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【中图分类号】　Ｒ７７４．１
【关键词】　碱性成纤维细胞生长因子；视网膜变性；神经节细胞
【摘要】　目的　比较碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）在出生
后五个不同周龄的ｒｄ小鼠（病变组，遗传性视网膜变性小鼠）和Ｃ５７ＢＬ小鼠（正常对照组）
视网膜内的表达，分析小鼠视网膜发育成熟或变性的过程中 ｂＦＧＦ表达的异同及变化特
点，进而推测ｂＦＧＦ在视网膜神经细胞发育分化或退变中可能的作用。方法　随机选取出
生后０、１、２、３、４周龄的病变组小鼠和正常对照组小鼠各８只即刻处死，摘除眼球制作视网
膜切片，应用免疫组织化学法和光学显微镜法及半定量分析法对视网膜内ｂＦＧＦ的表达量
进行测定。结果　两组小鼠出生后４周内的ｂＦＧＦ含量曲线特点基本相同：均在出生后开
始下降，至出生后１周龄时达到低谷；随后开始上升，至出生后２周龄时达到高峰，此时两
组小鼠视网膜的十层结构均基本形成；２周龄后开始二次下降，直至出生后４周龄，在此期
间，病变组小鼠的视网膜迅速退变，而正常对照组小鼠的视网膜继续发育成熟。在出生后

０～４周各周龄，ｂＦＧＦ在病变组小鼠视网膜内的表达量均明显低于同龄正常对照组小鼠视
网膜内的表达量，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ｂＦＧＦ可能在视网膜神经细胞
的分化成熟和形态维持中起一定的保护作用，而视网膜内ｂＦＧＦ处于较高表达水平可能在
一定程度上能防止其退变凋亡。

　　视网膜色素变性是以夜盲、视野缩小、眼底骨细
胞样色素沉着和光感受器功能不良为特征的进行性

遗传性眼病。究其发病因素，ＳＡＴＡＲＩＡＮ等［１］研究

发现细胞因子的作用较为突出，其中碱性成纤维细

胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）一直
被研究者所关注。一些研究发现，ｂＦＧＦ可以促进感
光细胞变性后的再生，增强感光细胞损伤后的修

复［２３］。而对于ｂＦＧＦ在视网膜色素变性小鼠组织内
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表达的异同和变化规律目前尚没有较多相关研究，

本文就此进行对比分析，以期为视网膜变性类疾病

的诊治提供一定参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物及其相关处理　随机取出生后刚满
０、１、２、３、４周龄的 Ｃ５７ＢＬ小鼠（正常对照组）和 ｒｄ
小鼠（病变组，遗传性视网膜变性小鼠）（两组小鼠

均为首都医科大学实验动物中心提供）各 ８只处
死，完整摘出其双侧眼球（尽量保留其视神经，作为

眼位的标志）；将眼球即刻放入 ０．５ｍＬＥＰ管：ＥＰ
管事先做好标记，盛入包埋剂 （Ｏ．Ｃ．Ｔ复合物，
ＳＡＫＵＲＡ公司），经离心机（日本 Ｔｏｋｙｏ公司）摇匀；
放入眼球时，使眼球在活体内的水平面与 ＥＰ管的
管盖平面相平行，以利于切片时能取水平位的视网

膜切面；－１７０℃ 液氮内冷冻，－８０℃冰箱内冻
存，取出后用恒冷箱切片机（德国 ＬＥＩＣＡ公司）切
成薄片，取临近眼球水平位最大球径平面切片，使

视网膜切片厚度为 ３～５μｍ；将切片贴于载玻片，
丙酮浸泡固定组织 １０ｍｉｎ，随后取出并冻存于
－８０℃ 冰箱内。
１．２　免疫组织化学染色技术　将待测切片干燥，
ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；加入体积分数３％ Ｈ２Ｏ２
甲醇，室温下２０ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ，滴加
正常血清，于３７℃静置３０ｍｉｎ；擦去多余血清，滴加
一抗［山羊抗鼠／名称：ｂＦＧＦ（Ｎ１９）／产品编号：ＳＣ
１３９０／ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司］，置于４℃冰箱过夜；ＰＢＳ清
洗，滴加二抗（牛抗山羊／名称：ｂｏｖｉｎｅａｎｔｉｇｏａｔＩｇＧ／
产品编号：ＳＣ２３５０／ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），３７℃静置３０
ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗，滴加ＡＢＣ复合物，３７℃静置４５ｍｉｎ；
ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ，滴加 Ｈ２Ｏ２ＤＡＢ底物（北
京中山生物技术有限公司）显色，室温静置 ３～１０
ｍｉｎ；流水冲洗，苏木精复染细胞核；酒精脱水，二甲
苯透明，树胶封固。本实验中最终的阳性产物呈棕

黄色。经过多次的预实验，本实验最终选定ｂＦＧＦ特
异抗体稀释度为 １３００。
１．３　光学显微镜法　应用光学显微镜复合图像采
集系统（ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５１，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ），对染色后
的视网膜切片各取１０×、２０×或４０×的若干视野摄
片存盘。所有图像的读取和采集从始至终皆由指定

的有丰富经验的专家进行。图像一经采集，专家和

实验者本人各持一份留档，以防止对图像进行任何

后期人为的处理。

１．４　图像半定量分析方法　在每种小鼠生后每个
时间点各随机选取 ６张视网膜切片，应用 ＣＭＩＡＳ
多功能真彩色病理图像分析系统（ＯＬＹＭＰＵＳ
ＢＸ５０，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），对每张染色后的视网
膜切片（显微镜物镜 ×４０）随机选择４个视野进行
图像采集与存储的半定量分析，在进行阳性目标

（靶目标）的彩色分割后，系统自动计算每个视野

中靶目标的积分光密度，在病变组和正常对照组的

各周龄均产生２４个积分光密度值。积分光密度值
越高，表示被测组织内的靶目标数越多，同时阳性

染色程度越深。

１．５　统计学分析　本实验使用ＳＰＳＳ１３．０统计学软
件进行统计学处理，主要使用两种统计学方法进行

分析。第一，针对相同周龄不同种属比较，采用两独

立样本比较ｔ检验，从而分析周龄相同的条件下，ｂＦ
ＧＦ是否因小鼠病变而表达异同；第二，针对相同种
属不同周龄比较，采用５个样本比较的单因素方差
分析，从而分析种属相同的条件下，ｂＦＧＦ是否因小
鼠周龄增长而表达异同。对各组数据经过正态检验

和方差齐性检验后，分别进行相关统计学检验，数值

非正态的情况下，转为秩和检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ｂＦＧＦ的免疫组织化学染色
２．１．１　ｂＦＧＦ在正常对照组的染色分析　出生后０
周龄时，仅分出内丛状层（ｉｎｎｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＩＰＬ）
和节细胞层（ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｌａｙｅｒ，ＧＣＬ），ｂＦＧＦ主要在
近视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）
区着染（图１Ａ）；出生后１周龄时，内外核层轮廓可
见但分界不清晰，ｂＦＧＦ在 ＧＣＬ、ＩＰＬ和内核层（ｉｎｎｅｒ
ｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，ＩＮＬ）出现着染（图１Ｂ）；出生后２周龄
时，十层结构初步形成且内外节段排列有序，ｂＦＧＦ
主要在 ＧＣＬ和 ＩＮＬ浓染，同时还在 ＩＰＬ、外丛状层
（ｏｕｔｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，ＯＰＬ）和视网膜神经节细胞
（ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉａｌｃｅｌｌ，ＲＧＣ）的感光细胞的内节段（ｉｎ
ｎｅｒｓｅｇｍｅｎｔ，ＩＳ）着染（图１Ｃ）；出生后３周龄时，十层
结构清晰而典型，ｂＦＧＦ仍在 ＧＣＬ和 ＩＮＬ着染，但程
度明显变淡，同时还在ＩＰＬ、ＯＰＬ和ＩＳ着染（图１Ｄ）；
出生后４周龄时，十层结构保持良好，ｂＦＧＦ着染区
域不变，而在 ＯＰＬ和 ＩＳ处的着染略有增强，但总体
较前有所降低（图１Ｅ）。
２．１．２　ｂＦＧＦ在病变组的染色分析　出生后０周龄
时，视网膜仅分出 ＩＰＬ和 ＧＣＬ，ｂＦＧＦ在近 ＲＰＥ区淡
染，程度低于同龄正常对照组（图２Ａ）；出生后１周
龄时，内外核层轮廓可见，分界不清晰，细胞排列略

紊乱，ｂＦＧＦ在 ＧＣＬ出现着染，但染色更淡（高倍镜
下可见）（图２Ｂ）；出生后２周龄时，十层结构基本形
成，但细胞排列更紊乱，ｂＦＧＦ在 ＧＣＬ、ＩＰＬ、ＩＮＬ和
ＯＰＬ着染，其中染色主要集中于 ＩＰＬ，但程度明显低
于同龄正常对照组（图２Ｃ）；出生后３周龄时，病变
组的ＩＮＬ和外核层急速退变为１层，视网膜厚度明
显变薄并减半，仅依稀可见 ｂＦＧＦ在 ＧＣＬ和 ＩＰＬ淡
染（图２Ｄ）；出生后４周龄时，病变组视网膜神经细
胞更为稀少，ｂＦＧＦ的着染更加微弱（图２Ｅ）。
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图１　出生后０～４周正常对照组小鼠视网膜组织内ｂＦＧＦ的表达（×２００）。Ａ～Ｅ：分别为出生后０、１、２、３、４周

图２　出生后０～４周病变组小鼠视网膜组织内ｂＦＧＦ的表达（×２００）。Ａ～Ｅ：分别为出生后０、１、２、３、４周

２．２　ｂＦＧＦ半定量分析结果
２．２．１　相同周龄不同种属间的对比　针对出生后
０～４周龄各时间点分别作独立样本 ｔ检验（在出生
后３、４周龄因正常对照组数值非正态，转行秩和检
验得Ｚ值和ｕ值），出生后０～４周龄的每个时间点，
两组小鼠视网膜内的 ｂＦＧＦ表达量的差异均有统计
学意义（均为Ｐ＜０．０１；表１）。
表１　各周龄正常对照组和病变组小鼠视网膜内
ｂＦＧＦ积分光密度值
周龄 病变组 正常对照组 ｔ值／ｕ值 Ｐ值
０ ０．４７９±０．３０６ ２．８９５±２．２８０ ｔ＝５．１４５ ０．０００
１ ０．２３０±０．１６２ ０．３９６±０．１９１ ｔ＝３．２３７ ０．００２
２ ０．７８４±０．３０５ ４．１２２±２．９０４ ｔ＝５．５９９ ０．０００
３ ０．２００±０．１７３（Ｚ＝１７．８３） ０．５３４±０．５１２（Ｚ＝３１．１７） ｕ＝１２８．０００ ０．００１
４ ０．１０３±０．０７４（Ｚ＝１６．１５） ０．４６１±０．６６９（Ｚ＝３２．８５） ｕ＝８７．５００ ０．０００

２．２．２　相同种属不同周龄间的对比
２．２．２．１　正常对照组小鼠组内的对比　因出生后
３、４周龄的数值非正态，转行“５个独立样本的秩和
检验”，得总体 Ｐ值 ＝０．０００，取双侧检验标准 α＝
００５，差异有统计学意义，再作不同时间点的视网膜
内ｂＦＧＦ值的两两比较，检验标准取校正的 α’＝
０００５（表２）。
表２　正常对照组小鼠生后不同周龄的视网膜内
ｂＦＧＦ积分光密度值的对比分析Ｐ值
周龄 出生后０周龄 出生后１周龄 出生后２周龄 出生后３周龄
１ ０．０００
２ ０．０８９ ０．０００
３ ０．０００ ０．０８９ ０．０００
４ ０．０００ ０．０２７ ０．０００ ０．０９１

２．２．２．２　病变组小鼠组内的对比　各周龄数值均
符合正态分布，但总体方差不齐，取对数转换后 Ｐ＝
０２８９，具有齐性，再对五组新ｂＦＧＦ变量作单因素方
差分析，得总体 Ｐ＝０．０００，取双侧检验标准 α＝
００５，差异有统计学意义，再作两两比较，同时检验
标准仍为α＝０．０５（表３）。
２．２．３　两组小鼠综合对比　在出生后０～４周龄的

每个时间点，正常对照组小鼠视网膜内ｂＦＧＦ的表达
量均明显高于同龄病变小鼠的表达量（Ｐ＜０．０１），其
中，尤以出生后０周龄和出生后２周龄时的差距明
显。两组小鼠各自的 ｂＦＧＦ表达曲线在４周内的变
化趋势特点相同：均在出生后开始下降，到出生后

１周龄时达到低谷；随后开始上升，到出生后２周龄
时达到高峰；随后开始二次下降，直至出生后４周龄
时（图３）。
表３　病变组小鼠生后不同周龄的视网膜内 ｂＦＧＦ
积分光密度值的对比分析Ｐ值
周龄 出生后０周龄 出生后１周龄 出生后２周龄 出生后３周龄
１ ０．０００
２ ０．００２ ０．０００
３ ０．０００ ０．２６１ ０．０００
４ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．００１

图３　出生后０～４周龄正常对照组和病变组小鼠视网膜内 ｂＦ
ＧＦ积分光密度值曲线图

３　讨论

ｂＦＧＦ最先是在脑垂体的组织提取液中被发现，
后经分离纯化而来，因其可促进成纤维细胞增殖而

得名。目前ｂＦＧＦ在视网膜方面的研究，主要有以下
方面的观点：（１）关于视网膜感光细胞：研究发现，
ｂＦＧＦ有促进感光细胞变性后再生，增强感光细胞损
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伤后修复的作用［２５］；而 ＷＥＳＴ等［６］认为 ｂＦＧＦ对移
植感光细胞的整合无显著效应。（２）关于 ＲＧＣ：
ＷＡＮＧ等［７］认为，ｂＦＧＦ在光诱导鼠后部视神经损伤
导致ＲＧＣ进行性损害过程中，对ＲＧＣ有明显的保护
效应。（３）关于视网膜：ＸＵ等［８］观察发现间充质干

细胞对损伤后的视网膜有修复效应，而ｂＦＧＦ在其中
起关键作用。（４）关于 ＲＰＥ：ＦＥＲＧＵＳＯＮ等［９］发现，

除去ｂＦＧＦ后的人类胚胎干细胞是可以成功地分化
为ＲＰＥ细胞。（５）关于 ｂＦＧＦ的分布：ＬＡＵ等［１０］用

ｂＦＧＦ基因转染视网膜色素变性大鼠的视网膜后，发
现ｂＦＧＦ可在感光细胞的体部和ＩＳ处着染。

本研究发现，在遗传性视网膜变性的 ｒｄ小鼠
中，ｂＦＧＦ主要在视网膜的神经ＧＣＬ、ＩＮＬ和ＩＰＬ、ＯＰＬ
着染；而在正常对照组 Ｃ５７ＢＬ小鼠中，ｂＦＧＦ主要在
视网膜的神经 ＧＣＬ、ＩＮＬ、ＩＰＬ、ＯＰＬ和感光细胞的 ＩＳ
处着染。在生后０～４周龄各阶段，病变组和正常对
照组小鼠各自的视网膜内 ｂＦＧＦ表达变化的趋势基
本相同，但病变组小鼠视网膜内ｂＦＧＦ表达的水平均
始终显著低于同时期正常对照组小鼠，而且病变组

小鼠的视网膜结构发育和改变均较同时期的正常对

照组小鼠较差。由此提示我们，视网膜神经细胞的

分化不全和退变衰亡可能与其视网膜内 ｂＦＧＦ表达
不足相关。

具体来说，在生后０～１周龄时，两组小鼠视网
膜内ｂＦＧＦ均下降至各自的较低水平，但二者均完成
视网膜内外核层的初步分化，但病变组小鼠的视网

膜神经细胞排列相对略紊乱。由此推测，生后０～１
周龄阶段的视网膜初步发育可能主要与其相关基因

的启动有关，而与视网膜内ｂＦＧＦ的含量无绝对相关
关系，而此时相对高的ｂＦＧＦ表达水平有利于视网膜
神经细胞的初步发育和分化。在生后１～２周龄时，
两组小鼠视网膜内 ｂＦＧＦ表达均迅速增高并达到各
自波动曲线的峰值，虽然两峰值相比仍有显著差异，

但两组小鼠均初步完成视网膜十层的结构分层，但

病变组小鼠的视网膜神经细胞排列更显紊乱。由此

推测，在此阶段表达较高水平的ｂＦＧＦ有利于视网膜
结构的精细分化和排列。在生后２～３周龄阶段，两
组小鼠视网膜的ｂＦＧＦ表达均开始二次下降，但表达
水平仍有差异；而两组小鼠的视网膜结构变化特征

却完全相反：病变组小鼠的视网膜开始迅速退变，核

层减少，厚度减半；而正常对照组小鼠的视网膜则继

续发育分化至成熟，十层结构较前更加清晰而完整。

由此提示我们，此阶段视网膜内ｂＦＧＦ处于较高表达
水平可能对视网膜神经细胞的进一步分化成熟有良

性推动作用。在生后３～４周龄阶段，两组小鼠视网
膜的 ｂＦＧＦ表达均继续缓慢下降；但不同的是，至出
生后４周龄时，病变组小鼠视网膜内ｂＦＧＦ的表达水
平为其出生后波动曲线最低值，且与其此前各周龄

时ｂＦＧＦ水平相比，差异均有统计学意义；而正常对

照组小鼠视网膜内ｂＦＧＦ表达水平，与其出生后３周
龄时（ｂＦＧＦ表达已降低）相比，差异无统计学意义，
而且其水平仍显著高于同龄的病变组小鼠视网膜内

ｂＦＧＦ表达量。同时病变组小鼠的视网膜神经细胞
更为稀少，细胞结构也更紊乱；而正常对照组小鼠的

视网膜结构仍保持完善和良好。由此进一步提示我

们，ｂＦＧＦ处于较高表达水平对已发育成熟的视网膜
其后期形态的良好维持可能同样起到一定的支持效

应；而病变组小鼠视网膜的退变可能与其视网膜内

ｂＦＧＦ的长期低水平，尤其是在出生后２周龄后 ｂＦ
ＧＦ表达的持续降低直接相关。

综上所述，ｂＦＧＦ对视网膜发育分化和形态结构
的维持有一定的保护效应，而视网膜内ｂＦＧＦ处于较
高表达水平可能在一定程度上能防止其退变凋亡，

由此为我们进一步深入研究视网膜色素变性的治疗

开启了一些有益的思路。
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