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· 实 验 研 究 · 

氧分压对兔玻璃体切割术后白内障形成的影响 

郭丽莉 梁建宏 黎晓新 

Experimental study on the relationship of oxygen tension and postvitrectomy 

cataract formation 

Guo Lili，Liang Jianhong，Li Xiaoxin．Department of Ophthalmology，Peking University People’s Hospital， 

ng 100044，China 

Abstract Objective Cataract is one of frequent1 complications after vitrectomy，but its mechanism is still not understood 

completely．Present paper was to explore the relationship of oxygen tension and postvitrectomy cataract formation． M ethods 

Lenses were isolated from 30 New Zealand white rabbits．The rabbits lenses were treated by difierent tension of oxygen f 2％ X 760 

mmHg and 21％ X760 mmHg)in vitro．The density of lens was determined by Pentaeam Photo System at 1 hour．4．8 and 12 

hours，and the apoptotie epithelial cells of lens were determined by terminal deoxynucleotidy1 transferase—mediated biotin—dUTP 

nickend labeling(TUNEL)，respectively．The morphological changes of lens epithelial cells were observed by transmission electron 

microscope． Results The degree of lens opacity was continuously aggravated，and the density of lens was continuously 

increased with the significant difference in the average density of lens at 1 hour，4，8 and 1 2 hours respectively(P<0．05)．The 

number of apoptotic epithelial cells of lens was gradually increased in both experimental and control group，and a similar 

procedure was seen in the percentage of apoptotic lens epithelial cells with significant difference at 4，8 and 12 hours between 

these two groups(P<0．05)．The apoptotic changes，including chromatin condensation，energy cave，pyknosis etc．were found 

under the transmission electron microscope in both groups． Conclusion The lower oxygen tension around the lens could 

decrease the number of apoptotic lens epithelial cells，indicating an inhibiting effect on postvitrectomy cataract formation． 

Key words oxygen tension； vitrectomy； cataract；lens epithelial cell； apoptosis 

摘要 目的 研究氧分压对 玻璃体 切割 术后 白 内障的影 响。 方 法 将 离体 兔 晶状体 分别 置 于氧分 压 为 2％ × 

760 mmHg和 21％ X760 mmHg的玻璃体切割灌注液中，分别于 1、4、8、12 h用前节分析仪测量两组晶状体密度值，计算平 

均密度 。TUNEL法检测晶状体上皮 细胞 (LECs)凋亡 ，并应用透射 电镜观察 LECs凋亡 的形 态学变化 。 结果 作 用1 h， 

大体观察两组晶状体均保持透明，可见少量 LECs凋亡；随着作用时间的延长，作用 4 h、8 h和12 h各组晶状体逐渐变混 

浊，平均密度不断增加；发生凋亡的 LECs逐渐增多；透射电镜下见核染色质凝集等细胞凋亡的形态学改变。作用 1、4、 

8 h和t2 hH~，2％ X760 mmHg组的晶状体平均密度明显高于 21％ ×760 mmHg组，差异有统计学意义(P<0．05)。l hi#， 

2％ ×760 mmHg组和 21％ ×760 mmHg组 的凋亡细胞百分 比比较差 异无 统计 学意义 (P>0．05)。4 h、8 h和12 h时 ，2％ × 

760 mmHg组 的凋亡细胞数量少于 21％ X760 mmHg组 ，且两组的凋亡细胞 百分 比差异有 统计 学意义 (P<0．05)。 结论 

降低晶状体周围环境中的氧分压水平可减少 LECs的凋亡，晶状体周围环境中氧分压的不同对玻璃体切割术后白内障 

的形成有影 响。 
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白内障是玻璃体切割术后的常见并发症，形成机 

制 目前尚不明确。我们在前期研究中发现 ，生理条件 

下晶状体处于低氧分压水平，但在玻璃体手术过程中， 
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晶状体会暴露于高于生理水平约 10倍的高氧分压环 

境，引起晶状体内氧分压水平显著增高  ̈。这一改变 

可能导致晶状体内生化代谢的紊乱，导致术后白内障 

的发生。本研究使用接近生理水平 的低 氧分压 (2％ 

X 760 mmHg)灌注液和临床实际应用 的高氧分压 

(21％ X 760 mmHg)灌注液分别作用于兔晶状体，一定 
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时间后 比较两组晶状体 的混浊程度和晶状体上皮细胞 

(1ens epithelial cells，LECs)的凋亡情况 ，从氧分压的角 

度探讨玻璃体切割术后 白内障的形成机制。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

新西兰大 白兔 30只(北京大学动物饲养 中心 )， 

体重 2．5～3．0 kg，雌雄不限。BSS(爱尔康公司)， 

TUNEL试剂盒、二 甲氨基偶氮苯(DAB)和 0．3％H，O 

甲醇溶液(北京 中衫金桥生物技术有 限公司)，枸橼酸 

钠(天津化学试剂厂)，Triton@X一100(北京鼎国生物技 

术有限责任公司)，氯胺酮和氯丙嗪(北京医药股份有 

限公司)。氧分压为 2％ ×760 mmHg的混合气体(北 

京天昊气体有限公司)。前节分析仪(德国 Oculus公 

司 Pentacam照相系统 )，电热恒温培养箱(上海福玛实 

验设备有限公司 )，HS10D一22880Wedel型手术显微镜 

(德国 HAAG—STREIT公 司)，LEICA DM 4000B生 物 

显微镜 (德 国 LEICA公 司)，透射 电镜 (日本 电子 

1OOCX一11)。 

1．2 方法 

1．2．1 晶状体的分离 肌内注射氯胺酮(35 mg／kg) 

和氯丙嗪(5 mg／kg)对兔子进行麻醉 ，常规消毒铺 巾， 

摘除眼球 ，生理盐水冲洗 3次 ，手术显微镜下从眼球后 

壁剪开巩膜 ，不完全去除玻璃体 ，钝性离断晶状体悬韧 

带，将晶状体迅速移入玻璃容器中。 

1．2．2 晶状体的处理 (1)实验组 ：将氧分压为 2％ 

×760 mmHg的混合气体通人装有 BSS的实验用透明 

玻璃瓶中，同时加热容器至37℃后将容器置于37℃恒 

温箱中，以防止温度变化对氧分压的影 响。待 BSS充 

分饱和后 ，在37℃恒 温箱 中按 以上步骤分离 晶状体 ， 

将晶状体迅速移人容器 中，盖上橡胶盖并用 医用凡士 

林将容器密封。此时计为 0时，随后于 1、4、8 h和12 h 

各取出一容器，取其中的晶状体测量密度和用 TUNEL 

法检测细胞凋亡。晶状体的分配用随机数字表法分为 

4组，每组 6个晶状体。(2)对照组：将装有 BSS的实 

验用透明的玻璃容器敞 口与空气充分接触 ，加热容器 

至37 cC后将容器置于37 cc恒温箱 中。BSS与空气充 

分饱和后氧分压约为 21％ ×760 mmHg。在37℃恒温 

箱中按以上步骤分离晶状体，将晶状体迅速移入容器 

中，盖上橡胶盖并用医用凡士林将容器密封。分别于 

1、4、8 h和12 h各取 出一容器 ，同法检测晶状体密度及 

细胞凋亡。 

1．2．3 晶状体密度的测量 取晶状体轴与水平线垂 

直时测量晶状体密度，选取每个晶状体的前极、后极和 

两端位于赤道上 的4个点来测量密度 ，相加每个点 的 

密度除以4，计算出不同观察时间点两组晶状体的平 

均密度，绘制出时间一平均晶状体密度曲线。 

1．2．4 TUNEL法检测细胞凋亡 沿赤道部剪开晶状 

体囊 ，将前囊连同上皮细胞一起撕下 ，平铺在 载玻片 

上，上皮细胞层面朝上 。经空气干燥后用 4％的多聚 

甲醛室温固定30 min，PBS洗片后与 0．3％H，O，甲醇溶 

液 室温 孵 育30 min。PBS洗 片后 ，与 通透 液 (0．1％ 

Triton@X一100溶于 0．1％枸橼酸钠溶液 中)冰浴 中孵 

育2 min。PBS洗片后与试剂盒提供 的 TUNEL反应混 

合液37℃孵育60 min，PBS洗片后 ，加入转化剂辣根过 

氧化 物酶 (POD)，37 cC孵 育30 min，PBS洗 片，再 与 

DAB室温孵育10 min。苏木素复染 ，常规脱水 、透明、 

封片。在生物显微镜下，每个标本随机选取 4个视野， 

每个视野计数200个细胞，计算凋亡细胞百分数。 

1．2．5 样品制备及观察 12 h时取实验组 和对照组 

各 6个晶状体行电镜观察。将晶状体前囊膜连同上皮 

细胞于 3％戊二醛中固定2 h，4℃保存 。1％锇酸 固定 

1 h，丙酮逐级脱水 ，包埋剂包埋 ，80℃聚合过夜。定位 

于视轴 ，莱卡 ULTRACUT型超薄切片机切片 ，铀铅双 

重染色 ，电镜下观察并照相 。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 10．0统计学软件进行统计学分析 ，两 

组晶状体平均密度及凋亡细胞百分数的比较采用独立 

样本的 t检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 晶状体密度的变化 

随着观察时间的延长 ，实验组和对照组晶状体 的 

平均密度逐渐增加 ，1、4、8 h和12 h时比较差异有统计 

学意义(表 1)。 

表 1 不同氧分压组不同时间晶状体平均密度的比较(x± ，％) 

Table l Comparison of average density of the lenses under the 

different oxygen tension conditions( ±s，％ ) 

Average density of the lenses in different time 

1 h 4 h 8 h 12 h 

2％ ×760 mmHg 4．23±0．09 7．25±0．12 8．00 4-0．07 13．37 4-0．05 

21％ ×760 mmHg 5．00 4-0．08 8．45 4-0．10 9．40±0．07 15．75±0．06 

t l5．26 l8．49 36．15 76．29 

P 0．00 0．00 0．00 0．00 

2．2 TUNEL法检测细胞凋亡 

光镜下观察凋亡细胞的细胞核被染成棕黄色，未 

凋亡细胞的细胞核呈蓝色(图 1)。1 h时 ，实验组和对 



图 1 T U N E L 法 检 测 L E C s 凋 亡 凋 亡

细 胞 的 细 胞 核 被 染 成 棕 黄 色 ， 未 凋 亡 细 胞 的

细 胞 核 呈 蓝 色 ( D A B × 1 0 0 )

F i g ． 1 T U N E L s t a i n i n g o f L E C s T h e n u c l e a s

o f a p o p t o t i c c e l l s a r e s t a i n e d i n t o b r o w n -

y e l l o w
。

a n d c e l l u l a r ~ u e l e a s o f u n a p o p t o t i c c e l l s s h o w

b l u e c o l o , ( D A B x 1 0 0 )

照 组 的 凋亡 细 胞

数 量 稀 少 ， 两 组

的 凋 亡 细胞 百 分

比 分 别 为 2 ． 16 ％

和 3 ． 0 6 ％
， 差 异

无 统 计 学 意 义

( P > 0 ． 0 5 ) ； 随

着 观 察 时 间 的

延 长 ， 实 验 组 和

对 照 组 在 4
、 8 h

和 1 2 h 的 凋 亡

细 胞 数 量 逐 渐

增 多 ， 凋 亡 细 胞

百 分 比 也 增 加 ，

且 各 时 间 点 的 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ( 表 2 ) 。

表 2 不 同 氧 分 压 组 不 同 时 间 L E C s 凋 亡 细 胞

百 分 率 的 比 较 ( x ± S
， ％ )

T a b l e 2 C o m p a r i s o n o f t h e p e r c e n t a g e o f a p o p t o t i c

L E C s i n d i f f e r e n t o x y g e n t e n s i o n l e v e l s ( j ± s ． ％ )

P e r c e n t a g e o f a p o p t o t i c L E C s i n d iff e r e n t t i m e

2 ． 3 透 射 电 镜 观 察

正 常 L E C s 形 态 规 则 ， 核 为 椭 圆 形 ， 核 膜 清 晰 ， 染

色 质 呈 细 颗 粒 状 均 匀 分 布 于 核 内 ， 细 胞 器 亚 微 结 构 清

晰 易 辨 。
1 2 h A ， 实 验 组 和 对 照 组 的 L E C s 均 出 现 细 胞

体 积 变 小 ， 细 胞 外 形 极 不 规 则 ， 细 胞 核 内 染 色 质 高 度 盘

绕 ， 出 现 许 多 称 为 气 穴 现 象 的 空 泡 结 构 ， 核 染 色 质 固

缩 、 边 集 ， 核 膜 模 糊 甚 至 破 坏 ， 胞 浆 浓 缩 。 以 上 改 变 均

符 合 细 胞 凋 亡 的形 态 学 特 征 ( 图 2 ) 。

3 讨 论

玻 璃 体 切 割 术 后 白 内 障形 成 的 机 制 目前 尚不 十 分

明 确 ， 以 往 认 为 主 要 和 手 术 中 是 否 使 用 填 充 物 、 术 后 晶

状 体 内 生 化 代 谢 微 环 境 的 改 变 、 是 否 存 在 炎 性 反

应
。

、 手 术 中 的 机 械 损 伤 、 温 度 改 变 、 光 化 学 毒 性 等 有

关
口

。 按 照 形 成 时 间 不 同 ， 晶 状 体 的 改 变 主 要 有 两 种

类 型 ：后 囊 下 混 浊 及 核 硬 化 。 后 囊 下 混 浊 一 般 在 术 后

数 小 时 至 6 周 出 现 ， 主 要 表 现 为 羽 毛 样 外 观 ， 组 织 学 特

征 主 要 为 晶 状 体 纤 维 的 肿 胀 及 空 泡 化
” 。

， 这 种 改 变 是

可 逆 的 ， 组 织 学 上 往 往 在 术 后 6 周 内 消 失 或 减 轻 。 核

硬 化 一 般 出 现 在 术 后 3 个 月 ， 外 观 与 老 年 性 核 硬 化 基

本 相 同 ， 与 后 囊 下 混 浊 相 比 ， 其 形 成 是 缓 慢 而 持 久

的
” 。

。

生 理 条 件 下 玻 璃 体 和 晶 状 体 处 于 较 低 氧 分 压 水

平 ， 约 为 2 ％ × 7 6 0 m m H g ， 玻 璃 体 对 维 持 晶 状 体 的 低 氧

分 压 至 关 重 要
” 。

。 在 现 代 玻 璃 体 切 割 术 中 ， 眼 内 灌 注

是 必 不 可 少 的 ， 由 于 灌 注 液 在 生 产 和 使 用 过 程 中 与 空

气 饱 和 ， 氧 分 压 相 对 较 高 ， 约 为 2 1 ％ × 7 6 0 m m H g 。 所

以 ， 在 玻 璃 体 切 割 术 中 ， 由 于 灌 注 液 对 玻 璃 体 和 前 房 液

的 置 换 ， 晶 状 体 长 时 间 与 灌 注 液 接 触 而 暴 露 在 高 氧 分

压 环 境 下 。 虽 然 已 有 学 者 认 识 到 晶状 体 氧 分 压 的 升 高

会 损 害 晶 状 体 ， 引 起 晶 状 体 核 硬

化
旧 。

， 但 从 氧 分 压 的 角 度 研 究 灌 注 液

与 玻 璃 体 切 割 术 后 白 内 障 的 形 成 的

关 系 鲜 有 报 道 。

现 在 普 遍 认 为 ，
L E C s 凋 亡 是 所

有 人 类 和 动 物 非 先 天 性 白 内 障 形 成

的 共 有 的 细 胞 学 基 础
H j

。 L E C s 的 凋

亡 引 发 了 白 内 障 ， 因 此 检 测 L E C s 凋

亡 是 判 断 是 否 发 生 早 期 白 内 障 的 可

靠 指 标 。 本 实 验 用 T U N E L 法 观 察 在

不 同 氧 分 压 条 件 下 L E C s 发 生 凋 亡 的

变 化 ， 并 通 过 透 射 电 镜 对 细 胞 凋 亡 情

况 进 一 步 确 认 。 发 现 高 氧 分 压 组 的

凋 亡 细 胞 百 分 比 明 显 高 于 低 氧 分 压

组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) 。

我 们 还 应 用 了 前 节 分 析 仪 检 测 两 组

一一一～一一一一一一
一
一一一一一一～一一一一一一一一一一～一

～一一一～～一～一～一一一一一～一一一一
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晶状体的密度 ，发现在各 时间点差异均有统计学意义 

(P<0．05)，高氧分压组 比低 氧分压组 的晶状体 密度 

高。这些结果说明目前临床中使用的灌注液所具有的 

高氧分压因素对晶状体是有损伤的。氧对晶状体的损 

伤分为急性损伤和慢性损伤。急性损伤可以引起晶状 

体后囊膜的一过性功能障碍，使其通透性发生改变，水 

分和离子等物质进入晶状体 ，引起 晶状体后囊下 的混 

浊。本实验中部分观察对象的这种后囊下混浊是可逆 

的，提示我们晶状体中可能存在一定程度的自我修复 

机制。慢性损伤主要是通过加速 LECs凋亡而使晶状 

体发生核硬化，相对于急性氧损伤，慢性氧损伤的这种 

毒性作用更为持久且不可逆。本实验 的结果表明改变 

灌注液的高氧分压特性 、降低 晶状体周 围环境 中的氧 

分压水平可以减少 LECs的凋亡，从而降低玻璃体切 

割术后白内障的发生率 。在本实验 中，我们摘出晶状 

体时保留部分玻璃体 ，因其对 晶状体有保护作用 ，可防 

止外界大气中的氧气进入晶状体；同时保留部分玻璃 

体可以使晶状体免受机械损伤。同时 ，因为氦气 为惰 

性气体，化学性质稳定 ，且没有细胞毒性 ，我们选用 了 

氦气和氧气的混合气体。我们发现1 h时实验组和对 

照组无论在晶状体密度还是 LECs的凋亡数量上均无 

明显的差别，随观察时间的延 长，4、8 h和12 h时实验 

组和对照组 LECs的凋亡数量均有所增加 ，且二者的 

凋亡细胞的百分 比差异 均有统计学意义 (P<0．05)， 

提示晶状体内可能存在着部分代偿机制，当晶状体周 

围环境中的氧分压水平升高时，这种代偿机制能够发 

挥作用 ，延迟晶状体混浊的发生。我们 目前正在积极 

探索晶状体内是否存在 这种代偿机制 以及其作用途 

径 。 
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