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［摘要］目的 研究 CNPase在正常新生大鼠视网膜细胞动态发育过程中表达的变化．方法 随机将 15只正

常新出生大鼠分为生后天数（P） 1、3、5、7、14 d 5个组（P1，P3，P5，P7，P14，每组 n = 3），经心腔灌注固

定后摘取眼球进行冰冻切片；应用免疫组织化学方法检测 CNPase在新生大鼠视网膜细胞中表达的变化．结果

与 P3，P5，P7，P14相比，P1 组视网膜 CNPase阳性细胞数量增多，贯穿于视网膜外成神经细胞层．与 P1 相

比， P3、P5和 P7组 CNPase阳性细胞数量减少并向神经节细胞层靠近，而且呈现递减的趋势．P14组 CNPase阳

性细胞消失，视网膜分层结构初步形成．结论 CNPase短暂表达于新生大鼠视网膜细胞，提示其可能帮助诱导发

育中的视网膜神经节细胞分化，促进视网膜发育．
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Expression of CNPase in the Developing Rat Retina
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［Abstract］ Objective To study morphological features and evolutional progress of the 2'， 3'-cyclic

nucleotide 3'-phosphodiesterase（CNPase） in the developing rat retina. Methods The eyes from normal neonatal

rats，divided randomly into 5 groups including 1 d，3 d，5 d，7 d，14 d （P1， P3， P5， P7， P14. n = 3 in

each group），were removed for conducting frozen sections. Immunohistochemical method was used to detect the

expression of CNPase in the developing rat retina. Results In the developing rat retina of P1 group， CNPase was

strongly expressed in the outer neuroblastic layer. Then CNPase decreased in P3 group， P5 and P7 groups. And it

migrated to the ganglion cell layer and eventually disappeared in the 14d group. Retinal layered structure was

preliminary formed．Conclusion CNPase transiently expresses in the developing retina of neonatal rats，

suggesting that CNPase can promote the differentiation of retinal ganglion cell and promote retinal development.
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2'，3'- 环核苷酸 3'- 磷酸二酯酶 （2'，3'－

cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase，CNPase） 是

催化细胞中的 cAMP生成 2'-AMP的一种水解酶，

与中枢神经系统有着密切的关系．有证据表明

CNPase表达于多种类型的细胞如少突胶质细胞[1]、

视网膜感光细胞[2]、海马神经元[3]、胚胎期的阿米

巴样小胶质细胞[4]等．但在中枢神经系统的视网膜

发育过程中，CNPase表达的变化仍然不清楚．本

实验通过研究大鼠视网膜发育过程中 CNPase表达

的变化，揭示 CNPase对视网膜发育的影响．

1 材料与方法

1.1 材料
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1.1.1 实验动物 健康新生 SD大鼠 15只，雌雄

不限，新加坡国立大学实验动物中心提供．所有实

验操作遵循国际动物研究使用规范．实验组中 15

只鼠分别取材于生后天数（P） P1，P3，P5，P7和

P14（每组 3只），均用于视网膜矢状位免疫组织

化学染色．操作中尽量减少动物痛苦及意外致动物

死亡．

1.1.2 主要试剂 鼠抗 CNPase单克隆第一抗体购

自 Chemicon公司（美国）；抗生物素蛋白 -生物素

化的辣根过氧化物酶浓缩型试剂盒购自 Vector

Laboratories公司（美国）．

1.2 方法

1.2.1 标本的制备 在各组大鼠定时用 35 g/L 水

合氯醛或戊巴比妥钠（100 mg/kg）腹腔注射麻醉
后，用体积分数 2%多聚甲醛经心腔灌注固定后取

眼球，后固定 4 h， 20%蔗糖溶液 4℃过夜， OCT

包埋后使用冰冻切片机（Leica CM 3050）制作大鼠

眼球矢状位冰冻切片，切片厚度为 20 滋m，切取部

位出现视神经后随机取 5片裱在明胶处理过的载玻

片上．自然风干后，储存在 -20℃直到免疫组织化

学染色．

1.2.2 免疫组织化学染色和图像分析 应用免疫

组织化学生物素化过氧化物酶复合物（ABC）的方

法进行组织染色．0.1％Triton X-100+0.1 M PBS

（pH=7.4）洗涤 10 min； 0.3％的过氧化氢封闭内源

性过氧化物酶活性 15 min；5％正常马血清封闭液，

室温 1 h；倾去血清，用小鼠抗 CNPase单克隆第

一抗体（1:300）室温孵育过夜；第二抗体（生物

素共轭的抗小鼠 IgG，1:200，）孵育 1 h，随后由抗

生物素蛋白 -生物素化的辣根过氧化物酶（1:100）

孵育 1 h；DAB 显色；0.25％甲基绿醋酸钠混合缓
冲液（pH＝4.8）复染；中性树胶封片．激光共聚

焦显微镜（FV 1000，Olympus）观察并采集图像．

应用 Image-pro plus 6.0 进行图像平均光密度分析

和 CNPase阳性细胞计数．

1.3 统计学处理

数据采用均数±标准差 （x±s） 表示，用
SPSS 统计软件包秩和检验进行统计学处理， ＜

0.05为差异有统计学意义， ＜0.01为差异有显著

统计学意义.

2 结果

2.1 CNPase平均光密度值数据分析

分 组 n CNPase平均光密度值

P1 d组 3 0.35±0.07**

P3 d组 3 0.31±0.08**

P5 d组 3 0.30±0.02**

P7 d组 3 0.27±0.04**

P14 d组 3 0.00±0.00

表 1 正常新生大鼠视网膜 14 d CNPase 平均光密度值

（x±s）
Tab. 1 The result of the average optical density in

CNPase in 14 days neonatal rat's retina

（x±s）

与 P14 d组较，** ＜0.01.

对 P1组、P3组、P5组、P7组、P14组视网

膜 CNPase平均光密度进行数据分析，结果提示与

P14组的 CNPase物质浓度相比，其他组的 CNPase

物质浓度都要高，见表 1．各组阳性细胞计数（图

1） .

2.2 P1组 CNPase的表达

在大鼠视网膜 P1组上（图 2），视网膜主要分
为两层．只有神经节细胞层出现分化，CNPase阳

性细胞（棕色）呈多边形表达于外成神经细胞层

（箭头所示），与 P3，P5，P7，P14相比，阳性细
胞增多，CNPase表达明显增强．

2.3 P3组 CNPase的表达

在大鼠 P3组 CNPase 阳性细胞减少，CNPase

表达降低，并向神经细胞层迁移，内层视网膜核层

有分化的趋势（图 3）．

2.4 P5组 CNPase的表达

与 P3组相比，在大鼠 P5组视网膜上 CNPase

阳性细胞减少更为明显（图 4）．

2.5 P7组 CNPase的表达

在大鼠 P7组视网膜上，CNPase阳性细胞数量

减少，CNPase 在神经节细胞层附近弱阳性表达，

内层视网膜分化明显，有分化出内丛状层的表现

（图 5）．

2.6 P14组 CNPase的表达

在大鼠 P14组视网膜上， CNPase阳性细胞消

失，CNPase未见表达，但是不断迁移的核层形成

了初步的视网膜形态结构．可辨认出的结构由内至

外分别为：神经节细胞层、内丛状层、内核层及外

核层（图 6）．
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图 5 新生大鼠视网膜 P7组，可见很少量的 CNPase阳性

细胞，内层视网膜已见分化（×400）

Fig. 5 In P7 group, the number of CNPase positive

cells rarely observed and the differentiation of

inner retina layer observed meanwhile（×400）

图 6 新生大鼠视网膜 P14组，未见 CNPase 阳性细胞．

不断迁移的核层形成了初步的视网膜形态结构 （×

400）

Fig. 6 In P14 group, the CNPase positive cells cannot

be observed and the structure of initial retinal

layer is formed（×400）

图 1 CNPase阳性细胞在正常新生大鼠视网膜 14 d的短

暂表达

Fig. 1 The transient expression of CNPase positive

cells in 14 days neonatal rat's retina

图 2 新生大鼠 P1组视网膜，CNPase阳性细胞贯穿于视

网膜外成神经细胞层（×400）

Fig. 2 In P1 group, CNPase positive cells throughout

the retinal outer neuroblastic layer（×400）

图 3 新生大鼠视网膜 P3组， CNPase阳性细胞减少并向

神经节细胞层迁移 （×400）

Fig. 3 In P3 group, the decrease in the number of

CNPase positive cells and migrate to the

ganglion cell layer（×400）

图 4 新生大鼠视网膜 P5组， CNPase阳性细胞减少（×

400）

Fig. 4 In P5 group, the obvious decrease in the num-

ber of CNPase positive cells（×400）

*
*

*
*

*
*

*
*

正常出生天数

与 14 d组比较，** <0.01.
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3 讨论

视网膜是中枢神经系统的一部分，由多层细胞

组成，其发育过程在中枢神经系统的发育中具有重

要的代表性[5]．在其发育过程中，以视杯内层神经

上皮为基础，逐步分化形成视网膜节细胞、无长突

细胞、双极细胞和 Müller细胞等细胞层结构，形

成完整的视网膜结构[6]．研究表明，在多层视网膜

细胞的分化过程中，多种因子参与了细胞分化的调

控过程[7]．

CNPase具有 N末端结构和 C末端的磷酸二酯

酶活性，N末端结构的功能不清楚，C末端结构可

催化 2'，3'-cAMP生成 2'-AMP和 3'-AMP．同时，

CNPase与蛋白质和细胞膜连接的异戊二烯化位点

导致 CNPase活性主要在细胞膜的表面 [8]．CNPase

在髓磷脂中含量较多，是髓鞘的形成的一种重要的
相关蛋白质，在少突胶质细胞的轴突生成具有关键

作用[9]．研究发现，少突胶质细胞在中枢神经组织

发育过程扮演重要的角色，普遍认为 CNPase是少

突胶质细胞的一个标志性蛋白，常常通过检测

CNPase的表达确定少突胶质细胞的数量，从而研

究中枢神经系统的发育过程．在大鼠脊髓发育过程

中神经干细胞分化的研究中，出生 4 d可检测到

CNPase的阳性细胞，以后逐步减少[10]．但在视网

膜的发育过程中，CNPase未见报道，笔者的研究

发现，P1组视网膜 CNPase阳性细胞数量增多，贯

穿于视网膜外成神经细胞层．P3 、P5 和 P7 组

CNPase阳性细胞数量减少并向神经节细胞层靠近，

而且呈现递减的趋势．P14组 CNPase阳性细胞消

失，视网膜分层结构初步形成．结果提示，CN-

Pase可能帮助诱导发育中的视网膜神经节细胞分

化，促进视网膜发育．
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