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目的
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研究丝裂霉素
D.

壳聚糖"

UUD.DG

$缓释微球对兔青光眼滤过术区瘢痕增殖的疗效&方法
!
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眼$新

西兰大白兔分为
0

组!每组
10

眼!通过双眼行巩膜咬切术建立青光眼滤过术兔模型&其中
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只兔的右眼术中植入
UUD.DG

缓

释微球"

F

组$!其左眼术中植入
DG

空白缓释微球"

Y

组$#另
10

只兔右眼术中应用含
%&1%E

M

'

E7UUD

棉片"

D

组$!其左眼行单

纯巩膜咬切术"

2

组$&术后观察各组眼压%滤过泡%前房炎性反应%并发症%角膜内皮细胞计数等情况#术后第
-

%
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天分批处

死各组兔模型并行病理学检查&结果
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$眼压(

F

组能维持较长时间的低水平眼压!

D

组次之!

Y

组与
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组维持时间最短!组间

差异有统计学意义"

!

$

%&%$

$&"
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$滤过泡情况(

F

组滤过泡存活时间较其他各组长!差异有统计学意义"

!

$

%&%$

$&"

'

$并发症(

各组中均未出现术后并发症&"

0

$角膜内皮细胞计数(

F

组术前与术后的计数值差异无统计学意义"

!
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%&%;

$&"

;

$病理结果(

F

组结膜上皮完整性较好!结膜下成纤维细胞较其他各组少!滤过口周围区无明显炎症浸润!新生胶原纤维也较少&结论
!

UUD.

DG

缓释微球能安全有效抑制兔青光眼滤过术区的成纤维细胞及新生胶原纤维的增殖!显著提高青光眼滤过术的成功率&
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青光眼$

M

BLK4"EL

&是在全球排第
$

位的不可逆性致盲性

眼病*目前全球青光眼发病人数约
)%%%

万以上'

$.1

(

*滤过性

手术是目前治疗青光眼的最有效手段之一*但是#该手术常由

于术后
83,",a+

囊成纤维细胞的过度增殖使滤过道瘢痕堵塞

而导致手术失败'

'

(

*有国外学者报道#在其随访观察的
-%%

例

青光眼滤过手术患者中#约有
'%&%W

的病例在术后
)

%

/

周因

滤过道瘢痕堵塞而失败'

0

(

*近年来#临床上常在术中应用抗瘢

痕化药物来抑制滤过道的瘢痕增殖#其中得到普遍认可的药物

是丝裂霉素
D

$

E#5"E

Q

4#,D

#

UUD

&

'

;

(

*但由于术中所用的

%&1%E

M

"

E7UUD

棉片较强的细胞毒性作用#部分患者术后

可能产生如滤过泡渗漏)角膜上皮和内皮损伤)脉络膜脱离)低

眼压等严重并发症#且术后效果无法持久'

).-

(

*因此#降低术中

'//

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



UUD

的用量和延长其作用时间具有重要意义*近年来#以壳

聚糖$

4>#5"+L,

#

DG

&作为药物载体的缓释给药系统由于可生物

降解和缓释)抗组织纤维化等诸多优点而成为药物治疗研究的

热点之一'

/.(

(

*为此#作者研制了
UUD.DG

缓释微球#并观察

了它抑制青光眼滤过术区瘢痕增殖的效果#现报道如下*
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!

材料与方法

E&E

!

UUD.DG

缓释微球及其制作
!

首先将
UUD

与海藻酸

钠预先混合#形成
%&0;E

M

"

E7G<7

与
$&;%E

M

"

E7

海藻酸钠

的混合液*在室温电磁力搅拌条件下#将
$%&%E7UUD

与海

藻酸钠的混合液通过恒流泵以
$E7

"

E#,

的速度滴加到
$%&%

E7

$

%&'%E

M

"

E7

&

DLDB

1

溶液中#滴加完毕后继续搅拌
'%E#,

*

同法将
;&%E7%&)%E

M

"

E7

的
DG

溶液$含
%&$W

乙酸&滴加

到上述混合液中#滴加完毕后继续搅拌
$>

#自发形成
UUD.

DG

缓释微球*同法制备不载
UUD

的空白
DG

缓释微球#另制

备
'EE]'EE

的浓度为
%&1%E

M

"

E7

的
UUD

小棉片*

E&F

!

方法

E&F&E

!

微球载药率和药物包封率的测定
!

取纳米微球制备溶

液适量稀释#滴于铜网自然干燥后以透射电镜观察微球表面形

态#在扫描电镜下#随机计数
;%%

个微球的直径#获得粒径分布

特征的相关信息*将制备的含纳米粒子的混合液以
'&%]$%

0

@

"

E#,

超高速离心
1%E#,

#取出上清液#并用
1&%E7

双蒸水清

洗沉淀
'

次#将洗涤液与上清液混合后测
YGF

浓度#以空白纳

米粒子同法取得的上清液及沉淀液为空白对照#沉淀冷冻干燥

后称质量*包封率$

W

&

h

'$

G<7

投放总量
\

上清液及洗液中

的
G<7

量&"$

G<7

投放总量&(

]$%%W

#载药量$

W

&

h

'$

G<7

投放总量
\

上清液及洗液中的
G<7

量&"不载
UUD

的空白

DG

缓释微球总量
jG<7

投放总量(

]$%%W

*体外释药率试

验!将纳米缓释微球适量稀释#吸取缓释微球溶液
;&%E7

#置

入
$%%&%E7'-X

恒温
cYG

中#加酸性乙醇
0&%E7

#旋涡振

荡
;E#,

#低温离心
'%%%@

"

E#,

#

1%E#,

#取上清液
$&%E7

#用

荧光分光光度仪测定其荧光强度#计算标本中药物含量*

E&F&F

!

实验分组
!

健康成年新西兰大白兔
0/

只$

()

眼&#分

为
0

组#每组
10

眼*

F

组!

10

只兔的右眼巩膜咬切术中植入

UUD.DG

缓释膜%

Y

组!左眼巩膜咬切术中植入
DG

空白缓释

膜%

D

组!另
10

只兔右眼巩膜咬切术中应用含
%&1%E

M

"

E7

的

UUD

棉片%

2

组!左眼单纯巩膜咬切术*

E&F&G

!

手术方法
!

将
0/

只兔采用盐酸氯胺酮注射液$

;%E

M

"

d

M

&和盐酸氯丙嗪注射液$

$%E

M

"

d

M

&肌内注射全身麻醉下手

术*术眼点
%&;W

丁卡因滴眼液
'

次#开睑器开睑#于角膜缘

的鼻上方做以弯隆部为基底的结膜瓣#充分暴露角巩膜缘#在

距角膜缘后
1&% EE

处做以角膜缘为基底的板层巩膜瓣

0&%EE]'&%EE

#选择
10

只兔右眼术中应用含
%&1%E

M

"

E7

UUD

棉片
'E#,

$

D

组&#然后用
CYG1%%&%E7

冲洗干净#随

后#在巩膜瓣的下方角巩膜缘处切除
1&%EE]$&;EE

深层

巩膜组织#切除对应的周边虹膜#用
$%.%

丝线缝合巩膜瓣两脚

及结膜瓣切口*左眼行单纯巩膜咬切术#步骤同右眼$

2

组&*

另
10

只兔双眼先予行单纯巩膜咬切术#缝合结膜瓣后在兔右

眼结膜下注入
YGG

稀释的
UUD.DG

缓释微球
%&;E7

$载

UUD1&%%E

M

#

DG.

海藻酸钙
1/&-;E

M

#

F

组&#另一组注入

%&;E7DG

空白缓释微粒$

Y

组&*术毕予
0/

只兔双眼结膜囊

内涂妥布霉素地塞米松眼膏*术后每天给予妥布霉素滴眼液

滴眼
0

次#妥布霉素眼药膏涂眼每晚
$

次#至术后第
-

天*所

有手术均由同一位熟练手术者施行*

E&F&H

!

检查项目

E&F&H&E

!

眼压
!

应用
8R9R.C=9 F̂ 6F

眼压计分别于术前

及术后第
$

)

1

)

'

)

;

)

-

)

$%

)

$0

)

1$

天每组随机选取
/

只眼#测量

眼压*

%&;W

丁卡因滴眼液点被测眼
1

%

'

次#摆正兔子的头位

后#使测量头尖轻轻垂直触碰角膜中央区#直至显示出结果$置

信区间大于或等于
(;W

时&后进行记录*每眼测量
'

次#取其

平均值*

E&F&H&F

!

裂隙灯
!

分别于术后第
$

)

1

)

'

)

;

)

-

)

$%

)

$0

)

1$

天应

用裂隙灯显微镜观察各组术眼结膜充血)滤过泡的形态和存活

时间)角膜水肿)前房反应及前房出血)晶体混浊等并发症

情况*

E&F&H&G

!

角膜内皮细胞计数
!

应用角膜内皮细胞计数仪分别

于术前与术后第
1$

天测量各组实验动物的角膜内皮细胞数量

$每组
/

眼&#并作拍摄与记录*

E&F&H&H

!

房水中药物浓度的测量
!

分别于术后第
'

)

-

)

$0

)

1/

天#以上述麻醉方法全身麻醉
UUD.DG

缓释微球组实验动物

后#在
g=6GG

手术显微镜下用
$&%E7

注射器行前房穿刺取房

水
%&1E7

#每次
0

眼#用
cC7D.UG

检测房水中的药物浓度*

E&F&H&I

!

组织病理学检查 分别于术后第
-

)

$0

)

1$

天各随机

选取
/

只眼*眼球取出后置于
0W

的多聚甲醛中固定
10

%

1/

>

$

0X

&#切取经滤过泡区域眼球最大周径结构组织#做石蜡包

埋后连续切片#行
UL++",

染色#观察滤过泡区结膜上皮完整

性#结膜下间隙)成纤维细胞增生#滤过泡区周围组织炎性细胞

浸润情况*

E&G

!

统计学处理
!

应用
GCGG$0&%

统计软件进行统计学处

理#数值变量符合正态分布以
DbA

描述#不符合正态分布以中

位数和四分位数间距描述#分类变量以例数$

%

&及其百分比

$

W

&描述*实验处理组间滤过泡存活时间的比较采用
dL

I

BL,.

U3#3@

法#显著性检验采用
B"

M

.@L,S

法*以
!

$

%&%;

为差异有

统计学意义*

F

!

结
!!

果

F&E

!

UUD.DG

缓释微球形态及载药率
!

电镜下观察制备的

UUD.DG

缓释微球形态规则均质#无粘连#平均粒径$

/-(&'b

$/;&-

&

,E

#包封率
/$&-W

#载药量
1%&)W

#在
$0!

内累积释药

率接近
/%&%W

$图
$

&*

图
$

!!

UUD.DG

缓释微球形态接近球形&

8=U]$%%%%

'

F&F

!

眼压
!

术后第
$

天#

0

组平均眼压均较术前明显下降%术

后第
1

天#

2

组和
Y

组快速升高#第
;

天以后基本达到一个稳

0//

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



定水平%术后第
;

天#

D

组开始升高#术后第
$%

天时达术前水

平%术后第
1$

天#

F

组平均眼压仍保持在较低水平#与术前比

差异有统计学意义$

!

$

%&%;

&#术后第
$%

至
1$

天#

F

组平均

眼压与
D

组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#见图
1

*

F&G

!

术后反应及并发症
!

术后前
1

天#各组结膜充血情况相

近%术后第
'

天开始#

F

组与
D

组结膜充血逐渐减轻#而
Y

组

与
2

组在术后第
;

天后才逐渐减轻*

D

组角膜水肿在术后第

$

天稍较其他各组重#

'!

后逐渐退去#其他各组角膜无明显水

肿*各组术后第
$

天均出现轻微前房炎性反应#术后
'!

左右

均渐消失*各组均未见明显眼内炎)滤过泡渗漏)晶体混浊等

并发症发生*

F&H

!

滤过泡的形态
!

术后第
$

天#各组滤过泡均呈现高度弥

散隆起#充血明显*术后第
'

天#

Y

组和
2

组基本趋于扁平#充

血仍明显*

D

组于术后第
-

天左右开始缩小)局限化#充血明

显减轻#第
$%

天趋于扁平*

F

组于术后第
-

天左右开始缩小)

局限化#但在术后第
$0

天以后仍保持在一个平台#第
1$

天时

仍表现为局限隆起的滤过泡*见图
'

*

图
1

!!

0

组术后眼压的比较

图
'

!!

0

组青光眼滤过术后各时间点滤过泡的形态变化

F&I

!

角膜内皮细胞数量的变化情况
!

各组术前与术后第
1/

天角膜内皮细胞数量对比无明显变化#差异无统计学意义

$

!

&

%&%;

&*由此可见#手术用药及缓释膜制剂对角膜内皮细

胞无明显毒副作用#见表
$

*

F&J

!

房水中药物浓度
!

UUD.DG

缓释微球组术后第
'

天)第

-

天)第
$0

天)第
1/

天房水中的
G<7

的浓度分别为$

$-&;)b

%&%;

&)$

$)&)1b%&%;

&)$

$0&-0 b%&%;

&)$

/&-0 b%&%;

&

,

M

"

E7

*由此可见#术后房水中的有效药物浓度维持时间达
1

周

;//

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



以上*

F&K

!

组织病理学观察
!

术后各组结膜上皮完整#

F

组术后第

-

和第
$0

天术区的病理改变#均显示结膜上皮完整#结膜下巩

膜滤过区周围轻微炎症细胞浸润#结膜瓣与巩膜瓣间隙宽#

83,",a+

囊中成纤维细胞与新生胶原纤维稀少疏松*

Y

组与
2

组术后第
-

天术区的病理改变#显示结膜上皮完整#结膜下巩

膜滤过区周围炎症细胞浸润#结膜瓣与巩膜瓣间隙狭窄#

83,.

",a+

囊中成纤维组织致密#见图
0

*

表
$

!!

各组角膜内皮细胞数量的比较&

DbA

()

EE

1

'

组别
%

术前 术后第
1/

天
8 !

F

组
10 1'(0&$b1$(&) 1';'&(b$1(&) %&)1$ %&;0;

Y

组
10 10$;&;b$//&1 1'/0&'b$')&( %&'-( %&-$$

D

组
10 1'')&1b$01&$ 11/-&1b$$(&1 %&-0- %&0)-

2

组
10 1'-0&'b$(1&; 11-(&/b$$0&/ $&$($ %&1;'

G %&''1 $&'1;

! %&/%1 %&1/)

!!

F

!

F

组$

UL++",]$%%

&%

Y

!

Y

组$

UL++",]0%

&%

D

!

D

组$

UL++",]$%%

&%

2

!

2

组$

UL++",]$%%

&*

图
0

!!

术后第
-

天组织病理学观察结果

G

!

讨
!!

论

青光眼滤过手术的主要目的是建立新的房水引流途径#是

目前治疗青光眼的主要方法#但有部分患者术后滤过泡难以形

成#手术失败'

$%

(

*其主要原因是手术区球结膜下和巩膜之间

成纤维细胞过度增生)纤维化)瘢痕形成致滤过道阻塞'

$

(

*

UUD

是目前青光眼滤过术抗增殖的最主要药物#其常规用药

方式为术中将浸有药物的棉片置于巩膜瓣上或巩膜瓣下*由

于其较为明显的细胞毒性作用#加之不同术者所采用的棉片的

形状和大小不同#浸泡的时间亦不同#造成药物浓度差别很大#

术中)术后可能产生各种并发症'

$$

(

*此外#由于仅仅在术中短

暂浸泡棉片#术后效果无法持久*因此#降低术中
UUD

的用

量和延长其作用时间具有重要意义'

$1

(

*

UUD

是一种抗代谢药物#是由头状链霉菌层分离出的一

种抗肿瘤抗菌药物#其可与
29F

的双螺旋形成交联#破坏

29F

的结构和功能#抑制增殖期
29F

的复制#对增殖期中的

细胞均有杀伤作用#同时也作用于静止期的细胞#因而可用来

阻止手术区的血管再生'

$'

(

#抑制青光眼滤过性手术后滤过道

的纤维细胞增生和瘢痕化#保持滤过道通畅#提高手术成功率#

但较高浓度下其毒副作用及并发症也较为明显*因此#降低术

中
UUD

的用量和延长其作用时间具有重要意义'

$0

(

*

DG

研制和应用是近年来医学材料领域中的重大进展'

$;

(

#

其在体内无蓄积)无免疫性和抗原性#对机体异物排斥反应小#

对周围邻近组织及全身无明显刺激作用及毒副作用'

$)

(

#具有

良好的生物相容性'

$)

(

#改变
DG

缓释微球中组分的比例#可以

调整其自身降解的时间和药物释放的速度*其表面不断降解

并形成微孔#暴露其内部包封的药物#可作为可控性释放药物

的植入性载体'

$

#

$-.$/

(

*因此#作者研制了
UUD.DG

缓释微球#

并观察了它抑制青光眼滤过术区瘢痕增殖的效果*缓释微球

的研制不但有效减少了
UUD

的使用剂量#减少了并发症的产

生#而且使
UUD

能够持续稳定地释放#在局部达到一定的有

效浓度#作用时间也明显延长#有望显著提高青光眼滤过手术

的成功率*

本实验结果显示#

Y

组$空白
DG

缓释微球&术后植入部位

未见明显炎性反应)组织变性坏死及其他不良反应#对角膜内

皮及视网膜未见明显损伤表现#表明
DG

体内生物相溶性良

好#且无明显眼内毒性作用*

F

组$

UUD.DG

缓释微球&与
D

组$

UUD

棉片&术后效果均较
2

组好#维持低水平眼压时间较

2

组$单纯巩膜咬切术&长#术后术区炎症浸润轻#对虹膜)睫状

体)角膜内皮细胞等均无毒性作用*但
F

组与
D

组相比#更具

有明显的效果#术后维持低水平眼压时间较
D

组长#术后炎性

反应更轻#滤过泡维持时间亦较
D

组长#术后房水中药物浓度

检测更进一步证明药物稳定持续地释放$

&

$0!

&#病理结果进

一步表明#

F

组术后第
-

)

$0

)

1$

天结膜下间隙宽#成纤维细胞

与新生胶原纤维稀少疏松#术区周围炎症细胞浸润更轻#而其

他各组术后第
1$

天结膜下已形成了致密的瘢痕组织*根据青

光眼滤过术后伤口的愈合过程可知#术后
$0!

内为成纤维细

胞增生最活跃的时期#而
DG

载体能使
UUD

持续稳定释放长

达
$0!

以上#符合要求*

D

组$

UUD

棉片&中虽然显示未见明

显炎性反应及毒副作用#组织耐受性可#但其作用时间短暂#通

过以
DG

为载体#使其给药时间大为延长$

&

$0!

&#达到实验要

求的目的*

研究结果表明#

UUD.DG

缓释微球能安全)有效地抑制滤

过性手术后的炎性反应及成纤维细胞的增生#防止滤过泡瘢痕

化#从而能够延长其维持低水平眼压的时间#且未见毒性反应#

可以显著提高兔眼滤过性手术的成功率*本研究为今后研制)

开发高效低毒的
UUD

缓释制剂用于抗滤过泡瘢痕化奠定了

坚实的实验基础'

1%

(

*
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统计资料类型

统计资料共有三种类型!计量资料)计数资料和等级资料*按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料*

定量资料又称计量资料#指通过度量衡的方法#测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小#得到的一系列数据资

料#其特点为具有度量衡单位)多为连续性资料)可通过测量得到#如身高)红细胞计数)某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料*

定性资料分为计数资料和等级资料*计数资料为将全体观测单位$受试对象&按某种性质或特征分组#然后分别清点各

组观察单位$受试对象&的个数#其特点是没有度量衡单位#多为间断性资料#如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组#男性组有
-1

例#女性组有
-%

例#即为计数资料*等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料#可通过

半定量的方法测量#其特点是每一个观察单位$受试对象&没有确切值#各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同#如根据

某种药物的治疗效果#将患者分为治愈)好转)无效或死亡*
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