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!实验研究!

雷珠单抗对脉络膜新生血管模型大鼠视网膜

氧化应激的抑制作用及其机制

杨延振$庄宪丽$李树杰$张莹$杨家干$李路路
滕州市中心人民医院眼科&滕州 !BB=""
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$$)摘要*$目的$研究雷珠单抗对脉络膜新生血管"CNX#模型大鼠视网膜氧化应激的作用及其机制,$

方法$选取 +" 周龄 [L\级雄性 [O大鼠 ," 只&按照随机数字表法随机分为正常对照组+模型对照组+雷珠单

抗组+转录因子核因子 U! 相关因子 !"N&%!#抑制剂" D̀#<=#组+雷珠单抗 q̀ D#<= 组&每组 +! 只, 除正常对

照组外&其余各组以氪激光诱导 CNX模型, 雷珠单抗组+ D̀#<= 组和雷珠单抗q̀ D#<= 组分别玻璃体腔内注

射 + !5雷珠单抗+ D̀#<=+雷珠单抗q̀ D#<=&模型对照组+正常对照组分别给予玻璃体腔内注射等体积生理盐

水, 脉络膜铺片法检测 CNX面积(苏木精c伊红染色观察视网膜病理学变化(实时荧光定量 LCM及 T'JF'&1 (5/F

检测视网膜组织中 N&%!+超氧化物歧化酶"[PO#+醌氧化还原酶"NfP+#0MN9及蛋白表达水平,$结果$模型

对照组+ D̀#<= 组和雷珠单抗 q̀ D#<= 组 CNX面积分别为 " !#j"+ k+j=!# p+"#+ " #"j!# k!j"+# p+"#
和

"+<j=,k+j<=#p+"# !0!&明显高于雷珠单抗组的"+!j#=k+j!!#p+"# !0!&雷珠单抗q̀ D#<= 组 CNX面积小于

模型对照组和 D̀#<= 组& D̀#<= 组 CNX面积大于模型对照组&差异均有统计学意义"均 Ym"j""+#, 苏木精c

伊红染色结果显示&雷珠单抗组 MLUc脉络膜c巩膜复合体结构损害程度较模型对照组轻(雷珠单抗 q̀ D#<=

组 MLUc脉络膜c巩膜复合体结构损害程度较雷珠单抗组重&但较模型对照组轻( D̀#<= 组 MLUc脉络膜c巩膜

复合体结构损害较模型对照组严重, 雷珠单抗组 N&%!+[PO和 NfP+ 0MN9及蛋白相对表达量均低于正常对

照组&但高于模型对照组+ D̀#<= 组和雷珠单抗 q̀ D#<= 组&且雷珠单抗 q̀ D#<= 组 N&%!+[PO和 NfP+ 0MN9

及蛋白相对表达量高于模型对照组和 D̀#<= 组&差异均有统计学意义"均 Ym"j"=#,$结论$雷珠单抗可抑

制氪激光诱导的 CNX生长&减轻 MLU氧化应激损伤&其机制与 N&%!H9MU通路的激活有关,$
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.E/&/68Q51'/SQJ.35Q&62QF6/1 "CNX# Q18 6FJ0'.EQ16J0-$H')0+<-$[67FK[L\0Q5'[O&QFJQ4'8 +" I''YJI'&'

&Q18/05K86S68'8 61F/1/&0Q5./1F&/54&/3G&0/8'5./1F&/54&/3G&&Q16(6230Q( 4&/3G&13.5'Q&%Q.F/&'&KFE&/68 !;&'5QF'8

%Q.F/&! "N&%!# 61E6(6F/&" D̀#<=# 4&/3G&&Q16(6230Q( q̀ D#<= 4&/3G&I6FE +! &QFJ61 'Q.E 4&/3G Q../&8614F/Q
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Y&KGF/1 5QJ'&6183.F6/1-9../&8614F/4&/3G614&FE'&Q16(6230Q( 4&/3G& D̀#<= 4&/3G Q18 &Q16(6230Q(q̀ D#<= 4&/3G

I'&'61F&QS6F&'Q55K61R'.F'8 I6FE + !5/%&Q16(6230Q(& D̀#<= Q18 &Q16(6230Q( q̀ D#<=&&'JG'.F6S'5K-̀ /8'5./1F&/5

4&/3G Q18 1/&0Q5./1F&/54&/3G &'.'6S'8 Q1 61F&QS6F&'Q561R'.F6/1 /%1/&0Q5JQ561'/%'Z3Q5S/530'-VE'CNXQ&'QIQJ

0'QJ3&'8 FE&/34E .E/&/68Q5IE/5'0/31FJ-LQFE/5/46.Q5.EQ14'/%FE'&'F61QIQJ/(J'&S'8 (KE'0QF/7K561 Q18 '/J61

JFQ61614-U7G&'JJ6/1J/%N&%!&J3G'&/768'86J03FQJ'" [PO# Q18 Z361/1'/768/&'83.FQJ'+ "NfP+# I'&'8'F'.F'8

3J614T'JF'&1 (5/FQ18 &'Q5;F60'LCM-VE'3J'Q18 .Q&'/%Q160Q5J./0G56'8 I6FE 5Q(/&QF/&KQ160Q5I'5%Q&'

4368'561'J-VE'JF38KG&/F/./5IQJQGG&/S'8 (KFE'DQ(/&QF/&K9160Q5T'5%Q&'Q18 UFE6.JC/006FF''/%V'142E/3
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C'1F&Q5L'/G5'rJ?/JG6FQ5"N/-WN-N/!"!+"!+@[+!""@#" / +!+0#-$I'-.2)-$CNXQ&'QJ/%FE'0/8'5./1F&/5

4&/3G& D̀#<= 4&/3G Q18 &Q16(6230Q( q D̀#<= 4&/3G I'&'" !#j"+ k+j=! # p+"#& " #"j!# k!j"+ # p+"# Q18

"+<j=,k+j<=#p+"# !0!&&'JG'.F6S'5K&IE6.E I'&'J6416%6.Q1F5KE64E'&FEQ1 "+!j#=k+j!!#p+"# !0! /%&Q16(6230Q(

4&/3G "Q55QFYm"j""+#-VE'CNXQ&'Q/%&Q16(6230Q(q̀ D#<= 4&/3G IQJJ0Q55'&FEQ1 FEQF/%0/8'5./1F&/54&/3G

Q18 D̀#<= 4&/3G&Q18 FE'CNXQ&'Q/%̀ D#<= 4&/3G IQJ5Q&4'&FEQ1 FEQF/%0/8'5./1F&/54&/3G&JE/I614JFQF6JF6.Q55K

J6416%6.Q1F86%%'&'1.'J"Q55QFYm"j""+#-?'0QF/7K561 Q18 '/J61 JFQ61614JE/I'8 FEQFFE'JF&3.F3&Q58Q0Q4'/%FE'

&'F61Q5G640'1F'G6FE'5630;.E/&/68;J.5'&Q./0G5'7IQJJ564EF'&61 &Q16(6230Q( 4&/3G FEQ1 0/8'5./1F&/54&/3G&J'S'&'&

61 &Q16(6230Q(q̀ D#<= 4&/3G FEQ1 &Q16(6230Q( 4&/3G (3FJ564EF'&FEQ1 0/8'5./1F&/54&/3G&J'S'&'&61 D̀#<= 4&/3G

FEQ1 0/8'5./1F&/54&/3G-VE'0MN9Q18 G&/F'61 '7G&'JJ6/1J/%N&%!&[POQ18 NfP+ /%&Q16(6230Q( 4&/3G I'&'

5/I'&FEQ1 FE/J'/%1/&0Q5./1F&/54&/3G (3FE64E'&FEQ1 FE/J'/%0/8'5./1F&/54&/3G& D̀#<= 4&/3G Q18 &Q16(6230Q(q

D̀#<= 4&/3G&Q18 FE'86%%'&'1.'JI'&'JFQF6JF6.Q55KJ6416%6.Q1F"Q55QFYm"j"=#-VE'0MN9Q18 G&/F'61 '7G&'JJ6/1J/%

N&%!&[POQ18 NfP+ I'&'E64E'&61 &Q16(6230Q(q̀ D#<= 4&/3G FEQ1 0/8'5./1F&/54&/3G Q18 D̀#<= 4&/3G&JE/I614

JFQF6JF6.Q55KJ6416%6.Q1F86%%'&'1.'J"Q55QFYm"j"=#-$J+,*2.-1+,-$MQ16(6230Q( .Q1 61E6(6FFE'4&/IFE /%CNX

6183.'8 (KY&KGF/1 5QJ'&Q18 &'83.'MLU8Q0Q4'.Q3J'8 (K&'F61Q5/768QF6S'JF&'JJjVE'0'.EQ16J06J&'5QF'8 F/FE'

Q.F6SQF6/1 /%N&%!H9MUGQFEIQKj

":'6 ;+(<-#9MQ16(6230Q(( Q̀.35Q&8'4'1'&QF6/1( M'F61Q( P768QF6S'JF&'JJ

=.,<&(+4(35' '̀86.Q5Q18 ?'Q5FE [.6'1.'Q18 V'.E1/5/4KO'S'5/G0'1FL&/4&Q0 /%[EQ18/14L&/S61.'
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$$年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 " Q4';&'5QF'8 0Q.35Q&
8'4'1'&QF6/1&9̀ O#是一种多发于老年人群的进行性
视力损害性疾病&根据其病理表现不同可分为湿性
9̀ O和干性 9̀ O&其中湿性 9̀ O预后较差&是眼科

防治的研究重点
/ +c!0 , 近年来研究发现&湿性 9̀ O的

病 变 可 能 与 脉 络 膜 新 生 血 管 " .E/&/68Q5
1'/SQJ.35Q&62QF6/1&CNX# 及视网膜色素上皮 " &'F61Q5

G640'1F'G6FE'5630&MLU#氧化应激反应有关 / #c@0 , 雷

珠单抗为抗血管内皮生长因子药物&可有效抑制血管
生成&已被美国食品药物管理局批准用于湿性 9̀ O

的治疗
/ =0 , 近年来&O'C655g等 / ,0

研究发现&阿柏西

普H雷珠单抗以剂量和时间依赖性方式增加 MLU细胞
一氧化氮的释放&并可通过刺激人脐血管内皮细胞释
放旁分泌物&在生理和过氧化调节下使 MLU细胞免受
过氧化损伤&因此推测雷珠单抗对湿性 9̀ O的治疗
作用可能也与抗氧化应激有关, 转录因子 N\;U! 相
关因子 ! " 13.5'Q&%Q.F/&'&KFE&/68 !;&'5QF'8 %Q.F/&!&
N&%!# H抗氧化反应元件"Q1F6/768Q1F&'JG/1J6S''5'0'1F&
9MU#通路在细胞抗氧化应激中发挥重要的作用&且被

证实参与湿性 9̀ O的发生 / Bc<0 , 目前雷珠单抗的抗

氧化应激机制尚待明确&关于雷珠单抗是否可通过
N&%!H9MU通路影响湿性 9̀ O的病理变化仍需进一步
探索, 本研究拟通过氪激光诱导 CNX模型&以雷珠单
抗及 N&%! 抑制剂 D̀#<= 进行干预&探讨雷珠单抗对湿
性 9̀ O大鼠视网膜氧化应激的作用及其机制,

A9材料与方法

A-A$材料
A-A-A$实验动物$+" 周龄 [L\级雄性 [O大鼠 ,"
只&体质量 !""i!@" 4&购自河南省实验动物中心&许
可证号 [Cd]"豫#!"+B;"""+, 大鼠于室温"!!k+#n&
相对湿度 ="oiB"o&光线充足"+! E 白昼H+! E 黑夜#
的环境中饲养&自由饮水进食, 实验动物的饲养与使
用均遵循实验动物福利管理原则&本研究方案经滕州
市中心人民医院实验动物管理和使用委员会审批"批
文号'WN-N/!"!+"!+@[+!""@#"/+!+0#,
A-A-!$主要试剂及仪器$雷珠单抗注射液 "瑞士
N/SQ&F6JLEQ&0Q[F'61 9A公司&注册证号'[!"+B"""#&
+" 04H05#(质量分数 "j=o托吡卡胺滴眼液 "无锡济
民可信山禾药业股份有限公司&国药准字 ?#!"!++))&
, 05'+= 04#(盐酸奥布卡因滴眼液"日本参天制药株
式会社&国药准字 W!"+""+!<&!" 05'<" 04#(羧甲基纤
维素钠滴眼液"爱尔兰 955'&4Q1 LEQ&0Q.'3F6.Q5J公司&
注册证号 ?!"+@")@=& "j@ 05' ! 04#( N&%! 抑制剂
D̀#<=" "̀"!@"&北京百奥莱博科技有限公司&纯度

))-==o#(\:VC;O":"!"+&厦门生光生物科技有限公
司#(实时荧光定量 LCM试剂盒"U_""L=)"&上海一研
生物科技有限公司 #(兔抗大鼠 N&%! 多克隆抗体
"Q(+#B=="#+超氧化物歧化酶 "J3G'&/768'86J03FQJ'&
[PO#多克隆抗体"Q(+@+@),#+醌氧化还原酶" Z361/1'
/768/&'83.FQJ'+&NfP+#多克隆抗体 "Q(<"=<<#+辣根
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过氧化物酶标记的 :4A二抗"Q(+B!B<"# "美国 9(.Q0
公司#(VhNUD染液 "西安东澳生物科技有限公司#,
#=="hX酶标仪+B="" 实时荧光定量 LCM仪+电泳仪+
CE'16O/.dM[ 化学发光成像分析系统 "美国 >6/;MQ8
公司#( =̀"" 荧光显微镜"赛默飞世尔科技中国有限
公司#(N/S3Q!""" 氪激光机"美国 C/E'&'1F公司#,
A-!$方法
A-!-A$大鼠 CNX模型的建立及分组处理$取 ," 只
大鼠适应性饲养 + 周&称重编号后以随机数字表法分
为正常对照组+模型对照组+雷珠单抗组+ D̀#<= 组和
雷珠单抗 q̀ D#<= 组&每组 +! 只&除正常对照组外均
参照文献/ )0以氪激光建立 CNX模型, 建模方法如
下'质量分数 !o戊巴比妥钠腹腔内注射麻醉&固定大
鼠头部&以右侧眼为实验眼&"j=o托吡卡胺滴眼液点
眼扩瞳&结膜囊内滴用盐酸奥布卡因滴眼液+质量分数
+o羧甲基纤维素钠滴眼液&眼前放置 =# O接触镜&以
波长 ,=) 10的氪激光在距视盘 ! 个瞳距处的视网膜
大血管间光凝 !" 个点&注意避开血管&光斑直径
=" !0&曝光时间 "j"= J&光斑能量输出功率 #," 0T&
以光凝后有小气泡产生为有效光凝点&剔除光凝后有
视网膜+脉络膜或玻璃体出血者&重新造模补齐, 建模
后 !@ E&雷珠单抗组+ D̀#<= 组和雷珠单抗q̀ D#<= 组
分别给予玻璃体腔内注射 + !5雷珠单抗+"j+ 04H!5
D̀#<=+雷珠单抗 q̀ D#<=(正常对照组和模型对照组
分别注射生理盐水 + !5, 玻璃体内注射方法'!o戊巴
比妥钠腹腔注射麻醉后&常规冲洗结膜囊+扩瞳&奥布
卡因滴眼液点眼行眼球表面麻醉&取 + 05微量注射器
于右眼颞下角膜缘 "j= 00处做穿刺口&向玻璃体中
缓慢注入药物,
A-!-!$脉络膜铺片法检测大鼠 CNX面积$分组处理
后 ! 周&各组任选 , 只大鼠以 !o戊巴比妥钠腹腔注射
麻醉后仰卧位固定&剖开胸腔&暴露心脏&用 !" 05
\:VC;O乳酸林格液"内含 \:VC;O+"" 04&明胶 ! 4#缓
慢灌流心脏&以大鼠四肢及尾部有肌肉颤动为灌流成
功, 灌注结束后处死大鼠&迅速摘取实验眼眼球&以质
量分数 @o多聚甲醛溶液避光固定 + E 后&手术显微镜
下沿角膜缘剪开眼球&去除角膜+晶状体+玻璃体等&小
心揭除视网膜神经上皮层&获得 MLUc脉络膜c巩膜复
合标本&MLU面朝下置于载玻片上&明胶封片&于荧光
显微镜下观察并拍照& :0Q4'W图像软件分析 CNX
面积,
A-!-#$苏木精c伊红染色观察大鼠眼球组织病理变
化$取各组剩余 , 只大鼠过量麻醉处死&剖取实验眼
眼球&分成 ! 份&+ 份以 @o多聚甲醛预固定 !@ E&梯度

乙醇脱水&石蜡包埋&于角膜至视盘间做矢状位切片&
切片厚度 @ !0&常规苏木精c伊红染色&光学显微镜下
观察 MLU及脉络膜病理变化, 另 + 份作为后续实验
组织来源,
A-!-B$实时荧光定量 LCM检测大鼠 MLUc脉络膜c

巩膜复合体 N&%!+[PO+NfP+ 0MN9相对表达量$取
各组 , 只眼球于冰上分离 MLUc脉络膜c巩膜复合体&
取部分组织以 V&62/5法提取总 MN9&测定 MN9纯度及
含量&逆转录获得 .ON9&进行实时荧光定量 LCM实
验&根据 LCM试剂盒说明书设定反应体系&反应条件'
)= n预变性 ! 061()@ n变性 += J&," n退火 #= J&
B! n延伸 =" J&重复 @" 个循环, 以 ";Q.F61 为管家基
因&采用 !c##CF

计算各目的基因的相对表达量&每个样
本重复测量 # 次&取平均值, 各基因引物序列见表 +,

表 A9基因引物序列
D382'A9?(15'(-'M.',*'-+/4','-

基因 引物序列 产物长度" (G#

N&%! 正向'=r;VVA9CAV9CCAAV9CC9VVAV;#r !+

反向'=r;9CV99AVVAV9ACVCC9A9V9;#r !+

[PO 正向'=r;CAV9VAC9VACVCVA9A9CVVA;#r !!

反向'=r;AVACCVAV9AVACVA9ACV9VC;#r !!

NfP+ 正向'=r;9CVAVACVA9C9VV9CVAC;#r +)

反向'=r;9VACA99AVAV9ACVAVVC;#r +)

";Q.F61 正向'=r;9VACVAVACVAV99AC9CVAVA;#r !!

反向'=r;AA9VACVC9CVVC9VAVACV9C;#r !!
$注'N&%!'转录因子 N\;U! 相关因子 !([PO'超氧化物歧化酶(NfP+'
醌氧化还原酶(";Q.F61'";肌动蛋白
$N/F''N&%!' 13.5'Q&%Q.F/&'&KFE&/68 !;&'5QF'8 %Q.F/&!( [PO'J3G'&/768'
86J03FQJ'(NfP+'Z361/1'/768/&'83.FQJ'+

A-!-C$T'JF'&1 (5/F法检测大鼠 MLUc脉络膜c巩膜复
合体 N&%!+[PO+NfP+ 蛋白相对表达量$取 +-!-@ 部
分收集的 MLUc脉络膜c巩膜复合体于液氮中研磨&经
细胞裂解液裂解后 >C9法测定蛋白总量&十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离&恒压转印 @" 061&=o
脱脂奶粉室温摇床封闭 ! E&加入 N&%!+[PO+NfP+ 一
抗溶液"稀释度 + b! """#&@ n摇床孵育过夜&V>[V漂
洗&加入相应二抗溶液"稀释度 + b=""#&室温反应 + E&
暗室中曝光+显影+定影, 凝胶成像系统扫描并进行灰
度值分析&以目的蛋白灰度值与 ";Q.F61 灰度值比值表
示各蛋白相对表达量,
A-#$统计学方法

采用 [L[[ !"-" 统计学软件进行统计分析, 计量
资料经 [EQG6&/;T65Y 检验证实呈正态分布&以 "k/表
示,各组大鼠检测指标总体差异比较采用单因素方差
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B C D EA100μm 100μm 100μm 100μm 100μm

图 A9脉络膜血管铺片荧光显微镜观察图像m\:VC;Op@""&标尺l+"" !0#$9'正常对照组毛细血管清晰&形态完整$>'模型对照组可见新生
CNX团块m箭头#$C'雷珠单抗组 CNX团块m箭头#较模型对照组小$O' D̀#<= 组 CNX团块m箭头#较模型对照组更大$U'雷珠单抗q̀ D#<= 组
CNX团块m箭头#较模型对照组小&周围血管结构模糊
=14.('A9H1*(+-*+&1*+8-'(E3)1+,+/*0+(+1<32;0+2'5+.,)-m\:VC;Op@""&(Q&l+"" !0#$9':1 1/&0Q5./1F&/54&/3G&FE'.QG655Q&6'JI'&'.5'Q&Q18
61FQ.F$>':1 0/8'5./1F&/54&/3G&FE'1'ICNX0QJJmQ&&/I# IQJ/(J'&S'8$C':1 &Q16(6230Q( 4&/3G&FE'CNX0QJJmQ&&/I# IQJJ0Q55'&./0GQ&'8 I6FE
0/8'5./1F&/54&/3G$O':1 D̀#<= 4&/3G&FE'CNX0QJJmQ&&/I# IQJ5Q&4'&./0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G$U':1 &Q16(6230Q(q̀ D#<= 4&/3G&FE'CNX
0QJJmQ&&/I# IQJJ0Q55'&./0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G&Q18 FE'G'&6GE'&Q5SQJ.35Q&JF&3.F3&'IQJ(53&&K

B C D EA100μm 100μm 100μm 100μm 100μm

图 !9各组大鼠眼球组织病理学变化m?Up@""&标尺l+"" !0#$9'正常对照组 MLUc脉络膜c巩膜复合体结构清晰m完整$>'模型对照组 MLUc

脉络膜c巩膜复合体分层不明显&异常增生细胞突破脉络膜血管网基底膜$C'雷珠单抗组复合体结构损伤较模型对照组轻$O' D̀#<= 组复合体
损伤程度较模型对照组更重$U'雷珠单抗q̀ D#<= 组损伤程度较模型对照组轻
=14.('!9?3)0+2+41*32*03,4'-+/(3)(')1,3 m?Up@""&(Q&l+"" !0#$9':1 1/&0Q5./1F&/54&/3G&FE'JF&3.F3&'/%FE'MLU;.E/&/68;J.5'&Q./0G5'7IQJ
.5'Q&Q18 ./0G5'F'$>':1 0/8'5./1F&/54&/3G&FE'5QK'&J/%FE'./0G5'7I'&'1/F/(S6/3J&Q18 FE'Q(1/&0Q5G&/56%'&QF6S'.'55J(&/Y'FE&/34E FE'(QJ'0'1F
0'0(&Q1'/%.E/&/68Q5SQJ.35Q&1'FI/&Y$C':1 &Q16(6230Q( 4&/3G&FE'JF&3.F3&Q58Q0Q4'/%FE'./0G5'7IQJJ564EF'&./0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G$O'
:1 D̀#<= 4&/3G&FE'JF&3.F3&Q58Q0Q4'/%FE'./0G5'7IQJJ'S'&'&./0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G$U':1 &Q16(6230Q(q̀ D#<= 4&/3G&FE'JF&3.F3&Q5
8Q0Q4'/%FE'./0G5'7IQJJ564EF'&./0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G

分析&组间两两比较采用 D[O;&检验, Ym"j"= 为差异
有统计学意义,

!9结果

!-A$各组大鼠 CNX面积比较
荧光显微镜下可见脉络膜铺片中血管填充为绿

色&正常对照组微循环毛细血管清晰&形态完整&无
CNX(模型对照组有明显的光凝痕迹&中央可见绿色新
生 CNX团块(雷珠单抗组 CNX团块较小&周围可见微
循环毛细血管( D̀#<= 组 CNX团块较模型对照组大&
边界模糊&无法分辨血管结构(雷珠单抗 q̀ D#<= 组
CNX团块较模型对照组小&但周围血管结构模糊
m图 +#,

模型对照组m雷珠单抗组m D̀#<= 组m雷珠单抗q
D̀#<= 组 CNX面积总体比较&差异具有统计学意义

mIl+!"jB,)&Ym"j""+#(与模型对照组比较&雷珠单
抗组和雷珠单抗 q̀ D#<= 组的 CNX面积缩小& D̀#<=
组面积增加&差异均有统计学意义 m均 Ym"j""+#(与
雷珠单抗组比较& D̀#<= 组和雷珠单抗 q̀ D#<= 组

CNX面积增加&差异均有统计学意义m均 Ym"j""+#(
与 D̀#<= 组比较&雷珠单抗 q̀ D#<= 组 CNX面积缩
小&差异有统计学意义mYm"j""+#m表 !#,

表 !9各组 JTP面积比较m!V"&[A"# !5!#
D382'!9J+5&3(1-+,+/JTP3('3 35+,4 /+.(4(+.&-

m!V"&[A"# !5!#

组别 样本量 CNX面积

模型对照组 , !#j"+k+j=!

雷珠单抗组 , +!j#=k+j!!Q

D̀#<= 组 , #"j!#k!j"+Q(

雷珠单抗q̀ D#<= 组 , +<j=,k+j<=Q(.

I值 +!"jB,)

Y值 m"j""+

$注'与模型对照组比较&QYm"j""+(与雷珠单抗组比较&(Ym"j""+(与
D̀#<= 组比较&.Ym"j""+m单因素方差分析&D[O;&检验#$CNX'脉络
膜新生血管

$N/F'' C/0GQ&'8 I6FE 0/8'5./1F&/54&/3G&QYm"j""+( ./0GQ&'8 I6FE
&Q16(6230Q( 4&/3G&(Ym"j""+( ./0GQ&'8 I6FE D̀#<= 4&/3G&.Ym"j""+
mP1';IQK9NPX9&D[O;&F'JF#$CNX'.E/&/68Q51'/SQJ.35Q&62QF6/1
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!-!$各组大鼠眼球组织病理染色
正常对照组 MLUc脉络膜c巩膜复合体结构清晰+

完整(模型对照组复合体分层不明显&>&3.E 膜结构破
坏&内外核层组织结构紊乱&异常增生细胞突破脉络膜
血管网基底膜(雷珠单抗组复合体结构损伤较模型对
照组轻(雷珠单抗 q̀ D#<= 组复合体损伤程度较雷珠
单抗组重但较模型对照组轻( D̀#<= 组复合体损伤程
度较模型对照组更严重"图 !#,
!-#$各组大鼠 MLUc脉络膜c巩膜复合体 N&%!+[PO
和 NfP+ 0MN9相对表达量比较

各组 N&%!+[PO+NfP+ 0MN9相对表达量总体比
较&差异均有统计学意义"IlB+j)+!+,,j",=+,+j!!#&
均 Ym"j""+#, 其中&与正常对照组比较&模型对照
组+雷珠单抗组+ D̀#<= 组+雷珠单抗q̀ D#<= 组 N&%!+
[PO和 NfP+ 0MN9相对表达量均降低&差异均有统
计学意义"均 Ym"j"=#(与模型对照组比较&雷珠单抗
组和雷珠单抗 q̀ D#<= 组 N&%!+ [PO和 NfP+ 0MN9
相对表达量增加& D̀#<= 组相对表达量降低&差异均
有统计学意义 "均 Ym"j"=#(与雷珠单抗组比较&
D̀#<= 组+雷珠单抗 q̀ D#<= 组 N&%!+ [PO和 NfP+

0MN9相对表达量降低&差异均有统计学意义 "均
Ym"j"=#(与 D̀#<= 组比较&雷珠单抗 q̀ D#<= 组
N&%!+[PO和 NfP+ 0MN9相对表达量增加&差异均有
统计学意义"均 Ym"j"=#"表 ##,

表 #9各组 T(/!+mG\和 T]GA 5IT7相对表达量比较"!V"#
D382'#9J+5&3(1-+,+/('23)1E''%&('--1+,-+/T(/!&
mG\3,<T]GA 5IT735+,4 /1E'4(+.&-"!V"#

组别 样本量 N&%! [PO NfP+

正常对照组 , +j#=k"j+@ +j@<k"j+= +j,"k"j+<

模型对照组 , "j,!k"j"BQ "j,<k"j"<Q "jB"k"j+!Q

雷珠单抗组 , "j)=k"j+"Q( +j"!k"j+!Q( +j!+k"j+=Q(

D̀#<= 组 , "j=#k"j",Q(. "j==k"j"<Q(. "j@<k"j+"Q(.

雷珠单抗q
D̀#<= 组

, "jB@k"j"<Q(.8 "j<#k"j+"Q(.8 +j"!k"j+!Q(.8

I值 B+j)+! ,,j",= ,+j!!#

Y值 m"j""+ m"j""+ m"j""+

$注'与正常对照组比较&QYm"j"=(与模型对照组比较&(Ym"j"=(与雷
珠单抗组比较&.Ym"j"=(与 D̀#<= 组比较&8Ym"j"="单因素方差分析&
D[O;&检验#$N&%!'转录因子 N\;U! 相关因子 !([PO'超氧化物歧化
酶(NfP+'醌氧化还原酶
$N/F''C/0GQ&'8 I6FE 1/&0Q5./1F&/54&/3G&QYm"j"=(./0GQ&'8 I6FE 0/8'5
./1F&/54&/3G&(Ym"j"=( ./0GQ&'8 I6FE &Q16(6230Q( 4&/3G&.Ym"j"=(
./0GQ&'8 I6FE D̀#<= 4&/3G&8Ym"j"= "P1';IQK9NPX9&D[O;&F'JF#$
N&%!'13.5'Q&%Q.F/&'&KFE&/68 !;&'5QF'8 %Q.F/&!([PO'J3G'&/768'86J03FQJ'(
NfP+'Z361/1'/768/&'83.FQJ'+

!-B$各组大鼠 MLUc脉络膜c巩膜复合体 N&%!+[PO
和 NfP+ 蛋白相对表达量比较

各组 N&%!+[PO和 NfP+ 蛋白相对表达量总体比
较&差异均有统计学意义"Il),j==)+)"j!B++,<j!@@&
均 Ym"j""+#, 其中&与正常对照组比较&模型对照
组+雷珠单抗组+ D̀#<= 组和雷珠单抗 q̀ D#<= 组
N&%!+[PO和 NfP+ 蛋白相对表达量均降低&差异均有
统计学意义"均 Ym"j"=#(与模型对照组比较&雷珠单
抗组与雷珠单抗 q̀ D#<= 组 N&%!+[PO和 NfP+ 蛋白
相对表达量增加& D̀#<= 组各蛋白相对表达量降低&
差异均有统计学意义"均 Ym"j"=#(与雷珠单抗组比
较& D̀#<= 组和雷珠单抗 q̀ D#<= 组 N&%!+ [PO和
NfP+ 蛋白相对表达量降低&差异均有统计学意义"均
Ym"j"= #(与 D̀#<= 组比较&雷珠单抗 q̀ D#<= 组
N&%!+[PO和 NfP+ 蛋白相对表达量增加&差异均有统
计学意义"均 Ym"j"=#"图 #&表 @#,

NQO1
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Nrf2
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30000

20000

90000

70000

相对分
子质量

1 2 3 4 5

图 #9各组大鼠 I?$̂ 脉络膜 巩̂膜复合体 T(/!+mG\和 T]GA 蛋
白 Y'-)'(,82+)电泳图$正常对照组各蛋白电泳条带灰度明显强于
其他组&雷珠单抗组各蛋白电泳条带灰度明显强于模型对照组和
D̀#<= 组$+'正常对照组(!'模型对照组(#'雷珠单抗组(@' D̀#<=
组(='雷珠单抗q̀ D#<= 组$N&%!'转录因子 N\;U! 相关因子 !([PO'
超氧化物歧化酶(NfP+'醌氧化还原酶
=14.('#9$2'*)(+&0+('4(35 +/T(/!&mG\3,<T]GA &(+)'1,-1,(3)
I?$O*0+(+1<O-*2'(3 *+5&2'% 86 Y'-)'(,82+)$VE'4&QKJ.Q5'/%G&/F'61
(Q18JIQJJ6416%6.Q1F5KE64E'&61 1/&0Q5./1F&/54&/3G FEQ1 FE'/FE'&%/3&
4&/3GJ&Q18 FE'4&QKJ.Q5'/%G&/F'61 (Q18J61 &Q16(6230Q( 4&/3G IQJ
J6416%6.Q1F5KE64E'&FEQ1 FEQF61 0/8'5./1F&/54&/3G Q18 D̀#<= 4&/3G$
+'1/&0Q5./1F&/54&/3G( !'0/8'5./1F&/54&/3G( #'&Q16(6230Q( 4&/3G(
@' D̀#<= 4&/3G( =' &Q16(6230Q( q D̀#<= 4&/3G $ N&%!' 13.5'Q&%Q.F/&
'&KFE&/68 !;&'5QF'8 %Q.F/&!( [PO'J3G'&/768'86J03FQJ'(NfP+' Z361/1'
/768/&'83.FQJ'+

#9讨论

9̀ O是一种多发于老年人群的致盲眼病&可导致
中央视力丧失&严重影响患者生活质量 / +"0 , 湿性
9̀ O以伴有视网膜血管异常生长为病理特点&占
9̀ O人群的+"oi+=o&但有超过)"o的患者视力丧
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表 B9各组 T(/!+mG\和 T]GA 蛋白相对表达量比较"!V"#
D382'B9J+5&3(1-+,+/('23)1E''%&('--1+,-+/T(/!&mG\

3,<T]GA &(+)'1,-35+,4 /1E'4(+.&-"!V"#

组别 样本量 N&%! [PO NfP+

正常对照组 , "j<!k"j"< "jB=k"j"< "j)+k"j+"

模型对照组 , "j##k"j"=Q "j#!k"j"=Q "j@=k"j",Q

雷珠单抗组 , "j,)k"j",Q( "j,#k"j"=Q( "jBBk"j"<Q(

D̀#<= 组 , "j!=k"j"@Q(. "j!"k"j"@Q(. "j#!k"j"=Q(.

雷珠单抗q
D̀#<= 组

, "j=!k"j",Q(.8 "j="k"j",Q(.8 "j=,k"j"=Q(.8

I值 ),j==) )"j!B+ ,<j!@@

Y值 m"j""+ m"j""+ m"j""+

$注'与正常对照组比较&QYm"j"=(与模型对照组比较&(Ym"j"=(与雷
珠单抗组比较&.Ym"j"=(与 D̀#<= 组比较&8Ym"j"="单因素方差分析&
D[O;&检验#$N&%!'转录因子 N\;U! 相关因子 !([PO'超氧化物歧化
酶(NfP+'醌氧化还原酶
$N/F''C/0GQ&'8 I6FE 1/&0Q5./1F&/54&/3G&QYm"j"=(./0GQ&'8 I6FE 0/8'5
./1F&/54&/3G&(Ym"j"=( ./0GQ&'8 I6FE &Q16(6230Q( 4&/3G&.Ym"j"=(
./0GQ&'8 I6FE D̀#<= 4&/3G&8Ym"j"= "P1';IQK9NPX9&D[O;&F'JF#$
N&%!'13.5'Q&%Q.F/&'&KFE&/68 !;&'5QF'8 %Q.F/&!([PO'J3G'&/768'86J03FQJ'(
NfP+'Z361/1'/768/&'83.FQJ'+

失
/ ++c+!0 , CNX是湿性 9̀ O的主要病理特点&也是导

致视力丧失的主要原因&因此抑制 CNX的生成对延缓
9̀ O的发展有重要作用, 利用激光直接机械损伤能
较快地诱发大鼠 CNX&且有定量+重复性好和易于观
察的优势&在湿性 9̀ O的研究中应用较广 / +#0 , 本研
究结果显示&雷珠单抗组的 CNX面积小于模型对照
组(苏木精c伊红染色结果显示&雷珠单抗组 MLUc脉
络膜c巩膜复合体结构损害较模型对照组轻&证实了
雷珠单抗对 CNX病理变化的抑制作用,

视网膜黄斑部含有的光感受器细胞和色素具有高

耗氧量+对光辐射敏感等特点&极易因氧化应激损伤而
导致 9̀ O的发生 / +@c+=0 &因此抑制氧化应激在 9̀ O的
治疗中亦有重要作用, N&%!H9MU是机体抗氧化应激
反应的核心通路&正常情况下 N&%! 与细胞质中的
]'5.E 样环氧氯丙烷相关的蛋白 + 结合维持氧化应激
系统平衡

/ +,c+B0 , 当机体受氧化应激刺激时&N&%! 与
]'5.E 样环氧氯丙烷相关的蛋白 + 解离转移入核&并与
9MU启动子结合&启动下游 [PO+NfP+ 等抗氧化基因
的表达& 发挥抗氧化应激作用 / +<0 , eEQ/等 / +)0

及

?Q&F0Q1 等 / !"0
研究认为&湿性 9̀ O的发生与 MLU氧

化应激损伤有关&N&%!H9MU在其中起重要作用, 本研
究结果显示&雷珠单抗组 N&%!+[PO+NfP+ 0MN9与蛋
白相对表达量低于正常对照组&但高于模型对照组+
D̀#<= 组+雷珠单抗 q̀ D#<= 组&且雷珠单抗 q̀ D#<=

组各 0MN9与蛋白相对表达量均高于模型对照组和

D̀#<= 组&说明雷珠单能提高 N&%!+[PO+NfP+ 0MN9
及与蛋白的表达&减轻氧化应激反应(此外雷珠单抗q

D̀#<= 组 CNX面积和 MLUc脉络膜c巩膜复合体结构
损害程度小于模型对照组和 D̀#<= 组&而 D̀#<= 组
CNX面积和 MLUc脉络膜c巩膜复合体结构损害大于
模型对照组&说明雷珠单抗能通过激活 N&%!H9MU通
路&抑制氧化应激损伤&保护视网膜细胞&抑制湿性
9̀ O病变, ?IQ14等 / !+0

对视网膜静脉阻塞合并黄斑

水肿患者行玻璃体内注射雷珠单抗&结果显示治疗后
患者的抗氧化蛋白基因表达及氧化应激和促炎细胞因

子减少&证实雷珠单抗能减轻全身氧化应激反应&与本
研究结果一致,

综上所述&本研究结果表明雷珠单抗能抑制氪激
光诱导 CNX生长&减轻视网膜氧化应激损伤&其机制
与 N&%!H9MU通路的激活有关, 氧化应激是湿性 9̀ O
发展的重要环节&本研究证实了雷珠单抗能通过抗氧
化应激作用改善湿性 9̀ O的病理改变&对于湿性
9̀ O的病理研究及临床治疗有一定的参考意义, 本
研究不足之处在于&雷珠单抗可能通过多种机制发挥
对湿性 9̀ O的治疗作用&N&%!H9MU通路仅是其中的
一个环节&在后续研究中需对其他发病机制进行进一
步的研究,
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N6'C&D3/D&eEQ14 Ǹ-9160Q50/8'5J61 &'J'Q&.E /1 Q4';&'5QF'8
0Q.35Q&8'4'1'&QF6/1/W0-9.Q8 WCE61 L5Q '̀8 [.E//5&!"+=& " ## b
!)@c!)<-OP:'+"-#),)HR-6JJ1-!")=;=!!B-!"+=-"#-"!,-

/+@0O'14_& f6Q/D& O3 &̀ 'FQ5-94';&'5QF'8 0Q.35Q&8'4'1'&QF6/1'
'G68'06/5/4K&4'1'F6.J&GQFE/GEKJ6/5/4K&86Q41/J6J&Q18 FQ&4'F'8 FE'&QGK
/W0-A'1'JO6J&!"!!&)" +# b,!cB)-OP:'+"-+"+,HR-4'186J-!"!+-
"!-"")-

/+=0e/3 &̀]'f&N6'f&'FQ5-:1E6(6F6/1 /%.A9[;[V:NA(KWf+ Q55'S6QF'J
/768QF6S'JF&'JJ;6183.'8 &'F61Q61%5Q00QF6/1 Q18 8'4'1'&QF6/1/W0-C'55
O'QFE O6%%'&&!"!!&!) " )# b+<+,c+<##-OP:'+"-+"#<HJ@+@+<;"!!;
""),B;@-

/+,0V3 T&TQ14?&D6[&'FQ5-VE'91F6;61%5Q00QF/&KQ18 Q1F6;/768Q1F
0'.EQ16J0J/%FE']'QG+HN&%!H9MU J641Q5614GQFEIQK61 .E&/16.
86J'QJ'J/W0-94614O6J&!"+)&+""## b,#Bc,=+-OP:'+"-+@##,H9O-
!"+<-"=+#-

/+B0e4/&2K1JYQU&O26'826.>&TQ5.2'IJYQ9-91 /S'&S6'I/%FE'N&%!H9MU
GQFEIQKQ18 6FJ&/5'61 1'3&/8'4'1'&QF6S'86J'QJ'J/WHPD0-:1FW /̀5
[.6&!"!+&!!"+B# b)=)!/!"!!c"=c+<0-EFFG'HHIII-1.(6-150-16E-
4/SHG3(0'8H#@="!="+-OP:'+"-##)"H6R0J!!+B)=)!-

/+<0CE3 [\& eEQ14e& eE/3 d& 'FQ5-A61J'1/J68'M4+ G&/F'.FJQ4Q61JF
6J.E'06.H&'G'&%3J6/1;6183.'8 1'3&/1Q561R3&KFE&/34E 06M;+@@HN&%!H
9MUGQFEIQK/W0-9.FQLEQ&0Q./5[61&!"+)&@""+# b+#c!=-OP:'+"-
+"#<HJ@+@"+;"+<;"+=@;2-

/+)0eEQ/d& AQ/ &̀ D6Q14W& 'FQ5-[DCB9++ &'83.'J5QJ'&;6183.'8
.E/&/68Q51'/SQJ.35Q&62QF6/1 (K61E6(6F614MLU%'&&/GF/J6JQ18 XUA\
G&/83.F6/1/WHPD0-\&/1FC'55O'S>6/5&!"!+&) b,#)<=+/ !"!!c"=c
!!0-EFFG'HHIII-1.(6-150-16E-4/SHG3(0'8H##,<+!!@-OP:' +"-
##<)H%.'55-!"!+-,#)<=+-

/!"0?Q&F0Q1 AO&DQ0('&F;CE'QFEQ0 N9&]'55'K M̀&'FQ5-:1E6(6F6/1 /%
9LU+HM'%;+ %/&1'/SQJ.35Q&'K'86J'QJ'J' %&/0 (6/5/4KF/FE'&QGK
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

$$根据国际医学期刊编辑委员会提供的-生物医学期刊投稿统一要求.的表述&本刊对作者撰写稿件时关于-知情同意.和-医学

伦理学.的描述提出如下要求'

"+#知情同意$在未事先获得知情同意的情况下&患者有隐私不被侵犯的权力, 患者的身份信息&包括姓名+来源+住院号等均

不应该以文字+图片或家系信息的方式在出版物上公开&除非这些信息对于本研究是必需的&如需在出版物上显示&应征得患者"或

者父母+监护人#签署的书面同意书,

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息&但难以做到完全匿名时"如在照片中掩盖患者的眼部&不足以保护患者的隐私

权#&应提供知情同意的信息, 如果用改变患者的身份特征"如遗传家系等#以保护患者隐私权的方法&作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性&并且编辑应在文中对此予以说明,

"!#医学伦理学$以人体为实验对象的研究&作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构+国家委员会或 +)B= 年赫尔辛

基宣言"!""= 年修订#的医学伦理学标准, 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题&作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性&提交已通过审查机构的批准情况, 以动物为实验对象的研究&作者应当说明是否遵循当地的相关机构+

学会"国内或国外#及国家实验动物保护和使用指南,
"本刊编辑部#
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