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Abstract
誗AIM:To investigate the role of adiponectin (APN) in
C57BL / 6J mice model of oxygen - induced retinopathy
(OIR) .
誗 METHODS: Neonatal C57BL / 6J mice were divided
randomly into three groups: normoxic control group,
physiological saline injection of OIR group and
adiponectin injection of OIR group. The mice of the latter
two groups were exposed to 75% 依 2% oxygen from 7d
(P7) ~ P12 to induced OIR. Recombinant APN ( rAPN)
was injected intraperitoneally ( i. p. , 3. 0滋g / g) in a mice
model of OIR from P7 ~ P15. Another set of mice model
of OIR were received a similar treatment with
physiological saline. All eyes were collected at P17. The
right eyes were whole mounted and stained with Lectin
to observe central retinal avascular area and the growth
of pathological neovascularization; The left eyes were
performed histopathological cross sections stained with
HE to analyzed the histopathological changes in the
retina. The eyes were enucleated to assess the levels of
reactive oxygen species ( ROS) and NO. The protein
expression of iNOS, nNOS, eNOS were detected by
Western-blot.
誗 RESULTS: The central retinal avascular area,
neovascular area were markedly decreased after the APN
injection compared with physiological saline injection of
OIR group ( t = 7. 304, P < 0. 01; t = 2. 654, P < 0. 01 ) .
Compared with physiological saline injection of OIR

group, the levels of ROS were lower ( t = 13. 349, P <
0郾 01), the levels of NO were higher ( t= 3. 023, P<0. 01),
the expression of iNOS were decreased ( t = 5. 112, P <
0郾 01), the expression of eNOS were decreased ( t =
7郾 421, P < 0. 01) . nNOS expression had no significant
difference ( t= 1. 074, P>0. 01) .
誗CONCLUSION:The realtus demonstrate that APN can
promote physiological NO by acting endogenous eNOS,
while suppress ROS / RNS generation and play a
protective role in retinal vessels in OIR process.
誗KEYWORDS:adiponectin; oxgen- induced retinopathy;
oxidative stress; endothelial nitric oxide synthase;
nitric oxide
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摘要
目的:观察脂联素对 C57BL / 6J 小鼠氧诱导视网膜病变的
影响。
方法:将新生 C57BL / 6J 小鼠随机分为 3 组,分别为常氧
对照组、生理盐水注射氧诱导视网膜病变 ( oxygen -
induced retinopathy,OIR)组和脂联素注射 OIR 组。 将后
两组小鼠于生后第 7d(P7)至 P12 置于体积分数 75% 依
2%高氧氧箱中以诱导 OIR 模型。 脂联素注射 OIR 模型
组在 P7 ~ P15 每天接受腹腔注射重组鼠脂联素蛋白
(3郾 0滋g / g),生理盐水注射 OIR 组则于上述相同时间点
注射同等剂量的生理盐水。 三组小鼠均于 P17 时取右眼
行视网膜铺片和 Lectin 染色,观察视网膜中央无血管区
及病理性新生血管的情况;取左眼行视网膜切片和 HE
染色,观察视网膜组织病理学变化;应用 Western-blot 测
定左眼视网膜组织中 iNOS、nNOS、eNOS 的表达;取右眼
视网膜组织定量检测 ROS / RNS 含量以及 NO 水平。
结果:脂联素注射 OIR 组小鼠视网膜中央无血管区面积
较生理盐水注射 OIR 组明显减少( t=7. 304,P<0. 01),病
理性新生血管数目明显减少( t=2. 654,P<0. 01);脂联素
注射 OIR 组小鼠视网膜组织 ROS 含量较生理盐水注射
组明显降低( t= 13. 349,P<0. 01);脂联素注射 OIR 组小
鼠视网膜组织 NO 含量明显高于生理盐水注射组( t =
3郾 023,P<0. 01),iNOS 表达明显低于生理盐水注射组( t =
5. 112,P<0. 01),eNOS 表达明显高于生理盐水注射组( t =
7. 421,P<0. 01),nNOS 的表达无统计学差异( t =1. 074,P>
0. 01)。
结论:脂联素可以通过激活内源性 eNOS 促进生理性 NO
生成,同时又能抑制 ROS / RNS 的产生,在 OIR 进程中发
挥视网膜血管的保护作用。
关键词:脂联素;氧诱导视网膜病变;氧化应激;内皮型一
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0 引言
摇 摇 早产儿视网膜病变( retinopathy of prematurity,ROP)
是一种增生性视网膜病变,与高氧诱导未发育成熟视网
膜血管的收缩和闭塞形成无灌注区,视网膜组织相对低
氧,从而引起一系列血管生长因子大量分泌,促使病理性
新生血管大量生成有着密切关系。 在 ROP 病理改变中,
视网膜暴露于不断波动的氧分压中,导致视网膜缺血缺
氧,引发过量的自由基产生[1]。 自由基可触发一系列信
号通路,引起细胞凋亡和血管发生[2]。 已有的研究证实,
过量的 ROS / RNS 生成引起的细胞凋亡可能是导致视网
膜血管消退形成无血管区的主要原因[3-4]。
摇 摇 脂联素(Adiponectin,APN)是 1995 年在小鼠 3T3-L
前脂肪细胞系的分化过程中分离克隆发现的主要由脂肪
细胞分泌的一种内源性生物活性蛋白质[5]。 目前的研究
表明,脂联素具有改善胰岛素抵抗、调节脂质代谢、重塑
受损血管和抑制动脉粥样硬化保护心血管系统、抗氧化
应激及抗炎等多种生理功能[6-9]。 临床研究显示,早产儿
在出生时血清脂联素水平明显低于足月儿,且与早产儿
出生后的生长发育明显相关[10]。 氧诱导视网膜病变
(oxygen-induced retinopathy,OIR)模型研究结果显示,脂
联素可下调炎性因子 TNF-琢,减少视网膜病理性新生血
管的形成[11]。 本实验根据脂联素抗氧化应激作用的机
制,探讨脂联素对小鼠氧诱导视网膜病变的保护作用及
可能机制。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 新生 C57BL / 6J 小鼠 12 窝,每窝 6 只,共 72 只
144 眼,随机取 8 窝共 48 只为氧诱导视网膜病变(OIR)
组,另 4 窝为常氧对照组共 24 只。 每窝小鼠与母鼠同笼
饲养,饲养温度为 25益 依1益,湿度为 59% ~ 61% ,每天光
照与黑暗时间各 12h,专人管理。 动物饲养与使用均遵
照视觉与眼科研究协会制定的科研动物使用规范。 OIR
组 8 窝 48 只新生小鼠再随机分为脂联素注射 OIR 组和
生理盐水 OIR 组,每组各 24 只。 鼠脂联素蛋白(美国
Sigma 公司), Lectin (美国 Vector 公司), iNOS、 nNOS、
eNOS 抗体(武汉博士德公司),GENMED(武汉博士德公
司),Triton X-100(西安国安公司),牛血清白蛋白(美国
Amresco 公司),微量注射器(美国 Sigma 公司),荧光显微
镜(日本 Olympus 株式会社),体视显微镜(德国 Zeiss 公
司),荧光分光光度计(德国 Zeiss 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 小鼠OIR模型的建立摇 OIR 组 8 窝新生 C57BL / 6J
小鼠于生后第 7d(P7)至 P12 与母鼠共同置于体积分数
75% 依2%高氧氧箱中饲养,于 P12 返回正常空气中。 常
氧对照组小鼠则始终置于正常空气中饲养。
1. 2. 2 给药方式与剂量摇 脂联素(APN)注射 OIR 组:OIR
小鼠于 P7 ~ P15 每天接受腹腔注射重组鼠脂联素蛋白
(3. 0滋g / g);生理盐水(0. 9% NaCl)注射 OIR 组:于 P7 ~
P15 每天接受腹腔注射同等剂量的生理盐水。 常氧对照
组小鼠不做任何处理。

1. 2. 3 小鼠视网膜铺片 Lectin染色及图像分析摇 在 P17,
随机抽取 3 组幼鼠,戊巴比妥钠(30mg / kg,腹腔注射)过
量麻醉处死,取右眼用 4% 多聚甲醛 4益 固定。 去除角
膜、晶状体及玻璃体,分离视网膜,行 Isolectin B4 染色。
视网膜组织于 4% 多聚甲醛溶液固定 3h,用磷酸盐缓冲
溶液(phosphate buffer solution,PBS,0. 01mol / L,pH=7. 4)
漂洗 5min,用 1%牛血清白蛋白+0. 5% Triton+0. 01mol / L
PBS 在室温中封闭 2. 5h,加入抗体 1% Isolectin B4 过夜,
4益,用 PBS 漂洗 5min伊3 次后行视网膜铺片、封片。 观察
视网膜中央无血管区及病理性新生血管的情况。
1. 2. 4 小鼠视网膜组织切片和 HE 染色观察视网膜组织
病理学变化摇 在 P17,随机抽取 3 组幼鼠,戊巴比妥钠麻
醉后用生理盐水和 4% 多聚甲醛对幼鼠进行体循环灌
注、固定及摘取左侧眼球,常规固定、脱水、包埋,以视盘
为原点,沿着上下垂直方向 5滋m 切片,行 HE 染色,采用
显微镜及图像采集系统观察并拍照,观察突破视网膜内
界膜的新生血管。
1. 2. 5 视网膜组织氧化应激活性氧高质荧光测定摇 随机
抽取 3 组幼鼠,戊巴比妥钠过量麻醉处死。 取右眼分离
视网膜后用预冷的 GENMED 清理液漂洗 2 ~ 3 次;视网
膜组织加入 100滋L GENMED 稀释液,漩涡混合器充分震
荡充分混匀后移取 50滋L 组织匀浆物或 50滋L GENMED
稀释液(背景对照)到 96 孔平板上,加入 950滋L GENMED
染色液和 GENMED 稀释液的染色工作液,充分混匀后放
37益恒温水孵育 20min,避免光照。 随后使用避荧光定量
分光光度仪(M5)检测:激发波长 490nm,散发波 520nm。
以 OIR 模型组氧化应激活性氧(ROS)荧光度 / 常氧对照
组 ROS 荧光强度值为对比指标。
1. 2. 6 视网膜组织 NO 水平测定摇 方法同上,分离视网
膜后匀浆,参照文献[12]方法,将 NO 转化为 NO2 -,测定
NO 的稳定代谢产物亚硝酸盐 / 硝酸盐的含量,用分光光
度法测定,间接反应 3 组小鼠视网膜组织 NO 的含量。
1. 2. 7 Western -blot 测定左眼视网膜组织中 iNOS、
nNOS、eNOS的表达摇 分离小鼠视网膜组织后置于细胞
裂解 液 ( 1% Triton X - 100, 50mmol / L Tris, 1mmol / L
EDTA,0. 1% SDS,1%脱氧胆酸钠)中匀浆。 BCA 法测定
蛋白浓度,取等量蛋白样品,10% SDS -PAGE 电泳、转
膜。 加入一抗,室温孵育 12h,HRP 标记的二抗室温孵育
2h。 ECL 显影后,半定量分析 iNOS、nNOS 和 eNOS 的光
密度值。
摇 摇 统计学分析:采用 Photoshop CS3 软件对所拍摄的视
网膜局部荧光图像进行融合、重建,得到完整的视网膜铺
片图。 根据 Connor 等[13]所发表的方案,统计每张完整视
网膜铺片图的无血管区、新生血管区及整个视网膜像素
值,计算百分比进行分析。 采用 SPSS 17. 0 统计学软件
进行数据统计分析,以均数依标准差描述计量资料,计量
资料比较采用单因素方差分析及 LSD-t 检验,P<0. 01 为
差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 脂联素对 OIR小鼠视网膜无血管区面积及病理性新
生血管数目的影响 摇 在 P17 时,视网膜铺片 Lectin 染色
高倍镜下观察到,常氧对照组小鼠视网膜血管走行清晰、
形态正常;NaCl 注射 OIR 组小鼠视网膜中央出现大片无
血管区和呈团簇状的病理性新生血管,且血管走形迂曲;
APN 注射 OIR 组小鼠视网膜中央出现的无血管区面积
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摇 摇 摇 摇 图 1摇 三组小鼠视网膜铺片图(伊400)摇 A:常氧对照组;B:NaCl 注射 OIR 模型组;C:APN 注射 OIR 模型组;黄色
摇 摇 摇 摇 标记区域为视网膜中央无血管区。

摇 摇 摇 摇 图 2摇 三组小鼠视网膜组织切片 HE染色(伊400)摇 A:常氧对照组;B:NaCl 注射 OIR 模型组;C:APN 注射 OIR
摇 摇 摇 摇 模型组;红色箭头为视网膜病理性新生血管。

较小,但仍存在呈团簇状、走形迂曲的病理性新生血管
(图 1),统计分析显示,APN 注射 OIR 组小鼠视网膜中央
无血管区面积显著明显减少( t = 7. 304,P<0. 01),病理性
新生血管数目减少( t = 2. 407,P<0. 01,表 1)。 视网膜组
织切片 HE 染色显示,APN 注射 OIR 组小鼠视网膜病理性
新生血管数量明显减少(图 2)。
2. 2 视网膜组织氧化应激活性氧高质荧光测定结果摇 在
P17 时,两组 OIR 模型组小鼠视网膜组织 ROS 含量均升
高,但 APN 注射组小鼠视网膜组织氧化应激活性氧
(ROS)含量较 NaCl 注射组明显降低,差异有统计学意义
( t=13. 349,P<0. 01,图 3)。
2. 3 视网膜组织 NO 的表达摇 OIR 模型组小鼠视网膜 NO
水平均升高,APN 注射组小鼠视网膜 NO 水平较 NaCl 注
射组明显升高,差异有统计学意义(t=3. 023,P<0. 01,表 2)。
2. 4 视网膜组织 iNOS、nNOS、eNOS 的表达 摇 OIR 模型
组小鼠视网膜组织 iNOS 和 eNOS 表达明显升高,APN 注
射后小鼠视网膜组织 iNOS 表达明显低于 NaCl 注射组,差
异有统计学意义( t = 5. 112,P<0. 01,图 3),eNOS 表达明
显高于 NaCl 注射组,差异有统计学意义( t = 7 . 421,P<
0. 01,图 3)。 nNOS 的表达无统计学差异(t=1. 074,P>0. 01)。
3 讨论
摇 摇 ROP 是一种双相性疾病,在病变的第一阶段,在正常
宫腔内进行的正常视网膜血管的发育减慢或者停止,这主
要与出生后暴露在高氧环境中有关。 研究表明,当视网膜
处于不断波动的氧分压中,会引起视网膜缺血缺氧,引发
过量的 ROS / RNS 产生,触发链式反应进一步生成更多的
自由基,ROS / RNS 的过量生成与清除失衡可导致氧化 / 硝
化应激损伤[14-15]。 在正常情况下,ROS 的产生与抗氧化
剂的清除二者之间的平衡保护机体内细胞的活性。 很多

表 1摇 OIR模型小鼠视网膜无血管区像素百分比 (軃x依s,% )
分组 眼数 无血管区 新生血管

NaCl 注射 OIR 组 6 18. 21依0. 62 5. 1依0. 21
APN 注射 OIR 组 6 10. 32依0. 32b 2. 6依0. 19b

注:bP<0. 01 vs NaCl 注射 OIR 组。

表 2摇 三组小鼠视网膜 NO 含量 (軃x依s,mol / L)
分组 眼数 NO2- / NO3-

常氧对照组 6 6. 23依0. 91
NaCl 注射 OIR 组 6 19. 09依2. 17
APN 注射 OIR 组 6 38. 45依3. 02b

注:bP<0. 01 vs NaCl 注射 OIR 组。

图 3摇 三组小鼠视网膜组织 ROS 荧光强度相对值摇 bP<0. 01
vs NaCl 注射 OIR 组。

影响早产儿的情况如高氧、缺血 / 再灌注和炎症等均可引
起体内产生过多的 ROS / RNS。 由于早产儿出生时体内抗
氧化剂,如超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶等、以及与
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图 4摇 三组小鼠视网膜组织 iNOS、nNOS、eNOS蛋白表达水平的免疫印迹结果摇 A:Western-bolt 电泳图;B:iNOS / 茁-actin;C:nNOS /
茁-actin;D:eNOS / 茁-actin;bP<0. 01 vs NaCl 注射 OIR 组。

生长发育相关的因子,如 IGF-1、脂联素等水平较低,更易
受到氧化应激的损伤[16-19]。 因此,氧化应激是 ROP 的发
生发展中的重要因素。 进一步研究证实 ROS / RNS 引起的
细胞凋亡可能是导致视网膜血管消退形成无灌注区以及
继发病理性新生血管的主要原因[20-21]。
摇 摇 脂联素是脂肪细胞分泌的一种脂肪细胞因子,其主要
作用于胰岛 B 细胞、血管内皮细胞、肝细胞、心肌细胞、脂
肪细胞及免疫细胞等靶细胞[22],发挥调节代谢、抗炎、抗
氧化应激、保护血管内皮及心肌等多种作用[23-24]。 脂联
素在眼部组织,如脉络膜、角膜、巩膜和睫状体均呈低水平
表达[25-27]。 研究显示脂联素具有明显的心血管保护效
应,通过保护血管内皮细胞、抗炎、抗氧化应激来促进受损
的血管内皮细胞的修复[28-29]。
摇 摇 在实验中观察到,与常氧对照组和生理盐水注射 OIR
模型组相比,脂联素注射的 OIR 组小鼠视网膜中央无血
管区和新生血管数量显著减少、异常血管形态减轻,表明
脂联素注射后小鼠视网膜病变减轻,提示脂联素注射可减
轻高氧波动对正在生长发育的视网膜血管的损伤。 视网
膜组织 ROS / RNS 检测结果表明,脂联素可明显抑制高氧
波动状态下视网膜 ROS / RNS 的产生,减轻氧化应激对视
网膜血管的损伤。 在激光诱导脉络膜新生血管(CNV)的
早期,脂联素的表达上调,可明显抑制病理性新生血管的
生成[30]。
摇 摇 NO 主要依赖于一氧化氮合酶(NOS)催化生成。 目前
已知 NOS 有三种亚型,内皮型(eNOS)、神经型(nNOS)和
诱导型(iNOS)。 eNOS 和 nNOS 的活性受到多种信号通路
的严密调控,并生成具有保护作用的生理性 NO[31]。 而
iNOS 可以在多种病理刺激下产生,其产生 NO 的量比
eNOS 和 nNOS 高出数个数量级,且其活性不受正常信号
通路调控,也称病理性 NO,损伤血管内皮细胞[32]。 生理
性的 NO 是非常重要的血管扩张剂,在眼部具有保护和促
进血管生成的作用,可减少细胞凋亡维持内皮细胞屏障的
完整性[33]。 体外研究显示,脂联素可促进血管内皮细胞
eNOS 的产生,增加生理性 NO 的生成,促进受损的血管内
皮细胞修复[34-35]。 本实验发现脂联素不仅可明显抑制
ROS / RNS 的产生,减轻具有细胞毒性的继发产物,如过氧
亚硝基阴离子等的产生,保护血管免受损伤。 OIR 组小鼠
高氧波动干预后小鼠视网膜组织 iNOS 表达显著增加,病
理性 NO 生成明显增加。 而外源性补充脂联素后可显著
抑制 iNOS 表达,eNOS 磷酸化水平增加,病理性 NO 减少,
生理性 NO 的生成增强,减轻了高氧对视网膜血管的氧化
应激损伤,发挥视网膜血管保护作用。

摇 摇 综上所述,本实验结果表明,脂联素可以通过激活内
源性 eNOS 促进生理性 NO 生成,保护血管内皮以及促进
损伤血管内皮的修复,同时又能抑制 ROS / RNS 的产生,在
OIR 视网膜病变进程中发挥视网膜血管的保护作用。
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