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原纤维蛋白２（ＦＢＮ２）抗体玻璃体内注射对小鼠视网膜变性的
影响△

徐福如　蒋文君　姜倩　张瑞雪　刘德政　毕宏生
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【摘要】　目的　探讨原纤维蛋白２（ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２，ＦＢＮ２）抗体玻璃体内注射对小鼠视网膜变
性的影响。方法　选取１８只８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，随机分为３组：正常对照组、ＰＢＳ组、
ＦＢＮ２抗体组，每组６只。正常组小鼠不做任何处理，ＰＢＳ组小鼠双眼玻璃体内注射４μＬ
ＰＢＳ溶液，ＦＢＮ２抗体组小鼠双眼玻璃体内注射４μＬＦＢＮ２抗体（０．２ｇ·Ｌ－１），每周注射
１次，连续３周。利用眼底照相和视网膜电流图（ＥＲＧ）分别检测３组小鼠眼底改变和视网
膜功能。ＰＡＳ染色法观察小鼠视网膜形态并测量眼球后极部视网膜、外核层以及内核层
厚度，采用实时定量ＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ检测小鼠视网膜中 ＦＢＮ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达。结果
　眼底照相显示：ＦＢＮ２抗体组小鼠眼底出现明显渗出，黄白色似玻璃膜疣样沉积物以及
色素沉着的病理改变，且随时间延长病理改变加重。ＥＲＧ结果显示：每次注射后 ＦＢＮ２抗
体组暗适应视杆细胞反应ｂ波和暗适应混合细胞反应ａ波振幅均低于正常对照组和 ＰＢＳ
组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），且两者振幅在抗体注射３次后均最低，分别为
（１３．２８±３．４１）μＶ和（２１．６７±８．８１）μＶ；在注射２次和３次后，ＦＢＮ２抗体组暗适应混合
细胞反应ｂ波振幅均低于正常对照组和ＰＢＳ组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５），且
该波振幅在抗体注射２次时最低为（５９．１２±１８．００）μＶ；正常对照组和 ＰＢＳ组之间，各振
幅差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）。ＰＡＳ染色结果表明：ＦＢＮ２抗体组视网膜厚度和
外核层厚度 ［（１２９．３３±１５．３８）μｍ、（２３．３９±３．９３）μｍ］均低于正常对照组［（１９７．６８±
１３．５０）μｍ、（４６．５４±７．４４）μｍ］和ＰＢＳ组［（１９８．２７±８．２８）μｍ、（３８．９２±２．３９）μｍ］，差异
均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；正常对照组和 ＰＢＳ组之间比较，差异均无统计学意义
（均为 Ｐ＞０．０５）。ＥＬＩＳＡ检测显示：ＦＢＮ２抗体组视网膜中 ＦＢＮ２蛋白的相对表达
［（０．１５±０．０１）ｎｇ·ｍｇ－１］低于正常组［（０．１７±０．０１）ｎｇ·ｍｇ－１］和 ＰＢＳ组［（０．１７±
０．０２）ｎｇ·ｍｇ－１］（均为Ｐ＜０．０５）。ＰＣＲ结果显示：ＦＢＮ２抗体组视网膜中ＦＢＮ２ｍＲＮＡ的
相对表达低于正对照组和ＰＢＳ组。结论　玻璃体内注射ＦＢＮ２抗体能够降低小鼠视网膜
中ＦＢＮ２蛋白的表达，引起小鼠发生视网膜变性 。
【关键词】　原纤维蛋白２；视网膜；黄斑变性；小鼠；玻璃体内注射
【中图分类号】　Ｒ７７４

　　黄斑变性（ｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＭＤ）是一种引起视
网膜黄斑中心凹退行性病变的疾病，可分为年龄相关性

黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）和先
天性ＭＤ，ＭＤ的发病机制复杂，其中与遗传因素关系密
切，是多个或单个基因变异共同作用的结果。原纤维蛋

白２（ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２，ＦＢＮ２）与原纤维蛋白１（ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１，
ＦＢＮ１）共同参与纤维结缔组织的构成，两者基因突变
均可引起全身性结缔组织病［１］。近期研究发现，ＦＢＮ２
基因突变是早发型 ＭＤ家系的致病突变［２３］，动物研

究证明，ＦＢＮ２和ＦＢＮ１对小鼠睫状小带的发育起关键
作用［４５］，然而，ＦＢＮ２对小鼠视网膜变性作用的研究
尚少。因此，本研究选用向Ｃ５７ＢＬ／６小鼠玻璃体内注
射ＦＢＮ２抗体的方式，旨在探讨 ＦＢＮ２对小鼠视网膜
变性的影响，帮助进一步明确ＭＤ的发病机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　选取 １８只 ８周龄 ＳＰＦ级健康

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠，体质量２２～２３ｇ，购自北京维
通利华实验动物技术有限公司，许可证号：ＳＣＸＫ
（京）２０１２０００１。实验前对小鼠进行筛查，排除患有
眼部疾病，如白内障、角膜损伤以及眼底异常的小

鼠。在 ＳＰＦ级洁净系统密闭环境下，保证水和饲料
充足，温度和湿度适宜，１２ｈ光暗循环的条件下饲养
于山东中医药大学眼科研究所动物房。所有实验均

符合 ＡＲＶＯ对于动物在眼睛和视觉方面的应用
规则。

１．１．２　主要试剂及仪器　ＦＢＮ２抗体（ｓｃ３９３９６８；美
国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＰＢＳ（Ｅ６０７０１６；上海生物工程有
限公司），酶联免疫吸附试验试剂盒（上海江莱生物

科技有限公司），激光共聚焦眼底扫描镜（英国 Ｄａｙ
ｔｏｎａ公司），视觉电生理仪器（德国 Ｒｏｌａｎｄ公司），光
学显微镜（德国 ＺＥＩＳＳ公司）。
１．２　方法
１．２．１　实验动物及其分组　将 １８只 ８周龄
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Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为３组：正常对照组（ｎ＝６）、
ＰＢＳ组（ｎ＝６）、ＦＢＮ２抗体组（ｎ＝６），对每组小鼠进行
标记并记录。正常对照组小鼠不做任何处理，正常饲

养；ＰＢＳ组：小鼠双眼玻璃体内注射４μＬＰＢＳ溶液；
ＦＢＮ２抗体组：小鼠双眼玻璃体内注射４μＬＦＢＮ２抗体
（０．２ｇ·Ｌ－１）。ＰＢＳ组和ＦＢＮ２抗体组每周注射１次，
连续３周。每次注射１周后对小鼠行眼底照相和视网
膜电流图（ＥＲＧ）检查。
１．２．２　玻璃体内注射方法　ＰＢＳ组和ＦＢＮ２抗体组
小鼠提前１ｄ滴氧氟沙星滴眼液（３次·ｄ－１），腹腔
注射１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠溶液（５０ｍｇ·ｋｇ－１）将小
鼠麻醉，滴复方托吡卡胺滴眼液充分散瞳，碘伏消毒

液对小鼠眼表消毒，１ｍｉｎ后用生理盐水冲洗，滴盐
酸奥布卡因滴眼液对角膜行表面麻醉。玻璃体内注

射在蔡司显微镜下进行，用显微齿镊固定眼球，使用

汉密尔微量注射器（１０μＬ）和规格为３３的针头，于
角巩膜缘颞侧后１ｍｍ处垂直巩膜进针，有突破感后
针头向眼球壁倾斜２０°避开晶状体，注射抗体完毕后
用齿镊轻轻夹住３０ｓ，滴典必殊滴眼液，术后１ｄ继
续滴典必殊滴眼液。所有手术均由同一研究者

完成。

１．２．３　眼底照相　腹腔注射１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠
（５０ｍｇ·ｋｇ－１）溶液将３组小鼠麻醉后，滴复方托吡
卡胺滴眼液充分散瞳，涂氧氟沙星眼膏，保持角膜湿

润。由同一检查者手持小鼠将眼睛对准扫描激光眼

底镜镜头，拍摄并保存图像。由同一眼科医师评判

小鼠眼底改变。

１．２．４　ＥＲＧ检测　ＥＲＧ检测在夜晚进行。检测前进
行８ｈ以上的暗适应，在暗环境下腹腔注射１０ｇ·Ｌ－１

戊巴比妥钠（５０ｍｇ·ｋｇ－１）溶液将小鼠麻醉，滴复方
托吡卡胺滴眼液充分散瞳，盐酸奥布卡因滴眼液进

行角膜表面麻醉。小鼠放在动物操作台上，将由金

丝制作的直径３．０ｍｍ环状角膜电极固定置于小鼠
双眼角膜表面，不锈钢针状电极的参考电极分别插

入眼睛与耳朵连线的中间皮下，针状电极的接地电

极刺入小鼠尾端皮下（上述操作在暗红光下执行），

待各电阻小于５ｋΩ时，并且显示屏上基线稳定后，
开始记录各个ＥＲＧ反应。
１．２．５　ＰＡＳ染色　所有检测结束后，腹腔注射过量
１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠溶液处死小鼠，迅速取眼球，每
组随机选取４眼置于固定液中固定，常规脱水，石蜡
包埋及切片，切片厚４μｍ，当视神经出现时收集切
片，用ＰＡＳ试剂盒进行染色，取３张切片，每张切片
在２０×１０光学显微镜下选取视神经上方４００μｍ处
作为测量点，测量各组后极部视网膜、外核层以及内

核层的厚度。

１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测　所有检测结束后，腹腔注射过
量１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥钠溶液处死小鼠，迅速摘除眼
球，每组随机选取４眼沿角巩膜缘剪开，去除角膜、
虹膜、晶状体、玻璃体，用虹膜恢复器轻轻分离出视

网膜置于液氮中速冻，－８０℃保存备用。取出视网
膜组织，快速放入液氮中，加入组织裂解液，１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１４℃离心１ｍｉｎ，吸取上清到新 ＥＰ管中。
利用ＢＣＡ法检测样品浓度，严格按照ＦＢＮ２ＥＬＩＳＡ试
剂盒说明书进行ＥＬＩＳＡ检测，分析ＦＢＮ２蛋白的表达。
１．２．７　实时荧光定量 ＰＣＲ检测　视网膜总 ＲＮＡ
的提取和实时定量 ＰＣＲ反应按照经典方法进行［６］。

将冻存的视网膜组织取出，放入液氮速冻。使用 Ｔｒ
ｉｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ。使用反转录试剂盒进行反转
录。采用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＩＩ实时荧光定量 ＰＣＲ仪
检测 ＦＢＮ２ｍＲＮＡ表达。ＦＢＮ２的上游引物：５’
ＣＧＧＧＡＣＧＴＣＴＴＧＴＧＴＡＧＡＣＣ３’、下 游 引 物：５’
ＴＴＣＡＴＴＧＴＴＧＴＣＧＡＴＧＣＡＣＧＣ３’。以 βａｃｔｉｎ蛋白
作为内参，上游引物：５’ＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴ
ＧＡ３’、下游引物 ５’ＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴ
３’。经过 ３次独立实验，采用 ２－ΔΔＣｔ法定量分析
ＦＢＮ２ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．３　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件对实
验结果数据进行分析；涉及实验均为多组实验，采用

独立样本ｔ检验；计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，利用方差分
析组间差异，Ｌｅｖｅｎｅ检验各组各指标方差齐性。检
验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　眼底照相结果　各个时间点正常对照组眼底
无明显改变。ＰＢＳ组在注射２次后出现轻微少量渗
出，并在注射３次后渗出减少。ＦＢＮ２抗体组在注射
１次后出现少量眼底渗出，黄白色似玻璃膜疣样沉积
物以及色素沉着的病理改变，且随注射次数的增加

及时间的延长，渗出范围进一步扩大，黄白色玻璃膜

疣样沉积物以及色素沉着物累积增多，病变可累及

视盘周围。见图１。
２．２　视网膜形态学检查结果　正常对照组和 ＰＢＳ
组视网膜各层结构规整，细胞排列整齐。ＦＢＮ２抗体
组视网膜厚度［（１２９．３３±１５．３８）μｍ］与正常对照组
［（１９７．６８±１３．５０）μｍ］和 ＰＢＳ组 ［（１９８．２７±
８．２８）μｍ］比较，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０５）。ＦＢＮ２抗体组外核层厚度［（２３．３９±３．９３）
μｍ］与正常对照组［（４６．５４±７．４４）μｍ］和 ＰＢＳ组
［（３８．９２±２．３９）μｍ］比较，差异均有统计学意义（均
为Ｐ＜０．０５）。ＦＢＮ２抗体组内核层厚度［（３３．８９±
７．１０）μｍ］与正常对照组小鼠 ［（２９．７４±５．４５）μｍ］
和ＰＢＳ组小鼠［（２３３．１１±６．０９）μｍ］比较，差异均
无明显统计学意义（均为Ｐ＞０．０５），见图２。
２．３　小鼠ＥＲＧ检查结果　注射１次、２次、３次后，
ＦＢＮ２抗体组暗适应视杆细胞反应和暗适应混合细
胞反应波形均逐渐变平缓，呈熄灭型。注射１次、２
次、３次后ＦＢＮ２抗体组暗适应视杆细胞反应ｂ波和
暗适应混合细胞反应ａ波振幅均低于正常对照组和
ＰＢＳ组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），且两
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者振幅在注射３次后均为最低。注射２次、３次后，
ＦＢＮ２抗体组暗适应混合细胞反应 ｂ波振幅均低于
正常对照组和 ＰＢＳ组，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５），且注射２次时 ｂ波振幅最低。正常对照
组和ＰＢＳ组之间，各波振幅差异均无统计学意义（均
为Ｐ＞０．０５）。见图３和表１。
２．４　小鼠视网膜 ＦＢＮ２蛋白及 ｍＲＮＡ的相对表达
　正常对照组和ＰＢＳ组比较，小鼠视网膜ＦＢＮ２蛋白

图１　各组小鼠玻璃体内注射后眼底图像　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＰＢＳ
组；Ｃ：ＦＢＮ２抗体组

及ｍＲＮＡ的相对表达差异均无统计学意义（均为
Ｐ＞０．０５）；ＦＢＮ２抗体组视网膜中 ＦＢＮ２蛋白及
ｍＲＮＡ的相对表达均低于正常组和 ＰＢＳ组，差异均
有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。见表２。

图２　ＰＡＳ染色各组小鼠视网膜形态　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＰＢＳ组；
Ｃ：ＦＢＮ２抗体组

图３　各组小鼠ＥＲＧ波形图　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＰＢＳ组；Ｃ：ＦＢＮ２
抗体组

表１　注射１、２、３次后各组ＥＲＧ反应振幅的变化 （珋ｘ±ｓ）

组别
视杆细胞反应ｂ波振幅／μＶ

注射１次后 注射２次后 注射３次后
混合细胞反应ａ波振幅／μＶ

注射１次后 注射２次后 注射３次后
混合细胞反应ｂ波振幅／μＶ

注射１次后 注射２次后 注射３次后

正常对照组 ７２．８５±１１．９２　 ８６．００±２０．１４　 ７６．２４±１１．０２　 ７５．４２±７．０６　 ９２．６９±２２．０２　 ７７．３０±９．５８　 １７９．６９±３５．４２ ２７６．６３±７７．３６　 ２４３．８７±３９．６９　
ＰＢＳ组 ８０．５６±１６．２６ ８９．１１±２４．３６ ８２．９６±１４．０８ ７７．９４±２２．５９ １２９．１０±２７．５ １１５．７４±１８．５２ ２０９．０１±５０．６２ ３２３．６１±６２．００ ３１３．６６±４３．９６

ＦＢＮ２抗体组 ３１．００±１０．４６＃ ２０．７２±５．８０＃＃ １３．２８±３．４１＃＃ ２４．３６±３．３１＃＃ ２２．８４±８．０７＃ ２１．６７±８．８１＃＃ １００．８０±２８．５８ ５９．１２±１８．００＃ ７３．４３±３４．８３＃＃

注：与正常对照组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与ＰＢＳ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

表２　各组视网膜ＦＢＮ２蛋白和ｍＲＮＡ的相对表达
（珋ｘ±ｓ）

组别 ＦＢＮ２蛋白／ｎｇ·ｍｇ－１ ＦＢＮ２ｍＲＮＡ
正常对照组 ０．１７±０．０１ （８．８４±０．２３）×１０－５

ＰＢＳ组 ０．１７±０．０２ （９．６９±１．０２）×１０－５

ＦＢＮ２抗体组 ０．１５±０．０１＃ （５．５９±０．２４）×１０－５＃

注：与正常对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与ＰＢＳ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

原纤维蛋白是构成细胞外基质中弹性和非弹性

细胞中微纤维的主要骨架，该类基因的突变常与马

凡综合征、先天性晶状体异位、先天性胸部动脉瘤、

先天性挛缩性蜘蛛指症等结缔组织遗传病有关［７］。

ＦＢＮ１基因突变与马凡综合征密切相关，主要累及
眼、骨骼和心血管系统［８］，眼科表现为晶状体异位和

近视等。Ｌｅｅ等［９］研究发现，第一次分离出部分

ＦＢＮ２的ｃＤＮＡ，ＦＢＮ２与 ＦＢＮ１结构与功能相似，且
均广泛分布于胚胎和胎儿的肺、心脏、主动脉、神经

节等组织中，同时，ＦＢＮ２在胎儿眼组织的视网膜色
素上皮和脉络膜中均有表达，在老年供体中表达减

少。ＦＢＮ２基因突变主要与先天性挛缩性蜘蛛指症
有关，累及眼部疾病较少见［１０］。Ｒａｔｎａｐｒｉｙａ等［２］首

次发现 ＦＢＮ２基因突变可引起常染色体显性遗传
ＭＤ的发生；Ｄｕｖｖａｒｉ等［３］在有玻璃膜疣表型的 ＡＤＭ
患者中也发现该基因的变异。可见 ＦＢＮ２在 ＭＤ的
发生发展中发挥重要作用，但其具体作用机制仍不

明确。因此，研究ＦＢＮ２对ＭＤ疾病的影响机制对临
床防治有重要作用。

动物实验发现，ＦＢＮ２对小鼠眼睫状小带的发育
起关键作用，表现为成年基因敲除ＦＢＮ２小鼠瞳孔异
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常，晶状体异位［１１］。由于 ＦＢＮ２参与构成全身结缔
组织，建立的 ＦＢＮ２／基因敲除小鼠出现肌肉缺陷、
呼吸衰竭等致死性并发症的可能性较高，小鼠存活

率低，无法进一步观察眼部表型［１２］。因此，本研究

首次探讨了玻璃体内注射 ＦＢＮ２抗体对小鼠视网膜
变性的影响，可避免基因敲除小鼠出现致死性并

发症。

ＭＤ眼底表现为黄斑区玻璃膜疣、视网膜色素上
皮紊乱和地图样萎缩的病理改变。本研究使用

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠为模型，发现玻璃体内注射 ＦＢＮ２抗
体后眼底出现渗出、玻璃膜疣样改变和色素沉着等

眼底改变。这与刘艳丽等［１３］、安娜等［１４］、Ｔａｏ等［１５］

研究结果相似。本研究表明，随时间的延长，小鼠眼

底病理改变范围扩大，且渗出及色素沉着增多，说明

ＦＢＮ２抗体可导致视网膜变性的发生，且具有时间依
赖效应。提示ＦＢＮ２基因突变引起 ＭＤ患者早期眼
底改变可能不明显，随年龄的增加，视网膜变性范围

及程度会进一步加大。因此，定期随访及观察患者

眼底情况，有助于避免其他严重并发症的发生，并为

患者选择个性化治疗方式提供判断依据。同时，本

研究表明小鼠玻璃体内注射ＦＢＮ２抗体，可作为研究
ＦＢＮ２在ＭＤ疾病中作用机制的动物模型。

ＥＲＧ可作为评价视网膜功能的客观指标。暗适
应视杆细胞反应 ｂ波为视杆细胞驱动的 ｏｎ双极细
胞反应；暗适应混合细胞反应起源于视杆细胞、视锥

细胞和双极细胞的混合反应，以视杆细胞为主，其中

ａ波起源于视杆、视锥细胞，ｂ波起源于双极细
胞［１６］。有研究表明，渗出性 ＡＭＤ患者晚期变性区
域仅残留少许视锥细胞，视杆细胞基本消失［１７］。陈

长征等［１８］分析早期 ＡＭＤ患者 ＥＲＧ结果发现，该类
患者暗视敏感度降低，证实了视杆细胞在黄斑疾病

中易感性的学说，同样湿性 ＡＭＤ患者 ＥＲＧ各波振
幅明显降低。本研究发现，玻璃体内注射ＦＢＮ２抗体
后，暗适应视杆细胞反应ｂ波振幅最先降低，之后暗
适应混合细胞反应 ａ、ｂ波振幅均降低，说明玻璃体
内注射ＦＢＮ２抗体干预后，首先影响了视杆细胞的电
活动，然后影响视锥细胞和双极细胞的电活动，进一

步降低了视网膜的电生理功能。这与王宝英等［１９］

研究结果一致。

此外，本研究发现玻璃体内注射ＦＢＮ２抗体后视
网膜厚度降低，主要源于外核层厚度的改变。同时，

有研究者发现视网膜下移植 ＢＭＳＣ和内源性或外源
性增加眼内ｂＦＧＦ能够抑制视网膜光感受器细胞凋
亡，可促使视网膜外核层细胞数量增多，阻滞视网膜

光感受器细胞凋亡［２０］。这提示，玻璃体内注射

ＦＢＮ２抗体引起视网膜变性可能与光感受器细胞凋
亡有关，增加眼内ｂＦＧＦ可能成为通过改善光感受器
细胞凋亡，缓解视网膜变性病程的有效方法。

本研究首次探讨了玻璃体内注射 ＦＢＮ２抗体对
小鼠视网膜变性的作用，结果显示，小鼠玻璃体内注

射ＦＢＮ２抗体可成功建立 ＦＢＮ２表达减少的 ＭＤ模
型，为后期深入研究ＦＢＮ２表达降低引起的生物学变
化提供基础，有助于进一步明确 ＭＤ发病机制，为
ＭＤ疾病早期诊断和预防，以及为患者制定个性化诊
疗方式提供一定的理论基础。
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