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!!$摘要%!目的!探讨不同批次的重组诱饵型受体创新药物 XC:=<&# 与 XC:=<&: 对视网膜新生血管的药
效学比较及作用机制&!方法!选取健康清洁级 D 日龄 C"6Eb7%[幼鼠 %$ 只"应用随机数字表法随机分为正
常对照组'血管内皮生长因子*\&ZB+i成纤维细胞生长因子 :*BZB:+组'\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组'\&ZBi
BZB:iXC:=<&: 组'\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组'\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组"每组 #$ 只& 取各组视网膜组织块
构建培养体系"加入用饥饿培养基配置的相应因子和药物刺激"正常对照组加饥饿培养基& 将各组视网膜组
织块进行植物凝集素*49,*G1-)/ ED+染色并拍照"计算各组单位血管长度下视网膜血管顶细胞分叉的数量& 另
选 ;% 只健康清洁级 6 日龄 C"6Eb7%[幼鼠"应用随机数字表法随机分为正常对照组'氧诱导视网膜病变
*34X+模型对照组'34XiXC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组'34Xi1,/IGJ1GM-组和 34XiBZB-J(M 组"每组 #% 只& 正
常对照组在常氧下饲养 #$ K"其余各组在高氧环境中饲养 " K 后在常氧状态下再饲养 " K& 各组取 #6 日龄鼠
视网膜进行 49,*G1-)/ ED 染色并拍照"用计算机软件分析视网膜相对无灌注区面积和新生血管像素& FG9-GJ/
I*,-法检测 34X实验各组视网膜中 \&ZB和 BZB: 的蛋白水平& 最后"在 \&ZB和 BZB: 刺激下的视网膜血管
内皮细胞*XB7%>+中"检测给予 XC:=<&#'1,/IGJ1GM-以及 BZB-J(M 处理后"细胞的 _&W<细胞外调节蛋白激酶
*&Ja+'蛋白激酶 C*YWC+以及蛋白激酶 E*>a-+信号传导通路的活性变化&!结果!视网膜组织块研究结果
显示"\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组'\&ZBiBZB:iXC:=<&: 组'\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB:iBZB
-J(M 组中单位血管长度的顶细胞分叉数目均明显少于 \&ZBiBZB: 组"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀$#+"
其中 XC:=<&# 组与 XC:=<&: 组的血管顶细胞分叉数量相似"差异无统计学意义 *Jk$ #̀"+"但均明显少于
\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB:iBZB-J(M 组"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀$#+& 34X模型对照
组无灌注区相对面积明显大于各药物干预组"差异均有统计学意义 *均 Jj$ $̀"+"34XiXC:=<&# 组与 34Xi
XC:=<&: 组视网膜无灌注区相对面积的比较"差异无统计学意义*Jk$ #̀6+"但二者明显小于 34Xi1,/IGJ1GM-
组和 34XiBZB-J(M 组"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀"+& 各干预组新生血管的相对像素值明显低于 34X模型
对照组"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀$#+"34XiXC:=<&# 组视网膜新生血管的相对像素值明显低于 \&ZBi
BZB:i1,/IGJ1GM-组和\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组"差异均有统计学意义*均Jj$ $̀"+"但与34XiXC:=<&: 组相比"
差异无统计学意义*Jk$ 5̀;+& FG9-GJ/ I*,-结果显示"34X小鼠视网膜中 \&ZB和 BZB: 的蛋白表达均较正常
对照组显著上调"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀$#+"而 XC:=<&# 和 XC:=<&: 可使其降至正常水平& \&ZB和
BZB: 可诱导 XB7%>细胞中的 _&W<&Ja 通路活性增强"而 XC:=<&# 可显著抑制这一通路的过度激活&!结论!
XC:=<&# 和 XC:=<&: 可在初生小鼠视网膜组织块中抑制血管生成"并减少 34X小鼠模型中视网膜的无灌注区"
减轻新生血管生成& 药理批次和中试批次的 XC:=<&在体内外模型中的效果相当"稳定性可靠"且优于临床同
类药物 1,/IGJ1GM-和 BZB-J(M& XC:=<&# 可能是通过抑制视网膜血管内皮细胞中 _&W<&Ja 通路的过度激活而
达到抑制病理性新生血管生成的效果的&!

$关键词%!视网膜新生血管, 诱饵型受体, 碱性成纤维细胞生长因子, 血管内皮生长因子, 重组蛋白
质药物
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"!3-'%&"'#4E3F#"'(?#4U,1,'M(JG-+GM+(J'(1,KS/(')19IG-RGG/ K)LLGJG/-I(-1+G9,LJG1,'I)/(/-KG1,S
JG1GM-,J)//,O(-)OGKJNHXC:=<&# (/K XC:=<&: )/ JG-)/(*(/H),HG/G9)9(/K /G,O(91N*(J)T(-),/" (/K (/(*STG)-9
'G1+(/)9'.!G#'+,0-!?)P-SM,9-/(-(*2(SD *YD+ C"6Eb7%[')1GRGJGJ(/K,'*SK)O)KGK )/-,/,J'(*1,/-J,*
HJ,NM"O(91N*(JG/K,-+G*)(*HJ,R-+ L(1-,J*\&ZB+iL)IJ,I*(9-HJ,R-+ L(1-,J: *BZB:+ HJ,NM"\&ZBiBZB:iXC:=<&#
HJ,NM"\&ZBiBZB:iXC:=<&: HJ,NM"\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-HJ,NM (/K \&ZBiBZB:iBZB-J(M HJ,NM ISN9)/H(
J(/K,'/N'IGJ-(I*G"R)-+ #$ ')1G)/ G(1+ HJ,NM.U+G',N9GJG-)/(*GPM*(/-1N*-NJG9S9-G' R(9G9-(I*)9+GK"(/K
9-)'N*(-GK R)-+ -+G1,JJG9M,/K)/HL(1-,J9(/K KJNH9MJGM(JGK )/ -+G9-(JO)/H1N*-NJG'GK)(.U+G/,J'(*1,/-J,*9RGJG
-JG(-GK R)-+ -+G9-(JO)/H'GK)(.U+G/ -+GJG-)/(*GPM*(/-9RGJG9-()/GK R)-+ 49,*G1-)/ ED (/K )'(HGK.U+G/N'IGJ,L
L)*,M,K)(MGJO(91N*(J*G/H-+ R(9gN(/-)L)GK.4/ (KK)-),/"/)/G-S<9)PY6 C"6Eb7%[')1GRGJGJ(/K,'*SK)O)KGK )/-,
/,J'(*1,/-J,*HJ,NM",PSHG/<)/KN1GK JG-)/,M(-+S*34X+ ',KG*1,/-J,*HJ,NM"34XiXC:=<&# HJ,NM"34XiXC:=<&:
HJ,NM"34Xi1,/IGJ1GM-HJ,NM (/K 34XiBZB-J(M HJ,NM ISN9)/H(J(/K,'/N'IGJ-(I*G"R)-+ #% ')1G)/ G(1+ HJ,NM.
U+G/,J'(*1,/-J,*9RGJGJ()9GK N/KGJ/,J',P)(L,J#$ K(S9"(/K -+GJG9-,L-+GHJ,NM9RGJGJ()9GK N/KGJ+SMGJ,P)(L,J
" K(S9"-+G/ JG-NJ/GK -,/,J',P)(L,J(/,-+GJ" K(S9.3/ Y#6"-+GJG-)/(9RGJG)9,*(-GK (/K 9-()/GK R)-+ 49,*G1-)/ ED.
U+G9-()/GK JG-)/(9 RGJG ',N/-GK ,/ -+G 9*)KG9 (/K M+,-,HJ(M+GK.U+G JG*(-)OG OG99G*,I*)-GJ(-),/ (/K
/G,O(91N*(J)T(-),/ )/ JG-)/(RGJG(/(*STGK R)-+ 1,'MN-GJ9,L-R(JG.U+G/ -+GMJ,-G)/ *GOG*9,L\&ZB(/K BZB: RGJG
GP(')/GK ISFG9-GJ/ I*,-)/ -+GJG-)/(9,LG(1+ HJ,NM )/ -+G34XGPMGJ)'G/-.B)/(**S")/ -+GXB7%>1G**99-)'N*(-GK
R)-+ \&ZB(/K BZB:"-+G(1-)O)-)G9,L-+G9)H/(*)/HM(-+R(S9")/1*NK)/H_&W<GP-J(1G**N*(JJGHN*(-GK MJ,-G)/ a)/(9G9
*&Ja+" MJ,-G)/ a)/(9GC * YWC+ (/K MJ,-G)/ a)/(9GE * >a-+ M(-+R(S9" RGJGGP(')/GK ISFG9-GJ/ I*,-.>**
GPMGJ)'G/-(*MJ,1GKNJG9RGJGGO(*N(-GK (/K (MMJ,OGK IS-+G4/9-)-N-),/(*>/)'(*C(JG(/K e9GC,'')--GG,LU)(/8)/
_GK)1(*e/)OGJ9)-S*?AhW:$$;<$$$#+"(/K RGJG)/ (11,JK(/1GR)-+ -+G>X\3?-(-G'G/-L,J-+Ge9G,L>/)'(*9)/
3M+-+(*')1(/K \)9),/ XG9G(J1+.!@#-.$'-!U+GJG9N*-9,LJG-)/(*GPM*(/-1N*-NJG99+,RGK -+(--+G/N'IGJ9,L
L)*,M,K)(MGJO(91N*(J*G/H-+ )/ \&ZBiBZB:iXC:=<&#"\&ZBiBZB:iXC:=<&:"\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-"(/K
\&ZBiBZB:iBZB-J(M HJ,NM9RGJG(**9)H/)L)1(/-*S*G99-+(/ -+(-)/ -+G\&ZBiBZB: HJ,NM *(**(-Jj$ $̀$#+.
U+GL)*,M,K)(/N'IGJ)/ JG-)/(*O(91N*(JLJ,/-)/ XC:=<&# HJ,NM R(99)')*(J-,-+(-)/ -+GXC:=<&: HJ,NM *Jk
$ #̀"+"R+GJG(9-+GL)*,M,K)(/N'IGJ9)/ I,-+ HJ,NM9RGJG9)H/)L)1(/-*SKG1JG(9GK (91,'M(JGK -,-+,9G)/ \&ZBi
BZB:i1,/IGJ1GM-HJ,NM (/K \&ZBiBZB:iBZB-J(M HJ,NM *(**(-Jj$ $̀$#+.U+GJG9N*-9LJ,'-+G34X',N9G',KG*
9+,RGK -+(--+GJG*(-)OGOG99G*,I*)-GJ(-),/ (JG()/ 34X',KG*1,/-J,*HJ,NM R(9KJ('(-)1(**S+)H+GJ-+(/ -+,9G)/ -+G
KJNH)/-GJOG/-),/ HJ,NM9*(**(-Jj$ $̀"+.U+GJGR(9/,9-(-)9-)1(*9)H/)L)1(/1G)/ -+GJG*(-)OGOG99G*,I*)-GJ(-),/ (JG(
IG-RGG/ 34XiXC:=<&# HJ,NM (/K 34XiXC:=<&: HJ,NM *Jk$ #̀6+"R+)*G-+G,I*)-GJ(-),/ (JG(9)/ I,-+ XC:=<&<
)/-GJOG/GK HJ,NM9RGJG9)H/)L)1(/-*S*,RGJ-+(/ -+,9G)/ -+G34Xi1,/IGJ1GM-HJ,NM (/K 34XiBZB-J(M HJ,NM *(**(-
Jj$ $̀"+.U+GJG*(-)OG/G,O(91N*(JM)PG*9)/ -+G)/-GJOG/-),/ HJ,NM9RGJG9)H/)L)1(/-*S*,RGJ-+(/ -+,9G)/ -+G34X
',KG*1,/-J,*HJ,NM *(**(-Jj$ $̀$#+.U+G/G,O(91N*(JM)PG*9)/ 34XiXC:=<&# HJ,NM RGJG9)H/)L)1(/-*S*,RGJ-+(/
-+,9G)/ \&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-HJ,NM (/K \&ZBiBZB:iBZB-J(M HJ,NM * I,-+ (-Jj$ $̀"+"IN-1,'M(J(I*G-,
-+,9G)/ 34XiXC:=<&: HJ,NM *J k$ 5̀;+.FG9-GJ/ I*,-JG9N*-9+,RGK -+(-"-+GMJ,-G)/ GPMJG99),/ ,L\&ZB(/K
BZB: )/ -+G34X',N9GJG-)/(9RGJG9)H/)L)1(/-*SNMJGHN*(-GK 1,'M(JGK -,-+,9G)/ -+G/,J'(*,/G9* I,-+ (-Jj
$ $̀$#+.U+GNMJGHN*(-),/ ,LI,-+ HG/G9RGJG/,J'(*)TGK ISI,-+ XC:=<&# (/K XC:=<&:.4/ (KK)-),/"-+G9-)'N*(-),/
,L\&ZB(/K BZB: )/KN1GK (/ G/+(/1GK (1-)O)-S)/ _&W<&Ja M(-+R(S)/ XB7%>1G**9"R+GJG(9XC:=<&# )/+)I)-GK
-+G,OGJ(1-)O(-),/.!>,)"$.-(,)-!XC:=<&# (/K XC:=<&: I,-+ 1(/ )/+)I)-(/H),HG/G9)9)/ -+GJG-)/(*GPM*(/-9
)9,*(-GK LJ,'/G,/(-(*')1G,-+GS(*9,JGKN1GOG99G*,I*)-GJ(-),/ (/K ')-)H(-G/G,O(91N*(J)T(-),/ )/ -+G34X',N9G
',KG*.U+GJGL,JG"-+GM+(J'(1,*,HSI(-1+ (/K M)*,--G9-I(-1+ ,LXC:=<&+(OG9)')*(JGLL)1(1)G9(/K JG*)(I*G9-(I)*)-S"
(/K (JG9NMGJ),J)/ -+G(/-)<(/H),HG/)1(/K (/-)</G,O(91N*(JGLL)1(1S-,-+G1NJJG/-*S1*)/)1(**S(O()*(I*GKJNH9
1,/IGJ1GM-(/K BZB-J(M.XC:=<&# '(S9NMMJG99M(-+,*,H)1(*/G,O(91N*(J)T(-),/ -+J,NH+ )/+)I)-)/H-+G,OGJ(1-)O(-),/
,L_&W<&Ja M(-+R(S)/ JG-)/(*O(91N*(JG/K,-+G*)(*1G**9.!

"5#6 7,%0-#4 XG-)/(* /G,O(91N*(J)T(-),/, 2G1,S JG1GM-,J, E(9)1 L)IJ,I*(9-HJ,R-+ L(1-,J, \(91N*(J
G/K,-+G*)(*HJ,R-+ L(1-,J, XG1,'I)/(/-MJ,-G)/ KJNH9

8.)01%,*%&2# U+GC,**(I,J(-)OGYJ,8G1-IG-RGG/ XG'GHG/" b-K." A(/-()(/K U)(/8)/ _GK)1(*e/)OGJ9)-S
&SGQ,9M)-(*

!!年龄相关性黄斑变性'增生性糖尿病视网膜病变'
早产儿视网膜病变等眼病会导致视网膜缺血'缺氧"引

起促血管生成因子和抗血管生成因子之间的平衡失

调"促使视网膜新生血管生成 -#d5. & 目前"靶向血管内
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皮生长因子*O(91N*(JG/K,-+G*)(*HJ,R-+ L(1-,J"\&ZB+
的药物"如雷珠单抗*J(/)I)TN'(I+"已成为干预视网膜
新生血管生成的一线药物

-D. "但临床应用中会出现相
当一部分患者对抗 \&ZB药物不反应,或在使用一段
时间后"出现药物疗效下降的情况"这 : 种情况可能分
别与造成视网膜新生血管生成的促血管生成因子的多

样性和复杂性"以及药物的半衰期有关 -"d%. & 成纤维
细胞生长因子 :*L)IJ,I*(9-HJ,R-+ L(1-,J:"BZB:+能促
进血管内皮细胞的增生'迁移及存活 -6d=. & 在 # 型和 :
型糖尿病大鼠模型"以及年龄相关性黄斑变性小鼠模
型中"均可检测到 BZB: 表达显著上调 -;d#:. ,在早产儿
视网膜病变的动物模型氧诱导视网膜病变 *,PSHG/<
)/KN1GK JG-)/,M(-+S"34X+小鼠模型中"用抗 \&ZB的核
酸适配体单纯拮抗 \&ZB可引起 BZB: 代偿性表达上
调

-#5. & 另有体外研究表明"BZB: 不但可以促进视网
膜血管内皮细胞分泌 \&ZB"而且可与 \&ZB协同作
用"促进新生血管生成 -#Dd#6. & 因此"能同时拮抗 \&ZB
和 BZB: 靶点"并且半衰期较长的新型药物可能对这 5
种新生血管性眼底疾病有更佳的干预效果& 荣昌生物
制药*烟台+有限公司开发的具有自主知识产权的新
型重组诱饵型受体 XC:=<&能同时以高亲和力结合
\&ZB和 BZB:"而且其半衰期长于仅有单克隆抗体
B(I 段的 J(/)I)TN'(I"具有能够更好干预视网膜新生
血管生成的潜能& 事实上"研究表明 XC:=<&能有效
抑制人脐静脉内皮细胞的增生和迁移以及 34X小鼠
模型中的视网膜新生血管生成"效果显著优于拮抗
\&ZB<>的 \&ZB<UJ(M 对照品 -#=. & 另外"药理批次的
XC:=<&# 的药效学研究已在糖尿病大鼠和 34X小鼠
模型中进行"并证实干预效果良好& 为了后续临床试
验的需要"公司开发了中试批次的 XC:=<&: 药物& 本
研究拟在体外初生小鼠视网膜组织块培养体系以及

34X小鼠模型中"以临床上已有的同类药物康柏西普
*1,/IGJ1GM-"能特异性结合 \&ZB<>'\&ZB<E'\&ZB<C
和胎 盘 生 长 因 子 + 和 BZB -J(M *能 特 异 性 结 合
BZB:+ -#;d:#.

为对照品"对不同批次的 XC:=<&# 与
XC:=<&: 进行药效比较研究"为 XC:=<&的后续临床
试验提供基础,探索 XC:=<&抗血管生成的分子机制"
为寻找视网膜新生血管生成新型干预靶点提供思路&

94材料与方法

9.94材料
9.9.94实验动物4选取 %$ 只健康清洁级 D 日龄
*YD+C"6Eb7%[幼鼠及相应母鼠*北京维通利华实验
动物技术有限公司+"应用随机数字表法将乳鼠随机

分为正常对照组'\&ZBiBZB: 组'\&ZBiBZB:iXC:=<
&# 组' \&ZBiBZB: iXC:=<&: 组' \&ZBiBZB: i
1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB:iBZB-J(M 组"每组 #$ 只&
另选取 ;% 只健康清洁级 Y6 C"6Eb7%[幼鼠及相应母
鼠*北京维通利华实验动物技术有限公司+"应用随机
数字表法随机分为正常对照组'34X模型对照组'
34XiXC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组'34Xi1,/IGJ1GM-
组'34XiBZB-J(M 组"每组 #% 只& 所有实验动物的操
作规程均经天津医科大学动物伦理委员会审批*批准
号#?AhW:$$;<$$$#+"并且符合 >X\3有关眼科与视
觉科学研究中动物使用的相关规定&
9.9.;4主要试剂及仪器42_&_细胞培养基'XY_4<
#%D$ 细胞培养基 *美国 Z)I1,公司+,胎牛血清 *LG-(*
I,O)/G9GJN'"BE?+'青霉素'链霉素'谷氨酰胺 *美国
Z)I1,公司+,\&ZB'BZB: 因子*美国 E2公司+,>*GP(
D== 标记的 )9,*G1-)/<ED *美国 U+GJ',B)9+GJ?1)G/-)L)1
公司+,封片剂 *美国 \G1-,Jb(I,J(-,J)G9公司+,X4Y>
中性蛋白裂解液'EC>蛋白定量试剂盒'蛋白印迹膜
再生液*北京康为世纪公司+,组织培养半透膜'兔源
\&ZB多抗*美国 _)**)M,JG公司+,兔源 BZB: 多抗'兔
源全部蛋白激酶 C* MJ,-G)/ a)/(9GC"YWC+!多抗'兔
源全部 YWC"多抗'QXY标记羊抗兔二抗'QXY标记
羊抗鼠二抗*美国 >I1('公司+,兔源磷酸化细胞外调
节蛋白激酶 * GP-J(1G**N*(JJGHN*(-GK MJ,-G)/ a)/(9G9"
&Ja+#7: 单抗'鼠源全部 &Ja#7: 单抗'兔源磷酸化蛋
白激酶 E*MJ,-G)/ a)/(9GE">a-+单抗'兔源全部 >a-单
抗'兔源磷酸化 YWC#7!$多抗'兔源磷酸化 YWC"多
抗'兔源全部YWC#多抗'兔源Z>Y2Q单抗*美国C?U
公司+,鼠源 !<微管蛋白单抗*美国 E2公司+& 直径
5" ''细胞培养皿*美国 C,J/)/H公司+,细胞培养孵箱
*日本 ?(/S,公司 +,荧光显微镜 *日本 3*S'MN9公
司+,手术显微镜*日本 3YU3V公司+,CA<#:C数字测
氧仪*浙江梅城电化分析仪器厂+,e\Y多光谱成像系
统*美国 e\Y公司+&
9.;4方法
9.;.94体外新生小鼠视网膜组织块培养体系的建立
4根据文献-::d:5.的方法"将组织培养半透膜放入
直径 5" ''细胞培养皿中"在其上方'下方各加入 # '*
完全培养基*2_&_i体积分数 #$] BE?i谷氨酰胺i
青链霉素+"放入孵箱"在 56 l'体积分数 "] C3:的

条件下平衡& 将 D 日龄乳鼠埋入冰中 5 ')/"使其麻醉
后断颈"摘取双侧眼球& 在手术显微镜下剥离完整的
视网膜"并转移至半透膜上"节细胞层朝下"继而以视
盘为中心将视网膜剪成 5 瓣& 在组织块表面滴加
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#$$ %*完全培养基"防止视网膜组织块表面干燥"再将
培养物放入孵箱中恢复 : +"然后加药刺激&
9.;.;434X小鼠模型的建立!参照文献 -:D .的方
法"将 34X模型对照组'34XiXC:=<&# 组'34XiXC:=<
&: 组'34Xi1,/IGJ1GM-组和 34XiBZB-J(M 组的 Y6 幼
鼠在通入体积分数*6"m:+]氧气的密闭氧舱中饲养"
每组 #% 只"每 #: 小时监测氧体积分数"每 :D 小时开
仓换食水'垫料"替换母鼠& 幼鼠在高氧环境下饲养
" K后"于 Y#: 出舱"再于常氧环境下饲养 " K& 正常对
照组则在常氧环境下饲养 #$ K&
9.;.<4视网膜血管内皮细胞的培养与分组4猴视网
膜血管内皮细胞 XB7%>购自中国科学院典型培养物
保藏委员会细胞库*上海+& XB7%>细胞在含 XY_4<
#%D$ 培养基'#$] BE?'#$$ e7'**商品单位+青霉素'
#$$ %H7'*链霉素以及 : '',*7b谷氨酰胺的完全培养
基中"在 56 l'"] C3:';"]湿度条件下培养& 细胞
生长至 ;$]融合时以 # c:或 # c5传代"每 # :̂ 天更换
培养基& 细胞以 #n#$% 7孔的密度接种于 % 孔板中"分
为正常对照组'\&ZBiBZB: 组'\&ZBiBZB:iXC:=<
&# 组'\&ZBiBZB: i1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB: i
BZB-J(M 组"每组设 " 个孔&
9.;.=4给药方法4在体外视网膜组织块研究中"分别
对 \&ZBiBZB: 组'\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组'\&ZBi
BZB:iXC:=<&: 组' \&ZBiBZB: i1,/IGJ1GM-组和
\&ZBiBZB: iBZB-J(M 组加入 # '*用饥饿培养基
*2_&_i5] BE?i谷氨酰胺i青链霉素+配成的相应
刺激液"其中 \&ZB为 # %H7'*"BZB: 为 $ =̀6" %H7'*"
XC:=<&#' XC:=<&:' 1,/IGJ1GM-和 BZB -J(M 均 为
$ $̀= %H7%*,同时在视网膜组织块表面加上 #$$ %*相
应的刺激液"防止视网膜干燥&

在 34X模型小鼠研究中"34XiXC:=<&# 组'34Xi
XC:=<&: 组'34Xi1,/IGJ1GM-组和 34XiBZB-J(M 组小
鼠经右眼玻璃体腔注射 # %*相应药液"其中XC:=<&#'
XC:=<&:'1,/IGJ1GM-'BZB-J(M 的药液质量浓度均为
$ "̀ %H7%*,正常对照组和 34X模型对照组小鼠右眼经
玻璃体腔各注射 # %*生理盐水&

在 XB7%>细胞研究中"细胞种于 % 孔板"待细胞
贴壁后"用细胞饥饿培养液*$ "̀]BE?iXY_4<#%D$i青
链霉素+培养细胞 #" #̂% +& 然后"分别对 \&ZBi
BZB: 组'\&ZBiBZB: iXC:=<&# 组'\&ZBiBZB: i
1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB:iBZB-J(M 组加入用细胞
饥饿 培 养 基 配 置 的 相 应 刺 激 液" 其 中 \&ZB为
=$ /H7'*"BZB: 为 6$ /H7'*"XC:=<&#'1,/IGJ1GM-和
BZB-J(M 均为 $ $̀= %H7%*"刺激细胞 % +&

9.;.H 4免疫荧光标本的处理4视网膜组织块在
56 l'"] C3:孵箱中刺激 D + 后"用预热的质量分数
D]多聚甲醛*组织培养半透膜的上方和下方各 # '*+
在 56 l固定 D$ ')/"然后转至 D l过夜固定& 腹腔内
注射过量 #$]水合氯醛处死 Y#6 的 34X及正常对照
组小鼠"摘取眼球"在 D]多聚甲醛中室温固定D$ ')/"
之后将眼球放入 MQ6.D 的磷酸盐缓冲液 * M+,9M+(-G
INLLGJ9(*)/G"YE?+中 D l保存& 在手术显微镜下剥离
完整的视网膜"并于 D l用 D]多聚甲醛固定过夜&
9.;.I449,*G1-)/ ED 染色!次日"将视网膜组织块或视
网膜标本用 MQ6.D 的 YE? 漂洗 : 遍后"用含 MQ%.=
的 YE?'质量分数 #] E?>和体积分数 $ "̀] UJ)-,/
h<#$$通透缓冲液在 D l条件下对视网膜通透约 :$ +"
再用含 MQ%.= 的 YE?'#] UJ)-,/ h<#$$'$ #̀ '',*7b
C(C*:'$ #̀ '',*7b_HC*:'$ #̀ '',*7b_/C*:的 YE*G1
缓冲液中漂洗 5 遍"用 >*GP(<D== 标记 49,*G1-)/ ED
*# c"$$"YE*G1缓冲液稀释+在 D l条件下孵育约:$ +"
对视网膜血管进行染色& 用 MQ6.D 的 YE? 漂洗 5 遍&
然后"将染色后的标本以节细胞层向上平铺于载玻片
上"用含 2>Y4的抗荧光衰退封片剂封片&
9.;.J4荧光显微镜下拍照及定量分析4染色后"在荧
光显微镜下用相同的光学参数拍照& 对于视网膜组织
块"拍摄视网膜血管的 #$$ 倍照片"采用 CG**?G/9
?-(/K(JK 软件"根据文献-::.的方法"测算单位长度下
的视网膜血管网顶细胞的分叉数目& 对于 34X小鼠
视网膜"拍摄视网膜血管的 D$ 倍照片"并拼合成整体
视网膜照片"参照文献-:"."采用 CG**?G/9?-(/K(JK 软
件测量视网膜无灌注区占全视网膜的相对面积& 最后
根据文献 -:%.的方法"用 ?F4BU<V\辅助 4'(HG[软
件定量分析新生血管占整个视网膜的相对像素& 即由
计算机将勾勒出无灌注区的视网膜血管染色图像分为

D 个象限"每个象限的图片转换成黑白两色并去除背
景荧光"使新生血管的图像更加清晰& 在每个象限中"
需设置标记新生血管簇的荧光阈值"然后手动去除细
胞碎片'非特异性标记的染料'标尺等无需分析的图像
信息& ?F4BU<V\软件自动分析在设定阈值之上的像
素值& 将图片的 D 个象限按以上步骤分析完毕后"软
件将自动给出整个图片中新生血管簇的像素值"并生
成标记的新生血管簇*白色+与原始图片叠加的新图
片& 然后"用新生血管的像素值占整个视网膜像素值
的百分率表示视网膜新生血管生成的指标&
9.;.A4总蛋白的提取和浓度测定4在 34X模型实验
中"将 Y#6 小鼠深度麻醉后"迅速在显微镜下分离视网
膜"液氮速冻后"d=$ l储存,另一方面"将刺激后的
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XB7%>细胞孔板置于冰上"吸取上清液"用冰预冷的
YE? 洗细胞 : 遍& 提取总蛋白时"向收集的小鼠视网
膜组织和 XB7%>细胞样品中加入适量的含蛋白酶抑
制剂的 X4Y>蛋白裂解液"按试剂盒说明书提取细胞
总蛋白& 然后将提取的总蛋白用裂解液稀释 " 倍"按
EC>蛋白定量试剂盒的说明书检测总蛋白浓度"并按
"$ %H将蛋白进行分装"冻存于d=$ l备用&
9.;.K4FG9-GJ/ I*,-法测定视网膜中 \&ZB和 BZB:
的相对蛋白水平以及细胞中相关信号分子的相对表达

水平!将各组分装的 "$ %H蛋白进行十二烷基磺酸
钠d聚丙烯酰胺凝胶 #$$ \恒压电泳"直至各泳道前端
的溴酚蓝到达电泳胶板的底部& 然后"用湿转法在
#$$ \恒压'#$$ ')/ 的条件下"将胶上的蛋白转至聚偏
二氟乙烯 * M,*SO)/S*)KG/GL*N,J)KG"Y\2B+膜上& 用质
量分数 "]脱脂奶粉封闭 Y\2B膜"室温放置 # +& 将
膜与各目标蛋白的一抗 *均按抗体说明书"用封闭液
稀释+孵育"D l过夜& 转天"UE?U缓冲液洗膜"膜与
辣根过氧化物酶标记的相应二抗 *按抗体说明书"用
封闭液或 UE?U稀释+室温孵育 : +"UE?U洗膜后"&Cb
发光剂避光孵育 5 ')/"在 e\Y多光谱成像系统中拍
照& 然后用蛋白印迹膜再生液去除膜上已有的蛋白印
迹"再与 !<微管蛋白或 Z>Y2Q内参基因的抗体进行
孵育"显色& 各蛋白条带的发光强度用4'(HG[软件进
行分析"然后计算 \&ZB或 BZB: 的发光强度与内参
基因*Z>Y2Q+发光强度的比值,或者在信号通路机制
研究中"计算磷酸化目标蛋白的发光强度与总体目标
蛋白发光强度的比值"进行定量分析&
9.<4统计学方法

采用 ?Y?? #5.$ 统计学软件 * ?Y?? 4/1., ?(/
2)GH,"C>"e?>+进行统计分析& 各组量化的数据资料
经 ?+(M)J,<F)*a 检验呈正态分布"以 Km9表示"各组间
均数经 bGOG/G检验证实方差齐& 各组检测数据的整
体比较采用单因素方差分析"两两比较采用UNaGSM,9-
+,1检验& Jj$ $̀" 为差异有统计学意义&

;4结果

;.94XC:=<&# 和 XC:=<&: 对视网膜组织块血管顶细
胞的作用效果比较

正常对照组的顶细胞分叉较少"\&ZBiBZB: 组
可见大量顶细胞分叉"各干预组的顶细胞分叉比
\&ZBiBZB: 组减少 *图 # +& 正常对照组'\&ZBi
BZB: 组'\&ZBiBZB: iXC:=<&# 组'\&ZBiBZB: i
XC:=<&: 组' \&ZBiBZB: i1,/IGJ1GM-组和 \&ZBi
BZB:iBZB-J(M 组单位血管长度的顶细胞分叉数目整

体比较差异有统计学意义*NkD$ :̀$"Jk$ $̀$+"其中
\&ZBiBZB: 组视网膜组织块血管的顶细胞分叉数目
明显多于正常对照组"\&ZBiBZB:iXC:=<&: 组则低
于正常对照组"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀"+"其
余各组与正常对照组比较差异均无统计学意义*均Jo
$ $̀"+& 各干预组视网膜组织块血管的顶细胞分叉数
目均明显少于 \&ZBiBZB: 组"差异均有统计学意义
*均 Jj$ $̀$#+"\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组与 \&ZBi
BZB:iXC:=<&: 组的微血管顶细胞分叉数量相似"差
异无统计学意义*Jk$ #̀"+"但明显少于 \&ZBiBZB:i
1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB:iBZB-J(M 组"差异均有统
计学意义*均 Jj$ $̀$#+*表 #+&

BA C

D E F

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

BA C

D E F

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

100μm

图 94各组 m= 小鼠视网膜组织块血管顶细胞分叉情况 *49,*G1-)/
ED!n#$$"标尺k#$$ %'+!正常对照组的顶细胞分叉较少"\&ZBi
BZB: 组可见大量顶细胞分叉"各干预组的顶细胞分叉比 \&ZBi
BZB: 组减少!>#正常对照组!E#\&ZBiBZB: 组!C#\&ZBiBZB:i
XC:=<&# 组 ! 2# \&ZBiBZB: iXC:=<&: 组 ! &# \&ZBiBZB: i
1,/IGJ1GM-组!B#\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组

表 94各组单位血管长度的顶细胞分叉数目比较*!M""N22+

组别 样本量 单位血管长度的顶细胞分叉数目

正常对照组 #$ ; #̀#m: :̀$
\&ZBiBZB: 组 #$ #6 :̀6mD ;̀D(

\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组 #$ % ;̀5m: ;̀6 I

\&ZBiBZB:iXC:=<&: 组 #$ " ;̀Dm: :̀$(I

\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组 #$ #$ D̀=m: D̀= I1K

\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组 #$ ## :̀:m5 %̀# I1K

N值 D$ :̀$
J值 $ $̀$

!注#与正常对照组比较"(Jj$ $̀",与 \&ZBiBZB: 组比较"I Jj$ $̀",

与 \&ZBiBZB:iXC:=<&# 组比较"1Jj$ $̀",与 \&ZBiBZB:iXC:=<&:

组比较"KJj$ $̀"*单因素方差分析"UNaGSM,9-+,1检验+!\&ZB#血管

内皮生长因子,BZB#成纤维细胞生长因子

;.;4XC:=<&# 和 XC:=<&: 对 34X小鼠视网膜无灌注
区相对面积的影响

正常对照组视网膜中央未见无灌注区,34X模型
对照组视网膜血管排列紊乱'迂曲"中央可见大片无灌
注区"在无灌注区和灌注区交界处可见大量新生血管
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芽& 各干预组无灌注区面积明显缩小"34XiXC:=<&#
组和 34XiXC:=<&: 组无灌注区面积小于 34Xi
1,/IGJ1GM-组和 34XiBZB-J(M 组*图 :+& 定量分析结
果显示"正常对照组'34X模型对照组'34XiXC:=<&#
组'34XiXC:=<&: 组'34Xi1,/IGJ1GM-组'34XiBZB
-J(M 组的无灌注区整体比较差异有统计学意义 *Nk
## %̀D"Jk$ $̀$+"其中 34X模型对照组无灌注区相对
面积明显大于各干预组"差异均有统计学意义*均 Jj
$ $̀"+"34XiXC:=<&# 组和 34XiXC:=<&: 组视网膜无
灌注区的相对面积比较"差异无统计学意义 *Jk
$ #̀6+"但二者均明显小于 34Xi1,/IGJ1GM-组和 34Xi
BZB-J(M 组"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀"+*表 :+&

BA C

D E F500μm

500μm500μm500μm

500μm 500μm

BA C

D E F500μm

500μm500μm500μm

500μm 500μm

图 ;4E:@小鼠视网膜无灌注区比较*49,*G1-)/ ED!n:$"标尺k"$$ %'+
!正常对照组视网膜中央未见无灌注区m34X模型对照组视网膜血
管排列紊乱'迂曲"中央可见大片无灌注区"在无灌注区和灌注区交
界处可见大量新生血管芽m各干预组无灌注区面积明显缩小"34Xi
XC:=<&# 组和 34XiXC:=<&: 组无灌注区面积小于 34Xi1,/IGJ1GM-
组和 34XiBZB-J(M 组*无灌注区用白色线条勾勒+!>#正常对照组
!E#34X模型对照组!C#34XiXC:=<&# 组!2#34XiXC:=<&: 组!
&#34Xi1,/IGJ1GM-组!B#34XiBZB-J(M 组

表 ;4各组视网膜无灌注区相对面积及
视网膜新生血管的相对像素值比较*!M""O+

组别 样本量
视网膜无灌注区

相对面积

视网膜新生血管

的相对像素值

正常对照组 = $ $̀$m$ $̀$ $ $̀$m$ $̀$
34X模型对照组 = :: "̀$m5 5̀;( #D ;̀Dm: =̀;(

34XiXC:=<&# 组 = % D̀#m: %̀= I : ;̀;m$ "̀:(I

34XiXC:=<&: 组 = ## %̀=m; :̀%(I 5 6̀Dm: #̀"(I

34Xi1,/IGJ1GM-组 = #" "̀=m= :̀;(1K D D̀=m$ =̀%(I1

34XiBZB-J(M 组 = #5 %̀5m= ;̀:(1K " 5̀Dm: D̀"(I1

N值 ## %̀D "6 ;̀6
J值 $ $̀$ $ $̀$

!注#与正常对照组比较"(Jj$ $̀"m与 34X模型对照组比较"IJj$ $̀"m

与 34XiXC:=<&# 组比较"1Jj$ $̀"m与 34XiXC:=<&: 组比较"K Jj$ $̀"
*单因素方差分析"UNaGSM,9-+,1检验+ !34X#氧诱导视网膜病变m
BZB#成纤维细胞生长因子

;.<4XC:=<&# 和 XC:=<&: 对 34X小鼠视网膜新生血
管的影响

正常对照组视网膜中未见新生血管& 34X模型对
照组中可见大量新生血管"集中在视网膜无灌注区'血
管覆盖区交界处和视网膜周边部"各干预组新生血管
减少*图 5+& 定量分析结果显示"正常对照组'34X模
型对照组'34XiXC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组'34Xi
1,/IGJ1GM-组'34XiBZB-J(M 组视网膜中新生血管的
相对像素数量整体比较差异有统计学意义*Nk"6 ;̀6"
Jk$ $̀$+"其中各干预组视网膜新生血管的相对像素
数量显著低于 34X模型对照组"差异均有统计学意义
*均 Jj$ $̀$#+& 34XiXC:=<&# 组视网膜新生血管的
相对像素值显著低于 34Xi1,/IGJ1GM-组和 34XiBZB
-J(M 组"差异均有统计学意义 *均 Jj$ $̀"+"但 34Xi
XC:=<&# 组与 34XiXC:=<&: 组比较差异无统计学意
义*Jk$ 5̀;+& 34XiXC:=<&: 组视网膜新生血管的相
对像素值与 34Xi1,/IGJ1GM-组和 34XiBZB-J(M 组比
较"差异均无统计学意义*均 Jo$ $̀"+*表 :+&

BA C

D E F

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

BA C

D E F

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

500μm

图 <4E:@小鼠视网膜新生血管情况*49,*G1-)/ ED!n:$"标尺k"$$ %'+
!正常对照组视网膜中未见新生血管m34X模型对照组中可见大量
新生血管"集中在视网膜无灌注区'血管覆盖区交界处和视网膜周
边部"各干预组新生血管减少!>#正常对照组!E#34X模型对照组
!C#34XiXC:=<&# 组!2#34XiXC:=<&: 组!&#34Xi1,/IGJ1GM-组
!B#34XiBZB-J(M 组

;.= 4 XC:=<&# 和 XC:=<&: 对 34X小鼠视网膜中
\&ZB和 BZB: 蛋白水平的影响

在正常对照组中"可检测到 \&ZB的基础蛋白表
达水平& 在 34X模型对照组中 \&ZB蛋白表达上调&
在药物干预组中"除 34XiBZB-J(M 组外"其余各组
\&ZB蛋白相对表达水平下降至与正常对照组相似的
水平*图 D +& 正常对照组'34X模型对照组'34Xi
XC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组'34Xi1,/IGJ1GM-组'
34XiBZB-J(M 组小鼠视网膜中\&ZB蛋白相对表达水
平的整体比较"差异有统计学意义 *Nk; 5̀5"Jk
$ $̀$+"其中 34X模型对照组 \&ZB表达水平较正常
对照组明显升高"差异有统计学意义 *Jj$ $̀$# +m
34XiXC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组和 34Xi1,/IGJ1GM-
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组 \&ZB相对表达水平均较 34X模型对照组明显降
低"差异均有统计学意义*均Jj$ $̀$#+,34XiXC:=<&#
组'34XiXC:=<&: 组和 34Xi1,/IGJ1GM-组 \&ZB相对表
达水平与正常对照组比较"差异均无统计学意义*均 Jo
$ $̀"+& 34XiBZB-J(M 组视网膜中 \&ZB的相对表达
水平显著高于正常对照组及其他干预组"差异均有统
计学意义*均 Jj$ $̀"+"且与 34X模型对照组相比差
异无统计学意义*Jk$ ;̀;+*表 5+&

VEGF

FGF2

GAPDH

1 2 3 4 5 6

VEGF

FGF2

GAPDH

1 2 3 4 5 6

图 =46#-'#%)3$,'法检测各组视网膜中 QCR8和 8R8; 的水平比
较!正常对照组中可检测到 \&ZB和 BZB: 蛋白的基础表达水平,
34X模型对照组中 \&ZB和 BZB: 蛋白表达均上调,34XiXC:=<&#
组'34XiXC:=<&: 组和 34Xi1,/IGJ1GM-组 \&ZB的蛋白水平均较
34X模型对照组降低,而 34XiXC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组和 34Xi
BZB-J(M 组 BZB: 的蛋白水平均较 34X模型对照组降低!##正常对
照组!:#34X模型对照组!5#34XiXC:=<&# 组!D#34XiXC:=<&:
组!"#34Xi1,/IGJ1GM-组!%#34XiBZB-J(M 组!注#\&ZB#血管内
皮生长因子,BZB#成纤维细胞生长因子,Z>Y2Q#磷酸甘油醛脱氢酶

表<4各组视网膜中 QCR8和 8R8;蛋白相对表达水平比较*!M"+

组别 样本量
\&ZB蛋白

相对表达水平

BZB:蛋白

相对表达水平

正常对照组 = $ "̀#m$ :̀5 $ %̀:m$ #̀6
34X模型对照组 = # :̀Dm$ 6̀#( # 5̀$m$ #̀5(

34XiXC:=<&# 组 = $ %̀6m$ :̀6 I $ %̀$m$ #̀= I

34XiXC:=<&: 组 = $ %̀%m$ #̀D I $ %̀%m$ $̀= I

34Xi1,/IGJ1GM-组 = $ %̀:m$ #̀$ I # :̀#m$ "̀5(1K

34XiBZB-J(M 组 = # :̀Dm$ %̀:(1KG $ "̀5m$ $̀% IG

N值 ; 5̀5 #" $̀#
J值 $ $̀$ $ $̀$

!注#与正常对照组比较"(Jj$ $̀",与 34X模型对照组比较"IJj$ $̀",

与 34XiXC:=<&# 组比较"1Jj$ $̀",与 34XiXC:=<&: 组比较"KJj$ $̀",

与 34Xi1,/IGJ1GM-组比较"GJj$ $̀"*单因素方差分析"UNaGSM,9-+,1检

验+!\&ZB#血管内皮生长因子,BZB#成纤维细胞生长因子,34X#氧诱

导视网膜病变

在正常对照组中"可检测到 BZB: 的基础蛋白表
达水平& 34X模型对照组中 BZB: 蛋白表达上调& 在
药物干预组中"除 34Xi1,/IGJ1GM-组外"其余各组
BZB: 蛋白相对表达水平下降至与正常对照组相似的
水平*图 D +& 正常对照组'34X模型对照组'34Xi
XC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组'34Xi1,/IGJ1GM-组和
34XiBZB-J(M 组小鼠视网膜中 BZB: 蛋白相对表达水
平的整体比较"差异有统计学意义 *Nk#" $̀#"Jk
$ $̀$+"其中 34X模型对照组 BZB: 的蛋白水平较正常
对照组显著增加"差异有统计学意义 *Jj$ $̀$# +,

34XiXC:=<&# 组'34XiXC:=<&: 组和 34XiBZB-J(M
组 BZB: 的蛋白水平与正常对照组比较"差异均无统
计学意义*均 Jo$ $̀"+& 34Xi1,/IGJ1GM-组视网膜中
BZB: 的相对表达水平显著高于正常对照组及其他干
预组"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀"+"与 34X模型
对照组相比差异无统计学意义*Jk$ %̀"+*表 5+&
;.H4XC:=<&# 在 \&ZB和 BZB: 刺激下视网膜血管
内皮细胞中的信号通路机制

\&ZBiBZB: 组 M<&Ja 的水平较正常对照组升高,

相对于 \&ZBiBZB: 组"\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组 M<
&Ja 的水平明显降低"而 \&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组和
\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组有下降的趋势"但效果并不
显著*图 " +& 正常对照组'\&ZBiBZB: 组'\&ZBi
BZB:iXC:=<&# 组' \&ZBiBZB: i1,/IGJ1GM-组和
\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组小鼠视网膜血管内皮细胞
M<&Ja相对表达水平的整体比较"差异有统计学意义
*Nk" 6̀:"Jk$ $̀5+"其中 \&ZBiBZB: 组视网膜血管
内皮细胞 M<&Ja 的水平较正常对照组明显升高"\&ZBi
BZB:iXC:=<&# 组M<&Ja的水平较 \&ZBiBZB: 组明显
减低"差异均有统计学意义*均 Jj$ $̀#+,\&ZBiBZB:i
1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB:iBZB-J(M 组 M<&Ja 有下降
的趋势"与 \&ZBiBZB: 组相比"差异均无统计学意义
*均 Jo$ $̀"+ *表 D+& 正常对照组'34X模型对照组'
34XiXC:=<&# 组'34Xi1,/IGJ1GM-组和 34XiBZB-J(M

组小鼠视网膜血管内皮细胞中 M<YWC#' M<YWC!' M<
YWC"和 M<>a-相对表达水平的整体比较"差异均无统
计学意义 *Nk$ 5̀#"Jk$ =̀%,Nk$ D̀:"Jk$ 6̀;,Nk
: =̀6"Jk$ $̀=,Nk$ %̀%"Jk$ %̀5+*图 %"表 D+&

5

6

p�Erk

总Erk

GAPDH

p�PKCα&βⅡ

PKCα

PKCβⅡ

p�PKCγ
PKCγ
p�Akt

Akt

β�tubulin

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

5

6

p�Erk

总Erk

GAPDH

p�PKCα&βⅡ

PKCα

PKCβⅡ

p�PKCγ
PKCγ
p�Akt

Akt

β�tubulin

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

图 H46#-'#%)3$,'法检测各组视
网膜血管内皮细胞 GC5BC%5通
路中蛋白表达!\&ZBiBZB: 组 M<
&Ja 的水平较正常对照组升高,
\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组'\&ZBi
BZB:i1,/IGJ1GM-组和 \&ZBiBZB:iBZB-J(M 组 M<&Ja 的水平均较
\&ZBiBZB: 组降低"以 \&ZBiBZB:iXC:=<&# 组最为明显!##正
常对照组!:#\&ZBiBZB: 组!5#\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组!D#
\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组!"#\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组!注#M<&Ja#
磷酸化细胞外调节蛋白激酶,Z>Y2Q#磷酸甘油醛脱氢酶!图 I4
6#-'#%)3$,'法检测各组视网膜血管内皮细胞中 m5>!'m5>"'
m5>#以及 !5'通路中蛋白表达!各组磷酸化及总体目标蛋白分子
均无明显变化趋势!##正常对照组!:#\&ZBiBZB: 组!5#\&ZBi
BZB:iXC:=<&# 组!D#\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组!"#\&ZBiBZB:i
BZB-J(M 组!注#M<YWC#磷酸化蛋白激酶 C,M<>a-#磷酸化蛋白激酶
E,-NIN*)/#微管蛋白
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表 =4各组视网膜血管内皮细胞中 1BC%5'1Bm5>!'1Bm5>"'1Bm5>#和 1B!5'相对表达水平比较*!M"+

组别 样本量 M<&Ja M<YWC# M<YWC! M<YWC" M<>a-

正常对照组 " # $̀$m$ $̀$ # $̀$m$ $̀$ # $̀$m$ $̀$ # $̀$m$ $̀$ # $̀$m$ $̀$
\&ZBiBZB: 组 " # :̀$m$ #̀:( 5 =̀6mD D̀" # D̀=m# "̀# # #̀$m$ :̀$ # #̀6m$ "̀5
\&ZBiBZB:iXC:=<&# 组 " $ =̀Dm$ #̀D I 5 5̀=m5 ;̀% # =̀5m$ =̀# # :̀5m$ :̀6 # 5̀;m$ #̀D
\&ZBiBZB:i1,/IGJ1GM-组 " # $̀"m$ #̀; D %̀6m" %̀; # 5̀=m# :̀% $ =̀=m$ #̀= # #̀;m$ #̀$
\&ZBiBZB:iBZB-J(M 组 " # $̀:m$ D̀6 5 #̀:mD %̀" : #̀%m: :̀" $ 6̀;m$ #̀$ $ =̀$m# :̀"
N值 " 6̀: $ 5̀# $ D̀: : =̀6 $ %̀%
J值 $ $̀5 $ =̀% $ 6̀; $ $̀= $ %̀5

!注#与正常对照组比较"(Jj$ $̀",与 \&ZBiBZB: 组比较"IJj$ $̀"*单因素方差分析"UNaGSM,9-+,1检验+!M<&Ja#磷酸化细胞外调节蛋白激酶,

M<YWC#磷酸化蛋白激酶 C,M<>a-#磷酸化蛋白激酶 E,\&ZB#血管内皮生长因子,BZB#成纤维细胞生长因子

<4讨论

本研究证明了 XC:=<&# 和 XC:=<&: 能有效抑制
\&ZB和 BZB: 因子诱导的发育中小鼠视网膜血管顶
细胞的分叉"进而起到抑制视网膜血管生成的作用"二
者效果相当"且明显优于 1,/IGJ1GM-和 BZB-J(M&
XC:=<&# 对 34X小鼠视网膜无血管灌注区和新生血
管的改善作用明显优于 1,/IGJ1GM-和 BZB-J(M"与
XC:=<&: 的效果类似& 在分子水平上"FG9-GJ/ I*,-检
测结果提示"促血管生成因子 \&ZB和 BZB: 的水平
在 34X小鼠视网膜中异常增高"而 XC:=<&# 和 XC:=<
&: 可以拮抗这 : 种因子的异常表达"并将 \&ZB和
BZB: 的水平降至正常"且效果与 1,/IGJ1GM-和 BZB
-J(M 相似& 总之"本研究结果表明 XC:=<&# 和 XC:=<
&: 均可有效抑制病理性视网膜新生血管生成"且效果
相当"并明显优于 1,/IGJ1GM-和 BZB-J(M"提示同时拮
抗 \&ZB和 BZB: 的优越性&

本研究中"体外新生小鼠视网膜组织块培养体系
的构建采用了近年来发展的血管顶细胞分叉的定量分

析方法"即在小鼠视网膜组织块中检测药物对视网膜
血管生成的作用"既可保留视网膜组织'细胞结构的完
整性及其相互作用的可能性"又保留了体外实验动物
用量少'过程简便迅速的优点 -::. "为比较药物的作用
效果提供了良好的平台& 在视网膜发育过程中"处于
视网膜血管网前缘的内皮顶细胞会伸出大量可以动态

伸展'收缩的丝状伪足"从而决定发育中的视网膜血管
的出芽方向

-:5":6d:=. & 这些丝状伪足对环境的改变"诸
如周围环境中\&ZB和BZB: 等促血管生成因子的浓度
变化尤为敏感

-:5":;. & 因此"视网膜组织块中的血管顶细
胞在单位血管长度上的分叉数量可以作为一个非常敏

感的急性指标"反映药物对血管生成的效力& 因此"我
们在体外研究中通过这一分析系统评估'比较不同批次
的 XC:=<&对发育中视网膜血管生成的作用效果&

本研究中采用 49,*G1-)/ ED 对 34X模型视网膜铺
片的血管进行染色"可以显示出视网膜血管"特别是尚
未与已有血管联通成网络的新生血管芽和新生血管簇

的诸多细节"因此利用染色后的图片可以同时在计算
机的辅助下进行无灌注区和新生血管的分析& 本研究
中定量分析新生血管时采用 ?F4BU<V\辅助分析的方
法

-:%. "与传统的苏木精d伊红染色后计数各组突入玻
璃体腔的新生血管内皮细胞核数的方法显示了相同的

趋势
-:". "但是更为全面'高效&

最后"基于在视网膜组织块和 34X小鼠模型中的
研究结果"XC:=<&# 和 XC:=<&: 抑制生理和病理状态
下血管生成的效果相似"而且在 34X小鼠视网膜中降
调节 \&ZB和 BZB: 蛋白表达的效果亦相似"所以本
研究中仅选取 XC:=<&# 进行作用机制研究& 另据文
献报道"\&ZB和 BZB: 在血管新生中的主要细胞作用
靶点为血管内皮细胞

-#D"#6. "因此"本研究中选取猴视
网膜血管内皮细胞"用 \&ZB和 BZB: 因子直接刺激
以模拟 34X视网膜中促血管生成的微环境"进而探索
XC:=<&# 在视网膜血管内皮细胞中作用的分子信号机
制& 已有研究表明"BZB: 和 \&ZB通过与细胞表面受
体特异性结合"激活受体的酪氨酸激酶活性"进而增强
X(97X(L7_&W7&Ja 信号通路的活性"促进血管内皮细
胞的增生'迁移和分化 -5$d5#. & 本实验结果表明"视网
膜血管内皮细胞中 _&W<&Ja 通路的活性在 \&ZB和
BZB: 因子的刺激下显著上调"XC:=<&# 可显著降低过
强的 _&W<&Ja 通路活性"其效果优于 1,/IGJ1GM-和
BZB-J(M"提示 XC:=<&# 可能通过抑制 _&W<&Ja 通路
的过度激活而在视网膜血管内皮细胞中起到拮抗新生

血管生成的作用&

综上所述"本研究证明了 XC:=<&# 和 XC:=<&: 对
体内外视网膜新生血管具有明显的抑制作用"二者效
果相当"并优于临床现有的 1,/IGJ1GM-和 BZB-J(M"提
示同时干预 \&ZB和 BZB: 靶点对视网膜新生血管生
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成效果的优越性& 本研究为重组诱饵型受体创新药物
XC:=<&# 和 XC:=<&: 的后期临床试验提供了实验
基础&
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