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表达下降，从而减轻角膜移植排斥反应。对指导临床 

治疗具有重要意义。 
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· 短 篇 论 著 · 

玻璃体腔注射促红细胞生成素对大鼠视 网膜结构和功能的影响 

解正 高 陈 放 庄朝荣 马晓蓉 华 欣 

促红细胞生成素(erythropoietin，EPO)对视网膜光损伤、视 

网膜缺血 一再灌注损伤、高眼压视网膜神经节细胞损伤、视神 

经损伤诱导的神经节细胞损伤及视神经轴突再生、早期糖尿病 

视网膜病变视网膜神经元、血 一视网膜屏障和变应性视神经脱 

髓鞘病变均具有保护作用。本研究将重组大鼠 EPO注入大鼠 

玻璃体腔 ，旨在观察 EPO对视网膜的结构和功能的影响以及 

是否会诱发视 网膜新 生血管形成 。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 6只正常雄性 SD大鼠(中科院上海实验动物 

中心提供 ，鼠龄为 8周 ，体 重 (200±20)g，眼部 检查 无异 常 ；每 

只大 鼠的右 眼用 于实验。 

1．2 玻璃体腔给 药 采用速眠新注 射液在 大 鼠大腿 部肌 内注 

射麻醉(0．6 mL／kg)后，美多丽滴眼液点眼 3次 ，倍诺喜滴眼液 

表面麻醉 。角膜放置 自制的前 置镜 ，凹面填 充透 明质酸钠 。于 

角膜缘后约 2．0 mm处用 4号针头行睫状体平坦部穿刺，避免 

损伤晶状体；沿穿刺 口插入微量进样器针注射 5 L重组大鼠 

EPO(美 国 Sigma公 司)400 ng；术毕涂迪可 罗眼膏 。 

1．3 闪光视 网膜 电图 (flash electr0retinogram，FERG)检查 于 

注药前 和 注 药 后 3 d分 别 行 FERG检 查。采 用 速 眠新 

0．6 mL／kg大腿部肌内注射麻醉，点倍诺喜滴眼液点眼表面麻 

醉，美多丽滴 眼液散瞳点 眼。暗适应 30 rain后，采用 Tomey 

EP1000(日本 Tomey公 司 )分 别记 录 FERG最大 反应 和视 网膜 

振荡电位。刺激参数 ：刺激器为全视野Ganzfeld Q400，刺激光强 
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2．5 cd·s／m ，采样频 率 2 000 Hz，500 Ixs，通频带 0．3～300 Hz。 

振荡电位：刺激频率 0．07 Hz，循环时间 14．286 ms，采样频率 

2 000 Hz，500 txs，通频带75—300 Hz，叠加 3次。记录电极采用 

环形金属电极，放置于涂有迪可罗眼膏的角膜缘；钢针参考电 

极置 于颞 部皮下 ；钢 针地 电极置于尾部皮下 。 

1．4 光学显微镜检查 注射后 14 d和2个月采用腹腔注射过 

量 l％戊巴比妥钠各处死 2只大鼠，于角膜 12：00处缝线作标 

记 ，保 留 12：0̈O角膜缘处的球结膜 ，去除其 他部位 的球结膜 ，迅 

速摘除眼球 ，置人 10％中性甲醛 固定液中，24 h后沿缝线标记 

做经视 盘的矢状切片 ，然后梯 度 乙醇脱水 、石 蜡包 埋 、切片 (片 

厚 5仙m)、苏木精 一伊红染色，光学显微镜下观察摄像。 

1．5 透 射电子显微 镜检 查 注 药后 3 d，FERG检查 后 处死 2 

只大鼠后迅速摘除眼球；于碎冰上去除眼前节和玻璃体并小心 

剥离神经视 网膜固定于 2％戊 二醛磷酸盐缓冲液 中固定 2 h，再 

用 1％锇酸缓冲液固定 2 h；梯度乙醇脱水；环氧树脂 618包埋； 

超薄切片(5O～70 nm)、醋酸铀和枸橼酸铅双重染色；透射电子 

显微镜下观察 、摄像 。 

1．6 统计学方法 所有计量资料用 ±s表示 ，采用 SAS 6．12 

统计学软件对数据进行统计学处理。注药前后的 FERG变化 

进行配对 t检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 实验动物活体眼部观察 注药后 3 d在手术显微镜下进 

行活体观察。所有手术眼角膜透明，前房无渗出，晶状体透明， 

晶状体后囊虽有轻微损伤，但未导致明显的晶状体混浊。玻璃 

体透明，无白色粉尘样结晶，跟底清晰可见，视网膜无 明显水 

肿、出血，血管形态未见明显异常改变。 



2．2 FERG检测结果 注药前和注药后 3 d FERG检查 结果显 

示：玻璃体腔注射 EPO 400 ng对大鼠 FERG的最大反应的 a波 

和 b波的潜伏期和振幅均无明显影响，差异均无统计学意义(P 

>0．05)。OPs波的 P 潜伏期 和各 子波总振幅在 注药前后 差异 

亦均无统计学意义 (P>0．05)(表 1，图 1)。 

表 1 玻璃体腔注射 EPO 前后 FERG 变化(i± ) 

2．3 视网膜组 织病 理学 检 查结 果 光学 显微 镜 检 查结 果 显 

示 ：玻璃体腔注 射 400 ng EPO后 14 d，视 网膜各层结 构排列 整 

齐 ，各 层未见明显水 肿 和坏死 ，视网膜 厚度 无 明显改 变。注射 

后 2个月视 网膜仍 保持 整齐排 列 ，未 见 明显水肿 和坏 死 ，视 网 

膜 内和视 网膜表面也 未见 新生 血管 。透 射 电子显 微镜 检查 结 

果显示 ：视网膜神经元 未见 明显 坏死 及凋 亡 ，光感 受器 的外 节 

盘膜排列整齐 ，未见 明显溶解 (图 2)。 
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3 讨论 

多种眼病模型通过 缺 氧预处 理或 转基 因动物 表达 内源性 

EPO及补充外 源性 EPO的实验结 果均 显示 了较强 的神经保 护 

作用。然而，目前尚不清楚通过各种途径增加机体组织内部 

EPO含量是否会干扰组 织 的正常物 质代 谢或 者会 导致组 织 的 

其他结构或功能的改变 ，因此我们对玻璃体腔注射 EPO是否 

会 引起 视网膜 结 构和 功能 的改变 进行 了研 究。Tsai等⋯通 过 

625 ng EPO玻璃体腔 给药 后 FERG 的安 全性 研 究提 示该剂 量 

的 EPO对视 网膜是安 全的 ，本研究结果与 其一致 。我们在 Tsai 

等⋯应用 EPO剂量 的基 础上选用 400 ng的 EPO，FERG结果显 

示玻璃体 腔注 射 400 ng的 EPO后最大反应 波及振 荡电位 的潜 

伏期和振幅与注药前差异均无统计学意义，表明玻璃体腔注射 

400 ng的 EPO对视 网膜 的功 能并无 明显影 响。组织 病理学 检 

查结果也显示 注药后 14 d及 2个 月 ，视 网膜各 层 结构 排列 整 

齐 ，视 网膜厚度无明显变化 ，视网膜 内未见 明显水肿 及坏死 ，也 

未 出现 明显视 网膜的新 生 血管化 。这些结 果表 明玻 璃体 腔注 

射 400 ng以下的 EPO不影 响视 网膜 的结 构和 功 能，因此 是 安 

全的。EPO与新生血管形成是另一个值得关注的问题。Takagi 

等 认为 EPO在增生型糖尿病视 网膜病变 中是一个 强烈 的促 

血管生成 因 子 ，而 且 其 作 用并 不依 赖 于 血 管 内皮 生 长 因子 。 

Chen等 则认为在缺 氧性 视网膜病变的早期 EPO生成减少会 

图 1 同一大鼠注药前及 注药后 3 d FERG 变化 A：注 药前 FERG最大反 应波 B：注药前 OPs 

波 C：注药后 FERG最大 反应波 D：注药后 OPs波 

图2 注药后视网膜超微结构改变透射电子显微镜(×7 400) A：正常视网膜 B：注药后 3 d视 

网膜 RGCs：视网膜节细胞 IN：内界膜层 ONL：外界膜层 RIS：光感受器内盘膜 ROS：光感 

受器外盘膜 

导致视网膜血 管的 不稳 定性 ，而 在增 生 

期 EPO水平 的升 高则会 导 致视 网膜 的 

新生血 管形 成。Zhang等 的研究 结果 

证 明在 STZ诱导 的糖尿病 大鼠早期玻 璃 

体腔注 射重 组 人 EPO可 减轻 血 一视 网 

膜屏 障的破 坏 程度 。本研 究 EPO 注射 

后 2个月光学显微镜 下未见明显视 网膜 

新生 血管形成 ，但 不同剂量 的 EPO对视 

网膜微血 管的影 响尚有待进一步研究。 
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