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Abstract 
Objective: To investigate the effect of exogenous Glial cell derived neurotrophic factor (GDNF) on 
the expression of retinal excitatory amino acid transporter-1 (EAAT-1) and glutamine synthetase 
(GS) of rats after optic nerve axotomy. Methods: Right unilateral optic nerve crush (ONA) model of 
Sprague-Dawley rats (56) was established, and divided into 4 groups randomly. Right eyes of each 
group were injected intravitreously 1 µg (test 1 group), 2 µg (test 2 group ), 3 µg ( test 3 group) 
GDNF, and 0.1 M phosphate buffered saline (negative control group) after ONA immediately. Injec-
tions were repeated 7 days after ONA. The left eyes of negative control group were intact, and 
served as normal control group. FluoroGold was injected into the superior colliculi of 2 rats out of 
each group to retrogradely label retinal ganglion cells in order to examine the optic nerve axoto-
my. The expression of GS, EAAT-1 of each group was tested with immnohistochemisty 14 and 21 
days after ONA. Results: Retinal ganglion cells axotomy were confirmed by FluoroGold retro-
gradely labeling. The expression of EAAT-1, GS of normal control group and test 2 group was high 
significantly than that of negative control group at 14, 21 days after ONA. The expression of GS of 
test 3 group was also high significantly than that of negative control group at 14 days after ONA. 
The expression of EAAT-1, GS of test 1 group was lower than that of normal control group at 21 
days after ONA. Conclusion: Exogenous GDNF injected intravitreously with adequate dose can en-
hance the expression of EAAT-1, GS after optic nerve axotomy. 
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摘  要 

目的：研究玻璃体腔注射外源性胶质细胞源神经营养因子(Glial cell derived neurotrophic factor, GDNF)
对视神经轴突切断(optic nerve axotomy, ONA)大鼠视网膜兴奋性氨基酸转运蛋白-1(Excitatory Amino 
Acid Transporter-1, EAAT-1)和谷氨酰胺合酶(Glutamine synthetase, GS)表达影响。方法：建立

Sprague-Dawley (SD)大鼠单眼视神经轴突切断模型56只，并随机分为4组，各组16只SD大鼠。伤后即

刻、7 d玻璃体腔内分别注射GDNF(Glial cell derived neurotrophic factor) 1 µg (实验组1)、2 µg (实验

组2)、3 µg (实验组3)和0.1 M磷酸缓冲液(阴性对照组)，阴性对照组大鼠的对侧眼作为正常对照组。各

组于术后7 d随机选择2只大鼠上丘脑逆行标记荧光金视神经轴突切断状况。术后14 d、21 d随机选择6
只实验大鼠，免疫组织化学分析视网膜EAAT-1和GS的表达。结果：视网膜神经节细胞逆行标记显示视

神经夹伤后视神经轴突被完全切断。ONA后14 d、21 d，正常对照组、实验组2的EAAT-1、GS表达均高

于阴性对照组；ONA后14 d，实验组3的GS表达高于阴性对照组。ONA后21 d，实验组1的EAAT-1、GS
表达低于正常对照组。结论：玻璃体腔注射适当剂量的外源性GDNF能促进视神经损伤后大鼠视网膜

EAAT-1、GS的表达。 
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1. 引言 

视神经损伤不同程度地损害视网膜神经节细胞(Retinal ganglion cells, RGCs)的轴突并导致不可逆性

的 RGCs 退变死亡[1] [2]。既往的研究表明视神经损伤能影响 Müller 细胞兴奋性氨基酸转运蛋白

(Excitatory Amino Acid Transporter, EAAT)-1 和谷氨酰胺合酶(glutamine synthetase, GS)的表达[3]-[5]。
Müller 细胞的重要功能之一是摄取、转运、转化视网膜内的兴奋性神经递质谷氨酸以避免其兴奋性毒性

作用，在维持视网膜内谷氨酸的动态稳定起着决定性作用[6] [7]。胶质细胞源性神经营养因子(Glial cell 
derived neurotrophic factor, GDNF)能通过结合受体 GFRα-1 和酪氨酸激酶受体 Ret，以 PI3K 和 MAPK 途

径传导抗凋亡信号[8]。哺乳动物视网膜内大部分 GFRα-1 受体位于 Müller 细胞表面，小部分存在于 RGCs
细胞膜上[9]。因此，我们研究 GDNF 能否影响轴突切断后 Müller 细胞谷氨酸代谢相关的 EAAT-1、GS
的表达。 
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2. 材料与方法 

2.1. 大鼠右眼视神经夹伤 

体重 200~250 g 的成年清洁级(Sprague-Dawley, SD)雌性大鼠(中科院上海动物实验中心)56 只，随机

分实验组 1、实验组 2、实验组 3、阴性对照组，阴性对照组的对侧眼作为正常对照组，各组 14 只眼。

3%戊巴比妥钠(50 mg/kg)腹腔内注射麻醉及 0.4%盐酸奥布卡因(倍诺喜 TM)结膜囊表面麻醉，按照文献报

道的方法切开右眼外眦角，分离暴露视神经，在球后 2 mm 后以动脉夹钳夹实验组和阴性对照组视神经

30 秒[10]，同时避免损伤视网膜动脉；正常对照组不予钳夹。 

2.2. 玻璃体腔内注射 GDNF 

视神经夹伤后，立即注射 GDNF (R&D SYSTEMS，美国) 1 µg (实验组 1)、2 µg (实验组 2)、3 µg (实
验组 3)和 0.1 M 等体积磷酸缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)(阴性对照组)；7 d 后相同剂量重复注射

1 次。正常对照组不予注射。 

2.3. RGCs 逆行标记 

视神经夹伤后 7 d，各组随机分别选取 2 只大鼠，麻醉后沿颅骨中线切开皮肤，暴露颅骨。前囟门后

6.5 mm，旁开 1.8 mm 颅骨钻孔，5 µl Hamilton 注射器针头进入 4 mm 缓慢注射 2 μl 5% FluoroGold (Sigma, 
美国)于上丘脑[10]。5-0 丝线缝合皮肤。上丘脑注射后 5 d，2 只大鼠麻醉后左心室灌注 4%多聚甲醛 100 ml，
摘取眼球后继续固定 1 h，30%蔗糖 4℃过夜，赤道部开窗摘除晶状体，OCT (optimal cutting temperature 
compound)冷冻包埋，16 µm 切片，荧光正置显微镜(Nikon Eclipse50i)观察 RGCs 标记状况。 

2.4. EAAT-1、GS 表达的免疫组织化学检测 

视神经夹伤后 14 d、21 d，各组未行 FluoroGold 标记的大鼠中分别随机取 6 只大鼠，麻醉后左心室

灌注 4%多聚甲醛 100 ml，摘取眼球后继续固定 1 h，赤道部开窗摘除晶状体，低梯度脱水，软蜡包埋，8 
µm 厚度连续切片，取经视盘的视网膜横切片。切片水化，以 3％过氧化氢处理后抗原修复，山羊血清封

闭，室温孵育后加豚鼠抗大鼠 EEAT-1、GS (北京博奥森生物技术有限公司，1:200)，4℃过夜，PBS 冲洗

后滴加 HRP 标记的山羊抗豚鼠 IgG(1:100)，37℃孵育后 DAB 显色，脱水后中性树胶封片。同时做常规

苏木精－伊红染色。以大鼠脑组织为阳性对照；PBS 代替一抗为阴性对照。每只眼取过视盘的切片 4 张，

每张切片 40 倍物镜下以视盘为中心两侧对称各摄取 5 个部位图像(Nikon Eclipse50i)，以 ImageJ 软件测量

内核层 EAAT-1、GS 免疫组织化学染色的平均灰度值。 

2.5. 统计分析 

以 Stata11.2 统计软件对各组 EAAT-1、GS 免疫组织化学染色的平均灰度值作单因素方差分析及

Bonferroni 法两两分析(α = 0.05)。 

3. 结果 

3.1. RGCs 的 FluoroGold 逆行标记结果 

为证实视神经夹伤是否一致地完全切断了 RGCs 的轴突，各组随机选取 2 大鼠眼球做冷冻切片观察

RGC 的标记状况。在正常对照组的视网膜冷冻切片中，视网膜神经节细胞层可见 FluoroGold 的荧光标记

的 RGCs 胞体及神经突起(图 1(a))，而各实验组及阴性对照组，视网膜神经节细胞层均未见 FluoroGold
的标记荧光(图 1(b))。这表明视神经夹伤后上丘脑至 RGCs 的逆行运输通道被完全阻断，提示视神经夹伤 
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a：正常大鼠的视网膜冷冻切片，视网膜神经节细胞层可见 FluoroGold 的荧光标记的 RGCs 胞体及神经突起。b：视神经夹伤大鼠

视网膜冷冻切片，视网膜神经节细胞层未见 FluoroGold 的标记荧光 

Figure 1. Retinal frozen sections retrograde labeled RGCs with FluoroGold 
图 1. FluoroGold 逆行标记 RGCs 后大鼠视网膜冷冻切片荧光图像 
 

后 RGCs 轴突被完全切断。 

3.2. GS 的表达 

Müller 细胞构成视网膜的支架，贯穿视网膜神经上皮层。视网膜内 GS 主要存在于 Müller 细胞的胞

浆内。因此，GS 染色表现为内核层的颗粒状和贯穿内外界膜的垂直走向的丝状棕色染色(图 2(a)-(j))。ONA
后 14 d、21 d，各组内界膜至外核层 GS 免疫组织化学染色的平均灰度值的差异具有显著性(单因素方差

分析：F = 5.25，p = 0.0033、F = 5.54，p = 0.0025)；ONA 后 14 d，组间两两分析显示正常对照组与阴性

对照组、实验组 2 与阴性对照组、实验组 3 与阴性对照组的灰度值的差异具有显著性(p = 0.015, 0.028, 
0.044)；ONA 后 21 d，组间两两分析显示正常对照组与阴性对照组、实验组 1 与正常对照组、实验组 2
与阴性对照组的灰度值的差异具有显著性(p = 0.007, 0.040, 0.034)。结果表明 ONA 后 14 d、21 d，大鼠视

网膜 GS 的表达均降低；而 ONA 当日及 7 d，玻璃体腔注射 2 µg、3 µg GDNF 能提高 ONA 14 d 时的 GS
表达、玻璃体腔注射 2 µg GDNF 能提高 ONA 21d 时的 GS 表达(图 2(k))。 

3.3. EEAT-1 的表达 

EAAT-1 主要存在于 Müller 细胞和星形胶质细胞的细胞膜。因此，EAAT-1 染色也表现为内核层的

颗粒状和贯穿内外界膜的垂直走向的丝状棕色染色(图 2(l)-(u)。ONA 后 14 d、21 d，各组内界膜至外核层

EAAT-1 免疫组织化学染色的平均灰度值的差异具有显著性(单因素方差分析：F = 6.84，p = 0.0008、F = 
7.14，p = 0.0006)；ONA 后 14 d，组间两两分析显示正常对照组与阴性对照组、实验组 2 与阴性对照组

的灰度值的差异具有显著性(p = 0.002, 0.004)；ONA 后 21 d，组间两两分析显示正常对照组与阴性对照组、

实验组 1 与正常对照组、实验组 2 与阴性对照组的灰度值的差异具有显著性(p = 0.001, 0.032, 0.007)。结

果表明 ONA 后 14 d、21 d，大鼠视网膜 EAAT-1 的表达均降低；而 ONA 当日及 7 d，玻璃体腔注射 2 µg 
GDNF 能促进 ONA 14 d、21 d 时的 EAAT-1 的表达(图 2(v))。 

4. 讨论 

Müller 细胞是脊椎动物贯穿视网膜神经上皮层的大胶质细胞，对视网膜各级神经元起营养、支持作

用。摄取、转化神经递质谷氨酸、γ-氨基丁酸是 Müller 细胞的功能之一。至今已发现 5 种不同的谷氨酸 
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图 a-j：各组大鼠视网膜 GS 的免疫组织化学图像；图 l-u：各组大鼠视网膜 EAAT-1 的免疫组织化学图像；GS、EAAT-1 染色均

表现为内核层的颗粒状和贯穿内外界膜的垂直走向的丝状棕色染色。图 k：各组 ONC 后不同时间的 GS 的灰度值统计。图 v：
各组 ONC 后不同时间的 EAAT-1 的灰度值统计。*：P < 0.05，**：P < 0.01 

Figure 2. Expression of GS and EAAT-1 of each group 
图 2. 各组大鼠视网膜 GS、EAAT-1 的表达 
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转运蛋白，即 EAAT-1、EAAT-2、EAAT-3、EAAT-4、EAAT-5，其中最主要的是表达于 Müller 细胞的

EAAT-1 [11]。Müller 细胞也特异性表达谷氨酰胺合酶(glutamine synthetase, GS)，催化细胞内谷氨酸的酰

胺化过程[7]。Müller 细胞通过跨膜蛋白 EAAT-1 摄取谷氨酸，并通过 GS 将摄取的谷氨酸酰胺化为谷氨

酰胺。因此，Müller 细胞在维持视网膜内谷氨酸的动态稳定起着决定性作用[6] [7]。 
谷氨酸是哺乳动物中枢神经系统，包括视网膜内的神经递质，但过度的刺激谷氨酸受体具有兴奋性

毒性作用[12] [13]。视神经损伤造成多因素的病理生理改变，谷氨酸的兴奋性毒性作用是其中之一[12]。
我们既往的研究也发现视神经损伤 1 d，EAAT-1 的表达就已降低并持续至 7 d 后[3]。本研究进一步发现

ONA 后 14 d、21 d，EAAT-1 的表达仍低于正常。视神经损伤后 Müller 细胞摄取和转化的谷氨酸减少，

能导致视网膜细胞外谷氨酸浓度升高至兴奋性毒性水平[14]。因而导致更多的谷氨酸被转运入光感受细胞、

双极细胞、RGCs，视网膜神经元细胞内谷氨酸的积聚能导致视网膜神经元细胞，尤其是 RGCs 的变性死

亡[15]-[17]。 
生理情况下内源性 GDNF 能促进 Müller 细胞表达 EAAT-1 [18]，因此我们在 ONA 后即刻和 7 d 玻璃

体腔注射不同剂量的外源性 GDNF 对 EAAT-1 表达的影响，结果表明玻璃体腔注射 2 µg GDNF 能在

ONA14 d、21 d 时促进 EAAT-1 的表达，而注射 1 µg、3 µg GDNF 均不能提高 EAAT-1 的表达，提示 GDNF
对 ONA 后 EAAT-1 表达的促进作用与其剂量相关，剂量过低时不能促进 EAAT-1 的表达，而剂量过高时

这种促进作用又受到抑制。 
Müller 细胞摄取的谷氨酸大部分在 GS 的催化下转化为谷氨酰胺而进入谷氨酸-谷氨酰胺循环，小部

分进入线粒体。GS 催化谷氨酸转化为谷氨酰胺的过程同时能促进 Müller 细胞摄取谷氨酸[19]。在视网膜

缺血、炎症、青光眼状态下，GS 的表达和功能均受到抑制[14]。视神经外伤也能影响 GS 的表达。我们

既往的研究显示视神经损伤后 1 d，GS 的表达显著增强，而 7 d 时又低于正常[4]，与急性高眼压后大鼠

视网膜 GS 的表达变化趋势相同[20]。本研究发现 ONA 后 14 d、21 d，GS 的表达始终低于正常；ONA
后 14 d，玻璃体腔注射 2 µg、3 µg GDNF 组的 GS 表达高于阴性对照组；而 ONA 后 21 d，只有 2 µg 组

的 GS 表达高于阴性对照组。本研究结果表明 ONA 后 GS 持久低表达，而 GDNF 能上调 ONA 后的 GS
表达并存在剂量相关。最新的研究表明在治疗帕金森病时，高剂量的 GDNF 对大脑浦肯野细胞具有的毒

性作用[21]。本研究结果表明过高浓度的GDNF反而抑制ONA后EAAT-1、GS的表达。GDNF对EAAT-1、
GS 表达影响的这种剂量相关效应或许也与其毒性有关。 

研究显示 GDNF 能通过上调 EAAT-1 的表达而一定程度地抑制视网膜变性模型小鼠的光感受器细胞

凋亡[18]，对实验性青光眼的 RGCs 也具有保护作用[22]。最近的研究也显示 GDNF 能通过 PI3K/AKT 途

径上调哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR)功能而发挥神经保护作用[23] 
[24]。mTOR 在 CNS 发育过程中调节蛋白合成、轴突生长和生长锥活力，或许是对损伤反应中神经元损

害和轴突再生的关键决定因素[25]。因此，GDNF 可能通过上调 mTOR 功能而促进 ONA 后 EAAT-1、GS
的表达，但玻璃体腔注射外源性 GDNF 能否有效抑制视神经损伤后的 RGCs 凋亡并促进视神经纤维再生

需进一步研究。 
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