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【实验研究】
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【关键词】　去整合素；后发性白内障；增殖细胞核抗原；凋亡；糖尿病兔
【摘要】　目的　观察并探讨不同浓度去整合素（Ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ，Ｅｃｓ）对糖尿病兔远期后发性白内障（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｃａｐｓｕｌａｒｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＰＣＯ）发生过程中晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＬＥＣ）增殖的抑制作用，以及其在眼内的安全性。方法　建立糖尿病兔模
型，随机分为对照组（Ａ组，术毕前房注入蒸馏水０．２ｍＬ）；实验组：Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组（术毕前房分别注入５．０×１０－３μｇ·Ｌ－１、
７．５×１０－３μｇ·Ｌ－１、１０．０×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ），术后裂隙灯下观察角膜、前房及 ＰＣＯ情况。术后６周取材，常规石蜡切片，ＨＥ
染色。用免疫组织化学法检测ＰＣＯ发生过程中ＬＥＣ增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）的表达，ＴＵＮＥＬ法
检测角膜内皮细胞、视网膜神经节细胞层及内核层细胞的凋亡情况。结果　ＨＥ染色结果显示，术后６周各组角膜内皮细胞排
列整齐、未见水肿，视网膜内界膜与各层组织结构完整，未见药物引起明显的组织损伤反应。各组间ＰＣＯ分级差异有统计学意
义（Ｐ＝０．０１１）。免疫组织化学法检测各组后囊膜ＰＣＮＡ表达结果显示，Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组的平均光密度值分别为０．４９９±
００４３、０．４８４±０．０５５、０．４２２±０．０１２、０．３４０±０．０３１，Ｂ组后囊膜上 ＰＣＮＡ表达与 Ａ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），余组间两
两比较差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。ＴＵＮＥＬ法检测各组角膜内皮细胞、视网膜神经节细胞层及内核层细胞凋亡发
现，各组间细胞凋亡比较均未见明显差异（均为Ｐ＞０．０５）。结论　１０．０×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ对糖尿病兔远期ＰＣＯ具有明显抑
制作用，且对眼内相邻及重要组织无明显毒性作用，因此可选用此浓度进行后续研究。

［眼科新进展，２０１４，３４（６）：５０６５０９］

·６０５· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０１４年６月　第３４卷　第６期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３４Ｎｏ．６Ｊｕｎｅ２０１４



　　后发性白内障（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｃａｐｓｕｌａｒｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＰＣＯ）是白内障术后最常见的并发症，也是导致术后
视力再次下降的主要原因。糖尿病患者ＰＣＯ的发生
率明显高于正常血糖患者，且随着时间的推移而增

加［１］。已有研究证明去整合素（Ｅｃｈｉｓｔａｔｉｎ，Ｅｃｓ）可明
显抑制体外晶状体上皮细胞（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，
ＬＥＣ）的黏附、迁移和增殖［２］。因此，本实验旨在观

察不同浓度 Ｅｃｓ在糖尿病兔眼晶状体摘出术后对
ＰＣＯＬＥＣ增殖的抑制作用及适宜浓度，为 Ｅｃｓ治疗
ＰＣＯ提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　新西兰大白兔１６只（购自广西
医科大学实验动物中心），雌雄不限，体质量２．４～
２８ｋｇ，眼部检查无异常。
１．１．２　仪器与试剂　Ｅｃｓ（美国 Ｓｉｇｍａ公司，以高压
灭菌蒸馏水新鲜配制成实验所需浓度）；四氧嘧啶

（美国Ｓｉｇｍａ公司）；长效胰岛素注射液（甘精胰岛素
注射液，德国）；小鼠抗兔增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）单克隆抗体（武汉博
士德）；ＳＡＢＣ（即用型羊抗小鼠 ＩｇＧ）试剂盒及 ＤＡＢ
显色试剂盒（武汉博士德）；ＴＵＮＥＬ细胞凋亡试剂盒
（德国Ｒｏｃｈｅ公司）；血糖分析仪、血糖试纸条（美国
强生公司）；手术显微镜、眼科显微手术器械、裂隙灯

显微镜（苏州医疗器械厂）；病理图像分析系统（德

国莱卡公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物模型的建立及分组　建立糖尿病兔动
物模型［３］，将新西兰大白兔用四氧嘧啶按 ９０ｍｇ·
ｋｇ－１建立糖尿病兔模型，当血糖持续 ２周高于 １２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１者为建模成功。对于血糖浓度高于 １６
ｍｍｏｌ·Ｌ－１者，根据血糖值给予皮下注射长效胰岛
素，使其血糖控制在１２～１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１。１６只１６眼
（右眼）糖尿病兔按随机数字表法分为对照组（Ａ
组）和３组实验组（Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组），每组 ４只（４
眼）。

１．２．２　药物处理　１６只建模成功的糖尿病兔，每只
兔右眼由同一术者行透明晶状体囊外摘出术。Ａ组
术毕前房注入蒸馏水０．２ｍＬ，Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组分别
注入 ５．０×１０－３μｇ·Ｌ－１、７．５×１０－３μｇ·Ｌ－１、
１０．０×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ溶液。术后用庆大霉素地
塞米松眼液和阿托品眼液滴术眼 ７～１０ｄ，每天 ４
次。夜间涂四环素可的松眼膏，直至角膜水肿、前房

渗出消失。

１．２．３　临床观察　术后１ｄ、３ｄ、７ｄ、１０ｄ、６周分别
用裂隙灯显微镜检查角膜、前房和 ＰＣＯ发生情况。
对ＰＣＯ发生情况按 ＯｄｒｉｃｈＰＣＯ分级［４］：０级：透明；
１级：轻度混浊，能看清眼底或混浊面积小于１／２后
囊膜面积；２级：中度混浊，能模糊看见眼底或混浊面

积大于１／２后囊膜面积；３级：完全混浊，不能看见
眼底。

１．２．４　组织病理学检查　术后６周［５］用空气栓塞

法处死各组兔，摘取术眼用４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定
６～７ｄ，经梯度乙醇脱水，二甲苯清洗，石蜡包埋，切
片。ＨＥ染色：切片常规用二甲苯脱蜡，经各级乙醇
至水洗，苏木素染色５ｍｉｎ，自来水冲洗，盐酸酒精分
化３０ｓ，自来水浸泡１５ｍｉｎ，置伊红液２ｍｉｎ，常规脱
水，透明，封片。免疫组织化学 ＳＡＢＣ法：二甲苯脱
蜡，梯度酒精至水，体积分数３０％ Ｈ２Ｏ２室温封闭１０
ｍｉｎ；抗原修复，在 ０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１枸橼酸盐缓冲液
（ｐＨ＝６．０）中修复１０ｍｉｎ；滴加体积分数５％ＢＳＡ封
闭液封闭３０ｍｉｎ，ＰＣＮＡ一抗４℃过夜；山羊抗小鼠
ＩｇＧ５０μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＳＡＢＣ复合物３７℃孵
育２０ｍｉｎ。每步骤间隔均用 ００１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ
（ｐＨ＝７．２～７．６）冲洗。ＤＡＢ显色，苏木素复染，盐
酸酒精分化，烘干，封片。结果判定：ＰＣＮＡ阳性表达
为细胞核呈棕黄色。计算阳性细胞平均光密度值

（ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ）＝总 ＯＤ值／总面积，
普通光学显微镜下每张切片随机选取 ６个高倍视
野，求均数和标准差。

１．２．５　ＴＵＮＥＬ法检测角膜内皮细胞、视网膜细胞
凋亡　术后６周糖尿病兔术眼取材，常规二甲苯脱
蜡；梯度酒精至水，体积分数３％ Ｈ２Ｏ２室温封闭１０
ｍｉｎ；抗原修复，在 ０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１枸橼酸盐缓冲液
（ｐＨ＝６．０）中修复１０ｍｉｎ；ＴＵＮＥＬ反应液（ＴｄＴ反应
液＋标记液）５０μＬ湿盒３７℃孵育６０ｍｉｎ；转化剂
ＰＯＤ混合液５０μＬ湿盒３７℃孵育３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显
色，苏木素复染，盐酸酒精分化，烘干，封片。普通光

学显微镜下随机选取６个高倍视野（×４００），凋亡细
胞呈棕黄色，计算角膜内皮凋亡细胞、视网膜神经节

及内核层凋亡细胞的 ＡＯＤ值，ＡＯＤ ＝总 ＯＤ值／总
面积。

１．２．６　统计学方法　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ
１６．０软件进行处理，Ｌｅｖｅｎｅ法检测方差齐，各组间
比较采用单因素方差分析，各组间两两比较采用

ＬＳＤ检验；等级资料用秩和检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　术后观察情况　Ａ组、Ｂ组、Ｃ组及 Ｄ组术后
均出现不同程度的角膜水肿及前房渗出，４组角膜水
肿均于术后３～５ｄ基本恢复正常；Ａ组与 Ｂ组术后
前房渗出较少，于术后３～５ｄ基本消失，Ｃ组、Ｄ组
前房渗出于术后６～７ｄ恢复正常。
２．２　晶状体ＰＣＯ情况　各组糖尿病兔眼晶状体囊
外摘出术后６周，可见随着药物浓度的增加，ＰＣＯ程
度减轻，各组间 ＰＣＯ分级差异有统计学意义（χ２＝
１１１３４，Ｐ＝０．０１１，见表１），故可认为晶状体ＰＣＯ级
别与前房注射 Ｅｃｓ浓度有关。
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表１　术后６周时各组ＰＣＯ分级情况
Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＯｇｒａｄｉｎｇｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｐｏｓｔｏｐｅｒａ
ｔｉｖｅ６ｗｅｅｋｓ
Ｇｒｏｕｐ ０ １ ２ ３

Ａ ０ ０ ２ ２

Ｂ ０ ２ ２ ０

Ｃ ０ ４ ０ ０

Ｄ ２ ２ ０ ０

２．３　ＨＥ染色情况　术后６周从形态学上观察可见
各组角膜内皮细胞均排列整齐、未见水肿，视网膜内

界膜及各层组织结构完整（图１），未见药物引起明
显组织损伤反应。

２．４　免疫组织化学法检测后囊膜 ＰＣＮＡ表达　术
后６周免疫组织化学染色结果显示（图２），Ａ组后囊
膜可见大量ＰＣＮＡ阳性表达，Ｂ组也可见较多 ＰＣＮＡ
阳性表达，Ｃ组及Ｄ组可见少量 ＰＣＮＡ阳性表达，尤
其是Ｄ组较少。术后６周，各组间差异有统计学意
义（Ｆ＝５．６３８，Ｐ＝００１２）；Ｂ组与 Ａ组 ＰＣＮＡ阳性
表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５），余组间两两比
较差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５，见表２）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｇｒａｐｈａｔｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ６ｗｅｅｋｓ（ＨＥ，×４００；１：Ｃｏｒｎｅａ；２：Ｒｅｔｉｎａ）．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＧｒｏｕｐＤ　术后６周兔眼病理图片（ＨＥ
×４００；１：角膜；２：视网膜）。Ａ：对照组；Ｄ：Ｄ组

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＤＡｉｎＬＥＣａｔｐｏｓｔｅｒｉｏｒｃａｐｓｕｌｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＳＰ，×４００），ＬＥＣｎｕｃｌｅｕｓｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｂｒｏｗｎｙｅｌｌｏｗ．ＡＤ：
ＧｒｏｕｐＡｔｏｇｒｏｕｐＤ　各组后囊膜上ＬＥＣ中ＰＣＮＡ的表达（ＳＰ，×４００），ＬＥＣ细胞核阳性反应呈棕黄色。Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ
组

表２　术后各组后囊膜ＬＥＣＰＣＮＡ的表达结果
Ｔａｂｌｅ２　ＰＣＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＥＣ ａｔｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｃａｐｓｕｌｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）
Ｇｒｏｕｐ ＡＯＤ Ｐ
Ａ ０．４９９±０．０４３ －
Ｂ ０．４８４±０．０５５ ０．５８１

Ｃ ０．４２２±０．０１２ ０．０１６＃

Ｄ ０．３４０±０．０３１ ０．０００＃

Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐＡ，Ｐ＞０．０５，＃Ｐ＜０．０５

２．５　角膜内皮细胞及视网膜细胞的凋亡情况　
ＴＵＮＥＬ法原位检测凋亡阳性细胞核呈棕褐色，非凋
亡细胞核呈蓝色。各组间角膜内皮细胞和视网膜的

神经节细胞层及内核层细胞凋亡情况比较差异均无

统计学意义（均为Ｐ＞０．０５，见表３表４）。

３　讨论

有研究表明，糖尿病患者行白内障手术治疗后

ＰＣＯ的发生率为１０．０％ ～５７．７％，且随时间的推移
而逐渐增加［６］。本课题前期研究也证明：正常血糖

兔眼术后２周为 ＰＣＯ形成最早期，３个月为 ＰＣＯ形
成的最显著期［７］。糖尿病兔发生 ＰＣＯ的最早期为
术后１０ｄ，最显著期为术后６周［５］，ＰＣＯ发生及发展

表３　各组视网膜神经节细胞层和内核层细胞的凋
亡情况

Ｔａｂｌｅ３　Ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｎｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）
Ｇｒｏｕｐ ＡＯＤ Ｐ
Ａ ０．２４１±０．０１８ －
Ｂ ０．２５１±０．０１３ ０．５４３
Ｃ ０．２５５±０．０３２ ０．３６６
Ｄ ０．２６９±０．０２１ ０．０９０

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇａｌｌｇｒｏｕｐｓ，Ｆ＝１．１８０，Ｐ＝０．３５８；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｇｒｏｕｐＡ，Ｐ＞０．０５

表４　各组角膜内皮细胞的凋亡情况
Ｔａｂｌｅ４　Ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）
Ｇｒｏｕｐ ＡＯＤ Ｐ
Ａ ０．２９６±０．０４０ －
Ｂ ０．３０４±０．０３５ ０．７２２
Ｃ ０．３３２±０．０２４ ０．１３７
Ｄ ０．３４２±０．０２５ ０．０６７
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇａｌｌｇｒｏｕｐｓ，Ｆ＝１．８５１，Ｐ＝０．１９２

最早及最显著时间均早于正常兔，说明高血糖可能

是加重ＰＣＯ形成的一个重要因素。
在ＰＣＯ的发生及发展过程中，整合素起着重要
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作用。ＰＣＯ主要是由于术后残留的 ＬＥＣ迁移、增殖
并纤维化，导致晶状体 ＰＣＯ发生［８］。整合素广泛存

在于各种细胞表面，包括ＬＥＣ表面，也是细胞外基质
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）成分的主要受体［９］。Ｅｃｓ
属于Ｄｉｓｉｎｔｅｒｇｒｉｎ家族的一员，具有其家族相似的分
子机制和作用特性［１０］。体内外实验均表明［１１１２］，使

用与 Ｅｃｓ有相似结构的 Ｓａｌｍｏｓｉｎ和 Ｋｉｓｔｒｉｎ干预后，
与对照组相比，可明显抑制 ＬＥＣ的黏附、迁移和增
殖，从而抑制ＰＣＯ的发展，并且对角膜、虹膜及视网
膜均无明显副作用。范鹏举等［１３］研究发现 Ｅｃｓ可
抑制增生性瘢痕成纤维细胞增殖，促进其凋亡，抑制

胶原分泌，减少ＥＣＭ沉积。周星等［２］研究证明浓度

为（５～２０）×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ对体外人 ＬＥＣ细胞
株ＳＲＡ０１／０４的生长具有抑制作用，呈明显的剂量依
赖性及时间依赖性，但浓度为２０×１０－３μｇ·Ｌ－１时
细胞完全失去正常形态，出现崩解坏死。同时本课

题组前期研究了（５．０～１５．０）×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ
对糖尿病兔早期（１０ｄ）ＰＣＯ的抑制作用，结果证明
１５．０×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ对角膜内皮细胞及视网膜
细胞具有明显的促凋亡作用，因此本实验研究了浓

度为（５．０～１００）×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ对糖尿病兔
ＰＣＯ发生高峰期（６周）的抑制作用。

通过检测在不同浓度 Ｅｃｓ的干预下，糖尿病兔
行晶状体囊外摘出术后后囊膜 ＬＥＣ中 ＰＣＮＡ的表
达，作为判断Ｅｃｓ是否能抑制后囊膜 ＬＥＣ增殖的依
据，从而选择 Ｅｃｓ在糖尿病兔 ＰＣＯ模型中的有效浓
度。ＰＣＮＡ是一种仅在增殖细胞中合成或表达的核
内多肽，在细胞周期Ｇ期的晚期开始增加，Ｓ期达到
高峰，因此ＰＣＮＡ是细胞周期Ｓ期的特异性标记，故
检测 ＰＣＮＡ可以很好地评价细胞的增殖状态，可作
为检测 ＬＥＣ增殖的敏感指标［１４］。本研究结果显示：

Ｃ组、Ｄ组均可明显抑制后囊膜 ＬＥＣ中 ＰＣＮＡ表达，
但后者抑制作用较强，说明 Ｅｃｓ对糖尿病兔后囊膜
上ＬＥＣ增殖具有明显抑制作用，而 Ｂ组后囊膜 ＬＥＣ
中ＰＣＮＡ表达与Ａ组无明显差异。同时在裂隙灯下
观察ＰＣＯ分级同样证明 Ｄ组 Ｅｃｓ对糖尿病兔 ＰＣＯ
的形成抑制作用较明显。其发生机制可能为 Ｅｃｓ与
ＬＥＣ表面整合素受体结合而抑制了整合素与 ＥＣＭ
结合，细胞增殖受到抑制，减少了 ＬＥＣ与后囊膜的
黏附作用，使ＬＥＣ增殖及移行能力进一步下降，凋亡
增加，因而抑制了 ＰＣＯ的形成。由此说明，１０．０×
１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ在糖尿病兔ＰＣＯ模型中使用是有
效的，但还需进一步探讨其安全性。

采用ＨＥ染色法观察各组角膜及视网膜的变化

发现，Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组与 Ａ组角膜和视网膜组织结
构均无明显差异，未见组织结构有明显损伤。同时

通过ＴＵＮＥＬ法检测角膜内皮细胞及视网膜神经节
细胞层及内核层细胞的凋亡时发现，Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组
对眼内相邻组织（角膜）及重要光感受结构（视网

膜）均未造成损害，且细胞未发生明显凋亡，说明

１０．０×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ在眼内使用是安全的。
总之，本研究证明 １０．０×１０－３μｇ·Ｌ－１Ｅｃｓ在

ＰＣＯ的形成中对ＬＥＣ的增殖具有抑制作用，且对眼
内相邻及重要组织无明显毒性作用，因此可以选用

此浓度在眼内进行后续实验研究，但其在临床应用

的可能性尚需进一步探讨。
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