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!实验研究!

'D分泌酶抑制剂对视网膜新生血管形成的
抑制作用及 8,2MN/信号通路调控机制
程志兴!谢洁!孟倩丽
广东省人民医院眼科!广东省医学科学院"广州 ;/##$#
通信作者#程志兴"&'()*#2NOJQL-(Q,JK##%./K012,'

!!$摘要%!目的!研究 8,M2N/ 信号通路抑制剂 'D分泌酶抑制剂&6F3>'对氧诱导视网膜病变&GH7'小鼠

视网膜新生血管形成的抑制作用及其可能机制(!方法!将 Z3[级出生后第 E 天&3E'的幼鼠与 4;Eec<0?母

鼠共同饲养于含 E;^氧气的氧箱中 ; L"然后放回正常氧气环境下饲养"以制备 GH7模型( 采用随机数表法

将 ;% 只 GH7小鼠分为 GH7组)GH7d6\ZG组和 GH7d6F3>组"每组 /$ 只"所有小鼠右眼作为实验眼( GH7d

6F3>组和 GH7d6\ZG组在 3/% 小鼠玻璃体腔内分别注射 /# '',*<c6F3>和 6\ZG溶液 / #*"GH7组不予

注射( 3/E 时处死各组小鼠"摘出眼球后分离视网膜"采用 gO5MO-J V*,M法测定 8,M2N/ 信号通路蛋白及其下游
fO5/ 蛋白)视网膜小胶质细胞 \/ 型标志物诱导型一氧化氮合酶&)8GZ'和 \K 型标志物精氨酸酶D/&F-QD/'

蛋白的相对表达量*制备视网膜铺片"采用同工凝集素&He%'染色视网膜血管"计算小鼠视网膜新生血管相对

面积"定义为新生血管面积<视网膜总面积r/##^*采用苏木素b伊红染色法观察突破视网膜内界膜的血管内

皮细胞数量(!结果!GH7d6F3>组)GH7组和 GH7d6\ZG组小鼠视网膜中 8,M2N/ 蛋白相对表达量分别为
#]0${#]#0)/]##{#]## 和 /]#"{#]#$"fO5/ 蛋白相对表达量分别为 #]E#{#]#$)/]##{#]## 和 /]#K{#]#E"组间

总体比较差异有统计学意义&7tE#]0K);"]0;"均 Ro#]#/'( GH7d6F3>组小鼠视网膜中 8,M2N/ 和 fO5/ 蛋白

相对表达量均明显低于 GH7组和 GH7d6\ZG组"差异均有统计学意义&均 Ro#]#/'( GH7d6F3>组)GH7组

和 GH7d6\ZG组小鼠视网膜中 F-QD/ 蛋白相对表达量分别为 /]%={#]/K)/]##{#]## 和 #]=%{#]#E")8GZ 蛋白

相对表达量分别为 #]E%{#]#E)/]##{#]## 和 /]#%{#]/#"组间总体比较差异均有统计学意义 &7t$=]"K)

"/]0""均 Ro#]#/'"与 GH7组和 GH7d6\ZG组比较"GH7d6F3>组小鼠视网膜中 F-QD/ 蛋白相对表达量明显

升高")8GZ 蛋白相对表达量明显下降"差异均有统计学意义 &均 Ro#]#/'( GH7d6F3>组)GH7组和 GH7d

6\ZG组小鼠视网膜新生血管相对面积分别为&$]$K{K]E/'^)& KK]"K{;]"%'^和& K#]KE{"]"0'^"突破内

界膜的血管内皮细胞数分别为 "$]/E{"]K=)0#]$"{;]// 和 ;$]0E{%]E;"总体比较差异均有统计学意义
&7t""]EK)"=]%%"均 Ro#]#/'( 与 GH7组和 GH7d6\ZG组比较"GH7d6F3>组小鼠视网膜新生血管相对面

积缩小"突破视网膜内界膜的血管内皮细胞数较少"差异均有统计学意义&均 Ro#]#/'(!结论!玻璃体腔注

射 6F3>可抑制 GH7小鼠视网膜新生血管形成"其作用主要是通过抑制 8,M2N/ 信号通路活化"进而促使 \/

型视网膜小胶质细胞向 \K 型转化来实现(!

$关键词%!小胶质细胞* 视网膜新生血管* 'D分泌酶抑制剂* 8,M2N/ 信号通路* 氧诱导视网膜病变*
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M,QOMNO-W)MN MNO)-',MNO-SJM)*P,5MJ(M(*L(U&3'/K1GJ 3/K"MNO')2OWO-OM-(J5TO--OL M,-,,'()-1F**MNO')2OWO-O

-(JL,'*UL)R)LOL )JM,MN-OOQ-,SP5"GH7Q-,SP (52,JM-,*Q-,SP"GH7d6F3>Q-,SP (JL GH7d6\ZGQ-,SP -O2O)R)JQ

/ #*)JM-(R)M-O(*)JIO2M),J ,TQ(''(D5O2-OM(5O)JN)V)M,-&6F3>"/# '',*<c' (JL / hK# 6\ZGL)*SM),J -O5PO2M)RO*U1

>NO-)QNMOUOW(5M(XOJ (5O+PO-)'OJM(*OUO1>NO')2OWO-OOSMN(J)kOL ,J 3/E (JL MNOOUO5WO-ON(-RO5MOL M,,VM()J

-OM)J(5T,-TS-MNO-)JRO5M)Q(M),J1>NOM,M(*P-,MO)J5WO-OO+M-(2MOL T-,'MNO-OM)J(51>NO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,T

8,M2N/ 5)QJ(*P(MNW(U(JL )M5L,WJ5M-O('fO5/"MNO'(-XO-5,T\/ PNOJ,MUPO)JLS2)V*OJ)M-)2,+)LO5UJMN(5O&)8GZ'

(JL \K PNOJ,MUPO(-Q)J(5OD/ &F-QD/' ')2-,Q*)(WO-O'O(5S-OL VUWO5MO-J V*,M17OM)J(*T*(M',SJM5WO-O'(LO(JL

MNO-OM)J(*RO55O*5WO-O5M()JOL W)MN )5,*O2M)J e% &He%' M,)JRO5M)Q(MOMNO-O*(M)RO-OM)J(*JO,R(52S*(-)k(M),J (-O(5

WN)2N W(52(*2S*(MOL (5MNO-(M),,TJO,R(52S*(-)k(M),J (-O(<-OM)J(*(-O(1>NO'S'VO-,TMNOJO,R(52S*(-OJL,MNO*)S'

2O**5VOU,JL MNO)JJO-*)')M)JQ'O'V-(JOW(5,V5O-ROL VUNO'(M,+U*)JDO,5)J 5M()J)JQ1>NOS5O(JL 2(-O,T(J)'(*5

2,'P*)OL W)MN F79G5M(MO'OJM1>N)55MSLUP-,M,2,*W(5(PP-,ROL VUMNOFJ)'(*&MN)254,'')MMOO,T̀ S(JQL,JQ

3-,R)J2)(*3O,P*On5f,5P)M(*&8,1C@DBDK#K/DK#/;D#/'1!;-*+#'*!>NO-O*(M)ROP-,MO)J O+P-O55),J *ORO*5,T8,M2N/

(JL fO5/ )J GH7d6F3>Q-,SP"GH7Q-,SP"(JL GH7d6\ZGQ-,SP WO-O#]0${#]#0 (JL #]E#{#]#$"/]##{#]## (JL

/]##{#]##"/]#"{#]#$ (JL /]#K{#]#E"-O5PO2M)RO*U"W)MN 5M(M)5M)2(**U5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O5(',JQMNO' &7tE#]0K"

;"]0;*V,MN (MRo#]#/'14,'P(-OL W)MN MNOGH7Q-,SP (JL GH7d6\ZGQ-,SP"MNOO+P-O55),J5,T8,M2N/ (JL fO5/

WO-O5)QJ)T)2(JM*U-OLS2OL )J GH7d6F3>Q-,SP &(**(MRo#]#/'1>NO-O*(M)ROP-,MO)J O+P-O55),J *ORO*5,T)8GZ (JL

F-QD/ )J GH7d6F3>Q-,SP"GH7Q-,SP"(JL GH7d6\ZGQ-,SP WO-O#]E%{#]#E (JL /]%={#]/K"/]##{#]## (JL

/]##{#]##"/]#%{#]/# (JL #]=%{#]#E"-O5PO2M)RO*U"5N,W)JQ5M(M)5M)2(**U5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O5&7t"/]0""$=]"K*

V,MN (MRo#]#/'14,'P(-OL W)MN GH7Q-,SP (JL GH7d6\ZGQ-,SP"MNOO+P-O55),J ,T)8GZ )J GH7d6F3>Q-,SP W(5

5)QJ)T)2(JM*U-OLS2OL" (JL MNOO+P-O55),J ,TF-QD/ W(55)QJ)T)2(JM*U)J2-O(5OL & (**(MRo#]#/ '1>NO-O*(M)RO

JO,R(52S*(-)k(M),J (-O((JL MNOJS'VO-,TJO,R(52S*(-OJL,MNO*)S'2O**5VOU,JL MNO)JJO-*)')M)JQ'O'V-(JO)J GH7d

6F3>Q-,SP"GH7Q-,SP"(JL GH7d6\ZGQ-,SP WO-O& $]$K{K]E/'^ (JL "$]/E{"]K=" & KK]"K{;]"%'^ (JL

0#]$"{;]//"&K#]KE{"]"0'^ (JL ;$]0E{%]E;"-O5PO2M)RO*U"5N,W)JQ5M(M)5M)2(**U5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O5&7t""]EK"

"=]%%*V,MN (MRo#]#/'1>NO-O*(M)ROJO,R(52S*(-)k(M),J (-O((JL MNOJS'VO-,TJO,R(52S*(-OJL,MNO*)S' 2O**5)J

GH7d6F3>Q-,SP WO-O5)QJ)T)2(JM*U-OLS2OL )J 2,'P(-)5,J W)MN GH7Q-,SP (JL GH7d6\ZGQ-,SP &(**(MRo#]#/'1!

?()%#+*$()*!HJM-(R)M-O(*)JIO2M),J ,T6F3>2(J )JN)V)MMNO-OM)J(*JO,R(52S*(-)k(M),J )J GH7')2OMN-,SQN V*,2X)JQ

8,M2N/ 5)QJ(*)JQ(2M)R(M),J (JL P-,',M)JQ-OM)J(*')2-,Q*)(P,*(-)k(M),J T-,'\/ M,\K PNOJ,MUPO1

"5-3 6(1,*#4\)2-,Q*)(* 7OM)J(*JO,R(52S*(-)k(M),J* (̀''(D5O2-OM(5O)JN)V)M,-* 8,M2N/ 5)QJ(*)JQ* G+UQOJD

)JLS2OL -OM)J,P(MNU* \)2O

7+),"1(/1&8# 8(M),J(*8(MS-(*Z2)OJ2O[,SJL(M),J ,T4N)J(& $K/E/#EK'* 8(MS-(*Z2)OJ2O[,SJL(M),J ,T

S̀(JQL,JQ3-,R)J2O&K#K/F/;/;#/#=K/'
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!!视网膜新生血管形成是多种视网膜疾病的并发
症"如早产儿视网膜病变)缺血性视网膜静脉阻塞)增
生性糖尿病视网膜病变等"可引起视网膜出血)玻璃体
积血)黄斑水肿及牵拉性视网膜脱离等"导致严重的视
力损害甚至盲

+ /bK, "目前的主要疗法是抗血管内皮生
长因子 &R(52S*(-OJL,MNO*)(*Q-,WMN T(2M,-"9&̀ ['药物
玻璃体腔注射

+ ", ( 但是"抗 9&̀ [药物玻璃体腔注射
治疗视网膜新生血管性疾病的主要问题是药物作用持

续时间短)新生血管容易复发等"需要反复多次眼内注
射"增加了患者的经济负担及眼内感染的风险( 此外"
还有部分患者对抗 9&̀ [药物治疗应答不良甚至无反
应

+ "b%, "其原因仍不明确( 因此"寻找新的治疗靶点和
策略对视网膜新生血管形成的防控有着重要的临床意

义( 视网膜新生血管的形成过程和调控机制十分复

杂"各种促进与抑制新生血管生成的细胞因子在新生
血管形成的不同阶段发挥协调和平衡作用"精密调控
着血管内皮细胞迁移)增生及管腔形成过程 + ;, ( 小胶
质细胞是视网膜内的固有免疫细胞"在视网膜内微环
境稳定及血管结构完整性的维持中发挥着重要作

用
+ 0, ( 研究表明"视网膜小胶质细胞参与生理性和病

理性视网膜新生血管的形成过程"大量活化的视网膜
小胶质细胞在氧诱导视网膜病变 & ,+UQOJD)JLS2OL
-OM)J,P(MNU"GH7'小鼠的视网膜缺血区和新生血管周
围呈簇状聚集并呈现明显的增生活性

+ E, ( 敲除视网
膜小胶质细胞中转化生长因子D"&M-(J5T,-')JQQ-,WMN
T(2M,-D"">̀ [D"'受体的 GH7小鼠视网膜新生血管形
成明显增加且消退延迟

+ $, ( 对 GH7小鼠视网膜新生
血管自然病程的研究中发现"小鼠出生后第 /K 天
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&3/K'至 3/E 时视网膜新生血管周围聚集大量的活化
小胶质细胞"主要为 \/ 型"3/E 之后主要为 \K 型"视
网膜新生血管可逐渐自发消退

+ =, "提示 \/ 型小胶质
细胞可能有促进视网膜新生血管形成的作用"而 \K
型小胶质细胞可能在新生血管的消退中发挥重要作

用"但其机制有待进一步研究( 小胶质细胞在不同
刺激下可迅速活化并表现为不同的极化表型( 本课
题组前期研究发现"抑制 8,M2N/ 信号通路可促使活
化的 \/ 型视网膜小胶质细胞向 \K 型转化并可减
少炎症因子的释放

+ /#, ( 目前"GH7小鼠模型广泛用
于视网膜新生血管的研究"但是鲜见关于调控小胶
质细胞极化在 GH7小鼠视网膜新生血管形成中的作
用的研究( 本研究拟探讨 'D分泌酶抑制剂 "";D二氟
苯乙酰基DcD丙氨酰基DcDKD苯基甘氨酸叔丁酯 + & ""
;DL)T*S,-,PNOJU*(2OMU*'DcD(*(JU*D*DKDPNOJU*Q*U2)JO MO-MD
VSMU*O5MO-"6F3>,对 GH7小鼠视网膜新生血管形成
的抑制作用及其抑制 8,M2N/ 信号通路后调控视网膜
小胶质细胞的极化机制(

94材料与方法

919!材料
91919!实验动物!Z3[级 4;Eec<0?小鼠购自广东省
医学实验动物中心+许可证号#Z4AC&粤' K#/$D##K,"
母鼠和乳鼠同笼饲养于室温 /$ _K; q)相对湿度为
;;^_E#^条件下"/K N 光照</K N 黑暗循环( 实验动
物的使用与饲养遵循美国眼科与视觉科学协会制定的

科研动物使用规范"本研究方案经广东省人民医院动
物实验伦理委员会审核批准 &批文号#C@DBDK#K/D
K#/;D#/'(
9191< ! 主要 试 剂 及 仪 器 ! 6F3>) 二 甲 基 亚 砜
& L)'OMNU*5S*T,+)LO" 6\ZG' &美 国 Z)Q'(DF*L-)2N 公
司'*全蛋白提取试剂盒&上海碧云天生物技术有限公
司'*蛋白浓度测定试剂盒 & 3)O-2O>\ e4F 3-,MO)J
F55(UC)M"美国 >NO-',Z2)OJM)T)2公司'*显影液&美国
\)**)P,-O公司'*微量注射器 & ; #*"瑞士 f(')*M,J 公
司'*兔抗小鼠 8,M2N/ 单克隆抗体 & "0#$')兔抗小鼠
fO5/ 单 克 隆 抗 体 & //=$$ ') 兔 抗 小 鼠 精 氨 酸 酶
/&(-Q)J(5OD/"F-QD/'单克隆抗体 & ="00$'和兔抗小鼠
"DMSVS*)J 单克隆抗体& ;000"美国 4Z>公司')兔抗小
鼠诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶 & )JLS2)V*O J)M-)2 ,+)LO
5UNMN(5O")8GZ ' 多克隆抗体 &3F/D#"0"美国 >NO-',
[)5NO-Z2)OJM)T)2公司 '*驴抗兔二抗 & (V0$#K"美国
FV2('公司 '*同工凝集素 &)5,*O2M)J e%"He%' &上海
HJR)M-,QOJ 公司 '( 电泳仪) 4NO')6,2>,S2N H'(Q)JQ

ZU5MO'&美国 e),D7(L 公司'*酶标仪&美国 e),D>OX 公
司'*石蜡切片机&德国 cO)2(公司'*免疫荧光显微镜
&6\%###"德国 cO)2(公司'*手术显微镜 &德国 BO)55
公司 '* 氧 箱 & G+U4U2*O-5U5MO'" 美 国 e),ZPNO-)+
公司'(
91<!方法
91<19!GH7小鼠模型的构建!GH7小鼠模型的构建
参考 Z')MN 等 + //,

的方法( 3E 幼鼠和母鼠一同放置于
含 E;^氧气的氧箱中饲养至 3/K"然后放回正常氧气
环境下饲养(
91<1<!实验分组及给药!采用随机数表法将 ;% 只
GH7小鼠分为 GH7组)GH7d6\ZG组合 GH7d6F3>
组"每组 /$ 只( 均取右眼为实验眼( GH7d6\ZG组
3/% 玻璃体腔注射稀释 K# 倍的溶剂 6\ZG/ #**GH7d
6F3>组 3/% 玻璃体腔注射 /# '',*<c6F3>溶液
/ #*( 每组任意选取 0 只 3/E 小鼠"采用质量分数
#];^戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后颈椎脱臼处死"快速
收集眼球进行进一步实验(
91<1@ ! 玻璃体腔药物注射 ! #];^戊巴比妥钠
#]/ '*</# Q腹腔注射麻醉小鼠"复方托吡卡胺滴眼液
点眼扩瞳*盐酸丙美卡因滴眼液点眼行表面麻醉"手术
显微镜下分开眼睑"轻加压使眼球突出"暴露巩膜"用
微量注射器于角巩膜缘后 #]; ''处穿刺进入玻璃体
腔"分别注射 6\ZG或 6F3>/ #*( 术毕结膜囊内涂
氧氟沙星眼用凝胶(
91<1A!gO5MO-J V*,M法测定视网膜中 8,M2N/)fO5*)
)8GZ 和 F-QD/ 蛋白表达!采用 gO5MO-J V*,M法分别测
定 8,M2N/ 信号通路及其下游 fO5*蛋白和视网膜小胶
质细胞 \/ 型标志物 )8GZ 及 \K 型标志物 F-QD/ 蛋白
的表达( 每组收集 0 个小鼠眼球"冰上分离并收集视
网膜"加入蛋白裂解液"冰浴中超声粉碎匀浆"% }4条
件下 /" ### -<')J 离心 /# ')J"抽取上清液"用 e4F
法测定样品的蛋白浓度( 每组样本各取 %# #Q总蛋
白"以 /#^ Z6ZD3F̀ &凝胶电泳"蛋白充分分离后"以
K;# 'F电压下转膜 K N 至 396[膜上"在 ;^牛血清
清蛋白& V,R)JO5O-S'(*VS')J"eZF'封闭液中室温封
闭 / N"分别滴加 8,M2N/&/ h/ ###')fO5/&/ h/ ###')
)8GZ&/ h$##'和 F-QD/ 一抗 & / h/ ###' % }4孵育过
夜">eZ>液清洗"分别滴加相应二抗 & / h; ###' "室
温孵育 / N"用 4NO')6,2>,S2N H'(Q)JQZU5MO'显影"
H'(QO?软件计算各条带的平均灰度值( 以 "DMSVS*)J
为内参"目的蛋白相对表达量t目标蛋白灰度值<内
参蛋白灰度值"蛋白表达水平以 GH7组为 / 计算相
对比值(
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图 94各组小鼠视网膜中 R('%.9 信号通路相关蛋白及小胶质细胞极化标志物蛋白表达比较!Fa蛋
白电泳图!ea各组小鼠视网膜 8,M2N/ 信号通路相关蛋白及小胶质细胞极化标志物蛋白表达量比

较!与 GH7d6F3>组比较"(Ro#]#/&单因素方差分析"cZ6D4检验"$ t0'!GH7a氧诱导视网膜病
变*6\ZGa二甲基亚砜*6F3>a'D分泌酶抑制剂*)8GZa诱导型一氧化氮合酶*F-QD/a精氨酸酶D/
7$/+1-94=E"1-**$()*(0R('%.9 *$/)&#$)/ &),8$%1(/#$&F&**(%$&'-,"1('-$)*$)GQ;8$%-1-'$)&!
Fa&*O2M-,PN,-OM,Q-(',TO+P-O55),J ,T8,M2N/ 5)QJ(*)JQ(JL ')2-,Q*)(D(55,2)(MOL P-,MO)J5!ea4,'P(-)5,J ,T
-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,T8,M2N/ 5)QJ(*)JQ(JL ')2-,Q*)(D(55,2)(MOL P-,MO)J5(',JQMN-OOQ-,SP5!

4,'P(-OL W)MN GH7d6F3>Q-,SP"(Ro#]#/ &GJODW(UF8G9F"cZ6D4MO5M"$t0'!GH7a,+UQOJD)JLS2OL
-OM)J,P(MNU*6\ZGa L)'OMNU*5S*T,+)LO* 6F3>a Q(''(D5O2-OM(5O)JN)V)M,-* )8GZa )JLS2)V*OJ)M-)2,+)LO
5UJMN(5O*F-QD/a(-Q)J(5OD/

91<1B!视网膜铺片法计算新生血管面积!将 GH7小
鼠眼球置于体积分数 %^多聚甲醛溶液中固定
"# ')J"完整分离取出视网膜"用 He%&/ h;#'室温孵化
/ N( 3eZ 冲洗"将视网膜切成 % 个象限铺于载玻片
上( cO)2(6\%### 免疫荧光显微镜下观察并拍照"观
察视网膜血管情况"采用 FL,VO3N,M,5N,P K#/; 44
5,TMW(-O&FL,VOZU5MO'5"Z(J ?,5O"4F'分析视网膜新生
血管面积"计算新生血管面积与视网膜面积的比值(
91<1C!苏木精伊红染色法观察突破内界膜的血管内
皮细胞数!每组收集 0 个小鼠眼球"石蜡包埋"; #'
厚切片( 视网膜切片用二甲苯脱蜡"以体积分数
/##^)=;^)E;^梯度乙醇清洗至水化"室温下苏木素
染色 /# ')J"流水清洗"分化"返蓝"流水冲洗后以 /^
醇溶性伊红液染色 /; 5"加入二甲苯 K 次透明 K# ')J"
中性树脂封片( cO)2(6\%### 显微镜下观察并拍照"
观察突破每个切面视网膜内界膜的血管内皮细胞数

量"取平均值(
91@!统计学方法

采用 Z3ZZ K"]#&美国 He\公司'统计学软件对所
得数据进行统计分析( 计量资料经 ZN(P)-,Dg)*X 检验
证实呈正态分布以 L{9表示"组间数据经 cOROJO检验
证实方差齐( 采用随机分组单因素干预多组研究设
计"GH7组)GH7d6\ZG组和 GH7d6F3>组总体差异
比较采用单因素方差分析"组间多重比较采用 cZ6D4
检验( 采用双侧检验法"Ro#]#; 为差异有统计学
意义(

<4结果

<19!各组小鼠视网膜中 8,M2N/
和 fO5/ 蛋白表达量比较

GH7组 和 GH7d6\ZG 组
8,M2N/ 和 fO5/ 蛋白表达条带均
明显强于GH7d6F3>组&图 /F'(
GH7d6F3>组视网膜中 8,M2N/
及 fO5/ 蛋白相对表达量分别为
#]0$ {#]#0 和 #]E# {#]#$"
GH7组 分 别 为 /]## {#]## 和
/]##{#]##"GH7d6\ZG组分别为
/]#"{#]#$ 和 /]#K{#]##E"各组
间 8,M2N/ 和 fO5/ 蛋白相对表达
量总体比较差异均有统计学意

义&7tE#]0K);"]0;"均 Ro#]#/'(
GH7d6\ZG 组 与 GH7 组 间

8,M2N/ 和 fO5/ 蛋白相对表达量

比较差异均无统计学意义&均 Ru#]#;'&图 /e'(
<1<!各组小鼠视网膜中 )8GZ 和 F-QD/ 蛋白表达量
比较

GH7组和 GH7d6\ZG组视网膜中 )8GZ 蛋白表达
条带均明显强于 GH7d6F3>组"F-QD/ 蛋白表达条带
均弱于 GH7d6F3>组 &图 /F'( GH7d6F3>组)GH7

组和 GH7d6\ZG组小鼠视网膜中 )8GZ 蛋白相对表达
量分别为 #]E%{#]#E)/]##{#]## 和 /]#%{#]/#"总体
比较差异有统计学意义 &7t"/]0""Ro#]#/'"其中
GH7d6F3>组视网膜中 )8GZ 蛋白相对表达量明显低
于 GH7组和 GH7d6\ZG组"差异均有统计学意义&均
Ro#]#/'( GH7d6F3>组)GH7组和 GH7d6\ZG组视
网膜中 F-QD/ 蛋白相对表达量分别为 /]%={#]/K)
/]##{#]## 和 #]=%{#]#E"总体比较差异有统计学意
义&7t$=]"K"Ro#]##/' "其中 GH7d6F3>组视网膜
中 F-QD/ 蛋白相对表达量明显高于 GH7组和 GH7d

6\ZG组"差异均有统计学意义 &均 Ro#]#/' "GH7d

6\ZG组与 GH7组视网膜中 )8GZ 和 F-QD/ 蛋白相对
表达 量 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义 &均 Ru#]#; '
&图 /e' (
<1@!各组小鼠视网膜新生血管面积比较

视网膜铺片中新生血管呈团簇状"GH7组和 GH7d

6\ZG组视网膜新生血管面积较 GH7d6F3>组大
&图 KF'( GH7d6F3>组)GH7组和 GH7d6\ZG组小
鼠视网膜新生血管相对面积分别为 & $]$K{K]E/'^)
&KK]"K{;]"%'^和& K#]KE{"]"0'^"总体比较差异
有统计学意义 &7t""]EK"Ro#]#/ ' "其中 GH7d
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6F3>组小鼠视网膜新生血管相对面积明显小于
GH7组和 GH7d6\ZG组"差异均有统计学意义 &均
Ro#]#/' "GH7组与 GH7d6\ZG组间小鼠新生血管
相对 面 积 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 & Ru#]#; '
&图 Ke' (
<1A!各组小鼠突破视网膜内界膜的血管内皮细胞数
比较

GH7d6F3>组)GH7组和 GH7d6\ZG组小鼠突破

视网膜内界膜的血管内皮细胞数分别为 "$]/E{"]0#)
0#]$"{;]0# 和 ;$]0E{;]K#"总体比较差异有统计学
意义&7t"=]%%"Ro#]##/'*其中 GH7d6F3>组小鼠视
网膜中突破内界膜血管内皮细胞数明显少于 GH7组
和 GH7d6\ZG组"差异有统计学意义 &均 Ro#]#/'"
GH7d6\ZG组与 GH7组小鼠突破视网膜内界膜的血
管内皮细胞数比较差异无统计学意义 & Ru#]#; '
&图 K4)6'(
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图 <4视网膜铺片显示视网膜新生血管&He%"标尺t/ '''和视网膜病理组织学计算突破内界膜的血管内皮细胞数&f&r%##"标尺t/## #''!
FmHe% 染色视网膜血管&红色' "视网膜新生血管呈团簇状"GH7d6F3>组小鼠视网膜新生血管面积较 GH7和 GH7d6\ZG组明显缩小!em各组小

鼠视网膜新生血管相对面积量化比较!与 GH7d6F3>组比较"(Ro#]#/&单因素方差分析"cZ6D4检验"$t0'!4m各组小鼠突破视网膜内界膜的
血管内皮细胞!GH7组和 GH7d6\ZG组新生血管突破内界膜呈团簇状"可见大量蓝染的内皮细胞核"GH7d6F3>组突破内界膜的血管内皮细胞

数明显低于 GH7组和 GH7d6\ZG组!6m各组小鼠突破内界膜的血管内皮细胞数比较!与 GH7d6F3>组比较"(Ro#]#/&单因素方差分析"cZ6D4
检验"$t0'!GH7m氧诱导视网膜病变*6\ZGm二甲基亚砜*6F3>m'D分泌酶抑制剂
7$/+1-<4;-'$)&#0#&'8(+)'*(0GQ;8$%-*.(6$)/ )-(I&*%+#&1$]&'$()&He%"V(-t/ ''' &),.$*'("&'.(#(/3 (01-'$)&**.(6$)/ '.-)+82-1(0
-),('.-#$&#%-##*2-3(),$)'-1)&##$8$'$)/ 8-821&)-&f&r%##"V(-t/## #''!Fm>NO-OM)J(*RO55O*55M()JOL W)MN He% &-OL' (JL -OM)J(*JO,R(52S*(-
MSTM51>NOJO,R(52S*(-)k(M),J (-O(W(5-OLS2OL )J GH7d6F3>Q-,SP 2,'P(-OL W)MN GH7Q-,SP (JL GH7d6\ZGQ-,SP!em4,'P(-)5,J ,TJO,R(52S*(-)k(M),J

(-O((',JQMN-OOQ-,SP5!4,'P(-OL W)MN GH7d6F3>Q-,SP"(Ro#]#/ &GJODW(UF8G9F"cZ6D4MO5M"$ t0'!4m9(52S*(-OJL,MNO*)(*2O**5VOU,JL MNO
)JMO-J(**)')M)JQ'O'V-(JO!>NOJO,R(52S*(-)k(M),J N(L 2*S5MO-(PPO(-(J2O(JL '(JUJS2*O)WO-O5M()JOL V*SO)J GH7Q-,SP (JL GH7d6\ZGQ-,SP1>NO
JS'VO-,TOJL,MNO*)(*2O**5VOU,JL MNO)JMO-J(**)')M)JQ'O'V-(JO)J GH7d6F3>Q-,SP W(55)QJ)T)2(JM*U-OLS2OL 2,'P(-OL W)MN GH7Q-,SP (JL GH7d6\ZG

Q-,SP!6m4,'P(-)5,J ,TMNOJS'VO-,TOJL,MNO*)(*2O**5VOU,JL MNOHc\ (',JQMN-OOQ-,SP5!4,'P(-OL W)MN GH7d6F3>Q-,SP"(Ro#]#/ &GJODW(U
F8G9F"cZ6D4MO5M"$t0'!GH7m,+UQOJD)JLS2OL -OM)J,P(MNU*6\ZGmL)'OMNU*5S*T,+)LO*6F3>mQ(''(D5O2-OM(5O)JN)V)M,-

@4讨论

8,M2N 信号通路进化上高度保守"广泛存在于动
物体内"是调节细胞)组织)器官分化)增生和发育的重
要信号通路"在维持组织内环境稳态中发挥关键作
用

+ /Kb/%, ( 研究表明"8,M2N 信号通路参与了脑部小胶
质细胞的极化调控

+ /;b/$, ( 本课题组前期研究表明"
8,M2N/ 信号通路可调控视网膜小胶质细胞的极化表
型

+ /#, ( 本研究证实了玻璃体腔注射 6F3>后可有效

抑制 8,M2N/ 信号通路的活化"促使 GH7小鼠活化的视
网膜小胶质细胞由 \/ 型向 \K 型转化"进而抑制视网
膜新生血管的形成( 研究表明"8,M2N/ 信号通路在生
理性和病理性新生血管形成和血管分化中起重要作

用
+ /=, ( ZSJ 等 + K#,

对 GH7 大 鼠 的 研 究 发 现" 抑 制
8,M2N/ 信号通路后可降低血清和视网膜中 9&̀ [DF)
9&̀ [7/ 和 9&̀ [7K 的表达并可改善视网膜血管发
育"c,V,R等 + /=,

对 GH7小鼠的研究发现"抑制 8,M2N/
信号通路可减少高氧诱导的视网膜血管闭塞)视网膜

!;"#/!中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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毛细血管消退及视网膜无灌注区( 上述研究均表明抑
制 8,M2N/ 信号通路可改善 GH7鼠的视网膜血管发育"
与本研究结果相一致( 但是"上述研究均未关注
8,M2N/ 信号通路抑制与视网膜小胶质细胞极化的
关系(

小胶质细胞是视网膜内固有的免疫细胞"在维持
视网膜内微环境稳定及血管结构完整性中发挥重要作

用
+ 0"K/bKK, ( \/ 型活化的小胶质细胞释放促炎因子"如

肿瘤坏死因子 !&MS',-JO2-,5)5T(2M,-D!">8[D!')白细
胞介素&)JMO-*OSX)J"Hc'D0 和 HcD/""诱发组织的炎症反
应( \K 型活化的小胶质细胞分泌抑炎因子"主要包括
转化生长因子 "&M-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-D"">̀ [D"')
HcD/# 和 HcDK" 等"具有抑制炎症)神经营养及促进组
织修复的作用( 研究表明"HcD/# 具有促进血管正常
化)保护血管内皮细胞完整性和抑制血管平滑肌细胞
纤维化的作用

+ K", ( >̀ [D"在视网膜中具有多种重要
作用"如维持视网膜神经元的分化及存活)稳定血管内
皮细胞)消退新生血管)维持视网膜血管的发育和结构
的完整性等

+ K"K%, ( c)等 + =,
对 GH7小鼠的研究表明"

3/K 至 3/E 的小鼠视网膜新生血管周围聚集的大量活
化小胶质细胞主要为 \/ 型( 本研究在缺氧诱导视网
膜新生血管的关键阶段通过抑制 8,M2N/ 信号通路以
调控小胶质细胞的极化"促使活化的小胶质细胞向 \K
型转化"可有效减少 \/ 型小胶质细胞分泌 >8[D!)
HcD0 和 HcD/"等炎症因子"增加血管内皮细胞的保护
因子( 此外"活化的小胶质细胞与血管内皮细胞间的
紧密连接及黏着连接的破坏密切相关

+ K;bK0, ( 因此"减
少 \/ 型活化的小胶质细胞对视网膜血管发育有一定
保护作用( :5S)DGS2N)等 + $,

研究表明"小胶质细胞中
>̀ [D"受体的缺失可明显加重视网膜新生血管并可延
长新生血管消退的时间"进一步证实 >̀ [D"在维持视
网膜血管发育和结构完整性中起重要作用( 因此"在
缺氧诱导视网膜新生血管的关键阶段通过调控小胶质

细胞向 \K 型转化可有效抑制视网膜新生血管的
形成(

综上所述"8,M2N/ 信号通路抑制剂 6F3>玻璃体
腔注射可有效缩小 GH7小鼠视网膜新生血管面积"减
少突破内界膜的血管内皮细胞数量"维持 GH7小鼠视
网膜血管正常发育"这些作用主要是通过抑制 8,M2N/
信号通路活化"进而调控小胶质细胞的极化表型来实
现的( 本研究结果为视网膜新生血管性病变提供了新
的治疗靶点和治疗策略(
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