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!!$摘要%!目的!观察整合素连接激酶7小干扰 XY;E特异性腺相关病毒) @̀ZE2)XY;E;;̂ *对大鼠青光眼

滤过术后滤过通道瘢痕形成的抑制作用'!方法!选取 VO:级 =uD 周龄 V>大鼠 F= 只"采用随机数表法将其

分为空白对照组&@̀ZE2)XY;E;;̂ 组&Y\E2)XY;E;;̂ 组和丝裂霉素 \)cc\*组"每组 #8 只' 每只大鼠均取

左眼为实验眼"右眼不做特殊处理' 采用前房植入引流管法建立大鼠青光眼滤过术球结膜滤过泡模型"空白

对照组&@̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组术后 # 4 滤过泡内分别注入磷酸盐缓冲液&@̀ZE2)XY;E;;̂

和 Y\E2)XY;E;;̂ 各 " )*"cc\组术中采用含 $_F 'KB'*cc\的小棉片置于结膜瓣下 " ')6' 术前及术后
#&8&A&<&#F&8#&8= 4"采用手持式眼压计测量术眼眼压(术后 #&8&A&<&#F&8#&8= 4"采用手术显微镜观察术眼

滤过泡形成情况"采用 Z(N*(6Ec3)3H生存分析计算滤过泡生存天数(术后 8= 4"采用逆转录 O\X及 U32L3H6

J*.L法检测术区结膜及结膜下组织中 @̀Z的 'XY;及蛋白表达"检测 @̀Z基因沉默效应(采用苏木精7伊红染

色观察 [<;基因沉默对滤过通道组织形态的影响(采用 c(22.6 染色观察 [<;基因沉默对球结膜滤过泡术区

组织胶原纤维沉积作用"计算胶原纤维染色阳性面积占整个组织视野面积的百分比'!结果!各组大鼠手术

前后不同时间点眼压总体比较"差异均有统计学意义)N
分组

o<%_=F"Tp$_$$#(N
时间

o##F_FD"Tp$_$$#*"其中
@̀ZE2)XY;E;;̂ 组术后第 #&<&#F 和 8= 天眼压均低于空白对照组"cc\组术后第 8&A&<&#F 和 8= 天眼压均低

于空白对照组"@̀ZE2)XY;E;;̂ 组术后第 <&#F&8# 和 8= 天眼压均低于 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均有统计学意

义)均 Tp$_$"*' Z(N*(6Ec3)3H生存分析结果显示"空白对照组&Y\E2)XY;E;;̂ 组& @̀ZE2)XY;E;;̂ 组和

cc\组滤过泡生存天数分别为)A_"$q#_"#*&)"_$$qA_F#*&)A#_"$qA_#"*和)A#_AAq8_F%* 4"总体比较差异

有统计学意义)NoAD"_=A"Tp$_$"*"其中 @̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\组滤过泡生存天数均多于空白对照组

和 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均有统计学意义)均 Tp$_$"*' 各组 @̀Z'XY;及蛋白相对表达量总体比较差异

均有统计学意义)No888_A8&<"8_%D"均 Tp$_$"*"其中 @̀ZE2)XY;E;;̂ 组 @̀Z'XY;及蛋白相对表达量明显

低于空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均有统计学意义)均 Tp$_$"*' 苏木精7伊红染色结果显示"空白

对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组术区纤维结缔组织增生"细胞大量增生"成纤维细胞密度高"呈团块状生长(@̀ZE

2)XY;E;;̂ 组球结膜较薄"纤维结缔组织排列疏松"少量成纤维细胞增生(cc\组结膜纤维层疏松&菲薄"形

成空洞"细胞稀少' 各组胶原纤维染色阳性面积百分比总体比较差异有统计学意义)No<F#_%%"Tp$_$"*"其

中与空白对照组比较"@̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\组阳性染色百分比显著降低"@̀ZE2)XY;E;;̂ 组阳性染色

百分比明显低于 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均有统计学意义)均 Tp$_$"*'!结论!@̀ZE2)XY;E;;̂ 沉默 @̀Z表

达可抑制大鼠滤过术后滤过区组织瘢痕形成"降低眼压'!

$关键词%!青光眼( 滤过手术( 整合素连接激酶( 基因沉默( 小干扰 XY;( 腺相关病毒( 瘢痕形成(

V>大鼠

基金项目! 陕西省重点研发计划项目 )8$8$V:E8%"& 8$8#V:EAA8*

>?@##$1A<%$B5'(1C156##"D=DE8$8#$%#<E$$A%8

>/3(5(1,&8 "--"21,->@7A+(G!4A44X,/+2%&-,&*%1(,/%-1"&)0%.2,*% -(01"&(/) +.&)"&8 (/&%1+

a$&. -%,B"!%&. #$%&4$&.B"N%& -%@+$B"a$,&. <($B"!%&. !(&Y$&.B"6"$<$Y"&L

BV(1%)24(&2,>01+2+%34,3,.:"'(5,&E S>>$3$%2(E W,/1$2%3,>a$]%& #$%,2,&. 8&$9()/$2:"a$]%& ^BCCCO"6+$&%(LV(1%)24(&2,>

01+2+%34,3,.:"N$)/2S>>$3$%2(E W,/1$2%3,>a$]%& #$%,2,&. 8&$9()/$2:"a$]%& ^BCCDB"6+$&%

6,))(/1,&E$&. %"2+,)#6"$<$Y"&"F4%$3#.)%5(Z5"$5"$GBDQH5,4

!%#A! 中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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"45+1&%21#6E5C"21(D"6P.)6I32L)K(L3L,3H.*3.M)6L3KH)6E*)6Q34 Q)6(23 ) @̀Z*E2'(**)6L3HM3H)6KXY;

)2)XY;*E(436.E(22.5)(L34 I)H-2);;̂ * )6 25(HM.H'(L).6 (ML3HK*(-5.'(M)*L3H)6K2-HK3H/)6 H(L3/321!F"13,'+!

:.HL/E3)K,LVNH(K-3>(S*3/H(L2.MVO:KH(43"(K34 = L.D S33Q2.*4"S3H323*35L34 (64 4)I)434 )6L.J*(6Q 5.6LH.*

KH.-N"@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N"Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N (64 ')L.'/5)6 \ )cc\* KH.-N J/H(64.' 6-'J3HL(J*3

'3L,.4"S)L, #8 H(L2)6 3(5, KH.-N1̀3ML3/32.ML,3H(L2S3H3L(Q36 (23TN3H)'36L(*3/32"(64 6.)6L3HI36L).6 S(2

(4')6)2L3H34 L.M3**.S 3/321P,3J-*J(H5.6C-65L)I(*M)*L3H)6KJ*3J (ML3HK*(-5.'(M)*LH(L).6 2-HK3H/)6 H(L2S(2

32L(J*)2,34 J/(6L3H).H5,('J3H4H()6(K3L-J3)'N*(6L(L).61?634(/(ML3H.N3H(L).6"N,.2N,(L3J-MM3H2.*-L).6"@̀ZE

2)XY;E;;̂ "(64 Y\E2)XY;E;;̂ S3H3)6C35L34 )6L.L,3M)*L3H)6KJ*3J .MJ*(6Q 5.6LH.*KH.-N"@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N

(64 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"" )*3(5, KH.-N"H32N35L)I3*/1\.LL.6 L(J*3L25.6L()6)6K$_F 'KB'*cc\S3H3N*(534

-643H5.6C-65L)I(*M*(N M.H" ')6-L324-H)6K.N3H(L).6 )6 cc\KH.-N1@6LH(.5-*(HNH322-H3)@?O* S(2'3(2-H34 S)L,

(,(64,3*4 L.6.'3L3HJ3M.H32-HK3H/(64 (L#"8"A"<"#F"8#"8= 4(/2(ML3H2-HK3H/1:.H'(L).6 .MM)*L3H)6KJ*3J2)6 H(L2

S(2.J23HI34 S)L, (2-HK)5(*')5H.25.N3(L#"8"A"<"#F"8#"8= 4(/2(ML3H.N3H(L).6"(64 L,3J*3J 2-HI)I(*L)'3S(2

5(*5-*(L34 J/Z(N*(6Ec3)3H2-HI)I(*(6(*/2)21P,3'XY;(64 NH.L3)6 3TNH322).6 *3I3*2.M@̀Z)6 5.6C-65L)I(*(64

2-J5.6C-65L)I(*L)22-32(LL,32-HK)5(*2)L32S3H343L35L34 J/H3I3H23LH(625H)NL).6 O\X(64 U32L3H6 J*.L"H32N35L)I3*/"

.6 L,38=L, 4(/(ML3H.N3H(L).61V)*365)6K.M[<;K363S(2)436L)M)341&MM35L.M[<;K3632)*365)6K.6 L,3'.HN,.*.K/.M

4H()6(K3N(L,S(/S(2.J23HI34 J/,3'(L.T/*)6E3.2)6 2L()6)6K1&MM35L.M[<;K3632)*365)6K.6 5.**(K36 M)J3H43N.2)L).6

)6 L,3J-*J(H5.6C-65L)I((LM)*LH(L).6 (H3(S(23T(')634 J/c(22.6 2L()6)6K"(64 L,3N3H536L(K3.MN.2)L)I3(H3(.M

5.**(K36 M)J3H2L()6)6K)6 L,3L.L(*L)22-3I)2-(*M)3*4 S(25(*5-*(L341P,3-23(64 5(H3.ML,3(6)'(*25.'N*)34 S)L, L,3

;X̂ ?VL(L3'36L1P,)2H323(H5, NH.L.5.*S(2(NNH.I34 J/(6 &L,)52\.'')LL33.Md)k(6 ])(.L.6Kj6)I3H2)L/

)Y.18$#AE<<8*1!G"+.01+!P,3H3S3H32L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H36532)6 @?O(L4)MM3H36LL)'3N.)6L2J3LS336

J3M.H3(64 (ML3H2-HK3H/('.6KM.-HKH.-N2)NKH.-N o<%_=F"Tp$_$$#(NL)'3o##F_FD"Tp$_$$#*1P,3@?O.M@̀ZE

2)XY;E;;̂ KH.-N .6 L,3#2L"<L,"#FL, (64 8=L, 4(/(ML3H.N3H(L).6 (64 L,3@?O.Mcc\KH.-N .6 L,3864"AH4"<L,"

#FL, (64 8=L, 4(/(ML3H.N3H(L).6 S3H3*.S3HL,(6 L,.23.MJ*(6Q 5.6LH.*KH.-N"(64 L,34)MM3H36532S3H32L(L)2L)5(**/

2)K6)M)5(6L)(**(LTp$_$"*1P,3@?O.M@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N S(2*.S3H.6 <L,"#FL,"8#2L(64 8=L, 4(/(ML3H

.N3H(L).6 L,(6 L,.23.MY\E2)XY;E;;̂ KH.-N"S)L, 2L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H36532)(**(LTp$_$"*1P,3J*3J

2-HI)I(*L)'3.MJ*(6Q 5.6LH.*KH.-N"Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N (64 cc\KH.-N S(2) A_"$q

#_"#*")"_$$qA_F#*") A#_"$qA_#"* (64 ) A#_AAq8_F%* 4(/2"H32N35L)I3*/"S)L, (2)K6)M)5(6L4)MM3H3653('.6K

L,3' )NoAD"_=A"Tp$_$"*1P,3J*3J 2-HI)I(*L)'3.M@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N (64 cc\KH.-N S(2,)K,3HL,(6 L,(L

.MJ*(6Q 5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"(64 L,34)MM3H36532S3H32L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L)(**(LTp$_$"*1

P,3H3S3H32L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H36532)6 L,3H3*(L)I33TNH322).6 *3I3*2.M@̀Z'XY;(64 NH.L3)6 ('.6KM.-H

KH.-N2)No888_A8"<"8_%D(J.L, (LTp$_$"*"(64 L,3H3*(L)I33TNH322).6 *3I3*2.M@̀Z'XY;(64 NH.L3)6 S3H3

2)K6)M)5(6L*/*.S3H)6 @̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N L,(6 J*(6Q 5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"(64 L,34)MM3H36532

S3H32L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L)(**(LTp$_$"*1OH.*)M3H(L)I3M)JH.-25.6635L)I3L)22-3(64 (*(HK36-'J3H.M53**2(L

2-HK)5(*2)L32S3H3M.-64 )6 J*(6Q 5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"(64 L,3M)JH.J*(2L2S3H3.M(,)K, 4362)L/

(64 KH3S)6 5*-'N21@6 @̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N"L,3J-*J(H5.6C-65L)I(S(2L,)6"(64 L,3(HH(6K3'36L.MM)JH.-2

5.6635L)I3L)22-3S(2*..23"(64 (M3SNH.*)M3H(L)I3M)JH.J*(2L2S3H3M.-641@6 cc\KH.-N"L,35.6C-65L)I(*M)JH.-2

*(/3HS(2*..23(64 L,)6"M.H')6K5(I)L)32"(64 25(H5353**2S3H3M.-641P,3H3S(22L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H3653)6

L,3N3H536L(K3.M5.**(K36 M)J3HN.2)L)I32L()6)6K(H3(('.6KM.-HKH.-N2)No<F#_%%"Tp$_$"*1P,3N.2)L)I32L()6)6K

N3H536L(K3.M@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N (64 cc\KH.-N S(22)K6)M)5(6L*/*.S3HL,(6 L,(L.MJ*(6Q 5.6LH.*KH.-N"('.6K

S,)5, L,3H3S(2*.S3HN.2)L)I32L()6)6KN3H536L(K3)6 @̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N L,(6 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"(64 L,3

4)MM3H36532S3H32L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L)(**(LTp$_$"*1!?,/20.+(,/+! V)*365)6K.M[<;5(6 )6,)J)LL,325(H

M.H'(L).6 (ML3HK*(-5.'(M)*L3H)6K2-HK3H/(64 '()6L()6 *.S@?O)6 H(L21

"7"8 #,&'+#6 G*(-5.'(( :)*L3H)6K 2-HK3H/( @6L3KH)6E*)6Q34 Q)6(23( G363 2)*365)6K( V'(**)6L3HM3H)6K

XY;( ;436.E(22.5)(L34 I)H-2( V5(HM.H'(L).6( V>H(L2

9./'$&,)&%*# Z3/X323(H5, (64 >3I3*.N'36LOH.KH('2.MV,((6T)OH.I)653)8$8$V:E8%"" 8$8#V:EAA8*

>?@##$1A<%$B5'(1C156##"D=DE8$8#$%#<E$$A%8

!!降低眼压是青光眼治疗中唯一经过多中心验证& 有确切临床疗效的治疗方案
+ #7A, ' 早期手术仍是主要

!<#A!中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

的青光眼治疗方法"青光眼滤过手术是经典和广泛应
用的手术方式"而术后滤过泡瘢痕形成阻碍房水引流"
引起眼压升高"是导致手术失败的主要原因 + F, ' 整合
素连接激酶))6L3KH)6E*)6Q34 Q)6(23"@̀Z*是整合素信号
通路的关键激酶"参与调控创伤愈合中成纤维细胞的
增生&迁移&侵袭&分化和收缩等关键步骤' 本课题组
前期在体外培养人 P36.6 囊成纤维细胞) ,-'(6 P36.6
M)JH.J*(2L2"RP:2*中转染 @̀ZE小干扰 XY;)2'(**)6L3HM3H)6K
XY;"2)XY;*E慢病毒"特异性沉默 @̀Z表达"发现 @̀Z
沉默后在转化生长因子 )LH(62M.H')6KKH.SL, M(5L.H"
PG:*E#8 作用下 RP:2活性减弱"迁移&转分化和合成
细胞外基质能力均降低"细胞凋亡增加(细胞周期中
G#BG$ 期细胞比例升高"引起 G# 期阻滞"提示在离体
培养的 RP:2中沉默 @̀Z可对细胞活化产生抑制作
用

+", ' 而在体环境更为复杂"大鼠球结膜滤过泡模型中
@̀Z沉默是否能发挥抗瘢痕形成作用仍需要进一步探
讨' 本研究拟采用大鼠青光眼滤过术后滤过泡内 @̀ZE
2)XY;E腺相关病毒)(436.E(22.5)(L34 I)H-2";;̂ *注射法
观察 [<;基因沉默对术区组织瘢痕形成的抑制作用'

:6材料与方法

:1:!材料
:1:1:!实验动物!VO:级 = uD 周龄 V>大鼠 F= 只"
体质量 8$$uA$$ K"由西安交通大学医学实验动物中
心提供"均排除眼部疾患"饲养于)8A_$q$_"*s&湿度
为 %"ru%%r动物房内"自由饮食进水' 实验动物的
使用和喂养符合实验动物伦理规范并遵循美国视觉和

眼科研究协会的动物使用宣言规定' 本研究方案经西
安交通大学医学部医学伦理委员会审核批准 )批文
号#8$#AE<<8*'
:1:1;!主要试剂及仪器!水合氯醛 )上海山浦化工
有限公司*(多聚甲醛 )天津科密欧化学试剂有限公
司*(?1\1P组织包埋剂)美国 c5\.H')5Q V5)36L)M)5公
司*(c(22.6 三色染色液 )西安赫特生物科技有限公
司*(PH)L.6 dE#$$)美国 ;'H325.公司*(>Y;上样缓冲
液)>$$<#*&"$ 倍 P;&) VP<#%*&Y;EH34 )>$#8=*&总
XY;抽提试剂盒 )上海碧云天生物技术公司*(5>Y;
合成试剂盒)日本 P(Q(H(公司*(V-N3H>Y;c(HQ3H&质
粒 >Y;小量&大量抽提试剂盒)北京康为世纪生物公
司*(大肠杆菌菌株 >R"")美国 @6I)LH.K36 公司*(限制
性内 切 酶& PF 连 接 酶& 琼 脂 糖& 琼 脂 粉 ) V(6K.6
a).L35,*&>Y;*(443H)美国 P,3H'.:)2,3H公司*(凝胶
回收试剂盒)上海捷瑞生物工程有限公司*(兔抗单克
隆 @̀Z抗体 )(J"8F=$*&小鼠抗单克隆 #E(5L)6 抗体

)(J%8<%*&山羊抗兔 *KGERXO抗体 )(J%<8#*&山羊抗
小鼠 *KGERXO抗体)(J%<=D* )美国 ;J5('公司*' 组
织机械粉碎仪)OP8#$$"瑞士 O.*/PH.6 公司*(超声破
碎仪) \̂d"$$"美国 V.6)52公司*(超速冷冻离心机
)AZA$"德国 V)K'(公司*(Y>E#$$$ 核酸蛋白定量仪
)美国 Y(6.>H.N 公司*(逆转录 O\X仪)美国 P,3H'.
:)2,3H公司 *(医用耐高温高压毛细管 ) $_A ''t
$_= ''"上海九华设备公司*(回弹式眼压计 VUE"$$
)天津索维电子技术有限公司*'
:1;!方法
:1;1:!带有 g2GH336 荧光标记 @̀ZE2)XY;E;;̂ 载体

的构建!选用干扰载体 NRa;;̂ Ej%Eg2GH336"目的
片断插入 a('R@和 &5.X@位点"由 j% 启动子调控"
该载体中含有 \ĉ 启动子调控的 g2GH336 基因标
记' 设计合成针对 V>大鼠的干扰病毒载体#干扰基
因为 X(LL-26.HI3K)5-2@̀Z'XY;"5.'N*3L3542G@为
#A###%"8(P(HK3L为 G;\G\P\;G\;G;\;PGPGG;(引
物退火形成带黏性末端的双链片段"引物由上海汉恒
生物公司合成(将 O;G&胶纯化的 .*)K.序列分别稀释
至 #$$ )'.*B̀(后续病毒包装委托上海汉恒生物公司
完成' 对照病毒载体上 2)XY;序列和 2,XY;序列如
下#2)XY;序列为 "1EPP\P\\G;;\GPGP\;\GP;;EA1(
2,XY;序列正义链为 "1EG;P\\GPP\P\\G;;\GPGP
\;\GP;;PP\;;G;G;PP;\GPG;\;\GPP\GG;G;;
PPPPPP\EA1"反义链为 "1E;;PP\;;;;;;PP\P\\G
;;\GPGP\;\GP;;P\P\PPG;;PP;\GPG;\;\GPP\
GG;G;;\GEA1' 干扰序列设计如下#2)XY;# 序列为
"1EG;\G\P\;G\;G;\;PGPGG;EA1(2,XY;# 序列正
义 链 为 " 1EG;P\\G;\G\P\;G\;G;\;PGPGG;PP
\;;G;G;P\\;\;PGP\PG\PG;G\GP\PPPPPP\EA1"
反义链为 "1E;;PPG;;;;;;G;\G\P\;G\;G;\;PG
PGG;P\P\PPG;;P\\;\;PGP\PG\PG;G\GP\GEA1'
:1;1;!大鼠抗青光眼滤过术!采用盐酸奥布卡因滴
眼液点眼行表面麻醉"测量双侧基础眼压' 大鼠腹腔
内注射质量分数 #$r水合氯醛)A8$uA"$ 'KBQK*"选
取左眼为手术眼"右眼无特殊处理' 手术显微镜下剪
开外眦部位"暴露颞上象限' #8#A$u8#A$ 位沿角巩缘
剪开球结膜"做以穹隆为基底的结膜瓣"向后分离结膜
下及筋膜组织' 于角膜缘 $_8 ''处用 " '*空针针头
呈 F"y角倾斜穿刺至前房"制作穿刺通道' 将医用毛细
微管剪成约 A ''&两头带斜面的房水引流管"一端沿穿
刺通道插入前房"一端用 #$E$ 缝线固定于巩膜壁' 结
膜复位"#$E$尼龙线缝合结膜囊两端"确保房水无渗漏'
:1;1<!实验动物分组及处理!采用随机数表法将大
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鼠随机分为空白对照组& @̀ZE2)XY;E;;̂ 组& Y\E
2)XY;E;;̂ 组和丝裂霉素 \)')L.'/5)6 \"cc\*组"
每组 #8 只' 空白对照组& @̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 Y\E
2)XY;E;;̂ 组于滤过术后 # 4"采用 A8G胰岛素针分
别吸取磷酸盐缓冲液)N,.2N,(L3J-MM3H34 2(*)63"OaV*&
@̀Z特异性 ;;̂ 重组体和阴性对照 ;;̂ " )*轻柔注
入滤过泡内"cc\组术中使用含 $_F 'KB'*cc\的
小棉片置于结膜瓣下 " ')6'
:1;1=!眼压测量及手术区组织大体观察!)#*眼压
测量!术前及术后 #&8&A&<&#F&8# 和 8= 4"D#$$u#$#$$
大鼠腹腔内注射 #$r水合氯醛)A8$uA"$ 'KBQK*"待
大鼠麻醉后"采用手持回弹式眼压计测量双眼眼压"每
眼测量 A 次"取平均值' )8*手术区组织大体观察!
术后 #&8&A&<&#F&8# 和 8= 4"手术显微镜下观察结膜
充血"角膜混浊"前房留置管位置"虹膜&瞳孔及晶状体
情况和滤过泡形态"观察是否有出血&炎症及内置管脱
落等手术并发症发生"并拍照记录' 采用 Z(N*(6E
c3)3H生存分析计算滤过泡生存天数'
:1;1H!逆转录 O\X法检测 @̀Z'XY;表达!术后
8= 4"各组分别选取 " 只大鼠"腹腔内注射 #$r水合氯
醛深度麻醉大鼠"采用颈椎脱臼法将其处死"手术显微
镜下取各组大鼠术眼眼球"小心剥离术区结膜及结膜
下组织"转移至冰上的离心管中"按照总 XY;抽提试
剂盒 )离心柱式 * 说明书进行操作"提取纯化的总
XY;' 采用 Y>E#$$$ 核酸定量仪测定 XY;浓度及吸
光度 )(J2.HJ(653"S* 值' 逆转录反应体系为# " 倍
OH)'3V5H)NLXPc(2L3Hc)TF )*"总 XY; # $$$ 6K)Au
" )**" XY(23:H334R8?加至 8$ )*(反应条件为#
A< s逆转录反应 #" ')6" =" s逆转录酶失活反应
" 2"F s保存 A$ ')6' 冰上冷却至 F s"用于下一步
O\X 使 用' @̀Z 正 向 引 物 序 列 为 " 1E
;\G\PG\P;PGG;\G;\;PPEA1"反向引物序列为 "1E
\;PG;P\;G\;PPP\;;\\;\PEA1(G;O>R正向引物
序列为 "1EGG\;\;GP\;;GG\PG;G;;PGEA1"反向
引物序列为 "1E;PGGPGGPG;;G;\G\\;GP;EA1(反
应体系#8 倍 c(2L3Hc)T#8_" )*"5>Y;A_$u"_$ )*"
引物各 $_" )*"加 44R8?至总体积 8"_$ )*(反应条
件#DF s变性 A$ 2""$ s ) @̀Z*或 "F s )G;O>R*退
火 F" 2" <8 s 延伸 %$ 2" A$ 个循环( <8 s 再延伸
#$ ')6' Ar琼脂糖凝胶每个梳孔加入 #$ )*O\X扩
增产物' 以 #$$ ^电压&F" ';电流电泳 A$ ')6"采用
G3*>.58$$ 型全自动凝胶成像分析系统观察并拍照'
以 G;O>R为内参"计算 @̀Z'XY;相对表达水平'
:1;1I!U32L3H6 J*.L法检测 @̀Z蛋白表达!取 #181"

部分剥离的结膜及结膜下组织转移至冰上的离心管

中"分别提取细胞总蛋白' V>VEO;G&蛋白电泳#将配
好胶的玻璃板固定在电泳槽中"加入电泳缓冲液' 用
微量加样器将样品缓慢注入加样孔中"每孔 #$ )*'
=$ ^电泳 F$u"$ ')6"#8$ ^电泳 D$u#8$ ')6' 蛋白
转膜#将 Ô >:膜和凝胶置于半干转印电泳仪中央"转
印 D$ ')6' 将转印好的 Ô >:膜置于含有质量分数
"r脱脂奶粉封闭液的孵育盒中"室温条件下在摇床上
孵育 # ,' 将膜放入杂交袋中"加入用 "r脱脂奶粉封
闭液稀释的 @̀Z)# e# $$$*和 #E(5L)6)# e# $$$*"封闭
杂交袋"室温下轻摇孵育 # ,"F s孵育过夜' 采用
PaVP将膜漂洗 #" ')6"共 A 次' 加入 RXO标记的二
抗 ) # e#$$ $$$ *" 室 温 孵 育 8 ,' 采 用 PaVP漂 洗
#" ')6"共 A 次' &\̀ 化学发光显色并用凝胶成像分

析系统拍照' 采用 @'(K3]软件对蛋白条带进行灰度
分析"以 #E(5L)6 为内参"计算目的蛋白相对表达量'
独立重复实验 A 次'
:1;1J!苏木精7伊红染色法观察各组大鼠滤过泡组
织形态学变化!术后 8= 4"各组分别取 8 只大鼠"腹
腔内注射 #$r水合氯醛深度麻醉大鼠"采用颈椎脱臼
法将其处死"左心室快速灌注 F s预冷 $_Dr氯化钠
溶液 8$$ '*和预冷质量分数 Fr多聚甲醛 "$$ '*"取
出完整双侧眼球"注意保护好结膜组织' 将眼球置于
Fr多聚甲醛溶液中 F s固定 8F ,' 梯度蔗糖溶液脱
水' 将 ?1\1P包埋好的组织在冰冻切片机上进行冠
状连续切片"小心挑出晶状体避免破坏周围组织"以缝
线为标志定位结膜瓣及结膜下组织"切片厚度为
#8 )'"直接贴片黏附于载玻片上"于 A< s烘箱内干
燥后"进行下一步实验' 体积分数 D"r乙醇脱水
8 ')6"44R8?中水化 F ')6"苏木素染色 A u" ')6"流
动的自来水洗片 " ')6"酸乙醇中浸泡 A u" 2"自来水
洗蓝化 Au" ')6"伊红染色 A$ 2"梯度乙醇脱水固定"
二甲苯透化 # ')6"中性树胶封片"自然风干"光学显
微镜下观察滤过通道形态并拍照'
:1;1K!c(22.6 染色法观察术区组织胶原纤维沉积情
况!术后 8= 4"各组分别取 " 只大鼠"处死大鼠及制
备完整眼球冰冻切片方法同 #181<' 取各组冰冻切
片"OaV 漂洗 8 ')6(苏木素染色 #$ ')6(流动的自来
水漂洗 #$ ')6(蒸馏水漂洗 " 2(比布列猩红染液染色
#A ')6(蒸馏水快速漂洗 " 2"漂洗 A 次(用缓冲液分化
#A ')6"直至胶原不显示红色(将切片直接转移入苯胺
蓝染液中"染色 = ')6(蒸馏水直接漂洗 " 2(体积分数
#r酸乙醇分色 A ')6(蒸馏水漂洗 " 2( D"r乙醇&
#$$r乙醇快速脱水"二甲苯透明"中性树脂封片(待切
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表 :6各组大鼠行抗青光眼滤过术前后不同时间点眼压比较)mY("**0)*
m%50":6?,*$%&(+,/,-(/1&%,2.0%&$&"++.&"%1D%&(,.+1(*"$,(/1+5"-,&"%/'%-1"&)0%.2,*% -(01"&(/) +.&)"&8

%*,/) -,.&)&,.$+)mY("**0)*

组别 眼数

手术前后不同时间点眼压值

术前 术后第 # 天 术后第 8 天 术后第 A 天 术后第 < 天 术后第 #F 天 术后第 8# 天 术后第 8= 天

空白对照组 #8 #$_<"q#_8= %_$=q#_"% %_"=q#_A= %_%<q#_#" #$_AAq#_A$ D_%<q#_#" D_#<q#_## D_<"q$_D<

Y\E2)XY;E;;̂ 组 #8 ##_%%q#_A< F_<"q$_=<( <_#<q$_=A <_%<q$_=D #$_#<q#_## #$_"$q#_$$ #$_$=q#_"% #$_=Aq#_<"

@̀ZE2)XY;E;;̂ 组 #8 ##_"=q$_DD F_$=q$_"#( "_"$q#_"# "_<"q#_F8 %_$$q#_8#(J <_D8q$_DD(J =_AAq#_D<J %_%<q#_%#(J

cc\组 #8 ##_8#q#_FF "_$=q#_== F_AAq#_FD( F_"=q#_%=( %_F8q$_%<(J <_F8q#_#%(J =_$=q#_8FJ <_#<q#_$A(J

!注#N分组 o<%_=F"Tp$_$$#(N时间 o##F_FD"Tp$_$$#(N交互作用 o"_F="Tp$_$$#1与空白对照组比较"(Tp$_$"(与 Y\E2)XY;E;;̂ 组比较"JTp$_$"
)重复测量两因素方差分析" V̀>E2检验*!2)XY;#小干扰 XY;(;;̂ #腺相关病毒(@̀Z#整合素连接激酶(cc\#丝裂霉素!# ''RKo$_#AA QO(
!Y.L3#NKH.-N o<%_=F"Tp$_$$#(NL)'3o##F_FD"Tp$_$$#(N)6L3H(5L).6 o"_F="Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, J*(6Q 5.6LH.*KH.-N"(Tp$_$"(5.'N(H34 S)L, Y\E

2)XY;E;;̂ KH.-N"JTp$_$" )PS.ES(/H3N3(L34 '3(2-H32;Y?̂ ;" V̀>E2L32L*!2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;(;;̂ #(436.E(22.5)(L34 I)H-2(@̀Z#)6L3KH)6E
*)6Q34 Q)6(23(cc\#')L.'/5)6 \!# ''RKo$_#AA QO(

片干燥后置于显微镜下观察并拍照"巩膜组织中胶原
纤维呈蓝色阳性染色' c(22.6 染色分析胶原纤维沉
积程度#F$$ 倍视野下"每张切片随机选取 #$ 个互不
重叠的术区结膜组织视野"采用 @'(K3]软件对采集的
图片结果进行分析"计算蓝色胶原纤维染色面积的 S
值"根据视野中胶原纤维染色阳性面积占整个组织视
野面积的百分比进行半定量分析'
:1<!统计学方法

采用 VOVV #=1$ 统计学软件进行统计分析"GH(N,
O(4 OH)2'I"1$ 软件作图' 计量资料数据经 V,(N)H.E
U)*Q 检验证实呈正态分布"以 Xq/表示"经 3̀I363检
验证实方差齐' 各组大鼠术前及术后不同时间点眼压
差异比较采用重复测量两因素方差分析"各组大鼠球
结膜滤过泡术区组织 @̀Z'XY;和蛋白相对表达量&
滤过泡生存时间&胶原纤维染色面积的 S值总体差异
比较采用单因素方差分析"组间两两比较采用 V̀>E2
检验' Tp$_$" 为差异有统计学意义'

;6结果

;1:!各组大鼠行抗青光眼滤过术前后不同时间点眼
压比较

各组大鼠手术前后不同时间点眼压总体比较差异

均有统计学意义 ) N分组 o<%_=F" Tp$_$$#( N时间 o

##F_FD"Tp$_$$#(N交互作用 o"_F="Tp$_$$#*"其中 Y\E
2)XY;E;;̂ 组术后第 # 天眼压低于空白对照组"@̀ZE
2)XY;E;;̂ 组术后第 #&<&#F 和 8= 天眼压均低于空白
对照组"cc\组术后第 8&A&<&#F 和 8= 天眼压均低于
空白对照组"@̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\组术后第 <&
#F&8# 和 8= 天眼压均低于 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均
有统计学意义)均 Tp$_$"*)表 #*'
;1;!各组大鼠行抗青光眼滤过术后滤过泡特征及生

存时间比较

;1;1:!各组大鼠术后不同时间点术眼眼前节反应及
滤过泡特征比较!术后第 # 天"各组手术区域均可见
结膜轻度充血及弥散&较扁平的滤过泡' 术后第 8 天"
除 cc\组外"其他各组结膜充血和角膜轻度混浊消
失' 术后第 A 天"各组炎症反应均消失"角膜透亮"可
看到插入前房的引流微管"滤过泡隆起&透明"范围超
过 A 个钟点' 术后第 < 天"空白对照组和 Y\E2)XY;E
;;̂ 组滤过泡局限消失"结膜组织&苍白增厚"与下方
巩膜粘连(@̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\组仍可见隆起
的滤过泡"其中 cc\组滤过泡壁菲薄&苍白' 术后第
#F 天"空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组结膜增厚&苍
白"包裹下方内置管(@̀ZE2)XY;E;;̂ 组滤过泡变扁

平"cc\组仍可见薄壁&苍白滤过泡' 术后第 8# 天和
第 8= 天"空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组术区无明显

变化"结膜呈灰白增厚状态( @̀ZE2)XY;E;;̂ 组仍可

见扁平滤过泡(cc\组滤过泡泡壁未见血管"呈苍白
色)图 #*'
;1;1;!各组滤过泡生存天数比较!Z(N*(6Ec3)3H生
存分析结果显示"空白对照组&Y\E2)XY;E;;̂ 组&
@̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\组滤过泡生存天数分别为
)A_"$q#_"#*&)"_$$qA_F#*&)A#_"$qA_#"*和)A#_AAq
8_F%*4"总体比较差异有统计学意义)NoAD"_=A"Tp
$_$"*"其中 @̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\组滤过泡生存
时间均长于空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均
有统计学意义)均 Tp$_$"*)图 8*'
;1<!各组大鼠球结膜滤过泡组织中 @̀Z'XY;表达
比较

逆 转 录 O\X 结 果 显 示" @̀ZE2)XY;E;;̂ 组

@̀Z'XY;表达条带较弱"空白对照组&Y\E2)XY;E;;̂
组和cc\组 @̀Z'XY;表达条带强 ) 图 A * '空白对
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图 :6各组大鼠行抗青光眼滤过术后不同时间点滤过泡变化组t#%*!术后第 #uA 天"各组手术区域均可见滤过泡隆起' 术后第 < 天"空白对照组
和 Y\E2)XY;E;;̂ 组滤过泡局限消失"结膜组织苍白增厚' 术后第 #Fu8= 天"@̀ZE2)XY;E;;̂ 组仍可见扁平滤过泡"cc\组滤过泡泡壁无血管"
呈苍白色"空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组术区结膜呈灰白增厚状态!@̀Z#整合素连接激酶(2)XY;#小干扰 XY;(;;̂ #腺相关病毒(cc\#丝裂
霉素 \
9().&":6F,&$3,0,)(2%023%/)"+,--(01"&(/) 50"5+,D"&1(*"./'"&+.&)(2%0*(2&,+2,$"组t#%*!a-*K34 M)*L3H)6KJ*3J2)6 2-HK)5(*2)L32S3H3M.-64 )6
4)MM3H36LKH.-N2S)L,)6 # L.A 4(/2(ML3H.N3H(L).61V3I36 4(/2(ML3H.N3H(L).6"*.5(*)+34 M)*L3H)6KJ*3J24)2(NN3(H34 (64 L,35.6C-65L)I(*L)22-3S(2N(*3(64
L,)5Q3634 )6 6.H'(*5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N1:.-HL336 L.LS36L/E3)K,L4(/2(ML3H.N3H(L).6"M*(LM)*L3H)6KJ*3J2S3H32336 )6 @̀ZE2)XY;E;;̂
KH.-N((I(25-*(H(64 N(*3M)*LH(L).6 J*3J2S3H3M.-64 )6 cc\KH.-N(KH(/(64 L,)5Q3634 M)*L3H)6KJ*3J2S3H3.J23HI34 )6 J*(6Q 5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E
;;̂ KH.-N!@̀Z#)6L3KH)6E*)6Q34 Q)6(23(2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;(;;̂ #(436.E(22.5)(L34 I)H-2(cc\#')L.'/5)6 \
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图 ;6各组大鼠行抗青光眼滤过术后滤过泡 7%$0%/AF"("&生存曲

线!@̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\组滤过泡生存时间明显长于空白对

照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组!@̀Z#整合素连接激酶(2)XY;#小干扰

XY;(;;̂ #腺相关病毒(cc\#丝裂霉素 \

9().&";6 7%$0%/AF"("&50"5+.&D(D%02.&D"+,-&%1+(/'(--"&"/1

)&,.$+!P,32-HI)I(*L)'3.MM)*L3H)6KJ*3J S(2*.6K3H)6 @̀ZE2)XY;E

;;̂ (64 cc\KH.-N2L,(6 J*(6Q 5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E;;̂

KH.-N ! @̀Z# )6L3KH)6E*)6Q34 Q)6(23( 2)XY;# 2'(**)6L3HM3H)6KXY;(

;;̂ #(436.E(22.5)(L34 I)H-2(cc\#')L.'/5)6 \

照组组Y\E2)XY;E;;̂ 组组 @̀ZE2)XY;E;;̂ 组和 cc\
组 @̀Z 'XY;相对表达量分别为 $_F8= q$_$8$组

1 2 3 4 1 2 3 4

ILK GAPDH
图 <6逆转录 组?G法检测各组大鼠 >@7 *G!4表达水平!@̀ZE

2)XY;E;;̂ 组 @̀Z'XY;表达条带较弱"空白对照组组Y\E2)XY;E

;;̂ 组和 cc\组 @̀Z'XY;表达条带强!##@̀ZE2)XY;E;;̂ 组(

8#Y\E2)XY;E;;̂ 组(A#cc\组(F#空白对照组!@̀Z#整合素连接

激酶(G;O>R#甘油醛EAE磷酸脱氢酶

9().&"<6PM$&"++(,/0"D"0+,->@7*G!4(/50"51(++."(/'(--"&"/1

)&,.$+58 GmA组?G!a(64 )6L362)L/.M@̀Z'XY;S(2S3(Q )6 @̀ZE

2)XY;E;;̂ KH.-N (64 S(22LH.6K)6 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"cc\KH.-N

(64 J*(6Q 5.6LH.*KH.-N!##@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N(8#Y\E2)XY;E;;̂

KH.-N( A# cc\ KH.-N( F# J*(6Q 5.6LH.*KH.-N ! @̀Z# )6L3KH)6E*)6Q34

Q)6(23(G;O>R#K*/53H(*43,/43EAEN,.2N,(L343,/4H.K36(23

$_AFDq$_$AF组$_$"Aq$_$$D 和 $_F#8q$_$88"总体比
较差异有统计学意义组No888_A8"Tp$_$"*"其中 @̀ZE

!#8A!中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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图 =6h"+1"&/50,1法检测各组大鼠球结膜滤过泡组织中 >@7蛋白
表达比较!;#各组 @̀Z蛋白表达电泳图!a#各组 @̀Z蛋白表达水
平量化比较!No<"8_%D"Tp$_$"1与空白对照组比较"(Tp$_$"(与
Y\E2)XY;E;;̂ 组比较"JTp$_$")单因素方差分析" V̀>E2检验"&o
#"*!##@̀ZE2)XY;E;;̂ 组(8#Y\E2)XY;E;;̂ 组(A#cc\组(F#空
白对照组!@̀Z#整合素连接激酶(#E(5L)6##肌动蛋白
9().&"=6PM$&"++(,/0"D"0+,->@7$&,1"(/(/50"51(++."(/'(--"&"/1
)&,.$+58 h"+1"&/50,1! ;# &*35LH.N,.H3L.KH(' .M@̀Z NH.L3)6 )6
4)MM3H36LKH.-N2!a#\.'N(H)2.6 .M@̀ZNH.L3)6 3TNH322).6 *3I3*2('.6K
M.-HKH.-N2!No<"8_%D"Tp$_$"1\.'N(H34 S)L, J*(6Q 5.6LH.*KH.-N"
(Tp$_$"(5.'N(H34 S)L, Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N"JTp$_$" ) ?63ES(/
;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"&o#"*!##@̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N(8#Y\E2)XY;E
;;̂ KH.-N(A#cc\KH.-N(F#J*(6Q 5.6LH.*KH.-N!@̀Z#)6L3KH)6E*)6Q34
Q)6(23

100μm
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图 H6各组行抗青光眼滤过术后 ;K '术眼滤过泡组织形态学表现)R&t8$$"标尺o8$$ )'(
tF$$"标尺o#$$ )'*!空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组术区结膜纤维层显著增厚"纤维结缔
组织增生(@̀ZE2)XY;E;;̂ 组球结膜较薄"纤维结缔组织排列疏松(cc\组细胞稀少"结膜组织
菲薄!下图为方框内所示球结膜下内置管周围组织的放大图! @̀Z#整合素连接激酶(
2)XY;#小干扰 XY;(;;̂ #腺相关病毒(cc\#丝裂霉素 \
9().&"H 6 0(+1,$%13,0,)(2%023%/)"+,--(01"&(/) 50"5+(/'(--"&"/1)&,.$+,/'%8 ;K %-1"&
)0%.2,*% -(01"&(/) +.&)"&8 ) R& t8$$" J(Ho8$$ )'( tF$$" J(Ho#$$ )'* ! ?6 4(/8= (ML3H
.N3H(L).6"L,3M)J3H(64 5.6635L)I3L)22-32)65H3(234 )6 ('.-6L)6 J*(6Q 5.6LH.*KH.-N1P,35.6C-65L)I(*
M)JH.-2*(/3H)6 2-HK)5(*2)L32S(2L,)5Q3634 (64 NH.*)M3H(L).6 .MM)JH.-25.6635L)I3L)22-3S(2M.-64 )6
J*(6Q 5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N1a-*J(H5.6C-65L)I(S(2L,)6 (64 *..23M)JH.-2
5.6635L)I3L)22-3S(22336 )6 @̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N(25(H5353**2(64 L,)6 5.6C-65L)I(S3H3.J23HI34
)6 cc\KH.-N!O)5L-H32J3*.SS3H3L,32-J5.6C-65L)I(*L)22-3(H.-64 )623HL34 5(L,3L3H"'(HQ34 J/
J.T32)6 L.N N)5L-H32! @̀Z# )6L3KH)6E*)6Q34 Q)6(23( 2)XY;# 2'(**)6L3HM3H)6KXY;( ;;̂ # (436.E
(22.5)(L34 I)H-2(cc\#')L.'/5)6 \

2)XY;E;;̂ 组 @̀Z'XY;相对表达量明显少于空白
对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均有统计学意义
)均 Tp$_$"*m
;1=!各组大鼠球结膜滤过泡组织中 @̀Z蛋白表达
比较

空白对照组&Y\E2)XY;E;;̂ 组&@̀ZE2)XY;E;;̂
组和 cc\组 @̀Z蛋白相对表达量分别为 $_<8q$_$#&
$_<%q$_$A&$_#Fq$_$# 和 $_%Dq$_$A"总体比较差异
有统计学意义)No<"8_%D"Tp$_$"*"其中 @̀ZE2)XY;E
;;̂ 组 @̀Z蛋白相对表达量明显少于空白对照组和
Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均有统计学意义)均 Tp$_$"*
)图 F*m
;1H!各组大鼠滤过泡组织形态学比较

术后 8= 4"空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂ 组术区

结膜纤维层显著增厚"纤维结缔组织增生"排列紧实"
细胞大量增生"成纤维细胞密度高"呈团块状生长"排
列混乱"其间可见腺体及小血管增生(@̀ZE2)XY;E;;̂
转染组球结膜较薄"纤维结缔组织排列疏松"可见其间
空隙"少量成纤维细胞增生"排列整齐(cc\组结膜
纤维层疏松"形成空洞"细胞稀少"结膜组织菲薄
)图 "* m
;1I!各组术区组织胶原纤维沉积情况比较

c(22.6 染色结果显示"空白对照组及 Y\E2)XY;E
;;̂ 组术区组织增厚"胶原纤维沉
积增多"呈致密或疏松束状排列"或
见片状蓝染(@̀ZE2)XY;E;;̂ 组胶

原纤维沉积量少"可见少量蓝色阳
性染色"呈疏松排列(cc\组手术
区域可见空洞形成及血细胞"胶原
纤维排列疏松)图 %;*m

术后 8= 4"空白对照组& Y\E
2)XY;E;;̂ 组& @̀ZE2)XY;E;;̂ 组

和 cc\组胶原纤维染色阳性面积
占整个组织视野面积的百分比分别

为)=<_%Fq#_"D*r&)=8_FAq8_"#*r&
)F%_$=q$_<8*r和 )"#_=<q#_%$*r"
总体比较差异有统计学意义 )No
<F#_%%"Tp$_$"*(其中 @̀ZE2)XY;E
;;̂ 组和 cc\组阳性染色百分
比明 显 低 于 空 白 对 照 组" @̀ZE
2)XY;E;;̂ 组阳性染色百分比明

显低于 Y\E2)XY;E;;̂ 组"差异均
有 统 计 学 意 义 ) 均 Tp$_$" *
)图 %a* m

!88A! 中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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图 I6青光眼滤过术后 ;K '各组大鼠术眼滤过泡组织胶原纤维染色情况比较!;a各组组织切
片 c(22.6 染色)t8$$"标尺o8$$ )'(tF$$"标尺o#$$ )'*!与空白对照组和 Y\E2)XY;E;;̂
组相比"@̀ZE2)XY;E;;̂ 组胶原纤维沉积量少!下图为方框所示球结膜下内置管周围组织的放
大图!aa各组胶原纤维阳性染色面积百分比比较!No<F#_%%"Tp$_$"1与空白对照组比较"
(Tp$_$"(与 Y\E2)XY;E;;̂ 组比较"JTp$_$")单因素方差分析" V̀>E2检验"&o#"*!@̀Za整合
素连接激酶(2)XY;a小干扰 XY;(;;̂ a腺相关病毒(cc\a丝裂霉素 \
9().&"I6?,*$%&(+,/,-2,00%)"/-(5"&'"$,+(1(,/%*,/) '(--"&"/1)&,.$+,/'%8 ;K %-1"&
)0%.2,*% -(01"&(/) +.&)"&8 58 F%++,/1&(23&,*"+1%(/(/)!;ac(22.6 LH)5,H.'32L()6)6K.M4)MM3H36L
KH.-N2)t8$$"J(Ho8$$ )'(tF$$"J(Ho#$$ )'*!>3N.2)L).6 .M5.**(K36 M)J3H2S(22)K6)M)5(6L*/
435H3(234 )6 @̀ZE2)XY;E;;̂ KH.-N 5.'N(H34 S)L, J*(6Q 5.6LH.*KH.-N (64 Y\E2)XY;E;;̂ KH.-N!
O)5L-H32J3*.S S3H3L,32-J5.6C-65L)I(*L)22-3(H.-64 )623HL34 5(L,3L3H" '(HQ34 J/J.T32)6 L.N
N)5L-H32!aa\.'N(H)2.6 .ML,3N3H536L(K3.MN.2)L)I32L()6)6K.M5.**(K36 M)J3H('.6KM.-HKH.-N2!

No<F#_%%"Tp$_$"1\.'N(H34 S)L, J*(6Q 5.6LH.*KH.-N"(Tp$_$"(5.'N(H34 S)L, Y\E2)XY;E;;̂

KH.-N"JTp$_$" )?63ES(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"& o#"*!@̀Za)6L3KH)6E*)6Q34 Q)6(23(2)XY;a2'(**
)6L3HM3H)6KXY;(;;̂ a(436.E(22.5)(L34 I)H-2(cc\a')L.'/5)6 \

<6讨论

@̀Z是普遍存在于细胞中的丝B苏氨酸激酶"也是
整合素信号通路的关键激酶

+ %, ' 以往关于 @̀Z在纤
维化及瘢痕形成过程中的作用研究主要集中在肾脏和

肝脏纤维化' 研究发现"在肾脏纤维化过程中"@̀Z参
与调节 PG:E## 诱导的上皮间质转分化 )3N)L,3*)(*E
'32365,/'(*LH(62)L).6"&cP*过程"并诱导分泌基质金
属蛋白酶

+ <7=, ' @̀Z可调节 &cP过程的初始和关键步
骤"在肝脏纤维化研究中"@̀Z调节肝星状细胞活化并
转化为肌成纤维细胞' 同时 @̀Z是肝细胞在体内和体
外生存的必要条件

+ D7#$, ' 已有的很多研究也证实了
@̀Z沉默的可行性"在一项抗腹膜纤维化研究中"
2)XY;特异性沉默腹膜上皮细胞 @̀Z表达"结果显示
波形蛋白表达减少&&E钙黏蛋白表达增多"&cP过程
被抑制

+ ##, ' @̀Z沉默不仅可有效抑制 PG:E## 诱导的

&cP过程 + #87#A, "而且可以抑制肿瘤
细胞的增生和侵袭

+ #F7#%, ' 在眼科
疾病中"晶状体上皮细胞的增生和
转分化均与 @̀Z活化有关 + #<, ' @̀Z
缺乏成纤维细胞表现为肌动蛋白细

胞骨架异常"不能形成成熟的黏着
斑及张力纤维"最终表现为细胞外
基质不能收缩

+ #=7#D, ' 因此"在青光
眼滤过术后"@̀Z对抗纤维化反应
和瘢痕形成研究尤为重要' 本研究
构建了针对 @̀Z的特异性 ;;̂ "于
术后滤过泡内注射"采用 U32L3H6
J*.L法检测 @̀Z蛋白的相对表达
量"结果显示 @̀ZE2)XY;E;;̂ 转染

可显著抑制活体内结膜及结膜下组

织 @̀Z蛋白表达(同时本研究对
@̀Z抑制效应后大鼠眼压及滤过泡
形态变化进行了动态观察"结果提
示抑制 [<;基因表达可维持大鼠青
光眼滤过术后低水平眼压"延长滤
过泡生存时间'

;;̂ 是细小病毒科中的一类

非致病性病毒"可作为有效基因治
疗的载体工具' 大量研究表明"
;;̂ 是一种相对稳定的病毒载体"
对温度和 NR值的可耐受范围较
宽' ;;̂ 这种稳定的特性"使其有
多种给药方式"可以做到特异性给

药
+ 8$78#, ' 同时";;̂ 具有安全性高&免疫源性低&宿主

范围广及介导基因长期稳定表达&物理性质稳定的特
点' 因此"本实验选择 ;;̂ 作为 2)XY;载体"结果表
明"@̀ZE2)XY;E;;̂ 可有效抑制滤过术区组织中 @̀Z
的表达' 抗代谢药物 cc\是目前临床上常用的抗青
光眼术后瘢痕形成药物"使用方法通常为术中使用浸
有 $_8u$_F 'KB'*cc\的棉片放置于结膜瓣下巩膜
表面 8u" ')6' cc\在抗瘢痕形成的同时"可引起巨
大或薄壁滤过泡&角结膜上皮溃疡&角膜内皮毒性&低
眼压&滤过泡渗漏和眼内炎等并发症' 有研究表明"
cc\并非仅抑制 RP:2增生"而是直接使细胞凋亡及
坏死"过早地抑制了伤口愈合过程 + 8878A, ' 本研究建立
了大鼠球结膜滤过泡模型"为了探讨 @̀Z沉默对滤过
术后伤口愈合的影响"选用临床常用且研究较多的
cc\作为对照组"以便更加客观地对比 @̀Z沉默在此
过程中的作用'

!A8A!中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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本实验实际操作中采用了麻醉大鼠后统一测量眼

压"确保多只大鼠在一致状态下测量' 与人类相同"大
鼠眼压会有昼夜节律影响"因此本实验选择每日同一
时间测定眼压' 由于麻醉会使大鼠眼压下降 + 8F78", "麻
醉程度和时间均会对眼压产生影响"因此本研究在每
次测量时根据大鼠体质量精准计算麻醉药物使用量"
并于麻醉时间相同的情况下测量"同时测定大鼠对侧
非手术眼眼压作为对照"以排除干扰因素的影响' 本
研究中测得对照组麻醉状态下的大鼠眼压与 c.HH)2.6
等

+ 8%,
使用 P.6.̀(J 眼压计测得的麻醉状态下大鼠眼

压基本相近' 且本实验结果显示"大鼠抗青光眼术后
第 # 天眼压比术前降低约 A$r"滤过泡弥散隆起"未见
严重并发症发生"说明滤过手术成功' 术后第 < 天滤
过泡即扁平"眼压也恢复至术前水平"滤过功能丧失"
说明大鼠组织创伤愈合能力较人类强'

结缔组织中包括胶原纤维&弹性纤维和网状纤维'
胶原纤维在结缔组织分布广泛' 胶原纤维和网状纤维
的基本构造相似"均以胶原单位 )蛋白质为主的大分
子*为基本单位"主要由成纤维细胞合成' 胶原纤维
在苏木精7伊红染色中为红色"不能与肌纤维分别"而
c(22.6 三色染色为结缔组织染色方法之一"可将胶原
纤维和肌纤维明显地区分开来(细胞质和肌肉呈红色"
胶原纤维呈蓝色"细胞核呈蓝黑色' 本研究采用
c(22.6 三色染色观察胶原纤维沉积情况"证实了抑制
大鼠球结膜滤过泡组织中 @̀Z表达可抑制纤维结缔组
织增生"减少胶原纤维沉积'

综上所述"本研究建立了大鼠球结膜滤过泡模型"
发现大鼠青光眼滤过术后瘢痕化反应强"而转染特异
性 @̀ZE2)XY;E;;̂ 抑制术区 @̀Z表达后"可使大鼠青
光眼滤过术后眼压维持在低水平"延长滤过泡生存时
间"并提高滤过泡生存率' 抑制 [<;基因表达可减弱
大鼠青光眼滤过术后瘢痕形成反应"减少术区纤维细
胞增生和胶原沉积"起到抗瘢痕形成作用'
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!病例报告!

肺炎克雷伯菌肝脓肿致双眼内源性眼内炎诊疗 #例
徐敏!解正高!陈放

扬州大学附属苏北人民医院眼科"扬州 88"$$#

通信作者#陈放"&'()*#5M/+2J//0#%A15.'

>?@##$1A<%$B5'(1C156##"D=DE8$#D$D$AE$$A=A

Z(%)/,+(+%/'1&"%1*"/1,-5(/,2.0%&"/',$313%0*(1(+2%.+"'58 )*+,(-+**. /0+1230-.+3"$%1(2%5+2"++#% 2%+"&"$,&1

a" K$&"a$(*+(&..%,"6+(& N%&.

V(1%)24(&2,>01+2+%34,3,.:"'"=($T(,13(]/W,/1$2%3S>>$3$%2(E 2,-%&.@+," 8&$9()/$2:"-%&.@+," LLACCB"6+$&%

6,))(/1,&E$&. %"2+,)#6+(& N%&."F4%$3#5>:@/=::GBDQH5,4

!!患者"男"F$ 岁"8$#= 年 8 月 = 日因发热伴肌肉酸痛 F 4 于

扬州大学附属苏北人民医院肝胆内科就诊' 患者否认高血压&

糖尿病史(体温 AD_% s"随机血糖水平为 8#_D ''.*B̀"糖化血

红蛋白水平为 #A_Ar(上腹部增强 \P检查显示肝左叶低密度

影"考虑肝脓肿可能(胸部 \P平扫结果显示双肺下叶炎症"以
-肝脓肿&肺炎&8 型糖尿病.收入院' 在 a型超声引导下行肝

脓肿穿刺引流术"穿刺液细菌培养提示肺炎克雷伯菌阳性' 根

据药物敏感性试验结果予以比阿培南 $_A K静脉滴注"每日 A

次"并采用降血糖等对症治疗"全身情况好转' 8$#= 年 8 月 ##

日因左眼进行性视物模糊 8 4&右眼视物模糊 # 4 请眼科急会

诊' 患者否认眼部手术及外伤史' 右眼视力数指B眼前"裂隙

灯显微镜检查下可见结膜充血"角膜透明"房水混浊"瞳孔直径
A ''"对光反射存在"晶状体尚透明"玻璃体腔絮状混浊"扩瞳

检查眼底见下方视网膜大片黄白色病灶)图 #;*(左眼视力光

感"结膜充血水肿"角膜轻度水肿"前房积脓 8uA ''"虹膜后粘

连"瞳孔欠圆"对光反射消失"晶状体尚透明"玻璃体混浊"扩瞳

检查眼底见视盘上方黄白色病灶)图 #a*' 双眼眼压正常' 眼

部 a型超声检查示双眼玻璃体混浊"右眼视网膜向玻璃体腔内

隆起)图 #\*"左眼视网膜脱离)图 #>*' 诊断#双眼内源性眼

内炎' 患者要求转上级医院"但因故于次日再次入院' 患者诉

右眼视物模糊加重"视力光感"前房积脓 )图 #&*"液平略高于

左眼 )图 #:*"玻 璃 体 混 浊 加 重' 患 者 空 腹 血 糖 水 平 为

=_8 ''.*B̀"体温 A%_D s' 于 8$#= 年 8 月 #A 日和 #F 日于全

身麻醉下分别行右眼&左眼 8AG后入路玻璃体切割{晶状体超

声乳化{硅油注入{双眼玻璃体腔注药术 ) #$ KB̀ 万古霉素

$_# '*{8$ KB̀头孢他啶 $_# '**' 左眼术中见视网膜下大量

黄白色脓苔样物质"切开视网膜后尽量清除)图 8*' 双眼玻璃

体标本液细菌及真菌培养结果均为阴性' 术后第 8 天右眼前

房再次积脓"行上述抗生素右眼玻璃体腔注射"降血糖及全身

控制感染用药方案同术前"患者血糖及体温均稳定' 患者 8$#=

年 A 月 " 日出院"双眼裸眼视力数指B"$ 5'"角膜透明"前房清
)图 A;"a*"晶状体及囊膜缺如"玻璃体腔硅油填充"视网膜平

伏"可见散在激光斑)图 A\">*' 后因增生性玻璃体视网膜病

变伴视网膜脱离"于 8$#D 年 % 月 #8 日和 8$#D 年 < 月 A# 日分

别行右眼和左眼玻璃体腔硅油置换术' 患者出院后定期门诊

复查"8$#D 年 #$ 月 #$ 日复查最佳矫正视力右眼 $_#"左眼
$_8"目前仍在随访中'

讨论#内源性眼内炎的主要原发感染病灶是肝脓肿"致病

菌以肺炎克雷伯菌为主
+#, ' 糖尿病不仅是诱发肺炎克雷伯菌

肝脓肿的危险因素"也是诱发肺炎克雷伯菌肝脓肿伴侵袭性感

染的危险因素' 肺炎克雷伯菌肝脓肿伴内源性眼内炎者中近
"$r同时伴有糖尿病 +8, ' 糖尿病患者发生肝脓肿性眼内炎的概

率是正常人的 A_%u## 倍"且与患者视力预后有关联 +A, ' 有研究

发现糖化血红蛋白超过Dr的肺炎克雷伯菌肝脓肿伴侵袭性感
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