
前 言

青光眼是当今世界上第2位不可逆致盲眼病，是

以视网膜节细胞凋亡、视神经乳头损伤和进行性视

野缺损为共同特征的视神经退行性损伤疾病［1］。目

前青光眼的发病机制尚不清楚，但病理性高眼压是

青光眼视神经损害的主要危险因素［2］。临床研究表

明，青光眼患者的眼底视乳头组织早在视野缺失前

已经发生了形态变化，这种视乳头形态的变化会导

致其内部的筛板组织发生变形，从而压迫穿行于其

中的视神经轴索，引起视神经轴索机械性损伤和轴

浆流中断，进而造成视神经纤维丢失和视神经节细
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【摘 要】目的：研究急性高眼压下视神经轴浆运输与视网膜光学功能之间的关系。 方法：通过前房灌注的方法制造急性

高眼压动物模型；利用罗兰电生理仪进行闪光视网膜电图和视觉诱发电位的测量。在玻璃体注射荧光染料后，利用激光

共聚焦显微镜观察视神经轴浆运输，并利用苏木素-伊红染色，观察视乳头的形态变化。 结果：当眼压为60 mmHg并维持

2 h，闪光视网膜电图的a波幅值明显降低，视网膜外层功能可能发生变化。当眼压为100 mmHg并维持4 h，闪光视网膜电

图的a波、b波和Ops的幅值以及闪光视觉诱发电位的幅值明显降低，视网膜内外层光学功能出现损伤，此时视神经的轴浆

运输明显改变，视乳头形态也发生了变化。 结论：急性高眼压下视神经轴浆运输与视网膜光学功能之间可能存在一定的

关系。
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Abstract: Objective To study the relationship between the optical function of the retina and the axonal transport of the optic nerve

in animal models with acute high intraocular pressure. Methods The animal models with acute high intraocular pressure were

built by anterior chamber perfusion. The flash electroretinogram and visual evoked potential were measured using Roland visual

electrophysiological instruments. After intravitreally injecting fluorescent dye, the axonal transport of the optic nerve was

examined by confocal laser scanning microscope; the morphological change of the optic nerve head was observed by HE staining.

Results When the intraocular pressure was kept at 60 mmHg for 2 h, the amplitude of a-wave in the flash electroretinogram

decreased obviously, which suggested the function of the outer layer of the retina could be damaged. When the intraocular pressure

was kept at 100 mmHg for 4 h, the amplitude of a-wave, b-wave and oscillatory potentials in the flash electroretinogram and the

wave of flash visual evoked potential was dramatically decreased, which indicated the retinal dysfunction. At the same time, the

axonal transport of the optic nerve changed significantly and the morphology of the optic nerve head also changed. Conclusion

Some relationships might exist between the axonal transport of the optic nerve and the optical function of the retina in acute high

intraocular pressure.
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胞死亡，最终引起视野缺损甚至失明［3］。

高眼压会同时影响视网膜和视神经的光学功

能［4-6］，视觉电生理技术可以在视野缺损前测到视网

膜和视神经相应波形的振幅及潜伏期的改变。闪光

视网膜电图（Flash Electroretinogram, F-ERG）是通过

测量暗适应条件下全视野 ERG 以评价视网膜损伤

程度，主要由负相的 a波及正相b波组成，叠加在b波

上的一段小波为振荡电位（Oscillatory potentials,

Ops）。闪光视觉诱发电位（Flash Visual Evoked Po-

tential, F-VEP）是记录一定刺激条件下视网膜神经冲

动向中枢传递，到达视皮质层所引起的电位变化。

Suzuki等［7］采用前房生理盐水灌注法将SD大鼠眼压

升高到 110 mmHg，维持 40 min，F-ERG 测量发现 a

波、b 波和 Ops 幅度下降。Tsai 等［8］使得 Long Evans

大鼠眼压急性逐步升高，发现暗视和明视 F-ERG波

幅随着眼压升高而降低，且暗视反应更为敏感，在70

mmHg时F-VEP有微量降低。急性高眼压会影响视

网膜和视神经的光学功能，使得信号冲动的接收和

传导过程受阻。

高眼压下视网膜和视神经功能的变化与其视神

经纤维层厚度改变之间存在一定的联系［9-10］。研究发

现视神经纤维层的丢失与轴浆运输改变之间存在有

一定关系［11-12］。由此推测，视网膜和视神经的光学功

能与视神经的轴浆运输之间可能存在联系。研究显

示轴浆运输改变是青光眼视神经损伤的重要临床特

征［13-14］，早期Anderson等［15］和Quigley等［16-17］利用放射

性蛋白分析了高眼压对猴眼视神经轴浆运输的影响

和轴浆阻断的位置，发现眼压越高轴浆阻断越严重

且分布具有区域差异。随着荧光技术和共聚焦显微

镜的发展，视神经轴浆运输情况可以更清楚地显示

出来，进而发现短期的眼内压升高就会影响到视神

经的顺行和逆行运输［18］。因此，本文拟研究高眼压

对视网膜的光学功能和视神经的轴浆运输的影响，

为青光眼诊治和视神经保护等研究奠定基础。

首先通过前房灌注的方法获得急性高眼压动物

模型并维持一定时间，分别于造模前后对实验动物

进行 F-ERG和 F-VEP测量，并且利用激光共聚焦显

微镜和荧光标记来观察视神经轴浆运输情况，然后

利用HE染色获得视乳头部位形态变化，进而分析急

性高眼压下视网膜光学功能、视神经轴浆运输及视

乳头组织形态损伤之间的关系。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年SD雄性大鼠，体质量 300~400 g，双眼

屈光间质清楚，角膜状况良好、眼底正常，无其他全

身疾病，由首都医科大学动物部提供，在室温 18~

25 ℃、湿度30%~40%的适宜环境中饲养。实验过程

中对动物的处理方法符合伦理学要求。

1.2 眼压的测量

实验开始前，对大鼠进行清醒状态下眼压测量，所

有眼压值均在同一时段测量。测量时由专人使用

Tonopen AVIA®眼压笔轻触大鼠角膜中心，每只眼均测

量3次后，取平均值作为该眼眼压值。

1.3 急性高眼压模型

利用自行搭建的眼压控制系统［19］，用微量注射泵

和26号针头向鼠眼前房注射生理盐水，利用传感器和

数据采集系统时刻监测眼压变化。利用可调节高度的

生理盐水维持眼压。根据研究数据，青光眼急性发作

时，眼压常在50 mmHg之上［20］，甚至高于80 mmHg［21］。

高眼压作用的结果与眼压升高程度和持续时间的累计

作用有关。因此，设置60和100 mmHg两组不同的急

性高眼压模型观察该累计作用较小时和较大时实验测量

结果的变化。

1.4 视觉电生理测量

正常大鼠12只，实验前将大鼠完全暗适应（时间

不宜少于 30 min［22］，定为 2 h），经 20%乌拉坦全身麻

醉以后，对右眼散瞳和角膜表面麻醉，再滴入卡波姆

滴眼液，安放电极，利用罗兰电生理仪（Roland RETI-

pot32）测量F-ERG的暗视a波、b波和Ops。3 d后，使

6 只大鼠右眼眼压升至 60 mmHg 并维持 2 h，另外 6

只大鼠右眼眼压升至 100 mmHg并维持 4 h，再次进

行F-ERG测量。

正常大鼠 12只，腹腔麻醉后，右眼散瞳，左眼遮

挡，进行 F-VEP 的测量，测量参数为第一个负向波

（N1）的潜时、第一个正向波（P1）的潜时以及N1波谷

与P1波峰之间的距离（N1-P1幅值）。3 d后，使 6只

大鼠右眼眼压升至 60 mmHg并维持 2 h，另外 6只大

鼠右眼眼压升至 100 mmHg并维持 4 h，再次测量 F-

VEP的相关参数。

1.5 视神经轴浆运输测量

首先，大鼠进行腹腔麻醉和角膜表面麻醉后，玻

璃体腔注射3%的荧光染料罗丹明异硫氰酸（RITC）5

μL左右。利用前房灌注生理盐水升高眼内压至 100

mmHg并维持 4 h。RITC注射后 24 h，腹腔快速过量

注射麻药使动物处于深麻状态，迅速摘取左右眼球，

视神经保持 2~3 mm，去除眼前结并剔除其他干扰组

织后，将视乳头放于4%多聚甲醛中固定12 h。然后，

将视乳头置于30%蔗糖溶液中脱水，待完全沉底后即

可取出。利用液氮速冻包埋的组织，在-20 ℃条件
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下，以10 μm厚度进行连续冰冻切片并使用甘油明胶

进行封片。最后，利用激光共聚焦显微镜（Leica

TCS SP8）观察视神经的轴浆运输情况。

1.6 组织形态学观察

选取部分冷冻切片，进行苏木素-伊红（HE）染

色，在普通光学显微镜（Leica）下观察视乳头部位的

组织形态变化。

1.7 统计学分析

各参数均用均数 ± 标准差表示。利用SPSS 16.0

软件进行统计分析。急性高眼压下视觉电生理的参

数值与该眼正常状态下同一参数的比值与 1进行配

对 t检验分析。急性高眼压眼的视神经轴浆运输距

离与对侧眼和空白眼的相应数据分别进行配对 t检

验分析。t检验结果以P<0.05为有统计学意义。

2 结 果

2.1 眼压测量

通过对大鼠正常状态下双眼眼压测量，得到大

鼠正常眼压为：左眼（15.16 ± 3.10）mmHg，右眼

（15.18±3.28）mmHg。

2.2 视觉电生理测量

F-ERG 的 a 波起源于感光细胞的内段，其振幅

的变化主要反映视网膜外层感光细胞层的功能变

化；b波起源于视网膜的内核层，其振幅的变化主要

反映视网膜内核层的功能变化［23］；Ops一般被认为起

源于内层视网膜，可能起源于无长突细胞或视网膜

抑制性反馈回路中［24］，其对视网膜血管功能变化比

较敏感。F-VEP由多个负向波和正向波组成，其幅值

和潜时的变化可以反映视神经轴索和髓鞘的功能状

态［25］。本研究中，由 Roland RETIpot32 系统直接测

量得到大鼠的视觉电生理时域参数。所有被测大鼠

均能引出典型的F-ERG 和F-VEP波形，同一只眼在

高眼压状态和正常状态所测得的同一参数的比值以

及这些比值与 1的配对 t检验统计分析结果详见表 1

和表 2。当眼压为 60 mmHg 维持 2 h 时，F-ERG 的 a

波的幅值明显降低且具有统计学差异（P<0.05），b波

和Ops的幅值虽有降低却不具有统计学意义，F-VEP

的波形的潜时和幅值也没有明显变化，反应了眼压

中等程度升高并维持较短时间，视网膜外层的感光

细胞层功能可能发生变化，视网膜内层和视神经的功

能可能没有受到影响。当眼压为100 mmHg维持 4 h

时，F-ERG的 a波、b波和Ops的幅值以及F-VEP的第

一个波N1-P1的幅值明显降低（P<0.05），且具有统计学

意义，反应了眼压处于超高压状态并维持足够时间，

除了视网膜外层，视网膜内层和视神经轴索的功能也

可能受到影响，而代表视神经髓鞘功能的N1-P1的潜

时并没有明显变化。对眼压为100 mmHg维持4 h的

急性高眼压模型继续进行后续实验研究。

F-ERG

Amplitude ratio of a-wave

Amplitude ratio of b-wave

Amplitude ratio of oscillatory potentials

Keeping at 60 mmHg for 2 h

0.49±0.20*

0.61±0.45

0.85±0.54

Keeping at 100 mmHg for 4 h

0.21±0.15*

0.30±0.24*

0.50±0.41*

表1 闪光视网膜电图的测量结果（n=6）
Tab.1 Measurement of flash electroretinogram (F-ERG) (n=6)

*P<0.05

F-VEP

Latency time ratio of N1

Latency time ratio of P1

Amplitude ratio of N1-P1

Keeping at 60 mmHg for 2 h

0.99±0.49

0.91±0.18

0.81±0.19

Keeping at 100 mmHg for 4 h

0.82±0.20

0.84±0.17

0.41±0.31*

表2 闪光视觉诱发电位的测量结果（n=6）
Tab.2 The measurement of flash visual evoked potential (F-VEP) (n=6)

*P<0.05

2.3 轴浆运输距离测量

针对眼压为100 mmHg维持4 h的急性高眼压模

型，利用激光共聚焦成像获得的视神经的轴浆运输

图片（图1），图片清晰地显示荧光染料沿着视神经顺

第10期 马丽萍,等.急性高眼压作用下视神经轴浆运输与视网膜光学功能的关系 -- 1037



行运输情况。继而进行阈值分割和简单的形态测

量，以视乳头巩膜开口的中点为起始点进行测量（图

2），每个样本连续多张切片成像的图片测量得到的

平均值作为最终结果。数据见表 3，统计分析发现，

即使相同状态下，视神经的轴浆运输距离也存在差

异。实验眼视神经的轴浆运输距离明显短于对侧眼

和空白眼，并具有统计学意义（P<0.05）。但是对侧眼

相对于空白眼并没有明显的变化即该种程度的急性

高眼压模型，可能并未对对侧的健康眼产生明显

损害。

a: Blank group b: Control group c: Experimental group

图1 视神经的轴浆运输图

Fig.1 Axonal transport image of the optic nerve

a: Blank group b: Control group c: Experimental group

图2 Mimics 15.0阈值分割后，视神经轴浆运输距离测量图

Fig.2 Distance measurement of the axonal transport of the optic nerve after the threshold segmentation using Mimics 15.0 software

No.

1

2

3

4

5

6

Mean±SD

Blank group

0.90

0.68

1.10

1.11

0.86

1.05

0.95±0.17

Control group

0.98

1.07

0.88

1.06

0.72

0.79

0.92±0.14

Experimental group

0.42

0.40

0.48

0.40

0.47

0.41

0.43±0.04ab

表3 眼压为100 mmHg维持4 h时视神经轴浆运输距离（mm）

Tab.3 Distance measurement of the axonal transport of the optic
nerve with the pressure kept at 100 mmHg for 4 h (mm)

Compared with blank group, aP<0.05; compared with control

group, bP<0.05; no statistical significance was found between control

group and blank group (P>0.05).

2.4组织形态学观察

光学显微镜下可见实验眼视乳头部位出现明显

的空洞，细胞质分布稀疏，且一些细胞核异常聚集，

组织明显排列紊乱、扭曲变形，高眼压下视乳头的组

织结构可能发生了变化，见图3。

a: Control group b: Experimental group

图3 视乳头HE染色的组织形态图

Fig.3 Morphological change of the optic nerve head after HE staining
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3 讨 论

本研究中当眼压为60 mmHg维持2 h时，视觉电

生理测量中只有F-ERG的a波幅值有明显降低，视网

膜外层的感光细胞层功能受到了影响，其他的波形

均没有明显变化。可能是因为在实验中设置中等程

度的眼压和维压时间，眼压水平与持续时间的累积

作用并没有达到一定程度，所以未出现视网膜的内

层和视神经方面光学功能的改变。相比于 Suzuki

等［7］的研究，即使本文模型的维压时间要更长一些，

由于眼压程度较低，并未出现b波和Ops的幅值明显

下降的情况。此时，F-VEP波形变化并不明显，这与

Tsai等［8］的研究结果类似。当调整眼压为100 mmHg

维持4 h时，F-ERG和F-VEP相应波形的幅值都有了

显著的变化，视网膜内外层和视神经轴索的光学功

能可能都发生了一定程度的损害。综合两组模型的

实验结果，急性高眼压下，视网膜外层先出现改变，

继而是内层和视神经，Grozdanic等［26］研究的慢性高

眼压模型也有类似结果，而郭学谦等［27］发现视网膜

内外层几乎是同时受损。

本研究中，对眼压为 100 mmHg维压 4 h的急性

高眼压模型进行了进一步的研究。急性高眼压作用

下，荧光标记物的分布与正常眼和对侧眼之间存在

很大的差距，视神经的轴浆运输距离明显变短，物质

运输的能力减弱，发生了轴浆流部分阻断现象。早

期Anderson等［15］利用放射自显影和闪烁计数的方法

研究了从低到高多个眼内压对轴浆流的影响也有相

同的发现。相比于Zhang等［18］和Abbott等［12］研究的

短期中等程度眼压升高所导致轴浆流的部分阻断，

本研究考虑了更高程度的眼压对视神经轴浆运输的

破坏情况，可能由于眼压持续时间有限，所以未出现

完全阻断。除此外，由于个体差异的存在，相同状态

的视神经轴浆运输之间也存在一定差距，但是误差

在可接受范围内。同时视乳头的HE染色显示，视乳

头的组织结构发生了一定程度的破坏，结构的破坏

可能会引起其各种功能的损害。

实验与前人的研究相比，有 3方面进步：一是在

体和离体实验相结合，研究了视网膜和视神经宏观

的光学功能即光学信号接收和传导能力和微观的轴

浆流物质运输状况；二是功能和组织形态研究相结

合，观察急性高眼压下视网膜和视神经功能和所在

视乳头形态的变化情况；三是两组不同眼压和持续

时间的急性高眼压模型，简要了解眼压水平和维持

时间对视网膜和视神经不同程度的功能损害情况。

但实验也存在一些不足之处：一是由于时间因素，模

型的眼压和时间的设置比较分散，没有更具体的层

次划分，不能详细说明眼压水平和维持时间的变化

对组织功能和结构造成的影响，以后的研究中会增

加眼压梯度的设置；二是由于实验中个体差异、外界

环境和仪器状态的影响，视觉电生理的测量结果标

准差偏大。

通过研究可以得出当眼压中等程度升高且维压

时间较短时，即眼压为60 mmHg维持2 h时可能只会

损伤视网膜外层组织的光学功能。升高眼压到 100

mmHg并延长维压时间到 4 h，视网膜的内外层以及

视神经的光学功能都可能受到损害。观察此时的视

神经轴浆运输情况，发现视神经轴浆运输距离明显

变短，轴浆运输出现障碍。同时，视乳头的组织形态

学也发生了变化。急性高眼压作用下，视神经的轴

浆运输改变和视网膜和视神经的光学功能受损之间

可能存在一定的联系。当眼压急性升高时，视乳头

组织结构被破坏，可能导致视神经轴浆流中断，各种

物质的运输受到影响，进而引起视网膜和视神经的

光学信号接收和传导功能受损。
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