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形觉剥夺性近视／弱视对小鼠高血糖视网膜微血管病变影响的形态学观察
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１，王　一２　（１．成都军区总医院眼科，四川 成都 ６１００８３；２．第三军医大学西南医院西南眼科医院，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　本研究旨在明确形觉剥夺性近视／弱视是否通过保护视网膜微血管结构延缓糖尿病视网膜病变的发生发
展。方法　通过建立形觉剥夺性近视／弱视合并高血糖小鼠模型，并对成模小鼠、对照组、单纯高血糖组小鼠视网膜血管网进行铺
片、计数周细胞、内皮细胞数量等观测，对观测数据进行统计学分析。结果　高血糖组小鼠内皮细胞／周细胞比值较对照组显著降
低（Ｐ＜０．０１），高血糖合并形觉剥夺组内皮细胞／周细胞比值较高血糖组有改善，３组相比有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。结论　形觉剥
夺性近视合并高血糖小鼠模型的视网膜血管周细胞数量显著高于单纯高血糖模型组小鼠。
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　　高度近视合并糖尿病的患者一般不易发生糖尿病
视网膜病变（ＤＲ），或不会进展成为增值性糖尿病视网
膜病变。目前，高度近视所致视网膜血管网微结构改

变尚缺少相关研究报道。而高度近视是否通过稳定血

－视网膜内屏障而影响 ＤＲ早期改变，也有待动物实
验研究证实。因此，本研究拟观察单纯高血糖动物及

高血糖合并形觉剥夺性近视／弱视动物模型眼视网膜
在ＤＲ早期表现（血－视网膜内屏障损伤）中的变化。
本研究通过过碘酸 －雪夫氏液（ＰＡＳ）染色、免疫荧光
标记观察比较高血糖小鼠与高血糖合并形觉剥夺的小

鼠视网膜微血管形态学的改变。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　链脲菌素（ＳＴＺ）由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供，胰蛋白酶由美
国Ａｌｅｘｉｓ公司提供，雪夫氏液、过碘酸、ＨＥ试剂均由美国 ＢＢＩ
公司提供，鬼笔环肽ＦＩＴＣ由美国 Ｓｉｇｍａ公司提供，ＤＡＰＩ试剂
由北京碧云天公司提供，血糖仪及试纸均为罗氏公司产品，共

聚焦荧光显微镜为Ｌｅｉｃａ公司产品，光学显微镜为日本Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司产品。

１．２　实验方法
１．２．１　形觉剥夺性近视／弱视小鼠模型的建立及分组　　
ＢＡＬＢ／ｃＪ小鼠（１月龄）１０只（购自第三军医大学实验动物中
心），作为正常对照组（Ⅰ组），ＢＡＬＢ／ｃＪ乳鼠（生后１０ｄ）４０只，
分为２组，每组２０只，其中１０只用于ＰＡＳ染色，１０只用于鬼笔
环肽－ＦＩＴＣ免疫荧光双标观察。Ⅱ组为高血糖组，Ⅲ组为高血
糖合并形觉剥夺性近视／弱视组。乳鼠均由母鼠喂养，成年后
（生后３０ｄ）即给予正常饲养；高血糖组小鼠于出生后３０ｄ经
左下腹小量、多次注射ＳＴＺ；高血糖合并形觉剥夺性近视／弱视
组于生后１０ｄ缝合右眼睑，生后３０ｄ经左下腹小量、多次注射
ＳＴＺ。３组小鼠自生后３７ｄ起每日１次取尾血测量血糖，生后
第７２～７７天龄时，称量体质量，乙醚麻醉，于暗室下检影验光，
获得小鼠眼球屈光度值。完成以上测量后，处死小鼠并取出视

网膜置于４％多聚甲醛中固定。
１．２．２　小鼠视网膜血管网铺片及染色　　①视网膜血管网消
化和铺片：取固定的视网膜，置于蒸馏水中浸泡；将视网膜置于

ｐＨ７．８的３％胰酶ｔｒｉｓ缓冲液中，３７℃消化至视网膜表层组织
大部松脱；取出视网膜，浸泡于蒸馏水中，清洗直至仅剩半透明

组织；将该组织转移至载玻片上，烘片１ｈ。②ＰＡＳ染色实验：
配置ＰＡＳ溶液；０．５％过碘酸氧化视网膜血管网铺片１０ｍｉｎ；冲
洗２次，蒸馏水冲洗１次；将载玻片浸入ｓｃｈｉｆｆ液中，避光２０ｍｉｎ；
亚硫酸钠滴洗铺片２次，蒸馏水洗１次；苏木精淡染１５ｓ后，二
甲苯透明；封片保存。③鬼笔环肽ＦＩＴＣ、ＤＡＰＩ荧光双标实验：
将鬼笔环肽ＦＩＴＣ加入０．１％ＰＢＳ中稀释至５μｇ／ｍＬ；每张铺片
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滴加１％ Ｔｒｉｔｏｎ２０μｌ，浸泡破膜１ｈ；蒸馏水冲洗并晾干；每张铺
片滴加稀释的鬼笔环肽ＦＩＴＣ２０μｌ，置于避光湿盒中，孵育３
ｈ；避光条件下蒸馏水冲洗铺片并晾干；每张血管网铺片滴加
ＤＡＰＩ２０μｌ，置于湿盒中，避光，孵育５ｍｉｎ；避光，蒸馏水冲洗血
管网铺片并晾干，抗荧光淬灭封片剂封片。

１．２．３　小鼠视网膜血管网内皮细胞、周细胞计数　　光学显
微镜下周细胞核位于血管外，呈短棒状，染色较深，内皮细胞核

位于血管内，呈长梭状，染色较浅。激光共聚焦层扫时，每张视

网膜血管网铺片采集９个点，可见周细胞核位于血管周围，呈
短棒状或小三角状，有时可与内皮细胞核重叠，内皮细胞核位

于血管内，呈长梭状或棒状。

１．３　统计学方法
　　计量数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因

数方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＡＳ染色下周细胞与内皮细胞
　　视网膜血管网铺片上（图１）周细胞核呈短棒状，染色较
深，位于血管周围，内皮细胞核呈长梭形，染色较浅，位于管腔

内。高血糖组铺片可见无细胞结构血管。高血糖合并形觉剥

夺组小鼠视网膜铺片则较少见到无细胞结构血管。

　　高血糖组小鼠内皮细胞／周细胞比值（图２）较对照组显著
增高（Ｐ＜０．０１），说明高血糖组小鼠视网膜血管网周细胞凋亡
显著增多，高血糖合并形觉剥夺性近视／弱视组周细胞与内皮
细胞比值较单纯高血糖组有统计学差异（Ｐ＜０．０１），说明形觉
剥夺性近视／弱视组周细胞凋亡减少。

ａ：正常对照组；ｂ：高血糖组；ｃ：高血糖合并形觉剥夺性近视／弱视组；↑：周细胞核；★：内皮细胞核；▲：无细胞结构血管
图１　小鼠视网膜血管网铺片ＰＡＳ染色形态学观察（×１０００）
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：与Ⅰ组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与Ⅲ组比较，Ｐ＜０．０１
图２　小鼠视网膜血管网铺片ＰＡＳ染色内皮细胞／周细胞比值

２．２　鬼笔环肽ＦＩＴＣ／ＤＡＰＩ染色形态学观察
　　３小鼠鬼笔环肽ＦＩＴＣ／ＤＡＰＩ染色下视网膜血管网形态学

观察见图３。鬼笔环肽ＦＩＴＣ／ＤＡＰＩ染色与 ＰＡＳ染色的形态学
比较见图４。图４ｂ中左下方箭头（↑）所指为一个与内皮细胞
核平行的周细胞核，形状不典型，为类似于内皮细胞核的梭形，

但在共聚焦扫描下可以清晰地看到该细胞突出于血管腔之外；

左上方箭头（↑）所指为一个位于血管背面，难以辨认的周细胞
核，但通过层扫可以清楚地看到其荧光在血管腔之外，形状呈

典型的短棒状；右上方箭头（↑）所指为一个与内皮细胞核重叠
的周细胞核，在共聚焦扫描三维重建中可以看到此处实际上有

一个较长的内皮细胞核和一个突起的短棒状周细胞核。

３　讨论

　　血－视网膜内屏障是ＤＲ主要的渗漏点［１］。血－

ａ：正常对照组；ｂ：高血糖组；ｃ：高血糖合并形觉剥夺性近视／弱视组；↑：周细胞核；★：内皮细胞核；▲：无细胞结构血管
图３　小鼠视网膜血管网鬼笔环肽ＦＩＴＣ／ＤＡＰＩ染色观察（×１０００）
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ａ：ＰＡＳ染色；ｂ：鬼笔环肽ＦＩＴＣ／ＤＡＰＩ染色；↑：周细胞核；★：内
皮细胞核；◆：难以辨别的细胞核
图４　小鼠视网膜血管网周细胞、内皮细胞ＰＡＳ染色及鬼笔环

肽ＦＩＴＣ／ＤＡＰＩ染色（×１０００）

视网膜内屏障损伤在 ＤＲ早期即可出现，主要表现为
毛细血管基底膜增厚、周细胞凋亡等［２］。在胚胎血管

成熟过程中，周细胞被认为决定着从新生血管成熟的

过程，内皮细胞不能单独完成血管形成过程［３］。血管

形成后，周细胞通过多种细胞因子途径被募集到新生

的血管周围，周细胞募集抑制将引起血管的异常重

构［４５］，失去接触抑制的内皮细胞肥大，向管腔突出，堵

塞管腔形成无细胞结构血管，进而导致视网膜无灌注

区形成［６］。而内皮细胞有丝分裂抑制的减弱，可导致

微血管瘤形成。因此，周细胞凋亡被认为是高血糖视

网膜损伤的特征性表现。视网膜毛细血管周细胞丧失

可表现为血管内皮细胞／周细胞比值升高。因此本研
究使用内皮细胞／周细胞比值来间接反映周细胞的凋
亡，并观察到内皮细胞／周细胞比值明显上升出现在小
鼠实验性高血糖早期。证实了在高血糖早期，已经出

现了血－视网膜内屏障损伤。
　　Ｌｉｍ等［７］通过一项６９２例的临床观察发现，同时
患有高度近视的糖尿病患者，较仅有糖尿病的患者其

增殖性ＤＲ发生率明显降低，其中，一眼患有高度近
视，另一眼无明显屈光不正的糖尿病患者，其患有高度

近视的一眼不发生ＤＲ或仅发生非增殖性 ＤＲ，这或许
提示高度近视对ＤＲ的发生发展有延缓作用。这种作
用可能与高度近视患者眼轴增长，视网膜血流量减少，

对血管的破坏也相应减少有关，也可能与高度近视患

者变薄的视网膜需氧量更少有关［８９］。然而，另一些临

床观察认为，高度近视发病率较高的人群同样也是ＤＲ
高发的人群，提示高度近视与糖尿病视网膜病变并无

相关性［１０］。目前，高度近视对糖尿病视网膜病变的保

护作用尚缺乏动物实验证实。本研究证实形觉剥夺组

小鼠视网膜周细胞丢失轻于高血糖组，提示形觉剥夺

性近视／弱视合并高血糖组小鼠血 －视网膜内屏障损

伤较单纯高血糖组更轻，为进一步研究形觉剥夺性近

视／弱视对高血糖视网膜损伤保护作用的可能机制和
途径打下基础。但由于小鼠体质量轻，持续高血糖导

致其死亡率明显上升。因此，本实验中观察时间短，加

长病程的观察还有待进一步研究。另外，经腹腔小量

多次注射ＳＴＺ造成高血糖被认为是Ⅰ型糖尿病的经典
模型，而人类糖尿病视网膜病变多发生在Ⅱ型糖尿病
患者。因此，Ⅱ型糖尿病合并形觉剥夺性近视／弱视动
物模型的视网膜微血管改变尚需进一步研究。

　　此外，传统实验中周细胞的识别主要依赖于其形
态及与血管的毗邻关系，但周细胞的排列、长度、形态

多变，因此ＰＡＳ染色在光镜下不能很好地区分周细胞
和内皮细胞。周细胞起源和功能具有多样性，目前也

没有特异性的周细胞标志物。因此，本实验采用了肌

动蛋白抗体鬼笔环肽和 ＤＡＰＩ两种无特异的抗体双标
视网膜血管网，并采用激光共聚焦层扫后三维重建来

计数周细胞和内皮细胞。有利于观察一些形态和位置

不典型的周细胞核。该方法目前尚未见文献报道。
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