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!!$摘要%!背景!黄斑区脉络膜新生血管&@XW'是致盲率较高的眼病之一"以往的主要治疗方法是光动

力学疗法和玻璃体腔抗血管内皮生长因子&W&DC'药物注射"但均存在一定的不良反应) 研究认为"加减驻
景方的应用对相关病变有治疗效果)!目的!探讨加减驻景方含药血清对缺氧状态下大鼠脉络膜血管内皮

细胞&R@W&@<'增生的影响)!方法!%# 只 T5大鼠给予 #Y>"> -:'*加减驻景方药液 "# '*:O-灌胃 $ M"于末
次给药后 " 1 无菌条件下采集腹主动脉血"制备加减驻景方含药血清) 将培养的 R@W&@<分为 U 个组"空白对
照组细胞用常规培养液进行培养"氯化钴组在培养液中添加 %## #'2*:c氯化钴 %## #*以制备细胞缺氧模型"

空白血清l氯化钴组在缺氧细胞培养液中添加体积分数 "#Z空白血清"含药血清l氯化钴组在缺氧细胞培养
液中添加体积分数 "#Z含药血清) 细胞培养后 "U 1 采用四甲基偶氮唑盐&fAA'法检测各组细胞的增生情
况*采用逆转录 _@R和 dH<IHE, N*2I技术检测各组细胞中缺氧诱导因子?%%&:R<OC!'基因和蛋白的相对表达

量)!结果!培养的 R@W&@<生长良好"呈梭形) %## #'2*:c氯化钴作用后成功建立了缺氧细胞模型) fAA

法检测显示"空白对照组(氯化钴组(含药血清l氯化钴组和空白血清l氯化钴组吸光度&S'值分别为 #Y9>=p
#Y#>%(#Y8>8p#Y>>$(#Y9.$p#Y#$8 和 #Y8$%p#Y#$."其中氯化钴组 S值明显高于空白对照组和含药血清l氯化

钴组"差异均有统计学意义&均 Tq#Y#%') 空白对照组(氯化钴组(含药血清l氯化钴组和空白血清l氯化钴组细
胞中 P7C?%%'RXB和 W&DC'RXB及其蛋白的相对表达量总体比较"差异均有统计学意义&P7C?%%'RXB#

<h$Y%##"Tq#Y#>*W&DC'RXB#<h$YU"#"Tq#Y#>* P7C?%%蛋白# <hU8#Y9##" Th#Y###* W&DC蛋白#
<h%U9Y8##"Th#Y###'"其中氯化钴组细胞中 P7C?%%'RXB(W&DC'RXB及其蛋白的相对表达量均明显高
于空白对照组和含药血清l氯化钴组"差异均有统计学意义&均 Tq#Y#>')!结论!加减驻景方含药血清可能

通过抑制 R@W&@<分泌 P7C?%%和 W&DC的机制而抑制缺氧状态下 R@W&@<的增生)!
$关键词%!缺氧:化学诱导* 脉络膜血管内皮细胞* 中草药* T5大鼠* 含药血清* 加减驻景方* 细胞
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),IE(-(<IE)4(M'),)<IE(I)2, +)I1 I1HM2<(-H"# '*:O-L2E$ M(0<"(,M I1H(NM2'),(*(2EI)4N*22M +(<42**H4IHM " 12KE<

(LIHE*(<IM2<(-HI2FEHF(EHI1HMEK-<HEK'3@K*IKEHM R@W&@<+HEHM)G)MHM ),I2U -E2KF<3@2@*" +)I1 I1H42,4H,IE(I)2,

2L%## #'2*:c&%## #*' +(<(MMHM ), I1H'HM)K'I2H<I(N*)<1 I1H(,2Q)4'2MH*<), I1H@2@*" -E2KF"(,M "#Z MEK-

<HEK'+(<(MMHM ), I1H(,2Q)44K*IKEH'HM)K'), I1HMEK-<HEK'l@2@*" -E2KF3RH-K*(E4K*IKEH'HM)K'+(<K<HM ),

I1HN*(,O 42,IE2*-E2KF"(,M "#Z FKEH<HEK' +(<(MMHM ), I1H(,2Q)44K*IKEH'HM)K' ), I1HFKEH<HEK'l@2@*"
-E2KF3A1H4H**<+HEH),4KN(IHM L2E42,<H4KI)GH"U 12KE<"(,M I1H-E2+I1 2LI1H4H**<+(<MHIH4IHM N0'2,2IHIE(S2*)K'

&fAA' (<<(0(<(N<2EN(,4H&S'3A1HHQFEH<<)2,<2L-H,H(,M FE2IH), 2L10F2Q)(?),MK4)N*HL(4I2E?%%&P7C?%%' (,M

W&DC), I1H4H**<+HEHMHIH4IHM N0EHGHE<HIE(,<4E)FI)2, _@R(,M dH<IHE, N*2I"EH<FH4I)GH*03A1)<<IKM0+(<(FFE2GHM

N0I1H&I1)4<@2'')IIHH2L&0HP2<F)I(*2L@1),(B4(MH'02L@1),H<HfHM)4(*T4)H,4H<3!M&.+)(.!@K*IKEHM 4H**<

-EH++H**+)I1 LK<)L2E'<1(FH3P0F2Q)44H**'2MH*<+HEH4EH(IHM N0(MM),-@2@*"3A1H'H(, SG(*KH<+HEH#Y9>=p

#Y#>%"#Y8>8p#Y>>$"#Y9.$p#Y#$8 (,M #Y8$%p#Y#$. ), I1HN*(,O 42,IE2*-E2KF"@2@*" -E2KF"MEK-<HEK'l@2@*"
-E2KF (,M FKEH<HEK'l@2@*" -E2KF"EH<FH4I)GH*0"(,M I1HSG(*KH), I1H@2@*" -E2KF +(<<)-,)L)4(,I*0H*HG(IHM ),

42'F(E)<2, +)I1 I1HN*(,O 42,IE2*-E2KF (,M MEK-<HEK'l@2@*" -E2KF &N2I1 (ITq#Y#%'3A1H<)-,)L)4(,IM)LLHEH,4H<

+HEHL2K,M ), I1HEH*(I)GHHQFEH<<)2,<2LP7C?%%(,M W&DC('2,-I1HN*(,O 42,IE2*-E2KF"@2@*" -E2KF"MEK-<HEK'l

@2@*" -E2KF (,M FKEH<HEK'l@2@*" -E2KF &P7C?%%#<h$Y%##" Tq#Y#>*W&DC'RXB#<h$YU"#"Tq#Y#>*P7C?%%
FE2IH),#<hU8#Y9##"Th#Y###*W&DCFE2IH),#<h%U9Y8##"Th#Y### '"(,M I1HEH*(I)GHHQFEH<<)2,<2LP7C?%%
'RXB"W&DC'RXB"P7C?%%FE2IH), (,M W&DCFE2IH), ), I1H@2@*" -E2KF +HEH<)-,)L)4(,I*01)-1HEI1(, I12<H),

I1HN*(,O 42,IE2*-E2KF (,M MEK-<HEK'l@2@*" -E2KF &(**(ITq#Y#>'3!"$,')+.0$,.!5EK-<HEK'2LL&"L&"#Y(*L&#$

MH424I)2, 4(, ),1)N)II1H-E2+I1 (,M FE2*)LHE(I)2, 2L10F2Q)4R@W&@<N0M2+,?EH-K*(I),-I1H<H4EHI)2, 2LP7C?%%(,M

W&DC3!

!:&* ;$%-."9P0F2Q)(:41H')<IE0?),MK4HM* @12E2)M(*G(<4K*(EH,M2I1H*)(*4H**<* @1),H<H1HEN(*'HM)4),H*

R(I<" TFE(-KH?5(+*H0* 5EK-<HEK'* W&"L&"#Y(*L&#$ MH424I)2,* @K*IKEHM" 4H**<

@+,-5%$1%/6# X(I)2,(*X(IKE(*T4)H,4HC2K,M(I)2, 2L@1),(&.%>8U#$"'

!!脉 络膜新生血管 & 412E2)M(*,H2G(<4K*(E)S(I)2,"
@XW'是病理性近视严重的并发症"也是患者致盲和低
视力的主要原因之一) 血管内皮生长因子 &G(<4K*(E
H,M2I1H*)(*-E2+I1 L(4I2E"W&DC'可促进血管内皮细胞
的活化(增生和迁移"在 @XW的形成中发挥重要作用"

研究表明在病理性近视形成的过程中因缺氧微环境所

产生的缺氧诱导因子?%%& 10F2Q)(?),MK4)N*HL(4I2E?%%"
P7C?%%'可促进 W&DC高表达"参与 @XW的形成 +%, )

临床研究证实"加减驻景方既能补肝肾益精血和补脾
气除痰湿"又可行气活血而通络"从而抑制 @XW的形
成

+", "但其机制尚不清楚) 本研究观察加减驻景方含

药血清对体外培养缺氧诱导的大鼠脉络膜血管内皮细

胞&E(I412E2)M(*G(<4K*(EH,M2I1H*)(*4H**<"R@W&@<'中
P7C?%%和 W&DC的影响"为中医药治疗病理性近视所
致的 @XW提供新的思路)

<9材料与方法

<3<9材料
<3<3<9实验动物9T_C级雄性 T5大鼠 "# 只"体质量
&""#p"#'-"购自北京维通利华实验动物技术有限公
司"许可证号#T@me&京'"#%"?###%) 本课题已通过中
国中医科学院眼科医院伦理委员会批准)

<3<3=9主要试剂及仪器9大鼠 R@W&@<&江阴齐氏生
物有 限 公 司 '* 胰 蛋 白 酶( 二 甲 基 亚 砜 & M)'HI10*
<K*L2Q)MH"5fT6'&美国 B'EH<42公司'*胎牛血清 &美
国 P0@*2,H公司'*四甲基偶氮唑盐&'2,2IHIE(S2*)K'"
fAA'&美国 T)-'(公司'*_@R试剂盒(_@R引物 &北
京博奥森生物技术有限公司'*抗 P7C?%%一抗&编号#
Pe%U%">"上海户实医药科技有限公司"稀释比例为
% b>##'*二抗&编号#Dc%>$."北京百奥莱博科技有限
公司') 7m.% 型荧光倒置显微镜 &美国 6*0'FK<公
司'*超净工作台&西安永乐精密机械有限公司'*体积

分数 >Z @6"培养箱&美国 A1HE'2公司'*全自动酶标
仪&德国 e(I02公司'*>U%8R型台式高速离心机&德国
&FFH,M2EL公司 '* 电泳仪 &北京市六一仪器厂 '*
nW?"U#% _@%$3# 型紫外分光光度计&日本津岛公司'*
_@R热循环仪&新加坡 BFF*)HM ])2<0<IH'<公司'*d5?
=U%$B型凝胶成像分析仪 &德国 B*F1(7,,2IH41 公
司'*U r离心机&德国 e(I02公司')
<3<3>9加减驻景方药液9加减驻景方的配方为楮实
子 %> -"枸杞子 %> -"菟丝子 %> -"当归 %# -"茺蔚子 %" -"

生芪 %# -"茯苓 %# -"生三七粉 $ -"密蒙花 %# -"桂枝
%# -"由四川新绿药业科技发展股份有限公司配成质
量浓度为 #Y>"> -:'*的药液"高压灭菌"U r冰箱保存
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备用)
<3=9方法
<3=3<9大鼠含药血清的制备9正常 T5大鼠 "# 只"
按照随机数字表法将大鼠随机分为含药血清组和空白

血清组"每组 %# 只) 含药血清组大鼠给予 #Y>"> -:'*
加减驻景方药液 "# '*:O-灌胃"相当于 9# O-成人临
床用量的 %# 倍"每日 " 次*空白血清组大鼠以相同的
方式给予质量分数 #Y=Z氯化钠溶液 "# '*:O-连续灌
胃 $ M"于末次给药后 " 1 下肢肌内注射盐酸氯胺酮和
盐酸赛拉嗪混合液麻醉动物"于无菌条件下腹主动脉
采血"静置 $ 1"离心半径 $ 4'" $ ### E:'), 离心
"# '),"取上清液">9 r灭菌 $# '),"#Y"" #'滤网过
滤除菌"["# r保存备用)
<3=3=9细胞培养9将 R@W&@<接种至 "> 4'"

培养瓶

中"加入培养液"置入$8 r(体积分数 >Z@6"细胞培

养箱中静置 9 \. 1 或过夜"以稳定细胞状态*待细胞
贴壁生长铺满瓶底达 .#Z以上时进行消化(传代和
冻存)
<3=3>9氯化钴和含药血清影响细胞增生能力实验的
最适质量浓度筛选9取对数生长期大鼠 R@W&@<悬
液"以 $ %̂#U :'*的密度接种于 =9 孔培养板"每孔 "## #*"
每组设 U 个复孔"分为空白对照组(氯化钴组(含药血
清l氯化钴组和空白血清l氯化钴组"$8 r(>Z@6"培

养箱中培养 "U 1"弃培养液"空白对照组加入 %## #*的
新培养液"氯化钴组分别加入 ">(>#(8>(%##(%">(
%>#("## 和 $## #'2*:c氯化钴 %## #*"含药血清l氯化
钴组分别加入体积分数 >Z(%#Z(%>Z("#Z加减驻
景方含药血清 %## #*"空白血清l氯化钴组分别加入体
积分数 >Z( %#Z( %>Z( "#Z 空白血清 %## #*"于
$8 r(>Z@6"细胞培养箱中培养 "U 1"避光下每孔加
入 > '-:'*fAA"# #*"孵育 U 1"弃上清液"避光条件下
加入 5fT6%># #*:孔"置酶标仪上振荡 %# '),"于波
长 9$# ,'处测定各孔吸光度&S'值) 实验重复 $ 次)
<3=3?9fAA法检测细胞的增生能力!取对数生长期
大鼠 R@W&@<悬液"以 $ %̂#U :'*密度接种于 =9 孔培
养板"每孔 "## #*"每组设 U 个复孔"分为空白对照组(
氯化钴组(含药血清l氯化钴组和空白血清l氯化钴组"细
胞于$8 r(>Z@6"细胞培养箱中培养 "U 1"弃培养液"
空白对照组加入 %## #*新培养液"氯化钴组加入
%## #'2*:c氯化钴 %## #*"含药血清l氯化钴组加入含
"#Z含药血清与等浓度氯化钴混合液 %## #*"空白血
清l氯化钴组加入含 "#Z空白血清与等浓度氯化钴混
合液 %## #*"于 $8 r(>Z@6"细胞培养箱中培养 "U 1"
在避光条件下每孔加入 > '-:'*fAA"# #*"孵育 U 1"

弃上清液"避光条件下每孔加入 5fT6%># #*"置酶标
仪上振荡%# '),"于波长 9$# ,'处测各孔吸光度&S'
值"实验重复 $ 次)
<3=3F9逆转录 _@R法检测 P7C?%%和 W&DC'RXB
的表达!取对数生长期大鼠 R@W&@<悬液"以 % %̂#> :'*
密度接种于 9 孔培养板"每孔 % '*"$8 r(>Z@6"细胞

培养箱中培养 "U 1"弃培养液) 细胞分组和培养方法
同 %3"3U) 按照 AE)S2*说明书提取细胞的 RXB"按逆转
录试剂盒说明书将 RXB逆转录为 45XB"以 &?(4I), 作
为内参) 引物序列#P7C?%%上游引物为 > 1?DBB@B
BBB@B@B@BD@DBB@DA?$1"下游引物为 > 1?ADDAA
B@ADAADDABA@BBABABDADB?$1*W&DC上游引物为
>1?ADDBADA@AB@@BD@DBBD@?$1"下游引物为 >1?B
@BBDD@A@B@BDADBAAAA?$1*&?(4I), 上游引物为 >1?B
B@BDA@@D@@ABDBBD@B@?$1"下游引物为 >1?@DAA
DB@BA@@DABBBDB@@?$1) 反应条件#=> r预变性
$ '),*=> r变性 $# <">9 r退火 $# <"8" r延伸 $# <"
共 $8 个循环*U r停止反应) 取出反应管"于 U r保存
备用"其中 &?(4I), 反应为 "8 个循环) P7C?%%的扩增
产物长度为 8## NF"W&DC为 >## NF) 琼脂糖凝胶电
泳"以 7'(-HV分析软件对 _@R产物进行半定量分析"
基因的相对表达量h目标基因 S值:&?(4I), S值)
<3=3G9dH<IHE, N*2I法检测细胞中 P7C?%%和 W&DC
蛋白的相对表达量!收集各组细胞"用蛋白提取液常
规提取蛋白质"]@B法测定蛋白质量浓度"取 $# #-样
品至 " '*&_管中"加入等容积缓冲液"混匀后沸水煮
> '),"冷却后 %# ### E:'), 离心 > '),"吸出上清液备
用) 行 T5T?聚丙烯酰胺凝胶电泳"取下玻璃板"将凝
胶移入电泳槽内"加入电泳缓冲液"将处理好的样品加
样"开始电泳) 电泳结束后转膜至 _W5C膜上"_W5C
膜置于封闭液中水平轻摇孵育 % 1"弃封闭液"漂洗
$ 次)把 _W5C膜放入杂交袋中"加入稀释好的一抗和
&?(4I),"封口杂交"$8 r水平摇动孵育 " 1"U r过夜)
二抗孵育"再将 _W5C膜移到新的杂交袋中"加入稀释
好的二抗"封口杂交"$8 r水平摇动孵育 $ 1) 将膜放
入 D&?7'(-HgK(,I?cBT?U### 化学发光成像分析仪内
成像"再用图像分析软件进行分析"以 &?(4I), 作为内
参对照"蛋白相对表达水平h目的蛋白灰度值:&?(4I),
灰度值)
<3>9统计学方法

采用 T_TT %93# 统计学软件进行统计分析) 测定
指标的数据资料经 d 检验均呈正态分布"以 Pp;表
示"经 cHGH,H检验证实组间方差齐) 采用均衡分组单
因素干预多水平实验设计"不同浓度氯化钴组(不同体

!89#%!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%"
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积分数含药血清组(不同药物作用组细胞增生能力
&S值'的总体差异比较均采用单因素方差分析*各组
细胞中 P7C?%%'RXB和 W&DC'RXB及其蛋白相对
表达量的总体差异比较均采用单因素方差分析"组间
多重比较均采用 cT5?0检验) 采用双侧检验法"
Tq#Y#>为差异有统计学意义)

=9结果

=3<9培养的大鼠 R@W&@<形态
培养第 $ 天"大鼠 R@W&@<轮廓较清晰*培养第 U

天 R@W&@<的细胞核呈梭形"位于中央"至培养后第 9
天和第 8 天"细胞呈轮廓较清晰的梭形&图 %')

A B

C D
图 <9培养的大鼠 M"DC".形态& Û##'!B#培养 $ M 的细胞轮廓
较清晰!]#培养 U M 的细胞细胞核呈梭形"位于中央!@#培养 9 M
可见细胞呈轮廓较清晰的梭形!5#培养 8 M 可见细胞呈轮廓较清晰
的梭形

=3=9不同浓度氯化钴和不同体积分数含药血清作用
后 R@W&@<的增生能力

不同浓度氯化钴作用后对大鼠 R@W&@<的增生能
力明显不同"总体比较差异有统计学意义&<h"$YU9#"
Tq#Y#%'""> #'2*:c和 ># #'2*:c氯化钴组细胞增生
值较空白对照组轻度升高"但差异均无统计学意义
&Th#Y=99(#Y.=>'*8>(%## 和 %"> #'2*:c氯化钴组
细胞增生值均明显升高"而 %>#("## 和 $## #'2*:c氯
化钴组细胞增生值明显下降"差异均有统计学意义
&Th#Y#U#(#Y##%(#Y##8(#Y#U8(8Y>"&?#>(=Y9$=&?%%'"其
中%## #'2*:c氯化钴组细胞增生值最大"$## #'2*:c
氯化钴组细胞增生值最小&表 %') 空白对照组">Z(
%#Z(%>Z("#Z含药血清组和 >Z(%#Z(%>Z("#Z
空白血清组细胞增生值明显不同"组间总体比较差异
有统计学意义&<h=Y..%"Tq#Y#>'"与空白对照组比
较">Z(%#Z(%>Z("#Z含药血清组细胞增生值均明

显下降"差异均有统计学意义 &Th#Y###($YU%9&?#>(
$Y=$"&?#>(%Y$>=&?#.'"其中 "#Z含药血清组细胞增
生值最低*而 >Z(%#Z(%>Z("#Z空白血清组细胞增
生 值 与 空 白 对 照 组 相 比 差 异 均 无 统 计 学 意 义

&Th#YU9"(#YU88(#YU%#(#YU#$'&表 "')

表 <9不同浓度氯化钴组 M"DC".增生值的比较&)N*"+值'

组别 样本量 细胞增生值

空白对照组 %" #Y99=p#Y#U%

"> #'2*:c氯化钴组 %" #Y98#p#Y#=%

># #'2*:c氯化钴组 %" #Y98%p#Y#9$

8> #'2*:c氯化钴组 %" #Y8%8p#Y#UU(

%## #'2*:c氯化钴组 %" #Y8U.p#Y#>" N

%"> #'2*:c氯化钴组 %" #Y8$$p#Y#U" N

%># #'2*:c氯化钴组 %" #Y9""p#Y#99(

"## #'2*:c氯化钴组 %" #Y>8$p#Y#88 N

$## #'2*:c氯化钴组 %" #Y>##p#Y#89 N

<值 "$YU9#

T值 q#Y#%

!注#与空白对照组比较"(Tq#Y#>"N Tq#Y#% &单因素方差分析"cT5?0

检验'!R@W&@<#大鼠脉络膜血管内皮细胞

表 =9不同体积分数含药和空白血清组
M"DC".增生值的比较&)N*"+值'

组别 样本量 细胞增生值

空白对照组 %" #Y99=p#Y#U%

>Z含药血清组 %" #Y>..p#Y#>$(

%#Z含药血清组 %" #Y>8%p#Y#9"(

%>Z含药血清组 %" #Y>8"p#Y#>=(

"#Z含药血清组 %" #Y>"=p#Y#89(

>Z空白血清组 %" #Y9>"p#Y#UU

%#Z空白血清组 %" #Y9>$p#Y#>9

%>Z空白血清组 %" #Y9>%p#Y#>8

"#Z空白血清组 %" #Y9>#p#Y#8%

<值 =Y..%

T值 q#Y#>

!注#与空白对照组比较"(Tq#Y#% &单因素方差分析"cT5?0检验'!

R@W&@<#大鼠脉络膜血管内皮细胞

=3>9各组 R@W&@<增生能力的比较
空白对照组(氯化钴组(含药血清l氯化钴组和空

白血清l氯化钴组 R@W&@<增生值明显不同"总体比
较差异有统计学意义&<h%%Y%##"Tq#Y#%'"其中氯化
钴组细胞增生值明显高于空白对照组"差异有统计学
意义&Th>YU"&?#9'"含药血清l氯化钴组细胞增生值
明显低于氯化钴组"差异有统计学意义 &Th#Y###'"
而空白血清l氯化钴组与氯化钴组间细胞增生值的差
异无统计学意义&Th#Y%8%'&表 $')

!.9#%! 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%"
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表 >9氯化钴和不同血清处理后各组间
M"DC".增生能力的比较&)N*"+值'

组别 样本量 细胞增生值

空白对照组 %" #Y9>=p#Y#>%
氯化钴组 %" #Y8>8p#Y>>$(

含药血清l氯化钴组 %" #Y9.$p#Y#$8 N

空白血清l氯化钴组 %" #Y8$%p#Y#$.
<值 %%Y%##
T值 q#Y#%

!注#与空白对照组比较"(Tq#Y#%*与氯化钴组比较"NTq#Y#%&单因素

方差分析"cT5O0检验'!R@W&@<#大鼠脉络膜血管内皮细胞

=3?9各组 R@W&@<中 P7C?%%'RXB和 W&DC'RXB
的表达

空白对照组(氯化钴组(含药血清l氯化钴组和空
白血清l氯化钴组 R@W&@<中 P7C?%%'RXB(W&DC
'RXB的相对表达量明显不同"总体比较差异均有统
计学意义&<h$Y%##($YU"#"均 Tq#Y#>') 氯化钴组
细胞中 P7C?%%'RXB的相对表达量明显高于空白对
照组"差异有统计学意义&0h#Y#">"Tq#Y#>'"含药血
清l氯化钴组 P7C?%%'RXB的相对表达量明显低于
氯化钴组"差异有统计学意义&Th#Y#$='"空白血清l
氯化钴组细胞中 P7C?%%'RXB的相对表达量与氯化
钴组比较差异无统计学意义 &Th#Y#8=') 氯化钴组
细胞中 W&DC'RXB的相对表达量明显高于空白对照
组"差异有统计学意义&Th#Y#%.'"含药血清l氯化钴
组细胞中 W&DC'RXB的相对表达量明显低于氯化钴
组"差异有统计学意义&Th#Y#$U'"空白血清l氯化钴
组 W&DC'RXB的相对表达量与氯化钴组比较差异无
统计学意义&Th#Y%%.'&图 ""表 U')

β�actin

VEGF

HIF�1α

500bp

500bp

700bp

1 2 3 4 图 =9逆转录 O"M
法检测氯化钴和不

同血清处理后各组

M"DC".中 DCE@
6MP7 和 QI@R<!
6MP7表达电泳图
%#空白对照组!"#

氯化钴组!$#空白血清l氯化钴组!U#含药血清l氯化钴组!W&DC#血
管内皮生长因子*P7C#缺氧诱导因子
!

表 ?9氯化钴和不同血清处理后各组间 M"DC".中
QI@R<!6MP7和 DCE@6MP7的相对表达量比较&)N*'

组别 样本量 P7C?%%'RXB相对表达量 W&DC'RXB相对表达量
空白对照组 $ #Y.>8p#Y#U= #Y98>p#Y#=%
氯化钴组 $ %Y#%8p#Y#"8( #Y=>8p#Y#%=(

含药血清l氯化钴组 $ #Y.8$p#Y#"# N #Y8%$p#Y%U% N

空白血清l氯化钴组 $ #Y=##p#Y%"" #Y8=#p#Y%>.
<值 $Y%## $YU"#
T值 q#Y#> q#Y#>

!注#与各自的空白对照组比较"(Tq#Y#>*与各自的氯化钴组比较"
NTq#Y#>&单因素方差分析"cT5?0检验'!R@W&@<#大鼠脉络膜血管内

皮细胞*P7C#缺氧诱导因子*W&DC#血管内皮生长因子

=3F9各组 R@W&@<中 P7C?%%和 W&DC蛋白的表达
空白对照组(氯化钴组(含药血清l氯化钴组和空

白血清l氯化钴组 R@W&@<中 P7C?%%蛋白和 W&DC蛋
白的相对表达量明显不同"总体比较差异均有统计学
意义&<hU8#Y9##(%U9Y8##"均 Th#Y###'*氯化钴组
细胞中 P7C?%%和 W&DC蛋白的相对表达量均明显高
于空白对照组"差异均有统计学意义&均 Tq#Y#>'"含
药血清l氯化钴组细胞中 P7C?%%和 W&DC蛋白的相对
表达量明显低于氯化钴组"差异均有统计学意义 &均
Tq#Y#>'"空白血清 l氯化钴组细胞中 P7C?%%和
W&DC蛋白的相对表达量与氯化钴组比较差异均无统
计学意义&均 Tk#Y#>'&图 $"表 >')

β�actin

VEGF

HIF�1α120000
1 2 3 4

27000

43000

图 > 90&.(&%,8)$(法
检测氯化钴和不同血清

处理 后 各 组 M"DC".
中 QI@R<! 6MP7 和

DCE@ 6MP7 表 达 电
泳图!%#空白对照组!
"#氯化钴组!$#空白血

清l氯化钴组!U#含药血清l氯化钴组!P7C#缺氧诱导因子*W&DC#
血管内皮生长因子

表 F9氯化钴和不同血清处理后各组间 M"DC".中 QI@R<!
和 DCE@蛋白的相对表达量比较&)N*'

组别 样本量 P7C?%%蛋白相对表达量 W&DC蛋白相对表达量

空白对照组 $ #Y98>p#Y##> #Y98%p#Y#=#

氯化钴组 $ %Y$8Up#Y##$( %Y$8#p#Y%>%(

含药血清l氯化钴组 $ #Y."8p#Y#U% N #Y8$"p#Y"#" N

空白血清l氯化钴组 $ %Y$"8p#Y%U# %YU>%p#Y""%
<值 U8#Y9## %U9Y8##
T值 #Y### #Y###

!注#与各自的空白对照组比较"(Tq#Y#>*与各自的氯化钴组比较"
NTq#Y#>&单因素方差分析"cT5?0检验'!R@W&@<#大鼠脉络膜血管内

皮细胞*P7C#缺氧诱导因子*W&DC#血管内皮生长因子

>9讨论

病理性近视可引起多种眼底病变"其主要病理机
制为患眼眼轴变长(球壁伸展变薄(视网膜和脉络膜毛
细血管变细(组织营养代谢障碍"进而引起视网膜(脉
络膜和巩膜组织的退行性变性"血管灌注不良"从而影
响脉络膜及视网膜内层(外层的血液供应"诱导新生血
管生成因子的形成"促使 @XW形成 +%, ) @XW是病理
性近视严重的并发症之一"其发病机制尚不完全明确"

目前认为多种因素可致视网膜色素上皮 & EHI),(*
F)-'H,IHFK)I1H*)K'"R_&'细胞发生退行性改变"诱发
R_&细胞(]EK41 膜和脉络膜血管床发生病理性改变"

继而形成新生血管
+$, ) 研究认为 @XW的形成是一个

!=9#%!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%"
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多细胞(多因子协同参与的复杂病理过程"如血管内皮
细胞( R_&细胞( W&DC(苏氨酸蛋白激酶 & FE2IH),
O),(<H]"_e]:BeA'等"调控这些细胞和因子的相关
信号通路"如P7C?%%(W&DC(炎性因子(5ccU:X2I41 等
相关的信号转导通路是目前研究的热点

+U[9, "其中
P7C?%%相关信号转导通路是 @XW形成过程中的重要
通路之一"是调控 W&DC高表达的主要信号通路) 目
前"@XW的主要治疗方法有光动力学疗法(手术疗法(
玻璃体腔注射抗 W&DC药物等"其中传统的光动力学
疗法治疗后易形成黄斑区瘢痕"且其远期疗效较差"复
发率高

+8, ) 玻璃体腔注射抗血管内皮细胞单克隆抗
体是目前常用的治疗 @XW的方法"但其价格昂贵"复
发率高"操作过程中发生眼内感染的风险较大"而且其
远期的安全性尚未确定"影响其预后的因素也较为复
杂

+.[%#, ) 中医药以其辨证论治和整体治疗观念等特色
在眼底黄斑病变等难治性眼病中的应用有一定作用"
中西医结合治疗也能够发挥协同作用)

中药血清药理学是近十余年来兴起的一门药理实

验方法学"进行药物的体外实验是深入研究其药理作
用机制(作用的物质基础和细胞分子水平变化必不可
少的步骤) 中药血清药理学以含药血清为研究对象"
排除了中药制剂的理化干扰"为中药复方药理学(药化
学(药动学提供了新的研究思路 +%%, )

传统医学认为"高度近视黄斑病变责之于肝(脾(
肾三脏"肝血肾精耗伤不能养目"目络空虚出现视物昏
花视力下降*肝郁脾虚"津液不运"则聚为痰湿"虚火上
炎灼络出血"痰瘀互结"血不养脉"反复日久"则成病
络

+%"[%$, "病络易损则血溢络外"出现视力障碍) 为此"
本研究中应用补精养血"行气活血"通络明目治法"在
此方基础上进行加减"形成固定方剂"方剂中褚实子(
菟丝子(枸杞子补肾益精(养肝明目"加入茺蔚子以助
明目*密蒙花明目退翳*再配桂枝(茯苓温阳利水*生
芪(当归合用益气补血"三七粉活血止血还可以防止再
次出血"水肿明显时加夏枯草"渗出较多时加炒山楂(
浙贝"诸药合用"既补肝肾益精血"补脾气除痰湿"又行
气活血而通络"邪阻去而目得濡养"神光发越) 现代药
理学研究发现"行气活血中药可以改善局部血液循环"
密蒙花可抑制 P7C?%%的表达 +%U, *三七可改善局部血
液循环"改善缺氧状态 +%>, "从而减少 P7C?%%的表达"
进而减少新生血管的形成) 我们前期的动物研究证
实"加减驻景方能有效抑制 W&DC(基质金属蛋白酶?"
在巩膜和视网膜中的表达"同时上调色素上皮源性生
长因子和金属蛋白酶组织抑制剂?" 的表达"促进血管
生成与抑制之间形成的动态平衡"从而抑制 @XW的产

生
+%9, ) 本研究中采用 fAA法检测氯化钴及含药血清

对 R@W&@<增生能力的影响"证实低浓度的氯化钴能
促进细胞的增生"高浓度的氯化钴则可抑制 R@W&@<
的增生"%## #'2*:c氯化钴组细胞的增生能力最强"
而k"## #'2*:c氯化钴组细胞增生能力较空白对照组
明显下降""#Z含药血清l氯化钴组细胞增生能力较
空白对照组明显增强) 本研究成功地建立了化学性缺
氧的细胞模型"分别采用逆转录 _@R和 dH<IHE, N*2I
技术检测发现缺氧细胞中 P7C?%%'RXB和 W&DC
'RXB及其蛋白的表达均明显强于正常细胞"含药血
清处理的细胞中 P7C?%%'RXB和 W&DC'RXB及其
蛋白表达明显减弱"提示加减驻景方含药血清能够减
缓缺氧引起的细胞损害)

先前的研究表明"在高度近视进展过程中脉络膜
及视网膜内外层的血供不良而诱导的 P7C?%%(W&DC
的产生是 @XW生成的主要因素"也是脉络膜和视网膜
间多种细胞相互作用的结果

+%9[%., ) 本研究基于上述
理论进行干预实验"结果表明加减驻景方含药血清可
以抑制 R@W&@<的增生"并发现其可能是通过改善细
胞的缺血缺氧状态"从而下调细胞中 P7C?%%的表达"
进一步减少 W&DC的表达来实现的) 本研究中采用的
是血清药理学中单一细胞的体外模型实验"但单一的
体外细胞实验并不能揭示细胞之间的相互作用) 目
前"国外已成功地建立了小鼠的脉络膜(R_&及脉络
膜联合组织的新生血管模型"本研究组的进一步研究
方向是培养小鼠的脉络膜组织"更好地模拟在体状态
下病理性近视的自然病程"观察病理性近视病理改变
中各种细胞间的相互作用)
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我国第三代电子化(智能化(去镜化2立体视觉检查图3正式出版

!!颜少明教授编著的第三代2立体视觉检查图3全新升级版于近日由人民卫生出版社正式出版发行)

该图第 % 版是由解放军海军总医院颜少明教授和中国科学院生物物理研究所郑竺英教授合作(于 %=.> 年率先研制出版的我

国第一部随机点2立体视觉检查图3"并在全国广泛应用"开辟了一个新的领域) 该图备受青睐"现已成为国内眼科经典权威力作)

"##U 年"第二代2数字化立体视觉检查图3问世"该图于 "##9 年出版英文版"从而走出国门) "#%$ 年"颜少明教授及其团队应用 "%

世纪 $5高科技前沿技术"从优化随机点矩阵视差像素核心结构着手*从优化载体手段着眼"超常量增扩视差像素"大幅度提高了视

差信息刺激的正能量*超常量异化伪装像素"降低 8#Z以上噪声*从 %#:%9 多视点采集信息"扩大深度视野范围*应用现代电子数码
$5光栅载体技术*研制成我国第三代2立体视觉检查图3全新升级版) 该图包括大视野立体盲检查图和低噪声立体视锐度检测图"

彻底告别了 $5眼镜的束缚和困扰"乘上了电子化(智能化(去镜化的时代快车) 该图领先当今备受国际推崇的(问世于 "# 世纪 .#

年代的 AX6(R(,M2I(c(,-和 A)I'K<等经典权威版本"拥有自主创新的独立知识产权"并获得国家发明专利)

立体视觉又称三维视觉"是人体的高级视觉功能...双眼视觉的最高形式"在视觉功能评价体系中举足轻重"是眼科一项不可

或缺的重要常规检查) 普及高端的立体视觉功能检查"优化视觉功能评价体系的内涵"提升评价视觉品质的维度"促进干预立体盲

工作的开展迫在眉睫) 该图为眼科构建一个立体视觉检测的新平台"首先用于各种斜弱视等多种眼病的诊断和疗效评估*选拔飞

行员(司机等特殊职业人员(学龄前儿童立体视觉&检查'普查*它是眼科临床(教学(科研具有极高应用价值的重要工具) 我国著名

的视觉科学家(中华医学会眼科学分会副主任委员瞿佳教授在本图的序言中指出#普及推广立体视觉检查成为我国一个亟待解决

的重要课题)

本图册 > 万余字"大 %9 开"精装"定价#" ".#Y## 元"全国各大新华书店(医药书店(当当网&+++3M(,-M(,-342'34,'(卓越亚马

逊网&+++3('(S2,34,'均有销售"也可登录人卫智慧服务商城& 1IIF#::+++3F'F1'(**342''或人民卫生出版社天猫旗舰店& 1IIF#::

<QE+I<3I'(**342''"或联系人民卫生出版社销售部刘佳直接购买"联系电话#%$=%#99.>$>(#%#[>=8.8""9)
&人民卫生出版社'
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