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!!$摘要%!背景!氧浓度变化诱导产生视网膜新生血管"并导致细胞 7ZC损伤反应( 以往认为促血管生

成因子过度表达是血管新生的原因"但 7ZC损伤是否与视网膜新生血管有关尚不清楚(!目的!探讨参与
7ZC损伤修复的磷酸化蛋白 &V=CK与小鼠视网膜血管新生的关系(!方法!应用 $= 只 "$ 日龄 A?$]H:3X

小鼠按照随机数字表法随机分为正常对照组)氧诱导视网膜病变&89['模型组)89[阳性对照组和 89[阴性

对照组"每组 "F 只( 视网膜铺片免疫荧光法对比观察视网膜新生血管形态学变化及 &V=CK表达情况( 将人

脐静脉血管内皮细胞&VhY&A<'分为正常对照组)低氧模型对照组)阳性干扰组和阴性干扰组( 细胞处理后
"= M"采用免疫荧光法比较并分析各组 &V=CK的表达情况"采用 i/<+/,0 1*6+法定量检测各组 &V=CK的表

达(!结果!正常对照组)89[模型组)89[阳性对照组和 89[阴性对照组 "$ 日龄小鼠视网膜新生血管面积

和无灌注区面积比较"总体差异均有统计学意义&OqG%$l3=)>%l#?"均 Po#l#"'"其中 89[模型组和 89[阴

性对照组小鼠视网膜新生血管面积和无灌注区面积均较正常对照组明显增大*89[阳性对照组小鼠视网膜新

生血管面积和无灌注区面积均较 89[模型组和 89[阴性对照组明显减小"差异均有统计学意义 &均 Po

#l#"'( "$ 日龄小鼠视网膜 &V=CK焦点团聚集出现情况与新生血管和无灌注区面积大小变化趋势相一致(

正常对照组)低氧模型对照组)阳性干扰组和阴性干扰组 VhY&A<中 &V=CK焦点阳性细胞百分数比较"差异

有统计学意义&Oq3Gl>$"Po#l#"'"其中低氧模型对照组和阴性干扰组 &V=CK焦点阳性细胞百分数均较正

常对照组明显增大"差异均有统计学意义&均 Po#l#"'*阳性干扰组均较低氧模型对照组和阴性干扰组明显

减小"差异均有统计学意义&均 Po#l#"'( 各组 VhY&A<间 &V=CK的表达量与免疫荧光趋势相一致(!结论
!缺氧环境下"&V=CK在小鼠视网膜血管和体外培养的 VhY&A<中均大量表达( &V=CK的表达与视网膜血管

新生有关( 低氧诱导的 7ZC损伤修复反应可能与视网膜血管新生有一定关系(!
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基金项目! 山东省优秀中青年科学家科研奖励基金项目 &]\=#"#JJ#3G'

CDD(+')DQN1 ."/"&(/"0I(0!R=1S $%'*(-0)+(33)D)H#&(%T$%.8+(.0('$%",%()F"3+8,"0$G"'$)%! -#

X<.7#$"&'"$ Y($"A"$4 -#7#"Q'< C.$4

)'($9.$4 >+"B$;0#0<0"" )='..7.1A"9#=#$"($9 -#1")=#"$=";"D$#E"/;#0+.1Z#$($" )'($9.$4 V=(9"8+.1A"9#=(7

)=#"$=";"Z#$($ TUGIUU"&'#$( &-#X-'*)'($9.$4 V=(9"8+.1A"9#=(7)=#"$=";")'($9.$4 P/.E#$=#(7,"+-(%./(0./+

.156'0'(78.7.4+")'($9.$4 >+"B$;0#0<0""[#$49(.TMMGHF"&'#$(&&'"$ Y"A"$4 --"Q'< C'

&.//";6.$9#$4 (<0'./#&'"$ Y($">8(#7#='"$$($9.$49.$4LFTMN=.8

"123'0"+'#4E"+I&0)8%.4AM(0N/<)0 +M/5605/0+,(+)60 6S6UON/0 )0PR5/P ,/+)0(*0/6T(<5R*(,)c(+)60 (0P

7ZCP('(N/,/L(),,/<L60</48T/,/UL,/<<)60 6S(0N)6N/0)5S(5+6,<)<+M/'()0 ,/(<60 6S(0N)6N/0/<)<4iM/+M/,+M/

7ZCP('(N/,/*(+/P +6,/+)0(*0/6T(<5R*(,)c(+)60 )<R05*/(,4!:2J(+'$F(!BM)<<+RPO.(<+6<+RPO+M/,6*/6S7ZC

P('(N/'(,W/,&V=CK)0 +M/L,65/<<6S,/+)0(*0/6T(<5R*(,)c(+)60 6S'6R</4!K('*).3!\/T/0+O@+.6"$@P(O@6*P

A?$]H:3X')5/./,/,(0P6'*O5*(<<)S)/P )0+606,'(*560+,6*N,6RL"6UON/0 )0PR5/P ,/+)06L(+MO&89[' '6P/*N,6RL"

89[L6<)+)T/560+,6*N,6RL (0P 89[0/N(+)T/560+,6*N,6RL""F S6,/(5M N,6RL4BM/,/+)0(*+)<<R/./,/61+()0/P S,6'

!>$F!中华实验眼科杂志 =#"$ 年 "# 月第 %? 卷第 "# 期!AM)0 X&UL 8LM+M(*'6*"85+61/,=#"$"Y6*4%?"Z64"#

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



+M/G N,6RL<" +M/,/+)0(*L(+5M )''R06S*R6,/<5/05/.(<R</P +661</,T/(0P 56'L(,/+M/(,/(6S,/+)0(*
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!!视网膜新生血管性疾病存在共同的病理基础"即
视网膜血管闭塞和组织缺氧( 视网膜含有大量的多不
饱和脂肪酸"而且摄氧量高于其他组织"使得视网膜对
于氧化应激更加敏感( 促血管新生因子的高表达是促
进视网膜新生血管形成的重要原因之一

-"a=. ( 组织缺
氧时"低氧诱导因子& MOL6U)()0PR5)1*/S(5+6,"V9D'表
达增加"并上调多种促血管新生因子"如血管内皮生长
因子&T(<5R*(,/0P6+M/*)(*N,6.+M S(5+6,"Y&ED'C)血管
紧张素')纤溶酶原激活物抑制物 " 等的表达"从而刺
激新生血管生成( 低氧同时能够诱导组织 7ZC损伤
修复反应

-%a?. ( 低氧和再氧合作用会刺激组织产生大
量活性氧自由基 &,/(5+)T/6UON/0 <L/5)/<"[8\'"[8\
可以直接攻击生物大分子 7ZC:[ZC进而诱发 7ZC:
[ZC损伤应激反应"如 7ZC双链断裂 -3. ( 在 7ZC损
伤修复反应早期"组蛋白 =C变异体 V=CK快速磷酸
化并生成 &V=CK-$aF. "并标记损伤的 7ZC双链"促进
局部 7ZC修复因子和染色体重塑因子的募集"从而维
持基因组的稳定性

->a"". ( 低氧诱导的 7ZC损伤修复
反应和血管新生之间是否有关联"目前尚不十分清楚(
研究 发 现" &V=CK 参 与 了 肿 瘤 的 血 管 新 生 -"". (
&V=CK是否与视网膜的血管新生有关尚不清楚( 本
实验观察 &V=CK在低氧模型动物以及体外培养细胞
中的表达"同时观察其与视网膜新生血管形成有无
关联(

94材料与方法

9494材料
949494实验动物和细胞4清洁级健康成年 A?$]H:3X
小鼠&北京维通利华公司'饲养于山东省眼科研究所
动物实验中心( 人脐静脉血管内皮细胞 & MR'(0
R'1)*)5(*T/)0 /0P6+M/*)(*5/**<"VhY&A<'取自山东省眼
科研究所眼科重点实验室细胞保藏中心( 本研究经山
东省眼科研究所伦理委员会审核批准"实验动物的使
用遵循 C[Y8关于实验动物使用的规定(
9494=4主要试剂及仪器47_&_:D"= 培养液)胎牛
血清)羊抗鼠 EĈ 7V抗体&美国 90T)+,6N/0 公司'*咖
啡因)A6A*=&美国 \)N'(@C*P,)5M 公司'*9<6*/5+)0 ]G 抗
体&" d"?#' &美国 Y/5+6,公司'*抗 &V=CK抗体 &" d
"##"(1=3%?#'&英国 C15('公司'*B[9BA标记山羊抗
小鼠二抗&" d"?#"DH@"=#"' &北京中杉金桥生物技术
有限公司 '*辣根过氧化物 & M6,</,(P)<M L/,6U)P(</"
V[̂ '标记的山羊抗小鼠二抗)&AH发光试剂盒&美国
BM/,'6\5)/0+)S)5公司 '( ]K3# 荧光显微镜 &日本
8*O'LR<公司'(
94=4方法
94=494氧诱导视网膜病变模型的建立4健康清洁级
成年 A?$]H:3X小鼠按雌雄 " d"合笼( 参照文献-"=.
的方法取成年小鼠所生的幼鼠构建氧诱导视网膜病变
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&6UON/0 )0PR5/P ,/+)06L(+MO"89['动物模型( 将出生
第 $ 天的幼鼠与哺乳母鼠一起置于同一氧体积分数为
&$?p='k的密闭氧箱中饲养 ? P"然后取出小鼠至标
准环境下饲养( 若出氧箱后幼鼠视网膜后极部血管消
退"随后周边新生血管出现并逐渐向后极部生长"则认
为建模成功(
94=4=4药物配制4将 ? ''6*咖啡因溶解于 ?# '*的
双蒸水中"配制成浓度为 "## ''6*:H的贮存液"并将
其置于 #l== !'6*:H的滤过器中过滤及除菌"然后置
于a=# r冰箱内保存备用"临用前采用双蒸水稀释至
"# ''6*:H(
94=4层4实验动物和细胞分组4取出生后在正常氧体
积分数及室内标准环境下饲养的 "F 只小鼠作为正常
对照组"取造模成功的 ?G 只幼鼠按照随机数字表法分
为 % 个组"每组 "F 只"其中 89[模型组幼鼠眼部不给
予任何干预"阳性对照组幼鼠在出氧箱后 3 M 内行右
眼 "# ''6*:H咖啡因#l" !*玻璃体腔注射"阴性对照组
幼鼠右眼玻璃体腔注射双蒸水#l" !*( 将 VhY&A<接
种至 =G 孔板 H@多聚赖氨酸细胞爬片上"用含体积分
数 "#k胎牛血清的 7_&_:D"= 进行培养( 正常对照
组细胞进行常规培养"低氧模型对照组在细胞完全培
养液中加入终浓度为 =## !'6*的 A6A*="阳性干扰组
在细胞完全培养液中加入终浓度为 =## !'6*:H的
A6A*=和 = ''6*:H咖啡因"阴性干扰组在细胞完全培
养液中加入终浓度为 =## !'6*:H的 A6A*=和等容积不
含咖啡因的溶剂(
94=4?4免疫荧光法检测各组幼鼠视网膜新生血管的
生长情况及 &V=CK的表达分布!正常对照组和 89[
模型组分别取 "= 日龄和 "$ 日龄小鼠各 3 只"颈椎脱
臼法处死小鼠"摘取眼球"质量分数 =k多聚甲醛固定
= M*手术显微镜下去除角膜)虹膜)晶状体和玻璃体"
剥除巩膜和脉络膜"完整分离视网膜" ]̂\ 漂洗 G 次"
每次 =# ')0" ]̂\n体积分数 #l"?k牛血清白蛋白n体
积分数 #l"k B.//0 =# 在室温下封闭 "= M*加入
9<6*/5+)0 ]G 抗体 &" d"?# ' G r孵育过夜" ]̂\ 漂洗 G
次"每次 =# ')0"行视网膜铺片)封片( 分别取各组 "$
日龄幼鼠 3 只眼球进行视网膜铺片免疫荧光双染色"
常规染 9<6*/5+)0 ]G"加入抗 &V=CK抗体&" d"##'G r
孵育过夜" ]̂\ 漂洗 G 次"每次 =# ')0"加入山羊抗小
鼠 9NE:B[9BA二抗&" d"?#'"铝箔包裹避光"室温孵育
= m? M"常规视网膜铺片)封片( 于荧光显微镜下观
察"9'(N/X软件对条带密度及面积等参数进行定量分析(
94=4@4免疫荧光技术检测各组 VhY&A<中 &V=CK
的表达!将生长状态良好的 VhY&A<接种于 =G 孔板

的 H@多聚赖氨酸细胞爬片上进行培养"处理后 "= M 收
集细胞爬片( 将收取的细胞爬片置于载玻片上" ]̂\
洗涤 % 次"每次 ? ')0"用体积分数 ?k B,)+60 透化
%# ')0" ]̂\ 洗涤 % 次"每次 ? ')0"采用 #l"?k牛血清
白蛋白室温封闭 " M"加入抗 &V=CK抗体&" d"##'G r
孵育过夜" ]̂\ 洗涤 % 次"每次 ? ')0"加入 B[9BA标记
的山羊抗小鼠 9NE二抗"室温下湿盒内孵育 " M" ]̂\
洗涤 % 次"每次 ? ')0"7Ĉ 9&" d" ###'染核 "# ')0"封
片"计数细胞中 &V=CK焦点阳性百分数"每组计数 G#
个细胞核"实验重复 % 次(
94=4B4i/<+/,0 1*6+法检测各组 VhY&A<中 &V=CK
的表达!收集各组细胞"常规提取细胞总蛋白( \7\@
ĈE&电泳&质量分数 ?k积层胶"质量分数 "=k分离
胶'分离蛋白样本"转印至 Ŷ7D膜"质量分数 ?k脱
脂奶粉封闭"分别加入抗 &V=CK抗体 &" d" ### '和
EĈ 7V&" d? ###'G r孵育过夜* ]̂\ 漂洗"加入 V[̂
标记的山羊抗鼠二抗&" d= ###'" ]̂\ 漂洗"&AH化学
发光法显色"E/*@7/*凝胶成像系统进行扫描并拍照"
9'(N/X软件对条带密度及面积等参数进行定量分析(
以 EĈ 7V为内参照"计算各组细胞中 &V=CK的相对
表达量"实验重复 % 次(
94层4统计学方法

采用 \ \̂\ "$4# 统计学软件进行统计分析( 本研
究中测量指标数据经 i检验均呈正态分布"以 Sp;表
示( 各组小鼠视网膜新生血管面积百分比)无灌注区
面积百分比以及 VhY&A<中 &V=CK阳性细胞百分数
和 &V=CK蛋白相对表达量比较均采用单因素方差分
析"两两比较采用 H\7@0检验( Po#l#? 为差异有统计
学意义(

=4结果

=494各组小鼠视网膜血管形态学观察
正常对照组小鼠出生第 "= 天"视网膜血管已部分

达锯齿缘"血管分层生长"但较稀疏*随日龄增长"视网
膜血管逐渐由中央向周边)由浅层向深层生长*出生第
"$ 天时视网膜血管生长更加密集"% 层血管清晰可见"
呈树枝状分布"走行自然( 89[模型组出生第 "= 天小
鼠视网膜中央出现大片无灌注区"仅周边区域可见稀
疏的浅层血管*出生第 "$ 天视网膜可见大量的新生血
管"部分迂曲呈团状"并逐渐向后极部生长( 89[阴性
对照组出生后第 "$ 天的小鼠视网膜新生血管情况较
89[模型组无明显区别( 89[阳性对照组出生后第 "$
天的小鼠视网膜血管走行基本正常"可见少量的新生
血管和小面积的无灌注区&图 "'(
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图 94荧光显微镜下观察各组视网膜铺片图像&9<6*/5+)0 ]G"bG#'!
C#正常对照组 "= 日龄小鼠视网膜血管范围已部分达锯齿缘"血管
分层生长"但较稀疏!]#89[模型组 "= 日龄小鼠视网膜中央出现大
片的无灌注区"仅周边区域可见稀疏的浅层血管!A#正常对照组 "$
日龄小鼠视网膜血管生长更加密集"呈树枝状分布"走行自然!7#
89[模型组 "$ 日龄小鼠视网膜可见大量的新生血管"部分迂曲呈团
状!&#89[阴性对照组 "$ 日龄小鼠视网膜新生血管情况与 89[模
型组无差别!D#89[阳性对照组 "$ 日龄小鼠视网膜血管走行基本
正常"可见少量的新生血管和小面积的无灌注区
!

=4=4各组小鼠视网膜新生血管面积百分比和无灌注
区面积百分比比较

正常对照组)89[模型组)89[阴性对照组和 89[

阳性对照组小鼠视网膜新生血管面积百分比分别为

&#l##p#l##'k)&%%lG#p=l"$'k)&%=l?Gp"l$%'k

和&$l?"p#l?>'k"无灌注区面积百分比分别为&#l##p
#l## 'k) & ="lG= p"l$$ 'k) & =Gl%G p%l?= 'k 和

&"#l%$p#l3%'k"G 个组间小鼠视网膜新生血管面积
及无灌注区面积总体比较差异均有统计学意义 &Oq
G%$l3=)>%l#?"均 Po#l#"'"其中 89[模型组)89[阴
性对照组小鼠视网膜新生血管面积百分比和无灌注区

面积百分比均较正常对照组明显增大*89[阳性对照
组小鼠视网膜新生血管面积百分比和无灌注区面积百

分比均较 89[模型组和 89[阴性对照组明显减小"差
异均有统计学意义 &均 Po#l#"'*89[模型组和 89[

阴性对照组小鼠视网膜新生血管面积百分比和无灌注

区面积百分比比较"差异均无统计学意义 &均 Pm
#l#?'&图 ="%'(
=4层4各组小鼠视网膜中 &V=CK的表达分布

免疫荧光双染色结果显示"正常对照组 "$ 日龄小

鼠视网膜中未见明显的 &V=CK焦点团"血管走行自
然*89[模型组 "$ 日龄小鼠视网膜周边新生血管区可
见大量 &V=CK焦点聚集成团状"团块较大"数量较
多*89[阴性对照组 "$ 日龄小鼠与 89[模型组相比"
视网膜 &V=CK焦点团无明显差异*89[阳性对照组
"$ 日龄小鼠较 89[模型组视网膜 &V=CK焦点团密度
减小"同时团块大小也明显变小&图 G'(
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图 =4各组小鼠视网膜新生血管面积百分比比较!OqG%$l3="Po

#l#"4与 89[模型组比较"(Po#l#"*与 89[阴性对照组比较"1Po
#l#"&单因素方差分析"H\7@0检验"$q3'!89[#氧诱导视网膜病变
图 层4各组小鼠视网膜无灌注区面积百分比比较!Oq>%l#?"Po

#l#"4与 89[模型组比较"(Po#l#"*与 89[阴性对照组比较"1Po
#l#"&单因素方差分析"H\7@0检验"$q3'!89[#氧诱导视网膜病变

A B C

D E F

G H I

J K L

IsolectinB4 γH2AX 融合

OI
R阴

性
对
照
组

OI
R阳

性
对
照
组

OI
R
模
型
组

空
白
对
照
组

20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm

图 ?4荧光显微镜下观察各组 9m 日龄小鼠视网膜中 !R=1S的表达
分布&bG##"标尺q=# !''!89[模型组和 89[阴性对照组视网膜
周边新生血管区可见大量 &V=CK焦点聚集成团状"89[阳性对照组
视网膜 &V=CK焦点团密度减小"正常对照组视网膜未见明显的
&V=CK焦点团!89[#氧诱导视网膜病变

=4?4各组 VhY&A<中 &V=CK阳性细胞百分数比较
正常对照组)低氧模型对照组)阳性干扰组和阴性

干扰组细胞中 &V=CK焦点阳性细胞百分数分别为
&>lGGp#l%='k)&?%l%Gp?lF?'k)&=>l>"p"l$"'k
和&?Fl$$p$l3='k"总体比较差异有统计学意义&Oq
3Gl>$"Po#l#"'"其中低氧模型对照组和阴性干扰组
&V=CK焦点阳性细胞百分数较正常对照组明显增大"
差异均有统计学意义&均 Po#l#"'*阳性干扰组较低
氧模型对照组和阴性干扰组明显减小"差异均有统计
学意义&均 Po#l#"'*阳性干扰组与正常对照组比较"
差异无统计学意义&Pm#l#?'&图 ?"3'(
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图 @4荧光显微镜下观察各组 RmAC;3中 !R=1S的表达&bG##"标
尺q=# !''!低氧模型对照组和阴性干扰组 &V=CK阳性表达细胞
较多"阳性干扰组 &V=CK阳性表达细胞减少"正常对照组 &V=CK
阳性表达细胞较少
!
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图 B 4各组 RmAC;3中
!R=1S阳性细胞百分数
比较 ! Oq3Gl>$" Po
#l#"4与正常对照组比

较"(Po#l#"a与低氧模型

对照组比较"1Po#l#"a与

阴性 干 扰 组 比 较"5Po
#l#"&单因素方差分析"
H\7@0检验"$q3'

!

=4@4各组 VhY&A<中 &V=CK蛋白相对表达量比较
i/<+/,0 1*6+法检测结果显示"正常对照组)低氧

模型对照组)阳性干扰组和阴性干扰组&V=CK蛋白相
对表达量分别为 #lGG? p#l#F%)#l$>$ p#l#$G)#l?3$ p
#l#?> 和 #l$$$p#l#"?"总体比较差异有统计学意义
&Oq="l$3"Po#l#"'"其中低氧模型对照组和阴性干
扰组 &V=CK蛋白相对表达量均较正常对照组明显增
加"差异均有统计学意义&均 Po#l#"'a与低氧模型对
照组和阴性干扰组比较"阳性干扰组 &V=CK蛋白相
对表达量明显减少"差异均有统计学意义 &均 Po
#l#"'a低氧模型对照组与阴性干扰组以及正常对照
组与阳性干扰组 &V=CK蛋白相对表达量比较"差异
均无统计学意义&均 Pm#l#?'&图 $"F'(
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图 m4P(3'(0%2,)'法检测各组 RmAC;3中 !R=1S蛋白的表达!
图 a4各组 RmAC;3中 !R=1S蛋白相对表达量比较!Oq="l$3"

Po#l#"4与正常对照组比较"(Po#l#"a与低氧模型对照组比较"1Po

#l#"a与阴性干扰组比较"5Po#l#"&单因素方差分析"H\7@0检验"$q3'

层4讨论

&V=CK是第 "%> 位丝氨酸磷酸化的组蛋白
V=CK"已被普遍认为是 7ZC双链断裂的分子标志(
在损伤发生的同时"位于 V=CK第 "%> 位的丝氨酸残
基被快速磷酸化生成 &V=CK"并在 7ZC双链断裂位
点形成簇集点"随后募集其他 7ZC损伤反应蛋白和
7ZC修复相关蛋白进行修复"且大量的 &V=CK围绕
在损伤部位"使得抗 &V=CK的抗体检测 7ZC双链断
裂成为可能

-"%a"?. ( &V=CK定位于 7ZC双链断裂处"
执行一系列细胞损伤反应"包括细胞周期检查点 -"3. "
以使细胞有足够的时间修复损伤(

目前"定量检测 &V=CK主要有免疫荧光)i/<+/,0
1*6+及流式细胞术 % 种方法 -"$a">. ( 免疫荧光法检测灵
敏度较高"操作较为简便"是目前研究 &V=CK的常用
方法a而 i/<+/,0 1*6+实验通常用于对免疫荧光的实验
结果进行验证a流式细胞技术可结合细胞周期来分析
&V=CK水平的变化"常用来评估 7ZC损伤与细胞周
期之间的关系

-=#. ( 本实验中采用免疫荧光和 i/<+/,0
1*6+法对 &V=CK进行观察研究(

V=CK的磷酸化是由磷脂酰肌醇 %@激酶家族成员
催化的"其中包括毛细血管共济失调症突变基因)毛细
血管共济失调症突变相关激酶和 7ZC依赖蛋白相关
激酶

-=". ( 咖啡因可通过抑制这 % 种激酶的活性来抑
制 &V=CK的产生"其对 % 种激酶的半数抑制浓度为
" ''6*:H-==a=%. ( 本实验采用浓度为 "# ''6*:H的咖
啡因行小鼠玻璃体腔注射"未出现致死现象( 实验结
果表明"89[模型小鼠视网膜中 &V=CK的表达量和表
达时段与新生血管生成相一致"当阻断 &V=CK形成
时"视网膜新生血管面积减小"推测 &V=CK与视网膜
新生血管的产生有关联(

本研究中进一步采用 VhY&A<进行细胞培养"从
细胞水平对 &V=CK的表达进行验证( A6A*=可作为常
规的化学低氧模拟剂"钴离子替代氧感受器血红蛋白
中的铁离子"从而将分子锁定在脱氧的状态 -=Ga=?. ( 本
实验采用浓度为 =## !'6*:HA6A*=建立低氧模型"结
果表明处于低氧状态的 VhY&A<细胞核中 &V=CK表
达明显增多"而在细胞中加入咖啡因后"&V=CK的表
达量明显减少"与在体研究相一致(

由于体外培养的细胞模拟低氧模型本身对细胞增

生能力有影响"且阻断 &V=CK形成进而阻断 7ZC修
复反应的过程中可能更加重细胞凋亡a再者"血管新生
是多因子多途径的病理过程"只阻断一种物质的体外
实验并不能代表动物模型的相关变化"故本研究中体
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外细胞实验仅证实了低氧下血管内皮细胞存在 7ZC
损伤反应及咖啡因可部分阻断 &V=CK的生成(

本实验发现在小鼠视网膜和体外培养的内皮细胞

均在氧体积分数降低后出现了 &V=CK的大量表达(
视网膜铺片结果显示"&V=CK的表达量与新生血管形
成时期有关联"血管增生旺盛时表达明显增多"
&V=CK的表达部位与新生血管产生部位相关联( 通
过用咖啡因阻断 &V=CK生成后"发现 89[模型小鼠
新生血管也明显减少( 咖啡因干预动物只是干扰了
&V=CK的形成"其他条件依然同模型动物"并未对其
他促新生血管因子产生影响"但咖啡因干预小鼠视网
膜新生血管明显少于 89[模型组"说明 &V=CK可能
有促新生血管作用"也说明在传统认为的促新生血管
因子以外"可能还存在其他的新生血管形成机制(

本实验表明"低氧诱导视网膜血管新生和 7ZC损
伤修复这 = 种并存的反应之间存在一定关联( 7ZC
修复蛋白 &V=CK作为桥梁将两者联系起来"其在修
复 7ZC的同时具有促血管新生的作用"这可能是一种
过度的细胞修复"也可能是独立于促血管生成因子以
外的另一种视网膜血管新生发生机制( 但这只是在模
型动物和细胞实验阶段的发现"其是否同样适用于临
床新生血管的发病过程"以及 &V=CK作用于视网膜
新生血管形成的具体机制"均有待进一步研究(
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