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!实验研究!

细胞间黏附分子9G 在氪激光诱发的大鼠脉络膜
新生血管中的动态表达变化

高小燕!何守志

!!"摘要#!背景!细胞外基质&R"C'的种类繁多$具有重要的生物学功能$它在脉络膜新生血管&"X#'生

长过程中的重要作用日益受到人们的关注$细胞间黏附分子9G&@"<C9G'就是其中之一% @"<C9G 参与新生血

管的生成$但目前 "X#与 @"<C9G 相关性研究仍较少%!目的!观察 @"<C9G 在激光诱导的大鼠脉络膜新生

血管&"X#'中的动态表达变化$探讨其在 "X#形成过程中的作用$为 "X#的靶向治疗提供依据%!方法!按

照随机数字表法将 UV 只健康雄性清洁级 %X大鼠随机分为光凝后 G(J(L(U(H(N(M 和 V 周组$每组 N 只$每只

大鼠任意选取一眼作为实验眼$另一眼作为正常对照% 采用氪激光光凝法建立 "X#大鼠模型$每组大鼠实验

眼于光凝后相应时间点行荧光素眼底血管造影&ZZ<'检查$计算荧光素渗漏量&吸光度$Q值'$检查后各组摘

取眼球制备球壁石蜡切片$采用苏木精T伊红染色法检测大鼠 "X#面积)分别采用免疫组织化学法和原位杂

交技术测定大鼠 "X#中 @"<C9G 蛋白及其 1DX<的表达$并计算其相对表达量&Q值'%!结果!苏木精T伊

红染色结果显示激光光凝后视网膜内外颗粒层连续性断裂并内陷$%,320 膜断裂$巨噬细胞迁移至光凝斑区$

可见纤维母细胞及血管内皮细胞增生% 免疫组织化学染色结果显示 @"<C9G 蛋白主要表达于血管内皮细胞(

视网膜色素上皮&DFR'细胞和巨噬细胞中% 原位杂交染色结果显示 @"<C9G 1DX<主要表达于视网膜外颗

粒层细胞中% 视网膜光凝后不同时间组间 "X#面积(荧光素渗漏量(@"<C9G 蛋白及其 1DX<相对表达量的

总体比较差异均有统计学意义&RnGQU[UL(GMV[VU(MLQ[IV(J UNL[HG$均 NqI[IH'% 随着光凝后时间的延长$

大鼠 "X#面积逐渐增加$荧光素渗漏量增多$@"<C9G 蛋白及其 1DX<相对表达量均呈逐渐增长的趋势$均于

光凝后 V 周达到最高水平%!结论!大鼠 "X#区 @"<C9G 的表达量随在光凝后时间的延长而升高$其表达趋

势与 "X#面积和荧光素渗漏程度相吻合% @"<C9G 可能在 "X#的发生和发展过程中起重要作用%!

"关键词#!脉络膜新生血管) 细胞间黏附分子9GO代谢) 免疫组织化学) 原位杂交技术) 疾病模型)
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!!细胞黏附是血管生成的前提$多种细胞黏附分子
参与血管形成

+G, % 细胞间黏附分子9G &'(-&,2&4434*,
*80&6'.( 1.4&234&9G$@"<C9G'是 D.-04&'( 等在 GQVN 年
研究淋巴细胞黏附时发现的一种单链糖蛋白$在血管
内皮细胞表面表达最高$参与缺血T再灌注后的炎症
损伤过程% 有研究发现 @"<C9G 的过度表达导致光凝
后的细胞浸润

+J, $这可能是 "X#形成的重要原因%
b.20 等 +L,

发现当白细胞黏附到内皮细胞上时$内皮细
胞上的 @"<C脱落并结合到邻近内皮细胞$直接导致
新生血管的生成% 核因子9'%& (324&*,/*2-.,9A*++*%$
XZ9'%'等转录调节因子通过调节 @"<C9G 等的表达来
影响新生血管生成

+U, % @"<C9G 表达及其引起的细胞
浸润可能对于 "X#的形成具有重要意义% 近年来$对
眼内新生血管的基础和临床研究以及治疗方面的探讨

一直是眼科界关注的热点$本研究就 @"<C9G 在 "X#
中的表达作一初步研究%

:7材料与方法

:;:7材料
:;:;:7主要试剂及仪器7兔抗大鼠 @"<C9G 多克隆
抗体(@"<C9G 原位杂交检测试剂盒(生物素标记山羊
抗兔 @)c二抗 &武汉博士德生物工程有限公司 '%
X.73*JIII 型氪激光仪&美国 ".0&,&(-公司')荧光素
眼底血管造影 &/43.,&62&(2&/3(836*()'.),*+05$ZZ<'
摄像机&德国 Y&'8&:&,)公司')@1*)&9F,.F436H;G 图
像分析系统&美国 C&8'*"5:&,(&-'26公司'%
:;:;;7实验动物7清洁级 V gGJ 周龄健康雄性 %X
大鼠 UV 只$体质量 JII gJJI )$由中国医学科学院实
验动物中心提供$大鼠双眼前节及眼底未见异常% 动

物的使用和管理遵循国家科学技术委员会颁布的1实
验动物管理条例2%
:;;7方法
:;;;:7大鼠 "X#模型的建立及分组!按照随机数字
表法将大鼠分为光凝后 G(J(L(U(H(N(M 和 V 周组$每
组 N 只% 每只大鼠任意选取一眼作为实验眼$另一眼
为正常对照眼% 参照本实验室 "X#造模方法 +H, $采用

氪激光&NUM (1'距视盘等距离围绕视盘光凝大鼠视
网膜% 激光参数*功率为 LNI 1̀ $光斑直径为 GII !1$

曝光时间为 I[IH 6%
:;;;;7ZZ<法检测各组大鼠眼底血管渗漏情况!各
组大鼠分别于相应时间点深度麻醉(扩瞳$腹腔内注射
质量分数 GI\荧光素钠 I[L 14$进行 ZZ<检查% 采用
@1*)&9F,.F436H[G 图像分析软件计算各组大鼠 ZZ<

图像$计算荧光素渗漏的吸光度&Q'值%
:;;;?7组织病理学方法检测各组大鼠视网膜脉络膜
组织结构变化!各组大鼠分别于相应时间点过量麻
醉 法 处 死$ 摘 取 一 侧 眼 球$ 二 乙 基 焦 碳 酸 酯
&8'&-054+,.2*,:.(*-&$$RF"'处理过的蒸馏水冲洗$置
于含有质量分数 U\多聚甲醛的 $RF"溶液&含 F%E
I[G 1.4O]'中固定 J 0$沿角膜缘剪去角膜$去除晶状
体和玻璃体$将眼杯制作蜡块$U o保存备用% 将眼球
蜡块组织行 H !1厚连续切片$常规脱蜡$行苏木精T

伊红染色% 光学显微镜下观察并拍照% 采用 @1*)&9
F,.F436H;G 图像分析软件计算 UII 倍光学显微镜下
"X#面积$每个标本平行测量 H 张切片$取其平均值%
:;;;B7免疫组织化学法检测大鼠 "X#中 @"<C9G 蛋
白的表达与分布!取石蜡切片$常规脱蜡至水化$体积
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分数 L\YJKJ室温孵育 GI 1'($阻断内源性过氧化物
酶活性)切片置于盛有 I[IG 1.4O]枸橼酸盐缓冲液的
抗原修复盒中$微波中火加热 GH 1'( 进行抗原热修
复)滴加兔抗大鼠 @"<C9G 多克隆抗体&G _MI'U o孵
育过夜)滴加生物素标记山羊抗兔 @)c二抗$LM o孵
育 JI 1'()滴加 <R"显色剂$室温显色 L gGI 1'(% 以
I[IG 1.4O]F%E 代替一抗作为阴性对照$以试剂盒提
供的大鼠肺肿瘤组织切片作为阳性对照% 切片呈团
簇(点状的红色着色者为阳性染色% 光学显微镜下观
察并拍照% 采用 @1*)&9F,.F436H;G 图像分析软件计
算 UII 倍光学显微镜下阳性染色区域吸光度&Q'$每
个标本平行测量 H 张切片$取其平均值%
:;;;E7原位杂交法检测大鼠 "X#中 @"<C9G 1DX<
的表达分布!取石蜡切片常规脱蜡至 $RF"9YJK$L\
YJKJ室温孵育 GI 1'($滴加质量分数 L\ 胃蛋白酶室

温消化 GI 1'($暴露 1DX<片段)杂交湿盒中 UI o预
杂交 L 0)滴加含 @"<C9G 寡核苷酸标记探针的杂交液
JI !4$置湿盒中于 UJ o杂交 GV 0)滴加 <R"$室温显
色 L gGI 1'(% 用不含探针的杂交液进行杂交作为阴
性对照$以试剂盒提供的大鼠肺肿瘤组织切片作为阳
性对照% 切片呈团簇(点状的红色着色为阳性染色%
光学显微镜下观察并拍照% 采用 @1*)&9F,.F436H[G
图像分析软件计算 UII 倍显微镜下阳性染色区域 Q
值$每个标本平行测量 H 张切片$取其平均值%
:;?7统计学方法

采用 EFEE GL;I 统计学软件进行统计分析% 本研
究测量指标的数据资料经 `检验证实呈正态分布$以
Pp4表示$组间均数经 ]&7&(&检验方差齐% 采用完全
随机分组单因素干预多水平实验设计$光凝后不同时
间组小鼠 "X#面积(荧光素渗漏量&Q值'(@"<C9G 蛋
白和 1DX<相对表达量&Q值'的总体差异比较采用
单因素方差分析$组间两两比较采用 ]E$92检验% Nq
I[IH 为差异有统计学意义%

;7结果

;;:7光凝后不同时间点大鼠 "X#面积和荧光素渗漏
情况

大鼠正常对照眼视网膜脉络膜组织各层结构清晰

&图 G<')光凝后 J 周可见视网膜内外颗粒层连续性中
断并内陷$%,320 膜断裂$含色素的巨噬细胞迁移至光
凝损伤区$纤维母细胞及血管内皮细胞增生&图 G%')
随着光凝后时间的延长$"X#区逐渐形成管腔$其中
含红细胞$"X#区中的巨噬细胞减少$纤维细胞成分
增加$色素沉积并包绕在 "X#的边缘及上方&图 G"'%

随着光凝后时间的延长$"X#面积逐渐增加$各组大
鼠模型眼 "X#面积的总体比较差异有统计学意义
&RnGQU[UL$NnI[II')各组间大鼠视网膜荧光素渗
漏量&Q值'总体比较差异有统计学意义&RnGMV[VU$
NnI[II'&表 G'% ZZ<结果显示$光凝后 G 周光凝斑
周围出现较淡的云雾状荧光素渗漏$光凝后 J 周荧光
素渗漏量明显增加$荧光强度增加$此后$随着光凝后
时间的延长$荧光素渗漏的荧光强度逐渐增强$于光凝
后 V 周扩大为边界模糊的高荧光斑&图 J'%

A B

C

图 :7大鼠视网膜脉络膜组织
组织病理学染色&YRtUII' !
<*正常大鼠视网膜脉络膜组织
各层结构清晰!%*光凝后 J 周
"X#形成 &白箭头 ' $视网膜内
外颗粒层连续性中断并内陷&黑
箭头'!"*光凝后 V 周 "X#面
积明显增加
!

表 :7光凝后不同时间点大鼠 <W=面积和
荧光素渗漏量的比较&'R('

组别 样本量 "X#面积&!1J ' 荧光素渗漏量&Q值'

光凝后 G 周组 N L QVG[UJpNIV[IM JNV[LVpNG[QG

光凝后 J 周组 N U VNU[JVpGUN[VI* HHM[VVpQU[HV*

光凝后 L 周组 N H LVG[MMpGMI[NU: NNL[LIpNQ[GL:

光凝后 U 周组 N N GJJ[QQpJIJ[IV2 MGV[GJpLL[GU

光凝后 H 周组 N N NLG[GIpHGM[JU8 VJV[NNpUI[MH8

光凝后 N 周组 N M UUV[GIpUJL[UJ& VMJ[VMpNU[NL

光凝后 M 周组 N Q LNV[ULpULH[HI/ QIN[HMpUI[GQ

光凝后 V 周组 N GI UMI[NLpLHL[QI) QNM[HMpLL[MV
R GQU[UL GMV[VU
N I[II I[II

!注*与各自光凝后 G 周组比较$*NqI[IH)与各自光凝后 J 周组比较$
:NqI[IH)与各自光凝后 L 周组比较$2NqI[IH)与各自光凝后 U 周组比

较$8NqI[IH)与各自光凝后 H 周组比较$&NqI[IH)与各自光凝后 N 周组

比较$/NqI[IH)与各自光凝后 M 周组比较$)NqI[IH&单因素方差分析$

]E$92检验'

A B C
图 ;7\\5检查光凝后荧光素渗漏情况!<*光凝后 J 周组荧光素渗
漏明显!%*光凝后 U 周组荧光素渗漏进一步增多!"*光凝后 V 周
组荧光素渗漏量最多$渗漏处融合形成高荧光斑!
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;;;7光凝后不同时间组大鼠 "X#中 @"<C9G 蛋白及
其 1DX<的表达

光凝后 U 周组可见在大鼠 "X#区及视网膜外颗
粒层细胞中有 @"<C9G 蛋白的强阳性表达$光凝后 N
周组 @"<C9G 表达进一步增强$光凝后 V 周组 @"<C9G
在 "X#中的表达最强 &图 L '% 光凝后 G 周组可见
@"<C9G 1DX<在 "X#区及视网膜外颗粒层细胞中有
微弱的表达$光凝后 J 周组其表达逐渐增强$光凝后 V
周组 @"<C9G 1DX<在 "X#中的表达最强&图 U')随
着光凝后时间的延长$各组大鼠 "X#中 @"<C9G 蛋白
的表达量&Q值'逐渐增加$组间总体比较差异有统计
学意义 &RnMLQ[IV$NnI[II ')各组间大鼠 "X#中
@"<C9G 1DX<表达量&Q值'的总体比较差异有统计
学意义&RnJ UNL[HG$NnI[II'$其中光凝后各时间组的
"X#中@"<C9G 1DX<表达量较相邻的前一个时间点组
均明显增加$差异均有统计学意义&均NqI[IH'&表 J'%

3C

4C

3B3A

4B4A

图 ?7光凝后大鼠 <W=中 @<5NC: 蛋
白的动态表达&<R"tUII' &箭头所指
为 "X#区域'!<A光凝后 U 周组大鼠
"X#区 及 视 网 膜 外 颗 粒 层 细 胞 中
@"<C9G 表达!%A光凝后 N 周组大鼠
"X#中 @"<C9G 表达较 U 周组增强!
"A光凝后 V 周组大鼠 "X#中 @"<C9G
表达最强!图 B7光凝后大鼠 <W=中
@<5NC: .DW5 的 动 态 表 达 & <R"
tUII'!&箭头所指为 "X#区域'!<A
光凝后 G 周组大鼠 "X#中 @"<C9G
1DX<微弱表达!%A光凝后 J 周组大
鼠 "X#中 @"<C9G 1DX<表达较 G 周
组增强!"A光凝后 V 周组大鼠 "X#中
@"<C9G 1DX<表达最强

表 ;7光凝后不同时间组大鼠 <W=中 @<5NC: .DW5
和蛋白的相对表达量的比较&'R($)值'

组别 样本量 @"<C9G 1DX< @"<C9G 蛋白

光凝后 G 周组 N M[MMpG[UN GM[MVpM[GQ
光凝后 J 周组 N JG[JGpU[QI* HJ[JGpGL[II*

光凝后 L 周组 N LV[UVpJ[QG: MV[QUp H[IG:

光凝后 U 周组 N UQ[MNpL[JI2 GJL[ULpGH[QM2

光凝后 H 周组 N NG[HIpU[JM8 GHN[MLpGM[IG8

光凝后 N 周组 N GIU[MJpH[UU& JLI[JMpGJ[QI&

光凝后 M 周组 N GJQ[JHpU[LJ/ LLQ[NHpGU[JQ/

光凝后 V 周组 N JQU[LJpM[UM) UUJ[JLpGN[JI)

R J UNL[HG MLQ[IV
N I[II I[II

!注A与各自光凝后 G 周组比较$*NqI[IH)与各自光凝后 J 周组比较$
:NqI[IH)与各自光凝后 L 周组比较$2NqI[IH)与各自光凝后 U 周组比

较$8NqI[IH)与各自光凝后 H 周组比较$&NqI[IH)与各自光凝后 N 周组

比较$/NqI[IH)与各自光凝后 M 周组比较$)NqI[IH&单因素方差分析$

]E$92检验'

?7讨论

在不同的疾病过程中$新生血管的形成虽有各自
的特点$但也有其共同之处$如血管内皮细胞的激活(
细胞外基质&&=-,*2&4434*,1*-,'=$R"C'的降解(内皮细
胞的移行和增生(管腔结构的形成以及血管外膜的形
成% 多种细胞因子参与 "X#的形成过程$其中炎性细
胞因子是血管疾病主要的危险因子%

细胞黏附分子分为三大家族$即免疫球蛋白超家
族&@)'(整合素家族和选择素家族$属于黏附分子免疫
球蛋白超家族% 其广泛表达于多种细胞中$在血管内
皮细胞中表达量最多$能与白细胞表面的淋巴细胞功
能相关抗原9G(巨噬细胞9G 结合$有稳定白细胞与血管
内皮细胞间黏附的作用$参与缺血T再灌注损伤的炎
症过程% 血管内皮细胞中的 @"<C9G 识别白细胞表面
的整合素$使白细胞在血管中贴壁伸展$通过血管壁进
入 周 围 组 织% 趋 化 因 子 单 核 细 胞 趋 化 蛋 白9G
&1.(.25-&20&1.-*2-'2+,.-&'( G$C"F9G '和白细胞介
素9V&'(-&,4&3A'(9V$@]9V'可引起 @"<C9G 的受体T整合
素的构象发生变化$从而使 @"<C9G 与其配体相结
合

+N, %
在新生血管形成过程中$血管内皮细胞必须穿过

R"C$而此过程中细胞表面黏附分子发挥关键作用%
研究发现$野生型 "HM%]ONW小鼠视网膜光凝斑区聚
集着大量 "$GV 阳性和 @"<C9G 阳性细胞$而 ]1Q7_B
基因缺陷小鼠的 "X#形成受到抑制 +M, % a&0 等 +V,

研

究发现@"<C9G 在人眼黄斑下"X#膜中的表达量明显
高于正常脉络膜血管和视网膜色素上皮 & ,&-'(*4
+')1&(-&+'-0&4'31$DFR'% 在本研究可见在光凝后
G gV 周内$随光凝时间的延长$"X#面积呈增长趋势$
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随 "X#的生长$@"<C9G 的表达也逐渐增加$"X#早期
可见在类似于管腔结构的组织中有微量 @"<C9G 的表
达$随 DFR细胞增生及巨噬细胞浸润$@"<C9G 在 "X#
中的表达量逐渐增多$推测 @"<C9G 可能介导了白细
胞对血管内皮细胞的黏附$是导致 "X#形成的因素之
一% 多个研究给予不同的药物干预激光诱导的 "X#
模型小鼠的 "X#形成$其机制均与下调 @"<C9G 的表
达量有关$如 $.()等 +Q,

研究发现$模型鼠腹腔注射富
含丝氨酸O精氨酸蛋白激酶 "X#区 @"<C9G 的表达量
明显下降$"X#明显减少)e'&等 +GI,

研究发现姜黄素

可抑制光凝区 @"<C9G 和 XZ9'%的表达$同时 "X#减
少)Z3A30*,*+GG,

等发现皮下注射激肽释放酶可抑制

"X#形成$同时抑制 @"<C9G 和血管内皮生长因子的
表达)@?31'9X*)*'等 +GJ,

发现叶黄素可通过抑制 XZ9'%
的活化以及炎症细胞因子如 @"<C9G 等的表达来抑制
"X#的发生和发展% 本研究结果显示$大鼠的 "X#
组织中 @"<C9G 1DX<及蛋白的表达量明显升高$
@"<C9G 在光凝斑部位的脉络膜层和 DFR层大量表
达$主要分布于 "X#区血管内皮细胞处$与 E0&( 等 +J,

的观察结果一致%
@"<C9G 存在于视网膜和脉络膜血管内皮细胞和

炎症刺激活化后的 DFR细胞中$在内皮细胞形成管状
结构过程中$从一维的基因调节向三维的血管结构转
化过程中发挥着至关重要的作用

+GLTGH, % 有学者发现
靶向抑制 1ABZ 和 ]1Q7_B 基因可以抑制 "X#+M, %
@"<C9G 是白细胞迁移所必不可少的细胞因子$视网膜
激光光凝可诱导其在小鼠脉络膜和视网膜血管内皮细

胞中的表达上调
+GN, % 因此我们认为$激光光凝可引起

局部组织的炎症反应$诱导血管内皮细胞活化并上调
@"<C9G 表达$@"<C9G 与 "$GV 结合后介导白细胞T血
管内皮细胞的黏附和迁移$进而诱导 "X#% 局部使用
抑制黏附分子的药物有可能成为治疗 "X#的新方法$
但进一步的研究应该关注 @"<C9G 来源于哪种细胞$
以及 @"<C9G 在 "X#形成过程中具体的功能等%
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