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【关键词】　血管生成；视网膜新生血管；炎症；自噬；肿瘤坏死因子α；Ｂｅｃｌｉｎ１
【摘要】　目的　本研究观察肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）对体外培养的恒河猴脉络膜／视网膜内皮细胞
（ＲＦ／６Ａ）表达自噬蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１及细胞增殖、迁移和管腔形成的影响，探讨ＴＮＦα参与新生血管生成的可能机制。方法　将生
长良好的ＲＦ／６Ａ细胞随机分为空白对照组、ＴＮＦα组和ＴＮＦα＋３ＭＡ组。培养２４ｈ、４８ｈ后采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞Ｂｅｃ
ｌｉｎ１蛋白的表达，ＭＴＴ法检测细胞增殖，细胞划痕法检测细胞迁移，Ｍａｔｒｉｇｅｌ法检测管腔形成。结果　培养２４ｈ和４８ｈ，各组
Ｂｅｃｌｉｎ１／βａｃｔｉｎ比值分别是ＴＮＦα组（２４ｈ）０．６７３±０．０１７、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（２４ｈ）０．４９１±０．０１７、ＴＮＦα组（４８ｈ）０．７９２±
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０００６、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（４８ｈ）０．５０４±０．００７、空白对照组０．２６８±０．０１７。ＴＮＦα组ＲＦ／６Ａ细胞Ｂｅｃｌｉｎ１的表达量均明显高于
空白对照组（Ｐ＜０．０５），ＴＮＦα＋３ＭＡ组Ｂｅｃｌｉｎ１的表达量较 ＴＮＦα组明显减少（Ｐ＜０．０５）。各组细胞的相对增殖率分别是
ＴＮＦα组（２４ｈ）１４１０±０．０１０、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（２４ｈ）１．２９０±０．００４、ＴＮＦα组（４８ｈ）１．３２０±０．０１１、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（４８ｈ）
０．１８０±００１５、对照组（２４ｈ）１．０００±０．０２０、对照组（４８ｈ）１．０００±０．０１１；ＴＮＦα组细胞的相对增殖率均较空白对照组升高
（Ｐ＜０．０５），３ＭＡ预处理后，ＴＮＦα促进ＲＦ／６Ａ细胞增殖的能力在两个时间点均受到抑制（均为Ｐ＜０．０５）。各组细胞的相对
迁移距离分别是 ＴＮＦα组（２４ｈ）（３４５±２８）μｍ、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（２４ｈ）（２５９±７７）μｍ、ＴＮＦα组（４８ｈ）（７６２±５５）μｍ、
ＴＮＦα＋３ＭＡ组（４８ｈ）（６５９±４８）μｍ、空白对照组（２４ｈ）（１９５±６３）μｍ、空白对照组（４８ｈ）（４１２±９４）μｍ；ＴＮＦα处理组 ＲＦ／
６Ａ细胞２４ｈ的迁移明显强于对照组（Ｐ＜０．０５），加入３ＭＡ预处理后，这种增强作用有所下降，但仍然明显高于对照组（Ｐ＜
００５）；培养４８ｈ，更多细胞迁移入划痕区域，较２４ｈ明显增加；不同组之间的差异与２４ｈ时的结果类似，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；培养２４ｈ各组细胞管腔形成个数：ＴＮＦα组（１１．８０±０．８１）个、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（７．５０±０．７２）个、空白对照组
（４３０±１１２）个，ＴＮＦα组及ＴＮＦα＋３ＭＡ组管腔形成个数均高于对照组（均为Ｐ＜０．０５），ＴＮＦα＋３ＭＡ组较ＴＮＦα组明显
减少（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＮＦα能够促进ＲＦ／６Ａ细胞的增殖、迁移和管腔样结构的形成，且 ＴＮＦα促进内皮细胞自噬在血管
新生中发挥重要的调控作用。

　　病理性的视网膜新生血管是许多眼病致盲的主
要原因，如早产儿视网膜病变、增殖性糖尿病视网膜

病变等。新生血管的形成是一个涉及多种细胞和分

子的复杂过程，主要病理机制为视网膜神经组织的

高需氧量与局部缺血缺氧之间的不平衡导致多种促

血管生成因子的释放，从而刺激内皮细胞增殖和分

化，诱导血管生成［１２］。过去几十年内，全世界对于

包括视网膜新生血管在内的新生血管领域十分关

注，试图阐明血管生长的调控过程，以期研发治疗多

种新生血管相关疾病的有效方法。炎症细胞通过分

泌多种细胞因子影响内皮细胞的增生、移行和激活

等功能而参与血管生成过程，但炎症诱导的血管生

成机制尚未完全阐明［３４］。肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）同时也是一种重要的促
血管生成因子，在视网膜血管生成中发挥重要作用，

但具体参与机制并不明确。自噬是真核生物普遍存

在的维持细胞内环境的一种自我保护机制，有利于

细胞应对各种环境。近年来研究证实，细胞自噬与

炎症反应密切相关，而细胞自噬又对炎症反应有调

控作用［５］。此外，心血管疾病方面的研究发现，诱导

细胞自噬可以促进血管生成［６７］。上述研究提示，炎

症与自噬、血管生成三者之间互相存在密切的联系，

通过诱导细胞自噬促进血管生成可能是ＴＮＦα参与
视网膜新生血管形成的机制之一。为了验证这一假

设，本实验以恒河猴视网膜血管内皮细胞系 ＲＦ／６Ａ
为研究对象，观察ＴＮＦα对ＲＦ／６Ａ细胞表达自噬蛋
白及细胞增殖、迁移和管腔形成的影响。

１　材料与方法

１．１　材料和分组
１．１．１　材料　猴 ＲＦ／６Ａ细胞系购自中国科学院典
型培养物保藏委员会细胞库。ＲＰＭＩ１６４０细胞培养
液购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，噻唑蓝 ＭＴＴ试剂盒购自北
京索莱宝生物技术有限公司，自噬抑制剂３甲基腺
嘌呤（３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，
Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国 ＢＤ公司，ＴＮＦα试剂购自西安科
昊生物科技有限公司，抗 Ｂｅｃｌｉｎ１单克隆抗体及辣
根过氧化物酶标记的兔和抗鼠免疫球蛋白购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．２　分组　将 ＲＦ／６Ａ细胞置于３７℃、含体积分
数５％ＣＯ２培养箱中常规培养。在细胞培养液中分
别加入ＰＢＳ、１０μｇ·Ｌ－１ＴＮＦα、１０μｇ·Ｌ－１ＴＮＦα＋
５ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＭＡ（３ＭＡ预处理细胞１．５ｈ），分别
为空白对照组、ＴＮＦα组和ＴＮＦα＋３ＭＡ组。
１．２　方法
１．２．１　自噬蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１的检测　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测自噬标志蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达。各组
ＲＦ／６Ａ细胞培养４ｄ，ＰＢＳ清洗后进行细胞裂解。用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法分析测定样品的蛋白含量。将含 ５０μｇ
蛋白的细胞裂解液用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转到 ＮＣ
（硝酸纤维素）膜上用抗 Ｂｅｃｌｉｎ１单克隆抗体孵育
膜，辣根过氧化物酶标记的二抗和 ＤＢＡ显色、照相。
用ＢａｎｄＳｃａｎ图像分析软件完成条带密度分析，将结
果与内参βａｃｔｉｎ的表达比较，计算相对光密度值。
１．２．２　细胞增殖　采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖。取
对数生长期细胞，弃上清液，用胰蛋白酶消化后加入

含体积分数１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，重
悬并吹打成单个细胞后计数，将细胞密度调整成为

１０×１０３ｍＬ－１，以每孔２００μＬ细胞悬液接种到９６孔
板中，在培养箱中继续培养２４ｈ。吸净培养液后分
别加入含有 ＰＢＳ、１０μｇ·Ｌ－１ＴＮＦα、１０μｇ·Ｌ－１

ＴＮＦα＋５ｍｍｏｌ·Ｌ－１３ＭＡ的培养液，同一组别均
设置３个复孔。分别于给药２４ｈ、４８ｈ后，每孔加入
５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液２０μＬ，置于３７℃温箱中继续孵
育４ｈ。用酶联免疫检测仪在５７０ｎｍ波长处测定每
孔的光密度值，计算细胞增殖率（相对增殖率 ＝实验
组／阴性对照组×１００％）。每组重复检测３次，取平
均值。

１．２．３　细胞迁移　采用细胞划痕法检测细胞迁移。
用记号笔在６孔板背面画３条间隔均匀的直线作为
定位线。将ＲＦ／６Ａ细胞按照每孔５００×１０３个细胞
接种于６孔板中，培养２４ｈ后待细胞均匀铺满培养
孔底部，用１００μＬ的移液枪头划痕，使之垂直于定
位线。将划痕与定位线的交点作为监测点。用 ＰＢＳ
漂洗培养孔底部３次，洗净漂浮细胞后加入含体积
分数１％胎牛血清的培养基，给予相应浓度的药物处
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理。每组设置３个复孔，实验重复３次。拍照记录
监测点的划痕宽度，作为０ｈ时间记录点。将细胞继
续培养２４ｈ、４８ｈ后拍照记录监测点的划痕宽度。
用ＩｍａｇｅＪ图像处理软件计算划痕宽度（相对迁移距
离＝２４ｈ或４８ｈ迁移距离－０ｈ迁移距离）。
１．２．４　管腔形成检测　采用Ｍａｔｒｉｇｅｌ法检测管腔形
成。将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ置于４℃过夜融化。在超净工作台
中取９６孔板在冰上操作，每孔内缓慢加入１００μＬ
液态 Ｍａｔｒｉｇｅｌ。消化 ＲＦ／６Ａ细胞，用含体积分数
１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释至２００×１０３

ｍＬ－１，每组均加入细胞悬液５０μＬ，按不同分组加入
相应的无血清培养基及药物５０μＬ。孵育２４ｈ后在
相差显微镜下观察，随机取５个放大２００倍的视野
照相，采用 ＩｍａｇｅＪ图像分析软件计算完整管腔数
（每３个分叉处记作一个血管腔），取平均值。每组
设３个复孔，重复实验３次。
１．３　统计学分析　本研究数据以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，组间差
异采取方差分析和 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ检验进行
比较，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＮＦα对ＲＦ／６Ａ细胞表达 Ｂｅｃｌｉｎ１的影响　
ＴＮＦα组刺激细胞２４ｈ和４８ｈ，ＲＦ／６Ａ细胞Ｂｅｃｌｉｎ１
的表达量均明显高于空白对照组（均为 Ｐ＜０．０５）；
ＴＮＦα＋３ＭＡ组 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达量较 ＴＮＦα组明
显减少（Ｐ＜０．０５）；各组 Ｂｅｃｌｉｎ１／βａｃｔｉｎ比值分别
是ＴＮＦα组（２４ｈ）０．６７３±０．０１７、ＴＮＦα＋３ＭＡ组
（２４ｈ）０．４９１±０．０１７、ＴＮＦα组（４８ｈ）０．７９２±
０００６、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（４８ｈ）０．５０４±０．００７、空白
对照组０．２６８±０．０１７（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｂａｎｄｓｏｆＢｅｃｌｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳条带

２．２　ＴＮＦα对ＲＦ／６Ａ细胞增殖的影响　培养细胞
２４ｈ、４８ｈ得到各组细胞的相对增殖率，分别是ＴＮＦ
α组（２４ｈ）１．４１０±０．０１０、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（２４ｈ）
１．２９０±０．００４、ＴＮＦα组（４８ｈ）１．３２０±００１１、ＴＮＦ
α＋３ＭＡ组（４８ｈ）０．１８０±０．０１５、空白对照组
（２４ｈ）１．０００±０．０２０、空白对照组（４８ｈ）１０００±
０．０１１。与空白对照组相比，ＴＮＦα组２４ｈ及 ４８ｈ
细胞的相对增殖率均升高，差异均有统计学意义（均

为Ｐ＜０．０５）。３ＭＡ预处理后，ＴＮＦα促进 ＲＦ／６Ａ

细胞增殖的能力在２４ｈ和４８ｈ时均受到抑制（均为
Ｐ＜０．０５）。
２．３　ＴＮＦα对ＲＦ／６Ａ细胞迁移的影响　细胞划痕
实验结果显示，各组细胞的相对迁移距离分别是

ＴＮＦα组（２４ｈ）（３４５±２８）μｍ、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（２４
ｈ）（２５９±７７）μｍ、ＴＮＦα组（４８ｈ）（７６２±５５）μｍ、
ＴＮＦα＋３ＭＡ组（４８ｈ）（６５９±４８）μｍ、空白对照组
（２４ｈ）（１９５±６３）μｍ、空白对照组（４８ｈ）（４１２±９４）
μｍ。培养２４ｈ后，大量细胞迁移进入划痕区。与空
白对照组相比，ＴＮＦα组 ＲＦ／６Ａ细胞迁移明显增强
（Ｐ＜０．０５），加入３ＭＡ预处理后，这种增强作用有
所下降，但仍然明显高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）；培
养４８ｈ后，更多细胞迁移入划痕区域，较２４ｈ明显
增加。同样，不同组之间的差异与２４ｈ时的结果类
似，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５；见图２）。
２．４　ＴＮＦα对ＲＦ／６Ａ细胞管腔形成的影响　培养
２４ｈ各组细胞管腔形成个数：ＴＮＦα组（１１．８０±
０８１）个、ＴＮＦα＋３ＭＡ组（７．５０±０．７２）个和空白
对照组（４．３０±１．１２）个。ＴＮＦα作用２４ｈ后，细胞
管腔形成明显增多，３ＭＡ预处理后又有所减少（图
３）。比较三组ＲＦ／６Ａ细胞形成的完整管腔数显示：
ＴＮＦα组和ＴＮＦα＋３ＭＡ组的数目明显高于空白
对照组（Ｐ＜０．０５），而前两组间的差异也有统计学意
义（Ｐ＜００５）。

３　讨论

新生血管的形成包括血管发生和血管生成两个

最基本的过程。前者是指内皮祖细胞增殖形成原始

血管网，该过程主要发生于胚胎发育的早期。后者

是指从已有的毛细血管发展而形成新的血管，主要

包括血管内皮细胞发生激活、增殖和迁移，形成新的

血管，主要发生于器官发育和组织修复过程中。正

常情况下，促血管形成因子和抑制因子保持平衡，一

旦此平衡打破就会使血管生成过度或退化［８］。体内

外实验发现，ＴＮＦα在人增殖性眼病或视网膜新生
血管动物模型中表达增强，缺血缺氧会使全身和眼

球局部（脉络膜、玻璃体、视神经等处）的巨噬细胞很

快迁移到缺氧处视网膜，增殖并分泌包括 ＴＮＦα在
内的多种因子，影响血管生成的所有步骤［９１０］。同

样本研究也发现，ＴＮＦα可在体外明显促进 ＲＦ／６Ａ
细胞增殖、迁移和管腔形成，参与血管形成的基本过

程，证实了ＴＮＦα具有促血管形成的作用。
自噬是由溶酶体介导的降解细胞内受损的蛋白

质或细胞器的代谢过程，具有清除变性蛋白质、衰老

或损伤细胞器、实现物质再循环的功能，帮助细胞应

对各种不利环境［１１１２］。在已知的３０多种自噬相关
基因中，Ｂｅｃｌｉｎ１是酵母自噬基因 Ａｔｇ／Ｖｐｓ３０的同源
基因。Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白是自噬体形成过程中的一个必
需分子，通过介导其他自噬蛋白定位于吞噬泡，调控

自噬体的形成与成熟，因此被广泛用作自噬的标志
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ａｔ２４ｈｏｕｒｓ；Ｉ：ＴＮＦα＋３ＭＡｇｒｏｕｐａｔ４８ｈｏｕｒｓ　倒置显微镜下观察ＲＦ／６Ａ细胞迁移图像。Ａ：空白对照组０ｈ；Ｂ：空白对照组２４ｈ；Ｃ：空白对
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｍａｇｅｓｏｆＲＦ／６Ａｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＴＮＦαｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴＮＦα＋３ＭＡｇｒｏｕｐ　倒置显微
镜下观察ＲＦ／６Ａ细胞管状结构形成图像。Ａ：空白对照组；Ｂ：ＴＮＦα组；Ｃ：ＴＮＦα＋３ＭＡ组

物［１３］。３ＭＡ是磷脂酰肌醇３激酶的抑制剂，可特
异性阻断自噬体的形成，被广泛用作自噬的抑制

剂［１４］。本研究在自噬水平方面也检测了Ｂｅｃｌｉｎ１的
表达水平以及采用３ＭＡ作为抑制剂观察其对血管
生成过程的作用。

近年来研究发现，自噬在免疫、感染与炎症［５］、

心血管疾病［６７］、肿瘤［１５］、代谢［１６］中均发挥重要作

用。细胞自噬与炎症反应相互作用和调控在机体抗

感染和炎症性疾病中发挥效应。细胞通过 Ｔｏｌｌ样受
体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）识别配体，导致受体活化，
继而引起多蛋白的信号转导级联反应，分泌促炎因

子并激活免疫应答。研究发现，多种 ＴＬＲ的配体在
诱发炎症反应的同时能够诱导细胞自噬的发生，调

控炎症过程的信号通路也能够调节细胞自噬；而细

胞自噬对ＴＬＲ信号和炎症反应有明显的调控作用，
细胞自噬的缺陷或自噬相关蛋白发生变异与炎症性

疾病的发生关系密切［１７１９］。在正常情况下，哺乳动

物的细胞自噬维持在基础水平，但受到外界环境的

刺激后，自噬就会被激活。与上述结果类似，本研究

发现，炎性因子 ＴＮＦα能够诱导 ＲＦ／６Ａ细胞的自
噬，促进Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达。

在心血管方面的研究发现，利用３ＭＡ和小干扰
ＲＮＡ针对 Ａｔｇ５抑制缺乏营养的主动脉内皮细胞的
自噬水平可以减少血管生成，而过表达 Ａｔｇ５诱导自
噬则能促进血管管腔形成和细胞移行［７］。已有研究

发现，自噬参与多种眼部疾病的发生［２０］，但是自噬

与视网膜新生血管的关系还不清楚。本研究着眼于

ＲＦ／６Ａ细胞也获得了相似的结果，ＴＮＦα诱导的自
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噬可以增加 ＲＦ／６Ａ细胞的增殖、迁移和管腔形成，
而３ＭＡ可以抑制ＲＦ／６Ａ的血管生成过程。

总之，本研究发现炎性因子 ＴＮＦα可以上调
ＲＦ／６Ａ细胞的自噬蛋白表达，提高细胞的增殖能力，
促进细胞迁移以及细胞管腔形成，而这些作用可被

自噬抑制剂减弱。我们的初步实验结果提示，ＴＮＦα
介导的自噬在血管生成中发挥了重要作用，通过影

响自噬水平调节血管生成的程度，这可能是 ＴＮＦα
参与、促进视网膜新生血管生成的一种新的机制。

然而，本研究尚未深入探讨ＴＮＦα诱导ＲＦ／６Ａ细胞
自噬的信号通路，该分子机制方面的研究值得进一

步深入进行。
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