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Abstract
誗AIM:To investigate the expression levels and correlation
of VEGF and MMP- 9 in the retinal ischemia / reperfusion
injury(RIRI) .
誗METHODS: Eighty - four Wistar rats were divided into
normal control group and at 6h, 12h, 24h, 48h, 3d and 7d
group after retinal ischemia / reperfusion. The model of
RIRI was constructed by elevating the intraocular
pressure. The expression levels of VEGF and MMP-9 was
measured using immunohistochemical staining.
誗RESULTS: No VEGF positive cells were found in normal
group and it began to express at 12h, increased gradually
and reached maximal levels at 48h after RIRI. MMP - 9
positive expression was rarely detected in the normal
control group and began to increase at 6h, reached the
peak at 24h. There was statistical difference between
normal control group and ischemia / reperfusion group (P<
0. 01) with regard to the expression of VEGF and MMP-9.
The expression of VEGF was positively correlated to
MMP-9(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: The high expression of VEGF and MMP-9
is significantly correlated with RIRI and may play an
important role in the occurrence and development of
retinal ischemic injury.
誗KEYWORDS:retina; ischemia/ reperfusion injury; vascular
endothelial growth factor; matrix metalloprotelnase-9
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摘要
目的:研究 VEGF 和 MMP-9 在大鼠视网膜缺血再灌注中
的表达以及两者的相关性。
方法:将 84 只健康成年 Wistar 大鼠随即分为正常对照组
和缺血再灌注后 6,12,24,48h;3,7d 组,每组 12 只。 采用
升高眼内压的方法建立视网膜缺血再灌注模型,应用免疫
组织化学法检测大鼠视网膜缺血再灌注损伤 ( retinal
ischemia / reperfusion injury,RIRI)后视网膜组织 VEGF 和
MMP-9 表达的变化。
结果:正常对照组未见 VEGF 阳性表达,视网膜缺血再灌
注后 12h 开始出现 VEGF 的表达,48h 达到高峰,差异有统
计学意义(P<0. 01)。 缺血再灌注后 6h MMP-9 的表达开
始增加,24h 后达到高峰。 正常对照组几乎未检测到
MMP-9 的表达,差异有统计学意义(P<0. 01)。 经相关性
分析发现,缺血组视网膜 VEGF 和 MMP-9 的表达呈正相
关( r=0. 834,P<0. 05)。
结论:VEGF 和 MMP-9 在视网膜缺血再灌注损伤中的表
达呈正相关,两者可能协同作用,在视网膜缺血性病变的
发生发展中起重要作用。
关键词:视网膜;缺血再灌注损伤;血管内皮生长因子;基
质金属蛋白酶
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0 引言
摇 摇 视网膜缺血再灌注损伤( retinal ischemia / reperfusion
injury,RIRI)是眼科常见的病理过程,也是造成视力损害
和致盲的主要原因之一。 血管内皮生长因子 ( vascular
endothelial growth factor,VEGF)是目前已知最主要的血管
生成因子,在调节新生血管的生成中起重要作用[1]。 基质
金属蛋白酶(matrix metalloprotelnase,MMPs)是一组降解
细胞外基质成分的蛋白水解酶,他可以降解几乎所有的细
胞外 基 质 成 分, 其 中 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 2 ( matrix
metalloprotelnase-2,MMP-2)和基质金属蛋白酶-9(matrix
metalloprotelnase-9,MMP-9)是分布最广泛的两种亚型,
尤其 MMP-9 可特异降解内皮细胞紧密连接蛋白,在血管
生成中的作用日益引起研究者的关注[2]。 已有研究发现
VEGF 和 MMP-9 在 RIRI 中表达增加[3, 4],但其作用机制
至今尚未完全阐明。 本研究主要观察大鼠 RIRI 模型中视
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网膜 VEGF 及 MMP-9 的表达变化规律以及两者的相关
性,探讨两者在 RIRI 中的可能作用机制。
1 材料和方法
1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物及分组 摇 选用 84 只 SPF 级健康成年
Wistar 大鼠(由甘肃中医学院实验动物中心提供),雌雄不
限,体质量 220依20g,裂隙灯下检查角膜透明,瞳孔等大等
圆,虹膜血管清晰,晶状体无混浊。 将所选大鼠随机分为
7 组:正常对照组、缺血再灌注后 6,12,24,48h;3,7d 组,每
组 12 只。
1. 1. 2 缺血再灌注模型的建立摇 模型的建立采用前房内
生理盐水灌注法[5]。 大鼠称重,用体积分数 10% 水合氯
醛 3. 5mL / kg 腹腔注射麻醉,麻醉满意后,将大鼠取俯卧
位固定于鼠台上,随机选取每只大鼠的一眼造模,10g / L
地卡因点眼局部麻醉,复方托吡卡胺散瞳,用氯霉素滴眼
液冲洗结膜囊,将连接生理盐水瓶输液管的 4 号半头皮针
沿颞侧角巩膜缘刺入大鼠眼前房,避免损伤虹膜和晶状
体,胶布固定头皮针于大鼠同侧耳缘处。 缓慢升高输液瓶
至与大鼠实验眼垂直距离 150cm 处,此时眼压 110mmHg
(1mmHg=0. 133kPa),可见球结膜及虹膜迅速变白,视网
膜颜色苍白,说明视网膜中央动脉的供血完全阻断。 氯霉
素眼液滴眼以保持角膜湿润并预防感染。 持续形成高眼
压造成视网膜缺血 60min 后,缓慢降低输液瓶高度至大鼠
眼球水平,使眼压缓慢降低。 关闭输液器,拔出输液针头,
虹膜及球结膜颜色迅速恢复正常,眼底视网膜恢复橘红
色,说明受阻血流重新开放。 术毕结膜囊涂红霉素眼膏,
待清醒后回笼。
1. 1. 3 主要试剂 摇 鼠抗 VEGF 单克隆抗体(美国 Santa
Cruz 公司),羊抗 MMP-9 多克隆抗体(美国 Santa Cruz 公
司),二抗及 DAB 显色试剂盒(北京中杉金桥生物技术有
限公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 标本的取材及固定摇 按实验预定时间腹腔注射过
量麻醉药处死各组大鼠,在眼球 3颐00 或 9颐00 方位做好标
记后,立即摘取眼球,保留视神经大约 0. 5 ~ 1mm,置于
4%多聚甲醛磷酸缓冲液(pH7. 4)内 4益固定 24h,去除眼
前节,梯度酒精脱水和二甲苯透明后,常规石蜡包埋。
1. 2. 2 病理学观察摇 将包埋好的眼球标本,以平行于视神
经矢状轴且以其为平面的视网膜进行连续切片,厚约
5滋m,置于预先用多聚赖氨酸处理的载玻片上,60益温箱
烤片过夜,HE 染色,光镜观察各组视网膜组织内层结构
的变化。
1. 2. 3 免疫组织化学染色摇 切片常规脱蜡至水,微波修复
抗原。 滴加 3%的 H2O2,室温 10min 灭活内源性酶。 滴加
5%正常山羊血清封闭液,室温孵育 20min。 甩干,切片滴
加适当比例稀释 MMP-9 第一抗体(1颐400),4益过夜。 滴
加生物素标记二抗(PBS 稀释),37益 孵育 10min,滴加第
二代辣根酶标记链霉卵白素工作液,37益孵育 10min,DAB
显色,苏木素复染 1min,脱水,透明,封片。 显微镜观察
(设阴性对照:用 PBS 代替一抗,其余步骤相同)。 VEGF
免疫组化染色滴加一抗为鼠抗 VEGF 抗体(1颐200),其余
步骤同上。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 11. 0 统计软件,数据均用 軃x依s
表示,组间不同时间点作单因素方差分析并进行两两比较。

表 1摇 各组视网膜 MMP-9 和 VEGF阳性表达的平均光密度值

(軃x依s,n=12)
组别 VEGF MMP-9
正常对照组 0. 06依0. 04 0. 05依0. 03
缺血再灌注摇 6h 0. 08依0. 05 0. 17依0. 05b

摇 摇 摇 摇 摇 摇 12h 0. 23依0. 06b 0. 30依0. 04b

摇 摇 摇 摇 摇 摇 24h 0. 43依0. 07b 0. 38依0. 06b

摇 摇 摇 摇 摇 摇 48h 0. 52依0. 06b 0. 32依0. 05b

摇 摇 摇 摇 摇 摇 3d 0. 33依0. 06b 0. 27依0. 05b

摇 摇 摇 摇 摇 摇 7d 0. 22依0. 05b 0. 23依0. 05b

bP<0. 01 vs 正常对照组。

相关性分析采用 Pearson 法。 P<0. 05 为差异具有统计学
意义。
2 结果
2. 1 HE染色结果 摇 正常对照组视网膜与人的视网膜相
似。 视网膜各层结构清晰,神经节细胞( retinal ganglion
cell,RGC)排列整齐,细胞数目较多,无空泡变性,内核层
(inner nuclear layer,INL)及外核层细胞排列紧密(图 1A)。
随缺血再灌注的时间增加,视网膜水肿,视网膜厚度而改
变。 再灌注 6h,神经纤维层和内丛状层水肿、淡染(图 1B)。
再灌注 12h,视网膜水肿加重(图 1C)。 再灌注 24h,内层
视网膜高度水肿,内丛状层明显增厚,结构疏松,内核层部
分细胞变圆变小,染色加深,并出现大量空泡(图 1D)。
48h 水肿减轻,节细胞层及内丛状层有较多深染的胞核。
再灌注 3d,部分节细胞消失,内丛状层轻度变薄,内核层
细胞减少,部分细胞核结构不清(图 1E)。 7d 内层视网膜
明显萎缩变薄,残留节细胞数目少,排列稀疏,内丛状层几
乎消失,内核层余 2 ~ 3 层,结构及排列紊乱(图 1F)。
2. 2 免疫组织化学染色结果 摇 正常对照组未见 VEGF 的
表达(图 2A),缺血后 6h VEGF 的表达与正常对照组无明
显差异,缺血后 12h 视网膜开始出现 VEGF 的表达,并逐
渐增加,到再灌注后 48h 达到高峰(图 2B),以后开始减
弱,主要集中于 INL 及 RGC 层,视锥视杆细胞层亦有表
达,差异有统计学意义(P<0. 01,表 1)。 正常对照组几乎
未检测到MMP-9 的表达(图2C),缺血再灌注后6h MMP-9
表达开始增加,24h 后达到高峰(图 2D),以后逐渐减弱,
视网膜各层均可见其表达,主要位于视网膜内层,差异有
统计学意义(P<0. 01,表 1)。 经统计学分析 MMP-9 与
VEGF 二者的相关系数为 r=0. 834(P<0. 05,图 3)。
3 讨论
摇 摇 视网膜可以看作是大脑的一部分,对缺血缺氧非常敏
感,视网膜中央动脉是供给视网膜血供的终末动脉,极易
发生缺血,并可迅速导致视网膜的严重损伤,所以缺血性
视网膜损伤在眼科疾病中较为常见。 视网膜缺血损伤主
要发生在青光眼、视网膜中央动静脉阻塞、早产儿视网膜
病变、糖尿病性视网膜病变等视网膜缺血性疾病中。 有效
挽救缺血视网膜组织的措施是恢复血流再灌注,然而由于
各种因素的影响再灌注并不能使缺血的视网膜功能障碍
减轻,反而加重了组织损伤,即 RIRI。 大量学者研究发现
RIRI 的机制与兴奋性氨基酸、氧自由基、微血管的损伤、
钙超载、炎症因子等因素密切相关。 近年来研究发现缺血
缺氧诱导的视网膜新生血管形成在 RIRI 中发挥了重要作
用。 本实验利用前房高压的方法建立 RIRI 模型,运用免
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图 1摇 HE染色结果(HE伊400) 摇 A:正常对照组大鼠视网膜结构;B:再灌注 6h,神经纤维层和内丛状层出现水
肿、淡染;C:再灌注 12h,视网膜水肿加重;D:再灌注 24h,内层视网膜高度水肿,内丛状层明显增厚,结构疏松,内
核层部分细胞变圆变小,染色加深,并出现大量空泡;E:再灌注 3d,部分节细胞消失,内丛状层轻度变薄,内核层
细胞减少,部分细胞核结构不清;F:再灌注 7d 内层视网膜明显萎缩变薄,残留节细胞数目少,排列稀疏,内丛状层
几乎消失,内核层余 2 ~ 3 层,结构及排列紊乱。

图 2摇 免疫组织化学染色结果(伊400) 摇 A: 正常对照组视网膜可见 VEGF 无表达;B:缺血组 48h 视网膜可见 VEGF 为强阳性表达
(箭头);C:正常对照组视网膜几乎无 MMP-9 的表达;D:缺血组 24h 视网膜各层均可见 MMP-9 阳性表达(箭头)。

疫组化的方法检测 VEGF 和 MMP-9 在大鼠 RIRI 中的表
达情况。
摇 摇 VEGF 是目前所知最强的血管生成因子,它能增加血
管内皮细胞的通透性,促进内皮细胞的迁移和增生,指导
其它内皮细胞基因的表达,使其产生蛋白酶,降解细胞外

基质,从而诱导视网膜新生血管的形成[6]。 以往大量研究
表明,缺血缺氧是诱导 VEGF 表达的主要因素,但其机制
目前并不完全清楚。 Ogata 等发现缺氧可以使视网膜血管
周皮细胞、血管内皮细胞,视网膜色素上皮细胞及神经节
细胞分泌 VEGF[7]。 Hayashi 等在实验中检测到在缺血再

718

Int Eye Sci, Vol. 14, No. 5, May 2014摇 摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



图 3摇 缺血组视网膜 VEGF和 MMP-9 的表达呈正相关。

灌注损伤中视网膜 VEGF 的表达明显增加[6]。 在本研究
中我们发现视网膜缺血再灌注后 12h VEGF 的表达开始
增加并逐渐增强,至再灌注后 48h 达到峰值然后开始下
降,7d 仍可检测到 VEGF 的表达,与国外研究结果相似。
VEGF 在 RIRI 中表达增加提示 VEGF 参与了 RIRI 并可能
影响视网膜新生血管的生成。 高水平的 VEGF 导致毛细
血管渗透性增强,白细胞浸润增加,加重局部的炎性反应,
损伤视网膜而加重缺氧,使 VEGF 的产生进一步增多导致
新生血管形成[8]。 当新生血管到达其它血管时,缺氧压力
减少,VEGF 的产生也减少。 因此在新生血管形成以后,
视网膜缺血缺氧得到一定改善,可能是后期 VEGF 减少的
主要原因[9]。
摇 摇 MMPs 是一组降解细胞外基质成分的锌依赖性肽链
内切酶和蛋白水解酶,参与创伤修复、组织重建、新生血
管、瘢痕形成等多种细胞的生理、病理过程。 已有研究表
明,MMP - 2 和 MMP - 9 与新生血管形成密切相关[2]。
Chintala 等[10]发现敲除小鼠 MMP-9 基因,可对 RIRI 中的
RGCs 产生保护作用,推测 MMP-9 可能参与 RIRI 的病理
过程。 Zhang 等[4]在研究中发现 MMP-9 的表达自视网膜
缺血再灌注后 3h 出现,6h 显著增高,24h 达高峰,与视网
膜内层水肿、细胞排列疏松紊乱、炎性细胞增多、RGCs 递
减等病理变化高度相关。 在本研究中缺血再灌注后 6h
MMP-9 表达开始增加,24h 后达到高峰,以后逐渐减弱,
提示 MMP-9 在 RIRI 中发挥重要作用。 推测其机制可能
为缺血缺氧诱导视网膜组织中性粒细胞、巨噬细胞等炎症
细胞聚集和细胞因子表达增多,通过分泌 MMP-9 降解血
管基质,增加血管壁的通透性,导致视网膜组织水肿、炎症
细胞渗出及内皮细胞的迁移、增殖,从而合成更多的
MMP-9 并有利于视网膜新生血管的形成。
摇 摇 既往对缺血组织 MMPs 和 VEGF 相关关系的研究证
实,缺血、缺氧可增加 MMPs 和 VEGF 的表达,二者相互作
用,从而参与新生血管的形成等病理生理过程[11, 12]。 为
了进一步研究在视网膜缺血再灌注损伤中 VEGF 与 MMP-9
之间的关系,我们对两者的蛋白表达进行了相关性分析,
结果显示两者在缺血再灌注后视网膜组织的表达呈正相
关性( r= 0. 834,P<0. 05),且 VEGF、MMP-9 的表达趋势

与视网膜水肿的程度在时相上也有一致性。 说明两者可
能通过协同作用对视网膜缺血再灌注后视网膜组织的病
理变化产生重要影响。 推测在视网膜组织缺血缺氧刺激
下,早期表达 VEGF ,高浓度的 VEGF 可刺激胶质细胞、血
管内皮等组织细胞的 MMPs 活化、表达增多,继而增加基
质降解,参与组织缺血后的血管通透性增加,水分进入视
网膜细胞外间隙,促进了视网膜的水肿发生。 同时还相互
协同促进内皮细胞增殖、血管新生等病理生理过程[12],而
一旦这种结构和功能上不完备的新生血管出现无序化增
生,严重时可导致视网膜、玻璃体积血,视网膜增殖性病变
等,视觉功能受损甚至失明。
摇 摇 综上所述,本研究表明 VEGF 和 MMP-9 在视网膜缺
血再灌注损伤中均高表达且呈正相关,两者可能协同作
用,在视网膜缺血性病变的发生发展中起重要作用。 寻求
有效的药物,阻止两者的过度表达,减轻缺血缺氧对视网
膜的损伤,有望成为临床上视网膜缺血性病变防治的有效
方法之一。
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