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ＧＰＥＲ抑制星形胶质细胞活性减少ＯＩＲ小鼠视网膜新生血管生成的机制研究
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　　［摘要］　目的　探究在氧诱导下的新生小鼠视网膜缺血模型（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）
中，Ｇ蛋白偶联雌激素受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＥＲ）减少ＯＩＲ小鼠视网膜新生血管生
成的机制。方法　４２只新生小鼠采用随机数字表法分为４组：常氧对照组（ｎ＝１１）、ＯＩＲ组（ｎ＝１１）、
Ｇ１（ＧＰＥＲ激动剂）组（ｎ＝１０）和溶剂对照组（ｎ＝１０）。出生后１７ｄ（Ｐ１７）时，眼球冰冻切片免疫荧光染
色观察常氧对照组小鼠ＧＰＥＲ在视网膜分布情况。Ｇ１组和溶剂对照组在 Ｐ１２～Ｐ１５时分别腹腔注射
给予 Ｇ１［５０μｇ／（ｋｇ·ｄ）］或玉米油溶剂，Ｐ１７时视网膜铺片免疫荧光染色观察视网膜血管标志物
（ＩＢ４）、星形胶质细胞标志物胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｆｉｂｒｉｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）表达，蛋白免疫印迹
法定量检测视网膜血管内皮生长因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）、ＧＦＡＰ、炎症因子
ＴＮＦα、ＩＧＦ１、ＩＬ１β蛋白表达情况。结果　ＧＰＥＲ存在于小鼠视网膜全层，在视网膜神经节细胞层与星
形胶质细胞标志物ＧＦＡＰ共染。与常氧对照组相比，ＯＩＲ组小鼠视网膜出现新生血管与无血管区，且
ＧＰＥＲ、ＶＥＧＦＡ和ＧＦＡＰ表达增多，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与溶剂对照组相比，Ｇ１组视网膜新
生血管生成减少，ＶＥＧＦＡ、ＧＦＡＰ、ＴＮＦα、ＩＧＦ１、ＩＬ１β蛋白表达下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＧＰＥＲ能抑制星形胶质细胞活性，减少ＶＥＧＦＡ、炎症因子释放，减少ＯＩＲ小鼠视网膜新生血管生成。
　　［关键词］　早产儿视网膜病变；氧诱导下的新生小鼠视网膜缺血模型；星形胶质细胞；炎症因子；
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　　早产儿视网膜病变（ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｏｆｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ，
ＲＯＰ）是早产儿常见的眼部并发症，也是儿童致盲的主
要原因，与早产、低体重、高浓度吸氧密切相关，近年来

ＲＯＰ发病率逐渐升高，严重影响患儿的视力及生活质
量［１－２］。ＲＯＰ病程第一阶段高氧导致视网膜血管生成
减少，血管闭塞；第二阶段相对缺氧的环境导致血管加

速不规则生长，纤维血管组织异常收缩，最终造成视网

膜血管变性、渗出、新生血管形成，甚至牵拉性视网膜

脱离［３－４］。目前ＲＯＰ的治疗手段多为控制给氧、抗血
管内皮生长因子 Ａ药物治疗、激光治疗等，虽然这些
方法能够部分控制 ＲＯＰ进展，但疗效十分有限［５－６］。

因此进一步探索ＲＯＰ的发病机制，寻找新的治疗思路
十分必要。

　　星形胶质细胞是中枢神经系统中分布最广泛的一
类细胞［７］，对中枢神经系统的发育以及稳态维持都有

着重要的作用［８］。在视网膜内，星形胶质细胞是血管

内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）及炎症因子的主要来源［９］，抑制星形胶质细胞

的激活能减少ＶＥＧＦ及炎症因子释放进而减少新生血
管的生成［１０－１３］，这为ＲＯＰ的治疗提供了新的思路。
　　Ｇ蛋白偶联雌激素受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＰＥＲ）是雌激素非经典型受体，广泛分布于
组织和器官［１４］。研究表明，在中枢神经系统中，ＧＰＥＲ
的激活能起到明显的抗炎及神经保护作用［１５１６］。而

ＧＰＥＲ是否能抑制 ＲＯＰ疾病进程中视网膜星形胶质
细胞激活还少见报道。稳定的氧诱导下新生小鼠视网

膜缺血模型（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）的出现
为深入了解ＲＯＰ发病机制以及寻找 ＲＯＰ治疗思路提
供了便捷的手段［１７］。本研究选用 ＯＩＲ模型探究 ＲＯＰ
发病机制中ＧＰＥＲ是否能抑制星形胶质细胞活性，减
少视网膜新生血管生成。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　新生７ｄ龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，雄性，体质量４～８ｇ，
孕鼠购买于陆军特色医学中心实验动物中心，实验操

作步骤符合伦理标准，并通过陆军军医大学实验动物

福利伦理审查委员会审批（ＡＭＵＷＥＣ２０２１０９０８）。
１．２　主要仪器及试剂
　　免疫荧光显微镜（日本奥林巴斯公司），蛋白电转
仪、电泳仪（美国伯乐公司），胎牛血清封闭液、抗体稀

释液、ＤＡＰＩ染剂、蛋白裂解液、蛋白酶抑制剂、磷酸酶
抑制剂、金属离子稳定剂、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
（上海碧云天生物技术有限公司），封闭用羊血清工作

液（北京中杉金桥生物技术有限公司），ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶制备试剂盒（上海雅酶生物），化学发光（ＥＣＬ）检测
试剂盒（美国赛默飞公司），ＧＦＡＰ抗体（美国ＣＳＴ公司，
＃３６７０），ＶＥＧＦＡ抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司，ａｂ４６１５４），
ＧＰＥＲ抗体（美国 ＧｅｎｅＴｅｘ公司，ＧＴＸ１０７７４８），ＩＬ１β
抗体（武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ生物科技有限公司，Ａ２２２５７），
ＴＮＦα抗体（武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ生物科技有限公司，
Ａ２０８５１），ＩＧＦ１抗体（武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ生物科技有限公
司，Ａ１１９８５），ＩＢ４（美国赛默飞公司，１２１４１３），ＨＲＰ标
记山羊抗兔ＩｇＧ（美国Ａｂｃａｍ公司，ａｂ６７２１）、山羊抗鼠
ＩｇＧ二抗 （美国Ａｂｃａｍ公司，ａｂ６７８９），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４标
记的山羊抗鼠 ＩｇＧ二抗（美国 ＣＳＴ公司，＃８８９０）、Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ４８８山羊抗兔ＩｇＧ二抗（美国ＣＳＴ公司，＃４４１２），Ｇ１
（ＧＰＥＲ激动剂）（ＭＣＥ公司，ＨＹ１０７２１６）。
１．３　实验分组
　　４２只新生小鼠采用随机数字表法分为４组：常氧
对照组（ｎ＝１１）、ＯＩＲ组（ｎ＝１１）、Ｇ１（ＧＰＥＲ激动剂）
组（ｎ＝１０）和溶剂对照组（ｎ＝１０）。在出生后７ｄ（Ｐ７）
时ＯＩＲ小鼠开始造模，常氧对照组不做处理继续常规
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饲养。Ｐ１２造模完成后，连续 ３ｄ对 Ｇ１组和溶剂对
照组按照５０μｇ／（ｋｇ·ｄ）腹腔注射 Ｇ１或玉米油溶
剂。Ｐ１２小鼠继续常氧饲养至Ｐ１７后进行取材与后续
操作。

１．４　ＯＩＲ模型建立
　　新生小鼠在常氧饲养至 Ｐ７后，检查高氧舱密闭
状态后，将新生小鼠与母鼠一同放入高氧舱，先将氧气

充至 ７０％，随后打开仓门快速放入鼠笼，关闭仓门后
继续充氧至氧气浓度达标，高氧舱氧气浓度设置为

（７５±５）％，每天 ２次检查氧气浓度是否在范围内，若
氧气浓度下降则快速充氧至设置浓度。期间在第３天
时更换母鼠喂养小鼠，避免母鼠长期处于高氧状态，产

生躁狂焦虑行为，不继续喂养小鼠，导致小鼠发育不良

或致死。５ｄ后高氧阶段造模完成，在小鼠 Ｐ１２时取
出返回常氧环境，通过相对缺氧，模拟缺氧状态下视网

膜的病理变化。

１．５　免疫荧光前小鼠灌注及取材固定
　　在 Ｐ１７时处死小鼠，用异氟烷麻醉小鼠后固定小
鼠在通风橱操作台上，剪刀从小鼠胃下缘做横向切口，

剪破皮肤及筋膜，暴露小鼠的胸腔及腹腔，随后剪断肋

骨后暴露心脏，用针头从左心室穿刺，针头停留在心室

内，使用止血钳将心壁和针头一并夹持，防止针头滑

脱，之后剪破右心耳放血，缓慢推注生理盐水，推注速

度控制在０．１５～０．２０ｍＬ／ｓ，直至流出液体不再带有血
色，同时观察暴露肝脏是否变为灰黄色，若符合则停止

灌注，随后继续推注１５ｍＬ４％多聚甲醛。随后将眼球
摘除移至装有多聚甲醛的ＥＰ管中继续在固定。
１．６　眼球冰冻切片免疫荧光观察ＧＰＥＲ分布情况
　　眼球在４℃冰箱中继续多聚甲醛中固定过夜，随
后在３０％的蔗糖溶液中室温放置１ｈ脱水至沉底。将
ＯＣＴ倒入一次性模具中，随后将眼球放进 ＯＣＴ中，眼
前后节朝向模具左右。将整个模具放入－８０℃冰箱进
行速冻。待ＯＣＴ完全凝固后脱模用少量 ＯＣＴ将其黏
附在底座上，切片厚度设置为１０ｍｍ，切下来的眼球组
织黏附在防脱载玻片上。ＰＢＳ冲洗样本后，免疫组化
笔圈住组织方便后续抗体孵育。切片上加０．３％Ｔｒｉｔｏｎ
溶液，打孔２０ｍｉｎ，随后用封闭用山羊血清进行封闭
１．５ｈ，加入抗体稀释液稀释好的鼠源 ＧＦＡＰ抗体
（１∶５００）与兔源ＧＰＥＲ抗体（１∶１００）混合溶液，４℃孵
育过夜，复温加入抗体稀释液稀释好的 Ｃｙ３标记的山
羊抗鼠ＩｇＧ二抗、山羊抗兔ＩｇＧ二抗（１∶３００）孵育２ｈ，
最后ＰＢＳ稀释ＤＡＰＩ（１∶３００）染色５ｍｉｎ。每个步骤后
均用ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ。封片后在共聚焦显微
镜下观察免疫荧光表达情况。

１．７　视网膜铺片染色观察ＩＢ４及ＧＦＡＰ表达情况
　　眼球在多聚甲醛中固定１ｈ后转移到装有生理盐
水的培养皿中，在显微镜下对眼球视网膜进行剥离，剥

离完成后在视网膜上剪十字刀，方便后续将视网膜铺

平封片。随后将视网膜转移至盖玻片上再盖另一盖玻

片，置于６孔板中，装冰甲醇固定３０ｍｉｎ，１ｍｉｎ左右时
去除盖玻片。将视网膜转移至９６孔板中，加入含３％
Ｔｒｉｔｏｎ的封闭山羊血清，４℃摇床封闭打孔２４ｈ，随后
加入抗体稀释液稀释好的鼠源 ＧＦＡＰ抗体（１∶５００），
再次４℃摇床孵育２４ｈ，同前所述加入 Ｃｙ３标记的山
羊抗鼠 ＩｇＧ二抗 ４℃摇床孵育 ２４ｈ，最后 ＩＢ４染料
（１∶５００）４℃摇床孵育２４ｈ。每个步骤后均将孔板置
于摇床上用生理盐水清洗３次，每次１０ｍｉｎ。封片后
在共聚焦显微镜下观察免疫荧光表达情况。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平
　　Ｐ１７小鼠过量 ＣＯ２麻醉后断颈处死，在显微镜下
剥离视网膜，３只同组小鼠视网膜作为 １个样本进行
后续蛋白提取，加入配置好的蛋白裂解液（含蛋白酶

抑制剂、磷酸酶抑制剂及金属离子稳定剂）进行裂解。

枪头捶打视网膜初次打碎后超声机中处理２个循环再
取出，离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１５ｍｉｎ）后，取上清液
转移至新ＥＰ管内，蛋白提取完成，用ＢＣＡ法测定各组
蛋白含量，配平浓度后加入蛋白上样缓冲液于１００℃
水浴锅中煮沸１０ｍｉｎ。处理好的蛋白可放于－８０℃进
行保存，但要避免反复冻融。按说明书制备 １０％的
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，待 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶完全凝固后进每
孔加入等量的蛋白样品并进行凝胶电泳。电泳完毕后

进行冰浴电转，将凝胶中的蛋白质转移至ＰＶＤＦ膜上，
用５％的 ＢＳＡ溶液封闭 ２ｈ，随后孵育一抗 ＧＰＥＲ
（１∶１０００）、ＶＥＧＦＡ（１∶１０００）、ＧＦＡＰ（１∶１０００）、ＩＬ１β
抗体（１∶１０００）、ＴＮＦα抗体（１∶１０００）、ＩＧＦ１（１∶１０００）、
ＧＡＰＤＨ（１∶２０００），４℃摇床孵育过夜后，ＴＢＳＴ清洗
３次，每次 １０ｍｉｎ。随后室温孵育 ＨＲＰ标记二抗
（１∶５０００），ＴＢＳＴ清洗 ３次后，加入 ＥＣＬ发光液显影
曝光。用ＩｍａｇｅＪ分析各条带灰度值与 ＧＡＰＤＨ比值
以表示蛋白的相对表达量。

１．９　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ２６．０统计软件对数据进行统计分析，
每项实验至少重复 ３次。对两组进行比较时，采用
ＬＳＤｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＧＰＥＲ蛋白在视网膜中的表达情况
　　眼球切片免疫荧光结果显示常氧对照组小鼠
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ＧＰＥＲ蛋白在视网膜大量表达，几乎分布于视网膜全
层。ＧＰＥＲ蛋白在视神经节细胞层（ｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌ
ｌａｙｅｒ，ＧＣＬ）荧光信号最强，其次为内核层（ｉｎｎｅｒ
ｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，ＩＮＬ）及外丛状层（ｏｕｔｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，
ＯＰＬ），少量表达在内丛状层（ｉｎｎｅｒｐｌｅｘｉｆｏｒｍｌａｙｅｒ，
ＩＰＬ）、外核层（ｏｕｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ，ＯＮＬ）和光感受器内
外节层（ＩＳ／ＯＳ）。在ＧＣＬ中ＧＰＥＲ同星形胶质细胞标
志物ＧＦＡＰ共定位。见图１Ａ～Ｅ。
　　蛋白免疫印迹结果显示，ＧＰＥＲ蛋白在 ＯＩＲ组显
著升高，蛋白表达差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见
图１Ｆ、Ｇ。
２．２　ＯＩＲ模型中视网膜新生血管生成情况
　　对视网膜铺片进行ＩＢ４染色，免疫荧光结果显示，

与常氧对照组相比，ＯＩＲ组出现大量杂乱生长的新生
血管，并在视网膜中央出现无血管区域。见图２Ａ～Ｄ。
　　蛋白免疫印迹结果显示，新生血管高度相关的
ＶＥＧＦＡ蛋白在ＯＩＲ组显著升高，蛋白表达差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图２Ｅ、Ｆ。
２．３　ＯＩＲ模型中视网膜星形胶质细胞激活情况
　　免疫荧光视网膜铺片结果显示，与常氧对照组相
比，ＯＩＲ组无血管区域及新生血管区域星形胶质细胞
标志物 ＧＦＡＰ蛋白表达均增加，荧光强度更高，见图
３Ａ～Ｄ。
　　蛋白免疫印迹结果同样显示，ＯＩＲ组 ＧＦＡＰ蛋白
显著升高，蛋白表达差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
见图３Ｅ、Ｆ。
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Ａ～Ｄ：眼球冰冻切片免疫荧光染色检测视网膜 ＧＦＡＰ、ＧＰＥＲ分布；Ｅ：视网膜免疫荧光染色融合图放大图　ＧＣＬ：视网膜神
经节细胞层，ＩＰＬ：内丛状层，ＩＮＬ：内核层，ＯＰＬ：丛状层，ＯＮＬ：外核层，ＩＳ／ＯＳ：光感受器内外节层；Ｆ：蛋白免疫印迹法检测常
氧对照组及ＯＩＲ组视网膜ＧＰＥＲ表达；Ｇ：ＧＦＡＰ相对表达量；ａ：Ｐ＜０．０１，与常氧对照组比较

图１　 Ｐ１７常氧小鼠ＧＰＥＲ蛋白在视网膜表达情况
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Ａ、Ｂ：常氧对照组及ＯＩＲ组小鼠视网膜ＩＢ４免疫荧光染色情况（低倍图）；Ｃ、Ｄ：常氧对照组及 ＯＩＲ组小鼠视网膜 ＩＢ４免疫
荧光染色情况（高倍图）；Ｅ：蛋白免疫印迹法检测常氧对照组小鼠及ＯＩＲ组视网膜ＶＥＧＦＡ表达情况；Ｆ：ＶＥＧＦＡ相对表达
量；ａ：Ｐ＜０．０１，与常氧对照组比较

图２　ＯＩＲ小鼠视网膜血管变化情况
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Ａ、Ｂ：常氧对照组及ＯＩＲ组小鼠视网膜ＧＦＡＰ免疫荧光染色情况（低倍图）；Ｃ、Ｄ：常氧对照组及ＯＩＲ组小鼠视网膜ＧＦＡＰ免疫
荧光染色情况（高倍图）；Ｅ：蛋白免疫印迹法检测常氧对照组及ＯＩＲ组视网膜ＧＦＡＰ表达；Ｆ：ＧＦＡＰ相对表达量；ａ：Ｐ＜０．０１，与
常氧对照组比较

图３　ＯＩＲ小鼠视网膜星形胶质细胞激活情况
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２．４　ＧＰＥＲ蛋白激活对视网膜新生血管生成的影响
　　小鼠腹腔注射 ＧＰＥＲ激动剂 Ｇ１后，视网膜铺片
ＩＢ４免疫荧光染色结果显示，Ｇ１组小鼠相较于溶剂对
照组小鼠新生血管区域减少，且免疫荧光强度下降。

见图４Ａ～Ｄ。
　　同免疫荧光结果一致，蛋白免疫印迹结果显示
ＶＥＧＦＡ蛋白在注射 Ｇ１后，蛋白表达量显著下降，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图４Ｅ、Ｆ。
２．５　ＧＰＥＲ蛋白激活对视网膜星形胶质细胞激活的

影响

　　ＧＰＥＲ蛋白被 Ｇ１激活后，视网膜铺片免疫荧光
染色ＧＦＡＰ蛋白结果显示Ｇ１组无血管区域及新生血
管区域免疫荧光强度均减弱。见图５Ａ～Ｄ。
蛋白免疫印迹结果同免疫荧光结果一致，Ｇ１组星形
胶质细胞标志物 ＧＦＡＰ蛋白表达显著下降，蛋白表达
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图５Ｅ、Ｆ。

２．６　ＧＰＥＲ蛋白激活对视网膜炎症因子的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＯＩＲ中代表性的炎症因子
ＴＮＦα、ＩＧＦ１、ＩＬ１β。结果显示 Ｇ１组 ＴＮＦα、ＩＧＦ１
及ＩＬ１β蛋白表达均有显著下降，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。结果提示 ＧＰＥＲ的激活同样
能引起炎症因子的显著下降。见图６。

３　讨论

　　ＲＯＰ是早产儿中常见的眼部并发症，表现为高氧
导致的视网膜血管闭塞和缺氧导致的新生血管异常生

成，会导致患者视力严重受损甚至失明［１８］。ＲＯＰ发病
的中心环节即为视网膜ＶＥＧＦ和抗ＶＥＧＦ的失衡造成
异常新生血管生成，病程中视网膜的炎症水平升高也

会促进新生血管的形成［１９－２１］。例如，ＴＮＦα会诱导内
皮细胞凋亡，增加血管通透性及细胞增生［１９］；ＩＧＦ１会
促进ＶＥＧＦＡ表达增加［２０］；ＩＬｌβ可引起血清蛋白和红
细胞向玻璃体内渗漏［２１］，加重血管内皮细胞损伤。

!"" !# !"" !#

$%" !# &%% !#

' (

) *

+

,

Ａ、Ｂ：溶剂对照组及Ｇ１组小鼠视网膜ＩＢ４免疫荧光染色情况（低倍图）；Ｃ、Ｄ：溶剂对照组及 Ｇ１组小鼠视网膜 ＩＢ４免疫
荧光染色情况（高倍图）；Ｅ：蛋白免疫印迹法检测溶剂对照组及Ｇ１组小鼠视网膜ＶＥＧＦＡ表达；Ｆ：ＶＥＧＦＡ相对表达量　
ａ：Ｐ＜０．０１，与溶剂对照组比较

图４　ＧＰＥＲ蛋白激活对视网膜新生血管生成的影响

４７３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ、Ｂ：溶剂对照组及 Ｇ１组小鼠视网膜 ＧＦＡＰ免疫荧光染色情况（低倍图）；Ｃ、Ｄ：溶剂对照组及 Ｇ１组小鼠视网膜 ＧＦＡＰ
免疫荧光染色情况（高倍图）；Ｅ：蛋白免疫印迹法检测溶剂对照组及Ｇ１组小鼠视网膜ＧＦＡＰ表达；Ｆ：ＧＦＡＰ相对表达量；
ａ：Ｐ＜０．０５，与溶剂对照组比较

图５　ＧＰＥＲ蛋白激活对视网膜星形胶质细胞激活的影响
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Ａ：蛋白免疫印迹法检测溶剂对照组及 Ｇ１组小鼠视网膜 ＴＮＦα、ＩＧＦ１、ＩＬ１β表达；Ｂ：ＴＮＦα、ＩＧＦ１、ＩＬ１β相对表达量；
ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与溶剂对照组比较

图６　ＧＰＥＲ蛋白激活对视网膜炎症因子的影响

　　星形胶质细胞是神经血管单位（ｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｕｎｉｔ，ＮＶＵ）的重要组成部分［２２－２３］，在中枢神经系统损

伤后，星形胶质细胞会对损伤产生应答，持续激活小胶

质细胞，生成炎症因子，不利于损伤修复［９］。同样的，

在视网膜内，星形胶质细胞与血管内皮细胞毗邻，是视

网膜微环境的主要调节细胞，也是 ＶＥＧＦ及炎症因子
的主要来源，在视网膜血管生成过程中发挥重要作

用［１０－１１］。研究表明，ＲＯＰ中星形胶质细胞受低氧刺激
后会迅速活化，分泌ＶＥＧＦ及炎症因子，促进异常新生

血管生成，而抑制星形胶质细胞的激活能减少新生血

管的生成［２４］。

　　ＯＩＲ模型因其视网膜血管改变与 ＲＯＰ高度相似
成为理想的 ＲＯＰ研究手段［２５］。本研究选用 ＯＩＲ模
型，模拟ＲＯＰ新生血管的生成，利用视网膜进行免疫
荧光染色及蛋白免疫印迹实验，结果提示：ＯＩＲ组小鼠
相较于常氧对照组小鼠，出现了视网膜中央部的缺血

区域以及大量杂乱的新生血管生成，且视网膜星形胶

质细胞显著激活，这与文献报道一致［３］。

５７３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）



　　ＧＰＥＲ是一种定位于质膜和内质网的跨膜非经典
型雌激素受体，与经典雌激素相比，ＧＰＥＲ兼顾了治疗
潜力同时减弱了激素副作用［２６］。研究表明，中枢神经

系统中 ＧＰＥＲ激活能减少星形胶质细胞激活［２７－２８］。

例如在脑缺血模型中，激活 ＧＰＥＲ可以调节星形胶质
细胞的自噬、减少其活化，从而减少ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα
等炎症因子的分泌［１５］。也有体外实验显示，在高氧条

件下，ＧＰＥＲ的激活可以维持星形胶质细胞三磷酸肌
醇受体通道（ＩＰ３Ｒ）转移活性从而影响 Ｃａ２＋浓度，抑制
内质网应激，减少星形胶质细胞活化［２９］。然而 ＧＰＥＲ
是否能减少ＲＯＰ中的星形胶质细胞激活还未见报道。
　　本研究发现 ＧＰＥＲ在视网膜中大量表达于 ＧＣＬ
层，且与星形胶质细胞标志物ＧＦＡＰ共表达，在ＯＩＲ小
鼠模型中，视网膜ＧＰＥＲ蛋白表达增加，提示其参与了
ＯＩＲ小鼠的疾病进程。注射了 ＧＰＥＲ激动剂 Ｇ１的
ＯＩＲ模型小鼠ＧＦＡＰ表达降低且新生血管区域明显减
少，说明激活ＧＰＥＲ会降低视网膜中星形胶质细胞的
活性，抑制了ＯＩＲ视网膜新生血管的产生。
　　本研究还检测到ＶＥＧＦＡ以及各项炎症因子ＴＮＦα、
ＩＧＦ１、ＩＬ１β的表达降低，这提示ＧＰＥＲ激活后可能通
过抑制星形胶质细胞活化，减少 ＶＥＧＦＡ及炎症因子
释放，产生减少视网膜新生血管生成。同时，激活的星

形胶质细胞减少还间接降低了小胶质细胞的活化，阻

断胶质细胞间的级联反应，从而减少小胶质细胞释放

炎症因子［１２］。中枢神经系统损伤研究中 ＧＰＥＲ的激
活显著减少星形胶质细胞激活，并减少炎症因子的释

放［１５］，这种神经保护效应是星形胶质细胞及其表达产

物直接或间接与神经元的相互作用实现的［９］。而本

研究则聚焦在 ＧＰＥＲ激活后 ＮＶＵ中的星形胶质细胞
与血管内皮细胞之间的相互作用，发现其减少了异常

新生血管的生成，ＧＰＥＲ在小鼠 ＯＩＲ模型中抑制星形
胶质细胞活化减少新生血管生成。本研究的结果提示

ＧＰＥＲ在治疗诸如 ＲＯＰ、糖尿病视网膜病变等新生血
管性疾病中可能具有良好的应用前景，而 ＧＰＥＲ在
ＮＶＵ中的作用机制仍需要进一步探索。
　　综上所述，本研究结果显示，激活ＧＰＥＲ可以减少
星形胶质细胞的活化以及 ＶＥＧＦＡ、炎症因子 ＴＮＦα、
ＩＧＦ１、ＩＬ１β的分泌，显著抑制 ＯＩＲ模型视网膜新生
血管的生成，提示 ＧＰＥＲ可能成为治疗视网膜新生血
管性疾病的新靶点。未来研究中我们将进一步深入探

索其具体分子机制。
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