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%%$摘要%%背景%研究表明线粒体途径的凋亡和自噬均是影响青光眼视网膜神经节细胞) @̀V1*存活的
重要因素"但压力是否引发 @̀V1线粒体途径的凋亡和自噬尚未阐明&%目的%探讨压力对体外培养的 @̀V1

线粒体途径凋亡和自噬的影响&%方法%将培养的 @̀V>! 细胞分为正常对照组及 #'<#'?# 和 $# ''L+
)" ''L+j#k"99 eP(*压力组"根据分组使用自制加压装置对离体培养的 @̀V>! 细胞密闭加压处理 ? C"倒置
相差显微镜下观察各组细胞的形态学变化"采用流式细胞仪检测细胞的凋亡和坏死率"采用 WV>" 荧光染料检
测细胞线粒体膜电位的改变"采用 R,1E,D. B*AE法检测各组细胞中细胞色素 V)V2E>5*'微管相关蛋白轻链 9
)IV9*和 Q,5*).>" 的表达&%结果%正常对照组和 # ''L+压力组培养的 @̀V>! 细胞呈梭形"可见较多的树
突"而 <#'?# 和 $# ''L+压力组随着压力的增大"细胞密度变小"部分细胞树突缩短且变少"死亡细胞增多&

正常对照组及 #'<#'?# 和 $# ''L+压力组总凋亡和坏死细胞比例分别为)"!k$=l#k::*]')"!k::l"k"?*]'
)"Sk9#l"k#:*]')<9k<Sl"k99*]和)9?k?:l"k":*]"总体比较差异有统计学意义)Nj"!#k=#"Jm#k##"*"

其中 ?# ''L+压力组和 $# ''L+压力组总凋亡和坏死细胞率明显高于正常对照组"差异均有统计学意义)均
Jm#k#"*& 正常对照组细胞线粒体膜电位呈橙色荧光"<# ''L+压力组和 ?# ''L+压力组细胞荧光强度减
弱"橙色变淡"$# ''L+压力组细胞呈绿色荧光& 与正常对照组比较"$# ''L+压力组细胞中 V2E>5蛋白相对
表达量明显增加"?# ''L+压力组和 $# ''L+压力组细胞中 IV9>#的相对表达量明显增加"<#'?# 和
$# ''L+压力组细胞中 Q,5*).>" 的相对表达量明显增加"差异均有统计学意义)均 Jm#k#!*&%结论%压力升
高可诱导体外培养的 @̀V>! 细胞形态异常"导致细胞线粒体膜电位下降"并通过线粒体途径发生凋亡和自噬&%
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"k#:*]")<9k<Sl"k99*] (.4 )9?k?:l"k":*] ). EC,.AD'(*5A.EDA*+DA3G (.4 #"<#"?# (.4 $# ''L++DA3G1"
D,1G,5E)H,*2"1CAJ).+(1)+.)K)5(.E).E,D+DA3G 4)KK,D,.5,)Nj"!#k=#"Jm#k##"*"(.4 EC,(GAGEAE)5G,D5,.E(+,). EC,
?# ''L++DA3G (.4 $# ''L++DA3G J(11)+.)K)5(.E*2).5D,(1,4 ). 5A'G(D)1A. J)EC EC,.AD'(*5A.EDA*+DA3G )BAEC (E
Jm#k#"*0MC,')EA5CA.4D)(*','BD(.,GAE,.E)(*J(1C)+C ). EC,.AD'(*5A.EDA*+DA3G (.4 # ''L++DA3G"J)EC EC,
D,44)1C K*3AD,15,.5,). EC,5,**1"(.4 EC,D,44)1C K*3AD,15,.5,J(1J,(e,.,4 ). EC,<# ''L++DA3G (.4 ?# ''L+
+DA3G0MC,*AJ).+AK')EA5CA.4D)(*','BD(.,GAE,.E)(*J(11,,. ). EC,$# ''L++DA3G"J)EC EC,+D,,. K*3AD,15,.5,0
VA'G(D,4 J)EC EC,.AD'(*5A.EDA*+DA3G"EC,,NGD,11)A. AKV2E>5"IV9># (.4 Q,5*).>" GDAE,).1). GD,113D,4 +DA3G1
J(15ADD,1GA.4).+*2).5D,(1,4 )(**(EJm#k#!*0%G)*&,2(')*(%&*,H(E,4 GD,113D,).435,1EC,'ADGCA*A+)55C(.+,
AK̀ @V>! 5,**1"D,13*E1). ')EA5CA.4D)(*','BD(.,GAE,.E)(*D,435E)A. (.4 ')EA5CA.4D)(*>',4)(E,4 (GAGEA1)1(.4
(3EAGC(+20%

!6#7 8)%1("5 @*(35A'(;GC21)AG(ECA*A+2( PD,113D,( Y)EA5CA.4D)(;',E(BA*)1'( ,̀E).(*+(.+*)A. 5,**1;
',E(BA*)1'( UGAGEA1)1( U3EAGC(+2

H2*1$%).%+-# O(E)A.(*O(E3D(*\5),.5,aA3.4(E)A. AKVC).() S"?:#$9: *( Q,EC3.,>I(.+'3 7GCEC(*')5
aA3.4(E)A. KADfA3.+(.4 Y)44*,>(+,4 ,̀1,(D5C,D1)QW>IY<#"!##?W*

%%青光眼性视神经纤维退行性改变由多种因素引
起"视网膜神经节细胞)D,E).(*+(.+*)A. 5,**1" @̀V1*进
行性死亡是各种类型青光眼共同的病理特征"其中高
眼压是目前公认的导致视神经损害的主要危险因素&
视网膜和视神经内含有丰富的线粒体"为视觉信号传
导和细胞内物质运输提供必需的能量"是维持其正常
生理活动的重要物质基础& 线粒体是决定细胞存活及
凋亡的重要因素"在青光眼视神经损伤中具有重要作
用

+"T9, & 研究表明"除了线粒体途径的细胞凋亡途径
外"自噬也参与青光眼的病理生理过程"从而影响
@̀V1的存活和死亡 +?T$, & 自噬是缺氧'饥饿'某些药
物等多种原因引起的'细胞受到复杂通路高度调节的
溶酶体降解过程"对细胞成分的更新和维持细胞内环
境的稳定发挥重要作用

+:, & 控制眼压是目前青光眼
患者保护视神经的主要措施

+S, & 然而"压力因素是否
会引起线粒体途径的 @̀V1凋亡和自噬目前尚不明
确& 本研究拟通过检测不同压力梯度下 @̀V1的凋
亡'线粒体膜电位变化及自噬相关蛋白的表达"探讨压
力因素与线粒体途径的 @̀V1凋亡及自噬的关系&

95材料与方法

9095材料
909095细胞来源5小鼠 @̀V>! 细胞系"购于复旦 8Q\
细胞资源中心&
9090:5主要试剂及仪器5不完全 6Y&Y高糖培养
基'胰 蛋 白 酶 消 化 液' WV>" 试 剂 盒' 细 胞 色 素 V
)52EA5CDA',V"V2E>5*蛋白印迹试剂盒)南京凯基生物
科技发展有限公司*(胎牛血清)美国 VAD.).+公司*(
U..,N). X>a8MV;P8细胞凋亡检测试剂盒)美国 Q6公
司*(兔抗微管相关蛋白轻链 9)')5DAE3B3*,1(11A5)(E,4
GDAE,). *)+CE5C().9" IV9 * U;Q 单 克 隆 抗 体 ) V,**

\)+(*).+n "<:?" *' 兔抗 Q,5*).>" 单克隆抗体 ) V,**
\)+(*).+n9?=!*'L̀ P标记的山羊抗兔 8+@抗体)美国
V,**\)+.(*).+公司*& 自制加压装置#用橡皮塞封闭培
养瓶"橡皮塞连接三通管"三通管的另两端分别通过橡
皮管连接压力表和加压球(V7< 恒温细胞培养箱)德国
L,D(,31公司*(荧光显微镜'8_:# 型倒置相差显微镜
)日本 7*2'G31公司*(a*,N\E(E)A. 多功能酶标仪 )美
国 YA*,53*(D6,H)5,1公司*(aUV\V(*)B3D流式细胞仪
)美国 Q6公司*&
90:5方法
90:095细胞培养5 @̀V>! 细胞用含体积分数 "#]胎
牛血清的高糖 6Y&Y培养基在 9: o'体积分数 !]
V7<培养箱中培养& 细胞生长 < 9̂ 4 后用质量分数
#k<!]胰蛋白酶消化并以 " d?比例传代&
90:0:5实验分组5传代后的细胞培养 <? C"然后分为
! 个组"正常对照组不使用加压装置"仅用封口膜密闭
处理"另外 ? 个加压组分别用不同压力 + #'<#'?#'
$# ''L+)" ''L+j#k"99 eP(*,的密闭加压装置处理
细胞"用加压球向培养瓶内打气"同时用压力表检测瓶
内的压力& 当压力到达目标值时"用夹子将橡皮管夹
闭"维持培养瓶内的压力稳定"置培养箱中培养 ? C"倒
置相差显微镜下观察并拍照"记录各组细胞的形态变化&
90:0;5流式细胞仪检测细胞凋亡5参照 U..,N). X>
a8MV;P8凋亡检测试剂盒说明书"各组细胞处理 ? C 后
用胰蛋白酶消化'离心并收集细胞"用预冷的 PQ\ 洗
涤细胞 < 次"将细胞悬浮于 "## %*的结合缓冲液中(分
别加入 ! %*的 U..,N). X>a8MV和 P8"避光孵育"! ').(
再加入 ?## %*结合缓冲液混匀"用流式细胞仪进行分析&
90:0<5荧光素染色法检测细胞线粒体膜电位5参照
"0<09 方法收集细胞"用 PQ\ 将细胞洗涤 < 次后加入
WV>" 工作液"在 9: o环境中孵育 "! <̂# ').& 最后用
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染色缓冲液洗 < 次"立即于荧光显微镜下观察& 红色
荧光显示膜电位依赖性 WV>" 在线粒体的聚集"呈正常
线粒体膜电位"绿色荧光显示线粒体膜去极化后膜电位
下降"通过荧光颜色的不同判断细胞线粒体膜电位变化&
90:0=5R,1E,D. B*AE法检测 V2E>5'IV9>#和 Q,5*).>"
蛋白的表达%将处理的细胞置于冰上"弃去培养基"用
PQ\ 清洗 < 次"滴加细胞裂解液裂解细胞""9 ###p* 离
心 "! ').& 吸取上清液"收集提取的蛋白& QVU法测
定每个样品中的蛋白质含量& 添加蛋白上样缓冲液"
经变性后配制质量分数 "<] \6\>PU@&胶"取 ?# %+
蛋白样进行 \6\>PU@&电泳"再将蛋白转印至 PX6a
膜上& 转膜后用质量分数 "#]脱脂牛奶封闭 " C"洗
膜后加相应的一抗)" d" ###*"置于 ? o冰箱过夜& 洗
膜后加相应二抗)" d! ###*"常温下孵育 "k! C& 洗膜"
加曝光液"用化学发光仪进行曝光& 实验至少重复 9
次"用 8'(+,W软件对曝光条带进行灰度分析"目标蛋
白的灰度值与内参蛋白 @UP6L灰度值的比值为目标
蛋白的相对表达量&
90;5统计学方法

采用 \P\\ <#0# 统计学软件进行统计分析& 本研
究检测指标的数据资料经 \C(G)DA>R)*e 检验呈正态分
布"以 Tl+表示"组间均数经 I,H,.,检验方差齐& 采
用均衡分组单因素干预多水平研究设计"正常对照组
和 #'<#'?#'$# ''L+压力组间细胞凋亡比例及细胞
中 V2E>5'IV9>#和 Q,5*).>" 蛋白相对表达量的总体差
异比较均采用单因素方差分析"组间多重比较采用
63..,EE.检验& 采用双尾检测法"Jm#k#! 为差异有统
计学意义&

:5结果

:095各组培养细胞的形态及存活状态
正常对照组培养的 @̀V>! 细胞呈梭形"可见较多

树突& # ''L+压力组培养的细胞形态与正常对照组
接近"<# ''L+压力组'?# ''L+压力组及 $# ''L+
压力组培养的部分细胞树突变短且变少"部分细胞内
有空泡形成"细胞轮廓模糊"皱缩细胞增多& 随着压力
的增加"上述异常表现逐渐明显)图 "*&
:0:5各组细胞的凋亡率比较

与正常对照组比较"# ''L+压力组细胞在各象
限的比例和分布非常接近(随着压力的增加"晚期凋亡
和坏死细胞的比例有所增加)图 <*& 各组间总凋亡和
坏死细胞比例的总体比较差异有统计学意义 )Nj
"!#k=#"Jm#k##"*"其中 ?# ''L+压力组和 $# ''L+
压力组总凋亡和坏死细胞比例明显高于正常对照组"

A B C

D E

图 9 5倒置显微镜
下各组细胞的形态

及存活状态)p"##*
U#正常对照组培养
的细胞呈梭形%Q#
# ''L+压力组培养

的细胞形态学接近正常对照组%V#<# ''L+压力组培养的细胞密
度较小"灰白色死亡细胞较正常对照组增加%6#?# ''L+压力组培
养细胞中灰白色死亡细胞明显增加%&#$# ''L+压力组培养的细
胞排列稀疏"多数细胞死亡
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图 :5流式细胞仪检
测各组细胞的凋亡%
横坐标为 U..,N). X>
a8MV"纵坐标为 P8%
c" 为无意义"c< 代
表晚期凋亡和坏死细

胞比例"c9 代表早期凋亡细胞比例"c? 代表活细胞比例%随着压力
的增加"凋亡细胞比例逐渐增加"细胞成活比例逐渐下降%U#正常
对照组晚期凋亡细胞比例为 $kS#]"早期凋亡细胞比例为 =kS?]"
活细胞比例为 S9k##]%Q## ''L+压力组晚期凋亡细胞比例为
:k"#]"早期凋亡细胞比例为 =k::]"活细胞比例为 S<kS#]%V#
<# ''L+压力组晚期凋亡细胞比例为 =k##]"早期凋亡细胞比例为
Sk"S]"活细胞比例为 S<k!#]%6#?# ''L+压力组晚期凋亡细胞
比例为 "<k##]"早期凋亡细胞比例为 :k??]"活细胞比例为
:=k9#]%&#$# ''L+压力组晚期凋亡细胞比例为 "9k"#]"早期凋
亡细胞比例为 <<k$#]"活细胞比例为 $9kS#]

差异均有统计学意义)均 Jm#k#"*"而 # ''L+压力组
和<# ''L+压力组总凋亡和坏死细胞比例与正常对照
组比较"差异均无统计学意义)均 J4#k#!*)表 "*&

表 95不同压力组凋亡和坏死细胞比例的比较)!I""J*

组别 样本量
早期凋亡

细胞比例

晚期凋亡和

坏死细胞比例

总凋亡和坏

死细胞比例

正常对照组 $ =k#<l#k9S $k$:l#k?# "!k$=l#k::
# ''L+压力组 $ Sk::l#kSS :k##l#k9$ "!k::l"k"?
<# ''L+压力组 $ =k=#l#k$# Sk?#l#k!# "Sk9#l"k#:(

?# ''L+压力组 $ ""k"?l"k"S "<k"9l"k<# <9k<Sl"k99B

$# ''L+压力组 $ <#kS#l"k!S "9k$:l#k!! 9?k?:l"k":B

N值 T T "!#k=#
J值 T T m#k##"

%注#与各自的正常对照组比较"(Jm#k#!"BJm#k#")单因素方差分析"

63..,EE.检验*%T#未进行统计学分析
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:0;5各组细胞线粒体膜电位变化
正常对照组线粒体膜电位呈橙色荧光"与正常对

照组比较"# ''L+压力组细胞橙色荧光强度稍弱"
<# ''L+压力组和 ?# ''L+压力组细胞荧光强度减
弱"橙色变淡"$# ''L+压力组细胞呈绿色荧光)图 9*&

A B C

D E

图 ;5各组细胞的线
粒体膜电位的变化

)WV>" p"## *%U#正
常对照组细胞呈橙色

荧光%Q## ''L+压
力组细胞呈橙色荧光"强度稍弱于正常对照组%V#<# ''L+压力组
细胞呈橙色荧光"强度较正常对照组减弱%6#?# ''L+压力组细胞
呈较弱的橙色荧光%&#$# ''L+压力组细胞呈绿色荧光
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图 <55#(/#%*4,)/法检测各组细胞中 G7/?&'LG;?!和 @#&,'*?9 蛋白的表达%U#各组细胞中 V2E>5蛋白表达
电泳图%Q#各组细胞中 IV9>#和 Q,5*).>" 蛋白表达的电泳图%V#各组细胞中 V2E>5蛋白表达量的比较%Nj

9"k#<"Jm#k##"0与正常对照组比较"(Jm#k#")单因素方差分析"63..,EE.检验"&j$*%6#各组细胞中 IV9>#

蛋白表达量的比较%Nj?"k9""Jm#k##"0与正常对照组比较"(Jm#k#""BJm#k#!)单因素方差分析"63..,EE.

检验"&j$*%&#各组细胞中 IV9>#蛋白表达量的比较%Nj<9k"""Jm#k##"0与正常对照组比较"(Jm#k#")单
因素方差分析"63..,EE.检验"&j$*%"#正常对照组%<## ''L+压力组%9#<# ''L+压力组%?#?# ''L+压
力组%!#$# ''L+压力组%V2E>5#细胞色素 V(IV#微管相关蛋白轻链

:0<5各组细胞中V2E>5'IV9>#和Q,5*).>" 蛋白的表达
正常对照组及 #'<#'?#'$# ''L+压力组细胞中

V2E>5相对表达量分别为 "k<=l#k#S'"k"!l#k"#'"k?<l
#k#$'"k?9l#k#? 和 <k<Sl#k<:"组间总体比较差异有
统计学意义 )Nj9"k#<"Jm#k##"*"与正常对照组比
较"# ''L+压力组细胞中 V2E>5蛋白相对表达量的变
化差异无统计学意义 )J4#k#!*"<# ''L+压力组和
?# ''L+压力组细胞中 V2E>5蛋白相对表达量升高"
但差异均无统计学意义)均 J4#k#!*"$# ''L+压力
组细胞中 V2E>5蛋白相对表达量明显升高"差异有统
计学意义 ).j$k"?"Jm#k#"*& 正常对照组及 #'<#'

?#'$# ''L+压力组细胞
中 IV9>#蛋白的相对表
达量分别为 "k#:l#k#:'
"k#" l#k#$' "k"# l#k"S'
"k99l#k#S 和 <k#"l#k"<"

组间总体比较差异有统

计学意义)Nj?"k9""Jm
#k##"*"与正常对照组
比较"?# ''L+压力组和
$# ''L+压力组细胞中
IV9>#蛋白的相对表达
量明显升高"差异均有统
计学意义 ).j?k<""Jm
#k#!( .j ""k:=" J m
#k##"*& 正常对照组及
#'<#'?#'$# ''L+压力

组细胞中 Q,5*).>" 蛋白的相对表达量分别为 #k$S l
#k#!'#kS" l#k#$'"k"= l#k"<'"k#? l#k#: 和 "k?9 l
#k"S"组间总体比较差异有统计学意义)Nj<9k"""Jm
#k##"*"与正常对照组比较"<#'?# 和$# ''L+压力组
细胞中 Q,5*).>" 蛋白的相对表达量均明显升高"差异
均有统计学意义).j$k$9':k!:'$k=="均Jm#k#"*)图 ?*&

;5讨论

已经证实青光眼患者眼压的升高是 @̀V1丢失和
视网膜神经纤维退行性改变的主要原因之一& 本研究
发现在 @̀V>! 培养过程中施加不同的压力会导致细
胞形态和功能改变"随着压力的逐渐增大"细胞结构发
生异常"细胞受到损伤甚至死亡"证实压力可致 @̀V1
死亡"且压力越大对细胞造成的损伤越大& 流式细胞
仪检测发现"$# ''L+压力组与正常对照组及 #'<#'
?# ''L+压力组比较时差别最大之处在于早期的细胞
凋亡率"而晚期细胞凋亡和坏死率各组间差别并不是
很明显"进一步证实了压力可致使 @̀V>! 细胞发生凋
亡"较高压力会导致更多的细胞开始启动凋亡过程"但
也有研究表明 ?# ''L+压力作用后 <? C @̀V>! 细胞
出现凋亡趋势

+=, &
目前公认的凋亡信号通路包括死亡受体信号通

路'线粒体信号通路和内质网应激死亡信号通路"现已
知线粒体功能障碍在帕金森病和阿尔茨海默病等神经

变性性疾病中起重要作用
+"#T"<, & 青光眼也是一种神

经变性性疾病"所以线粒体功能障碍在青光眼视神经
损害中的作用也越来越受到重视& 氧化应激可引起线
粒体外膜的通透性增加"导致线粒体膜电位下降"V2E>5
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从线粒体释放到细胞质"进而激活 5(1G(1,凋亡途径"
启动线粒体途径的凋亡

+"9T"?, & 本研究中对 @̀V1线
粒体膜电位和 V2E>5蛋白表达变化进行检测"结果发
现 <# ''L+压力组和 ?# ''L+压力组细胞的线粒体
膜电位已有所下降"但与正常对照组比较差异无统计
学意义" V2E>5蛋白释放至细胞质中的量较少"而
$# ''L+压力组早期凋亡细胞明显增多"细胞的线粒
体膜电位明显下降"细胞中 V2E>5的表达量也明显高
于正常对照组"因此认为 @̀V>! 细胞在低于 ?# ''L+
压力下作用 ? C 对线粒体功能的影响并不足够大"而
在$# ''L+压力下细胞的线粒体功能明显受损"线粒
体膜电位明显下降"V2E>5大量释放至细胞质"从而致
使细胞发生凋亡&

自噬相关蛋白IV9 有IV9>"和IV9># < 种形式&
免疫电子显微镜下显示 IV9>#存在于自噬体膜的内
外膜"且 IV9>#量的多少与自噬体的形成有关 +"!T"$, "
此外自噬相关蛋白 Q,5*).>" 在自噬过程中也发挥关键
作用

+"$, "因此检测细胞中 IV9>#及 Q,5*).>" 蛋白的表
达一定程度上可以显示细胞自噬活动的强弱& 本研究
结果显示"不同压力组中自噬相关蛋白 IV9>#和
Q,5*).>" 的表达逐渐增加"以 $# ''L+压力组更为明
显"说明在压力作用下 @̀V>! 细胞的自噬活动也发生
了变化"$# ''L+压力作用下自噬活动明显"但自噬作
用对细胞起保护作用还是属于死亡的另一种形式目前

尚未完全明确
+":T"=, &

本研究进一步证实加压可致 @̀V>! 细胞发生线
粒体途径凋亡和自噬"这 < 种细胞变化并不是完全独
立的"两者之间有许多相同的分子调节机制且存在着
相互作用

+?, & 因此"我们可尝试从细胞凋亡和自噬角
度来研究青光眼的视神经保护机制"进一步探讨在一
定眼压水平下通过调控线粒体途径凋亡及自噬来延缓

@̀V1的进行性死亡对视神经保护具有重要的临床意义&
本研究中采用对离体培养细胞进行密闭加压的模

型进行研究"但在这种培养环境中不能完全排除细胞
缺氧的情况& 对此"我们通过设置以封口膜封闭瓶口
的正常对照组"并适当缩短处理时间"尽可能地消除这
个影响& 细胞处理 ? C 后倒置显微镜下和流式细胞仪
检测显示正常对照组和 # ''L+压力组未见异常的细
胞死亡"且两组间细胞形态及细胞中 V2E>5'IV9>#及
Q,5*).>" 蛋白的表达均无明显差别"说明在该实验条
件下"培养瓶内的空气能够满足培养的细胞正常存活
的条件& 此外"本研究中采用的是 @̀V>! 细胞系"有
利于体外实验的进行"但 @̀V>! 与 @̀V1的原代细胞
存在一定差别& 若能进一步进行青光眼动物模型的在

体实验"探究对线粒体途径细胞凋亡和自噬的调节以
保护青光眼视神经损害病程中进行性的 @̀V1死亡"
可为青光眼视神经病变的靶向治疗提供实验依据&
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不同麻醉方式对高眼压模型小鼠眼压的影响

杜磊%陈佳%鲍庆%邢怡桥
?9##$# 武汉大学人民医院眼科中心

通信作者#杜磊"&'()*#43>*,)/"<$05A'

678#"#09:$#;5'(0-0)11.0<#=!>#"$#0<#":0#?0##9

%%青光眼是一组以视网膜神经节细胞 )D,E).(*+(.+*)A. 5,**1"
@̀V1*损害为特征的不可逆致盲眼病"眼压升高是青光眼发生和
发展的主要危险因素"目前的动物实验主要以眼压升高为理论基
础"采用多种方法建立高眼压动物模型"并在全身麻醉状态下测量
小鼠眼压

+", & 但研究表明"全身麻醉对人和小鼠的眼压测量值均
会产生一定影响"如异氟烷麻醉对正常儿童眼压没有明显影响"但
对先天性青光眼儿童的眼压影响明显"会造成其眼压降低+<T9, & 也
有研究发现大多数全身麻醉药物会造成大鼠眼压的降低

+?T!, "然
而"对清醒小鼠进行眼压测量的适应性训练并非易事"并且大多
数小鼠生理和病理改变的活体观察研究仍需要在全身麻醉下进

行"因此麻醉状态下测量模型小鼠眼压仍是目前采用的主要方
法& 本研究拟比较 < 种常用的全身麻醉方式对正常眼压小鼠和
高眼压模型小鼠眼压的影响"为相关的研究提供实验依据&

图 95!)*)-#/#%眼压计对小
鼠眼压的测量和校准

95材料与方法
9095动物及分组5选取 S 周龄 V!:QI小鼠 $< 只"雌雄不限"

所有小鼠均由 W(5e1A. 实验室购买并饲养& 将小鼠分为正常眼
压组 ?< 只)其中 << 只采用异氟烷吸入麻醉"<# 只采用氯胺酮
腹腔内注射麻醉*'高眼压模型组 "! 只和眼压计校准组 ! 只&

所有动物实验操作均遵守武汉大学动物管理委员会关于动物

实验的相关规定&
90:5小鼠行为训练5按照 6).+等 +!,

的方法对小鼠进行 < 周
的清醒状态下眼压测量训练&
90;5眼压测量的校准%参照文献+$,的方法进行 MA.A',E,D校准&

采用体积分数 <]异氟烷和 #kS I;'). 的氧气吸入麻醉& 小心地
将玻璃微管针头)外径为"k## ''"内径为 #k!S ''*刺入小鼠前房"

微管针另一头连接至装满注射用水的灌流装置"通过改变灌注瓶
高度调节压强& 左眼表面涂透明质酸钠予以保护& 将压强分别调
节至 !' "#' <#' 9#' ?# 和 !# ''L+)" ''L+j#k"99 eP(*"使用

MA.A',E,D眼压计测量右眼眼压"

每只眼重复测 $ 次"取其平均值
)图 "*&

90<5高眼压模型制作5术前

9 4测量高眼压模型组小鼠基

线眼压& 术前 9# '). 用复方托

吡卡胺滴眼液 )日本参天制药

株式会社*点眼"用 <]异氟烷

和 #kS I;'). 氧气)载体*吸入麻醉& 盐酸奥布卡因滴眼液点
眼"用一支玻璃微管针)外径为 "k## ''"内径为 #k!S ''*连接
" '*注射器"针孔斜面向上插入前房"使房水流出"前房变浅&

裂隙灯显微镜)德国卡尔蔡司公司*下用波长 !9< .'二极管激
光光凝角膜缘"设定能量为"## 'X"曝光时间为 #k#! 1"光斑直
径为 !# %'"激光光束直接垂直于角膜缘进行 9$#r光凝"共
$# :̂#个激光点& 以上操作在 "# '). 内完成& 术后结膜囊内
用妥布霉素地塞米松眼膏)美国爱尔康公司*涂眼& 小鼠置于
保温板上"术后每 #k! C 监测小鼠体征"共 < C& 术后 9# 4 内小
鼠眼压均值高于基线值 9#]者为造模成功&
90=5小鼠麻醉方法5所有操作均在 "#### "̂<### 进行& )"*
<]异氟烷吸入麻醉#小鼠头戴自制呼吸面罩"以氧气作为载体
行异氟烷和 #kS I;'). 氧气吸入麻醉"麻醉器监测麻醉气体浓
度和流速"观察小鼠的呼吸频率'肢端和口唇颜色& )<*用氯胺
酮)S: '+;e+*和甲苯噻嗪)"9 '+;e+*混合物行腹腔内注射麻
醉& 所有小鼠均分别于麻醉前 ! '). 和麻醉后 9'!'"#'"!'<#'
<!'9#'?#'!#'$# '). 测量右眼眼压&
90M5统计学方法5采用 @D(GCP(4 PD)1'!0# 统计学软件进行
统计分析& 本研究中测量指标的数据资料经 R检验呈正态分
布"以 Tl+表示& 不同麻醉方法麻醉前后小鼠眼压降低幅度的
比较采用独立样本 .检验& Jm#k#! 为差异有统计学意义&

:5结果
:095MA.A',E,D眼压计的校准%MA.A',E,D眼压计在实际灌注
压为 !'"#'<#'9#'?# 和 !# ''L+时测量的眼压分别为)?k=:l
#k#S*')"#k#!l#k"?*')<#k"9l#k"?*')9#k"Sl#k<S*')9=k#:l
#k!S*和)?Sk9:l#k?$*''L+"实际灌注压为 ! 9̂# ''L+时"

测量眼压值接近实际眼压值"在实际灌注压为 ?# !̂# ''L+时
测量值低于实际眼压值&
:0:5不同麻醉方法下正常眼压小鼠眼压的变化5异氟烷吸入
麻醉前 ! '). 及麻醉后 9'!'"#'"!'<#'<!'9#'?#'!#'$# '). 正
常眼压小鼠眼压缓慢下降"在麻醉后 9# '). 进入平台期)图 <*(

氯胺酮麻醉正常眼压小鼠"眼压在麻醉开始 9# '). 内处于一种
急速上升和降低交替状态"此后缓慢下降并进入平台期)图 9*&
:0;5不同麻醉方法下高眼压模型小鼠眼压的变化5"! 只实验
小鼠术前基线眼压为)"9k<l!k9*''L+"其中 "" 只小鼠术后
9# 4 内平均眼压为 ) <?k#9 l"kS$ * ''L+"高于基线眼压的
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