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ＰＤＲ患者视网膜前膜中 ｍｉＲ－１２６和
ＶＥＧＦ的表达及意义

金　益　卢珊珊　牟晓月

摘　要　目的　研究 ｍｉＲ－１２６和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在增殖性糖尿病视网膜病变（ＰＤＲ）视网膜前膜中的表达及其

与新生血管生成的关系。方法　将 ２０１５年４月 ～２０１８年４月在笔者医院眼科行玻璃体切除术的 ＰＤＲ患者８０例（８０眼）作为研

究对象（ＰＤＲ组），同时期行玻璃体切除术的 ５０例（５０眼）特发性黄斑裂孔（ＩＭＨ）患者作为对照（ＩＭＨ组），分别采集患者视网膜

前膜组织，ＲＴ－ＰＣＲ检测前膜组织中 ｍｉＲ－１２６、ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＣＤ３４ｍＲＮＡ表达水平，免疫组织化学染色检测 ＶＥＧＦ和 ＣＤ３４在

视网膜前膜中表达情况，并计数微血管密度，分析 ＰＤＲ患者视网膜前膜组织中 ｍｉＲ－１２６表达水平与 ＶＥＧＦ、ＣＤ３４的相关性。

结果　ＰＤＲ组患者视网膜前膜组织中 ｍｉＲ－１２６相对表达量显著低于 ＩＭＨ组患者（Ｐ＜０．０５），ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＣＤ３４ｍＲＮＡ相对表

达量显著高于 ＲＯＶ组患者（Ｐ＜０．０５）；免疫组化染色结果，ＰＤＲ组患者视网膜前膜中 ＶＥＧＦ、ＣＤ３４均呈阳性表达，且多于 ＩＭＨ组

患者，ＰＤＲ组患者视网膜前膜中 ＶＥＧＦＩＡ值、ＭＶＤ均显著高于 ＩＭＨ组患者（Ｐ＜０．０５）；ＰＤＲ组患者视网膜前膜组织中 ｍｉＲ－１２６

与 ＶＥＧＦ表达水平呈显著负相关（ｒ＝－０．５４３，Ｐ＝０．０１４），与 ＣＤ３４表达呈显著负相关（ｒ＝－０．７３０，Ｐ＝０．０００），ＶＥＧＦ与 ＣＤ３４

表达水平呈显著正相关（ｒ＝０．５７１，Ｐ＝０．００５）。结论　ＰＤＲ患者视网膜前膜中 ｍｉＲ－１２６表达降低，ＶＥＧＦ表达升高，可能是

ＰＤＲ新生血管形成的重要调控机制。
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　　增生性糖尿病视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＤＲ）是糖尿病的严重并发症之一，糖尿
病性视网膜损害刺激视网膜新生血管生成，引起纤维

增殖，严重者可牵拉视网膜导致视网膜脱离，导致患

者视力严重下降甚至失明
［１］
。ｍｉＲ－１２６位于内皮细

胞分泌的表皮生长因子样结构域 ７中，多项研究证
实，ｍｉＲ－１２６在角膜新生血管等新生血管类眼科疾
病中发挥重要调控作用

［２，３］
。血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）能够特异性
地作用于内皮细胞，促进血管内皮细胞增殖、迁移和

血管形成，是重要的促血管内皮细胞生长因子
［４］
。

本研究通过检测 ＰＤＲ患者视网膜前膜中 ｍｉＲ－１２６、
ＶＥＧＦ表达，探究 ｍｉＲ－１２６与 ＰＤＲ新生血管形成的
可能作用机制，现报道如下。

资料与方法

１．一般资料：选择 ２０１５年 ４月 ～２０１８年 ４月在
笔者医院眼科行玻璃体切除术的 ＰＤＲ患者 ８０例（８０
眼）作为研究对象（ＰＤＲ组）。纳入标准：（１）均为 ２
型糖尿病，符合《中国 ２型糖尿病防治指南（２０１３
版）》中诊断标准

［５］
。（２）经眼底荧光血管造影等检

查有视网膜新生血管形成、玻璃体积血等。（３）患者
及其家属对本研究知情同意。（４）经医院伦理学委
员会批准。排除标准：（１）高眼压症、青光眼、角膜新
生血管等其他眼部疾病。（２）合并严重心脏、肝脏、
肾脏、血液病、免疫系统及代谢系统疾病。（３）无既
往眼部手术史、激光治疗史及严重前节屈光间质浑

浊。另选择同时期行玻璃体切除术的非糖尿病特发

性黄斑裂孔（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｍａｃｕｌａｒｈｏｌｅ，ＩＭＨ）患者 ５０例
（５０眼）作为对照（ＩＭＨ组）。

２．视网膜前膜采集：术前控制 ＰＤＲ患者血糖在
正常范围，行常规眼压、视力等检查。采用 ２３Ｇ三切
口玻璃体切除术，剥离视网膜前膜，使用显微镊（广

州达美康科技有限公司）取出膜组织。

３．ＲＴ－ＰＣＲ：取视网膜前膜组织，提取膜组织
ＲＮＡ，分别以 Ｕ６、β－ａｃｔｉｎ为内参对照，ＲＴ－ＰＣＲ检
测膜组织中 ｍｉＲ－１２６和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＣＤ３４ｍＲＮＡ
相对表达量。ｍｉＲ－１２６引物上游：５′－ＧＧＧＧＴＣＧ
ＴＡＣＣＧＴＧＡＧＴ－３′，下游：５′－ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧ
ＧＡＧＴ－３′，ＶＥＧＦ引物上游：５′－ＡＧＧＧＣＡＧＡＡＴＣＡＴ
ＣＡＣＧＡＡＧ－３′，下游：５′－ＧＧＧＡＡＣＧＣＴＣＣＡＧＧＡＣＴ
ＴＡＴ－３′，ＣＤ３４引物上游：５′－ＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＧＴ
ＣＡＡＴＧＴＣ－３′，下游 ５′－ＧＣＡＣＴＣＣＴＣＧＧＡＴＴＣＣＴ
ＧＡＡＣ－３′。

４．免疫组织化学染色：将上述视网膜前膜迅速转
入１０％甲醛固定液中固定１０～２４ｈ，经不同浓度梯度
乙醇脱水后，使用二甲苯置换出膜组织中乙醇，浸蜡

后包埋于石蜡中，冷却后，连续切片 ４ｍｍ厚，摊片，
７０℃烤片１ｈ。组织染色方法：石蜡切片经常规脱蜡、
脱水、组织抗原修复及阻断内源性过氧化酶活性后，

加入正常山羊血清封闭，室温放置 ３０ｍｉｎ后，分别加
入稀释过的山羊抗兔 ＶＥＧＦ抗体、鼠抗人 ＣＤ３４抗体
（上海艾博抗贸易有限公司），以 ＰＢＳ代替一抗作为
对照，４℃下过夜孵育后，室温放置 ３０ｍｉｎ，冲洗，加入
二抗（上海艾博抗贸易有限公司），３７℃孵育 １ｈ，冲
洗。ＤＡＢ染色，苏木素复染，脱水、封片，显微镜下观
察、拍照。

５．图像分析：（１）ＶＥＧＦ蛋白分布密度：显微镜
下，采用计算机图像采集系统随机采集每个 ＶＥＧＦ免
疫组化染色切片的３个区域图像，应用 Ｉｍａｇｅ－ｐｒｏｐ
ｌｕｓ６．０软件分析图像，细胞质或（和）细胞膜呈棕褐
色为阳性，选取特定阳性区域，计算阳性区域积分吸

光度（ｉｎｔｅｇｒａｌａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）值，以 ＩＡ平均值代表
ＶＥＧＦ蛋白分布密度。（２）微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）计数：参考韩林峰等［６］

方法计数 ＭＶＤ，
被 ＣＤ３４抗体染色为棕褐色的单个内皮细胞或细胞
簇即为１个微血管计数，组织结构不相连的分支结构
也记作１个微血管，排除血管肌层较厚的血管。首先
显微镜（×１００）下找到微血管最多的区域，然后计数
（×２００）３个视野的微血管数，取 ３个视野平均数作
为 ＭＶＤ。

６．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进行分析，计量资料采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，两组比较采用两独立样本 ｔ检验，计数资料采用
百分数（％）表示，两组比较采用 χ２检验，相关性分析
采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数（ｒ）法，以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果
１．两组一般资料：ＰＤＲ组和 ＩＭＨ组患者性别、年

龄、术前眼压等一般资料比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），术前血糖、最佳矫正视力等一般资料比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），详见表１。
　　２．两组 ｍｉＲ－１２６、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平：ＰＤＲ
组患者视网膜前膜组织中 ｍｉＲ－１２６相对表达量低
于 ＩＭＨ组患者，ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＣＤ３４ｍＲＮＡ相对表
达量高于 ＲＯＶ组患者，两组患者视网膜前膜组织中
ｍｉＲ－１２６、ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＣＤ３４ｍＲＮＡ相对表达量
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表 １　两组一般资料比较

组别 ｎ 性别（男性／女性） 年龄（岁） 术前血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） 术前最佳矫正视力 术前眼压（ｍｍＨｇ）Δ

ＰＤＲ组 ８０ ４４／３６ ６４．３２±８．２４ ９．４１±２．２７ ０．０５±０．０１ １８．８２±４．５４
ＩＭＨ组 ５０ ２７／２３ ６６．１７±９．５８ ５．６３±１．８４ ０．１５±０．０４ １７．６５±３．７６

ｔ／χ２ ０．０１２ １．１６９ ９．９１０ ２１．３６３ １．５２４
Ｐ ０．９１１ ０．２４５ ０．０００ ０．０００ ０．１３０

　　Δ１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ

比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），详见表 ２和
图１。

表 ２　ＰＤＲ组和 ＩＭＨ组患者视网膜前膜组织中

ｍｉＲ－１２６、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平

组别 ｎ ｍｉＲ－１２６ ＶＥＧＦｍＲＮＡ ＣＤ３４ｍＲＮＡ

ＰＤＲ组 ８０ ０．４７±０．１１ １．３２±０．３１ ０．９６±０．２７

ＩＭＨ组 ５０ ０．９２±０．２４ ０．６４±０．１８ ０．３３±０．０９

ｔ １４．５２９ １４．０８５ １５．９３５

Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　３．免疫组化：免疫组化染色发现，ＰＤＲ组患者视

网膜前膜中 ＶＥＧＦ、ＣＤ３４均呈阳性表达，ＩＭＨ组患者
视网膜前膜中 ＶＥＧＦ、ＣＤ３４阳性表达较 ＰＤＲ组减少。
ＰＤＲ组患者视网膜前膜中 ＶＥＧＦＩＡ值为 ０．０３１，ＩＭＨ
组患者视网膜前膜中 ＶＥＧＦＩＡ值为０．０１６，ＰＤＲ组患
者视网膜前膜中 ＶＥＧＦＩＡ值显著高于 ＩＭＨ组患者
（ｔ＝１１．６１９，Ｐ＝０．０００）。２００倍显微镜下计数，ＰＤＲ
组视网膜前膜 ＭＶＤ为５．８２～１０．３１个，平均 ＭＶＤ为
８．０６±１．５７个，ＩＭＨ组 ＭＶＤ为 １．９６～５．８７个，平均
ＭＶＤ为 ３９１±０８２个，ＰＤＲ组患者视网膜前膜
ＭＶＤ显著高于 ＩＭＨ患者（ｔ＝４．０５８，Ｐ＝０．０１５），详
见图２。

图 １　ｍｉＲ－１２６、ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ＣＤ３４ｍＲＮＡ相对表达量

与 ＩＭＨ组比较，Ｐ＜０．０５

图 ２　ＰＤＲ组患者视网膜前膜中 ＶＥＧＦ免疫组化（×４００）
Ａ．ＰＤＲ组 ＶＥＧＦ蛋白表达；Ｂ．ＩＭＨ组 ＶＥＧＦ蛋白表达；Ｃ．ＰＤＲ组 ＣＤ３４阳性细胞；Ｄ：ＩＭＨ组 ＣＤ３４阳性细胞

　　４．ＰＤＲ组 ｍｉＲ－１２６、ＶＥＧＦ的关系：ＰＤＲ组患者
视网膜前膜组织中 ｍｉＲ－１２６与 ＶＥＧＦ表达水平呈显
著负相关（ｒ＝－０．５４３，Ｐ＝０．０１４），与 ＣＤ３４表达呈
显著负相关（ｒ＝－０．７３０，Ｐ＝０．０００）；ＰＤＲ组患者视
网膜前膜组织中 ＶＥＧＦ与 ＣＤ３４表达水平呈显著正
相关（ｒ＝０．５７１，Ｐ＝０．００５），详见图３。

讨　　论
糖尿病性视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）

是由持续性高血糖引起的一种慢性、进行性危害视力

的视网膜微血管病变，ＰＤＲ以视网膜出现新生血管
形成为主要特征，对患者视力危害更大

［７，８］
。研究表

明，ｍｉＲ－１２６表达下调可能与糖尿病患者内皮损伤
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图 ３　ｍｉＲ－１２６、ＶＥＧＦ、ＣＤ３４的相关性分析

有关，并通过介导内皮功能损伤参与糖尿病血管并发

症发生
［９］
。

动物实验表明，ＤＲ小鼠内皮细胞和视网膜周细
胞中 ｍｉＲ－１２６表达明显降低，ＩＲＳ－１明显升高，而
过表达 ｍｉＲ－１２６可明显抑制内皮细胞和视网膜周
细胞侵袭和生存能力，抑制 ＩＲＳ－１及 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通
路蛋白表达，提示 ｍｉＲ－１２６在 ＤＲ发生中具有重要
调控作用，可能是 ＤＲ的潜在治疗靶点［１０］

。ＣＤ３４抗
原一种与新生小血管相关的阶段特异性白细胞分化

抗原，选择性地表达与人类血管内皮细胞、祖细胞表

面，在新生血管内皮细胞中表达量远高于非新生血管

内皮，是最稳定、敏感且特异性的新生血管内皮标志

物
［１１，１２］

。本研究显示，ＰＤＲ患者视网膜前膜组织中
ｍｉＲ－１２６相对表达量显著低于对照组，ＶＥＧＦｍＲ
ＮＡ、ＣＤ３４ｍＲＮＡ相对表达量显著高于对照组，免疫
组化观察发现，ＰＤＲ组患者视网膜前膜中 ＶＥＧＦ、
ＣＤ３４阳性表达多于对照组，ＰＤＲ组 ＶＥＧＦ蛋白分布
密度及 ＭＶＤ均显著高于对照组，说明 ＰＤＲ患者新生
血管增多。

ＤＲ病理改变包括视网膜基膜增厚、毛细血管闭
塞、血 －视网膜屏障破坏及新生血管生成等，毛细血
管闭塞可导致视网膜局部缺氧，引发 ＶＥＧＦ等促进组
织血管生成因子的产生，进一步促进新生血管生成，

使 ＤＲ发展成为 ＰＤＲ［１３，１４］。ＶＥＧＦ参与ＤＲ的发病机
制包括：①糖代谢的多元醇通路异常激活可进一步激
活 ＶＥＧＦ基因，促进 ＤＲ病程进展；②高糖可激活蛋
白激酶 Ｃ途径，通过上调 ＶＥＧＦ，促进新生血管形成，
促进 ＤＲ进展为 ＰＤＲ；③糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）过
量产生促进 ＶＥＧＦ分泌，增加视网膜毛细血管通透
性；④ＶＥＧＦ促进慢性炎症过程，进一步损害视网膜
内皮细胞

［１５，１６］
。多项研究证实，ＶＥＧＦ是 ｍｉＲ－１２６

的靶基因，两者在促进新生血管生成、维持血管完整

性等过程中存在调控作用。如 Ｃｈｅｎ等［１７］
研究证实，

过表达 ｍｉＲ－１２６可以通过负调控 ＶＥＧＦ－Ａ信号，

抑制胃癌肿瘤生长和肿瘤血管生成。另有研究表明，

ｍｉＲ－１２６在风湿性关节炎中低表达，促进成骨细胞
中 ＶＥＧＦ表达，增加内皮细胞血管生成，而过表达
ｍｉＲ－１２６则有相反效果［１８］

。

本研究显示，ＰＤＲ患者视网膜前膜中 ｍｉＲ－１２６
表达水平与 ＣＤ３４呈显著负相关，而 ＶＥＧＦ表达水平
与 ＣＤ３４呈显著正相关，说明视网膜前膜中 ｍｉＲ－
１２６、ＶＥＧＦ表达水平与新生血管生成有关。ＰＤＲ患
者视网膜中 ＶＥＧＦ表达异常增高，诱导大量新生血管
生成，手术治疗中极易出现活动性出血而影响手术成

功率。近年来临床实验表明，抗 ＶＥＧＦ治疗抑制新生
血管活动性，可有效提高手术成功率

［１９］
。本研究表

明，ＰＤＲ患者视网膜前膜中 ｍｉＲ－１２６表达水平与
ＶＥＧＦ呈显著负相关，推测 ｍｉＲ－１２６和 ＶＥＧＦ在
ＰＤＲ新生血管生成中存在调控机制，通过干扰 ｍｉＲ－
１２６表达，可降低视网膜前膜中 ＶＥＧＦ表达，对 ＰＤＲ
病情发展起抑制作用，且有助于提高 ＰＤＲ治愈率及
术后视力恢复。

综上所述，ＰＤＲ患者视网膜前膜中 ｍｉＲ－１２６和
ＶＥＧＦ异常表达，可能是新生血管形成的重要病理机
制，在 ＰＤＲ发病及进展过程中发挥重要调控作用，提
示 ｍｉＲ－１２６可作为 ＰＤＲ临床治疗的新靶点。但
ｍｉＲ－１２６和 ＶＥＧＦ在视网膜前膜新生血管形成的具
体调控途径有待于进一步探究。
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