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环缩酚肤抑制视网膜表达 V E G F 及 P E C A M 基因和血管增生

梁小玲
,

黄水盛
,

陈浩宇
,

郭晓会
,

于珊珊
,

谢素贞
,

颜 坚
,

唐仕波

( 中山大学中山眼科中心
,

广东 广州 5 10 0 60

摘 要
: 【目的】观察两种环缩酚肤衍生物 (HeP

一 A 和 H eP
一

B) 对氧诱导的小鼠视网膜表达血管内皮生长因子

( V E G )F 和细胞载附分子 (P (E :A M ; cI AM 一 1; v c AM
一
l) 基因的影响及血管增生的变化

。

I方法 ]建立氧诱导的血管

增殖性视网膜病变模型
,

12 d 开始给小鼠皮下注安慰剂 (第 1组
, 。 二 7 )

、

H eP
一

A 10 m g / k g (第 2 组
, n 二

6) 或者 H eP
-

B 10 m妙 g (第 3 组
,

=n 6)
,

每天两次
。

s d 后取出左侧眼
,

分离视网膜并抽提 R NA
,

用荧光定量 PC R 测出上述基

因含量
,

并分别求出每个靶基因与标准基因 5 16 含量的比率 ;右眼经心脏荧光素灌注后取眼球做视网膜平铺片
,

用图像分析软件定量计算视网膜新生血管的面积
。

[结果 1视网膜中 v E G跳 16 的 m RN A 比率为
:

第 l 组 .(0 55 4 *

o 刀 50 )
,

第 2 组 (0 3 55士。刀3 7 )
,

第 3 组 ( 0 2 5 7 * 0 05 1 )
; P E e AM zS 16 为

:

第 1组 (2
.

05 0土0
.

2 4 9 )
,

第 2 组 ( 1
.

2 2 8士0
.

15 3 )
,

第 3组 (1
`

0 27 士 .0 21 0 )
。

经 AN o v A 分析
,

第 2 组和第 3 组分别与第 1 组比较
,

视网膜中 v E G F 基因表达分别减少

36 % 和 48
.

2% (P = .0 001 ;) P E c A M 基因表达分别减少 40
.

1% (P < .0 05 ) 和 49 .9 % (P < 0乃 ;l) 而 V CA M
一 1 和

IC A M
一 1表达无明显差异

。

视网膜平片检测视网膜新生血管面积
:

第 1组为 (l
.

06 印
.

0 3冲 m v眼
,

第 2 组为 (0
.

17士

.0 01 )m m洲及
,

第 3 组为 (0
.

1 1士压01 )m m刁眼 ;经 AN o v A 分析
,

第 2 组和第 3 组分别与第 1组比较
,

视网膜新生血管

的面积明显减少 (P < .0 001 )
。

【结论 1两种环缩酚肤衍生物均抑制氧诱导的小鼠视网膜表达 v E G F 和 PE CA M 基

因
,

并抑制其形成视网膜新生血管
。
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视网膜血管增生可由许多疾病如糖尿病
、

视网

膜中央静脉阻塞
、

早产儿视网膜病变等引起
,

最终

因视网膜新生血管增殖
、

出血和牵引性视网膜脱离

而导致失明
,

给患者及其家庭和社会带来沉重的负

担
。

其发病机制未明
,

现有的治疗方法欠佳
。

以往的

研究发现
,

机体内刺激和抑制新生血管生成的因素

不平衡是导致视网膜新生血管形成的主要原因 11周
,

而血管内皮生长 因子 (
v a s e u l a : e n d o t h e l i a l g r o w t h

acf otr
,

v E G )F 是刺激新生血管生成的关键因子 l3,’ ]
。

V E G F受体的拮抗剂能减少视网膜新生血管的产

生
,

机制未明阎
。

我们曾报道环缩酚肤的两种化学衍

生物 (H eP 一A 和 H eP 一
)B可 以抑制氧诱导的小 鼠形

成视网膜新生血管「句
、

减少无灌注区 ;抑制 v E G F 介

导的血
一
视网膜屏障破坏阴

。

在此
,

我们进一步研究

环缩酚酞对缺氧小 鼠视网膜 V E GF 及细胞赫附分

子 (血小板内皮细胞赫附分子
,

p l a t e一e t 。 n d o t h e一i a l

e e l一a d h e s i o n m o l e e u l e
,

PE e A M :细胞间豁附分子
-

l
,

i n te cr e一u lar a d h e s i o n m o l e e u一e 一 l
,

IC AM 一 l ; 血管

细 胞赫 附分 子
, v a s e u一a

r C e一2 a dh e s i o n m o l e e u l e
,

V CA M一 l )基因表达的影响
,

以探讨环缩酚酞治疗血

管增殖性视网膜病变的机制
。

l 材料和方法

1
.

1 氧诱导的血管增殖性视网膜病变小鼠模型的

建立

参照我们以往报道的方法问
,

c 57 B珑 小鼠在

生后 7 d 与母鼠一起放人含氧体积分数为 75 % 土

3%的饲养箱中
,

饲养温度维持在 23 吧士Z oc
,

用氧气

分析仪 (iB os p ier
x ,

美国 ) 监测并调控箱内氧气含

量
。

生后 12 d放回正常室内空气中饲养
,

这时造成

小鼠视网膜相对缺氧
,

生后 17 d 视网膜内有大量

的新生血管形成
。

1
.

2 实验分组

将 C 5 7 B IJ 6 小鼠 ( J
a e k s o n ,

美国 ) 1 9 只分为 3

组
:
第 1组为安慰剂对照组

,

共 7 只小 鼠 ;第 2 组和

第 3 组分别为环缩酚酞
一 A 和环缩酚酞

一 B 治疗组
,

每组各 6 只鼠
。

均按上法建立血管增殖性视网膜病

变模型
。

其中左眼抽提视网膜的 RN A
,

右眼做视网

膜平片检查
。

1
.

3 给药方法

将 4 m g H eP 粉剂溶解到 100 林L 溶解剂 中
,

每

次注射前用等渗葡萄糖溶液稀释到最后的浓度 2

妙
。

从生后 12 d 取出小鼠到室内环境开始
,

对小鼠

皮下注射 H eP 一A 或 H eP 一
lB o m吵 g 或者安慰剂

,

每天两次
,

持续 s d
。

1
.

4 视网膜基因表达的测定

1
.

4
.

1 视网膜总 R N A 抽提 生后 17 d
,

麻醉小鼠

摘 除左 眼
,

分 离 出 视 网 膜 即 放 人 rT i oz l 液

(I
n v i t r o g e n ,

U SA )中
,

用 吸管碎裂组织变成匀浆 ;加

人氯仿用力摇匀 5 im
n ,

室温培养 5 im n
后离心

,

吸

出含有 RN A 的无色上清液
,

用异丙醇使 RN A 沉

淀
,

D E P C 水制的 75 %酒精清洗之
,

半风 干后用

.0 01 m L D E P c 水溶解并长期保存
。

用分光光度计

( U
一 2仪均

,

iH at hc i
,

日本 )测定所得总 RN A 的浓度
。

1
.

4
.

2 逆转录 P C R ( er
v e sr e rar n s l a t e d P C R ) 从上

述标本中取 1
.

0 林g 总 RN A
,

用 S u p e sr e h p t l x试剂盒

(I
n v i t or g e n ,

U SA )将其逆转录为
c D N A

。

1
.

.4 3 P CR 引物设计和合成 血管内皮生长因子

V( E G )F
,

血小板内皮细胞赫附分子 ( PE c A M )
,

细

胞间豁附分子 ( CI A M 一
1)

,

血管细胞粘附分子

( v CA M一
l) 和标准基因核糖体蛋白 5 16 的特异性

内
、

外游引物 (表 z ) 按 矶
i te H e a d I n s t i t u t。 fo r

B i o m e d ie al R e s e a r e h 软 件 设 计 ( 美 国 )
,

由

In te r邵a t e d D N A eT
e h n o l o ig

e s
公司 (美国 )合成

。

1
.

44 实时 荧光定量 P c R 测定 在 h hg t cy d er 快
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表 1 用于实时荧光定量 CP R 的基因特异性引物

aT b l e l 侥
n e 一 s P e e 访 e Pir m e r

fo
r re al 一 it m e R T

一
P CR

G e n e
I
n n e r一 p ir m e r o u t e --r P五

mer
P找刁u e t s iz e

(b p )
ù、一八曰nC,n,6234244418ICA M一 l

P EC A M

5 16

V CA M一 1

V E G F

S C A T CG G GG T (二GT G A A G I
,

C T G T 3

S G T G G AA GT G气
,

CCT CCC叨{G A ,3

S T G A G AT G G A (二T G I
,

C GG AT G G 3

S C AG G AI
,

I
,

r l
,

〔 ;GG A G CT G G T A 3

5
洲

1
,

1
,

AC T GC T G T A CCT C CA C C ,3

S T GT C G GG G G A A G T GJ
,

G GT C 3

5 ,G CC A了 1
,

A A CT AG C G C C T C T G ,3

S C ACT G C A A AC GG G G A A A T GG 3

S CC CA G G TG G AG G T C T A CT C A,3

S A CA G G AC G G C T T G A AG ATG 3

IC AM一 l : in t e cr e ll al ar ad h e s i o n m ol e e u le一 1
,

EP C A M : pl a t e le t e n do th e li al e e u ad h e s io n m o le e过e
,

v C A M一 l : v

asc 己 ar e e u ad h e s io n m o l e e以e 一 1
,

V E G F : v

asc 己 ar e
nd

o th e l ial 『 o wt h fa e t or

速热循环系统 (R
o e h e M o le e u la r B io e h e m i e a l s

,

u s A )

上
,

使用透光反应管进行实时 P CR
。

20 林L 的总反

应体系包括 2 林L C D NA
,

0
.

4一0
.

5 林m o u L 引物
,

3一 4

m m o
U L M g 1C

2 ,

含有鞠 D N A 聚合酶和缓冲液 的

SY B R C r e e n l 反 应 复 合 物 (R
o e h e M o l e e u l ar

B i o e h e m i e a l s
,

U SA )
。

荧光 P CR 循环条件
: 9 5

O

C 热

启动 3 m i n ; 目标基因放大 9 2
·

e 1 5 5 ,

5 5一 6 4
·

e 5 5 ,

7 2 OC 1 0 5 ,

共 4 5 个循环 ;溶解曲线分析 6 5 OC 1 5 5 ,

1个循环 ;冷却阶段 40 oC 30
5 ,

l 个循环
。

1
.

.4 5 结果判断 通过两步法进行数据定量分析
。

首先
,

不同稀释浓度的标准样本作标准曲线
,

待测

样本与此比较作线性回归分析
,

按 iL gh t C yc ler 软件

要求他们的 (浓度对数比循环数 )的斜率 (
一 1激能

的对数 )在
一3

.

00 和一.4 00 之间
, : 二 一 1

.

0 0
,

平均误差

平方 < .0 25
。

所有样本单次 P C R 效能的标准误都不

大于 0
.

巧
。

同一
c D N A 样本

,

分别进行两次荧光

P CR 测定
,

二次测定的结果比较 尸 < .0 87
,

然后取

两次测定的平均值作为测出样本的含量
。

每个视网

膜
,

分别将测出的 IC A M一 l
,

P E e AM 一 l
,

v e AM一 和

v E G F 的基因含量与标准基因 51 6 的含量相除
,

该

比率作为最后的结果用作分析
,

以控制 R N A 抽提

和逆转录过程中产生的差异
。

1
.

5 视网膜平片新生血管面积测定

生后 17 d
,

麻醉小鼠摘除左眼后
,

固定四肢
,

快

速分离并暴露心脏
,

经左心室快速注人 50 9几荧光

素标记的葡聚糖 ( Seg m a ,

美国 )l m L
,

处死小鼠
,

取

下右眼球
,

室温下在 100 m ILJ 的甲醛中固定 l ho

显微镜下去除角膜
、

虹膜和晶体
,

小心地从眼杯中

完整地剥离视网膜
,

从视网膜的锯齿缘到 4 个象限

的赤道部做放射状切开
,

视网膜平铺在玻片上
,

封

口
,

加盖玻片
。

用荧光显微镜检测平铺的视网膜
,

mI
a ge 一 Por lP us 软件测量视网膜新生血管的面积

。

1
.

6 统计学处理

所有数据输人 S玲5 fo r W idn ow 1.2 0 统计软

件
,

首先对各组总体方差进行齐性检验
,

如果方差

齐同
,

则按照完全随机设计
,

采用单因素方差分析

(
a n a ly s i s 。 f v a h a n e e ,

AN 0 v A )进行统计
,

当总的 比

较差异有统计学意义后再采用最小显著性差异

(此
a s t , i g n迅 e a n t d i ffe

r e n e e ,

岱 D )检验作各组均数

间的两两比较
,

取双侧检验
,
a 二 .0 05

。

2 结 果

2
.

1 视网膜基因表达
2

.

1
.

1 视网膜 内 V EG F m R N A 的表达 测出的视

网膜中 V E G F IS 16 m RN A 比率见图 l
,

首先进行方

差齐性检验
,

结果 尸二 .0 529
,

各组方差齐性
,

接着进

行方差分析
,

结果 =F 8
.

952
,

尸 二.0 00 2
,

表明各组间

至少有两组的结果有显著性差异
。

接着进行 SL D

检验做两两比较
,

结果表明 H eP 一A 治疗组和 H eP
-

B 治疗组的 V E G IF 1S 6 m RN A 比率显著低于安慰

剂治疗组尹 值均等于 .0 0 0 1
,

而 HeP
一A 治疗组和

eH p一 B 治疗组之间没有显著性差异
,

作 .0 336
。

2
.

1
.

2 视网膜内 P E CA M m RN A 的表达 测出的视

1
,尹6
ùI一

…
八UnU八U

3

:2
八U0nU

VZ笛日9州如óQ国A

P l邵 e长. H eP 一 A h e P - “

图 1 小鼠视网膜 V E G E IS 16 m R N A 表达率

F i.g 1 R a 灯0 Of V E G F IS16 m RN A

* p 二 0
.

0 0 1
, e o m p are d t o p la e e

ob 脚
u p

,

LS D一 t t e s t



6 10 中山大学学报 (医学科学版》 第 2 6卷

网膜中 P E CA MS/ 16 m R N A 比率见图 2
,

首先进行

方差齐性检验
,

结果 =P .0 5 90
,

表明各组方差齐性
,

接着进行方差分析
,

结果 F二 .6 7 or
,

尸 二 .0 008
,

表明

各组间至少有两组的结果有显著性差异
。

接着进行

LS D 检验做两两比较
,

结果表明 H印一A 治疗组和

H e p一 B 治疗组的 p E C A M /5 16 m RN A 比率显著低于

安慰剂治疗组
,

分别 =P .0 O 14 和 .0 0 0 4
,

而 H叩一 A

治疗组和 H eP
一 B 治疗组之间没有显著性差异

,

=P

0 5 25
。

明各组间视网膜新生血管面积有显著性差异
。

峪 D

检验
,

HeP 一A 治疗组和 H eP
一 B 治疗组的视网膜新

生血管面积显著低于安慰剂治疗组 (见图 3)
,

各 尸

均 < .0 00 1
,

而 H eP
一 A 治疗组和 H eP 一B 治疗组之间

没有显著性差异
,

尸 =0
.

103
。

3 讨 论

P I暇bo HeP 一A H
e
P一 B

图 2 小鼠视网膜 P E C A M IS 16 m R N A 表达率

F i.g Z aR 口o of 咫C A M侣 16 m R N A e x P r e SS io n

* P < 0
·

0 1
,

e

咖p毗 d t o p l ac e
bo g r o u p

,

比 D 一t t e s t
.

* * p <

0
.

05
, e o m p ar e d t o lP

a e e

ob 脚
u P

,

岱D一 t r e s t

2
.

1
.

3 视网膜内 IC AM 一 1 m R N A 的表达 测出的视

网膜中 IC AM 一 115 16 m R N A 比率为
:
安慰剂治疗组

0
.

8 3 3士0
.

的9
,

H e p 一A 治疗组 0
.

9 3 3士 0
.

15 9
,

H e P一 B 治

疗组 .0 500 土 0
.

or l
。

首先进行方差齐性检验
,

结果凡
.0 21 80

,

表明各组方差齐性
,

接着进行方差分析
,

结

果 =F .0 802
,

凡 .0 466
,

表明各组间没有显著性差异
。

2
.

1
.

4 视网膜内 V CA M 一 1 m RN A 的表达 测出的

视网膜中 v C A M一 l S/ 16 m R N A 比率为
:
安慰剂治疗

组 0
.

85 3土0
.

15 6
,

H e p 一A 治疗组 0
.

7 12土0
.

0 8 2
,

H e p 一B

治疗组 .0 628 士0
.

125
。

首先进行方差齐性检验
,

结果

=P .0 35 5
,

表明各组方差齐性
,

接着进行方差分析
,

结果 =F .3 356
,

凡 .0 06 1
,

表明各组间没有显著性差

异
。

.2 2 荧光素灌注视网膜平片检测视网膜新生血管

面积

第一组为 l(
.

06 士.0 03 m) m兮眼 (n
二
7)

,

第二组 为

(0
.

17士0
.

0 1)unn 2/眼 (
。 = 6 )

,

第三组为 (0
.

1 1士0
.

0 1)m m 2/

眼 (n
二
6)

。

进行方差齐性检验
,

结果 介 0
.

102
,

各组方

差齐性
,

方差分析
,

结果 =F 2 8 5.9 525
,

尸 < .0 00 1
,

表

视网膜血管增生 目前临床上还没有理想的治

疗方法
。

近年来随着对其发病机制的研究深人认为

刺激和抑制新生血管形成的 因素在机体内失平衡

是导致视网膜新生血管形成的主要原因 12I]
。

其中

v EG F 是刺激新生血管形成的关键因子 .l34I
,

它可以

引起血管通透性增加
,

血管内皮细胞增殖
、

游走和

分泌各种细胞因子
、

勃附分子
,

刺激新生血管形成
。

细胞赫附分子可诱导血小板
、

炎症细胞戮附到视网

膜血管内皮细胞上
,

引起视网膜血管阻塞
,

加重视

网膜缺血阎
。

为探索视网膜血管增生的新疗法
,

许多

学者以 V EG F 及发病过程中的关键分子为靶点进

行研究
,

开发新的治疗药物
。

我们曾报道环缩酚肤

的两种化学衍生物 (H eP 一 A 和 H eP
一
B) 可 以抑制氧

诱导的血管增殖性视网膜病变小鼠形成视网膜新

生血管网
,

减少视网膜无灌注区的面积 ;发现它还能

抑制 V E G F 介导的血
一
视网膜屏障破坏阴

,

但治疗机

制尚不明了
。

因此
,

我们在本实验中进一步研究了

环缩酚酞对缺氧小鼠视网膜表达 V E GF 和细胞勃

附分子基因的影响
,

以探讨它治疗视网膜血管增生

的机制
。

为确保所测基因确有其病理学依据
,

我们

用荧光素灌注视网膜平片的方法监测新生血管的

形成
。

我们的结果显示
,

在氧诱导的血管增殖性视网

膜病变小鼠的体内实验中
,

环缩酚酞明显抑制视网

膜新生血管生成
,

同时显著抑制 v E G F 的 m R N A

水平
。

v E G F 可以直接引起视网膜新生血管形成
,

本结果表明抑制 V EG F 的表达
,

可抑制视网膜新生

血管产生
,

这与 o az k i 等阎的研究结果一致
,

说明

V E GF通道是视网膜血管增生中的关键通道
。

血小板内皮细胞勃附分子 PE C A M 是免疫球

蛋白超家族的成员
,

在血小板
、

白细胞和 内皮细胞

上均有表达
,

P E C A M 促使血小板在血管内皮上勃

附和微血栓形成
,

导致毛细血管闭塞
,

刺激内皮细

胞分泌 v E G ;F 同时 P E C A M 在内皮细胞的基底连

接上的表达可以维持内皮细胞的屏障功能
,

有学者

一、ù0

:
22

..-.0505
,1

100

V之国三915泥V公因ó
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环缩酚肤抑制视网膜表达 v E G F 及咫C A M 基因和血管增生 6 1 1

图 3 H e p 一A 和 H eP 一B 抑制视网膜新生血管的荧光素灌注视网膜平片改变

F i g
.

3 F l u o r e s e e in-- l a b e le d
r e

it n a l w h o l e m o l l l l t e h a n g e s o f th e inh
a b i t a it o n t o n e o v a s e ul a r i

z a ti o n b y H e P 一A a n d H e P一 B

3
.

1 (
x 1 OO)

a n d 3 2 (
x 4 0 o )

:
lP

a e e bo 一 t er a t e d o o u s e 、、 i t h i s e h e m i e er t i o o p a t h y ,

] a职 e a二a o f n o n P e

rfu
s i o n e l o s e t o e e o t e r

叮 t h e r e t i n a a o d

e x t e n s i v e h igh fl u o r e s e e i n o f n e o v a s e u l二
z
at i o n ; 3乃 (

x l 0 o )
a n d 3 4 (

x 40 0)
:

H e p 一 A t r e at e d m o u s e w i t h i s e h e m i o r e t i n o p a t h y
,

s m al l
e r

a v a s e u lar 二e a a n d a fe w p at e h e s o f n e o v a s e u l a ir z a t i o n ; 3石 (
x 1 OO )

a n d 3
.

6 (
只4 0 0 )

: H e p 一B t r e at e d m o u s e w i t h i s e h e m i c
r e t i n o p at hy

, s m al l e r

a v a s e u l a r a r e a an d t i n y p a t e h e s ,〕 f n e o v a s e u la r i z a t i o n

应用抗 P E C AM 的阻断性抗体可 以抑制新生血管

形成
,

但也可以导致明显的血管渗漏 8[]
。

本结果表明

环缩酚酞抑制 V E G F 的同时减少了 PE C A M 基因

的表达
,

推测它可能通过减少血小板钻附
,

减轻毛

细血管闭塞
,

在 V E GF 减少的协同作用下
,

最终使

新生血管减少
。

这样
,

它避免了 V E G F 信号通路阻

断所引起的血管闭塞
,

也避免了 P E c A M 通路阻断

所引起的血管渗漏
,

达到较好的结果
,

说明它具有

更深人研究的意义
。

环缩酚酞在本实验中只表现对 P E c AM 基因

的表达的影响
,

对 V c A M 一 1 和 cI AM 一 1 的 m RN A

水平无影响
,

提示它抑制视网膜新生血管形成是通

过抑制视网膜 V E G F 和 P E C A M 的 m R N A 表达来

实现的
,

血小板与血管内皮细胞之间的作用值得今

后作更多的研究 ;单纯抑制 v EG F 和 P E C A M 的基

因表达已可抑制视网膜血管增生
。

V C AM 一 1 主要影

响血管细胞间的薪附
,

cI A M一 1影响炎症细胞间的

(下转第 62 1 页 t。 p明
e

6 2 1 )
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行为
,

它们与新生血管形成之间的关系
,

还有待今

后更多的研究来探讨
。

环缩酚酞的药理效应可能非

常复杂
,

在不同的条件下所表现出来的效应不一定

相同
,

以后需要进一步的研究来阐明其药理效应
。
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