
!实验研究!

缺氧条件下自噬在视网膜血管内皮细胞血管

生成中的作用

李蓉!杜军辉!姚杨!于照祥!樊卓!常伟平
<;##<< 西安医学院第一附属医院眼科 &李蓉'#中心实验室 &姚杨)于照祥)樊卓)常伟平'*
<;##AJ 西安交通大学附属西安市第九医院眼科&杜军辉'
通信作者"李蓉#%&'()".17M1)./+,;@C$$$3;="67/&
89:";#6"<=#>7&'6?6(22+6$#@AB#;=#6$#;C6#"6##=

!!$摘要%!目的!研究缺氧条件下自噬对体外培养的小鼠视网膜血管内皮细胞& Ỳ%E2'增生)迁移和管
腔形成的影响(!方法!取清洁级 EA<TF>=X小鼠 A# 只#采用组织块培养法分离和培养小鼠 Ỳ%E2#采用
E8"J 免疫荧光染色法对培养细胞进行鉴定( 将生长良好的 Ỳ%E2分为正常对照组)缺氧对照组及缺氧t"B
甲基腺嘌呤&"BH\'组( 正常对照组细胞常规培养#缺氧对照组细胞在氧体积分数 ;Z的环境下培养 $J M#缺
氧t"BH\组细胞先用 A &&/)>F"BH\预处理 J M#然后在上述缺氧环境下培养 $J M( 采用 ^12*1.+ O)/*法检测
自噬标志蛋白微管相关蛋白 ; 轻链 "&FE"B!>FE"B&'比值及细胞中 T17)(+B; 的表达*透射电子显微镜下观
察细胞内形成的自噬小体的超微结构*分别采用 E)(7QB(I%NR试剂盒)细胞划痕法和 H'*.(,1)胶法检测细胞增
生率)细胞迁移情况及细胞管腔形成情况(!结果!原代培养后 A W< N 培养的细胞呈铺路石样排列生长#
E8"J 表达阳性( 透射电子显微镜下缺氧对照组细胞自噬小体明显多于正常对照组和缺氧t"BH\组( 正常
对照组)缺氧对照组和缺氧t"BH\组细胞中 FE"B!>FE"B&比值分别为 #k$J"l#k#"#)#k=ACl#k#"$ 和 #kJ#Al
#k#@A#T17)(+B; 蛋白相对表达量分别为 #k$=# l#k#J#)#k=A# l#k#<; 和 #kJ=; l#k#C@*细胞增生率分别为
&JAk@"l=k"@'Z)&$$k<Jl$k"A'Z和 &$Jk;$l"kA@'Z*细胞划痕愈合率分别为 &"=k#$lAkCJ'Z)&A<k$=l
;;k@C'Z和&;Ck;=l@k<"'Z*细胞管腔形成数分别为&$@k$#l=k;#')&J;kJ#lJk#J'和&$$k##l$k@$'个*总体
比较差异均有统计学意义&Uj"AkC=)$"kA")"Jk$C)$;k;$)$"k$<#均 Qp#k#;'( 与正常对照组相比#缺氧对照
组细胞的 FE"B!>FE"B&比值)T17)(+B; 蛋白相对表达均明显增加#细胞增生率明显下降#划痕愈合率和管腔
形成数明显增加#缺氧t"BH\组细胞中 FE"B!>&比值)T17)(+B; 蛋白相对表达量)划痕愈合率和细胞管腔形
成数较缺氧对照组明显降低(!结论!缺氧激活小鼠 Ỳ%E2自噬#进而促进细胞迁移和管腔形成#自噬抑制
剂 "BH\可抑制自噬小体活性#并抑制 Ỳ%E2的迁移和管腔形成能力(!
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+5&O1.L'2(+7.1'21N (+ *M1M4-/K('7/+*./),./5- 7/&-'.1N L(*M *M1M4-/K('t"BH\,./5- '+N +/.&')7/+*./),./5-6
IM1FE"B!>FE"B& .'*(/L'2#k$J"l#k#"###k=ACl#k#"$ '+N #kJ#Al#k#@A**M1.1)'*(P11K-.122(/+ /0T17)(+B;
-./*1(+ (+ *M171))2L'2#k$=#l#k#J###k=A#l#k#<; '+N #kJ=;l#k#C@**M1-./)(01.'*(/+ .'*1/0*M171))2L'2&JAk@"l
=k"@'Z#&$$k<Jl$k"A'Z '+N &$Jk;$l"kA@'Z**M127.'*7M M1')(+,.'*1/0*M171))2L'2&"=k#$lAkCJ 'Z#
&A<k$=l;;k@C'Z '+N &;Ck;=l@k<"'Z**M1+5&O1./0*5O10/.&'*(/+ L'2$@k$#l=k;##J;kJ#lJk#J '+N $$k##l
$k@$ (+ *M1+/.&')7/+*./),./5-# M4-/K('7/+*./),./5- '+N M4-/K('t"BH\ ,./5-#.12-17*(P1)4#L(*M 2(,+(0(7'+*
N(001.1+712'&/+,*M1,./5-2&Uj"AkC=#$"kA"#"Jk$C#$;k;$#$"k$<*'))'*Qp#k#;'6E/&-'.1N L(*M *M1+/.&')
7/+*./),./5-#*M1.'*(//0FE"B!>FE"B& '+N *M11K-.122(/+ /0T17)(+B; -./*1(+#27.'*7M M1')(+,.'*1'+N *M1+5&O1.
/0*5O10/.&'*(/+ L1.12(,+(0(7'+*)4(+7.1'21N#'+N *M1-./)(01.'*(/+ .'*1L'22(,+(0(7'+*)4.1N571N (+ *M1M4-/K('
7/+*./),./5- &'))'*Qp#k#A '6E/&-'.1N L(*M *M1M4-/K('7/+*./),./5-#*M1.'*(//0FE"B!>FE"B& '+N *M1
1K-.122(/+ /0T17)(+B; -./*1(+#27.'*7M M1')(+,.'*1'+N *M1+5&O1./0*5O10/.&'*(/+ L1.12(,+(0(7'+*)4N17.1'21N (+
*M1M4-/K('t"BH\ ,./5-6! <*'$43/&*'/! b4-/K('1+P(./+&1+*'7*(P'*12'5*/-M',4/0&/521 Ỳ%E2# LM(7M
1+M'+712*M1&(,.'*(/+ '+N *5O10/.&'*(/+ 'O()(*(12/0*M171))26"BH\(+M(O(*2*M1'+,(/,1+12(2'O()(*(12/0&/521
Ỳ%E26!
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!!血管生成指在已形成的血管上通过出芽和延伸的
方式形成新血管的复杂过程#这个过程中可出现血管生
成刺激因子和血管抑制因子间作用的失衡#导致新生血
管形成

+;, ( 视网膜新生血管&.1*(+')+1/P'275)'.(h'*(/+#
ÙY'是多种缺血性视网膜病变的晚期共同特征和主
要致盲原因#目前其病理机制尚未完全阐明#给相关眼
病的临床防治带来了很大挑战( 因此#探索 ÙY的病
理机制和寻找安全)有效的治疗方法是近年来眼科领
域的重要研究方向( 研究证实#哺乳动物细胞在缺氧
或缺血G再灌注时自噬明显增加 +$, ( 抗肿瘤新生血管
及心血管疾病方面的实验研究提示#诱导细胞自噬可
以促进血管生成#且可能削弱抗新生血管药物疗
效

+"GJ, ( 自噬是真核生物中普遍存在的维持细胞内环
境稳定的一种生命现象#在眼部疾病中发挥作用#但研
究其与眼部新生血管的关系报道较少

+"#AG<, ( 本研究
观察缺氧条件下小鼠视网膜血管内皮细胞 &.1*(+')
P'275)'.1+N/*M1)(')71))2# Ỳ%E2'自噬水平的变化对细
胞增生)迁移和管腔样结构形成的影响#为进一步在体
研究自噬在缺血性视网膜病变中的作用提供实验依据(

:5材料与方法

:6:5材料
:6:6:5实验动物5清洁级 EA<TF>=X小鼠 A# 只 &西
安医学院实验动物中心提供'#实验期间自由饮水)进
食#动物饲养环境为光>暗周期 ;$ M>;$ M#背景噪音为
&J#l;#'NT#室温 $# W$J q( 实验动物的使用和饲养符
合国家科学技术委员会颁布的1实验动物管理条例2(
:6:6>5主要试剂及仪器5青霉素 &美国 b4E)/+1公
司'* "B甲基腺嘌呤 & "B&1*M4)'N1+(+1# "BH\' &美国

S1))17Q 公司 '* 兔抗鼠 E8"J 一抗 & 'OC;$C@# 美国
\O7'&公司'*8\D:)I.(*/+ fB;##&E;##$#上海碧云天
生物技术有限公司 '*荧光 &E4" ' 标记羊抗兔 :,]
&T\;#"$')b̀ D标记羊抗兔二抗 &T\;#AJ' &武汉博
士德生物工程有限公司'*兔抗鼠微管相关蛋白 ; 轻
链 " &)(,M*7M'(+ "#FE"'多克隆抗体 &$<<A ')兔抗鼠
T17)(+B; 多克隆抗体& r"<"C' &美国 ESI公司'*兔抗
鼠 ]\D8b多克隆抗体&\TBDB̀##;#杭州贤至生物有
限公司'*E)(7QB(I%NR成像检测试剂盒&南京凯基生
物科技发展有限公司'*H;@@ 培养基 &美国 ](O7/公
司'*小鼠视网膜微血管内皮细胞完全培养基 &EHB
H;;J#武汉普诺赛生命科技有限公司'*H'*.(,1)&美国
T8公司'( :fA; 型倒置相差显微镜)TfA" 型荧光显
微镜&日本 9)4&-52公司'*bI<<##BSS 型透射电子显
微镜&日本 b:I\Eb:公司'*bVB;## 型三气培养箱&上
海力申科学仪器有限公司'(
:6>5方法
:6>6:5细胞培养及鉴定5将 EA<TF>=X小鼠过量麻
醉处死#常规分离视网膜组织并置入含有青霉素
;## R>&)&商品单位')链霉素 ;## $,>&)的培养基中
漂洗#去除残留的视网膜色素上皮细胞( 剪除可见的
主枝大血管后将视网膜组织置入培养平皿中剪碎#加
入胶原酶进行消化#倒置相差显微镜下观察#待细胞开
始变圆彼此分离立即终止消化( 用网孔为 ;## $&的
细胞筛网过滤细胞#冲洗并收集洗脱液#离心半径
;@ 7&#; ### .>&(+ 离心 A &(+#弃上清#加入内皮细胞
专用完全培养基#在 "< q)体积分数 AZE9$)饱和湿
度条件下进行培养#倒置显微镜下观察培养细胞的形
态( 在培养皿底部标记 Ỳ%E2的克隆#用细胞刮刮去
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其他细胞#继续培养至细胞密度达 C#Z时按 ; a"的比
例传代培养( 将已爬好细胞的载玻片用 DTS 浸洗 "
次#用质量分数 JZ多聚甲醛固定 ;A &(+#DTS 浸洗 "
次#加 入 体 积 分 数 #kAZ I.(*/+ fB;## 室 温 通 透
$# &(+#DTS 浸洗 " 次#吸水纸吸干 DTS#滴加正常山羊
血清室温下封闭 "# &(+#吸掉封闭液#每张载玻片滴加
稀释好的 E8"J 一抗&; a$##'#放入湿盒#J q孵育过
夜*DTSI浸洗 " 次#吸干爬片上多余液体#滴加 E4" 标
记羊抗兔 :,]&; a$##'#湿盒中 $# W"< q孵育 ; M#
DTSI浸洗 " 次*滴加 8\D:避光孵育 A &(+#DTSI浸洗
" 次#吸干爬片上的液体#用含抗荧光淬灭剂的封片液
封片#荧光显微镜下观察并采集图像(
:6>6>5细胞分组及处理5取对数生长期)生长状态良
好的细胞接种于 = 孔板#每孔 Av;#A

个细胞( 将细胞
分为正常对照组)缺氧对照组和缺氧t"BH\组#其中
缺氧对照组细胞置于 9$ aE9$ aU$体积比为 ; aA a@的
培养箱中培养 $J M*缺氧t"BH\组细胞先用 A &&/)>F
"BH\预处理 J M#然后处理方法同缺氧对照组(
:6>6? 5 ^12*1.+ O)/*法检测各组细胞中 FE" 和
T17)(+B;蛋白表达!各组培养的细胞弃培养基#DTS 漂
洗 $ 次#加 ;## W;A# $)̀ :D\裂解液裂解细胞#离心提
取总蛋白#采用 TE\法测定蛋白浓度( 按每孔 J# $,
总蛋白上样#采用体积分数 ;#Z聚丙烯酰胺凝胶电
泳#;$# Y恒压条件下分离蛋白#于 $## &\及 @# &(+
条件下将蛋白转印至 DY8V膜( 采用含质量分数 AZ
脱脂奶粉的 ITSI室温摇床封闭 ; M( 滴加相应一抗#
FE")T17)(+B; 及 ]\D8b稀释比例均为 ; a; ####J q
摇床孵育过夜( ITSI充分洗涤 DY8V膜#用 b̀ D标
记的羊抗兔二抗&封闭液稀释 ; aA# ###'浸泡#室温下
摇床孵育 ; M( ITSI充分洗涤 DY8V膜#%EF显色#采
用 T'+NS7'+ 图像分析软件进行条带灰度信号分析#以
]\D8b为内参照#计算 T17)(+B; 蛋白相对表达量及
FE"B!>FE"B&比值#每组重复测量 " 次#取其平均值(
:6>6@5透射电子显微镜下观察自噬小体5用细胞刮
刮取各组细胞#在 J q环境中用含有体积分数 $kAZ
戊二醛的 #k; &/)>F磷酸盐缓冲剂 J q固定 $ M*DTS
漂洗 " 次#在质量分数 ;Z锇酸中 J q固定 $ M*采用连
续梯度乙醇进行细胞脱水#将细胞包埋在 %&O1NBC;$
媒介中 JC M*在裸铜网格上使用超薄切片机制备 =# W
C# +&超薄切片( 将超薄切片用质量分数 $Z醋酸铀
饱和水溶液和枸橼酸铅各染色 ;A &(+*切片室温干燥
过夜#透射电子显微镜下拍照#观察双层膜状结构的自
噬体以及其他相关亚细胞结构(
:6>6D5细胞增生试验检测各组细胞增生率5将已爬

满细胞的载玻片用 DTS 浸洗 " 次#JZ多聚甲醛固定
爬片 ;A &(+#DTS 浸洗载玻片以去除固定液#用含体积
分数 "Z牛血清蛋白的 DTS 洗涤爬片#每孔加入 ; &)
含 #kAZ I.(*/+ fB;## 的 DTS#室温孵育 $# &(+( 按照
E)(7QB(I%NR成像检测试剂盒说明书进行染色#吸干
爬片上的液体#用含抗荧光淬灭剂的封片液封片#光
学显微镜下观察并采集图像#随机选取 J 个视野计
算细胞增生率( 细胞增生率 j增生细胞数>细胞总
数v;##Z(
:6>6J5细胞划痕试验检测各组细胞划痕愈合率5取
各组处理细胞培养 $J M#用 D$## 枪头在单层 %̀YE2
细胞上垂直划痕#用 DTS 洗细胞 " 次#去除划下的漂
浮细胞#加入无血清 H;@@ 培养基继续培养 $J M#倒置
显微镜下观察并拍照( 采用 :&',1X软件测量从划痕
边缘迁移的细胞面积#划痕愈合率j&划痕后 # M 划痕面
积G划痕后 $J M 划痕面积'>划痕后 # M 划痕面积v;##Z(
:6>6K5血管内皮细胞的管腔形成能力试验5J q条
件下过夜融化 H'*.(,1)胶#将每孔 $## $)H'*.(,1)胶加
至 $J 孔板#"< q孵育 "# W=# &(+#使 H'*.(,1)胶凝固(
取按 ;6$6$ 方法处理过的细胞接种于铺好胶的 $J 孔
板内#密度为每孔 $v;#A

个细胞#"< q孵育 C M( 随机
选取中部细胞分布均匀&避开边缘细胞分布不均匀'
的视野#采用 :&',1X软件计数管腔数目#每 " 个分叉
处记作 ; 个血管腔(
:6?5统计学方法

采用 SDSS ;@k# 统计学软件&美国 :TH公司'进
行统计分析( 本研究中测量指标的数据资料经 ^检
验呈正态分布#以 Ol0表示( 采用均衡分组单因素干
预三水平研究设计#正常对照组)缺氧对照组和缺氧t
"BH\组 Ỳ%E2中 FE"B!>FE"B&比值)T17)(+B; 蛋白
相对表达量)细胞增生率)划痕愈合率以及管腔形成数
的总体差异比较均采用单因素方差分析#组间多重比
较采用 FS8B2检验( Qp#k#A 为差异有统计学意义(

>5结果

>6:5小鼠 Ỳ%E2的培养及鉴定
原代培养的小鼠 Ỳ%E2于培养后 ; N 即开始贴

壁#培养后 $ N 时贴壁细胞显著增多#倒置相差显微镜
下可见 Ỳ%E2自微血管碎片游出#呈克隆样生长#早
期细胞呈短梭形#逐渐长成单层#呈铺路石样排列( 培
养后 A W< N 细胞融合#细胞大小均匀#传代细胞生长
速度明显加快&图 ;'( E8"J 免疫荧光检测显示细胞
质和细胞膜呈红色荧光#证实得到的细胞为 Ỳ%E2
&图 $'(

!@C;!中华实验眼科杂志 $#;C 年 " 月第 "= 卷第 " 期!EM(+ X%K- 9-M*M')&/)#H'.7M $#;C#Y/)6"=#U/6"
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图 :5传代 >@ %贴壁后的小鼠IRM</形态m标尺jA# $&'!内皮细
胞呈长梭形和多边形!图 >5原代培养的小鼠 IRM</细胞形态及
鉴定!\"原代培养的小鼠 Ỳ%E2细胞质和细胞膜 E8"J 表达阳性#
呈红色荧光mE4"#标尺jA# $&'!T"原代培养的小鼠 Ỳ%E2细胞
核呈蓝色荧光m8\D:#标尺jA# $&'!E"\与T的融合图m标尺jA# $&'

>6>5各组细胞中 FE"B!>FE"B&比值)T17)(+B; 蛋白
相对表达量的比较

^12*1.+ O)/*检测结果显示#与正常对照组比较#
缺氧对照组细胞的自噬被激活#细胞中 FE"B!和
FE"B&蛋白表达条带以及 T17)(+B; 蛋白表达条带均明
显增强#缺氧 t"BH\组细胞中 FE"B!) FE"B& 和
T17)(+B; 蛋白表达条带均稍弱于缺氧对照组( 正常对
照组)缺氧对照组和缺氧t"BH\组细胞中 FE"B!>
FE"B&比值分别为 #k$J" l#k#"#) #k=AC l#k#"$ 和
#kJ#A l#k#@A#T17)(+B; 相对表达量分别为 #k$=# l
#k#J#)#k=A#l#k#< 和 #kJ=;l#k#C@#各组总体比较差
异均有统计学意义mUj"AkC=#Qp#k#;*Uj$"kA"#Qp
#k#;'( 其中缺氧对照组和缺氧t"BH\组细胞中 FE"B
!>FE"B&比值及 T17)(+B; 蛋白相对表达量均明显高
于正常对照组#缺氧t"BH\组细胞中 FE"B!>FE"B&
比值及 T17)(+B; 相对表达量均明显低于缺氧对照组#
差异均有统计学意义m均 Qp#k#A'm图 "'(
>6?5各组细胞中自噬小体超微结构变化

透射电子显微镜下可见 " 个组细胞内均有自噬小
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图 ?5各组细胞 E<?F组]E<?F"以及 N,$4&'F: 蛋白表达变化!\"
FE"B!>FE"B&和 T17)(+B; 蛋白 ^12*1.+ O)/*电泳图!T"各组细胞
FE"B!>FE"B&比值和 T17)(+B; 蛋白相对表达量比较!FE"B!>FE"B
&比值"Uj"AkC=#Qp#k#;*T17)(+B;"Uj$"kA"#Qp#k#;6与正常对照
组比较#'Qp#k#A*与缺氧对照组比较#O Qp#k#A m单因素方差分析#
FS8B2检验##j"'!FE"B!>FE"B&)T17)(+B; 均为自噬标志物*H\"
甲基腺嘌呤

体形成#呈双层膜样结构的类圆形小体#小体内可见吞
噬物( 正常对照组细胞中仅见极少数自噬小体#缺氧
对照组细胞中自噬小体数量增多#缺氧t"BH\组细胞
中自噬小体少于缺氧对照组#但仍多于正常对照组
m图 J'(
>6@5各组细胞增生率比较

荧光显微镜下正常对照组增生细胞数量较多#呈
红色荧光*缺氧对照组红色荧光染色细胞明显减少#缺
氧t"BH\组红色荧光染色细胞数与缺氧对照组接近
m图 A'( 正常对照组)缺氧对照组和缺氧t"BH\组细
胞的增生率分别为mJAk@"l=k"@'Z)m$$k<Jl$k"A'Z
和m$Jk;$l"kA@'Z#各组细胞增生率总体比较差异有
统计学意义 mUj"Jk$C#Qp#k#;'( 与正常对照组比
较#缺氧对照组和缺氧t"BH\组细胞增生率明显下
降#差异均有统计学意义m均 Qp#k#;'*缺氧t"BH\组
细胞增生率与缺氧对照组比较稍升高#但差异无统计
学意义mQw#k#A'm图 ='(
>6D5各组细胞划痕愈合率比较

各组细胞划痕后 $J M 均可见细胞迁移进入划痕
区#缺氧对照组迁移细胞最多#缺氧t"BH\组迁移细胞
最少m图 <'( 正常对照组) 缺氧对照组和缺氧t"BH\

BA CBA C

图 @ 5 透 射 电 子 显 微 镜 下 各 组

IRM</细胞内的自噬小体超微结构
mvC ###'!透射电子显微镜下自噬
小体呈双层膜样结构的类圆形小体

!\"正常对照组仅可见极少数自噬
小体m箭头'!T"缺氧对照组细胞自
噬小体数目明显增加m箭头'!E"缺
氧t"BH\组细胞中自噬小体多于正
常对照组#少于缺氧对照组m箭头'
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图 D5荧光显微镜下观察细胞增生情况m标尺j$# $&'!增生细胞呈红色荧光m\-/))/' #细胞核呈蓝色荧光mb/17M12*'!\"正常对照组可见增生
细胞数量较多!T"缺氧对照组增生细胞数少于正常对照组!E"缺氧t"BH\组增生细胞数与缺氧对照组接近!图 J5各组细胞增生率比较!Uj

"Jk$C#Qp#k#;*与正常对照组比较#'Qp#k#Am单因素方差分析#FS8B2检验##jJ'!H\"甲基腺嘌呤

组细胞划痕愈合率分别为m"=k#$lAkCJ'Z)mA<k$=l
;;k@C'Z和m;Ck;=l@k<"'Z#各组细胞划痕愈合率总
体比较差异有统计学意义mUj$;k;$#Qp#k#;'( 缺氧
对照组 Ỳ%E2细胞划痕愈合率明显高于正常对照组
和缺氧t"BH\组#差异均有统计学意义m均 Qp#k#;'*
缺氧t"BH\组细胞划痕愈合率明显低于正常对照组#
差异有统计学意义mQp#k#A'm图 C'(
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图 K 5倒置显微镜下观察各组 IRM</细胞迁移情况 m标尺 j
;## $&'!正常对照组)缺氧对照组和缺氧t"BH\组划痕后 # M 均
可见明显的无细胞区#划痕后 $J M 可见周围细胞向划痕区迁移#缺
氧对照组划痕区内迁移细胞最多#缺氧t"BH\组迁移细胞最少
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图 A 5各组 IRM</划痕
愈合率比较!Uj$;k;$#
Qp#k#;*与正常对照组比

较#'Qp#k#A#与缺氧对照

组比较#O Qp#k#A m单因素
方差分析#FS8B2检验## j
A'!H\"甲基腺嘌呤

>6J5各组细胞管腔形成数比较
细胞培养后 C M#各组细胞均有明显的管腔样结构

形成#其中缺氧对照组管腔形成较多#正常对照组和缺
氧t"BH\组管腔形成较少m图 @'( 正常对照组)缺氧
对照组和缺氧 t"BH\组细胞管腔形成数分别是
m$@k$#l=k;#')mJ;kJ#lJk#J'和 m$$k##l$k@$'个#"
个组细胞管腔形成数总体比较差异有统计学意义mUj
$"k$<#Qp#k#;'( 缺氧对照组细胞管腔形成数明显多
于正常对照组和缺氧t"BH\组#差异均有统计学意义
m均 Qp#k#;'#缺氧t"BH\组细胞管腔形成数少于正
常对照组#但差异无统计学意义mQw#k#A'm图 ;#'(
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图 常5倒置显微镜下 IRM</细胞管状结构形成情况m标尺jA# $&'
!\"正常对照组清晰可见 Ỳ%E2形成的管腔结构!T"缺氧对照组
Ỳ%E2形成的管腔数明显多于正常对照组! E"缺氧t"BH\组
Ỳ%E2形成的管腔数少于缺氧对照组!图 :_5各组细胞管腔形成

数比较!Uj$"k$<#Qp#k#;*与正常对照组比较#'Qp#k#A#与缺氧对

照组比较#OQp#k#Am单因素方差分析#FS8B2检验##jA'!H\"甲基
腺嘌呤

?5讨论

多种因子参与血管生成过程#包括血管生成因子
的分泌#蛋白水解酶的分泌和激活#细胞外基质的降
解#血管内皮细胞的活化)迁移)增生)生长)出芽和管
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腔形成#新血管的分化和成熟以及血管网的重塑等#缺
氧是血管生成的的主要诱发因素

+C, ( 视网膜血管生
成是机体的一种正常保护反应#在视网膜组织修复和缺
血G再灌注中发挥关键作用( 然而#其继发的眼部病变#
如玻璃体积血)增生性视网膜病变和新生血管性青光眼
等会导致眼部正常结构的破坏#严重危害视功能#影响
患者的生存质量( 目前#激光)抗新生血管药物和玻璃
体切割术虽然对 ÙY有一定的疗效#可在一定程度上
延缓病变的进展#但均不可避免地存在损伤健康组织的
风险#并且治疗后容易复发#少数患者有眼部不良反应
发生#故目前国内外尚未获得完全安全)有效的治疗方
法( 因此# ÙY的病理机制是眼科研究的热点(

自噬是细胞的一种高度保守的降解途径#具有清
除变性蛋白质和衰老或损伤细胞器)实现物质再利用)
合成新的蛋白质)产生新的 \ID的作用#从而维持细
胞内环境稳态#以应对各种不利环境 +@G;#, ( 自噬在机
体的免疫)感染)炎症)肿瘤)心血管疾病)神经退行性
疾病的发病过程中具有十分重要的作用

+;;G;=, #细胞自
噬广泛存在于酵母)线虫)果蝇以及脊椎动物的细胞
中#目前已发现 "# 多个与细胞自噬相关的特异性基
因#其编码蛋白以协同的方式参与自噬的诱导)前自噬
体的形成)自噬体的形成)自噬体的运输及膜泡融合等
自噬体形成的各个阶段#其中 T17)(+B; 和 FE" 广泛用作
自噬标记蛋白( ]/?3&#\M 是酵母 \*,= 的同源基因#与早
期自噬体形成有关#且是其他自噬蛋白基因参与自噬形
成过程的必需成分

+;<, ( FE" 是 \*,C 在哺乳动物细胞中
的同源蛋白#以胞质型 FE"&FE"B&'和膜型 FE"&FE"B!'
$ 种形式存在#参与自噬小体的形成( 自噬形成时#
FE"B&酶解掉一小段多肽#转变为 FE"B!+;C, (

目前实验中自噬检测主要是采用电子显微镜下超

微结构检查和 FE"B!>FE"B&比值的 ^12*1.+ O)/*检
测( 透射电子显微镜可观察到膜状结构的自噬小体以
及其他亚细胞结构#是检测自噬的金标准( 近年来#检
测细胞自噬的方法不断问世#然而迄今尚无任何一种
方法是绝对准确或特异的#因此提倡多种方法联合使
用以获取可靠数据

+;C, ( 本研究中采用透射电子显微
镜技术结合 ^12*1.+ O)/*法检测细胞中 T17)(+B; 和
FE" 蛋白表达#以评估不同处理组 Ỳ%E2的自噬水
平( "BH\是 E)'22) D:"_通路抑制剂#可特异性阻
断自噬体的形成#广泛用作自噬的抑制剂 +J#;@G$#, ( 鉴
于此#本研究中采用 "BH\抑制自噬(

正常情况下细胞自噬维持在基础水平#外部环境
变化#例如营养缺乏和氧化应激的刺激可刺激自噬#以
利于细胞存活

+$, ( 本研究也证实在缺氧环境下#

Ỳ%E2中表达的 T17)(+B; 和 FE" 蛋白表达上调#且自
噬体的形成增多( 细胞缺氧时自噬水平增加#对细胞
和组织发挥保护作用#但对于不同类型的细胞#自噬会
导致细胞存活或细胞死亡等不同结果

+$;, ( 在本研究
中#缺氧条件下 Ỳ%E2中 T17)(+B; 和 FE" 蛋白表达上
调#且自噬体形成增多# Ỳ%E2的细胞活力明显降低#
与 /̀21+ 等 +$$,

化学诱导缺氧研究结果类似( 研究显
示缺氧应激状态下视网膜 \*," 的表达上调#以保护视
网膜免受缺损损伤

+$", #同时许多视网膜细胞发生凋
亡

+$J, ( 我们推测缺氧时激活的细胞自噬可促进细胞
凋亡#因此抑制了细胞活力( 近年来的研究发现#牛主
动脉内皮细胞在缺乏营养时诱导自噬可增加细胞管腔

形成和细胞迁移#而抑制自噬可减少血管生成#提示抑
制自噬减弱了血管内皮生长因子诱导的血管生成作

用
+J, ( 本研究中也发现#缺氧诱导自噬可增加 Ỳ%E2

细胞迁移和管腔形成#自噬抑制剂 "BH\可抑制这些
过程( 此外#有研究显示血管生成抑制剂可以诱导血
管内皮细胞 T17)(+B; 表达上调#而这种效应与营养状
况或缺氧应激无关

+", ( 以上研究结果提示#新生血管
抑制剂可以诱导细胞自噬#进而促进血管生成#形成恶
性循环#削弱抗新生血管治疗药物的疗效( 以自噬为
靶点可能成为治疗心血管疾病的新方向#且自噬反应
可作为增强血管生成抑制剂疗效的新靶点(

本研究的初步研究结果提示#自噬在缺氧环境下
Ỳ%E2的血管生成过程中发挥作用#推测调控自噬有
望成为治疗 ÙY的药物靶点( 然而#自噬对 Ỳ%E2
血管生成的调控机制)自噬抑制剂对视网膜血管生成
的在体影响仍需进一步研究(
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