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11&摘要'1目的1探讨小胶质细胞活化抑制剂 <EjLE<基序趋化因子受体 A"0&L0FA#抗体玻璃体腔注射对
视网膜缺血)再灌注损伤"=H=#过程中视网膜微循环的保护作用及其可能机制( 1方法1采用随机数字表
法将 A@8 只成年健康 <@N?d9O 小鼠随机分为空白对照组*模型组和 0&L0FA 抗体注射组%每组各 @8 只( 空白
对照组小鼠仅玻璃体腔注射无菌注射用水 7 !%%模型组小鼠采用前房灌注升高眼压法建立 =H=模型%0&L0FA

抗体注射组小鼠玻璃体腔注射 8C7 !D9!%0&L0FA 抗体 7 !%%注射后 > U 建立 =H=模型( 于造模后 L ' 采用免疫
荧光染色法检查各组小鼠实验眼冰冻切片中各层视网膜结构 HW#EA 阳性表达以评估小胶质细胞活化情况+采
用视网膜铺片血管染色法观察视网膜深层和浅层血管密度变化及活化小胶质细胞数以评估视网膜微循环改

变+采用 ]H5<E'/&-F#* 造影法测定视网膜血管渗漏面积+采用实时荧光定量 I<=法测定视网膜中缺氧相关因
子及炎性因子 "=K2表达变化( 1结果1眼球冰冻切片免疫荧光染色结果显示%空白对照组中 HW#EA 阳性小
胶质细胞稀疏分布于视网膜神经节细胞层和内丛状层%呈分支形态+模型组 HW#EA 阳性细胞数量明显增多%呈
阿米巴样或球形%并明显向外丛状层*外核层等视网膜外层移动+0&L0FA 抗体注射组球形或阿米巴样的 HW#EA

阳性细胞数较模型组明显减少+模型组小鼠视网膜各层活化小胶质细胞数明显多于空白对照组和 0&L0FA 抗
体注射组%差异均有统计学意义"均 Cf8C8@#( 与模型组比较%0&L0FA 抗体注射组小鼠视网膜血管周围活化小
胶质细胞数量明显减少( 视网膜铺片血管与活化小胶质细胞共染色结果显示%空白对照组和 0&L0FA 抗体注
射组小鼠视网膜深层血管密度均明显高于模型组%0&L0FA 抗体注射组浅层及深层视网膜血管周围小胶质细胞
数量较模型组明显减少%差异均有统计学意义"均 Cf8C8@#( 空白对照组*模型组和 0&L0FA 抗体注射组血管
相对渗漏率分别为 " A88C8o>CN#a*" AO7CAoA8CO#a和 " AL8C@oPC@#a%总体比较差异有统计学意义 "Dn

A7QCOO%Cf8C8A#%0&L0FA 抗体注射组小鼠视网膜血管相对渗漏率明显低于模型组%差异有统计学意义 "Cf
8C8@#( 实时荧光定量 I<=结果显示%与模型组比较%0&L0FA 抗体注射组和空白对照组小鼠视网膜中血管内
皮生长因子 2"\!J]E2#*缺氧诱导因子EA"";H]EA"#*肿瘤坏死因子E""5K]E"#和白细胞介素EA#"HdEA##
"=K2相对表达量均明显降低%差异均有统计学意义"均 Cf8C8@#( 1结论1<&L0FA 抗体玻璃体腔注射可对
=H=模型小鼠的视网膜微循环系统血管完整性发挥保护作用(1
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0R*-FR%DFR)V%"R'/%DFR)V #*' 0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V WGF#*'R"*)"W/F-#W%/"/-UR'%B$-U @8 "$0/$* /#0U DFR)V.
5U/=H="R'/%B#(/(-#W%$(U/' WG#*-/F$RF0U#"W/F$*T)($R* -R/%/S#-/$*-F#R0)%#FVF/(()F/$* -U$((-)'G.3$0/$* -U/
W%#*Y 0R*-FR%DFR)V B/F/$*-F#S$-F/#%%G$*,/0-/' B$-U 7 !%RT(-/F$%/B#-/F.H* -U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V%-U/=H="R'/%
B#(/(-#W%$(U/' #-> UR)F(#T-/F-U/$*-F#S$-F/#%$*,/0-$R* "7 !%# RT8C7 !D9!%0&L0FA #*-$WR'G.H"")*RT%)RF/(0/*0/
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/&VF/(($R* $* '$TT/F/*-F/-$*#%%#G/F(-UF//'#G(TR%%RB$*D-U/"R'/%/(-#W%$(U"/*-.=/-$*#%VF/V#F#-$R* S#(0)%#F(-#$*$*D
B#(0#FF$/' R)--RRW(/FS/-U/0U#*D/($* -U/'/*($-GRT'//V #*' (U#%%RBF/-$*#%W%RR' S/((/%(#*' -U/*)"W/FRT
#0-$S#-/' "$0FRD%$#-R/S#%)#-/-U/0U#*D/($* F/-$*#%"$0FR0$F0)%#-$R*.]H5<E'/&-F#* 0R*-F#(-"/-UR' B#()(/' -R
'/-/F"$*/-U/F/-$*#%S#(0)%#F%/#Y#D/#F/#.=/#%E-$"/T%)RF/(0/*-k)#*-$-#-$S/VR%G"/F#(/0U#$* F/#0-$R* " kI<=#
"/-UR' B#(/"V%RG/' -R'/-/0--U/"=K2/&VF/(($R* 0U#*D/(RTUGVR&$#EF/%#-/' T#0-RF(#*' $*T%#""#-RFGT#0-RF($*
-U/"$0/F/-$*#.5U/(-)'G VFR-R0R%B#(#VVFRS/' WG#* !-U$0(<R""$--//RTg)*"$*D3/'$0#%X*$S/F($-G
"KR.78AQ8A8O#.5U/)(/#*' 0#F/RT-U/#*$"#%(0R"V%$/' B$-U -U/=/D)%#-$R*(RT-U/2'"$*$(-F#-$R* RT2TT#$F
<R*0/F*$*D!&V/F$"/*-#%2*$"#%(.1 G()08-)1 5U/$"")*RT%)RF/(0/*0/(-#$*$*DF/()%-RT/G/W#%%TFRZ/* (/0-$R*
(URB/' -U#-$* -U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V%HW#EA VR($-$S/"$0FRD%$#%0/%%(B/F/(V#F(/%G'$(-F$W)-/' $* -U/F/-$*#%D#*D%$R*
0/%%%#G/F#*' $**/FV%/&$TRF"%#G/F%VF/(/*-$*DWF#*0U/' (-#-/.H* -U/"R'/%DFR)V%HW#EA VR($-$S/"$0FRD%$#%0/%%(B/F/
$*0F/#(/' #*' "RS/' R)-B#F' -R-U/R)-/FF/-$*#%V%/&$TRF"%#G/F#*' R)-/F*)0%/#F%#G/FRWS$R)(%G%(URB$*DD%RW)%#FRF
#"R/W#E%$Y/.5U/*)"W/FRTD%RW)%#FRF#"R/W#E%$Y/HW#EA VR($-$S/0/%%(B#(($D*$T$0#*-%GF/')0/' $* -U/0&L0FA
$*,/0-$R* DFR)V $* 0R"V#F$(R* B$-U -U/"R'/%DFR)V "Cf8C8@#.5U/*)"W/FRT#0-$S#-/' "$0FRD%$#%0/%%($* '$TT/F/*-
F/-$*#%%#G/F(RT-U/"R'/%DFR)V B#(($D*$T$0#*-%G%#FD/F-U#* -U#-RT-U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V #*' -U/W%#*Y 0R*-FR%
DFR)V "WR-U #-Cf8C8@#.<R"V#F/' B$-U -U/"R'/%DFR)V%-U/*)"W/FRT#0-$S#-/' "$0FRD%$#%0/%%(#FR)*' -U/F/-$*#%
W%RR' S/((/%(B#(F/')0/' ($D*$T$0#*-%G$* -U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V.5U/'R)W%/T%)RF/(0/*0/F/()%-RTF/-$*#%S#(0)%#F
(-#$*$*D#*' #0-$S#-/' "$0FRD%$#%0/%%((URB/' -U#--U/'/*($-GRT'//V W%RR' S/((/%($* -U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V #*'
0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V B#(($D*$T$0#*-%GU$DU/F-U#* -U#-RT-U/"R'/%DFR)V%#*' -U/*)"W/FRT"$0FRD%$#%0/%%(#FR)*'
()V/FT$0$#%#*' '//V F/-$*#%S/((/%(B#(($D*$T$0#*-%G%#FD/F$* -U/"R'/%DFR)V -U#* -U#-RT-U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V
"#%%#-Cf8C8@#.5U/F/%#-$S/S#(0)%#F%/#Y#D/F#-/RT-U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V%"R'/%DFR)V #*' 0&L0FA $*,/0-$R*
DFR)V B/F/"A88C8o>CN#a%" AO7CAoA8CO#a #*' " AL8C@oPC@#a%F/(V/0-$S/%G%#*' -U/RS/F#%%'$TT/F/*0/B#(
(-#-$(-$0#%%G($D*$T$0#*-"DnA7QCOO%Cf8C8A#.5U/F/%#-$S/S#(0)%#F%/#Y#D/F#-/$* -U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V B#(
($D*$T$0#*-%G%RB/F-U#* -U#-$* -U/"R'/%DFR)V "Cf8C8@#.5U/kI<=F/()%-(URB/' -U#--U/F/%#-$S//&VF/(($R* %/S/%(
RTS#(0)%#F/*'R-U/%$#%DFRB-U T#0-RFE2 "\!J]E2#%UGVR&$#$*')0$W%/T#0-RFEA#";H]EA"#%-)"RF*/0FR($(T#0-RFE"
"5K]E"# #*' $*-/F%/)Y$*EA#"HdEA## "=K2B/F/($D*$T$0#*-%GF/')0/' $* -U/F/-$*#RT-U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V $*
0R"V#F$(R* B$-U -U/"R'/%DFR)V "#%%#-Cf8C8@#.1$/'.80)&/')1H*-F#S$-F/#%$*,/0-$R* RT0&L0FA 0#* VFR-/0--U/
S#(0)%#F$*-/DF$-GRT-U/F/-$*#%"$0FR0$F0)%#-$R* (G(-/"$* =H="$0/.

#>(: ?/,4)$==/-$*#+ H(0U/"$#EF/V/FT)($R* $*,)FG+ 3$0FR0$F0)%#-$R*+ 3$0FRD%$#+ <G-RY$*/(+ H*WF/' <@N?d
"$0/

@0'4+,/5,26$ K#-$R*#%K#-)F#%:0$/*0/]R)*'#-$R* RT<U$*# " QAQO8ANA #+ 3/'$0#%:)W,/0-d/#'/F
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11视 网 膜 缺 血)再 灌 注 损 伤 " F/-$*#%$(0U/"$#E
F/V/FT)($R*%=H=#是多种视网膜血管性疾病的共同病
理过程( 以往 =H=的研究多集中于神经细胞保护%而
微循环作为神经血管单元的重要组成部分%其损伤也
是该类疾病的重要病理改变( 神经组织缺血研究发
现%活化的小胶质细胞可直接吞噬血管内皮细胞造成
血管结构崩解%也可诱导过度的炎症反应造成血管屏
障功能破坏%从而导致微循环损伤 , A_7- ( 本课题组前
期研究已证实%活化的小胶质细胞在 =H=中对微循环

产生破坏作用%抑制小胶质细胞活化可减少视网膜中
炎性因子的释放

, L- ( 因此%抑制小胶质细胞的活化可
能是保护缺血组织微循环的重要途径( <EjLE<基序
趋化因子受体 A "<EjLE<"R-$T0U/"RY$*/F/0/V-RFA%
0&L0FA#是主要表达于小胶质细胞的一种趋化因子受
体%0&L0FA 抗体与 0&L0FA 结合后%可以抑制小胶质细
胞的活性

, >- ( 本研究拟探讨 0&L0FA 抗体对 =H=过程
中视网膜微循环的保护作用%以期为临床上相关疾病
的治疗提供新的思路和方法(
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#=材料与方法

#.#1材料
#.#.#1实验动物及分组1选择 :I]级 > @̀ 周龄健康
<@N?d9O 小鼠 A@8 只%雌雄不限%体质量 7@ 7̀Q D( 实
验动物由昆明医科大学动物科提供%实验动物的喂养
及使用均遵循.实验动物管理条例/%本实验方案经昆
明医科大学伦理委员会审核批准"批文号$78AQ8A8O#(
实验前经检查实验鼠双眼前节和眼底均正常( 采用随
机数字表法将实验动物随机分为空白对照组*模型组
和 0&L0FA 抗体注射组%每组 @8 只( 空白对照组小鼠
仅玻璃体腔注射无菌注射用水%模型组小鼠采用前房
灌注升高眼压法建立 =H=模型%0&L0FA 抗体注射组小
鼠采用 0&L0FA 抗体玻璃体腔注射后 > U 建立 =H=模
型%均以右眼为实验眼(
#.#.!1主要试剂及仪器1多聚甲醛 "美国 :$D"#公
司#+氯胺酮*盐酸赛拉嗪"广州深安科技有限公司#+
抗兔 HW#EA 抗体 " 8ALE7O>NA%日本 c#YR公司 #+抗鼠
0&L0FA 抗体" LNN77N%美国 :#*-#<F)Z/公司#+羊抗兔
荧光二抗"2I@A8#*羊抗鼠荧光二抗"2IL88I#*兔抗
羊荧光二抗"2IA8O=#*驴血清"美国 3$%%$VRF/公司#+
5F$ZR%试剂 "美 国 d$T/5/0U*R%RD$/(公 司 #+ :h?=$

JF//* 3#(-/F3$&试剂"美国 =R0U/公司#+IF$"/:0F$V-
=5F/#D/*-试剂盒 "日本 5#Y#F#公司#+]H5<E'/&-F#**
J:EH(R%/0-$* ?>"美国 H*S$-FRD/* 公司#( p)#*-:-)'$RO
]%/&pEI<=仪 "美国 d$T/5/0U*R%RD$/(公司#+显微手
术器械 "美国 cIH公司 #+激光扫描共焦显微镜
"d:3NA8%德国 i/$((公司#(
#.!1方法
#.!.#1实验鼠 0&L0FA 抗体玻璃体腔注射1小鼠腹腔
内注射氯胺酮和盐酸赛拉嗪行全身麻醉%复方托吡卡
胺滴眼液扩瞳后采用奥布卡因滴眼液点眼行表面麻

醉%稍用力压迫上下眼睑使眼球突出眼眶%用微量注射
器由角膜缘后 A ""进针至玻璃体腔%空白对照组小
鼠注射无菌注射用水 7 !%+0&L0FA 抗体注射组注射用
无菌注射用水稀释的 8C7 !D9!%0&L0FA 抗体 7 !%( 如
有角膜水肿等高眼压表现行前房穿刺%并用妥布霉素
滴眼液点眼%注射后放回饲养笼中(
#.!.!1=H=动物模型建立1参照文献, @_N-中的方
法建立 =H=模型( 将全身麻醉的小鼠采取俯卧位%四
肢固定于自制的固定器上%使用复方托吡卡胺滴眼液
点眼扩瞳%将 L8J针头与生理盐水瓶连接%将针头刺
入前房并固定%缓慢升高生理盐水瓶使液面提高
A@8 0"%眼压升高至 AA8 "";D"A "";Dn8CALL YI##%

持续 O8 "$* 后逐渐降低输液瓶高度至动物眼球水平%
拔出前房灌注针头%恢复视网膜血供( 眼压升高后可
见小鼠角膜逐渐水肿*角膜缘血管闭锁*虹膜颜色变
浅+眼底观察可见视网膜血供减少%视网膜血管阻断(
针头拔出后可见小鼠角膜水肿逐渐消失并恢复透明%
角膜缘血管重新充血%虹膜颜色逐渐恢复%视网膜逐渐
恢复红润%实现血液再灌注( 实验动物苏醒后%回笼饲
养%模型诱导后 N7 U 进行相应指标检测(
#.!.F1免疫荧光染色法观察视网膜冰冻切片小胶质
细胞活化情况1每组任意选取 A8 只小鼠过量麻醉法
处死%剖取眼球%并进行 M<5包埋%沿平行于晶状体前
后表面经线方向行冰冻切片%切片厚 > @̀ !"( 将切
好备用的眼球冰冻切片从_Q8 q冰箱中取出%室温条
件下自然风干 L8 "$*+将切片浸入新鲜配制的质量分
数 >a多 聚 甲 醛 中 固 定 78 "$*+ 磷 酸 盐 缓 冲 液
" VUR(VU#-/W)TT/F(#%$*/%I?:#漂洗%室温下浸入体积分
数 8CAa 5F$-R*jEA88 溶液中破膜 A@ "$*+I?: 漂洗 L
次%每次 A8 "$*%滴加体积分数 @a驴血清室温封闭
A U+滴加 HW#EA 抗体"A e788#于湿盒中 > q孵育 7> U+
I?: 漂洗 L 次%每次 A8 "$*%滴加相应荧光二抗
"A eA 888#常温下避光孵育 A U+I?: 漂洗 L 次%每次
A8 "$*+用含 42IH的抗荧光淬灭油性封片剂封片+滴
入少许指甲油增加盖玻片和载玻片之间的稳固性%待
指甲油干后于荧光显微镜下计数每个视野" >88 倍视
野下#视网膜各层中 HW#EA 阳性细胞数(
#.!.K1免疫荧光染色法观察视网膜铺片活化小胶质
细胞1每组任意选取 A8 只小鼠%过量麻醉法处死后摘
出眼球%>a多聚甲醛固定 7 U( 手术显微镜下去除角
膜*虹膜*晶状体%仔细清理玻璃体以防止玻璃体残留
影响染色效果%剥离巩膜及脉络膜%将视网膜朝视神经
方向剪成 > 瓣%可铺平为原则( 甲醇固定视网膜后
A@ "$*%使用含体积分数 78a胎牛血清和体积分数
8C@a 5F$-R* 的 A88 倍 I?: 进行封闭打孔 A U+抗 HW#EA
抗体"A e788#> q冰箱中孵育 7> U%滴加相应荧光二抗
"A eA 888#常温下避光孵育 A U+用含 42IH的抗荧光
淬灭油性封片剂封片( 荧光显微镜 788 倍视野下计数
任意 L 个区域每个视野范围内的呈阿米巴样活化小胶
质细胞数(
#.!.L1免疫荧光染色法观察视网膜铺片血管和活化
小胶质细胞共染色1每组任意选取 A8 只小鼠过量麻
醉处死后取出眼球%参照 A.7.> 部分步骤进行视网膜
铺片%使用含体积分数 78a胎牛血清和 8C@a 5F$-R* 的
A88 倍 I?: 进行封闭打孔 A U+加入血管染色剂 J:E
H(R%/0-$*?> " A e7 8 8 # >q孵育过夜 %加入抗HW#EA抗
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表 #=E$G引物序列
D298(#=E$G+,&6(,)(N0('.()

基因 正向引物"@3EL3 # 反向引物"@3EL3 #

W)=D&8 <2J22JJ2J2J<2J22J5<< <5<<2JJJ<55<25<J552
LXD&T! <<2J<2J2<5<22252<22J22<< 5J525J5JJJ52JJ2J25JJ2J25
!2D&! 2225JJJ<555<<J2255<2 <2JJJ22J225<5JJ222JJ5
XE&T" 5J2225J<<2<<5555J2<2J <<2<2J<<2<225J2J5J252<

"&$5%-' JJ<2<<2JJJ<J5J25JJ J5<5<222<25J25<5JJJ5<

1注$I<=$聚合酶链式反应+\!J]$血管内皮生长因子+;H]$缺氧诱导因子+5K]$肿瘤坏死因子+
Hd$白细胞介素+#E#0-$*$#E肌动蛋白
1KR-/$I<=$VR%G"/F#(/0U#$* F/#0-$R*+\!J]$S#(0)%#F/*'R-U/%$#%DFRB-U T#0-RF+;H]$UGVR&$#$*')0$W%/
T#0-RF+5K]$-)"RF*/0FR($(T#0-RF+Hd$$*-/F%/)Y$*

BA C50μm 50μm 50μm

图 #=各组小鼠视网膜冰冻切片 m923# 阳性小胶质细胞表达分布"r788%标尺n@8 !"#1HW#EA 阳
性小胶质细胞呈红色荧光"5=H5<# %细胞核呈蓝色荧光"42IH#12$空白对照组视网膜 HId内可
见极少量 HW#EA 阳性小胶质细胞1?$模型组 HId*HKd及 MId可见较多 HW#EA 阳性小胶质细胞1
<$0&L0FA 抗体注射组视网膜各层 HW#EA 阳性小胶质细胞数较模型组明显减少
@&50,(#=D%(4&)-,&90-&/'/1m923# +/)&-&7(6&.,/58&2 &'4&11(,('-82:(,)/16&.(,(-&'2 "r788%
W#Fn@8 !"#1HW#EA VR($-$S/"$0FRD%$#(URB/' F/' T%)RF/(0/*0/"5=H5<# %#*' *)0%/)(VF/(/*-/' W%)/
T%)RF/(0/*0/"42IH#12$2("#%%#"R)*-RTHW#EA VR($-$S/"$0FRD%$#B/F/(//* $* -U/HIdRTF/-$*#$*
-U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V1?$H* -U/"R'/%DFR)V%"RF/HW#EA VR($-$S/"$0FRD%$#B/F/(//* $* -U/HId%HKd
#*' MId1 <$ 5U/*)"W/FRTHW#EA VR($-$S/0/%%(B#(F/')0/' $* -U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V $*
0R"V#F$(R* B$-U -U/"R'/%DFR)V

体"A e788#> q冰箱中孵育 7> U%
分别 滴 加 相 应 荧 光 二 抗 " A e
A 888#常温下避光孵育 A U 后封
片( 荧光显微镜下观察血管结构
损伤情况%采用 ")%-$ED#)D/软件
计算浅层及深层毛细血管密度%观
察小胶质细胞活化与血管的关系(
#.!.P1左心室 ]H5<E'/&-F#* 造影
检查视网膜血 管 渗 漏 情 况 1
]H5<E'/&-F#* 溶于无菌生理盐水
中%质量浓度为 @8 "D9"%%离心半
径 A@ 0"%L 888 F9"$* 离心 A8 "$* 后取上清备用( 将
每组 A8 只小鼠常规麻醉固定%剪开胸骨%打开胸腔%将
A "%]H5<E'/&-F#* 溶液注入左心室%观察小鼠的口*鼻*
耳廓变黄为灌注成功( 摘取小鼠眼球并标记方向%于
>a多聚甲醛中固定 A U+然后在手术显微镜下沿角膜
缘剪开球壁%去除晶状体*玻璃体%用虹膜恢复器将视
网膜神经感觉层与色素上皮层分离%取视网膜感觉层
在 I?: 中漂洗%清除残存玻璃体%最后将视网膜平铺
在玻片上%穿刺刀以视盘为中心放射状切开%甘油封
片%荧光显微镜下观察并照像( 采用 H"#D/̂软件测量
渗漏面积%计算相对渗漏率( 相对渗漏率n0&L0FA 抗
体注射组渗漏面积9空白对照组渗漏面积rA88a(
#.!.Q1实时荧光定量 I<=法检测视网膜中缺氧相关
因子和炎性因子 "=K2表达1每组任意选取 A8 只小
鼠过量麻醉处死后摘除眼球%分离出视网膜神经上皮
层%在I?: 液中漂洗%加入5F$ZR%A "%%剧烈振荡%溶解离
心提取总 =K2+逆转录生成模板 04K2( 设计并合成缺
氧相关因子血管内皮生长因子 2"S#(0)%#F/*'R-U/%$#%
DFRB-U T#0-RFE2%\!J]E2#*缺氧诱
导 因 子EA" " UGVR&$# $*')0$W%/
T#0-RFEA"%;H]EA"#及炎性因子表
达 肿 瘤 坏 死 因 子E" " -)"RF
*/0FR($(T#0-RFE"%5K]E"#*白细胞
介素EA#"$*-/F%/)Y$*EA#%HdEA##%
各目的基因引物序列见表 A(
反应体系为$ I<= ?)TT/F @ !%%
3D<%7 @ !%%'K5I A !%%目的基因
正反向引物各 7 !%% 5#k 探针
A !%( 实时荧光定量 I<=反应条
件$P@ q预变性 L "$*+P@ q变性
@8 (%@@ q退火及延伸 L8 (%共 >@
次循环( 采用 7_%%<-

法计算各目

的基因相对表达量(

#.F1统计学方法
采用 :I:: AQC8 统计学软件"A88L>>L7%美国 H?3

:I:: 公司 # 进行统计分析( 本研究中计量资料经
:U#V$FREc$%Y 检验证实呈正态分布%以 "/#*o:4表示(
采用随机分组单因素干预多水平研究设计%L 个组各
检测指标总体差异比较均采用单因素方差分析%组间
多重比较采用 d:4E%检验( 采用双侧检验%Cf8C8@ 为
差异有统计学意义(

!=结果

!.#1各组小鼠视网膜中 HW#EA阳性细胞表达分布比较
空白对照组小鼠视网膜中 HW#EA 阳性小胶质细胞

稀少%分布于视网膜神经节细胞层和内丛状层%视网膜
外层未见 HW#EA 阳性小胶质细胞( 模型组小鼠视网膜
神经节细胞层和内丛状层 HW#EA 阳性小胶质细胞数明
显增多%并向外丛状层*外核层移动( <&L0FA 抗体注
射组小鼠视网膜各层 HW#EA 阳性小胶质细胞数较模型
组明显减少 "图 A # (L个组小鼠视网膜神经节细胞
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表 !=F 个组视网膜各层活化小胶质细胞数比较"6(2'RSC%T视野#
D298(!=$/6+2,&)/'/1-%('069(,/12.-&72-(46&.,/58&28.(88)&'4&11(,('-82:(,)/1

,(-&'2 26/'5 -%(-%,((5,/0+)"6(2'RSC%T1&(84#

组别
样本

量

视网膜各层活化小胶质细胞数

J<d HId HKd MId

空白对照组 A8 7C8oAC7 8CLo8CO 8C8 8C8

模型组 A8 A8C7oAC@# A@COo7CQ# >CAoAC@# LCPoAC@#

0&L0FA 抗体注射组 A8 NC8oAC7#W AACPo7CO#W 7CNoAC7W 7C@oAC>#W

D值 P7CPQ A7@C77 LLC@A 7QCAQ

C值 f8C8A f8C8A f8C8A f8C8A

1注$与空白对照组比较%#Cf8C8@+与模型组比较%WCf8C8@"单因素方差分析%d:4E%检验#1J<d$神
经节细胞层+HId$内丛状层+HKd$内核层+MId$外丛状层+0&L0FA$<EjLE<基序趋化因子受体 A
1KR-/$<R"V#F/' B$-U -U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V%#Cf8C8@+0R"V#F/' B$-U -U/"R'/%DFR)V%WCf8C8@ "M*/E
B#G2KM\2%d:4E%-/(-#1J<d$D#*D%$R* 0/%%%#G/F+HId$$**/FV%/&$TRF"%#G/F+HKd$$**/F*)0%/#F%#G/F+
MId$R)-/FV%/&$TRF"%#G/F+0&L0FA$<EjLE<"R-$T0U/"RY$*/F/0/V-RFA

层*内丛状层*内核层*外丛状层活化小胶质细胞数总
体比较差异均有统计学意义 "DnP7CPQ* A7@C77*
LLC@A*7QCAQ%均 Cf8C8A#%模型组小鼠视网膜各层活
化小胶质细胞数明显多于空白对照组和 0&L0FA 抗体
注射组%差异均有统计学意义"均 Cf8C8@#"表 7#(

!.!1各组小鼠视网膜活化小胶质细胞数量及形态
变化

HW#EA 染色结果显示%空白对照组小鼠视网膜中
HW#EA 阳性细胞数量稀少%且细胞体小%呈长分枝状(
模型组小鼠视网膜中 HW#EA 阳性细胞数量最多%且细

胞体明显膨大%分枝缩短呈阿米
巴样%甚至球形( <&L0FA 抗体注
射组较模型组 HW#EA 阳性细胞和
变形细胞数量减少( 空白对照
组*模型组和 0&L0FA 抗体注射组
视网膜中 HW#EA 阳性细胞数分别
为" ALCQoLCO#*" O7C7o>CQ#和
"L>CQo7CO# 9视野%组间总体比
较差 异 有 统 计 学 意 义 " Dn
>ALCL7%Cf8C8A #+其中 0&L0FA
抗体注射组 HW#EA 阳性细胞数明
显少于模型组%差异有统计学意
义"Cf8C8@#"图 7#(

50μm 50μm 50μmBA C D空白对照组 模型组 cx3cr1抗体
注射组

ab
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细
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图 !=各组小鼠视网膜铺片m923#阳性细胞数量和形态变化12$空白对照组视网膜中HW#EA阳性细胞数量稀少%且细胞体小%呈长分枝状"]H5<r788%标

尺n@8 !"#1?$模型组视网膜中可见大量 HW#EA 阳性细胞%且细胞体明显膨大%呈阿米巴样或球形"]H5<r788%标尺n@8 !"#1<$0&L0FA 抗体注

射组较模型组细胞数量减少"]H5<r788%标尺n@8 !"#14$各组小鼠视网膜铺片 HW#EA 阳性细胞量化比较1Dn>ALCL7%Cf8C8A 与空白对照组比

较%#Cf8C8@+与模型组比较%WCf8C8@"单因素方差分析%d:4E%检验%'nA8#

@&50,(!=U02'-&-2-&7(2'46/,+%/8/5&.28.%2'5()/1m923# +/)&-&7(.(88)&'6&.(,(-&'28+,(+2,2-&/'/1(2.%5,/0+12$5U/HW#EA VR($-$S/0/%%($*

-U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V B/F/(0#F0/%#*' -U/0/%%WR'$/(B/F/("#%%%(URB$*D%R*DWF#*0U/("]H5<r788%W#Fn@8 !"#1?$2%#FD/*)"W/FRTHW#EA VR($-$S/

0/%%(B/F/(//* $* -U/"R'/%DFR)V%#*' -U/0/%%WR'$/(B/F/RWS$R)(%G/*%#FD/'%VF/(/*-$*D#"R/W#E%$Y/RF(VU/F$0#%"]H5<r788%W#Fn@8 !"#1<$5U/

*)"W/FRTHW#EA VR($-$S/0/%%($* -U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V B#(F/')0/' $* 0R"V#F$(R* B$-U -U/"R'/%DFR)V "]H5<r788%W#Fn@8 !"#14$p)#*-$-#-$S/

0R"V#F$(R* RTHW#EA VR($-$S/0/%%(#"R*D-U/-UF//DFR)V(1Dn>ALCL7%Cf8C8A.<R"V#F/' B$-U -U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V%#Cf8C8@+0R"V#F/' B$-U -U/"R'/%

DFR)V%WCf8C8@ "M*/EB#G2KM\2%d:4E%-/(-%'nA8#

!.F1各组小鼠视网膜小胶质细胞与视网膜血管共同
染色情况比较

空白对照组可见视网膜血管管径及走行正常%血
管网间及各级血管附近仅见少量活化小胶质细胞( 模
型组视网膜血管明显扩张%血管周围及血管表面可见
大量阿米巴样或球形小胶质细胞( <&L0FA 抗体注射

组血管周围及血管壁表面变形小胶质细胞数量明显减

少( 各组视网膜深层血管网表现与浅层血管网接近
"图 L#( L 个组视网膜浅层血管密度总体比较差异无
统计学意义 "Dn8C8A%Cn8CPP#%深层血管密度总体
比较差异有统计学意义"DnPC@L%Cf8C8A#+其中模型
组视网膜深层血管密度明显低于空白对照组和 0&L0FA
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图 F=各组小鼠视网膜铺片血管与活化小胶质细胞共染色mr788%标尺n@8 !"#1小鼠视网膜血
管呈红色荧光mJ:EH?># %活化小胶质细胞呈绿色荧光m]H5<#12$空白对照组浅层毛细血管网管
径和血管走行正常%血管周围仅有少量活化小胶质细胞1?$模型组浅层视网膜血管扩张%血管附
近可见大量阿米巴样或球形活化小胶质细胞1<$0&L0FA 抗体注射组浅层视网膜血管附近活化的
小胶质细胞数量较模型组明显减少14$空白对照组深层视网膜血管网走行正常%仅见少量活化
小胶质细胞1!$模型组深层视网膜血管网周围可见大量活化小胶质细胞1]$0&L0FA 抗体注射组
深层视网膜血管网周围活化小胶质细胞数明显少于模型组

@&50,(F=$/3)-2&'&'5 /198//47())(8)2'42.-&7(6&.,/58&2 &',(-&'28?%/8(6/0'-)/1(2.%5,/0+
mr788%W#Fn@8 !"# 13$0/F/-$*#%W%RR' S/((/%((URB/' F/' T%)RF/(0/*0/mJ:EH?># %#*' #0-$S#-/'
"$0FRD%$#VF/(/*-/' DF//* T%)RF/(0/*0/m]H5<#12$5U/'$#"/-/FRT-U/()V/FT$0$#%0#V$%%#FG*/-BRFY #*'
-U/F)**$*DRT-U/W%RR' S/((/%B/F/*RF"#%$* -U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V%#*' -U/F/B/F/R*%G#("#%%#"R)*-
RT#0-$S#-/' "$0FRD%$##FR)*' W%RR' S/((/%1?$5U/()V/FT$0$#%W%RR' S/((/%($* -U/"R'/%DFR)V B/F/
($D*$T$0#*-%G'$%#-/'%#*' #%#FD/*)"W/FRT#"R/W$0RF(VU/F$0#%#0-$S#-/' "$0FRD%$#0/%%(B/F/VF/(/*-
*/#F-U/W%RR' S/((/%(1<$5U/*)"W/FRT#0-$S#-/' "$0FRD%$#*/#F-U/()V/FT$0$#%W%RR' S/((/%($* -U/
0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V B#(($D*$T$0#*-%GF/')0/' $* 0R"V#F$(R* B$-U -U/"R'/%DFR)V14$5U/'//V F/-$*#%
S#(0)%#F*/-BRFY F#* *RF"#%%G%#*' R*%G#T/B#0-$S#-/' "$0FRD%$#B/F/(//* $* -U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V1
!$2%#FD/*)"W/FRT#0-$S#-/' "$0FRD%$#0R)%' W/(//* #FR)*' -U/'//V F/-$*#%*/-BRFY $* -U/"R'/%DFR)V
]$5U/*)"W/FRT#0-$S#-/' "$0FRD%$#%0/%%(#FR)*' -U/'//V F/-$*#%S#(0)%#F*/-BRFY B#(($D*$T$0#*-%G%/((
$* -U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V -U#* -U#-$* -U/"R'/%DFR)V

表 K=F 个组视网膜不同层次血管周围活化小胶质细胞数
比较m6(2'RSC%T视野#

D298(K=$/6+2,&)/'/1-%('069(,/1+(,&72).082,2.-&72-(4
6&.,/58&28.(88)&'4&11(,('-,(-&'2882:(,)26/'5 -%(-%,((

5,/0+)m6(2'RSC%T1&(84#

组别 样本量
不同层次血管周围活化小胶质细胞数

浅层 深层

空白对照组 A8 @CL8o7CAA# AC@8oAC7N#

模型组 A8 LACP8o@COL AQC>8oLCO8

0&L0FA 抗体注射组 A8 APC78oACQN# A7C78oLCLO#

D值 AL>C87 Q>CQQ

C值 f8C8A f8C8A

1注$与各自模型组比较%#Cf8C8Am单因素方差分析%d:4E%检验#
1KR-/$<R"V#F/' B$-U F/(V/0-$S/"R'/%DFR)V%#Cf8C8A mM*/EB#G2KM\2%
d:4E%-/(-#

抗体注射组%差异均有统计学意义 m均 Cf8C8@# m表
L#( L 个组间浅层*深层视网膜血管周围活化小胶质
细胞数总体比较差异均有统计学意义 mDnAL>C87*
Q>CQQ%均 Cf8C8A#+其中模型组视网膜血管周围活化
小胶质细胞数明显高于 0&L0FA 抗体注射组和空白对
照组%差异均有统计学意义m均 Cf8C8@#m表 >#(

表 F=F个组视网膜不同层次血管数目比较m6(2'RSC%T视野#
D298(F=$/6+2,&)/'/1-%('069(,/17())(8)&'4&11(,('-
,(-&'2882:(,)26/'5 -%(-%,((5,/0+)m6(2'RSC%T1&(84#

组别 样本量
不同层次视网膜血管数目

浅层 深层

空白对照组 A8 A7PC@8oQC77# L78CQ8oALCL@#

模型组 A8 A7PCA8oNCOP L8AC@8o NCQP

0&L0FA 抗体注射组 A8 A7PC78oOCO8# LALC@8o NCO@#

D值 8C8A PC@L

C值 8CPP f8C8A

1注$与各自模型组比较%#Cf8C8Am单因素方差分析%d:4E%检验#
1KR-/$<R"V#F/' B$-U F/(V/0-$S/"R'/%DFR)V%#Cf8C8A mM*/EB#G2KM\2%
d:4E%-/(-#

!.K1各组小鼠视网膜血管渗漏
面积比较

空白对照组小鼠视网膜毛细

血管呈网状结构%走行和排列规
则%未见荧光素渗漏 m图 >2#+模
型组毛细血管结构紊乱%部分毛
细血管形成异常吻合%可见明显
的荧光素渗漏%部分毛细血管闭
塞%可见无灌注区m图 >?#+0&L0FA
抗体注射组毛细血管闭塞减少%
血管渗漏减轻 m图 ><#( 空白对
照组*模型组和 0&L0FA 抗体注
射组视网膜血管相对渗漏率分

别为mA88C8 o>CN #a* m AO7CA o
A8CO#a和 m AL8C@oPC@#a%总体
比较差异有统计学意义 m Dn
A7QCOO%Cf8C8A#+模型组小鼠视
网膜血管相对渗漏率明显高于空

白对照组和 0&L0FA 抗体注射组%
差异均有统计学意义 m均 Cf
8C8@#m图 >4#(
!.L1各组小鼠视网膜中缺氧相
关因子及炎性因子 "=K2表达

各组小鼠视网膜中 \!J]E2*
5K]E"* ;H]EA"和 HdEA# "=K2
相对表达量总体比较%差异均有

统计学意义 mDnA@>C7O* 78OCLP* A>8COQ* AN@CA7%均
Cf8C8A#+模型组视网膜中 \!J]E2*5K]E"*;H]EA"
和 HdEA#"=K2相对表达量明显高于空白对照组和
0&L0FA 抗体注射组%差异均有统计学意义 m均 Cf
8C8@#m表 @#(

!8P@! 中华实验眼科杂志 787A 年 N 月第 LP 卷第 N 期1<U$* !̂&V MVU-U#%"R%% )̂%G787A%\R%.LP%KR.N
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图 K=各组小鼠视网膜血管渗漏情况比较12$空白对照组小鼠视网膜毛细血管网未见荧光素渗漏"]H5<E'/&-F#* r788%标尺n@8 !"#1?$模型组
小鼠毛细血管结构紊乱%可见毛细血管形成异常吻合及渗漏"]H5<E'/&-F#* r788%标尺n@8 !"#1<$0&L0FA 抗体注射组小鼠血管渗漏有所减轻

"]H5<E'/&-F#* r788%标尺n@8 !"#14$各组视网膜血管相对渗漏率比较1DnA7QCOO%Cf8C8A.与空白对照组比较%#Cf8C8@+与模型组比较% WCf
8C8@"单因素方差分析%d:4E%检验%'nA8#
@&50,(K=$/6+2,&)&/'/16&.(,(-&'2872).082,8(2V25(&'(2.%5,/0+12$KRT%)RF/(0/$* %/#Y#D/B#(RW(/FS/' $* F/-$*#%0#V$%%#FG*/-BRFY RT-U/W%#*Y
0R*-FR%DFR)V "]H5<E'/&-F#* r788%W#Fn@8 !"# 1?$5U/0#V$%%#FG(-F)0-)F/$* -U/"R'/%DFR)V B#('$(RF'/F/'%#*' #W*RF"#%0#V$%%#FGTRF"#-$R* #*'
S#(0)%#F%/#Y#D/B#(RW(/FS/' "]H5<E'/&-F#* r788%W#Fn@8 !"#1<$5U/"$0/F/-$*#%S#(0)%#F%/#Y#D/$* -U/0&L0FA $*,/0-$R* DFR)V B#(F/')0/' $*
0R"V#F$(R* B$-U -U/"R'/%DFR)V "]H5<E'/&-F#* r788%W#Fn@8 !"#14$<R"V#F$(R* RTF/%#-$S/F/-$*#%S#(0)%#F%/#Y#D/F#-/#"R*D-U/-UF//DFR)V(1Dn

A7QCOO%Cf8C8A.<R"V#F/' B$-U -U/W%#*Y 0R*-FR%DFR)V%#Cf8C8@+0R"V#F/' B$-U -U/"R'/%DFR)V%WCf8C8@ "M*/EB#G2KM\2%d:4E%-/(-%'nA8#

表 L=各组小鼠视网膜中缺氧相关因子和炎性因子 6GH<相对表达量比较"6(2'RSC#
D298(L=$/6+2,&)/'/1,(82-&7(6GH<(*+,())&/'/1%:+/*&2 ,(82-(412.-/,2'4

&'182662-/,: 12.-/,26/'5 -%(-%,((5,/0+)"6(2'RSC#

组别 样本量

各因子 "=K2相对表达量

\!J]E2 5K]E" ;H]EA" HdEA#

空白对照组 A8 AC88o8CA># AC88o8CA># AC88o8CA># AC88o8CA>#

模型组 A8 7CNOo8CL7 >C88o8CLP LCPLo8C@7 >CA8o8C@8

0&L0FA 抗体注射组 A8 7C87o8CAQ# 7C>No8C>8# LCAAo8C>@# 7C@7o8CLQ#

D值 A@>C7O 78OCLP A>8COQ AN@CA7

C值 f8C8A f8C8A f8C8A f8C8A

1注$与各自模型组比较%#Cf8C8A"单因素方差分析%d:4E%检验#1\!J]$血管内皮生长因子+5K]$
肿瘤坏死因子+;H]$缺氧诱导因子+Hd$白细胞介素+0&L0FA$<EjLE<基序趋化因子受体 A
1KR-/$<R"V#F/' B$-U F/(V/0-$S/"R'/%DFR)V%#Cf8C8A "M*/EB#G2KM\2%d:4E%-/(-#1\!J]$S#(0)%#F
/*'R-U/%$#%DFRB-U T#0-RF+5K]$-)"RF*/0FR($(T#0-RF+;H]$UGVR&$#$*')0$W%/T#0-RF+Hd$H*-/F%/)Y$*+0&L0FA$
<EjLE<"R-$T0U/"RY$*/F/0/V-RFA

F=讨论

近年来%对于 =H=损伤中微循环保护或治疗的研

究大多聚焦于 \!J]的表达( 抗 \!J]药物在治疗
=H=损伤性疾病过程中对于血管通透性损伤*组织水
肿等微循环有一定的改善作用%但其仍未能从根本上
解决微循环损伤%存在治疗效果有限*治疗时限性短等
问题

, Q_P- %因此%仍需研究 =H=微循环损伤发生的具体

机制%以探索更为有效而持久的治疗方法(
<&L0FA 是小胶质细胞核神经元之间的信号传递

者%在小胶质细胞的活化中发挥着调控作用%小胶质细
胞中丰富表达 0&L0FA, A8_AA- ( 本课题组前期实验结果

及大量的文献报道均证明%当 =H=时%视网膜细胞及
组织内的 0&L0FA 表达升高%进而激活小胶质细胞%因
此推测阻断 0&L0FA 与其配体结合%从而抑制小胶质细

胞活化%减少其对微循环的损伤
作用( 本研究发现%玻璃体腔注
射 0&L0FA 抗体能够抑制 =H=模
型小鼠视网膜中小胶质细胞活化

为阿米巴样的形态%且活化细胞
数量和迁移至视网膜深层的细胞

数量均明显减少(
!W*/-/F等 , A7-

在激光诱导视

网膜静脉阻塞的动物模型中发

现%阻塞的血管周围活化小胶质
细胞密度明显增加( R̂%$S/%等 , A-

在脑部缺血)再灌注损伤模型中
观察到%活化的小胶质细胞内存
在血管内皮细胞的标志物%证实

小胶质细胞可以直接吞噬血管内皮细胞而造成血管结

构的直接损伤( 以上研究表明%抑制小胶质细胞活化
可能对缺血损伤中的微循环具有保护作用( HW#EA 高
度特异性表达于活化小胶质细胞中%因此将其作为活
化小胶质细胞的标志物

, A7- ( 本研究还发现%视网膜小
胶质细胞活化被抑制后 =H=模型小鼠微循环的损伤
有所减少%视网膜深层血管密度有所增加%闭锁的血管
减少%血管渗漏率明显下降%从结构和功能 7 个方面研
究证实了抑制小胶质细胞活化可以保护 =H=中的微
循环( 以往文献报道%活化小胶质细胞可对血管壁造
成直接损伤%并通过调控炎症反应破坏视网膜)血管
屏障

, AL_A>- ( 本研究结果显示%抑制小胶质细胞的活性
后小胶质细胞向血管迁移的能力明显下降%黏附于血
管壁的细胞数量明显减少+另一方面%小胶质细胞活化
受到抑制后%视网膜组织中与血管损伤密切相关的因

!AP@!中华实验眼科杂志 787A 年 N 月第 LP 卷第 N 期1<U$* !̂&V MVU-U#%"R%% )̂%G787A%\R%.LP%KR.N
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子 \!J]*;H]*5K]E""=K2表达均明显下调+其中
\!J]和 ;H]的表达下调证明组织缺血缺氧的情况得
到缓解%微循环功能得到改善 , A@_AO- +炎性因子 5K]E"
表达下调%推测组织炎症反应得到控制%从而保护了微
循环的结构和功能(

综上所述%本研究证实了活化小胶质细胞对 =H=
中微循环的破坏作用%采用抗体中和的方法抑制小胶
质细胞活化可有效保护视网膜微循环的结构和功能%
为视网膜和其他组织缺血再灌注损伤的治疗提供了新

思路( 本研究仍存在一些不足%如仅探讨了抑制小胶
质细胞活化对视网膜微循环的影响%而缺血)再灌注
损伤对组织微循环的损伤是一个复杂的过程%其中涉
及许多细胞因子和信号通路

, AN_AQ- +此外%本研究仅检
测了缺氧反应因子和炎性因子基因表达水平%各因子
的蛋白表达水平及其在 =H=中的作用还需要进一步
验证%=H=过程中神经血管单元与胶质细胞的互作具
体机制等问题仍有待进一步研究(
利益冲突1所有作者均声明不存在利益冲突
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