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BMSCs移植对视神经损伤家猫 RGCs损伤及 BDNF表达的影响 *
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摘要目的：探讨玻璃体腔内注射移植体外培养的骨髓间充质干细胞(Bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)对家猫视神经

损伤后视网膜神经节细胞(Retinal ganglion cells, RGCs)的影响及其可能的作用机制。方法：参照标准化家猫外伤性视神经损伤动

物模型建立的方法建立右眼视神经夹伤家猫模型，然后将其分为以下四组：(1)A组：右眼 BMSCs注射移植组，玻璃体腔内接受注

射移植 BMSCs浓度为 1× 105细胞 /滋L的单细胞悬液 0.1 mL；(2)B组：右眼 PBS注射组，玻璃体腔内注射 PBS缓冲液 0.1 mL；(3)

C组：假损伤控制组，BMSCs左眼组，仅暴露视神经而不损伤，不接受治疗；(4)D组：正常对照组，PBS左眼组，正常眼，不做任何处

理。分别在移植后的 3、7、14及 28天，用免疫荧光染色双十八烷基四甲基吲哚羰基花青高氯酸盐染色标记法观察分离视网膜的

RGCs存活率，用双抗体一步夹心法酶联免疫吸附试验方法检测分离视网膜的脑源性神经营养因子 (Brain derived neurotrophic

factor, BDNF)的含量。结果：术后 3、7、14及 28天，在周边区及中央区视网膜上 RGCs密度均显著减少(周边区：P3d=0.0446, P7d

= 0.0011, P14d＜0.001, P28d＜0.001；中央区：P3d =0.0437, P7d =0.0067, P14d＜0.001, P28d＜0.001)。7天、14天、28天后，A组

RGCs密度及 BDNF含量均显著高于 B组(P约0.05)。结论：BMSCs移植可以减缓外伤性视神经损伤家猫 RGCs凋亡，可能与其增

加 BDNF表达有关。
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Influence of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Transplantation
on the Retinal Ganglion Cells and Brain Derived Neurotrophic Factor

after Traumatic Optic Neuropathy in Cats*

To investigate the effect of intravitreal injection of bone marrow mesenchymal stem cells(BMSCs) cultured

in vitro on the retinal ganglion cells after optic nerve injury in cats and its possible mechanisms. A cat model of right optic

nerve injury was established and divided into four groups: (1)Group A: Right eye BMSCs injection transplantation group, intravitreal

injection transplantation BMSCs concentration of 1× 105 cells/mL single cell suspension 0.1 mL;(2)Group B: right eye PBS injection

group, intravitreal PBS buffer 0.1 mL;(3)Group C: Sham-injured control group, BMSCs left eye group, only exposed optic nerve without

injury, no treatment; (4)Group D: normal control group, PBS left eye group, normal eyes, without any treatment. The survival rate of

RGCs isolated from retina was observed by immunofluorescence staining with dicarboxyl tetramethylindole carbonyl cyanide perchlorate

staining at 3, 7, 14 and 28 days after transplantation. The content of brain-derived neurotrophic factor in isolated retina was detected by

double antibody sandwich ELISA. At 3, 7, 14 and 28 days after operation, the RGCs density in peripheral and central retina

decreased significantly (peripheral area: P3d = 0.0446, P7d = 0.0011, P14d < 0.001, P28d < 0.001; central area: P3d = 0.0437, P7d =

0.0067, P14d < 0.001, P28d < 0.001). After 7 days, 14 days and 28 days, RGCs density and BDNF content in group A were significantly

higher than those in group B (P < 0.05). BMSCs transplantation can slow down the apoptosis of RGCs in cats with traumatic

optic nerve injury, which may be related to the increase of BDNF expression.

Bone marrow mesenchymal stem cells; Optic nerve injury; Transplantation; Retinal ganglion cells; Brain derived

neurotrophic factor

*基金项目：国家自然科学基金项目(81170895)

作者简介：李俊义，男，医学博士，副主任医师，主要研究方向：鼻腔、鼻窦、鼻颅底疾病的内镜手术及微创治疗，

E-mail: lijyent@163.com

(收稿日期：2019-03-23 接受日期：2019-04-18)

3438窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.18 SEP.2019

前言

随着各种意外创伤的增多，外伤性视神经病(traumatic

optic neuropathy，TON)的发病率有升高趋势，很多 TON患者的

视功能受到了严重伤害[1-5]，部分患者甚至因此失明致残，给其

工作生活带来严重的影响。视神经和中枢神经系统一样再生能

力极弱[6，7]，视神经受损后 RGCs容易发生凋亡，如何防止或减

少视神经外伤后 RGCs的继发性凋亡，增加 RGCs存活的数

量，是挽救外伤性视神经病患者视力的研究重点之一。

近年来，BMSCs移植在治疗中枢神经系统疾病方面显示

出了巨大的优势和潜力[8-10]，为神经损伤疾病的治疗带来了新

的希望。本研究首先建立视神经损伤家猫模型并进行分组，

BMSCs移植组予玻璃体腔内注射移植 BMSCs，磷酸盐缓冲液

(PBS)组予玻璃体腔内注射 PBS，在术后不同时间段分别观察

计数家猫模型的 RGCs存活数量，检测 BDNF含量表达变化，

探究二者动态变化之间可能存在的关联以及其可能的潜在作

用机制，旨在为视神经损伤后再生修复治疗提供新的途径方法

和思路。

1 材料和方法

1.1 主要实验仪器、试剂、动物

酶标仪(450 nm)(美国 Molecular Devices公司)，组织匀浆

机(瑞士 KINEMATICA公司)，微量注射器(上海精密仪器有限

公司)，高精度加样器及枪头(日本 Nichiryo公司)，自动洗板机

(美国 BIOTEK公司)，细胞计数板(上海玉光光学)，倒置显微镜

(日本 Nikon)，显微数码照相系统(日本 Olympus)，猫脑源性神

经营养因子 E L I SA检测试剂盒(武汉博士德公司)。家猫由青

岛市实验动物和动物实验中心提供。

1.2 方法

1.2.1 动物与分组 健康无眼疾的家猫 48只，体重 1.5～2.0 kg，

雌雄不限，由青岛市实验动物和动物实验中心提供。参照标准

化家猫外伤性视神经损伤动物模型建立的方法建立右眼视神

经夹伤家猫模型[11]，以自身右眼为实验眼，左眼作为对照。随

机进行分组，具体分组情况如下：(1)A 组：右眼 BMSCs 注射

移植组(BMSCs transplantation group)，玻璃体腔内接受注射移

植 BMSCs浓度为 1× 105细胞 /滋L的单细胞悬液 0.1 mL；(2)

B 组：右眼 PBS 注射组(PBS injection group)，玻璃体腔内注

射PBS 缓冲液 0.1 mL；(3)C 组：假损伤控制组(sham-injured

control group)，BMSCs左眼组，仅暴露视神经而不损伤，不接受

治疗；(4)D组：正常对照组(normal control group)，PBS左眼组，

正常眼，不做任何处理。A、B、C、D四组均为 24只眼，同一只家

猫中 A组右眼对应 C组左眼，B组右眼对应 D组左眼。实验按

预先设计方案分别于治疗后 3d、7d、14d和 28d处死动物并取

材行相关视网膜神经节细胞(RGCs)计数检测及 BDNF表达含

量测定。

1.2.2 骨髓间充质干细胞的移植方法 根据实验设计，将盐酸

氯胺酮注射液(4.8 mg/kg)、咪达唑仑注射液(0.1 mg/kg)、酒石酸

布托啡诺注射液(0.1 mg/kg)肌肉注射镇静麻醉各实验组家猫。

参照猫骨髓间充质干细胞的体外分离培养、纯化中的方法体外

培养获得猫骨髓间充质干细胞 [12]，并制成浓度为 1× 105 细

胞 /滋L的单细胞悬液。微量注射器吸取细胞浓度为 1× 105细

胞 /滋L的骨髓间充质干细胞单细胞悬液 0.1 mL备用。用无菌

生理盐水常规冲洗术眼结膜囊,消毒手术区，暴露术眼，盐酸布

比卡因结膜囊表面麻醉，用有齿镊固定眼球，在角膜缘后 2 mm、

右眼 9点方位，用微量注射器针头刺入眼球约 3 mm-4 mm深，

针头斜向玻璃体腔中央，然后缓慢注入单细胞悬液。单细胞悬

液注完后，迅速拔出针头，立即用湿棉签压迫针眼 1分钟，术毕

结膜囊点滴妥布霉素滴眼液 2-3滴。PBS组以同样的方法向玻

璃体腔内注入 PBS缓冲液 0.1 mL。

1.2.3 视网膜固定铺片及免疫荧光染色 免疫荧光染色双十

八烷基四甲基吲哚羰基花青高氯酸盐(Dil)的配制：将 Dil(美国

Molecular Probe公司)溶于二甲基亚砜(DMSO)(美国 Sigma公

司) 配成 2 mg/mL的储存溶液，再加入 4%多聚甲醛溶液(PBS

配制)，配成 Dil浓度为 10滋M的荧光染色混合液，-20℃避光保
存。采用过量麻醉方法处死实验家猫，用缝线缝合于眼球 9点

钟方位球结膜标记好眼球，立即完整摘除眼球，沿眼球赤道切

开两半，含视神经部分眼球浸泡于 4%多聚甲醛的溶液中固定

12小时。取出固定后的眼球，沿角巩膜缘剪去角膜并除去晶状

体、玻璃体，分离出完整的视网膜。按 3、6、9、12点钟 4方位放

射状剪开视网膜，再次放入 4%多聚甲醛溶液中固定 12小时。

取出固定后的视网膜平铺于干净的载玻片上，再将视网膜浸泡

于 Dil浓度为 10 滋M的荧光染色混合液中避光固定染色 15分

钟后取出，PBS轻轻洗片 2次，封片。封片后在荧光显微镜下观

察并计数 RGCs。以视神经乳头为中心沿每叶视网膜的中轴线

分别连续拍摄中心及外周视网膜各 5张照片，取 5个视野视网

膜神经节细胞计数密度的平均值作为最终的实验结果。

1.2.4 脑源性神经营养因子含量的测定 采用双抗体一步夹

心法酶联免疫吸附试验(ELISA)方法对沿眼球赤道切开角膜侧

眼球分离的视网膜的 BDNF含量进行测定。试剂盒采用武汉博

士德公司 ELISA试剂盒，严格按照说明书中的操作时间、方法

步骤进行实验检测，所有液体组在检测使用前充分摇匀。往预

先包被 BDNF抗体的包被微孔中，按照顺序逐步加入标本、标

准品、辣根过氧化物酶(HRP)标记的检测抗体，将微孔板转入温

箱后 37℃温育 2小时，取出微孔板进行充分洗涤。加入底物四

甲基联苯胺(TMB)进行显色，四甲基联苯胺在 HRP的催化下

转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色的深浅

和样品中的 BDNF呈正相关。用酶标仪在 450 nm波长下测定

吸光度(OD值))计算实验检测样品的浓度。

1.3 统计学分析

使用 SPSS17.0 统计软件分析数据，实验数据资料以均

数± 标准差(x依s)表示，多组间比较采用带方差分析，进一步两
组间比较采用 SNK-q检验，以 P约0.05为差异有统计学意义。

2 结果
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Time

Groups

0d 3d 7d 14d 28d

Peripheral

area
Central area

Peripheral

area

Central

area

Peripheral

area

Central

area

Peripheral

area

Central

area

Peripheral

area

Central

area

Group A - - 410± 38 830± 48 392± 34 797± 42 229± 35 623± 43 207± 26 601± 35

Group B - - 401± 34 819± 47 374± 26 756± 42 132± 18 517± 33 121± 15 483± 26

Group C - - 453± 42 879± 46 441± 38 897± 52 434± 35 886± 43 452± 37 871± 50

Group D 443± 39 889± 47 - - - - - - - -

图 1 A、B两组在外伤治疗 14d后用荧光显微镜定性观察显示免疫荧光 Dil染色标记的中央区视网膜的 RGCs密度与 C组比较

注：图中 A部分对应 A组，图中 B部分对应 B组,图中 C部分对应 C组(RGCs× 400)。

Fig. 1 Qualitative observation of immunofluorescence Dil staining markers by fluorescence microscopy after 14 days of trauma treatment in groups A and

B Comparisons of RGC Density in Central Retina with Group C

Note: Part A corresponds to Group A, Part B corresponds to Group B, and Part C corresponds to Group C (RGCs × 400).

表 1各组不同时间 RGCs的平均密度改变(个 /mm2)

Table 1 Average density changes of RGCs at different time points in each group (number/mm2)

2.1 全视网膜神经节细胞的细胞密度

视网膜固定铺片及免疫荧光 Dil染色后，用荧光显微镜定

性观察显示 RGCs密度，具体各组不同时间 RGCs的平均密度

改变见表 1。在治疗后 7d、14d和 28d，RGCs的存活数量 A组

显著高于 B组，A组 RGCs数量降低趋势较 B组明显缓和。统

计分析表明在术后 3天，A组、B组在周边区及中央区视网膜

的 RGCs密度无统计学差异(F = 4.822，P = 0.0564)；治疗后 7d、

14d和 28d，在周边区及中央区视网膜 RGCs密度 A、B组间有

显著差异(P<0.05)。与 C组相比，A、B组无论在周边区视网膜

还是在中央区网膜的 RGCs在外伤并治疗后各个时间均呈显

著衰减 (周边网 膜：P3d=0.0446，P7d=0.0011，P14d<0.001，

P28d<0.001；中央网膜：P3d=0.0437，P7d=0.0067，P14d<0.001，

P28d<0.001)。视神经损伤后 RGCs密度随时间延长而呈下降趋

势，A、B两组在周边区和中央区视网膜，最明显的衰减期存在

于视神经夹伤后 7d～14d(图 1)。相对于 D组，A组 BMSCs移

植治疗后 3d、7d、14d和 28d RGCs在周边区视网膜分别减少了

7.4%，11.5%，48.3%，53.3%，在中央区视网膜分别减少了 6.6%，

10.3%，29.9%，32.4%；B 组注射 PBS 后 3d、7d、14d 和 28d

RGCs 在周边区视网膜分别减少了 9.5%，15.6%，70.2%，

72.7%，在中央区视网膜分别减少了 7.9%，14.9%，41.8%，

45.7%。D组与 C组各亚组之间的 RGCs的计数比较差异无统

计学意义(P跃0.05)。

2.2 脑源性神经营养因子的的含量

采用双抗体一步夹心法酶联免疫吸附试验(ELISA)方法对

分离的视网膜的 BDNF 含量进行测定，具体各组不同时间

BDNF含量测定结果见表 2。3d、7d、14d和 28d后，与 C组相

比，视网膜匀浆中的 BDNF 含量在 A、B 组均表现高表达

(P<0.05)。3d 后，A、B 二组 BDNF 含量差异无统计学意义

(P跃0.05)。7d、14d、28d 后，A 组 BDNF 含量明显高于 B 组

(P约0.001)。A组 3d后 BDNF含量到达峰值，7d降低后到 14d

又重新升高，28d后 BDNF含量趋于稳定。B组 3d后 BDNF含

量到达峰值，7d、14d、28d后 BDNF含量趋于稳定。A、B、C三

组不同时间 BDNF含量测定结果及比较详见图 2。C组 BDNF

水平保持稳定，在各时间点差异无统计学意义(P跃0.05)。D组

与 C 组各亚组之间的 BDNF含量测定结果差异无统计学意

义(P跃0.05)。

3 讨论

根据患者受伤后的眼部临床表现、视神经视觉电生理检

查、视神经骨管毗邻结构影像学检查等，TON的诊断已相对容

易。TON的治疗已经引起众多专家学者的关注[13-18]，不论采取

何种治疗方式，其最终的治疗目的都是尽可能的修复受损伤的

视神经，恢复患者的有效视功能。但是由于视神经和中枢神经

系统一样再生能力极弱，TON临床实际治疗效果并不理想，目

前有效防止视网膜神经节细胞凋亡及治疗视神经损伤的方法

还很有限。近年来，骨髓间充质干细胞移植在治疗中枢神经系

统疾病或外伤性视神经病方面显示出巨大的潜力和优势。随着

细胞生物工程技术的快速发展，BMSCs目前已成为比较理想

的移植种子细胞，BMSCs移植技术为视神经损伤疾病的治疗

提供了新的思路。
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表 2各组不同时间 BDNF含量测定结果(pg/mL)

Table 2 The determination results of BDNF content at different time in each group (pg/mL)

Time

Groups
0d 3d 7d 14d 28d

Group A - 106.39± 10.25 87.13± 11.37 97.70± 13.08 92.54± 8.95

Group B - 100.23± 8.98 78.21± 12.38 74.06± 10.09 72.89± 6.11

Group C - 66.55± 12.25 63.34± 9.92 69.27± 11.31 61.89± 11.12

Group D 67.32± 7.56 - - -

图 2 A、B、C三组不同时间 BDNF含量测定结果及比较

Fig. 2 Determination and comparison of BDNF content in groups A, B and C at different time

RGCs的轴突是构成视神经的重要组成部分，是视网膜中

向高级视觉中枢传导神经冲动、投射信息的神经元。视神经受

损后引发 RGCs坏死、凋亡，使得 RGCs数量进行丢失减少，造

成视功能下降[19]。在一些较严重的视神经损伤晚期，RGCs往往

大部分发生凋亡，最终造成不可恢复的视功能损害。视功能的

恢复程度主要依赖于损伤后 RGCs的最终存活数量，视神经

损伤后一定数量存活的 RGCs是视功能恢复的基础。本实验

观察到治疗后 7d、14d和 28d，BMSCs注射移植组 RGCs的存

活数量显著高于 PBS注射组，RGCs数量降低趋势较 PBS注

射组明显缓和，表明玻璃体腔内注射移植 BMSCs可以减缓视

神经损伤后 RGCs的凋亡，提高 RGCs的存活数量，移植的

BMSCs对 RGCs具有一定的保护作用，从而为玻璃体腔内注

射移植 BMSCs治疗视神经损伤提供了一定的实验基础。治疗

后 3d，BMSCs注射移植组和 PBS注射组周边区及中央区视网

膜的 RGCs密度差异无统计学意义，估计与玻璃体腔内注射移

植 BMSCs后发挥其作用需要一个渐进的时间过程有关。与假

损伤控制组相比，BMSCs注射移植组和 PBS注射组无论在周

边区视网膜还是在中央区网膜的 RGCs在外伤并治疗后各个

时间均呈显著衰减，表明视神经损伤后无论治疗与否，均会伴

有 RGCs凋亡，RGCs凋亡是导致不可逆转的视功能损害的重

要原因之一，最明显的衰减期存在于视神经夹伤后 7d～

14d，28d后衰减趋势减缓。这与 2002年Watanabe M等所报道

的猫视神经急性挫伤后 RGCs 的密度数量衰减变化略有差

异[20]。这种 RGCs的密度数量衰减变化趋势的不同可能与引起

的视神经损伤因素、方式及程度的不同有关。当然，实验动物的

种属不同以及不同的损伤方式、程度及部位对损伤后 RGCs的

变化也会有显著的影响。PBS注射组 RGCs随时间变化的密度

数量变化趋势基本反应了视神经损伤后 RGCs凋亡的变化趋

势。正常对照组与假损伤控制组各亚组之间的 RGCs计数差异

无统计学意义，表明其 RGCs 密度数量基本代表正常家猫

RGCs常态下的密度数量。

视神经急性损伤后 RGCs的动态变化表明视神经损伤后

RGCs凋亡亦是一个渐进的过程，这个过程的快慢与视神经损

伤的严重程度成正相关。在 RGCs凋亡的进程中，把握住早期

有利时机进行临床早期诊断和治疗就显得非常重要。在视神经

损伤后 RGCs凋亡早期，如果得不到有效的治疗，随着病变的

进展，RGCs迅速大量凋亡，视功能的恢复将会非常困难。在本

实验中，BMSCs注射移植组和 PBS注射相对于假损伤控制组

和正常对照组，在视神经外伤后，无论在周边区视网膜的 RGCs

还是在中央区视网膜的 RGCs均随时间延长而呈现出密度数

量逐步衰减下降的趋势。因此，如何防止视神经外伤后 RGCs

的凋亡，增加 RGCs存活的数量，是治疗恢复外伤性视神经病

患者视功能的关键。足够数量的 RGCs存活是视神经再生及视

力恢复的前提条件。

神经营养因子(NTFs)是一类由神经所支配的肌肉、组织和

星形胶质细胞分泌的蛋白质，为神经元分化、生长、存活中必不

可缺的一类物质。作为神经营养因子家族的一员，BDNF在视

网膜神经节细胞的生命周期中持续供应是维持 RGCs正常功

能的重要因素。本实验中我们观察到，视网膜匀浆中的 BDNF

含量在 BMSCs注射移植组和 PBS注射组与假损伤控制组相

比均表现高表达，表明视神经损伤后无论治疗与否，均会伴有

视网膜匀浆中的 BDNF表达的升高，但升高水平不同。3d后，

BMSCs注射移植组和 PBS注射组 BDNF含量差异无统计学

意义。7d、14d、28d后，BMSCs注射移植组 BDNF含量明显高
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于 PBS注射组，表明玻璃体腔内注射移植 BMSCs可以增加视

网膜 BDNF的表达含量，同样玻璃体腔内注射移植 BMSCs后

促进 BDNF含量升高需要一个渐进的时间过程。BMSCs注射

移植组和 PBS注射组 BDNF含量在视神经损伤 3d时均达到

最高峰值，这与 Chidlow等学者实验研究基本吻合[21]。本试验

中 BDNF含量在视神经损伤 3d时达到峰值，2周之后逐渐降

低，表明内源性 BDNF在视神经损伤后短时期内可能产生应激

反应性升高，其可能是自身机体对视神经损伤的一种保护机制

反应，该内源性 BDNF升高可部分减缓 RGCs凋亡。7d、14d、

28d后 B组 BDNF含量趋于稳定，表明内源性 BDNF升高为机

体的暂时性反应，其维持时间较短暂，持续性差，单纯靠机体的

自身反应来保持 BDNF的高水平很难实现，不能足够有效的挽

救 RGCs，难以起到有效的神经修复作用。PBS注射组伤后

BDNF的表达水平基本上反映了视神经损伤后内源性 BDNF

表达水平。值得一提的是，由于内源性 BDNF作用持续时间很

短，先前研究已经揭示注射外源性 BDNF的影响，同样由于其

有效半衰期短，其保护减少 RGCs损失的作用时间亦短暂[22]。

Sanchez等学者证实 BDNF可以促进神经元轴突生长，并

有助于神经元之间发生突触联系[23]。视网膜神经节细胞的死亡

可能与营养因子供应缺乏有关，或许生长因子可以帮助扭转这

一进程[24-26]。脑源性神经营养因子(BDNF)可以营养支持现有的

生存神经元并帮助生长和分化新的神经元。神经营养因子剥夺

已被证明是 RGCs凋亡的重要原因之一[27]。以前的研究已经表

明各种神经营养因子不仅对成熟的神经元具有营养的作用，而

且也参与诱导轴突再生，促进神经元功能恢复[28]。作为神经营

养因子家族的一员，BDNF对 RGCs再生具有深刻的影响，其

不仅有利于 RGCs神经元之间的突触连接 [29]，而且对视网膜

RGCs的存活数量也发挥着重要作用[30-32]。视神经外伤后轴索损

伤，神经营养因子轴浆运输发生障碍，RGCs所获靶源性 NTFs

减少或缺乏，导致 RGCs损伤加速，最终致 RGCs快速凋亡。

综上所述，作为神经营养因子家族重要成员的 BDNF在

RGCs的生命周期中持续供应是维持 RGCs正常功能的重要因

素，对视网膜 RGCs的再生及存活数量发挥着重要作用。视神

经损伤后一定数量存活的 RGCs是视功能恢复的前提，并最终

影响到视功能的恢复程度。因此，我们推测玻璃体腔内注射移

植 BMSCs后其对 RGCs的保护作用可能是通过促进分泌 BD-

NF来实现的，但这一结论还有待进一步研究明确。
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