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摘要"目的>探讨实验性高度近视眼巩膜组织的胶原及弹性模量的变化$进一步明确高度近视眼的发生机制&
方法># 月龄新西兰大白兔 !" 只随机单侧眼球眼睑缝合建立高度近视眼动物模型$另一侧眼球为正常对照眼$建
模 &" : 后$测量眼轴长度确定建模成功!获取不同部位巩膜组织"前部’赤道部和后部巩膜#$一部分巩膜制成巩膜
条带$用 T<J7DF< (()) 试验机检测巩膜的弹性模量$一部分巩膜组织固定后进行C,染色观察巩膜结构$一部分巩膜
组织固定后通过电镜观察胶原原纤维$一部分巩膜组织匀浆检测羟脯氨酸浓度$确定胶原含量& 结果>随着月龄
增加$巩膜组织弹性模量和胶原含量不断增加$胶原原纤维的直径不断增大& 高度近视眼后部巩膜的弹性模量’羟
脯氨酸含量明显小于正常眼$且胶原原纤维的直径小于正常眼$而前部和中部巩膜未见明显差异& 结论>在高度
近视发生过程中$后部巩膜发生重塑$胶原原纤维的排布和胶原含量发生变化$导致后部巩膜生物力学性能降低$
容易发生扩张和变形$进而引起近视& 研究结果为后续以胶原为靶点$在生长发育早期防治高度近视眼奠定基础&
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>>北京大学中国健康发展研究中心 !"#& 年发布
的/国民视觉健康0计数据显示$我国青少年近视发
病率已高居世界第一$患有高度近视的总人口高达
"!@=" K*@")# P#"$$关于近视眼的防治和研究工
作应该引起社会各方面的高度重视& 高度近视$又
称病理性近视或进行性近视$其形成过程伴随巩膜
的主动重塑$可进一步发展引起后巩膜葡萄肿和致
盲$有些还不得不进行后巩膜加固手术& 因此$弄
清巩膜塑形改变的生物力学机制并提出相关防治
措施十分必要&

人在出生后的生长发育时期$眼球逐渐正视
化$在此过程中眼球不断生长$其结构和功能不断
完善$视力的发展也不断完善并趋于稳定& 近视多
发生在儿童及青少年时期$这一时期正处在巩膜的
生长发育时期$是眼球的正视化阶段$也是近视眼
防治的最佳时期& 在生长过程中$巩膜结构和生物
力学特性会发生变化(#) $巩膜的正常生长发育决定
眼球的结构和功能不断完善& 巩膜的组织结构主
要由胶原纤维构成& 目前研究认为$高度近视眼的
形成是巩膜重塑的结果$而巩膜胶原重构是巩膜重
塑和高度近视眼发生的基础$但高度近视眼发生机
制和胶原重构机制尚不明确(!) & 本文采用眼睑缝
合法建立高度近视眼动物模型$通过检测巩膜结
构’生物力学特性和胶原表达$进一步明确高度近
视眼的发生机制$为后续以胶原为靶点$在生长发
育早期防治高度近视眼奠定基础&

%!材料与方法

%M%!高度近视眼动物模型的建立
取 # 月龄新西兰大白兔$通过眼睑缝合法建立

形觉剥夺性高度近视眼模型(*) $术后喂养 &" :$检
测诱导后兔眼眼轴长度$确定诱导结果&
%M#!巩膜组织获取

正常 # 月龄新西兰大白兔设为 # 月龄组$高度

近视眼模型诱导 &" :后的实验眼设为实验组$正常
对照眼设为 * 月龄组& 经耳缘静脉空气栓塞处死
新西兰大白兔$摘取双眼眼球$HQ] 缓冲液清洗干
净$放入盛有HQ]缓冲液的培养皿中& 用眼科剪及
眼科镊除去球结膜’筋膜’眼外肌等多余组织& 剪
开眼球$剥离巩膜组织$分割为前部’赤道部和后部
巩膜& 部分巩膜切成 * --P#" --条带$于 HQ]
缓冲液中浸润后$在T<J7DF< (()) 试验机上进行单向
拉伸破坏实验$计算巩膜弹性模量!部分巩膜组织
用 )!多聚甲醛固定$常温保存$以备制作组织切片
进行苏木精%伊红"W9-.7F[M0/<%9FJ/<$ C,#染色!部
分巩膜组织切成 # --* 组织块$用戊二醛固定$) o
保存以备制作超薄切片进行透射电镜观察!部分巩
膜组织电子天平称重后 $̂" o保存以备匀浆$检测
羟脯氨酸 " WM:DF[MODF0/<9$ CMO# 浓度$确定胶原
含量&
%M"!巩膜组织弹性模量测定

将制作好的巩膜条带在 T<J7DF< (()) 试验机进
行实验$预拉伸实验设置预循环载荷为 (" -U$预循
环速度为 ! --B-/<$实验终止条件为载荷大于
(! -U$进行 ( 次$经过预循环$能够得到重复性较
好的数据和稳定的载荷%变形曲线& 预循环后进行
拉伸破坏实验$加载速度 ( --B-/< 逐渐增加载荷$
实验终止条件为载荷大于 ( U$直至试件被拉断&
根据计算机输出的载荷%变形数据$计算巩膜弹性
模量()) &
%M’!巩膜组织\C染色

巩膜组织经过 )!多聚甲醛固定后进行乙醇梯
度脱水’二甲苯透明’石蜡包埋$制作组织切片& 行
常规 C,染色$中性树脂封片后通过显微镜在
)"" 倍下进行观察拍照&
%MX!巩膜组织透射电镜观察

巩膜组织用 )!戊二醛固定 !) W$磷酸缓冲液
清洗后$用 #!锇酸行后固定$经磷酸缓冲液充分漂
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洗后丙酮梯度脱水$用,OF< ’#! 环氧树脂浸透并包
埋组织块& 制作超薄电镜切片$醋酸双氧铀和柠檬
酸双染后在透射电镜下观察拍照&
%MZ!巩膜组织胶原含量确定

巩膜的主要含量是胶原$而 CMO 是胶原组织的
主要成分之一$胶原以外的其他蛋白$除弹性蛋白
含少量 CMO 外"约 #m#$均不含 CMO& 因此$CMO
含量是组织胶原含量的特异性指标$测定 CMO 含量
能确定组织中的胶原含量& 将收集的巩膜组织样
本进行匀浆$然后根据 CMO 检测试剂盒说明书要
求依次完成操作$通过酶标仪在 ((" <-检测吸光
度$并计算 CMO 浓度$进而确定巩膜组织中的胶原
含量&
%M_!统计学分析

实验数据均以均值 n标准差表示$所有数据采
用 ]H]] #)@" 统计学软件进行处理和统计学分析&
*b"@"( 表示差异具有统计学意义&

#!实验结果

#M%!高度近视眼眼轴变化
测量高度近视眼动物模型建立前后实验动物

眼轴长度& 高度近视眼动物模型建立之前$实验动
物双眼眼轴无明显的差异$但 &" : 眼睑缝合诱导高
度近视眼后$实验组与对照组眼轴比较$眼轴长度
相对延长了 ""@(’ n"@#(# --$此差异具有统计学
意义"*b"@"(#$说明成功建立了高度近视眼动物
模型"见图 ##&

图 % !实验性高度近视眼模型建立前后兔眼的眼轴变化

")\&$"*b"@"(#

A3N:% !Q1,NB7)/)4*.-+-,B1+)=)8B1+3)+-W38H1/)+1-,2-/B1+

18B-H.38761,B)/B711W=1+361,B-.73N76D)=3- 1D16)21.

#M#!巩膜弹性模量变化
图 ! 所示为根据 T<J7DF< (()) 试验机输出数据

计算所得的各组巩膜弹性模量& &" : 后实验动物
对照眼和实验眼前部’赤道部’后部巩膜弹性模量
均显著增加"*b"@"(#$前部巩膜和赤道部巩膜之
间的弹性模量无明显差异"*c"@"(#$而实验眼后
部巩膜的弹性模量明显小于对照眼"*b"@"(#&

图 # !不同月龄及高度近视眼巩膜组织弹性模量!

")\&$"*b"@"(#

A3N:# !C.-8B346)2*.*8)/B7184.1+- 3,23//1+1,B-N1

N+)*=8-,21W=1+361,B-.73N76D)=3- 1D1N+)*=

#M"!电镜观察胶原纤维变化

图 "!不同月龄及高度近视眼巩膜组织胶原原纤维电镜图片
"&" 2j$ P)" """#

A3N:"!C.14B+),634+)84)=136-N18)/B714)..-N1,/3H+3.8)/B71

84.1+- 3,23//1+1,B-N1N+)*=8-,21W=1+361,B-.73N7

6D)=3- 1D1N+)*=

透射电镜观察不同月龄巩膜组织的胶原原纤
维"见图 *#& # 月龄组%胶原原纤维直径较小$前
部’赤道部’后部的粗’细纤维比例"单位面积#分别
为 !q#’#q#’#q#!* 月龄组%胶原原纤维直径增大$
前部’赤道部’后部的粗’细纤维比例"单位面积#分
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别为 !q#’!q#’!q#!实验组%胶原原纤维直径增大$
前部’赤道部’后部的粗’细纤维比例"单位面积#为
!q#’!q#’!q#&

图 ) 对比了不同月龄及高度近视眼巩膜胶原
原纤维的平均直径& 巩膜组织胶原原纤维可根据
直径大小分为粗纤维和细纤维$胶原原纤维的直径
和数量随月龄增加而改变$且不同部位之间存在差
异& 各组中$后部巩膜的胶原原纤维直径均小于前
部和赤道部巩膜$不同部位巩膜之间单位面积上胶
原原纤维数量大致相同& 因此$后部巩膜胶原原纤
维排布较疏松& 近视眼组$前部和赤道部巩膜的胶
原原纤维直径较对照组无明显差异$而后部巩膜胶
原原纤维直径较对照组小& 由此可见$近视眼发生
时$后部巩膜胶原原纤维会发生变化$推测可能是
高度近视眼后部巩膜生物力学性能小于正常眼的
原因&

图 ’!不同月龄及高度近视眼巩膜胶原原纤维平均直径
A3N:’!<G1+-N123-61B1+8)/84.1+-.4)..-N1,/3H+3.83,23//1+1,B

-N1N+)*=8-,21W=1+361,B-.73N76D)=3- 1D1

#M’!\C染色观察巩膜结构变化
如图 ( 所示$# 月龄巩膜组织中的成纤维细胞呈

不规则分布$数目较多$且纤维束较细!相比于#月龄
组$*月龄组巩膜成纤维细胞的数目减少$纤维束增
多且变粗!但是相比于 * 月龄组$实验组成纤维细胞
较多$纤维束较细& #月龄’*月龄和实验组巩膜组织
在前部’赤道部’后部的单位面积巩膜成纤维细胞数
目之比为分别为 #"q(q&’#"q)q(’#"q(q&&
#MX!巩膜组织中胶原含量变化

通过酶标仪检测得到各组巩膜组织 CMO 含量$
经统计学分析$各部分巩膜组织 CMO 含量随月龄增
加而增加"*b"@"(#$近视眼组前部和赤道部巩膜

图 X!不同月龄及高度近视眼巩膜组织\C染色 " P)""#

A3N:X!\C8B-3,3,N )/B7184.1+- 3,23//1+1,B-N1N+)*=8-,2

1W=1+361,B-.73N76D)=3- 1D1N+)*=

的 CMO 含量与对照组相比无明显差异$近视眼组后
部巩膜的 CMO 含量小于对照组"*b"@"(#$说明在
高度近视发生过程中$后部巩膜的胶原含量减少
"见图 &#&

图 Z ! 不 同 月 龄 及 高 度 近 视 眼 巩 膜 组 织 \D=含 量

")\&$"*b"@"(#

A3N:Z!\D2+)WD=+).3,14),B1,B)/84.1+-.B388*183,23//1+1,B

-N1N+)*=8-,21W=1+361,B-.73N76D)=3- 1D1N+)*=

"!讨论

高度近视眼发生时$眼球的过度扩张是在巩膜
的参与下形成$巩膜是高度近视眼发生时眼内所有
调控机制的最终靶组织& 巩膜的生物力学特性与
高度近视眼密切相关(() & U9L/009等(&)结合巩膜的
解剖结构’功能和近视发展过程中巩膜组织生物力
学性能’生物化学变化等方面$对近视的发生’发展
进行综合分析$阐述了巩膜在高度近视眼发生’发
展过程中的作用& 研究发现$在近视的发展过程
中$巩膜的生物学结构和功能发生变化$基质蛋白
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的合成减少’降解增多$基质金属蛋白酶及其抑制
因子之间动态平衡遭到破坏$引起巩膜基质蛋白的
降解吸收$巩膜变薄$眼轴伸长$从而导致近视的发
生’发展& 对动物实验性近视模型和人类近视眼的
巩膜组织进行研究发现$巩膜组织细胞外基质代谢
异常$整合素及受体表达异常$胶原纤维类型和分
布改变$代谢增加$合成减少$胶原纤维直径变小$
使巩膜组织结构发生变化$引起巩膜的重塑$巩膜
逐渐变薄$生物力学性能降低$在眼内压的作用下$
眼轴延长$引发高度近视眼($%##) & 本实验研究发现$
通过眼睑缝合法可以使实验眼的眼球直径相延变
长$说明成功建立了高度近视眼动物模型$诱导结
果与以往研究结论一致(*) & 通过检测眼球不同部
位巩膜的弹性模量发现$在生长过程中巩膜组织的
弹性模量不断增大$实验性高度近视眼后部巩膜的
弹性模量明显小于正常巩膜$而前部和赤道部巩膜
的弹性模量未发生明显变化$说明在高度近视发生
过程中$仅后部巩膜的生物力学性能降低$易于发
生变形$引起巩膜发生扩张$进而引起近视&

巩膜是高度近视眼发生时调控的靶组织$而胶
原则是调控的靶蛋白& 研究发现$高度近视眼巩膜
胶原含量水平在后部巩膜明显低于对照眼(#!) !在高
度近视眼早期$后部巩膜的胶原 T-?UA水平降
低(’) !在近视的恢复过程中$胶原分泌增多$基质金
属蛋白酶水平下降$其特异性组织抑制剂水平上
升(#") !同时$胶原酶减少$基质金属蛋白酶抑制剂表
达恢复正常水平(#*) & 在高度近视眼的发生及恢复
过程中$涉及大量特定基因的表达变化$进而引起
巩膜的重塑(#)) & 巩膜生物力学特性发生改变$其原
因可能是胶原纤维的变化(#() & 研究表明$增加巩膜
组织内胶原纤维的交联作用$能够提高巩膜组织的
抗拉伸能力$可以抑制高度近视眼的发展(#&%#$) & 本
研究发现$巩膜组织中含有大量直径不均一的胶原
原纤维$后部巩膜胶原原纤维排布比前部和赤道部
巩膜疏松$在生长过程中胶原原纤维的平均直径和
胶原含量不断增加$实验性高度近视眼后部巩膜的
胶原原纤维平均直径和胶原含量明显小于正常巩
膜$且胶原原纤维排列较疏松!而前部和赤道部巩
膜的胶原原纤维平均直径和胶原含量未发生明显
变化$说明在高度近视发生过程中$后部巩膜发生
重塑$胶原原纤维的排布和胶原含量会发生变化$

导致后部巩膜生物力学性能降低$容易发生扩张和
变形&

巩膜成纤维细胞是组成巩膜的主要细胞成分&
巩膜成纤维细胞合成和分泌胶原蛋白’弹性蛋白等
胞外基质$生成胶原纤维’网状纤维和弹性纤维$构
成眼球外壁$维持巩膜的生物学结构功能和生物力
学特性$并决定眼轴的长度(#’) & 在巩膜的生长发育
及高度近视发生过程中$巩膜成纤维细胞生物学功
能和生物力学特性发生改变(#=) $影响胶原的表达$
从而使巩膜组织胶原的含量及胶原纤维结构发生
变化& 巩膜成纤维细胞胶原及细胞因子的表达伴
随在巩膜的生长发育’巩膜的重塑以及近视发生等
过程中& 本研究发现$在巩膜早期生长和高度近视
发生过程中$不同部位巩膜组织中单位面积巩膜成
纤维细胞数量减少$这一过程必然涉及胶原种类’
含量及相关调控因子等分子水平的变化$巩膜成纤
维细胞不断分泌胞外基质$使得巩膜胶原纤维和生
物力学性能发生变化& 关于巩膜成纤维细胞胶原
表达的调控机制需要进一步研究&
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