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摘要

目的:探讨晶状体损伤诱导 ＳＤ 大鼠视神经钳压损伤后轴

突长时程再生过程中 ＭＭＰ－１２ 的表达变化ꎮ
方法:建立 ＳＤ 大鼠视神经损伤模型和晶状体损伤模型ꎬ
将实验动物 ２４ 只分为对照组(仅开放眼眶暴露视神经)、
晶状体损伤组、视神经损伤组、晶状体损伤联合视神经损

伤组ꎬ每组各 ６ 只大鼠ꎮ 采用有参转录组测序分析损伤视

神经区域差异基因表达变化ꎬ筛选相关高表达差异基因ꎬ
通过实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)和酶联免疫吸附实验

(ＥＬＩＳＡ)定量分析损伤区 ＭＭＰ－１２ 的表达量变化ꎮ
结果:转录组测序主成因分析表明ꎬ晶状体损伤联合视神

经损伤是基因表达变化中的主要成因ꎮ 基因表达差异分

析显示ꎬ晶状体损伤联合视神经损伤组中ꎬ存在 ＭＭＰ－１２
基因表达上调ꎮ 在建模成功后 １４、２１ｄ 时ꎬ晶状体损伤联
合视神经损伤组的 ＭＭＰ－１２ ｍＲＮＡ 表达量与对照组、视
神经损伤组和晶状体损伤组比较上调(Ｐ<０.０５)ꎻ在 ７、２８ｄ
时ꎬ各组间表达无差异ꎮ 在建模成功后 ７、１４、２１ｄ 时ꎬ晶状

体损伤联合视神经损伤组的 ＭＭＰ－１２ 蛋白表达量与对照

组和视神经损伤组比较上调(Ｐ<０.０５)ꎻ２１ｄ 时ꎬ晶状体损
伤联合视神经损伤组与视神经损伤组比较上调 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ ２８ｄ 时ꎬ各组间表达无差异ꎮ
结论:ＭＭＰ－１２ 表达上调可能参与晶状体损伤后诱导视神

经长时程再生过程ꎮ
关键词:视神经轴突长时程再生ꎻ基质金属蛋白酶－１２ꎻ有
参转录组测序
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ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ａｆｔｅｒ ｌｅｎｓ ｉｎｊｕｒｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｌｏｎｇ － ｔｅｒｍ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ
ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － １２ꎻ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗａｎｇ ＧＤꎬ Ｚｈａｏ ＪＦꎬ Ｘｕ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ
ＭＭＰ－１２ ｉｎ ｌｏｎｇ － ｔｅｒｍ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｅｎｓ
ｉｎｊｕｒｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(３):３６９－３７４

０引言

视神经损伤是临床上严重的致盲因素之一ꎮ 虽然属
于中枢神经系统的视神经再生困难ꎬ但晶状体损伤后能诱

导受损视神经轴突出现长时程再生[１]ꎬ轴突纤维可以达下

丘脑形成有效突触连接并改善实验动物视觉电信号传
导[２]ꎮ 有研究认为ꎬ其机制可能为晶状体蛋白诱导视神经

节细胞存活并再生ꎬ也有研究认为晶状体损伤后诱发眼部

局部炎症在视神经再生过程中起到了重要的作用[３－４]ꎬ但
既往研究均不能完全解释这种长时程视神经再生的机

制[１ꎬ ５]ꎮ 我们采用视神经钳夹伴晶状体损伤诱导视神经

长时程再生的动物模型ꎬ对视神经损伤区域进行转录组测
序ꎬ筛选出差异性高表达基因ꎬ并对筛选的高表达因子进
行后期分子生物学验证ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 本课题所用的 ２４ 只实验动物均在昆明医科大

学动物部购买[许可证号:ＳＣＸＫ(滇)Ｋ２０１９－０００２]ꎬ均为
ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠ꎬ体质量为 １８０~２００ｇꎮ 所有实验动物
经昆明医科大学实验动物伦理委员会审核通过ꎮ
１.２方法　 将实验动物 ２４ 只分为对照组、晶状体损伤组、
视神经损伤组、晶状体损伤联合视神经损伤组ꎬ每组各 ６
只大鼠ꎮ
１.２.１ 建立 ＳＤ 大鼠视神经损伤模型 　 ６ 只 ＳＤ 大鼠腹腔

注射 ２％戊巴比妥钠(５０ｍｇ / ｋｇ)全身麻醉ꎬ麻醉起效后左
眼眼部涂 ０.５％硫酸阿托品凝胶充分散瞳ꎬ在眼球外眦部
剪开外眦角ꎬ暴露部分眼眶脂肪ꎬ钝性分离组织ꎬ尽可能暴

露眼球后部的视神经ꎬ在距眼球约 ０.２ ~ ０.５ｍｍ 处钳夹视
神经约 １０ｓꎬ５ｍｉｎ 后检眼镜观察 ＳＤ 大鼠视网膜ꎬ观察到大
鼠视网膜中央动脉恢复血供[６]ꎮ 外眦角手术切口涂红霉

素眼膏每日 １ 次ꎬ预防感染ꎬ大鼠在 ＳＰＦ 级环境下饲养ꎮ
术后 １ｗｋ 大鼠眼部伤口愈合ꎬ无明显眼部感染迹象ꎮ 术后

用检眼镜检查眼底ꎬ排除视网膜血管损伤的 ＳＤ 大鼠ꎮ
６ 只大鼠均建模成功ꎬ适用于后续实验研究ꎮ
１.２.２ 建立大鼠外伤性白内障模型　 ６ 只 ＳＤ 大鼠腹腔注

射 ２％戊巴比妥钠(５０ｍｇ / ｋｇ)全身麻醉ꎬ麻醉起效后左眼
眼部涂 ０.５％硫酸阿托品凝胶充分散瞳ꎬ暴露晶状体ꎬ在大
鼠角巩膜缘用 ３０Ｇ 胰岛素针头水平刺入眼内ꎬ将晶状体
囊膜彻底破坏ꎬ术中可见部分晶状体皮质外溢ꎮ 术后 ＳＤ
大鼠眼部连续涂红霉素眼膏 ３ｄꎬ每日 １ 次ꎬ预防感染ꎮ 术
后 １ｗｋ 大鼠眼部伤口愈合ꎬ无明显感染迹象ꎬ在裂隙灯显
微镜下可见明显的晶状体白色混浊ꎬ晶状体损伤模型建模

成功ꎮ ６ 只大鼠均建模成功ꎬ适用于后续实验研究ꎮ
１.２.３ 建立晶状体损伤联合视神经损伤模型　 ６ 只 ＳＤ 大
鼠腹腔注射 ２％戊巴比妥钠(５０ｍｇ / ｋｇ)全身麻醉ꎬ麻醉起

效后左眼眼部涂 ０.５％硫酸阿托品凝胶充分散瞳ꎬ按照
１.２.１和 １.２.２ 方法建立晶状体损伤和视神经损伤模型ꎬ建
模成功标准同上ꎬ６ 只大鼠均建模成功ꎬ适用于后续实验
研究ꎮ
１.２.４ 对照组 　 ６ 只 ＳＤ 大鼠腹腔注射 ２％戊巴比妥钠
(５０ｍｇ / ｋｇ)全身麻醉ꎬ麻醉起效后右眼眼部涂 ０.５％硫酸
阿托品凝胶充分散瞳ꎬ仅开放眼眶暴露视神经ꎬ术后处理

同前ꎮ 术后术眼无感染的大鼠适用于后续实验研究ꎮ
６ 只大鼠均纳入后续实验研究ꎮ
１.２.５转录组测序

１.２.５.１ ＲＮＡ 提取鉴定和文库制备　 建模成功后 １４ｄꎬ视
神经损伤组取视神经损伤区的组织为标本ꎬ对照组和晶状
体损伤组取距眼球约 ０.２ ~ ０.５ｍｍ的视神经组织ꎬ提取总
ＲＮＡ 后ꎬ在 １％琼脂糖凝胶上电泳检测 ＲＮＡ 降解和污染情

况ꎮ 使用 Ｑｕｂｉｔ  ２.０ 荧光光度计中的 Ｑｕｂｉｔ  ＲＮＡ 分析
试剂盒、ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 分光光度计和生物分析仪 ２１００
系统的 ＲＮＡ Ｎａｎｏ ６０００ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 评估浓度、纯度、完整性ꎮ

每个测序样本的 ＲＮＡ 总量为 ３μｇꎬ使用 ＮＥＢ Ｎｅｘｔ
ＵｌｔｒａＴＭ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 生成基因文库
测序ꎬ并将索引代码添加到每个组别不同样本的属性行列

中ꎬ即用聚 Ｔ 寡聚糖连接的磁珠从总 ＲＮＡ 中提取 ｍＲＮＡꎮ
在 ＮＥＢＮｅｘｔ(５×)第一链合成反应缓冲液中ꎬ用二价阳离
子在升温条件下对 ｍＲＮＡ 进行裂解ꎮ 使用 ＭＭｕＬＶ 逆转
录酶和随机六聚体引物合成第一链 ｃＤＮＡꎮ 使用 ＲＮＡ 酶

Ｈ 和 ＤＮＡ 聚合酶 Ｉ 进行第二链 ｃＤＮＡ 的合成ꎬ剩余的突出
物通过核酸外切酶 / 聚合酶的活性转化为钝端ꎮ ＤＮＡ 片
段 ３'端腺基化后ꎬ连接具有发夹环结构的 ＮＥＢＮｅｘｔ 接头ꎬ
从而为下一步杂交铺垫ꎮ 应用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ 系统对基因文
库片段进行过滤筛选ꎬ选出长度为 ２５０~３００ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 片
段ꎮ 然后ꎬ使用 ３μＬ 的 ＵＳＥＲ 酶与大小选择、接头连接的

ｃＤＮＡ 在 ３７℃下反应 １５ｍｉｎꎬ然后在 ９５℃下反应 ５ｍｉｎꎬ最
后行 ＰＣＲꎮ 使用 Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ 聚合酶、Ｉｎｄｅｘ
引物和通用 ＰＣＲ 引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ再用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ 系
统对 ＰＣＲ 产物进行提纯ꎮ

０７３
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基因文库建成后ꎬ用 Ｑｕｂｉｔ２ 荧光光度计对其初次定

量ꎬ并将文库浓度调整为 １.５ｎｇ / μＬꎬ用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物

分析仪检测文库的插入规格ꎮ 待插入片段大小与符合预

期时ꎬ采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 准确定量文库的有效浓度ꎮ 为确保

基因文库质量其有效浓度须大于 ２ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
应用 ＴｒｕＳｅｑ ＰＥ Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｋｉｔ ｖ３－ＣＢＯＴ－ＨＳ 在 ＣＢＯＴ 群

集生成系统上对编码样本的群集进行索引ꎮ 最后ꎬ生成簇

后ꎬ在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑＴＭ 平台上对文库制备进行测序ꎬ
并产生 １２５ｂｐ / １５０ｂｐ 的成对末端阅读ꎮ
１.２.５.２ 有参转录组差异基因表达分析　 采用有参转录组

无生物学重复模式ꎬ使用 Ｅｄｇｅｒ 程序包对于每个测序文

库ꎬ通过一个标度归一化因子来调整读取计数ꎬ再进行差

异表达分析ꎮ 使用 Ｅｄｇｅｒ 软件包对两种条件进行差异表

达分析ꎮ 用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ＆Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 法调整 Ｐ 值ꎮ 以校正 Ｐ
值为 ０.０５ꎬ折叠式变化绝对值[ ｌｏｇ２(ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ)]为 ２ 作

为差异表达的阈值ꎮ 分析将所有差异表达的基因映射到

ＧＯ 数据库中的每一项ꎬ计算每一项中的基因数量ꎬ筛选

差异表达明显富集的基因ꎮ
１.２.６ ｑＲＴ－ＰＣＲ实验

１.２.６.１总 ＲＮＡ提取 　 建模成功后 ７、１４、２１、２８ｄꎬ过量麻

醉处死 ＳＤ 大鼠ꎬ视神经损伤组取损伤区视神经组织称

重ꎬ晶状体损伤组和对照组取距眼球约 ０.２ ~ ０.５ｍｍ 的视

神经组织ꎬ每取 ０.１ｇ 加入 １５００μＬ Ｔｒｉｚｏｌ 溶液ꎬ放入去酶

ＥＰ 管中ꎮ 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取视神经总 ＲＮＡꎮ 采用 Ｕ －
３０１０ 微量分光光度计(日本)进行总 ＲＮＡ 定量ꎮ
１.２.６.２引物合成　 采用 ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 进行特异性引物设计ꎬ
经 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ 基因库验证引物特异性ꎬ由北京擎科生物科

技有限公司合成ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
１. ２. ６. ３ ｍＲＮＡ 扩 增 　 逆 转 录 反 应 按 照

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘＩ(ＴＡＫＡＲＡ)试剂盒说明书进行

操作ꎬ构建 ２０μＬ 反应体系ꎬ反应条件如下: ( １) ３７℃ꎬ
１５ｍｉｎꎻ( ２ ) ８５℃ꎬ ５ｓꎻ ( ３ ) ４℃ 保 存ꎮ ｑＲＴ － ＰＣＲ 按 照

ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ( ＴＡＫＡＲＡ) 试剂盒说明书进行操

作ꎬ构建 ２０μＬ 扩增体系ꎬ反应条件如下:９５℃ (３０ｓ) →
[９５℃(５ｓ)→６０℃(３４ｓ)→９５℃ (１５ｓ)] ×４０→６０℃ (１ｍｉｎ)
→９５℃(１５ｓ)ꎮ
１.２.７ ＥＬＩＳＡ　 视神经损伤组取损伤区视神经组织称重ꎬ
晶状体损伤组和对照组取距眼球约 ０.２ ~ ０.５ｍｍ 的视神经
组织称重ꎬ加入 ９ 倍重量的 ＰＢＳ 溶液ꎬ匀浆后ꎬ用 ５０００ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎꎬ取上清液ꎮ 用稀释液 １∶ ４ 稀释上清液(均用复
孔检测)后加入 ５０μＬ 至微孔内ꎬ同时设置 ＭＭＰ－１２ 梯度
浓度标准品作为对照ꎻ将辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记的
检测抗体(１００μＬ)加入微孔内ꎬ３７℃温箱进行孵育 ６０ｍｉｎꎮ
孵育完成后反复冲洗 ９６ 孔板 ５ 次ꎬ加入底物 Ａ 及底物 Ｂ
各 ５０μＬꎬ然后 ３７℃避光孵育 １５ｍｉｎꎮ 最后ꎬ每孔加终止液
５０μＬꎬ１５ｍｉｎ 内在 ４５０ｎｍ 波长下读取吸光度值ꎬ通过用标
准品吸光度值绘制标准曲线ꎬ从而计算出各样本浓度ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ １１.０ 软件进行分析ꎬ多组数据
比较采用单因素方差分析ꎬ组间比较方差齐时采用 ＬＳＤ－ｔ
检验ꎬ方差不齐时采用 Ｔａｍｈａｎｅｓ Ｔ２ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为
差异有统计学意义ꎮ

２结果
２.１ 有参转录组测序结果
２.１.１不同组别的主成因分析　 对照组和视神经损伤组数
据聚集(绿色线框)ꎬ其第一主成因(ＰＣ１)和第二主成因
(ＰＣ２)基本重合ꎮ 晶状体损伤联合视神经损伤组的 ＰＣ１
为 ９４.８３％(蓝色线框)ꎬ在成因分析中所占比例最大ꎬ是
基因表达变化中的主要因素ꎻ晶状体损伤组的 ＰＣ２ 方差
为 ３.８３％(蓝色线框)ꎬ为次要因素(图 １)ꎮ
２.１.２不同组间基因表达差异分析　 视神经损伤组和对照
组比较ꎬ差异基因数最少ꎬ为 １６４ 个基因ꎮ 晶状体损伤联
合视神经损伤组和视神经损伤组比较ꎬ差异基因数最多ꎬ
为 ３３９６ 个(表 ２)ꎮ 晶状体损伤联合视神经损伤组和对照
组比较时ꎬＭＭＰ －１２(基因 ＩＤ:ＥＮＳＲＮＯＧ００００００３０１８７)在
晶状体损伤联合视神经损伤组清理数据为 １６８０.９５ꎬ对照
组的清理数据为 １.００ꎮ 定量分析比较两组间差异的倍数
变化为 １０.５５ꎮ 晶状体损伤联合视神经损伤组的 ＭＭＰ－１２
的 ｌｏｇ２(ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ)值较高ꎬ基因表达上调 １０ 倍以上ꎬ对
照组无明显上调ꎮ 伴有晶状体损伤的各组中ꎬ均存在
ＭＭＰ－１２ 基因表达上调ꎮ
２.２不同时间各组间 ＭＭＰ－１２ 的 ｍＲＮＡ表达量比较　 建
模成功后 ７ｄꎬ四组大鼠 ＭＭＰ－１２ ｍＲＮＡ 表达量比较ꎬ差异
无统计学意义(Ｆ ＝ １.４５３ꎬＰ>０.０５)ꎮ 建模成功后 １４ｄꎬ四
组大鼠 ＭＭＰ－１２ ｍＲＮＡ 表达量比较ꎬ差异有统计学意义
(Ｆ＝ ４１.４７６ꎬＰ<０.０１)ꎻ晶状体损伤联合视神经损伤组与对
照组、视神经损伤组和晶状体损伤组比较ꎬＭＭＰ － １２
ｍＲＮＡ 显著上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ其余各
组间两两比较差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 建模成功
后 ２１ｄꎬ四组大鼠 ＭＭＰ－１２ ｍＲＮＡ 表达量比较ꎬ差异有统
计学意义(Ｆ＝ １０３.８４３ꎬＰ<０.０１)ꎻ与对照组、视神经损伤组
和晶状体损伤组比较ꎬ晶状体联合视神经损伤组 ＭＭＰ－１２
ｍＲＮＡ 显著上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ晶状体
损伤组与视神经损伤组比较差异有统计学意义 ( Ｐ <
０.０５)ꎻ其余各组间两两比较差异均无统计学意义(Ｐ >
０.０５)ꎮ 建模成功后 ２８ｄꎬ四组大鼠 ＭＭＰ－１２ ｍＲＮＡ 表达
量比较ꎬ差异无统计学意义(Ｆ＝ １.２６６ꎬＰ>０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ

图 １　 不同组别的主成因分析　 绿色线框:对照组和视神经损
伤组数据聚集ꎻ蓝色线框: 晶状体损伤联合视神经损伤组的 ＰＣ１
方差为 ９４.８３％ꎻ晶状体损伤组的 ＰＣ２ 方差为 ３.８３％ꎮ
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图 ２　 不同时间各组间 ＭＭＰ－１２ 的 ｍＲＮＡ 表达量比较　 Ａ:建模成功后 ７ｄꎻＢ:建模成功后 １４ｄꎻＣ:建模成功后 ２１ｄꎻＤ:建模成功后

２８ｄꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 晶状体损伤联合视神经损伤组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 晶状体损伤组ꎮ

表 １　 引物序列

基因名称(大鼠) 上游引物(５－３) 下游引物(５－３)
ＭＭＰ－１２(４４０ｂｐ) ＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＡＧＧＴＧＧＴＡ ＴＧＡＡＧＴＡＡＴＧＴＴＧＧＴＧＧＣ
ＧＡＰＤＨ(２９２ｂｐ) ＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＴ ＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡ

表 ２　 不同组间差异基因的数量

组间对照 差异基因数 上调基因数 下调基因数

视神经损伤组 ｖｓ 对照组 １６４ ３２ １３２
晶状体损伤组 ｖｓ 对照组 ８８４ ６５５ ２２９
晶状体损伤联合视神经损伤组 ｖｓ 对照组 ３２１９ １６３５ １５８４
晶状体损伤联合视神经损伤组 ｖｓ 视神经损伤组 ３３９６ １５７３ １８２３
晶状体损伤联合视神经损伤组 ｖｓ 晶状体损伤组 ７２５ ２９９ ４２６
视神经损伤组 ｖｓ 晶状体损伤组 ８７４ ７３６ １３８

２.３不同时间各组间 ＭＭＰ－１２ 蛋白表达量比较　 建模成
功后 ７ｄꎬ四组大鼠 ＭＭＰ－１２ 蛋白表达量比较ꎬ差异有统
计学意义(Ｆ＝ ４.１９９ꎬＰ<０.０５)ꎮ 晶状体损伤联合视神经
损伤组与对照组和视神经损伤组比较ꎬＭＭＰ－１２ 蛋白显
著上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ与晶状体损伤
组比较上调ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其余各组间
两两比较差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 建模成功后
１４ｄꎬ四组大鼠 ＭＭＰ－１２ 蛋白表达量比较ꎬ差异有统计学
意义(Ｆ＝ ８.１４３ꎬＰ<０.０１)ꎻ晶状体损伤联合视神经损伤
组与对照组和视神经损伤组比较ꎬＭＭＰ－１２ 蛋白表达显

著上调ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ其余各组间两
两比较差异均无统计学意义(Ｐ> ０. ０５)ꎮ 建模成功后
２１ｄꎬ四组大鼠 ＭＭＰ－１２ 蛋白表达量比较ꎬ差异有统计学
意义(Ｆ＝ ３.１２４ꎬＰ<０.０５)ꎮ 晶状体损伤联合视神经损伤组
ＭＭＰ－１２ 蛋白表达与对照组比较显著上调ꎬ差异有统计学
意义(Ｐ<０.０１)ꎬ与视神经损伤组比较上调ꎬ差异有统计学
意义(Ｐ<０.０５)ꎻ其余各组间两两比较差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎮ 建模成功后 ２８ｄꎬ四组大鼠 ＭＭＰ－１２ 蛋白表
达量比较ꎬ差异无统计学意义 (Ｆ ＝ ０. ２４４ꎬＰ > ０. ０５)ꎬ见
图 ３ꎮ
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图 ３　 不同时间各组间ＭＭＰ－１２ 蛋白表达量比较　 Ａ:建模成功后 ７ｄꎻＢ:建模成功后 １４ｄꎻＣ:建模成功后 ２１ｄꎻＤ:建模成功后 ２８ｄꎻａＰ<
０.０５ꎬ ｂＰ<０.０１ ｖｓ 晶状体损伤联合视神经损伤组ꎮ

３讨论

成年期哺乳动物视神经受损后再生困难[７－８]ꎬ是长期

以来亟待解决的临床难题[９－１０]ꎮ 既往研究提示ꎬ视神经损

伤后轴突能够在移植的外周神经中再生[１１]ꎬ提示视神经

有内在的生长活性ꎮ 一般情况下ꎬ钳压受损的视神经再生

不超过 ２ｗｋ[１２]ꎬ再生的轴突短ꎬ甚至不到几毫米ꎬ不能恢

复视功能[１３]ꎮ 在视神经受到挤压性损伤同时伴有晶状体

损伤时ꎬ则会诱导受损的视神经轴突发生长时程再生ꎬ这
种再生现象可以持续达 １ｍｏꎬ且再生纤维可以达下丘脑
(下级神经元所在区域)形成有效的突触连接ꎬ实验动物

的视觉电生理有明显改善[１－２]ꎮ 在研究这种长时程再生

的机制时ꎬ视神经损伤区域和损伤的晶状体中均未发现有
脑源性神经营养因子 ( ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＢＤＮＦ)、神经营养因子－４(ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ－４ꎬＮＴ－４)、睫状神

经营养因子( ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＣＮＴＦ)、神经生长
因子(ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＮＧＦ)及碱性成纤维细胞生长因
子(ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)等神经营养因子的
表达ꎻ使用这些细胞因子相应的受体阻制剂也不能影响视

神经节细胞的再生过程[２]ꎬ提示神经营养因子不是促进长

时程再生的关键因子ꎮ
本实验转录组测序中ꎬ主成因分析显示:对照组和视

神经损伤组数据聚集ꎬ而晶状体损伤联合视神经损伤组数
据与它们离散ꎬ说明晶状体损伤联合视神经损伤大鼠模型

具有不同于其它各组的基因差异表达模式ꎬ且晶状体损伤

联合视神经损伤组的 ＰＣ１ 为 ９４.８３％ꎬ在成因分析中所占
比例最大ꎬ是基因表达变化中的主要因素ꎮ 晶状体损伤联
合视神经损伤组ꎬ高表达的差异基因主要富集在细胞因子

反应、白细胞淋巴细胞和正向免疫系统调节过程ꎬ这说明
炎症反应可能参与了晶状体损伤诱导视神经损伤长时程
再生过程ꎮ 既往研究也发现炎症反应有促进视神经再生

的作用[１４]ꎬ与我们的结论一致ꎮ
ＭＭＰ－１２ 在生理状态下参与胚胎形成、新生血管的形

成及伤口的愈合[１５]ꎬ在病理状态下参与组织重构、风湿性

关节炎、恶性肿瘤转移、动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡＳ)
和急性冠脉综合征(ａｃｕｔｅ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＡＣＳ)的病理

进程[１６－１７]ꎻ ＭＭＰ － １２ 能降解细胞外基质 ( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)及血管壁成分ꎬ从而促进肿瘤细胞的侵袭及
转移ꎬ而且 ＭＭＰ－１２ 还能激活其它 ＭＭＰｓ 从而促进水解

过程[１８]ꎻＭＭＰ－１２ 具有促髓鞘再生作用ꎬ它能诱导胰岛素

样生长因子 １ / 胰岛素样生长因子结合蛋白 ６ 复合体中释
放具有活性的胰岛素样生长因子从而促进髓鞘形成并成

熟[１９]ꎬＭＭＰ－１２ 基因敲除小鼠表现出少突胶质细胞成熟

和髓鞘形成延迟ꎬ降低小胶质细胞迁移活性并促进它的成

熟ꎬ可以减缓星形胶质细胞病ꎬ有利于轴突再生[２０]ꎮ 有研

究也发现在 ＮｇＲ 基因敲除的大鼠若同时存在眼内炎症ꎬ
视神经轴突再生会增强[２１－２２]ꎻ而炎症浸润细胞ꎬ如:巨噬

细胞和中性粒细胞ꎬ是在炎症促进视神经再生过程中起到

调控作用的主体[２３－２４]ꎮ
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我们结合转录组测序结果ꎬ对晶状体损伤联合视神经
损伤的 ＳＤ 大鼠视神经损伤区域组织进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 实
验ꎬ检测 ＭＭＰ－１２ ｍＲＮＡ 的表达变化ꎮ 晶状体损伤联合
视神经损伤组的 ＭＭＰ－１２ ｍＲＮＡꎬ在 １４、２１ｄ 时表达显著
上调ꎬ而在 ７、２８ｄ 时ꎬ无升高ꎮ ＥＬＩＳＡ 结果提示晶状体损
伤联合视神经损伤组在第 ７、１４、２１ｄ 时ꎬＭＭＰ－１２ 的蛋白
质表达显著升高ꎬ但在 ２８ｄ 时ꎬ各组间表达无差异ꎮ 提示
晶状体损伤联合视神经损伤后的视神经长时程再生伴
随有 ＭＭＰ－１２ 的表达上调ꎮ 既往研究提示 ＭＭＰ－１２ 和
ＭＭＰ－９ 表达有促进视神经损伤的再生作用[２５] ꎬ未有文
献报道 ＭＭＰ － １２ 在视神经长时程再生过程中的表达
规律ꎮ

因此ꎬ我们认为 ＭＭＰ－１２ 的表达上调可能参与晶状
体损伤诱导视神经钳夹损伤后轴突长时程再生过程ꎬ但
ＭＭＰ－１２ 发挥促轴突再生可能是综合作用的结果ꎬ其机制
需要进一步研究探讨ꎮ
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ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔ－ｌｉｖｉｎｇ ｋｉｌｌｉｆｉｓｈ. Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌ ２０２２ꎻ２１(１):ｅ１３５３７
８ Ｆａｇｕｅ Ｌꎬ Ｌｉｕ ＹＡꎬ Ｍａｒｓｈ －Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ Ｎ. Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ ｏｐｔｉｃ
ｎｅｒｖｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ ２０２１ꎻ９(１５):１２７６
９ 潘统鹤ꎬ 黄亚特ꎬ 南开辉. 视神经再生的研究进展. 眼科学报

２０２２ꎻ ３７(１): １４－２４
１０ 王晶莹ꎬ 王影ꎬ 赵子德ꎬ 等. 缺血性视神经病变相关分子的病理

机制. 国际眼科杂志 ２０２１ꎻ２１(７):１１８７－１１９０
１１ Ｃｅｎ ＬＰꎬ Ｌｕｏ ＪＭꎬ Ｇｅｎｇ ＹＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ－ ｔｅｒｍ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ａｘｏｎａｌ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｅ ｇｒａｆｔ. Ｎｅｕｒｏｒｅｐｏｒｔ ２０１２ꎻ２３(１１):６９２－６９７
１２ Ｙｉｎ ＹＱꎬ Ｃｕｉ Ｑꎬ Ｌｉ ＹＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ
ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ ２００３ꎻ２３(６):２２８４－２２９３
１３ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｌｉｕ Ｂꎬ Ｚｈｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇ ｒａｎｇｅ
ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ.
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ ２０２１ꎻ４６５:７１－８４
１４ 李珊珊ꎬ 尤冉ꎬ 郭笑霄ꎬ 等. 视神经再生机制研究与进展. 中国组

织工程研究 ２０２１ꎻ２５(２３):３７４０－３７４５
１５ Ａｒｉｓｔｏｒｅｎａ Ｍꎬ Ｇａｌｌａｒｄｏ－Ｖａｒａ Ｅꎬ Ｖｉｃｅｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＭＰ－１２ꎬ ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｂｙ ｐｒｏ － ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｔａｒｇｅｔｓ ｅｎｄｏｇｌｉｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ ２０１９ꎻ２０(１２):３１０７
１６ Ｈｏｈｊｏｈ Ｈꎬ Ｈｏｒｉｋａｗａ Ｉꎬ Ｎａｋａｇａｗａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ Ｍｍｐ－３ꎬ Ｍｍｐ－１２ꎬ ａｎｄ Ｍｍｐ－１３
ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆａｒｃｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ｐｈｏｔｏｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ. Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔ
２０２０ꎻ７３９:１３５４０６
１７ Ｄｅｎｇ ＸＳꎬＭｅｎｇ ＸＺꎬ Ｌｉ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＭＰ－１２－ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏ－ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｊ Ｓｕｒｇ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ２３５:
４４－５１
１８ 刘爽ꎬ 赵冬雪. 基质金属蛋白酶 １２ 的研究进展. 医学综述 ２０１８ꎻ
２４(１４):２７８１－２７８６
１９ Ｌａｒｓｅｎ ＰＨꎬＤａＳｉｌｖａ ＡＧꎬ Ｃｏｎａｎｔ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｙｅｌｉｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＣＮＳ ｉｓ ｄｅｌａｙｅｄ ｉｎ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９ ａｎｄ－１２
ｎｕｌｌ ｍｉｃｅ. Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ ２００６ꎻ２６(８):２２０７－２２１４
２０ Ｈａｎｓｍａｎｎ Ｆꎬ Ｚｈａｎｇ Ｎꎬ Ｈｅｒｄｅｒ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｌａｙｅｄ ａｓｔｒｏｇｌｉｏｓｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｍ１ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅｉｌｅｒｓ ｍｕｒｉｎｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ ２０１９ꎻ２０(７):１７０２
２１ Ｌｉ ＳＳꎬ Ｈｅ ＱＨꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｊｕｒｅｄ ａｄｕｌｔ ｒｅｔｉｎａｌ ａｘｏｎｓ ｗｉｔｈ Ｐｔｅｎ
ａｎｄ Ｓｏｃｓ３ ｃｏ － ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｒｅｆｏｒｍ ａｃｔｉｖｅ ｓｙｎａｐｓｅｓ ｗｉｔｈ ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ
ｎｅｕｒｏｎｓ. Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ｄｉｓ ２０１５ꎻ７３:３６６－３７６
２２ Ｙａｎｇ ＭꎬＪｉａｎ Ｌꎬ Ｆａｎ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｘｏｎ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｖｉａ ＰｉｒＢ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ. Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｓｃｉ ２０２１ꎻ１１(１):１５８
２３ Ｌｉ ＨＹꎬ Ｈｕａｎｇ Ｍꎬ Ｌｕｏ ＱＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ( ｗｏｌｆｂｅｒｒｙ)
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｓ ｂｏｔｈ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ /
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｆｔｅｒ ｒａｔ ｐａｒｔｉａｌ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ
ｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ. Ｃｅｌｌ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ２０１９ꎻ２８(５):６０７－６１８
２４ Ｄｅ Ｌａ Ｒｏｓａ － Ｒｅｙｅｓ Ｖꎬ Ｄｕｐｒｅｙ － Ｄíａｚ ＭＶꎬ Ｂｌａｇｂｕｒｎ ＪＭꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｒｅｃｒｕｉｔｓ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ａｘｏｎａｌ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｏｇ Ｒａｎａ ｐｉｐｉｅｎｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ
２０２１ꎻ１６(１１):ｅ０２５５１９６
２５ 孙海燕ꎬ 张焕婷ꎬ 卞晓芸ꎬ 等. 牛磺酸对大鼠视神经损伤后

ＭＭＰ－２和 ＭＭＰ － ９ 表达的促进作用. 眼科新进展 ２０１２ꎻ３２ ( ９):
８２３－８２６
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