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摘要
目的:研究不同程度牵拉力对大鼠视网膜神经节细胞
(ＲＧＣｓ)存活率和神经传导功能的影响ꎬ探讨 ＲＧＣｓ 自噬
水平对上述指标的影响ꎮ
方法:选取健康雄性 ＳＤ 大鼠 ３０ 只随机分为空白组、假手
术组、０.１５Ｎ 组、０.３Ｎ 组、０.６Ｎ 组ꎬ每组各 ６ 只ꎮ 模型组采
用横向定量牵拉法制作视神经损伤大鼠模型ꎮ 空白组大
鼠不予处理ꎮ 假手术组仅暴露视神经ꎬ不予牵拉ꎮ 造模后
第 １、３ｄ 行闪光视觉诱发电位(ｆ－ＶＥＰ)检查ꎬ第 ３ｄ 取视网
膜组织行 Ｂｒｎ－３ａ 免疫组织化学染色观察 ＲＧＣｓ 存活情
况ꎬ透射电子显微镜观察自噬小体ꎬ蛋白质印迹法检测
ＬＣ３ＢⅡ / Ⅰ蛋白表达水平ꎮ
结果:造模后第 ３ｄꎬ与假手术组比较ꎬ模型组大鼠 ｆ－ＶＥＰ
Ｐ２ 潜伏期延长ꎬ振幅降低ꎬ视网膜组织中 ＲＧＣｓ 存活率降
低ꎬＬＣ３ＢⅡ / Ⅰ蛋白表达水平降低ꎬ且各组大鼠视网膜组
织中均可见自噬小体ꎮ
结论:视神经牵拉伤会降低大鼠早期视网膜自噬水平ꎬ导
致 ＲＧＣｓ 死亡和相应的神经传导功能障碍ꎬ且不同牵拉力
造成的损伤程度不同ꎬＲＧＣｓ 存活情况可能与其自噬水平
有关ꎮ
关键词:自噬ꎻ外伤性视神经病变ꎻ视网膜神经节细胞ꎻ横
向定量牵拉法ꎻ闪光视觉诱发电位
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０引言

外伤性视神经病变( ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙꎬＴＯＮ)
在闭合性头颅外伤中约占 ２％ ~５％ [１]ꎬ是眼外伤的重要急

症之一ꎬ也是头部损伤中的严重并发症之一ꎮ 该病预后不

佳ꎬ患者常出现急性视功能下降ꎬ超过 ６０％的患者视力仅

为光感甚至无光感[２]ꎮ 目前治疗视神经损伤的方法主要

有视神经管减压术和激素冲击治疗等ꎮ 然而ꎬ目前还没有

一种药物或手术方法对受损视神经的保护有明确的疗效ꎮ
探究视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬＲＧＣｓ)的损

伤机制、寻求更有效的保护 ＲＧＣｓ 的措施是研究 ＴＯＮ 的热

点ꎮ 实验动物模型是研究 ＴＯＮ 损伤保护的关键技术之

一ꎬ本课题组前期实验证实横向定量牵拉法可导致大鼠

ＲＧＣｓ 损伤[３]ꎬ但损伤的具体机制尚待进一步研究ꎮ 大量

研究发现ꎬ自噬(ａｕｔｏｐｈａｇｙ)的发生与细胞凋亡、坏死密切

相关ꎮ 自噬是细胞在应激条件下的一种自我保护过程ꎬ细
胞在外界环境因素的影响下ꎬ对其内部受损的细胞器、错
误折叠蛋白质和侵入其内的病原体进行降解ꎻ病理条件

下ꎬ自噬作为适应性应激反应能够有效促进细胞存活[４]ꎬ
这对外伤后 ＲＧＣｓ 的保护非常重要ꎮ 为进一步研究自噬

对 ＴＯＮ 后 ＲＧＣｓ 的影响ꎬ本研究运用闪光视觉诱发电位

( ｆｌａｓｈ ｖｉｓｕａｌ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬｆ－ＶＥＰ)技术与分子生物学技

术探索牵拉伤对大鼠 ＲＧＣｓ 自噬水平的影响ꎮ
１材料和方法

１.１材料

１.１.１实验动物及分组　 选择 ＳＰＦ 级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ３０
只(购自北京维通利华实验动物有限公司)ꎬ体质量 ２２０±
２０ｇꎬ双眼外观正常ꎬ检查双眼屈光间质清ꎬ瞳孔等大等圆ꎬ
对光反射灵敏ꎬ眼底无异常ꎮ 饲养于北京中医药大学东方

医院实验中心ꎬ自由摄食、饮水ꎬ室内通风干燥ꎮ 按照随机

数字表分为空白组、假手术组、０.１５Ｎ(牛顿)组、０.３Ｎ 组、
０.６Ｎ 组ꎬ每组各 ６ 只ꎮ 本研究通过北京中医药大学动物

实验伦理审查(Ｎｏ.２０２００７)ꎮ
１.１.２ 主要试剂和仪器设备 　 主要试剂:苏木素染液

(ＭＤＬꎬ货号 ＭＤ９１１４７７)ꎻＤＡＢ ｋｉｔ (中杉金桥ꎬ货号 ＺＬＩ －
９０１７)ꎻＬＣ３Ｂ 抗体(Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎬ货号 ８３５０６ｓ)ꎻＢｒｎ－３ａ 抗

体 ( Ａｂｃａｍꎬ 货 号 ａｂ２４５２３０ )ꎻ 二 抗 ( ＭＤＬꎬ 货 号

ＭＤ９１２５６６)ꎮ 主 要 仪 器 设 备: 石 蜡 切 片 机 ( Ｌｅｉｃａꎬ
ＲＭ２２３５)ꎻ显微镜( ＬｅｉｃａꎬＤＭ３０００)ꎻ电泳仪(北京百晶生

物技术有限公司ꎬＢＧ－ｓｕｂＭＩＤＩ)ꎻＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 化学发光

成像系统(Ｂｉｏ－ｒａｄꎬ１７０－８２８０)ꎮ
１.２方法

１.２.１视神经牵拉伤模型构建　 采用横向定量牵拉法制作

视神经损伤大鼠模型[５]ꎬ具体方法如下:２％戊巴比妥钠腹

腔注射全身麻醉大鼠ꎬ待角膜反射消失ꎬ用镊子轻夹下肢

脚趾无反应时即为麻醉成功ꎻ麻醉成功后取俯卧位ꎬ在体

式显微镜下操作ꎬ剪开大鼠右眼颞侧眶缘皮肤约 １ｃｍꎬ摘

除部分眶脂肪ꎬ剪断(亦可保留)上直肌和外直肌ꎬ向眶尖

部钝性分离直至暴露视神经ꎬ采用 ６－０ 聚酯缝合线在球

后 １~２ｍｍ 处圈住视神经并打结(圈长等于视神经横截面

周长ꎬ注意不能拉紧)ꎬ缝线另一头连接横向拉力计(最小

刻度 ０.０１Ｎ)ꎬ根据分组不同ꎬ以 ０.１５、０.３、０.６Ｎ 拉力垂直

于视神经水平牵拉并持续 ２０ｓꎮ 牵拉完成后立即观察ꎬ如
术眼瞳孔散大、直接对光反射消失、间接对光反射存在、眼
底视网膜无血管闭塞ꎬ则为造模成功ꎮ 空白组大鼠不予处

理ꎮ 假手术组仅暴露视神经ꎬ不予牵拉ꎮ 造模成功后ꎬ将
眼球恢复原位ꎬ缝合伤口ꎬ在眼睑上涂用红霉素眼膏敷眼

以抗炎ꎬ后将大鼠放回笼中ꎬ观察呼吸有无异常ꎮ
１.２.２ ｆ－ＶＥＰ测量　 各组随机选择大鼠 １ 只ꎬ于造模后第

１、３ｄ 将大鼠暗适应 ２ｈꎻ麻醉方法同前ꎻ麻醉成功后将大鼠

固定于视觉电生理仪托盘上ꎬ双眼各点 １ 滴复方托吡卡胺

充分散瞳ꎻ对侧眼使用不透光眼罩遮盖ꎻ连接电极ꎬ记录电

极从双耳连线中点皮下向头侧进针约 １ｃｍꎬ参考电极置于

待查眼的同侧颊部ꎬ地电极置于尾部皮下ꎻ使用眼科罗兰

电生理仪进行测量ꎬ每只眼球重复测量 ３ 次ꎬ使用仪器自

动峰型识别确定实验大鼠 ｆ－ＶＥＰ Ｐ２ 潜伏期和振幅(其中

Ｐ２ 振幅为 Ｐ２－Ｎ２ 数值)ꎮ
１.２.３取材　 各组均于造模后第 ３ｄ 取材ꎮ １０％水合氯醛

过量麻醉处死大鼠ꎬ完整摘取眼球ꎬ每组随机选取 ２ 只眼

球投入多聚甲醛固定液中进行免疫组织化学和透射电子

显微镜观察ꎬ其余 ４ 只眼球置于冰上分离视网膜ꎬ沿冠状

面剪去角膜、虹膜及晶状体ꎬ用镊子缓慢钝性分离视网膜ꎬ
小心剥离视网膜置于冻存管中ꎬ立即投入液氮保存ꎮ
１.２.３.１免疫组织化学染色观察 ＲＧＣｓ 存活情况　 视网膜

组织切片脱脂ꎬ逐次水化ꎬ去除过氧化物酶ꎬ抗原修复ꎬ羊
血清封闭后ꎬ加入一抗 Ｂｒｎ－３ａ 抗体(１∶ ２００)ꎬ４℃摇床孵育

过夜ꎬ加入相应的二抗ꎬ于 ３７℃恒温箱中孵育ꎬＰＢＳ 冲洗ꎬ
ＤＡＢ 显色ꎬ苏木精复染ꎬ梯度脱水ꎬ烤干封片ꎮ 每张切片

随机选取 １０ 个高倍视野ꎬ采用定量软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析结

果ꎬ蓝色有核细胞数量为视网膜神经节细胞层(ＧＣＬ)细胞

总数ꎬ棕色细胞数量为含 Ｂｒｎ－３ａ 蛋白的细胞(阳性细胞)
数ꎬ即 ＲＧＣｓ 存活细胞数ꎬ记录各组 ＧＣＬ 层的细胞总数和

阳性细胞数ꎬ计算阳性细胞百分比ꎮ
１.２.３.２ 透射电子显微镜观察自噬小体变化　 视网膜组织

经 １％锇酸固定、２％醋酸水溶液快速染色、乙醇脱水、浸
透、包埋、切片后ꎬ采用醋酸铀和枸橼酸铅进行双重染色后

用清水洗净ꎬ置于透射电子显微镜下观察视网膜组织中自

噬小体并拍照记录ꎮ
１.２.３.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测视网膜组织中自噬相关蛋

白表达水平　 取视网膜组织ꎬ每组 ４ 个视网膜混合为 １ 个

样本ꎬ冰浴超声裂解组织后ꎬ用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ取
６０μｇ 样品ꎬ加入 Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液ꎬ混匀ꎮ １００℃ 沸水处理

１０ｍｉｎꎬ蛋白变性ꎮ 采用蛋白质印迹 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检

测视网膜组织自噬相关蛋白 ＬＣ３Ｂ Ⅱ / Ⅰ 表达水平ꎮ
β－ａｃｔｉｎ作为内参ꎮ ＵＶＰ 软件采集图片结果ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件

计算各组灰度值ꎮ
统计学分析:采用 Ｒ４.０.３ 统计软件进行统计分析ꎮ

计量资料经 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 正态性检验均符合正态分布ꎬ满
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足方差齐性ꎬ数据以均数±标准差( ｘ±ｓ)表示ꎬ造模后第

１、３ｄ ｆ－ＶＥＰ 检测结果的比较均采用配对样本 ｔ 检验ꎻ多组

间比较采用单因素方差分析ꎬ若差异有统计学意义ꎬ采用

ＬＳＤ－ｔ 法进行组间两两比较ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ
２结果

２.１各组大鼠 ｆ－ＶＥＰ Ｐ２潜伏期和振幅比较　 造模后第 １、
３ｄꎬ各组大鼠 ｆ－ＶＥＰ 检查均可引出正常 Ｎ－Ｐ－Ｎ 波形ꎮ 与

假手术组相比ꎬ造模后第 １ｄꎬ各模型组手术眼振幅及潜伏

期差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ但造模后第 ３ｄ 各模型

组手术眼振幅均降低ꎬ潜伏期延长ꎬ差异均有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎬ表明造模后大鼠视神经传导功能下降ꎮ 此外ꎬ
造模后第 ３ｄꎬ各模型组手术眼潜伏期较造模后第 １ｄ 延

长ꎬ但差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 １ꎬ表 １ꎮ
２.２各组大鼠 ＲＧＣｓ 存活情况　 各组大鼠视网膜 ＧＣＬ 层

均可见 Ｂｒｎ－３ａ 表达ꎬ阳性细胞百分比差异有统计学意义

(Ｆ＝ １１.０５ꎬＰ ＝ ０.００１)ꎬ０.１５Ｎ 组、０.３Ｎ 组、０.６Ｎ 组阳性细

胞百分比低于假手术组ꎬ０. ６Ｎ 组阳性细胞百分比低于

０.１５Ｎ组和 ０.３Ｎ 组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 表明

模型组 ＲＧＣｓ 存活率低于假手术组ꎬ且 ０.６Ｎ 组较 ０.１５Ｎ 组

和 ０.３Ｎ 组低ꎬ见图 ２ꎬ表 ２ꎮ
２.３ 各组大鼠视网膜组织中自噬小体情况 　 空白组和假

手术组大鼠 ＲＧＣｓ 形态较正常ꎬ有较完整的细胞核、线粒

体、溶酶体ꎬ而 ０.１５Ｎ 组、０.３Ｎ 组、０.６Ｎ 组大鼠 ＲＧＣｓ 形态

破坏ꎬ出现较多空泡结构ꎬ并可见大量增加的溶酶体ꎮ 各

组均可见由膜包裹部分细胞质和细胞内需要降解的细胞

器、蛋白质等形成封闭的、圆球形的结构ꎬ即自噬小体ꎬ见
图 ３ꎮ
２.４各组大鼠视网膜组织中 ＬＣ３ＢⅡ / Ⅰ蛋白表达水平 　
各组大鼠视网膜组织中 ＬＣ３ＢⅡ / Ⅰ蛋白表达水平比较ꎬ差
异有统计学意义(Ｆ ＝ １１.８１ꎬＰ ＝ ０.００１)ꎮ 与假手术组相

比ꎬ模型组 ＬＣ３ＢⅡ / Ⅰ蛋白表达水平均降低ꎬ其中 ０.３Ｎ 组

和 ０.６Ｎ 组与假手术组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎬＬＣ３ＢⅡ / Ⅰ表达水平随牵拉力度增加依次递减ꎬ但
各模型组间差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 表明 ０.３Ｎ
组和 ０.６Ｎ 组大鼠视网膜组织中自噬蛋白表达水平较假手

术组降低ꎬ见图 ４ꎬ表 ３ꎮ
３讨论

ＴＯＮ 是指由于外力冲击造成的急性视神经损伤ꎬ其
病理机制多为直接或间接性损伤造成的视神经撕断[６]、视
神经轴浆流阻断及视神经缺血性梗死ꎬ导致 ＲＧＣｓ 变性坏

死ꎬ引起 ＲＧＣｓ 凋亡ꎬ最终引起严重的视功能障碍ꎮ ＲＧＣｓ
的不可逆损伤和选择性丢失是 ＴＯＮ 发生发展的病理基

础[７]ꎮ Ｂｒｎ－３ａ 在鼠 ＲＧＣｓ 的分化、存活及轴突发育过程中

具有重要作用ꎬ可作为存活的 ＲＧＣｓ 的标记物ꎬ用于体外

识别大鼠视网膜 ＲＧＣｓꎬ且其在视网膜损伤后表达模式没

有改变ꎬ因此ꎬＢｒｎ－３ａ 可以作为一种可靠的标记物用于定

量评估 ＲＧＣｓ 的数目[８]ꎮ 在动物模型中ꎬ大鼠 ｆ－ＶＥＰ 较易

记录ꎬ波形易辨认ꎬ能反映大鼠视网膜和视觉传导通路基

本功能状态的改变ꎬ可作为实验中的常规指标使用[９]ꎮ
ｆ－ＶＥＰ中 Ｐ２ 较为稳健ꎬ因此 Ｐ２ 潜伏期及 Ｐ２ 振幅变化在

图 １　 各组大鼠 ｆ－ＶＥＰ Ｐ２ 潜伏期和振幅比较 　 Ａ:造模后第

１ｄꎻＢ:造模后第 ３ｄꎮ

临床上最为常用[１０－１１]ꎮ Ｐ２ 波峰延迟常见于脱髓鞘疾病ꎬ
Ｐ２ 振幅降低常见于以视神经轴索变性坏死为主要病理改

变的疾病ꎮ 研究表明ꎬ在大鼠缺血性视神经病变模型中ꎬ
Ｐ２ 振幅可用于评估 ＲＧＣｓ 的结构和功能ꎬＲＧＣｓ 损失可导

致 Ｐ２ 振幅衰减[１２－１３]ꎮ 本研究结果表明ꎬ模型组大鼠

ｆ－ＶＥＰ振幅及 ＲＧＣｓ 存活率均较假手术组降低ꎬ表明成功

造成大鼠手术眼出现视神经损伤并引起 ＲＧＣｓ 改变ꎮ
自噬是一种溶酶体依赖性的自我降解途径ꎬ其发生的

关键是自噬小体的形成ꎬ在透射电子显微镜下观察到自噬

小体结构是检测自噬发生的金标准ꎮ 自噬相关蛋白 ＬＣ３
是哺乳动物细胞中酵母自噬相关基因 ８ 的同源物ꎬ靶向定

位于自噬体膜分为Ⅰ型和Ⅱ型[１４]ꎮ 自噬发生时ꎬⅠ型与

自噬体膜表面的磷脂酰乙醇胺结合ꎬ形成Ⅱ型 ＬＣ３ꎬ
ＬＣ３ Ⅱ蛋白结合并始终位于细胞内自噬体膜上ꎬ其含量与

自噬泡数量呈正比ꎬ被认为是自噬体的标志分子[１５]ꎮ
本研究发现ꎬ视神经牵拉伤 ３ｄ 后大鼠视网膜组织中

自噬水平出现下降ꎬ且牵拉的力度与自噬水平呈负相关ꎮ
视神经损伤后自噬产生的时间仍存在争议ꎬＬｅｅ 等[１６]研究

发现青光眼模型大鼠在眼压升高 ７ｄ 后自噬蛋白的表达增

加具有统计学意义ꎬ且第 １、３ｄ 自噬蛋白表达水平出现下

降ꎻＲｕｓｓｏ 等[１７]通过前房加压制备大鼠视网膜缺血、ＲＧＣｓ
凋亡模型ꎬ造模后第 ６ｈ 自噬蛋白表达增加ꎬ第 ２４ｈ 自噬蛋

白水平下降至与第 ０ｈ 差异无统计学意义ꎮ 以上研究表明

大鼠视神经损伤后的自噬水平可能于第 ６ｈꎬ ７ｄ 出现两次

明显增加ꎬ但在 ６ｈ 与 ７ｄ 间自噬水平与损伤前无明显增加

甚至下降ꎮ 本研究结果表明ꎬ视神经牵拉伤 ３ｄ 后自噬水

平出现下降ꎬ且自噬水平与牵拉力度呈负相关ꎬ可能与自

噬水平高峰未到ꎬ同时 ＲＧＣｓ 的死亡有关ꎮ Ｌｅｅ 等研究证

明自噬激活剂雷帕霉素及饥饿均可提高自噬水平保护高

眼压模型大鼠 ＲＧＣｓ 的存活ꎬ自噬可降低 ＲＧＣｓ 对氧化损

伤的反应ꎬ抑制细胞凋亡以促进细胞存活[１８]ꎬ此外神经元

自噬可以阻止受损细胞器聚集和神经元中蛋白质的积累ꎬ
并通过清除轴突碎片或重塑细胞骨架以保护细胞功

能[１９]ꎮ 本研究中大鼠视网膜自噬水平与 ＲＧＣｓ 存活数量

呈正相关ꎬ证明自噬可能对 ＲＧＣｓ 具有保护作用ꎮ
然而ꎬ本研究尚存在不足之处:(１)因 ｆ－ＶＥＰ 检查具

有个体间差异及重复测量差异大的特点ꎬ本研究中各组大

鼠 Ｐ２ 潜伏期及振幅对比对其视功能的改变的可信度有
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图 ２　 免疫组织化学染色观察各组大鼠 ＲＧＣｓ存活情况　 Ａ:空白组ꎻＢ:假手术组ꎻＣ:０.１５Ｎ 组ꎻＤ:０.３Ｎ 组ꎻＥ:０.６Ｎ 组ꎮ ＲＮＦＬ:神经纤

维层ꎻＧＣＬ:神经节细胞层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻＯＰＬ:外丛状层ꎻＯＮＬ:外核层ꎮ 红色箭头:Ｂｒｎ－３ａ 表达阳性细胞ꎻ黑色箭头:其
他细胞ꎮ

图 ３　 透射电子显微镜观察各组大鼠视网膜组织中自噬小体　 Ａ:空白组ꎻＢ:假手术组ꎻＣ:０.１５Ｎ 组ꎻＤ:０.３Ｎ 组ꎻＥ:０.６Ｎ 组ꎮ 每组右图

为左图黑色框放大 ３ 倍ꎬ黑色箭头示自噬小体ꎮ

表 １　 各组大鼠手术眼 ｆ－ＶＥＰ Ｐ２ 潜伏期和振幅比较 ｘ±ｓ

组别 ｎ
造模后第 １ｄ

Ｐ２ 潜伏期(ｍｓ) Ｐ２ 振幅(Ｖ)
造模后第 ３ｄ

Ｐ２ 潜伏期(ｍｓ) Ｐ２ 振幅(Ｖ)
ｔ１ / Ｐ１ ｔ２ / Ｐ２

空白组 ３ ９５.４７±１１.８３ ３.０１±１.３８ １０６.７７±１０.０４ １.７０±０.６８ １.６６ / ０.２４ １.２４ / ０.３４
假手术组 ３ ９７.０７±６.９６ ３.７９±３.１４ ９９.６０±１６.９５ ６.８１±２.５９ ０.３１ / ０.７９ １.８９ / ０.２０
０.１５Ｎ 组 ３ １１８.３７±４１.３７ ２.００±１.０８ １３６.１７±１４.０３ａ ２.２３±１.３４ａ １.１３ / ０.３７ １.２６ / ０.３４
０.３Ｎ 组 ３ １１４.３０±１７.０３ ２.１６±１.４２ １４７.１７±４.４６ａ １.７８±０.４５ａ ３.６７ / ０.０７ ０.４５ / ０.７０
０.６Ｎ 组 ３ １２４.３３±２４.３６ ２.９９±１.７７ １４６.５７±８.０４ａ ２.０９±１.７９ａ １.６２ / ０.２５ ０.７８ / ０.５２

　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ０.９０６ ０.４３６ １１.３９ ７.７５２
Ｐ ０.４９６ ０.７８０ ０.００１ ０.００４

注:ｔ１ / Ｐ１:造模后第 １、３ｄ Ｐ２ 潜伏期比较ꎻｔ２ / Ｐ２:造模后第 １、３ｄ Ｐ２ 振幅比较ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 假手术组ꎮ

表 ２　 各组大鼠视网膜 ＧＣＬ层阳性细胞百分比 ｘ±ｓ
组别 总细胞数 阳性细胞数 阳性细胞百分比(％)
空白组 ８３.００±２３.７９ ４４.６７±８.９９ ５５.６±８
假手术组 ９３.６７±１１.０３ ５７.００±２.９４ ５９.８±８
０.１５Ｎ 组 ２９９.６７±１６６.０６ １３９.００±８９.０２ ４７.１±３ａ

０.３Ｎ 组 １０９.６７±２３.１０ ５２.３３±１０.３４ ４７.８±１ａ

０.６Ｎ 组 ４３４.６７±２１３.４３ １３４.６７±５８.３８ ３２.１±３ａꎬｃꎬｅ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 假手术组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ０.１５Ｎ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ０.３Ｎ 组ꎮ
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ检测各组大鼠视网膜组织中 ＬＣ３ＢⅡ/Ⅰ蛋白表达水平　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ 检测结果ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ 量化分

析结果ꎮ

表 ３　 各组大鼠视网膜组织中 ＬＣ３ＢⅡ/Ⅰ蛋白表达水平比较

ｘ±ｓ
组别 ＬＣ３ＢⅡ ＬＣ３ＢⅠ ＬＣ３ＢⅡ/Ⅰ
空白组 ０.４７７±０.０４ ０.４５７±０.０５ １.０４９±０.０９
假手术组 ０.５８９±０.０７ ０.５１９±０.０５ １.１３５±０.１４
０.１５Ｎ 组 ０.３７５±０.０４ ０.６１９±０.０８ ０.６８４±０.１６
０.３Ｎ 组 ０.３４５±０.０１ ０.７３６±０.０９ ０.５８１±０.２５ａ

０.６Ｎ 组 ０.２２８±０.０１ ０.６６±０.２２ ０.３８０±０.１３ａ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 假手术组ꎮ

限ꎬ但由于动物实验的局限性ꎬ尚无更有效证明大鼠视功
能变化的检查ꎻ(２)由于经费限制ꎬ本研究每组仅有 ６ 只
大鼠ꎬ样本量较小ꎮ 基于上述问题ꎬ本课题组将开展大样
本研究ꎬ并进一步探索横向牵拉法影响视网膜组织自噬的
分子生物学信号调控机制ꎮ

综上所述ꎬ横向牵拉法可制作精确定量的视神经损伤
模型ꎬ并造成手术眼视网膜自噬水平下降、ＲＧＣｓ 死亡和相
应的神经传导功能障碍ꎬ且不同牵拉力造成的损伤程度不
同ꎬ该模型建立方法难度适中ꎬ具有较高可重复性ꎬ且可模
拟轻、中、重不同程度的 ＴＯＮ 病变ꎬ是开展 ＴＯＮ 基础研究
的良好模型ꎮ 此外ꎬ本研究表明 ＲＧＣｓ 存活情况可能与其
自噬水平有关ꎬ这也为通过调节自噬促进 ＴＯＮ 患者 ＲＧＣｓ
存活、保护视功能的研究提供了方向ꎮ
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