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Abstract 

·AIM ：T0 evaluate the changes of MMP一9 and TIM P一2 in 

rat modeI of choroidaI ne0vascuIarization(CNV)taking 

Iiangxuehuayu decoction and triamcinolone acetonide 

(TA)。 

·METH0DS：Both eyes of 48 rats received a series of 20 

spots of Iaser irradiation(659nm，360mW ，50p m ，0．05s)． 

The rats were divided into three g roups：the control g roup 

f received 9g／L physiological saline by gastric gavage．16 

rats)，the TCM group(Iiangxuehuayu decoction d rugs by 

gastric gavage，16 rats) and TA g roup (intravitreous 

injection with TA 5p L，0．2mg，16 rats)．Histopathologic 

examination(HE)， MMP一9 and TIMP一2 straining by 

imm unohistochemistry were performed on 7．14．21 and 28 

days after photocoaguIation． 

·RESULTS：The staining intensity of MMP一9 in CNV 

showed that in control g roup the staining intensity was 

reaching the peak on day 7，and then decreased greatly． 

In TCM g roup the staining intensity was reaching the peak 

on day 14，the peak was Sower than the control group and 

then decreased greatly．In TA group the staining intensity 

was reaching the peak on day 7，but the deg ree was 

between the control group and TCM group， then 

decreased． A platform stage occu r on day 14．21． The 

TIMP一2’s staining intensity showed that in control g roup 

the staining intensity was reaching the peak on day 14， 

and then decreased g reatly．In TCM group the staining 

intensity was reaching the peak on day 14，but the peak 

was higher than the controI g roup and then decreased 

g reatly．In TA g roup the staining intensity was reaching 

the peak on day 1 4．but the degree was between the con- 

trol g roup and the TCM group，then decreased greatly． 

·CONCLUSION：The Iiangxuehuayu decoction and TA 

can also suppress experimental CNV induced by Krypton 

Iaser through the regulation of MMP-9 and TIMP-2．and 

the Iiangxuehuayu decoction has a stronger effect to 

reguIate the system of M MPs—TlMPs than TA． 

·KE、 W ORDS：Iiangxuehuayu decoction：choroidaI neovas— 

cuIarization：triamcinolone actonide：MMP．9：TIMP．2 

Li xJ．Tang YZ．Expression of MMP一9 and TIMP一2 in experimental 

choroidal neovascularization utilizing liangxuehuayu decoction and 

triamcinolone acetonide．／ntJOphthalmol(C．oji YankeZazbi 2009； 

9(4)：656—659 

摘 要 

目的：评价凉血化瘀中药及曲安奈德对氪激光诱导 BN大 

鼠脉络膜新生血管(choroidal neovascularization CNV)中基 

质金属蛋白酶 MMP．9和基质金属蛋 白酶抑制剂 TIMP-2 

表达的影响。 

方法：659nm激光诱导 BN大鼠 CNV模型，随机分成空白 

对照组(每 日生理盐水灌 胃)、中药组(每 日中药灌 胃)和 

曲安奈德组 (激光后 1d玻璃体腔注射 曲安奈德 5 ， 

0．2mg)各 16只。分别在光凝后 7，l4，21，28d随机选取4 

只大鼠处死，摘除眼球 ，行病理切片及免疫组织化学检测 

MMP-9及 TIMP一2蛋白在 CNV组织中的表达。 

结果：空白对照组在光凝后 7d MMP-9达到高峰，此后逐 

渐下降；中药组在光凝后 14d达到高峰，但峰值低于空白 

对照组，此后逐渐下降；曲安奈德组在光凝后7d达到高峰， 

峰值介于空白对照组和中药组之间，此后逐渐下降，在 l4～ 

21d出现平台期。空白对照组在光凝后 14d TIMP-2达到高 

峰，此后逐渐下降；中药组在光凝后 14d达到高峰，峰值高 

于空白对照组，此后逐渐下降；曲安奈德组在光凝后 14d达 

到高峰，峰值介于空白对照组和中药组之间，此后下降。 

结论：在下调 MMP一9、上调 TIMP一2的表达进而抑制 CNV 

形成方面，凉血化瘀中药的作用强于曲安奈德。 

关键词 ：凉血化瘀中药；脉络膜新生血管；曲安奈德；MMP． 
9；TIMP一2 
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0引言 

脉络膜新生I血管(choroidal neovascularization，CNV)是 

导致年龄相关性黄斑变性、中心性渗出性脉络膜视网膜病 

变和高度近视等多种眼底疾病视力丧失 的主要原 因。探 

讨 CNV的发病机制与有效治疗是 目前国内外学者的研究 

热点。凉血化瘀中药对年龄相关性黄斑变性和中心性渗 

出性脉络膜视网膜病变的 CNV均有良好的治疗效果 。 ， 

我们应用免疫组化方法观察分别给予凉血化瘀 巾药灌 胃 

和曲安奈德(triamcinolone acetonide，TA)玻璃体腔注射治 

疗后大鼠 CNV组织 中 MMP-9及 TIMP一2表达，以期部分 

了解中药抑制 CNV的机制。 

1材料和方法 

1．1材料 清洁级 BN大鼠48只，9～11周龄，体质量 200～ 

250g，雄性(北京维通利华实验动物有限公 司提供 )。实 

验前双眼前节和眼底检查均正常。凉血化瘀中药 南中 

国中医科学院眼科 医院中药房负责煎制。TA 40g／L(昆 

明积大制药有 限公 司)；兔抗 MMP一9多克 隆抗体 (Santa 

Cruz公司)，羊抗 TIMP-2多克隆抗体 (Santa Cruz公司)， 

SP试剂盒及 AEC显色试剂盒(福州迈新公司)。 

1．2方法 实验前 100g／L水合氯醛溶液 3．5mL／kg行大 

鼠ip，双 眼散瞳 ，用 659nm氪激光 (功率 360mW，直径 

501~m，曝光时间 0．05S)环绕视盘光凝 2排(20个光斑 )， 

以光凝后有气泡产生或伴有轻度出血(有时伴有轻响)标 

志击破 Bruch膜 ，记为有效点。按随机数字表将大鼠分为 

空白对照组 、中药组和 TA组 3组，每组 16只。空 白对照 

组 自动物模型制作后 1d开始给予生理盐水 1．5mL灌 胃， 

2次／d；巾药组给予凉血化瘀的中药 1．25g／kg灌胃，2 7欠／d； 

TA组在动物模型制作后 1d给予 TA 5 L(0．2rag)玻璃体 

腔内注射。分别于光凝后 7，l4，2l，28d随机选取 4只大 

鼠处死 ，摘除眼球 ，立即置于 40 L多聚甲醛磷酸盐缓冲 

液固定 24h，经梯度 乙醇脱水后石蜡包埋，平行于角膜至 

视盘的矢状位连续 4 m切片切至激光斑处 ，常规 HE染 

色。MMP一9及 TIMP一2相关抗原免疫组织化学检测按试 

剂盒说明书进行 ，采用 sP法染色，AEC显色，经苏木素复染 

后封片。羊抗人 MMP一9多克隆抗体的T作浓度为 1：100，兔 

抗人 TIMP一2多克隆抗体的工作浓度为 1：500，高压热修 

复 1rain，着色部位为红色。通过 Image—Pro Plus 6．0图像 

分析系统半定量测定 MMP一9及 TIMP一2在 CNV组织的表 

达，所得数据用均数 ±标准差 ( ±S)表示。 

统计学分析 ：采用 SPSS 13．0统计软件包对数据进行 

正态性检验 、方差齐性检验后用单 凶素方差分析的方法 ， 

其均数的两两比较用 SNK检验 ，P<0．05为有显著性意义。 

2结果 

2．1 MMP-9在 CNV中的表达 空白对照组光凝后 7d，在 

CNV组织上可见 MMPO在色素上皮样细胞表达，同时散 

在于 CNV的基质中(图 lA)，光凝后 14d，MMP一9在色素 

上皮样细胞及成纤维细胞中表达 ，有的 MMP一9染色包绕 

呈管腔状 (图 1D)，此后 ，MMP一9表达逐渐减弱，至 28d， 

MMP一9在少量成纤维细胞表达。凉血化瘀中药组 MMP-9 

表达与空白对照组类似，但7d吸光度( )较低(图 1B)，14d 

时 MMP-9表达达到高峰，此后表达减弱。TA组 7d(图 1c)， 

14d时 MMP-9表 达与空 白对照组类 似 ，但 4较 低 ，2l d 

时 MMP-9的表达强于空白对照组和 中药组 ，出现一平 

台期 (表 1)。 

2．2 TlMP-2在 CNV中的表达 空 白对照组光凝后 7d在 

CNV组织上可见TIMP-2散在表达于 CNV基质中(图2A)， 

表 1 BN大鼠光凝后视网膜 MMP一9和 TIMP一2阳性反应物吸 

光度 ( ±S，A) 

P<0．05 VS7d； P<0．05 VS 14d； P<0．05 VS21d； P<0．05 VS对 

照组 ；。P<0．05 VS对照组和中药组，。P<0．05 VS中药组 

14d TIMP一2在成纤维细胞中表达 ，有的 TIMP一2染色包绕 

呈管腔状(图2B)，至 21～28d TIMP-2表达明显减弱。凉 

血化瘀中药组TIMP一2表达与空白对照组类似，但7d(图2C)， 

14d TIMP一2表达 明显强于空 白对照组，至 21，28d，未见 

TIMP一2的明显表达。TA组 7，14d时部分激光斑 TIMP一2 

表达与空白对照组类似，部分激光斑处形成无定形胶冻样 

瘢痕组织，瘢痕组织可着染 TIMP一2(图 2D)，TIMP一2表达 

介于空 白对照组和中药组之间，至 21，28d，未见 TIMP一2 

的明显表达(表 1)。 

3讨论 

CNV的形成是基底膜降解 ，内皮细胞增殖、迁移和毛 

细血管管腔形成的多步骤过程 ，其形成受到促血管生成因 

子和血管生成抑制因子的严格调控 ，还受到血管内皮细胞 

与细胞外 基质 (extracellular matrix，ECM)交互作用的影 

响。目前已证实，损伤 Bruch膜、扰乱视网膜色素上皮(RPE) 

细胞 的 ECM、或扰乱 内源性抑 制剂，是 CNV生成的条 

件 。Bruch膜及其周围基质的变化、以及基质金属蛋 白 

酶(MMP)的活化是 CNV发生的早期重要步骤 。MMP-9 

为明胶酶，是分泌型 MMP的一种 ，可以降解体内血管壁基 

质中的Ⅳ型和V型胶原。研究发现 ，MMP-9主要表达于 

膜边缘的 RPE样细胞 ，位于 RPE细胞下增厚的 Bruch膜 

样基质及血管结构中，并且认为 ，PDT抑制 CNV形成的机 

制与抑制 MMP-9的活性有关 。但动物实验结果并不 

统一 ，Kvanta等 认为，MMP一9 mRNA在激光光凝前的大 

鼠眼中低表达，激光光凝后表达也不升高。而张士胜等 

观察到，MMP-9 mRNA在用半导体二极管激光器(810nm) 

诱导的C57BL／6J小鼠 CNV模型中的早期明显增加，增长 

趋势于激光后 1wk停止，后期则保持在较稳定水平。我们 

发现，空白对照组 MMP一9在光凝后 7d达到高峰，主要位 

于色素上皮样细胞 、成纤维细胞及血管内皮细胞周同基质 

上，此后表达逐渐下降，提示 MMP一9的活化在 CNV发生 

早期起重要作用，可以促进 CNV的形成。凉血化瘀中药 

作用后 7d时 MMP。9的表达较空白对照组显著下降，提示 

在 CNV发生早期，中药可以通过抑制 MMP一9来抑制 CNV 

形成 ；14d时与空白对照组比较 ，MMP．9表达略低，但统计 

学无差异，提示中药不能持续抑制 MMP一9的表达，其持续 

抑制 CNV的作用尚与其他因子有关。TA作用后，7～14d 

时 MMP一9表达持续低于空白对照组，提示 TA可以通过持 
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图 1 大 鼠 视 网膜 C N V M M P 一 9 表 达 ( S P x 4 0 0 ) A ：对 照 组 7 d ；B ：中 药组 7 d ；C ：

’

I
'

A 组 7 d ；D ：对 照 绀 1 4 d

图 2 大 鼠 视 网膜 C N V T IM P 一 2 表 达 ( S P x 2 0 0 ) A ：对 照 组 7 d ；B ：对 照 组 14 d ；C ：巾药组 7 d ；D ：T A 组 7 ( 1

续 抑 制 M M P 一 9 的 表 达 来 抑 制 C N V 形 成 和 发 展
。 ⋯

；7 d 时

M M P 一 9 表 达 介 于 空 白 对 照 组 和 中 药 组 之 间 ， 提 示 T A 对

M M P - 9 的抑 制 作 用 弱 于 中 药 组 ；2 1 d 时 M M P 一 9 的 表 达 显

著 高 于 空 白对 照 组 和 中 药 组 ， 出 现 一 平 台 期 ， 可 能 与 激 素

抑 制 炎 性 反 应 的 同 时 ， 也 抑 制 了 机 体 自身 的 免 疫 应 答 反

应 ， 使 本 应 下 降 的 M M P 一 9 出 现 了 持 续 表 达 ， 同 时 也 提 示

rr A 对 晚 期 CN V 的 抑 制 作用 与其 他 因 子 有 关
“

。

6 5 8

组 织 抑 制 剂 ( t i s s u e i n h i b i t o r s o f m e t a l l o p r o t e i n a s e
，

T I M P ) 可 以 通 过 与 M M P 的结 合 抑 制 M M P 的 活 性 。 B r a d e y

等
⋯

发 现 ， 玻 璃 体 腔 注 射 M M P 抑 制 剂 ( A g 3 3 4 0 ) 可 以 抑 制

C N V 的早 期 形 成 。
T I M P 一 2 主 要 由 成 纤 维 细 胞 表 达 ， 可 以

抑 制 M M P 一 2 的 活 性 。 在 野 生 型 小 鼠 ， 腺 病 毒 转 染 过 表 达

的 T I M P 一 2 可 以 显 著 抑 制 激 光 诱 发 的 C N V 的 发 展
” ’

。 在

实 验 性 猴 C N V 模 型 ， 视 网 膜 下 腔 局 部 注 射 表 达 T I M P 一 2 的

¤
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载体 ，可以显著减少 CNV的荧光素渗漏 。我们发现 ， 

空白对照组 TIMP一2在光凝后 7d即明显表达，14d时达到 

高峰(MMP一9在 7d时达到高峰 )，提示在 CNV的形成发 

展过程 中，首先有 MMP的活化，伴 随着 MMP的累积， 

TIMP浓度增加以限制 MMP的活化及扩散，CNV发展 的 

动态过程与 MMP一9及 TIMP-2表达变化 的失衡有关 。 

凉血化瘀中药作用后 ，7～14d时 TIMP一2的表达较空 白对 

照组显著增加，提示 中药可以通过促进 TIMP-2的表达来 

抑制 CNV形成。TA作用后 ，7～14d时 TIMP一2表达持续 

高于空白对照组，但低于中药组，提示 TA也可以通过促 

进 TIMP一2的表达来抑制 CNV形成和发展 ]，但刺激强度 

弱于中药组。 

综上所述，凉血化瘀中药通过抑制 MMP．9表达、促进 

TIMP-2表达进而达到抑制 CNV的作用 ，其对基质金属蛋 

白酶系统的作用强于 TA，但其具体通过何种途径对基质 

金属蛋 白酶系统发生影响尚需进一步实验证实，而且凉血 

化瘀中药对 CNV的抑制作用也可能与血管内皮生长因子 

及色素上皮衍生因子等其他多种因子有关。 
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