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内毒素诱导的大鼠葡萄膜炎细胞凋亡的研究 

张 玮 卢 弘 华 文 李学东 

End0tOxin—induced ceU ap0ptOsis in rats uVeitis 
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Abstract 0bjective Researches showed that the cellular ap。ptosis is an important mechanism 0f r gression 0f endoto n— 

induced uveitis(EIu)，and the ap。pt0sis is ass0ciated、vith the e pression of Fas antigen(Fas)and Fas ligand(FasL)．0ur study 

was to 0bserve the cellular apoptosis 0f uvea and retina in endot0xin—induced uveitis ln0del and the relevance of Fas／FasL with the 

cel1 apopst0sjs． M ethods The mode1s 0f severe end0loxjn—jndueed uvejljs were indueed in rats by the jntr。perjtoneal and 

plantar injecnon of ch0lera vibri0 lipopolysaccharide(LPs) +ph0 phate bufI r saIine(PBs) + comp1ete Freund’s adjuVant 

(CFA) in 25 wistar rats，and PBS injection was used as contr0l in 5 rats．The clinical manifestati0n of eyes was 0bserved under 

the s1im—lamp and 0ptha1mol0sc0pe at a tw0一hour iI1terval and scored based 0n the H0ekzema’s c rite rja．The rats were sacri ced at 

6，12，18，24 and 48 h0urs affer injection 0f endot0xin re pectively f0r the histological examinati0ns．Cellular apopt0sis was 

evah】afed bv TU EL assav and e pf℃ssjons of Fas and FasL jn uvea and I℃￡iHa was detec￡ed b)_jmmunohist0chemis￡ry． ResuIts 

The corneal edema，ante rior chan1her exudation and iris edema were f0und at 1 O hours after injecti0n in model group and the 

innammati0n sc0re was gradually increased with lapse 0f time，and no infIammat0ry reaction was fbund in PBS injection gr0up． 

In ltrati0n 0f neutrophils，monocytes and lymphocyfes int0 the uvea and retina was noted by routine histological examination．A 

lots 0f TUNEL p0si“ve cel1s were seen in the uvea and retina at vari0us time points in ElU mode1 group compared with contI l 

gro p(P<0．01)．Ma“y p0ptotic cel1s were exhibj ed【i1ain1y i rI the iris and ci1iary body with the peak Value at 1 8 hour after LPS 

injecti0n．Positive staining for Fas pr0tein was not fbund in normal gr0up，buf Fas was expressed in the cells 0f uVea and retina in 

model group rather than con rol group and showed gradually increasing tendency from 6 t0 18 hour after injecti0n 0f end0t0xin． 

The FasL expression level in m0del group after LPS injection was signi矗cantly higher than that in the contr0l gr0up(P<0．01)at 

diff rent time．There was a remarkably p0sitive c0rrelation between TuNEL p0sitive cells and Fas(r1：O．923，P<0．O1)or FasL 

(r2=0．8O7，Jp<O．O1) in end0toxin-injected eyes． ConcIusi0n Ap0IJt0sis of in“Itrating ceIIs exists in uVea and retina of 

endotoxin—induced—uveilis rats，which may cont ribute to the r pjd resolution 0f innammation．The innammati0n regressi0n m y be 

ass0eiated with over expression 0f Fas and FasL in endot0xin uveitis． 

Key wOrds end0toxin； uveiIis； popt0si ； Fa ； FasL 

摘要 目的 探讨 大鼠内毒素诱导的葡萄膜炎 (EIu)中葡萄膜和 视网膜组织浸润 细胞 的凋亡 ，及 Fas-FasL的表达 

与细胞凋亡的相关性。 方法 注射霍乱弧菌内毒素诱发大鼠EIu模型，内毒素注射后 6、12、l8、24、48 h进行临床观察 

评分并行组织病理学检查。应用 TuNEL法检测葡萄膜和视网膜中的凋亡细胞 ，免疫组织化学法检测 Fas和 FasL在葡萄 

膜和视网膜中的表达和变化。 结果 实验组大鼠均发生了 EIu；葡萄膜和视网膜组织浸润细胞中可见 TuNEL染色阳 

性凋亡细胞 ，18 h达高 峰 ，以 虹膜 和睫 状体 最 为明 显 ，凋亡 阳性 细胞 数 与正 常对 照组 相 比，差异 有统 计 学意 义 (P< 

O．01)；实验各组 中均可见 Fas表达 ，实验各组 中 FasL表达显著增强 ，与正常对照组相 比差异 有统计学意 义(P<0．O1)。 

Fas和FasL的表达与凋亡之间呈正相关(r=0．923，0．8O7，P<0．01)。 结论 EIu中葡萄膜和视网膜的浸润细胞存在 

凋亡现象 ，凋亡参与了炎症 的迅速消退 ，Fas和 asL的高表达可 能与 内毒素诱 导的葡萄膜炎眼组织 的细胞凋亡有关。 
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葡萄膜炎是一种常见 的致盲性眼病 ，多见于中青 

年 ，治疗棘手，发病机制尚不明确 Ï2j。内毒素诱导的 

葡萄膜炎 (endotoxin-induced uveitis，EIu)是常用 的研 

究人内源性全葡萄膜炎理想的动物模型 ，炎性 细胞 

迅速凋亡是其迅速消退的重要机制。在凋亡的调节机 

制 中，Fas和 FasL是诱导细胞凋亡的主要蛋 白，为探讨 

与 Fas和 FasL表达有关 的细胞 凋亡是否在 EIU中发 

生并参与了 EIu 中眼 内葡萄膜 和视 网膜组织 炎症的 

吸收和消退 ，本研究采用霍乱弧菌 内毒素诱导 的大 鼠 

葡萄膜炎模型 ，检测 EIU动物模型眼 内葡萄膜和视 网 

膜组织中浸润细胞 的凋亡情况 以及 EIu动物模型眼 

内 Fas与 FasL的表达 ，寻求治疗葡萄膜炎及预 防复发 

的新途径 。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验动物及分组 雄性 Wistar大鼠 30只(购 

于北京维通利华实验动物有限公司)，体重约 200 g，健 

康无眼病。应用随机数字表法分为正常对照组 5只和 

实验组 25只 ，实验组依据 内毒素注射后处死的各个时 

间点随机分为 5个亚组 ，每个亚组各 5只。 

1．1．2 主要试剂 霍乱弧 菌 (小 川血 清型 )内毒素 

(LPS)冻 干 粉 ，完 全 弗 氏佐 剂 (c0mplete Freund’s 

adjuvant，cFA)、灭活百 日咳杆菌溶 液 (兰州生 物制品 

所提供)；TuNEL试剂盒、链酶亲和素 一生物素 一过氧 

化物酶复合物(streptav n_bi0tin complex，sABc)免疫 

组织化学试剂盒(武汉博士德生物工程公 司)；兔抗人 

和鼠 Fas及抗鼠 FasL多克隆抗体 (美 国 santa cruz公 

司)；SPTM试剂盒 (美 国 Zymed公司)；DAB显色试剂 

盒(北京中山生物技术有限公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 动物模型的制作 参 照文献 [4]的方法制作 

EIu动物模型。将 内毒素溶于无菌生理盐水中 ，使溶 

液质量浓度为 16 g／L。配制两组 注射液 ：一组配方为 

13 L稀释液 +5o0 L PBS+5O0 L CFA；另一组为 

13 L稀释液 +400 L PBS+5 L百 日咳杆菌 。实验 

组每只大 鼠双 后 足垫 注 射 LPS注射 液 第 1组 配 方 

0．4 mL，腹腔注射第2组配方每只0．15 mL；对照组每 

只大鼠双后足垫和腹腔注射相同剂量的磷酸平衡盐水 

缓 冲液 (phosphate buffer s0luti0n，PBs)。分别 在注射 

后 6、12、l8、24、48 h处死大 鼠，进行观察。 

1．2．2 临床观察与评分 注射 内毒素前后每隔 2 h 

检查 1次 ，各组在各个 时间点处死前进行裂隙灯和检 

眼镜检查 ，必要时复方托品酰胺散瞳检查 ，详细记 录临 

床体征的改变并拍照。炎症分级参考 Hoekzema等 J 

的评分标准 ：虹膜充血 0～2分 ，前房 内渗出 0～2分 ， 

前房积脓 0～2分 ，瞳孔缩小 0～2分 ，总分为 8分。 

1．2．3 组织病理学检查 各 时间点处死大 鼠后 ，用 

4 g／L戊 巴比妥钠 (60 mg／kg)腹腔注射麻醉 、开胸 ，于 

大鼠左心室内注射 10。u／L肝素 0．3 mL经心脏灌流 

以抗凝血。先用 200 mL生理盐水快速灌注 ，充分排出 

血管 床 中 的血 液 ，然 后 用 预 冷 的 5％ 甲醛 固定 液 

100 mL灌流。待 固定 液缓慢 注射 完毕 后 ，迅速摘 除 

眼球立即置 于 5％ 甲醛溶 液 中固定 24 h。固定后组 

织进行石蜡包埋 ，经瞳孔 一视盘轴作矢状切 面，行常 

规苏木精 一伊 红染 色 ，显 微镜下 观察。将 正常对 照 

组 鼠眼及 内毒素注 射后各 亚组 鼠眼石蜡切 片染色 ， 

显微镜下观察。 

1．2．4 原位凋亡的检测 上述石蜡切 片采用 TUNEL 

试剂盒进行原位凋亡细胞检测。具体方法如下 ：石蜡 

切片脱蜡至水 ，在室温下置于 3％H O 液 中 l0 min；以 

TBS l：l00新鲜稀释蛋 白酶 K，37℃下消化 5 min，每 

张 切 片 内 取 末 端 脱 氧 核 酸 转 移 酶 (terminal 

deoxynucleotidyl transferase，TdT)和 GIG．d—uTP各 1 L 

加入 18 L标记液和缓冲液，4℃过夜，37℃标记 2 h； 

加封闭液 50 L，室温 30 min，37℃湿盒孵育 2 h；生物 

素抗地高辛 抗体 50 L，37 qC湿 盒反应30 min，加入 

sABc反应 3O min；DAB(R一氨 基联 苯 胺 )显 色 5～ 

20 min，苏木素轻度复染 ，脱水 ，透明 ，封片。阳性对照 

在滴加反应 液前 ，经 1 g／L DNaseI溶 液 中室温孵 育 

l5 min；阴性对 照以 PBs代替 TdT。凋亡细胞形 态标 

准 ：核 固缩或核碎裂贴边 ，出现核周空泡。阳性标记 ： 

凋亡细胞的细胞核呈棕色或棕褐色，非凋亡细胞和对 

照组切片苏木素复染呈蓝色。同时符合上述形态学和 

阳性标记的两种标准 ，判定为凋亡染色阳性细胞。 

1．2．5 免 疫 组织 化 学 染 色 上 述 石蜡 切 片 采用 

SABC法进行检测。具 体方法如下：石蜡切 片常规脱 

蜡至水 ；3％ H，0，封闭 内源性过氧化物酶 10 min，漂 

洗 ；高温高压热修复抗原 ，漂洗 ；正常山羊血清室温孵 

育 15 min；加一抗 (Fas 1：100，FasL 1：50)，湿盒内4℃ 

过夜 ，漂洗 ；加二抗 ，湿盒 37℃孵育 l5 min，漂洗 ；加辣 

根酶标记链酶卵白素，湿盒 37 cC孵育 15 min，漂洗； 

DAB显色 ，自来水冲洗 ；苏木素 复染 ，盐酸 乙醇分化 ， 

烘干 ，二 甲苯透 明树脂封 片。Fas阳性标本取 自乙肝 

患者，FasL阳性标本取 自小鼠胸腺，以 PBs代替一抗 

作阴性对照。Fas和 FasL阳性表达为细胞膜或细胞浆 

呈黄色或棕黄色染色 ，细丝状 ，分布不均匀，细胞核淡 

染 ，呈浅灰蓝色。 



1 ． 2 ． 6 图 像 分 析 正 常 对 照 组 和 实 验 各 组 均 取 2 0 张

切 片 ( 每 个 标 本 取 不 连 续 的 2 张 切 片 ) ， 高 倍 镜 下

( × 4 0 0 ) 以 神 经 节 细 胞 层 为 观 察 框 ， 每 张 切 片 随 机 选

取 4 个 等 长 距 离 ( 4 0 0 tx m ) 并 且 细 胞 比 较 集 中 ， 无 坏

死 、 钙 化 和 炎 症 的 不 重 复 视 野 ， 输 入 医 学 图 像 分 析 系

统 ， 计 算 视 野 中 4 0 0 “脚 长 的 视 网 膜 各 层 T U N E L 阳 性

细 胞 数 。 在 F a s 和 F a s L 反 应 切 片 上 ， 测 定 4 0 0 汕m 长

的 视 网 膜 神 经 节 细 胞 层 和 内 核 层 细 胞 阳 性 细 胞 数 ， 取

其 均 数 作 为 该 切 片 的 阳 性 细 胞 数 ， 分 析 视 网 膜 组 织 中

细 胞 凋 亡 及 F a s 和 F a s L 表 达 情 况 ， 取 平 均 值 并 进 行 统

计 学 分 析 。

1 ． 3 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 1 ． 5 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 处

理 。 所 有 测 试 数 据 以 z ± s 表 示 。 不 同 时 间 组

内毒 素 注 射 后 各 时 间 点 大 鼠 临 床 评 分 、 内 毒 素

注 射 后 不 同 时 间 鼠 T U N E L
、

F a s
、

F a s L 阳 性 细 胞

数 表 达 的 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 组 间 的 多

重 比 较 采 用 S N K ．

q 检 验 ，
F a s

、
F a s L 表 达 的 相 关

性 及 F a s 、
F a s L 表 达 与 凋 亡 间 的 相 关 性 采 用

P e a r s o n 相 关 分 析 。
P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学

意 义 。

2 结 果

2 ． 1 观 察 与 评 分

对 照 组 大 鼠 无 炎 症 表 现 。 实 验 组 大 鼠 内 毒

素 注 射 后 眼 部 出 现 一 系 列 炎 症 反 应 ， 其 症 状 与

葡 萄 膜 炎 一 致 。
4 h 时 可 见 虹 膜 血 管 扩 张 瘀 血 。

1 0 h 时 角 膜 水 肿 、 前 房 混 浊 、
T h y d u l l 征 ( + ) ， 有

表 1

T a b l e

C h i n O p h t h a l R e s
，

M a y 2 0 0 9
，

V 0 1 ． 2 7
，

N o ． 5

内 毒 素 注 射 后 各 时 间 点 大 鼠 临 床 评 分 ( x ± s )

1 C l i n i e a l s c o r e o f i n fl a m m a t i o n i n d i f f e r e n t t i m e

p o i n t s a f t e r L P S i n j e c t i o n ( x ± s )

“
P < 0 ． 0 5 ∞ n o r m a l g r o u p ，

。

P < 0 ． 0 5 ∞ m o d e l 6 h g r o u p ，

“
P < 0 ． 0 5 F s

m o d e l 1 2 h g r o u p ，

“
P < 0 ， 0 5 v s m o d e l 1 8 h g r o u p ，

”

P < 0 ． 0 5 I J s m o d e l 2 4 h

g r o u p ( O n e — w a y A N O V A
，

S N K -

q t e s t )

I I

} ： 呈I
图 1 霍 乱 弧 菌 内 毒 素 注 射 1 8 h 后 W i s t a r 大 鼠 眼 裂 隙 灯 显 微 镜 下 可 见 前 房 积 血 、

渗 出 ， 瞳 孔 缩 小 ， 虹 膜 高 度 水 肿 ， 血 管 重 度 扩 张 充 血 图 2 L P S 诱 导 的 W i s t a r 大

鼠 E I U 模 型 有 全 葡 萄 膜 炎 的 组 织 病 理 学 改 变 ， 显 示 炎 症 急 性 期 前 房 和 玻 璃 体 内

有 大 量 炎 性 细 胞 渗 出 、 浸 润 ， 葡 萄 膜 和 视 网 膜 增 厚 并 有 炎 性 细 胞 浸 润 ( H E × 2 0 0 )

F i g ． 1 I n t h e e y e i n j e c t e d o f L P S f o r 1 8 h o u r s ，
t h e h e m o r r h a g e

，
c e l l s a n d e x u d a t e s o f

a n t e r i o r c h a m b e r a r e s e e n ． I n a n t e r i o r c h a m b e r
，

m y d r i a s i s b e c a m e s m a l l e r
，

s e r i o u s

h y p e r e m i a o f i r i s ． s e v e r e i r i s v e s s e l e n g o r g e m e n t a r e e x h i b i t e d u n d e r t h e s l i t l a m p

m i c r o s c o p e F i g ． 2 T h e r e a r e m a r k e d i n fl a m m a t o r y c e l l i n f i l t r a t i o n i n a n t e r i o r

c h a m b e r a n d v i t r e o u s
，

a n d o b v i o u s e x u d a t i o n a n d t h i c k e n i n g o f r e t i n a a r e a l s o f o u n d i n

p a n u v e i t i s m o d e l e y e u n d e r t h e l i g h t m i c r o s c o p y ( H E x 2 0 0 )

少 量 渗 出 ， 血 管 仍 充 血 ， 虹 膜 水 肿 加 重 、 范 围 扩 大 ， 瞳 孔

缩 小 。 1 8 h 时 反 应 至 最 重 ， 虹 膜 高 度 水 肿 ， 血 管 扩 张 充

血 严 重 ， 虹 膜 后 粘 连 ， 可 见 渗 出 、 前 房 絮 状 物 漂 浮 ，

T h y d u l l 征 ( + + ) ；瞳 孔 显 著 缩 小 并 呈 不 规 则 形 ， 中 央 被

纤 维 素 样 渗 出 膜 遮 盖 ， 周 围 有 脓 性 物 ；玻 璃 体 混 浊 ， 眼

底 由 于 严 重 的 前 房 和 玻 璃 体 反 应 而 难 以 窥 及 ( 图

1 ) 。
2 4 h 时 上 述 症 状 减 轻 。 各 时 间 点 大 鼠 临 床 评 分

见 表 1
。 实 验 组 中 5 个 亚 组 ( 6

、
1 2

、
1 8

、
2 4

、
4 8 h ) 的 临

床 评 分 与 对 照 组 相 比 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 5 ) 。
1 2

、
1 8

、
2 4

、
4 8 h 的 临 床 评 分 与 前 期 实 验 组 相

比 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 组 织 病 理 学 检 查

L P S 注 射 后 1 8 h 有 全 葡 萄 膜 炎 的 病 理 改 变 ， 虹 膜

血 管 扩 张 ， 虹 膜 睫 状 体 基 质 增 厚 ， 上 皮 细 胞 破 坏 ， 失 去

正 常 结 构 ， 瞳 孔 闭 锁 ；前 房 、 后 房 有 纤 维 素 渗 出 ， 前 房 、

后 房 、 玻 璃 体 、 虹 膜 、 睫 状 体 、 视 网 膜 及 脉 络 膜 有 大 量 的

中性 粒 细 胞 及 少 量 的 单 核 细 胞 和 淋 巴 细 胞 浸 润 ， 视 网

膜 增 厚 ， 可 见 炎 性 细 胞 浸 润 ，

一 些 部 位 可 见 视 网 膜 下 浆

液 性 渗 出 ， 脉 络 膜 受 累 ， 表 现 为 脉 络 膜 水 肿 及 炎 性 细 胞

浸 润 ( 图 2 ) 。 对 照 组 无 炎 症 表 现 。

2 ． 3 T U N E L 检 测 凋 亡 细 胞

正 常 对 照 组 大 鼠 眼 组 织 中 未 发 现 凋 亡 细 胞 。 实 验

组 大 鼠 在 虹 膜 、 睫 状 体 、 脉 络 膜 、 视 网 膜 各 层 中 均 可 见

不 同 程 度 的 T U N E L 阳 性 凋 亡 细 胞 ， 但 以 虹 膜 和 睫 状 体

最 为 明 显 ( 图 3
，

4 ) ， 凋 亡 细 胞 主 要 集 中 于 炎 症 反 应 的

严 重 部 位 。 正 常 对 照 组 及 实 验 组 6 、 1 2
、

1 8 、 2 4
、

4 8 h 视

网 膜 中 T U N E L 阳 性 细 胞 数 见 表 2 。 实 验 各 观 察 组 视

网 膜 中凋 亡 阳 性 细 胞 数 与 正 常 对 照 组 相 比 ， 差 异 有 统

计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 实 验 各 观 察 组 间 视 网 膜 中 凋 亡

阳 性 细 胞 数 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F = 2 2 9 ． 3 5
，

P =

0 ． 0 0 0 ． P < 0 ． 0 5 ) 。
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表 2 内毒 素 注 射 后 不 同 时 间 鼠 T U N E L 、 F a s
、

F a s L 阳 性

细 胞 数 的 表 达 ( x ± S
， 个 ／4 0 0 岬 )

T a b l e 2 P o s i t i v e c e l l s e x p r e s s i o n o f T U N E L
，

F a s a n d F a s L a t

d i f f e r e n t t i m e p o i n t s a f t e r L P S i n j e c t i o n ( Ⅳ ± s
，

c e l l s ／4 0 0 “ m )

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

。

P < 0 ． 0 5 口s r e s p e c t i v e m o d e l 6 h

g r o u p ．

h
P < 0 ． 0 5 ∞ r e s p e c t i v e m o d e l 1 2 h g r o u p ，

。
P < 0 ． 0 5 口s m o d e l 1 8 h

g r o u p ．

“

P < 0 ， 0 5 U S r e s p e c t i v e m o d e l 2 4 h gr o u p ( O n e — w a y A N O V A ， S N K —

q t e s t )

2 ． 4 免 疫 组 织 化 学 检 测 F a s 和 F a s L 的 表 达

F a s 和 F a s L 的 表 达 呈 棕 黄 色 ， 主 要 分 布 于 胞 浆 ， 两

者 在 视 网 膜 的 表 达 呈 正 相 关 ( r = 0 ． 9 5 5
，

P < 0 ． 0 1 ) 。

正 常 对 照 组 大 鼠 眼 组 织 中 未 见 F a s 表 达 ， 各 实 验 组 大

鼠在 虹 膜 、 睫 状 体 、 脉 络 膜 、 视 网 膜 中 均 可 见 不 同 程 度

的 F a s 表 达 ， 但 以 虹 膜 和 睫 状 体 最 为 明 显 ( 图 5
，

6 ) 。

正 常 对 照 组 大 鼠 虹 膜 、 睫 状 体 、 脉 络 膜 、 视 网 膜 中 可 见

F a s L 弱 表 达 ， 各 实 验 组 大 鼠 虹 膜 、 睫 状 体 、 脉 络 膜 、 视

网 膜 中 F a s L 表 达 显 著 增 强 ， 以 虹 膜 和 睫 状 体 最 为 明 显

( 图 7
，

8 ) 。 视 网 膜 中 F a s 和 F a s L 的 表 达 以 神 经 纤 维

层 、 神 经 节 细 胞 层 和 内 核 层 的 表 达 为 著 ， 正 常 对 照 组 及

实 验 组 6
、

1 2
、

1 8 、
2 4 、

4 8 h 视 网 膜 中 F a s 和 F a s L 阳 性 细

胞 数 见 表 2 。 实 验 各 观 察 组 视 网 膜 中 F a s 和 F a s L 阳 性

细 胞 数 与 正 常 对 照 组 相 比 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 1 ) 。
F a s 和 F a s L 表 达 与 凋 亡 均 具 有 较 好 的 相 关 性

( r = 0 ． 9 2 3
，

0 ． 8 0 7
，

P < 0 ． 0 1 ) 。

图 3 正 常 对 照 组 大 鼠 视 网 膜 组 织 T U N E L 染 色 ， 未 见 凋 亡 细 胞 ( D A B X 2 0 0 ) 图 4 内 毒 素 注 射 1 8 h 后 W i s t a r 大 鼠 虹 膜 睫 状 体 组 织 T U N E L

染 色 ， 可 见 较 多 凋 亡 细 胞 ( D A B X 2 0 0 ) 图 5 正 常 对 照 组 大 鼠 虹 膜 睫 状 体 组 织 F a s 免 疫 组 织 化 学 染 色 ， 未 见 阳 性 细 胞 ( D A B X 4 0 0 ) 图 6

内 毒 素 注 射 1 8 h 后 大 鼠 虹 膜 睫 状 体 组 织 F a s 免 疫 组 织 化 学 染 色 可 见 阳 性 细 胞 明 显 增 多 ( D A B X 4 0 0 ) 图 7 正 常 对 照 组 大 鼠 虹 膜 睫 状 体 组

织 F a s L 免 疫 组 织 化 学 染 色 可 见 低 表 达 ( D A B X 2 0 0 ) 图 8 内 毒 素 注 射 1 8 h 后 大 鼠 虹 膜 睫 状 体 组 织 F a s L 免 疫 组 织 化 学 染 色 ， 阳 性 细 胞 明

显 增 多 ( D A B X 2 0 0 )

F i g ． 3 N o D o s i t i v e a p o p t o t i c c e ll w a s fo u n d a f t e r T U N E L s t a i n i n g i n r e t i n a l t i s s u e i n n o r m a l W i s t a r r a t s ( D A B × 2 0 0 ) F i g ． 4 I n t h e s e c t i o n o f i r i s

a n d c i l i a r y b o d y i n L P S i n j e e t i o n f o r 1 8 h o u r s ． a n u m b e r o f p o s i t i v e a p o p t o t i c c e i l s i n i r i s a n d c i l i a r y b o d y w e r e f o u n d i n e x p e r i m e n t a l g r o u p ( D A B x

2 0 0 ) F i g ． 5 N 0 p o s i t i v e s t a i n i n g f o r F a s w a s f o u n d i n i r is a n d c i l i a r y b o d y i n n o m a l W i s t a r r a t ( D A B X 4 0 0 ) F i g ． 6 I n l 8 h o u r s a f t e r L P S

i n j e e t i o n ． a n u m b e r o f p o s i t i v e c e l l s f o r F a s w e r e fo u n d i n i r i s a n d c i l i a r y b o d y o f r a t s ( D A B X 4 0 0 ) F i g ． 7 T h e i n t e n s i t y o f p o s i t i v e s t a i n i n g fo r F a s L

w a s w e a k i n i r i s a n d c i l i a r y b o d y o f n o r m a l W i s t a r r a t ( D A B × 4 0 0 ) F i g ． 8 I n 1 8 h o u r s a f t e r L P S i n j e c t i o n
，

a n u m b e r o f p o s i t i v e c e l l s fo r F a s L w e r e

f ou n d i n r a t
’

S i r i s a n d c i l i a ry b o d y ( D A B × 2 0 0 )

3 讨 论

葡 萄 膜 炎 是 一 类 由 多 种 原 因 引 起 的 葡 萄 膜 的 炎

症 ， 多 见 于 中青 年 ， 为 常 见 的 眼 科 疾 病 ， 常 因 严 重 并 发

症 和 后 遗 症 而 致 盲 ， 目前 尚 无 理 想 的 预 防 及 治 疗 措 施 。

E I U 与 人 葡 萄 膜 炎 有 一 些 共 同 的 病 理 改 变 ， 是 比 较 成

熟 的 人 葡 萄 膜 炎 的 动 物 模 型 ， 临 床 表 现 以 眼 前 节 炎 症

为 主 ， 易 于 观 察 ， 此 种 模 型 已 成 为 研 究 人 葡 萄 膜 炎 的 发



病机制、预防和治疗 的重要 工具。本 实验亦证 明在 

wistar大鼠上用 LPs成功地诱发出全葡萄膜炎，组织 

受累广泛，虹膜、睫状体、玻璃体、视网膜、视盘以及脉 

络膜均发生了严重的炎症反应，出现全葡萄膜炎的表 

现。从本研究结果来看 ，炎症使前后节均原发受累 ，且 

随着病程的延长，后节组织损伤加重 ，各种因素最后均 

会影响到视 网膜 ，这也可能是该病危 害较 大的缘故。 

所以，本研究 由 EIu模型是成功的，这为我们进行葡 

萄膜炎发病机制、预防和治疗 的研究提供了 良好而稳 

定的动物模型。 

EIu虽然与人类葡萄膜炎在临床表现和病理改变 

上存在某些相似之处 ，但与人葡萄膜炎仍存在许多差 

异 ，其 中最重要的不同表现在病程和炎症的复发上 ，人 

葡萄膜炎种类繁多 ，病程长 ，易慢性化且易复发 ，很多 

患者由于炎症反复发作 ，病情难 以控制而导致眼组织 

结构破坏和功能 的丧失。而 EIu起病快 ，病程短，炎 

症消散迅速 ，不易复发，具有 自限性，二者差异的原因 

目前 尚不清楚 ，揭示两者间差异的原因及探讨炎症复 

发和慢性化的机制对于人葡萄膜炎的控制及避免盲 目 

的发生有重要意义。杨培增 等 对 EIu和光感受器 

间维生素 A类结合蛋 白诱导的葡萄膜炎研究中发现 ， 

虹膜睫状体 、视网膜 、脉络膜上 出现炎症反应 的同时， 

也出现炎性细胞的凋亡。凋亡细胞的分布与炎症病变 

部位相一致 ，病变反应越严重的部位凋亡细胞越多，推 

测此炎症之所 以病程短 、炎症消退迅速 ，可能与浸润的 

炎性细胞在眼组织的迅速凋亡有关 。smith等 应用 

TUNEL法检测 EIU模型中浸润的炎性细胞时 ，发现在 

炎症早期即发生了凋亡 ，TUNEL阳性的细胞在炎症 的 

整个过程都可以见到，并且与炎症的严重程度相一致， 

TuNEL阳性的细胞主要是单核细胞 ，TuNEL阴性 的细 

胞主要是嗜中性粒细胞 ，因而单核细胞在渗 出部位很 

快死亡 ，嗜中性粒细胞却保留下来 ，认为凋亡机制促进 

了炎症的消散 。0hta等 发现某些急性前 葡萄膜炎 

患者房水中炎性 细胞有凋亡的发生。Nakamura等 

发现 Behcet病患者外周血淋巴细胞凋亡不足，T淋巴 

细胞对凋亡有很大的抵抗性。籍莉等 。̈。研究发现特 

发性前葡萄膜炎 、Behcet病、小柳 一原 田综合征患者外 

周血淋巴细胞凋亡出现异常 ，这有可能与它们 的炎症 

迁延，易复发有关。既往的研究 ’ 发现 EIU在虹 

膜和睫状体均有大量细胞凋亡的现象发生 ，本实验中 

也发现在虹膜和睫状体上有比视网膜更多的凋亡细胞 

存在，但报道 EIu视网膜中细胞凋亡的文献较少，因 

此我们重点观察了 EIU对 眼后节的影响，检测 了视网 

膜中细胞凋亡的发生，也进一步证 明了 EIu不仅仅是 
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前部葡萄膜炎，也对眼后节造成一定的影响。本研究 

发现，EIU过程中有很多细胞发生凋亡 ，眼组织中浸润 

细胞 的凋亡可能是标志 EIu开始消退的最初征象之 

一

。 在 EIu早期虹膜和睫状体即发生严重的炎症 ，这 

些组织中出现大量凋亡细胞 ，表明在早期发生炎症的 

组织中较早开始了炎症的消退，正是 由于这些浸润细 

胞的凋亡才使得炎症迅速消退。 

细胞凋亡，是由于内外环境的变化或死亡信号的 

触发 ，多细胞有机体为调控 机体发育 ，维 护内环境稳 

定，由一系列相关基因控制的细胞 自主有序 的主动性 

死亡过程。它对于胚胎的发生、机体正常的生长发育、 

某些疾病的发生、细胞恶变以及免疫监督、免疫防御系 

统功能的维持等方面都具有重要意义 。细胞凋亡 

是一些重要的眼病 中细胞死亡的途径。本实验采用 

TuNEL法定量检测凋亡细胞，直观地证明了霍乱弧菌 

内毒素诱导的葡萄膜炎中存在凋亡。实验结果表明， 

正常对照组大 鼠视网膜中基本未见 TUNEL阳性细胞 ， 

内毒素注射后 6 h即开始出现少量 TUNEL阳性细胞 ， 

随着炎症的发展凋亡的细胞逐渐增多，l8 h时达高峰， 

24 h时可见减少。凋亡细胞的分布与炎症病变部位相 
一 致 ，病变反应越严重 的部位凋亡细胞越多。以上研 

究表明 EIu早期即存在着浸润细胞 的凋亡 ，凋亡参与 

了 EIu的病理改变 ，炎症高峰期 即出现了炎症消退的 

迹象 ，EIU中浸润细胞凋亡的发生可能是导致炎性细 

胞减少及消除炎 症的一个重要 因素。而人葡萄膜炎 

(Behcet病和 VKH综合征)患者的自身反应性淋巴细 

胞对凋亡有相当高的抵抗性，从而导致这些细胞在体 

内长期存活，是造成人葡萄膜炎慢性化及复发的重要 

原 因 。 

启动凋亡的一条最具特征性的途径为以 Fas／FasL 

系统为代表的死亡受体信号转导途径。Fas-FasL系统 

不仅参与细胞凋亡过程 ，而且参与免疫系统的细胞毒 

作用 、免疫反应的自身稳定调控及机体组织细胞的 自 

身稳定和生理平衡” 。在免疫反应中 Fas、FasL交 

联作用能够诱导激活的 T淋 巴细胞凋亡。FasL与 Fas 

在结构上互补结合可向细胞内传导死亡信号，诱导表 

达 Fas的靶细胞发生程序性死亡 ，FasL被认为是主要 

的凋亡促进基因。最近研究发现，在动物模型 中浸润 

至眼内的细胞均可表达 Fas和 FasL蛋白，并且这些细 

胞很快发生凋亡 ，但在人葡萄膜炎中淋 巴细胞对凋亡 

表现出极大的抵抗性 ，对此抵抗性进一步研究发现，这 

些细胞的 Fas和 FasL蛋 白表达不平衡 ，不能有效地通 

过 Fas和 FasL的相互作用诱导凋亡这一机制来清除 

这些 自身免疫性细胞 ，这些研究表明 Fas、FasL系统的 
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异常表达或功能紊乱可能是造成细胞对凋亡抵抗性增 

加和人类葡萄膜炎复发或慢性化 的一个重要机制 ，如 

何调节 Fas、FasL的平衡可能对控制顽 固性葡萄膜炎 

有重要 的意义 。陈玲 等  ̈通 过定 量分析 Fas、 

FasL mRNA的表达 ，发现 VKH综合征患者外周血淋 

巴细胞的 Fas、FasL mRNA表达均显著高于正常对 照 

组 ，表 明患者体 内有大量活化的 自身免疫性淋巴细胞 ， 

可能与 炎症 反应 反复 发作 、慢 性 化有 关。Nakamura 

等 引对 18例 Behcet病患者研究发现 ，在疾病活动期 

患者血浆 中游离 Fas明显增加 ，且 T细胞对凋亡有很 

大抵抗性 ，认为 Behcet病 与 T细胞 的活化状 态、细胞 

凋亡有关。据此推测 ，Fas、FasL表达或功能异常导致 

活化的 Fas T细胞不能有效地通过 Fas、FasL介导 的 

凋亡途径来清除，可能是 Behcet病 中活化 的 T细胞不 

能被有效清除而长期存在的一个 主要原 因，也可能是 

Behcet病患者葡萄膜炎持续 、慢性化 和复发的一个重 

要机制。 

本研究应用免疫组织化学法检测到内毒素注射后 

大 鼠眼组织切片中 Fas和 FasL表达较正常对照组表 

达明显增加，以虹膜和睫状体最为 明显。Fas、FasL与 

凋亡间具有一定 的相关性 ，Fas表达与凋亡 的相关性 

最强 。其表达规律为内毒素注射后 6 h Fas、FasL开始 

表达，l8 h达高峰，24 h后逐渐减少，48 h仍维持高表 

达。由此可见 ，在时间上 Fas和 FasL表达的高峰与凋 

亡高峰重叠；在位置上 Fas和 FasL高表达 的部位也是 

凋亡发生的主要部位 。表明 Fas和 FasL在 内毒素注 

射后大鼠眼组织中大量异常表达 ，表达 FasL的细胞通 

过 自分泌或旁分泌方式使 FasL与 Fas结合 ，从而触发 

了 Fas阳性细胞凋亡。 

总之 ，本研究结果证实 了凋亡在 EIu中所起 的重 

要作用 ，浸润细胞 的凋亡可能在控制炎症 中起着重要 

的作用 ，并发现 Fas和 FasL的过表达诱导 了眼组织 中 

浸润细胞的凋亡 ，推测 Fas、FasL抗原的表达异常及 由 

此所造成的细胞凋亡等方面的紊乱可能在人葡萄膜炎 

的发生 、慢性化及复发过程 中起着重要作用。对葡萄 

膜视网膜 中炎性细胞凋亡的诱导及相关 因素的研究 ， 

如何重建正常的凋亡平衡将可能为人葡萄膜炎的治疗 

及预防复发提供一种新的策略。 
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