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!实验研究!

'A黑素细胞刺激素对早期糖尿病大鼠视网膜
血管渗漏的保护作用

韩倩!张琰!薄其玉!茹玉莎!杨伟!李筱荣

!!"摘要#!背景!糖尿病视网膜病变%?B&的主要病理基础是视网膜的微血管变化和炎性改变' 研究认

为 'A黑素细胞刺激素%'AYZ &̀玻璃体腔注射可对视网膜脉络膜组织发挥抗氧化应激和抗凋亡作用$从而改

善血T视网膜屏障%EBE&功能$但缺乏组织学研究的验证'!目的!研究 'AYZ`对视网膜血管渗漏的改善作

用'!方法!应用随机数字表法将清洁级 Z?大鼠 MG 只随机分为正常对照组(糖尿病%?Y&模型组和 'AYZ`

组$?Y模型组和 'AYZ`组大鼠采用尾静脉注射链脲佐菌素% Z<l&法制备模型$正常对照组大鼠同法注射枸

橼酸钠缓冲液' 'AYZ`组大鼠分别于造模后 F 周和 H 周玻璃体腔注射 HSH !5%!-'AYZ`H !-$正常对照组大

鼠同法注射生理盐水 H !-$?Y模型组不行玻璃体腔注射' 造模后第 N 周$按照 ON 05%>5的剂量经鼠尾静脉

注射 HG 05%0-伊文思蓝溶液$注射后 L ) 每组取 L 只大鼠制备视网膜铺片$于荧光显微镜下观察视网膜血管

形态)收集各组 U 只大鼠内眦部血液$检测 EBE渗漏状况)用 HI s枸橼酸钠缓冲液行左心室灌流$处死大鼠$

分离大鼠视网膜$透射电子显微镜下观察脉络膜和视网膜血管超微结构的变化)采用实时定量 D̂B法检测细

胞间黏附分子AF %"D&YAF&(肿瘤坏死因子A'%<XbA'&(闭合蛋白 %.88-3+91&和血管内皮生长因子 %WPcb&

0BX&的相对表达水平'!结果!?Y模型大鼠体质量明显降低$饮水量明显增多)造模后 H + 和 N 周$?Y模

型组大鼠的血糖分别为%LMSJM\OSII&00.-%$和 %LOSJO\LSIL&00.-%$$?Y模型成功建立' 视网膜铺片显

示$?Y模型组大鼠视网膜血管走行异常$血管壁大量伊文思蓝渗漏$而 'AYZ`组大鼠视网膜血管形态接近

正常对照组' 造模后 N 周$?Y模型组大鼠视网膜伊文思蓝的渗漏量为%FGSGO\USFU&!-%%5!)&$明显多于

'AYZ 组̀的%LSJL\HSIH&!-%%5! )&和正常对照组的 %HSFG\FSFH&!-%%5! )&$差异均有统计学意义 %Id

GSGHN(GSGOF&' 'AYZ 组̀大鼠脉络膜和视网膜血管的超微结构接近正常对照组$而 ?Y模型组大鼠脉络膜血

管内皮细胞肿胀$视网膜色素上皮%B̂ P&空泡样变性' 此外$?Y模型组大鼠视网膜中 "D&YAF 0BX&和 <XbA'
0BX&水平明显高于 'AYZ`组和正常对照组$而 .88-3+91 0BX&的相对表达水平明显低于 'AYZ`组和正常

对照组$差异均有统计学意义%均 IeGSGN&' H 个组大鼠视网膜中 WPcb0BX&相对表达量的整体比较$差异

无统计学意义%VdGSIMF$IdGSOJJ&'!结论!在 Z<l诱导的 ?Y模型大鼠中$玻璃体腔注射 'AYZ`可通过

减少视网膜血管的渗漏$改善脉络膜和视网膜血管的超微结构$下调视网膜中促炎因子的表达和上调细胞间

紧密连接成分的表达发挥对视网膜的保护作用'!

"关键词#!'A黑素细胞刺激素) 糖尿病视网膜病变%治疗) 细胞间黏附分子AF) 肿瘤坏死因子A') 闭合

蛋白) 血管内皮生长因子) 血T视网膜屏障) Z?大鼠
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*22*8('.2'AYZ`.1 4*(917-,*''*-91 +97:*(9847(';!M('1)-4!X91*(68-*71 Z?47('=*4*7''951*+ (.()*1.407-

8.1(4.-54.3/$+97:*(*'0*--9(3'%?Y& 0.+*-54.3/ 71+ 'AYZ`54.3/;?Y 0.+*-'=*4**'(7:-9')*+ :6'(4*/(.k.891

%Z<l& 91K*8(9.1 ,97(79-,*91 91 ()*47('.2()*?Y0.+*-54.3/ 71+ ()*'AYZ`54.3/$71+ '.+93089(47(*:322*4=7'

91K*8(*+ 91 ()*'70*=7691 ()*1.407-8.1(4.-54.3/;'AYZ`.2H !-%HSH !5%!-& =7'91(47,9(4*7--691K*8(*+ F =**>

71+ H =**>'72(*40.+*-91591 ()*47('.2()*'AYZ`54.3/$71+ 1.407-'7-91*'.-3(9.1 =7'3'*+ 91 ()*'70*=7691

()*1.407-8.1(4.-54.3/)=)9-*1../*47(9.1 =7'/*42.40*+ 91 ()*?Y0.+*-54.3/;"1 ()*292() =**> 72(*40.+*-915$

P,71':-3*7(()*+.'*.2HG 05%0-%ON 05%>5& =7'91K*8(*+ ,97(79-,*91 .247('$71+ 4*(917-0.31(=7'/4*/74*+ L

).34'-7(*4(.*@7091*()*0.4/).-.56.24*(917-,*''*-'31+*4()*2-3.4*'8*1(0984.'8./*;<)*:-..+ '70/-*'=*4*

8.--*8(*+ 24.0911*4871()3',*91 2.4()*7''*''0*1(.2-*7>75*70.31(.2P,71':-3*;<)*47(4*(917'=*4*9'.-7(*+

72(*4/*423'9.1 .2'.+930 89(47(*:322*4,97()*-*2(,*1(498-*2.4()*.:'*4,7(9.1 .28).4.9+7-71+ 4*(917-,*''*-

3-(47'(438(34*:6(471'09''9.1 *-*8(4.1 0984.'8./6%<PY&;<)*4*-7(9,**@/4*''9.1'.291(*48*--3-748*--7+)*'9.1

0.-*83-*AF %"D&YAF& 0BX&$(30.41*84.'9'278(.4A'%<XbA'&$.88-3+9150BX&71+ ,7'83-74*1+.()*-97-54.=()

278(.4%WPcb& 0BX&=*4*+*(*8(*+ :6C371(9(7(9,*4*7-A(90*̂ DB;!D(457'4!<)*:.+6=*95)(=7'-95)(*471+ ()*

=7(*491(7>*=7')95)*491 ()*?Y47('()71 ().'*91 ()*1.407-8.1(4.-47(';<)*:-..+ 5-38.'*-*,*-'91 ()*?Y0.+*-

54.3/ =*4*%LMSJM\OSII& 00.-%$7(()*()94+ +7671+ %LOSJO\LSIL& 00.-%$91 ()*292() =**> 2.--.=915()*

91K*8(9.1 .2Z<l$4*'/*8(9,*-6;&1 70.31(.2P,71':-3*-*7>*+ 24.0,*''*-'91 ()*47(4*(917.2?Y0.+*-54.3/$:3(

()*4*(917-,*''*-'=*4*91(78(91 ()*47('.2()*'AYZ`54.3/ 71+ ()*1.407-8.1(4.-54.3/;<)*-*7>75*70.31(=7'

%FGSGO\USFU&!-%%5!)& 91 ()*?Y0.+*-54.3/$=)98) =7''951929871(-60.4*()71 ()7(.2%LSJL\HSIH&!-%%5!)&

91 ()*'AYZ`54.3/ 71+ %HSFG\FSFH&!-%%5!)& 91 ()*1.407-8.1(4.-54.3/ 7(()*292() =**> 72(*40.+*-915%Id

GSGHN$GSGOF&;<)*3-(47'(438(34*.28).49.+7-71+ 4*(917-,*''*-'=7'7-0.'(1.407-91 ()*'AYZ`54.3/ 71+ ()*

1.407-8.1(4.-54.3/$:3(()*'=*--915.28).49.+7-,7'83-74*1+.()*-97-8*--'71+ ,783.-74A-9>*8)715*'.2()*4*(917-

/950*1(*/9()*-930%B̂ P& =*4*2.31+ 91 ()*?Y 0.+*-54.3/;"1 7++9(9.1$()*4*-7(9,**@/4*''9.1 -*,*-'.2"D&YAF

0BX&71+ <XbA'0BX&=*4*'951929871(-6*-*,7(*+$:3(().'*.2.88-3+91 0BX&=*4*'951929871(-6+*8-91*+ 91 ()*

?Y0.+*-54.3/ 8.0/74*+ =9() ()*'AYZ` 54.3/ 71+ ()*1.407-8.1(4.-54.3/ %7--7(IeGSGN&;X.'951929871(

+922*4*18*=7'2.31+ 91 ()*4*-7(9,**@/4*''9.1 -*,*-.2WPcb0BX&70.15()*()4**54.3/'%VdGSIMF$IdGSOJJ&;

!F)%.754$)%4!'AYZ`70*-9.47(*'4*(917-,7'83-74-*7>75*91 Z<lA91+38*+ +97:*(9847('72(*491(47,9(4*7-91K*8(9.1 :6

90/4.,9153-(47'(438(34*.28).4.9+ 71+ 4*(917-,*''*-'$+.=1A4*53-7(915()**@/4*''9.1 .2/4.912-7007(.46278(.4'71+

3/A4*53-7(915(95)(K318(9.1 8.0/.1*1(91 4*(917;!

!:(# 6)2-4"9 'AY*-71.86(*A'(903-7(915 ).40.1*) ?97:*(98 4*(91./7()6%()*47/6) "1(*48*--3-74 7+)*'9.1

0.-*83-*AF) <30.41*84.'9'278(.4A') #88-3+91) W7'83-74*1+.()*-97-54.=() 278(.4) E-..+A4*(917:7449*4) B7('$

Z/4753*?7=-*6

!!糖尿 病 性 黄 斑 水 肿 % +97:*(980783-74*+*07$
?YP&严重影响视功能$是糖尿病 % +97:*(*'0*--9(3'$
?Y&的并发症之一$主要由血T视网膜屏障 % :-..+A
4*(917:7449*4$EBE&破坏而导致的视网膜血管渗漏引
起

+F, ' 研究表明$在 ?Y临床前期或早期$高血糖(氧
化应激和炎性微环境可导致视网膜中弥漫性的 EBE

破坏和血管渗漏
+L, $如果得不到有效干预和治疗$晚

期组织缺氧可导致血管内皮细胞生长因子 %,7'83-74
*1+.()*-97-54.=() 278(.4$WPcb&表达上调$视网膜血管
结构的病理性改变引起毛细血管内静水压升高$血液
中的大分子蛋白质(电解质伴随血清渗漏到视网膜组
织间隙$使得组织间隙渗透压增高$继而加重视网膜血
管渗漏

+H, ' ?YP的治疗方法包括黄斑周围视网膜激
光光凝(糖皮质激素和%或抗 WPcb药物的玻璃体腔注
射

+OTN, $虽有一定的疗效$但均存在长期疗效不稳定和

并发症等问题
+L$J, ' 因此$ 在糖尿病视网膜病变

%+97:*(984*(91./7()6$?B&渗漏的早期阶段寻求一种新
型(有效的干预手段具有重要的临床意义' 'A黑素细
胞刺激素 %'A0*-71.86(*'(903-7(915).40.1*$'AYZ &̀
是阿片T促黑素细胞皮质素原的衍生肽$在体内组织
细胞中分布广泛

+I, $经末端修饰后具有生物活性$可
结合黑素细胞皮质素受体介导生物学功能

+U, $在眼部
的功能包括调节免疫应答(维持眼部免疫豁免状态(抗
炎等

+MTFG, ' 动物实验表明$玻璃体腔注射 'AYZ`可对
视网膜血管和神经视网膜起到抗氧化应激和抗凋亡的

作用$同时还可有效改善视网膜血管的超微结构和炎
性微环境

+FF, $而这 H 种因素正是 ?B早期引起渗漏的
主要原因

+L, $由此推断$'AYZ`可能减轻早期 ?B引
起的血管渗漏' 本研究中探讨玻璃体腔注射 'AYZ`
对早期 ?Y大鼠视网膜渗漏的保护作用及机制'
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;9材料与方法

;;;9实验动物
清洁级 U [FG 周龄雄性 Z/4753*?7=-*6% Z?&大鼠

MG 只%购于中国人民解放军军事医学科学院实验动物
中心&$体质量 LGG [LLG 5$饲养于中国医学科学院放
射研究所' 对大鼠供给足够的食物和水$进行 FL )
暗%FL ) 明循环光照$饲养环境温度为 LL [LN s$相对
湿度为 OGR [IGR' 所有实验动物的使用(饲养及处
死均遵循美国视觉与眼科研究协会制定的科研动物使

用规范$且本研究经过天津医科大学实验动物伦理学
委员会审核通过'
;;<9?Y大鼠模型的制备及实验分组

按照随机数字表法将大鼠分为 'AYZ`组(?Y模
型组和正常对照组$每组 HG 只' 'AYZ`组和?Y模型
组大鼠经尾静脉以 ON 05%>5的剂量注射质量分数 LR
链脲 佐 菌 素 % '(4*/(.k.891$ Z<l& % 美 国 &04*'8.
D)*0987-公司& %溶于 /`OSN 的枸橼酸钠缓冲液&诱
导 ?Y$正常对照组大鼠则用同样方法注射枸橼酸钠
缓冲液' IL ) 后检测血糖$血糖高于 LG 00.-%$为造
模成功' 每周监测 ?Y模型组和正常对照组大鼠的体
质量和饮水量' 在造模后 H + 和 N 周进行血糖监测'
分别于造模后 F 周和 H 周进行玻璃体腔注射' 'AYZ`
组 ?Y大鼠用 HHc针头及 FG !-微量注射器$于角膜
缘后 L 00处以 ONv进针$缓慢将 HSH !5%!-'AYZ`H !-
注入右眼玻璃体腔$静置 FN '后缓慢撤针$正常对照
组大鼠同法注射 H !-生理盐水$注射结束后用氧氟沙
星滴眼液点眼' ?Y模型组大鼠不进行玻璃体腔注射'
;;=9伊文思蓝法检测视网膜血管渗漏情况

造模后 N 周$按照 ON 05%>5的剂量经鼠尾静脉注
射 HG 05%0-伊文思蓝%美国 Z9507公司$溶于生理盐
水后过滤&溶液$注射后 L )$每组取 L 只大鼠的眼球制
备视网膜铺片$于荧光显微镜下观察视网膜血管形态)
另各取 U 只大鼠$内眦部取血%"F 0-&$置于含肝素的
采血管内' 然后用 HI s枸橼酸钠缓冲液% /`HSN&经
左心室推注充分灌流$随后处死大鼠$分离大鼠视网
膜$TUG s冻存' 将采血管中的血液充分混匀$离心半
径 FG 80$取出 F 0-血液在室温下 FL GGG 4%091 离心
LG 091' 取上层血浆$用甲酰胺 F hFGG 稀释' 将伊文
思蓝粉末溶于甲酰胺中$配制以下标准曲线溶液*
NG GGG 15%0-(LN GGG 15%0-(FG GGG 15%0-(N GGG 15%0-(
F GGG 15%0-(NGG 15%0-(LNG 15%0-(FLN 15%0-(G 15%0-'
将标准曲线溶液和稀释的血液样本按顺序依次置于

MJ 孔板中$每孔 JG !-' 用 "12919(*YLGG B̂#酶标仪

%瑞士 <PD&X公司&测定波长 JLG 10处的吸光度
%XJLG&值$并以 XIOG值作为校正值' 按标准曲线分析数
据$计算血液中伊文思蓝的质量浓度'

取出视网膜标本$在 HI s烤箱内烘烤 N ) 后称质
量$计算视网膜干质量' 每个视网膜标本加入 FNG !-
甲酰胺$于 IG s烘烤 FU )' 然后 O s下 FL GGG 4%091
离心L 091$取上清液$加入到 HG _?&098.1* a9(47超
滤离心管%爱尔兰 Y9--9/.4*公司&中$O s条件下 H GGGg$
离心 MG 091$收集液体至预先标记的离心管中' 按上
述方法配制标准曲线溶液$将标准曲线溶液和视网膜
样本按顺序依次置于 MJ 孔板中$如上用酶标仪测定 X
值$计算超滤液中伊文思蓝的含量及其通透性' 伊文
思蓝通透性+!-%%5!)&, d+伊文思蓝含量%!5& %视网
膜组织干质量%5&, %+时间平均性伊文思蓝质量浓度
%!5%!-&g循环时间%)&,'
;;A9透射电子显微镜下观察脉络膜和视网膜血管超
微结构的变化

造模后第 N 周$摘除大鼠眼球$即刻投入预冷的戊
二醛固定液中' 眼球标本先后经质量分数 LSNR戊二
醛和质量分数 FR四氧化锇固定)梯度乙醇脱水)环氧
丙烷处理后包埋于 P/.1UFL 树脂中$行 NG 10超薄切
片$用醋酸铀T枸橼酸铅双染后$透射电子显微镜下观
察视网膜血管超微结构的变化并拍照'
;;N9实时定量 D̂B法检测大鼠视网膜中促炎因子(
闭合蛋白和促血管生成因子的表达

造模后 N 周$取大鼠视网膜$按照 c*1*VP<BX&
提取试剂盒%天津 <)*40.b9')*4Z89*1(9298公司&说明
书提取总 BX&$用 X71.?4./ LGGG 超微量分光光度计
%天津 <)*40.b9')*4Z89*1(9298公司&测量 BX&浓度和
纯度' 取 ONG 15总 BX&$用随机六聚体引物$按
B*,*4(&9+ 8?X&合成试剂盒 %北京 <)*40.b9')*4
Z89*1(9298公司&说明书进行逆转录' 以 H !-8?X&为
模板$加入细胞间黏附分子AF %91(*48*--3-747+)*'9.1
0.-*83-*AF$"D&YAF&(肿瘤坏死因子A'%(30.41*84.'9'
278(.4A'$<XbA'&(闭合蛋白 %.88-3+91&(WPcb(FU Z 靶
基因序列上下游引物 %表 F&$以及 N !-L 倍通用性
Y7'(*4Y9@%天津B.8)*公司&$再加入无核酸酶的 L̀#
补足 FG !-反应体系$在 HUO 孔板中进行 D6:*4c4**1
实时 D̂B扩增' 实时 D̂B扩增参数*NG s预孵育
L 091$MN s变性 FG 091$OG 次循环*MN s FN '$JG s
F 091$并加入解离阶段$MN s FN '$JG s FN '$MN s FN '$
以检测扩增产物的特异性' 然后以 FU Z 4BX&为内参
照$用 LT&&D(

法分析所得数据' &D(d目的基因 D(T内参
照 D($&&D(d目的基因 &D(T参照因子 &D('

!UFH! 中华实验眼科杂志 LGFN 年 O 月第 HH 卷第 O 期!D)91 VP@/ #/)()7-0.-$&/49-LGFN$W.-;HH$X.;O
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表 ;9大鼠基因引物序列

引物 序列%N/TH/ & 扩增片段长度% :/&

>@XATR b*Dccc&c&<c&&<cc<&DD<&D&& JU

B*<cD&c<DDD<cc<c&<&D<D

!JVT# b*<c&<Dcc<DDD&&D&&cc& JI

B*ccc<D<cccDD&<cc&&

3<<8(:&# b*ccDcc&c&c&<cD&Dc<< IG

B*c&&<<<Dc<D<<DDccc<&&&&

;=UV b*cccDD<D<c&&&DD&<c&&D< IH

B*<cc<cc&cc<&D&cD&c<&&&cD

RO ) b*<c&<<&&c<DDD<cDDD<<<c< IN

B*c&<DDc&cccDD<D&D<&&&D

!注*"D&Y*细胞间黏附分子)<Xb*肿瘤坏死因子).88-3+91*闭合蛋白)

WPcb*血管内皮生长因子

;;P9统计学方法
采用 Z ẐZ FMSG 统计学软件%"EY Z ẐZ Z(7(9'(98')

&40.1>$Xi$aZ&&进行统计分析' 各组测量指标的数
据资料经 Z)7/94.Ap9-> 检验呈正态分布$以 Q\+表示$
经 $*,*1*检验证实方差齐' 采用完全随机分组多水
平实验设计$?Y模型组与正常对照组大鼠体质量(血
糖水平和饮水量的总体差异比较采用重复测量两因素

方差分析$多重比较采用 Z8)*22w/.'().8检验' ?Y
模型组('AYZ`组和正常对照组大鼠视网膜血管中伊
文思蓝渗漏量(视网膜中 "D&YAF(<XbA'(.88-3+91 和
WPcb0BX&相对表达水平的总体差异比较采用单因
素方差分析$组间多重比较采用 Z8)*22w/.'().8检验'
采用双尾检测法$IeGSGN 为差异有统计学意义'

<9结果

<;;9各组大鼠造模情况
造模后 H + 和 F(L(H(O(N 周 ?Y模型组大鼠的体

质量分别为 % LUNSHG \FLSGG &( % HGGSHG \LOSMU &(
%HGISGI\HFSFH&(%LMJSGO\OGSIJ&(%HGMSJI\OHSJN&
和%HLHSNL\NFSNI&5$正常对照组大鼠的体质量分别
为 % HFISUL \FOSIU &( % HJNSNN \LOSUJ &( % OGOSON \
HOSLH&( % OLJSFU \HISMO &( % OOOSFU \HNSHH & 和
%OIFSGG\OHSUJ&5$?Y模型组大鼠体质量在造模后呈
缓慢上升趋势$而正常对照组大鼠体质量呈接近直线
上升趋势 %V分组 dFUMSLFG$IdGSGGG)V时间 dFLSMHG$
IdGSGGG&$且在每一时点均显著高于 ?Y模型组大鼠
%H +*7dISLHG$IdGSGGG)F 周*7dISONG$IdGSGGG)L
周*7dUSJOG$IdGSGGG$H 周*7dUSUNG$IdGSGGG$O 周*7d
USMJG$IdGSGGG)N 周*7dMSLFG$IdGSGGG&%图 F&&'

造模后 H + 和 N 周$?Y模型组大鼠的血糖分别为

%LMSJM\OSII&00.-%$和%LOSJO\LSIL&00.-%$$正常
对照组大鼠的血糖分别为 % JSMH \FSFL & 00.-%$和
%NSGU\FSFH&00.-%$' 正常对照组和 ?Y模型组之间
比较$差异有统计学意义%V分组 dHGGSHOH$IdGSGGG&$
而不同时间点间比较差异无统计学意义 %V时间 d
LSHMN$IdGSFLU&)在造模后 H + 及 N 周$?Y模型组大
鼠血糖均显著高于正常对照组$差异均有统计学意义
%7dFNSNNG(FHSNNG$均 IdGSGGG&%图 FE&' 正常对照
组大鼠日平均饮水量约为 NG 0-$造模后第 O 周$?Y模
型组大鼠日平均饮水量为 LGG [HGG 0-$为正常大鼠的 O [
N倍%图 FD&' 尿蛋白检测结果显示$造模后 N 周 ?Y模
型组大鼠尿蛋白检测结果为阳性$而正常对照组为阴性'
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图 ;9不同时间正常对照组与
QM模型组大鼠的各项生理指
标变化!&*造模后 N 周内 ?Y
模型组大鼠的体质量无明显增

加$各时间点均明显低于正常对
照组!E*造模后 L 个组大鼠血
糖水平的比较$在造模后 H + 和
N 周 ?Y模型组与各自的正常对

照组比较$7IeGSGF%独立样本 7检验&!D*造模后 ?Y模型组大鼠
日平均饮水量均明显多于正常对照组大鼠!?Y*糖尿病

!

<;<9各组大鼠视网膜血管渗漏情况
视网膜铺片中可见正常对照组大鼠视网膜血管分

布和管径粗细均匀$走行正常$血管壁平滑$未见伊文
思蓝染料渗漏%图 L&&' ?Y模型组大鼠视网膜血管
管径粗细不均$管壁不完整$可见伊文思蓝染料渗漏
%图 LE&$而 'AYZ`组大鼠视网膜血管的形态接近正
常$在视网膜中的分布与正常对照组相似%图 LD&'

造模后 N 周$依据血液(视网膜中伊文思蓝含量的
标准曲线%图 H&$E&$经统计后得出正常对照组(?Y
模型组('AYZ`组大鼠视网膜中伊文思蓝的渗漏量分
别为%HSFG\FSFH&(%FGSGO\USFU&和%LSJL\HSIH&!-%
%5a )&$H 个组总体比较差异有统计学意义 %Vd
OSUGG$IdGSGLG&$其中 ?Y模型组伊文思蓝的渗漏量
明显多于正常对照组$'AYZ`组大鼠视网膜伊文思蓝
的通透性较 ?Y模型组显著下降$差异均有统计学意
义%IdGSGOF(GSGHN&$'AYZ`组水平接近正常对照
组$差异无统计学意义%IdGSMUH&%图 HD&'

aMFHa中华实验眼科杂志 LGFN 年 O 月第 HH 卷第 O 期!D)91 VP@/ #/)()7-0.-$&/49-LGFN$W.-;HH$X.;O
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图 <9各组大鼠视网膜铺片 m标
尺dNG !0&!&*正常对照组大
鼠视网膜血管大体形态正常!
E*?Y模型组大鼠可见视网膜
伊文思蓝染料渗出于血管壁外

m箭头&!D*'AYZ`组大鼠视网
膜血管接近于正常对照组大鼠

伊
文
思
蓝
质
量
浓
度（

ng
/m
l） 60000

50000
40000
30000
20000
10000

0
-10000 伊

文
思
蓝
质
量
浓
度（

ng
/m
l） 60000

50000
40000
30000
20000
10000

0
-10000

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

A B

A620-A740 A620-A740

伊
文
思
蓝
渗
透
性
[（
μl
/（
g?
h）
]

14
12
10
8
6
4
2
0

正常对照组 DM模型组 α�MSH组

ab

C

图 =9伊文思蓝法检测血[视
网膜屏障功能!&*血液中伊
文思蓝含量的标准曲线!E*
视网膜中伊文思蓝含量的标

准曲线!D*各组视网膜中伊
文思蓝通透性的量化比较!
VdOSUGG$IdGSGLG;与正常对

照组比较$7IeGSGN)与 'AYZ`组比较$:IeGSGNm单因素方差分析$
Z8)*22w/.'().8检验&!?Y*糖尿病)YZ *̀黑素细胞刺激素

<;=9各组大鼠神经视网膜和视网膜血管超微结构变化
正常对照组大鼠视网膜造模后 N 周$?Y模型组

脉络膜毛细血管基底膜呈复层化$如洋葱皮样)在脉络
膜毛细血管管腔的一侧可见略微肿胀的血管内皮细

胞)视网膜色素上皮 m4*(917-/950*1(*/9()*-930$B̂ P&
细胞间隙扩张$呈空泡样改变' 接近内界膜的视网膜
毛细血管内皮细胞肿胀(变形$红细胞呈泥沙样淤积$
与内皮细胞黏附$视网膜毛细血管管腔狭窄)'AYZ`
组大鼠脉络膜和视网膜血管超微结构(形态接近于正
常对照组m图 O&'
<;A9各组大鼠视网膜中相关基因的表达变化

正常对照组(?Y 模型组('AYZ`组视网膜中
"D&YAF 0BX&的相对表达水平分别为 GSHU \GSLU(
FSGH\GSON 和 GSHG\GSHF$总体比较差异有统计学意
义mVdFFSOUG$IdGSGGG&$与正常对照组比较$?Y模
型组"D&YAF 0BX&的相对表达量明显升高$差异有统
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图 A9透射电子显微镜下观察脉络膜和视网膜血管超微结构的变化
m标尺dNGG 10&!&*正常对照组脉络膜毛细血管管腔通畅$基底膜
完整$呈串珠样!E*正常对照组视网膜毛细血管基底膜正常$胶原
纤维排列整齐$管腔通畅$其内可见通过的红细胞!D*?Y模型组脉
络膜毛细血管基底膜复层化m黑三角& $脉络膜毛细血管内皮细胞肿
胀m白三角& $B̂ P层空泡化m箭头&!?*?Y模型组视网膜毛细血管
中可见肿胀(变形的血管内皮细胞m白三角& $视网膜毛细血管中的
红细胞呈泥沙状淤积m白箭头&!P*'AYZ`组脉络膜毛细血管通畅
b*'AYZ`组视网膜小血管管腔通畅$血管内可见少量红细胞及血小
板!?Y*糖尿病)YZ *̀黑素细胞刺激素
!

计学意义mIdGSGGO&$'AYZ`组的相对表达量接近正
常对照组$差异无统计学意义mIdGSUIH&)'AYZ`组
大鼠视网膜中 "D&YAF 0BX&相对表达水平明显低于
?Y模型组$差异有统计学意义mIdGSGGF&m图 N&&'

正常对照组(?Y模型组和 'AYZ`组大鼠视网膜
中 <XbA'0BX&的相对表达水平分别为 FSNJ\FSJM(
FHSIF\NSIF 和 OSFF\LSHJ$H 个组总体比较差异有统
计学意义mVdLOSGHG$IdGSGGG&$?Y模型组 <XbA'
0BX&相对表达水平明显高于正常对照组和 'AYZ`
组$差异均有统计学意义m均 IdGSGGG&$'AYZ`组与
正常对照组"D&YAF 0BX&相对表达水平接近$差异无
统计学意义mIdGSUIH&m图 NE&'

正常对照组(?Y模型组('AYZ`组视网膜中的
.88-3+91 0BX&相对表达水平分别为 GSMG\GSHO(GSOF\
GSFU 和 GSUJ\GSHO$总体比较差异有统计学意义mVd
FFSOUG$IdGSGGM&$?Y模型组大鼠的 .88-3+91 0BX&

相对表达水平明显低于正常对照组和 'AYZ`组$差异
均有统计学意义mIdGSGLL(GSGLO&$'AYZ`组与正常
对照组 .88-3+91 0BX&相对表达水平接近$差异无统
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计学意义%IdGSMJG&%图 ND&'
正常 对 照 组( ?Y 模 型 组 和 'AYZ` 组 WPcb

0BX&相对表达水平分别为 GSNU\GSLO(GSOJ\GSFJ
和 GSNG\GSFN$H 个组间总体比较差异无统计学意义
%VdGSIMF$IdGSOJJ&%图 N?&'
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图 N9各组大鼠视网膜中血管渗漏相关基因的表达比较!&3各组大
鼠视网膜中 "D&YAF 0BX&相对表达比较!VdFFSOUG$IdGSGGG;与

正常对照组比较$7IeGSGF)与 'AYZ`组比较$:IeGSGF%单因素方差
分析$Z8)*22w/.'().8检验&!E3各组大鼠视网膜中 <XbA'0BX&相

对表达比较!VdLOSGHG$IdGSGGG;与 ?Y模型组比较$7IeGSGF%单
因素方差分析$ Z8)*22w/.'().8检验 & ! D3各组大鼠视网膜中
.88-3+91 0BX&相对表达比较!VdFFSOUG$IdGSGGM;与 ?Y模型组

比较$7IeGSGF%单因素方差分析$Z8)*22w/.'().8检验&!?3各组大
鼠视网膜中 WPcb0BX&相对表达比较!VdGSIMF$IdGSOJJ%单因
素方差分析&!F3正常对照组)L3?Y模型组)H3'AYZ`组!"D&Y3
细胞间黏附分子)<Xb3肿瘤坏死因子).88-3+913闭合蛋白)WPcb3血
管内皮生长因子

=9讨论

鼠尾静脉注射 Z<l可导致胰岛 $细胞的选择性
死亡$引起胰岛素分泌量绝对不足而致出现高血糖症
状$大鼠可出现体质量减轻$多饮(多尿(多食等与 F 型
?Y相似的代谢综合征' 因为胰岛 $细胞的损伤是永
久性的$所以 Z<l诱导的 F 型 ?Y模型不会随时间的
延长自行减轻或恢复

+FL, ' 本研究中注射 Z<l后发现$
?Y模型组大鼠体质量显著低于正常对照组$且血糖
与日饮水量均显著高于正常对照组$提示 ?Y模型组
大鼠出现典型的 ?Y代谢症状$造模成功' 另外$
'AYZ 为̀玻璃体腔注射$对注射 'AYZ`的 ?Y大鼠生
理指标的检测提示$'AYZ`对 ?Y引起的全身代谢指
标影响不明显'

在 Z<l诱导的 ?Y大鼠模型中$视网膜血管损伤
的早期表现之一即为 EBE破坏和血管渗漏$与人 ?B
的初始阶段相似

+L, ' 本研究伊文思蓝实验结果显示$

Z<l诱导的 ?Y大鼠在造模后 N 周可出现功能性的
EBE破坏和血管渗漏' 同时透射电子显微镜观察结
果也显示$?Y大鼠脉络膜毛细血管基底膜复层化$
B̂ P层有空泡样变)而视网膜毛细血管出现管腔狭
窄$内皮细胞肿胀和血细胞的泥沙样淤积$这些超微结
构的变化提示在?Y大鼠造模后 N 周$外层EBE%主要
由 B̂ P细胞组成&和内层 EBE%主要由视网膜毛细血
管内皮细胞组成&均出现一定程度的损伤$从而形成
?Y视网膜血管渗漏的形态学基础' 玻璃体腔注射
'AYZ 后̀$?Y视网膜血管的功能性渗漏和形态明显
改善$与正常对照组接近$这一结果提示$继我们先前
证实的 'AYZ`在 Z<l诱导的 ?Y大鼠视网膜中的抗
凋亡(抗氧化应激作用之后 +FF, $这一肽类物质还对
EBE破坏引起的视网膜血管渗漏起到保护作用'

另一方面$本研究还对 'AYZ`在 ?Y视网膜中渗
漏保护作用的机制进行了探讨' 首先$'AYZ`可以显
著降低 ?Y大鼠视网膜中促炎因子 "D&YAF 和<XbA'
的表达$这与我们先前的研究结果 +FF,

一致$提示

'AYZ 可̀以改善高血糖和氧化应激造成的视网膜炎性
微环境' 其次$'AYZ`显著上调 ?Y大鼠视网膜中
.88-3+91 0BX&的表达水平' 5<<8(:&# 基因编码的蛋
白是视网膜血管内皮细胞之间紧密连接的重要组成成

分$是构成 EBE的关键蛋白之一 +FH, ' 据文献报道$在
?Y大鼠模型以及高糖刺激的视网膜血管内皮细胞中
.88-3+91 的表达可显著降低 +FOTFN, $进而引起 EBE破坏

和血管渗漏' 本研究结果也显示$.88-3+91 在 ?Y视网
膜中的表达降低$而 'AYZ`对 .88-3+91 表达的促进作
用提示其可以通过加强视网膜血管内皮细胞之间的紧

密连接而增强 EBE的功能' 最后$WPcb0BX&水平
在各组之间差异无统计学意义' 这与我们先前的研究
结果

+FJ,
以及文献报道

+FITFU,
相一致$WPcb0BX&水平

在 Z<l诱导的 ?Y大鼠成模后 FG 周和 FL 周才会出现
显著上调$而在成模早期%U 周以前&并无显著变化)但
这并不排除 WPcb在蛋白水平的表达上调$或 WPcb%
WPcbBL 介导的信号传导通路的活性增高'

总之$玻璃体腔注射 'AYZ`可以在早期 ?Y大鼠
视网膜中起到减轻视网膜血管渗漏和改善 EBE超微
结构的保护作用$而这种保护作用可能是由于 'AYZ`

改善 ?Y视网膜中促炎因子上调引起的炎性微环境$

以及加强血管内皮细胞间的紧密连接引起的' 'AYZ`

在早期 ?Y大鼠视网膜中具有抗氧化应激(抗凋亡(抗
渗漏的保护作用$提示其可以开发成为一种新型(有效
的针对早期 ?B的干预手段'
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