
!实验研究!

%?黑素细胞刺激素抑制氧诱导视网膜病变
小鼠视网膜新生血管的生成

杨千惠!张琰!薄其玉!曹云山!杨伟!王飞!李筱荣
$##$.U 天津医科大学眼科医院!天津医科大学眼科研究所!天津医科大学眼视光学院&杨千
惠(张琰(薄其玉(杨伟(王飞(李筱荣'*8$#### 兰州"甘肃省人民医院眼科&曹云山'
通信作者#张琰"&'()*#0(,S1(,-#U/I'K3HMK34,*李筱荣"&'()*#Q*)/I'K3HMK34,
567#%#3$89#:4'(3;3)<<,3"#=>?#%9#3"#%93%"3##U

!!$摘要%!背景!视网膜新生血管形成&RXW'可发生于多种眼病"导致视网膜出血甚至脱离"抑制病理性
RXW已逐渐成为眼科疾病治疗中的重点) %?黑素细胞刺激素&%?fTP'对视网膜发育过程中的生理性血管生
成有抑制作用"但其在病理性 RXW方面的作用尚未见报道)!目的!以氧诱导视网膜病变 &67R'小鼠为模
型"研究玻璃体腔注射不同质量浓度的 %?fTP对病理性 RXW的作用)!方法!选取健康清洁级 8 日龄
@>8]c:9V幼鼠 U# 只"应用随机数字表法随机分为67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组(67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组(67Rl
$Y$# #-:#*%?fTP组(67R组和正常对照组"每组 . 只) 不同剂量 %?fTP干预组和 67R组幼鼠在氧体积分数
&8>p"'Z的高氧环境下饲养 > M"然后在普通空气环境中饲养 > M"正常对照组幼鼠则在普通空气环境中饲养
%# M) 各组取 %8 日龄鼠"球后静脉注射高相对分子质量异硫氰酸葡聚糖&C7A@?MHQIE(,'"制备视网膜铺片"观
察视网膜的血管形态"计算无灌注区面积相对于整个视网膜的面积) 对小鼠眼球行石蜡切片和苏木精[伊红
染色"计数突破内界膜突入玻璃体腔的血管内皮细胞核数)!结果!视网膜铺片结果显示"正常对照组(67R
组(67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组(67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组和 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组视网膜无灌注区相对
面积分别为&#Y##p#Y##'Z(&"$Y#%p$Y$='Z(&%.Y%Up8Y"#'Z(&%>Y9Up8Y#8'Z和&8Y9"p9Y>"'Z"各组间
视网膜无灌注区相对面积总体比较"差异有统计学意义&<h%=Y9$>"Tq#Y#>'*其中 67R组无灌注区相对面积
显著高于 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组"差异有统计学意义&0hUY"=$"Tq#Y#%') 组织病理学检查结果显示"正
常对照组(67R组(67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组(67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组和 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组突入
玻璃体腔的血管内皮细胞核数分别为 &#Y##p#Y##'(&%%YU>pUY"9'(&9Y$>p"Y$U'(&UY=9p%Y8='和 &%Y#$p
%Y">'个) 各组突入玻璃体腔的新生血管内皮细胞核数总体比较"差异有统计学意义&<h%U8Y.8"Tq#Y#>'*
其中 67R组突入玻璃体腔新生血管内皮细胞核数显著高于 67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组(67Rl%Y98 #-:#*
%?fTP组和 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组"差异均有统计学意义&均Tq#Y##%')!结论!%?fTP可减少 67R小
鼠模型视网膜中无灌注区的相对面积和视网膜新生血管核数"其对病理性 RXW的抑制作用呈剂量依赖性)!
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-E2KF +HEHHQF2<HM I21)-1 2Q0-H, &8>p"'Z L2E> M(0<"I1H, '(),I(),HM K,MHE,2E'(*()E42,M)I)2, L2E(,2I1HE>
M(0<*+1HEH(<I1H,2E'(*42,IE2*-E2KF +(<E()<HM K,MHE,2E'2Q)(L2E%# M(0<3RHIE2?2EN)I(*),;H4I)2, 2L1)-1 '2*H4K*(E
+H)-1IL*K2EH<4H), )<2I1)240(,(IH?MHQIE(, &C7A@?MHQIE(,' +(<FHEL2E'HM 2, _%8 ')4H3A1HEHI),(+12*H'2K,I<+HEH
FEHF(EHM I2EHGH(*EHI),(*G(<4K*(IKEH(,M JK(,I)L0EH*(I)GH(EH(2LGH<<H*2N*)IHE(I)2,3A1H'2K<HH0HN(**<+HEH
<KN;H4IHM I2F(E(LL), <H4I)2,<(,M 1H'(I2Q0*),?H2<), <I(),),-"(,M I1H(GHE(-H,K'NHE2LFEH?EHI),(*,K4*H)FHE<H4I)2,
+(<JK(,I)L)HM3!M&.+)(.!C7A@?MHQIE(, *(NH*HM EHI),(*+12*H'2K,I<<12+HM I1(II1HEH*(I)GHGH<<H*2N*)IHE(I)2, (EH(
), ,2E'(*42,IE2*"67R"67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP"67Rl%Y98 #-:#*%?fTP"(,M 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP-E2KF<
+HEH&#Y##p#Y##'Z"&"$Y#%p$Y$='Z"&%.Y%Up8Y"#'Z"&%>Y9Up8Y#8'Z"(,M &8Y9"p9Y>"'Z"EH<FH4I)GH*03
A1HEH+(<(<I(I)<I)4(*<)-,)L)4(,4H), I1HEH*(I)GH(G(<4K*(E(EH(('2,-I1H-E2KF<&<h%=Y9$>"Tq#Y#> '3A1H
EH*(I)GH(G(<4K*(E(EH(), I1H67R-E2KF +(<<)-,)L)4(,I*01)-1HEI1(, I1(I), I1H67Rl$Y$# #-:#*%?fTP-E2KF
&0hUY"=$"Tq#Y#% '3A1HEH<K*I<2L1)<I2F(I12*2-)4(*HQ('),(I)2,<<12+HM I1(II1H(GHE(-H,K'NHE2LFEH?EHI),(*
,K4*H)FHE<H4I)2, ), ,2E'(*42,IE2*"67R"67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP"67Rl%Y98 #-:#*%?fTP"(,M 67Rl$Y$# #-:#*
%?fTP-E2KF<+HEH#Y##p#Y##"%%YU>pUY"9"9Y$>p"Y$U"UY=9p%Y8= (,M %Y#$p%Y">"EH<FH4I)GH*03A1HEH+(<(
<I(I)<I)4(*<)-,)L)4(,4H), I1H(GHE(-H,K'NHE2LFEH?EHI),(*,K4*H)FHE<H4I)2, ('2,-I1H-E2KF<& <h%U8Y.8"
Tq#Y#>'3A1H(GHE(-H,K'NHE2LFEH?EHI),(*,K4*H)FHE<H4I)2, ), I1H67R-E2KF +(<<)-,)L)4(,I*01)-1HEI1(, I1(I),
I1H67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP"67Rl%Y98 #-:#*%?fTP"(,M 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP -E2KF<"I1HM)LLHEH,4H<
NHI+HH, I1H-E2KF<1(M <I(I)<I)4(*<)-,)L)4(,4H<&(**(ITq#Y##%'3!"$,')+.0$,.!%?fTPEHMK4H<I1HEH*(I)GH(EH(
2LGH<<H*2N*)IHE(I)2, (,M I1H(GHE(-H,K'NHE2LFEH?EHI),(*,K4*H)), I1HEHI),(<2L67R'2K<H'2MH*3A1H),1)N)I2E0
HLLH4I<2L%?fTP2, I1HF(I12*2-)4(*RXW(EHM2<H?MHFH,MH,I3!

!:&* ;$%-."96Q0-H,?),MK4HM EHI),2F(I10* RHI),(*,H2G(<4K*(E)S(I)2,* %?fH*(,240IH?<I)'K*(I),-12E'2,H
@+,-5%$1%/6# _1353_E2-E('<C2K,M(I)2, 2Lf),)<IE02L&MK4(I)2, 2L@1),(&"#%"%"#"%"###>'* A1HU>I1

T4)H,I)L)4RH<H(E41 C2K,M(I)2, L2EI1HRHIKE,HM 6GHE<H(<@1),H<HT412*(E<" TI(IH&MK4(I)2, f),)<IE0

!!视网膜新生血管形成 &EHI),(*,H2G(<4K*(E)S(I)2,"
RXW'是由于视网膜缺血(缺氧引起的血管内皮生长
因子&G(<4K*(EH,M2I1H*)(*-E2+I1 L(4I2E"W&DC'等促血
管生成因子与血管生成抑制因子之间平衡失调所

致
+%, ) RXW可发生于糖尿病视网膜病变(早产儿视网

膜病变以及年龄相关性黄斑变性等多种视网膜疾

病
+%, ) 抗 W&DC药物已逐渐成为治疗 RXW的一线药

物
+"[>, "但玻璃体腔注射抗 W&DC药物尚存在一定的

不足"如可能出现眼内炎和眼内出血等并发症"以及因
长期拮抗 W&DC而引起的脉络膜毛细血管和光感受器
细胞的超微结构异常

+U, ) 另外"临床上有相当一部分
患者对抗 W&DC药物不敏感 +9[8, ) 因此"有必要研究
并开发 W&DC以外的(高效(毒性和不良反应少的针对
RXW的干预手段) %?黑素细胞刺激素&%?'H*(,240IH?
<I)'K*(I),-12E'2,H"%?fTP'是阿片[促黑皮质素原
&FE2?2F)2'H*(,242EI)," _6f@' 的 蛋 白 水 解 产 物 +., )

%?fTP在体内分布广泛"主要由下丘脑(皮肤及视网
膜产生

+=[%%, ) %?fTP在脑部与瘦素一起调控能量代
谢

+%"[%$, *在皮肤 中 影 响 色 素 产 生 和 色 素 细 胞 分
化

+%U[%>, *在眼部维持免疫豁免"在自身免疫性葡萄膜
炎小鼠模型中抑制炎症"在糖尿病大鼠视网膜中拮抗
凋亡和氧化应激"并抑制微血管渗漏 +%9[%., ) 另有文献
表明"%?fTP可抑制斑马鱼和鸡胚生理性新生血管发
育

+%=, ) 而在黑色素瘤荷瘤小鼠中"%?fTP可促进黑

色素细胞分化并抑制肿瘤新生血管生成
+"#, ) 目前"

%?fTP对病理性 RXW的作用尚未见报道) 本研究中
拟建立氧诱导视网膜病变&2Q0-H,?),MK4HM EHI),2F(I10"
67R'小鼠模型"研究 %?fTP对 67R模型中 RXW的抑
制作用"为进一步研究以 %?fTP为导向的新型 RXW

干预手段奠定基础)

<9材料与方法

<3<9材料
<3<3<9实验动物9选取 U# 只健康清洁级 8 日龄
@>8]c:9V幼鼠及相应母鼠 &许可证号# Tame"##=?
###%"购自解放军军事医学科学院实验动物中心'"按
随机数字表法将幼鼠分为 67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP

组(67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组(67Rl$Y$# #-:#*%?
fTP组(67R组和正常对照组"每组 . 只) 实验动物
的使用遵循天津医科大学及 BRW6有关眼科与视觉
科学研究中动物使用的相关规定)
<3<3=9主要试剂及仪器9高相对分子质量&平均相
对分子质量为 " ### ###'异硫氰酸葡聚糖&L*K2EH<4H),
)<2I1)240(,(IH?MHQIE(," C7A@?MHQIE(, ' &美国 T)-'(公
司'*抗淬灭封片剂&美国 WH4I(<1)H*M 公司') @a?%"@

数字测氧仪&浙江省建德市梅城电化分析仪器厂'*荧
光显微镜&日本 6*0'FK<公司')
<3=9方法
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<3=3<967R小鼠模型的建立!67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP
组(67Rl%Y98 #-:#*%?fTP 组( 67Rl$Y$# #-:#*
%?fTP组(67R组幼鼠在通入体积分数&8>p"'Z氧气
的密闭玻璃容器中饲养"并用 @a?%"@数字测氧仪每
U 1监测出气口的氧体积分数"每日打开密闭容器 %
次"更换鼠粮(垫料和水"并轮换母鼠*幼鼠在高氧环境
中饲养 > M 后"再于普通空气环境中饲养 > M) 正常对
照组幼鼠则在普通空气环境中饲养 %# M)
<3=3=9玻璃体腔注射 %?fTP!用 $$D针头连接%# #*
微量注射器"于幼鼠高氧饲养结束时在角膜缘后 " ''
处以 U>s进针"缓慢将 $ #*质量浓度分别为 #Y$$(%Y98
和 $Y$# #-:#*的 %?fTP溶液注入 67Rl#Y$$ #-:#*
%?fTP组(67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组(67Rl$Y$# #-:#*
%?fTP组小鼠的双眼玻璃体腔) 注射完毕"静置 %> <
后缓慢撤针) 67R组和正常对照组幼鼠同法注射等容
积生理盐水)
<3=3>9各组小鼠荧光素眼底血管造影9根据文献
+"%,的方法"将高相对分子质量 C7A@?MHQIE(, 粉末溶
于去离子水中"制成质量浓度 ># '-:'*的 C7A@?
MHQIE(, 溶液) 分别取各组 %8 日龄小鼠 . 只"左手抓
住幼鼠头颈部皮肤"轻压眼眶使眼球突出"然后将按照
小鼠眼球形状弯成弧形的 % '*注射器针头刺入右眼
内眦 AH,2, 筋膜"到达球后静脉丛后"缓慢注入 ># #*
C7A@?MHQIE(, 溶液) 静置数秒后缓慢撤针"待 C7A@?
MHQIE(, 循环 > '), 后"颈椎脱臼法处死小鼠"取小鼠眼
球在质量分数 UZ多聚甲醛中固定 U# '),) 手术显微
镜下剥离视网膜"以视盘为中心将视网膜剪成U 瓣"用
含 5B_7的抗淬灭封片剂封片) 在荧光显微镜下观察
并照相) 并用 @H**TH,<TI(,M(EM 软件 &日本 6*0'FK<
公司'测量无灌注区占全视网膜的相对面积)
<3=3?9各组眼球组织常规组织病理学检查9取各组
. 只 %8 日龄幼鼠眼球"制成蜡块"并行 $ #'厚矢状位
石蜡切片"相邻 " 张切片间隔 U# #'"每只眼球连续取
%# 张切片"行苏木精[伊红染色"排除含视神经的切
片"计数平均每张切片中突破内界膜并且突入玻璃体
腔的新生血管内皮细胞核数)
<3>9统计学方法

采用 T_TT "#3# 统计学软件&7]f T_TT TI(I)<I)4<"
nTB'进行统计分析) 各组量化的数据资料经 T1(F)E2?
d)*O 检验呈正态分布"以 Pp;表示) 经 cHGH,H检验证
实方差齐) 各组视网膜无灌注区相对面积及突入玻璃
体腔的新生血管内皮细胞核数的总体比较均采用单因

素方 差 分 析" 组 间 两 两 比 较 采 用 T41HLLj检 验)
Tq#Y#>为差异有统计学意义)

=9结果

=3<9各组小鼠荧光素眼底血管造影及视网膜无灌注

区相对面积比较

正常对照组的视网膜血管呈均匀网状结构分布"

视网膜中央未见无灌注区*67R组视网膜中央可见大
片无灌注区"在无灌注区和灌注区的交界处可见大量
新生血管芽&图 %') 定量分析结果显示"正常对照组(
67R组(67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组(67Rl%Y98 #-:#*%?
fTP组和 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组视网膜无灌注区
相对面积分别为 &#Y##p#Y##'Z(&"$Y#%p$Y$='Z(
&%.Y%Up8Y"#'Z(&%>Y9Up8Y#8'Z和&8Y9"p9Y>"'Z"

各组间视网膜无灌注区相对面积总体比较"差异有统
计学意义&<h%=Y9$>"Tq#Y#>'*其中 67R组无灌注区
相对面积显著高于 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组"差异
有统计学意义&0hUY"=$"Tq#Y#%'&图 "')
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图 <9各组 <H 日龄小鼠荧光素眼
底血管造影&C7A@"标尺h>## #''
白色虚线勾勒出视网膜中央无灌

注区"每张图片由 U 倍物镜下拍
摄的 = 张图片拼接而成!B#正常对照组视网膜血管正常!]#67R组
可见较大面积无灌注区!@#67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组无灌注区面积
小于 67R!5#67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组无灌注区面积明显缩小!&#
67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组视网膜接近正常!图 =9各组视网膜无灌
注区相对面积比较 & # h. ' ! <h%=Y9$>"Tq#Y#>3与 67R组比较"
(Tq#Y#%"NTq#Y##%&单因素方差分析"T41HLLj检验'!%3正常对照组
"#67R组 ! $# 67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组 ! U# 67Rl%Y98 #-:#*
%?fTP组!>#67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组

!U8#%! 中华实验眼科杂志 "#%9 年 %" 月第 $U 卷第 %" 期!@1), V&QF 6F1I1(*'2*"5H4H'NHE"#%9"W2*3$U"X23%"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



=3=9各组小鼠视网膜组织病理学表现及突入玻璃体
腔血管内皮细胞核数比较

视网膜石蜡切片的苏木精[伊红染色结果显示"

正常对照组的内界膜结构平滑完整"视网膜血管细
胞结构整齐"未见突入玻璃体腔的视网膜血管) 67R

组内界膜形态不规则"内界膜下细胞增生明显"排列
紊乱"可见大量突入玻璃体腔的新生血管管腔"平均
每张切片突入玻璃体腔的血管内皮细胞核数为&%%YU>p
UY"9'个) 67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组(67Rl%Y98 #-:#*

%?fTP组和 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组均可见突入玻
璃体腔的新生血管"突入玻璃体腔的血管内皮细胞核
数分别为&9Y$>p"Y$U'(&UY=9p%Y8='和&%Y#$p%Y">'

个"新生血管内皮细胞核数随着 %?fTP剂量的增加而
呈减少趋势) 各组突入玻璃体腔的新生血管内皮细胞
核数总体比较"差异有统计学意义 & <h%U8Y.8"
Tq#Y#>'*其中 67R组突入玻璃体腔的新生血管内皮
细胞核数显著高于 67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组(67Rl
%Y98 #-:#*%?fTP组和 67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组"

差异均有统计学意义&均 Tq#Y##%'&图 $"U')
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图 >9各组 <H 日龄小鼠视网
膜切片组织病理学表现&P&"标尺h"##''!B#正常对照组未见突
入玻璃体腔的新生血管!]#67R组可见大量突破内界膜"突向玻璃
体腔的新生血管&箭头'!@#67Rl#Y$$ #-:#*%?fTP组可见突破内
界膜的新生血管&箭头'!5#67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组可见突破内
界膜的新生血管较少&箭头'!&#67Rl$Y$# #-:#*%?fTP组视网膜
未见新生血管!图 ?9各组突入玻璃体腔的新生血管内皮细胞核数
比较& #h.'!<h%U8Y.8"Tq#Y#>3与 67R组比较"(Tq#Y##%&单因
素方差分析"T41HLLj检验'!%#正常对照组!"#67R组!$#67Rl
#Y$$ #-:#*%?fTP组!U#67Rl%Y98 #-:#*%?fTP组!>#67Rl
$Y$# #-:#*%?fTP组

!

>9讨论

由于视网膜新生血管的通透性高"可引起出血"进
而引起结缔组织的增生(牵拉以及视网膜脱离"因此研
制针对 RXW的新型(有效干预手段对防盲(治盲工作
的意义重大)

本研究中证明了 %?fTP对 67R小鼠病理性 RXW
的抑制作用) 不同质量浓度 %?fTP干预组视网膜无
灌注区的相对面积明显小于 67R组"而且视网膜无灌
注区的相对面积随 %?fTP的剂量升高而呈下降趋势)
小鼠眼球组织病理学结果显示"不同质量浓度 %?fTP
干预组中突破内界膜进入玻璃体腔的新生血管内皮细

胞核数显著低于67R组"且数量随%?fTP质量浓度的
上升而呈降低趋势) 这些研究结果提示"%?fTP对于
高氧诱导的 RXW的抑制作用呈剂量依赖性)

有研究表明"在大鼠主动脉环体外培养物实验中"
%?fTP可抑制微血管的生长*在斑马鱼体内模型中"
%?fTP对血管内皮细胞基质金属蛋白酶?" &'(IE)Q
'HI(**2FE2IH),(<H?""ff_?"'分泌的抑制作用呈剂量依
赖性*%?fTP对体外培养的人脐静脉血管内皮细胞
&1K'(, K'N)*)4(*GH), H,M2I1H*)(*4H**<"PnW&@<'的增
生影响很小"主要抑制 PnW&@<分泌 ff_?"(移行和
管腔形成

+%=, ) 这些结果提示 %?fTP细胞毒性极低"

并可抑制生理状态下的新生血管生成*而本研究结果
证实 %?fTP对病理性新生血管生成也存在抑制作用)

本研究证明了 %?fTP对 67R小鼠 RXW的抑制作
用"但其作用的分子机制还有待进一步研究) 近年研
究发现"%?fTP可抑制血管内皮细胞中转录因子核因
子?']&,K4*H(EL(4I2E?']"XC?']'的活性"而XC?']又可
分别在视网膜色素上皮细胞和血管内皮细胞中直接调

控 W&DC和 W&DC受体 "的表达 +""[">, ) 另一方面"%?
fTP还在 PnW&@<中通过抑制磷脂酰肌醇&?$'激酶
&F12<F1(I)M0*),2<)I2*?$?O),(<H"_7$e' :BOI通路的活性
来降调节 W&DC和 W&DC受体 " 的表达 +%=, ) 我们在
今后的研究中"将从 XC?']通路和 _7$e:BOI通路探
索 %?fTP在 67R模型中对病理性新生血管的作用机
制"为 %?fTP干预和治疗 RXW提供理论依据)

综上所述"本研究证实%?fTP可在67R小鼠模型
中呈剂量依赖性地抑制病理性 RXW"为进一步研制针
对 RXW的新型(有效的干预手段提供了实验基础)
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