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【摘要】　目的　探讨Ａｒｒｅｓｔｅｎ在氧诱导小鼠视网膜新生血管形成中的抑制作用及机制。
方法　选取４８只出生后７ｄ健康清洁级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ幼鼠，随机分为氧诱导视网膜病变（ｏｘ
ｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）组、ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组和常氧组，每组１６只。ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ
组及ＯＩＲ组幼鼠在体积分数为（７５±２）％的高氧环境下饲养５ｄ，然后转移至正常氧气环
境中饲养５ｄ，其中ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组幼鼠于高氧饲养刚结束时，给予双眼玻璃体内注射
Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白。常氧组幼鼠则在常规氧气环境中连续饲养１０ｄ。在鼠龄１７ｄ时，各组取６
只幼鼠经股静脉注射异硫氰酸葡聚糖溶液处死并摘出眼球，视网膜铺片后观察视网膜的

血管形态、计算无灌注区面积。同时对小鼠眼球视网膜行石蜡切片和 ＨＥ染色，计算侵入
玻璃体内血管内皮细胞核的数量。同时，通过细胞培养实验，利用 ＭＴＴ法检测 Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白对人血管内皮细胞增殖的抑制作
用。结果　视网膜铺片结果显示，常氧组、ＯＩＲ组、ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组视网膜无灌注区相对面积分别为（２．３５±１．６２）％、
（５７．２８±９３６）％和（２０．３８±８．６９）％，三组间总体比较，差异有统计学意义（Ｆ＝１８．７３２，Ｐ＜０．０５），且ＯＩＲ组无灌注区相对面
积显著高于ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。常氧组小鼠视网膜的内界膜结构仍保持平滑完整，未发现有新
生血管侵入玻璃体内。ＯＩＲ组和ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组每张切片上血管内皮细胞核的数量分别为 （１５．１８±４．８３）个、（７．３３±３．８８）
个，其中ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组侵入玻璃体内新生血管内皮细胞核的数量显著低于 ＯＩＲ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ａｒｒｅｓｔｅｎ
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蛋白对人脐静脉内皮细胞增殖的抑制率随着其浓度的升高而增加，但当Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白浓度达到１０００μｇ·Ｌ－１时，人脐静脉内皮
细胞的增殖抑制率达到顶峰，为（５８．００±０．６５）％。结论　Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白能够抑制氧诱导的小鼠视网膜新生血管形成，通过抑
制血管内皮细胞增殖来抑制新生血管形成。

【关键词】　Ａｒｒｅｓｔｅｎ；氧诱导视网膜病变；视网膜新生血管
【中图分类号】　Ｒ７７２．２

　　视网膜组织缺血缺氧诱发的视网膜新生血管
（ｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＲＮＶ）形成是导致视功能
损害的重要原因之一［１］。已有大量研究证实，血管

生成诱导因子和血管生成抑制因子在 ＲＮＶ形成过
程中均发挥重要作用，两者的平衡状态决定了新生

血管是否出现［２］。Ａｒｒｅｓｔｅｎ是一种特异性抑制内皮
细胞增殖和血管生成的多肽因子，研究表明 Ａｒｒｅｓｔｅｎ
蛋白对肿瘤新生血管形成有抑制作用［３］。然而，它

对ＲＮＶ形成的作用及机制仍不清楚。本研究拟利
用氧诱导视网膜病变（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，
ＯＩＲ）小鼠模型，通过在小鼠玻璃体内注射 Ａｒｒｅｓｔｅｎ
蛋白，探讨Ａｒｒｅｓｔｅｎ对ＲＮＶ形成的作用及可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　选取４８只出生后７ｄ健
康清洁级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ幼鼠 （购自南昌大学医学院实
验动物中心），按随机数字表法将幼鼠分为３组，每
组１６只，分别为ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组、ＯＩＲ组和常氧组。
实验动物的使用严格遵循南昌大学及视觉与眼科研

究协会关于科学研究中动物使用的相关规定。

１．１．２　主要试剂及仪器　相对分子质量约为２０×
１０３的异硫氰酸葡聚糖（ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ）（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；抗淬灭封片剂（美国 Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ公司）；ＣＹ
１２Ｃ数字测氧仪（浙江省建德市梅城电化分析仪器
厂）；荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；Ｈａｍｉｌｔｏｎ微
量注射器（上海骊葆科学仪器有限公司）；ＤＧ５０３３Ａ
酶联免疫检测仪（上海珂淮仪器有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＯＩＲ小鼠模型的建立　根据文献［４］提供的

方法：将ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组及ＯＩＲ组幼鼠饲养在密闭
玻璃容器中，持续通入体积分数为（７５±２）％的氧
气，ＣＹ１２Ｃ数字测氧仪每４ｈ测量１次出气口处的
氧气体积分数，每天开放密闭容器１次，更换鼠粮、
垫料、水及轮换母鼠。当幼鼠在高氧环境中连续饲

养５ｄ后再转移至普通空气环境中饲养５ｄ。常氧组
幼鼠则在普通空气环境中连续饲养１０ｄ。
１．２．２　玻璃体内注射Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白　ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔ
ｅｎ组幼鼠在高氧环境下饲养结束时，经腹腔内注射
１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠全身麻醉后，在位于角膜缘后
２ｍｍ处用１０μＬ微量注射器以４５°进针，缓慢将２
μＬ１０ｍｇ·Ｌ－１的Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白注入幼鼠的双眼玻璃
体内。注射完毕，静置１５ｓ后缓慢撤针。ＯＩＲ组和
常氧组幼鼠用同样方法注射等量生理盐水于玻璃

体内。

１．２．３　小鼠荧光素眼底血管造影　按照文献［５］描

述的方法，首先将 ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ粉末溶于去离子水
中，配制成 ５０×１０３ｍｇ·Ｌ－１的 ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ溶液。
各组分别取６只出生后第１７天的小鼠，腹腔内注射
戊巴比妥钠全身麻醉后，显微镜下用１ｍＬ注射器经
股静脉缓慢注入０．５ｍＬＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ溶液，静置１０ｓ
后缓慢撤针，待ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ循环５ｍｉｎ后利用二氧
化碳窒息法处死幼鼠，迅速摘出眼球，放置于 ４０
ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液中固定４０ｍｉｎ。显微镜下小心
分离出视网膜，然后以视盘为中心放射状将视网膜

剪成４瓣，用含 ＤＡＰＩ的抗淬灭封片剂封片，于暗室
内在荧光显微镜下观察并照相。并用 ＣｅｌｌＳｅｎｓ
Ｓｔａｎｄａｒｄ软件（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）测量视网膜无灌
注区及荧光渗漏区的相对面积。

１．２．４　小鼠眼球玻璃体内新生血管内皮细胞核计
数　在小鼠出生后第１７天，各组分别取６只小鼠，
处死后摘除眼球，石蜡包埋，沿矢状位切成厚度为４
μｍ的石蜡切片，每间隔１０张收集１张用于计数新
生血管细胞核数量，每只眼球共收集１０张切片，排
除含视神经的切片，行苏木精伊红染色，分别计算
出每张切片中突破内界膜进入玻璃体内的新生血管

内皮细胞核的数量，然后计算出每张切片的平均数。

１．２．５　ＭＴＴ法检测Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白对人血管内皮细
胞增殖的影响　收集处于对数生长期的人脐静脉内
皮细胞，于９６孔培养皿中按２０×１０６个·Ｌ－１细胞密
度进行接种，每孔１００μＬ。培养至细胞单层铺满孔
底，分成实验组及对照组，每组设７个复孔。实验组
培养液中分别加入浓度为 ２００μｇ·Ｌ－１、４００μｇ·
Ｌ－１、６００μｇ·Ｌ－１、８００μｇ·Ｌ－１、１０００μｇ·Ｌ－１、１２００
μｇ·Ｌ－１、１４００μｇ·Ｌ－１的 Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白溶液，对照
组培养液加入等体积 ＰＢＳ溶液。培养３ｄ后，弃培
养液，ＰＢＳ清洗２遍，加入 ５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ培养液２０
μＬ，孵育４ｈ。每孔加入１００μＬＦｏｒｍａｎｚａｎ溶解液，充
分溶解后用酶联免疫检测仪测量波长５７０ｎｍ处各孔
的吸光度（Ａ）值，然后计算细胞的增殖抑制率。增殖
抑制率（％）＝（１－实验组 Ａ值／对照组 Ａ值）×
１００％，然后以细胞的增殖抑制率为纵轴，Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋
白浓度（μｇ·Ｌ－１）为横轴，绘制细胞增殖抑制曲线。
１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
统计分析。各组量化的数据资料经 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检
验呈正态分布，经 Ｌｅｖｅｎｅ检验证实方差齐，以 珋ｘ±ｓ
表示。各组视网膜无灌注区相对面积及突入玻璃体

内的新生血管内皮细胞核数量的总体比较均采用单

因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　各组小鼠 ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ眼底血管造影时视网
膜无灌注区及荧光渗漏区的相对面积　常氧组小鼠
的视网膜血管呈均匀网状结构分布，视网膜中央未

发现无灌注及荧光渗漏区（图１Ａ）；ＯＩＲ组视网膜中
央可见大片无灌注区及荧光渗漏区，荧光渗漏区主

要位于无灌注区和灌注区的交界处 （图 １Ｂ）。

ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组视网膜中央可见小面积无灌注区
（图１Ｃ）。定量分析其面积：常氧组、ＯＩＲ组、ＯＩＲ＋
Ａｒｒｅｓｔｅｎ组视网膜无灌注区相对面积分别为（２．３５±
１６２）％、（５７．２８±９．３６）％和（２０．３８±８．６９）％，三
组间视网膜无灌注区相对面积总体比较，差异有统

计学意义（Ｆ＝１８．７３２，Ｐ＜０．０５）；且 ＯＩＲ组无灌注
区相对面积显著高于 ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　各组小鼠眼底ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ血管造影显示视网膜无灌注及荧光渗漏区。Ａ、Ｂ、Ｃ分别为常氧组、ＯＩＲ组、ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组小鼠视网膜铺
片；黄色虚线区域内为无血管灌注区；白色箭头为强荧光渗漏区；标尺＝５００μｍ

２．２　各组小鼠视网膜形态及侵入玻璃体内的血管
内皮细胞核数量比较　将视网膜石蜡切片进行苏木
精伊红染色，结果显示，ＯＩＲ组内界膜形态极不规
则，细胞排列紊乱、增生明显，可见大量侵入玻璃体

内的新生血管管腔，每张切片上血管内皮细胞核的

数量为（１５．１８±４．８３）个。ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组也可发
现有新生血管侵入玻璃体内，每张切片上血管内皮

细胞核的数量为（７．３３±３．８８）个。而常氧组小鼠视
网膜的内界膜结构仍保持平滑完整，未发现有新生

血管侵入玻璃体内。３组间侵入玻璃体内的新生血
管内皮细胞核数量总体比较，差异有统计学意义

（Ｆ＝１０６．３７，Ｐ＜０．０５）；其中，ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组侵入
玻璃体内的新生血管内皮细胞核数量显著低于 ＯＩＲ
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。见图２。

图２　各组小鼠视网膜ＨＥ染色显示侵入内界膜的血管内皮细胞核 （黄箭头）。Ａ、Ｂ、Ｃ分别为常氧组、ＯＩＲ组、ＯＩＲ＋Ａｒｒｅｓｔｅｎ组小鼠视网膜
切片ＨＥ染色；ＯＮＬ：外核层；ＩＮＬ：内核层；标尺＝５０μｍ

２．３　Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白对人脐静脉内皮细胞增殖的抑
制作用　Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白对人脐静脉内皮细胞的增殖
有明显的抑制作用，且当 Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白浓度在１０００
μｇ·Ｌ－１以下时，抑制率随着浓度的增加而上升，当

Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白浓度为１０００μｇ·Ｌ－１时，人脐静脉内皮
细胞的增殖抑制率达到顶峰，为（５８．００±０．６５）％；
随后继续增加 Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白浓度，细胞增殖抑制率
并不增加。见图３。
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图３　Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白对人脐静脉内皮细胞增殖抑制率的影响

３　讨论

ＲＮＶ形成是致盲的重要原因之一，由于新生血
管通透性高、易引起出血，并且可以促进结缔组织增

生形成对视网膜的牵拉，从而引起患者视力下降。

尽管抗血管内皮生长因子药物治疗是目前治疗ＲＮＶ
的有效方法，但它仍然存在很多不足［６８］，如临床上经

常会发现有相当一部分患者对抗血管内皮生长因子

药物不敏感，治疗效果差［９１０］。反复玻璃体内注射存

在眼内感染及眼内出血等风险。而且，长期抗血管内

皮生长因子治疗可以引起脉络膜毛细血管和光感受

器细胞超微结构及功能异常［１１］。因此，继续研究新的

治疗ＲＮＶ的药物对防盲、治盲工作有重大意义。
Ａｒｒｅｓｔｅｎ是由Ｃｏｌｏｒａｄｏ等［１２］于２０００年发现的一

种强效血管生成抑制因子，为Ⅳ型胶原α１链的羧基
末端的多肽片段，其对应的 ＤＮＡ编码序列长 ６９０
ｂｐ，肽链由２３０个氨基酸残基组成。研究显示，纯化
重组Ａｒｒｅｓｔｅｎ在离体条件下可以有效抑制血管内皮
细胞增殖，在荷瘤小鼠体内能够抑制肿瘤细胞增殖、

迁移和血管形成［１３１４］。Ｃｈｅｗ等［１５］研究证实，Ａｒｒｅｓｔ
ｅｎ与内皮抑素Ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ均为来自胶原蛋白的血管
生成抑制因子，尽管两者都无毒副作用，但 Ａｒｒｅｓｔｅｎ
比Ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ更稳定，更能有效地保持其活性。本实
验中我们利用 ＯＩＲ小鼠模型，证实 Ａｒｒｅｓｔｅｎ可以有
效抑制ＲＮＶ形成。在ＯＩＲ组中，小鼠视网膜无灌注
区接近６０％，且可见大量侵入玻璃体内的新生血管
管腔形成；而在玻璃体内注射 Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白后，ＯＩＲ
小鼠视网膜无灌注区下降至３０％以下，侵入玻璃体
内的新生血管管腔也显著减少。该结果表明，Ａｒｒｅｓｔ
ｅｎ蛋白可有效抑制ＲＮＶ的形成。

新生血管形成过程非常复杂，涉及多个病理机

制，其中血管内皮细胞分裂、增殖是其重要环节之

一［１６］。为进一步研究Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白抑制氧诱导的小
鼠ＲＮＶ的作用机制。实验过程中我们采用 ＭＴＴ比
色法，观察了不同浓度 Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白对人脐静脉内
皮细胞增殖的抑制作用，结果表明，Ａｒｒｅｓｔｅｎ能有效

抑制内皮细胞的增殖，且在一定浓度范围内，内皮细

胞增殖的抑制率随着 Ａｒｒｅｓｔｅｎ浓度的升高而增加，
当Ａｒｒｅｓｔｅｎ浓度为１０００μｇ·Ｌ－１时，其增殖抑制率
接近６０％。但再继续增加 Ａｒｒｅｓｔｅｎ蛋白浓度，并不
能进一步抑制内皮细胞的增殖。因此，我们认为 Ａｒ
ｒｅｓｔｅｎ有可能是通过抑制内皮细胞增殖而发挥抑制
氧诱导的ＲＮＶ形成的作用。
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