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摘要

目前对视网膜神经节细胞（ＲＧＣｓ）进行标记研究的基本方
法有多种。逆行标记法是标记研究 ＲＧＣｓ的常用方法，但
存在许多不足之处。近年来，人们发现 ＲＧＣｓ内或胞体上
存在某些特异的抗原，因此尝试使用免疫标记的方法标记

检测ＲＧＣｓ。本文综述近年来对 ＲＧＣｓ进行标记的研究
进展。
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０引言
　　青光眼是一类以特征性视野缺损和视神经损害为共
同特征的不可逆性致盲眼病，视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）是青光眼病理性损伤的主要靶细胞。
青光眼ＲＧＣｓ受损机制现在还未明确，但普遍认为视网膜
节细胞层和视盘的病理性改变在青光眼神经病变过程中

起到重要作用［１］。然而 ＲＧＣｓ约只占鼠视网膜神经节细
胞层所有细胞的４５％［２］。在细胞形态上，ＲＧＣｓ不能很好
的与其他细胞区别开来，比如无长突细胞［３］。此外，ＲＧＣｓ
结构和功能异质性，以及有关 ＲＧＣｓ亚型的分子组成和特
征的资料仍然很有限。因缺乏区分 ＲＧＣｓ及其亚型的标
记，使得研究青光眼的发病机制更加困难。因此，如何正

确地标记ＲＧＣｓ，对研究青光眼视神经的损伤机制和保护
具有重大意义。

１逆行标记法
　　ＲＧＣｓ发出的轴突组成视神经投射到外侧膝状体及上
丘经换神经元后再投射到视皮质，形成完整的视通路。轴

浆运输是神经细胞的基本生理现象，是细胞内物质运输的

形式，为一复杂的耗能过程。逆行标记是将荧光或酶联染

液注射或者用海绵贴附到 ＲＧＣｓ轴突上或所投射的上一
级中枢神经核团内，如上丘和外侧膝状体。染料通过

ＲＧＣｓ轴突内的逆行轴浆运输，向 ＲＧＣｓ胞体内移行，并使
ＲＧＣｓ染色，１ｗｋ后摘取眼球，固定平铺视网膜，观察标记
ＲＧＣｓ［４］。但这种方法也有许多缺点：活体上解剖定位上
丘较困难，且术中出血、脑脊液漏出等影响手术操作将颅

骨打开后确定外侧膝状体和上丘的位置。上丘和外侧膝

状体定位的数据库仅是同类实验动物的平均值，而实验动

物的大小常存在个体差异，因此给定位带来困难。上丘和

外侧膝状体定位稍有偏差，ＲＧＣｓ染色就会不均匀。要求
严格控制注射深度，用立体定位仪固定大鼠，需将金属固

定器的尖端插入大鼠外耳道使其头部制动，对实验动物造

成很大的痛苦，而且这种固定方法是将注射器固定于上方

的弧形操作杆上，不能完全避免注药时动物的呼吸运动引

起的注射针头的移动。立体定位注射法逆行标记法需要

特殊的立体定位仪及实验动物的脑部立体定位图谱，且定

位准确度无法保证，有时会出现染色不均匀，而导致样本

剔除和浪费。由于逆行标记法的解剖和生理基础为视神

经的轴浆运输，视神经轴索的大小和功能就决定了 ＲＧＣｓ
是否能被准确标记。不均匀染色可见于多种情况，最常见

的有视网膜各象限染色不均，部分象限染色已充分，其他

象限不充分染色甚至没有染色［５］。

２免疫标记法
　　免疫标记技术是指将抗原或抗体用小分子的标记剂，
如荧光素、放射性同位素、酶、铁蛋白、胶体金及化学（或

生物）发光剂等作为追踪物，并借助于荧光显微镜、射线

测量仪、酶标检测仪、电子显微镜和发光免疫测定仪等精

密仪器，以提高其灵敏度和便于检出的一类新技术［６，７］。
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近年来，人们发现ＲＧＣｓ胞内或胞体上存在某些特异的抗
原，因此尝试使用免疫标记的方法标记检测 ＲＧＣｓ。目前
常用的免疫标记物为 Ｔｈｙ１．１，Ｂｒｎ３以及 γ突触核蛋
白等。

２．１Ｔｈｙ１．１　Ｏｓｂｏｒｎｅ等［８］使用 Ｔｈｙ１抗原抗体对 ＲＧＣｓ
进行体外的免疫标记检测表明，Ｔｈｙ１．１抗原是存在于啮
齿类动物许多细胞表面的一种糖蛋白，被认为是成熟节细

胞的标志。因此，Ｔｈｙ１．１单克隆抗体广泛用于鼠 ＲＧＣｓ
的鉴定与分离纯化。视网膜的 Ｔｈｙ１．１抗原表达于胚胎
１９ｄ开始出现，且仅仅在ＲＧＣｓ胞体及突起上表达，并于出
生后１４ｄ才开始增加，其增加与内丛状层的厚度增加相平
行，因而认为ＲＧＣｓ上Ｔｈｙ１．１抗原表达与其轴突伸长、树
突生长及与靶组织上丘开始建立突触联系有关［９］。

Ｂａｍｓｔａｂｌｅ等［１０］发现Ｔｈｙ１．１抗原是啮齿类动物 ＲＧＣｓ特
异性的标记物。Ｔａｋａｈａｓｈ等［１１］亦用抗鼠 Ｔｈｙ１．１ｍＡｂ鉴
定ＲＧＣｓ。但Ｔａｓｃｈｅｎｂｅｒｇｅｒ等［１２］发现在体外培养中，特别

是培养１ｗｋ后，一种类成纤维细胞也表达 Ｔｈｙ１．１抗原。
但是它对视网膜损伤模型的 ＲＧＣｓ的丢失的判定不是一
个好的标记物，因为Ｔｈｙ１．１的表达模式在视网膜损伤后
会有改变。再则，Ｔｈｙ１．１的下降与 ＲＧＣｓ的凋亡不相关，
事实上目前我们对 Ｔｈｙ１．１在 ＲＧＣｓ中的作用知道甚少，
没有报道认为 Ｔｈｙ１．１与 ＲＧＣｓ的存活有关。Ｔｈｙ１．１在
Ｂａｘ／的小鼠和视神经挫伤、视网膜损伤后存活的 ＲＧＣｓ
中的表达会关闭［１３］。Ｔｈｙ１．１在Ｍüｌｌｅｒ细胞中也有表达。
２．２Ｂｒｎ３　Ｂｒｎ３族转录因子属于 ＰＯＵ（ＰｉｔＯｃｔＵｎｃ，
ＰＯＵ）结构域转录因子家族，在神经系统的正常发育及神
经元的分化方向选择中发挥着重要作用，其家族成员包

括Ｂｒｎ３ａ，Ｂｒｎ３ｂ和Ｂｒｎ３ｃ（又名：Ｂｒｎ３．０，Ｂｒｎ３．１，Ｂｒｎ３２；
小鼠基因组名称：Ｐｏｕ４ｆ１，Ｐｏｕ４ｆ２和 Ｐｏｕ４ｆ３）［１４］。三种
Ｂｒｎ３族成员广泛分布于中枢神经系统的ＲＧＣｓ、背根和三
叉神经节、听觉和前庭神经元以及特定的中脑神经核中，

共同维持着视觉系统、躯体感觉系统以及听觉、前庭系统

的正常发育分化［１５］。当去除 Ｂｒｎ３族转录因子中的任何
一个或多个，将导致视网膜、三叉神经节和内耳中特定类

型神经元的发育缺陷及凋亡［１６］。常用于标记 ＲＧＣｓ的有
Ｂｒｎ３ａ和Ｂｒｎ３ｂ。
　　Ｂｒｎ３ａ主要表达于周围神经系统的神经元亚群中，参
与神经元的生存和分化相关基因的激活。已有学者对其

结构、表达的调节以及在神经细胞中的功能和作用机制等

进行了深入研究，研究还发现 Ｂｒｎ３ａ在非神经来源的细
胞类型，包括宫颈和睾丸以及乳腺、Ｂ和 Ｔ淋巴细胞中都
有表达。Ｂｒｎ３ａ与神经系统的发育密切相关，目前人们已
注意到ＰＯＵ同源盒基因与神经系统发育有密切关系。在
神经系统的发育期间，ＰＯＵ家族的许多因子能以不同时
间和空间模式表达，如 Ｂｒｎ３ａ因子的３种亚型均在发育
的神经管中表达，而 Ｂｒｎ３ａ又是中枢神经系统发育期有
丝分裂后神经元中最早表达的一个因子。无论是体内的

神经元，还是在体外培养的神经细胞系的分化期 Ｂｒｎ３ａ
均高效表达。Ｂｒｎ３ａ转录因子在鼠类 ＲＧＣｓ的发育过程
中，对ＲＧＣｓ的分化、存活以及轴突的延伸起重要作用［１７］。

它们也成为重要且可信度高的 ＲＧＣｓ的标记物，例如，在
大鼠和小鼠中 Ｂｒｎ３ｂ曾被用来辨别 ＲＧＣｓ，Ｂｒｎ３ａ也被证
实在成年小鼠的 ＲＧＣｓ和外侧膝状体的神经核中特异性
表达，在大鼠视网膜离体培养中用来鉴别 ＲＧＣｓ［１８］。
Ｊｏｃｈｅｎ等研究［１９］表明ＰＯＵ家族转录因子Ｂｒｎ３ａ和 Ｂｒｎ３ｂ

在成年大鼠的绝大多数的 ＲＧＣｓ中表达，Ｂｒｎ３ａ阳性细胞
仅仅存在于视网膜的神经节细胞层，其空间分布与逆行荧

光金标记的细胞大致相同。Ｂｒｎ３ａ的信号存在于细胞核，
这优于Ｂｅｘ１／２和标记神经微丝的抗体，它们表达在ＲＧＣｓ
的胞质和轴突，不利于ＲＧＣｓ的计数分析。Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ等［２０］

通过对整个视网膜的蛋白提取物进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，
发现Ｂｒｎ３ａ的表达模式在视网膜损伤后没有改变。因此
Ｂｒｎ３ａ是一种用来标记有活性的 ＲＧＣｓ的理想抗原。他
们设计实验利用ＲＧＣｓ特异性表达Ｂｒｎ３ａ对ＲＧＣｓ进行定
量和空间分布的检测，并且制作视神经横断和视神经挫伤

的大鼠模型，然后检测 ＲＧＣｓ随着时间的丢失，并与同样
的模型用逆行荧光金染色来比较。结果显示：Ｂｒｎ３ａ的表
达模式在视网膜损伤后没有改变。在未经处理的正常大

鼠视网膜中，９２．２％的 ＲＧＣｓ逆行荧光金和 Ｂｒｎ３标记均
阳性，有４．４％的ＲＧＣｓ被Ｂｒｎ３ａ标记但未被荧光金标记，
３．４％的ＲＧＣｓ被荧光金标记未被 Ｂｒｎ３ａ标记。Ｂｒｎ３ａ在
大多数逆行荧光金标记阳性的ＲＧＣｓ中表达，这说明在正
常视网膜中用Ｂｒｎ３ａ标记ＲＧＣｓ和计数ＲＧＣｓ是有效且可
信的。

　　Ｂｒｎ３ｂ也是ＰＯＵ类家族转录因子中的一员，它在细
胞特别是神经系统细胞的基因调节过程中起到非常关键

的作用［２１］。各种生物包括鼠、鸡、兔、猴和人类的某一类

ＲＧＣｓ的胞核内皆有Ｂｒｎ３ｂ的表达［２２］。研究表明，在猫所

有小、中、大３类 ＲＧＣｓ中均有 Ｂｒｎ３ｂ蛋白分布。在猕猴
的视网膜内，Ｂｒｎ３ｂ抗体标记了所有逆转运双标记的
ＲＧＣｓ；但在小鼠视网膜内，仅有 ３５％ ～３６％的 ＲＧＣｓ中
Ｂｒｎ３ｂ染色阳性。由于Ｂｒｎ３ｂ仅在啮齿类某些 ＲＧＣｓ，而
无法在视网膜其他细胞内表达，因此是一种用来标记有活

性的 ＲＧＣｓ的理想抗原。通过对视网膜内 Ｂｒｎ３ｂ阳性细
胞的计数可以反映有活性 ＲＧＣｓ的数量。Ｂｒｎ３ｂ是 Ｂｒｎ３
转录因子家族中最早出现表达的成员，已发现其对 ＲＧＣｓ
具有重要的调控作用。在胚胎发育早期，Ｂｒｎ－３ｂ被发现
在约８０％视网膜前体细胞中有表达［２３，２４］。Ｌｅａｈｙ等［２５］使

用Ｂｒｎ３ｂ对离体视网膜进行免疫标记定量检测啮齿类
ＲＧＣｓ。
２．３γ突触核蛋白　突触核蛋白（ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ）是一个广泛
分布于中枢神经系统突触前成分内的小分子可溶性蛋白

质家族，由 α突触核蛋白（αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ）、β突触核蛋白
（βｓｙｎｕｃｌｅｉｎ）和γ突触核蛋白（γｓｙｎｕｃｌｅｉｎ）３个成员组
成，是一组氨基酸序列及结构高度同源的天然伸展蛋白。

目前，对于它们的生物学功能还未充分了解。对突触核蛋

白家族的研究一直是神经变性疾病领域的热点，它的表达

异常影响多巴胺能神经元功能，导致阿尔茨海默病和帕金

森病等神经退行性疾病的发生和发展［２６，２７］。

　　已有研究表明突触核蛋白家族的３名成员在视网膜
发现差异表达，α和β突触核蛋白主要于内网状层，内核
层，并在感光细胞表达，而ＲＧＣｓ表达γ突触核蛋白［２８，２９］。

Ｓｕｒｇｕｃｈｅｖａ等［３０］的研究表明 γ突触核蛋白是 ＲＧＣｓ的特
异性标志物。γ突触核蛋白表达在神经节细胞层的ＲＧＣｓ
和其在神经纤维层的轴突上。他们还发现，在视网膜母细

胞瘤患者的视网膜和神经纤维层 γ突触核蛋白的表达减
少，但在ＲＧＣｓ亚群的细胞体表达增加。在原发性开角型
青光眼患者中，轴索和肿胀的轴突仍然有 γ突触核蛋白
的表达。这种蛋白质在视网膜肿瘤和视网膜变性疾病中

的作用还有待研究。突触核蛋白通过 Ｎ氨基末端重复区
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域结合囊泡参与轴突运输［３１］。他们研究发现在青光眼性

视神经中γ突触核蛋白的聚集可能导致 ＲＧＣｓ轴突的 γ
突触核蛋白的运输中断。在 ＤＢＡ／２Ｊ青光眼小鼠模型中，
γ突触核蛋白表达的减少和轴突运输障碍是一致的［３２］。

γ突触核蛋白也可能通过调节神经微丝网络的完整
性［３３］，或通过其上调一种在动物模型中在ＲＧＣｓ凋亡起重
要作用的调节细胞外基质的基质金属蛋白９（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，ＭＭＰ９）［３４］，发挥其在轴突运输受损的
致病作用。他们的研究认为 γ突触核蛋白将成为研究
ＲＧＣｓ正常生理及其凋亡机制的一个重要工具，其本身也
很可能在青光眼或其它退行性病变导致 ＲＧＣｓ凋亡的病
理生理学机制中起着重要作用。

３结语
　　免疫标记法既可特异性地对ＲＧＣｓ进行标记，又不需
要在逆行标记中所必需的侵入性的试验操作，且不会影响

ＲＧＣｓ的细胞活性，避免了轴浆运输的不稳定性，因此为
ＲＧＣｓ标记提供了一种简便可行的方法，为进一步研究青
光眼或其它退行性疾病中视神经病变的病理生理机制提

供重大帮助。
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