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Abstract
誗AIM: To study the effects of 琢B-crystallin on the 琢B-
crystallin content in retina, growth associated protein-43
(GAP-43) expression of retinal ganglion cells (RGCs),
amplitude of electroretinogram (ERG) b-wave, and to
investigate the promotive effect of 琢B - crystallin on
axonal regeneration of RGCs after acute ocular
hypertension(AOH) .
誗METHODS: One hundred and twenty male Sprague -
Dawley (SD) rats (220依10g) were randomly divided into
four groups ( thirty in each group) . 琢B group, (AOH
following intravitreal injection of 琢B crystallin group, n =
30) . S group, (AOH following intravitreal injection of
normal saline solution group, n = 30) . P group, (AOH
following vitreous puncture group, n = 30 ) . H group,
(AOH group, n = 30) . Western blot was assayed 琢B -
crystallin content 7 and 14 days after model;
Immunohistochemistry was observed GAP-43 expression
7, 14 and 21 days after model established; Amplitude of
ERG b - wave was tested retinal function before and 1
month after model.

誗RESULTS: The 琢B content in retina of 琢B group was
higher 7 days after model established, fewer 14 days
after model (P = 0. 000, P = 0. 000, P = 0. 001, P = 0. 000) .
But the 琢B content in retina of 琢B group was more
serious compared with other groups at the same time
points (P= 0. 019,P = 0. 016); The GAP- 43 expression of
RGCs in 琢B group was highest 7 days after model
established, started to decrease 14 days after model
established, which was fewest 21 days after model
established (P = 0. 000, P = 0. 000, P = 0. 000, P = 0. 000) .
But the GAP - 43 expression of RGCs in 琢B group was
significantly higher than in other groups at each time
point (P = 0. 002, P = 0. 011, P = 0. 009); The amplitude of
ERG b-wave was lower 1 month after model (P = 0. 014,
P= 0. 004, P= 0. 003, P = 0. 006) . There were no statistical
differences among groups on amplitude of ERG b-wave
before model established (P = 0. 993) . The amplitude of
ERG b-wave in 琢B group was higher than others 1 month
after model (P= 0. 002) .
誗CONCLUSION: Exogenous 琢B-crystallin could improve
琢B - crystallin expression of retinas; 琢B - crystallin
contributed to the increase of GAP - 43 expression of
RGCs and RGCs axonal regeneration; 琢B-crystallin could
promote the recovery of retinal function and was non -
toxic on retinas of rat.
誗KEYWORDS:琢B-crystallin; acute ocular hypertension;
retinal ganglion cell; growth associated protein- 43;
electroretinogram
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摘要
目的:研究 琢B-晶体蛋白对大鼠急性高眼压后视网膜组
织中 琢B -晶体蛋白含量,视网膜神经节细胞 ( retinal
ganglion cells, RGCs)中生长相关蛋白-43(growth associated
protein-43, GAP-43)表达和全视野视网膜电流图( full-
field ERG,F-ERG)的 b 波振幅差异,探讨 琢B-晶体蛋白
对急性高眼压后 RGCs 轴突再生的影响。
方法:采用随机分组设计的实验研究。 本实验选择 120
只健康、无眼疾 SD 大鼠,随机分为以下 4 组:琢B 晶体蛋
白组(琢B)30 只,生理盐水组(S)30 只,假手术组(P)30
只,急性高眼压组(H)30 只,均以右眼为实验眼,分别于
术后 7d 和 14d 各取 5 只术眼的视网膜,行 Western-blot
法,观察急性高眼压后视网膜中 琢B-晶体蛋白的表达;术
后 7,14,21d 各取 5 只术眼的视网膜,行免疫组织化学
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法,观察急性高眼压后 RGCs 的 GAP-43 表达;术前和术
后 1mo 时应用全视野 ERG 的 b 波振幅变化测定视网膜
功能。 组间数据比较采用单因素方差分析 ( One -way
ANOVA),组间两两比较采用 SNK-q 检验。
结果:琢B 组视网膜中 琢B-晶体蛋白的表达于术后 7d 较
高,14d 时表达减弱(P =0. 000),但同一时间点明显高于
其他三组(P=0. 006,P = 0. 024,P = 0. 007;P = 0. 006,P =
0. 008,P = 0. 010);琢B 组 RGCs 的 GAP-43 表达于术后
7d 达高峰,14d 时表达减弱,21d 时仍有少量表达(P =
0郾 000),但各时间点明显高于其他三组(P = 0. 001,P =
0郾 002,P = 0. 001;P = 0. 015,P = 0. 002,P = 0. 006;P =
0郾 005,P=0. 003,P=0. 005);ERG- b 波振幅于术后 1mo
较低(P=0. 014,P=0. 004,P = 0. 003,P = 0. 006),其中术
前各组 ERG-b 波振幅无明显差异(P = 0. 993),术后 1mo
时 琢B 组 ERG-b 波振幅明显高于其他三组(P=0. 000,P =
0. 004,P=0. 002)。
结论:外源性 琢B-晶体蛋白能够提高视网膜 琢B-晶体蛋
白的表达; 琢B-晶体蛋白通过促进 RGCs 中 GAP-43 的
表达,从而促进 RGCs 的轴突再生;琢B-晶体蛋白可促进
视网膜功能的恢复,对大鼠视网膜无毒性作用。
关键词:琢B-晶体蛋白;急性高眼压;视网膜神经节细胞;
GAP-43;ERG
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0 引言
摇 摇 青光眼作为全世界的主要不可逆致盲性眼病之
一[1],其主要特征是以组成视神经的视网膜神经节细胞
(retinal ganglion cells,RGCs)轴突慢性、进行性凋亡[2],进
而导致视野渐进性丢失,甚至全盲。 研究认为,高眼压
(intraocular pressure,IOP)是青光眼的主要致病因素,通
过长期压迫视神经导致 RGCs 凋亡[3],但是人们发现通
过降低眼压进行的治疗,并不能显著地阻止青光眼的进
展,主要原因就是 RGCs 的继发性凋亡。 琢B-晶体蛋白作
为生物活性蛋白,具有防止蛋白积聚,保持细胞骨架的流
动性[4],可以抑制和抵抗应激而导致的细胞凋亡[5],能够
促进视网膜感光细胞(retina photoreceptor cell,RPC)的存
活[6],但是对 RGCs 的作用尚未见报道。 GAP-43 的表达
和变化对神经元轴突再生有着直接影响,是众多轴突再
生的分子标记物[7]。 全视野视网膜电流图 ( full - field
ERG,F-ERG)能够较早地反映药物干预对视网膜的影
响,可以用来检测药物的安全性或毒性[8]。 本实验通过
建立大鼠急性高眼压模型,通过 Western-blot 法测定视
网膜 琢B-晶体蛋白,免疫组化法观察 RGCs 的 GAP-43 表
达,全视野 ERG 检测视网膜功能。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物摇 雄性、健康、无眼疾 SD 大鼠 120 只,3
月龄,购自中国人民解放军军事医学科学院实验动物中
心,体质量 220依10g。 饲养于北京武警总医院中心实验
室,编号后随机分成 4 组:琢B 晶状体蛋白组(琢B)30 只,
生理盐水组(S)30 只,假手术组(P)30 只,急性高眼压组

(H)30 只。
1. 1. 2 主要试剂及溶液摇 琢B-晶体蛋白干粉、SDS 上样缓
冲液、SDS-甘氨酸电泳缓冲液、Tween-20、TEMED、Tris
(美国 Sigma 公司);羊抗小鼠 琢B-晶体蛋白 IgG、羊抗兔
茁-Actin、兔抗羊二抗(美国 Santa Cruz 公司);兔抗大鼠
GAP-43 IgG(北京博奥森生物公司);小鼠抗兔即用型
IgG、DAB、抗原修复液(武汉博士得生物公司)。 显影液、
定影液(北京尚柏生物公司)。
1. 1. 3 主要设备 摇 M觟ller 手术显微镜 (德国 MEDI -
THERM 公司);冰冻切片机(德国 Leica);视觉电生理
(德国 ROLAND CONSULT 公司);普通光学显微镜,倒置
显微镜(日本 Olympus 公司);磁力搅拌器(荣华);台式
冷冻离心机(湘仪);电泳仪、转膜仪( J-MAX);摇床、旋
涡混合器(其林贝尔);眼科显微手术器械(天诚华泰医
疗设备有限公司);精密电子天平 (上海精科天平);各型
号移液器(德国 Eppendorf 公司);-80益超低温冰箱(北
京天寒集团);4益冰箱(青岛海尔集团)。
1. 2 方法
1. 2. 1 急性高眼压模型[9] 摇 所有实验动物实验前均用诺
氟沙星 滴 眼 液 冲 洗 结 膜 囊, 10% 水 合 氯 醛 ( 剂 量
0郾 4mL / 100g)腹腔注射麻醉成功后,右眼滴复方托品酰
胺和眼科表麻药各 1 滴,10min 后显微镜下从大鼠角膜缘
3颐00 位将连有生理盐水输液器的 33G 针头刺入前房,勿
伤及虹膜和晶状体,打开输液调节器,液体高度为 156cm
(产生 15. 22kPa,相当于 120mmHg 的眼内压),当莫菲氏
管中无液体滴注、球结膜苍白、虹膜迅速变白、视网膜苍
白水肿时说明急性高眼压模型已成功。 持续灌注 60min,
间断滴诺氟沙星滴眼液以预防感染并保持角膜干燥。 拔
除针头后,可见球结膜及虹膜立刻恢复正常颜色,涂抹红
霉素眼膏。
1. 2. 2 玻璃体内注射摇 玻璃体内注射在急性高眼压模型
建立后即刻进行。 在显微镜下与眼球呈 45毅,刺入玻璃体
腔选取颞上方距角膜缘后 1. 0mm 进针。 其中 琢B 组大鼠
右眼注射 1伊10-5g / L 的 琢B-晶体蛋白溶液 5滋L,S 组大鼠
右眼玻璃体腔注入生理盐水 5滋L,P 组大鼠右眼玻璃体
腔穿刺成功后即拔出注射器。 拔针后盖玻片轻压角膜,
显微镜下观察确认玻璃体腔无出血、无晶状体及虹膜损
伤者纳入实验。 术后用诺氟沙星滴眼液点右眼,之后红
霉素眼膏涂右眼。
1. 2. 3 视网膜组织取材摇 术后 7d 和 14d,每组各取 5 只
大鼠的术眼视网膜组织,用于 Western-blot 法检测视网
膜 琢B-晶体蛋白含量;术后 7,14,21d 共 3 个时间点各组
取 5 只大鼠的术眼视网膜制作冰冻切片,进行免疫组织
化学检查;各组取 5 只大鼠分别在术前和术后 1mo 进行
全视野 ERG 检查。 术前用 10%水合氯醛腹腔麻醉,先用
眼科弯剪取出眼球,将视杯固定、脱水后用 OCT 包埋,后
置于-80益冰箱中保存,收集各个时间点的视网膜组织
后,统一制作厚度为 8滋m 的冰冻切片,进行免疫组织化
学检查测定视网膜的蛋白含量。
1. 2. 4 Western-bolt 法测定视网膜 琢B-晶体蛋白含量摇
以 10mg 加入 200滋L 蛋白裂解液,4益, 12000r / min 离心
10min。 然后测定上清的蛋白含量,将样品稀释至相同总
蛋白含量,加适当体积样品到 96 孔板的样品孔中,再加
用于稀释标准品的溶液到 20滋L,各孔加入 200滋L BCA 工
作液,37益放置 30min 读取吸光度(A)值,根据标准曲线
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计算总蛋白浓度。 SDS-PAGE 电泳后将胶放入 100mL 阴
极 buffer,平衡 15min;用尺子测量作胶的大小,剪同样大
小的一片 PVDF 膜,用 100%甲醇浸泡 15s,然后与滤纸一
起放入转膜缓冲液中,至完全浸透,完成转膜后,将膜与
胶及滤纸分离,将膜放入 TBS-T 中 5min,用镊子取出置
于 TBST 配制的 5%脱脂奶粉室温放置 1h。 将膜与一抗
一起孵育,4益过夜(一抗 1颐100 稀释液),TBS-T 洗 3 次,
每次 5min;将稀释后的二抗与膜共同孵育 2 ~ 3h(二抗
1颐3000 稀释液),TBS-T 洗 3 次,每次 5min,使用 ECL 化
学发光显色液(SUNBIO),当显色到达需要时用水洗膜以
终止反应。 将显色后的膜,用 LabWorks 软件对图像进行
灰度分析。
1. 2. 5 冰冻切片的免疫组织化学检测摇 低温保存的实验
动物组织,用 OCT 包埋,在 Leica 恒温冰冻切片机上制备
8滋m 厚的的冰冻切片。 在室温下用丙酮固定冰冻切片上
的组织抗原,固定 10min 后,PBS 冲洗 1 次,然后将冰冻
切片置于湿盒内,滴加 3% H2O2室温 10min,蒸馏水漂洗
3 次,每次 2min,滴加兔抗大鼠 GAP-43 IgG(1 颐 100 稀
释),并用 PBS 代替一抗为阴性对照。 4益 过夜,用 PBS
漂洗 3 次,每次 2min。 再滴加小鼠抗兔即用型 IgG 37益
孵育 30min,PBS 漂洗 3 次,每次 2min。 滴加新鲜配制
DAB 显色液,显微镜下观察 5 ~ 10min,在显色最佳时用
蒸馏水冲洗,终止显色。 苏木素复染细胞核,然后水洗,
蓝化、脱水、中性树胶封片。 统计 RGCs 中 GAP-43 的表
达(伊400)。
1. 2. 6 全视野视网膜电流图检查 摇 暗红光灯下,把暗适
应大鼠置于恒温固定台上,点盐酸奥布因滴眼液 1 滴,约
5min,然后将 5%甲基纤维素敷于大鼠右眼,把金箔环状
角膜电极作为记录电极,直径约 3mm;参考电极及接地电
极为不锈钢针,分别置于两眼连线中点皮下和尾部皮下。
以上电极间阻抗始终保持范围为<5k W。
摇 摇 统计学分析:数据用 軃x依s 表示,应用 SPSS17. 0 统计
软件包分析处理,组间数据的比较采用单因素方差分析
(One-way ANOVA);组间进一步两两比较采用 SNK-q 检
验。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 各组大鼠视网膜 琢B-晶体蛋白含量摇 术后 7d 时各
组 琢B-晶体蛋白含量较 14d 时明显增高,差别有统计学
意义(F = 171. 790, P = 0. 000;F = 34. 441, P = 0. 000;F =
28. 160, P= 0. 001;F = 34. 972,P = 0. 000)。 术后 7d 时,
琢B,S, P 和 H 组 琢B -晶体蛋白含量分别为:0. 516 依
0郾 377,0. 403依0. 068,0. 427依0. 0. 067,0. 407 依0. 047,琢B
组分别与 S,P,H 组进行两两比较,差别有统计学意义(P =
0. 006,P= 0. 024,P = 0. 007);术后 14d 时,琢B,S,P 和 H
组 琢B-晶体蛋白含量分别为:0. 230 依 0. 006,0. 154 依
0郾 067,0. 163依0. 080,0. 192依0. 087,琢B 组分别与 S,P 和
H 组进行两两比较,差别有统计学意义(P = 0. 006,P =
0郾 008,P=0. 010;图 1)。
2.2各组大鼠 RGCs的GAP-43表达摇 各组 7d 时 GAP-43
表达最高,14d 时表达降低,21d 时仍有少量表达,差别有
统计学意义(F = 128. 347, P = 0. 000;F = 25. 477, P =
0郾 000;F=19. 266, P = 0. 000;F = 18. 366, P = 0. 000)。
术后 7d 时,琢B,S,P 和 H 组 RGCs 的 GAP-43 表达结果
分别为:27. 800依1. 483,19. 600依3. 050,20. 000依4. 183,19. 400依

图 1摇 大鼠术后 7d和 14d时视网膜中 琢B-晶体蛋白表达摇 A,
B:琢B 组术后 7d,14d;C,D:S 组术后 17d,14d;E,F:P 组术后
7d,14d;G,H:H 组术后 7d,14d。

3. 975,其中 琢B 组分别与 S,P,H 组进行两两比较,差别
有统计学意义(P=0. 001,P=0. 002,P=0. 001);术后 14d
时 琢B,S,P 和 H 组 RGCs 的 GAP-43 表达结果分别为:
17. 600依1. 140,13. 800 依2. 387,12. 600 依2郾 702,13. 200 依
2郾 280,琢B 组分别与 S,P,H 组进行两两比较,差别有统
计学意义(P=0. 015,P=0. 002,P=0郾 006);21d 时 琢B,S,
P,H 组 RGCs 的 GAP - 43 表达结果分别为:12. 000 依
2郾 000,8. 800依1. 483,8. 600依1. 140,8郾 800依1. 483,琢B 组
分别与 S,P,H 组进行两两比较,差别有统计学意义(P =
0. 005,P=0. 003,P=0. 005;图 2 ~4)。
2. 3 全视野 ERG 检测视网膜功能结果摇 琢B,S,P 和 H 组
术前全视野 ERG-b 波振幅分别为: 124. 680 依45. 049,
125郾 800依53. 481,132. 200 依48. 319,131. 620 依57. 929,各
组 ERG-b 波振幅组间比较,差别无统计学意义 (F =
0郾 029,P=0郾 993);术后 1mo 时 琢B,S,P 和 H 组 ERG-b
波振幅分别为:57. 800依15. 287,29. 720依6. 129,37. 600依
7. 266,34郾 540依6. 872,琢B 组分别与 S,P,H 组进行两两
比较,差别有统计学意义 ( P = 0. 000,P = 0. 004,P =
0郾 002)。 可见术后 1mo 较术前 b 波振幅降低,术后 1mo
时 琢B 组比其他三组 b 波振幅高(图 5,6)。
3 讨论
3. 1 琢B-晶体蛋白与 RGCs 的存活和轴突再生摇 研究已
经明确,RGCs 凋亡是青光眼视神经损害的最终结局,防
止、延缓或逆转 RGCs 凋亡是青光眼治疗的最终目标。
在这一认识下,视神经保护的概念和实践被提上日程。
然而至今研究尚未发现可以有效促进 RGCs 存活和再生
的药物。 Mansour-Robaey 等[10] 研究发现,眼前节损伤可
促进 RGCs 的存活和轴突再生。 2000 年时 Fischer 等[11]

研究认为:促进 RGCs 存活和轴突再生的原因是损伤后
的晶状体释放的“神经保护性物质冶所起的作用。 晶体
蛋白隶属于小分子量热休克蛋白家族,包括 琢,茁,酌 三
种,其中 琢 晶体蛋白含有 琢A 和 琢B。 通过在体外培养
RGCs 和视神经钳夹伤视神经后的大鼠玻璃体内注射可
溶性的晶体蛋白,认为可溶性晶体蛋白是晶状体来源的
神经保护物质, 其中 琢 晶体蛋白对 RGCs 的存活和轴突
的再生有显著的促进作用,还可以通过抑制小胶质细胞
活化起到保护 RGCs 的作用[12]。 Fisher 等[13]在视神经横
断同时损伤晶状体,发现 RGCs 的再生轴突可通过损伤
区,经过视交叉,到达上丘,并能与上丘形成功能性突触
联系。 另外,分别将损伤或未损伤的晶状体与 RGCs 进
行共培养,发现前者较后者对促进 RGCs 存活和突触生
长具有显著作用[14]。 由此认为晶状体来源的某“神经保
护性物质冶,不但可以帮助 RGCs 渡过危险时期,而且能
够促进视神经再生。 Chiu 等[15] 在高眼压模型中,通过
Western-blot 法和免疫组化法也证实晶体蛋白在存活的
RGCs 中含量提高。 可见,晶体蛋白可以促进 RGCs 的存
活和轴突再生。
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图 2摇 术后 7d时各组大鼠 RGCs中 GAP-43 的表达( SABC法 伊400) 摇 A:琢B 组;B:S 组;C:P 组 ;D:H 组。

图 3摇 光镜下 14d时各组大鼠 RGCs中 GAP-43 的表达( SABC法伊400) 摇 A:琢B 组;B:S 组;C:P 组 ;D:H 组。

图 4摇 光镜下 21d时各组大鼠 RGCs中 GAP-43 的表达(SABC法伊400) 摇 A:琢B 组;B:S 组;C:P 组 ;D:H 组。

图 5摇 各组术前全视野 ERG 的 b波振幅(滋V) 摇 A:琢B 组;B:S 组;C:P 组 ;D:H 组。

图 6摇 各组术后 1mo全视野 ERG 的 b波振幅(滋V) 摇 A:琢B 组;B:S 组;C:P 组;D:H 组。

摇 摇 国内外研究认为,晶体蛋白表达增强提示了细胞对环

境和代谢应激反应的结果,主要是因为 琢A 和 琢B 通过抵

抗应激,发挥抑制细胞凋亡作用,从而促进细胞存活[16]。
刘康等[17]通过分子排阻凝胶色谱法证实,琢 和 茁 H-晶体

蛋白有明显的保护体外培养的 RGCs 存活和促进 RGCs 突

触生长的作用,并且 琢-晶状体蛋白的促进作用效应明显

强于 茁H-晶状体蛋白,同时也证实 酌-晶状体蛋白对 RGCs
突触生长无明显作用,反而对 RGCs 的存活具有抑制作

用。 Ying 等[18]在视神经损伤模型中采用银染色法证实,

玻璃腔注射 琢 晶体蛋白组大鼠术后 2wk 的 RGCs 轴突密

度高于对照组,差异具有显著性统计学意义;术后 4wk 轴

突密度呈下降趋势,但仍高于对照组,差异具有统计学意

义,因而推测 琢-晶体蛋白对视神经损伤后的轴突具有保

护性作用。 但未表明到底是 琢A 还是 琢B 起主要作用。 进

一步研究发现,琢B-晶体蛋白在受损的视网膜中含量提

高,如眼内炎、光损伤、视神经损伤、视网膜脱离、缺血性视

神经病变、糖尿病视网膜病变、视网膜缺血再灌注损伤等

多种病变[19]。 琢B-晶体蛋白具有防止蛋白积聚,保持细
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胞骨架的流动性[4],而且可以抵抗和停止应激细胞的凋

亡[5],促进视网膜感光细胞的存活[6],并且保护视神经。
当视网膜细胞受到各种应激后,组织中的 琢B-晶体蛋白从

基因水平到蛋白表达都会发生提高,对视网膜具有保护性

作用。 王蕊[20]通过对视神经损伤模型行逆行荧光金标记

法和 VEP 检查证实:在应激条件下,琢B-晶体蛋白可以促

进大鼠视神经损伤的修复。
3. 2 视网膜 琢B-晶体蛋白表达 摇 琢B-晶体蛋白可抵抗应

激,保护视神经,那么外源性 琢B-晶体蛋白是否可以影响

视网膜中 琢B-晶体蛋白的表达? Munemasa 等[19] 发现,视
神经损伤后 7d 时存活的 RGCs 中 琢B-晶体蛋白含量最

高,14d 时 RGCs 中 琢B-晶体蛋白含量下降,认为 琢B-晶体

蛋白的表达变化与此期 RGCs 的存活率有关。
摇 摇 本实验采用 Western-blot 法测定各组实验动物视网

膜 琢B-晶体蛋白含量,结果显示各组视网膜中 琢B-晶体蛋

白的表达于术后 7d 较高,14d 时表达减弱,说明 琢B-晶体

蛋白在急性高眼压后引起 琢B-晶体蛋白在较短时间内表

达迅速增高,之后下降。 可能与 琢B-晶体蛋白发挥抵抗应

激作用有关。 但在同一时间点 琢B 组蛋白含量较其他三

组提高,差别有统计学意义。 其中 7d 时 琢B 组与其他三

组相比提高约 50% ;14d 时 琢B 组比其他三组提高近 3 倍。
说明,外源性 琢B-晶体蛋白能够有效提高 琢B-晶体蛋白在

视网膜中的表达,但是 琢B-晶体蛋白是通过什么机制在视

网膜中发挥作用呢? 王兴利等通过原代培养 RGCs,对 琢
晶体蛋白在 RGCs 的分子机制研究认为外源性的 琢 晶状

体蛋白通过与 RGCs 细胞膜特异性结合而发挥相应的生

物学功能[21]。
3. 3 GAP-43 与 RGCs 的轴突再生 摇 GAP-43 是神经轴

突生长锥膜蛋白的主要成分,分子量 43kDa。 在哺乳动物

中枢神经系统早期发育过程(即大量的轴突生长及突触

形成)中,GAP-43 的合成水平较高且随轴浆运输至轴突,
通过磷酸化引导轴突生长和调控新连接的形成而影响轴

突的生长能力。 当周围神经受损后,轴突的延长和重建能

够被重新诱导,GAP-43 起初位于胞体,随着轴突的延长

而逐渐趋向于突起,最后集中在生长锥。 眼部研究发现,
GAP-43 在正常成年的 RGCs 中几乎无表达,其免疫反应

活性主要局限于 IPL[22]。 若敲除视觉系统发育中小鼠的

GAP-43 基因,小鼠的视觉系统将会出现缺陷[21]。 视神经

损伤启动 RGCs 的一系列传到信号,可导致 GAP-43 表达

上调促进轴突再生[23]。
摇 摇 李双等[22]通过大鼠视神经损伤模型证实,晶状体损

伤可促进 RGCs 的轴突再生表达 GAP-43。 本实验通过免

疫组化法发现,各组术后 7d 时 GAP-43 表达最高,14d 时

表达减弱,21d 时仍有少量表达。 这说明短时间内急性高

眼压后 RGCs 能通过某些蛋白上调 GAP-43 的表达。 7d
时 琢B 组较其它三组提高约一倍;14d 时 琢B 组较其它三组

提高约一倍;术后 21d 时 琢B 组较其它三组提高约一倍。
说明 琢B-晶体蛋白可以促进 RGCs 的 GAP-43 明显增多,
间接提示 琢B-晶体蛋白能够促进急性高眼压后 RGCs 的

轴突再生。 进一步研究发现,琢 晶体蛋白促进 RGCs 轴突

再生是通过抑制 RhoA(轴突再生抑制性物质的关键位

点)的激活,阻碍髓鞘抑制物质的信号传导,防止生长锥

的萎缩[24]。 本实验 琢B-晶体蛋白可能通过上调 GAP-43
表达,进而启动 RGCs 细胞内的一系列信号传导,促进

RGCs 轴突的生长。 同时,RGCs 中 GAP-43 的表达变化与

视网膜中 琢B-晶体蛋白变化具有时间相关性,即两者的表

达高峰都在术后 7d,14d 时表达均减弱。 Piri 等[7] 采用原

位杂交的逆行荧光金法证实,高眼压后大鼠视网膜中的

琢B-晶体蛋白主要在 GCL 的 RGCs 中。 因而推测,琢B-晶
体蛋白可能是通过结合在 RGCs 胞膜,启动细胞内的信号

传导,进而促进 RGCs 中 GAP-43 的表达,最终促进 RGCs
的轴突再生。
3. 4 ERG 与视网膜毒性摇 全视野 ERG 作为短暂的闪光刺

激诱发的视网膜综合电位反应,能够从视网膜细胞水平来

评价视网膜功能,主要由一个负相的 a 波和一个正相的 b
波组成,叠加在 b 波上的一组小波为 Ops 波。 其中 b 波代

表视网膜内层细胞功能[24],能间接反映 RGCs 活性,而且

可以代表视网膜功能的状态,反映药物的视网膜毒性[8]。
摇 摇 本实验研究发现:术前的 b 波振幅组间比较差异无统

计学意义,说明大鼠视网膜功能状态基本一致。 术后 1mo
各组大鼠全视野 ERG 的 b 波振幅较术前均降低,说明急

性高眼压使视网膜的功能受损,但是 琢B 组 b 波振幅相比

其他三组提高约 60% ,甚至 100% ,提示 琢B-晶体蛋白能

够促进受损后 RGCs 活性的恢复,从而促进急性高眼压后

视网膜功能的恢复,可见 琢B-晶体蛋白对视网膜功能具有

保护作用,无毒性作用。 国外研究认为在应激条件下,琢B-
晶体蛋白可通过调整视网膜中血管内皮细胞生长因子

(vascular endothalial growthfactor,VEGF)蛋白表达,促进视

网膜新生血管的生成[25,26]。 因而推测说明 琢B-晶体蛋白

对视网膜功能的保护作用,可能是其通过某些机制促进视

网膜血管生成形成,从而促进视网膜功能的恢复。
摇 摇 总之,本实验通过大鼠急性高眼压模型,发现 琢B-晶
体蛋白可上调 GAP-43 在 RGCs 中的表达,为进一步探讨

青光眼 RGCs 轴突再生机制开辟了良好的开端,但是 琢B-
晶体蛋白促进 RGCs 轴突再生的详细作用机制尚不清楚,
琢B-晶体蛋白是否也参与了 RGCs 内其它信号传导通路,
这些有待进一步研究。
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