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!!$摘要%!背景!微泡可作为药物和基因的转染载体"经超声照射后转染效率提高"从而在多种眼科疾病

的治疗方面发挥重要作用' 然而"不同超声辐照强度发挥的生物学效应有所不同'!目的!筛选适用于正常

兔视网膜组织的超声辐照强度和时间"为超声联合微泡治疗眼底疾病的研究提供实验依据'!方法!选取 $^

只清洁级新西兰大白兔"按照随机数字表法分为空白对照组&单纯超声辐照组&单纯玻璃体腔注射组及玻璃体

腔注射[低&中&高强超声辐照组' 空白对照组未给予任何处理"单纯超声辐照组和单纯玻璃体腔注射组分别

给予 "p# Q:;&"
的超声强度照射实验眼 1# /或单纯玻璃体腔注射 #p$ &)微泡"玻璃体腔注射[低&中&高强超

声辐照组兔眼在玻璃体腔注射 #p$ &)微泡后分别用 #p>&$p# 和 "p# Q:;&"
超声强度照射实验眼 1# /' 各组于

术前&术后即刻&术后第 $ 天&第 9 天分别行眼前节照相&直接检眼镜检查和彩色眼底照相观察眼前节和眼底

情况"于术后第 9 天处死实验兔并分离视网膜"行苏木精W伊红染色"光学显微镜下观察实验眼视网膜形态学

改变"透射电子显微镜观察兔视网膜超微结构变化'!结果!空白对照组&单纯超声辐照组&单纯玻璃体腔注

射组及玻璃体腔注射[低&中&高强超声辐照组兔手术前后不同时间点眼前后节均未见明显异常' 术后 9 D"光

学显微镜下可见空白对照组&单纯超声辐照组&单纯玻璃体腔注射组和玻璃体腔注射[低超声辐照组兔 $# 层

视网膜组织结构清晰"未见炎症&变性及细胞坏死等改变"而玻璃体腔注射[中强超声辐照组和玻璃体腔注射[

高强超声辐照组兔眼视网膜各层组织结构疏松"视细胞层排列紊乱"内核层和外核层不同程度变薄"视网膜神

经节细胞(X]O/)数量减少"可见细胞的空泡样变性' 透射电子显微镜下可见空白对照组&单纯超声辐照组&

单纯玻璃体腔注射组及玻璃体腔注射[低强超声辐照组兔视网膜超微结构未见明显异常改变"而玻璃体腔注

射[中强超声辐照组和玻璃体腔注射[高强超声辐照组兔眼视细胞排列紊乱"内核层和外核层细胞数目减少"

细胞排列紊乱"细胞核染色质不均匀"X]O/数目减少'!结论!适用于正常兔视网膜组织的理想超声参数为

超声强度 #p> Q:;&"
辐照 1# /"这一结果为超声联合微泡治疗眼底疾病的研究提供了实验依据'!
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!!微泡是含有气体的微球"其最内层为惰性气体氟
烷"中间层为油层"外壳由人体清蛋白&脂类&糖类和可
降解的多聚物构成"主要用于溶栓&携带药物或基因治
疗疾病

+$, ' 研究发现"微泡造影剂除具有增强显影的

作用外"还具有药物或基因载体的作用"且经超声辐照
后可大大提高药物或基因的转染效率

+"W2, ' 由于不同

类型&不同剂量的超声微泡造影剂和超声辐照参数对
不同组织细胞具有不同的生物学效应"因此"深入研究
超声辐照参数对不同组织细胞的超声生物学效应非常

重要"如何选择不同组织的最佳超声辐照条件是目前
的研究方向' 本研究旨在观察不同超声声强和超声辐
照时间下微泡注射联合超声辐照对正常兔视网膜组织

的影响"筛选出作用于正常兔视网膜组织的适宜超声
声强和辐照时间"为超声微泡作为基因或药物载体用
于治疗眼底疾病提供实验依据'

41材料与方法

4341材料
434341实验动物及分组1健康清洁级新西兰大白兔

$^ 只"雌雄不限"体质量约 $p> LJ(购自广东医学实验
动物中心)"由深圳大学医学院动物房饲养"饲养条件
为清洁&通风&温度及湿度恒定"混合饲料单笼饲养'

双眼眼前节及眼底检查均正常' 采用随机数字表法将
实验兔分为 1 个组"每组 2 只兔 2 只眼' 空白对照组
未给予任何处理*单纯超声辐照组用 "p# Q:;&"

超声

强度照射实验眼 1# /*单纯玻璃体腔注射组实验眼玻
璃体腔注射 #p$ &)微泡*玻璃体腔注射[低&中&高强
超声辐照组在玻璃体注射 #p$ &)微泡后分别以 #p>&
$p# 和 "p# Q:;&"

的超声强度照射 1# /' 实验动物的

使用和喂养符合动物伦理学标准"本研究通过深圳市
眼科医院实验动物伦理委员会批准'
434371微泡混悬液的制备及主要仪器1用质量分数
#p=`生理盐水 > &)缓慢注入 ZE+EVI4冻干粉(意大
利 RB';;E公司)瓶内制备微泡混悬液"静置备用"使用
前用力振荡以产生微泡' 微泡浓度为 "n$#^ :&)"微泡
平均直径为 "p> $&"=#`的微泡直径q̂ $&"其重量渗
透克分子浓度为 "=# 7/&:LJ' 超声基因转染治疗仪
(重庆医科大学超声影像学研究所研制)的中心频率是
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$ _PM"探头直径为 $ ;&"可调超声强度为 # c2p# Q:;&""
具有连续和脉冲 " 种发射方式' 裂隙灯显微镜彩色眼
前节照相系统(北京高视远望科技有限公司)*直接检
眼镜(苏州医疗器械设备厂)*免扩瞳彩色眼底照相系
统(日本 @EF;E+ 公司)'

A

E F

B C

D
图 41术后第 U 天各组兔实验眼眼前节表现!各组兔角膜透明"前房深度正常"房水清"晶状
体透明"玻璃体透明!A#空白对照组!R#单纯超声辐照组!O#单纯玻璃体腔注射组!6#玻
璃体腔注射[低强超声辐照组!%#玻璃体腔注射[中强超声辐照组!a#玻璃体腔注射[高强
超声辐照组

4371方法
437341玻璃体腔微泡注射及超声辐照1各组兔用质
量分数 #p>`复方托吡卡胺滴眼液点双眼扩瞳' 按照实
验分组对兔眼实施干预"用质量分数 2`戊巴比妥钠
($ &):LJ)行耳缘静脉注射"盐酸爱尔卡因滴眼液表面麻
醉"开睑器开睑"在动物手术显微镜下于兔实验眼上方角
巩膜缘处透明角膜区呈隧道样穿刺抽出房水约 #p$ &)"于
上方距角巩膜缘后约 2 &&处垂直巩膜刺入玻璃体腔"缓
慢注入 #p$ &)微泡混悬液"棉签按压进针处 2# /后抽出
针头"给予氧氟沙星滴眼液点眼预防感染' 超声照照法
是在玻璃体腔体注射 #p$ &)微泡后闭合兔眼"在眼睑上
涂耦合剂"将超声探头置于眼球上方进行辐照' 术后术
眼每日给予氧氟沙星滴眼液及氧氟沙星眼膏' 于术前&
术后即刻&术后第 $ 天及第 9 天分别行眼前节照相"用直
接检眼镜观察眼底和彩色眼底照相'
437371兔视网膜组织的形态学表现1于术后第 9 天
空气栓塞法处死各组兔"立即摘除眼球"分离视网膜"
光学显微镜下观察视网膜各层组织的形态学变化*采
用透射电子显微镜观察视网膜超微结构的变化'
43737341苏木精W伊红染色!摘除眼球后去除眼球
多余筋膜和肌肉"沿角膜巩膜缘处切口"开窗*用体积
分数 $#`磷酸盐缓冲甲醛固定液固定*冲洗后上机梯
度脱水#$#`磷酸盐缓冲甲醛固定液固定 " 0"梯度乙
醇脱水"甲苯 S# &(+"二甲苯 S# &(+"石蜡固定*浸蜡&
包埋&切片#浸蜡采用三步浸蜡法"切片
厚> $&*染色后自来水洗 $# c2# /"苏木
素染色 $# c$> &(+"冲洗 "# &(+ 后分化
切片"冲洗 $> &(+"质量分数 $`伊红染
色 2 &(+"梯度乙醇脱水&透明&封片'
43737371透射电子显微镜观察视网
膜超微结构1固定&脱水&包埋*取材
和前固定#剥离视盘周围约 $p# &&n
#p> &&的视网膜"放入质量分数 S`
戊二醛中 S t保存"采用常规组织块
双重固定法*采用梯度脱水法#在 S t
下进行"体积分数 >#`&9#`&=#`乙
醇作用各 $# &(+*=#`乙醇[体积分
数 =#`丙酮混合液作用 $# &(+*=#`
丙酮作用 $# &(+* $##` 丙酮作用

$> &(+*用 b%f7̂ $" 环氧树脂 eb丙酮 o$ e$的溶液浸透 $# &(+"
%f7Û$" 环氧树脂包埋"29 t过夜*1^ t聚合 S^ 0' 用
超薄切片机切厚度为 ^## $&的半薄切片*干燥后滴加
甲苯胺蓝染色液"冷却后蒸馏水冲洗"自然晾干"中性
树胶封片"光学显微镜观察定位' 使用超薄切片机制
作 $## $&厚超薄切片"用铜网把切片沾起*醋酸双氧铀
染色 > &(+"蒸馏水洗 2 次"滤纸吸干"自然干燥*铅染色
液加入 > &(+ 后"氢氧化钠和蒸馏水冲洗"晾干*透射电
子显微镜下观察'

71结果

7341各组兔实验眼眼前节检查
术后即刻&术后第 $ 天及第 9 天空白对照组&单纯

超声辐照组&单纯玻璃体腔注射组及玻璃体腔注射[
低&中&高强超声辐照组兔实验眼角膜均透明"前房深
度正常"房水清"晶状体透明"玻璃体清"实验眼未见明
显炎症反应及出血(图 $)'
7371各组兔实验眼眼底表现

术前&术后即刻&术后第 $ 天及第 9 天各组兔眼视
网膜均呈橘红色反光"未见渗出&出血&水肿改变"视网
膜血管走行正常"视盘色淡红"边界清"未见出血及水
肿(图 ")'
7381各组兔视网膜组织形态学表现

空白对照组兔可观察到视网膜 $# 层结构"各层组
织结构清晰"排列规则"视细胞层完整"外核层细胞数
量最多"内核层细胞数量较少"视网膜神经节细胞
(B45(+')J'+J)(E+ ;4))/"X]O/)为单层"细胞呈类圆形'
单纯超声辐照组兔视网膜组织结构清晰"视网膜各层
未见明显异常' 玻璃体腔注射[低强超声辐照组兔视
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图 71术后第 U 天各组兔眼底表现!术后各组兔实验眼视网膜均呈橘红色反光"血管走行正
常"视盘形态未见异常!A#空白对照组!R#单纯超声辐照组!O#单纯玻璃体腔注射组!6#
玻璃体腔注射[低强超声辐照组!%#玻璃体腔注射[中强超声辐照组!a#玻璃体腔注射[高
强超声辐照组
!

网膜组织形态结构未见明显异常' 玻璃体腔注射[中
强超声辐照组和玻璃体腔注射[高强超声辐照组兔实
验眼视网膜各层组织结构疏松"排列不规则"视细胞层

变薄"排列不规则*内核层和外核层
结构排列紊乱&疏松*X]O/数量减
少"可见细胞空泡样变性"以玻璃体
腔注射[高强超声辐照组表现更为严
重(图 2)'
7391各组兔视网膜超微结构变化

空白对照组&单纯超声辐照组及
单纯玻璃体腔注射组兔视网膜组织

超微结构未见明显异常改变"光感受
器层视细胞排列整齐"细胞结构正
常*外核层细胞排列整齐"细胞核染
色质较深*内核层细胞排列规则"细
胞核染色质均匀*X]O/核膜清晰"染
色质分布均匀"核仁明显' 玻璃体腔
注射[低强超声辐照组兔视网膜各层
超微结构与空白对照组表现接近"未
见明显异常改变' 玻璃体腔注射[中
强超声辐照组和玻璃体腔注射[高强

超声辐照组兔实验眼部分视杆细胞&视锥细胞断裂"可
见膜盘内有裂隙*内核层和外核层细胞萎缩"数目减少"
细胞排列紊乱*X]O/数目减少(图 S)'

3C 3D

3E

3B3A

4C

4D

4B4A

4E 4F

图 81各组兔视网膜组织病理学
表现(P%nS## ) !A#空白对照
组兔视网膜结构正常!R#单纯
超声辐照组兔视网膜各层排列规

则!O#玻璃体腔注射[低强超声
辐照组兔视网膜组织形态结构未

见明显异常!6#玻璃体腔注射[
中强超声辐照组兔视细胞层组织

结构紊乱!%#玻璃体腔注射[高
强超声辐照组兔视网膜组织结构紊乱"组织疏松"视网膜内核层和 X]O/层可见细胞空泡样变性!图 91透射电子显微镜下兔视网膜超微结构表
现!A#空白对照组视细胞排列整齐"细胞形态正常(n2 =##)!R#单纯超声辐照组内核层细胞排列整齐"核染色质均匀(n$2 >##)!O#玻璃体腔
注射[低强超声辐照组视细胞排列整齐(n$" >##)!6#玻璃体腔注射[中强超声辐照组视细胞断裂(n= ^##)!%#玻璃体腔注射[高强超声辐照组
内核层和外核层细胞萎缩"细胞数目减少(n= ^##)!a#玻璃体腔注射[高强超声辐照组 X]O/数目减少(n= ^##)
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81讨论

超声爆破微泡瞬间产生的能量可使细胞膜表面产

生许多可恢复性小孔"增加细胞膜的通透性"使进入组
织细胞内的药物或基因增多

+SW>, *另外"微泡在超声辐
照的作用下经历扩大&收缩和崩溃的动力学变化过程"
产生强烈的冲击波"引起周围组织细胞的结构和功能
发生改变"使基因或药物易于跨越内膜屏障*高速微射
流&冲击波和高温&高压等生物效应"也可增强细胞的
通透性

+1W9, '
但超声爆破微泡实现基因或药物定向转移的同

时"也一定程度上对机体组织产生了有害的生物效应"
如组织结构的断裂&出血&血管内溶血&细胞死亡和微
血管出血等' \('+J等 +^,

研究发现"微泡在超声强度为
2 Q:;&"&时间 $ &(+ 的条件下可增强 6UA质粒在 Z6
大鼠骨骼肌的转染率"但该方法也会导致局部组织发
生不伴炎症反应的小范围坏死"这可能与超声爆破微
泡产生较强的空化效应有关' 张群霞等 +=,

探讨了不

同超声强度破坏微泡对绿色荧光蛋白质粒和小鼠骨骼

肌组织的作用"发现 $p# c"p> Q:;&"
超声破坏微泡后

可引起红细胞渗出和血管充血"甚至使部分骨骼肌变性'
胡文静等

+$#,
采用不同声强(#p>&$p# 和 "p# Q:;&")和辐

照时间(2#&1# 和 $"# /)的超声作用于微泡干扰的兔
眼角膜"并对角膜内皮细胞进行定量分析和组织病理
学观察"发现与 #p> Q:;&"

超声组相比"$p# Q:;&"
超

声组和 "p# Q:;&"
超声组角膜组织损害严重"角膜内

皮细胞密度和六角形细胞的比例均降低*与超声辐照
时间 2# /和 1# /比较"超声辐照时间 $"# /时角膜内
皮细胞密度明显下降"六角形细胞的比例降低' 本研
究中发现"用 $p# Q:;&"

和 "p# Q:;&"
超声照射 1# /

的条件下"玻璃体腔注射 #p$ &)微泡眼可发生视细胞
断裂"膜盘内有裂隙"视网膜内核层和外核层细胞及
X]O/数目减少且排列紊乱"与其他的研究结果
一致

+$$W$", '
进行超声介导微泡转染时随着超声强度的增强和

辐照时间的延长"转染效率明显提高"但当超声强度&
辐照时间和微泡浓度达到一定程度后"细胞成活率和
转染效率均显著降低

+$2W$S, ' 因此"理想的结果应该是
既能达到较高的基因或药物转染效率"又可将细胞的
损伤减少到最低限度"因此寻找适宜的超声辐照条件
非常必要' 本研究中通过体内实验筛选出适宜的兔视
网膜超声参数"为下一步超声微泡联合药物治疗眼底
疾病奠定基础

+$>W$9, ' 本研究中采用探头频率为$ _PM
的超声基因转染仪在兔眼进行活体转染"发现前房和

玻璃体腔内无明显炎症反应"眼底未发生渗出和出血'
在兔视网膜组织病理形态学和超微结构观察中发现"
空白对照组及单纯玻璃体腔注射组或单纯超声照射组

兔视网膜各层组织结构未见明显异常"说明单纯给予
兔视网膜一定强度的超声辐照和单纯兔玻璃体腔注射

一定浓度的微泡对兔视网膜组织无明显损害"与既往
研究结果相近

+$^, "ZE+EVI4联合超声辐照条件可增强
绿色荧光蛋白报告基因质粒转染人脐血管内皮细胞的

效率*在一定超声辐照条件下"单纯超声辐照组对人脐
血管内皮细胞活性无明显影响'

本研究中用声强为 $p# Q:;&"
和 "p# Q:;&"

的超

声辐照玻璃体腔注射 #p$ &)微泡的兔眼 1# /时"兔视
网膜层间组织结构疏松"X]O/数量明显减少"细胞核
可见空泡样变性"内核层和外核层细胞数量减少"视细
胞排列紊乱"同时视网膜内核层&外核层和 X]O/层可见
较多的凋亡细胞"说明强度为 $p# Q:;&"

和 "p# Q:;&"

的超声可对视网膜组织和细胞产生严重损害"对视网
膜组织&细胞有产生变性或坏死等有害的生物效应"提
示高强度超声在导致微泡破裂的同时也增加了空化效

应"可对正常的组织细胞造成损伤' 因此"本研究认为
声强为 #p> Q:;&"

的超声辐照 1# /对视网膜组织是合
适的"可为进一步超声联合微泡治疗眼底疾病提供实
验依据'
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!病例报告!

原发性泪腺导管腺癌一例

李静!马建民
$##92# 北京"首都医科大学附属北京同仁医院!北京同仁眼科中心

北京市眼科研究所!北京市眼科学与视觉科学重点实验室
通信作者#马建民"%&'()#<&&'./(+'3;E&
678#$#3291#:;&'3<3(//+3"#=>?#$1#3"#$13$$3##1
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!!患者"女"91 岁"因发现左眼眶内肿物 " 个月于 "#$" 年 ^

月 $# 日于北京同仁医院眼肿瘤科就诊' " 个月前患者在外院

(医院名称不详)行头颅 O@时偶然发现左眼眶内肿物"无眼

红&眼痛等不适"至当地医院(医院名称不详)就诊"未予治疗'

为求进一步诊治"遂于北京同仁医院就诊' 眼部检查#视力右

眼 #p>"左眼 #p>"矫正视力右眼 #p="左眼 #p1*眼压右眼

$2 &&PJ($ &&PJo#p$22 Lf')"左眼 $S &&PJ*双眼眼位正"眼

球运动可' 左眼外上眶缘处可触及大小约 $p# ;&n$p# ;&肿

物"活动度差"轻触痛' 双眼眼前节和眼底检查未见明显异常'

眼眶 O@示左侧眼眶外上象限偏颞侧&肌锥内外间隙可见一不

规则等高密度影"界清"O@值为 22 c^" Pb"体积约 $# &&n

$1 &&n"2 &&"周围各壁骨质连续性好"未见明确异常征象'

眼球形态正常"眼环完整*晶状体存在"形态规整*玻璃体密度

均匀' 眼上下静脉及眼动脉未见明显扩张' 各眼外肌及视神

经未见明确异常改变' 眼睑未见明确异常改变' 右侧眼眶形

态&密度未见异常' 左侧泪腺区占位性病变"建议行 _X8检查'

眼眶 _X8示#左侧眼球前突"形态正常' 左侧泪腺明显增大"大

小约 $$ &&n$9 &&n$S &&"以眶部增大为主"略呈分叶状"病灶

信号不均"主体呈等 @$ 等 @" 信号"内部点状短 @$ 短 @" 信号

影' 病灶与外直肌起始部分界不清' 与眼球分界不清' 增强

后病灶轻度不均匀强化' 泪腺窝骨质表面光滑"未见明显加

深' 左眼球内信号未见异常"球后肌锥内外软组织未见异常'

视神经信号未见异常"考虑良性病变可能性大"泪腺混合瘤伴

局部出血' 血常规&尿常规及血生化检查未见异常' 患者以左

眼眶内占位"性质待查入院'

入院后完善相关检查"经患者同意于 "#$" 年 $# 月 "> 日在

全身麻醉下行左眼眶内肿物切除术' 术后病理检查示左眼眶

涎腺型肿瘤"形态符合中度恶性导管癌"部分肿瘤侵及神经"脉

管内可见癌栓(图 $)' 免疫组织化学检查结果#]O6af[["%XW"

fXW"P%X?"[["Og>:1r"Oĝ :$^[["Og["V(&4+5(+W"O%A弱["

Og"#W"Og9[["OA$"> 弱["@@a?$W和 V%]a[(图 ")' 术后恢

复良好"9 D 后拆线出院' 建议转肿瘤科继续治疗"患者及家属

拒绝"瞩其定期复诊' 密切随访至 "#$" 年 $" 月 "# 日未见复

发"全身情况良好'

讨论#原发性泪腺导管腺癌不常见"约占泪腺原发性上皮

癌的 $#` +$, ' g'5M等 +",
于 $==1 年首次报道泪腺导管腺癌' 国

!^^=! 中华实验眼科杂志 "#$1 年 $$ 月第 2S 卷第 $$ 期!O0(+ T%,F 7F050')&E)"UEG4&C4B"#$1"VE)32S"UE3$$

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




