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Abstract
誗AIM: To observe the therapeutic effect of platelet -
derived growth factor receptor - 琢 RNA interference on
inhibiting experimental proliferative vitreoretinopathy
(PVR) .
誗 METHODS: Different concentrations of PDGFR - 琢
shRNA were blended with lip2000,and the final scale of
PDGFR-琢 shRNA / lip2000 complex was 1 颐1, 1 颐2 and 1 颐3
respectively( the concentration of PDGFR-琢 shRNA was
respectively 2滋g, 3滋g and 4滋g) . All the complexes were
cultivated in human retinal pigment epithelium (HRPE)
for 24h after transfection and then respectively injected
0郾 1mL to rabbit vitreous cavity. Forty healthy adult
rabbits were seleceted in this study and randomly
divided into colored balanced salt solution (BSS) group
(N), comprising lipofectamineTM2000 HRPE cell dilution

group (group A) . The highest transduction efficiency of
1. 0, 1. 5 and 2. 0滋mol / L containing PDGFR-琢 receptors
shRNA, lipofectamineTM 2000 of HRPE cell dilution were
selected ( respectively group B, C and D) with 8 eyes
each, the right eyes as the experimental eye. The extent
of PVR was observed by indirect ophthalmoscope; and
slice staining situation was observed by
immunohistochemistry. The fundus changes were
observed by histopathology.
誗RESULTS:The highest transduction efficiency of PDGFR-
琢shRNA / lip2000 ratio was 1 颐 2. The extent of PVR, the
histopathology changes and the immunohistochemistry
of PDGFR-琢 in group B,C and group D were significantly
lower than that in group A, while group D was much
lower than those of group B and C.
誗CONCLUSION:PDGFR-琢RNA interference could inhibit
the formation of experimental PVR.
誗 KEYWORDS: retinal pigment epithelium cell;
proliferative vitreoretinopathy; platelet - derived growth
factor receptor-琢;RNA interference
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摘要
目的:观察血小板源性生长因子-琢 受体(platelet-derived
growth factor receptor,PDGFR-琢)mRNA 的 RNA 干扰抑制
实 验 性 增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 ( proliferative
vitreoretinopathy, PVR)的效果。
方法:选择 PDGFR-琢 shRNA / lip2000 比值 1 颐1、1 颐2、1 颐3
(其中 PDGFR-琢 shRNA 分别为 2滋g、3滋g 和 4滋g)制备复
合物转染至 人 视 网 膜 色 素 上 皮 细 胞 ( human retinal
pigment epithelium,HRPE)中,24h 后分别取 0. 1mL 注射
到家兔玻璃体腔。 选取健康成年有色家兔 40 只随机分
为平衡盐溶液(balanced salt solution, BSS)组(N 组),含
lipofectamineTM2000 的 HRPE 细胞稀释液组(A 组),取最
佳转染效率的 1. 0、1. 5 与 2. 0滋mol / L 含 PDGF-琢 受体的
shRNA 及 lipofectamineTM2000 的 HRPE 细胞稀释液组(B、
C 和 D 组),每组 8 眼,右眼为实验眼。 间接眼底镜观察
PVR 程度,免疫组织化学染色进行切片着色情况观察及
组织病理学观察眼底改变。
结果:PDGFR-琢 shRNA / lip2000 比值 1颐2 时,HRPE 细胞
最佳转染效率;B 组、C 组和 D 组 PVR 程度、组织病理学
改变、免疫组织化学染色 PDGFR-琢 浓度低于 A 组,D 组
比 B 组和 C 组更低。
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结论:PDGF-琢 受体 mRNA 的 RNA 干扰对实验性 PVR 形
成有抑制作用。
关键词:视网膜色素上皮细胞;增生性玻璃体视网膜病
变;PDGF-琢 受体;RNA 干扰
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0 引言
摇 摇 增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 ( proliferative
vitreoretinopathy,PVR)是在巨大视网膜裂孔、多发视网膜
裂孔、眼外伤以及眼内炎症等因素作用下视网膜或玻璃
体表面形成增殖纤维膜继而收缩、牵拉引起视网膜脱离
的一种严重眼病。 近年来随着玻璃体手术的普及,各种
复杂的视网膜脱离虽然能达到解剖复位,但阻止其再发
生却很难。 因此,如何有效诊治 PVR 成为眼科医生的难
题。 基因治疗是日渐兴起的一种行之有效的方法,RNA
干扰(RNA interference,RNAi) 技术的日趋成熟完善为
PVR 提供了基因治疗的可能性。 目前国内甚少见到靶向
血小板源性生长因子-琢(platelet -derived growth factor,
PDGF-琢)受体 RNA 干扰治疗 PVR 的临床和实验报道,
因此我们拟构建 PDGF-琢 受体具有转录功能的短发卡
RNA(shRNA),观察其对 PVR 发生、发展的抑制作用。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物与分组摇 有色体健家兔 40 只,雄性,无
眼疾史,体质量 2. 0 ~ 2. 5kg,桂林医学院实验动物中心提
供。 右眼为实验眼,常规饲养。 随机分为 5 组,每组 8
只:N 组(正常对照组)玻璃体内注射 0. 1mL 的平衡盐溶
液(balanced salt solution, BSS);A 组(空白对照组)玻璃
体内注射 0. 1mL 含 lipofectamineTM2000 HRPE 细胞稀释
液的 HRPE 细胞;B、C、D 组(实验组)玻璃体内分别注射
0郾 1mL 的 1. 0、 1. 5、 2. 0滋mol / L PDGFR - 琢 shRNA 及
lipofectamineTM2000 HRPE 细胞稀释液。
1. 1. 2 试剂与仪器 摇 (1)试剂:PDGFR-a基因:反义链
为:5蒺 -AACTTCTCCTCCGATGTTA -3蒺,5蒺 端标记荧光素
(FAM,Invitrogen 公司)、胎牛血清(杭州四季清公司)、
DMEM / F12 培养基(美国 Gibco 公司)、胰蛋白酶(美国公
司)、lipofectamineTM2000 转染试剂( Invitrogen 公司)、兔
抗人 PDGF-a受体多克隆抗体(博奥森生物技术有限公
司)。 (2) 实验细胞:HRPE 细胞 (由中山大学提供)。
(3)实验仪器:直接检眼镜(美国)、正置相差光学显微镜
(德国 Zeiss 公司)、倒置荧光显微镜(日本 Olympus 公
司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞传代与培养摇 在 37益、CO2体积分数为 5% 的
培养箱中,HRPE 细胞采用加 10% 血清及 1% 抗青霉素、
链霉素的 DMEM 培养基传代培养,倒置显微镜观察,细
胞贴壁后 2d 换液,每隔 2 ~3d 以 2. 5g / L 胰酶消化、传代。
1. 2. 2 细胞转染 摇 取对数生长期细胞接种于 6 孔板中,
调整细胞浓度至每孔 0. 5伊106个,待细胞生长至 90% 以
上融合时转染,具体转染方法见参考文献[1],选取最佳
PDGFR-琢 shRNA / lip2000 转染比值。 细胞分为 1. 0、1. 5

和 2. 0滋mol / L 三个 PDGFR-琢 shRNA 浓度组及空白对照
组,转染 4 ~ 6h 后换液,1d 后将 6 孔板置于荧光显微镜下
观察,转染率达 60%以上的细胞可用于注射。 将上述细
胞浓度调整为 2. 0伊106个 / mL,分别用一次性 1mL 无菌注
射器取 0. 1mL HRPE 细胞稀释液于 30min 内进行玻璃体
内注射。
1. 2. 3 动物眼内注射摇 按 1. 1. 1 分组中方法注射,氯霉
素滴眼液于术前 3d 滴眼,6 次 / d;托吡卡胺充分散瞳;爱
尔卡因滴眼液滴眼进行眼表面麻醉,在颞上象限角巩膜
缘后 4 ~ 5mm 处用一次性 1mL 注射器向玻璃体中央刺
入,进针深度约为 5mm,分别注入不同浓度的 HPRE 细胞
稀释液或 BSS 0. 1mL,出针后无菌棉签按压针孔 5 ~ 10s,
术后及术后 3d 用妥布霉素地塞米松滴眼液点眼 6 次 / d,
防止感染。 分别观察术后 1、2、3、4wk 家兔实验眼玻璃体
有无感染、出血等并发症,若玻璃体内出现絮状增殖条
带,并且增多发生牵拉,甚至发生视网膜脱离则表明 PVR
形成。
1. 2. 4 临床 PVR 分级观察 摇 用复方托吡卡胺滴眼液充
分散瞳后,直接检眼镜分别于术前和术后 1、2、3、4wk 进
行检查,记录实验眼 PVR 的级别,PVR芋 ~ 吁级为发生牵
拉性视网膜脱离( traction retinal detachment,TRD),计算
TRD 发生率。 按 Fasternburg 分级原则将 PVR 分为 5 个
级别[2]:玉级:玻璃体内可见增殖条带;域级: 局灶性牵
拉等;芋级:髓线处的局部视网膜脱离及视网膜局部皱
褶;郁级:髓线处视网膜完全脱离,视盘周围视网膜局部
脱离;吁级:视网膜裂孔形成及全部脱离。
1. 2. 5 HE染色观察视网膜病理形态学变化摇 眼内注射
后 4wk 每组在耳缘静脉注入空气各处死 2 只家兔,迅速
将眼球取出,于角巩膜缘环形剪开,流水冲洗,放入 4%
多聚甲醛溶液固定,乙醇脱水、二甲苯、石蜡包埋,作角膜
至视乳头的连续矢状切片,石蜡切片脱蜡、水化后,HE 染
色,光学显微镜下观察病理组织切片染色情况。
1. 2. 6 免疫组织化学观察 PDGF-琢 的表达 摇 用上述方
法制作眼球标本,石蜡切片、烤片 1h,常规脱蜡、水化,柠
檬酸抗原修复液高压修复,3% H2O2孵育 10min,磷酸盐
缓冲液(phosphate buffered saline,PBS)冲洗 3min伊3 次;
弃 PBS,滴入兔抗人 PDGF-琢 多克隆抗体(1 颐200),孵育
1h,PBS 冲洗;滴入二抗,25益 环境下孵育 20min,PBS 冲
洗;DAB 显色,流水充分冲刷,苏木素复染,封片。 光学显
微镜下分析切片染色情况。
摇 摇 统计学分析:所有统计分析均在 SPSS18. 0 统计软件

上进行,计量资料均以均数依标准差(軃x依s)表示,采用独
立样本 t 检验统计数据资料,以 P<0. 05 为差异有统计学
意义。
2 结果
2. 1 HRPE 细胞转染观察摇 PDGFR-琢 shRNA 与阳性脂
质体比值为 1颐2(即 3滋g:6滋L)时转染率高于其他实验组
(图 1淤);PDGFR-琢 shRNA 能被 lip2000 成功转染进
HRPE 细胞(分为 1. 0、1. 5 和 2. 0滋mol / L 浓度组),转染
1d 后,荧光显微镜同一视野下荧光观察及普通明场观察
细胞内转染情况,用染核染料统计细胞总数,选取 4 个视
野,计算每一个视野转染成功的细胞比例,取平均值,计
算转染率为 65% ~ 75% (图 1于)。
2. 2 PVR分级结果摇 术前各组玻璃体、视网膜结构均正
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图 1摇 荧光显微镜检查摇 淤:质粒与脂质体不同比值时转染效率(伊100,比值为 1颐2 时转染率最高)A:1颐1;B:1颐2;C:1颐3。 于:转染率达
65%时同一视野下不同视场转染效果(伊200)A:荧光观察细胞内转染情况;B:普通明视场观察细胞内转染情况。

图 2摇 注射 4wk后,N组兔眼玻璃体、视网膜结构正常;空白对照组兔眼玻璃体内可见大量视网膜脱离(箭头部分);B、C和 D组可见
不同程度的絮状物及视网膜牵拉脱离,严重程度低于 A 组摇 N:正常对照组;A:空白对照组;B:1. 0滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度
组;C:1郾 5滋mol / L PDGFR-琢 shRNA浓度组;D:2. 0滋mol / L PDGFR-琢 shRNA浓度组。

图 3摇 HE染色示 N组内外核层、神经节细胞排列整齐,全层结构基本正常;空白对照组兔眼视网膜内、外核层细胞排列杂乱,神经节
细胞数量减少,外丛状层消失; B、C组和 D组严重程度低于 A 组(伊400) 摇 N:正常对照组;A:空白对照组;B:1. 0滋mol / L PDGFR-琢
shRNA 浓度组;C:1. 5滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度组;D:2. 0滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度组。

图 4摇 免疫组化示 N组兔眼视网膜神经节细胞隐约可见微量棕黄色 PDGF-A阳性颗粒;注射后 4wk,空白对照组兔眼视网膜纤维组
织可见大量棕黄色 PDGF-琢阳性表达颗粒;B、C、D 组兔眼视网膜纤维组织结构清晰,阳性表达颗粒较 A 组少,且 B、C、D 组随着注
入细胞浓度的增加其阳性表达颗粒依次减少(伊400) 摇 N:正常对照组;A:空白对照组;B:1. 0滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度组;C:
1郾 5滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度组;D:2. 0滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度组。

常;A、B、C、D 组注射后 2 ~ 3d,玻璃体内可见明显的雾状
混浊,眼底隐约可见视网膜位置、颜色正常;7d 后雾状混
浊部分消散,并出现灰白色条带;注射后 14d 玻璃体内出
现不同程度的增粗条索状物;注射后 14 ~ 21d,依稀看到
条带状增殖膜牵拉视网膜微凸出;注射 28d 后,正常对照
组兔眼玻璃体、视网膜结构未见变化;A 组兔眼玻璃体内
可见大量絮状物及视网膜脱离,B、C 组和 D 组严重度低
于 A 组(图 2)。 注入后不同时间点各组 PVR 分级情况见
表 1,1wk 后,A 组形成 PVR 个数与 B、C 组和 D 组均无统
计学差异(即均 Pb1、Pc1、Pd1>0. 05);注射后 2、3、4wk,A 组
形成 PVR 个数与 B、C 组和 D 组均有统计学差异(均 P<
0. 05)。 注射后 4wk,B 组 TRD 发生率 (50. 0% )、C 组
(37. 5% )和 D 组 TRD 发生率(25% )与 A 组(100% )相
比,有统计学差异(P=0. 04);D 组与 B、C 组相比,无统计
学差异(P>0. 05)。
2. 3 视网膜病理形态学变化摇 注射后 28d 正常对照组兔
眼视网膜完整,内外核层、神经节细胞分列有序,全层结构
未见明显变化;A 组兔眼视网膜内、外核层细胞排列杂乱,
神经节细胞数量减少,外丛状层消失;B、C 组和 D 组严重
度低于 A 组(图 3)。

表 1摇 各组各观察时间点形成 PVR个数情况 (軃x依s,分)
时间点 A 组 B 组 C 组 D 组

1wk 1. 00依1. 23 1. 00依1. 73b1 0. 80依1. 79c1 0. 60依1. 34d1

2wk 1. 20依0. 84 1. 20依1. 30b2 1. 00依1. 00c2 0. 80依0. 84d2

3wk 1. 40依0. 55 1. 20依0. 84b3 1. 20依1. 10c3 1. 00依1. 22d3

4wk 1. 60依1. 82 1. 40依0. 55b4 1. 40依0. 89c4 1. 40依1. 14d4

注:注射后 1wk,A 组形成 PVR 个数与 B、C 和 D 组均无统计学
差异(即 Pb1、Pc1、Pd1均>0. 05);注射后 2、3、4wk,A 组与其他组
均有统计学差异(P 值均<0. 05);A:空白对照组;B:1. 0滋mol / L
PDGFR-琢 shRNA 浓度组;C:1. 5滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度
组;D:2. 0滋mol / L PDGFR-琢 shRNA 浓度组。

2. 4 免疫组织化学染色结果摇 PDGF-琢 在视网膜及玻璃
体的免疫组织化学染色阳性表现为细胞内棕黄色颗粒,正
常对照组兔眼视网膜神经节细胞隐约可见微量棕黄色
PDGF-琢 阳性颗粒;注射后 4wk,A 组兔眼视网膜纤维组织
可见大量棕黄色 PDGF-琢 阳性表达颗粒;B、C、D 组兔眼
视网膜纤维组织结构清晰,阳性表达颗粒较 A 组少,且 B、
C、D 组随着注入细胞浓度的增加其阳性表达颗粒依次减
少(图 4)。
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3 讨论
摇 摇 PVR 形成的病理过程主要是由于 RPE 细胞、神经胶
质细胞、肌纤维母细胞等在细胞外基质及生长因子的作用
下,在 PDGF、纤维连接蛋白或由于自分泌的 PDGF 等血浆
中的成分作用下大量增殖、迁移,从而产生恶性循环导致
PVR 的形成。 本次实验采用 PDGF 转染过的 HRPE 细胞
进行兔玻璃体腔注射,术后观察 4wk,即出现显著的 PVR。
摇 摇 PVR 动物模型的建立是本次实验的关键,选择简易
可靠的方法显得尤为重要。 田苗等[2] 研究发现通过
Dispase 和 RPE 细胞可以成功构建的动物 PVR 模型,是一
种极为便捷可靠的方法。 玻璃体注射时进针位置的选定
上,选在角巩膜缘后 2 ~ 3mm 处进针居多,但我们发现这
个位置造模成功率低,因为兔眼晶状体相对较大且呈球
形,若从此处进针易损伤晶状体而发生白内障,以致无法
造模成功。 本实验在角巩膜缘后 4 ~ 5mm 处,沿玻璃体后
部进针 5mm,减少了对晶状体损害的同时,直接检眼镜观
察对视网膜也无损害,安全稳当。
摇 摇 大量研究证实 PDGF 与 PVR 形成关系紧密。 司艳芳
等[3]研究发现 PDGF 促进色素上皮细胞的增生和移行,说
明 PDGF 可能对 PVR 的形成有一定的影响。 同时,许迅
等[4]研究发现 PDGF 在 PVR 患者视网膜中呈较强浓度。
并且 PDGF 只有与其受体结合后,才能发挥相应的生物学
作用。 因此,阻断 PDGF 受体也能抑制 PVR 的发展。
PDGF 受体有 琢 和 茁 两种,熊蕾等[5] 研究发现特异性地阻
断 PDGF-琢 受体的表达比阻断 PDGF-茁 受体的表达在抑
制兔视网膜脱离的形成中更为显著,提示 PDGFR-琢 与
PVR 更具关联性。 彭燕一等[6] 研究发现 PDGF 参与了
PVR 的全过程,同时在众多因子中被证实是最有前景的
一种方法。 PDGFR-琢 在视网膜增生性疾病治疗中有可能
成为新的研究方向,阻断 PDGF-琢 受体的表达可能为治
疗 PVR 提供一条新思路。
摇 摇 目前 RNAi 技术在视网膜增殖性疾病的基因治疗方
面已获得了较好的进展[7]。 秦贤杰等[8] 通过研究证实
PDGFR-琢 shRNA 可抑制人视网膜色素上皮细胞增生。
周国义等[9] 采用向小鼠 PVR 模型玻璃体腔注射 PKC琢
siRNA 的方法,研究其对 PVR 形成的抑制作用。 结果证
实,PKC琢 siRNA 对 PVR 的发生确实有一定的抑制作用。
刘矫连[10]通过往小鼠玻璃体腔注入构建慢病毒介导的靶
向 Netrin-1 的小发夹状 RNA,研究表明靶向 Netrin-1 的
shRNA 可明显控制视网膜新生血管形成,为视网膜增殖性
病变的基因诊治提供了新的方向。 目前很多学者已致力
于抑制 PVR 的研究,国外有研究表明,核心蛋白聚糖,一
种天然的 TGF-茁1抑制剂,Nassar 等[11]在 PVR 兔眼模型中
应用它辅助玻璃体切割手术,发现可阻碍纤维增殖和视网
膜脱离的进展。 此外,法舒地尔可通过抑制 TGF-茁 下游
的 Rho 激酶显著地抑制 PVR 发展[12]。 由此可见,更多抑
制 PVR 发生、发展的临床研究是不可缺少的。

摇 摇 前已述及 PDGF 在 PVR 形成中起着关键作用,RPE
细胞亦可诱导小鼠 PVR 模型,同时 RNAi 技术已较成熟地
用于眼科疾病治疗中。 本研究通过 RNAi 技术沉默 PDGF-琢
受体,将其注入兔眼玻璃体腔内,免疫荧光检查显示
PDGFR-琢 shRNA 脂质体成功转染至 RPE 细胞内,直接检
眼镜检查显示玻璃体内注射 RPE 细胞能导致 PVR 发生,
当细胞转入了 PDGFR-琢 shRNA 脂质体时 PVR 显著减轻,
降低了 TRD 的发生率,并在一定范围内随浓度的增加,病
变减轻。 免疫组织化学染色结果说明 PDGF-琢 在 PVR 中
高表达,对其 RNA 进行干扰从而抑制 PVR 形成,并在一
定范围内随其浓度增加,抑制作用增强。
摇 摇 综上所述,PDGF-琢 受体的 RNA 干扰对 PVR 的发生、
发展有明显抑制作用。 本次实验选择不同浓度梯度,实验
结果显示,1 ~ 2滋mol / L 的浓度范围对 PVR 的抑制程度随
着浓度升高而增强,但是要确定最佳浓度范围还需进一步
的研究,以保证最低的浓度达到最好的抑制效果。 然而
PDGFR-琢 shRNA 在玻璃体内的应用是否具有视网膜毒
性,与 PVR 的发生是否有一定关联,尚缺乏实验研究,有
待继续深层次的研究。 本研究针对 PDGF-琢 受体 shRNA
设计研究 PVR 的治疗方法,为今后临床基因治疗 PVR 提
供良好的实验基础。
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