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斜视幼猫发育过程中视皮层神经元 NMDA-R1的表达

阴正勤 ,孟晓红 ,陈　莉　　(第三军医大学附属西南医院眼科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　本研究希望了解斜视性弱视猫视皮层神经元 N-甲基-D-天门冬氨酸亚基 1(简称 NMDA-R1)的表达减少是在斜
视幼猫发育中哪一阶段出现的。方法　幼猫 13只 , 其中6 只于 2周龄时做一眼外直肌断腱术产生单眼内斜。分为4 个实验组:2 周
龄组 , 2只正常幼猫;3周龄组 , 2 只正常和 2 只斜视幼猫;5 周龄组 , 2 只正常和 2 只斜视幼猫;成年组 , 1 只正常和 2 只斜视性弱视

猫。动物均在深度麻醉下经心脏 4%福尔马林灌注后 ,取初级视皮层冷冻切片 , NMDA-R1 单克隆抗体标记后显色 ,焦油紫复染。
结果　①正常幼猫发育过程中初级视皮层神经元 NMDA-R1 的表达主要在视皮层 Ⅱ ～ Ⅲ层(P<0.05), 3 周龄达峰值 , 随后逐渐降
低 , 5周龄时接近成年猫水平。 ②与同龄正常猫比较斜视幼猫视皮层 NMDA-R1 的表达在斜视术后第 1 周开始减少(P <0.05),以第
Ⅳ层较显著 。斜视手术后 3周与正常猫比较 , 斜视幼猫视皮层 NMDA-R1 的表达在视皮层各层均降低(P <0.05), 接近成年斜视性
弱视猫的表达水平。结论　斜视性弱视猫视皮层神经元 NMDA-R1的表达减少发生在斜视手术后 1周。 表明 NMDA 中介了外侧膝

状体到视皮层的输入。这与视觉电生理实验中发现 ,斜视性弱视猫视皮层接受弱视眼外膝体输入的减少是一致的。
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Expression of NMDA-R1 in developing visual cortex of strabismic kittens
YIN Zheng-qin , MONG Xiao-huong , CHEN Li (Department of Ophthalmology , Southwest Hospital , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate at which period the NMDA-R1 receptor' s distribution is changing in young strabismic amblyopic animals
after surgery.Methods　Thirteen kittens were used for this study.Five squint kittens had been inflicted to be monocularly esotropic(by tenotomy)
at 2 weeks of age , and grew up with a pronounced squint measuring from 15 oto 20o.Two normal kittens were sacrificed 2 weeks after born.One pair
of normal and strabismic kittens was sacrificed in 3 weeks of ages , which was 1 week after tenotomy.Another pair of normal and strabismic kittens
was sacrificed in 5 weeks of ages.One normal and two strabismic amblyopic cats were sacrificed after 6 months of age.Animals were deeply anaes-
thetized and perfused transcardially with 4% paraformaldehyde.Cryostat sections of frontal central area P5-P0 were cut to 25 μm thickness.The
mouse anti-NMDA-R1 monoclonal antibody(mAb54.1 , PharMingen)was used.The positive and the negative controls were used in each test.A
computer-assisted systematic morphometric counting procedure was used to enumerate immunopositive cells.Results　In normal development the

percentage density of NMDA-R1 labeled cells in layer II to layer III was prominent at 3 weeks of age(P<0.05).The reduction of NMDA-R1 la-
beled cells in visual cortex of strabismic kitten was started 1 week after surgery , predominantly in layer IV(P<0.05).After 3 weeks of surgery ,
the immunopositive neurons of NMDA-R1 in visual cortex of strabismic animals were decreased at each layer compared with the normalize though
adulthood(P <0.05 , 0.01).Conclusion　The NMDA-R1 receptor distribution in young strabismic amblyopic animal is changed following the visu-
al environment variation quickly , implying that the plasticity associated with NMDA-mediated mechanism involve critical period of ocular dominance

development.
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　　N-甲基-D-天门冬氨酸(以下简称 NMDA)是哺乳
动物中枢神经系统兴奋性神经递质谷氨酸的主要受体
之一 ,有两个亚基 R1和R2。研究表明 R1是NMDA受

体主要和基本功能部分
[ 1]

,其在哺乳动物视皮层上表
达丰富 。在出生后的发育过程中 ,哺乳动物视皮层存
在很大的经验-依赖性(Experience-dependent)可塑性过
程。以往的研究表明 ,正常猫视皮层神经元 NMDA-R1
的表达在 Ⅱ～ Ⅲ层最强 , Ⅳ～ Ⅵ层渐减弱。然而 ,斜视
性弱视猫视皮层 NMDA-R1表达在视皮层各层均较正
常猫减少 ,特别在 Ⅳ～ Ⅵ 层 。结果提示 ,弱视的发生
发展过程就是视觉系统在发育可塑性关键期受环境影
响神经元突触联系发生重新分布的过程 ,NMDA与视
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觉发育可塑性过程有关 ,并参与形成弱视视功能损害
的病理基础[ 2 , 3] 。因而 ,本研究希望了解 ,斜视性弱视
猫视皮层神经元 NMDA 的表达减少发生在斜视性弱

视发展过程中的哪一阶段 ,先出现在哪些层次 。

1　材料和方法

1.1　动物模型制作与取材
　　幼猫 13只 , 其中6 只幼猫 2周龄时在麻醉下做一眼外直肌

断腱术产生单眼内斜视
[ 4]

。术后斜视度为 15°～ 20°。依动物处
死时的年龄分为 4个实验组:2 周龄组 , 2 只正常幼猫;3 周龄组
(斜视手术后 1 周), 2只正常和 2 只斜视幼猫;五周龄组(斜视
手术后 3 周), 2只正常和 2 只斜视幼猫;成年组(6 月龄), 1 只
正常和 2只斜视性弱视猫 , 处死前图形视觉诱发电位检测[ 5] 为

单眼弱视。动物均在深度麻醉(巴比妥钠 100 mg/ kg)下处死 ,
4%福尔马林加 0.2%谷氨酸醛(Glutaraldehyde)经心脏灌注固
定后 , 取立体定位对应于视网膜中央投射的 P0 ～ P5 区初级视
皮层冷冻切片。切片厚度 25μm ,平铺在明胶玻片上 , -70℃保

存备用。
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1.2　免疫组化实验与分析
　　实验当日 ,正常猫和斜视性弱视猫的视皮层同步进行免疫

组化反应。切片用 NMDA-R1 单克隆抗体(mAb 54.1 PhaMingen
公司 , 美国)孵育过夜 , DAB(Zymed 公司 , 美国)试剂盒显色 , 该

试剂盒含有与 HRP(Hoseradish Peroxidase)结合的二抗。焦油紫
复染后封固 。每次实验中 , 为排除非特异免疫反应 , 每组各有

两张切片 , 用 IgE为第一抗体作阴性对照。采用与显微镜相连
的计算机行视皮层免疫阳性细胞计数分析。视皮层每张切片

计数 3个区域 , 每个区域分别计数Ⅱ ～ Ⅲ , Ⅳ和Ⅴ ～ Ⅵ 层各 250

μm×250μm 方格内的免疫阳性细胞和阴性细胞及其百分比。

计数为双盲法。统计方法采用方差分析。

2　结果

　　视皮层NMDA-R1 单克隆抗体免疫阳性神经元主要是锥体
细胞和颗粒细胞。胞内免疫阳性部位主要是胞膜 、胞质 、轴丘

和轴突 ,而胞核的免疫阳性较弱 , 见图 1。

图 1　示 NMDA-R1单克隆抗体标记后经焦油紫复染的正常猫视

皮层Ⅴ层神经元。黑灰色的细胞为 NMDA-R1免疫阳性细

胞 ,紫色的细胞是阴性细胞　　(×100)

Fig 1　Neurons at layer Ⅴin visual cortex of normal cat with NMDA-R1

antibody label ing and cresyl violet counterstaining　(×100)

NMDA-R1 immunopositive cells are gray-black in color and the negative

ones in purple

　　共计数了 4组共 40 张切片的 14 453 个细胞。见正常幼猫

发育过程中初级视皮层NMDA-R1 的表达在视皮层Ⅱ ～ Ⅲ占优

势 ,并在 3 周龄达高峰(P<0.05), 5 周龄后渐减少 ,见图 2。

图 2　为正常猫不同年龄阶段视皮层Ⅱ ～ Ⅲ层 , Ⅳ层和Ⅱ ～ Ⅳ层

NMDA-R1阳性神经元的分布

Fig 2　Distribution of NMDA-R1 immunopositive cells atⅡ～ Ⅲ, Ⅳ and Ⅴ

～ Ⅵ layers of visual cortex of normal cat during development

　　与同龄正常猫比较斜视幼猫视皮层 NMDA-R1的表达在斜

视术后第 1周开始减少(P <0.05), 以第Ⅳ层较显著(图 3A)。

斜视手术后 3周与正常猫比较 , 斜视幼猫视皮层 NMDA-R1 的

表达在视皮层各层均降低(P<0.05)(图 3B)。成年斜视性弱

视猫视皮层 NMDA-R1 的表达以第Ⅳ层降低非常显著(P <

0.01)(图 3C)。

图 3　斜视术后 1周组(3周龄)(图 3A),斜视术后 3周组(5周龄)

(图 3B)和成年斜视组(图 3C)中斜视猫与同龄正常猫在视皮

层各层次NMDA-R1阳性细胞密度比较(细胞/mm2)

Fig 3　Densities of antibody positive neurons(cell/ mm2)in primary

visual cortex of normal cat in comparison with those of strabis-

mic cats , at 3 weeks of age 1 week post-operatively (A), at 5

weeks of age 3 weeks post-operatively(B)and adult squint cat

group(C)

3　讨论

　　弱视的发生发展过程 ,就是视觉系统在发育可塑
性关键期受环境影响神经元突触联系发生重新分布的

过程[ 4 ～ 6] ,在这一过程中神经元突触联系发生了可塑
性变化 。对中枢神经系统以学习 、记忆为代表的突触

可塑性机制的研究发现 ,兴奋性神经递质谷氨酸的受
体之一NMDA 参与了长时程增强效应(LTP)的诱导。

LTP 现象是学习 、记忆等脑的高级功能的神经基础 ,是
突触可塑性的一种活动依赖性形式[ 7] 。研究显示 NM-
DA受体在视皮层神经元的含量丰富 ,而视皮层神经元

突触联系的改变和修饰在出生后早期依赖于视觉经

验 ,因此NMDA受体在视皮层可塑性中的作用受到广
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泛关注[ 8 ～ 10] 。

　　该研究发现 ,与正常猫相比 ,斜视性弱视猫视皮层
神经元NMDA-R1的表达减少发生在斜视手术后 1周 ,

以第Ⅳ层显著 ,这与 Fox 等
[ 11]
的报道是一致的 。他们

采用电生理记录发现 ,小猫关在黑屋饲养 10 d后 ,其

视皮层 NMDA 受体的数目开始减少 ,且主要在第Ⅳ
层。以上结果表明 ,NMDA-R1受体在视皮层第Ⅳ层是
视觉经验所绝对调控的 。在视觉发育可塑性关键期

(猫为生后 36周)左右眼从外侧膝状体向初级视皮层
第Ⅳ层的输入开始分化 ,眼优势柱亦在视皮层第Ⅳ层

随着细胞对视差的敏感性而开始形成。这个时期也是
视皮层各层神经元对一眼在与另一眼相比较的情况下

选择输入最敏感的时期[ 8] 。文献[ 12]报道 ,NMDA 受
体神经元比非 NMDA 受体神经元对外侧膝状体抑制

敏感 ,并对外侧膝状体的抑制有放大作用。这意味着 ,
NMDA-R1在成年斜视性弱视猫视皮层第Ⅳ层表达显

著减少与斜视在其 3周龄(斜视术后 1周)干扰眼优势
柱形成 ,削弱外侧膝状体输入在视皮层第Ⅳ层的双眼

竞争有关。本研究表明 ,NMDA中介的突触可塑性机
制在视觉发育早期参与了视皮层第Ⅳ层外膝体-视皮
层输入的调控。阴正勤等[ 10]报道斜视性弱视猫 NM-

DA-R1mRNA R1-a , R1-b和 R1-1构型的表达比正常猫
减少主要在视皮层第Ⅳ层;R1-3构型表达增加主要在

视皮层第Ⅴ ～ Ⅵ 层 ,提示斜视性弱视猫视皮层NMDA-
R1 mRNA 特异构型的转录抑制导致受体蛋白水平表

达的改变 。表明斜视性弱视视功能损害的结构基础可
能在分子水平。

　　本实验结果显示 ,正常猫视皮层NMDA-R1的表达
在3周龄NMDA达高峰 ,而各年龄阶段中视皮层 Ⅱ ～

Ⅲ层的表达均高于其它层次。这既与视皮层神经元可
塑性的关键期相吻合亦表明Ⅱ ～ Ⅲ层的可塑性较视皮
层其它层次更大 。哺乳类视觉系统存在精细的突触环

路。在视觉活动发生之前 ,是由分子内部程序化反应
决定环路的早期形成 ,但从未成熟回路向构成成年功

能的成熟回路转变过程中 ,视觉经验起了很大的作用 ,
Ⅱ ～ Ⅲ层高度特异性水平联系的形成和改变始终与视

觉经验相关[ 12] 。Fox[ 11] 和 Daw[ 13] 报道 NMDA 受体的

功能性变化在视皮层Ⅳ～ Ⅵ 从 3周的 50%～ 60%下

降至 6周的 10%～ 15%;而 Ⅱ～ Ⅲ层的视觉反应仍维
持在 70%～ 80%。Catalano等[ 14]报道猫视皮层发育过

程中 ,NMDA受体水平在Ⅳ层随发育逐渐降低 ,而Ⅱ ～
Ⅲ层在成年时仍表达丰富 ,提示Ⅳ层 NMDA 受体水平

下降符合该层眼优势柱形成的完成和关键期的结束 ,
而Ⅱ ～ Ⅲ层 NMDA 受体持续高水平与成年时 Ⅱ ～ Ⅲ
层神经元突触联系仍有一定的可塑性有关。视皮层Ⅳ

层主要轴突重建随着关键期的终止而完成 ,而 Ⅱ ～ Ⅲ

层水平联系的轴突重建能力一直持续到成年 。越来越
多的证据表明 ,成年后 ,某些视觉刺激仍能显著改变Ⅱ
～ Ⅲ层而不是Ⅳ～ Ⅵ 层的神经元感受野[ 15] 。 Ⅱ ～ Ⅲ

层NMDA受体在成年仍维持高水平 ,提示 Ⅱ ～ Ⅲ层中
NMDA受体在调节成年后视皮层神经元突触联系的可

塑性中起重要作用 。然而 ,视觉发育的早期和成年阶
段 ,在视网膜-视皮层拓扑投射关系依视觉经验重新分
布的机制中 ,NMDA受体是怎样起作用的仍不清楚。
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