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光性视网膜变性猪视网膜移植术后视功能的综合评价

陈少军，阴正勤，李世迎) ) （第三军医大学西南医院全军眼科中心，重庆 %"""*’）

) ) 摘) 要：目的) 通过移植分化完成而发育不完全的新生猪全层视网膜组织，探讨此种供体改善光变性猪视功能的可
能性。方法) 选 ! + , -新生小猪为供体，用准分子激光微切削脉络膜制备神经上皮#./0 联合移植片，并通过玻璃体#视
网膜手术将联合移植片移植进光变性猪视网膜下腔。在视网膜移植术后 ! 周、! + $ 个月，通过检眼镜、眼底彩照、荧光造
影，观察移植物的存活状况及宿主视网膜有无排斥反应迹象；用 120.3检测并比较不同时相间 4!、/!波振幅和潜伏期，综

合评价移植术后视网膜功能的变化。结果) 对 ’ 只光变性猪 !$ 眼实施视网膜移植手术，移植物植入视网膜下腔 !! 眼，手
术成功率为 ’%5 ,6。移植术后 ! + & 个月可见与宿主视网膜有清楚界限的移植床及其内灰黑色移植物，778检查可见移
植物有荧光渗漏。光变性猪视网膜移植术后 ! + $ 个月，120.3检测 4! 波、/! 波幅值和潜伏期并在不同时相点间比较，

发现 4! 波、/! 波幅值随存活时间延长而增高，反应活跃区在第 &、* 环；而各环 4!波、/!波潜伏期较手术前均明显缩短，存

活后期更显著。结论) 功能检测结合活体形态的同步观察，综合评价视网膜移植术后光变性猪视网膜功能改善的效果，
从而证实了分化成熟的新生猪视网膜移植确实改善了光变性猪的视网膜功能。
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" " 近 ?@ 年大量视网膜移植的研究工作已取得初步
成果：确认了手术操作的安全性，移植物可被宿主接

受，宿主尚有视功能改善的基础［!］。这些研究成果为

治疗视网膜色素变性（ )+*.,.*.& 5./4+,*(&%，<>）等视网
膜变性疾病提供了可靠的实验室依据。目前用于视网

膜移植的细胞和组织都不充足且来源有限，采用的动

物模型多是视网膜自然变性的鼠类模型且在非直视下

进行视网膜移植，建立的手术方法距临床应用相去甚

远。形态学和免疫组化研究结果显示供体组织与受体

视网膜产生了联系，但采用电生理手段对移植后功能

方面的研究还缺乏说服力。然而，关于成熟视网膜供

体及大型动物模型的研究报道很少，大型动物在视网

膜移植后从活体水平上进行形态观察结合功能检测评

价移植效果的研究更少见报道。本研究通过移植分化

完成而发育不完全的新生猪全层视网膜组织，探讨此

种供体改善光变性猪视功能的可能性。

)* 材料与方法

!# !" 主要实验器材
" " 节能灯（上海康普莱公司）、A:9B@C 光度计（北京师范大学
光电仪器厂）、D+.1% E$., 图像分析系统、准分子激光机（美国
鹰视酷眼系统）、玻璃体切割机（美国 F21(,）、手术显微镜（德
国 G+.&& AH）、视网膜移植器（自制）、荧光血管造影系统（德国
I<F!）、视觉电生理诊断系统（德国 <(2%,- J(,&72*）。

!# ?" 动物模型及供体移植片的制备
!# ?# !" 微型猪光性视网膜变性模型的建立与鉴定" " !? 只 ?
月龄广西巴马猪（第三军医大学实验动物中心提供），雌雄不

拘，体质量 K# @ L M# ? N/，被节能灯产生的可见光（波长 M@@ L
O@@ ,4，照射强度 ? H@@ 27P，照射时间 !? ’ Q -）持续照射 K 个月
以上，慢性诱导视网膜变性。

" " 取 ! 只光变性猪眼球用于模型鉴定。采用 D+.1% E$., 图
像分析系统测量视网膜外核层（(7*+) ,712+%) 2%3+)，RSD）厚度，
透射电镜观察感光细胞超微结构，多焦视网膜电图（472*.0(1%2
+2+1*)()+*.,(/)%4，40;<=）检测光变性猪 S! 波、>! 波振幅和潜

伏期，从功能和形态两方面鉴定模型。

!# ?# ?" 新生猪神经视网膜9<>; 联合移植片的制备及鉴定 "
" 选出生后 ! L T -（5(&*,%*%2 -%3& !9T，>S!9T）新生小猪为供
体，眼球取出后制成神经视网膜9<>;9脉络膜复合体，用准分子
激光（能量密度 @# BM 4U Q 14?，发射频率 M@@ IV，切削直径 T# H
44）>:W（5’(*(*’+)%5+7*.1 N+)%*+1*(43）模式微切削新生猪脉络

膜，切削深度 MH L OH "4。组织病理学检查鉴定。

!# K" 视网膜移植手术程序
" " 光变性猪术前 ?M ’ 禁食禁水。视网膜移植术前每次取 !
只 >S!9T 新生小猪双眼制备联合植片。将激光切削后的植片
行明胶双面包埋，再切成 ? 44 X K 44 大小的矩形条，浸入
F4+&’液紫外灯下消毒 K@ 4.,，置入 M Y冰箱备用。KZ戊巴比
妥钠溶液腹腔注射麻醉后，散瞳，备眼，消毒铺巾，角膜缘后

M 44 巩膜穿刺建立玻切三通道；切净玻璃体后在黄斑区上方
约 ! 视盘直径（5%5.22%)3 -.%4+*+)，>[）处用钝针头于视网膜上
造一小口，并注入 F4+&’液少许，造成视网膜局限性浅脱离；用
自制视网膜移植器吸入联合移植片，插入视网膜脱离区内的小

口中，然后匀速推注。行气9液交换，视网膜平复后硅油填充。

!# M" 术后临床观察
" " 术后 ! 周、! L H 个月，观察眼前节表现，用检眼镜、眼底彩
照、荧光造影从活体水平观察移植物的存活状况及宿主视网膜

有无排斥反应迹象。

!# H" 视网膜移植术后视网膜功能检测
" " 用视觉电生理诊断系统进行 40;<= 检测。刺激及记录条
件：刺激图形为随离心度增加的六边形阵列。刺激范围 O@\，
!@K个等大六边形，通频带 K L K@@ IV。检测 409;<=的 S! 波、
>! 波振幅、S! 波、>! 波潜伏期。

!# T" 统计学分析
" " 采用 A>AA !!# @ 软件进行单因素方差分析或 ! 检验，结果
以 !" ] #表示。

+* 结果

?# !" 微型猪光性视网膜变性模型的鉴定
" " 形态学方面：I;染色见光变性猪感光细胞内外节变短，外
核层细胞核减少至 M L T 排，外核层厚度减少了 ?@# ^BZ；电镜
下见在后极部光变性猪视网膜感光细胞内线粒体数量减少，肿

胀明显并可见嵴断裂。视功能方面：40;<= 检测光变性猪同
正常猪相比较，S!、>! 波振幅在 ! L T 环内均较正常明显降低，
而在视网膜内传导时间明显延长，反映外层视网膜功能受到损

害。从功能和形态两方面证实光损伤部位是在光感受器。

?# ?" 新生猪神经视网膜9<>;联合移植片的鉴定
" " 使用 >:W模式切削 MH "4 厚时，显示大部分脉络膜主体
消失，残留少许脉络膜毛细血管组织；而切削厚度到达 TH "4
时，显示切削中心脉络膜组织基本祛除，组织切削面较均匀。

?# K" 视网膜移植术后临床观察
?# K# !" 概述" " K只光变性猪因追加麻药过量分别于术中、术
后抢救无效死亡。B只光变性猪实施视网膜移植术 !H 眼，伪手
术 !眼（伪手术眼除不植入移植片外，其余步骤相同），发生眼内

^^^



炎 !眼。移植物植入视网膜下腔 ""眼，手术成功率为 #$% &’。
!% (% !) 眼底检查、眼底彩色照相及 **+检查) ) 光变性猪术
后 " 个月，移植术眼黄斑中心区稍上方可见椭圆形移植区，与
正常视网膜有清楚的分界线。移植部位色素沉着并隐约可见

黑灰色移植物，而光变性猪伪手术眼未见移植物（图 "）。**+
检查移植术后早期见移植物荧光渗漏明显，边界清楚（图 !）；
而移植术后晚期移植区内瘢痕着染。

!! !"
"

"

+：移植手术眼：箭头示移植区内见黑色移植物；
,：伪手术眼：箭头示瘢痕区内未见移植物
图 !" 视网膜移植术后眼底观察

图 #" 视网膜移植术后 ! 个月移植物荧光渗漏

!% $) 光变性猪组视网膜移植术后 -./01检测
!% $% ") 2"波振幅和潜伏期 ) ) 视网膜移植术后 " 个月，各环

2"波幅值无差异，移植术后 !、( 个月，2"波振幅在第 $、第 3 环
显著降低，而在移植术后第 3 个月，第 ( 环 2"波振幅增高非常

显著，其余各环均显著增高。视网膜移植术后 " 4 3 个月，2"波

潜伏期在各环较手术前均显著缩短（! 5 67 63），移植术后 $、3
个月差异非常显著（! 5 67 6"）。见图 (、$。
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图 &" %!波潜伏期在光变性猪视网膜移植术后 !、#、$、&、’ 个月
的比较

!% $% !) :"波振幅和潜伏期均值和柱图) ) 视网膜移植术后 "、
! 月个 :"波幅值在各环无差异，移植术后 (、$ 个月在 ! 环区域
:"波幅值显著增高（! 5 67 63），移植术后 3 个月在 !、( 环区域
:"波幅值增高非常显著（! 5 67 6"）。视网膜移植术后 " 4 3 个
月，在各环 :"波潜伏期较手术前均明显缩短，尤其在 !、(、3 个
月缩短非常显著（! 5 67 6"）。见图 3、&。
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8：! 5 6% 63，9：! 5 6% 6"，与术后 ! 个月比较
图 )" (!波潜伏期在光变性猪视网膜移植术后 !、#、$、&、’ 个月
的比较

$" 讨论

) ) 在大多数视网膜移植实验和临床研究中，视网膜
移植术后使用眼底荧光造影是为了在移植后较长时间

内评价移植术后排斥反应［"］，主要观察的指标在宿主

视网膜有：黄斑囊样水肿、视网膜广泛水肿、视网膜下

渗出、色素脱失、荧光渗漏等；在移植物有移植物胶囊

666" ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 第 ) 三 ) 军 ) 医 ) 大 ) 学 ) 学 ) 报 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 第 (6卷



第 !! 期" 陈少军，等#光性视网膜变性猪视网膜移植术后视功能的综合评价"

化、存活后期荧光渗漏。本实验在移植后 ! $ % 个月时
观察荧光造影，移植物有荧光渗漏，提示获取的移植片

具有微循环功能，可能与宿主组织间已建立了细胞间

联系。我们还观察到移植床内没有新生血管生成，没

有发现移植物的排斥迹象，同眼底镜检查结果一致，确

认了同种异体视网膜移植的安全性［%］。

" " &’()* 是通过特殊性质的刺激，得以记录不同区
域的多个不同部位的视网膜电图。&’()* 包括 +!、

,!、+%等波成分，对于波形的分析包括振幅密度和潜伏

期。通过 &’()*不仅了解了单个视网膜病灶区的变
化，还获悉了相邻视网膜部位的视网膜状况、相互之间

的联系及互比。采用 &’()* 研究人类 ), 疾病发
现［- . /］，该病典型的表现是振幅降低和潜伏期延长，原

因是光感受器外节受到破坏。近年来，研究人员对猕

猴、鼠类、猫、兔等动物采取不同刺激方式对视网膜组

织结构和视网膜疾病进行各种研究［0，1］，为一些遗传

性视网膜疾病提供新的评价方法。目前我们未检索出

有关猪的 &’()*的研究报道。
" " 本实验中我们测得正常微型猪 &’()* +!波潜伏

期为 !! &2，,!波潜伏期为 -3 &2，光诱导视网膜变性
猪的 +!波潜伏期 -4 &2，,!波潜伏期 /0 &2，潜伏期的
延长反应了光损伤的部位在光感受器。&’()* 检测
光变性猪视网膜移植术后视功能的变化，并与术前、正

常猪视功能比较，+!波和 ,!波幅值较术前均增大，在

存活后期接近正常；而 +!波和 ,!波的潜伏期却较术前

显著缩短，在存活后期接近正常甚至低于正常。+!波

和 ,!波反应活跃区在第 % $ 5 环，离中心凹 - $ !/6，也
正是手术中选择的移植部位。我们还观察到随着动物

存活时间的延长，+!波和 ,!波反应越高、传导越快，提

示移植物可能与宿主视网膜在组织结构上建立了联系。

" " 光变性猪实施视网膜移植手术后虽然在个别术眼
引出的刺激反应甚至高于正常，而在宿主视网膜内的

传导也短于正常，但总体水平还是较正常略低。我们

分析原因：!% && 7 - && 大小的移植物不可能替代
较大范围的宿主视网膜光感受器的凋亡细胞，移植物

周围的变性或凋亡细胞影响检测结果；"玻璃体腔填
充的硅油导致 ()*幅度下降［8］；#手术创伤本身的影
响。本研究中我们设伪手术眼作对照，目的在于了解

手术本身对视网膜功能的影响。&’()* 检测结果提
示，在视网膜移植区手术创伤对视网膜功能产生了影

响；而其他区域既没有移植物又无手术损伤，所以 ,!

波、+!波幅值不会增大或降低，潜伏期也没有变化。

从伪手术猪双眼 &’()*检测结果看出，视网膜移植术
眼 ,!波、+!波幅值比假手术眼显著增高，排除手术创

伤、光性损伤共同的影响因素，移植物改善光变性猪视

功能的作用得以确认。

" " 最近几年对视网膜前体细胞的可塑性研究成为热
点。移植无限扩增并具有多向分化潜能的视网膜前体

细胞，以期在宿主眼内继续发育、增殖并向感光细胞分

化，替换坏死和凋亡的细胞，重建视网膜的神经网络，

改善视功能。有研究证实，成年哺乳动物眼内也具有

多向分化潜能的视网膜前体细胞的存在［4］，推测分化

完成而发育不完全的新生猪应具有视网膜前体细胞。

本实验光变性猪视网膜移植术后视功能改善机制可能

是联合移植片激活了受体视网膜休眠状态的内源性干

细胞（视锥前体细胞），定向分化为视锥和视杆细胞，

并诱导成熟神经胶质细胞的逆向分化［!3］，重建了视网

膜神经层细胞与残存感光细胞的突触联系。因此，分

化完成而发育不完全的新生猪视网膜可以作为一种供

体来源。
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