变化。 早期

单眼剥夺后,模型组大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋

白表达在 28 日龄立即呈现显著上升趋势,然而随着剥夺

时间延长 35 日龄时表达剧烈下调,并持续至 42 日龄。
BDNF 表达在视网膜神经节细胞层、内核层及外核层,而
TrkB 受体仅表达在视网膜神经节细胞层。 早期单眼剥夺

可使 28 日龄大鼠视网膜神经节细胞层中 BDNF 及受体

TrkB 阳性细胞数目显著增多,但随着视觉剥夺时间延长,
35 日龄至 42 日龄时两者的阳性细胞数目呈现逐渐减少

的趋势。
结论:BDNF 及受体 TrkB 的表达呈现一定的视觉经验依

赖性,其参与了单眼剥夺弱视的发病。
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0 引言

摇 摇 视觉发育可塑性机制一直是神经眼科研究的热点。
传统观念认为,哺乳动物中枢神经系统在胚胎期及出生后

早期具有良好的再生性及结构重排能力,视觉系统可根据

外界环境的刺激调整和改变其神经联系和突触结构,表现

出较强的可塑性。 其原因可能为中枢神经系统神经元所

生存的内环境中各种生长促进性和抑制性因子的相互影

响,其中神经营养因子对神经元的可塑性调控可能起关键

的作用。 目前已发现表达在视网膜上的神经营养因子的

种类很多,包括神经生长因子(NGF)、表皮生长因子(EGF)
以及脑源性神经生长因子(BDNF)等[1-3]。 其中 BDNF 及

受体 TrkB 表达对视觉可塑性影响的研究较多[4],BDNF
属于神经营养因子蛋白家族,神经营养作为其传统作用仅

仅只是众多作用之一[5],除此之外,BDNF 已被确定为特

定外周神经元存活的关键因素,也是神经元分化及损伤修

复过程中的经典链接[6]。 同时,BDNF 又能调节发育及成

熟神经系统中神经元各种不同方面功能[7]。 在中枢神经

系统中,BDNF 的快速影响能使谷氨酸突触传递增强,酌-
氨基丁酸能突触传递减弱;BDNF 存在的慢性作用能提高

谷氨酸和 酌-氨基丁酸能突触的形成,加快它们的功能

成熟[8,9]。
摇 摇 然而,早期单眼剥夺所导致的视觉干预对大鼠视网膜

中 BDNF 及受体 TrkB 表达的影响报道较少。 本实验拟通

过建立单眼剥夺弱视大鼠模型,用免疫印记及免疫组织化

学方法检测视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋白的表达趋

势,探讨单眼剥夺对大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 表

达的影响和意义。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 新生健康 SPF 级 SD 大鼠 40 只,雌雄不限,饲
养于中南大学医学院实验动物中心,饲养环境符合医学实

验动物环境设施要求。 饲养环境通风良好,室温 18益 ~
25益,相对湿度 40% ~ 70% ,12h 光照昼夜循环。
1. 2 方法

1. 2. 1 实验分组摇 按随机数字表法将大鼠分为 2 组:正常

组 16 只,单眼剥夺模型组 24 只。 正常组:按实验设计取

材时间点随机分为 3 小组,即 28 日龄正常组(NorP28,8
只)、35 日龄正常组(NorP35,4 只)、42 日龄正常组(NorP42,
4 只);单眼剥夺模型组大鼠于出生后 21d 缝合右侧眼睑

建立单眼剥夺弱视模型,按取材时间点随机分为 3 小组:
28 日龄模型组(MDP28,8 只)、35 日龄模型组(MDP35,8
只)、42 日龄模型组(MDP42,8 只)。
1. 2. 2 大鼠单眼剥夺弱视模型的建立摇 采用 Maffei 等[10]

的眼睑缝合方法建立单眼剥夺弱视大鼠模型。 取正常光

线条件下饲养的 21 日龄大鼠 24 只,10%水合氯醛腹腔麻

醉,右侧上下眼睑分别剪除宽约 1. 5mm 睑缘组织,6-0 可

吸收缝线褥式缝合上下眼睑创缘,涂少许四环素眼膏。 清

醒后在正常光线下饲养,每天早、晚仔细观察缝合眼,眼睑

出现裂缝的动物不纳入实验。
1. 2. 3 免疫印迹法检测单眼剥夺对大鼠视网膜中 BDNF
及受体 TrkB蛋白表达的影响摇 按实验预先设计分别取各

组大鼠各 4 只,过量 10%水合氯醛腹腔麻醉动物,脱颈椎

处死后冰上迅速取视网膜,加裂解液,4益 放置 30min,蛋
白定量后沸水变性备用。 取变性好的样本蛋白电泳并转

膜后,对其做免疫反应,将膜放入含有 5% 脱脂奶粉(含
0郾 1% Tween - 20 ) 的 PBS 中, 室 温 封 闭 1h; 然 后 用

0郾 01mol / L PBS 溶液漂洗 3 次,分别加入封闭液稀释的

BDNF 一抗(1颐100)或 TrkB 一抗(1颐100),4益轻摇过夜;再
次用 0. 01mol / L PBS 溶液漂洗 3 次后,分别加入稀释的相

应种属的 HRP 偶联二抗(1 颐 1000),37益 孵育 2h;用含

0郾 1% Tween-20 的 PBS 洗涤好,化学发光试剂盒显色,暗
室显影定影后,扫描分析。
1. 2. 4 免疫组织化学法检测单眼剥夺对大鼠视网膜中

BDNF 及受体 TrkB 表达的影响摇 按实验预先设计,分别

取 NorP28 组、MDP28 组、MDP35 组、MDP42 组大鼠各 4
只,10%水合氯醛腹腔麻醉动物后,固定四肢,剪开胸腔暴

露心脏,经左心室用 0. 01mol / L PBS 溶液 150mL 快速冲净

血液,然后用 4%多聚甲醛磷酸盐缓冲液约 150mL 灌注固

定;断头取出眼球,剪开角膜,分离出晶状体并移除,将视

杯于 4% 多聚甲醛中 4益 固定过夜,再分别移至 15% 和

30%蔗糖溶液中梯度脱水至沉底。 根据大鼠视网膜结构

特点,沿水平面做 20滋m 厚连续冰冻切片,0. 1% 明胶片贴

片,4益保存备用。 将切片放入含有 5% 小牛血清白蛋白

(含 0. 1% Triton X-100)的 PBS 中,室温封闭 1h;然后用

0. 01mol / L PBS 溶液漂洗 3 次,分别加入封闭液稀释的

BDNF 一抗(1颐100)或 TrkB 一抗(1颐100),4益轻摇过夜;再
次用 0. 01mol / L PBS 溶液漂洗 3 次后,分别加入稀释的相

应种属的 HRP 偶联的二抗 ( 1 颐 1000 ), 37益 孵育 2h;
0郾 01mol / L PBS 溶液漂洗,加入 A 和 B 液,37益 孵育 2h,
DAB 显色,TrkB 做 Ni 加强染色,干片后,常规梯度乙醇脱

水,二甲苯脱水透明后,中性树胶封片,显微镜下观察照相。
摇 摇 统计学分析:计量资料用均数依标准差(軃x依s)表示,应
用 SPSS 11. 0 统计软件包对数据进行统计处理。 多组间

比较采用单因素方差分析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 单眼剥夺对大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB蛋白表

达的影响 摇 运用 Western-blot 方法检测正常发育各组大

鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达水平,结果见图 1。
正常组大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达丰富,
各年龄组间表达差异无统计学意义(P>0. 05)。 单眼视觉

剥夺 7d 后,即 MDP28 组大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB
蛋白表达量剧增;视觉剥夺 14d 后,MDP35 组及 MDP42 组

大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达明显减少,各
组间比较差异有统计学意义(P<0. 05)。 单眼剥夺后,模
型大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 的表达趋势基本一致。
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图 1摇 免疫印迹法检测各时间点正常及模型大鼠视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达摇 淤正常
组:A:电泳条带图;B:灰度相对比值柱状图。 于NorP28 和模型组:A:电泳条带图;B:灰度相对比值

柱状图;bP<0. 01,dP<0. 01 vs NorP28 组。

图 2摇 免疫组织化学法检测单眼剥夺对大鼠视网膜中 BDNF 蛋

白表达的影响摇 A:NorP28 组组;B:MDP28 组;C:MDP35 组;D:
MDP42 组(箭头所示为 BDNF 表达的阳性细胞,bar = 50滋m);E:
视网膜神经节细胞层中 BDNF 表达的阳性细胞计数统计柱状图

( aP<0. 05 vs NorP28 组)。

2. 2 单眼剥夺对大鼠视网膜神经节细胞层中 BDNF 表达
的影响摇 正常组大鼠视网膜中 BDNF 表达在视网膜神经
节细胞层、内核层及外核层,其中神经节细胞层 BDNF 表
达边界清晰,阳性细胞数量丰富(图 2)。 单眼剥夺 7d 后,
MDP28 组大鼠剥夺眼视网膜神经节细胞层中 BDNF 阳性
细胞数目增多,颜色较正常组深染。 随着剥夺时间延长,
MDP35 组及 MDP42 组大鼠视网膜神经节细胞层细胞排

图 3摇 免疫组织化学法检测单眼剥夺对大鼠视网膜中 TrkB 受

体蛋白表达的影响 摇 A:NorP28 组组;B:MDP28 组;C:MDP35
组;D:MDP42 组 (箭头所示为 TrkB 表达的阳性细胞, bar =
50滋m);E:视网膜神经节细胞层中 TrkB 受体表达的阳性细胞计

数统计柱状图( aP<0. 05 vs NorP28 组)。

列紊乱,阳性细胞数目减少,与正常组比较,差异有统计学
意义(P<0. 05)。 单眼剥夺对模型组大鼠视网膜内核层及
外核层中 BDNF 阳性细胞表达无显著性影响。
2. 3 单眼剥夺对大鼠视网膜神经节细胞层中 TrkB 受体表

达的影响摇 正常组大鼠视网膜中 TrkB 主要表达在视网膜
神经节细胞层,内核层及外核层基本无表达(图 3)。 单眼
剥夺 7d 后,MDP28 组大鼠剥夺眼视网膜神经节细胞层中
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TrkB 受体阳性细胞数目增多,颜色较正常组深染。 随着
剥夺时间延长,MDP35 组及 MDP42 组大鼠视网膜神经节
细胞层细胞排列紊乱,阳性细胞数目减少,与正常组比较,
差异有统计学意义(P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 本研究通过对新生 SD 大鼠行早期单侧眼睑缝合,成
功建立单眼剥夺弱视模型,根据 Lyckman 等[11] 对视觉可
塑性关键期的描述,选取了出生后 28,35,42d 3 个时间
点,各时间点分别对应视觉发育可塑性关键期开始、高峰
及终止。 采用免疫印迹及免疫组织化学法观察 BDNF 及
受体 TrkB 蛋白质在正常发育大鼠视觉关键期的动态表
达,以及单眼剥夺对其表达的影响。 研究结果显示,正常
大鼠在出生后视觉发育关键期内,随年龄增长其视网膜中
BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达无明显变化,提示生理状态
下的视觉发育过程对 BDNF 及受体 TrkB 无显著性影响。
然而早期单眼剥夺后,我们发现模型组大鼠视网膜中
BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达立即呈现显著上升趋势,然
而随着剥夺时间延长其表达剧烈下调,并持续至关键期终
止时。 单眼剥夺对 BDNF 及受体 TrkB 表达的影响基本一
致。 BDNF 是以一种视觉经验依赖的方式表达的,其活性
主要依赖于视网膜所接受传入信息的调节。 Bozzi 等[12]

提出,单眼剥夺可使视网膜传入电活动显著减少,从而调
控神经元表达的某些因子,导致视皮层电活动的紊乱而引
起弱视,BDNF 及受体 TrkB 在其中可能起到重要的作用,
与我们的研究结果相一致。 此外,有证据表明 BDNF 及受
体 TrkB 在视觉皮层的活动依赖可塑性中具有重要作
用[13,14],它们不仅可调节 酌-氨基丁酸能的皮层环路成熟
及突触可塑性过程,还能抑制眼优势柱的形成[15]。
摇 摇 免疫组织化学法观察到的结果显示:BDNF 表达在视
网膜神经节细胞层、内核层及外核层,其阳性表达细胞数
量丰富,而 TrkB 受体仅表达在视网膜神经节细胞层。 早
期单眼剥夺可使视网膜神经节细胞层中 BDNF 及受体
TrkB 阳性表达的细胞数目显著增多,但随着视觉剥夺时
间延长,两者的阳性细胞数目呈现逐渐减少的趋势。 TrkB
是 BDNF 发挥作用的通路之一,它的表达在一定程度上反
应了 BDNF 的活性,本实验中 TrkB 受体的表达趋势略滞
后于 BDNF 的表达,BDNF 表达减弱后,TrkB 的表达有一
个反应性增强的过程,以代偿 BDNF 表达减少的作用。
摇 摇 总之,本实验在一定程度上阐明了早期单眼剥夺后,
视网膜中 BDNF 及受体 TrkB 蛋白表达的变化趋势,反映
了 BDNF 及受体 TrkB 的表达呈现一定的视觉经验依赖

性,我们推测其可能参与了单眼剥夺弱视的发病,但具体
机制如何,有待进一步研究。
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