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!!$摘要%!背景!研究发现#E,**样受体&Eb>:'在视网膜新生血管的形成中发挥重要作用#但其作用机制
尚不清楚(!目的!探讨 Eb>" 对小鼠氧诱导视网膜病变&45>'中新生血管生成的作用及其机制(!方法!
将 $F 只 7 日龄新生 W<7cb8%Y小鼠以随机数字表法按小鼠窝别分为常氧组)45>组及 45>h脂多糖&b@D'=&c
组#常氧组小鼠在正常氧环境中饲养#45>组及 45>hb@D=&c组小鼠于生后第 7 天&@7'与母鼠置于体积分数
&7<j0'i高氧氧箱中饲养 < L 以诱导 45>模型#于 @$0 在正常氧环境中饲养#45>hb@D=&c组 @$0 小鼠腹腔
内注射 b@D=&c#剂量为 $ 'M8TM#45>组同法注射 @cD( 各组摘取 @$7 小鼠眼球于质量分数 "i多聚甲醛中固
定并行视网膜铺片和 b-2H); 染色#计算视网膜无血管区和新生血管区面积占全视网膜的百分比( 各组制备
@$7 小鼠眼后节组织冰冻切片并行免疫荧光检测#计数小鼠 < ''视网膜全长活化小胶质细胞数目*采用
W3$$+ 和 Eb>" 免疫荧光双标记法检测各组小鼠视网膜小胶质细胞中 W3$$+)Eb>" 的表达及其分泌血管内
皮生长因子&V&?B')白细胞介素 $-&5b=$-'和肿瘤坏死因子=#&EAB=#'的水平(!结果!常氧组 @$7 小鼠视
网膜血管分布和形态正常#45>组和 45>hb@D=&c组 @$7 小鼠视网膜中央均出现无血管区和新生血管簇#45>h
b@D=&c组小鼠视网膜无血管区面积比为&$F\"7j$\60'i#新生血管面积比为&6\0.j#\F<'i#分别大于 45>
组的&$<\7Fj$\""'i和&$\77j#\$.'i#差异均有统计学意义&*d6\6%#Ld#\#$**d"\00#Ld#\##'(免疫荧光
结果显示#常氧组 @$7 小鼠视网膜中活化小胶质细胞数量极少#45>组和 45>hb@D=&c组 @$7 小鼠视网膜中
活化小胶质细胞荧光强度增强#活化小胶质细胞数量增加#其中 45>hb@D=&c组小鼠视网膜中小胶质细胞数
明显多于 45>组#差异有统计学意义+&.<\<#j"\77' 8< ''与&7"\F6j"\$7' 8< ''#*dF\###Lk#\#$,(常氧组
小鼠视网膜中 Eb>" 阳性小胶质细胞数量极少#45>组和 45>hb@D=&c组小鼠视网膜中 Eb>" 荧光增强#Eb>"
阳性小胶质细胞数量明显增加#45>hb@D=&c组小鼠视网膜中 Eb>" 阳性小胶质细胞数目明显多于 45>组#差
异有统计学意义+&".\<#j%\6F' 8< ''与&0F\$7j%\0"' 8< ''#*d<\F%#Lk#\#$',(常氧组 @$7 小鼠视网膜中
W3$$+ 和 V&?B85b=$-8EAB=#共表达的小胶质细胞数量分别为&$\$7j#\7<' 8< '')# 和 ##而 45>hb@D=&c组小
鼠视网膜中共表达 W3$$+ 和 V&?B85b=$-8EAB=#的小胶质细胞数量多于 45>组#差异有统计学意义+&""\<#j
F\7F'8< ''与 &0F\<#j<\%$'8< ''#4d""\#7#Lk#\#$*&0"\$#j%\".'8< ''与 &$%\##j6\"%'8< ''#4d$$\6$#
Lk#\#$*&66\F6j$"\F0' 8< ''与&06\##j0\F6' 8< ''#*d$.\.0#Lk#\#$,(!结论!Eb>" 可促进 45>小鼠视
网膜新生血管的生成#其作用机制可能与 Eb>" 激活视网膜小胶质细胞中相关的下游信号通路#促进血管生
长因子及炎性因子的释放有关(!
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近交系 W<7cb小鼠* 炎性介质8代谢* 信号转导
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MJ,KG#J-:G-2H)O-*I1aC,*-J-H);(*N*(H',K;H:,N@$7 ')2-S-J-GJ-G(J-L (;L b-2H); :H(););MS(:G-JN,J'-L H,2(*2K*(H-
HC-J(H),,N(O(:2K*(J(;L ;-,O(:2K*(J(J-(H,J-H);((J-(1EC-NJ,Q-; :-2H),;:,NHC-G,:H-J),J,2K*(J:-M'-;HS-J-
GJ-G(J-L#(;L HC-;K'+-J,N(2H)O(H-L ')2J,M*)(*2-**S(:L-H-2H-L +I)''K;,N*K,J-:2-;2-H-2C;)UK-# (;L HC-
-PGJ-::),;:,NW3$$+ (;L Eb>" ); HC-')2J,M*)(*2-**:(:S-**(:HC-*-O-*:,NO(:2K*(J-;L,HC-*)(*MJ,SHC N(2H,J
&V&?B'#);H-J*-KT);=$-&5b=$-'#HK',J;-2J,:):N(2H,J=#&EAB=#' S-J-(::(I-L +IN*K,J-:2-;2-L,K+*-*(+-*);M
'-HC,L1EC-K:-(;L 2(J-,NHC--PG-J)'-;H(*(;)'(*:2,'G*)-L S)HC Z>V4DH(H-'-;H1!>*'43,'!EC-L):HJ)+KH),;
(;L ',JGC,*,MI,NJ-H);(*O-::-*:S-J-;,J'(*); @$7 ')2-,NHC-;,J',P)2MJ,KG#(;L (O(:2K*(J(;L ;-S+*,,L O-::-*:
2*K:H-JS-J-N,K;L ); HC-')2-,NHC-45>MJ,KG (;L 45>hb@D=&cMJ,KG1EC-J(H),,N(O(:2K*(J(J-(S(:&$F\"7j
$\60'i (;L HC(H,NHC-;-S+*,,L O-::-*(J-(S(:&6\0.j#\F<'i ); HC-45>hb@D=&cMJ,KG#SC)2C S-J-);2J-(:-L
); 2,'G(J):,; S)HC & $<\7F j$\"" 'i (;L & $\77 j#\$. 'i ,NHC-45> MJ,KG &*d6\6%#Ld#\#$**d"\00#
Ld#\##'15''K;,N*K,J-:2-;2-J-:K*H:L):G*(I-L (N-S5+($h')2J,M*)(2-**:); HC-;,J',P)2MJ,KG#HC-2-**:;K'+-J
S-J-:)M;)N)2(;H*IC)MC-J); HC-45>hb@D=&cMJ,KG HC(; HC(H); HC-45>MJ,KG &+.<\<#j"\77, 8< ''O-J:K:+7"\F6j
"\$7, 8< ''**dF\###Lk#\#$'1Eb>"h ')2J,M*)(2-**:S-J-N-S); HC-;,J',P)2MJ,KG#(;L HC-2-**:;K'+-JS-J-
-O)L-;H*IC)MC-J); HC-45>hb@D=&cMJ,KG HC(; HC(H); HC-45>MJ,KG &+".\<#j%\6F , 8< '' O-J:K:+0F\$7j
%\0", 8< ''#*d<\F%#Lk#\#$'1EC-;K'+-J,N')2J,M*)(2-**:2,-PGJ-::);MW3$$+ S)HC V&?B85b=$-8EAB=#S-J-
&$\$7j#\7<' 8< ''## (;L # ); @$7 ')2-,NHC-;,J',P)2MJ,KG#J-:G-2H)O-*I#(;L HC-2-**:;K'+-J); HC-45>hb@D=
&cMJ,KG S(:',J-HC(; HC(H); HC-45>MJ,KG &+""\<#jF\7F, 8< ''O-J:K:+0F\<#j<\%$, 8< ''#4d""\#$#
Lk#\#$*+0"\$#j%\"., 8< ''O-J:K:+$%\##j6\"%,8< ''#4d$$\6$#Lk#\#$*+66\F6j$"\F0,8< ''O-J:K:+06\##j
0\F6,8< ''#*d$.\.0#Lk#\#$'1!N"0+34'-"0'!Eb>" GJ,',H-:J-H);(*;-,O(:2K*(J)Q(H),; GJ,+(+*I+I(2H)O(H);M
:G-2)N)2:)M;(*);MG(HCS(I:L,S;:HJ-(',N')2J,M*)(2-**:(;L (22-*-J(H);MHC-J-*-(:-,NO(:2K*(JMJ,SHC N(2H,J:(;L
);N*(''(H,JIN(2H,J:1!
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!!视网膜新生血管性疾病主要包括视网膜静脉阻
塞)糖尿病视网膜病变& L)(+-H)2J-H);,G(HCI#3>'和早
产儿视网膜病变 &J-H);,G(HCI,NGJ-'(HKJ)HI#>4@'等#
严重危害患者的视力和生活质量

+$, ( 近年研究发现#
E,**样受体家族&E,***)T-J-2-GH,J:#Eb>:'介导的炎症
反应在视网膜新生血管的发生中发挥一定作用

+0, (
本研究组前期的研究证实#脂多糖&*)G,G,*I:(22C(J)L-#
b@D'加重大鼠氧诱导视网膜病变 &,PIM-; );LK2-L
J-H);,G(HCI#45>'的程度 +6, ( b@D 是 Eb>" 的激动剂#
而 Eb>" 是视网膜小胶质细胞表面一类重要的识别受
体( 既往研究证实#45>模型视网膜新生血管阶段活
化的小胶质细胞增多

+", #但目前尚不清楚小胶质细胞
中的 Eb>" 是否参与新生血管生成的调节( 本研究中
观察小鼠视网膜血管形态学变化)小胶质细胞的激活
及其相关分子的表达情况#间接探讨 Eb>" 在视网膜
新生血管发生中的作用和机制(

<6材料与方法

<1<6材料
<1<1<6实验动物6新生 D@B级 W<7cb8%Y小鼠 $F
只#饲养温度为&0<j$'m#湿度为 <.i ]%$i#每日光
照与黑暗时间各 $0 C#由专人管理( 本研究经第四军
医大学实验动物伦理委员会批准#实验动物的饲养与
使用均遵照 Z>V4规范(

<1<1@6主要试剂及仪器6b@D=&c&美国 5;O)O,M-; 公
司'*罗丹明 &E>5EW'标记的蓖麻子凝集素 &b-2H);'
&美国 V-2H,J公司'*兔抗小鼠 5+($ 一抗&#$.=$.7"$'
&日本 a(T,公司'*兔抗小鼠 Eb>"&(+$6<<%')W3$$+
&(+$0$$ ')血管内皮生长因子 &O(:2K*(J-;L,HC-*)(*
MJ,SHC N(2H,J# V&?B' & (+"%$<" ') 肿瘤坏死因子 #
&HK',J;-2J,:):N(2H,J=##EAB=#' &(+%%7$ ')白细胞介
素=$-& );H-J*-KT);=$-# 5b=$-' & (+.700 ' 一抗 &英国
Z+2('公司 '* Z*-P"FF 标记的山羊抗兔 5M?二抗
&Z#"06')WI6 标记的山羊抗小鼠 5M?二抗 &W06#%')
3Z@5试剂盒&c3<#$#')EJ)H,; e=$##)牛血清蛋白&西
安国安生物科技有限公司'*氧气)氮气&第四军医大
学西京医院器材科 '( BDe$## 荧光显微镜 &日本
4*I'GK:公司'*&Wb5@D&E)型激光扫描共焦显微镜
&日本 A)T,; 公司 '*W_$.## 型冰冻切片机 &德国
b-)2(公司'(
<1@6方法
<1@1<6实验分组及45>模型的建立!新生小鼠 6 窝#
每窝任意取 % 只#共 $F 只#按照随机数字表法分为常
氧组)45>组和 45>hb@D=&c组( 45>组和 45>hb@D=
&c组小鼠于出生后第 7 天&@7'至 @$0 与母鼠共同置
于体积分数&7<j0'i高氧氧箱中饲养以建立 45>模
型#于 @$0 返回正常空气中饲养 +<, #45>hb@D=&c组和
45>组小鼠分别腹腔内注射 b@D=&c&$ 'M8TM'和等量
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@cD( 常氧组小鼠则始终置于正常空气中饲养(
<1@1@6小鼠视网膜组织铺片66 个组小鼠均于 @$7
腹腔内注射质量分数 $i戊巴比妥钠行全身麻醉后#
经左心室先后灌注 0# '*质量分数 $i @cD 及质量分
数 "i多聚甲醛#小鼠全身僵硬)尾部翘起者为灌注成
功( 摘取右侧眼球#将眼球置于质量分数 "i多聚甲
醛中固定0 C#去除角膜)晶状体和残留玻璃体#从角巩
膜缘处将视网膜与外层巩膜)脉络膜分离#将视网膜置
于质量分数 $i EJ)H,; e=$##h质量分数 $i牛血清白
蛋白溶液中#" m封闭 $0 C( 将视网膜置于 b-2H);
&$ $̂##溶于 @cD'中#" m避光孵育 $0 C( @cD 洗 6
次#从 " 个径线剪开视网膜#以内层向上铺片#用体积
分数 <#i甘油封片#于荧光显微镜下观察并拍片( 采
用 @C,H,:C,G WD6 软件对所拍摄的视网膜局部荧光图
像进行融合和重建#得到完整的视网膜铺片图( 参照
文献+%,的方法统计每张完整视网膜铺片图的无血管
区)新生血管区及全视网膜的像素值#参照文献+7,的
方法计算无血管区和新生血管区占全视网膜面积的百

分比(
<1@1D6小鼠视网膜组织冰冻切片的制作6按上述方
法处死 @$7 小鼠并摘除其左侧眼球#置于 "i多聚甲
醛溶液中固定 0 C*去除角膜和晶状体#并将眼球后段
组织依次置于质量分数 0#i和 6#i蔗糖溶液中进行梯
度脱水( 使用 4WE包埋组织后制备 F ''冰冻切片#
[0# m保存(
<1@1F6免疫荧光染色计数视网膜中小胶质细胞数量
6取 $1016 制备的冰冻切片#室温下干燥 $ C#@cD 洗 6
次#每次 < ');#用 6i牛血清白蛋白h$i EJ)H,; e=$##
室温封闭 0 C*加入兔抗小鼠 5+($ 一抗&$ <̂##'" m孵
育过夜#@cD 洗 6 次#每次 < ');#加入 Z*-P"FF 标记的
山羊抗兔5M?二抗&$ 0̂##'室温孵育 0 C*@cD 洗 6 次#
每次 < ');#3Z@5染色 < ');#<#i甘油封片#$## 倍荧
光显微镜下观察并拍照#计数 < ''视网膜全长阳性
细胞数(
<1@1G6免疫荧光双染色法检测各组小鼠视网膜中
W3$$+)Eb>")V&?B)5b=$-和 EAB=#的表达!取 $1016
制备的冰冻切片#室温下干燥 $ C#@cD 洗 6 次#每次
< ');#用 6i牛血清白蛋白h$i EJ)H,; e=$## 室温封
闭 0 C( 分别滴加 W3$$+ & $ $̂## ')Eb>" & $ "̂## ')
V&?B&$ $̂##')EAB=#&$ $̂##')5b=$-一抗&$ $̂##'" m
孵育过夜*然后滴加 Z*-P"FF 标记的山羊抗兔 5M?和
WI6 标记的山羊抗小鼠 5M?二抗 &$ 0̂## '室温孵育
0 C#@cD 洗涤后 3Z@5&$ $̂ ###'室温下染色 $# ');#洗
涤后体积分数 <#i甘油封片( 将铺片在载玻片上展

平#<#i甘油封片后激光扫描共焦显微镜下观察并拍
照( 采用 5'(M-=@J,@*K:%1# 软件测量相同荧光强度
范围内面积#并统计双阳性细胞数量(
<1D6统计学方法

采用 D@DD $.1# 统计学软件&美国 5c_公司'进
行统计分析( 本研究中数据资料经 DC(G)J,=a)*T 检验
呈正态分布#以 Uj5表示#组间方差经 b-O-;-检验方
差齐( 采用完全随机分组三水平实验设计#常氧组)
45>组和 45>hb@D=&c组间小鼠视网膜小胶质细胞中
Eb>" 平均荧光强度&'-(; N*K,J-:2-;2-);H-;:)HI#_B5'
及 V&?B阳性小胶质细胞数量的总体差异比较采用单
因素方差分析#组间多重比较采用 bD3=*检验( 45>
组与 45>hb@D=&c组小鼠视网膜无血管区和新生血管
区面积比)视网膜中活化小胶质细胞数目)Eb>"h

小胶

质细胞数目及相关炎性因子阳性小胶质细胞数量的差

异比较均采用独立样本 *检验( Lk#\#< 为差异有统
计学意义(

@6结果

@1<6各组小鼠视网膜无血管区面积比和新生血管面
积比

视网膜铺片 b-2H); 染色显示#常氧组 @$7 小鼠视
网膜已完全血管化#血管发育良好#分布均匀*45>组
及 45>hb@D=&c组 @$7 小鼠视网膜后极部可见无血管
区#其无血管区面积百分比分别为&$<\7Fj$\""'i和
&$F\"7 j$\60 'i#0 个组间比较差异有统计学意义
&*d6\6%##Ld#\##7'( 45>组和 45>hb@D=&c组 @$7
小鼠可见视网膜血管迂曲#分布不均匀#其中以 45>h
b@D=&c组更明显( 45>组 @$7 小鼠视网膜中周部可
见视网膜新生血管簇#45>组和 45>hb@D=&c组新生
血管面积百分比分别为 & $\77 j#\$. 'i和 & 6\0. j
#\F<'i#0 个组间比较差异有统计学意义&*d"\00##
Ld#\##0'&图 $#表 $'(

A B C500μm 500μm 500μm

图 <6各组 E<S 小鼠的视网膜铺片&E>5EWq$###标尺d<## "''!
Zm常氧组小鼠视网膜血管呈现红色荧光#形态及走行正常#血管从
后极部到周边部规则分布#均有血流灌注!cm45>组小鼠视网膜后
极部视网膜存在大片无血管区#中周部可见大量视网膜新生血管簇
&黄色标记'!Wm45>hb@D=&c组小鼠视网膜无血管灌注区和新生血
管簇的面积均大于 45>组

!.$6!中华实验眼科杂志 0#$% 年 " 月第 6" 卷第 " 期!WC); Y&PG 4GCHC(*',*#ZGJ)*0#$%#V,*16"#A,1"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



表 <6E<S 小鼠视网膜无血管区和新生血管区
所占面积百分比&!U"#['

组别 样本量 无血管区面积比 新生血管区面积比

45>组 % $<\7Fj$\"" $\77j#\$.
45>hb@D=&c组 % $F\"7j$\60 6\0.j#\F<
* 6\6% "\00
L #\#$ #\##

!注"45>"氧诱导视网膜病变*b@D"脂多糖&独立样本 *检验'

@1@6各组小鼠视网膜中活化小胶质细胞数目
活化的小胶质细胞呈阿米巴样( 常氧组@$7 小鼠

视网膜中视网膜神经节细胞层仅见极少量活化状态的

小胶质细胞*45>组视网膜神经节细胞层和内丛状层
可见大量活化的小胶质细胞#内核层和外丛状层也可
见少量活化的小胶质细胞#45>组和45>hb@D=&c组小鼠
视网膜中活化状态的小胶质细胞数目明显增多#分别为
&7"\F6j"\$7'8< ''和&.<\<#j"\77'8< ''#0 个组间比
较差异有统计学意义&*dF\###!Lk#\#$'&图 0'(
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图 @6各组视网膜
冰冻切片小胶质

细胞免疫荧光染

色表现&Z*-P"FF!
标尺 d<# "'' !
Z"视网膜神经节
细胞层仅见极少

量活化状态的小

胶质细胞#呈绿色
荧光 ! c" 45>组

可见大量活化的小胶质细胞!W"45>hb@D=&c组活化状态的小胶质
细胞数明显多于 45>组!3"各组视网膜小胶质细胞数量的量化比

较!与 45>组比较#(Lk#\#$&独立样本 *检验#,d%'!45>"氧诱导
视网膜病变*b@D"脂多糖"5Ab"内丛状层*4Ab"外丛状层

@1D6各组小鼠视网膜小胶质细胞中 Eb>" 的表达
小胶质细胞标志物 W3$$+ 与 Eb>" 进行免疫荧光

双标记染色显示#常氧组a45>组和 45>hb@D=&c组
@$7 小鼠视网膜小胶质细胞中 Eb>" 的 _B5分别为
$0\#$j0\".a6<\"6j%\## 和 ".\$$j$6\""#总体比较
差异有统计学意义 &4d0F\%6#Lk#\#$ '#45>组和
45>hb@D=&c组小鼠视网膜小胶质细胞中 Eb>" 的表
达量较常氧组增加#45>hb@D=&c组 Eb>" 表达量高于
45>组#差异有统计学意义&*d0\0F#Lk#\#<'( 常氧
组未见 Eb>" 阳性小胶质细胞#45>hb@D=&c组和 45>
组Eb>" 阳性小胶质细胞数分别为&".\<#j%\6F'8< ''
和&0F\$7j%\0"' 8< ''#0 个组比较差异有统计学意
义&*d<\F%#Lk#\#$'&图 6'(
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图 D6各组 E<S 小鼠视网膜 NO<<(和 !5>F 的免疫荧光双标记染
色以及 !5>F 表达比较&Z*-P"FF#WI6 标尺d<# "''!W3$$+ 标记
小胶质细胞#呈红色荧光#Eb>" 呈绿色荧光#双阳性细胞为融合图的
黄色荧光#为 Eb>" 阳性小胶质细胞!Z"常氧组小胶质细胞数量极
少!c"45>组可见小胶质细胞增多#部分小胶质细胞表达 Eb>"!
W"45>hb@D=&c组有较多活化小胶质细胞#Eb>" 阳性小胶质细胞数
量增多!3"各组 @$7 小鼠视网膜 Eb>" _B5的量化比较! 4d
0F\%6#Lk#\#$*与常氧组比较#(Lk#\#$*与 45>组比较#+ Lk#\#<
&单因素方差分析#bD3=*检验#,d%'!&"45>组与 45>hb@D=&c组
@$7 小鼠视网膜中 Eb>" 阳性小胶质细胞数的量化比较!与 45>组
比较#(Lk#\#$ &独立样本 *检验#,d%'!Eb>"E,**样受体*5Ab"内
丛状层*4Ab"外丛状层*_B5"平均荧光强度*45>"氧诱导视网膜病
变*b@D"脂多糖

组#06组 中华实验眼科杂志 0#$% 年 " 月第 6" 卷第 " 期!WC); Y&PG 4GCHC(*',*#ZGJ)*0#$%#V,*16"#A,1"
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@1F6各组 @$7 小鼠视网膜小胶质细胞中相关细胞因
子的表达

免疫荧光双标记法结果显示#常氧组 @$7 小鼠视
网膜中 W3$$+ 和 V&?B85b=$-8EAB=#共表达的细胞
极少#45>组和 45>hb@D=&c组均有较多呈黄色荧光
的双标记阳性细胞#45>hb@D=&c组 W3$$+ 和 V&?B)
5b=$-和EAB=#共表达的小胶质细胞数量增加&图 " ]%'(
各组小鼠视网膜中分泌 V&?B)5b=$-和 EAB=#的小胶质
细胞数比较差异均有统计学意义&4d""\#7#Lk#\#$*
*d$$\6$#Lk#\#$**d$.\.0#Lk#\#$'&表 0'(
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图 F6各组 E<S 小鼠视网膜 NO<<(和 V=?9免疫荧光双标记染色
&Z*-P"FF#WI6!标尺d<# "''!W3$$+ 阳性标记呈红色荧光#V&?B
呈绿色荧光#蓝色荧光为 3Z@5标记的细胞核#双标记阳性细胞为融
合图的黄色荧光!Z组常氧组小鼠视网膜中 W3$$+ 阳性小胶质细胞
数量少#V&?B表达量少#分泌 V&?B的小胶质细胞数量极少!c组
45>组视网膜可见较多 W3$$+ 阳性小胶质细胞#V&?B荧光强度高
和数量增加#可见分泌 V&?B的小胶质细胞!W组45>hb@D=&c组小
鼠视网膜可见较多 W3$$+ 阳性小胶质细胞#分泌 V&?B的小胶质细
胞数量增多!V&?B组血管内皮生长因子*45>组氧诱导视网膜病变*
b@D组脂多糖组5Ab组内丛状层*4Ab组外丛状层

表 @6各组 E<S 小鼠视网膜中各细胞因子阳性
小胶质细胞数量的比较&!U"#WG //'

组别 样本量 V&?B阳性细胞数( 5b=$-阳性细胞数 + EAB=#阳性细胞数 +

常氧组 % $\$7j#\7< # #
45>组 % 0F\<#j<\%$ $%\##j6\"% 06\##j 0\F6
45>hb@D=&c组 % ""\<#jF\7F 0"\$#j%\". 66\F6j$"\F0
*a4 ""\#7 $$\6$ $.\.0
L k#\#$ k#\#$ k#\#$

!注组V&?B组血管内皮生长因子*5b组白细胞介素*EAB组肿瘤坏死因子*

45>组氧诱导视网膜病变*b@D组脂多糖&(组单因素方差分析*+组独立样本 *

检验'
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图 G6各组 E<S 小鼠视网膜 NO<<(和 \5C<%免疫荧光双标记染色

&Z*-P"FF#WI6!标尺d<# "''!Z组常氧组小鼠视网膜 5b=$-表达量

较少#未见 5b=$-阳性小胶质细胞!c组45>组小鼠视网膜 5b=$-表

达增强#部分小胶质细胞呈 5b=$-和 W3$$+ 双阳性!W组45>hb@D=&c

组分泌 5b=$-的小胶质细胞数量增多!5b组白细胞介素*45>组氧诱导

视网膜病变*b@D组脂多糖组5Ab组内丛状层*4Ab组外丛状层
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图 I6各组 E<S 小鼠视网膜 NO<<(和 !B9C$免疫荧光双标记染色

&Z*-P"FF#WI6!标尺d<# "''小鼠视网膜中 EAB=#表达呈绿色荧

光!Z组常氧组小鼠视网膜中 EAB=#荧光强度较低#未见 EAB=#阳性

小胶质细胞!c组45>组小鼠视网膜中 EAB=#表达强度增强#部分小

胶质细胞 EAB=#表达阳性!W组45>hb@D=&c组小鼠视网膜中分泌

EAB=#的小胶质细胞数量增多!EAB组肿瘤坏死因子*45>组氧诱导视

网膜病变*b@D组脂多糖*5Ab组内丛状层*4Ab组外丛状层

!$06!中华实验眼科杂志 0#$% 年 " 月第 6" 卷第 " 期!WC); Y&PG 4GCHC(*',*#ZGJ)*0#$%#V,*16"#A,1"
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D6讨论

Eb>:属于天然免疫模式识别的重要组成部分#可
以识别多种病原微生物和自身组织损伤后释放的分

子( Eb>:在识别相关配体后#启动细胞内一系列级联
信号通路#激活下游相关炎性细胞因子的基因表达#发
挥抗感染及促进炎症反应的作用

+F, ( 近年来肿瘤相
关的研究发现#Eb>:介导的炎症反应能够通过调节相
关细胞因子#如 V&?B)表皮生长因子和 5b等的水平#
影响病理性新生血管生成

+.[$0, ( 氧诱导视网膜新生血
管亦属于病理性新生血管#研究发现视网膜中 Eb>6
的表达增加#应用 Eb>6 激动剂或抗体能相应地增加
或减少视网膜新生血管的生成

+$6, ( 此外还发现#45>
的视网膜中 Eb>" 和高迁移率族蛋白 $ & C)MC ',+)*)HI
MJ,KG +,P=$ GJ,H-);#R_?c$'呈高表达#敲除 3#ND 基
因后新生血管明显减少#应用 R_?c$ 激活 Eb>" 能够
增加病理性新生血管的数量

+0, ( 我们先前的研究也
发现#Eb>" 激动剂 b@D 能促进 45>大鼠模型视网膜
中新生血管的生成

+6, #然而其在氧诱导视网膜新生血
管形成中的具体作用和机制尚不明确(

本研究证实#45>小鼠腹腔内注射 Eb>" 激动剂
后视网膜新生血管面积比显著增加( 此外#@$7 小鼠
视网膜中存在大量活化的小胶质细胞#且应用 Eb>"
激动剂 b@D=&c后活化的小胶质细胞数量明显增加(
有文献报道#45>模型中小胶质细胞能够在新生血管
簇处聚集

+", ( 作为视网膜的天然免疫细胞#小胶质细
胞分为静息态和激活态#其形态分别呈分枝状和阿米
巴样

+$", ( 既往的研究认为#小胶质细胞主要发挥免疫
监视作用#能够通过细胞表面或细胞内的天然免疫模
式识别受体识别相关病原并激活下游信号通路#进而
迁移)活化并分泌大量的炎性因子#发挥抗感染作
用

+$<, ( 近年来的研究还发现#小胶质细胞除有调控炎
症反应的免疫活性的作用外#还可在中枢神经系统血
管发育以及病理状态下血管新生和重塑中发挥重要作

用( 小胶质细胞在血管形成前已移行进入中枢神经系
统及视网膜神经上皮层#并在血管的吻合过程中发挥
重要的细胞伴侣作用( 采用玻璃体腔注入氯磷酸钠脂
质体能清除视网膜小胶质细胞而不减少循环中的单核

细胞#视网膜小胶质细胞数量减少后视网膜血管的密
度降低

+$%, ( 此外#敲除视网膜小胶质细胞集落刺激因
子=$ 基因的小鼠血管丛分支明显减少 +$7, ( 这些结果
均证实了小胶质细胞在血管生成和发育中的作用( 本
研究中发现 45>小鼠视网膜中 b@D=&c可激活更多的
小胶质细胞#并使其聚集在新生血管簇处#这可能是促

进新生血管生成的重要原因之一(
Eb>:属于小胶质细胞表面识别受体的重要一类#

在视网膜的相关研究中发现#小胶质细胞能够表达多
种 Eb>:#而 Eb>" 是其中重要的一种#那么在 45>模
型中是否出现了小胶质细胞中 Eb>" 及下游信号分子
的激活呢- 本研究中发现#45>小鼠视网膜中有大量
的小胶质细胞表达 Eb>"#Eb>" 激动剂能够活化更多
的小胶质细胞并表达 Eb>"#提示在小胶质细胞中可能
出现了 Eb>" 信号通路的激活( 本研究中还发现#45>
小鼠视网膜小胶质细胞能够分泌 V&?B)5b=$-和
EAB=##Eb>" 激动剂能促进更多的小胶质细胞分泌上
述细胞因子( 众所周知#V&?B是促进新生血管生成
的一个重要因子#相关的抗 V&?B抗体也已用于治疗
多种视网膜新生血管性疾病

+$F[0#, ( 研究表明#5b=$-
在大鼠 45>的表达增加#且能促进视网膜神经节细胞
分泌臂板蛋白#参与无血管区的形成和新生血管的生
长

+0$, ( 研究证实#EAB=#也促进新生血管的生成#用
特异性敲除 3T4b!基因建立的小鼠 45>模型中视网
膜无血管区及新生血管区面积减小

+00, #并且 5b=$-和
EAB=#属于小胶质细胞分泌的重要的炎性因子 +06, #因
此#Eb>" 调节小胶质细胞分泌的上述细胞因子可能参
与新生血管的生成(

综上所述#Eb>" 可能通过激活视网膜中小胶质细
胞相关的下游信号通路而促进相关血管生长因子及炎

性因子的释放#从而在氧诱导的视网膜新生血管的生
成中发挥作用(
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