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摘 要 0
.

1写亚硒酸钠 0
.

026 耐 / gk 给 12 日龄大鼠一次性 cs 造成硒性白内障模型
,

用裂隙灯

镜检分级记分
,

扫描电镜徽观形态分析
,

侧定晶体 M D A 含量及不溶性和高分子量蛋白病理生化测

定等多项指征进行综合评价和分析
,

证实该模型成功率在 90 %以上
,

为考察药物对不同类型白内障

的防治作用莫定基础
。
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白内障在临床上分为先天性
、

老年性
、

代

谢性
、

外伤性和并发性等多种
,

因此
,

白内障

的动物模型就有多种 〔’ 〕 ,

但大多都有一定的

局限性
,

且病理观察指征也各家不一
。

其中硒

性白内障模型阁适于观察晶体蛋白的变化及

药物对晶体蛋 白的作用
。

本文报道了大鼠硒

性 白内障模型 的建立及其形态学的宏观
、

微

观检测和病理生化研究等
。

从三方面对该模

型进行了综合评价和分析
。

其中包括用扫描

电镜微观定量方法进行测定
,

这在本模型的

应用资料中尚不多见
。

它 比一般光镜检查更

客观
、

精确
。

12 天 s c 0
.

1 %亚硒 酸钠溶液 0
.

26 iln / kg 一

次造型
。

谷胧甘肤组同时每天 iP 谷胧甘肤

2 0 0 m l / k g
·

d
一 ’ ,

连续 3 0 d
。

于造型后 s d
,

即

出生后 17 d
,

大鼠睁眼后
,

裂隙灯镜检
、

淘汰

形成白内障未达到表 1 中第 v 阶段 (即 4 分

值 )的个别动物
。
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1
.

1 药品 及试剂

亚 硒酸钠 c( P
,

金 山兴塔化工 厂 )
,

临用

前配成 0
.

1 %灭菌生理盐水溶液
; 谷胧甘肤

( B R
,

上海酵母厂 )
,

配成 2 %灭菌生理盐水溶

液
,

4 C 冷藏不超过 Z d ; 阿托品硫酸盐 (药用

级 )
,

配成 l %滴眼液
,

其余试剂均 为 A R 或

B R 级
。

1
.

2 大鼠硒性 白内障的建立

取 12 日龄 W i s at r
大鼠 3 0 只

,

体重 ( 2 5士

2 ) g
,

随机均分为正常对照
、

病理模型和谷肤

甘肤三组
。

病理模型和谷肤甘肤大鼠均在第

1
.

3 裂隙灯镜检分级记分法

各组 动物造 型后
,

每周以 1% 阿托 品扩

瞳
,

用手持式裂隙灯 ( Y z
一

2 型
、

苏州医疗器械

厂 ) 对 各组 动物 逐 一检 查
,

参照 hS ea er r
方

法aj[
,

按表 1 记分标准对每只晶体白内障程

度分级记分
。

1
.

4 扫描电镜组织 结构定量分析

1
.

4
.

1 样品制备 每组随机取 6 只大 鼠的

一侧晶体
,

放 入 4写戊二醛磷酸缓冲液 ( l/ 巧

m of / L
,

p H 7
.

3) 数 日
,

4 C 保存
,

1%饿酸后固

定
,

丙酮梯度脱水
,

沿前后轴断裂样品
,

临界

收稿 日期 1 9 9 5
一

0 3
一

1 4
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L .4 2 分析指标闭 硒性白内障主要病理

变化在晶体的核部和前皮质部分
。

前皮质部

分对药物疗效反应 比较敏感
,

且容易取得数

据进行分析
,

故本实验主要采取前皮质的数

据
。

包括①计数一定范围内的前皮质晶体纤

维的指突数
。

现定范围为长 8 卜m
,

4 根晶体纤

维计数其指突数 ( N )
,

②测定 4 根晶体纤维

的厚度 ( T )
,

③ 10 “ m 宽度上的纤维数即密

度 ( D )
。

1
.

5 晶体 组 织 脂 质 过 氧 化 产 物 丙 二醛

( M D A )含量汉l]定 [` ]

取各组剩余晶体 10 只
,

分别称重后置试

管中
,

加入 3 m l H E P SE 缓冲液 ( p H 7
.

4 )
,

电

动匀浆
,

各取 0
.

5 m l
,

按 B h uy an 等报道的硫

代 巴比妥酸显色法测定各个晶体组织脂质过

氧化产物
一

M D A 含量
,

再除以各晶体湿重即

得每毫克晶体中的 M D A 含量
。

1
.

6 晶体不溶性蛋 白及 高分子 童蛋 白含量

分析 〔 6 ]

将上述 M D A 含量测定中剩余的各晶体

匀浆
,

以 1 0 0 0 0 r / m i n 4 ℃离心 3 0 m i n ,

沉淀

为不溶性蛋 白
,

取 上清液 再以 2 5 0 0 0 : / m in

4 C离心 1 5 m i n ( H I T A C H I S C p 8 5 H 型超速

离心机 )
,

沉淀为高分子量蛋 白
,

将不溶性蛋

白及高分 子量蛋 白分别 用 7 m of / L 尿素溶

T a b 3
.

R es u l st Of S E M a n a l y s i s o n se le n i et ca at r a e 一 m川
e l

解
,

按 L o w yr 法以 F ol i n 一 酚试剂测定该两种

蛋 白量
,

然后除以各晶体湿重即得每毫克晶

体中的蛋 白毫克数
。

2 结 果

2
.

1 裂隙灯镜检

硒性 白内障各组造型后 s d 晶体核即完

全混浊
,

至 30 d 病模组核仍完全混浊
,

分值

为 3
.

4
,

与正常对 照组 0
.

2 相 比有非常显著

性差异 (P < 0
.

0 0 1 )
,

谷胧甘肤组给药 10 d 后

白内障程度即开始减轻
,

其中以皮质部混浊

消失较快
,

核性白内障消失较慢
,

至给药 3 0 d

时皮质 白内障基本 消失
,

核仍混浊
,

分值为

2
.

4
,

较病模组减低 29
.

4 % (见表 2)
。
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2 扫描电镜组织结构定量分析结果

硒性 白内障病模组前皮质深
、

浅部位指

突数较正常对照组减少 39
.

2 %和 30
.

8 %
,

纤

维厚度 T 增加
,

纤维 密度 D 降低
,

谷肤甘肤

组较病模组指突数增加
,

以前皮质深部尤为

明显
,

具有显著性差异
,

结果见表 3
。

扫描电

镜照片见附图
。
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3 晶休组 织 M D A 含量 m,J 定结果

硒性 白内障病模组 M O A 含量较正常对

照组增高 70
.

9%
,

差异非常显著
。

谷肤甘肤

给药组较各 自病模组 降低 48
.

1 %
,

亦差异显

著 ( 见表 4 )
。
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L .4 2 分析指标闭 硒性白内障主要病理

变化在晶体的核部和前皮质部分
。

前皮质部

分对药物疗效反应 比较敏感
,

且容易取得数

据进行分析
,

故本实验主要采取前皮质的数

据
。

包括①计数一定范围内的前皮质晶体纤

维的指突数
。

现定范围为长 8 卜m
,

4 根晶体纤

维计数其指突数 ( N )
,

②测定 4 根晶体纤维

的厚度 ( T )
,

③ 10 “ m 宽度上的纤维数即密

度 ( D )
。

1
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( M D A )含量汉l]定 [` ]

取各组剩余晶体 10 只
,

分别称重后置试

管中
,

加入 3 m l H E P SE 缓冲液 ( p H 7
.

4 )
,

电
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,

各取 0
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5 m l
,

按 B h uy an 等报道的硫

代 巴比妥酸显色法测定各个晶体组织脂质过

氧化产物
一

M D A 含量
,

再除以各晶体湿重即

得每毫克晶体中的 M D A 含量
。

1
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6 晶体不溶性蛋 白及 高分子 童蛋 白含量

分析 〔 6 ]

将上述 M D A 含量测定中剩余的各晶体

匀浆
,

以 1 0 0 0 0 r / m i n 4 ℃离心 3 0 m i n ,

沉淀

为不溶性蛋 白
,

取 上清液 再以 2 5 0 0 0 : / m in

4 C离心 1 5 m i n ( H I T A C H I S C p 8 5 H 型超速

离心机 )
,
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,

将不溶性蛋
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体中的蛋 白毫克数
。

2 结 果
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1 裂隙灯镜检

硒性 白内障各组造型后 s d 晶体核即完

全混浊
,

至 30 d 病模组核仍完全混浊
,

分值

为 3
.

4
,

与正常对 照组 0
.

2 相 比有非常显著

性差异 (P < 0
.

0 0 1 )
,

谷胧甘肤组给药 10 d 后

白内障程度即开始减轻
,

其中以皮质部混浊

消失较快
,

核性白内障消失较慢
,

至给药 3 0 d

时皮质 白内障基本 消失
,

核仍混浊
,

分值为

2
.

4
,

较病模组减低 29
.

4 % (见表 2)
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2 扫描电镜组织结构定量分析结果

硒性 白内障病模组前皮质深
、

浅部位指

突数较正常对照组减少 39
.

2 %和 30
.

8 %
,

纤

维厚度 T 增加
,

纤维 密度 D 降低
,

谷肤甘肤

组较病模组指突数增加
,

以前皮质深部尤为

明显
,

具有显著性差异
,

结果见表 3
。
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硒性 白内障病模组 M O A 含量较正常对

照组增高 70
.

9%
,

差异非常显著
。

谷肤甘肤

给药组较各 自病模组 降低 48
.

1 %
,

亦差异显

著 ( 见表 4 )
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4晶体不溶性蛋 白及 高分子量蛋 白含量

分析结果

硒性 白内障病模组较正常对照组晶体不

溶性蛋 白增 加 5 4
.

2 %
,

高分子 量蛋白增加

46
.

2写
,

谷胧甘肤组较病模组不溶性 蛋白降

低 2 9
.

2 %
,

高分子量蛋白降低 35
.

9 %
,

均有

非常显著性差异 (见表 5 )
。
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3 讨 论

白内障与微量元素的关系已 日益引起了

人们的关注
,

有报道长期缺 se 的兔晶体和肝

中谷胧甘肤过氧化物酶活性分别下降 85 %

和 10 0 %
,

而缺 se 的第二代则产生 白内障
。

反 之
,

高 含量的 eS 亦 可诱 发 白内障
。

用

0
.

1%亚硒酸钠溶液 0
.

2 6 m l / m g 给 w is t a :
大

鼠一次性 sc 3 ~ s d 即迅速形成严重的核性

白内障
,

这比糖性白内障模型形成的速度 (约

l ~ 2 月 ) 要快得多
,

此模型还可反映晶体核

病变的急性白内障过程
。

本试验设置了有抗

氧 自由基作用的谷胧甘肤阳性药物组
,

试验

结果表现有明显抗白内障效果
,

我 们还试验

了对糖性 白内障有效的中药
,

在硒性模型中

也有明显作用 (另文报道 )
。

从而可以认为硒

性模型用于药物防治药效的观察是有价值

的
。

裂隙灯镜检是 白内障最 常用 的病理指

征
。

但必须有统一的分级记分标准 (如表 1 )
,

以便于临床核对
。

应用扫描 电镜在动物 晶体

上进行组织微观定量检测
,

这是近年来研究

应用的新指征
,

可以得到多项病理统计分析

数据
,

补充裂隙灯宏观检测的不足
。

在病理生

化方面可以检测的指征较 多
,

由于大鼠的晶

体较小
,

加之检测手段还不够超微量化
,

我们

仅选择了几项具有代表性的指征
。

其中脂质

过氧化产物 M D A 是 白内障病理变化的重要

产物
,

晶体组织中不溶性蛋白和高分子量蛋

白是代表核性和皮质性 白内障的生化基础
,

其它指征如醛糖还原酶活性或半乳糖醇含量

可在离体晶体培养研究药物作用机制时进一

步采用
。
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雌酚酮合成新工艺研究通过鉴定

雌酚酮是合成雌激素类与 19
一

去甲基 错休化合物的关健 中间体
。

从雌酚酮合成的炔雌醉

及其醚类
,

雌二醉及其醋 类或雌三 醉及其衍生物分别是妇女 口 服避孕药或更年期激素补充疗

法的主要 药物
。

雌酚酮合成新工 艺研究由中国药科大学
、

土海医科大学和湖南药业公 司联合攻

关
,

由 中国 药科大 学廖清江教授主特
。

合成路线为
:

从雄留
一

1
,

4
一

二烯
一

3
,

1 7
一

二酮 ( A D D )经缩酮

化
、

芳构化与水解三 步反应制得
,

雌酚 酮总收率达 45 % 一 50 %
,

与国 内现用 n 步反应的合成

工艺相 比
,

生 产周期缩短
,

操作简便
。

该工艺不使用薯芋皂武元为原料
,

可缓 和 国内薯芋皂素的

供需矛盾
,

并可 实现国 产错休资源使用的合理分流
。

在中试规模 中
,

雌酚酮的总收率
、

主要原料的消耗等方面都达到
“
八五

”
攻 关考核 目标

,

产

品 质量完全符合 国内同品 种质量标准
,

且能达到美国药典 23 版的要求
,

优于国内现行工艺产

品 的质量
。

该项 目 己于 19 9 5 年 12 月通过 国家医药管理局组 织的科技成果鉴定
。


