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摘要

目的：观察轴突生长抑制因子 ＮｏｇｏＡ及其受体 ＮｇＲ在视
网膜缺血再灌注（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＲＩＲ）急性损
伤中的表达，研究两者在ＲＩＲ损伤中的作用及相关性。
方法：ＳＤ大鼠９０只随机分为：正常对照组（ｎ＝６）；假手术
组（ｎ＝４２）；ＲＩＲ组（ｎ＝４２），假手术组及 ＲＩＲ组分为再灌
注后０，６，１２，２４，４８，７２，１６８ｈ亚组，每组６只；采用结扎单
侧颈总动脉的方法制备大鼠 ＲＩＲ模型，ＨＥ染色观察组织
形态学改变，免疫组织化学检测 ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ蛋白的
表达。

结果：假手术组各时间点 ＮｏｇｏＡ及 ＮｇＲ表达与正常组相
比无统计学差异（Ｐ＞０．０５），实验组大鼠与假手术组相比：
ＮｏｇｏＡ的表达在１２ｈ开始升高（Ｐ＜０．０５），４８ｈ达到高峰
（Ｐ＜０．０１），７２ｈ下降（Ｐ＜０．０５），１６８ｈ达到正常基线水平
（Ｐ＞０．０５）；ＮｇＲ的表达在６ｈ即出现上升，持续至４８ｈ达
到最高峰（Ｐ＜０．０１），７２ｈ下降，１６８ｈ达到正常基线水平。
实验组大鼠ＮｏｇｏＡ与ＮｇＲ的表达呈正相关（Ｐ＜０．０１）。
结论：ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ在ＲＩＲ各时间点均有表达，其表达水
平沿时间点呈抛物线形，在再灌注 ４８ｈ时均达到峰值，
ＮｇＲ先于ＮｏｇｏＡ表达，两者协同作用，与ＲＩＲ损伤后抑制
节细胞轴突修复再生有关。

关键词：视网膜；缺血再灌注；ＮｏｇｏＡ；ＮｇＲ
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０引言
　　视网膜缺血再灌注（ｒｅｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＲＩＲ）
损伤常见于视网膜血管阻塞、高眼压疾病，以及影响视网

膜血流量的眼科手术等。其主要损伤的是内层视网膜，其

中最重要的是神经节细胞层及神经纤维层。ＲＩＲ损伤后
神经节细胞及其轴突所构成的神经纤维层的修复再生困

难，可能是造成 ＲＩＲ后损伤组织功能难以恢复的重要原
因。目前认为轴突生长抑制因子在此过程中起主要作用。

ＮｏｇｏＡ是最主要的抑制中枢神经系统神经纤维轴突再生
的因素，其通过多位点相互作用激活其受体 ＮｇＲ，启动神
经细胞内信号转导通路抑制轴突再生［１］。ＮｏｇｏＡ对中枢
神经系统再生的强烈抑制作用已被众多研究证实。但在

ＲＩＲ损伤中的研究，相关报道却较少。本研究通过观察观
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察轴突生长抑制因子 ＮｏｇｏＡ及其受体 ＮｇＲ在 ＲＩＲ急性
损伤中的表达，以探讨两者在ＲＩＲ损伤中的意义。
１材料和方法
１．１材料　ＳＰＦ级成年ＳＤ大鼠共９０只（甘肃中医学院动
物实验中心提供），雌雄不限，体质量２００～３００ｇ；纳入实
验大鼠经裂隙灯及直接检眼镜检查，眼前后节均无明显异

常；对动物的筛选及实验过程符合国家技术科学委员会

《实验动物管理条例》规定。一抗：兔抗大鼠 ＮｏｇｏＡ多克
隆抗体和兔抗大鼠 ＮｇＲ多克隆抗体（美国 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ公
司）；二抗：生物素标记羊抗兔ＩｇＧ。４０ｇ／Ｌ多聚甲醛（武汉
博士德公司），裂隙灯（德国蔡司）、直接检眼镜（苏州六六

公司）、ＨＭＩＡＳ２０００图像分析系统（美国 Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公
司），免疫组织化学相关仪器设备由甘肃中医学院病理教

研室提供。

１．２方法　ＳＤ大鼠９０只随机分为３组，正常对照组６只
（不做任何处理直接处死）；假手术组（手术后不行单侧颈

总动脉结扎）０，６，１２，２４，４８，７２，１６８ｈ组，每组６只；实验
组即ＲＩＲ后０，６，１２，２４，４８，７２，１６８ｈ组，每组６只。实验
采用结扎单侧颈总动脉的方法造模［２］，即常规麻醉大鼠

后，手术分离出左侧颈总动脉，缝线结扎形成视网膜缺血，

１ｈ后解除结扎缝线形成再灌注，结扎左侧颈总动脉后直
接检眼镜下见大鼠左眼底视网膜色苍白，视网膜动脉血流

完全中断提示造模成功，解除缝线后见视网膜颜色呈橘红

色，视网膜动脉血流恢复，提示形成再灌注；用１００ｇ／Ｌ水
合氯醛过量麻醉处死大鼠，立即摘取左侧眼球，保留视神

经大约０．５～１ｍｍ，置于４０ｇ／Ｌ多聚甲醛磷酸缓冲液（ｐＨ＝
７．４）内４℃固定２４ｈ。剪除整个角膜，摘除晶状体，清除玻
璃体，流水反复缓慢冲洗标本。依次梯度乙醇脱水和二甲

苯透明处理后，常规石蜡包埋。将包埋好的眼球标本，以

平行于视神经矢状轴且以其为平面的视网膜连续切片５
张，厚度约５μｍ，置于防脱片上，６０℃温箱烤片过夜。ＨＥ
染色，光镜下观察各分组视网膜组织形态学变化。另将切

片７０℃ 温箱烤片２ｈ备用，脱蜡前再相同条件烤片１５ｍｉｎ。
切片常规脱蜡，热修复抗原，采用链霉菌抗生素蛋白过氧
化物酶连接法（ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＰｅｒｏｘｉｄａｓｅＭｅｔｈｏｄ，ＳＰ法）分别
检测大鼠 ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ的定位和表达。染色步骤按照
说明书进行，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，脱水、透明、封
片。每次染色均做阳性和阴性对照，用 ＰＢＳ代替一抗做
阴性对照。每张切片随机选取５个４００倍的视野进行观
察，采用 ＨＭＩＡＳ２０００高清晰度彩色医学图文分析系统，
在视网膜阳性表达区域计算平均吸光度值来定量测定

ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ的表达。
　　统计学分析：采用 ＳＰＳＳ１７．０软件包进行数据分析。
数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，各计量资料间首先采用
Ｌｅｖｅｎｅ检验进行方差齐性分析，然后进行独立样本 ｔ检
验。数据间的相关性分析行双变量间 Ｐｅａｒｓｏｎ双侧检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异有显著统计
学意义。

２结果
２．１ＲＩＲ后视网膜组织形态学改变　ＨＥ染色可见，ＲＩＲ
损伤后６ｈ出现视网膜组织水肿，视网膜厚度明显增加，神
经纤维层断裂，组织内细胞肿胀变性、核固缩、核溶解，２４ｈ
达到高峰，７２ｈ恢复正常水平（图１）。

图１　视网膜组织形态学改变（ＨＥ×４００）　Ａ：正常对照组；Ｂ：
ＲＩＲ后２４ｈ组。

图２　大鼠视网膜 ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ在 ＲＩＲ４８ｈ的表达（ＳＰ×
４００）　Ａ：ＮｏｇｏＡ；Ｂ：ＮｇＲ。

２．２大鼠视网膜ＮｏｇｏＡ及ＮｇＲ的表达　在正常对照组、
假手术组及实验组均可见 ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ的表达，主要表
达于视网膜节细胞层、丛状层、核层（图２）。假手术组各
时间点ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ表达与正常对照组相比无差异（Ｐ＞
０．０５），实验组大鼠与假手术组相比：ＮｏｇｏＡ的表达在１２ｈ
开始升高（Ｐ＜０．０５），４８ｈ达到高峰（Ｐ＜０．０１），７２ｈ下降
（Ｐ＜０．０５），１６８ｈ达到正常基线水平（Ｐ＞０．０５）；ＮｇＲ的表
达在６ｈ即出现上升（Ｐ＜０．０５），持续至４８ｈ达到最高峰（Ｐ＜
０．０１），７２ｈ下降（Ｐ＜０．０５），１６８ｈ达到正常基线水平（Ｐ＞
０．０５，表１）。
２．３大鼠ＲＩＲ后ＮｏｇｏＡ和 ＮｇＲ表达的相关性　实验组
大鼠ＮｏｇｏＡ与ＮｇＲ的表达在０，１２，２４，４８，７２，１６８ｈ呈完
全正相关（Ｐ＜０．０１），在６ｈ相关性差（Ｐ＜０．０５）。
３讨论
　　缺血后及早地再灌注似乎可以挽救缺血损伤的视网
膜，然而临床发现，再灌注后损伤加重，甚至造成病程由可

逆转变为不可逆、视觉功能恶化、丧失。可能的机制是由

于缺血后产生的毒性产物，随着再灌注血流的恢复，使更

多的健康组织暴露于这些毒性产物中。除了再灌注后多
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　　　　　　表１　术后不同时间各组大鼠ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ的表达 珋ｘ±ｓ
术后时间

（ｈ）
ＮｏｇｏＡ

实验组 假手术组

ＮｇＲ
实验组 假手术组

０ ０．４９６０±０．００７１ ０．４８６５±０．００６４ ０．４１３３±０．０１１３ ０．４０８８±０．００７６
６ ０．４９８２±０．００８１ ０．４９６８±０．００６２ ０．４５３３±０．０２０６ ０．４０５３±０．０１０５
１２ ０．５４７５±０．００４４ ０．５０３０±０．０４５９ａ ０．４７４５±０．００５３ ０．４０２５±０．００２６
２４ ０．５５５０±０．０１４１ ０．５０３０±０．０２８３ａ ０．４９３５±０．００４９ ０．４１２５±０．００６４ａ

４８ ０．５８３７±０．０１００ ０．５０４７±０．０２０８ｂ ０．５１６３±０．０１３０ ０．４００３±０．００７２ｂ

７２ ０．５４６０±０．０２４１ ０．４８９３±０．００４７ａ ０．４４７０±０．００６０ ０．４００３±０．００８０ａ

１６８ ０．４８４７±０．００３１ ０．４８３７±０．００６１ ０．４０６０±０．００７１ ０．３９８０±０．０１２７

　　　　　　ａＰ＜０．０５ｖｓ实验组；ｂＰ＜０．０１ｖｓ实验组。

种损伤因素的共同作用，神经节细胞及其轴突的修复再生

困难，也是造成 ＲＩＲ后损伤组织功能难以恢复的重要原
因。影响神经元及轴突再生的主要因素有：成年神经元损

伤后自身的再生能力下降［３］、胶质瘢痕形成［４］、神经营养

因子缺乏以及轴突生长抑制因子的作用［５］、微环境的改变

等，目前认为轴突生长抑制因子起最主要作用。２０００年
克隆出 Ｎｏｇｏ基因，其编码的蛋白质 ＮｏｇｏＡ，ＮｏｇｏＢ和
ＮｏｇｏＣ是一种髓磷脂相关轴突生长抑制因子［６］。２００１年
发现了 Ｎｏｇｏ受体 ＮｇＲ［４］，它与 ＮｏｇｏＡ的细胞外结构域
Ｎｏｇｏ６６结合，使 ＮｏｇｏＡ发挥抑制轴突再生的作用。
ＮｏｇｏＡ对中枢神经系统再生的强烈抑制作用已被众多研
究证实，如应用单克隆抗体ＩＮ１结合ＮｏｇｏＡ，可促进损伤
后的中枢神经功能恢复［７，８］。

　　本实验证实，在正常成年大鼠的视网膜即有 ＮｏｇｏＡ
和ＮｇＲ的表达，ＮｏｇｏＡ和ＮｇＲ分布于视网膜节细胞层、丛
状层、核层，在细胞内定位于细胞质、内质网、细胞核等部

位［９］，在视神经中延长轴串珠样排列。ＮｏｇｏＡ在新生大
鼠神经组织中的分布可能与神经发育进程中的可塑性相

关［１０］，在正常成年大鼠可能与保持神经系统稳定，限界和

防止形成异常联系有关。

　　通常人体组织在损伤后具备一定的再生修复能力。
但是在中枢神经系统，神经元及其轴突损伤后的再生修复

却很有限［１１］。研究观察发现，中枢神经系统轴突损伤后，

再生轴突发出新芽，迅速崩解。视网膜以及由节细胞轴突

所构成的视神经与中枢神经系统关系密切，损伤后同样表

现出极其有限的再生能力。ＲＩＲ后虽然有众多加重损伤
的因素凸显，但是推理再灌注后也同时为节细胞及其轴突

的再生提供了氧等条件，传统观点以及以往研究观察也认

为视网膜神经元以及轴突损伤后不能再生。直到有实验

将周围神经片段植入玻璃体腔，可以促进受损的视网膜节

细胞轴突再生，表明节细胞的轴突具有再生潜能［１２］。由

节细胞轴突所构成的视网膜神经纤维层是各类缺血性眼

病中常见损害部位，如青光眼早期可有神经纤维层的损

害，视网膜动、静脉阻塞及糖尿病视网膜病中棉絮斑的出

现。本实验中我们发现，在大鼠 ＲＩＲ后６ｈ即出现视网膜
组织的水肿，神经纤维层的断裂，组织细胞肿胀，核固缩。

表明在ＲＩＲ损伤后，神经纤维层严重损伤。神经纤维层
由节细胞的轴突构成，其修复再生困难，可能是导致 ＲＩＲ
后视功能损害的重要因素。本实验研究观察到ＮｏｇｏＡ在
ＲＩＲ损伤后１２ｈ表达上升，４８ｈ达到高峰，７２ｈ开始下降，
１６８ｈ达到正常基线水平，表明 ＮｏｇｏＡ可能在 ＲＩＲ损伤中
有着重要作用。同样我们发现 ＮｇＲ的表达曲线类似于

ＮｏｇｏＡ，ＮｇＲ作为 ＮｏｇｏＡ的受体，两者协同作用，达到
ＲＩＲ损伤后抑制节细胞轴突修复再生的目的。
　　ＮｇＲ在再灌注６ｈ即开始升高，ＮｏｇｏＡ在再灌注１２ｈ
才出现升高，考虑为由于 ＮｇＲ为三种轴突生长抑制因子
Ｎｏｇｏ蛋白、髓鞘相关糖蛋白（ＭＡＧ）、少突胶质细胞髓磷脂
相关糖蛋白（ＯＭＧＰ）的共同受体［１３］，故猜想在 ＲＩＲ损伤
的早期，亦有其他轴突生长抑制因子参与作用，抑制损伤

后节细胞轴突的修复再生。

　　目前研究认为ＮｏｇｏＡ对中枢神经纤维轴突再生的抑
制作用与髓鞘相关［６］，ＮｏｇｏＡ对视神经损伤后抑制视神
经的修复再生亦认为与髓鞘有着密切的关系。节细胞轴

突在视网膜内无髓鞘，不同于筛板后的视神经。因此，在

ＲＩＲ损伤中ＮｏｇｏＡ对节细胞轴突再生的抑制机制可能不
同于目前研究中的ＮｏｇｏＡ对中枢神经及视神经再生抑制
机制，需更多的实验进一步研究。

　　在视网膜的缺血性疾病中，如何做到及早解除缺血，
使视网膜尽快恢复血供，又减少 ＲＩＲ损伤的发生，在此类
疾病的防治中具有重要意义，相关研究如：抗氧化酶、钙离

子阻断剂、神经营养因子可以对 ＲＩＲ损伤产生保护作用，
目前已有神经营养因子药物应用于临床。Ｎｏｇｏ抗体的应
用可促进神经结构的重塑及功能的恢复［７，１４］，在视网膜

神经节细胞处于激活的生长期时中和 ＮｇＲ提高视神经的
再生能力［１５］，诸如此类的研究以及结合本实验，提示对抗

ＮｏｇｏＡ或ＮｇＲ可能为ＲＩＲ损伤的治疗提供新的方向。
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《国际眼科杂志》中文版英文刊名

更改为 ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＥｙｅＳｃｉｅｎｃｅ

　　遵照有关专家建议，为了把《国际眼科杂志》中文版和英文版共用的英文刊名彻底分开，经请示新闻出版

主管部门同意，自 ２０１２年 １月起，《国际眼科杂志》中文版英文刊名由原来的 ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ更改为ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＥｙｅＳｃｉｅｎｃｅ（ＩＥＳ），《国际眼科杂志》英文版专用刊名为ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌ

ｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ（ＩＪＯ），特此公告。

国际眼科杂志社

２０１１１２２５
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