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摘要
白内障是目前导致患者视力下降甚至失明的主要原因之一，而手术仍是其唯一有效的解决方式，其发病机制及有效的预防手段依旧是眼科研究的热点问题。近年来随着生物技术的成熟，白内障动物模型的造模方式更加多样，实验动物的物种更加丰富，动物模型依然是研究白内障机理的中流砥柱，但人类白内障的病因复杂，目前尚未构建出理想的白内障动物模型。故本文按病因分类，就不同病因所致白内障动物模型的造模原理、体内和体外造模方式、特点及存在的问题进行了整理，为构建更贴近人类白内障的综合动物模型提供理论基础。
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Abstract
Cataract is one of the major causes of vision loss and blindness in patients, and surgery is the only effective method to treat it. The pathogenesis and precaution of cataract remain hot issues in ophthalmological research. With the maturation of biotechnology in recent years, modeling methods and species of experimental animals have become more diverse, which are still the mainstay of cataract mechanism research. However, the ideal animal model of cataract has yet to be constructed due to the complexity of human cataract etiology. Herein, the modeling principles, intracorporal and extracorporeal modeling methods, characteristics, and existing problems of animal models of cataract are summarized according to etiology. This research aims to provide the theoretical foundation for the construction of a comprehensive animal model that more closely resembles the human cataract condition.
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0引言
[bookmark: _GoBack]在我国人口持续增长及老龄化的基本国情下，白内障患病人数仍将继续大幅增长[1]。据统计，在中国60~89岁这个年龄段中白内障的发病率约为80%[2]，是近30a来70岁以上人群中负担最重的眼病[3]。近10a来，国家自然科学基金白内障研究立项数目及资助经费均呈波浪式增长趋势[4]。故白内障的防治仍然任重道远，其中，白内障动物模型一直是研究白内障发病机制及药物防治的基石。参照人民卫生出版社第3版《眼科学》[5]，白内障按病因可分为年龄相关性白内障（老年性白内障）、先天性白内障、外伤性白内障、并发性白内障、代谢性白内障、药物与中毒性白内障、辐射性白内障和后发性白内障，本文将以此病因分类为基础，对相应的白内障动物实验模型的造模方式进行归纳，为构建更贴近临床白内障特点的动物模型提供理论基础与新的思路。
1年龄相关性白内障动物模型
年龄相关性白内障最主要的发病机制为氧化损伤[5]，亚硒酸钠、萘、丁硫氨酸亚砜胺、过氧化氢、高氧、基因敲除以及通过自然老化方式均可建立年龄相关性白内障模型，相关模型陈列如下。
1.1亚硒酸钠  兔、小鼠及大鼠等啮齿类动物均适用于硒性白内障的研究，其中，以未开眼大鼠应用最为广泛。
1.1.1体内模型  早在1983年，Shearer等[6]采用连续4d饲喂大鼠0.01mL硒浓度≥23mmol/L的葡萄糖溶液，成功诱导了晶状体的核性混浊，后有学者提出口服造模精确度较差，至此口服造模近年已鲜有应用。目前，给药方式主要通过颈部皮下注射和腹腔注射。冯万国等[7]隔日向12d大鼠颈背部皮下注射20μmol/kg亚硒酸钠溶液，连续5d，晶状体周边皮质在首次注射后第4d可出现不同程度的密集空泡与片状混浊。近年，有学者[8-11]提出，单次经颈背部皮下给予未开眼大鼠18~30μmol/kg的不同浓度亚硒酸钠溶液，均可成功造模。关于腹腔注射，Azadbakht等[12]单次向10d大鼠腹腔注射30μmol/kg亚硒酸钠溶液，1wk后94.4%的晶状体核出现密集混浊。Maddirala等[13]单次腹腔注射亚硒酸钠的剂量为19μmol/kg时，80%的Wistar大鼠晶状体核可在4d后发展为致密的混浊，20%为部分混浊。
1.1.2体外模型  亚硒酸钠白内障体外造模多取用在含适量血清及抗生素的DMEM培养基中孵育2h后仍透明的大鼠晶状体，置于亚硒酸钠浓度为100μmol/L的DMEM培养基中孵育24h（37℃、5% CO2），可成功构建呈白色致密混浊的体外硒性白内障模型[14-15]。
1.2萘  萘在肝内被细胞色素P450氧化为萘二氢二醇，经血房水屏障进入前房，在晶状体内由脱氢酶转化为二羟基萘，最终自动氧化变成萘醌，这一过程产生的代谢产物均可对晶状体造成氧化损伤，导致晶状体混浊。萘的体内白内障模型多采用口服给药。Lou等[16]每日给予Long Evans大鼠0.5g/kg萘溶液灌胃，3d后改为1.0g/kg，1wk左右大鼠晶状体可出现放射状及水隙状混浊，并于3wk左右逐渐融合，在深层皮质区形成绕核混浊。近年，李茂娇等[17]隔日给予去势雌性大鼠0.5g/kg萘溶液灌胃，第5wk，部分晶状体可见少量周边皮质囊泡，第11wk，全部晶状体呈现出不同程度混浊。Singh等[18]采取1.0g/（kg•d）萘溶液对大鼠灌胃，晶状体在第2wk出现混浊，第4wk时所有晶状体出现程度不等的混浊，其中55%为完全性混浊。萘的体外白内障模型近年来已鲜有应用。
1.3丁硫氨酸亚砜胺  研究发现年龄相关性白内障的发生与晶状体中谷胱甘肽（GSH）的丢失有关，丁硫氨酸亚砜胺（BSO）作为特异性GSH合成抑制剂，可使晶状体内的GSH含量下降，从而增加晶状体的氧化应激，造成晶状体混浊。近年，Sevin等[19]向大白兔单次皮下注射BSO（75mg/kg），2wk后，晶状体全部处于混浊状态，同时观察到使用抗氧化剂牛磺酸可逆转BSO导致的晶状体混浊，作者认为通过使用BSO消耗体内GSH可能是一种理想的白内障造模方式。
1.4过氧化氢
1.4.1体内模型  过氧化氢（H2O2）具有强烈的氧化作用，过量的H2O2会损坏晶状体上皮细胞和纤维细胞，导致晶状体混浊。于菁菁[20]隔2d向犬晶状体的浅皮质区内注射0.2mL的造模液（99μL 0.0008% FeCl3+1μL 30% H2O2），连续3次后，犬晶状体于第7d出现小团状白色斑块，21d时斑块逐渐扩大且中央皮质区出现放射状楔形混浊的融合。谭盈等[21]发现，一次性向犬晶状体囊内注射0.03~0.18mL的3%过氧化氢溶液，可得到不同程度的白内障模型，其中，当剂量≥0.12mL时白内障成型速度加快，效果明显。
1.4.2体外模型  李果等[22]将在M-199培养基中预培养后仍透明的离体小鼠晶状体放入含有2mmol/L H2O2的培养基中培养24h，所有晶状体囊膜均完整，且出现混浊。近年，Hernebring等[23]将离体小鼠晶状体置入H2O2浓度为100μmol/L的PBS溶液中，每天1次，共7d，可使晶状体周边区透明度下降，同时，外围不透明区皮质不断肿胀，呈“帽子样”外观。
1.5高氧  高氧环境下氧气更易到达晶状体内部，通过降低抗氧化酶的催化效率，对晶状体上皮细胞的DNA、晶状体脂质、蛋白及超微结构等多方面造成损害，使离体晶状体呈现出氧依赖性的向心性的组织损伤，造成混浊。近年Riedl等[24]研究发现，高压氧治疗可使患者出现核性混浊与短暂的近视漂移，认为晶状体核性混浊是高压氧治疗的潜在后果。Simpanya等[25]以每周3次的频率将豚鼠置于高氧环境中（2.5ATA，浓度100%，每次2h）7mo，豚鼠出现了以中心区晶状体散射显著增加为特征的核性白内障。Borchman等[26]隔日将豚鼠暴露于高氧环境（2.5ATA，浓度100%，每次2.5h）中1次，30次后，豚鼠晶状体核区光散射增加，50次后核区出现混浊且有明显的脂质氧化产物堆积及脂质紊乱。
1.6基因敲除  晶状体内的GSH水平显著下降和二硫化物(PSSG)的形成是核性白内障发生的关键因素。Fan等[27]通过Cre/LoxP方法特异性敲除小鼠谷氨酰-半胱氨酸连接酶的催化亚基Gclc，获得了条件性晶状体GSH基因敲除小鼠（LEGSKO），成功重现了人年龄相关性核性白内障中GSH稳态及表型蛋白的变化。其中，20%的纯合子LEGSKO小鼠在3月龄时开始出现晶状体核的混浊。4月龄时，所有纯合子LEGSKO小鼠的晶状体核均可观察到小范围混浊，并于9月龄时明显加重。进一步检测发现，3月龄时的纯合子LEGSKO小鼠的晶状体内GSH水平降低可达60%，并于4月龄时呈现出从皮质到核区梯度下降的状态，且发展到后期，核区内无法检测到GSH。张婕等[28]通过建立硫醇转移酶(TTase)基因敲除小鼠模型，发现白内障最早从4月龄开始发生，9月龄时最为显著，较野生型小鼠发生时间明显提前，主要表现为核性白内障，且小鼠晶状体中GSH下降显著，PSSG的表达增加，明显高于野生型。进一步验证了GSH和PSSG与核性白内障的密切关系。
1.7自然衰老  建立自然衰老的白内障动物模型理论上更符合年龄相关性白内障的形成过程及其形成机制的研究。近年，孙蕾等[29]选用Bal/bc小鼠，给予标准实验室饲养至18月龄后，脱臼处死，显微镜下摘除眼球，完整分离晶状体，筛选出透明度降低、混浊的晶状体，成功建立了自然衰老白内障模型。
2先天性白内障动物模型
先天性白内障是全世界儿童视力障碍和失明的最常见原因，约1/4与遗传相关[30]。目前已验证的与人先天性白内障有关的基因约50个，涉及多种与晶状体发育相关的基因[31]。白内障候选基因可偶获于实验动物的大规模饲养，也可通过X或γ-射线物理诱变、ENU化学诱变、转基因技术及基因敲除技术等系统性方法获得。尽管基因组学技术取得了明显的进步，但对新发现的候选基因和变异的生物学效应的验证仍然具有挑战性，小鼠和斑马鱼的基因先后被证明与人类基因具有高度同源性，作为实验动物被广泛的应用于先天性白内障候选基因的验证中[32-33]。
Aoki等[34]通过Sox1-Cre技术建立条件Rest基因敲除（CKO）小鼠模型，新生小鼠晶状体的中央区纤维细胞呈不规则排列，且周边区可观察到液泡结构。8wk后出现严重的晶状体混浊，眼部其余组织未发现明显的形态异常。Yu等[35]运用Cre-Loxp技术特异性删除了Msx2在小鼠表面外胚层中的表达，证实了Msx2功能丧失会导致眼前段发育不良和明显的晶状体混浊，影响晶状体上皮细胞的增殖与凋亡。
3外伤性白内障动物模型
3.1体内模型
3.1.1穿通伤  晶状体囊受到穿通伤后，晶状体上皮细胞间连接遭到破坏，晶状体纤维肿胀、破裂，促使其蛋白质凝固、坏死，并伴有各种无机盐类物质沉着，导致晶状体皮质混浊。石云峰等[36]用1mL注射器从角膜偏中央区进针，在大鼠晶状体前囊膜上做大小约1mm×1.5mm的创口，并沿其长轴对晶状体的前囊膜及其下皮质进行数次划伤，12h后晶状体划伤部位出现局限性混浊，1d后混浊扩大呈淡白色云雾状，7d后整个晶状体呈现出稳定的白色混浊。略不同的是，李杨[37]从兔与犬的角巩膜缘进针，使晶状体在术后2~3d出现白色片状混浊，并于1mo后扩展为致密的局灶性混浊。
3.1.2钝挫伤  晶状体受钝挫伤后，内部会有大量自由基产生，脂质过氧化反应增强。自由基通过对晶状体阳离子泵、脂质及蛋白质的破坏造成晶状体混浊、白内障形成。杨瑶华等[38]每周1次使用20g的小球从20cm高度坠落，持续撞击SD大鼠实验眼100次，3wk后，晶状体前囊有点片状混浊反复出现，近中央瞳孔区也呈现出逐渐稳定不变的树枝状及环状混浊，与人眼钝挫伤后晶状体混浊状态相似。
3.1.3 Nd：YAG激光损伤  使用Nd：YAG激光制作白内障动物模型的优点为可精确控制激光能量，以达到效果可控。其次，可避免不必要的眼内组织损伤。石磊等[39]使用波长为1 064nm的新钕/钇-铝-石榴石Nd：YAG激光，在兔晶状体前囊膜下皮质区进行单脉冲爆破，当单脉冲能量控制在4~8J时，大部分晶状体的相应区域可在30d后出现程度不等的点片状混浊，且不会造成囊膜破损。
3.2体外模型  李秋明等[40]取完整的牛晶状体，经蒸馏水、酒精及缓冲溶液处理后，用1mL注射器垂直在晶状体前囊上做3个长约2mm的伤口，并通过摆动针头破坏前囊创口下的皮质。将外伤后晶状体放入与房水酸碱度相同的DMEM无菌培养液中培养，观察到牛晶状体于伤后12h出现局部皮质云雾状混浊，3~6d局部混浊逐步发展成全皮质混浊，伤后9d，晶状体呈现乳白色全皮质混浊。
4并发性白内障动物模型
玻璃体切割术后眼内微环境的改变可以导致晶状体上皮细胞活性氧增多，破坏晶状体内正常的氧化和还原状态，使晶状体细胞凋亡增加，细胞器降解减少，这种动态平衡的破坏，可导致并发性白内障的发生。高航等[41]为探究玻璃体切割术后不同填充物对晶状体透明度的影响，在为兔行玻璃体切割后，分别向玻璃体腔内注入气体C3F8（0.4~0.5mL）、硅油（1.5~2mL）及平衡盐溶液（BSS），3mo后，三组兔眼均可发生并发性白内障，而且发病率各不相同，分别为40%、70%、20%，认为填充物及眼压的改变导致了眼内微环境的改变，造成了晶状体混浊的发生。
5代谢性白内障动物模型
5.1糖性  糖尿病性白内障是以晶状体上皮细胞的异常增殖及迁移导致的囊膜下混浊为特征，发病机制主要涉及晶状体细胞内渗透压的改变、晶状体上皮细胞氧化应激损伤和凋亡增加、房水中炎症因子与外泌体的变化及相关基因突变等多个方面[42]。
5.1.1体内模型  广谱抗生素链脲佐菌素（STZ）可选择性破坏β胰岛细胞，很好模拟了人患糖尿病的状态[43]，近年来该模型研究较多，一般选择单次向SD或Wistar大鼠的尾静脉或腹腔内注射STZ构建[44-50]。Higashi等[46]通过饲喂含有5%葡萄糖的饮用水来促进胰岛素抵抗状态形成，可缩短建模周期；也有学者将动物在注药前禁食[45,49-50]，以增加β胰岛细胞对STZ的敏感性。大鼠的晶状体可于注射STZ后的1~5wk左右[46,50-53]开始出现点状混浊，8~9wk后明显加重。其中，混浊晶状体内的丙二醛含量明显增多，谷胱甘肽过氧化物酶和超氧化物歧化酶的水平则显著降低[47-49,51]。
四氧嘧啶（ALX）可诱导H2O2等多种活性氧产生，损伤β胰岛细胞[54]。Wu等[55]一次性向禁食家兔的耳缘静脉注射ALX（100mg/kg），使其出现体质量减轻、高血糖及晶状体混浊。Sun等[56]选择ALX剂量为75mg/kg，采取大鼠单次腹腔内注射，发现其晶状体从注药后第4wk开始混浊，8wk后呈现出致密的核性混浊及不同程度的皮质混浊。
半乳糖血症是一种遗传性代谢疾病，由于与半乳糖代谢相关酶的缺陷导致过量的半乳糖在体内堆积[57]，不仅可产生大量的半乳糖醇使晶状体细胞内的渗透压增高，还可诱导晶状体上皮细胞的早衰[58]、增加其氧化应激和凋亡[59]的发生，导致晶状体纤维细胞逐渐肿胀、排列紊乱和晶状体上皮细胞的损伤，发展为半乳糖性白内障。钟蕾等[60-61]每日给予小日龄（3周龄）大鼠2次50% D-半乳糖腹腔注射（15g/kg），30d后获得了稳定（成功率100%）且低致死率（16.7%）的半乳糖大鼠白内障模型。
5.1.2体外模型  糖性白内障的体外模型常选择55mmol/L的葡萄糖溶液体外孵育新鲜的离体山羊晶状体，3d后可观察到离体晶状体的透明度呈向心性下降，处于完全混浊状态[62-63]；于罡等[64]取1月龄的SD大鼠晶状体置于含有不同浓度（5.5、35.5、65.5、95.5mmol/L）葡萄糖溶液与抗生素的M199培养基中孵育，除5.5mmol/L浓度组外，其余3个组内可于第1d在显微镜下观察到雾状混浊，第7d部分晶状体可出现完全混浊。刘宏伟等[65]将Wistar大鼠晶状体置于D-木糖浓度为30mmol/L的培养液中孵育2d，全部晶状体出现完全性核性混浊。
5.2钙性
5.2.1体内模型  细胞内Ca2+稳态同样会影响晶状体的透明度，房水内的Ca2+浓度过低或过高，均会导致晶状体混浊的发生。Delamere等[66]通过饲喂低钙饮食（0.08g/kg）构建了兔低钙性白内障模型，总结出低钙性白内障会经历后囊下点状混浊、致密混浊、扩展至前皮质浅层3个发展阶段，并提出了可通过血清钙来推断房水钙，且低钙性白内障的晶体混浊程度与兔出现低血钙的时长无关。
5.2.2体外模型  杨义等[67]将兔晶状体置于含不同浓度CaCl2溶液（5~40mmol/L）的1640培养液中孵育，36h后，当培养液中CaCl2浓度≥30mmol/L时，兔晶状体均可出现皮质完全混浊的高钙性白内障，并提出钙蛋白酶抑制剂E-64d可能通过直接抑制钙蛋白酶的活性来延缓高钙性白内障的发生。
6药物及中毒性白内障动物模型
    药物及中毒性白内障主要指接触皮质类固醇激素、氯丙嗪、缩瞳剂、三硝基甲苯及某些金属导致的白内障，其中以皮质类固醇激素研究较多。但总的来说，激素白内障的动物建模并不令人满意，迄今为止，尚未建立一个既可靠、稳定，重复性好，又与人类技术性白内障的形学表现相似的激素白内障模型。但近年，有学者将氢化可的松应用于鸡胚中，取得了一定进展，Duman等[68]选取两种剂量（每颗0.5μmol或每颗0.25μmol）的氢化可的松琥珀酸钠（HC）溶液分别注射于15d的鸡胚气囊（AS）和绒毛尿囊膜（CAM）中，48h后取出鸡胚中晶状体，发现两种剂量均可成功构建鸡胚激素性白内障模型。其中，鸡胚晶状体呈现出有向中心性蔓延趋势的核性混浊[69]。
7辐射性白内障动物模型
生活中各种射线（X-射线、γ-射线）、红外线、紫外线、微波均可诱导晶状体出现混浊。越来越多的研究证明自然光中的中波紫外线（UVB，280~315nm）与年龄相关性白内障之间存在关联，其中300nm左右的UVB对晶状体的损伤最大，Mody等[70]发现，豚鼠对UVB的敏感性明显低于大鼠和家兔，造模周期较长；与年轻C57BL/6J小鼠（1月龄）相比，老年小鼠（16月龄）对UBV的耐受性较差，经15min UVB（302nm，20.6kJ/m2）照射后2d即可出现明显的前囊下白内障，而年轻小鼠晶状体照射后第8d可出现部分恢复透明的现象[71]。唐莉等[72]通过连续3wk每周2次使用UVB照射（302nm，200w/cm2，每次100s）7日龄C57BL/6小鼠，4~8月龄时晶状体开始出现混浊，20月龄时晶状体全部混浊。
8后发性白内障动物模型
后发性白内障（PCO）是白内障摘除术后残留的晶状体上皮细增殖、迁移及上皮间质转化而导致的后囊膜混浊，在大鼠、小鼠、家兔等多种动物中均成功构建了后发性白内障模型。胡艳红等[73]对新西兰大白兔眼行透明晶状体超声乳化吸除+IOL植入术，术后12wk，在没有药物干预的手术组，全部兔眼发生了后囊下混浊。彭勃[74]采用晶状体环去除兔眼晶状体核，双管注吸针去除残余晶状体皮质后缝合伤口，术后7d可见后囊膜混浊形成，28d 75%兔出现中重度PCO。杨晓岗等[75]对兔眼实施白内障囊外摘除术，术后2wk后囊膜可见纤维增殖样改变，3wk后后囊膜中央区出现褶皱，1mo后发展瓷白色混浊，周边可见条索样增殖。
小鼠由于其与人类基因的高度同源性及较短的造模周期，在PCO研究中成为了常客，但由于眼球较小，增加了造模难度，有学者选择使用26G皮下针垂直角膜进针，在前囊膜中央造成深约300μm损伤，以激活晶状体上皮细胞的修复机制来模拟后发性白内障的发病机制，观察发现野生小鼠在术后第3d即可出现明显的前囊膜下白内障，混浊逐渐加重，至第7d保持稳定[76]。
9结语
迄今为止，手术仍是解决白内障所致视力下降的唯一有效方式，动物实验模型依旧是未来白内障研究的中流砥柱。随着生物信息技术的高速发展，条件性基因敲除技术可缩短造模周期，且多数具有精确单一的病因，推动了各型白内障动物模型的发展。其中，LEGSKO小鼠早期晶状体内的二硫化物存在模式与人衰老晶状体高度相似，β-结晶蛋白的氧化位点也与人之间具有很强的一致性，可模拟出人晶状体老化及核性白内障形成过程中氧化应激带来的二硫化物交联状态，是作为进一步研究半胱氨酸氧化与核性白内障发生之间关系良好的人化小鼠模型；萘性白内障可模拟年龄相关性白内障，但在后期出现的绕核混浊及过氧化氢白内障模型中晶状体周边区透明度下降、不断肿胀后出现的“帽样外观”尚存在形态学上的争议；近年，使用BSO消耗体内GSH可能是一种理想的年龄相关性白内障造模方式，但有待更多研究的验证；鸡胚激素白内障模型虽具有造模周期短、易批量操作等优点，但其晶状体混浊表现为核周向核中心扩散的现象，与临床上观察到的激素性白内障表型不同，故其可靠性，仍待检验；近年来研究显示STZ的剂量、注射频率、给药方式、饮食配比、高膳食喂养时长、禁食时长、及实验动物的品系、性别、年龄等因素均可影响糖尿病性动物模型造模的成功率及稳定性[77]，并有学者构建出相应分型的糖尿病性动物模型，而对不同物种、不同分型的糖性白内障模型尚待眼科学者们的进一步细化与精确；高半乳糖性白内障存在晶状体前后囊膜下的混浊及晶状体上皮细胞的分化、迁移及异常增生等病理变化，与后发性白内障具有相似病理变化，是否可以同为后发性白内障模型也有待进一步尝试；UVB诱导的大鼠或小鼠白内障模型，造模周期短，重复性高，可同时用在复合模型中起到加速白内障发生的作用；自然衰老白内障动物模型理论上更符合白内障的自然进程及其机制的研究，但造模周期较长，是否还存在其它更多问题有待更多研究证实。
本文按病因对白内障动物模型进行了分类整理，总结了目前模型中存在的不足，期待能帮助读者更有条理的了解目前的白内障模型研究现状。但临床上的白内障患者很多时候并不只具有单一病因，学者们可以根据研究目的、经费、周期等具体因素，组合构建出最理想的动物模型。
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