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!!(摘要)!目的!探讨高糖环境下人视网膜色素上皮细胞系 7ZU%=0D 细胞中不同血管内皮生长因子 7
"W%S]7#剪接体的表达变化+!方法!将 7ZU%=0D 细胞分为空白对照组*对照组 0*对照组 "*9S0 组*9S"

组'分别用 $\$ &&5)À葡萄糖*$\$ &&5)À 葡萄糖c0D\$ &&5)À 甘露醇*$\$ &&5)À 葡萄糖cEE\$ &&5)À

甘露醇*"$\# &&5)À葡萄糖和 $#\# &&5)À 葡萄糖处理'其中空白对照组*对照组 0 和对照组 " 处理细胞
6" *'9S0 组和 9S" 组分别处理 "E*E; 和 6" *+ 采用荧光定量 U8Z检测 W%S]7不同剪接体 &ZX7相对表达
量,采用 fH-GH+C L)5G法检测总 W%S]7*W%S]信号的负调控因子 T%ZU>X]0-色素上皮衍生因子"U%?]#.和
W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对表达量+!结果!"$ 和 $# &&5)À 葡萄糖浓度下各时间点 7ZU%=0D 细胞中总
W%S]7&ZX7和蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学意义 "&ZX7&Ot00E\1#*0E2\1#'均 Ju#\#$,蛋
白&Ot0#\##*;\#E'均 Ju#\#$#'其中与各自对照组比较'处理 "E*E; 和 6" * 后总 W%S]7&ZX7和蛋白相对
表达量均明显升高'差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#+ "$ 和 $# &&5)À葡萄糖浓度下各时间点 7ZU%=0D 细
胞中 T%ZU>X]0"U%?]#&ZX7和蛋白相对表达量总体比较差异均无统计学意义"&ZX7&Ot#\;1*#\2"'均 Jd
#\#$,蛋白&Ot0\"$*#\#;'均 Jd#\#$#+ 7ZU%=0D 细胞中各剪接体 &ZX7表达水平由高到低依次为 W%S]01$
"WE'$'0##*W%S]0"0"W1#*W%S]0;D"W"#*W%S]000"W;#和 W%S]01$L"W6#+ 9S0="E * 组 W%S]000"W;#
&ZX7相对表达量低于对照组 0'9S0=E; * 组 W%S]0;D"W"#和 W%S]0"0"W1# &ZX7相对表达量高于对照组
0'9S0=6" * 组 W%S]0"0"W1#和 W%S]01$L"W6# &ZX7相对表达量高于对照组 0'差异均有统计学意义"均
Ju#\#$#+ 9S"="E * 组 W%S]000"W;#和 W%S]01$"WE'$'0##&ZX7相对表达量均高于对照组 "'9S"=E; *

组 W%S]01$"WE'$'0##和 W%S]01$L"W6# &ZX7相对表达量均高于对照组 "'9S"=6" * 组 W%S]0;D"W"#*
W%S]000"W;#*W%S]01$"WE'$'0##和 W%S]01$L"W6# &ZX7相对表达量均高于对照组 "'差异均有统计学
意义"均 Ju#\#$#+ 空白对照组*对照组 0*9S0="E * 组*9S0=E; * 组和 9S0=6" * 组 W%S]01$"WE'$'0##蛋白
相对表达量分别为 0\#0v#\#6*0\#$v#\#6*0\01v#\#1*0\26v#\#; 和 0\";v#\#$'总体比较差异有统计学意义
"Ot0#\21'Ju#\#$#'其中 9S0=E; * 组 W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对表达量高于对照组 0'差异有统计学意
义"Ju#\#$#+ 空白对照组*对照组 "*9S"="E * 组*9S"=E; * 组和 9S"=6" * 组 W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对
表达量分别为 0\#"v#\#$*0\0"v#\##*0\""v#\#$*0\$2v#\"0 和 0\66v#\#E'总体比较差异有统计学意义"Ot

01\$$'Ju#\##0#'其中 9S"=E; * 组和 9S"=6" * 组 W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对表达量均高于对照组 "'差
异均有统计学意义 "均 Ju#\#$#+!结论!7ZU%=0D 细胞中 W%S]7各剪接体 &ZX7丰度从高到低依次为
W%S]01$"WE'$' 0##*W%S]0"0 "W1#*W%S]0;D "W"#*W%S]000 "W;# 和 W%S]01$L "W6#+ W%S]0"0 "W1#
&ZX7表达水平在 "$ &&5)À的高糖浓度下显著升高'而 W%S]01$"WE'$'0##&ZX7在 $# &&5)À 高糖浓度
下才显著升高+ " 种高糖浓度下'&ZX7表达水平均明显升高的剪接体是 W%S]0;D"W"#和 W%S]01$L"W6#'
T%ZU>X]0"U%?]#表达无显著变化+!

(关键词)!血管内皮生长因子 7, 剪接体, 糖尿病视网膜病变, 视网膜色素上皮细胞, 血管内皮生长
因子 QQQL
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D'0)7'0(ABBBAB'!'()0,%6*;0-/:*)/8@2;'/'05:85871' D*38). $@@(5(0/*. ,8+;(/058@D883'8\K)(Z*-+(/1' D4X'84
AGCBBB'!'()0
!8--*+;8).()7 04/'8-&W4 #48=4'<:0(5&.83/8-;'038=4FGH%I38:

"78-)(1*)#9D8P'*)0K'9P5HQF)5+HHQF+H--(5C 4*'COH-5,J(,,H+HCGI'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7
" W%S]7# (-5,5+&- (C *.&'C +HG(C') F(O&HCGHF(G*H)(')4H)))(CH 7ZU%=0D 4H))- .CJH+ *(O* O).45-H
45CJ(G(5C-3!@')5+/-!7ZU%=0D 4H))-NH+HJ(I(JHJ (CG5L)'Cg 45CG+5)O+5.F'45CG+5)O+5.F 0'45CG+5)O+5.F "'9S0
O+5.F''CJ 9S" O+5.F G+H'GHJ N(G* $\$ &&5)À O).45-H'$\$ &&5)À O).45-Hc0D\$ &&5)À &'CC(G5)'$\$ &&5)À
O).45-HcEE\$ &&5)À &'CC(G5)'"$\# &&5)À O).45-H''CJ $#\# &&5)À O).45-H'+H-FH4G(IH)M3P*HL)'Cg 45CG+5)
O+5.F'45CG+5)O+5.F 0''CJ 45CG+5)O+5.F " NH+HG+H'GHJ ,5+6" *5.+-'N*()H9S0 'CJ 9S" O+5.F-NH+HG+H'GHJ ,5+"E'
E;''CJ 6" *5.+-3P*H+H)'G(IHHQF+H--(5C 5,W%S]7(-5,5+&-N'-JHGH4GHJ LM,).5+H-4HCGb.'CG(G'G(IHU8Z3P5G')
W%S]7' T%ZU>X]0 " F(O&HCGHF(G*H)(.&=JH+(IHJ ,'4G5+' U%?]#' 'CHO'G(IH+HO.)'G5+5,W%S] -(OC')(CO' 'CJ
W%S]01$ "WE'$' 0## F+5GH(C HQF+H--(5C N'-&H'-.+HJ LMfH-GH+C L)5G3!B'-.I)-!P5G')W%S]7&ZX7'CJ
F+5GH(C HQF+H--(5C (C 7ZU%=0D 4H))--*5NHJ -G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CGJ(,,H+HC4H-'GL5G* "$ &&5)À 'CJ $# &&5)À
O).45-H45C4HCG+'G(5C-'4+5--J(,,H+HCG4.)G.+HFH+(5J-"&ZX7&Ot00E\1#' 0E2\1#, L5G* Ju#\#$3F+5GH(C&Ot

0#\##';\#E,L5G* Ju#\#$#385&F'+HJ G5G*H+H-FH4G(IH45CG+5)-'G*H+H)'G(IHHQF+H--(5C 5,G5G')W%S]7&ZX7'CJ
F+5GH(C (C4+H'-HJ -(OC(,(4'CG)M'G"E' E;''CJ 6" *5.+-',GH+G+H'G&HCG"'))Ju#\#$#3P*H+HN'-C5-(OC(,(4'CG
J(,,H+HC4H(C T%ZU>X]0 "U%?]# &ZX75+F+5GH(C HQF+H--(5C (C 7ZU%=0D 4H))-'4+5--J(,,H+HCGG(&HF5(CG-'G
"$ &&5)À 5+$# &&5)À O).45-H45C4HCG+'G(5C-"&ZX7&Ot#\;1'#\2",L5G* Jd#\#$3F+5GH(C&Ot0\"$'#\#;,
L5G* Jd#\#$#3P*H&ZX7 HQF+H--(5C )HIH)-5,W%S]7 (-5,5+&-(C 7ZU%=0D 4H))-,+5& *(O*H-GG5)5NH-GNH+H
W%S]01$"WE' $' 0# #' W%S]0"0 " W1 #' W%S]0;D " W" #' W%S]000 " W; # 'CJ W%S]01$L " W6 #3P*H+H)'G(IH
W%S]000"W;# &ZX7HQF+H--(5C )HIH)N'--(OC(,(4'CG)M)5NH+(C 9S0="E *5.+O+5.F G*'C (C 45CG+5)O+5.F 0'G*H
+H)'G(IHW%S]0;D"W"# 'CJ W%S]0"0"W1# &ZX7HQF+H--(5C )HIH)-NH+H-(OC(,(4'CG)M*(O*H+(C 9S0=E; *5.+O+5.F
G*'C (C 45CG+5)O+5.F 0'G*H+H)'G(IHW%S]0"0"W1# 'CJ W%S]01$L"W6# &ZX7HQF+H--(5C )HIH)-NH+H-(OC(,(4'CG)M
*(O*H+(C 9S0=6" *5.+O+5.F G*'C (C 45CG+5)O+5.F 0'N(G* -G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CGJ(,,H+HC4H-"'))Ju#\#$#3P*H
+H)'G(IHW%S]000"W;# 'CJ W%S]01$"WE'$'0## &ZX7HQF+H--(5C )HIH)-NH+H-(OC(,(4'CG)M*(O*H+(C G*H9S"="E
*5.+O+5.F G*'C (C 45CG+5)O+5.F "'G*H+H)'G(IHW%S]01$"WE'$'0## 'CJ W%S]01$L"W6# &ZX7HQF+H--(5C )HIH)-
NH+H-(OC(,(4'CG)M*(O*H+(C 9S"=E; *5.+O+5.F G*'C 45CG+5)O+5.F "''CJ G*H+H)'G(IHW%S]0;D "W"#'W%S]000
"W;#'W%S]01$"WE'$'0##''CJ W%S]01$L "W6# &ZX7HQF+H--(5C )HIH)-NH+H-(OC(,(4'CG)M*(O*H+(C 9S"=6"
*5.+O+5.F G*'C (C 45CG+5)O+5.F "'N(G* -G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CGJ(,,H+HC4H-"'))Ju#\#$#3P*H+H)'G(IHW%S]01$"WE'
$'0## F+5GH(C HQF+H--(5C )HIH)-(C L)'Cg 45CG+5)O+5.F'45CG+5)O+5.F 0'9S0="E *5.+O+5.F'9S0=E; *5.+O+5.F''CJ
9S0=6" *5.+O+5.F NH+H0\#0v#\#6'0\#$v#\#6'0\01v#\#1'0\26v#\#;''CJ 0\";v#\#$'+H-FH4G(IH)M'N(G* '
-G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CG5IH+'))J(,,H+HC4H"Ot0#\21'Ju#\#$#3P*H+H)'G(IHW%S]01$"WE'$'0## F+5GH(C HQF+H--(5C
)HIH)N'--(OC(,(4'CG)M*(O*H+(C 9S0=E; *5.+O+5.F G*'C (C 45CG+5)O+5.F 0 "Ju#\#$ #3P*H+H)'G(IHF+5GH(C
HQF+H--(5C )HIH)-5,W%S]01$"WE'$'0## (C L)'Cg 45CG+5)O+5.F'45CG+5)O+5.F "'9S"="E *5.+O+5.F'9S"=E; *5.+
O+5.F''CJ 9S"=6" *5.+O+5.F NH+H0\#"v#\#$'0\0"v#\##'0\""v#\#$'0\$2v#\"0''CJ 0\66v#\#E'+H-FH4G(IH)M'
N(G* '-G'G(-G(4'))M-(OC(,(4'CG5IH+'))J(,,H+HC4H"Ot01\$$'Ju#\##0#3P*H+H)'G(IHW%S]01$"WE'$'0## F+5GH(C
)HIH)-NH+H-(OC(,(4'CG)M*(O*H+(C 9S"=E; *5.+O+5.F 'CJ 9S"=6" *5.+O+5.F G*'C (C 45CG+5)O+5.F " " L5G* Ju
#\#$#3! 6+,*I.-0+,-! >C 7ZU%=0D 4H))-'&ZX7 'L.CJ'C4H5,W%S]7 (-5,5+&-,+5& *(O*H-GG5)5NH-GNH+H
W%S]01$"WE'$'0##'W%S]0"0"W1#'W%S]0;D"W"#'W%S]000"W;#'W%S]01$L"W6#3W%S]0"0"W1# &ZX7
HQF+H--(5C )HIH)(--(OC(,(4'CG)M(C4+H'-HJ 'G"$ &&5)À *(O* O).45-H45C4HCG+'G(5C'N*H+H'-W%S]01$"WE'$'0##
&ZX7HQF+H--(5C )HIH)-*5N--(OC(,(4'CGH)HI'G(5C 5C)M'G$# &&5)À *(O* O).45-H3eCJH+L5G* *(O* O).45-H
45CJ(G(5C-'(-5,5+&-N(G* -(OC(,(4'CG)MH)HI'GHJ &ZX7HQF+H--(5C )HIH)-'+HW%S]0;D"W"# 'CJ W%S]01$L"W6#'
N*()HT%ZU>X]0 "U%?]# HQF+H--(5C )HIH)J5H-C5G4*'COH-(OC(,(4'CG)M3

":'; <+(/-#9 W'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7, >-5,5+&, ?('LHG(4 +HG(C5F'G*M, ZHG(C')F(O&HCG
HF(G*H)(')4H))-, W%S]QQQL

?@>&0#3261#A4&'3B34C00$D;D="#"E#;#1=##""E

!!糖尿病视网膜病变" J('LHG(4+HG(C5F'G*M'?Z#是糖
尿病常见的微血管并发症'其进展期可先后表现为糖尿
病性黄斑水肿"J('LHG(4&'4.)'+HJH&''?:%#和增生型

糖尿病视网膜病变 " F+5)(,H+'G(IHJ('LHG(4+HG(C5F'G*M'
U?Z#'二者均为成年人重度视力损伤和致盲的主要原
因+ 随着对血管内皮生长因子 "I'-4.)'+HCJ5G*H)(')
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O+5NG* ,'4G5+'W%S]#在 ?Z发病机制中研究的深入'玻
璃体腔注射抗 W%S]药物逐渐成为 ?Z的一线治疗方
法

- 0_". + W%S]包括 W%S]7*W%S][*W%S]8*W%S]?
和胎盘生长因子等亚型'其中 W%S]7在组织和细胞
中含量丰富'在血管生成和原始内皮细胞分化过程中
起到关键作用'是 ?Z重要的致病因子之一+ W%S][
在各种动物模型中抑制细胞凋亡'是血管存活的关键
因素'可抑制病理性血管生成'同时在不同类型的血管
和神经退行性疾病方面具有治疗潜力

- 2. + W%S]8参
与血管和淋巴发育'在成人组织中可能作为旁分泌因
子参与淋巴管生成和维持

- E. + W%S]?是与 W%S]8密
切相关的细胞因子'同样参与淋巴管和血管生成 - E. +
胎盘生长因子在血管生成*胎盘发育和免疫调节等多
种生理过程中发挥作用

- $. + 目前'抗 W%S]治疗主要
通过中和 W%S]7'阻断其与受体 W%S]Z0 和 W%S]Z"
的结合'从而抑制异常血管的生成和渗漏 - 0. +

抗 W%S]药物玻璃体腔注射从根本上改变了 ?Z
的病程和患者的预后'已成为 ?:%的一线治疗方
法

- 1. + 目前抗 W%S]疗法针对总 W%S]7'部分患者需
要多次反复注射+ 人类 ]<#O$基因有不同的剪接体'
对于不同剪接体在高糖环境下表达变化的研究目前较

少'不同剪接体对 ?Z病程是否会产生不同影响'未来
能否针对具体剪接体进行治疗以达到更理想的预后效

果尚不清楚+ 本研究拟探讨高糖环境下 7ZU%=0D 细
胞中不同 W%S]7剪接体的表达变化'以期了解 ?Z发
展过程中 W%S]7剪接体的动态调节'为临床 ?Z的诊
断和治疗提供参考+

>9材料与方法

>3>!材料
>3>3>!细胞来源!人视网膜色素上皮"+HG(C')F(O&HCG
HF(G*H)(.&'ZU%#细胞系 7ZU%=0D 细胞购自中国科学
院典型培养物保藏委员会细胞库+
>3>3!!主要试剂及仪器!?:%:A]0" 培养基"杭州
吉诺生物有限公司#,胎牛血清"美国 S(L45公司#,实
时荧光定量 U8Z试剂盒*逆转录试剂盒"日本 P'g'+'
公司#,?=葡萄糖*甘露醇"上海生工生物工程股份有
限公司#,U8Z割胶纯化试剂盒"北京天根生化科技有
限公司#,小鼠抗人 W%S]7单克隆抗体 "'L0#$"0D#*
小鼠抗人 W%S]01$ 单克隆抗体 " 'L1DE6D # "英国
7L4'&公司#,小鼠抗人 T%ZU>X]0-色素上皮衍生因
子"F(O&HCGHF(G*H)(.&JH+(IHJ ,'4G5+'U%?]#.单克隆抗
体"-4=2D#06"'美国 T'CG'公司#,兔抗人 !=G.L.)(C 单
克隆抗体 " 00""E=0=7U'美国 U+5GH(CGH4* 公司 #,[87

蛋白浓度测定试剂盒"美国 P*H+&5](-*H+公司#,琼脂
糖"上海基因科技股份有限公司#,$# aP7%电泳缓冲
液"[T=U=""'上海水源生物科技有限公司#+ 荧光定
量 U8Z仪"T 7̀X=D1U'上海宏石医疗有限公司#,U8Z
仪"1"0[Z20E0E'上海伯乐生命医学产品有限公司#,
电子天平"北京赛多利斯科学仪器有限公司#,三恒电
泳仪"?hh=0# 型 %8U2###'北京市六一仪器厂#,高速
冷冻离心机"PS"# Ẑ'长沙东旺实验仪器有限公司#,
化学发光成像仪 "SHCHSC5&HaZm'美国 SHCHSC5&H
公司#+
>3!!方法
>3!3>!高糖模型处理!将处于对数生长期的 7ZU%=0D
细胞以 "20#$

个A孔接种在 1 孔板上'次日细胞贴壁后
将其分为空白对照组*对照组 0*对照组 "*9S0 组和
9S"组'参照文献-6_D.的方法'分别用 $\$ &&5)À 葡
萄糖* $\$ &&5)À 葡萄糖 c0D\$ &&5)À 甘 露 醇*
$\$ &&5)À葡萄糖cEE\$ &&5)À甘露醇*"$\# &&5)À
葡萄糖和 $#\# &&5)À葡萄糖处理'其中空白对照组*
对照组 0*对照组 " 处理细胞 6" *'9S0 组*9S" 组分
别处理 "E*E; 和 6" *+
>3!3!!引物设计和合成!截至 "#"E 年 00 月 X8[>数
据库一共收录了 "# 种 W%S]7的不同剪接体'查询该
数据库中人类 ]<#O$基因的所有剪接体'可知 X:q
##2261\1 为 W%S]0;D " W" #' X:q ##00601""\" 为
W%S]000"W;#'X:q##0#"$26#\2 为 W%S]0"0 "W1#'
X: q ##0#226$1\2 为 W%S]01$L " W6 #+ X: q
##0#"$21;\2" WE #* X:q ##0#"$21D\2 " W$ # 和 X:q
##0";6#EE\""W0##剪接体的蛋白产物为 W%S]01$+
利用 ?X7-G'+序列分析工具对所有剪接体的序列进行
比对'参考所有序列相同的位置设计 W%S]7"W0=
W0##总的 U8Z检测引物"表 0#'引物由上海生工生物
工程股份有限公司合成+
>3!3F!荧光定量 U8Z检测 ]<#O$基因不同剪接体
相对表达量!各组处理结束后'去除每孔的培养液上
清液+ 每孔加入 0 &)P+(K5)'室温下放置 $ &(C+ 使用
枪头刮擦培养板底部'彻底将底部的细胞刮下后'将
P+(K5)细胞裂解液转移至 0\$ &)无酶 %U管内+ 加入
氯仿混匀后 0" ###27 离心 0$ &(C'转移上清液至新的
%U管内'加入等体积的异丙醇混匀后 0" ###27 离心
0$ &(C'弃去上清液+ 用 6#<乙醇清洗总 ZX7沉淀
" 遍'1# w干浴器烘干后溶于水进行质控+ 合格的总
ZX7 0 &O在 26 w下逆转录 0$ &(C 制备 4?X7+ 对
于低丰度的 W%S]701$L 检测'在 4?X7制备时除添加
5)(OJP和随机引物外'还添加该基因特异的逆转录引

!ED;! 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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表 >9定量 M6B检测引物序列
E18I'>9M(03'(-'Q.',*'-4+(Q.1,)0)1)0K'M6B/')'*)0+,

引物 引物序列"$x=2x# 预期大小" LF# 退火温度"w#

W%S]7"W0=W0## 正向&87PPSPSS7SS87S7S7777S 0D; 1#\E

反向&787777788SSP78777P77S7S7

W%S]000"W;# 正向&88PSSPSS787P8PP887SS7SP7 "26 $E\1

反向&8P8SS8PPSP8787P8PS87PP87

W%S]0;D"W"# 正向&SPS88878PS7SS7SP887787P8 ""6 1#\#

反向&877SS888787SSS778S8P

W%S]0"0"W1# 正向&SS7P877788P878877SS8 002 1$\0

反向&8SS8PPSP8787PPPPP8PPSP8

]<#OGHC"WE'$'0## 正向&S7SP787P8PP877S887P88 "2" 1$\0

反向&7S877SS888787SSS7PPP

W%S]01$L"W6# 正向&P87SP8PPP88PSSPS7S7S7P8PS87 001 $#\#

反向&PPSP7877S7P88S87S78S

T%ZU>X]0"U%?]# 正向&788SSS8PSS8PPPS7SPSS 0EE 1$\#

反向&SSS8888PSPSP8PSPSP88

0;T 正向&7SP8S88SPS88P7887P 0"D $$\#

反向&8SSSP8SSS7SPSSSP77P

!注&U8Z&聚合酶链式反应,W%S]7&血管内皮生长因子 7,U%?]&色素上皮衍生因子
!X5GH&U8Z& F5)M&H+'-H4*'(C +H'4G(5C,W%S]7&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7, U%?]& F(O&HCG
HF(G*H)(.&=JH+(IHJ ,'4G5+

物 W%S]01$L "W6 # Z'并且将逆转录时间延长至
2# &(C+ " 套 4?X7均稀释 0# 倍后进行定量 U8Z检
测+ U8Z产物纯化后进行 0# 倍梯度稀释'制备标准
曲线+ 荧光定量 U8Z最适退火温度由不同梯度退火
的普通 U8Z结合琼脂糖凝胶电泳确认'条带特异单一
且扩增效率良好的退火温度选为最后荧光定量 U8Z
的退火温度'反应条件&D$ w预变性 2 &(C'DE w反应
0# -'不同退火温度退火 "# -'6" w延伸 "# -'2$ YE#
个循环'6" w下进行荧光信号采集'各剪接体的退火
温度见表 0+ 反应结束后行熔解曲线分析程序'熔解
曲线峰特异单一的结果被认为有效并进行后续结果分

析+ 以 0;T 作为内参'采用双曲线外标法进行定量分
析'将已知浓度的标准品和样品一起进行定量 U8Z检
测'通过标准品计算公式 )5Oa# t_)5O"0c%Q#28Gc)5O:
中的斜率和截距后'再由样品的 8G值代入公式计算出
样品初始基因的拷贝数浓度 a#+ 该结果由荧光定量
U8Z仪自带软件计算得出+ 为了直观评估不同剪接
体在样品 4?X7中的相对丰度'用每种剪接体的 8G值
减去内参 8G值得到的相对 8G值进行不同剪接体丰度
的比较+ 相对 8G值越大'说明相应的序列丰度越小+
不同分组样品设置 2 个重复孔'实验结束后的 U8Z产
物进行 "<琼脂糖凝胶电泳并拍照+ 实验重复 2 次+
>3!3A!fH-GH+C L)5G检测总 W%S]7*W%S]01$"WE'$'
0##和 T%ZU>X]0"U%?]#蛋白表达量!各组处理结束

后'去除培养液上清'预冷磷酸盐
缓冲液洗 2 遍'每孔加入 E## &)
含蛋白酶抑制剂的Z>U7裂解液'
冰上裂解 0$ &(C 后将裂解物转移
至 0\$ &)离心管中'0" ###27 离
心 0# &(C 后转移上清至新的
0\$ &)离心管内'[87法测定蛋
白浓度'加入蛋白上样缓冲液'
0## w处理 0# &(C 后冷却至室温
进行蛋白上样'行 T?T=U7S%电
泳后湿转法将蛋白转印至 UW?]
膜'$< [T7室温封闭 "# &(C'用
封闭液配制相应的一抗溶液'
W%S]7* W%S]01$ 和 T%ZU>X]0
"U%?]#稀释比例分别为 0 k;##*
0 k" ### 和 0 k0##'转印好的膜在
各自一抗溶液中 E w孵育过夜+
次日用 P[TP洗膜 2 次后在室温
下进行二抗孵育 " *+ P[TP洗膜
" 次' 不含 PNHHC"# 的 P[T 洗

0 次+ 采用化学发光成像仪拍照'用 >&'OHV软件分析
条带灰度值+ 以 !=G.L.)(C 为内参'计算目的蛋白相对
表达量'目的蛋白相对表达量t目的蛋白条带灰度值A
内参蛋白条带灰度值+ 实验重复 2 次+
>3F!统计学方法

采用 S+'F*U'J U+(-&软件对数据进行统计分析+
计量资料数据经 T*'F(+5=f()g 检验证实呈正态分布'
以 =v+表示+ 各组 7ZU%=0D 细胞中不同基因 &ZX7
和蛋白相对表达水平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>!X8[>数据库中 W%S]7剪接体序列分析
]<#O$基因包含 ; 个外显子和 6 个内含子'通

过选择性地剪接拼接形成多种不同的剪接体'截至
"#"E 年 00 月 D 日'X8[>数据库收录了人类 ]<#O$
基因 "# 种不同的转录本+ 选取数据库中 0# 个相对
常用的剪接体'利用 ?X7-G'+中的 :HO')(OC 工具进行
序列比对'差异部分见图 0+ 不同的 ]<#O$基因剪
接体'其差异序列集中在外显子 1 和 6 区域+ 总
W%S]7检测引物的检测区域设计在所有剪接体序列
相同的保守位置+ 该引物能检测到目前 X8[>数据
库所有 W%S]7的剪接体+
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图 >9R6ST数据库中 !"#$%基因剪接体序列分析!图中为 ]<#O$基因剪接体序列有差异的部分
=02.('>9U'Q.',*'1,1I;-0-+4!"#$%2','0-+4+(3-4(+3 )5'R6ST/1)181-'!@C)MG*HJ(IH+OHCG+HO(5C-'&5CO]<#O$OHCH(-5,5+&-NH+H-*5NC

SERPINF1
（PEDF）

总VEGFA

18S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

图 !9总 !"#$%和 2"'()*$+ "M$H=#定量 M6B扩增产物电泳
图!泳道 0 和 00 为 ?X7相对分子质量参考标准'从上到下依次为
1##*$##*E##*2##*"##*0## LF+ 泳道 " 为空白对照'2 为对照组 0'
EY1 依次为 "$ &&5)À葡萄糖处理 "E*E; 和 6" *+ 泳道 6 为对照组
"';Y0# 依次为 $# &&5)À葡萄糖处理 "E*E; 和 6" *+ 泳道 0" 为扩
增体系的阴性对照!U%?]&色素上皮衍生因子,W%S]7&血管内皮生
长因子 7
=02.('! 9 $I'*)(+&5+(')+2(13 +4Q.1,)0)1)0K'M6B &(+/.*)-4+(
)+)1I!"#$% 1,/ 2"'()*$+ " M$H=# 9 '̀CH-0 'CJ 00 ?X7
&5)H4.)'+NH(O*G&'+gH+-'N*(4* NH+H1##'$##'E##'2##'"##''CJ 0## LF
,+5&G5F G5L5GG5&3̀'CH" N'-L)'Cg 45CG+5)3̀'CH2 N'-45CG+5)O+5.F 03
'̀CH-E'$'1 NH+H"$ &&5)À O).45-HG+H'GHJ ,5+"E'E;''CJ 6" *5.+-(C

G.+C'+H-FH4G(IH)M3̀'CH6 N'-G*H45CG+5)O+5.F "3̀'CH-;'D'0# NH+HG*H
$# &&5)À O).45-HG+H'GHJ ,5+"E'E;''CJ 6" *5.+-'+H-FH4G(IH)M3̀'CH0"
N'-G*H'&F)(,(4'G(5C CHO'G(IH45CG+5)!U%?]&F(O&HCGHF(G*H)(.&=JH+(IHJ
,'4G5+,W%S]7&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7

!3!!不同浓度葡萄糖处理细胞不同时间后总 W%S]7
&ZX7和蛋白相对表达量比较

琼脂糖凝胶电泳结果显示'总 ]<#O$和 W%S]信
号的负调控因子 D<EJ["OG"J<6O#基因的扩增产物
单一"图 "#'扩增产物大小符合表 0 的预期+ "$ 和
$# &&5)À葡萄糖浓度下各时间点 7ZU%=0D 细胞中
总 W%S]7&ZX7和蛋白相对表达量总体比较差异均
有统计学意义 "&ZX7&Ot00E\1#* 0E2\1#'均 Ju
#\#$,蛋白&Ot0#\##*;\#E'均 Ju#\#$#'其中与各自
对照组比较'处理 "E*E; 和 6" * 后总 W%S]7&ZX7
和蛋白相对表达量均明显升高'差异均有统计学意义
"均 Ju#\#$#"图 2'表 "'2#+ "$ 和 $# &&5)À葡萄糖
浓度下各时间点 7ZU%=0D 细胞中 T%ZU>X]0"U%?]#
的 &ZX7和蛋白相对表达量总体比较'差异均无统计
学意义 "&ZX7&Ot#\;1*#\2"'均 Jd#\#$,蛋白&Ot
0\"$*#\#;'均 Jd#\#$#"图 2'表 E'$#+
!3F!不同浓度葡萄糖处理细胞不同时间后不同剪接
体 &ZX7表达比较

W%S]01$"WE'$'0##与总 W%S]7的 &ZX7相对
表达量最接近'其相对 8G值最小 "表 1 #'说明在
7ZU%=0D 细胞中 W%S]01$"WE'$'0##是相对主要的
一种转录表达形式+ W%S]000"W;#在本次检测中相
对 8G值最大'其次为 T%ZU>X]0"U%?]#'均大于 01'
属于相对低的表达水平 +7ZU%=0D细胞中各剪接体
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A

B

总VEGFA

SERPINF1
（PEDF）

α�Tubulin

总VEGFA

SERPINF1
（PEDF）

α�Tubulin

1 2 3 4 5 相对分子质量

27000

50000

55000

1 2 3 4 5 相对分子质量

27000

50000

55000

图 F 9 不 同 浓 度 葡 萄 糖 处 理 细 胞 不 同 时 间 后 总 L$C=7 和
U$BMTR=>0M$H=#蛋白表达电泳图97&"$ &&5)À 葡萄糖!0&空
白对照,"&对照 0,2Y$&高糖处理 "E*E; 和 6" *![&$# &&5)À 葡
萄糖!0&空白对照, "&对照 ", 2 Y$&高糖处理 "E* E; 和 6" *!
W%S]7&血管内皮生长因子 7,U%?]&色素上皮衍生因子,P.L.)(C&
微管蛋白

=02.('F 9 $I'*)(+&5+(')+2(13 +4)+)1IL$C=7 1,/ U$BMTR=>
0M$H=# &(+)'0,'%&('--0+,I'K'I-14)'()('1)3',)-<0)5 K1(0+.-
*+,*',)(1)0+,-+42I.*+-'4+(/044'(',))03'&'(0+/-97&"$ &&5)À
O).45-H!0&L)'Cg 45CG+5),"&45CG+5)0,2'E'$&*(O* O).45-HG+H'G&HCG-,5+
"E'E;''CJ 6" *5.+-'+H-FH4G(IH)M! [& $# &&5)À O).45-H! 0& L)'Cg
45CG+5),"&45CG+5)",2'E'$& *(O* O).45-HG+H'G&HCG-,5+"E'E;''CJ 6"
*5.+-' +H-FH4G(IH)M! W%S]7& I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7,
U%?]&F(O&HCGHF(G*H)(.&=JH+(IHJ ,'4G5+

表 !9!# 33+IVW葡萄糖处理细胞不同时间后
总 L$C=73BR7和蛋白相对表达量比较0,X-#
E18I'!96+3&1(0-+,+4)+)1IL$C=73BR7
1,/&(+)'0,'%&('--0+,I'K'I-14)'()('1)3',)-

<0)5!# 33+IVW2I.*+-'4+(/044'(',)
)03'&'(0+/-0,X-#

组别 样本量
总 W%S]7&ZX7
相对表达量

总 W%S]7蛋白
相对表达量

对照组 0 2 0\##v#\#2 0\#0v#\#0

9S0="E * 组 2 "\""v#\"2' 0\0Dv#\#0'

9S0=E; * 组 2 E\$;v#\26' 0\""v#\#0'

9S0=6" * 组 2 "\"6v#\0"' 0\"6v#\#$'

O值 00E\1# 0#\##

J值 u#\##0 u#\##0

!注&与对照组 0 相比''Ju#\#$ 0单因素方差分析' T̀?=/检验 # !
W%S]7&血管内皮生长因子 7
!X5GH&85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F 0''Ju#\#$ 0@CH=N'M7X@W7'
T̀?=/GH-G#!W%S]7&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7

表 F9#" 33+IVW葡萄糖处理细胞不同时间后
总 L$C=73BR7和蛋白相对表达量比较0,X-#

E18I'F96+3&1(0-+,+4)+)1IL$C=73BR71,/&(+)'0,
'%&('--0+,I'K'I-14)'()('1)3',)-<0)5#" 33+IVW2I.*+-'

4+(/044'(',))03'&'(0+/-0,X-#

组别 样本量
总 W%S]7&ZX7
相对表达量

总 W%S]7蛋白
相对表达量

对照组 " 2 0\#6v#\#$ 0\##v#\0#

9S"="E * 组 2 0\;6v#\""' 0\"0v#\01'

9S"=E; * 组 2 0\;2v#\01' 0\"Ev#\00'

9S"=6" * 组 2 $\2$v#\E$' 0\$Dv#\#"'

O值 0E2\1# ;\#E

J值 u#\##0 u#\##0

!注&与对照组 " 比较''Ju#\#$ 0单因素方差分析' T̀?=/检验 # !
W%S]7&血管内皮生长因子 7
!X5GH&85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F "''Ju#\#$ 0@CH=N'M7X@W7'
T̀?=/GH-G#!W%S]7&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7

表 A9!# 33+IVW葡萄糖处理细胞不同时间后
U$BMTR=>0M$H=# 3BR7和蛋白相对表达量比较0,X-#
E18I'A96+3&1(0-+,+4U$BMTR=> 0M$H=# 3BR71,/
&(+)'0,'%&('--0+,I'K'I-14)'()('1)3',)-<0)5!# 33+IVW

2I.*+-'4+(/044'(',))03'&'(0+/-0,X-#

组别 样本量
T%ZU>X]00U%?]#&ZX7

相对表达量

T%ZU>X]00U%?]#
蛋白相对表达量

对照组 0 2 #\DDv#\"0 0\#6v#\#0

9S0="E * 组 2 #\1$v#\06 0\0"v#\#D

9S0=E; * 组 2 0\#$v#\#D 0\0Ev#\#D

9S0=6" * 组 2 0\#0v#\E" 0\0"v#\#6

O值 #\;1 0\"$

J值 #\$# #\2;

!注&与对照组 0 相比''Ju#\#$ 0单因素方差分析' T̀?=/检验 # !
U%?]&色素上皮衍生因子
!X5GH&85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F 0''Ju#\#$ 0@CH=N'M7X@W7'
T̀?=/GH-G#!U%?]&F(O&HCGHF(G*H)(.&=JH+(IHJ ,'4G5+

表 #9#" 33+IVW葡萄糖处理细胞不同时间后
U$BMTR=>0M$H=# 3BR7和蛋白相对表达量比较0,X-#
E18I'#96+3&1(0-+,+4U$BMTR=> 0M$H=# 3BR71,/
&(+)'0,'%&('--0+,I'K'I-14)'()('1)3',)-<0)5#" 33+IVW

2I.*+-'4+(/044'(',))03'&'(0+/-0,X-#

组别 样本量
T%ZU>X]00U%?]#&ZX7

相对表达量

T%ZU>X]00U%?]#
蛋白相对表达量

对照组 " 2 0\#Ev#\#D 0\#"v#\"0

9S"="E * 组 2 0\0$v#\"" 0\#6v#\""

9S"=E; * 组 2 0\01v#\"E #\D;v#\""

9S"=6" * 组 2 0\"1v#\E0 #\DEv#\"0

O值 #\2" #\#;

J值 #\;0 #\DD

!注&与对照组 " 比较''Ju#\#$ 0单因素方差分析' T̀?=/检验 # !
U%?]&色素上皮衍生因子
!X5GH&85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F "''Ju#\#$ 0@CH=N'M7X@W7'
T̀?=/GH-G#!U%?]&F(O&HCGHF(G*H)(.&=JH+(IHJ ,'4G5+

!6D;!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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表 G9各组样品各基因定量 M6B检测时相对于内参的平均 6)值",X-#
E18I'G97K'(12'('I1)0K'6)K1I.'-/.(0,2 Q.1,)0)1)0K'M6B/')'*)0+,+4'1*52(+.&+4-13&I'-",X-#

样品 样本量 总 W%S]7 W%S]0;D"W"# W%S]0"0"W1# W%S]000"W;# W%S]01$"WE'$'0## T%ZU>X]0"U%?]#

对照组 0 2 ;\";v#\00 0"\D0v#\"2 0#\"#v#\#6 "0\#$v#\2E ;\6;v#\EE 01\$;v#\2#

对照组 " 2 ;\0"v#\0E 02\0$v#\$1 D\#1v#\#E "0\E"v#\1E D\"#v#\E# 01\E;v#\0D

9S0="E * 2 6\02v#\#1 0"\;Dv#\06 D\"Ev#\"; ""\22v#\"E D\D"v#\1; 06\";v#\6E

9S"="E * 2 6\01v#\#$ 0"\;$v0\0" ;\;1v#\"6 0D\;Dv0\#0 6\1Dv#\0; 01\E"v#\2;

9S0=E; * 2 1\#"v#\0; 0"\"1v#\02 ;\0$v#\06 "0\2;v#\#D D\0#v#\$$ 01\$1v#\""

9S"=E; * 2 6\2#v#\#D 0"\EDv#\6" ;\6"v#\#E "#\;Dv#\$D 6\1;v#\#D 01\E0v#\2$

9S0=6" * 2 6\00v#\#D 0"\6$v#\$E ;\6Dv#\0E ""\2$v#\EE D\E$v#\E6 01\66v#\;0

9S"=6" * 2 1\;Dv#\#D 00\D2v#\2D 6\6#v#\"2 "0\#$v#\06 ;\0;v#\;6 01\E0v#\$E

!注&U8Z&聚合酶链式反应,W%S]7&血管内皮生长因子 7,U%?]&色素上皮衍生因子
!X5GH&U8Z&F5)M&H+'-H4*'(C +H'4G(5C,W%S]7&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7,U%?]&F(O&HCGHF(G*H)(.&=JH+(IHJ ,'4G5+

表 Y9!# 33+IVW葡萄糖处理细胞不同时间后 !"#$%基因不同剪接体 3BR7相对表达水平比较",X-#
E18I'Y96+3&1(0-+,+4('I1)0K''%&('--0+,I'K'I-+4/044'(',)0-+4+(3-+4!"#$%2','14)'()('1)3',)-<0)5

!# 33+IVW2I.*+-'4+(/044'(',))03'&'(0+/-",X-#

组别 样本量 W%S]0;D"W"# W%S]0"0"W1# W%S]000"W;# W%S]01$"WE'$'0## W%S]01$L"W6#

对照组 0 2 #\DDv#\0E 0\#0v#\#$2 #\D1v#\"1 #\D;v#\01 0\##v#\#1

9S0="E * 组 2 0\#"v#\#; "\"#v#\1" #\E6v#\#6' #\$Ev#\"2 0\1$v#\06

9S0=E; * 组 2 0\1#v#\#1' E\1"v#\10' #\D0v#\0# #\D$v#\2# #\EDv#\00

9S0=6" * 组 2 0\"0v#\0$ "\;$v#\2E' #\$;v#\0E #\61v#\0D E\EDv#\62'

O值 6\;; "2\12 1\02 0\;D E6\D#

J值 u#\#0 u#\##0 #\#E #\"0 u#\##0

!注&与对照组 0 相比''Ju#\#$"单因素方差分析' T̀?=/检验#!W%S]7&血管内皮生长因子 7
!X5GH&85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F 0''Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G#!W%S]7&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7

&ZX7表达水平由高到低依次为 W%S]01$ "WE' $'
0# #* W%S]0"0 " W1 #* W%S]0;D " W" #* T%ZU>X]0
"U%?]#*W%S]000"W;#*W%S]01$L"W6#"表 1#+

对照组 0*9S0="E * 组*9S0=E; * 组和 9S0=6" *
组 W%S]0;D "W"#*W%S]0"0 "W1 #*W%S]000 "W; #*
W%S]01$L &ZX7相对表达量总体比较差异均有统计
学意义"Ot6\;;*"2\12*1\02*E6\D#'均 Ju#\#$#'其
中 9S0="E * 组 W%S]000"W;# &ZX7相对表达量低
于对照组 0'9S0=E; * 组 W%S]0;D "W" #*W%S]0"0
"W1# &ZX7相对表达量高于对照组 0'9S0=6" * 组
W%S]0"0"W1#*W%S]01$L &ZX7相对表达量高于对
照组 0'差异均有统计学意义"均Ju#\#$#+ 对照组 0*
9S0="E * 组*9S0=E; * 组和 9S0=6" * 组 W%S]01$
&ZX7相对表达量总体比较差异无统计学意义 "Ot
0\;D'Jt#\"0#"表 6#+

对照组 "*9S"="E * 组*9S"=E; * 组和 9S"=6" *
组 W%S]0;D " W" #* W%S]000 " W; #* W%S]01$*
W%S]01$L &ZX7相对表达量总体比较差异均有统计
学意义"Ot0"\"E*$\6"*06\21*0D"\##'均 Ju#\#$#'
其中 9S"="E * 组 W%S]000"W;#*W%S]01$ &ZX7相

对表达量均高于对照组 "'9S"=E; * 组 W%S]01$*
W%S]01$L &ZX7相对表达量均高于对照组 "'9S"=
6" * 组 W%S]0;D "W" #* W%S]000 " W; #* W%S]01$*
W%S]01$L &ZX7相对表达量均高于对照组 "'差异均
有统计学意义"均 Ju#\#$#+ 对照组 "*9S"="E * 组*
9S"=E; * 组和 9S"=6" * 组 W%S]0"0"W1# &ZX7相
对表达量总体比较差异无统计学意义 "Ot"\00'Jt
#\"##"表 ;#+

琼脂糖凝胶电泳结果显示'各转录本扩增产物单
一"图 E#'扩增产物大小符合表 0 的预期+
!3A!不同浓度葡萄糖处理细胞不同时间后 W%S]01$
"WE'$'0##蛋白相对表达量比较

空白对照组*对照组 0*9S0="E * 组*9S0=E; * 组
和 9S0=6" * 组 W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对表达量
分别为 0\#0v#\#6*0\#$v#\#6*0\01v#\#1*0\26v#\#;
和 0\"; v#\#$'总体比较差异有统计学意义 "Ot
0#\21'Ju#\#$#'其中 9S0=E; * 组 W%S]01$"WE'$'
0##蛋白相对表达量高于对照组 0'差异有统计学意义
"Ju#\#$ #+ 空白对照组*对照组 "*9S"="E * 组*
9S"=E; *组和9S"=6" *组W%S]01$"WE'$'0##蛋白

!;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+"#"$'W5)3E2'X530#
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表 Z9#" 33+IVW葡萄糖处理细胞不同时间后 !"#$%基因不同剪接体 3BR7相对表达水平比较",X-#
E18I'Z96+3&1(0-+,+4('I1)0K''%&('--0+,I'K'I-+4/044'(',)0-+4+(3-+4!"#$%2','14)'()('1)3',)-<0)5

#" 33+IVW2I.*+-'4+(/044'(',))03'&'(0+/-",X-#

组别 样本量 W%S]0;D"W"# W%S]0"0"W1# W%S]000"W;# W%S]01$"WE'$'0## W%S]01$L"W6#

对照组 " 2 0\#0v#\06 0\##v#\#2 0\#2v#\#1 0\#"v#\01 0\#0v#\#1

9S"="E * 组 2 0\6"v#\#6 0\""v#\"E 2\#0v#\";' "\1;v#\2E' 0\06v#\0E

9S"=E; * 组 2 0\1$v#\2" 0\";v#\#E "\E6v#\;0 "\6$v#\0E' E\2$v#\"6'

9S"=6" * 组 2 "\$1v#\";' "\$Ev#\E$ "\12v#\0"' 0\D0v#\2D' "\E2v#\02'

O值 0"\"E "\00 $\6" 06\21 0D"\##

J值 u#\#0 #\"# #\#" u#\##0 u#\##0

!注&与对照组 " 相比''Ju#\#$"单因素方差分析' T̀?=/检验#!W%S]7&血管内皮生长因子 7
!X5GH&85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F "''Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G#!W%S]7&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+7

VEGF165

VEGF111（V8）

VEGF165b（V7）

VEGF121（V6）

VEGF189（V2）

18S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

图 A9各组 !"#$%基因不同剪接体定量 M6B扩增产物电泳图!泳
道 0 和 00 为 ?X7相对分子质量参考标准'从上到下依次为 1##2
$##2E##22##2"##20## LF+ 泳道 " 为空白对照'2 为对照组 0'EY1 依
次为 "$ &&5)À葡萄糖处理 "E2E; 和 6" *+ 6 为对照组 "';Y0# 依
次为 $# &&5)À 葡萄糖处理 "E2E; 和 6" *+ 泳道 0" 为扩增体系的
阴性对照!W%S]&血管内皮生长因子
=02.('A 9 $I'*)(+&5+(')+2(13 +4QM6B &(+/.*)-4+(/044'(',)
!"#$% 2','0-+4+(3-! '̀CH-0 'CJ 00 ?X7 &5)H4.)'+NH(O*G
&'+gH+-'N*(4* NH+H1##' $##' E##' 2##' "##''CJ 0## LF ,+5& G5F G5
L5GG5&3̀'CH" N'-L)'Cg 45CG+5)3̀'CH2 N'-45CG+5)O+5.F 03̀'CH-E'$'
1 NH+H "$ &&5)À O).45-HG+H'GHJ ,5+"E' E;''CJ 6" *5.+-(C G.+C'
+H-FH4G(IH)M3̀ 'CH6 N'-G*H45CG+5)O+5.F "3̀ 'CH-;' D' 0# NH+HG*H
$# &&5)À O).45-HG+H'GHJ ,5+"E'E;''CJ 6" *5.+-'+H-FH4G(IH)M3̀'CH0"
N'-G*H'&F)(,(4'G(5C CHO'G(IH45CG+5)! W%S]& I'-4.)'+HCJ5G*H)(')
O+5NG* ,'4G5+

A B

C D
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图 #9不同浓度葡萄糖处理细胞不同时间后 L$C=>G#"LA'#'>"#蛋
白表达比较!7&"$ &&5)À 葡萄糖处理细胞不同时间后 W%S]01$
"WE'$' 0# # 蛋白表达电泳图 ! 0&空白对照5 "&对照 05 2 Y$&
"$ &&5)À葡萄糖处理 "E2E; 和 6" *![&"$ &&5)À 葡萄糖处理细
胞不同时间后 W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对表达量比较!0&空白对
照5"&对照 052Y$&"$ &&5)À葡萄糖处理 "E2E; 和 6" *!Ot0#\21'
Ju#\#$3与对照组 0 比较''Ju#\#$"单因素方差分析' T̀?=/检验5
)t2#!8&$# &&5)À葡萄糖处理细胞不同时间后 W%S]01$"WE'$'
0##蛋白表达电泳图!0&空白对照5"&对照 "52Y$&$# &&5)À 葡萄
糖处理 "E2E; 和 6" *!?&$# &&5)À 葡萄糖处理细胞不同时间后
W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对表达量比较!0&空白对照5"&对照 "5
2Y$&$# &&5)À葡萄糖处理 "E2E; 和 6" *!Ot01\$$'Ju#\##03与
对照组 " 比较''Ju#\#$ "单因素方差分析' T̀?=/检验5 ) t2# !
W%S]&血管内皮生长因子5P.L.)(C&微管蛋白
=02.('#96+3&1(0-+,+4L$C=>G# "LA'#'>"# &(+)'0,'%&('--0+,
I'K'I-14)'()('1)3',)-<0)5K1(0+.-*+,*',)(1)0+,-+42I.*+-'4+(
/044'(',))03'&'(0+/-!7&%)H4G+5F*5+HG5O+'&5,W%S]01$ "WE'$'0##
F+5GH(C HQF+H--(5C ',GH+G+H'G&HCG-N(G* "$ &&5)À O).45-H,5+J(,,H+HCG
G(&HFH+(5J-!0&L)'Cg 45CG+5)5"&45CG+5)052'E'$&"$ &&5)À O).45-H
G+H'G&HCG-,5+"E' E;' 'CJ 6" *5.+-' +H-FH4G(IH)M! [& 85&F'+(-5C 5,
+H)'G(IHW%S]01$ "WE' $' 0# # F+5GH(C HQF+H--(5C ',GH+G+H'G&HCG-N(G*
"$ &&5)À O).45-H,5+J(,,H+HCGG(&HFH+(5J-!0&L)'Cg 45CG+5)5"&45CG+5)
052' E' $& "$ &&5)À O).45-HG+H'G&HCG-,5+"E' E;' 'CJ 6" *5.+-'
+H-FH4G(IH)M!Ot0#\21'Ju#\#$385&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F 0'
'Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/GH-G5)t2#!8&%)H4G+5F*5+HG5O+'&
5,W%S]01$ " WE' $' 0# # F+5GH(C HQF+H--(5C ',GH+G+H'G&HCG-N(G*
$# &&5)À O).45-H,5+J(,,H+HCGG(&HFH+(5J-!0&L)'Cg 45CG+5)5"&45CG+5)
"52' E' $& $# &&5)À O).45-HG+H'G&HCG-,5+"E' E;' 'CJ 6" *5.+-'
+H-FH4G(IH)M!?&85&F'+(-5C 5,+H)'G(IHW%S]01$ "WE' $' 0# # F+5GH(C
HQF+H--(5C ',GH+G+H'G&HCG-N(G* $# &&5)À O).45-H,5+J(,,H+HCGG(&H
FH+(5J-! 0& L)'Cg 45CG+5)5 "& 45CG+5)"5 2' E' $& $# &&5)À O).45-H
G+H'G&HCG-,5+"E'E;''CJ 6" *5.+-'+H-FH4G(IH)M!Ot01\$$'Ju#\##03
85&F'+HJ N(G* G*H45CG+5)O+5.F "''Ju#\#$ "@CH=N'M7X@W7' T̀?=/
GH-G5)t2#!W%S]&I'-4.)'+HCJ5G*H)(')O+5NG* ,'4G5+

相对表达量分别为 0\#"v#\#$20\0"v#\##20\""v#\#$2
0\$2v#\"0 和 0\66v#\#E'总体比较差异有统计学意义
"Ot01\$$'Ju#\##0#'其中 9S"=E; * 组和 9S"=6" * 组
W%S]01$"WE'$'0##蛋白相对表达量均高于对照组 "'

差异均有统计学意义"均 Ju#\#$#"图 $#+

!DD;!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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F9讨论

W%S]7由单个基因编码'通过 ; 个外显子的
&ZX7选择性剪接'产生不同的剪接体 - 0#. + 人类
]<#O$基因的选择性剪接提供了不同的剪接体'目前
X8[>数据库中收录了 "# 种该基因的剪接体+ 本研究
将 X8[>数据库中收录的剪接体序列进行分析'并将
既往 W%S]7不同剪接体的命名与 X8[>数据库的序
列进行归纳+ W%S]70"0 和 W%S]701$ 在哺乳动物中
表达水平较高

- 00. + 在人视网膜中'W%S]主要由 ZU%
细胞*周细胞*内皮细胞*胶质细胞和神经节细胞产生'
其中 ZU%细胞的产生量多于其他细胞 - 0"_02. + W%S]7
亚型在 ?Z中表达明显上调'尤其是在 ZU%细胞*胶
质细胞和玻璃体成纤维细胞中

- 0E. + 基于对所有剪接
体序列的分析'本研究在其中 0# 条剪接体序列中的保
守位置设计了总 W%S]7的检测引物,而针对几种经
典的剪接体'为了保持与其他研究的可比性'本研究沿
用了经典的不同剪接体的检测引物

- 0$_06. + 随着测序
技术的迅速迭代和研究的深入'近年来发现了一些新
的 W%S]7亚型家族'称为 W%S]QQQL- 0;. '是通过第 ;
外显子的远端剪接位点选择形成的'导致一个包含由
第 ;L 外显子编码的 0; 个碱基的 &ZX7'取代了第 ;'
外显子的 0; 个碱基+ W%S]QQQL 中 QQQ是编码氨基酸
的数量+ 这些新发现的 W%S]QQQL'如 W%S]01$L'与
经典的 W%S]7不同'具有强大的抗血管生成作用 - 0D. +
另一个作为 W%S]信号负调控因子的是 T%ZU>X]0+
T%ZU>X]0 最初是从培养的 ZU%细胞中鉴定出来的+
ZU%细胞表达 D<EJ["OG 基因'产生的是一种视网膜
保护蛋白*神经营养因子和有效的血管生成抑制剂'随
着细胞衰老和视网膜变性表达下调

- "#. + W%S]7这些
具有完全不同生物学作用的剪接体以及 T%ZU>X]0 等
因子的表达模式及其相互作用模式鲜有研究报道+ 本
研究重点关注 W%S]0;D*0"0*01$*000 以及抗血管生
成亚型的代表 W%S]01$L+ 同样的剪接体还可以由翻
译调控产生具有不同功能的 W%S]7蛋白'这些亚型
在 &ZX7序列上无法得到区分和特异识别 - 06. '因而无
法进行定量 U8Z水平检测+ 加之除了总 W%S]7*
W%S]01$"WE'$'0##*T%ZU>X]0 外'目前其他 W%S]7
剪接体蛋白产物的抗体不易获取'因此本研究仅进行
了总 W%S]7*W%S]01$"WE'$'0##以及 T%ZU>X]0 蛋
白水平的检测+

本研究深入探讨了高糖环境下 7ZU%=0D 细胞中
W%S]7不同剪接体的表达模式'并全面分析了这些剪
接体的组成型表达与高糖诱导的表达变化以及随时间

推移发生改变的趋势+ 本研究结果揭示了 W%S]7剪
接体在细胞中的组成型表达水平及其对高糖环境的响

应性差异+
本研究中 " 种浓度的高糖均能使 7ZU%=0D 细胞

的总 W%S]7表达水平升高+ 其中'在 $# &&5)À 高

糖环境下'7ZU%=0D 细胞中总 W%S]7&ZX7的表达
在 6" * 的处理时间内持续升高'而在 "$ &&5)À 葡萄
糖环境下'总 W%S]7&ZX7的表达在 6" * 回落'蛋白
表达水平呈现同样的变化趋势+ 总 W%S]7表达的升
高主要由 W%S]0"0 贡献+ W%S]01$ "WE' $' 0# # 和
W%S]0"0 是 W%S]7的 " 种主要促血管生成亚型'在
肿瘤血管生成中起着至关重要的作用+ W%S]7通过
与其受体 W%S]Z" 结合'促进肿瘤血管内皮细胞的增
殖*迁移和存活'同时增加肿瘤新生血管的通透性 - "0. +
W%S]0"0 不能与肝素结合'可以自由扩散'因此其可
能在高糖环境下对细胞的快速响应中起到关键作用+
而 W%S]01$"WE'$'0##有一个肝素结合结构域'能与
细胞外基质"HQG+'4H)).)'+&'G+(Q'%8:#结合 - 00. + 更大
的剪接体会有更多的肝素结合结构域'这种同时存在
多种对 %8:亲和力不同的剪接体是为了保持 W%S]7
的浓度梯度'增加其在局部微环境中的浓度并增强其
稳定性'方便对靶细胞进行定向驱动+

本研 究 发 现' 在 "$ &&5)À 葡 萄 糖 环 境 下

W%S]01$"WE'$'0##&ZX7和蛋白的表达变化并不显
著'但在 $# &&5)À高糖环境下'W%S]01$"WE'$'0##
的表达量随时间延长而增加'这表明高糖对 W%S]01$
"WE'$'0##蛋白表达的促进作用可能随时间延长逐渐
累积+ 这可能与 W%S]01$"WE'$'0##在维持正常视网
膜血管稳定中发挥作用有关'这种稳定性限制了
W%S]01$"WE'$'0##在病理性血管生成中的作用'从
而在限制 ?Z的发展中起到一定的改善作用+ 高
W%S]01$"WE'$'0##表达可能预示病情的严重程度和
治疗反应'有助于预后评估和个体化治疗计划的制定+

与 W%S]01$"WE'$'0##不同的是'W%S]0"0"W1#
&ZX7在 "$ &&5)À 高糖环境下表达显著上调'而
$# &&5)À高糖环境下 W%S]0"0"W1#&ZX7表达水
平随时间延长无明显变化+ 这种对高糖环境的敏感性
可能使 W%S]0"0"W1#成为 ?Z中病理性血管生成的
关键驱动因素'成为 ?Z治疗的重要靶点+

W%S]0;D"W"#和 W%S]000 "W;#的表达水平较
低'且在高糖环境下变化不大'表明其在 ?Z的发病机
制中可能不是主要的参与者+

W%S]01$L 本底表达非常低'本研究设计了特定
的逆转录方法'在该细胞中检测到 W%S]01$L 表达+

!##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+"#"$'W5)3E2'X530#
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虽然 W%S]01$L 的细胞本底表达量极低'但该剪接体
能在 "$ &&5)À 高糖处理 6" * 或 $# &&5)À 高糖处
理 E; * 后显著升高+ W%S]01$L 蛋白产物的受体结
合域仍然存在'且能与受体结合'但不刺激血管生成信
号传导+ 本研究中'该抑制型剪接体的上调滞后于
W%S]0"0'提示其可能通过饱和抑制机制维持各因子
功能的平衡+ "$ &&5)À高糖处理 6" * 或 $# &&5)À
高糖处理 E; * 能持续升高该剪接体的表达'提示在生
理向病理转变的初始阶段'该剪接体可能起到对抗增
殖型剪接体的作用+

这些 W%S]7剪接体的表达变化反映了高糖环境
下细胞对血管生成和炎症反应的调控机制+ W%S]0"0
和 W%S]01$L 的表达上调可能在 ?Z的病理过程中起
到关键作用'而 W%S]01$ "WE' $' 0# #*W%S]0;D 和
W%S]000"W;#的相对稳定表达可能有助于维持一定
的血管稳定性+ 这些发现不仅有助于理解 ?Z的分子
机制'而且可能指导未来的治疗策略开发'特别是针对
特定 W%S]剪接体的治疗+

为了深入理解 ?Z中 W%S]7剪接体的生物学意
义'未来的研究需要解决以下几个关键问题&"0#本研
究仅在 7ZU%=0D 细胞中进行检测'无法完全模拟体内
复杂的微环境和生理条件'需要在原代细胞或动物模
型上进一步验证生理到病理过程中视网膜组织内各

W%S]7剪接体的表达规律是否与 7ZU%=0D 细胞一
致'以及 ?Z中哪些视网膜细胞类型主要负责 W%S]
的过表达'并进一步分析这些细胞类型对不同 W%S]7
剪接体的表达调控机制,""#探索不同 W%S]7剪接体
在 ?Z中的特定作用'特别是其如何影响视网膜血管
的稳定性和病理性血管生成,"2#增加诱导条件'如高
糖缺氧环境'增加检测 W%S]的调控基因",[ÔG*$ĴG*
DĴG*D9$9̂% 等#'以更好地为 ?Z的发病机制提供理
论依据," E#研究 W%S]01$L 等抑制型剪接体在调节
血管生成和炎症反应中的潜在应用'可能为开发新的
治疗策略提供新的思路,"$#本研究未涉及药物干预
对 W%S]7剪接体表达的影响'未来通过研究药物干
预对 W%S]7剪接体表达的影响'对于开发新的治疗
策略具有重要意义+

综上' 7ZU%=0D 细胞中 ]<#O$基因各剪接体
&ZX7丰度从高到低依次为 W%S]01$ "WE' $' 0##*
W%S]0"0 " W1 #* W%S]0;D " W" #* W%S]000 " W; #*
W%S]01$L"W6#+ W%S]0"0 "W1# &ZX7表达水平在
"$ &&5)À 的 高 糖 浓 度 下 显 著 升 高' 而 W%S]01$
&ZX7在 $# &&5)À高糖浓度下才显著升高+ " 种高
糖浓度下 &ZX7表达水平均明显升高的剪接体是

W%S]0;D"W"#和 W%S]01$L'而 T%ZU>X]0"U%?]#表
达无显著变化+ 本研究不仅为理解 W%S]7在 ?Z中
的作用提供了新的视角'也为未来的研究和治疗策略
的开发提供了实验基础+ 通过深入分析 W%S]7剪接
体的表达模式和生物学功能'希望能够为 ?Z的预防
和治疗提供新的分子靶点+
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!临床经验!

?H-4H&HG膜前角膜营养不良临床特征分析
黎莹斯!晏晓明!吴元!李海丽!汤韵!宋文静

北京大学第一医院眼科'北京 0###2E

通信作者&宋文静'%&'()&-NBD0#1#;/012345&

7,1I;-0-+4*I0,0*1I*51(1*)'(0-)0*-+4&('NH'-*'3')*+(,'1I/;-)(+&5;

T(R()7+('R0) W(08:()7'>4 R40)'T(,0(5('90)7 R4)'D8)7 >*)M()7

6*;0-/:*)/8@2;'/'05:85871'J*?()7 K)(Z*-+(/1O(-+/,8+;(/05'&*(M()7 GBBB%_

!8--*+;8).()7 04/'8-&D8)7 >*)M()7'<:0(5&+\M̀GBHBaFGH%I38:

?@>&0#3261#A4&'3B34C00$D;D="#"2#;"$=###6D

!!?H-4H&HG膜 前 角 膜 营 养 不 良 " F+H=?H-4H&HG45+CH')

JM-G+5F*M'U?8?#是一种罕见的*双侧对称的*进行性角膜基质

营养不良
-0. + U?8?常见于 2#YE# 岁人群'眼部症状通常不明

显'以 ?H-4H&HG膜"后弹力层#前深基质大量微小的多形性混

浊为主要特征性表现
-". + 其患病率低于 0A0 ### ###'在我国

鲜有报道
-0. + 根据 "#0$ 年国际角膜营养不良分类标准第 "

版
-". 'U?8?可分为 " 类+ 其中一个亚型为 a连锁隐性遗传性

鱼鳞病"a=)(CgHJ (4*G*M5-(-'à >,:>:i2#;0###相关的 U?8?'因

遗传位点明确'被归为角膜营养不良的第 0 类+ U?8?的另一

个亚型为孤立性 U?8?'遗传方式尚不明确'被归为第 E

类
-"_2. + 有研究者更倾向于将散发的孤立性 U?8?归为角膜退

行性疾病
-E. + 本研究对 U?8?的临床表现和角膜成像特点进行

总结'为眼科临床医生对该病的诊断和治疗提供参考依据+

>9资料与方法

>3>!一般资料!采用系列病例观察方法'纳入 "#0#2"#"# 年

在北京大学第一医院诊治的 " 例男性和 0 例女性 U?8?患者'

年龄 0$Y26 岁'平均 ";\2 岁+ 患者来自 2 个无血缘关系的家

系'并由经验丰富的眼科医生经过详细检查后诊断为 U?8?+

纳入标准&裂隙灯显微镜检查可见双侧 ?H-4H&HG膜前存在点状

灰白色混浊'并可获得相应的活体共聚焦显微镜 " () Z(Z8

45C,54')&(4+5-45FM' >W8:# 和 眼 前 节 光 学 相 干 断 层 扫 描
"'CGH+(5+-HO&HCG5FG(4')45*H+HC4HG5&5O+'F*M'7T=@8P#检查结

果+ 排除标准&其他类型的角膜营养不良和退行性疾病'青光

眼*感染性角膜炎等其他相关性眼病史'以及可影响角膜的全

身性疾病史'如痛风*酪氨酸病*胱氨酸病等+ 本研究遵循 $赫

尔辛基宣言%'经北京大学第一医院伦理委员会审核批准"批文

号&"#"210;=##0#+

>3!!方法!"0#采用数码裂隙灯显微镜"日本 P5F45C 公司#观

察患者结膜*角膜*睑缘*睑板腺腺口等结构'进行角膜荧光素

染色'采集典型病变区域图像+ 利用睑板腺照相模块观察上*

下睑板腺的腺体形态'聚焦睑板结膜面'捕捉图像+ " "#采用
>W8:"德国海德堡公司#检查患眼角膜各层细胞情况+ 盐酸奥

布卡因滴眼液点眼2次'开睑器开睑 '卡波姆凝胶涂于角膜接

!"#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#




