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&&(摘要)&背景&早产儿视网膜病变等新生血管性疾病常导致不可逆性视力丧失&其氧化损伤机制研究

日益受到关注&特别是脑源性神经营养因子"f'dR$对视网膜神经节细胞"TP-,$是否具有保护作用鲜有研

究报道*&目的&探讨 f'dR在氧诱导视网膜病变"FGT$模型小鼠视网膜中的表达变化*&方法& 将 20 只

QNR级 -L1f3IHb幼鼠完全随机分为 FGT组和正常对照组&每组 /L 只&FGT组将日龄为 1 A"N1$的幼鼠与哺乳

母鼠同时置于体积分数为"1LX2$Y氧气的环境下喂养 L A&然后返回正常环境中饲养&以建立 FGT模型* 分

别取 > 个组 N/1 幼鼠各 2 只处死后分离眼球&制备视网膜切片行苏木精_伊红染色&观察突破内界膜的血管

内皮细胞核数目%另各组选取 2 只幼鼠行异硫氰酸荧光素"RĜ-MA$a7%+.$眶后注射制备视网膜铺片&观察视网

膜血管分布* 分别于 > 个组取 N/2#N/L#N/1 小鼠各 2 只处死后提取视网膜组织&e$,7$%. \#(7法检测 > 个组

幼鼠视网膜组织中 f'dR的相对表达量的变化*&结果&组织病理学研究显示&正常对照组 N/1 小鼠视网膜

内界膜光滑&未见突破内界膜血管内皮细胞核&而 FGT同龄小鼠可见大量突破内界膜的血管内皮细胞核和新

生血管管腔* 正常对照组和 FGT组 N/1 小鼠视网膜突破内界膜血管内皮细胞核数分别为"/W10X0WHZ$个和
"=LW2X2W/2$个&差异有统计学意义"3[ZHWL&"[0W00$* 视网膜铺片显示&正常对照组 N/1 幼鼠视网膜血管

走行正常&毛细血管呈网状分布%而 FGT组 N/1 小鼠视网膜血管迂曲&毛细血管网状结构消失&可见大量视网

膜无灌注区* FGT组 N/L#N/1 幼鼠视网膜组织中 f'dR相对表达量为 >H2WKK>XKW=L/ 和 >/ZW=2>XKW1/0&分

别高于正常对照组的 >20W2>=X1W11K 和 //LWZ=HX1W20L&差异均有统计学意义 "3[/=W>#=>W2&"o0W0L$*&

结论&f'dR在小鼠视网膜中的表达变化趋势与 FGT模型鼠新生血管形成的变化趋势一致&f'dR表达变化

可能与 FGT的病理过程有关*&
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A$a7%+.$ "K @#I9*$ ]+,%$7%(,(%\47+##:4.J$87$A&+.A 7U$A4,7%4\)74(. (C%$74.+#5$,,$#,]+,(\,$%5$A 4. N/1 @48$ÊU$
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&&目前中国报道早产儿视网膜病变 "%$74.(V+7U:(C
V%$@+7)%47:&TFN$的发病率为 >0W2Y O=0W0Y&患儿
可因视网膜新生血管增生#出血及牵拉性视网膜脱离
而导致不可逆性视力丧失

+/, * 在 TFN发病机制的基
础研究中使用的经典动物模型是氧诱导视网膜病变

"(a:*$. 4.A)8$A %$74.(V+7U:&FGT$模型* 近年来的相
关研究表明&TFN的病理损害包括血管内皮细胞#星
形细胞#视网膜神经元#神经胶质细胞和 !"##$%细胞
的损伤以及缺血性视网膜病变伴发的神经细胞的凋亡

及变性
+>_2, * 目前新生血管性视网膜病变的氧化损伤

机制研究日益受到关注&氧化损伤机制通路研究涉及
脑源性神经营养因子"\%+4. A$%45$A .$)%(7%(VU48C+87(%&
f'dR$#纤维母细胞生长因子 > " C4\%(\#+,7*%(]7U
C+87(%>&RPR>$等神经营养因子&一些相关的体内和体
外实验同时证实 f'dR可促进视网膜神经节细胞
"%$74.+#*+.*#4(. 8$##,&TP-,$的生长 +=, &但对 FGT模型
中 f'dR对 TP-,是否具有保护作用鲜有研究报道*
本研究观察FGT氧化损伤通路中f'dR相对表达量的
变化&对视网膜疾病的防治研究提供新的思路*

C6材料与方法

CEC6材料
CECEC6实验动物6H 只 QNR级 -L1f3IHb孕鼠和 20
只新生 -L1f3IHb幼鼠均购自广州南方医科大学&饲
养于广州中山大学中山眼科中心实验动物中心* 实验
动物的使用和管理遵循国家科学委员会颁布的.实验
动物管理条例/*

CECED 6 主要试剂及仪器 6 鼠抗 f'dR" / hL00&
!SfH=ZM/00 美国 T'公司$%R'>000Q 型异硫氰酸荧
光素 "C#)(%$,8$4. 4,(7U4+8:+.+7$MA$a7%+.&RĜ-MA$a7%+.$
"美国 Q4*@+公司$* 自动氧调控器"美国 f4(QV$%4a公
司$%Sa4(V#+.> 荧光显微镜"德国 q$4,,公司$*
CED6方法
CEDEC6FGT小鼠模型的建立 将 20 只 -L1f3IHb新生
小鼠 "N0$完全随机分为 FGT组和正常对照组&每组
/L 只* 按文献+L,的方法建立 FGT小鼠模型&即将 1
日龄"N1$-L1f3IHb幼鼠与母鼠同时置于体积分数为
"1LX2$Y的氧气环境中饲养 L A&饲养箱中温度为
">2X>$l&每日更换母鼠&然后将 N/> 小鼠返回正常
空气环境中饲养* 正常对照组同龄幼鼠始终在正常空
气环境中饲养*
CEDED6小鼠视网膜的组织病理学检查6> 个组各任
意选取 2 只 N/1 幼鼠&颈椎脱臼法处死后摘取右侧眼
球&质量分数 =Y中性多聚甲醛固定 >= U&梯度乙醇脱
水&二甲苯透明&石蜡浸蜡包埋&平行视神经矢状轴连
续行厚 = $@切片&每眼制作 /0 张切片&烤片&过夜&二
甲苯脱蜡&梯度乙醇水化&行常规苏木精_伊红染色&
光学显微镜下观察* 每 L 张切片中任意选取 / 张切
片&每眼共取 L 张切片&自视神经处开始计数&每张切
片计数 /0 个高倍视野&计算突破视网膜内界膜的血管
内皮细胞核数目*
CEDEE6小鼠视网膜荧光铺片的制备6将 RĜ-MA$a7%+.
溶于 NfQ 中&质量浓度为 L0 *I3&离心半径为 L 8@&
/0 000 %I@4. 离心 L @4.&收集上清液&过滤&全程避光*
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分别由 > 个组任意选取 N/1 幼鼠各 2 只&按 /W> @#I9*
的剂量腹腔内注射体积分数 >WLY的水合氯醛进行麻
醉* 参照文献+H,的方法&暴露幼鼠右眼&将 >1P注射
器呈 =Lw从鼻侧刺入眼眶内 > O2 @@&至眶后静脉窦周
围&按 K @#I9*的剂量缓慢注射RĜ-MA$a7%+.&注射 /0 ,后
颈椎脱臼法处死小鼠&摘除右眼球后置于 =Y多聚甲醛
中&室温下浸泡 20 @4.* 于解剖显微镜下沿角巩膜缘剪除
角膜和晶状体&分离视网膜* 沿赤道部至锯齿缘将视网
膜呈放射状切成 = 瓣&平铺于载玻片&用抗荧光衰减封片
剂封片&在荧光显微镜下观察#拍照并进行图像分析*
CEDEF6e$,7$%. \#(7法检测幼鼠视网膜组织中 f'dR
蛋白相对表达量&> 个组分别任意选取 N/2#N/L#N/1
幼鼠各 2 只&颈椎脱臼法处死&摘取眼球&解剖显微镜
下冰上分离视网膜&将其放入 >00 $#细胞裂解液中
"使用前加入 /00 倍蛋白酶抑制剂$&冰上超声粉碎功
率设定为 =00 e&每超声 L ,后间歇 L ,&共超声 L @4.*
= l下/> 000 %I@4. 离心 20 @4.&吸取上清液&加入 L
倍 Q'Q&/00 l煮 /0 @4.&短暂离心后分装&_Z0 l保
存* e$,7$%. \#(7法检测标本蛋白&检测步骤见说明书*
小鼠视网膜中f'dR的表达量以吸光值"A$表示*
CEE6统计学方法

采用 QNQQ /HE0 统计学软件"美国 Gf!公司$进
行统计分析* 本研究中测量指标的数据资料经 e检
验呈正态分布&以 VX0表示* 采用完全随机分组单因
素干预量水平实验设计&正常对照组与 FGT组间小鼠
视网膜突破内界膜血管内皮细胞核数及视网膜组织中

f'dR蛋白相对表达量的差异比较均采用独立样本 3
检验* 采用双尾检测法&"o0W0L 为差异有统计学意义*

D6结果

DEC6FGT模型的组织病理学表现
正常对照组#FGT组母鼠和幼鼠生长情况良好&母

鼠和幼鼠成活率为 /00Y* 正常对照组 N/1 幼鼠视网
膜组织切片可见视网膜内界膜表面光滑&未发现突破
视网膜内界膜的血管内皮细胞核及新生血管管腔"图
/S$&而 FGT组 N/1 幼鼠视网膜切片可见大量突破内
界膜的血管内皮细胞核及新生血管"图 /f$*
DED6两组幼鼠视网膜突破内界膜的血管内皮细胞核
计数

正常对照组 N/1 幼鼠视网膜内界膜平滑&突破内
界膜血管内皮细胞核数为"/W10X0WHZ$个&FGT组 N/1
幼鼠视网膜突破内界膜的血管内皮细胞核数为"=LW2X
2W/2$个&明显多于正常对照组&> 个组间差异有统计
学意义"3[ZHWL&"[0W00$"图 >$*

A B
图 C6各组 RCm 幼鼠视网膜组织病理学表现"i?k>00$&S'正常对

照组未发现突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核&f'FGT组可见

大量视网膜新生血管"白箭头$及突破视网膜内界膜的血管内皮细

胞核"黑箭头$
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图 D6两组 RCm 幼鼠视网膜
新生血管内皮细胞核计数的

量化比较&与正常对照组比
较&FGT组视网膜新生血管内

皮细胞核计数显著增高&+"o
0W0/ "独立样本 3检验& * [
/L$ FGT'氧诱导视网膜病变

DEE6两组幼鼠视网膜铺片的比较
视网膜铺片显示&正常对照组 N/1 幼鼠视网膜大

血管平滑&毛细血管成网状均匀分布&未发现视网膜无
灌注区"图 2S$* FGT组 N/1 幼鼠视网膜大血管迂曲
扩张&可见新生血管芽&周边部视网膜的团状新生血管
呈高荧光&毛细血管的正常网状结构消失&视网膜中央
区可见大面积无灌注区"图 2f$*

BA
图 E6两组 RCm 幼鼠视网膜铺片比较"RĜ-MA$a7%+.$&S'正常对照

组幼鼠视网膜血管走行正常&毛细血管呈网状均匀分布&f'FGT组

幼鼠视网膜大血管迂曲扩张&可见新生血管芽&视网膜周边部的新

生血管团为高荧光&视网膜出现大面积无灌注区
&

DEF6两组幼鼠视网膜 f'dR表达量的比较
> 个组 N/2#N/L#N/1 幼鼠视网膜中 f'dR的表达

量呈上升趋势* FGT组 N/2#N/L#N/1 幼鼠视网膜中
f'dR的表达量均明显高于正常对照组&差异均有统
计学意义 "3[/0W2#/=W>#=>W2&均 "o0W0L $ "表 /&
图 =$*
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表 C6两组 RCE#RCm#RCm 幼鼠视网膜组织中
7STA表达量的比较"'I(&)值$

组别 样本量
不同时间点 f'dR的相对表达量

N/2 N/L N/1

正常对照组 2 /ZHW>0=XKWHL2 >20W2>=X1W11K //LWZ=HX1W20L
FGT组 2 /H>W>1=XHWH/Z+ >H2WKK>XKW=L/+ >/ZW=2>XKW1/0+

3 /0W2 /=W> =>W2
" o0W0L o0W0L o0W0L

&注'FGT'氧诱导视网膜病变%f'dR'脑源性神经营养因子"独立样本 3

检验$

BDNF

β�actin

正常对照组
P13P15P17P13P15P17

OIR组 图 F6各组幼鼠视网膜 7STA
的表达变化&与各自的正常

对照组比较&+"o0W0L"独立样
本 3检验&* [2 $ &FGT'氧诱
导视网膜病变%f'dR'脑源性
神经营养因子

E6讨论

建立合适的 FGT动物模型是 TFN发病机制和治
疗研究的基础&本研究的预实验中采用隔日更换母鼠
的方法建立 FGT幼鼠模型&发现哺乳期母鼠容易死
亡&进而影响造模的成功率&因此在正式实验中&我们
每日更换氧箱中哺乳母鼠&避免了母鼠死亡&幼鼠造模
成功率达到 /00Y组 本研究的幼鼠视网膜组织病理学
检查发现&正常对照组同龄幼鼠未见突破视网膜内界
膜的血管芽#血管管腔及内皮细胞核&但 FGT组不同
日龄幼鼠均可见大量突破内界膜的视网膜新生血管和

血管内皮细胞核&按照文献+1_Z,的标准&确定造模成功组
本研究组前期的研究证实&RĜ-MA$a7%+. 眶后注射

法与心脏灌注法均可用于 FGT-L1f3IHb幼鼠视网膜
各层血管和新生血管的观察&但 RĜ-MA$a7%+. 眶后注
射法更经济&操作更简单&无需打开胸腔暴露心脏&因
此创伤更小&更重要的是 RĜ-MA$a7%+. 眶后注射可在
活体幼鼠重复操作

+K, 组 本研究中使用眶后注射 RĜ-M
A$a7%+. 法&清晰地观察到视网膜新生血管及无灌注
区&进一步证实 RĜ-MA$a7%+. 眶后注射可定量观察研
究视网膜新生血管性疾病组

FGT病理机制尚不明确&研究表明缺血性视网膜
病变伴有神经细胞的凋亡和变性

+/0, 组 研究证实&
f'dR具有保护视网膜免受有害刺激#抑制缺血和光
损伤对视网膜的损害#促进 TP-,再生的功能 +//_/>, 组

本研究中发现&FGT模型鼠视网膜中 f'dR蛋白的表
达变化时&N/> 小鼠视网膜即开始出现新生血管&随着
日龄增加呈上升趋势&N/1 小鼠视网膜新生血管量达
峰&与小鼠视网膜新生血管的增长趋势相对应 +/2, 组 本
研究中FGT组不同鼠龄小鼠视网膜中f'dR相对表达

量明显高于正常对照组&随造模时间延长&FGT组小鼠
视网膜中 f'dR相对表达量呈现上升趋势&而此期与
新生血管大量产生#视网膜出现大量无灌注区的时间
窗相吻合&推测 f'dR参与 FGT的病理过程组 本研究
的局限性在于仅对 N/> ON/1 小鼠视网膜中 f'dR的
表达变化趋势进行了初步观察研究&间接推测了其表
达变化与 FGT小鼠视网膜血管新生的关系&尚未进行
f'dR对 FGT小鼠视网膜的神经细胞的保护作用进行
研究&而血管内皮生长因子#缺氧诱导因子M/ 和促红
细胞生成素等可能均是 f'dR作用的靶因子&涉及
f'dR表达与 FGT的关系及其作用机制及其具体的影
响途径等&仍需我们进一步深入研究组
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