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TC—MDP对兔实验性葡萄膜炎的治疗作用 

· 实 验 研 究 · 

张开颜 冼文光 金陈进 陈海波 赵普宁 

The effect of Tc．M DP on experimental autoimmune uveitis in rabbits 

Zhang Kaiyan，Xian Wenguang，Jin Chenjin，Chen Haibo，Zhao Puning．Department of 0phthalmology，People’s 

Hospital of Hainan Province，Haikou 57031 1，China 

Abstract Objective Animal experiments found that”Tc—MDP，an artificial trace element and MDP，can decline 

immune—regulating level，so it has been used in the treatment of some diseases associated with auto—immune dysfunction．The 

aim of this study was to investigate the impact of”Tc—MDP on the treatment of experimental autoimmune uveitis(EAU)． 

Methods The rabbits EAU models were created by injecting 2％ bovine serum albumin(2．5 mL)initially into vitreous and 

secondly via marginal ear vessels in 2 1 healthy female white rabbits．The nornlal saline solution(NS)．dexamethasone and Tc— 

MDP was injected via marginal ear vessels in model animals respectively for 10 days．The animals were randomly divided into 

normal saline control group，dexamethasone administration group， Tc—MDP administration group．The interleukin(IL一2)， 

interferon(IFN— )，tumor necrosis factor(TNF—a)in serum of rabbits were detected by ELISA assay．Turbidimetric method 

and cell technology pool method were applied to detect the content of cells and concentration of protein in aqueous humor of 

rabbits in different time．Eyeballs of experimental animals were enucleated in the different stages for pathologic examination． 

Results The inflammation score of anterior chamber was 0 before injection of bovine serum albumin，and the highest 

inflammation score was seen in the 5 th day after injection of bovine serum albumin．The inflammation score was gradually 

decreased after administration of Tc—MDP and dexamethasone in comparison with before use of medicion(P <0．05，P < 

0．01)．Compared with NS group，the levels of IL-2，IFN一 ，TNF— in rabbit serum was significantly declined in various time 

points(P<0．05，P<0．01)．The number of cells and concentration of protein in aqueous humour of rabbits were significantly 

lower than that of NS group(P<0．05)，and no significant difference was found between dexamethasone group and”Tc—MDP 

group(P >0．05)．The obvious inflammatory reaction was seen in choriod in the 5 th day after injection of bovine serum 

albumin，and the inflammatory cells were more in choriod and retina in NS group and less in dexamethasone group and Tc— 

MDP group under the light microscope． Conclusion Tc—MDP can relieve the inflammation in EAU rabbits．”Tc—MDP 

shows a similar effect to dexamethasone in inhibiting EAU． 
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摘要 目的 探讨”锝 一亚甲基二膦酸盐(”Tc．MDP，云克)对兔实验性葡萄膜炎的治疗作用。 方法 实验兔 22 

只随机分为生理盐水组 、地 塞米松组 、云克组 。ELISA法测定实验性 葡萄膜炎兔动 物模 型造模前 、造模后 5 d、给药治疗 

后 10 d、停药后 5 d、4个不同阶段 白细胞介素(IL-2)、干扰素 (IFN一 )、肿瘤坏死 因子(TNF．d)的血清质量浓度 ；浊度法及 

细胞技术池测定不同治疗阶段房水蛋白及房水细胞计数，于不同阶段摘除眼球行组织病理学观察。 结果 与生理盐水 

组比较 ，地塞米松组及云克组均可使兔血清 IL一2、IFN一．y、TNF—d水平和房水细胞计数 、房 水蛋 白质量浓度降低 ，差 异均有 

统计学意义(P<0．05)，地塞米松组与云克组 2组 间差异无统计学意义 (P>0．05)。地塞米松组及 云克组在 治疗 后眼球 

的组织病理学显示炎症较治疗前减轻。 结论 云克在一定程度上有降低兔 实验性葡萄膜炎血清 IL一2、IFN一 、TNF．o【质 

量浓度及房水细胞计数、房水蛋白质量浓度以及减轻眼球炎症的作用。 
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葡萄膜炎是一组累及葡萄膜 、视网膜及玻璃体的 

炎性病 变，是一 种 免疫 和 自身 免疫 反 应 过 程，我 国 

4％ ～10％ 的盲 由葡萄膜炎所致 ，占致盲 眼病的第 3～ 

7位⋯ ，目前对 葡萄膜炎 的治疗处 于不断 的探索 中。 

近年来 ，随着免疫学研究 的不断深入 ，葡萄膜炎的免疫 

治疗成为热门话题。常用的免疫抑制药物为糖皮质激 

素。用于研究葡萄膜炎 的动物模型通常有 2种 ：实验 

性 自身 免 疫 性 葡 萄 膜 炎 (experimental auto immune 

uveoretinitis，EAU )[2 3及 内 毒 素 诱 导 的 葡 萄 膜 炎 

(endotoxin induced uveoretinitis，EIU) 。动物葡萄膜 

炎的预防研究可为人类葡萄膜炎的预防及治疗提供重 

要参考。云克是 中国核动力研究设计院成都同位素应 

用研究所研制的同位素锝标记的二磷 酸盐化合物 ，最 

初被用于治疗类风湿性疾病 ，后被用于治疗 与 自身 

免疫失调有关的其他疾病 。本研究利用云克治疗实 

验性葡萄膜炎兔，观察云克对葡萄膜炎的治疗作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及主要试剂 

健康成年雌性大 白兔 22只(中南大学 实验动物 

中心提供 )，体重 2～2．5 kg；云克 ( 锝 一亚甲基二磷 

酸盐 (”Tc—MDP，国药准字 ：H20000218，批号 ：051002， 

成都云克药业有限责任公司)。 

1．2 方 法 

1．2．1 造模准备 简单 随机抽样法抽取 1只兔静脉 

快速推注约 50 mL空气 处死 ，迅速摘 除双侧 眼球 ，行 

10％甲醛固定，24 h后行石蜡包埋切片 ，苏木精 一伊红 

染色 ，行组织病理学观察。然后将剩余 21只兔随机分 

为 3组 ，分别为生理盐水组 、地塞米松组、云克组。每 

组兔 自耳缘静 脉抽取血 清并按组 编号 ，于 一2O℃保 

存。随即右眼行 1％丁卡因滴 眼液表 面麻 醉，于角膜 

缘 3：00处以1 mL注射器穿刺人前房 ，抽取房水0．2 mL 

行蛋白定量及细胞计数 。 

1．2．2 建立兔 EAU模型 用牛血清白蛋 白(bovine 

serum albumin，BSA)(美 国 Sigma公 司)作异体抗原 ， 

用玻璃体、耳缘静脉二次注射法诱导实验性葡萄膜炎 

动物模型 。以电子天平精确称量 4～8℃低温保存 

的 BSA粉剂 4 g，用无菌注射用水 100 mL充分溶解 ，配 

制为4％BSA溶液。1％丁卡因滴眼液表面麻醉兔眼 

后 ，于左眼角膜缘外 8 mm，3点位进针 ，垂直眼球壁刺 

入眼球 中央 5 mm，注入 4％BSA溶液 0．25 mL。1周 

后 ，再以电子天平精确称量 4～8℃低 温保存的 BSA 

粉剂 2 g，用 注射 用水 100 mL充 分溶解 ，配制为 2％ 

BSA溶液 ，自各 兔耳 缘静 脉注入 2％ 牛血 清 白蛋 白 

2．5 mL。1周后观察兔眼情况，决定是否造模成功。 

1．3 取材 

自造模成功后次 日起，将 3组实验兔分别给予 

0．9％生理盐水 1 mL、地塞米松 1 mg 99Tc—MDP 1．5 mg 

耳缘静脉推注 ，共 10 d 。分别于造模前 、造模后 5 d、 

给药后 10 d、停药后 5 d 4个时间点，自耳缘静脉抽取 

血清并 于 一20 qC保存 ，眼前房穿刺抽取房水行蛋 白定 

量及细胞计数。并在每个阶段随机抽取并处死 (静脉 

注射空气)1只兔，摘除双眼球 ，行 10％甲醛固定，24 h后 

石蜡包埋切片，苏木精 一伊红染色，行组织病理学观察。 

云克的使用方法 ：将云克 A剂 、B剂从冰箱中取出 

后，在无菌操作条件下，将 A剂的 5 mL液体注入装有 

粉剂的 B瓶中，振摇 1 min以上 ，室温下静置 5 min后 

缓慢静脉推注。 

1．4 检测指标 

酶联免疫法检测血清 白介素_2(interleukin，IL一2)、 

干扰 素 (interferon，IFN一 )、肿 瘤 坏 死 因 子 (tumor 

necrosis factor ，TNF一0L)(美国 ADL公司)。浊度法及 

细胞计数池测定不同治疗阶段房水细胞计数 (10。个／L) 

及房水蛋 白质量浓度(g／L)。 

1．5 统计学方法 

采用 SPSS 13．0统计学软件进行统计学处理。测试 

指标的数据资料以 ±s表示，实验眼不同时间点的炎症 

评分、3个组血清 IL一2、IFN一 、TNF一 、房水蛋白、房水细胞 

和蛋白质量浓度的比较采用单因素方差分析，组问的两 

两比较采用 SNK—q检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 造模前后兔眼经聚光手电筒检查结果 

角膜光滑透明 ，前房清 ，瞳孔约 3 mm×3 nlm，对光 

反应灵敏。造模后 ，每 日用聚光手 电筒检查 ，观察兔 眼 

前段的变化 ：自造模后第 2天起 ，部分兔出现轻微的眼 

前段变化，主要表现为瞳孔缩小及前房透光性减低 ，以 

后直至第 5 d，所有兔双眼均逐渐出现不同程度的眼前 

段炎症表现 ：前房 闪辉 、积脓 、纤维素性渗 出、瞳孔缩 

小 、虹膜充血。 

将 3组实验兔 ，每组按照 Hoekzema等 对 EAU 

兔眼前段炎症 的记分方法 ，虹膜充血、瞳孔缩小 、纤维 

素渗出、前房积脓均为 0—2分 ，共计 8分 。造模前所 

有兔眼评分均为 0，将剩余 3个时间点 3组所有兔左 

眼行眼前段炎症计分(表 1)。造模前 、造模后 5 d、给 

药后 10 d、停药后 5 d 4个阶段血清 IL一2、IFN- 、TNF一 

仅(Pg／mL)、房水蛋白(g／L)、房水细胞 (10。个／L)的检 

测结果见表 2～5。 



表 1 各阶段兔眼前段炎症计分 ( ± ) 

Table 1 The score of the anterior segment inflammation 

in each stage(x±s) 

造模后 5 d生理盐水组、地塞米松组、云克组均呈现 

明显的眼前段炎症，但各组间炎症评分差异无统计学意 

义(P>0．05)。给药后 10 d及停药后5 d，3组间差异均有 

统计学意义(P<0．05)。与生理盐水组相比，地塞米松组 

及云克组均可使眼前段炎症改变，但地塞米松组及云克 

组二者的效果差异无统计学意义(P>0．05)(表 1)。 

表 2 造模前各组血清 IL一2、IFN- 、TNF- 、房水蛋 白、 

房水细胞的检测结果 (x± ) 
Table 2 Value of IL-2，IFN ，TNF一0【，aqueous protine，aqueous 

cells in EAU induction before operation( ±s) 

表 3 造模后 5 d各组血清 ILo2、IFN- 、TNF- 、 

房水蛋 白、房水细胞的检测结果 (x± ) 

Table 3 Value of IL一2，IFN一̂y，TNF·d，aqueous protine，aqueous 

cells in 5 days after EAU induction( ±s) 

(One—way ANOVA) 

表 4 用药后 10 d各组血清 ILo2、IFN· 、TNF—OL、 

房水蛋白、房水细胞的检测结果(x± ) 

Table 4 Value of IL一2，IFN-̂y，TNF—Ot，aqueous protine，aqueous 

cells in 10 days after drugs administration( ±S) 

表 5 停药后 5 d各组血清 IL-2、IFN-Y、TNF-OL、 

房水蛋白、房水 细胞 的检测结果(x±s) 

Table 5 Value of IL一2，IFN一 ，TNF—d，aqueous protine，aqueous 

cells in 5 days after stopping drugs administration( ±s) 

P<0．05 w respective saline group(one-way ANOVA．SNK-q test) 

2．2 ELISA法检测血清结果 

造模前及造模后 5 d，血清 IL一2、IFN一̂y、TNF一0【、房水 

蛋白质量浓度、房水细胞计数各指标 3个组间比较差异 

均无统计学意义(P>0．05)，而在给药后 10 d、停药后 

5 d组间比较差异均有统计学意义(P<0．05)。生理盐 

水组血清 IL．2在造模后 5 d明显较造模前增加，给药后 

10 d继续增加，停药后 5 d略有下降；IFN．̂y、TNF一0【、房 

水蛋白质量浓度 ，房水细胞计数在造模后 5 d明显增加， 

给药后 10 d轻度下降，停药后 5 d继续轻度下降。地塞 

米松组血清 IL-2、IFN一 、TNF-仅在造模后 5 d明显增加， 

给药后 10 d明显下降，停药后仍继续下降；房水蛋白质 

量浓度 、房水细胞计数在造模后 5 d明显增加，给药后 

10 d明显下降，停药后 10 d略有 回升。云克组中，血清 

IL一2、IFN一 、TGF-仅、房水蛋白质量浓度 ，房水细胞计数 

在造模后 5 d明显增加 ，给药后 10 d明显下降，停药后 

5 d略有回升。与对照组相比，地塞米松及云克组均可 

使 IL一2、TGF—Ot、IFN． 、房水蛋白质量浓度及房水细胞计 

数改变，差异均有统计学意义(P<0．05)，但地塞米松组 

与云克组比较差异无统计学意义(表 2～5)。 

2．3 组织病理学结果 

造模前 ，视 网膜脉络膜组织结构完整 ，层次分明 

(图 1)。造模后 5 d，视 网膜脉络膜炎症明显 ，层次不 

清，外颗粒层数量减少 (图 2)。给药后 10 d，生理盐 

水组 ，视网膜脉络膜炎症加重，淋巴细胞、浆细胞弥漫 

浸润及小灶巨噬细胞增生 (图 3)；地塞米松组视网膜 

脉络膜炎症减轻 ，淋 巴细胞 、浆细胞浸润减少 (图 4)； 

云克组与地塞米松组较相似(图 5)。 

3 讨论 

葡萄膜炎是～组 自身免疫性疾病 ，已被证实多种 

细胞因子及炎性介质在葡萄膜炎的炎症及免疫反应过 

程中起着重要作用 。与葡萄膜炎相关 的细胞 因子 

有很 多，主要有 4类 ：IL、IFN、TNF及 转化生长 因子 

(TGF)。其 中IL一2、IFN- 、TNF-仅与葡萄膜炎发病呈 
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图 1 造 模 前 视 网 膜 脉 络 膜 组

织 ( H E × 1 0 0 ) 图 2 造 模 后

5 d 视 网 膜 脉 络 膜 组 织 视 网

膜 脉 络 膜 炎 症 明 显 ， 层 次 不 清 ， 外

颗 粒 层 数 量 减 少 ( H E × 10 0 ) 图 3

给 药 后 1 0 d 生 理 盐 水 组 视 网

膜 脉 络 膜 组 织 ( H E x 1 0 0 ) 视

网 膜 脉 络 膜 炎 症 加 重 ， 淋 巴 细 胞 、

浆 细 胞 弥 漫 浸 润 及 小 灶 巨 噬 细 胞

增 生 ( H E x 1 0 0 ) 图 4 给 药 后

1 0 d 地 塞 米 松 组 视 网 膜 脉 络 膜

组 织 ( H E × 10 0 ) 视 网 膜 脉 络 膜 炎 症 减 轻 图 5 给 药 后 1 0 d 视 网膜 脉 络 膜 组 织 ( H E x 10 0 ) 云 克 组 与 地 塞 米 松 组 相 似 ( H E × 2 0 0 )

F i g ． 1 T h e r e t i n a a n d e h o r i o d t i s s u e w e r e c l e a r i n n o r m a l r a b b i t ( H E × 1 0 0 ) F i g ． 2 T h e r e t i n a a n d c h o r i o d t i s s u e w e r e d i s o r d e r ， a n d t h e n u m b e r s o f c e l l s

o f o u t e r n u c l e a r l a y e r w e r e d e c r e a s e d ． I n f i l t r a t i o n o f i n fl a m m a t o r y c e l l s c o u l d b e s e e n i n r e t i n a a n d c h o r i o d t i s s u e o n t h e 5 t h d a y i n r a b b i t o f E A U ( H E × 1 0 0 )

F i g ． 3 I n t h e 1 0 t h d a y a f t e r E A U ． s e v e r e i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e i n r e t i n a a n d c h o r i o d t i s s u e w a s f o u n d ． s h o w i n g t h e i n f i l t r a t i o n o f p l a s m o e y t e s a n d

m a c r o p h a g e c e l l s ( H E x 1 0 0 ) F i g ． 4 T h e i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e w a s r e l i e v e d o n t h e 1 0 t h d a y a f t e r a d m i n i s t r a t i o n o f d e x a m e t h a s o n e ( H E × 1 0 0 ) F i g ． 5

T h e i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e w a s r e l i e v e d o n t h e 1 0 t h d a y a f t e r a d m i n i s t r a t i o n o f
”

T c ． M D P ( H E × 1 0 0 )

正 相 关 ， 葡 萄 膜 炎 的 活 动 期 ，
I L 一 2

、
I F N 一

1 、
T N F 一

仪 血 清

水 平 均 显 著 增 高
” 。 “ ⋯

。 药 物 治 疗 后 血 清 或 房 水 中 细

胞 因 子 的 变 化 是 疾 病 缓 解 或 加 重 的 一 项 指 标 。 房 水 蛋

白质 量 浓 度 及 房 水 细 胞 的 数 量 则 能 够 更 直 接 地 反 映 眼

前 段 炎 症 的 转 归 过 程 。

葡 萄 膜 炎 的 免 疫 治 疗 是 当 今 国 内 外 研 究 的 新 热

点 。 如 果 利 用 云 克 的 免 疫 调 节 作 用 治 疗 葡 萄 膜 炎 ， 加

之 其 对 人 体 极 少 的 不 良作 用 ， 将 对 葡 萄 膜 炎 的 传 统 治

疗 是 一 项 重 大 突 破
” “

。 云 克 的 作 用 机 制 ： ( 1 ) 抑 制 某

些 免 疫 调 节 因 子 ；( 2 ) 通 过
”

T c 化 学 价 的 不 稳 定 态 对

抗 ／清 除 自 由基 ， 保 护 超 氧 化 物 歧 化 酶 活 力 ， 从 而 调 节

免 疫 功 能 ， 防 止 炎 症 介 质 产 生
” “

。

利 用 云 克 治 疗 兔 实 验 性 葡 萄 膜 炎 ， 结 果 表 明 ：与 治

疗 前 相 比 ， 地 塞 米 松 及
”

T c — M D P 均 可 使 兔 血 清 I L 一 2
、

T N F 一

仪 、
I F N 一

叫 水 平 下 降 ， 使 房 水 细 胞 计 数 及 房 水 蛋 白

质 量 浓 度 降 低 ， 组 织 病 理 学 提 示 组 织 炎 症 减 轻 。 表

明
”

T c — M D P 对 兔 实 验 性 葡 萄 膜 炎 有 治 疗 作 用 ， 提 示 可

用 于 治 疗 人 眼 葡 萄 膜 炎 ， 虽 然 与 地 塞 米 松 比 较 ，
二 者 无

明 显 差 异 ， 但 由 于 其 全 身 不 良反 应 小 ， 有 可 能 成 为 有 前

景 的葡 萄 膜 炎 治 疗 用 药 。 但 对 于 不 同 药 物 剂 量 的 不

同 效 果 以 及 尚 未 知 的 药 物 不 良 反 应 ， 尚 需 进 一 步 的

研 究 。
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