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!!&摘要'!目的!探讨缺氧环境下活化的血管内皮细胞是否可诱导 HGC78 表达上调#进而通过 HGC78?基
质金属蛋白酶"DDY$" 和 DDY= 途径参与 EG@生成(!方法!选取 HYB级 ; t$ 周龄雄性 E>: 小鼠 8; 只并
分为对照组和模型组#采用视网膜激光光凝法诱导小鼠EG@模型( 于造模后 : + 摘取小鼠眼球以制备视网膜
色素上皮"]Y%$\脉络膜\巩膜复合体铺片和冰冻切片#采用 7,N)341(. K̀ 免疫荧光染色技术检测脉络膜铺片
中 EG@形成情况#并观察 EG@组织附近血管内皮细胞中 HGC78)DDY" 和 DDY= 的表达及定位*采用实时荧
光定量 YE]法检测 EG@组织中 HGC78)DDY" 和 DDY= &]GC的表达变化( 将培养的恒河猴脉络膜<视网膜
内皮"]B<;C$细胞分为常氧组和缺氧组#分别在含体积分数 >lE6"培养箱或含体积分数 =KlG" )>lE6"和

体积分数 8l6"培养箱中孵育 "K P#分别采用实时荧光定量 YE]法和 X3,13L. V)N1技术测定各组细胞中
HGC78)DDY" 和 DDY= 在转录水平和蛋白水平的表达变化( 用小干扰 HGC78",(HGC78$转染 ]B<;C细胞#采
用实时荧光定量 YE]法和 X3,13L. V)N1法检测细胞中 DDY" 和 DDY= 在转录和蛋白水平的表达变化#并采用
FL'.,R3))小室法检测血管内皮细胞的迁移数目(!结果!造模后 : + 小鼠脉络膜铺片中可见 E598 阳性和
HGC78 阳性荧光染色细胞及双阳性细胞*模型组小鼠 ]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 HGC78 &]GC和 DDY"
&]GC相对表达量分别为 8i"=8k#i#;# 和 8i;8#k#iK"K#均明显高于对照组的 #i:>=k#i#:K 和 #i::"k#i#$##
差异均有统计学意义"=g#i##8)#i#KK$#模型组小鼠 ]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 DDY= &]GC升高#但与对
照组比较差异无统计学意义"=u#i#>$#且 DDY" &]GC表达量高于 DDY= &]GC#差异有统计学意义 "=j
#i#8$( 缺氧组 ]B<;C细胞中缺氧诱导因子 8$"I7B?8$$)HGC78 和 DDY" &]GC及其蛋白的相对表达量均
明显高于常氧组#差异均有统计学意义"均 =j#i#>$#各组间 DDY= &]GC相对表达量的差异无统计学意义
"=u#i#>$( 缺氧h,(HGC78 组 ]B<;C细胞中 DDY" &]GC相对表达量为 #i"8:k#i#9;#明显低于单纯缺氧组
的 #i$8$k#i8#>*缺氧h,(HGC78 组 ]B<;C细胞中 DDY" 蛋白相对表达量为 #i"9;k#i##=#明显低于单纯缺氧
组的 8i#K9k#i8"##差异均有统计学意义"=g#i##")#i##9$( ,(HGC78 组血管内皮细胞迁移数目为"">Ki;#k
:8i98$ <视野#明显少于正常对照组的">9Ki8#k=;i"8$ <视野#差异有统计学意义"=g#i#"=$(!结论!EG@
局部的缺氧环境可能通过上调血管内皮细胞中 HGC78 的表达而激活 DDY"#促进血管内皮细胞迁移#从而参
与 EG@生成*缺氧条件下 HGC78 的下调可抑制上述过程(!
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+(M(+3+ (.1N4N.1LN)QLN-S '.+ &N+3)QLN-S2EG@&N+3),R3L3(.+-43+ VTL31(.'))',3LSPN1N4N'Q-)'1(N.#'.+ O)'1?
&N-.1'.+ OLNU3. ,341(N.,NOL31(.')S(Q&3.13S(1P3)(-& "]Y%$?4PNLN(+?,4)3L'4N&SN-.+ R3L3SL3S'L3+ '1: +'T,
'O13L&N+3)(.Q2FP3EG@(. O)'1?&N-.1R',3*'&(.3+ VT7,N)341(. K̀ ,1'(.(.Q#'.+ 1P3)N4'1(N. NOHGC78#DDY" '.+
DDY= (. OLNU3. ,341(N.,R',+313L&(.3+ VT(&&-.NO)-NL3,43.43134P.N)NQT2FP33*SL3,,(N. NOHGC78#DDY" '.+
DDY= '1&]GC)3M3)(. EG@R',+313413+ VTL3')?1(&3O)-NL3,43.43̂ -'.1(1'1(M3YE]"L3')?1(&3YE]$2FP3-,3'.+
4'L3NO3*S3L(&3.1')'.(&'),4N&S)(3+ R(1P H1'13&3.1ONL1P3[,3NOC.(&'),(. 6SP1P')&(4'.+ @(,-')]3,3'L4P2FP3
]B<;C43)),R3L3+(M(+3+ (.1N.NL&N*('QLN-S '.+ PTSN*('QLN-S '.+ 4-)1-L3+ ONL"K PN-L,(. >lE6"4N.+(1(N. '.+
&(*4N.+(1(N. NO=KlG" #>lE6" '.+ 8l6" #L3,S341(M3)T2FP33*SL3,,(N. NOHGC78#DDY" '.+ DDY= (. 1P343)),'1
&]GC'.+ SLN13(. )3M3),R',+313413+ VTL3')?1(&3YE]'.+ X3,13L. V)N1',,'T#L3,S341(M3)T2H&'))(.13LO3L(.Q]GC
NOHGC78 ",(HGC78$ R',1L'.,O3413+ (.1N1P343)),#'.+ 1P3. 1P33*SL3,,(N. NODDY" (. 1P343)),'1&]GC'.+
SLN13(. )3M3),R',+313413+ VTL3')?1(&3YE]'.+ X3,13L. V)N1',,'T#L3,S341(M3)T#'.+ 1P3&(QL'1(.Q.-&V3LNO1P3
43)),R',',,'T3+ VTFL'.,R3))4P'&V3L',,'T2!J389A28!E598 '.+ HGC78 SN,(1(M3?L3,SN.,343)),R3L3,33. (.
]Y%?4PNLN(+?,4)3L'O)'1?&N-.1,-.+3L1P3)',3L,4'..(.Q4N.ON4')&(4LN,4NS32FP3L3)'1(M33*SL3,,(N. )3M3),NOHGC78
&]GC'.+ DDY" &]GC(. ]Y%?4PNLN(+?,4)3L'1(,,-3,R3L3P(QP3L(. 1P3&N+3)QLN-S 1P'. 1PN,3(. 1P34N.1LN)
QLN-S "HGC78 &]GC%8i"=8k#i#;# E8O#i:>=k#i#:K#=g#i##8*DDY" &]GC%8i;8#k#iK"K E8O#i::"k#i#$## =g
#i#KK$2FP33*SL3,,(N. NODDY= &]GCR',.N1,(Q.(O(4'.1)T3)3M'13+ V31R33. &N+3)QLN-S '.+ 4N.1LN)QLN-S "=u
#i#>$2FP3L3)'1(M33*SL3,,(N. )3M3)NODDY" &]GCR',P(QP3L(. 4N&S'L(,N. R(1P DDY= &]GC(. 1P3&N+3)QLN-S
"=j#i#8$2FP3L3)'1(M33*SL3,,(N.,NOPTSN*(4(.+-43+ O'41NL8$"I7B?8$$#HGC78 '.+ DDY" '1&]GC)3M3)'.+
SLN13(. )3M3)(. ]B<;C43)),R3L3,(Q.(O(4'.1)TP(QP3L(. 1P3PTSN*('QLN-S 1P'. 1PN,3(. 1P3.NL&N*('QLN-S "'))'1=j
#i#>$ '.+ .N4N.,(+3L'V)3+(OO3L3.43R',,33. (. DDY= &]GC3*SL3,,(N. V31R33. 1P31RNQLN-S,"=u#i#>$2FP3
L3)'1(M33*SL3,,(N.,NODDY" &]GC(. 1P343)),R3L3#i"8:k#i#9; '.+ #i$8$k#i8#>#'.+ 1PN,3NODDY" SLN13(. (.
1P343)),R3L3#i"9;k#i##= '.+ 8i#K9k#i8"# (. 1P3PTSN*('h,(HGC78 QLN-S '.+ N.)TPTSN*('QLN-S#L3,S341(M3)T#
R(1P ,(Q.(O(4'.1+(OO3L3.43,V31R33. 1P3& "=g#i##"##i##9 $2FP3&(QL'1(.Q.-&V3LNO1P343)),R'," ">Ki;# k
:8i98$ <O(3)+ (. 1P3PTSN*('h,(HGC78 QLN-S#RP(4P R',,(Q.(O(4'.1)T)3,,1P'. ">9Ki8#k=;i"8$ <O(3)+ (. 1P34N.1LN)
QLN-S "=g#i#"=$2! "40<A98/408! FP3PTSN*(43.M(LN.&3.1'1EG@ 4'. '41(M'13DDY" VT-S?L3Q-)'1(.Q1P3
3*SL3,,(N. NOHGC78#RP(4P SLN&N13,1P3&(QL'1(N. NOM',4-)'L3.+N1P3)(')43)),'.+ 1P3L3ONL3S'L1(4(S'13,(. EG@
ONL&'1(N.#'.+ 1P3(.13LM3.1(N. NOHGC78 '41(M'1(N. -.+3L1P3PTSN*(44N.+(1(N. 4'. (.P(V(11P(,SLN43,,2!

"C3. D47:8#B EPNLN(+') .3NM',4-)'L(U'1(N.* D'1L(* &31'))NSLN13(.',3* H&')) (.13LO3L(.Q ]GC*
FL'.,4L(S1(N.')O'41NLHGC78* @',4-)'L3.+N1P3)(')43)),* 5(,3',3&N+3)# E>: &(43* ITSN*('

(90:67417-=% G'1(N.')G'1-L3H4(3.43BN-.+'1(N. NOEP(.'"$8::#=9;# $8;:#$;9 $* HS34(')B-.+,ONL
C-1PNL,NO%*43))3.15N41NL')5(,,3L1'1(N.,NO[.(M3L,(1(3,'.+ EN))3Q3," "#8K$8 $* HP''.*(cN-1P H4(3.43'.+
F34P.N)NQTGNM'YLNQL'& ""#8;fZbb?8=$

!!脉 络膜新生血管 " 4PNLN(+').3NM',4-)'L(U'1(N.#
EG@$可见于多种眼部疾病#EG@穿透 L̀-4P 膜而生
长于视网膜色素上皮"L31(.')S(Q&3.13S(1P3)(-&#]Y%$
下#或穿透视网膜生长于视网膜下腔#继而造成渗出)
出血及瘢痕形成#导致视力损害 +8, ( 血管内皮细胞的
活化)增生)迁移和成管是新生血管形成的基本病理过
程#而局部组织缺氧是血管内皮生长因子 "M',4-)'L
3.+N1P3)(')QLNR1P O'41NL#@%AB$质量浓度升高和血管
内皮细胞活化的主要原因#血管基底膜和 L̀-4P 膜的
胶原降解是 EG@形成的重要环节 +", ( 基质金属蛋白
酶"&'1L(*&31'))NSLN13(.',3#DDY$ " 和 DDY= 可特异
性地降解血管基底膜和 L̀-4P 膜的主要成分 7@型胶
原#为新生血管出芽提供了条件 +9, ( 尽管 DDY" 和
DDY= 在 EG@中的作用已得到证实#但由于 EG@内
存在血管内皮细胞)]Y%细胞)巨噬细胞)成纤维细胞
等多种细胞组分#缺氧是否调控血管内皮细胞中
DDY" 和 DDY= 的表达及其相应的调控机制仍待阐
明( 转录因子 HGC78 可调控肿瘤组织中 DDY,的表
达#进而促进肿瘤的转移和侵袭 +K, ( 那么#在 EG@的

发生和发展中#缺氧活化的血管内皮细胞是否高表达
HGC78 并激活 DDY" 和 DDY= 呢/ 探讨这个问题可为
眼科新生血管性疾病的防治提供新的靶点( 本研究观
察体外缺氧环境下 HGC78 的表达改变及其对 DDY"
和 DDY= 的调控作用及其对血管内皮细胞迁移能力
的影响#进一步探讨参与 EG@生成的分子网络(

EB材料与方法

E2EB材料
E2E2EB实验动物BHYB级 ; t$ 周龄健康雄性 E>: 小
鼠 8; 只"购自第四军医大学实验动物中心$#体质量
8$ t"" Q( 小鼠在 8" P<8" P 昼夜的光线环境下喂养#
饲养温度为"">k8$m#湿度为 >=lt;8l( 实验动物
的饲养和使用均遵照 C]@6规范(
E2E2GB主要试剂及仪器B恒河猴脉络膜<视网膜内皮
细胞系"]B<;C细胞$ "美国 CFEE公司产品#购自武
汉博士德生物工程有限公司$*B7FE标记的蓖麻子凝
集素"7,N)341(. K̀#7̀K$ " Ba?8"#8#8 _8###美国 @341NL
公司$*大鼠抗小鼠 E598 单克隆抗体"8#">#"#8 _K###
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美国 (̀N)3Q3.+ 公司$*小鼠抗小鼠 HGC7)单克隆抗体
"DC̀ %8;:#8 _$##美国 D())(SNL3公司$*兔抗小鼠 HGC7)
多克隆抗体"'V8$#:8K#8 _"###美国 CV4'&公司$*兔抗
小鼠 DDY?" 多克隆抗体"8#9:"?"?CY#8 _"##$)兔抗小
鼠 DDY?" 多克隆抗体 " 8#9:>?"?CY# 8 _"## $ "美国
YLN13(.134P 公司$*小鼠抗小鼠 !?'41(. 抗体 "C8=:$#
8 _8 ###稀释#美国 H(Q&'公司$*C)3*'B)-NL>=K 标记的
驴抗大鼠二抗"C?"8"#=#8 _K##$)C)3*'B)-NL>=K 标记
的羊抗小鼠二抗"C?88#9"#8 _K##$)C)3*'B)-NLK$$ 标
记的山羊抗兔二抗"C?88#9K#8 _K##$)FL(UN)L3'Q3.1"美
国 7.M(1LNQ3. 公 司 $* I]Y标 记 的 羊 抗 小 鼠 二 抗
"8 _" ####武汉博士德生物工程有限公司$*逆转录试剂
盒 YL(&3H4L(S1]FD',13LD(*)实时荧光定量YE]试剂盒
Hc̀ ]YL3&(*%*F'̂"日本 F'W'L'公司$*a(SNO341'&(.3FD

"### 转染试剂 "美国 FP3L&NB(,P3L公司$*5D%D培
养液)胎牛血清 "美国 A(V4N公司$*胰蛋白酶)青\链
霉素"上海康成生物公司$*Ỳ H"美国 ENL.(.Q公司$*
结晶紫染液 "深圳碧云天生物科技有限公司 $(
>9" .&倍频掺钕钇铝石榴石激光器"7]7H$):>## 型实
时荧光定量 YE]仪 "美国 CSS)(3+ (̀N,T,13&,公司$*
B)-NM(3R9## 型激光扫描共焦显微镜"日本6)T&S-,公
司$*ED8=## 型冰冻切片机"德国 a3(4'公司$(
E2GB方法
E2G2EB实验分组及 EG@模型的建立!采用抽签法将
小鼠随机分为对照组和 EG@组#对照组 ; 只小鼠无任
何干预#EG@模型组 8# 只( 采用质量分数 8l戊巴比
妥钠行小鼠腹腔内注射麻醉#复方托吡卡胺滴眼液点
眼扩瞳( EG@模型组小鼠右眼造模#涂加替沙星眼用
凝胶后眼前放置三面镜#经裂隙灯显微镜用 >9" .&倍
频激光距离视盘 8 t8i> 视盘直径处围绕视盘光凝#共
击射 ; 个光斑#功率为 =# &X#光斑直径为 :> "&#曝
光时间为 8## &,#参照文献+>,的标准#光凝后有气泡
产生或伴轻度出血者提示击破 L̀-4P 膜#为有效光斑(
E2G2GB小鼠脉络膜铺片及眼杯冰冻切片B小鼠麻醉
方法同上#于造模后: +#用 "# &)Ỳ H 溶液行小鼠左心
室灌注#立即摘取眼球#置于含质量分数 Kl YBC的
Ỳ H 中固定 " P#于体视显微镜下去除眼球周围结缔组
织#沿角巩膜缘剪开眼球壁#去除眼前节#取 9 只眼球
在后段眼球壁做 ; t$ 个放射状切开#去除视网膜神经
感觉层#铺展 ]Y%\脉络膜\巩膜复合体#制备脉络膜
铺片*另取 9 只眼球制备成眼杯#用质量分数 9#l蔗
糖溶液浸泡过夜以脱水#用组织冰冻切片最佳切削温
度"NS1(&-& 4-11(.Q13&S3L'1-L3# 6EF$ 包埋剂包埋#
\$# m冻存#冰冻切片机切片(

E2G2LB]B<;C细胞培养及分组!将 ]B<;C细胞分为
常氧培养组和缺氧培养组#常氧培养组细胞用含体积
分数 8#l胎牛血清的 5D%D完全培养基在 9: m且含
体积分数 >lE6"培养箱中孵育 "K P#缺氧培养组细胞
用相同培养基在 9: m且含体积分数 =KlG")>lE6"

和体积分数 8l6"培养箱中孵育 "K P(
E2G2MB小干扰 ]GC的细胞转染!小干扰 HGC78",&'))
(.13LM3.1(N. HGC78#,(HGC78$由锐博生物科技公司"广
州$合成#用灭菌无 ]GC酶水溶解为"# "&N)<a( 缺氧
处理的 ]B<;C细胞用 a(SNO341'&(.3FD "### 转染试剂分
别转染 ,(HGC78 8),(HGC78 " 和,(HGC78 9 序列以筛选最
适转染序列#终浓度为 ># .&N)<a#转染 K t; P 后换液#
再转染 "K P#将细胞分为常氧培养组和缺氧培养组#采
用 82"29 的方法继续培养 "K P#收集样本行后续检测(
经测定 ,(HGC78 8 为最佳转染序列#用于后续实验(
E2G2NB免疫荧光染色法检测小鼠脉络膜铺片及眼杯
组织中目的蛋白表达B脉络膜铺片用 B7FE标记的
7,N)341(. K̀ 染色#洗后封片#用 7&'Q3SLNS)-,;i# 图
像分析软件测量脉络膜铺片的最大荧光面积和视盘面

积" +(,4'L3'#5C$#绿色荧光面积大于 8<" 5C者为
EG@形成( 小鼠视杯冰冻切片于室温下干燥 " P#Ỳ H
洗涤#质量分数 >l牛血清白蛋白和体积分数 8l
FL(1N. 封闭 8 P( 滴加相应一抗 K m孵育过夜*Ỳ H 清
洗#滴加相应二抗#室温下孵育 " P 或 K m孵育过夜*
Ỳ H 清洗 9 次#IN34P,1染核> &(.*Ỳ H 洗涤#体积分数
>#l甘油封片#激光扫描共焦显微镜下观察并采集
图片(
E2G2QB实时荧光定量 YE]法检测小鼠 ]Y%\脉络膜\
巩膜复合体中目的基因表达!冰上取小鼠 ]Y%\脉络
膜\巩膜复合体或 ; 孔板培养细胞#加入 F]7UN)消化
液 8 &)消化并匀浆#移入%Y管#加入氯仿 9## ")<&)#剧
烈振荡 8> ,#离心半径 $i> 4&#8" ### L<&(. K m离心
8> &(.#吸取上层水相#转入新 %Y管#加入 #i> &)异丙
醇振荡混匀#8" ### L<&(. K m离心 8# &(.*弃上清#加入
#i> &)乙醇"以无 ]GC酶水配制$洗涤#8" ### L<&(.
K m离心 > &(.#弃上清#室温干燥后溶于 "## ")无 ]GC
酶水中( 以上步骤所用均为无 ]GC酶 %Y管和移液枪
头( ]GC逆转录体系为 ># ")#含 > 倍 YL(&3H4L(S1]F
D',13LD(*8# ")和总 ]GC"i> "Q#无 ]G',3双蒸水补
至 ># ")#反应条件为 9: m反应 8> &(.#$> m反应 > ,#
K m至反应终止*实时荧光定量 YE]体系为 ">i# ")#
其中 Hc̀ ]混合液 8"i> "))参比染料 ]6b#i> "))
HGC78<DDY"<DDY=<缺 氧 诱 导 因 子 8$ " PTSN*(4
(.+-43+ O'41NL8$#I7B?8$$ <!?C41(. 上游引物和下游引
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物"表 8$各 #i> "))++I"68# ")模板 45GC8i# ")( 反
应条件%=> m预变性 9# ,#=> m变性9# ,#;# m延伸 9K ,#
K> 个循环( 同一样本 9 个复孔#!?'41(. 为内参照( 以
C̀ 7:>## 软件进行分析#各基因相对表达量采用 "?##E1

法进行计算(

表 EB目的基因引物序列

基因 引物序列">0?90 $
&&)&VJPU B%EAACCAEEFCCEFCECAEAC
&&)&VJPU ]%FEEECACFACAECFFAAECA
&&)TT=F B%ACFCEEEEFFFACFAAFCCAAC
&&)TT=F ]%EEFFEFEEECCAAFEECFCAF
&&)TT=Q B%AAACEAECACECFFAFECFE
&&)TT=Q ]%FEAFECFEAFEACCCFAAAE
&&)AP7UJ B%FEAAEACCAFCCCACCFEFACC
&&)AP7UJ ]%ECCCFECEECAECFEECACCA
&&)!WJ52%( B%ECECAFAEFAFEFAAFAAEC
&&)!WJ52%( ]%FAACCAAAEECACEFEAFEC
&&- &VJPU B%ECECEAEFAEEFFAFAFEF
&&- &VJPU ]%AAFECAECCCCAECEAAFF
&&- TT=F B%ECCAFFEEEEAAEACFAFE
&&- TT=F ]%FFEFAAFECCAAFECEEFAFE
&&- TT=Q B%EFAACECAEECACECEFCCCA
&&- TT=Q ]%EFEAEAAECCAFEFFECACA
&&- !WJ52%( B%ECFEEAFCCCACEEFEFCFAEECCE
&&- !WJ52%( ]%CFAACAEECEEACFEECEC

!注%DDY%基质金属蛋白酶*I7B%缺氧诱导因子

E2G2VBX3,13L. V)N1法检测 ]B<;C细胞中目的蛋白表
达!]B<;C细胞弃去培养液#]7YC裂解#8" ### L<&(.
K m离心 8> &(. 获得上清液"蛋白样品$#制备质量分数
8"l分离胶<>l浓缩胶进行 H5H?YCA%#取出凝胶#将电
泳分离蛋白转移至 Y@5B膜#8$# &C恒流转印 " P#置于
Ỳ HF配置的质量分数 >l脱脂奶粉中#室温下振摇 8 P#
添加相应一抗及相应二抗#加强型化学发光法显色(
!?'41(.作为内参照( 采用 7&'Q3Z图像分析软件对结果
进行灰度值分析#目的条带与 !?'41(. 条带的比值代表
蛋白的相对表达水平(
E2G2W B FL'.,R3))小室试验检测细胞迁移能力!
FL'.,R3))小室放入 "K 孔板中#以无血清 5D%D培养
基水化 9# &(.( 上室加入 "## ")含 8l胎牛血清的
5D%D培养基#含 8n8#>

个细胞#下室加入 >## ")含

8#l胎牛血清的 5D%D培养基#孵育 9# P 取出培养
板#用质量分数 Kl多聚甲醛固定下室细胞 9# &(.#
Ỳ H 冲洗#晾干( 用质量分数 #i>l结晶紫染液染色
9# &(.#棉签轻轻擦去上室内细胞# Ỳ H 反复冲洗小
室#棉签拭去多余染液#光学显微镜下计数迁移细胞#
每组在 8## 倍镜下计数 K 个视野#取平均值(
E2LB统计学方法

采用 HYHH 8:i# 统计学软件进行统计分析( 本
研究中测量指标的数据资料经 X检验证实呈正态分
布#以 Lk8表示#组间均数经 a3M3.3检验方差齐( 采
用随机分组两水平实验设计#对照组小鼠 ]Y%\脉络
膜\巩膜铺片和切片中各目的基因 &]GC和蛋白相
对表达量的差异比较)缺氧组与常氧组 ]B<;C细胞
中各目的基因 &]GC和蛋白相对表达量的差异比
较)DDY" 与 DDY= &]GC及其蛋白相对表达量的差
异比较均采用独立样本 2检验*不同 ,(HGC78 序列对
比采用单因素方差分析#,(HGC78 转染组与对照组间
DDY" &]GC和 DDY= &]GC及其蛋白相对表达量
以及细胞迁移数目的比较均采用独立样本 2检验(
=j#i#> 为差异有统计学意义(

GB结果

G2EB小鼠 EG@局部 HGC78 和 DDY"<= 表达情况
造模后 : +#小鼠脉络膜铺片 7,N)341(. K̀ 免疫荧

光染色显示小鼠 EG@生长"图 8C$( 免疫荧光染色可
见 E598 和 HGC78 双阳性细胞#分别呈红色和绿色荧
光*同时#E598 表达阳性细胞周围可见 DDY")DDY=
染色#DDY" 主要表达于新生血管周围#DDY= 表达于
L̀-4P 膜#部分 DDY")DDY= 与 E598 信号呈现共定
位#提示造模后 : + EG@局部存在 DDY" 和 DDY= 表
达#且部分来源于血管内皮细胞"图 8 $̀ (
G2GB各组小鼠 ]Y%?脉络膜\巩膜复合体 EG@局部
HGC78)DDY" 和 DDY= &]GC表达量变化

造模后 : +#模型组小鼠 ]Y%\脉络膜\巩膜复合
体中 HGC78 &]GC和DDY" &]GC的相对表达量明显
高于对照组"8i"=8k#i#;#与#i:>=k#i#:K *8i;8#k

B50μmA 50μm50μm B50μmA 50μm50μm

图 EB小鼠造模后 V :J,&?脉络膜m巩膜复合体铺片中 F$)HE)**,G 和 **,0 表达!C%激光扫描共焦显微镜下可见脉络膜激光损伤处较多绿
色荧光" 7̀K$! %̀小鼠眼杯切片可见 E598 表达阳性#呈红色荧光"C)3*'B)-NL>=K$ #HGC78)DDY")DDY= 呈阳性表达#为绿色荧光"C)3*'B)-NL
K$$$ #且部分出现共定位"箭头$ #细胞核呈蓝色荧光"IN34P,1$ "标尺g># "&$
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#iK"K 与 #i::" k#i#$# $#差异均有统计学意义 "2g
>i8#;#=g#i##8*2g"i9=9#=g#i#KK $*模型组小鼠
]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 DDY= &]GC相对表达量
较对照组升高""i$"=k#i>>> 与 8i$:;k#i;#K$#但差异
无统计学意义 "2g8i#=8#=u#i#> $( 模型组小鼠
]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 DDY" &]GC相对表达量
明显高于DDY= &]GC"#i=K>k#i88= 与 #i#8:k#i##9$#
差异有统计学意义"2g:i:=K#=j#i###$"图 "$(
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图 GB各组小鼠 J,&m脉络膜m巩膜复合体 "$%局部目的基因相对
表达量比较!Cb各组小鼠 ]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 HGC78
&]GC相对表达量的比较!与对照组比较#'=j#i#8"独立样本 2检
验#(gK$! b̀各组小鼠 ]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 DDY" &]GC
相对表达量的比较!与对照组比较#V=j#i#>"独立样本 2检验#(gK$
Eb各组小鼠 ]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 DDY= &]GC相对表达量
的比较!与对照组比较#差异无统计学意义 "=u#i#>$ "独立样本 2
检验#(gK$!5b小鼠 ]Y%\脉络膜\巩膜复合体中 DDY= &]GC与
DDY" &]GC相对表达量的比较!与 DDY" &]GC表达量比较#'=j
#i#8"独立样本 2检验#(g8#$!DDYb基质金属蛋白酶

G2LB各组 ]B<;C细胞中 HGC78 &]GC)DDY" &]GC
和 DDY= &]GC相对表达量的比较

缺氧组 ]B<;C细胞中 I7B?8$) HGC78 和 DDY"
&]GC相对表达量较常氧组升高 "I7B?8$&]GCb
#i=:>k#i#"= 与 8iK$>k#i#K9*HGC78 &]GCb8i8:$k
#i"=K 与 9iK#9k#i$#K*DDY" &]GCb#i=8=k#i#$> 与
"i"="k#i98:$#差异均有统计学意义 "2g=i="##=j
#i###*2g"i>=$*=g#i#9"*2g>i#K>#=g#i##8$*缺氧
组 ]B<;C细胞中 DDY= &]GC相对表达量较常氧组
升高"#i=8$k#i"9; 与 8i9>;k#i"":$#但差异无统计
学意义 "2g8i9"##=u#i#> $*缺氧组 ]B<;C细胞中
DDY" &]GC相对表达量高于 DDY= &]GC"#i>8: :k
#i8"K :与#i### 8k#i### #$#差异有统计学意义 "2g
Ki8>##=g#i##8$"图 9$(
G2MB,(HGC78 转染与否 ]B<;C细胞中 HGC78 &]GC
和 DDY" &]GC相对表达量变化
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图 LB各组 J(aQ)细胞中目
的基因相对表达量比较!Cb
各组 ]B<;C细 胞 中 I7B?8$
&]GC相对表达量比较!与常

氧组比较#'=j#i#8"独立样本
2检验#(g;$! b̀各组 ]B<;C
细胞中 HGC78 &]GC相对表

达量比较!与常氧组比较#V=j#i#>"独立样本 2检验#(g;$!Eb各
组 ]B<;C细胞中 DDY" &]GC相对表达量比较!与常氧组比较#
'=j#i#8 "独立样本 2检验#( g; $!5b各组 ]B<;C细胞中 DDY=
&]GC相对表达量比较!与常氧组比较#DDY= &]GC相对表达量
升高#但差异无统计学意义"=u#2#>$ "独立样本 2检验#(g;$!%b
]B<;C细胞中 DDY" &]GC与 DDY= &]GC相对表达量比较!与
DDY" &]GC比较#'=j#i#8"独立样本 2检验#(g8"$!I7Bb缺氧诱
导因子*DDYb基质金属蛋白酶

单纯缺氧组及缺氧h,(HGC78 8)")9 组 ]B<;C细
胞中 HGC78 &]GC相对表达量分别为8i99#k#i"9;)
#i9:>k#i"8>)8i>::k#i>9K 和 #i:KKk#i8=9#总体比
较差异有统计学意义"7g9i=89#=g#i#K$$#其中缺
氧h,(HGC78 8 组 ]B<;C细胞中 HGC78 &]GC相对表
达量明显低于单纯缺氧组#差异有统计学意义 "=j
#i#>$#敲减效率可达 :8i$l#故 ,(HGC78 8 用于后续
实验"统一标识为 ,(HGC78$( 缺氧h,(HGC78 组 ]B<;C
细胞中DDY" &]GC相对表达量明显低于单纯缺氧组
"#i"8:k#i#9; 与 #i$8$k#i8#>$#差异有统计学意义
"2g>iK#"#=g#i##"$*缺氧h,(HGC78 组 ]B<;C细胞
中 DDY= &]GC相对表达量低于单纯缺氧组"#iK==k
#i8:$ 与 #i=;# k#i8## $#但差异无统计学意义 "2g
"i";##=u#i#>$"图 K$(
G2NB,(HGC78 转染与否 ]B<;C细胞中 DDY" 蛋白表
达变化

缺氧组 ]B<;C细胞中I7B?8$和 DDY" 蛋白表达
条带较常氧组增强#" 个组 DDY= 蛋白表达条带强度
接近( 缺氧组 ]B<;C细胞中 I7B?8$和 DDY" 蛋白相
对表达量均高于常氧组 "I7B?8$b #i$8; k#i8>; 与
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图 MB8/F$)HE 转染前后细胞
中目的基因表达变化!C2不
同 ,(HGC78 序列转染后各组细
胞中 HGC78 &]GC相对表达
量比较!7g9i=89#=g#i#K$2
与单纯缺氧组比较# '=j#i#>
"单因素方差分析#aH5?2检

验#(g9$! 2̀单纯缺氧组与缺氧h,(HGC78 组细胞中 DDY" &]GC
相对表达量比较!与单纯缺氧组比较#V=j#i#8"独立样本 2检验#(g
K$!E2缺氧h,(HGC78 组细胞中 DDY= &]GC相对表达量低于单纯
缺氧组#但差异无统计学意义"=u#2#>$ "独立样本 2检验#(gK$!
82单纯缺氧组!"2缺氧h,(HGC78 8 组!92缺氧h,(HGC7" 组!K2缺
氧h,(HGC79 组!DDY2基质金属蛋白酶

#i98; k#i#K8 ;* DDY"2 #i=89 k#i8## 与 #iK8> k
#i88#$#差异均有统计学意义"2g9i#=:#=g#i#9;*2g
9i9>##=g#i#"=$*,(HGC78 转染后#缺氧h,(HGC78 组
细胞中 DDY" 蛋白相对表达量为 #i"9;k#i##=#低于
单纯缺氧组的 8i#K9k#i8"##差异有统计学意义 "2g
;i:#"#=g#i##9$"图 >$(

1.5

1.0

0.5

0.0H
IF
�1
α

蛋
白
相
对
表
达
量

常氧组 缺氧组

M
M
P2

蛋
白
相
对
表
达
量

b

1.5

1.0

0.5

0.0

1.5

1.0

0.5

0.0M
M
P2

蛋
白
相
对
表
达
量

常氧组 缺氧组

单纯缺氧组 缺氧+siSNAI1组

a

C

E

a

常氧组 缺氧组

HIF�1α

MMP9

MMP2

MMP2

ACTB

120000

78000

72000

72000

43000

单纯缺氧组 缺氧+siSNAI1组

D

BA

1.5

1.0

0.5

0.0H
IF
�1
α

蛋
白
相
对
表
达
量

常氧组 缺氧组

M
M
P2

蛋
白
相
对
表
达
量

b

1.5

1.0

0.5

0.0

1.5

1.0

0.5

0.0M
M
P2

蛋
白
相
对
表
达
量

常氧组 缺氧组

单纯缺氧组 缺氧+siSNAI1组

a

C

E

a

常氧组 缺氧组

HIF�1α

MMP9

MMP2

MMP2

ACTB

120000

78000

72000

72000

43000

单纯缺氧组 缺氧+siSNAI1组

D

BA

图 NBa382370>A42法检测缺
氧和 8/F$)HE 转染对细胞中
AH(?E")**,G 蛋白表达的影
响!C2缺氧组与常氧组细胞
中 I7B?8$)DDY" 蛋白表达电
泳图! 2̀缺氧组与常氧组细
胞中 I7B?8$蛋白表达量化比
较!与常氧组比较#'=j#i#>
"独立样本 2检验# ( g9 $ !

E2缺氧组与常氧组细胞中 DDY" 蛋白表达量化比较!与常氧组比
较#'=j#i#>"独立样本 2检验#(g9$!52缺氧后 ,(HGC78 转染与否
细胞中 DDY" 蛋白表达电泳图!%2单纯缺氧组与缺氧h,(HGC78 组
细胞中DDY" 蛋白相对表达量量化比较!与单纯缺氧组比较#V=j#i#8
"独立样本2检验#(g9$!I7B2缺氧诱导因子*DDY2基质金属蛋白酶

G2QB,(HGC78 转染与否对血管内皮细胞迁移能力的影响
,(HGC78 组细胞迁移细胞数目为"">Ki;#k:8i98$<视

野#明显低于正常对照组的">9Ki8#k=;i"8$<视野#差异有

统计学意义"2g"i99K#=g#i#"=$"图 ;$(
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图 QB8/F$)HE 组与正常对照
组血管内皮细胞迁移能力 "结
晶紫!n8### 标尺g>## "&$
C2正常对照组血管内皮细胞
迁移数目较多! 2̀,(HGC78 组
血管内皮细胞迁移数目较正

常对照组少!E2,(HGC78 组与
正常对照组血管内皮细胞迁

移数目量化比较!与正常对照组比较#'=j#i#> "独立样本 2检验#
(g8"$

LB讨论

新生血管形成包括血管发生和血管生成过程#前者
指血管内皮前体细胞迁移分化的成管过程#后者是血管

结构中血管内皮细胞降解基底膜)增生)移行并且进行
功能分化的过程

m;, ( 已有研究证实#上述 " 种形式均参
与 EG@生成#且以后一种形式为主m:, (

在 EG@的发生和发展中#组织缺氧可上调 I7B?8$
活性及其下游信号通路#激活 @%AB等一系列细胞因
子#调控 ]Y%细胞)血管内皮细胞)巨噬细胞等#促进血
管生成

m", ( 因此#缺氧是 EG@局部血管内皮细胞活化
的主要动因( 此外#血管生成需要血管内皮细胞从基底
膜上释放并获得迁移能力#DDY,发挥重要作用m$, (
DDY,是EG@发生和发展中所必需的细胞分泌蛋白m=, #

可分为胶原酶"DDY8<$<89$)明胶酶"DDY"<=$)基质
溶解酶"DDY9<:<8#<88<8"$和膜型 DDY"DDY89<8><
8;<8:$#其中 DDY" 和 DDY= 可降解%)&)')(型胶原
和弹性蛋白并使胶原变性#参与血管生成)肿瘤转移(
DDY,以酶原形式分泌#故受转录及活化的调节(
DDY" 在激光诱导的 EG@中升高并贯穿整个血管新生
过程#而 DDY= 的表达较低#仅限于激光诱导 EG@早
期

m=\8#, ( EG@局部细胞包括血管内皮细胞)]Y%细胞)

巨噬细胞)骨髓来源细胞等#而 DDY" 主要来源于血管
内皮细胞)]Y%细胞和巨噬细胞等#DDY= 主要表达在
L̀-4P 膜附近#在 ]Y%细胞)血管内皮细胞)基质细胞和
炎症细胞中也有一定程度的表达

m88, ( DDY" 和<或
DDY= 基因敲除小鼠 EG@程度较轻m9, ( 尽管 DDY" 和
DDY= 在 EG@中的作用已被证实#但血管内皮细胞来
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源的 DDY" 和 DDY= 是否受缺氧调控及其机制尚未完
全阐明(

研究表明#锌指结构转录因子 HGC78 的高表达与
肿瘤转移和侵袭密切相关#可通过下调胞间黏附分子
促进上皮\间充质转化#增强肿瘤细胞的侵袭能力 +8", (
HGC78 还可激活多种 DDY,#促进肿瘤细胞突破基底
膜

+K#89, ( 研究表明#HGC78 是 I7B?8$的下游分子#缺
氧可诱导人冠状动脉内皮细胞表达 HGC78 +8K, ( 那么#
EG@局部缺氧状态是否能激活血管内皮细胞中的
HGC78 并上调 DDY" 和 DDY=#从而促进新生血管形
成呢/ 本研究建立激光诱导的小鼠 EG@模型#发现造
模后 : + 脉络膜铺片中可见新生血管形成#]Y%\脉络
膜\巩膜复合体可见 E598 与 HGC78 的共表达#说明
EG@中血管内皮细胞可表达 HGC78#提示后者参与EG@
形成( 此外#造模后 : + EG@周围组织中可见 DDY")
DDY= 的表达#其中 DDY" 主要分布于新生血管周围#
DDY= 局限在 L̀-4P 膜附近#与既往报道一致 +=\8#, (
本研究还发现#DDY")DDY= 部分地与 E598 信号共
定位#提示部分 DDY" 和 DDY= 来源于血管内皮细
胞( 造模后 : + 脉络膜局部 HGC78)DDY" 和 DDY=
&]GC表达上调#且 DDY" &]GC的表达高于 DDY=
&]GC#推测 DDY" 在 EG@形成中发挥主要作用(

由于 EG@形成过程中对单一类型细胞分子调控
机制的和干预困难#因此#本研究中采用缺氧培养的
]B<;C细胞进行研究#证实缺氧上调细胞中 I7B?8$)
HGC78)DDY" 和 DDY= &]GC的表达#且 DDY" 表达
水平高于DDY=#X3,13L. V)N1检测也证实#缺氧诱导的
]B<;C细胞 I7B?8$表达明显增加#DDY" 酶原被激
活#而 DDY= 蛋白表达强度微弱#提示缺氧主要诱导
血管内皮细胞中 DDY" 的活化( 上述结果说明#缺氧
可激发 ]B<;C细胞中 HGC78 和 DDY" 的活性#而对
DDY= 的影响较弱(

为进一步研究 HGC78 激活对 DDY" 和 DDY= 表
达的调控作用# 本研究中设计了恒河猴特异的
,(HGC78( ,(HGC78 对 HGC78 &]GC有良好的抑制作
用#且可在转录水平和蛋白水平抑制缺氧引起的
DDY" 表达#对 DDY= 有一定下调趋势( 此外#由于
DDY,的表达与血管内皮细胞迁移能力有关#本研究
中应用 FL'.,R3))小室进一步探究了 HGC78 对血管内
皮细胞迁移能力的影响#结果显示 ,(HGC78 转染可抑
制血管内皮细胞的迁移( 这些结果说明缺氧可经
HGC78 通路激活血管内皮细胞中 DDY" 的表达#增强
血管内皮细胞迁移能力#从而发挥促血管生成作用(

综上所述#缺氧可诱导血管内皮细胞中 HGC78 的高

表达#从而激活 DDY" 并促进血管内皮细胞迁移#而对
DDY= 表达的影响有限( 因而#EG@局部缺氧状态引起
的 HGC78?DDY" 激活可能是血管内皮细胞直接参与
EG@形成的方式之一( 本实验为干预 HGC78 治疗 EG@
提供了新的思路#我们拟进一步关注在体干预 HGC78 对
EG@的抑制作用#从而探究 HGC78 作为 EG@治疗新靶
点的可能性或可行性(
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