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Abstract
誗AIM: To make a rat model of optic nerve injury by
using the transverse quantitative traction method, and to
evaluate the survival rate of retinal ganglion cells
(RGCs) of the model using the method of fluorogold
retrograde labeling.
誗METHODS: Twenty - five Wistar rats were randomly
divided into five groups: sham operation group, 1d, 3d,
7d and 14d after tractive optic nerve injury group. The
model groups pulled the left optic nerve with lateral
tensiometer; the sham operation group only exposed the
optic nerve but not pulled. The right eyes of each group
were served as normal control eyes. The RGCs density of
the five groups was observed by fluorogold retrograde
labeling.
誗 RESULTS: In the normal control group, the RGCs
labeled by the fluorescent gold were round or oval, clear
boundary, no obvious fluorescent dye leakage and
partially visible cell processes. However, in the optic
nerve traction groups, the number of RGCs decreased
with time increasing and the cell distribution was not

uniform. Lots of fluorescent leakages and microglial cells
were observed. Compared with the normal control
group, there was no significant difference in the
morphology and density of RGCs of sham operation
group (P>0. 05) . In 1d, 3d, 7d and 14d after traction of
the optic nerve groups, the number of RGCs were
reduced progressively and the density of RGCs of the left
eye was significantly lower than that in the normal
control group (P< 0. 01) . The survival rates of RGCs in
the groups of 1d, 3d, 7d and 14d after optic nerve
traction were (78. 94依0. 92)%, (60. 07依0. 90)%, (38. 92依
1. 42)% and (17. 31依0. 97)% respectively.
誗 CONCLUSION: The transverse quantitative traction
method can establish a model of easily quantifiable optic
nerve injury, which can provide a powerful tool for
further study on the treatment of optic nerve injury.
誗KEYWORDS: transverse quantitative traction method;
optic nerve injury; fluorogold; retinal ganglion cells
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摘要
目的:采用横向定量牵拉法制作大鼠视神经损伤模型,并
利用荧光金逆行标记评价视神经牵拉伤后视网膜节细胞
(retinal ganglion cells,RGCs)的存活率。
方法:将 25 只雄性 Wistar 大鼠随机均分为 5 组,即假手
术组和视神经牵拉伤后 1、3、7、14d 组。 模型组用横向张
力计牵拉左眼视神经,假手术组仅暴露左眼视神经但不
予牵拉,各组以右眼为正常对照。 用荧光金逆行标记,并
观察假手术组及视神经牵拉伤后 1、3、7、14d 组 RGCs 的
密度。
结果:正常对照组 RGCs 形态多呈圆形或椭圆形,边界清
楚,细胞外无明显荧光染料渗漏,部分可见明显细胞突
起;而视神经牵拉伤后 RGCs 随时间延长而不断减少,细
胞分布不均匀,并可见大量荧光渗漏及小胶质细胞。 与
正常对照组相比,假手术组 RGCs 形态和密度无明显差
异(P>0. 05);视神经牵拉伤后第 1、3、7、14d 的 RGCs 数
量进行性减少,且其密度均明显低于正常对照组(P <
0郾 01);视神经牵拉伤后第 1、3、7、14d 的 RGCs 存活率分
别为 78. 94% 依 0. 92% 、60. 07% 依 0. 90% 、 38. 92% 依
1郾 42%和 17. 31% 依0. 97% 。
结论:横向定量牵拉法可以建立易于量化的视神经损伤
模型,为进一步研究视神经损伤后的治疗方法提供有力
工具。
关键词:横向定量牵拉法;视神经损伤;荧光金;视网膜神
经节细胞
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0 引言
摇 摇 外伤性视神经病变( traumatic optic neuropathy,TON)
是一种严重的致盲眼病,目前无较好的治疗方法,通过建
立视神经损伤动物模型对研究视神经损伤机制及治疗具
有重要意义。 国内外学者通过大量的探索,研制出了各
具特点的视神经损伤动物模型,但由于它们自身的局限
性,故不能完全成为满意的视神经损伤模型,本研究所采
用的大鼠视神经横向定量牵拉伤模型,直接暴露视神经
进行定量损伤,具有可控性强、受力均匀、定量一致等特
点,是较理想的视神经损伤模型。
摇 摇 视神经损伤后视网膜神经节细胞( retinal ganglion
cells,RGCs)数目进行性减少是导致视功能不可逆性损害
的组织病理学基础,RGCs 的准确计数是目前国际上公认
的评价视神经损伤程度的重要形态学指标;同时,荧光金
(fluoro-gold,FG)是 Schmued 等[1] 在 1986 年发现的一种
新型荧光物质,也是目前较为稳定的逆行荧光示踪剂,广
泛应用于神经细胞的标记。 本实验首次采用横向定量牵
拉法制作大鼠视神经损伤模型,并利用荧光金立体定位
注射法对 RGCs 逆行标记,检测 RGCs 的存活率,评价横
向定量牵拉法对视神经造成的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物与分组摇 选择健康成年雄性 Wistar 大鼠
(SPF 级)25 只,200 ~ 220g,购自北京维通利华实验动物
有限公司。 行外眼及眼底检查,无眼疾者纳入实验,实验
期间于北京中医药大学东方医院实验动物中心饲养,自
由摄食、饮水,室内通风干燥。 采用随机数字表进行完全
随机化的分组,共分 5 组,即假手术组、视神经牵拉伤后
1、3、7、14d 组,每组 5 只为一笼,共 5 笼。 各组大鼠右眼
均不处理,作为各组的正常对照眼。
1. 1. 2 主要实验试剂及仪器摇 荧光金(美国 Fluorochrome
公司),多聚甲醛(北京索莱宝科技有限公司),戊巴比妥
钠(AUKS 公司),水合氯醛(北京索莱宝科技有限公司),
脑立体定位仪(美国 stoelting 公司,51600 型),牙科钻头
(瑞士 Institut Straumann AG),5滋L 微量注射器(上海安亭
科学仪器厂),横向张力计(日本东京精机 DTN-1),直接
检眼镜(苏州六六视觉科技股份有限公司),体式解剖显
微镜(日本 Olympus 公司,SZ61 型),倒置荧光显微镜(日
本 Olympus 公司,IX81 型)。
1. 2 方法
1. 2. 1 FG 逆行标记 RGCs摇 各组大鼠分别于造模前 7d
采用双上丘注射法逆行标记 RGCs。 常规 20g / L 戊巴比
妥钠(按 100mg / kg 大鼠体质量)腹腔注射全身麻醉实验
大鼠。 颅顶备皮,沿颅顶正中线向后垂直剪开皮肤约
2cm,分离暴露前囟、冠状缝、矢状缝及人字缝;将大鼠固
定于脑立体定位仪上,耳棒固定骨性耳道(两边刻度一
致),调节微量注射器针头位于 Bregma 点,记录读数;调
节针头位于前囟后 6. 2mm,分别旁开 1. 4mm 处,牙科钻
钻孔,直径约 1mm;进针深 5mm,退 1mm,FG 每孔注射
2滋L,1min 内匀速注射完毕,留针 5min。 另侧上丘同样操
作。 缝合皮肤,伤口涂抗生素眼膏,回笼饲养。

图 1摇 正常大鼠视网膜 RGCs 分布及形态摇 A:视网膜(伊400);
B:距视盘 1 / 6 处的 RGCs(伊200)。

1. 2. 2 横向定量牵拉法制作视神经损伤模型 摇 FG 标记
7d 后进行视神经牵拉伤模型制作。 术前直接检眼镜查
大鼠眼底视网膜及血管无异常。 常规 20g / L 戊巴比妥钠
(按 100mg / kg 大鼠体质量)腹腔注射全身麻醉实验大
鼠。 在体式显微镜下进行造模操作,大鼠俯卧位,沿大鼠
左眼颞侧眶缘剪开皮肤,长约 1cm,剪除上方部分眶脂
肪,剪断(亦可保留)外直肌,向眶尖部钝性分离并剪开
神经鞘膜暴露视神经,采用 6-0 类聚酯缝线在球后 1 ~
2mm 处圈住视神经并打结(圈长等于视神经横截面周
长,注意不能拉紧),缝线另一头连接横向张力计(最小
刻度 0. 01N),以 0. 10N 拉力垂直于视神经水平牵拉并持
续 20s,另外整个操作过程均由同一个人完成以保证方
向、力度的一致性。 牵拉完成后立即观察,如大鼠术眼瞳
孔散大、直接对光反射消失、间接对光反射存在、眼底视
网膜无血管出血或闭塞、视网膜苍白缺血不超过 5min,
予以纳入试验,否则予以淘汰。 术后缝合皮肤,常规抗
炎,回笼饲养。
1. 2. 3 视网膜铺片和 RGCs 计数摇 损伤组在视神经牵拉
伤后各时间点,假手术组在造模后 1wk 取视网膜。 10%
水合氯醛过量麻醉处死各组大鼠,于颞侧做球结膜缝线
标记,立即取出眼球并置于 4% 多聚甲醛-PBS 溶液中固
定 2h。 沿角巩膜缘后 0. 5mm 剪开眼球,去除角膜和晶状
体,分离视网膜,并在视网膜上、下、鼻、颞侧各剪一小口,
将视网膜置于载玻片上,滴防荧光淬灭剂后加盖玻片,市
售无色透明指甲油封片。 将已铺片的视网膜置于倒置荧
光显微镜下观察,紫外线激发荧光。 在每张视网膜的鼻
上、鼻下、颞上、颞下四个象限分别距视盘 1 / 6、1 / 2 和 5 / 6
视网膜半径处共拍摄 12 张 200伊的荧光照片,对照片标记
的 RGCs 直接进行人工计数,求平均值,其中圆形胞体、
直径超过 8滋m 为 RGCs,而形态不规则且直径较小的为
小胶质细胞,不予计数[2-3]。 最终计算出每平方毫米视野
范围内的 RGCs 数,以及 RGCs 的标识率和丧失率(标识
率=每只大鼠损伤眼 RGCs / 正常对照眼 RGCs伊100% ,
RGCs 丧失率=1-RGCs 标识率)。
摇 摇 统计学分析:使用 SPSS 18. 0 软件进行分析。 对

RGCs 计数及标识率结果以 軃x依s 表示,各组左右两眼间
比较,符合正态分布者采用配对样本 t 检验,不符合正态
分布的采用 Wilcoxon 符号秩检验;多个变量的单独效应,
符合正态分布的采取 one-way ANOVA 分析,各组变量间
的两两比较采用 LSD-t 法进行检验,不符合正态分布的
采用 Kruskal-Wallis H检验,两两比较采用 ANOVA-Games-
Howell 法分析,并采用 Bonferroni 比较法进行校正。 以 P<
0. 05 为差异具有统计学意义。
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图 2摇 距视盘 1 / 6 处的 RGCs(伊200)摇 A:假手术组;B:视神经牵拉伤后 1d,FG 标记 RGCs 与假手术组比较略减少;C:视神经牵拉伤
后 3d 的 RGCs;D:视神经牵拉伤后 7d 的 RGCs;E:视神经牵拉伤后 14d 的 RGCs(箭头所指为吞噬了死亡 RGCs 及荧光金的小胶质细
胞)。
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 各组大鼠 RGCs密度 (軃x依s,细胞数 / mm2)

组别 眼数
RGCs 密度

右眼(对照眼) 左眼(损伤眼)
配对 t 检验

t P
假手术组 5 2777. 00依100. 44 2681. 33依84. 06 1. 239 0. 283
1d 组 5 2754. 00依108. 76 2174. 33依96. 83b,d 46. 509 <0. 01
3d 组 5 2723. 33依76. 80 1636. 00依57. 48b,d 71. 371 <0. 01
7d 组 5 2681. 00依23. 76 1043. 33依36. 09b,d 81. 389 <0. 01
14d 组 5 2649. 67依14. 31 458. 67依25. 01b,d 158. 069 <0. 01

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 注:bP<0. 01 vs 右眼(对照眼);dP<0. 01 vs 左眼(损伤眼)。

2 结果
2. 1 荧光金标记的正常大鼠视网膜 RGCs 分布及形态摇
荧光金标记的 RGCs 在倒置荧光显微镜下观察,在视网膜
各象限分布均匀,视盘周围的中心区域 RGCs 分布较周边
部密集,视网膜血管自视盘呈放射状向外分布,且血管走
行区未见 RGCs。 标记的细胞形态多呈圆形或椭圆形,胞
浆呈强荧光,边界清楚,胞体直径大于 8滋m,细胞外无明显
荧光染料渗漏(图 1)。
2. 2 荧光金标记的视神经损伤后大鼠视网膜 RGCs 形态
及分布摇 视神经牵拉伤后 1d,视网膜中荧光金标记的
RGCs 数量与假手术组比较略减少,但细胞形态未见明显
变化,且细胞外未见明显 FG 渗漏(图 2)。 损伤后 3d,视
网膜中 FG 标记的 RGCs 数量进一步减少,胞浆中荧光分
布不均匀,部分 FG 渗漏到细胞外,并可见少量小胶质细
胞(图 2C,如箭头所示)。 损伤后 7d,视网膜中 FG 标记的
RGCs 明显减少,可见大量吞噬了死亡 RGCs 及荧光金的
小胶质细胞,形态多为双极形,直径小(图 2D,箭头所示)。
损伤后 14d,视网膜中 FG 标记的 RGCs 数量更少,分布不
规律,FG 渗漏增多,可见大量小胶质细胞,其胞体呈不规
则形状(图 2E)。
2. 3 各组大鼠 RGCs 存活情况
2. 3. 1 各组大鼠 RGCs 密度摇 假手术组左眼与右眼两个
样本比较,服从正态分布,采用配对样本 t 检验,结果显示
差异无统计学意义(P>0. 05),说明仅暴露视神经未对视
神经造成损伤;1d 组、3d 组、7d 组及 14d 组的视神经损伤
眼(左眼)与自身正常对照眼(右眼)比较,各组样本均服
从正态分布,经过配对样本 t 检验分析,结果显示差异均
具有统计学意义(P<0. 01,表 1)。 假手术组、1d 组、3d
组、7d 组及 14d 组五组间左眼(即视神经损伤眼)RGCs 密
度比较,采用 one-way ANOVA 分析,分析结果显示,各组
间总体差异具有统计学意义(F = 897. 669,P<0. 01)。 将
五组变量进行两两比较,经 one-way ANOVA 分析显示,并
经 Bonferroni 法将检验水准进行校正,结果显示五组间左
眼 RGCs 密度的差异具有统计学意义(P<0. 01,表 1,图 3)。

图 3摇 各组大鼠 RGCs 密度 摇 bP<0. 01 vs 右眼(对照眼);dP<
0郾 01 vs 损伤眼的假手术组。

图 4摇 各组大鼠 RGCs标识率摇 bP<0. 01 vs 假手术组。

2. 3. 2 各组大鼠 RGCs 标识率摇 经 Kruskal-Wallis H 检验
分析,各组 RGCs 标识率比较,差异具有统计学意义(P<
0郾 01),经 ANOVA-Games-Howell 分析,各组间均具有统
计学意义(P<0. 01,表 2,图 4)。
3 讨论
摇 摇 外伤性视神经损伤是眼科常见致盲眼病,其组织病理
学基础为 RGCs 的进行性死亡,目前多采用视神经管减压
术或大剂量激素冲击进行治疗,但临床效果不理想,为了
研究视神经损伤的机制及有效治疗方法,首先需要研制出
稳定的、操作简便的、可重复性强的、易于标化且类似于人
类视神经损伤状态的视神经损伤动物模型。 国内外学者
通过大量探索,研究出各具特点的外伤性视神经损伤模
型,目前研究最为广泛的主要包括视神经横断伤、视神经
夹持伤、视神经撞击伤及视神经牵拉伤动物模型,各有利弊。
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表 2摇 各组大鼠 RGCs标识率 軃x依s
组别 眼数 RGCs 的标识率(% )
假手术组 5 96. 71依5. 87
1d 组 5 78. 94依0. 92b

3d 组 5 60. 07依0. 90b

7d 组 5 38. 32依1. 63b

14d 组 5 17. 31依0. 97b

字2 23. 077
P <0. 01

注:bP<0. 01 vs 假手术组。

摇 摇 视神经横断伤动物模型是各种视神经损伤模型中最
容易统一致伤量,且操作简便的模型[4-6],但是该模型视
网膜神经节细胞轴突完全离断,使其在随后的视神经保护
治疗研究等方面存在着很大的局限性,限制了其在视神经
损伤研究中的应用。 视神经夹持伤是目前实验研究中应
用最广泛的方法[7],具有设计简单、易于操作、创伤性小、
成模率高,且能够保证视神经髓鞘的完整性等特点,然而
根据文献报道[8-11],对于该模型所使用的夹持器械(包括
血管钳、动脉瘤夹、视神经钳夹等)以及夹持的力度和时
间等方面难以保持统一的规范,受多种因素影响,且损伤
量过大,因此缺乏统一的、可控制的致伤标准。 视神经撞
击伤是一种十分接近临床的间接性损伤模型,利用间接撞
击力通过颅骨传导至视神经,主要包括闭合性和开放性撞
击法[12],虽然该模型与临床外伤性视神经损伤特点比较
吻合,但是人与实验动物在解剖结构上存在很大差异,且
其存在造模操作复杂、设备要求高、动物致死率高等不足,
因此并不是理想的模型。 视神经牵拉伤动物模型类似于
部分外伤性损伤及手术牵拉损伤,其方向可以分为与视神
经管平行或与视神经管垂直,前者模拟了视神经的弥漫性
轴索损伤,后者类似视神经管骨折所致的切割伤;该模型
进行实验研究可以获得较好的临床意义,但该模型手术步
骤复杂、操作难度大,不利于开展大量研究工作[13-16]。 本
研究采用横向定量牵拉法制作大鼠外伤性视神经损伤模
型,直接暴露视神经,用聚酯缝合线圈住视神经,可控性较
强,且视神经受力均匀、定量一致,对视网膜各个部位的损
伤基本相同,是较理想的视神经损伤模型。
摇 摇 视神经损伤后直接受累的是 RGCs,对其标记的方法
主要有辣根过氧化物酶及各种荧光染料等,但是前者参与
细胞代谢,易从标记的细胞内扩散到周围组织,且照射后
褪色较快,无法在细胞中长期储存。 而荧光金[1]在细胞内
分解缓慢,不易扩散,与周围组织分界清楚,且灵敏度高,
不易淬灭,不仅能清楚显示 RGCs 的形态学特征,还能对
RGCs 进行计数。 本研究采用横向定量牵拉法制作大鼠视
神经损伤模型,以 FG 为标记物,通过轴浆运输逆行标记
RGCs,观察 RGCs 的形态及数量,从而评价大鼠视神经牵
拉伤后 RGCs 的存活率。 结果显示,FG 能够较好地标记
RGCs,并在正常视网膜中显示标记的 RGCs 呈金黄色,形
态多为圆形或椭圆形,边界清楚,易于计数。 正常对照组

(右眼)与假手术组(仅暴露视神经的左眼)的 RGCs 密度
相比较差异无统计学意义(P = 0. 283>0郾 05),说明仅暴露
视神经而不予牵拉不会造成视神经损伤;而视神经牵拉伤
后第 1、3、7、14d 的 RGCs 存活率进行性下降(78. 94% 、
60. 07% 、38. 32% 、17. 31% ,P<0. 01),明确展示了 RGCs
在视神经损伤后的消亡过程,表明横向定量牵拉法可以建
立易于量化的视神经损伤模型,为进一步研究视神经损伤
后的治疗方法提供有力工具。
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