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!实验研究!

小鼠经角膜视网膜下腔注射的方法学研究

戚艳.戴旭锋.张华.何颖.庞继景

..#摘要$.背景.小鼠是眼科基因治疗(干细胞移植和眼底病研究的常用动物模型"视网膜下腔注射是上
述研究中常用的实验技术"该技术的操作流程对研究的结果产生较大影响"但是目前对具体的视网膜下腔注
射操作方法的介绍鲜见报道'.目的.观察小鼠经角膜视网膜下腔注射对视网膜形态和功能的影响'.方法
.S 月龄 X0a级 )UQK-R/\小鼠充分扩瞳后"在眼科专用手术显微镜下用 PONRSC一次性注射针头在角巩膜缘内
侧穿刺小鼠右眼角膜"用带有 PPC平针头的微量进样器沿穿刺口进入并绕过晶状体后到达玻璃体"然后逐渐
进针至视网膜下腔隙"缓慢推注 N %:质量分数 O Ǹd荧光素钠生理盐水注射液' 根据注射后注射液在视网膜
下腔的分布范围不同将实验眼分为 VOd _NOOd范围组和 UOd _QOd范围组"模拟操作组以相同的方向进针
至视网膜下腔但不注射溶液"小鼠的对侧眼%右眼&作为正常对照组"每组 2 只眼' 分别于注射后 N(S(P % 及
注射后 U 周光学相干断层扫描%L)G&法观察各组小鼠视网膜的形态结构变化)于注射后 U 周时记录各组小鼠
的视网膜电图%IDC&"然后制备小鼠视网膜石蜡切片"采用苏木精Z伊红染色观察各组小鼠视网膜的组织病
理学改变'.结果.注射眼注射后视网膜绿色荧光范围oUOd且无明显并发症者为注射成功"成功率oQOd'
L)G观察显示"注射后 N % 可见注射区域视网膜神经层与视网膜色素上皮%D0I&层脱离"局部视网膜隆起"注
射后 S % 注射区域视网膜复位' 注射后 U 周"模拟操作组(UOd _QOd范围组(VOd _NOOd范围组和正常对照
组小鼠 IDC4 波振幅分别为%PV/ S̀UpPQ V̀V&(%PUQ ÙOp2N ÒP&(%PS2 S̀UpUP 2̀U&和%2NO ÙOpN2 V̀V&%]"2 个组
间总体比较差异有统计学意义%NqP ÙQ2"!qO Ò2Q&"正常对照组 IDC4 波振幅明显高于 VOd _NOOd范围
组%均 !tO ÒU&' 组织病理学检查显示"模拟操作组(UOd _QOd范围组和 VOd _NOOd范围组小鼠神经层与
D0I层分离"视网膜外核层细胞增生和移位"其中 UOd _QOd范围组和 VOd _NOOd范围组小鼠注射点周围
区域视细胞外节排列紊乱' 各组小鼠未注射区域视网膜各层结构均正常'.结论.经角膜视网膜下腔注射法
是一种安全(可行的操作方法'.

#关键词$.注射R方法学) 眼科手术技术R方法) 视网膜R病理) 体层摄影术R光学相干性) 视网膜电
图) 近交系 )UQK-小鼠
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..近年来"越来越多的视网膜疾病相关的突变基因
模型被发现

+N, "为相关疾病的基因诊断和治疗奠定了
基础' 随着视网膜变性疾病基因治疗技术的发展"研
究者已在小鼠眼中实施了大量的实验以开展人类遗传

性视网膜疾病的临床前研究
+SZV, ' 研究发现"大多数

视网膜变性疾病发生于感光细胞或视网膜色素上皮

%3+8$'":=$,7+'8+=$8*+:$97"D0I&细胞"因此相关的临
床前试验需要经视网膜下腔注射途径注射治疗载体以

治疗相邻的光感受器细胞和 D0I细胞"其主要原因在
于视网膜下腔具有高度的免疫赦免特性"是基因治疗
的理想部位' 目前所用的视网膜下腔注射有 S 种方
法"即经角膜途径视网膜下腔注射和经巩膜途径视网
膜下腔注射"均可用于视网膜眼底疾病小鼠模型的基
因治疗等

+PZN2, "但 S 种方法各有优缺点' 经巩膜途径
注射不会损伤角膜"但注射后视网膜隆起范围较小"载
体感染率低"且白内障发生率高"一般用于眼球较大但
晶状体体积相对较小的实验动物和睑裂及眼球还没发

育完成的新生小鼠"而经角膜途径的视网膜下腔注射
主要用于啮齿类成熟动物"注射时针头可绕过晶状体"

白内障发生率低
+T, "且进针注射点在视网膜后极部"

注射范围大' 曾有报道大鼠经角膜途径视网膜下腔注
射的应用

+T, "小鼠作为视网膜变性疾病的常用研究模
型"视网膜下腔注射的详细操作方法鲜有报道' 经角
膜视网膜下腔注射易导致视网膜脱离"小鼠角膜表面

做一穿刺口可致小鼠眼底形成自发性视网膜脱离"且
视网膜结构和功能可自行恢复

+NO, ' 目前经角膜视网

膜下腔注射所致的大面积自发性视网膜脱离及注射液

不同的脱离范围的分布对小鼠视功能的影响鲜有研

究' 本研究中拟探讨最优的视网膜下腔注射方法及其
对视网膜形态和功能的影响'

=9材料与方法

=>=9材料
=>=>=9实验动物9S 月龄 X0a级 )UQK-R/\小鼠 NS

只%购自上海斯莱克实验动物有限责任公司&饲养于
温州医科大学实验动物中心"喂养环境 NS * 光照RNS *

黑暗"动物自由采食及饮水"小鼠均以左眼进行视网膜
下腔注射"右眼为正常对照组' 实验动物的喂养和使
用符合浙江省实验动物管理的有关规定和条例'
=>=>>9主要试剂及仪器9生理盐水%浙江天瑞药业
有限公司&)质量分数 Nd阿托品滴眼液(荧光素钠%美
国 B:?5' 公司&)复方托吡卡胺滴眼液%沈阳兴齐眼药
股份有限公司&)盐酸四环素氢化可的松眼膏%南京白
敬宇制药有限责任公司&' PONRSC一次性注射针头%美

国 K!公司&)眼科实验手术显微镜 %日本 Y$̂5' 公
司&)眼科显微器械%苏州明仁医疗器械有限公司&)微
量进样器%美国 H"7$:85' 公司&)g!(GXP 型自动组织
脱水机%北京佳源兴业科技有限公司&)J$?35' (视网
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膜影像系统%美国 0*5+'$1D+6+"3?* -"46公司&)视觉
电生理检测系统 %德国 D5:"'% 公司&)明视野显微镜
%德国 )"3:e+6$6公司&'
=>>9方法
=>>>=9经角膜视网膜下腔注射9注射前一天下午小
鼠经 Nd阿托品滴眼液点眼 N 次"注射当日 V*OO _
NS*OO使用 Nd阿托品滴眼液点眼"每小时 N 次"共 2
次"于 NS*OO _N2*OO 用复方托吡卡胺滴眼液点眼以快
速扩瞳"每 PO 分钟 N 次"共 2 次%对照眼术前准备相
同&' 扩瞳至能看见晶状体赤道部后"小鼠腹腔内注
射氯胺酮%QS 7,R̂,& R甲苯噻嗪 %2 7,R̂,&行全身麻
醉"用质量分数 O Ùd盐酸丙美卡因滴眼液点眼以局
部麻醉' 剪去小鼠胡须"将小鼠倾斜放于一硬质纸板
上"头部抬高"操作者用一手固定小鼠体位' 在小鼠结
膜囊点质量分数 S Ùd羟丙基甲基纤维素以观察眼
底' 微量进样器术前经体积分数 QUd乙醇消毒' 解
剖显微镜下在瞳孔缘内 N 77处用 PONRSC的一次性针
头穿刺角膜"针头斜面向上垂直进入角膜全层的 VOd
深度时"使针尖平行于晶状体前表面进入前房"避免伤
及虹膜和晶状体' 然后用带 PPC平针头微量进样器
沿穿刺口平行于晶状体进入前房"针头绕过晶状体后
至玻璃体"接触视网膜表面"继续进针至视网膜下腔'
此时将微量进样器固定"试探性缓慢推动进样器活塞"
将带有少量荧光素钠的生理盐水注射液注入视网膜下

腔' 如有绿色液体漏出"提示深度不够"需继续进针少
许)如长时间未见视网膜隆起并伴有巩膜绿染"提示可
能进针太深' 约 2U 6注入 N %:溶液"然后针头缓慢撤
回"避免损伤虹膜及晶状体' 注射后小鼠用 S Ùd羟
丙基甲基纤维素点入结膜囊以观察眼底情况及荧光染

料在视网膜的分布范围'
=>>>>9实验动物分组及注射后处理9注射眼根据术
后荧光染料分布范围分为 UOd _QOd范围组和 VOd _
NOOd范围组"模拟操作组以相同的方向进针至视网膜
下腔但不注射溶液"然后直接退针"正常对照组不进行
任何操作%图 N&"每组 2 只眼' 为避免感染并减轻因
虹膜刺激而引起的渗出反应"避免虹膜粘连"注射眼用
阿托品滴眼液及盐酸四环素醋酸可的松眼膏点眼"注
射当日点眼 N 次"术后 N _P % 每天点眼 S 次"术后 2 _
Q % 每天点眼 N 次"术后第 S 周给药 S 次"术后第 P 周
给药 N 次'
=>>>?9小鼠眼底 L)G检测及眼底照相.分别于视网
膜下腔注射后 N(S(P % 使用 J$?35' (视网膜影像系统
行光学相干断层扫描 %5=8$?":?5*+3+'?+8575,3"=*<"
L)G&检查' 检查前小鼠用复方托吡卡胺滴眼液点眼

A B

C D
图 =9小鼠注射后眼底图像.B*注射后视网膜全层视网膜脱离"可
见荧光染料弥漫分布于视网膜"绿色荧光处可见视网膜血管.K*注
射后视网膜隆起范围为 UOd"局部呈绿色荧光"可见视网膜血管.
)*模拟视网膜下腔注射后眼底图像"眼底出现部分视网膜脱离%黑
箭头&.!*未注射对照小鼠眼底图像

扩瞳"全身麻醉后剪去胡须"放置在设备配套的动物台
上' 用 S Ùd羟丙基甲基纤维素湿润角膜"同时开启
L)G检查系统和眼底照相系统"调节动物实验台"使
角膜与镜头接触"获取眼底图像"参考眼底图像对全视
网膜区域进行线性水平扫描"获取清晰的 L)G图像'
开启眼底照相系统对小鼠进行眼底照相"具体操作同上'
=>>>@9小鼠视网膜电图的检测9于注射后 U 周行小
鼠视网膜电图 %+:+?8353+8$'5,3"7"IDC&检测' 检查前
小鼠暗适应过夜"IDC检测均设在下午时段"检查在
暗室内的暗红光%)o/UO '7&下操作' 小鼠置于 PQ s
恒温台上"用复方托吡卡胺滴眼液点眼"全身麻醉下剪
去胡须' 将参考电极和地电极分别插入头部和尾根部
皮下"用金制环形电极放置在角膜表面"用少量 O Ùd
羟甲基纤维素滴眼液点眼保护角膜并减少干扰' 记录
ZN V̀UO :5,?%R%6!7S&和 O :5,?%R%6!7S&光照度下的
全视野暗适应 IDC"然后小鼠在亮度为PO ?%R7S

的背

景光中明适应 NO 7$'"再记录 O /̀U :5,?%R%6!7S &光强
度下的明适应 IDC'
=>>>A9小鼠视网膜组织病理学检查9IDC检测后用
颈椎脱臼法处死小鼠"充分暴露眼球"使用显微细线镊
夹住眼球底部向上提起"剪去眼球周围的结膜和肌肉
组织"完整取出眼球"置于体积分数 NOd甲醛中固定
S2 *"剪去角膜(虹膜和晶状体"制备眼杯标本' 将眼
杯置于自动组织脱水机上脱水"浸蜡 S2 * 制蜡块' 使
用石蜡切片机 U %7厚切片"行苏木精Z伊红染色"用
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明视野显微镜观察视网膜结构变化并拍照'
=>?9统计学方法

采用 X0XX SN Ò 统计学软件进行统计分析' 本研
究测量指标的数据资料经 &检验接近正态分布"以#p7
进行统计描述"组间均数经 -+#+'+检验方差齐' 采用
均衡分组 2 水平实验设计"正常对照组(模拟操作组(
UOd _QOd范围组和 VOd _NOOd范围组间小鼠 IDC4
波振幅的总体差异比较采用单因素方差分析"组间多重
比较采用 -X!(&检验' !tO ÒU 为差异有统计学意义'

>9结果

>>=9各组小鼠视网膜的 L)G表现

L)G检查显示"正常对照组小鼠视网膜结构完
整"与 D0I层贴合紧密"无视网膜脱离%图 SB&' 模拟
操作组小鼠因角膜穿刺时房水外流(眼底负压形成而
导致自发性视网膜脱离"最大可达 NOOd视网膜范围"
注射后N %视网膜趋于平坦"注射后 S % 视网膜与 D0I
层贴附"注射后 P % 视网膜完全复位"视网膜结构与
D0I层贴合紧密%图 SK&' UOd _QOd范围组注射后
N % 可见注射区仍有小范围的局部隆起"注射后 S % 视
网膜与 D0I层贴附"注射后 P % 视网膜完全复位%图
S)&' VOd _NOOd范围组注射后 N % 注射区内可见一
较大范围的隆起"注射后 S % 视网膜基本复位"注射后
P % 明显复位%图 S!&'

术后1d 术后2d 术后3d

A1

B1

A2 A3

B2 B3

C1 C2 C3

D1 D3D2

图 >9各组 JAF:OR12 小鼠视网膜
下腔注射后 EJP表现.BN _BP*S
月龄小鼠正常眼术后 N(S(P % 视网
膜厚度和结构均正常.KN*模拟操
作组术后 N % 视网膜神经上皮层与
D0I层轻度分离.KS*模拟操作组
术后 S % 视网膜结构和 D0I层与术
后 N % 比较趋于贴合.KP*模拟操
作组术后 P % 视网膜完全复位.
)N*UOd _QOd范围组注射后 N %
视网膜可见局部隆起.)S*UOd _
QOd范围组注射后S %视网膜局部
隆起较 N % 时减轻"神经视网膜层
与 D0I层贴合. )P*注射后 P %
UOd _QOd范围组视网膜复位.
!N*VOd _NOOd范围组注射后 N %
视网膜可见一较大范围的隆起.
!S*VOd _NOOd范围组注射后 S %
神经视网膜层与 D0I层贴合紧密
!P*VOd _NOOd范围组注射后P %
视网膜复位

>>>9各组小鼠视网膜下腔注射后 U 周 IDC变化
视网膜下腔注射后 U 周"模拟操作组小鼠 IDC

4 波振幅为%PV/ S̀UpPQ V̀V&%]"UOd _QOd范围组为
%PUQ ÙOp2N ÒP&%]"VOd _NOOd范围组为%PS2 S̀Up
UP 2̀U&%]"而正常对照组为%2NO ÙOpN2 V̀V&%]"2 个
组间总体比较差异有统计学意义 %NqP ÙQ2"!q
O Ò2Q&' 模拟操作组及 UOd _QOd范围组比较 IDC
4 波振幅较正常对照组均有所下降"但差异均无统计
学意义%&qO V̀QN(N T̀O2"均 !oO ÒU&"VOd _NOOd范
围组 IDC4 波振幅明显低于正常对照组"差异有统计
学意义%&qP ÒTT"!tO ÒU&' 与正常对照组比较"模拟
操作组 IDC4 波振幅降低了 /d"UOd _QOd范围组
4 波振幅降低了 NPd"而 VOd _NOOd范围组 4 波振
幅降低了 SNd%图 P&'
>>?9各组小鼠视网膜下腔注射后 U 周视网膜的组织
病理学变化
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图 ?9小鼠视网膜下腔注射后 A 周 4IU的检测.B*各组小鼠注射
后 U 周视网膜最大混合反应 4 波振幅的量化比较 %NqP ÙQ2"!q

O Ò2Q& "与正常对照组比较""!tO ÒU %单因素方差分析"-X!(&检
验& % 6q2&.K*各组小鼠注射后 U 周视网膜最大混合反应波形.可
见正常对照组(模拟操作组和 UOd _QOd视网膜脱离组小鼠 IDC
4 波波幅接近"而 VOd _NOOd视网膜脱离组 4 波波幅下降.N*正常
对照组.S*模拟操作组.P*UOd _QOd范围组.2*VOd _NOOd范
围组.IDC*视网膜电图
.

小鼠视网膜组织病理学检查显示"各注射组注射
区域视网膜神经上皮层与 D0I层出现分离"可见视网
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膜局限性隆起"光学显微镜下可见视网膜外核层细胞
增生和移位"其中 UOd _QOd范围组和 VOd _NOOd
范围组小鼠注射点周围区域视细胞外节排列不整齐"

VOd _NOOd范围组视细胞外节稍变短"各组小鼠未注
射区域视网膜各层结构均正常"视网膜各层细胞排列
规则%图 2&'

A1

B1

A2 A3

B2 B3

C1 C2 C3

D1 D3D2

图 @9注射后 A 周小鼠视网膜组
织病理学检查.BN2正常对照组
小鼠视网膜各层组织结构正常

%HIuNOO&.BS2图 BN 的蓝色标
记区 域 视 网 膜 各 层 结 构 正 常

%HIu2OO&.BP2图 BN 的红色标
记区域视网膜各层结构正常 %箭
头& %HIu2OO&.KN2模拟操作组
注射处可见视网膜外核层结构异

常%HIuNOO&.KS2图 KN 蓝色标
记区域可见视网膜厚度增加"视
网膜外核层细胞移位%HIu2OO&
KP2图 KN 红色标记区域视网膜结
构恢复正常%箭头& %HIu2OO&.
)N2UOd _QOd范围组可见 S 个
局限性视网膜隆起 %HIuNOO&.
)S2图 )N 蓝色标记区域视网膜外
核层及视细胞外节均隆起 % HI
u2OO&.)P2图 )N 红色标记区域
可见视网膜各层排列接近正常

%箭头& %HIu2OO&.!N2VOd _
NOOd范围组注射区有较大范围
的视网膜隆起%uNOO&.!S2图 !N
蓝色标记区域可见视网膜外核层

细胞减少"排列紊乱"视网膜感光
细 胞 内 节( 外 节 隆 起 范 围 大
%HIu2OO&.!P2图 !N 红色标记
区域视网膜各层结构排列整齐"
视网 膜 各 层 复 位 % 箭 头 & % HI
u2OO&.LY-2外核层.MX2内节
LX2外节

?9讨论

视网膜下腔注射的方法为视网膜变性疾病的基因

治疗提供了具有可行性的操作途径
+NN, "是眼底遗传性

疾病基础研究中常用的实验技术' 既往研究表明"视
网膜下腔注射介导的基因治疗技术可恢复视网膜变性

小鼠的部分视功能
+SZV, "但是视网膜下腔注射引起的

视网膜脱离究竟对治疗后视细胞的形态和功能会产生

怎样的影响"目前鲜有研究和报道"而眼后节 L)G测
量技术和 IDC记录技术可为基因治疗后视网膜形态
学和功能学的检查和评估提供依据"本研究主要介绍
基因治疗相关的视网膜下腔注射操作方法"并确认注
射后视网膜解剖复位的时间(术后形态和功能的变化'

小鼠眼行角膜穿刺后可致不同程度的自发性视网

膜脱离
+NO, "本研究中根据注射后绿色注射液在视网膜

下的分布范围"而不是单纯根据视网膜脱离的范围进
行分组"对动物模型的治疗具有重要研究意义' 研究
显示视网膜下腔注射后 N %"VOd _NOOd范围组和
UOd _QOd范围组仍存在不同程度的视网膜小隆起"
而 Y593等 +NP,

研究发现术后 N % 视网膜已复位"可能与
本研究中视网膜脱离范围均超过 UOd有关' 本研究
中发现"UOd _QOd范围组和 VOd _NOOd范围组小
鼠注射后 S % 神经视网膜层和 D0I层贴合紧密"达到
解剖学复位"而模拟操作组在术后 N % 神经视网膜层
即复位"而 VOd _NOOd范围组和 UOd _QOd范围组
视网膜下腔注射生理盐水荧光素钠后注射液的吸收也

可影响视网膜完全复位的时间' 本研究中视网膜功能
学研究发现"各注射组小鼠 IDC最大混合反应的 4 波
振幅均不同程度下降"UOd _QOd范围组和 VOd _
NOOd范围组较模拟操作组下降更为明显"与 L)G检
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查的形态学研究结果相对应"同时 L)G检查还显示模
拟操作组小鼠视网膜形态学变化恢复较快'

本研究中对经角膜视网膜下腔注射的方法学及其

注射本身对视网膜形态和功能的影响进行探讨和评

估"并阐述了详细的操作流程及其可行性"但需指出的
是"出生后不足 N2 % 的未睁眼小鼠"特别是生后 N 周
内的小鼠因眼球小"发育不完全"药物扩瞳不易"因此
行经角膜视网膜下腔注射可能会导致小鼠角膜(虹膜(
晶状体及视网膜损伤"应选择经巩膜视网膜下腔注射
法"即在穿刺口直接进针"无需进针至对侧视网膜下
腔"降低操作引起邻近组织损害的风险 +NN, ' 既往研究
认为"经角膜视网膜下腔注射法对视网膜结构及功能
造成的影响可在注射后 U 周内修复 +N2, "因此本研究中
选择注射后 P % 及注射后 U 周的视网膜形态和功能进
行观察"但未进行多个时间点的动态观察"因此缺乏注
射后各周小鼠形态和功能变化规律的观察结果"这也
是我们应进一步研究的内容' 关于视网膜下腔注射技
术"目前注射器械的设计也日渐合理"使用微细钝针头
操作时对组织的损伤更少"此项技术也较为成熟' 操
作时仍需要注意*%N&术前应充分扩瞳 +NU, "角膜穿刺点
靠近角巩缘处为好"以免形成角膜白斑而影响治疗后
对动物的行为学测试"但穿刺点不能过于接近瞳孔缘"
防止操作造成瞳孔缩小"不易看清眼底"降低注射成功
率"此外瞳孔缩小也是造成术中虹膜出血或虹膜粘连
的主要原因' %S&角膜穿刺时针头斜面向上"当垂直
进入角膜全层的 VOd深度时"针尖方向应改为平行于
晶状体前表面并缓慢进入前房"避免伤及虹膜和晶状
体"以及因房水迅速流出后负压增大而导致视网膜隆
起过大而和晶状体后囊膜粘连' 针尖进入前房后 TOx
转角绕过晶状体至视网膜下腔"可最大程度地避免损
伤晶状体皮质' %P &注射液应缓慢推注至视网膜下
腔"防止快速推注造成返流' %2&为防止术后发生虹
膜角膜粘连"术后应用药物充分扩瞳' 为降低术后出
血的发生率"在微量进样针穿过角膜穿刺口进入视网
膜下腔之前可在角膜表面点透明质酸钠滴眼液 N 滴"
调节显微镜焦距"在可视眼底的情况下选择血管较少
区域进行注射"防止针头刺破血管'

本研究中应用的经角膜视网膜下腔注射为今后进

行眼部变性疾病的基因治疗和干细胞移植以及其他相

关研究提供了方法学支持'
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