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· 实 验 研 究 · 

视神经损伤对大鼠视网膜兴奋性氨基酸转运蛋白一1 

表达的影响 

陈海英 黄正如 叶 凯 

Effect of optical nerve contusion on expression of excitatory amino 

acid transporter-1 in rat retina 

Chen Haiyin，Huang Zhengru，Ye Kai．Department of Ophthalmology，Changshu NO．2 People’s Hospital， 

Changshu 215500，China 

Abstract 0bjective The high concentration of glutamate in intercellular matrix of retina induce the apoptosis of retinal 

ganglion ceils by playing the excitotoxicity．Many researches and our previous study also showed that injury of optical nerve，ocular 

hypertention and ischemia of retina results in the increase of glutamate concentration in vitreous．The aim of this study was to 

investigate the expression of excitatory amino acid transporter一1(EAAT-1)in rat retina after optical nerve contusion． Methods 

The model of optical nerve contusion was established in forty-eight Sprauge—Dawley(SD)rats by clipping exposure optical nerve 

for 30 seconds with artery forceps in the right eyes as experimental eyes．and the optical nerves of left eyes were not clipped as 

sham control group．Vitreous samples were colleeted from 24 rats at 1 day，7，14 days after contusion，and the glutamate 

concentration in vitreous was detected by high—performance liquid chromat。graphy．The chr0mat0gr phic peak area was 

recommended as the calculating index of glutamate concentration．Eyeballs of other 24 rats were enucleated at above time points 

for the detection of expression of EAAT-1 by immun0hist()chemjst y，and the expression of EAAT-1 was quantitated using mean 

gray scale． Results The vitreous glutamate concentration in the experimental eyes was higher than that of the sham eyes at 1 

day，7，14 days after contusion(f̈ =10．171，P =0．000；t7 h=3．871，P：0．006；t14 h=5．599，P=0．001)．However，the 

expression level of EAAT-1 was significantly lower in experimental eyes than that of the sham eyes at 1 day，7，14 days after 

contusion(tl h=3．460，P=0．O11；f7 h=4．182，P=0．004；￡⋯ =4．077，P=0．005)． Conclusion Optical nerve contusion 

could down—regulate the expression of EAAT—l in retina，which results in glutamate accumulation． 
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摘 要 目的 研究视神经损伤埘兴奋性氨基 酸转运蛋 白．1(EAAT一1)的表 达 以及 对视 网膜 氨酸 (Glu)摄取 的影 

响。 方法 建立大 鼠右眼视神经损伤模型 48只。术后 1、7、14 d以高效液相色谱分析检测大 鼠玻璃体谷氨酸浓度 ；通 

过免疫组织化学检测大鼠视网膜 EAAT一1的表达。 结果 视神经损伤后 1、7、14 d，实验眼玻璃体谷氨酸浓度升高，与对 

照眼比较 ，差异均有统计学意 义(t． =10．171，P=0．000；￡ h=3．871，P=0．006；t =5．599，P=0．001)；实验眼视 网膜 

EAAT一1表达降低 ，与对照 眼 比较 ，差 异 均 有统计 学 意 义 (t =3．460，P=0．011；t =4．1 82，P=0．004；t⋯ =4．077， 

P=0．005)。 结论 视神经损伤后视网膜 内谷氨酸积聚，与视网膜 EAAT．1的表达降低有关 。 

关键词 视神经损伤 ；谷氩酸；兴奋性氨基酸转运蛋白一1 
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视网膜细胞间隙高浓度的谷氨酸(glutamate，Glu) 

对视网膜神经节细胞 (retinal ganglion ceils，RGCs)具 

有兴奋性毒性作用而导致其凋亡 。。 。研究表明视神 
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经损伤 、高眼压 、视网膜缺血可导致玻璃体 Glu浓度升 

高 ，实验性急性高眼压能引起兔眼玻璃体 Glu浓 

度明显升高 。本研究 旨在探讨视神经损伤后兴奋 

性氨基酸转运蛋白一1(excitatory amino acid transporter- 

1，EAAT一1)的表达变化，了解视网膜对 Glu摄取功能 

的改 变 
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1 材料 与方 法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 健康清洁级 SD大 鼠48只(南通 

大学医学院动物实验 中心提供)，雌雄各半 ，体重 200～ 

250 g。 

1．1．2 主要试剂及仪器 兔抗 大鼠 EAAT—l单 克隆 

抗体 、辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗兔 IgG(北 

京博奥森生物技术有限公司)。氨基酸型离子交换分 

析柱(39 iYlm×300 mil1)及氨基酸型高效液相色谱分析 

仪(英国 Waters公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 视 神 经 损 伤 模 型 的 建 立 48 只 大 鼠 按 

0．2 mL／kg腹腔内注射 10％水合 氯醛麻醉 ，双眼局部 

聚维酮碘消毒后剪开鼻上穹隆部结膜，钝性分离暴露 

双眼视神经。反向动脉镊夹持右眼球后 1 mm处视神 

经 30 s ，左 眼视神经不予夹持 而作 为假手术对 照。 

缝合结膜切 口，涂 2％金霉素眼膏 1次。 

1．2．2 标本取材 术后 l、7、14 d分别任意选取 l6 

只大鼠，麻醉后摘除双眼。其 中的任意 8只大鼠左右 

眼以混合 同定液 (95％ 乙醇 ：蒸馏水 ：40％ 甲醛：冰醋 

酸为10：7：2：1)同定，拟行组织病理学及免疫组织化 

学检查 ；另 8只大鼠左右眼沿角膜巩膜缘剪开 ，取出全 

部玻璃体 ，置 0．5 mL Eppendorf管中 一20℃冷冻保存 ， 

拟行玻璃体 GIu浓度检测。 

1．2．3 高 效 液相 色谱 分 析 检 测 Glu的浓 度 取 

0．1 mL玻璃体样本以生理盐水稀释至 0．5 mL，加入磺 

基水杨酸钠 0．5 nag，混 匀后10 000 r／min离心 5 min。 

取上清液 ，自动进样器进样 60 L。甲溶液(柠檬酸钠 

19．6 g、酚 1．0 g，双蒸水定容至1 000 mL，硝酸调节 pH 

至 3．05)和乙溶液(硼酸 1．5 g、硝酸钠 21．0 g，双蒸水 

定容至l 000 mL，6 mol／L氢氧化钠调节 pH至 9．60) 

62 o(二梯度洗脱 30～90 rain。邻苯二 甲醛柱后衍 生法 

荧光检测玻璃体 中的 Glu。通过测 定标准样 品 中的 

Glu，根据标本的 Glu的色谱峰面积计算玻璃体 Glu的 

浓 度 

1．2．4 组织病 理学及免疫组织化学检测 EAAT一1的 

表达 眼球固定后赤道部开窗摘出晶状体 ，低梯度乙 

醇脱水 ，软蜡包埋 ，8 m厚连续切片 ，取经视盘的视网 

膜横切片。切 片水化 ，以 3％过氧化氢处理 后抗原修 

复 ，山羊血清封闭 ，室温孵育后加兔抗大 鼠 EAAT一1单 

克隆抗体一抗 (1：300)，4 cC过夜，磷酸盐缓 冲液 

(PBS)冲洗 后 滴加 HRP标记 的 山羊 抗兔 IgG二抗 

(1：200)，37℃孵育后二氨基联苯胺(DAB)显色 ，脱水 

后中性树胶封片。同时行常规苏木精 一伊红染色。以 

大鼠脑海马组织为阳性对照 ；PBS代替一抗 为阴性对 

照。每只眼取 2张切片，每张切片 200倍显微镜下 以 

视盘为中心两侧对称各取 2个部位图像 (距视盘边缘 

2个 、4个视盘直径)，以 HPIAS 1000高清晰彩色病理 

图像系统测量内核层 EAAT一1免疫组织化学染色 的平 

均灰度值(所取部位的平均灰度值 一背景灰度值)。 

1．3 统计学方法 

采用 Stata 7．0统计学软件进行统计学分析。实 

验测试指标以 ±S表示 ，实验组和假手术组手术前后 

玻璃体中 Glu浓度 的变化和 EAAT一1在视网膜 中表达 

变化的比较采用配对 t检验。P<0．05为差异有统计 

学 意 义 

2 结果 

2．1 手术后玻璃体 Glu浓度的变化 

视神经损伤后 1、7、14 d，实验眼和对照 眼玻璃体 

Glu浓度的差异均有统计学意义(表 1)。结果表明视 

神经损伤后玻璃体 Glu浓度升高。 

2．2 手术后 EAAT一1的表达变化 

Mtiller细胞构成视网膜 支架 ，贯穿视 网膜神经上 

皮层。生理情况下 ，EAAT一1主要 存在于 Mailer细胞 

的细胞膜。因此 ，EAAT一1染 色表现为 内核层 的颗粒 

状和垂直走向的丝状棕色染色(图 1)。免疫组织化学 

染色的灰度分析结果显示 ：视神经损伤后 1、7、14 d，实 

验眼与对照眼视网膜 EAAT 1的灰度值 比较差异有统 

计学意义(表 1)。结果表明视神经损伤后大鼠视网膜 

EAAT一1的表达水平降低。 

表 1 手术后玻璃体 中 Glu浓度变化及 EAAT-1在视 网膜的表达 (X± ) 

Table l The level of glutamate in vitreous and expressi。n of EAAT一1 in retina after operation(x 4-s) 
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图 1 视 神 经 损 伤 后 不 同 时 间 大 鼠 视 网 膜 E A A T - 1 的 表 达 ( × 2 0 0 ) A ：正 常 对 照 B ：损 伤 后 1 d

C ：损 伤 后 7 d D ：损 伤 后 1 4 d

F i g ． 1 I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y o f E A A T 一 1 r e s u h e d i n l a b e l i n g o f c e l l b o d i e s i n t h e i n n e r n u c l e a r l a y e r
，

t o g e t h e r

w i t l l p r o c e s s e s w i t h a w i d e d i s t r i b u t i o n t h r o u g h o u t t h e r e t i n a ． T h e i n t e n s i t y o f l a b e l i n g d e c r e a s e d a f t e r o p t i c n e r v e

c o n t u s i o n ( x 2 0 0 ) A ：n o r m a l c o n t r o l B ： 1 d a y a f t e r c o n t u s i o n C ：7 d a y s a f t e r c o n t u s i o n D ： 1 4 d a y s a f t e r

c o n t u s j o n

3 讨 论

G l u 是 哺 乳 动 物 中 枢 神 经 系 统 和 视 网 膜 中 双 极 细

胞 等 G l u 能 神 经 元 的 兴 奋 性 神 经 递 质 。 目 前 ， 哺 乳 动

物 体 内 已 发 现 5 种 与 神 经 系 统 G l u 清 除 相 关 的 E A A T
，

其 中 有 4 种 在 视 网 膜 内 存 在 。 E A A T — l 主 要 存 在 于

M a l l e r 细 胞 和 星 形 胶 质 细 胞 ；E A A T 一 2 存 在 于 视 锥 细 胞

和 双 极 细 胞 ；E A A T 一 3 存 在 于 少 突 胶 质 细 胞 和 R G C s ；

E A A T - 4 存 在 于 光 感 受 器 和 双 极 细 胞
” ⋯

。 生 理 情 况

下 ， 视 网 膜 内 双 极 细 胞 等 释 放 的 G l u 部 分 被 M a i l e r 细

胞 膜 上 的 E A A T 一 1 摄 取 ， 在 谷 氨 酰 胺 合 酶 的 催 化 下 合

成 谷 氨 酰 胺 后 作 为 G l u 的 前 体 再 运 输 至 神 经 元 ， 即
“

谷

氨 酸 一 谷 氨 酰 胺
”

循 环
” “

；部 分 G l u 被 双 极 细 胞 膜 上

的 E A A T 一 2 摄 取 而 再 人 囊 泡 释 放 ；小 部 分 G l u 扩 散 至 玻

璃 体 ， 最 终 随 房 水 排 出 。

本 研 究 结 果 显 示 视 神 经 损 伤 后 1
、

7
、

1 4 d
， 大 鼠 实

验 眼 玻 璃 体 G l u 的 浓 度 均 高 于 对 照 眼 。 玻 璃 体 G l u 是

由 视 网 膜 细 胞 间 隙 弥 散 而 来 ， 玻 璃 体 G l u 浓 度 的 升 高

表 明 了 视 网 膜 细 胞 间 隙 内 G l u 积 聚 。 而 同 期 大 鼠 实 验

眼 视 网 膜 E A A T 一 1 的 表 达 均 低 于 对 照 眼 ， 表 明 视 神 经

损 伤 可 导 致 视 网 膜 E A A T 一 1 的 表 达 降 低 。 研 究 表 明

M a i l e r 细 胞 在 视 网 膜 突 触 间 隙 G l u 的 摄 取 中 占 支 配 优

势 ， 而 表 达 于 M a i l e r 细 胞 的 E A A T 只 有 E A A T — l
” 。 ” 。

。

近 来 的 研 究 发 现 E A A T 一 1 敲 除 的 小 鼠 可 出 现 R G C s 的

自发 凋 亡 及 视 神 经 萎 缩 ， 也 证 实 了 E A A T 一 1 对 视 网 膜

突 触 间 隙 G l u 清 除 发 挥 的 重 要 作 用
” ⋯

。 因 此 ，
M a l l e r

细 胞 的 E A A T — l 的 表 达 降 低 必 然 导 致 视 网 膜 内 G l u 的

积 聚 。

只 有 存 在 神 经 元 的 情 况 下 ， 大 脑 星 形 胶 质 细 胞 才

能 在 体 外 表 达 E A A T ． 2
” ” ” 。

。 也 有 研 究 表 明 M a i l e r 细

胞 谷 氨 酰 胺 合 酶 的 表 达 以 M a l l e r 细 胞 与 R G C s
、 双 极

细 胞 等 神 经 元 之 间 的 相 互

作 用 为 前 提
⋯

。

。 如 果

M fi l l e r 细 胞 E A A T 一 1 的 表

达 与 R G C s 等 神 经 元 之 间

也 存 在 与 此 类 似 的 关 系 ， 那

么 视 神 经 损 伤 导 致 的 R G C s

死 亡 可 引 起 M a i l e r 细 胞 低

表 达 E A A T — l
。

因 此 ， 本 研 究 认 为 视 神

经 损 伤 后 ， 视 网 膜 突 触 间 隙

G I u 积 聚 ， 玻 璃 体 G l u 浓 度

增 高 是 其 表 现 ；M t i l l e r 细 胞

E A A T 一 1 低 表 达 是 G l u 的 积

聚 的 原 因 之 一

。 视 神 经 、 视

网 膜 损 伤 后 导 致 R G C s 死 亡 的 机 制 非 常 复 杂 ， 但 G l u

的 兴 奋 性 毒 性 作 用 参 与 其 中 。 维 持 或 促 进 E A A T 一 1 的

表 达 可 能 一 定 程 度 上 降 低 视 网 膜 突 触 间 隙 G l u 的 浓

度 ， 从 而 抑 制 视 神 经 损 伤 后 R G C s 的 死 亡 。
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前 房 穿 刺 术 治 疗 兔 角 膜 碱 烧 伤 的 研 究

李 艳 颖 傅 少 颖 刘 红 玲 张 萍 吕 冰 洁

碱 烧 伤 后 早 期 合 理 的 治 疗 可 以 减 少 远 期 并 发 症 的 发 生 ， 其

中 应 用 前 房 穿 刺 术 的 时 机 选 择 仍 然 存 在 很 大 争 议 。 本 研 究 制

作 兔 角 膜 碱 烧 伤 模 型 ， 观 察 前 房 穿 刺 术 对 角 膜 新 生 血 管 ( C N V )

及 角 膜 溃 疡 等 的 影 响 ， 以 探 讨 前 房 穿 刺 术 在 早 期 治 疗 角 膜 碱 烧

伤 中 的 临 床 应 用 价 值 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 动 物 模 型 与 分 组 健 康 成 年 哈 白 兔 2 4 只 ， 体 重 2 ． 5 ～

3 ． 0 k g ， 雌 雄 兼 用 ， 兔 龄 3 个 月 ；选 择 单 眼 作 为 实 验 眼 。 诱 导 全

身 麻 醉 后 ， 将 直 径 8 11 1 n l
、 浸 入 1 m o l ／L N a O H 溶 液 中 1 ra i n 的 滤

纸 片 贴 附 于 实 验 兔 角 膜 中 央 2 ra i n 后 取 出 ， 立 即 用 生 理 盐 水 冲

洗 角 膜 表 面 和 结 膜 囊 l m i n ， 形 成 角 膜 中 央 边 界 清 楚 的 圆 盘 状

白 色 碱 性 烧 伤 区 。 依 据 H u g h e s 分 度 法 确 认 为 中 度 角 膜 碱 烧 伤

模 型
⋯ 1 2 0

。 按 照 随 机 数 字 表 法 将 2 4 只 实 验 动 物 随 机 分 为 4

组 ， 第 1 组 为烧 伤 对 照 组 未 进 行 前 房 穿 刺 ；第 2 组 为 2 h 单 次 前

房 穿 刺 ；第 3 组 为 2 4 h 单 次 前 房 穿 刺 ；第 4 组 分 别 在 2
、

2 4
、

7 2
、

1 2 0 h 行 前 房 多 次 穿 刺 。，

1 ． 2 前 房 穿 刺 方 法 在 倍 诺 喜 表 面 麻 醉 下 进 行 ， 选 择 角 膜 颞

侧 5 ：o o 位 为 穿 刺 点 ， 利 用 l m L 注 射 器 在 角 膜 缘 内 l n l m 处 透

明 角 膜 进 针 ， 抽 取 0 ． 2 m L 房 水
” 。

。

1 ． 3 观 察 指 标 C N V 面 积 ：烧 伤 后 第 5 天 开 始 记 录 长 入 角 膜

的 新 生 血 管 长 度 并 计 算 C N V 面 积 ， 计 算 公 式 ： S = C ／1 2 ×

3 ． 1 4 1 6 × [ r
。

一 ( r — z )
。

] ， 其 中 s 为 C N V 生 长 面 积 ，
c 为 C N V

网 的 跨 圆 周 钟 点 数 ，
r 为 角 膜 半 径 ，

f 为 C N V 长 度
” “ 。

。 角 膜 水

肿 的 评 估 参 照 H o l l a n d 标 准
” 0

。 角 膜 溃 疡 情 况 ：2 1 d 时 处 死 实

验 动 物 ， 取 下 完 整 角 膜 组 织 进 行 苏 木 精 一 伊 红 染 色 ， 光 学 显 微

镜 下 观 察 。

1 ． 4 统 计 学 方 法 数 据 采 用 S P S S 1 3 ． O 统 计 学 软 件 进 行 统 计

分 析 ， 各 组 的 C N V 面 积 比 较 和 角 膜 水 肿 评 分 比 较 采 用 单 因 素

方 差 分 析 ，
P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 C N V 面 积 烧 伤 后 第 3 天 角 膜 缘 有 新 生 血 管 芽 生 长 ， 第 5

天 以 后 新 生 血 管 呈 毛 刷 状 向 烧 伤 区 生 长 。 第 1 组 C N V 生 长 较

快 、 密 集 ， 充 血 明 显 ；第 2 组 、
3 组 C N V 生 长 较 第 1 组 缓 慢 ；第 4

组 C N V 较 纤 细 ， 第 1 4 天 达 到 高 峰 ， 第 2 1 天 时 ， 各 组 C N V 均 有

不 同 程 度 的 回 退 ， 以 第 4 组 明 显 ( 图 1 ～ 4 ) 。 1 4 d 时 ，
4 组 C N V

作 者 单 位 ：1 5 0 0 0 1 哈 尔 滨 医 科 大 学 附 属 第 一 医 院 眼 科

通 讯 作 者 ：傅 少 颖 ( E m a i l ：f u s h a o y i n g @ 1 2 6 c o m )

� 短 篇

面 积 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F = 9 ． 3 9 6
，

P < 0 ． 0 1 ) ， 备

问 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 ， 第 2 组 、
4 组 比 较 及 第 3 爿

较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( t
，

= 2 ． 4 2
，

t
：

= 2 ． 7 4
，

P < 0 ． 0 5 ：

表 1 各 组 C N V 面 积 的 比 较 ( x ± s
，

I l l m
。

图 1 第 1 组 烧 伤 后 1 4 d
，

C N V 密 集 ， 上 方 长 入 烧 伤 区 ．

-1

疡 明 显 ， 角 膜 明 显 水 肿 图 2 第 1 组 烧 伤 后 1 4 d 全 周

集 ， 血 管 较 第 1 组 细 、 短 ， 角 膜 水 肿 图 3 第 3 组 烧 伤 后

全 周 新 生 血 管 ， 生 长 较 密 集 未 达 烧 伤 区 ， 角 膜 水 肿 较 第 1 i

隐 约 见 部 分 虹 膜 图 4 第 4 组 烧 伤 后 1 4 d
，

C N V 明 最 减

皮 完 整 ， 角 膜 水 肿 明 显 减 轻 ， 可 透 见 虹 膜 和 瞳 孔

2 ． 2 角 膜 水 肿 评 分 结 果 烧 伤 后 角 膜 中 央 形 成 一 】

乳 白 色 且 边 界 清 楚 的 圆 形 混 浊 。 7 d 时 ，
4 组 比 较 差 5

意 义 ( F = 1 1 ． 2 6
，

P < 0 ． 0 1 ) ， 第 2
、

3
、

4 组 间 比 较 差 异 ±


