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急性高眼压后大鼠视网膜突触囊泡素的表达变化

陈) 旦，王) 慧，童建斌，曾乐平，蒋丽珠，周) 瑾，黄菊芳，罗学港) ) （中南大学湘雅医学院人体解剖学与神经生物学
系，长沙 %!""!(）

) ) 摘) 要：目的) 研究急性高眼压后大鼠视网膜突触囊泡素（*+,-./0.1+*2,，345）的表达变化。方法) 36大鼠左眼眼
压升高至闪光视网膜电图 7波消失并维持 8" 92,，右眼为正常对照，动物存活 !、(、:、!%、&! ;后处死，冰冻切片行 345免
疫组织化学及原位杂交检测。结果) 正常情况下 345蛋白分布于视网膜内、外网层，外网层染色较深，急性高眼压后 345
阳性产物除外网层分布外，还出现于外核层的内侧部分，存活 : ;时，阳性产物在外网层及外核层的分布范围最宽，至 !% ;
时又恢复至与正常相似的分布模式。345 9<5=阳性产物主要分布存在于内核层与节细胞层的神经元胞体，急性高眼压
后 !、(、: ;时内核层 345 9<5=阳性细胞数逐渐增多，均高于正常水平，!% ;时又恢复至正常水平。结论) 急性高眼压
后大鼠视网膜 345的表达先增强后减弱，且出现空间分布的改变，提示急性高眼压损伤后视网膜内突触溃变前可能存在
突触功能增强的时期。

) ) 关键词：突触囊泡素；突触；突触发生；溃变；急性高眼压
) ) 中图法分类号：<(&&> ?；<((?> !%8；<::$> "&) ) ) 文献标识码：=

!"#$%&&’() (* &+),#-(#.+&’) ’) $,- $%-’), *(//(0’)1 ,23-% .’1. ’)-$,(23/,$ #$%&&3$%
@AB5 6-,，C=5D AE2，FG5D H2-,#72,，IB5D JK#.2,L，HM=5D J2#N1E，IAGO H2,，AO=5D HE#P-,L，JOG QEK#L-,L
（6K.-R/9K,/ 0P =,-/09+ -,; 5KER0720S0L+，Q2-,L+- 3T100S 0P UK;2T2,K，@K,/R-S 30E/1 O,2VKR*2/+，@1-,L*1- AE,-, %!""!(，@12,-）

) ) 45&-$,2-：!"#$%&’($) F0 2,VK*/2L-/K /1K KW.RK**20, 0P *+,-./0.1+*2,（345）2, R-/ RK/2,- P0SS0X2,L -TE/K
12L1 2,/R-0TES-R .RK**ERK（AMGY）> )$&*+,- ) F1K 2,/R-0TES-R .RK**ERK 0P -SS SKP/ K+K* X-* 2,TRK-*K; E,/2S 7
X-VK 0P PS-*1 KSKT/R0RK/2,0LR-L1（ PB<D）;2*-..K-RK; -,; *ET1 .RK**ERK 9-2,/-2,K; P0R 8" 92,> =SS R2L1/ K+K*
*KRVK; -* ,0R9-S T0,/R0S> F1K -,29-S*，/0/-SS+ 8" 36 R-/*，XKRK *-TR2P2TK; RK*.KT/2VKS+ 0, ;-+ !，(，:，!% 0R &!
P0SS0X2,L 0.KR-/20,，X2/1 !& R-/* 0, K-T1 *-TR2P2TK ;-+，1-SP P0R 299E,012*/0T1K92*/R+ -,; 1-SP P0R !" #!$% 1+#
7R2;2N-/20, /0 ;K/KT/ /1K KW.RK**20, 0P 345> .$-/0&-) M, ,0R9-S T0,;2/20,，345 X-* 9-2,S+ S0T-/K; 2, /1K 0E/#
KR .SKW2P0R9 S-+KR（GYJ）-,; /1K 2,,KR .SKW2P0R9 S-+KR（ MYJ）> 345 .0*2/2VK .R0;ET/* XKRK KW/K,;K; /0 /1K 2,#
,KR .-R/ 0P /1K 0E/KR ,ETSK-R S-+KR（G5J）-P/KR AMGY> F1KRK X-* /1K X2;K*/ ;2*/R27E/20, 0P 345 2, /1K GYJ -,;
G5J 0, /1K :/1 ;-+ -P/KR AMGY> G, /1K !%/1 ;-+，/1K ;2*/R27E/20, 0P 345 X-* *292S-R /0 /1-/ 0P /1K ,0R9-S T0,#
/R0S> Z+ !" #!$% 1+7R2;2N-/20,，345 .0*2/2VK ,KER0,* XKRK 9-2,S+ S0T-/K; 2, /1K 2,,KR ,ETSK-R S-+KR（ M5J）-,;
/1K L-,LS20, TKSS S-+KR（D@J）> F1K ,E97KR 0P 345 9<5= .0*2/2VK TKSS* 2, /1K M5J X-* 2,TRK-*K; P0SS0X2,L
AMGY -,; RK-T1K; 2/* .K-[ 0, /1K :/1 ;-+，/1K, ;KTRK-*K; /0 ,0R9-S SKVKS -/ /1K !%/1 ;-+> 1+2%0/-’+2) M, R-/
RK/2,-，345 KW.RK**20, X-* P2R*/ E.#RKLES-/K;，/1K, ;0X,#RKLES-/K;，-TT09.-,2K; X2/1 *.-/2-S RK;2*/R27E/20, P0S#
S0X2,L AMGY，2,;2T-/2,L /1-/ 2,*/K-; 0P *+,-./2T ;KLK,KR-/20,，/1K *+,-./2T PE,T/20, 2* P2R*/ K,1-,TK; -/ /1K K-R#
S+ */-LK P0SS0X2,L AMGY>
) ) 6%+ 0($7&：*+,-./0.1+*2,；*+,-.*K；*+,-./0LK,K*2*；;KLK,KR-/20,；-TE/K 2,/R-0TES-R 12L1 .RK**ERK

) ) 正常大鼠视网膜神经元之间具有复杂的纵向与横
向突触联系。突触密集的视网膜内网层和外网层是视

觉信息传递的关键区域，该区域突触数量和结构的变
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化均可影响视觉功能［!］。研究该区域的突触变化对

以视功能破坏为代表的青光眼、糖尿病视网膜病变等

的研究具有重要意义。我们在长期的急性高眼压损伤

修复研究中发现，急性高眼压后视网膜节细胞进行性

减少，内层视网膜厚度变薄［&］，但我们过去的研究主

要集中于视网膜节细胞的损伤机制和保护措施，并未

对视网膜内外网层突触形态及功能的改变情况进行系

统观察。本实验通过观察大鼠视网膜内突触囊泡素

（*+,-./0.1+*2,，345）的表达变化，初步研究了急性高
眼压损伤后视网膜内突触的变化情况。
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!" 材料与方法

!# ! 实验动物
" " 成年健康 $%大鼠 &’ 只（体质量 (’’ ) (*’ +），购自中南大
学实验动物学部，雌雄不限，双眼等大，角膜透明，瞳孔规则。

将动物随机数字表法分成 ! 、, 、- 、!.、(! / * 组，每组 !( 只（其
中 & 只动物行免疫组织化学检测，另 & 只行原位杂交检测）。
左眼为实验眼，右眼设为正常对照。

!# (" 高眼压动物模型制备
" " 高眼压动物模型制备参照文献［(］，主要步骤为：大鼠预先
暗适应 ( 0，暗红光下腹腔注射 (1戊巴比妥钠（.’ 2+ 3 4+）麻醉
后，头部固定于立体定位仪上，左眼前房注入生理盐水加压至

闪光视网膜电图（ 5678）9 波消失的临界眼内压［（!’,# * :
-; ,）22<+，! 22<+ = ’# !,, 4>?］，此时可见动物左眼虹膜苍
白，角膜浑浊、外突，瞳孔散大，并维持此眼内压 &’ 2@A。然后将
眼压缓慢降至加压前水平，动物分别存活 !、,、-、!.、(! /后处死。

!# ," 免疫组织化学染色
" " 实验动物达存活时间点后，用 .1多聚甲醛经左心室灌注
固定，取双眼眼球，去角膜、晶状体和玻璃体后，.1多聚甲醛后
固定 ( 0，取视杯用梯度蔗糖浸泡沉底，B (’ C三顿恒低温切片
机切片，片厚 (’ !2。取带视神经的视网膜横切片贴片。取视
网膜冰冻切片按 DEF法行免疫组织化学染色。一抗为小鼠抗
$GH（F0I2@JKA，!L ! ’’’）单克隆抗体，. C冰箱过夜，二抗为生
物素标记的羊抗小鼠 M+8（$@+2?，! L (’’），,- C孵育 ! 0，DEF
复合物（NIJOKP，!L (’’）,-C孵育 ! 0，在 ’# ’*1 %DE（$@+2?）和
’; ’,1 <(Q( 反应液中显色。梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性

树胶封片。用 >E$代替一抗作为阴性对照。

!# ." 原位杂交
" " 实验动物达存活时间点后，用 .1多聚甲醛经左心室灌注
固定，取双眼眼球，去角膜、晶状体和玻璃体后，.1多聚甲醛后
固定 ( 0，取视杯用灭菌的 ,’1蔗糖浸泡沉底，B (’C三顿恒低
温切片机切片，片厚 (’ !2。取带视神经的视网膜横切片贴
片。干片后切片按原位杂交检测试剂盒（武汉博士德生物工程

有限公司）操作程序进行原位杂交检测。,1柠檬酸稀释的胃
蛋白酶处理 ! 2@A以暴露 27HD 核酸片段，灭菌的 !1多聚甲
醛室温后固定 !’ 2@A，预杂交液 ,RC , 0，地高辛标记的针对
$GH的寡核苷酸探针 ,R C过夜，生物素化小鼠抗地高辛室温
孵育( 0，$DEF室温孵育 ,’ 2@A，生物素化过氧化物酶室温孵
育,’ 2@A，’# ’*1 %DE（$@+2?）和 ’# ’,1<(Q( 反应液显色。梯

度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。预杂交后不加探针

作为阴性对照。

!# *" 数据收集和处理
" " 每只动物取 ( 张切片，每张切片采用 H@4KA FKKST@UV*’ 数
码相机在 WKO@J显微镜 .’ 倍物镜下以视神经为中心对称取 &
个部位（, 个部位 3侧，!( 个部位 3动物）摄片，所摄照片输入计
算机后采用 WKO@J高清晰彩色图像测量系统测定相应部位视网
膜外网层 $GH免疫组织化学染色平均灰度值（平均灰度值 =
所测部位被分割成 H 个小区的灰度值总和 3 H，其值大小与染
色深浅呈负相关）’ B !&’ 范围内阳性产物面积；标记内核层
$GH 27HD原位杂交染色平均灰度值 ’ B !*’ 阳性细胞，结合
原图片计数内核层阳性细胞数。数据通过 $>$$ !,# ’ 软件对各
组间均数进行单因素方差分析（KAI X?YZDHQND）。

#" 结果

(# !" 急性高眼压后视网膜内 $GH蛋白空间分布改变
" " 正常对照组 $GH蛋白的免疫阳性产物主要分布于视网膜
外网层（ K[OIP TSIU@5KP2 S?YIP，Q>\）和内网层（ @AAIP TSIU@5KP2
S?YIP，M>\），Q>\染色较深（图 !）。急性高眼压后 $GH蛋白在
Q>\的分布发生改变，急性高眼压后 !、,、- /，$GH阳性产物除
了分布于 Q>\外，还出现于外核层（K[OIP AI[JSI?P S?YIP，QH\）
的内侧部分，且分布范围逐渐增宽，- / 时最宽，视野下阳性产
物面积为（!! ’,*# R : .,*# &）!2(，显著高于正常水平（R ..(# R
: .&V# .）!2(（! ] ’; ’*）；至 !. / 时，$GH 阳性产物又主要分
布于 Q>\，阳性产物面积为（- *-,# ( : .R’# .）!2(，与正常相似

（! ^ ’; ’*）；(! /时，$GH在 Q>\的分布变窄，阳性产物面积为
（. &RV# R : ,*,# V）!2(，低于正常水平（! ] ’# ’*）（图 !）。急性
高眼压后，$GH始终在 M>\ 的全层分布，但 M>\ 随存活时间的
延长逐渐变薄（图 !）。

(# (" 急性高眼压后视网膜内 $GH 27HD的表达变化
" " 原位杂交结果显示，正常情况下 $GH 27HD 阳性产物主要
位于节细胞层（+?A+S@KA JISS S?YIP，8F\）与内核层（@AAIP AI[JSI?P
S?YIP，MH\）的神经元胞体，8F\ 层细胞染色较深。急性高眼压
后 !、,、-/时 MH\的 $GH 27HD阳性细胞数逐渐增多，视野下分
别为（!!’# ! :(# ,），（!,R# ! : ,# -），（!.R# * : !(# R）个，均高于正
常水平（R.# , :(# (）个（! ] ’; ’*），!. /和 (! /时阳性细胞数下
降，分别为（R.# * :(# ’）个和（R’# ( : ,# *）个，与正常相似（! ^
’; ’*）（图 (）。8F\ 层细胞数目随急性高眼压后动物存活时间
的延长而减少，此层 $GH 27HD阳性细胞数也随之减少（图 (）。
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D：正常对照组；E：! /组；F：, /组；%：- /组；6：!. /组；_：(! /组" " 8F\：节细胞层；M>\：内网层；MH\：内核层；Q>\：外

网层；QH\：外核层

图 !" 急性高眼压后不同存活时间点大鼠视网膜 $%&’()*(+%$,&蛋白的免疫组织化学染色
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!：正常对照组；"：# $组；%：& $组；’：( $组；)：#* $组；+：,# $组- - .%/：节细胞层；01/：内网层；02/：内核层；31/：外
网层；32/：外核层

图 !" 急性高眼压后不同存活时间点大鼠视网膜 #$%&’()’*$#+% ,-./的原位杂交

0" 讨论

- - 452是位于突触囊泡膜上的膜整合蛋白，参与突
触囊泡的形成与细胞胞吐作用，与神经递质释放密切

相关，可反映突触功能，在神经组织发育过程中 452
还是突触形成的标志并与突触可塑性关系密切［& 6 7］。

本实验通过检测急性高眼压后大鼠视网膜内突触标志

物 452的表达变化，初步观察了视神经损伤后视网膜
内部突触功能的变化情况。实验结果显示，急性高眼

压后视网膜内 452蛋白在外网层发生重新分布，阳性
产物分布范围增宽，延伸至原本不表达 452的外核层
的内侧部分，急性高眼压后 ( $ 时，分布范围最宽。
#* $ 时又变窄，回复至正常水平，而 ,# $时，452的分
布进一步变窄，低于正常水平。与此同时，急性高眼压

后 #、&、( $视网膜内核层 452 892!阳性产物也逐渐
增加，高于正常水平，其变化趋势与 452 蛋白阳性面
积扩大趋势一致，提示视网膜神经元在基因转录水平

增加了 452 合成，这可能是急性高眼压后早期 452
蛋白的表达增高的物质基础。而 #* $及 ,# $时，452
892!阳性产物量减少，回复至正常水平。急性高眼
压后早期视网膜内 452的分布改变及合成增加提示，
在该阶段视网膜内可能经历了一个突触功能增强或新

突触发生的过程。

- - 神经元轴突损伤后，除了发生远侧端 :;<<=> 变性
和近侧端逆行性溃变外，还可能出现跨突触变性，有研

究显示，高眼压后除直接受损的视网膜节细胞外，外侧

膝状体的神经元也会发生顺行性的跨突触溃变［?，(］。

我们的实验观察到在急性高眼压损伤后早期，视网膜

内神经元合成 452 增加，452 蛋白在 31/ 分布范围
增宽，提示急性高眼压后视网膜内向节细胞传入信息

的神经元的突触也发生了跨神经元的逆行性改变，但

并非一开始就发生突触溃变，而是在急性高眼压后早

期先出现功能增强，这种功能增强可能来源于突触活

动增加或新突触发生。我们推测，因为急性高眼压损

伤主要累及视网膜节细胞胞体及突起，早期视觉信号

在视觉通路的第一级和第二级神经元间的传递仍畅

通，传至节细胞时受阻，此时视网膜可能通过反应性增

强突触活动或增加突触数量来维持正常的视觉信号传

递。而且有研究显示，高眼压损伤后早期，视网膜可能

通过增加自分泌或旁分泌保持神经营养因子的分泌水

平，这也为突触功能蛋白合成增加提供了支持［@］。随

着损伤时间的延长，视网膜神经元损伤进一步加重，同

时，视网膜内神经营养因子水平下降［@］及早期的突触

活动增强所导致的神经营养因子耗竭等，使神经元蛋

白合成能力降低，我们的实验也观察到在急性高眼压

损伤后 #* $和 ,# $ 452蛋白合成下降。452蛋白合
成下降和分布范围变窄均提示突触溃变发生。综上所

述，急性高眼压损伤可导致除节细胞死亡、内层视网膜

变薄等神经元直接损伤外，还可以引发视网膜内逆行

性的跨神经元突触溃变，但在这种溃变前可能存在突

触功能增强的时期。
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