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!!$摘要%!背景!脉络膜新生血管&AZY'是眼底多种疾病的共有病理改变"是造成中心视力严重损害的
主要原因之一( 基质金属蛋白酶&__̂ <'诱导因子 A7"G$ 能通过旁分泌作用刺激多种细胞 __̂ <表达"降解
细胞间质和基底膜成分"具有促进血管新生作用(!目的!通过建立激光诱导的棕色挪威&]Z'大鼠 AZY动
物模型"观察 A7"G$ 和血管内皮生长因子&Y&ED'在 AZY形成过程中的动态表达(!方法!将 %# 只清洁级
]Z大鼠按照随机数字表法分为正常对照组 3 只和激光光凝组 =G 只"于光凝后 ")$)"G 和 =" P 通过荧光素眼
底血管造影&DDC'观察 AZY形成*采用 i/<+/,0 1*6+法分别检测正常对照组和激光光凝后 ")$)"G 和 =" P 组
大鼠视网膜色素上皮&[̂ &'@脉络膜a巩膜复合物中 A7"G$ 蛋白相对表达水平的变化*采用 &H9\C法检测各
组大鼠玻璃体腔内 Y&ED质量浓度变化(!结果!DDC检查显示"激光光凝后 $ P 开始出现盘状荧光素渗漏"
激光光凝后 "G P 形成 AZY( 正常对照组激光光凝前"光凝后 ")$)"G 和 =" P"大鼠 [̂ &@脉络膜a巩膜复合物中
A7"G$ 蛋白的相对表达量分别为 "l##p#lG%)#l>$p#l?%)#l>>p#lG?)"l?3p#l3$ 和 =l=$p#l?G"玻璃体腔内
Y&ED质量浓度分别为 &$=l>3p=>l>? ') & $>l%3 p"#lG3 ') & "#%lF= p%=l>G ') & "33l#? p="l?G '和 & ">?l3G p
%>l>#'LN:'*"总体比较差异均有统计学意义&A7"G$#Oq"#l>?"Po#l#"*Y&ED#Oq%#Gl?#"Po#l#"'*激光光
凝后 "G P 和 =" P"大鼠 A7"G$ 蛋白和 Y&ED的相对表达量均较正常对照组明显升高"差异均有统计学意义
&均 Po#l#?'(!结论!A7"G$ 在激光诱导的大鼠 AZY中进行性升高"与 Y&ED的表达趋势一致"A7"G$ 可能
参与 AZY的早期形成"在眼部血管新生中发挥重要作用(!
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!!脉 络膜新生血管 & 5M6,6)P(*0/6T(<5R*(,)c(+)60"
AZY'是眼底多种疾病共同的病理改变"常见于年龄相
关 性 黄 斑 变 性 & (N/@,/*(+/P '(5R*(,P/N/0/,(+)60"
C_7')中心性渗出性脉络膜视网膜炎)眼组织胞浆菌
病)眼底血管样条纹)病理性近视)外伤性脉络膜破裂
等

-"a%. ( AZY发生时"新生血管通过 ],R5M 膜裂口侵
入色素上皮下或视网膜下区域"由于其管壁通透性高
于正常血管"极易引起反复出血)渗出"最终导致黄斑
区瘢痕形成"是造成中心视力严重损害的主要原因之
一

-G. ( 其中"新生血管芽突破 ],R5M 膜被认为是 AZY

早期形成的关键步骤( 研究发现"A7"G$ 能通过旁分
泌作 用 刺 激 多 种 基 质 金 属 蛋 白 酶 & '(+,)U
'/+(**6L,6+/)0(</<"__̂ <'的表达"进而降解细胞间质
和基底膜"在肿瘤血管的新生)肿瘤侵袭过程中起重要
作用

-?. ( 目前"A7"G$ 在脉络膜新生血管发生中的作
用及其机制尚不明确( __̂ <和血管内皮生长因子
&T(<5R*(,/0P6+M/*)(*N,6.+M S(5+6,"Y&ED'存在于多种
人类肿瘤组织中"并且在肿瘤侵袭)转移和肿瘤新生血
管生成过程中起着非常重要的作用( __̂ <能降解肿
瘤细胞周围的细胞外基质 &/U+,(5/**R*(,'(+,)U"&A_'

和基底膜"增强肿瘤细胞的侵袭和转移能力"此外还可
以降解毛细血管内皮层下基底膜和 &A_"使内皮细胞
向外迁移并增生"形成新的血管和基底膜( Y&ED可
促进血管内皮细胞增生"并增加微血管的通透性"促进
纤维蛋白沉积和血浆蛋白外渗"诱导内皮细胞合成大
量蛋白水解酶"有利于内皮细胞的迁移和新生血管的
生成( 本实验拟动态观察 A7"G$ 在激光诱导 AZY模
型大鼠中的表达变化"探讨其与 Y&ED@C的关系"以期
进一步明确其在 AZY发病机制中的作用(

94材料与方法

9494材料
949494实验动物4清洁级 3 mF 周龄雄性 ]Z大鼠 %#

只"体质量 "?# m"F# N"由中国科学院上海实验动物中
心提供( 实验动物的喂养和使用遵循上海市第一人民
医院动物保护与使用委员会规定(
9494=4主要试剂及仪器4兔抗大鼠 A7"G$ 单克隆抗
体)兔抗大鼠 EĈ 7V单克隆抗体 &美国 C15('公
司'*山羊抗兔 9NE@V[̂ &上海碧云天生物技术有限公

司'*大鼠 Y&ED@&H9\C试剂盒&美国 [t7公司'( 硝
酸纤维素膜&美国 _)**)L6,/公司'( 全自动酶标仪)凝
胶成像仪&美国 ])6@[(P 公司'(
94=4方法
94=494实验分组及 AZY模型的建立!采用随机数字
表法将大鼠分为正常对照组 3 只和激光光凝组 =G 只(

参照文献-3.的方法建立激光诱导 AZY大鼠模型#]Z

大鼠单眼经复方托吡卡胺滴眼液点眼扩瞳"质量分数
"#k水合氯醛腹腔内注射麻醉"眼前节和眼底检查均
正常者采用眼底 ?%= 0'多波长激光"设定激光参数功
率为 "## 'i"光斑直径为 ?# !'"持续时间为 ?# '<*

距离视盘 "l? m=l# 视盘直径处围绕视盘等距离光凝
3 个点"光凝后有气泡产生或伴有轻度出血为击破
],R5M 膜的标志(
94=4=4荧光素眼底血管造影观察 AZY形成!分别于
激光光凝后 ")$)"G)=" P 应用随机数字表法随机选取
3 只大鼠"麻醉)扩瞳后腹腔内注射质量分数 =#k荧光
素钠注射液 #l" '*"立即行荧光素眼底血管造影
&SR0PR<S*R6,/<5/05/(0N)6N,(LMO"DDC'检查"根据造影
晚期&m? ')0'有无荧光素渗漏来判断 AZY是否生成(
DDC中 AZY的判断应符合以下特点# &" '在造影早
期"即动脉前期或动脉期即显影( &='与视网膜血管
系统没有联系( &%'荧光素迅速渗漏且有一定的积存
范围"后期形成高荧光区(
94=4层4i/<+/,0 1*6+法检测视网膜色素上皮a脉络膜a

巩膜复合物中 A7"G$ 蛋白的表达!分别于光凝后 ")
$)"G)=" P 应用随机数字表法随机选取 3 只大鼠""#k

水合氯醛过量麻醉处死后立即摘取眼球( 去除眼球周
围的结缔组织"沿角巩膜缘剪开"去除角膜)晶状体和
视网 膜" 保 留 视 网 膜 色 素 上 皮 & ,/+)0(*L)N'/0+
/L)+M/*)R'"[̂ &'@脉络膜a巩膜复合物"加入蛋白裂解
液提取蛋白"]AC法测定蛋白质量浓度( 取 G# !N蛋
白与蛋白上样缓冲液混合后 "## r加热 ? ')0 使其变
性"加入配置好的聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳( 电泳
结束后将凝胶上的蛋白湿转法转印至硝酸纤维素膜

上"?# N:H脱脂奶粉 %$ r封闭 " M"加入兔抗大鼠
A7"G$ 单克隆抗体&" d" ###')兔抗大鼠 EĈ 7V单克
隆抗体&" d" ###'"G r孵育过夜" ]̂\ 洗膜后加入山
羊抗兔 9NE@V[̂ 二抗&" d= ###'"室温孵育 = M" ]̂\ 洗
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膜 % 次"每次"# ')0( &AH化学发光显色"化学发光仪
检测并拍照( 通过 9'(N/X图像分析系统进行灰度分
析"以 EĈ 7V为内参照( 目的蛋白的相对表达强度q
目的蛋白吸光度&V'值:内参蛋白 EĈ 7V条带 V值(
实验结果重复 % 次"取平均值(
94=4?4&H9\C法检测各组玻璃体腔内 Y&ED质量浓
度!参照大鼠 Y&ED@&H9\C试剂盒说明书步骤"测定
大鼠玻璃体样品中 Y&ED蛋白质量浓度"反应终止后
用酶标仪测定波长 G?# 0'处 V值( 制作 Y&ED标准
曲线"并计算各组 Y&ED质量浓度( 每组 3 个样品"实
验重复 % 次"取平均值(
94层4统计学方法

采用 \ \̂\ "F4# 统计学软件进行统计分析( 本研
究中测量指标数据经 6̀*'6N6,6T@\'),06T检验证实呈
正态分布"以 Sp;表示( 各组 A7"G$ 蛋白的相对表达
量)Y&ED质量浓度的总体比较采用单因素方差分析"
组间两两比较采用 H\7@0检验( Po#l#? 为差异有统
计学意义(

=4结果

=494激光诱导大鼠 AZY模型的建立
DDC结果显示"正常 ]Z大鼠视网膜血管呈放射

状走行"脉络膜血管呈网状分布"造影全程无荧光素渗
漏( 视网膜激光光凝后 " P"光斑部位视网膜急性水
肿"呈白色"少数可出现视网膜内层及视网膜下出血"
荧光素注射后 = ')0"光凝区呈盘状荧光素着染 &图
"C'*光凝后 $ P"造影前期光凝区呈点状强荧光"之后
呈网状荧光"造影晚期出现荧光素渗漏"证实 AZY模
型成功建立*光凝后 "G P"光凝区出现盘状荧光素渗
漏"呈强荧光&图 "]'"并持续至光凝后 =F P(

A B
图 94771观察大鼠 ;NA的形成!C#视网膜激光光凝后 " P"光斑
部位视网膜急性水肿"呈白色"光凝区呈盘状荧光素着染&箭头'!
]#视网膜激光光凝后 "G P"出现盘状荧光素渗漏&箭头'
!

=4=4各组大鼠 [̂ &@脉络膜a巩膜复合物中 A7"G$ 蛋
白的相对表达量比较

i/<+/,0 1*6+检测结果显示"正常对照组 A7"G$ 蛋

白在正常 [̂ &@脉络膜a巩膜复合物中的表达条带较
弱"激光光凝后第 $ 天 A7"G$ 蛋白表达开始增加"至
激光光凝后第 =" 天时"A7"G$ 蛋白的表达仍旧维持在
较高水平&图 =C'( 正常对照组激光光凝前)激光光
凝后 ")$)"G 和 =" P 组大鼠眼 [̂ &@脉络膜a巩膜复合
物中 A7"G$ 蛋白的相对表达量分别为 "l## p#lG%)
#l>$p#l?%)#l>>p#lG?)"l?3p#l3$ 和 =l=$p#l?G"各
组 A7"G$ 蛋白的相对表达量总体比较差异有统计学
意义&Oq"#l>?"Po#l#" '"其中激光光凝后 "G P 和
=" P组大鼠 A7"G$ 蛋白相对表达量明显高于正常对照
组"差异均有统计学意义&均 Po#l#?'&图 =]'(
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图 =4各组大鼠 L!CT脉
络膜 0巩 膜 复 合 物 中
;Q9?m 蛋白相对表达量
比较!C#i/<+/,0 1*6+法
检测显示 A7"G$ 蛋白表
达条带在正常对照组&光
凝后 # P'中较弱"随着激
光光凝后时间的延长"
A7"G$ 蛋白表达条带逐
渐增 强 ! ]# 各 组 大 鼠
[̂ &@脉络膜a巩膜复合物
中 A7"G$ 蛋白相对表达

量的比较 Oq"#l>?"Po#l#"4与正常对照组比较"(Po#l#? &单因素
方差分析"H\7@0检验"$q3'
!

=4层4各组大鼠玻璃体腔内 Y&ED表达变化
正常对照组大鼠玻璃体腔内 Y&ED质量浓度为

&$=l>3p=>l>?'LN:'*"激光光凝后 ")$)"G 和 =" P 组
大鼠玻璃体腔内 Y&ED质量浓度分别为 & $>l%3 p
"#lG3') & "#%lF= p%=l>G ') & "33l#? p="l?G ' 和
&">?l3Gp%>l>#' LN:'*"各组 Y&ED质量浓度总体比
较差异有统计学意义&Oq%#Gl?#"Po#l#"'"其中激光
光凝后 "G P 和 =" P 组 Y&ED质量浓度显著高于正常
对照组"差异均有统计学意义&均 Po#l#?'&图 %'(
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图 层4各组大鼠玻璃体腔
内 ACM7质量浓度比较!
Oq%#Gl?#"Po#l#"4与正
常对照组 &光凝后 # P'比

较"(Po#l#? &单因素方差
分析"H\7@0检验"$ q3 '!
Y&ED#血管内皮生长因子

层4讨论

AZY形成是眼内多种促新生血管因子与抗血管
形成因子共同调控的程序化级联过程"促血管新生因
子活化内皮细胞"诱导内皮细胞增生)迁移"形成原始
血管芽"产生蛋白水解酶"降解基膜及 &A_"侵入无血
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管区"形成新的毛细血管( __̂ <活化引起的 ],R5M
膜降解等 &A_变化是 AZY早期的重要病理机制 -$. (

__̂ <是一组降解胶原等 &A_的裂解酶"是降解
&A_的主要成分"促使 [̂ &细胞与基底膜分离)增生
和移行( 多种视网膜细胞可产生多种 __̂ <"包括
__̂ @")__̂ @=)__̂ @%)_B"@__̂ 和 _B=@__̂ -Fa>. (
A7"G$ 为 &A_金属蛋白酶诱导物"可刺激多种 __̂ <
的表达( 研究发现"肿瘤细胞表面的 A7"G$ 可刺激成
纤维细胞生成 __̂ @""被 __̂ @" 裂解的 A7"G$ 可溶
性细胞外片段可正反馈诱导成纤维细胞生成更多的

__̂ @""A7"G$ 可通过磷脂酶 C= 和 ?@脂氧酶激活通
路诱导成纤维细胞生成 __̂ @= -"#. ( 近年来研究发现"
C_7体外细胞模型中 [̂ &细胞排出的微泡蛋白成分
中含有 A7"G$ -"". ( 杨华伟等 -"=.

研究显示"高氧组大
鼠视网膜各层可见 A7"G$ 有大量表达( 本研究显示"
正常的 [̂ &@脉络膜a巩膜复合物中 A7"G$ 呈低表达"
而在激光诱导的 AZY模型组中"随观察时间的延长"
A7"G$ 表达持续增加"至激光光凝后 % 周"仍维持较高
水平的表达( 结合 DDC动态观察"本研究推测"在
AZY形成早期"由于各种病理因素导致 ],R5M 膜出现
裂隙"A7"G$ 表达量升高"诱导大量 __̂ <活化"进一
步降解基膜及 &A_"为血管内皮细胞的增生)移行)出
芽提供有利的微环境( 因此"推测 A7"G$ 在眼部新生血
管生成中发挥了重要作用"其可能参与AZY的早期形成(

Y&ED是目前公认的眼部促血管新生最重要的分
子之一( 研究证实"A7"G$ 可激活 9̂% @̀CW+通路"诱
导肿瘤细胞及内皮细胞表达 Y&ED"引起肿瘤生长及
血管生成( Y&ED与内皮细胞表面的 A7"G$ 可以自身
作 为 受 体 和 配 体 通 过 同 源 作 用 诱 导 细 胞 生 成

__̂ <-"%a"G. ( 本研究发现"AZY造模后的 $ m"G P 是
AZY生长的高峰期"在 AZY造模后 $ P"大鼠脉络膜组
织中 A7"G$ 表达量开始增加"与其相应的玻璃体腔内
的 Y&ED质量浓度也发生相应改变"提示 A7"G$ 对
Y&ED的表达可能存在潜在的调控作用(

本研究结果存在一定的局限性"如样本量较小)观
察时间较短等( 本研究结果证实了 A7"G$ 在 AZY模
型组织中的表达"A7"G$ 参与 AZY的调控机制可能是
作为上游因子诱导 __̂ <生成"同时参与调控 AZY中
Y&ED的生成"在今后的实验中我们将进一步探讨其
具体机制以及相关信号通路( 综上所述"本研究结果
提示 A7"G$ 是早期 AZY形成重要的分子靶点之一"
为AZY的多靶点治疗干预提供了理论依据及新的思路(
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