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!!"摘要#!背景!视网膜新生血管&DX#'是目前世界范围内主要的致盲原因之一$而目前的治疗效果并
不理想$因此需要寻找在疾病状态下异常表达的蛋白质标志物$为新生血管性视网膜疾病的治疗提供新的靶
点%!目的!观察氧诱导视网膜病变&K@D'小鼠模型中视网膜血管的形态学特征$筛选并验证差异性表达的
蛋白质分子%!方法!选取 M 日龄健康清洁级 "HM%]ONW幼鼠 UU 只$分为 K@D组和正常对照组% K@D组幼鼠
先在氧体积分数为&MHpJ'\的环境下饲养 H 8$然后在正常空气环境中饲养 H 8$而正常对照组幼鼠仅在正常
空气环境下饲养 GI 8% 取 GM 日龄幼鼠经球后静脉注射高分子量异硫氰酸葡聚糖&Z@̂"98&=-,*('$然后制备视
网膜铺片$观察视网膜血管的形态并统计视网膜无灌注区相对面积)取各组小鼠眼球行石蜡切片和苏木精T

伊红染色$计数突破内界膜的血管内皮细胞核数)采用蛋白芯片法检测蛋白质分子在 K@D组和正常对照组小
鼠眼球中的差异性表达$并用 `&6-&,( :4.-法和 R]@E<法对差异表达蛋白进行验证%!结果!视网膜铺片结果
显示$K@D组小鼠视网膜周边血管紊乱$静脉血管迂曲$视网膜中央有明显的无灌注区$在视网膜灌注区和无
灌注区的交界处有大量新生血管芽$而正常对照组视网膜血管细密$静脉平滑$分布均匀整齐% K@D组小鼠视
网膜无灌注区的相对面积为&JH[HLpJ[GN'\$较正常组无灌注区的相对面积&I[NNpI[LN'\明显增加$差异
有统计学意义&2nTJM[NG$NqI[IG'% 石蜡切片苏木精T伊红染色结果表明$K@D组小鼠视网膜平均每张切片
突入玻璃体腔的血管内皮细胞核数为&JV[UGpL[QM' O切片$而正常组为&I[GNpI[LG' O切片$两组间比较差异
有统计学意义&2nTHU[UJ$NqI[IIG'% 蛋白芯片检测结果显示$在检测的 NJ 个与新生血管和炎症相关的细胞
因子中$表达变化达 G[H 倍以上者 GI 个$包括 L 个上调因子和 M 个下调因子)表达变化达 J 倍以上的细胞因
子 U 个$包括 L 个下调因子和 G 个上调因子% 对表达差异最显著的 N 个细胞因子&上调(下调各 L 个'进行
`&6-&,( :4.-和 R]@E<验证$结果表明血小板因子 U &FZ9U '(血管内皮生长因子 <&#RcZ9<'(F9选择素
&ER]F'(血管细胞黏附分子 G&#"<C9G'(可溶性肿瘤坏死因子受体#&6̂XZ9D#'以及趋化因子半胱氨酸9e9

半胱氨酸基元配体 GN&"e"]GN'的表达与蛋白芯片检测的表达趋势一致$其中 FZ9U(ER]F和 #RcZ9<在 K@D

眼球中表达显著上调$"e"]GN(6̂XZ9D#和 #"<C9G 在 K@D眼球中的表达显著下调$差异均有统计学意义
&均 NqI[IH'%!结论!本研究成功建立 K@D小鼠模型% 细胞因子 FZ9U(ER]F(#RcZ9<("e"]GN(6̂XZ9D#和
#"<C9G 在 K@D模型和正常对照小鼠的眼球组织中的表达存在显著差异$提示 K@D状态下血小板系统处于激
活状态$而促炎因子表达下调% FZ9U 可能成为针对 DX#的 #RcZ非依赖型治疗策略的新靶点%!

"关键词# !病理性新生血管O生理病理) 氧诱导视网膜病变) 蛋白标志物表达谱$ 靶点) 近交系
"HM%]小鼠
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,&-'(.+*-05&K@D';!N('*)41!Z.,-5/.3,"HM%]ONW1.36&+3+6>&,&,*(8.1458'7'8&8 '(-.(.,1*42.(-,.4),.3+
*(8 K@D),.3+ *-+.6-(*-*48*5M &FM';̂0&1'2&'( -0&(.,1*42.(-,.4),.3+ >&,&,*'6&8 3(8&,-0&(.,1*4*',/.,GI
8*56;̂0&1'2&./-0&K@D),.3+ >&,&&=+.6&8 -.&MHpJ'\ .=5)&( /.,H 8*56;̂ 0&1.-0&,1'2&>&,&*4-&,(*-&8
:&->&&( -0&->.),.3+6&7&,58*5; 0̂&1'2&./-0&K@D ),.3+ ,&-3,(&8 -.(.,1*4*',*-FGJ;Z43.,&62&'(
'6.-0'.25*(*-&98&=-,*( &Z@̂"98&=-,*(' >*6,&-,.:34:*,45'(P&2-&8 *-FGM 1'2&/,.1 :.-0 ),.3+6$*(8 -0&,&-'(*4
/4*-1.3(-6>&,&+,&+*,&8 */-&,/'=*-'.(;̂ 0&Z@̂"98&=-,*(94*:&4&8 ,&-'(*47&66&46>&,&.:6&,7&8 *(8 B3*(-'/'&8)-0&
+*,*//'( 6&2-'.(6./&5&:*446>&,&+,.2&66&8 /.,0&1*-.=54'( *(8 &.6'( 6-*'('()$*(8 -0&(31:&,./+,&9,&-'(*47*6234*,
2&44(324&'>*6B3*(-'/'&8;̂0&-.-*4+,.-&'(6>&,&&=-,*2-&8 /,.1-0&&5&6$*(8 -0&&=+,&66'.( +,./'4'()>*6*(*45?&8 :5*
236-.1'?&8 +,.-&'( *,,*5*(8 7&,'/'&8 :5̀ &6-&,( :4.-*(8 R]@E<;!D(12,'1! 0̂&,&-'(*4/4*-1.3(-64*:&4&8 >'-0 Z@̂"9
8&=-,*( 60.>&8 -0*--0&+&,'+0&,*4,&-'(*41'2,.7&66&46'( -0&K@D),.3+ >&,&-.,-3.36$8'6.,)*('?&8 >'-0 (&.7*6234*,
:386$*(8 -0&7*6234*,.:4'-&,*-'.( >*6+,.1'(&(-'( -0&2&(-&,./,&-'(*;".(-,*6-45$-0&7&66&46>&,&61..-0$.,)*('?&8$
*(8 &7&(458'6-,':3-&8 '( -0&(.,1*42.(-,.4),.3+;̂0&+&,2&(-*)&./7*6234*,.:4'-&,*-'.( *,&*'( -0&K@D),.3+ >*6
&JH[HLpJ[GN'\$>0'20 >*66')('/'2*(-450')0&,-0*( &I[NNpI[LN'\ '( -0&(.,1*42.(-,.4),.3+ &2nTJM[NG$Nq
I[IG';̂0&(31:&,./+,&9,&-'(*47*6234*,2&44(324&'$*6,&7&*4&8 :50&1*-.=54'( *(8 &.6'( 6-*'('()$>*6&JV[UGp
L[QM' O64'8&'( -0&K@D),.3+$>0'20 >*663:6-*(-'*4450')0&,-0*( &I[GNpI[LG' O64'8&'( -0&(.,1*42.(-,.4),.3+ &2n
THU[UJ$NqI[IIG';F,.-&'( *,,*560.>&8 -0*-GI .3-./-0&NJ &=*1'(&8 +,.9'(/4*11*-.,5$+,.9*()'.)&('225-.A'(&6
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U 25-.A'(&660.>&8 1.,&-0*( J9/.48 &=+,&66'.( 20*()&6$'( >0'20 L 25-.A'(&6>&,&8.>(9,&)34*-&8 *(8 G 25-.A'(&>*6
3+9,&)34*-&8;̂0&8'//&,&(-'*4&=+,&66'.(6>&,&7&,'/'&8 :5`&6-&,( :4.-*(8 R]@E<;̂ 0&&=+,&66'.( -,&(86./+4*-&4&-
/*2-.,U &FZ9U'$7*6234*,&(8.-0&4'*4),.>-0 /*2-.,<&#RcZ9<'$6&4&2-'( F&ER]F'$7*6234*,2&44*80&6'.( 1.4&234&
G &#"<C9G'$6.43:4&-31.,(&2,.6'6/*2-.,,&2&+-.,# &6̂XZ9D#' *(8 20&1.A'(&"9e9"1.-'/4')*(8 GN &"e"]GN'
>&,&2.(6'6-&(->'-0 -0.6&,&7&*4&8 :5+,.-&'( *,,*5;FZ9U$#RcZ9<*(8 ER]F>&,&3+9,&)34*-&8$*(8 -0&.-0&,L >&,&
6')('/'2*(-458.>(9,&)34*-&8 &*44*-NqI[IH';!<)%/,21$)%1!$'//&,&(-'*4&=+,&66'.( +*--&,(6./-0&25-.A'(&6$'(2438'()
FZ9U$#RcZ9<$ ER]F$#"<C9G$ 6̂XZ9D# *(8 "e"]GN$*,&'8&(-'/'&8 :&->&&( (.,1*4*(8 K@D 1.36&&5&6;̂ 0&6&
8'//&,&(-'*4&=+,&66'.( +*--&,(663))&6--0*-3(8&,-0&2.(8'-'.( ./K@D$-0&+4*-&4&-656-&1'6*2-'7*-&8$*(8 +,.'(/4*11*-.,5
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!!以视网膜新生血管 & ,&-'(*4(&.7*6234*,'?*-'.($
DX#'为主要表现的疾病$如增生性糖尿病视网膜病
变&+,.4'/&,*-'7&8'*:&-'2,&-'(.+*-05$F$D'(视网膜静脉
阻塞(早产儿视网膜病变以及湿性年龄相关性黄斑变
性是世界范围内主要的致盲眼病

+G, % 血管内皮生长
因子&7*6234*,&(8.-0&4'*4),.>-0 /*2-.,$#RcZ'是 DX#
的主要致病因子$其促进新生血管生成和渗漏的作用
已在基础和临床研究中得到证实

+JTL, % 目前临床上应
用的抗新生血管药物多数以 #RcZ为主要靶点$如
,*(':'?31*:(:&7*2'?31*:(*/4':&,2&+-等 +U, % 但是玻璃
体腔注射抗 #RcZ药物可引起眼内炎(视网膜脱离及
眼内出血等并发症

+H, $而且 #RcZ是视网膜神经细胞
生存的营养因子

+N, $长期拮抗 #RcZ可导致视网膜神
经元的凋亡(脉络膜毛细血管超微结构改变(光感受器
线粒体中断等不良反应

+MTQ, % 另外$有相当一部分患
者对抗 #RcZ药物不敏感$这也提示我们可能存在不
依赖于 #RcZ的其他促新生血管生成的通路 +GITGG, %
因此$进一步寻找新的(高效(低毒的拮抗 DX#的蛋白
质分子靶点对 DX#的临床治疗具有重要意义% 本研

究中利用高通量蛋白芯片技术检测氧诱导视网膜病变

&.=5)&(9'(832&8 ,&-'(.+*-05$K@D'小鼠模型中差异性
表达的蛋白质分子$探索与 DX#有关的蛋白标记物和
潜在的 DX#干预靶点%

:7材料与方法

:;:7材料
:;:;:7实验动物7取清洁级 M 日龄 "HM%]ONW健康
幼鼠 UU 只及相应母鼠 &购自中国人民解放军军事医
学科学院实验动物中心'$按随机数字表法将幼鼠分
为 K@D组和正常对照组$每组 JJ 只% 本研究经天津
医科大学动物伦理委员会批准$实验动物的使用和喂
养遵循美国 <D#K声明%
:;:;;7主要试剂及仪器7小鼠细胞因子抗体玻片芯
片9L&货号*<<C9"â 9cL' &美国 D*5%'.-&20 公司')
异硫氰酸葡聚糖 & /43.,&62&'( '6.-0'.25*(*-&98&=-,*($
Z@̂"98&=-,*('粉末&美国 E')1*公司')组织蛋白提取
试剂盒(%"<蛋白定量试剂盒&北京康为世纪公司')
F#$Z膜&美国 %'.9D*8 公司')兔抗鼠 #RcZ9<(血管
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细胞黏附分子 G &7*6234*,2&44*80&6'.( 1.4&234&G$
#"<C9G'(可溶性肿瘤坏死因子受体#&6.43:4&-31.,
(&2,.6'6/*2-.,,&2&+-.,#$6̂XZ9D#'(趋化因子半胱氨
酸9e9半胱氨酸基元配体 GN&"e"]GN'多克隆抗体&美
国 *:2*1公司')兔抗鼠选择蛋白 F&6&4&2-'( F$ER]F'
多克隆抗体&美国 E*(-*",3?公司')大鼠抗小鼠 %9微
管蛋白单克隆抗体&美国 %$公司')增强型化学发光
试剂&瑞典 <1&,60*1%'.62'&(2&6公司')抗淬灭封片
剂&美国 #&2-*60'&48 公司')R]@E<试剂盒&美国 Df$
公司'% "a9GJ"数字测氧仪&浙江省建德市梅城电化
分析仪器厂')荧光显微镜&日本 K451+36公司')d#F
凝胶成像系统&美国 d#F公司')@(/'('-&JII FDK多功
能酶标仪&瑞士 &̂2*( 公司'%
:;;7方法
:;;;:7K@D模型的建立!参考文献+GJ,中描述的方
法建立 K@D模型$其方法略有改进$即 K@D组幼鼠在
氧体积分数为&MHpJ'\的密闭玻璃容器中饲养$并用
"a9GJ"数字测氧仪每日监测出气口氧浓度$每日打开
密闭容器 G 次$更换垫料(鼠粮(水及母鼠$饲养 H 8 后
移至正常空气环境中继续饲养 H 8)正常对照组幼鼠则
在正常空气环境中饲养 GI 8%
:;;;;7荧光素眼底血管造影法观察小鼠 DX#的形成
!参照文献+GL,描述的方法$取相对分子质量为 Jt
GIN
的高分子量 Z@̂"98&=-,*( 粉末溶于去离子水中$制

备 HI 1)O14的 Z@̂"98&=-,*( 灌注液$每组任意取 V 只
GM 日龄幼鼠行球后静脉注射% 操作时左手固定幼鼠
头颈部皮肤$轻压眼眶使眼球突出$然后将按小鼠眼球
大小弯成弧形的 G 14注射器针头刺入右眼内眦的
&̂(.( 筋膜$到达球后静脉丛后$缓慢注入 HI !4的

Z@̂"98&=-,*( 灌注液$静置数秒后缓慢退针$待灌注液
循环 H 1'( 后取出小鼠眼球$于质量分数 U\多聚甲醛
中固定 UI 1'(% 然后在手术显微镜下剥离视网膜$并
以视盘为中心放射状将其剪成 U 瓣$视网膜神经节细
胞层向上平铺于载玻片上$用含 $<F@的抗淬灭封片
剂封片$于荧光显微镜下观察并照相$并用 "&44E&(6
E-*(8*,8 软件&日本 K451+36公司'测量无灌注区占全
视网膜的相对面积%
:;;;?7视网膜组织病理学检查突破内界膜的血管内
皮细胞核数7每组各取 GM 日龄幼鼠 V 只$颈椎脱臼法
处死$摘取眼球$按常规方法制成蜡块后行矢状位石蜡
切片$切片厚度为 L !1$相邻 J 张切片间隔 UI !1$每
只眼球取 GI 张切片$行苏木精T伊红染色$排除含视
神经的切片$计算每张切片中突破内界膜进入玻璃体
腔的血管内皮细胞核数%

:;;;B7蛋白芯片检测小鼠眼球中差异表达的蛋白质
分子7每组各取 GM 日龄幼鼠 J 只$颈椎脱臼法处死$
摘取眼球$参照组织蛋白提取试剂盒说明书操作$提取
各组眼球的总蛋白$使用 %"<蛋白定量试剂盒测定蛋
白浓度% 采用小鼠细胞因子抗体玻片芯片9L 对总蛋
白行蛋白芯片分析% 首先将 NJ 个小鼠细胞因子的捕
获抗体逐一包被在固相玻璃载体上$将芯片封闭(清洗
后$加入组织蛋白样品$使样品中的细胞因子与相应的
捕获抗体结合)清洗后加入生物素化的检测抗体$使之
与细胞因子T捕获抗体复合物结合)再次清洗$加入荧
光标记的链亲和素$最后进行扫描定量分析%
:;;;E7`&6-&,( :4.-法验证蛋白芯片检测结果!各组
分别取 GM 日龄幼鼠 U 只$参照 G;J;U 方法提取眼球的
总蛋白并测定蛋白浓度% 根据蛋白浓度$每孔上样
HI !)$参照文献+GUTGH,的方法行 `&6-&,( :4.-检测$
分别行电泳(转膜(质量分数 H\脱脂奶封闭后$F#$Z
膜分别与 #RcZ9<多克隆抗体&G !)O14'(ER]F多克
隆抗体& G _JII '(#"<C9G 多克隆抗体 & G _G III '(
6̂XZ9D#多克隆抗体 &G _HII'("e"]GN 多克隆抗体
&G !)O14'以及 %9微管蛋白单克隆抗体&G _G III'U o
孵育过夜$然后与相应的辣根过氧化物酶标记的二抗
孵育$用增强型化学发光试剂显色$用 d#F凝胶成像
系统拍照$用 m3*(-'-5K(&软件 &美国 %'.9D*8 公司'
分析照片中显色条带强度$并以 %9微管蛋白为内参$
校正目标蛋白的表达水平%
:;;;F7R]@E<法检测血小板因子 U 的表达变化!取
各眼球标本蛋白匀浆液 HI !4$按照 R]@E<试剂盒说明
书进行操作$然后用 @(/'('-&JII FDK多功能酶标仪测
定波长为 UHI (1的吸光度&Q'$并以 HUI (1的 Q值进
行校正% 经标准曲线测得的血小板因子 U & +4*-&4&-
/*2-.,U$FZ9U'蛋白浓度& ()O14'再用标本的总蛋白浓
度&!)O!4'进行校正%
:;?7统计学方法

采用 EFEE 统计学软件&美国 @%C公司'进行统计
分析% 本研究中数据资料经 E0*+',.9̀ '4A 检验呈正态
分布$以 P!4表示% 采用完全随机分组单因素干预两
水平实验设计$正常对照组与 K@D组间小鼠视网膜无
灌注区面积(突破内界膜血管内皮细胞核数及验证的
小鼠眼球组织中各差异表达蛋白表达量的差异比较均

采用独立样本 2检验% 采用双尾检验法$NqI[IH 为差
异有统计学意义%

;7结果

;;:7各组小鼠视网膜铺片的形态学观察

!GMIG!中华实验眼科杂志 JIGH 年 GJ 月第 LL 卷第 GJ 期!"0'( WR=+ K+0-0*41.4$$&2&1:&,JIGH$#.4;LL$X.;GJ

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



荧光显微镜观察结果显示$正常对照组小鼠视网
膜上自视盘发出的大血管向四周呈放射状均匀分布$
直至视网膜周边部&图 G<g"'$视网膜血管呈均匀网
状结构&图 G$'% K@D组小鼠视网膜上自视盘发出的
大血管迂曲(变形&图 GRgc'$分支减少$后极部可见
大片无灌注区$中周部可见明显的视网膜血管无灌注
区与有灌注区的分界限&图 GR$Z'$分界处可见大量
新生血管和新生血管芽$新生血管网结构及分布紊乱
&图 GY'% 新生血管的定量分析结果显示$正常对照
组小鼠视网膜无灌注区相对面积为&I[NNpI[LN'\$
K@D组为&JH[HLpJ[GN'\$J 个组比较差异有统计学
意义&2nTJM[NG$NnI[III'&图 G@'%
;;;7各组小鼠组织病理学表现及突破视网膜内界膜
的血管内皮细胞核数定量比较

正常对照组小鼠视网膜内界膜结构完整(平滑$血

管内皮细胞排列整齐$偶见突入玻璃体腔的血管内皮
细胞核$平均突入玻璃体腔的血管内皮细胞核数为
&I[GNpI[LG' O切片)K@D组小鼠视网膜内界膜连续性
破坏$内界膜下血管内皮细胞增生明显$细胞排列紊
乱$可见大量突入玻璃体腔的新生血管管腔$平均突入
玻璃体腔的血管内皮细胞核数为&JV[UGpL[QM'O切片$
两个组间差异有统计学意义 &2nTHU[UJ$NnI[III'
&图 J'%
;;?7各组小鼠眼球中差异表达蛋白及水平

K@D组和正常对照组小鼠眼球中 NJ 个细胞因子
的相对表达水平见表 G$其中 K@D组有 GI 个细胞因子
的表达变化幅度达 G[H 倍及以上$包括 L 个上调因子
和 M 个下调因子)还有 U 个细胞因子的表达变化达 J
倍以上$其中 FZ9U 表达上调$而 "e"]GN(6̂XZ9D#和
#"<C9G 表达均下调&图 L'%
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图 :7各组 :G 日龄小鼠视网膜荧光素眼
底血管造影表现 &Z@̂"'!<组正常对照
组视网膜整体图$由 UI 倍显微镜下拍摄
的 Q 张图片拼接而成&标尺nJII !1'!
%组正常对照组小鼠由视盘处 &箭头'发
出的大 血 管 呈 放 射 状 分 布 & 标 尺 n

GII !1'!"组正常对照组小鼠自视盘发出的大血管走行正常&箭头' &标尺nHI !1'!$组正常对照组小鼠视网膜小血管呈网状&标尺nJI !1'!
R组K@D组小鼠由 UI 倍显微镜下拍摄的 Q 张图片拼接而成的视网膜整体图&标尺nJII !1'!Z组K@D组小鼠可见由视盘处&箭头'向周围分布的大
血管$但血管无灌注&标尺nGII !1'!c组K@D组小鼠自视盘发出的大血管&箭头'迂曲扩张&标尺nHI !1'!Y组K@D组小鼠可见视网膜新生血管

芽&箭头' &标尺nJI !1'!@组正常对照组与 K@D组小鼠无灌注区相对面积的定量分析!与正常对照组比较$*NqI[IIG&独立样本 2检验$$nV'!
K@D组氧诱导视网膜病变
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图 ;7各组 :G 日龄小鼠

视网膜组织病理学检查

及突破视网膜内界膜血

管内皮细胞核数定量比

较!<组正常对照组小鼠

视网 膜 各 层 形 态 正 常

&YR!标尺nGII !1'!

%组正常对照组小鼠视网

膜内界膜平滑(连续&YR!标尺nJI !1'!"组K@D组小鼠视网膜

内界膜不平整&YR!标尺nGII !1'!$组K@D组小鼠可见突入玻

璃体腔的血管内皮细胞核&箭头' &YR!标尺nJI !1'!R组正常

对照组与 K@D组平均每张切片突入玻璃体腔的血管细胞核数的

定量分析!与正常对照组比较$*NqI[IIG &独立样本 2检验$

$nV'!K@D组氧诱导视网膜病变

组JMIG组 中华实验眼科杂志 JIGH 年 GJ 月第 LL 卷第 GJ 期!"0'( WR=+ K+0-0*41.4$$&2&1:&,JIGH$#.4;LL$X.;GJ

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



表 :7蛋白芯片检测 L@D组和正常对照组小鼠眼球中
F; 个细胞因子的相对表达水平

基因名称
相对表达水平

&K@D组O正常对照组' 基因名称
相对表达水平

&K@D组O正常对照组' 基因名称
相对表达水平

&K@D组O正常对照组'

&P6 I[MJH ]=E I[QLH 7]N_B_! G[GIQ
*=1 G[IJI ]=EX% G[IQL 7]N_B_" I[NIV
1AEC= I[QQJ ]=V G[IIN 7]N_T G[IVL
1AEC G[IQH ]=Y I[QUQ 7]N_E_# I[QMQ
1AVC I[VGH ]=I I[QHI 7]N_E_! G[IHN
1XW_T G[GLJ ]=U I[QGL NRV GN[VGM
1,Q1< G[IJN ]=BC I[QMG M/=N G[MQJ
1[1=BI I[LVQ ]=BT_5VC 5̀DC G[GGG XQS,/M G[IVG
11=BB I[NQQ ]=BT_5DC G[ILN M1R G[UGQ
11=TV G[IGV ]=BE G[GNI MAR_B! G[IIQ
RQM=W I[VHU ]=BDQ I[QNI ,QX1 G[GJU
1[E1=B I[VVM <1 G[INJ ,1Q_E G[IHN
W_1MR I[VQI ="52#$ X I[QJV ,/1< I[VLI
W7_1MR I[QNI ="52#$ G[GJM ,]7N_B I[QHG
]RS_" G[IHJ =][ G[GIH ,SR_! I[QGG
]WR_*N_E G[JLH M/== G[UIV 4,SRX] I[NMQ
]WR_*N_Y I[NQG [1=B I[QNG 4,SRX# I[UNI
]WR_*N_I I[NLU 71N_B I[QNH ,3NK I[QHV
]=B_! G[IGJ 71N_Y I[NIM L1Q7_B I[UQN
]=B_# G[GHH 7_1MR I[VJH L/WR_Q G[VIQ
]=T G[IGV 7]W I[VML

!注*K@D*氧诱导视网膜病变

A

基
因

相
对

表
达

率（
OI
R组

/正
常

组
）

17.0

16.5

16.0

15.5

15.0
2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

上调基因
下调基因

正常

B
PF4 SELP VEGF�A CXCL16IGF�BP�6MCP�5 MIP�1γsTNFRⅠ sTNFRⅡ VCAM�1

正常对照组 OIR组

图 ?7L@D组 :G 日龄小鼠眼球蛋白芯片检测结果!<*蛋白芯片扫
描图片!%*差异表达细胞因子的相对表达率!与正常组相比 K@D
组小鼠眼球组织中表达变化达 G[H 倍以上的细胞因子组包括表达上
调因子&红色'和表达下调因子&绿色' 组虚线代表正常组细胞因子表
达水平!K@D*氧诱导视网膜病变)FZ*血小板因子)ER]F*选择蛋白
F)#RcZ*血管内皮生长因子)"e"]*趋化因子半胱氨酸9e9半胱氨酸
基元配体)@cZ9%F*胰岛素样生长因子结合蛋白)C"F*单核细胞趋化
蛋白)C@F*巨噬细胞炎性蛋白)6̂XZ9D@*可溶性肿瘤坏死因子受体
@)6̂XZ9D#*可溶性肿瘤坏死因子受体#)#"<C*血管细胞黏附因子!

;;B7差异表达细胞因子的验证结果
对表达差异最显著的 L 个上调因子和

L 个下调因子进行`&6-&,( :4.-和R]@E<验
证% 与正常对照组相比组K@D组小鼠眼球
组织中 FZ9U(ER]F(#RcZ9<的表达显著上
调组差异均有统计学意义 &2nTL[NL组Nn
I[IIV)2nTGI[IQ组NnI[III)2nTL[QN组Nn
I[IIM' &图 U组图 H<g"')而 #"<C9G(
6̂XZ9D#和 "e"]GN 的表达显著下调组差
异均有统计学意义&2nL[MQ组NnI[IIQ)2n
L[UV组NnI[IGM)2nL[UQ组NnI[IGL' &图 U组
图 H$gZ'

?7讨论

K@D小鼠模型是研究 DX#眼病的主
要模型之一组造模过程中由高氧环境进入
正常环境第 H 天是 K@D小鼠形成 "X#的
高峰期

+GJ, 组因此本研究中选择该时点观察
视网膜血管形态并进行蛋白芯片检测% 本
研究中用 Z@̂"98&=-,*( 标记的视网膜血管
显示与正常对照组相比组GM 日龄 K@D组小

β�tubulin 55000
CXCL16

VEGF�A

sTNFR�Ⅱ

VCAM�1

SELP

25000
35000
25000

40000
55000

35000

100000
130000
170000

正常对照组 OIR组

图 B74(1'(+%6,)'验证细胞因子差异性表达结果!K@D*氧诱导视
网膜病变)ER]F*选择蛋白 F)#"<C*血管细胞黏附因子)6̂XZ9D#*
可溶性肿瘤坏死因子受体#)#RcZ*血管内皮生长因子)"e"]*趋化
因子半胱氨酸9e9半胱氨酸基元配体)%9-3:34'(*%9微管蛋白

鼠视网膜血管走行迂曲组视网膜中心部位有无灌注区组
在无灌注区与灌注区交界处有大量新生血管芽组视网
膜周边血管网结构紊乱% 视网膜组织病理学研究显
示组K@D组小鼠平均每张切片突入玻璃体腔的视网膜
血管细胞核数较正常对照组显著增多组K@D小鼠视网
膜血管的形态(分布与文献报道一致 +GJ, )我们还发现
小鼠眼球中 #RcZ9<的表达显著上调组提示 K@D小鼠
模型建立成功%

蛋白芯片检测结果提示组在 K@D小鼠眼球中有血
小板系统的激活% 有文献报道组在血管生成期间组血小
板可在受损的血管壁附近被激活组进而导致 FZ9U 的释
放

+GN, 组这与 X*>*?等 +GM,
发现的 FZ9U 在 F$D患者玻璃

组LMIG组中华实验眼科杂志 JIGH 年 GJ 月第 LL 卷第 GJ 期!"0'( WR=+ K+0-0*41.4组$&2&1:&,JIGH组#.4;LL组X.;GJ

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 E7细胞因子差异性表达的定量分析!<*FZ9U 的 R]@E<验证结
果!%*ER]F的 `&6-&,( :4.-验证结果!"*#RcZ9<的 `&6-&,( :4.-
验证结果!$*#"<C9G 的 `&6-&,( :4.-验证结果!R* 6̂XZ9D#的
`&6-&,( :4.-验证结果!与正常对照组比较$*NqI[IH&独立样本 2检
验$$nU'!Z*"e"]GN 的 `&6-&,( :4.-验证结果!与正常对照组比
较$*NqI[IH&独立样本 2检验$$nU'!K@D*氧诱导视网膜病变)FZ*
血小板因子)ER]F*选择蛋白 F)#RcZ*血管内皮生长因子)#"<C*
血管细胞黏附因子)6̂XZ9D#*可溶性肿瘤坏死因子受体#)"e"]*
趋化因子半胱氨酸9e9半胱氨酸基元配体
!

体液中显著上调以及本研究中 FZ9U 在 K@D小鼠眼球
中大幅度上调的实验结果一致% FZ9U 属于谷氨酸T亮
氨酸T精氨酸和半胱氨酸9e9半胱氨酸基元趋化因子家
族$一方面可结合促血管生成因子$如 #RcZ和碱性成
纤维生长因子& :*6'2/':,.:4*6-),.>-0 /*2-.,$:ZcZ'$阻
止二者与各自受体结合或 :ZcZ形成二聚体 +GVTJG, $另
一方面还可抑制 #RcZ和单核细胞趋化蛋白9G 诱导的
C<Fb9RDb通路的活化而抑制新生血管生成 +GM, % 因
此$本研究初步揭示在 K@D条件下可能存在以 FZ9U 上
调为主要表现的保护性机制$而 FZ9U 则可作为 DX#
的新型保护性干预靶点% 血小板的激活也可以导致在
其表面表达的黏附分子 ER]F表达上调$而 ER]F可能
通过促进早期炎性单核细胞浸润而促进缺血诱导的新

生血管生成
+JJ, % 虽然在 K@D小鼠模型中 ER]F在眼

部的基因表达上调是否促进炎症和病理性新生血管生

成还有待进一步研究$但我们的研究结果提示 ER]F
可能是调节炎性新生血管生成的一个靶点%

另一方面$蛋白芯片检测中表达下调最明显的
#"<C9G(6̂XZ9D#和 "e"]GN L 个基因具有一个共同
的特征$即其表达均受肿瘤坏死因子 &&-31.,(&2,.6'6

/*2-.,9&$ X̂Z9&'调控% X̂Z9&经核因子9'%信号通路
可诱导血管内皮细胞上的黏附分子 #"<C9G 的表
达

+JLTJU, % X̂Z9&可诱导 X̂Z9&受体# &-31.,(&2,.6'6
/*2-.,,&2&+-.,#$ X̂Z9D#'被金属蛋白酶剪切而变成
可溶形式

+JHTJM, $也可诱导血管内皮细胞中趋化因子
"e"]GN 的表达 +JV, % 但是$]'1: 等 +JQ,

认为 DX#形成
过程中存在 X̂Z9&抑制机制$而我们的结果显示$K@D
小鼠视网膜中 X̂Z9&本身的表达水平也有所降低%
因此$在 K@D小鼠视网膜中$伴随大量新生血管而出
现的 X̂Z9&抑制机制可能会导致 X̂Z9&的活性及其
介导的信号通路的抑制$进而引起其所调控的下游基
因 L1Q7_B(4,SR_X$和 1[1=BI 的表达下降$因此这
部分的研究结果提示$FGM K@D小鼠眼球中 X̂Z9&及其
调控的促炎因子引起的炎症可能不是这一时点的主要病

理改变%
通过对K@D小鼠模型眼球的蛋白芯片分析$我们发

现了以新生血管为主的病理改变所导致的新型血小板

系统激活机制$而 FZ9U 的保护作用为我们进一步研究
针对 DX#的#RcZ非依赖型治疗策略提供了新的靶点%
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!病例报告!

首诊眼科的虹膜转移癌一例

王雅坤!庄朝荣!解正高!王虹!肖芹!段钰!孙骏

!!患者$男$HV 岁$因左眼红(痛伴视力下降 J 周于 JIGJ 年 V

月 H 日来诊$以左眼虹膜肿瘤入院% 患者 GJ 8 前在外院诊断为

左眼虹膜睫状体炎和前房积血$给予局部糖皮质激素和全身止

血药物治疗$未见好转$入院前 J 8 左眼视物不清(眼胀及眼痛

症状加重% 患者自述 N 年前行甲状腺肿块切除术$否认其他全

身疾病史% 入院时右眼和左眼最佳矫正视力分别为 I[V 和 I[H)

眼压*右眼 GG 11Y)&G 11Y)nI[GLL AF*'$左眼 GI 11Y)% 左眼

眼睑无红肿$结膜混合充血$角膜透明$bF&T'$前房无积血$中

央前房深度正常$颞侧前房浅$瞳孔不圆$对光反射存在$颞侧

虹膜表面见新生物$直径 H gN 11$色泽略黄$肿物表面可见血

管&图 G')晶状体轻度混浊$眼底检查视盘边界清$视网膜脉络

膜未见明显隆起病灶)右眼未见明显异常% 眼部 %型超声检查

左眼未见明显异常% 患者全身一般状态良好$未触及全身浅表

淋巴结肿大% 入院后心电图(胸部 e射线摄片检查均未见异

常$实验室检查指标均在正常范围% 入院第 J 天行眼眶 CD@平

扫$提示左眼虹膜上小片状 Ĝ Ĵ 信号影)颅内见多发的类圆形

长 Ĝ Ĵ 信号影$部分病灶周围见水肿信号影$直径较大者约
GJ 11% 眼眶增强CD@结果提示左眼虹膜区小片状异常信号影$

颅内有多发占位病灶$考虑转移癌可能性大&图 J'% 入院第 L

天行 FR̂ O"̂ 检查$可见颅内多发的高密度结节伴氟脱氧葡萄
!!!
!!$K@*GI;LMNI O21*;P;'66(;JIQH9IGNI;JIGH;GJ;IIH

作者单位*JJHIIG 扬州$苏北人民医院!扬州大学临床医学院眼科
&王雅坤(庄朝荣(解正高(王虹' $病理科&肖芹' $核医学科&段钰' $影
像科&孙骏'

1

2B

2A

2C

图 :7左眼裂隙灯显微镜检查!可见颞侧虹膜表面新生物$其表面
可见血管!图 ;7眼眶 ND@图像!左眼虹膜区见小片状异常信号
影$颅内多发占位!<* Ĝ`@图!%* Ĝ`@增强图!"* Ĵ`@图
!

通信作者*王虹$R1*'4*>0NIGJSGJN;2.1

糖&/43.,.8&.=5)432.6&$Z$c'代谢异常增高$部分病灶周围伴组

织水肿$考虑颅内多发转移瘤&图 L')患者左锁骨上及纵膈内

淋巴结 Z$c代谢异常增高$考虑为肿瘤转移)左眼虹膜 Z$c代

谢轻度增高$结合 CD@检查考虑左眼虹膜占位病变)胃窦部检

查发现局限性 Z$c代谢异常增高$延迟显像 Ed#最大值升高$

胃大弯后壁&与左肾上极邻近处'出现边界清晰小圆形密度增

高影$未见 Z$c代谢异常增高)食道管壁略增厚$伴 Z$c代谢

轻度增高&图 U'% 患者胃镜和组织病理学检查$诊断为 &食道
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