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【关键词】　巩膜；胶原交联；生物力学；近视
【摘要】　目的　探索京尼平诱导兔眼巩膜胶原交联的有效性和安全性，为防治近视进展
寻找有效的方法。方法　２０只成年新西兰大白兔，按简单数字随机方法选一眼 Ｔｅｎｏｎ’ｓ
囊下注射０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１京尼平０．５ｍＬ２次和４次各１０只，再按简单数字随机选对侧眼
１０只为对照眼；每组５只测试生物力学，另５只进行组织学检查。结果　与对照眼比较，
Ｔｅｎｏｎ’ｓ囊下注射２次和４次，巩膜的极限应力分别增加了９５％和１６１％；同时２０％应变
时弹性模量分别增加了２０４％和２６０％，而极限应变则分别下降了１３％和２２％。京尼平没
有引起巩膜、脉络膜和视网膜中的细胞凋亡，也没有损伤邻近组织角膜和视神经，治疗区

域没有明显的颜色变化。结论　京尼平诱导兔眼巩膜胶原交联安全有效，是一种潜在的
防治近视进展的方法。

　　近视是最常见的眼病之一，流行病学调查显示
在欧美国家近视发病率在一般人群中占 ２０％ ～
３０％，而在亚洲国家学生中可达８０％～９０％［１４］。大

部分近视的发展主要是在学龄期，而在青少年期后

基本稳定［５］。但 Ｓａｋａ等［６］对１８４例高度近视成年
患者平均随访８．２ａ，其中有３１％的患者眼轴延长超
过了１ｍｍ。眼轴的延长与巩膜变薄、生物力学减弱
有关。而最近核黄素联合紫外光（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＡ，
ＵＶＡ）诱导角膜胶原交联被成功地用来防止圆锥角
膜进展以及ＰＲＫ和ＬＡＳＩＫ术后的角膜扩张［７８］。因

此，作为典型胶原组织，巩膜胶原交联可能是一种防

止近视进展的潜在方法被提出［９］。目前研究显示核

黄素／ＵＶＡ、甘油醛以及脂肪族硝基醇［１０１２］可以改善

动物巩膜的生物力学。

京尼平是从栀子花中提取的天然交联剂，是一

种传统的中草药，京尼平已用于治疗黄疸、各种炎症

以及肝脏疾病［１３］。我们既往离体实验显示京尼平

可以显著提高猪眼巩膜的生物力学［１４］。因此本实

验我们设计了京尼平在体诱导兔眼巩膜胶原交联，

观察京尼平改善巩膜生物力学的效果及对眼组织的

细胞毒性作用，为防止近视进展探索可行的治疗

方法。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　京尼平（Ｗａｋｏ，日本）；
ＴＵＮＥＬ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国）；ＩＮＳＴＯＮ３３４３材料
测试机（ＩｌｌｉｎｏｉｓＴｏｏｌＷｏｒｋｓＩｎｃ．，美国）；电子数显千
分卡尺（Ｓａｎｌｉｎｇｇｒｏｕｐ，香港）；光学显微镜（Ａｘｉｏｐｌａｎ
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２ｉｍａｇｉｎｇ，德国）；裂隙灯显微镜及摄像系统（ＳＬＤ７，
日本）。

１．２　实验动物与分组　成年新西兰大白兔 ２０只
（中山大学动物实验中心），体质量２．５～３．５ｋｇ。按
简单数字随机方法取一眼为治疗眼，Ｔｅｎｏｎ’ｓ囊下注
射０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１京尼平０．５ｍＬ２次和４次各１０只
为Ａ组、Ｂ组，再按简单数字随机选取对侧眼１０只
为对照眼（对照组）；每组５只测试生物力学，另５只
进行组织学检查。爱尔卡因局部麻醉后，取右眼鼻

上象限１点钟位（左眼 １１点钟位）角膜缘后 ３ｍｍ
Ｔｅｎｏｎ’ｓ囊下注射 ０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１京尼平 ０．５ｍＬ。
每２ｄ注射一次，分别注射２次和４次，每次注射后
滴妥布霉素眼液和涂妥布霉素眼膏。最后一次注射

后２ｄ，过量麻醉处死兔。所有动物的应用均遵循
ＡＲＶＯ关于眼和视觉科学中的动物应用的宣言。
１．３　生物力学测试
１．３．１　巩膜试件　眼球摘除后，从两直肌（右眼１
点钟位，左眼１１点钟位）后向视神经方向用双面刀
片制作４．０ｍｍ×１０．０ｍｍ的巩膜试件。然后进行
应力应变实验，并在实验前用电子数显千分卡尺测
量巩膜试件厚度。

１．３．２　应力应变实验　应力应变用 Ｉｎｓｔｒｏｎ３３４３
材料测试机在室温下空气中测试。为防巩膜试件脱

水，试件表面覆盖甲基纤维素。在正式实验前先进

行５次预循环加载实验形成稳定的应力应变关系，
然后以１．５ｍｍ·ｍｉｎ－１的加载速度对巩膜试件施加
应力直至试件断裂。收集极限应力、极限应变以及

２０％应变和弹性模量。
１．４　组织学检测
１．４．１　取材　兔子处死、１００丝线缝合定位后，立
即摘除眼球并浸泡在中性混合福尔马林液中 ２ｄ。
制作２ｍｍ×４ｍｍ组织块，赤道区组织块包含巩膜、
脉络膜和视网膜以及邻近治疗区域的角膜组织（右

眼１点钟位，左眼１１点钟位）、邻近眼球的２ｍｍ长
的视神经。然后组织石蜡包埋，石蜡切片厚４μｍ。
１．４．２　ＨＥ染色　角膜、赤道部眼球壁组织以及视
神经４μｍ厚石蜡切片ＨＥ染色后光镜观察。
１．４．３　ＴＵＮＥＬ检测　为了解京尼平是否会引起巩
膜、脉络膜及视网膜细胞的凋亡，我们用 ＴＵＮＥＬ实
验进行测试。

１．４．４　光镜观察　切片用光学显微镜检查。每张
切片随机选５个视野来评估组织学变化。并以手动
方法计数ＴＵＮＥＬ阳性细胞数。
１．５　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０软件中方差分析
比较对照组与治疗组极限应力、极限应变以及弹性

模量间的差异。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　裂隙灯观察　在Ｔｅｎｏｎ囊下注射区域，注射后
即出现泡样隆起，１～２ｄ消退。随访中，治疗眼球结

膜轻微充血，但１～２ｄ自然消退。０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１京
尼平治疗后巩膜及结膜均没有明显的颜色变化（图

１）。邻近注射区域的角膜也无混浊、水肿以及上皮脱
落。对照组球结膜、角膜及巩膜无水肿、颜色等变化。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＡｆｔｅｒｓｕｂＴｅｎｏｎｉｎｊｅｃｔｉｎｇｗｉｔｈｇｅｎｉｐｉｎｆｏｒ４ｔｉｍｅｓ（Ｂ），
ｓｌｉｇｈｔｌｙｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ，ｎｏｄｉｓｃｏｌｏｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａａｎｄ
ｓｃｌｅｒａｉｎｕｎｔｒｅａｔｅｄ（Ａ）ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｅｙｅｓ　非治疗眼（Ａ）与 Ｔｅｎｏｎ
囊下注射４次（Ｂ）结膜和巩膜几乎没有颜色变化，治疗眼轻微
充血

２．２　生物力学　京尼平治疗后兔眼巩膜生物力学
提高（表１）。与对照组比较，Ｔｅｎｏｎ’ｓ囊下注射２次
和４次，巩膜的极限应力增加了９５％和１６１％；弹性
模量（２０％应变）增加２０４％和２６０％；而极限应变则
下降了１３％和２２％。治疗眼巩膜试件应力应变曲
线较对照组陡峭，在相同应力下治疗后巩膜抗变形

能力增加（图２）。
表１　巩膜生物力学
Ｔａｂｌｅ１　Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｒａｂｂｉｔｓｃｌｅｒａｓｔｒｉｐｓ

（珋ｘ±ｓ）
Ｇｒｏｕｐ Ｕｌｔｉｍａｔｅｓｔｒｅｓｓ（Ｐ／ｋＰａ）Ｕｌｔｉｍａｔｅｓｔｒａｉｎ（ｒａｔｅ／％）Ｍｏｄｕｌｕｓ（Ｐ／ＭＰａ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ４．２０±０．７１ ４８．５７±３．３７ １１．２７±３．５５
Ａ ８．１７±１．５２ ４２．４５±３．３９ ３４．１９±８．１８

Ｂ １０．９６±０．７９ ３７．９８±１．４８ ４０．５３±５．３７

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｐｍａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｔｒｅｓｓｓｔｒａｉｎｃｕｒｖｅｓｉｎｒａｂｂｉｔｓｃｌｅｒａｌｓｔｒｉｐｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｅ
ｎｉｐｉｎ　京尼平诱导兔眼巩膜胶原交联后巩膜应力应变曲线

２．３　组织学检查
２．３．１　巩膜厚度　对照组、Ａ组、Ｂ组巩膜厚度分别
为（３８９．００±４．８１）μｍ、（３７１．００±６．０４）μｍ和
（３７５．６０±６．８２）μｍ，组间比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。
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２．３．２　ＨＥ染色　各组对应区域的角膜无水肿以及
无角膜基质细胞和上皮细胞丢失，并且内皮细胞完

整（图３ＡＣ）。巩膜组织结构完整，无炎性细胞浸润
及瘢痕组织；所有兔眼脉络膜和视网膜均无异常（图

３ＤＦ）。邻近的视神经没有发现神经纤维的肿胀和

破碎（图３ＧＩ）。
２．３．３　ＴＵＮＥＬ　为了解０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１京尼平对兔
眼组织的细胞毒性作用，我们用 ＴＵＮＥＬ实验测试京
尼平是否会引起眼组织细胞的凋亡（图４）。结果显示
在视网膜、脉络膜以及巩膜均未见ＴＵＮＥＬ阳性细胞。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｔｉｓｓｕｅｓｉｎｒａｂｂｉｔｅｙｅ（ＨＥ，×４００）．Ａ，ＤａｎｄＧ：Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｅｙｅｓ；Ｂ，Ｅ，ａｎｄＨ：Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒ２ｔｉｍｅｓ；Ｃ，ＦａｎｄＩ：Ｉｎｊｅｃ
ｔｉｏｎｓｆｏｒ４ｔｉｍｅｓ．Ａ，ＢａｎｄＣ：Ｃｏｒｎｅａｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｄｊａｃｅｎｔｔｏｔｈｅｓｃｌｅｒａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｑｕａｄｒａｎｔｗｉｔｈｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｓｔｒｏｍａｌｅｄｅｍａ，ａｎｄ
ｌｏｓｓｏｆｋｅｒａｔｏｃｙｔｅｓ；Ｄ，ＥａｎｄＦ：Ｗｉｔｈｉｎｔａｃｔｒｅｔｉｎａ，ｃｈｏｒｏｉｄａｎｄｓｃｌｅｒａ；Ｇ，ＨａｎｄＩ：Ａｄｊａｃｅｎｔｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅｗｉｔｈｏｕｔｆｉｂｅｒｓｗｅｌｌｉｎｇａｎｄｒｕｐｔｕｒｅ　兔眼纤维
组织图（ＨＥ染色，×４００）。图Ａ、Ｄ和Ｇ是对照眼；图Ｂ、Ｅ和Ｈ是京尼平注射２次眼；图Ｃ、Ｆ和Ｉ是注射４次眼。Ａ、Ｂ、Ｃ是邻近目标区域
的角膜，无角膜基质水肿及角膜基质细胞丢失，角膜内皮完整。Ｄ、Ｅ、Ｆ为目标区域巩膜、脉络膜和视网膜，图示结构完整。Ｇ、Ｈ、Ｉ为邻近的
视神经，无视神经纤维肿胀、破碎

３　讨论

眼轴延长是近视不断发展的重要特征，同时也

是近视研究的热点。眼轴的延长与近视眼巩膜生物

力学减弱有关［１５］。研究表明近视眼巩膜的生物力

学如应力、应变参数值和弹性模量较正常眼低［１６］。

这主要是近视眼巩膜中胶原分子内、分子间结构的

不稳定和破坏引起的［１７］。通过胶原交联加强巩膜

生物力学，增强对巩膜扩张的抵抗力以调节眼轴可

能是防治近视进展的关键［９］。

众所周知，胶原交联是生物体内常见的一种现

象，其通过诱导胶原纤维分子内和分子间的共价结

合增强胶原组织的生物力学特性。如随着年龄增

加，体内胶原交联增加，胶原组织的生物力学也增

加［１８］。这可能也是为什么在老年人群中近视仍发

展比较罕见的原因。目前研究显示有几种方法可以

改善巩膜的生物力学，如核黄素ＵＶＡ、甘油醛以及
脂肪族硝基醇等［１０１２］。京尼平是一种从栀子花中提

取的天然交联剂，京尼平诱导的胶原交联已被证实

可以显著提高生物组织的生物力学特性［１９２０］。

本研究表明，京尼平可以提高在体兔眼巩膜的

生物力学。０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１京尼平治疗后，治疗眼巩
膜的极限应力和弹性模量（２０％应变）均显著改善，
应力应变曲线明显较对照组陡峭。而应力—应变
关系曲线反映巩膜在不同应力作用下巩膜组织变形

的能力。因此表明京尼平治疗后巩膜能够对抗更高
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＰｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆＴＵＮＥＬａｓｓａｙ．ＮｏｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｏｆＴＵＮＥＬｉｎｓｃｌｅｒａ，ｃｈｏｒｏｉｄａｎｄｒｅｔｉｎａｉｎｕｎｔｒｅａｔｅｄｅｙｅｓ（Ａ）ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｅｙｅｓｗｉｔｈｉｎ
ｊｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒ２ｔｉｍｅｓ（Ｂ）ａｎｄ４ｔｉｍｅｓ（Ｃ）　ＴＵＮＥＬ检测结果（×４００）。对照眼（Ａ）和京尼平注射２次（Ｂ）及４次（Ｃ）治疗眼巩膜、脉络膜和视
网膜均未发现ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞

的应力水平，而且不易变形、扩张。

京尼平的细胞毒性呈浓度依赖性，细胞对其有

良好的耐受性［２１］，但京尼平对细胞的毒性在不同组

织和细胞中其阈值明显不同。有研究显示壳聚糖即

使用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的京尼平诱导交联，人视网膜色
素上皮细胞对其仍具有良好的适应性。而且有研究

显示，１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的京尼平对 Ｌ９２９纤维细胞仅
有轻微的细胞毒性［１９］。虽然京尼平注射部位的巩

膜组织中京尼平浓度最高，但是我们的研究表明用

药后并没有引起注射部位巩膜细胞的丢失和凋亡。

另外，我们还检查了京尼平对邻近组织的影响。结

果表明京尼平对邻近的角膜、视神经以及脉络膜和

视网膜均无影响。而且研究显示低于 ０．５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１的京尼平对大多数组织及细胞来说都是适宜
的［２１］。这均表明０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的京尼平对兔眼来
说是安全的。

综上，京尼平可以增强兔眼巩膜生物力学，而且

０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的京尼平对兔眼巩膜组织、脉络膜以
及视网膜细胞几乎没有细胞毒性。京尼平是一种潜

在的增强巩膜抗变形能力以防止近视进展的天然交

联剂。当然，由于拉伸实验并不能真实地反映近视

发生发展的背景，甚至也没能模拟近视发生发展时

眼压的变化，为证实京尼平的有效性和安全性，进一

步在近视眼动物模型及临床中的研究是必要的。
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