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神经生长因子和氨基胍对糖尿病大鼠视觉诱发电位的影响

桑延智，刘　心，柳　林，赵春艳
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［摘要］　目的：观测糖尿病大鼠视觉诱发电位（ＶＥＰ）的改变以及神经生长因子（ＮＧＦ）和氨基胍（ＡＧ）对其的影响。方法：用

链脲佐菌素（ＳＴＺ）制作糖尿病大鼠动物模型，分为正常对照组（ＣＯＮ组）、糖尿病对照组（ＤＭ 组）、糖尿病 ＮＧＦ治疗组（Ｄ＋Ｎ

组）、糖尿病ＡＧ治疗组（Ｄ＋Ａ组）。分别于病程３、６、９、１２个月进行各组大鼠的ＶＥＰ测定。结果：与ＣＯＮ组相比，其他各组

大鼠在各实验时点的ＶＥＰ潜伏期延长、波幅下降（Ｐ＜０．０１）；６个月及９个月时，Ｄ＋Ｎ组及Ｄ＋Ａ组的潜伏期均较ＤＭ 组缩

短，且差异显著（Ｐ＜０．０５），而波幅仅见６个月时部分回升；１２个月时，除Ｄ＋Ａ组波幅较ＤＭ组略有回升外，其余改变与９个

月时类似。结论：ＮＧＦ和ＡＧ能够改善ＤＭ导致的大鼠ＶＥＰ潜伏期延长及波幅下降。
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）
是糖尿病常见的并发症之一，其发展的最终结果将
导致失明。在发达国家，ＤＲ是成年人致盲的首位原
因［１］，糖尿病患者中 ＤＲ的患病率可达２０．５％～
４６．９％［２３］。因此，多年来ＤＲ一直是眼科界的热点
问题和重要课题，但ＤＲ的发病机制至今尚未完全
阐明，故对其预防及治疗仍无十分有效的方法。以
往的研究大多集中于视网膜微血管病变上。然而，
因为视网膜属于中枢神经系统的延续部分，而且主
要由神经细胞组成，那么ＤＲ也必然包含了视网膜
神经组织的病变。另一方面，正常的视觉功能依赖

于视网膜及视路神经元的正常活动，因此，ＤＭ 引起
的视觉丧失，最终也应从神经元功能的改变方面来
解释。近年来，随着对ＤＲ本质的认识不断加深，糖
尿病早期视网膜神经感觉功能的紊乱对ＤＲ的发生
发展的作用也越来越受到重视。已有临床电生理证
据表明［４５］，在传统的临床ＤＲ出现前，糖尿病患者
即有视觉诱发电位等视觉电生理的异常，但尚缺乏
进一步的实验研究及药物干预观测。本实验旨在通
过观测外源性神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＮＧＦ）和氨基胍（ａｍｉｎｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ，ＡＧ）对糖尿病大
鼠视觉诱发电位（ｖｉｓｕａｌｅｖｏｋｅｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＶＥＰ）变
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化的影响，为进一步揭示ＤＲ发病的神经机制及药
物治疗提供一定的实验依据。

１　材料和方法

１．１　动物、试剂和仪器　健康成年雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠

１１６只，体质量２３０ｇ～２８０ｇ（中国科学院实验动物中
心）。检查屈光间质清，瞳孔等大等圆，对光反应好，
眼底无异常。随机分为正常对照组２０只和实验制模
组９６只。所有动物全程分笼饲养在达标动物房（由
第二军医大学东方肝胆外科医院动物实验中心提

供），全价颗粒饲料喂饲，不限食水，自然昼夜光线照
明。室内通风良好，氨浓度小于２０ｍｏｌ／Ｌ，室温保持
在１８～２２℃，室内相对湿度为４０％～７０％。动物适
应性喂养１周。ＮＧＦ冻干粉由第二军医大学高分子
实验室制备，批号９８１１０５；ＡＧ购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

ＶＥＰ采用第二军医大学生理学教研室研制的ＪＸ
２０００生理学信号处理系统进行测定并记录。

１．２　糖尿病动物模型的制备　制模前大鼠禁食１０
ｈ，自由饮水。将链脲佐菌素（ＳＴＺ）溶于ｐＨ４．５的

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠缓冲液，配成１％ＳＴＺ溶液，
经紫外线消毒灭菌后，按４５ｍｇ／ｋｇ一次性经实验组
大鼠尾静脉注射。２４ｈ后用试纸测尿糖，７２ｈ后取
鼠尾血测血糖（ＣＢＧ 法）。空腹血糖浓度≥１６．７
ｍｍｏｌ／Ｌ，尿糖在～者即为糖尿病大鼠成功模
型。血糖低于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠于禁食１０ｈ后
再次注射上述相同剂量的ＳＴＺ累加成模，同法测血
糖筛选出ＤＭ大鼠。正常对照组鼠尾静脉注射前述
等量０．１ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠缓冲液。建模共观察２
周，然后开始计算病程。

１．３　动物分组及处理　（１）空白（正常）对照组
（ＣＯＮ组）：２０只，血糖平均值（４．１２±０．６２）ｍｍｏｌ／

Ｌ。（２）糖尿病大鼠随机分为以下３个实验组：①糖
尿病对照组（ＤＭ 组）：２２只，血糖平均值（２１．４４±
４．６３）ｍｍｏｌ／Ｌ。②糖尿病ＮＧＦ治疗组（Ｄ＋Ｎ组）：

３０只，按１０００Ｕ／ｋｇ剂量予右眼球后注射纯品

ＮＧＦ，前３个月隔日注射１次，以后每周注射１次。

③糖尿病ＡＧ治疗组（Ｄ＋Ａ组）：２２只，将ＡＧ溶于
双蒸水配成５００ｍｇ／Ｌ溶液，水饲剂量相当于每只
给予ＡＧ４０ｍｇ／ｄ。以上各组分别在饲养至３、６、９、

１２个月时检测电生理指标。

１．４　ＶＥＰ测定　参考文献方法［１］，将大鼠用戊巴
比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）麻醉。麻醉后切开大鼠头部皮
肤暴露颅骨，按下述部位埋入自制不锈钢螺纹电极
（直径１ｍｍ）。引导电极位于前囟后６ｍｍ，矢状缝
右侧旁开３．５ｍｍ处；参考电极位于前囟前２ｍｍ，

矢状缝左侧旁开２ｍｍ 处；地电极位于前囟前２
ｍｍ，矢状缝右侧旁开２ｍｍ处。埋入电极后，用自
凝牙托粉将电极固定在颅骨上。将埋好电极的大鼠
在暗室环境中进行固定，置于闪光发生器前２０ｃｍ
处。滴托吡卡胺眼液１滴充分散瞳后，给鼠眼以闪
光频率刺激１次／ｓ，刺激时程１０ｍｓ，分析时间５００
ｍｓ，平均叠加１００次，滤波２～１００Ｈｚ。因Ｄ＋Ｎ组
给药方式为右眼注射，故测定双眼 ＶＥＰ，其余各组
测右眼ＶＥＰ。

１．５　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件
进行处理和分析，定量数据均以珚ｘ±ｓ表示，两均数
之间的比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结　果

　　各实验组在不同时点潜伏期或波幅均无明显差
异（Ｐ＞０．０５）；在左右眼之间亦无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）；各实验组ＤＭ 大鼠在各时点均较ＣＯＮ组潜
伏期明显延长，波幅明显降低，差异显著（Ｐ＜
０．０１）；但各组波幅降低均＜５０％（图１）。

图１　各组大鼠ＶＥＰ代表波形描记

Ｆｉｇ１　ＶＥＰｗａｖｅｆｏｒｍｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　　３个月时，Ｄ＋Ｎ组双眼潜伏期或波幅与ＤＭ 组
相比无明显差异（Ｐ＞０．０５），但Ｄ＋Ａ组潜伏期较

ＤＭ组缩短，差异显著（Ｐ＜０．０５）；６个月时，Ｄ＋Ｎ
组及Ｄ＋Ａ组潜伏期较ＤＭ 组均缩短，其中Ｄ＋Ｎ
组右眼及Ｄ＋Ａ组波幅亦回升，差异显著（分别Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）；９个月时，Ｄ＋Ｎ组及Ｄ＋Ａ组潜伏
期较ＤＭ组仍呈有显著差异的缩短（Ｐ＜０．０１），而
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波幅无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；１２个月时，Ｄ＋Ｎ组
及Ｄ＋Ａ组潜伏期有继续上升趋势，但与ＤＭ 组比

较无显著差异（Ｐ＞０．０５），波幅变化Ｄ＋Ａ组与ＤＭ
组相比有显著性回升。详见表１。

表１　各组大鼠不同时期ＶＥＰ潜伏期及波幅变化

Ｔａｂ１　ＬａｔｅｎｔｐｅｒｉｏｄａｎｄａｍｐｌｉｔｕｄｅｏｆＶＥＰａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ｔｈｅ３ｒｄｍｏｎｔｈ

Ｌａｔｅｎｃｙ
ｔ／ｍｓ

Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ
Ｕ／ｍＶ

ｔｈｅ６ｔｈｍｏｎｔｈ

Ｌａｔｅｎｃｙ
ｔ／ｍｓ

Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ
Ｕ／ｍＶ

ｔｈｅ９ｔｈｍｏｎｔｈ

Ｌａｔｅｎｃｙ
ｔ／ｍｓ

Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ
Ｕ／ｍＶ

ｔｈｅ１２ｔｈｍｏｎｔｈ

Ｌａｔｅｎｃｙ
ｔ／ｍｓ

Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ
Ｕ／ｍＶ

ＣＯＮ ２０ ３１．１１±

６．１８
０．７５±

０．１１
３１．０８±

３．９３
０．８３±

０．０７
３３．６７±

６．７８
０．７３±

０．１２
３５．２５±

５．７９
０．８１±

０．０６

ＤＭ ２２ ５２．９２±

７．９４

０．６１±

０．０９

５１．７５±

５．９７

０．５４±

０．１３

５５．５５±

６．９４

０．５７±

０．０９
５３．２５±

６．５６

０．６７±

０．０７
Ｄ＋Ｎ（Ｒｉｇｈｔ） ３０ ４７．１３±

６．５６

０．６５±

０．０８

４５．８８±

５．２４△△
０．６８±

０．１３△△
４６．５０±

６．５６△
０．６５±

０．０８

５１．７５±

５．３６

０．６８±

０．０６
Ｄ＋Ｎ（Ｌｅｆｔ） ３０ ４６．３８±

６．３８

０．５９±

０．１６

４４．８０±

４．３３△△
０．６５±

０．１６

４７．８１±

５．９５△△
０．６３±

０．０８

５２．１７±

６．４６

０．７１±

０．１０
Ｄ＋Ａ ２２ ４５．９０±

５．４２△△
０．６６±

０．０６

４６．００±

６．０６△△
０．７１±

０．０９△
４６．４０±

７．１３△
０．６５±

０．１０

４８．７５±

５．８２

０．７３±

０．０４△△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ；△Ｐ＜０．０５，
△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＤＲ与糖尿病的病程相关，随着糖尿病全身状况
的有效控制和患者寿命的延长，ＤＲ的致盲率趋于增
加。如何有效阻止ＤＲ患者失明，成为防盲治盲的
重要任务。揭示ＤＲ的发病机制，一直是研究者关
注的焦点之一［６］。有实验结果表明，视网膜电图的

异常可出现于患糖尿病２ｄ的大鼠［７］。临床上也发
现，尚无视网膜病变的糖尿病患者的视乳头上方视
网膜神经纤维层厚度明显降低［８］。视网膜神经病变
与血管病变都是ＤＲ发病的病理学基础，而且视网
膜的神经病变可能先于器质性的血管病变，目前视
网膜神经成分在ＤＲ发病过程中的作用时机和作用
机制尚不清楚。因此，从视网膜神经成分角度探讨
并明确ＤＲ早期发病的机制，从而寻找安全有效的
视网膜神经保护方法，对阻止ＤＭ 患者早期视功能
损害具有重要的意义和临床应用价值。

　　ＶＥＰ反映的是视网膜神经节细胞到大脑皮质
视觉中枢的视信息传导通路上的电变化，是一种广
泛应用于临床客观评价视功能状况的眼电生理检

查。由于不同实验室之间刺激和记录方法的不同，

ＶＥＰ波峰的极性、潜伏期、波幅有很大的差异，目前
尚无统一的标准值。本实验中，在对大鼠散瞳后，以
全视野闪光反射球做刺激，可以较好地控制距离和
强度，保证全视野有一定的照度，所检测的大鼠

ＶＥＰ波形重复性好。另外，由于大鼠的 ＶＥＰ存在
一定的个体差异，在研究中为使个体间差异的影响

减少到最低限度，本实验中对局部治疗组还采用了
左右眼间自身对照。

　　本实验研究同样检测到糖尿病大鼠的 ＶＥＰ发
生了明显的变化：潜伏期明显延长，波幅明显降低。
按目前的理论认为，潜伏期反映神经髓鞘的功能状
态，波幅反映神经轴索的功能状态［９］。因此，本实验
表明，实验性ＤＭ 的视神经损伤可能在轴索及髓鞘
均受到了损害。Ｄｙｃｋ等［１０］通过对糖尿病患者的味

觉纤维研究提示，轴突变性可能是糖尿病神经变性
的初始变化。糖尿病神经再生能力明显受损，包括
轴突再生及髓鞘再生。糖尿病轻度神经变性时，再
生程度很高，而严重病例的远侧神经几乎完全缺少
轴突，说明轴突再生并不能完全补偿轴突的变性。

ＶＥＰ的改变与视神经的损伤程度相一致，其异常变
化高度提示视神经功能受损，并可预测恢复可能性
的大小。ＶＥＰ可以很敏感地反映视神经损伤的程
度，重要波形的波幅下降若超过５０％，则被认为是
神经功能受到了严重的损伤，可能造成不可逆的损
伤［１１］。本实验中的ＤＭ大鼠模型ＶＥＰ波幅降低均
在５０％以内，表明尚为不完全的可逆性损伤，提示
此模型可以用于观察ＤＭ 视神经保护效应的研究，
为后期设计的ＮＧＦ、ＡＧ等治疗性实验提供了可行
的理论基础。

　　ＮＧＦ是神经营养因子家族中发现最早、研究最
深入的一类生长因子。作为维持中枢神经和周围神
经功能的重要活性因子，ＮＧＦ能改善ＤＭ 引起的感
觉神经功能障碍［１２］，与视觉系统损伤的修复和再生
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也有密切的关系。有研究［１３］表明，糖尿病早期视网
膜靶组织顶盖前区含神经营养因子的神经细胞减

少，细胞内神经营养因子表达减少。在内源性ＮＧＦ
减少的情况下，给予外源性ＮＧＦ将有助于症状的缓
解和改善。Ｓｅｋｉ等［１４］报道糖尿病大鼠视网膜的脑

源性神经生长因子较正常者下降４９％，其 ｍＲＮＡ
下调２４％，通过玻璃体腔注射脑源性神经生长因子
可保护无长突细胞。本实验中观察到，从治疗６个
月开始ＮＧＦ治疗组大鼠的直接局部治疗眼和另侧
眼的波幅及潜伏期较 ＤＭ 未治疗大鼠均有明显改
善，而波幅仅在６个月时部分有显著改善，证实了上
述理论，即外源性ＮＧＦ确实对ＤＭ病变累及的视觉
神经元有一定的治疗作用。另外，本实验还发现，

ＤＭ大鼠在接受 ＮＧＦ局部治疗后潜伏期有显著缩
短，而波幅的变化尽管呈上升趋势，但无统计学的显
著差异。结合前述文献，我们可以做出这样的推测：
外源性ＮＧＦ的治疗作用对神经髓鞘的再生较对轴
突的再生更为明显，其具体作用机制尚有待于进一
步的研究。

　　近年来，随着对ＤＲ研究的深入，人们发现长期
高血糖引起机体蛋白质非酶糖化，形成过量的非酶
糖化 终 产 物 （ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｕｄｕｃｔｓ，

ＡＧＥｓ），可能导致各系统的慢性病变和功能丧失，是

ＤＭ慢性并发症的主要原因之一［１５］。ＡＧＥｓ在糖尿
病微血管并发症方面有明确的作用，可使视网膜毛
细血管通透性增加，血管壁增厚，血液黏滞，明显加
重血视网膜屏障的破坏［１６］。还有离体实验证实

ＡＧＥｓ对视网膜的三级神经元均有致凋亡作用［１７］。

ＡＧ是一种非酶糖化抑制剂，能抑制 ＡＧＥｓ和蛋白
糖化后的交联形成，还能抑制早期糖化产物的形成。
本实验发现ＡＧ可使ＤＭ 大鼠延长的ＶＥＰ潜伏期
缩短，说明 ＡＧ对ＤＲ时的视功能损伤有一定的治
疗作用。

　　总之，在糖尿病视网膜病变的发生、发展过程
中，视网膜的神经功能也受到了严重影响。视网膜
神经的损害与微循环的损害应是共同存在、相互影
响。一些药物（如ＮＧＦ、ＡＧ等）对糖尿病视神经功
能的损害表现了一定的治疗效果，展现了良好的应
用前景。
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