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摘要
神经血管耦合以神经血管单元（NVU）为基础，发挥神经细胞与微血管之间信号传导、代谢调节等功能并共同组成屏障结构维持微环境稳态。神经血管单元在视网膜中广泛分布，与视网膜正常生理功能的维持关系密切，而各种原因引起的视网膜神经血管稳态失衡会导致多种视网膜疾病，如糖尿病视网膜病变（DR）、青光眼、视网膜色素变性（RP）及年龄相关性黄斑变性（ARMD）等。脑源性神经营养因子（BDNF）在视网膜也有广泛分布，通过与其受体TrkB结合发挥促神经生长和损伤修复等功能。近年来，研究发现BDNF在视网膜神经血管单稳态失衡早期，即神经退行阶段可发挥损伤保护作用，同时减少神经来源的促血管生成物质，延缓疾病进程并为早期干预和治疗提供了新策略新思路。
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Abstract 
Based on the neurovascular unit (NVU), neurovascular coupling functions as a barrier to maintain the homeostasis of the microenvironment by regulating the signaling and metabolic activity of nerve cells and capillaries. Widely dispersed across the retina, the neurovascular unit is essential to preserving its physiologically normal function. A disturbance in retinal neurovascular homeostasis produced by a range of factors can result in a variety of retinal disorders, such as diabetic retinopathy (DR), glaucoma, retinitis pigmentosa (RP) and age-related macular degeneration (ARMD). The retina also has a widespread distribution of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), which functions to promote neuron growth and repair damage by binding to its receptor TrkB. In recent years, BDNF was found to play a protective role against damage in early stage of retinal neurovascular homeostasis imbalance, often known as the neurodegenerative stage. It also helps to reduce the production of pro-angiogenic substances of neurological origin and offers a fresh approach for the early detection and treatment of associated eye disorders.
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0引言
神经血管耦合以神经血管单元（neurovascular unit, NVU）的正常结构功能为基础，它强调了神经与血管间的密切联系及相互作用。NVU目前在神经系统的研究较广泛，其结构或功能障碍已被证实与神经退行性疾病密切相关，如阿尔兹海默症（Alzheimer's disease，AD）等。在视网膜中，神经节细胞（retinal ganglion cells， RGCs）、水平细胞、双极细胞等神经细胞与血管内皮细胞、周细胞通过分布其间的神经胶质细胞产生联系[1]， 形成NVU结构。在视网膜内层NVU联系尤为密切，其通过神经血管间信号传导和物质交流前馈性调节局部血流量以适应神经细胞活动，确保其有足够的氧气和营养供应[2]，这是NVU主要功能之一。此外NVU对血-视网膜屏障（blood-retinal barrier，BRB）功能的维持具有重要作用[3]。目前研究表明，视网膜NVU结构功能异常所致的神经血管稳态失衡与糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）、年龄相关性黄斑变性（age-related macular degeneration，ARMD）、青光眼等多种眼部疾病的发生发展有关。脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）是神经营养因子家族的一员，已被证实作为中枢和周围神经系统的营养因子发挥主要生物学效应[4]。新近研究表明， BDNF通过与其受体TrkB结合，影响神经血管单元功能障碍相关眼病进展。本文将针对视网膜神经血管单元功能障碍这一思路，对BDNF在相关眼病发生发展过程中的作用，以及BDNF的潜在治疗策略进行综述。
1脑源性神经营养因子
1.1 BDNF的表达与分布  BDNF由477个氨基酸组成，蛋白分子量14KDa，人BDNF基因定位于11号染色体，其表达在转录、翻译和翻译后水平上受到精确的调控[5]。BDNF主要分布于神经系统，神经元胞体和树突中局部合成的BNDF通过逆向运输方式与轴突终末的受体结合[6]。
视网膜中BDNF主要由Müller细胞和RGCs产生[7]，并通过旁分泌和自分泌作用运输到目标位置。免疫组化定位发现BDNF及其主要受体TrkB在视网膜神经节细胞层、内核层、外丛状层、视盘和小梁组织均有分布[4]，其也可以通过轴突运输在大脑和视网膜之间分布[8]。由此可见，BDNF在眼内广泛表达与分布为相关眼部疾病研究提供良好基础。
[bookmark: _Hlk115250044]1.2 BDNF的生物学功能    BDNF在调节神经生长、分化及不良环境下的神经保护方面发挥重要作用[9]。BDNF分为前体BDNF（pro-BDNF）和成熟BDNF（mBDNF），分别通过与p57和TrkB受体结合，产生不同生物学效应。p75是肿瘤坏死因子受体家族成员，pro-BDNF与p75受体结合，通过c-Jun氨基末端激酶（JNK）、RAS同源基因家族成员A （RhoA）/ Rho激酶（ROCK）、核因子κB（NF-κB）等信号通路调节神经元存活、凋亡以及炎症相关活动[10]。mBDNF与TrkB受体结合，通过丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK) /胞外信号调节激酶（ERK）、PLC-γ和磷脂酰肌醇 3-激酶 (PI3K)等通路，在神经元存活、形态发生和损伤保护中发挥重要作用[11]。BDNF-TrkB复合物介导的GABA合成和表达的上调可能被认为是其诱导神经发生的机制之一[12]。除了神经保护作用，BDNF在非神经元组织中发挥类VEGF的促内皮细胞生长作用，诱导血管生成[13]。综上，基于BDNF对神经细胞促存活、轴突引导和调节突触传递的作用，以及对非神经细胞的类VEGF作用，可以认为 BDNF通过神经血管耦联对视网膜神经血管稳态的维持产生影响。
2. BDNF与基于神经血管单元功能障碍诱发的相关眼病
2.1 BDNF与DR   DR是糖尿病最常见的并发症之一，以视网膜微血管损伤为主要特点[14]，现有观点认为视网膜神经退行性病变往往先于微血管损伤发生[15] 。研究表明，DR患者早期闪光视网膜电图及闪烁光诱导的视网膜动脉舒张反应均出现异常，即神经元与血管功能均受到损伤，且随着DR进展损伤程度加重，表明DR进程与神经血管耦合受损具有相关性[16]。在DR早期，视网膜神经营养因子缺乏、细胞间连接方式改变、细胞信号传导异常及神经胶质细胞激活等病理改变[17]引发视网膜神经血管损伤，而血管损伤、血流量调节功能下降又进一步影响神经细胞生长代谢，反复加剧恶化形成神经-血管的闭环损伤，且多种神经营养因子、细胞生长因子等参与其过程。
临床研究通过酶联免疫吸附测定法检测BDNF含量发现， 增殖型糖尿病视网膜病变（proliferative diabetic retinopathy，PDR）患者的血清和房水中BDNF水平低于非增殖型糖尿病视网膜病变（non-proliferative diabetic retinopathy，NPDR）患者[18]，伴有糖尿病黄斑水肿的NPDR患者房水和血清BDNF水平低于非黄斑水肿的NPDR患者[19]。由此可见，BDNF或能作为早期诊断DR的标志物。Almeida等[20]就 BDNF影响 DR进程的机制进行了探索，证实BDNF通过PI3K和 Ras/ MAPK通路，抑制氧化应激诱导的小胶质细胞激活以及炎症因子、生长因子分泌，进而抑制血管新生和屏障功能破坏。大量研究证实NLRP3炎性小体在视网膜神经血管单元损伤相关疾病的病程进展中发挥重要作用[21]。Hu等[22]发现DR模型中，外源性添加β-羟基丁酸酯(BHB)能够提升中枢神经系统BDNF表达水平，降低NLRP3炎性小体(NOD-like receptor protein 3)活性。此外，Carretta等[23]研究表明，除提高BDNF水平外，BHB还能增强DR视网膜中BDNF活性，诱导PI3K水平升高，参与调节神经可塑性、应激抵抗和细胞生存，从而保护DR视网膜免受炎症损伤[24]。
玻璃体注射BDNF被认为是预防DR神经视网膜损伤的治疗手段之一[25]。大量研究数据显示BDNF对视网膜的神经保护是浓度依赖的，超过最佳浓度的BDNF添加对神经保护作用不明显，这与TrkB受体数量有限有关，而过量的BDNF以及反复玻璃体腔注射增加了谷氨酸兴奋性毒性以及眼内炎的发生风险[26]。Schmidt等[27]发现多孔二氧化硅纳米颗粒（nanoporous silica nanoparticles）作为载体构建的药物缓释系统可以为螺旋神经节神经元持续输送BDNF，提高神经元存活率，其在眼部的应用有望成为玻璃体腔注药的替代治疗方式。 以上研究表明BDNF能够在DR病程早期发挥神经保护作用，减缓病理条件下的胶质细胞激活以及促血管新生物质释放，这有望打破神经-血管的闭环损伤、延缓病程进展。
2.2 BDNF与青光眼  青光眼作为全球第二大失明原因，其特征是视神经的进行性、永久性损伤，这与RGCs丢失和视神经乳头（ONH）功能退化有关[28]。导致青光眼RGCs死亡的因素包括神经营养因子剥夺、谷氨酸兴奋性毒性、胶质细胞激活、炎症、缺血和氧化应激等[29]。大量研究证实，青光眼患者视网膜神经退行性损伤与ONH中的NVU功能失调具有相关性[30]。ONH处分布的星形胶质细胞随眼压的变化或缺血、氧化应激等因素而激活，促进RGCs及其轴突的降解[31]。
目前对青光眼的诊断主要依赖于视盘和视野异常情况，但这些变化往往发生在损伤晚期阶段，甚至已造成不可逆的视力损伤。Shpak等[32]通过临床研究发现，早期开角型青光眼患者血清、房水以及泪液中BDNF水平明显下降，后期相对升高，可见BDNF水平或可作为开角型青光眼早期诊断生物标志物。青光眼后期，BDNF由RGCs或邻近的视网膜细胞迅速合成，沿轴突顺向传递和分泌，促进突触后神经元存活[33]，这或解释了损伤后视网膜BDNF-TrkB表达暂时性上调的原因。
Miranda等[5]研究证实在小鼠视网膜中，BDNF通过增加神经元中受体位点的数量，参与RGCs轴突分枝重构，进而影响视觉信号传递。BDNF作为神经保护剂可以阻断各种细胞毒性刺激引起的下游级联反应，减缓视神经退行性变，且与其他神经营养因子相比，BDNF对青光眼RGCs有更好的保护作用[29] 。Ribeiro等[34]发现BDNF的表达受到嘌呤能受体信号通路的影响，拮抗嘌呤能受体P2X7R能诱导激活TrkB，通过调节BDNF信号通路中相关影响因子活性而发挥内源性神经保护作用，或成为神经退行性疾病的一种潜在的治疗选择。田洪益等[35]发现通过玻璃体腔骨髓间充质干细胞移植诱导神经营养因子、血管活性和免疫调节因子的产生，能够促进青光眼动物模型中RGCs存活。此外，Domenici等[36]发现重组人BDNF滴眼液的使用可提高慢性高眼压患者的图形视网膜电图（P-ERG）和视觉诱发电位（VEP）振幅大小。需要注意的是，高剂量BDNF可导致TrkB表达快速下调，降低BDNF的作用效果，因此与TrkB激动剂的联合使用可使 RGCs对BDNF的反应性增强，发挥更好的治疗效果[37]。由以上研究可推测，BDNF作为青光眼重要治疗策略，对神经损伤保护、减缓氧化应激、胶质细胞激活和改善NVU功能具有积极作用。
2.3 BDNF与视网膜色素变性  视网膜色素变性（retinitis pigmentosa，RP）是一类以光感受器细胞、色素上皮细胞（RPE）功能丧失为特点的视网膜退行性疾病，主要临床表现为进行性夜盲和视野缩小，其发病与细胞代谢异常、信号传导功能障碍所致的光感受器细胞及RPE变性有关[38]。RP早期特征是光感受器细胞丢失，但随着病程进展，神经元和胶质细胞受到影响，引起整体视网膜重构，其中Müller细胞作为视网膜主要的大胶质细胞，与星形胶质细胞共同参与RP进程[39]。 大量研究显示，RP患者视网膜色素上皮细胞之间紧密连接破坏以及异常代谢产物积累，影响神经血管单元的结构完整性，导致BRB功能下降、屏障渗漏增多[40]。	Comment by cptbtptp: 请核实中文和缩写是否符合
Amendola等[41]发现不同年龄阶段的RP模型鼠视网膜中BDNF水平均出现下降，提示BDNF及其受体的表达失调可能参与RP发生发展。目前RP的主要治疗方法是应用神经保护物质，如神经营养因子、生长因子、细胞因子等。Azadi等[42]研究表明BDNF表达的增加有助于减少光感受器和视网膜色素上皮细胞的凋亡；在RP动物模型中，外源性联合添加BDNF和睫状神经营养因子（ciliary neurotrophic factor ，CTNF）可以通过ERK、磷酸激酶B（PKB）和反应结合蛋白（CREB）的活化发挥神经保护作用。
Zhang等[43]通过构建小鼠RP模型证实，小分子甲基3,4-二甲基苯甲酸酯（the small molecule methyl 3,4-dihidroxybenzoate）通过与BDNF-TrkB通路相互作用，增加BDNF与TrkB活化水平，抑制视网膜细胞凋亡，发挥促光感受器细胞存活作用，该治疗也阻断了小胶质细胞活化和Müller细胞胶质增生。Pagani等[44]发现，通过电针（EA）刺激提升外周神经系统和中枢神经系统内源性BDNF-TrkB水平，能够增加RP模型的神经视网膜厚度及血管新生数量，从而减缓RP进程。以上研究表明BDNF在RP治疗中主要发挥神经保护作用，而RP病程中PRE损伤引发视网膜屏障功能异常能够加重疾病进展，因此BDNF如何通过RPE影响视网膜屏障功能有待进一步探索。目前临床上提出的治疗方案效果均有限，且旨在缓解眼部并发症和退行过程，以BDNF、CNTF等为代表的神经营养因子治疗是目前研究的热点，但因其半衰期短的特点，在临床实验中缺少证据，因此对其渐进释放方法的探索值得进一步深入研究。
2.4 BDNF与ARMD   ARMD是一种进行性黄斑退行性疾病，是老年人视力障碍最常见原因之一，根据临床表现和病理改变的不同，ARMD分为干性和湿性两类。研究证明两种ARMD的发病与慢性光损伤、炎症、氧化应激等导致的RPE和光感受器细胞丢失有关[45] 。在多种因素影响下，RPE功能障碍、细胞外基质异常聚集形成玻璃膜疣,并导致Bruch膜通透性下降，进一步加重RPE功能异常，引起周围毛细血管萎缩，发展为干性ARMD。此外Bruch膜屏障功能异常还能引起脉络膜血管进入视网膜色素上皮层或神经上皮层，形成脉络膜新生血管（CNV），最终演变为湿性ARMD[46]。
Schultz等[47]发现，ARMD患者视网膜中血清白蛋白含量上升，视网膜BRB渗漏增加，提示BRB结构破坏导致的NVU功能异常可能参与ARMD发生发展过程[48]。Telegina等[49]基于大鼠ARMD模型发现，相较于对照组，ARMD模型大鼠视网膜BDNF表达水平下降且proBDNF表达优于mBDNF，进而导致视网膜细胞丢失增加。此外，Merve等[50]发现ARMD患者房水BDNF浓度较对照组降低，其中干性ARMD患者BDNF水平降低与视网膜外核层、色素上皮层厚度下降显著相关，提示低水平BDNF可能不足以保护视网膜神经进而导致视网膜神经层厚度下降。
Arranz等[51]设计了一种BDNF/胶质细胞源性神经营养因子（glial cell line-derived neurotrophic factor，GDNF）持续递送系统，为ARMD提供持续高浓度的BDNF治疗环境，以改善ARMD中RPE细胞迁移和萎缩。Mattern 等[52]基于质粒的睡美人 (sleeping beauty，SB) 转座子系统通过电穿孔将BDNF基因转移到视网膜色素上皮细胞中，过表达的BNDF能够有效减少病理条件下的细胞损伤并促进轴突生长，以达到治疗干性 ARMD的作用。Stefano等[53]发现脐带血血清（cord blood serum ，CBS）提取物富含神经生长因子(nerve growth factor，NGF)、BDNF和趋化因子等， CBS滴眼液的应用能改善病理条件下大鼠视网膜电图振幅，有望用于缓解干性ARMD等视网膜神经退行性病变。综上，BDNF对RPE及视感受器细胞的营养以及损伤保护作用对治疗干性ARMD具有重要意义，但少有研究就BDNF改善RPE功能后对视网膜屏障的影响，探究其对湿性ARMD的作用，这或成为BDNF治疗ARMD的另一研究思路。
2.4 BDNF与其他眼病   除上述眼病，BDNF对其他视网膜神经血管单元异常相关疾病作用尚缺乏深入研究。视网膜静脉阻塞（retinal vein occlusion, RVO）作为常见视网膜疾病之一, 常继发出血和黄斑水肿，与视网膜屏障功能损伤有关。Li等[54]发现 RVO患者房水中BDNF水平较对照组明显升高，提示RVO病程进展或受BDNF影响，但进一步研究有待补充。此外，中心性浆液性脉络膜视网膜病变（central serous chorioretinopathy, CSCR）的发生发展与视网膜外屏障功能异常密切相关，目前光动力疗法在慢性CSCR治疗中应用广泛，但容易引发视网膜神经损伤，神经营养因子添加或能作为CSCR的辅助疗法[55]。

3小结与展望
 以神经血管单元为基础的神经血管耦合是目前退行性疾病研究的热点，神经血管稳态失衡往往在疾病早期发生，并作为影响病程进展的因素存在。然而，NVU结构或功能异常在相关眼病病理过程中作用机制仍不够明确，需要更多实验进行探索和证明。BDNF参与神经血管稳态失衡相关眼病的发生发展，并通过其神经保护作用减轻或逆转NVU功能障碍造成的视网膜损伤，未来或成为治疗相关眼病的新靶点，开拓了更广阔的治疗前景。但BDNF存在半衰期短、特异性和靶向性低、给药方式风险高等缺点，且由于其对神经系统和血管系统不同的作用效果，疾病进展阶段的判断及合适的治疗时机选择等问题，成为BDNF治疗策略研究的难点。因此应积极寻求更安全及更有针对性的治疗方式，进一步挖掘BDNF在眼科退行性疾病中的潜在应用价值。
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