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!实验研究!

\Vac09F 和 \Vac09Q 在氧诱导视网膜病变小鼠
视网膜中表达的变化

朱丹,新吉夫,郭凯

,,"摘要#,背景,早产儿视网膜病变$0I1%是氧动力学异常导致严重视网膜血管病变的致盲眼病( 血管
内皮生长因子$\Vac%在 0I1发病机制中发挥重要作用'但 \Vac受体$\Vac0%在 0I1发病中的作用研究
较少(,目的,研究不同鼠龄氧诱导视网膜病变$IJ0%小鼠视网膜中 \Vac09F 和 \Vac09Q 的表达变化(,
方法,将 NK 只 !1c级出生后 M 6$1M%的 CHMT̂ ON[小鼠与哺乳母鼠一起在体积分数$MHjQ%h IQ条件下饲养

H 6'建立 IJ0小鼠模型 $IJ0组%'以 NK 只正常环境饲养的同品系同龄小鼠作为正常对照组( 分别于 1Z&
1FF&1FQ&1FL&1FY&1FZ 鼠龄时摘取 Q 个组小鼠双侧眼球'制备视网膜切片'采用苏木精G伊红染色法检测小鼠
视网膜血管的发育情况)采用实时荧光定量 1C0法检测不同鼠龄小鼠视网膜中 \Vac09F 和 \Vac09Q #0E-
的相对表达水平)采用免疫组织化学法观察小鼠视网膜中 \Vac09F 和 \Vac09Q 蛋白的表达(,结果,组织
病理学结果显示'IJ0组 1FL&1FY&1FZ 小鼠有较多的血管内皮细胞核突破内界膜'光学显微镜下内界膜下的
细胞增生'排列紊乱'视网膜表面或视网膜前有新生血管芽'但正常对照组各鼠龄小鼠视网膜结构正常( IJ0
组 1FQ&1FL&1FY 和 1FZ 小鼠视网膜中 \Vac09F #0E-的平均相对表达水明显高于正常对照组'差异均有统
计学意义 $9kKbKYN&KbKKK&KbKKK&KbKYQ%)IJ0组 1Z&1FF&1FQ&1FL&1FY 和 1FZ 小鼠视网膜中 \Vac09Q
#0E-的平均相对表达水平明显高于正常对照组'差异均有统计学意义 $均 9lKbKF%( 两个组间 1Z&1FF&
1FQ&1FL&1FY&1FZ 小鼠视网膜中 \Vac09F 蛋白阳性表达强度的差异均无统计学意义 $=kHKbKK&LNbKK&
YFbKK&LFbKK&QZbKK&LNbKK'均 9mKbKH%)正常对照组与 IJ0组间 1Z 和 1FF 小鼠视网膜中 \Vac09Q 蛋白阳性
反应强度的差异无统计学意义$均 9mKbKH%'正常对照组 1FQ&1FL 小鼠视网膜中 \Vac09Q 蛋白的表达减弱'
但 IJ0组同鼠龄小鼠视网膜中 \Vac09Q 蛋白的表达增强'Q 组间差异均有统计学意义$均 9lKbKF%)Q 个组
1FY 小鼠视网膜中 \Vac09Q 蛋白表达均明显增强'但 IJ0组的表达强度仍显著高于正常对照组'差异有统计
学意义$9lKbKF%( 正常对照组 1FZ 小鼠视网膜中 \Vac09Q 蛋白表达减弱'IJ0组 \Vac09Q 表达强度达峰
$=kQKbFF'9lKbKF%(,结论,\Vac0参与 IJ0小鼠视网膜新生血管的形成'\Vac09Q 的促新生血管新生
作用强于 \Vac09F(,
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,,早产儿视网膜病变 $ 8%23*5;"2)<5>;8%#"2$832<'
0I1%是由于视网膜血管尚未发育完全产生视网膜新
生血管并导致纤维组织增生所致'造成视力的严重损
害( 随着围产医学的进步'早产儿的生存率明显提高'
0I1发生率也有所增加'在发达国家是新生儿和儿童
致盲的首位原因

+F, ( 来自中国的相关研究显示'出生

体质量低于 Q KKK +的早产儿 0I1的患病率高达
FMbFZh+Q, ( 视网膜新生血管$8%23*"&*%5="74$&"83W"235*'

0E\%形成是 0I1发生及发展的重要病理改变'血管
内 皮 生 长 因 子 $ ="74$&"8%*652)%&3"&+85@2) >"4258'
\Vac%在0I1患者0E\的发生中发挥重要作用 +LGY, '

但\Vac受体$="74$&"8%*652)%&3"&+85@2) >"42588%4%;258'
\Vac0%包括两种亚型'而关于 \Vac究竟是通过哪
种 \Vac0发挥作用目前研究较少( 本研究建立氧诱
导视网膜病变 $5?<+%*93*6$4%6 8%23*5;"2)<'IJ0%小鼠
模型'评估 \Vac09F 和 \Vac09Q 在模型鼠 0E\发生
及发展中的作用(

51材料与方法

5'51实验动物

FQK 只 M 日龄 !1c级 CHMT̂ ON[小鼠'雌雄各半'
购自内蒙古医科大学动物实验室'饲养于内蒙古医科
大学 !1c级动物实验室( 在本研究中'实验动物的使

用和管理遵循国家科学委员会颁布的.实验动物管理
条例/(
5'61IJ0小鼠模型的制作

将 NK 只出生 M 6$1M%的 CHMT̂ ON[小鼠与哺乳母
鼠一起置于高氧环境中饲养'氧气体积分数控制在
$MHjQ%h'环境温度为 QL tQH n( 将小鼠置于 FQ )
光照OFQ ) 黑暗环境中'每 Q 天更换哺乳母鼠和垫料'
加水加食'饲养 H 6 后回到正常环境( 在正常环境中
饲养的 NK 只同品系同龄小鼠作为正常对照组( 分别
将 1Z&1FF&1FQ&1FL&1FY&1FZ 小鼠以颈椎脱臼法处
死'摘取小鼠双侧眼球进行后续实验(
5'71小鼠视网膜血管的病理组织学检查

用质量分数 Yh多聚甲醛固定小鼠眼球 QY )'常
规脱水'浸蜡'石蜡包埋( 常规脱蜡后制备视网膜
Y !#厚切片'用苏木精G伊红染色'高倍镜下$YKK 倍%
观察切片中突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核并计

数( 每张切片任意选取 H 个高倍视野计算阳性细胞平均
数'仅计数与内界膜有紧密联系的血管内皮细胞核'不包
括玻璃体腔内其他与内界膜无联系的血管内皮细胞核(
5': 1 实时荧光定量 1C0法检测小鼠视网膜中
\Vac09F #0E-和 \Vac09Q #0E-的表达水平

剥离小鼠视网膜'用 B83W5&试剂提取总 0E-'并用
紫外分光光度计法定量( 行逆转录反应合成 4/E-'

!LY!中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F
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以其为模板进行实时荧光定量 1C0( 根据 a%*T"*d
中 cÂ YQKG&cÂ YQKJ 基因序列设计引物( \Vac09F
上游引物*H -9CC-CCBCC-BaBBBa--a-C9L -)探针*
H-9-aBCC-aaBa--BCaCBBC-9L -) 下 游 引 物* H -9
B-CC-aC-aBCBaCBa-CCBCCCC9L-)\Vac0Q*上游
引物* H -9CBCC-BCBBBBaaBaaa-Ba9L -)探针* H -9
aCBaaBCBaaBBaa-aCCB9L-)下游引物*H -9-aaCC
-C-a-CBCCCBaCBBBB-CBa9L-)"9"423* 内参照上游
引物* H -9BaCCBa-CaaBC-aaBC-9L -) 探 针* H -9
C-CB-BCaaC--Ba-aCaaBBCCa9L-)下游引物*H -9
C-aa--aa--aaCBQaa--a9L-( 反应条件为*RH n
预变性 H #3*'RH n变性 FH 7'NK n退火 LK 7'RH n变性
F #3*'HH n退火 F #3*'共 YK 个循环( 反应结束后'记
录荧光强度达阈值时的循环数'采用相对定量 QG((C2

法'计算每个目的基因 #0E-相对拷贝数'实验重复 L
次'取平均值(
5'?1免疫组织化学法检测小鼠视网膜中 \Vac09F 和
\Vac09Q 蛋白的表达

切片制作方法同 F'L 中所述'常规用二甲苯脱蜡'
高压下枸橼酸抗原修复 Q #3*'浸入体积分数 KbLh DQIQ

中 FK #3*'1T! 洗涤 L 次'每次 H #3*'体积分数 QKh羊
血清 LM n封闭 LK #3*( 分别加入 KbF #&兔抗小鼠
\Vac09F 抗体$:79KFMK0'F eQKK%$北京博奥森制剂公
司%和 KbF #&兔抗小鼠 \Vac09Q 抗体 $ :79KHNH0'F e
QKK%$北京博奥森制剂公司%'Y n孵育过夜'室温放置
LK #3* 后'加入生物素标记的羊抗兔 J+a$]JBRMFK'未
稀释%$福州迈新生物技术开发有限公司%'LM n孵育
FK #3*'1T! 洗涤 L 次'每次 H #3*'加入链霉抗菌生物
素蛋白G过氧化酶'1T! 洗涤 Q 次'每次 H #3*( 二氨基
联苯胺$ 63"#3*5:%*W363*%'/-T%显色 H #3*'苏木素染
色 M #3*'盐酸乙醇分化 LK 7'流水冲洗 M #3* 返蓝'体
积分数 RHh乙醇浸泡 LK 7'分别在无水乙醇#&无水乙
醇*&二甲苯#和二甲苯*浸泡 H #3*'晾干封片'显微
镜下拍照( 以细胞质内出现淡黄色至棕褐色颗粒为阳
性反应细胞'每张切片任意选取 H 个高倍视野计算阳
性细胞平均数'阳性细胞!QHh者为r'QNhtHKh者
为rr'HFhtMYh者为rrr'"MHh者为rrrr'重复 L 次(
5'N1统计学方法

采用 !1!! FL'K $美国 JT. !1!! 公司%统计学软
件进行分析( 本研究中实施荧光定量 1C0测量指标
的数据资料经 !)";3859_3&d 检验呈正态分布'以 Ej8
表示'Q 个组间均数经 Y检验证实方差齐( 采用完全
随机分组两因素两水平研究设计'正常对照组与 IJ0
组不同鼠龄小鼠视网膜中 \Vac09F #0E-和 \Vac09Q

#0E-相对表达的总体差异比较均采用两因素方差分
析'组间和组内的多重比较采用 !̂/9/检验( 本研究
中免疫组织化学的检测指标为等级数据资料'采用
c83%6#"* =检验法比较 Q 个组不同鼠龄小鼠视网膜
\Vac0蛋白不同反应强度下的样本个数差异( 采用
双尾检测法'9lKbKH 为差异有统计学意义(

61结果

6'51Q 个组小鼠视网膜血管生长情况
正常对照组 1Z&1FF&1FQ&1FL&1FY&1FZ 小鼠突破

内界膜的血管内皮细胞核数均为 KbKKK'IJ0组 1Z&
1FF&1FQ 小鼠也未见突破内界膜的血管内皮细胞核'
IJ0组 1FL&1FY&1FZ 小鼠突破内界膜的血管内皮细胞
核数分别为 KbNKK jKbHFN&LbFKK jFbLMK 和 ZbMKK j
QbFFF( 苏木精G伊红染色可见正常对照组小鼠及模
型组 1Z 小鼠视网膜内界膜平整'视网膜结构清晰'表
面光滑'未见血管内皮细胞核突入玻璃体腔( 模型组
1FL 小鼠可见少量血管内皮细胞核突破内界膜'1FZ
小鼠可见有较多的血管内皮细胞核突破内界膜'内界
膜下细胞增生'排列紊乱'并见视网膜表面或视网膜前
有大量新生血管芽$图 F%(

A B C

D E F
图 51各组小鼠视网膜新生血管的组织病理学检查$DVoYKK%,-*
正常对照组 1Z 小鼠视网膜形态正常'未见新生血管,T*正常对照
组 1FL 小鼠视网膜结构正常,C*正常对照组 1FZ 小鼠未见新生血
管芽,/*IJ0组 1Z 小鼠视网膜接近正常'未见新生血管,V*IJ0
组 1FL 小鼠可见血管内皮细胞核突破内界膜$箭头%,c*IJ0组 1FZ
小鼠视网膜表面或视网膜前有大量新生血管芽$箭头%

6'61Q个组小鼠视网膜中 \Vac09F #0E-和 \Vac09Q
#0E-的相对表达水平
6'6'51小鼠视网膜中 \Vac09F #0E-的表达水平,
Q 个组小鼠在不同组间和不同鼠龄视网膜中 \Vac09F

!YY! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



#0E-的相对表达差异均有统计学意义 $ Y分组 k
YbRZK'9kKbKQZ)Y鼠龄 kF LLZbQHK'9lKbKKF%( 随着
鼠龄的增加'正常对照组和 IJ0组小鼠视网膜中
\Vac09F #0E-的表达量逐渐增高'1Z&1FF 组间差异
无统计学意义 $9kKbMHQ&KbQMY%'但 IJ0组 1FQ 和
1FZ 小鼠稍高于同龄正常对照组小鼠'但差异无统计
学意义$9kKbKYN&KbKYQ%'而 1FL&1FY 小鼠视网膜中
\Vac09F #0E-表达均明显高于同龄对照组小鼠'差
异均有统计学意义$9kKbKKK&KbKKK%$表 F%(

表 516 个组小鼠不同时间点视网膜 pP6̂ 9L5
+9J/的表达$'W('6_""=$%

组别 样本量
不同鼠龄 \Vac09F 表达

1Z 1FF 1FQ 1FL 1FY 1FZ

正常对照组 FK KbQLjKbKY KbQZjKbKN KbLQjKbKZ KbQZjKbKZ KbLNjKbFF KbHMjKbFQ
IJ0组 FK KbQLjKbKH KbQMjKbKH KbLYjKbKM KbLZjKbFY" KbYHjKbFK" KbHZjKbFY

,注*Y分组 kYbRZK'9kKbKQZ)Y鼠龄 kF LLZbQHK'9lKbKKF'与各自对照

组小鼠比较'"9lKbKF,\Vac0*血管内皮生长因子受体)IJ0*氧诱导

视网膜病变$两因素方差分析' !̂/9/检验%

6'6'6 1 Q 个组不同鼠龄小鼠视网膜中 \Vac09Q
#0E-的表达水平,Q 个组小鼠在不同组间和不同鼠
龄视网膜中 \Vac09Q #0E-的相对表达差异均有统
计 学 意 义 $ Y分组 kQ NNZbZYK' 9lKbKKF) Y鼠龄 k
F KNQbQMK'9lKbKKF%( 随着鼠龄的增加'正常对照组
和 IJ0组各鼠龄视网膜 \Vac09Q #0E-的相对表达
量逐渐增高( 各鼠龄 IJ0组小鼠视网膜中 \Vac09Q
#0E-的相对表达量均明显高于正常对照组'差异均
有统计学意义$均 9lKbKF%$表 Q%(

表 616 个组小鼠不同鼠龄视网膜 pP6̂ 9L6
+9J/的表达$'W('6_""=$%

组别 样本量
不同鼠龄 \Vac09Q #0E-表达

1Z 1FF 1FQ 1FL 1FY 1FZ

正常对照组 FK KbQZjKbKH KbQLjKbKY KbLLjKbKZ KbLLjKbKH KbNQjKbFZ KbYNjKbFL
IJ0组 FK KbLLjKbKR" KbYHjKbFK" KbYRjKbFY" KbNFjKbFN" KbMLjKbQF" KbZNjKbQQ"

,注*Y分组 kQ NNZbZYK'9lKbKKF)Y鼠龄 kF KNQbQMK'9lKbKKF'与各自的

对照组小鼠比较'"9lKbKF$两因素方差分析' !̂/9/检验%,\Vac0*血

管内皮生长因子受体)IJ0*氧诱导视网膜病变

6'71Q 个组小鼠视网膜\Vac09F 和 \Vac09Q 蛋白的
表达变化

6'7'51Q 个组小鼠视网膜中 \Vac09F 蛋白的表达,
在小鼠视网膜发育的不同阶段'\Vac09F 在血管形成
活跃区有弱的表达( 随着视网膜血管变化'其表达部
位有变化'但表达强度变化不明显( 正常对照和 IJ0
组小鼠视网膜的 \Vac09F 阳性表达强度差异均无统

计学意义 $ =kHKbKK& LNbKK& YFbKK& LFbKK& QZbKK&
LNbKK'均 9mKbKH%$表 L%(

表 71不同鼠龄小鼠在不同 pP6̂ 9L5 蛋白表达强度下的
样本个数比较$正常对照组@H;9组'"%

鼠龄 样本量
不同表达强度的样本个数

r rr rrr rrrr
= 9

1Z FK H OY Y OH F OF K OK HKbKK KbRZ
1FF FK Y OL Y OY Q OL K OK LNbKK KbMY
1FQ FK Y OQ L OH L OL K OK YFbKK KbZM
1FL FK L OF Y OL L ON K OK LFbKK KbNZ
1FY FK Q OQ L OF H OM K OK QZbKK KbHM
1FZ FK Q OQ Y OQ Y ON K OK LNbKK KbMY

,注*\Vac0*血管内皮生长因子受体) IJ0*氧诱导视网膜病变

$c83%6#"* =检验%

6'7'61\Vac09Q 蛋白在小鼠视网膜中的表达情况,
Q 个组间 1Z 和 1FF 小鼠视网膜中'不同 \Vac09Q 蛋
白表达强度的样本频数差异均无统计学意义 $=k
LNbHK&QMbHK'均 9mKbKH%)正常对照组 1FQ&1FL 小鼠
视网膜中\Vac09Q 表达有减弱的趋势'但 IJ0组同龄
小鼠视网膜中不同表达强度的样本频数多于正常对照

组'不同表达强度的样本频数差异均有统计学意义
$=kFMbKK&FZbKK'均 9lKbKF%)Q 个组间 1FY 小鼠视
网膜中 \Vac09Q 表达均明显增强'各细胞层均呈强表
达'但 IJ0组表达明显强于正常对照组'不同表达强
度的样本频数差异有统计学意义 $=kQHbKK'9l
KbKF%( 正常对照组1FZ 小鼠视网膜中\Vac09Q 表达
减弱'而 IJ0组 \Vac09Q 的表达仍显著增强'差异有统
计学意义$=kQHbKK'9lKbKF%$表 Y%(

表 :1不同鼠龄视网膜在不同 pP6̂ 9L6 蛋白表达
强度的样本个数比较$正常对照组@H;9组'"%

鼠龄 样本量
不同表达强度的样本个数

r rr rrr rrrr
= 9

1Z FK N OY L OH F OF K OK LNbHK KbMH
1FF FK H OQ Y OM F OF K OK QMbHK KbHN
1FQ FK F OQ Z OM F OF K OK FMbKK KbKK
1FL FK F OF Z OM F OF K OF FZbKK KbKK
1FY FK L OK Y OF L OH K OY QHbKK KbKK
1FZ FK K OK H OK L OH Q OH QHbKK KbKK

,注*\Vac09Q*血管内皮生长因子受体)IJ0*氧诱导视网膜病变

$c83%6#"* =检验%

71讨论

0I1的产生与缺氧相关( 在高浓度持续吸氧条
件下'早产儿未发育完全的视网膜组织得到氧供'视网
膜血管停止或延缓向无血管区的生长'一旦撤离高氧
条件'无血管区视网膜则处于低氧状态'引起 \Vac大
量表达'促使新生血管生成'进而导致 0I1+HGM, ( 临床
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研究证实'氧浓度和供氧时间与 0I1相关 +Z, ( 本实验
将出生后 M 6 的小鼠置于 MHhIQ环境下连续饲养 H 6'
然后置于正常环境中继续饲养'对不同鼠龄小鼠视网
膜新生血管进行组织病理学观察'发现正常对照组小
鼠视网膜内界膜平整'未见突入玻璃体腔的血管内皮
细胞核'而 IJ0组小鼠在高氧条件下'视网膜可见少
量血管内皮细胞核突破内界膜'1FZ 小鼠可见有较多
的血管内皮细胞核突破内界膜'并见视网膜表面或视
网膜前有新生血管芽'表明本实验所建立的 IJ0小鼠
模型的表现与临床 0I1相符(

\Vac0主要包括 \Vac09F 和 \Vac09Q( \Vac09F
的生物学效应主要是诱导内皮细胞迁移'无促内皮细
胞分裂增生作用'而 \Vac09Q 主要促进有丝分裂&新
生血管形成和血管通透性增加

+RGFK, ( 本实验结果显
示'在高氧诱导下形成 0I1的小鼠视网膜中 \Vac09Q
表达随着鼠龄的增加而逐渐增强'且伴新生血管出现'
提示 \Vac09Q 在 0I1形成中可能扮演了重要角色)
而 IJ0组小鼠视网膜中 \Vac09F 表达随着鼠龄增加
而未发生显著变化'提示 0I1的形成与 \Vac09F 的
表达关联性较差( 小鼠脱离高氧环境立刻置于正常环
境中饲养时'造成了相对低氧状态'促进了 \Vac的大
量表达'通过与 \Vac09Q 结合'受体激活后发挥促血
管新生作用'这可能是 0I1发生的分子机制 +FF, (

本研究仅完成了不同鼠龄小鼠视网膜 \Vac0表
达强度的检测'但并未进行功能性验证'研究结果有一
定局限性'但与前期细胞实验结果相一致 +FQ, '可为解
释 0I1机制的假说提供参考( 实时定量 1C0显示'
IJ0组小鼠 \Vac09Q #0E-的表达与小鼠出生后的
时间呈平行关系'即随着高氧时间的延长'小鼠视网膜
出现相对缺氧状态'刺激其产生过量的 \Vac09Q 以保
证足够的受体与 \Vac结合'继而大量生成视网膜新
生血管( 正常对照组 1FY 小鼠视网膜中 \Vac09Q
#0E-及其蛋白表达达到最高值'提示正常对照组小
鼠出生 FY 6 视网膜血管仍处于发育阶段'1FZ 小鼠视
网膜中 \Vac09Q #0E-和蛋白表达水平显著降低'提
示视网膜发育完全后'正常视网膜对 \Vac09Q 的需求
量下降'因此 \Vac09Q 表达下调'而 IJ0组 1FZ 小鼠
\Vac09Q #0E-表达仍显著增加'提示视网膜血管发
育异常'结合视网膜表面新生血管芽大量出现'认为可
能因为视网膜新生血管的形成仍需要 \Vac09Q 的高
表达'但这一推测需要进一步的功能学研究进行验证'
如 0E-3或者基因敲除动物实验(

\Vac09F 在两组小鼠视网膜发育及 IJ0的发生
及发展中均有弱表达'随着视网膜血管变化'其表达部

位有变化'但表达强度变化不明显( 1Z 和 1FF 时'Q
个组小鼠 \Vac09Q 蛋白阳性表达强度并无差异)1FQ&
1FL 时正常对照组 \Vac09Q 表达减弱'但 IJ0组不断
增强)1FY 时两组 \Vac09Q 表达均明显增强'在各细
胞层均有强表达'但 IJ0组的表达强度仍显著高于正
常对照组( 小鼠至 1FZ 时'正常对照组 \Vac09Q 表达
减弱'而 IJ0组 \Vac09Q 表达显著增强)正常对照组
各个阶段比较发现'1FY 时 \Vac09F 表达最强'IJ0
组 1FZ 时 \Vac09Q 表达最强( 可以推断高氧状态下
的小鼠立即置于正常环境后造成的相对缺氧状态'可
导致视网膜缺氧缺血' 刺激视网膜产生大量的
\Vac09Q'可促使大量视网膜新生血管的生成'其信号
的强弱直接影响 IJ0的严重程度(

综上所述'\Vac09Q'而不是 \Vac09F'可能在
IJ0中起着重要作用( 因此'本研究可为 0I1发病机
制提供数据参考'也为开发抗 \Vac09Q 和信号通路阻
断药物提供理论支持(
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