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!!$摘要%!背景!目前普遍认为视网膜局部缺氧状态是诱导视网膜新生血管形成的主要原因之一#其发
病机制研究是国内外的研究热点& 研究证实缺氧刺激下多种转录因子活性增加可促进微血管内皮细胞活化#
导致新生血管形成#其中除血管内皮生长因子外#腺苷促血管生成作用也逐渐受到关注&!目的!研究缺氧诱
导下微血管内皮细胞的活化过程与腺苷水平之间的关系#探讨腺苷微环境对血管生成的促进作用&!方法!
对人微血管内皮细胞株0YR%G@91进行体外培养#将培养的细胞分为常氧组和缺氧组#常氧组细胞置于 ?[
G7"的细胞培养箱内培养#缺氧组细胞置于体积分数 9[ 7" '>T[W"和 ?[G7"的细胞培养箱内培养& 采用
GGh$ 法和 %6d法检测各组细胞增生的吸光度0L值1和增生比例(采用 O+'.0I4))小室法检测各组迁移细胞
数与侵袭细胞数(采用 N4024+. J)C2法检测细胞中 G6:> 和 G6;: 蛋白的相对表达水平#采用免疫荧光法检测
细胞中 G6:> 和 G6;: 的表达(采用高效液相仪检测各组细胞中的腺苷浓度&!结果!常氧组和缺氧组培养后
9" B 细胞增生值0L值1分别为 #];9?k#]#<; 和 #]$"9k#]#?<#培养后 "T B L值分别为 #]>T<k#]#"$ 和 #]>>$k
#]#"$#缺氧组 9" B 组和 "T B 组细胞增生值均高于常氧组#差异有统计学意义0.9"B l:]$#?'."T B l:]"""#均 8m
#]#91(缺氧组细胞培养后 "T B 细胞增生比例明显高于常氧组#差异均有统计学意义 0.l̀ <]$<$#8m#]#91&
常氧组和缺氧组细胞培养 "T B 迁移细胞数分别为 9$?]:k9#]?>T 和 :##];k""]$?:#侵袭细胞数分别为 ;T]"k
9#];T9 和 9#;]?k;]##;#缺氧组迁移和侵袭细胞数均明显多于常氧组#差异均有统计学意义 0.l̀ 9"]9"T'
<̀]:<;#均 8m#]#91& 缺氧组细胞培养后 9" B 和 "T B 细胞中 G6:> 和 G6;: 蛋白的相对表达水平明显高于常
氧组#差异均有统计学意义0均 8m#]#?1& 缺氧组细胞培养后 " B'< B'9" B'"T B 和 :< B 细胞内腺苷浓度逐渐
增加#培养后 :< B 达峰#此后开始逐渐下降& 各时间点缺氧组细胞中腺苷浓度均明显高于常氧组#差异均有
统计学意义 0."B l"]T<>#8l#]#9;(.<B l?]TT"#8m#]##9(.9"B l:]$T9#8m#]##9(."TB lT]T?$#8m#]##9(.:<B l
"];?;#8l#]##$(.T$B l:]:9>#8l#]##"1&!结论!与常氧环境比较#缺氧条件下培养的 YR%G@9 增生速度更
快#迁移和侵袭能力更强#同时细胞中腺苷生成关键酶 G6:> 和 G6;: 蛋白的表达明显上调#腺苷浓度明显升
高& 提示缺氧条件下腺苷明显促进 YR%G的活化过程&!

$关键词%!新生血管( 视网膜( 微血管内皮细胞( 人( 血管生成( 腺苷
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I4+4#];9?k#]#<; '.* #]$"9k#]#?< (. 2B4.C+&C,('D+C-H '.* 2B4BFHC,('D+C-H (. 9" BC-+0'K24+5-)2-+4#'.*
2BC04(. "T BC-+0I4+4#]>T<k#]#"$ '.* #]>>$k#]#"$#0BCI(.D0(D.(K(5'.2(.5+4'04(. 2B4BFHC,('D+C-H 5C&H'+4*
I(2B 2B4.C+&C,('D+C-H 0.9"B l :]$#?#."TB l :]"""#'))'28m#]#9 1]OB4H+454.2'D4CK2B4H+C)(K4+'2(C. (. 2B4
BFHC,('D+C-H I'04E(*4.2)FB(DB4+2B'. 2B'2(. 2B4.C+&C,('D+C-H 0.l̀ <]$<$#8m#]#913OB4.-&J4+CK2B454))
&(D+'2(C. '.* (.E'0(C. (. "T BC-+0'K24+5-)2-+4I'09$?]:k9#]?>T '.* ;T]"k9#];T9 +40H452(E4)F(. 2B4.C+&C,('
D+C-H#'.* 2B'2(. 2B4BFHC,('D+C-H I'0:##];k""]$?: '.* 9#;]?k;]##;#I(2B 0(D.(K(5'.2*(KK4+4.540J42I44. 2B4
2ICD+C-H00.l̀ 9"]9"T# <̀]:<;#JC2B '28m#]#913OB44,H+400(C. )4E4)0CKG6:> '.* G6;: H+C24(.0(. 2B4BFHC,('
D+C-H I4+40(D.(K(5'.2)FB(DB4+2B'. 2BC04(. 2B4.C+&C,('D+C-H (. JC2B9" BC-+0'.* "T BC-+0'K24+5-)2-+40'))'28m
#]#?1#'.* 2B4'*4.C0(.45C.24.2(. 2B454))0(0D+'*-'))F(.5+4'04* (. "#<#9"#"T '.* :< BC-+0'K24+5-)2-+4#I(2B 2B4
B(DB4025C.24.2(. :< BC-+03OB4'*4.C0(.45C.24.2I'00(D.(K(5'.2)FB(DB4+(. 2B4BFHC,('D+C-H 2B'. (. 2B4.C+&C,('
D+C-H '2E'+(C-02(&4HC(.200."B l"]T<>#8l#]#9;(.<B l?]TT"#8m#]##9(.9"B l:]$T9#8m#]##9(."TB lT]T?$#8m
#]##9(.:<B l"];?;#8l#]##$(.T$B l:]:9>#8l#]##" 13!1$",/>&'$"&!GC&H'+4* I(2B 2B4.C+&C,('D+C-H#2B4
H+C)(K4+'2(C.#&(D+'2(C. '.* (.E'0(C. 'J()(2(40CKYR%G@9 '+402+C.D4+#&4'.IB()4#2B44,H+400(C. CKG6:> '.* G6;: '0
I4))'02B4'*4.C0(.4)4E4)(. 2B454))0'+4'))(.5+4'04* -.*4+2B4BFHC,(55C.*(2(C.382(00-DD4024* 2B'22B4'52(E'2(C.
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!!视网膜新生血管性疾病是严重危害视力的眼病之
一& 视网膜为高耗氧组织#眼外伤'炎症等因素造成视
网膜局部缺氧状态#由此诱导新生血管形成& 此类疾
病的预防和治疗是国内外研究的热点和难点#目前常
用的方法中包括抗血管内皮生长因子 0 E'05-)'+
4.*C2B4)(')D+CI2B K'52C+#V%gX1疗法#但临床上发现该
疗法对部分患者也存在不足& 研究表明#V%gX并不
是唯一的促血管生成因子

)9* #阻断 V%gX不能完全抑
制或消除引起眼底新生血管形成的各种因素#且阻断
V%gX后可代偿性地使其他促血管生成因子的表达上
调

)"* & 目前认为对于视网膜新生血管性疾病的治疗#

除了需提高抗 V%gX药物的特异性之外#更重要的是
寻找灵敏性与特异性均较好的新方法& 我们前期的研
究发现#腺苷在血管生成的过程中发挥重要作用#视网
膜新生血管患者玻璃体液中腺苷的质量浓度和腺苷生

成的关键核苷酸酶G6:> 和 G6;: 含量均明显升高 ):* &

我们推测组织在缺血'缺氧'损伤和炎症反应等应激状
态下#AOS在三磷酸腺苷酶和 ?3核苷酸酶作用下过度
代谢而产生腺苷#导致组织中腺苷积聚 )T* & 研究表
明#调节组织中腺苷含量能够为肿瘤和心血管性疾病
提供新的治疗途径

)? <̀* #但关于腺苷含量的调控与视
网膜新生血管性疾病治疗的关系的研究较少& 本研究
模拟体外缺氧环境#观察腺苷在缺氧诱导的新生血管
形成中的作用及其机制#为腺苷作为视网膜新生血管
性疾病的治疗靶点提供实验依据&

84材料与方法

8384材料
838384实验细胞4人微血管内皮细胞株@9 0 B-&'.

&(5+CE'05-)'+4.*C2B4)(')54))@9# YR%G@9 1 购 于 美 国
AOGG细胞库&
838394主要试剂46R%R高糖培养基'胎牛血清0美
国g(J5C公司1(细胞计数试剂盒@$054))5C-.2(.DP(2@$#
GGh$10日本同仁化学研究所1(%6d试剂盒0广州锐
博公司1(质量分数 9[结晶紫染色液0北京索莱宝公
司1(6AS8染色液'辣根酶标记羊抗鼠 8Dg0Yi\1 0be@
":#?1'辣根酶标记山羊抗兔8Dg0Yi\10be@":#910北
京中杉金桥生物技术公司1(抗 G6:> 0'J>;??" 1'抗
G6;:0'J$9;"#1'羊抗鼠 8DgYf\0GF:1 0'J>;#:?1'
羊抗兔 8DgYf\0GF:10'J<>:>1 0英国 AJ5'&公司1(
%@'52(.0T6:1单克隆抗体 0eQ<##;R1 0美国 e(CIC+)*
公司1(9# &&C)=\已酮可可碱0?3@核苷酸酶抑制剂1'
9## &&C)=\双嘧达莫 0腺苷重摄取抑制剂 1 0美国
RG%公司1'9 &&C)=\腺苷脱氨酶抑制剂0%YWA1 0美
国 Q(D&'@A9*+(5B 公司1(O+'.0I4))0 :T"" 1' 0 :?TT$# 1
0美国康宁公司1&
8394方法
839384YR%G@9 的培养及分组!YR%G@9 细胞培养于
含 9#[ XeQ'9[双抗0含链霉素 #]9 &D=&)和青霉素
9## d=&)0商品单位1的 6R%R培养基& 常氧组细胞
置于 :; p'体积分数 ?[G7"的细胞培养箱内培养(缺
氧组细胞置于 :; p'体积分数 9[7"'>T[W"和 ?[
G7"的细胞培养箱内培养#并保持 >#[的湿度&
839394GGh$ 法测 YR%G@9 增生值!分别将常氧组
细胞和缺氧组细胞以 ? ### 个=孔接种于 >< 孔板中培
养 9" B 和 "T B#每孔加入混有 GGh$ 试剂的 6R%R培
养基09 _9#19## &)#:; p孵育 9 B#用酶联免疫检测仪
上测定波长为 T?# .&的吸光度 0LT?# 1#计算每孔的
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LT?#值#每次测 ? 个副孔#实验重复 : 次#细胞增生值
0L1 lL常氧 L̀空白或 L缺氧 L̀空白 &
8393:4%6d法检测 YR%G@9 的增生比例!分别将常
氧组细胞和缺氧组细胞以 ? ### 个=孔接种于 >< 孔板
培养 "T B#每孔加入混有 %6d溶液的 6R%R培养基
09 _9 ###19## &)#:; p孵育 " B#质量分数 T[多聚甲
醛固定 :# &(.#" &D=&)甘氨酸脱色摇床 ? &(.#SeQ 清
洗 : 次(#]?[O+(2C. 打孔 "# &(.(每孔 9## &)染色反应
液#室温避光孵育 :# &(.#SeQ 清洗 : 次(6WA染色#室
温避光孵育 :# &(.#SeQ 清洗 : 次(荧光显微镜下观察
具有增生活性的细胞个数#每孔取 : 个固定视野#计算
每个视野内的细胞个数#实验重复 : 次#取平均值& 细
胞增生比例0[1l0L%6d L̀空白 1 =0L常氧 L̀空白 1j9##[
或0L%6d L̀空白 1 =0L缺氧 L̀空白 1j9##[&
8393;4O+'.0I4))小室法检测 YR%G@9 的迁移个数和
侵袭个数!分别将常氧组细胞和缺氧组细胞以 9j9#?

个=孔接种于普通 "T 孔板培养 "T B#收集细胞培养液(
以 ? ### 个=孔接种于 $ &&孔径 O+'.0I4))小室普通型
"T 孔板上室0迁移试验1或含基质胶的 "T 孔板小室
0侵袭试验1#将下室培养基换成之前收集的细胞培养
液#分别置于常氧和缺氧培养箱中再培养 "T B(取上
室#用棉签擦去上室内侧细胞#并用 T[多聚甲醛固定
上室外侧细胞 :# &(.#SeQ 洗 " 次##]?[2+(2C. 打孔
:# &(.#结晶紫染色 :# &(.#SeQ 洗涤至小室内外侧无
明显染料#置于倒置显微镜下观察#每孔取 : 个固定视
野#计算每个视野内的细胞个数#取平均值#实验重复
: 次& 细胞迁移或侵袭的个数即结晶紫染色的细胞个数&
8393L4N4024+. J)C2法检测 YR%G@9 中 G6:>'G6;:
蛋白的表达!分别将常氧组和缺氧组细胞以 9j9#? =&)
接种于 < 孔板培养 9" B 和 "T B(每孔加入 9## &)裂解
液#用力刮取 :# &(.#收集样本#超声 9 &(.#离心半径
为 9:]? 5&#T p离心 9? &(.(9## p水浴加热#蛋白变
性 ? &(.(凝胶电泳#转膜#奶粉室温封闭 T B#加入相应
一抗09 _9 ### 1#T p孵育过夜(滴加相应二抗 0 9 _
? ###1#室温孵育 9]? B& V()J4+@\C-+&'2曝光仪曝光
:# q<# 0#并处理图片& 实验重复 ? 次#用 \'J IC+P0数
码成像分析系统进行结果分析& 用 %@'52(. 作为内参
照#以目的蛋白 G6:> 和 G6;:=%@'52(. 的 L值比值作
为所测细胞中 G6:> 和 G6;: 的表达量&
8393M4免疫组织化学法检测细胞中 G6:> 和 G6;: 的
表达情况!分别将常氧组和缺氧组细胞以 #]?j9#? =&)
接种于 "T 孔板培养 "T B(T[多聚甲醛固定 :# &(.#
SeQ 清洗 : 次(#]:[O+(2C. 打孔"# &(.#加入相应一抗
09 _"##1#T p孵育过夜(滴加相应二抗09 _"##1#:; p

避光孵育 " B#SeQ 洗 : 次#6AS8孵育? &(.#SeQ 清洗(
荧光显微镜下观察各目的蛋白在细胞中的表达情况&
实验重复 : 次#用 8SS<3# 软件处理图片#计算单位面
积的平均荧光强度0L值1#作为蛋白的表达量&
8393S4高效液相紫外检测器检测 YR%G@9 中腺苷的
表达!分别将常氧组和缺氧组细胞以 9j9#? =&)接种
于 < 孔板培养 "'<'9"'"T':< 和 T$ B(消化离心#离心
半径为 9:]? 5&#9 ### +=&(. 离心 ? &(. 并收集细胞#
立即加入预混的腺苷抑制剂0?3一核苷酸酶抑制剂'
腺苷重摄取抑制剂'腺苷脱氨酶抑制剂1#超声 " &(.#
样本中加入高氯酸和碳酸钾 0 样̂本 " 高̂氯酸钾 " "̂碳酸钾 l
9# _" _91混匀#9: ### +=&(. 离心 " &(.#取上清& 采用
高效 液 相 紫 外 检 测 器 0 N'24+04"<>? Q4H'+'2(C.0
RC*-)4#美国 NAO%ZQ 公司 1 进行检测#色谱柱为
N'24+0@G9$#进样量为 "# &)#流速为 9]# &)=&(.#流动
相"A甲醇0"?[1#e"9# &&C)=\hY" S7T0 HYlT]#1(
温度设定为 "? p#灵敏度 "]### A-K0#波长 "<# .&&
83:4统计学方法

采用 QSQQ 9$3# 统计学软件进行统计分析& 本研
究中测量指标的计量资料经 N 检验呈正态分布#以
Dk7表示& 常氧组与缺氧组间 YR%G@9 增生比例'细胞
迁移数和侵袭数目及 G6:> 和 G6;: 的差异比较采用
独立样本 .检验(常氧组与缺氧组分别培养 9" B 和
"T B细胞增生值'细胞中 G6:> 和 G6;: 表达量差异的
总体比较采用两因素方差分析#多重比较采用 \Q6@.
检验& 8m#]#? 为差异有统计学意义&

94结果

9384常氧组与缺氧组 YR%G@9 增生值的比较
%6d检测的荧光图显示#常氧组及腺苷个数较少#

呈红色荧光#而缺氧组 YR%G@9 数明显多于常氧组
0图 9A#e1& GGh$ 检测显示常氧组和缺氧组细胞培
养 9" B 及 "T B#细胞增生值 0L值1分别为 #];9? k
#]#<;'#]$"9k#]#?< 及 #]>T<k#]#"$'#]>>$k#]#"$#
组间总体比较差异均有统计学意义06组间 l9<]T###8m
#]##9(6时间 l9#$]"<:#8m#]##91#缺氧 9" B 组和 "T B
组细胞水平高于常氧组#差异有统计学意义 0.9" B l

:]$#?#'8l#]##9(."T B l:]"""#'8l#]##>1 0图 9G1&
%6d检测显示#常氧组和缺氧组细胞培养 "T B 细胞增
生比例分别为0:]:k9]#1[和09#]Tk"]$1[#缺氧组
细胞增生比例高于常氧组#差异有统计学意义 0.l
<̀]$<$#8m#]##910图 961&

9394常氧组与缺氧组 YR%G@9 细胞迁移与侵袭能力
的比较

!$"! 中华实验眼科杂志 "#9; 年 9 月第 :? 卷第 9 期!GB(. U%,H 7HB2B')&C)#U'.-'+F"#9;#VC)3:?#WC39
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图 84常氧组和缺氧组细胞增生能力的比较!A"荧光显微镜下可见

常氧组有增生活性的细胞数较少#为红色荧光0标尺l9## &&1!e"

荧光显微镜下可见缺氧组有增生活性的细胞数较常氧组增多#为红

色荧光0标尺l9## &&1!G"GGh$ 检测的细胞增生值0L值1量化分

析!6组间 l9<]T###8m#]##9(6时间 l9#$]"<:#8m#]##93与各自时间

点的常氧组比较#'8m#]#9(与各自组内 9" B 值比较#J8m#]#90两因

素方差分析#\Q6@.检验##l9#1!6"细胞在 "T B %6d检测的细胞增

生比例量化分析!与常氧组比较#'8m#]##90独立样本 .检验##l>1
!

常氧组和缺氧组细胞培养 "T B 细胞迁移个数分
别为 9$?]:k9#]?>T 和 :##];k""]$?:#缺氧组迁移的
细胞数明显多于常氧组#差异有统计学意义 0.l
9̀"]9"T#8m#]##91 0图 "A'e1& 常氧组和缺氧组细
胞培养 "T B 细胞侵袭个数分别为 ;T]"k9#];T9 和 9#;]?k
;]##;#缺氧组侵袭个数明显多于常氧组#差异有统计
学意义0.l̀ <]:<;#8m#]##910图 "G'61&
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图 94常氧组和缺氧组细胞迁移与侵袭能力的比较!A"倒置显微镜

下可见培养 "T B 后缺氧组细胞迁移个数明显多于常氧组0结晶紫!

标尺l9## &&1!e"常氧组与缺氧组细胞迁移能力的量化比较#'8m

#]#90独立样本 .检验##l;1!G"倒置显微镜下可见培养 "T B 后缺

氧组细胞迁移个数明显多于常氧组0结晶紫!标尺l9## &&1!6"

常氧组与缺氧组细胞侵袭能力的量化比较#'8m#]#90独立样本 .检

验##l;1
!

93:4常氧组与缺氧组 YR%G@9 中 G6:> 和 G6;: 蛋白
的表达情况

N4024+. J)C2检测显示#常氧组和缺氧组 YR%G@9
培养 9" B 和 "T B 可见 G6:> 和 G6;: 均呈阳性表达#
培养后 "T B G6:> 和 G6;: 的表达条带强于培养后 9" B#
缺氧组表达条带强于常氧组0图 :A'e1& 常氧组和缺
氧组细胞培养后 9" B 和 "T B G6:> 的相对表达量分别
为 #]T:#k#]#<< 和 #]<;;k#]#T? 及 #]$;:k#]#?: 和
9]9"Tk#]999#组间及不同时间点间细胞中 G6:> 相对
表达量的总体比较差异有统计学意义06组间 l?;]$;"#
8m#]##9(6时间 l9$T]#::#8m#]##91#其中缺氧组细胞
中 G6:> 相对表达量均明显高于常氧组#差异有统计
学意义 0.9" B l?]::>'."T B l?]T9>#均 8m#]##9 1 0图
:G1(常氧组和缺氧组细胞培养 9" B 和 "T B 细胞中
G6;: 相对表达量分别为 #]:T#k#]#<"'#]?:"k#]#";
和 9]"9<k#]9""'"]9#<k#]9$>#组间及不同时间点间
细胞中 G6;: 相对表达量的总体比较差异有统计学意
义 0 6组间 l9#?]<<## 8m#]##9( 6时间 l?T9]>#?# 8m
#]##91#其中缺氧组 G6;: 相对表达量明显高于常氧
组#差异有统计学意义 0.9" B l"]?;$#8l#]#"#(."T B l
99]>?>#8m#]##910图 :61&
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图 :4常氧组与缺氧组细胞中 1T:a 和 1TS: 蛋白表达的比较!A"

N4024+. J)C2结果显示常氧组和缺氧组细胞培养 "T B YR%G@9 细胞

中 G6:> 表达条带明显强于培养后 9" B!e"N4024+. J)C2结果显示常

氧组和缺氧组细胞培养 "T B YR%G@9 细胞中 G6;: 表达条带明显强

于培养后 9" B!G"常氧组和缺氧组细胞培养不同时间 YR%G@9 细胞

中 G6:> 蛋白相对表达量的量化比较!6组间 l?;]$;"#8m#]##9(

6时间 l9$T]#::#8m#]##93与各自时间点常氧组比较#'8m#]##9(与

各自组间培养 9" B 值比较#J8m#]##90两因素方差分析#\Q6@.检验#

#l?1!6"常氧组和缺氧组细胞培养不同时间 YR%G@9 细胞中 G6;:

蛋白相对表达量的量化比较!6组间 l9#?]<<##8m#]##9(6时间 l

?T9]>#?#8m#]##93与各自时间点常氧组比较#'8m#]#?(与各自组间

培养 9" B 值比较#J8m#]##90两因素方差分析#\Q6@.检验##l?1
!

93;4各组细胞中 G6:> 和 G6;: 表达的免疫荧光法检
测结果

免疫荧光法检测显示#常氧组和缺氧组细胞培养

!>"!中华实验眼科杂志 "#9; 年 9 月第 :? 卷第 9 期!GB(. U%,H 7HB2B')&C)#U'.-'+F"#9;#VC)3:?#WC39
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"T B G6:> 和 G6;: 均阳性表达#呈红色荧光#且缺氧
组细胞中 G6:> 和 G6;: 的表达均强于常氧组 0图
TA1& 常氧和缺氧条件下培养 "T B G6:> 表达的强度
0L值1分别为 $]"$:k9]:9$ 和 9;]#9<k#];T"#G6;:
表达的 L值分别为 9:]":<k9];>9 和 "#]?"?k9]:#9#
缺氧组细胞中 G6:> 和 G6;: 的表达强度均明显高于
常氧组#差异均有统计学意义 0 .5*:> l >̀]>>?# 8m
#]##9(.5*;: l̀ ?]<>>#8m#]##910图 Te#G1&
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图 ;4免疫荧光法检测 1T:a 和 1TS: 在常氧组与缺氧组的表达情

况!A"常氧组培养 "T B 细胞中 G6:> 和 G6;: 蛋白的表达强度均较

弱#缺氧组培养 "T B 细胞中G6:> 和G6;: 蛋白的表达均强于常氧组
0GF: 标尺l9## &&1!e"常氧组与缺氧组细胞中 G6:> 表达强度的

量化比较!与常氧组比较#'8m#]##9 0独立样本 .检验##l?1!G"

常氧组与缺氧组细胞中 G6;: 表达强度的量化比较!与常氧组比

较#'8m#]##90独立样本 .检验##l?1

93L4常氧组与缺氧组细胞内腺苷浓度的比较
常氧组与缺氧组细胞培养 " B 腺苷浓度分别为

09"]T$$kT]"<>1和 0$]#:#k9]<>$1&&C)=\#培养 < B 为
09?]#?Tk:];9$1和0"T]$$9k:]#>:1&&C)=\#培养 9" B 为
0:#]T?;k"]>::1和0:;]:>:k"]?;;1&&C)=\#培养 "T B 为
0:?]<T"k"];<#1和0T:]<>:k"]TT?1&&C)=\#培养 :< B 为
0T9]<>$k"]?#>1和0T<]<;;k9]<?"1&&C)=\#培养 T$ B
为0:"]#$$k:]<>T1和0:$]#$9k9]:T?1&&C)=\#" 个组
细胞培养不同时间点腺苷浓度的总体比较差异有统计

学意义06组间 l?#]9<##J8m#]##9(6时间 l"#"]::T#J8m
#]##91#细胞培养后 :< B 内腺苷浓度逐渐增高#且培
养后 < B'9" B'"T B':< B 缺氧组细胞中腺苷浓度明显
高于常氧组#差异均有统计学意义 0." B l"]T<>#8l
#]#9;(.< B l?]TT"#8m#]##9(.9" B l:]$T9#8m#]##9(."T B l
T]T?$#8m#]##9(.:< B l"];?;#8l#]##$(.T$ B l:]:9>(8l
#]##"10图 ?1&

细
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图 L4高效液相仪检测常氧
组与缺氧组细胞培养后不

同时间点腺苷浓度的变化

趋势!常氧组和缺氧组细
胞培养后 :< B 内腺苷浓度
逐渐升高#培养后 :< B 达峰
值#之后逐渐下降& 细胞培
养后 <'9"'"T':< 和 T$ B 缺
氧组腺苷浓度均明显高于

常氧组0与各自的缺氧组比

较#'8m#]#9(与 < B 腺苷浓度比较#J 8m#]#9 1 0两因素方差分析#
\Q6@.检验##l?1

:4讨论

视网膜受损或炎症时组织氧供减少是新生血管形

成的主要原因之一#视网膜缺氧可刺激多种转录因子
的表达上调#从而导致微血管内皮细胞活化#这些因子
包括低氧诱导因子0BFHC,('(.*-5(J)4K'52C+@9#Y8X@91'
V%gX'促红细胞生成素04+F2B+CHC(42(.#%S71等表达增
加

）9* #从而导致微血管内皮细胞活化& 血管新生是血
管内皮细胞增生'迁移及侵袭等导致内皮细胞活化#并
最终形成管腔的过程#多种促进或抑制血管生成的因

子参与此过程#肿瘤'缺血性疾病'眼底血管性疾病等
均有新生血管形成

）; $̀* & 研究表明#人视网膜新生血
管与微血管内皮细胞增生和迁移等生物学行为有

关
）>* #因此本研究建立了体外缺氧模型以诱导人微血

管内皮细胞处于缺氧状态#发现血管内皮细胞在短期
缺氧环境下有促细胞增生'迁移及侵袭等生物学行为&

除各种促血管生成因子对微血管内皮细胞在缺氧

环境下增生活化等的显著作用
）9#*
外#腺苷作为一种生

物体的内源性核苷酸#广泛存在于各种细胞内液和外
液中#其在机体病理性应激状态下发挥的促血管生成
作用值得我们进一步研究探讨& 腺苷的形成途径为
AOS的逐步去磷酸化过程#即胞内 AOS通过 G6:> 酶
的催化生成 ARS#而 ARS又在 G6;: 酶的作用下生成
腺苷(同时胞内外腺苷还可通过核苷转运载体进行交
换

）99* & 研究证实#高代谢组织如心肌细胞'骨骼肌细
胞等常有较高的腺苷浓度#这是因为长期缺血缺氧刺
激高代谢组织可造成 AOS急剧增加#进而分解形成腺

!#:! 中华实验眼科杂志 "#9; 年 9 月第 :? 卷第 9 期!GB(. U%,H 7HB2B')&C)#U'.-'+F"#9;#VC)3:?#WC39

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



苷#导致腺苷浓度升高 )9" 9̀T* & 本研究首次观察了微血
管内皮细胞常氧和缺氧状态下细胞内腺苷浓度的变化

梯度#发现缺氧 :< B 内细胞中腺苷浓度逐渐升高之后
逐渐降低#与本研究组预试验中发现的缺氧 :< B 细胞
融合度可达 >#[以上#而之后细胞增生速度逐渐减慢
的现象吻合#推测细胞缺氧 :< B 以后腺苷浓度的降低
可能是由于细胞密度过大导致细胞增生速度减慢所

致& 这一现象也为下一步观察腺苷的分解或降解过程
提供了实验依据&

R4(.(.D4+等 )9?*
发现#组织缺氧导致腺苷浓度增

加#从而刺激主动脉内皮细胞和冠状动脉内皮细胞增
生并加速迁移(%2B(4+等 )9<*

也发现#腺苷浓度增加可导
致人脐静脉内皮细胞增生& 此外还有研究表明腺苷可
调节肿瘤组织中的血管增生及肿瘤细胞本身的增生和

迁移
)9; 9̀$* #但缺氧诱导 AOS分解加快#并通过 G6:>

和 G6;: 造成腺苷浓度增加#从而对 YR%G@9 活化的
改变的研究少有报道& 我们前期的研究发现#有视网
膜新生血管患者的玻璃体中腺苷浓度和腺苷生成的关

键核苷酸酶 G6;: 明显升高 ):* #本研究也发现#在体外
缺氧诱导下微血管内皮细胞活化的同时#腺苷生成关
键酶 G6:> 和 G6;: 表达明显上调#腺苷浓度也显著升
高#说明腺苷或可成为缺氧组织中微血管内皮细胞增
生活化并促血管生成的重要因素&

腺苷受体种类很多#如 A9'A"A'A"e和 A: )9$ "̀9* #

各受体对于血管生成的作用尚不十分明确#加入腺苷
受体类抑制剂#对缺氧诱导下微血管内皮细胞活化是
否有抑制作用#有待进一步研究& 总之#本研究为缺氧
诱导的视网膜新生血管形成提供了新的研究思路#即
体外缺氧诱导下#YR%G@9 活化的同时#腺苷生成关键
酶 G6:> 和 G6;: 的蛋白表达增加#并且腺苷浓度显著
增加& 微血管内皮细胞活性增加#极有可能是缺氧下
腺苷积聚所致& 腺苷可能为诱发新生血管形成的重要
微环境#并且实验成功通过高效液相仪测得体外缺氧
刺激后的细胞内腺苷浓度#为后续实验提供了新的研
究方法&
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