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""%摘要&"目的"观察还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶 =)[?i=*抑制剂对贝伐单抗诱导人视网膜
色素上皮)8V(*细胞发生上皮_间质转化)(U:*的影响("方法"将人 8V(细胞系 P8V(E!C 细胞分为空白
对照组'贝伐单抗组'贝伐单抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组"其中空白对照组不做任何处理"贝伐
单抗组'贝伐单抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组培养基中分别加入 %\#$ .<;贝伐单抗'%\#$ .<;贝
伐单抗n' &)5,<;ZPW#DA%'%\#$ .<;贝伐单抗n#% &)5,<;dX:!'AD'! 培养 A# 1"ZPW#DA% 和 dX:!'AD'! 均
为 [?i= 抑制剂( 采用实时荧光定量 V98和 c2FH2G- O,5H法测定 [?i= 和 (U:标志物纤维连接蛋白)T[*'
波形蛋白)Z+)2-H+-*'"E平滑肌肌动蛋白)"EWUP*及紧密连接相关蛋白闭锁小带蛋白E!)S?E!*)8[P和蛋白
表达水平#采用细胞免疫荧光染色法验证 [?i= 和 (U:标志物蛋白在各组细胞中的表达情况("结果"实时
荧光定量 V98和 c2FH2G- O,5H检测结果显示"空白对照组'贝伐单抗组'贝伐单抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗n
dX:!'AD'! 组细胞中 T['Z+)2-H+-'"EWUP'S?E! 和 [?i= )8[P和蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学
意义 ))8[P$NmCA\%A' !C$\=%' A##\=%' 'D\$&' A%\D!"均 Ò %\%%!#蛋白$Nm#'\%C' &=\$D' $D\!C' #&\CA'
&'\!C"均 Ò %\%%!*"其中贝伐单抗组 T['Z+)2-H+-'"EWUP和 [?i= )8[P和蛋白相对表达量明显高于空白
对照组"S?E! )8[P和蛋白相对表达量明显低于空白对照组"差异均有统计学意义)均 Ò %\%$*( 贝伐单抗n
ZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组 T['Z+)2-H+-'"EWUP和 [?i= )8[P和蛋白相对表达量明显低于贝伐
单抗组"S?E! )8[P和蛋白相对表达量明显高于贝伐单抗组"差异均有统计学意义)均 Ò %\%$*( 免疫荧光
染色结果显示"贝伐单抗组 T['Z+)2-H+-'"EWUP荧光强度强于空白对照组"S?E! 荧光强度弱于空白对照组#
贝伐单抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组 T['Z+)2-H+-'"EWUP荧光强度弱于贝伐单抗组"S?E! 荧光
强度强于贝伐单抗组("结论"[?i= 参与了贝伐单抗诱导 8V(细胞 (U:的发生"[?i= 抑制剂可减轻贝伐
单抗诱导人 8V(细胞的 (U:程度("

%关键词&"贝伐单抗# 视网膜色素上皮细胞# 上皮_间质转化# 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶E=#
抑制剂
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"567%,$4%#8D6E"4%-+"8:55OF2GM2H12+-L,/2-725L-+75H+-*)+J2*J2-+-2J+-/7,25H+J2I15FI1*H2)[P>Vj*
5Q+J*F2)[?i* = +-1+O+H5GF5- 2I+H12,+*,E)2F2-714)*,HG*-F+H+5- )(U:* 5L1/)*- G2H+-*,I+.)2-H2I+H12,+*,)8V(*
72,,F+-J/72J O4O2M*7+R/)*O6"F"%/(&7":127/,H/G2J P8V(E!C 72,,FK2G2J+M+J2J +-H5O,*-N 75-HG5,.G5/I"
O2M*7+R/)*O .G5/I" O2M*7+R/)*OnZPW#DA% .G5/I *-J O2M*7+R/)*OndX:!'AD'! .G5/I692,,FK2G27/,H/G2J K+H1
%\#$ .<;O2M*7+R/)*O"%\#$ .<;O2M*7+R/)*O I,/F' &)5,<;ZPW#DA% )*[?i= +-1+O+H5G*"%\#$ .<;O2M*7R/)*O
I,/F#% &)5,<; dX:!'AD'! ) *[?i= +-1+O+H5G* L5GA# 15/GF*775GJ+-.H5.G5/I+-.6[5+-H2GM2-H+5- K*F
*J)+-+FH2G2J H5H12O,*-N 75-HG5,.G5/I6:12)8[P *-J IG5H2+- 2QIG2FF+5- ,2M2,F5L[?i= *-J (U:)*GN2GF
+-7,/J+-.L+OG5-27H+- )T[*"M+)2-H+-""EF)55H1 )/F7,2*7H+- )"EWUP* *-J H+.1HB/-7H+5- G2,*H2J IG5H2+- R5-/,*

!A%$!中华实验眼科杂志 #%## 年 & 月第 =% 卷第 & 期"91+- Y(QI ?I1H1*,)5,"Y/-2#%##"Z5,6=%"[56&
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577,/J2-FE! )S?E!* K2G2)2*F/G2J O4G2*,EH+)2V98*-J c2FH2G- O,5H*FF*4"*-J H122QIG2FF+5- ,2M2,F+- J+LL2G2-H
+-H2GM2-H+5- .G5/IFK2G275)I*G2J6:122QIG2FF+5-F5L[?i= *-J (U:)*GN2GFK2G2M2G+L+2J O4+))/-5L,/5G2F72-72
FH*+-+-.6"!"7;'%7":12G2K2G2FH*H+FH+7*,,4F+.-+L+7*-HJ+LL2G2-72F+- H12G2,*H+M2)8[P*-J IG5H2+- 2QIG2FF+5- ,2M2,F
5LT["M+)2-H+-""EWUP"S?E! *-J [?i= *)5-.O,*-N 75-HG5,.G5/I" O2M*7+R/)*O .G5/I" O2M*7+R/)*OnZPW#DA%
.G5/I *-J O2M*7+R/)*OndX:!'AD'! .G5/I ))8[P$NmCA\%A"!C$\=%"A##\=%"'D\$&"A%\D!#*,,*HÒ %\%%!6
VG5H2+-$Nm#'\%C"&=\$D"$D\!C"#&\CA"&'\!C#*,,*HÒ %\%%!*6:12G2,*H+M2)8[P*-J IG5H2+- 2QIG2FF+5- ,2M2,F5L
T["M+)2-H+-""EWUP*-J [?i= K2G2F+.-+L+7*-H,41+.12G*-J H12G2,*H+M2)8[P*-J IG5H2+- 2QIG2FF+5- ,2M2,5L
S?E! K*FF+.-+L+7*-H,4,5K2G+- O2M*7+R/)*O .G5/I H1*- H15F2+- O,*-N 75-HG5,.G5/I )*,,*HÒ %\%$*6:12G2,*H+M2
)8[P*-J IG5H2+- 2QIG2FF+5- ,2M2,F5LT["M+)2-H+-""EWUP*-J [?i= K2G2F+.-+L+7*-H,4,5K2G*-J H12G2,*H+M2
)8[P*-J IG5H2+- 2QIG2FF+5- ,2M2,F5LS?E! K2G2F+.-+L+7*-H,41+.12G+- O2M*7+R/)*OnZPW#DA% *-J O2M*7+R/)*On
dX:!'AD'! .G5/IFH1*- H15F2+- O2M*7+R/)*O .G5/I )*,,*HÒ %\%$*6:12+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H45LT["
M+)2-H+- *-J "EWUPK*FFHG5-.2G*-J H12+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H45LS?E! K*FK2*N2G+- O2M*7+R/)*O .G5/I
H1*- O,*-N 75-HG5,.G5/I6:12+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H45LT[" M+)2-H+- *-J "EWUP K2G2K2*N2G*-J H12
+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H45LS?E! K*FFHG5-.2G+- O2M*7+R/)*OnZPW#DA% .G5/I *-J O2M*7+R/)*OndX:!'AD'!
.G5/I H1*- H15F2+- O2M*7+R/)*O .G5/I6">(14';7-(17"[?i= +F+-M5,M2J +- H12O2M*7+R/)*OE+-J/72J (U:5L1/)*-
8V(72,,F"H12J2.G225LK1+71 7*- O2G2J/72J O4[?i= +-1+O+H5GF6

"9"0 )(,&7#8a2M*7+R/)*O# 82H+-*,I+.)2-H2I+H12,+*,72,,F# (I+H12,+*,E)2F2-714)*,HG*-F+H+5-# [P>Vj
5Q+J*F2=# @-1+O+H5G

:;1&#,(.,$2$ [*H+5-*,W7+2-72*-J :271-5,5.4U*B5GVG5B27H) #%!ASi%C'%=%!% *# [*H+5-*,[*H/G*,
W7+2-72T5/-J*H+5- 5L91+-*)D!&A%D#D*

>?@$!%6'A&%<7)*6B67-!!$CDCE#%#!%=%AE%%#'=

""目前"眼底新生血管性疾病的一线治疗方法是玻
璃体 腔 内 注 射 抗 血 管 内 皮 生 长 因 子 ) M*F7/,*G
2-J5H12,+*,.G5KH1 L*7H5G"Z(dT*药物 + !, ( 然而"随着抗
Z(dT制剂临床应用的日益广泛及随访时间的延长"
发现抗 Z(dT治疗后无论是脉络膜还是视网膜新生血
管均可发生严重纤维化"尤其是视网膜新生血管纤维
化"短期内即可造成牵拉性视网膜脱离 + #, "脉络膜新
生血管纤维化也严重影响视功能的恢复

+ ', ( 因此"在
抗 Z(dT治疗的同时如何减轻新生血管纤维化引起了
广泛关注

+ =, ( 本课题组前期研究证实"贝伐单抗对纤
维化发生过程有调控作用"抗 Z(dT处理后纤维化及
炎性因子的表达水平发生变化

+ $_&, ( 有研究表明"抗
Z(dT处理后"8V(细胞中活性氧簇 )G2*7H+M25Q4.2-
FI27+2F"8?W*水平也明显升高"抗氧化功能降低"8?W
水平升高与细胞纤维化发生直接相关

+ A_D, ( 8?W 在视
网膜色素上皮)G2H+-*,I+.)2-H2I+H12,+/)"8V(*细胞的
上皮 _间 质 转 化 ) 2I+H12,+*,E)2F2-714)*,HG*-F+H+5-"
(U:*中起到促进作用 + C, ( 机体细胞中产生 8?W 的一
个 主 要 来 源 是 还 原 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

)-+75H+-*)+J2*J2-+-2J+-/7,25H+J2I15FI1*H2"[P>Vj*
氧化酶介导的氧化应激反应

+ !%_!!, ( [P>Vj氧化酶
)[P>Vj5Q+J*F2"[?i*表达于血管内皮和血管平滑
肌等多种细胞内"是血管系统 8?W 的主要来源( 本课
题组前期研究发现 [?i= 的过度表达使 8?W 水平升
高"而抑制 [?i= 活性仅降低了 8?W 产生的基础水
平"这表明 [?i= 并非刺激内皮细胞产生 8?W 的主要

酶
+ !#, ( 已有研究发现"缺氧可引起细胞中 [?i高表

达"也可诱导肾小管上皮细胞纤维化 + !', ( 抑制 [?i
表达可抑制血管内皮细胞增生

+ !=_!$, ( 这些发现提示
[?i= 的表达在细胞纤维化中发挥重要作用( (U:的
特征之一在于诱导上皮基因的丢失以及多种细胞外基

质 蛋 白 的 表 达
+ !&_!A, ( 闭 锁 小 带 蛋 白E! ) R5-/,*

577,/J2-FE!"S?E!*是细胞紧密连接重要组成蛋白之
一"其穿梭于质膜和细胞核或细胞质之间"参与信号传
导途径( (U:发生期间"S?E! 分子受到破坏"其参与
细胞骨架构成和维持细胞极性的特性减弱"细胞发生
形态学变化( 纤维连接蛋白 )L+OG5-27H+-"T[*作为一
种高分子量糖蛋白"主要以 ' 种形式存在"其中 ! 种是
由成纤维细胞和早期间充质细胞分泌合成"并在 (U:
过程中生成量增加

+ !D, ( 波形蛋白 )Z+)2-H+-*是中间
丝的其中 ! 种蛋白质"其与微管及肌动蛋白微细丝组
成细胞骨架"可锚定和支撑间充质细胞胞质内的细胞
器"可作为 (U:的标志物( 与此机制相似的因子还有
"E平滑肌肌动蛋白 )"EF)55H1 )/F7,2*7H+-""EWUP*(
[?i在促进视网膜血管纤维化中有潜在作用 + !D, "已
有研究证实 [?i可调节 Z(dT的表达 + !C, "然而至今
尚无 [?i调控 8V(细胞发生 (U:的直接证据( 本
研究拟探讨 [?i= 抑制剂对抗 Z(dT治疗导致的人
8V(细胞发生 (U:的影响(

<8材料与方法

<6<"材料
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<6<6<"细胞来源"P8V(E!C 细胞系购于上海赛百慷
生物科技有限公司(
<6<6@"主要试剂及仪器">U(U<TE!# 培养基'胎牛
血清'青霉素_链霉素 )美国 d+O75公司*#贝伐单抗
)瑞士 d2-2-H271 公司 *#[?i= 抑制剂 ZPW#DA% 和
dX:!'AD'!)美国 U9(公司*#驴血清蛋白'高效 8@VP
细胞快速裂解液'苯甲基磺酰氟 )北京索莱宝科技有
限公司*#V98试剂盒)南京诺唯赞生物科技股份有限
公司*#:G+R5,'="&E二脒基E#E苯基吲哚)=r"&EJ+*)+J+-5E
#EI12-4,+-J5,2">PV@*'兔抗人 S?E! 一抗 ) =%E#'%% *
)美国 @-M+HG5.2- 公司*#兔抗人 Z+)2-H+- 一抗)!%'&&E
!EPV*'=DD 标记山羊抗兔 @.d)jn;* ) WP%%%!'E#* )美
国 VG5H2+-H271 公司*#兔抗人 "EWUP一抗)*O'#$A$*'
兔抗 人 T[ 一 抗 ) *O#=!' *' 兔 抗 人 [?i= 一 抗
)*O!'''%'*'甘油醛E'E磷酸脱氢酶 ).,472G*,J214J2E'E
I15FI1*H2J214JG5.2-*F2"dPV>j*一抗)*OD#=$*'生物
素标记羊抗兔二抗)*O!$%%AA*)英国 PO7*)公司*#化
学发光液)美国 U+,,I5G2公司*( :A$ 细胞培养瓶及 &
孔板)美国 95G-+-.公司*#激光扫描共聚焦显微镜)日
本 [+N5- 公司*#荧光定量 V98仪'c2FH2G- O,5H电泳仪
)美国 a+5E8*J 公司*(
<6@"方法
<6@6<"细胞培养及分组"采用含有体积分数 !%]胎
牛血清'!%% g<),)商品单位*青霉素和链霉素混合液
的 >U(U培养基'在 'A q'体积分数 $] 9?# 培养箱

中培养 P8V(E!C 细胞"' =̂ J 传代( 将传代后的 8V(
细胞按 !p!%&

个<),接种于 & 孔板中"达到 &%] Â%]
融合时更换为含有 #]胎牛血清的 >U(U<TE!# 培养
基"并将细胞分为空白对照组'贝伐单抗组'贝伐单
抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组"其中空白
对照组不做任何处理" 贝伐单抗组' 贝 伐 单 抗 n
ZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组培养基中分别加
入 %\#$ .<;贝伐单抗'%\#$ .<;贝伐单抗n' &)5,<;
ZPW#DA%'%\#$ .<;贝伐单抗n#% &)5,<;dX:!'AD'! 继
续培养 A# 1(
<6@6@"实时荧光定量 V98法检测各组细胞中 T['
Z+)2-H+-'"EWUP'S?E! 及 [?i= )8[P的表达"收集
各组细胞"用 :G+R5,提取细胞中的总 8[P"按照试剂盒
说明逆转录为 7>[P( 引物由青岛德罗海达生物技术
有限 公 司 设 计 并 合 成( T[ 正 向 引 物 序 列$ $ rE
dddP99d:9PdddPdPPPPE'r"反向引物序列$ $ rE
9dPdP:P::99::9:d99P9:d::E'r#Z+)2-H+- 正向引
物序列$$rEd9PddPdd9PdPPdPP:dd:PE'r"反向引
物序列$$rEdddP9:9P:dd::99:::PPddE'r#"EWUP

正向引物序列$$rEdd:dP9dPPd9P9PdPd9PPE'r"反
向引物序列$$rE9Pddd:dddP:d9:9::9PdE'r#S?E!
正向引物序列$$rEPddP:99P:P:999dPddPPPE'r"
反向 引 物 序 列$ $ rE9dPdd:9:9:d9:dd9::d:E' r#
[?i= 正向引物序列$$rE9PP9:d::99:dd99:dP9PE
'r"反向引物序列$$rEd9PP9d:9Pd9Pd9P:d:PdPE'r#
dPV>j 正 向 引 物 序 列$ $ rE9P:d::9d:9P:dd
d:d:dPPE'r" 反 向 引 物 序 列$ $ rEdd9P:ddP9:d:
dd:9P:dPdE'r( 采用 Pa@A$%% 82*,E:+)2V98系统"
按照 82*,U*FH2GU+Q)Wha8.G22-*试剂盒说明书加入
试剂进行 V98反应( 反应条件$C$ q预变性 '% F"
! 个循环#C$ q变性 $ F"&% q退火 '% F"扩增 =% 个循
环( 实验独立重复 ' 次"以 dPV>j为内参"采用
#_''9H

法计算目的基因的相对表达量(
<6@6A"c2FH2G- O,5H法检测各组细胞中 T['Z+)2-H+-'
"EWUP'S?E! 及 [?i= 蛋白的表达"将各组细胞用裂
解缓冲液在冰上裂解 '% )+- 后收集超声 !% F"离心半
径 !% 7)"= q'!# %%% G<)+- 离心 !% )+- 后收集上清"
采用 a9P蛋白测定试剂盒定量蛋白浓度( 将提取的
总蛋白 '% &.在上样缓冲液中煮沸 !% )+-"质量分数
!%]聚丙烯酰胺凝胶电泳"转印至硝酸纤维素膜"
$% .<;脱脂牛奶室温封闭 ! 1"一抗 = q孵育过夜)T[
和 [?i稀释比例均为 ! f! %%%"Z+)2-H+-'"EWUP和
S?E! 稀释比例均为 ! f# %%%*#洗膜"滴加相应二抗
)! f# %%%*在室温下孵育 ! 1"再次洗膜并使用 d2,E>2,
凝胶成像系统 )美国 a+5E8*J 公司*使蛋白信号可视
化( 以 dPV>j作为内参蛋白"采用 @)*.2Y软件分析
条带灰度(
<6@6B"细胞免疫荧光染色检测 T['Z+)2-H+-'"EWUP
和 S?E! 蛋白表达的分布"将 P8V(E!C 细胞接种到
& 孔板中"按照实验分组处理细胞后"弃去培养基"磷
酸盐缓冲液)I15FI1*H2O/LL2G2J F*,+-2"VaW*洗涤 ' 次"
室温下用 =% .<;多聚甲醛固定 #% )+-( VaW 洗涤 '
次"检测 "EWUP和 Z+)2-H+- 时用体积分数 %\#]
:G+H5- iE!%% 透化细胞 ! )+-"检测 [?i= 时用 %\$]
:G+H5- iE!%% 透化细胞 '% )+-"检测 S?E! 和 T[时不透
化"再次 VaW 洗涤 ' 次后"将细胞用体积分数 !%]驴
血清蛋白在 'A q封闭 '% )+-"! f#%% 稀释一抗"并在
= q条件下孵育过夜"VaW 洗涤后在室温下将细胞用
T@:9标记的驴抗兔 @.d)! f#%%*避光孵育 ! 1"VaW 洗
涤细胞并用 >PV@复染细胞核"使用激光扫描共聚焦
显微镜捕获图像(
<6A"统计学方法

采用 WVWW !C\% 统计学软件进行统计分析( 本研

!C%$!中华实验眼科杂志 #%## 年 & 月第 =% 卷第 & 期"91+- Y(QI ?I1H1*,)5,"Y/-2#%##"Z5,6=%"[56&
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究中计量资料经 W1*I+G5Ec+,N 检验证实呈正态分布"
以 \o:表示"空白对照组'贝伐单抗组'贝伐单抗n
ZPW#DA% 组'贝伐单抗ndX:!'AD'! 组间总体比较采
用单因素方差分析"组间两两比较采用 W[XEa检验(
Ò %\%$ 为差异有统计学意义(

@8结果

@6<"各组细胞中 T['Z+)2-H+-'"EWUP'S?E! 及 [?i=
)8[P相对表达量比较

空白对照组'贝伐单抗组'贝伐单抗nZPW#DA% 组
和贝伐单抗 ndX:!'AD'! 组细胞中 T[' Z+)2-H+-'

"EWUP'S?E! 和 [?i= )8[P相对表达量组间总体比
较差异均有统计学意义 )NmCA\%A'!C$\=%'A##\=%'
'D\$&'A%\D!"均 O %̀\%%! *"其中贝伐单抗组 T['
Z+)2-H+-'"EWUP和 [?i= )8[P相对表达量明显高
于空白对照组"S?E! )8[P相对表达量明显低于空白
对照组"差异均有统计学意义)均 Ò %\%$*( 贝伐单
抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组细胞中
T['Z+)2-H+-'"EWUP和 [?i= )8[P相对表达量明
显低于贝伐单抗组"S?E! )8[P相对表达量明显高
于贝伐单抗组"差异均有统计学意义 )均 Ò %\%$*
)表 !* (

表 <8各组细胞中 :L'W-2"1%-1'!*XF5'YD*< 及 LDZB 2!L5相对表达量比较 )!G"*
?$6'"<8>(2#$,-7(1(32!L5"N#,"77-(1(3:L"+-2"1%-1"!*XF5"YD*< $1&LDZB -14"''7$2(1. +$,-(;7.,(;#7)!G"*

组别 样本量
不同基因 )8[P相对表达量

T[ Z+)2-H+- "EWUP S?E! [?i=

空白对照组 ' %\&A%o%\%=& %\A&Do%\%!! %\A$!o%\%#C !\#AAo%\%!= %\==&o%\%!!

贝伐单抗组 ' !\%%#o%\%D&* !\%%%o%\%'%* !\%%%o%\%##* !\%%'o%\%C!* !\%%Ao%\%DC*

贝伐单抗nZPW#DA% 组 ' %\&%$o%\%#$O %\&'%o%\%#!O %\'=$o%\%!DO !\&&#o%\%%AO %\#CAo%\%$AO

贝伐单抗ndX:!'AD'! 组 ' %\#A#o%\%%DO %\$$Co%\%!CO %\#=!o%\%!%O !\&A=o%\!#CO %\#$Co%\%%DO

N值 CA\%A !C$\=% A##\=% 'D\$& A%\D!

O值 %̀\%%! %̀\%%! %̀\%%! %̀\%%! %̀\%%!

"注$与空白对照组比较"*Ò %\%$#与贝伐单抗组比较"O Ò %\%$)单因素方差分析"W[XEa检验*"T[$纤维连接蛋白#Z+)2-H+-$波形蛋白#"EWUP$
"E平滑肌肌动蛋白#S?E!$闭锁小带蛋白E!#[?i$还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶
"[5H2$95)I*G2J K+H1 O,*-N 75-HG5,.G5/I"*Ò %\%$#75)I*G2J K+H1 O2M*7+R/)*O .G5/I"O Ò %\%$ )?-2EK*4P[?ZP"W[XEaH2FH*"T[$L+OG5-27H+-#"EWUP$
"EF)55H1 )/F7,2*7H+-#S?E!$R5-/,*577,/J2-FE!#[?i$-+75H+-*)+J2*J2-+-2J+-/7,25H+J2I15FI1*H25Q+J*F2

@6@"不同分组细胞中 T['Z+)2-H+-'"EWUP'S?E! 和
[?i= 蛋白相对表达量比较

c2FH2G- O,5H检测结果显示"空白对照组 T['
Z+)2-H+-'"EWUP及 [?i= 条带灰度弱于贝伐单抗组"
S?E! 条带灰度强于贝伐单抗组#贝伐单抗nZPW#DA%
组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组的 T['Z+)2-H+-'"EWUP
和 [?i= 条带灰度弱于贝伐单抗组"S?E! 条带灰度强
于贝伐单抗组)图 !*( 空白对照组'贝伐单抗组'贝伐
单抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组中 T['
Z+)2-H+-'"EWUP'S?E! 和 [?i= 的蛋白相对表达量总
体比较差异均有统计学意义)Nm#'\%C'&=\$D'$D\!C'
#&\CA'&'\!C"均 O %̀\%%! *"其中贝伐单抗组 T['
Z+)2-H+-'"EWUP和 [?i= 蛋白相对表达量明显高于
空白对照组"S?E! 蛋白相对表达量明显低于空白对照
组"差异均有统计学意义 )均 Ò %\%$*( 贝伐单抗n
ZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组 T['Z+)2-H+-'
"EWUP和 [?i= 蛋白相对表达量明显低于贝伐单抗
组"S?E! 蛋白相对表达量明显高于贝伐单抗组"差异
均有统计学意义)均 Ò %\%$*)表 #*(

1 2 3 4

FN

Vimentin

α�SMA

ZO�1

NOX4

GAPDH

图 <8各组细胞 CF?标志物蛋白及 LDZB 蛋白表达电泳图 "!$空
白对照组##$贝伐单抗组#'$贝伐单抗nZPW#DA% 组#=$贝伐单抗n

dX:!'AD'! 组"T[$纤维连接蛋白#Z+)2-H+-$波形蛋白#"EWUP$

"E平滑肌动蛋白#S?E!$闭锁小带蛋白E!#[?i$还原型烟酰胺腺嘌呤
二核苷酸氧化酶#dPV>j$甘油醛E'E磷酸脱氢酶
:-.;,"<8C'"4%,(#/(,"%(.,$2 (3CF?2$,J",7$1&LDZB "N#,"77-(1
$2(1. +$,-(;7.,(;#7"!$O,*-N 75-HG5,.G5/I##$O2M*7+R/)*O .G5/I#
'$O2M*7+R/)*OnZPW#DA% .G5/I#=$O2M*7+R/)*OndX:!'AD'! .G5/I"
T[$L+OG5-27H+-#"EWUP$"EF)55H1 )/F7,2*7H+-#S?E!$R5-/,*577,/J2-FE
!#[?i$-+75H+-*)+J2*J2-+-2J+-/7,25H+J2I15FI1*H25Q+J*F2#dPV>j$
.,472G*,J2E'EI15FI1*H2J214JG5.2-*F2

!%!$! 中华实验眼科杂志 #%## 年 & 月第 =% 卷第 & 期"91+- Y(QI ?I1H1*,)5,"Y/-2#%##"Z5,6=%"[56&
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空白对照组 贝伐单抗组 贝伐单抗+VAS2870组 贝伐单抗+GKT137831组
α�
SM

A
ZO

�1
V
im

en
tin

FN

20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm

图 @8各组细胞中 CF?标志物蛋白的免疫荧光染色表现m>PV@p
#%%"标尺m#% &)*"T[主要表达于细胞外基质"Z+)2-H+-'"EWUP
主要表达于细胞质"S?E! 主要表达于细胞膜"均呈绿色荧光"细胞核
呈蓝色荧光( 贝伐单抗组 T['Z+)2-H+-'"EWUP荧光强度强于空白
对照组#S?E! 荧光强度弱于空白对照组#贝伐单抗nZPW#DA% 组和贝
伐单抗ndX:!'AD'! 组 T['Z+)2-H+-'"EWUP荧光强度弱于贝伐单抗
组"S?E! 荧光强度强于贝伐单抗组"T[$纤维连接蛋白#Z+)2-H+-$
波形蛋白#"EWUP$"E平滑肌肌动蛋白#S?E!$闭锁小带蛋白E!
:-.;,"@ 8 K22;1(3';(,"74"14"7%$-1-1. (3CF? 2$,J",7$2(1.
+$,-(;7.,(;#7m>PV@p#%%"O*Gm#% &)*"T[)*+-,42QIG2FF2J +-
2QHG*72,,/,*G)*HG+Q"M+)2-H+- *-J "EWUP+- 74H5I,*F)"*-J S?E! +- 72,,
)2)OG*-2" *,,5LK1+71 F15K2J .G22- L,/5G2F72-72" *-J H12 -/7,2+
IG2F2-H2J O,/2L,/5G2F72-72m>PV@*6:12+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H4
5LT["M+)2-H+- *-J "EWUPK2G2FHG5-.2G*-J H12+))/-5L,/5G2F72-72
+-H2-F+H45LS?E! K*FK2*N2G+- O2M*7+R/)*O .G5/I H1*- H15F2+- O,*-N
75-HG5,.G5/I6:12+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H45LT[" M+)2-H+- *-J
"EWUPK2G2K2*N2G*-J H12+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H45LS?E! K*F
FHG5-.2G+- O2M*7+R/)*OnZPW#DA% *-J O2M*7+R/)*OndX:!'AD'! .G5/IF
H1*- O2M*7+R/)*O .G5/I " T[$ L+OG5-27H+-# "EWUP$ "EF)55H1 )/F7,2
*7H+-#S?E!$R5-/,*577,/J2-FE!

表 @8各组细胞中 :L'W-2"1%-1'!*XF5'YD*< 及 LDZB 蛋白相对表达量比较m!G"*
?$6'"@8>(2#$,-7(1(3:L"+-2"1%-1"!*XF5"YD*< $1&LDZB "N#,"77-(1-14"''7$2(1. +$,-(;7.,(;#7m!G"*

组别 样本量
不同蛋白相对表达量

T[ Z+)2-H+- "EWUP S?E! [?i=

空白对照组 ' %\&##o%\%&$ %\=&&o%\%D$ %\$A%o%\%'# !\&C$o%\#%C %\$!Co%\%=#

贝伐单抗组 ' !\%%#o%\%!&* !\%%'o%\%#!* !\%%%o%\%##* !\%%#o%\%=!* !\%%Ao%\%DC*

贝伐单抗nZPW#DA% 组 ' %\=#'o%\!$AO %\$&&o%\%=!O %\$#Co%\%$DO !\C'#o%\!!#O %\==Do%\%CCO

贝伐单抗ndX:!'AD'! 组 ' %\'%$o%\!$$O %\&$$o%\%'CO %\=$#o%\%AAO #\%'#o%\%A=O %\#A$o%\%A&O

N值 #'\%C &=\$D $D\!C #&\CA &'\!C
O值 %̀\%%! %̀\%%! %̀\%%! %̀\%%! %̀\%%!

"注$与空白对照组比较"*Ò %\%$#与贝伐单抗组比较"O Ò %\%$m单因素方差分析"W[XEa检验*"T[$纤维连接蛋白#Z+)2-H+-$波形蛋白#"EWUP$
"E平滑肌肌动蛋白#S?E!$闭锁小带蛋白E!#[?i$还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶
"[5H2$95)I*G2J K+H1 O,*-N 75-HG5,.G5/I"*Ò %\%$#75)I*G2J K+H1 O2M*7+R/)*O .G5/I"O Ò %\%$ m?-2EK*4P[?ZP"W[XEaH2FH*"T[$L+OG5-27H+-#"EWUP$
"EF)55H1 )/F7,2*7H+-#S?E!$R5-/,*577,/J2-FE!#[?i$-+75H+-*)+J2*J2-+-2J+-/7,25H+J2I15FI1*H25Q+J*F2

@6A"各组细胞 (U:标志物蛋白表达情况比较
免疫荧光染色结果显示"T[主要表达于细胞外基

质"呈绿色荧光( 贝伐单抗组 T[荧光强度明显强于
空白对照组"贝伐单抗 nZPW#DA% 组和贝伐单抗 n

dX:!'AD'! 组 T[荧光强度均明显减弱( Z+)2-H+- 和
"EWUP主要表达于细胞质"均呈绿色荧光( 贝伐单抗
组 Z+)2-H+- 和 "EWUP荧光强度明显强于空白对照组"
贝伐单抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗ndX:!'AD'! 组较
贝伐单抗组荧光强度明显减弱( S?E! 主要表达于细
胞膜"呈绿色荧光( 贝伐单抗组 S?E! 荧光强度明显弱
于空白对照组"贝伐单抗nZPW#DA% 组和贝伐单抗n

dX:!'AD'! 组荧光强度明显强于贝伐单抗组m图 #*(
@6B"空白对照组和贝伐单抗组细胞 [?i= 免疫荧光
染色情况比较

免疫荧光染色结果显示"[?i= 主要表达于细胞
质"呈绿色荧光( 与空白对照组相比"贝伐单抗组中
[?i= 荧光强度明显较强m图 '*(

A8讨论

抗 Z(dT治疗使众多眼部新生血管性疾病患者视
力得以提高

+ #%, "但新生血管的纤维化影响了患者的视
力获益

+ '"#!, "8V(细胞对于维持正常视觉功能至关重
要"其 (U:与视网膜纤维化发病机制有关+##, ( 8V(细
胞经 (U:过程形成成纤维细胞样细胞"并产生细胞外
基质成分"参与视网膜纤维化组织的形成+#', ( 因此在
抗 Z(dT治疗同时抑制纤维化的发生具有重要意义(

许多疾病的发生与氧化应激有关( 8?W 是氧正
常代谢的天然副产物"其包括超氧化物和 j#?#"在细
胞信号转导和维持体内平衡中具有重要作用"但在氧
化应激状态下"8?W 产生增多则会导致细胞损伤并危
害机体健康

+ #=_#$, ( 本课题组前期研究发现"贝伐单抗

处理细胞后可使 8?W 和纤维化相关因子水平升高"因
此 8?W 在 8V(细胞的 (U:过程中起到促进作用(

!!!$!中华实验眼科杂志 #%## 年 & 月第 =% 卷第 & 期"91+- Y(QI ?I1H1*,)5,"Y/-2#%##"Z5,6=%"[56&
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BA20μm 20μm

图 A8贝伐单抗组和空白对照组细胞中 LDZB 的免疫荧光染色表现
m>PV@p#%%"标尺m#% &)*"[?i= 主要表达于细胞质"呈绿色荧
光"细胞核呈蓝色荧光m>PV@* ( 可见贝伐单抗组 [?i= 表达强于空
白对照组"P$空白对照组"a$贝伐单抗组
:-.;,"A8K22;1(3';(,"74"14"7%$-1-1. (3LDZB -16"+$4-V;2$6
.,(;#$1&6'$1J4(1%,('.,(;#m>PV@p#%%"O*Gm#% &)*"[?i=
K*F)*+-,42QIG2FF2J +- 74H5I,*F)"F15K+-..G22- L,/5G2F72-726[/7,2+
IG2F2-H2J O,/2L,/5G2F72-72m>PV@*6:12+))/-5L,/5G2F72-72+-H2-F+H4
5L[?i= K*F1+.12G+- O2M*7+R/)*O .G5/I H1*- O,*-N 75-HG5,.G5/I"
P$O,*-N 75-HG5,.G5/I"a$O2M*7+R/)*O .G5/I

[?i是调控 8?W 产 生 的 重 要 上 游 信 号 + #', "
[P>Vj氧化还原酶的 [?i家族在 8?W 参与转化生
长因子 (介导的 (U:发生过程中具有重要作用(
[?i家族由 [?i!'[?i#'[?i''[?i='[?i$'双重
氧化酶 ! m>/5Q!*和 >/5Q# 共 A 个亚型组成 + !#, ( 其
中"[?i= 是表达丰富'分布广泛的 [?i亚型之一 + #&, (
与其他 [?i成员不同"即使在没有胞质调节剂的情况
下"[?i= 也具有结构活性"这使得 [?i= 在控制内皮
细胞的氧化还原状态和细胞内信号转导方面具有重要

作用
+ #A, ( 在此之前的研究中"我们发现 [?i= 通过

8?W 机制调节信号通路促进视网膜新生血管的生成"
但 [?i抑制剂对 (U:的影响未见直接证据( 了解
[?i抑制剂能否抑制及逆转抗 Z(dT抑制剂诱导的
(U:对于新生血管的防治具有重要意义(

本研究观察了贝伐单抗对 P8V(!C 细胞中 [?i=
表达水平的影响"发现培养基中加入贝伐单抗后"在
(U:标志物发生变化的同时"细胞中 [?i= )8[P和
蛋白 表 达 水 平 均 增 高" 而 加 入 [?i= 抑 制 剂
dX:!'AD'! 或 ZPW#DA% 后"[?i= 呈低表达状态"(U:
标志物中 T['Z+)2-H+- 和 "EWUP表达水平降低"S?E!
表达水平升高"表明由贝伐单抗引起的 (U:发生了逆
转"[?i= 的表达与(U:密切相关"下调[?i= 对贝伐
单抗引起的 P8V(!C 细胞的 (U:有抑制作用"验证了
[?i= 可能参与(U:的调控( 有研究发现[?i= 在大
鼠晶状体上皮细胞'人胸膜间皮细胞和人肾小管上皮
细胞 (U:过程中发挥一定作用"而 [?i= 抑制剂可以
减轻纤维化程度"与本研究结果一致 + #D_'%, ( 本研究使
用了 # 种不同的[?i= 抑制剂"体外实验观察了[?i=

的表达"均使贝伐单抗诱发的 (U:发生逆转( 由此可
以推测多种 [?i= 抑制剂具有成为临床有效纤维化抑
制剂的可能(

综上所述"[?i= 在视网膜纤维化形成中可能发
挥重要的调节作用"[?i= 抑制剂可能减少抗 Z(dT
治疗所诱发的新生血管过度纤维化的发生"这可能为
年龄相关性黄斑变性等脉络膜新生血管疾病的治疗提

供新的思路( 但本实验仅观察了 # 种 [?i= 抑制剂处
理 8V(细胞的生物学行为"并未在动物模型中证实"
因此需要在下一步的研究中进行相关动物实验"进一
步检测参与调控发生纤维化过程的诱导因子 Z(dT及
各类炎性因子变化"并探讨不同 [?i抑制剂在不同浓
度时在体内相关通路中不同程度的影响(
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