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!!"摘要#!背景!视网膜新生血管性疾病是多种眼科疾病的病理基础$迄今为止新生血管形成的发病机

制尚不完全清楚% 研究显示$视网膜新生血管形成过程中 ,*8'='( 表达量明显增加$因此推测在视网膜新生血

管相关疾病中抑制或沉默 .&8#P#$ 基因有望成为治疗的新方法%!目的!研究 ,*8'='( 小发卡&60DX<'干扰质

粒对氧诱导视网膜病变&K@D'小鼠模型视网膜中 .&8#P#$ 基因表达的抑制作用$观察其对小鼠视网膜新生管

形成的影响%!方法!将 NU 只出生后 M 8 的 EFZ级 "HM%]ONW小鼠按照随机数字表法分为正常对照组(模型

对照组(,*8'='( 60DX<质粒组和 60DX<质粒组$其中模型对照组(,*8'='( 60DX<质粒组和 60DX<质粒组小鼠

在体积分数&MHpJ'\的氧环境中饲养 H 8$建立 K@D动物模型$正常对照组小鼠饲养于正常氧环境下% ,*8'='(

60DX<质粒组和 60DX<质粒组小鼠于出生后第 GJ 天分别于玻璃体腔注射 G !),*8'='( 60DX<质粒和对照
60DX<质粒$小鼠出生后第 GM 天$对各组小鼠行 Z$9JIIIE 血管造影术$制备视网膜铺片$观察视网膜血管形

态和分布)摘取各组小鼠眼球制备视网膜切片$采用视网膜苏木精T伊红染色法观察突破视网膜内界膜的血

管内皮细胞核和新生血管)应用免疫组织化学染色法检测 ,*8'='( 在视网膜中的表达分布)分别采用实时荧光

定量 F"D法和 `&6-&,( :4.-法检测 ,*8'='( 1DX<及其蛋白在视网膜组织中的表达情况%!结果!正常对照组

小鼠视网膜铺片显示视网膜血管走行正常$模型对照组小鼠视网膜后极部大片状无灌注区$可见大血管迂曲

和血管壁荧光素渗漏和新生血管$60DX<质粒组小鼠视网膜可见无灌注区和微血管瘤$而 ,*8'='( 60DX<质粒

组小鼠视网膜后极部无灌注区面积较小$血管迂曲和渗漏现象较模型对照组和 60DX<质粒组明显减轻% 视

网膜组织病理学检查显示$模型对照组和 60DX<质粒组小鼠视网膜内界膜不连续$可见大量血管内皮细胞核

和血管管腔突破内界膜$,*8'='( 60DX<质粒组视网膜内界膜形态接近正常对照组$有少量血管内皮细胞核和

血管管腔突破内界膜% 免疫组织化学检查显示$正常对照组和 ,*8'='( 60DX<质粒组 ,*8'='( 表达弱于模型对

照组和 60DX<质粒组% 正常对照组(模型对照组(,*8'='( 60DX<质粒组和 60DX<质粒组小鼠视网膜中,*8'='(

1DX<的相对表达量分别为 G[IIJpI[IUL$J[JLNpI[IQL$I[HHNpI[IGH 和 J[JMJpI[IQN$各组间总体比较差异

有统计学意义&RnHIU[HUH$NnI[III'% 正常对照组(模型对照组(,*8'='( 60DX<质粒组和 60DX<质粒组小

鼠视网膜中 ,*8'='( 蛋白的相对表达量分别为 G[IIIpI[IVJ(G[GQLpI[IJG(I[JNLpI[IGN 和 G[JLHpI[IIH$各组

间总体比较差异有统计学意义&RnMHL[HJJ$NnI[III',*8'='( 60DX<质粒组 ,*8'='( 1DX<和蛋白的相对表

达量较模型对照组和 60DX<质粒组明显减低$差异均有统计学意义&均 NqI[IG'%!结论!D*8'='( 60DX<能

有效沉默 K@D动物模型视网膜中 .&8#P#$ 基因的表达$抑制视网膜新生血管的形成%!

"关键词#! 小干扰 DX<O应用) 视网膜新生血管) 高氧O生理病理) 细胞骨架蛋白) 膜蛋白) 动物模

型) 近交系 "HM%]ONW小鼠) 根蛋白

@%*$6$')+# (--(/')-+"4$T$%1*DW5 )%+('$%",%()0"1/2,"+$Y"'$)%$%42/(46# *#3(+)T$" $%.$/(! !&$'

=-$'@"#$\&$' [#&$ \&$ =#$$ =#? ,#$'$ A-$' [#&-'?&$'$ [? 3&#>"$')MF&$8-$' N.-;#$9#&6<"0=&%-.&2-.0->

K5F2F&6@-6-'0$MF&$8-$' /0"]$42#2?2"$(#$'8&-TIICDB$1F#$&

1-.."45-$8#$' &?2F-.*[? 3&#>"$'$/@&#6*9FPF>HBTI)9-@

!561'+"/'"7J"/K&+)2%47D&-'(*4(&.7*6234*,'?*-'.( '6+*-0.4.)'2*4:*6'6./*7*,'&-5.//3(8368'6&*6&6$:3-

'-6+*-0.)&(&6'6'63(24&*,;E-38'&660.>&8 -0*--0&&=+,&66'.( 4&7&4./,*8'='( '( ,&-'(*'6,&1*,A*:45'(2,&*6&8 '(

!QVIG!中华实验眼科杂志 JIGH 年 GJ 月第 LL 卷第 GJ 期!"0'( WR=+ K+0-0*41.4$$&2&1:&,JIGH$#.4;LL$X.;GJ

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



,&-'(*4(&.7*6234*,'?*-'.(9,&4*-&8 8'6&*6&6;@-'6+,&631&8 -0*-6'4&(2'().,8.>(9,&)34*-'()-0&*:(.,1*4&=+,&66'.( ./

,*8'='( '60&4+/34/.,23,'(),&-'(*4(&.7*6234*,'?*-'.(9,&4*-&8 8'6&*6&6;!L6M(/'$0(! 0̂'66-385>*6-.'(7&6-')*-&-0&

'(0':'-.,5&//&2-./,*8'='( 60.,-0*',+'( DX< &60DX<' +4*61'8 .( &=+,&66'.( ./.&8#P#$ )&(&'( ,&-'(*./.=5)&(9

'(832&8 ,&-'(.+*-05&K@D' 1'2&;!N('*)41! E'=-59/.3,M98*59.48 "HM%]ONW1'2&>&,&,*(8.1458'7'8&8 '(-.

(.,1*42.(-,.4),.3+$1.8&42.(-,.4),.3+$,*8'='( 60DX<+4*61'8 ),.3+ *(8 60DX<+4*61'8 ),.3+ :5,*(8.1(31:&,
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(&>:4..8 7&66&46&=-&(8'()'((&,4'1'-'()1&1:,*(&&@]C' >&,&&=*1'(&8 :50&1*-.=54'( *(8 &.6'( 6-*'('())-0&

&=+,&66'.( ./,*8'='( '( -0&,&-'(*6>*68&-&2-&8 36'()'113(.20&1'6-,5)-0&,&4*-'7&&=+,&66'.( 4&7&46./,*8'='(

1DX<*(8 +,.-&'( >&,&B3*(-'-*-'7&*66*5&8 :5,&*49-'1&B3*(-'-*-'7&D"D*(8 `&6-&,( :4.-$,&6+&2-'7&45;̂ 0&36&
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,&634-660.>&8 -0*--0&&=+,&66'.(6./,*8'='( '( -0&(.,1*42.(-,.4),.3+ *(8 ,*8'='( 60DX<+4*61'8 ),.3+ >&,&

>&*A&,-0*( -0.6&'( -0&1.8&42.(-,.4),.3+ *(8 2.(-,.460DX<+4*61'8 ),.3+;̂ 0&,&4*-'7&&=+,&66'.( 4&7&46./

,*8'='( 1DX<>&,&G[IIJpI[IUL$J[JLNpI[IQL$I[HHNpI[IGH *(8 J[JMJpI[IQN '( -0&(.,1*42.(-,.4),.3+$

1.8&42.(-,.4),.3+$,*8'='( 60DX<+4*61'8 ),.3+ *(8 2.(-,.460DX<+4*61'8 ),.3+$*(8 -0.6&'( -0&,*8'='( 60DX<

+4*61'8 ),.3+ >&,&6')('/'2*(-45,&832&8 '( 2.1+*,'6.( >'-0 -0&(.,1*42.(-,.4),.3+$1.8&42.(-,.4),.3+ *(8 -0&

60DX<+4*61'8 ),.3+ &*44*-NqI[IG';̂ 0&,&4*-'7&&=+,&66'.( 4&7&46>&,&G[IIIpI[IVJ$G[GQLpI[IJG$I[JNLp

I[IGN *(8 G[JLHpI[IIH '( -0&(.,1*42.(-,.4),.3+$1.8&42.(-,.4),.3+$,*8'='( 60DX<+4*61'8 ),.3+ *(8 60DX<

+4*61'8$>'-0 -0&4.>&6-&=+,&66'.( 4&7&4'( -0&,*8'='( 60DX<+4*61'8 ),.3+ &*44*-NqI[IG';!<)%/,21$)%1!
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!!视网膜病理性新生血管形成是许多眼科疾病发生
和发展的病理基础

+G, $新生血管引起牵拉性视网膜脱
离(玻璃体出血(视网膜裂孔等病变$导致视觉功能损
害% 迄今为止$新生血管形成的具体机制尚不完全清
楚% D*8'='( 是 RDC&R?,'(O,*8'='(O1.&6'('蛋白家族
中的一员$是膜细胞骨架连接蛋白$属于 U[G 蛋白超家
族

+JTU, % 研究显示$,*8'='( 在肿瘤细胞增生和迁移浸
润以及血管内皮屏障功能的破坏等病理过程中都起到

了重要作用
+HTGI, $目前有关 ,*8'='( 与视网膜新生血管

形成的关系研究甚少% 我们前期的研究发现$小鼠视
网膜新生血管形成过程中 ,*8'='( 在视网膜中的表达
量升高

+GG, $推测 ,*8'='( 在视网膜新生血管形成过程

中可能与血管内皮细胞的生物学行为有关% 本研究应
用 ,*8'='( 小发卡 DX<&60.,-0*',+'( DX<$60DX<'质
粒进行小鼠视网膜新生血管模型的玻璃体腔注射$探
讨 ,*8'='( 对血管内皮细胞异常增生和迁移(新生血管
形成以及血管通透性的影响$为视网膜新生血管性疾
病的靶向治疗和相关的研究提供实验依据%

:7材料与方法

:;:7材料
:;:;:7实验动物7 EFZ级健康成熟 "HM%]ONW小鼠
&北京维通利华公司'$按雌雄比例 L _G合笼饲养$母鼠
怀孕后单独饲养$取其所生幼鼠制作视网膜新生血管
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模型% 本研究符合美国 <D#K关于在眼科和视觉研
究中动物使用宣言的规定%
:;:;; 7 主要试剂及仪器 7 ,*8'='( 60DX<质粒
&629LMLNM'(对照 60DX<质粒 &629GIVINI'(羊抗小鼠
,*8'='( 一抗&629NUIV'&美国 E*(-*",3?公司'(辣根过
氧化物酶标记兔抗羊二抗&k%9JLIN' &中杉金桥生物
技术有限公司')异硫氰酸荧光素标记的右旋糖酐
&Z$9JIIIE ' &美 国 E')1*公 司 ') 免 疫 组 织 化 学
R4'#'6'.+436检测试剂盒&福州迈新生物技术开发有限
公司')DX<提取试剂盒 &德国 C<"YRDRa9X<cR]
公司')逆转录试剂盒&大连 *̂A*,*公司')实时荧光定
量 F"D试剂盒&北京天根生化科技有限公司')探针引
物&南京金斯瑞生物科技有限公司')%"<蛋白定量试
剂盒&上海碧云天生物技术有限公司')R"]显影试剂
盒&美国 0̂&,1.62'&(-'/'2公司'% ]%9"a4J"数字测氧
仪&青岛路博伟业环保科技有限公司')H !4微量注射
器&配 LLc针头' &美国 Y*1'4-.( 公司')荧光显微镜
&日本 X'A.( 公司')MHII 型荧光定量 F"D仪 &美国
<%@公司'%
:;;7方法
:;;;:7氧诱导视网膜病变动物模型建立及分组7将
NU 只 M 日龄的小鼠用随机数字表法将每窝小鼠随机
分为 U 个组$每组 GN 只% 正常对照组小鼠置正常环境
中饲养)模型对照组(,*8'='( 60DX<质粒组和 60DX<
质粒组 M 日龄小鼠与母鼠同笼置于氧体积分数
&MHpJ'\(室 温 & JL pJ 'o 的 高 氧 氧 箱 中 饲 养%
]%9"a4J"数字测氧仪每日监测 L gU 次$保证氧箱内
氧体积分数稳定% 饲养 H 8 后$小鼠出氧箱时随机取 G
只小鼠颈椎脱臼处死$摘取眼球行血管灌注视网膜铺
片$以视网膜形成大片无灌注区作为氧诱导视网膜病
变&.=5)&( '(832&8 ,&-'(.+*-05$K@D'动物模型造模成
功的标准

+GJ, % ,*8'='( 60DX<质粒组和 60DX<质粒组
小鼠玻璃体腔分别注射 ,*8'='( 60DX<质粒和空白
60DX<质粒 G !)$模型对照组小鼠不进行任何处理%
将小鼠置于到正常环境中继续饲养$各组小鼠均于出
生后第 GM 天颈椎脱臼处死并取材%
:;;;;7小鼠玻璃体腔注射质粒7D*8'='( 60DX<质粒
组和 60DX<质粒组小鼠取出高氧氧箱后立即腹腔注
射盐酸氯氨酮&I[G )OA)'(盐酸氯丙嗪&I[GJH )OA)'麻
醉$置开睑器充分暴露眼球$复方托吡卡胺滴眼液点眼
扩瞳% 在手术显微镜下用微量注射器沿眼球角巩膜缘
后缘穿刺进入玻璃体腔$放出少量液体后注入相应的
质粒溶液% 眼球复位$送回笼内喂养$质量分数 I[H\
左氧氟沙星滴眼液点眼$每日 L 次$预防感染%

:;;;?7视网膜 Z$9JIIIE 血管灌注铺片!每组任意取
L 只小鼠$腹腔注射麻醉后于手术显微镜下自上腔静
脉灌注 JH )O]Z$9JIIIE I[IH 14$保持正常血液循环
H 1'(后颈椎脱臼处死小鼠$摘取小鼠眼球$质量分数
U\多聚甲醛溶液固定 GH 1'($手术显微镜下沿角巩膜
缘剪开眼球$去除角膜(虹膜和晶状体$完整分离视网
膜% 将视网膜呈放射状剪开$玻璃体面向上平铺于载
玻片上$甘油封片后置于荧光显微镜下$应用 UVV (1
波长蓝光激发$观察视网膜血管的形态并拍照%
:;;;B7各组小鼠视网膜形态的组织病理学观察7每
组任意取 L 只小鼠$颈椎脱臼法处死小鼠$摘取小鼠眼
球$U\多聚甲醛溶液固定 JU 0$石蜡包埋% 全眼球矢
状位连续切片$切片厚度 U !1% 待眼环呈现不完整圆
环时$每隔 GH 张切片取 J 张置于 G 张载玻片上$苏木
精T伊红染色$光学显微镜下观察并拍照%
:;;;E7免疫组织化学染色法检测各组小鼠视网膜中
,*8'='( 的表达分布!按照 G;J;U 方法制备小鼠眼球石
蜡切片$常规脱蜡$枸橼酸盐高压抗原修复$体积分数
L\ YJKJ封闭 GH 1'($山羊血清孵育 GH 1'($加入羊抗
小鼠 ,*8'='( 一抗&G _JII'$以 F%E 代替一抗作为阴性
对照$LM o水浴锅孵育 G 0$F%E 漂洗)滴加试剂盒中增
强剂及兔抗羊二抗$LM o水浴锅孵育 LI 1'($F%E 漂
洗)$<%显色$苏木精复染$中性树胶封片$光学显微镜
下观察并拍照% 细胞中出现棕黄色颗粒者为阳性反应%
:;;;F 7实时荧光定量 F"D法检测小鼠视网膜中
,*8'='( 1DX<的表达!每组任意取 H 只小鼠$按照
G[J[U 方法分离视网膜$每 L 个视网膜合并为 G 个样
本$采用 DX<提取试剂盒提取视网膜总 DX<$并采用
逆转录试剂盒逆转录合成 2$X<% 以 2$X<为模板$加
入设计的引物和探针进行扩增 &表 G '% 反应条件*
QH o预变性 GI 6)QH o变性 GH 6$NI o延伸 NI 6$共 UI
个循环%

表 :7实时荧光定量 !<DH"[."%法引物探针序列

基因名称

&基因库序号' 探针引物序列&H09L0 ' 产物长度& :+'

WQNA3 Z*<"<<"̂ ^̂cc"<̂ ĉ̂ cc<< GLL
&XCxIIVIVU' D*c<̂ c"<ccc<̂ c<̂ ĉ "̂̂ c

F*"<̂ c""<̂ "<"̂c""<"""<
.&8#P#$ Z*c<<c<<̂ c<<"c"ĉ c<<c GIL
&XCxIIGGIUNGNI' D*"̂ "<c"ĉ c<<c<<"<̂ "ĉ

F* "̂̂ c<<"̂"<<̂ c""̂cc<c"̂c"

!注*Z*上游序列)D*下游序列)F*探针序列),*8'='(*根蛋白

:;;;G7`&6-&,( :4.-法检测小鼠视网膜中 ,*8'='( 蛋白
的表达!每组任意取 H 只小鼠$按照 G[J[U 方法分离

!GQIG!中华实验眼科杂志 JIGH 年 GJ 月第 LL 卷第 GJ 期!"0'( WR=+ K+0-0*41.4$$&2&1:&,JIGH$#.4;LL$X.;GJ
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视网膜$试剂盒提取视网膜总蛋白质$%"<蛋白定量
法测蛋白浓度$取总蛋白 LI !)进行质量分数 GI\
E$E9F<cR凝胶电泳% 电泳结束后$GII 1<恒流电转
L 0 将蛋白转印至F#$Z膜上% 质量分数 H\脱脂奶粉
室温封闭 G 0$加入羊抗小鼠 ,*8'='( 一抗&G _HII'U o
孵育过夜% 用含体积分数 I[G\ >̂&&(9JI 的磷酸盐
缓冲液&F%E '̂洗膜$加入兔抗羊 @)c二抗&G _L III'
室温孵育 G 0% F%E^洗膜$R"]显影试剂盒显影并成
像$c&49$&4凝胶成像系统照相$@1*)&WJ=软件测量目
的蛋白条带的灰度值$以 c<F$Y为内参$计算 ,*8'='(
蛋白的相对表达量%
:;?7统计学方法

采用 EFEE GQ;I 统计软件进行统计分析% 本研究
测量指标的数据资料经 ` 检验证实呈正态分布$以
Pp4表示$组间方差经 ]&7&(&检验证实方差齐% 采用
完全随机分组单因素干预多水平分组实验设计$正常
对照组(模型对照组(,*8'='( 60DX<质粒组和 60DX<
质粒组间小鼠视网膜中 ,*8'='( 1DX<及蛋白相对表
达量的总体差异比较采用单因素方差分析$组间多重
比较采用 ]E$92检验% NqI[IH 为差异有统计学意义%

;7结果

;;:7各组小鼠视网膜铺片中血管形态的变化
正常小鼠出生后 GJ 8 视网膜血管已发育完全&图

G<'% 高氧诱导小鼠出生后 GJ 8 视网膜动脉高度收
缩$后极部出现大片无灌注区$仅在视网膜周边小面积
内形成血管网$显示 K@D造模成功&图 G%'% 正常对
照组小鼠视网膜血管走行清晰$血管分布均匀(致密$
走行规则&图 G"'% 模型对照组小鼠视网膜大分支血
管迂曲扩张$视网膜周边部血管网向后极部生长$可见
大量新生血管芽及微血管瘤$血管走行紊乱$后极部可
见无血管灌注区&图 G$'% ,*8'='( 60DX<质粒组小鼠
视网膜血管迂曲$Z$9JIIIE 渗漏现象明显减轻$形态
趋于正常$新生血管数量明显减少$血管密度仍低于正
常对照组&图 GR'% 60DX<质粒组小鼠视网膜血管形
态与模型对照组相似$血管走行迂曲$出现明显的
Z$9JIIIE渗漏&图 GZ'%
;;;7各组小鼠视网膜组织病理学表现

正常对照组小鼠视网膜内界膜平整(光滑$未见血
管芽% 模型对照组和 60DX<质粒组小鼠视网膜内界
膜表面粗糙$内界膜不连续$可见大量血管内皮细胞核
和新生血管突破内界膜% ,*8'='( 60DX<质粒组小鼠
视网膜内界膜稍粗糙$视网膜各层组织形态接近正常
对照组$但可见少量血管内皮细胞核和血管突破内界

A B C

D E F
图 :7各组小鼠 \>C;VVV]血管灌注视网膜铺片&tUI'!<*正常对
照组小鼠 GJ 8 视网膜血管分布清晰$走行正常!%*模型对照组小鼠
视网膜可见大片无灌注区!"*正常对照组出生后 GM 8 小鼠视网膜
血管分布均匀(致密$走行规则!$*模型对照组小鼠视网膜可见大
片无灌注区$大血管迂曲$管径不均$管壁可见 Z$9JIIIE 渗漏!R*
,*8'='( 60DX<质粒组小鼠视网膜血管可见 Z$9JIIIE 渗漏$新生血
管少于模型对照组$但仍可见无灌注区!Z*60DX<质粒组小鼠视网
膜血管迂曲扩张$可见大量新生血管形成$局部可见微血管瘤
!

膜% 60DX<质粒组小鼠视网膜内界膜表面粗糙$突破
内界膜表面的血管内皮细胞核数和血管管腔较多

&图 J'%

A B

C D
图 ;7各组小鼠视网膜组织病理学观察&YRtUII'!<*正常对照组
小鼠视网膜层次清晰$内界膜平整(连续!%*模型对照组小鼠视网
膜内界膜不光滑$可见血管内皮细胞核和异常增生的血管突破内界
膜&箭头'!"*,*8'='( 60DX<质粒组小鼠视网膜内界膜较模型对照
组平整$突破内界膜的血管内皮细胞核和血管管腔较少&箭头'!$*
60DX<质粒组小鼠视网膜内界膜表面粗糙$突破内界膜表面的血管
内皮细胞核和血管管腔较多&箭头'

;;?7各组小鼠视网膜组织中 ,*8'='( 的表达分布
免疫组织化学结果显示$,*8'='( 主要表达于视网
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膜新生血管管壁和视网膜神经节细胞层% 正常对照
组(,*8'='( 60DX<质粒组小鼠视网膜内棕黄色颗粒较
少$,*8'='( 表达较弱$而模型对照组和 60DX<质粒组
小鼠视网膜中可见大量血管芽突出内界膜并伸向玻璃

体腔$在新生血管管壁(血管芽(内皮细胞及视网膜神
经节细胞层的细胞中可见大量棕黄色颗粒$,*8'='( 表达
明显增强&图 L'%

A B

C D
图 ?7各组小鼠视网膜中 +"4$T$%的表达分布&$<%tUII'!<*正常
对照组小鼠视网膜中,*8'='( 表达较弱$呈棕色染色&箭头'!%*模型
对照组小鼠视网膜中 ,*8'='( 强阳性表达$呈深棕色染色$阳性细胞
数较多&箭头'!"*,*8'='( 60DX<质粒组小鼠视网膜中 ,*8'='( 阳性
细胞数较模型对照组减少$且呈淡棕色染色&箭头'!$*60DX<质粒
组小鼠视网膜中 ,*8'='( 阳性细胞数多$染色强度较 ,*8'='( 60DX<质
粒组增强&箭头'
!

;;B7各组小鼠视网膜中 ,*8'='( 1DX<的相对表达量
实时荧光定量 F"D结果显示$,*8'='( 1DX<在正

常对照组( 模型对照组( ,*8'='( 60DX<质粒组和
60DX<质粒组小鼠视网膜中的相对表达量分别为
G[IIJpI[IUL$J[JLNpI[IQL$I[HHNpI[IGH 和 J[JMJp
I[IQN$U 个组间总体比较差异有统计学意义 &Rn
HIU[HUH$NnI[III'$其中模型对照组和 60DX<质粒
组 ,*8'='( 1DX<相对表达量均明显高于正常对照组$
,*8'='( 60DX<质粒组 ,*8'='( 1DX<相对表达量显著
低于模型对照组$差异均有统计学意义&均 NqI[IG'$
而模型对照组与 60DX<质粒组间 ,*8'='( 1DX<相对
表达量比较$差异无统计学意义&NiI[IH'&图 U'%
;;E7各组小鼠视网膜中 ,*8'='( 蛋白的相对表达量

`&6-&,( :4.-检测结果显示$正常对照组(模型对
照组(,*8'='( 60DX<质粒组(60DX<质粒组小鼠视网
膜中 ,*8'='( 蛋白相对表达量分别为 G[III pI[IVJ(

Ra
di
xi
n
m
RN

A
相

对
表

达
量 4.0

3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

abab

a

正常
对照组

模型
对照组

radixinshRNA
质粒组

shRNA
质粒组

图 B 7各组小鼠视网膜中
+"4$T$%.DW5相对表达量
的比较! RnHIU[HUH$Nn
I[III;与 正 常 对 照 组 比

较$* NqI[IG组 与 ,*8'='(

60DX<质 粒 组 比 较$: Nq
I[IG & 单 因 素 方 差 分 析$
]E$92检验$$nL'
!

G[GQLpI[IJG(I[JNLpI[IGN 和 G[JLHpI[IIH$各组间
,*8'='( 蛋白相对表达量总体比较差异有统计学意义
&RnMHL[HJJ$NnI[III'% 模型对照组和 60DX<质粒
组 ,*8'='( 小鼠视网膜中 ,*8'='( 蛋白相对表达量较正
常对照组明显增加$,*8'='( 60DX<质粒组小鼠视网膜
中 ,*8'='( 蛋白相对表达量较模型对照组和 60DX<质
粒组明显减少$差异均有统计学意义&均 NqI[IG'$模
型对照组和 60DX<质粒组间 ,*8'='( 蛋白相对表达量
比较$差异无统计学意义&NiI[IH'&图 H$N'%

Radixin

GAPDH

1 2 3 4 图 E74(1'(+%6,)'法检测
各组 +"4$T$%蛋白的表达!
G*正常对照组!J*模型对
照组!L*,*8'='( 60DX<质
粒组!U*60DX<质粒组!
,*8'='(*根蛋白

Ra
di
xi
n蛋

白
相

对
表

达
量 1.8

1.5
1.2
0.9
0.6
0.3
0

abab

a

正常
对照组

模型
对照组

radixinshRNA
质粒组

shRNA
质粒组

图 F7各组 +"4$T$%蛋白相
对表 达 量 的 比 较 ! Rn
MHL[HJJ$NnI[III;与正常

对照组比较$*NqI[IG组与模

型对照组比较$: NqI[IG!
,*8'='(*根蛋白&单因素方差
分析$]E$92检验$$nL'

?7讨论

视网膜新生血管形成是缺血(缺氧(炎症等多种刺
激因素引起的病理反应$是一个复杂的病理过程 组GL, %
目前糖尿病视网膜病变(早产儿视网膜病变(老年性黄
斑变性等视网膜新生血管性疾病的病理机制尚未明

确$新生血管类眼科疾病的主要治疗方法是视网膜激
光光凝术(玻璃体切割术(玻璃体腔注射血管内皮生长
因子&7*6234*,&(8.-0&4'*4),.>-0 /*2-.,$#RcZ'拮抗类
药物等$然而这些治疗方法破坏视网膜正常结构(费用
昂贵$疗效不理想等$因而仍需探索高效(低损伤的治
疗方案%

D*8'='( 是膜骨架连接蛋白$是 RDC蛋白家族成
员之一% D*8'='( 在多种真核细胞内表达$可将肌动蛋
白骨架与 "$UL("$UU(细胞黏附分子及多种细胞膜通
道和受体相连接$参与多种细胞的生物活动 组GI$GUTGV, %

!LQIG!中华实验眼科杂志 JIGH 年 GJ 月第 LL 卷第 GJ 期!"0'( WR=+ K+0-0*41.4$$&2&1:&,JIGH$#.4;LL$X.;GJ
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有研究表明$前列腺癌组织中 ,*8'='( 的表达量高于正
常组织$干扰 .&8#P#$ 基因表达会使 F"L 前列腺癌细胞
移动速度明显减慢

+H$GI, % 在胰腺癌 F<X"9G 细胞系
中$用 60DX<抑制 .&8#P#$ 基因的表达可以抑制癌细
胞的增生和迁移$将转染了 ,*8'='(60DX<的癌细胞种
植到裸鼠体内后瘤体血管密度降低$肿瘤生长明显受
到抑制

+N, % 另最近研究还发现干扰 .&8#P#$ 基因的表
达可显著抑制人恶性胶质瘤细胞在体内外的生长

+GQ, %
D*8'='( 还与血管内皮间屏障功能改变有关% 研究发
现$G9磷酸T鞘氨醇能诱导 RDC蛋白易位到人肺动脉
内皮细胞 & 031*( +341.(*,5*,-&,5&(8.-0&4'*42&446$
YF<R"'的边缘$促进细胞肌动蛋白骨架重塑$增强内
皮细胞屏障功能$在这个过程中$,*8'='( 起主要作
用

+M, % RDC家族还参与肿瘤坏死因子9&诱导 YF<R"
间通透性增加以及晚期糖基化终末产物诱导人类皮肤

微血管内皮细胞间通透性增加等病理过程
+VTQ, % 以上

研究表明$,*8'='( 可能与细胞的迁移有关$而细胞迁移
是新生血管形成过程中的重要环节$我们前期的实验
研究也发现$视网膜新生血管形成过程中伴随着
,*8'='( 的高表达 +GG, $因此我们推测 .&8#P#$ 基因可能
与新生血管的形成有关%

本研究中运用 ,*8'='( 60DX<技术以沉默 ,*8'='(
的表达$观察 K@D模型小鼠视网膜新生血管形态的变
化% 结果表明$,*8'='( 60DX<质粒注入小鼠玻璃体腔
后成功地抑制了 .&8#P#$ 基因的表达和小鼠视网膜新
生血管的形成$与模型对照组小鼠比较$,*8'='( 60DX<
质粒组小鼠视网膜血管迂曲和渗漏现象明显减轻$认
为 ,*8'='( 在视网膜新生血管形成过程中起到了重要
作用$而干扰 .&8#P#$ 基因表达可减少视网膜新生血管
形成% 但是作为膜骨架连接蛋白$,*8'='( 是单独作用
还是通过与其他新生血管相关因子如 #RcZ相互作
用$抑或是通过作用于细胞膜通道和受体来参与视网
膜新生血管形成过程$目前尚不清楚% 另外本研究中
虽然证实玻璃体腔注射 ,*8'='( 60DX<质粒可减少小
鼠视网膜新生血管增生过程$但注射的最低有效剂量(
,*8'='( 60DX<质粒对眼内组织的安全性等诸多问题
还有待进一步研究% 本研究的结果证实$利用 ,*8'='(
干扰质粒局部注射下调 .&8#P#$ 基因表达在视网膜新
生血管疾病治疗中可能具有潜在的临床价值$有望成
为临床治疗新生血管视网膜疾病的新靶点%
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