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血管内皮生长因子 mRNA在激光视网膜损伤后的表达

The expression of VEGF mRNA after retina laser photocoagulation in rabbits

陈少军1 ,阴正勤1 ,高钰琪2　(第三军医大学:1 附属西南医院眼科;2 高原军事医学系病理生理学教研室 ,重庆 400038)

　　缺血性视网膜病变是由于视网膜循环障碍而造成视网膜

缺血 、缺氧并诱发脉络膜新生血管形成。脉络膜新生血管膜的

渗出和出血造成的视网膜中心凹功能的毁损 ,是当今内眼疾病

视力丧失的主要原因。近年来研究表明:新生血管的形成由各

种生长因子和细胞因子刺激[ 1] ,其中血管内皮细胞生长因子在

诱导眼底新生血管化中起着突出的作用[ 2] 。激光也可作为刺

激因素诱发新生血管生成[ 3～ 5] 。 本实验旨在用激光诱导眼底

新生血生成的模型 , 通过原位杂交的方法观察 VEGF mRNA 表

达的变化 ,结合新生血管生成的时相和部位 , 探讨VEGF 与脉络

膜新生血管发生之间的关系。

1　材料与方法

1.1　仪器和试剂
　　主要仪器:多波长眼底激光机(Coherent , 美国)、恒冷箱冰冻

切片机(Bright , 美国)。

　　主要试剂:地高辛随机引物标记药盒(德国);碱性磷酸酶

标记的小鼠抗地高辛抗体(Boenringer Mannheim , 德国)。

1.2　动物模型建立及标本制作
　　健康有色家兔 18 只 , 雌雄不限 , 体质量 1.8 ～ 2.3 kg , 分为

以下各组:对照组 2 只兔 4 只眼;实验组 16 只 , 又分为光凝后

1 , 3 , 7 , 14 d 4 个时相组 ,每组 4 只兔 8 只眼。实验组家兔用 1%

阿托品散瞳 , 3%戊巴比妥钠(1 ml/ kg)行耳缘静脉麻醉后 ,以波

长647 nm 的氪红激光(光斑直径 200μm , 能量110～ 130 mW , 时

间0.15 s),在距视盘 2 ～ 3 个视盘直径的颞侧有髓神经纤维上

下视网膜处密集照射 20个点 , 光斑紧邻 ,最大间隔小于半个光

斑直径。光斑效应为Ⅲ级(中度～ 重度)
[ 6]
。

　　实验组家兔分别于光凝后 1 , 3 , 7 , 14 d 全麻下行两侧颈总

动脉插管。先用 100 ml生理盐水冲洗 , 然后用 100 ml 4%多聚

　　作者简介:陈少军(1964-),女 ,山西省太原市人 ,博士研究生 ,主治医师 ,主

要从事玻璃体-视网膜疾病方面的研究 ,发表论文 5篇。电话:
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　　收稿日期:2001-09-13;修回日期:2002-02-20

甲醛液灌注固定。摘除眼球并沿角巩膜缘剪开巩膜 , 去除角膜

及晶状体 ,眼后段组织浸泡在 4%的多聚甲醛中固定 6 h ,常规

脱水 ,制作视网膜纵截面冰冻切片(15 μm), 贴片 、烤干(50 ℃,

10 min),置-70 ℃冰箱保存。

1.3　原位杂交
　　VEGF探针的制备参照 Maniatis[ 7]方法进行。采用随机引

物法地高辛标记 cDNA 探针。原位杂交方法见文献[ 8] 。每张

切片上分别加 20 μl 变 性探针杂交液(探针终浓度 为

0.2 μg/ml), 阴性对照加不含探针的杂交液。加盖玻片 , 置湿盒

中42 ℃ 杂交过夜。 漂洗后用氮蓝四唑(Nitroblue tetrazolium ,

NBT)显色 , 核快红复染 , 42 ℃烤干 、封固。随机选取切片并标

记端序 ,在光镜 200 倍下每隔 1 cm选取 1 个视野 ,共 9 个视野。

2　结果

2.1　眼底病理改变
　　光凝后 1 d , 光凝斑部位视网膜隆起 , 散在大量红细胞和少

量脱落的光感受器细胞核;其下的视网膜色素上皮细胞(RPE)

结构松散 、体积增大;光凝后 3 d , 光凝斑部位视网膜凹陷变薄 ,

外核层消失;其周围形状如火山口隆起 ,视网膜结构明显破坏 ,

并可见大量固缩核散布于视网膜全层;RPE 单层细胞结构破

坏 、缺损;脉络膜下可见较多 RPE 样细胞增殖 、侵入;光凝斑及

周围视网膜下的脉络膜大血管层有新生毛细血管芽样结构出

现:红色薄壁内皮细胞及核组成环形血管壁 , 相互连接成网状。

实验组 18只兔眼可见新生血管样结构 ,其发生率是 56%。

2.2　VEGF mRNA表达的变化
　　正常视网膜各层未见 VEGF mRNA表达;光凝后 1 d , VEGF

mRNA表达明显增多 , 阳性细胞主要位于距光凝斑约 1 个光凝

斑直径以外的视网膜节细胞层 、内核层(胞浆呈蓝紫色)。光凝

后 3 d , VEGF mRNA 表达有所减弱 , 仅节细胞层和 RPE 层有部

分细胞呈阳性染色。光凝后7 d , VEGF mRNA表达更行减弱 , 接

近正常对照;伤后 14 d VEGF mRNA表达阴性。
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菌体浸渍 2 h 能完全杀菌 。本实验所用桂皮制剂仅是

酒精提取粗制物 ,MIC为500μg/ml ,但31.25 ～ 250μg/ml

仍有中 、轻度敏感。与前者比较同样有较强的抑菌作

用 ,但对于药物提取方法的影响有待进一步探讨。

　　综上所述 ,本研究目的主要是将该实验方法作为

对白珠念药敏试验的一个新方法探讨 ,虽然所试药物

的抑菌作用 MIC浓度与以往的报道相似 ,但该药敏试

验方法简单 、快速 ,并有利于临床即时粗筛白念珠菌抗

菌药物 ,更有利于推广应用。
　　关键词:血清芽管试验;黄连;姜黄;桂皮;伊曲康唑;两性

霉素 B
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3　讨论

　　用高能量的密集光斑造模 , 通过减少对视网膜内层的血

供 ,破坏 Bruch膜 , 诱导眼底新生血管生长 , 是一种重现性较好

的可靠模型 ,可通过光镜 、电镜及眼底荧光造影等可靠方法观

察。Dobi等[ 9]用病理组织学观察猴的新生血管发生率为 86%,

鼠眼新生血管发生率为 60%, 而兔眼的新生血管发生率较二者

略低。本实验通过将散在的光凝改为后极部密集光凝后 ,兔眼

新生血管发生率为 56%。

　　迄今发现与血管形成相关的生长因子中 , 只有 VEGF作为

一种与缺氧关系密切 、能特异促血管内皮细胞分裂可溶性糖蛋

白 ,在诱导脉络膜新生血管形成中起着突出的作用
[ 10]

。近年

来 ,应用免疫组织化学方法发现参与脉络膜新生血管形成的细

胞主要有视网膜色素上皮细胞(RPE)和巨噬细胞[ 11] 。 RPE 病

变 、炎症或 Bruch膜的破坏造成代谢紊乱 ,其代谢产物消化排除

障碍而沉积在 RPE细胞基底膜下 , 变成玻璃膜疣 , 它的存在则

可吸引巨噬细胞由脉络膜穿过 Bruch 膜进入 RPE 下 , 巨噬细胞

能产生多种促血管新生的细胞因子如 VEGF、bFGF 等 , 从而起

动了新生血管生长的过程。本实验模型由于光凝减少了对内

层视网膜的血液供应 ,造成了视网膜组织的缺氧状态。光凝后

1 ～ 3 d , 我们检测到光凝灶周围的节细胞层和内核层 VEGF

mRNA表达明显增加 , 光凝斑周围的视网膜下侵入的 RPE 样细

胞及 RPE层细胞中也有 VEGF mRNA 表达;光凝后 3 d , 光凝斑

及周围视网膜下有红色薄壁内皮细胞及核组成环形网状结构

出现 ,与正常组织原有血管的部位 、分布和形态相比均不同。

Ishibashi 等[ 12] 已在小鼠模型中用原位杂交和免疫组织化学方

法证实 , 光凝后 3 d 脉络膜血管内皮细胞通过 Bruch 膜缺损区

迁移进入视网膜下 , 光凝后 3 ～ 7 d 在堆积的巨噬细胞 、迁移的

RPE 和Muller细胞中 VEGF mRNA 表达明显增高;光凝后 7～ 14

d 经组织病理学和眼底荧光造影证实视网膜下有新生血管的形

成 。因兔脉络膜新生血管不具有渗漏荧光素的特征 , 故我们

未用眼底荧光造影进行观察。

　　本实验在正常视网膜检测不到 VEGF mRNA的表达 , 而光

凝后VEGFmRNA的表达明显增高 , 这与Frank等[ 13]的研究结果

一致 , 且 VEGF mRNA的表达在时间和部位与视网膜下新生血

管化及周围色素上皮反应存在时空对应关系 , 提示 VEGF在激

光光凝所致的眼内新生血管形成中起着重要的作用。

　　关键词:血管内皮生长因子;原位杂交;视网膜;脉络膜新

生血管
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