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血管抑素玻璃体注射对糖尿病大鼠视网 

膜及虹膜血管渗漏的影响 

司马晶 Ma Jianxing 郭疆 Zhang Sarah X 

【摘要】 目的 探讨血管抑素 (Angiostatin)玻璃体腔注射对糖尿病大鼠视网膜、虹膜血管渗漏 

性的影响及其机理。方法 Brown Norway大鼠48只。静脉注射链唑霉素(Streptozotocin，STZ)建 

立糖尿病模型，随机分为3组 (每组糖尿病鼠与正常鼠各8只)。甲组：右眼玻璃体腔注射磷酸盐缓冲 

生理盐水 (Phosphate Buffered Saline，PBS)5 ，左眼不注射；乙组、丙组：右眼玻璃体腔注射血 

管抑素 7．5 g／5 ，左眼注射等量PBS；甲、乙组用埃文斯蓝微血管渗透性检测法检测视网膜和虹膜 

的血管渗透性。丙组用 Western blot免疫印迹分析法检测视网膜血管内皮生长因子(Vascular Endot— 

helial Growth Factor，VEGF)的表达。结果 糖尿病鼠较正常鼠的视网膜 (P<O．01)和虹膜 (P<O． 

05)的血管渗透性增加；糖尿病鼠血管抑素注射眼与对侧 PBS注射眼相比，视网膜(P<0．01)和虹膜(P 

<0．05)血管渗透性降低；正常鼠注射血管抑素眼与对侧注射PBS眼相比，视网膜和虹膜血管渗透性无 

明显改变(P>0．o51 Western blot显示血管抑素显著降低了糖尿病鼠视网膜的VEGF水平，但对正常 

鼠无影响。结论 血管抑素可明显降低糖尿病鼠视网膜、虹膜血管渗透性，但对正常鼠影响不明显。血 

管抑素可下调糖尿病鼠视网膜 VEGF的表达从而阻断其血管渗漏。因此预测血管抑素对糖尿病黄斑水 

肿、黄斑囊样水肿、葡萄膜炎等血管渗漏性疾病可能具有潜在的治疗价值。 

【关键词】 血管抑素；血管生成抑制因子；糖尿病视网膜病变； 血管内皮生长因子；玻璃体注射 
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[Abstract] 0bjective To probe into the effect of an intravitreal injection of angiostatin on vascular 

leakage in retina an d iris of the diabetic rats and study its possible mechan ism．Methods Diabetes model was 

induced in 24 rats by an intravenous injection of STZ(streptozotocin)during 48 Brown Norway adult rats． 

Three groups were randomization distributed of them．There were 8 of both normal and diabetic rats each group． 

STZ—diabetic rats and age—matched normal rats received an intravitreal injection of 5 l of sterile PBS(Phosphate 

Buffered Saline1 into the right eye，and the left eye was non—injected in the group A；Angiostatin was injected 

intothe vitreous oftheright eye．an dtheleft eye receivedthe same volumeof sterilePBS asthe controlinthe 

group B and group C．The vascular permeability of retina and iris was measured using the Evan s blue method in 

the groupA and groupB．Expression of VEGF in retina Was evaluated using westem blot an alysis in the groupC． 

Results Diabetic rats showed significant increases of vascular perm eability in the retina(P<0．0 1)and iris(P 

<0．05)．Angiostatin—injected eyes showed significant decreases in vascular permeability in the retina(P<0．01) 

and iris(P<0．05)comparing with the PBS—injected eyes in STZ—diabetic rats．In contrast，intravitreal injection 

of the same dose of angiostatin into the age—matched norm al rats did not result in any significant reduction in 

vascular permeability in the retina and iris，when compared with the contralateral eye with PBS injection(P>O． 
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05)．Angiostatin i哪ection significantly reduced VEGF level in the retinas of STZ—diabetic rats but did not affect 

retinal VEGF level in normal rats．Conclusions Angiostatin significantly reduce pathological vascular perm e— 

ability in the retina and iris of STZ—diabetic rats but not in normal rats．Angiostatin down—regulates VEGF 

expression and thus，blocks the major cause of vascular leakage in the diabetic retina．Therefore，angiostatin 

may have a therapeutic potential in the treatment of diabetic macular edema，cystoid macular edema，uvietis and 

other diseases with vascular leakage． 

[Key words] Angiostatin，Angiogenic inhibitor，Diabetic retinopathy，Vascular endothelial growth 

factor，Intravitreal injection 

眼组织尤其是视网膜组织的微血管病变是危害 

糖尿病患者视功能最严重的并发症。血视网膜屏障 

的破坏和血管渗透性增加是糖尿病的早期病理特征， 

也是糖尿病黄斑水肿的主要病理改变【l1。虽然其发 

生机制尚不确定，但血管内皮生长因子(Vascular 

Endothelial Growth Factor，VEGF)在糖尿病视 

网膜中的过量表达被认为是血管渗透性增加、黄斑 

水肿及新生血管形成的主要原 因。在链唑霉素 

(Streptozotocin，STZ )诱导的糖尿病大鼠中，人 

们发现视网膜血管渗透性增加与VEGF或其受体的 

过量表达有关【2．一1，因此VEGF被认为是导致视网膜 

血管渗透性增加的主要诱导因子。 

血管抑素 (Angiostatin)是血纤维蛋白溶酶原 

的一个蛋白水解片断，能特异性地抑制血管内皮细 

胞的增殖，阻断新生血管形成、抑制肿瘤生长和转 

移【4j】。有研究认为增殖性糖尿病视网膜病变的发展 

可能与玻璃体腔血管抑素水平下降有关【6】。本研究 

用血管抑素对糖尿病大鼠进行玻璃体腔内注射，并 

设立对照组，通过对其视网膜及虹膜血管渗透性检 

测、Western blot免疫印迹法测量VEGF在视网膜 

的表 达，研 究血 管抑素在 糖尿病视 网膜病变 

(Diabetic Retinopathy，DR)血管渗漏中的作用， 

探讨其可能的治疗机制。 

材料与方法 

1．动物：48只Brown Norway大鼠((Harlan， 

Indianapolis IN，USA．)，24只为诱导成功的糖尿 

病模型，24只作为正常对照。动物饲养及实验均按 

国际惯例严格遵照ARVO声明进行。 

2．糖尿病模型诱导：给空腹的8周龄成年鼠静 

脉注射STZ(50 mg／kg)诱导糖尿病大鼠模型，每 

三天检测血糖水平，血糖高于350 mg／dl者认为糖 

尿病大鼠模型诱导成功，取糖尿病发病2周的大鼠 

用于实验。 

3．动物分组及玻璃体腔注射：动物随机分为 3 

组，每组糖尿病鼠与年龄匹配的正常鼠各 8只。甲 

组为PBS(磷酸盐缓冲生理盐水 Phosphate Buff- 

ered Saline)注射组：用玻璃毛细管将 5 l PBS注 

入右眼玻璃体腔，左眼不注射。乙组、丙组为血管 

抑素注射组 血管抑素购于Angiogenesis Research 

Industries，Inc(Chicago，IL，USA．)，用PBS 

溶解配制，将血管抑素溶液 7．5 gg／5~tl注入糖尿 

病鼠及年龄匹配正常鼠的右眼玻璃体腔，左眼注入 

相同体积 PBS作对照。 

4．血管渗透性的检测：于玻璃体腔注射 2d后 

检测视网膜和虹膜的血管渗透性。按照改良埃文斯 

蓝微血管渗透性检测法 ’1，通过检测从血管渗漏到 

视网膜和虹膜的白蛋白来量化血管渗透性。方法： 

大鼠麻醉后，从股静脉注入埃文斯蓝(30 mg／kg)， 

将其置于温垫上2h以保证埃文斯蓝一白蛋白复合物 

进行完全循环。然后，在生理压力下通过左心室灌 

注预热的 1％多聚甲醛 (pH=4．2)2min，以将染料 

从血管清除。灌注完毕后立即摘除眼球，在手术显 

微镜下分离视网膜和虹膜。将每个样本在l50 甲 

酰胺 (Sigma)中70。C孵育 l8h以提取埃文斯蓝 

染料。提取物在 4。C 70，000 rpm 离心 20min， 

取100 gl上清液测定620 nm吸光度。从埃文斯蓝一 

甲酰胺标准曲线计算提取物中埃文斯蓝的浓度，以 

组织中总蛋白浓度进行标准化。结果以组织每毫克 

总蛋白中含多少微克埃文斯蓝表示。 

5．Western Blot免疫印迹测量 VEGF水平： 

丙组动物于注射24h后取视网膜，用抗VEGF抗体 

进行Western blot印迹分析【 取每种组织的等量总 

蛋白 (50ug)，经变性、电泳、电转膜、加抗VEGF 

的多克隆抗体(1：l，000)孵育，用间接酶联检测法 

进行显影。同一样本经洗脱处理后再加上抗 p肌动 

蛋白(~-actin)抗体孵育、显影。将显影后所得到的 

信号使用光密度分析法进行半定量分析，并使用p— 

actin标准化。VEGF抗体购于 Santa C ruZ 

Biotechnology，Inc．(Santa Cruz，CA，USA．)。 

6．统计学分析：用Student's t检验进行统计 

分析。同一动物注入血管抑素的右眼和注入PBS的 
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左眼问比较用配对 t检验，而动物之间的比较用非 

配对t检验。 

结 果 

1．糖尿病鼠眼组织的血管渗透性增加。为评估 

玻璃体腔内注射对血管渗漏的影响，糖尿病鼠和正 

常鼠右眼玻璃体腔均注射 5glPBS，左眼未注射，2 

天后检测血管渗漏情况。在未进行注射的眼中，糖 

尿病鼠较正常鼠的视网膜 (P<0．01)和虹膜 (P<0． 

05)的血管渗透性明显升高；而注射眼与未注射眼 

自身比较，糖尿病鼠和正常鼠视网膜、虹膜的血管 

渗透性均有增加，这可能是因损伤反应所致；然 

而，接受PBS注射的糖尿病鼠视网膜和虹膜的血管 

渗透性仍明显高于接受PBS注射的正常对照组 (P 

<0．01)(表 1)，提示玻璃体腔注射不影响糖尿病 

鼠和正常对照鼠问的比较。 

表 1 STZ糖尿病鼠血管渗透性变化及PBS玻璃体腔内 

注射对血管渗透性的影响 (gg／mg) 

STZ糖尿病鼠 0．1 5±0．03 0．35±0．05 2．45±0．38 3．55±0．32 

正常鼠 0．04±0．01 0．16±0．03 1．40±0．19 2．10±0．27 

P值 P<0．0l P<0．01 P<0．05 P<0．01 

2．血管抑素对糖尿病鼠视网膜及虹膜血管渗透 

性的作用：糖尿病鼠的血管抑素注射眼与PBS注射 

眼相比，表现出视网膜(P<0．01)和虹膜(P<0．05)血 

管渗透性的明显降低 (表2)。血管抑素使这些组织 

的血管渗透性降低至正常鼠的水平。而在正常鼠玻 

璃体腔注射相同剂量的血管抑素，与对侧注射PBS 

的对照眼相比，并没有引起视网膜和虹膜血管渗透 

性的明显降低(P>0．05，)(表 3)。 

表 2 血管抑素玻璃体腔内注射对 STZ糖尿病鼠血管渗透 

性的影响 (gg／mg) 

表 3 血管抑素玻璃体腔内注射对正常鼠血管渗透性的影 

响 (gg／mg) 

3．血管抑素显著降低了糖尿病鼠视网膜的VEGF 

水平，但在正常鼠中却无此作甩 通过Western blot 

免疫印迹方法测量VEGF水平，抗VEGF抗体识别 

带约位于23Kda，经[~-actin标准化后可见视网膜 

VEGF特异性抗体在STZ糖尿病鼠的血管抑素注射 

眼明显低于PBS注射眼，但在正常鼠两眼无明显区 

别(图 1)。 
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注：PBS：PBS注射眼； Ang：血管抑素注射眼 

图1 血管抑素介导STZ糖尿病鼠视网膜VEGF表达下调。将STZ 

糖尿病鼠和年龄相匹配的正常成年鼠右眼注射血管抑素7．5 眼， 

左眼注射相同剂量PBS。用抗VEGF抗体 Western blot印迹法测 

量视网膜VEGF水平。 

讨 论 

血管抑素是一种有效的血管生成抑制因子，能 

特异性地抑制血管内皮细胞的增殖并诱导其凋亡【5】。 

在本研究中我们发现血管抑素的另一新活性，它可 

以降低糖尿病鼠的病理性血管渗漏，但对正常鼠无 

影响；并可以阻断STZ糖尿病鼠VEGF在视网膜的 

过量表达，而在正常对照组中无此作用。这些结果 

提示，血管抑素诱导的血管渗透性的降低可能与其 

下调VEGF的表达有关。过去有报道STZ糖尿病鼠 

的血管渗透性是升高的【91，本研究结果与此相符。值 

得注意的是玻璃体腔注射PBS亦可造成糖尿病鼠和 

正常鼠的视网膜、虹膜血管渗透性升高，这可能与 

玻璃体腔注射的创伤反应有关。因此，本实验中所 

有的研究眼在注射血管抑素的同时，均注射相同剂 

量的PBS于对侧眼作对照，以排除创伤反应的影响。 

有研究表明，血管抑素可以抑制氧诱导的增殖 

性视网膜病变新生血管的形成【l0】。而笔者曾报道在 

氧诱导的增殖性视网膜病变鼠，玻璃体腔注射血管 

抑素2天后并没有引起的视网膜新生血管形成减少， 

而此时其降低血管渗透性的作用达到了高峰【7】。本 

研究结果亦表明血管抑素可以显著降低糖尿病鼠的 

血管渗透性。综上推测血管抑素介导的血管渗透性 

的降低并不是通过抑制新生血管生成而发生的。 

在DR早期，视网膜血管渗透性增加先于临床 
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视网膜病变出现[11。非增殖期DR就已有明显的血一 

视网膜屏障破坏，视网膜渗出水肿，故有学者认为 

VEGF与DR存在着必然联系⋯1。许多证据提示， 

VEGF是DR血管渗漏的主要致病因素[12,1 31，VEGF 

也被认为是一种血管渗透性因子[14,1 51，其提高皮肤 

毛细血管渗透性的效能是组胺的 50，000倍 1， 

VEGF的过度表达与糖尿病血管渗漏有关【2】。本研究 

证实血管抑素阻断糖尿病鼠的VEGF在视网膜过度 

表达，但对正常鼠无作用。目前，尚不明确血管抑 

素是如何阻断VEGF的表达。然而，已经发现血管 

抑素可抑制p42／p44 MAP激酶通路的活性[171。有 

证据表明，p42／p44 MAP激酶通路在VEGF表达 

调节中起关键作用[181，血管抑素介导的VEGF表达 

阻断作用可能与MAP激酶通路抑制有关。 

在DR及葡萄膜炎等眼疾中，血视网膜屏障的 

破坏及血管渗透性增加是黄斑水肿的主要原因[19,201。 

目前治疗糖尿病黄斑水肿的方法尚不令人满意，黄 

斑水肿依然是糖尿病视力丧失的主要原因。本研究 

表明，血管抑素可以降低糖尿病鼠视网膜及虹膜的 

血管渗透性；血管抑素下调VEGF的表达从而阻断 

了DR视网膜血管渗漏的关键环节。因此，血管抑 

素对糖尿病黄斑水肿、黄斑囊样水肿、葡萄膜炎等 

血管渗漏性疾病具有潜在的治疗价值。 
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