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!!(摘要)!研究晶状体疾病的实验方法有多种'在离体实验中'除了晶状体上皮细胞培养外'晶状体组织

培养作为一种评价疾病发病风险和探讨病因的方法'在科研领域已有应用* 尤其是在药物评价方面'此类培

养方法可以前瞻性和回顾性地评价药物导致晶状体疾病发生的风险'筛选合适的药物* 此外'通过晶状体体

外培养构建的各类模型能够更加直观地反映晶状体的病理生理状态'对于晶状体周围环境的控制也更加方

便* 然而'晶状体组织培养的取材#培养#鉴定等方法不尽相同'本文从晶状体的生物学特性#取材#组织培养#

状态鉴定及晶状体组织培养的应用几方面就近年来国内外有关晶状体体外培养的研究情况进行综述*
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!!研究晶状体疾病的动物实验方法主要分为在体实验和体

外实验'体外实验的条件更易控制'现在应用较多的是晶状体

上皮细胞的培养* 除此之外'晶状体的组织培养有其特有的优

势'其周围环境更易控制'对晶状体的观察也更加直观* 从晶

状体组织的取材#培养到后期鉴定的方法多种多样'如何合理

选择至关重要'本文从晶状体的生物学特性#取材#组织培养#

状态鉴定及晶状体组织培养的应用几个方面就近年来国内外

有关晶状体体外培养的研究情况进行综述*

A7晶状体的生物学特性

晶状体是眼屈光介质的重要部分之一'其主要作用是透光

和屈光'使光线聚焦于视网膜上* 晶状体由晶状体囊膜#晶状

体上皮细胞#皮质和晶状体核构成* 离子泵#膜通透性#糖代

谢#晶状体蛋白的结构和含量等因素对于维持晶状体的透明性

至关重要* 正常状态下'晶状体内的抗氧化保护系统发挥作

用'对抗氧化损伤*

B7晶状体的取材

B5A7实验动物的选择

晶状体体外培养动物大多选择 b9大鼠或 n)6Q(B大鼠'以

< I0$ 周龄为宜 -0G1. '极少使用胎鼠晶状体'这可能因为胎鼠的

晶状体小且发育不完整'增加了操作难度* 与啮齿类动物相
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比'羊晶状体在形状#大小#蛋白质组成和所处环境方面都与人

类晶状体类似
-#. * dPP等 -#.

利用含有钙离子载体的培养基培

养晶状体'构建皮质性白内障模型'发现波形蛋白和血影蛋白

这 " 种细胞骨架蛋白退化'这一现象在既往的大鼠#牛和人晶

状体培养实验中均可见'但是羊晶状体仍然保持完整'干质量

无显著变化'并未观察到广泛的蛋白水解'这一点与啮齿类动

物模型不同
-<GF. * 兔因其眼球体积大'便于手术操作和观察'是

眼科研究中常用的实验动物* 研究表明'猴房水的成分与人房

水类似'而房水为晶状体的生存代谢环境'所以猴晶状体与人

晶状体的相似度可能更高
-?. *

B5B7实验动物的麻醉

B5B5A7腹腔内注射麻醉7多项报道显示'腹腔内注射麻醉可

能引起晶状体混浊* 曹妍群等 -0$.
在麻醉诱导的小鼠晶状体混

浊的研究中'发现乌拉坦#水合氯醛麻醉后晶状体出现混浊较

早'且混浊程度重'戊巴比妥钠麻醉后仅出现轻度混浊'但麻醉

后 "1 R'裂隙灯显微镜下检查可见上述晶状体混浊均恢复透

明'可见麻醉可以引起晶状体的短暂混浊* 此外'温度的降低

也会对晶状体有一定影响* b7R),S*PB等 -00.
研究发现'当周围

温度低于 "< v 时会诱导大鼠 +寒冷性白内障 , 的发生'

VPB'USPY等 -0".
的研究也证实了这一点* 有文献报道'麻醉诱

导的实验动物出现晶状体混浊与麻醉后的体温下降和麻醉剂

引起的不良反应有关
-0"G0%. * 所以'在晶状体体外培养前的动

物麻醉实施中'应注意麻醉方式的选择和环境温度的维持*

B5B5B7吸入麻醉7由于腹腔内注射麻醉具有一定的局限性'

晶状体体外培养的动物麻醉更倾向于选择吸入麻醉
-0. * 目前'

吸入麻醉导致晶状体混浊的现象尚无报道'但在实施动物麻醉

的过程中'操作者的不当操作易导致误吸少量麻醉药物'所以

要求尽量使用对人和动物伤害都尽可能小的麻醉药品* 吸入

麻醉药物中'乙醚对黏膜有刺激作用'另外尚有一定的毒性*

A8X-{Y等 -01.
报道了 0 例治疗婴幼儿视网膜发育不全的病例'

术中采用的吸入麻醉剂为七氟醚'结果显示麻醉效果非常好'

且对婴幼儿无潜在危害* 该病例提示可采用七氟醚进行动物

麻醉'对麻醉动物和操作者的有效性和安全性可能均较好*

B5D7晶状体的分离

动物麻醉后'用体积分数 /#h乙醇擦拭双眼睑周围'摘出

眼球'放入 CVb 中清洗血液'漂洗 " 次后置于超净工作台上'在

无菌条件下用显微剪刀在角巩膜缘后约 $H" ''处剪开'小心

于裂口处向两边延伸'再用 " 把显微镊轻轻牵拉裂口两边'小

心娩出晶状体* 取出完整的晶状体放入 CVb 中'将周围残存的

玻璃体小心剥离'再吸干晶状体表面水分及黏连的多余杂质'

放入培养基进行实验*

D7晶状体组织的培养

D5A7培养条件

培养气相中含有体积分数 #h J:"和体积分数 "0h :" '湿

度维持在 /#h'温度维持在 %/ v -0G". '与普通的细胞培养条件

并无太大差异* 但因晶状体对体外环境的改变较敏感'培养过

程中应监测培养基的 4^值和渗透压'通过调整换液时间使 4^

值维持在 /H0 I/HF'渗透压维持在 "?# I%$$ ':6'8*=X--1'0#. *

D5B7培养基

D5B5A7市售培养基7现有的培养基基本可以满足晶状体培养

的需要* b('4(QR 等 -0.
利用体外培养晶状体来探讨环格列酮导

致白内障的机制的实验中'利用 \PS)U'0?? "\0??$作为培养

基'1F R 后对照组的晶状体保持透明'石蜡切片显示囊膜完整'

未出现上皮退化和皮质纤维空泡* 基因芯片显示'氧化应激#

氧化损伤#凋亡和细胞骨架黏附相关基因无明显改变* 同样使

用 \0?? 体外培养晶状体的其他研究均得到了令人满意的结

果
-"'0#. * k)P等 -0<.

使用 \&\培养晶状体'/ S 后苏木精G伊红

染色示晶状体纤维排列仍然整齐* 此外'少数研究使用 9\&\

培养晶状体
-0/. *

D5B5B7人工房水7 (̀-RPT)等 -0F.
在利用磁共振观察晶状体内

部水梯度的研究中'采用人工房水作为晶状体环境'结果显示 1 R

后晶状体内水梯度无明显改变'说明此培养基在短时间内不会

对晶状体产生不良影响'但并未做更长时间的观察* 现有报道

的人工房水内仅含有无机物#葡萄糖和 &̂C&b 等成分'缺乏晶

状体代谢所必需的其他营养物质'所以用现有人工房水长期培

养晶状体的可行性还有待进一步验证*

目前'细胞培养技术已趋向成熟'但组织和器官培养的条

件更加严格* 晶状体生存环境与上皮细胞不同* 在活体中'细

胞的代谢环境是细胞外液'而晶状体的代谢环境为房水'其对

于维持晶状体的代谢和完整性具有重要作用
-0?. * 房水成分中

除了与细胞外液相似的成分外'睫状突分泌的抗坏血酸等抗氧

化物质较细胞外液增多* 另一方面'晶状体受渗透压和 4^值

影响大'当渗透压和 4^值超过一定的范围'晶状体吸水肿胀#

混浊* 再加上取材时易损伤脆弱的晶状体'诸多因素决定了体

外培养晶状体很难长期使之保持透明* 比对 \0?? 等常用培养

基和房水成分后'发现市售培养基的氨基酸含量多于房水'而

抗坏血酸等抗氧化剂明显少于房水* 为了更好地体外培养晶

状体'有待设计出更加接近晶状体代谢环境的培养基*

D5D7污染预防

由于操作不当和环境条件等原因'晶状体培养过程中可能

发生污染'进而影响晶状体自身的代谢* 在晶状体取材时'应

严格用体积分数 /#h乙醇消毒眼睑周围皮肤'使用灭菌的手术

器械* 在分离晶状体前'操作台面#手术器械#废液缸和实验用

品均应在紫外线下照射 %$ I<$ '), 灭菌'以 /#h乙醇擦拭无菌

操作台面'并开启风扇运转 0$ '), 后才可开始实验操作* 在无

菌操作台上工作前'必须戴一次性乳胶手套'每次换液都应严

格按照无菌原则操作*

F7晶状体状态的鉴定

F5A7形态观察

F5A5A7大体形态7培养中施加干预措施后的晶状体状态可用

多项指标来评价* 实验过程中采集晶状体的图像可以最为直

接地反映出晶状体混浊和肿胀的程度'具体方法为将晶状体置

于黑色背景下'通过观察晶状体的灰度来判断晶状体的透明程

度
-0. * dPP等 -#.

将晶状体置于划有黑色格子的纸上'通过观察
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透过晶状体的黑线灰度来设立评分标准'进而量化体现晶状体

的透明程度'" 种方法均能够较为直观地观察晶状体透明度的

改变*

F5A5B7显微形态7苏木精[伊红染色可以直接观察晶状体囊

膜的完整性#是否存在上皮细胞水肿和晶状体纤维断裂'并且

可以作为免疫组织化学#免疫荧光等方法的形态学参考* 扫描

电子显微镜下检查显示'晶状体上皮细胞为规则多边形'紧邻

晶状体纤维的上皮细胞表面较平滑'紧邻囊膜的细胞表面则凹

凸不平* 晶状体纤维在电子显微镜下呈同心圆式紧密排列'横

截面为六边形'纤维会聚于前后极* 极部缝合形态因种属而

异'兔为线形缝合'大鼠#羊#牛等呈 +i,形缝合* 人类晶状体

纤维最初呈+i,形缝合'成年后呈现复杂的星状缝合 -"$. * 透射

电子显微镜下检查显示'人类晶状体囊膜为均质无结构的基质

膜* 上皮细胞间以交错对叉方式紧密连接'纤维之间可见缝隙

连接'混浊晶状体中可能观察到纤维扭曲#不定性物质沉积等

异常改变
-"0G"%. *

F5B7生物化学指标

晶状体与其他组织相比最突出的特点是其具有强大的抗

氧化防御能力'利于其保持透明状态'其中谷胱甘肽和抗坏血

酸是重要的内源性抗氧化活性物质'保护晶状体免受氧化损

伤
-"1G"#. * 晶状体内 [AC含量代表线粒体功能 -0. '从而反映晶

状体的活性* 除此以外'丙二醛#过氧化氢酶"7(Q(*(6P'J[A$#

超氧化物歧化酶 "6U4PB8_)SPS)6'UQ(6P'b:9$等也是反映晶状

体氧化程度的指标
-%'"<. *

F5D7蛋白检测

晶状体为机体中蛋白质含量最高的组织'晶状体的透光性

和屈光度与水溶性蛋白的含量有关'晶状体蛋白的不溶性增加

导致蛋白质凝集而影响晶状体的透明度'晶状体蛋白的有序性

破坏导致稳定性丧失'因此可以通过测定晶状体可溶性和不可

溶性蛋白质的含量变化来反映晶状体状态的改变
-#. * mR(8

等
-"/.
采用透射电子显微镜这一较为直观的方法来观察晶状体

蛋白质的聚集情况*

F5F7基因检测

检测晶状体内相关基因的表达是近年来较多使用且准确

的方法* 检测氧化应激相关基因#抗氧化相关基因和细胞骨架

蛋白相关基因等可更加本质地阐明晶状体的状态
-0. * \8B)

等
-"F.
利用微卫星标记将可能与白内障相关的基因进行定位*

此类基因检测方法可为将来从分子水平研究疾病病因#筛选高

危人群提供依据'同时为新药开发奠定靶分子的理论基础*

G7晶状体组织培养的应用

G5A7白内障模型的构建

已有较多研究采用晶状体组织培养来构建各类白内障模

型* K)等 -%.
采用亚硒酸钠刺激体外培养的晶状体构建氧化损

伤的白内障模型'研究发现氧化损伤所致的混浊晶状体中

b:9#J[A等氧化指标表达下降* EUB')等 -"<.
在培养基中加入

## ''8*=d葡萄糖构建糖尿病性白内障模型* dPP等 -#.
利用钙

离子载体制剂模拟钙超载所致白内障模型*

G5B7药物评价

在成功构建各类白内障模型的基础上'晶状体组织培养可

以合理地进行药物研究'评价药物对晶状体的保护或损伤作

用* 研究发现'在 \0?? 培养基中加入 0$ !'8*=d环格列酮可

导致大鼠晶状体混浊程度增加
-0. * 熊去氧胆酸被证明可以阻

止亚硒酸钠所致的晶状体混浊'延缓白内障的发生 -%. * 最近研

究发现'羊毛甾醇可以逆转体外培养的兔晶状体混浊 -"/. * 此

类研究都证明了晶状体组织培养是进行药物评价的较好方法*

C7展望

利用动物来进行人类相关疾病的研究是促进医学发展的

重要途径之一'无论在探讨疾病的发生和发展机制还是预防和

治疗方面均起着重要作用
-"?. * 组织培养较传统的细胞培养更

加接近整体水平* 晶状体体外培养用于构建晶状体疾病模型'

无论是在病因探索还是在评价药物方面均有重要作用* 但是'

目前的培养技术不能完全模拟晶状体在体内的生存代谢环境'

有待寻求更加接近房水生理状态的培养环境'以更好地利用体

外培养的手段研究晶状体疾病* 基于此理论'VPBQR8US 等 -%$.
认

为可以考虑建立一种使晶状体前方为类似房水成分而后方为

类似玻璃体成分的培养基的培养方法以模拟体内环境'但目前

尚未发现有研究使用类似培养方法*
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