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摘要：采用免疫组织化学技术研究了在强光照和全黑暗条件下荒漠沙蜥（1"*0$(2%3"+,)& 3*%4%5+,&6#2）视网

膜内生长相关蛋白 ,-./$) 的表达变化。结果表明，在正常光照条件下，视网膜内 ,-./$) 阳性表达部位

主要存在于内网层；强光照条件下，,-./$) 免疫染色部位主要出现在内网层、节细胞层和内核层的部分

细胞核。在全黑暗条件下，在视纤维层和内网层呈阳性染色；提示视网膜在不同环境条件下 ,-./$) 的

不同定位，可能与其在相应的环境下参与不同的视觉功能有关。
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!"#$%& 是一种神经元特异性快速转运蛋

白，与神经的生长、发育和再生及突触的可塑性

有关。脊椎动物成体视网膜内 !"#$%& 的分布

已有报道，有研究指出 !"#$%& 在视网膜中的存

在可能与视觉信号传导过程中神经递质的释放

有关［’，(］。

视网膜是参与视觉活动的功能器官，由于

视觉活动的复杂性，决定了组成视网膜各种神

经元之间突触形成的复杂性和可塑性，研究动

物在不同环境条件下，视网膜内神经递质的释

放和突触联系变化过程中相关的特异蛋白分子

的时空表达变化，对了解视觉功能有一定意义。

蜥蜴的视觉系统因为其特殊的视觉再生能

力，其视神经损伤后可以再生，但不能建立正

确的视网膜$顶盖投射，已成为神经发育生物学

家关 注 的 热 点［&，%］。)*+,-. 报 道 一 种 蜥 蜴

（!"#$%&’%()* %($+")*）的 视 神 经 损 伤 后 !"#$%&
在视神经中的持续高表达与其再生后视觉不能

恢复有关［/］。到目前为止，国内仅有对蜥蜴亚

目（012-.345541）动物的视网膜结构做过一些形态

学的研究［6］。为了了解动物在不同环境条件下

的视觉可塑性及变温类动物的视觉活动特点，

本研究在以前的工作基础上［(］，对强光照及全

黑 暗 条 件 下 荒 漠 沙 蜥 （ ,’(-$%.#&’+/)*
&(#0#1+/*23.）视网膜内 !"#$%& 的表达进行了观

察，为视网膜内 !"#$%& 在不同条件下参与视觉

活动的可能机制提供形态学依据。

! 材料与方法

!"! 材料 荒漠沙蜥采自甘肃省武威地区民

勤境内腾格里沙漠边缘。实验用动物自野外捕

获后，置于实验室内饲养，驯化 ’ 周，然后挑选

’/ 只（体重为 /7/8 9 :7/: ,，吻 肛 长 ’&7%& 9
:7;8 2<），随机分为 "、=、> & 组，每组 / 只。"
组为正常对照组，光照强度 /: ? ’:: 5@（ AB;&66
光照度计），光照周期为 0’( C B’(；= 组为强光

照组，光照由 /:: D 的钨卤素灯提供，光照强度

’ ;:: ? ( ::: 5@，处理时间为 ’ 周，光照周期为

0’(CB’(；> 组为全黑暗处理组，处理时间为 ’
周。各组动物分别于低温条件下（冰浴）快速摘

取整个眼球，在体视镜下剥离晶体后，固定于

=*E4F’G 液，%H冰箱过夜，常规石蜡包埋，连续

切片（0-421 )I ((&/），切片厚度 /!<，选择过瞳

孔和眼杯直径的视网膜切面用于免疫组化染

色。

!"# 免疫组化染色方法 切片经系列酒精脱

水后，用含 :7&J K.43*F L$’:: 的 :7:’ <*5M0 #=N
（OA P7%）冲 洗，每 次 / <4F，共 & 次；接 着 用

QBK" 修复液在微波炉内修复 ’: <4F，冷却恢复

至室温后，用 :7:’ <*5M0 #=N 冲洗，然后用甲醇

双氧水灭活内源性过氧化物酶。封闭组织内非

特异性结合位点用含 ’:J脱脂奶粉，’:J 的正

常羊 血 清 和 :7&J K.43*F L$’:: 的 :7:’ <*5M0
#=N（OA P7%），室温孵育 ’ R，接着滴加 ’ C &:: 稀

释一 抗（兔 抗 !"#$%&，购 自 >R-<42*F 公 司），

%H孵育过夜，#=N 冲洗后，加生物素化的二抗

（’ C&:: 稀释生物素化羊抗兔 S,!，北京中山生

物公司），室温孵育 ’ R，之后用 ’ C(/: 链霉亲和

素辣根过氧化物酶（北京中山生物公司），室温

孵育 ’ R，最后用 B"= 显色，苏木精对染。阴性

对照中用正常羊血替代一抗，封片后 T5U<OEG
=A$( 多功能显微镜观察并照相。!"#$%& 抗体

对蜥蜴组织的特异性已有报道［/］。

!"$ 结果分析 !"#$%& 在视网膜纤维层的染

色结果用灰度值表示，灰度分析采用北京航空

航天大学图像中心与空军总医院医学图像开发

组开发的多功能真彩色病理图像分析系统；

!"#$%& 在视网膜核层的染色结果用阳性细胞

数目表示。数据统计时，选择每个动物的视网

膜切面中央和边缘区各一段（共 & 段），每段以

%::!< 为单位计数其中的阳性细胞数，其平均

值为该个体的阳性细胞数。每个处理组 / 个个

体的总平均值即该处理的结果。

# 结 果

强光照和全黑暗条件下荒漠沙蜥视网膜内

!"#$%& 表达的免疫染色结果见表 ’ 和图版"。

#"! 视纤维层 此层是视网膜节细胞纤维，在

正常对照和强光照条件下为阴性（图版"：’，

(）；全黑暗条件下 !"#$%& 免疫组化染色呈很强

·8:’·’ 期 司克媛等：强光照和全黑暗条件下荒漠沙蜥视网膜内 !"#$%& 表达的免疫组织化学



的阳性，灰度分析显示 !"#$%& 表达量较同组的

内网层高（表 ’，图版!：&）。

!"! 节细胞层 此层是视网膜节细胞层，在正

常对照和全黑暗条件下未见 !"#$%& 阳性胞体

（图版!：’，&）；在强光照条件下，有部分胞体呈

!"#$%& 阳性反应，苏木精对染后呈深棕黄色，

可以观察到从阳性胞体轴突伸出的纤维（表 ’，

图版!：( ，!示）。

!"# 内网层 此层在正常对照和强光照条件

下 !"#$%& 免疫染色为弱阳性，且阳性带集中形

成 & 条亚带（表 ’，图版!：’，(）；全黑暗条件下

此层 !"#$%& 免疫染色阳性增强（图版!：&），灰

度分析见表 ’。

!"$ 内核层 此层在正常对照和全黑暗条件

下 !"#$%& 免疫染色为阴性（图版!：’，&），强光

照条件下此层内部分胞体为 !"#$%& 阳性，经苏

木精对染后为深棕黄色，且阳性胞体分散在整

个内核层中（图版!：(，"示）；另外还观察到极

少数胶质细胞为 !"#$%& 阳性（图版!：(，粗箭

头示）。

!"% 栉膜 本研究发现荒漠沙蜥视网膜的视

乳突部有栉膜伸入玻璃体内，此结构富含色素

和血管，且发现在血管壁上有 !"#$%& 阳性纤维

分布（图版!：%，"示）。

表 & 强光照和全黑暗条件下视网膜各层次 ’()*$#
免疫组化染色结果（! ) *）

视纤维层

（灰度值）

节细胞层

（密度）

内网层

（灰度值）

内核层

（密度）

对照组 + + ’,’-’ . (-% +
强光照组 + (% . ( ’,’-’ . &-& (/ . %
全黑暗组 ’00-’ . &-’ + ’0,-& . %-* +

# 讨 论

本研究发现强光照及全黑暗条件下 !"#$
%& 在视网膜中分布模式有变化，提示 !"#$%&
在视网膜中不同层次的表达与强光照及全黑暗

两种环境下的视觉功能有关。

正常条件下，视网膜内 !"#$%& 的存在可能

与视网膜内视觉信号的传导有关，因为发现抑

制 !"#$%& 的功能可能通过参与膜泡的吞噬影

响去甲肾上腺素的释放［1，0］；强光处理可引起视

网膜的损伤，23456$7389: 等报道小鼠视网膜经

强光照处理后在光感受器外节发现了 !"#$%&
阳性，认为可能是 视 网 膜 色 素 细 胞 受 ;<;=、

7>?= 作用后诱导光感受器细胞产生的，与视觉

损伤的修复有关［,］。本实验中发现强光照处理

后，荒漠沙蜥视网膜内节细胞和内核层部分胞

体包括极少数胶质细胞为 !"#$%& 阳性。在节

细胞 中 发 现 !"#$%& 的 积 累 过 去 仅 在 豹 蛙

（"#!# $%$%&!’）中有报道［’@］；而强光照处理后在

荒漠沙蜥节细胞中发现 !"#$%& 的表达尚属首

例；有报道发现内核层中部分 !"#$%& 阳性胞体

为 ?A 阳 性 的 无 长 突 细 胞［’’］；也 有 报 道 表 明

!"#$%& 可以在胶质细胞中表达［’(］，本实验的结

果与上述报道一致；尽管对本实验中内核层阳

性 !"#$%& 胞体的定性还需要用免疫双染的方

法，但至少可做下面的推测，大鼠和荒漠沙蜥的

视网膜对强光照处理后的不同反应可能与 ( 种

动物不同的视觉再生能力有关。

郭玫等报道的暗适应能诱导光感受器内

节、水平细胞、少数双极细胞和节细胞等视网膜

内外层多种神经元表达诱导性一氧化氮酶，从

而合成 >B，提示 >B 可能在暗适应状态下参与

内层和外层视网膜的信息传递过程［’&］。有报

道发现大鼠视网膜内 >B 酶和 !"#$%& 的表达

有一定的关联性［’%］。荒漠沙蜥为昼行性动物，

本研究中发现的暗适应条件下，荒漠沙蜥视纤

维层内和内网层内的强阳性，可能与黑暗条件

下荒漠沙蜥视觉功能的暂时丧失导致的 !"#$
%& 在上述结构内的大量积累有关。

本研究在荒漠沙蜥视网膜发现栉膜，与报

道的北草蜥（ (#)*+,-./’ ’&$0&!0,%-!#1%’）视盘上

发现的结果一致［/］。其功能是通过玻璃体的弥

散作用供给视网膜营养，并通过其体积的改变

来调节眼内压。过去有报道表明分布到血管壁

的自律神经纤维呈 !"#$%& 阳性［’*］，而在栉膜

内血管壁发现 !"#$%& 阳性纤维分布则属于首

次报道。
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图 版 说 明

2 1示正常对照组视网膜内 89:;74 免疫组化染色结果。其中在 W:? 层呈阳性，且在 W:? 主要集中成 4 条亚带，其余各层呈阴性反应

] 2<<；51示强光照后 89:;74 在视网膜内免疫组化染色结果。其中在 W:? 呈阳性反应，C8R- 层内部分细胞体（!示）呈阳性，并可

见从阳性胞体轴突伸出的纤维呈棕黄色；WM? 层内部分细胞体（"示）呈阳性，并观察到极少数胶质细胞呈阳性反应（粗箭头示）；

其余各层呈阴性反应 ] 2<<；4 1示全黑暗处理后 89:;74 在视网膜内免疫组化染色结果。其中在视纤维层（PY?）和内网层（W:?）呈

强阳性反应，其余呈阴性 ] =<；7 1示栉膜内血管（NV）壁表面 89:;74 阳性反应（"示）] 5<<。

PY?：视纤维层；W:?：内网层；C8R-：视网膜节细胞层；WM?：内核层；PM?：外核层；:T：色素细胞层；NV：栉膜内血管；P:?：外网层。

·222·2 期 司克媛等：强光照和全黑暗条件下荒漠沙蜥视网膜内 89:;74 表达的免疫组织化学






