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摘要 

美諾四環黴素(minocycline)是一種半合成、四環素(tetracycline)的第二代衍生

物，應用於治療格蘭氏陰性菌或陽性菌的感染，近年來在許多研究腦部缺血或退

化性疾病的實驗模式中，被發現具有神經保護的效果。 

本篇研究目標在探討腹腔注射藥物minocycline是否對於視網膜缺血性病變有

神經保護效果。本實驗採高眼內壓誘發視網膜缺血模式，大鼠眼前房以30號針頭

穿刺，並連接上含生理食鹽水的點滴袋，將眼內壓提高到130mmHg，造成眼底視

網膜完全缺血的狀態持續45分鐘。治療組分為兩個劑量，分別為每日45 mg/kg及90 

mg/kg的minocycline腹腔注射。傷害評估利用缺血後第三天及第七天的視網膜電波

圖，來檢查視網膜功能的改變，以及缺血後七天在組織病理形態及視網膜的厚度

改變。其結果並和給予生理食鹽水和methylprednisolone的組別作比較分析。 

視網膜電波圖的結果顯示，在給予缺血再灌流的傷害後，缺血眼的b波有顯著

下降的趨勢(平均b波波幅損失74±2%)，而相對的a波影響較少。給予兩種劑量45 

mg/kg及90 mg/kg的minocycline都有改善視網膜功能受損的情形，其視網膜電波圖

的結果，分別為損失37±6%及43±2%的b波。組織病理結果顯示內層視網膜傷害均

比外層強，而內叢狀層與外核層的比值(IPL/ONL ratio) 與正常的百分比分析（% of

正常），缺血無治療組(IR-control)只剩下44.1%，45 mg/kg及90 mg/kg的minocycline

治療組(Mino-45、Mino-90)顯示存留程度為93.4%和94.1%，而methylprednisolone

治療組(MP)剩存的百分比可高達96.7%，幾乎沒有下降。根據結果指出，minocycline

與methylprednisolone對於大鼠視網膜缺血再灌流模式，在組織病理的型態劑量上

展現出良好的視網膜視網膜保護效果，而在視網膜功能方面可提供中等程度的神

經保護效果。 
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Abstract 

Minocycline, a microglial inhibitor, has recently been shown to be neuroprotective 

in various models of cerebral ischemia and degenerative diseases. The purpose of this 

study was to investigate the neuroprotective effect of intraperitoneal minocycline 

against the retinal ischemia-reperfusion (IR) injury in the rat. The retinal IR injury 

model was induced in Sprague-Dawley rats by infusing normal saline (0.9%) into 

anterior chamber of eye to creat a higher intraocular pressure (IOP) than blood pressure 

for 45 min. Minocycline was given intraperitoneally at dosages of 45 mg/kg per day and 

90 mg/kg per day in rats of IR injury model. The effects were evaluated by 

electroretinogram (ERG) 3 days and 7 days after ischemia respectively, and compared 

with the groups treated with saline and methyprenisolone (30mg/kg, IV). Present results 

have indicated that ischemia-reperfusion (IR) injury caused retinal damage 

characterized by a decline in electroretinogram b-wave (loss of 74±2% b-wave, n=5) 

whereas the a-wave was relatively unaffected. Administration of minocycline in both 

doses ameliorated the damage of retinal function. The b-wave of ERG dropped down 37

±6% in the 90 mg/kg/day group ( n=6) and 43±2% in the 45mg/kg/day group (n=6). In 

the morphometrical histology, the retinal inner plexiform layer/outer nuclear layer 

(IPL/ONL) ratio was reduced following IR damage compared with that in the normal 

control. The IPL/ONL ratio was reduced to 44.1% in the IR-control group, 93.4% and 
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94.1% in the Mino-45 and Mino-90 group. While the IPL/ONL ratio was preserved to 

96.7% in the MP group. According to the results, minocycline and methylprednisolone 

showed significantly good neuroprotective effects demonstrated in histology, but 

moderate neuroprotective effects in retinal function of the rats under retinal 

ischemia-reperfusion injury.  
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 第一章  緒言 

第一節  視網膜缺血性病變   

     視網膜缺血(retinal ischemia)或視神經缺血性傷害常會發生在青光

眼、糖尿病性視網膜病變、高血壓、或視網膜動脈血管阻塞等疾病。視網

膜缺血常會造成視力受損，因為缺血時，視網膜缺乏正常代謝所需的能

量，也無法排除組織產生的廢物，造成細胞膜去極化、細胞內鈣離子的注

入、氧化傷害等一連串的失衡反應，使神經細胞凋零或死亡，隨著缺血時

間的加長，將會造成組織的損傷，嚴重者會造成永久的失明 (Osborne et al., 

2004a)。  

 

第二節   視網膜神經保護概念與治療策略 

在治療方面，近年來有許多研究致力於找出可以阻斷缺血後一連串氧

化傷害至細胞凋亡的機制，已有一些作用在不同機制的藥物或成分，在實

驗動物上證實能有效的減緩神經的受損，但在臨床上還需考量藥物投予的

方式、劑型、劑量、藥物動力學及可行性等(Osborne et al., 1999; Osborne et 

al., 2004a)。現今已有許多有關腦部缺血性傷害的研究，但視網膜有其獨

特的代謝和環境結構，未來研究將以保護視網膜神經功能為目標，尋求對

於視網膜缺血再灌流傷害具有良好的神經保護效果的藥物。 

 

一、 視網膜缺血再灌流導致的傷害機轉 

    視網膜在遭受到缺血傷害後，常有不可回復的組織病理型態或功能性

的改變，而這些傷害都是起源於缺乏氧及葡萄糖，導致細胞內的腺嘌呤核

苷三磷酸(adenosine triphosphate，ATP)耗盡的後果。雖然短時間的缺乏不

會造成毀滅性的災難，但缺血再灌流後皆下來由許多相關或不相關的生物

化學反應構成，造成細胞內外離子移動、神經傳導物質及代謝反應的混
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亂，導致一連串複雜的神經細胞傷害途徑，至今尚未完全明瞭 (Osborne et 

al., 1999; Osborne et al., 2001)。簡單來說，在視網膜缺血初期的時候，由

於供應視網膜的氧氣及葡萄糖被阻斷，減少了糖解作用及氧化連酸化的速

度，導致神經細胞內的ATP減少，造成一系列細胞膜破壞及離子平衡失調

(Lipton, 1999)。當神經細胞內的ATP減少時會迅速的造成鈉鉀離子幫浦

(Na+ / K+ ATPase transporter)的活性受損，而干擾細胞膜電位，使細胞內鈉

離子濃度梯度增加，並抑制了細胞膜在去極化(depolarization)後的再極化

(repolarization)，這樣的現象使鈣離子幫浦(Ca2+ ATPase)受損，使大量的鈣

離子直接的湧入細胞內。另外，細胞膜的再極化受到抑制後，也會活化了

突觸後神經細胞上麩胺酸(glutamate)離子通道性受體(ionotropic receptor)

或代謝性受體(metabotropic receptors)，而glutamate這種興奮性神經傳遞物

質的增加會進一步活化NMDA受體(N-methyl-D-aspartate, N-甲基-D-天門

冬胺酸鹽)，而打開配體閘控的鈣離子通道(ligand-gated calcium channel)，

繼續使鈣離子內流 (Zeevalk & Nicklas, 1992)。當細胞內聚積過多的鈣離

子會帶來很多有害的影響，例如損害粒腺體的功能使細胞內的ATP進一步

減少，促進活性氧分子(reactive oxygen species, ROS)的產生，並活化細胞

內proteases和一氧化氮合成脢(nitric oxide synthase, NOS)，綜合以上的結果

最終導致組織的水腫而使神經細胞破裂死亡 (Osborne et al., 1999)。可參

考圖1-1，針對視網膜缺血後，一連串造成細胞凋零死亡的連鎖反應。 
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圖1-1 視網膜缺血造成細胞凋零死亡的連鎖反應 (Osborne et al., 1999) 

 

上述因glutamate的產生或氧氣/葡萄糖的耗盡而發生的一連串途

徑，皆會造成自由基(free redicals)的釋放，而這些自由基也在視網膜缺

血性傷害中扮演重要的角色 (Pellegrini-Giampietro et al., 1990)。這些自

由基的釋放通常是在再灌流(reperfusion)初期，當釋放的自由基多於細

胞的抗氧化防禦時，就會對組織產生各種型態的氧化傷害(Bonne et al., 

1998; Osborne et al., 2004a)，可參考圖1-2。當血液再灌流進入組織中，

會產生大量的自由基，因為在缺血時ATP的耗盡會導致hypoxanthine的

產生，且神經細胞內增加的鈣離子會活化鈣離子依賴性蛋白脢calpain，

calpain將xanthine dehydrogenase轉換成xanthine oxidase，而在再灌流的

情況下xanthine oxidase這種酵素會將聚集的hypoxanthine氧化成為尿酸

(uric acid)，造成超氧離子(superoxide radical,·O2-)的釋放，產生更進一

步的傷害 (Osborne et al., 2004a; Jian Liu & Rosenberg, 2005)。 
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圖1-2 缺血再灌流傷害細胞膜的機制 

圖示細胞在缺血再灌流傷害後的路徑，首先ATP會被分解，鈣離子將xanthine 

dehydrogenase轉成xanthine oxidase，使活性增加。氧再介入後使hydroxyl radical出現

傷害細胞。ATP= adenosine triphosphate, AMP= adenosine monophosphate. (McMichael, 

2004; McMichael and Moore, 2004) 

 

    至目前為止越來越多證據指出，急性的炎症反應會造成大腦的缺

血性病變，尤其在再灌流之後。有數種機制關於缺血後的炎症反應可

能會造成腦神經傷害被提出 (Danton & Dietrich, 2003)，受損的神經膠

細胞或活化的炎症細胞釋放出一些毒性媒介物，例如一氧化氮(nitric 

oxide, NO)、花生四烯酸(arachidonic acid)、白介素第一型(interleukin-1, 

IL-1)、腫瘤壞死因子(tumor necrosis factor, TNF)等被提出 (Gustavsson 

et al., 2008)。 
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    另外，Nickells及Zack對於apoptosis在青光眼神經節細胞的分子途

徑也有深入的探討 (Nickells & Zack, 1996)。Apoptosis在青光眼中造成

的神經節細胞死亡理論，不斷有新的分子機制被提出和討論 (Nickells, 

1999; Zhang et al., 2002)。 

 

二、 神經保護策略及途徑 

              近年來針對視網膜缺血再灌流性傷害，已有許多可以阻斷缺血後

一連串氧化傷害致細胞凋亡的機制被提出 (Osborne et al., 2001; 

Osborne et al., 2004a)。因視網膜缺血後的一連串傷害途徑非常複雜，可

參考圖1-3針對視網膜缺血病變的保護治療以簡圖做說明，圖中解釋有

許多不同的治療方法，可針對各個不同的目標點及傷害機制，去干擾

或中斷病變的延伸，以降低缺血再灌流所造成的傷害。表1-1整理了過

去部分文獻，已有許多不同的物質，被研究證明在動物模式上可針對

不同的保護機制，達到降低缺血所造成視網膜的傷害 (Osborne et al., 

2004a)。  

 

圖1-3  視網膜缺血病變的保護治療策略 
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上圖闡明詳細的視網膜缺血再灌流傷害的機制，顯示目前已有許多治療藥物被研究，針對在

不同的路徑上的使用，以期能中斷干擾病變的延伸。 

 

              因視網膜缺血後的病變非常複雜，臨床上目前仍無有效的治療方

針，最有可能也是最重要的，就是在缺血初期能夠重建提供營養物質

的供應。另外，目前大部分的動物實驗都是在視網膜缺血前即給予神

經保護藥物，但是在臨床上，除了一些 “慢性” 視網膜缺血例如糖尿病

或慢性青光眼患者，其餘大多數的往往都是缺血發生後才開始投予藥

物。因此如果要研究臨床上能提供有效的神經保護藥物，實驗所給予

藥物的時間點可能必須要在缺血後或是缺血病變正在進行中(Osborne 

et al., 1999; Osborne et al., 2004a)。 

 

Putative mechanism Strategy / drug 

Maintain retinal energy supply Glucose, Oxygen 

Reduce retinal energy demand Hypothermia 

Decrease [glutamate] Ca2+ channels blocker, α2-Adrenoceptor 

Block NMDA receptors Dextromethorphen, Zinc 

Block voltage-gated Ca2+ Flunarizine, β- Adrenoceptor agonists 

Prevent oxidative damage Catalase, Vitamin E 

Prevent apoptotic cell death Calpain inhibitors 

Prevent inflammation COX-2 inhibitors, Interleukin-1 inhibitors 

 

表1-1  針對各種不同的視網膜缺血性傷害途徑，活體內(in vivo)所提出之可能的神

經保護藥物 (Osborne et al., 2004a) 
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第三節  視網膜缺血再灌流性病變之動物模式 

一、 簡介 

在哺乳類動物包括活體內(in vivo)或活體外(ex vitro)，已有許多模式

被建立用來研究視網膜缺血病變 (參考下表)。因視網膜的血管分佈在不

同種別的動物差異很大，在研究動物模式中受到了許多限制，高等靈長

類視網膜的血管解剖構造與人類一樣，但基於財物、人道的考量，往往

不能使用。在常見的實驗動物中，大鼠(rat)視網膜的血流供應型態與人類

最為接近，都是全血管型態(holangiotic pattern)，視網膜內層血管從中央

視神經到周邊睫狀體皆有分佈。因此使用大鼠來研究狗貓或人類視網膜

缺血性病變是較為理想的實驗動物模式 (Osborne et al., 2004a)。 

目前已有許多動物模式被建立用於研究視網膜缺血病變，可以參考

表1-2，例如增加眼內壓(high intraocular pressure, HIOP)來造成視網膜的缺

血、結紮視神經束(optic nerve bbundle)或後側睫狀體血管(posterior ciliary 

vessels)，以上的方法都可以達到完全的阻斷視網膜的血流供應。   

 

      表 1-2 各種視網膜缺血的動物模式 (Osborne et al., 2004a) 

高眼壓模式(HIOP)廣泛的應用在各種視網膜缺血的研究，本實驗即採

用此模式。此模式最早於1952年由Smith與Baird所提出，將無菌的輸液注

入眼內，使產生足夠的壓力來阻斷所有的血流，當時並不清楚注入的輸液
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進入眼球的前側或後側 (Smith & Baird, 1952)。在1991年Buchi等人改良，

將針頭穿入大鼠眼前房並與輸液連接，升高輸液使壓力提高到

110mmHg，此眼內壓高過於眼睛的灌流壓力，可壓迫阻斷視網膜與葡萄

膜的循環造成眼球全面性的缺血，可以眼底和虹膜變白及視網膜電波圖的

震幅消失來確認缺血狀態 (Buchi et al., 1991)。此模式為造成急性且完全

性的缺血，在病理特徵上與中央視網膜血管阻塞(central retinal artery 

occlusion, CRAO)相似，也可以作為模擬急性隅角封閉型青光眼(acute 

angle closure glaucoma)的病變研究 (Osborne et al., 2004a)。 

 

二、 視網膜缺血性病變評估 

視網膜缺血導致細胞的傷害已被證實，有些研究指出以內側的視網膜

神經細胞死亡較為明顯 (Osborne et al., 1999; Osborne et al., 2001)。在過去

的文獻中有提到，若超過20分鐘的缺血，視網膜電生理功能的測試結果顯

示視網膜遭受不可恢復的傷害。若給予缺血時間處理不夠長，可能只會造

成視網膜電波圖震幅暫時性的變化，再灌流後會回復正常的狀況 (Foulds 

& Johnson, 1974)。而超過35分鐘的完全缺血，可以免疫組織染色的方法

來觀察病變 (Safa & Osborne, 2000)。若要在組織病理切片下看到型態學

明顯的改變，例如視網膜變薄或細胞數量減少，可能需要超過45分鐘的缺

血，因視網膜缺血45分鐘是造成可觀察性的神經病變型態的最短時間

(Selles-Navarro et al., 1996)。故許多研究藥物對於視網膜缺血傷害的動物

實驗，若想在病理學上觀察到異常，最低的缺血時間必須超過45分鐘 

(Chao & Osborne, 2001; Chidlow et al., 2002; Shibuki et al., 2002; Wood et 

al., 2003; Osborne et al., 2004b)。 

A. 視網膜功能評估 

閃光式視網膜電波圖(flash electroretinogram, ERG)是記錄視網膜
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對於光的刺激所產生的電生理訊號，所記錄的波型是所有視網膜細胞

電生理訊號的綜合，也代表整體視網膜的功能狀況。一般來說，視網

膜電波圖所呈現的a波是從從光接受器層(photoreceptors)所產生的電生

理訊號，c波是從視網膜色素上皮層(pigment epithelium)而來的，而b

波是雙極細胞(bipolar cells)與穆勒氏細胞(Müller cells)鉀離子的流動所

產生(Osborne et al., 2004a)。Granit是首位利用視網膜電波圖證實在缺

血後視網膜的功能會下降 (Granit, 1933)，在稍早的研究文獻指出，無

論是提高眼內壓力或結紮視網膜中央動脈引起的急性缺血，都會在視

網膜電波圖上造成明顯b波的損失，而相較之下a波保留較多 (Mukaida 

et al., 2004)。 

    所測得的b波的減少，被認為對視網膜缺血性病變的預後是不好

的，而b/a波的比值在人類被當成中央視網膜血管阻塞(central retinal 

artery occlusion, CRAO)視網膜缺血的程度和預後指標 (Johnson & 

McPhee, 1993)。Foulds和Johnson兔子的高眼壓缺血模式，顯示視網膜

缺血再灌流後，b波恢復的程度和缺血的時間有相關，並且b波對於視

網膜缺血性傷害比a波和c波敏感很多，因此b波震幅的變化經常被用來

評估缺血性傷害所造成視網膜損傷的程度 (Foulds & Johnson, 1974)。

已有許多研究指出對於視網膜缺血性傷害，視網膜電波圖檢查的敏感

性比其他方法高，有人指出即使在病理結構上看似正常的視網膜，有

時已顯示出視網膜電波的下降，代表功能上也減退。雖然b波的來源大

致已確定，但缺血性病變導致b波下降的確實機制還未非常明確，可能

跟外層的視網膜對缺血性傷害較有抵抗性有關(Osborne et al., 2004a)。 

    過去大多數的研究報告是利用單一強度光源刺激，去測量b波的改

變來評估視網膜的功能性。若使用多種光源強度，可檢查出整體視網

膜對於光刺激的細微敏感度和最大的刺激震幅，而各個刺激強光之間
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的間隔建議2秒至120秒之間，光源強度由低到高來測量 (Mukaida et 

al., 2004)。 

    另外除了基本的a、b、c三波組成視網膜電波圖基本的波型，在暗

視野下用亮光(bright flash)刺激也會產生一種震盪電位(oscillatory 

potentials, OPs)，這些高頻的微波大多從視網膜內層細胞，尤其是無軸

突細胞(amacrine cells)所產生的。異常的震盪電位常和視網膜缺血病變

有關，尤其是糖尿病性視網膜病變，但因震盪電位不易精確的紀錄定

量病變的程度，較少用來當做測量的指標 (Narfstrom, 2002; Osborne et 

al., 2004a)。 

    視網膜電波圖除了可以作為缺血性傷害的指標，許多研究也利用

來評估藥物改善缺血性傷害的效果。若經過藥物治療後，視網膜缺血

造成b波減少的情形有改善，則顯示此藥物有神經保護的效果，而這種”

功能性保護”也被視為病患的至少有部分的視力被保留，但精確的定量

和意義還未非常明瞭。但因對於視網膜功能以及缺血性傷害具有高度

的敏感性，使得視網膜電波圖檢查成為建立神經保護藥物對於視網膜

缺血的動物模式上，最重要的評估工具 (Osborne et al., 2004a)。 

B. 組織病理學評估 

      視網膜缺血性病變也常藉由分析組織病理，例如存活細胞的數

目、型態上的變化等，來評估傷害的程度。但是組織病理學分析一次

只能局現在一小部分的視網膜，而視網膜電波圖則反應整個視網膜的

生理狀況，因此單以組織病理的評估，較適合作為輔助性的分析方法

(Grozdanic et al., 2003; Osborne et al., 2004a)。 

      視網膜起源於部分的間腦，與腦的功能和結構上的特徵有部分相

似，但相較之下視網膜對於缺血性傷害抵抗力較強，在人類幾分鐘的

缺血就會造成大腦廣泛性的傷害，而視網膜則可以承受較長的時間 
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(Hayreh & Weingeist, 1980)。許多模擬青光眼視網膜病變的動物實驗報

告指出，在內側的視網膜對缺血性傷害較外側敏感，神經細胞死亡較

明顯，但其他的視網膜細胞也有被報導 (Osborne et al., 1999; Osborne 

et al., 2001)。有人認為一種神經特殊呼吸蛋白質(neuroglobin)大量的存

在視網膜有關，特別是光接受器層(photoreceptors)，約為大腦的100倍 

(Schmidt et al., 2003)。也有人認為這些photoreceptors有特殊的能力可

行無氧代謝獲取能源 (Stone et al., 1999)。而以上所有的報告，不論是

何種動物模式都指出缺血性傷害會造成神經節細胞層(ganglion cells)

損傷與缺失 (Osborne et al., 1999; Osborne et al., 2004a)。 

       

第四節 Minocycline的簡介與應用 

        1967年Minocycline hydrochloride首度被分離發現，是一種半合成、四

環素(tetracycline)的第二代衍生物，其結構如下圖1-4。近十年來應用於治

療格蘭氏陰性菌或陽性菌的感染，特別是對抗金黃色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)比其他的四環素來得有效，多用來治療痤瘡、中樞

神經或泌尿道的感染、腦膜炎、結膜炎、鸚鵡病、牙周病等等。Minocycline

就像其他的四環素，可以和30S ribosomal subunit結合、抑制RNA的轉錄

來干擾細菌蛋白的合成 (Zemke & Majid, 2004; Elewa et al., 2006)。 

        除了抗微生物的作用以外，過去五年左右，有許多報告指出在急性神

經創傷的動物模式中(表1-3)，minocycline被證實有保護神經的特性，例如

大腦全面的缺氧傷害 (Arvin et al., 2002; Fan et al., 2006)或局部的缺血傷

害 (Xu et al., 2004; Fox et al., 2005; Hewlett & Corbett, 2006)。除了缺血傷

害外，minocycline也被應用在治療脊椎或腦部的急性創傷，2001年Sanchez 

Mejia等人發現在小鼠腦部創傷模式中，受傷之前或之後馬上投予

minocycline可以改善神經功能並減少病灶範圍 (Sanchez Mejia et al., 
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2001)；脊椎創傷的小鼠模式以minocycline治療能明顯得恢復後肢的功能

及力量 (Wells et al., 2003)。至今為止minocycline應用在眼睛方面做為神經

保護藥物的試驗還不多，目前只有少數文獻推測minocycline可以藉由抑制

金屬基質酵素活化 (Mathalone et al., 2007)、抗細胞凋零的效果 (Baptiste 

et al., 2004)、抑制微膠質細胞的活化 (Zhang et al., 2004)等種種機制來達

到神經保護效果；另外，Maier等人於2007年在自體免疫調節視神經炎的

大鼠模式中發現，minocycline能抑制神經細胞的凋零，而減緩視網膜退化 

(Maier et al., 2007)。上述的這些傷害不管在那種模式下，有類似的生理機

制且必須早期的介入和治療，而minocycline在這些模式上不但能降低組織

的傷害，也能幫助功能上的恢復。在許多急性神經的傷害，常用的神經保

護藥物如鈣離子阻斷劑、glutamate antagonist等往往無法提供很好的效果， 

因它們對於血腦障蔽(blood-brain barrier)穿透力很差，無法發揮真正的效

力。而minocycline則有優秀的血腦障蔽穿透力，且其親脂性較其他四環素

類藥物來得高；在一動物實驗模式中發現，minocycline在腦中的濃度約可

達血清中的50% (Smith et al., 2003)，能提供實驗動物超過三小時的保護效

果，並且minocycline是個安全的化合物，對於控制感染臨床上的使用是安

全的 (Zemke & Majid, 2004; Elewa et al., 2006)。 

 
圖 1-4  Minocycline的化學結構式 
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表1-3 Minocycline在各種神經疾病動物模式中的應用 (Zemke & Majid, 2004) 

Minocycline根據許多不同的機制，如抗炎症反應、抗細胞凋零、抑制基

質金屬酵素(matrix metalloproteinases, MMPs)等，而成為可能的神經保護藥物。 

一、抗炎症反應(Antiinflammatory Effects) 

四環素類的抗炎症效果已在許多急性或慢性神經創傷模式被證實，它

們可以藉由阻止嗜中性球的移動、脫顆粒及氧化自由基的產生來減低嗜中

性球調節組織傷害 (Golub et al., 1991)。在一腦部缺血性傷害的動物模式

上，發現minocycline可以抑制某些會誘導炎症反應的酵素如nitric oxide 

synthase、interleukin-1Β converting enzyme，如此減少炎症反應、細胞凋零

以及微膠細胞的活化等等 (Yrjanheikki et al., 1998; Yrjanheikki et al., 

1999)。 

    另外，Tikka等人在活體外(in vitro)的實驗上證實極低濃度的

minocycline可以保護大鼠腦神經免於一些因活性氧化自由基或nitric oxide

造成的glutamate神經興奮毒性傷害 (Tikka et al., 2001)，並抑制一些炎症反

應訊息傳遞物質如p38等，減少腫瘤壞死因子的釋出等，並促進某些抗炎

症細胞激素如interleulin-10的釋放 (Lin et al., 2001)。因此minocycline成為

抗炎症新的治療方式，年來也在許多急性腦部缺血模式中成為熱門的研究

對象。 
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二、 抗細胞凋零作用(Antiapoptotic Effects) 

細胞凋零是細胞死亡的一種方式，在急性或慢性神經創傷都扮演重要

的角色。Minocycline無論在in vivo或in vitro實驗模式上，都證明可以預防

細胞凋零以及粒腺體釋放cytochrome c(細胞進行apotosis，已知的markers

變化之一) (Zhu et al., 2002)。此藥並能藉由直接或間接抑制某些訊息或細

胞激素，避免激活caspase級聯反應(他們活化後主要會切斷細胞內的結構

蛋白質，也會破壞某些參與酵素代謝和訊息傳遞的蛋白質)，引起細胞凋

亡)，達到減少粒腺體細胞死亡的目的 (Wang et al., 2003)。此外，

minocycline可向上調節抗細胞凋零蛋白bcl-2接受器數目增加，使bcl-2發揮

其抑制apotosis的功能 (Elewa et al., 2006)。     

 

三、 抑制基質金屬酵素(matrix metalloproteinases, MMPs) 

組織中的細胞隨時會和周圍的基質進行交互作用，持續的維持組織架

構是由基質金屬酵素(matrix metalloproteinases, MMPs)的活性所控制。他

們的功能包括降解細胞外基質的構造，摧毀細胞表面的蛋白質、細胞激素

與蛋白脢抑制劑，活化或是放潛伏的訊號分子或蛋白脢等，臨床上參與損

傷修復、發炎反應、腫瘤轉移等病理生理狀況 (Yong et al., 2001; Egeblad & 

Werb, 2002)。目前已有證據，在腦部缺血灌流傷害中，再灌流時所產生的

自由基或氧化傷害會活化MMPs，進一步是血腦障蔽的蛋白質分解而破壞 

(Jian Liu & Rosenberg, 2005)。Sivak and Fini指出，MMPs有表現於人類玻

璃體和感光受器，尤其是MMP-9被發現在神經節細胞層有表現，在一些常

見眼科疾病如青光眼、糖尿病性視網膜病變等，都發現有MMP短暫的增

加現象 (Sivak & Fini, 2002)。並有研究指出，提高眼內壓後，發現MMP-9

活性增加、細胞外基質降解與視網膜神經節細胞缺損都有極明顯的相互關

係 (Guo et al., 2005)。 
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四環黴素已知能抑制基質金屬酵素，低劑量的doxycycline更是第一個

美國Food and Drug Administration (US FDA)認可的金屬基質酵素抑制

劑，臨床上常用於牙周疾病 (Rifkin et al., 1993; Ashley, 1999)。在大鼠的

關節炎模式上，四環素類被證實可抑制MMP-2，改善發炎反應 (Greenwald 

et al., 1992)。另外在大鼠的炎症性腦膜炎、顱內出血及腎臟缺血傷害等模

式，minocycline被發現可以減少的MMP-9及MMP-12等的活性，進而保護

神經減少傷害甚至改善功能 (Brundula et al., 2002; Power et al., 2003)。 

 

 

第五節   Methylprednisolone的治療策略 

        類固醇對於神經方面的治療實驗與臨床研究非常的多，然而單純針

對缺血再灌流性病變的研究尤其是視網膜神經方面的研究非常的少。

Methylprednisolone對於神經的親和性及抗炎症效果非常的好，在視網膜

缺血再灌流之後，也會有如前述非常多的機制，如形成氧自由基、許多

炎症物質的釋放或可能的apoptosis的死亡，methylprednisolone在過去對於

其他器官或皮辦移植等實驗，對於缺血再灌流性傷害皆有保護效果 

(Slivka & Murphy, 2001; Askar & Bozkurt, 2002; Pearl et al., 2002; Muratore 

et al., 2003; Chimalakonda & Mehvar, 2004; Glanemann et al., 2004; 

Akdemir et al., 2005)。針對炎症物質的釋放，如一氧化氮、arachidonic 

acid、白介素第一因子（IL-1）與腫瘤壞死因子，等不同的機制去保護組

織 

        Methylprednisolone的使用在臨床上很廣泛，雖然使用上仍具爭議

性，但在各類器官移植手術中，常會建議例行性給予，例如肝臟手術，

術後常因缺血再灌流的氧化傷害，造成肝臟實質過度炎症反應，因此會

建議配合類固醇的使用 (Pulitano & Aldrighetti, 2008)。在大鼠肝臟缺血傷
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害的實驗報告更是不勝枚舉，不管是移植或部分切除，經血管夾阻斷的

血流再灌流後，皆可觀察到內皮細胞及Kupffer cells的水腫、血管收縮、

炎症細胞浸潤、血小板聚集等再灌流所造成的炎症反應，進而使整個微

循環系統故障衰退；而術前給予methylprednisolone在實驗大鼠的模式下，

在病理、炎症介質IL-6的減少等都顯示能有效的降低炎症反應，至於對術

後死亡率的改善，各家統計結果不一 (Muratore et al., 2003; Chimalakonda 

& Mehvar, 2004; Saidi et al., 2007)。在小猪未成熟心臟也顯示給予60mg/kg

與30mg/kg的劑量，可以預防心臟缺血再灌流流引起的apoptosis病變 

(Pearl et al., 2002)。在脊椎神經受傷的治療藥物方面，methylprednisolone

是最常被使用並討論的藥物，至今已有三次大型的、完整規劃的臨床試

驗評估其功效，分析結果顯示若在急性創傷八個小時內，

methylprednisolone可以顯著的改善運動和感覺的功能，若超過24小時給予

似乎沒有幫助，且延遲的給予類固醇可能會干擾生理再生功能，且對於

一些脂質的氧化傷害似乎沒有保護作用 (Baptiste & Fehlings, 2006)。 

 

第六節   研究目的 

本實驗利用誘發高眼壓的大鼠模式，造成視網膜短暫性完全的缺血，

高眼壓解除之後產生再灌流的傷害。治療方面則選擇使用在實驗上曾被報

導對於其他器官缺血再灌流性傷害有效的藥物，但未曾使用在視網膜的缺

血病變，其中包括minocycline與methylprednisolone。評估方法利用視網膜

電波圖(electroretinography, ERG)檢查視網膜電生理上的變化，並以視網膜

的組織病理變化，來分析不同藥物對視網膜的神經保護效果。 
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第二章  實驗材料與方法 

第一節 實驗動物 

            本實驗採用約 8-10 週齡大雄性大鼠 SD (Spraque-Dawley rats)，體重

約 300-400 克，從陽明實驗動物中心購得。飼養於台大動物醫院九樓實驗

動物舍動物籠舍中，飲水與飼料供應充足，12 小時燈光以及 12 小時暗室

的週期環境之中，環境溫度控制在 24 + 2 ℃，濕度控制在 50-70 %，購入

至實驗前至少給予兩週以上的適應期。本動物實驗的進行皆符合 ARVO 

(Association for Research in Vision and Ophthalmology) 眼科動物使用規定 

(ARVO Statement for the Use of Animal in Ophthalmic and Vision 

Research)。 

            犧牲動物選擇則以過量之全身麻醉藥 Thiamylal Sodium (Citosol®) 

腹腔注射方式來進行安樂死。 

 

第二節 實驗材料與分組 

        所選擇投予的藥物為米諾信® (Mirosin injection®，Minocycline HCl 

100mg/vial，汎生)，與命得生® (Medason®，methlyprednisolone sodium 

succinate 125mg/vial，南光)，皆為臨床上所使用的注射型藥物。 

實驗分組為(1)不誘導高眼壓不使用任何藥物治療的對照組 (control 

group, n=6)，(2)不使用任何藥物，誘導高眼壓造成缺血再灌流病變的治療

對照組 (ischemia-reperfusion, IR-control, n=5)；實驗組則分為(3)每日每公

斤腹腔注射 minocycline 45 mg (mino-45, n=6)，(4)每日每公斤腹腔注射

minocycline 90 mg (mino-90, n=6)，以及靜脈給予 methylprednisolone (MP, 

n=5)。 
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第三節 大鼠視網膜缺血再灌流模式 

所有實驗大鼠皆以密閉麻醉箱方式，使用 Isoflurane 麻醉氣體混入氧

氣中誘導麻醉，待進入所需麻醉深度後接續使用面罩式來維持氣體麻醉

之深度。 

在誘導高眼壓前十分鐘，局部點眼給予麻睫散瞳® (Mydriacyl®，

tropicamide 0.5%，Alcon)散瞳，並在前三十秒給予點眼愛爾卡因® 

(Alcaine®，proparacaine HCl 0.5%，Alcon) 局部麻醉。每隻參與實驗的大

鼠，包括未治療的 IR 對照組、minocycline 45 mg/kg/day 組、minocycline 90 

mg/kg/day 組、methylprednisolon 的治療實驗組，大鼠左眼均給予高眼壓

處理，而右眼做為對照不予高眼壓處理。 

本實驗採用高眼壓模式 (high intraocular pressure，HIOP)，方法為使

用 30 號針頭刺入眼球之前房，連接上含生理食鹽水的點滴袋，將之提高

使壓力達到 130mmHg，壓力造成視網膜完全缺血可觀察到眼底變白，此

缺血狀態持續 45 分鐘，之後再取出針頭即可觀察到因缺血變白的眼底快

速充血，開始形成再灌流的傷害，在前導實驗 (pilot study) 中拔出針頭

後，確認眼壓皆回到術前正常值 (data not shown)。眼底視網膜缺血可由

眼科檢查筆燈或裂隙燈，觀察眼底變白來確認達到完全的缺血狀態，麻

醉全程皆使用保溫電毯與熱水袋維持體溫在攝氏 38 度。 

 

第四節 藥物的劑量與投予 

            將每瓶 Mirosin injection®以生理食鹽水泡製成為 2 ml 的溶液，使之

濃度為 50 mg/ml。Minocycline 治療實驗組分成 45 mg/kg/day 以及 90 

mg/kg/day 兩組，每日分成兩次 (bid) 給予。大鼠在接受高眼壓缺血處理

前兩天開始投藥，之後連續每日給予，直到缺血處理後第七天犧牲為止。

投藥方式採腹腔注射，投藥時會給予 Isoflurane 麻醉氣體非常短暫的鎮
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靜，減少實驗動物不必要的緊迫。 

            Methylprednisolone治療實驗組則是在高眼壓缺血處理前10分鐘與再

灌流一開始，分別給予兩次的靜脈注射 methylprednisolone 30 mg/kg。每

隻大鼠在給予靜脈藥物前，均於尾靜脈接上 24 號之靜脈留置針，方便給

予藥物。 

 

第五節 視網膜電波圖的紀錄與分析 

在誘導高眼壓性缺血之後第三天及第七天，將大鼠全程全身麻醉進

行視網膜電波圖 (BPM-100 Control Program System，ERG/VEP v5.50，

RetinoGraphics Inc，USA)的檢查及記錄。所有做視網膜電波圖檢查的大

鼠在前一天即移入暗室，檢查前至少有 12 小時的黑暗適應期(dark 

adaptation)。 

檢查前給予局部眼藥麻睫散瞳® (Mydriacyl®，tropicamide 0.5%，

Alcon)散瞳，與愛爾卡因® (Alcaine®，proparacaine HCl 0.5%，Alcon) 局

部麻醉，體溫以保溫電毯維持。記錄電極以隱形眼鏡形式 (contact lens 

electrode，ERG-jet®，Universo Plastique, Inc，Le Crêt-du-Locle，Switzerland)

覆蓋在該檢查眼之角膜上，與角膜中間空隙以傳導膠填充。參考電極以

皮下細針形式 (platinum subdermal needle electrode F-E2，Grass-Telefactor 

Division，Astro-Med, Inc，West Warwick，RI，USA) 穿入該檢查眼之外

眼角與耳朵間的皮下空間；而接地電極使用接電電夾 (ground electrode，

Grass-Telefactor Division，Astro-Med, Inc，West Warwick，RI，USA)，夾

住該檢查側的耳翼部。 

測量使用閃光式視網膜電波圖 (Flash electroretinogram) 模式檢測，

先從高眼壓缺血性病變之眼測起，儀器設定光源強度 (intensity) 從-20dB

開始測量 (亮度單位：10dB 相當於 1 log-unit，也等於 1 log cd-s/m2)，接
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著分別使用-15dB、-10dB、-5dB、0dB 與+5dB 共六種光源強度做記錄，

每次結果均取 4 次光照平均，每兩次光照之間隔為 10 秒。 

記錄視網膜電波圖結果的數據之後，使用該軟體設定平滑程度

(smooth) 3 來分析。a 波幅度數值是從光刺激前的電位測量到第一個明顯

最大的波谷，而 b 波幅度是由第一個波谷測量到下一個最大的波峰頂端。

而下降程度 (reduction) 的百分比數值，為同隻大鼠高眼壓缺血病變眼的

結果除以另隻正常未處理眼的視網膜電波圖結果。 

 

第六節 組織病理學切片評估 

在高血壓缺血性病變後第七天，利用過量的 Thiopental (Citosol®) 麻

醉藥打入腹腔中進行安樂死，待大鼠犧性後將其兩隻眼睛做經結膜式的

全眼球摘除手術 (transconjunctival enucleation)。取下的眼球組織放入

phosphate-buffered saline (PBS) 的 4% paraformaldehyde 溶液中固定 20 分

鐘，之後取出眼球劃破角膜再浸 10%福馬林溶液中固定兩天，再從視神

經處將眼球切成兩個半球，送至製作病理切片以 hematoxylin and eosin 

(H&E)方法染色。 

從切片中利用光學顯微鏡的比例尺，來計算視網膜各層的厚度。厚

度統計方面，視網膜各層包括外核層 (outer nuclear layer, ONL)、內核層 

(inner nuclear layer, INL)、內叢狀層 (inner plexiform layer, IPL) 及外限制

膜至內限制膜 (outer limiting membrane – inner limiting layer, OLM-ILM) 

之厚度。測量點選擇從視網膜切片中的視神經頭前後 250μm 處開始，每

500μm 間隔向前後延伸再各取兩處測量，每個眼球共取六處視網膜區塊

的平均數據作為標準，每測量點選擇區塊寬度為 100μm。每次測量皆由

同一人員進行。 
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第七節 統計與分析方法 

視網膜電波圖使用許多光源強度 (intensity)測量，從-20dB、-15dB、

-10dB、-5dB、0dB 與+5dB 共六種光源強度，並記錄所有的 a 與 b 波幅度。

視網膜功能下降的趨勢則使用波幅下降的百分比表示，方法為同隻大鼠

高眼壓處理眼(本實驗皆採左眼)的波幅除以另一側正常未處理眼(右眼)的

波幅作比較。在不同治療組別中，分析波幅下降的結果及不同光源強度

對病變結果是否有差異，並針對各組資料與對照組之間用 student t-test 交

叉比較，分析彼此間統計上顯著差異。 

組織病理方面分析視網膜每層的厚度，與計算內叢狀層與外核層的

比值(IPL/ONL ratio)。此外，在評估病變方面，也使用下降百分比的方法，

作為探討治療的效果，各組間使用 student t-test分析來探討統計上的差異。 
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第三章  實驗結果 

 

第一節 視網膜電波圖電生理分析結果 

一、 建立高眼內壓導致視網膜缺血再灌流模式 

本實驗利用高眼內壓(HIOP)導致視網膜缺血再灌流的實驗模式，發現

隨缺血處理時間不同或壓力不同，造成的傷害程度也會跟著改變，因視網

膜缺血 45 分鐘是造成可觀察性的神經病變型態的最短時間，本實驗採取

缺血 45 分鐘，再一次重新建立實驗模式。首先，對未做處理的動物在缺

血處理前一天先進行視網膜電波圖檢查，光源採-20dB、-15dB、-10dB、

-5dB、0dB 與+5dB 共六種強度，只選擇 ERG b-wave ratio (同隻大鼠高眼

壓處理眼的波幅除以另一側正常未處理眼)介於 90%-110%的動物進行實

驗，於再灌流後第三及第七天視網膜電波圖的變化。其結果由視網膜電波

圖儀器記錄如圖 3-1-1，分別代表正常對照組 (control)、無治療 IR 組

(IR-control) 以及兩種劑量的 minocycline (mino-45、mino-90) 與

methylprednisolone (MP) 治療之後改變的波幅型態，可看出視網膜缺血性

病變所造成的波幅下降，而 mino-45、mino-90 及 MP 治療組都有明顯的

使波幅上升，但其波幅型態與正常相比仍有下降的趨勢。 

由於視網膜電波圖是一十分敏感的檢測工具，且不同大鼠在檢測的絕

對值上或多或少一定具備些許不同個體之差異性，因此利用圖 3-1-2 及

3-1-3 代表缺血再灌流模式下視網膜電波圖 a-wave ratio 及 b-wave ratio 的

變化。經測量後發現未經處理的眼睛，無論第三天或第七天其視網膜電波

圖都沒有明顯的變化；然而給予 45 分鐘的缺血，整體的視網膜電波圖第

三天的 a-wave ratio 和 b-wave ratio 分別降至 88.9 + 4 %以及 25.5 + 3 %  

(平均值±標準差；n=5)；而第七天的結果為 88.0 + 5 %以及 27.9 + 2 %。由

此可證明，視網膜缺血再灌流的動物模式中，視網膜電波圖的結果短時間



 

 26

內不會自行回復，且 IR 對照組與正常對找組間有明顯差異，並具有統計

上的意義。 

另外，本實驗並利用不同的光照強度，刺激誘導出不同的幅度比較。

圖 3-1-4 及 3-1-5 顯示未治療 IR-control 組再灌流後第三及第七天 a-ratio

的變化，於第三天的-15dB、-5dB 及 0dB 的光源強度中，其 a-ratio 和對照

組比較，測得有顯著差異(P<0.05)，而第七天則為測得-5dB、0dB、+5dB

三組有顯著差異。圖 3-1-6 及 3-1-7 則顯示 IR-control 組第三天和第七天視

網膜電波圖上 b-ratio 的變化，無論在第三或第七天比較缺血組與對照組，

以每種光源強度測得 b-wave ratio 均有強烈的顯著差異 (P<0.001)。因此本

實驗將採取主要分析 b-wave ratio 來探討神經保護藥物對於視網膜缺血再

灌流模式的影響。 
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A. Control group                              B. IR-control group 

           
   C. Mino-45 group                             D. Mino-90 group 

 

E. MP group 

 

圖 3-1-1 各組視網膜缺血再灌流模式視網膜電波圖型態 

所有測試皆為暗視野適應 12 小時，閃光式視網膜電波圖的結果。缺血病變模式為

視網膜由高壓方式造成眼底完全缺血 45 分鐘。儀器為 BMP-100，光源強度設定為

0 dB，平均 4 次的波型記錄，閃光間隔 10 秒，平滑程度 3。 

A：正常無缺血對照組、B：視網膜缺血再灌流無治療對照組、C：每天每公斤 45mg 

minocycline 治療組、D：每天每公斤 90mg minocycline 治療組、E：methylprednisolone

治療組。 

 

 

100 μm 

100 ms 
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圖 3-1-2  觀察動物在缺血處理前(pre-ischemia)以及給予 45分鐘缺血後再灌

流 3,7 天時視網膜電波圖 a 波的改變；各組結果乃為平均值 ± 標準差，動物

數目如圖示。*代表 IRcontrol group 與 control group 比較其 p < 0.05。 
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圖 3-1-3  觀察動物在缺血處理前(pre-ischemia)以及給予 45分鐘缺血後再灌

流 3,7 天時視網膜電波圖 b 波的改變；各組結果乃為平均值 ± 標準差，動物

數目如圖示。*代表 IR-control group 與 control group 比較其 p < 0.01。 
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圖 3-1-4 觀察動物在高眼壓缺血處理 45 分鐘後再灌流第三天，使用不同光照

強度誘導出視網膜電波圖 a 波的改變；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數

目如圖示。*代表 IR-control group 與 control group 比較其 p < 0.05。 
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圖 3-1-5 觀察動物在高眼壓缺血處理 45 分鐘後再灌流第七天，使用不同光照強

度誘導出視網膜電波圖 a 波的改變；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數目如

圖示。*代表 IR-control group 與 control group 比較其 p < 0.05。 
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圖 3-1-6 觀察動物在高眼壓缺血處理 45 分鐘後再灌流第三天，使用不同光照強

度誘導出視網膜電波圖 b 波的改變；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數目如

圖示。*代表 IR-control group 與 control group 比較其 p <0.01。 
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圖 3-1-7 觀察動物在高眼壓缺血處理 45 分鐘後再灌流第三天，使用不同光照強

度誘導出視網膜電波圖 b 波的改變；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數目如

圖示。*代表 IR-control group 與 control group 比較其 p <0.01。 

3rd day post-ischemia 

7th day post-ischemia 
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二、視網膜電波圖 b-wave ratio 下降幅度分析比較 

在建立了實驗動物模式的條件並確定穩定性之後，可以進一步去探

討 minocycline 對於缺血再灌流模式的影響，並進一步與類固醇類的藥物

methylprednisolone 比較其對於視網膜神經保護的效果。本實驗一樣對於

未投藥及缺血處理的動物先進行視網膜電波圖檢查，只選擇 b-wave ratio

介於 90-110%的動物進行實驗。利用不同的光照強度，刺激誘導出不同的

幅度比較，於缺血後第三和第七天觀察其視網膜電波圖 b 波的變化。 

 

A. Minocycline 45mg/kg/day (Mino-45) 治療組： 

表 3-2-1 及表 3-2-2 分別為給予每天每公斤 45 mg minocycline 治療的實驗

組，缺血再灌流後第三天和第七天以不同光照強度測得視網膜電波圖 b

波的結果。測得的結果缺血再灌流後第三天 b-ratio 下降剩 48% - 64%之

間，平均為54.5 + 3% (平均值±標準差；n=6)；第七天的結果則為51% - 66%

之間，平均為 59.6 + 2%。以 Student’s t-test 分析比較指出各種不同光源強

度，在給予 minocycline 45 mg/kg/day 與只做缺血處理沒有治療的

IR-control 組，無論第三天或第七的 b-ratio 皆有顯著差異。(P<0.01) (圖

3-2-1 及圖 3-2-2)。 

 

B. Minocycline 90mg/kg/day (Mino-90) 治療組： 

表 3-2-3 及表 3-2-4 分別為給予每天每公斤 90 mg minocycline 治療的實驗

組，缺血再灌流後第三天和第七天以不同光照強度測得視網膜電波圖 b 波

的結果。測得的結果缺血再灌流後第三天 b-ratio 下降剩 42% - 78%之間，

平均為 64.1% ± 6% (平均值±標準差；n=6)；第七天的結果則為 45% - 78%

之間，平均為 63.7 + 5%。以 Student’s t-test 分析比較指出各種不同光源強

度，在給予 minocycline 45 mg/kg/day 與只做缺血處理沒有治療的
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IR-control 組，無論第三天或第七的 b-ratio 皆有顯著差異。(第三天光照強

度-5 dB, P<0.05，其餘的皆 P<0.01) (圖 3-2-3 及圖 3-2-4)。 

 

C. Methylprednisolone (MP) 治療組： 

表 3-2-3 及表 3-2-4 分別為缺血處理前 10 分鐘與再灌流一開始，分別給予

兩次的靜脈注射 methylprednisolone 30 mg/kg，缺血再灌流後第三天和第

七天以不同光照強度測得視網膜電波圖 b 波的結果。測得的結果缺血再灌

流後第三天 b-ratio 下降剩 41% - 95%之間，平均為 64.1% ± 10% (平均值±

標準差；n=5)；第七天的結果則為 43% - 91%之間，平均為 62.9 + 9%。以

Student’s t-test 分析比較指出各種不同光源強度，在給予 minocycline 45 

mg/kg/day 與只做缺血處理沒有治療的 IR-control 組，無論第三天或第七

的 b-ratio 皆有顯著差異。(第三天和第七天光照強度-15 dB, P<0.05，其餘

的皆 P<0.01) (圖 3-2-5 及圖 3-2-6)。 
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表 3-2-1. 使用不同光照強度記錄 ERG b-wave ratio 百分比（Mino-45 組） 

Rat No. 

Intensities (dB) 

Mino-45-

1 

Mino-45-

2 

Mino-45-

3 

Mino-45-

4 

Mino-45-

5 

Mino-45-

6 

Mean±SD 

 

-20 61.1% 41.5% 48.9% 74.1% 44.2% 39.2% 51.5 + 6% 

-15 61.8% 70.8% 43.2% 63.8% 44.2% 45.9% 54.9 + 5% 

-10 67.7% 54.2% 50.6% 61.0% 37.4% 48.4% 53.2 + 4% 

-5 66.8% 54.6% 50.2% 58.8% 51.2% 59.8% 56.9 + 3% 

0 64.7% 56.4% 48.0% 61.8% 43.4% 56.5% 55.2 + 3% 

+5 64.4% 63.0% 48.7% 58.9% 40.2% 58.3% 55.6 + 4% 

Mean 64.4% 56.7% 48.3% 63.1% 43.4% 51.3%   54.5 + 3% 

測量方法為與同隻實驗動物另一正常眼數據作比較 (n=6)。在高眼壓模式持續

45 分鐘，三天後的結果。Mino-45：minocycline 45mg/kg/day, IP  

 

 

表 3-2-2. 使用不同光照強度記錄 ERG b-wave ratio 百分比（Mino-45 組） 

Rat No. 

Intensities (dB) 

Mino-45

-1 

Mino-45

-2 

Mino-45

-3 

Mino-45

-4 

Mino-45

-5 

Mino-45-

6 

Mean±SD 

 

-20 65.3% 63.7% 42.1% 84.4% 52.4% 57.4% 60.9 + 6% 

-15 73.6% 59.2% 49.6% 71.6% 47.9% 53.7% 59.3 + 5% 

-10 57.0% 57.0% 41.4% 61.2% 55.3% 65.9% 56.3 + 3% 

-5 67.5% 62.1% 47.4% 49.2% 57.3% 63.6% 57.9 + 3% 

0 67.7% 59.5% 62.6% 57.1% 62.0% 67.2% 62.7 + 2% 

+5 69.0% 58.0% 62.6% 54.4% 54.1% 65.1% 60.5 + 3% 

Mean 66.7% 59.9% 51.0% 63.0% 54.8% 62.2%   59.6 + 2% 

測量方法為與同隻實驗動物另一正常眼數據作比較 (n=6)。在高眼壓模式持續

45 分鐘，七天後的結果。Mino-45：minocycline 45mg/kg/day, IP  
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圖 3-2-1 以 minocycline 45mg/kg/day 治療(Mino-45)，使用不同光照強度記錄再

灌流後第三天視網膜電波圖 b 波的變化；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數

目如圖示。*代表 Mino-45 group 與 IR-control group 比較其 p < 0.01。 
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圖 3-2-2 以 minocycline 45mg/kg/day 治療(Mino-45)，使用不同光照強度記錄再

灌流後第七天視網膜電波圖 b 波的變化；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數

目如圖示。*代表 Mino-45 group 與 IR-control group 比較其 p < 0.01。 

3rd day post-ischemia 

7th day post-ischemia 
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表 3-2-3. 使用不同光照強度記錄 ERG b-wave ratio 百分比（Mino-90 組） 

Rat No. 

Intensities (dB) 

Mino-90

-1 

Mino-90

-2 

Mino-90

-3 

Mino-90

-4 

Mino-90

-5 

Mino-90-

6 

Mean±SD 

 

-20 54.7% 58.5% 82.0% 48.7% 72.0% 58.2% 62.3 + 5% 

-15 54.3% 42.6% 75.3% 29.5% 84.5% 59.4% 57.6 + 8% 

-10 56.0% 41.8% 72.0% 79.4% 82.0% 79.5% 68.5 + 7% 

-5 52.9% 32.5% 84.5% 37.5% 77.2% 59.4% 57.3 + 9% 

0 60.7% 41.3% 83.3% 85.3% 81.6% 58.9% 68.5 + 7% 

+5 74.0% 34.3% 71.2% 107.1% 74.9% 61.2% 70.4 + 10% 

Mean 58.8% 41.8% 78.1% 64.6% 78.7% 62.8% 64.1±5.58%

測量方法為與同隻實驗動物另一正常眼數據作比較（n=6）。在高眼壓模式持續

45 分鐘無給予藥物，三天後的結果。Mino-90：minocycline 90mg/kg/day, IP  

 

 

表 3-2-4. 使用不同光照強度記錄 ERG b-wave ratio 百分比（Mino-90 組） 

Rat No. 

Intensities (dB) 

Mino-90

-1 

Mino-90

-2 

Mino-90

-3 

Mino-90

-4 

Mino-90

-5 

Mino-90-

6 

Mean±SD 

 

-20 71.0% 41.1% 84.1% 54.4% 77.2% 64.5% 65.4 + 6% 

-15 53.9% 35.4% 75.3% 57.6% 62.3% 67.5% 58.7 + 6% 

-10 56.5% 38.3% 72.9% 67.0% 64.8% 57.0% 59.4 + 5% 

-5 58.2% 57.1% 84.5% 56.2% 67.3% 58.8% 63.7 + 5% 

0 63.3% 58.4% 83.3% 56.9% 78.4% 69.3% 68.3 + 4% 

+5 68.1% 61.2% 71.2% 52.5% 87.7% 79.3% 70.0+ 5% 

Mean 61.8% 45.0% 78.6% 57.4% 73.0% 66.1% 63.7 + 5% 

測量方法為與同隻實驗動物另一正常眼數據作比較（n=6）。在高眼壓模式持續

45 分鐘無給予藥物，七天後的結果。Mino-45：minocycline 45mg/kg/day, IP 
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圖 3-2-3 以 minocycline 90mg/kg/day 治療(Mino-90)，使用不同光照強度記錄再

灌流後第三天視網膜電波圖 b 波的變化；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數

目如圖示。*代表 Mino-90 group 與 IR-control group 比較 p<0.05；**代表 p<0.01。 
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圖 3-2-4 以 minocycline 90mg/kg/day 治療(Mino-90)，使用不同光照強度記錄再

灌流後第七天視網膜電波圖 b 波的變化；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數

目如圖示。*代表 Mino-90 group 與 IR-control group 比較其 p < 0.01。 

3rd day post-ischemia 

7th day post-ischemia 
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表 3-2-5. 使用不同光照強度記錄 ERG b-wave ratio 百分比（MP 組） 

Rat No. 

Intensities (dB) 
MP-1 MP-2 MP-3 MP-4 MP-5 Mean±SD 

-20 66.5% 99.7% 35.7% 52.3% 58.8% 62.6 + 10% 

-15 59.5% 91.2% 34.1% 35.3% 61.3% 56.3 + 10% 

-10 64.1% 94.0% 36.8% 47.4% 71.3% 62.7 + 10% 

-5 83.3% 98.5% 48.4% 42.5% 65.7% 67.7 + 11% 

0 64.8% 93.6% 51.1% 49.8% 73.4% 66.5 + 8% 

+5 67.6% 92.3% 41.2% 50.5% 66.2% 63.6 + 9% 

Mean 67.6% 94.9% 41.2% 46.3% 66.1% 64.1 +10% 

測量方法為與同隻實驗動物另一正常眼數據作比較（n=5）。在高眼壓模式持續 45
分鐘無給予藥物，三天後的結果。MP: methylprednisolone, IV 

 

 

 

表 3-2-6. 使用不同光照強度記錄 ERG b-wave ratio 百分比（MP 組） 

Rat No. 

Intensities (dB) 
MP-1 MP-2 MP-3 MP-4 MP-5 Mean±SD 

-20 62.3% 88.2% 45.8% 42.3% 62.5% 60.2 + 8% 

-15 53.3% 92.3% 35.4% 31.9% 71.4% 56.9 + 11% 

-10 53.6% 96.4% 38.6% 56.9% 60.9% 61.3 + 10% 

-5 57.2% 89.7% 44.7% 51.8% 65.3% 61.7 + 8% 

0 57.6% 89.9% 48.1% 41.2% 75.8% 62.5 + 9% 

+5 59.5% 88.2% 51.8% 47.9% 70.8% 63.6 + 7% 

Mean 67.8% 91.3% 42.5% 45.3% 67.8% 62.9+9% 

測量方法為與同隻實驗動物另一正常眼數據作比較（n=5）。在高眼壓模式持續 45
分鐘無給予藥物，七天後的結果。MP: methylprednisolone, IV 
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圖 3-2-5 以 methylprednisolone 治療 (MP)，使用不同光照強度記錄再灌流後第

三天視網膜電波圖 b 波的變化；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數目如圖示。

*代表 MP group 與 IR-control group 比較 p<0.05；**代表 p<0.01。 
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圖 3-2-6 以 methylprednisolone 治療 (MP)，使用不同光照強度記錄再灌流後第

七天視網膜電波圖 b 波的變化；各組結果為平均值 ± 標準差，動物數目如圖示。

*代表 MP group 與 IR-control group 比較 p<0.05；**代表 p<0.01。 

3rd day post-ischemia 

7th day post-ischemia 
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三、視網膜電波圖 a 波和 b 波綜合比較 

圖 3-3-1 與圖 3-3-2 為綜合比較不同藥物治療效果，利用視網膜電波圖

a-ratio 與 b-ratio 剩餘百分比來分析比較之間的保護效果。 

A. A 波綜合比較圖： 

圖 3-3-1表示 a波在無治療組 (IR-control)、minocycline (Mino-45、Mino-90)

治療組以及 mrthylprednisolone(MP) 治療組，缺血再灌流後第三及第七天

的變化。整體來說，IR-control 組的 a 波大約保留了 88.0% ± 5% (平均值±

標準差；n=5)；Mino-90 組約 94.3% ± 4% (n=6)；MP 組約 99.4% ± 6% 

(n=5)；而 Mino-45 反而有輕微升高約 105.3% ± 4% (n=6)。第三和第七天

的 Mino-45 組及第七天的 Mino-90 組和 IR-control 組有顯著差異 

(P<0.05)。三個治療組間無論第三或第七天都沒有顯著差異。 

  

B. B 波綜合比較圖 

    圖3-3-2表示b波在無治療組 (IR-control)、minocycline (Mino-45、Mino-90)

治療組以及 mrthylprednisolone(MP) 治療組，缺血再灌流後第三及第七天

的變化。整體來說，IR-control 組的 b 波大約保留了 25.6% ± 2% (平均值±

標準差；n=5)；Mino-45 組約 57.5% ± 2% (n=6)；Mino-90 組約 64.1% ± 6% 

(n=6)；MP 組約 62.9% ± 8% (n=5)。所有的治療實驗組無論第三和第七天

都和 IR-control 組有顯著差異 (P<0.01)；且和對照組 (control)均有差異 

(P<0.01)。三個治療組間無論第三或第七天都沒有顯著差異。 
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3-3-1 不同藥物治療效果在第三和第七天視網膜電波圖 a 波的改變。IR-control 為

無治療之 ischemia-reperfusion 傷害，Mino-45 和 Mino-90 代表每天每公斤 45mg 和

90mg 的治療，MP 為 methylprednisolone 治療。#代表與 control 組有顯著差異 

(P<0.05)，*代表與 IR-control 組有顯著差異 (P<0.05)。  
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3-3-2 不同藥物治療效果在第三和第七天視網膜電波圖 b 波的改變。#代表與

control 組有顯著差異 (P<0.01)，**代表與 IR-control 組有顯著差異 (P<0.01)。 
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第二節 組織病理型態分析報告 

一、 各層視網膜厚度病變比較 

視網膜組織病理的變化，由型態計量方法的結果來分析，圖 3-4-1 代表正

常視網膜的各層結構、缺血再灌流病變後的視網膜型態、以及兩個劑量

的 minocycline 與 methylprednisolone 治療後視網膜改變的情形。可看出視

網膜缺血性病變後七天內層的厚度明顯減少，而其他三組治療組在組織

切片上似乎能提供明顯的保護效果，使內層厚度不致於大幅減少。 

 

 

 

     

 

圖 3-4-1 大鼠視網膜組織病理型態檢查 

Control 為正常大鼠視網膜各層構造；IR-control 為缺血再灌流七天後的病理切片，無任

何的治療；Mino-45 與 Mino-90 為每天每公斤給予 minocycline 45mg 及 90mg 的治療組，

缺血後七天的切片；MP 為 methylprednisolone 治療組，缺血後七天的切片結果。H&E

染色，100 倍，取樣寬長皆為 100µm。視網膜感光細胞外層（ROS）、外核層（ONL）、

外叢狀層（OPL）、內核層（INL）、內叢狀層（IPL） 
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表 3-4-1 中的統計顯示各層視網膜厚度的實驗結果，分別指出外核層

(ONL)、內核層 (INL)、內叢狀層 (IPL)及外限制膜至內限制膜 (OLM-ILM)

以及內叢狀層與外核層的比值分析 (IPL/ONL ratio)的平均數據。實驗組

別包括：正常未處理的視網膜 (Control)、高眼壓缺血病變未治療

(IR-control)、每天每公斤 45mg 及 90mg 的 minocyclin 治療組 (Mino-45、

Mino-90) 及 methylprednisolone 治療組 (MP)。在 IPL/ONL 比值的評估

中，再分析各組的 IPL/ONL 值與 control 組的 IPL/ONL 值相除的百分比，

可大致比較出病變程度在 IPL/ONL 比值分析中的差異。IR-control 組比較

結果只剩下 43.54%、Mino-45 和 Mino90 治療組顯示存留程度皆為 93%左

右，而 MP 治療組保護而剩存的百分比可高達 95.71%。 

 

表 3-4-1 表示各層視網膜厚度在各實驗組中統計平均結果(±S.D.) 

IPL/ONL Thickness (µm) 

Groups 
OLM-ILM ONL INL IPL 

Ratio /Normal

Control 182.63 ± 1.22 46.34 ± 0.91 29.77 ± 0.55 70.38 ± 0.64 1.518 100.00% 

IR-control 111.43 ± 8.68 39.28 ± 0.89 20.36 ± 0.52 25.98 ± 2.50 0.661 43.54% 

Mino-45 173.73 ± 1.66 46.28 ± 0.63 28.27 ± 0.97 65.59 ± 0.68 1.417 93.32% 

Mino-90 170.16 ± 2.22 44.90 ± 0.97 27.60 ± 0.44 63.86 ± 2.00 1.422 93.64% 

MP 174.01 ± 2.05 44.73 ± 1.18 28.77 ± 0.52 65.02 ± 0.63 1.453 95.71% 

 

Control 指未處理過的正常視網膜(n=6)，IR-control 為缺血病變後七天未治療(n=5)，Mino-45 與

Mino-90 為每天每公斤給予 minocycline 45mg 及 90mg 治療缺血性病後七天後的結果(n=6)，MP

為 methylprednisolone 治療缺血病變七天後結果(n=6)。外核層 ONL）、內核層（INL）、內叢狀層

（IPL）及外限制膜至內限制膜（OLM-ILM），/Control 指每組 IPL/ONL 與正常值(Control)的百分

比。 

表 3-4-2 至表 3-4-5 針對各層視網膜厚度做個別評估與顯示每次實驗

的最初數據統計整理。表 3-4-2 的 OLM-ILM 的統計結果說明整體視網膜
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厚度而言，Student’s t-test 顯示所有的組別包括 IR-control 組與給藥的

Mino-45、Mino-90、MP 治療實驗組與 control 對照組都有顯著差異 (P 值

分別為 6.10655E-06、0.0015、0.0006、0.0044)；而 Mino-45、Mino-90 治

療組與 MP 治療組與沒給藥的 IR-control 組也有顯著差異 (P 值分別為

2.01745E-05、3.82672E-05、8.09542E-05)。三個治療組之間沒有差異性。 

表 3-4-3 的視網膜內叢狀層 (IPL) 的統計結果說明在視網膜內叢狀層

厚度可為傷害指標，因為經 t-test 分析出內層厚度的確對於缺血傷害性較

敏感也較顯著，可見 IR-control 組 Control 組有很大的顯著差異性 (P 值

1.55368E-08)。三個治療組 Mino-45、Mino-90、MP 組與 control 對照組皆

有顯著差異 (P 值 0.0004、0.0111、0.0002)，但他們與 IR-control 對照組間

確有極大的顯著差異  (P 值分別為 4.43799E-08 、 7.65032E-07 、

3.50901E-07)。而三個治療組之間則沒有差異性。 

表 3-4-4 的視網膜外核層 (ONL) 的統計結果來看，相較之下外層厚

度傷害性較內層小，以 IR-control 組與 control 組來說，仍有顯著差異性 (P

值 0.000392)，但差異比內叢狀層少得多；而三個治療組  Mino-45、

Mino-90、MP 與 control 對照組則無顯著差異，反而與 IR-control 組有顯

著差異 (P 值分別為 0.0001、0.00230、0.0063)。三個治療組之間沒有顯著

差異。 

表 3-4-5 的視網膜內核層 (INL) 的統計結果說明視網膜內核層厚度

狀況，內核層雖屬內層，以厚度改變比較來看，傷害性比內叢狀層 (IPL) 小

很多， IR-control 組與 control 正常組比較，有顯著差異性  (P 值

6.26545E-07)；治療組中 Mino-90 與 control 也有差異 (P 值為 0.0112)，其

餘兩組沒有差異性。但 Mino-45、Mino-90、MP 三個治療組都與 IR-control

組有顯著的差異 (P 值為 8.15608E-05、1.93749E-06、3.08577E-06)。三個

治療組之間沒有顯著差異。 
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表 3-4-2 外限制膜層至內限制膜層（OLM-ILM）厚度各組統計分析比較 

OLM 
-ILM 
(µm) 

No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 Mean ± SD 

Control 187.50 182.10 184.80 180.71 179.46 181.25 182.63 ± 1.22 

IR-control 106.25 106.25 131.25 127.68 85.72  111.43 ± 8.68 

Mino-45 172.32 175.89 176.79 166.07 175.00 176.34 173.73 ± 1.66 

Mino-90 162.95 164.29 175.89 172.32 170.54 175.01 170.16 ± 2.22 

MP 174.11 176.79 167.41 172.32 179.46  174.01 ± 2.05 

Control 指未處理過的正常視網膜(n=6)，IR-control 為缺血病變後七天未治療(n=5)，Mino-45

與 Mino-90 為每天每公斤給予 minocycline 45mg 及 90mg 治療缺血性病後七天後的結果

(n=6)，MP 為 methylprednisolone 治療缺血病變七天後結果(n=6)。外限制膜至內限制膜

（OLM-ILM），No.1 至 No.6 代表不同大鼠的視網膜厚度(µm)數據結果。 

 

表 3-4-3 內叢狀層（IPL）厚度各組統計分析比較 

IPL 
(µm) No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 Mean ± SD 

Control 72.30 71.43 70.98 70.54 68.30 68.75 70.38 ± 0.64 

IR-control 29.46 21.43 28.57 31.70 18.75  25.98 ± 2.50 

Mino-45 63.57 66.96 67.87 66.00 65.02 64.16 65.59 ± 0.68 

Mino-90 62.30 63.39 68.75 70.54 57.78 60.45 63.86 ± 2.00 

MP 66.96 64.82 65.70 64.39 63.26  65.02 ± 0.63 

Control 指未處理過的正常視網膜(n=6)，IR-control 為缺血病變後七天未治療(n=5)，Mino-45 與

Mino-90 為每天每公斤給予 minocycline 45mg 及 90mg 治療缺血性病後七天後的結果(n=6)，MP

為 methylprednisolone 治療缺血病變七天後結果 (n=6)。IPL，內叢狀層，No.1 至 No.6 代表不

同大鼠視網膜厚度(µm)的數據結果。 
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表 3-4-4 外核層（ONL）厚度各組統計分析比較 

ONL 
(µm) No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 Mean ± SD 

Control 43.93 49.32 48.21 46.42 43.75 46.43 46.34 ± 0.91 

IR-control 38.39 41.96 40.18 36.61 39.30  39.28 ± 0.89 

Mino-45 46.43 45.54 43.75 46.43 48.21 47.32 46.28 ± 0.63 

Mino-90 41.96 43.75 44.2 43.98 48.21 47.32 44.90 ± 0.97 

MP 47.32 44.21 47.32 41.07 43.75  44.73 ± 1.18 

Control 指未處理過的正常視網膜(n=6)，IR-control 為缺血病變後七天未治療(n=5)，Mino-45

與 Mino-90 為每天每公斤給予 minocycline 45mg 及 90mg 治療缺血性病後七天後的結果

(n=6)，MP 為 methylprednisolone 治療缺血病變七天後結果(n=6)。ONL，外核層，No.1 至

No.6 代表不同大鼠視網膜厚度(µm)的數據結果。 

 

表 3-4-5 內核層（INL）厚度各組統計分析比較 

INL 
(µm) No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 Mean ± SD 

Control 29.5 29.5 31.25 31.25 27.68 29.46 29.77 ± 0.55 

IR-control 18.76 20.54 21.43 21.43 19.64  20.36 ± 0.52 

Mino-45 27.68 27.68 29.46 24.11 30.36 30.35 28.27 ± 0.97 

Mino-90 26.79 26.34 29.46 27.68 27.67 27.68 27.60 ± 0.44 

MP 29.46 27.68 27.67 30.36 28.68  28.77 ± 0.52 

Control 指未處理過的正常視網膜(n=6)，IR-control 為缺血病變後七天未治療(n=5)，Mino-45

與 Mino-90 為每天每公斤給予 minocycline 45mg 及 90mg 治療缺血性病後七天後的結果

(n=6)，MP 為 methylprednisolone 治療缺血病變七天後結果(n=6)。INL，內核層，No.1 至 No.6

代表不同大鼠視網膜厚度(µm)的數據結果。 
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        整體來說，視網膜缺血再灌流後，在不同實驗組別中的影響與治療

效果，可看出整體視網膜厚度以 OLM-ILM 而言，所有組別的傷害都與

Control 有顯著差異，但有治療的組別也和未治療的 IR-control 組有顯著差

異；ONL 與 INL 兩層顯示對於缺血性傷害較小，除了 IR-control 其餘各

實驗組的結果皆無差異性存在，而 IR-control 本身與 Control 對照組的差

異也沒有 IPL 那麼大；而最敏感的 IPL 內層可表現出在 IR-control 組及各

治療組與 Control 比較皆有顯著差異，表示在各藥物治療後，仍然受到傷

害，使厚度下降的情況出現。但 Mino-45、Mino-90、MP 組與 IR 組也表

現出顯著差異，表示三個治療組亦有防止視網膜內層厚度減少的保護作用 

 

Retinal thickness in defferent experimental groups

0
20

40
60

80
100
120

140
160

180
200

OLM-ILM ONL INL IPL

T
hi

ck
ne

ss
 (

u
m

)

Control (n=6)

IR-control (n=5)

Mino-45 (n=6)

Mino-90 (n=6)

MP (n=5)

** ** **

** **

**

**** **

**

** **

#

#

###

#

#
#

##

#

 

圖 3-4-2 各層視網膜厚度在各實驗組中的比較 

Control 指未處理過之正常視網膜，IR-control 為無治療之 ischemia-reperfusion 傷害，Mino-45 和

Mino-90 代表每天每公斤 45mg 和 90mg 的治療，MP 為 methylprednisolone 治療。外核層（ONL）、

內核層（INL）、內叢狀層（IPL）及外限制膜至內限制膜（OLM-ILM）。#代表與 control 組有顯著

差異 (P<0.01)，**代表與 IR-control 組有顯著差異 (P<0.01)。  
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二、內叢狀層與外核層的比值分析 (IPL/ONL ratio) 

由前面的結果得知，視網膜對於缺血再灌流性的傷害在大鼠模式中，

內層的傷害常常比外層嚴重，除了之前的各層厚度比較之外，內叢狀層與

外核層的比值分析(IPL/ONL ratio)也被提出作為定量病理形態上的傷害的

改變程度 (Saito et al., 2005)。 

表 3-4-6 與圖 3-4-3 為 IPL/ONL 的比值在各實驗組的數據與圖示，同

樣也比較 IR-control組的傷害程度與Control組的結果，表現出顯著差異 (P

值 1.20417E-07）；而 Mino-45 治療組與 Control 組也有顯著差異 (P 值

0.043）；但 Mino-90、MP 治療組與 Control 組比較卻無顯著差異性存在。

另外比較出 Mino-45、Mino-90、MP 組與 IR-control 組的結果，都表示出

顯著差異，代表三個治療組皆有保護效果。 

 

 

表 3-4-6 內叢狀層/外核層比值（IPL/ONL ratio）各組統計分析比較 

IPL/ 
ONL No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 Mean±S.D. 

Control 1.65 1.45 1.47 1.52 1.56 1.48 1.52±0.03 

IR-control 0.77 0.51 0.71 0.86 0.48  0.67±0.07 

Mino-45 1.37 1.47 1.55 1.42 1.35 1.36 1.42±0.03 

Mino-90 1.48 1.45 1.56 1.60 1.20 1.28 1.43±0.06 

MP 1.42 1.47 1.39 1.57 1.45  1.47±0.03 

Control 指未處理過的正常視網膜(n=6)，IR-control 為缺血病變後七天未治療(n=5)，Mino-45 與

Mino-90 為每天每公斤給予 minocycline 45mg 及 90mg 治療缺血性病後七天後的結果(n=6)，MP 為

methylprednisolone 治療缺血病變七天後結果(n=6)。IPL/ONL，內叢狀層/外核層比值，No.1 至 No.6

代表不同大鼠的數據結果。 
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圖 3-4-3 內叢狀層/外核層比值（IPL/ONL ratio）各實驗組統計圖 

Control 指未處理過的正常視網膜，IR-control 為無治療之 ischemia-reperfusion 傷害，Mino-45 和

Mino-90 代表每天每公斤 45mg 和 90mg 的治療，MP 為 methylprednisolone 治療。IPL/ONL，內叢

狀層/外核層比值。。#代表與 control 組有顯著差異 (P<0.05)，**代表與 IR-control 組有顯著差異 

(P<0.01)。  
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第四章 討論 

第一節 視網膜缺血性病變的模式 

在選擇實驗動物研究視網膜缺血性病變上，大鼠模式為最接近人

類，因為比起其他實驗動物如免子等，大鼠的視網膜血管構造與人類較

相符，病變特色也是以視網膜內層細胞受損為主，就如本研究實驗顯示

的結果 (Osborne et al., 2004)。故考量解剖構造、病變模式、經濟性與操

作方便性而言，本實驗選擇大鼠為視網膜缺血性研究的動物模式。 

在不同青光眼的研究模式中，本實驗是使用高眼壓方式造成眼底血

管壓迫而造成完全的缺血，此模式廣泛應用在研究視網膜缺血的病變，

相似的病變如青光眼性的視神經病變或後期糖尿病性視神經病變等。會

選用此模式的原因如操作簡單，不需非常複雜且昂貴的器具或手術方法

來引起病變，掌握缺血時間可精確的控制，且可較單純的討論其血管性

缺血的因素造成的神經病變，因其急性的高眼壓在拔除針頭之後，眼壓

馬上就降回正常值，就單純眼壓因素而言不會再影響之後的病變 

(Osborne et al., 1999; Osborne et al., 2004)。 

另外，在缺血時間的選擇，本實驗參考了 1991 年 Hughes 實驗了多

個時間因素，來定量分析大鼠視網膜傷害程度的差異 (Hughes, 1991)，但

就病理上的病變型態而言，可能需要超過 45 分鐘的缺血，才可觀察到神

經病變型態 (Osborne et al., 2004)。我們在實驗前也有進行一些前導實驗 

(pilot study)，使用 30 與 60 分鐘的完全缺血來看看差異性，結果也顯示

30 分鐘的缺血，三天後的視網膜電波圖結果 b 波雖然有下降，但並不顯

著，且七天後的切片結果是無差異的；60 分鐘則不論在視網膜電波圖或

切片結果都顯示有相當的破壞。因為我們探討藥物治療的效果與評估，

不適合使用過長的缺血時間，以免傷害太嚴重，而無法比較出不同藥物

的保護效果，故我們選擇 45 分鐘的缺血時間來進行研究。 
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第二節 神經保護藥物的選擇 

本文所使用的 minocycline 為已知的四環素的第二代衍伸物，近年來

有很多神經傷害的動物模式，例如大腦的缺血傷害、腦部的創傷、亨丁

頓舞蹈症 (Huntington disease)、帕金森氏病(Parkinson disease)等中被證實

有保護的效果 (Yrjanheikki et al., 1999; Du et al., 2001; Tikka & Koistinaho, 

2001; Arvin et al., 2002)。視網膜方面，minocycline 也被發現在光傷害引

發的感光細胞死亡模式中，能提供保護的效果 (Baptiste et al., 2004; 

Zhang et al., 2004)；另外 Levkovitch-Verbin 等人以些微升高的青光眼模式

以及截斷視神經的模式，發現 minocycline 能延緩神經節細胞(RGCs)的死

亡 (Levkovitch-Verbin et al., 2006)。但目前至今尚無任何相關的實驗或研

究有提到 minocycline 與視網膜缺血再灌流的關連性。Minocycline 在臨床

上的用途，除了抗微生物的作用，年來才較重視其抗發炎反應、神經保

護的效果，也應用於風濕性關節炎、急性腦部創傷等 (Elewa et al., 2006)。

本實驗的目的為利用 minocycline 對於缺血再灌流性的保護特性，與已證

實對大腦神經、抗炎症、抗氧化的作用理論基礎，嘗試用在視網膜視神

經的缺血再灌流模式中，探討是否也具有相當的效果。 

另外，在脊椎神經或大腦的傷害中，最常被使用來保護神經的便是

類固醇類的藥物，其中又以 methylprednisolone 最常被提出來，無論在實

驗或臨床上的資料很多 (Slivka & Murphy, 2001; Baptiste & Fehlings, 

2006)。目前國內外的一些獸醫眼科專科醫師在治療急性青光眼時，在給

予 mannitol 降眼壓之前，會先給予 methylprednisolone 保護視網膜減少再

灌流的傷害 (Rhee et al., 2006)，但類固醇對於視網膜能提供保護效果的

確切證據，有待進一步研究證明。除了神經方面的研究，其他如器官的

移植、心血管手術、皮瓣移植等顯微手術，臨床上經常會建議例行給予

類固醇，在動物實驗中也證實 methylprednisolone 能有效的減少因缺血傷
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害造成的一系列炎症反應、細胞水腫壞死等現象 (Askar & Bozkurt, 2002; 

Muratore et al., 2003; Chimalakonda & Mehvar, 2004; Saidi et al., 2007; 

Pulitano & Aldrighetti, 2008)。因考慮在臨床或實驗上，methylprednisolone

已被廣泛使用來對抗缺血再灌流所造成的組織傷害，以及提供神經保護

效果，因此我們將他利用在視網膜缺血病變模式，來探討定量評估是否

也視網膜神經保護的效果，並與 minocycline 做的對照比較。 

 

第三節 視網膜電波圖討論 

一、視網膜功能評估的選擇 

神經保護的效果經常以組織病變型態來評估，但其實對於神經保護

藥物的效果，在功能的評估比較能反映臨床上的使用。動物的視覺功能

可以紀錄視網膜和視覺皮質的激發電位來評估。視網膜電波圖 

(electroretinography, ERG)呈現出視網膜的活動，並可以區分出不同層細胞

的反應；而視覺激發電位 (visual evoked potentials, VEPs)則可反映出視覺

皮質以下的所有視覺途徑功能，並可以允許動物清醒或移動時測量，排

除了因麻醉而影響電生理活動 (Bernstein et al., 2003)。2008 年 Jehle 等人

的實驗提高大鼠的眼內壓到 120 mmHg 造成視網膜缺血病變，並以不同

的缺血時間來評估這些電生理的敏感性，實驗結果顯示 VEPs 比 ERG 能

感受到更短時間的傷害，而ERG中的震盪電位 (oscillatory potentials, Ops) 

對於缺血性傷害比 a 波和 b 波更為敏感，但所有電生理的參數所提供的

價值還是遠遠超過病理型態學的評估 (Jehle et al., 2008)。而本實驗考量

針對大鼠 VEPs 的儀器器材取得不易，震盪電位不易精確的紀錄定量，並

且大鼠 ERG 的 a、b 波能穩定的偵測，缺血傷害也都能明顯的反應在波

型上，如此對於藥物保護的效果也較能精確定量，因此本實驗採用 ERG

作為視網膜功能的評估工具。 
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本次實驗使用的視網膜電波圖儀器 (BPM-100 System, ERG/VEP)為

多年來常在獸醫臨床上使用。使用方式已於材料方法段落中提過。記錄

電極是以隱形眼鏡形式貼覆住該檢查眼角膜上，但我們使用的隱形眼鏡

電極 (contact lens，ERG-jet®)並非特製訂做的，而是使用已商品化用在

小動物的產品，所以電極的大小較不適用於大鼠的角膜，所接收的雜訊

較大。在經過多次的試驗調整後，我們已能接收到非常完美波型，雜訊

也都控制在 10μV 以下，如此測量出來的視網膜電波圖結果不會受雜波干

擾，可信度高；另外整個實驗均使用同一種隱形眼鏡記錄電極，結果也

是與自己另一側正常做比較來減少誤差。 

 

二、統計視網膜保護效力結果與文獻之討論 

對於高眼內壓導致視網膜缺血的傷害模式中，大致可以看出視網膜

功能的改變與傷害。本實驗結果也證明，以評估缺血性病變最常用的 b

波來看，Mino-45 與 Mino-90 兩組的 b 波保留分別為 57.5% ± 2%、64.1% 

± 6%，與未治療的 IR-control 組 25.6% ± 2%有極顯著的差異 (見圖

3-3-2)；就結果而言，每天每公斤給予腹腔注射 45 mg 的 minocycline，可

以明顯的降低高眼內壓導致視網膜缺血的傷害；但在提高濃度至每天每

公斤 90 mg 時，得到的效果雖然 b 波的整理保留平均大於 45 mg，但沒有

達到顯著差異。至於類固醇 methylprednisolone 投予的結果，b 波保留約

62.9 ± 8%，與未治療組有顯著差異，但與兩個劑量的 minocycline 治療組

都沒有顯著差異，根據統計的結果，我們可以推測在大鼠的視網膜缺血

模式中，兩個劑量的 minocycline 對於視網膜的缺血性傷害，能提供與

methylprednisolone 差不多功能上的保護效力。 

    針對實驗的結果，我們可以由視網膜電波圖的 b 波看出 minocycline

具有保護視網膜功能的效果，雖然無法達到完全的保護。因本實驗採取
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的是以極高的眼內壓造成完全的缺血，對視網膜非常嚴重傷害的模式，

任何的神經保護藥物對於抗細胞凋零、抗氧化傷害、抗炎症等一連串的

細胞連鎖反應必須全面的、強而有力的，才能在如此劇烈的破壞下，提

供保護神經細胞的效果，因此我們假定只要在病理上有多一些細胞被保

留下來免於遭受破壞都被認定有神經保護的作用。而 minocycline 不但在

組織病理層面上，且在電生理方面都有顯著的差異，也就是 minocycline

對於視網膜這種缺血性傷害，能提供”功能性保護”，但對於視力被保留的

程度其精確的定量還未非常明瞭。 

至於探討 minocycline 提供神經保護的機制有不少，但目前針對視網

膜缺血再灌流的傷害研究很少。另外，有許多探討基質金屬酵素 (MMPs)

在視網膜傷害中所扮演角色的相關研究陸續被發表，一些常見疾病如老

年性黃斑部病變、糖尿病性視網膜病變、青光眼等，發現有 MMPs 短暫

的增加現象 (Sivak & Fini, 2002)。而在實驗動物的研究中也發現，給予

kinate、NMDA、氯化鉀等藥物產生興奮性細胞毒性，都有看到 MMP 第

九型 (MMP-9)表現量與活性增加的現象 (Mali et al., 2005; Manabe et al., 

2005)。Zhang 等人有報告證實於缺血傷害後 3-76 小時間 MMP-2 和

MMP-9 有顯著的增加，其高峰分別達正常的 6 倍及 15 倍 (Zhang et al., 

2002)。2007 年 Mathalone 等人非但證實此理論，也是首次將 minocycline

應用在大鼠的視網膜缺血性傷害；在他們的實驗裡，minocycline 可以顯

著的減少視網膜結構因缺血而遭受的破壞，並且 in vitro 的結果顯示可以

抑制大量 MMP-9 和 MMP-2 的活性 (Mathalone et al., 2007)。 

除了抑制金屬基質酵素的活性以外，還有其他機制被提出來解釋

minocycline 提供神經保護的效果。Yoo 等人發現大鼠高眼壓缺血模式下，

會有鋅聚集的現象，並進一步導致視網膜細胞的死亡；而四環素則藉由

螫合鋅離子而使金屬基質酵素無法活化 (Yoo et al., 2004)。Baptiste 證明
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minocycline 可藉由抑制 caspase-3 的活化而達到抗細胞凋零的效果 

(Baptiste et al., 2004)。此外，minocycline 可抑制微膠質細胞的活化來幫

助視網膜抵擋因光傷害所造成的感光細胞的損失 (Zhang et al., 2004)。

Minocycline 並能抑制誘發 caspase 的活動、p38 的磷酸化、及減少因活性

氧分子(ROS)、NO、過氧化氫等對組織造成的氧化傷害 (Lin et al., 2001; 

Zemke & Majid, 2004)。綜合上述，我們可得知 minocycline 可藉由抑制金

屬基質酵素活化及其他機制來達到神經保護的效果，但值得注意的是目

前沒有一篇報告有直接證據闡明 minocycline 在不同機制的角色，但多數

作者認為 minocycline 主要干擾較上游的物質，來阻止一連串的細胞凋

零、細胞毀滅的途徑發生。儘管上述種種活體外 (in vitro) 實驗證實許多

不同的機制，尚未有人直接驗證 minocycline 在活體上 (in vivo)，對於大

鼠的視網膜缺血性傷害，是否能提供”功能性的保護”，而根據本實驗結

果，minocycline 是臨床上易取得的藥物，並且在眼部組織急性缺血性傷

害中，可能在降低視網膜功能受損上，具有某種程度上的重要性。 

本實驗所選用的兩個 minocycline 劑量分別為每天 45 mg/kg 及 90 

mg/kg，兩個劑量投予下視網膜電波圖顯示的結果，都明顯的比對照組的

b 波損失的少，雖然無法達 100%的保護，但因本實驗採取極強烈的缺血

性破壞，也可能因此而無法達到跟沒缺血的眼睛一樣。而根據統計的結

果，較高劑量的 90 mg/kg 平均來看保留的 b 波似乎比 45 mg/kg 來得多，

但在統計上是沒有顯著差異的，有可能兩個濃度在保護的效果上是沒差

異的，高劑量的投予不一定對視網膜是比較理想的；另外也許因電生理

的變因多，使得統計上無法將差異顯現出來。 

而本實驗的劑量與方式是根據先前許多急性神經創傷動物模式中，

有神經保護效果的劑量 (表 4-1)，多數的腦部急性創傷動物模式，採取高

劑量的 90mg/kg/day 的 minocycline 投予並證實有保護效果 (Elewa et al., 
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2006)。在大鼠的亨丁頓舞蹈症模式下，每天 5 mg/kg 的劑量就可以延緩

病程的進展 (Chen et al., 2000)；在小鼠的肌萎縮性脊髓側索硬化症模式

下，每天 10 mg/kg 可以延遲疾病的發生 (Zhu et al., 2002)；然而在腦部急

性創傷或梗塞缺血等模式，則必須投予較高的 45 mg/kg 才能有效的減緩

組織的傷害 (Sanchez Mejia et al., 2001)；甚至在大鼠腦部缺血實驗中，投

予更高的 90-180 mg/kg/day，也沒有觀察到明顯的副作用 (Yrjanheikki et 

al., 1998)。 

 
表 4-1 不同急性神經傷害的動物模式中，minocycline 的投予方法、使用劑量與

保護效果。(Elewa et al., 2006) 

 

相較之下 Minocycline 的效果在視網膜活體上 (in vivo)的實驗相關文

獻很少，每給予 90mg/kg/day 的 minocycline 可以保護大鼠對抗光傷害，

減少感光細胞的損失 (Zhang et al., 2004)；Levkovitch-Verbin 等人報告至

少要 15 mg/kg/day 的劑量才能在青光眼模式下有保護效果，而每天給予

22.5 mg/kg 或 45 mg/kg 則能達到最大的保護效果，他們並發現若能再傷
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害之前投予 minocycline，其保護效果會明顯的比傷害發生後給予來得好

(Levkovitch-Verbin et al., 2006)。Minocycline 有很好的組織穿透力，有研

究指出，到腦部的濃度約為血漿中的 30-40%，Shimazawa 等指出，在 90 

mg/kg 的給予下，minocycline 到達視網膜的濃度足夠提供神經保護的效

果 (Shimazawa et al., 2005)。而本實驗的結果大致與 Levkovitch-Verbin 等

人符合，給予了 45 mg/kg 即有很好功能上的保護效果。 

雖然methylprednisolone在神經保護的相關研究很多，但其對視網膜影

響方面的文獻也很少，Rhee等人發現topiramate這種抗癲癇藥物引起的急

性閉鎖性青光眼，可以用methylprednisolone加上mannitol迅速的改善，效

果能持續至高張溶液消失後還繼續，並能有效的改善此藥物引起的發炎

反應 (Rhee et al., 2006)。另外雖然兔子高眼壓模式下的引起缺血再灌流傷

害和大鼠不太一樣，兔子的視網膜是外層傷害較嚴重，但Uckermann等人

發現，玻璃體內注射類固醇triamcinolone，可以減少再灌流初期微膠細胞

和炎症細胞的活躍，進而保護視網膜感光細胞避免遭受破壞 (Uckermann 

et al., 2005)。 

 

三、不同光源強度的使用與討論 

若使用大範圍不同強度的光源強度，來刺激視網膜產生電流，可獲

得較完整視網膜功能上的資訊；並有助於我們瞭解 b 波敏感性的範圍、

最大的波幅，進一步進行視網膜功能上細微的分析。目前幾乎多數的研

究報告是利用單一光源刺激來評估視網膜的功能變化，2004 年 Mukaida

等人便使用許多不同光源強度，來刺激視網膜誘導出電流，發現在某些

強度使用時，敏感度會增加，稱作“dip”現象，會加強並誇張傷害的程度，

讓我們在初期初變就可偵測到，但此並非代表實質性傷害的程度，故使

用時需注意定量病變上的數據，當然建議每次評估時使用所有可能的光
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源強度去探測病變的程度 (Mukaida et al., 2004)。 

在本實驗中，未治療 IR-control 組再灌流後第三及第七天結果，平均

波幅來看不論在哪種光源強度刺激下，a 波皆有輕微的減少(參考圖 3-1-4

及 3-1-5)。比較 a-ratio 的變化，第三天的-15dB、-5dB 及 0dB 的光源強度

中，IR-control 和對照組比較，測得有顯著差異(P<0.05)，而第七天則為

測得-5dB、0dB、+5dB 三組有顯著差異。在 Mukaida 的實驗中，a 波於缺

血後有輕微下降，但未達顯著差異，沒有發現 dip 現象，因此沒有多加討

論，而將研究比較重心擺在 b 波的變化。另外，他們的實驗也發現當缺

血越久傷害越大時，a 波的出現會延期，本實驗沒有注意到此現象，可能

跟傷害的時間有關連，在 Mukaida 的實驗中當缺血 60 分鐘的傷害後，a

波會延至大約-20dB 才會出現，而我們採取 45 分鐘的缺血時間，可能需

要更低的刺激才會觀察到，但我們最低的刺激強度也只到-20dB，可能因

此沒觀察到。而本實驗中雖然有幾個光源達顯著差異，但似乎跟光源強

弱沒有直接關係，有趣的是-5dB 及 0dB 的光源強度在缺血後第三、第七

天都分別與有對照組比較，測得有顯著差異，一般來說缺血傷害對 a 波

的影響較小，而是否 a 波的”dip”落在這兩個光源強度附近，目前很少有

不同光源強度的文獻可以佐證，只能有待未來進一步鑽研。 

在 b 波的方面，於缺血後第三、第七天的視網膜電波圖結果，無論

何種光源強度的刺激，IR-control 的 b-ratio 與對照組比較均有極顯著的差

異性，也沒觀察到”dip”現象 (參考圖 3-1-4 及 3-1-5)。原因可能為我們所

使用的儀器，光源強度範圍設定無法低至-30dB，在上述 Mukaida 的實驗

中使用的強度最低可至-5.73 log cd-s/m2，約等於-55dB，但本實驗使用最

低的強度僅至-20dB，而 dip 的出現也大約在-15dB 和-20dB 之間，故假使

有 dip 出現在本實驗，也會呈現在最低光照強度的結果，無法明顯展示出

凹下去再上來的典型 dip 現象，不過仔細觀察本實驗 b-ratio 的平均統計
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結果，於-15dB 和-20dB 兩個光源強度時的確差異比較大，只可惜沒能測

更低，無法獲得更完整的資訊。另外還有一點值得注意的是，根據 Mukaida

的研究結果，“dip”現象為某些強度使用時，會加強並誇張傷害的程度，

但其實正常的視網膜中，其 b 波的電波圖結果也有輕微 dip 現象，隨缺血

傷害越大 dip 的現象與明顯 (圖 5-1)，而本實驗並非直接比較 b 波波幅值

的改變，而是觀察 b-ratio 的變化，以實驗眼比較正常對側眼，因正常眼

的 b 波也有 dip 現象，因此相除之下，雖然缺血仍會使 dip 變加強，但與

直接觀察 b 波波幅，b-ratio 的比值會減少誇張傷害的程度。故實驗若採取

單一光源觀察視網膜的功能時，除了要避開某些會誇張傷害程度的光源

強度以外，比較 b-ratio 的變化可能比直接觀察 b 波波幅來得客觀。 

 

圖 5-1 視網膜 b 撥波幅與不同刺激光源極度的關連性比較圖 (Mukaida 

et al., 2004)。於光源強度約-20 至-15dB 之間，b 波波幅會突然的減少，稱為”dip”現

象。原因可能為 a 撥需要較強的光源刺激才會出現，而此段剛好是負波的 a 波被激發開

始出現的強度，因此抵銷正波的 b 波波幅，才會出現突然下陷的趨勢。 

 

而就治療組來看，用 t-test 統計在 b-ratio 的結果中，使用不同光源強

度在 Mino-45、Mino-90、MP 組與對照組和無治療的 IR-control 組都有顯
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著差異，無法有足夠證據顯示不同的光源強度可偵測並誇大傷害程度，

也不向前述的 dip 現象 (參考圖 3-2-1 及 3-2-6)，但與非治療的 IR-control

組結果類似其 b-ratio 的平均統計結果，也是於-20dB 至-10dB 光源強度時

的確差異比較大。故上述結論為，若以低光源強度探測傷害或保護效果，

有可能會加強並誇大顯示的數據來表示病變或保護的效力。以此實驗來

說，使用從低至高的不同光源強度刺激來評估病變或保護效果，是一種

很有效且可細微比較出病變差異程度的方法。 

 

第四節 組織病理型態的討論 

一、缺血再灌流對病理型態上之影響 

在 1991 年 Hughes 實驗 30 到 180 分鐘的視網膜缺血時間的影響，病

理切片時間選擇缺血後兩週來比較。發現要造成視網膜不可逆的傷害，

內層需要超過 30 分鐘缺血，外層要超過 90 分鐘 (Hughes, 1991)。另外，

Jehle 等人發現，發現大鼠視網膜厚度的減少在缺血病變後，內層的傷害

大於外層，只要超過 45分鐘的缺血，一半以上的RGCs會損失 (Jehle et al., 

2008)。 2003 年 Grozdanic 等人以 110mg 的高眼壓造成缺血持續 60 分鐘，

病理的結果顯示視網膜每層都有受影響變薄，尤以內層越靠近中央的部

分厚度損失越嚴重，而靠周邊的 ONL 厚度幾乎沒有減少；但不管外層或

內層，其細胞排列結構都有嚴重的混亂，顯示在缺血性傷害後，即使視

網膜厚度損失不多，但保留下來的視網膜不一定是有功能性的(Grozdanic 

et al., 2003)。 

本實驗使用的視網膜缺血時間為 45 分鐘，病理評估時間為缺血後一

週，在模式比較上是屬於較弱的傷害，原因為我們的目的在評估神經保護

的效果，不止討論病理的結果，也需討論到視網膜電波圖對視網膜功能性

的分析，故需考慮到強度適中的缺血病變，而選擇 45 分鐘的缺血時間。
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另外 Neufeld 等人也提到在此模式中，最少也需要 45 分鐘的缺血時間，

才有可能造成足夠、可觀察到的神經退化病變 (Neufeld et al., 2002)。 

 

二、病理結果的統計與文獻之討論 

就病理整體評估而言，本實驗和過去的研究結果類似，發現大鼠視

網膜厚度的減少在缺血病變後，內層的傷害大於外層 (Hughes, 1991; 

Osborne et al., 2004)。正常的視網膜各層厚度值與不同實驗組別的結果可

見表 3-4-1 與圖 3-4-2 所示，在缺血病變後，幾乎視網膜所有結構層都有

受到影響，尤其是 OLM-ILM 層與 IPL 層最為明顯。因為視網膜內層傷害

較顯著，而 OLM-ILM 層與 IPL 層皆包括視網膜內層，故在統計上容易表

現出顯著差異；另一方面，ONL 層與 INL 層破壞較為輕微，主要原因可

能為 ONL 層屬視網膜外層，在大鼠的模式中傷害較不顯著，故厚度下降

的表現必較不顯著；視網膜內核層 (INL) 的統計結果，以厚度改變比較

來看，傷害性比內叢狀層 (IPL) 小很多，INL 層雖為視網膜內層，但此

層主要為細胞本體，傷害性為細胞數目減少或細胞內器官的病變，整體

厚度在較強烈傷害才容易下降 (Buchi, 1992)。Mukaida 等人認為，內核層

由 amacrine、bipolar、horizontal、Müller cells 等細胞核組成，而他們對缺

血再灌流傷害的感受性都不一樣，而 Müller cells 對缺血性傷害有極大的

抵抗性，和 b 波的產生也沒有直接的關連，在嚴重的缺血傷害後，此層

剩餘的細胞核大多為 Müller cells，也因此 b 波的下降往往大於病理上 INL

層所呈現的結果 (Mukaida et al., 2004)。 

在整體厚度 OLM-ILM 的統計結果，包括 IR-control 組與所有治療組

都和 control 組有顯著差異，表示 45 分鐘的視網膜缺血病變，確實使整體

視網膜厚度下降；雖然有統計上顯著差異，但整體看來，沒給藥治療的

IR-control 組 OLM-ILM 厚度只剩 control 的六成左右，而其他三個治療
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組：Mino-45、Mino-90、MP 組則保留九成以上，且統計結果與 IR-control

有顯著差異。代表的意義是以整體視網膜厚度 (OLM-ILM) 的評估而

言，這三個治療組別雖無法提供百分之百的視網膜保護效果來防止受

損，但仍表現有蠻大的保護效力。 

之前在大鼠視網膜缺血病變的實驗中，IPL 層是公認傷害較明顯的視

網膜層 (Hughes, 1991; Buchi, 1992; Osborne et al., 1999; Goldblum & 

Mittag, 2002; Osborne et al., 2004)。以 IPL 評估結果，可見 IR-control 組內

叢狀層厚度與 control 組比較，有極顯著的下降，表示高眼壓製造的視網

膜缺血傷害會讓 IPL 有明顯厚度下降。三個治療組 Mino-45、Mino-90、

MP 組與 control 對照組皆有顯著差異，但與 OLM-ILM 的情況類似，IPL

厚度在沒給藥治療的 IR-control 組不到 control 組的四成，而其他三個治療

組皆保留九成以上，且統計結果與 IR-control 有顯著差異。而三個治療組

之間則沒有差異性。表示三個治療組雖然有 IPL 厚度下降的病變傷害，但

下降的非常輕微，對於視網膜保護效果算相當不錯，可防止視網膜內層厚

度的大量下降，並且對於內叢狀層，三個治療組之間的保護效力是差不多

的。 

另外提到 IPL/ONL 比值的討論，可見表 3-4-6 與圖 3-4-3 所示。指出

IR-control 組與 control 組有顯著差異，表現出視網膜缺血病變在 IPL/ONL

比值的評估可造成顯著性傷害。Mino-90、MP 治療組與 Control 組比較卻

無顯著差異性存在。另外比較 Mino-45、Mino-90、MP 組與 IR-control 組

的結果，都表示出顯著差異，而 Mino-45 治療組與 Control 組比較的

IPL/ONL 比值有下降 (P 值 0.043)，表示在每天 45mg/kg 的 minocycline

治療後發現仍有視網膜傷害發生；但另一方面 Mino-45 組與 IR-control 組

有顯著差異 (P<0.01)，顯示在 45mg/kg 的 minocycline 治療後，視網膜

IPL/ONL 比值並不會像無治療組 IR 下降的程度，即代表 Mino-45 是有保
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護視網膜內層的能力。而其他兩組 Mino-90 與 MP 組與 control 組比較無

顯著差異 (P>0.05)，表示在 90 mg/kg minocycline 和 methylprednisolone

治療後，IPL/ONL 的比值與正常組無異，無任何視網膜內層厚度下降的

趨勢，表現出極好的視網膜保護效果。 

這種大鼠缺血再灌流的模式，並觀察其病理型態的變化，應用在其

他不同的神經保護藥物，過去的文獻中有不少的發現。Hirooka 等人在

2006 年使用 D-Allose 來治療大鼠視網膜缺血再灌流傷害，此模式亦選擇

130 mmHg 眼壓持續眼壓持續 45 分鐘的視網膜完全缺血，同樣評估第七

天的視網膜厚度 (Hirooka et al., 2006)。Riazi-Esfahani 等人利用紐西蘭白

兔的高眼壓模式 150mmHg 持續 60 分鐘，在病理結果上觀察到 morphine

有保護視網膜對抗缺血再灌流傷害的效果 (Riazi-Esfahani et al., 2008)。

Saito 等也是利用此模式證明 NS-7 可以減少缺血再灌流傷害後內叢狀層

的減少 (Saito et al., 2005)。本實驗所選用的神經保護藥物 minocycline 也

曾被利用在此模式並觀察其病理變化，Mathalon 等人則利用每天 5 mg/kg

的 minocycline 使用在大鼠高眼壓缺血模式上，製造 140mmHg 持續 90 分

鐘的缺血，其病理的結果有明顯的保護作用，但內叢狀層還是有明顯的

減少，與本實驗結果相比損失很多，可能是因為採取的劑量不同所致 

(Mathalone et al., 2007)；Levkovitch-Verbin 等人也報告每天至少要 15 

mg/kg 的劑量才能在青光眼模式下有保護效果 (Levkovitch-Verbin et al., 

2006)。 

 

第五節 評估藥物保護效果 

根據本實驗的結果以及前述的討論，每天每公斤投予 45mg 及 90mg

的 minocycline 對於大鼠視網膜缺血再灌流的傷害模式，其在視網膜電波

評估，雖然無法達到百分之百功能上的保護效果，但比起未治療的組別
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相比，兩個劑量的 minocycline 確實能顯著的減少缺血再灌流所造成的傷

害，並保留的部分的視網膜功能。而病理上的評估，對於視網膜內層或

外層的損失，兩種劑量的 minocycline 顯示都有保護作用，保留的大部分

九成以上的構造。而比較 methylprednisolone 的治療效果，發現非但在視

網膜電波圖上，以及病理上呈現的結果，其所呈現的保護效果，幾乎和

兩組 minocycline 治療組的結果差不多，也是在病理型態上展現了很好的

保護，在功能上展現了部分的保護效果。 
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第五章  結論 

視網膜的缺血性傷害在許多眼科疾病，如青光眼或糖尿病視網膜病變等，扮

演重要角色常，會造成視力受損或喪失，也是目前醫師與獸醫眼科醫師面臨的挑

戰之一，故視網膜神經保護的概念近年來也漸被引入至臨床眼科上。 

本實驗的目的，是希望能多選擇一些取得容易的常用藥物，分析看除了藥物

本身已知的使用功能之外，是否也具有良好的視網膜神經保護能力。測試一些在

之前研究中，對於其他器官如腦、肺、肝等證實具缺血性保護效果的藥物，在本

實驗以大鼠視網膜缺血模式，來準確定量及比較藥物的視網膜保護效果，以供臨

床醫師考量或更提供進一步的研究指標。 

Minocycline 近年來在許多腦部或脊椎的急性傷害中，被發現有神經保護的效

果，而類固醇則為神經疾病傷害中常使用作為保護神經的藥物，因此本實驗選擇

minocycline 和 methylprednisolone 作為研究對象。而此兩種的藥物在本研究的整體

視網膜評估上，神經保護的效果是差不多的。在功能方面的視網膜電波圖檢查結

果分析，此兩種要藥物能提供中等程度的保護效力；而在缺血後七天的病理型態

結果顯示兩種藥物的確具有不錯的視網膜神經保護效力。其確實的視網膜保護效

果，對於臨床上使用的效益有待評估，可能必須進一步進行一些不同的試驗及評

估方法，看是否能更精確的去定量他們的保護效力。另外，目前在臨床上的視網

膜病變，往往是在缺血已發生後才就診治療，而本實驗給予藥物的治療時間點在

缺血前後皆有給予。故未來可針對給予藥物的時間點或劑量上再深入研究，利用

本實驗的動物模式，去進一步評估藥物的視網膜保護效果。 
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