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摘要

目的:探讨 Ｔｏｌｌ 样受体 － ９ ( ＴＬＲ － ９) 与髓样分化因子

(ＭｙＤ８８)在小鼠视神经损伤(ＯＮＩ)后视网膜中的表达变化ꎮ
方法:选取 ８ 周大小的雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ３６ 只ꎬ随机分

为 ６ 组:空白对照组(未做任何处理)、ＯＮＩ １ｄ 组(视神经

损伤后 １ｄ 取材)、ＯＮＩ ３ｄ 组(视神经损伤后 ３ｄ 取材)、ＯＮＩ
５ｄ 组(视神经损伤后 ５ｄ 取材)、ＯＮＩ ７ｄ 组(视神经损伤后

７ｄ 取材)、ＯＮＩ １４ｄ 组(视神经损伤后 １４ｄ 取材)ꎮ 分组后

通过视神经夹持的方法制作小鼠视神经损伤模型ꎬ利用

ＲＴ－ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测各组小鼠视网膜中 ＴＬＲ－９
与 ＭｙＤ８８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白水平ꎮ
结果:ＯＮＩ １ｄ 组视网膜中 ＴＬＲ－９ 与 ＭｙＤ８８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋

白水平与空白对照组比较无差异(Ｐ>０.０５)ꎻＯＮＩ ３ｄ、ＯＮＩ
５ｄ、ＯＮＩ ７ｄ、ＯＮＩ １４ｄ 组视网膜中ＴＬＲ－９与 ＭｙＤ８８ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白水平与空白对照组比较均明显增加(Ｐ<０.０１)ꎮ 与

空白对照组比较视网膜中 ＴＬＲ－９ 与 ＭｙＤ８８ 的 ｍＲＮＡ 和

蛋白水平在小鼠 ＯＮＩ ３ｄ 开始升高(Ｐ<０.０１)ꎬＯＮＩ ５ｄ 达到

峰值(Ｐ<０.００１)ꎬＯＮＩ ７ｄ 开始逐渐下降(Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:小鼠视神经损伤能够激活视网膜中 ＴＬＲ － ９ 与

ＭｙＤ８８ 表达ꎬＴＬＲ－９ 与 ＭｙＤ８８ 可能在视神经损伤的进程

中起重要作用ꎮ
关键词:视神经损伤ꎻＴｏｌｌ 样受体－９(ＴＬＲ－９)ꎻ髓样分化因

子(ＭｙＤ８８)ꎻ视网膜
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０引言

外伤性视神经病变是常见的临床问题ꎬ研究发现闭合

性颅脑外伤的患者中有 ０.５％ ~ ５％伴随有视神经损伤[１]ꎮ
如发生颅面部骨折ꎬ视神经损伤(ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙꎬＯＮＩ)
的发生率上升为 １０％ [２]ꎮ 目前对于外伤性视神经损伤主

要的治疗方法还是视神经管减压术、糖皮质激素治疗、营
养神经治疗及改善循环治疗[３]ꎮ 研究报道视神经管减压

术治疗外伤性视神经病变的有效率为 ５０％ ~ ６０％ [４－５]ꎮ 而

药物、基因、干细胞移植等一些治疗方法的效果也不确切ꎮ
目前创伤性视神经损伤的治疗仍是临床面临的难题ꎮ

Ｔｏｌｌ 样受体－９(Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｅｒ ９ꎬＴＬＲ－９)是 Ｔｏｌｌ 样
模式识别受体家族成员之一ꎬ是 Ｈｅｍｍｉ 等[５] 在 ２０００ 年发

现的 Ｔｏｌｌｓ 家族新成员ꎬ表达于免疫细胞ꎬ通过与细菌 ＤＮＡ
作用 而 诱 导 机 体 的 固 有 免 疫 反 应ꎮ 髓 样 分 化 因 子

(ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８８ꎬＭｙＤ８８)是 ＴＬＲ－９ 和其他

ＴＬＲｓ 的衔接分子[６－７]ꎮ 近年发现 ＴＬＲ－９ 在很多疾病进程

中起重要作用ꎬ而 ＴＬＲ－９ 是否参与视神经损伤的病理过

程鲜见报道ꎮ 本实验旨在研究 ＴＬＲ － ９ 及其衔接分子

ＭｙＤ８８ 在视神经损伤后的变化特点ꎬ为视神经损伤病变

的治疗提供新的思路ꎮ
１材料和方法

１.１材料　 选取清洁级 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ３６ 只ꎬ
无眼疾(由西安交通大学医学部实验动物中心提供)ꎮ 动

物饲养保持 １２ｈ 昼夜交替的生物节律ꎬ能自由饮用水和食

物ꎬ室温保持在 ２０℃ ~２４℃条件下每日定时清洗笼舍ꎮ 饲

养环境及实验操作均符合国家科学技术委员会«实验动

物管理条例»规定ꎬ并获得陕西省人民医院动物伦理委员

会许可ꎮ 随机分为 ６ 组每组 ６ 只:空白对照组(未做任何

处理)、ＯＮＩ １ｄ 组(视神经损伤后 １ｄ 取材)、ＯＮＩ ３ｄ 组(视
神经损伤后 ３ｄ 取材)、ＯＮＩ ５ｄ 组(视神经损伤后 ５ｄ 取

材)、ＯＮＩ ７ｄ 组(视神经损伤后 ７ｄ 取材)、ＯＮＩ １４ｄ 组(视
神经损伤后 １４ｄ 取材)ꎬ分组后进行造模ꎮ
１.２方法

１.２.１视神经损伤模型 　 １％戊巴比妥钠(５０ｍｇ / ｋｇ)腹腔

注射麻醉ꎬ经颞侧入路显露左侧视神经ꎬ延长轴方向剪开

神经鞘ꎬ分离视神经ꎬ避免损伤视网膜中央动脉ꎮ 于球后

０.５~１ｍｍ 处夹持视神经ꎬ夹持时间为 ５ｓꎮ 手术完术眼涂

红霉素眼膏ꎬ放置于电热毯上苏醒ꎮ 苏醒后于动物房中正

常饲养ꎮ １％戊巴比妥钠腹腔注射安乐处死小鼠ꎮ 模型制

作成功标准:伤后 １０ｍｉｎ 瞳孔散大ꎬ间接对光反射存在ꎬ直
接对光反射消失ꎬ且眼底明确未损伤大鼠眼动脉、眼底供

血情况恢复良好ꎮ ３０ 只模型鼠经确认均建模成功ꎮ
１.２. ２ ＲＴ －ｑＰＣＲ 　 视神经损伤后 １、３、５、７、１４ｄ 利用

ＲＮｅａｓｙ Ｌｉｐｉｄ Ｔｉｓｓｕｅ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒(ＱＩＡＧＥＮꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)
从小 鼠 视 网 膜 提 取 总 ＲＮＡꎬ 然 后 用 逆 转 录 酶 Ⅲ
(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ ＵＳＡ)和寡核苷酸 ｏｌｉｇｏ－ｄＴ 将总 ＲＮＡ 转录成

ｃＤＮＡꎮ 用 ＵＮＩＣＯＮＴＭ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试

剂盒(ＹｅａｓｅｎꎬＳｈａｎｇｈａｉꎬＣｈｉｎａ)在 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ ｕｎｉｔ(Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ ＵＳＡ)实时荧光定量 ＰＣＲ 仪上完成 ＲＴ－ｑＰＣＲ
检测ꎮ 方法:９４℃预变性 ５５ｓꎬ然后进行一下循环:９５℃变

性 ３０ｓꎬ５７℃退火 ３０ｓꎬ７３℃延伸 ３０ｓꎬ共进行４５ 个循环ꎮ 然

后再 ９５℃ 变性 １０ｓꎬ６５℃ 退火 ４５ｓꎬ４０℃ 延伸 ６０ｓꎮ 使用

２－△△Ｃｔ方法计算相对 ｍＲＮＡ 水平ꎮ 甘油醛－３－磷酸脱氢酶

(ＧＡＰＤＨ)作为内参ꎮ 引物序列如下:ＴＬＲ－９:正向引物ꎬ
５’－ＧＣＡ ＡＴＧ ＴＴＣ ＴＡＴ ＡＴＧ ＣＡＴ ＴＣＴ Ｃ－３’ꎬ反向引物ꎬ
５’－ＴＧＡ ＴＡＴ ＴＧＧ ＣＡＣ ＡＣＣ ＡＡＣ ＡＣ－３’ꎻＭｙＤ８８:正向引

物ꎬ５’－ＡＧＧ ＧＴＣ ＧＣＡ ＣＡＧ ＴＧＧ ＧＴＧ Ａ－３’ꎬ反向引物ꎬ
５’－ＣＧＴ ＧＴＴ ＣＴＣ ＴＴＧ ＣＧＣ ＡＴＴ ＣＣ－３’ꎮ
１.２.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ －ｂｌｏｔ 　 视网膜组织在 ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ ( Ｒｏｃｈｅ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓꎬ ＵＳＡ) 缓冲液中裂解ꎮ Ｐｉｅｒｃｅ ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ＵＳＡ)蛋白质分析试剂

盒测定蛋白浓度ꎮ 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)分离等量

的蛋 白 质ꎬ 然 后 将 其 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯 ( ＰＶＤＦꎬ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎬ ＵＳＡ)膜中ꎮ 在室温下用 ５％脱脂牛奶封闭 １.５ｈ
后ꎬ将膜与一抗 ＴＬＲ－９(ａｂ１３４３６８) (以 １∶ １０００ 稀释)、一
抗 ＭｙＤ８８ ( ａｂ２１９４１３ ) ( 以 １ ∶ １０００ 稀 释 ) 和 ＧＡＰＤＨ
(ａｂ９４８５)(以 １∶ １０００ 稀释)在 ４℃下孵育过夜ꎬ将膜与辣

根过氧化物酶偶联的二抗山羊抗小鼠 ＩｇＧ ( Ｂｉｏ － Ｒａｄꎬ
ＵＳＡ)(以 １∶ １０００ 稀释)或二抗山羊抗兔 ＩｇＧ(Ｂｉｏ－Ｒａｄ)
(以 １∶ １０００ 稀释)在常温下孵育 １.５ｈꎮ 用增强的化学发光

试剂检测蛋白条带ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 系统定量ꎮ ＧＡＰＤＨ 为

内参ꎮ
统计学分析:使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０ 进行统计分析ꎮ

实验数据经检验呈正态分布、方差齐、用 ｘ±ｓ 表示ꎮ 多组

间比较采用单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬＰ<０.０５ 为差异具

有统计学意义ꎮ Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法进行事后校正分析ꎬ校正 Ｐ<
０.０１ 为差异具有统计学意义(ｋ＝ ５)ꎮ
２结果

２.１各组小鼠视网膜中 ＴＬＲ－９ ｍＲＮＡ 和 ＴＬＲ－９ 蛋白表

达变化情况　 各组小鼠视网膜中 ＴＬＲ－９ ｍＲＮＡ 的表达量

比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ５６０.１ꎬＰ<０.０００１)ꎬ见表 １ꎮ
ＲＴ－ｑＰＣＲ结果见图 １ꎮ ＯＮＩ １ｄ 组视网膜中 ＴＬＲ－９ ｍＲＮＡ
的表达量与空白对照组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ
　 　

图 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测各组小鼠视神经损伤后 ＴＬＲ－９ ｍＲＮＡ的

表达情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白对照组ꎮ
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表 １　 各组小鼠视网膜中 ＴＬＲ－９ 和 ＭｙＤ８８ 的表达情况 (ｎ＝ ６ꎬｘ±ｓ)
组别 ＴＬＲ－９ ｍＲＮＡ ＴＬＲ－９ 蛋白 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ ＭｙＤ８８ 蛋白

空白对照组 １.０９７６±０.０６１０ １.０２２６±０.０６０２ １.０１８０±０.０５９９ １.０３７０±０.０７４１
ＯＮＩ １ｄ 组 １.３７２０±０.１８２９ １.１４２９±０.０９０２ １.２５７５±０.０８９８ １.０６６７±０.０５９３
ＯＮＩ ３ｄ 组 ６.０６７０±０.３０４９ ４.７２１８±０.３００８ ４.３１１４±０.２６９５ ４.２９６３±０.２６６７
ＯＮＩ ５ｄ 组 １５.９７５６±０.８８４１ ８.１２０３±０.４５１１ １４.４３１１±０.７４８５ ７.１４０７±０.４５９３
ＯＮＩ ７ｄ 组 １１.２１９５±１.０３６６ ４.２７０７±０.２５５６ ９.２２１６±１.１０７８ ５.２２９６±０.４０００
ＯＮＩ １４ｄ 组 ４.６６４６±０.４５７３ ３.１８８０±０.１３５３ ４.３７１３±０.５６８９ ２.７５５６±０.２２２２

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ５６０.１ ３０５.５ ４３９.３ ４２２.６
Ｐ <０.０００１ <０.０００１ <０.０００１ <０.０００１

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测小鼠视神经损伤后 ＴＬＲ－９ 蛋白的

表达情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白对照组ꎮ

ＯＮＩ ３ｄ、 ＯＮＩ ５ｄ、 ＯＮＩ ７ｄ、 ＯＮＩ １４ｄ 组视网膜中 ＴＬＲ － ９
ｍＲＮＡ 的表达量与空白对照组比较明显增加ꎬ差异均有统

计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 各组小鼠视网膜中 ＴＬＲ－９ 蛋白的表

达比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３０５.５ꎬＰ<０.０００１)ꎬ见表 １ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 结果见图 ２ꎮ ＯＮＩ １ｄ 组视网膜中 ＴＬＲ－９ 蛋

白的表达量与空白对照组比较差异无统计学意义(Ｐ >
０.０５)ꎻＯＮＩ ３ｄ、 ＯＮＩ ５ｄ、 ＯＮＩ ７ｄ、 ＯＮＩ １４ｄ 组视网膜中

ＴＬＲ－９蛋白的表达量与空白对照组比较明显增加ꎬ差异均

有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ ＴＬＲ－９ ｍＲＮＡ 和ＴＬＲ－９蛋白的

变化规律为 ＯＮＩ ３ｄ 表达开始升高ꎬＯＮＩ ５ｄ 达到顶峰ꎬ
ＯＮＩ ７ｄ表达开始下降ꎬ ＯＮＩ １４ｄ 表达依然高于空白对

照组ꎮ
２.２各组小鼠视网膜中 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 和 ＭｙＤ８８ 蛋白表
达变化情况 　 各组小鼠视神经损伤后视网膜中 ＭｙＤ８８
ｍＲＮＡ 的表达比较差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ４３９. ３ꎬ Ｐ<
０.０００１)ꎬ见表 １ꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果见图 ３ꎮ ＯＮＩ １ｄ 组视网
膜中 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 的表达量与空白对照组比较差异无统
计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻＯＮＩ ３ｄ、ＯＮＩ ５ｄ、ＯＮＩ ７ｄ、ＯＮＩ １４ｄ 组
视网膜中 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 的表达量与空白对照组比较均明
显增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 各组小鼠视神
经损伤后视网膜中 ＭｙＤ８８ 蛋白的表达比较差异有统计学
意义(Ｆ＝ ４２２.６ꎬＰ<０.０００１)ꎬ见表 １ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 结果见
图 ４ꎬＯＮＩ １ｄ 组视网膜中 ＭｙＤ８８ 蛋白的表达量与空白对
照组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻＯＮＩ ３ｄ、ＯＮＩ ５ｄ、
ＯＮＩ ７ｄ、ＯＮＩ １４ｄ 组视网膜中 ＭｙＤ８８ 蛋白的表达量与空白

图 ３　 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测小鼠视神经损伤后ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ的表达
情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白对照组ꎮ

对照组比较均明显增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 和 ＭｙＤ８８ 蛋白的变化规律为 ＯＮＩ ３ｄ 表达
开始升高ꎬ ＯＮＩ ５ｄ 达到顶峰ꎬ ＯＮＩ ７ｄ 表达开始下降ꎬ
ＯＮＩ １４ｄ表达依然高于空白对照组ꎮ
３讨论

视神经是中枢神经的一部分ꎬ是将视觉信息从眼部传
输到大脑的重要结构ꎬ视神经损伤后会激活多种继发性损
伤机制ꎬ从而导致不可逆的视力损伤[８]ꎮ 临床对于视神经
损伤的治疗主要有手术治疗和药物ꎬ手术的有效率在一半
左右ꎬ而药物治疗的疗效也不确定ꎬ能不能有更好的治疗
方法来挽救视神经损伤患者的视力仍是我们要迫切解决
的问题ꎮ

Ｔｏｌｌ 样受体(ＴＬＲｓ)家族是一类重要的表面模式识别
受体ꎬ其信号通路是介导免疫细胞产生固有免疫应答的极
为重要的机制ꎮ 人类 ＴＬＲ 家族已发现 １０ 个成员(ＴＬＲ１~
１０)ꎬ可分为两类:表达于细胞膜上和表达于胞内细胞器
膜上ꎮ ＴＬＲ－９ 表达于细胞器膜上ꎬ主要识别细胞质中的
病毒或细菌[９]ꎮ ＴＬＲｓ 可以在多种疾病中参与炎症反应的
过程[１０－１２]ꎮ 有研究发现阻断 ＴＬＲ 介导的 ＭｙＤ８８ 依赖的
ＭＡＰＫ 信号通路能够减轻颗粒物诱导的炎症反应[１３]ꎮ 也
有研究发现 ＴＬＲ－９ 的缺乏会加重一些自身免疫性疾病的
病情ꎮ 有研究发现狼疮倾向的 Ｓｌｅ１ 小鼠与 ＴＬＲ－９ 缺乏的
鼠杂交形成 Ｓｌｅ１ＴＬＲ－９ 小鼠ꎬ小鼠病情比 Ｓｌｅｌ 小鼠更加严
重[１４]ꎮ ＴＬＲ－９ 在眼科相关疾病的研究少见报道ꎬ我们的
研究发现视神经损伤后视网膜中的 ＴＬＲ － ９ ｍＲＮＡ 和
ＴＬＲ－９蛋白水平都显著增加ꎬ与空白对照组比较具有统计
学意义ꎬ这提示 ＴＬＲ－９ 可能在视神经损伤的病程中起重
要作用ꎮ 但是它对疾病的发展起到的是正向的作用还是
负向的作用还有待我们进一步研究ꎮ 　 　
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测大鼠视神经损伤后 ＭｙＤ８８ 蛋白的表达情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白对照组ꎮ

　 　 有研究发现ꎬ眶内视神经损伤后 ５~ ６ｄ 视网膜神经节
细胞开始不可逆的凋亡[１５]ꎮ 我们的研究也发现了视神经
损伤后 ＴＬＲ－９ 在视网膜中表达变化的规律ꎬＴＬＲ－９ 的表
达在视神经损伤后 ３ｄ 开始升高ꎬ损伤后 ５ｄ 达到顶峰ꎬ损
伤后 ７ｄ 表达开始下降ꎬＴＬＲ－９ 的表达早于神经节细胞开
始凋亡的时间ꎬＴＬＲ－９ 的升高可能与神经节细胞的凋亡
有关ꎮ 这也为我们后续的研究提供的一定的实验基础ꎬ也
为治疗干预的时间窗选择提供了依据ꎮ

ＭｙＤ８８ 基因主要表达于免疫细胞中ꎬ最初在髓样细
胞的分化过程中被发现ꎬ是细胞质中的一种可溶性蛋白ꎮ
ＭｙＤ８８ 是细胞内信号传导的关键衔接蛋白ꎬ能够介导多
种 Ｔｏｌｌ 样受体(ＴＬＲｓ)、白细胞介素 １ 受体( ＩＬ－１Ｒ)及白
细胞介素－１８ 受体( ＩＬ－１８Ｒ)的信号传递ꎬ在固有免疫中
担任重要角色[１６]ꎮ 研究发现大鼠视神经损伤后 ＴＬＲ－４
与 ＭｙＤ８８ 表达增加ꎬ脂肪干细胞移植能够降低视神经损
伤大鼠 ＴＬＲ－ ４ 与 ＭｙＤ８８ 表达ꎬ改善大鼠的视功能[１７]ꎮ
Ｓｙｅｄａ 等[１８]对 ＭｙＤ８８ 基因敲除小鼠的研究发现ꎬ与空白
对照组相比基因敲除组促炎性细胞因子分泌显著减少ꎬ激
活的视网膜小胶质细胞数量减少、聚集减弱ꎬ视网膜光感
受器细胞的凋亡坏死明显减少ꎮ 我们的研究发现小鼠视
神经损伤后 ＭｙＤ８８ 的表达变化规律与 ＴＬＲ－９ 的表达变
化规律是一致的ꎬ这也证明 ＴＬＲ－９ / ＭｙＤ８８ 信号通路与小
鼠视神经损伤进程的相关性ꎮ ＭｙＤ８８ 激动剂和抑制剂可
以调节 ＭｙＤ８８ 的表达ꎬ从而在疾病中起到治疗的作用ꎮ

视神经损伤的治疗是临床的难题ꎬ我们的研究发现
ＴＬＲ－９和 ＭｙＤ８８ 可能是视神经损伤疾病病程进展过程的
重要影响因素ꎬ调节 ＴＬＲ－９ 和 ＭｙＤ８８ 的表达可能成这类
疾病治疗的一个靶点ꎮ
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