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【实验研究】

高氧对小鼠视网膜新生血管模型中根蛋白的影响△
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【关键词】　高氧；小鼠；视网膜新生血管；根蛋白
【摘要】　目的　探讨高氧诱导Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠视网膜新生血管形成过程中根蛋白（Ｒａｄｉｘｉｎ）的表达变化，为进一步研究视网膜
新生血管性疾病的防治方法提供理论基础。方法　将７２只健康７ｄ龄小鼠随机分为２组，分别为：高氧诱导组：小鼠置于含氧
体积分数为７５％±２％的氧箱内饲养５ｄ构建高氧诱导视网膜新生血管动物模型；正常对照组：小鼠置于正常氧环境中饲养。
待生后１２ｄ、１３ｄ、１７ｄ、２１ｄ、３０ｄ分别处死小鼠。应异硫氰酸荧光素标记的右旋糖酐（ＦＤ２０００Ｓ）血管灌注造影视网膜铺片和
ＨＥ染色观察视网膜新生血管的形态变化；应用免疫组织化学染色检测视网膜中Ｒａｄｉｘｉｎ的表达定位；应用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测不同时间点视网膜ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达情况。结果　免疫组织化学染色结果显示两组 Ｒａｄｉｘｉｎ均有表达，但高
氧诱导组小鼠视网膜新生血管管壁、血管芽、内皮细胞和神经节细胞层 Ｒａｄｉｘｉｎ大量表达。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，不同组别和不同时间点间ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平差异均有统计学意义（ｍＲＮＡ：Ｆｇｒｏｕｐ＝５９．２７３，Ｐ＝０．０００，Ｆｔｉｍｅ＝
５３８．０７１，Ｐ＝０．０００，Ｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ＝２９７．１２６，Ｐ＝０．０００；蛋白：Ｆｇｒｏｕｐ＝４１９．３０７，Ｐ＝０．０００，Ｆｔｉｍｅ＝６６３．９４６，Ｐ＝０．０００，Ｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ＝
３５４５３８，Ｐ＝０．０００）。高氧诱导组小鼠生后１２ｄ、生后１３ｄＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平均较正常对照组同龄小鼠低，差异均
有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１），生后１７ｄ、生后２１ｄＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平均较正常对照组同龄小鼠明显增高，差异均
有统计学意义（均为Ｐ＝０．０００）。正常对照组 ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ和蛋白的表达总体稳定在较低水平。两组生后３０ｄ时 Ｒａｄｉｘｉｎ
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平差异均无统计学意义（Ｐ＝０．０５８、０．０８２）。伴随着视网膜新生血管的增生和消退，ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ和蛋白
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的表达水平均呈先升高后降低的趋势。结论　Ｒａｄｉｘｉｎ参与了视网膜新生血管的形成，可能会成为预防和治疗视网膜新生血管
性疾病的新靶点。

［眼科新进展，２０１４，３４（３）：２１７２２１，２２５］

　　病理性新生血管的形成是早产儿视网膜病变、
视网膜血管阻塞性眼病、糖尿病视网膜病变等一系

列视网膜血管性疾病的主要特征［１］，这些异常新生

血管主要在视网膜表面生长，引起视功能损伤和视

力严重下降［２］。视网膜新生血管的形成过程极为复

杂，参与的因子众多［３５］。但从细胞增生的角度来

讲，血管内皮细胞增生是新生血管形成的细胞学基

础，这一点与肿瘤的发生十分类似，均与细胞异常增

生有关。研究发现，根蛋白（Ｒａｄｉｘｉｎ）是细胞膜骨架
连接蛋白，它参与了肿瘤细胞的增生、迁移、浸润过

程［６７］，同时它还参与了血管内皮屏障功能改变过

程［８１０］。由此推测，Ｒａｄｉｘｉｎ有可能参与视网膜新生
血管的发生，然而目前相关研究甚少。因此本实验

中我们对小鼠视网膜新生血管形成过程中 Ｒａｄｉｘｉｎ
的表达情况进行研究，以期为临床治疗新生血管性

视网膜疾病提供新的方向。

１　材料与方法

１．１　实验动物　将健康性成熟ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠（维通利华，北京）按雌雄比例３１合笼饲养于山
东省眼科研究所实验动物中心，待母鼠怀孕后分出

单独一笼饲养，取其所生幼鼠制作动物模型。

１．２　主要仪器与试剂　异硫氰酸荧光素标记的右
旋糖酐（ＦＤ２０００Ｓ）（Ｓｉｇｍａ，美国），山羊抗小鼠 Ｒａ
ｄｉｘｉｎ一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），免疫组织化学试剂盒
（福州迈新），ＲＮＡ提取试剂盒（Ｍａｃｈｅｒｅｙｎａｇｅｌ，德
国），反转录试剂盒（Ｔａｋａｒａ，大连），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试
剂盒（天根，北京），探针引物（金斯瑞，南京），ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（碧云天，上海），ＥＣＬ显影试剂
盒（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），辣根过氧化物酶标记兔
抗羊二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）。ＬＢＣＹｌ２Ｃ数字测氧
仪（路博伟业，青岛），荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本），
７５００型荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ，美国）。
１．３　方法
１．３．１　实验分组　将生后７ｄ的小鼠随机分为 ２
组，每组７２只，分别为：（１）高氧诱导组：小鼠在生后
７ｄ进入高氧环境，饲养５ｄ后回到正常氧环境中饲
养；（２）正常对照组：小鼠一直置于正常氧环境中饲
养。两组小鼠分别于生后１２ｄ、１３ｄ、１７ｄ、２１ｄ、３０ｄ
即氧诱导视网膜新生血管动物模型造模成功后的０
ｄ、１ｄ、５ｄ、９ｄ、１８ｄ处死小鼠。
１．３．２　动物模型的构建　将生后７ｄ的小鼠与母鼠
同笼放入氧箱中，调整氧箱内氧气体积分数为

７５％±２％，温度为（２３±２）℃。ＬＢＣＹ１２Ｃ数字测氧
仪每日监测 ３～４次，保证氧箱内含氧体积分数稳
定。饲养５ｄ后返回正常氧环境中继续与母鼠共同

饲养。待小鼠出氧箱时行血管灌注造影视网膜铺

片，以视网膜后极部形成大片无灌注区作为造模成

功的标准。

１．３．３　ＦＤ２０００Ｓ血管灌注造影视网膜铺片　两组
分别于生后１２ｄ、１３ｄ、１７ｄ、２１ｄ、３０ｄ各取２只小
鼠，腹腔注射麻醉后于手术显微镜下自上腔静脉灌

注适量ＦＤ２０００Ｓ，保持正常血液循环５ｍｉｎ。颈部脱
臼处死小鼠，摘取眼球，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液固定
１５ｍｉｎ，手术显微镜下沿角巩膜缘剪开，去除角膜、虹
膜、晶状体，完整分离视网膜。将视网膜放射状剪

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４８８ｎｍ波长蓝光激发，行形态
学观察并照相。

１．３．４　视网膜组织病理学检查　两组分别于生后
１２ｄ、１３ｄ、１７ｄ、２１ｄ、３０ｄ各取２只小鼠，颈部脱臼
处死，摘取眼球，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛溶液固定２４ｈ，
乙醇梯度脱水，石蜡包埋。全眼球矢状位连续切片

（厚度４μｍ）至眼环呈现不完整圆环时，每隔１５张
切片取２张贴片于一张载玻片上，ＨＥ染色光镜下观
察形态并照相。

１．３．５　免疫组织化学染色检测Ｒａｄｉｘｉｎ的表达　两
组分别于生后１７ｄ各取２只小鼠，同１．３．４方法制
作石蜡切片。将石蜡切片置于６０℃温箱烤片过夜，
二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ脱蜡各１０ｍｉｎ。梯度酒精复水、高
压修复抗原。体积分数３％ Ｈ２Ｏ２封闭过氧化物酶，
山羊血清封闭抗原后加入羊抗小鼠 Ｒａｄｉｘｉｎ一抗
（１２００），阴性对照以 ＰＢＳ代替一抗，３７℃水浴锅
孵育６０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗后滴加增强剂及二抗，３７℃水浴
锅孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗后 ＤＡＢ显色，苏木素复染，中
性树胶封片，显微镜下观察并照相。

１．３．６　Ｔａｑｍａｎ法 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 Ｒａｄｉｘｉｎ
ｍＲＮＡ的表达　两组分别于生后１２ｄ、１３ｄ、１７ｄ、２１
ｄ、３０ｄ各取５只小鼠，取出视网膜（方法同１３３），
提取视网膜总ＲＮＡ，逆转录得ｃＤＮＡ，进行Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ扩增。Ｒａｄｉｘｉｎ引物和探针序列：上游：５’
ＧＡＡＧＡＡＴＧＡＡＣＧＣＧＴＧＡＡＧ３’， 下 游：５’ＣＴ
ＣＡＧＣＧＴＧＡＡＧＡＡＣＡＴＣＧＴ３’，探针：５’ＴＣＴＧＡＡＣＴ
ＣＡＡＴＧＣＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣ３’，引物间跨度 １０３ｂｐ；
ＧＡＰＤＨ引物和探针序列：上游：５’ＡＣＡＡＣＴＴＴＧ
ＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡ３’，下游：５’ＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴ
ＧＴＴＣＴＧ３’，探针：５’ＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡ
３’，引物间跨度１３３ｂｐ。反应条件：预变性９５℃ １０
ｓ；ＰＣＲ反应：９５℃ １５ｓ，６０℃ ６０ｓ，４０个循环。
１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白的表达　两
组分别于生后１２ｄ、１３ｄ、１７ｄ、２１ｄ、３０ｄ各取５只
小鼠，提取视网膜总蛋白质，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
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盒测蛋白浓度并定量至３０μｇ，１００ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ聚丙
烯酰胺凝胶电泳。电泳结束后，４℃、１００ｍＡ电转
膜３ｈ将蛋白转移至硝酸纤维素膜上。５０ｇ·Ｌ－１

脱脂奶粉室温封闭１ｈ，加入羊抗小鼠 Ｒａｄｉｘｉｎ一抗
（１５００）４℃孵育过夜，磷酸盐缓冲液洗膜后将硝
酸纤维素膜与辣根过氧化物酶标记兔抗羊二抗

（１３０００），室温孵育１ｈ，ＥＣＬ显影试剂盒显影并
成像。ＧｅｌＤｅｌ凝胶成像系统照相，ＩｍａｇｅＪ２ｘ软件
测量目的蛋白条带的灰度值，与内参 ＧＡＰＤＨ灰度
值比较。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分
析，高氧诱导组和正常对照组小鼠不同时间点 Ｒａ
ｄｉｘｉｎｍＲＮＡ及蛋白的表达水平以 珋ｘ±ｓ表示，采用两
因素析因设计资料方差分析进行比较。高氧诱导组

和正常对照组相同时间点及组内各时间点间Ｒａｄｉｘｉｎ
ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平的多重比较应用单因素方
差分析（ＬＳＤｔ检验），以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　视网膜铺片血管形态观察　高氧诱导组小鼠
在生后１２ｄ视网膜动脉高度收缩，大面积无血管区
形成，仅在周边部形成小面积的血管网（图１Ａ）；生
后１３ｄ视网膜可见大片无灌注区，中周部血管密度
较生后１２ｄ增高，小血管走行紊乱，少量新生血管芽
及微血管瘤形成（图１Ｂ）；生后１７ｄ视网膜大分支血
管迂曲扩张、渗漏明显，无灌注区面积减小，中周部血

管进入无灌注区边缘，血管密度增加，但血管走行更

为紊乱，可见渗出斑，大量新生血管芽及微血管瘤形

成，达到血管增生反应高峰（图１Ｃ）；生后２１ｄ视网膜
血管仍可见迂曲、渗漏，无灌注区几乎消失，血管走行

仍紊乱，但新生血管芽较生后１７ｄ减少（图１Ｄ）；生后
３０ｄ增生反应基本消退，血管走行大致正常，分布也
较均匀，仅残留部分大分支血管扭曲渗漏改变（图

１Ｅ）。正常对照组小鼠生后１２ｄ视网膜血管已分布
完全，密度均匀，走形自然，纹路清晰（图１Ｆ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｅｔｃｈｅｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｔｉｎａｓａｆｔｅｒＦＤ２０００Ｓｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（×４０）．Ａ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ１２ｄａｙｓ；Ｂ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ１３ｄａｙｓ；Ｃ：ＯＩＲ
ｇｒｏｕｐａｔ１７ｄａｙｓ；Ｄ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ２１ｄａｙｓ；Ｅ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ３０ｄａｙｓ；Ｆ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ１２ｄａｙｓ　ＦＤ２０００Ｓ血管灌注视网膜铺片（×４０）。
Ａ：高氧诱导组生后１２ｄ视网膜；Ｂ：高氧诱导组生后１３ｄ视网膜；Ｃ：高氧诱导组生后１７ｄ视网膜；Ｄ：高氧诱导组生后２１ｄ视网膜；Ｅ：高氧
诱导组生后３０ｄ视网膜；Ｆ：正常对照组生后１２ｄ视网膜

２．２　视网膜组织病理学检测　高氧诱导组小鼠生
后１２ｄ视网膜较薄，未见突破内界膜的血管内皮细
胞核（图２Ａ）；生后１３ｄ视网膜内界膜变粗糙，偶见
突破内界膜的血管内皮细胞核和血管管腔（图２Ｂ）；
生后１７ｄ视网膜可见大量突破内界膜的血管内皮细

胞核，内界膜粗糙（图２Ｃ）；生后２１ｄ视网膜仍可见
大量突破内界膜的血管内皮细胞核，内界膜仍粗糙

（图２Ｄ）；生后３０ｄ视网膜内界膜较平滑，未见突破
内界膜的血管内皮细胞核（图２Ｅ）。正常对照组小
鼠生后１７ｄ视网膜内界膜较平整光滑，偶见穿过内
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界膜的血管内皮细胞核（图２Ｆ）。
２．３　免疫组织化学染色检测Ｒａｄｉｘｉｎ在视网膜组织
中的表达　免疫组织化学染色结果显示，Ｒａｄｉｘｉｎ在
两组中均有表达。高氧诱导组小鼠生后１７ｄ在视网

膜新生血管管壁、血管芽、内皮细胞及神经节细胞层

均可见大量棕黄色颗粒，Ｒａｄｉｘｉｎ表达明显增强（图
３Ａ）。正常对照组小鼠生后 １７ｄ视网膜内界膜平
滑，棕黄色颗粒较少，Ｒａｄｉｘｉｎ表达较弱（图３Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｔｉｎａｉｎｍｉｃｅ（ＨＥ，×４００）．Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔｅｄｏｕｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｒｖｅｓｓｅｌｓ．
Ａ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ１２ｄａｙｓ；Ｂ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ１３ｄａｙｓ；Ｃ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ１７ｄａｙｓ；Ｄ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ２１ｄａｙｓ；Ｅ：ＯＩＲｇｒｏｕｐａｔ３０ｄａｙｓ；Ｆ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
ａｔ１７ｄａｙｓ　小鼠视网膜组织病理学检查（箭头处为增生的血管内皮细胞核或血管管腔；ＨＥ染色，×４００）。Ａ：高氧诱导组生后１２ｄ视网膜；
Ｂ：高氧诱导组生后１３ｄ视网膜；Ｃ：高氧诱导组生后１７ｄ视网膜；Ｄ：高氧诱导组生后２１ｄ视网膜；Ｅ：高氧诱导组生后３０ｄ视网膜；Ｆ：正常
对照组生后１７ｄ视网膜

２．４　Ｔａｑｍａｎ法 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＲａｄｉｘｉｎｍＲ
ＮＡ的表达　对两组小鼠不同时间点 ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ
表达水平进行析因分析结果显示，不同组别和不同

时间点间ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ表达水平差异均有统计学
意义（Ｆｇｒｏｕｐ＝５９．２７３，Ｐ＝００００；Ｆｔｉｍｅ＝５３８０７１，Ｐ＝
０．０００；Ｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ＝２９７．１２６，Ｐ＝００００）。高氧诱导组
小鼠视网膜各时间点间 ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ表达水平呈
先升高后降低的趋势，于生后１７ｄ达到高峰，表达变
化趋势与视网膜新生血管生长趋势一致。高氧诱导

组小鼠生后１２ｄ、１３ｄＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ表达水平较正
常对照组同龄小鼠低，生后１７ｄ、２１ｄＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ
的表达水平较正常对照组同龄小鼠明显增高，差异

均有统计学意义（Ｐ１２ｄ＝０．０００，Ｐ１３ｄ＝００００，Ｐ１７ｄ＝
０．０００，Ｐ２１ｄ＝０．０００）。高氧诱导组ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ表
达水平生后１３ｄ较同组生后１２ｄ增高，生后１７ｄ较
同组生后１３ｄ和生后２１ｄ均明显增高，差异均有统
计学意义（Ｐ１３ｄｖｓ．１２ｄ ＝０．０００，Ｐ１７ｄｖｓ．１３ｄ ＝０．０００，
Ｐ１７ｄｖｓ．２１ｄ＝０．０００）。正常对照组ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ的表
达总体稳定在较低水平，生后１７ｄ表达稍高。两组

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）．Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔ
ｅｄｏｕｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｒｖｅｓｓｅｌｓ．Ａ：ＯＩＲ
ｇｒｏｕｐａｔ１７ｄａｙｓ；Ｂ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ１７ｄａｙｓ　免疫组织化
学染色结果（箭头处为增生的血管内皮细胞或管腔；×４００）。
Ａ：高氧诱导组生后１７ｄ视网膜；Ｂ：正常对照组生后１７ｄ视网膜

生后３０ｄ时ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ表达水平差异无统计学
意义（Ｐ３０ｄ＝０．０５８；见表１）。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达水平　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果见图４。对两组小鼠不同时间
点Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达水平析因分析结果显示，不同组
别和不同时间点间 Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达水平差异均有
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统计学意义（Ｆｇｒｏｕｐ＝４１９．３０７，Ｐ＝０．０００；Ｆｔｉｍｅ＝
６６３９４６，Ｐ＝０．０００；Ｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ＝３５４．５３８，Ｐ＝０．０００）。
高氧诱导组小鼠各时间点 Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达水平也
呈先升高后降低的趋势，于生后１７ｄ达到高峰，之后
下降，但仍可在较高水平持续至生后２１ｄ。高氧诱
导组小鼠生后１２ｄ、生后１３ｄＲａｄｉｘｉｎ蛋白表达水平
低于正常对照组同龄小鼠，生后１７ｄ、生后２１ｄ表达
水平明显高于正常对照组同龄小鼠，差异均有统计

学意义（Ｐ１２ｄ＝０．０００，Ｐ１３ｄ＝０．００１，Ｐ１７ｄ＝０．０００，

Ｐ２１ｄ＝０．０００）。高氧诱导组小鼠视网膜 Ｒａｄｉｘｉｎ蛋
白表达水平生后１３ｄ较生后１２ｄ增高，生后１７ｄ较
生后１３ｄ和生后２１ｄ均明显增高，差异均有统计学
意义（Ｐ１３ｄｖｓ．１２ｄ＝０．０００，Ｐ１７ｄｖｓ．１３ｄ＝０．０００，Ｐ１７ｄｖｓ．２１ｄ＝
００００）。正常对照组各时间点 Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达总
体稳定在较低水平，生后１７ｄ表达稍高。两组生后
３０ｄ时 Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达水平差异无统计学意义
（Ｐ３０ｄ＝００８２；见表１）。

表１　两组不同时间点小鼠视网膜ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ和Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达水平
Ｔａｂｌｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒａｄｉｘｉｎｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ （珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ １２ｄａｙｓ １３ｄａｙｓ １７ｄａｙｓ ２１ｄａｙｓ ３０ｄａｙｓ
ＲａｄｉｘｉｎｍＲＮＡ ＯＩＲ ０．４３５±０．０５１ ０．８２４±０．０６７ ２．６５６±０．１２６ １．４１０±０．１３６ １．０２８±０．１２７

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．０００±０．０３３ １．１４４±０．１０６ １．３３３±０．１１９ １．１８４±０．１０４ ０．９６５±０．０６４
Ｒａｄｉｘｉｎｐｒｏｔｅｉｎ ＯＩＲ ０．６２５±０．０３７ ０．７０６±０．０１８ １．８５５±０．０３９ １．２６５±０．０１３ ０．８２６±０．０２３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．８２７±０．０２３ ０．８４８±０．０３１ １．０３０±０．０３８ ０．８０４±０．０１３ ０．７８５±０．０１０

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒａｄｉｘｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＯＩＲｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　高氧诱导组和正常对照组 Ｒａｄｉｘｉｎ蛋白表达

３　讨论

视网膜新生血管性疾病是一类高致盲性眼病，

新生血管大量增生会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力下降或丧失，严

重影响患者的生活质量。目前研究该类疾病较成熟

的动物模型是Ｓｍｉｔｈ等［１１］建立的高氧诱导视网膜新

生血管动物模型，该模型建模成功率较高，模型鼠视

网膜新生血管增生于建模成功后５ｄ即小鼠生后１７
ｄ左右达到高峰［１２］，增生反应一直延续到小鼠生后

２１ｄ，以后逐渐消退，３０ｄ时视网膜血管形态基本稳
定，接近正常。在本实验中，我们成功建立了高氧诱

导视网膜新生血管模型，选择小鼠造模成功后０ｄ、１
ｄ、５ｄ、９ｄ、１８ｄ（即生后１２ｄ、１３ｄ、１７ｄ、２１ｄ、３０ｄ）
这５个视网膜血管形态变化较显著的时间点来观察
视网膜组织中Ｒａｄｉｘｉｎ基因和蛋白的动态表达变化，
研究Ｒａｄｉｘｉｎ与视网膜新生血管形成的关系。

Ｒａｄｉｘｉｎ是 ＥＲＭ（Ｅｚｒｉｎ／Ｒａｄｉｘｉｎ／ｍｏｅｓｉｎ）蛋白家
族成员之一［１３］，它在多种真核细胞内表达。作为膜

骨架连接蛋白，它可将肌动蛋白骨架与ＣＤ４３、ＣＤ４４、
细胞黏附分子及多种细胞膜通道和受体相连

接［１４１５］，参与了多种细胞生物活动。研究已表明，

Ｒａｄｉｘｉｎ在肿瘤进展过程中起到了重要作用，参与了
肿瘤细胞的增生、迁移、浸润过程［６７］，干扰 Ｒａｄｉｘｉｎ
基因表达，会抑制前列腺癌和胰腺癌细胞的增生和

迁移。同时亦有研究表明，Ｒａｄｉｘｉｎ还参与了血管内
皮间屏障功能改变过程［８１０］。以上研究表明，Ｒａｄｉｘ

ｉｎ至少与细胞增生、迁移有关，而血管内皮细胞的增
生、迁移又是视网膜新生血管形成过程的重要环节，

所以我们推测，Ｒａｄｉｘｉｎ参与了视网膜新生血管的形
成。目前虽然相关研究甚少，但我们在前期的实验

研究中已发现，高氧诱导视网膜新生血管模型鼠视

网膜血管增生高峰期伴随着 Ｒａｄｉｘｉｎ的高表达［１６］，

本实验结果也证实，在正常小鼠视网膜内 Ｒａｄｉｘｉｎ的
表达水平较低，而在高氧诱导组小鼠视网膜新生血

管生成过程中Ｒａｄｉｘｉｎ的表达水平明显增高，同时视
网膜新生血管增生高峰期 Ｒａｄｉｘｉｎ基因和蛋白的表
达水平也达最高，Ｒａｄｉｘｉｎ的表达变化趋势与视网膜
新生血管增生和衰退趋势相一致。

虽然目前以血管内皮生长因子为靶目标治疗眼

部新生血管性疾病取得了一定的效果，但是眼内新

生血管的生成是多种因子相互作用的结果，如有研

究表明氨基胍化合物（ａｍｉｎｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ）、ＮＡＤＰＨ氧
化酶［４５］等因子也参与了眼内新生血管形成过程。

由此可知单纯阻断某单一因子或受体并不能彻底抑

制新生血管的生长。本研究发现，Ｒａｄｉｘｉｎ在视网膜
新生血管生成过程中高表达，在视网膜新生血管生

成高峰期表达水平最高，鉴于Ｒａｄｉｘｉｎ的上述作用及
表达情况，通过靶向干扰Ｒａｄｉｘｉｎ的基因表达或者抑
制其活性对视网膜新生血管的形成和发展可能具有

重要影响。Ｒａｄｉｘｉｎ有望成为临床治疗新生血管性
视网膜疾病的新靶点，但其确切的作用机制尚需进

一步研究证实。

（下转第２２５页）
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浓度的增加而增强［１２１３］。因此推测 ＥＡＭ中所含的
肝细胞生长因子及受体等细胞因子具有抑制 ＴＧＦβｌ
ｍＲＮＡ表达，减少结缔组织生长因子表达的作
用［１４１５］。也有学者认为 ＥＡＭ中的生物活性因子通
过单一或网络的作用促进基质金属蛋白酶的合成和

分泌，从而使 ＭＭＰ降解细胞外基质的作用增强，起
到抑制术后纤维化、瘢痕形成的作用。于是猜测，

ＥＡＭ可能通过其中的活性成分对影响成纤维细胞表
达的各种细胞因子发挥调节作用，同时通过抑制转

化生长因子的活性，调节成纤维细胞的分化和表达。

综上所述，ＥＡＭ可以通过抑制大鼠碱烧伤后角
膜炎症细胞浸润，抑制成纤维细胞增殖，抑制大鼠碱

烧伤后角膜瘢痕形成以及新生血管形成。ＥＡＭ有可
能应用于临床角膜化学烧伤患者，但是其作用机理

以及临床应用的最佳浓度和作用时间有待进一步开

展基础研究和临床试验研究。
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