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!!$摘要%!背景!氧诱导视网膜病变&67R'动物模型的视网膜铺片是缺血性视网膜病变研究的有用工
具) 67R大鼠或小鼠的幼鼠视网膜面积小且厚"采用传统方法先剪开视网膜再进行铺片实际操作难度较大"
影响了对实验结果的定量分析)!目的!探讨一种易操作(稳定性好的鼠视网膜铺片联合免疫荧光染色技术)!
方法!采用随机数字表法将 U# 只出生后q9 1 的 T5大鼠随机分为 67R模型组和正常对照组"67R模型组幼
鼠与母鼠一起以 "U 1 的时间间隔交替在体积分数 .#Z高氧环境或 "%Z常氧环境中喂养 %U M"正常对照组大
鼠在常氧环境中喂养) 于喂养至 %U M 时摘除眼球并剥离视网膜"对完整的视网膜先行谷氨酰胺合成酶&DT'?
)<2*H4I), ]U 染色"然后展平视网膜铺片并呈放射状切为 U 瓣"并于荧光显微镜下拍照"应用 BM2NH_12I2<12F
@T$ 图像分析软件系统进行图像拼接处理"获得全视网膜血管图像"采用软件测量每张完整视网膜铺片图像
中无血管区及整个视网膜的像素值"最后计算无血管区的像素百分比进行无灌注区严重程度分析)!结果!
采用先行视网膜血管免疫荧光染色再放射状切开视网膜的方法可见视网膜结构完整"展开的视网膜铺片平
整"视网膜全周均可见锯齿缘结构) 视网膜血管呈强的绿色荧光"血管分支清晰可见"而视网膜的背景绿色荧
光较弱) 正常对照组大鼠视网膜铺片显示其血管基本发育完全"67R模型组大鼠视网膜铺片可显示中央视盘
旁无毛细血管区及周边大片无血管区形成)!结论!采用先行视网膜血管免疫荧光染色再放射状切开视网
膜的方法制备视网膜铺片简便(易行"较传统的视网膜铺片法更容易确保视网膜结构的完整性"有利于 67R
模型视网膜血管形态学的观察和分析)!
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B, ),I(4I(,M <'22I1 EHI),(*L*(I'2K,I42K*M NH2NI(),HM N0L)E<I*0<I(),),-'HI12M36E(<HEE(I(<IEK4IKEH+(<<HH,
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2LEHI),(*L*(I'2K,I4(, H,<KEHI1H),IH-E)I02LEHI),(*G(<4K*(E<0<IH' (,M )I)<(G()*(N*HL2EI1H2N<HEG(I)2, (,M
HG(*K(I)2, 2LEHI),(*G(<4K*(E<IEK4IKEH), 67R'2MH*<3!

!:&* ;$%-."9 RHI),(*GH<<H*<:F(I12*2-0* 6Q0-H,:I2Q)4)I0* B,)'(*<" ,H+N2E,* R(I<" TFE(-KH?5(+*H0*
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!!缺血性视网膜病变"如视网膜静脉阻塞(糖尿病视
网膜病变& M)(NHI)4EHI),2F(I10"5R'(早产儿视网膜病
变&EHI),2F(I102LFEH'(IKE)I0"R6_'等"是一类临床常
见的复杂眼病"严重者因视网膜新生血管的形成导致
视网膜出血和牵拉性视网膜脱离"引起视力下降"甚至
致盲

+%[", "临床上尚无十分安全(有效的治疗方法) 因
此"研究缺血性视网膜病变的发病机制(预防视网膜新
生血管生成以及开发有效的治疗药物成为当前研究的

热点) 缺血性视网膜病变的发病机制尚未完全阐明"
目前认为与多种因素的共同作用有关) 大鼠和小鼠氧
诱导视网膜病变 &2Q0-H,?),MK4HM EHI),2F(I10"67R'是
研究缺血性视网膜病变的常用动物模型) 视网膜铺片
技术联合血管免疫荧光染色是一种观察视网膜血管的

研究方法"可以清楚地观察视网膜毛细血管的结构(走
行和分布"还可对视网膜无灌注区的面积(新生血管区
面积等进行定量分析) 但是相关研究中所用幼鼠的视
网膜较小"组织较厚"实际操作难度较大"常导致视网
膜组织缺损(展片困难(染色后血管结构模糊(难以定
量分析等问题"直接影响对结果的正确分析) 本研究
拟建立一种相对稳定(重复性好的视网膜铺片联合血
管染色技术"以期为视网膜血管性病变的形态学研究
和定量分析提供新的途径)

<9材料与方法

<3<9材料
<3<3<9实验动物9清洁级新生 T5大鼠 U# 只及哺乳
母鼠 U 只&西安医学院实验动物中心提供'"母鼠自由
饮水(进食"幼鼠自由哺乳"动物饲养环境为光:暗周期
%" 1:%" 1"背景噪音&U#p%#' M]"室温 "# \"U r) 实
验动物的使用和饲养符合国家科学技术委员会颁布的

2实验动物管理条例3)
<3<3=9主要试剂及仪器9戊巴比妥钠(牛血清清蛋白
&N2G),H<HEK' (*NK'),"]TB'(聚乙二醇辛基苯基醚
&AE)I2, m?%##' &美国 T)-'(公司'*谷氨酰胺合成酶
&-*KI('),H<0,I1HI(<H"DT'?)<2*H4I), ]U&美国 WH4I2E公
司') 眼科剪(弯镊(角巩膜剪(虹膜恢复器(维纳斯
剪(显微有齿镊(显微无齿镊&苏州协和医疗器械厂'*

]m>% 型荧光显微镜&日本 6*0'FK<公司'*体视解剖
显微镜&德国 H̀)<<公司')
<3=9方法
<3=3<967R模型的建立!将出生 9 1 以内的新生大
鼠 "# 只与母鼠一起置于密闭氧箱中"氧箱内的氧气体
积分数为 .#Z&高氧'或 "%Z&常氧'"每 "U 1 交替使
用不同体积分数的氧"连续 %U M"作为67R模型组) 在
常氧环境中饲养的幼鼠 "# 只作为正常对照组)
<3=3=9视网膜铺片及血管染色9于大鼠出生后第 %U
天腹腔内注射质量分数 %Z戊巴比妥钠溶液&$# '-:O-'
处死幼鼠"用眼科剪剪开内外眦部皮肤和眼周组织"将
弯镊沿颞侧眶壁进入呈先垂直再平行向鼻侧走行"至
眼球下方夹住视神经"水平向上提起"完整摘除眼球"
置于质量分数 UZ多聚甲醛溶液中室温下固定 U 1*
_]T 冲洗 " \$ 次"体视显微镜下用眼科剪分离并去除
眼球周围组织"沿角巩膜缘剪开眼球"用显微有齿镊去
除眼前节组织和玻璃体"制成眼杯*以显微虹膜恢复器
辅以无齿镊自锯齿缘小心钝性分离视网膜与巩膜"边
旋转边分离"至视盘二者紧密连接处以维纳斯剪尖轻
轻剪断"完整分离视网膜"用无齿镊轻轻去除视网膜内
面的残留物(玻璃体血管等后置于质量分数 #Y>Z
AE)I2, m?%##&含质量分数 %Z]TB'溶液中"U r孵育过
夜*室温下 _]T 轻轻洗涤 $ 次"每次 > '),"然后置于质
量分数 %Z DT?)<2*H4I), ]U 溶液中"避光振荡过夜"在
暗室中以 _]T 充分洗涤视网膜 U \> 次"每次> '),"体
视显微镜下用维纳斯剪将视网膜花瓣样剪开 U \> 瓣"
后极部相连"细毛笔辅助下将视网膜铺片内层朝上置
于多聚赖氨酸包被的载玻片上*用体积分数 >#Z甘油
封片"盖上盖玻片"U r避光保存)
<3=3>9视网膜铺片图像观察及分析9荧光显微镜下
对视网膜铺片进行观察并照相"视网膜血管显示为绿
色荧光) 完整拍摄视网膜各区域"参照文献 +$,描述
的方法"应用 BM2NH_12I2<12F @T$ 图像分析软件系统
进行图像拼接处理"获得全视网膜血管图像) 由 % 名
经验丰富的设盲人员勾画视网膜无血管区及全视网膜

区"测量各区域的像素"最后计算无血管区像素占全视
网膜像素的百分比)
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=9结果

=3<9视网膜形态学观察
67R造模成功大鼠眼球可见玻璃体出血) 获取的

视网膜组织质韧(光滑且透亮"组织结构完整"无组织
破损或缺失"可见全周睫状突&图 %')
=3=9视网膜铺片形态和血管的荧光染色

荧光显微镜下视网膜血管呈绿色荧光"荧光表达
于血管壁"血管分支清晰可见"背景染色较轻) 视网膜
血管走行清楚"67R模型大鼠视网膜周边及视盘周围
出现片状无血管区"可见睫状突及视盘结构&图 "B'"
%## 倍显微镜下可以清晰辨认出视网膜深层及浅层血
管&图 "]') 67R模型大鼠视网膜中央可见视盘旁无
毛细血管区"周边可见大片无血管区形成&图 "@'*而
正常对照组血管基本发育完全"从视盘中央发出的浅
层和深层毛细血管到达锯齿缘&图 $')

3

2C

2A

2B

1

图 <9分离的大鼠视网膜标本!
视网膜组织透明"全周可见睫状
突&"'和玻璃体出血 &箭头'!
图 =9荧光显微镜下 !IM模型组
大鼠视网膜铺片!B#视网膜铺
片分叶图!可见视盘周围及视网
膜周边片状无血管区& Û#'!]#
高倍镜下可见视网膜两层血管网

& %̂##'!@#全视网膜铺片可见
视盘旁无毛细血管区围绕后极部一级视网膜血管分布"周边大片无
血管区形成& "̂'!图 >9荧光显微镜下正常对照组大鼠全视网膜
铺片!可见血管基本发育完全"从视盘中央发出的浅层和深层毛细
血管到达锯齿缘& "̂'

>9讨论

缺血性视网膜病变的主要病理改变是微血管闭塞

和新生血管形成"67R大鼠和小鼠模型可较好地模拟

这些病理过程"成为近 "# 年来 R6_(5R等基础研究
的常用模型

+U[9, ) 对视网膜血管病变进行观察和定量
分析是 67R模型用于这些疾病的病理机制和治疗方
法研究的关键) 然而"上述病理改变难以用光学显微
镜和电子显微镜切片技术进行观察"因此"视网膜铺片
技术为相关研究提供了可能)

视网膜铺片技术联合血管免疫荧光染色是由

@2,,2E等 +$,
提出的一种 67R定量方法"该方法采用成

像软件测量每张完整视网膜铺片中无血管区(新生血
管区及整个视网膜的像素值"采用计算百分比的方式
进行病变严重程度分析) 实施这种方法须满足视网膜
结构完整(铺片平整(血管荧光染色强(血管分支清晰(
背景染色轻等要求"但国内外既往文献中视网膜铺片(
血管染色的细节和技巧以及注意要点等很少提及"不
利于初学者的操作*此外"视网膜铺片的实际操作难度
较大"很难制出均一(理想的铺片"不仅浪费了实验标
本"更直接影响了对实验结果的观察和定量分析"尤其
是在大量成批动物实验时"更难以在较短时间内统一
制出结构完整(展片平整(血管染色清晰的视网膜血管
铺片

+8, ) 本研究对以往文献中的视网膜铺片方法进
行适当改进"并对铺片和血管染色过程中的操作细节
和注意要点进行描述"建立了简便易学的实验流程"所
采用的视网膜铺片联合绿色或红色荧光标记的 cH4I),
血管染色技术也是目前用于 67R分析的一种重要手
段

+., ) 采用大鼠模型"一方面是因为其幼鼠的视网膜
面积较小鼠大"相对容易操作"另一方面可以避免黑色
视网膜色素上皮层的残留和贴附对观察的影响) 关于
视网膜铺片的制作"通过反复的实践操作并结合前期
的相关实验"我们的体会是#&%'眼球固定时间不宜过
短"至少 " 1"因为充分固定后视网膜不易碎烂和撕裂)
&"'取材时要充分保留锯齿缘和睫状突"在铺片时利
用齿状睫状突易于与载玻片相黏附的特点"使视网膜
容易铺平) &$'以往糖尿病大鼠视网膜血管铺片中用
到的类似实验方法大多提倡剥离视网膜后先放射状切

开再染色
+8"=, "认为如果铺片时再切开视网膜容易卷

曲"导致冲洗不彻底而残留杂质) 但我们反复操作后
发现对视网膜血管进行先染色再剪开也是可行的"按
照这种方法操作可确保染色时视网膜结构是完整的"
消除了反复漂洗以及反复夹持导致视网膜受损破裂的

风险"但这种操作须将玻璃体及杂质充分清除)
&U'加入抗体溶液一定要完全淹没视网膜"且尽量在
摇床上避光摇晃过夜"否则较厚的视网膜无法与抗体
充分反应"影响对血管结构的观察) &>'视网膜要完
全展平"如有皱褶"显示的荧光会影响定量分析结果)

!=8#%!中华实验眼科杂志 "#%9 年 %" 月第 $U 卷第 %" 期!@1), V&QF 6F1I1(*'2*"5H4H'NHE"#%9"W2*3$U"X23%"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



&9'在视网膜铺片的过程中要巧妙地运用柔软的细毛
笔将睫状突刷平"利于视网膜的平铺) 铺平视网膜困
难而容易在剪瓣处裂开时可行反向铺片"即视网膜外
层朝上"拍照时反向取图即可) &8'去除玻璃体和杂
质时操作一定要稳"充分借助镊子和细毛笔"避免戳伤
视网膜)

总之"本研究表明先行视网膜血管免疫荧光染色
再放射状切开视网膜的方法在 67R模型中的应用是
简便可行的"实验动物采用大鼠或小鼠均可"本研究中
的方法为视网膜血管性病变的形态学研究和定量分析

提供了重要途径"也可用于正常大鼠或小鼠视网膜血
管发育的动态观察和分析"为开展相关研究的初学者
提供了方法学依据)
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瘢痕性类天疱疮双眼病变一例

仇晶晶!孙涛!刘菲!游志鹏
$$###9 南昌大学第二附属医院眼科&仇晶晶(孙涛(游志鹏'*$$###9 南昌大学附属眼科医院&刘菲'

通信作者#刘菲"&'()*#J;;,MHL0/<),(34,
567#%#3$89#:4'(3;3)<<,3"#=>?#%9#3"#%93%"3##9

!!患者"女"U$ 岁"因双眼痒(畏光伴黏液性分泌物增多 U 个

月余"于 "#%$ 年 % 月至南昌大学第二附属医院眼科就诊) 患

者于 "##. 年因牙龈反复出血(出现水疱伴溃疡 % 个月余在外

院诊断为牙龈炎"给予抗炎等对症治疗"病情无好转"后口腔水

疱反复破溃并瘢痕化) "#%% 年 " 月因双眼眼睑皮肤出现小疱"

眼红(痒伴分泌物增多在外院诊断为结膜炎(睑缘炎"给与抗生

素滴眼液&具体不详'对症治疗无明显好转"改用妥布霉素地塞

米松滴眼液局部点双眼"每天 $ 次"症状明显缓解) "#%% 年 9

月双眼睑缘出现肉柱样物"颈部局部皮肤疱疹性溃疡"反复发

作并瘢痕愈合&未行正规治疗') "#%" 年 %# 月再次出现双眼

痒(畏光伴黏液性分泌物增多"局部点妥布霉素地塞米松滴眼

液无缓解) 眼部检查#视力右眼 #Y%>"左眼 #Y%""双眼视力矫

正无提高*眼压右眼 %UY# ''P-&% ''P-h#Y%$$ O_('"左眼
%9Y# ''P-*双眼眼睑皮肤粗糙伴脱屑&图 %'"内眦部见黄白色

黏液分泌物"上下睑缘增厚(轻度充血(睑板腺开口模糊不清"

右眼鼻侧(左眼颞侧上下睑缘与球结膜粘连成柱状"上下泪小

点结构不清&图 "'*双眼球结膜轻度充血(水肿"表面血管纹理

欠清"角膜透明"角膜缘见点状白色浸润*晶状体后囊下呈锅巴

样混浊"眼底窥不清*双眼眼球上转(下转(内转和外转均不同

程度受限) 辅助检查#T41)E'HE试验!示右眼 9 ''"左眼8 ''*

双眼泪膜破裂时间&NEH(OKF I)'H2LIH(EL)*'"]nA'q" <*角膜荧

光素染色示双眼角膜上皮少量点状染色) 其他体征#口腔黏膜

可见多处溃疡灶及暗红色陈旧瘢痕&图 $'"左侧颈部皮肤见一

溃疡灶"表面已瘢痕化&图 U') 临床诊断#双眼瘢痕性类天疱

疮&4)4(IE)4(*FH'F1)-2)M"@_'(干眼及并发性白内障) 建议患者

行眼部黏膜病理活检"患者拒绝) 治疗#停用妥布霉素地塞米

松滴眼液"局部点用普拉洛芬滴眼液每天 $ 次"聚乙烯醇滴眼

液&不含防腐剂'每 " 1 点眼 % 次"盐酸奥洛他定滴眼液每天 "
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