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［摘要］　目的：对构建的猫视神经慢性损伤相关差异表达ｃＤＮＡ文库进行初步克隆、鉴定和分析。方法：用氯化钙转化法转

化大肠杆菌进行ｃＤＮＡ文库扩增和蓝白斑筛选，每个文库随机挑取３００个白色克隆用菌落ＰＣＲ进行鉴定。对阳性克隆菌落

进行ＤＮＡ测序以获得差异表达基因片段序列。将测序所得的序列通过互联网用Ｂｌａｓｔ程序查找日本国家ＤＮＡ数据库进行

同源性分析。用实时定量ＰＣＲ验证差异克隆。结果：ＰＣＲ鉴定获得１０００个阳性菌落，测序获得６７４个ＥＳＴ片段，序列长度

在２００～８００ｂｐ之间。同源性分析结果提示４周正向文库得到１４个同源基因，４周反向文库得到２０个同源基因，８周正向文

库得到２３个同源基因，８周反向文库得到１９个同源基因。这些基因可归类于能量代谢、物质转运、信号转导、基因转录、细胞

损伤与修复、ＭＨＣ分子等。实时定量ＰＣＲ检测的４个克隆证实是差异表达序列。结论：本研究构建的视神经慢性损伤相关

差异表达ｃＤＮＡ文库为进一步鉴定和研究慢性视神经损伤相关基因提供了实验基础。

［关键词］　慢性视神经损伤；ｃＤＮＡ文库；基因表达
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　　累及视路的占位病变对视神经或视交叉造成的
慢性压迫损伤是神经外科和眼科的常见疾病，主要
见于垂体腺瘤、颅咽管瘤、鞍结节脑膜瘤、蝶骨嵴内
侧脑膜瘤和眶内肿瘤等。不断增大的瘤体直接压迫

视神经或视交叉，导致视力或视野的逐步丧失。虽
然早期切除占位病变后，患者的视力视野可有不同
程度的恢复，但是仍有不少患者的视觉功能得不到
良好恢复，严重影响了患者的生活质量。为了深入
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研究慢性视神经损伤的机制，探索有效的神经保护
措施和促进视神经再生的方法，我们实验室采用球
囊植入法成功地建立了慢性视神经压迫损伤模

型［１］。在前期研究中，我们利用抑制消减杂交（ｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）技术成功
构建了视神经慢性受压后差异表达基因文库，分别
得到视神经受压后４周和８周的正反相文库［２］。本
实验利用分子生物学技术结合生物信息学技术对文

库进行了初步克隆、鉴定和分析，旨在为进一步阐明
慢性视神经损伤的分子机制创造条件。

１　材料和方法

１．１　消减ｃＤＮＡ文库的构建　取成年健康家猫１５
只，雌雄不限，体质量２．５～３．５ｋｇ。随机平均分为

３组，即正常组、压迫４周组和压迫８周组。采用球
囊植入法制作猫慢性视神经损伤模型［１］，利用抑制
消减杂交技术构建视神经慢性损伤相关差异表达基

因消减ｃＤＮＡ文库［３４］，分别得到视神经受压后４周
和８周的正反相文库［２］。

１．２　消减ｃＤＮＡ文库的扩增及鉴定　取前期研究
中构建好的消减ｃＤＮＡ文库中的连接质粒１０μｌ与
感受态细菌ＤＨ５α混匀，用氯化钙法将质粒导入大
肠杆菌。取１５０μｌ细菌培养液均匀涂布于含Ｘｇａｌ／

ＩＰＴＧ的氨苄西林琼脂培养板上，３７℃培养过夜。
待菌落显色完全，随机挑取５０个白色菌落接种到

ＬＢ／Ａｍｐ液体培养基中，２５０次／ｍｉｎ摇菌８ｈ；重复
上述操作，再次转化感受态细胞，随机挑取５０个白
色菌落，直至每个库得到３００个菌落为止。各取１

μｌ菌液用巢式引物进行ＰＣＲ扩增，产物用２％琼脂
糖／ＥＢ凝胶电泳进行鉴定。

１．３　ＤＮＡ测序　将含有差异表达插入片段的菌液
解冻，取１００μｌ加入到１．２ｍｌＬＢ／Ａｍｐ液体培养基
中３７℃摇菌８ｈ，送测序公司用３７００测序仪测序。

１．４　ＥＳＴ同源性分析　将测序所得的序列通过互
联网用Ｂｌａｓｔｎ２．２程序查找日本国家ＤＮＡ数据库
（ＤＮＡＤａｔａＢａｎｋｏｆＪａｐａｎ，ＤＤＢＪ）进行同源性分析。
通过ＰｕｂＭｅｄ和 ＫＥＧＧ数据库对同源基因进行初
步分类和分析。

１．５　实时定量ＰＣＲ验证阳性克隆　从差减文库中
选取４个阳性克隆用实时定量ＰＣＲ进行验证。以

Ｇ３ＰＤＨ为内参照，根据目的基因序列用Ｐｒｉｍｅｒ５
设计引物并合成。按照ＳＹＢＲＥｘＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试
剂盒（ＴａＫａＲａ公司）说明书进行实时定量ＰＣＲ反
应，实验结果利用软件ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６．０以及 Ｅｘｃｅｌ
７．０进行数据分析处理。

２　结　果

２．１　文库鉴定结果　对４个文库共１２００个白斑
细菌进行ＰＣＲ扩增，电泳结果显示共得到１０００个
目的片段，经ＰＣＲ扩增得到的目的片段相对分子质
量分布在２００～８００ｂｐ范围内，与文献

［５］报道结果

一致（图１）。

图１　消减文库ＰＣＲ扩增结果
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２．２　测序和序列同源性分析结果　共对７６９个克
隆进行了测序，得到６７４个ＥＳＴ片段，序列长度在

２００～８００ｂｐ之间。根据Ｂｌａｓｔ查询结果，以 Ｅ≤
１０－４为判定标准，得到：４周正向文库１４个同源基
因，４周反向文库２０个同源基因，８周正向文库２３
个同源基因，８周反向文库１９个同源基因。这些基
因可归类于能量代谢、物质转运、信号转导、基因转
录、损伤与修复、ＭＨＣ分子等（表１～４）。

２．３　实时定量ＰＣＲ验证结果　从差减文库中选择
了４个阳性克隆，Ｂ２、Ｃ２３８、Ｄ４１、Ｄ２１１，用实时定量

ＰＣＲ进行验证。根据这４个阳性克隆序列和内参
基因Ｇ３ＰＤＨ设计了引物（表５）。

　　实时定量ＰＣＲ结果表明克隆Ｂ２和Ｄ４１在受压４
周组表达下调，在受压８周组表达上调，克隆Ｃ２３８在
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受压４周组和８周组表达均下调，克隆Ｄ２１１在受压４ 周组和８周组表达均上调，与ＳＳＨ结果相符（表６）。

表１　４周正向差减文库序列同源性分析结果

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ４ｗｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｅｄＥＳＴｓ

Ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ Ｃｌｏｎｅｎｕｍｂｅｒ Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

Ｅｎｅｒｇｙａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ａ１７ Ｓｑｕａｌｅｎｅｅｐｏｘｉｄａｓｅ Ｄ７８１３０

Ａ４３ １６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ ＡＹ０１１１８３

Ａ５２ Ｔｙｒｏｓｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＡＦ１６３８６３

Ａ５５ ＰＴＳｇｅｎｅｆｏｒ６ｐｙｒｕｖｏｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｔｅｒｉｎｓｙｎｔｈａｓｅ ＡＢ０４２２９７

Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ａ４５ Ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ ＡＦ４８３０１４

Ｓｔｒｅｓｓ Ａ３３ Ａｌｐｈａｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ＡＢ０４７５９２

Ｓｕｂｓｔａｎｃｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ Ａ１０ Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２ ＡＪ７１５９８３

Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ Ａ５６ Ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ ＡＦ５０３６１８

Ｉｍｍｕｎｉｔｙｍｏｌｅｃｕｌｅ Ａ６ ＢＡＴ１ｈｏｍｏｌｏｇ ＡＦ０７５６９１

Ａ４１ ＣＤ８０ ＡＹ００７７０３

Ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ Ａ１３ ＨＭＧＩＣｆｕｓｉｏｎｐａｒｔｎｅｒｌｉｋｅ２ ＡＹ３０９９２０

Ａ１９ ＬＩＮＥ１ｅｌｅｍｅｎｔＯＲＦ２ ＡＢ０１２２２３

Ａ２６ ＡＴ２ｇｅｎｅ ＡＪ５６６９０３

Ａ６１ ＰＫＰ４ ＡＣ００５０４２

表２　８周正向差减文库序列同源性分析结果

Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ８ｗｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｅｄＥＳＴｓ

Ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ Ｃｌｏｎｅｎｕｍｂｅｒ Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

Ｅｎｅｒｇｙａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ｄ７ Ｕｒｏｃａｎａｓｅｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１ ＢＣ０３３２６９

Ｄ３１ ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ５ Ｕ２０７５３

Ｄ３７ ＡＴＰａｓｅ６ Ｕ２０７５３

Ｄ４１ ＮＡＤＨ４ ＡＹ６３４４０２

Ｄ４７ Ｃｙｔｂｇｅｎｅｆｏｒｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ ＡＢ１９４８１５

Ｄ５０ ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅠ Ｕ２０７５３

Ｄ６５ ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ３ Ｕ２０７５３

Ｄ６３ １６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ Ｕ２０７５３

Ｄ７２ Ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ（１７β）ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ３ ＡＹ３４１０３１

Ｄ８５ ＵＤＰｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍＲＮＡ ＡＦ０３９１３８

Ｄ９４ ＬＩＰＡｇｅｎｅ Ｘ７５４９１

Ｄ１５５ ＩｎｄｏｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＡＦ１２８８４７

Ｄ２５４ ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＤ Ｊ０２６１１

Ｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ Ｄ２１１ Ｃａｌｐａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅ Ｙ１０５５２

Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ Ｄ１８７ Ｔｉｔｉｎ Ｘ９０５６９

Ｄ２９６ ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＤ２ ＡＦ０３３８５０

Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ Ｄ４５ Ｂｅｔａａｃｔｉｎ Ｘ００３５１

Ｎｕｃｌｅｕｓｅｎｃｏｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ Ｄ８３ Ｓｕｍｉｋｏ ＡＦ０２６２７４

Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ Ｄ３３ Ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｍｏｔｏｒｎｅｕｒｏｎ ＡＦ５０３６１８

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ Ｄ１４８ Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ２８１ ＢＣ０６０８２０

Ｄ３０６ Ｅｌｆ１ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ＡＦ０００６７０

Ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ Ｄ４６ ＬＩＮＥ１ｅｌｅｍｅｎｔＯＲＦ２ ＡＢ０１２２２３

Ｄ５３ ＢＰＡＧ１ｌｉｋｅｇｅｎｅ ＡＦ２９３４４９
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表３　４周反向差减文库序列同源性分析结果

Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ４ｗｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｅｄＥＳＴｓ

Ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ Ｃｌｏｎｅｎｕｍｂｅｒ Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

Ｅｎｅｒｇｙａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ｂ２ ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅠ ＡＹ６７２０９８

Ｂ７４ ＡＴＰａｓｅ６ Ｕ２０７５３

Ｂ６５ ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ４ ＡＹ６３４４０２

Ｂ７７ ＴｒｐＢｇｅｎｅ ＡＪ７４９７９７

Ｂ１２９ ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ２ ＡＹ６３４３９０

Ｂ１６６ １２ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ ＡＹ０１２１４９

Ｂ２２３ ＧＭＤＳｇｅｎｅｆｏｒＧＤＰｍａｎｎｏｓｅ４，６ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ ＡＬ０３３５１７

Ｓｕｂｓｔａｎｃｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ Ｂ１２７ Ｏｘｙｓｔｅｒｏｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２ ＡＦ２８８７４２

Ｂ３１８ Ｍｅｌａｎｏｐｈｉｌｉｎｇｅｎｅ ＡＪ９２００４７

Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂ５６ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２２ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ａｌｐｈａ２ ＡＹ７７９０２３

Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ Ｂ３０ Ｓｏｒｔｉｎｇｎｅｘｉｎ５ ＢＣ０９３９８０

Ｂ７３ Ａｇｏｕｔｉｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ＡＹ２３７３９４

Ｂ９２ Ｉｎｏｓｉｔｏｌｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ４ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｔｙｐｅⅡａｌｐｈａ Ｕ９６９２２．１

Ｉｎｊｕｒｙａｎｄｒｅｐａｉｒ Ｂ５８ Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｕｌｆｏｘｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＡＹ９５８４３２

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ Ｂ１５８ ｐ２７Ｋｉｐ１ｇｅｎｅ ＡＢ０８３３３６

Ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ Ｂ１５ ＰＲＰ３９ｐｒｅｍＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｆａｃｔｏｒ３９ｈｏｍｏｌｏｇ ＢＣ０５１８８６

Ｂ２７ Ｔｕｂｂｙｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１ ＡＦ１０５７１１

Ｂ８５ ＬＫＰｓｅｒｏｔｙｐｅ４ｐｉｌｉｎ Ｕ１９７６１

Ｂ１３８ ＦＬＪ３１８１０ｃｌｏｎｅＲＰ１１３０１Ｈ１８ ＡＬ５９２２０６

Ｂ１４４ ＦＬＪ３２７２１ｆｉｓ ＡＫ０５７２８３

表４　８周反向差减文库序列同源性分析结果

Ｔａｂ４　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ８ｗｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｅｄＥＳＴｓ

Ｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎ Ｃｌｏｎｅｎｕｍｂｅｒ Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ｃ７ Ｓｑｕａｌｅｎｅｅｐｏｘｉｄａｓｅ Ｄ７８１３０

Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ Ｃ１９０ ＭｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅＭＲＫａｌｐｈａ ＡＦ４８０４６１

Ｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｃ２３ ＲＥＶ３ｌｉｋｅ，ｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔｏｆＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｚｅｔａ（ＲＥＶ３Ｌ） ＡＹ６８４１６９

Ｉｎｊｕｒｙａｎｄｒｅｐａｉｒ Ｃ４９ Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ１（ｎｅｕｒｏｎａｌ） ＡＹ４４５０９５

Ｃ６０ Ａｌｐｈａｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ＡＢ０４７５９２

Ｃ１２８ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｃｏｇｎａｔｅ（ｈｓｃ７０） Ｌ７７１４６

Ｃ１９８ ＲＡＤ１８ｈｏｍｏｌｏｇ（ＲＡＤ１８） ＡＹ９６１９８９

Ｓｕｂｓｔａｎｃｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ Ｃ１７ Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２ ＡＪ７１５９８３

Ｃ４１ Ｓｅｃ６１ａｌｐｈａ２ｓｕｂｕｎｉｔ ＢＣ０２６１７９

Ｃ６８ Ｍｏｎｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ２（ＭＣＴ２） Ｕ６２３１６

Ｃ８８ ＶａｃｕｏｌａｒＨ＋ ＡＴＰａｓｅｄ２ｓｕｂｕｎｉｔ（ＡＴＰ６Ｖ０Ｄ２） ＡＹ０７９１７２

Ｃ２３８ ＰｏｔａｓｓｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔＮａ／ＣａｅｘｃｈａｎｇｅｒＮＣＫＸ３（ＳＬＣ２４Ａ３） ＡＦ２８８０８７

ＭＨＣｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｃ５７ ＭＨＣｃｌａｓｓⅠ ＤＬＡ５３ｇｅｎｅ Ｕ５５０２９

Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ Ｃ１１３ Ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＧＨＲ）ｇｅｎｅ ＡＹ９２８７２７

Ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ Ｃ９ Ｔｒｙｐｓｉｎｏｇｅｎ ＡＢ１８２９７０

Ｃ４３ ｍＲＮＡｆｏｒＫＩＡＡ１０１２ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＢ０２３２２９

Ｃ７２ ｈＳＳＨ１Ｂ ＡＢ０７２３５７

Ｃ５６ Ａｓｔｒｅｔｃｈｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎ ＡＪ２９０９４４

Ｃ８０ ＰＴＨｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａＢ１ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＦ０９５７７１
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表５　目的基因和内参基因的引物序列

Ｔａｂ５　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＰＣＲ

Ｃｌｏｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
ｓｉｚｅ（ｂｐ）

Ｂ２ ５′ＴＡＡＴＴＧＧＡＧＧＧＴＴＣＧＧＡＡＡＣＴＧ３′ １１３
５′ＧＡＧＴＡＧＡＡＡＧＧＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＧＡ３′

Ｃ２３８ ５′ＡＣＣＴＴＧＧＧＡＡＣＣＧＣＡＧＡＡ３′ ８２
５′ＧＡＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＧＣＡＧＣＡＡＣ３′

Ｄ４１ ５′ＡＣＧＡＧＧＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡＣ３′ １０９
５′ＧＧＧＴＴＡＡＧＴＧＡＴＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧＧ３′

Ｄ２１１ ５′ＧＣＣＣＴＴＧＡＣＡＴＧＴＧＡＡＡＡＡＧＡＴ３′ １０４
５′ＡＣＣＧＡＴＴＡＧＣＡＧＡＡＴＣＴＧＡＡＧＧ３′

Ｇ３ＰＤＨ ５′ＡＴＴＣＣＡＣＣＣＡＣＧＧＣＡＡＡ３′ １４４
５′ＡＣＴＣＣＡＣＡＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡ３′

表６　实时定量ＰＣＲ中各产物的相对浓度

Ｔａｂ６　ＲｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｂ２／Ｇ３ＰＤＨ Ｃ２３８／Ｇ３ＰＤＨ Ｄ４１／Ｇ３ＰＤＨ Ｄ２１１／Ｇ３ＰＤＨ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．４２０８６×１０－５ ２．９９１８２×１０－５ ２．４２０８６×１０－５ ３．４２５７５×１０－６

４ｗｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ １．７７５１５×１０－５ １．０６１６１×１０－５ １．７７５１５×１０－５ ４．５２４９０×１０－６

８ｗｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ２．６７３６１×１０－５ １．６０９９１×１０－５ ２．６７３６１×１０－５ ６．０３７１８×１０－６

３　讨　论

　　我们前期的研究显示视神经慢性受压后视神经
损伤、神经元变性和视觉功能障碍是逐渐进展的过
程，在此过程中伴随着细胞形态和功能的改变［１］。
但是有关基因和分子水平的变化尚不清楚，国内外
至今尚无慢性视神经受压损伤相关分子机制的研究

报道。我们推测慢性视神经损伤同其他中枢神经系
统病变一样伴随着一系列基因表达的改变，这种改
变既是损伤的结果，又是损伤进展的原因。因此，阐
明视神经慢性损伤过程中基因表达变化的规律，进
而探索这些基因之间的相互关系及在病变进展中的

作用，不仅有助于认识慢性视神经损伤的分子机制，
也将为慢性视神经损伤的有效干预和治疗提供有价

值的线索。

　　在前期研究中，我们利用ＳＳＨ技术成功地构建
了视神经慢性受压后４周和８周双向差异表达ｃＤ
ＮＡ文库。在本实验中我们对文库进行克隆、大量
测序和同源性分析，获得了数十条慢性视神经损伤
相关的差异表达基因，并利用生物信息学方法对这
些基因进行了初步分析和功能归类。

３．１　慢性视神经损伤和能量代谢障碍　本实验得
到与能量和代谢相关的同源基因共１８个，在这些基
因中有一类属于线粒体基因，包括 ＮＤ２ＮＤ５、细胞
色素ｂ亚基（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ，Ｃｙｔｂ）、细胞色素Ｃ亚单
位Ⅰ （ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄｉｚｅｓｕｂｕｎｉｔⅠ，ＣＯＸⅠ）、

ＡＴＰ酶６（ＡＴＰａｓｅ６）、１６ＳＲＮＡ和１２ＳＲＮＡ。结

果表明在视神经受压后４周线粒体基因表达大部分
下降，而在受压后８周大部分表达上调。这种表达
改变的确切原因还不清楚，但肯定与线粒体功能改
变或细胞对能量的需求有关，推测在受压后４周，视
神经轴索和细胞以变性为主，大量线粒体受损，线粒
体基因表达下调。而在受压后８周，视神经内的大
量胶质细胞出现增生激活，对能量的需求增加，线粒
体基因表达也随之上调，以增加对细胞的能量供
应［６］。我们的病理研究结果显示神经纤维和胶质细
胞内线粒体在视神经损伤早期就发生变性，与线粒
体基因表达下调一致，线粒体损伤将导致细胞能量
供应不足，触发一系列的病理生理过程，尤其是离子
泵不能充分运转，钠离子内流导致细胞水肿，钙离子
内流导致细胞坏死或凋亡。

３．２　细胞损伤与修复　根据生物信息学分析的结
果，视神经受压后不同时间有关应激、物质转运和各
种酶的表达改变，这些基因许多与细胞损伤与修复
有关。Ａｌｐｈａ晶状体球蛋白相关蛋白（ａｌｐｈａｃｒｙｓ
ｔａｌｌｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）属于小热休克蛋白 （ｓｍａｌｌ
ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓＨＳＰｓ）家族成员，在细胞内具
有非常重要的功能，其核心功能是维持细胞蛋白质
组的稳定性，对抗各种内外应激［７］。体外研究显示
视神经星形细胞在受到静水压后ｓＨＳＰｓ表达上调，
可能参与保持神经丝的完整［８］。Ａｌｐｈａ晶状体球蛋
白相关蛋白在视神经损伤后４周表达上调，反映了
细胞内源性的保护作用，而在损伤后８周表达下降，
表明细胞内源性保护作用是比较短暂的，因此给予
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外源性的ｓＨＳＰｓ以强化这种内源性保护作用可能
为慢性视神经损伤提供一种有效的神经保护措施。

　　Ｃａｌｐａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅ是ｃａｌｐａｉｎ的同源分子，同
属于ｃａｌｐａｉｎ家族。Ｃａｌｐａｉｎ是一种钙离子依赖的蛋
白酶。在体外ｃａｌｐａｉｎ能够裂解超过１００种蛋白分
子，在体内它们的生理功能也多种多样［９］。研究证
实ｃａｌｐａｉｎ在视神经高表达。小鼠视神经伸展性损
伤后数分钟至数小时轴索内ｃａｌｐａｉｎ一过性激活，４
ｄ后再次发现ｃａｌｐａｉｎ介导的蛋白水解，提示ｃａｌｐａｉｎ
早期激活促进轴索内结构的持续损伤，而延迟的激
活可能与轴索降解有关［１０］。视神经挫伤后给予ｃａｌ
ｐａｉｎ抑制剂能够促进视神经结构的完整，显著增加
轴索和髓鞘完好的纤维数量，减轻轴索的水肿［１１］。
视神经压迫损伤后ｃａｌｐａｉｎ样蛋白酶表达上调，可能
也参与了细胞骨架丢失、轴索降解和胶质细胞死亡
等病理过程。Ｃａｌｐａｉｎ抑制剂能否延缓慢性视神经
损伤的病理过程、改善预后值得进一步研究。

　　钠／钙交换子（Ｎａ／Ｃａｅｘｃｈａｎｇｅ）在神经细胞的
钙离子稳 定中 发挥关键作用。我们克隆的是

ＮＣＫＸ３同源分子，在脑组织有广泛的表达［１２］。视
神经损伤后 ＮＣＫＸ３表达下调，提示在视神经受压
过程中，除了可能存在的兴奋性氨基酸毒性导致的
钙离子内流外，钙泵出细胞外减少也会进一步加重
神经细胞的钙超载，诱导细胞坏死或凋亡。

３．３　信号转导分子　我们的研究结果显示视神经
受压后多种与信号转导有关的基因表达发生变化，
其中功能研究比较透彻的是磷脂酶 Ｄ２（ｐｈｏｓｐｈｏ
ｌｉｐａｓｅＤ２，ＰＬＤ２）。磷脂酶Ｄ分为ＰＬＤ１和ＰＬＤ２，
目前确定是一种受细胞受体调节的参与信号转导的

酶，控制多种生物学功能，包括细胞分泌、细胞吞噬、
肌动蛋白运动和膜的转运等。哺乳动物ＰＬＤ催化
膜磷脂的主要成分卵磷脂（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，

ＰＣ）水解成为磷脂酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）和胆
碱。ＰＬＤ被细胞表面受体激活的过程与磷脂酶Ｃ
（ＰＬＣ）和ＰＩ３Ｋ（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ）激活的
过程类似，催化特定的脂质产生第二信使。ＰＬＤ的
活性产物是ＰＡ，在许多情况下ＰＡ具有两个主要的
功能：一个是募集蛋白，另一个是调节酶的活性，包
括蛋白激酶和脂质激酶。ＰＡ可以激活ＰＩＰＫ（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４ｐｈｏｓｐｈａｔｅ５ｋｉｎａｓｅ）产生 ＰＩＰ２
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ［４，５］ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ），而

ＰＩＰ２自身又能调节ＰＬＤ的活性。因此ＰＬＤ激活
将导致一个正反馈的信号放大［１３］。ＰＬＤ２在慢性视
神经损伤后表达上调，可能与多种细胞受体激活有

关，其病理意义有待进一步研究。

　　总之，我们对慢性视神经损伤相关差异表达

ｃＤＮＡ文库进行的初步克隆和分析显示，包括能量
与代谢、内源性保护因子、损伤修复因子、信号转导
分子和基因转录因子等在内的许多基因表达发生了

变化，今后利用基因芯片技术、基因转染技术和

ＲＮＡ干扰技术等新的研究手段对这些差异基因进
行深入研究，了解其病理意义，有可能为阐明慢性视
神经损伤的分子机制提供重要信息。
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