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摘要
目的:探讨玻璃体腔内注射血管内皮生长因子 － Ａ１６５

(ＶＥＧＦ－Ａ１６５)对形觉剥夺性近视(ＦＤＭ)豚鼠巩膜重塑的
影响ꎮ
方法:健康 ３ 周龄三色豚鼠 １２０ 只随机分为 ６ 组ꎬ每组 ２０
只ꎬ其中空白组不做任何干预ꎬＦＤＭ 组仅建立 ＦＤＭ 模型ꎬ
ＰＢＳ 组建立 ＦＤＭ 模型前玻璃体腔内注射 ＰＢＳ 缓冲液
２.５μＬꎬ１ｎｇ 组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组建立 ＦＤＭ 模型前玻璃体腔
内分别注射 ＶＥＧＦ－Ａ１６５ １、５、１０ｎｇꎮ 用半透明气球遮盖豚
鼠右眼 １４ｄ 建立 ＦＤＭ 模型ꎬ造模前后测量豚鼠右眼屈光
度和眼轴长度ꎬ造模 １４ｄ 后采用高效液相色谱法检测视网
膜中多巴胺(ＤＡ)含量ꎬ用 ＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测巩
膜中基质金属蛋白酶－２(ＭＭＰ－２)、基质金属蛋白酶抑制
剂－ ２ (ＴＩＭＰ－２)、转化生长因子 ( ＴＧＦ) － β１、ＴＧＦ － β２、
α－平滑肌肌动蛋白(α－ＳＭＡ)的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达情况ꎮ
结果:造模前ꎬ各组豚鼠右眼屈光度和眼轴长度均无显著
差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 造模 １４ｄ 后ꎬ与空白组相比ꎬＦＤＭ 组豚鼠
右眼近视度数升高ꎬ眼轴增长ꎬ视网膜中 ＤＡ 含量减少ꎬ巩
膜中 ＭＭＰ－２、ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 表达量均增加ꎬＴＩＭＰ－２、
ＴＧＦ－β１ 表达量均减少(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＦＤＭ 组相比ꎬ１ｎｇ 组、
５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组豚鼠右眼近视度数均降低ꎬ眼轴增长趋势
均减缓ꎬ视网膜中 ＤＡ 含量均增加ꎬ巩膜中 ＭＭＰ － ２、
ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 表达量均减少ꎬＴＩＭＰ－２、ＴＧＦ－β１ 表达量
均增加(Ｐ<０.０１)ꎬ且随着玻璃体腔注射 ＶＥＧＦ－Ａ１６５浓度的
升高ꎬ豚鼠右眼近视度数逐渐升高ꎬ眼轴逐渐延长ꎬ视网膜
中 ＤＡ 含量逐渐减少ꎬ巩膜中 ＭＭＰ－２、ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 表
达量均逐渐增加ꎬＴＩＭＰ－２、ＴＧＦ－β１ 表达量均逐渐减少ꎮ
结论:玻璃体腔内注射 ＶＥＧＦ－Ａ１６５可以增加 ＦＤＭ 豚鼠视
网膜中 ＤＡ 含量ꎬ影响巩膜中 ＭＭＰ－２、ＴＩＭＰ－２、ＴＧＦ－β１、
ＴＧＦ－ β２、 α － ＳＭＡ 的 表 达ꎬ 抑 制 巩 膜 重 塑ꎬ 其 中 １ｎｇ
ＶＥＧＦ－Ａ１６５效果最明显ꎮ
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ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－Ａ１６５(ＶＥＧＦ－Ａ１６５) ｏｎ
ｔｈｅ ｓｃｌｅｒａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ ｗｉｔｈ ｆｏｒｍ －
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ (ＦＤＭ) .
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １２０ ｔｒｉｃｏｌｏｒ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓꎬ ａｇｅｄ
ｔｈｒｅｅ ｗｅｅｋｓꎬ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ６ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ
２０ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ｄｉｄ ｎｏｔ ｕｎｄｅｒｇｏ ａｎｙ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｅ ＦＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｎｌｙ ｔｈｅ ＦＤＭ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ (ＰＢＳ) ｇｒｏｕｐꎬ
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｔｈｅ ＦＤＭ ｍｏｄｅｌ. Ｉｎ ｔｈｅ １ｎｇ ｇｒｏｕｐꎬ ５ｎｇ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ １０ｎｇ ｇｒｏｕｐꎬ ＶＥＧＦ－Ａ１６５ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｖｉｔｒｅｏｕｓ ｃａｖｉｔｙ ａｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ １ꎬ ５ ａｎｄ １０ｎｇꎬ
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ｄｉｏｐｔｅｒ ａｎｄ ａｘｉａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｅｙｅｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｏｖｅｒｉｎｇ. Ａｆｔｅｒ １４ｄꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
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α－ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｃｌｅｒａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ
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ｌｅｎｇｔｈ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＤＡ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ － ２ꎬ
ＴＧＦ－ β２ꎬ ａｎｄ α－ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｃｌｅｒａ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＩＭＰ － ２ ａｎｄ ＴＧＦ － β１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ － Ａ１６５ ｃａｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ＦＤＭ ｇｕｉｎｅａ
ｐｉｇｓꎬ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ－２ꎬ ＴＩＭＰ－２ꎬ ＴＧＦ－β１ꎬ
ＴＧＦ － β２ ａｎｄ α － ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｃｌｅｒａꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｓｃｌｅｒａｌ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ. Ｎｏｔａｂｌｙꎬ ｔｈｅ ＶＥＧＦ－Ａ１６５ ａｔ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｉｃａｃｙ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎻ ｆｏｒｍ－
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａꎻ ｓｃｌｅｒａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎻ ｄｏｐａｍｉｎｅꎻ
ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ２ꎻ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ － ２ꎻ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ － βꎻ
α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｐｅｎｇ ＱＳꎬ Ｇａｏ ＨＬꎬ Ｓｕｎ ＲＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－Ａ１６５ ｏｎ ｓｃｌｅｒａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ
ｗｉｔｈ ｆｏｒｍ － ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)
２０２３ꎻ２３(９):１４５４－１４６０

０引言
近视是全世界主要的公共卫生问题之一[１]ꎮ 全球约

有 ２６.２０ 亿人患有近视ꎬ３.９９ 亿人患有高度近视ꎬ据估计
到 ２０５０ 年ꎬ全球将有近 ４７.５８ 亿近视患者ꎬ其中高度近视
患者达到 ９.３８ 亿[２]ꎮ 近视ꎬ尤其是高度近视不仅会导致
模糊的视觉ꎬ还将极大地增加眼部病变的风险ꎬ引发脉络
膜新生血管、视网膜萎缩、视网膜脱离和视神经病变等疾
病[３－４]ꎮ 目前高度近视已成为全球人口视力损伤的主要
原因之一[５]ꎮ 因此ꎬ采取有效的防控措施对于预防近视发
生和减少向高度近视进展至关重要ꎮ

目前研究表明ꎬ眼轴增长是引发近视的主要原因[６]ꎬ
而巩膜重塑变薄与眼轴延长显著相关ꎬ其不仅是眼轴增长
的主要机制ꎬ还是近视发生时的重要改变[７－８]ꎬ因此巩膜
重塑可能是控制近视的关键靶点ꎮ 而巩膜重塑主要依赖
于其细胞外基质成分的改变ꎬ受多种因子调控[９]ꎬ主要包
括 基 质 金 属 蛋 白 酶 － ２ ( ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ２ꎬ
ＭＭＰ－２)、基质金属蛋白酶抑制剂 － ２ ( ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ２ꎬ ＴＩＭＰ － ２ )、 转 化 生 长 因 子
(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＴＧＦ)－β 及 α－平滑肌肌动蛋白
(α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα－ＳＭＡ)等重要因子ꎮ 视网膜中

的多巴胺(ｄｏｐａｍｉｎｅꎬＤＡ)是一种重要的神经递质ꎬ在视觉
信息传递和屈光发育调节中发挥关键作用[１０－１１]ꎬ其活性
改变可以通过视网膜－巩膜级联机制影响巩膜重塑ꎬ进而
调节眼球的生长发育ꎬ被认为是近视的终止信号[１２－１３]ꎮ
而血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＶＥＧＦ)－Ａ１６５具有直接和间接的神经营养和神经保护作

用[１４]ꎬ可以保护视网膜神经元[１５]ꎬ体内外均能促进 ＤＡ 神
经元的存活和功能恢复[１６－１７]ꎬ故推测其在玻璃体腔内注
射后可以作用于视网膜神经元ꎬ调节视网膜中 ＤＡ 的活
性ꎬ进而影响巩膜重塑ꎮ 本研究通过遮盖豚鼠右眼建立
形觉剥夺性近视( ｆｏｒｍ－ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ｍｙｏｐｉａꎬＦＤＭ)模型ꎬ探
讨玻璃体腔内注射 ＶＥＧＦ－Ａ１６５对 ＦＤＭ 豚鼠巩膜重塑的
影响及其对近视的干预作用ꎬ从而为近视防控提供新的
思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物及分组　 选取健康 ３ 周龄英国短毛三色豚
鼠 １２０ 只(济南金丰实验动物有限公司)ꎬ雌雄不限ꎬ体质
量 １５０~ ２００ｇꎮ 采用随机数字表法将豚鼠分为空白组、
ＦＤＭ 组、ＰＢＳ 组、１ｎｇ 组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组ꎬ每组 ２０ 只ꎮ 自然
照明环境下 １２ｈ / １２ｈ 昼夜循环ꎬ自由摄水摄食ꎬ维持温度
为 ２２℃ ~２５℃ꎬ湿度为 ５０％ ~ ７０％ꎮ 本研究通过滨州医学
院附属医院伦理委员会审批(批准号:２０２２０１２８－７７)ꎬ实
验动物的使用严格遵循滨州医学院动物管理委员会的相
关规定ꎮ
１.１.２ 主要试剂与仪器 　 主要试剂:重组人蛋白 ＶＥＧＦ－
Ａ１６５(美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎻ复方托吡卡胺滴眼液(参天
制药中国有限公司)ꎻ组织 ＲＮＡ 快速提取试剂盒(艾科瑞
生物工程有限公司)ꎻ兔抗鼠 ＭＭＰ －２(Ａ６２４７)、ＴＩＭＰ －２
(Ａ１６４３９)、ＴＧＦ－β１(Ａ１６６４０)、ＴＧＦ－β２(Ａ３６４０)、α－ＳＭＡ
(Ａ１０１１)多克隆抗体(中国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 股份有限公司)ꎻＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒(北京碧云天生物科技有限公司)ꎮ
主要仪器:带状光检影镜(苏州六六视觉科技有限公司)ꎻ
Ａ 型超声(法国 Ｑｕａｎｔｅｌ 公司)ꎻ高效液相色谱仪 (美国
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１动物模型建立 　 空白组豚鼠不做任何干预ꎻＦＤＭ
组、ＰＢＳ 组、１ｎｇ 组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组豚鼠均用修剪出左眼、
双耳和口鼻的半透明无毒气球遮盖右眼处理ꎬ分笼饲养ꎬ
每天光照与黑暗周期为 １２ｈ / １２ｈꎬ连续遮盖 １４ｄ 建立形觉
剥夺性近视豚鼠模型ꎮ
１.２.２ 药物干预 　 遮盖前根据分组在 ＰＢＳ 组、１ｎｇ 组、５ｎｇ
组、１０ｎｇ 组豚鼠右眼玻璃体腔内分别注射 ＰＢＳ 缓冲液
２.５μＬ、重 组 人 蛋 白 ＶＥＧＦ － Ａ１６５ １、 ５、 １０ｎｇ[１６－１７]ꎬ 其 中
ＶＥＧＦ－Ａ１６５均溶于 ２.５μＬ 的 ＰＢＳ 缓冲液中ꎮ 玻璃体腔注
射前 １ｄ 使用妥布霉素滴眼液滴右眼ꎮ 舒泰肌肉注射麻
醉ꎬ聚维酮碘消毒豚鼠结膜囊及眼表后用生理盐水冲洗干
净ꎬ显微镜下用眼科镊固定眼球ꎬ注射器垂直巩膜进针ꎬ避
开晶状体推进约 ２ ~ ３ｍｍ 后注射ꎬ停留 １０ｓ 后用眼科镊轻
轻夹住针孔辅助拔出针头ꎬ观察有无液体流出、结膜有无
红肿ꎬ氧氟沙星眼膏涂眼ꎬ半透明无毒气球遮眼ꎮ 术后 ３ｄ
内观察右眼有无炎症ꎬ氧氟沙星眼膏涂眼(每日 ３ 次)ꎮ
１.２.３眼部生物学参数测量　 造模前后分别测量各组豚鼠

５５４１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.９ Ｓｅｐ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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右眼的屈光度和眼轴长度ꎮ 测量屈光度前ꎬ用复方托吡卡
胺滴眼液滴右眼散瞳ꎬ待瞳孔充分散大后使用带状光检影
镜测量屈光度ꎬ由经验丰富的检影师验光ꎬ根据工作距离
以等效球镜度(球镜度＋１ / ２ 柱镜度)进行数据分析ꎬ连续
测量 ５ 次计算平均值作为该眼的屈光度ꎮ 测量眼轴长度
前ꎬ用盐酸丙美卡因滴眼液行角膜表面麻醉ꎬ待药物生效
后应用眼部 Ａ 超测量眼轴长度ꎬ选择手动模式连续测量
５ 次计算平均值ꎬ精确到 ０.０１ｍｍꎮ
１.２.４标本收集　 造模结束后ꎬ注射凝血剂处死豚鼠ꎬ摘取
右眼眼球ꎬ于冰上快速取其视网膜和后极部巩膜ꎬ保存于
－８０℃冰箱ꎮ
１.２.５高效液相色谱法检测视网膜中 ＤＡ 含量　 取各组豚
鼠视网膜称重ꎬ每 ｍｇ 组织样本加入新鲜配制的匀浆液
２０μＬ ( Ｈ３ＣｌＯ４ ０. １ｍｏｌ / Ｌꎬ ＥＤＴＡ Ｎａ２ ０. １ｍｍｏ / Ｌꎬ 内标物
ＤＨＢＡ)ꎬ －４０℃ 冷冻匀浆 ( ２ｍｍ 氧化锆珠ꎬ ６０Ｈｚꎬ ３０ｓꎬ
４ 次)ꎻ低温离心(２００００ｒ / ｍｉｎꎬ３０ｍｉｎꎬ４℃)后取上清保存
于－８０℃冰箱ꎮ 测样前取出再次离心(２００００ｒ / ｍｉｎꎬ３０ｍｉｎꎬ
４℃)后取上清液 上 机 检 测ꎮ 色 谱 柱: Ｔｈｅｒｍｏ Ａｃｃｌａｉｍ
Ｒａｐｉｄ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ( ＲＳＬＣ) ２. １ ∗
１００ｍｍ Ｃ１８ ２.２μｍꎬ柱温 ４０℃ꎻ流动相:含 ＮａＨ２ＰＯ４ ９０ｍｍｏ / Ｌꎬ
柠檬酸 ５０ｍｍｏ / ＬꎬＯＳＡ １.７ｍｍｏ / ＬꎬＥＤＴＡ ５０μｍｏｌ / Ｌ 和乙腈
４.５％ꎮ 所有数据均由 Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ ６.９ 色谱工作站采集与
分析ꎬ以内标法计算目标物浓度ꎮ
１.２. ６ ＲＴ － ＰＣＲ 法检测巩膜中 ＭＭＰ － ２、 ＴＩＭＰ － ２、
ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 的表达　 取各组豚鼠
巩膜ꎬ在低温研磨仪中充分研磨后ꎬ根据试剂盒说明书中
的纯化步骤提取巩膜总 ＲＮＡꎬ随后将 ＲＮＡ 反转录成
ｃＤＮＡꎬ反应程序:４２℃孵育 ２ｍｉｎꎬ３７℃孵育 １５ｍｉｎꎬ８５℃加
热 ５ｓꎬ以 ４℃降温结束ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参(引物序列见
表 １)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应程序:９５℃ 预变性 １ｍｉｎꎬ９５℃
变性 １０ｓꎬ６０℃延伸 ３０ｓꎬ循环 ４０ 次ꎬ记录 Ｃｔ 值ꎬ使用 ２－ΔΔＣｔ

法计算各目的基因相对表达量ꎮ
１.２.７ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测巩膜中 ＭＭＰ －２、ＴＩＭＰ － ２、
ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ 蛋白的表达 　 根据分组将豚
鼠巩膜置于不同的研磨管中ꎬ加入裂解液和蛋白酶抑制剂
后于低温研磨仪中研磨 ５ｍｉｎꎬ转移至 ＥＰ 管ꎬ置于 ４℃中静
置 ３０ｍｉｎꎬ低温离心 ３０ｍｉｎ(４℃ꎬ１２０００ｒ / ｍｉｎ)ꎬ取上清液于
新的 ＥＰ 管中ꎬ采用 ＢＣＡ 浓度测定试剂盒测定蛋白浓度ꎬ
剩余上清液中加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ恒温金属浴中 ９８℃煮
５~１０ｍｉｎꎬ蛋白样品经电泳、转膜后ꎬ室温条件下加入 ５％
ＢＳＡ 封闭 ２ｈꎬ加入对应的一抗稀释液(抗体的稀释方法参
照其说明书选取稀释溶液与最佳浓度)ꎬ于 ４℃冰室摇床
上孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 冲洗 ３ 次×１５ｍｉｎꎬ室温条件下加入二抗
孵育 １ｈꎬＴＢＳＴ 冲洗 ４ 次×１５ｍｉｎꎬ化学发光法显影ꎬＩｍａｇｅ Ｊ
软件分析灰度值ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２６.０ 统计学软件进行分析ꎮ
所有数据经 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检验呈正态分布ꎬ经 Ｌｅｖｅｎｅ 检

验符合方差齐性ꎬ均以 ｘ±ｓ 表示ꎬ各组数据总体比较采用
单因素方差分析ꎬ组间相互比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 检验水
准 α＝ ０.０５ꎮ
２结果
２.１ 眼部生物学参数　 造模前ꎬ各组豚鼠右眼均呈现远视
状态ꎬ各组豚鼠右眼屈光度、眼轴长度差异均无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎮ 造模 １４ｄ 后ꎬ与空白组相比ꎬＦＤＭ 组豚鼠右
眼屈光度变为负值ꎬ眼轴显著延长ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＦＤＭ 组相比ꎬＰＢＳ 组豚鼠右眼屈光度、眼轴
长度未发生明显变化(均 Ｐ>０.０５)ꎬ而 １ｎｇ 组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ
组豚鼠右眼向近视偏移程度均减轻ꎬ眼轴长度均较短(均
Ｐ<０.０１)ꎬ其中 １ｎｇ 组豚鼠右眼近视偏移程度和眼轴长度
均低于 ５ｎｇ 组和 １０ｎｇ 组ꎬ５ｎｇ 组豚鼠右眼屈光度和眼轴长
度均低于 １０ｎｇ 组ꎬ三组间两两比较差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ

表 １　 引物序列

基因 上游引物 下游引物

ＧＡＰＤＨ ５－ＧＴＣＧＧＴＴＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡＣＣＴ－３ ５－ＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＧＡＡＣＴＣＡＴＴＧ－３
ＭＭＰ－２ ５－ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＧＣＡ－３ ５－ＴＣＴＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＴＣＧＧＴＧＧＴ－３
ＴＩＭＰ－２ ５－ＴＧＧＧＡＡＣＧＡＣＡＴＣＴＡＴＧＧＣＡ－３ ５－ＣＣＡＧＧＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡＧＴＣＡＣ－３
ＴＧＦ－β２ ５－ＧＴＴＴＧＡＣＧＴＴＴＣＧＧＣＡＡＴＧＧＡ－３ ５－ＡＣＡＧＣＣＡＴＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＴＣ－３
ＴＧＦ－β１ ５－ＣＣＣＡＧＴＧＡＴＡＣＣＣＣＡＧＡＧＴＧ－３ ５－ＧＡＣＣＧＡＴＣＣＣＧＴＴＧＡＴＴＴＣＣ－３
α－ＳＭＡ ５－ＴＡＴＧＴＧＧＣＴＡＴＴＣＡＧＧＣＧＧＴ－３ ５－ＣＡＡＡＧＧＡＡＴＡＧＣＣＴＣＧＣＴＣＧ－３

表 ２　 各组豚鼠造模前后右眼屈光度和眼轴长度比较 ｘ±ｓ

组别
屈光度(Ｄ)

造模前 造模后

眼轴长度(ｍｍ)
造模前 造模后

空白组 ３.８８±０.３４ ２.２５±０.３５ ７.５７８±０.１１４ ７.６６２±０.０９４
ＦＤＭ 组 ３.７５±０.３５ －２.９６±０.３７ｂ ７.５９０±０.１１３ ８.１７３±０.０５６ｂ

ＰＢＳ 组 ３.８３±０.４４ －２.８３±０.３０ｂ ７.５１５±０.１７９ ８.１３５±０.１２０ｂ

１ｎｇ 组 ３.８３±０.４９ １.２９±０.３３ｄ ７.５８０±０.０９１ ７.７７７±０.０９４ｄ

５ｎｇ 组 ３.７１±０.３７ －０.９６±０.３７ｄꎬｆ ７.５６３±０.１０３ ７.９０８±０.０５６ｄꎬｅ

１０ｎｇ 组 ３.７９±０.４９ －１.８８±０.２６ｄꎬｆꎬｈ ７.５８３±０.１０１ ８.０２０±０.０８７ｄꎬｆꎬｇ

Ｆ ０.１２９ ２５５.２８８ ０.３１５ ３１.９３２
Ｐ ０.９８５ <０.０１ ０.９００ <０.０１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＦＤＭ 组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ １ｎｇ 组ꎻｇＰ<０.０５ꎬｈＰ<０.０１ ｖｓ ５ｎｇ 组ꎮ
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２.２高效液相色谱法检测视网膜中 ＤＡ 含量 　 造模 １４ｄ
后ꎬ空白组、ＦＤＭ 组、ＰＢＳ 组、１ｎｇ 组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组豚鼠
右眼视网膜中 ＤＡ 含量分别为 １０８. ７３７ ± ８. ２９７、５８. ６２３ ±
６.５４７、６１. ３８３ ± ７. ９００、 ９８. ２０２ ± ６. １７０、 ８４. ５３５ ± １１. ４７０、
７２.２７５±６. ８６３ｎｇ / ｇꎬ差异有统计学意义 (Ｆ ＝ ３７. ５５５ꎬＰ <
０.０１)ꎮ 与空白组相比ꎬＦＤＭ 组豚鼠右眼视网膜中 ＤＡ 含
量明显降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＦＤＭ 组相
比ꎬＰＢＳ 组豚鼠右眼视网膜中 ＤＡ 含量未发生明显变化
(Ｐ>０.０５)ꎬ而 １ｎｇ 组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组豚鼠右眼视网膜中
ＤＡ 含量均增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ其中 １ｎｇ 组增加较 ５ｎｇ 组明
显ꎬ５ｎｇ 组增加较 １０ｎｇ 组明显ꎬ三组间两两比较差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.３ ＲＴ－ＰＣＲ 法检测巩膜中相关基因的表达 　 造模 １４ｄ
后ꎬ与空白组相比ꎬ ＦＤＭ 组豚鼠右眼巩膜中 ＭＭＰ － ２、
ＴＧＦ－β２、α － ＳＭＡ ｍＲＮＡ 相对表达量均增加ꎬ ＴＧＦ － β１、
ＴＩＭＰ－２ ｍＲＮＡ 相对表达量均减少ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＦＤＭ 组相比ꎬＰＢＳ 组豚鼠右眼巩膜中各目的
基因的相对表达量未发生明显变化(均 Ｐ>０.０５)ꎬ而 １ｎｇ
组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组豚鼠右眼巩膜中 ＭＭＰ － ２、ＴＧＦ －β２、
α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 相对表达量均减少ꎬ ＴＧＦ － β１、 ＴＩＭＰ － ２
ｍＲＮＡ 相对表达量均增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ其中 １ｎｇ 组豚鼠
右眼巩膜中 ＭＭＰ－２、ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 相对表达量
均低于 ５ｎｇ 组和 １０ｎｇ 组ꎬＴＧＦ－β１、ＴＩＭＰ－２ ｍＲＮＡ 相对表
达量均高于 ５ｎｇ 组和 １０ｎｇ 组(均 Ｐ<０.０１)ꎬ５ｎｇ 组豚鼠右
眼巩膜中 ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 相对表达量均低于 １０ｎｇ
组ꎬＴＧＦ－β１、ＴＩＭＰ －２ ｍＲＮＡ 相对表达量均高于 １０ｎｇ 组
(均 Ｐ < ０. ０１)ꎬ 但 ５ｎｇ 组和 １０ｎｇ 组豚鼠右眼巩膜中
ＭＭＰ－２ ｍＲＮＡ 相对表达量差异无统计学意义 ( Ｐ ＝
０.３５３)ꎬ见表 ３ꎮ
２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测巩膜中相关蛋白的表达 　 造模
１４ｄ 后ꎬ与空白组相比ꎬＦＤＭ 组豚鼠右眼巩膜中 ＭＭＰ－２、
ＴＧＦ－ β２、 α － ＳＭＡ 蛋白相对表达量均增加ꎬ ＴＩＭＰ － ２、
ＴＧＦ－β１蛋白相对表达量均减少ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＦＤＭ 组相比ꎬＰＢＳ 组豚鼠右眼巩膜中各蛋白
相对表达量未发生明显变化(均 Ｐ>０.０５)ꎬ而 １ｎｇ 组、５ｎｇ
组、１０ｎｇ 组豚鼠右眼巩膜中ＭＭＰ－２、ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 蛋
白相对表达量均减少ꎬＴＩＭＰ－２、ＴＧＦ－β１ 蛋白相对表达量
均增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ其中 １ｎｇ 组豚鼠右眼巩膜中ＭＭＰ－２、
ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 蛋白相对表达量均低于 ５ｎｇ 组和 １０ｎｇ
组ꎬＴＧＦ－β１、ＴＩＭＰ － ２ 蛋白相对表达量均高于 ５ｎｇ 组和
１０ｎｇ 组(均 Ｐ< ０.０１)ꎬ５ｎｇ 组豚鼠右眼巩膜中 ＴＧＦ－β２、
α－ＳＭＡ蛋白相对表达量均低于 １０ｎｇ 组ꎬＴＧＦ－β１、ＴＩＭＰ－２

蛋白相对表达量均高于 １０ｎｇ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎬ 但 ５ｎｇ 组和
１０ｎｇ 组豚鼠右眼巩膜中 ＭＭＰ－２ 蛋白相对表达量差异无
统计学意义(Ｐ＝ ０.６１０)ꎬ见图 １ꎮ
３讨论

近年来ꎬ近视的病因及机制一直是眼科研究的热点ꎬ
尽管具体的机制目前仍不清楚ꎬ但多数研究认为眼轴长度
的异常增加是引发近视的主要原因ꎬ巩膜细胞外基质重
塑是眼轴增长的主要机制[７－８ꎬ１８] ꎮ 当巩膜重塑发生时ꎬ
其细胞外基质中胶原降解增加、蛋白聚糖合成减少、成
纤维细胞向肌成纤维细胞转化ꎬ巩膜原纤维组装紊乱ꎬ
巩膜生物力学变弱ꎬ巩膜逐渐变薄和延伸ꎬ眼轴随之延
长ꎬ近视也逐渐发展[９ꎬ１９] ꎮ 由此可见ꎬ巩膜重塑在近视的
发生和发展中起着关键作用ꎬ可能是近视机制的一个关
键靶点ꎮ

巩膜重塑是一个受多因素调控的动态过程ꎬ其中局部
缺氧是该过程的主要诱因ꎮ 研究表明ꎬ缺氧可以调控巩膜
重塑相关因子的活动ꎬ引起细胞外基质中胶原含量的下降
和肌成纤维细胞的转分化ꎬ最终导致巩膜重塑[２０－２１]ꎮ 同
时ꎬＭＭＰ－２ 在该过程中也发挥重要作用ꎬ其含量的增加不
仅可使巩膜中Ⅰ型胶原的降解增加ꎬ使胶原纤维逐渐变
细ꎬ引起巩膜重塑ꎬ近视的启动也依赖于 ＭＭＰ－２ 的表达
增加[２２－２３]ꎻ而 ＴＩＭＰ－２ 是 ＭＭＰ－２ 的内源性抑制因子ꎬ可
使巩膜中胶原的降解减少ꎬ两者之间的失衡可引起巩膜细
胞外基质代谢异常ꎬ胶原蛋白水平下降ꎬ从而导致细胞外
基质重塑[２４－２５]ꎮ α－ＳＭＡ 在巩膜重塑中也发挥关键作用ꎬ
其具有细胞收缩特性ꎬ可以促进近视发生时巩膜的变薄和
延伸ꎬ同时 α－ＳＭＡ 表达量的增加标志着肌成纤维细胞的
转分化和细胞应力的增加[２６－２７]ꎮ ＴＧＦ－β 在调节细胞外基
质成分的转换中发挥重要作用ꎬ不仅可以调节成纤维细胞
的转化和胶原蛋白的含量ꎬ还可以特异性调节巩膜细胞的
收缩特性ꎬ影响 α－ＳＭＡ 的表达[２６]ꎬ其中 ＴＧＦ－β１ 不仅可
以促进巩膜成纤维细胞的增殖ꎬ还可调控Ⅰ型胶原的合
成ꎬ增加基质中胶原的含量[２８]ꎬ而 ＴＧＦ－β２ 主要调节基质
中成纤维细胞的增殖[２９]ꎬ可以呈剂量依赖性地促进大鼠
巩膜中成纤维细胞的增殖ꎬ使巩膜增厚[３０]ꎮ 综上所述ꎬ
ＭＭＰ－２、ＴＩＭＰ－２、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 在调控巩膜
细胞外基质重塑中发挥关键作用ꎬ因此通过测定上述指标
的表达ꎬ可以有效观察巩膜重塑情况ꎮ 现已有大量研究表
明ꎬ随着近视的发生ꎬ巩膜中 ＭＭＰ－２、ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 的
表达增加[９ꎬ２６]ꎬＴＩＭＰ－２、ＴＧＦ－β１ 的表达降低[２４ꎬ２８]ꎬ这与本
研究中 ＦＤＭ 组豚鼠右眼巩膜中各种因子的表达一致ꎬ均
代表着近视性巩膜重塑的建立ꎮ

表 ３　 造模后各组豚鼠巩膜中相关基因的表达 ｘ±ｓ
组别 ＭＭＰ－２ ｍＲＮＡ ＴＩＭＰ－２ ｍＲＮＡ ＴＧＦ－β２ ｍＲＮＡ ＴＧＦ－β１ ｍＲＮＡ α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ
空白组 ０.３３１±０.０３９ ２.６２８±０.０３６ ０.３７２±０.０３９ ３.０３２±０.０９１ ０.２４６±０.０２８
ＦＤＭ 组 １.００２±０.０６７ｂ １.００１±０.０４４ｂ １.００１±０.０５２ｂ １.００３±０.０８５ｂ １.００１±０.０４４ｂ

ＰＢＳ 组 １.０１７±０.０５３ｂ １.０５８±０.０７２ｂ ０.９６７±０.０３０ｂ １.０２１±０.０７１ｂ ０.９６４±０.０４２ｂ

１ｎｇ 组 ０.４５０±０.０４３ｄ ２.２７６±０.１０１ｄ ０.５２８±０.０４８ｄ ２.４８９±０.１３３ｄ ０.５１７±０.０４５ｄ

５ｎｇ 组 ０.７４４±０.０５３ｄꎬｆ １.６６５±０.０９５ｄꎬｆ ０.７０１±０.０６７ｄꎬｆ １.７３０±０.１１２ｄꎬｆ ０.７４６±０.０７２ｄꎬｆ

１０ｎｇ 组 ０.７１６±０.０４９ｄꎬｆ １.２８２±０.０４８ｄꎬｆꎬｈ ０.８１９±０.０６３ｄꎬｆꎬｈ １.３４３±０.０６０ｄꎬｆꎬｈ ０.８９３±０.０５４ｄꎬｆꎬｈ

Ｆ １７７.８９０ ５３９.８２９ １３９.５５０ ４５７.２４３ ２１４.６８８
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＦＤＭ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ １ｎｇ 组ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ ５ｎｇ 组ꎮ
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图 １　 造模后各组豚鼠巩膜中相关蛋白的表达　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 电泳图ꎻＢ:ＭＭＰ－２ 蛋白相对表达量(Ｆ＝ ９９.２３０ꎬＰ<０.０１)ꎻＣ:ＴＩＭＰ－２
蛋白相对表达量(Ｆ＝ ９４.７５２ꎬＰ<０.０１)ꎻＤ:ＴＧＦ－β２ 蛋白相对表达量(Ｆ＝ ４９.８７３ꎬＰ<０.０１)ꎻＥ:ＴＧＦ－β１ 蛋白相对表达量(Ｆ＝ １２１.６７２ꎬＰ<
０.０１)ꎻＦ:α－ＳＭＡ 蛋白相对表达量(Ｆ＝ ５６.９１５ꎬＰ<０.０１)ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＦＤＭ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ １ｎｇ 组ꎻｇＰ<０.０５ꎬｈＰ<０.０１ ｖｓ
５ｎｇ 组ꎮ

　 　 视网膜中的 ＤＡ 是传递视觉信息的视网膜－巩膜信号
级联的起点ꎬ与眼球的屈光发育息息相关[１３]ꎮ 研究表明ꎬ
ＤＡ 活性的改变可以影响视网膜与其色素上皮层中的信
号通路ꎬ进而影响脉络膜和巩膜之间的信息传递ꎬ最终通
过巩膜的细胞外基质重塑调节眼睛的生长发育[１２ꎬ２０]ꎮ 同
时ꎬＶＥＧＦ 已经被证明是一种潜在的治疗中枢神经系统疾
病的药物ꎬ可以通过营养 ＤＡ 神经元ꎬ增加神经递质 ＤＡ 的
分泌[１７ꎬ３１]ꎬ其中 ＶＥＧＦ－Ａ１６５是主要的同种型ꎬ在海马神经
节、背根神经节和视网膜神经元中均具有神经保护作用ꎬ
对神经元具有直接的抗细胞毒性作用[１５－１６]ꎮ 所以我们推

测 ＶＥＧＦ－Ａ１６５在眼内可以增加视网膜中 ＤＡ 的活性ꎬ对巩
膜重塑产生影响ꎬ从而干扰近视发展ꎮ 本课题组前期研究
发现ꎬ玻璃体腔内注射抗 ＶＥＧＦ 药物(康柏西普)会降低
ＦＤＭ 豚鼠视网膜中 ＤＡ 含量ꎬ促进近视发展[３２]ꎬ间接证明
了 ＶＥＧＦ 对视网膜中 ＤＡ 含量的影响ꎮ

本研究通过玻璃体腔内注射 ＶＥＧＦ－Ａ１６５ꎬ验证其对
ＦＤＭ 豚鼠巩膜重塑的影响ꎬ以及对 ＦＤＭ 的干扰效果ꎮ
Ｂｅａｚｌｅｙ－ Ｌｏｎｇ 等[１６] 研 究 发 现ꎬ 玻 璃 体 腔 内 注 射 １０ｎｇ
ＶＥＧＦ－Ａ１６５对大鼠视网膜神经元具有神经保护作用ꎬ可减
少视网膜神经节细胞和内核层细胞凋亡ꎻ同时ꎬＭｅｎｇ
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等[１７]研究提出ꎬＶＥＧＦ 对 ＤＡ 神经元的保护作用具有剂量
依赖性ꎬ在 １ｎｇ / ｍＬ 组和 １０ｎｇ / ｍＬ 组中ꎬ１ｎｇ / ｍＬ 组的神经
保护作用更强ꎮ 因此ꎬ本研究采用了 ３ 种不同剂量(１、５、
１０ｎｇ)进行注射ꎬ探究不同剂量 ＶＥＧＦ 对 ＦＤＭ 豚鼠巩膜重
塑的作用是否也会有差异ꎮ 结果显示ꎬ与 ＦＤＭ 组相比ꎬ
ＶＥＧＦ－Ａ１６５处理组豚鼠视网膜中 ＤＡ 含量均增加ꎬ这与

Ｓｈｅｉｋｈ 等[３１]研究结果一致ꎬ该研究表明 ＶＥＧＦ 对 ＤＡ 神经
元具有保护作用ꎬ本研究进一步证明了这种神经保护可以
作用于视网膜 ＤＡ 神经元ꎬ增加视网膜中 ＤＡ 的含量ꎮ 同
时ꎬ本研究发现ꎬ１ｎｇ 组、５ｎｇ 组、１０ｎｇ 组豚鼠近视程度均降
低ꎬ眼轴增长趋势明显减缓ꎬ巩膜中ＭＭＰ－２、ＴＧＦ －β２、
α－ＳＭＡ表达量均减少ꎬＴＩＭＰ－２、ＴＧＦ－β１表达量均增加ꎬ而
Ｙｕ 等[９]和 Ｊｏｂｌｉｎｇ 等[２６]研究认为ꎬ近视恢复期豚鼠巩膜中
ＭＭＰ－ ２、ＴＧＦ － β２、α － ＳＭＡ 表达的降低以及 ＴＩＭＰ － ２、
ＴＧＦ－β１表达的升高ꎬ代表着基质中胶原含量的升高、巩膜
厚度的增加等ꎬ这些均提示近视性巩膜重塑受到抑制ꎮ 因
此ꎬ本研究结果表明 ＶＥＧＦ－Ａ１６５可以增加视网膜中 ＤＡ 含

量ꎬ对巩膜重塑产生抑制作用ꎬ抑制近视进展ꎮ Ｌｉｎ 等[３３]

研究表明ꎬ玻璃体腔内注射 ＤＡ 主要通过调节巩膜发育抑
制近视发展ꎬ而本研究结果提示巩膜细胞外基质的增加会
抑制近视的发展ꎬ间接证明了视网膜与巩膜之间的级联信
号在近视发生发展中的作用ꎬ同时还提出了一种可以提高
视网膜中 ＤＡ 浓度的方法ꎬ即玻璃体腔内注射 ＶＥＧＦ－Ａ１６５ꎮ

此外ꎬ本研究发现ꎬ随着 ＶＥＧＦ－Ａ１６５剂量的增加ꎬ近视
偏移程度加重ꎬ视网膜中 ＤＡ 含量逐渐减少ꎬ巩膜中
ＭＭＰ－２、ＴＧＦ－β２、α－ＳＭＡ 表达量均逐渐增加ꎬＴＩＭＰ －２、
ＴＧＦ－β１表达量均逐渐减少ꎬ但巩膜中 ＭＭＰ－２ 在 ５ｎｇ 组与
１０ｎｇ 组中的表达无显著差异ꎮ 分析其原因是由于巩膜缺
氧时缺氧诱导因子 － １α ( ｈｙｐｏｘｉａ － ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ － １αꎬ
ＨＩＦ－１α)主要被激活[２１]ꎬ引起巩膜重塑相关因子的改变ꎬ
而缺氧时 ＭＭＰ－２ 的上调依赖于 ＨＩＦ－２α 的表达而不是
ＨＩＦ－１α 的表达[３４]ꎬ且房水中 ＭＭＰ－２ 浓度达到一定范围
时与ＶＥＧＦ－Ａ呈负相关[３５]ꎬ但具体机制还需进一步探讨ꎮ
本研究中ꎬ增加 ＶＥＧＦ－Ａ１６５的剂量反而会减弱对豚鼠巩膜
重塑的抑制作用ꎬ其中 １ｎｇ 剂量的抑制效果最好ꎮ 推测其
可能的机制主要有以下两种:(１)视网膜中 ＤＡ 含量的降
低导致了这种结果ꎮ 由于 ＤＡ 主要通过影响巩膜的发育
和重塑调控近视的发生发展[１２]ꎬ且降低视网膜中 ＤＡ 的含
量会促进近视发展[３２]ꎬ因此本研究中玻璃体腔注射
ＶＥＧＦ－Ａ１６５剂量增加引起视网膜中 ＤＡ 含量相对降低ꎬ可
能通过级联信号减弱对巩膜重塑的抑制作用ꎬ从而发挥对
近视的促进作用ꎻ而视网膜中 ＤＡ 含量由 １ｎｇ 组到 １０ｎｇ 组
逐渐减少的原因ꎬ可能是由于 ＶＥＧＦ－Ａ１６５对 ＤＡ 神经元的

作用在低剂量下获益最大[１７] 导致的ꎻ(２)ＶＥＧＦ－Ａ１６５过量

可能透过血－视网膜屏障直接作用于脉络膜[３６]ꎬ诱导病理
性血管生成ꎬ使脉络膜毛细血管被血栓阻塞[３７]ꎬ进而减少
了脉络膜血流灌注ꎬ加重了巩膜的缺氧[２０]ꎬ从而相对性地
促进了 ５ｎｇ 组与 １０ｎｇ 组豚鼠巩膜细胞外基质的重塑ꎮ 但
对于以上两种推测的验证ꎬ还需通过对 ＶＥＧＦ－Ａ１６５作用机
制的进一步研究阐明ꎮ

本研究通过在 ＦＤＭ 豚鼠玻璃体腔内注射不同剂量的
ＶＥＧＦ－Ａ１６５ꎬ发现均会增加视网膜中 ＤＡ 含量ꎬ对豚鼠巩膜
重塑起到抑制作用ꎬ抑制 ＦＤＭ 进展ꎮ 其机制可能是
ＶＥＧＦ－Ａ１６５通过营养和保护视网膜 ＤＡ 神经元ꎬ增加视网

膜中 ＤＡ 的活性ꎬ进而通过信号级联抑制巩膜重塑ꎬ从而
发挥对近视的抑制作用ꎬ但具体的发生机制还需进一步实
验研究ꎮ 同时本研究发现ꎬ１、５、１０ｎｇ ＶＥＧＦ－Ａ１６５对巩膜重
塑的抑制作用存在差异ꎬ其中 １ｎｇ 效果最好ꎬ５ｎｇ 次之ꎬ
１０ｎｇ 最 差ꎮ 本 文 不 足 之 处 在 于 仅 观 察 了 ３ 种 剂 量
ＶＥＧＦ－Ａ１６５作用的差异ꎬ对于更小或更大浓度梯度是否还
会存在差异ꎬ以及 ０.５ｎｇ 或 ２ｎｇ 是否会有比 １ｎｇ 具有更好
的效果等问题尚不明确ꎬ因此还需在此研究基础上进一步
探讨 ＶＥＧＦ－Ａ１６５作用的最佳剂量范围ꎬ准确把握剂量差异
对个体造成的影响ꎬ从而为以后 ＶＥＧＦ－Ａ１６５用于临床近视
防控提供实验基础ꎮ
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