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!!$摘要%!背景!先天性静止性夜盲&A\Z]'是一种常见的眼科遗传性疾病( A\Z]较少见到视网膜新生

血管"其如何影响视网膜新生血管尚需深入探讨(!目的!改进视网膜墨汁灌注方法"并用于观察 A\Z]对视

网膜新生血管生成的影响(!方法!选取清洁级 $ 日龄 \7大鼠和 A\Z]大鼠各 "F 只"任意选取其中 "= 只制

作氧诱导视网膜病变&89['模型作为 89[模型组"其余 3 只作为正常对照组( 89[模型组 \7大鼠和 A\Z]

大鼠各 > 只按照随机数字表法随机分为体积比 " d"墨汁灌注组)体积比 = d"墨汁灌注组和单纯墨汁灌注组"分

别灌注体积比 " d"墨汁灌注液)体积比 = d"墨汁灌注液和单纯墨汁灌注液各 "# '*( 取单侧眼球制作视网膜铺

片"取另一侧眼球制作石蜡切片( 观察并比较不同体积比墨汁灌注组视网膜血管成像质量( 另取 \7大鼠和

A\Z]大鼠 89[组各 % 只幼鼠与正常对照组幼鼠均按照此法灌注体积比 = d"墨汁灌注液( 取各组石蜡切片行

组织病理学观察并计数每张切片中突破内界膜细胞核的数量( 免疫组织化学法检测视网膜中血管性血友病

因子&T@iD'的表达(!结果!体积比 = d"墨汁灌注组视网膜铺片中血管网成像质量较体积比 " d"墨汁灌注组

和单纯墨汁灌注组高( 组织病理学检查显示"正常对照组大鼠视网膜各层组织结构未见明显异常"\7大鼠和

A\Z]大鼠均未见突破内界膜的细胞核*89[模型组可见大量内皮细胞核突破内界膜"89[模型组中 \7大鼠

和 A\Z]大鼠突破内界膜的细胞核数量分别为&=%l#Fp=l>>'个:切片和&G"l"=p>l%3'个:切片( A\Z]大鼠

突破内界膜的细胞核数量略高于 \7大鼠"但差异无统计学意义&Wq"l$#"Pq#l?#'( 免疫组织化学检查结果

显示"\7大鼠和 A\Z]大鼠突破内界膜的细胞 T@iD均表达阳性(!结论!体积比 = d"墨汁明胶灌注液对大

鼠视网膜血管成像质量优于单纯墨汁灌注液"是一种重复性好)操作简单的视网膜铺片方法( 高氧可诱导

A\Z]大鼠视网膜新生血管生成(!
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L/,SR<(+/"= d" ,(+)6)0W L/,SR<(+/(0P 560T/0+)60(*)0W",/<L/5+)T/*O4BM/R0)*(+/,(*/O/<6S+M/,(+<./,/L,/L(,/P S6,

.M6*/@'6R0+,/+)0("+M/6+M/,/O/<./,/L/,S6,'/P S6,L(,(SS)0 )'1/PP)0N4BM/QR(*)+O6S,/+)0(*T(<5R*(,)'(N)0N./,/

56'L(,/P ('60NP)SS/,/0+)0W L/,SR<(+/N,6RL<4BM/06,'(*560+,6*,(+<"+M,//\7,(+<)0 89[N,6RL (0P +M,//A\Z]

,(+<)0 89[N,6RL ./,/L/,SR</P .)+M = d" ,(+)6)0W L/,SR<(+/4V)<+6L(+M6*6NO/U(')0(+)60 .(<L/,S6,'/P 60 +M/

L(,(SS)0 </5+)60" (0P +M/ 0R'1/, 6S 0R5*/) 1,/(W+M,6RNM +M/ )00/, *)')+)0N '/'1,(0/ ./,/ 56R0+/P4

9''R065O+65M/')<+,O./,/L/,S6,'/P 60 +M/L(,(SS)0 </5+)60 S6,P/+/5+)0N+M//UL,/<<)60 6ST60 i)*/1,(0P S(5+6,&T@

iD'4!L(38,'3!A6'L(,/P .)+M " d" ,(+)6)0W L/,SR<)60 (0P 560T/0+)60(*)0W L/,SR<)60"= d" ,(+)6)0W L/,SR<)60

<M6./P +M/SR**T(<5R*(,0/+5*/(,*O4V)<+6L(+M6*6NO<M6./P +M(++M/<+,R5+R,/6S,/+)0(.(<06,'(*)0 +M/06,'(*

560+,6*N,6RL"(0P +M/,/./,/06/0P6+M/*)(*0R5*/)1,/(W+M,6RNM +M/)00/,*)')+)0N'/'1,(0/4C*(,N/0R'1/,6S

/0P6+M/*)(*0R5*/)1,/(W+M,6RNM +M/)00/,*)')+)0N'/'1,(0/)0 +M/89[ N,6RL"+M/0R'1/,6S/0P6+M/*)(*0R5*/)

1,/(W)0N+M,6RNM +M/)00/,*)')+)0N'/'1,(0/./,/&=%l#Fp=l>>' :<*)P/(0P &G"l"=p>l%3' :<*)P/S6,\7,(+<(0P

A\Z],(+<",/<L/5+)T/*O4BM/0R'1/,6S/0P6+M/*)(*0R5*/)1,/(W+M,6RNM )00/,*)')+)0N'/'1,(0/.(<M)NM/,)0 +M/

A\Z] ,(+<+M(0 +M(+)0 +M/ \7 ,(+<" .)+M 06 P)SS/,/05/ 1/+.//0 +M/+.6N,6RL & Wq"l$#" Pq#l?# '4

9''R065O+65M/')<+,O,/<R*+<<M6./P +M(+T@iD.(<L6<)+)T//UL,/<</P )0 +M/5/**<1,/(W+M,6RNM )00/,*)')+)0N

'/'1,(0/4!;)%+,83$)%3!9'L,6T/P )0W L/,SR<)60 '/+M6P .(<(0 /(<O@+6@R</.M6*/@'6R0+,/+)0('/+M6P .)+M N66P

,/L/(+(1)*)+O4VOL/,6U)(5(0 )0PR5/,/+)0(*0/6T(<5R*(,)c(+)60 6SA\Z],(+<4!

"5(# 6)0.3#4[/+)0(*0/6T(<5R*(,)c(+)60* A60N/0)+(*<+(+)60(,O0)NM 1*)0P0/<<* AM)0/</)0W L/,SR<)60*

iM6*/@'6R0+,/+)0(

78%.-0)&0"/# Z(+)60(*Z(+R,(*\5)/05/D6R0P(+)60 6SAM)0(&%#F$=F%F'

!!先天性静止性夜盲 & 560N/0)+(*<+(+)60(,O0)NM+
1*)0P0/<<"A\Z]'是一种遗传性)非进展性的眼底疾
病"其病理改变主要是视网膜的感光细胞变性"此特征
也是 A\Z]患者视力损害的主要原因 -". ( 目前"A\Z]
的发病机制尚不清楚"临床上尚缺乏有效的治疗手段"
因此探讨其发病机制及病理变化尤为重要( 视网膜新
生血管性疾病是一类常见的致盲眼病"缺血)缺氧是致
病的重要原因( 相对高氧诱导视网膜新生血管生成是
常用的氧诱导视网膜病变&6UON/0 )0PR5/P ,/+)06L(+MO"
89['模型的造模方法( 有研究显示"视网膜变性可能
会抑制视网膜新生血管的形成

-=. ( 那么"我们推测高
氧可能无法诱导 A\Z]大鼠视网膜新生血管生长( 在
中国"研究者常采用消化法铺片来观察实验动物视网
膜血管"视网膜铺片后进行免疫荧光染色联合激光扫
描共焦显微镜检查"能直接观察细胞的正常形态和功
能

-%. "但由于该技术操作复杂)展片难度较大)消化时
间不易掌握等原因"常出现消化不全)消化过度)残存
视网膜细胞或血管结构显示清晰度欠佳等现象"影响
对视网膜微血管的观察

-G. ( 目前"通过墨汁灌注法观
察组织血运已广泛应用于动物脑血管)内脏及眼底的
微循环观察

-?a3. ( 由于传统的单纯墨汁灌注制作视网
膜血管铺片不能很好地显示较大的血管"进行观察时
背景常有污染"本实验对传统的墨汁灌注方法进行改
良"以期建立一种制作简单)便于观察)重复性好的视
网膜铺片技术"同时将其应用于 A\Z]大鼠视网膜新
生血管的观察(

94材料与方法

9494材料
949494实验动物4清洁级 $ 日龄 \7大鼠和 A\Z]大
鼠各 "F 只&第四军医大学航空航天医学系屏障动物
实验室提供'"雌雄不限( 本研究经第四军医大学实
验动物伦理委员会批准 -批准号# \AKJ&军 ' =##3@
###$."实验动物的喂养和使用均遵循 C[Y8声明(
9494=4主要试剂4墨汁 &北京一得阁墨业有限公
司'*抗鼠单克隆血管性血友病因子 &T60 i)*/1,(0P
S(5+6,"T@iD'抗体&抗体编号#[C]@##$#'&福州迈新生
物技术开发有限公司'*辣根过氧化物酶标记抗鼠二
抗&抗体编号#XV]#3=#' &上海杰浩生物技术有限公
司'(
94=4方法
94=494不同体积比墨汁灌注液的配制4将 = N明胶
加入 "## '*水中"3# r水浴加热"玻璃棒搅匀至完全
溶解( 分别按体积比 " d"和 = d"将墨汁加入溶解的明
胶液体中"所有灌注液温度均保持在 %$ r"恒温箱密
闭放置"备用(
94=4=4实验动物分组及处理4任意选取 \7大鼠和
A\Z]大鼠各 "= 只"制作 89[模型( 将 $ 日龄幼鼠与
母鼠共同暴露于含氧体积分数&F#p='k环境中持续
饲养至出生后第 "= 天"回到正常氧环境条件饲养至出
生后第 "$ 天"作为 89[模型组( 另选取 \7大鼠和
A\Z]大鼠各 3 只"置于正常空气环境中饲养至出生
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后第 "$ 天"作为正常对照组(
94=4层4不同体积比明胶墨汁灌注及标本制备4参照
文献-$.中的墨汁灌注显色方法"并在其基础上进行
改进( 取 "F 日龄 89[模型组大鼠采用乙醚深度麻醉
处死"迅速暴露胸腔"将灌注针头插入升主动脉"结扎
腹主动脉"灌注 %$ r的 G N:H多聚甲醛 "# '*"见流出
的液体透明无混浊"其中 \7大鼠和 A\Z]大鼠各任意
选取 > 只幼鼠按照随机数字表法随机分为体积比 " d"
墨汁灌注组)体积比 = d"墨汁灌注组和单纯墨汁灌注
组"分别灌注体积比 " d"墨汁灌注液)体积比 = d"墨汁
灌注液和单纯墨汁灌注液各 "# '*( 灌注在 % ')0 内均
速完成( 待所有灌注液推注完后迅速摘出双侧眼球"
于 G N:H多聚甲醛中 G r固定 =G M*解剖显微镜下去除

A B C D

E F G H
图 94光学显微镜下观察不同体积比墨汁灌注后大鼠视网膜血管成像!89[模型体积比 " d"墨汁灌
注组 \7大鼠和 A\Z]大鼠周边小血管网均显示不清晰"与背景组织的对比不明显*体积比 = d"墨汁灌
注组视野无墨汁渗漏)黑染"血管网与周边组织对比明显*单纯墨汁灌注组可见墨汁渗漏)黑染"大血
管充填不充分"中央与周边血管显示不均匀( 正常对照组 \7大鼠和 A\Z]大鼠经体积比 = d"墨汁灌
注后视网膜血管网结构清晰"形态正常"血管显示均匀!C#89[模型体积比 " d"墨汁灌注组 \7大鼠
&bG#'!]#89[模型体积比 " d"墨汁灌注组 A\Z]大鼠&bG#'!A#89[模型体积比 = d"墨汁灌注组
\7大鼠&bG#'!7#89[模型体积比 = d"墨汁灌注组 A\Z]大鼠&bG#'!&#89[模型单纯墨汁灌注组
\7大鼠&bG#'!D#89[模型单纯墨汁灌注组 A\Z]大鼠&bG#'!E#正常对照 \7大鼠经体积比 = d"
墨汁灌注后&bG##'!V#正常对照 A\Z]大鼠经体积比 = d"墨汁灌注后&bG##'

一侧眼球眼前节"保留完整的视网膜"以视盘为中心呈
放射状切成 G 片"平铺于经多聚赖氨酸处理的载玻片
上"体积分数 ?#k甘油封片后备用*取另一侧眼球去
除眼前节及玻璃体)脉络膜等组织制作成眼杯"进行常
规梯度乙醇脱水"石蜡包埋"矢状位 G !'厚连续切
片"常规苏木精a伊红染色"每 = 张切片间隔 %# !'"每
只眼取 =# 张切片"计数血管内皮细胞核"参照文献
-F.的方法统计每张切片突破视网膜内界膜的内皮细
胞核数"组织切片选取时应避开视盘周围( \7大鼠和
A\Z]大鼠 89[组各任意选取 % 只幼鼠与正常对照组
大鼠均按照此法灌注体积比 = d"墨汁灌注液( 取单侧
眼球制作视网膜铺片"取另一侧眼球制作石蜡切片(
94=4?4免疫组织化学染色观
察各组大鼠视网膜中 T@iD的
表达分布!实验组抽取 3 张未
经染色的石蜡切片"胃蛋白酶
消化抗原修复"滴加抗鼠 T@iD
&" d"## '"%$ r孵育 %# ')0"
]̂\ 漂洗 % 次"每次 % ')0*滴
加即用型抗鼠二抗室温孵育

%# ')0" ]̂\ 漂洗 % 次" 每次
% ')0*常规苏木素染核"封片(
]̂\ 替代一抗作为阴性对照(
细胞质染成棕黄色为 T@iD表
达阳性(
94层4统计学方法

采用 \ \̂\ "$4# 统计学软
件进行统计分析( 本研究中测
量数据经 i检验呈正态分布"
以 Sp;表示( 89[模型组 \7
大鼠和 A\Z]大鼠突破内界膜

的内皮细胞数量比较采用独立样本 0检验( Po#l#?
为差异有统计学意义(

=4结果

=494不同体积比墨汁灌注组大鼠视网膜血管成像比较
89[模型 \7大鼠和 A\Z]大鼠体积比 " d"墨汁

灌注组视网膜铺片中周边小血管网显示不清晰"与背
景组织的对比不明显&图 "C"]'*体积比 = d"墨汁灌注
组视网膜铺片中整个视野无墨汁渗漏黑染"血管网与
周边组织对比明显"易于观察&图 "A"7'*单纯墨汁灌
注组视网膜铺片中可见墨汁渗漏)黑染"大血管充填不
充分"中央与周边血管显示不均匀 &图 "&"D'( 体积
比 = d"墨汁灌注液具有较好的血管成像作用( 正常对
照 \7大鼠和 A\Z]大鼠经体积比 = d"墨汁灌注后视
网膜血管网结构显示清晰"形态正常"血管显示均匀
&图 "E"V'(
=4=4各组大鼠视网膜组织病理学观察

组织病理学检查显示"正常对照组中 \7大鼠和
A\Z]大鼠视网膜各层组织结构均未见明显异常"无
新生血管形成"未见突破内界膜的细胞核*89[模型组
\7大鼠和 A\Z]大鼠视网膜组织表面凹凸不平"可见
大量内皮细胞核突破内界膜"许多新生血管芽形成"位
于视网膜前及浅层"玻璃体有出血或新生血管长入"但
视网膜各层的基本结构尚完整 &图 ='( 89[模型组
\7大鼠和 A\Z]大鼠突破视网膜内界膜的细胞核数
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分别为&=%l#Fp=l>>'个:切片和&G"l"=p>l%3'个:切
片"差异无统计学意义&Wq"l$#"Pq#l?#'(

GCL

INL

ONL
OPLRPE

GCL

INL

ONL

OPL
RPE

GCL

INL

ONL

OPLRPE
RPE

OPL

ONL

INL

GCL

A B

C D
图 =4各组大鼠视网膜组织切片组织病理学观察&V&bG##'!C#正
常对照组 \7大鼠视网膜各层组织结构正常"无新生血管形成!]#
89[模型组 \7大鼠可见大量内皮细胞核突破内界膜&箭头' "许多
新生血管芽形成!A#正常对照组 A\Z]大鼠视网膜各层组织无新生
血管形成!7#89[模型组 A\Z]大鼠可见大量内皮细胞核突破内界
膜&箭头'!EAH#神经节细胞层*9ZH#内核层*8ZH#外核层*8̂ H#外
丛状层*[̂ &#视网膜色素上皮

=4层489[模型组不同品系大鼠视网膜中 T@iD的表
达分布

免疫组织化学检查结果显示"\7大鼠和 A\Z]大
鼠突破内界膜的细胞均 T@iD表达阳性&图 %'(

A B
图 层4不同品系 :XL模型大鼠视网膜中 FTP7表达&bG##'!C#\7
大鼠视网膜免疫组织化学染色!]#A\Z]大鼠视网膜免疫组织化学
染色!\7大鼠和 A\Z]大鼠突破内界膜的细胞均为 T@iD表达阳性
&箭头'

层4讨论

明胶作为一种动物蛋白"其在 G# r以上极易溶
解"而在 %# r以下则凝固成胶冻状"染料与明胶混合

后可一起凝固在血管中"是理想的组织学血管填充剂(
本研究中选择适宜温度"在一定体积比的明胶水溶液
中加入墨汁制成灌注液进行心脏灌注"相比于单纯墨
汁灌注液"其制备铺片取得了较好的血管成像效果(
本研究根据实验动物的体温及明胶的理化特性"灌注
液温度选择 %$ r ->. ( 在灌注时保持该温度"对血管壁
不会造成损害"明胶也能顺利注入视网膜血管中( 取
出眼球后立即冷冻"明胶凝固"墨汁即被固定在血管
中"且对组织学染色无影响( 本研究中先清除了视网
膜血管内全部血液"再灌注明胶墨汁"视网膜的大小血
管网均充填充分"制作成铺片后未见墨汁渗漏"光学显
微镜下血管与周边组织对比明显"在后续实验进行染
色漂洗时不褪色"血管成像效果好( 本研究中比较了
不同体积比墨汁灌注液的血管成像效果"发现体积比
为 = d"的墨汁灌注液做心脏灌注时"视网膜铺片各级
血管显示充分"且新生毛细血管的结构非常清晰( 通
过对铺片技术的改进"有效地克服了以往单纯墨汁灌
注方法显示视网膜血管不足的缺点(

A\Z]患者自幼发病"部分患者表现为夜盲"因其
矫正视力正常或低"易误诊为高度近视或弱视 -"#. (
A\Z]患者的临床特征缺乏特异性"诊治方面难度较
大"确诊时多数病例为晚期"直接对 A\Z]患者进行研
究受限"而基因诱导产生的 A\Z]动物模型与临床差
异较大*自发突变 A\Z]动物模型更接近临床"更适合
对 A\Z]病理机制的研究( 本研究中所用 A\Z]大鼠
是自然界存在的)自发的)遗传性视网膜动物模型"是
一种新型实验研究模型

-"". ( 美国 X(5W<60 实验室筛查
出不同背景的遗传性动物模型有近百种

-"=. "而中国少
有报道自主产权动物( 遗传方式的不同"A\Z]在临
床表现上也有差异"但都是以视杆系统损伤为特点(
近年来"对 A\Z]的分子遗传学研究较多"而对其视网
膜新生血管方面的报道罕见( 视网膜新生血管见于多
种眼底疾病"在缺血)缺氧的病理条件下导致新生血管
形成

-"%. ( 在临床上"新生血管可造成视力严重损害"
甚至致盲( 既往研究认为"视网膜色素变性 &,/+)0)+)<
L)N'/0+6<("[̂ '和光感受器细胞损伤直接影响实验动
物视网膜新生血管的形成

-=. "由此可以推断"A\Z]大
鼠难以诱导出新生血管( 在本实验中"89[模型组
A\Z]大鼠诱导出典型的视网膜新生血管"虽然每张
切片计数突破视网膜内界膜的细胞核数的平均值略高

于 \7大鼠模型组"但差异无统计学意义( 视网膜组
织切片见突破内界膜的内皮细胞核"免疫组织化学内
皮细胞染色阳性"进一步证实了诱导新生血管成功(
[̂ 患者的临床检查及模式动物实验已经证实"[̂ 的
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体内血液组分及眼底血流有异常变化"眼底变化主要
为视网膜)脉络膜血流明显减少 -=. (

大量研究证实"视网膜缺氧时释放的血管内皮生
长因子 &T(<5R*(,/0P6+M/*)(*N,6.+M S(5+6,"Y&ED'在视
网膜新生血管形成过程中具有重要作用"Y&ED的表
达受多种因素的调节"其中组织的缺血)缺氧最为重
要

-"G. ( 正常眼球 Y&ED是由视网膜色素上皮层产生
的"[̂ 视网膜)脉络膜的血管萎缩"色素上皮层变性可
能导致 Y&ED的低表达( 视杆细胞的高氧消耗使视网
膜缺氧"视杆细胞的变性凋亡使视网膜出现高氧状态"
会抑制视网膜新生血管的形成( A\Z]与 [̂ 均属于

遗传性视网膜退行性疾病"临床特点相似"均有夜盲)
视野异常"眼底表现也难以区分"甚至有共同的致病基
因"但是成年 A\Z]大鼠视网膜组织结构无明显改变"
即没有明显的视杆细胞数量减少"但视杆细胞的功能
发生了退化

-"?. ( 尽管如此"依据本实验的结果"光感
受器细胞变性和视网膜新生血管化的关系仍有争议(
本实验应用的 A\Z]大鼠亦是一种视网膜退行性变模
式大鼠"与文献报道的 \7大鼠的血清生物化学指标
存在差异

-"3. "这些差异提示我们血液参数的异常是否
与发病有关"仍有待进一步研究(

本研究以 A\Z]大鼠动物模型来研究新生血管生
成情况"为探索两类疾病的发病机制及诊断和治疗等
后续研究提供了研究基础(
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