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!实验研究!

芪灯明目胶囊对氧诱导视网膜病变小鼠视网膜

血管的保护作用

刘春梦!丁珊!董雪雯!赵丹丹!蒲思源!裴利!张富文
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!!$摘要%!目的!研究芪灯明目胶囊对氧诱导视网膜病变&ABW'小鼠视网膜新生血管形成及重塑的影

响(!方法!将 %4 只出生后第 $ 天的& $̀'b =̀级 T@$_a>4\幼鼠采用随机数字表法分为正常组)ABW组)芪灯

明目胶囊组和阿帕替尼组"每组 E 只( 正常组小鼠于正常环境下饲养"其余小鼠均在高氧环境中+氧浓度为
&$@r3'Y,饲养 @ +& $̀ Z̀ "3'后再在正常环境中饲养 @ +& "̀3 Z̀ "$'建立 ABW模型( 芪灯明目胶囊组和阿

帕替尼组从 "̀3 开始分别给予芪灯明目胶囊 & E## '0>e0'与血管内皮生长因子受体 3 抑制剂阿帕替尼
&$# '0>e0'灌胃"" 次>+"连续 @ +( "̀$ 时"摘取小鼠眼球"制作眼球石蜡切片并行苏木精[伊红染色"计数各

组小鼠突破内界膜的血管内皮细胞数目*制作视网膜铺片并行 =BST,+627H(/ 荧光染色"计算视网膜无灌注区

面积比)新生血管密度与总血管密度*采用免疫荧光染色法检测视网膜血管内皮细胞标志物 T:%" 与周细胞

标志物 ),平滑肌肌动蛋白&),b98'的分布和荧光强度*采用免疫组织化学染色法检测视网膜缺氧诱导因子
")&VB=,")'与血管内皮钙黏蛋白&;&,C(+-6H)/'的表达分布(!结果!正常组)ABW组)芪灯明目胶囊组和阿

帕替尼组突破内界膜的血管内皮细胞数目分别为 & 3XF%r?X?#')& %$X%%r@X?%')& 3%XF%r4X$E'和 & "?X##r

EX%?'个"总体比较差异有统计学意义&Rk3FX%"%"Om#X##"'"其中 ABW组突破内界膜血管内皮细胞数明显多

于正常组)芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'( 视网膜铺片结果显示"ABW组

视网膜存在大片无灌注区域与新生血管芽"血管迂曲"分布紊乱"芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组血管分布较
ABW组更均匀"无灌注区面积和新生血管较 ABW组减少( 正常组)芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组视网膜无灌

注区面积比和新生血管密度均较 ABW组降低"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'( 正常组)芪灯明目胶囊组

和阿帕替尼组 T:%" 免疫荧光强度和 VB=,")吸光度值明显低于 ABW组"),b98免疫荧光强度和 ;&,C(+-6H)/

吸光度值明显高于 ABW组"差异均有统计学意义&均 Om#X#@'(!结论!芪灯明目胶囊能够抑制 ABW小鼠视

网膜新生血管形成"增加血管周细胞覆盖"缓解视网膜缺氧以及增加血管完整性"对 ABW小鼠视网膜血管起

到保护作用(!

$关键词%!视网膜新生血管* 氧诱导视网膜病变* 小鼠* 芪灯明目胶囊* 阿帕替尼
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"67%+.*#+#8I7J,#+&),8S.)/O6J7)0(767-66KK6C7.Kj)+6/09)/0'I C(NJI*6./ 7-6K.H'(7)./ (/+ H6'.+6*)/0

.KH67)/(*/6.O(JCI*(H)Q(7)./ )/ ')C6P)7- .2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M&ABW'5!=,+/"-%!S-)H7M,J)2N.J7/(7(*+(M$

& $̀' b =̀0H(+6T@$_a>4\NINJP6H6+)O)+6+ )/7./.H'(*0H.IN"ABW0H.IN"j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN (/+

(N(7)/)L 0H.IN LMH(/+.'/I'L6H7(L*6'67-.+"P)7- E ')C6)/ 6(C- 0H.IN5S-6')C6)/ 7-6/.H'(*0H.IN P6H6H()J6+

)/ /.H'(*6/O)H./'6/75S-6')C6)/ 7-6.7-6H7-H660H.INJP6H6K6+ )/ -MN6H.2)C6/O)H./'6/7.K& $@r3'Y .2M06/

C./C6/7H(7)./ K.H@ +(MJKH.' $̀ 7. "̀3 (/+ 7-6/ P6H6K6+ )/ /.H'(*6/O)H./'6/7K.H@ +(MJKH.' "̀3 7. "̀$ 7.

6J7(L*)J- 7-6ABW'.+6*5=H.' "̀3"')C6)/ j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN (/+ (N(7)/)L 0H.IN P6H60)O6/ )/7H(0(J7H)C
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(+')/)J7H(7)./ .Kj)+6/09)/0'I C(NJI*6& E## '0>e0' (/+ O(JCI*(H6/+.7-6*)(*0H.P7- K(C7.HH6C6N7.H3 )/-)L)7.H

(N(7)/)L &$# '0>e0' H6JN6C7)O6*M"./C6(+(MK.H@ C./J6CI7)O6+(MJ5A/ "̀$"N(H(KK)/ J6C7)./J.K'.IJ66M6L(**JP6H6

'(+6(/+ J7()/6+ P)7- -6'(7.2M*)/,6.J)/ 7.C.I/77-6/I'L6H.KO(JCI*(H6/+.7-6*)(*C6**J7-(7LH.e67-H.I0- 7-6

)/76H/(**)')7)/0'6'LH(/65S-6H67)/(*J*)C6JP6H6NH6N(H6+ (/+ J7()/6+ P)7- =BST,+627H(/ 7.RI(/7)KM7-6H67)/(*/./,

N6HKIJ)./ (H6(" /6.O(JCI*(H)Q(7)./ +6/J)7M(/+ 7.7(*O(JCI*(H+6/J)7M5S-6+)J7H)LI7)./ (/+ K*I.H6JC6/C6)/76/J)7M.K

H67)/(*O(JCI*(H6/+.7-6*)(*C6**'(He6HT:%" (/+ N6H)CM76'(He6H),J'..7- 'IJC*6(C7)/ &),b98' P6H6.LJ6HO6+ LM

+.IL*6)''I/.K*I.H6JC6/C6J7()/)/05B''I/.-)J7.C-6')C(*J7()/)/0P(JIJ6+ 7.+676C77-662NH6JJ)./ (/+ +)J7H)LI7)./

.KH67)/(*-MN.2)()/+IC)L*6K(C7.H,")&VB=,")' (/+ O(JCI*(H6/+.7-6*)(*C(+-6H)/ &;&,C(+-6H)/'5S-6IJ6(/+ C(H6

.K(/)'(*JP6H6)/ (CC.H+(/C6P)7- 7-6W60I*(7)./J./ 7-69(/(06'6/7.Ka(L.H(7.HM8/)'(*J)JJI6+ LM7-69)/)J7HM

.KbC)6/C6(/+ S6C-/.*.0M5S-)JJ7I+MP(J(NNH.O6+ LM7-68/)'(*&7-)CJT.'')7766.KT-6/0+I d/)O6HJ)7M.K

SH(+)7)./(*T-)/6J696+)C)/6&].X3#"E[%#'5!K,%$3+%!S-6/I'L6H.KO(JCI*(H6/+.7-6*)(*C6**JLH6(e)/07-H.I0-

7-6)/76H/(**)')7)/0'6'LH(/6)/ /.H'(*0H.IN"ABW0H.IN"j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN (/+ (N(7)/)L 0H.IN P6H6

&3XF%r?X?#'"& %$X%%r@X?%'" & 3%XF%r4X$E' (/+ & "?X##rEX%?'"H6JN6C7)O6*M"P)7- (J7(7)J7)C(**MJ)0/)K)C(/7

.O6H(**+)KK6H6/C6&Rk3FX%"%"Om#X##"'5S-6H6P6H6'.H6O(JCI*(H6/+.7-6*)(*C6**JLH6(e)/07-H.I0- )/76H/(*

*)')7)/0'6'LH(/6)/ ABW0H.IN 7-(/ )/ /.H'(*0H.IN"j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN (/+ (N(7)/)L 0H.IN"J-.P)/0

J7(7)J7)C(**MJ)0/)K)C(/7+)KK6H6/C6J&(**(7Om#X#@'5B/ 7-6.LJ6HO(7)./ .K'.IJ6H67)/(*J*)C6J"7-6H6P6H6*(H06/./,

N6HKIJ)./ (H6(J"/6.O(JCI*(H)Q(7)./ LI+J(/+ +)J.H+6H6+ +)J7H)LI7)./ .KL*..+ O6JJ6*J)/ ABW0H.IN5S-6+)J7H)LI7)./ .K

L*..+ O6JJ6*JP(J'.H6I/)K.H'(/+ 7-6(H6(J.K/./,N6HKIJ)./ (/+ /6.O(JCI*(H)Q(7)./ P6H6J'(**6H)/ j)+6/09)/0'I

C(NJI*60H.IN (/+ (N(7)/)L 0H.IN 7-(/ )/ ABW 0H.IN5S-6H6*(7)O6(H6(.KC6/7H(*H67)/(*/./,N6HKIJ)./ (H6((/+

/6.O(JCI*(H)Q(7)./ +6/J)7MP6H6J)0/)K)C(/7*M*.P6H)/ /.H'(*0H.IN"j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN (/+ (N(7)/)L 0H.IN

7-(/ )/ ABW0H.IN &(**(7Om#X#@'5S-6)''I/.K*I.H6JC6/C6)/76/J)7M.KT:%" (/+ 7-6(LJ.HL(/C6O(*I6.KVB=,")
P6H6J)0/)K)C(/7*M*.P6H"(/+ 7-6)''I/.K*I.H6JC6/C6)/76/J)7M.K),b98(/+ 7-6(LJ.HL(/C6O(*I6.K;&,C(+-6H)/

P6H6J)0/)K)C(/7*M-)0-6H)/ /.H'(*0H.IN"j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN (/+ (N(7)/)L 0H.IN 7-(/ )/ ABW0H.IN &(**(7

Om#X#@'5!F"'#3$%&"'%!j)+6/09)/0'I C(NJI*6C(/ )/-)L)7H67)/(*/6.O(JCI*(H)Q(7)./ K.H'(7)./")/CH6(J6O(JCI*(H

N6H)CM76C.O6H(06"H6*)6O6H67)/(*-MN.2)((/+ )/CH6(J6O(JCI*(H)/760H)7M)/ ABW')C65B7C(/ NH.76C77-6H67)/(*O6JJ6*J

.KABW')C65

"9,1 :".-%#8W67)/(*/6.O(JCI*(H)Q(7)./* A2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M* 9.IJ6* j)+6/09)/0'I C(NJI*6*

8N(7)/)L

!$'-0."(.*5# b)C-I(/ ](7IH(*bC)6/C6=.I/+(7)./ H̀.D6C7&3#3%]b=bT#4E#'* S(*6/7̀ H.0H('.K-c)/0*)/

bC-.*(HJ. .KT-6/0+I d/)O6HJ)7M.KSH(+)7)./(*T-)/6J696+)C)/6&fcWT3#"F#"%'

:AB#"#5%$4#>C'(5D5C/""@EFE,3#33#?34,##"F"

!!视网膜新生血管&H67)/(*/6.O(JCI*(H)Q(7)./"W];'
是早产儿视网膜病变)视网膜静脉阻塞和糖尿病视网
膜病变等眼病的重要病理表现"常引起出血和渗漏"影
响视功能

+"[3, ( 抗血管内皮生长因子&O(JCI*(H6/+.7-6*)(*
0H.P7- K(C7.H";&<='玻璃体腔注射是目前 W];的标
准药物治疗方式"可有效减轻黄斑水肿)减少新生血管
以及改善或稳定视力

+ %, ( 然而";&<=抑制剂的视力
改善作用通常会随着时间的推移而下降"需要频繁注
射以维持视力"给患者和社会带来沉重的负担"且患者
的依从性会随病程的延长而下降

+ ?[@, ( 也有研究表明
抗 ;&<=治疗会加速增生性视网膜外膜的形成"并加
剧玻璃体视网膜牵引

+ 4, ( 因此"有必要研究 W];新的
治疗方法( 芪灯明目胶囊由葛根)黄芪和灯盏细辛组
成( 有研究显示芪灯明目胶囊能减轻高血糖导致的大
鼠视网膜微血管损害"减少周细胞丢失"保护血[视网

膜屏障"其作用机制可能与抑制 ;&<=,8"以及缺氧诱
导因子 ")& -MN.2)()/+IC)L*6K(C7.H,")"VB=,")'等有
关

+ $["#, ( 葛根素能抑制氧诱导的大鼠 W];"黄芪能减
少高糖环境下血管内皮细胞损伤"灯盏细辛能使癌变
组织的血管向良性血管生长"从而产生 -良性血管生
成.的抗癌功效 + ""["%, ( 基于以上研究"推测芪灯明目
胶囊能抑制 W];的形成"并且可能对新生血管具有良
性血管转化作用"从而促进视网膜血管系统稳定( 由
于芪灯明目胶囊是口服给药"而目前针对 W];标准的
治疗是抗 ;&<=药物玻璃体注射治疗( 为避免给药方
式产生的影响"本研究以口服 ;&<=W3 抑制剂阿帕替
尼

+ "?,
作为阳性对照药物( 本研究建立氧诱导视网膜

病变&.2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M"ABW'模型"观察芪灯
明目胶囊对 W];形成和重塑的影响"探讨芪灯明目胶
囊是否在抑制 W];形成的同时促进良性血管转化"从
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而保护视网膜"为其临床应用提供新的实验依据(

;8材料与方法

;5;!材料
;5;5;!实验动物!@ 日龄 b =̀级 T@$_a>4\幼鼠 %4
只"购自成都达硕实验动物有限公司+许可证号#bTcg
&川 ' 3#3#,#%# ,( 幼鼠与其哺乳母鼠共同饲养在
"3 ->"3 - 明暗循环)室温 33Z34 q)相对湿度为&@#r
"#'Y的环境中"全程自由摄食)饮水)哺乳( 实验动物
的使用和饲养均符合国家科学技术部发布的1实验动
物管理条例2"本研究经成都中医药大学动物伦理委
员会批准&批文号#3#"E,%#'(
;5;5?!主要试剂及仪器!芪灯明目胶囊&太极集团
有限公司'*阿帕替尼&上海阿拉丁生化科技股份有限
公司'*异硫氰酸荧光素[葡聚糖 &=BST,+627H(/"相对
分子质量 3n"#4"美国 b)0'(公司'*伊红染色液)苏木
素染色液)=BST标记山羊抗小鼠二抗&<_33%#%')Tf%
标记山羊抗小鼠二抗&<_3"%#"' &武汉塞维尔生物科
技有限公司'*小鼠源 VB=,")抗体&_b,#$%$W"北京博
奥森生物技术有限公司'*血管内皮钙黏蛋白&O(JCI*(H
6/+.7-6*)(*C(+-6H)/";&,C(+-6H)/'&3@"F3"'抗体)T:%"
单克隆抗体 & %F%F"@' &美国 o6/_).公司'*),平滑肌
肌动蛋白&),J'..7- 'IJC*6(C7)/"),b98'抗体&4$$%@,
",B0'&武汉三鹰生物技术有限公司'( 数字测氧仪
&Tf,"3T"建德市通达电子控制设备厂 ' *数字切片
扫描仪 & (̀//.H(')C3@#"日本 A*M'NIJ公司 ' *倒置
荧光显微镜 &=W:,?T"北京世纪科信科学仪器有限
公司' (
;5?!方法
;5?5;!ABW模型建立及分组处理!适应性喂养 3 +
后采用随机数字表法将幼鼠分为正常组 E 只和模型组
3$ 只( 参照参考文献+"@,的方法建立ABW模型"从出
生后第 $ 天& N.J7/(7(*+(M$" $̀'开始"模型组小鼠与
其哺乳母鼠一起被饲养在密闭玻璃氧舱内"接入流量
为 #X3Z#X? a>')/ 的 "##Y湿度医用氧气"氧气浓度
控制在 & $@ r3'Y( 期间使用数字测氧仪持续监测
&% ->次'氧气浓度"并每天将氧舱和正常环境中的哺
乳母鼠进行交换"避免母鼠死亡"全程给予母鼠繁殖饲
料( @ 天后& "̀3'将幼鼠转移至正常氧环境中饲养(
正常组小鼠一直于正常空气环境中饲养(
;5?5?!实验动物给药! "̀3 时将造模成功幼鼠按照
随机数字表法分为 ABW组)芪灯明目胶囊组和阿帕替
尼组"每组 E 只( 芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组分别
行芪灯明目胶囊混悬液 & E## '0>e0"质量浓度为

E# '0>'*"相当于 %4 倍成人剂量'和阿帕替尼混悬液
&$# '0>e0"质量浓度为 $ 0>'*'灌胃"每天上午 "####
给药 " 次"连续 @ +( 正常组和 ABW组给予等量生理
盐水灌胃"灌胃体积为 "# '*>e0(
;5?5@!苏木精[伊红染色法观察突破内界膜的血管
内皮细胞数目! "̀$ 时"每组任意选取 4 只小鼠"采用
戊巴比妥钠腹腔注射过量麻醉法处死后迅速摘取眼

球"室温下于 ?Y多聚甲醛中固定 3? -""##Y)E@Y)
F@Y和 $@Y乙醇和二甲苯中梯度脱水"石蜡包埋"沿矢
状位行 ? %'厚切片"排除含视神经的切片"进行苏木
素&@ ')/'和伊红 & " Z% ')/'染色( 采用数字切片扫
描仪采集 ?## 倍图片"每张切片选取 % 个视野( % 名
技术人员采用盲法计数突破内界膜的血管内皮细胞数

目"取平均值(
;5?5D!视网膜铺片法观察视网膜血管情况! "̀$ 时"
每组任意选取 % 只小鼠"腹腔内注射 "Y戊巴比妥钠
&@# '0>e0'全身麻醉"向其眶后静脉窦注入 @Y =BST,
+627H(/ 溶液 #X#@ '*"循环 % ')/ 后采用戊巴比妥钠腹
腔注射过量麻醉法处死小鼠"并摘取眼球"?Y多聚甲
醛避光固定 ?# ')/ 后在解剖显微镜下剪除角膜"去除
晶状体和玻璃体"使用虹膜恢复器小心分离出视网膜"
以视盘为中心将视网膜剪成大小大致相等的 ? 瓣"内
层向上铺在载玻片上"采用抗荧光淬灭封片剂封片(
暗室内于荧光显微镜下观察并拍照"使用 -̀.7.J-.N
3#3# 软件将图像融合为完整视网膜图像"参照参考文
献+"4,的计算方法"无灌注区面积比k无灌注区域像
素值>全视网膜像素值n"##Y"新生血管密度k新生血
管芽像素值>全视网膜像素值n"##Y( =BST,+627H(/ 灌
注染血管为绿色"视网膜其他组织无明显颜色"在
-̀.7.J-.N 3#3# 软件绿色通道模式下选中所有绿色血
管区域"记录其像素值"计算总血管密度 k血管像素
值>整个视网膜像素值n"##Y(
;5?5E!免疫荧光染色法检测视网膜 T:%")),b98表
达分布!取 "535% 中制备的石蜡切片"切片脱蜡至水
化后进行抗原修复"山羊血清封闭*滴加血管内皮细胞
标志物 T:%" 抗体&" i@# 稀释'和 ),b98抗体&" i"##
稀释'" ? q孵育过夜"磷酸盐缓冲溶液 & N-.JN-(76
LIKK6HJ(*)/6" _̀b'漂洗*分别滴加 =BST标记和 Tf% 标
记山羊抗小鼠二抗 &均为 " i"## 稀释' %$ q下孵育
%# ')/" _̀b 漂洗*:8̀ B室温孵育 "# ')/" _̀b 漂洗"
使用抗荧光衰减封片剂封片( 暗室内于荧光显微镜下
观察并拍照"其中 :8̀ B染细胞核为蓝色"T:%" 阳性
表达为绿色"),b98阳性表达为红色( 每张切片采集
?##倍视野下%个区域 "采用B'(06\软件测定荧光强

!#%?! 中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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图 ;8各组小鼠视网膜组织病理染色mV&n?##"标尺k@# %''!正常组小鼠内界膜结构平滑完
整"ABW组有大量突破内界膜进入玻璃体腔的血管内皮细胞"芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组突破
内界膜的血管内皮细胞数较 ABW组明显减少!蓝色箭头示突破内界膜的血管内皮细胞核!8#正
常组!_#ABW组!T#芪灯明目胶囊组!:#阿帕替尼组
!&($.,; 8 G*+/"3"(&#*3%+*&'&'( "25"$%,.,+&'* &'-&22,.,'+(."$0%m V& n?##" JC(*6L(Hk

@# %''!B/ /.H'(*0H.IN"7-6J7HIC7IH6.K)/76H/(**)')7)/0'6'LH(/6P(JJ'..7- (/+ )/7(C75B/ ABW
0H.IN"7-6H6P(J(*(H06/I'L6H.KO(JCI*(H6/+.7-6*)(*C6**JLH6(e)/07-H.I0- 7-6)/76H/(**)')7)/0
'6'LH(/6)/7.7-6O)7H6.IJC(O)7M5T.'N(H6+ P)7- ABW0H.IN"7-6/I'L6H.KO(JCI*(H6/+.7-6*)(*C6**J
LH6(e)/07-H.I0- 7-6)/76H/(**)')7)/0'6'LH(/6P(JJ)0/)K)C(/7*MJ'(**6H)/ j)+6/09)/0'I C(NJI*6(/+
(N(7)/)L 0H.INJ!S-6L*I6(HH.PJ-.P6+ 7-6/IC*6).KO(JCI*(H6/+.7-6*)(*C6**J7-(7LH.e67-H.I0- 7-6
)/76H/(**)')7)/0'6'LH(/6!8# /.H'(*0H.IN!_#ABW0H.IN!T#j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN!
:#(N(7)/)L 0H.IN

50

40

30

20

10

0突
破

内
界

膜
的

血
管

内
皮

细
胞

核
数

目（
个
）

正常组 OIR组 芪灯明目
胶囊组

阿帕替尼组

bc

b

a

图 ?8各组突破内界膜的血管内皮细胞数目比较!Rk3FX%"%"

Om#X##"5与正常组比较"(Om#X#"*与 ABW组比较"LOm#X#"*与芪灯

明目胶囊组比较"COm#X#@m单因素方差分析"ab:,2检验*% k4'!
ABW#氧诱导视网膜病变
!&($.,?8F"50*.&%"'"2+/,'$57,."2)*%#$3*.,'-"+/,3&*3#,33%
7.,*O&'( +/."$(/ &'+,.'*33&5&+&'( 5,57.*', *5"'( )*.&"$%

(."$0%!Rk3FX%"%"Om#X##"5T.'N(H6+ P)7- /.H'(*0H.IN"(Om#X#"*

C.'N(H6+ P)7- ABW 0H.IN"LOm#X#"* C.'N(H6+ P)7- j)+6/09)/0'I

C(NJI*60H.IN"COm#X#@ m A/6,P(M8]A;8"ab:,276J7*% k4'!ABW#
.2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M

度和面积"计算每张切片的平均荧光强度(
;5?5H!免疫组织化学染色法检测视网膜 VB=,")和
;&,C(+-6H)/ 的表达!取 "535% 中制备的眼球石蜡切
片"依次放入二甲苯和梯度乙醇中进行脱蜡至水化"随
后浸入 NVk4X# 柠檬酸盐缓冲液进行抗原修复*使用
双氧水阻断内源性过氧化物酶"山羊血清封闭*滴加
VB=,")与 ;&,C(+-6H)/ 抗体m均 " i"## 稀释'? q孵育
过夜" _̀b 漂洗*滴加相应二抗 %$ q孵育 %# ')/" _̀b
漂洗"滴加 :8_显色液"苏木素复染细胞核"脱水封
片( 使用显微摄像系统进行图像采集"其中苏木素染
细胞核为蓝色":8_显出的阳性
表达为棕黄色"每张切片采集 %
张图像"使用 B'(06,̀H. *̀IJ4X#
软件 分 析 每 张 切 片 的 吸 光 度

m(LJ.HL(/C6"A'值(
;5@!统计学方法

采用 b b̀b 3@X# 统计学软件
进行 统 计 分 析( 计 量 资 料 经
g.*'.0.H.O,b')H/.O检验证实呈正
态分布"以Jr9表示( 各组间不同
参数总体差异比较采用单因素方

差分析"经方差齐性检验后"方差
齐则组间多重比较采用 ab:,2检
验"方差不齐则采用 S('-(/6UJS3
检验( 采用双侧检验"Om#X#@ 为
差异有统计学意义(

?8结果

?5;!各组小鼠突破内界膜的血管内皮细胞数目比较
正常组小鼠视网膜内界膜结构平滑完整"未发

现有明显新生血管突破内界膜"ABW组小鼠内界膜形
态极不规则"细胞排列紊乱"有大量突破内界膜进入
玻璃体腔的新生血管"芪灯明目胶囊组和阿帕替尼
组突破内界膜的新生血管较 ABW组明显减少 m图
"' ( 正常组)ABW组)芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组
突破内界膜的血管内皮细胞数目分别为 m 3XF% r
?X?#' ) m %$X%% r@X?% ' ) m 3%XF% r4X$E ' ) m "?X## r
EX%?'个"总体比较差异有统计学意义 mRk3FX%"%"
Om#X##"' *其中 ABW组突破内界膜血管内皮细胞数
较正常组)芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组明显增多"
阿帕替尼组突破内界膜血管内皮细胞数较芪灯明目

胶囊组明显减少"差异均有统计学意义m均 Om#X#@'
m图 3' (
?5?!各组小鼠视网膜无灌注区面积比)新生血管密度

和总血管密度比较

视网膜铺片结果显示"正常组小鼠 "̀$ 时视网膜
血管发育成熟"呈均匀网状结构分布"血管走行完整"
未见明显无血管灌注区及新生血管*ABW组小鼠视网
膜血管化不完全"视网膜中央可见大片无灌注区"无灌
注区周边可见大量新生血管丛"血管分布不均"血管迂
曲( 与 ABW组相比"芪灯明目胶囊组及阿帕替尼组小
鼠视网膜血管化较好"视盘周围的无灌注区面积减小"
新生血管减少"血管网分布均匀"可见清晰的毛细血管
网"血管迂曲程度较轻m图 %'(

!"%?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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图 @8各组小鼠视网膜铺片组=BST,+627H(/ n?#'!正常组小鼠视网膜血管分布均匀"未见明显无
灌注区和新生血管*ABW组可见视网膜中央大片无灌注区和新生血管"血管分布紊乱*与 ABW组
比较"芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组血管分布更均匀"无灌注区面积和新生血管减少( 图像分析
时"使用蓝色表示视网膜无灌注区域"红色表示血管网"橙红色表示新生血管!ABW#氧诱导视网
膜病变

!&($.,@ 8="$%,.,+&'* %3&#,%"2-&22,.,'+(."$0%组=BST,+627H(/ n?#'!B/ /.H'(*0H.IN"7-6H67)/(*
O6JJ6*JP6H66O6/*M+)J7H)LI76+"(/+ 7-6H6P(J/..LO).IJ/./,N6HKIJ)./ (H6((/+ /6.O(JCI*(H)Q(7)./5B/
ABW0H.IN" *(H06(H6(J.K/./,N6HKIJ)./ (/+ /6.O(JCI*(H)Q(7)./ P6H6J66/ )/ C6/7H(*H67)/((/+ 7-6
+)J7H)LI7)./ .KL*..+ O6JJ6*JP(J+)J.H+6H6+5T.'N(H6+ P)7- ABW0H.IN"7-6+)J7H)LI7)./ .KL*..+ O6JJ6*J
P(J'.H6I/)K.H')/ j)+6/09)/0'I C(NJI*6(/+ (N(7)/)L 0H.INJ"(/+ 7-6(H6(J.K/./,N6HKIJ)./ (/+
/6.O(JCI*(H)Q(7)./ P6H6+6CH6(J6+5=.H)'(06(/(*MJ)J" L*I6)/+)C(76+ /./,N6HKIJ)./ (H6("H6+ )/+)C(76+
O(JCI*(H/67P.He"(/+ .H(/06,H6+ )/+)C(76+ /6.O(JCI*(H)Q(7)./!ABW#.2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M

表 ;8各组小鼠视网膜无灌注区面积比)新生血管密度和总血管密度
比较组.R/"['

L*73,;8F"50*.&%"'"2'"'40,.2$%&"'*.,* .*+&""',")*%#$3*.&]*+&"'
-,'%&+1 *'-+"+*3),%%,3-,'%&+1 "2.,+&'*3%3&#,%*5"'( )*.&"$%

(."$0%组.R/"['

组别 样本量 无灌注区面积比
#

新生血管密度
#

总血管密度
v

正常组 4 #X##r#X## #X##r#X## %?X?4r?X@@

ABW组 4 %"X3?r3XE%( 3#X?%r"XFE( %#XE#r?X@?

芪灯明目胶囊组 4 "EX3%r$X%?L ""X3#r@X??L 3$X#3r%XF"

阿帕替尼组 4 "$XE%r3X4@L 4X#4r3X$$L 3%XE#r?X$EL

R值 @4X33# ?@X4$3 4XE$?

O值 m#X#" m#X#" #X##3

!注#与正常组比较"(Om#X#@*与 ABW组比较"LOm#X#@组单因素方差分析*##ab:,2检验*
v#S('-(/6UJS3 检验'!ABW#氧诱导视网膜病变
!].76#T.'N(H6+ P)7- /.H'(*0H.IN"(Om#X#@*C.'N(H6+ P)7- ABW0H.IN"!LOm#X#@ 组A/6P(M
8]A;8*##ab:,276J7*v#S('-(/6UJS3 76J7'!ABW#.2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M

!!各组间视网膜无灌注区面积比)新生血管密度)总
血管密度总体比较"差异均有统计学意义组Rk@4X33#)
?@X4$3)4XE$?"均 Om#X#"'*其中"ABW组视网膜无灌
注区面积比)新生血管密度较正常组明显增加"差异均
有统计学意义组均 Om#X#@'"芪灯明目胶囊组和阿帕
替尼组视网膜无灌注区面积比)新生血管密度较 ABW
组明显减小"差异均有统计学意义 组均 Om#X#@ '
组表 "'(

?5@!各组小鼠视网膜 T:%" 和
),b98表达比较

免疫荧光染色结果显示"正常
组视网膜各层结构排列整齐"
T:%" 和 ),b98荧光表达均匀分
布在视网膜深层和浅层血管分布

区域*ABW组视网膜各层结构紊
乱"内界膜附近存在大量 T:%" 荧
光表达"而 ),b98荧光表达减弱*
与ABW组比较"芪灯明目胶囊组和
阿帕替尼组 T:%" 荧光表达减弱"
),b98荧光表达增强组图 ?'(

各组间 T:%" 与 ),b98平均
荧光强度总体比较差异均有统计

学意义 组Rk4#X"@%) "?X3"3"均
Om#X##"'"其中正常组)芪灯明
目胶囊组和阿帕替尼组 T:%" 免
疫荧光强度明显低于 ABW组"而
),b98免疫荧光强度明显高于
ABW组"差异均有统计学意义组均
Om#X#@'组表 3'(

?5D!各组小鼠视网膜 VB=,")和 ;&,C(+-6H)/ 表达
比较

免疫组织化学染色结果显示"正常组小鼠视网膜
各层结构排列整齐"VB=,")无明显阳性表达";&,
C(+-6H)/ 表达较多*与正常组相比"ABW组视网膜各层
结构紊乱"VB=,")表达明显增多";&,C(+-6H)/ 表达减
少*与 ABW组相比"芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组视
网膜各层结构分布较为均匀" VB=,")表达减少"

;&,C(+-6H)/ 表达增多组图 @'(
正常组)ABW组)芪灯明目胶囊组和

阿帕替尼组 VB=,")的 A值分别为 #X"Er
#X#3)#X3?r#X#?)#X"Er#X#3 和 #X"Er
#X#3";&,C(+-6H)/ 的 A值分别为 #X3?r
#X#3)#X3#r#X#3)#X3@r#X#% 和 #X3Er
#X#?( 各组小鼠视网膜 VB=,")和 ;&,
C(+-6H)/ 的 A值总体比较"差异均有统
计学意义 组Rk@X#3@"Ok#X##E*Rk
"#X%44"Om#X##"'*其中正常组)芪灯明
目胶囊组和阿帕替尼组 VB=,")的 A值
低于 ABW组";&,C(+-6H)/ 的 A值高于
ABW组"阿帕替尼组 ;&,C(+-6H)/ 的 A值
高于芪灯明目胶囊组"差异均有统计学
意义组均 Om#X#@'组图 4'(
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图 D8各组小鼠视网膜免疫荧光染色图&n?##"标尺k3# %''!),b98阳性表达为红色
&Tf%' "T:%" 阳性表达为绿色&=BST' ( 可见正常组视网膜各层结构排列整齐"T:%" 和
),b98荧光表达均匀分布在视网膜深层和浅层血管分布区域*ABW组视网膜各层结构紊
乱"内界膜附近存在大量 T:%" 荧光表达"而 ),b98荧光表达减弱"存在大量不成熟的新
生血管*与 ABW组比较"芪灯明目胶囊组和阿帕替尼组 T:%" 荧光表达减弱"),b98荧光
表达增强"且血管成熟度增加!),b98#),平滑肌肌动蛋白*ABW#氧诱导视网膜病变
!&($.,D8 P55$'"23$".,%#,'#,%+*&'&'( "25"$%,.,+&'* &'-&22,.,'+(."$0%&n?##"JC(*6
L(Hk3# %''!S-6N.J)7)O662NH6JJ)./ .K),b98P(JH6+ &Tf%' (/+ 7-6N.J)7)O662NH6JJ)./ .K
T:%" P(J0H66/ &=BST'5B/ /.H'(*0H.IN"7-6J7HIC7IH6.KH67)/(**(M6HP(J(HH(/06+ /6(7*M"(/+
7-662NH6JJ)./ .KT:%" (/+ ),b98P(JI/)K.H'*M+)J7H)LI76+ )/ 7-6+66N (/+ JIN6HK)C)(*H67)/(*
O(JCI*(H(H6(J5B/ ABW0H.IN"7-6J7HIC7IH6.KH67)/(**(M6HP(J+)J.H+6H6+"(/+ 7-6H6P(J(*(H06
('.I/7.KT:%" K*I.H6JC6/762NH6JJ)./ /6(H7-6)/76H/(**)')7)/0'6'LH(/6"P-)*67-6K*I.H6JC6/7
62NH6JJ)./ .K),b98 P(JP6(e6/6+"(/+ 7-6H6P(J(*(H06/I'L6H.K)''(7IH6/6PL*..+
O6JJ6*J5T.'N(H6+ P)7- ABW0H.IN"7-6K*I.H6JC6/762NH6JJ)./ .KT:%" P(J+6CH6(J6+ (/+ 7-6
K*I.H6JC6/762NH6JJ)./ .K),b98P(J)/CH6(J6+ )/ j)+6/09)/0'I C(NJI*6(/+ (N(7)/)L 0H.INJ"
(/+ 7-6O(JCI*(H'(7IH)7M)/CH6(J6+ ! ),b98#),J'..7- 'IJC*6(C7)/* ABW# .2M06/,)/+IC6+
H67)/.N(7-M

表 ?8各组小鼠视网膜 F>@; 和 "4…=6免疫荧光强度比较&.R/'
L*73,?8F"50*.&%"'"2&55$'"23$".,%#,'#,&'+,'%&+1 "2F>@; *'-"4…=6

&'5"$%,.,+&'* *5"'( -&22,.,'+(."$0%&.R/'

组别 样本量 T:%" 免疫荧光强度 ),b98免疫荧光强度

正常组 4 "?XE?r#XF" %#X$3r%X#F

ABW组 4 3@X@"r3XF$( 3#X%@r"X%3(

芪灯明目胶囊组 4 "@XE$r#XE$L %#X$3r%X#FL

阿帕替尼组 4 "@X33r#X$"L %%X"Er@XF$L

R值 4#X"@% "?X3"3

O值 m#X##" m#X##"

!注#与正常组比较"(Om#X#"*与 ABW组比较"LOm#X#@&单因素方差分析"S('-(/6UJS3 检
验'!),b98#),平滑肌肌动蛋白*ABW#氧诱导视网膜病变
!].76#T.'N(H6+ P)7- /.H'(*0H.IN"(Om#X#"*C.'N(H6+ P)7- ABW0H.IN"LOm#X#@ &A/6,P(M
8]A;8"S('-(/6UJS3 76J7'!),b98#),J'..7- 'IJC*6(C7)/*ABW#.2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M

@8讨论

芪灯明目胶囊的主要药理活性成

分是葛根素)野黄芩苷和黄芪甲苷 + "$, (
通过灯盏细辛对金地鼠颊囊癌血管生

成影响的研究发现"灯盏细辛治疗后血
管均匀扩张"血管密度适度增加"无灶
性出血及结构紊乱

+ "F["E, ( 有研究显示
葛根素能有效抑制 ABW小鼠 W];形
成"并减轻由缺氧造成的视网膜超微结
构损害

+ """"4, *其还能抑制缺氧状态下视
网膜色素上皮细胞的 VB=,")表达 + 3#, (
黄芪可保护血管内皮细胞"维持血管稳
态"其主要成分黄芪甲苷能提高机体的
耐缺氧能力

+ 3"[33, ( 有不同研究提出-血
管正常化.假说"即在抗血管生成治疗
期间或之后的一段时间"血管结构和功
能正常"表现为血管密度降低"血管分
布更规则"周细胞高覆盖"组织灌注增
加"缺氧改善 + 3%[3?, (

本研究结果表明"芪灯明目胶囊能
有效抑制 ABW小鼠 W];形成"减小视
网膜无灌注区面积"使血管分布更规
则( 芪灯明目胶囊减少突破内界膜血
管内皮细胞数的作用稍弱于阿帕替尼"
但二者在减少视网膜无灌注区面积)新
生血管密度和总血管密度方面差异均

无统计学意义(
本研究还探讨了芪灯明目胶囊对

W];成熟和重塑的影响( 成熟的血管
意味着血管内皮细胞间连接紧密"周细
胞覆盖率高"视网膜周细胞和血管内皮
细胞的比例高达 " i"+ 3""3@, ( 本研究发
现芪灯明目胶囊能降低 ABW小鼠视网
膜血管内皮细胞标志物 T:%" 表达水
平"提高周细胞标志物 ),b98表达水
平"其作用与阳性药物阿帕替尼相当"
说明芪灯明目胶囊在减少 W];形成的
同时可以增加血管周细胞覆盖"促进血
管成熟(

VB=,")可反映视网膜缺氧状态(
正常情况下"VB=,")经脯氨酰羟化酶修
饰后被羟基化和泛素化" 最终被降
解

+ 33"34, (缺氧状态下 "VB=,")不被降

!%%?!中华实验眼科杂志 3#3? 年 @ 月第 ?3 卷第 @ 期!T-)/ \&2N AN-7-(*'.*"9(M3#3?";.*5?3"].5@
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图 E8各组小鼠视网膜免疫组织化学染色图mn?##"标尺k?# %''!苏木素染细胞核为蓝色"
VB=,")和 ;&,C(+-6H)/ 阳性表达为棕黄色( 与正常组比较"ABW组 VB=,")阳性表达明显增加"
;&,C(+-6H)/ 阳性表达明显减少"且视网膜各层结构紊乱*与 ABW组比较"芪灯明目胶囊组和阿
帕替尼组 VB=,")阳性表达减少";&,C(+-6H)/ 阳性表达增加"且各层结构规则!ABW#氧诱导视
网膜病变*VB=,")#缺氧诱导因子,")*;&,C(+-6H)/#血管内皮钙黏蛋白
!&($.,E8P55$'"/&%+"#/,5&#*3%+*&'&'( "25"$%,.,+&'* &'-&22,.,'+(."$0%mn?##"JC(*6L(Hk
?# %''!]IC*6)P6H6J7()/6+ L*I6P)7- -6'(7.2M*)/"(/+ 7-6N.J)7)O662NH6JJ)./ .KVB=,")(/+ ;&,
C(+-6H)/ P(JLH.P/5T.'N(H6+ P)7- /.H'(*0H.IN" 7-662NH6JJ)./ .KVB=,") P(JJ)0/)K)C(/7*M
)/CH6(J6+ (/+ 7-662NH6JJ)./ .K;&,C(+-6H)/ P(JJ)0/)K)C(/7*M+6CH6(J6+ )/ ABW 0H.IN" (/+ 7-6
J7HIC7IH6.KH67)/(**(M6HJP(J+)J.H+6H6+5T.'N(H6+ P)7- ABW0H.IN"7-662NH6JJ)./ .KVB=,")P(J
+6CH6(J6+ (/+ 7-662NH6JJ)./ .K;&,C(+-6H)/ P(J)/CH6(J6+ )/ j)+6/09)/0'I C(NJI*6(/+ (N(7)/)L
0H.INJ"(/+ 7-6J7HIC7IH6.KH67)/(**(M6HJP(JH60I*(H!ABW#.2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M*VB=,")#
-MN.2)()/+IC)L*6K(C7.H,")*;&,C(+-6H)/#O(JCI*(H6/+.7-6*)(*C(+-6H)/
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图 H8各组小鼠视网膜 UP!4;"和 AB4#*-/,.&'0值比较!8#VB=,")A值比较!Rk@X#3@"
Ok#X##E!_#;&,C(+-6H)/ A值比较!Rk"#X%44"Om#5##"5与正常组比较"(Om#X#@*与 ABW
组比较"LOm#X#"*与芪灯明目胶囊组比较"COm#X#@m单因素方差分析"ab:,2检验*% k4'!
ABW#氧诱导视网膜病变*VB=,")#缺氧诱导因子,")*A#吸光度*;&,C(+-6H)/#血管内皮钙黏
蛋白

!&($.,H 8 F"50*.&%"'"20 )*3$,%"2UP!4;" *'-AB4#*-/,.&'&'5"$%,.,+&'* *5"'(
)*.&"$%(."$0%!8#T.'N(H)J./ .KAO(*I6.KVB=,")!Rk@X#3@"Ok#X##E!_#T.'N(H)J./ .KA
O(*I6.K;&,C(+-6H)/!Rk"#X%44"Om#X##"5T.'N(H6+ P)7- /.H'(*0H.IN"(Om#X#@*C.'N(H6+
P)7- ABW 0H.IN"LOm#X#"*C.'N(H6+ P)7- j)+6/09)/0'I C(NJI*60H.IN"COm#X#@ m A/6,P(M
8]A;8"ab:,276J7*%k4'!ABW#.2M06/,)/+IC6+ H67)/.N(7-M*VB=,")#-MN.2)()/+IC)L*6K(C7.H,")*
A#(LJ.HL(/C6*;&,C(+-6H)/#O(JCI*(H6/+.7-6*)(*C(+-6H)/

解"并与 VB=,"(形成具有转录活性的 VB=," 复合物"
VB=," 可诱导 ;&<=等促血管生成因子基因表达"促
进血管生成

+ 3%[3?"34[3$, ( 本研究发现 ABW模型小鼠视
网膜 VB=,")表达增加"芪灯明目胶囊治疗后 VB=,")
水平降低"缺氧状态改善"其效果与阿帕替尼相当(
;&,C(+-6H)/ 是一种仅位于血管内皮细胞表面的跨膜
黏附蛋白"增强血管内皮细胞间黏附"是连接血管内
皮细胞的桥梁

+ 3@"3E, ( ;&,C(+-6H)/ 还通过募集磷酸酶
使 ;&<=W3 去 磷 酸 化" 维 持 血 管 的 静 止 状

态
+ 34[3$"%#[%", ( 本 研 究 发 现 ABW小 鼠 视 网 膜 ;&,

C(+-6H)/ 表达减少"芪灯明目胶囊
治疗 后 ;&,C(+-6H)/ 表 达 明 显 增
加"视网膜血管完整性增强"但其
效果稍弱于阿帕替尼(

总的来说"芪灯明目胶囊能有
效抑制 W];形成"促进血管成熟"
缓解视网膜缺氧以及增加视网膜

血管内皮细胞间连接"促进视网膜
血管稳态"保护 ABW小鼠视网膜血
管( 因目前尚无关于 W];血管正
常化的研究"本研究直接借鉴了肿
瘤血管正常化研究的方法"可能存
在一定局限性( 另外"本研究采用
血管灌注 =BST,+627H(/ 溶液使 W];
可视化"W];可能存在尚未吻合的
盲枝以及堵塞的部分"导致 =BST,
+627H(/ 溶液无法通过"所以显示的
W];可能较实际的少"但每组小鼠
均采用同样的检测方法"各组间结
果仍具有可比性( 8/0).N.)67)/>酪
氨酸激酶受体 S)63 m8/0>S)63 '信
号通路参与血管成熟和重塑以及

维持血管稳态"未来可进一步探
索芪灯明目胶囊与 ABW小鼠视网
膜 8/0>S)63 信号通路之间的关
系"深入研究芪灯明目胶囊的作
用机制(
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F@#[F@3 Ê"45:AB#"#5%E4E>D5)JJ/5"##@,?@4"53#"$5"#5##$5
T6/ ab5&KK6C7.K̀ I6H(H)/ ./ 7-662NH6JJ)./ .K̀ &T89," (/+ ;&<=)/
-MN6H.2)(,)/+IC6+ H67)/.N(7-M.KH(7J+\,5o-6D)(/0\B/760HSH(+)7T-)/
G6J796+"3#"$"3$&"#' iF@#[F@3 Ê"45:AB#"#5%E4E>D5)JJ/5"##@,
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