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!!$摘要%!背景!研究证实 B8],核糖基化因子&B\F'能促进角膜组织中促血管相关因子的分泌#如血管
内皮生长因子&D&EF'和一氧化氮合酶&H9Z'等#从而导致病理状态下角膜新生血管的发生#但 B\F对人视
网膜膜血管内皮细胞&V\&G>'管腔形成能力的影响和机制尚不清楚#了解 B\F对 V\&G>形成管腔能力的影
响对研究视网膜新生血管相关疾病的靶向治疗具有重要意义(!目的!探讨 B\F拮抗剂对 V\&G>管腔形成
能力的影响以及其作用机制(!方法!对 V\&G>进行常规培养和传代#取对数生长期细胞分为对照组和 B\F
拮抗剂组#对照组细胞在实验过程中按常规培养法培养#培养基中不添加 B\F拮抗剂#而 B\F拮抗剂组细胞
在后续实验时于培养液中添加 "@ $'.*;b的 B\F拮抗剂 " '*( 采用逆转录 ]G\法和 Y6>76O/ T*.7法检测
B\F'\HB及蛋白在 V\&G>中的表达( 应用半固态 C(7O)06*胶体外三维成型法检测对照组和 B\F拮抗剂组
V\&G>形成管腔形态和数目( 采用 \U,]G\和 Y6>76O/ T*.7法检测 D&EF)H9Z)局部黏着斑激酶&FBg')热休
克蛋白 ?#&VZ]?#''\HB及蛋白在各组 V\&G>中的相对表达量(!结果!逆转录 ]G\和 Y6>76O/ T*.7法检测
显示#对照组和 B\F拮抗剂组 V\&G>中 B\F'\HB的相对表达量分别为 # 4̀@o# "̀K 和 # %̀3o# "̀##对照组
和 B\F拮抗剂组 V\&G>中 B\F蛋白的相对表达量分别为 # J̀@o# "̀@ 和 # 3̀Ko# "̀$#B\F拮抗剂组 B\F
'\HB及其蛋白的相对表达量均明显低于对照组#差异均有统计学意义 &/n$ %̀3#In# #̀#*/n@ "̀@#
In# #̀#'(对照组和 B\F拮抗剂组 V\&G>形成管腔的数量分别为&@" K̀4o$ "̀3'和&%K 4̀4oJ @̀$'个;视野#
差异有统计学意义&/n3 ?̀?#In# #̀K'( \U,]G\和 Y6>76O/ T*.7法检测显示#B\F拮抗剂组 V\&G>中 D&EF
'\HB和 H9Z '\HB及蛋白的相对表达量均明显低于对照组#差异均有统计学意义 &/n% #̀3#In# #̀K*
/n% 4̀J#In# #̀3*/n% %̀%#In# #̀%*/n3 J̀?#In# #̀K'( B\F拮抗剂组 V\&G>中 FBg'\HB和 VZ]?# '\HB
的相对表达量分别为 # 4̀@o# "̀J 和 # 3̀Jo# #̀@#均明显低于对照组中 # $̀4o# 3̀@ 和 # K̀4o# #̀?#差异均有统计
学意义&均 Ir# #̀@'(!结论!B\F拮抗剂对 V\&G>的管腔形成能力有抑制作用#其作用机制可能与下调
D&EF)H9Z 和下游重要信号转导因子 FBg)VZ]?# 在 V\&G>中的表达有关(!

$关键词%!B8],核糖基化因子;拮抗剂 I抑制剂* 内皮细胞;药物作用* 视网膜* 基因表达;药物作
用* 血管内皮生长因子* 人
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&$'()!S) Q#&'#(#) "̂%_#&#<3,& R3#'"&'#V#"%*"&3)##V) Q#&'#() I,#.%&'
!,-"./0,&/%12-3/3"40%4%'+# F11#4#"/,= P#.7/$%7-#/"4%1J%%W3%̀ X&#N,.7#/+# J)a3%) B8b99C# <3#&" & S) Q# &%̀
!,-"./0,&/%12-3/3"40%4%'+#U#&'3"#I.%N#&W,I,%-4,\7$%7-#/"4'
<%..,7-%&=#&' ")/3%."() I,#.%&'#>0"#4"4)-,#.%&'@7)="D,=)DW&

"%<302/.0#=N/.O521,)4=!\6>6(O<-6>>-.A6+ 7-(7B8],O)T.>S*(7)./ Q(<7.O&B\F' RO.'.76>)/7O(<.O/6(*
>6<O67)./ .Q'N*7)R*6(/0).06/6>)>,O6*(76+ Q(<7.O>#>N<- (>M(><N*(O6/+.7-6*)(*0O.A7- Q(<7.O&D&EF' (/+ /)7O)<.2)+6
>S/7-(>6&H9Z' 67<5#(/+ 7-6O6Q.O6O6>N*7>)/ <.O/6(*/6.M(><N*(O)W(7)./5V.A6M6O#A-67-6OB\F(QQ6<7>7-67NT6
Q.O'(7)./ .Q-N'(/ O67)/(*6/+.7-6*)(*<6**>&V\&G>' )>N/6*N<)+(76+5X/+6O>7(/+)/07-66QQ6<7.QB\F7NT6Q.O'(7)./
.QV\&G>)>)'R.O7(/7Q.O7-67(O0677O6(7'6/7.QO67)/(*M(><N*(O+)>6(>6>5!P<Q-.06F-!U-6()'.Q7-)>>7N+SA(>7.
62R*.O67-66QQ6<7(/+ '6<-(/)>' .QB\F)/-)T)7.O./ 7NT6Q.O'(7)./ .QV\&G>#& N#/.%5! &-08143! V\&G>
&V\&G*)/6' A6O6<N*7NO6+ (/+ R(>>(06+5U-60O.A7-,A6**<6**>A6O6-(OM6>76+ (/+ +)M)+6+ )/7.7A.0O.NR>5U-6<6**>
A6O6O60N*(O*S<N*7NO6+ )/ 7-6<./7O.*0O.NR#(/+ B\F(/7(0./)>7&"'*' A(>(++6+ )/ 7-6<N*7NO6'6+)N')/ 7-6B\F
(/7(0./)>70O.NR5U-662RO6>>)./ *6M6*>.QB\F'\HB(/+ RO.76)/ )/ 7-6<6**>A6O662(')/6+ TSO6M6O>67O(/><O)R7)./
&\U',]G\(/+ Y6>76O/ T*.75U-6'.OR-.*.0S(/+ /N'T6O.QV\&G7NT6Q.O'(7)./ A6O6+676<76+ TSN>)/07-O66,
+)'6/>)./(*C(7O)06*(>>(S5U-6O6*(7)M662RO6>>)./ *6M6*>.QD&EF#H9Z#Q.<(*(+-6>)./ P)/(>6&FBg' (/+ -6(7
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>-.<P RO.76)/ ?# &VZ]?#' (706/6*6M6*(/+ RO.76)/ *6M6*A6O662(')/6+ TS\U,]G\(/+ Y6>76O/ T*.7#& N#/.%5!
D-3,+03!U-6O6*(7)M662RO6>>)./ *6M6*>.QB\F'\HB)/ 7-6<6**>A6O6# 4̀@o# "̀K (/+ # %̀3o# "̀##(/+ 7-.>6.Q
B\FRO.76)/ A6O6# J̀@o# "̀@ (/+ # 3̀Ko# "̀$ )/ 7-6<./7O.*0O.NR (/+ B\F(/7(0./)>70O.NR#>-.A)/0>)0/)Q)<(/7
+)QQ6O/<6>T67A66/ 7-67A.0O.NR>&/n$ %̀3#In# #̀#*/n@ "̀@#In# #̀#'5U-6/N'T6O.QV\&G7NT6Q.O'(7)./ A(>
&%K 4̀4oJ @̀$' ;Q)6*+ )/ 7-6B\F(/7(0./)>70O.NR#A-)<- A(>>)0/)Q)<(/7*S*.A6O7-(/ &@" K̀4o$ "̀3' ;Q)6*+ )/ 7-6
<./7O.*0O.NR &/n3 ?̀?#In# #̀K'5U-6O6*(7)M662RO6>>)./ *6M6*>.QD&EF'\HB#H9Z'\HB(/+ 7-6)ORO.76)/>)/
7-6<6**>A6O6>)0/)Q)<(/7*S*.A6O7-(/ 7-.>6.Q7-6<./7O.*0O.NR &/n% #̀3#In# #̀K*/n% 4̀J#In# #̀3*/n% %̀%#
In# #̀%*/n3 J̀?#In# #̀K'5U-6O6*(7)M662RO6>>)./ *6M6*>.QFBg'\HB(/+ VZ]?#'\HB)/ 7-6B\F(/7(0./)>7
0O.NR A6O6# 4̀@o# "̀J (/+ # 3̀Jo# #̀@#A-)<- A6O6>)0/)Q)<(/7*S*.A6O7-(/ # $̀4o# 3̀@ (/+ # K̀4o# #̀? )/ 7-6<./7O.*
0O.NR &(**(7Ir# #̀@'5!H1).+,361)3!B\F(/7(0./)>7(RR6(O>7.-(M6(/ )/-)T)7.OS6QQ6<7./ 7-67NT6Q.O'(7)./
(T)*)7S.QV\&G>RO.R(T*STS+.A/,O60N*(7)/07-662RO6>>)./>.QD&EF#H9Z (/+ 7-6+.A/>7O6('>)0/(*7O(/>+N<7)./
Q(<7.O>FBg(/+ VZ]?# )/ V\&G>#& N#/.%D!

">-: ;1243#=B8],O)T.>S*(7)./ Q(<7.O";(/7(0./)>7>I )/-)T)7.OS* &/+.7-6*)(*<6**>;+ON06QQ6<7>* \67)/(*
E6/662RO6>>)./;+ON06QQ6<7>* D(><N*(O6/+.7-6*)(*0O.A7- Q(<7.O* VN'(/>

$,)492152/?" H(7)./(*H(7NO(*Z<)6/<6F.N/+(7)./ .QG-)/(&%#?$3$"3# J"3##$3$'* ZNW-.N CN/)<)R(*
H(7NO(*Z<)6/<6F.N/+(7)./ &ZfZ3#"KKJ'* )̂(/0>N ]O.M)/<6i>g6S]O.M)/<)(*U(*6/7>]O.0O(' &\G3#"""#K'

!!新生血管性眼病包括视网膜新生血管性眼病等疾
病#危害较为严重( 病理条件下#眼部新生血管的发生
可引起相应组织的重构#破坏生理结构#降低屈光介质
通透性#导致视觉功能障碍#是主要的致盲眼病 +"d3, (

研究眼部新生血管发生及发展的具体机制及干预措施

是临床有效诊治新生血管性眼病的前提
+%, ( B8],核

糖基化因子&B8],O)T.>S*(7)./ Q(<7.O#B\F'是囊泡运输
过程中重要的调节因子#属于三磷酸鸟苷 &0N(/.>)/6
7O)R-.>R-(76#EU]'结合蛋白#参与细胞内物质运输和
信号转导过程

+Kd@, ( 我们前期研究发现 B\F点眼能

明显抑制实验性碱烧伤小鼠角膜新生血管
+4, #但其作

用机制尚不清楚( 本研究观察 B\F拮抗剂对人视网
膜血管内皮细胞系& -N'(/ O67)/(*<(R)**(OS6/+.7-6*)(*
<6**>#V\&G>'的管腔形成的影响及其机制#为新生血
管性眼病的临床治疗提供新的靶点(

@=材料与方法

@5@=材料
V\&G>&上海雅吉生物科技有限公司'*B\F拮抗

剂&><,%#%#')兔抗人 B\F抗体&><,?#4%')兔抗人血管
内皮细胞生长因子&M(><N*(O6/+.7-6*)(*0O.A7- Q(<7.O#
D&EF'抗体&B,3#'和兔抗人一氧化氮合酶& /)7O)<.2)+6
>S/7-(>6#H9Z'抗体&><,J%#?'&美国 Z(/7(GONW公司'*
8C&C培养基)胰蛋白酶)胎牛血清&Q67(*<(*Q>6ON'#
F[Z')][Z&美国 E)T<.公司'*微量 \HB抽提试剂盒)

逆转录试剂盒)8/(>6纯化剂&德国 m)(06/ 公司'*]G\

试剂盒)8HB标志物&日本 U(g(\(公司'*B\F)D&EF)
H9Z)局部黏着斑激酶&Q.<(*(+-6>)./ P)/(>6#FBg')热
休克蛋白 ?#&-6(7>-.<P RO.76)/#VZ]?#')EB]8V引物
&南京金思瑞生物科技有限公司'*C(7O)06*胶 &美国

[8公司 '*辣根过氧化物酶 & -.O>6O(+)>- R6O.2)+(>6#
V\]'F:UG标记的羊抗兔二 :0E多克隆抗体&B3$#%4'
&德国 ])6O<6公司'(
@5A=方法
@5A5@=细胞培养及分组=从液氮中取出 V\&G>细胞
系#置 %$ p水浴中解冻复苏#离心半径为 "K $̀@ <'#
J## O;')/ 离心 @ ')/#弃上清后加入 @ '*含体积分数
"#_ F[Z 的 8C&C培养液#混匀( 细胞置于 %$ p)体
积分数 @_的 G93)饱和湿度的培养箱中常规培养#隔
日换液( 培养 % 组K + 细胞生长密度达到饱和后按 " c@

比例接种于新培养瓶中传代( 取对数生长期状态良好
的细胞分为对照组和 B\F拮抗剂组#对照组细胞在实
验过程中按常规培养法培养#培养基中不添加 B\F拮
抗剂#而 B\F拮抗剂组细胞在后续实验时于培养液中
添加 B\F拮抗剂(
@5A5A=V\&G>形成管腔情况的观察!V\&G>接种于
?4 孔板中进行培养#将细胞分成无 B\F拮抗剂的对
照组和添加 "@ $'.*;bB\F拮抗剂的 B\F拮抗剂组
" '*;孔#每组设 % 个复孔( 加入细胞前#每孔加入
4# $'.*C(7O)06*胶#%$ p培养箱中孵育 " - 后完全凝
固#各孔加入 "## $*对数生长期的 V\&G>悬液#细胞
数为 3q"#K ;孔#按照分组情况再分别加入相应浓度的
B\F拮抗剂( %$ p培养箱孵育 "3 - 后观察 V\&G>形
成管腔的情况#倒置相差显微镜拍照并计数#以完整管
腔形成的数量表示 V\&G>的管腔形成能力(
@5A5B=逆转录 ]G\法检测 V\&G>中 FHP)]>̂ P)
L2J)PFG和 $JIM9 基因的相对表达 ! 常规消化
V\&G>#][Z 洗涤后收集细胞( 利用微量 \HB抽提试
剂盒提取总 \HB#利用 8HB裂解试剂盒清除总 \HB

中残留的基因组 8HB#逆转录成 <8HB( 以 <H8B为
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模板#]G\法扩增目的基因 FHP)]>̂ P)L2J)PFG)
$JIM9 等( 反应条件为"?K p预变性 % ')/#?K p变性
%# >#@J p退火 %# >#$3 p延伸 %# >#%$ 个循环后 $3 p
再延伸 "# ')/( 内参 EB]8V扩增 3@ 个循环( 扩增产
物加入 3 $*混有 8HB染色剂 E6*\6+ 的进样缓冲液#
用质量浓度 "# 0;b琼脂糖凝胶上样电泳#以凝胶成像
仪观察并拍照

+$, ( :'(06 软̂件分析条带灰度( 目的
基因与内参灰度的比值即为目的基因表达的相对值(
引物序列及反应条件见表 "(

表 @=逆转录 EHD引物序列与退火温度

基因 引物序列 退火温度& p' 循环数

FHP 上游 @0,BUGEUEBGGBGGBUUGGGBG,%0 @J %$

下游 @0,EBEGUEBUUEEBGBEGGBEU,%0
]>̂ P 上游 @0,EEEEEGBEBBUGBUGBGEBB,%0 @J %$

下游 @0,EGBBGEGEBEUGUEUEUUUU,%0
L2J 上游 @0,UGGGEBEUGBEBEUGBGGBU,%0 @J %$

下游 @0,BEGUGBUGGGGUUGUGGGBU,%0
PFG 上游 @0,EGBEGUGGBGGBBBEBBBGG,%0 @? %$

下游 @0,GUEBBEGUUEBGBGGGUGEU,%0
$JIM9 上游 @0,UEBBBGUEGEGUGGUEUGUU,%0 @J %$

下游 @0,GUGGUUGBBEEEEUEEGBUU,%0
F̂I!$ 上游 @0,BGGBGBEUGGBUEGGBUGBG,%0 @J 3@

下游 @0,UGGBGGBGGGUEUUEGUEUB,%0

!注"B\F"B8],核糖基化因子*D&EF"血管内皮生长因子*H9Z"一氧化

氮合酶*FBg"局部黏着斑激酶*EB]8V"磷酸甘油醛脱氢酶

@5A5C=Y6>76O/ T*.7法检测 V\&G>中 B\F)D&EF)
H9Z 蛋白的表达!细胞经蛋白裂解液裂解抽提#离心
清除沉淀#加入等容积含 Z8Z 的 3 倍蛋白上样液沸水
中煮沸约 "# ')/#行 Z8Z,]BE&电泳和转膜#结束后进
行免疫印迹检测( 用含质量分数 @_脱脂奶粉封闭液
封闭硝酸纤维膜#K p孵育过夜( 次日分别加入兔抗
人 B\F抗体&" c3##')兔抗人 D&EF抗体&" c3##'和
兔抗人 H9Z 抗体&" c@##'#室温孵育 " -#用 U[ZU洗
去未 结 合 的 抗 体# 加 入 V\]羊 抗 兔 :0E 多 抗
&" c3 ###'#室温孵育 " -#加入底物 &GbB和 &Gb[混
合液显色

+J, (
@5B=统计学方法

采用 Z]ZZ "@ #̀ 统计学软件&美国 Z]ZZ 公司'进
行统计分析( 本研究中测量指标的数据资料经 Y检
验呈正态分布#以 Ao7表示#经 b6M6/6检验方差齐性(
采用均衡分组两水平实验设计#对照组与 B\F拮抗剂
组间 V\&G>中 B\F)D&EF)H9Z)FBg)VZ]?# '\HB
及其蛋白的相对表达量以及 V\&G>形成管腔的数量
的差异比较采用独立样本 /检验( Ir# #̀@ 为差异有
统计学意义(

A=结果

A5@=培养 V\&G>的形态
倒置相差显微镜观察 V\&G>形态及生长状态显

示#V\&G>大小均匀)呈梭形#细胞质透亮#细胞核居
中)清晰可见( 细胞增生活跃#3 组% + 细胞生长密度达
到 ?#_以上&图 "'(

图 @=倒置相差显微镜观察培养的 [D"H3&q3## ' !
V\&G>呈梭形#细胞质透亮#细胞核居中

A5A=V\&G>中 B\F'\HB和蛋白的表达
逆转录 ]G\和 Y6>76O/ T*.7法检测显示#V\&G>

在基因水平和蛋白水平均表达 B\F分子( 对照组
B\F'\HB的相对表达量为 # 4̀@o# "̀K#B\F拮抗剂
组为 # %̀3 o# "̀#*对照组 B\F蛋白的相对表达量为
# J̀@o# "̀@#B\F拮抗剂组为 # 3̀Ko# "̀$#B\F拮抗剂
组 B\F'\HB及蛋白的相对表达量均明显低于对照
组#差异均有统计学意义&/n$ %̀3#In# #̀#*/n@ "̀@#
In# #̀#'&图 3'(
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图 A=对照组和 %D$拮抗剂组 [D"H3中 %D$?DG%及蛋白的表
达!B"对照组与 B\F拮抗剂组 V\&G>中 B\F'\HB表达的电泳
图显示 B\F拮抗剂组细胞中 B\F'\HB表达条带较对照组减弱!
""对照组!3"B\F拮抗剂组!["B\F拮抗剂组 V\&G>中 B\F

'\HB表达的量化比较!与对照组比较#(Ir# #̀"&独立样本 /检验#
&n4'!G"对照组和 B\F拮抗剂组 V\&G>中 B\F蛋白表达的电泳
图显示 B\F拮抗剂组细胞中 B\F蛋白表达条带较对照组减弱!""
对照组!3"B\F拮抗剂组!8"B\F拮抗剂组 V\&G>中 B\F蛋白

表达的量化比较!与对照组比较#(Ir# #̀" &独立样本 /检验 ' !
B\F"B8],核糖基化因子*EB]8V"磷酸甘油醛脱氢酶
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A5B=各组 V\&G>形成管腔的数量比较
C(7O)06*体外管腔成型法显示#对照组每个视野内

V\&G>形成的管腔数量较多#排列密集#而 B\F拮抗剂
组每个视野内V\&G>形成的管腔数量较少#管腔排列较
稀疏( 对照组和B\F拮抗剂组管腔数目分别为&@" K̀4o
$ "̀3'和&%K 4̀4oJ @̀$'个;视野#B\F拮抗剂组 V\&G>形
成管腔的数量较对照组明显减少#差异有统计学意义
&/n3 ?̀?#In# #̀K'&图 %'(
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图 B=对照组与 %D$拮抗剂
组 [D"H3形成管腔情况的比
较&q"##'!B"对照组 V\&G>
管腔形成数量较多!["B\F
拮抗剂组 V\&G>管腔形成少
于对照组!G"对照组与 B\F
拮抗剂组 V\&G>管腔形成数

目的比较!与对照组比较#(Ir# #̀@&独立样本 /检验#&n@'!B\F"
B8],核糖基化因子

A5C=各组 V\&G>中 D&EF和 H9Z 的表达变化
对照组和 B\F拮抗剂组 V\&G>中 D&EF'\HB

的相对表达量分别为 " 3̀@o# 3̀3 和 # J̀Jo# 3̀@#D&EF
蛋白相对表达量分别为 " 4̀@o# 3̀J 和 # J̀?o# 3̀%#组
间 D&EF'\HB及蛋白的相对表达量差异均有统计学
意义&/n% #̀3#In# #̀K*/n% 4̀J#In# #̀3'( 对照组和
B\F拮抗剂组 H9Z '\HB的相对表达量分别为 # ?̀"o
# 3̀# 和 # $̀3 o# "̀4#H9Z 蛋白的相对表达量分别为
# $̀%o# "̀@ 和 # K̀"o# "̀3#组间 H9Z '\HB和蛋白水
平的表达差异均有统计学意义 &/n% %̀%#In# #̀%*
/n3 J̀?#In# #̀K'&图 K#@'(
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图 C=对照组和 %D$拮抗剂组 [D"H3中 !"#$和 GPI?DG%相
对表达的比较!B"B\F拮抗剂组 V\&G>中 D&EF'\HB表达的量
化比较!["B\F拮抗剂组 V\&G>中 H9Z '\HB表达的量化比较!

与对照组比较#(Ir# #̀@&独立样本 /检验#&n@'!D&EF"血管内皮
生长因子*H9Z"一氧化氮合酶
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图 L =对照组和 %D$拮抗剂组
[D"H3中 !"#$和 GPI蛋白相
对表达的比较!B"B\F拮抗剂组
D&EF和 H9Z 蛋白表达条带均明
显强于对照组! ""对照组! 3"

B\F拮抗剂组!["B\F拮抗剂组 V\&G>中 D&EF和 H9Z 蛋白相对
表达量化比较!G"B\F拮抗剂组 V\&G>中 H9Z 蛋白相对表达量比

较!与对照组比较#(Ir# #̀@&独立样本 /检验#&n@'!D&EF"血管内
皮生长因子*H9Z"一氧化氮合酶*EB]8V"磷酸甘油醛脱氢酶

A5L=各组V\&G>中FBg'\HB及其蛋白的相对表达
对照组和B\F拮抗剂组V\&G>中FBg'\HB的

相对表达量分别为 # $̀4o# 3̀@ 和 # 4̀@o# "̀J#组间比
较差异有统计学意义 &/n% #̀"#In# #̀%?*/n% #̀%#
In# #̀K#'*对照组和 B\F拮抗剂组 V\&G>中 VZ]?#
'\HB的相对表达量分别为 # K̀4 o# #̀? 和 # 3̀J o
# #̀@#B\F拮抗剂组 FBg和 VZ]?# '\HB水平的相
对表达量明显低于对照组#与 D&EF表达的下降趋势
一致&图 4'(
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图 V=对照组和 %D$拮抗剂
组 [D"H3中 $%> ?DG%和
[IEKU ?DG%相对表达的比
较!B"对照组和 B\F拮抗剂
组 V\&G>中 FBg '\HB和
VZ]?# '\HB表达的电泳图!
B\F拮抗剂组 FBg'\HB和

VZ]?# '\HB表达均明显弱于对照组!""对照组!3"B\F拮抗剂组!
["B\F拮抗剂组与对照组 V\&G>中 FBg'\HB表达的量化比较!

与对照组比较#(Ir# #̀@&独立样本 /检验#&n@'!FBg"局部黏着斑
激酶* EB]8V"磷酸甘油醛脱氢酶* B\F"B8],核糖基化因子* G"
B\F拮抗剂组与对照组 V\&G>中 VZ]?#'\HB表达量的比较!与

对照组比较#(Ir# #̀@&独立样本 /检验#/n@'!VZ]"热休克蛋白*
EB]8V"磷酸甘油醛脱氢酶* B\F"B8],核糖基化因子

B=讨论

我们既往研究中发现 B\F拮抗剂能抑制碱烧伤
诱导的实验性角膜新生血管的形成#因此本研究中进

!%%!中华实验眼科杂志 3#"4 年 " 月第 %K 卷第 " 期!G-)/ &̂2R 9R-7-(*'.*# (̂/N(OS3#"4#D.*5%K#H.5"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



一步采用体外实验方式研究 B\F对 V\&G>形成管腔
的影响和具体机制#以对 B\F拮抗剂在新生血管性眼
病发病过程中发挥作用的结论进行进一步的验证(

在本研究中#我们首先检测了 V\&G>中 B\F的
表达#通过 \U,]G\和 Y6>76O/ T*.7法检测发现#B\F
在 V\&G>中存在基因和蛋白水平的表达#提示 B\F
可能参与 V\&G>的增生)迁移)管腔形成等生物学行
为( B\F是广泛存在于真核生物细胞膜上的小 E蛋
白 \(>超家族成员#是一类与细胞膜有关的)相对分子
质量约为 3# ###的 EU]结合蛋白 +@, #于 "?JK 年由
g(-/ 等 +?,

首先纯化并命名( 在本研究中#我们选用专
门针对 B\F发挥拮抗作用的小分子拮抗剂作为干预
因子#在半固态基质胶作为介质的管腔形成实验中#
B\F拮抗剂组加入相应浓度的 B\F拮抗剂#培育 "3 -
后发现 B\F拮抗剂组管腔形成受到明显的抑制#
V\&G>形成的管腔形态不完整#细胞排列紊乱#管腔
数目也显著低于对照组#提示 B\F能抑制 V\&G>的
体外管腔形成能力( B\F本身是发挥促血管发生的
因子#而 B\F拮抗剂能与 V\&G>细胞膜上表达的
B\F结合#抑制 B\F的信号传导途径#进而抑制 B\F
促血管生成作用

+4, #最终 V\&G>管腔数目降低( 该结
果也与我们前期研究的结果一致(

与血管发生相关的重要因子包括 D&EF)H9Z 等
促血管因子( D&EF是目前研究发现促血管作用最强
的细胞因子#H9Z 则表达于血管内皮细胞#催化左旋
精氨酸&b,B\E'转化#产生 H9#而 H9是机体内重要
的促血管因子

+"#d"3, ( 因此检测血管内皮细胞中 D&EF
和 H9Z 表达的变化#是评估 B\F对 V\&G>管腔形成
能力影响机制的直接证据( 通过检测#我们发现 B\F
能够从基因和蛋白水平下调 V\&G>中 D&EF)H9Z 的
表达#提示 B\F是通过抑制 V\&G>中 D&EF和 H9Z
等分子的分泌来影响 V\&G>管腔形成能力的( 这些
发现证实#在细胞因子调控网络中#B\F是与 D&EF
和 H9Z 等分子相关联的重要因子#我们有望将 B\F
作为干预靶点#抑制新生血管的发生在临床上具有潜
在的研究价值(

本研究中进一步检测 D&EF下游重要信号转导因
子FBg和VZ]?# 的基因水平的表达变化#检测结果与
D&EF下调的变化一致( 在 B\F拮抗剂组#FBg和
VZ]?# 表达明显降低#提示 B\F干预通路中终末效应
分子包含 FBg和 VZ]?#( D&EF诱导的 FBg信号途

径与细胞的迁移增生相关#而 VZ]?# 则与 H9的分泌
相关#VZ]?# 是 D&EF信号通路中重要的促 H9生成
的转导因子( 因此 B\F可经过逐级信号传导对 FBg
和 VZ]?# 的表达发挥抑制作用#从而抑制 V\&G>的
增生和迁移及 H9产生#最终影响 V\&G>的管腔
形成(
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