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Abstract
誗AIM: To measure the expression of stromal cell derived
factor-1 (SDF-1) and vascular endothelial growth factor
(VEGF) in retina of diabetic rats model at the different
stage and explore the inhibitory effect of AMD3100 on the
expression of SDF - 1 and VEGF mRNA by RT - PCR and
Western-Blot test.
誗METHODS: RT - PCR and Western - Blot tests were
carried out. In RT-PCR test, 60 adult SD rats were divided
into normal group, antagonist group, and diabetes
group. After diabetic rat model was induced using
streptozotocin and antagonist group and diabetic group
were injected intravitreously and postocularly with
AMD3100 and PBS respectively. All rats were killed and
the retina was extracted. after 1,3,5 months and the HE
stain of paraffin sections was used and the expression of
SDF-1 and VEGF mRNA were measured with RT-PCR. In
Western - Blot test, 18 rats were divided into normal
group, diabetes group and four antagonist groups which
were using different concentration of AMD3100, and killed
after 3 months.
誗RESULTS: SDF- 1 and VEGF mRNA were expressed in
normal group, antagonist group and diabetes group. At

the same age group (1, 3 and 5 months) and among the
normal group, antagonist group and diabetes group, the
difference of expression of SDF-1 and VEGF mRNA were
significant. The expressions in diabetic group were
always highest and antagonist group lower than diabetic
group. The expression of SDF - 1 and VEGF mRNA was
increased significantly with the extension of disease. The
HE Stain of paraffin sections showed DM group had more
cell nucleus which protruded internal limited membranes
than normal control group and antagonist group. The
Western-Blot test showed in 4 antagonist groups the SDF -1
and VEGF protein expression levels gradually decreased with
the increases of SDF- 1 antagonist AMD3100 concentration,
the difference was significant. When intravitreous injected
concentration of AMD3100 increased over 10滋g / 滋L, the
expression of SDF - 1 and VEGF protein did not change,
the difference was not statistically significant
誗 CONCLUSION: With the progression of diabetic
retinopathy, the expression of VEGF and SDF-1 mRNA in
the retinal tissue of diabetic rats increased. The antagonist
AMD3100 could reduce the expression of SDF-l, VEGF and
inhibit the development of new blood vessels. In a certain
concentration range, this inhibitory effect of AMD3100 was
dose-dependent.
誗KEYWORDS: stromal cell derived factor - 1; vascular
endothelial growth factor; AMD3100; diabetic retinopathy
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摘要
目的:探讨不同时期糖尿病大鼠视网膜中基质细胞衍生因
子-1(stromal cell derived factor-1,SDF-1)和血管内皮生
长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF) mRNA 的
表达,以及不同剂量 SDF-1 拮抗剂 3100 对 SDF-1 表达的
抑制作用。
方法:将实验大鼠分为正常组、拮抗剂组、糖尿病组。 腹腔
注射链脲佐菌素建立大鼠糖尿病模型。 拮抗剂组、糖尿病
组分别于成模后 1wk 玻璃体腔注射 AMD3100 和 PBS。 随
后各组球后多次球后注射相应药物。 实验方法采用
RT-PCR 和 Western-Blot。 RT-PCR 实验共饲养三组大鼠
60 只,各组均于 1,3,5mo 处死部分大鼠,各组提取标本,
RT- PCR 检测并 HE 染色观察视网膜血管增生情况。
Western-Blot 实验将 18 只大鼠分为正常对照组、4 组不同
剂量 AMD3100 的拮抗剂组及糖尿病组共 6 组,饲养时间
均为 3mo。
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结果:RT-PCR 检测 1,3,5mo 各同龄组中三组间大鼠视网
膜 SDF-1 和 VEGF mRNA 的表达均有显著统计学差异(P<
0. 01),且均以糖尿病组表达最高,拮抗剂组的表达低于
糖尿病组。 随着糖尿病病程的延长, SDF - 1 和 VEGF
mRNA 的表达进一步增加,视网膜 HE 染色切片上突破内
界膜的内皮细胞核数明显增加。 Western-Blot 检测表明,
在一定范围内随着拮抗剂 AMD3100 浓度的增大,SDF-1
和 VEGF 的蛋白表达量逐渐减少,差异具有显著统计学差
异(P<0. 01);当继续增加浓度(玻璃体腔注射>10滋g / 滋L),
SDF-1 和 VEGF 的蛋白表达量无明显改变,差异无统计学
意义(4 和 5 组相比,P>0. 05)。
结论:随着糖尿病视网膜病变病程的进展,糖尿病大鼠视
网膜组织里 VEGF 和 SDF-1 mRNA 的表达量增加。 SDF-1
受体拮抗剂 AMD3100 可降低 SDF-1 和 VEGF 的蛋白表
达。 这种拮抗作用在一定的浓度范围内,其抑制作用有剂
量依从性,剂量越大,抑制作用越强。
关键词:基质细胞衍生因子-1;血管内皮生长因子;拮抗
剂;糖尿病视网膜病变
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0 引言
摇 摇 视网膜微循环障碍是增生性糖尿病视网膜病变
(proliferative diabetic retinopathy,PDR)的病理基础,细胞
因子则贯穿于整个过程之中。 基质细胞衍生因子 - 1
(stromal cell derived factor-1,SDF-1)是一种具有趋化活
性的细胞因子。 最新研究表明,SDF-1 / CXCR4 不仅广泛
参与体内各类炎症及新生血管形成有关的疾病,在各种原
因导致的视网膜新生血管的形成过程中,SDF-1 起着相
当重要作用[1]。 由于目前 SDF-1 与糖尿病视网膜病变
(diabetic retinopathy,DR)中的研究主要局限于临床上 DR
患者玻璃体中 SDF-1 浓度与 DR 病变的研究,缺乏这方面
动物实验和深入的基础研究。 本实验通过建立糖尿病大
鼠模型,测定视网膜中 SDF - 1 和血管内皮生长因子
(vascular endothelial growth factor,VEGF)的含量,并玻璃
体腔注射 SDF-1 拮抗剂 AMD3100,探索在糖尿病大鼠中
SDF-1 在视网膜中的表达和 AMD3100 对该模型大鼠视网
膜中 SDF-1 的抑制作用。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 RT-PCR 方法选取清洁型雄性 SD 大鼠 60 只,
体质量 190 ~ 220g,鼠龄 6 ~ 7 周龄(上海斯莱克实验动物
有限责任公司提供),于 SPF 级动物饲养房内饲养;采用
随机数字表法将大鼠随机分成糖尿病组(DM,n = 21)、拮
抗剂组(AGN,n=21)和正常对照组(CON,n = 18);按饲养
时间不同,每组又分 3 个亚组,即 1mo 组(M1 组)、3mo 组
(M3 组)、5mo 组(M5 组)。 蛋白免疫印迹(Western-Blot,
WB)方法取上述同样 18 只大鼠随机分 6 组,每组 3 只,其
中组 1 为糖尿病组,组 2 ~ 5 为不同浓度拮抗剂组,组 6 为
正常对照组。
1. 2 方法
1. 2. 1 糖尿病模型的建立及分组给药摇 实验大鼠禁食 12h
后,用新鲜配置 0. 1mmol / L pH=4. 5 的枸橼酸盐缓冲液稀

释链脲佐菌素(streptozotocin,STZ),以 60mg / kg 一次性腹
腔内注射诱导建立糖尿病大鼠模型。 14d 尾静脉采血测
血糖稳定,并保持于 1wk 内均逸16. 7mmol / L,确定成模并
纳入实验。 RT-PCR 实验中,拮抗剂组于 STZ 注射大鼠糖
尿病成模后 2wk 采用改制的 10滋L 微量进样器加诺和龙
针头,在双眼玻璃体内注射拮抗剂 AMD3100(2. 5滋g / 滋L)
2滋L (PBS 溶液稀释)。 DM 组玻璃体内注射 PBS 溶液
2滋L。 之 后 分 别 在 拮 抗 组 双 眼 球 后 注 射 AMD3100
(2郾 5滋g / 滋L)和 DM 组注射 PBS 溶液 20滋L,每周 1 次,连
续 6wk,最后改为 2wk 1 次球后注射。 用于 Western-Blot
实验的拮抗剂组大鼠于糖尿病成模后 2wk 按不同浓度
2郾 5滋g / 滋L ( AGN1 组 )、 5滋g / 滋L ( AGN2 组 )、 10滋g / 滋L
(AGN3 组)、15滋g / 滋L(AGN4 组) 分别行玻璃体腔注射
2滋L AMD3100。 糖尿病组玻璃体腔注射 PBS 液 2滋L。 以
上大鼠模型在玻璃体腔注射 2wk 后按原每组不同浓度每
周 1 次球后注射 20滋L,饲养期为 3mo。
1. 2. 2 眼球的取材与固定 摇 分别于造模后 1,3,5mo 末称
体质量、测空腹血糖后,以乙醚吸入麻醉,处死大鼠并取出
眼球,于锯齿缘后 0. 5mm 处剪开眼球壁,轻轻除掉眼前节
和玻璃体,4益冷 PBS 液中快速剥离视网膜。 RT-PCR 检
测取双眼视网膜作为一个标本,各组放入含有 1mL
RNAlater 保存液的 1. 5mL 进口冻存管中,-80益低温。 以
备进行实时定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)研究。
另外各组大鼠处死后取其眼球,去除前节后甲醛溶液固
定、石蜡包埋并行 HE 染色。 用于 Western-Blot 检测的大
鼠于 3mo 后同样处死、取出眼球、剥离视网膜后,直接-80益
低温保存。
1. 2. 3 RT-PCR 检测视网膜 SDF-1 和 VEGF mRNA 含
量摇 从 RNAlater 保存液中取出样本,加入 1mL Trizol 后组
织匀浆,常规分离抽提 RNA。 取溶解后的样品分别用微
量分光光度仪于 A260及 A280下测吸收值,测定 RNA 溶液纯
度,A260 / A280比值范围在 1. 8 ~ 2. 0,说明 RNA 纯度较高,可
进行 RT-PCR 实验。 对所抽提 RNA 样本进行电泳检测。
琼脂糖凝胶电泳显示 28S,18S 和 5S RNA 条带的亮度。
取总 RNA 为模板,根据反转录试剂盒提供方法以随机引
物逆转录合成模板 cDNA,同时进行半定量 RT-PCR 检
测。 利用 DNAstar 引物设计软件(上海捷瑞生物工程有限
公司)设计引物。 内参基因的双向引物为:5蒺-AGTCGCC
GTGCCTACCAT-3蒺 和 5蒺 -CGGGTCGGGAGTGGGTAA-3蒺,
长度为 129bp。 目的基因 SDF - 1 的双向引物为:5蒺 -
GATGCCCCTGCCGATTCTTT-3蒺 和 5蒺-GTCCTTTGGGCTGT
TGTGCTTACT-3蒺,长度为 204bp; VEGF 的双向引物为:5蒺-
CCGGACGGGCCTCTGAAACCAT-3蒺 和 5蒺 -CAGCAGCCCGC
ACACCGCATTAG- 3蒺,长度为 277bp。 反应参数为:95益
3min,循环体:95益 30s,55益 30s,72益 30s,35 ~ 40 个循
环,延伸:72益 15min。 将各个样品的内参基因(18s)与目
的基因(SDF-1 和 VEGF)分别进行 PCR 反应。 按照稀释
的标准曲线,各样品的内参基因与目的基因的浓度由机器
自动产生,每个样品的目的基因浓度除以其相对应的内参
基因,就是此样品里基因的最后含量。
1. 2. 4 Western-Blot 检测视网膜 SDF-1 和 VEGF 蛋白
的含量摇 将所取的单眼视网膜加入细胞组织裂解液约
500滋L,在冰上用高速组织分散器匀浆,10000r / min 离心
5min 后转移上清至新管中,蛋白与等体积的上样缓冲液
混匀,100益加热 5 ~ 10min,经过 SDS-PVDF 凝胶电泳,半
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摇 摇 摇 摇 图 1摇 HE 染色观察视网膜血管增生情况摇 A:DM 5mo 组视网膜细胞极度水肿,可见突大量破内界膜的细胞核;
摇 摇 摇 摇 B:AGN 5mo 组视网膜细胞水肿减轻,突破内界膜的内皮细内皮细胞核减少;C:CON 5mo 组未见内皮细胞核突破内界膜。

干式转膜,50g / L 脱脂奶粉封闭 1h,然后分别加入 1 颐500
稀释的兔抗大鼠 SDF-1 和 VEGF 抗体(美国 Abcam 公
司),4益下孵育过夜,洗膜后加入结合辣根过氧化物酶的
二抗(1颐20000),室温孵育 1h,洗膜后应用 ECL 显色剂显
影,用 Bio-Rad 的凝胶成像系统照相并进行光密度分析。
同法检测 茁-actin 内参照蛋白,通过目的基因与内参基因
条带的光密度比值作为 SDF-1 和 VEGF 蛋白的相对含量
分析。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 软件包进行统计分析,
实验数据以均数依标准差(軃x依s)表示,各组先行正态分布
检验。 各组间均值差异比较采用单因素方差分析,两两比
较方差齐者用 LSD-t 检验,方差不齐者用 Dunnett蒺-t。 P<
0. 05 表示差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 大鼠的基本情况摇 用于 RT-PCR 检测的 60 只大鼠在
建模和饲养的过程中死亡 3 只, 无正常组大鼠死亡。 DM
组和拮抗剂组大鼠成功建模后饲养的过程中,无血糖返回
正常现象,食量、饮水量及尿量均显著增加,同时体质量增
长显著缓慢,并出现皮毛枯黄、晶状体发白等。 各组大鼠
处死前平均血糖无统计学差异(P >0. 05,表 1)。 用于
Western-Blot 检测的 18 只大鼠 3mo 后血糖,糖尿病组均
值为 27. 6依3. 1mmol / L、各拮抗剂组为 26. 9依3. 7mmol / L、
正常组为 5. 7依1. 1mmol / L,糖尿病组与拮抗剂各组相比无
统计学差异(P> 0. 05),糖尿病组、拮抗剂各组与正常组
相比有显著统计学差异(P<0. 01)。
2. 2 HE染色观察视网膜血管增生情况 摇 大鼠糖尿病组
1mo 可见少量的内皮细胞突破内界膜,正常对照组和拮抗
组大鼠视网膜内界膜平整,结构清楚。 3mo 大鼠糖尿病
组,视网膜表面可见明显的血管内皮细胞核突破内界膜,
并且视网膜内界膜下细胞增殖,排列紊乱。 糖尿病 5mo
组(DM5)表现最明显,并可见新生血管芽(有些毛细血管
腔中可见红细胞)。 在 DM5 组,视网膜表面可见少量的血
管内皮细胞核突破内界膜,较相应的糖尿病组突破内界膜
的内皮细胞明显减少;视网膜内界膜下虽然排列也不整
齐,表现明显轻于相应的糖尿病组,但更接近于正常组(图 1)。
各组大鼠突破内界膜的内皮细胞核数见表 2。 采用单因
素方差分析,各期切片平均突破内界膜内皮细胞核数在糖
尿病组有统计学差异(P<0. 05),而在拮抗剂组各期差异
无统计学意义(P>0. 05)。 糖尿病各期平均突破内界膜内
皮细胞核数与相应的正常对照组(CON 组)比较,差异有
显著统计学意义(P<0. 01),与拮抗剂组相比也具有显著
统计学差异(P<0. 01)。
2. 3 各组视网膜 SDF-1 和 VEGF mRNA含量
2. 3. 1 各组 SDF-1 mRNA 含量的比较摇 各组视网膜上

表 1摇 RT-PCR各组大鼠处死前平均血糖情况 (軃x依s,mmol / L)
分组 1mo 3mo 5mo P
正常对照组 5. 8依1. 0 5. 9依1. 5 5. 4依1. 3 >0. 05
糖尿病组 25. 9依3. 6 27. 8依1. 3 26. 6依4. 0 >0. 05
拮抗剂组 25. 3依3. 8 25. 8依1. 5 27. 4依3. 5 >0. 05

表 2摇 突破内界膜的内皮细胞核个数 (軃x依s,个 /高倍镜)
分组 1mo 组 3mo 组 5mo 组 P
正常对照组 0. 78依0. 66 0. 87依1. 09 1. 02依0. 86 >0. 05
糖尿病组 13. 33依3. 04b 22. 77依8. 13b 30. 77依14. 59b <0. 01
拮抗剂组 7. 11依2. 66d 12. 55依2. 01d 13. 05依3. 39d <0. 05

bP<0. 01 vs 拮抗剂组、正常对照组;dP<0. 01 vs 正常对照组。

SDF-1 mRNA 的表达量见表 3。 正常组、拮抗剂组和糖尿
病组视网膜上均有 SDF-1 mRNA 的表达,同龄组中糖尿
病组的表达显著性增高,且三组中各同龄组相比,差异均
有统计学意义(P<0. 05)。 DM 大鼠视网膜组织里 SDF-1
mRNA 的表达量随着病程的延长而增加(糖尿病 1,3,5mo
组相比,F=20. 598,P<0. 01;1,3mo 组及 3,5mo 组相比,P<
0. 05);和同龄正常对照组大鼠相比较,DM 大鼠视网膜组
织中 SDF - 1 mRNA 的表达量 1mo 时就明显升高 ( P <
0郾 05),3mo 时 mRNA 明显增高(P<0. 01),5mo 时差异更
为显著(P<0. 01);和同龄正常对照组大鼠相比较,拮抗剂
组大鼠视网膜组织中 SDF-1 mRNA 的表达量均轻度升高
(P<0. 05);和同龄拮抗剂组大鼠相比较,糖尿病组大鼠视
网膜组织里 SDF-1 mRNA 的表达量均升高(1,3mo 组 P<
0. 05,5mo 组 P=0. 001)。
2. 3. 2 各组 VEGF mRNA 含量的比较 摇 各组视网膜上
VEGF mRNA 的表达量见表 4。 正常组、拮抗剂组和糖尿
病组视网膜上均有 VEGF mRNA 的表达,且同龄组中糖尿
病组的表达显著性增高。 三组中各同龄组相比,差异均有
统计学意义(P<0. 05)。 且 DM 大鼠视网膜组织中 VEGF
mRNA 的表达量随着病程的延长而增加(糖尿病 1,3,5mo
组相比,F=24. 332,P<0. 01;1,3mo 组及 3,5mo 组相比,P<
0. 05);和同龄正常对照组大鼠相比较,DM 大鼠视网膜组
织中 VEGF mRNA 的表达量 1mo 时就明显升高 ( P <
0郾 05),3mo 时 mRNA 明显增高(P<0. 01),5mo 时差异更
为显著(P<0. 01);和同龄正常对照组大鼠相比较,拮抗剂
组大鼠视网膜组织中 VEGF mRNA 的表达量均轻度升高
(P<0. 05);和同龄拮抗剂组大鼠相比较,糖尿病组大鼠视
网膜组织中 VEGF mRNA 的表达量均升高 (1mo 组 P <
0郾 05,3mo 组 P<0. 05,5mo 组 P<0. 01)。
2. 4 各组视网膜 SDF-1 和 VEGF 蛋白含量
2. 4. 1 各组 SDF-1 蛋白含量的比较摇 糖尿病对照组、4 个
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 3摇 各组视网膜上 SDF-1 mRNA的表达量 (軃x依s,ng / 滋L)
分组 1mo 组 3mo 组 5mo 组 P
正常对照组 50. 23依10. 92 66. 55依30. 04 70. 04依35. 02 >0. 05
糖尿病组 356. 59依123. 42b 667. 87依66. 02b 909. 74依118. 35b <0. 01
拮抗剂组 85. 74依11. 79d 166. 23依125. 44d 270. 85依152. 04d <0. 01

摇 摇 摇 摇
P < 0. 01 <0. 01 <0. 01

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 bP<0. 01 vs 拮抗剂组、正常对照组;dP<0. 01 vs 正常对照组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 4摇 各组视网膜上 VEGF mRNA的表达量 (軃x依s,ng / 滋L)
分组 1mo 组 3mo 组 5mo 组 P
正常对照组 14. 65依9. 68 16. 98依5. 24 14. 96依6. 29 >0. 05
拮抗剂组 28. 35依9. 16 35. 57依10. 02 36. 76依4. 76 <0. 05
糖尿病组 48. 94依6. 66 60. 54依8. 96 96. 58依10. 16 <0. 01

摇 摇 摇 摇
P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

拮抗剂组及正常对照组的视网膜上均有 SDF-1 的蛋白表
达(图 2,表 5),且糖尿病组的表达显著性增高,差异有统
计学意义(六组相比,F = 462. 329,P<0. 01),糖尿病组大
鼠与拮抗剂各组大鼠相比,视网膜组织中 SDF-1 的蛋白
表达量明显升高,差异有显著统计学意义(糖尿病组与 4
个拮抗剂组两两相比,均 P<0. 01),随着 SDF-1 拮抗剂
AMD3100 浓度的增大,SDF-1 的蛋白表达量逐渐减少,差
异具有显著统计学差异(AGN1 组和 AGN2 组,AGN2 组和
AGN3 组两两相比,P<0. 01)。 当拮抗剂浓度增加到拮抗
剂 3 组后,如继续增加浓度,SDF-1 的蛋白表达量无明显
改变,差异没有统计学意义(AGN3 组和 AGN4 组相比,P>
0. 05)。 糖尿病组与正常组大鼠、拮抗剂组与正常组大鼠
相比,SDF-1 的蛋白表达量均有升高,差异有统计学意义
(P<0. 01)。
2. 4. 2 各组 VEGF 蛋白含量的比较摇 糖尿病对照组、4 个
拮抗剂组及正常对照组的视网膜上均有 VEGF 的蛋白表
达(图 2,表 5),且同龄组中糖尿病组的表达显著性增高,
差异有统计学意义(六组相比,F = 851. 432,P<0. 01),糖
尿病组大鼠与拮抗剂各组大鼠相比,视网膜组织中 VEGF
的蛋白表达量明显升高,差异有显著统计学意义(糖尿病
组与 4 个拮抗剂组两两相比,均 P<0. 01),随着 SDF-1 拮
抗剂 AMD3100 浓度的增大,VEGF 的蛋白表达量逐渐减
少,差异具有显著统计学意义 ( AGN1 组和 AGN2 组,
AGN2 组和 AGN3 组两两相比,P<0. 01)。 当拮抗剂浓度
增加到拮抗剂 3 组后,如继续增加浓度,VEGF 的蛋白表
达量无明显改变,差异没有统计学意义(AGN3 组和 AGN4
组相比,P>0. 05)。 糖尿病组与正常组大鼠,拮抗剂组与
正常组大鼠相比,VEGF 的蛋白表达量均有升高,差异有
统计学意义(P<0. 01)。
3 讨论
摇 摇 DR 的实质是进展性的微血管病变,其中在 DR 的病
变进展中视网膜新生血管的异常增殖是一个重要的病理
改变。 因为正常的视网膜血管不会突破内界膜,故可以认
为突破内界膜的血管为视网膜的新生血管芽。 本实验通
过采用计数突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数目的
方法来评价视网膜新生血管的增殖情况。 本研究中 DM
组大鼠随着糖尿病程的延长,HE 染色可见血管内皮细胞
核突破内界膜并数量增多,视网膜内界膜下细胞增殖,排
列紊乱,在 5mo 组表现最明显,并可见新生血管芽,有些

图 2摇 各组 Actin 和 SDF-1 及 VEGF 的蛋白表达摇 组 1:糖尿
病组;组 2:AGN1 组;组 3:AGN2 组;组 4:AGN3 组;组 5:AGN4
组;组 6:正常对照组。

表 5摇 各组视网膜上 SDF-1 和 VEGF的蛋白表达量 軃x依s
分组 SDF-1 VEGF
糖尿病组 0. 96依0. 026 0. 867依0. 011
AGN1 组 0. 76依0. 017 0. 673依0. 014
AGN2 组 0. 62依0. 015 0. 565依0. 008
AGN3 组 0. 51依0. 007 0. 453依0. 013
AGN4 组 0. 51依0. 013 0. 455依0. 016
正常组 0. 38依0. 016 0. 306依0. 007

毛细血管腔中可见红细胞。 这一结果表明,大鼠 DR 病变
随着糖尿病病程的延长而加重,血管增殖更为明显。
摇 摇 SDF-1 是由骨髓基质细胞及其他组织的基质细胞分
泌释放的一种 CXC 类细胞趋化因子,CXCR4 是目前已知
SDF-1 唯一的特异性受体。 SDF-1 通过与 CXCR4 结合
可以诱导骨髓来源的内皮祖细胞 ( endothelial progenitor
cells,EPCs) 移行至缺血缺氧组织并参与构成新生血
管[2]。 已有研究表明 PDR 患者眼部病变越严重,玻璃体
中的 SDF-1 浓度越高。 本实验利用 RT-PCR 技术发现,
在正常对照组大鼠视网膜组织上存在 SDF-1,且表达相对
较弱,这与袁源智等[3]结果相符。 DM 大鼠视网膜组织上
SDF-1 mRNA 的表达显著高于同龄正常组,且随着病程的
延长而增加(5mo 组,P<0. 01)。 糖尿病 1,3,5mo 组分别
为 356. 597依123. 416,667. 873依66. 018,909. 740依118. 353,差
异有统计学意义(F = 20. 598,P<0. 05)。 这表明,在 DM 大
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鼠视网膜组织上 SDF-1 mRNA 的表达随着糖尿病 DR 病变
的加重而增加,与以往人体 DR 玻璃体研究结果相符[4,5]。
摇 摇 本实验发现随着糖尿病 DR 病变的加重,视网膜中
VEGF mRNA 的表达也明显升高,糖尿病 1,3,5mo 组分别
为 48. 937依6. 675,60. 540依8. 975,96. 580依10. 158,差异有
统计学意义(F=24. 332,P<0. 01)。 这也提示了 VEGF 在
新生血管形成中扮演着重要的角色。 VEGF 通过影响细
胞增殖、细胞迁移、诱导毛细血管腔形成,从而促进新生血
管的生成和生长。
摇 摇 在血管新生的过程中 SDF-1 / CXCR4 与 VEGF 有着
复杂的关系。 研究表明,CXCR4 在碱性成纤维细胞生长
因子(basic fibroblast growth factor,bFGF)和 VEGF 的刺激
下,可上调表达,从而使内皮细胞对 SDF-1 更加敏感。 同
时,SDF-1 也可以一个正反馈的形式促进 bFGF 和 VEGF
的分泌[6]。 有离体实验证实了 AMD3100 能够降低由
VEGF 诱导的新生血管的形成数量[7]。 Butler 等[4]在 PDR
玻璃体腔注射曲安奈德可使囊样黄斑水肿和活动性的新
生血管消退,同时可显著降低 SDF-1 和 VEGF 的水平。
在缺血缺氧视网膜动物模型中发现,动物玻璃体内注射
SDF-1 中和抗体后,即使有外源性 VEGF 的存在,也无视
网膜新生血管的发生[4]。 这一实验也证实了这个细胞因
子调节的反馈机制的存在。
摇 摇 体外研究显示[8],通过使用 AMD3100 来抑制 SDF-1 /
CXCR4 信号通路,能够破坏人类胚胎内皮细胞的芽生。
应用 AMD3100 选择性拮抗 CXCR4 可以完全抑制由 SDF-1
介导 的 血 管 芽 生 增 加[9]。 通 过 AMD3100 来 拮 抗 其
CXCR4 与 SDF-1 的结合,减弱 EPCs 的趋化效应,从而抑
制由 EPCs 介导的新生血管的生长。 本研究发现 DM 大鼠
应用拮抗剂 AMD3100 后,各拮抗组与同龄 DM 大鼠相比,
拮抗剂组大鼠视网膜组织里 SDF-1 mRNA 的表达量均明
显下降(1 和 3mo 组均 P<0. 05,5mo 组 P<0. 01),HE 染色
突破内界膜的内皮细胞核数明显减少(P<0. 01)。 这表明
拮抗剂 AMD3100 可降低 DM 大鼠 SDF-1 的表达,从而抑
制视网膜新生血管的增生。 本实验也发现与同龄糖尿病
组大鼠相比较,在 SDF-1 的表达下降的同时,拮抗剂组大
鼠视网膜组织中 VEGF mRNA 的表达量也明显下降(1 和
3mo 组 P<0. 05,5mo 组 P<0. 01),这也再一次证明了这个
细胞因子调节的反馈机制的存在。 可以认为 AMD3100 通
过拮抗 SDF-1 的受体 CXCR4,削弱了 SDF-1 与 CXCR4
相结合所产生的效应,进而 VEGF 蛋白的表达量也减少,
最终起到了抑制新生血管生成的作用。
摇 摇 Carr 等在大鼠主动脉环离体的培养模型中,发现 SDF-1
可以依赖剂量诱导血管出芽,给予 10滋mol / L AMD3100 后
血管出芽减少了 50% ,具有明显的抑制效果[8]。 本实验
采用不同浓度拮抗剂 AMD3100,应用 Western-Blot 检测视
网膜 SDF-1 和 VEGF 含量,以了解 AMD3100 抑制新生血
管生成的量效关系。 发现随着拮抗剂浓度的增大,SDF-1
和 VEGF 的蛋白表达量逐渐减少,差异具有显著统计学差
异(2 和 3 组,3 和 4 组两两相比,P<0. 01)。 说明在一定
的范围内增大拮抗剂浓度,可有效地增加 AMD3100 的拮
抗作用,表现为剂量依从关系。 但当增加到第 4 组
(10滋g / 滋L)时,继续增加浓度,SDF-1 和 VEGF 的蛋白表
达量无明显改变,差异没有统计学意义(4 和 5 组相比,P>
0. 05)。 徐庆胡等[10] 发现应用小剂量玻璃体腔内注射

AMD3100(8g / L)与大剂量(80g / L)相比结果无差异性,与
本文结果相符。 本结果说明随着 AMD3100 剂量的增大,
受体与之结合增多,增强药物作用。 当受体达到饱和后,
其作用将不再增强。
摇 摇 AMD3100,商品名 Plerixafor,为一种化学合成药物,分
子量为 502. 79[11],是美国 Genzyme 公司研发的趋化因子
受体 4(CXCR4)的专一性拮抗剂,已用于多发性骨髓瘤与
霍杰金淋巴瘤患者干细胞移植的临床实验[12]。 此药的半
衰期约为 8 ~ 9h。 动物实验方面报道,目前采用 AMD3100
(2. 5mg / kg) 隔天腹腔注射一次[13]。 在玻璃体内注射剂
量有不同报道。 汪枫桦等[14]采取玻璃体腔内一次性注射
AMD3100 5滋g,而徐庆胡等[10] 一次性注射 8滋g 和 80滋g。
由于血-视网膜屏障作用玻璃体内注药可使药物在玻璃
体内维持相对较长时间。 Butler 等对大鼠玻璃体注射
CXCL12 / SDF-1 中和抗体 MAB310 采用 1 次注入,可维持
有效浓度 1mo[8]。 但 AMD3100 为分子化学合成药物,分
子量相对较小,故易通过血-视网膜屏障。 本实验周期
长,采取玻璃体腔内注射 AMD3100 溶液 1 次后每周采用
球后注射,以弥补药效的衰减作用。 结果表明这一方法可
有效抑制大鼠糖尿病视网膜病变的进展。 有关这一药物
的应用方法、疗效尚有待于更多实验的探讨。
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