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..#摘要$.背景.伊文思蓝%IK&灌注的大鼠视网膜铺片是实验研究过程中观察血Z视网膜屏障%KDK&功

能的常用方法"但以往视网膜标本经固定液处理后透光性差"仅能用激光扫描共焦显微镜进行观察"对实验设

备要求较高'.目的.探讨 IK灌注糖尿病%!J&大鼠视网膜后在 0KX 中制作透明视网膜标本"并用普通荧光

显微镜观察 KDK功能技术的可行性'.方法.应用随机数字表法将 2O 只 X!大鼠随机分为对照组(!JN 个

月组(!JP 个月组和 !J/ 个月组' 将质量分数 Sd链脲佐菌素% XGe&溶于 O ÒU 775:R-枸橼酸缓冲液"以
/O 7,R̂,的剂量一次性腹腔内注射建立大鼠 !J模型"对照组大鼠腹腔内注射等容量枸橼酸缓冲液' 分别于

造模后 N(P(/ 个月按 2U 7,R̂,的剂量经大鼠股静脉注射 PO ,R-的 IK溶液"注射后 NU 7$' 摘除双侧眼球"立

即置于 0KX 中完整剥离视网膜"将视网膜放射状切开并平铺于载玻片上"避光晾至完全透明"封片"置于荧光

显微镜下观察并拍照' 应用 M00/ Ò 软件分析图像"测量 IK渗漏区面积与视网膜面积的百分比'.结果.对

照组大鼠视网膜血管形态和走行正常"IK在波长 U2/ '7激发光下呈红色荧光"均匀充盈于血管腔' !JN 个

月组大鼠视网膜背景荧光较对照组大鼠略增强)!JP 个月组大鼠视网膜背景荧光进一步增强"视网膜血管呈

现节段性扩张"可见明显的红色高荧光区)!J/ 个月组大鼠视网膜血管粗细不均"部分走行迂曲"可见片状低

灌注区及大量高荧光区' 对照组(!JN 个月组(!JP 个月组和 !J/ 个月组 IK渗漏区面积百分比分别为
%O ÒU !O ÒS&d(%O S̀Q !O Ò/ &d( % N ǸQ !O ǸV &d和 % 2 Q̀Q !O /̀/ &d"总体比较差异有统计学意义 %Nq

QTU V̀OO"!tO ÒON&"其中 !JP 个月组和 !J/ 个月组大鼠视网膜 IK渗漏区面积百分比值明显高于对照组"

差异均有统计学意义% @̂qNO P̀PV(2P 2̀QU"均 !tO ÒON&'.结论.改良的 IK灌注视网膜铺片技术操作简单"

普通荧光显微镜下即可清晰显示 !J大鼠的 KDK结构和动态变化'.

#关键词$.视网膜铺片) 糖尿病视网膜病变) 动物模型) X=3",9+(!"E:+<大鼠) 血Z视网膜屏障) 伊文

思蓝
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..伊文思蓝%I#"'64:9+"IK&静脉注射后能与血浆
白蛋白以 NO hN的比例紧密结合"当血管通透性增加
时"IK(蛋白质复合物通过血管壁渗漏到周围组织"是
一种较理想的示踪剂

+N, ' IK灌注视网膜铺片是观察
血Z视网膜屏障 % 4:55%(3+8$'":4"33$+3"KDK&功能的常
用方法"已用于多种类型实验动物模型的评价"如糖尿
病视网膜病变% %$"4+8$?3+8$'5="8*<"!D&动物模型(视
网膜缺血Z再灌注损伤动物模型和实验性自身免疫性
葡萄膜炎动物模型等

+SZU, ' 大鼠视网膜组织是实验研
究的常用标本"经多聚甲醛或其他固定液固定后便于
平铺"但固定液可导致视网膜神经上皮细胞变性"使视
网膜组织变厚及透光性下降"仅能通过激光扫描共焦
显微镜进行观察

+SZ2, "但并非所有实验室都具备激光
扫描共焦显微镜' 研究发现"将含体积分数 TUdLS和

体积分数 Ud)LS混合气体通入人工脑脊液后视网膜

完整地被分离
+/ZQ, ' 本研究中在上述研究技术的基础

上"尝试在等渗 0KX 中分离和制备灌注 IK的透明视
网膜铺片"并探讨其在普通荧光显微镜下进行形态学
观察的可行性'

=9材料与方法

=>=9材料
=>=>=9实验动物9V 周龄 X0a级雄性 X=3",9+(!"E:+<
%X!&大鼠 2O 只"体质量 NVO _SOO ,"购自中国军事医
学科学院动物中心' 大鼠饲养于温度 NV _SS s(相对

湿度 2Od _QOd(NS * 昼夜交替的环境中' 实验动物
的喂养和使用遵循天津医科大学动物保护与使用委员

会规定'
=>=>>9主要试剂及仪器9链脲佐菌素%683+=85i585?$'"
XGe&(IK%美国 X$,7"公司 &)0KX % O ÒN 775:R-" =H
Q 2̀&%北京中杉金桥生物技术有限公司&)枸橼酸缓冲
液%O ÒU 775:R-"=H2 Ù& %天津市北方天医化学试剂
厂&)质量分数 O ÒTd生理盐水%中国大冢制药有限公
司&)体积分数 UOd甘油缓冲液%_甘油 h_0KX qN hN&' 血
糖仪%美国 D5?*+公司&)手术显微镜%美国 )"3:e+$66
公司&)眼科显微手术器械%苏州六六视觉科技股份有
限公司&)直径 /O 77培养皿%美国 )53'$',)568"3公
司&)载玻片%江苏世泰实验器材有限公司&)荧光显微
镜%日本 Y$̂5' 公司&'
=>>9方法
=>>>=9糖尿病大鼠模型建立9按随机数字表法将 2O
只 X!大鼠随机分为对照组(糖尿病% %$"4+8+67+::$896"
!J&N 个月组(!JP 个月组和 !J/ 个月组' 将质量
分数 Sd XGe溶液% XGe溶于 O ÒU 775:R-枸橼酸缓
冲液&以 /O 7,R̂,的剂量一次性腹腔内注射建立大鼠
!J模型' 注射后 P %"取尾静脉血检测血糖水平"血
糖水平!SO 775:R-为造模成功' 对照组大鼠以同样
的方法注射等容量枸橼酸缓冲液' 分别于造模后 N(
P(/ 个月在各组大鼠腹腔内注射体积分数 NOd水合氯
醛进行麻醉"将大鼠固定于实验台"剪开左侧腹股沟部皮
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肤"暴露左侧股静脉"N 7$' 内经股静脉按 2U 7,R̂,剂量
注射质量浓度为 PO ,R-IK溶液%IK溶于 O ÒTd生理盐
水&"大鼠全身即刻变蓝时表明灌注成功"NU 7$' 后过量
麻醉法处死大鼠"摘除双侧眼球"立即制备视网膜铺片'
=>>>>9大鼠视网膜铺片9在手术显微镜下将眼球沿
角巩膜缘环形切开"去除角膜(虹膜(晶状体和玻璃体"
用 0KX 冲洗眼杯"置于盛有干净 0KX 的培养皿中' 用
巩膜隧道刀钝性分离视网膜"待完全松解后"用手术刀
片切断视神经' 将完整剥离的视网膜在 0KX 中行均
匀放射状切开并分为 2 个象限"平铺于培养皿底部的
载玻片上"展平后将载玻片捞出"发现视网膜呈半透明
状' 将标本避光晾至完全透明"UOd甘油缓冲液封片'
=>>>?9IK渗漏区面积的观察及测量.用波长为
U2/ '7的滤光片在荧光显微镜下观察视网膜血管分布
及 IK渗漏情况"并在相同激发光强度(相同曝光时间
等参数下拍照' IK在波长 U2/ '7激发光下呈红色荧
光' 参照文献+V,的方法"每张视网膜铺片中任意选
取 N 个象限"拍摄 NOO 倍视网膜铺片荧光显微镜像"将
其导入 M00/ Ò 软件%美国 J+%$")<4+3'+8$?6公司&进
行分析"灰度值为 SPO _SUU 的区域即为渗漏区' 剔除
该区域内含正常血管充盈的强荧光区域"将渗漏区面
积及该视野视网膜面积导出至 I1?+:表格中"两者之
比表示渗漏区面积百分比'
=>?9统计学方法

采用 X0XX SO Ò 统计学软件%MKJ X0XX X8"8$68$?6&
进行统计分析' 本研究测量指标的数据资料经
X*"=$35(&$:̂检验符合正态分布"以 #p7表示' 采用完
全随机分组单因素干预四水平实验设计"对照组(!J
N 个月组(!JP 个月组和 !J/ 个月组大鼠视网膜 IK
渗漏区面积百分比的总体差异比较采用单因素方差分

析"组间两两比较采用 !9''+88&检验' 采用双尾检测
法"!tO ÒU 为差异有统计学意义'

>9结果

>>=9大鼠视网膜铺片中的血管形态
对照组大鼠视网膜血管形态和走行正常"IK的红

色荧光均匀充盈于血管腔"各级分支血管清晰可见'
在低荧光背景下"对照组大鼠视网膜浅层大血管走行
平直"边缘锐利清晰"无 IK渗漏%图 NB&' 在相同位
置和相同放大倍数下"对照组大鼠视网膜深层毛细血
管网充盈良好%图 NK&' !JN 个月组大鼠视网膜血管
形态与对照组大鼠相比未见明显异常"但视网膜背景
荧光较对照组大鼠稍增强"可见散在 IK渗漏点 %图
N)&' !JP 个月组大鼠视网膜背景荧光进一步增强"

视网膜血管呈节段性扩张"可见明显的 IK渗漏"形成
高荧光区%图 N!&' !J/ 个月组大鼠视网膜血管粗细
不均"走行迂曲"视网膜可见片状低灌注区"毛细血管
出现广泛渗漏"管壁结构模糊不清%图 NI&'

A B C

D E

图 =9各组大鼠 4:
灌注后视网膜铺片

荧光显微镜像.B*
对照组大鼠视网膜

浅层大血管形态正

常%uNOO&.K*对照
组大鼠视网膜深层

毛细血管网形态正

常%uNOO&.)*!JN 个月组大鼠视网膜血管形态接近正常"但视网
膜背景荧光略增强%uNOO&.!*!JP 个月组大鼠视网膜血管旁出现
明显 IK渗漏区%黄箭头& %uNOO&.I*!J/ 个月组大鼠视网膜血管
病变明显"血管粗细不均"走行迂曲%白箭头& "可见片状低灌注区域
%绿箭头& "毛细血管出现广泛渗漏%黄箭头& "结构模糊不清%u2O&

>>>9大鼠视网膜 IK渗漏区面积百分比的比较
对照组(!JN 个月(!JP 个月和!J/ 个月组IK

渗漏区面积百分比分别为 %O ÒU !O ÒS &d( %O S̀Q !
O Ò/&d(%N ǸQ !O ǸV&d和 %2 Q̀Q !O /̀/&d"显示随
着 !J大鼠造模时间的延长"视网膜渗漏区面积百分
比逐渐增加"组间总体比较差异有统计学意义 %Nq
QTU V̀OO"!tO ÒON&"其中 !JN 个月组大鼠视网膜 IK
渗漏区面积百分比与对照组比较差异无统计学意义

% @̂qS ǸO2"!qO ǸOT&"!JP 个月组(!J/ 个月组大
鼠视网膜 IK渗漏区面积百分比明显高于对照组"差
异有统计学意义 % @̂qNO P̀PV"!tO ÒON) @̂q2P 2̀QU"
!tO ÒON&%图 S&'
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图 >9各组大鼠视网膜 4:渗漏
区面积的定量比较.N*对照组
S*!JN 个月组.P*!J P 个月
组. 2* !J / 个 月 组 . Nq
QTU V̀OO"!tO ÒON>与对照组比

较""!tO ÒN %单因素方差分析"
!9''+88&检验& IK*伊文思蓝

?9讨论

!D(年龄相关性黄斑变性(视网膜静脉阻塞及葡
萄膜炎等眼部疾病均存在 KDK功能障碍"导致视网膜
和脉络膜血管渗漏

+T, "其实验研究中常用 IK灌注视
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网膜铺片技术探讨视网膜血管的病理改变' 既往报道
的 IK灌注视网膜铺片技术是采用组织固定液对视网
膜标本进行固定"固定后大鼠视网膜标本不透明"且对
视网膜观察设备要求较高

+SZ2, ' 本研究中对此技术进
行改良"去除了用固定液固定视网膜标本这个步骤"将
标本置于等渗 0KX 中"剥离视网膜后直接进行视网膜
铺片"获得透明标本"从而能够在普通荧光显微镜下直
接观察"并能通过微调焦距观察视网膜各层血管' 改
良后的 IK灌注视网膜铺片技术可清晰显示对照组和
!J视网膜血管形态以及 IK渗漏情况"与激光扫描共
焦显微镜下的形态一致

+SZP, ' 此外"该方法观察到 !J
/ 个月组的大鼠视网膜上有片状低灌注区域"与白细
胞瘀滞导致该区域视网膜血液循环障碍有关

+NO, ' 本
研究中将拍摄的照片导入 M00/ Ò 软件中测量 IK渗
漏区占视网膜面积的百分比"发现 !J组大鼠视网膜
IK渗漏区均大于对照组"且随着时间的延长渗漏区面
积逐渐增加"与李艳等 +NN,

的研究结果吻合' 本研究中
的实验方法简便易行"图像清晰(可靠"但操作中应注
意*%N&全身麻醉后的大鼠应置于温暖环境中"以免体
温降低影响血液循环' %S&灌注后 IK在大鼠体内循
环需要一定的时间"才能从受损血管中渗出' %P&制
作标本时要尽量完全清除玻璃体"以免影响视网膜的
展平"尤其是与视网膜黏着紧密的部分' %2&铺片时
动作应轻柔"避免损伤视网膜' %U&铺片后尽快置于
荧光显微镜下观察并拍照"由于视网膜组织未经固定"标
本中血管形态仅可维持一定时间"时间过长组织会溶解'
本研究中观察到IK灌注后 2 * 视网膜血管结构开始模糊
不清"因此尽量在铺片后 N _S * 进行观察和照相'

本研究中改良的 IK灌注视网膜铺片技术简化了
固定视网膜的步骤"直接进行视网膜铺片"此外通过普
通荧光显微镜即可对标本进行观察"降低了对设备的
要求"同时可获得清晰的大鼠视网膜血管形态图像"适
用于各类 KDK功能障碍的大鼠视网膜血管渗漏的形

态学观察'
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!病例报告!

双眼对称性视网膜有髓神经纤维伴高度近视一例

孙则红.王志学.赵俊华.李菁

..!LM*NO>PQ/O R?7">F>$66'>SOTU(ON/O>SONU>OQ>OOQ
作者单位*O/NOON 河北省沧州市"沧州市中心医院眼科
通讯作者*王志学"I7"$:*E"',i*$19+UWN/P>?57

..患者"女"NU 岁"因自幼双眼视力差伴斜视和眼球震颤"于 SONN 年 V 月 NT 日在沧州市中心医院眼科就诊' 患者体格检查

未见异常' 无遗传病家族史' 眼部检查*双眼视力 O ÒU"不能

矫正"复方托吡卡胺扩瞳后验光"双眼屈光度均为ZN2 S̀U !)眼

球水平震颤)双眼内斜视%图 N&' 眼底*双眼视盘边界不清"周

围可见放射状白色光泽区"边缘呈羽毛状"沿视神经纤维走行"
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