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!实验研究!

缺氧诱导 7XSUP̀E表达对实验性脉络膜
新生血管生成的促进作用

陈佳!杨滢!苏舒!张晟来!杨晓伟!桑爱民
南通大学附属医院眼科'南通 ""1##0
通信作者&桑爱民'%&'()&-'CO'&/CG.3HJ.34C

!!(摘要)!目的!探讨缺氧诱导血管生成素样蛋白 E"7XSUP̀E#表达在实验性脉络膜新生血管"8XW#中
的作用+!方法!选取 1Y; 周龄 TU]级雄性 8$6[̀ A1V小鼠 "6 只'其中 0; 只构建激光诱导 8XW模型'激光
光凝后第 6 天分别采用光学相干断层扫描血流成像"@8P7#和荧光素眼底血管造影"]]7#验证造模是否成
功'分别于造模前和造模后第 2*6 天取视网膜色素上皮"ZU%#_脉络膜_巩膜复合体提取蛋白+ 采用 fH-GH+C
L)5G法检测各时间点 7XSUP̀E 及血管内皮生长因子"W%S]#蛋白相对表达量+ 同时取第 6 天小鼠眼球制备
冰冻切片'免疫荧光染色法观察 7XSUP̀E 的表达及细胞定位+ 用 "## &&5)À 氯化钴"858)" #分别处理猕猴
脉络膜视网膜内皮细胞 Z]A17#*2*1*0" *,另将 Z]A17细胞分为正常对照组*缺氧组和缺氧c-(=7XSUP̀E

组'缺氧c-(=7XSUP̀E 组采用含 -(=7XSUP̀E 序列的质粒转染细胞+ 采用 fH-GH+C L)5G法检测各组细胞中
7XSUP̀E 和 W%S]蛋白相对表达量,成管实验观察各组之间成管数量的差异+ 另选取 "6 只雄性 8$6[̀ A1V

小鼠'采用随机数字表法分为 8XW组*8XWc-(=X8组和 8XWc-(=7XSUP̀E 组'每组 D 只'其中 8XWc-(=X8组
和 8XWc-(=7XSUP̀E 组建立 8XW模型后分别在玻璃体腔注射胆固醇修饰的 -(=X8和 -(=7XSUP̀E+ 采用 ]]7

观察各组荧光素渗漏情况'采用 @8P7及脉络膜铺片免疫荧光法观察各组 8XW的长度*厚度及面积,采用
fH-GH+C L)5G法检测各组 7XSUP̀E 和 W%S]蛋白相对表达量+!结果!造模前及造模后第 2*6 天'7XSUP̀E

蛋白相对表达量分别为 0\##v#\##*0\$;v#\#$ 和 0\D#v#\#E'W%S]蛋白相对表达量分别为 0\##v#\##*
0\20v#\#$ 和 0\;Ev#\#E'总体比较差异均有统计学意义"Ot$";\D2E*2D#\E"E'均 Ju#\#$#'其中造模后第
2*6 天'7XSUP̀E 和 W%S]蛋白相对表达量均明显高于对照组'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#+ 对照组
视网膜各层组织清晰'8XW组视网膜神经上皮层下可见新生血管长入+ 相比于对照组'8XW组 7XSUP̀E 表
达明显增多'并与血管内皮细胞共定位+ 858)" 作用于 Z]A17细胞后 2*1*0" *'7XSUP̀E 和 W%S]蛋白相对
表达量均高于 # *'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#+ 与对照组比较'低氧组 7XSUP̀E 蛋白相对表达量升
高'低氧c-(=7XSUP̀E 组 7XSUP̀E 蛋白相对表达量明显降低'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#+ 对照组*

低氧组*低氧c-(=7XSUP̀E 组成管数量分别为"0"\16v0\$2#*"0D\1Ev0\$1#和"06\#0v0\#E#个'总体比较差
异有统计学意义"Ot22\#D0'Ju#\#0#'其中低氧组*低氧c-(=7XSUP̀E 组成管数量均较对照组增多'低氧c-(=
7XSUP̀E 组成管数量较低氧组减少'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#+ 8XWc-(=7XSUP̀E 组 7XSUP̀E 和
W%S]蛋白相对表达量均明显低于 8XW组'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#+ 8XWc-(=7XSUP̀E 组 8XW面
积明显小于 8XW组和 8XWc-(=X8组'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#+!结论!缺氧诱导 7XSUP̀E 表达
促进体内及体外实验性 8XW生成'抑制 7XSUP̀E 可以减少 8XW的形成及渗漏+!

(关键词)!脉络膜新生血管, 缺氧, 血管生成素样蛋白 E, 脉络膜内皮细胞, 小干扰 ZX7
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"78-)(1*)#9D8P'*)0K'9P5(CIH-G(O'GHG*H+5)H5,*MF5Q('=(CJ.4HJ 'CO(5F5(HG(C=)(gHF+5GH(C E "7XSUP̀E#
HQF+H--(5C (C HQFH+(&HCG')4*5+5(J')CH5I'-4.)'+(K'G(5C "8XW#3!@')5+/-!PNHCGM=-HIHC TU]&')H8$6[̀ A1V
&(4H'OHJ 1_; NHHg-NH+H-H)H4GHJ3%(O*GHHC 5,G*H&(4HNH+H.-HJ G5H-G'L)(-* ')'-H+=(CJ.4HJ 8XW&5JH)3@C G*H
6G* J'M',GH+)'-H+F*5G545'O.)'G(5C' -.44H--5,G*H&5JH)(CON'-IH+(,(HJ .-(CO5FG(4')45*H+HC4HG5&5O+'F*M

!1#D! 中华实验眼科杂志 "#"$ 年 0# 月第 E2 卷第 0# 期!8*(C V%QF @F*G*')&5)'@4G5LH+"#"$'W5)3E2'X530#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

'CO(5O+'F*M"@8P7# 'CJ ,.CJ.-,).5+H-4H(C 'CO(5O+'F*M"]]7#3P*H+HG(C')F(O&HCGHF(G*H)(.& "ZU%#=4*5+5(J=
-4)H+'45&F)HQN'-HQG+'4GHJ ,5+F+5GH(C 'C')M-(-LH,5+H&5JH)(CO'CJ 5C G*H2+J 'CJ 6G* J'M-',GH+&5JH)(CO3P*H
+H)'G(IHHQF+H--(5C )HIH)-5,7XSUP̀E 'CJ I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+"W%S]# 'GJ(,,H+HCGG(&HF5(CG-NH+H
JHGH4GHJ LMfH-GH+C L)5G37JJ(G(5C'))M',+5KHC -H4G(5C-5,&5.-HHMHL'))-5C J'M6 ',GH+&5JH)(CONH+HF+HF'+HJ 'CJ
G*HHQF+H--(5C 'CJ 4H)).)'+)54')(K'G(5C 5,7XSUP̀E NH+H5L-H+IHJ LM(&&.C5,).5+H-4HC4H3Z]A174H))-'JH+(IHJ ,+5&
&5CgHM4*5+5(J')+HG(C')HCJ5G*H)(')4H))-'NH+HG+H'GHJ N(G* "## &&5)À 45L')G4*)5+(JH"858)" # (C G*H4.)G.+H
&HJ(.&,5+#'2'1''CJ 0" *5.+-3Z]A174H))-NH+H')-5J(I(JHJ (CG5'C5+&')45CG+5)O+5.F''*MF5Q('O+5.F''CJ '
*MF5Q('c-(=7XSUP̀E O+5.F''CJ 4H))-NH+HG+'C-,H4GHJ N(G* 'F)'-&(J 45CG'(C(CO-(=7XSUP̀E -Hb.HC4H3P*H+H)'G(IH
HQF+H--(5C )HIH)-5,7XSUP̀E 'CJ W%S]F+5GH(C-(C H'4* O+5.F NH+HJHGH4GHJ LMfH-GH+C L)5G''CJ G*HJ(,,H+HC4H-(C
G.LH,5+&'G(5C '&5COG*HO+5.F-NH+H5L-H+IHJ LMG.LH,5+&'G(5C '--'M37G5G')5,"6 &')H8$6[̀ A1V&(4HNH+H
+'CJ5&)MJ(I(JHJ (CG58XWO+5.F'8XWc-(=X8O+5.F''CJ 8XWc-(=7XSUP̀E O+5.F'N(G* D &(4H(C H'4* O+5.F3>C G*H
8XWc-(=X8'CJ 8XWc-(=7XSUP̀E O+5.F-'-(=X8'CJ -(=7XSUP̀E NH+H+H-FH4G(IH)M(CBH4GHJ (CG5G*HI(G+H5.-4'I(GM
',GH+G*H8XW&5JH)N'-H-G'L)(-*HJ3]).5+H-4HC4H)H'g'OH(C &(4HN'-5L-H+IHJ LM]]7''CJ G*H)HCOG*'G*(4gCH--
'CJ '+H'5,8XWN'-5L-H+IHJ .-(CO@8P7'CJ (&&.C5,).5+H-4HC4H-G'(C(CO5,4*5+5(J'),)'G&5.CG-3P*H+H)'G(IH
HQF+H--(5C )HIH)-5,7XSUP̀E 'CJ W%S] F+5GH(C-(C H'4* O+5.F NH+HJHGH4GHJ LMfH-GH+C L)5G37))'C(&')
HQFH+(&HCG-NH+H45CJ.4GHJ (C '445+J'C4HN(G* 7ZW@TG'GH&HCG5C G*He-H5,7C(&')-(C @F*G*')&(4'CJ W(-(5C
ZH-H'+4*3P*HHQFH+(&HCG')F+5G545)N'-'FF+5IHJ LMG*H7,,()('GHJ 95-F(G')5,X'CG5COeC(IH+-(GM"X5\T"#""#;""=
D#"#3!B'-.I)-![H,5+H&5JH)(CO'CJ 5C G*H2+J 'CJ 6G* J'M-',GH+&5JH)(CO'G*H+H)'G(IHHQF+H--(5C )HIH)-5,
7XSUP̀E F+5GH(C NH+H0\##v#\##'0\$;v#\#$''CJ 0\D#v#\#E'+H-FH4G(IH)M''CJ G*H+H)'G(IHHQF+H--(5C )HIH)-5,
W%S]F+5GH(C NH+H0\## v#\##' 0\20 v#\#$' 'CJ 0\;E v#\#E' +H-FH4G(IH)M' N(G* -G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CG5IH+'))
J(,,H+HC4H-"Ot$";\D2E'2D#\E"E'L5G* Ju#\#$#37&5COG*H&'5C G*H2+J 'CJ 6G* J'M-',GH+&5JH)(CO'G*H+H)'G(IH
HQF+H--(5C )HIH)-5,7XSUP̀E 'CJ W%S]F+5GH(C-NH+H-(OC(,(4'CG)M*(O*H+(C 8XWO+5.F G*'C (C G*H45CG+5)O+5.F
"'))Ju#\#$#3P*HG(--.H-5,H'4* )'MH+5,G*H+HG(C'NH+H4)H'+(C G*H45CG+5)O+5.F'N*()HCH5I'-4.)'+(K'G(5C 45.)J LH
-HHC O+5N(CO.CJH+G*H+HG(C')CH.+5HF(G*H)('))'MH+(C G*H8XWO+5.F385&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F'7XSUP̀E
HQF+H--(5C N'--(OC(,(4'CG)M(C4+H'-HJ 'CJ 45)54')(KHJ N(G* I'-4.)'+HCJ5G*H)(')4H))-(C G*H8XWO+5.F37,GH+858)"
G+H'G&HCG5,Z]A174H))-,5+2'1''CJ 0" *5.+-'G*H+H)'G(IHHQF+H--(5C )HIH)-5,7XSUP̀E 'CJ W%S]F+5GH(C-NH+H
*(O*H+G*'C 'G# *5.+'N(G* -G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CGJ(,,H+HC4H-"'))Ju#\#$#385&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F'G*H
+H)'G(IH7XSUP̀E F+5GH(C HQF+H--(5C N'-(C4+H'-HJ (C G*H*MF5Q('O+5.F 'CJ -(OC(,(4'CG)MJH4+H'-HJ (C G*H*MF5Q('c

-(=7XSUP̀E O+5.F'-*5N(CO-G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CGJ(,,H+HC4H-"L5G* Ju#\#$#3P*HC.&LH+5,G.LH,5+&'G(5C-(C G*H
45CG+5)O+5.F'*MF5Q('O+5.F''CJ *MF5Q('c-(=7XSUP̀ E O+5.F NH+H0"\16v0\$2'0D\1Ev0\$1''CJ 06\#0v0\#E'
+H-FH4G(IH)M'N(G* '-G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CG5IH+'))J(,,H+HC4H"Ot22\#D0'Ju#\#0#3P*HC.&LH+5,G.LH,5+&'G(5C-
(C4+H'-HJ (C G*H*MF5Q('O+5.F 'CJ *MF5Q('c-(=7XSUP̀ E O+5.F 45&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F''CJ G*HC.&LH+5,
G.LH,5+&'G(5C-JH4+H'-HJ (C G*H*MF5Q('c-(=7XSUP̀ E O+5.F 45&F'+HJ N(G* G*H*MF5Q('O+5.F'N(G* -G'G(-G(4'))M
-(OC(,(4'CGJ(,,H+HC4H-"'))Ju#\#$#3ZH)'G(IHHQF+H--(5C )HIH)-5,7XSUP̀ E 'CJ W%S]F+5GH(C-NH+H-(OC(,(4'CG)M
)5NH+(C G*H8XWc-(=7XSUP̀ E O+5.F G*'C G*5-H(C G*H8XW O+5.F " L5G* Ju#\#$ #3P*H8XW '+H'N'-
-(OC(,(4'CG)M)5NH+(C G*H8XWc-(=7XSUP̀ E O+5.F G*'C (C G*H8XW O+5.F 'CJ 8XWc-(=X8O+5.F " L5G* Ju
#\#$#3!6+,*I.-0+,-!9MF5Q('=(CJ.4HJ 7XSUP̀E F+5&5GH-HQFH+(&HCG')8XW,5+&'G(5C () Z(Z8'CJ () Z(/-83
>C*(L(G(CO7XSUP̀E 4'C +HJ.4H8XW,5+&'G(5C 'CJ )H'g'OH3

":'; <+(/-#9 8*5+5(J')CH5I'-4.)'+(K'G(5C, 9MF5Q(', 7CO(5F5(HG(C=)(gHF+5GH(C E, 8*5+5(J')HCJ5G*H)(')
4H))-, T&'))(CGH+,H+(COZX7

=.,/&(+2(13& V('CO-. U+5I(C4(')ZH-H'+4* 95-F(G')"hVahh"#""#E#, SHCH+')U+5BH4G5,V('CO-. U+5I(C4(')
9H')G* 85&&(--(5C ":"#"E#E$#

?@>&0#3261#A4&'3B34C00$D;D="#"E#"#6=###E"

!!脉 络膜新生血管 " 4*5+5(J')CH5I'-4.)'+(K'G(5C'
8XW#是新生血管性年龄相关性黄斑变性" CH5I'-4.)'+
'OH=+H)'GHJ &'4.)'+JHOHCH+'G(5C' C7:?#的主要特征'
其形成受到多种调控因素的影响

- 0. + 血管内皮生长
因子"I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+'W%S]#及其受

体在 8XW的病理生理过程中起着重要作用 - ". + 目前'
玻璃体腔注射抗 W%S]药物已成为 C7:?的一线治疗
方案

- 2. + 尽管抗W%S]治疗可以稳定并改善 C7:?患
者的视功能'但仍有近一半的患者结局不良+ 长期的
抗 W%S]治疗可能无法阻止疾病的进展'并对视网膜

!6#D!中华实验眼科杂志 "#"$ 年 0# 月第 E2 卷第 0# 期!8*(C V%QF @F*G*')&5)'@4G5LH+"#"$'W5)3E2'X530#
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功能产生不利影响
- E. + 因此'寻找新的分子靶点对

C7:?的治疗至关重要+ 既往研究显示'C7:?患者房
水中血管生成素样蛋白 E"'CO(5F5(HG(C=)(gHF+5GH(C E'
7XSUP̀E#表达水平升高'其高水平与 C7:?患者的
病变面积*抗 W%S]治疗频次及黄斑水肿有关'提示其
可能成为 C7:?患者治疗的新靶点 - $_1. + 7XSUP̀E
已被证实参与血管生成*血管通透性*肿瘤发生*炎症*
能量稳态以及细胞分化

- 6. '其在缺血性视网膜疾病中
的作用和功能已有报道

- ;_0#. '然而 7XSUP̀E 在 8XW
形成过程中的具体机制尚未阐明+ 本研究拟探讨缺氧
诱导的 7XSUP̀E 在 8XW形成中的作用以及玻璃体腔
注射 -(=7XSUP̀E 是否可以减轻 8XW的形成'为 8XW
的治疗提供新思路+

>9材料与方法

>3>!材料
>3>3>!实验动物及细胞来源!1 Y; 周龄 TU]级
8$6[̀ A1V雄性小鼠 $E 只'购自南通大学实验动物中
心+ 小鼠在 0" * 光A暗循环中饲养'可自由获取水和
食物+ 所有动物实验均遵循视觉与眼科研究协会关于
在眼科和视力研究中使用动物的声明'实验方案经南
通大学附属医院伦理委员会审核批准 "批文号&
T"#""#;""=D#"#+ 猕猴脉络膜视网膜内皮细胞系
"Z]A17#购自中国科学院上海细胞库+
>3>3!!主要试剂及仪器!ZU:>=0E1# 培养基*0#<胎
牛血清*青霉素A链霉素双抗*#\"$<胰蛋白酶 "美国
S(L45公司 #, (̀F5,H4G'&(CH2### 转染试剂盒 "美国
>CI(G+5OHC 公司#,-(ZX7"南通百奥迈科生物公司#,戊
巴比妥钠"英国 P54+(-[(5-4(HC4H公司#,复方托吡卡
胺滴眼液"日本参天制药株式会社#,荧光素钠"美国
7g5+C 公司#,兔抗 7XSUP̀E 抗体" i0;26E=0=7U'美国
U+5GH(CGH4* 公司#,兔抗 W%S]抗体 " i'L$"D06'美国
7L4'&公司 #,>[E 抗体 "荧光直标 i ]̀=0"#0'美国
WH4G5+̀ 'L-公司#,鼠抗 8?20 抗体"7]21";=TU'美国
[(5GH4*CH公司#,]>P8标记山羊抗兔A小鼠 >OS"9c̀ #
"美国 7[4)5C')[(5GH4* 公司 #, 胆固醇修饰的 -(=
7COFG)E 及 -(=X8"滁州 SHCH+')L(5公司#,[87蛋白浓
度测定试剂盒*Z>U7裂解液*T?T=U7S%凝胶试剂盒
"上海碧云天生物技术有限公司#,增强型化学发光试
剂盒"美国 H[(5-4(HC4H公司#+ 多波长眼底治疗激光
机"W(-(5C @CH'美国 .̀&HC(-公司#,眼底前置镜"美国
@4.)'+>C-G+.&HCG-公司#,生物显微镜" H̀(4'?:"###'
德国 H̀(4'公司#,扫频源光学相干断层扫描血管成像
"-NHFG=-5.+4H5FG(4')45*H+HC4HG5&5O+'F*M'CO(5O+'F*M'

TT=@8P7#仪"WS"##?'洛阳 TW(-(5C >&'O(CO公司#+
>3!!方法
>3!3>!激光诱导 8XW模型的建立!采用随机数字表
法选取 0; 只小鼠'用 #\$<戊巴比妥钠腹腔注射麻醉'
复方托吡卡胺滴眼液点眼扩瞳+ 采用波长 $2" C&激
光进行激光光凝'光斑直径为 0## &&'曝光时间为
0## &-'功率为 "## &f- 00. + 用眼底前置镜在每眼距
视盘 0\#Y0\$ U?距离的 2&##*1&##*D&## 和 0"&##
位制造 E 个激光斑点+ 如产生气泡'表明 [+.4* 膜破
裂'则模型构建成功'排除出血或不能形成气泡的激
光点+
>3!3!!荧光素眼底血管造影及 @8P7观察 8XW大小
及渗漏面积!激光光凝后第 6 天采用荧光素眼底血管
造影",.CJ.-,).5+H-4H(C 'CO(5O+'F*M']]7#及 @8P7观
察新生血管大小及渗漏面积+ 分别于注射荧光素后
$ 和 0# &(C 获得眼底图像'判断病灶分级+ 分级标准&
无强荧光为 # 级,有强荧光但渗漏可忽略为 0 级,在病
灶内有低水平的渗漏为 "'级,病灶区域有高水平的渗
漏为 "L 级+ 采用 >&'OHV软件对 @8P7图像中 8XW的
总面积进行量化+
>3!3F!免疫荧光染色法观察 7XSUP̀E 的表达及细
胞定位!激光诱导后第 6 天'选取 2 只小鼠,同时选取
无任何干预的对照组 2 只小鼠'腹腔注射 #\$<戊巴比
妥钠后处死小鼠并摘除小鼠双眼眼球'置于 E<多聚
甲醛中固定 " Y2 *'制备 ; &&厚冰冻切片+ 将切片
用 $<牛血清白蛋白封闭液在室温下孵育 2# &(C 后'
与兔抗 7XSUP̀E 抗体 " 0 k0 ####和 >[E 直标抗体
"0 k"###在 E w下孵育过夜+ 用 ]>P8标记山羊抗兔
二抗室温孵育 " *'用含 ?7U>的封闭液封片+ 荧光显
微镜下观察并拍照+ 蓝色荧光显示 ?7U>核染'红色
荧光标记 7XSUP̀E 蛋白'绿色荧光标记 >[E 蛋白+ 实
验独立重复 2 次+
>3!3A! Z]A17细胞培养!将细胞复苏后培养在
ZU:>01E#c0#<胎牛血清c0<青霉素A链霉素的混合
培养基中'置于 26 w*$< 8@" 培养箱中'每天更换培
养液+ 倒置显微镜下观察细胞生长情况'待细胞融合
达 ;#<时弃去培养液' 磷酸盐缓冲液 " F*5-F*'GH
L.,,H+HJ -')(CH'U[T#洗 2 遍'加入 #\"$<胰蛋白酶消
化 " &(C'待细胞变圆*漂浮后'加入完全培养基终止消
化'均匀吹打细胞'使细胞全部单个脱落+ 将细胞悬液
转移至 0$ &)离心管中'离心半径 0$ 4&'0 ### +A&(C
离心 $ &(C'弃上清液'向离心管中加入完全培养基
E &)'吹打*重悬细胞'进行 0 k"传代培养'用于后续
实验+
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>3!3#!氯化钴诱导 Z]A17细胞缺氧模型的建立!将
"## &&5)À 氯化钴 "858)" #加入培养基'构建体外细
胞化学缺氧模型'分别培养 Z]A17细胞 #*2*1*0" *'
以不加 858)" 的细胞作为对照组+ 采用 fH-GH+C L)5G
法检测各组细胞中 7XSUP̀E*W%S]蛋白表达量+
>3!3G!细胞分组及处理!将 Z]A17细胞分为正常对
照组*缺氧组和缺氧c-(=7XSUP̀E 组+ 正常对照组不
给予药物处理'缺氧组和缺氧c-(=7XSUP̀E 组予以
858)" 处理'同时缺氧c-(=7XSUP̀E 组进行细胞转染'
将细胞接种于 1 孔板中并用完全培养基培养'细胞密
度为 "20#1

个A孔'过夜生长+ 按照 (̀F5,H4G'&(CH2###
说明书'将转染复合物加入细胞中孵育 E Y1 *+ 用
ZU:>01E# 洗 涤 细 胞' 在 含 有 0#< 胎 牛 血 清 的
ZU:>01E# 中继续孵育 E; *'收集细胞进行后续实验+
-(=7XSUP̀E=0 序 列& 正 向 引 物 为 $x=87S7eSS7S
S8eSS787SeJPJP=2x'反向引物为 $x=78eSe887S
88e887e8eSJPJP=2x,-(=7XSUP̀E=" 序列&正向引物
为 $x=88eSSS77S88e7877SS7JPJP=2x'反向引物
为 $x=e88eeSe7SS8ee8887SSJPJP=2x,阴性转染
-(=X8 序 列& 正 向 引 物 为 $x=ee8e88S778Se
Se878SeJPJP=2x' 反 向 引 物 为 $x=78SeS7878Se
e8SS7S77JPJP=2x+ 转染后 1 *'倒置荧光显微镜下
观察转染效率+ 采用 fH-GH+C L)5G法检测 Z]A17细胞
中 7XSUP̀E 蛋白表达水平'以检测转染效果+ 选择
转染效果最佳的 -(=7XSUP̀E=" 进行后续实验+
>3!3Y!fH-GH+C L)5G法检测各目的蛋白相对表达量!
造模前及造模后第 2*6 天'各组分别取 1 只小鼠'腹腔
注射 #\$<戊巴比妥钠后处死小鼠并收集其 ZU%=脉络
膜_巩膜复合体,858)" 作用于 Z]A17细胞后 #*2*1*
0" *'收集各组细胞,将小鼠 ZU%=脉络膜_巩膜复合体
和细胞匀浆于含酶抑制剂的 Z>U7缓冲液中+ 离心半
径 ;\$ 4&'0" ### +A&(C 离心 0$ &(C'收集上清液'用
[87法检测蛋白浓度+ 蛋白样品在 D$ w下加热
0# &(C'将等量的蛋白样品用 0#< T?T=U7S%分离'转
移到 UW?]膜+ 封 闭 后' 将 膜 与 一 抗 7XSUP̀E
"0 k0 ####*W%S]"0 k$###*S7U?9"0 k" ####在 E w
下孵育过夜+ 次日'用 P[TP冲洗后'将膜与辣根过氧
化物酶偶联的二抗孵育 " *'凝胶成像系统照相+ 以
S7U?9为内参'采用 >&'OHV软件测定蛋白条带灰度
值'计算目的蛋白相对表达量+ 实验独立重复 2 次+
>3!3Z!成管实验观察每孔中管状结构网络!将
"## &):'G+(OH)加入 "E 孔培养皿中'在 26 w下孵育
2# &(C'使其凝固+ 将细胞分为对照组*低氧组和低
氧c-(=7XSUP̀E 组'预先培养 E; * 后'将细胞按每孔

"20#E
个细胞接种于含 #\$<胎牛血清的 ZU:>01E#

培养板上'置于 26 w*$< 8@" 培养箱中培养 "E *'倒
置显微镜下观察每孔中管状结构网络+ 任意选取 $ 个
视野'计数腔室数量'取平均值+ 实验重复 2 次+
>3!3O!药物玻璃体腔注射!光凝后第 0 天'选取
"6 只小鼠'采用随机数字表法将其随机分为 8XW组*
8XWc-(=X8组和 8XWc-(=7XSUP̀E 组'每组 D 只'8XW
组不给予任何药物干预,8XWc-(=7XSUP̀E 组和 8XWc
-(=X8组分别将 " &)含 #\0 C&5)胆固醇修饰的
7XSUP̀E -(ZX7或阴性对照 -(ZX7注射到小鼠玻璃
体腔中+ 胆固醇结合的 -(ZX7具有较长期的稳定性
"超过 "$ J#和较好的细胞穿透性+ 麻醉并固定小鼠
后进行眼部消毒*扩瞳*滴表面麻醉剂+ 于角膜缘后
0 &&处垂直进针后倾斜避开晶状体'完成注射后停
留约 0# -'眼膏封闭孔道+ 激光光凝后第 6 天处死
小鼠+
>3!3>"!脉络膜铺片观察 8XW面积!光凝后第 6 天'
选取 2 只小鼠'小鼠腹腔注射 #\$<戊巴比妥钠后处
死+ 摘出小鼠眼球立即置于 E<多聚甲醛中固定 0 *+
活检显微镜下去除眼周结缔组织'摘除眼前段'分离神
经视网膜'将 ZU%=脉络膜_巩膜复合体以视盘为中心
放射状对称剪为 E 片铺片+ 用 0<牛血清白蛋白进行
封闭'在 #\$< P+(G5C=a0## 溶液中通透 2# &(C+ U[T
洗涤 2 次'用 7XSUP̀E"0 k0 ####*8?20"0 k"##一抗
在 E w下孵育过夜+ U[T 洗涤'加入山羊抗兔A小鼠
>OS"9c̀ #在室温下孵育 " *+ 在 U[T 中洗涤后'将复
合体平铺于载玻片上'用含 ?7U>的封闭液封片+ 荧
光显微镜下观察脉络膜铺片并分析+ 蓝色荧光显示
?7U>核染'绿色荧光标记 7XSUP̀E 蛋白'红色荧光
标记 8?20 蛋白+ 实验独立重复 2 次+
>3F!统计学方法

采用 TUTT "2\# 和 S+'F*U'J U+(-&;\# 软件进行
统计分析和作图+ 计量资料经 T*'F(+5=f()g 检验证实
呈正态分布'以 =v+表示'组间均数经 H̀IHCH检验证
实方差齐+ 各组各检测指标总体比较采用单因素方差
分析'组间两两比较采用 T̀?=/检验+ Ju#\#$ 为差异
有统计学意义+

!9结果

!3>!激光诱导 8XW模型的建立及各组 7XSUP̀E 和
W%S]蛋白相对表达量比较

造模后 6 J']]7显示 8XW渗漏面积明显增大,
@8P7显示视网膜无血管层出现 8XW血流成像'造模
成功"图07'[# +造模前及造模后第2*6天'7XSUP̀ E

!D#D!中华实验眼科杂志 "#"$ 年 0# 月第 E2 卷第 0# 期!8*(C V%QF @F*G*')&5)'@4G5LH+"#"$'W5)3E2'X530#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

A B

C D

造模前 造模后第7天 OCTA 无毛细血管层血流

1 2 3

ANGPTL4

VEGF

GAPDH

AN
GP

TL
4蛋

白
相

对
表

达
量

VE
GF

蛋
白

相
对

表
达

量2.0
1.5
1.0
0.5
0

相对分子
质量

a
a 2.0

1.5

1.0

0.5

0

a
a

1 2 3 1 2 3

50000

45000

36000

图 >9激光诱导的 6RL模型建立情况及各组 7RCMEWA 和 L$C=蛋白相对表达量比较!70]]7
检测 8XW渗漏面积!造模后第 6 天'8XW渗漏面积明显增大![0@8P7检测 8XW的形成!造模
后第 6 天'视网膜无血管层出现血流成像!80fH-GH+C L)5G检测 7XSUP̀E 和 W%S]蛋白表达电泳
图!?07XSUP̀E 和 W%S]蛋白相对表达量比较!Ot$";\D2E*2D#\E"E'均 Ju#\#$3与造模前相
比''Ju#\#$"单因素方差分析' T̀?=/检验,) t1#!00造模前,"0造模后第 2 天,20造模后第 6
天!@8P70光学相干断层扫描血管成像,7XSUP̀E0血管生成素样蛋白 E,W%S]0血管内皮生长因
子,S7U?90甘油醛=2=磷酸脱氢酶
=02.('>9$-)18I0-53',)+4I1-'(N0,/.*'/6RL3+/'I1,/*+3&1(0-+,+4)5'('I1)0K''%&('--0+,
I'K'I-+47RCMEWA 1,/L$C=&(+)'0,-!70]]7-*5NHJ G*'GG*H)H'g'OH'+H'5,8XW(C4+H'-HJ
-(OC(,(4'CG)M5C G*H6G* J'M',GH+&5JH)H-G'L)(-*&HCG![0@8P7-*5NHJ G*'GL)55J ,)5N(&'O(CO(C G*H
'I'-4.)'+)'MH+5,G*H +HG(C' N'- 5L-H+IHJ 5C G*H 6G* J'M ',GH+&5JH)H-G'L)(-*&HCG! 80
%)H4G+5F*5+HG5O+'&5,7XSUP̀E 'CJ W%S]F+5GH(C HQF+H--(5C-LMfH-GH+C L)5G!?085&F'+(-5C 5,G*H
+H)'G(IHHQF+H--(5C )HIH)-5,7XSUP̀E 'CJ W%S]F+5GH(C-!Ot$";\D2E' 2D#\E"E' L5G* Ju#\#$3
85&F'+HJ N(G* LH,5+H&5JH)(CO''Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G,)t1#!00LH,5+H&5JH)(CO,"0
2+J J'M',GH+&5JH)(CO,206G* J'M',GH+&5JH)(CO!@8P705FG(4')45*H+HC4HG5&5O+'F*M'CO(5O+'F*M,
7XSUP̀E0 'CO(5F5(HG(C=)(gH F+5GH(C E, W%S]0 I'-4.)'+ HCJ5G*H)(') O+5NG* ,'4G5+, S7U?90
O)M4H+')JH*MJH=2=F*5-F*'GHJH*MJ+5OHC'-H
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图 !97RCMEWA 的组织定位情况"2$#'标尺t$# &&#!相比于对照组'8XW组 7XSUP̀E 表达
明显增多'并与血管内皮细胞共定位!7XSUP̀E0血管生成素样蛋白 E,8XW0脉络膜新生血管,
S8̀ 0神经节细胞层,>Ù 0内丛状层,>X̀ 0内核层,@Ù 0外丛状层,@X̀ 0外核层,>TA@T0内外节段交
界处,ZU%0视网膜色素上皮
=02.('!9E0--.'I+*1I0\1)0+,+47RCMEWA "2$#'-4')HL'+t$# &&#!85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)
O+5.F'G*HHQF+H--(5C 5,7XSUP̀E N'--(OC(,(4'CG)M(C4+H'-HJ (C G*H8XWO+5.F 'CJ N'-45=)54')(KHJ N(G*
I'-4.)'+HCJ5G*H)(')4H))-!7XSUP̀E0'CO(5F5(HG(C=)(gHF+5GH(C E,8XW04*5+5(J')CH5I'-4.)'+(K'G(5C,
S8̀ 0O'CO)(5C 4H)))'MH+,>Ù 0(CCH+F)HQ(,5+&)'MH+,>X̀ 0(CCH+C.4)H'+)'MH+,@Ù 05.GH+F)HQ(,5+&)'MH+,
@X̀ 05.GH+C.4)H'+)'MH+, >TA@T0 (CGH+,'4HLHGNHHC (CCH+'CJ 5.GH+-HO&HCG-, ZU%0 +HG(C')F(O&HCG
HF(G*H)(.&

蛋白相对表达量分别为 0\##v
#\##*0\$;v#\#$ 和 0\D#v#\#E'
W%S]蛋白相对表达量分别为
0\##v#\##*0\20v#\#$ 和 0\;Ev
#\#E'总体比较差异均有统计学
意义"Ot$";\D2E*2D#\E"E'均Ju
#\#$#'其中造模后第 2* 6 天'
7XSUP̀E 和 W%S]蛋白相对表
达量均明显高于造模前'差异均
有统计学意义 "均 Ju#\#$# "图
08'?#E
!3!!7XSUP̀E 的组织定位情况

对照组视网膜各层组织清

晰'8XW组视网膜神经上皮层下
可见新生血管长入E 免疫荧光染
色结果显示'相比于对照组'8XW
组 7XSUP̀E 表达明显增多'并与
血管内皮细胞共定位"图 "#E
!3F!缺氧诱导后 Z]A17细胞中
W%S]和 7XSUP̀E 表达比较

858)" 作用于 Z]A17细胞
后'W%S]和 7XSUP̀E 蛋白表达
以相似的时间依赖方式上调'在
0" * 达高峰E 858)" 作用于 Z]A
17细胞后 #*2*1*0" *'W%S]蛋
白相 对 表 达 量 分 别 为 0\## v
#\##*0\61v#\0#*"\E0v#\#D 和
"\;0v#\00'7XSUP̀E 蛋白相对
表达量分别为 0\##v#\##*0\D;v
#\#$*"\16v#\0# 和 "\D2v#\0#'
总体比较差异均有统计学意义

"Ot"$#\0#0* 2D$\""2' 均 Ju
#\#$#'其中 858)" 作用于 Z]A17
细 胞 后 2* 1* 0" *' W%S] 和
7XSUP̀E 蛋白相对表达量均高
于 # *'差异均有统计学意义 "均
Ju#\#$#"图 2#E
!3A!7XSUP̀E 敲低后各组细胞
7XSUP̀E 蛋白相对表达量和腔
室数量比较

对照组*低氧组和低氧c-(=
7XSUP̀E 组 7XSUP̀E 蛋白相对表达量分别为 0\##v
#\##*0\"#v#\#2 和 #\$0v#\#"'总体比较差异有统计
学意义"Ot;"E\6;D'Ju#\#0#'其中与对照组比较'低

氧组 7XSUP̀E 蛋白相对 表 达 量 升 高' 低 氧 c-(=
7XSUP̀E 组 7XSUP̀E 蛋白相对表达量明显降低'差
异均有统计学意义"均Ju#\#$# "图E7'[# E对照组*
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图 F9缺氧诱导后 B=VG7细胞中 L$C=和 7RCMEWA 表达变化!70不同时间点 W%S]和 7XSUP̀E 蛋白
表达电泳图![0不同时间点 W%S]和 7XSUP̀E 蛋白相对表达量比较!Ot"$#\0#0*2D$\""2'均 Ju#\#$3

与 # * 时相比''Ju#\#$"单因素方差分析' T̀?=/检验,)t2#!W%S]0血管内皮生长因子,7XSUP̀E0血管
生成素样蛋白 E,S7U?90甘油醛=2=磷酸脱氢酶
=02.('F9651,2'-0,)5''%&('--0+,+4L$C=1,/7RCMEWA 0,B=VG7*'II-14)'(5;&+%01 0,/.*)0+,970
%)H4G+5F*5+HG5O+'&5,W%S]'CJ 7XSUP̀E F+5GH(C HQF+H--(5C 'GJ(,,H+HCGG(&HF5(CG-![085&F'+(-5C 5,G*H
+H)'G(IHHQF+H--(5C )HIH)-5,W%S]'CJ 7XSUP̀E F+5GH(C-'GJ(,,H+HCGG(&HF5(CG-!Ot"$#\0#0'2D$\""2,L5G*

Ju#\#$385&F'+HJ N(G* # *''Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G,)t2#!W%S]0I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG*
,'4G5+,7XSUP̀E0'CO(5F5(HG(C=)(gHF+5GH(C E,S7U?90O)M4H+')JH*MJH=2=F*5-F*'GHJH*MJ+5OHC'-H
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图 A97RCMEWA 敲低后各组 7RCMEWA 蛋白相对表达量和腔室数量比较!70各组 7XSUP̀E 蛋白电泳

图![0各组 7XSUP̀E 蛋白相对表达量比较!Ot;"E\6;D'Ju#\#03与对照组比较''Ju#\#$"单因素方差
分析' T̀?=/检验,)t1#!80各组管状结构形成情况!?0各组腔室数量比较!Ot22\#D0'Ju#\#03与对照

组比较''Ju#\#$,与低氧组比较'LJu#\#$"单因素方差分析' T̀?=/检验,)t2#!00对照组,"0低氧组,20
低氧c-(=7XSUP̀E 组!7XSUP̀E0血管生成素样蛋白 E,S7U?90甘油醛=2=磷酸脱氢酶
=02.('A 9 6+3&1(0-+,+4('I1)0K''%&('--0+,+47RCMEWA &(+)'0,1,/,.38'(+4*5138'(-13+,2
/044'(',)2(+.&-14)'(7RCMEWA 3,+*3/+<,!70%)H4G+5F*5+HG5O+'&5,7XSUP̀E F+5GH(C (C J(,,H+HCGO+5.F-!
[085&F'+(-5C 5,G*H+H)'G(IHHQF+H--(5C 5,7XSUP̀E F+5GH(C '&5COJ(,,H+HCGO+5.F-!Ot;"E\6;D'Ju#\#03

85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F''Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G,)t1#!80P.L.)'+-G+.4G.+H,5+&'G(5C
(C J(,,H+HCGO+5.F-! ?085&F'+(-5C 5,G*HC.&LH+5,4*'&LH+-(C J(,,H+HCGO+5.F-! Ot22\#D0'Ju#\#03

85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F''Ju#\#$,45&F'+HJ N(G* *MF5Q('O+5.F'LJu#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/
GH-G,)t2# !0045CG+5)O+5.F, "0 *MF5Q('O+5.F, 20 *MF5Q('c-(=7XSUP̀E O+5.F!7XSUP̀E0'CO(5F5(HG(C=)(gH
F+5GH(C E,S7U?90O)M4H+')JH*MJH=2=F*5-F*'GHJH*MJ+5OHC'-H

低氧组和低氧c-(=7XSUP̀E
组成管数量分别为"0"\16v
0\$2#* " 0D\1E v0\$1 # 和
"06\#0v0\#E#个'总体比较
差异有统计学意义 "Ot
22\#D0'Ju#\#0#'其中低氧
组*低氧c-(=7XSUP̀E 组成
管数量均较对照组增多'低
氧c-(=7XSUP̀E 组成管数
量较低氧组减少'差异均有
统计学意义 "均Ju#\#$#
"图 E8'?#+
!3#!7XSUP̀E 敲低后各
组小鼠荧光素渗漏情况及

W%S]和 7XSUP̀E 表 达
比较

]]7结果显示'激光光
凝 后 第 6 天' 8XWc-(=
7XSUP̀E 组 8XW渗漏面
积明显小于 8XWc-(=X8组
和 8XW 组 "图 $7#+ -(=
7XSUP̀E 注射减少了染色
较强 的 渗 漏 点 "分 级 为
" 级或以上#'增加了染色
较弱的渗漏点 "分级为 #
或 0 级# "图 $[#+ fH-GH+C
L)5G检测结果显示'W%S]
蛋白相对表达量分别为

0\##v#\##* 0\#"v#\#6 和
#\$1v#\#"'8XW组*8XWc
-(=X8 组 和 8XW c -(=
7XSUP̀E 组 7XSUP̀E 蛋
白 相 对 表 达 量 分 别 为

0\##v#\##* 0\#0v#\#E 和
#\E6v#\#2'总体比较差异
均 有 统 计 学 意 义 " Ot
0";\12D* 26"\12E' 均 Ju
#\#$ #' 其 中 8XWc -(=
7XSUP̀E 组 W%S]和 7XSUP̀E 蛋白相对表达量均明
显低于 8XW组'差异均有统计学意义 "均 Ju#\#$#
"图 $8'?#+
!3G!7XSUP̀E 敲低后各组小鼠 8XW面积比较

激光光凝后第 6 天'8XWc-(=7XSUP̀E 组 8XW长
度及厚度显著低于 8XW组和 8XWc-(=X8组"图 17#+

8XW组*8XWc-(=X8组和 8XWc-(=7XSUP̀E 组 8XW
面积 分 别 为 "2$ E$"\1$v6 "2E\#" #* "22 ;DD\6#v
6 #2#\21#和 "06 0""\11v0 D$"\;1#&&"'总体比较差
异有统计学意义"Ot0$\#DE'Ju#\#$#'其中 8XWc-(=
7XSUP̀E 组 8XW面积明显小于 8XW组和 8XWc-(=
X8组'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#"图 1['8#+

!00D!中华实验眼科杂志 "#"$ 年 0# 月第 E2 卷第 0# 期!8*(C V%QF @F*G*')&5)'@4G5LH+"#"$'W5)3E2'X530#
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图 #97RCMEWA 敲低后各组小鼠荧光素渗漏情况及 L$C=和 7RCMEWA 表达比较!73]]7检测各组小
鼠荧光素渗漏情况![38XW病变区域荧光素渗漏分级分布情况!83各组 W%S]和 7XSUP̀E 蛋白电泳图!
?3各组 W%S]和 7XSUP̀E 蛋白相对表达量比较!Ot0";\12D*26"\12E'均 Ju#\#$3与对照组相比''Ju#\#$
"单因素方差分析' T̀?=/检验,)t1#!038XW组,"38XWc-(=X8组,238XWc-(=7XSUP̀E 组!W%S]3血管内
皮生长因子,7XSUP̀E3血管生成素样蛋白 E,S7U?93甘油醛=2=磷酸脱氢酶
=02.('#96+3&1(0-+,+44I.+('-*',*'I'1312'1,/)5''%&('--0+,+4L$C=1,/7RCMEWA 0,30*'13+,2
/044'(',)2(+.&-14)'(7RCMEWA 3,+*3/+<,! 73?HGH4G(5C 5,,).5+H-4HC4H)H'g'OHLM]]7! [3S+'J(CO
J(-G+(L.G(5C 5,,).5+H-4H(C )H'g'OH(C G*H8XW )H-(5C '+H'! 83 %)H4G+5F*5+HG5O+'& 5,W%S]'CJ 7XSUP̀E
F+5GH(C-!?385&F'+(-5C 5,G*H+H)'G(IHHQF+H--(5C 5,W%S]'CJ 7XSUP̀E F+5GH(C-!Ot0";\12D'26"\12E,L5G*
Ju#\#$385&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F''Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G,) t1#!038XWO+5.F,"3
8XWc-(=X8 O+5.F, 23 8XWc-(=7XSUP̀E O+5.F ! W%S]3 I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+, 7XSUP̀E3
'CO(5F5(HG(C=)(gHF+5GH(C E,S7U?93O)M4H+')JH*MJH=2=F*5-F*'GHJH*MJ+5OHC'-H
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图 G97RCMEWA 敲低后各组小鼠 6RL面积比较!73@8P7检测各组小鼠 8XW情况![3免疫荧光染色
法检测 8XW面积"标尺t$# &&#!83各组小鼠 8XW面积比较!Ot0$\#DE'Ju#\#$3与对照组相比''Ju
#\#$,与 8XWc-(=X8组相比'LJu#\#$"单因素方差分析' T̀?=/检验,)t2#!038XW组,"38XWc-(=X8组,
238XWc-(=7XSUP̀E 组!7XSUP̀E3血管生成素样蛋白 E,8XW3脉络膜新生血管
=02.('G9 6+3&1(0-+,+46RL 1('1-0,30*'13+,2 /044'(',)2(+.&-14)'(7RCMEWA 3,+*3/+<,9
73?HGH4G(5C 5,8XWLM@8P7![3?HGH4G(5C 5,8XW'+H'LM(&&.C5,).5+H-4HC4H-G'(C(CO"-4')HL'+t$# &&#!
8385&F'+(-5C 5,8XW'+H'-!Ot0$\#DE'Ju#\#$385&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F''Ju#\#$,45&F'+HJ N(G*
8XWc-(=X8O+5.F'LJu#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G,) t2#!038XWO+5.F,"38XWc-(=X8O+5.F,23
8XWc-(=7XSUP̀E O+5.F!7XSUP̀E3'CO(5F5(HG(C=)(gHF+5GH(C E,8XW34*5+5(J')CH5I'-4.)'+(K'G(5C

F9讨论

本研究构建了激光诱

导小鼠 8XW模型'发现造
模后 ZU%=脉络膜_巩膜复
合体中 7XSUP̀E 表达明
显增多'并定位于内皮细
胞, 低 氧 条 件 可 以 诱 导
7XSUP̀E 表达升高'促进
体内及体外实验性 8XW生
成'而抑制 7XSUP̀E 则可
以抑制 Z]A17细胞的成管
能力'显著减少 8XW面积
及渗漏3 这些结果表明'缺
氧诱导的 7XSUP̀E 可能
是治疗 C7:?的重要分子
靶点3

7:?是一种侵犯黄斑
的进行性*退行性疾病3 虽
然 7:?的发病机制尚不
清楚'但炎症*氧化应激*脂
代谢异常*免疫功能障碍*
缺氧等均参与了这一过

程
- 0"_02. 3 缺 氧 会 上 调

C7:?患者眼内 W%S]的
表达'通过与 W%S]受体以
及 XZU0 结合'增加内皮细
胞的通透性3 抗 W%S]治
疗可以抑制 C7:?患者血
管通透性'从而改善其视功
能'是目前 C7:?的主要
治疗方法3 然而仍有许多
患者对抗 W%S]治疗无反
应或产生耐药'说明其他的
血管活性因子在 C7:?发
病中发挥着重要作用3

7XSUP̀E 是 7XSUP̀
家族成员之一'编码蛋白含
E#1 个氨基酸'是一种分泌
型糖蛋白3 7XSUP̀E 最初
是脂肪和葡萄糖代谢研究

的焦点
- 0E_0$. '近年来研究

发现其在调节血管生成*伤
口愈合*慢性炎症等多种生

!"0D! 中华实验眼科杂志 "#"$ 年 0# 月第 E2 卷第 0# 期!8*(C V%QF @F*G*')&5)'@4G5LH+"#"$'W5)3E2'X530#
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物过程中发挥着重要作用+ 7XSUP̀E 包含 0 个 X端
卷曲螺旋结构域"C7XSUP̀E#和 0 个 8端纤维蛋白原
样结构域"47XSUP̀E#'两者通过连接区相连+ 视网
膜分支 静 脉 阻 塞 和 糖 尿 病 视 网 膜 病 变 " J('LHG(4
+HG(C5F'G*M'?Z#患者房水中 7XSUP̀E 表达显著升高'
与无灌注面积呈显著正相关'这些研究表明视网膜缺
氧面积较大的患者较视网膜缺氧面积较小的患者

7XSUP̀E 的表达水平升高 - 01_0;. + 在氧诱导视网膜病
变小鼠模型中'由于低氧诱导因子 " *MF5Q('(CJ.4(L)H
,'4G5+'9>]#0!的积累导致 7XSUP̀E 表达水平升高,
而 7XSUP̀E 敲除小鼠新生血管的形成明显受到抑
制'表明在低氧环境下'7XSUP̀E 信号通路在新生血
管生成中发挥了重要的调控作用

- ;'0D. + 在 ?Z病变
中'7XSUP̀E 及其相关血管活性物质表达异常升高'
导致血管内皮连接破坏'增加血管通透性'最终导致黄
斑水肿

- "#_"0. + 而缺氧诱导的 7XSUP̀E 在 C7:?中的
作用目前尚未见报道+ 脂质代谢异常也是 7:?发病
机制的重要组成部分'而 7XSUP̀E 可以抑制脂蛋白
脂肪酶的活性'促进循环甘油三酯水平的升高+ 肿瘤
研究中发现'脂质依赖的代谢重新编程可导致患者对
抗血管生成药物产生耐药'因此同时针对血管生成和
脂类代谢的药物可以增强其抗肿瘤作用

- "". + 8*'.LH
等

- "2.
研究发现内皮特异性敲除 $"#J9T_ 的小鼠表现

出病理性新生血管减少'周细胞覆盖率增加'血管结构
稳定 以 及 通 透 性 降 低+ 这 是 由 于 内 皮 细 胞 中
$"#J9T_ 的敲除促进了脂蛋白降解'导致脂肪酸代谢
改变'从而抑制血管生成 - "2_"E. + 本研究通过玻璃体腔
注射 -(=7XSUP̀E 同样抑制了小鼠病理性新生血管的
生成'具有机制仍需进一步研究+

7XSUP̀E 受到多种转录因子的调节'包括过氧化
物酶体增殖物激活受体 !" FH+5Q(-5&HF+5)(,H+'G5+=
'4G(I'GHJ +H4HFG5+!'UU7Z!#*UU7Z"A'*UU7Z#*9>]=0!
等'均是重要的血管生成因子+ 研究发现'翼状胬肉患
者中 9>]=0!的积累促进了 7XSUP̀E 的表达'促进其
血管生成表型+ 联合抗 W%S]和抗 7XSUP̀E 的药物
治疗可能是一种更有效的抗翼状胬肉血管生成方

法
- "$. + 同时'缺氧诱导的 UU7Z?A7XSUP̀E 信号通

路激活会显著诱导 ?Z患者视网膜新生血管的生成及
破裂

- "1. + 7XSUP̀E 既往被认为是/孤儿0配体'而近
年研究发现 7XSUP̀E 可通过直接与内皮细胞上的
X+F0"一种跨膜糖蛋白'W%S]的辅助受体#相互作用
促进内皮通透性

- "#'"6. + 可溶性 X+F0" TXZU0#可通过
与 W%S]以及7XSUP̀E 相互作用'显著降低内皮细胞
通透性'作用效果甚至优于贝伐单抗+ 既往研究还发

现'7XSUP̀E 可与瘦素受体" H̀FZ#直接结合调控异
位骨形成'而拮抗 H̀FZ可以抑制眼部新生血管生
成

- ";_"D. + 与此同时'7XSUP̀E 还可通过激活 V7̂ "A
TP7P2 通路并与 %T:0 相互作用促进卵巢癌肿瘤微环
境中的血管生成

- 2#. +
综上所述'本研究显示了 7XSUP̀E 的促血管生

成作用'并在 Z]A17细胞化学缺氧模型和激光诱导的
小鼠 8XW模型中得到了验证+ 这些结果表明'抑制
7XSUP̀E 可能是治疗 8XW的潜在策略+ 本研究也为
将来 7XSUP̀E 抑制剂在治疗 C7:?方面的临床应用
提供了实验基础

- 20. + 目前有关 7XSUP̀E 的亚细胞定
位*如何从细胞中释放出来'以及与其他细胞的相关作
用尚 不 清 楚' 9>]=0! 如 何 调 控 7XSUP̀E 以 及
7XSUP̀E 与其他血管生成因子的交互作用亦有待阐
明'本课题组将在今后的研究中进一步探索+
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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