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Abstract
誗AIM: To observe the expression of Glia fibrillary acidic
protein ( GFAP ) in M俟ller cells on mild blunt ocular
trauma in rabbits.
誗METHODS: Twenty rabbits (40 eyes) were randomly
divided into two groups: normal control group,
contusion group. The rabbit retina was injured by 3J
energy contusion caused by a free falling iron bar hitting
the cornea. The eyes were enucleated at different time
and made as paraffin sections for GFAP
immunohistochemistry staining. The positive rate and
gray scale value of retinal GFAP expression were
measured with computer image analysis system, and
analyzed statistically with package of SPSS 12. 0 for
Windows.
誗RESULTS: There was little brown positive GFAP stain
in internal limiting membrane in normal control group.
The GFAP stain strengthened at the first day after
contusion. As times went by, the GFAP stain went
through internal limiting membrane to nerve fiber layer,
ganglionic layer, inner plexiform, outer nuclear layer
and neuroepithelial layer, statistical analysis of average
gray scale and positive area ratio of GFAP also presented
that there was statistical significance between normal
control group and contusion group(P <0. 05) .
誗 CONCLUSION: The intensity of GFAP expression
continues to grow up gradually after ocular contusion.

M俟ller cells gliosis have recovery function in the early
stage after ocular contusion.
誗 KEYWORDS: ocular contusion; M俟ller cells; Glia
fibrillary acidic protein; rabbit
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摘要
目的:探讨眼球钝挫伤后视网膜 M俟ller 细胞表达 GFAP
的变化规律。
方法:20 只兔子 40 眼随机分为正常对照组、挫伤组,以
3J 能量自由落体的方式制作兔眼挫伤性视网膜病变模
型,于不同时段将动物麻醉致死,摘除眼球,制成病理切
片用于 GFAP 免疫组织化学染色。 图像分析系统测量视
网膜 GFAP 表达阳性率与灰度值,并应用 SPSS 12. 0 软件
包进行统计学分析。
结果:挫伤组和正常对照组视网膜内界膜下可见少许棕
色阳性 GFAP 着色。 挫伤组伤后 1d,GFAP 的阳性表达开
始加强,随伤后时间的推移,GFAP 的免疫染色已从内界
膜向神经纤维层、节细胞层、内丛状层、外核层,直至神经
上皮层下发展,并呈现着色加深的强阳性表达。 GFAP 表
达的平均灰度值的统计学分析结果也显示:挫伤组和正
常对照组存在统计学差异(P<0. 05)。
结论:眼球钝挫伤后视网膜 M俟ller 细胞 GFAP 的表达持
续增强,早期 M俟ller 细胞反应性胶质化对视网膜损伤有
修复作用。
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0 引言
摇 摇 眼钝挫伤是常见的眼外伤,由机械性外力所致,可引
起眼内多种结构的改变。 眼球钝挫伤引起的视网膜脉络
膜病变是眼外伤后视力丧失的主要原因之一[1],然而,由
于眼后节损伤的复杂性,早期常被忽视,耽误治疗时机。
而研究表明,由于 M俟ller 细胞具有对视网膜神经元细胞
支持和保护作用,它在视网膜损伤后早期就有明显的病
理改变。 胶质细胞酸性蛋白(Glia fibrillary acidic protein,
GFAP)的过度表达被认为是病理条件下星型胶质细胞发
生反应性胶质化的标记[2]。 本课题旨在通过兔眼钝挫伤
动物模型,应用免疫组织化学法来探讨轻度眼钝挫伤后
视网膜 M俟ller 细胞表达 GFAP 的变化规律及其与视网膜
病理变化的关系,为进一步研究 M俟ller 细胞在视网膜损
伤中的作用机制奠定基础。

7461

Int Eye Sci, Vol. 12, No. 9, Sep. 2012摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com



摇 摇 摇 摇 图 1摇 各组不同时间点兔视网膜中 GFAP蛋白的表达变化(SABC伊400) 摇 A:正常对照组;B:挫伤组 3h;C:挫伤组
摇 摇 摇 摇 1d;D:挫伤组 3d;E:挫伤组 7d;F:挫伤组 14d。

1 材料和方法

1. 1 材料摇 采用成都军区昆明总医院动物科提供的健康

日本大耳白兔20 只40 眼,雌雄兼用,体质量1. 5 ~2. 5kg,外
眼及眼底检查均正常。 铁棒 1 根, 直径 13mm, 质量

130g,钝端;透明玻璃管 1 根, 直径 15mm,长 90cm。 鼠过

氧化物酶一抗显色 EnvisionTM 系统(丹麦 Dako 公司,
1颐50),SP 免疫组织化学染色试剂盒,DAB (二氨基联苯

胺)显色试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司)。
1. 2 方法摇 健康日本大耳白兔 20 只 40 眼随机分为伤后

1 / 8, 1, 3, 7, 14d 共 5 组, 每组 4 只 8 眼, 任意致伤 1 眼

为挫伤眼, 另 1 眼为自身对照眼。 白兔以 30g / L 戊巴比

妥钠按 1mL / kg 体质量自耳缘静脉注射麻醉后, 将其头部

置于垂直固定的玻璃管下方,兔角膜中央与玻璃管内径中

央相重合, 以钝端铁棒自玻璃管上端(距角膜高度 90cm)
垂直落下以自由落体方式打击角膜中央, 致伤能量为 3J
(E=mg·h) , 伤后氯霉素滴眼液点眼。 分别于伤后 1 / 8,
1, 3, 7, 14d 将兔麻醉致死摘除眼球, 10%中性福尔马林

固定, 切去眼前节和玻璃体,从视乳头的颞侧 2mm 处垂

直切开眼球, 常规乙醇脱水, 石蜡包埋, 作经线方向的垂

直切片,5滋m 厚切片用于 HE 染色和 GFAP 免疫组织化学

染色。 正常兔视网膜为正常对照,阴性对照以正常羊血清

代替兔抗牛 GFAP 抗体对损伤的兔视网膜组织切片染色。
每只眼球取 3 张切片, 每张切片于 400 倍高倍镜下随机

选 5 个视野, 采用计算机图像分析仪对 GFAP 阳性染色

的平均灰度值进行测量, 求其平均值代表该切片的测量

值以代表 GFAP 阳性染色强度。

摇 摇 统计学分析:实验数据以均数依标准差(軃x依s)表示,
所有数据均采用 SPSS 12. 0 for Windows 软件包进行单因

素方差分析及 t 检验, P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 HE染色观察兔视网膜形态学变化摇 正常对照组兔眼

视网膜染色均匀,形态结构正常,层次清楚,光感受器内外

节排列整齐规则,分界清晰, 内外核层排列紧密,细胞形

态规整。 挫伤组伤后 3h 视网膜组织全层水肿,内外核层

结构排列紊乱,分界不清,细胞间隙稀疏,内外节可见空泡

样变性。 挫伤后 1d,水肿加重,尤以内层为主,内核层细

胞间隙进一步增宽,内界膜部分区域破裂,神经纤维层及

内丛状层极度稀疏。 伤后 3d, 水肿逐渐开始消退,脉络

膜还残留血管扩张出血。 伤后 7d,水肿大部分消退,出
血吸收。 伤后 14d,视网膜结构已基本恢复正常,外核层

厚度未见明显改变,但内核层略变薄,神经节细胞数量

减少。
2. 2 免疫组织化学检测兔视网膜中 GFAP 蛋白的表达 摇
正常兔视网膜及挫伤后不同时间点的视网膜标本的组织

切片染色显示:正常视网膜内界膜下可见少许棕色阳性

GFAP 着色(图 1A),其余视网膜各层未见阳性 GFAP 着

色;视网膜挫伤后 3h 的组织切片 GFAP 染色与正常兔视

网膜相似,呈弱阳性表达且阳性部位多位于 M俟ller 细胞的

终足区内界膜处(图 1B);伤后 1d,视网膜神经纤维层和

节细胞层有增多的 GFAP 阳性染色,随伤后时间的推移,
内丛状层、内核层、外丛状层可见稀疏的垂直于视网膜长

轴分布的线条状 GFAP 阳性着色(图 1C,D)。 伤后 7d,视
网膜可见较密集的线条状 GFAP 染色贯穿于内、外界膜之

间(图 1E)。 伤后 14d,内、外界膜之间 GFAP 阳性染色进

一步加深密集 (图 1F),表明在观察时间内 ,视网膜内、外
界膜之间的 GFAP 表达随时间延长逐渐增加。 GPAP 表达

更为密集,着染加深,阳性部位面积扩大,几近遍布整个胞

浆。 GFAP 表达阳性率和平均灰度值的统计学分析结果

显示(表 1,2):挫伤组与正常对照组相比,除伤后 3h 无统

计学差异,其余各时间段均存在显著的统计学差异(P<
0郾 05)。
3 讨论

摇 摇 M俟ller 细胞是脊椎动物视网膜中特有和最主要的星
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表 1摇 各组兔视网膜 GFAP表达灰度的比较 軃x依s
时间 对照组 挫伤组 P
3h 62. 05依10. 82 69. 71依9. 29 >0. 05
1d 61. 84依12. 18 73. 19依6. 89 <0. 05
3d 63. 75依11. 74 89. 96依8. 28 <0. 05
7d 63. 52依9. 12 101. 14依5. 68 <0. 05
14d 62. 71依9. 69 105. 79依4. 58 <0. 05

表 2摇 各组兔视网膜 GFAP表达阳性率(阳性面积 /总面积)的

比较 軃x依s
时间 对照组 挫伤组 P
3h 5. 25依1. 57 5. 83依1. 43 >0. 05
1d 6. 11依1. 96 6. 10依0. 93 <0. 05
3d 5. 63依1. 21 14. 62依1. 91 <0. 05
7d 5. 13依1. 55 26. 23依3. 06 <0. 05
14d 5. 38依1. 54 27. 95依3. 26 <0. 05

形胶质细胞[3]。 M俟ller 细胞不仅起着支持和营养神经元

的作用,还参与维持细胞外离子的稳定及参与谷氨酸盐循

环、突触传递等作用。 GFAP 是一种分子量为 50kD,直径

10nm、胶质细胞或胶质细胞来源的特有的中间丝蛋白,是
构成胶质细胞支架的主要部分,常被作为胶质细胞的特征

性标记物应用于免疫研究[4]。 视网膜的各种疾病与损伤

都会使M俟ller 细胞发生特征性改变[5],主要包括M俟ller 细
胞的神经胶质增生反应、细胞肿胀、细胞增生、细胞骨架蛋

白 GFAP 和 Vimentin 等表达上升等[6,7]。 其中 GFAP 过度

表达被认为是病理条件下星型胶质细胞发生反应性胶质

化的标记。 过去人们认为胶质瘢痕妨碍神经轴突再生,现
在认为至少在损伤的早期阶段,反应的星形细胞实际上具

有修复功能,M俟ller 细胞的胶质化增生填补了神经元坏死

的空间,维持了残存神经细胞的生存,调控神经元内环境

的稳定,发挥神经保护作用。
摇 摇 本实验观察到兔眼钝挫伤后 1d 视网膜 GFAP 开始表

达增强,出现 GFAP 阳性的细胞数目增多,胞体增大,突起

增长,GFAP 表达在视网膜挫伤后 7d 到达一个峰值,14d
GFAP 表达与 7d 相差无几。 同时我们观察到,随着 GFAP
表达的增强,兔眼视网膜损伤情况也逐渐改善,水肿渗出

逐渐吸收,视网膜各层结构也慢慢恢复正常。 这说明,在
视网膜损伤的早期阶段,反应的星形细胞实际上具有修复

功能,视网膜损伤后的修复可能与星形胶质细胞的活化有

关,活化的 M俟ller 细胞提高了灭活兴奋性谷氨酸的能力,

提高了修补血 -视网膜屏障及维持水电酸碱平衡的能

力[8]。 同时, M俟ller 还可象吞噬细胞一样,清除神经元变

性坏死产生的碎片及代谢产物,避免这些物质对周围存活

神经元产生毒性作用。 此外,活化的 M俟ller 细胞还能合成

和分泌多种细胞因子,如神经生长因子(NGF)、碱性成纤

维生长因子(bFGF)、细胞粘连分子(跨膜糖蛋白 CD4)、层
粘连蛋白、纤维粘连蛋白及其它细胞外基质组成成分[9],
他们对维持神经元的生存、发育、再生和分化有重要作

用[10]。 这对视网膜的损伤后修复过程有着重要的作用。
摇 摇 本研究结果显示,视网膜挫伤后视网膜 M俟ller 细胞表

达 GFAP 逐渐增强, M俟ller 细胞胶质化增生在视网膜损伤

的早期具有修复作用。 而在损伤后期,过度的胶质化的发

生又可导致视网膜胶质瘢痕增生,影响视网膜神经细胞的

再生和功能恢复,阻碍视网膜组织结构的修复[11],对视网

膜功能的恢复产生不利影响。 因此,如何把这种胶质化限

制在一个可控水平,是今后的一个研究方向。
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