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【摘要】 目的 探讨视神经部分损伤后视网膜、视神经基因表达谱的变化。 方法 6O只SD大鼠随 

机分成 4组，反向镊夹持大鼠右眼视神经 6 s，分别于伤后 3、7、14、21 d取手术眼及对侧假手术眼(仅暴露 

但不夹持视神经)的视神经和视网膜，利用高密度基因芯片技术检测基因表达谱的变化。 结果 视神经 

损伤后有大量基因表达发生改变，伤后 3、7、14、21 d的阳性基因表达率分别为 2．35 、6．48 、3．82 和 

4．O9 ．总阳性表达率为 11．77 ，阳性表达基因的功能包括细胞生长和存活、细胞骨架、细胞外基质和细 

胞粘附、自由基和氧化损伤、能量和代谢、炎症、神经传递和离子转运、细胞信号转导、结构蛋白、转录和翻 

译等。修复基因的表达上调或下调是基因表达变化的主体 ，破坏基因的变化占的比例较小，其中伤后 7 d表 

达上调的修复基因占表达改变的基因的 1 3．98 ，表达下调的修复基因占 24．73 ，伤后14 d表达下调的修 

复基因占 1 7．2O 。 结论 视神经损伤后有大量的基因表达发生改变，全面了解视神经损伤后基因表达 

的变化对于深入研究损伤后反应特别是再生反应的机制具有重要意义。 

【关键词】 视神经损伤； 视网膜 ； 聚类分析； 基 因表达； 疾病模型，动物 
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[Abstract] Objective To investigate the gene expression spectrum of retina and optic nerve after 

partial injury of optic nerve． Methods Sixty SD rats were randomly divided into 4 groups．The optic 

nerves of the right eyes were clipped for 6 seconds with a pair of cross action forceps．The retinae and 

optic nerves in the operation eye and contralateral sham operation eye were removed 3，7．1 4，and 2 1 days 

after the injury to detect gene expression patterns with high—density DNA microarrays． Results 

Changes of a mass of gene expressions were found after the optic nerve injury，and the positive rate of gene 

expression was 2．35 ．6．48 ，3．82 and 4．09 after 3，7，14，21 days．respectively．and the lotal 

positive rate was 1 1．77 ． The functions of positive expression of the gene involved cell surviva1． 

cytoskeleton，extracellular matrix and cell adhesion，free radicals and oxidative damage．energy and 

metabolism ，inflammation．neurotransmission and ion transport．signal transduction，structural protein． 

transcription and translation．Up or down—regulation of repaired genes was the main part of the changes 

of gene expression，while the altered expression destroy genes was the minor part in the whole gene 

expression spectrum ．in which the up—and down regulation of expression of repaired genes accounted for 

13．98 and 24．73 respectively 7 days after the injury，and the down regulation of expression of 

repaired genes accounted for 1 7．2O 14 days after the injury． Conclusions A mass of gene expression 

changes occurs after the optic nerve injury．and the comprehensive view on the gene expression pattern 

following the optic nerve injury is crucial to discover the mechanism of post injury reaction and 

regeneration． 
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视神经(ON)损伤后伴随着不利的继发损伤反应， 

同时又存在着积极的再生修复过程，这些反应都有其 
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基因表达变化的分子基础。鉴定这些过程中涉及到的 

基因特别是参与损伤后组织修复和重塑的基因，对于 

深入了解 ON部分损伤后反应的分子生物学机制、探 

索新的治疗方法非常重要。我们采用高密度微阵列技 

术对 ON部分损伤后ON视网膜的基因表达随时间的 

变化进行综合的、整体的分析，以期从总体上了解 ON 
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损伤后有利于损伤后修复和再生的基因，以及与继发 

损伤有关的基因，并可能为ON损伤修复再生的基因 

治疗提供依据。 

1 材料和方法 

1．1 动物模型的制作 

成年雌 性 清洁级 SD 大 鼠 60只，体 重 150～ 

250 g，随机分成 4组，每组 15只大鼠。水合氯醛麻醉 

后，用夹持力为 148．0 g的反向镊l1 于球后 2 mm处夹 

持大鼠右眼ON 6 S；左眼为假手术对照，即仅分离结 

膜、眶内组织等暴露ON，但不夹持 ON。4组大鼠分别 

在损伤后 3、7、14、21 d麻醉大鼠后，经心脏用 4 C平衡 

盐溶液(BSS)灌注去除组织中的血液，灌注结束后立 

即将大鼠置于冰台上，分离眼球周围组织，自睫状体后 

去除眼前节及玻璃体，取出视网膜及眶部 ON，立即置 

于冻存管中液氮冻存待检。自灌注结束至取出标本液 

氮冻存之间的时间约为 5～10 min。 

1．2 总 RNA提取 

用 Trizol试剂分别抽提损伤组织和对照标本的 

总 RNA，分光光度计测量浓度和纯度。 

1．3 探针标记与杂交 

参照文献E2]的方法，用逆转录聚合酶链反应技术 

将荧光素(cy5，cy3)标记 的脱氧胞嘧啶核苷三磷酸 

(dCTP)掺入，合成 cDNA标记探针并纯化。其中用 

cy3一dCTP标记对照的 ON组织标本，用 cy5一dCTP标 

记损伤的ON组织标本，将两种标记好的cDNA探针 

等量混合。 

1．4 芯片杂交与检测 

选 用 上 海 博 星 基 因 芯 片 有 限责 任 公 司 的 

BioStarR一20S型芯片，其点样面积为 18 mm×18 mm， 

共2 304点，其中空白对照 16点，阴性对照 16点，内参 

基因 20点，因此共有2 252个基因，其中已知基因 833 

个，表达序列标签(EST)1 419个。用无探针的杂交缓 

冲液对芯片行预杂交。将标记好的混合探针溶解在杂 

交缓冲液中，芯片和探针分别在 95 C变性，然后再将 

标 记 的探 针 加 到 芯片 上，置 42 C杂 交 17 h。用 

ScanArray4000芯片扫描仪 (美国 General Scanning 

公司)对洗涤、晾干的芯片进行扫描，过滤背景噪声，提 

取每个基因点结合的cy3和 cy5荧光强度值。实验重 

复 3次，分别记录结果。 

1．5 基因差异性表达的确定 

用预先选定的内参基因原始信号作为依据，应用 

GenePix Pro 3．0软件(美国 Biodiscovery公司)对扫 

描仪上检测到的荧光信号强度和比值进行处理，算出 

均一化系数，对每个点的荧光信号强度进行均衡和修 

正，计算经修正后每个基因点的cy5／cy3比率。同时满 

足以下 3个条件作为判定基因有差异表达的标准：用 

微矩阵显著性分析软件 SAM(significance analysis of 

microarrays)1．21软件 (http：／／www—stat．stanford． 

edu／～tibs／SAM／index．htm1)分析基因芯片表达结 

果，调节 △参数使错误发现率(FDR)< 5 ，确定有意 

义基因l3 ；基因的表达变化在 1．5倍以上H ；cy5和 

cy3信号值皆>200或其中之一>8()()。 

1．6 基因的功能分类及分层聚类分析 

根据基因的 GenBank号在美国国立生物技术信 

息中心(NCBI)的网上数据库鉴定每个阳性表达基因， 

并根据其可能的主要功能分为 10类：细胞的生长和存 

活、细胞骨架、细胞外基质和细胞粘附、自由基和氧化 

损伤、能量和代谢、炎症、神经传递和离子转运、细胞信 

号转导、结构蛋白、转录和翻译等。未知基因即EST以 

及功能不明确或不易归类的少数基因未列入其中分 

析，对每一类中的不同基因根据其表达水平的相似程 

度用 Cluster 2．20软件(http：／／www．med．uio．no／ 

dnr／Inst／TumBiol／Ola／kjb492／stanford／cluster／)进 

行 分层 聚 类分 析 ，结 果用 TreeView 1．60软 件 

(http：f／genetics．stanford．eduf～ alok／TreeView／ 

输出，根据每一类中各个基因表达的相似程度排列基 

因。分析各基因与修复再生、细胞存活及细胞损伤、死 

亡的关系，观察视神经损伤后有利再生的基因的变化 

情况和不利再生的基因的变化情况。 

2 结果 

2．1 芯片杂交技术体系验证结果 

4组芯片空白和阴性对照点的杂交信号均很低。 

2．2 总 RNA提取结果 

所提各组织总RNA的260 nm波长的吸光度[A， 

旧称光密度(OD)]值与 280 nm波长 A值的比值为 

1．893--2．021，1 琼脂糖凝胶电泳 28S和 18S条带清 

晰，无 DNA杂带，保温实验前后无差异。 

2．3 基因表达谱概况 

伤后 3、7、14和 21 d，分别有 2．35 、6．48 、 

3．82 和 4．09 的基因表达发生改变，总的阳性基因 

表达率为 11．77 ，其 中已知基因的阳性表达率为 

6．39 ，EST的阳性表达率为 5．37 。 

2．4 ON损伤后基因表达的变化 

与转录和翻译有关的基因主要在伤后 7 d表达上 

调，结构蛋白基因和信号转导基因主要在伤后 7，d表 

达下降，与炎症有关的基因主要在伤后 3 d和7 d表达 
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上调，自由基损伤的基因主要在伤后 7 d表达上调，与 

细胞外基质有关的基因主要在伤后 21 d表达上调，与 

细胞骨架有关的基因主要在伤后 7 d表达下降，与细 

胞存活有关的基因主要在伤后 7 d和 14 d表达下降 

(表 1)。 

表 1 各功能组在各时间点表达改变的基因的数 目(个) 

2．5 基因的聚类分析 

对各功能组基因进行聚类分析排列出表达相似的 

基因，以细胞骨架相关基因的聚类分析结果为例，生长 

相关蛋白一43(GAP一43)和波形蛋白的表达较相似，微 

管蛋白a和微管蛋白 、微管相关蛋白 1A／1B的表达 

型式较相似(图 1)。 
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图 l 细胞 骨架村{关基因的 聚类 分析 图。亮 红色为 表达上 

调，亮绿色为表达下调 
Fig．1 Cluster analysis of cytoskeleton related genes． 

Bright red denotes up—regulation，with bright green down 

regulation 

2．6 不同时期基因表达情况与 ON损伤修复关系 

()N损伤后，表达上调的有利修复的基因和表达 

下调的有利修复的基因均明显增多，特别是在伤后 7 d 

和14 d，其中伤后 7 d表达上调的有利修复的基因占 

表达改变的基因的 13．98 ，表达下调的有利修复的 

基因占 24．73 ，伤后 14 d表达下调的有利修复的基 

因占17．20 (表 2)。 

3 讨论 

165 

以往的分子生物学实验大多是一次实验只能研究 

一 个特定基因，基因芯片技术的出现使得可以在一次 

实验中在完全均衡的条件下同时检测成千上万个基 

因 6,7，但利用基因芯片技术检测ON损伤后基因表达 

谱的变化目前尚未见报道。Wang等 用减法杂交方 

法研究了ON损伤后 8 h和 24 h视网膜基因表达谱的 

变化。但Fan等 的研究表明，周围神经损伤后 1周细 

胞体才开始恢复，脊髓损伤 3 d后，核酸和蛋白的密度 

才显著增加，说明神经损伤后基因表达和蛋白水平在 

3 d后才发生显著的改变，而且临床所见的ON损伤患 

者大部分是在损伤 2～3 d后71‘求治。因此，了解 ON 

损伤 3 d以后基因表达谱的动态变化更有意义。基于 

以上的研究和观察，我们研究 r()N损伤后 3、7、14、 

21 d基因表达谱的动态变化。 

我们在实验中所提取的 RNA合格，无降解及蛋 

白质或其他杂质污染，所用各芯片的空白对照和阴性 

对照点的杂交信号均很低，说明杂交结果数据可靠。 

ON损伤涉及到许多功能基因表达水平的变化， 

聚类分析表明许多基因的表达型式相似，如 GAP一43 

和波形蛋白。GAP一43是神经冉生的标记物，而波形蛋 

白是 Mtiller细胞的标记物，波形蛋白的表达上升说明 

胶质细胞的反应增强。GAP一43和波形蛋白的表达比 

较一致，可能意味着视神经损伤后神经再生的力量和 

胶质细胞增生力量的激烈抗争。 

ON损伤后 3 d主要是细胞的破坏和炎症反应；7 

d时基因的变化倾向于细胞的破坏和死亡，这为文献 

报道的原发损伤后视网膜节细胞将大部分在 4～7 d 

后死亡提供了分子生物学依据 ⋯ ；伤后 14 d，基因 

的变化虽仍以细胞的损伤为主，但损伤力度在下降，趋 

向修复增生；伤后 21 d是组织修复增生旺盛的时期， 

细胞周围环境修复重建、胶质瘢痕形成。损伤后的炎症 

反应主要在伤后 1周内，但 自由基损伤一直持续到 2 

周后，说明 oN损伤后数周细胞的凋亡在持续发生。 

ON损伤后 3 d没有细胞外基质有关基因表达改变，而 

伤后 2周神经的修复和胶质细胞反应已经开始。说明 

继发损伤在损伤初期就已启动，而修复过程主要表现 

在 1～2周以后。ON损伤后初期信号蛋白表达下降， 

细胞内信号转导受阻、细胞活性降低。损伤组织进行重 

塑和修复后，生物信号的转导也趋于恢复和增强。 

ON损伤后早期就有大量有利于损伤修复和再生 

的基因表达上调，构成了机体与损伤抗争的主要力量； 
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表2 不同时期修复与损 基因的表达情况 

注：ACAI ，腺苷酸环化酶活化多肽；API．凋 抑制 子；BiP／GRP78，免疫球蛋『 j结合蛋h／葡萄糖凋 篮白 78；TAPA．抗增生抗体靶分子； 

D2p29，脱碘酶 Ⅱ底物结合哑 位；GAP一43，牛K干H天蛋h；Gnb1．G蛋门口I；Grb2．生长『女I子受体结合蛋白 2：GST． 胱 H‘肽一S一转移酶；HAA()．3-羟 

基邻氨基苯甲酸酯 3。l JJI1舣氧酶；MAI ．微管相天蛋 ；M()BP．髓磷脂相关少突胶质细胞碱性蛋白；NSE．神经元特芹性烯醇酶；Sl 00A9．Sl 00钙结 

合蛋白；SAT．硫酸阴离子转运子；S1c29al，可溶性载体(核苷转运子)；SVCT。钠偶联抗坏if『L酸转运 了； 

而损伤后的破坏效应主要是由于修复基因的表达下调 

导致的，损害基因的表达上调起的作用较小。这进一步 

说明，ON损伤后的反应是以修复再生为动机启动的， 

但由于这种修复反应往往是以胶质细胞增生为主 ， 

因此可能客观上反而会对再生造成障碍，而成为一种 

矫枉过正反应。 

伤后 7 d是基因表达的高峰期，此时有大量的修 

复基因表达上调或下调，说明修复与破坏的力量在进 

行积极的抗争，此时可能是影响伤后修复进程和转归 

的重要时期，因此，临床上对于 ON损伤的治疗干预应 

尽可能在伤后 7 d内进行，可能会取得更好的疗效。 

4 参考文献 

1 黄厚斌．张卯年．马忐中．大鼠视神经不同程度量化损伤模型的 

建立和评价．1}l华创伤杂志．2004．2O：7}8 7j1． 
2 Schena M ．Shalon D．I)avis RW ．et aI_Quantitative monitoring 

of gene expression patterns with a complementary DNA 

microarraY．Science，1 995．270：467 470． 

3 rusher VG，Tlbshiranl R．Chu G．Significance analvsis of micFO 

arrays applied to the ionizing radiation response，[}roe NatI Acad 

Sci USA．200I．98：51I 6 jl 21． 

4 Nesic()．Svrakic NM ．Xu( Y．eI g-iI．1) A microarray analysis of 

Ihe contuse cI spinal cord：effecI of NMI)A receptor inhibition．J 

Neuroscl Res．2002．68 1 406 423． 
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