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【关键词】　阿魏酸；视网膜色素变性；内皮素１；ｒｄ小鼠
【摘要】　目的　研究不同浓度阿魏酸作用下，出生后不同时期的视网膜色素变性（ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ
ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ，ＲＰ）动物模型（ｒｄ小鼠）血浆中内皮素１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）动态表达特征，探
讨阿魏酸对ｒｄ小鼠表达ＥＴ１的作用特点。方法　取新出生的 ｒｄ小鼠９０只及 Ｃ５７／ＢＬ６
小鼠 １８只，按照阿魏酸灌胃浓度的不同分成 ４组，０．２５ｇ·Ｌ－１组、０．５０ｇ·Ｌ－１组、

０．７５ｇ·Ｌ－１组、１．００ｇ·Ｌ－１组，每组再按照给药时间分为２周组、３周组、４周组，以上１２组为药物处理组，每组各６只。相同
周龄的ｒｄ小鼠各６只不作处理作为病变对照组，相同周龄的Ｃ５７／ＢＬ６小鼠各６只作为正常对照组。ＥＬＩＳＡ法检测血浆ＥＴ１浓
度。结果　２周组、３周组、４周组病变对照组小鼠ＥＴ１浓度均高于正常对照组，尤其３周组、４周组与正常对照组相比差异有
统计学意义（Ｐ＝００２４、０．０１０）。经阿魏酸治疗后２周时，０．５０ｇ·Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１组ＥＴ１水平低于病变对照组，但差异无
统计学意义；３周时，０２５ｇ·Ｌ－１组、０．５０ｇ·Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１组ＥＴ１水平低于病变对照组，其中０．５０ｇ·Ｌ－１组差异有统计
学意义（Ｐ＝０．０３４）；４周时，０．２５ｇ·Ｌ－１组、０．５０ｇ·Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１组 ＥＴ１水平低于病变对照组，差异均有统计学意义
（Ｐ＝０．０１１、０．０２７、０．０２１）。各浓度治疗组中，仅１．００ｇ·Ｌ－１组治疗３周和４周时与正常对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＝
００１３、０．００９）。结论　ｒｄ小鼠在病变过程中，血浆ＥＴ１水平明显升高，可能与 ＲＰ的发生发展有关。在不同浓度阿魏酸治疗
下，ｒｄ小鼠ＥＴ１水平不同程度下降，其中０．５０ｇ·Ｌ－１、０．７５ｇ·Ｌ－１治疗效果最明显。

　　视网膜色素变性（ｒｅｔｉｎｉｔｉｓｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ，ＲＰ）是视
网膜感光细胞和色素上皮细胞变性所致的一组具有

复杂遗传和临床异质性的致盲眼病［１］。研究发现，

ＲＰ患者血浆内皮素１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）水平明显

升高，可能导致眼底血流下降，缺血缺氧加速了病变

的发展［２］。目前，对于 ＲＰ的治疗包括基因治疗、手
术治疗和药物治疗。从安全、有效、可行的角度考

虑，使用药物治疗促进视网膜神经细胞活性、维持眼
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底血氧供应、延缓变性发展以保留视力是最佳选择。

阿魏酸（ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ）是源于中药当归和川芎的主要
有效活性成分之一。阿魏酸及其衍生物是一类新的

非肽类内皮素受体拮抗剂，能够调节内皮细胞功能，

降低ＥＴ１水平［３４］。本研究旨在探索 ＲＰ由轻到重
的发展过程中，ｒｄ小鼠血浆ＥＴ１水平的动态表达情
况，并用阿魏酸加以干预，探讨不同浓度阿魏酸对血

浆ＥＴ１浓度的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　新出生的ｒｄ小鼠９０只及Ｃ５７／ＢＬ６
小鼠１８只，购自北京维通利华实验动物技术有限公
司，雌雄不限。由清华大学实验动物中心饲养。饲

养条件：光照周期为１０ｈ／１４ｈ节律，环境温度约为
２５℃。饲养级别：无特定病原体动物（ＳＰＦ）级。
１．２　主要试剂和仪器　阿魏酸（中国食品药品检定
研究院标准品）；小鼠ＥＴ１试剂盒（武汉华美生物工
程有限公司）；麻醉剂 ａｖｅｒｔｉｎ（清华大学动物实验中
心提供）；生理盐水（北京双鹤５００ｍＬ注射液）。小
鼠灌胃针头（泪道冲洗针头部包裹树脂）；低温冷冻

离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１５Ｒ）；紫外分光光度计
（日立公司 Ｕ３９００）；眼科剪、平镊、齿镊（北京明仁
医疗器械有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　实验分组　将新出生的 ｒｄ小鼠按照不同的
阿魏酸给药浓度分成４组：０．２５ｇ·Ｌ－１组、０．５０ｇ·
Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１组、１．００ｇ·Ｌ－１组，每组再按照
给药时间分为２周组、３周组、４周组，每组各６只，
以上１２组为药物处理组，均于出生后第２天开始灌
胃，每天每 １０ｇ体质量给予不同浓度阿魏酸悬液
０２ｍＬ，按照分组分别灌胃２周、３周和４周。取２
周龄、３周龄、４周龄的 ｒｄ小鼠各６只不作处理作为
病变对照组，相同周龄的 Ｃ５７／ＢＬ６小鼠各６只作为
正常对照组。

１．３．２　ｒｄ小鼠血浆的制备　各组分别于相应时间
点取小鼠眼眶血浆。用麻醉剂 ａｖｅｒｔｉｎ对 ｒｄ小鼠行
腹腔注射（每１０ｇ体质量０．１２～０．１５ｍＬ），待小鼠
麻醉后，用眼科剪剪除其胡须，然后用体积分数７５％
医用酒精对其眼部周围毛发进行消毒处理，摘出眼

球取血，将小鼠眼眶流出的血液滴入１．５ｍＬＥｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ抗凝管，手指轻轻按压小鼠胸腔、腹腔以使血液
排净。将抗凝管上下颠倒，使血混匀，４℃ 下
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，吸取上清液分装保存于
－８０℃深低温冰箱备用。
１．３．３　ＥＴ１浓度检测　参照小鼠ＥＴ１ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明书进行。使用软件“ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ１．３”，以ＯＤ
值为纵坐标，标准品浓度为横坐标，制作标准曲线。

用标准品的浓度与ＯＤ值计算出标准曲线的回归方程
式，将样本的ＯＤ值代入方程式，计算出样本浓度。
１．４　统计学分析　使用 ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分

析，进行数据的正态性和方差齐性检验。若各组数

据满足正态分布及方差齐性，采用单因素方差分析

及组间两两ＬＳＤｔ检验；如各组数据方差不齐，采用
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ秩和检验及组间两两Ｔａｍｂａｎｅ’ｓＴ２
（Ｍ）检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

　　在不同时间点，病变对照组ｒｄ小鼠的血浆ＥＴ１
浓度均高于正常对照组，尤其灌胃３周、４周时与正
常对照组相比差异均有统计学意义（Ｐ＝０．０２４、
００１０）。正常对照组Ｃ５７／ＢＬ６小鼠２周龄、３周龄和
４周龄血浆ＥＴ１水平呈现比较稳定的趋势；ｒｄ小鼠随
周龄增长血浆ＥＴ１水平呈现持续上升的趋势（表１）。

阿魏酸治疗２周，与病变对照组相比，０．５０ｇ·
Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１组ＥＴ１水平有所下降，但差异均
无统计学意义（Ｐ＝０．２８７、０．１４０），０．２５ｇ·Ｌ－１组、
１．００ｇ·Ｌ－１组ＥＴ１有所升高，但差异亦无统计学意
义（Ｐ＝０．４０３、０．７４９）；０．５０ｇ·Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１

组ＥＴ１水平与正常对照组基本持平（Ｐ＝０．９１３、
０．７５０），０．２５ｇ·Ｌ－１组、１．００ｇ·Ｌ－１组明显高于正
常对照组，但差异无统计学意义（Ｐ＝０．０５９、０．１４０）。
阿魏酸治疗３周，与病变对照组相比，０．２５ｇ·Ｌ－１

组、０．５０ｇ·Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１组ＥＴ１水平均有所
下降，其中０．５０ｇ·Ｌ－１组下降最为明显，差异有统
计学意义（Ｐ＝０．０３４），１．００ｇ·Ｌ－１组稍高，差异无
统计学意义（Ｐ＝０．７９０）；０．２５ｇ·Ｌ－１组、０．５０ｇ·
Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１组 ＥＴ１水平稍高于正常对照组
（Ｐ＝０．２５７、０．８７６、０．５８５），１．００ｇ·Ｌ－１治疗组明显
高于正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０１３）。
阿魏酸治疗４周，与病变对照组相比，０．２５ｇ·Ｌ－１

组、０．５０ｇ·Ｌ－１组和０．７５ｇ·Ｌ－１组均明显下降，且
差异均有统计学意义（Ｐ＝０．０１１、０．０２７、０．０２１），
１００ｇ·Ｌ－１组下降不明显（Ｐ＝０．４３３）；与正常对照
组相比，０．２５ｇ·Ｌ－１组、０．５０ｇ·Ｌ－１组和０．７５ｇ·
Ｌ－１组 ＥＴ１水平升高，但差异无统计学意义（Ｐ＝
０．３４８、０．１４７、０．１７８），１．００ｇ·Ｌ－１组明显升高，差异
有统计学意义（Ｐ＝０．００９，见表１）。
表１　各组小鼠血浆ＥＴ１的表达情况
Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｒｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＥＴ１ｉｎｒｄｍｏｕｓｅｗｉｔｈｆｅｒ
ｕｌｉｃａｃｉｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ （珋ｘ±ｓ，ρ／ｎｇ·Ｌ－１）
Ｇｒｏｕｐ ２ｗｅｅｋｓ ３ｗｅｅｋｓ ４ｗｅｅｋｓ
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ５３．６２８±２６．２４４ ４３．２４６±１７．３３２＃ ５２．７６２±１４．５１２＃

Ｄｉｓｅａｓｅｄｃｏｎｔｒｏｌ ６７．２７２±１３．２００ ７４．７３０±２３．９２８ ９４．９８２±２２．６３０

０．２５ｇ·Ｌ－１ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ７０．９６２±２２．５０１ ５８．５３３±２１．５９２ ６４．０６６±１２．６９７＃

０．５０ｇ·Ｌ－１ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ５４．８８２±１４．１５２ ４５．３３３±１１．８９０＃ ６９．６９０±１６．５２７＃

０．７５ｇ·Ｌ－１ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ４９．９５２±２．３６９ ５０．５４５±１７．７９１ ６８．４４９±２５．８１８＃

１．００ｇ·Ｌ－１ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ７０．９６３±２１．６５８ ７８．２８３±３６．７１４ ８９．９５５±１３．４２７

Ｆ １．８３０ ２．５７４ ３．６３６
Ｐ ０．１３７ ０．０４７ ０．０１２
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０．０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｄｉｓｅａｓｅｄｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　ｒｄ小鼠是常用的ＲＰ动物模型，属于常染色体隐

·２０７· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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性遗传，因Ｐｄｅ６ｂ基因发生无义突变，引起磷酸二酯
酶β亚基的功能异常所致。既往研究发现，正常小
鼠出生２周后，视网膜各层结构基本发育完全，随着
时间的推移，各层结构日益完善；而 ｒｄ小鼠出生后２
周时外节段变薄，膜盘少见，内节结构不完整，外核

层细胞层数明显减少；３周时外节段基本消失，外核
层只剩一层细胞，外丛状层变薄；４周时内节段高度
变形，外核层仅残存少许胞体，外丛状层极薄，部分

区域已消失［５］。据此，本研究设置的３个时间点，即
生后２周、３周、４周，分别对应 ｒｄ小鼠 ＲＰ的早期、
中期和晚期。

在退行性视网膜变性过程中，患者眼部血供常

出现异常，ＲＰ患者典型的体征就包括视网膜血管纤
细，荧光血管造影也可发现脉络膜毛细血管萎缩。

ＲＰ患者也有血清 ＥＴ１浓度升高的现象，表现为血
管舒缩功能障碍［６］，易手脚冰凉，视网膜和脉络膜血

流速度明显下降［２］。Ｃｅｌｌｉｎｉ等［７］研究发现，ＲＰ患者
血浆ＥＴ１水平约是正常人的１．６倍，且与眼动脉和
睫状后长动脉的收缩期峰速血流速度呈负相关。

Ｚｈａｎｇ等［８］的研究发现，ＲＰ患者视网膜脉络膜血流
较正常人下降了５２％ ±８％。国内亦有学者发现，
ＲＰ患者眼动脉、视网膜中央动脉和睫状动脉血流参
数异常，提示眼部的血液供应和ＲＰ病理过程存在相
关性［９］。Ｍｉ等［１０］研究发现，转基因小鼠（ＴＥＴ１
ｍｉｃｅ）过表达ＥＴ１致视网膜退行性变。

ＥＴ１主要由血管内皮产生，ＥＴ１通过结合不同
类型的受体ＥＴＡ或 ＥＴＢ发挥作用。ＥＴ１作用于心
肌、血管平滑肌ＥＴＡ受体可引起心脏和血管强烈收
缩及重塑［１１１２］。ＥＴＢ包括 ＥＴＢ１和 ＥＴＢ２两种不同
亚型，ＥＴＢ１主要分布于内皮细胞，可促使内皮细胞
释放 ＮＯ、ＰＧＩ２等物质，引起内皮依赖性血管舒
张［１３１４］；ＥＴＢ２分布于血管平滑肌细胞，可发挥收缩
血管作用。正常情况下，ＥＴ１对于心血管的净效应
取决于多种受体效应之间的平衡。

本研究发现，ｒｄ小鼠随着病情的进展，其血浆
ＥＴ１水平持续上升。在各时间点，病变对照组的
ＥＴ１水平均高于正常对照组，提示ＥＴ１水平与病情
进展密切相关。视网膜大血管和脉络膜大、中血管

层存在平滑肌层，ＥＴ１通过 ＥＴＡ受体发挥作用，血
管明显收缩，ＥＴ１浓度持续维持在较高水平有可能
造成血管结构重塑，血管纤细。脉络膜毛细血管无

平滑肌层，主要由内皮细胞构成，在病变早期，ＥＴ１
作用于ＥＴＢ１受体释放 ＮＯ、ＰＧＩ２等扩血管物质，发
挥一定代偿作用。病变后期，脉络膜视网膜血管的

低灌注状态可能导致血管内皮损伤，最终导致脉络

膜毛细血管层萎缩。

阿魏酸是一种非肽类内皮素受体拮抗剂，在心

血管疾病、肾病、脑血管疾病中研究较多，具有明显

的降压和保护肾功能的作用［１５１６］。本研究发现，ＲＰ
动物模型ｒｄ小鼠在病变过程中，血浆ＥＴ１水平明显
升高，可能与ＲＰ的发生、发展有关，经过不同浓度阿
魏酸干预后，各个时间点ｒｄ小鼠血浆ＥＴ１水平多有
不同程度下降。其中，０．５０ｇ·Ｌ－１组、０．７５ｇ·Ｌ－１

组ｒｄ小鼠血浆ＥＴ１变化趋势与正常对照组最为接
近，干预效果较好，有望为ＲＰ的治疗提供新的思路。
阿魏酸虽然能有效降低血浆 ＥＴ１水平，但是否能够
因此改善视网膜脉络膜微循环和视功能尚需进一步

研究，如通过脉络膜血管铸型联合扫描电镜观察脉

络膜微血管网、小鼠电生理检查等。
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