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【关键词】　糖尿病视网膜病变；雷珠单抗；血管内皮生长因子；ＩＶ型胶原；视网膜神经节细胞
【摘要】　目的　探讨雷珠单抗对糖尿病大鼠早期视网膜组织结构的影响。方法　４０只ＳＤ大鼠建立糖尿病模型后随机分为４
组，每组各１０只，其中Ａ组造模后第２周右眼玻璃体内注射雷珠单抗１μＬ，Ｂ组造模后第４周右眼玻璃体内注射雷珠单抗１
μＬ，ａ组造模后第２周右眼玻璃体内注射无菌ＰＢＳ缓冲液１μＬ，ｂ组造模后第４周右眼玻璃体内注射无菌 ＰＢＳ缓冲液１μＬ。
另１０只正常ＳＤ大鼠作为空白对照组。于第６周和第８周分别取各组大鼠右眼视网膜行苏木精伊红染色和免疫荧光共聚焦
检查。结果　造模后第６周，Ａ组和Ｂ组的神经节细胞数量分别为（２０．７３±０．９３）个和（１９．５３±０．９６）个，与 ａ组的（１０．５３±
０８８）个和ｂ组的（１１．５３±０．９６）个相比，差异均有显著统计学意义（均为Ｐ＜０．０１），且Ｂ组Ⅳ型阳性（Ⅳ ＋型）胶原丝条数量
为（６．８７±０９６）条，与ａ组的（１４．７３±１．００）条和ｂ组的（１４．８０±０．９１）条相比，差异均有显著统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。造
模后第８周，Ａ组和Ｂ组神经节细胞数量分别为（１９．８０±１．０１）个、（１９．４７±０．９９）个，与 ａ组的（６．６７±０．９０）个和 ｂ组的
（５．８０±０．９４）个相比，差异均有显著统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１），且 Ｂ组Ⅳ ＋型胶原丝条数量为（２．２０±０．７７）条，与 ａ组的
（１４．３３±０．９８）条和ｂ组的（１５．６７±０．９０）条相比，差异均有显著统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。Ａ组在第６周时的神经节细胞
数量与同时间点的Ｂ组有明显差异（Ｐ＜０．０１），而在第８周时差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），且Ａ组在８周观察期内未观察到
Ⅳ＋型胶原丝条。结论　右眼单次玻璃体内注射雷珠单抗１μＬ，可延缓糖尿病大鼠早期视网膜组织结构病变的发生发展，且
造模后第２周用药的作用效果优于第４周。
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　　糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是
一种慢性进展性、以视力损害和微血管异常为主的

疾病，是全球性致盲和导致发展中国家劳动人口法

定盲的主要原因［１］。ＤＲ当前影响着世界上１．５亿
人口的生活质量，并且世界卫生组织预计到 ２０２５
年，该病人口数将达到３亿［２］。在生理和病理条件

下，血管内皮生长因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）在血管生成中表现出中枢性调节
作用［３］。ＶＥＧＦＡ主要在增加血管渗漏、促使新生血
管形成和病理性内皮细胞增殖中发挥作用。Ｐａｐａｄｏ
ｐｏｕｌｏｓ等［４］研究表明，抑制ＶＥＧＦＡ的活性可阻止多
种眼病中病理性新生血管的形成和血管渗漏的发

生。雷珠单抗（Ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ）对人ＶＥＧＦＡ的所有亚
型都具有特异性和亲和力，在抑制新生血管形成中

发挥重要作用［５］。在治疗糖尿病性黄斑水肿和新生

血管性年龄相关性黄斑变性中，雷珠单抗的耐受性、

安全性和疗效等得到了肯定［６１０］。但是，一旦发展

到视网膜新生血管形成阶段，它所致的眼部损害是

不可逆转的［１１］。因此，在新生血管未形成的早期阶

段进行预防和阻止视网膜新生血管形成显得更为重

要，而不是在视网膜新生血管形成后的积极治疗。

本课题通过右眼单次玻璃体内注射雷珠单抗１μＬ，
探讨雷珠单抗对糖尿病大鼠早期视网膜组织结构的

影响，进而明确雷珠单抗是否可以延缓糖尿病大鼠

早期视网膜组织结构病变的发生发展。

１　 材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性８周龄ＳＤ大鼠５０只，体
质量（２２０±２０）ｇ，购于南昌大学实验动物科学部。
将其饲养在通风良好、室内温度（２３±２）℃、相对湿
度５０％、光线充足（白昼１２ｈ／夜晚１２ｈ）、可自由饮
食和饮水的环境中。实验通过南昌大学实验动物伦

理委员会批准。

１．２　糖尿病大鼠模型的制备和实验分组　随机取４０
只ＳＤ大鼠按６０ｍｇ·ｋｇ－１体质量腹腔注射链脲佐菌
素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）（Ｓｉｇｍａ，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ，ＵＳＡ），建立糖
尿病大鼠模型，造模失败者随即予以补充。选取右眼

为实验眼。４０只糖尿病大鼠随机分为４组，每组各１０
只，其中Ａ组造模后第２周右眼玻璃体内注射雷珠单
抗１μＬ［１２］，Ｂ组造模后第４周右眼玻璃体内注射雷珠
单抗１μＬ，ａ组造模后第２周右眼玻璃体内注射无菌
ＰＢＳ缓冲液１μＬ，ｂ组造模后第４周右眼玻璃体内注
射无菌ＰＢＳ缓冲液１μＬ。另１０只正常ＳＤ大鼠作为
空白对照组，正常饲养，不作任何处理。

１．３　玻璃体内注射　腹腔注射戊巴比妥钠（４０
ｍｇ·ｋｇ－１体质量）麻醉大鼠，术前大鼠右眼滴复方托
吡卡胺（ＭｙｄｒｉｎＰ；Ｓａｎｔｅｎ，Ｏｓａｋａ，日本）眼液散瞳，
爱尔卡因眼液行局部麻醉。角膜反射消失后，于眼

球距角巩膜缘部 ０．５ｍｍ处用 ５μＬ微量进样器
（Ｈａｍｉｌｔｏｎ，瑞士）行玻璃体内注射。Ａ组和 Ｂ组右

眼玻璃体内注射雷珠单抗（Ｓｃｈａｆｆｈａｕｓｅｒｓｔｒａｓｓｅ，瑞士）
１μＬ，ａ组和ｂ组右眼玻璃体内注射无菌 ＰＢＳ缓冲
液１μＬ。若大鼠右眼出现晶状体损伤、视网膜损伤
或眼内炎等将从实验中剔除，并予以相应补充。

１．４　取材　各组大鼠分别于造模后第６周（ｎ＝５）
和第８周（ｎ＝５）取右眼视网膜行免疫荧光共聚焦检
查和苏木精伊红染色（ＨＥ染色）。为了标记血管系
统，分别于造模后第６周和第８周大鼠尾静脉注射
番茄凝集素（ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍｌｅｃｔｉｎ）［１３］，随即
通过大鼠尾静脉注射 ５００μＬ异硫氰酸荧光素
（ＦＩＴＣ）（１ｇ·Ｌ－１；Ｓｉｇｍａ，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ，美国）结合番茄
凝集素（番茄凝集素可特异性结合于内皮细胞表

面［１４］，并且通过有效的血液循环标记所有血管）。

注射后１０ｍｉｎ，在８０～１２０ｍｍＨｇ（１ｋＰａ＝７．５ｍｍ
Ｈｇ）压力下依次通过左心室行心脏灌注无菌生理盐
水１０ｍｉｎ和４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液５～１０ｍｉｎ。于
解剖显微镜下分离出大鼠右眼视网膜。

１．５　视网膜 ＨＥ染色　每个视网膜样本取１／３的
视网膜组织于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛中固定２ｈ，以５
μｍ厚度进行切片，行 ＨＥ染色后置于光学显微镜
（ＺＥＩＳＳ，Ｗｉｌｌｋｏｍｍｅｎ，德国）下进行观察和拍片，４００
倍目镜下每一标本随机取３个部位，计数视网膜神
经节细胞数量，取其算术平均数代表该样本平均神

经节细胞个数。

１．６　视网膜平片免疫荧光成像　将每个视网膜样
本余下的２／３视网膜组织置于４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
中固定１ｈ，再将视网膜组织置于 ｐＨ７．２ＰＢＳ缓冲
液中漂洗３次（第１次１０ｍｉｎ，第２次和第３次均为
５ｍｉｎ）。然后通过免疫荧光技术观察视网膜平片中
血管基底膜的变化。在进行免疫固定前，常温下将视

网膜平片置于含有体积分数０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的牛
血清蛋白液中阻断３０ｍｉｎ。接着于常温下将视网膜
平片置于含有兔多克隆抗Ⅳ型胶原抗体（１３００；Ａｂ
ｃａｍ，英国）的孵育液中进行孵育过夜。再将视网膜平
片置于含有 ＦＩＴＣ标记羊抗兔 ＩｇＧ抗体进行二抗处
理。处理后，常温下将视网膜平片置于体积分数

０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００缓冲液中漂洗 ３次（第 １次 １０
ｍｉｎ，第２次和第３次均为５ｍｉｎ）。将２０μＬ抗荧光衰
减剂（ＢＯＳＴＥＲ，武汉）滴于视网膜上进行封片，在
ＺＥＩＳＳＬＳＭ７１０共聚焦显微镜（ＺＥＩＳＳ，Ｗｉｌｌｋｏｍｍｅｎ，德
国）下观察和拍片，１００倍目镜下每一标本随机取３个
部位，计数Ⅳ型阳性（Ⅳ＋型）胶原丝条数量，取其算术
平均数代表该样本平均Ⅳ＋型胶原丝条数量。
１．７　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件对所得
数据行统计学分析，多样本均数间行单因素方差分

析，组间数据行独立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　 结果

２．１　ＨＥ染色结果　造模后第６周，ａ组、ｂ组、Ａ组
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和Ｂ组的神经节细胞数量分别为（１０．５３±０．８８）个、
（１１．５３±０．９６）个、（２０．７３±０．９３）个 和
（１９．５３±０．９６）个，各组与空白对照组的（２８．８７±
０．８８）个相比，差异均有显著统计学意义（均为 Ｐ＜
００１）。造模后第８周，ａ组和 ｂ组神经节细胞数量
分别为（６．６７±０．９０）个、（５．８０±０．９４）个，与第６周
相比明显降低，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）；Ａ组和Ｂ组神经节细胞数量分别为（１９．８０±
１．０１）个、（１９．４７±０９９）个，与第６周相比差异均无
统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。Ａ组和 Ｂ组在第６周
和第８周时的神经节细胞数量与同时间点的 ａ组、ｂ
组相比差异均有显著统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）；Ａ
组在第６周时的神经节细胞数量与同时间点的Ｂ组
有明显差异（Ｐ＜０．０１），而在第８周时差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。ａ组和 ｂ组大鼠分别于第６周和
第８周在神经节细胞层与内丛状层和内核层与外丛
状层之间出现新生血管；但是在Ａ组和Ｂ组中，造模

后第６周和第８周均未观察到新生血管。
２．２　免疫荧光成像结果　空白对照组各时间点均
末见Ⅳ＋型胶原丝条。ａ组和 ｂ组大鼠在造模后第
６周，视网膜血管之间交联了大量Ⅳ ＋型胶原丝条，
数量分别为（１４．７３±１．００）条、（１４．８０±０．９１）条
（Ｐ＜０．０１），且观察到视网膜血管渗漏现象；ａ组和ｂ
组大鼠在第８周时，视网膜血管之间的Ⅳ ＋型胶原
丝条数量分别为（１４．３３±０．９８）条、（１５６７±０９０）
条，与第６周时相比差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞
０．０５），但血管渗漏点增加，并且有新生血管芽形成。
造模后第６周和第８周，Ａ组大鼠视网膜未观察到
Ⅳ＋型胶原丝条、新生血管芽和血管渗漏现象。Ｂ组
在第６周和第８周时，Ⅳ＋型胶原丝条数量分别为
（６８７±０．９６）条、（２．２０±０．７７）条，与ａ组、ｂ组相比
差异均有显著统计学意义（均为Ｐ＜０．０１），且未观察
到新生血管芽和血管渗漏；Ｂ组大鼠从第６－８周，
Ⅳ＋型胶原丝条数量显著减少（Ｐ＜００５，图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×１００）．ａ６：Ｇｒｏｕｐａａｔ６ｗｅｅｋｓ；ａ８：Ｇｒｏｕｐａａｔ８ｗｅｅｋｓ；Ａ６：ＧｒｏｕｐＡａｔ６ｗｅｅｋｓ；Ａ８：Ｇｒｏｕｐ
Ａａｔ８ｗｅｅｋｓ；ｂ６：Ｇｒｏｕｐｂａｔ６ｗｅｅｋｓ；ｂ８：Ｇｒｏｕｐｂａｔ８ｗｅｅｋｓ；Ｂ６：ＧｒｏｕｐＢａｔ６ｗｅｅｋｓ；Ｂ８：ＧｒｏｕｐＢａｔ８ｗｅｅｋｓ．ＴｈｅａｒｒｏｗｈｅａｄｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｔｙｐｅＩＶ
ｃｏｌｌａｇｅｎａｎｔｉｂｏｄｙ，ｔｈｅｔｈｉｎａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｔｈｅｔｈｉｃｋａｒｒｏｗｓｈｏｗｅｄｔｈｅｖａｓｃｕｌａｒｂｕｄｓ　各组免疫荧光图（×１００）。ａ６：
ａ组造模后第６周；ａ８：ａ组造模后第８周；Ａ６：Ａ组造模后第６周；Ａ８：Ａ组造模后第８周；ｂ６：ｂ组造模后第６周；ｂ８：ｂ组造模后第８周；Ｂ６：Ｂ
组造模后第６周；Ｂ８：Ｂ组造模后第８周。箭头示Ⅳ＋型胶原丝条，小箭头示血管渗漏，粗箭头示新生血管芽

３　讨论

　　本课题通过右眼单次玻璃体内注射雷珠单抗１
μＬ，探讨雷珠单抗对糖尿病大鼠早期视网膜组织结
构的影响。根据 ＤＲ病程可分为两个阶段：非增殖
期阶段，特征性改变为血管渗漏，其中在轻度非增殖

性ＤＲ之前可看作 ＤＲ早期；增殖期阶段，其特征为
通过各种生长因子引起视网膜血管增生［１５１６］。有研

究发现，ＤＲ的形态学变化包括血管基底膜增厚、周
细胞丧失、无细胞丝条的增加和血管闭塞，且以血
视网膜屏障破坏为特征引起微血管瘤的形成［１７］。

随着ＤＲ的进展，血管异常，包括等离子体渗漏、微
动脉瘤、玻璃体出血、异常微血管的增生（新生血管

发生）等发生的频率越来越高。

在我们的研究中，随着糖尿病病程的进展，ａ组
和ｂ组大鼠视网膜神经节细胞分别在造模后第６周

和第８周显著减少。在一些研究中［１８］，神经节细胞

在糖尿病病程的第４周出现凋亡增加，这种神经元
的早期异常也许是源自于神经细胞的丧失。在糖尿

病病程的第４周，神经节细胞结构的异常是唯一被
发现导致神经元功能丧失的主要原因，这与一些研

究中的晚期功能缺失是相符合的［１９２０］。有研究表明

随着糖尿病的发展，视网膜神经节细胞在第６周开
始减少［２１２２］，且内核层和外核层在第１０周出现厚度
变薄［２２］。尽管细胞减少或者结构异常的分子机制

尚不清楚，但普遍研究认为炎症、氧化应激或者晚期

糖基化终末产物是导致视网膜病理变化的原因［２２］。

同时，我们发现在病理切片中，ａ组和 ｂ组大鼠
在造模后第６周和第８周时，视网膜神经节细胞层
与内丛状层和内核层与外丛状层之间出现新生血

管。在造模后第６周，ａ组和ｂ组大鼠视网膜之间交
联大量Ⅳ＋型胶原丝条和出现血管渗漏，且在第８
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周时，Ⅳ＋型胶原丝条减少、血管渗漏点增加和新生
血管芽形成。这些标志着新生血管的发生，将导致

视网膜新生血管化。ＶＥＧＦ可导致血管内皮细胞之
间的连接疏松，血管渗透性增加，是目前已知作用最

强的促血管生成因子［９］，其具有多种功能，包括促使

细胞迁移、增殖和脉管形成等［２３］。其中，ＶＥＧＦＡ可
促进新生血管形成和血管渗漏，已经被认定为是促

进视网膜新生血管化的关键因子［９］。有学者指出糖

尿病患者视网膜循环血量的变化先于临床ＤＲ，其中
包括功能性充血反应减少，高氧刺激反应能力降低，

基础血流量减少，导致视网膜缺血缺氧［２４２５］。在缺

血缺氧状态下，通过多种机制，玻璃体内 ＶＥＧＦ基因
的表达水平增高［２６］。Ａｙａｌａｓｏｍａｙａｊｕｌａ等［２７］研究发

现在造模后的第８天，糖尿病大鼠玻璃体内 ＶＥＧＦ
含量明显高于正常对照组；在４周观察周期内，糖尿
病大鼠第４周玻璃体内 ＶＥＧＦ含量最高，明显高于
对照组（Ｐ＜０．０１）［２８］。Ｓｃｈｒｕｆｅｒ等［２９］研究结果发

现，在１２周观察期内，糖尿病大鼠第４周玻璃体内
ＶＥＧＦ含量最高，随后出现降低。此外，ＶＥＧＦ的过
度表达将转变或者改变新生血管的发生和提高血管

通透性，导致视网膜结构和功能异常［３０］。根据这些

研究，新生血管的出现和新生血管芽的生成是合理

的，且血管渗漏的增加是病程自然发展的一个过程。

有研究表明［２８］，视网膜血管早期形态学表现为：在

糖尿病进程的第１周和第４周出现无内皮细胞的番
茄凝集素阴性或Ⅳ＋胶原丝条。Ｚｈａｎｇ等［３１］指出在

糖尿病早期阶段，Ⅳ型胶原丝条与血管退化是有一
定关系的。Ｉｎａｉ等［３２］研究表明血管的退化代表着结

构异常或者无血流通过的空血管，导致血管发生“鬼

影”现象。因此，血管退化中Ⅳ型胶原的存在是血管
基底膜组成的残留物。这表明糖尿病引起的内皮细

胞退化和血管基底膜的残留是因血管退化性改变

所致。

在本研究中，Ａ组和 Ｂ组大鼠周边视网膜血管
上的Ⅳ型胶原丝条在８周的观察期内明显降低，这
几乎和空白对照组相似。此外，Ａ组和 Ｂ组在第６
周和第８周均未观察到新生血管、血管渗漏和新生
血管芽的形成，且神经节细胞的减少量低于ａ组和ｂ
组。Ａ组玻璃体内注射雷珠单抗所获得的效果优于
Ｂ组。这表明玻璃体内注射雷珠单抗可以预防视网
膜血管退化或损伤，降低神经节细胞的减少量和抑

制新生血管的形成，且有效的注药方案为造模后第２
周单次注射雷珠单抗。

一些促血管生成因子在多种病理性血管生成中

过度表达，包括 ＶＥＧＦ家族中两个成员：ＶＥＧＦＡ和
ＰＩＧＦ［３３］。雷珠单抗能够特异性结合和中和 ＶＥＧＦ，
尤其是ＶＥＧＦＡ。在造模后的第２周和第４周，玻璃
体内注射雷珠单抗可以下调 ＶＥＧＦ水平。糖尿病可
以上调视网膜上多种炎症介质前体，包括 ＩＣＡＭ１、
ＶＥＧＦ、ＮＦκＢ、ｉＮＯＳ和 ＴＧＦβ，且局部炎症反应在

ＤＲ的发展中起重要作用［３４３５］。有研究指出［３６］，由

于炎症过程中包括细胞因子的上调和白细胞浸润，

从而使ＤＲ归类为炎性疾病。炎症反应和白细胞聚
集被认为是导致视网膜神经元死亡的重要因素［３７］。

此外，Ⅳ ＋型胶原丝条与在 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸
（ＮＭＤＡ）治疗１周后ＳＤ大鼠的血管相似；他们认为
血管退化所致Ⅳ＋型胶原丝条增加的原因可能是由
于ＮＭＡＤ信号通路的异常引起，且神经元细胞在维
护血管正常结构和功能中起到重要作用［３８］。在本

研究中，雷珠单抗可特异性结合和中和 ＶＥＧＦ，使玻
璃体内 ＶＥＧＦ含量维持在正常水平，抑制 ＶＥＧＦ（尤
其是ＶＥＧＦＡ）对血管内皮细胞的损伤，从而阻止新
生血管的发生和出现血管渗透性增加。因此，新生

血管芽和新生血管不能形成，糖基化终末产物、炎症

介质前体和白细胞从血管中迁移至视网膜组织结构

中的量减少或无，降低糖基化终末产物、炎症因子等

对神经元的损伤。本实验Ａ组和Ｂ组的视网膜神经
节细胞得到改善，而不是像 ａ组或者 ｂ组随着时间
出现持续下降。由于内层视网膜的神经元细胞（如

视网膜神经节细胞）通过释放 ＶＥＧＦ［３９］和营养因子
来维护血管的正常结构和功能［３８］，且玻璃体内含有

正常水平的 ＶＥＧＦ，这可能是促使 Ａ组不形成Ⅳ ＋
型胶原丝条和 Ｂ组Ⅳ ＋型胶原丝条逐渐减少的原
因。造模后第 ２周注药，可使大鼠玻璃体内 ＶＥＧＦ
含量处于正常水平，防止了 ＶＥＧＦ的过度表达对视
网膜血管的损伤，降低了神经节细胞的凋亡等，明显

延缓了视网膜组织结构病变的进展；造模后第４周，
视网膜微血管已产生了损伤和神经节细胞的凋亡，

玻璃体内雷珠单抗的注射抑制了 ＶＥＧＦ的过度表达
所致的进一步损害，减慢了视网膜组织结构病变的

进展。这使造模后第２周注药的作用效果优于第４
周注药。尽管当前研究只是为现有假设提供了一些

线索，但为后续研究的进行提供了重要信息。

总而言之，通过右眼单次玻璃体内注射雷珠单

抗１μＬ，可以预防视网膜血管损伤，降低神经节细胞
的减少量和抑制新生血管的形成，延缓糖尿病大鼠

早期视网膜组织结构病变发生发展，且造模后第２
周注药的作用效果优于第４周注药。我们建议对雷
珠单抗在ＤＲ发生发展中的早期预防作用进行深入
研究。
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