
环缩酚肽抑制小鼠血管增殖性视网膜病变的研究

梁小玲 !，刘汉生 "，陈浩宇 !，黄永盛 !，唐仕波 !，#$%$& ’( )*+,-./0*&- 1

（!2 中山大学中山眼科中心3 广东 广州 4!5565；"2 海南省人民医院眼科，海南 海口 4755!5；
12 美国 8-/9: ;-,<09: 大学 =0>+$& 眼科中心，?*>%0+-&$3 @A "!"B73 C( D( ’）

摘 要：【目的】观察两种环缩酚肽的衍生物 E;$,F’ G和 E;$,F? G对氧诱导的血管增殖性视网膜病变的抑制
作用。【方法】将鼠龄为 7 HE#7 G的 )47?I J 6 幼鼠置于体积分数 74K的氧气箱中连续生活 4 H，建立氧诱导的血
管增殖性视网膜病变模型。在 !" HE#!" G幼鼠回到正常大气环境中，同时开始给小鼠皮下注安慰剂（第 ! 组，! L
"1）、;$,F’ !5 +M J <M（第 " 组，! L ""）、或者 ;$,F? !5 +M J <M（第 1 组，! L ""），每天两次，持续 4 H。在 !7 HE#!7 G
取鼠眼进行冰冻切片和 ND’E M&0OO-90* :0+,>0.0O->0* >$.%09 ?P G染色，或作荧光素灌注和视网膜平铺片，用图象分析
软件定量计算视网膜无灌注区和新生血管的面积。【结果】病理检测视网膜新生血管面积：第一组为 E 5( 4! Q
5( 5B G++" J鼠（ ! L 7）；第 " 组为 E 5( !! Q 5( 5! G++" J鼠 E ! L B G；第 1 组为 E 5( !6 Q 5( 5" G++" J鼠 E ! L B G。视网膜
平片检测视网膜新生血管面积：第 !组为 E !( 16 土 5( 5" G++" J眼 E ! L 1" G，第 " 组为 E 5( !R Q 5( 5! G++" J眼 E ! L
"B G，第 1组为 E 5( 57 Q 5( 5! G ++" J眼 E ! L "B G；视网膜平片检测视网膜无灌注区面积：第 ! 组为 E "( 11 Q 5( 5B G
++" J眼，第 "组为 E !( 5B Q 5( 5R G++" J眼，第 1 组为 E !( "" Q 5( !! G++" J眼。经 ’STU’分析，第 " 组和第 1组分
别与第 ! 组比较，视网膜新生血管的面积和视网膜无灌注区的面积，均明显减少，差异有统计学意义 E " V
5( 5! G。【结论】两种环缩酚肽衍生物均能强效地抑制氧诱导的血管增殖性视网膜病变小鼠形成视网膜无灌注区
和新生血管，对血管增殖性视网膜病变有抑制治疗作用。
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血管增殖性视网膜病变是一类常见的致盲眼

病，许多疾病如高血压、糖尿病、视网膜中央静脉阻

塞、早产儿视网膜病变等都可以引起血管增殖性视

网膜病变。该病最终因视网膜新生血管增殖、出血

和牵引性视网膜脱离而导致失明，并严重影响患者

的生存质量，给患者及其家庭以及社会带来沉重的

负担。对这类世界性致盲眼病，由于其发病机制还

未十分清楚，临床上尚无理想的治疗方法。从

!"#$"%&’&" #()&%%"#*(&+, 真菌培养的基质中分离出
一种新的环缩酚肽（#$#%&# ’()*+,()-&)()*&,(，.()），
其化学衍生物可以强效而特异地抑制体外的内皮

细胞及其他多种细胞表达细胞间黏附分子 /0
（12*(3#(%%4%+3 +,’(-&52 65%(#4%(7 189:/0）; 0 < = >，但在

体内的作用尚未了解。细胞黏附分子被认为参与了

血管增殖性视网膜病变的发病过程 ; ! >。近来我们初

步研究了 .() 的两种化学衍生物对氧诱导的血管
增殖性视网膜病变小鼠新生血管与无灌注区形成

的影响。

0 材料与方法

0? 0 氧诱导的血管增殖性视网膜病变小鼠模型
的建立

参照 @6&*’等 ; A >的方法，将出生后 B ,（C5-*2+*+%
B ,+$7 CB）的 8!BDE F A小鼠与母鼠一起放入含氧
体积分数为 B!G H "G的饲养箱中，孵育温度维持
在 I" J H I J，用氧气分析仪 K D&5@)(3&L7美国 M 监
测并调控箱内氧气含量。C0I放回正常室内空气中
饲养，这时造成小鼠视网膜相对缺氧，C0B视网膜
内有大量的新生血管形成。

0? I 实验分组
将 AB只 8!BDE F A小鼠 K N+#O-527美国 M分为 "

组：第 0组为安慰剂对照组，共 I"只小鼠，其中 B
只鼠 0= 眼作冰冻切片，0A只鼠 "I眼作荧光素标
记视网膜平片检查；第 I组和第 "组分别为环缩酚
肽 /9和 /D治疗组，每组各 II只鼠，其中冰冻切片

各为 P只鼠 0A眼，视网膜平片各为 0=只鼠 IP眼；
均按上法建立血管增殖性视网膜病变模型。

0? " 给药方法
将 = 6Q .()粉剂溶解到 0RR !E溶解剂中，每

次注射前用等渗葡萄糖溶液稀释到最后的浓度 I
Q F E。从 C0I取出小鼠到室内空气环境开始，对小
鼠皮下注射 .()/9 或 .() /D 0R 6Q F OQ 或者安慰
剂，每天两次，持续 ! ,。
0? = 病理检测视网膜新生血管的面积
在 C0B，处死小鼠并迅速取下眼球，包埋，

S PR J冰箱保存。整个眼球从一侧的虹膜根部开
始到另一侧的虹膜根部切成 0R !6的系列冰冻切
片。相隔 0RR !6收集 0张切片，连续收集 0R张。
用生物素标记的凝集素（Q3&TT52&+ -&6)%&#&T5%&+ %(#*&2
D=，U@9，V(#*53 E+W53+*53&(-7 美国）进行组织化学
染色，U@9可以选择性结合到血管细胞上：切片在
体积分数 0RG正常牛血清中孵育 "R 6&2，室温下
用生物素标记的 U@9孵育 I ’，冲洗，过氧化物酶 /
卵白素（V(#*53 E+W53+*53&(-7 美国）孵育 =! 6&2，冲
洗，最后用二氨基联苯胺孵育显色，用伊红作对比

染色。同轴显微镜检查，16+Q(/C35 C%4-（:(,&+ 8$/
W(32(*&#-，美国）软件测量视网膜表面的 U@9染色
阳性的细胞及其面积。0R张切片 U@9阳性细胞的
总面积作为每只眼球新生血管的总量，用作一个单

一的实验值。每鼠双眼新生血管的总量的均数用作

统计分析的单一实验值。

0? ! 视网膜平片检测视网膜无灌注区面积和新生
血管的面积

在 C0B，用乙醚麻醉小鼠，固定四肢，快速分离
并暴露心脏，经左心室将 !R Q F E荧光素标记的葡
聚糖（@(Q6+7 美国）0 6E快速注入。处死小鼠，取下
眼球，室温下在 0RR 6E F E的甲醛中固定 0 ’。显微
镜下去除角膜、虹膜和晶体，小心地从眼杯中完整

地剥离视网膜，从视网膜的锯齿缘到 =个象限的赤
道部做放射状切开，视网膜平铺在玻片上，封口，加

盖玻片。用荧光显微镜检测平铺的视网膜，16/

+2, 2(5X+-#4%+3&Y+*&52 &2 5L$Q(2/&2,4#(, &-#’(6&# 3(*&25)+*’$ 6&#( *3(+*(, Z&*’ .()/9 53 .()/D
Z+- -&Q2&T&#+2*%$ 3(,4#(,?【852#%4-&52】[’( +2+%5Q- 5T #$#%&# ’()*+,()-&)()*&,( )5*(2*%$ &2’&W&* 3(*&/
2+% 252)(3T4-&52 +2, 2(5X+-#4%+3&Y+*&52 &2 5L$Q(2/&2,4#(, &-#’(6&# 3(*&25)+*’$ 6&#(?

"#$ %&’()：#$#%&# ’()*+,()-&)()*&,(\ &-#’(6&# 3(*&25)+*’$\ 3(*&2+% 2(5X+-#4%+3&Y+*&52；3(*&2+%
252)(3T4-&52

; N @]^ _+*/-(2 ]2&X K:(, @#& M 7 IRR"7 I= KA M：!"I < !"! >
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$%&’()* (+,-软件测量无荧光素灌注的视网膜面积
和有大量荧光素积聚的视网膜新生血管的面积。

./ 0 统计学分析
所有数据输入 1(11 2*) 3456*3 .7/ 7 统计软

件，首先对各组总体方差进行齐性检验，如果方差

齐性，则按照完全随机设计，采用单因素方差分析

8 *5&3$9 $5$+9-4- *2 :$)4$5;&< =>?@=A进行统计，当
总的比较差异有统计学意义后再采用 1>B
81C,6&5C’>&3D$5’B&,+-< 1>BA ’ !检验作各组均数
间的两两比较

E 结 果

E/ . 冰冻切片检测视网膜新生血管的面积
正常 (.F小鼠视网膜 G1=染色显示视网膜血

管排列较整齐，从内丛状层到神经纤维层有浅表

的、中间的和深部的毛细血管，但是没有延伸到内

界膜以上（图 ./ .、./ E）。安慰剂治疗的血管增殖性
视网膜病变小鼠 8 " H F A，视网膜前突破内界膜有
广泛的 G1=阳性染色细胞，提示大量的视网膜新
生血管形成，面积为 8 7/ !. I 7/ 7J ADDE K鼠；在视网
膜中央区有大面积的深部毛细血管床缺失，提示视

网膜毛细血管无灌注区形成（图 ./ "、./ #）。L&M’=
8 " H J A 和 L&M ’N 8 " H JA 治疗的小鼠，视网膜中
央大部分血管化，只有少量的深部无血管区，视网

膜前新生血管明显减少，面积分别为 8 7/ .. I 7/ 7. A
DDE K鼠和 8 7/ .0 I 7/ 7E ADDE K鼠（图 ./ !、./ 0、./ F、
./ J）。统计的结果方差齐性，# O 7P 7.。=>?@=视
网膜新生血管面积比较 $ H E.P "， # O 7P 7.。
1>B %!检验比较组间差异，L&M’=和 L&M’N治疗的
小鼠视网膜新生血管平均面积比对照组少， # O
7/ 7.。
E/ E 视网膜平片检测视网膜无灌注区面积和新
生血管面积

正常 (.F 小鼠视网膜呈现均匀的网络状的血
管结构，未见荧光素渗漏出血管外（图 EP .、EP E）。
安慰剂组 8 " H "E A，在视网膜中央出现大面积的无
荧光素充盈区 8提示为血流无灌注区 A，面积为
8 E/ "" I 7/ 7J A DDE K眼，同时周边视网膜出现大量
高荧光素区 8提示新生血管形成 A，面积为 8 ./ "0 I
7/ 7E A DDE K眼（图 EP "、EP #）。L&M’= 8 " H EJ A 和
L&M’N 8 " H EJ A 治疗组，可见小面积的视网膜无灌
注，面积为 8 ./ 7J I 7/ 7Q A DDE K眼和 8 ./ EE I 7/ .. A

DDE K眼，少量的高荧光即新生血管形成区，面积为
8 7/ .Q I 7/ 7. A DDE K眼和 8 7/ 7F I 7/ 7. A DDE K眼（图
EP ! R EP J）。统计的结果视网膜无灌注和新生血管
面积的方差均为齐性，# O 7P 7.。=>?@=结果视
网膜无灌注区面积，$ H J#P 0，# O 7P 7.，新生血管
面积 $ H J.P E，# O 7P 7.。1>B’ !检验比较组间差
异，结果 L&M’=或者 L&M’N治疗组比对照组无灌
注区面积少，# O 7/ 7.；同样，视网膜新生血管面
积也明显减少，# O 7/ 7.。

" 讨 论

本实验结果表明，皮下注射 ST=U’.的拮抗
剂 L&M’=和 L&M’N可使氧诱导的小鼠视网膜新生
血管形成明显减少，同时视网膜无灌注区也明显减

少。以往的研究发现 L&M可以抑制体外内皮细胞
及其他多种细胞表达 ST=U’.V. R # W，本实验发现它

在体内也可抑制视网膜新生血管形成。已有的研究

表明，在氧诱导的血管增殖性视网膜病变小鼠中，

有多种细胞因子参与其发病过程 V F，J W。@XGY是新
生血管形成的关键刺激因子，@XGY 通过刺激 S’
T=U’. 和一氧化氮合成酶表达增多，诱发白细胞
附壁，导致视网膜病变的无灌注区形成 V !< Q< .7 W，视网

膜缺血和缺氧刺激 @XGY的表达增多，如此恶性循
环，使视网膜新生血管形成、眼内出血、牵引性视网

膜脱离，最后致盲。结合 L&M的体外实验和本研究
结果，提示 L&M’=和 L&M’N在体内抑制视网膜新
生血管形成的作用，可能是通过拮抗 ST=U’.，使
@XGY的作用被阻断而达到的。
以往曾用 @XGY受体激酶抑制剂治疗氧诱导

的血管增殖性视网膜病变小鼠，发现它可完全抑制

视网膜新生血管形成，但是同时增加了视网膜无灌

注区 V .. W。这与本研究结果有明显区别，L&M’= 和
L&M’N 抑制氧诱导的小鼠形成视网膜新生血管的
同时，也使视网膜无灌注区明显减少。推测新发育

的视网膜血管内皮细胞与新生血管的内皮细胞一

样，其存活依赖于 @XGY。因此，@XGY受体激酶抑
制剂促进了两种类型的内皮细胞的凋亡，并增加毛

细血管无灌注性，结果导致大片的视网膜无灌注区

形成。这样，@XGY受体拮抗剂在抑制新生血管形
成的同时也加重了视网膜的缺血，而 L&M通过抑
制体内的血管内皮细胞或血液细胞（如白细胞等）

分泌 ST=U’.，白细胞附壁减少，视网膜无灌注区域
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据央视国际报道，中国卫生部今天发布了《传染性非典型肺炎流行病学调查指导原则》，要求各地遵照执行。卫生部指出，流行病学调查是

传染病预防控制的关键措施和重要工作环节，做好 #$%#流行病学调查对于指导疫情的预防和控制至关重要。#$%#流行病学调查的主要内容
是病例的个案调查、接触者追踪和资料管理和利用。《指导原则》对流行病学调查的工作程序和方法、注意事项等做了具体规定。卫生部今天还

发布了《传染性非典型肺炎密切接触者判定标准和处理原则》，要求各地在发生 #$%#疫情时，对 #$%#病人的密切接触者及时、科学、有效地采
取措施。卫生部指出，在一定条件下，#$%#具有较强的传染性，#$%#病人的密切接触者感染 #$%#可能性较大。“判定标准和处理原则”规定，
密切接触是指治疗或护理、探视 #$%#病人或疑似病人、与病人共同生活，通过其他方式直接接触病人的呼吸道分泌物、体液、排泄物等。由于
到目前为止，尚未发现 #$%#病人的潜伏期具有传染性，所以卫生部要求在判定密切接触者、分析他感染发病的可能性时，可综合考虑接触时
病人发病与否及症状情况、与病人接触方式、接触时采取的防护措施、接触时间长短等，以便采取针对性措施，接触者的调查和判定由疾病预防

控制机构负责。《判定标准和处理原则》把密切接触者分为日常生活学习工作中的密切接触者、交通工具上的密切接触者 &飞机、铁路旅客列车、
汽车、轮船 ’，并对密切接触者和一般接触者的处理原则，分别做了规定。

来源：中新网 ())"*+)*"+

中国卫生部发布有关 #$%#的指导与处理原则文件
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形成减少，/012分泌减少，形成的视网膜新生血
管也少。另一种可能的机制是，/012刺激内皮细
胞形成新生血管的过程中需要 34$5*+ 的帮助，
678抑制了这种作用，也就抑制了视网膜新生血管
形成；/012对新发育的视网膜血管内皮细胞的营
养和支持作用，不需要 34$5*+的帮助，因此 678
不会引起大片的视网膜无灌注区形成。当然，这些

推测还有待今后更多的研究进一步检验。本结果提

示 678 在治疗血管增殖性视网膜病变时可能比
/012受体拮抗剂更加有利。
本研究通过用皮下注射 678抑制氧诱导的血

管增殖性视网膜病变模型小鼠的方法，初步探讨了

678对血管增殖性视网膜病变的预防和治疗作用，
但其作用机制，最佳给药途径、时间、剂量等还有待

今后更进一步研究，希望通过这方面的研究，为人

类血管增殖性视网膜病变的预防和治疗能提供新

的资料。

（本文图 + 见封 (，图 ( 见封 9: 2;<= + >?@AB ;B ;B>;C7

DE@BF G@H7EI JBC 2;<= ( >?@AB ;B KJGL G@H7E）
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