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摘要

目的：通过观察血脂异常 ＡｐｏＥ缺失（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ，ＡｐｏＥ／）小鼠视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）组织及超微结构，探讨健脾祛瘀法对其
ＲＰＥ层ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ２信号传导通路的影响。
方法：随机将３６只２月龄 ＡｐｏＥ／小鼠分为３组，即：普
食组（Ａ组）、高脂组（Ｂ组）、治疗组（Ｃ组），每组动物１２
只，喂养５ｍｏ后检测其体质量、血脂、血流变，ＲＰＥ层行光
镜、免疫组织化学、透射电镜观察，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＶＥＧＦ表达。
结果：７月龄ＡｐｏＥ／小鼠Ｂ组体质量、血脂、血流变指标
均高于Ａ组和Ｃ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ａ
组ＲＰＥ厚度明显高于Ｂ组和Ｃ组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），但 Ｂ组与 Ｃ组之间比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。Ｂ组 ＲＰＥ层 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２染色面积及
积分光密度均高于Ａ组和Ｃ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。Ｂ组视网膜 ＶＥＧＦ蛋白的相对表达量明显高于
Ａ组和Ｃ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论：健脾祛瘀法对改善血脂异常 ＡｐｏＥ／小鼠的血脂、
血流变等生化指标有积极作用，并且提示对该 ＡＭＤ动物
模型中 ＲＰＥ层 ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ２信号传导通路有一定调
控作用。

关键词：血脂异常；ＡｐｏＥ／；健脾祛瘀法；年龄相关性黄
斑变性；血管内皮生长因子
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刘小虎，曾庆华，莫亚，等．健脾祛瘀法对血脂异常ＡｐｏＥ基因缺
失小鼠色素上皮 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２的影响．国际眼科杂志
２０１２；１２（６）：１０３３１０３７

０引言
　　在我国，由于人口老年化进程的加剧和饮食结构的
变化，其他致盲原因得到或加强了控制，年龄相关性黄斑

变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）日益成为重
要致盲的眼病。ＡＭＤ发病机制尚未明确，遗传因素和环
境因素的共同作用是ＡＭＤ主要的发病机制［１］，血脂异常

作为重要危险因素之一，越来越受到研究者关注。ＡＭＤ
的安全有效治疗仍处于相对匮乏状态，尤其ＡＭＤ后期血
管新生更为棘手，针对血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）自身及其信号传导通路的
ＶＥＧＦ抑制剂已成为当今的研究热点。前期研究［２］表

明，以健脾祛瘀法原则组方之黄斑康对Ｃ５７ＢＬ小鼠ＡＭＤ
模型具有改善血液生化等指标，一定程度改善 ＲＰＥ层
Ｂｒｕｃｈ膜脉络膜毛细血管复合体（ＲＰＥＢｒｕｃｈｍｅｍｂｒａｎｅ
ｃｈｏｒｉｏｃａｐｉｌｌａｒｉｓｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＢＣＣ）病变的作用。本次研究通
过建立ＡｐｏＥ／小鼠ＡＭＤ动物模型进一步探讨健脾祛瘀
法对ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ２信号传导通路的影响，探寻其作用
机制，以期为中医药防治ＡＭＤ提供新的思路与方法。
１材料和方法
１．１材料　实验用２月龄 ＡｐｏＥ／小鼠由北京大学实验
动物中心（美国 Ｊａｃｋｓｏｎ实验室引进）提供。普通饲料和
高脂饲料均由成都达硕动物实验有限公司提供。健脾祛

瘀中药配方颗粒（生蒲黄、白术、丹参、牡丹皮、郁金等组

成）由四川新绿色药业科技发展股份有限公司提供，产品

批号：１００９０４９。血脂试剂盒由浙江伊利康生物技术有限
公司提供，产品批号：２００８００２３号。血液流变学试剂盒由
北京赛科希德ＳＡ６００４提供。兔抗 ＶＥＧＦ和 ＶＥＧＦＲ２多
克隆抗体购于英国 Ａｂｃａｍ公司，相应的二抗及试剂盒购
于北京中杉生物技术有限公司。实验根据赫尔辛基宣言

和保护及运用动物的指导原则进行。

１．２方法
１．２．１实验分组及动物模型的建立　实验分为３组：普
食组（Ａ组，ｎ＝１２）、高脂组（Ｂ组，ｎ＝１２）、治疗组（Ｃ组，
ｎ＝１２）。前４ｍｏＡ组动物予标准啮齿类动物饲料，其余
两组动物予高脂饲料，后１ｍｏＣ组予健脾祛瘀中药配方
颗粒，温开水稀释后灌胃，给药量按人与动物的体表面积

计算法计算，每只小鼠灌胃０．１８ｇ／ｍＬ／１００ｇ／ｄ，Ａ组和 Ｂ
组予等量生理盐水灌胃，均２次／ｄ。各组均予标准啮齿
类动物饲料，饲料与水均自由摄取。所有动物在独立通

风笼盒（ＩＶＣ）动物房中饲养，每周称体质量，共饲养５ｍｏ
至７月龄。造模方法参见前期实验［３］。

１．２．２血液生化指标检测　禁食１２ｈ，股静脉采血。采用
日立７１７０全自动生化分析仪分析血浆总胆固醇（ｔｏｔａｌ
ｐｌａｓｍａｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ），低密度脂 蛋 白 （ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）。Ｒ８０Ａ血液黏度仪检测全血低切黏
度、全血高切黏度。

１．２．３Ｍａｓｓｏｎ三色染色观测 ＲＰＥ层厚度　每组取１０
只左眼，保留约２～３ｍｍ长视神经组织，并在１００ｍＬ／Ｌ多
聚甲醛 ＰＢＳ缓冲液中固定整晚，常规乙醇脱水，石蜡包
埋，于后极部视神经周围切片，制４～５μｍ的组织切片，
常规脱蜡脱水后，行Ｍａｓｓｏｎ三色染色。每张切片在视网

膜后极部连续取５个视野，在ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５０光学显微镜
２００倍下观察，运用 Ｍｉａｓ２０００型图形图像分析系统，测
量ＲＰＥ层厚度进行分析。
１．２．４免疫组织化学染色观测ＲＰＥ层ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ２
染色面积及积分光密度　每组取１０只左眼（与 Ｍａｓｓｏｎ
三色染色为同一只眼球），于眼球后极部切成７μｍ厚的
组织切片，涂上多聚Ｌ赖氨酸，经脱蜡和１０００ｍＬ／Ｌ乙醇
处理后，用３０ｍＬ／Ｌ过氧化氢液浸泡切片２０ｍｉｎ去除内源
性过氧化物酶活性，然后用７００ｍＬ／Ｌ乙醇再水合和 ＰＢＳ
液清洗。标本经正常兔血清处理３０ｍｉｎ以阻滞黏附的非
特定抗体，再用兔抗鼠 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２多克隆抗体在
４℃温度下孵育１２ｈ。每张切片在视网膜后极部连续取５
个视野，在ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５０光学显微镜２００倍下观察，运
用Ｍｉａｓ２０００型图形图像分析系统，测量 ＲＰＥ层 ＶＥＧＦ
及ＶＥＧＦＲ２染色面积及积分光密度进行分析。
１．２．５Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测视网膜 ＶＥＧＦ蛋白表达　每组
取５只右眼，取视网膜组织提取蛋白，然后进行上样、电
泳、转膜，一抗和二抗孵育，最后入暗室行发光、显影、定

影、曝光。以βａｃｔｉｎ作为内参照进行校正，检测视网膜
ＶＥＧＦ蛋白的相对表达量。
１．２．６电镜观察 ＲＰＥ层超微结构的变化　每组取２只
右眼，经３０ｍＬ／Ｌ戊二醛预固定，１０ｇ／Ｌ四氧化锇再固定，
丙酮逐级脱水，Ｅｐｏｎ８１２包埋，半薄切片光学定位，超薄
切片，醋酸铀及枸酸铅双重染色，日立 Ｈ６００ＩＶ型透射电
镜观察ＰＲＥ层超微结构的变化。
　　统计学分析：用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，先行
正态性检验及方差齐性检验，计量资料之间的比较采用

单因素方差分析。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２结果
２．１一般情况观察　７月龄Ａ组小鼠进食减少，体质量尚
平稳，白毛杂生，反应较前迟钝，被毛欠光泽。Ｂ组小鼠
进食明显减少，体肥懒动，反应迟钝，肌肉松弛，白毛丛

生，被毛枯槁。Ｃ组小鼠较６月龄时进食稍增，被毛渐复
光泽，活动稍增。

２．２各组小鼠体质量和血脂与血流变的比较　２月龄时
各组小鼠体质量相当，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。随
着饲养时间的增加，各组小鼠体质量均有所增加，６月龄
时Ｂ组、Ｃ组体质量均明显高于Ａ组，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。Ｃ组在中药灌胃及普通饲料饲养１ｍｏ后，
体质量明显下降，与 Ｂ组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。Ｂ组ＴＣ和ＬＤＬ与全血低切黏度、全血高切黏度
指标均明显高于Ａ组和 Ｃ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，表１）。
２．３各组 ＲＰＥ厚度和 ＶＥＧＦ与 ＶＥＧＦＲ２染色面积及积
分光密度的比较　Ａ组ＲＰＥ厚度明显高于Ｂ组和 Ｃ组，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但Ｂ组与Ｃ组之间差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图 １）。Ｂ组 ＲＰＥ层 ＶＥＧＦ及
ＶＥＧＦＲ２染色面积及积分光密度均高于 Ａ组和 Ｃ组，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２，图２）。
２．４视网膜 ＶＥＧＦ蛋白表达的变化　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，内参照 βａｃｔｉｎ蛋白在各组的显影条带较为一致。
Ｂ组视网膜ＶＥＧＦ蛋白的相对表达量明显高于 Ａ组和 Ｃ
组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。
２．５各组ＲＰＥ超微结构的变化　７月龄 Ａ组小鼠 ＰＲＥ
基底膜皱褶减少，胞质内线粒体轻度肿胀，可见核边聚现
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　　表１　各组小鼠体质量和血脂与血流变的比较 珋ｘ±ｓ

分组
体质量（ｇ）

２月龄 ６月龄 ７月龄
ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

全血黏度（ｍＰａ．Ｓ）
低切黏度 高切黏度

Ａ组 ２３．７４±０．６４ ３１．９０±１．３０ａ ３２．１８±１．５９ａ ９．６３±０．１８ａ １．１２±０．１５ａ ２６．７６±３．８６ａ ５．１８±０．３０ａ

Ｂ组 ２３．８０±０．９３ ３３．５８±１．８１ ３４．２７±１．１６ １０．５３±０．３０ １．９０±０．１３ ３４．６１±３．６６ ５．６４±０．２４
Ｃ组 ２３．９８±０．６２ ３３．２８±０．５３ａ ３１．５８±１．５１ａ ６．６７±０．５２ａ，ｃ １．５４±０．１１ａ ２９．０５±２．７５ａ ５．０６±０．２４ａ

　　ａＰ＜０．０５ｖｓＢ组；ｃＰ＜０．０５ｖｓＡ组。

　　　　　图１　各组小鼠ＰＲＥ层Ｍａｓｓｏｎ染色观察（×２００）　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组。

　　　　　图２　各组小鼠ＶＥＧＦ和ＶＥＧＦＲ２染色（×２００）　①：ＶＥＧＦ；②：ＶＥＧＦＲ２；Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组。

象。Ｂ组小鼠 ＲＰＥ基底膜皱褶变短且减少，胞质内线粒
体肿胀，可见核边聚，胞浆中可见大量空泡，所含黑色素颗

粒明显减少。Ｃ组小鼠ＰＲＥ基底膜皱褶减少，胞质内线粒
体轻度肿胀，可见核边聚，胞浆可见少量空泡（图３）。

３讨论
３．１血脂异常与 ＡＭＤ的关系　ＡＭＤ病变的主要特征包
括ＲＰＥ损伤、Ｂｒｕｃｈ膜增厚伴随脂质的沉积和脉络膜毛细
血管的衰变。血管模型学说［４］认为随着年龄的增长，脂质
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表２　各组小鼠ＰＲＥ厚度、ＶＥＧＦ与ＶＥＧＦＲ２染色面积及积分光密度、视网膜ＶＥＧＦ表达量的比较 珋ｘ±ｓ

分组
ＰＲＥ厚度
（μｍ）

ＶＥＧＦ
染色面积（μｍ２） 积分光密度

ＶＥＧＦＲ２
染色面积（μｍ２） 积分光密度

ＶＥＧＦ蛋白
相对表达量

Ａ组 ７．５３±０．９９ａ １８０８２．２５±１５５８．１１ａ ８７４４．２２±７８９．５８ａ １７７４１．８８±１５９７．３１ａ ８０５９．５５±９５９．８２ａ ０．８７±０．１６ａ

Ｂ组 ４．９８±０．５０ ２１６３８．２１±２６６３．５８ １０８６９．５１±１３４８．１２ ２３４６８．０２±２３３７．８１ １２６０５．３２±２１０９．１０ １．３２±０．４３
Ｃ组 ５．０８±０．４０ １８９８５．９３±２１０４．７１ａ ８７２４．３１±１２８０．５９ａ １９７３２．９８±３０６８．５７ａ ９０２３．４０±１５４０．５７ａ ０．９０±０．２４ａ

ａＰ＜０．０５ｖｓＢ组。

　　　　　图３　各组小鼠超微结构变化（×１００００）　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组。

进行性渗入脉络膜组织，致脉络膜血管管径变小、眼血流

持续降低及流体静压升高危害ＲＰＥ对外层脂质的处理和
脂蛋白的清除，引起玻璃膜疣形成、色素改变、萎缩，以及

Ｂｒｕｃｈ膜的钙化、破裂，同时由于脉络膜血流降低，致局部
缺血、缺氧使 ＲＰＥ分泌血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）增加，致脉络膜新生血管
形成。高脂血症对 ＲＢＣＣ各部分均有影响，且导致的
ＲＢＣＣ病理学和细胞学方面的变化与 ＡＭＤ的病理改变具
有一致性［５］。Ｌｅｅ等［６］实验研究认为，ＲＰＥ厚度明显变薄
可能与 ＲＰＥ细胞出现的脂质有关。脂质进入细胞线粒
体，经氧化分解生成大量的氧自由基，加重了线粒体的损

伤程度，形成大量的过氧化脂质，导致 ＲＰＥ细胞丢失，而
ＲＰＥ细胞无再生能力，因此ＲＰＥ细胞层变薄，这与我们本
次研究一致。治疗组 ＰＲＥ厚度比高脂组稍有增厚，但差
异无统计学意义，我们推测健脾祛瘀中药通过调节血脂、

改善血液流变学和血管内皮功能等作用，从而减缓 ＲＰＥ
损伤程度及进程，对于已经严重损伤的 ＲＰＥ细胞修复乏
术，故已经变薄的ＲＰＥ层未能重新显著增厚。
３．２中医对 ＡＭＤ及血脂异常的认识　祖国医学认为
ＡＭＤ属“视瞻昏渺”的范畴。病位在 ＲＢＣＣ等组织，该组
织既富有心所主的血脉，又富有肾所主的色素，且黄斑色

黄属脾［７］，故本病与脾、肾、心三脏密切相关。随着年龄增

长，机体脏腑功能衰退，水津输布失常，聚而成痰成瘀，痰

瘀互结，相兼为病［８］，其本质是本虚标实、虚实夹杂。曾庆

华等［９］对１１５例ＡＭＤ患者进行中医证候分型分析，发现
ＡＭＤ中医证候演变具有一定规律：ＡＭＤ干性早期为痰浊
蕴结型；ＡＭＤ湿性早中期为痰凝瘀滞型；ＡＭＤ地图状萎
缩期和盘状瘢痕期同属肝肾亏虚型。梁晋普等［１０］认为，

高脂血症的关键病机可以概括为痰瘀互结，而病理过程的

进一步发展，痰瘀胶结沉积血府，脉道失柔则是高脂血症

发展为心脑血管动脉硬化的病理演化过程。故本次研究

通过建立血脂异常性 ＡＭＤ动物模型，并按循经选药原则
组方，具体由生蒲黄、白术、丹参、牡丹皮、郁金等药物组

成，共奏健脾祛瘀之功，探讨健脾祛瘀法对增龄性痰瘀互

结为主要病机的ＡＭＤ的作用机制。
３．３ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ２信号通路与 ＡＭＤ　研究显示［１１］，有

许多因子参与血管新生的过程，其中 ＶＥＧＦＶＥＧＦＲ系统
在体内各种血管新生过程中的重要性已经成为共识。针

对ＶＥＧＦ自身及其信号传导通路的 ＶＥＧＦ抑制剂已成为
当今的研究热点。Ｓａｎｊｅｅｗａ等研究发现 ＡｐｏＥ４等位基因
的存在与接受抗ＶＥＧＦ治疗的新生血管性ＡＭＤ患者视力
得到提高之间存在显著相关性［１２］。Ｍａｒｉｎａ和Ａｎｃｈｏｒ两大
临床研究评价了 ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ对新生血管性 ＡＭＤ的治疗
效果［１３，１４］。研究发现随访视力保持稳定者约占９０％，约
３０％患者视力较对照组明显提高，另有约１０％患者视力
继续下降。但其应用的长期有效性和安全性尚难以确定，

有待大规模、前瞻性、随机和长期的临床试验加以证实。

再者，ＶＥＧＦ抑制剂药物大多价格昂贵，从药物经济学方
面考虑定会加重患者及社会的经济负担。ＶＥＧＦ是内皮
细胞特异性的有丝分裂因子，可诱导内皮细胞的增殖、迁

移，刺激ＶＲＧＦＲ２介导新生血管内皮细胞 ＤＮＡ合成和增
殖，ＶＥＧＦＲ２是ＶＥＧＦ的主要功能受体，它作为一种酪氨
酸激酶受体与ＶＥＧＦ结合，形成二聚体及酪氨酸发生自身
磷酸化，激活并将细胞膜／细胞质激酶级联反应信号传递
到细胞核，可引发内皮细胞的一系列变化，包括血管内皮

细胞增殖、存活、细胞骨架重排、细胞迁移以及基因表达

等，并最终引起血管增生，促进新生血管形成并维持其完

整性。随着病情的发展，组织缺氧加重，ＲＰＥ细胞功能进
一步受损，ＶＥＧＦ分泌增加，作用于 ＶＥＧＦＲ２受体，ＶＥＧＦ／
ＶＥＧＦＲ２信号传导通路形成，导致内皮细胞分裂、增生、移
行，形成新生血管。但由于ＶＥＧＦ家族不仅存在于病理性
新生血管形成过程中，而且还在正常血管发育及其他生命
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活动中起作用，因此，若单一性下调 ＶＥＧＦ，抑制 ＶＥＧＦ／
ＶＥＧＦＲ２信号通路，其作用恐会影响整体的正常生理功
能。若能调控ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ２信号通路，使其居于正常范
围，将意义深远。本次研究发现健脾祛瘀法对该 ＡＭＤ动
物模型的ＲＰＥ层ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ２的表达有一定的下调
作用，并可使ＲＰＥ细胞组织及超微结构发生轻微改善，治
疗组动物体质量、血脂、血液流变学指标及精神、纳食、活

动等整体情况亦有改观，故我们推测健脾祛瘀法对该动物

模型ＲＰＥ层ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ２信号传导通路有一定的调控
作用。

　　综上所述，本次研究成功建立血脂异常性 ＡＭＤ动物
模型，研究发现健脾祛瘀法对改善血脂异常 ＡｐｏＥ／小鼠
的血脂、血液流变学等生化指标有积极作用，对该模型的

ＲＰＥ层ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２的表达有一定的下调作用。此
提示健脾祛瘀法对该动物模型 ＲＰＥ层 ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ２信
号传导通路有一定的调控作用，可能为中医药早期防治

ＡＭＤ和延缓病情发展提供新的思路和方法。
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