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Abstract
誗AIM: To investigate the changes of visual development
produced by monocular atropinization in rats.
誗 METHODS: Twenty normal SD rats were randomly
divided into two groups: control group ( n = 10 ) and
atropinization (experimental) group (n = 10) . All the left
eyes were selected as the experimental eyes, and the
right eyes served as the normal eyes. The left eyes in
atropinization group was produced by 1% atropine, 3
times a day and the right eyes in control group was
treated with normal saline, 3 times a day. The flash visual
evoked potentials (F-VEP) and retinoscopy refraction of
the rats蒺 both eyes were detected at five time points: 0, 7,
14, 21, and 28d after atropinization, respectively. After
28d, six rats were randomly selected from both groups
and each group had three rats. The expression of the
c - fos mRNA was observed in both visual cortexes.
Another six rats were chosen for the same test after 2d
dark environment with 2h light later. The expression of
c-fos mRNA was detected again.
誗 RESULTS: After 14d anisometropia was observed in
experimental group, the difference was 3 . 9D ( P <

0郾 05) , F - VEP P1 wave of the rats left in experimental
group was reached to 88. 9 依 1. 889ms at 21d, there was
statistical difference compared with the right eye ( P <
0郾 05) . After 28d, c-fos mRNA expression in the left visual
cortex of rats in the experimental group was higher than
that of the right side, but there was no significant
difference. But when underwent 2h light stimulation after
in the darkroom 2d, the c-fos mRNA expression in in the
left visual cortex of rats in the experimental group was 5
times higher than that of the right side, there was a
statistically significant difference (P<0. 05) .
誗 CONCLUSION: In the critical period of visual
development, monocular chronic atropine in rats can
form anisometropia, may delay the transmission of the
optic nerve, hinder the normal development of the visual
cortex. Monocular atropinization in rats can be used as
the model of anisometropia.
誗 KEYWORDS: atropinization; critical periods of visual
development; flash visual evoked potentials;
anisometropia; c-fos

Citation:Wu YZ, Xing YX, Yan H. Changes of visual development
in critical period produced by monocular chronic atropinization in rats.
Guoji Yanke Zazhi(Int Eye Sci) 2015;15(4):592-595

摘要

目的:探讨单眼阿托品化对视觉发育关键期内大鼠视觉发

育的影响。
方法:将 20 只出生 14d 的健康 SD 大鼠随机分为实验组和

对照组,每组 10 只,均选取左眼为干预眼,右眼作为对照

眼。 实验组 1%硫酸阿托品眼用凝胶点左眼,每日 3 次,
右眼生理盐水点眼,每日 3 次。 对照组大鼠给予生理盐水

点双眼,每日 3 次。 在点眼前及点眼后的 7,14,21,28d 分

别行闪光视觉诱发电位检查及带状检影法测量屈光度。
在点药后 28d,从实验组和对照组中各随机选取 3 只大

鼠,检测 c-fos mRNA 的表达;后在实验组与对照组中再各

随机选取 3 只大鼠,放入暗室 2d 后给予 2h 正常饲养环境

光线刺激,再次检测 c-fos mRNA 的表达。
结果:实验组点药后 14d 产生屈光参差,两眼相差 3. 9D(P<
0郾 05),实验组大鼠左眼 F-VEP 的 P1 波在点药后 21d 峰

时值延长为 88. 9依1. 889ms,与右眼相比差异有统计学意

义(P<0 . 05) 。 点药后 28d,实验组大鼠左侧视皮层中

c-fos mRNA 表达较右侧视皮层高,但无显著差异;但在放

入暗室 2d 后再给予 2h 光线刺激,实验组大鼠左侧视皮层

中 c-fos mRNA 表达为右侧视皮层的 5 倍,有显著统计学

差异(P<0. 05)。
295

国际眼科杂志摇 2015 年 4 月摇 第 15 卷摇 第 4 期摇 摇 摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



结论:在视觉发育关键期内大鼠的单眼慢性阿托品化可形
成屈光参差,使视传导发生延迟,阻碍了视皮层的正常发
育。 大鼠的单眼慢性阿托品化可作为制作屈光参差的研
究模型。
关键词:阿托品化;视觉发育关键期;视觉诱发电位;屈光
参差;c-fos
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0 引言
摇 摇 弱视是引起儿童单眼视力受损的常见原因之一,弱视
的发病率约为 1. 3% ~ 3. 6% [1]。 研究已证实,生后视觉
发育存在“敏感期冶,在此期间视皮层神经元的结构和功
能可随环境发生变化 ,具有经验依赖的可塑性。 异常的
视觉环境会产生视皮层水平的竞争性抑制,最终导致弱视
的发生[2]。 所谓健眼阿托品压抑治疗是治疗单眼弱视的
方法之一,其目的是使所谓健眼视网膜上的物像清晰度下
降,促进弱视眼的视功能恢复。 在视觉发育的关键期内,
若持续使用而未定期随诊,有可能对视功能造成严重影
响。 因此研究单眼慢性阿托品化对视觉发育的影响有助
于理解弱视发生的机制、预防应用阿托品治疗弱视所引起
的视觉损害。 本文应用大鼠模型,观察单眼慢性阿托品化
对关键期内大鼠视觉发育的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物分组及模型建立摇 出生 14d 健康 SD 大鼠
(第四军医大学实验动物中心提供)20 只,雌雄不限。 纳
入标准:双眼屈光间质透明,瞳孔等大等圆,对光反应灵
敏,眼底检查无异常,屈光状态检查:双眼等效球镜相差小
于 1. 5D。 12h 昼 -夜交替光照,不限食水,室温 22益 ~
25益条件下饲养。 实验组 10 只,正常对照组 10 只。 实验
组:生后 14d SD 大鼠,左眼用 1% 硫酸阿托品眼用凝胶点
眼,3 次 / d,右眼用生理盐水点眼,3 次 / d;对照组大鼠用生
理盐水点双眼,3 次 / d。 所用研究对象均连续处理 28d,至
生后 42d。
1. 1. 2 主要仪器及试剂 摇 采用 RETI -scan 系统(Roland
Consult,德国)视觉电生理检测仪,Ganzfeld 全视野刺激器
来记录闪光视觉诱发电位(Flight-Visual Evoked potential,
F-VEP);记录电极和参考电极为丝状银-氯化银电极,接
地电极为自制不锈钢针状电极,各电极自身阻抗均小于
5赘。 带状光检影镜(中国苏州六六公司 YZ24 型)、镜片
(中国苏州六六公司)。 CFX96 实时定量 PCR 仪(美国 Bio-
Rad 公司),1%硫酸阿托品眼用凝胶(沈阳兴齐眼药股份
有限公司),戊巴比妥钠(上海行知化工厂),复方托吡卡
胺滴眼液(5mL:25mg;武汉五景药业公司),生理盐水,
Trizol 和 Superscript 芋 reagents 逆 转 录 试 剂 盒 ( 美 国
Invitrogen 公司), SYBR Premix Ex TaqTM 试剂盒 (日本
Takara 公司),DEPC(Promeg 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型 F-VEP的检测摇 依据第四军医大学航空
航天医学系实验室建立的大鼠 F -VEP 记录标准化方
案[3],分别于点眼前、点眼后的第 0,7,14,21,28d 记录实
验组及对照组大鼠双眼 F-VEP。 大鼠行腹腔内注射麻醉

(1%戊巴比妥钠溶液按 0. 3mL / 100g 体质量给药),实验
前给予 5g / L 复方托吡卡胺滴眼液麻痹睫状肌。 记录电极
置于双耳连线中点,向前刺入皮下 1cm,保持电极与身体
长轴平行;参考电极置于颊部皮下,接地电极置于尾部皮
下。 记录其中一眼时,对侧眼用不透光眼罩遮盖,采用
RETI-scan 系统(Roland Consult,德国)记录 F-VEP,刺激
光强 3. 0cd / m2,刺激频率 1. 3Hz,波形时间 300ms,通频带
1 ~ 100Hz,叠加次数 100 次。 观测 P1 波的峰时值(ms)和
波幅(滋V),每只眼测量 3 次计算平均值。 两组大鼠实验
过程中均能记录到典型 NPN 波形。 依据国际临床视觉电
生理学会规定对所记录的波形进行标定,波形出现的第一
个负向波为 N1 波,紧随 N1 波之后出现的正向波为 P1
波,P1 波其后出现的负向波为 N2 波。 本实验对 P1 波的
峰时值和振幅的变化情况进行分析。
1. 2. 2 动物模型的屈光检查摇 为避免泪液分泌减少及视
觉质量的下降,屈光检查均在动物清醒状态下完成。 由于
大鼠瞳孔较小,影响实验结果,因此实验组右眼及对照组
双眼在验光前均先使用复方托吡卡胺滴眼液麻痹睫状肌,
每 5min 1 次,共 4 次。 30min 后在暗室行带状检影验光。
检影时左右眼先后进行,各重复检影 3 次取平均值,以等
效球镜记入数值(散光以半量计入球镜)。
1. 2. 3 动物模型的 c-fos mRNA 表达检测 摇 点药后 28d
从实验组和对照组中各随机选取 3 只大鼠,取视皮层 17
区脑组织,提取总 RNA,应用实时定量多聚酶链反应(qRT-
PCR)方法检测 c-fos mRNA 的表达。 另取实验组与对照
组中再各随机选取 3 只大鼠,放入暗室 2d,然后给予 2h 光
线刺激,取视皮层 17 区脑组织,提取总 RNA,检测 c-fos
mRNA 的表达。 具体步骤如下:(1)取材:大鼠麻醉后断
头,依据《大鼠脑立体定位图谱》,开颅后无菌分离出左侧
视皮层并投入液氮中速冻。 (2)总 RNA 的提取:1)大鼠
视皮层组织冰上匀浆后移入含有 Trizol 试剂的 EP 管中混
匀,室温静置;2) 加氯仿 0. 2mL,震荡 15s 后室温静置
3min,4益,12000g 离心 15min;3)吸取上层水相 0. 4mL,移
至另一 EP 管中,加 0. 4mL 异丙醇,室温 10min, 4益,
12000g 离心 10min;4)倒掉上清液,加 75%乙醇(DEPC 水
配置)1mL,震荡充分洗涤沉淀,4益,7500g 离心 5min;5)
中空干燥后沉淀重悬于无 Rnase 水中 -70益 保存备用。
(3)cDNA 合成:应用 Superscript 芋 reagents ( Invitrogen)
按照试剂盒说明书将所提取 RNA 分别反转录为 cDNA。
(4)qRT-PCR:采用 SYBR Premix Ex TaqTM试剂盒,按照说
明书进行荧光实时定量 PCR 反应。 引物为:c-fos 上游引
物:5蒺 - AGGCTGACTCCTTCCCTAGC - 3蒺,下游引物:5蒺 -
TCTCTGTAATGCACCAGCTCA-3蒺;GAPDH 上游引物:5蒺 -
GACAACTTTGGCATCGTGGA - 3蒺, 下 游 引 物: 5蒺 -
ATGCAGGGATGATGTTCTGG-3蒺。 以上引物由上海生工生
物工程有限公司合成。 反应结束后 CFX96 PCR 用计算机
自带 的 软 件 将 样 本 与 标 准 品 对 比, 并 结 合 内 参 照
(GAPDH)得到大鼠视皮层组织 c-fos mRNA 的相对表达
量,靶基因相对表达量:靶基因表达浓度 / 内参基因表
达浓度。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS16. 0 软件对数据进行分析,所
得数据以均数依标准差(軃x依s)表示,两组数据资料采用独
立 t 检验和 one-way ANOVA,P<0 . 05 为差异有统计学
意义。
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2 结果

2. 1 动物模型 F-VEP检测结果

2. 1. 1 P1 波峰时值的比较摇 点药前,实验组大鼠左眼与
右眼的 P1 峰时值分别为 72. 9 依2. 095,72 依2. 129ms( t =
0郾 301,P=0. 766)。 点药后的第 7,14d,实验组大鼠左眼
的 P1 峰时值与右眼相比,均无明显变化。 点药后 21d,左
眼的 P1 峰时值为 88. 9 依1. 889ms,较右眼明显延长( t =
5郾 521,P<0. 01),与点药前相比,延长较显著( t = 5. 673,P<
0. 01)。 点药后 28d,实验组大鼠左眼的 P1 波峰时值为
92. 3 依1. 944ms,与点药前相比,差异有统计学意义( t =
6郾 789,P<0. 01),与同期右眼的 P1 波峰时值相比,具有显
著的延长,差异有统计学意义( t = 7. 167,P<0. 01)。 随着
生后时间的延长,实验组大鼠右眼在各个时间点的 P1 波
峰时值与点药前相比无明显变化,差异无统计学意义(F =
0. 202,P=0. 940);同时,与对照组大鼠的左眼 P1 波峰时
值相比较,均无显著变化,差异无统计学意义见图 1,2。
2. 1. 2 P1 波振幅的比较摇 点药前,实验组大鼠左右眼 P1
波振幅分别为 12. 505依3. 154,13. 328依1. 967滋V,点药 7d
后,实验组大鼠左眼 P1 波振幅为 11. 224依2. 956滋V,与点
药前相比差异无统计学意义( t = 0. 090,P = 0. 930),同时
实验组大鼠左眼与对照组大鼠左眼的 P1 波振幅相比也无
统计学差异( t = 0. 300,P = 0. 770)。 从点药后的 7 ~ 28d
内,实验组大鼠左眼的 P1 波振幅较大波动,但与同期的对
照组大鼠左眼 P1 波振幅相比差异无统计学意义 ( P >
0郾 05),见图 3。
2. 2 动物模型屈光度检查结果摇 点药前,实验组大鼠左右
眼屈光度分别为 7. 25依0. 43,7. 10依0. 22D(表 1),点药 7d
后,实验组大鼠左眼屈光度变化值为 1. 00依0. 08D,与点药
前相比无统计学差异( t = 1. 584,P = 0. 130);点药 14d 后,
实验组大鼠左眼屈光度与点药前相比有统计学差异( t =
4. 840,P<0. 001,图 4);实验组大鼠左眼与对照组大鼠左
眼的屈光度比较差异也有统计学意义 ( t = 2. 450,P =
0郾 025)。 从点药后的 7 ~ 28d 内,实验组大鼠左眼的屈光
度呈现近视“漂移冶现象。
2. 3 动物模型 c-fos mRNA 表达的检测结果摇 对标本进
行 qRT-PCR 检测(图 5),点药后 28d,实验组大鼠左侧视
皮层中 c-fos mRNA 表达较右侧视皮层高,但无显著差异;
但在放入暗室 2d 后再给予 2h 光线刺激,实验组大鼠左侧
视皮层中 c-fos mRNA 表达为右侧视皮层的 5 倍,有显著
统计学差异(P <0. 01)。 而对照组左侧视皮层中 c - fos
mRNA 的相对表达量也增加,与实验组左侧视皮层中
c-fos mRNA 表达量相比差异无统计学意义(P>0. 05)。
3 讨论

摇 摇 在我国,弱视是影响儿童视觉发育的主要疾患,异常
的视觉环境输入引起视皮层的竞争性抑制,导致弱视。 本
实验通过对大鼠单眼慢性阿托品化来建立一个简单、可
靠、重复性高的屈光参差模型,观察其对视觉发育关键期
内大鼠视觉发育的影响。
摇 摇 常用的异常视觉经验对视觉发育影响的动物模型有
单眼形觉剥夺、双眼形觉剥夺、人工斜视及暗饲养等[4]。
对于屈光参差性弱视模型,常用单眼的慢性阿托品化的猫
制备[5]。 但是猫的来源及品系不定,饲养不易,价格较为
昂贵。 用猫制备的单眼慢性阿托品化模型成模时间较长,
因为猫的视觉发育敏感期是在生后 4 ~ 16 周龄[6],且鉴定

表 1摇 实验组与对照组大鼠屈光度变化比较 (n=10,軃x依s,D)
时间 实验组左眼 实验组右眼 对照组左眼

点药前 7. 25依0. 43 7. 10依0. 22 7. 30依0. 37
点药后 7d 6. 25依0. 51 7. 03依0. 32 7. 25依0. 31
点药后 14d 2. 35依0. 69 5. 40依0. 46 5. 90依0. 55
点药后 21d -0. 35依0. 75 4. 60依0. 55 4. 20依0. 34
点药后 28d -4. 00依0. 65 3. 25依0. 50 3. 50依0. 33

图 1摇 实验组与对照组大鼠 F-VEP的波形变化。

图 2摇 实验组与对照组大鼠 P1 波峰时值变化。

图 3摇 实验组与对照组大鼠 P1 波振幅值变化。

图 4摇 实验组与对照组大鼠屈光度变化比较。

是否成模需要 VEP 及验光等检测手段,实验操作难度较
大,死亡率高,且重复性差。
摇 摇 本实验的模型选用较易获得的 SD 大鼠为建模对象,
品系及来源稳定,是科学研究常用的实验动物,质量控制
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图 5摇 c-fos mRNA在大鼠视皮层的相对表达量。

较为容易。 近年来对于异常视觉环境的模型建立多用大
鼠来进行相关研究,对于屈光参差这种异常视觉环境模型
的建立常用模型是猫单眼慢性阿托品化,用大鼠建立单眼
阿托品化后屈光参差模型未见报道。 本实验将处于视觉
发育关键期内的大鼠单眼慢性阿托品化后,长期麻痹睫状
肌,产生屈光系统的球面差、色相差和屈光间质的光散射,
导致屈光参差的形成。 本实验结果显示,单眼阿托品化后
21d 大鼠的 P1 波峰时值出现延长直至点药后的 28d,P1
波峰时值在某一稳定水平波动。 研究证实,大鼠的
F-VEP 测量结果变异性和波动性较大,存在个体差异,本
实验在操作过程中通过统一测量时间、保证室内温度恒定
适宜、严格控制环境照度等减小环境因素的影响,但大鼠
F-VEP 的振幅结果仍然存在较大的变异性,而 P1 峰时值
较为稳定,重复测量变异性较小。
摇 摇 对于大鼠检影验光的结果也表明,其度数向近视“漂
移冶,与实验组的右眼形成明显的屈光参差。 所以,在判
定屈光参差模型成立的指标上,与猫单眼慢性阿托品化后
形成的屈光参差模型一致,从实验结果来看,与其趋势一
致,且趋势相同。 大鼠视觉发育关键期内单眼慢性阿托品
化可制备异常视觉环境下屈光参差的模型。 c-fos 是一种
即刻早期基因,有研究表明,c-fos 的表达和突触的发育及
可塑性密切相关[7]。 此外,c-fos 也常用于观察学习、疼
痛、听觉等脑内兴奋性变化的研究中[8]。 c-fos 在视觉发
育过程中的表达呈现阶段性:在视觉发育关键期开始
时,c-fos mRNA 表达显著升高,但在视觉发育关键期结束
后,c-fos mRNA 降低到一个基线水平[9]。 本实验取造模
成功后大鼠视皮层脑组织检测 c-fos 表达显示,实验眼所
对应的的视皮层中 c-fos mRNA 表达有下降趋势,但与正
常眼所对应的视皮层 c-fos mRNA 的表达无明显差异。 c-fos
作为一个即刻早期基因,它能反映出神经元对外界刺激的

一个反应。 既往研究发现,即使是在视觉发育关键期后,
给予一个短暂的的视觉刺激,正常视皮层会表现出快速的
c-fos mRNA 表达的升高,此指标可以作为检测神经元传
递和活动的指标[10]。 本实验将造模成功的大鼠于暗室饲
养 2d 后给予光刺激发现,对照组 c-fos mRNA 表达是阿托
品眼的 5 倍,这提示单眼慢性阿托品所造成的异常视觉环
境可能导致视皮层神经元发育障碍,最终导致视皮层的神
经元传递和活动能力下降。 结合本实验 F-VEP 的结果,
P1 波在点药后 21d 峰时值延长,更能表明神经元的功能
较差。
摇 摇 综上,大鼠单眼慢性阿托品化后第 21d ,F-VEP 的 P1
波峰时值延长并形成屈光参差性弱视,且 c-fos 进一步验
证了单眼慢性阿托品所造成的异常视觉环境可能导致视
皮层神经元发育障碍,最终导致视皮层的神经元传递和活
动能力下降。 随着研究的进一步深入,单眼慢性阿托品所
造成的异常视觉环境对视皮层神经元的作用会进一步
完善。
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