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摘要
目的:通过荧光靶向成像检测血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)
在放射性视网膜病变(ＲＲ)中的分布表达ꎮ
方法:将荧光素 ＦＩＴＣ 与 ＶＥＧＦ 抗体 ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ 共价结合ꎬ
制备靶向荧光成像探针 ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ－ＦＩＴＣꎮ ＳＤ 大鼠按体
重均衡原则随机分为 ３ 组:正常对照组(Ｃｏｎ 组)、低剂量
放射组(１０ Ｇｙ 组)、高剂量放射组(３０ Ｇｙ 组)ꎬ采用医用直
线加速器及铅块遮挡对大鼠眼球进行局部照射造模ꎮ 通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测各组 ＶＥＧＦ－Ａ 表达水
平ꎬ筛选合适的造模剂量ꎮ 使用倒置荧光显微镜与共聚焦
显微镜观察 ＶＥＧＦ 与成像探针在对照组与 ＲＲ 模型组大
鼠视网膜上的分布ꎬ验证靶向探针的有效性ꎮ
结果:高剂量放射组(３０ Ｇｙ 组)大鼠视网膜 ＶＥＧＦ－Ａ 表达
水平相较正常对照组(Ｃｏｎ 组)升高ꎬ在早期 ＲＲ 中观察到
ＶＥＧＦ 表达与微动脉瘤和视网膜内微血管异常ꎬ毛细血管
壁损伤部位存在 ＶＥＧＦ 积累ꎬ当视网膜毛细血管内皮损伤
发生时ꎬ靶向探针在血管壁外表面聚集ꎮ
结论:ＲＲ 模型大鼠视网膜 ＶＥＧＦ 表达水平升高ꎬ荧光靶向
分子成像探针能够检测 ＶＥＧＦ 在 ＲＲ 大鼠视网膜微血管
病变处的空间分布ꎮ
关键词:放射性视网膜病变 ( ＲＲ)ꎻ血管内皮生长因子
(ＶＥＧＦ)ꎻ雷珠单抗ꎻ分子荧光成像
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０引言
放射性视网膜病变( ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＲＲ)是头颈

部恶性肿瘤放射治疗后常见的一种严重并发症ꎬ也是致盲
的主要原因ꎬ严重影响肿瘤患者的生活质量[１－３]ꎮ 其原因
是持续的低剂量或超过安全阈值剂量的电离辐射对视网
膜血管内皮细胞、神经胶质细胞及视网膜色素上皮的多重
损伤效应[４－５]ꎮ 随着放射治疗在头颈部肿瘤中的广泛应
用ꎬＲＲ 的发病率呈上升趋势ꎬ现已成为影响患者长期生
存质量的重要临床问题[６]ꎮ 在临床上ꎬＲＲ 通常具有较长
的潜伏期ꎬ多在放疗后 ６ ｍｏ 至 ３ ａ 内出现症状ꎬ这给早期
诊断和干预带来了极大挑战ꎮ 患者早期症状较为隐匿ꎬ主
要表现为轻度视力减退和视物变形ꎬ随着病程进展可导致
显著的视觉功能障碍[７]ꎮ 常规影像检查可见视网膜微血
管结构异常、棉絮斑、视网膜出血和硬性渗出等特征性改
变ꎻ晚期病例可出现视网膜萎缩、黄斑水肿和新生血管性
青光眼等严重并发症[８－９]ꎮ 尽管 ＲＲ 的进展机制是多因素
的ꎬ但 ＶＥＧＦ 被认为是病理性血管生成进展中的关键因
素ꎬＲＲ 的基本病理特征表现为 ＶＥＧＦ 的产生和释放增
多[１０－１２]ꎮ 因此ꎬＶＥＧＦ 的监测是介入治疗 ＲＲ 的重要靶
点ꎮ 目前在 ＲＲ 诊断与治疗中ꎬ眼底彩照、荧光素血管造
影、ＯＣＴ 等检查方式主要集中应用于 ＲＲ 中后期ꎬ无法做
到早期分子水平的检测ꎻ玻璃体液活检虽已取得进展ꎬ但
无法早期检测到关键致病靶点 ＶＥＧＦ 的浓度ꎬ也无法监测
在视网膜上的空间分布表达[１３－１５]ꎮ 本研究旨在构建一种
荧光标记的 ＶＥＧＦ 靶向探针对视网膜上 ＶＥＧＦ 表达分布
进行检测ꎬ并采用病理学及分子生物学指标作为参照标
准ꎬ以验证该成像技术的临床应用潜力ꎬ为临床医生提供
诊断和治疗决策的科学依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 ６ 周龄 ＳＰＦ 级健康雄性 ＳＤ 大鼠购自江
苏省徐州市徐州医科大学实验动物中心ꎬ饲养于徐州市第
一人民医院中心实验室动物房ꎬ室温 ２３±３ ℃ꎬ昼夜交替
光照ꎬ自由饮食ꎮ 本研究所有实验方案和程序均获徐州市
第一 人 民 医 院 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准 ( Ｎｏ.
ｘｙｙｌｌ２０２５１２７)ꎮ
１.１.２主要试剂及仪器 　 雷珠单抗( ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂꎬ 人源化
单克 隆 抗 体 片 段 Ｆａｂꎬ Ｌｕｃｅｎｔｉｓ ＠ 诺 华 公 司 )ꎬ ＦＩＴＣ
(Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ Ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ异硫氰酸荧光素ꎬ赛默飞公司ꎬ
Ｃａｔ＃３７２０５)ꎬＰＣＲ 扩增试剂盒、逆转录试剂盒( ＴＡＫＡＲＡ
公司ꎬＣａｔ＃ＡＧ１１６０７)ꎬ蛋白提取试剂盒、ＲＮＡ 提取试剂盒
(上海碧云天生物技术有限公司ꎬＣａｔ＃７４１０４)ꎬ放疗直线加
速器(Ｖｉｔａｌ Ｂｅａｍ４９３６ꎬ德国西门子公司)ꎬ倒置荧光显微镜
(ＬｅｉｃａＭ１６５ＦＣ / ２０５ＦＡꎬＬｅｉｃａ)ꎬ共聚焦荧光显微镜 ( ＴＣＳ
ＳＰ５ꎬＬｅｉｃａ)ꎬＥＬＩＳＡ 酶标仪(ＢｉｏＴｅｋ ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓꎬＷｉｎｏｏｓｋｉꎬ
ＶＴꎬＵＳＡ)ꎬＶＥＧＦ 一抗(Ａｂｃａｍ 公司ꎬＣａｔ＃ＰＡＡ１４３Ｐｏ０１)ꎬ
山羊抗兔过氧化物酶标记的二抗 ( Ａｂｃａｍ 公司ꎬ Ｃａｔ ＃
ａｂ２０５７１８)ꎬ增强化学发光试剂(Ａｍｅｒｓｈａｍ ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬＣａｔ
＃ＳＱ２０１)ꎬ多光谱成像系统 ( Ｂｉｏｓｐｅｃｔｒｕｍ ＡＣ Ｃｈｅｍｉ ＨＲ
４１０ꎬＵＶＰꎬＬＬＣ)ꎬβ－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体(ＢＤ ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬＳａｎ
ＪｏｓｅꎬＣａｔ＃６６００９－１－ｌｇ)ꎬ抗 ＶＥＧＦ－Ａ 一抗(ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬＣａｔ＃
ａｂｓ１３６５３１)ꎬＣｙ５. ５ 标记的荧光二抗 ( Ａｂｃａｍ 公司ꎬＣａｔ ＃
ｂ１０５２)ꎮ
１.２方法
１.２.１荧光探针制备　 将 ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ 与荧光染料 ＦＩＴＣ 在

无菌 条 件 下 共 价 结 合ꎬ 合 成 抗 ＶＥＧＦ 荧 光 探 针
(ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｔｂ－ＦＩＴＣ)ꎮ 简而言之ꎬ将 １ ｍｇ ＦＩＴＣ 和 ２ ｍｇ
ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ 溶解在 ２ ｍＬ 二甲基亚砜中ꎮ 加入 ０.１ ｍＬ 三
乙胺后ꎬ在室温下反应ꎮ ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ 与 ＦＩＴＣ 共价结合ꎬ合
成 ＶＥＧＦ 荧光探针ꎮ 利用高效液相色谱仪纯化后ꎬ将探针
在透析袋中透析并冻干 ２４ ｈꎮ 随后储存在 ４ ℃下ꎬ使用时
用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)溶至 １０ ｍｇ / ｍＬ 的浓度ꎬ用于大鼠
玻璃体内注射(５ μＬ)ꎮ
１.２.２动物造模 　 ＳＤ 大鼠按体质量均衡原则随机分为 ３
组:正常对照组(Ｃｏｎ 组)、低剂量放射组(１０ Ｇｙ 组)、高剂
量放射组(３０ Ｇｙ 组)ꎬ每组 １２ 只大鼠ꎮ 采用医用直线加
速器及铅块遮挡对大鼠眼球进行局部照射ꎬ放射完成后将
大鼠置于 ＳＰＦ 级动物房常规饲养 ２ ｍｏꎬ期间观察其一般
状态及眼部变化ꎮ 通过检测 ＶＥＧＦ 表达水平ꎬ比较不同放
射剂量组各项指标的变化ꎬ筛选合适的放射剂量ꎬ为后续
药物干预 ＲＲ 的机制研究提供较理想的动物模型基础ꎮ
１.２.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测视网膜中
ＶＥＧＦ－Ａ 的蛋白表达情况ꎬ从每组视网膜中提取 ５０ μｇ 蛋
白质(ｎ＝ ３)ꎬ将其于 １０％十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝
胶中电泳ꎬ随后转移至聚偏二氟乙烯膜上ꎮ 对样品进行洗
脱处理ꎬ采用 ５％脱脂奶粉进行封闭ꎬ使用 ＶＥＧＦ－Ａ 一抗
孵育过夜ꎮ 次日ꎬ洗去抗体ꎬ并将其与山羊抗兔过氧化物
酶标记的二抗共同孵育(１∶ ２０００ 比例稀释)ꎬ于室温环境
下孵育２ ｈꎮ 采用增强化学发光试剂显现蛋白信号ꎬ并利
用多光谱成像系统进行成像ꎮ 随后ꎬ再次对样品进行洗脱
处理ꎬ选用单克隆抗体 β－ａｃｔｉｎ(１∶ ２０００ 比例稀释)作为对
照ꎮ 运用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量条带的灰度值ꎬ通过目标条带
灰度值 / 内参条带灰度值进行归一比较分析ꎮ
１.２.４ ｑＲＴ－ＰＣＲ　 分别从对照组和 １０ Ｇｙ、３０ Ｇｙ 模型组
中随机选取 ３ 只大鼠ꎬ通过对大鼠注射 １％戊巴比妥钠实
施安乐死ꎬ随后摘除眼球ꎬ每组包含 ６ 个视网膜样本ꎮ 采
用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡꎬ随后进行逆转录获取 ｃＤＮＡꎮ 通过
实时荧光定量聚合酶链反应法(ｑＲＴ－ＰＣＲ)检测 ＶＥＧＦ 的
表达水平ꎮ 本研究中使用的引物如下:ＧＡＰＤＨ(Ｆ: ５􀆳 －
ＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡ －ＧＧ－３􀆳ꎬ Ｒ: ５􀆳－ＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧ
ＣＡＴＣＡＣＣ－ ３􀆳)ꎻ ＶＥＧＦ－Ａ( Ｆ:５􀆳 －ＴＡＴＡＴＣＴＴＣＡＡＧＣＣＧＴ
ＣＣＴＧＴＧ－３􀆳ꎬＲ:５􀆳－ＴＴＧＴＴＣＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＣ－３􀆳)ꎬ
测定结果采用 ２－ΔΔＣＴ方法处理数据ꎬ每个样本三个复孔ꎬ结
果取平均值ꎮ
１.２.５免疫荧光　 对视网膜进行免疫荧光染色分析ꎬ具体
步骤简述如下:对各组大鼠 ( ｎ ＝ ３) 以 １％戊巴比妥钠
(４０ ｍｇ / ｋｇꎬ腹腔注射)实施安乐死处理ꎬ随后摘除眼球ꎮ
分离视网膜后ꎬ用磷酸盐缓冲液进行清洗ꎬ经 ４％多聚甲
醛固定后ꎬ进行石蜡包埋ꎮ 切取 １０ μｍ 厚的切片ꎬ贴于载
玻片上ꎮ 脱蜡并复水后ꎬ进行封闭ꎬ然后在 ４ ℃ 下与抗
ＶＥＧＦ－Ａ 一抗孵育过夜ꎬ随后在 ３７ ℃下与 Ｃｙ５.５ 标记的
二抗孵育 ２ ｈꎬ细胞核用 ＤＡＰＩ 染色ꎮ 为检测 ＶＥＧＦ 抗体与
探针的共定位ꎬ将视网膜切片与抗 ＶＥＧＦ－Ａ 一抗和探针
共同孵育过夜ꎬ同样与 Ｃｙ５.５ 标记的二抗孵育 ２ ｈꎮ 使用
共聚焦荧光显微镜(ＴＣＳ ＳＰ５ꎬＬｅｉｃａ)获取荧光图像ꎮ
１.２.６视网膜体外成像　 为了进一步可视化 ＲＲ 中的荧光
探针ꎬ制备大鼠视网膜铺片ꎬ用于多尺度水平的离体荧光
成像观察(ｎ＝ ３)ꎮ 通过尾静脉注射伊文氏蓝(溶解在生
理盐水中ꎬ３０ ｇ / Ｌ)标记微血管网络ꎬ每只大鼠 ０.２ ｍＬꎮ 注
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射 １０ ｍｉｎ 后对大鼠实施安乐死摘除眼球ꎬ将视网膜分离
并用 ＰＢＳ 清洗ꎬ然后浸入 ４％多聚甲醛溶液中制备视网膜
铺片ꎮ 使用滤光片组在 ４７０ / ４０ 和 ５２５ / ５０ ｎｍ 下激发和发
射对 ＦＩＴＣ 进行荧光成像ꎬ在 ５５０ / ２５ 和 ６０５ / ７０ ｎｍ 下激发
和发射对伊文氏蓝进行荧光成像(ＦＩＴＣ:绿色ꎻＥｖａｎｓ ｂｌｕｅ:
红色 )ꎮ 随 后ꎬ 使 用 倒 置 荧 光 显 微 镜 ( ＬｅｉｃａＭ１６５ＦＣ /
２０５ＦＡꎬＬｅｉｃａ)和共聚焦荧光显微镜(ＴＣＳ ＳＰ５ꎬＬｅｉｃａ)采集
视网膜铺片图像ꎬ分析 ＶＥＧＦ 荧光探针的空间分布ꎮ

统计学分析:使用 Ｐｒｉｓｍ ５.０ 进行统计分析ꎮ 多组间
比较采用单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ事后两两比较采用
ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组视网膜 ＶＥＧＦ－Ａ 蛋白表达 　
３０ Ｇｙ 组的 ＶＥＧＦ－Ａ 蛋白表达水平(１.８３３±０.１４１)相较
Ｃｏｎ 组(１± ０. ０１１)显著升高ꎬ差异具有统计学意义( ｔ ＝
６３.１３２ꎬＰ<０.０１)ꎬ１０ Ｇｙ 组的 ＶＥＧＦ－Ａ 表达水平(１.４４６±
０.１１３)虽相较 Ｃｏｎ 组略有升高ꎬ但差异没有统计学意义
( ｔ＝ ４５. ３２４ꎬ Ｐ > ０. ０５ )ꎬ 与 １０ Ｇｙ 组相比ꎬ ３０ Ｇｙ 组的
ＶＥＧＦ－Ａ蛋白表达水平更高ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝
４３.６４１ꎬＰ<０.０５)ꎬ见图 １ꎮ
２.２ ｑＲＴ－ＰＣＲ检测各组视网膜 ＶＥＧＦ－Ａ 表达 　 相较于
Ｃｏｎ 组( ０. ９７８ ± ０. ０２２)ꎬ １０ Ｇｙ 组 ＶＥＧＦ － Ａ 表达水平
(１.１０１±０.０６２)略微升高ꎬ但二者差异不具有统计学意义
( ｔ＝ １１. ０８３ꎬＰ > ０. ０５)ꎬ ３０ Ｇｙ 组 ＶＥＧＦ －Ａ 的表达水平
(１.４５４±０.０９１)显著升高ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ８７.６２１ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎬ与 １０ Ｇｙ 组相比ꎬ３０ Ｇｙ 组 ＶＥＧＦ－Ａ 的表达水平
同样显著升高ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ５１.３２２ꎬＰ<０.０１) ꎬ
见图 ２ꎮ 基于以上检测结果ꎬ本研究最终选取 ３０ Ｇｙ 组大
鼠作为适宜的 ＲＲ 动物模型ꎬ进行后续实验ꎮ
２.３免疫荧光结果　 免疫荧光结果显示(图 ３)ꎬ在 Ｃｏｎ 组
视网膜中检测到较低 ＶＥＧＦ 信号ꎬ同时在 ＲＲ 组视网膜切
片中ꎬ发现了更强烈的 ＶＥＧＦ 高信号ꎮ 利用免疫荧光
ＶＥＧＦ 抗体同制备的探针 ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｔｂ－ＦＩＴＣ 双重着染视
网膜 切 片ꎬ 免 疫 荧 光 结 果 与 靶 向 探 针 显 示 探 针
ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｔｂ－ＦＩＴＣ 与 ＶＥＧＦ 存在良好的共定位ꎬ表明探针
ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｔｂ－ＦＩＴＣ 具有良好的靶向 ＶＥＧＦ 能力ꎮ
２.４倒置荧光显微镜成像 　 如图 ４ 所示ꎬ使用伊文氏蓝
(Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ)染色并在倒置荧光显微镜下拍摄血管染色荧
光显微图ꎬＥｖａｎｓ ｂｌｕｅ 可着染整个血管网和渗漏的血浆白
蛋白ꎬ探针具备靶向结合 ＶＥＧＦ 的功能ꎬ可见 Ｃｏｎ 组的视
网膜铺片中ꎬ伊文思蓝染色的血管壁光滑ꎬ分叉规则ꎬ探针
几乎没有观察到 ＶＥＧＦ 阳性荧光信号ꎮ 在 ＲＲ 模型的视
网膜铺片中ꎬ可见血管结构有明显的异常ꎬ同时探针主要
分布在异常血管周围ꎮ
２.５ 共聚焦成像 　 通过更高分辨率的激光共聚焦显微镜
进行扫描成像ꎬ在对照组中ꎬ几乎没有观察到探针信号ꎬ伊
文氏蓝染色的血管壁光滑ꎬ血管规则ꎮ 在 ＲＲ 模型组中ꎬ
探针主要聚集在血管壁周围ꎬ尤其是微血管分叉处聚集明
显ꎬ如图 ５Ａ 所示ꎮ 对于激光共聚焦层扫的图像进行三维
重建ꎬ见图 ５Ｂꎬ通过局部放大ꎬ可见在微血管处有明显的
血管损伤与探针聚集ꎮ
３讨论

当前临床实践中ꎬＲＲ 尚未形成统一的治疗规范和指
南ꎮ 鉴于其发病机制与糖尿病视网膜病变极为相似ꎬ治疗

图 １　 各组视网膜 ＶＥＧＦ－Ａ 蛋白表达比较　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测各组视网膜 ＶＥＧＦ－Ａ 蛋白表达ꎻＢ:ＶＥＧＦ－Ａ 蛋白定量
分析ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｃｏｎ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ １０ Ｇｙ 组ꎮ

图 ２　 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测各组视网膜 ＶＥＧＦ－Ａ 表达　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ
Ｃｏｎ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ １０ Ｇｙ 组ꎮ

策略也大体相同ꎬ抗 ＶＥＧＦ 治疗通常被首选为一线治疗方
案ꎻ激素治疗、激光光凝等作为补充治疗手段[１６－１８]ꎮ 然
而ꎬ抗 ＶＥＧＦ 治疗在不同患者中的疗效存在显著差异ꎬ部
分患者在接受抗 ＶＥＧＦ 治疗后并未显示出明显的改善ꎬ表
明 ＶＥＧＦ 在不同患者中的分布表达可能存在显著差异ꎬ并
非所有患者均适宜接受抗 ＶＥＧＦ 治疗[１９]ꎮ 针对抗 ＶＥＧＦ
治疗效果的差异性ꎬ有研究者建议对患者的玻璃体液进行
ＶＥＧＦ 检测ꎬ以玻璃体液中 ＶＥＧＦ 的表达水平为依据选择
适宜的治疗方案[２０]ꎮ 然而ꎬ该检测方法对患者具有较大
的侵入性及组织损伤ꎬ难以被大多数患者所接受ꎮ 目前ꎬ
尚缺乏精确的成像技术来实现 ＲＲ 进展过程中 ＶＥＧＦ 表
达的可视化和量化ꎮ 在本项研究中ꎬ我们合成了一种荧光
靶向分子成像探针ꎬ该探针能够实现 ＶＥＧＦ 在视网膜微血
管病变处的空间分布成像ꎮ

目前关于 ＲＲ 大鼠模型中 ＶＥＧＦ 的空间分布表达情
况研究相对匮乏ꎮ 传统的影像检查手段主要依赖于眼底
摄影、血管荧光造影和光学相干断层成像ꎬ这些成像方法
只能够识别视网膜血管结构异常的情况ꎬ无法实现病理性
分子水平成像[２０－２３]ꎮ 从分子水平监测 ＶＥＧＦ 浓度及空间
表达显得尤为必要ꎮ 本研究采用倒置荧光显微镜及激光
共聚焦显微镜ꎬ对 ＲＲ 模型进行分子水平影像检查ꎬ以评
估 Ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ－ＦＩＴＣ 探针靶向 ＶＥＧＦ 在视网膜的分布表
达情况ꎮ 我们的数据显示ꎬＶＥＧＦ 在视网膜中的表达与
ＲＲ 病变结构共定位ꎬ扩张的毛细血管周围或毛细血管闭
合区域有更明显的 ＶＥＧＦ 阳性荧光信号ꎬ表明 ＶＥＧＦ 在血
管结构性改变初期已经高表达ꎬ这与放射性视网膜病变的
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图 ３　 免疫荧光结果　 ＧＣＬ:神经节细胞层ꎻＩＰＬ:内层状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻＯＮＬ:外核层ꎻＶＥＧＦ ａｎｔｉｂｏｄｙ:抗 ＶＥＧＦ 免疫荧光抗体ꎻＰｒｏｂｅ:
Ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｔｂ－ＦＩＴＣ 荧光探针ꎻＤＡＰＩ:细胞核染色ꎮ

图 ４　 倒置荧光显微镜成像　 图中蓝色箭头表示血管异常位置ꎮ

缺血缺氧病理基础密切相关ꎬ电离辐射可直接损伤视网
膜微血管系统ꎬ导致毛细血管闭塞和局部缺血[２４] ꎮ 我们
的实验结果与 Ｆｉｎｇｅｒ 等[２５]的临床研究一致ꎬ他们发现放
射性视网膜病变患者玻璃体中 ＶＥＧＦ 浓度显著升高ꎬ且
与病变严重程度呈正相关ꎮ 此外ꎬ蛋白质印迹法、实时
聚合酶链反应和免疫荧光结果也证实了 ＶＥＧＦ 在 ＲＲ 中
过表达的情况ꎮ 我们发现用 Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ 着染的 ＲＲ 模型
中视网膜微血管与正常对照组相比ꎬ并非完整平滑ꎬ这
可能是由于过量的电离辐射导致血管壁周细胞凋亡和
内皮细胞松动ꎮ
　 　 值得注意的是ꎬ迄今为止大多数研究都集中在 ＶＥＧＦ
表达浓度水平的检测上[２６－２７]ꎮ 然而在临床中ꎬＶＥＧＦ 的空

间分布也是一个非常重要的预测标志物ꎬ它与抗 ＶＥＧＦ 治
疗反应密切相关ꎮ 王苏涵等[２８] 研究 ＶＥＧＦ 与视网膜血管
内皮细胞间的通透性、血管炎性反应、细胞凋亡反应、氧化
应激、线粒体损伤以及内质网应激之间的相关机制ꎬ为
ＶＥＧＦ 在破坏血－视网膜屏障机制研究提供参考ꎮ 本研究
也清楚地证实ꎬ在 ＲＲ 的早期阶段ꎬ第一个病理标志是大
量扩张的毛细血管及 ＶＥＧＦ 异常高表达ꎮ 当视网膜毛细
血管内皮损伤发生时ꎬ可以观察到靶向探针聚集在血管壁
外表面ꎮ 结果表明ꎬ毛细血管壁损伤部位存在 ＶＥＧＦ 积
累ꎮ 此现象可能揭示了毛细血管中 ＶＥＧＦ 的异常高表达
导致了不可逆的病理性血管新生ꎮ 此外ꎬ在一系列针对抗
ＶＥＧＦ的临床试验中ꎬ存在反复的抗ＶＥＧＦ治疗未能取得

０７５

国际眼科杂志　 ２０２６ 年 ４ 月　 第 ２６ 卷　 第 ４ 期　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２０５９０６　 电子信箱:ｉｊｏ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



图 ５　 共聚焦成像　 Ａ:激光共聚焦二维扫描结果ꎻＢ:激光共聚焦三维扫描重建结果ꎬ对 ＲＲ 模型组病变部位进行重建放大ꎬ显示探针
聚集部位ꎻ图中方框显示对应局部病灶放大ꎮ

预期效果ꎬ而微脉冲激光治疗却展现出潜在的疗效ꎻ这可
能是由于放射性损伤诱导的 ＶＥＧＦ 上调是一个持续过程ꎬ
完全抑制这一过程具有一定难度ꎮ 辐射损伤可引发长期
的分子级联反应ꎬ即使停止辐射病变仍会继续发展ꎮ 如未
及时控制ꎬ当发展为增殖性视网膜病变时ꎬ大量新生血管
已经形成ꎬ此时再进行抗 ＶＥＧＦ 治疗效果可能已经不明
显ꎮ 本研究存在一定局限ꎬ尽管离体成像结果证实了本实
验方法的可行性ꎬ但在体实时成像仍需进一步研究验证ꎮ
鉴于此ꎬ未来研究可借助球内注射靶向探针ꎬ运用临床眼
科造影成像设备开展在体实时成像ꎬ以观察探针靶向聚集
分布情况ꎬ为临床治疗提供指导思路ꎮ

综上所述ꎬ在临床领域中ꎬＶＥＧＦ 的表达与分布是极
为关键的预测标志物ꎬ与抗 ＶＥＧＦ 治疗反应存在密切相
关ꎮ 本研究合成的 ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ － ＦＩＴＣ 靶向探针ꎬ能够在
视网膜病变早期阶段检测到异常升高的 ＶＥＧＦ 表达及其
空间分布状况ꎮ 通过离体图像分析ꎬ实现从二维向三维的
拓展ꎬ进一步验证了该探针的有效性ꎬ为后续开展活体在
体成像研究提供了理论基础ꎬ为血管内微血管异常的发病
机制研究提供了全新的临床检查思路ꎬ有望实现活体
ＶＥＧＦ 荧光成像信息采集ꎮ 此荧光分子靶向成像方法为
鉴别抗 ＶＥＧＦ 治疗的应答与非应答提供了一种具有潜在
价值的诊断手段ꎬ为开发在体实时分子荧光成像技术奠定
了理论基础ꎬ且具备较高的临床转化价值ꎬ可辅助早期 ＲＲ
诊断并实现抗 ＶＥＧＦ 治疗的优化ꎮ
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