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血管内皮生长因子 ｍＲＮＡ在高氧诱导
新生鼠视网膜异常新生血管化模型中的表达

张志华１，蒋犁１，乔立兴２

（１．东南大学临床医学院，江苏 南京　２１０００９；２．东南大学医学院附属中大医院儿科，江苏 南京　２１０００９）

　　［摘　要］　目的　分析血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在高氧诱导视网膜异常新生血管化大鼠模型中的表达变
化，探讨ＶＥＧＦ在高氧诱导视网膜新生血管化进程中所起的作用。方法　１５０只ＳＤ新生大鼠随机分为氧诱导模型
组和正常对照组，各７５只。氧诱导模型组大鼠吸入浓度（８０±２）％ ７ｄ，随后在正常空气环境。视网膜铺片 ＡＤＰ
酶染色了解视网膜血管形态改变；常规苏木精伊红染色定量反映视网膜血管增生情况，判断建模成功。半定量逆
转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）定量反映视网膜ＶＥＧＦｍＲＮＡ转录水平的变化。结果　氧诱导模型组７日龄时视网
膜血管明显收缩、阻塞，出现大片无灌注区；１４日龄见新生血管形成；苏木精伊红染色见模型组１４日龄大鼠视网
膜出现较多新生血管内皮细胞核；ＲＴＰＣＲ结果显示，氧诱导模型组７ｄ时ＶＥＧＦｍＲＮＡ转录水平明显低于对照组，
停氧后逐渐增强。ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达在新生血管发生前升高，随新生血管退行逐渐下降。结论　 未成熟视网膜
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的转录水平与组织氧状态呈密切负性相关关系；停氧后视网膜的相对缺氧导致 ＶＥＧＦｍＲＮＡ转录上
调，促使视网膜血管病理性增生。ＶＥＧＦ的异常表达在ＲＯＰ的新生血管化进程中起重要作用。
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　　早产儿视网膜病变（ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｏｆｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ，
ＲＯＰ）目前已成为世界范围内儿童致盲的重要原
因，近年来因 ＲＯＰ致盲的数量逐渐增加，约占儿童
致盲原因的６％ ～１８％［１］。大量研究表明：吸氧浓

度高及吸氧持续时间长等因素是导致 ＲＯＰ的重要
原因之一。其病理特征主要为视网膜缺氧缺血和新

生血管形成。在血管生长过程中，血管内皮生长因

子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是目前
发现的作用最强的新生血管促进因子，起中心调控

作用，对视网膜新生血管发生起着重要的中心调控

作用。氧诱导视网膜异常新生血管化大鼠模型是

ＲＯＰ的主要模型之一，我们通过建立大鼠模型，采
用ＡＤＰ酶染色、苏木精伊红染色、半定量逆转录聚
合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）等方法，动态观察高氧诱导
下视网膜新生血管化的发展进程及ＶＥＧＦｍＲＮＡ在
视网膜中的表达变化规律，探讨ＶＥＧＦ在ＲＯＰ新生
血管化进程中所起的可能作用以及 ＲＯＰ新生血管
化的可能机制。

１　材料和方法

１．１　动物与材料
选择普通级健康 ＳＤ新生大鼠，性别不限，与哺

乳母鼠同笼饲养。鼠种由复旦大学医学院提供，饲

养于东南大学实验动物中心。ＶＥＧＦ的上游引物序
列：５′ＣＧＴＧＡＧＡＡＧＧＧＧＡＧＣ３′，下游引物序列：５′
ＧＣＡＡＧＴＡＣＧＴＡＧＧＴＴ３′，产物长度４６０ｂｐ；内参 β
肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）的上游引物序列 ５′ＡＴＧＣ
ＣＡＡＧＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧＣ３′，下游引物序列５′
ＡＧＣＡＴＴＡＣＣＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧ３′，产物长度
６０６ｂｐ。引物及 ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ
３．０试剂盒由上海生工生物工程公司合成购买。
１．２　动物模型制作与分组

模型组：幼鼠刚出生时作为生后第１天。１日
龄幼鼠与哺乳母鼠一起放入自制的密闭玻璃容器，

调节氧流量，保持容器内氧浓度为（８０±２）％，期间
用测氧仪监测容器内氧浓度，控制室温（２３±２）℃，
光照时间１２ｈ／天。在此高氧环境中生长７ｄ后，回
到空气中饲养。

对照组：生后１ｄ的幼鼠，与哺乳母鼠一起置于
（２３±２）℃的室内空气环境饲养。

两组又各分为７ｄ，９ｄ和１４ｄ共计３个亚组，
７ｄ，１４ｄ亚组各取１０只新生大鼠眼球，进行视网
膜铺片行 ＡＤＰ酶染色；１４ｄ亚组各取１０只新生大
鼠眼球，行石蜡包埋，常规切片苏木精伊红染色；

７ｄ，９ｄ，１４ｄ亚组另各取１０只新生大鼠眼球，行
ＲＴＰＣＲ实验。
１．３　实验方法
１．３．１　ＡＤＰ酶染色　　麻醉：腹腔注射５％戊巴比
妥（０．０１ｍＬ／ｇ）。固定：摘除眼球，４％多聚甲醛溶
液４℃固定４ｈ。取材：手术显微镜下，将视网膜以
视乳头为中心做４～５个放射状切开，去除角膜、巩
膜、脉络膜、视网膜色素上皮层。漂洗：浓度为

０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ７．２的Ｔｒｉｓ马来酸缓冲液冲洗 ５
次，每次１５ｍｉｎ。孵育：３７℃反应液中孵育１５ｍｉｎ。
显色：１０％硫化铵反应５ｍｉｎ。铺片，光镜下观察结
果。

１．３．２　半定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　
　逆转录反应体系：ＭｇＣｌ２４μＬ，１０倍 ＲＴｂｕｆｆｅｒ
２μＬ，去ＲＮＡ酶水ｄＨ２Ｏ５．５μＬ，脱氧核糖核苷酸
混合物２μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂０．５μＬ，ＡＭＶＲＴ１μＬ，
寡核苷酸结合引物 １μＬ，组织总 ＲＮＡ４μＬ，共
２０μＬ。反应条件：４２℃ ３０ｍｉｎ，９９℃ ５ｍｉｎ，５℃
５ｍｉｎ，１个循环。ＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ产物５μＬ，５
倍ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｒＴａｑ酶０．２５μＬ，脱氧核糖核苷
酸混合物０．２５μＬ，上、下游引物各１μＬ，灭菌蒸馏
水１２．５μＬ，共２５μＬ。反应条件：９４℃ ２ｍｉｎ，一个
循环；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，共３２个循环，
７２℃ ７ｍｉｎ。产物检测：取各组 ＰＣＲ产物５μＬ，在
含０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭的 １．５％琼脂糖凝胶中电
泳，凝胶成像系统行灰度扫描，记录 ＶＥＧＦ及相应
βａｃｔｉｎ的光密度比值（Ａ值），进行分析。
１．３．３　视网膜新生血管内皮细胞核计数　　每只
眼球行６μｍ切片，每隔１０张切片取１张，共取１０
张切片供病理检查，计数与内界膜有紧密联系的血

管内皮细胞核，不包括玻璃体腔内其他与内界膜无

联系的血管内皮细胞核。统计平均每只眼球每张切

片突破内界膜的血管内皮细胞核数。

１．４　统计学处理
数据以均值（ｘ±ｓ）表示 ＳＰＳＳ１１．５软件进行两

组间ｔ检验，各组间行方差分析。以 Ｐ＜０．０５为差
异有显著性。

２　结果

２．１　视网膜血管形态变化
对照组：幼鼠生后第７天视网膜血管以视乳头

为中心，呈放射状均匀分布，管径较粗，视乳头周边

可见清晰毛细血管网结构。１４ｄ时成熟的毛细血
管网覆盖整个视网膜，自视盘发出的大血管呈放射
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状均匀分布至视网膜周边，血管网深浅层结构清晰，

表层血管呈均匀放射状，深层血管呈多角性网状

结构。模型组：幼鼠生后第 ７天视乳头周边几乎
无毛细血管，血管走行僵直、分支减少，中央部现

大片无灌注区。１４天时，视网膜大量新生血管形
成，血管密度增高，结构及分布紊乱，丧失了正常

的放射状及多角形结构，视网膜仍有无灌注区。

见图１。
２．２　高氧诱导视网膜血管异常增生的定量结果

模型组１４日龄苏木精伊红染色切片有较多突
破视网膜内界膜的血管内皮细胞核，平均每张切片

血管内皮细胞核数为（５４．６７±２．１６）个。而对照组
苏木精伊红染色切片未见或极少见突破内界膜的
血管内皮细胞核（０．８７±０．０５）个，二者差异有显著
性（ｔ＝１８．４７，Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＶＥＧＦｍＲＮＡ在不同天数幼鼠视网膜中的转
录水平

７日龄模型组视网膜 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的转录水
平比对照组低，停氧后第２天（即９日龄），模型组
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的转录水平升高，比对照组明显上
调。停氧后７ｄ（即１４日龄），模型组ＶＥＧＦｍＲＮＡ
的转录仍较对照组高。见表１，图２。

表１　不同日龄幼鼠视网膜ＶＥＧＦｍＲＮＡ的转录水平
（Ａ值）

分组 只数 ７ｄ ９ｄ １４ｄ

对照组 １０ ０．１８８±０．０１３ ０．２４４±０．０１７ ０．２７３±０．０３７

模型组 １０ ０．１２７±０．０１１ ０．４６２±０．０５３ ０．３９１±０．０２４

ｔ １０．３２６ ９．４３ ６．８１６

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　图１　各组视网膜血管形态变化。Ａ：对照组７日龄幼鼠视网膜血管以视乳头为中心，呈放射状均匀分布，周边血管网结构
清晰；Ｂ：模型组高氧７ｄ后视网膜血管发育滞缓，走行僵直、分支减少，中央部及周边部出现大片无灌注区。Ｃ：对照组１４日龄视网膜

毛细血管网覆盖整个视网膜，血管网深浅层结构清晰。Ｄ：模型组１４日龄视网膜大量新生血管形成，血管密度增高，结构及分布紊乱，

丧失了正常结构。

　　图２　各组幼鼠 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达电泳图。１．Ｍａｒｋｅｒ；
２，３，４分别为对照组７，９，１４日龄；５，６，７分别为模型组７，９，１４实验

组。

３　讨论

ＲＯＰ的特征是视网膜的异常新生血管化，新生

血管的形成在其发生发展中起主导作用。在大量实

验研究基础上，有学者将ＲＯＰ的病理生理变化分为
两个阶段［３，４］：首先是组织氧过多血管生长停滞阶
段，患儿停止氧疗回到正常空气环境后，此时氧张力

降低，此前已发生收缩的血管不能供应足够氧到视

网膜；然后进入组织低氧血管增殖阶段，新生的血
管出现了形态结构异常，逐渐发展成为ＲＯＰ。

本实验选用 ＳＤ新生大鼠作为诱导视网膜新生
血管的模型动物，是因产后３周的新生鼠视网膜发
育与人孕３６周胎儿相似［５］其具有生长快、繁育性能

好、存活率高等优点。相对小鼠而言，大鼠的耐高氧

能力及生命力要明显增强，实验动物死亡率降低，可

保证同一实验条件下的动物数量，价廉易管制。本

研究建立的新生鼠视网膜异常新生血管化模型产生

的基础是视网膜组织缺氧，与ＲＯＰ视网膜新生血管
形成机制相同，且具有制作方法简单、易重复、制作
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周期短、可定量研究及价格低廉等优点。因此，该大

鼠模型为研究视网膜新生血管形成机制的理想动物

模型。

ＡＤＰ酶组织染色显示模型组视网膜血管改变
符合ＲＯＰ的病理过程。计数视网膜组织切片中突
破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目是进行定量

研究的金标准［６，７］。眼组织切片苏木精伊红染色结
果显示，停氧后１周的模型组视网膜出现较多新生
血管，而同日龄对照组视网膜几乎没有新生血管产

生。证实本实验ＲＯＰ大鼠的模型制作成功。
ＶＥＧＦ作为血管内皮特异性的生长因子，是血

管内皮细胞强有力的有丝分裂原，是目前己知的最

有力的促进血管生长的细胞因子，在血管生长过程

中起中心调控作用［８］。在 ＶＥＧＦ的正常表达作用
下，正常视网膜血管才可能在生后进一步生长至最

初的无血管区和缺氧区。而生后给予长时间、高浓

度的吸氧会引起 ＶＥＧＦ表达异常，从而导致血管的
异常生长。本实验通过 ＲＴＰＣＲ发现，模型组新生
鼠视网膜ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达与对照组相比有显著
的改变。吸氧期间，模型组视网膜 ＶＥＧＦｍＲＮＡ显
著下降，处于一个低水平，说明高氧可使ＶＥＧＦ的基
因表达受到抑制。模型组新生鼠回到正常空气后，

视网膜处于相对低氧环境，刺激了 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表
达水平的上调。实验结果显示，停氧第２天，ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ的表达即有明显上升，此后持续增加，至停氧
后１周，视网膜 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达仍高于正常对
照组水平。

通过ＡＤＰ酶染色、苏木精伊红染色及 ＲＴＰＣＲ
实验，我们可以清楚看到 ＶＥＧＦ的表达与视网膜生
长的密切关系。在高氧期间模型组，ＶＥＧＦｍＲＮＡ
表达处低水平期，视网膜血管的生长发育滞缓。停

氧后，ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达迅速增加，模型组视网膜血
管相应表现为活跃增生，出现大量异常的新生血管。

而且通过实验发现，ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达在新生血
管发生前升高，随着新生血管退行逐渐下降。我们

可以据此推断，由于 ＶＥＧＦ对血管的形成、生长、发
育的至关重要的作用［８］，模型组大鼠视网膜 ＶＥＧＦ

在不同阶段的异常表达，导致了视网膜血管的异常

生长发育。吸氧阶段 ＶＥＧＦ表达的异常下调，使得
血管生长异常缓慢甚至停滞；而停氧后，ＶＥＧＦ表达
异常升高，视网膜血管的增生也变得异常活跃，从而

导致了视网膜的异常新生血管化。ＶＥＧＦ表达的变
化在高氧导致的血管关闭和消失以及增生过程中起

着重要媒介作用，与血管发育的活跃程度以及血管

增生强度有密切关系。

由于血管的生长发育是血管生长刺激因素与抑

制因素二者共同作用的结果，ＶＥＧＦ并不是唯一起
作用的因素，因此研究、发现其他影响因素对 ＲＯＰ
发生发展中的作用，是一项艰巨的任务，需要更深入

的工作。
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