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　　［摘要］　目的　探讨Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物对慢性高眼压大鼠视网膜微环境的影响。方法　用５３２
二极管激光制备慢性高眼压大鼠模型，每只实验大鼠右眼为模型眼，左眼为对照眼。将造模成功的

１８只大鼠分为两组，分别接种Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物和卵清蛋白复合物（ｎ＝９），荧光金逆行标记视网膜神
经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）计数，免疫荧光法及免疫组化法观察视网膜ＧＡＰ４３、ＣＤ３、脑源性
神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、胶质细胞源性神经营养因子（ｇｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ蛋白表达。结果　慢性高
眼压大鼠ＲＧＣｓ计数显著低于对照组大鼠（Ｐ＜０．０１），接种 Ｎｏｇｏ６６ＦＡ复合物后，ＲＧＣｓ数量有所增加，
显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；且视网膜节细胞层和外丛状层有大量 ＧＡＰ４３和 ＣＤ３表达，视网膜节细胞
层、内丛状层和内核层大量表达ＢＤＮＦ和ＧＮＤＦ，视网膜 ＢＮＤＦ、ＧＤＮＦ蛋白表达量显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５）。结论　接种 Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物后，慢性高眼压模型大鼠视网膜微环境改善，Ｔ细胞及多种神经
营养因子表达上调，ＲＧＣｓ数量增加。
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　　Ｎｏｇｏ是一种髓磷脂蛋白，可抑制中枢神经损伤后
再生。研究表明：使用抗 Ｎｏｇｏ单克隆抗体 ＩＮ１能明
显促进神经突起生长，通过主动接种髓磷脂衍生蛋白

可促进轴突再生［１－２］。Ｎｏｇｏ复合物也有类似的作
用［３］。但这种保护作用的机制尚不清楚。有研究表

明视神经损伤后在受损部位有短暂的内源性 Ｔ细胞
聚集［４］，被动转移髓磷脂反应性 Ｔ细胞可减轻视神经
继发性退行性变，提高视神经节细胞的存活率和视神

经的传导程度［５］。通过髓磷脂蛋白主动免疫也同样

有神经保护作用，可显著促进神经功能恢复［６－７］。髓

鞘或脊髓匀浆复合物可使脊髓损伤的大鼠长距离轴突

再生，且髓鞘免疫组再生轴突数目和再生范围远超过

抗体组，免疫组除了解剖再生外还有更好的功能恢

复［８］。表明使用髓磷脂复合物接种较被动转移髓磷

脂特异性抗体更能促进 ＣＮＳ受损神经元修复再生。
我们在前期工作中分离、表达、纯化了Ｎｏｇｏ６６蛋白，并
制备成复合物，证实了 Ｎｏｇｏ６６蛋白具有免疫原性［９］。

本研究拟建立慢性高眼压模型，探讨Ｎｏｇｏ６６蛋白复合
物对视网膜视神经损伤的免疫保护作用机制，为进一

步研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要实验材料
１．１．１　主要试剂　　包括：Ｎｏｇｏ６６蛋白（本室表达纯
化［１０］），弗氏完全佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅｆｒｅｕｎｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔ，
ＣＦＡ）和 复 视 不 完 全 佐 剂 （ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｆｒｅｕｎｄ’ｓ
ａｄｊｕｖａｎｔ，ＩＦＡ）（Ｓｉｇｍａ，美国），刀豆蛋白 Ａ（ＣｏｎＡ）
（Ｓｉｇｍａ，美国），ＲａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔＧＡＰ４３、Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔ
ＣＤ３、ＲａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔＢＤＮＦ（Ａｂｃａｍ，美国），Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ
ｒａｔＧＤＮＦ（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国），荧光金 ＦＧ
（Ｓｉｇｍａ，美国）。
１．１．２　主要仪器　　包括：Ｚｅｉｓｓ光学手术显微镜
（Ｚｅｉｓｓ，德国），５３２二极管激光（Ａｌｃｏｎ，美国），光学生物显
微镜 （ＯｌｙｍｐｕｓＣＨ２０，日 本），ＴｏｎｏＰｅｎＸＬ眼 压 计
（ＭｅｄｔｒｏｎｉｃＳＡＬＯＮ，美国），全光谱激光共聚焦显微镜
（Ｎｉｋｏｎ，日本）。
１．２　动物模型的建立
　　选择正常成年ＳＤ大鼠１８只，８～１０周龄，体质量
２００～２２０ｇ，雌雄不拘，由本院实验动物中心提供［许
可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００２０００３］。建立慢性高眼压大鼠
模型：用５３２二极管激光对 ＳＤ大鼠右眼经角膜缘行
小梁网及颞上、颞下巩膜浅层静脉血管激光光凝。

ＴＯＮＯＰｅｎＸＬ眼压计检测眼压。激光光凝后，每周再
次测眼压，持续 １周眼压超过 ２１ｍｍＨｇ认为造模成
功。左眼为对照眼。

１．３　Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物接种
　　将本室表达纯化的 Ｎｏｇｏ６６蛋白溶液与 ＣＦＡ或
ＩＦＡ按 １∶１体积比例混合，反复碾磨使之完全乳化，
４℃保存备用。以相同的方法制备卵 清 蛋 白
（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）弗氏佐剂复合物。将造模成功的慢
性高眼压大鼠均分为２组：Ｎｏｇｏ６６蛋白弗氏佐剂复合
物组（Ｎｏｇｏ６６ＦＡ组）和卵清蛋白弗氏佐剂复合物组
（ＯＶＡＦＡ组），每组 ９只。Ｎｏｇｏ６６ＦＡ组给予 Ｎｏｇｏ６６
蛋白弗氏佐剂复合物３００μＬ（含Ｎｏｇｏ６６蛋白１００μｇ）
接种于四肢皮下，于第 ７天和第 １４天各加强接种
１次，共３次。ＯＶＡＦＡ组以相同策略分别接种相同卵
清蛋白复合物。

１．４　主要检测指标及方法
１．４．１　荧光金逆行标记视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉｎａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ）　　于末次接种后２周分别取两
组实验大鼠各２只，麻醉动物并固定于立体定位仪上，
消毒、沿颅顶中线切开皮肤，３０％双氧水涂抹颅骨骨缝，
辨认Ｂｒｅｇｍａ点。按Ｐａｘｉｎｏｓ大鼠脑立体定位图谱确定
上丘及外侧膝状体的位置［３］。用牙科钻钻开颅骨。通

过微量进样器向双侧上丘及外侧膝状体分别缓慢注入

２％ＦＧ１μＬ，２ｍｉｎ内注射完。人工骨粉封闭骨孔，缝合
皮肤。肌注青霉素１０万单位。７ｄ后左心室主动脉插
管，生理盐水和４％多聚甲醛２５０ｍＬ灌注后，分别取出
左右眼球。沿角巩膜缘剪去角膜，去除晶状体、玻璃体，

再置于４％多聚甲醛液中固定过夜。仔细剥离视网膜，
以玻璃体面朝上，将其平铺于多聚赖氨酸处理的载玻片

上。７５％甘油封片。在荧光显微镜下（激发波长
３２３ｎｍ）观察视网膜神经节细胞，并采集图片，使用ｓｐｏｔ
（ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ．Ｉｎｃ，ｖｅｒｓｉｏｎ３．５．２）软件对每张
图片单位面积内的ＦＧ标记ＲＧＣｓ进行细胞计数。
１．４．２　免疫荧光观察ＧＡＰ４３、ＣＤ３、脑源性神经营养因
子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）、胶质细胞
源性神经营养因子（ｇｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）在视网膜中的表达　　于末次接种后２、
４、６周分别取两组实验大鼠各２只，３％戊巴比妥钠以
１．３／ｋｇ行大鼠腹腔注射麻醉。左心室主动脉插管，生
理盐水和４％多聚甲醛２５０ｍＬ灌注，分别取出左右眼
球，用ＯＣＴ胶包埋速冻后，冰冻切片，厚度为１０μｍ。倾
掉固定液，４℃保存。０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值：７．２～７．６）
洗５ｍｉｎ×３次。０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透１０ｍｉｎ，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ（ｐＨ值：７．２～７．６）洗３次，每次５ｍｉｎ，或０．０１ｍｏｌ／Ｌ
枸橼酸盐（ｐＨ＝６．０），９２℃ １５ｍｉｎ，自然冷却，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ（ｐＨ值：７．２～７．６）洗３次，每次５ｍｉｎ。５％ＢＳＡ封
闭１５ｍｉｎ，倾掉。滴加１∶３００倍稀释的第一抗体，４℃
过夜，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值：７．２～７．６）洗 ５ｍｉｎ×
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３次。滴加 １∶２００倍稀释二抗，３７℃培养箱 １ｈ，
０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值：７．２～７．６）洗３次，每次５ｍｉｎ。
滴加ＤＡＰＩ显色剂工作液室温 １ｍｉｎ，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
（ｐＨ值：７．２～７．６）洗３次，每次５ｍｉｎ。抗荧光淬灭封
片剂封片。激光共聚焦显微镜镜检。

１．４．３　免疫组化观察 ＧＡＰ４３、ＣＤ３、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ在
视网膜的表达　　于末次接种后２、４、６周分别取两组
实验大鼠各２只，同前多聚甲醛２５０ｍＬ灌注后，取左
右眼球，浸入４％多聚甲醛固定 ４８ｈ。将固定好的标
本蒸馏水稍洗，修成大约 ２．０ｃｍ×２．０ｃｍ×０．２ｃｍ的
组织块，脱水透明包埋：７０％乙醇４ｈ→８０％乙醇４ｈ→
９５％乙醇２ｈ→９５％乙醇２ｈ→无水乙醇１ｈ２０ｍｉｎ→
无水乙醇２ｈ２０ｍｉｎ→二甲苯１∶１无水乙醇１０ｍｉｎ→
二甲苯 ３０ｍｉｎ→二甲苯 ３０ｍｉｎ→６０℃熔点石蜡
１０ｍｉｎ→６２℃熔点石蜡１５ｍｉｎ→６２℃熔点石蜡１ｈ→
包埋，蜡块自然冷却后，修掉标本周围多余的蜡，贴上

标本对应的标签于蜡块正上方。蜡块稍冻，３～５μｍ
切片，６２℃烤箱烘烤１ｈ。脱蜡至水；二甲苯１０ｍｉｎ，
二甲苯１０ｍｉｎ，１００％乙醇２ｍｉｎ，９５％乙醇２ｍｉｎ，８０％
乙醇２ｍｉｎ，自来水洗１ｍｉｎ，蒸馏水洗１ｍｉｎ。将盛有
０．０１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝６．０）柠檬盐溶液加热至沸腾（９８～
１００℃），切片放入进行抗原修复，其中继续加热
１０ｍｉｎ。置室温下自然冷却 ２０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×
３次，每片滴加５０μＬ过氧化酶阻断剂，以阻断内源性
过氧化物酶活性，室温孵育 １０ｍｉｎ。５％ＢＳＡ封闭
１５ｍｉｎ，倾掉。滴加５０μＬＧＡＰ４３第一抗体，４℃冰箱
过夜。ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，每片滴加５０μＬ生物素标
记的二抗，３７℃温箱孵育 １０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×
３次，每片滴加５０μＬ链霉菌抗生物素蛋白过氧化物
酶溶液，３７℃温箱孵育 １０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗 ５ｍｉｎ×３次；
每片滴加 １００μＬ新鲜配制的 ＤＡＢ＋Ｈ２Ｏ２溶液，显色
５ｍｉｎ；流水冲洗，苏木精复染 ３ｍｉｎ，自来水洗，０．６％
盐酸酒精分化１５ｓ，自来水冲洗１５ｍｉｎ。梯度酒精干
燥脱水：８０％乙醇 ２ｍｉｎ，９５％乙醇 ２ｍｉｎ，１００％乙醇
２ｍｉｎ，１００％乙醇２ｍｉｎ。透明：二甲苯１０ｍｉｎ，二甲苯
１０ｍｉｎ。中性树胶封片。显微镜下观察。
１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜 ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ蛋白表
达　　同前多聚甲醛２５０ｍＬ灌注后，取左右眼球，剥
离视网膜，研磨成匀浆，蛋白变性，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，一

抗（兔抗大鼠ＢＤＮＦ，兔抗大鼠ＧＤＮＦ）４℃摇床孵育过
夜，ＴＢＳＴ漂洗；二抗（ＦＩＴＣ山羊抗兔 ＩｇＧ，ＣＹ３兔抗山
羊 ＩｇＧ，ＣＹ３山羊抗兔ＩｇＧ）室温摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂
洗；ＰＶＤＦ膜曝光。
１．５　统计学分析
　　应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓＶｅｒｓｉｏｎ６．０图像分析软件处
理免疫组化图片；使用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据
处理，两组之间数据采用成组比较ｔ检验或ｔ’检验，检
验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　实验组和对照组眼压比较
　　５３２激光造模前，实验组和对照组眼压无明显差
别。激光造模后第 ３天，实验组眼压开始升高，但仍
＜２１ｍｍＨｇ，在正常范围之内。此后持续缓慢升高。
１周时超过２１ｍｍＨｇ，与对照组眼压比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。第４周时达最高峰，到１２周时眼
压未见明显下降，与对照组比较眼压差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。整个观察过程中对照组眼压在正常范
围，未见明显波动（表１）。
２．２　Ｎｏｇｏ６６ＦＡ复合物接种后ＲＧＣｓ数量增加
　　接种 Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物后，慢性高眼压大鼠
ＲＧＣｓ单位面积计数为（１８３９．３０±６２．４６），虽然仍低
于对照组大鼠（ｔ＝４．６８５，Ｐ＜０．００１），但高于 ＯＶＡＦＡ
组单位面积计数（１７２１．１９±５７．５３），差异有统计学意
义（ｔ＝１．４９２，Ｐ＝０．０３９，图１）。

!

"

Ａ：接种Ｎｏｇｏ６６ＦＡ复合物后慢性高眼压大鼠 ＲＧＣｓ逆行
ＦＧ染色（×１０００）；Ｂ：接种ＯＶＡＦＡ复合物后慢性高眼压
大鼠ＲＧＣｓ逆行ＦＧ染色（×１０００）

图１　接种不同蛋白复合物后ＲＧＣｓ逆行ＦＧ染色

表１　５３２激光造模后不同时间点实验组及对照组ＳＤ大鼠的眼压值变化 （ｍｍＨｇ，ｎ＝１８，珋ｘ±ｓ）

组别 激光前 激光后３ｄ 激光后１周 激光后４周 激光后８周 激光后１２周

对照组 １６．８±３．９ １７．１±３．２ １６．２±３．３ １７．１±３．０ １７．４±２．８ １６．２±３．７

实验组 １７．０±３．２ １９．６±４．０ ２１．５±３．７ａ ２４．８±３．２ａ ２３．１±３．４ａ ２０．８±２．１ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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２．３　Ｎｏｇｏ６６ＦＡ复合物接种后视网膜ＧＡＰ４３、ＣＤ３表
达上调

　　慢性高眼压模型大鼠Ｎｏｇｏ６６ＦＡ组视网膜有大量
ＧＡＰ４３表达，主要在节细胞层和外丛状层，内核层、外

丛状层和外核层亦有少量表达；ＯＶＡＦＡ组仅有外丛
状层有少量表达（图２）。Ｎｏｇｏ６６ＦＡ组视网膜节细胞
层和外丛状层有 ＣＤ３表达；ＯＶＡＦＡ组视网膜未见明
显ＣＤ３表达（图３）。
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Ａ：免疫荧光观察两组大鼠视网膜ＧＡＰ４３表达（激光共聚焦显微镜×４００）；Ｂ：ＨＥ染色观察两组大鼠
视网膜ＧＡＰ４３表达（×４００）

图２　接种不同蛋白复合物后ＧＡＰ４３在大鼠视网膜的表达
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Ａ：免疫荧光观察两组大鼠视网膜ＣＤ３表达（激光共聚焦显微镜×４００）；Ｂ：ＨＥ染色观察两组大鼠视网膜ＣＤ３表达（×４００）

图３　接种不同蛋白复合物后ＣＤ３在大鼠视网膜的表达

２．４　Ｎｏｇｏ６６ＦＡ复合物接种后视网膜 ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ
表达上调

　　慢性高眼压模型大鼠Ｎｏｇｏ６６ＦＡ组视网膜各层大
量表达ＢＤＮＦ和ＧＮＤＦ，主要分布在节细胞层、内丛状

层和内核层；ＯＶＡＦＡ组视网膜可见少量 ＢＤＮＦ和
ＧＮＤＦ表达，主要分布在内核层。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果亦
显示Ｎｏｇｏ６６ＦＡ组视网膜ＢＮＤＦ、ＧＤＮＦ蛋白表达显著
高于ＯＶＡＦＡ组（Ｐ＜０．０１，图４）。
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Ａ：免疫荧光观察两组大鼠视网膜ＢＤＮＦ和ＧＤＮＦ表达（激光共聚焦显微镜×４００）；Ｂ：ＨＥ染色观察两组大鼠视网
膜ＢＤＮＦ和ＧＤＮＦ表达（×４００）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测实验两组大鼠视网膜 ＢＤＮＦ和 ＧＤＮＦ表达　１：Ｎｏｇｏ６６ＦＡ
组；２：ＯＶＡＦＡ组；Ｄ：半定量分析（ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｎｏｇｏ６６ＦＡ组比较

图４　接种不同蛋白复合物后大鼠视网膜ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ的表达

３　讨论

　　慢性高眼压动物模型的建立是研究青光眼相关视
网膜视神经损害所必需的，目前有多种造模方式，以破

坏小梁结构［１１］为主，另外还有在角膜缘植入硅胶

环［１２－１３］，或者直接缝合房角［１４］等方法，目的均为通过

阻止房水外流来升高眼压，眼压升高且维持一段时间

是鉴定造模成功的主要指标［１１］。本研究使用 ５２３激
光破坏小梁组织来达到眼压升高的目的，损伤小，易操

作，造模成功率较高。

　　中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）损伤
后的再生修复一直是困扰医学界的世界性难题。胚胎

时期的ＣＮ具有良好的再生性，但成熟的ＣＮ在损伤后
却几乎无再生能力，其原因可能有两个：一是 ＣＮＳ神
经元自身缺乏足够的再生能力；二是ＣＮＳ神经元所生
存的外部微环境中各种外源性生长促进性和抑制性因

子的影响。目前认为外部微环境起主要作用。ＣＮＳ中
许多阻断轴突再生的抑制分子与髓磷脂有关，已确认

的有 Ｎｏｇｏ、髓磷脂相关糖蛋白（ｍｙｅｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＧ）和少突胶质细胞髓磷脂糖蛋白
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（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｍｙｅｌｉｎｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＯＭｇｐ），它们被证
实与相同的神经元受体 ＮｇＲ结合而发出抑制信号。
目前一致认为Ｎｏｇｏ具有最强的抑制作用［１５］。

　　本研究将 Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物接种于慢性高眼压
模型大鼠后，考察其视网膜微环境改变。发现慢性高

眼压模型大鼠接种 Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物后视网膜均有
明显Ｔ细胞浸润，考虑弗氏佐剂有一定的免疫增强作
用，同时发现视网膜ＲＧＣｓ存活率明显高于对照组，视
网膜局部神经营养因子表达上调，可能是视网膜局部

浸润的Ｔ细胞影响所致，这种微环境的变化对受损的
视网膜视神经有一定的保护作用，这个结论和国外报

道一致［１６－１７］。Ｔ细胞的浸润可能与视网膜视神经损
伤后血视网膜外屏障功能改变和视网膜血管渗透率改

变有关。前期实验已证实，Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物接种
后，可刺激动物机体特异性 ＩｇＧ抗体增殖和 Ｔ细胞活
化，并产生以细胞免疫为主的自身免疫反应［９］。研究

表明：损伤时 ＣＮＳ存在很弱的自身免疫神经保护作
用，被动转移自身免疫性 Ｔ细胞可增强这种保护作
用［１８］。据此可以推测，在视网膜视神经受损的病理情

况下，视网膜血管通透率增高，Ｔ细胞进入视网膜并在
受损部位聚集，可能增强了视网膜局部受损的神经细

胞的自我修复。

　　目前对自身免疫 Ｔ细胞的神经保护作用机制尚
了解不多。自身免疫 Ｔ细胞的神经保护作用可能主
要是拯救那些逃脱了原发性损伤的濒危神经元，减轻

损伤引起的继发性损害［１９－２０］。其依据有：①从损伤到
恢复的时间较短，尚不足以形成再生；②对完全横断的
脊髓损伤几乎无保护作用；③形态学和影像学研究显
示组织结构近似于正常组织，而非新生组织［２１］。

　　有研究证实：聚集的自身反应性 Ｔ细胞分泌多种
细胞因子和神经生长因子，在 Ｔ细胞介导的神经保护
作用中很明确地起到了重要作用［２２－２３］。不同抗原特

异性Ｔ细胞可表达神经生长因子（ＮＧＦ）、脑源性神经
营养因子（ＢＤＮＦ）、神经营养因子３（ＮＴ３）和神经营
养因子４／５（ＮＴ４／５）的 ｍＲＮＡ和蛋白［２４］，神经营养

因子可改善受损神经元局部微环境，促进神经元再生

修复。本研究亦发现 Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物接种实验大
鼠后，视网膜局部多种神经营养因子如 ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ
表达上调，这改善了受损视网膜神经元周围微环境，为

促进受损神经元再生提供了良好了条件，可能为视网

膜视神经损伤后ＲＧＣｓ再生修复的机制之一。
　　另外，在分子水平，神经发育和再生时轴突的生长
与一组生长相关蛋白 （ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＧＡＰｓ）的表达有关，ＧＡＰ４３是其中重要成员，主要影响
神经发育和再生轴突的生长能力［２５］，其参与突触重建

过程，能调节神经元对轴突引导信号的反应，通过引导

轴突生长和调节新连接形成而影响轴突生长能力［２６］，

即使在缺乏其他营养因子时，ＧＡＰ４３也能使神经元发
出新的终末［２７］。所以ＧＡＰ４３被认为是神经元生长期
的内在决定因子，可作为神经再生的标志。本研究发

现Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物接种后慢性高眼压大鼠视网膜
局部节细胞层和外丛状层ＧＡＰ４３表达增多，提示视网
膜神经节细胞轴突再生活跃。有研究表明神经营养因

子可刺激神经轴突ＧＡＰ４３表达上调，故而推测实验大
鼠视网膜局部 ＧＡＰ４３表达增多可能与视网膜神经营
养因子表达上调有关。局部微环境的改善和 ＧＡＰ４３
表达上调可能是慢性高眼压大鼠ＲＧＣｓ再生活跃的原
因之一。

　　本研究初步探讨了 Ｎｏｇｏ６６蛋白复合物促进慢性
高眼压大鼠视网膜神经细胞再生修复的机制，但慢性

高眼压损伤后，视网膜局部ＧＡＰ４３是通过何种机制表
达增加的？是否与局部聚集的 Ｔ细胞和表达上调的
神经营养因子有关？局部表达增多的神经营养因子是

否由局部聚集的Ｔ细胞直接分泌而来？总之，各种因
子变化的相关性尚需进一步实验证实。
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