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王雨生

作者简介：杨秀梅，女，１９７９年１０月
出生，北京人，博士，主治医师。研

究方向：眼底病的基础与临床研究。
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【关键词】　基质金属蛋白酶２；基质金属蛋白酶９；脉络膜新生血管；大鼠
【摘要】　目的　探讨基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）和ＭＭＰ９在大
鼠脉络膜新生血管（ｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）内的表达及其可能的调控机制。方
法　将２３只成年雄性棕色挪威大鼠随机分为２组，一组为玻璃体内注药组，视网膜光凝后
即刻玻璃体内注射３μＬＰＤ９８０５９；另一组为单纯光凝组，单纯行视网膜光凝。观察时间为
光凝后３ｄ、７ｄ和１４ｄ。各时间点处死大鼠后摘除眼球，免疫组织化学法和免疫荧光法观
察ＭＭＰ２和ＭＭＰ９在大鼠 ＣＮＶ内不同时间点的表达特点。眼底荧光血管造影（ｆｕｎｄｕｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ，ＦＦＡ）和ＨＥ法观察玻璃体内注射 ＰＤ９８０５９对 ＣＮＶ生成的作用，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测观察注药对 ＣＮＶ内 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达的影响。结果　光凝后３
ｄ，单纯光凝组光凝区即有ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的阳性表达；光凝后７ｄ和１４ｄ二者表达均逐
渐增强。光凝后７ｄ，玻璃体内注药组ＭＭＰ２和ＭＭＰ９均显著被抑制，分别被抑制约６９％
和８０％。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果示玻璃体内注射组可显著抑制ＥＲＫ的磷酸化，光凝后３
ｄ及７ｄ的抑制率分别为５４％和６０％，而对 ＥＲＫ总量的表达无明显作用。ＦＦＡ和 ＨＥ显
示，玻璃体内注药组光凝后１４ｄ减少光凝局部ＣＮＶ的荧光素渗漏约５１％，抑制ＣＮＶ厚度
达５７％。免疫荧光法检测结果示光凝后７ｄ，玻璃体内注药组抑制ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表

达分别为７３％和６４％。结论　ＭＭＰ２和ＭＭＰ９参与了大鼠ＣＮＶ的生成，光凝后３ｄ即有阳性表达，至光凝后１４ｄ表达进一
步增强，ＭＥＫ／ＥＲＫ通路至少部分参与了ＭＭＰ２和ＭＭＰ９在ＣＮＶ内的生成调控。
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　　脉络膜新生血管（ｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，
ＣＮＶ）是发达国家老年视力丧失的主要原因之一［１］。

研究显示，蛋白水解在 ＣＮＶ发生及 ＣＮＶ突破 Ｂｒｕｃｈ
膜的过程中发挥关键作用。在众多的蛋白水解酶

中，基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）
２和ＭＭＰ９由于其特异性水解胶原 ＩＶ活性而备受
瞩目［２］，胶原ＩＶ是 ＣＮＶ内血管基底膜、Ｂｒｕｃｈ膜及
细胞外基质的重要组成成分［３］。本研究主要观察

ＭＭＰ２及ＭＭＰ９在ＣＮＶ局部的表达特点并初步探
讨二者在ＣＮＶ局部表达的可能调控机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物与分组　成年雄性棕色挪威
（ｂｒｏｗｎｎｏｒｗａｙ，ＢＮ）大鼠２３只（４６眼），体质量２００～
２５０ｇ，由北京维通力华实验动物有限公司提供。实
验前双眼眼前节和眼底检查均正常。２３只大鼠随机
分为２组，一组为玻璃体内注药组（８只），另一组为
单纯光凝组（１５只）。
１．１．２　主要仪器设备　半导体倍频５３２ｎｍ激光器
（美国ＩＲＩＳ公司）；共焦激光眼底血管造影仪（德国
Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ公司）；ＬｅｉｃａＤＭＬＢ２光学显微镜（德国
Ｌｅｉｃａ公司）。
１．１．３　主要试剂　复方托品酰胺滴眼液（北京双鹤
现代医药技术有限责任公司），速眠新注射液（长春

军医大学兽医研究所）；爱维（山东正大福瑞达制药

有限公司）；２００ｇ·Ｌ－１荧光素钠注射液（广西梧州
制药股份有限公司产品）；小鼠抗 ＭＭＰ２单克隆抗
体、小鼠抗 ＭＭＰ９单克隆抗体、兔抗 ＥＲＫ１／２抗
体、鼠抗ｐＥＲＫ１／２抗体、鼠抗βａｃｔｉｎ抗体、ＦＩＴＣ标
记的山羊抗小鼠ＩｇＧ、罗丹明标记山羊抗鼠ＩｇＧ、免疫
组织化学染色 ＳＰ试剂盒及 ＡＥＣ显色试剂盒（中杉
金桥，北京）；ＰＤ９８０５９（ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司，美国）。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的建立　腹腔内注射速眠新注射液
（１ｍＬ·ｋｇ－１）麻醉大鼠，双眼复方托品酰胺滴眼液散
瞳。实验眼滴用爱维，眼前放置－５３．００Ｄ角膜接触
镜，经裂隙灯用５３２ｎｍ激光（功率１４０ｍＷ，光斑直径
７５μｍ，曝光时间１００ｍｓ），围绕视盘、距离视盘１．０～
１．５ＰＤ等距离光凝８点。光凝后有气泡产生或伴有
轻度出血（有时伴有轻响）标志击破Ｂｒｕｃｈ膜，记为有
效点，提示模型建立成功［４］，每只鼠双眼均光凝。

１．２．２　玻璃体内注射　玻璃体内注药组光凝后即
刻行玻璃体内注射，手术显微镜下沿角膜缘剪开颞

上象限球结膜，钝性分离，暴露巩膜，３０Ｇ针头于角
膜缘后２．０～２．５ｍｍ处穿刺，沿穿刺口插入微量注
射器，注入ＰＤ９８０５９（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，３μＬ），７ｄ后重
复注射一次［５６］。单纯光凝组光凝后不作处理。

１．２．３　眼底荧光血管造影　光凝后１４ｄ，２组各取
２只大鼠麻醉并散瞳，经尾静脉注射２００ｇ·Ｌ－１荧光

素钠（１．０ｍＬ·ｋｇ－１），注入后即刻计时，于注射后５
ｍｉｎ采集造影图像。眼底荧光血管造影（ｆｕｎｄｕｓｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙ，ＦＦＡ）图像结果采用 Ｉｍａｇｅｐｒｏ
ｐｌｕｓ６．０（ＩＰＰ６．０）软件分析。利用该软件计算造影后
５ｍｉｎＣＮＶ渗漏面积。
１．２．４　ＨＥ染色　光凝后１４ｄ，取单纯光凝组３只、
玻璃体内注药组２只大鼠过量麻醉处死，立即摘取眼
球，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定，去除眼前节，制作眼杯。
经二甲苯、乙醇梯度脱水，透明、浸蜡、石蜡包埋后连

续切片，切片厚４μｍ。常规ＨＥ染色，行ＣＮＶ厚度测
量，利用ＩＰＰ６．０观察连续切片中ＣＮＶ最大中央厚度
（视网膜色素上皮层至视网膜内最高点的距离）。

１．２．５　免疫组织化学和免疫荧光法检测　单纯光
凝组于光凝后３ｄ、７ｄ和１４ｄ分别取大鼠３只、３只和
２只，玻璃体内注药组光凝后７ｄ取２只大鼠，过量麻
醉后经心脏灌注４０ｇ·Ｌ－１冰多聚甲醛１００ｍＬ，摘除
眼球，去除球周组织，置于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛中后固
定２ｈ，３００ｇ·Ｌ－１蔗糖溶液４℃过夜，ＯＣＴ包埋剂包
埋，切片，切片厚１０μｍ。按试剂盒说明书进行，采用
ＳＰ法染色，ＡＥＣ显色，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的工作浓度
均为１５０。０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ取代一抗孵育，作为
空白对照。阳性染色为棕红色显色。免疫组织化学

染色结果采用ＩＰＰ６．０图像处理系统测量。
免疫荧光法检测：切片室温下干燥２ｈ，ＰＢＳ洗

涤１０ｍｉｎ×２次，５０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白 ＋体积分
数５％正常山羊血清 ＋体积分数１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００封
闭液室温封闭３ｈ，洗涤后加入 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９一
抗工作液（１５０），４℃过夜；洗涤后分别加入 ＦＩＴＣ
标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ（１１００）和罗丹明标记的山
羊抗兔ＩｇＧ（１１００），室温２ｈ；缓冲甘油封片，激光
扫描共聚焦显微镜观察。０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ替代
一抗，并行平行染色。免疫荧光染色结果利用 ＩＰＰ
６．０软件分别计算 ＣＮＶ区域内 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的
相对荧光密度单位（ｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｕｎｉｔ，ＲＦＵ）。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　光凝后３ｄ和７ｄ
各组分别取２只大鼠麻醉后经心脏灌注冰生理盐水
１００ｍＬ，立即摘除眼球，冰上去除球周组织及眼前节
组织，制作眼杯，液氮保存，各组取 １个眼杯，加入
３００μＬ冰蛋白裂解液，冰上裂解，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，４
℃离心３０ｍｉｎ；取上清，蛋白定量后加入８×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ，沸水煮沸５ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃离心５
ｍｉｎ；１００ｇ·Ｌ－１ＳＤＳＰＡＧＥ胶电泳，ＰＶＤＦ膜电转
移，５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉４℃过夜；洗涤后加入一抗工
作液 ４℃过夜，分别为：抗 ＥＲＫ１／２（１２００）、抗
ｐＥＲＫ１／２（１２００）、抗 βａｃｔｉｎ（１５００）；洗涤后加
入相应二抗工作液，室温孵育１ｈ，洗涤后加入发光
液，暗室中Ｘ光曝光显影。实验重复３次。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果采用ＧｅｌｐｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ４．５图像分析软件
对结果进行灰度值分析，以目的条带与 βａｃｔｉｎ条带
的比值代表蛋白的相对表达水平。
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１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件对数据
进行统计分析。各组间均数的比较采用 ｔ检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　免疫组织化学检测结果　单纯光凝组光凝后３
ｄ，光凝局部可见ＭＭＰ２和ＭＭＰ９阳性表达细胞，光
凝损伤区上方移行细胞也可见阳性表达细胞；之后

表达逐渐增强，光凝后７ｄ约是３ｄ时表达量的２倍

（Ｐ＜０．０５），可见二者在视网膜神经纤维层、神经节
细胞层、内网状层及光凝区细胞、光凝区内新生血管

管腔周围细胞阳性表达；至光凝后１４ｄ表达继续升
高（Ｐ＜０．０５），在光凝区新生血管细胞外基质及视网
膜内基质可见强阳性表达（图 １）。玻璃体内注射
ＭＥＫ抑制剂 ＰＤ９８０５９可显著抑制光凝局部 ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９的表达，免疫组织化学结果显示光凝后７
ｄ，ＰＤ９８０５９抑制 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９在光凝局部的表
达，抑制率分别约为６９％和８０％（图２）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｉｎｒａｔＣＮＶａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｓｉｍｐｌｅｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ａ－Ｃ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＭＭＰ２ａｔ３ｄａｙｓ，７ｄａｙｓａｎｄ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｄ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆＭＭＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔＣＮＶａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａ
ｔｉｏｎ；Ｅ－Ｇ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ａｔ３ｄａｙｓ，７ｄａｙｓａｎｄ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｈ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆＭＭＰ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔＣＮＶａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ（Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ３ｄａｙｓ，Ｐ＜０．０５；Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）　单纯光凝组光凝后不同时间ＭＭＰ２和ＭＭＰ９在大鼠ＣＮＶ
内的表达。Ａ－Ｃ分别为光凝后３ｄ、７ｄ和１４ｄＭＭＰ２的表达；Ｄ为光凝后不同时间ＭＭＰ２在大鼠ＣＮＶ局部表达差异统计图；Ｅ－Ｇ分别
为光凝后３ｄ、７ｄ和１４ｄＭＭＰ９的表达；Ｈ为光凝后不同时间ＭＭＰ９在大鼠ＣＮＶ局部表达差异统计图（Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ３ｄａｙｓ，Ｐ＜０．０５；
Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ．Ａ－Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＭＭＰ２ｉｎｒａｔＣＮＶａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ａ：Ｓｉｍｐｌｅｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＰＤ９８０５９ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆ
ＰＤ９８０５９ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎｒａｔＣＮＶａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｄ－Ｆ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｉｎｒａｔＣＮＶ
ａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｄ：Ｓｉｍｐｌｅｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＰＤ９８０５９ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎｒａｔＣＮＶａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５；Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）　免疫组织化学法观察ＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶＭＭＰ
２及ＭＭＰ９表达的作用。Ａ－Ｃ为光凝后７ｄＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ内ＭＭＰ２表达的作用，其中Ａ为单纯光凝组，Ｂ为玻璃体内注药组，Ｃ为
ＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ内ＭＭＰ２表达作用的统计图；Ｄ－Ｆ为光凝后７ｄＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ内ＭＭＰ９表达的作用，其中Ｄ为单纯光凝组，
Ｅ为玻璃体内注药组，Ｆ为ＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ内ＭＭＰ９表达作用的统计图（Ｐ＜０．０５；Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）
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２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果　光凝后立即行玻
璃体内注射ＰＤ９８０５９可显著抑制ＥＲＫ的磷酸化，光
凝后３ｄ及７ｄ的抑制率分别为５４％和６０％，而对
ＥＲＫ总量的表达无显著影响（图３）。
２．３　ＦＦＡ结果　玻璃体内注药组光凝局部 ＣＮＶ的
荧光素渗漏明显减少约５１％（图４Ａ－Ｃ）。
２．４　ＨＥ染色结果　玻璃体内注药组 ＣＮＶ的生成
被阻止或延缓，光凝后１４ｄ抑制 ＣＮＶ厚度达５７％，
由（１１９．１９３±１５．０２９）μｍ减少至（５１．３３１±９２９０）
μｍ（图４Ｄ－Ｆ）。
２．５　免疫荧光法检测结果　玻璃体内注药组光凝
局部ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达被显著抑制，免疫荧光
结果显示光凝后７ｄ，玻璃体内注药组抑制 ＭＭＰ２
及 ＭＭＰ９在光凝局部的表达约达 ７３％和 ６４％
（图５）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＲＫ／ＥＲＫｉｎｒａｔ
ｒｅｔｉｎａｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｐ＜０．０５）　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法观察
ＰＤ９８０５９对大鼠视网膜ｐＥＲＫ／ＥＲＫ表达的影响（Ｐ＜０．０５）

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＲｏｌｅｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆｒａｔＣＮＶ．Ａ－Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｒａｔＣＮＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｅａｋａｇｅａｔ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｂｙ
ＦＦＡ；Ａ：Ｓｉｍｐｌｅｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＰＤ９８０５９ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｒａｔＣＮＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｅａｋａｇｅａｔ１４ｄａｙｓ
ａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｂｙＦＦＡ；Ｄ－Ｆ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｒａｔＣＮＶｔｈｉｃｋｎｅｓｓａｔ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｄ：Ｓｉｍｐｌｅｐｈｏｔｏｃｏａｇ
ｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＰＤ９８０５９ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｒａｔＣＮＶｔｈｉｃｋｎｅｓｓａｔ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｂｙＨＥｓｔａｉ
ｎｉｎｇ（Ｐ＜０．０５；Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）　ＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ生成的作用。Ａ－Ｃ为ＦＦＡ法观察光凝后１４ｄＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ荧光素渗
漏的影响，其中Ａ为单纯光凝组，Ｂ为玻璃体内注药组，Ｃ为ＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ荧光素渗漏面积作用的统计图；Ｄ－Ｆ为ＨＥ法观察光凝
后１４ｄＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ生成厚度的作用，其中Ｄ为单纯光凝组，Ｅ为玻璃体内注药组，Ｆ为ＰＤ９８０５９对大鼠 ＣＮＶ厚度作用的统计图
（Ｐ＜０．０５；Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）

３　讨论

本研究结果显示，ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９在 ＣＮＶ局
部高表达，于光凝后３ｄ即有表达，之后表达持续升
高至光凝后１４ｄ，光凝早期主要表达于 ＣＮＶ局部的
细胞成分中，而在晚期（光凝后１４ｄ）则主要表达于
ＣＮＶ内的基质成分中。我们的前期研究结果提示光
凝后３～７ｄ为大鼠ＣＮＶ的生成阶段，即相当于早期
ＣＮＶ（活动期 ＣＮＶ），而光凝后１４ｄ为 ＣＮＶ形成的
稳定阶段，可持续至光凝后１１０ｄ［５］，该期相当于稳
定期 ＣＮＶ。Ｂａｔｉｍａｓｔａｔ及 Ｍａｒｉｍａｓｔａｔ是 ＭＭＰｓ抑制
剂，其应用于新生血管生成早期则具有抑制作用，而

在血管生成阶段之后应用则又具有稳定新生血管及

抑制新生血管回退的作用［６］。因而推测本实验

ＭＭＰ２和ＭＭＰ９早期表达升高（光凝后３～７ｄ）可
能是参与了早期新生血管形成过程，而晚期表达的

持续升高可能参与了新生血管晚期回退［７１１］。其早

期参与 ＣＮＶ生成的机制可能为：ＭＭＰｓ通过将内皮
细胞从基底膜上释放出来、降解血管周围细胞外基

质及形成细胞外基质降解产物趋化促使内皮细胞移

行。另外ＭＭＰｓ还可通过将血管内皮生长因子等生
长因子肽段自细胞外基质蛋白中水解下来以增加其

生物利用度［１２］。而其参与新生血管晚期回退的机

制可能是由于回退的血管内皮细胞自细胞外基质
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ａ－Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ
２ｉｎｒａｔＣＮＶａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ａ：Ｓｉｍｐｌｅｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＰＤ９８０５９ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆＰＤ９８０５９ｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２ｉｎｒａｔＣＮＶａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｄ－Ｆ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｉｎｒａｔＣＮＶａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏ
ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ；Ｄ：Ｓｉｍｐｌｅｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＰＤ９８０５９ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆＰＤ９８０５９ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｉｎｒａｔ
ＣＮＶａｔ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５；Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）　免疫荧光法观察ＰＤ９８０５９对ＭＭＰ２及ＭＭＰ９表达的作用。Ａ－Ｂ为光
凝后７ｄＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ内ＭＭＰ２表达的作用，其中Ａ为单纯光凝组，Ｂ为玻璃体内注药组，Ｃ为ＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ内ＭＭＰ２表
达作用的统计图；Ｄ－Ｅ为光凝后 ７ｄＰＤ９８０５９对大鼠 ＣＮＶ内 ＭＭＰ９表达的作用，其中 Ｄ为单纯光凝组，Ｅ为玻璃体内注药组，Ｆ为
ＰＤ９８０５９对大鼠ＣＮＶ内ＭＭＰ９表达作用的统计图（Ｐ＜０．０５；Ｂａｒ＝５０μｍ；×４０）

脱离，降解新生血管网及降解围绕内皮细胞的细胞

外基质支架等［１３１４］。在人 ＣＮＶ内 ＭＭＰ２主要表达
于内皮细胞，视网膜色素上皮细胞也有一定表达，除

了视网膜色素上皮细胞外，ＭＭＰ２还表达于浸润至
ＣＮＶ局部的巨噬细胞［１４］，而 ＭＭＰ９则特异表达于
Ｂｒｕｃｈ膜附近及视网膜色素上皮细胞、内皮细胞和基
质细胞［１５１６］。浸润至局部的炎症细胞也是 ＭＭＰ９
的又一重要来源［１７］。说明ＭＭＰ２和ＭＭＰ９可通过
调控多种参与细胞的功能而参与 ＣＮＶ的生成。进
一步分析其在 ＣＮＶ内对参与细胞的作用对于深入
了解ＣＮＶ的发生是十分必要的。

基因敲除 ＭＭＰ２／或 ＭＭＰ９／或联合敲除
ＭＭＰ２／和ＭＭＰ９／的小鼠，光凝诱导的ＣＮＶ生成
受到显著抑制。选择性 ＭＭＰ抑制剂亦对 ＣＮＶ的生
成具有抑制作用［１８］。我们的研究结果提示玻璃体

内注射ＭＥＫ１抑制剂（ＰＤ９８０５９）可显著抑制光凝局
部ＥＲＫ的磷酸化水平，同时抑制 ＣＮＶ的发生，免疫
组织化学及免疫荧光结果示 ＰＤ９８０５９可抑制 ＣＮＶ
局部ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９的表达水平，说明 ＭＥＫ／ＥＲＫ
通路通过调控ＣＮＶ局部ＭＭＰ２及ＭＭＰ９的表达而
参与ＣＮＶ的发生，阻断 ＭＥＫ通路，抑制 ＭＭＰ２及
ＭＭＰ９的表达可部分抑制ＣＮＶ的生成。

综上所述，本研究结果提示，ＭＭＰ２和ＭＭＰ９参
与了大鼠ＣＮＶ的生成，ＭＥＫ／ＥＲＫ通路至少部分参与
了ＭＭＰ２和ＭＭＰ９在ＣＮＶ内的生成调控。本实验尚
需进一步探讨ＭＭＰ２和ＭＭＰ９参与ＣＮＶ生成的机制。
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