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玻璃体切割术后兔晶状体纤维细胞凋亡的研究 

温 莹 毕宏生 崔 彦 刘冬梅 解孝锋 俞 超 

Experimental research on apoptosis of lens fiber cells after vitrectomy in rabbit 

Wen Ying，Bi Hongsheng，Cui Yan，Liu Dongmei，Xie Xiaofeng，Yu Chao．Ophthalmic Center．Shandong 

University of Traditional Chinese Medicine，Jinan Shierming Eye Hospital，Jinan 250002，China 

Abstract 0bjective The microenvironment change after vitrectomy can induce lens opacificati0n．Studies showed this 

procedure is associated with apoptosis of lens fiber cells．Present study was designed to explore the apoptosis of lens fiber ce11s 

after vitrectmny． M ethods Thirty Dutch Belted rabbits were randomly divided into 3 grouPs
． The right eyes of rabbits 

underwent partial vitrectomy．Vitreous was respectively replaced by balance salt solution(BSS)，20％ C FR or silicone oil during 

the operation．The statue of lens opacity was evaluated under the siIl lamp microscope
． Two eyes were enucleated in each group at 

1 day，3，7 days and 1month，3 months after surgery for the pathological examination of lens fiber cells under the light micr0sc0pe
． 

Apoptosis of lens fiber cells was detected by TUNEL and quantified by calculating the apoptotic index(AI)．Two fellow eyes were 

as the controls．The use of animals followed the“Regulation f0r e Administration of Affair Concerning Experimenta1 Anima1s” 

issued by State Science and Technology Commission． Results The posterior subcapsular cortical opacification of lens appeared 

in the 3rd day in C 3 F8 group，and obvious opacification was found in 1 month in silicone group
． In BSS group，focal cortical 

opacification was seen in 1 month after operation
． The lens in C 3 F8 and silicone and BSS groups showed different degrees of 

opacity．In normal control group，the shape of the lens fiber nuclei under the lens epithelial cells was elongated；while in C
3 FR， 

silicone and BSS groups，the lens fiber nuclei at the same location presented a more spherical shape
． On the 1 st day after surgery． 

apoptosis was seen on the lens fiber cells and reached a high level on the 3rd and 7th day in C 
3 
F8，silicone and BSS groups．The 

AI in C 3 F8，silicone and BSS groups was significantly higher than that of the control group in 3 months(P <0．05)．The AI of 

silicone oil group was higher than that of BSS group in the 3rd day and both BSS group and C 3 F8 group in 3 months(P<0．05)． 

Conclusion Vitrectomy induce apoptosis of lens fiber cells，which may be one of the etiological factors for complicated cataract
． 
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摘要 目的 探讨 玻璃体切割术后兔晶状体纤维细胞 的凋亡及 意义。 方 法 将 30只 Dutch Behed兔按 随机数字 

表法分为 3组 ，每组 1O只。右眼行部分玻璃体切割术 ，玻璃体 腔分别置换平衡 盐溶液 (BSS)、20％ C F 、硅油 。术后 1、 

3、7 d，1个月 、3个月观察 晶状体混 浊情 况 ，组织病理学观察 晶状体纤维细胞形 态 ；原位末端核 苷标记 (TUNEL)法检 测凋 

亡 ，并计算 凋亡指数 (AI)。对照组 为健 康兔 眼 晶状 体 。 结果 实验 各组 术后 晶状体 不 同程度混 浊 ；晶状体 上皮 细胞 

(LECs)下的纤维细胞核较对照组增大 、变 圆。实验 组术后 1 d晶状体纤 维细胞凋亡增 加 ，3 d、7 d达 高峰 ，1个月后 凋亡 

减少 。3个月 内实验各组 AI较对照组 明显增高 (P<0．05)。 结论 玻璃体 切割术 可诱 导晶状 体纤 维细胞 凋亡增加 ，凋 

亡的增加可能是玻璃体切割术后并发性 白内障 的致病原 因之 一。 
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玻璃体切割术后有 58％ ～98％ 的患者 出现 白内 

障 ，其中约50％为核性白内障 并需再次手术。 
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玻璃体切割术后微环境的改变导致晶状体纤维细胞的 

异常分 化被认 为是术后 晶状体 改变 的主要 因素 ]。 

正常晶状体纤维细胞核和细胞器的程序性降解保障了 

晶状体的光学透明性，其过程类似于经典的细胞凋 

亡 。因此研究玻璃体切割术后晶状体纤维细胞的 

凋亡对探讨玻璃体切割术后并发性 白内障的发病机制 



具有重要的意义。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及主要试剂 

健康 Dutch Belted兔 30只(山东中医药大学实验 

动物中心提供)，雌雄不限，2．5月龄，体重 1．5～2．0 kg， 

无眼部疾患。动物的使用和管理遵循国家科学技术委 

员会 颁 发 的 《实验 动 物 管 理 条 例》。平衡 盐 溶 液 

(balance salt solution，BSS，美国爱尔康公司)；C F8(天 

津晶明公司)；硅油(美国博士伦公司)；细胞凋亡原位 

检测试剂盒(美国罗氏公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物模型的制作及分组 参照 Kuszak等。。 的 

方法建立玻璃体切割动物模型。氯胺酮(45 mg／kg)和 

甲苯噻嗪(6 mg／kg)混合肌内注射麻 醉。选择右眼为 

实验眼 ，复方托吡卡胺滴眼液散瞳 ，盐酸奥布卡因滴眼 

液表面麻醉后放置开睑器。剪开球结膜 ，在上直肌的 

左右两侧角膜缘后 3 nlIn用 20 GD的巩膜穿刺刀做 2 

个穿刺口，分别做为导光纤维和玻璃体切割头进入玻 

璃体腔的通道。眼内灌注管用缝线 固定于 6：00位角 

膜缘后 3 mm处。将放置接触镜 的金属环缝合 固定于 

3：00和 9：O0位角膜缘。将广 角接触镜放在 金属环 

内，DORC玻璃体切割仪行部分玻璃 体切割 (切割频 

率 ：2 500 cuts／min；吸力 ：11．97 kPa)，BSS持续灌 注， 

保持眼压在 35 mmHg(1 mmHg=0．133 kPa)。为防止 

机械性晶状体损伤的发生，除睫状体部位余玻璃体尽 

量切除。根据随机数字表法将实验动物分为 3组 ，分 

别在玻璃体腔填充 BSS、20％C F 和硅油。术毕将眼 

压调整至 22 mmHg，关闭巩膜和结膜切 口。手术由同 
一 位手 术经 验 丰富 的 医师施 行 ，手术 时 间控 制 在 

30 min以内。 

1．2．2 术后观察和取材 术后 7 d每 日行裂隙灯显 

微镜和问接检眼镜检查 ，以后每周检查 1次。视网膜 

脱离和器械接触引起的机械性白内障排除在实验组之 

外。术后 1、3、7 d，1个月 、3个月每组随机抽取 2只 

兔 ，取出晶状体于 4％的中性 甲醛中固定备用。同期 

取 2只正常兔眼的晶状体作为对照。 

1．2．3 组织病理学检测 4％的中性甲醛 固定后石蜡 

包埋切片，常规苏木精 一伊红染色，光学显微镜下观察 

晶状体纤维细胞的形态。 

1．2．4 原位末端核苷标记 (TUNEL)法检测细胞凋亡 

4％的中性甲醛 固定 48 h后石蜡包埋切片。采用细 

胞凋亡原位检测试剂盒检测细胞凋亡 ，具体步骤按照 

说明书进行。DAB显 色，苏 木素复染 ，常规脱水 ，透 

明，中性树胶封固。结果判定 ：在光学显微镜下观察 ， 

细胞核呈棕色颗粒者为阳性细胞 ，结合形态特征，可确 

定凋亡细胞 。每张片子取 4个高倍视野进行凋亡细 

胞计数 ，取其平均值 。以凋 亡指数 (apoptosis index， 

AI)评估细胞凋亡程度。AI=阳性细胞数／细胞总数 

×100％ 。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 1 1．0统计学软件进行统计学分析。晶 

状体纤维细胞 AI的测试数据用 ±s表示 ，各组数据 

资料经 Levene检验提示方差齐(P>0．05)。4个组中 

晶状体纤维细胞 AI的总体比较采用单因素方差分析， 

组间的多重 比较采用 LSD—t检验。P<0．05为差异有 

统计学意义。 

2 结果 

2．1 晶状体混浊情况 

BSS组术后 1个月时可观察到晶状体后缝周围皮 

质局限性混浊。C F 组术后 3 d后囊下皮质出现不同 

程度 的局限性混浊，呈水泡状或羽毛状 ，随着气体的吸 

收 ，混浊逐渐减轻。硅油组术后 1个月出现后囊下皮 

质明显混浊 ，随时间延长逐渐加重(图 1)。 

2．2 晶状体纤维细胞的形态学观察 

组织病 理学 显示 对照 组 晶状 体上 皮细 胞 (1ens 

epithelial cells，LECs)下的纤维细胞核形态细长，随着 

向晶状体核方 向的迁移 ，细胞核体积逐渐增大变 圆。 

而实验 各组 临近 LECs下 的纤维 细胞核增 大、变圆 

(图2)。 

2．3 晶状体纤维细胞凋亡的检测 

实验组术后 l d晶状体纤维细胞凋亡增加 ，3 d、 

7 d达到高峰，1个月后 凋亡减少(图 3)。3个月内各 

时间点的各实验组 AI与对照组 比较差异有统计学意 

义 (P<0．05)(表 1)。实验各组各时间点 AI较对照 

组明显增高(P<0．05)。术后 1 d、7 d、1个月 ，实验各 

组之间 AI比较差异无统计学意义 (P>0．05)。术后 

3 d硅油组 AI较 BSS组高(P=0．006)，其他各实验组 

之间 AI比较差异均无统计学意义(P>0．05)。术后 3 

个月硅油组 AI较 BSS组和 C F 组均增高(P=0．013； 

P=0．001)，而 BSS组和 C F 组 比较差异无统计学意 

义 (P=0．160)。 

3 讨论 

玻璃体视网膜手术后导致的并发性白内障发生率 

较高 ，半年 内的发病率为 17％ 。在老年患者中，有 

60％ ～98％的患者在2年 内出现 白内障⋯ ，并需再次 
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图 l 硅 油 充 填 术 后 1 个 月 晶 状 体 后 囊 下 皮 质 明 显 混 浊 图 2 兔 晶 状 体 纤 维 细 胞 形 态 变 化 ( H E × 2 0 0 ) A ： 正 常 兔 晶 状 体 纤 维 细

胞 核 呈 细 长 状 B ：C ， F 。 组 术 后 7 d 晶 状 体 纤 维 细 胞 核 呈 球 形 改 变 图 3 兔 晶 状 体 纤 维 细 胞 的 凋 亡 ( T U N E L × 2 0 0 ) A ：正 常 兔 晶 状 体 纤

维 细 胞 未 见 明 显 凋 亡 B ：C ， F 。 组 术 后 7 d 晶 状 体 纤 维 细 胞 凋 亡 细 胞 增 多 C ：硅 油 组 术 后 7 d 晶状 体纤 维 细 胞 凋 亡 细 胞 明 显 增 多

F i g ． 1 P o s t e r i o r s u b c a p s u l a r c o r t i c a l o p a c i fi c a t i o n o f l e n s i n s i l i c o n o i l g r o u p F i g ． 2 M o r p h o l o g i c c h a n g e o f r a b b i t l e n s fi b e r c e l l s a ft e r s u r g e i T ( H E

× 2 0 0 ) A ：N o r m a l r a b b i t l e n s fi b e r s h o w e d a e l o n g a t e d n u c l e i B ：R a b b i t l e n s fi b e r s h o w e d s p h e r i c a l n u c l e i i n C
3

F
8 g l o u p o n t h e 7 t h d a y a ft e r v i t r e c t o m y

F i g ． 3 A p o p t o s i s o f r a b b i t l e n s fi b e r c e l l s ( T U N E L × 2 0 0 ) A ：N o a p o p t o s i s c e l l w a s s e e n i n n o r m a l r a b b i t l e n s fi b e r c e l l s B ：A p o p t o s i s c e l l s w e r e s e e n

i n l e n s fi b e r c e l l s i n C
3

F
8 g r o u p o n t h e 7 t h d a y a f t e r v i t r e c t o m y C ：A p o p t o s i s c e l l s w e r e s e e n i n l e n s fi b e r c e l l s i n s i l i c o n o i l g r o u p o n t h e 7 t h d a y a f t e r

v i t r e e t o m Y

表 1 实 验 组 与 对 照 组 术 后 不 同 时 间 点 晶 状 体

纤 维 细 胞 A I 比 较 ( x ± s )

T a b l e l C o m p a r i s o n o f A I i n l e n s fi b e r c e l l s b e t w e e n

e x p e r i m e n t a l g r o u p a n d c o n t r o l g r o u p ( Ⅳ ± S )

“
P < 0 ． 0 5 ∞ r e s p e c t i v e c o n t r o l g r o u p

g r o u p ( O n e — w a y A N O V A
，

L S D — t t e s t )

手 术 治 疗 。 对 原 发 性 黄 斑 裂 孑L行 标 准 化 玻 璃 体 切 割 术

治 疗 的 一 项 多 中 心 研 究 表 明 ， 核 性 白 内 障 是 经 睫 状 体

扁 平 部 玻 璃 体 切 割 最 常 见 的 并 发 症 ，
2 年 的 发 生 率 为

1 0 0 ％ 。 而 后 囊 下 白 内 障 的 发 生 率 仅 为 1 1 ％
¨ 。

。 因 此

研 究 玻 璃 体 切 割 术 后 白 内 障 ， 尤 其 是 核 性 白 内 障 发 生

的 机 制 ， 对 寻 求 积 极 有 效 的 预 防 方 法 具 有 重 要 的 意 义 。

正 常 L E C s 终 生 经 历 协 调 的 细 胞 增 生 和 纤 维 分 化

过 程 ， 品 状 体 纤 维 细 胞 核 和 细 胞 器 ( 高 尔 基 体 、 线 粒

体 、 内质 网 等 ) 的 程 序 性 降 解 保 障 了 晶 状 体 的 光 学 透

明 性 ， 其 过 程 类 似 于 经 典 的 细 胞 凋 亡 ， 如 染 色 质 的 浓

缩 、 边 聚 ，
D N A 裂 解 为 T U N E L 技 术 可 标 示 的 高 相 对 分

子 质 量 碎 片 和 寡 核 苷 酸 。 与 经 典 凋 亡 细 胞 的 快 速 消 化

降 解 不 同 的 是 ， 无 细 胞 器 的 晶 状 体 纤 维 细 胞 终 生 保 留

基 本 的 细 胞 完 整 性 并 向 晶 状 体 中 央 挤 压 。 因 此 晶 状 体

纤 维 细 胞 细 胞 器 的 降 解 是 一 种 受 到 严 格 调 控 的 、 以 选

择 性 进 行 部 分 凋 亡 为 特 点 的 过 程 ， 这 一 程 序 化 过 程 被

认 为 是 保 持 晶 状 体 透 明 性 的 关 键 所 在
∞ 。

。

本 研 究 观 察 到 玻 璃 体 切 割 术 后 晶 状 体 纤 维 细 胞 的

A I 较 正 常 晶 状 体 明 显 增 多 ， 且 越 靠 近 晶 状 体 中 央 凋 亡

细 胞 越 多 。 异 常 增 多 的 凋 亡 细 胞 可 能 通 过 2 种 途 径 干

扰 晶 状 体 的 正 常 代 谢 ，

一 是 打 破 了 晶 状 体 纤 维 细 胞 的

增 生 和 凋 亡 的 平 衡 ， 使 大 量 晶 状 体 纤 维 细 胞 迅 速 分 化

为 终 末 晶 状 体 纤 维 ， 并 移 向 晶 状 体 核 ， 使 晶 状 体 核 提 前

老 化 。 另 一 种 可 能 是 凋 亡 细 胞 的 增 多 和 减 少 的 核 酸 内

切 酶 ( D N a s e I I — l i k e a c i d D N a s e
，

D L A D ) 干 扰 了 晶 状 体

纤 维 细 胞 核 和 细 胞 器 的 快 速 协 调 降 解 ， 导 致 异 常 凋 亡

分 解 产 物 增 多 ， 不 能 被 及 时 清 除 ， 并 在 晶 状 体 中 央 部 位

堆 积
0 ⋯

。 最 终 加 速 核 硬 化 的 产 生 ， 形 成 核 性 白 内 障 。

晶 状 体 纤 维 细 胞 核 降 解 最 早 的 征 象 表 现 为 核 形 态

的 改 变 ， 随 着 纤 维 细 胞 由周 边 向 中 央 的 迁 移 ， 细 胞 核 由

细 长 状 向 球 形 转 变 。 本 研 究 在 实 验 各 组 的 组 织 病 理 学
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检测时见部分晶状体纤维细胞在周边区晶状体上皮下 

即有球形改变。说明玻璃体切割术后导致晶状体纤维 

细胞过早分化 ，与凋亡细胞的增多相一致。 

玻璃体切割术是晶状体核硬化的高危因素，微环 

境改变导致晶状体纤维细胞 的异常分化被认为是术后 

晶状体改变的主要因素 。玻璃体切割术破坏了血 

视网膜 的屏障作用 ，使许多炎性 因子 (如 IL一2、IFN 、 

TNF一仅)进入玻璃体腔。其 中 TNF一仪是外源性细胞凋 

亡信号通路的启动因子 ，与细胞表面的死亡受体结合 

后通过 Fas相关死亡域 (Fas．associated death domain， 

FADD)的 接 头 蛋 白 使 proeaspase一8 聚 集 ，聚 集 的 

procaspase一8通过 自身或相互之间的切割产生有活性 

的 easpase．8，激活的 easpase一8又可激活下游效应分子 

caspase-3 ⋯。活化的 caspase-3能裂解 DNA、修 复相 

关分子、凋亡抑制蛋白及骨架蛋 白等 ，细胞最终裂解。 

Caspase通过对细胞器的降解和对细胞骨架结构的重 

塑在晶状体纤维细胞分化和维持晶状体核的透明性方 

面发挥重要的作用 。微环境改变造成的过度凋亡 

可能是晶状体混浊的原因之一。 

玻璃体视网膜术后 BSS、长效惰性气体和硅 油是 

主要的充填物。临床研究表明，硅油充填术后白内障 

的发生率明显高于其他玻璃体腔充填物 。本实验 

发现硅油充填术后 3 d凋亡指数较 BSS组增高 ，3个月 

时较其他 2组明显增高。说明玻璃体腔填充物的不同 

可影响晶状体纤维细胞的凋亡程度 ，进而影 响晶状体 

的混浊程度。 

总之 ，玻璃体切割术后 由于晶状体周围微环境 的 

改变，导致晶状体纤维细胞凋亡增加，这一改变有可能 

进一步干扰晶状体纤维细胞正常细胞器的降解过程， 

诱导白内障的形成，为干预玻璃体切割术后晶状体混 

浊提供 了新思路。 
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