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!!$摘要%!背景!放射性视神经病变&R76X'是头颈部肿瘤接受放射治疗后严重的并发症"严重威胁患者

的视力及生活质量"目前尚无公认的有效治疗方法) 建立理想的放射性视神经损伤动物模型对于研究 R76X

的自然病程(预防和治疗具有重要意义)!目的!建立一种较理想的放射性视神经损伤模型的制作方法)!

方法!.周龄 T_C级健康无眼疾 T5大鼠 %" 只"按照随机数字表法分为空白组和模型组"每组 9 只) 总剂量

$# D0的放射线分 $ 次照射大鼠头部*采用 &c7TB法测定照射后 % M""(U 和 . 周大鼠血液中内皮素?%&&A?%'和

血管性血友病因子&GdC'的质量浓度"并观察视神经显微结构和超微结构的改变)!结果!空白组与模型组

照射前后各时间点 &A?% 和 GdC质量浓度总体比较差异均有统计学意义 &&A?%#<
分组

h$"Y%9#"Th#Y#%"*

<
时间

h"%Y%.#"Th#Y#"$3GdC#<
分组

h8$Y%%#"Th#Y##%*<
时间

hU9Y%.#"Th#Y##"'*其中空白组大鼠各时间点血

液中 &A?% 和 GdC的质量浓度无明显变化"模型组大鼠血液中 &A?% 和 GdC的质量浓度随照射后时间的延长

逐渐升高"并于照射后 U 周达高峰) 照射后 . 周模型组大鼠神经纤维束肿胀"排列紊乱"神经纤维间明显空泡

化*轴突肿胀"髓鞘板层分离轴突增加"轴索萎缩) 空白组和模型组轴索的脱髓鞘率分别为&%Y$>p#Y8='Z和

&%UYUUp"Y$"'Z"" 个组比较差异有统计学意义&0h%UY#8"Tq#Y#%')!结论!总剂量 $# D0的放射线照射大

鼠头部能制作稳定的放射性视神经损伤模型"该方法操作简单"廉价实用"值得进一步研究)!

$关键词%!视神经病变:病因学* 内皮素?%* 血管性血友病因子* 脱髓鞘
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!78.(%/'("9J/'K1%$+,-9 R(M)(I)2,?),MK4HM 2FI)4,HKE2F(I10 & R76X' )<(<HGHEH42'F*)4(I)2, (LIHE

E(M)2I1HE(F0L2E1H(M (,M ,H4O 4(,4HE"+1)41 I1EH(IH,<I1HG)<K(*(4K)I0(,M JK(*)I02L*)LH2LF(I)H,I<3A)**,2+"I1HEH

)<,2EH42-,)SHM IEH(I'H,IL2ER76X37I)<2L-EH(I<)-,)L)4(,4HI2<IKM0I1H,(IKE(*FE2-EH<<)2, 2LI1HR76X"(,M I2

FEHGH,I(,M IEH(IR76X3!!8L&'(03&!A1)<<IKM0+(<I2H<I(N*)<1 (, )MH(*E(M)2(4I)GH2FI)4,HEGH),;KE0(,)'(*

'2MH*3!B&(2$-.!PH(*I10.?+HHO T5E(I<+)I1 10-)H,H-E(MH+HEHE(,M2'*0M)G)MHM ),I2,2E'(*42,IE2*-E2KF (,M

'2MH*-E2KF"+)I1 9 E(I<), H(41 -E2KF3A1HI2I(*$# D0M2<H2LE(M)(I)2, +)I1 $ F2EI)2,<+(<K<HM I2)EE(M)(IHI1H1H(M

'2MH*-E2KF E(I<*&c7TB+(<FHEL2E'HM I2(,(*0<)<I1H41(,-H<2LH,M2I1H*),?% &&A?%' (,M W2, d)**HNE(,M L(4I2E

&GdC' 42,4H,IE(I)2,<), N*22M "" U (,M . +HHO<(LIHE)EE(M)(I)2,3PH'(I2Q0*),?H2<), <I(),),-(,M IE(,<')<<)2,

H*H4IE2, ')4E2<42FH+HEHFHEL2E'HM I22N<HEGHI1H41(,-H<2L2FI)4<IEK4IKEH3A1HK<H(,M 4(EH2LI1HHQFHE)'H,I(*
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+HHO<(LIHE)EE(M)(I)2,"I12<H), I1H,2E'(*42,IE2*-E2KF +HEH&9"Y."p%Y>9'"&9$Y$>p"Y#9'"&9UY%"p%Y89 '"

&9$Y>"p"Y#"' (,M &9$YU.p%Y>>'F-:'*3A1HEH+HEH<)-,)L)4(,IM)LLHEH,4H<2L&A?% (,M GdC42,4H,IE(I)2,<('2,-

M)LLHEH,I-E2KF<(,M I)'HF2),I<&&A?%#<-E2KF h$"Y%9#"Th#Y#%"*<I)'Hh"%Y%.#"Th#Y#"$3GdC#<-E2KF h8$Y%%#"

Th#Y##%*<I)'HhU9Y%.#" Th#Y##" '3A1H,HEGHL)NHENK,M*H<+(<<+H**HM +)I1 M)<2EMHEHM (EE(,-H'H,I(,M

G(4K2*)S(I)2, . +HHO<(LIHE)EE(M)(I)2,3BQ2, <+H**(,M (IE2F10"(Q2,<+)I1 '0H*), <1H(I1 *(0HEF*(IH<HF(E(I)2, +HEH

2NI(),HM3A1HE(IH<2L(Q2, MH'0H*),(I)2, ), I1H,2E'(*42,IE2*-E2KF (,M '2MH*-E2KF +HEH&%Y$>p#Y8='Z (,M

&%UYUUp"Y$"'Z"EH<FH4I)GH*03A1HEH+(<(<I(I)<I)4(**0<)-,)L)4(,IM)LLHEH,4HNHI+HH, I1HI+2-E2KF<&0h%UY#8"

Tq#Y#%'3!"$,')+.0$,.!A1HI2I(*$# D0M2<H2LE(M)(I)2, 2, I1H1H(M 2LE(I<4(, '(OH<I(N*HE(M)2(4I)GH2FI)4

,HEGH),;KE0'2MH*3A1)<'2MH*'(O),-'HI12M )<<)'F*H"41H(F (,M FE(4I)4(*"+1)41 )<+2EI1 LKEI1HE<IKM03!

!:&* ;$%-."96FI)4,HEGHM)<H(<H<:HI)2*2-0* &,M2I1H*),?%* W2, d)**HNE(,M L(4I2E* 5H'0H*),(I),-

@+,-5%$1%/6# T4)H,4H(,M AH41,2*2-0_E2;H4I2LDK(,-M2,-_E2G),4H&"##=]#9#8###8%'

!!放 射 性 视 神 经 病 变 & E(M)(I)2,?),MK4HM 2FI)4
,HKE2F(I10"R76X'是因头颈部肿瘤接受放射线照射治
疗后引起的进行性视神经病变"严重损害患者的视力"
影响患者的生活质量

+%[", ) 在探讨 R76X发病机制和
评价其治疗方法的实验研究中"合适的动物模型是保
证研究工作可靠性的前提) R0K 等 +$,

用放射线照射大

鼠视交叉成功建立了 R76X动物模型"但由于造模方
法复杂(实验条件受限等原因"其成功率受到限制"故
建立实用(稳定(可靠的 R76X动物模型至关重要) 本
研究采用简易的方法创建 R76X动物模型"并对其血
管功能改变(视神经显微结构及超微结构进行观察和
评价)

<9材料与方法

<3<9材料
<3<3<9实验动物及分组9. 周龄 T_C级健康无眼疾
T5大鼠 %" 只"雌雄各半"体质量 #Y"$ \#Y". O-"由广
州中医药大学实验动物中心提供"实验动物合格证书
编号#T@me&粤'"##.?##"#) 应用随机数字表法将大
鼠随机分为空白组和模型组"每组 9 只) 实验动物的
使用遵循 BRW6有关眼科与视觉科学研究中动物使
用的相关规定)
<3<3=9主要试剂及仪器9大鼠内皮素?%&H,M2I1H*),?
%"&A?%'&c7TB试剂盒&瑞士 &,S2公司'*大鼠血管性
血友病因子 &W2, d)**HNE(,M L(4I2E"GdC'&c7TB试剂
盒&美国 C)IS-HE(*M 公司') W(E)(, 9## @型放射线治
疗仪&美国 W(E)(, 公司'*P?89># 型透射电子显微镜
&日本 P)I(41)公司'* H̀)<<显微拍照系统&德国 H̀)<<
公司'*超薄切片机&美国 B6公司')
<3=9方法
<3=3<9R76X动物模型制备!取模型组大鼠腹腔内注
射质量分数 %#Z水合氯醛溶液 $ '*:O-麻醉大鼠"大
鼠四肢及头部固定于简易固定板上"大鼠双耳连线置

于照射野边缘"采用 W(E)(, 9## @型放射线治疗仪对
双耳前部头颅区域进行照射"每周 % 次"共 $ 次"总剂
量为 $# D0) 照射参数#放射线模式为 TT5"放射线距
离为 %## 4'"照射野为 =Y# 4' "̂>Y# 4'"照射深度为
%Y8 4'"等效深度为 %Y8 4'"跳数为 U=9 跳 "̂"总剂量
为% ### 4D0)
<3=3=9&c7TB法测定 " 个组不同时间点大鼠血液中
&A?% 和 GdC的质量浓度!分别于放射线照射前及放
射线照射后 % M""(U(9 周抽取大鼠尾静脉血 #Y> \#Y. '*"
取待测血清样品 %## #*加入样品孔中"参照 &c7TB试
剂盒说明书加入相应试剂"然后室温下孵育 % 1) 常规
洗板"滤纸上扣干"每孔加入稀释的抗体 %## #*"密封"
然后在室温下孵育 $# '),) 用洗涤液将反应板充分洗
涤 U \9 次"滤纸上扣干) 各孔加入显色剂 %## #*"显
色过程中注意观察"以防反应时间过长) 各孔分别加
终止液 %## #*"混匀"%> '), 以内"在全自动酶标仪上
检测 U># ,'波长处各孔的吸光度&S'值) 根据标准
品绘制标准曲线"计算待测样本中 &A?% 的质量浓度)
<3=3>9苏木精[伊红染色观察大鼠视神经的显微结
构变化!照射后 . 周"各组中任意选取大鼠 % 只"过量
麻醉法处死后摘取大鼠左眼眼球*沿角膜缘剪开球结
膜"剪除眼外肌及筋膜"向后分离"于球后 9 \8 ''处剪
断视神经"用生理盐水洗净血迹"再自球后约" ''处
剪断视神经"注意避免用镊子直接夹持视神经"立即投
入质量分数 %#Z多聚甲醛中固定"行常规苏木精[伊
红染色)
<3=3?9透射电子显微镜下观察视神经超微结构的变
化及轴索脱髓鞘率的测定9各组任意选取 % 只大鼠"
按照 %3"3$ 方法摘取左眼眼球"立即投入改良的
e(E,2+<O0固定液中固定"U r冰箱保存"取眼球标本
于 U r体积分数 "Y>Z戊二醛中固定 " \U 1*_]T 漂洗
" 次) 质量分数 %Z锇酸固定 %Y> \" 1*_]T 漂洗" 次"
体积分数 >#Z(8#Z乙醇逐级脱水*丙酮与环氧树脂
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&F2, .%" 包埋剂等体积混合"置换 U# '),*环氧树脂
&F2, .%" 包埋剂 $8 r浸透过夜*将组织置包埋模内
&F2, .%" 包埋剂包埋"9# r聚合 U. 1*在解剖显微镜
下将组织块表面修平整"暴露视神经并修成长方形"垂
直于视神经长轴方向切成厚片) 超薄切片机将厚片切
成 % \$ #'的半薄切片"并置水上展平*光学显微镜下
定位"在超薄切片机下切 U# \9# ,'的超薄切片"用铜
网捞片*在 8#Z乙醇配制的饱和醋酸铀染色 $ '),"双
蒸水漂洗"铅染液染色 $ '),"双蒸水漂洗) 干燥后行
透射电子显微镜检查"观察视神经超微结构的变化)
在. ### \%# ###倍下每个标本任取 %# 个视野"计算其
轴索的脱髓鞘率) 轴索的脱髓鞘率 h脱髓鞘轴突数
目:轴突总数 %̂##Z"取其平均值作为该标本的脱髓
鞘率)
<3>9统计学方法

采用 T_TT %=3# 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正态性检验证实呈正

态分布"以 Pp;表示) &A?%(GdC质量浓度经检验证
实方差齐"" 个组间不同时间点尾静脉血中 &A?%(
GdC质量浓度的比较采用重复测量的两因素方差分
析"组间多重比较采用 cT5?0检验*两组间轴索的脱
髓鞘率比较采用独立样本 0检验) Tq#Y#> 为差异有
统计学意义)

=9结果

=3<9实验大鼠一般情况
第 % 次放射线照射后大鼠无明显异常"皮毛光滑

柔顺"饮食和饮水无明显改变"活动正常*第 " 次照射
后部分大鼠精神状态稍差"饮食和饮水减少"活动减
少"毛色失去光泽"照射后 % \$ M"精神状态逐渐恢复"
饮食和饮水逐渐恢复正常"活动逐渐增多*第 $ 次照射
后部分大鼠精神状态较差"饮食和饮水明显减少"活动
也明显减少"体质量减轻"少量有腹部胀气表现"照射
后 > \8 M"饮食和饮水明显好转"皮毛逐渐光滑柔顺"
活动明显增加"体质量逐渐增加)
=3=9各组大鼠照射前后不同时间点尾静脉血中 &A?%
和 GdC的质量浓度比较

空白组与模型组在照射前后不同时间点尾静脉血

中&A?% 和GdC质量浓度比较差异均有统计学意义&&A?
%#<分组 h$"Y%9#"Th#Y#%"*<时间 h"%Y%.#"Th#Y#"$3
GdC#<分组h8$Y%%#"Th#Y##%*<时间 hU9Y%.#"Th#Y##"')
模型组放射线照射后静脉血中 &A?% 和 GdC质量浓度
随照射后时间延长逐渐升高"并于照射后 U 周达高
峰&表 %""' )

表 <9空白组与模型组照射前后不同时间点
尾静脉血中 C#R< 质量浓度比较&)N*"51X6)'

组别 样本量 照射前 照射后 % M 照射后 " 周 照射后 U 周 照射后 9 周

空白组 9 ""Y9>p#Y%U "$Y%.p#Y%= "$Y9.p#Y%> "UY"$p#Y%" "$Y>.p#Y%9

模型组 9 "$Y%.p#Y%% "8Y=.p#Y"" $$Y=#p#Y%% 9>Y">p#Y$. U$Y."p#Y#=

!注#<分组 h$"Y%9#"Th#Y#%"*<时间 h"%Y%.#"Th#Y#"$&重复测量的两

因素方差分析'!&A#内皮素

表 =9空白组与模型组在照射前后不同时间点
尾静脉血中 30@质量浓度比较&)N*"51X6)'

组别 样本量 照射前 照射后 % M 照射后 " 周 照射后 U 周 照射后 9 周

空白组 9 9"Y."p%Y>9 9$Y$>p"Y#9 9UY%"p%Y89 9$Y>"p"Y#" 9$YU.p%Y>>

模型组 9 9$Y%9p"Y"% ..Y$"p"Y#9 %"$Y$.p%Y$9 %=%YU#p#Y9% %U%Y9=p#Y."

!注#<分组 h8$Y%%#"Th#Y##%*<时间 hU9Y%.#"Th#Y##"&重复测量的两

因素方差分析'!GdC#血管性血友病因子

=3>9照射后 . 周各组大鼠视神经显微结构的改变
空白组神经纤维束呈柱形均匀排列"染色均匀"胶

质细胞散在分布"无组织和细胞水肿及细胞核固缩
&图 %B') 模型组神经纤维束肿胀"排列紊乱"神经纤
维间明显空泡化"神经胶质细胞散在分布"细胞水肿"
部分细胞核固缩&图 %]')

BA
图 <9照射后 ） 周光学显微镜下观察空白组和模型组大鼠视神经显
微结构的变化&P& Û##'!B#空白组神经纤维束呈柱形均匀排列"
染色均匀"少量神经纤维出现空泡变性!]#模型组神经纤维束肿
胀"排列紊乱"神经纤维出现空泡变性

=3?9照射后 . 周各组大鼠视神经超微结构的变化及
视神经脱髓鞘率的比较

照射后 . 周"空白组视神经的轴突轴索膜与髓鞘
板层间间隙均匀"髓鞘完整"呈致密板层排列"层与层
之间排列整齐"轴突内可见神经微管(微丝"轴浆均匀"
并可见少量线粒体&图 "B'*模型组可见部分轴突肿
胀"较大轴突及部分中等大小轴突轴索膜与髓鞘板层
间间隙加大"髓鞘板层分离轴突增加"部分轴突中神经
微丝(微管减少"线粒体肿胀"部分轴突轴浆内空泡化"
轴索萎缩&图 "]') 空白组轴索的脱髓鞘率为&%Y$>p
#Y8='Z"模型组轴索的脱髓鞘率为&%UYUUp"Y$"'Z"

!U=#%! 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%"
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" 个组比较差异有统计学意义&0h%UY#8"Tq#Y#%')

BA

*

*

*

图 =9照射后 ） 周透射电子显微镜下观察空白组和模型组大鼠视神
经超微结构的变化& $̂# ###'!B*空白组视神经空白组和模型组的
轴突轴索膜与髓鞘板层间间隙均匀&黑箭头' "髓鞘完整"可见神经
微管(微丝&"' "轴浆均匀!]*模型组脱髓鞘轴突见轴索膜与髓鞘板
层间间隙增多(加大&箭头'"轴突中神经微丝(微管明显减少&"'"部分
髓鞘空泡化&箭头'

>9讨论

R76X的发生主要与靶器官的部位(放射野的设
置(总放射剂量(分割照射剂量(放射治疗时间间隔的
长短及存活时间等因素有关

+U[9, ) 多程放射治疗(放
射总剂量和单次照射剂量越大"两次照射时间间隔越
短"其发病率越高 +8[., *靶器官离视路越近"则视路接
受的照射剂量越大"R76X的发病率越高*接受放射治
疗的患者若同时伴有糖尿病(其他基础疾病 &特别是
血管异常性疾病'"或同时进行化学疗法均明显增加
R76X的发病率*另外"个体对放射线的敏感性强也会
增加 R76X的发病率 +=[%#, ) 既往研究结果显示"放射
线总剂量在 R76X的形成过程中起着关键性作用) 根
据本课题组既往研究结果以及文献报道"$# D0可以
较好地制作 R76X模型 +$, ) 充分考虑研究周期等条件
下"本研究中选用总剂量 $# D0分 $ 次照射的方法)

R76X的病理改变表现为视神经内血管内皮细胞
增生(管壁变厚伴纤维蛋白样变性坏死(血管腔变窄或
闭塞"反应性星形细胞增多(脱髓鞘(神经组织梗死"反
应性神经胶质增生和轻微的慢性炎性细胞浸润

等
+%%[%", ) R76X最先损伤部位究竟是血管还是神经一

直存在争议"其发病机制有 $ 种假说*&%'神经组织的
直接损伤*&"'血管损害先于神经组织损伤*&$'神经
组织抗原性的改变导致自身免疫性血管炎)
>3<9放射线对血管内皮的影响

研究认为"血管损伤在放射线照射诱发的神经损
伤中起着非常重要的作用

+%$, ) 放射线照射导致血管
内皮细胞肿胀(变性(脱落"血管管腔狭窄"严重可导致
血管闭塞

+%U, ) C(;(EM2+%>,
通过病理检查发现"放射性

血管损伤主要表现为血管内皮细胞损伤) 鄂明艳

等
+%9,
通过动物实验显示"放射线照射可导致血管内皮

细胞损伤"&A?% 表达明显升高) e(')E02等 +%8,
研究发

现"经 )射线照射大鼠脑组织后主要表现为中(小血
管内皮细胞损伤"晚期血管壁增厚"血管管腔狭窄(管
壁变性坏死"最终导致血栓形成"引起脑组织的缺血性
坏死改变) R(K41 等 +%.,

研究发现"切除的脑瘤组织在
放射线照射后出现血管内皮细胞丢失"血管管壁溶解(
玻璃样变和硬化(管腔闭塞"血管内血栓形成以及中(
小血管 A细胞浸润的活动性血管炎) 因而认为血管
内皮细胞损伤在放射引起的损伤机制中起着重要

作用
+%=, )
目前认为"&A?% 和 GdC主要由血管内皮细胞产

生
+"#, "放射线照射可引起血管内皮细胞结构和功能的

改变"且随着照射剂量的增加其损害程度加重"其分泌
&A?% 和 GdC的功能随之增强"故测定血液中二者的
质量浓度可间接反映血管内皮细胞的损伤情况

+"%, )
本研究中结果显示"模型组大鼠血液中 &A?% 和 GdC
质量浓度较空白组明显增加"且随着照射后时间的延
长其质量浓度逐渐增加"推测放射线照射会损伤血管
内皮细胞"导致其分泌 &A?% 和 GdC增加) 照射后 9
周&A?%和 GdC质量浓度下降"可能是血管内皮细胞的
损伤和自身修复的动态平衡逐渐向以修复为主的方向

偏移) 这与阮林等 +"",
研究认为的大剂量照射造成的

损伤持续存在"而小剂量造成的血[脑屏障损伤可自
行恢复相一致)
>3=9放射线照射对神经组织的直接损伤

经典的放射生物学观点认为"放射线造成早期脑
损伤主要在照射后数周至 $ 个月内发生"病理改变以
脱髓鞘为主"多数症状为暂时性*而晚期脑损伤&慢性
放射性脑病'一般发生在照射后 %# 个月或数年"病理
改变主要为脱髓鞘"血管闭塞"血栓形成"最终导致脑
组织局灶性或弥漫性坏死

+"$, )
放射线照射后短期内会引起神经短暂的电生理及

生化改变(血管损伤(神经周围的过度纤维化以及代偿
性新生血管形成"从而引起轴突的损伤和脱髓鞘改
变

+"U, ) 有研究认为放射线除直接损伤轴索和髓鞘外"
还可损伤少突胶质细胞

+">["., ) 另外"神经干细胞和祖
细胞对放射线也非常敏感"并且放射线会持续影响神
经的修复功能

+"=, ) R(K41 等 +%.,
对切除的人脑组织进

行病理学检查发现"放射线照射诱导脑白质脱髓鞘和
凝固性坏死改变) 本研究结果显示"放射线照射后 .
周模型组神经纤维束肿胀"排列紊乱"神经纤维间空泡
化明显"神经胶质细胞散在分布"细胞水肿"部分细胞
核固缩*而空白组神经纤维束呈柱形均匀排列"染色均

!>=#%!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%"
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匀"胶质细胞散在分布"无组织(细胞水肿及细胞核固
缩) 放射线照射后视神经发生明显的脱髓鞘改变"脱
髓鞘率明显增加"故可以认为放射线照射对视神经造
成持续损害)

综上所述"本研究中采用 T5大鼠制作放射性视
神经损伤的动物模型"方法简单易行"实验动物价格低
廉"模型成型率较高"适合于符合统计学要求的大样本
定量 R76X相关基础研究工作的开展) 但本研究中仍
有不足且亟待改进之处#&%'本研究中仅观察了放射
线照射后短期的改变情况"未观察远期的损害情况"有
待后续研究解决*&"'未进行神经电生理检测以评估放
射线照射对神经传导的影响*&$'未进行组织原位染色
以评估血管内皮的形态学改变情况)
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