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氯马斯汀对老化小鼠视神经髓鞘再生和视功能的改善作用
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　　［摘要］　目的　探究小鼠老化过程中视神经新生髓鞘的改变，及促髓鞘形成药物氯马斯汀对小鼠
老化过程中视觉传导功能的影响。方法　利用 Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ｍＴ／ｍＧ报告基因小鼠标记新生髓鞘，将
报告基因和野生型小鼠分别分为４月龄和１３月龄，结合免疫荧光染色和蛋白定量评估老化过程中视神
经少突胶质细胞数量以及新生髓鞘变化；利用小鼠闪光视觉诱发电位实验（ｆｌａｓｈｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，
ｆＶＥＰ）评估老化小鼠视觉传导功能改变。利用 Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ＴａｕｍＧＦＰ报告基因小鼠标记新生髓鞘，
将１３月龄Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ＴａｕｍＧＦＰ小鼠和野生型小鼠分别分为对照组和氯马斯汀治疗组，结合免疫荧
光染色和ｆＶＥＰ实验，评估氯马斯汀对视神经新生髓鞘的作用以及对老化小鼠视觉传导功能的影响。
结果　免疫荧光染色发现，与４月龄小鼠相比，１３月龄小鼠视神经少突胶质前体细胞ＮＧ２＋区域面积无
显著变化，而成熟少突胶质细胞ＣＣ１＋细胞数量显著下降（Ｐ＜０．０１）。蛋白定量分析显示，少突胶质前体
细胞ＮＧ２蛋白表达量无明显改变。报告基因小鼠自发免疫荧光证实，１３月龄小鼠视神经新生髓鞘
ｍＧＦＰ＋ＮＧ２－面积明显下降（Ｐ＜０．０５）。小鼠ｆＶＥＰ实验中，１３月龄小鼠Ｐ２潜伏期明显延长（Ｐ＜０．０１）。
氯马斯汀治疗组小鼠视神经新生髓鞘 ｍＧＦＰ＋数量明显增加（Ｐ＜０．０５），且 Ｐ２潜伏期明显缩短（Ｐ＜
０．０１）。结论　随着年龄增加，小鼠视神经新生髓鞘数量下降，视神经传导速度降低；氯马斯汀治疗后
可显著改善小鼠髓鞘生成能力，进而促进视神经信号传导。

　　［关键词］　 老化；氯马斯汀；视觉；髓鞘；视觉诱发电位
　　［中图法分类号］　Ｒ３３９．３４；Ｒ７７４．６；Ｒ９７６ ［文献标志码］　Ａ

［通信作者］　叶　剑，Ｅｍａｉｌ：ｙｅｊｉａｎ１９７９＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｃｌｅｍａｓｔｉｎｅｉｍｐｒｏｖｅｓｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｖｉｓｕａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎ
ａｇｅｄｍｉｃｅ
ＲＡＮＱｉ１，ＣＨＥＮＬｉｎ２，ＹＥＪｉａｎ１　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＰＬＡ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０００４２；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｉｓｔｏｌｏｇｙａｎｄＥｍｂｒｙｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｔｈｉｒｄ
ＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｏｆｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｉｎｍｉｃｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｏｆａｇｉｎｇａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｌｅｍａｓｔｉｎｅ，ａｐｒｏｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎｄｒｕｇ，ｏｎｖｉｓｕａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｇｉｎｇｍｉｃｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅＣｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ｍＴ／ｍＧｍｉｃｅ（４ａｎｄ１３ｍｏｎｔｈｓｏｌｄ）ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅＣ５７／ＢＬｍｉｃｅ（４ａｎｄ１３
ｍｏｎｔｈｓｏｌｄ）ｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｕｍｂｅｒｏｆｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ（ＯＬｓ）ａｎｄｎｅｗｌｙ
ｆｏｒｍｅｄｍｙｅｌｉｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅｉｒｏｐｔｉｃａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｗｉｔｈｆｌａｓｈｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ（ｆＶＥＰ）．Ｔｈｅｒｅｐｏｒｔｅｒｍｉｃｅａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅａｔ１３
ｍｏｎｔｈｓｏｌｄｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｌｅｍａｓｔｉｎｅｇｒｏｕｐ．ＩｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｆＶＥＰｔｅｓｔ
ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｌｅｍａｓｔｉｎｅｏｎｔｈｅｎｅｗｌｙｆｏｒｍｅｄｍｙｅｌｉｎａｎｄｏｐｔｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　

７７３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆＮＧ２＋ｃｅｌｌｓ（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＯＰＣｓ）ｉｎ
ｔｈｅ１３ｍｏｎｔｈｏｌｄｇｒｏｕｐｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅ４ｍｏｎｔｈｏｌｄｇｒｏｕｐ，ｂｕｔｔｈｅｃｏｕｎｔｏｆＣＣ１＋ｃｅｌｌｓ（ｍａｔｕｒｅＯＬｓ）
ｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅ１３ｍｏｎｔｈｏｌｄｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｔｅｓｔａｌｓｏｓｈｏｗｅｄＮＧ２＋

ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｈａｄｎｏｃｈａｎｇｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅａｒｅａｏｆ
ｍＧＦＰ＋ＮＧ２－（ｎｅｗｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈ）ｗａｓｄｅｃｌｉｎｅｄｇｒｅａｔｌｙｉｎｔｈｅ１３ｍｏｎｔｈｏｌｄｒｅｐｏｒｔｅｒｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）．ｆＶＥＰ
ｔｅｓｔｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＰ２ｗａｖｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｌｏｎｇｅｄｉｎｔｈｅ１３ｍｏｎｔｈｏｌｄｇｒｏｕｐａｓｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅ４ｍｏｎｔｈｏｌｄｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＣｌｅｍａｓｔｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｎｏｔａｂｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｍＧＦＰ＋ａｒｅａ（ｎｅｗ
ｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈ）ｉｎｔｈｅｒｅｐｏｒｔｅｒｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｒｅｍａｒｋａｂｌｙｓｈｏｒｔｅｎｔｈｅｌａｔｅｎｃｙｏｆＰ２ｗａｖｅｉｎ１３ｍｏｎｔｈ
ｏｌｄｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｍｙｅｌｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｎｅｒｖｅｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｉｎｏｐｔｉｃ
ｎｅｒｖｅａｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎａｇｉｎｇｍｉｃｅ．Ｃｌｅｍａｓｔｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃａｎｇｒｅａｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｍｙｅｌｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｉｎｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｇｉｎｇ；ｃｌｅｍａｓｔｉｎｅ；ｖｉｓｉｏｎ；ｍｙｅｌｉｎ；ｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＥＪｉａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｙｅｊｉａｎ１９７９＠１６３．ｃｏｍ

　　我国老年人群数目急剧增加，视神经老化慢性退
行性病变时刻威胁着老年人群视功能［１］。髓鞘是由

成熟少突胶质细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ，ＯＬｓ）的突起反复
包绕轴突形成。随着髓鞘研究的不断深入，它不仅能

够绝缘轴突，保证动作电位的快速传导，同时也能为轴

突提供能量，维持轴突的正常功能。但髓鞘在视神经

老化慢性退行性病变中的改变还尚不清楚。

　　氯马斯汀是第一代抗组胺剂，与组胺竞争结合Ｈ１
受体来缓解过敏反应的症状［２］。近期研究发现氯马

斯汀还具有毒蕈碱 １型受体（ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ１，
Ｍ１Ｒ）阻断作用［３］。Ｍ１Ｒ是一种负向调控少突胶质前
体细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＯＰＣｓ）分化成
熟的细胞膜受体，特异性敲除 ＯＰＣｓ中的 Ｍ１Ｒ可以增
加小鼠的髓鞘形成［４］。通过高通量筛选发现，氯马斯

汀在离体培养体系中促进ＯＰＣｓ分化和髓鞘形成的能
力比甲状腺激素等其他药物更强［５］。目前，氯马斯汀

治疗多发性硬化的二期临床试验结果提示氯马斯汀在

多发性硬化神经退行性病变中能促进髓鞘再生［３］。

然而氯马斯汀促进髓鞘再生的确切机制还并未研究清

楚。因此，本研究探讨小鼠老化过程中视神经髓鞘的

改变，及促髓鞘形成药物氯马斯汀对小鼠老化过程中

视觉传导功能的影响，为氯马斯汀改善视神经老化慢

性退行性病变提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自陆军军医大学实验动物中心。
Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ｍＴ／ｍＧ 小 鼠 由 Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ小 鼠

（Ｊａｃｋｓｏｎ实验室，货号：００８５３８）与 ｍＴ／ｍＧ小鼠
（Ｊａｃｋｓｏｎ实验室，货号：００７６７６）杂交获得［６］；Ｃｓｐｇ４
ＣｒｅＥＲｔ；ＴａｕｍＧＦＰ小鼠由 Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ小鼠与 Ｔａｕ
ｍＧＦＰ小鼠（ＴｈｅＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，货号：０２１１６２）杂
交获得［６］。雄性和雌性小鼠无偏差用于所有实验。

实验设计、实验过程及动物处死方法，经过陆军军医大

学实验动物福利伦理审查委员会审核，符合动物伦理

和动物福利要求。实验动物生产许可证号为 ＳＣＸＫ
（渝）２０１７０００２，使用许可证号为ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００２。
１．２　药品及试剂
　　氯马斯汀（ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍ，货号：Ｓ１８４７）、ＮＧ２兔单
克隆抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，货号：ＭＡＢ５３２０）、ＣＣ１小鼠单克
隆抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，货号：ＯＰ８０１００ＵＧ）、驴抗兔（二抗）
抗体（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，货号：Ａ３２７９５）、驴抗小鼠（二
抗）抗体（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，货号：Ａ３１５７１）、他莫昔芬
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，货号：Ｔ５６４８）。
１．３　实验设计与分组
　　利用４月龄、８月龄和１３月龄的野生型小鼠，结
合免疫荧光染色和蛋白定量评估小鼠老化过程中视神

经 ＯＰＣｓ、ＯＬｓ改变；结合闪光视觉诱发电位（ｆｌａｓｈ
ｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ｆＶＥＰ）实验评估小鼠老化过程
中视觉传导功能改变。

　　利用 ４月龄和 １３月龄的 Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ｍＴ／ｍＧ
报告基因小鼠，结合免疫荧光染色评估小鼠老化过程

中视神经新生髓鞘数量变化。

　　利用１３月龄的 Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ＴａｕｍＧＦＰ报告基
因小鼠，按照随机数字表法分为对照组和氯马斯汀治

疗组。对照组予以空白溶剂，氯马斯汀治疗组予以氯

８７３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



马斯汀治疗１个月，评估氯马斯汀对小鼠老化过程中
视神经新生髓鞘的作用。

　　利用１３月龄的野生型小鼠，按照随机数字表法分为
对照组和氯马斯汀治疗组。对照组予以空白溶剂，氯马

斯汀治疗组予以氯马斯汀治疗４个月，结合ｆＶＥＰ实验评
估氯马斯汀对小鼠老化过程中视觉传导功能的影响。

１．４　基因型鉴定
　　报告基因小鼠出生后第 ６天剪取脚趾，与 ｔａｉｌ缓
冲溶液和蛋白酶Ｋ混合，在ＰＣＲ仪中提取基因。基因
提取完成之后，与 ＰＣＲ反应液和基因提取液混合，在
ＰＣＲ仪中扩增。用电泳仪对扩增完成的基因进行电
泳检测，最后在凝胶成像仪下进行结果分析。基因鉴

定引物：Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲＴ正义链：５′ＴＧＣＣＡＣＧＡＣＣＡ
ＡＦＴＦＡＣＡＧＣＡＡＴＧ３′，反义链：５′ＡＣＣＡＧＡＣＧＣＡＡＡ
ＴＣＣＡＴＣＧＣＴＣ３′；ｍＴ／ｍＧ引物 １：ＣＴＴＴＡＡＧＣＣＴＧＣ
ＣＣＡＧＡＡＧＡ，引物 ２：ＴＡＧＡＧＣＴＴＧＣＧＧＡＡＣＣＣＴＴＣ，
引物 ３：ＡＧＧＧＡＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＡＧＴＡＧ；ＴａｕｍＧＦＰ引
物１：ＣＣＴＴＧＴＣＣＣＣＡＡＣＴＣＣＡＴＡＣ，引物 ２：ＴＧＴＧＴＡＴ
ＧＴＣＣＡＣＣＣＡＣＴＧ，引物３：ＡＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＴＣＣＡＧ。
１．５　报告基因小鼠诱导
　　使用他莫昔芬诱导Ｃｒｅ重组酶实现绿色荧光蛋白
时空特异性表达［６］。他莫昔芬以３０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的
剂量对转基因小鼠进行灌胃，持续５ｄ，诱导完成后小
鼠按之前条件继续饲养至取材时间点。

　　Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ｍＴ／ｍＧ小鼠诱导前细胞膜上表达
红色荧光蛋白，但经他莫昔芬诱导后，ＯＰＣｓ的细胞膜
上转而表达绿色荧光蛋白，并且由 ＯＰＣｓ分化成熟的
ＯＬｓ以及新生髓鞘都会表达绿色荧光蛋白。
　　Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲｔ；ＴａｕｍＧＦＰ小鼠经过他莫昔芬诱导
后ＯＰＣｓ分化成熟的ＯＬｓ的细胞膜上表达绿色荧光蛋
白，而ＯＰＣｓ细胞膜上的绿色荧光蛋白表达量极低。
１．６　免疫荧光染色
　　小鼠腹腔内注射２５～５０ｍｇ／ｋｇ１％戊巴比妥麻醉，
用磷酸缓冲液和４％多聚甲醛灌注。视神经取材后在
４％多聚甲醛中固定过夜，再在 ３０％的蔗糖溶液中脱
水。脱水完成后于冰冻切片机以 １０μｍ等距切片。
视神经切片用 ５％ ＢＳＡ和 ０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００封闭
２ｈ，一抗４℃孵育过夜，洗涤后二抗（１∶１０００）室温孵
育２ｈ，再次洗涤后置于载玻片上封片。一抗稀释比
例：ＮＧ２（１∶５００）、ＣＣ１（１∶５００）。
１．７　免疫印迹
　　新鲜视神经与ＲＩＰＡ裂解液和蛋白酶磷酸酶抑制
剂结合，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ

法测定蛋白浓度并配平。２００ｍＡ电流下经过 ０．５～
２ｈ，裂解液在 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶上分离并转移到
聚偏氟乙烯膜上。将膜在含有 ０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的
ＴＢＳＴ中洗涤后，在５％脱脂奶粉中封闭１．５ｈ。然后，
膜与兔来源的ＮＧ２抗体（１∶５００）结合过夜。洗涤后与
辣根酶标记的二抗（１∶５０００）室温摇床孵育１．５ｈ。洗
涤后使用ＥＣＬ发光液均匀覆盖膜表面，曝光仪曝光显
影，条带由ＩｍａｇｅＪ软件进行光密度分析。
１．８　闪光视觉诱发电位测量
　　小鼠明适应后，腹腔内注射２５～５０ｍｇ／ｋｇ１％戊巴
比妥麻醉，放置加热垫上，保持体温在３８℃。记录电
极位于视觉皮层中线皮下，参考电极位于额叶皮层中

线皮下，接地电极位于尾部皮下［７］。对侧未被检查的

眼睛被防光黑色眼罩覆盖。每次ｆＶＥＰ实验中，发送频
率１Ｈｚ，持续 １０μｓ的 ５０次连续白色闪光（强度为
１２０～２００ｍＪ）。ＶＥＰｓ信号由视觉电生理检查系统记录。
１．９　氯马斯汀治疗
　　氯马斯汀以 ３０ｍｇ／ｍＬ的浓度溶于 ＤＭＳＯ中，以
灌胃给药的形式，１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的剂量处理氯马斯汀
治疗组小鼠［４］，对照小鼠使用同浓度的溶剂处理。

１．１０　统计学方法　
　　使用共焦激光扫描显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ｆｖ３０００）和
蔡司显微镜采集荧光图像。采用 ＩｍａｇｅＪ软件进行图
像计数，利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行数据分析和
生成统计图。所有的数据以 珋ｘ±ｓ表示。若所得数据符
合正态分布，则两组间均值的比较使用非配对ｔ检验；
若不符合正态分布，则使用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ秩和检验进
行统计学比较，当实验设计中存在３个或３个以上分
组时，使用单因素方差分析进行检验。Ｐ＜０．０５表示差
异具有统计学意义。

２　结果

２．１　视神经老化过程中少突胶质前体细胞和成熟少
突胶质细胞改变

　　通过免疫荧光染色对 ４月龄和 １３月龄小鼠的
ＯＰＣｓ和ＯＬｓ进行计数，如图 １Ａ所示，无论是 ４月龄
还是１３月龄小鼠，视神经均存在大量分布基本均匀的
ＮＧ２＋的ＯＰＣｓ。相比４月龄，１３月龄小鼠视神经ＮＧ２＋

细胞数量无明显下降（图１Ｂ）；相比４月龄，１３月龄小
鼠ＮＧ２＋细胞面积无明显下降（图１Ｃ）；相比４月龄和
８月龄，１３月龄小鼠视神经ＣＣ１＋成熟少突胶质细胞数
量明显下降（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５，图１Ｄ～Ｅ）。通过蛋白
质印迹检测进一步明确不同年龄组视神经 ＮＧ２蛋白
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表达量，发现相比４月龄，１３月龄视神经 ＮＧ２蛋白表
达量未见明显改变（图１Ｆ～Ｇ）。
２．２　视神经老化过程中少突胶质前体细胞分化成熟

能力与新生髓鞘数量改变

　　通过Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲＴ；ｍＴ／ｍＧ报告基因小鼠，结合
少突胶质前体细胞特异性标志物ＮＧ２免疫荧光染色，

如图２所示，可以观察到条索状成簇分布的新生髓鞘，
其中ＮＧ２－ｍＧＦＰ＋代表新生成髓鞘；ＮＧ２＋ｍＧＦＰ＋代表
少突胶质前体细胞。与４月龄相比，１３月龄小鼠视神
经在１０ｄ内新生成髓鞘的面积明显减少（Ｐ＜０．０５），
提示视神经老化过程中少突胶质前体细胞分化成熟能

力下降，新生髓鞘数量下降。
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图１　不同年龄组视神经少突胶质前体细胞和成熟少突胶质细胞改变
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图２　不同年龄组报告基因小鼠视新生髓鞘数量改变

２．３　闪光视觉诱发电位明确小鼠视觉传导功能改变
　　通过ｆＶＥＰ对４月龄和１３月龄野生型小鼠视神经
传导功能检测，如图３所示，与４月龄小鼠相比，１３月
龄小鼠视神经Ｐ２波潜伏期明显延长（Ｐ＜０．０１），提示
１３月龄小鼠视神经信号传导能力下降。
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图３　不同年龄组小鼠闪光视觉诱发电位结果

２．４　氯马斯汀治疗后小鼠视神经新生髓鞘数量变化
　　通过Ｃｓｐｇ４ＣｒｅＥＲＴ；ＴａｕｍＧＦＰ报告基因小鼠观
察视神经新生髓鞘，ｍＧＦＰ＋区域代表成簇分布的新生
髓鞘（图４）。相比对照组，氯马斯汀治疗组经氯马斯
汀治疗１个月后，小鼠视神经 ｍＧＦＰ＋区域明显增多
（Ｐ＜０．０５），提示氯马斯汀能促进视神经 ＯＰＣｓ向 ＯＬｓ
分化和髓鞘再生。

对
照
组

氯
马
斯
汀
治
疗
组

!"" !#

!"" !#

$"

%"

&"

'"

!"

"

#
(
)
*

+

区
域
面
积
（
!
!
"

&

!
#

'

,
#
#

'

）

对
照
组

氯
马
斯
汀
治
疗
组

新生髓鞘

!-"."!%

箭头示新生髓鞘

图４　氯马斯汀治疗组与对照组视神经新生髓鞘数量改变

２．５　氯马斯汀治疗后小鼠视觉传导功能改变
　　通过ｆＶＥＰ对氯马斯汀治疗组和对照组视神经传
导功能进行测量，如图５所示，与对照组相比，氯马斯
汀治疗组Ｐ２波潜伏期明显缩短（Ｐ＜０．０１），提示氯马
斯汀治疗能促进视神经信号传导。
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图５　氯马斯汀治疗组与对照组小鼠视觉诱发电位结果

３　讨论

　　视神经老化慢性退行性病变时刻威胁着老年人群
的视功能，并且在多发性硬化、视神经炎等视神经病变

过程中，常合并视神经老化病变。探究小鼠老化过程

中视神经髓鞘的改变，及促髓鞘形成药物氯马斯汀对

小鼠老化过程中视觉传导功能的影响具有重要的

意义。

　　少突胶质前体细胞（ＯＰＣｓ）分化形成成熟少突胶
质细胞（ＯＬｓ），ＯＬｓ包绕轴突形成髓鞘［８］。通过对ＯＬｓ
的特征性标志物ＣＣ１［９］进行免疫荧光染色，我们发现，
相比运动皮层 ＯＬｓ数量在 １８月龄出现下降［６］，视神

经ＯＬｓ数量在１３月龄就已经出现下降。这可能与视
神经只有 ５０％～６０％的成熟少突胶质细胞能够存活
１年半以上，其比例低于运动皮层（７０％）等其他中枢

１８３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）



神经系统有关［１０］。此结果提示视神经的老化可能早

于运动皮层等其他中枢神经系统。与１３月龄小鼠运
动皮层 ＯＰＣｓ数量未见明显下降［６］一致，相比 ４月龄
小鼠，１３月龄小鼠视神经无论是少突胶质前体细胞数
量、少突胶质前体细胞面积、少突胶质细胞 ＮＧ２表达
量均未见明显下降。然而另有研究表明，相比２月龄
小鼠，１９月龄小鼠胼胝体少突胶质前体细胞ＮＧ２表达
量下降［１１］。这可能是由于实验采用不同年龄小鼠，且

观察部位不同导致的。

　　视神经多发性硬化症慢性脱髓鞘改变被认为是导
致轴突损伤和神经功能障碍的重要原因之一，尽管在

多发性硬化损伤区域存在许多ＯＰＣｓ，然而髓鞘再生是
十分困难的［１２］。而老化小鼠视神经同样如此，本实验

证实与４月龄小鼠相比，１３月龄小鼠视神经新生髓鞘
数量明显下降。而成年后新生髓鞘主要有以下两个功

能：已形成的神经环路为了保持功能，可能需要新生髓

鞘来替代丢失的髓鞘；学习并建立新的神经环路需要

新生髓鞘参与［１３－１５］。ｆＶＥＰ是用光刺激视网膜，在枕
叶视皮层诱发电活动，其 Ｐ２潜伏期主要由视神经轴
索以及髓鞘的功能状态决定［１６］。ＭＡＲＥＮＮＡ等［１７］认

为非侵入式皮下ｆＶＥＰ检测是评估小鼠视神经功能可
靠的方法。通过ｆＶＥＰ检测，我们发现，与４月龄小鼠
相比，１３月龄小鼠视神经信号传导能力下降，这可能
与１３月龄小鼠视神经新生髓鞘数量下降，成熟少突胶
质细胞数量减少有关。

　　老化小鼠视神经存在大量的ＯＰＣｓ，我们可以通过
氯马斯汀促进这些 ＯＰＣｓ向 ＯＬｓ分化，促进髓鞘再
生［１８］。与对照组相比，１３月龄小鼠氯马斯汀治疗
１个月后，视神经新生髓鞘数量明显增加；氯马斯汀治
疗４个月后，与对照组相比，ｆＶＥＰＰ２波潜伏期明显缩
短，提示氯马斯汀能够促进视神经髓鞘再生和改善视

神经信号传导。但必须指出的是，氯马斯汀治疗后，不

仅视神经新生髓鞘数量增加，中枢神经系统其他区域

新生髓鞘数量也会增加［６］，本研究暂无法观察中枢神

经系统其他区域新生髓鞘数量增加对小鼠闪光视觉诱

发电位的Ｐ２潜伏期的影响。本研究关于氯马斯汀的
研究不足之处：①氯马斯汀促进视神经信号传导的治
疗效果停药后能否维持。②氯马斯汀的毒副作用不
明。既往研究表明，氯马斯汀治疗多发性硬化患者后

出现疲乏症状加重的副作用，但暂未发现其他严重并

发症。③氯马斯汀能改善视神经信号传导，但是对于
小鼠的整体视功能而言，其临床意义有待进一步验证。

　　综上，本文主要研究了视神经髓鞘相关细胞在老
化过程中的病理改变，且视神经的特殊之处在于其老

化改变可能早于运动皮层等其他中枢神经系统。此外

本研究也发现氯马斯汀在视神经老化慢性退行性病变

中的治疗作用，为氯马斯汀治疗多发性硬化、视神经炎

等其他视神经疾病奠定了基础。
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