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【实验研究】

一氧化氮（ＮＯ）对角膜神经再生的影响作用△

向　征　石
!
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【摘要】　目的　探讨一氧化氮（ＮＯ）对角膜神经再生的影响作用。方法　本研究以亚硝
酸钠（ＮａＮＯ２）作为外源性ＮＯ供体，在细胞实验中以小鼠神经母细胞瘤细胞（Ｎｅｕｒｏ２ａ）为
研究对象。采用不同浓度的 ＮａＮＯ２处理 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞并筛选出 ＮＯ的最佳神经营养浓
度。在动物实验中，将３０只ＳＤ大鼠随机分组，１０只作为ＮＣ组，其余２０只大鼠建立角膜
碱烧伤模型，再随机分为 ＰＢＳ组和 ＮＯ组，每组１０只。从碱烧伤当天开始，ＰＢＳ组给予
ＰＢＳ治疗，ＮＯ组给予１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ２与ＰＢＳ混合治疗。用荧光素钠染色后观察
并记录大鼠角膜上皮愈合情况，计算角膜上皮愈合率。用ＣＣＫ８检测细胞活性，流式细胞
术检测细胞凋亡率，免疫荧光法检测细胞神经元标记物的表达。于大鼠角膜碱烧伤处理

后７ｄ取大鼠角膜上皮组织，分别采用实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测每组角膜
上皮中神经元标志物βⅢ微管蛋白和神经生长因子（ＮＧＦ）、胶质细胞源性神经营养因子
（ＧＤＮＦ）、睫状神经营养因子（ＣＮＴＦ）的表达水平。结果　１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ２处理
Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞２４ｈ后可显著提高细胞活性；使用浓度为０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１０．００μｍｏｌ·
Ｌ－１、１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＮＯ２处理 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞 ２４ｈ后，测得细胞凋亡率分别为
１８．６０％、１３．００％、１９．４８％；与０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞凋亡率降
低（Ｐ＜０．０１）。与０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞βⅢ微管蛋
白、ＭＡＰ２和ＳＭＩ３１２三种神经元标志物相对表达量均增加（均为Ｐ＜０．０５）。碱烧伤后１ｄ、
３ｄ、７ｄ，与ＰＢＳ组相比，ＮＯ组大鼠角膜上皮愈合率均升高（均为Ｐ＜０．０５）。与ＮＣ组相比，
ＰＢＳ组和ＮＯ组大鼠角膜组织各神经营养因子ｍＲＮＡ的相对表达量均增高（均为Ｐ＜０．０５）。
与ＰＢＳ组相比，ＮＯ组大鼠角膜组织ＮＧＦ、ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦｍＲＮＡ的相对表达量均增高（均为

Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：碱烧伤后７ｄ，与ＮＣ组相比，ＰＢＳ组和ＮＯ组大鼠角膜组织βⅢ微管蛋白、ＮＧＦ、ＧＤＮＦ、
ＣＮＴＦ的蛋白表达水平均增高（均为Ｐ＜０．０５）；与ＰＢＳ组相比，ＮＯ组大鼠角膜组织βⅢ微管蛋白、ＮＧＦ、ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦ蛋白的表
达水平均明显增高，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　气体信号分子 ＮＯ能促进神经细胞的生长以及相关神经元
标志物的表达；在大鼠角膜碱烧伤模型中，局部应用外源性ＮＯ进行治疗，可对角膜上皮和角膜神经产生明显的营养作用。
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　　角膜感觉神经的分布十分丰富，主要由三叉神
经的眼支经睫状神经到达角膜，将感觉从眼表传递

到大脑［１］。角膜神经在维持眼表内环境平衡方面起

着至关重要的作用［２］。角膜神经不仅通过精细的感

觉机制来保护眼表，而且还通过各种神经营养因子

保护角膜上皮的完整性。神经纤维的任何损伤都可

能导致神经营养性角膜疾病，包括神经营养性角膜

病［３］和眼神经性疼痛［４］。目前，外用神经生长因子

（ＮＧＦ）滴眼液对于治疗神经营养性疾病有着良好的
疗效，ＮＧＦ滴眼液中包含的神经营养因子在角膜神
经再生过程中发挥重要的作用［５］。在体内，角膜上

皮细胞和角膜神经纤维生成的神经营养因子影响着

角膜神经的存活以及再生［６］。因此，研究角膜神经再

生过程中神经营养因子的表达水平具有重要意义。

气体信号分子一氧化氮（ＮＯ）是一种具有多种
生物学功能的小信号分子，对机体的稳态平衡起到

了重要的作用［７］。ＮＯ在细胞中有两大功能，调节和
细胞毒性。在低浓度水平时，ＮＯ是一种发挥细胞保
护作用的调节剂，而在高浓度水平时，它的作用以细

胞毒性为主。作为一种神经调节剂，ＮＯ可以调节睡
眠、食欲、体温、神经生长和基因表达［８］。ＮＯ在伤口
愈合中的作用已被研究了数十年，并在细胞和动物

模型中被证明能促进角膜上皮伤口愈合。低浓度的

ＮＯ可以增加角膜上皮细胞的增殖和迁移能力，ＥＲＫ
和ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路均参与了这一过程。此外，动
物实验显示角膜碱烧伤后局部应用ＮＯ可促进角膜创
面愈合［９］。本研究探讨ＮＯ对角膜神经再生的影响。

１　材料与方法　

１．１　材料　
１．１．１　实验动物　取３０只成年清洁级雄性 ＳＤ大
鼠（南华大学动物实验中心），体重（２００±２０）ｇ，分笼
饲养，环境温度设定为（２４±２）℃，不限水源和饲料，
人工控制照明，保持１２ｈ昼夜更替。动物使用合格
证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９００１４。本研究动物处理遵循
《实验动物管理条例》（２０１７修订版）的规定。
１．１．２　细胞及主要试剂　小鼠神经母细胞瘤（Ｎｅｕ
ｒｏ２ａ）细胞和ＭＥＭ培养基购自中乔新舟生物科技有
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限公司，胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＣＣＫ８试剂
盒购自德国 Ｂｉｏｔｅｃｈ公司，ＮＧＦ、胶质细胞源性神经
营养因子（ＧＤＮＦ）和睫状神经营养因子（ＣＮＴＦ）均购
自美国 Ａｂｃａｍ公司，抗体 βⅢ微管蛋白购自美国
ＣＳＴ公司，ＭＡＰ２和 ＳＭＩ３１２抗体均购自北京 Ｂｉｏｌｅｇ
ｅｎｄ有限公司，ＮＧＦ、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）、
ＧＤＮＦ、色素上皮源性因子（ＰＥＤＦ）、ＣＮＴＦ引物均购
自上海生工生物工程有限公司。

１．２　方法　
１．２．１　细胞培养　将 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞加入含体积分
数１０％胎牛血清、１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素和１００ｍｇ·
Ｌ－１链霉素的 ＭＥＭ培养基中，放入 ７５ｃｍ２培养瓶
内，置入３７℃、含体积分数 ５％ＣＯ２的培养箱内培
养。培养基每２ｄ更换１次，最后使用２．５ｇ·Ｌ－１胰
蛋白酶进行消化处理。

１．２．２　ＣＣＫ８检测细胞活性　收集对数生长期的
Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞，调整细胞密度并将细胞分布于９６孔
板中，每孔１００μＬ，约１×１０３个细胞。将细胞置于
３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ至
细胞贴壁。在细胞贴壁之后加入亚硝酸钠（ＮａＮＯ２）
处理细胞，浓度分别为０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、０．０１μｍｏｌ·
Ｌ－１、０１０μｍｏｌ·Ｌ－１、１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１００．００
μｍｏｌ·Ｌ－１、１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１００００．００μｍｏｌ·
Ｌ－１，处理时间为６ｈ、２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ，每孔加入１０
μＬＣＣＫ８试剂，孵育２ｈ后测定其在４５０ｎｍ处的光
密度并计算出细胞活性。

１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡情况　将 Ｎｅｕｒｏ
２ａ细胞以每孔 ４×１０６个铺于 ６孔板中，每孔用含
ＮａＮＯ２的培养基处理 ２４ｈ，ＮａＮＯ２浓度分别为 ０
μｍｏｌ·Ｌ－１、１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１。
具体操作步骤如下：使用移液枪吸去各孔内液体，

ＰＢＳ浸洗３次，加入适量的胰蛋白酶消化细胞，使细
胞分离并吹散，随后加入含体积分数１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养液终止消化后，将细胞混匀收集于离
心管中 １０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ；吸去上清弃掉，使
用１００μＬ１×结合缓冲液将１×１０５个细胞重悬之后
用流式细胞术上机专用试管收集；每管加入 ５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ以及５μＬ碘化丙啶工作液，混匀后
置于室温避光反应１０ｍｉｎ，上述操作在冰上完成，配
置完成之后尽快使用流式细胞仪进行分析，细胞凋

亡率＝早期凋亡率＋晚期凋亡率。
１．２．４　免疫荧光染色　βⅢ微管蛋白是神经元微
管网络的一个组成部分，是神经元早期有丝分裂的

标志物，与正在进行的神经发生相关［１０］。神经元的

细胞体和树突可表达ＭＡＰ２，其在神经发生中起关键
作用［１１］。ＳＭＩ３１２是一种泛轴突神经丝标记物，可选
择性地对抗高度磷酸化的成熟轴突［１２］。为了评估β
Ⅲ微管蛋白、ＭＡＰ２和 ＳＭＩ３１２的表达，将 Ｎｅｕｒｏ２ａ
细胞接种于 ２４孔板上，每组培养液中分别加入 ０

μｍｏｌ·Ｌ－１、１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１

的ＮａＮＯ２，培养３ｄ。洗涤细胞，用４０ｇ·Ｌ
－１多聚甲

醛固定细胞，并用ＴｒｉｔｏｎＸ１００渗透、洗涤后，用体积
分数１０％山羊血清封闭，然后加入 βⅢ微管蛋白、
ＭＡＰ２和ＳＭＩ３１２一抗孵育过夜。洗涤后加二抗孵
育１ｈ，最后使用ＤＡＰＩ染细胞核，在荧光显微镜下拍
照。所有实验重复３次，验证可重复性。
１．２．５　大鼠角膜碱烧伤模型建立、分组、角膜上皮
愈合率计算　建模前３ｄ大鼠角膜滴左氧氟沙星滴
眼液，每天４次。将３０只ＳＤ大鼠随机分组，１０只作
为ＮＣ组，其余２０只大鼠按照４ｍＬ·ｋｇ－１给予１００
ｇ·Ｌ－１水合氯醛溶液腹腔注射麻醉，并给予盐酸奥
布卡因滴眼液滴眼行表面麻醉２次，将用１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＯＨ浸润过的实验滤纸置于大鼠右眼角膜中央
４０ｓ，之后用生理盐水冲洗结膜囊６０ｓ，建立角膜碱
烧伤模型，再随机分为ＰＢＳ组和 ＮＯ组，每组１０只。
从碱烧伤当天开始，ＰＢＳ组给予 ＰＢＳ治疗，ＮＯ组给
予１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ２与ＰＢＳ混合治疗，每６ｈ
滴１滴，持续１周。分别于碱烧伤后１ｄ、２ｄ、７ｄ拍
摄右眼眼表照片。用荧光素钠染色后观察并记录大

鼠角膜上皮愈合情况，计算角膜上皮愈合率。

１．２．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测　大鼠角膜碱烧伤
处理后７ｄ，进一步对收集的角膜上皮组织进行匀浆
处理，对匀浆组织进行神经营养因子检测。角膜上

皮神经营养因子 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ、ＰＥＤＦ、ＣＮＴＦ
ｍＲＮＡ的相对表达量均以 ＧＡＰＤＨ基因作为内参。
引物由上海生工生物工程有限公司设计并合成。

ＮＧＦ 正 向 引 物 序 列 为 ５’ＴＣＡＴＣＣＡＣＣＣＡＣ
ＣＣＡＧＴＣＴＴＣＣ３’，反向引物序列为５’ＴＣＣＧＴＧＧＣＴ
ＧＴＧＧＴＣＴＴＡＴＣＴＣＣ３’；ＢＤＮＦ正向引物序列为 ５’
ＴＧＧＡＡＣＴＣＧＣＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＴＡＣ３’，反向引物序列
为 ５’ＴＣＣＴＴＡＴＧＡＡＣＣＧＣＣＡＧＣＣＡＡＴＴＣ３’；ＧＤＮＦ
正 向 引 物 序 列 为 ５’ＣＧＣＴＧＡＣＣＡＧＴＧＡＣＴＣ
ＣＡＡＴＡＴＧＣ３’，反向引物序列为 ５’ＡＧＴＧＣＣＧＣ
ＣＧＣＴＴＧＴＴＴＡＴＣＴＧ３’；ＣＮＴＦ正向引物序列为 ５’
ＡＧＧＴＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＡＧＧＣＡＡＴＡＣＡＴＡＣ３’，反向引
物 序 列 为 ５’ＴＧＴＴＣＣＡＧＡＡＧＣＡＣＣＡＴＴＡＡＣＴＣ
ＣＴＣ’；ＰＥＤＦ正向引物序列为 ５’ＣＡＡＴＣＣＴＧＡ
ＣＡＴＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＴＡＣ３’，反向引物序列为 ５’
ＡＣＡＣＡＡＴＴＣＴＧＧＡＧＧＣＡＣＴＣＴＴＧＡＡＧ３’。扩 增 条
件：９５℃预变性１５ｓ，９５℃变性１５ｓ、５７℃退火３０ｓ、
７４℃延伸３０ｓ，进行４５个循环；随后进行熔解曲线
分析：９５℃反应１５ｓ，６０℃反应３０ｓ，９５℃反应１５ｓ，
最后置于４℃直至实验结束。以 ＧＡＰＤＨ基因作为
内参，用相对定量方法２－△△Ｃｔ进行计算，计算各基因
ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平　采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测角膜组织中各蛋白的表达水平，在
角膜组织中加入裂解液及蛋白酶抑制剂混合后低温

研磨并离心，取上清液，而后采用 ＢＣＡ法定量并配
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平，最后于９５℃煮１０ｍｉｎ完成蛋白提取。配制上层
浓缩胶、下层分离胶电泳分离蛋白后进行转膜；然后

用５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭２ｈ，加一抗稀释液（１
５００），在４℃冰箱孵育１晚；第２天用 ＴＢＳＴ洗膜１５
ｍｉｎ×３次后加二抗稀释液（１８０００），常温孵育１ｈ
并再用ＴＢＳＴ漂洗３次后显影。以 ＩｍａｇｅＪ软件处理
图像，将目的条带与ＧＡＰＤＨ内参所得比值作为蛋白
相对表达水平，依次检测各组大鼠角膜组织中 βⅢ
微管蛋白、ＮＧＦ、ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦ的蛋白表达水平。
１．３　统计学方法　采用统计学软件 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８进行实验数据处理，结果以均数 ±标准差表
示，两组间比较采用ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ＣＣＫ８检测ＮＯ对Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞活性的影响
　该实验设置了７个ＮａＮＯ２浓度梯度和４个时间梯
度，其中１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ２处理 Ｎｅｕｒｏ２ａ细
胞２４ｈ后可显著提高细胞活性；１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１、
１００００．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ２处理Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞６ｈ
后对细胞活性无明显影响，２４ｈ后可显著降低细胞
活性。因此筛选出具有代表性的 ＮａＮＯ２浓度１０．００
μｍｏｌ·Ｌ－１、１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１作为后续实验中的
处理浓度（表１）。

表１　不同浓度ＮａＮＯ２和处理时间Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞活性

ＮａＮＯ２浓度
不同处理时间细胞活性／％

６ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ １００．００±０．００ １００．００±０．００ １００．００±０．００ １００．００±０．００

０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ １０１．００±１８．３３ １０５．６７±１０．０２ １０８．６７±６．０３ １０３．６７±６．３５

０．１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ９８．３３±１５．５７ １０３．６７±１１．８５ １１０．００±１１．３６ １０５．００±８．６６

１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ １１１．３３±２３．７６ １１６．６７±５．６９ １２０．６７±７．７７ １２０．６７±６．０３

１００．００μｍｏｌ·Ｌ－１ ９３．３３±２０．５３ １０５．６７±１９．８６ ９３．３３±５．６９ ９９．００±４．５８

１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１ ８９．３３±１０．０２ １７８．３３±６．４３ ５３．００±５．２９ ６９．６７±４．１６

１００００．００μｍｏｌ·Ｌ－１ ９６．００±９．５４ ３４．００±６．２４ ３９．００±４．５８ ４１．３３±５．７７

　　注：与０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。

２．２　流式细胞术检测各组细胞凋亡率　使用浓度
为０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１０００．００μｍｏｌ·
Ｌ－１的ＮａＮＯ２处理 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞２４ｈ后，测得细胞
凋亡率分别为 １８．６０％、１３．００％、１９．４８％；与 ０．００
μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞凋亡率
降低（Ｐ＜０．０１），当 ＮａＮＯ２浓度升高至 １０００．００
μｍｏｌ·Ｌ－１时细胞凋亡率回升至０００μｍｏｌ·Ｌ－１时的
水平（Ｐ＞０．０５），甚至显示出细胞毒性作用（图１）。

图１　流式细胞术检测各组细胞凋亡率　

２．３　不同浓度 ＮａＮＯ２处理后 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞神经
元标志物的免疫荧光染色情况　使用０．００μｍｏｌ·
Ｌ－１、１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１、１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＮＯ２
处理Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞３ｄ后，观察 βⅢ微管蛋白（绿
色）、ＭＡＰ２（红色）和ＳＭＩ３１２（红色）的免疫荧光染色
结果显示：与０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，１０．００μｍｏｌ·
Ｌ－１组βⅢ微管蛋白、ＭＡＰ２和 ＳＭＩ３１２三种神经元

标志物相对表达量均增加（均为 Ｐ＜０．０５），１０００．００
μｍｏｌ·Ｌ－１组三种神经元标志物相对表达量均略有
降低，但差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）
（图２）。
２．４　ＮＯ在角膜伤口愈合中的作用　基于前述细胞
实验结果，ＮａＮＯ２作用浓度为１０．００μｍｏｌ·Ｌ

－１时可

显著提高细胞活性，在动物实验中采用该浓度局部

治疗碱烧伤后大鼠角膜，结果显示：碱烧伤后 １ｄ、
３ｄ、７ｄ，与 ＰＢＳ组相比，ＮＯ组大鼠角膜上皮愈合率
均升高（均为 Ｐ＜０．０５），同时碱烧伤所致的角膜混
浊得到明显改善，该结果进一步证实了 ＮＯ对角膜
损伤的修复作用（图３）。
２．５　各组大鼠角膜组织中神经营养因子 ｍＲＮＡ的
表达　在碱烧伤后７ｄ，采用实时荧光定量ＰＣＲ检测
角膜上皮神经营养因子 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦ、ＰＥＤＦ、
ＣＮＴＦｍＲＮＡ的相对表达量，结果显示：与 ＰＢＳ组相
比，ＮＯ组大鼠角膜组织ＮＧＦ、ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦｍＲＮＡ的
相对表达量均增高（均为Ｐ＜０．０５）（图４）。
２．６　各组大鼠角膜组织中 βⅢ微管蛋白、ＮＧＦ、
ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦ的蛋白表达情况　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示：碱烧伤后７ｄ，与ＮＣ组相比，ＰＢＳ组和ＮＯ
组大鼠角膜组织 βⅢ微管蛋白、ＮＧＦ、ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦ
的蛋白表达水平均增高（均为Ｐ＜０．０５）。与ＰＢＳ组
相比，ＮＯ组大鼠角膜组织 βⅢ微管蛋白、ＮＧＦ、
ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦ的蛋白表达水平均明显增高，差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）（图５）。
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图２　不同浓度ＮａＮＯ２处理后 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞 βⅢ微管蛋白（绿色）、ＭＡＰ２（红色）和 ＳＭＩ３１２（红色）的
免疫荧光染色结果和相对表达量　Ａ：免疫荧光染色；Ｂ：相对表达量。两组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。Ｂ图中横坐
标１、２、３分别表示０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组、１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１组、１０００．００μｍｏｌ·Ｌ－１组。

图３　ＮＯ在角膜伤口愈合中的作用　Ａ：各组大鼠角膜碱烧伤后不同时间点角膜上皮愈合情况；Ｂ：各组大鼠角膜碱
烧伤后不同时间点角膜上皮愈合率。与ＰＢＳ组相比Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。Ｄ１、Ｄ３、Ｄ７分别表示碱烧伤后１ｄ、３ｄ、７ｄ。

图４　碱烧伤后７ｄ，各组大鼠角膜组织中神经
营养因子 ｍＲＮＡ的表达　两组相比，Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１。

图 ５　各组大鼠角膜组织中 βⅢ微管蛋白、
ＮＧＦ、ＣＮＴＦ、ＧＤＮＦ的蛋白表达情况　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测各组大鼠角膜组织中 βⅢ微管蛋白、ＮＧＦ、
ＣＮＴＦ、ＧＤＮＦ的蛋白表达情况；Ｂ：蛋白相对表达量，两组
相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。
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３　讨论

神经营养因子是中枢和外周神经系统中对神经

元的生长以及成熟神经元的维持起重要作用的调节

因子。目前人们对角膜神经受损后角膜神经再生的

机制还知之甚少，但神经营养因子在角膜神经再生

过程中的积极作用已经得到了证实。ＮＧＦ、ＣＮＴＦ和
ＧＤＮＦ等神经营养因子能够结合角膜上皮中的相关
受体，激活相关的信号通路，进而在角膜上皮的损伤

修复以及角膜神经再生过程中发挥重要的作用［１３］。

研究发现，人重组ＮＧＦ可促进中至重度神经营养性
角膜疾病伤口的愈合［１４］。因此，观察角膜神经再生

过程中神经营养因子的表达水平是研究角膜神经再

生的重要指标之一。

在中枢神经系统中，生理浓度的 ＮＯ参与记忆
的形成和脑血流量的调节，从而起到神经保护的作

用。高浓度的 ＮＯ介导神经毒性，导致神经退行性
疾病和中风［１５］。本次在细胞水平的实验结果提示：

低浓度的ＮＯ可提高 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞的细胞活性以及
神经元标志物的表达，表现出明显的神经营养作用，

而高浓度的ＮＯ则对于 Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞产生了明显的
细胞毒性。我们推测，ＮＯ可能是通过内皮型一氧化
氮合酶（ｅＮＯＳ）和神经型一氧化氮合酶（ｎＮＯＳ）共同
发挥作用。ｅＮＯＳ在脑血管内皮细胞和运动神经元
中均含量丰富；在正常的生理过程中，ｅＮＯＳ生成的
ＮＯ可调节血液循环，并在长期电位增强中充当信
使［１６］。ｎＮＯＳ在不同类型的外周神经细胞中均有表
达，其在神经细胞和雪旺细胞中的表达也已在体外

得到证实。当外周神经受到压力或损伤时，受损轴

突周围的雪旺细胞会表达 ｎＮＯＳ［１７］。因此，观察
ｅＮＯＳ和ｎＮＯＳ的共同作用对角膜神经再生过程中神
经营养因子表达的影响是本研究的关键。

基于前述细胞实验结果，我们筛选出 ＮａＮＯ２的
最佳神经营养浓度为１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１，以此浓度外
用治疗大鼠角膜碱烧伤，结果显示：ＮＯ对于角膜上
皮损伤的修复有着显著的促进作用。为了研究角膜

损伤修复过程中神经营养因子表达的变化，在碱烧

伤后７ｄ我们对收集的大鼠角膜组织进行了实时荧
光定量ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果表明：与 ＰＢＳ
组相比，ＮＯ组大鼠角膜组织神经元标志物βⅢ微管
蛋白表达水平以及ＮＧＦ、ＧＤＮＦ、ＣＮＴＦ这３种神经营
养因子的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均增高。这说明在
角膜上皮损伤修复的过程中，ＮＯ显著促进了相关神
经营养因子的生成，表现出明显的角膜神经营养

作用。

综上所述，本研究发现，气体信号分子 ＮＯ能促
进神经细胞的生长以及相关神经元标志物的表达；

在大鼠角膜碱烧伤模型中，局部应用外源性 ＮＯ进
行治疗，可对角膜上皮和角膜神经产生明显的营养

作用。以上结果表明，ＮＯ很可能是治疗角膜神经病
变的重要药物成分之一。
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