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视神经损伤后ＳＤＦ１及其受体ＣＸＣＲ４在大鼠视网膜中的分布和表达规律

叶　茂，李依孺，徐海伟，何建荣，彭艳丽，吴　楠，王　一　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院全军眼科中心，视觉
损伤与再生修复重庆市重点实验室）

　　［摘要］　目的　观察ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠视神经损伤后不同时间基质细胞衍生因子１（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）
及其受体ＣＸＣＲ４在视网膜中的分布及表达变化。方法　 将２１只成年ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠分为正常组和视神经损伤后１、３、
５、７、１５ｄ及３０ｄ组，每组３只，采用免疫荧光染色和免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测各组大鼠视网膜ＳＤＦ１、ＣＸＣＲ４的分布
及表达变化。结果　 免疫荧光染色发现视神经钳夹伤大鼠ＳＤＦ１主要定位表达于视网膜内、外界膜之间的星形胶质细胞
及Ｍüｌｌｅｒ细胞，并与ＧＦＡＰ共表达，ＳＤＦ１阳性细胞数量随视神经损伤时间延长先增多后减少，伤后５ｄ达高峰。ＣＸＣＲ４
主要表达于视网膜神经节细胞层、外核层及内核层；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实视网膜ＳＤＦ１的水平随视神经损伤出现先升高后降
低的趋势，与正常组相比，视神经损伤组第１、３、５、７天水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。而ＣＸＣＲ４的表达在视神经损伤后各时
间点无明显改变（Ｐ＞０．０５）。结论　 视神经损伤后，视网膜星形胶质细胞及 Ｍüｌｌｅｒ细胞中的 ＳＤＦ１表达先增强后减弱，
且与视神经损伤后胶质活化相关。
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　　视神经损伤后视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）死亡，视功能性单位减少构成的不可逆视
觉受损，是致盲的重要因素之一，目前仍无有效的治疗

方法。基质细胞衍生因子１（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ
ｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）属于 α趋化因子家族，ＣＸＣＲ４是其唯
一的特异性受体，广泛表达于各种组织和器官，ＳＤＦ１
通过与ＣＸＣＲ４结合从而发挥生物学作用。近年来更
证实ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４参与了心肌、神经、肝脏、肾脏的损
伤修复［１－４］。Ｌｉ等［５］发现，受损的视网膜 ＳＤＦ１表达
上调。既往研究发现视神经损伤后影响其再生修复的

机制主要包括：①ＲＧＣｓ的凋亡；②视神经损伤后的微
环境抑制 ＲＧＣｓ的再生；③视神经损伤后胶质瘢痕抑
制再生［６］。而微环境及瘢痕的抑制均与神经损伤后

胶质细胞的活化密切相关。视神经损伤后ＳＤＦ１的分
泌是否与胶质细胞活化有关，与哪种胶质细胞相关，并

且ＳＤＦ１在视神经修复中是否发挥作用，怎样发挥作
用？目前尚不清楚。

　　本研究建立了 ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠视神经部分损伤
模型，采用免疫荧光染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对视神经钳夹
伤后视网膜中ＳＤＦ１及ＣＸＣＲ４进行定位和定量检测，
以了解视神经损伤后 ＳＤＦ１及其受体 ＣＸＣＲ４在视网
膜中的分布及表达规律，为研究其在视神经损伤后再

生修复中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
　　２月龄 ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠，雄性，体质量 １５０～２００ｇ（美国

Ｔａｅｏｔｆｉｅ公司引进，第三军医大学野战外科研究所实验动物中

心培育），喂养环境为光照时间８：００－２０：００，室温控制在１８～

２２℃，给予足够的食物和水。分别分为正常组，视神经损伤后

１、３、５、７、１５、３０ｄ组，每组３只。

１．２　试剂及仪器
　　中号无创血管夹（上海金钟），眼科手术显微镜（ＮＳＫＬＴＤ），

荧光显微镜（日本奥林巴斯），激光共聚焦显微镜，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

试剂盒（碧云天），兔抗ＳＤＦ１（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），兔抗 ＣＸＣＲ４（武汉

博士
!

），羊抗ＧＦＡＰ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．３　视神经损伤模型的建立
　　参照李灿等［７］方法制备ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠视神经不完全损伤

（夹挫伤）动物模型。１０％水合氯醛腹腔注射（０．５ｍＬ／１００ｇ）麻

醉大鼠并侧卧位固定于手术台上，术眼局部清洁消毒，剪开术

眼上穹隆结膜约１２０°，避开涡静脉，钝性分离，暴露视神经，在

球后２ｍｍ处，避开血管，用中号无创血管夹夹持视神经１０ｓ，

术眼瞳孔散大，眼底无缺血，缝合球结膜，抗生素眼膏涂布。

１．４　视网膜组织标本的收集
１．４．１　免疫荧光染色视网膜标本的收集　　正常组及视神经
夹伤后１、３、５、７、１５、３０ｄ组分别取３只大鼠右眼，腹腔注射麻
醉，４％多聚甲醛心脏灌注固定后，取出右眼球，剪去角膜、晶状
体和玻璃体后４％多聚甲醛中固定２ｈ，蔗糖溶液梯度脱水，包
埋，－２０℃冰箱冷冻，标本按１０μｍ的厚度进行冰冻切片，防
脱载玻片贴片后置－８０℃冰箱中保存。
１．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ标本的收集　　正常组及视神经夹伤后
１、３、５、７、１５、３０ｄ组分别取３只大鼠左眼。动物麻醉后，快速
取下左眼眼球，在显微镜下，取出整个视网膜。取下的视网膜

迅速放入编号的离心管中，封口并置于－８０℃ 冰箱中保存，整
个操作过程均在冰上进行。

１．５　免疫荧光染色及激光共聚焦定位
　　选取过视神经平面的切片分别行 ＳＤＦ１、ＧＦＡＰ共表达和
ＣＸＣＲ４免疫荧光染色，ＰＢＳ漂洗，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透
１０ｍｉｎ，封闭后分别与含有山羊抗 ＧＦＡＰ（１∶２００），兔抗 ＳＤＦ１
（１∶１００），兔抗 ＣＸＣＲ４（１∶１００）的一抗工作液孵育，４℃过夜；
ＰＢＳ漂洗后与驴抗山羊 Ｃｙ３（１∶８００，碧云天），驴抗兔 ＦＩＴＣ
（１∶１００，碧云天），山羊抗兔 ＦＩＴＣ（１∶１００，碧云天），常温孵育
２ｈ；ＰＢＳ漂洗后与ＤＡＰＩ常温孵育５ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗后，抗荧光淬
灭封片剂封片。激光共聚对 ＳＤＦ１、ＧＦＡＰ、ＣＸＣＲ４表达定位检
查。采用ＩｍａｇｅＪ软件对 ＳＤＦ１和 ＧＦＡＰ荧光强度相对灰度值
进行半定量测量。

１．６　ＳＤＦ１及受体ＣＸＣＲ４蛋白表达水平的测定
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定视神经部分损伤后大鼠视网膜组
织ＳＤＦ１、ＧＦＡＰ及ＣＸＣＲ４蛋白表达水平，取收集视网膜组织
提取细胞总蛋白，定量，将蛋白变性后进行电泳分离，转膜，封

闭后与相应的一抗 ４℃过夜孵育（兔抗 ＳＤＦ１，１∶２００，羊抗
ＧＦＡＰ，１∶５００，兔抗ＣＸＣＲ４，１∶２００，ＧＡＰＤＨ，１∶５００），孵育结束后
以ＰＢＳＴ充分洗涤，之后与相应的二抗室温孵育２ｈ，显影，洗
片。实验条带采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像软件分析光密度值，以检
测蛋白条带与同一泳道ＧＡＰＤＨ条带光密度比值作为结果。

１．７　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组总体均
数比较采用单因素方差分析，并进行相关性分析。

２　结果

２．１　ＳＤＦ１及ＣＸＣＲ４在视神经部分损伤后大鼠视网
膜中的定位表达

　　正常视网膜在神经纤维层及外丛层可见少量 ＧＦＡＰ的表
达，视神经损伤后神经纤维层及外丛层 ＧＦＡＰ的表达量随着损
伤时间的延长逐渐增多增强，在内核层、内丛层及外核层也可

见线条状表达。ＳＤＦ１在正常视网膜少量表达位于神经纤维层
及外丛层，视神经损伤后１、３、５、７、１５、３０ｄ神经纤维层及外丛
层ＳＤＦ１表达增多增强，损伤后第５、７天在内核层及外核层可
见ＳＤＦ１少量线条状阳性表达，并且在损伤后第３、５、７、１５天
可见在视网膜内核层、外界膜表达。ＧＦＡＰ／ＳＤＦ１双标细胞在
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正常视网膜主要定位于神经纤维层及外丛层，视神经损伤后早

期ＧＦＡＰ／ＳＤＦ１双标细胞数量显著增多，随损伤时间出现先升
高后降低的趋势，在损伤后５、７ｄ表达最多，在内核层、外核层
也可见少量 ＧＦＡＰ／ＳＤＦ１线条状阳性表达。正常视网膜
ＣＸＣＲ４定位表达于神经节细胞层、外核层及内核层，且主要分
布于细胞胞膜及胞浆内，损伤后其表达部位及表达量未见明显

变化。见图１、２。
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ＧＣＬ：神经节细胞层；ＩＮＬ：内核层；ＯＮＬ：外核层

图１　ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠视神经钳夹伤后ＳＤＦ１在视网膜中的定位表达
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ＤＡＰＩ；ＧＣＬ：神经节细胞层；ＩＮＬ：内核层；ＯＮＬ：外核层
图２　ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠视神经钳夹伤后ＣＸＣＲ４在视网膜中的定位表达

２．２　ＳＤＦ１及ＣＸＣＲ４在视神经部分损伤后大鼠视网
膜中的表达变化

　　通过 ＩｍａｇｅＪ软件对 ＳＤＦ１及 ＧＦＡＰ荧光强度半定量测量
发现：ＳＤＦ１及ＧＦＡＰ免疫荧光相对灰度值随着视神经损伤时
间均出现先升高后降低，且在损伤后第 ５、７天表达最高
（图３）。通过相关性分析发现，ＳＤＦ１及 ＧＦＡＰ相对灰度值相
关系数为０．４８２，显著性（双侧）为０．０２７＜０．０５，所以视神经损
伤后ＳＤＦ１与ＧＦＡＰ表达变化具备显著相关性。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较
图３　ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠视神经钳夹伤后视网膜中ＳＤＦ１（Ａ）和

ＧＦＡＰ（Ｂ）免疫荧光染色相对灰度值
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Ａ、Ｃ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＤＦ１、ＧＦＡＰ、ＣＸＣＲ４的表达；１：正常组；２～７：分别为损伤组１、３、５、７、１５、３０ｄ；Ｂ、Ｄ、Ｆ：ＳＤＦ１、ＧＦＡＰ、
ＣＸＣＲ４的灰度值分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较

图４　ＬｏｎｇＥｖａｎｓ大鼠视神经钳夹伤后ＳＤＦ１、ＧＦＡＰ及ＣＸＣＲ４在视网膜中的定量检测

　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定视神经部分损伤后大鼠视网膜组织
ＳＤＦ１及ＣＸＣＲ４蛋白表达水平，结果显示，在损伤后１ｄ视网
膜中ＳＤＦ１及ＧＦＡＰ的水平较正常组显著升高，随着损伤时间
延长，视网膜中 ＳＤＦ１及 ＧＦＡＰ水平逐渐升高，在第５、７天时
ＳＤＦ１水平达到峰值，然后逐渐下降（图４），变化趋势同免疫荧
光观察一致。通过相关性分析发现，ＳＤＦ１及 ＧＦＡＰ表达量变
化的相关系数为０．７５０，显著性（双侧）为０．０００＜０．０１，所以视
神经损伤后ＳＤＦ１与 ＧＦＡＰ表达量变化具备显著相关性。并
且通过统计分析发现，与正常组相比，视神经损伤后视网膜中

ＳＤＦ１水平在第 １、３、５、７天存在统计学差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
００１）。视神经损伤后ＣＸＣＲ４的水平无明显改变，各组表达量
均无统计学差异。

３　讨论

　　视神经损伤后视网膜 ＲＧＣｓ会出现凋亡，其轴突
出现再生障碍，这是导致视神经损伤后视功能丧失的

主要原因。本研究采用中号动脉夹，经测试，在大鼠球

后２ｍｍ处视神经夹持１０ｓ，瞳孔散大，成功建立视神
经损伤的实验动物模型，并且损伤稳定，操作简便。

　　ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴在机体的免疫、炎症、胚胎发育、
器官发生、肿瘤、ＨＩＶ病、ＷＨＩＭ综合征等多种生物学过
程中发挥着重要的作用。目前研究认为，基质细胞因

子１（ＳＤＦ１）及其受体ＣＸＣＲ４在多种组织损伤修复中
存在重要作用［８－１０］。心肌细胞急性损伤后ＳＤＦ１升高
诱导内源性组织特异性干细胞向损伤部位迁移，并其对

组织细胞存在直接的保护作用［１１］。随着组织损伤修复

研究的不断进展，ＳＤＦ１及 ＣＸＣＲ４在视神经损伤修复
中的作用不断被揭示。ＳＤＦ１对ＲＧＣｓ存活具有促进作
用，此作用与 ＳＤＦ１浓度密切相关［１２］。在视网膜脱离

患者，ＳＤＦ１对感光细胞的存活存在重要作用［１３］。但目

前关于视神经损伤情况下ＳＤＦ１及其受体ＣＸＣＲ４的表
达变化，以及其在视神经损伤修复中的作用研究较少，

对其定位及表达量的变化情况了解有限。

　　我们通过免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对视神经损伤
后ＳＤＦ１及其受体 ＣＸＣＲ４在大鼠视网膜中的分布和

表达规律进行研究。既往袁源智等［１４］发现正常成年

大鼠视网膜神经上皮层存在 ＳＤＦ１的生理性表达，且
多位于视网膜内层，视神经无明显染色。我们通过免

疫荧光染色发现：视神经损伤后，ＳＤＦ１与 ＧＦＡＰ存在
共表达，且 ＳＤＦ１定位表达于星形胶质细胞和 Ｍüｌｌｅｒ
细胞。通过ＩｍａｇｅＪ对ＳＤＦ１及ＧＦＡＰ荧光强度半定量
测量及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现：ＳＤＦ１及 ＧＦＡＰ表达量
随着视神经损伤时间出现先升高后降低，并且通过相

关性分析发现视神经损伤后ＳＤＦ１与ＧＦＡＰ表达量变
化具备显著相关性。提示我们：视神经损伤后，ＳＤＦ１
表达量的变化与星形胶质细胞及 Ｍüｌｌｅｒ细胞活化有
关。既往研究表明，胶质细胞活化在神经修复中具有

“双刃剑”的作用：它们有利于对抗损伤，促进神经元

的修复，但是却阻碍组织修复和神经再生［１５］。而

ＳＤＦ１是如何通过参与胶质活化参与视神经损伤修
复，其作用机制尚不清楚。本研究发现ＣＸＣＲ４表达位
于视网膜神经节细胞层、内核层及外核层，损伤前后表

达量无明显改变，而 Ｏｔｓｕｋａ等［１３］发现正常视网膜

ＣＸＣＲ４主要分布于视网膜神经节细胞层、内核层及外
核层表达，网膜脱离患者视网膜外核层ＣＸＣＲ４表达增
高，并且表达在视网膜下腔浸润的巨噬细胞。我们分析

认为，这可能与Ｏｔｓｕｋａ研究模型为视网膜脱离模型，只
对网膜脱离后３ｄ与正常对照进行比较，并且Ｏｔｓｕｋａ只
是从免疫荧光染色判断有关，并没行定量检测。

　　因此，ＳＤＦ１在视神经损伤后视网膜中表达先升
高后降低，参与了视神经损伤的修复，这种修复作用可

能与胶质细胞活化相关。但ＳＤＦ１在视神经损伤后的
胶质活化中的作用机制仍不清楚，我们将进一步对

ＳＤＦ１在视神经损伤后组织修复中的作用进行研究。
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物，顺利取出异物，切口用可吸收线予以连续缝合，关闭喉腔，

全身给予抗感染、止血等治疗。术后１周拔管，复查电子喉镜
示双侧声带动度好，声门闭合好，无声嘶，无呼吸困难。

图２　Ｃ形臂Ｘ线机术中准确定位异物的位置

２　讨论

　　喉腔异物、颈部异物相对常见且有较为规范的手术取出方
法，而喉深部组织（黏膜下甚至是肌肉内）的异物在和平时期相

对少见，如何做到成功取出异物又尽可能少地损伤正常组织值

得探索，并可以此为战时积累经验。颈部结构复杂、血运丰富、

功能重要，对于颈部外伤患者，要求医务人员严格遵守“救命第

一，救治结合”的颈部外伤治疗原则及治疗流程。枪弹伤、爆炸

伤后导致的异物残留如果时间过久，可直接损伤重要血管神经

或者致局部炎症扩散引起严重并发症，原则上均应该取出［１］。

　　颈部解剖复杂且腔隙较多，对于较小的异物成功取出的风
险较大，术前准确的定位、合理的手术方案，以及对相关部位解

剖的熟悉是成功的关键。术中大多使用探针、电磁铁、Ｂ超、Ｘ
线片、ＣＴ、Ｃ形臂Ｘ线机等进行实时定位。喉腔异物大多可以
通过喉镜、电子喉镜予以取出，即使是较为复杂的喉部异物也

可以通过直达喉镜予以取出［２－３］。在该病例中，异物从颈部进

入，在组织内穿行，到达喉腔但又没有进入喉腔，非常特殊。如

果沿弹道探取异物，路径太长，既盲目又损伤周围组织太多，不

可取。在喉腔见不到弹孔和弹道，无法在喉镜下取出，但我们

进行了尝试。通过术前检查所得到的资料，分析异物存留的部

位应该在杓状软骨前方，没有穿透环状软骨板后方，存留在几

乎是中线的位置，在杓状软骨靠喉腔一侧，究竟使用颈侧切开

还是喉裂开，我们进行了讨论，各有利弊，最后我们选择喉裂开

是基于手术路径的熟练程度和方便异物取出而决定的，我们认

为咽侧切开不如行喉裂开暴露好。术后恢复效果非常好，声音

几乎没有受到影响。

　　喉腔结构精细，涉及发声、呼吸等重要生理功能，要求术中
准确操作，尽可能减轻副损伤，因此我们选择探针结合Ｃ形臂Ｘ
线机的方法来定位。Ｃ型臂Ｘ线机适时定位在手术中的应用能
节约手术时间，减少痛苦，避免因盲目操作导致术后并发症，在

颈部金属异物的取出中是十分有意义的，但定位中检查者及患

者均受辐射。该病例中的异物较大，距离黏膜表面较浅，因此采

用多根探针配合Ｃ形臂Ｘ线机照片的方法来减少暴露，取得了
非常好的效果。对于此类异物，提倡使用这种异物取出的方法。
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