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［摘要］　目的：观察视神经慢性受压后视神经胶质细胞的病理改变，探讨胶质细胞与神经元的相互作用，为慢性视神经损伤

的修复研究提供基础。方法：３０只成年家猫随机等分为正常对照组、假手术组、压迫１周组、压迫２周组、压迫４周组和压迫８
周组（ｎ＝５）。后４组利用球囊植入法建立慢性视神经损伤模型。各组动物灌注固定，取视神经组织，行透射电镜观察和免疫

组织化学染色，观察胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）、髓磷脂碱性蛋白（ＭＢＰ）、碳酸酐酶Ⅱ（ＣＡⅡ）和ＥＤ１的表达变化。结果：电

镜下正常视神经髓鞘结构完整，各髓板清晰、排列紧密；受压２周后见轻微脱髓鞘；４周后出现板层分离、髓鞘泡状解离，并可见

变性的胶质细胞；８周后髓鞘崩解更为明显，大部分髓鞘明显变薄，并可见凋亡小体形成。免疫组化染色在受压２周后无明显

改变；４周后视神经 ＭＢＰ染色出现排列紊乱，有缺失现象；８周后染色缺失更为明显。受压４周后视神经压迫区出现ＣＡⅡ染

色紊乱，有缺失现象；８周后更为明显。非压迫区在受压８周后ＣＡⅡ染色仍基本正常。受压４周后视神经直接受压区ＧＦＡＰ
染色强度下降，损伤区近侧端染色强度增加；至８周时更为明显。正常视神经内可见散在的ＥＤ１染色阳性细胞；受压４周后

损伤区周围ＥＤ１染色阳性细胞明显增多；８周后更为明显。结论：视神经慢性受压后损伤区出现胶质细胞变性和坏死，损伤

区周围出现星形胶质细胞增殖和小胶质细胞激活，提示胶质细胞改变参与了慢性视神经损伤的病理过程。
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　　累及视路的占位病变对视神经造成的慢性压迫

损伤是神经外科和眼科常见疾病，主要包括垂体腺

瘤、颅咽管瘤、鞍结节脑膜瘤、蝶骨嵴内侧脑膜瘤等，

常导致患者视力严重下降。这类患者很大部分即使

在全切除肿瘤之后，造成的视力障碍也难以恢复，有

的甚至继续恶化［１］。目前临床上对这类患者缺乏积

极有效的干预措施，原因之一是对慢性视神经损伤

的病理过程和分子机制缺乏深入的了解。我们前期

已成功建立猫慢性视神经损伤模型，并对其病理学

及相关差异表达基因进行了初步研究［２４］，发现慢性

视神经损伤有不同于急性损伤的特点，值得进一步

研究。

　　神经胶质细胞在中枢神经系统（ＣＮＳ）损伤和修

复中的作用日益受到重视，它们既是ＣＮＳ内源性损

伤因子的主要来源，又是ＣＮＳ损伤后神经功能修复

的积极参与者［５］。但目前对视神经损伤后神经胶质

细胞的变化所知甚少。因此，本研究利用透射电镜

和免疫组织化学染色方法动态观察视神经慢性受压

后神经胶质细胞的变化，旨在为阐明慢性视神经损

伤的病理机制和促进损伤后的功能修复研究提供基

础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）

小鼠源性单克隆抗体购自 ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司，髓磷

脂碱性蛋白（ＭＢＰ）小鼠源性单克隆抗体购自Ｓｅｒｏ

ｔｅｃ公司，碳酸酐酶Ⅱ（ＣＡⅡ）小鼠源性多克隆抗体

购自Ｒｏｃｋｌａｎｄ公司，ＥＤ１小鼠源性单克隆抗体购

自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂购自ＤＡＫＯ公司。

１．２　实验动物及分组　成年健康家猫３０只，雌雄

不限，体质量２．５～３．５ｋｇ，由第二军医大学实验动

物中心提供。双眼屈光间质清，瞳孔等大等圆，对光

反应好，眼底无异常。随机分为６组（ｎ＝５），正常

组：不进行任何手术处理；假手术组：进行开颅手术，

放入球囊而不充盈；压迫１周组：注入造影剂时间为

第１天，总量０．１ｍｌ；压迫２周组：注入造影剂时间

及剂量为第１天０．１ｍｌ、第１１天０．１ｍｌ，总量

０．２ｍｌ；压迫４周组：注入造影剂时间及剂量为第１
天０．１ｍｌ、第１１天０．１ｍｌ，第２１天０．０５ｍｌ，总量

０．２５ｍｌ；压迫８周组：注入造影剂时间及剂量为第１
天０．１ｍｌ、第１１天０．１ｍｌ，第２１天０．０５ｍｌ，第３６
天０．０５ｍｌ，第５１天０．０５ｍｌ，总量０．３５ｍｌ。

１．３　慢性视神经损伤模型的建立　参照文献［２］方

法建立慢性视神经损伤模型：３％戊巴比妥钠（３０

ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉动物，仿人翼点入路开颅。在

手术显微镜下星形切开硬脑膜至骨缘，排除脑脊液，

慢慢抬起颞叶脑组织，沿蝶骨棘深入直至见到白色

视神经和视交叉。在视神经外侧间隙植入不可脱球

囊，后接长约２０ｃｍ导管，穿皮下隧道引至颈背部，

注入造影剂０．１ｍｌ，检查球囊位于视神经视交叉及

其下的颅底骨性结构之间，导管末端加热封闭，检查

无泄漏后将导管埋于颈背部皮下。术后注意观察生

命体征和神经系统功能缺损情况。每组动物在预定

的时间追加造影剂的量，术后行头颅ＣＴ扫描。

１．４　标本取材　３％戊巴比妥钠深度麻醉，开胸经

左心室插管至主动脉，血管钳夹闭胸主动脉，上腔静

脉开口排除灌注液，依次灌注生理盐水５００ｍｌ，４％
多聚甲醛和０．１％戊二醛混合液２５０ｍｌ，立即取出视

神经，制成石蜡切片和电镜标本。

１．５　透射电镜观察　视神经及时置入２．５％戊二醛

溶液固定２ｈ，再置入１％四氧化锇液固定２ｈ。

Ｅｐｏｎ８１２常规包埋，超薄切片，醋酸铀及硝酸铅染色

后行透射电镜（ＨｉｔａｃｈｉＨ８００）观察、拍照。

１．６　免疫组化染色　用ＥｎＶｉｓｉｏｎ法分别检测视神
经ＧＦＡＰ、ＭＢＰ、ＣＡⅡ、ＥＤ１的表达：切片常规脱蜡
水化，０．３％过氧化氢灭活内源性过氧化物酶；加一
抗，３７℃恒温箱内孵育２ｈ，再加ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂３７℃
孵育３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，苏木精衬染，常规中性树脂
封片，显微镜下观察，阳性细胞呈棕黄色。

２　结　果

２．１　视神经胶质细胞超微结构变化　正常视神经
髓鞘结构完整，各髓板清晰、排列紧密，轴索间可见
胶质细胞，主要为少突胶质细胞和星形胶质细胞，后
者周围可见胶原纤维和基底膜。视神经受压２周后
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可见轻微脱髓鞘；受压４周后出现板层分离、髓鞘泡
状解离，胶质细胞内细胞器减少，胞膜溶解；８周后髓

鞘崩解更为明显，大部分髓鞘明显变薄，胶质细胞变
性坏死更为明显，并可见到凋亡小体（图１）。

图１　视神经慢性损伤后胶质细胞的超微结构

Ｆｉｇ１　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｇｌｉａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｈｒｏｎｉｃｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ａ：Ｄｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ，４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：Ｔｈｉｎｍｙｅｌｉｎ，８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｃ：Ｇｌｉａｌｃｅｌｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ；

Ｄ：Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙ，８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００００（Ａ，Ｂ，Ｃ）；×７０００（Ｄ）

２．２　视神经受压后各指标表达的变化　正常视神

经 ＭＢＰ染色呈均匀棕黄色，沿神经轴索排列整齐；

受压４周后开始出现棕黄染色排列紊乱，有缺失现

象；受压８周后染色缺失更为明显（图２）。

图２　视神经慢性损伤后 ＭＢＰ、ＣＡⅡ、ＧＦＡＰ、ＥＤ１表达的变化
Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＭＢＰ，ＣＡⅡ，ＧＦＡＰ，ａｎｄＥＤ１ａｆｔｅｒｃｈｒｏｎｉｃｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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　　正常视神经ＣＡⅡ染色呈均匀棕黄色，分布于少

突胶质细胞胞质内；受压４周后压迫区开出现染色

紊乱，有缺失现象，受压８周后更为明显（图２）。非

压迫区在术后８周染色仍基本正常。

　　视神经受压２周后ＧＦＡＰ染色没有明显改变；

受压４周后直接压迫区染色强度下降，损伤区近侧

端染色强度增加，至第８周时上述变化更为明显（图

２）。正常视神经内可见散在的 ＥＤ１染色阳性细

胞；受压后４周受压区周围ＥＤ１染色阳性细胞开始

明显增多，至受压后８周更为明显（图２）。

３　讨　论

　　神经胶质细胞在ＣＮＳ损伤后的病理生理和修

复重建过程中起着关键作用。小胶质细胞在损伤早

期即被激活，分泌多种炎性介质和毒性物质，被认为

是加重继发损伤的主要效应细胞。少突胶质细胞在

早期发生脱髓鞘和死亡，不仅导致神经冲动传导障

碍，而且产生的髓鞘碎片能够抑制轴索再生。同时

星形胶质细胞反应性增殖、形成胶质瘢痕，在局限损

伤反应的同时阻碍了神经功能的修复。调控这些细

胞的反应以利于神经功能的修复已经成为ＣＮＳ损

伤治疗的一个新的策略。本研究采用透射电镜和免

疫组织化学方法对慢性视神经损伤过程中胶质细胞

的变化进行了动态研究，发现在视神经慢性受压过

程中胶质细胞的病理变化与急性视神经损伤既有相

似之处，又有其自身的特点。

３．１　少突胶质细胞的变化及意义　视神经中少突

胶质细胞主要功能是形成中枢神经的髓鞘，还可分

泌多种神经营养因子，促进神经元和胶质细胞的存

活。视神经慢性压迫损伤后发生脱髓鞘改变，其直

接的后果是视觉冲动传导障碍，导致视力下降［６］。

另外，产生的髓鞘碎片会激活小胶质细胞和募集巨

噬细胞，激活炎症反应。降解的髓鞘碎片含有大量

轴索抑制因子，是视神经损伤后轴索再生障碍的重

要因素之一，而克服这些抑制分子的抑制作用可以

促进ＣＮＳ损伤后轴索再生和功能恢复，可为人类视

神经损伤后修复提供新的治疗途径。

　　少突胶质细胞对于多种损伤因子如氧化物、毒

性物质、放射损伤和机械损伤非常敏感［７］。本研究

也发现在视神经受压区少突胶质细胞胞体标志物

ＣＡⅡ染色降低，提示视神经慢性受压将导致少突胶

质细胞死亡。少突胶质细胞除形成髓鞘之外，还分

泌多种神经营养因子，促进神经元和胶质细胞的存

活和功能发挥［８］。因此少突胶质细胞死亡有可能触

发和加重轴索变性。

３．２　星形胶质细胞的变化及意义　星形胶质细胞

具有非常重要和复杂的功能，参与神经损伤和修复

过程。本研究结果显示在受压区ＧＦＡＰ染色降低，

提示视神经受压后星形细胞死亡，在电镜下也观察

到有胶质细胞的凋亡和坏死，这意味着轴索和其他

神经细胞将逐渐丢失来自星形细胞的营养支持作

用。而且，星形细胞死亡过程中，不仅对周围微环境

的调控能力将逐渐丧失，且自身也可能释放一些毒

性物质，如兴奋性氨基酸、过氧化物等，加重轴索的

损伤。星形细胞的缺失还可能与神经再生障碍有

关，因为成熟的星形细胞可合成和释放多种神经营

养因子，而且正常表型的星形细胞能够促进神经的

生长［９］。因此视神经受压区星形胶质细胞缺失将导

致轴突生长缺乏良好的基质。

　　尽管星形细胞在受压区减少，但是ＧＦＡＰ染色

在受压视神经的近段是增强的，提示星形细胞发生

了增殖或肥大，成为反应性星形细胞。反应性星形

细胞拥有大量紧密交织的突起，并通过缝隙连接或

紧密连接以及细胞外基质串连起来，导致细胞外空

间非常狭小，构成了阻碍轴索生长的物理屏障。不

仅如此，它还分泌许多轴索抑制分子，其中最为重要

的是硫酸软骨素蛋白多糖（ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏ

ｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ，ＣＳＰＧｓ）［１０］。视神经损伤后许多ＣＳＰＧｓ
表达上调［１１］，抑制ＣＳＰＧｓ的作用可以促进视神经

再生［１２］。在视神经慢性损伤后抑制胶质瘢痕形成，

削弱ＣＳＰＧｓ的作用可能有助于神经功能的修复。

３．３　小胶质细胞的变化及意义　ＣＮＳ损伤后，小

胶质细胞是ＣＮＳ内最早活化的细胞，能够迅速迁移

至损伤区域，增殖并具有吞噬能力，消化和清除死亡

细胞和碎片组织，促进组织修复。视神经损伤后小

胶质细胞／巨噬细胞也是最早激活的细胞。在大鼠

视神经挫伤后２４ｈ内即可以看到圆形的 ＥＤ１
（＋）／溶菌酶（＋）细胞，１周后数量达到最高峰，大

部分在３周后消失，它们能够有效地清除组织碎

片［１３］。激活的小胶质细胞可能有利于神经再生：一

方面小胶质细胞激活后具有吞噬功能，能够清除髓

鞘碎片等轴索生长抑制物，同时激活的小胶质细胞

能够分泌多种神经营养因子，也能促进神经再生。

用激活的巨噬细胞移植到损伤视神经能够促进神经
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再生［１４］。但是活化的小胶质细胞也被认为是神经

元继发变性的原因之一。因为激活的小胶质细胞可

产生和释放对神经细胞有害的化学物质，这些物质

包括蛋白酶、超氧化阴离子羟基、过氧化氢、花生四

烯酸、一氧化氮、兴奋性氨基酸、喹啉酸和细胞因子

等。

　　在本实验中ＥＤ１在损伤４周后表达上调，提示

其在慢性视神经损伤早期即被激活。小胶质细胞作

为重要的炎性细胞可能参与了损伤病理过程。由于

小胶质细胞的功能表现为两面性，因此如果完全抑

制小胶质细胞激活可能并不有利于损伤神经组织的

修复［１５］。如何调控小胶质细胞的激活程度，使其有

利于损伤修复而不危害到正常神经细胞是一项值得

深入研究的课题。

　　综上所述，视神经慢性受压后损伤区出现胶质

细胞死亡，损伤区周围出现星形胶质细胞增殖和小

胶质细胞激活，提示胶质细胞改变参与视神经慢性

损伤病理过程。合理调控胶质细胞的反应可能有利

于视神经损伤的修复。
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