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%%$摘要%%背景%肿瘤抑素是迄今发现活性最强的内源性血管生成抑制因子"对病理性新生血管形成有

明显抑制作用( W1'= 片段为肿瘤抑素的抗血管生成活性片断(%目的%研究腺病毒介导的 6-4U 重组基因
过表达对生理状态下人脐静脉内皮细胞&MaY&T:'增生*迁移及管腔形成的影响(%方法%构建表达绿色荧

光蛋白的空载体腺病毒&BEI>DSP'和携带重组 6-4U 基因的腺病毒载体&BEI>W1'='( 将 MaY&T:分为正常
对照组*空载体组&BEI>DSP组'和 6-4U 基因组&BEI>DSP>W1'= 组'( 将 BEI>DSP和 BEI>W1'= 病毒颗粒&!j

!"!" 8'*'各 ;" !*分别加入 BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组培养液以感染培养的细胞 ^? H"倒置荧光显微镜下
观察各组细胞中 DSP的表达"并计算病毒的感染效率)采用细胞计数试剂盒&TTg'>? 检测各组细胞在波长为
^=" ,'处的吸光度&L'值并计算细胞增生率)采用 WB(,:LA**小室实验测定各组的迁移细胞数目)采用基质胶
&R(GB)-A*'实验检测各组细胞的管腔形成数)采用人血管内皮生长因子&Y&DS'&V6@E试剂盒检测细胞感染后
;^*^? 和 #; H 各组细胞培养上清液中 Y&DS质量浓度(%结果%倒置荧光显微镜下可见 BEI>DSP组和 BEI>
DSP>W1'= 组 MaY&T:中呈绿色荧光"BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组的感染效率分别为 ==k!$_和 ="k$!_(

细胞感染后 ;^ H 和 ^? H"正常对照组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组细胞增生率比较差异均无统计学意义
&均 Kl"k"=')细胞感染后 #; H"BEI>DSP>W1'= 组细胞增生率明显低于正常对照组和 BEI>DSP组"差异均有统
计学意义 &均 Km"k"!'( 细胞感染后 ^? H"正常对照组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组迁移细胞数分别为
&; ;7"k;=n<$"k̂^'*&; $#"k""n̂^!k"7'和&#;$k#=n$7$k?"'个"总体比较差异有统计学意义&Vh?k=;^"Kh
"k""?'"BEI>DSP>W1'= 组迁移细胞数量较正常对照组和 BEI>DSP组均明显减少"差异均有统计学意义&均 Km

"k"!'( 正常对照组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组平均每张图片中管腔形成数目分别为 &<=k7#n=k?7'*
&??k""n̂k=?'和&;"k7#n$k=!'个"总体比较差异有统计学意义 &Vh;;7k̂<?"Km"k"!'"其中 BEI>DSP>W1'=

组细胞管腔形成数量较正常对照组和 BEI>DSP组明显减少"差异均有统计学意义&均 Km"k"!'( 细胞感染后
;^*^? 和 #; H"各组细胞培养上清液中 Y&DS蛋白质量浓度总体比较差异均有统计学意义&V

分组
h#$k;7""Km

"k"!)V
时间

h#$k̂##"Km"k"!')其中感染后 ^? H 和 #; H"BEI>DSP>W1'= 组 Y&DS质量浓度均明显低于 BEI>DSP

组"差异均有统计学意义&均 Km"k"!'(%结论%腺病毒介导的重组 6-4U 基因的过表达可抑制生理状态下
MaY&T:的增生*迁移及管腔形成"这可能与 W1'= 下调 Y&DS在细胞上清液中的含量有关(%
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&BEI>DSP' (,I GHAN)B(*NA3G/BAOKBA::),-BA3/'.),(,G6-4U -A,ALABA3/,:GB13GAI2WHAMaY&T:31*G1BAI ),
[PR6!7^" 'AI)1'LABAI)N)IAI ),G/,/B'(*3/,GB/*-B/1K"A'KG+NA3G/B-B/1K &BEI>DSP-B/1K' (,I 6-4U -A,A
),JA3G)/, -B/1K &BEI>DSP>W1'= -B/1K'2WHABEI>DSP(,I BEI>DSP>W1'= (IA,/N)B(*K(BG)3*A:(GGHAIA,:)G+/J!j
!"!" 8'*LABA(IIAI ),G/GHA'AI)1'G/),JA3GGHA3A**:J/B̂ ? H/1B:2WHAKB/*)JAB(G)/, /JGHA3A**:L(:(::(+AI (G;^"
^? (,I #; H/1B:.+3A**3/1,G),-])G>? &TTg>?' G/AN(*1(GAGHAKB/*)JAB(G)NAB(GA)GHA')-B(G)/, ,1'.AB/JGHA3A**:
L(:IAGA3GAI (Ĝ? H/1B:(JGAB),JA3G)/, .+WB(,:LA**3H('.AB)GHAG1.AJ/B'(G)/, ,1'.AB/JGHA3A**:LABAIAGA3GAI .+
R(GB)-A*'AGH/I2WHA3/,3A,GB(G)/, /JN(:31*(BA,I/GHA*)(*-B/LGH J(3G/B&Y&DS' ), 3A**:1KAB,(G(,G:L(:(::(+AI .+
&V6@E(G;^" ^?" (,I #; H/1B:J/**/L),-(IA,/N)B(*),JA3G)/,2% G)-1"+-% WHA31*G1BAI 3A**::H/LAI -BAA,
J*1/BA:3A,3A), GHABEI>DSP-B/1K (,I BEI>DSP>W1'= -B/1K 1,IABGHA),NABGAI J*1/BA:3A,3A')3B/:3/KA"(,I GHA
),JA3G)/, AJJ)3)A,3+/JBEI>DSP(,I BEI>DSP>W1'= L(:==k!$_ (,I ="k$!_"BA:KA3G)NA*+2C/:)-,)J)3(,GI)JJABA,3A
L(:J/1,I ), 3A**KB/*)JAB(G)NAB(GA('/,-,/B'(*3/,GB/*-B/1K"BEI>DSP-B/1K (,I BEI>DSP>W1'= -B/1K ./GH (G;^
(,I ^? H/1B:(JGAB),JA3G)/, &./GH (GKl"k"='"(,I GHA3A**KB/*)JAB(G)NAB(GAL(::)-,)J)3(,G*+*/LAB), GHABEI>DSP>
W1'= -B/1K GH(, GH(G), GHA,/B'(*3/,GB/*-B/1K (,I BEI>DSP-B/1K (G#; H/1B:(JGAB),JA3G)/, &./GH (GKm"k"!'2
WHA')-B(G)/, ,1'.AB/JGHA3A**:(Ĝ? H/1B:(JGAB),JA3G)/, L(:; ;7"k;=n<$"k̂^"; $#"k""n̂^!k"7 (,I #;$k#=n
$7$k?" ), GHA,/B'(*3/,GB/*-B/1K"BEI>DSP-B/1K (,I BEI>DSP>W1'= -B/1K":H/L),-(:)-,)J)3(,GI)JJABA,3A('/,-
GHA-B/1K:&Vh?k=;^"Kh"k""?'"(,I GHA')-B(GAI 3A**:LABAAN)IA,G*+IA3BA(:AI ), GHABEI>DSP>W1'= -B/1K
3/'K(BAI L)GH GHABEI>DSP-B/1K (,I GHA,/B'(*3/,GB/*-B/1K & ./GH (GKm"k"! '2WHAG1.A,1'.AB(Ĝ ? H/1B:
(JGAB),JA3G)/, L(:<=k7#n=k?7"??k""n̂k=? (,I ;"k7#n$k=! ), GHA,/B'(*3/,GB/*-B/1K"BEI>DSP-B/1K (,I BEI>
DSP>W1'= -B/1K":H/L),-(:)-,)J)3(,GI)JJABA,3A('/,-GHA-B/1K:&Vh;;7k̂<?"Km"k"!'"(,I GHAG1.A,1'.AB),
GHABEI>DSP>W1'= -B/1K L(::)-,)J)3(,G*+BAI13AI ), 3/'K(B):/, L)GH GHA,/B'(*3/,GB/*-B/1K (,I BEI>DSP-B/1K
&./GH (GKm"k"! '2WHA3/,:)IAB(.*+I)JJABA,3A:), Y&DS3/,3A,GB(G)/, ), GHA3A**:1KAB,(G(,G:LABAJ/1,I ),
I)JJABA,G-B/1K:(,I N(B)/1:G)'AK/),G:& V-B/1K h#$k;7"" Km"k"!) VG)'A h#$k̂##" Km"k"! '" (,I Y&DS
3/,3A,GB(G)/, ), GHA3A**:1KAB,(G(,G:L(::)-,)J)3(,G*+IA3BA(:AI ), GHABEI>DSP>W1'= -B/1K 3/'K(BAI L)GH GHABEI>
DSP-B/1K (G./GH ^? H/1B:(,I #; H/1B:&./GH (GKm"k"!'2%!*$%"1-#*$-%WHA/NABAOKBA::)/, /JGHABA3/'.),(,G
6-4U 3(, ),H).)GGHAKB/*)JAB(G)/,"')-B(G)/, (,I G1.AJ/B'(G)/, /JGHAMaY&T:), KH+:)/*/-)3(*:G(G1:"LH)3H '(+.A
(::/3)(GAI L)GH W1'>=>'AI)(GAI I/L,>BA-1*(G)/, /JY&DSKB/GA), ), GHA3A**:1KAB,(G(,G2%

"8), 3*04-#7 W1':G(G),) E,-)/-A,A:): ),H).)G/B:) [A3/'.),(,G KB/GA),:8KH(B'(3/*/-+) &,I/GHA*)1'"
N(:31*(B) TA**KB/*)JAB(G)/,) TA**')-B(G)/,) W1.AJ/B'(G)/,) M1'(,:

91$4'0*:0&.# W)(,9), @3)A,3A(,I WA3H,/*/-+4ANA*/K'A,GP*(, PB/9A3G&;"!;"!;?'

%%肿瘤抑素是近年来发现的内源性血管抑制因子"
来源于肾脏*胚胎和睾丸基底膜中被基质金属蛋白酶
&'(GB)O'AG(**/KB/GA),(:A"RRP'降解的"型胶原片段"

"型胶原可促进细胞的黏附*迁移*分化和生长"在血
管的形成中起着重要作用

+!, ( "型胶原由 7 条 #链
组成"每条链都包含 C端的 #@ 区*中间的 $ 螺旋胶原
区和 T端的非胶原区 $ 个区域 +;, ""型胶原的 #$ 链
是最早被发现的引起肺肾出血综合征的自身抗原

+$, (

肿瘤抑素位于 #$ 链"相对分子质量为 ;? """"由 ;^^

个氨基酸残基组成"包括"型胶原 #$ 链非胶原区的
;$; 个氨基酸残基和中间 $ 螺旋区的 !; 个氨基酸残
基"具有抑制肿瘤血管生成和肿瘤细胞活性的作
用

+;, "其中位于肿瘤抑素第 =^ !̀$; 位氨基酸残基的
W1'= 片段是肿瘤抑素抗新生血管生成的活性片段"且
不包含潜在的致病性抗原部分

+^, ( 我们先前的研究
结果表明"W1'= 可以抑制氧诱导的视网膜新生血管和
高糖诱导的 [S7E细胞的增生*迁移及管腔形成 +=\7, "

但 W1'= 对生理状态下人血管内皮细胞的影响尚不清
楚"推测将外源性具有治疗作用的基因片段导入眼内"

进而在眼内持久而高效地表达外源基因编码的蛋白质

产物可达到治疗眼部疾病的目的( 腺病毒载体具有装
载外源基因片段容量大*感染能力强*表达效率高*安
全性好等优点"作为基因载体已广泛用于基础及临床
研究

+#\!!, ( 本研究以腺病毒为载体"用携带 W1'= 蛋
白的重组腺病毒感染人脐静脉血管内皮细胞& H1'(,
1'.)*)3(*NA), A,I/GHA*)(*3A**:"MaY&T:'"观察 W1'=

对生理状态下 MaY&T:的增生*迁移及管腔形成的影
响及其可能的机制(

;7材料与方法

;2;7材料
;2;2;7细胞来源7MaY&T:购自中国科学院典型培
养物保藏委员会细胞库(
;2;2=7主要试剂及仪器7含体积分数 !"_胎牛血清
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&JAG(*./N),A:AB1'"SU@'*质量分数 !_青链霉素和质
量分数 !o 谷氨酰胺的 [PR6!7^" 培养液 &美国
M+3*/,A公司 ')鼠源抗 ME>W(-单克隆抗体*抗 $>
G1.1*), 抗体&美国 U4公司')细胞蛋白提取试剂盒*
UTE试剂盒 &北京康为世纪公司')细胞计数试剂盒
&3A**3/1,G),-])G" TTg'>? & 日 本 4/9),I/公 司 ')
e1(,G)]),A人血管内皮生长因子 &N(:31*(BA,I/GHA*)(*
-B/LGH J(3G/B"Y&DS'&V6@E试剂盒&美国 [p4公司'(
基质胶&R(GB)-A*"美国 U4公司')WB(,:LA**小室*细胞
培养板&美国 T/B,),-公司')倒置荧光显微镜 &日本
5*+'K1:公司'(
;2=7方法
;2=2;7构建携带 6-4U 基因的重组腺病毒%以 U('M
%和 &3/[%酶切下 KTRY>W1'=>RT@ 质粒中含有
ME>W(-和 D*13信号肽的 6-4U 基因序列"并连接到经
U('M%和 &3/[%双酶切开的腺病毒载体中"得到重
组 6-4U 基因腺病毒表达载体 & KMUEI>RTRY>W1'=>
DSP'&本部分在天津医科大学第二医院构建完成'(
然后将携带绿色荧光蛋白&-BAA, J*1/BA:3A,3AKB/GA),"
DSP' 的空载体 & BEI>DSP' 或 KMUEI>RTRY>W1'=>
DSP载体与腺病毒 EI'(O大骨架& KMUEI>UMD'质粒
共同转染人胚肾细胞&;<$E细胞'"进行腺病毒包装"
获得 BEI>DSP和 BEI>DSP>W1'= 病毒 &与上海汉恒科
技生物有限公司合作完成'(
;2=2=7细胞培养与腺病毒感染7用含体积分数 !"_
SU@*!_青链霉素混合液和 !o谷氨酰胺的 [PR6!7^"
培养液常规培养 MaY&T:至对数生长期"将 BEI>DSP
和 BEI>W1'= 病毒颗粒&!j!"!" 8'*'各 ;" !*分别加入
空载体组&BEI>DSP组'和 BEI>DSP>W1'= 组的培养基
中"正常对照组细胞进行常规培养( 感染病毒后 ; H
更换为完全培养基"继续培养 ^? H"倒置荧光显微镜下
直接观察感染后细胞中 DSP的表达及定位( 任意选
取 !"" 倍荧光显微镜下图片"计算病毒的感染效率(
感染效率hDSP阳性细胞数8细胞总数j!""_(
;2=2>7ZA:GAB, .*/G法检测各组细胞中 W1'= 蛋白的
表达%腺病毒感染后 ^? H"采用常规胰蛋白酶消化法
消化细胞并收集各组 MaY&T:"用细胞蛋白提取试剂
盒提取总蛋白"UTE试剂盒测定蛋白质量浓度( 各组
培养细胞中取 $" !-蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离"转膜至 PY4S膜"用质量分数 =_脱脂牛奶封闭)
分别以鼠源抗 ME>W(-单克隆抗体和抗 $>G1.1*), 抗体
^ q下孵育过夜)WU@W缓冲液&含 "k!_WLAA, ;"'洗
膜 $ 次"每次 !" '),)添加辣根过氧化物酶标记的山羊
抗鼠二抗"室温下孵育 ; H"WU@W缓冲液洗膜 $ 次"每

次 !" '),)多光谱成像系统&美国 aYP公司'显影*定
影并拍照( 采用 eaECW6Wf5C&软件计算蛋白条带
的灰度值"以 $>G1.1*), 为内参"计算各组 W1'= 蛋白的
相对表达量( W1'= 蛋白相对表达量hW1'= 蛋白条带
灰度值8$>G1.1*), 蛋白条带灰度值(
;2=2H7TTg>? 细胞计数法检测各组 MaY&T:增生情
况%腺病毒感染后 ^? H"用常规胰蛋白酶消化细胞并
收集各组细胞"将细胞以 ?j!"$ 8孔的密度接种于 <7
孔板"每组设 7 个复孔( 分别在细胞接种后 ;^*^? 和
#; H 加入 TTg>?"每孔 !" !*"$# q下孵育 ; H"酶标仪
检测波长为 ^=" ,'处的吸光度&L'值( 细胞增生率h
各组细胞 L值8正常对照组 L值j!""_(
;2=2I7WB(,:LA**小室迁移实验检测各组 MaY&T:的
迁移能力%于腺病毒感染后 ^? H 常规胰蛋白酶消化
并收集细胞"根据文献+!;,的方法进行 WB(,:LA**迁移
实验"每组设 = 个复孔"以 ! j!"= 8孔的密度接种于
WB(,:LA**上层小室中"用含 !_ SU@ 的 [PR6!7^" 培
养基培养细胞( 下层小室加入收集的细胞培养上清
液"继续培养 7 H"对上层小室底部外侧的细胞行结晶
紫染色"!" 倍显微镜下观察并拍照"计数迁移细胞
数量(
;2=2J7R(GB)-A*实验检测各组MaY&T:管腔形成情况
%于腺病毒感染后 ^? H 常规胰蛋白酶消化并收集细
胞"根据文献+!$\!^,中的方法进行 R(GB)-A*实验"每
组设 = 个复孔" 以 = j!"= 8孔的密度接种于铺有
R(GB)-A*的 ;^ 孔板中继续培养 ? H"于光学显微镜下观
察管腔形成的情况并拍照(
;2=2K7&V6@E试剂盒检测各组细胞上清液中 Y&DS
的质量浓度%将 MaY&T:以 !j!"7 8孔的密度接种到 7
孔板中"参照 !2;2; 步骤处理各组细胞)分别于腺病毒
感染后 ;^*^? 和 #; H 收集正常对照组*BEI>DSP组以
及 BEI>DSP>W1'= 组细胞培养上清液"并用人 Y&DS
&V6@E试剂盒按说明书检测不同时间点各组细胞培养
上清液中 Y&DS的质量浓度(
;2>7统计学方法

采用 @P@@ ;"2" 统计学软件 &6UR @P@@ @G(G):G)3:
6,32"TH)3(-/"6V"a@E'进行统计分析( 各组数据资料
经 @H(K)B/>Z)*] 检验呈正态分布"以 Tn+表示"各组数
据经 VANA,A检验方差齐( 采用均衡分组单因素干预
多水平分组的研究设计"正常对照组*BEI>DSP组和
BEI>DSP>W1'= 组细胞增生率*迁移细胞数*管腔形成
数的总体差异比较均采用单因素方差分析"不同培养
时间点各组细胞培养上清液中 Y&DS蛋白质量浓度的
总体比较采用两因素方差分析"组间多重比较采用
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W1]A+检验( Km"k"= 为差异有统计学意义(

=7结果

=2;7腺病毒感染效率及细胞中 W1'= 蛋白的表达
倒置荧光显微镜下 BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'=

组 MaY&T:中可见 DSP绿色荧光"提示腺病毒感染细
胞成功&图 !'( BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组的感
染效率分别为 ==k!$_和 ="k$!_( ZA:GAB, .*/G检测
结果显示"BEI>DSP>W1'= 组细胞可见清晰的 W1'= 蛋
白表达条带"位于相对分子质量 !^ """ 处)正常对照
组和 BEI>DSP组在相应的相对分子质量处均未见
W1'= 蛋白表达条带&图 ;'(

100μm A B100μm

图 ;7各组倒置荧光显微镜下细胞中腺病毒感染情况 &标尺 h
!"" !'"j!""'%EmBEI>DSP组细胞中可见 DSP绿色荧光%UmBEI>
DSP>W1'= 组细胞中可见 DSP绿色荧光

β�tubulin

Tum5

正常对照组 rAd�GFP组 rAd�GFP�Tum5组 图 =7组)-+)0$6"*+法
检测各组中 M1.I 蛋
白的表达情况%正常
对照组和 BEI>DSP组
未见 W1'= 蛋白表达条

带"BEI>DSP>W1'= 组细胞中可见清晰的 W1'= 蛋白表达条带%BEIm
重组腺病毒)DSPm绿色荧光蛋白

=2=7各组细胞增生情况比较
腺病毒感染后 ^? H 进行细胞接种"细胞接种后

;^ H正常对照组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组细胞
增生率分别为&!""k""n"k""'_*&!^"k̂#n!#k̂"'_
和&!;<k7=n$7k"#'_"总体比较差异无统计学意义
&Vh$k=<!"Kh"k"=$' &图 $E'( 细胞接种后 ^? H"正
常对照组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组细胞增生率
分别为 & !""k"" n"k"" '_* & !=7k!< n!=k?7 '_ 和
&!=7k"!n!#k"^'_"总体比较差异无统计学意义&Vh
!^k?!;"Kh"k"=='&图 $U'( 细胞接种后 #; H"正常对
照组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组细胞增生率分别
为&!""k"" n"k"" '_* & !"?k## n=k;= '_和 & #<k;? n
;k=!'_"总体比较差异有统计学意义 &Vh#?k<!^"
Kh"k""!'"其中 BEI>DSP>W1'= 组细胞增生率显著低
于正常对照组和 BEI>DSP组"差异均有统计学意义
&均 Km"k"!'&图 $T'(
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图 >7腺病毒感染后不同时间点
各组细胞增生率量化比较%Em
细胞接种后 ;^ H 各组细胞增生
率量化比较 Vh$k=<!"Kh"k"=$
&单因素方差分析'%Um细胞接
种后 ^? H 各组细胞增生率量化
比较%Vh!^k?!;"Kh"k"== &单

因素方差分析'%Tm细胞接种后 #; H 各组细胞增生率量化比较%

Vh#?k<!^"Kh"k""!%与 BEI>DSP>W1'= 组比较"(Km"k"! &单因素
方差分析"W1]A+检验"%h7'%BEIm重组腺病毒)DSPm绿色荧光蛋白

=2>7各组 MaY&T:的迁移情况比较
WB(,:LA**小室迁移实验结果显示"正常对照组和

BEI>DSP组迁移细胞数较多"呈紫色染色"BEI>DSP>
W1'= 组结晶紫染色的细胞数明显减少&图 ^E`T'(
正常对照组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组迁移细胞
数分别为&; ;7"k;=n<$"k̂^'*&; $#"k"" n̂ ^!k"7'和
&#;$k#=n$7$k?"'个"组间迁移细胞数的总体比较差
异有统计学意义&Vh?k=;^"Kh"k""?'"其中正常对
照组与 BEI>DSP组迁移细胞数量的比较差异无统计
学意义&Kl"k"='"BEI>DSP>W1'= 组迁移细胞数较正
常对照组和 BEI>DSP组显著减少"差异均有统计学意
义&均 Km"k"!'&图 ^4'(

迁
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图 H7各组迁移细胞数比较%Em正常对照组迁移细胞数量较多"细
胞呈紫色染色&结晶紫%标尺h!"" !'"j!""'%UmBEI>DSP组迁移
细胞较多&结晶紫%标尺h!"" !'"j!""'%TmBEI>DSP>W1'= 组迁
移细胞数明显减少&结晶紫%标尺h!"" !'"j!""'%4m各组迁移细
胞数量的量化比较%Vh?k=;^"Kh"k""?2与 BEI>DSP>W1'= 组比

较"(Km"k"!&单因素方差分析"W1]A+检验"% ĥ '%BEIm重组腺病
毒)DSPm绿色荧光蛋白
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=2H7各组细胞管腔形成数量比较
R(GB)-A*实验结果显示"正常对照组和BEI>DSP组

管腔形成数量较多且较完整"BEI>DSP>W1'= 组仅有极
少量管腔形成"且管腔不完整&图 =E T̀'( 正常对照
组*BEI>DSP组和 BEI>DSP>W1'= 组平均每张图片中管
腔形成数目分别为 &<=k7#n=k?7'*&??k"" n̂k=?'和
&;"k7#n$k=!'个"总体比较差异有统计学意义 &Vh
;;7k̂<?"Km"k"!'"其中正常对照组与 BEI>DSP组细
胞管腔形成数量的比较差异无统计学意义&Kl"k"='"
BEI>DSP>W1'= 组细胞管腔形成数量较正常对照组和
BEI>DSP组明显减少"差异均有统计学意义 &均 Km
"k"!'&图 =4'(
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图 I7各组细胞管腔形成情况比较%E#正常对照组管腔形成数较
多"且管腔较完整&标尺h!"" !'"j!""'%U#BEI>DSP组管腔形成
情况接近正常对照组 &标尺h!"" !'"j!""'%T#BEI>DSP>W1'= 组
管腔形成明显较少"管腔不完整&标尺h!"" !'"j!""'%4#各组细
胞管腔形成数量的量化比较%Vh;;7k̂<?"Km"k"!2与 BEI>DSP>

W1'= 组比较"(Km"k"!&单因素方差分析"W1]A+检验"%h$'%BEI#
重组腺病毒)DSP#绿色荧光蛋白

=2I7各组细胞上清液中 Y&DS蛋白质量浓度比较
腺病毒感染后 ;^*^? 和 #; H 各组细胞培养上清

液中 Y&DS蛋白质量浓度的总体比较差异均有统计学
意义&V分组 h#$k;7""Km"k"!)V时间 h#$k̂##"Km"k"!')

腺病毒感染后 ;^ H"正常对照组*BEI>DSP组和 BEI>
DSP>W1'= 组细胞培养上清液中 Y&DS质量浓度分别
为&;k""n"k!!'*&!k<?n"k"#'和&!k7$n"k;='!-8'*"

腺病毒感染后 ^? H 分别为 & =k;# n"k#$ '* & 7k!" n
"k;?'和 & ^k## n"k!$ ' !-8'*"感染后 #; H 分别为
&#k#;n"k<$'*&?k?<n"k7^'和&7k=$n"k#7'!-8'*"其
中感染后 ^? H 和 #; H"BEI>DSP>W1'= 组 Y&DS质量浓
度均明显低于 BEI>DSP组"差异均有统计学意义&均
Km"k"!'&图 7'(
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图 J7腺病毒感染后不同
时间点各组细胞培养上清

液中 hOP9质量浓度的比
较%V分组 h#$k;7""Km"k"!)

V时间 h#$k̂##"Km"k"!2与

各自时间点 BEI>DSP>W1'=

组比较" (Km"k"! &两因素
方差分析"W1]A+检验"%h7'

Y&DS#血管内皮生长因子)BEI#重组腺病毒)DSP#绿色荧光蛋白

>7讨论

肿瘤抑素的抗血管活性主要是通过与血管内皮细

胞表面的精氨酸\甘氨酸\天冬氨酸 &EB->D*+>E:K"
[D4'依赖性"&#$ 整合素结合"进而抑制血管内皮细
胞内特异性蛋白质的合成而实现的

+!=\!7, ( 目前"肿瘤
抑素主要用于肿瘤的治疗

+!#\!?, "而在眼科领域的研究
报道较少"且由于其相对分子质量大*潜在的免疫原性
及可溶性低等特性限制了其临床应用

+!<\;", ( 本研究
在 6-4U 基因的前端加入优化的分泌型荧光素酶
&D*1'信号肽片段"使感染的细胞表达分泌型 W1'=
肽

+;!\;;, "从而以自分泌和旁分泌的形式发挥作用( 已
有研究证实 W1'= 对病理性视网膜血管新生过程有抑
制作用"但其对生理性血管内皮细胞的生物学活性是
否发挥作用受到关注( 本实验中以 = 型腺病毒为载
体"将重组 6-4U 基因片段导入 MaY&T:中"发现细胞
增生数量*细胞迁移数量及管腔形成数量均低于常规
培养的 MaY&T:和导入空载体细胞"而常规培养的
MaY&T:与导入空载体的细胞间细胞增生数量*细胞
迁移数量及管腔形成数量接近( 本研究结果还显示"
各组细胞培养上清液中 Y&DS质量浓度随培养时间的
延长而增加"病毒感染后 ;^ H 正常培养细胞*空载体
导入细胞和导入 W1'= 的细胞上清液中 Y&DS质量浓
度无明显变化"但病毒感染后 ^? H 和 #; H 导入 W1'=
的细胞上清液中 Y&DS质量浓度明显低于正常培养细
胞和空载体导入细胞( 以往的研究显示"给予小鼠生
理浓度的 W1'= 可抑制病理性新生血管的生成"但对
正常的血管发育和修复组织中的血管形成过程无明显

影响"这主要是由于"&#$ 在病理性的血管内皮上呈
高表达"而在正常的血管内皮细胞上的表达量很低所
致

+;$, ( 本研究结果与上述文献报道结果并不矛盾"因
为本实验利用腺病毒载体使 W1'= 在 MaY&T:中过表
达"使 W1'= 在 MaY&T:中的表达远高于生理状态下
的表达量"说明超过生理含量的 W1'= 会抑制正常血
管内皮细胞的增生*迁移和管腔形成(

W1'= 对 MaY&T:生物学行为的抑制作用可能是
通过抑制 Y&DS的表达而实现的"因为细胞移行和管
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腔形成是在腺病毒感染后 =^ =̀7 H 进行的"这与细胞
在感染 W1'= 腺病毒后 ^? #̀; H 细胞培养上清液中
Y&DS质量浓度显著下降的结果一致( 下一步"我们
拟对转染了 BEI>W1'= 的细胞给予外源性 Y&DS后是
否可以抵消 W1'= 对 MaY&T:的抑制作用进行研究(

综上所述"本研究结果表明腺病毒介导的 W1'=
重组基因的过表达对生理状态下 MaY&T:的增生*迁
移及管腔形成具有显著的抑制作用"这些作用可能是
通过 W1'= 下调血管内皮细胞中 Y&DS的表达和分泌
来实现的( 本研究结果为用腺病毒介导的 W1'= 治疗
眼部新生血管性疾病及其最佳剂量的选择提供了参考
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WB(,:*[A:";"!$"!7!&^' c;^!\;=^2456#!"2!"!7 892GB:*2;"!;2!;2
""#2

+<, V)d"MAW"41 g"AG(*26,H).)G)/, /J/O+-A,>),I13AI ):3HA')3BAG),(*
,A/N(:31*(B)Q(G)/, L)GH (IA,/N)B(*!=>*)K/O+-A,(:A>! -A,AGB(,:JABN)(

1K>BA-1*(G)/, /JPPE[>'(,I I/L,>BA-1*(G)/, /JY&DS[>; AOKBA::)/,
+X85V,2PV/@ 5,A";"!^"< &! ' cA?=?;^ +;"!7 \!"\!^ ,2HGGK:#88
LLL2,3.)2,*'2,)H2-/N8K1.'AI8;^^7=#;?2456#!"2!$#! 89/1B,(*2
K/,A2""?=?;^2

+!",R(3V(BA, [&"DB/KKAR"U(B,(BI E["AG(*2[AG),(*-A,AGHAB(K+),
K(G)A,G:L)GH 3H/B/)IABA')(#),)G)(*J),I),-:JB/' (KH(:A!8; 3*),)3(*
GB)(*+X,2V(,3AG" ;"!^" $?$ & <<;$ ' c!!;< \!!$#2456# !"2!"!7 8
@"!^">7#$7&!$'7;!!#>"2

+!!,E'AB)M" V)1 M" V)1 [" AG(*2WZ&Eg8S,!^ K(GHL(+):(,/NA*
'AI)(G/B/JBAG),(*,A/N(:31*(B)Q(G)/, +X,26,NA:G5KHGH(*'/*Y):@3)"
;"!^"==&;' c?"!\?!$2456#!"2!!7# 8)/N:2!$>!;?!;2

+!;,U()fX"M1(,-Vd"b1 bV"AG(*2P/*+AGH+*A,A-*+3/*>'/I)J)AI K)-'A,G
AK)GHA*)(*>IAB)NAI J(3G/B# ,AL KB/:KA3G: J/B GBA(G'A,G /J BAG),(*
,A/N(:31*(B)Q(G)/, + X,2XPH(B'(3/*&OK WHAB" ;"!;" $^; & ! ' c
!$!\!$<2456#!"2!!;^ 89KAG2!!;2!<;=#=2

+!$,f1 Z" U()f" M(, C" AG(*26,H).)G)/, /JK(GH/*/-)3(*BAG),(*
,A/N(:31*(B)Q(G)/, .+ :A'(KH/B), $E + X,2R/*Y):" ;"!$" !< c
!$<#\!^"=2
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$#^? 8L9-2N;!2)$;2<=772

+!=,R(A:H)'(f"T/*/B(I/PT"g(**1B)["AG(*2WL/[D4),IAKA,IA,G"#$
),GA-B), .),I),-:)GA:/, G1':G(), BA-1*(GAI):G),3G(,G)G1'/BKB/KABG)A:
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+!7, @1IH(](BE"@1-)'/G/M"f(,-T"AG(*2M1'(, G1':G(G), (,I H1'(,
A,I/:G(G), AOH).)GI):G),3G(,G)(,-)/-A,)3(3G)N)G)A:'AI)(GAI .+"N#$
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+!#,R(A:H)'(f"T/*/B(I/PT"W/BBAE"AG(*24):G),3G(,G)G1'/BKB/KABG)A:
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U)/*THA'" ;"""" ;#= & ;? ' c;!$^" \;!$^?2456# !"2!"#^ 89.32
R""!<=7;""2

+!?, @1IH(](BE"U//:(,)T@26,H).)G)/, /JG1'/B(,-)/-A,A:):.+G1':G(G),#
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@3)WHAB";"!"";""<#?\!?2456#!"2̂!#; 8!<^?>=<=72!""""";2

+;!,Z1BI),-ABW"U(IBT"P)]AV"AG(*2E:A3BAGAI *13)JAB(:AJ/B(T?"?.
'/,)G/B),-/J"% ?"?.KB/3A::A:+ X,2C(GRAGH/I:" ;""?" = & ; ' c
!#!\!#$2456#!"2!"$? 8,'AGH2!!##2

+;;,W(,,/1:UE"g)' 4&"SAB,(,IAQXV"AG(*2T/I/,>/KG)')QAI D(1::)(
*13)JAB(:A34CEJ/B'(''(*)(, -A,AAOKBA::)/, ), 31*G1BA(,I "% ?"?.
+X,2R/*WHAB";""="!!&$' ĉ$=\̂ ^$2456#!"2!"!7 892+'GHA2;""^2
!"2"!72

+;$,M('(,/f" dA):.AB-R" @1-)'/G/M" AG(*2PH+:)/*/-)3(**ANA*:/J
G1':G(G),"(JB(-'A,G/J3/**(-A, " (*KH($ 3H(),"(BA-A,AB(GAI .+
RRP>< KB/GA/*+:):(,I :1KKBA::(,-)/-A,A:):N)((*KH(Y.AG($ ),GA-B),
+X,2T(,3ABTA**";""$"$&7' c=?<\7"!2
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