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局部应用尿激酶对大鼠血G视网膜屏障外向
通透性的影响

许文俊,高永峰,胡萍

,,"摘要#,背景,视网膜血管再通是治疗视网膜血管阻塞性疾病的关键( 研究证实'玻璃体腔注射尿激

酶可抑制视网膜毛细血管内皮细胞间紧密连接复合体中 I44&$63* 蛋白的表达(,目的,用伊文思蓝$VT%玻

璃体注射法观察尿激酶眼局部注射后大鼠血G视网膜屏障$T0T%外向通透性的变化(,方法,采用随机数字

表法将 NK 只 !/大鼠随机分为 Y 个组'各组大鼠均以右眼作为实验眼( 尿激酶玻璃体注射组大鼠将尿激酶

LHK U$商品单位%Y !&注入右眼玻璃体腔'同容积的 1T! 以同样方式注射作为 1T! 玻璃体注射组'尿激酶球

后注射组大鼠将 FK !&F KKK U尿激酶注入右眼球后组织'等容积的 1T! 以同样方式注射作为 1T! 球后注射

组( 上述药物注射后 QY )'所有大鼠右眼玻璃体腔注射质量分数 KbHh VTY !&( VT注射后 Y ) 摘取大鼠右侧

眼球'完整取出玻璃体并以甲酰胺温浴萃取 VT( 所得提取液以甲酰胺G分光光度法检测 VT的质量浓度'并

据此推算大鼠玻璃体腔内 VT的质量浓度'对各组间大鼠玻璃体中 VT质量浓度进行比较(,结果,尿激酶玻

璃体注射组大鼠玻璃体呈淡蓝色反光'眼科手术显微镜下可见视网膜血管)尿激酶球后注射组大鼠玻璃体呈

蓝色'眼底血管不易显示'而 1T! 玻璃体注射组和 1T! 球后注射组大鼠玻璃体均呈深蓝色反光'眼底无法窥

见( 尿激酶玻璃体注射组&1T! 玻璃体注射组&尿激酶球后注射组和 1T! 球后注射组大鼠玻璃体的甲酰胺 VT

溶液吸光度$@%值分别为 KbFZFjKbKKZ&KbYHKjKbKFM&KbLLKjKbKKR 和 KbYLNjKbKFQ)尿激酶玻璃体注射组大

鼠玻璃体腔内 VT的质量浓度为$KbQNNjKbKFY%+Ô'明显低于 1T! 玻璃体注射组&尿激酶球后注射组和 1T!

球后注射组的 $KbNNMjKbKQN%& $KbYRNjKbKFH%和 $KbNHMjKbKFM% +Ô'Y 个组间差异有统计学意义 $Yk

FKKbYKN'9lKbKF%'其中尿激酶玻璃体注射组大鼠玻璃体 VT质量浓度均明显低于其他 L 个组'差异均有统计

学意义$均 9lKbKF%(,结论,大鼠眼局部应用尿激酶可增加 T0T的外向通透性'玻璃体腔内注射 VT是检

测大鼠 T0T外向通透性的可靠方法(,
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,,视网膜血管疾病可造成视网膜组织细胞的缺氧'
引起视功能损害( 及时地再通视网膜血管是治疗视网
膜血管性疾病的关键'但目前尚无安全&有效的方法(
近年来'超选择性眼动脉介入溶栓疗法的应用可不同
程度地使阻塞的视网膜血管再通'改善患者的视功能'
但治疗过程中溶栓药物会不可避免地进入颅内循环系

统而引起脑出血等严重并发症'因此该疗法的疗效和
安全性存在争议

+FGQ, ( 尿激酶是常用的溶栓药物'研
究发现'视网膜毛细血管内皮细胞间紧密连接复合体
中 544&$63* 蛋白的表达减弱与血G视网膜屏障$ :&5569
8%23*"&:"883%8'T0T%的损坏程度是一致的 +L, '而大鼠玻
璃体腔注射尿激酶可以抑制 544&$63* 蛋白的表达'且
对视网膜组织无明显毒性作用

+Y, '而玻璃体腔内注射
尿激酶后是否对 T1T有影响尚不完全清楚( 为此'本
研究观察玻璃体腔内和球后注射尿激酶对 T0T外向
通透性的影响(

51材料与方法

5'51实验动物及分组
成年清洁级 !/大鼠 NK 只'由郑州大学实验动物

中心提供'雌雄不限'体质量 QQK tQZK +'排除眼部疾
患( 采用随机数字表法将大鼠随机分为尿激酶玻璃体
腔注射组&1T! 玻璃体腔注射组&尿激酶球后注射组和
1T! 球后注射组( 动物的管理和使用遵循国家科学技
术委员会颁布的.实验动物管理条例/$QKFF 年版%(
5'61药物注射和眼组织取材

注射前以复方托吡卡胺滴眼液点眼扩瞳'大鼠腹

腔内注射质量分数 Lh戊巴比妥钠$LK #+Od+%全身麻
醉'尿激酶玻璃体腔注射组大鼠行 LHK U$商品单位%
尿激酶 Y !&$辽宁天龙药业有限公司%玻璃体腔注射'
注射在显微镜视野下进行'用 FK !&微量加样器从大
鼠右眼角巩膜缘后约 F ##处进针'将尿激酶向玻璃
体中央推注'勿损伤晶状体及视网膜( 1T! 玻璃体注
射组大鼠以相同的方式注入等容积的 1T!( 注射后剔
除玻璃体出血的大鼠( 球后注射组大鼠分别球后注射
FK !&的尿激酶$F KKK U%或等容积的1T!'即在显微镜
下用 QH !&微量加样器在右眼距下睑缘 Q ##处进针
注药'避开眼球和大血管(

药物注射后 QY )'大鼠玻璃体腔注射 Y !&质量分
数 KbHh伊文思蓝 $V="*7:&$%'VT% $美国 !3+#"公
司%'Y ) 后以质量分数 FKh水合氯醛过量麻醉处死大
鼠'摘取右眼'完整取出玻璃体'置 QbK #&V;;%*65>>管
内'密闭'真空干燥 FQ )'研磨后注入 FbH #&甲酰胺
$天津市光复精细化工研究所%'NK n下温浴振荡 YZ )'
萃取 VT( 将提取液在离心半径为 MbH 4#的离心机中
Y n条件下以 M KKK 8O#3* 离心 LK #3*'取 F #&上清液'
用紫外分光光度计测定波长 NQK *#处吸光度$@%值(
5'71甲酰胺G分光光度法测 VT浓度

精密量取 VT'配置质量浓度为 KbFK&FbKK&QbKK&
LbKK&YbKK&NbNM&FLbLL #+Ô的甲酰胺 VT溶液'在波
长 NQK *#处测量各浓度溶液的 @值( 重复配制并测
量 H 次'配制时 VT和甲酰胺均取各自同一瓶试剂'用
同一台分光光度计检测'并由同一人完成操作( 对数
据统计分析可知*在 KbFK tFLbLL #+Ô 质量浓度范围

!RL!中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



内'VT在甲酰胺中的含量与其 @值呈线性相关 $图
F%'回归方程为 RkKbKMLPrKbKKM$QQ kKbRRR%( 可依
据回归方程计算 VT甲酰胺溶液的质量浓度(
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图 51PF在甲酰胺中的含量与其 )值的标准曲线,VT9伊文思蓝
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图 61各组大鼠PF注射后 : *玻璃体颜色的比较,-9尿激酶玻璃体腔注射组,T91T! 玻
璃体腔注射组,C9尿激酶球后注射组,/91T! 球后注射组

5':1统计学方法
采用 !1!!FM'K 统计学软件进行分析( 本研究测

量指标的数据资料经 !)";3859_3&d 检验呈正态性分
布'以 Ej8表示'组间均数经 %̂=%*%检验方差齐( 采
用完全随机分组单因素干预多水平实验设计'尿激酶
玻璃体腔注射组&1T! 玻璃体腔注射&尿激酶球后注射
组和 1T! 球后注射组大鼠玻璃体中 VT质量浓度差异
的总体比较采用单因素方差分析'组间多重比较采用
T5*>%885*3检验'检验水准 "kKbKH(

61结果

6'51药物注射后各组大鼠玻璃体腔颜色的变化
大鼠玻璃体腔注射 VT后 Y )'尿激酶玻璃体注射

组大鼠右眼玻璃体呈淡蓝色'眼科手术显微镜下观察
经角膜&晶状体和玻璃体多可透见视网膜血管'而 1T!
玻璃体腔注射组和 1T! 球后注射组大鼠右眼玻璃体
呈深蓝色'不可透见视网膜血管'尿激酶球后注射组右
眼玻璃体颜色最淡$图 Q%(

6'61大鼠玻璃体中 VT甲酰胺提取液 @值和质量浓度
甲酰胺G分光光度法测得 Y 个组大鼠玻璃体中 VT

甲酰胺提取液的 @值和质量浓度'已知成年大鼠玻璃
体腔的体积为$FLbLNjKbNY% !&+H, '依据 VT的甲酰胺
提取液质量浓度得到的 Y 个组大鼠玻璃体内 VT的质
量浓度见表 F( 各组大鼠玻璃体内 VT质量浓度'差异
有统计学意义$YkFKKbYKN'9lKbKF%'其中尿激酶玻
璃体腔注射组大鼠玻璃体内 VT质量浓度最低'与
1T! 玻璃体腔注射组&尿激酶球后注射组&1T! 球后注
射组比较'差异均有统计学意义$均 9lKbKF%)1T! 玻
璃体腔注射组大鼠玻璃体中 VT质量浓度高于 1T! 球
后注射组'但差异无统计学意义$9kFbKK%)尿激酶球
后注射组大鼠玻璃体 VT质量浓度高于尿激酶玻璃体
腔注射组'而低于 1T! 球后注射组和尿激酶球后注射
组'差异均有统计学意义$均9lKbKF%(

表 51各组大鼠玻璃体内 PF甲酰胺提取液 )值和
质量浓度及大鼠玻璃体内 PF质量浓度的比较$'W(%

组别 眼数
VT甲酰胺提取液

$@值%
VT甲酰胺提取液
质量浓度$#+Ô%

玻璃体腔 VT的
质量浓度$+Ô%

尿激酶玻璃体腔注射组 FH KbFZFjKbKKZ QbLMYjKbFQQ KbQNNjKbKFY
1T! 玻璃体腔注射组 FH KbYHKjKbKFM NbKLQjKbQLN KbNNMjKbKQN":

尿激酶球后注射组 FH KbLLKjKbKKR YbYFHjKbFLN KbYRNjKbKFH"

1T! 球后注射组 FH KbYLNjKbKFQ HbZHQjKbFHM KbNHMjKbKFM":

Y G G FKKbYKN
9 G G lKbKF

,注9与尿激酶玻璃体腔注射组比较'"9lKbKF)与尿激酶球后注射组比

较':9lKbKF$单因素方差分析'T5*>%885*3检验%,VT9伊文思蓝)G9未

进行统计学处理

71讨论

视网膜血管阻塞性疾病是致盲眼病'组织病理学
研究证实其存在视网膜血栓

+N, '近期超选择性眼动脉
介入溶栓治疗视网膜中央动脉阻塞的应用研究报道较

多'效果明确'但可出现心脑血管疾病并
发症和治疗后出血倾向'因此治疗的安
全性成为临床普及该方法的主要问题(
临床上小剂量局部使用溶栓药物可以安

全地达到血栓溶解和血管再通的目的'
是视网膜血管阻塞性疾病的理想疗法(
球后注射和玻璃体腔注射均是眼科常用

的给药途径'严格按照无菌操作流程操
作可避免眼内感染等并发症

+M, ( 尿激酶
是临床常用的溶栓药物'动物实验研究
已证实了其小剂量玻璃体腔注射的安全

性
+Y, ( VT是稳定的四钠重氮示踪染料'

!KY! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



常用于各种生物膜屏障的定量检测
+ZGR, '甲酰胺G分光

光度法测量组织 VT浓度的方法准确可靠且简便易
行

+FK, ( 上述技术和方法是本研究选择方法学的基础(
T0T由视网膜毛细血管内皮细胞紧密连接$内屏

障%及视网膜色素上皮层细胞间紧密连接$外屏障%组
成'可有效地控制神经视网膜及玻璃体与血液循环间
的物质运输

+FFGFQ, ( T0T通透性包括内向通透性和外
向通透性'前者指物质透过 T0T进入神经视网膜和玻
璃体'后者是指物质从玻璃体或神经视网膜进入视网
膜血管或脉络膜( 以往学者通过观察血液中 VT向神
经视网膜和玻璃体腔中渗透研究 T0T内向通透
性

+FLGFY, '本研究采用玻璃体腔内注射 VT'观察大鼠玻
璃体腔内 VT的外向通透性(

VT的渗出途径分为 Y 种*$F%玻璃体腔G内界膜G
视网膜内 H 层G血G视网膜内屏障G视网膜血管( $Q%
玻璃体腔G内界膜G神经视网膜G血G视网膜外屏障G脉
络膜血管壁G脉络膜血管( $L%玻璃体腔G内界膜G神
经视网膜G血G视网膜外屏障G脉络膜G巩膜G眼球外(
$Y%其他*针孔溢出和眼前节循环系统 +FH, ( /$8%"$
等

+H,
证实'大鼠玻璃体腔内注射量在 L tH !&时损失

少'可重复操作( 尿激酶的玻璃体液化作用微弱'且对
胶原纤维致密的赤道前部玻璃体'特别是与眼球壁附
着最牢固的基底部玻璃体几乎无作用

+FNGFM, ( 所以依
据实验对照设计'可认为第 Y 条途径对本实验影响甚
微'前 L 种途径必须通过血G视网膜内屏障和O或视网
膜外屏障( 本研究发现'大鼠眼局部注射尿激酶后'玻
璃体腔内物质透过内屏障经 T0T外向通透性增加(
近期的研究认为'紧密连接复合体中 544&$63* 蛋白可
以反映组织的屏障功能

+FZ, '马红婕等 +L,
研究发现'

544&$63* 蛋白表达减弱趋势与 T0T的损坏程度相平
行( 刘倩等 +Y,

研究发现'大鼠玻璃体腔注射尿激酶可
抑制视网膜毛细血管内皮细胞间 544&$63* 蛋白的表达'
与本研究结论一致(

本研究结果证实'玻璃体腔注射尿激酶增加大鼠
T0T的外向通透性'使玻璃体内尿激酶进入视网膜血
管而发挥溶栓作用'这个结果为玻璃体腔注射尿激酶
治疗视网膜血管阻塞疾病提供了这个理论支持'但其
有效性尚需进一步利用动物模型进行观察( 玻璃体腔
注射 VT是 T0T外向通透性检测的可靠方法(
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