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血管内皮生长因子￣Ｂ 对形觉剥夺性
近视豚鼠视网膜中多巴胺水平的影响

姜俊ꎬ高洪莲ꎬ孙瑞婷ꎬ孙昕ꎬ彭庆生ꎬ张守宽ꎬ张磊
(滨州医学院附属医院眼科ꎬ 山东 滨州 ２５６６００)

摘要:目的　 研究玻璃体腔注射血管内皮生长因子￣Ｂ(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣Ｂꎬ ＶＥＧＦ￣Ｂ)对形觉剥夺

性近视( ｆｏｒｍ￣ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａꎬ ＦＤＭ)豚鼠视网膜中多巴胺(ｄｏｐａｍｉｎｅꎬ ＤＡ)水平的影响ꎮ 方法　 随机选取健康

的 ３ 周龄豚鼠 １４７ 只ꎬ雌雄不限ꎬ随机分为 ７ 个组ꎬ每组 ２１ 只ꎮ 空白组双眼不予干预ꎬ其余 ６ 组使用半透明乳胶气

球套头遮盖豚鼠右眼 １４ ｄ 建立 ＦＤＭ 模型ꎮ 造模前对 ＰＢＳ 组、０.２５ ｎｇ 组、２.５ ｎｇ 组、２５ ｎｇ 组、５０ ｎｇ 组右眼玻璃体

腔注射 ＰＢＳ 缓冲液 ２.５ μＬ、ＶＥＧＦ￣Ｂ ０.２５ ｎｇ、２.５ ｎｇ、２５ ｎｇ、５０ ｎｇꎮ 遮盖前后分别测量造模眼屈光度与眼轴长度ꎬ
１４ ｄ后采用免疫荧光法检测酪氨酸羟化酶( ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬ ＴＨ)阳性细胞数量、免疫印记法检测视网膜 ＴＨ 的

蛋白表达情况、ＨＥ 染色观察视网膜血管内皮细胞核数、高效液相色谱法测定 ＤＡ 与３ꎬ４￣二羟基苯乙酸(３ꎬ４￣ｄｉ￣
ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬ ＤＯＰＡＣ)的含量及 ＤＡ 代谢率ꎮ 结果　 造模前ꎬ７ 组豚鼠右眼屈光度与眼轴长度均无显

著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 造模完成后与空白组相比ꎬＦＤＭ 组、ＰＢＳ 组屈光不正向近视侧偏移ꎬ眼轴增长ꎬＴＨ、ＤＡ、
ＤＯＰＡＣ 含量均降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＦＤＭ 组相比ꎬ０.２５ ｎｇ 组、２.５ ｎｇ 组、２５ ｎｇ 组、５０ ｎｇ 组豚鼠遮盖眼近视程度均降

低ꎬ眼轴增长趋势被抑制ꎬＴＨ、ＤＡ、ＤＯＰＡＣ 表达量均增加(Ｐ 均<０.０５)ꎬ随着 ＶＥＧＦ￣Ｂ 浓度的升高ꎬ眼轴增长所受

抑制程度逐渐增加ꎬ近视程度逐渐减轻ꎬＴＨ 等检测指标的表达水平均逐渐升高ꎮ ７ 组豚鼠视网膜 ＤＡ 代谢率、视
网膜内血管内皮细胞核数差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 玻璃体腔注射 ＶＥＧＦ￣Ｂ 可使 ＦＤＭ 豚鼠视网膜

中的 ＤＡ 含量升高、眼轴增长程度减轻ꎬ从而抑制 ＦＤＭ 豚鼠的近视发展ꎬ且不会诱导新生血管生成ꎬ其中 ５０ ｎｇ 组

ＶＥＧＦ￣Ｂ 对 ＤＡ 的促进作用更明显ꎮ
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ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｄｏｐａｍｉｎｅ (ＤＡ) ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｆｏｒｍ￣ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ (ＦＤＭ) ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ Ｔｏｔａｌ ｏｆ １４７
ｈｅａｌｔｈｙ ３￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓꎬ ｍａｌｅ ｏｒ ｆｅｍａｌｅꎬ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ７ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ２１ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｙｅｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｎｓ ｉｎ
ｏｔｈｅｒ ６ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｏｖｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｔ ｌａｔｅｘ ｂａｌｌｏｏｎ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ＦＤＭ ｍｏｄｅｌ. Ａｆｔｅｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎꎬ
２.５ μＬ ｏｆ ＰＢＳ ｂｕｆｆｅｒ ａｎｄ ＶＥＧＦ￣Ｂ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ０.２５ ｎｇꎬ ２.５ ｎｇꎬ ５ ｎｇ ａｎｄ ５０ ｎｇ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｉｎｅｅ ｐｉｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ０.２５ ｎｇꎬ ２.５ ｎｇꎬ ２５ ｎｇ ａｎｄ ５０ ｎｇ. Ｏｃｕｌａｒ
ｒｅｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｘｉａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｅｙｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ａｎｉｍａｌ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ. Ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓꎬ ｉｍｍｕｎｏ￣
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａꎻ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
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(ＤＯＰＡＣ) ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＤＡ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｏｐｔｅｒ
ａｎｄ ａｘｉａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ７ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５) . Ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｒｅｆｒａｃ￣
ｔｉｖｅ ｅｒｒｏｒ ｗａｓ ｓｈｉｆｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｙｏｐｉｃ ｓｉｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ＦＤＭ ａｎｄ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ａｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｙｅｓ ｇｒｅｗꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＨꎬ ＤＡꎬ ａｎｄ
ＤＯＰＡＣ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＦＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＶＥＧＦ￣Ｂ ｇｒｏｕｐｓ (０.２５ ｎｇꎬ
２.５ ｎｇꎬ ２５ ｎｇ ａｎｄ ５０ ｎｇ) ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｍｙｏｐｉａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｘｉａｌ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＨꎬ ＤＡꎬ ａｎｄ ＤＯＰＡＣ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) . Ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ￣Ｂ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅｒｅ
ｗａｓ ａ ｇｒａｄｕａｌ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｘｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｙｏｐｉａ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｗｈｉｌｅ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ａ ｐｒｏ￣
ｇｒｅｓｓｉｖｅ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＴＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＡ
ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ７ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ￣Ｂ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｒｅｔｉｎａｌ ＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｘｉａｌ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｍｙｏｐｉａ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ＦＤＭ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｎｏｔａｂｌｙꎬ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＶＥＧＦ￣Ｂ ｏｎ ＤＡ ｗａｓ ｐａｒ￣
ｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ５０ ｎｇ ｇｒｏｕｐ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣Ｂꎻ Ｆｏｒｍ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａꎻ Ｄｏｐａｍｉｎｅꎻ Ｒｅｔｉｎａꎻ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ

　 　 未矫正的屈光不正是视力受损的重要因素

之一ꎬ严重者甚至会导致失明 [１￣２] ꎮ 随着近年来

电子屏幕使用时间的延长ꎬ近视的发病率逐年升

高且呈低龄化趋势 [３] ꎮ 统计结果显示ꎬ年龄特异

性是近视发展中最具影响力的预测因子ꎬ近视的

低龄化ꎬ会大幅增加患者后续发展为高度近视的

风险 [４] ꎮ 据估计ꎬ至 ２０５０ 年近视(ＳＥ≤－０ .７５Ｄ)
将会影响世界上约一半的人口 [５] ꎮ 近视的高患

病率已成为亟待解决的公共卫生问题ꎬ其具体发

病机制至今未明ꎬ尚未发现有效控制近视发生发

展的手段ꎮ 多巴胺( ｄｏｐａｍｉｎｅꎬ ＤＡ)在视网膜中

参与介导视觉信号和屈光发育等过程 [６] ꎬ３ꎬ４￣二
羟 基 苯 乙 酸 ( ３ꎬ ４￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＤＯＰＡＣ) 是 ＤＡ 的代谢产物ꎮ 光刺激在屈光性

近视、ＤＡ 的合成与释放、限速酶酪氨酸羟化酶

( ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬ ＴＨ)的激活过程中发挥着

重要作用 [７] ꎬ因此形觉剥夺(剥夺光刺激)是研究

屈光发育的重要模型ꎮ 相关研究也已证实血管

内皮生长因子￣Ａ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ￣
ｔｏｒ￣Ａꎬ ＶＥＧＦ￣Ａ)和血管内皮生长因子￣Ｂ( ｖａｓｃｕ￣
ｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣Ｂꎬ ＶＥＧＦ￣Ｂ) 对多巴

胺 能 神 经 元 的 存 活 与 营 养 均 发 挥 着 积 极 作

用 [８￣１２] ꎮ ＶＥＧＦ￣Ｂ 在视神经保护、视网膜色素上

皮层抗凋亡、抑制血管渗漏等方面发挥着积极作

用 [８ꎬ１３￣１５] ꎮ 本课题组前期研究证明ꎬ豚鼠玻璃体

腔注射抗 ＶＥＧＦ 药物会减少视网膜中 ＤＡ 的含

量ꎬ导致形觉剥夺性近视( ｆｏｒｍ￣ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏ￣
ｐｉａꎬ ＦＤＭ) 进一步发展ꎻ注射 ＶＥＧＦ￣Ａ１６５ 会增

加视网膜中的 ＤＡ 含量ꎬ抑制 ＦＤＭ 的发展ꎬ但到

达一定浓度 ＶＥＧＦ￣Ａ１６５ 存在诱导新生血管产生

的不良反应 [１６￣１７] ꎬ而 ＶＥＧＦ￣Ｂ 因启动子区不含缺

氧反应元件也不受缺氧转录诱导ꎬ拥有极小的正

常血管生成活性ꎬ不良反应相较于 ＶＥＧＦ￣Ａ 小ꎬ
且能通过血管内皮生长因子受体 １( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣１ꎬ ＶＥＧＦＲ￣１)抑制

过度的血管生成ꎬ有较大的研究价值 [９ꎬ１８] ꎮ 本研

究将继续深入探讨不同剂量下ꎬＶＥＧＦ￣Ｂ 对 ＦＤＭ
豚鼠视网膜 ＤＡ 水平的影响ꎬ为近视防控领域提

供新思路和实验基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

取健康 ３ 周龄豚鼠 １５１ 只ꎬ体质量规格为 １５０~
２００ ｇꎬ购于济南金丰实验动物有限公司ꎬ许可证号:
ＳＣＸＫ(鲁)２０２３００８ꎮ ４ 只豚鼠被排除ꎬ其中 １ 只在

造模期间麻醉后死亡ꎬ２ 只在造模结束后因眼内炎

死亡ꎬ１ 只造模结束后因玻璃体注射 ＶＥＧＦ￣Ｂ 并发

白内障无法正常验光排除ꎬ最终纳入本实验的 ＦＤＭ
豚鼠共 １４７ 只ꎮ 饲养环境为 １２ ｈ / １２ ｈ 昼夜循环ꎬ温
度 ２２ ℃ ~ ２５ ℃ꎬ相对湿度为 ５０％ ~ ７０％ꎬ２ ~ ３ 只豚

鼠一笼ꎬ每日定时更换新笼ꎬ豚鼠能自由行动、摄水

摄食ꎮ 本研究涉及的动物实验过程及伦理问题经滨

州医学院附属医院伦理委员会审批(２０２３１２０８￣１５)ꎮ
１.１.２　 主要试剂及仪器设备

重组人蛋白 ＶＥＧＦ￣Ｂ(美国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ 公
司)、ＴＨ 兔单克隆抗体(美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙ 公司)、Ｂｏｕｉｎ′ ｓ 固定液 (福建 Ｐｈｙｇｅｎｅ 公

司)、兔抗鼠 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体(武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司)、带状光检影镜(苏州六六视觉科技有限公

司)、冰冻切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)、正置荧光显微

镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)、高效液相色谱仪 (美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)、抗荧光衰减封片剂(含 ＤＡＰＩ)
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(北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 实验分组及动物模型的建立

采用随机数字表法将豚鼠随机分为空白组、
ＦＤＭ 组、ＰＢＳ 组、０.２５ ｎｇ 组、２.５ ｎｇ 组、２５ ｎｇ 组和

５０ ｎｇ 组(ｎ 均 ＝ ２１)ꎮ 参考文献[１９￣２０]的方法ꎬ选
择豚鼠使用半透明乳胶气球套头遮盖右眼ꎬ遮盖时

间持续 １４ ｄꎬ建立 ＦＤＭ 动物模型 (眼轴增长约

０.５７ ｍｍ、屈光度增加约－５.４５ Ｄ)ꎮ 其中空白组豚鼠

不予干预ꎬ其余 ６ 组均使用半透明乳胶气球套头遮盖

右眼ꎬ每日定时更换饲养笼具、清洁头套并适时修剪ꎮ
１.２.２　 药物干预

造模前 １ 天ꎬ使用妥布霉素滴眼液滴右眼

(３ 次 / ｄ)ꎮ 遮盖前进行玻璃体腔注射ꎬ显微镜下使

用有齿镊固定眼球ꎬ微量注射器与颞侧角膜缘后

１ ｍｍ垂直巩膜进针ꎬ针头向眼球壁倾斜 ２０°进针约

３ ｍｍ 后注射给药ꎬ所有注射眼均为右眼ꎬ注射的

ＶＥＧＦ￣Ｂ 均溶于 ２.５ μＬ 的 ＰＢＳ 缓冲液中ꎮ 注射前

称量豚鼠体质量ꎬ根据体质量给予相应体积的

５０ ｇ / Ｌ水合氯醛腹腔注射来进行麻醉处理ꎬ使用聚

维酮碘对眼表进行消毒ꎬ后用生理盐水冲洗两次ꎮ
根据文献选择注射浓度与注射体积[１６ꎬ ２１]ꎬ依分组在

显微镜下使用微量注射器分别注射 ＰＢＳ 缓冲液

２.５ μＬꎬ对应剂量的 ＶＥＧＦ￣Ｂ ０.２５、２.５、２５、５０ ｎｇꎮ
注射完毕后注射眼眼部涂抹氧氟沙星眼膏预防感

染ꎮ 术后 ３ ｄ 内ꎬ继续涂氧氟沙星眼膏ꎬ３ 次 / ｄꎬ每日

观察注射眼是否存在炎症情况ꎮ
１.２.３　 眼部生物学参数测量

遮盖前与遮盖后 １４ ｄ 分别测量豚鼠的屈光度

和眼轴长度ꎮ 用复方托吡卡胺滴眼液散瞳ꎬ待睫状

肌充分麻痹后ꎬ使用带状光检影镜测量屈光度ꎬ以等

效球镜度加工作距离算作一次计数ꎻ使用盐酸丙美

卡因滴眼液滴右眼进行角膜表面麻醉ꎬ使用眼部 Ａ
超手动模式下测量豚鼠眼轴长度ꎬ精确至 ０.０１ ｍｍꎮ
以上结果均连续测量 ５ 次计算平均值作为最终结果

计数ꎮ
１.２.４　 豚鼠眼球标本收集

待造模结束ꎬ眼球生物学参数测量后ꎬ注射凝血

剂处死豚鼠ꎬ使用高压消毒后的器械ꎬ完整取出右眼

眼球ꎬ剔除多余的结缔组织与眼外肌ꎬ保留视神经和

完整的眼球于小型液氮罐中待用ꎮ
１.２.５　 豚鼠眼杯标本制备

每组随机抽取 ６ 只豚鼠ꎬ将清理好的眼球至于

５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ固定液固定 ２４ ｈꎮ 固定完成后ꎬ置于

冰上ꎬ显微镜下去除角膜、虹膜、晶状体、玻璃体等部

位后将眼球从中间切开制成眼杯ꎮ 依次将制作好的

眼杯放入 １００、２００ 和 ３００ ｇ / Ｌ 的蔗糖溶液中梯度脱

水各 １２ ｈꎬ脱水后包埋ꎬ实验级锡纸包裹ꎮ 标记后

－８０ ℃冻存待用ꎮ
１.２.６　 免疫荧光法检测豚鼠视网膜中 ＴＨ 的阳性细

胞数

将包埋好的眼杯置于冰冻切片机中ꎬ－２０ ℃速

冻、切片(切片厚度为 ９ μｍ)ꎬ制备冰冻切片ꎮ 将切

片黏附于载玻片上丙酮冲洗 １５ ｍｉｎꎻ洗涤 ３ 次ꎻ
３ ｇ / Ｌ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 漂洗 １０ ｍｉｎꎻ洗涤 ３ 次ꎻ封闭

３０ ｍｉｎꎬ滴 加 一 抗ꎬ ４ ℃ 过 夜ꎮ 次 日ꎬ 组 织 复 温

３０ ｍｉｎꎻ洗涤 ３ 次ꎻ暗室中滴加二抗ꎬ温室孵育 １ ｈꎻ
洗涤 ３ 次后封片ꎮ 使用正置荧光显微镜( ×１０ 目镜

＆×４０ 物镜视野)拍照、观察视网膜中 ＴＨ 阳性细胞

并计数ꎮ
１.２.７　 ＨＥ 染色观察视网膜中血管内皮细胞核数

同免疫荧光法制作多张 ９ μｍ 切片ꎬ后使用苏

木素试剂盒染色ꎬ随机选取 ６ 张(每眼一张)切片于

正置显微镜下观察豚鼠视网膜情况ꎬ并对观察到的

内皮细胞核数进行计数ꎮ
１.２.８　 免疫印迹检测视网膜中 ＴＨ 蛋白的表达

每组随机选取 ６ 只豚鼠ꎬ将清理好待用的完整

眼球于冰上解剖ꎬ剥离出视网膜迅速冷冻于小型液

氮罐中临时储存ꎮ 收集剥离出的豚鼠视网膜于研磨

管中ꎬ在其中加入裂解液及蛋白酶抑制剂后置于匀浆

仪中裂解ꎮ 裂解后于 ４ ℃低温环境静置 ３０ ｍｉｎꎬ将静

置后的组织转移至新的 ＥＰ 管中ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ３０ ｍｉｎꎮ 离心后ꎬ转移上清于新的 ＥＰ 管中ꎬ加
入缓冲液后煮沸 １０ ｍｉｎꎮ 电泳、转膜、封闭后ꎬ加入

一抗ꎬ４ ℃过夜ꎮ 次日ꎬ取出条带ꎬ置于摇床上冲洗 ３
次ꎬ加入二抗ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ冲洗 ３ 次ꎮ 化学发光法

显影ꎬ使用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析曝光后各组灰度值ꎬ使
用 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ重复 ３ 次ꎬ计算分析 ＴＨ 蛋白

相对表达量ꎮ
１.２.９　 高效液相色谱电化学检测法测定视网膜中

ＤＡ 及 ＤＯＰＡＣ 的含量

每组随机抽取 ６ 只豚鼠ꎬ将清理好的眼球冰上

分离ꎬ取出视网膜并称重ꎬ每 ｍｇ 样品加入 ２０ μＬ 匀

浆液ꎻ － ４０ ℃ 匀浆 ４ 次ꎻ ２０ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ ４ ℃ 离心

３０ ｍｉｎꎬ取上清液上机检测ꎮ 使用 ＨＰＬＣ￣ＥＣＤ 系统

检测分析视网膜组织中的 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 含量ꎮ
Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ ６.９ 色谱工作站采集并分析数据ꎬ以内

标法计算目标物浓度ꎮ
１.３　 统计学处理

采用软件 ＳＰＳＳ ２７. ０ 软件进行统计学分析ꎮ
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Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 法检验正态分布ꎬ计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表

示ꎬ组间数据经 Ｌｅｖｅｎｅ 法检验方差齐性ꎮ 总体比较

采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 眼部生物学参数结果

各组数据均符合正态分布ꎬ方差齐 ( Ｐ 均 >

０.０５)ꎮ 遮盖前ꎬ７ 组豚鼠双眼屈光度和眼轴长度差

异均无统计学意义 (Ｐ 均 > ０. ０５)ꎮ 遮盖 １４ ｄ 后ꎬ
ＦＤＭ 组与 ＰＢＳ 组眼球屈光度和眼轴长度差异无统

计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻＦＤＭ 组与空白组相比ꎬ屈光状

态变为近视且眼轴长度增加ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ 均<０.０５)ꎻ４ 组注射组与 ＦＤＭ 组相比向近视侧

偏移程度、眼轴增长程度均减轻ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ 均<０.０５)ꎮ 其中 ５０ ｎｇ 组的近视减轻程度最明

显ꎬ眼轴长度最短ꎮ 见表 １ꎮ
表 １　 各组豚鼠造模前后屈光度和眼轴长度比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｆｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｘｉａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ

组别
屈光度 / Ｄ

遮盖前 遮盖后

眼轴长度 / ｍｍ
遮盖前 遮盖后

空白组 ３.５７±０.３１ ２.１０±０.３３ ７.６１±０.０４ ７.６８±０.０３
ＦＤＭ 组 ３.５２±０.３８ －１.９７±０.４７ａ ７.６０±０.０５ ８.１２±０.０４ａ

ＰＢＳ 组 ３.４７±０.２８ －１.９２±０.３２ａ ７.５７±０.０３ ８.０９±０.０５ａ

０.２５ ｎｇ 组 ３.４８±０.４１ －１.２８±０.３１ａｂ ７.６１±０.０４ ７.９６±０.０７ａｂ

２.５ ｎｇ 组 ３.５３±０.３８ ０.０７±０.４５ａｂ ７.６１±０.０４ ７.８７±０.０５ａｂ

２５ ｎｇ 组 ３.５７±０.３１ ０.９３±０.３１ａｂ ７.５８±０.０３ ７.７８±０.０６ａｂ

５０ ｎｇ 组 ３.５２±０.２９ １.１３±０.３６ａｂ ７.６１±０.０７ ７.７５±０.０５ａｃ

Ｆ ０.１９０ ２８６.３７８ ２.００７ １７６.３８４
Ｐ ０.９７９ <０.００１ ０.０７２ <０.００１

　 　 注: ａ与空白组相比ꎬＰ<０.０１ꎻ ｂ与 ＦＤＭ 组相比ꎬＰ<０.０１ꎻ ｃ与 ＦＤＭ 组相比ꎬＰ＝ ０.０２ꎮ

２.２　 免疫荧光检测结果

显微镜下观测各组豚鼠视网膜结构、厚度均正

常ꎬＴＨ 表达呈绿色点状荧光(图 １、图 ２ 左侧)ꎮ 各

组数据均符合正态分布ꎬ方差齐(Ｐ 均>０.０５)ꎮ 空白

组、ＦＤＭ 组、ＰＢＳ 组、０.２５ ｎｇ 组、２.５ ｎｇ 组、２５ ｎｇ 组、
５０ ｎｇ 组豚鼠视网膜 ＴＨ 阳性细胞数分别为(３２.３３±
４.５５)、(７.８３±１.７２)、(８.３３±１.５１)、(１１.８３±２.０４)、
(１５.３３±１.５１)、(１９.３３±１.９７)、(２１.６７±２.７３)个ꎮ 单因

素方差分析结果显示ꎬ各组间整体差异有统计学意

义(Ｆ＝ ７２.１６４ꎬＰ<０.００１)ꎮ ＦＤＭ 组与空白组相比ꎬ
阳性细胞数明显变少(Ｐ<０.００１)ꎻ０.２５ ｎｇ组与 ＦＤＭ
组相比差异无统计学意义 (Ｐ > ０. ９９９)ꎻ２. ５ ｎｇ 与

ＦＤＭ 组相比差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０２１)ꎻ２５ ｎｇ
组及 ５０ ｎｇ 组与 ＦＤＭ 组比较差异有统计学意义

(Ｐ<０.００１)ꎮ

图 １　 ＴＨ 阳性细胞数及血管内皮细胞核数
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＴＨ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ
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　 　 ＯＮＬ＝视网膜外核层ꎬＩＮＬ:视网膜内核层ꎮ
图 ２　 造模后各组豚鼠视网膜中 ＴＨ 阳性细胞的表达(左侧)及造模后各组豚鼠视网膜 ＨＥ 染色结果(右侧ꎬ×４００)

Ａ:空白组ꎻＢ:ＦＤＭ 组ꎻＣ:ＰＢＳ 组ꎻＤ:０.２５ ｎｇ 组ꎻＥ:２.５ ｎｇ 组ꎻＦ:２５ ｎｇ 组ꎻＧ:５０ ｎｇ 组ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨ＋ ｃｅｌｌｓ ( ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ) ａｎｄ ｔｈｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ( ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ) ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｓ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ(×４００)
Ａ: ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: ＦＤＭ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ: ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: ０.２５ ｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ Ｅ: ２.５ ｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ Ｆ: ２５ ｎｇ ｇｒｏｕｐꎻ Ｇ: ５０ ｎｇ ｇｒｏｕｐ.

２.３　 ＨＥ 染色观察结果

豚鼠视网膜 ＨＥ 染色结果显示ꎬ７ 组各切片视

网膜排列整齐ꎬ未见或偶见血管内皮细胞分布在内

界膜内(图 １、图 ２ 右侧)ꎮ 各组数据均符合正态分

布ꎬ方差齐(Ｐ 均>０.０５)ꎮ ７ 组豚鼠视网膜内界膜内

血管内皮细胞核数分别为 (９. ３３ ± １. ８６)、(９. ８３ ±
２.３２)、(１０.３３±１.０３)、(１０.６７±２.１６)、(９.５０±１.０５)、
(９.６７±１.７５)、(８.８３±１.８４)个ꎮ 空白组与其余 ６ 组

相比ꎬ阳性细胞核数差异无统计学意义(Ｆ ＝ ０.７１９ꎬ
Ｐ＝ ０.６３７)ꎮ

２.４　 免疫印记检测结果

各组数据均符合正态分布ꎬ方差齐 ( Ｐ 均 >
０.０５)ꎮ 造模结束后ꎬＦＤＭ 组与空白组相比ꎬＴＨ 蛋

白相对表达量明显减少ꎬ差异有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎻＦＤＭ 组与 ＰＢＳ 组蛋白表达量差异无统计学

意义(Ｐ>０.０５)ꎻ与 ＦＤＭ 组相比ꎬ０.２５ ｎｇ 组、２.５ ｎｇ
组、２５ ｎｇ 组、５０ ｎｇ组 ＴＨ 蛋白表达量明显升高ꎬ差异

有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且随着浓度的升高ꎬＴＨ
相对表达量也呈升高趋势(Ｆ ＝ ３５.５０７ꎬＰ<０.００１)ꎮ
ＴＨ 蛋白条带图及相对表达量见图 ３ꎮ



姜俊ꎬ等.血管内皮生长因子￣Ｂ 对形觉剥夺性近视豚鼠视网膜中多巴胺水平的影响 ６７　　　 　

　 　 　 　 　 　 图 ３　 造模后各组豚鼠 ＴＨ 蛋白条带图(Ａ)及相对表达量(Ｂ)
ａ与 ＦＤＭ 组相比 Ｐ<０.０５ꎬｂ 与 ＦＤＭ 组相比 Ｐ＝ ０.８１８ ９ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(Ｂ) ｏｆ ＴＨ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ
ａＰ<０.０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＦＤＭ ｇｒｏｕｐꎻ ｂＰ＝ ０.８１８ ９ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＦＤＭ ｇｒｏｕｐ.

２.５　 高效液相色谱电化学检测结果

各组数据均符合正态分布ꎬ方差齐 ( Ｐ 均 >
０.０５)ꎮ 遮盖 １４ ｄ 后ꎬＦＤＭ 组、ＰＢＳ 组与空白组相

比ꎬＤＡ 与 ＤＯＰＡＣ 含量明显降低ꎬ差异均有统计学

意义(Ｐ 均<０.０５)ꎻ０.２５ ｎｇ 组、２.５ ｎｇ 组、２５ ｎｇ 组、
５０ ｎｇ组与 ＦＤＭ 组相比ꎬＤＡ 与 ＤＯＰＡＣ 水平均升高

(Ｐ 均<０.０５)ꎬ７ 组 ＤＡ 代谢率(ＤＯＰＡＣ / ＤＡ)差异

无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ

表 ２　 各组豚鼠视网膜中 ＤＡ、ＤＯＰＡＣ 的含量及 ＤＡ 代谢率比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＡ ａｎｄ ＤＯＰＡＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 ＤＡ / (ｎｇ / ｇ) ＤＯＰＡＣ / (ｎｇ / ｇ) ＤＡ 代谢率

空白组 １２６.７３３±５.３１８ ９３.６０５±４.２１７ ０.７３９±０.０１７

ＦＤＭ 组 ６１.４４７±５.０３６ａ ４５.４４８±３.６２４ａ ０.７４０±０.００６

ＰＢＳ 组 ６４.７０５±３.３２３ａ ４７.１３９±２.９８８ａ ０.７２８±０.０１６

０.２５ ｎｇ 组 ７８.６８７±４.９８６ａｂ ５７.８０９±３.８７６ａｂ ０.７３５±０.０１２

２.５ ｎｇ 组 ９４.５０７±５.１４２ａｂ ６９.９１４±４.２６２ａｂ ０.７４０±０.００９

２５ ｎｇ 组 １００.４８７±２.３６０ａｂ ７４.４４９±２.３５２ａｂ ０.７４１±０.０１５

５０ ｎｇ 组 １０６.５８７±３.４９７ａｂ ７９.７１０±３.６９６ａｂ ０.７４８±０.０１３

Ｆ １７４.５７２ １４２.４４３ １.２３１

Ｐ <０.００１ <０.００１ ０.３１４

　 　 注:ａ 与空白组相比ꎬＰ<０.０１ꎻｂ 与 ＦＤＭ 组相比ꎬＰ<０.０１ꎮ

３　 讨　 论

近年来ꎬ近视发病率逐年升高[２２]ꎬ尤其是东南

亚地区ꎬ受近视困扰最为严重[２３]ꎮ 学者们针对近视

病理学与退行性病变等方面进行了诸多考量ꎬ提出

了百余种假设ꎬ但其具体发病机制尚未明确[２４]ꎮ 眼

部发育是一个复杂的过程ꎬ在视觉引导调节眼部生

长发育的过程中ꎬ视网膜是重要的调节器ꎬ产生多种

关键因子和神经递质ꎬ其中 ＤＡ 在光视觉信息传递
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和屈光发育的调节过程中扮演着关键的角色ꎬ被认

为是近视发展停止的信号[７ꎬ２５￣２７]ꎮ 根据开环理论的

逻辑进行预测ꎬ在视觉信号被剥夺的情况下ꎬ调控视

网膜成像与眼轴生长的某些神经递质、信号分子释

放改变ꎬ近视的发展非常快ꎬ其中 ＤＡ 与此过程联系

最为紧密[２８￣３０]ꎮ 目前猴、鸡、小鼠、豚鼠等实验动物

已成功建立 ＦＤＭ 模型ꎬ综合考量实验动物的视觉

发育周期、眼球生物学参数、易得性与配合度后ꎬ本
课题组采用三色豚鼠建立 ＦＤＭ 模型[１９￣２０]ꎮ

ＤＡ 属儿茶酚胺类神经递质ꎬ在视网膜发育、光
视觉信号传导、细胞凋亡与氧化应激等过程中发挥

着重要作用[３１￣３２]ꎮ ＤＡ 的合成是通过 ＤＡ 能神经元

摄取酪氨酸后ꎬ在 ＴＨ 的催化作用下先转化为中间

产物左旋多巴ꎬ再经过催化反应生成 ＤＡꎬ该反应中

的限速酶是 ＴＨꎮ ＤＯＰＡＣ 是 ＤＡ 在单胺氧化酶的催

化作用下生成的代谢物ꎬ同时也是反映 ＤＡ 释放量

的一个重要标记物ꎮ ＤＡ 分为 Ｄ１ 类受体(ｄｏｐａｍｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ꎬ Ｄ１)与 Ｄ２ 类受体(ｄｏｐａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ
Ｄ２)ꎮ 两类受体对腺苷酸环化酶的影响不同ꎬ发挥

着不同的作用ꎬ有研究表明 ＤＡ 本身通过 Ｄ２ 受体

可以抑制 ＶＥＧＦ￣Ａ 诱导的下游蛋白的磷酸化从而

发挥一定的抗血管生成作用[３３￣３４]ꎮ 玻璃体腔 ＤＡ 及

其受体激动剂ꎬ如阿扑吗啡ꎬ已被证实可以抑制

ＦＤＭ 的进展[１７ꎬ３５]ꎮ 不仅如此ꎬＤＡ 在视网膜中还通

过相关受体参与眼轴的生长发育、视觉信号传递等

活动ꎬＦＤＭ 模型中视网膜内 ＤＡ 的合成和 ＤＯＰＡＣ
的相关改变也已在恒河猴 (猕猴) 中得到了证

实[３６￣３７]ꎮ 目前掌握的屈光手术、ＯＫ 镜、离焦镜、框
架眼镜等近视防控、治疗的手段虽有成效ꎬ但并不能

完全抑制近视的发生发展ꎬ而对视网膜信号因子发

挥作用的治疗药物中期望较高的 ＶＥＧＦ￣Ａꎬ其对 ＤＡ
能神经元的神经保护作用已被证实[３８]ꎮ 此外ꎬ
ＶＥＧＦ￣Ｂ 在大鼠帕金森模型中对中脑 ＤＡ 神经元提

供保护[３９]ꎮ 本课题组前期研究发现ꎬ在 ＦＤＭ 豚鼠

模型中 ＶＥＧＦ￣Ａ１６５ 对视网膜中的 ＤＡ 与 ＤＯＰＡＣ
含量有积极影响ꎬ能够有效降低形觉剥夺对视力造

成的损伤ꎬ但由于 ＶＥＧＦ￣Ａ１６５ 存在诱导血管通透

性、引发新生血管等不良反应ꎬ其挽救近视的效果并

非与注射浓度呈正相关[４０]ꎮ 有研究发现 ＶＥＧＦ￣Ｂ
仅通过 ＶＥＧＦＲ￣１ 充当诱饵受体调节 ＶＥＧＦ￣Ａ /
ＶＥＧＦＲ￣２ 促进正常血管生成与细胞分裂ꎬ并抑制异

常性的过度血管生成ꎬ且可能与 ＶＥＧＦ￣Ａ 存在一定

竞争关系[１８ꎬ４１￣４２]ꎻ 早产儿视网膜病变模型中抗

ＶＥＧＦ 药物可以通过 ＶＥＧＦＲ￣２ 受体及后续通路抑

制视网膜外的病理性血管生成ꎬ同时促进视网膜外

周无血管区的正常血管发育增加视野[４３]ꎮ 由此推

测玻璃体腔注射 ＶＥＧＦ￣Ｂ 兼具 ＶＥＧＦ￣Ａ１６５ 的视网

膜 ＤＡ 保护作用ꎬ同时不会诱发过量胞外 Ｃａ２＋内流

激活相关因子增加血管通透性ꎬ无过多不良反应ꎬ玻
璃体腔注射 ＶＥＧＦ￣Ｂ 理论上是更有价值与治疗前

景的治疗选择ꎮ
本研究探讨 ４ 种剂量下 ＶＥＧＦ￣Ｂ 对视网膜中

ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 含量的变化与 ＦＤＭ 模型近视程度

的影响ꎬ分别为 ０.２５ ｎｇ 组、２.５ ｎｇ 组、２５ ｎｇ 组、５０ ｎｇ
组ꎮ 实验结果表明ꎬ７ 组豚鼠视网膜内界膜中血管

内皮细胞核数无明显差距ꎬ即在给定浓度范围内

(０~５０ ｎｇ)ＶＥＧＦ￣Ｂ 在视网膜中无血管生成作用ꎬ
这与 ＶＥＧＦ￣Ｂ 启动子序列不含缺氧反应元件、不受

缺氧转录诱导相吻合ꎮ 与空白组相比ꎬＦＤＭ 组豚鼠

屈光状态由远视变为近视状态ꎬ眼轴长度明显延长ꎬ
视网膜中 ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 的含量均明显降低ꎬ但
ＤＡ / ＤＯＰＡＣ 比值不变ꎬＴＨ 的阳性细胞数明显减

少、ＴＨ 相对表达量降低ꎻ与 ＦＤＭ 组相比ꎬＰＢＳ 组各

项指标差异无统 计 学 意 义ꎮ 与 ＦＤＭ 组 相 比ꎬ
０.２５ ｎｇ、２.５ ｎｇ、２５ ｎｇ、５０ ｎｇꎬ４ 组均会引起遮盖眼近

视程度降低ꎬ眼轴延长幅度减小ꎬＴＨ 阳性细胞数增

加、ＴＨ 相对表达量升高ꎬ且 ４ 组注射组视网膜中

ＤＡ 和 ＤＯＰＡＣ 的含量均升高ꎬＤＯＰＡＣ / ＤＡ 仍不变ꎬ
由此可知ꎬ视网膜中 ＤＡ 水平升高是由 ＤＡ 生成增

加(ＴＨ 表达也相对增加)导致ꎬ而非代谢减少导致ꎮ
２.５ ｎｇ 组相较于 ０.２５ ｎｇ 组ꎬ视网膜 ＤＡ 与 ＤＯＰＡＣ
含量、ＴＨ 阳性细胞数、相对表达量均增加ꎻ２５ ｎｇ 组

相较于 ２.５ ｎｇ 组ꎬ视网膜 ＤＡ 与 ＤＯＰＡＣ 含量、ＴＨ
阳性细胞数、相对表达量同样有所增加ꎻ而值得注意

的是ꎬ在 ５０ ｎｇ 剂量下ꎬ各指标结果与 ２５ ｎｇ 组相比ꎬ
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ这与 Ｆａｌｋ 等[３８] 研究

的外源性 ＶＥＧＦ￣Ｂ 于中脑多巴胺能神经元 ＴＨ 阳性

细胞表达结果一致ꎮ 显然ꎬ在 ＦＤＭ 模型中ꎬ玻璃体

腔注射 ＶＥＧＦ￣Ｂ 对视网膜内 ＤＡ 水平的影响是呈浓

度依赖性的ꎬ浓度更高的 ５０ ｎｇ 组治疗效果更令人

满意ꎬ但 ２５ ｎｇ 组趋势更明显ꎬ作用效率更高ꎮ 由此

可知ꎬＶＥＧＦ￣Ｂ 的作用效率并非与剂量呈完全正相

关ꎬ因此找到最佳剂量ꎬ不同时机下选择最适宜的治

疗剂量才是研究玻璃体腔注射 ＶＥＧＦ￣Ｂ 治疗近视

发生发展的关键ꎮ
综上所述ꎬ本研究证明ꎬＶＥＧＦ￣Ｂ 在 ＦＤＭ 豚鼠

模型中可抑制近视的发展与眼轴的延长ꎬ使视网膜

ＤＡ 含量升高且在实验给定浓度内不诱导新生血
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管ꎬ其作用机制可能是增加视网膜 ＤＡ 的分泌产生ꎬ
对 ＦＤＭ 豚鼠的视网膜 ＤＡ 神经元有支持与营养作

用ꎬ使其在形觉剥夺时受到更低的影响ꎮ ＶＥＧＦ￣Ｂ
的作用通路相对单一ꎬ药效相较于 ＶＥＧＦ￣Ａ 更易调

控ꎬ是更有竞争力的药物选择ꎮ 本研究的局限性在

于ꎬ对不同亚型的 ＶＥＧＦ￣Ｂ 没有进一步区分ꎬ仅观

察了 ４ 种剂量下 ＶＥＧＦ￣Ｂ 作用的差异ꎬ对应的氧化

应激指标也并未继续深入研究ꎬ如谷胱甘肽过氧化

物酶、超氧化物歧化酶等关键细胞内抗氧化剂ꎻ磷脂

酶 Ｃγ 和蛋白激酶 Ｂ 通路、丝裂原活化蛋白激酶、肌
醇 １ꎬ ４ꎬ ５￣三磷酸等通路ꎻ细胞外信号调节激酶

(ＥＲＫꎬ包括了两种异构体 ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２)的磷酸

化等方面的具体作用机制探究并未深入ꎮ 最后ꎬ在
本文给定的 ＶＥＧＦ￣Ｂ 浓度变化内的结果进行分析ꎬ
推测最佳剂量应介于 ２５ ~ ７５ ｎｇ 之间ꎮ 本研究为后

续相关 ＶＥＧＦ 类药物的视网膜神经元保护作用以

及近视防控领域提供了新思路和实验基础ꎮ
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