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Abstract
誗 AIM: To investigate the expression of vascular
endothelial cell growth factor (VEGF) and its receptors in
vitreous of patients with diabetic retinopathy (DR), and
to discuss its role in the development of DR.
誗METHODS: Selected 13 patients (16 eyes) with DR and
15 healthy people (15 eyes), the expression of VEGF and
its receptors ( fms-like tyrosine kinase-1, Flt-1 and kinase
insert domain containing receptor, KDR) were evaluated
by immunohistochemistry in vitreous. The levels of
VEGF, the Flt-1 and KDR in vitreous of patients with DR
were examined with enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) .
誗RESULTS: Immunohistochemical staining showed that
the expression of VEGF, Flt-1 and KDR in vitreous vessel
membrane of patients with DR was increased
significantly. And the levels of VEGF, Flt - 1 and KDR in
vitreous of patients with DR were obviously higher than
that in the control group (P<0. 05 or P<0. 01) .
誗 CONCLUSION: VEGF, Flt - 1 and KDR were widely
expressed in vitreous of patients with DR, and were
positively related to micro-angiogenesis of DR patients. It
proved that VEGF and its receptors played important roles
in the occurrence and development of DR.
誗KEYWORDS:diabetic retinopathy; vascular endothelial
cell growth factor; Flt-1; KDR
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摘要
目的:观察血管内皮生长因子 ( vascular endothelial cell
growth factor, VEGF) 及其受体在糖尿病视网膜病变
(diabetic retinopathy, DR)患者玻璃体中的表达,探讨其在
DR 发生发展中的作用。
方法:对 13 例 16 眼 DR 患者和 15 例 15 眼健康人,采用免
疫组织化学法检测其玻璃体新生血管膜的 VEGF 及其受
体(fms-样酪氨酸激酶, Flt - 1 和含激酶插入区受体,
KDR)表达情况,同时采用酶联免疫吸附法(ELISA)检测
DR 患者玻璃体中 VEGF、Flt-1 和 KDR 的浓度。
结果:免疫组织化学染色显示,DR 患者玻璃体血管膜中
VEGF、Flt-1 和 KDR 高度表达,玻璃体中 VEGF、Flt-1 和
KDR 浓度明显高于对照组(P<0. 05 或 P<0. 01)。
结论:VEGF 及其受体 Flt-1、KDR 在 DR 患者玻璃体中高
度表达,与 DR 患者的微血管生成关系密切,提示 VEGF
及其受体在 DR 的发生发展中起重要作用。
关键词:糖尿病视网膜病变;血管内皮生长因子;fms-样酪
氨酸激酶;含激酶插入区受体
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy, DR)是糖尿
病患者多发且较严重的并发症之一,其病理基础为高糖诱
导视网膜微血管进行性损伤[1],血管内皮细胞分裂增生,
促进新生血管形成,导致不可逆的视功能损害,甚至完全
失明。 近年来,通过现代分子生物学、组织病理学及临床
等不同领域的交互渗透研究发现,视网膜新生血管的发
生、发展与血管内皮生长因子 ( vascular endothelial cell
growth factor, VEGF)及其受体表达密切相关[2]。 本研究
采用免疫组织化学法对 VEGF 及其受体( fms-like tyrosine
kinase-1, Flt-1 和 kinase insert domain containing receptor,
KDR)在 DR 患者玻璃体中的表达情况进行了初步观察,
同时采用酶联免疫吸附法( enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA)检测 DR 患者玻璃体中 VEGF、Flt-1 和 KDR
水平,以探讨 VEGF 在 DR 发病机制中的作用和意义。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 选取 2011-07 / 2013-06 在我院眼科进行手术
的 DR 患者 13 例 16 眼,所有患者均为 2 型糖尿病,符合国
际糖尿病协会及 WHO 制定的 DR 诊断标准[3]。 其中男 5
例 6 眼,女 8 例 10 眼;年龄 34 ~ 75(平均 54. 8依15. 2)岁;
所有患者术前和术后均行视力、眼压、裂隙灯、直接(间接)
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摇 摇 摇 图 1摇 DR患者玻璃体血管膜中 VEGF、Flt-1 和 KDR的表达(SP伊400) 摇 A:VEGF 表达;B:Flt-1 表达;C:KDR 表达。

检眼镜、OCT、荧光素眼底血管造影等检查;并排除有激光

光凝治疗史者。 另设 15 例 15 眼(均为健康人意外死亡后

6h 内的角膜移植供体眼)作为对照组。 DR 患者知情同意

后行标准三切口玻璃体切割术,行玻璃体切割手术过程

中,用剥膜钩剥离新生血管膜并用膜镊取出,立即放入多

聚甲醛(40g / L)中固定,4益 冰箱保存备用。 在关闭灌注

的情况下用玻璃体切割头进入玻璃体腔中央,抽取玻璃体

0. 2mL,放入 0. 5mL 无菌 Eppendorff 离心管中。 对照组取

出角膜后,用剥膜钩剥离新生血管膜并用膜镊取出放入多

聚甲醛(40g / L)中固定。 然后用无菌注射器抽取正常玻

璃体 0. 2mL,置于 0. 5mL 无菌 Eppendorff 离心管中。 所有

玻璃体样本均以 1500r / min 离心 10min,去除沉淀后放

入-70益冰箱保存备用。
1. 2 方法

1. 2. 1 免疫组织化学染色摇 将手术取出的血管膜标本常

规脱水、透明、石蜡包埋、3 ~ 4滋m 厚连续切片,摊片、烤
片。 采用免疫组织化学 SP 法染色,SP 9000 免疫组化检测

试剂盒、DAB 显色试剂盒均购于北京中杉金桥生物有限

公司。 具体步骤为:高温抗原修复后,加正常血清封闭组

织内非特异抗原,分别加入一抗(均为兔抗人多克隆抗

体,1颐100 稀释,美国 Santa Cruz 公司)温育 1h,4益 过夜,
PBS 冲洗 3 次;再加入二抗温育 30min,PBS 冲洗 3 次;再
加入三抗温育 30min,PBS 冲洗 3 次;DAB 显色剂显色,苏
木精复染,脱水,透明,中性树胶封片。 对照组以 PBS 代

替一抗作为阴性对照。 VEGF、Flt-1、KDR 染色结果以新

生血管内皮细胞内出现棕黄色颗粒为阳性。
1. 2. 2 ELISA检测摇 使用人 VEGF、Flt-1、KDR ELISA 试

剂盒(敏感度<20ng / L,武汉博士德生物技术公司提供),
严格按说明书操作,在美国 Metretech 960 型酶标仪上测定

光密度值,并计算对应浓度,各样本均测 2 次,取平均值作

为结果进行统计学分析。
摇 摇 统计学分析:数据采用统计学软件 SPSS 17. 0 进行处

理,计量资料以均数依标准差(軃x依s)形式表示,组间比较采

用 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

表 1摇 两组患者玻璃体内 VEGF、Flt-1 和 KDR浓度比较

(軃x依s, ng / mL)

组别 眼数 VEGF Flt-1 KDR
DR 组 16 0. 538依0. 102 5. 489依1. 526 1. 382依0. 403
对照组 15 0. 427依0. 094 4. 335依1. 409 0. 846依0. 468

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t 3. 14 2. 18 3. 42
P <0. 01 <0. 05 <0. 01

2 结果

2. 1DR患者玻璃体血管膜中 VEGF、Flt-1 和 KDR 的表

达摇 免疫组织化学图片见图 1,VEGF 表达部位位于血管

内皮细胞的细胞浆和细胞膜,间质部分亦有少量弱阳性表

达(图 1A);Flt-1 和 KDR 表达部位位于整个血管内皮细

胞(图 1B,C)。
2. 2 两组患者玻璃体内 VEGF、Flt-1 和 KDR 浓度比较摇
对照组玻璃体内 VEGF、Flt-1 和 KDR 浓度分别为 0. 427依
0. 094,4. 335依1. 409ng / mL 和 0. 846依0. 468ng / mL;而 DR
组患者玻璃体内三者浓度分别为 0. 538 依0. 102,5. 489 依
1郾 526ng / mL 和 1. 382依0. 403ng / mL。 DR 组患者玻璃体内

VEGF 及其受体浓度明显高于对照组,经统计学处理差异

有显著性(P<0. 05 或 P<0. 01,表 1)。
3 讨论

3. 1 VEGF 及其受体的生物结构特点摇 VEGF 是一种二聚

体糖蛋白,因其具有促进血管内皮细胞有丝分裂作用和较

强的血管渗透作用而被命名,是一种高度特异的血管生成

因子和最具选择性的内皮细胞促有丝分裂因子,可参与多

种生理性或病理性新生血管形成过程。 其基因定位于

6p21,长 14kb,相对分子质量 45伊103,由 7 个内含子和 8
个外显子构成,通过与高亲和力的特异性受体结合而发挥

生物学效应[4]。 fms-样酪氨酸激酶(Flt-1)和含激酶插入
区受体(KDR)是 VEGF 两大类受体[5],二者结构相似,均
属于酪氨酸激酶类,但生物学活性有所差异。 Flt-1 由视

网膜血管周细胞分泌,参与血管生成过程中新毛细组织装

配和内皮细胞的排列,不引起内皮细胞分裂增殖;KDR 由

8851

国际眼科杂志摇 2014 年 9 月摇 第 14 卷摇 第 9 期摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



视网膜内皮细胞分泌,参与内皮细胞的增殖、分化与迁移,
同时可抑制内皮细胞凋亡。
3. 2 DR患者 VEGF 及其受体表达的变化 摇 众多研究证

实,DR 患者 VEGF 及其受体表达增加。 徐威等[6]对 65 例

糖尿病患者进行血浆 VEGF 水平的检测,并与 35 名健康

人作比较,结果发现 DR 患者血浆 VEGF 水平明显高于健

康对照组。 Agrawal 等[7]用斑点杂交、免疫组织化学、免疫

沉淀和免疫印迹技术研究糖尿病大鼠视网膜 VEGF
mRNA 和蛋白表达的丰度及分布。 结果表明,病程 6mo 的

糖尿病动物血管壁、内核层、外丛状层 VEGF 表达上调,
VEGF mRNA 水平较对照组显著升高,Flt-1 和 KDR 表达

也明显上调。 本研究中免疫组织化学结果显示 DR 患者

玻璃体血管膜中 VEGF、Flt-1 和 KDR 高度表达,玻璃体中

VEGF、Flt-1 和 KDR 浓度明显高于对照组(P<0. 05 或 P<
0. 01),这与苏钰等[8]的研究结果相一致。
3. 3 DR患者 VEGF 及其受体表达变化的相关机制 摇 DR
患者长期处于高血糖和代谢紊乱状态,促使血管障碍,血
液凝固系统亢进,纤溶系统功能低下,毛细血管阻塞,加之

红细胞携氧能力下降,造成视网膜组织慢性缺血缺氧[9]。
缺氧是刺激视网膜血管内皮细胞 VEGF mRNA 表达的最

强因素[10],大量表达的 VEGF 破坏了血-视网膜屏障,使
视网膜血管通透性增加,渗出增加,渗出液进入玻璃体,玻
璃体内 VEGF 含量明显增加,VEGF 作用于内皮细胞上的

KDR 和 Flt-1 受体,使细胞内蛋白酪氨酸磷酸化,进一步

刺激视网膜内皮细胞增殖,诱导视网膜新生血管形成,加
重病情。
摇 摇 综上所述,DR 患者玻璃体中 VEGF 及其受体高度表

达,可以通过定期监测 VEGF 水平来了解糖尿病微血管病

变的发生及发展程度,为 DR 的早期诊断、病情判断提供

依据。 同时可以利用 VEGF 抑制剂或受体拮抗剂来延缓

DR 病变的发生、发展,为 DR 的防治提供一个新途径。
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