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!!&摘要'!!目的!探讨重组人血小板源性生长因子?̀ "̀LPY5AB?̀ $̀对人视网膜血管内皮细胞" P]@%E,$

增生和迁移的影响及其作用机制(!方法!采用含体积分数 8#l胎牛血清的 5D%D培养液培养 P]@%E,#分
别将 8#)># 和 "## .Q<&)LPY5AB?̀`加入对数生长期 P]@%E,的培养液#未添加 LPY5AB?̀`者作为正常对照

组( 采用细胞计数试剂盒?$"EEf$$法检测各组细胞的增生情况*采用细胞划痕法检测细胞相对迁移面积"迁
移后无细胞区面积<划痕初期无细胞区面积$*采用逆转录 YE]法检测 P]@%E,中 LPY5AB?̀`受体"LPY5AB?

`̀ ]$&]GC的相对表达量*采用实时荧光定量 YE]法检测 P]@%E,中 @%AB&]GC和整合素 &]GC相对表达
量(!结果!培养的 P]@%E,生长良好#用 LPY5AB?̀ ]̀引物能扩增出与引物设计长度相符的表达条带( 正

常对照组及 8#)># 和 "## .Q<&)LPY5AB?̀`组培养细胞后 "K P 细胞增生值"J$分别为 8i#8k#i#>)8i#=k#i#K)
8i8#k#i#" 和 8i89k#i#>#8#)># 和 "## .Q<&)LPY5AB?̀`组 J值明显高于正常对照组#差异均有统计学意义
"2g"i>#K)9iK9#)9iK$9#均 =j#i#>$*细胞划痕试验后 "K P#正常对照组及 8#)># 和 "## .Q<&)LPY5AB?̀`组
细胞相对迁移面积分别为 #iK"k#i8#)#i9$k#i#=)#i>>k#i#; 和 #i;8k#i#>#划痕试验后 K$ P 细胞相对迁移面
积分别为 #i:>k#i#;)#i$8k#i#")#i$:k#i#" 和 #i=$k#i#"#总体比较差异均有统计学意义"7

分组
g8;i"$9#=g

#i###*7
时间

g"#=i8"=#=g#i###$#随着 LPY5AB?̀`剂量增加和作用时间延长#细胞相对迁移面积均明显增
加*实时荧光定量 YE]法检测显示正常对照组及 8#)># 和 "## .Q<&)LPY5AB?̀`组 P]@%E,中整合素 &]GC

相对表达量分别为 8i#;k#i#")8i9#k#i8#)8i"#k#i8; 和 8i":k#i#$#@%AB&]GC相对表达量分别为 #i=:k

#i#>)8i#;k#i8;)8i>$k#i8$ 和 8i;;k#i"8#其中 ># .Q<&)和 "## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞中整合素 &]GC及
@%AB&]GC相对表达量均明显高于正常对照组#差异均有统计学意义"整合素 &]GC%2g9i=##)Ki#8K#均 =j

#i#>*@%AB&]GC%2g;i=K#):i"8##均 =j#i#>$(!结论!LPY5AB?̀ ]̀促进 P]@%E,的增生和迁移#其作用
呈剂量和时间依赖性#其可能与上调 @%AB和整合素在细胞中的表达有关(!

&关键词'!血管内皮细胞<细胞学* 病理性新生血管<代谢* 血小板源性生长因子* 血小板源性生长因
子受体* 重组蛋白* 人* 细胞培养* 整合素* 血管内皮生长因子
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&]GC'.+ (.13QL(. &]GC(. 1P343)),R',+313413+ -,(.QL3')?1(&3O)-NL3,43.43^-'.1(1'1(M3YE]2! J389A28!
P]@%E,QL3RR3))'.+ '3*SL3,,(.QV'.+ '44NL+(.QR(1P LPY5AB?̀ ]̀SL(&3R',+(,S)'T3+2FP3'V,NLV'.4TM')-3,NO
1P343)),R3L38i#8 k#i#>#8i#= k#i#K# 8i8# k#i#" '.+ 8i89 k#i#> (. 1P3.NL&')4N.1LN)QLN-S '.+ 8## >##
"## .Q<&)LPY5AB?̀`QLN-S,'1"K PN-L,'O13L4-)1-L3#'.+ 1PN,3(. 1P38##># '.+ "## .Q<&)LPY5AB?̀`QLN-S,
R3L3,(Q.(O(4'.1)T(.4L3',3+ (. 4N&S'L(,N. R(1P 1P3.NL&')4N.1LN)QLN-S "2g"i>#K#9iK9##9iK$9#'))'1=j#i#>$2
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#iK"k#i8###i9$k#i#=##i>>k#i#; '.+ #i;8k#i#> '1"K PN-L,'O13L4-)1-L3#'.+ 1PN,3'1K$ PN-L,R3L3#i:>k#i#;#
#i$8k#i#"##i$:k#i#" '.+ #i=$k#i#"#,PNR(.Q,(Q.(O(4'.1+(OO3L3.43,'&N.Q1P3QLN-S,"7QLN-S g8;i"$9#=g#i###*
71(&3g"#=i8"=#=g#i###$#'.+ 1P3L3)'1(M3&(QL'13+ 'L3',R',+3S3.+3+ -SN. 1P3LPY5AB?̀`+N,3'.+ 1(&32FP3
L3)'1(M33*SL3,,(N.,NO(.13QL(. &]GCR3L38i#;k#i#"#8i9#k#i8##8i"#k#i8; '.+ 8i":k#i#$#'.+ 1PN,3NO@%AB
&]GCR3L3#i=:k#i#>#8i#;k#i8;#8i>$k#i8$ '.+ 8i;;k#i"8 (. 1P3.NL&')4N.1LN)QLN-S '.+ 8##># .Q<&)#
"## .Q<&)LPY5AB?̀`QLN-S,#L3,S341(M3)T#'.+ (.4L3',3+ 3*SL3,,(N.,NO(.13QL(. &]GC'.+ @%AB&]GCR3L3ON-.+
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!!视网膜新生血管是多种视网膜疾病的共同病理过
程#病理性新生血管非但不能为周围组织供血供氧#反
而易导致严重的视力损伤#甚至致盲 +8, #病理条件下
视网膜内促血管生成因子和抑血管生成因子表达的失

衡是导致新生血管形成的主要原因( 研究表明#重组
人血 小 板 源 性 生 长 因 子?̀`" L34N&V(.'.1P-&'.
S)'13)31+3L(M3+ QLNR1P O'41NL?̀ #̀LPY5AB?̀ $̀能诱导血
管内皮细胞的增生)迁移和管腔形成 +"\9, #还可以通过

招募周细胞以维持血管结构的完整性
+K\;, ( 然而#

LPY5AB?̀`对视网膜血管内皮细胞功能发挥影响的
机制有待进一步研究( 本研究拟探讨不同质量浓度
LPY5AB?̀`对人视网膜血管内皮细胞 " P-&'. L31(.')
M',4-)'L3.+N1P3)(')43)),#P]@%E,$生物学行为的影响
及其作用机制#以进一步认识视网膜新生血管的发生
机制#为临床上视网膜新生血管相关病变的靶向防治
研究提供依据(

EB材料与方法

E2EB材料
P]@%E,株 "上海雅吉生物科技有限公司 $*

LPY5AB?̀ "̀美国 CE]6 (̀N,T,13&,公司$*胰蛋白酶)

胎牛血清 " O31')VNM(.3,3L-&# B̀ H $ 和 Ỳ H "美国
IT4)N.3公司$*微量]GC抽提试剂盒)逆转录试剂盒)
5.',3纯化剂 "德国 s('Q3. 公司$*YE]试剂盒)5GC

相对分子质量标准"5GC&'LW3L$"大连 F'W'L'生物技

术公司$*Hc̀ ]YL3&(*%*F'̂FD"日本 F'W'L'公司$*
LPY5AB?̀`受体"LPY5AB?̀`L343S1NL#LPY5AB?̀ ]̀$)

血管内皮生长因子"M',4-)'L3.+N1P3)(')QLNR1P O'41NL#
@%AB$*整合素引物由南京金思瑞生物科技有限公司
设计合成*细胞计数试剂盒?$ " 43))4N-.1(.QW(1?$#
EEf$$试剂盒"日本 56Z7G56公司$(
E2GB方法
E2G2EB细胞的培养及传代B参照文献+:,提供的实
验方法#采用含体积分数 8#l B̀ H 的 5D%D培养液
于 9: m) 体积分数 >l E6" 培养箱中常规培养

P]@%E,株( 细胞培养后 9 tK + 按照 8 _K比例传代(

倒置相差显微镜下观察培养细胞的形态#取生长活跃)

处于对数生长期的 P]@%E,进行后续实验(
E2G2GBEEf$ 法检测各组细胞的增生情况!取对数
生长期的 P]@%E,悬液接种于 =; 孔板#每孔加入约
8n8#K

个细胞#于 9: m)>l E6")相对湿度 =#l的培养
箱中培养 "K P( 以无菌移液管吸除原培养液#将
LPY5AB?̀`置于含有 8#l B̀ H 的 5D%D培养基#使
终质量浓度分别为 8#)># 和 "## .Q<&)#每组设 9 个复
孔( 孵育后 "K P 每孔更换为含有 8# ")EEf$ 的培养
基 8## ")#置于酶联检测仪上测定波长 K># .&下的吸
光度"J$值(
E2G2LB逆转录 YE]法检测 P]@%E,中 LPY5AB?̀ ]̀
&]GC的表达!分别将 #)8#)># 和 "## .Q<&)LPY5AB?
`̀ 加入培养液培养 P]@%E,; t$ P#收集细胞#利用
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微量 ]GC抽提试剂盒提取总 &]GC#用 5GC试剂催
化#清除总]GC中残留的5GC杂质#将 &]GC逆转录
成 45GC#于\"# m保存备用( LPY5AB?̀ ]̀上游引物
序列%> 0?AAFACECEFAECEACACCAC?9 0#下游引物
序列%>0?AFEEEECCFAAFAAFFFFAE?90#扩增片段长
度为 88$ VS( 以 45GC为模板扩增目的基因#逆转录
YE]扩增条件%=K m预变性 " &(.*=K m变性 9# ,#
>$ m褪火 9# ,#:" m延伸 9# ,#扩增 9> 个循环*最后
:" m延伸 8# &(.( 扩增产物加入 " ")混有核酸料
"A3)]3+$的 ; 倍上样缓冲#质量分数 "l琼脂糖凝胶
上样电泳#于凝胶成像仪上拍照(
E2G2MB细胞划痕法检测各组 P]@%E,的相对迁移面
积!将对数期的 P]@%E,接种于 "K 孔板#每孔加入约
8i#n8#>

个细胞#待细胞长至约 =#l后用无菌 "## ")
枪尖垂直于培养板底划 " 条水平直线#用无菌 Ỳ H 洗
涤 9 次以去除离壁漂浮的细胞#形成一个无细胞区#加
入含有 8#l B̀ H 的 LPY5AB?̀`蛋白的 5D%D培养
液#LPY5AB?̀`的终质量浓度分别为 #"正常对照组$
及 8#)># 和 "## .Q<&)( 将 "K 孔板置于恒温培养箱中
培养#分别于培养后即刻)"K P 和 K$ P 在倒置相差显
微镜下观察并拍照( 用 7&'Q3Z软件的度量工具分别
测量处理前)后细胞划痕处的无细胞区面积#二者的差
值即为相应时间点细胞的平均迁移面积( 细胞相对迁
移面积g细胞平均迁移面积<划痕初期无细胞区面积(
E2G2N B实时荧光定量 YE]法检测不同质量浓度
LPY5AB?̀`干预后 P]@%E,中 @%AB和整合素 &]GC
的表达!以 82"2" 中提取的 45GC#以 45GC为模板#
扩增 @%AB和整合素( @%AB上游引物序列% > 0?
FAAFEEECAAEFAECEEECF?90#下游引物序列% > 0?
EAECFEAECFECAAAAECEC?9 0# 扩 增 片 段 长 度 为
8$K VS( 整 合 素 上 游 引 物 序 列% > 0?
ECAEFCECCAEEEECACCAF?90 下游引物序列% > 0?
EFACFFEEFAAACAEAAFFE?90# 扩 增 片 段 长 度 为
8K= VS( 循环条件%=> m预热 > &(.#=> m解旋 8# ,#
;# m退火并延伸 9# ,#扩增 K# 个循环#以 ACY5I作
为内参照#根据扩增过程中各样本产生的 E1值#按
"\##E1

法计算目的基因相对表达量( ACY5I上游引物
序列% > 0?CEECECAFEECFAEECFECE?9 0#下游引物
序列%>0?FEECEECEEEFAFFAEFAFC?90#扩增片段长
度为 K>" VS(
E2LB统计学方法

采用 HYHH 8>i# 统计学软件进行统计分析( 本研
究检测指标的数据资料经 HP'S(LN?X()W 检验证实呈正
态分布#以 Lk8表示( 采用均衡分组多水平研究设计#

正常对照组及 8#)>#)"## .Q<&)LPY5AB?̀`组间细胞
增生值)细胞中 @%AB&]GC和整合素 &]GC相对表
达量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 5-..3112检验*不同剂量 LPY5AB?̀`作用
不同时间点细胞相对移行面积的总体差异比较采用重

复测量两因素方差分析#组间多重比较采用 aH5?2检
验( =j#i#> 为差异有统计学意义(

GB结果

G2EB培养细胞的形态及 LPY5AB?̀ ]̀&]GC的表达
对数期生长的 P]@%E,呈梭形#大小均匀#细胞质

透亮#细胞核居中且清晰可见*培养后 " t9 + 细胞生
长密度达到 =#l以上#细胞排列整齐"图 8$( 逆转录
YE]检测显示# P]@%E,中 LPY5AB?̀ ]̀&]GC表达
条带呈阳性"图 "$(
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图 EB倒置显微镜下培养细胞的形态"n"##$!培养的细胞呈梭形#
细胞大小均匀#排列整齐致密!图 GB逆转录 ,"J法检测细胞中
75,+'(?[[J=J$)的表达!可见培养的细胞中 LPY5AB?̀ ]̀
&]GC表达条带#相对分子质量为 88# D%标准蛋白相对分子质量*
LPY5AB?̀ ]̀%重组人血小板源性生长因子?̀`受体

G2GB各组 P]@%E,的增生情况比较
正常对照组及 8#)>#)"## .Q<&)LPY5AB?̀`培养

细胞后 "K P 细胞增生值"J$分别为 8i#8k#i#>)8i#=k
#i#K)8i8#k#i#" 和 8i89k#i#>#各组间 J值的总体比
较差异有统计学意义 "7g;i";:#=g#i##$$#8#)>#)
"## .Q<&)LPY5AB?̀`组 J值均明显高于正常对照组#
差异均有统计学意义 "2g"i>#K)9iK9#)9iK$9#均 =j
#i#>$"图 9$(
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a a a 图 LB各组细胞增生情况
的量化比较!7g;i";:#
=g#i##$2与正常对照组

比较#'=j#i#>"单因素方
差分析#5-..3112检验#(g
9$!8%正常对照组!"%
8# .Q<&)LPY5AB?̀`组
!9%># .Q<&)LPY5AB?̀`

组!K%"## .Q<&)LPY5AB?̀`组!P]@%E,%人视网膜血管内皮细胞
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G2LB各组 P]@%E,的相对迁移面积
倒置显微镜下可见正常对照组随着培养时间延长#

细胞划痕面积无明显变化( 培养后 "K P#8#)># 和
"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞划痕面积逐渐缩小( 培养
后 K$ P#8# .Q<&))># .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞划痕面积
均明显小于培养后 "K P#"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞
划痕面积消失"图 KC$( 细胞划痕试验显示#培养后
"K P正常对照组及 8#)>#)"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞
相对迁移面积分别为 #iK"k#i8#)#i9$k#i#=)#i>>k#i#;
和 #i;8 k#i#>*培养后 K$ P 正常对照组及 8#) >#)
"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞相对迁移面积分别为

#i:>k#i#;)#i$8k#i#")#i$:k#i#" 和 #i=$k#i#"#总体
比较差异均有统计学意义"7分组 g8;i"$9#=g#i###*
7时间 g"#=i8"=#=g#i###$ #随着 LPY5AB?̀`质量浓
度增加#细胞相对迁移面积增大( 与正常对照组比
较#培养后 "K P ># .Q<&))"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细
胞相对迁移面积均明显增加#培养后 K$ P 8#)>#)
"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞相对迁移面积均明显
增加#差异均有统计学意义 "均 =j#i#> $ *培养后
K$ P正常对照组及 8#)>#)"## .Q<&)组细胞相对迁移
面积均明显大于培养后 "K P#差异均有统计学意义
"均 =j#i#>$ "图 K $̀ (
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图 MB各组 5J%&"8的相对迁移面积!Ch倒置显微镜下各组细胞迁移变化"n8##$!正常对照组
随着培养时间延长#细胞划痕面积无明显变化*培养后"K P#随着 LPY5AB?̀`质量浓度的增加#细胞
划痕面积逐渐缩小*培养后 K$ P#8#)># .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞划痕面积均明显小于培养后 "K P#
"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞划痕面积消失! h̀各组 P]@%E,相对迁移面积的量化比较!7分组 g

8;i"$9#=g#i###*7时间 g"#=i8"=#=g#i###2与培养后 "K P 正常对照组比较#'=j#i#>*与培养后

K$ P正常对照组比较#V =j#i#> "重复测量两因素方差分析#aH5?2检验#( g9$!8h正常对照组!
"h8# .Q<&)LPY5AB?̀`组!9h># .Q<&)LPY5AB?̀`组!Kh"## .Q<&)LPY5AB?̀`组!LPY5AB?̀ h̀重
组人血小板源性生长因子?̀`

G2MB各组 P]@%E,中整合素和 @%AB&]GC的表达
正常对照组及 8#)>#)"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞

中整合素 &]GC相对表达量分别为 8i#;k#i#")8i9#k
#i8#)8i"#k#i8; 和 8i":k#i#$#@%AB&]GC相对表达
量分别为 #i=:k#i#>)8i#;k#i8;)8i>$k#i8$ 和 8i;;k
#i"8#总体比较差异均有统计学意义 "7g9i#::#=g

#i#=8*7g""i=8>#=g#i###$( 与正常对照组相比#
8# .Q<&))"## .Q<&)LPY5AB?̀`组细胞中整合素 &]GC
相对表达量明显增高#差异均有统计学意义"2g9i=##)
Ki#8K#均 =j#i#>$#># .Q<&)和"## .Q<&)LPY5AB?̀`
组细胞中 @%AB&]GC相对表达量明显增高#差异均有
统计学意义"2g;i=K#):i"8##均 =j#i#>$"图 >$(
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图 NB实时荧光定量 ,"J法检测各组 5J%&"8中整合素和 %&'(
=J$)表达的量化比较!C量各组细胞中整合素 &]GC相对表达水
平的量化比较!7g9i#::#=g#i#=82与正常对照组比较#'=j#i#>
"单因素方差分析#5-..3112检验# ( g9 $ ! 量̀各组细胞中 @%AB
&]GC相对表达水平的量化比较!7g""i=8>#=g#i###2与正常对
照组比较#'=j#i#> "单因素方差分析#5-..3112检验# ( g9 $ !
@%AB量血管内皮生长因子!8量正常对照组!"量8# .Q<&)LPY5AB?̀`
组!9量># .Q<&)LP Y5AB?̀`组!K量"## .Q<&)LP Y5AB?̀`组

LB讨论

视网膜新生血管的形成是增生性糖尿病视网膜病

变)缺血性视网膜静脉阻塞)早产儿视网膜病变)%')3,病
等多种视网膜疾病的共同病理机制( 病理性新生血管属
于畸形血管#常导致视网膜出血而引起视力损害#因此如
何有效地抑制视网膜新生血管形成是目前的研究热点(

Y5AB是一种肽类生长因子#LPY5AB?̀`是其中
一个重要的亚型( 早期研究证实#LPY5AB?̀`促进肿
瘤血管的形成及生长

+$\88, #之后的研究发现其在眼部
新生血管的形成中也发挥一定的作用

+8"\8>, ( 后续的
临床检测中发现#年龄相关性黄斑变性患者比非增生
期糖尿病患者及正常人血浆中 LPY5AB?̀`含量明显
增加#增生期糖尿病视网膜病变和中心性视网膜静脉
阻塞患者房水中 LPY5AB?̀`含量明显增加 +8;\8:, ( 以
上研究均提示 LPY5AB?̀`可能参与视网膜新生血管
的发生#P]@%E,是新生血管形成的主要靶细胞 +8$, #本
研究以 P]@%E,为研究对象#用不同质量浓度的
LPY5AB?̀`进行干预#探讨不同剂量 LPY5AB?̀`对
P]@%E,功能的影响及其作用机制(

本研究发现 P]@%E,表面表达 LPY5AB?̀ ]̀#为后
续实验用 LPY5AB?̀`蛋白干预 P]@%E,奠定了基础(
细胞划痕法及 EEf$ 法检测发现#LPY5AB?̀`可以明
显促进 P]@%E,的迁移和增生能力#且 LPY5AB?̀`的
这种作用呈剂量依赖性#与以往报道的 LPY5AB?̀`能
诱导血管内皮细胞的增生)迁移及管腔样结构形成的
结果一致

+"\9, #血管内皮细胞的迁移和增生能力越强#

其成管能力越强#对新生血管的形成越有利#因此血管
内皮细胞的迁移和增生能力常作为评价新生血管形成

能力的指标(

以往研究发现#Y5AB可以促进细胞中 @%AB和
整合素的表达

+8=\"#, #为进一步探讨其中的机制#本研
究通过实时荧光定量 YE]法检测了 LPY5AB?̀`干预

下 P]@%E,中整合素和 @%AB&]GC的表达变化#结
果显示 LPY5AB?̀`干预后# P]@%E,中整 合 素 和
@%AB表达上调( @%AB是重要的促血管生成因子#其
表达水平与 P]@%E,的迁移和增生密切相关 +"8, ( 整
合素在视网膜新生血管的形成中也是重要的维持因素

之一#整合素活化后可增加对细胞外基质的亲和力#向
细胞内传递信息#进而产生导致细胞骨架重排#启动细
胞迁移#促进细胞存活和生长分化的长期效应( 在视
网膜疾病中#有研究发现整合素抑制剂可抑制促血管
生成因子诱导的血管内皮细胞的迁移)黏附和增生#降
低鼠视网膜病理性新生血管的形成#而对正常血管无
影响

+""\"9, ( 因此#整合素和 @%AB表达水平的改变可
能是 P]@%E,功能发生改变的分子学依据( 综上所
述#Y5AB?̀`蛋白与 P]@%E,表面的 LPY5AB?̀ ]̀结
合后可上调整合素和@%AB的表达#进而增强 P]@%E,
的迁移和增生的能力(

目前#临床上对视网膜新生血管的治疗主要为应用
抗 @%AB药物#该治疗方式虽然已经取得了良好的效
果#但仍有很大的研究空间( 关于肿瘤治疗的临床前试
验发现#抗 Y5AB与抗 @%AB联合使用拮抗肿瘤新生血
管的效果优于单独使用抗 @%AB药物#并能减少不良反
应的发生

+"K, ( 本研究结果可为临床上应用抗 Y5AB药
物治疗视网膜新生血管性疾病的研究提供依据(
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