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激光视网膜损伤后神经元凋亡及 b F G F 作用的研究

何春燕
.

许立军 王 一 钱焕文 ” (第三军医大学附属西南医院眼科 ) 重庆
,
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提 要 目的
:

探讨兔视网膜激光损伤后 视网膜神经元凋亡 与时间的关系
,

以及碱性成纤维生 长因子

(b F G F )对神经元凋亡的影响
。

方法
:

应用末 端脱 氧核昔酸转移酶介导的 dU T P
一

X 切 口 末端标记法 ( T U N E L

法 )标记凋亡细胞
。

结果
:

伤后 6 h
、
1

、
3

、
7 d 视网膜各层可见散在分布的 T U N E L 阳性凋亡细胞

,

尤以外核层

多见
。

伤后 14 d
,

凋亡细胞数减少
,

同时外核层厚度降低
.

伤后眼 内给予 b F G F
,

可减少 伤后 3 d 视网膜神经

元的细胞凋亡
。

结论
:

激光损伤后视网膜神经元的细胞凋亡是造成光感受 器细胞丢失 的原因之一
。

b F G F 可

抑制视 网膜神经元的细胞凋亡而维持 光感受 器细胞的生存
,

表 明 bF G F 对激光视 网膜损 伤具 有有效 的治疗

作用
。
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碱性成纤维生长 因子 ( bF G F )

中图法分类号 R 7 7 9
.

l ;
R 9 7 7

.

6

随着激光技术的发展和应用
,

激光对人眼的损伤

日益受到重视
。

研究发现在许多视网膜病变中
,

视网膜

光感受器细胞均发生不同程度的细胞凋亡
,

并认为这

与视功能的损害有关 〔̀ 一 3〕。

本实验对兔视网膜行 Y A G

激光损伤
,

观察伤后不同时相点视 网膜神经元细胞凋

亡的改变
,

以及眼内给予碱性成纤维生长因子 ( B as ic

f ib r o b l a s t g r o w t h f a e t o r ,

b F G F )对视网膜神经元的细

胞凋亡有无抑制作用
,

为探讨激光视网膜损伤的病理

机制及其治疗提供理论和实验依据
。

1 材料与方法

1
.

1 动物及动物模型

1
.

1
.

1 实验动 物及分组 选用健康无 眼病的有色家兔 20

只
,

雌雄兼用
。

体重 1
.

5~ 2
.

3 k g
。

随机分为 四组
:

①正常对照组

( 2 只 )
。

②激光损伤组 ( 1 2 只 )
。

分 6 h
、
l

、
3

、
7

、
1 4 d s 个时相组

。

3 d 组动物 4 只
,

一只用 于电镜观察
。

余各 时相组分别为 2 只
。

③激光损伤+ bF G F 治疗组 (3 只 )
。

④激光损伤 + 注射用水对

照组 ( 3 只 )
。

1
.

1
.

2 模 型制作 动物麻醉后以 调 Q 倍频 Y A G 激光器双

眼致伤
。

激光器波长
:

53 2 n
m

,

照射间期
:
2 0 n s ,

重复频率每秒 1

次
。

平均照射能量每次 2
.

82 m J
。

每眼照射 3 次
。

眼底镜观察

到视网膜后极部出血性损伤斑
。

③组及④组动物于激光损 伤后

立即眼内注人 b F G F 1 0 拜g / 2 0 拜l 或注射用水 2 0 拜l
。

b F G F 由珠

海东大生物制药有 限公司提供
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 标本取材及切片制作 各组兔于所需 时相点麻醉致

死
,

摘 除眼球
,

10 % 中性福尔马林固定
,

切取视网膜损伤 出血 区

为中心的全层眼球壁组织 4 m m X 7 m m
,

石蜡包埋
,

4 ” m 厚切

片用于 T U N E L 染 色及 光镜 观察
。

3 d 组动 物一 只于伤后 3 d

处死
,

摘除眼球
。

3% 戊二醛 固定
,

切取视网膜 出血区 的全层眼

球壁 组织 Z m m x 3 m m
,

环氧树脂包埋
,

超 薄切 片电镜观察
。

1
.

2
.

2 T U N E L 法标记凋 亡细胞 石蜡 切片 6 0o C 烤 片 30

m in
,

常规脱蜡
、

水化
。

蛋 百酶 K ( 2 0 m g /m l )消化 1 5 m in
,
3 7

O

e 厂

3%过氧化氢封闭内源性过氧化物酶 10 m in
,

37
O

C ;将凋亡试剂

盒 (宝灵受公司
,

德 国 )的 I 液和 I 液按 1 :
9 比例混匀

,

覆盖组

织孵育 9 0 m in
,
3 7

o

C ;抗荧光素抗体孵育 3 0 m in
,

3 7
0

C
。

每步骤

后均以 P BS 清洗
。

D A B 液显 色
,

2 % 甲基绿复染
,

常规脱水
、

透

明
、

封片
,

光镜观察
。

正常对照
:

正常兔视网膜切片为正常对照
。

阴性对照以 I 液代替 I 与 l 的混合液
。

切片采用计算机 图象分

析系统处理
,

侧 出 T U N E L 阳性细胞的面积 比值 ( 面密度
,

A
r
ea

d
e n s

i t y )作为结果

二
1

.

.2 3 统计学分析 结 果采 用均数间方差分析
。

2 结果

何春燕
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2
.

1 光镜观察

在激光 视网膜损伤后 6 h
、
1

、
3 d 视网膜损伤斑最大直径处

可见
;

病灶如 丘状 隆起
,

视 网膜 全层 破裂
,

类似
“

火 山 口 ”
样改

变
。

视 网膜内及视网膜下大量积血
、

内界膜破裂
,

视 网膜破裂处

见细胞 灶 性坏 死
。

这 与 重度 激 光 视 网膜 损 伤 的病 理改 变相

符闭
。

伤后 7
、

14 d 视网膜色素上皮层色素丛生
,

视网膜破裂处
,

有少量中性粒细胞浸润
,

附近视网膜未见炎细胞 浸润
。

2
.

2 激光损伤 后视网膜神经元的细胞凋 亡

激光损 伤后 6 h
、
1

、
3

、

7
、

14 d
,

在 视网膜各细胞层 (节细胞

层
、

内核层
、

外核层 )均可见 T U N E L 法标记 的凋亡细胞
。

标记

的凋亡细胞核呈棕色
,

核膜完整
,

核 内断裂 的 D N A 聚集于核膜

下
,

使细胞核呈环 形或新月形染色
。

另一些 T U N E L 阳性细胞

核呈均匀 的淡染色
。

视 网膜各层凋亡 细胞散 在分布
,

未见炎细

胞浸润
,

见图 1
。

正常对照组
,

及阴性对照切片均未见 T U N E L

阳性细胞
。

伤后一周内各时相组 T U N E L 阳性 细胞数 目相差不 显著

( P > 0
.

05 )
。

伤后 14 d
,

视网膜各层 T U N E L 阳性 细胞数 目明

显减少 ( P < 0
.

0 1 )
,

见图 2
,

同时外核层厚度变薄
,

见表 1
。
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前路减压治疗胸腰椎骨折截瘫 15 例

T r e a tm e n t o f 1 5 c a s e s o f P a r a l y s i s c a u s e d b y t h o r a e o 一 l u m b a r v e r t e b r a l

f r a c t u r e w i t h a n t e r i o r d e P r e s s i o n

李永恒
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杜全印 (第三军医 大学附属大坪医院骨科 ) 重庆
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在脊柱损 伤中
,

胸 腰椎骨折合并 截瘫较为常 见
,

在 治疗 过

程中
,

恢复脊柱 的解剖结构
,

正 常的生理 曲线及椎管 的容积
,

牢

固地稳定脊柱是主要问题 仁’ 一习
。

1 9 9 7~ 1 9 9 8 年
,

我院对胸腰椎

爆 裂性骨 折或 骨折脱 位合并 有截瘫 的 15 例患 者采 用前路减

压
,

椎体间植骨
,

K a
ne d a

钉内固定治疗
,

取得 较好的临床效果
,

报告如下
。

1 临床资料

1
.

1 一般资料

1 5 例 中
,

男 n 例
,

女 4 例
。

年龄最 大 44 岁
,

最小 24 岁
。

受

伤方式
:

高处 坠下 3 例
,

弯腰作业高处落物致伤 8 例
,

交通事故

4 例
。

损 伤节段
:

胸
, , 2 例

,

胸
: : 3 例

,

腰
, 7 例

,

腰
: 3 例

。

骨折类

型 :

爆裂性骨折 8 例
,

屈 曲压缩骨折并有碎片突 向椎管内 3 例
,

骨折脱位 4 例
。

巧 例均合并有脊髓损伤
,

其 中完全性瘫痪 6 例
,

不完全性 瘫痪 9 例
。

受伤至手术时 间
:
1 周 内 12 例

,

2 周 内3 例
。

1
.

2 手术方式

胸
: 2以上采取剖胸人路

,

腰
1 以 下采取经胸廓内

、

胸膜外
、

腹

膜后人路
。

病人全麻后 90 度侧卧位
,

手术侧选椎体破坏较重的

一侧
,

或下 肢瘫痪较重 的一侧
,

伤椎置腰桥 部位 并稍垫高
。

手术

进 入后切开肋肠角部 肠肌
,

显露伤椎
,

分离并结 扎伤椎及 上下

各一椎休的节段血管
。

以伤椎为中心切除上下之椎间盘组织
,

由此尽可能迅速切除伤椎
,

向后达横突
,

显露椎间孔前缘
,

并细

心 切除突向椎管内的骨碎片
,

椎间盘等组 织
,

显露并见硬 脊膜

前方 为止
。

对未破裂的此时可见 明显搏动
,

探查上下椎管
,

并冲

洗清除周围血肿
。

椎体对侧及前侧保 留部分骨组织
,

于伤椎上

下之椎体中心部位开槽约 1
。 m 以上

,

整复椎体高度
,

取一铭骨

打磨 成长条状嵌人椎间隙
,

并 用 K
a

ne da 钉 固定 伤椎 间隙及上

下椎
,

创面止血后
,

关闭切 口
。

经胸人路保 留闭式 引流
,

经胸廓

内胸膜外
,

腹膜后途径 留橡皮管负压 引流
。

李永恒
,

男
,

36 岁
,

主治医师
,

学士
,

现在达川地 区第二

人民 医 院骨科 达川
,

6 3 5 0 0 0

结果

重建稳定性

1 5 例患者均行脊柱前路伤椎椎体
,

上下椎 间盘切除
,

完整
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