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临床用氧对新生鼠视网膜发育的影响

张) 琴，韦) 红) ) （重庆医科大学附属儿童医院新生儿科，重庆 %"""!"）

) ) 摘) 要：目的) 研究不同临床用氧方式对新生鼠视网膜血管发育的影响以及相应视网膜血管内皮生长因子（*+,-）
的表达以探讨 ./0发病机制，为早产儿临床合理用氧提供实验依据。方法) 新生 ( 1 234567鼠仔 !$" 只，按不同吸氧方式
称质量随机分为 $ 组。实验组 !：-3/& 由 ($8分 $ 1逐渐降低直至停氧（每天下降幅度约为 !"8）；实验组 &：吸入氧浓度
（ -3/&）$ 1逐渐由 9"8升高至 ($8后突然中断吸氧。实验组 9：持续吸 ($8高氧 $ 1后骤然停氧；实验组 %：持续吸 ($8
高氧 $ 1后分 $ 1逐渐降低 -3/&直至停氧；对照组：置于同实验条件下的空气中饲养。视网膜铺片（:;0酶染色法）了解视
网膜血管形态改变；眼球切片（<+法）观察视网膜血管的增生和发育情况；免疫组化法观察 $ 组标本视网膜各层 *+,-的
表达，并进行视网膜组织内 *+,-的含量，血管内皮细胞核两者之间相关性分析。结果) !视网膜铺片和眼球切片 <+染
色显示实验组 &、9 视网膜存在缺氧并出现异常新生血管生成的类似 ./0 表现。"免疫组化结果显示缺氧后视网膜组织
内 *+,-的表达明显增加，主要分布在视网膜节细胞层和内核层的毛细血管内皮细胞细胞质和细胞核中。视网膜新生血
管芽细胞核数（以与内界膜相关联的突破内界膜的内皮细胞核数 =表示）与视网膜组织 *+,-含量呈正相关（ ! > "? ’"(，"
@ "? "!）。结论) 吸入高浓度氧后突然停氧可严重影响新生鼠视网膜血管的发育，产生类似早产儿视网膜病的病变。因
此临床上应严密监测用氧情况，采取逐渐降低氧浓度的吸氧方式。
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" " 早产儿视网膜病变（ &’*+,%2)*0- %/ 2&’D)*6&+*-，
EFG）原称晶体后纤维增生症，是一种增殖性视网膜
病变。其特征是早产儿视网膜血管发育异常，新生血

管形成，纤维增殖及视网膜脱离，可导致包括终生失明

在内的多种严重并发症。近年来由于新生儿重症监护

病房（JKLM）医疗水平的不断提高，早产儿的存活率
明显提高，本病的发病率呈显著增加趋势，已成为世界

范围内儿童致盲的主要原因，然而 EFG 的发病机制
尚不清楚，既往研究认为高浓度氧是导致 EFG的重要
原因，而目前研究认为 EFG 的产生与“相对缺氧”有
关。即使在高浓度氧环境中，早产儿未发育成熟视网

膜组织却处于一个“相对低氧”的状态，从而引起一系

列血管生长因子大量分泌，促使新生血管大量生成，导

致 EFG。因此不能以单纯停氧来防止 EFG 的发生。
临床观察显示吸氧浓度和时间与 EFG 的发生有关。
本实验模拟临床早产儿的不同用氧情况，研究不同吸

氧方式对视网膜血管发育的影响以及视网膜血管内皮

生长因子表达，探讨 EFG 的发病机制，为临床合理用
氧提供实验依据。

)* 材料与方法

!# !" 实验动物及分组
!# !# !" 实验动物" " > 日龄清洁级 N+.*)&小鼠 !O< 只，性别不
限，由重庆医科大学附属儿童医院动物中心提供。按文献［!］
方法建立视网膜新生血管动物模型。

!# !# P" 分组" " 将实验动物分为实验组与对照组，根据不同
的吸氧方式将实验组分为 Q 组：实验组 !：吸入氧浓度（ :+FP）O
天逐渐由 R<S升高至 >OS（每天上升约 !<S）后突然中断吸
氧。实验组 P：:+FP 由 >OS分 O 1 逐渐降低直至停氧（每天下
降幅度约为 !<S）；实验组 R：持续吸 >OS高氧 O 1 后骤然停
氧；；实验组 Q：持续吸 >OS高氧 O 1后分 O 1逐渐降低 :+FP直

至停氧（每天下降幅度约为 !<S）。对照组：置于同实验条件
下的空气中饲养。

!# P" 视网膜铺片了解血管发育
" " 实验组 !、P、R 和对照组分别于 G!P（生后第 !P 天）、G!Q、
G!>、GPP 取小鼠各 O 只进行视网膜铺片（@TG 酶染色法）实验
组 Q 于 G!Q、G!>、GPP 取小鼠各 U 只进行视网膜铺片，在光镜显
微镜下观察视网膜血管形态、分布及数量，具体方法见参考文

献［P］。
!# R" 定量检测新生血管芽
" " 采用眼球切片法。每组剩余小鼠于 G!> 时，颈椎脱臼处
死，摘取眼球，制备眼球切片。两组各随机抽取 P< 张苏木精V

伊红（W8）染色切片，在显微镜下计数突破视网膜内界膜的内
皮细胞核数量，分别计算出两组的平均数。计数血管内皮细胞

细胞核时仅计数与内界膜有联系的血管内皮细胞细胞核。具

体方法见参考文献［P］。
!# Q" 免疫组化 789:的测定
" " 用免疫组化法测定 789:的表达。即用型 H@XL免疫组织
化学染色试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司。

!# O" 统计学分析
" " 所有数据以统计分析软件 HGHH !<# < 进行分析，数据以 !#
Y $表示，采用单变量多因素数据方差分析。均数间两两比较
采用 HJZVA检验。

+* 结果

P# !" 视网膜血管病变的形态学改变
" " 对照组：视网膜血管 G!PVG!> 由视盘发出，逐渐向四周呈
放射状均匀分布发育，管径较粗，分支逐步形成，血管网结构清

晰。逐渐形成深浅两层血管网。并通过螺旋形的交通动脉互

相连接见（图 !）。实验组 P，R：G!P 时自视盘发出的大血管管
径变细，分支减少，走行僵直，视网膜中央可见大片无灌注区。

G!Q 时大血管明显扩张、迂曲，中央仍可见大片无灌注区，周边
部血管密度增高，在视网膜中周部开始出现新生血管，但是这

些血管结构紊乱。G!> 时大血管更加扩张、迂曲，视网膜中周
部有大量结构分布紊乱的新生血管形成，而且浅层血管网及大

部分深层血管网广泛闭塞。可见血管渗漏现象（图 P）。实验
组 Q：G!Q 铺片观察与实验组 P# R 相似。G!> 时，视网膜中央无
灌注区缩小，血管管径、走行基本正常，但深层血管有阻塞现

象，GPP 时视网膜中央未见无灌注区，血管发育基本成熟；实验
组 ! 视网膜血管的形态、数量和分布与对照组相似。
P# P" 视网膜血管增生的定量结果
" " 光镜下所见：计数各组小鼠平均每只眼球每张切片上突破
视网膜内界膜的新生血管内皮细胞核数目。实验组 P 小鼠的
每个切面均可见突破内界膜的内皮细胞核及新生血管断面，内

界膜下的细胞增殖，排列紊乱（图 R）；与实验组 R 相似。对照
组基本上未见突破内界膜的内皮细胞核，内界膜下的细胞也无

明显增殖（图 Q）；实验组 !，Q 小鼠突破视网膜内界膜的血管内
皮细胞核与对照组相比差异无显著性。不同组实验对象突破

视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目（L）见表 !。
P# R" 789:免疫组化结果
P# R# !" 光学显微镜观察所见 " " 对照组：在视网膜节细胞层
和内核层可见少许 789: 阳性细胞，细胞质着色呈淡黄色（图
O）；实验组 P：可见在视网膜节细胞层和内核层 789:阳性细胞
数量明显增多，表达增强，细胞质着色呈棕黄色（图 U）与实验
组 R 相似；实验组 !、Q 视网膜组织中 789: 的表达与对照组无
明显差异。
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!! !" !#
图 !" 对照组 #!$ 视网膜铺片"（ ! "##）$ $ 图 % 实验组 % #!$ 视网膜铺片"（ ! "##）$ $ 图 &" 实验组 % 视网膜 ’(染色"（ ! "##）

!! !" !#
" " " " 图)" 对照组视网膜’(染色"（ !"##）$ 图*" 对照组视网膜+(,-免疫组化染色"（ !"##）$ 图." 实验组%视网膜+(,-免疫组化染色"（ !"##）

%& ’& %$ 用 ()*+,-./0 .123 4,/3506 7& 8 软件对免疫组织化学染
色结果进行分析 $ $ 每张切片任意选取 ’ 个高倍视野（ !
"##），测量细胞的平均光密度值以表示阳性产物的强度。细胞
的平均光密度值（9）见表 8。

表 !" 各组突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目（指标 /）
和 +(,-阳性细胞的平均光密度值（指标 0）
组别 指标 : 指标 9
实验组 8 %& "# ; #& <= #& %= ; 8& "’
实验组 % %=& >7 ; #& 8#* #& 7= ; 8& "%*

实验组 ’ ’%& =# ; #& ??* #& 7? ; %& 8"*

实验组 " ’& #7 ; #& <> #& ’# ; 8& %<
对照组 %& ?7 ; #& ?8 #& %= ; 8& "#

*：! @ #& #7，与对照组比较

%& "$ 实验检测结果的相关性分析
$ $ 我们将视网膜新生血管芽与视网膜组织 4ABC 按同一动
物指标为一组数据的对应关系两两进行直线相关性分析。结

果表明，视网膜新生血管芽细胞核数与视网膜组织 4ABC 含量
存在明显的相关性（ " D #E >>"，! @ #E #7）。
$ $ 在有效的 %# 对实验数据中，我们发现视网膜新生血管芽
细胞核数（以与内界膜相关联的突破内界膜的内皮细胞核数 :
表示）与视网膜组织 4ABC 含量呈正相关（ " D #& =#?，! @
#E #8）。

&" 讨论

$ $ 目前 FG.真正的发病机制尚未阐明，临床及基础
研究均提示不合理的吸氧方式是早产儿视网膜病发生

的重要原因之一。高氧可促使早产儿未发育成熟的视

网膜血管收缩、闭塞，视网膜组织相对低氧，从而引起

一系列血管生长因子大量分泌，促使新生血管大量生

成，导致 FG.，本实验模拟临床上较常见的早产儿用

氧情况设计 " 种吸氧方式，观察不同吸氧方式对视网
膜血管发育的影响。实验组 8 模拟临床病情迅速稳定
后逐渐降低氧浓度直至停氧，结果视网膜铺片上未见

新生血管形成，切片中新生血管内皮细胞核极少，可能

与暴露在高氧中的时间较短，视网膜血管收缩及视网

膜缺血程度轻，视网膜相对低氧不明显。而实验组 %
中，我们模拟临床患者需氧逐渐增加，病情好转后立即

停氧；实验组 ’ 模拟病情较重持续吸入高氧，病情好转
后立即停氧造成一个较大波动的血氧浓度。这两组新

生鼠连续吸 7 H高氧后视网膜铺片显示视网膜血管发
育过程中视网膜血管形态异常，新生血管大量形成，形

成 FG.。证实了高氧以及氧浓度波动与 FG. 新生血
管形成有关，与国内外报道一致［% I 7］。实验组 " 模拟
临床病情重连续给予 7 H高氧，稳定后逐渐降低 C5G%，

其新生血管内皮细胞核与对照组无显著差异，视网膜

铺片在高氧时虽有血管收缩，新生血管生成的改变，但

继续使用低氧却可以改善视网膜相对缺氧状态，随着

吸氧时间的延长，异常的血管形态明显改善。这提示

我们，在吸入高氧后恰当地继续使用低氧的确可以避

免发生 FG.。提示临床上不能以单纯停氧来防治
FG.，反而应该补氧纠正“缺氧”，补充氧治疗被提倡
作为 FG. 阈值病变前期的治疗方法之一。对胎儿眼
的进一步研究表明，血管内皮生长因子（4ABC）在视
网膜的表达呈波峰式分布，高峰在孕 > J 8’ 周和 %< 周
左右，与梭形细胞（血管内皮前细胞）、血管内皮细胞

增殖呈正相关，说明 4ABC 在正常视网膜血管发育过
程中起促进作用。当 4ABC 缺乏时，血管内皮细胞的
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分化、增殖和迁移均受阻，且呈剂量相关性［!］。"#$%
也是启动新生血管形成所必需的最重要物质，对于正

常血管发育和异常新生血管形成均起重要作用，"#$%
直接受氧浓度调节，在众多细胞因子中可能起关键性

作用［&］。缺血缺氧可诱导 "#$% ’()*的转录及其蛋
白的表达，使视网膜外颗粒层、内颗粒层及节细胞层

中血管内皮细胞、血管壁、移行的色素上皮细胞甚至游

行于血管内的白细胞 "#$% ’()* 表达明显增高［+］，
使眼内局部 "#$% 的含量增加。本实验证实不同吸氧
方式下视网膜 "#$% 表达不同，高氧后骤然停氧
"#$%的表达明显增加，本实验视网膜新生血管芽细
胞核数与视网膜中 "#$% 含量呈正相关，提示 "#$%
对视网膜新生血管的形成以及 (,- 的发病机制有重
要的影响。而在对照组与实验组 . 中 "#$%表达无差
异。我们的动物模型证实了高氧下视网膜处于“相对

缺氧”的假设，相对缺氧导致 "#$% 的大量分泌，促使
新生血管大量生成，导致 (,-，这与 /’012 等［3］对早产
儿视网膜病的研究一致。综上所述，不恰当的吸氧方

式是引起 (,-的重要原因，视网膜的相对缺氧缺血、
"#$% 大量产生以及新生血管大量形成可能与 (,-
的发病有关。临床工作中，应尽快稳定早产儿生命体

征，采取合适的给氧方式。
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文章编号：4999=:.9.（8993）44=4934=94 个案与短篇

严重缺损前牙牙髓炎一次法根管治疗术的临床观察

赵文峰，陈增力，刘继延，张伶军，王丽英5 5 （北京军区总医院口腔科，北京 499+99）

5 5 牙髓炎采用常规法治疗疗程长，患者复诊次数多。近年
来，一次法根管治疗术治疗牙髓炎得到普遍应用。我科在 8994
<899. 年期间，采用一次法根管治疗术治疗严重缺损前牙牙髓
炎患者 444 例，效果可靠。

!" 资料与方法

46 45 研究对象
5 5 444 例严重缺损前牙牙髓炎患者，男性 .: 例，女性 !! 例。
年龄 4; [ !+ 岁，平均 .86 4 岁。488 颗前牙，上颌中切牙 :8 颗；
上颌侧切牙 .. 颗；下颌中切牙 89 颗；下颌侧切牙 ! 颗。其中，
常规治疗 !4 颗，一次法 !4 颗。

46 85 方法
5 5 常规法开髓后 & J 根管预备、消毒，+ J 后充填；一次法开

5 5 作者简介：赵文峰，男，河南省安阳市人，硕士，主任医师，主要从事口腔正畸、

口腔修复和口腔颌面外科方面的研究，发表论文 &9 余篇。电话：

（949）!!+84;:+

5 5 收稿日期：8993=9:=9+；修回日期：8993=9:=4&

髓、根管预备、充填一次完成。8 周后行 \线检查。

46 &5 评定标准
5 5 成功：无疼痛、叩痛，\ 线检查根尖无阴影；失败：有疼痛、
叩痛，\线检查根尖部阴影上，根管超填、欠填。

#" 结果

5 5 488 颗严重缺损前牙牙髓炎常规法和一次法根管治疗术结
果见表 4。

表 !" !## 颗严重缺损前牙牙髓炎常规法和一次法根管治疗术结果

方法 牙数 成功（颗） 失败（颗） 成功率（]）
常规法 !4 :! : ;46 3
一次法 !4 :+ . ;&6 .

$" 讨论

5 5 前牙严重缺损是指牙冠 4 ^ & 以上的缺损，在临床上表现多
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