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!!$摘要%!背景!视网膜新生血管&\HD'是多种眼底血管疾病的共同表现#研究证实胰岛素样生长因子
&:EF,"'能够刺激血管内皮细胞的增生#从而促进新生血管的形成#而多聚嘧啶序列结合蛋白相关剪接因子
&]ZF'在:EF," 信号转导的过程中发挥转录抑制的作用( 但]ZF在\HD形成过程中的作用尚不清楚(!目的!
研究 ]ZF对 :EF,";血管内皮生长因子&D&EF'信号通路的调控作用(!方法!将猕猴视网膜血管内皮细胞
\F;4B进行培养后分为 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组)RE6/6>)*,]ZF,\HB)质粒转染组及各自的对照组#分别在细
胞中转入真核质粒 ]60QR,G3,]ZF)RE6/6>)*,]ZF,\HB)及相应的空白质粒( 各组细胞培养液中分别添加或不添
加胰岛素样生长因子 "&:EF,"'以刺激细胞生长#采用 CUU法检测各组 \F;4B细胞的增生率并筛选各组最适
]ZF剂量#用于进一步的实验( 采用逆转录 ]G\法测定和比较不同 ]ZF转染组间用或不用 X#"34 处理组间
\F;4B细胞中 D&EF'\HB的表达*采用 Y6>76O/ T*.7法验证 ]ZF对 :EF," 诱导的细胞外调节蛋白激酶
&&\g'活化的促进作用(!结果!:EF," 刺激后 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组以 # @̀# $0]ZF为最适剂量#其
\F;4B细胞的增生率为 # 3̀3#o# #̀3##细胞中 D&EF'\HB相对表达量为 # $̀?o# #̀$#分别低于其对照组的
# 3̀4#o# #̀#4 和未转染组的 " 3̀4o# "̀?#差异均有统计学意义&In# #̀K#)# #̀"4'*:EF," 刺激后 RE6/6>)*,]ZF,
\HB)质粒转染组以 " #̀# $0]ZF作为最适剂量#其 \F;4B细胞增生率为 # %̀@o# #̀3#D&EF'\HB相对表达
量为 3 3̀?o# K̀%#分别高于其对照组的 # 3̀"# o# #̀"? 和未转染组的 " 3̀4 o# "̀?#差异均有统计学意义
&In# #̀#%)# #̀"?'( :EF," 刺激后 ")%)4 - ]60QR,G3,]ZF质粒转染组细胞中 R&\g蛋白表达量均明显低于未
转染组#差异均有统计学意义 &In# #̀"$)# #̀##)# #̀##'( ]60QR,G3,]ZF质粒转染组 X#"34a

处理后细胞中

D&EF'\HB的相对表达量为 # ?̀% o# 3̀"#明显低于未转染组的 " %̀3 o# #̀J#差异均有统计学意义
&In# #̀%$'#同时明显低于 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组无 X#"34 处理的细胞中 D&EF'\HB的相对表达量
" 3̀%o# #̀?#差异有统计学意义&In# #̀#3'(!结论!]ZF可抑制 :EF," 诱导的 \F;4B细胞中的 &\g信号通
路的活化#下调 D&EF在 \F;4B细胞中的表达#进而抑制 \F;4B细胞的增生(!

$关键词%!多聚嘧啶序列结合蛋白* \HB剪切* 胰岛素样生长因子* 细胞系* 内皮细胞;药物作用*
视网膜血管;细胞学* 血管内皮生长因子* 细胞外调节蛋白激酶
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\HD)>>7)**N/6*N<)+(76+5! P<Q-.06F-! U-)>>7N+SA(>7..T>6OM67-6O60N*(7)./ .Q]ZF./ :EF,";M(><N*(O
6/+.7-6*)(*0O.A7- Q(<7.O&D&EF' >)0/(*)/0R(7-A(S#& N#/.%D!&-08143!\F;4B<6**>A6O6<N*7NO6+ (/+ +)M)+6+
)/7.Q.NO0O.NR>5]60QR,G3,]ZFR*(>')+#]60QR,G3 R*(>')+#RE6/6>)*,]ZF,\HB)R*(>')+ (/+ RE6/6>)*,\HB)R*(>')+
A6O67O(/>Q6<76+ )/7.7-6<6**>A)7- 7-6]ZF+.>6.Q# #̀### 3̀@## @̀# (/+ " #̀# $0O6>R6<7)M6*S5U-6<6**>A6O6
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.R7)'(*]ZF+.>65\6M6O>6,7O(/><6)R7)./ ]G\&\U,]G\' A(>6'R*.S6+ 7.(>>(S(/+ <.'R(O67-6O6*(7)M662RO6>>)./
*6M6*>.QD&EF'\HB)/ 7-6<6**>('./0+)QQ6O6/7]ZFR*(>')+ 7O(/Q6<76+ 0O.NR>.OT67A66/ 7-67O6(76+ 0O.NR>A)7-
(/+ A)7-.N7X#"34#(/+ 7-6*6M6*>.QR-.>R-.OS*)W6+ 627O(<6**N*(O>)0/(*,O60N*(7)./ P)/(>6& R&\g' )/ 7-6<6**>A6O6
+676<76+ TSY6>76O/ T*.7(>>(S5!D-3,+03!BQ76O:EF," >7)'N*(7)./## @̀# $0(/+ " #̀# $0]ZF(RR6(O6+ 7.T67-6
.R7)'(*+.>6)/ 7-6]60QR,G3,]ZFR*(>')+ 0O.NR (/+ 7-6RE6/6>)*,]ZF,\HB)R*(>')+ 0O.NR#O6>R6<7)M6*S5U-6<6**
RO.*)Q6O(7)./ O(76>(/+ D&EF'\HB*6M6*>)/ 7-6<6**>A6O6&# 3̀3o# #̀3' (/+ &# $̀?o# #̀$'#O6>R6<7)M6*S#)/ 7-6
]60QR,G3,]ZFR*(>')+ 0O.NR#A-)<- A6O6>)0/)Q)<(/7*S*.A6O7-(/ # 3̀4#o# #̀#4 )/ 7-6]60QR,G3 R*(>')+ 0O.NR (/+
" 3̀4o# "̀? )/ 7-6N/7O(/>Q6<76+ 0O.NR &In# #̀K### #̀"4'5U-6'6(/ <6**RO.*)Q6O(7)M6O(76A(># %̀3o# #̀%#(/+ 7-6
'6(/ 62RO6>>)./ *6M6*.QD&EF'\HBA(>3 3̀?o# K̀% )/ 7-6RE6/6>)*,]ZF,\HB)R*(>')+ 0O.NR#>-.A)/0>)0/)Q)<(/7
)/<O6(>6>)/ <.'R(O)>./ A)7- # 3̀"#o# #̀"? .Q7-6RE6/6>)*,\HB)R*(>')+ 0O.NR (/+ " 3̀4o# "̀? .Q7-6N/7O(/>Q6<76+
0O.NR &In# #̀#%## #̀"?'5U-662RO6>>)./ *6M6*>.QR&\gRO.76)/ )/ 7-6<6**>A6O66M)+6/7*SO6+N<6+ )/ 7-6]60QR,
G3,]ZFR*(>')+ 0O.NR <.'R(O6+ A)7- 7-6N/7O(/>Q6<76+ 0O.NR " -.NO#%#4 -.NO>(Q76O(++)7)./ .Q:EF," &In# #̀"$#
# #̀#### #̀##'5BQ76O7O6(76+ TSX#"34#7-6O6*(7)M662RO6>>)./ *6M6*.QD&EF'\HB)/ 7-6]60QR,G3,]ZFR*(>')+
0O.NR A(># ?̀%o# 3̀"#A-)<- A(>>)0/)Q)<(/7*S*.A6O7-(/ " %̀3o# #̀J )/ 7-6N/7O(/>Q6<76+ 0O.NR &In# #̀%$' (/+
" 3̀%o# #̀? )/ 7-6/./,X#"34 7O6(76+ <6**>.Q7-6]60QR,G3,]ZFR*(>')+ 0O.NR &In# #̀#3'5!H1).+,361)3!]ZF
)/-)T)7>7-6(<7)M(7)./ .Q&\g>)0/(*R(7-A(S)/ 7-6:EF,",>7)'N*(76+ \F;4B<6**>(/+ +.A/,O60N*(76>7-662RO6>>)./
*6M6*.QD&EF)/ \F;4B<6**>(/+ 7-N>>NRRO6>>6>7-60O.A7- (/+ RO.*)Q6O(7)./ .Q\F;4B<6**>5!

">-: ;1243#=].*SRSO)')+)/67O(<7,T)/+)/0RO.76)/* \HB >R*)<)/0* :/>N*)/,*)P60O.A7- Q(<7.O* G6***)/6*
&/+.7-6*)(*<6**>;+ON06QQ6<7* \67)/(*M6>>6*>;<S7.*.0S* D(><N*(O6/+.7-6*)(*0O.A7- Q(<7.O* &27O(<6**N*(O>)0/(*,
O60N*(7)./ P)/(>6

$,)492152/?" H(7)./(*H(7NO(*Z<)6/<6F.N/+(7)./ .QG-)/(&J"@$#J$3# %""##??""'* U)(/=)/ CN/)<)R(*
Z<)6/<6(/+ U6<-/.*.0SG.'')>>)./ &"@ Ĝf[̂G3K?### "K ĜL8̂G%43##'* V6(*7- [NO6(N F.N/+(7)./ .QYN2)G)7S
&CZ3#"K#%'* F.N/+(7)./ .QU)(/=)/ C6+)<(*X/)M6O>)7S&3#"%gfm#?'

!!视网膜新生血管&O67)/(*/6.M(><N*(O)W(7)./#\HD'
是严重的致盲原因之一#常见于糖尿病视网膜病变)视
网膜血管阻塞性疾病)视网膜静脉周围炎)早产儿视网
膜病变等( \HD的发生机制和抑制 \HD形成的调控
因子一直是该领域的研究焦点( 血管内皮生长因子
&M(><N*(O6/+.7-6*)(*0O.A7- Q(<7.O#D&EF'是促进新生
血管形成的主要生长因子#通过与视网膜血管内皮细
胞上大量 D&EF高亲和受体结合而促进视网膜血管内
皮细胞的增生及移行#同时也可诱导新生血管形
成

+", ( 胰 岛 素 样 生 长 因 子," & )/>N*)/,*)P6 0O.A7-
Q(<7.O,"#:EF,"'通过对 D&EF表达的调控来参与血管
内皮的增生#在 \HD中发挥主导作用 +3, #目前已证实
糖尿病患者血清中 :EF," 及其血管相关因子的高表达
是糖尿病性 \HD进入增生期的重要标志 +%, ( 因此
\HD发病机制研究已逐渐聚焦于:EF,";D&EF通路的
生物学活动( 一项关于多囊卵巢综合征的研究发现#
多聚嘧啶序列结合蛋白相关剪接因子& R.*SRSO)')+)/6
7O(<7,T)/+)/0RO.76)/,(>>.<)(76+ >R*)<)/0Q(<7.O#]ZF'可抑
制 :EF," 诱导的猪粒膜细胞中细胞色素],K@#胆固醇
侧链分解酶的表达#在 :EF," 信号转导过程中发挥转
录抑制的作用( 那么 ]ZF蛋白是否有可能通过抑制
视网膜血管内皮细胞中 :EF," 通路的活性来参与视网
膜新生血管的形成和发展/ 为明确此问题本研究探讨
]ZF对视网膜血管内皮细胞 :EF,";D&EF信号通路的
调控作用(

@=材料与方法

@5@=材料
@5@5@=细胞来源=猕猴脉络膜d视网膜血管内皮细胞
&\F;4B'由天津医科大学眼科研究所张琰教授惠赠(
@5@5A=主要试剂与仪器=]60QR,G3,]ZF真核质粒由
本实验室自行构建( RE6/6>)*,]ZF,\HB)真核表达质
粒&武汉晶赛公司'*一抗 ]ZF单克隆抗体&]3J4##美
国 Z)0'(公司'*一抗 RKK;K3 细胞外信号调节蛋白激
酶&627O(<6**N*(O>)0/(*O60N*(76+ RO.76)/ P)/(>6>#&\g'
抗体& lK4?@'抗体)一抗磷酸化 RKK;K3 &\g&R-.>R-.
&\g#R&\g'抗体&lK%$#'抗体)抗小鼠 :0E抗体&l$#$4')
抗兔:0E抗体&l$#$K'&美国 GZU公司'( 酶联免疫检测
仪&美国 U-6O'.公司'*实时定量 ]G\仪&美国 B[:公
司'*凝胶成像系统&美国XD]公司'(
@5A=方法
@5A5@=细胞的培养和分组=将细胞置于含有体积分
数 "#_胎牛血清&Q67(*T.M)/6>6ON'#F[Z')"## X;'*
青霉素和 "## X;'*链霉素&商品单位'的低糖"4K#完
全培养基#在 %$ p)体积分数 ?@_ 93)@_ G93的密闭

恒温培养箱中培养( 将 \F;4B细胞接种至 ?4 孔培养
板#每孔 " @̀q"#K

个#共 4# 孔&包括复孔在内'#培养体
系为 "## $*#待细胞融合至 $#_时#分为 ]60QR,G3,]ZF
质粒转染组)RE6/6>)*,]ZF,\HB)质粒转染组及各自的
对照组( 采用转染试剂脂质体 3### 分别将 ]60QR,G3,
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]ZF真核质粒和 RE6/6>)*,]ZF,\HB)真核质粒&]ZF质
量均分别为 # 3̀@)# @̀#)" #̀# $0'瞬时转染至培养的
细胞中#不含 ]ZF的 ]60QR,G3 转染组为 ]60QR,G3,]ZF
质粒转染组的对照组#以 RE6/6>)*,><O('T*6,>)\HB空
质粒转染组作为 RE6/6>)*,]ZF,\HB)真核质粒转染组
的对照组#仅加入转染试剂脂质体 3###(
@5A5A=CUU法检测细胞的增生活性!依据实验分组
将细胞接种于 ?4 孔板中#并进行相应的转染处理#细
胞转染后 3K - 更换为无血清培养基#以 @# $0;'*
:EF,"刺激 4 -&同时设置 :EF," 非刺激组'#再次更换
为完全培养基#继续培养 KJ - 后每孔加入 @ '0;'*的
CUU溶液 3# $*#继续培养 K - 后终止培养#小心吸去
孔内培养液#每孔加入"@# $*二甲基亚砜#置摇床上低
速振荡 "# ')/#使结晶物充分溶解( 在酶联免疫检测
仪 K?# /'处测量各孔的吸光度值( 重复 % 次#筛选最
适量的质粒(
@5A5B=逆转录 ]G\检测细胞中 D&EF'\HB的表达
!将 \F;4B细胞接种于 4 孔培养板#每孔 $ @̀q"#@

个

细胞#培养体系为 " '*#共 4 个复孔#待细胞融合达到
$#_时#利用脂质体3 ###分别将 # @̀# $0的 ]60QR,G3,
]ZF)" #̀# $0的 RE6/6>)*,]ZF,\HB)及相应的空质粒瞬
时转染至细胞中#转染后 3K - 更换为无血清培养基#
并加入 @# $0;'*:EF," 刺激 4 -#提取各组细胞的总
\HB#逆转录为<8HB作为模板( 参照文献+4,的方法
自行构建 ]60QR,G3,]ZF真核表达质粒( D&EF上游引
物为 @ 0,EEBEEBEEGBUUGEEBBBEU,% 0#下游引物
为 @0,EGBGUBGGUEEEUGBEGUUGB,%0*EB]8V上游
引 物 为 @ 0,UEBBBGGGUBEUUGBUBUGUUGBBBGB,
%0#下游引物为 @ 0,GUGGUUGUEUEBGUGUBBGUUGUG
GBU,%0( ]G\扩增条件为"?@ p预变性 " ')/*?@ p
变性 "@ >#@? p退火 "@ >#$3 p延伸 "# ')/#K# 个循环#
?@ p反应 "@ >#4# p反应 " ')/#?@ p反应 "@ >#以
EB]8V作为内参照#以 3d%%GU

法分析结果(
@5A5C=Y6>76O/ T*.7法检测视网膜组织中 &\g蛋白
的表达量!将 \F;4B细胞接种至 "3 孔培养板#每孔
$ @̀q"#@

个细胞#培养体系为 " '*#共 J 个复孔#待细胞
融合至 $#_后#其中 K 个孔转染 # @̀# $0的 ]60QR,G3,
]ZF#另 K 个孔仅行转染处理步骤#但不加入任何质粒
载体#转染后 3K - 再添加 @# $0;'*的 :EF," 分别刺激
细胞 #)")%)4 -#收集各组全细胞提取物#以 Z8Z,
]BE&凝胶电泳分离蛋白复合物#半干法转膜后质量
分数 @_脱脂奶粉室温封闭 " -#R&\g一抗&" c" ###'
室温孵育 3 -#" 倍 U[ZU洗膜 % 次#每次 "# ')/*滴加
V\]标记二抗室温孵育 " - & " c@ ### '#再以 " 倍

U[ZU缓冲液洗膜 % 次#每次 "# ')/*最后加入 &Gb显
色并拍照( 同一张膜经蛋白剥脱处理后#再次滴加
&\g一抗进行免疫杂交反应#利用 mN(/7)7S./6软件
计算条带的灰度值计算 R&\g和总 &\g蛋白的相对
表达(
@5A5L=逆转录 ]G\检测 X#"34 干预后细胞中 D&EF
'\HB的表达!将 \F;4B细胞接种于 4 孔培养板#每
孔 $ @̀q"#@ 个细胞#共 K 个复孔#培养体系为 " '*#细
胞融合至 $#_时分为 3 个组#每组 3 个孔#其中 " 个孔
转染 # @̀# $0的 ]60QR,G3,]ZF#另 " 个孔仅进行转染步
骤但不加入任何质粒载体#转染后 3K - 更换为无血清
培养基#" 个组加入 :EF,"#另 " 个组加入 :EF," 联合
3# $'.*;bX#"34( 仅经 :EF," 刺激的 \F;4B细胞作
为对照组#处理后 4 - 提取各组细胞的总 \HB#逆转录
为<8HB作为模板#通过实时定量]G\法比较各组细胞
中 D&EF'\HB的相对表达量#以 3d%%<7

法分析结果(
@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表达( 采用均衡分组的实验设
计#:EF," 刺激后不同剂量的 ]60QR,G3,]ZF质粒转染
组和 RE6/6>)*,]ZF,\HB)质粒转染组与各自对照组间
\F;4B细胞的增生率的差异比较)有或无 :EF," 刺激
时未转染组)]60QR,G3,]ZF质粒转染组和 RE6/6>)*,
]ZF,\HB)质粒转染组 \F;4B细胞中 D&EF'\HB的
相对表达量的差异比较)]60QR,G3,]ZF质粒转染组
:EF," 刺激不同时间细胞中 R&\g蛋白表达量的差异
比较)有或无 X#"34 处理时 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组
和未转染组细胞中 D&EF'\HB相对表达量的差异比
较均采用两因素方差分析#组间多重比较采用 bZ8,/
检验( Ir# #̀@ 为差异有统计学意义(

A=结果

A5@ =有无 :FE," 刺激下 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组
\F;4B细胞的增生率

有或无 :EF," 刺激的不同剂量 ]60QR,G3,]ZF质粒
转染组细胞增生率的总体比较差异有统计学意义

&P:EF刺激 nJ%? 3̀$## In# #̀##* P]ZF剂量 n@ 3̀3K# In
# #̀#@'( 与无 :EF," 刺激的 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组
比较#:EF," 刺激后 ]60QR,G3 转染组以及 # #̀# $0)
# 3̀@ $0)# @̀# $0及 " #̀# $0]60QR,G3,]ZF质粒转染组
\F;4B细胞的增生率均明显升高#差异均有统计学意
义&均 Ir# #̀@'*与 # #̀# $0]60QR,G3,]ZF质粒转染组
相比## @̀# $0及 " #̀# $0]60QR,G3,]ZF质粒转染组细
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胞增生率明显下降#差异均有统计学意义 &I# @̀# n
# #̀K##I" #̀# n# #̀"@ ' &表 " '#故以 # @̀# $0]60QR,G3,
]ZF质粒转染组作为最适剂量组(

表 @=(#$7@ 刺激后不同剂量 E-5*97HA7EI$
质粒转染组细胞的增生率&!R"#S'

组别 样本量 对照组
不同剂量 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组细胞增生率

# #̀# $0 # 3̀@ $0 # @̀# $0 " #̀# $0

:EFd % # "̀3#o# #̀#J # "̀3#o# #̀#3 # "̀3#o# #̀"3 # "̀3#o# #̀#$ # "̀%#o# #̀"#

:EFa % # 3̀4#o# #̀#4(# 3̀@#o# #̀#3( # 3̀@#o# #̀"$( # 3̀3#o# #̀3#(T # 3̀"#o# #̀"#(T

!注"P:EF刺激 nJ%? 3̀$##In# #̀##*P]ZF剂量 n@ 3̀3K#In# #̀#@5与各自

的 :EFd
组比较#(Ir# #̀@*与各自 # #̀# $0]60QR,G3,]ZF转染组比较#

TIr# #̀@&两因素方差分析#bZ8,/检验 ' !:EF"胰岛素样生长因子*

]ZF"多聚嘧啶序列结合蛋白相关剪接因子

A5A=有无 :EF," 刺激下 RE6/6>)*,]ZF,\HB)质粒转染
组细胞增生率

有或无 :EF," 刺激的不同剂量 RE6/6>)*,]ZF,\HB)
质粒转染组细胞增生率的总体比较差异有统计学意义

&P:EF刺激 n" %"3 J̀4$# In# #̀##* P]ZF剂量 n@@ #̀J4#
In# #̀##'(在无 :EF," 刺激的条件下# 不同剂量
RE6/6>)*,]ZF,\HB)质粒转染组间 \F;4B细胞的增生
率无明显变化#而 :EF," 刺激后对照组以及 # #̀#)
# 3̀@)# @̀#)" #̀# $0RE6/6>)*,]ZF,\HB)质粒转染组的
细胞增生率均明显高于相应的无 :EF," 刺激组#差异
均有统计学意义 &均 Ir# #̀@ '*:EF," 刺激后 # 3̀@)
# @̀#)" #̀# $0RE6/6>)*,]ZF,\HB)质粒转染组 \F;4B
细胞的增生率明显高于 # #̀# $0RE6/6>)*,]ZF,\HB)质
粒转染组#差异均有统计学意义 &In# #̀K")# #̀"#)
# #̀#%' &表 3'( 选择 " #̀# $0]ZF,\HB)转染组作为
最适 ]ZF剂量(

表 A=(#$7@ 刺激后不同剂量 9#-)-36+7EI$7DG%6
转染组细胞的增生率&!R"#S'

组别 样本量 对照组
不同剂量 RE6/6>)*,]ZF,\HB)组细胞增生率

# #̀# $0 # 3̀@ $0 # @̀# $0 " #̀# $0

:EFd % # "̀"#o# #̀#K # #̀?#o# #̀"@ # #̀?#o# #̀K # "̀"#o# #̀#@ # "̀"#o# #̀#@

:EFa % # 3̀"#o# #̀"?(# "̀?#o# #̀"4( # 3̀$#o# #̀3(T # %̀3#o# #̀%(T # %̀@#o# #̀3(<

!注"P:EF刺激 n" %"3 J̀4$#In# #̀##*P]ZF剂量 n@@ #̀J4#In# #̀##5与各

自的 :EFd
组比较#(Ir# #̀@*与各自 # #̀# $0]60QR,G3,]ZF转染组比较#

TIr# #̀@#<Ir# #̀"&两因素方差分析#bZ8,/检验'!:EF"胰岛素样生长

因子*]ZF"多聚嘧啶序列结合蛋白相关剪接因子

A5B=:EF," 刺激后不同 ]ZF转染组 \F;4B细胞中
D&EF'\HB的相对表达量

不同 ]ZF转染组在有或无 :EF," 刺激时 \F;4B

细胞中 D&EF'\HB相对表达量的总体比较差异有统
计学意义 &P分组 n3J #̀4K#In# #̀##*P刺激 n3#% 4̀@"#
In# #̀##'#其中无 :EF," 刺激时#]60QR,G3,]ZF质粒
转染组和 RE6/6>)*,]ZF,\HB)转染组 \F;4B细胞中
D&EF'\HB的相对表达量与对照组比较差异均无统
计学意义 &均 Ir# #̀@ '#:EF," 刺激后#]60QR,G3,]ZF
质粒转染组 D&EF'\HB的相对表达量明显低于对照
组#而 RE6/6>)*,]ZF,\HB)转染组细胞中 D&EF'\HB
的相对表达量明显高于对照组#差异均有统计学意义
&In# #̀"4)# #̀"?'&表 %'(

表 B=(#$7@ 刺激后不同 EI$转染组细胞内 !"#$?DG%
的相对表达&!R"'

组别 样本量

不同刺激下细胞中
D&EF'\HB的相对表达量

:EFd :EFa

对照组 % # 3̀$o# #̀? " 3̀4o# "̀?
]60QR,G3,]ZF质粒转染组 % # 3̀3o# #̀J # $̀?o# #̀$(

RE6/6>)*,]ZF,\HB)转染组 % # 3̀Ko# #̀@ 3 3̀?o# K̀%(

!注"P分组 n3J #̀4K#In# #̀##*P刺激 n3#% 4̀@"#In# #̀##5与各自的对

照组比较#(Ir# #̀@&两因素方差分析#bZ8,/检验'!:EF"胰岛素样生

长因子*]ZF"多聚嘧啶序列结合蛋白相关剪接因子*D&EF"血管内皮生

长因子

A5C=:EF," 刺激后不同时间 ]60QR,G3,]ZF质粒转染
组细胞 R&\g;&\g蛋白的表达

:EF," 刺激后 #)")%)4 - 未转染组细胞中 R&\g

的表达条带明显增强#且明显强于 ]60QR,G3,]ZF质粒
转染组#]60QR,G3,]ZF质粒转染组细胞中 &\g蛋白的

pERK

ERK

刺激时间 0h 1h 3h 6h 0 1h 3h 6h

未转染组 Pegfp�C2�PSF质粒转染组

图 @=(#$7@ 刺激不同时间 EI$高表达组 "D>信号途径活化程度
!:EF,"&#)")%)4 -' ":EF," 刺激细胞不同时间!条带 " 组K"生理水
平 ]ZF的 \F;4B细胞经 :EF," 刺激不同时点 R&\g蛋白的变化*条
带 @ 组J"高表达 ]ZF的 \F;4B细胞经 :EF," 刺激不同时点 R&\g蛋
白的变化!:EF"胰岛素样生长因子*]ZF"多聚嘧啶序列结合蛋白相
关剪接因子*R&\g"磷酸化细胞外调节蛋白激酶

表达条带强于未转染组&图 "'( :EF," 刺激不同时间
转染组和未转染组细胞中 R&\g;&\g表达量总体比
较差异有统计学意义&P分组 nK% K̀K"#In# #̀##*P时间 n
"$ @̀$J#In# #̀##'#其中未转染组细胞 :EF," 刺激后
")%)4 - R&\g;&\g蛋白表达量均较其对照组&# -'明
显升高#而 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组细胞 :EF," 刺激
后 ")%)4 - R&\g;&\g蛋白表达量均较对照组&# -'
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明显升高 &均 Ir# #̀@ '( 转染后 ")%)4 -#]60QR,G3,
]ZF质粒转染组细胞中 R&\g蛋白表达量均明显低于
相应未转染组#差异均有统计学意义 &In# #̀"$)
# #̀##)# #̀##'&表 K'(

表 C=(#$7@ 刺激转染或不转染 EI$9"D>J"D>
蛋白表达量&!R"##'

组别 样本量
:EF," 刺激后不同时间 R&\g;&\g蛋白表达量

# - " - % - 4 -

未转染组 % # K̀"o# #̀4 # 4̀?o# #̀% " #̀#o# 3̀" # 4̀Ko# #̀3
]60QR,G3,]ZF质粒转染组 % # %̀?o# #̀@ # %̀Jo# #̀4( # @̀4o# #̀J( # %̀4o# #̀J(

!注"P分组 nK% K̀K"#In# #̀##*P时间 n"$ @̀$J#In# #̀##5与各自对照组

比较#(Ir# #̀@&两因素方差分析#bZ8,/检验'!:EF"胰岛素样生长因

子*]ZF"多聚嘧啶序列结合蛋白相关剪接因子*R&\g"磷酸化细胞外调

节蛋白激酶

A5L=X#"34 对 D&EF'\HB的水平的影响
X#"34a

处理后#未转染组细胞中 D&EF'\HB相
对表达量明显高于 ]60QR,G3,]ZF质粒转染组#差异有
统计学意义&In# #̀%$'*而无 X#"34 处理的 ]60QR,G3,
]ZF质粒转染组细胞中 D&EF'\HB相对表达量明显
低于无 X#"34 处理的未转染组#差异均有统计学意义
&In# #̀#3'&表 @'(

表 L=TU@AV 处理与否各组细胞中 !"#$?DG%
的相对表达量&!R"'

组别 样本量

X#"34 处理与否细胞中
D&EF'\HB相对表达量
X#"34d X#"34a

]60QR,G3,]ZF质粒转染组 % " 3̀%o# #̀?( # ?̀%o# 3̀"(T

未转染组 % 3 %̀3o# 3̀J " %̀3o# #̀J

!注"P分组 n"K$ K̀@?#In# #̀##*PX#"34 n""# 4̀@%#In# #̀##5与各自的

未转染组比较#(Ir# #̀@#与组内 X#"34d
值比较#TIr# #̀@&两因素方差

分析#bZ8,/检验'!:EF"胰岛素样生长因子*]ZF"多聚嘧啶序列结合蛋

白相关剪接因子*D&EF"血管内皮生长因子

B=讨论

D&EF的活化是血管生成过程中关键的限速步
骤#D&EF可以刺激血管内皮细胞的有丝分裂和迁徙#
增加血管的通透性#诱导毛细血管腔的形成#因此#有
关 D&EF与 \HD形成之间关系的基础和临床研究一
直为眼科学者所关注(

细胞因子在 \HD形成中的作用越来越受到研究
者的重视#这些因子通过与受体结合影响血管的生成
过程#其中 :EF," 介导的信号转导通路在新生血管生
成中的作用是研究的主要课题之一#:EF," 是一类促
进生长发育和调节物质代谢的多功能活性肽

+J, #研究

显示#玻璃体腔注射:EF," 可在动物模型中诱发\HD#
糖尿病视网膜病变患者血清中 :EF," 的水平与其疾病
的严重程度呈现正相关#且 :EF," 介导的 D&EF表达
上调在细胞增生中发挥重要作用

+Jd"", ( :EF," 为有丝
分裂原#不仅直接刺激血管内皮细胞的分裂和增生#还
可经促分裂原活化蛋白 & ')7.06/,(<7)M(76+ RO.76)/#
CB]'激酶途径上调血管内皮细胞中 D&EF的表达#从
而间接调控血管内皮细胞的增生

+"3, ( 由此可见
:EF,";D&EF信号通路在血管内皮细胞的增生调控中
发挥重要作用#同时也提示抑制该信号途径的活性#有
可能预防和治疗眼内新生血管性疾病(

](77./ 等 +"%d"K,
于 "??% 年首次成功纯化克隆 ]ZF#

相对分子质量为$4 ####可同时以弥散和凝集状态存
在于细胞中#其蛋白序列由富含脯氨酸和谷氨酸的氨
基末端的)包含 3 个核内定位信号的羧基末端及
\\C" 和 \\C3 两个 \HB识别基团组成( ]ZF多作
为转录抑制因子而参与转录调控#在多种不同的生物
学反应中介导基因转录抑制或沉默

+"@d"4, ( 近年来逐
渐揭示了 ]ZF蛋白在调控 \HD的形成)视神经再生中
发挥重要的作用#日益受到眼科相关领域研究者的关
注( 在斑马鱼生长发育过程中#]ZF对于其神经元的
生存及分化发挥必不可少的作用

+"$, #存在于成年斑马
鱼视网膜中的 ]ZF通过调控细胞因子信号抑制物 %
&>RRO6>>.O.Q<S7.P)/6>)0/(*)/0%#>.<>%'的表达而抑制
视神经的再生

+"J, ( 我们的前期研究曾将重组腺相关
病毒&O6<.'T)/(/7(+6/.,(>>.<)(76+ M)ON>#OBBD'包装的
]ZF蛋白注射进 \HD小鼠模型的玻璃体腔证实小鼠
视网膜组织中存在 ]ZF'\HB的表达#以抑制氧诱导
视网膜病变小鼠 \HD的形成#下调 D&EF的表达 +"?, (
为进一步明确 ]ZF调控 D&EF表达的分子机制#本研究
中利用视网膜血管内皮细胞模型#从体外实验角度观察
]ZF对 :EF,";D&EF信号通路的调控作用(

本研究中首次将 ]ZF引入 \HD性疾病中#发现
]ZF高表达可抑制 :EF," 诱导的 D&EF表达以及随之
产生的 \F;4B增生#另外在 ]ZF高表达之后 &\g也
呈现了磷酸化水平下降的趋势( 在此基础上#我们进
一步研究 &\g信号途径的特异性抑制剂 X#"34 对
&\g信号通达路的影响#发现 X#"34 可以高效并特异
性地抑制)CB];&\g激酶 &C&g激酶 '的 C&g" 和
C&g3 活化#但不会抑制 &\g自身活性( 本研究中显
示#在 ]ZF高表达之后 X#"34 的抑制水平增加#提示
]ZF可以协同并增加 X#"34 的效果#说明 ]ZF可抑制
:EF,";&\g;D&EF信号通路#成为防治 \HD的新药
物( 本研究结果还显示#高表达的 ]ZF仅能抑制:EF,"
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刺激后的 \F;4B细胞增生并下调 D&EF的表达#即在
:EF," 刺激的前提下#]ZF才能发挥上述作用( bNP./0
等

+3#,
发现#表皮生长因子刺激后#]ZF通过与 [\6(>7

肿瘤激酶相结合#参与细胞周期调控( 本研究前期也
证实白细胞介素,K刺激后 ]ZF可与信号转导子和转
录激活子 4 结合形成复合物#通过募集组蛋白去乙酰
化酶 " 到 JOFOC 基因转录复合物中#导致组蛋白去乙
酰化#进而抑制 ZUBU4 介导的转录活性 +3", ( 可见细
胞因子与其受体的结合是 ]ZF发挥作用的启动信号#
在全身或局部细胞因子水平发生改变时#]ZF对可及
时针对机体或微环境的动态变化做出精准的应变反

应#以维持内环境的稳定( ]ZF的 :EF," 配体依赖性
对于疾病的临床治疗的意义较为重大#目前医疗市场
上应用的 D&EF抑制剂大多为 D&EF单克隆抗体或者
D&EF,7O(R#它们与 D&EF的结合不具有时相选择性#
无法感应病理水平和生理水平 D&EF的差异#而生理
水平的 D&EF可以维持血管的正常结构和功能#一旦
过度抑制#必将对正常血管的功能有所影响#引起相应
的并发症( ]ZF蛋白则不同#它可通过感知眼部微环
境中 :EF," 水平的改变#准确地识别 D&EF的病理性
表达量升高#从而对其发挥有效的抑制#同时并不影响
D&EF的生理水平的维持#有望成为特异性抑制 D&EF
表达及 \HD基因治疗的新药物(
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