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　　提　要　目的:观测减弱视神经电活动后外侧膝状体核团诱生型一氧化氮合酶的表达 , 探讨其可能的

意义。方法: 采用眼球摘除、眼内注射河豚毒素 ( Te trodo tox in, TTX )减弱视神经电活动 ,运用还原型辅酶二

-硫辛酸脱氢酶 ( N ADPH-diapho rase, NDP)组化染色及诱生型一氧化氮合酶 ( Inducible nitric o xide syn-

thase, iNO S)原位分子杂交方法观察外侧膝状体 iNOS表达。结果:两种方式减弱视神经电活动后 , 外侧膝

状体核均出现不同程度的 iNOS表达。结论:减弱视神经电活动后 ,外侧膝状体区存在过度表达的 NO( Nit ric

ox ide) 可能参与了局部的病理改变。
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　　一氧化氮合酶包括固有型和诱生型 , 固有型存在

于正常神经系统的神经细胞中 , 而诱生型为各种刺激

因素诱导产生。它们均能催化 L-精氨酸产生 NO。 NO

作为一种气体信使分子既可以参与神经细胞间的信息

传递 ,也可以参与多种神经系统疾病和损伤的病理过

程 [1 ]。减弱视神经电活动后外侧膝状体出现一系列的

病理改变 , 但对其机制尚不十分清楚 [2 ]。有报道坐骨

神经切断后 ,脊髓内诱生型一氧化氮合酶 ( iNO S)的表

达和 NO的产生与局部神经元的病变等相关 [3 ]。因此 ,

我们检测视神经电活动减弱后外侧膝状体核 iNOS的

表达 ,探讨 NO在局部病变中的可能作用。

1　材料与方法

1. 1　分组
　　健康 Wista r大鼠 68只 ,雌雄各半 ,体重 200 g± 20 g ,均采

用 0. 5%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉。术后 6 h、 24 h、 1周、 3周取

材。分组为:①眼球摘除组 ( 32只 ): 用眼科剪由一侧眼球与眼眶

之间深入 ,剪断肌肉、筋膜及神经。②河豚毒素 ( TTX )注射组

( 12只 ):用 5μl微量进样器吸取 2μl T TX , (浓度为 2. 5 g / L 1%

消毒美蓝配制 )紧靠一侧眼球睫状体环后方进针约 2 mm,注射

时间约 10 min,注射后留针 10 min(美蓝利于观察注射液是否反

流 ) ,温生理盐水棉球清洗注射点。注射后瞳孔放大 ,光反射消

失 ,表明注射显效 [4 ]。③眼内生理盐水注射组 ( 12只 ):同上法用

5μl微量进样器注射消毒生理盐水 2μl。④正常对照组 ( 12只 ):

仅行麻醉处理。

1. 2　方法
1. 2. 1　取材　　常规灌注后开颅取出大脑 ,冠状面等分为 3

块 ,入 4%多聚甲醛后固定 8 h～ 12 h, 20%蔗糖浸泡过夜 ,恒冷

箱冰冻切片 ( 30μm) ,切片分 2套分别行二磷酸核苷 ( NDP)组化

染色 [5]及 iNO S原位分子杂交 [6]。

1. 2. 2　 NDP组化染色　　冰冻切片入 0. 1 mol PB( pH8. 0, 含

0. 3% TritonX-100)漂洗数次 ,转入孵育液孵育 30 min～ 60

min。孵育液: 以 0. 1 mol PB( pH8. 0) - 0. 3% TritonX-100配

制 ,含硝基四氮唑蓝 1 mmol, N ADPH 1. 2 mmo l /L。孵育后转入

0. 01 mol /L PBS( pH7. 4)终止反应 ,脱水 ,透明及封片。

1. 2. 3　 iNOS原位分子杂交　　探针制备: iNOS质粒全长

6006 bp, cDN A片段长 3934 bp,在独特区有两个 EcoRⅠ 酶切

位点 ,其间长度为 307 bp,质粒扩增后回收此片段作为原位杂

交探针。原位杂交方法按文献 [6 ]。

1. 2. 4　统计处理　　数据以 x-± s表示 ,采用 t检验。

2　结果

2. 1　 NDP组化染色
2. 1. 1　正常对照组　　在外侧膝状体区可见到数目较少、染

色较深、中小胞体的阳性细胞 ,细胞突起较短甚至不明显 ,见

图 1。

2. 1. 2　眼球摘除组　　术后 6 h变化不明显 ,术后 24 h外侧膝

状体可见到数量增加的阳性细胞和纤维 , 术后 1周和 3周这种

变化更明显。阳性细胞仍为中小胞体的细胞 ,突起细而短 ,见图

2。

2. 1. 3　 T TX注射组　　注射后各时相点观察 , NDP组化染色

阳性细胞数目和纤维变化不明显。

2. 1. 4　生理盐水注射组　　注射后各时相点观察 ,与对照组

差异不明显。

　　各实验组不同时期点 NDP组化染色后外侧膝状体区阳性

细胞数目 ,见附表。

240

第 20卷第 3期

1998年 6月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 ACT A ACADEMIAE MEDICIN AE MIL ITARIS TERTIAE 　
　

Vo l. 20, No. 3

Jun. 1998

 邓晓林 ,男 , 33岁 ,讲师 ,博士

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1998. 03. 025



图 1　正常大鼠外侧膝状体区 NDP组化染色阳性胞体和纤维　 ( NDP× 100)

Fig 1　 Positive stained nervous bodies and f ibers in lateral geneculate nucleus (LGN) of control rats　 ( NDP× 100)

图 2　单侧眼球摘除后 24 h外侧膝状体区 NDP组化染色阳性胞体和纤维增加　 ( NDP× 100)

Fig 2　 Positive stained nervous bodies and f ibers in lateral geneculate nucleus 24 h af ter enucleat ion　 ( NDP× 100)

附表　各实验组不同时相点外侧膝状体区 NDP组化染色阳性细胞数 (x-± s)

Table　 Numbers of positive cells of experimental groups in lateral geniculate nucleus with NDP histochemical

staining at diff erent time(x-± s )

Group n 6 h 24 h 1 w eek 3 w eek

Enucleat ion 32 15. 7± 2. 6 25. 5± 5. 3* 32. 2± 6. 8*△ 33. 1± 5. 7*△

TTX in jection 12 19. 1± 7. 4 15. 9± 4. 7# 18. 3± 3. 1# 16. 0± 2. 0#

Saline injection 12 16. 6± 3. 9 18. 5± 3. 7# 17. 2± 1. 1# 17. 5± 3. 0#

Cont rol 12 17. 4± 4. 1 16. 9± 1. 7# 15. 2± 2. 3# 18. 8± 3. 1#

* : P < 0. 01v s 6 h;△: P < 0. 01 vs 24 h;# : P < 0. 01 vs enuclea tion g roup

2. 2　 iNO S原位分子杂交
2. 2. 1　正常对照及生理盐水注射组　　未显示阳性细胞。

2. 2. 2　 T TX注射组　　注射后 6 h和 24 h在外侧膝状体区见

到稀疏分布中小胞体的阳性细胞 ,但注射后 1周和 3周染色为阴

性 ,见图 3。

2. 2. 3　眼球摘除组　　术后 6 h起即在外侧膝状体区见到较

多中小胞体的阳性神经细胞 , 核透亮 ,核周质着蓝色 ,突起短

染色浅淡 ,分布较为集中 ,见图 4。

图 3　 TTX注射后 6h, iNOS原位分子杂交显示的外侧膝状体区出现的阳性细胞　 (× 100)

Fig 3　 Sect ion from 6th hour group af ter TTX in jection, stained by iNOS cDNA probe

hybridization in situ, showing posit ive nervous cells　 (× 100)

图 4　单侧眼球摘除后 24h, iNOS原位分子杂交显示的外侧膝状体区阳性细胞　 (× 400)

Fig 4　 Section from 24th hour group aft er enucleat ion, stained by iNOS cDNA probe

hybridization in situ, showing positive nervous cells　 (× 400)
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3　讨论

3. 1　正常大鼠外侧膝状体 NO S阳性神经元的形态

及分布特点

　　已有的实验证明 NO S在脑组织就是依赖还原型

辅酶Ⅱ的硫辛酸脱氢酶 [ 1, 7, 8 ] ,因此用 NDP组化染色

所显示的阳性细胞就是 NOS阳性神经细胞。

　　外侧膝状体是视神经传导的中继核团 , 是连接视

网膜节细胞到视皮层的中转站。节细胞中大量的非肾

上腺素非胆碱能纤维可以作用于外侧膝状体 NO S神

经元上的 NMDA( N-methylhydroxylamine) 受体 ,活

化 NOS产生 NO, NO通过升高细胞内的 cGMP,从而

活化细胞内依赖 cGMP的蛋白激酶而起作用 [ 1, 3, 9]。

　　本实验观察到 NOS阳性神经元为中小体积、突

起较短的神经元 ,集中于外侧膝状体。这种特征与在大

脑皮层和海马的 NOS阳性神经元明显不同 ,在皮层

和海马的 NOS阳性神经元呈散在分布 ,在一个高倍

视野下很难同时见到两个 NOS阳性神经元 ,但这些

部位的阳性神经元具有较长的细胞突起 ,并且其突起

亦含丰富的 NO S[8 ]。由于 NO与其它的神经递质不

同 , 不是通过末梢释放 ,而是通过胞外弥散作用于周

围的神经元和胶质细胞 , 因此这些长突起有利于扩展

细胞的作用范围。而我们在外侧膝状体区所观察到的

NO S阳性细胞突起较短集中存在 ,可能意味在外侧膝

状体区的 NO S阳性神经元产生的 NO以局部调节

为主。

3. 2　减弱视神经电活动后 iNO S表达的机制及可能

的意义

　　一氧化氮合酶包括固有型和诱生型 , 固有型存在

于正常神经系统的神经细胞中 , 而诱生型为各种刺激

因素诱导产生。它们均能催化 L-精氨酸产生 NO。 NO

作为一种气体信使分子既可以参与神经细胞间的信息

传递 ,也可以参与多种神经系统疾病和损伤的病理过

程 [1 ]。本实验观察到眼球摘除后外侧膝状体区 NDP组

化染色阳性细胞增多 ,应用 iNOS cDN A探针原位杂

交证明存在 iNO S mRNA表达。T TX注射后 NDP阳

性细胞数目虽然并未明显增加 ,但原位杂交显示注射

后 6 h和 24 h出现 iNOS阳性细胞 , 1周后阳性细胞消

失。这可能与原位杂交技术的敏感性高于组化染色的

敏感性有关。提示当神经切断或神经细胞膜上钠通道

被有效阻断动作电位消失后 ,能很快诱导 iNOS的表

达 ,且具有可逆性 ,当诱因消失后 ,诱导的 iNO S也能随

之消失 ( T TX的半衰期约为 7 h) 。诱导 iNOS产生的机

制目前尚不十分清楚 , 但有文献提示可能与局部产生

的白细胞介素 -1、α干扰素等活性因子有关
[10 ]。减弱视

神经电活动后外侧膝状体核团内 iNO S的表达 ,将导致

局部 NO的增多。已有的实验证明过量的 NO通过弥

散作用于邻近的神经细胞 ,抑制胞内的某些酶类 ,导致

局部神经元的变性死亡 [3 ]。Canady也观察到眼球摘除

后外侧膝状体核团内的神经元死亡 [2 ]。虽然本实验结

果尚不能提供直接的证据证明 NO与局部神经元变性

有关 , 但提示了这种可能性的存在 ,尚需要更多的实

验加以证实。
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Expression of inducible nitric oxide synthase in lateral geneculate nucleus
af ter reduction of optic nervous electric activity in rats
Deng Xiaolin, Cai Wenqin ( Depa rtment of Histo lo gy and Embryo lo g y, Third M ilita ry M edical Unive rsity , Chongqing ,

400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investig ate th e expr ession of inducible nitric ox ide synthase (iNOS) in la tera l

g enecula te nucleus ( LGN ) after reduc tion of optic nervous electric activity and it s possible significance in

ra ts. Methods: Afte r the optic ne rvous elect ric ac tiv ity wa s reduced w ith monocular enuclea tion and ocula r

injection o f tetrodo tox in, the expression of iNOS in LGN was det ermined w ith NDP histo chemistry and iNOS
cDN A probe hybridization in situ . Resul ts: V arious deg rees of iNOS expression w as found in LGN aft er tw o

optic electric a ctivity-r educing me thods. Conclusion: Nit ric ox ide appea rs in LGN migh t be rela ted to the lo-

ca l patho log ical changes after the reduc tion o f optic nerv ous elect ric activity .

　　 Key words　 later al g eneculate nucleus; inducible nit ric ox ide synthase ( iNOS) ; ra t

慢性甲醇中毒的眼部改变

Eye damage of chronic methanol poisoning

袁容娣
 
　叶　剑　 贺翔鸽　　 (第三军医大学附属大坪医院眼科 ) 重庆 , 400042

　　 1995年 10月 ,垫江县某村村民因饮用被甲醇污染的井水造

成 20名患者中毒 ,其中 9例有眼部损害 ,现报告如下。

1　资料与方法

1. 1　对象
　　本组 9例 ,男 4例 ,女 5例 ,年龄 11岁～ 62岁 ,均为某村饮用同

一井水的村民。

1. 2　中毒原因
　　 1995年 10月 3日某化工厂将生产硫酸二甲脂的废渣 10余吨

倾倒在距水井 30 m的公路旁。10月 16日大雨将部分废渣冲失。

10月 26日出现首例发病者。9例患者先后 1周发病。11月 13日井

水水样分析示甲醇浓度为 1. 45 mg /L,即日起禁用该井水。

1. 3　临床症状及治疗
　　 9例患者中 4例出现乏力、恶心、口渴、头痛等全身症状 ,其

中 1例伴幻听、幻视等精神症状。9例患者均感视物模糊 ,眼球疼

痛 ,畏光 ,眼前雪花状闪光 ,其中 3例患者有视物变形、变色。

门诊给予皮质激素 ,维生素 ,能量合剂 ,血管扩张剂 ,高压氧等治疗。

1. 4　方法
　　全身检查 ,视力 ,眼压 ,裂隙灯及眼底检查 ,视野及眼电生

理检查 ,检影验光 ,荧光血管造影。

2　结果

　　 9例患者矫正视力≤ 0. 1者 4眼 , 0. 1～ 0. 5者 11眼 , 0. 6～ 0. 8

者 3眼。 9例患者视乳头不同程度发白 ,视乳头凹陷不明显。

Go ldmann视野检查示中心暗点、旁中心暗点 8眼 ,周边视野向

心性缩小 8眼 , 2眼同时有中心暗点和周边视野缩小。P-V EP检

查示 15眼 P100波潜时延长、波幅降低 , 3眼正常。9例患者眼压

正 常 , 屈 光 间质 无 异常。荧光 血 管 造影 10眼 视乳 头

呈弱荧光 ,网膜未见异常荧光。9例患者治疗 1月后视力无明显好转。

3　讨论
　　一般认为甲醇主要作用于神经系统、甲醇在体内各组织的

含量与该组织的含水量成正比 ,其在脑脊液、房水和玻璃体内

的浓度较血液为高 [1]。由于醇脱氢酶的作用 ,甲醇转化为甲醛 ,

后者可抑制细胞的糖代谢 ,使细胞发生退行性变化 ,引起视网

膜及视神经病变 ,最后发生视神经萎缩 [2]。

　　甲醇中毒临床上多见于误服以甲醇为饮料或甲醇生产的

假酒所致 ,或工作环境中甲醇蒸汽经呼吸道吸入 ,皮肤接触吸

收 ,而由饮用被甲醇污染的井水引起的集体中毒报道较少。甲

醇在体内代谢缓慢 ,排泄也慢 ,有明显蓄积作用 [2]。因此 ,饮用

水中不容许有甲醇。本组患者有明确饮用被甲醇污染的井水病

史 ,饮用时间 20 d～ 30 d,造成甲醇在体内蓄积而引起慢性中

毒。本组患者饮用污染井水后 10 d～ 20 d发病 ,以眼部病状为

主。早期均表现为视力下降 ,眼球疼痛、畏光 ,眼前雪花状闪光 ,

少数病人有视物变形 ,变色等症 ,在当地医院误诊为视神经炎。

由于未脱离污染源 ,继续饮用甲醇污染的井水 ,导致患者病情

加重 ,最终出现视神经萎缩 ,使治疗无效。20例中毒患者中仅 9

例有眼部损害 ,可能与甲醇中毒剂量的个体差异有关。

　　关键词　眼损伤 ;甲醇中毒

　　中图法分类号　 R779. 13
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