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糖尿病大鼠脉络膜病变超微结构的研究 

周希瑗 乔岗 陈曜 马华锋 江文珊 阴正勤 
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随着吲哚青绿血管造影(ICGA)和荧光素眼底血管造影 

(FFA)的开展，人们发现糖尿病视网膜病变(DR)发生的同时 

脉络膜也有相应的改变，认为糖尿病的视网膜脉络膜病变可能 

同时存在⋯，Saracco等 提出了糖尿病脉络膜病变(DC)的概 

念。我们通过建立糖尿病的动物模型，在不同病程通过透射电 

子显微镜从组织病理学角度进一步观察糖尿病大鼠发生脉络 

膜病变的超微结构改变，分析它与视网膜病变之间的关系。 

1 材料和方法 

雄性 Wistar大 鼠 30只(重庆医科大学动物实验室提供)， 

体重 200 g左右。随机分为 2组 ：实验组 2O只，对照组 10只。实 

验组给予浓度 1．25 的链脲佐菌素(STZ，美国Sigma公司) 

30 mg／kg尾静脉注射，每周 1次，连续 4周 ，对照组大鼠尾静脉 

注射等量 0．05 mol／l 柠檬酸缓冲液(pH值 4．5) ]。4周后剪 

尾采血，用 0NE T()uCH II血糖仪(美国强生有限公司)测血 

糖，用强生尿糖试纸测尿糖浓度，血糖浓度达 1 6．65 mmol／I ， 

尿糖达 3+～4+即为模型建立成功。以后每周和处死大鼠前各 

测血糖、尿糖各 1次。 

实验组大鼠分别于动物模型建立后 2周、1、2、3个月，用 

4 多聚甲醛心脏灌注处死 (每个时间点各处死 5只大鼠)。对 

照组亦于注射后 2周、1、2、3个月各处死大鼠2只。各组动物双 

眼均制备电子显微镜标本。PhilipsEM208s透射电子显微镜下 

观察大鼠全层视网膜、脉络膜超微结构的改变。 

采用 GD一8型病理影像多媒体图文操作系统 (成都金盘电 

子科大多媒体技术有限公司产品)测定各病程糖尿病大鼠视网 

膜 和脉络膜 毛细血管基底膜 厚度 (TBM)和管腔横截 面积 

(TA)，其结果进行方差分析。 

2 结果 

视 网膜 毛细血 管 TBM 值测 定结 果：对照组 (0．073± 

0．018)，实验组模型建立后 2周、1、2、3个月分别为(0．075± 

0．01 6)、(0．11 3± 0．023)、(0．1 32± 0．014)、(0．162± 0．020)； 

TA值测定结果：对照组(39．60±18．15)，实验组模型建立后 2 

周、1、2、3个 月 分 别 为 (36．42± 18．10)、(29．23± 1 6．25)、 

(29．31±1 9．20)、(15．6O±14．15)；经方差分析，除 2周组视网 

膜 TBM 值和 TA值与对照组 比较差异均无统计学意义 (P> 

0．05)外 ，其余各组分别与对照组比较 ，差异均有统计学意义 

作者单位：400010重庆医科大学附二院眼科(周希瑗、乔岗、陈曜、马华 
锋)；第三军医大学西南眼科医院(江文珊、阴正勤) 

通讯作者：周希瑗，Email：zhouxiyuan2OO2@yahoo．cona．cn 

183 

· 论 著 摘 要 · 

(P<0．05)。脉络 膜 毛细 血管 TBM 值 测定 结 果：对照 组 

(0．071±0．020)，实验组模 型建立后 2周、1、2、3个月分别为 

(0．069±0．01 9)、(0．076±0．01 5)、(0．126±0．013)、(0．172± 

0．021)；TA值测定结果 ：对照组 (79．54±1 9．21)，实验组模型 

建立后 2周、1、2、3个月分别 为 (76．71±2O．23)、(78．63± 

1 6．34)、(59．32±1 6．32)、(35．44±18．25)；经方差分析，2周 

组和 1个月组 TBM 值和 TA值与对照组 比较差异均无统计学 

意义(P>0．05)，2、3个月组 TBM(TA)值与对照组 比较 ，差异 

均有统计学意义(P<0．05)。 

对照组大鼠视网膜毛细血管由内皮细胞、周细胞和基底膜 

构成。内皮细胞和周细胞核异染色质分布均匀。基底膜连续，电 

子密度均一，并且管腔较大，内皮细胞成熟。与正常对照组比 

较 ，实验组大鼠模型建立 2周以后的视网膜及脉络膜毛细血管 

超微结构无明显改变，即内皮细胞和周细胞均无改变。实验组 

大鼠模型建立 1个月以后视网膜毛细血管内皮及周细胞核的 

异染色质凝聚靠边，内皮细胞细胞质内饮泡增多，线粒体肿胀， 

细胞质向管腔突出，但管腔变形不明显。毛细血管扩张，周细胞 

线粒体肿胀 ，嵴 消失，甚至空泡性变，出现这类变化有 8只眼 

(8／1O)，其 TBM 和 TA值与对照组 比较差异均有统计学意义 

(P<0．05)；6只眼(6／10)脉络膜毛细血管基底膜略增厚，内皮 

细胞和周细胞核膜略凹陷，异染色质开始聚集、靠边，其 TBM 

和 TA值与对照组 比较差异无统计学意义(尸>0．05)。实验组 

大鼠模型建立 2个月后，6只眼(6／10)视网膜毛细血管改变更 

明显，出现了内皮细胞及周细胞核变形 ，线粒体肿胀显著，并见 

空泡性改变，基底膜显著增厚，电子密度增加，内皮细胞向管腔 

突出严重，管腔变形、狭窄，几近闭塞；同时，7只眼(7／10)脉络膜 

毛细血管出现了相应的改变，内皮细胞及周细胞核变形，线粒体 

略肿胀，管腔变化不显著，其 TBM 和 TA值与对照组比较差异 

均有统计学意义(P<O．05)。实验组大鼠模型建立 3个月以后， 

8只眼(8／10)视网膜血管变化同前 ；6只眼(6／10)脉络膜毛细血 

管改变加重，出现了内皮细胞及周细胞核变形，内皮细胞向管腔 

突出严重，管腔变形、狭窄，甚至几近闭塞等类似变化，并且与正 

常脉络膜内皮细胞窗孑L比较明显增大，提示渗漏增强。 

3 讨论 

DC近年来逐渐受到国内外学者的重视 ，但国内对其研究 

尚少。我们通过建立糖尿病的动物模型观察糖尿病大宙脉络膜 

血管的形态学改变 ，初步探讨了糖尿病脉络膜的改变与其视网 

膜的改变之问的时间关系，在糖尿病 1个月时 DR改变已开始 

出现，TBM 和 TA值与对照组比较有显著差异 (P<0．05)，随 
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着病程延长 DR改变愈加显著。而脉络膜毛细血管的 TBM 和 

TA值在 2个月时与对照组 比较也 出现 了统计学差异 (P< 

0．05)，提示 DC开始发生，并随病程发展，出现了与 DR类似的 

变化。因此初步推论 DC的改变是存在的，并且略迟于 DR的改 

变。这与临床上通过ICGA和 FFA的观察基本一致 ，Shiragami 

等 就认为DC的危险因数就是严重的DR以及未控制好的高 

血糖。 

但也有学者通过 ICGA观察认为 I)C早于 DR的改变 ，甚 

至 DC出现在没有任何视网膜血管改变之前 。其中的差异可 

能与糖尿病的类型有关 ，我们采用 STZ小剂量多次注射诱导 

的糖尿病大鼠是 1型糖尿病，而临床资料中有的是 2型糖尿病 

或没有严格区分糖尿病类型。因此，这还是一个值得进一步探 

讨的问题。 

总之。DC同 DR一样是一个较复杂的过程。本研究结果限 

于样本量和方法的局限只能为该病的机制提供一个初步的线 

索，更多的研究有待进行。 
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目前。对于脉络膜黑色素瘤的分子生物学研究 日新月异。 

但是，脉络膜黑色素瘤新鲜组织来源有限，制约了研究工作的 

发展。为了解决这一问题，我们拟从蜡块组织中提取 DNA，因 

为蜡块标本相对好保存 ，来源充足。但是蜡块标本经过固定、石 

蜡包埋等步骤后，对 DNA会产生一些影响，所以从蜡块组织中 

提取DNA有一定的难度。为此，我们对于从石蜡包埋组织中提 

取 DNA的方法进行了改良。 

su等 于l 999年克隆出人类 TTC4基因，该基因存在于 

人类染色体 1p31，共有 l0个外显子 。由于 l号染色体长臂经常 

于多种恶性肿瘤发生时呈现缺失改变 ，因此，极有可能有多个 

肿瘤抑癌基因存在于此区域。2000年 11月，德国一家实验室使 

用 su等“提供的多聚物酶链反应(PCR)引物，Poetsch等l2 于 

皮肤恶性黑色素瘤中发现 TTC4基因突变的存在。因此 。TTC4 

基因很有可能为抑癌基因，并且在黑色素瘤的形成中扮演重要 

角色l】 。本研究采用改良方法从脉络膜黑色素瘤蜡块组织中 

提取 DNA，为探讨 TTC4基因在脉络膜黑色素瘤形成中的作 

用奠定基础。 

1 材料和方法 

DNA Marker DI 2 000购自Takara公司。Silver Beads胶 

回收试剂盒购 自上海生工生物工程技术服务有限公司。蛋白酶 

K为 Merck产品。Taq DNA Polymerase(MBI产品)购自上海 

生物工程有限公司。三羟甲基氨基甲烷(tris)(c H．．NO。)及各 

种生化试剂均为华美公司产品。 
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l 995年以来由吉林大学第二医院病理科保存的脉络膜黑 

色素瘤蜡块标本中选取 2l例，所有标本均经临床和病理检查 

而明确诊断。取 8 ffm石蜡切片 3片．在解剖显微镜下，去除瘤 

旁组织 ，用刀片刮取肿瘤组织放入微量离心管中。刀片每操作 

一 例标本后，即用酒精棉球擦拭刀片，在酒精灯上烧过再用。加 

入 l ml TES L l0 mmol tris HCI，l mmol乙 二 胺 四 乙酸 

(EDTA)。0．5 十二烷基硫酸钠(SDS)]，65 C下水浴 l0 rain． 

不时振摇。冰浴 3 min．10 000×g离心 3 min．以切钝的加样器 

小心吸取沉淀组织入另管 ，重复水浴脱蜡 2次，最后吸出的沉 

淀入另管。脱蜡后的组织加入 200 ffl TET(100 mmol tris—HCI， 

l mmol EDTA．1 triton X l00)．8 ffl蛋 白酶 K(10 mg／m1)。 

45 c下水浴36 h，其问振摇数次；l 2 000×g离心 5 min。吸上清 

液人另管；200 ffl上清管内加入 800 ffl DNA纯化溶胶液和 2O 

l玻璃粉悬液，置 55(、下水浴 l0 min，2～3 min振摇一次，使 

混悬；冰浴冷却至室温，l0 000×g离心 l min，弃除上清液，以 

溶胶液 500 ffl悬浮玻璃粉沉淀，1 0 000×gN心 1 min，弃除上 

清液。以 DNA回收试剂盒中洗液 500 ffl悬浮玻璃粉沉淀 ， 

l0 000×g离心 l min，弃除 卜清液 ，并重复此步骤 1次；玻璃粉 

沉淀真空干燥或室温下风干，至玻璃粉呈白亮色，内部无明显 

可见的液体 ；以 3O～40 ffl灭菌阴蒸水悬浮玻璃粉沉淀，55 C水 

浴 5～1 0 min，其问振摇 3～4次；冰浴至室温后。l2 000×gN 

心 3 min，小心吸取上清液即为DNA的水溶液，冻1字待用，注意 

勿吸取下层玻璃粉。 

提取的DNA溶液作为模版，扩增 TTC4基因 l0个外显子 

中的 6个，来检验 DNA的提取效率。以 2 ffl I)NA溶液为模板， 

在 1 ffmol／I 的引物下进行 PCR，同时摸索反应条件。取 4～5 

ffl PCR产物，在 1．5 ～2．0 的琼脂糖凝胶上电泳观察，具体 
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