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　　［摘要］　目的　观察酒精暴露对新生小鼠视网膜结构的影响，以及肝脏Ｘ受体（ＬＸＲｓ）激动剂ＴＯ９０１３１７对酒精损伤
小鼠视网膜的保护作用。方法 　 将新生Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分为对照组、酒精暴露组和激动剂ＴＯ预处理组，每组３只。采用
ＨＥ染色检测各组小鼠视网膜大体结构改变，采用免疫组化染色检测各组小鼠视网膜ＮｅｕＮ阳性细胞数、ＧＦＡＰ表达变化。
结果　 免疫组化染色发现ＬＸＲβ主要分布于新生小鼠视网膜节细胞层，ＨＥ染色发现酒精组新生小鼠视网膜节细胞数量
较对照组显著减少（Ｐ＜０．０１），ＴＯ处理能显著翻转酒精暴露导致的视网膜节细胞层细胞数量减少（Ｐ＜０．０５）；免疫组化
染色发现酒精组小鼠眼球视网膜节细胞层ＮｅｕＮ阳性细胞数明显少于对照组（Ｐ＜０．０１），而 ＴＯ预处理组较酒精组 ＮｅｕＮ
阳性细胞显著增多（Ｐ＜０．０１）。对各组进行ＧＦＡＰ免疫组化染色并采用光密度分析进行半定量分析，结果显示酒精组小
鼠视网膜ＧＦＡＰ表达较对照组和ＴＯ预处理组显著增高（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＬＸＲｓ受体激活可有效抑制酒精所致视网膜
中星形胶质细胞的活化，挽救节细胞丢失。
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　　胎儿酒精综合征（ｆｅｔａｌａｌｃｏｈｏｌｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＦＡＳ）是
一种由于孕期饮酒过量导致的胎儿发育异常综合征。

在美国有 ０．５‰ ～３‰的新生儿被诊断为 ＦＡＳ。ＦＡＳ
患儿存在智力以及身体发育迟缓、面部畸形、脑过小以

及大脑结构异常等一系列改变［１］。实验动物也证实

出生前酒精暴露可导致脑容积过小、脑质量减轻等现

象［２］。海马、小脑以及胼胝体等部位的神经元的丢失

被认为是出现上述异常的主要原因［３－５］。作为中枢神

经系统的一部分，视网膜以及视觉通路同样受到酒精

毒性的影响。在９０％的 ＦＡＳ儿童中均存在眼球发育
异常，包括小睑裂、视神经发育不良、视神经成鞘延迟、

视网膜神经节细胞层细胞数量减少等［６］，这些视觉器

官的改变在出生早期酒精暴露的各种动物模型中也得

到了证实［７－８］。

　　肝脏Ｘ受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＬＸＲｓ）为核受体家
族成员，在调节炎症反应、脂质胆固醇代谢以及中枢神

经系统发育中发挥着重要作用。该受体尤其是 ＬＸＲβ
在中枢神经系统以及视网膜中表达，在阿尔茨海默病

（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、帕金森病 （Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）等神经退行性疾病中，ＬＸＲｓ通过调节炎
症反应、脂质代谢等减少神经元丢失，从而延缓疾病的

发展［９］。该受体是否对视网膜中神经元具有保护作

用目前尚不清楚。为此，本实验通过给予酒精暴露的

新生小鼠ＬＸＲｓ激动剂ＴＯ９０１３１７以探讨ＬＸＲｓ对视网
膜神经元的保护作用。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
　　雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ孕鼠由第三军医大学大坪医院野战外科研
究所实验动物中心提供，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。将分娩得到的新
生小鼠分为３组，每组３只，酒精组给予二甲基亚硝胺和２０％
酒精；ＬＸＲｓ激动剂ＴＯ预处理组给予激动剂 ＴＯ９０１３１７和２０％
酒精；对照组给予二甲基亚硝胺和灭菌生理盐水。

１．２　给药方式
　　酒精组：出生后第４天腹腔注射ＤＭＳＯ，１０ｍｇ／ｋｇ，出生后第
５天颈部皮下注射２０％酒精，２．５ｍｇ／ｋｇ，２ｈ后再给予相同剂量
２０％酒精［１０］；ＬＸＲｓ激动预处理组：于出生后第４天腹腔注射激
动剂 ＴＯ９０１３１７（激动剂 ＴＯ用 ＤＭＳＯ∶ＰＢＳ＝１∶３配制而成），
１０ｍｇ／ｋｇ，出生后第５天颈部皮下注射２０％酒精，２．５ｍｇ／ｋｇ，２ｈ
后再给予相同剂量２０％酒精；对照组：分别于出生后第４天注
射ＤＭＳＯ，１０ｍｇ／ｋｇ，第５天注射与酒精组相同剂量的灭菌生理
盐水。于出生后第６天（Ｐ６）处死小鼠并收集眼球标本。

１．３　主要药物和试剂
　　激动剂ＴＯ９０１３１７购自 Ｃａｙｍａｎ公司，ＤＭＳＯ购自 Ｓｉｇｍａ公

司，山羊抗肝脏 Ｘ受体 β抗体由 Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ教授惠赠，鼠抗
ＮｅｕＮ抗体购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，兔抗 ＧＦＡＰ抗体购自北京中杉
公司，生物素标记的羊抗兔、兔抗鼠购自 Ｚｙｍｅｄ公司，兔抗山
羊、ＳＡＢＣ复合物购自Ｖｅｃｔｏｒ公司，ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中
杉公司。

１．４　ＨＥ染色和免疫组化
　　将收集的眼球标本去除角膜后于４％多聚甲醛中４℃过
夜，梯度酒精脱水，石蜡包埋切片（厚度５μｍ）。选过视神经层
面的切片行ＨＥ染色，常规脱蜡和酒精水化后，苏木精５ｍｉｎ，水
洗１０ｍｉｎ，０．５％盐酸酒精分色３～５ｓ，水洗１０ｍｉｎ，伊红３ｍｉｎ，
水洗１０ｍｉｎ，３７℃烘干后中性树脂封片。选取过视神经平面的
切片分别行ＬＸＲβ、ＧＦＡＰ和 ＮｅｕＮ免疫组化染色，常规脱蜡和
酒精水化后，微波中高火３ｍｉｎ，停３ｍｉｎ，中火３ｍｉｎ抗原修复，
室温冷却，漂洗后０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透３０ｍｉｎ，分别与含有山
羊抗ＬＸＲβ（１∶１００），兔抗ＧＦＡＰ（１∶２００），鼠抗ＮｅｕＮ（１∶３００）的一
抗工作液孵育，４℃过夜；漂洗后与生物素化的羊抗兔（１∶２００），
兔抗鼠（１∶２００）ＩｇＧ，３７℃孵育２ｈ；漂洗后与ＳＡＢＣ复合物３７℃
孵育１ｈ；漂洗后ＤＡＢ显色，３７℃烘干，中性树脂封片。

１．５　计数方法
　　视网膜神经节细胞层（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｌａｙｅｒ，ＧＣＬ）细胞
计数：ＧＣＬ接近于单层排列，因此可以通过计数单位长度内细
胞数量来得到该层的细胞密度（／ｍｍ），本实验统计了位于距视
乳头２１５～７８５μｍＧＣＬ细胞数量，并计算单位长度上细胞
数［１１］。ＮｅｕＮ阳性细胞计数：统计了鼻侧、颞侧视网膜距视乳
头２１５～７８５μｍ所有ＮｅｕＮ阳性细胞［１１］。ＧＦＡＰ表达半定量分
析：使用ＩＰＰ（ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ）软件对鼻侧、颞侧视网膜距视乳头
２１５～７８５μｍＧＦＡＰ的表达进行光密度分析。

１．６　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。

２　结果

２．１　ＬＸＲβ在Ｐ６新生小鼠视网膜中的表达
　　使用多克隆抗体对ＬＸＲβ受体在 Ｐ６野生型小鼠视网膜中
的表达情况进行检测，结果显示，棕黄色阳性细胞位于蓝色细

胞中，呈核表达，且阳性细胞主要分布于 ＧＣＬ中，内核层中有
少量阳性细胞（图１）。
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Ａ：出生后６ｄ小鼠视网膜中 ＬＸＲβ分布；Ｂ：Ａ图局部放大　ＲＰＥ：

视网膜色素上皮层；ＯＮＬ：外核层；ＩＮＬ：内核层；ＧＣＬ：节细胞层

图１　ＬＸＲβ在Ｐ６小鼠视网膜中的表达　（ＳＡＢＣ）
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２．２　ＴＯ对酒精暴露Ｐ６新生小鼠视网膜结构的影响
　　使用ＨＥ染色方法检测酒精暴露对新生鼠视网膜结构的影
响（图２）。发现对照组 ＧＣＬ细胞数为（１７８．６±１２．１）个／ｍｍ，
酒精组ＧＣＬ细胞数（１３１．４±９．６）个／ｍｍ，与对照组相比，酒
精暴露组小鼠视网膜 ＧＣＬ细胞数量明显减少（Ｐ＜００１）。
ＴＯ预处理组ＧＣＬ细胞数为（１６５．９±２０．８）个／ｍｍ，与酒精组
相比ＧＣＬ细胞数量明显增加（Ｐ＜０．０５），ＴＯ预处理组和对照
组的ＧＣＬ细胞数量之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。视网膜其余
层次结构在３组小鼠中未见明显差异。提示酒精暴露可损伤
新生小鼠 ＧＣＬ中的细胞，导致该层细胞丢失，而预先给予
ＴＯ９０１３１７可减轻酒精对视网膜神经节细胞层细胞的毒性作
用。见图２。

２．３　ＴＯ对酒精暴露Ｐ６新生小鼠视网膜ＧＣＬ中ＮｅｕＮ
阳性细胞数量的影响

　　采用成熟神经元标志物ＮｅｕＮ检测各组小鼠视网膜中神经
元数量变化。发现对照组ＮｅｕＮ阳性细胞数为（４４．１±１．２）个，
酒精组ＮｅｕＮ阳性细胞数（２８．３±１．２）个，与对照组相比，酒精
暴露组小鼠视网膜ＮｅｕＮ阳性细胞数明显减少（Ｐ＜００１）。ＴＯ
预处理组ＮｅｕＮ阳性细胞数为（３７．６±０．９）个，ＮｅｕＮ阳性细胞
数量较酒精组明显增多（Ｐ＜０．０１）。ＴＯ预处理组和对照组的
ＮｅｕＮ细胞数量之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。说明酒精暴露可
损伤新生小鼠ＧＣＬ中ＮｅｕＮ阳性神经元数量，而预先给予激动
剂可减轻酒精对视网膜神经节细胞层神经元的毒性作用。见

图３。

２．４　ＴＯ对酒精暴露 Ｐ６新生小鼠视网膜结构中
ＧＦＡＰ阳性细胞的作用

　　采用星形胶质细胞标记物 ＧＦＡＰ检测各组小鼠眼球视网

膜中星形胶质细胞的活化情况。结果显示酒精组中星形胶质

细胞数量较正常对照增多，纤维增粗明显，而给予激动剂的小

鼠视网膜中ＧＦＡＰ阳性表达接近于正常对照。采用光密度对
各组ＧＦＡＰ表达量进行半定量分析，发现酒精组 ＧＦＡＰ光密度
值（２７．８４±５．１４）较对照组（７．４６±０．８４）和 ＴＯ预处理组
（８３６±１．４２）低，均有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而ＴＯ预处理组
和对照组的光密度值之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。提示酒精增
强了视网膜中胶质细胞激活，而激动剂可抑制酒精引起的视网

膜ＧＣＬ胶质细胞的激活。见图４。

３　讨论

　　ＦＡＳ是一种常见的非遗传性的新生儿多器官发育
异常综合征。其主要临床表现包括生长缓慢、颅面部

畸形、中枢神经系统功能障碍，以及视觉系统发育障

碍，如小睑裂、视神经成鞘滞后、视力下降等。实验动

物模型常用于研究酒精暴露引起多系统损伤的机制。

在ＦＡＳ患者和动物模型中均发现有脑体积减小、脑质
量减轻的现象［１－２］。小鼠对酒精毒性敏感，新生小鼠

单次给予酒精即可导致毒性损伤。以往研究［３－５］发

现，在小鼠酒精暴露后的大脑海马、胼胝体，以及小脑

中均有明显的神经元丢失。视网膜为中枢神经系统的

一部分，９０％的 ＦＡＳ患儿有眼球发育异常，在酒精暴
露小鼠和大鼠的视网膜中观察到神经节细胞层神经元

的丢失。出生后酒精暴露动物模型常用于 ＦＡＳ导致
的器官损伤研究，Ｔｅｎｋｏｖａ等［１０］采用皮下注射的方法

给予新生小鼠酒精，发现酒精对出生后第３～５天小鼠
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Ａ：对照组；Ｂ：酒精暴露组；Ｃ：ＴＯ预处理组；Ｄ、Ｅ、Ｆ：分别为Ａ、Ｂ、Ｃ图局部放大
图２　ＴＯ对酒精暴露Ｐ６新生小鼠视网膜结构的影响　（ＨＥ）
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Ａ：对照组；Ｂ：酒精暴露组；Ｃ：ＴＯ预处理组；Ｄ、Ｅ、Ｆ：分别为Ａ、Ｂ、Ｃ图局部放大
图３　ＴＯ对酒精暴露Ｐ６新生小鼠视网膜中ＮｅｕＮ阳性神经元数量的影响　（ＳＡＢＣ）
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Ａ：对照组；Ｂ：酒精暴露组；Ｃ：ＴＯ预处理组；Ｄ、Ｅ、Ｆ：分别为Ａ、Ｂ、Ｃ图局部放大
图４　ＴＯ对酒精暴露Ｐ６新生小鼠视网膜中ＧＦＡＰ表达的影响　（ＳＡＢＣ）

视网膜节细胞层神经元的影响最明显，但其损伤机制

尚不清楚。

　　ＬＸＲｓ为转录因子核受体家族成员，已发现的有两
个亚型，ＬＸＲα和 ＬＸＲβ。ＬＸＲｓ在多个器官系统中均
有表达，ＬＸＲα主要分布于肝脏、胰腺等代谢相关器
官，而中枢神经系统中则以ＬＸＲβ为主。ＬＸＲｓ的主要
功能为调节脂质代谢、调节免疫［１２－１３］。作为中枢神经

系统的一部分，视网膜中也有 ＬＸＲβ的表达，Ａｎｎｉｃｏｔｔｅ
等［１４］使用原位杂交的方法发现在胚胎１６．５ｄ时，小
鼠视网膜中即有ＬＸＲβ表达。本实验通过免疫组织化
学方法也证实在出生后 ６ｄ的小鼠视网膜中存在
ＬＸＲβ表达，且此时 ＬＸＲβ阳性细胞主要分布于神经
节细胞层。ＬＸＲβ在视网膜中的作用还尚不清楚。
ＴＯ９０１３１７是一种人工合成的非选择性 ＬＸＲｓ激动剂，
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动物实验研究发现，ＬＸＲｓ激动剂在枢神经系统神经退
行性疾病中可以减少神经元的丢失，减缓病情发

展［９，１５］。ＰＤ是常见的中枢神经系统神经退行性疾病，
其特征性病理改变为中脑黑质多巴胺神经元的丢失、

胶质瘢痕形成［１６］。Ｄａｉ等［９］通过给予 ＰＤ模型小鼠
ＬＸＲｓ激动剂，观察到激动剂可以明显减少该模型小鼠
中脑黑质多巴胺神经元的丢失，并抑制星形胶质细胞

的活化。

　　本研究发现，新生小鼠酒精暴露后导致了视网膜
神经节细胞层神经元数量的明显丢失，这与以往研

究［１０］结果一致。提前给予小鼠 ＬＸＲｓ激动剂后，发现
ＧＣＬ中神经元数量丢失较酒精暴露组明显减少，提示
激动剂的使用可以减少酒精暴露引起的 ＧＣＬ神经元
丢失。通过ＧＦＡＰ染色发现酒精组视网膜星形胶质细
胞活化明显强于对照组和 ＴＯ预处理组，提示酒精暴
露增强了视网膜中炎症反应，而激动剂则可以抑制酒

精暴露后视网膜星形胶质细胞的活化，抑制了视网膜

炎症反应。在视神经钳夹伤动物模型和视网膜退行性

疾病中常常发现有星形胶质细胞过度活化，胶质瘢痕

形成等改变，活化的胶质细胞分泌的炎症介质和细胞

因子损伤视网膜神经元，进一步加重视网膜病

变［１７－１８］。在本研究的酒精暴露模型中，观察到 ＬＸＲｓ
激动剂可以抑制星形胶质细胞活化，减少了ＧＣＬ神经
元的丢失，提示激动剂可能通过抑制酒精暴露后视网

膜的炎症反应而缓解酒精对视网膜神经元的毒性作

用，这与激动剂在中枢神经系统疾病中减缓神经元退

变的机制相似［１９－２０］。激动剂是否还通过抑制小胶质

细胞以及其他炎症反应介质来保护视网膜神经元还有

待进一步证实。
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