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脉络膜新生血管小鼠微小0E-对骨髓来源细胞
表达基质金属蛋白酶的调控作用

吕洋,侯慧媛,王雨生

,,"摘要#,背景,基质金属蛋白酶9Q$..19Q% O..19FL 在脉络膜新生血管$CE\%生成过程中发挥重要作
用'但 CE\原位细胞中 ..19QO..19FL 的表达有限( 骨髓来源细胞$T.C7%参与 CE\生成'可能是 CE\中
..19QO..19FL 的重要来源'而微小 0E-FZZ9H;$#30FZZ9H;%可能是调控 T.C7表达 ..19QO..19FL 的关键
节点(,目的,探讨参与 CE\生成的 T.C7表达 ..19QO..19FL 的情况及 T.C7表达的 ..19QO..19FL 是
否受 #30FZZ9H; 调控(,方法,将表达绿色荧光蛋白$ac1%的转基因雌性小鼠的骨髓细胞移植到野生型雌性
CHMT̂ ON[小鼠以建立 CHMT̂ ON['ac1嵌合体小鼠模型'流式细胞术检测嵌合度大于 ZHh的 YQ 只小鼠纳入实
验作为实验组'未进行骨髓细胞移植的野生型雌性 CHMT̂ ON[小鼠作为对照组( 两组小鼠均以视网膜激光光
凝法诱导 CE\'两个组分别于光凝前及光凝后第 F&L&H&M&FK&FY&QZ 天各取 L 只小鼠分离视网膜脉络膜组织'
采用 V̂ J!-法检测小鼠视网膜脉络膜组织匀浆中 ..19QO..19FL 质量浓度的变化)采用实时荧光定量 1C0
$0B9A1C0%法检测上述时间点小鼠视网膜脉络膜组织中 #30FZZ9H; #0E-的相对表达量变化)采用免疫荧光
染色和原位杂交技术观察上述时间点小鼠 CE\区 ac1阳性细胞中 ..19QO..19FL 和 #30FZZ9H; 的表达情
况'并进行定量分析(,结果,实验组 CHMT̂ ON['ac1嵌合体模型小鼠外周血单核细胞中表达 ac1细胞所占
比例平均为$RKbNMjLbKQ%h'符合实验要求( V̂ J!-检测显示'对照组与实验组小鼠视网膜脉络膜匀浆中
..19QO..19FL 的表达趋势一致'总体比较差异均无统计学意义 $..19Q*YkKbKNK'9kKbZFK)..19FL*Yk
KbKFQ'9kKbRFH%( V̂ J!-和免疫荧光均显示在诱导 CE\后 F 6'实验组和对照组 ..19Q 表达均快速增加'
L 6时表达量最高'实验组占总表达量的 NYbQFh'随后两组 ..19Q 表达均下降( 两组 ..19FL 表达量在诱导
CE\后 F 6 缓慢增加'M 6 时表达量最高'实验组占总表达量的 MRbNFh'随后 ..19FL 总体表达下降( 靶基因
预测结果可显示 ..19Q 和 ..19FL 的 L-非编码区有 #30FZZ9H; 的互补结合位点( 0B9A1C0和原位杂交检测
结果均显示在诱导 CE\后 F 6'视网膜脉络膜中 #30FZZ9H; 表达量快速下降'M 6 时表达量最低( 小鼠 CE\区
T.C7中 #30FZZ9H; 的动态表达与 T.C7中 ..19FL 的动态表达呈负相关$.kGKbZNZ'9lKbKH%)CE\诱导后
H 6内 T.C7中 #30FZZ9H; 的动态表达与 T.C7中 ..19Q 的动态表达呈负相关$.kGKbRRM'9lKbKH%(,结论
,在激光诱导的小鼠 CE\模型中'..19QO..19FL 的表达随时间发生动态变化'T.C7对其表达的迅速上调起
主要作用( CE\区 T.C7中 #30FZZ9H; 表达随时间变化的趋势与 ..19FL 相反'与在 CE\形成早期 ..19Q
表达趋势相反( #30FZZ9H; 的调控靶基因是 ==9KJZ==9KGC'提示 T.C7的 ..19QO..19FL 表达可能受
#30FZZ9H; 调控(,
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,,脉 络膜新生血管 $ 4)58536"&*%5="74$&"83W"235*'
CE\%是多种眼病的共同病理过程'各种原因造成视网
膜相对缺血缺氧'诱导来自脉络膜的病理性新生血管
长入视网膜内'不但损伤正常脉络膜&视网膜结构'且
常发生出血&渗出'是临床上导致严重进行性视力损失
的主要原因之一

+F, ( 近期研究发现'基质金属蛋白酶
$#"283?#%2"&&5;852%3*"7%7'..17%在 CE\生成过程中
参与细胞的移行过程'主要是发挥降解细胞外基质的
作用'有利于新生血管的出芽'同时有利于骨髓来源细
胞$:5*%#"885@6%83=%6 4%&&7'T.C7%的趋化'参与新生
血管的形成

+Q, ( CE\原位细胞对 ..17的表达作用
是有限的'而研究表明 T.C7参与 CE\的生成 +LGN, '可
能是 CE\中 ..17的重要来源 +Y'M, ( 我们前期的研究
提示'#30FZZ9H; 可能对 ..19QO..19FL 的表达起调
控作用'但相关机制尚未进一步探讨和验证( 本研究
构建嵌合体小鼠的 CE\模型'观察并探讨参与 CE\
生成的 T.C7是否是 ..17的重要来源及 T.C7表达
的 ..19QO..19FL 是否受 #30FZZ9H; 调控'从而研究
上述过程对 CE\发展的影响(

51材料与方法

5'51材料
5'5'51主要试剂及仪器1兔抗小鼠 ..19QO..19FL
多克隆抗体&抗 ..19Q 抗体$":LMFHK%&抗 ..19FL 抗
体$":LRKFQ%&..19Q 组织 V̂ J!-试剂盒$美国 -:4"#
公司%)/<̂3+)2HRY 标记的羊抗兔抗体 $VKLQQQK9KF%
$美国 V"82) 公 司 %) 生 物 素 标 记 山 羊 抗 兔 抗 体

$sLFZQL% $ 美 国 E%5#"8d%87公 司 %) ..19FL 组 织
V̂ J!-试剂盒&原位杂交试剂盒$武汉博士德生物制品
有限公司%)实时荧光定量 1C0$8%"&923#%A$"*232"23=%
1C0'0B9A1C0%试剂盒 $日本 B"]"0"公司%( HZKY0
型离心机$德国 V;;%*658>公司%(
5'5'61实验动物及分组1采用绿色荧光蛋白$+8%%*
>&$58%74%*2;852%3*'ac1%雌性转基因小鼠作为骨髓移
植的供体鼠'N tZ 周龄'体质量 FZ tQY +$第四军医大
学神经生物学教研室惠赠 %)受体鼠为野生型雌性
CHMT̂ ON[小鼠'N tZ 周龄'体质量 FZ tQY +$第四军
医大学实验动物中心提供%'接受骨髓移植的 HK 只
CHMT̂ ON['ac1嵌合体小鼠为实验组'未行骨髓移植
的 YZ 只野生型 CHMT̂ ON[小鼠作为对照组(
5'61方法
5'6'51骨髓移植及嵌合度分析1HK 只受体鼠接受
NKC5照射'剂量为 ZbK a<'FbK a<O#3*( 参照文献+H,
的方法'NKC5照射后 FQ ) 内经鼠尾静脉注射制备的细
胞悬液行骨髓移植'注射量为 LKK !&O只 +H, ( 移植后
QZ 6'剪去小鼠尾静脉末端 F ##'取 YK tNK !&嵌合体
小鼠尾静脉血于 H #&离心管中$预置 M !&稀释肝素钠
生理盐水%)加入 L #&-C]'混匀'冰上静置 F #3* 后'
置于离心机'离心半径 FK 4#'Y n下 ZKK 8O#3* 离心
H #3*)弃上清'加入 L #&-C]'重复裂解)弃上清'加入
流式液 Q #&'重悬'Y n下 ZKK 8O#3* 离心 H #3*)弃上
清'加入 YK !&流式液重悬细胞'置于冰上待流式细胞
分析仪检测( 同时设立阴性对照血样'为未经骨髓移
植的 CHMT̂ ON[小鼠)用流式细胞仪分析外周血样本
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中 ac1标记细胞在单核细胞中所占的比例 +Z, (
5'6'61视网膜激光光凝法建立 CE\模型,对照组小
鼠 YQ 只与骨髓移植成功的实验组小鼠 YQ 只行视网膜
激光光凝'光波长为 HLQ *#'曝光时间为 KbF 7'光斑直
径为 MH !#'功率为 FKK #_( 参照文献+R,的方法'每
眼 N tZ 个激光斑'距视盘 F tFbH 个视盘直径(
5'6'7 1 V̂ J!-法检测视网膜和脉络膜中 ..19QO
..19FL 蛋白的表达,实验组与对照组分别于光凝后
第 F&L&H&M&FK&FY&QZ 天各取 L 只小鼠'分离小鼠视网
膜及脉络膜组织'浸入 FKK !&含质量分数 KbKHh苯甲
磺酰氟的 1T! 中速冻'冰上匀浆'匀浆液完成 L 个冻
融循环'收集上清( 依据 V̂ J!-试剂盒说明检测上清
中 ..19QO..19FL 的表达量(
5'6':10B9A1C0法检测小鼠 CE\区 #30FZZ9H; #0E-
的表达,分别于上述各时间点对照组取 L 只小鼠( 人
和动物 #30FZZ9H; 片段长度均为 QF :;'其序列为 L-9
C-UCCCUUaC-UaaUaa-aaa9H-'根据其序列设计
引物为 L -9B-aBBaC-BaaBaa-aaa---9H -( 依据
0B9A1C0试剂盒说明检测小鼠视网膜及脉络膜组织
中 #30FZZ9H; #0E-的表达 C2#30FZZ9H; OC2UN(
5'6'?1免疫荧光化学染色观察小鼠视网膜和脉络膜
中 ..19QO..19FL 蛋白的表达,分别于上述各时间
点取实验组 L 只小鼠'小鼠视网膜和脉络膜标本在
GQK n下做垂直于视网膜的 Z tFK !#厚冰冻切片(
切片干燥&封闭后与兔抗小鼠 ..19QO..19FL 多克隆
抗体$F eQKK)F eLKK%在室温下孵育过夜)洗涤后滴加
红色荧光标记的山羊抗兔 J+a抗体$F eLKK%'室温下
孵育 L )'洗涤&封片后激光扫描共焦显微镜下观察并
拍照( 以 1T! 代替一抗作为空白对照'观察 CE\中
ac1阳性细胞表达的 ..19QO..19FL'在显微镜下
T.C7标记显示为绿色荧光'..19QO..19FL 显示为
红色荧光'两者共聚焦部分显示为黄色荧光( 采用
J#"+%[软件测量 T.C7中表达 ..19QO..19FL 的黄
色荧光面积和 CE\部位表达 ..19QO..19FL 的红色
荧光总面积 $以像素为单位 %'计算并分析 CE\中
..19QO..19FL 的总表达量及其中 T.C7的表达构成
比'即 C2#30FZZ9H; OC2"9"423*(
5'6'N1原位杂交技术观察 #30FZZ9H; 在 CE\中的动
态表达,冰冻切片制作过程同 FbQbH( 依据原位杂交
试剂盒说明检测( .30FZZ9H1$一般采用多聚赖氨酸
或 -1V! 处理过的玻片%固定液为质量分数 Yh多聚
甲醛O体积分数 KbFh1T! $ ;D MbQ tMbN %'含有 F e
F KKK /V1C'室温固定 QK tLK #3*( 蒸馏水充分洗涤'
干燥后GQK n冰冻( 水与纯甲醇 F eHK 混合'室温处理

LK #3*( 蒸馏水洗涤 L 次( 切片上滴加质量分数 Lh
枸橼酸稀释的胃蛋白酶'LM n或室温消化 H tFQK 7(
1T! 洗涤 L 次'蒸馏水洗涤 F 次( Fh多聚甲醛OKbFh
1T!$ ;DMbQ tMbN%室温固定 FK #3*( 蒸馏水洗涤 L
次( 每张片滴加 QK U$商品单位%预杂交液'恒温箱
LZ tYQ n'Q tY ) 后吸出多余的液体不洗( 每张片滴
加 QK U预杂交液'恒温箱 LZ tYQ n杂交过夜( 次日
取出后用 LM n左右水温的 !!C洗涤( 滴加封闭液
LM n作用LK #3*'甩去多余液体( 滴加生物素化鼠抗
地高辛'LM n作用NK #3*或室温下作用 FQK #3*( 原位
杂交专用 1T! 洗涤 Y 次( 加抗生物素红色荧光标记
的抗体$F eQKK%'LM n作用 F )( 甩去多余液体'1T!
洗涤 Q 遍( 甘油封片后激光扫描共焦显微镜下观察并
拍照( 其拍照观察和分析方法同前(
5'6'O1靶基因预测1利用 #30E-的靶基因预测软件
0E-QQ#34850E- 2"8+%26%2%4235* $ )22;*OO4:478='@"275*'
3:#'45#O8*"QQ%检测可能调控 ..19Q 和 ..19FL 表
达的 #30E-(
5'71统计学方法

采用 !1!! FM'K 统计学软件$J!TE*RMZMHNKRNKRYY'
华中科技出版社%进行数据分析( 本研究检测指标的
数据资料经 _检验呈正态分布'以 Ej8表示'组间均
数经 %̂=%*%检验方差齐$均 9mKbKH%( 采用完全随机
分组两水平实验设计'实验组与对照组间小鼠在不同
时间点视网膜脉络膜中 ..19Q 和 ..19FL #0E-及
蛋白表达的总体差异比较采用两因素方差分析)小鼠
CE\区 T.C7中 #30FZZ9H; 表达变化与视网膜脉络膜
中 ..19QO..19FL 蛋白表达的关系分析采用 1%"875*
线性相关分析( 采用双尾检测法'9lKbKH 为差异有统
计学意义(

61结果

6'51骨髓移植后嵌合程度
骨髓移植后 Y 周'嵌合度mZHh者共有 YZ 只小鼠(

将移植成功的小鼠纳入实验'其外周血单核细胞中表
达ac1细胞所占比例为$RKbNMjLbKQ%h'符合实验要求(
6'61各组小鼠视网膜和脉络膜匀浆中 ..19QO..19FL
质量浓度

对照组和实验组小鼠视网膜和脉络膜中 ..19QO
..19FL 总体表达趋势一致'组间差异均无统计学意
义$..19Q*YkKbKNK'9kKbZFK)..19FL*YkKbKFQ'
9kKbRFH%( 对照组和实验组均显示 ..19Q 在激光诱
发前表达量最低'为 $Q MZKbLMF jFZHbQFZ % ;+O#&和
$Q NRNbHFQjFHFbZYZ%;+O#&'在诱发 CE\后 F 6 快速增

!QF! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



加到 $L ZFLbQKM jFFYbLMH % ;+O#&和 $ L MHRbNYH j
FFRbHZH% ;+O#&' 到 CE\ L 6 时 表 达 量 最 高' 为
$H MNHbKHNjMLbRHQ% ;+O#&和$H NRLbHMQjZZbLLK% ;+O#&'
随后开始下降( CE\后H 6为$Y ZLKbYLYjQKRbKRR%;+O#&
和$Y MMMbFMZjNZbNZH% ;+O#&'CE\后 M 6 为$Y QNFbNLYj
NQbRNZ%;+O#&和$Y KQNbYQRjFKYbQLF%;+O#&'CE\后FK 6
为$Y KQMbZYZjFHKbQLM%;+O#&和$L RNHbLYHjFKRbLZK%;+O#&'
CE\后 FY 6 为 $ L YMQbKFM jFKKbQMY % ;+O#&和
$L LHRbRZMjFHFbLLK% ;+O#&'CE\后 QZ 6 为$L FHMbYZHj
FQNbFFY H%;+O#&和$Q ZZKbNLNjQZKbFRM%;+O#&( ..19FL
在激光诱发前表达量最低'为$RHbKNYjFLbYRQ% ;+O#&
和$ RKbZZF jRbQKH % ;+O#&'CE\后 F 6 缓慢增加到
$QQHbNMLjQHbFMM% ;+O#&和$FRHbKNZjZbRKR% ;+O#&'
L 6 时增加到 $YYYbYHK jLHbZHZ % ;+O#&和 $YQQbNZN j
YbNQF%;+O#&'H 6 时增加到 $MLFbKFMjHYbQQH% ;+O#&
和$MKQbQRRjQFbNHH% ;+O#&'CE\后 M 6 表达量最高'
达到 $ F NKLbZZH jMMbMZF % ;+O#&和 $ F HLHbQNM j
RFbYMZ% ;+O#&'随后开始下降( CE\后 FK 6 ..19Q
和 ..19FL 的质量浓度为$YHMbYFRjLRbLRF% ;+O#&和
$YFMbZHQ jZbHYY % ;+O#&'CE\后 FY 6 为 $ LLMbKZK j
FFbKHN%;+O#&和$LYKbFNLjFFbLNF%;+O#&'CE\后 QZ 6 为
$FKQbMZQjYbFFZ%;+O#&和$ZQbZKYjLbQLN%;+O#&$图 F%(
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图 51PQ;D/法检测不同时间点小鼠视网膜脉络膜匀浆中 IIRL6@
IIRL57 的质量浓度,-*CE\诱导后不同时间点 ..19Q 的表达,
Y分组 kKbKNK'9kKbZFK)Y时间 kFZKbRLZ'9lKbKKF$两因素方差分析'

*kL%,T*CE\诱导后不同时间点 ..19FL 的表达,Y分组 kKbKFQ'

9kKbRFH)Y时间 kZLZbNHQ'9lKbKKF $两因素方差分析' * kL % ,

..1*基质金属蛋白酶
,

6'71小鼠视网膜脉络膜中 #30FZZ9H; #0E-的相对
表达

CE\模型诱导前后'随着 CE\诱导后时间的延
长'小鼠视网膜脉络膜中 #30FZZ9H; #0E-在激光诱
发前相对表达量最高'为 YbNHMjKbLZM'随后出现先下
降后上升的趋势( #30FZZ9H; #0E-在 CE\诱导后M 6
时相对表达量最低'为 KbMQQjKbKRK( CE\诱导后 F 6
时 #30FZZ9H; #0E-的相对表达量为 LbFFFjKbQLM'
诱导后 L 6 时为 FbNKMjKbFQM'诱导后 H 6 时为 FbNRMj
KbLHK'诱导后 FK 6 时为 FbKQMjKbFRK'诱导后 FY 6 时
为 QbFYRjKbQYZ'而诱导后 QZ 6 时为 LbMKNjKbLRN$图 Q%(
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图 619SLTR=9检测小鼠视
网 膜 脉 络 膜 中 +"95UUL?A
+9J/的 相 对 表 达 , 随 着
CE\ 诱 导 后 天 数 的 增 加'
#30FZZ9H; #0E-出现先下降
后上升的趋势

6':1CE\模型组小鼠视网膜脉络膜组织中 ..17蛋
白及 #0E-相对表达的关系

CE\诱导前及诱导后 QZ 6 内'对照组和实验组小
鼠视网膜脉络膜中 #30FZZ9H; 的动态表达与 ..19FL
的动态表达均呈明显负相关$对照组*.kGKbMYK'9l
KbKH)实验组*.kGKbMLZ'9lKbKH%)造模前和造模后
H 6内'对照组和实验组小鼠视网膜脉络膜中 #30FZZ9
H; 的动态表达与 ..19Q 的动态表达均呈明显负相关
$对照组*.kGKbRHM'9lKbKH)实验组*.kGKbRNK'9l
KbKH%$图 L%(
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图 71激光诱发前和激光诱发 =Jp后各时间点 IIR#@+"95UUL?A
+9J/表达的相关分析,-*CE\诱导后不同时间点 ..19Q 与
#30FZZ9H; #0E-的表达,T*CE\诱导后不同时间点 ..19FL 与
#30FZZ9H; #0E-的表达,..1*基质金属蛋白酶

6'?1靶基因预测
..19Q和..19FL #0E-的 L-非编码区$$*28"*7&"2%6

8%+35*7'UB0%有 #30FZZ9H; 的互补结合位点见图 Y(

http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22_targets

MMP�133’UTR
（566�586）
miR188�5p

5’AG��TCACTAAAGAAAGGGGATA3’

3’GGGAGGTGGTACG��TTCCCTAC5’

MMP�23’UTR
（199�219）
miR188�5p

5’TCCTGCCCACCC��TAGGGGATG3’

3’�GGGA�GGTGGTACGTTCCCTAC5’

图 :1I"95UUL?A的互补结合位点,..1*基质金属蛋白酶
,

6'N 1小鼠 CE\区域 T.C7中 ..19QO..19FL 及
#30FZZ9H; 的表达

实验组免疫荧光图像显示'激光光凝后'表达 ac1
的 T.C7在 CE\区域富集'CE\区域的 T.C7可表达
..19QO..19FL 及 #30FZZ9H; $图 H %( T.C7表达的
..19Q 在诱发 CE\后 F 6 就开始快速增加'到 CE\
诱导后第 L 天时表达量达高峰' 占总表达量的
NYbQFh'到 CE\诱导后 H 6 时 ..19Q 的表达量占总

’LF’中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



表达量的 HNbQQh'然后开始下降( T.C7表达的
..19FL 在 CE\诱导后 F 6 缓慢增加'CE\诱导后 L 6
时 ..19FL 的表达量占总表达量的 HNbKZh'CE\诱
导后 H 6 时 ..19FL 的表达量占总表达量的 NZbFYh'

DAPI GFP MMP�2 DAPI GFP MMP�2

A B

融合 融合

融合 融合

DAPI GFP MMP�13 DAPI GFP MMP�13

C D

融合 融合

DAPI GFP miR188�5p DAPI GFP miR188�5p

E F

图 ?1激光扫描共焦显微镜下小鼠 =Jp区域 FI=#中 IIRL6&
IIRL57 及 +"95UUL?A的表达$标尺kFKK !#%,ac1阳性的 T.C7
呈绿色荧光'..19Q&..19FL 及 #30FZZ9H; 表达呈红色荧光'两者共
表达区域$箭头%呈黄色荧光,-*CE\诱导后 L 6 ..19Q 与 ac1阳
性的 T.C7的共表达定位,T*CE\诱导后 M 6 ..19Q 与 ac1阳性
的 T.C7的共表达定位,C*CE\诱导后 M 6 ..19FL 与 ac1阳性的
T.C7的共表达定位,/*CE\诱导后 QZ 6 ..19FL 与 ac1阳性的
T.C7的共表达定位,V*CE\诱导后 F 6 #30FZZ9H; 与 ac1阳性的
T.C7的共表达定位,c*CE\诱导后 M 6 #30FZZ9H; 与 ac1阳性的
T.C7的共表达定位,ac1*绿色荧光蛋白)..1*基质金属蛋白酶

CE\诱导后 M 6 时表达量达高峰'占总表达量的
MRbNFh'随后表达下降( T.C7表达的 #30FZZ9H; 在
CE\诱导后 F 6 时表达量最高' 占总表达量的
LFbRFh'随后开始快速下降'CE\诱导后 M 6 时表达
量降至最低'占总表达量的 MbYLh'随后总量上升$图
N%( 免疫荧光定位半定量分析得出 CE\区域 T.C7
内 #30FZZ9H; 的动态表达与 T.C7内 ..19FL 的表达
呈明显负相关$.kGKbZNZ'9lKbKH%)CE\诱导后 H 6
内 T.C7中 #30FZZ9H; 的动态表达与 T.C7中 ..19Q
的表达呈明显负相关$.kGKbRRM'9lKbKH%$图 M%( 对照
组小鼠免疫荧光染色结果中未见绿色荧光'说明绿色
荧光来自于供体鼠骨髓细胞(
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7
图 N1各时间点组小鼠 FI=#内 IIRL6&IIRL57 及 +"95UUL?A表
达的构成比,-*CE\诱导后各时间点小鼠视网膜脉络膜 ..19Q 的
总表达量及 T.C7的表达构成比,T*CE\诱导后各时间点小鼠视
网膜脉络膜 ..19FL 的总表达量及 T.C7的表达构成比,C*CE\诱
导后各时间点中 #30FZZ9H; 的总表达量 T.C7的表达构成比,
..1*基质金属蛋白酶,图 O1激光诱发 =Jp后各时间点中骨髓来
源细胞表达的 IIRL6@IIRL57 及 +"95UUL?A在各个时间点的免
疫荧光面积统计$1%"875* 线性相关分析%,..1*基质金属蛋白酶

71讨论

CE\的发病机制尚未完全明确'近期研究表明'
T.C7不仅可以增生及分化为血管内皮细胞&血管平
滑肌细胞等血管壁的构成成分'也可分泌促血管生成
因子'参与 CE\的生成过程 +FK, ( T.C7可迅速而特异
地向损伤诱导的 CE\区域趋化'在 CE\的起始期即
可趋化至病变部位( 了解 T.C7在新生血管形成过程
中的生物学行为为病理性新生血管的治疗提供了新的

思路'即一方面可通过干预 T.C7的行为控制血管的
形成'另一方面也可将 T.C7作为载体'将药物&药物
激活物质等运输到需要治疗的新生血管部位'从而发
挥靶向治疗作用

+Y, (
..17是 CE\生成所必需的物质 +Y'M, '可广泛降

解血管基底膜和细胞外基质'是细胞的移行和出芽&
T.C7趋化的前提条件 +Q, ( 本研究结果显示'在激光诱
发CE\后'..19QO..19FL 的表达随时间延长出现先
上升后下降的动态变化'且 ..19Q 的表达升高较
..19FL 更早( ..19Q 与 ..19FL 的表达上调可降解

CE\基底膜和细胞外#&$&%&&型胶原'为血管细
胞的增生&移行&出芽创造条件'促进 CE\病变在早期
的快速进展( 色素上皮衍生因子$ ;3+#%*2%;32)%&3$#9
6%83=%6 >"4258'1V/c%是 CE\最强的内源性抑制因子'
对手术取出的 CE\膜样本检测发现'处于活动期的&

!YF! 中华实验眼科杂志 QKFH 年 F 月第 LL 卷第 F 期,C)3* [V?; I;)2)"&#5&'["*$"8<QKFH'\5&'LL'E5'F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



富含血管的 CE\膜中 \Vac和 1V/c均呈高表达'而
在静止的&纤维化的 CE\膜中二者的表达均较弱 +FF, '
动物实验中同样可看到类似现象

+FQ, '提示 \Vac表达
上调是 CE\病变发展的启动因素'在 \Vac诱导
1V/c上调这一反馈机制作用下'1V/c浓度升高(
1V/c是 ..19Q 的底物'..19Q 对 1V/c的降解会促
进 CE\的形成和视网膜的损坏 +FL, ( 本研究中观察
到'激光光凝后早期 ..19Q 表达迅速上调'对于打破
\Vac与 1V/c之间的平衡'诱导新生血管的形成非
常重要)而在后期'..19Q 表达下调'对 1V/c降解作
用减弱'1V/c促使血管膜发生纤维化(

激光诱导 CE\后的 M tFY 6 是 CE\生长的高峰
期

+FY, 'T.C7在 CE\的早期就开始在 CE\区聚集 +N, '
激光诱导 CE\后 M 6 T.C7荧光强度最强 +L, ( 本研究
结果表明'T.C7表达的 ..19FL 也达峰值'为 ..19FL
总表达量的近 ZKh'这与 %̂45#2%等 +M,

的报道一致'提
示T.C7对CE\生成过程中..19FL 的迅速上调起主
要作用( 同样'在 ..19Q 表达高峰期'大部分..19Q来
自 T.C7'说明 T.C7对 ..19Q 的表达上调也起主要
作用( 由此推测'CE\中的 T.C7是 ..19QO..19FL
的重要来源'T.C7借此调控 CE\的发生和进展程度(

近年的研究发现'#30E-通过调控目的蛋白的表
达对血管稳态的维持和新生血管的形成发挥重要作

用
+FH, ( .37)8"等 +FN,

研究证实'#30FZZ9H; 可能通过调
节 ..17的表达影响高半胱氨酸诱导的心脏组织重
构'本研究组前期通过靶基因预测软件进行相关研究'
发现..19Q 和..19FL 的 L-UB0有#30FZZ9H; 的互补
结合位点'推测 #30FZZ9H; 的调控靶基因可能是
==9KJZ==9KGC( 在本研究中'我们首先通过靶基因
预测验证了 ..19Q 和 ..19FL 的 L-UB0有 #30FZZ9H;
的互补结合位点'继之发现 CE\造模后 #30FZZ9H; 表
达量出现先下降后上升的动态变化'在 CE\造模后
M 6'#30FZZ9H; 总表达量和 T.C7表达的 #30FZZ9H;
量降至最低'随后开始增加'与 ..19QO..19FL 的表
达趋势呈负相关'进一步提示 #30FZZ9H; 对 ..19QO
..19FL 表达的潜在调控关系( 激光诱导 CE\后 FY t
QZ 6'CE\的生长已趋于稳定'这可能与后期 CE\已
经纤维化'病变活动已静止'各种细胞因子的分泌减少
有关'提示 #30FZZ9H; 通过影响 T.C7中 ..17的表
达'进而影响 CE\的发生和发展( 据此'我们推测'
#30FZZ9H; 和 ..19QO..19FL 的相关表达对于 CE\
的发展可能具有预后评估的价值'并可作为潜在的干
预靶点'但有关 #30FZZ9H; 在 CE\中调控 ..19QO
..19FL 表达的具体机制尚需进一步研究(

本研究发现 T.C7是 ..19QO..19FL 的重要来
源'#30FZZ9H; 可能调控 T.C7对 ..19QO..19FL 的
表达'进而影响血管细胞的出芽&移行&凋亡及 CE\纤
维化( 对 #30FZZ9H; 调控 T.C7参与 CE\发生及发
展的机制研究不仅是从 T.C7和 #30E-两个新的角
度探索 CE\的发病机制'而且还有可能找到一个新
的&更高效的分子靶点'实现对 CE\单一靶点的多角
度治疗'从而为临床工作提供理论依据和新的思路(
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