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缺氧条件下血管内皮生长因子受体２对视锥细胞的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨缺氧条件下血管内皮生长因子受体２（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＶＥＧＦＲ２）对视

网膜视锥细胞的作用。方法　８周龄视锥细胞特异性敲除 ＶＥＧＦＲ２（ｃｏｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃＶＥＧＦＲ２ｋｎｏｃｋｏｕｔ）小鼠（简称 ＫＯ小鼠）

和野生型Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（简称 ＷＴ小鼠）各６只，右眼均予以玻璃体腔内一次注射８ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钴（ＣｏＣｌ２）制作缺氧模型，左

眼注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）作为对照。次日行视网膜电图（ＥＲＧ）检查光感受器功能，免疫荧光共定位法检测视锥细胞密度，并

观察其形态。结果　ＫＯ和 ＷＴ小鼠缺氧侧眼的暗适应ＥＲＧａ波振幅和ｂ波振幅均下降，与ＰＢＳ对照侧相比差异有统计学

意义（犘＜０．０１），但ＫＯ小鼠与 ＷＴ小鼠之间相比差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠缺氧侧眼的明适应

ＥＲＧａ波振幅和ｂ波振幅较对照侧均下降，差异有统计学意义（犘＜０．０１），且ＫＯ小鼠较 ＷＴ小鼠下降更明显（犘＜０．０５，犘＜

０．０１），说明视锥细胞功能下降。形态学观察发现ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠缺氧侧眼的视锥细胞均出现变化，表现为密度下降，形

态短小，排列疏松、紊乱，且ＫＯ小鼠的改变更为显著。结论　ＶＥＧＦＲ２在缺氧条件下对视锥细胞具有保护作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（５）：４８２４８６］

　　缺氧是糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａ

ｔｈｙ，ＤＲ）病理改变的重要环节之一
［１］，由于视网膜

神经元正常代谢需消耗大量的氧，缺氧将导致神经

元损伤甚至死亡。视锥细胞作为视觉传导通路的一

级神经元，负责昼光觉和色觉，受损后将严重影响视

功能，故探索视锥细胞的“保护伞”对应用于保存ＤＲ
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患者的视功能具有重要意义。ＤＲ的发生发展始终

伴随着血管内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的高表达
［２］。ＶＥＧＦ的生物

学作用除刺激新生血管形成、参与肿瘤发生及转移

外，还可以保护运动神经元［３］，但其在视网膜光感受

器类感觉神经元中的作用鲜有报道。ＶＥＧＦ必须通

过与 ＶＥＧＦ受体（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＥＧＦＲ）结合才能发挥效应。ＶＥＧＦＲ

主要包括 ＶＥＧＦＲ１和 ＶＥＧＦＲ２，研究发现抑制

ＶＥＧＦＲ２可阻断ＶＥＧＦ信号通路，而抑制ＶＥＧＦＲ１

则影响甚微［４］。基于以上背景，本研究选择 ＶＥＧ

ＦＲ２作为研究靶点，利用经典氯化钴（ＣｏＣｌ２）玻璃体

腔注射法建立缺氧模型，观察并比较视锥细胞特异

性敲除ＶＥＧＦＲ２（ｃｏｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃＶＥＧＦＲ２ｋｎｏｃｋｏｕｔ）

小鼠和野生型小鼠视锥细胞结构及功能的变化，探

讨ＶＥＧＦＲ２在缺氧条件下对视锥细胞的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＣｏＣｌ２ 购自美国Ｓｉｇｍａ公

司，花生凝集素（ｐｅａｎｕｔａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＰＮＡ）、羊抗兔荧

光二抗、４’，６二脒基２苯基吲哚（４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２

ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）购自美国 Ｖｅｃｔｏｒ公司，兔抗小

鼠ＶＥＧＦＲ２一抗购自美国Ｒ／Ｄ公司，ＰＢＳ缓冲液、

山羊血清等购自北京天根生化科技有限公司。微量

注射器购自美国 Ｈａｍｉｌｔｏｎ公司，Ｅｓｐｉｏｎ视网膜电图

（ｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉｎｏｇｒａｍ，ＥＲＧ）仪购自美国Ｄｉａｇｎｏｓｙｓ公

司，倒置荧光显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，玻璃

酸钠凝胶购自山东博士伦福瑞达公司。

１．２　实验动物分组　选用清洁级的８周龄、体质量

２０～３０ｇ的健康无眼疾近交系视细胞特异性敲除

ＶＥＧＦＲ２小鼠，简称ＫＯ小鼠（美国俄克拉荷马大学

健康科学中心乐韵政教授惠赠）和野生型小鼠，简称

ＷＴ小鼠（南昌大学动物科学部提供）各６只。在经

南昌大学第二附属医院医学研究伦理审查委员会批

准后进行动物实验，ＷＴ 小鼠均采取右眼注射

８ｍｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２ 视为野生型缺氧组（ＣｏＣｌ２ＷＴ）；

左眼注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）视为野生型自身对照

组（ＰＢＳＷＴ），ＫＯ小鼠均采取右眼注射８ｍｍｏｌ／Ｌ

ＣｏＣｌ２ 视为基因敲除缺氧组（ＣｏＣｌ２ＫＯ），左眼注射

ＰＢＳ视为基因敲除自身对照组（ＰＢＳＷＴ）。

１．３　缺氧模型的建立　小鼠予以腹腔麻醉后，眼部周

围用碘伏消毒，然后在显微镜下使用Ｈａｍｉｌｔｏｎ微量注

射器于角膜缘外１ｍｍ向视神经方向进针，于瞳孔区见

针尖后缓慢推药。右眼玻璃体腔内注入８ｍｍｏｌ／Ｌ

ＣｏＣｌ２１μＬ，左眼玻璃体腔内注入ＰＢＳ１μＬ。

１．４　ＥＲＧ检测光感受器细胞功能　使用复方托比

卡胺滴眼液（日本参天制药公司）将小鼠散瞳后放于

暗室过夜，第２天予以腹腔麻醉。再将小鼠置于加

热温板上，参比电极和接地电极插入腭部和尾巴，铂

制角膜电极置于双眼角膜上并予以玻璃酸钠凝胶润

滑，以上操作均在暗室弱红光灯照明下完成。ＥＲＧ

仪设置０．０００４、０．０４、４、４００及２０００（ｃｄ·ｓ）／ｍ２

光照强度以记录暗适应ＥＲＧ以反映视杆细胞功能，

然后开灯明适应１０ｍｉｎ后在２０００（ｃｄ·ｓ）／ｍ２ 光

照强度下记录明适应ＥＲＧ以反映视锥细胞功能。

１．５　免疫荧光共定位法观察ＶＥＧＦＲ２表达及视锥

细胞形态　由于视锥细胞在小鼠视网膜光感受器中

仅约占３％，采用蛋白质印迹法无法得到准确结果，

故本研究以ＰＮＡ为视锥细胞标记物，采用同时标记

视锥细胞和 ＶＥＧＦＲ２以检测视锥细胞中 ＶＥＧＦＲ２

的表达，同时标记视锥细胞和ＤＡＰＩ染色标记细胞

核以观察视锥细胞形态。步骤如下：将完成ＥＲＧ的

小鼠处死后取出眼球，放入４％多聚甲醛固定１ｈ，剪

除角膜和晶体，再放入４％多聚甲醛中固定１５ｍｉｎ，

ＰＢＳ清洗后乙醇梯度脱水，放入二甲苯Ⅰ及二甲苯

Ⅱ中透明，浸蜡后包埋，切片（５μｍ）后烤干。石蜡切

片置入二甲苯Ⅰ及二甲苯Ⅱ中脱蜡，无水乙醇漂洗后置

入梯度乙醇，在９８℃０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液中

抗原热修复处理２０ｍｉｎ，自然冷却后漂洗３次。滴加

山羊血清后湿盒温育１ｈ，４℃过夜孵育一抗，阴性对

照组使用ＰＢＳ代替一抗，次日洗涤３次后室温孵育二

抗１ｈ，加入含抗淬灭剂的ＤＡＰＩ封片，使用荧光显微

镜观察并计数视锥细胞内节阳性细胞数量。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进

行统计学分析，结果以珚狓±狊表示，组间多重比较采

用Ｄｕｎｎｅｔｔ狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　正常条件下ＶＥＧＦＲ２在ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠

视网膜中的表达　ＶＥＧＦＲ２大量表达于 ＷＴ小鼠
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视锥细胞的内节（图１Ａ），而ＫＯ小鼠视锥细胞内节

仅见少量ＶＥＧＦＲ２表达（图１Ｂ）；ＫＯ小鼠视锥细胞

表达ＶＥＧＦＲ２约为 ＷＴ小鼠的１５．３％，差异有统计

学意义（犘＝０．００２１，图１Ｃ）。

图１　正常条件下犞犈犌犉犚２在犓犗小鼠和 犠犜小鼠视网膜中的表达

犉犻犵１　犚犲狋犻狀犪犾犞犈犌犉犚２犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犓犗犪狀犱犠犜犿犻犮犲狌狀犱犲狉狀狅狉犿犪犾犮狅狀犱犻狋犻狅狀

Ａ，Ｂ：ＩｍｍｍｕｎｏｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｉｍａｇｅｏｆｃｏｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃＶＥＧＦＲ２ｋｎｏｃｋｏｕｔ（ＫＯ）ｍｉｃｅａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅ（ＷＴ）ｍｉｃｅ．Ｔｈｅｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓｓｉｇｎｉ

ｆｉｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦＲ２ｉｎｃｏｎｅｉｎｎｅｒｓｅｇｍｅｎｔ．Ｇｒｅｅｎ：Ｐｅａｎｕｔａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ（ＰＮＡ）；Ｒｅｄ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ２（ＶＥＧＦＲ２）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００．Ｃ：ＶＥＧＦＲ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．犘＜０．０１ｖｓＷＴ．狀＝６，珔狓±狊

２．２　缺氧条件下ＫＯ小鼠和ＷＴ小鼠ＥＲＧ改变　

ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠缺氧侧眼的的暗适应ＥＲＧ的ａ

波及ｂ波振幅与各自的ＰＢＳ对照侧眼球相比均明

显下降（犘＜０．０１），但ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠之间比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５，图２）；ＫＯ小鼠和

ＷＴ小鼠缺氧侧眼的明适应ＥＲＧａ波及ｂ波振幅

均较ＰＢＳ对照侧眼球明显下降犘＜０．０１），且ＫＯ小

鼠与 ＷＴ小鼠相比下降更明显，差异有统计学意义

（犘＜０．０５，犘＜０．０１，图３）。

２．３　缺氧条件下ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠的视锥细胞

形态及密度改变　ＫＯ小鼠和 ＷＴ小鼠缺氧侧眼的

的视锥细胞均发生了变化，与其各自的ＰＢＳ对照侧

相比其视锥细胞外节密度下降，形态也较为短小，排

列疏松、紊乱，且ＫＯ小鼠的这种改变较 ＷＴ小鼠更

为显著（图４）。

图２　犓犗小鼠和 犠犜小鼠在正常及缺氧条件下暗适应视网膜电图

犉犻犵２　犛犮狅狋狅狆犻犮犲犾犲犮狋狉狅狉犲狋犻狀狅犵狉犪犿犳犻狀犱犻狀犵狊狅犳犮狅狀犲狊狆犲犮犻犳犻犮犞犈犌犉犚２犽狀狅犮犽狅狌狋（犓犗）犿犻犮犲

犪狀犱狑犻犾犱狋狔狆犲（犠犜）犿犻犮犲狌狀犱犲狉狀狅狉犿犪犾犪狀犱犺狔狆狅狓犻犪犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

犘＜０．０１ｖｓＰＢＳ．狀＝６，珔狓±狊
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图３　犓犗小鼠和 犠犜小鼠在正常及缺氧条件下明适应视网膜电图

犉犻犵３　犘犺狅狋狅狆犻犮犲犾犲犮狋狉狅狉犲狋犻狀狅犵狉犪犿犳犻狀犱犻狀犵狊狅犳犮狅狀犲狊狆犲犮犻犳犻犮犞犈犌犉犚２犽狀狅犮犽狅狌狋（犓犗）犿犻犮犲

犪狀犱狑犻犾犱狋狔狆犲（犠犜）犿犻犮犲狌狀犱犲狉狀狅狉犿犪犾犪狀犱犺狔狆狅狓犻犪犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

犘＜０．０１ｖｓＰＢＳ；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓＷＴ．狀＝６，珔狓±狊

图４　犓犗小鼠和 犠犜小鼠在正常及缺氧条件下视锥细胞的形态学改变

犉犻犵４　犆狅狀犲狆犺狅狋狅狉犲犮犲狆狋狅狉犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔犮犺犪狀犵犲狊犻狀犮狅狀犲狊狆犲犮犻犳犻犮犞犈犌犉犚２犽狀狅犮犽狅狌狋（犓犗）犿犻犮犲

犪狀犱狑犻犾犱狋狔狆犲（犠犜）犿犻犮犲狌狀犱犲狉狀狅狉犿犪犾犪狀犱犺狔狆狅狓犻犪犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

Ａ：ＰＢＳＫＯ；Ｂ：ＰＢＳＷＴ；Ｃ：ＣｏＣｌ２ＫＯ；Ｄ：ＣｏＣｌ２ＷＴ．ＯＳ：Ｏｕｔｅｒｓｅｇｍｅｎｔ；ＯＮＬ：Ｏｕｔｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ；ＩＮＬ：Ｉｎｎｅｒｎｕｃｌｅａｒ

ｌａｙｅｒ．Ｒｅｄ：Ｐｅａｎｕｔａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ（ＰＮＡ）；Ｂｌｕｅ：４’，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ（ＤＡＰＩ）．Ｉｍｍｍｕｎｏｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

ＤＲ是主要的致盲性眼病之一，研究发现ＤＲ患

者血液循环阻力增高、血流速度下降、灌注不良导致

视网膜组织缺血缺氧，进而造成视网膜神经元等的

损伤［５］。因此探讨缺氧条件下视网膜组织的病理改

变有助于研究ＤＲ的发病机制。最常用于模拟低氧

环境的化学药物是ＣｏＣｌ２，其原理在于阻止细胞内

的呼吸链传递，造成细胞的化学缺氧［６７］。玻璃体腔

内注射ＣｏＣｌ２ 是其衍生而来新兴的模拟视网膜组织

缺氧的体内试验研究方法，较链脲佐菌素腹腔注射

建立糖尿病模型周期短，操作更便捷。国外学者曾

在大鼠玻璃体腔中使用注射不同浓度的ＣｏＣｌ２ 去探

讨其诱导缺氧的最佳浓度，结果发现３ｍｍｏｌ／Ｌ效

果最好［７］，而本研究发现在小鼠中８ｍｍｏｌ／Ｌ浓度

诱导急性缺氧环境效果最佳，由于我们实验目的在

于观察视锥细胞在缺氧条件下的损伤，且ＣｏＣｌ２ 模

拟的视网膜缺氧环境最早发生结构破坏的即为光感

受器层，故采取隔日实验的方法。

ＶＥＧＦ在糖尿病微血管病变中起着重要作

用［８］，抑制ＶＥＧＦ活性如玻璃体腔注射ＶＥＧＦ抗体

在临床中也取得了一定的疗效［９］。但近年来ＤＲ病
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程中神经退行性变逐渐得到重视，ＤＲ的治疗不应仅

针对微血管病变，神经保护治疗同样重要［１０］。由于

ＶＥＧＦ还具有神经保护作用，因此 ＶＥＣＦＲ可能会

降低这种保护作用而损伤神经视网膜，深入研究

ＶＥＧＦ的神经保护作用可能为将来开发新的ＤＲ药

物提供实验依据。如前所述，由于 ＶＥＧＦ 需与

ＶＥＧＦＲ结合才激活，ＶＥＧＦＲ可成为研究的靶点之

一。ＶＥＧＦＲ２ 是 ＶＥＧＦ 受体家族的重要一员，

ＬóｐｅｚＡｇｕｉｌｅｒａ等
［１１］发现在高浓度氮气模拟缺氧环

境下新生的大鼠中，ＶＥＧＦＲ２可通过与血管紧张素

受体２相互作用而对新生脑细胞产生保护效应。然

而目前国内外对 ＶＥＧＦＲ２在视网膜光感受器中的

作用方面报道较少，本实验运用ＫＯ小鼠，观察在缺

氧条件下 ＶＥＧＦＲ２对视网膜光感受器的视锥细胞

是否同样具有保护作用。

ＥＲＧ是一种记录视网膜受到闪光刺激后产生

的电位的技术，由于该电位可以从角膜表面被无创

记录下，故常用于研究视网膜功能［１２］，ＥＲＧ包括暗

适应弱光刺激时的反应（来源于视杆细胞）和明适应

白色标准闪光刺激时的反应（来源于视锥细胞），我

们观察到正常条件下ＫＯ小鼠的ＥＲＧ并无明显改

变，说明敲除ＶＥＧＦＲ２在正常条件下并未对视锥细

胞功能产生影响。但在注射ＣｏＣｌ２ 后与 ＷＴ小鼠相

比，暗适应ＥＲＧ波幅下降幅度无明显差异，但明适

应ＥＲＧ较 ＷＴ小鼠下降明显，表明其视锥细胞功

能明显降低。在完成功能评估后，我们采用视锥细

胞标记物—ＰＮＡ行免疫荧光共定位观察其结构的

改变，结果发现ＣｏＣｌ２ 注射后的缺氧环境下视网膜

视锥细胞均发生了显著的变化，其外节密度下降，形

态也较为短小，排列疏松、紊乱，且 ＫＯ小鼠的改变

更为明显。

综上所述，我们的研究结果表明在ＣｏＣｌ２ 诱导

的急性缺氧环境下，ＫＯ 小鼠其视锥细胞损伤较

ＷＴ小鼠更为严重，而ＶＥＧＦＲ２的缺失正是造成视

锥细胞功能及解剖结构均下降的原因。该结果提示

在缺氧应激条件下 ＶＥＧＦＲ２对视锥细胞中起着保

护作用，但其背后的机制有待进一步研究。
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