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!!&摘要'!目的!研究不同照射时间下核黄素R紫外线 d巩膜胶原交联术对兔视网膜的影响%寻找照射的
安全时间( !方法!采用随机数表法将 :7 只健康成年新西兰大白兔随机分为对照组"7 #%1 组#和照射 67)
?7)87 及 T7 #%1 组%每组 6? 只%均取左眼进行核黄素R紫外线 d巩膜胶原交联照射"897 1#%67 #S20#?#( 采
用光学显微镜和透射电子显微镜观察并比较各组视网膜病理组织学改变*采用生化反应试剂盒检测并比较
各组视网膜组织中丙二醛" 3̂d#浓度及超氧化物歧化酶 " Q43#)过氧化氢酶 "HdI#)谷胱甘肽过氧化物酶
"fQM>Y*#活性*采用 S.BA.@1 E&CA法检测并比较各组视网膜组织中 Q43)HdI蛋白表达水平( !结果!光学
显微镜下观察到对照组视网膜各层结构排列有序%照射 67 #%1 组与对照组相比无明显变化%随着照射时间的
延长%视网膜结构损伤逐渐加重( 透射电子显微镜下可见对照组光感受器细胞外节膜盘层状结构完整%光感
受器细胞内节线粒体结构完整%线粒体嵴结构连续%照射 67 #%1 组与对照组相比无明显变化%随着照射时间
的延长%视网膜结构损伤逐渐加重( 各组视网膜组织中 3̂d浓度随着照射时间的延长逐渐升高%总体比较
差异有统计学意义"Cm:;k?;%Dn7k7;#%其中照射 ?7 #%1)87 #%1)T7 #%1 组 3̂d浓度分别为"66k86p6k=T#)
"6Tk<Tp6k7T#和"6=k?;p6kT?#1#C&2#GF@CA%明显高于对照组的"6k68p7k7?# 1#C&2#GF@CA%差异均有统计学意
义"均 Dn7k7;#*照射 ?7 #%1)87 #%1)T7 #%1 组 3̂d浓度依次升高%两两比较差异均有统计学意义 "均 Dn
7k7;#( 随着照射时间的延长%视网膜组织中 Q43)HdI和 fQM>Y*活性及 Q43)HdI蛋白相对表达量均逐渐
降低%总体比较差异均有统计学意义"CmTTk7<)8Tk6=)8;k:7)66;k9;)9=k=:%均 Dn7k7;#%其中照射 ?7)87)
T7 #%1 组与对照组比较%照射 ?7 #%1)87 #%1)T7 #%1 组两两比较%差异均有统计学意义"均 Dn7k7;#( !结论!
67 #S20#?

核黄素R紫外线 d巩膜胶原交联照射兔眼 67 #%1 是安全的%照射时间过长可引起视网膜损伤( !
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0C#F$@./ $#C1G/%JJ.@.1AG@C,FB-ID.0C10.1A@$A%C1 CĴ 3d$1/ AD.$0A%K%A%.BCJQ43%HdI$1/ fQM>Y*%1 @.A%1$&
A%BB,.L.@./.A.0A./ E(0C@@.BFC1/%1GO%AB-ID..*F@.BB%C1 &.K.&BCJQ43$1/ HdIF@CA.%1B%1 @.A%1$&A%BB,.L.@.
/.A.0A./ E(S.BA.@1 E&CA#.ADC/-ID.BA,/(F@CAC0C&L$B$FF@CK./ E(AD.P%1'DC, .̂/%0$&i1%K.@B%A(Z$EC@$AC@(
d1%#$&"AD%0$&HC##%AA.."WC-?769>=7#-ID.,B.$1/ 0$@.CJ$1%#$&B0C#F&%./ L%AD AD.BA$A.#.1ACJd]V4$1/ AD.
].G,&$A%C1 C1 AD. $̂1$G.#.1ACJZ$EC@$AC@(d1%#$&b,$&%A(CJHD%1$-!I()06-)!i1/.@AD.&%GDA#%0@CB0CF.%AD.
BA@,0A,@.CJAD.@.A%1$B%1 AD.0C1A@C&G@C,F L$BC@/.@&($@@$1G./-i1/.@AD.A@$1B#%BB%C1 .&.0A@C1 #%0@CB0CF.%AD.
&$#.&&$@BA@,0A,@.%1 AD.%11.@B.G#.1A$1/ AD.#%AC0DC1/@%$&BA@,0A,@.%1 AD.C,A.@B.G#.1ACJAD.FDCAC@.0.FAC@0.&&B

!8=T!中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:



L.@.%1A$0A%$1/ AD.#%AC0DC1/@%$&@%/G.L$B0C1A%1,C,B%1 AD.0C1A@C&G@C,F-ID.@.L$B1CCEK%C,B/%JJ.@.10.%1 @.A%1$&
#C@FDC&CG(E.AL..1 AD.67 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F $1/ AD.0C1A@C&G@C,F ,1/.@ECAD AD.&%GDA#%0@CB0CF.$1/ AD.
A@$1B#%BB%C1 .&.0A@C1 #%0@CB0CF.%$1/ AD.@.A%1$&/$#$G.E.0$#.#C@.B.K.@.L%AD AD.F@C&C1G$A%C1 CJ%@@$/%$A%C1 A%#.-
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!!病理性近视是全球性的公共卫生问题%是低视力
和致盲的主要原因之一( 病理性近视的眼底常出现多
种异常改变%包括视盘斜入)视盘颞侧萎缩弧或视盘周
围萎缩环)后巩膜葡萄肿)豹纹状眼底等( 这些改变的
根本原因在于眼轴的进行性增长%后巩膜变薄%生物力
学强度减弱%眼底出现退行性变化 + 6, ( 核黄素R紫外
线 d巩膜胶原交联术可增强巩膜的生物力学强
度

+ ?R:, %但是在紫外线 d照射时可能会有视网膜损伤
的风险( 既往研究主要通过病理组织学方法研究核黄
素R紫外线 d巩膜胶原交联术的安全性 + 9R=, ( 由于其
潜在的损伤机制可能为交联过程中释放的活性氧自由

基导致的光化学损伤
+ <, %因此本研究在组织学研究的

基础上%进一步探讨该技术对视网膜氧化及抗氧化水
平的影响%寻找其照射的安全时间(

#9材料与方法

#-#!材料
#-#-#!实验动物及分组!选取健康成年新西兰大白
兔 :7 只%雌雄各半%体质量 ?k7X?k; OG"青岛大学提
供#%实验兔均在 QYc动物房饲养并进行实验( 实验
动物的饲养和使用均遵循 d]V4制定的科研动物使
用规范和国家科学技术委员会颁布的/实验动物质量
管理办法0要求( 本研究经滨州医学院实验动物伦理
委员会审核批准"批文号$?769>=7#( 采用随机数表法
将 :7 只实验兔随机分为对照组"7 #%1#和照射 67)?7)
87 及 T7 #%1 组%每组 6? 只%均以左眼为实验眼(

#-#-!!主要试剂及仪器!质量分数 7k6q核黄素溶
液 "意大利 QCCJA公司 #*丙二醛 " #$&C1/%$&/.D(/.%
3̂d#检测试剂盒 "IPd法 #)总超氧化物歧化酶

"B,F.@C*%/./%B#,A$B.%Q43#测定试剂盒"SQI>6 法#)

过氧化氢酶"0$A$&$B.%HdI#测定试剂盒"钼酸铵法#)

谷胱甘肽过氧化物酶"G&,A$AD%C1.F.@C*%/$B.%fQM>Y*#
检测试剂盒 "南京建成生物工程研究所 #* 兔抗
fdY3M抗体)兔抗 HdI抗体 "美国 dE0$#公司#*兔
抗 Q43抗体"美国 dJJ%1%A(公司#*M]Y标记的山羊抗
兔二抗 "南非 dBF.1 公司 #* ]5Yd裂解液 "中 国
P.(CA%#.公司#*PHd蛋白浓度测定试剂盒"北京索莱
宝科技有限公司#( Z"3紫外线发射仪 " Ĉ/-V"fd
67 #S%意大利 QCCJA公司#*石蜡切片机"德国Z.%0$公
司#*光学显微镜 "日本尼康公司#*透射电子显微镜
"美国 c"5公司#*电泳仪)转膜仪)凝胶成像系统"北
京六一仪器厂#(
#-!!方法
#-!-#!核黄素R紫外线 d巩膜胶原交联术及术后处
理!实验前 8 / 采用氧氟沙星滴眼液点眼%每天 T 次(

在每次照射前对交联仪进行能量测试%确保能量的准
确性( 采用质量分数 6q戊巴比妥钠溶液"? #&2OG#经
兔耳缘静脉注射行全身麻醉( 实验眼采用盐酸丙美卡
因滴眼液点眼行表面麻醉%开睑器撑开左眼睑%眼科剪
剪开球结膜%分离结膜下组织%;>7 尼龙线在角膜缘处
牵拉%暴露鼻上象限赤道部巩膜 < ##s< ##以上( 于
照射前 6; #%1 采用 7k6q核黄素溶液点眼%每 8 #%1 点
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眼 6 次( 照射参数$波长为 897 1#%能量密度为
67 #S20#?%光圈直径为 < ##%照射期间仍每 8 #%1 核
黄素溶液点眼 6 次( 术后采用氧氟沙星滴眼液点眼%
每天 T 次( 于照射结束后 ?T D%采用耳缘静脉注射空
气法处死实验兔后摘取眼球(
#-!-!!苏木精R伊红染色观察视网膜组织形态!将
眼球置于质量分数 Tq多聚甲醛溶液中固定 ?T D%取
实验眼交联区域和对照组相应区域的组织%于 Tq多
聚甲醛溶液中固定 ?T D%乙醇脱水%石蜡包埋%用苏木
精R伊红染色 T "#厚石蜡切片%光学显微镜下观察视
网膜组织的病理学改变( 所有实验独立重复 8 次(
#-!-<!醋酸铀R柠檬酸铅双重染色观察视网膜超微
结构!取新鲜视网膜组织迅速投入配置好的固定液
中%标本先后经体积分数 ?k;q戊二醛固定液和质量
分数 6q四氧化锇固定液双重固定*梯度乙醇脱水*环
氧丙烷过渡%"FC1=6? 包埋*半薄切片定位%制作超薄
切片%厚度为 :7 1#*采用醋酸铀R柠檬酸铅双重染色(
采用I.01$%f? ?7 IL%1 透射电子显微镜观察视网膜超
微结构变化( 所有实验独立重复 8 次(
#-!-K! 3̂d测试盒检测视网膜中 3̂d浓度!取新
鲜视网膜组织%称重%置于玻璃匀浆器中%加入预冷的
生理盐水%质量分数 67q蛋白匀浆%离心半径 6: 0#%
8 777 @2#%1 离心 67 #%1%取上清液备用( 在空白管)标
准管)测定管及对照管分别加入无水乙醇 7k6 #&)
67 1#C&2#&标准品 7k6 #&)测试样品 7k6 #&%向每管加
入试剂一 7k6 #&%混匀( 向每管中依次加入试剂二
8k7 #&和试剂三 6k7 #&%对照管中加入质量分数 ;7q
冰醋酸 6 #&代替试剂三( 离心管盖上盖子%用针在盖
子上扎 6 个小孔%振荡混匀器混匀%<; r水浴 T7 #%1%
取出后冷却%8 ;77 @2#%1 离心 67 #%1%取上清( 蒸馏水
调零%;8? 1#处测定各管吸光度"<#值后计算其含量(
所有实验独立重复 8 次(
#-!-L!Q43)HdI)fQM>Y*测定试剂盒检测视网膜中
Q43)HdI和fQM>Y*活性!取 6-?-T 已制备好的上清
液待用( "6#Q43活性检测!在对照孔)对照空白孔)
测定孔及测定空白孔依次加入待测匀浆上清)蒸馏水)
酶工作液)酶稀释液及底物应用液各 ?7 "&%混匀%
89 r孵育 ?7 #%1%T;7 1#处酶标仪上读取 <值%计算
Q43抑制率和 Q43活性( Q43抑制率m"对照 <值R

测定 <值# 2对照 <值*Q43活性 +"#C&2"B!#G#, m
Q43抑制率2;7qs反应体系稀释倍数2待测样本蛋白
浓度"#GF@CA2#&# 2:7( "?#HdI活性检测!取组织匀
浆液 ;7 "&加到测试管内%对照管内不加组织匀浆液%
向 ? 个管内依次加入试剂一 6 #&和试剂二 677 "&%混

匀%89 r反应 :7 B后依次加入试剂三 6 #&和试剂四
677 "&%对照管内补加 ;7 "&组织匀浆液%混匀( 双蒸水
调零%测定各管波长 T7; 1#处 <值后计算 HdI活性%
HdI活性+"#C&2"B!#G#,m"对照 <值R测定 <值#s
?962:7( "8#fQM>Y*活性检测!酶管与非酶管内各
加 6 ##C&2ZfQM溶液 ?77 "&%然后酶管内再加 ?77 "&
组织匀浆液( 混匀%89 r水浴 ; #%1( 加入试剂一应
用液 677 "&%89 r水浴反应 ; #%1( 加入试剂二应用
液 ? #&终止反应%非酶管内补加 ?77 "&组织匀浆液%
混匀%8 ;77 @2#%1 离心 67 #%1( 分别向空白管)标准管
中加入 fQM标准品溶剂应用液)?7 "#C&2ZfQM标准
液 6 #&%向非酶管和酶管中各加入上清液 6 #&%向各管
中依次加入试剂三)四)五进行显色反应( 混匀%室温
下静置 6; #%1( 蒸馏水调零%测定各管波长 T6? 1#处
<值( fQM>Y*抑制率m"非酶管 <值R酶管 <值# 2非
酶管 <值s677q%抑制率在 T;q或 ;7q左右为最佳取
样浓度( fQM>Y*活力 +"#C&2"B!#G#, m标准管浓
度s取样量s样本蛋白含量 "#GF@CA2#&# 2:7( 所有实
验独立重复 8 次(
#-!-M!S.BA.@1 E&CA法检测视网膜中 Q43)HdI蛋白
相对表达量!取新鲜视网膜组织%用 ]5Yd总蛋白裂解
液提取视网膜总蛋白%PHd试剂盒检测蛋白浓度并调
平( 各组分别取等量蛋白用质量分数 67q Q3Q>Ydf"
凝胶分离蛋白%转移蛋白至 YV3c膜( 采用质量分数
;q脱脂牛奶封闭 ? D%加入一抗"HdI$6 _? 777*Q43$
6_6 777*fdY3M$6_67 777#%于 T r孵育过夜( 次日弃
去一抗%加入二抗"6$67 777#%室温下封闭 6 D%滴加"HZ
液曝光显影%用凝胶成像系统获取蛋白条带图片( 以
fdY3M为内参%计算各蛋白相对表达量( 蛋白相对表
达量m目的蛋白灰度值2fdY3M灰度值( 所有实验独
立重复 8 次(
#-<!统计学方法

采用 QYQQ 69k7 统计学软件"美国 QYQQ 公司#进
行统计分析%计量资料数据经 QD$F%@C>S%&O 检验证实
呈正态分布%以 #.$1pQ3表示( 采用随机分组单因素
干预多水平研究设计( 不同照射时间组视网膜中
3̂d浓度%Q43)HdI和 fQM>Y*活性%Q43和 HdI蛋
白相对表达量的总体比较采用单因素方差分析%组间
多重比较采用 ZQ3>+检验( Dn7k7; 为差异有统计学
意义(

!9结果

!-#!不同照射时间对视网膜组织形态的影响
对照组和照射 67 #%1 组视网膜各层结构排列均

!;=T!中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:



规则有序%界限清晰%视网膜整体结构较正常( 照射
?7 #%1 组视网膜各层结构轻度水肿%光感受器细胞层
排列偶见疏松%神经节细胞轻度水肿%细胞质淡染( 照
射 87 #%1 组视网膜各层结构明显水肿%细胞整体淡
染%光感受器细胞层排列紊乱%神经节细胞层细胞数量
减少%神经纤维层轻度增生( 照射 T7 #%1 组视网膜光
感受器层和色素上皮层分离%光感受器层细胞水肿%细
胞质淡染%神经节细胞层内神经节细胞消失%神经纤维
显著增生%神经纤维层厚度增加%可见内界膜脱落
"图 6#(
!-!!不同照射时间对视网膜超微结构的影响

对照组光感受器细胞外节膜盘层状结构完整%
层次清晰%排列整齐*光感受器细胞内节线粒体结构
完整%线粒体嵴结构连续%呈长椭圆形%细胞核染色
均匀%核膜结构完整%与细胞质界限清晰%形态规则(
照射 67 #%1 组与对照组相比无明显变化( 照射
?7 #%1 组视网膜光感受器细胞外节膜盘层状结构完
整%层次清晰%排列整齐%少量外节膜盘结构溶解%层
次结构消失*部分内节线粒体嵴结构溶解%模糊%不
连续( 照射 87 #%1 组部分视网膜光感受器细胞外节
膜盘层状结构解离%空泡化%紊乱呈髓样结构*部分
线粒体嵴结构溶解)模糊%形成髓样小体( 照射
T7 #%1 组视网膜光感受器外节细胞减少)稀疏%细胞
间隙较大*内节线粒体肿胀%线粒体嵴结构消失%形
成空泡化"图 ?# (

!-<!不同照射时间对视网膜组织中 3̂d浓度的影响
随着照射时间的延长%各组视网膜组织中 3̂d

浓度逐渐升高%总体比较差异有统计学意义 "Cm
:;k?;%Dn7k7;#%其中照射 ?7 #%1)87 #%1 和 T7 #%1 组
3̂d浓度明显高于对照组%照射 ?7 #%1) 87 #%1 和

T7 #%1 组 3̂d浓度依次升高%两两比较差异均有统计
学意义"均 Dn7k7;#"表 6#(
!-K!不同照射时间对视网膜组织中 Q43)HdI和
fQM>Y*活性的影响

随着照射时间的延长%各组视网膜组织中 Q43)
HdI和 fQM>Y*活性逐渐降低%总体比较差异均有统
计学意义"CmTTk7<)8Tk6=)8;k:7%均 Dn7k7;#%其中
照射 ?7 #%1)87 #%1)T7 #%1 组 Q43)HdI和 fQM>Y*活
性明显低于对照组%照射 ?7 #%1) 87 #%1) T7 #%1 组
Q43)HdI和 fQM>Y*活性依次降低%两两比较差异均
有统计学意义"均 Dn7k7;#"表 6#(
!-L!不同照射时间对视网膜组织中 Q43和HdI蛋白
相对表达量的影响

随着照射时间的延长%各组视网膜组织中 Q43和
HdI蛋白相对表达量逐渐降低%总体比较差异均有统
计学意义 "Cm66;k9;)9=k=:%均 Dn7k7;#%其中照射
?7 #%1)87 #%1)T7 #%1 组 Q43和 HdI蛋白相对表达量
明显低于对照组%照射 ?7 #%1)87 #%1)T7 #%1 组 Q43
和 HdI蛋白相对表达量依次降低%两两比较差异均有
统计学意义"均 Dn7k7;#"图 8%表 ?#(

100μm 100μm 100μm 100μm 100μm EBA C D

图 #9光学显微镜下观察不同照射时间对视网膜组织形态的影响"M"s?77%标尺m677 "##!d$对照组视网膜各层结构排列规则有序%界限清
晰%视网膜整体结构较正常!P$照射 67 #%1 组与对照组表现类似!H$照射 ?7 #%1 组视网膜各层结构轻度水肿%光感受器细胞层排列偶见疏松
"绿色箭头# %神经节细胞轻度水肿%细胞质淡染"黑色箭头#!3$照射 87 #%1 组视网膜各层结构明显水肿%细胞整体淡染%光感受器细胞层排列紊
乱"绿色箭头# %神经节细胞层细胞数量减少"黑色箭头# %神经纤维层轻度增生"红色箭头#!"$照射 T7 #%1 组视网膜光感受器层和色素上皮层
分离%光感受器层细胞水肿%细胞质淡染"绿色箭头# %神经节细胞层内神经节细胞消失"黑色箭头# %神经纤维显著增生%神经纤维层厚度增加"红
色箭头# %内界膜脱落"黄色箭头#
J&C0,(#9F8)(,A1-&/'/4,(-&'16-&))0(?/,+%/6/C5 .%1'C()0'2(,-%(6&C%-?&.,/)./+(14-(,2&44(,('-&,,12&1-&/'-&?("M"s?77%E$@m677 "##!
d$51 AD.0C1A@C&G@C,F%AD.@.A%1$&&$(.@BL.@.$@@$1G./ C@/.@&(L%AD 0&.$@EC,1/$@%.B%$1/ AD.LDC&.BA@,0A,@.CJAD.@.A%1$L$B1C@#$&!P$ID.@.A%1$&
#C@FDC&CG(CJAD.67 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F L$BB%#%&$@ACAD$ACJAD.0C1A@C&G@C,F!H$51 AD.?7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%AD.@.L$B#%&/ ./.#$%1 .$0D
@.A%1$&&$(.@*AD.$@@$1G.#.1ACJFDCAC@.0.FAC@0.&&&$(.@BL$BC00$B%C1$&&(&CCB."G@..1 $@@CL# *AD.G$1G&%C1 0.&&BL.@.B&%GDA&(BL.&&%1G*AD.0(ACF&$B#L$B
B&%GDA&(BA$%1./ " E&$0O $@@CLB#!3$51 AD.87 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%AD.@.L$BCEK%C,B./.#$%1 .$0D @.A%1$&&$(.@*AD.0.&&BL.@.B&%GDA&(BA$%1./ C1 AD.
LDC&.*AD.FDCAC@.0.FAC@0.&&&$(.@BL.@./%BC@/.@./ "G@..1 $@@CL# *AD.1,#E.@CJG$1G&%C1 0.&&BL$B/.0@.$B./ " E&$0O $@@CL# *AD.1.@K.J%E.@&$(.@L$B
B&%GDA&(F@C&%J.@$A./ "@./ $@@CL# !"$51 AD.T7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%AD.FDCAC@.0.FAC@&$(.@$1/ AD.F%G#.1A.F%AD.&%,# &$(.@L.@.B.F$@$A./*AD.
FDCAC@.0.FAC@0.&&BL.@.BL.&&%1G*AD.0(ACF&$B#L$BB&%GDA&(BA$%1./ "G@..1 $@@CL# *AD.G$1G&%C1 0.&&B/%B$FF.$@./ " E&$0O $@@CL# *AD.1.@K.J%E.@BF@C&%J.@$A./
B%G1%J%0$1A&(*AD.AD%0O1.BBCJAD.1.@K.J%E.@B&$(.@%10@.$B./ "@./ $@@CL# *AD.%11.@&%#%A%1G#.#E@$1.J.&&CJJ"(.&&CL$@@CL#

!:=T! 中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:
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图 !9电子显微镜下观察不同照射时间对视网膜光感受器细胞外节和内节超微结构的影响"醋酸铀R柠檬酸铅 s; 777%标尺m6 "##!d$对照组
光感受器细胞外节膜盘层状结构完整%层次清晰%排列整齐!P$照射 67 #%1 组光感受器细胞外节表现与对照组类似!H$照射 ?7 #%1 组视网膜光
感受器细胞可见少量外节膜盘结构溶解%层次结构消失"红色箭头#!3$照射 87 #%1 组部分视网膜光感受器细胞外节膜盘层状结构解离)空泡
化)紊乱%呈髓样结构"红色箭头#!"$照射 T7 #%1 组视网膜光感受器外节细胞减少)稀疏%细胞间隙较大"红色箭头#!c$对照组光感受器细胞内
节线粒体结构完整%线粒体嵴结构连续%呈长椭圆形%细胞核染色均匀%核膜结构完整%与细胞质界限清晰%形态规则!f$照射 67 #%1 组光感受器
内节表现与对照组类似!M$照射 ?7 #%1 组光感受器内节部分线粒体嵴结构溶解)模糊)不连续"黄色箭头#!5$照射 87 #%1 组部分线粒体嵴结构
溶解)模糊%形成髓样小体"黄色箭头#!U$照射 T7 #%1 组光感受器内节线粒体肿胀%线粒体嵴结构消失%形成空泡化"黄色箭头#
J&C0,(!9F8)(,A1-&/'/4-%(06-,1)-,0.-0,(/4,(-&'16+%/-/,(.(+-/,)/0-(,1'2&''(,)(C?('-)0'2(,-%((6(.-,/'?&.,/)./+(14-(,2&44(,('-
&,,12&1-&/'-&?(" ,@$1%,#$0.A$A.>&.$/ 0%A@$A.s; 777%E$@m6 "##!d$51 AD.0C1A@C&G@C,F%AD.&$(.@./ BA@,0A,@.CJAD.FDCAC@.0.FAC@C,A.@B.G#.1AL$B
0C#F&.A.$1/ 0&.$@L%AD 1.$A$@@$1G.#.1A!P$ID.#C@FDC&CG(CJAD.FDCAC@.0.FAC@C,A.@B.G#.1A%1 AD.67 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F L$BB%#%&$@ACAD$A%1 AD.
0C1A@C&G@C,F!H$51 AD.?7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%AD.&$(.@./ BA@,0A,@.CJAD.FDCAC@.0.FAC@C,A.@B.G#.1AL$B$&%AA&./%BBC&K./ $1/ AD.&$(.@B/%B$FF.$@./
"@./ $@@CL#!3$51 AD.87 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%AD.&$(.@./ BA@,0A,@.CJAD.FDCAC@.0.FAC@C,A.@B.G#.1AL$B/%BBC0%$A./%K$0,C&$A./ $1/ /%BC@/.@./ $1/
F@.B.1A./ #./,&&$@("@./ $@@CL#!"$51 AD.T7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%AD.0.&&BCJAD.FDCAC@.0.FAC@C,A.@B.G#.1AL.@.@./,0./ $1/ BF$@B.%$1/ AD.
%1A.@0.&&,&$@BF$0.L$B&$@G."@./ $@@CL#!c$51 AD.0C1A@C&G@C,F%AD.#%AC0DC1/@%$CJFDCAC@.0.FAC@%11.@B.G#.1A0.&&BL.@.%1A$0A*AD.#%AC0DC1/@%$&@%/G.
BA@,0A,@.L$B0C1A%1,C,B%@.G,&$@$1/ &C1G.&&%FB.%1 BD$F.*AD.1,0&.,BL$B,1%JC@#&(BA$%1./*AD.BA@,0A,@.CJ1,0&.$@#.#E@$1.L$B%1A$0AL%AD 0&.$@
EC,1/$@(E.AL..1 %A$1/ AD.0(ACF&$B#!f$ID.#C@FDC&CG(CJAD.FDCAC@.0.FAC@%11.@B.G#.1A%1 AD.67 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F L$BB%#%&$@ACAD$A%1 AD.
0C1A@C&G@C,F!M$51 AD.?7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%F$@ACJ#%AC0DC1/@%$&@%/G.BA@,0A,@.CJAD.FDCAC@.0.FAC@%11.@B.G#.1AL$B/%BBC&K./%E&,@@./ $1/
/%B0C1A%1,C,B"(.&&CL$@@CL#!5$51 AD.87 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%F$@ACJAD.#%AC0DC1/@%$&@%/G.BA@,0A,@.L$B/%BBC&K./ $1/ E&,@@./ L%AD #./,&&$@(
0C@F,B0&.BJC@#./ "(.&&CL$@@CL#!U$51 AD.T7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%#%AC0DC1/@%$BL.&&./ $1/ #%AC0DC1/@%$&@%/G.BA@,0A,@./%B$FF.$@./ L%AD K$0,C&$A%C1
JC@#./ %1 AD.FDCAC@.0.FAC@%11.@B.G#.1A"(.&&CL$@@CL#

表 #9各组兔眼视网膜组织中 HQ7浓度及 DFQ)$7=)UDVE>* 活性比较"?(1'PDQ#
=186(#9$/?+1,&)/'/4HQ7./'.('-,1-&/'1'2DFQ%$7=%UDVE>* 1.-&A&-&()&'

,(-&'16-&))0()/4,188&-)1?/'C 2&44(,('-C,/0+)"?(1'PDQ#

组别 样本量
3̂d浓度

" 1#C&2#GF@CA#
Q43活性

+"#C&2"B!#G# ,
HdI活性

+"#C&2"B!#G# ,
fQM>Y*活性

+"#C&2"B!#G# ,

对照组 8 6k68p7k7? 7k?;p7k78 7k66p7k76 8k77p7k?<

照射 67 #%1 组 8 Tk68p6k?6 7k?;p7k76 7k66p7k7? ?k=6p7k8<

照射 ?7 #%1 组 8 66k86p6k=T$ 7k6<p7k78$ 7k79p7k76$ ?k68p7k6;$

照射 87 #%1 组 8 6Tk<Tp6k7T$E 7k68p7k76$E 7k7:p7k76$E 6k:9p7k6?$E

照射 T7 #%1 组 8 6=k?;p6kT?$E0 7k7=p7k76$E0 7k7Tp7k76$E0 7k<?p7k69$E0

C值 :;k?; TTk7< 8Tk6= 8;k:7

D值 n7k7; n7k7; n7k7; n7k7;

!注$与各自对照组比较%$Dn7k7;*与各自照射 ?7 #%1 组比较%EDn7k7;*与各自照射 87 #%1 组比较%0Dn7k7;"单因素方差分析%ZQ3>+检验#!
3̂d$丙二醛*Q43$超氧化物歧化酶*HdI$过氧化氢酶*fQM>Y*$谷胱甘肽过氧化物酶

!WCA.$HC#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.0C1A@C&G@C,F%$Dn7k7;*0C#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.?7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%EDn7k7;*0C#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.
87 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%0Dn7k7; "41.>L$(dW4Vd%ZQ3>+A.BA#! 3̂d$#$&C1/%$&/.D(/.*Q43$B,F.@C*%/./%B#,A$B.*HdI$0$A$&$B.*fQM>Y*$G&,A$AD%C1.
F.@C*%/$B.

!9=T!中华实验眼科杂志 ?7?6 年 : 月第 8< 卷第 : 期!HD%1 U"*F 4FDAD$&#C&%U,1.?7?6%VC&-8<%WC-:
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图 <9O()-(,'86/-法检测各组视网膜组织中 DFQ和 $7=蛋白表
达电泳图!随着照射时间的延长%各组视网膜组织中 Q43和HdI蛋
白表达条带逐渐减弱!6$对照组*?$照射 67 #%1 组*8$照射 ?7 #%1
组*T$照射 87 #%1 组*;$照射 T7 #%1 组!HdI$过氧化氢酶*Q43$超
氧化物歧化酶*fdY3M$甘油醛>8>磷酸脱氢酶
J&C0,(<9N*+,())&/'6(A(6)/4DFQ1'2$7=+,/-(&')&',(-&'1 /4
2&44(,('-C,/0+)85 O()-(,'86/-! S%AD AD.%10@.$B.CJ%@@$/%$A%C1
A%#.%AD..*F@.BB%C1 E$1/BCJQ43 $1/ HdI F@CA.%1B%1 @.A%1$L.@.
/.0@.$B./ G@$/,$&&(!6$0C1A@C&G@C,F*?$67 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F*
8$?7 #%1,A.B %@@$/%$A%C1 G@C,F* T$ 87 #%1,A.B %@@$/%$A%C1 G@C,F*
;$T7 #%1,A.B %@@$/%$A%C1 G@C,F ! HdI$ 0$A$&$B.* Q43$ B,F.@C*%/.
/%B#,A$B.*fdY3M$G&(0.@$&/.D(/.>8>FDCBFD$A./.D(/@CG.1$B.

表 !9各组兔眼视网膜组织中 DFQ和 $7=蛋白
相对表达量比较"?(1'PDQ#

=186(!9$/?+1,&)/'/4,(61-&A((*+,())&/'6(A(6)/4DFQ1'2
$7=+,/-(&')&',(-&'1 /4,188&-)1?/'C 2&44(,('-

C,/0+)"?(1'PDQ#

组别 样本量 Q43蛋白相对表达量 HdI蛋白相对表达量

对照组 8 6k=?p7k6T 8k=?p7k6T

照射 67 #%1 组 8 6k:Tp7k7= 8k;7p7kT<

照射 ?7 #%1 组 8 6k?8p7k66$ 6k<8p7k66$

照射 87 #%1 组 8 7k9<p7k7:$E 7k<Tp7k68$E

照射 T7 #%1 组 8 7k7=p7k7?$E0 7k?<p7k7<$E0

C值 66;k9; 9=k=:

D值 n7k7; n7k7;

!注$与各自对照组比较%$Dn7k7;*与各自照射 ?7 #%1 组比较%EDn
7k7;*与各自照射 87 #%1 组比较%0Dn7k7;"单因素方差分析%ZQ3>+检
验#!Q43$超氧化物歧化酶*HdI$过氧化氢酶
!WCA.$HC#F$@./ L%AD AD.@.BF.0A%K.0C1A@C&G@C,F%$Dn7k7;*0C#F$@./ L%AD
AD.@.BF.0A%K.?7 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%EDn7k7;* 0C#F$@./ L%AD AD.
@.BF.0A%K.87 #%1,A.B%@@$/%$A%C1 G@C,F%0Dn7k7; "41.>L$(dW4Vd%ZQ3>+
A.BA#!Q43$B,F.@C*%/./%B#,A$B.*HdI$0$A$&$B.

<9讨论

关于巩膜胶原交联术安全性的研究相对较少%
D̀$1G等 + 67,

用 8 #S20#?
的紫外线照射兔眼不同的时

间%光学显微镜下观察发现照射时间在 T7 #%1 以内不
会对视网膜造成损伤%照射时间过长可引起视网膜损
伤( 本实验中未选用 8 #S20#?

的能量照射%而是采用
67 #S20#?

的能量照射%因为根据本生罗斯科互易律%
照射能量和照射时间的乘积相等%其光化学反应是等价
的%胶原交联效果与组织吸收的总能量成正比 + 66R6?, %通
过增加紫外线的能量密度%减少照射时间可以加速交联
反应( 本实验结果显示%从照射 ?7 #%1 开始%视网膜的

正常结构开始出现改变%这与 D̀$1G等 + 67,
对巩膜胶原

交联安全性研究的结果一致%均证明了照射时间过长可
引起视网膜损伤( 本实验通过电子显微镜观察同样发
现%从照射 ?7 #%1 开始%视网膜光感受器细胞外节和内
节均逐渐发生改变%照射 67 #%1 组视网膜组织在光学
显微镜和电子显微镜下均未出现明显的组织结构变化%
因此本实验通过组织病理学观察得出核黄素R紫外线 d
巩膜胶原交联照射 67 #%1 是安全的(

视网膜的光损伤分为机械损伤)热损伤和光化学损
伤

+ 68, ( 光化学损伤机制主要包括自由基和脂质过氧化
损伤)钙离子和内质网应激反应蛋白及细胞凋亡机
制

+ 6TR69, ( 紫外 线 照 射 时 会 产 生 大 量 活 性 氧 自 由
基

+ 6=R6<, %活性氧自由基可直接损伤 3Wd%促进细胞凋
亡%也可攻击蛋白质使蛋白质功能受损%还可以与生物
膜中的不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应%造成细胞膜
正常结构的破坏( 脂质过氧化反应的产物为 3̂d%通
常 3̂d的浓度可以反映视网膜内脂质过氧化水平%提
示视网膜的损伤程度( 本研究结果表明%核黄素R紫外
线 d巩膜胶原交联照射 ?7 #%1 后视网膜中 3̂d浓度
升高%说明视网膜中产生大量活性氧自由基%脂质过氧化
水平升高%视网膜出现损伤( 在以往的实验研究中%
S$1G等+?7,

用核黄素R紫外线"8:; 1#%8k7 #S20#? #照
射兔眼 87 #%1%通过 IiW"Z染色分析发现视网膜层凋亡
细胞%由此也可猜测胶原交联治疗过程中细胞的凋亡可
能是由细胞氧化损伤引起(

生理状态下%视网膜中存在清除自由基的抗氧化防
御系统包括酶类和非酶类抗氧化物质%Q43)fQM>Y*和
HdI作为主要的酶类抗氧化物质可保护视网膜免受氧
化损 伤

+ ?6, % 其 中 Q43 可 将 4?
R
分 解 为 M?4?% 而

fQM>Y*)HdI又能分解 Q43催化产生的 M?4? 和其他

来源的 M?4?%它们与体内的自由基处于动态平衡( 本
实验将 Q43)HdI)fQM>Y*作为观察指标%结果显示从
核黄素R紫外线 d巩膜胶原交联照射 ?7 #%1 开始%
Q43)HdI)fQM>Y*活性和 Q43)HdI蛋白相对表达量
随照射时间延长均逐渐下降%说明此时视网膜内产生了
过多活性氧自由基%大量消耗了视网膜中抗氧化物质同
时使其失活%视网膜内氧化和抗氧化系统间的相对平衡
受到破坏%视网膜发生氧化损伤%这与检测 3̂d浓度
得到的结论一致( 核黄素R紫外线 d巩膜胶原交联照
射 67 #%1 组 3̂d浓度%Q43)HdI活性和相对表达量%
以及 fQM>Y*活性与对照组相比差异均无统计学意义%
说明此时视网膜组织氧化系统和抗氧化系统处于动态

平衡%胶原交联术并未对视网膜造成损伤( 因此从视网
膜组织氧化和抗氧化角度同样认为核黄素R紫外线 d
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巩膜胶原交联照射 67 #%1 是安全的%照射 ?7 #%1 会对
视网膜造成损伤( 另外%根据本生罗斯科互易律和以往
实验证明%总能量为 ;kT U20#?

的核黄素R紫外线 d巩
膜胶原交联照射可增强巩膜生物力学强度

+ 66R6?%??, ( 本
实验照射 67 #%1 组总能量为 :k7 U20#?%结果显示核黄
素R紫外线 d巩膜胶原交联照射 67 #%1 是安全的%推测
其还可增强巩膜生物力学强度%但其影响及机制仍需进
一步研究(

综上所述%本研究结果表明 67 #S20#?
核黄素R紫

外线 d巩膜胶原交联照射 67 #%1 是安全的%照射时间
过长可引起视网膜的损伤( 本研究在病理组织学基础
上进一步研究了视网膜抗氧化能力的变化%从而为核黄
素R紫外线 d巩膜胶原交联术应用于临床提供理论依
据%但核黄素R紫外线 d巩膜胶原交联术对视网膜功能
的影响还有待进一步研究(
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