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!!'摘要(!背景!抑制视网膜新生血管形成是目前相关眼病治疗的主要目标之一"而寻找视网膜新生血

管形成过程中的干预靶点是研究的热点) 研究表明"胰岛素样生长因子 "#6]P="$可促进血管内皮细胞增生

及抑制血管内皮细胞凋亡"但其是否可以作为视网膜新生血管类眼病的治疗靶点尚不清楚)!目的!探讨

6]P=" 对体外培养的人视网膜血管内皮细胞 #XK'>9$的迁移*凋亡和管腔形成能力的作用及其机制)!

方法!对XK'>9进行体外培养"取对数生长期的细胞进行实验) 采用逆转录 @>K法检测培养细胞中 6]P="

受体#6]P="K$(KU\的表达) 按照检测指标的不同分别于培养液中添加不同质量浓度 6]P=" 溶液培养细胞"

待细胞生长至约 ;#[融合后用无菌移液枪头垂直于培养板底划痕"用 @A3F39A3E >OY 软件检测*计算和比较

#*"# 和 &## :I7(+6]P=" 组划痕后 "& A 和 &Y A 与划痕前 XK'>9迁移的面积差 #试验前面积 试̂验后面积"

*O$%采用流式细胞术测定并比较 # :I7(+6]P=" 组与" ### :I7(+6]P=" 组细胞培养后 &Y A XK'>9凋亡比例的

差异%采用 S)FB*ID+体外三维成型法检测并比较 #*"#*"## 和 &## :I7(+6]P=" 组细胞培养后 &Y A 完整管腔的

形成数量%采用实时荧光定量 @>K法检测并比较 #*<## 及" ### :I7(+6]P=" 组细胞培养后 0 A XK'>9中血小

板衍生因子#@4]P$=VV和 2)9E)9D=% (KU\的相对表达量)!结果!XK'>9培养后 & Z% C 达 ;#[以上融合"

细胞排列紧密"琼脂糖凝胶电泳结果显示 6]P="K(KU\呈阳性表达) 划痕后 "& A 和 &Y A"各组 XK'>9的 *O

随着 6]P=" 质量浓度的增加而逐渐增加"划痕后 &Y A"&## :I7(+6]P=" 组 XK'>9的 *O 为#Y Q̀%p# 0̀"$r"#< %(&"较

# :I7(+6]P=" 组的#% &̀Qp# 0̀Y$ r"#< %(&
明显增大"差异有统计学意义 #-e %̂ $̀#$"Je# #̀&" $) # :I7(+

6]P="组与" ### :I7(+6]P=" 组凋亡细胞比例分别为#"Q $̀$p& %̀$$[和#"& #̀<p# Q̀Q$["差异有统计学意义

#-e& Q̀0;"Je# #̀Y0 $) &## :I7(+6]P=" 组 XK'>9完整管腔形成数量为 #&# %̀% p& Q̀% $个7孔"数目高于

# :I7(+6]P=" 组的#"$ ;̀Yp" ;̀0$个7孔"差异有统计学意义#-ê & ;̀Y#"Je# #̀Y&$) 与 # :I7(+6]P=" 组比

较"" ### :I7(+6]P=" 组细胞中 @4]P=VV(KU\的相对表达量明显升高"而 2)9E)9D=% (KU\的相对表达量明

显降低"差异均有统计学意义#-ê %YQ;"Je# #̀&<%-e$ &̀Q$"Je# #̀#&$)!结论!6]P=" 促进体外培养 XK'>9

的迁移和血管管腔形成"抑制 XK'>9凋亡"其作用机制可能与上调 XK'>9中 @4]P=VV的表达及下调

2)9E)9D=% 的表达有关)!

'关键词(!胰岛素样生长因子 "7代谢% 视网膜血管内皮细胞% 血管生成% 信使 KU\7分析% 迁移% 细

胞凋亡% 人
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D:C3FAD+*)+2D++91X3NDHDB"NADFADB6]P=" *9): *:FDBHD:F*3: F)BIDFJ3BFADFBD)F(D:F3JBDF*:)+H)92G+)BC*9D)9D9*9

G:D+G2*C)FDC1!;4P(+'$H(!?A*99FGC.N)9F3)CCBD99FADDJJD2F93J6]P=" 3: FAD(*IB)F*3:")E3EF39*9):C 2)E*++)B.

FGLDJ3B()F*3: 3JAG(): BDF*:)+H)92G+)BD:C3FAD+*)+2D++9#XK'>9$ ):C (D2A):*9(1!E('*)-/!XK'>9NDBD

2G+FGBDC '$ E'-4," ):C FAD2D++9*: FADD-E3:D:F*)+EA)9DNDBDEBDE)BDC J3B9GL9DhGD:FD-EDB*(D:F91?ADD-EBD99*3: 3J

6]P="K(KU\*: FAD2D++9N)9D-)(*:DC G9*:IBDHDB9DFB):92B*EF)9D@>K)99).14*JJDBD:F23:2D:FB)F*3:93J6]P="

NDBD)CCDC *: FAD(DC*G(L)9DC 3: FADC*JJDBD:2D3JFD9F91?ADBD+)F*HDJBDD=2D++)BD)C*JJDBD:2D#*O$ )JFDBFD9FN)9

(D)9GBDC L.@A3F39A3E >OY 93JFN)BD):C 23(E)BDC )(3:I#""# ):C &## :I7(+6]P=" IB3GE9"& ):C &Y A3GB9)JFDB

2D++92B)F2A*:I"BD9ED2F*HD+.1?AD2D++)E3EF3F*2B)FDN)9)99).DC L.J+3N2.F3(DFB.):C 23(E)BDC LDFNDD: # :I7(+

6]P=" IB3GE ):C " ### :I7(+6]P=" IB3GE"):C FAD:G(LDB3J2)E*++)B.FGLD9N)9D-)(*:DC L.S)FB*ID+FD9F):C

)99D99DC )(3:I#""#""## ):C &## :I7(+6]P=" IB3GE9&Y A3GB9)JFDB)CC*F*3: 3J6]P="1?ADD-EBD99*3:93JE+)FD+DF

CDB*HDC IB3NFA J)2F3B#@4]P$=VV(KU\):C 2)9E)9D=% (KU\*: FAD2D++93JFAD#"<## ):C " ### :I7(+6]P="

IB3GE9NDBDCDFD2FDC L.BD)+=F*(DJ+G3BD92D:2DhG):F*F)F*HD@>K)JFDB)CC*:I6]P=" J3B0 A3GB91!Q(/1I'/!>G+FGBDC

2D++9IBDNND++):C )FF)2ADC ;#[ 23:J+GD:2D& %̂ C).9)JFDB*:2GL)F*3:"):C 6]P="K(KU\N)9E39*F*HD+.D-EBD99DC

*: FAD2D++916: "& ):C &Y A3GB9)JFDB92B)F2A*:I"FADBD+)F*HD(*IB)F*:I)BD)3JFAD2D++9N)9IB)CG)++.BDCG2DC N*FA FAD

*:2BD)9D3J6]P=" 23:FD:F91?AD*O N)9# Y Q̀% p# 0̀" $ r"#< %(& *: FAD&## :I7(+6]P=" IB3GE" NA*2A N)9

9*I:*J*2):F+.+)BIDBFA): #% &̀Qp# 0̀Y$ r"#< %(& *: FAD# :I7(+6]P=" IB3GE &Y A3GB9)JFDB9FBDF2A*:I#-ê % $̀#$"

Je# #̀&"$1?AD)E3EF3F*2B)FD*: FAD# :I7(+6]P=" IB3GE ):C " ### :I7(+6]P=" IB3GE N)9#"Q $̀$p& %̀$$[ ):C

#"& #̀<p# Q̀Q$["N*FA )9*I:*J*2):FC*JJDBD:2DLDFNDD: FAD(#-e& Q̀0;"Je# #̀Y0$1?AD:G(LDB3J*:F)2FFGLD9N)9

9*I:*J*2):F+.*:2BD)9DC *: FAD&## :I7(+6]P=" IB3GE 23(E)BDC N*FA FAD# :I7(+6]P=" IB3GE #+&# %̀%p& Q̀%, 7ND++

E?1+"$ ;̀Yp" ;̀0, 7ND++%-ê & ;̀Y#"Je# #̀Y&$1>3(E)BDC N*FA # :I7(+6]P=" IB3GE"FADBD+)F*HDD-EBD99*3: +DHD+3J

@4]P=VV(KU\N)9D+DH)FDC ):C FA)F2)9E)9D=% (KU\N)9DH*CD:F+.BDCG2DC *: FAD" ### :I7(+6]P=" IB3GE #-e

%̂ ỲQ;"Je# #̀&<%-e$ &̀Q$"Je# #̀#&$1!<)%+I1/$)%/!6]P=" 2): EB3(3FDFAD(*IB)F*3: ):C ):I*3ID:D9*93J

XK'>9):C *:A*L*FFAD)E3EF39*93JXK'>91?AD9DDJJD2F93J6]P=" EB3L)L+.)BD)9932*)FDC N*FA FADGE=BDIG+)F*3: 3J

@4]P=VV):C C3N:=BDIG+)F*3: 3J2)9E)9D=% *: FAD2D++91!

!6(# 7).-/"56:9G+*:=+*MDIB3NFA J)2F3B"7(DF)L3+*9(% KDF*:)+H)92G+)BD:C3FAD+*)+2D++9% \:I*3ID:D9*9%

KU\" (D99D:IDB7):)+.9*9% S*IB)F*3:% \E3EF39*9% XG():

L1%-,.)&."2& U)F*3:)+U)FGB)+O2*D:2DP3G:C)F*3: 3J>A*:)#%#;$&$"&" Q"&##$&$$% SDC*2)+dD.?)+D:F

@B38D2F*: R*):I9G @B3H*:2D#K>&#"""#Y$% OG,A3G O2*D:2D):C ?D2A:3+3I.@+): @B38D2F#OcO&#"YYQ$

!!视网膜新生血管与正常血管在组织结构*生长部
位及功能上均有所不同"虽能够为周围组织有效地供
血和供氧"但其通透性的异常改变可引起视网膜出血
或渗出"破坏正常的视网膜组织结构"进而影响视功
能

+", ) 探讨视网膜新生血管的发病机制"寻找有效的
干预方法是目前眼科学研究领域的热点课题

+&, ) 胰
岛素样生长因子 " #*:9G+*:=+*MDIB3NFA J)2F3B=""6]P="$
是一种活性蛋白多肽物质"在促进细胞有丝分裂*分化
成熟和创伤愈合过程等方面发挥重要作用) 有研究认
为"6]P=" 与其受体 6]P="K结合后可激活细胞内相应
的信号转导通路"发挥促进血管内皮细胞增生及抑制
血管内皮细胞凋亡的作用"从而影响肿瘤的生长及疾
病的预后

+% <̂, "但目前关于 6]P=" 在视网膜新生血管
形成过程中是否发挥作用的报道尚少) 本研究观察不
同质量浓度 6]P=" 对体外培养的人视网膜血管内皮细
胞# AG(): BDF*:)+H)92G+)BD:C3FAD+*)+2D++9"XK'>9$的

迁移*凋亡及管腔形成能力的影响"探讨视网膜新生血
管的发病机制"为寻找视网膜新生血管相关疾病的治
疗靶点提供实验数据)

85材料与方法

8185材料
XK'>9细胞系 #上海雅吉生物科技有限公司 $)

人重组 6]P=" 蛋白 #美国 Kj4O.9FD(9公司$%4S'S
培养基*胰蛋白酶*胎牛血清 # JDF)+L3H*:D9DBG("
PVO$*@VO#美国 X.2+3:D公司$%微量 KU\抽提试剂
盒*逆转录试剂盒*4U\9D纯化剂#德国 i*)ID: 公司$%
@>K试剂盒*4U\标准相对分子质量* OcVK@BD(*-
'-*#Z?S#大连 ?)M)B)生物技术公司$%细胞凋亡试剂
盒#美国 6:H*FB3ID: 公司$%S)FB*ID+#美国 V4公司$)

倒置相差显微镜 #日本 5+.(EG9公司$%逆转录 @>K
仪*实时荧光定量 @>K仪#美国 V*3=K)C 公司$)
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8195方法
819185细胞的培养及传代5按照文献+0,的实验方
法"将 XK'>9置于含体积分数 "#[ PVO 的 4S'S培
养液"在 %$ q*体积分数 <[ >5&培养箱中常规培养)
细胞培养 % ZY C 后按照 " _Y比例传代"于倒置相差显
微镜下观察细胞的形态"取生长活跃*处于对数生长期
的 XK'>9进行后续实验)
819195逆转录 @>K法检测 XK'>9中 6]P="K(KU\
的表达!收集 XK'>9"参照文献+$ Q̂,中的实验方法"
利用微量 KU\抽提试剂盒提取细胞总 KU\"用
4U\9D催化清除总 KU\中残留的 4U\杂质"将总
KU\逆转录成 24U\"于 &̂# q保存) 6]P="K引物序
列&上游引物为 < 3=?]?>>\]]>>\\\\>\]]\?=% 3"
下游引物为 <3=>\??>>>>\]>>?]>?]??\=%3"产物
长度为 "Y# LE%]\@4X上游引物为 <3=\>>\>\]?>>
\?]>>\?>\>=% 3" 下 游 引 物 为 < 3=?>>\>>\>>>?
]??]>?]?\=%3"产物长度为 Y<& LE#南京金思瑞生物
科技有限公司设计合成 $) 扩增条件&;Y q预变性
& (*:";Y q变性 %# 9"<Q q退火 %# 9"$& q延伸 %# 9"
共 %< 个循环%$& q再延伸 "# (*:) 扩增产物经质量分
数 &[琼脂糖凝胶电泳后"于凝胶成像仪上拍照)
8191:5实时荧光定量 @>K法检测 XK'>9中血小板
衍生因子=VV(KU\和2)9E)9D=% (KU\的表达!分别
在 & (+细胞培养液中添加 & %I7(+6]P=" #*# <̀ 和
" #̀ (+"配制成 6]P=" 蛋白质量浓度为 #* <## 和
" ### :I7(+培养液"培养细胞 0 A"各组细胞总 KU\提
取*24U\的逆转录和保存方法同 "1&1&) ]\@4X引
物序列&上游引物为 <3=\>>\>\]?>>\?]>>\?>\>=
%3"下游引物为 < 3=?>>\>>\>>>?]??]>?]?\=% 3"
产物长度为 Y<& LE%@4]P=VV引物序列&上游引物为
<3=]]>?]\]>?]]\>??]\\>\?]\=%3"下游引物为
<3=?>???>]>\>\\?>?>\\?>???>?>=%3"产物长度
为 %"Y LE% 2)9E)9D=% 引 物 序 列& 上 游 引 物 < 3=
?]>\?\>?>>\>\]>\>>?]=% 3" 下 游 引 物 < 3=
?>?]??]>>\>>???>]]??=%3"产物长度 "<% LE #南
京金思瑞生物科技有限公司设计合成$) 扩增条件&
;Y q反应 "< 9"0# q反应 "< 9"共 Y# 个循环"重复测量
% 次"取平均值"按 & *̂*>F

法计算各组细胞中血小板衍

生因子#E+)FD+DFCDB*HDC IB3NFA J)2F3B"@4]P$VV(KU\
和 2)9E)9D=% (KU\的相对表达值)
8191?5细胞划痕法测定 6]P=" 对 XK'>9迁移的影响
!将 XK'>9接种于 0 孔板"每孔约 " <̀r"#<

个细胞)
参照文献+$,的方法"待细胞生长至约 ;#[融合后"用
无菌的 &## %+移液枪头垂直于培养板底划出 % 条水平

直线%用无菌 @VO 洗涤 % 次"去除漂浮细胞%按照分组
不同分别加入含 #* "# 和 &## :I7(+6]P=" 的 "#[
PVO=4S'S培养基"每组设 % 个复孔"置于恒温细胞培
养箱中培养"分别于处理前及处理后 "& A 和 &Y A 在倒
置相差显微镜下拍照"用 @A3F39A3E >OY 软件测量不同
时间点细胞划痕区的面积# O:$"处理前与处理后划痕
区面积的差值即为细胞迁移的相对面积#*O$)
8191>5流式细胞术检测 6]P=" 对 XK'>9凋亡的影响
!参照文献 +; "̂#,的方法"取对数生长期的 XK'>9
悬液接种于 0 孔板"每孔约 "r"#<

个细胞"待细胞生长
至 ;#[融合后"以无菌移液管吸除原培养液"按照分
组不同分别加入含 #*" ### :I7(+6]P=" 的 "#[ PVO=
4S'S培养液"每组设 % 个复孔) 细胞继续培养 &Y A
后收集细胞"用 @VO 洗涤 % 遍"每个样本加入 "## %+"
倍 \::D-*: T结合缓冲液*< %+\::D-*: T和 " %+碘化
丙啶荧光素# EB3E.+*3C*CD"@6$工作液"室温下避光孵
育 "< (*:"加入 Y## %+的 " 倍 \::D-*: T结合缓冲液"
混合均匀) 用流式细胞仪进行分析"激发波长为
YQQ :("用波长为 <%# :(的通道滤器检测异硫氰酸荧
光素#J+G3BD92D*: *93FA*32.):)FD"P6?>$的荧光面积所占
比例"以波长为 <$< :(的通道滤器检测 @6荧光面积
的比例)
8191D5S)FB*ID+体外三维成型法检测 6]P=" 对 XK'>9
管腔形成能力的影响!参照文献+"",的实验方法"于
;0 孔板中加入 0# %+液态 S)FB*ID+胶7孔"铺平后置
%$ q恒温培养箱中孵育 %# (*: 使其凝固%取对数生长
期的细胞悬液"按照 "r"#Y 7孔加入到 S)FB*ID+固态孔
中"按照分组不同分别加入含 #*"#*"##*&## :I7(+
6]P=" 的 "#[ PVO=4S'S培养液"每组设 % 个复孔"
于 %$ q恒温细胞培养箱中孵育 "& A"用倒置相差显微
镜观察管腔形成情况"于培养后 &Y A 拍照"用 6()IDR
软件分析各组图片中管腔形成数目) 以每孔完整管腔
的形成数量表示细胞的血管形成能力)
81:5统计学方法

采用 O@OO "<1# 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 OA)E*B3=b*+M 检验呈正态
分布"以 Up?表示"经 aDHD:D检验证实组间方差齐#均
Jk# #̀<$) 采用均衡分组单因素干预多水平实验设
计"不同质量浓度 6]P=" 组间 XK'>9*管腔形成数量*
细胞中 @4]P=VV(KU\和 2)9E)9D=% (KU\相对表达
量的总体比较均采用单因素方差分析"组间两两比较
采用 aO4=-检验%# :I7(+6]P=" 组与" ### :I7(+6]P="
组间细胞凋亡率的差异比较采用独立样本 -检验) 采
用双尾检验法"Jl# #̀< 为差异有统计学意义)

!;"Y!中华实验眼科杂志 &#"$ 年 < 月第 %< 卷第 < 期!>A*: R'-E 5EAFA)+(3+"S).&#"$"T3+1%<"U31<
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95结果

9185培养细胞的形态
倒置相差显微镜下可见培养的 XK'>9呈梭形"大

小均匀"细胞质透亮"细胞核居中且清晰可见"细胞增
生活跃"培养后 & Z% C 细胞密度即达 ;#[以上"细胞
排列紧密且规则#图 "$)
9195细胞中 6]P="K(KU\的表达

逆转录 @>K检测可见 XK'>9中扩增出的反应条
带"表达条带的位置与引物设计长度相符"提示扩增产
物为 6]P="K#图 &$)

2000bp
1000bp

500bp
750bp

250bp

100bp
21

HRECs M

25μm

图 85培养 mQB</的形态#rY#"标尺e&< %($!倒置相差显微镜
下可见 XK'>9呈梭形"细胞排列紧密"并可见透亮的细胞质和居中
的细胞核!图 95逆转录 !<Q法测定的细胞中 YKLJ8Q2QT3的
表达!XK'>9&人视网膜血管内皮细胞%S&标准 4U\相对分子质量
!

91:5不同质量浓度 6]P=" 组 XK'>9迁移相对面积

24
h

12
h

0
h

0ng/mlIGF�1组 10ng/mlIGF�1组 200ng/mlIGF�1组

125μm

125μm

125μm 125μm

125μm

125μm

125μm

125μm

125μm

图 :5不同质量浓度 YKLJ8 作用后不同时间 mQB</的迁移情况
#rY##"标尺e"&< %($!倒置相差显微镜下可见随着时间的延长和
6]P=" 质量浓度的增加"各组细胞相对移动面积逐渐缩小!6]P&胰
岛素样生长因子

划痕后 "& A 和 &Y A"# :I7(+6]P=" 组细胞移动相
对面积接近""# :I7(+6]P=" 组细胞移动相对面积均
明显大于相应时间点的 # :I7(+6]P=" 组"而各时间点
&## :I7(+6]P=" 组细胞移动相对面积最大 #图 % $)
# :I7(+6]P=" 组m"# :I7(+6]P=" 组及 &## :I7(+6]P="
组在划痕后 "& A 时细胞相对移动面积值接近"划痕后
&Y A 随着 6]P=" 质量浓度的增加细胞移动相对面积逐
渐增大"总体比较差异有统计学意义#Q分组 e%0 $̀<Y"

Je# #̀%<%Q时间 e"Y0 #̀%""Je# #̀## $) 划痕后 "& A
# :I7(+6]P=" 组m"# :I7(+6]P=" 组及&## :I7(+6]P="
组随着 6]P=" 质量浓度的增加细胞移动相对面积增
加"但组间比较差异均无统计学意义#均 Jk# #̀<$%划
痕后 &Y A"与 # :I7(+6]P=" 组比较""# :I7(+6]P=" 组
细胞移动相对面积有所增加"但差异无统计学意义
#Jk# #̀<$"&## :I7(+6]P=" 组细胞移动相对面积明显
增加"差异有统计学意义#Jl# #̀<$#表 "$)

表 85不同质量浓度 YKLJ8 组细胞迁移
相对面积#!U""[8\> "'29 $

组别 样本量
细胞培养不同时间点 *O 值

"& A &Y A

# :I7(+6]P=" 组 0 & "̀Yp# &̀< % &̀Qp# 0̀Y
"## :I7(+6]P=" 组 0 & 0̀%p" "̀Q Y $̀%p# Q̀%
&## :I7(+6]P=" 组 0 & ;̀&p" &̀Y Y Q̀%p# 0̀")

!注&Q分组 e%0 $̀<Y"Je# #̀%<%Q时间 e"Y0 #̀%""Je# #̀##1与各自时间

点 # :I7(+6]P=" 组比较")Jl# #̀< #两因素方差分析"aO4=-检验 $ !

6]P&胰岛素样生长因子%*O&细胞迁移相对面积

91?5不同质量浓度 6]P=" 组 XK'>9的凋亡率
流式细胞术检测结果显示"# :I7(+6]P=" 组与

" ### :I7(+6]P=" 组凋亡细胞比例分别为 # "Q $̀$ p
& %̀$$[和#"& #̀<p# Q̀Q$["差异有统计学意义 #-e
& Q̀0;"Je# #̀Y0$#图 Y$)
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比
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%
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IGF�1组
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a

C

PE

图 ?5不同质量浓度 YKLJ8 组凋亡
细胞比例比较!\&# :I7(+6]P="
组凋亡细胞比例的流式细胞测定

图!V&" ### :I7(+6]P=" 组凋亡
细胞比例的流式细胞测定图!>&
各组凋亡细胞比例的量化比较!

与 # :I7(+6]P=" 组比较")Jl# #̀<#独立样本 -检验"$e<$!6]P&胰
岛素样生长因子
!

91>5不同质量浓度 6]P=" 组 XK'>9管腔形成的数量
S)FB*ID+体外三维成型法检测结果显示"随着

6]P=" 质量浓度的增加"XK'>9管腔形成能力逐渐增
强"&## :I7(+6]P=" 组 XK'>9形成的管腔更为密集
#图 <\Z4$) # :I7(+6]P=" 组m"# :I7(+6]P=" 组m
"## :I7(+6]P=" 组及 &## :I7(+6]P=" 组完整管腔形
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成数目分别为#"$ ;̀Yp" ;̀0$*#"Q <̀0p& "̀&$*#"; %̀;p
& #̀Y$*#&# %̀%p& Q̀%$个7孔"组间总体比较差异有统
计学意义#Qe# &̀0#"Je# #̀YQ$) 与 # :I7(+6]P=" 组
比较""# :I7(+6]P=" 组和 "## :I7(+6]P=" 组 XK'>9
完整管腔的形成数量逐渐增加"但差异均无统计学意
义#均 Jk# #̀<$"而 &## :I7(+6]P=" 组 XK'>9完整管
腔的形成数量明显增多"差异有统计学意义 #-e
&̂ ;̀Y#"Je# #̀Y&$#图 <'$)

完
整

管
腔

的
形

成
数
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个
） 25
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5
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100ng/ml
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a

125μm

125μm 125μm

125μm

A B

C D

E

图 >5不同质量浓度 YKLJ8 组
mQB</完整管腔的形成情况!
\&# :I7(+6]P=" 组细胞形成的
管腔较大"数量较少 # rY##"标
尺e"&< %($!V&"# :I7(+6]P="
组细胞管腔形成形态接近 # :I7(+
6]P=" 组#rY##"标尺e"&< %($

>&"## :I7(+6]P=" 组细胞形成的管腔管径变小 # rY##"标尺 e
"&< %($!4&&## :I7(+6]P=" 组细胞形成的管腔管径变小"数量增
多#rY##"标尺e"&< %($!'&不同质量浓度6]P=" 组XK'>9完整管
腔形成数量的比较!Qe# &̀0#"Je# #̀YQ1与 # :I7(+6]P=" 组比较"
)Jl# #̀<#单因素方差分析"aO4=-检验"$e0$!6]P&胰岛素样生长因子
!

91D 5不同质量浓度 6]P=" 组 XK'>9中 @4]P=VV
(KU\及 2)9E)9D=% (KU\的表达

实时荧光定量 @>K检测结果显示"# :I7(+6]P="
组*<## :I7(+6]P=" 组及" ### :I7(+6]P=" 组细胞中
@4]P=VV(KU\相对表达量分别为 " #̀$p# #̀Y*# ;̀$p
# #̀; 和 " <̀"p# "̀&"2)9E)9D=% (KU\相对表达量分别
为 # ;̀0p# #̀&*# ;̀&p# #̀% 和 # $̀&p# #̀$%组间总体比
较差异均有统计学意义 #Qe&< <̀Y%"Je# #̀%&%Qe
%Y Ỳ0Q"Je# #̀&Y $%其中 " ### :7(+6]P=" 组 @4]P=
VV(KU\相对表达量显著高于 # :I7(+6]P=" 组"而
2)9E)9D=% (KU\相对表达量显著低于 # :I7(+6]P="
组"差异均有统计学意义 #-e %̂ ỲQ;"Je# #̀&<%-e
$ &̀Q$"Je# #̀#&$#图 0$)
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图 D5实时荧光定量 !<Q法检测各组 mQB</中 !FKLJNN2QT3
和 +"/,"/(J: 2QT3的相对表达量!\&各组 XK'>9中 @4]P=VV
(KU\相对表达量比较!Qe&< <̀Y%"Je# #̀%&1与 # :I7(+6]P=" 组

比较")Jl# #̀< #单因素方差分析"aO4=-检验" $ e% $ ! V&各组
XK'>9中 2)9E)9D=% (KU\相对表达量比较!Qe%Y Ỳ0Q"Je# #̀&Y1

与 # :I7(+6]P=" 组比较")Jl# #̀< #单因素方差分析"aO4=-检验"
$e%$!@4]P&血小板衍生生长因子%6]P&胰岛素样生长因子

:5讨论

6]P=" 是由神经细胞*肝细胞等多种细胞分泌的
活性蛋白多肽物质"在人体内通过自分泌和旁分泌的
途径发挥促进细胞分化和有丝分裂等生物学功能

组"&, )
研究表明"6]P=" 与其受体 6]P="K结合后"可通过磷
脂酰 肌 醇 #=% $ 激 酶 # EA39EA)F*C.+*:39*F3+=%=M*:)9D"
@6%d$和丝裂原活化蛋白激酶 细̂胞外信号调节激酶

# (*F3ID:=)2F*H)FDC EB3FD*: M*:)9D=D-FB)2D++G+)B9*I:)+=
BDIG+)FDC M*:)9D"S\@d='Kd$等信号途径促进多发性
骨髓瘤细胞的增生*侵袭和血管生成"6]P=" 能够通过
促进新生血管的形成和骨骼肌的再生而加快伤口的愈

合速度
组"% "̂Y, ) 目前关于 6]P=" 在眼部新生血管性眼

病发病过程中作用的报道不多"为了进一步研究 6]P="
在新生血管性眼病中的具体作用及其机制"本研究中
在体外培养 XK'>9时用人重组 6]P=" 蛋白进行干预"
观察 6]P=" 对 XK'>9迁移*凋亡*管腔形成*血管生成
相关因子分泌等生物学行为的影响)

视网膜血管内皮细胞在视网膜新生血管的形成中

扮演重要角色"任何影响其生物学功能的因素均可直
接影响新生血管的发生和发展过程

组"<, ) 逆转录 @>K
检测证实 XK'>9中存在着 6]P="K(KU\的表达"提
示 6]P=" 和 6]P="K信号通路可能参与 XK'>9的生物
学行为) 血管内皮细胞的迁移*增生和组织重构是血
管发生的重要因素) 本研究中利用划痕法检测 6]P="
对 XK'>9迁移能力的影响"发现 6]P=" 能明显促进
XK'>9的迁移"与以往报道的 6]P=" 能促进人类脐静
脉内皮细胞迁移的结果一致

组"0, ) 本研究流式细胞术
检测结果表明"6]P=" 能够明显抑制 XK'>9的凋亡"
验证了以往报道的 6]P=" 通过其抗凋亡效应促进毛发
生长的结果

组"$, ) S)FB*ID+体外三维成型法检测结果表
明"随着 6]P=" 质量浓度的增加"XK'>9形成完整*致
密管腔的数目增多"提示 6]P=" 增强 XK'>9管腔形成

!"&Y!中华实验眼科杂志 &#"$ 年 < 月第 %< 卷第 < 期!>A*: R'-E 5EAFA)+(3+"S).&#"$"T3+1%<"U31<
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能力) 上述结果提示 6]P=" 促进 XK'>9管腔形成可
能与其促进 XK'>9迁移和抑制 XK'>9凋亡有关)

@4]P家族包括 @4]P=\\*@4]P=VV及 @4]P=\V
等亚型"其中 @4]P=VV可募集周细胞至血管内皮周围
而稳定原始血管网"并且在促新生血管形成方面与
T']P有协同作用 +"Q "̂;, ) >)9E)9D=% 是重要的凋亡相
关因子"研究结果表明"6]P=" 可通过促进诱导型一氧
化氮合酶的表达而抑制肺动脉平滑肌细胞的凋亡

+&#, )
因此本研究中利用实时荧光定量 @>K法检测在 6]P="
作用后 XK'>9中 @4]P=VV和 2)9E)9D=% (KU\的相
对表达量"显示 6]P=" 能促进 XK'>9中 @4]P=VV
(KU\的表达"同时明显抑制 2)9E)9D=% (KU\的表
达"提示 6]P=" 促进 XK'>9迁移和增强 XK'>9管腔
形成能力的作用可能与上调 @4]P=VV的表达和下调
2)9E)9D=% 的表达"进而抑制 XK'>9凋亡有关)

综上所述"本研究提示 6]P=" 能够通过上调
XK'>9中 @4]P=VV的表达来增强 XK'>9的迁移"通
过下调细胞中 2)9E)9D=% 的表达来抑制 XK'>9的凋
亡"从而发挥促血管生成作用) 本研究为临床寻求
6]P=" 拮抗剂等治疗新生血管性眼病"特别是视网膜
新生血管性眼病提供了理论依据)
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