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!!$摘要%!目的!比较不同眼内灌注液对视网膜组织学及功能的影响)!方法!取人角膜内皮细胞

&OW&W'(人视网膜色素上皮&Ô &̀'细胞和大鼠视网膜神经节细胞& ]̂W'#分为正常对照组(平衡盐灌洗液

&TVV'组和复方电解质眼内灌注液&W&>>V'组#分别在含体积分数 "#o;b&bA:"E 培养基(TVV 和 W&>>V 中培

养 "E(E%(%D I#采用细胞计数试剂盒 D&WWcD'法测定培养细胞的增生 T值*采用细胞免疫荧光染色法检测培

养细胞中凋亡相关蛋白表达*采用流式细胞术测定细胞凋亡率和细胞周期*采用乳酸脱氢酶&a;O'和琥珀酸

脱氢酶&V;O'定量检测试剂盒检测细胞线粒体损伤) 选用新西兰大耳白兔 "B 只#采用抽签法随机分为对照

组 $ 只(TVV 组 @ 只和 W&>>V 组 @ 只#均取左眼行玻璃体切割术#术中根据分组方法分别采用不同的眼内灌注

液) 分别于术前和术后 E% I 采用闪光视网膜电图& &̂ ]'测定术眼视网膜功能#采用光相干断层扫描&=W8'

检测实验眼视网膜各层结构变化) 收集各时间点术眼眼球#采用 8U9&a染色法检测视网膜各层细胞的早期

凋亡情况*采用免疫组织化学染色法检测视网膜组织中细胞色素 W和 1(S蛋白表达情况*透射电子显微镜下

观察实验眼视网膜超微结构变化)!结果!TVV 组和 W&>>V 组 $ 种培养细胞均有不同程度的损伤#随培养时

间延长#细胞增生减少#凋亡细胞数量增加*与 TVV 组相比#W&>>V 组培养细胞排列致密整齐#细胞形态和大小

均一) TVV 组 Ô &̀细胞和 ]̂W的细胞凋亡率分别为 &$?m"B?n@mC"D'o和 & ECmCC$n"Em$$#'o#明显高于

W&>>V 组的&%m"@$n"m$"#'o和&@m$$?n"mC#$'o#差异均有统计学意义&5l#m##$(#m#%B') 正常对照组(TVV

组和 W&>>V 组间 OW&W和 Ô &̀细胞的 ]#A]"kV 期比例总体比较#差异均无统计学意义&OW&W":lEmEE@#

5l#m"DC*Ô &̀":lEm@$%#5l#m"B"'*TVV 组 ]̂W的 ]EAb分裂阻滞期比例高于正常对照组和 W&>>V 组#差

异均有统计学意义&5l#m#%?(#m#E%') 各培养时间点 W&>>V 组 OW&W(Ô &̀细胞和 ]̂W的增生 T值均明显

高于 TVV 组#差异均有统计学意义&均 5t#m#B') TVV 组各细胞中细胞色素 W(1(S(6(KL(K47$ 和 6(KL(K47C 荧光

强度强于正常对照组和 W&>>V 组#16*7E 荧光强度弱于 W&>>V 组#闭锁小带蛋白&f=7"'荧光强度弱于正常对照

组和 W&>>V 组) 不同时间点 TVV 组各细胞 a;O释放水平均明显高于 W&>>V 组&均 5t#m##"'*培养 %D I 时#

TVV 组各细胞 V;O释放水平高于 W&>>V 组#差异有统计学意义 &均 5t#m#B') E 个组兔眼玻璃体切割术后

=W8检查均未见视网膜组织学异常#但透射电子显微镜检查显示 E 个组术后均出现不同程度的视网膜感光

层细胞排列疏松(光感受器外节膜盘大量脱落(空泡变性等#以 TVV 组更为严重) 8U9&a染色显示术后凋亡

细胞主要位于视网膜内核层和 ]̂W层#TVV 组视网膜细胞凋亡数为 & "$BmEnEEmD'个A高倍视野#明显高于

W&>>V 组的&D"m$n"?m?'个A高倍视野#差异有统计学意义&.l%m"?B#5l#m##E') 全视野闪光 &̂ ]检查显示#

W&>>V 组术眼术后 E% I 暗视 $m# &̂ ](波(1 波振幅较术前有所下降#但差异均无统计学意义&均 5z#m#B'#

TVV 组术眼术后 E% I 暗视 $m# &̂ ](波(1 波振幅较术前显著下降#差异均有统计学意义&5l#m#E@(#m#"#')!

结论!与 TVV 比较#玻璃体切割术中眼内灌注 W&>>V 在体内(体外实验中对视网膜组织和功能损伤均较小)!

$关键词%!玻璃体切割术* 灌注液* 细胞活性* 视网膜功能* 细胞凋亡* 氧化应激

基金项目# 国家重点基础研究发展计划项目 &E#""WTB"#E##'* 国家自然科学基金项目 &D"@?#D?#'

;=>""#3$?@#A6'(3236.""BCDC7E#E##D"#7##B?B

N,56&.+/,*,1(-))11)2(/,13+11).)*(+*(.&,248&.+*14/+,*/,84(+,*/,*-+/(,8,7' &*314*2(+,*,1.)(+*&

]") (##I#'0;+%&#;) #̀%-)##(#) ]"#/#%&#<'#$)=#%&#$) $0)_"##:) $'1+##Z#' ;)#6'#;)'%& (8_"+%# #̀$)%#*+%&

Z)%#(#$'%#(#Z#'0̂#%
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*+,'-./+%.012,"."'3/030&4#5+6#%& 7%#8+-9#.45+0,3+[9;09,#.'3#C4+*#9+'9+9'%B 2,.0/+.-4O%9.#.).+#<+#=#%& N+4

('F0-'.0-401*#'&%09#9'%B M"+-',401K+.#%'3'%B !"0-0#B *#9+'9+9#!033+&+012,.0/+.-4#5+6#%& 7%#8+-9#.4;+'3."

PH#+%H+!+%.+-#<+#=#%& >???AA#!"#%'

!0--+9,0%B#%& ')."0-"(#Z#'0̂#%#C/'#3"B-3#̂#'0̂#%E>S@GH0/G

!;9/(.&2("<K9L)2(+:)<8F6F'L(J4HI44GG46HKFG5)GG4J4.H).HJ(F6+*(J).G+K)F. KF*+H)F.KF. I)KHF*F/-(.5

G+.6H)F. FGJ4H).(3! M)(-,3/! O+'(. 6FJ.4(*4.5FHI4*)(*64**K& OW&W'# I+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'

&Ô &̀' 64**K(.5 J(HJ4H).(*/(./*)F. 64**K& ]̂W' N4J45)M)545 ).HF.FJ'(*6F.HJF*/JF+L#1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.

&TVV' /JF+L (.5 6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F. &W&>>V' /JF+L#(.5 HI464**KN4J46+*H+J45 ).

"#o ;b&bA:"E '45)+'# TVV (.5 W&>>V GFJ"E# E% (.5 %D IF+JK# J4KL46H)M4*-# (66FJ5)./HF/JF+L)./38I4

LJF*)G4J(H)F. (1KFJ1(.64M(*+4FG6+*H+J45 64**KN(K'4(K+J45 1-64**6F+.H)./P)H7D &WWcD' '4HIF538I44SLJ4KK)F.

FG(LFLHFK)KJ4*(H45 LJFH4).K). 6+*H+J45 64**KN(K54H46H45 1-64**+*(J)''+.FG*+FJ4K64.64KH().)./38I464**(LFLHFK)K

J(H4(.5 64**6-6*4N4J4'4(K+J45 1-G*FN6-HF'4HJ-38I4')HF6IF.5J)(*5('(/4N(K54H46H45 1-*(6H(H454I-5JF/4.(K4

&a;O' (.5 K+66).(H454I-5JF/4.(K4& V;O' p+(.H)H(H)M454H46H)F. P)H3:)GH44. 94Nf4(*(.5 NI)H4J(11)HKN4J4

J(.5F'*-5)M)545 ).HF6F.HJF*/JF+L &%l$'#TVV /JF+L &%l@' (.5 W&>>V /JF+L &%l@'38I4*4GH4-4KN4J4H(P4. GFJ

M)HJ46HF'-(.5 5)GG4J4.H).HJ(F6+*(JL4JG+K)F. G*+)5KN4J4+K45 5+J)./M)HJ46HF'-(66FJ5)./HF/JF+L)./38I4J4H).(*

G+.6H)F. FGFL4J(H)M44-4KN(K'4(K+J45 1-G*(KI 4*46HJFJ4H).F/J(' & &̂ ]' 14GFJ4FL4J(H)F. (.5 E% IF+JK(GH4J

FL4J(H)F.#(.5 HI4KHJ+6H+J(*6I(./4KFG4(6I *(-4JFGJ4H).(N4J454H46H45 1-FLH)6(*6FI4J4.64HF'F/J(LI-&=W8'3

8I44(J*-(LFLHFK)KFGJ4H).(*64**KN(K54H46H45 1-8U9&aKH().)./38I44SLJ4KK)F.KFG6-HF6IJF'4W(.5 1(SLJFH4).

). J4H).(N4J454H46H45 1-)''+.FI)KHF6I4')6(*KH().)./38I4+*HJ(KHJ+6H+J(*6I(./4KFGJ4H).(N4J4F1K4JM45 +.54J(

HJ(.K')KK)F. 4*46HJF. ')6JFK6FL438I4+K4(.5 6(J4FG(.)'(*K6F'L*)45 N)HI HI4<̂ Y=KH(H4'4.H38I)KKH+5-LJFHF6F*

N(K(LLJFM45 1-(. &HI)6KWF'')HH44FG̀ 4P)./U.)M4JK)H- 4̀FL*4eKOFKL)H(*&9F3E#"C Ò&#BC'3!D)/48(/!8I4

HIJ44P).5KFG6+*H+J45 64**K). TVV (.5 W&>>V /JF+LKN4J45('(/45 ). M(J)F+K54/J44K3Q)HI HI44SH4.K)F. FG6+*H+J4

H)'4#LJF*)G4J(H45 64**KN4J4546J4(K45 (.5 HI4.+'14JFG(LFLHFH)664**KN(K).6J4(K453WF'L(J45 N)HI HI4TVV /JF+L#

6+*H+J45 64**K). HI4W&>>V /JF+L N4J454.K4(.5 ). FJ54J*-(JJ(./4'4.HN)HI +.)GFJ' 'FJLIF*F/-(.5 K)R438I4

(LFLHFK)KJ(H4KFGÔ &̀64**K(.5 ]̂W). HI4TVV /JF+L N4J4& $?m"B?n@mC"D'o (.5 & ECmCC$n"Em$$#'o#

J4KL46H)M4*-#NI)6I N4J4K)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. &%m"@$n"m$"#'o (.5 &@m$$?n"mC#$'o ). HI4W&>>V /JF+L &5l

#m##$##m#%B'38I4J4N(K.FK)/.)G)6(.H5)GG4J4.64). ]#A]"kV LI(K4J(H)FFGOW&W(.5 Ô &̀64**K('F./HI4

.FJ'(*6F.HJF*/JF+L#TVV /JF+L (.5 W&>>V /JF+L &OW&W":lEmEE@#5l#m"DC*Ô &̀":lEm@$%#5l#m"B"'#(.5

HI4LJFLFJH)F. FG]EAb 5)M)K)F. (JJ4KHLI(K4FĜ ]W). HI4TVV /JF+L N(KK)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. HI(H). HI4.FJ'(*

6F.HJF*/JF+L (.5 W&>>V /JF+L &5l#m#%?##m#E%'38I4LJF*)G4J(H)F. (1KFJ1(.64M(*+4KFGOW&W#Ô &̀64**K(.5

]̂W). HI4W&>>V /JF+L N4J4K)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. HIFK4). HI4TVV /JF+L (H4(6I 6+*H+J4H)'4LF).H&(**(H5t

#m#B'38I4G*+FJ4K64.64).H4.K)H-FG6-HF6IJF'4W# 1(S#6(KL(K47$ (.5 6(KL(K47C LJFH4).K). HI4TVV /JF+L N(K

KHJF./4JHI(. HI(H). HI4.FJ'(*6F.HJF*/JF+L (.5 W&>>V /JF+L#(.5 HI4G*+FJ4K64.64).H4.K)H-FG16*7E N(KN4(P4JHI(.

HI(H). HI4W&>>V /JF+L#(.5 HI4G*+FJ4K64.64).H4.K)H-FGRF.+*(F66*+54.7" &f=7"' N(KN4(P4JHI(. HI(H). HI4

.FJ'(*6F.HJF*/JF+L (.5 W&>>V /JF+L38I4J4*4(K4*4M4*FGa;O). HI4TVV /JF+L N(KK)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. HI(H).

HI4W&>>V /JF+L (H5)GG4J4.HH)'4LF).HK&(**(H5t#m##"'3<GH4J%D IF+JKFG6+*H+J4#HI4J4*4(K4*4M4*FGV;O). HI4

TVV /JF+L N(KK)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. HI(H). HI4W&>>V /JF+L &5t#m#B'39FJ4H).(*I)KHF*F/)6(*(1.FJ'(*)H)4KN(K

GF+.5 HIJF+/I =W84S(').(H)F. FGJ(11)H4-4K(GH4JM)HJ46HF'-). HI4HNF/JF+LK#1+HHJ(.K')KK)F. 4*46HJF. ')6JFK6FL-

KIFN45 HI(HHI4J4N4J45)GG4J4.H54/J44KFG*FFK4(JJ(./4'4.HFGJ4H).(*LIFHFJ464LHFJ64**K# (*(J/4.+'14JFG

LIFHFJ464LHFJF+H4J'4'1J(.45)K6KG(**)./FGG(.5 M(6+F*(J54/4.4J(H)F. ). HI4HNF/JF+LK#4KL46)(**-). HI4TVV

/JF+L38U9&aKH().)./KIFN45 HI(HHI4(LFLHFH)664**KN4J4'().*-*F6(H45 ). HI4)..4J.+6*4(J*(-4J(.5 ]̂W*(-4J3

8I4.+'14JFG(LFLHFH)6J4H).(*64**KN(K& "$BmEnEEmD' AI)/I7LFN4JG)4*5 FGM)K)F. ). HI4TVV /JF+L#NI)6I N(K

K)/.)G)6(.H*-I)/I4JHI(. & D"m$n"?m?' AI)/I7LFN4JG)4*5 FGM)K)F. ). HI4W&>>V /JF+L &.l%m"?B#5l#m##E'3:+**

G)4*5 G*(KI &̂ ]KIFN45 HI(HHI4('L*)H+54KFGK6FHFL)6$m# &̂ ](7(.5 17N(M4). HI4W&>>V /JF+L (GH4JFL4J(H)F.

N4J4K)/.)G)6(.H*-*FN4JHI(. HIFK414GFJ4FL4J(H)F.#1+HHI45)GG4J4.64KN4J4.FHKH(H)KH)6(**-K)/.)G)6(.H&(**(H5z

#m#B'38I4('L*)H+54KFGK6FHFL)6$m# &̂ ](7(.5 17N(M4). HI4TVV /JF+L (GH4JFL4J(H)F. N4J4K)/.)G)6(.H*-*FN4J

!DBC! 中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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HI(. HIFK414GFJ4FL4J(H)F. &5l#m#E@##m#"#'3!N,*284/+,*/!O% 8#80(.5 #% 8#.-0J4K4(J6I J4K+*HKKIFNHI(H

6F'L(J45 N)HI TVV#HI4J4N4J4G4N(LFLHFH)664**K). J4H).(*H)KK+4(GH4JM)HJ46HF'-L4JG+K45 1-W&>>V3

!=)' >,.3/"<Y)HJ46HF'-* >.G+K)F. KF*+H)F.K* W4**M)(1)*)H-* 4̂H).(*G+.6H)F.* <LFLHFK)K* =S)5(H)M4KHJ4KK

#4*36.,7.&5" 9(H)F.(*T(K)6 4̂K4(J6I J̀F/J(' FGWI).(& E#""WTB"#E## '* 9(H)F.(*9(H+J(*V6)4.64

:F+.5(H)F. FGWI).(&D"@?#D?#'

;=>""#3$?@#A6'(3236.""BCDC7E#E##D"#7##B?B

表 ?<GTT和 NCFFT组成成分比较
!&98)?<N,56&.+/,*,12,56,*)*(/9)(>))*GTT&*3NCFFT

灌注液!!!!! 相同成分 不同成分

TVV!!!!9(W*(cW*(W(W*E!EOE= b/W*E!@OE=(WEO$9(=E!$OE=(W@OB9($=?!EOE=

W&>>V!!! 9(W*(cW*(W(W*E!EOE= b/V=% (9(OW=$ (W@O"E=@!OE=

!注"TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方电解质眼内灌注液
!9FH4"TVV"1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

!!玻璃体切割术中改进眼内灌注液可以更好地保护
视网膜组织结构并改善视网膜功能

+ "Z$, #减少对视网
膜色素上皮细胞和角膜内皮细胞的损伤) 眼组织的新
陈代谢有赖于眼内液体成分及其作用#如 =E(LO和渗
透压等) 将无菌平衡盐灌洗液&1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.#
TVV'与改良无菌 TVV&必施佳'对眼组织的影响进行
比较发现#兔眼玻璃体切割术中应用乳酸林格液对术
后视网膜电图&4*46HJFJ4H).F/J('#&̂ ]'的 (波(1 波振
幅低于正常值所持续的时间比 TVV 和改良 TVV 更
长

+ %, #推测乳酸林格液的低 LO(高乳酸水平和低渗透
压可能对视网膜细胞产生永久性的损伤) 还有研究发
现#玻璃体切割术后早期病变主要发生在视网膜内#包
括视网膜的各层缺损或脱离(视神经纤维层外露(内丛
状层水肿和层厚增加等

+ BZ?, #因此术眼术后视力恢复
可能与术中灌注液介导的细胞内环境变化有关) 葡萄
糖是眼内灌注液中的重要组成成分#是维持视网膜正
常功能的必要元素) 复方电解质眼内灌注液&6F'LF+.5
4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.#W&>>V'中硫酸
镁(碳酸氢钠和葡萄糖的成分与 TVV 稍有不同&表 "'#
更符合眼组织细胞代谢的生理需求#但目前鲜见 TVV
与 W&>>V 对眼组织细胞功能和结构影响的比较) 本研
究拟观察这 E 种眼内灌注液对体外培养的人角膜内皮
细胞& I+'(. 6FJ.4(*4.5FHI4*)(*64**K#OW&W'(人视网
膜色素上皮& I+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'#Ô &̀'
细胞和大鼠视网膜神经节细胞&J4H).(*/(./*)F. 64**K#
]̂W'生存的影响#并比较 E 种眼内灌注液对兔玻璃
体切割术后视网膜功能和结构恢复的影响#为临床
玻璃体切割手术中眼内灌注液的选择提供参考

依据)

?<材料与方法

?3?!材料
?3?3?!实验细胞及动物!Ô &̀细胞系 & Ŵ aE$#E'
&美国 <88W细胞库'*OW&W系&<WW@%?' &德国微生
物菌种保藏中心'*大鼠 ]̂W&武汉普诺赛生命科技有
限公司') Ô &̀细胞系和 OW&W系均由天津科美生
物科技有限公司进行 V8̂ 分析*采用免疫荧光染色法
测定神经节细胞标志蛋白 1̂L'K和 TJ.$(在 ]̂W中
的表达) $[% 月龄新西兰大耳白兔 "@ 只#雌雄各半#
体质量 Em#[EmB P/#由北京科宇动物养殖中心提供)
实验动物的喂养和使用遵循美国视觉与眼科学研究协

会制定的 <̂ Y=声明) 本研究方案经北京大学人民
医院伦理委员会审批通过&批文号"E#"C Ò&#BC')
?3?3@!主要试剂及仪器!TVV &美国 <*6F. 公司'*
W&>>V&沈阳兴齐制药有限公司'*;b&bA:"E 培养基(
胎牛血清 &G4H(*1FM).4K4J+'#:TV' &美国 8I4J'F公
司'*乳酸脱氢酶&*(6H(H454I-5JF/4.(K4#a;O'试剂盒(
琥珀酸脱氢酶 &K+66).(H454I-5JF/4.(K4#V;O'试剂盒
&美国 V)/'(7<*5J)6I 公司'*蛋白质定量检测试剂盒
&TW<法 '(细胞计数试剂盒7D &64**6F+.H)./P)H7D#
WWc7D' &上海碧云天生物技术有限公司 '*<..4S).
Y7:>8W凋亡试剂盒(细胞周期检测试剂盒 &美国 T;
T)FK6)4.64K公司'*小鼠抗 1(S& DC%??'(小鼠抗 16*7E
&"B#?"'(小鼠抗 6(KL(K47$ & C@@D'(小鼠抗 6(KL(K47C
&CB#D'多克隆抗体&美国 W4**V)/.(*)./846I.F*F/-公
司'*<*4S(7@%?7结合山羊抗兔二抗&(1"B##D$'(<*4S(7
%DD7结合山羊抗小鼠二抗&(1"B#""$'(<*4S(7@%?7结合
驴抗山羊二抗 &(1"B#"$B '(兔抗细胞色素 W抗体

&(1C#BEC'(兔抗闭锁小带蛋白
& RF.+*(F66*+54.7"# f=7" ' 抗 体
&(1EE"B%?'&英国 <16('公司'*
8U9&a试剂盒 & g><$$ ' &美国
V)/'(公司') E$]玻璃体切割系
统&WF.KH4**(H)F. Y)K)F. V-KH4'#美
国 <*6F. 公司'*全视野闪光 &̂ ]
记录系统 & &̂8>LFJH#德国罗兰公
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司'*离心机&美国 8I4J'F:)KI4JV6)4.H)G)6公司'*流式
细胞仪&:<WVW(.HF&#美国T;公司'*酶标仪&>'(JP#美
国 T)F7̂(5 公 司 '* 荧 光 倒 置 显 微 镜 & >\B$# 日 本
=*-'L+K公司'*眼科超显微成像系统&%;7>V=W8#英国
=LHFLJF14公司'*超薄切片机 &a&>W<&b UW@#德国
a4)6(公司'*透射电子显微镜&8)H(.#美国:&>公司'*光
相干断层扫描仪&V &̀W8̂<a>V#德国海德堡公司')
?3@!方法
?3@3?!细胞分组及培养!取 Ô &̀细胞(OW&W和大
鼠 ]̂W#常规培养 $ 5 后#细胞达到 ?#o以上融合时#
将细胞分为正常对照组(TVV 组和 W&>>V 组) 正常对
照组 Ô &̀细胞和 OW&W培养于含体积分数 "#o:TV
的 ;b&bA:"E 中#大鼠 ]̂W培养于含体积分数 E#o
:TV 的 ;b&bA:"E 中#TVV 组和 W&>>V 组各细胞分别
培养于 TVV 或 W&>>V 眼内灌注液中#在 $? r(体积分
数 Bo W=E(饱和湿度空气培养箱中培养)
?3@3@!实验动物分组!采用抽签法将 "B 只实验兔分
为对照组 $ 只(TVV 组 @ 只和 W&>>V 组 @ 只#均取左眼
为实验眼#根据分组在玻璃体切割术中分别采用 TVV
和 W&>>V 眼内灌注液#对照组实验兔不进行手术)
?3@3A!实验动物玻璃体切割手术!采用肌内注射氯
胺酮&$B '/AP/'和甲苯噻嗪&B '/AP/'混合物行实验
兔全身麻醉#手术期间以同样注射方法追加氯胺酮
"D '/AP/和甲苯噻嗪 B '/AP/*术前双眼用左氧氟沙
星滴眼液各点眼 $ 滴#托吡卡胺滴眼液点术眼扩瞳*动
物麻醉后用庆大霉素注射液反复冲洗结膜囊#采用盐
酸丁卡因滴眼液点眼行表面麻醉) 采用 E$]玻璃体
切割系统行玻璃体切割术#操作如下"切开球结膜#做
标准 $ 个巩膜切口#将填充头(玻璃体切割头和光纤经
角膜缘后 " ''处进入玻璃体腔*术中选择标准化溶
液瓶高度以行玻璃体腔灌注#除保留靠近视网膜的玻
璃体以外#对其他部分玻璃体进行切割) 术中冲洗液
维持 @# ').#总手术时间不到 "mB I#用 ?7# 缝合线缝
合切口*术后用地塞米松滴眼液点眼) 所有动物实验
手术皆由同一人完成)
?3@3B!流式细胞术检测细胞凋亡率和细胞周期!将
细胞接种于培养皿中并进行分组处理#培养 E% I#采用
质量分数 #mEBo胰蛋白酶消化细胞# " ### s& 离心
B ').#收集沉淀*用预冷磷酸盐缓冲液 & LIFKLI(H4
1+GG4JKF*+H)F.# T̀V'洗涤 $ 次#将细胞重悬于含(..4S).
Y7:>8W和碘化丙啶& LJFL)5)+')F5)54# >̀'的结合缓冲
液中#采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况#计算细胞凋
亡率l早期凋亡率k晚期凋亡率) 将细胞重悬于含有
>̀和 9̂(K4的结合缓冲液中#采用流式细胞仪对细胞

周期进行分析)
?3@3O!WWc7D 法检测细胞活性!将细胞接种于 C@ 孔
板并进行分组处理#于培养 "E(E% 和 %D I 向每孔添加
"# $*WWc7D 溶液#$? r条件下继续培养 " I#用酶标
仪测定每孔波长 %B# .'处吸光度&T'值)
?3@3Q!免疫荧光法测定细胞中凋亡相关蛋白表达!
细胞接种在 C@ 孔板中#培养 E% I 后用预冷 T̀V 洗涤 E
次#加入质量分数 %o多聚甲醛固定 "B ').#用预冷
T̀V 洗涤 $ 次#加入 Bo牛血清白蛋白室温下封闭 " I*
分别置于小鼠抗 1(S抗体&" _" ###'(兔抗细胞色素 W
抗体&" _" ###'(小鼠抗 16*7E 抗体&" _" ###'(小鼠抗
6(KL(K47$ 抗体 & " _" ### '(小鼠抗 6(KL(K47C 抗体
&" _" ###'和兔抗 f=7" 抗体&" _" ###' % r下孵育过
夜# T̀V 洗涤 $ 次*用 <*4S(7@%? 结合山羊抗兔二抗&" _
E ###'(<*4S(7%DD 结合山羊抗小鼠二抗& " _E ###'和
<*4S(7@%? 结合驴抗山羊二抗&" _E ###'室温下避光孵
育 " I# T̀V 洗涤 $ 次*置于 ;<̀ >中室温下孵育 B ').#
T̀V 洗涤 $ 次*荧光倒置显微镜下观察培养细胞和视
网膜中相应蛋白表达的荧光强度)
?3@3I!各组细胞线粒体氧化应激损伤测定!按照
V;O和 a;O检测试剂盒说明书的步骤#提前将细胞铺
于 C@ 孔板中#每孔 "s"#@

细胞#分别于 "E(E%(%D I 每
孔加入预冷 "## $*分析缓冲液#冰上裂解 "# ').#
"# ###s& 离心 B ').#取上清#向每孔加入 B# $*裂解
上清#每个样品设置 E 个复孔#再加入 B# $*反应混合
物&分析缓冲液 %@ $*k基底混合物 E $*k探针 E $*'*
将 C@ 孔板于 EB r下孵育#每 B '). 测 " 次*用酶标仪
测定每孔 @## .'处 T值#总孵育时间不超过 $# ').)
阳性对照由试剂盒提供)
?3@3E!8U9&a染色法检测视网膜各层细胞的早期凋
亡情况!采用肌内注射行全身麻醉#摘取对照组和实
验组术后 E% I 各 $ 只兔左眼球#浸入眼球固定液中#
空气栓塞法处死实验兔*眼球固定 "# '). 后#用 " '*
注射器针头于角膜正中央穿刺以利于固定液进入眼

球#继续固定过夜*标本经过固定和冲洗后在脱水机中
梯度脱水#二甲苯透明#浸蜡#行石蜡包埋*沿视神经与
眼轴平行的平面进行石蜡切片#切片厚度为 B $'#@# r
烤片 "# I#备用) 按照 8U9&a试剂盒说明书步骤#取
切片用蛋白酶 c于 $? r条件下孵育 $# ').# T̀V 清
洗 $ 次#每次 $ ').*用体积分数 $o OE=E 封闭液室温

封闭 "# ').# T̀V 清洗 $ 次#每次 $ ').*滴加 $# $*新
鲜配置的 8U9&a混合液#于 $? r条件下孵育 @# ').#
T̀V 清洗 $ 次#每次 $ ').*滴加 B# $*VHJ4LH(M)5).7Ô `
工作液 #室温孵育 $ #'). # T̀V清洗 $次 #每次 $'). *
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图 ?<各组不同时间点 A 种细胞的形态学变化CsE###标尺lE# $''!随培养时间延长#TVV 组和 W&>>V 组细胞数量逐渐减少#正常对照组细胞数
逐渐增多!OW&W"人角膜内皮细胞*Ô &̀"人视网膜色素上皮* ]̂W"视网膜神经节细胞*TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方电解质眼内灌注液
#+74.)?<!-)5,.6-,8,7+2&81+*3+*7/,1YNCN#YD%C&*3DZN2)88/4*3).3+11).)*(248(4.)2,*3+(+,*/&(:&.+,4/(+5)6,+*(/CsE###1(Jl
E# $''!Q)HI HI44SH4.K)F. FG6+*H+J4H)'4#HI4.+'14JFG64**K). HI4TVV /JF+L (.5 W&>>V /JF+L N(K546J4(K45 /J(5+(**-#(.5 HI4.+'14JFG64**K). HI4
.FJ'(*6F.HJF*/JF+L N(K).6J4(K45 /J(5+(**-!OW&W" I+'(. 6FJ.4(*4.5FHI4*)(*64**K* Ô &̀" I+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'* ]̂W"J4H).(*/(./*)F.
64**K*TVV"1(*(.645 K(*HKF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

滴加 E## $*;<T显色液#室温孵育 "B ').# T̀V 清洗 $
次#每次 B ').*用苏木素染色液染核#清洗 $ 次后封片
直接观察) 取各组眼球各 $ 张切片用于 8U9&a染色#
计算 "## 倍显微镜视野下 8U9&a阳性细胞数)
?3@3[!免疫组织化学染色法测定兔视网膜组织中凋
亡相关蛋白表达 取各组眼球石蜡切片#脱蜡#抗原修
复 E# ').#自然冷却至室温*用 $o OE=E 封闭液室温

孵育 "# ').* T̀V 冲洗 $ 次#每次 $ ').*滴加小鼠抗
1(S抗体C" _B##'(兔抗细胞色素 W抗体C" _B##'% r
孵育过夜* T̀V 冲洗 $ 次#每次 $ ').*滴加反应增强
液#室温孵育 E# ').* T̀V 冲洗 $ 次#每次 $ ').*滴加
增强酶聚合物#室温孵育 E# ').* T̀V 冲洗 $ 次#每次
$ ').*加入新鲜配制的 ;<T显色液#室温孵育 B [
D ').*自来水冲洗#苏木素染色液孵育 E# K#封片后于
显微镜下观察并拍照)
?3@3?H!全视野闪光 &̂ ]检查术眼视网膜功能!分
别于术前和术后 E% I#采用全视野闪光 &̂ ]记录系统
对实验兔左眼进行闪光 &̂ ]检查#检查过程遵循国际
临床视觉电生理学会的记录标准) 在绝对暗室的红光
照明下C波长z@B# .''进行 &̂ ]记录*采用托吡卡胺
滴眼液点眼扩瞳#采用盐酸丁卡因滴眼液点眼表面麻
醉*动物在暗室中暗适应 " I#记录暗适应 &̂ ](振荡
电位CFK6)**(HFJ-LFH4.H)(*#=̀ K'和明适应 &̂ ]*检查时
将金属环状电极对准角膜中央#参考针状电极插入实
验兔颊部皮肤下#尽可能远离心脏#地电极插入尾部皮
下*按照设定程序参数开始进行闪光 &̂ ]刺激#记录
(波(1 波的振幅)
?3@3??! =W8检查术眼视网膜各层结构变化!分别
于术前和术后 E% I#采用光相干断层扫描仪对全身麻
醉状态下实验兔术眼视网膜视盘部位进行检测#观察

各组实验兔视网膜各层结构变化)
?3@3?@!透射电子显微镜下观察术眼超微结构变化!
取对照组和实验组术后 E% I 实验兔各 $ 只#采用肌内
注射全身麻醉#摘取左眼眼球#用体积分数 $o戊二醛
固定 $ I#用 #m" 'F*Aa T̀V 溶液CLO?mE'于 % r条件
下洗涤 E 次#每次 "# ').*用质量分数 "o锇酸于 % r
条件下固定 " I#直至样品变黑*将固定过的眼球用
#m" 'F*Aa T̀V 溶液 % r条件下洗涤 E 次#每次 "# ').*
依次用体积分数 B#o(?#o(C#o乙醇 % r条件下各脱
水 "# ').#然后用 "##o乙醇室温下脱水 $ 次#每次
"# ').*采用 "##o乙醇与环氧丙烷等比例混合溶液室
温下渗透 "# ').#环氧丙烷室温下渗透 "# ').*&LF.D"E
与环氧丙烷等比例混合溶液浸透 $# ').#真空干燥仪
C#mE[#m% P/A6'E '室温条件下干燥 E I 以上*使用
&LF.D"E 包埋#%# r条件下聚合 E I#@# r条件下聚合
% I#D# r条件下聚合 "# I*沿视神经与眼轴平行的平
面进行半薄切片#切片厚度为 " ### .'#甲苯胺蓝染
色 " ').#确定视网膜的位置及结构#再行超薄切片#切
片厚度为 ?# .'*醋酸铀和柠檬酸铅染色液室温下染
色 "# ').#漂洗后透射电子显微镜下观察并拍照)
?3A!统计学方法

采用 V V̀V E@m# 统计学软件进行统计分析) 计量
数据资料经 VI(L)JF7Q)*P 检验证实接近正态分布#以
'4(.nV;表示#经 a4M4.4检验证实方差齐) 各组间测
量指标总体差异比较采用单因素方差分析#组间两两
比较采用 aV;7.检验) 5t#m#B 为差异有统计学意义)

@<结果

@3?!各组不同时间点培养细胞的形态学变化
倒置显微镜下观察可见#随培养时间的延长#TVV
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图 @<各组 A 种细胞的细胞凋亡和细胞周期流式细胞分析图!<r细胞凋亡流式细胞
分析图!Tr细胞周期流式细胞分析图!TVVr平衡盐灌洗液*W&>>Vr复方电解质眼内灌
注液*OW&Wr人角膜内皮细胞*Ô &̀r人视网膜色素上皮* ]̂Wr视网膜神经节细胞
#+74.)@<;6,6(,/+/&*32)882'28),1(-.))0+*3/,12)88/+*)&2-7.,46&*&8'\)39'
18,>2'(,5)(.'!<r:*FN6-HF'4HJ)6(.(*-K)KFG(LFLHFK)KTr:*FN6-HF'4HJ)6(.(*-K)KFG64**
6-6*4! TVVr 1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.* W&>>Vr 6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./
KF*+H)F.*OW&WrI+'(. 6FJ.4(*4.5FHI4*)(*64**K*Ô &̀rI+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'*
]̂WrJ4H).(*/(./*)F. 64**K

组和 W&>>V 组细胞数量逐渐减少#正常对照组细胞数
逐渐增多) 培养 %D I#TVV 组培养基中可见大量漂浮
细胞#细胞排列紊乱#形态不均一*W&>>V 组培养细胞
排列致密整齐#细胞形态和大小均一) TVV 组和 W&>>V
组细胞数量均少于正常对照组&图 "')
@3@!各组细胞状态比较

正常对照组(TVV 组和 W&>>V 组间
Ô &̀细胞和 ]̂W的细胞凋亡率总体比较
差异均有统计学意义 & Ô &̀r:l$?mED?#
5t#m##"* ]̂Wr :l?m$?D# 5l#m#E% '#
OW&W细胞凋亡率总体比较差异无统计学
意义&:l$mC"C#5l#m#DE') TVV 组 Ô &̀
细胞和 ]̂W的细胞凋亡率分别为&$?m"B?n
@mC"D'o和 & ECmCC$ n"Em$$#'o#明显高
于 W&>>V 组的&%m"@$n"m$"#'o和&@m$$?n
"mC#$'o#差异均有 统 计 学 意 义 & 5l
#m##$(#m#%B'*TVV 组和 W&>>V 组 OW&W
细胞凋亡率分别为 & "@m$D#nDmC@C'o和
&$mE@?n#mE@B'o#组间比较差异无统计
学意义&5l#m"#?'&图 E<')

正常对照组( TVV 组和 W&>>V 组间
OW&W和 Ô &̀细胞的 ]#A]"kV 期比例
总体比较差异均无统计学意义 &OW&Wr
:lEmEE@#5l#m"DC*Ô &̀r:lEm@$%#5l
#m"B"') 各组间 ]̂W的 ]EAb期比例总
体比较差异有统计学意义&:lDm$B%#5l
#m#"D'*其中 TVV 组 ]̂W的 ]EAb期比例
高于 ;b&b组和 W&>>V 组#差异均有统计
学意义&5l#m#%?(#m#E%' &图 ET') 各培
养时间点 W&>>V 组 OW&W( Ô &̀细胞和
]̂W的增生 T值均明显高于 TVV 组#差异
均有统计学意义&均 5t#m#B'&表 E')
@3A!各组不同细胞凋亡相关蛋白表达
比较

细胞 免 疫 荧 光 染 色 显 示# TVV 组
OW&W(Ô &̀细胞和 ]̂W中细胞色素 W(
1(S(6(KL(K47$ 和 6(KL(K47C 均呈强荧光表
达#荧光强度强于正常对照组和 W&>>V 组#
16*7E 荧光强度弱于 W&>>V 组*TVV 组各细
胞f=7" 呈弱荧光表达#荧光强度低于正常
对照组和 W&>>V 组&图 $')
@3B!各组不同细胞中 a;O和 V;O释放
量比较

培养 "E(E%(%D I 时 TVV 组 $ 种细胞

中 a;O释放水平均高于 W&>>V 组#差异均有统计学意
义&均 5t#m##"'*不同时间点 TVV 组 $ 种细胞中 a;O
释放水平均高于相应时间点正常对照组#差异均有统
计学意义&均 5t#m##"'*培养 "E I 时#W&>>V 组 Ô &̀
细胞( ]̂W中 a;O释放水平高于正常对照组#OW&W
细胞中 a;O释放水平低于正常对照组#差异均有统计

!E@C! 中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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图 A<各组 A 种细胞 mK$?(9&J(928$@(细胞色素 N(2&/6&/)$A 和 2&/6&/)$[ 免疫荧光染色图 &sE###标尺lE# $''!TVV 组各细胞中细胞色素 W(
1(S(6(KL(K47$ 和 6(KL(K47C 蛋白荧光强度强于正常对照组和 W&>>V 组#16*7E 蛋白荧光强度弱于 W&>>V 组#f=7" 蛋白荧光强度弱于正常对照组和
W&>>V 组!TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方电解质眼内灌注液*OW&W"人角膜内皮细胞*Ô &̀"人视网膜色素上皮* ]̂W"视网膜神经节细胞
#+74.)A<F554*,184,.)/2)*2)/(&+*+*7 ,1(-.))2)88/1,.mK$?#9&J#928$@#2'(,2-.,5)2#2&/6&/)$A &*32&/6&/)$[ +*)&2-7.,46&sE### 1(Jl
E# $''!8I4G*+FJ4K64.64).H4.K)H-FG6-HF6IJF'4W#1(S#6(KL(K47$ (.5 6(KL(K47C LJFH4).K). HI4TVV /JF+L N(KKHJF./4JHI(. HI(H). HI4.FJ'(*6F.HJF*
/JF+L (.5 W&>>V /JF+L38I4G*+FJ4K64.64).H4.K)H-FG16*7E LJFH4). ). W&>>V /JF+L N(KKHJF./4JHI(. HI(H). HI4TVV /JF+L38I4G*+FJ4K64.64).H4.K)H-FGf=7
" LJFH4). ). HI4TVV /JF+L N(KN4(P4JHI(. HI(H). HI4.FJ'(*6F.HJF*/JF+L (.5 W&>>V /JF+L!TVV"1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4
).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.*OW&W"I+'(. 6FJ.4(*4.5FHI4*)(*64**K*Ô &̀"I+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'* ]̂W"J4H).(*/(./*)F. 64**K

表 @<各组不同时间点 A 种细胞增生 !值比较&5)&*STR'
!&98)@<N,56&.+/,*,16.,8+1).&(+,*&9/,.9&*2):&84),1YNCN#YD%C2)88/&*3DZN&5,*7 3+11).)*(7.,46/&(:&.+,4/(+5)

6,+*(/&5)&*STR#!:&84)'

组别

样

本

量

培养 "E I 不同细胞 T值 培养 E% I 不同细胞 T值 培养 %D I 不同细胞 T值

OW&W Ô &̀ ]̂W OW&W Ô &̀ ]̂W OW&W Ô &̀ ]̂W

正常对照组 $ #m$B#n#m#$@ #m?$@n#m#D@ #m@%?n#m#?C #m%$Bn#m#%% "mBE%n#m#@" "m$"?n#m#$? #m@%Dn#m#?@ #mC$Cn#m"## #mCEBn#m#E?

TVV 组 $ #m"EEn#m#"B #m#@?n#m##$ #m"DDn#m##% #m#B@n#m##$ #m#?Cn#m#E# #m"C?n#m#$B #m#@#n#m##% #m""En#m#"B #mE@@n#m#%E

W&>>V 组 $ #m$"Bn#m#"?1 #mD%Cn#m#D"1 #m$DEn#m#ED(1 #mEEBn#m#E#(1 "m$DBn#m"?"1 #mBECn#m""#(1 #m"E#n#m##B(1 #m?E%n#m#D$(1 #mD?#n#m"#C1

:值 ?@mBDD ""%m?%B @?m$#% "$Dm"$# "?#mB"E E"@mDBB "@"m%%C C@m$?@ D$m@$$

5值 t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##"

!注"与正常对照组比较#(5t#m#B*与 TVV 组比较#15t#m#B&单因素方差分析#aV;7.检验'!OW&W"人角膜内皮细胞*Ô &̀"人视网膜色素上皮*
]̂W"视网膜神经节细胞*TVV"平衡盐溶液*W&>>V"复方电解质眼内灌注液

!9FH4"WF'L(J45 N)HI HI4.FJ'(*6F.HJF*/JF+L#(5t#m#B*6F'L(J45 N)HI HI4TVV /JF+L#15t#m#B &=.47N(-<9=Y<#aV;7.H4KH'!OW&W"I+'(. 6FJ.4(*
4.5FHI4*)(*64**K* Ô &̀" I+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'* ]̂W" J4H).(*/(./*)F. 64**K* TVV" 1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.* W&>>V" 6F'LF+.5 4*46HJF*-H4
).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

学意义&均 5t#m##"'*培养 E% I 时#W&>>V 组 $ 种细胞
a;O释放水平均高于相应时间点正常对照组#差异均
有统计学意义&均 5t#m##"'*培养 %D I 时#W&>>V 组
OW&W(Ô &̀细胞 a;O释放水平高于正常对照组#

]̂W的 a;O释放水平低于正常对照组#差异均有统
计学意义&均 5t#m##"'&表 $')

培养 "E I 时#TVV 组 OW&W和 ]̂W的 V;O释放
水平均高于W&>>V组 #差异均有统计学意义 &均5t

!$@C!中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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表 A<各组不同时间点 A 种细胞 URY释放量比较+5)&*STR#*5,8X&5+*$58',
!&98)A<N,56&.+/,*,1URY.)8)&/+*7 8):)8&5,*7 (-.))0+*3/,12)88/&5,*7 3+11).)*(7.,46/&(:&.+,4/(+5)6,+*(/

+5)&*STR#*5,8X&5+*$58',

组别

样

本

量

培养 "E I 不同细胞释放量 培养 E% I 不同细胞释放量 培养 %D I 不同细胞释放量

OW&W Ô &̀ ]̂W OW&W Ô &̀ ]̂W OW&W Ô &̀ ]̂W

正常对照组 $ "%DmBBn#mB? ?CmEDn#mBE CBm$@n#m$? E#?mB%n#m?? B"m?%n#m%D E"Cm"$n#mEB "%"m%Bn#mBD C"mDDn#mC@ E?$mC"n#m"@

TVV 组 $ "@#mECn#m"B( E%CmEDn#m%#( "B?mC?n#m$@( EB$m%Dn#m"C( B@%m?Dn#mC%( $?Bm?Dn#mBE( %CEm?Bn#m$"( %C#mD?n#m$%( $#?mBEn#m?@(

W&>>V 组 $ DBm@Dn#mEE1 ""?m$Cn#mC%1 "?DmD%n#m$#1 EEDm%"n#m"B1 "EBm$@n#mB?1 ECCm"$n#mE$1 $CEmC#n#m"@1 "%"mDDn#m%?1 E@BmD#n#mBC1

:值 %B CEBm$DC BE C"Dm$B% %# %B$mC@$ D $$#m%C@ %%C ?#"m%?# "$$ DB?m#BD @E# D#$mD$D $#? $B#m#%@ % $?#m"$D

5值 t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##" t#m##"

!注"与正常对照组比较#(5t#m#B*与 TVV 组比较#15t#m#B&单因素方差分析#aV;7.检验'!a;O"乳酸脱氢酶*TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方
电解质眼内灌注液*OW&W"人角膜内皮细胞*Ô &̀"人视网膜色素上皮* ]̂W"视网膜神经节细胞
!9FH4"WF'L(J45 N)HI HI4.FJ'(*6F.HJF*/JF+L#(5t#m#B*6F'L(J45 N)HI HI4TVV /JF+L#15t#m#B &=.47N(-<9=Y<#aV;7.H4KH' ! a;O"*(6H(H4
54I-5JF/4.(K4*TVV" 1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.* W&>>V" 6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.* OW&W" I+'(. 6FJ.4(*4.5FHI4*)(*64**K*
Ô &̀"I+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'* ]̂W"J4H).(*/(./*)F. 64**K

表 B<各组不同时间点 A 种细胞 TRY释放量比较+5)&*STR#*5,8X&5+*$58',
!&98)B<N,56&.+/,*,1TRY.)8)&/+*7 8):)8&5,*7 (-.))0+*3/,12)88/&5,*7 3+11).)*(7.,46/&(:&.+,4/(+5)6,+*(/

+5)&*STR#*5,8X&5+*$58',

组别

样

本

量

培养 "E I 不同细胞释放量 培养 E% I 不同细胞释放量 培养 %D I 不同细胞释放量

OW&W Ô &̀ ]̂W OW&W Ô &̀ ]̂W OW&W Ô &̀ ]̂W

正常对照组 $ Z#m#@"n#m##$ Z#mE?$n#m#EB Z#m#$En#m##% Z#m#B"n#m##$ Z#m$?En#m##D Z#m#E#n#m##? Z#m#%Cn#m##$ Z#m"%$n#m#EB Z#m#E#n#m##$

TVV 组 $ Z#m#$#n#m##$ Z#m"B?n#m#E" Z#m#"#n#m##$ Z#m#$#n#m##$ Z#m"E?n#m#"# Z#m#E"n#m##C Z#m#$#n#m##B Z#m""?n#m#E" Z#m##Bn#m##B

W&>>V 组 $ Z#m#%"n#m##$(Z#m"D?n#m#BB Z#m#$"n#m##$( Z#m#B"n#m##$(Z#mEE#n#m#?E(Z#m#$En#m##C Z#m#%"n#m##$(Z#mB?$n#mE?B(Z#m#B"n#m##$(

:值 DEm$$$ Dm#B? %?mDBB BEmBB" EBm@$E "mC$D EBm?"@ ?m?#D ""CmB$$

5值 t#m##" #m#E# t#m##" t#m##" #m##" #mEE% #m##" #m#EE t#m##"

!注"与 TVV 组比较#(5t#m#B&单因素方差分析#aV;7.检验'!V;O"琥珀酸脱氢酶*TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方电解质眼内灌注液*OW&W"人角
膜内皮细胞*Ô &̀"人视网膜色素上皮* ]̂W"视网膜神经节细胞
!9FH4"WF'L(J45 N)HI HI4TVV /JF+L#(5t#m#B &=.47N(-<9=Y<#aV;7.H4KH'!V;O"K+66).(H454I-5JF/4.(K4*TVV"1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5
4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.*OW&W"I+'(. 6FJ.4(*4.5FHI4*)(*64**K*Ô &̀"I+'(. J4H).(*L)/'4.H4L)HI4*)+'* ]̂W"J4H).(*/(./*)F. 64**K

#m#B'#TVV 组 Ô &̀细胞 V;O释放水平与 W&>>V 组
比较差异无统计学意义&5l#m$BC'*培养 E% I 时#TVV
组 OW&W与 Ô &̀细胞 V;O释放水平高于 W&>>V 组#
差异有统计学意义&5t#m#B'*培养 %D I 时#TVV 组 $
种细胞 V;O释放水平均高于 W&>>V 组#差异均有统计
学意义&均 5t#m#B'&表 %')
@3O!各组实验兔手术前后视网膜细胞凋亡情况及凋
亡相关蛋白表达变化

术前 TVV 组和 W&>>V 组术眼视网膜细胞凋亡数分
别为&"BmDn"#m%'个A高倍视野和&"CmDnCm"'个A高倍
视野#E 个组比较差异无统计学意义&5l#mB$"'*TVV
组和 W&>>V 组中 1(S和细胞色素 W蛋白呈弱表达) 玻
璃体切割术后 E% I#视网膜凋亡细胞主要位于视网膜
内核层和 ]̂W层*细胞色素 W主要表达于光感受器
层) TVV 组细胞色素 W表达强于 W&>>V 组*1(S蛋白主
要表达于视网膜外核层#E 个组间视网膜 1(S蛋白表
达强度无明显差别*术后 TVV 组视网膜细胞凋亡数为

&"$BmEnEEmD'个A高倍视野#高于 W&>>V 组的 & D"m$n
"?m?'个A高倍视野#差异有统计学意义&.l%m"?B#5l
#m##E'&图 %')
@3Q!各组实验兔视网膜各层结构变化

TVV 组术前和术后神经节细胞层k内丛状层k内核
层厚度分别为&"$"m@?n%mB#'$'和&"$Em##n%mC#'$'#
外丛状层k外核层厚度分别为 &"""m@?n"BmCE'$'和
&""Em$$n"%mC?'$'#术前与术后各厚度值比较#差异均
无统计学意义&均5z#m#B'*W&>>V 组术前和术后神经节
细胞层k内丛状层k内核层厚度分别为 & "$#m@? n
$m%#'$'和&"$%m@?nEm#B'$'#外丛状层k外核层厚度
分别为&"%%m$$nE#mB$'$'和&"%Bn"BmEB'$'#术前与
术后各厚度值比较#差异均无统计学意义&均 5z#m#B')
术后未见视网膜脱离发生&图 B')
@3I!实验兔视网膜超微结构变化

透射电子显微镜检查显示#实验兔非手术眼视网
膜组织结构层次清楚#细胞排列致密#外核层细胞核排

!%@C! 中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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BSS组 CEIIS组 BSS组 CEIIS组
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50μm 50μm 50μm
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图 B<各组术前及术后 @B -术眼视网膜细胞凋亡(细胞色素 N及
9&J 免疫组织化学染色图&;<Ts%###标尺lB# $''!术前 TVV 组
和 W&>>V 组术眼视网膜中 8U9&a阳性细胞凋亡数均较低#术后 TVV

组视网膜中 8U9&a阳性细胞染色明显强于 W&>>V 组#主要位于视网
膜内核层和 ]̂W层) 术前TVV 和W&>>V 组术眼视网膜中细胞色素W

蛋白呈弱表达#术后 TVV 组细胞色素 W表达强于 W&>>V 组#主要表达
在光感受器层) 术前 TVV 和 W&>>V 组术眼视网膜中 1(S蛋白呈弱表
达#术后 TVV 组和 W&>>V 组视网膜中 1(S蛋白表达均增强#且 E 个组
间无明显差别!TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方电解质眼内灌注液
#+74.)B<F554*,-+/(,2-)5+2&8/(&+*+*7 ,1.)(+*&82)88&6,6(,/+/#
2'(,2-.,5)N&*39&J +*:&.+,4/7.,46/9)1,.)&*3@B -,4./&1().
/4.7).' &;<Ts%###1(JlB# $''!8I4.+'14JFG(LFLHFH)68U9&a7
LFK)H)M464**K). HI4J4H).(FGHI4TVV /JF+L (.5 W&>>V /JF+L N4J4*FN4J
14GFJ4FL4J(H)F.3<GH4JFL4J(H)F.#HI48U9&a7LFK)H)M464**KH().)./). HI4
J4H).(FGHI4TVV /JF+L N(KF1M)F+K*-KHJF./4JHI(. HI(HFGHI4W&>>V
/JF+L#NI)6I N(K'().*-*F6(H45 ). HI4)..4J.+6*4(J*(-4J(.5 ]̂W*(-4J3
T4GFJ4FL4J(H)F.#6-HF6IJF'4WLJFH4). N(KN4(P*-4SLJ4KK45 ). HI4J4H).(
FGTVV (.5 W&>>V /JF+LK3<GH4JFL4J(H)F.#HI44SLJ4KK)F. FG6-HF6IJF'4W
). HI4TVV /JF+L N(KKHJF./4JHI(. HI(H). HI4W&>>V /JF+L#NI)6I '().*-
4SLJ4KK45 ). HI4LIFHFJ464LHFJ*(-4J3Q4(P 4SLJ4KK)F. FG1(SLJFH4). N(K
GF+.5 ). HI4J4H).(FGTVV (.5 W&>>V /JF+LK14GFJ4FL4J(H)F.#(.5 HI4
4SLJ4KK)F. FG1(SLJFH4). N(K).6J4(K45 ). HI4J4H).(FGTVV (.5 W&>>V
/JF+LK(GH4JFL4J(H)F.#(.5 HI4J4N(K.FK)/.)G)6(.H5)GG4J4.6414HN44. HI4
HNF/JF+LK!TVV" 1(*(.645 K(*).4KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4
).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

列规则*TVV 组和 W&>>V 组术后术眼视网膜感光层细
胞排列疏松#视网膜光感受器外节膜盘大量脱落#出现
叠状结构解离和空泡变性#部分细胞核皱缩#^̀ &细
胞色素颗粒减少#线粒体肿胀#内膜嵴消失#出现空泡#
以 TVV 组更为严重&图 @')
@3E!各组实验眼视网膜功能比较

术前 TVV 组与 W&>>V 组术眼 (波(1 波振幅值比较
差异均无统计学意义&5l#m$?%(#m"BC') 术后 E% I#
TVV 组术眼暗适应 #m#"&65!KA'E'&̂ ]1 波振幅较术
前显著降低#差异有统计学意义&5l#m#$?'*W&>>V 组术
眼手术前后 1 波振幅比较差异无统计学意义 &5l
#m"E$') 术后 E% I#TVV 组术眼暗适应 $m#&65!KA'E'
&̂ ]((1 波振幅较术前均明显下降#差异均有统计学
意义&5l#m#E@(#m#"#'*W&>>V 组兔眼术后 ((1 波振

术前 术后24h

CE
II
S组

BS
S组

图 O<手术前后 GTT组和 NCFFT组术眼视网膜 KN!图!术后 E% I
各组术眼视网膜结构和厚度与术前比较均无明显变化!TVV"平衡
盐灌洗液*W&>>V"复方电解质眼内灌注液
#+74.)O<D)(+*&8KN!+5&7)/,1(-)GTT7.,46&*3NCFFT7.,46
&1().,6).&(+,*!8I4J4N4J4.FK)/.)G)6(.H6I(./4K). J4H).(*KHJ+6H+J4
(.5 HI)6P.4KK14HN44. 14GFJ4(.5 E% IF+JK(GH4JFL4J(H)F.!TVV"1(*(.645
K(*).4KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

正常对照组 BSS组 CEIIS组

5μm

2μm

5μm

2μm

5μm
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高
倍

低
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图 Q<各组实验眼术后视网膜超微结构变化!透射电子显微镜检查
结果证实 E 个组术后视网膜有轻微的组织学改变#术后 E% I 细胞密
度较术前稀疏#光感受器外节膜盘大量脱落#出现叠状结构解离和
空泡变性#TVV 组比 W&>>V 组更严重!TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复
方电解质眼内灌注液

#+74.)Q<D)(+*&848(.&/(.42(4.&82-&*7)/,1)J6).+5)*(&8)')/+*
)&2-7.,46&1().,6).&(+,*!V*)/IHI)KHF*F/)6(*6I(./4KN4J4GF+.5 ).
HI4J4H).(FGTVV (.5 W&>>V /JF+LK(GH4JFL4J(H)F. N)HI (HJ(.K')KK)F.
4*46HJF. ')6JFK6FL438I464**54.K)H-(HE% IF+JK(GH4JFL4J(H)F. N(K
KL(JK4J6F'L(J45 N)HI HI(H14GFJ4FL4J(H)F.3<*(J/4.+'14JFG'4'1J(.4
5)K6K). LIFHFJ464LHFJF+H4JK4/'4.HG4**FGG3;)KKF6)(H)F. FGFM4J*(LL45
KHJ+6H+J4(.5 HI4M(6+F*(J54/4.4J(H)F. N4J4F1K4JM45 ). HI4HNF/JF+LK#
NI)6I N4J4'FJ4K4J)F+K). TVV /JF+L HI(. W&>>V /JF+L!TVV"1(*(.645
K(*).4KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

幅较术前均有所下降#但差异均无统计学意义 &5l
#m#C$(#m"BC') TVV 组和 W&>>V 组术眼术后 =̀ K波总
振幅较术前均有所下降#但差异均无统计学意义&5l
#m@%E(#mEBD') TVV 组术眼术前 $#OR闪烁光 &̂ ]振
幅为&Cm@En$mEE'$Y#术后降低至 &"m?Cn"m#%'$Y#
差异有统计学意义&.l%m???#5l#m##E'#W&>>V 组术
眼 $#OR闪光 &̂ ]振幅从术前的&Cm@DnBm"%'$Y降
低至术后的&$m#@n"m#%'$Y#差异无统计学意义&.l

!B@C!中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*#9FM4'14JE#E"#YF*3$C#9F3""
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"m?DB倍5l#m"%C'&表 B[?')

表 O<各组内术眼手术前后暗视 H Ĥ? CDZ9波振幅比较
&5)&*STR倍$s'

!&98)O<N,56&.+/,*,16.),6).&(+:)&*36,/(,6).&(+:)/2,(,6+2
H_H? CDZ9$>&:)&568+(43)+*)&2-7.,46&5)&*STR倍$s'

时间 样本量 TVV 组 1 波 W&>>V 组 1 波

术前 $ $DmC?n"?mCE DDmC?nB"m?D

术后 $ "@m%$n%m$E "?m"BnBm?%

.值 EmB?# Em"#?

5值 #3#$? #3"E$

!注"&配对 .检验' &̂ ]"视网膜电图*TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方
电解质眼内灌注液

! 9FH4" & (̀)J45 .7H4KH' &̂ ]" 4*46HJFJ4H).F/J('* TVV" 1(*(.645 K(*).4
KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

表 Q<各组内术眼手术前后暗视 A Ĥ CDZ &(9波振幅比较
&5)&*STR倍$s'

!&98)Q<N,56&.+/,*,16.),6).&(+:)&*36,/(,6).&(+:)
/2,(,6+2A Ĥ CDZ &$&*39$>&:)&568+(43)/+*)&2-

7.,46&5)&*STR倍$s'

时间

样

本

量

TVV 组 W&>>V 组

(波 1 波 (波 1 波

术前 $ %#3"?nEBm"% ?"m@$nEBm#C B#3E$n"@mC# ""Bm?n%BmD%

术后 $ @mB"n %mB" E@mBDn?mCC E$mC#n "m%C B@m$n"@m"?

.值 EmD#$ $mB$@ EmE"$ "mBCE

5值 #3#E@ #3#"# #3#C$ #3"BC

!注"&配对 .检验' &̂ ]"视网膜电图*TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方
电解质眼内灌注液

! 9FH4" & (̀)J45 .7H4KH' &̂ ]" 4*46HJFJ4H).F/J('* TVV" 1(*(.645 K(*).4
KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

表 I<各组内术眼手术前后明视 A Ĥ CDZ &(9波振幅比较
&5)&*STR倍$s'

!&98)I<N,56&.+/,*,16.),6).&(+:)&*36,/(,6).&(+:)
6-,(,6+2A Ĥ CDZ &$&*39$>&:)&568+(43)/+*)&2-

7.,46&5)&*STR倍$s'

时间

样

本

量

TVV 组 W&>>V 组

(波 1 波 (波 1 波

术前 $ ?mC"nBmEB B?mE?nE#3DD "EmECnBm?C CBm"?n%$m$%

术后 $ @m#"nEm$B E#3D$n BmE$ $m"$nEmB$ EBmC#n %m@D

.值 #m@BD "mDD? Em#B" EmE%?

5值 #3B$E #3"B? #3""# #3#DD

!注"&配对 .检验' &̂ ]"视网膜电图*TVV"平衡盐灌洗液*W&>>V"复方
电解质眼内灌注液

! 9FH4" & (̀)J45 .7H4KH' &̂ ]" 4*46HJFJ4H).F/J('* TVV" 1(*(.645 K(*).4
KF*+H)F.*W&>>V"6F'LF+.5 4*46HJF*-H4).HJ(F6+*(J)JJ)/(H)./KF*+H)F.

A<讨论

由于玻璃体切割术有导致眼内炎症的风险或对视

网膜功能的恢复产生影响倍因此术中选择最佳的眼内
灌注溶液对术眼视觉质量和患者生活质量的改善至关

重要) #3Co氯化钠溶液(TVV(透明质酸盐和硅油等均
可作为玻璃体切割术的眼内填充物

+ DZ"#, 倍但从理论上
讲 W&>>V 所含成分更接近视网膜及其他眼组织代谢所
需组分)

OW&W(Ô &̀细胞和 ]̂W对玻璃体切割术后视
觉功能的恢复至关重要) 本研究采用 TVV 和 W&>>V 对
这些细胞进行体外培养倍发现 TVV 和 W&>>V 对这些细
胞的增生活力均有一定的影响倍但 W&>>V 条件下的细
胞活力优于 TVV) 本研究采用免疫组织化学染色法证
实 TVV 组细胞 f=7" 的表达水平明显低于 W&>>V 组倍推
测主要是由 TVV 中碳酸氢盐和葡萄糖成分缺失所致)
此外倍$ 种细胞对葡萄糖成分的敏感性有所不同倍
Ô &̀细胞反应最为敏感倍推测 Ô &̀细胞对碳酸氢
盐和葡萄糖的依赖性可能高于其他细胞) 研究发现倍
碳酸氢盐对维持正常视网膜功能是必不可少的倍葡萄
糖在维持细胞活力(减少凋亡(维持细胞周期(保持细
胞间的正常连接和通讯(减少氧化还原介导的损伤及
维持线粒体结构和功能等方面尤为重要倍这可能是体
外细胞实验中 W&>>V 组细胞活性好(损伤小的主要原
因

+ ""Z"$, )
为了验证离体实验的研究结果倍本研究进行了相

应的在体动物实验倍结果显示玻璃体切割术后视网膜
的 =W8影像未见明显变化) 然而倍透射电子显微镜下
观察可见术后视网膜超微结构发生轻微改变倍本研究
结果与孟自军等

+ "%,
和 O(K+'+J(等 + "B,

的研究结果一

致) 84J(K(P)+ "@,研究发现倍玻璃体切割术术中填充液
释放到玻璃体中的化学介质可引起视网膜功能下降倍
=W8检查结果也提示视网膜厚度的减少有助于其功
能恢复) 然而倍本研究结果未发现手术前后视网膜厚
度变化)

本研究采用闪光 &̂ ]检查评估实验眼视网膜功
能倍结果显示 TVV 组和 W&>>V 组术眼均可见视网膜内
层和外层损伤倍表现为玻璃体切割术后 (波和 1 波振
幅明显降低) 有研究报道倍玻璃体切割术后皮质可能
会对视网膜产生直接损害作用倍尤其是神经纤维层倍同
时也会影响视盘的血液供应

+ "?, 倍与本研究中离体细胞
学实验结果相符) 有研究发现倍玻璃体切割术后视网
膜早期的损伤倍如内界膜脱落缺损或丢失(视神经纤维
层外露(内丛状层和内核层水肿等主要发生于视网膜
内层

+ "BZ"D, ) 此外倍术后并发症倍如暂时性视网膜水肿
和暂时性视网膜代谢状态的紊乱最终导致 &̂ ]结果
的改变)

!@@C! 中华实验眼科杂志 E#E" 年 "" 月第 $C 卷第 "" 期!WI). X&SL =LIHI(*'F*倍9FM4'14JE#E"倍YF*3$C倍9F3""
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本研究结果提示玻璃体切割术会对视网膜内层造

成影响) 研究发现 TVV 组实验眼暗适应 $m# 刺激下 (
波(1 波振幅低于 W&>>V 组#既往用空气或硅油代替眼
内介质以及在眼压急剧升高的时期也同样观察到了可

逆的振幅降低
+ "C, ) 然而#&̂ ]结果显示#玻璃体切割

术中使用不同成分的眼内介质时#术后视网膜的功能
也会存在差异) b)RFH4等 + E#,

和 O)JFFP(等 + E",
研究发

现兔眼玻璃体切割术中压力引起的视网膜缺血后 ? 5#
]̂W数量减少#视网膜内丛状层厚度下降#而玻璃体
切割术中用 ;7(**FK4进行眼内冲洗可保护视网膜免受
缺血损伤) 本研究结果也显示#玻璃体切割术后用含
有葡萄糖成分的 W&>>V 进行眼内灌注后 &̂ ]各波振
幅较不含葡萄糖成分的 TVV 更高#这可能是由于葡萄
糖可为视网膜代谢提供能量#从而保护视网膜免受早
期损伤所致) 因此#在玻璃体切割中使用含有葡萄糖
成分的眼内灌注溶液有助于视网膜功能的恢复)

玻璃体切割术后视网膜功能和结构在较长时间内

不会发生明显改变
+ "?Z"D, ) 本研究中离体细胞学实验

结果显示#W&>>V 和 TVV 眼内灌注液对眼组织细胞的
影响有明显差异#而在体实验结果显示#术后短时间内
视网膜功能和结构未见明显差异#表明在体内这种应
激可能引发了更为复杂和有效的保护机制#值得进一
步研究)

综上所述#本研究结果表明#玻璃体切割术中
W&>>V 灌注液的应用对视网膜的保护作用优于 TVV 灌
注液#灌注液中碳酸氢盐和葡萄糖成分可能在玻璃体
切割术中起到重要作用)
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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