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陈晓隆
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【摘要】　目的　探讨磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／丝氨酸苏氨
酸激酶（Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）信号转导通路抑制剂 ＬＹ２９４００２对小鼠氧诱导视网

膜病变（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）的视网膜新生血管（ｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＲＮＶ）形成的影响。方法　取Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠６０只，随机分为实验组和对照组，每组各３０只，均制备ＯＩＲ模型。小鼠出氧箱前１ｄ即鼠龄１１ｄ时实验组玻璃体内注射０．５
μＬ的ＬＹ２９４００２，对照组玻璃体内注射等体积的ＰＢＳ。病理切片计数突破视网膜内界膜的新生血管内皮细胞核数，免疫组织化
学和ＲＴＰＣＲ法检测ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ蛋白及ｍＲＮＡ的表达情况。结果　实验组小鼠新生血管内皮细胞核数为（１２５３±１．７１）个，
较对照组（２５．３１±１．４２）个明显减少（Ｐ＜０．０５）；实验组小鼠ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ的蛋白表达呈弱阳性，阳性细胞的吸光度值（９．１２±
１．３５、１３．９１±１．４９）均较对照组（１５．１１±２．１７、１９．７２±２．６１）明显下降（均为Ｐ＜０．０５）；实验组小鼠ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ相对表
达量均较对照组明显下降（均为Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＹ２９４００２通过抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路，可有效抑制小鼠ＯＩＲ的ＲＮＶ
形成，ＬＹ２９４００２有望成为防治血管增生性视网膜病变的一种有效方法。
【关键词】　ＬＹ２９４００２；磷脂酰肌醇３激酶／丝氨酸苏氨酸激酶；氧诱导视网膜病变；早产儿视网膜病变；视网膜新生血管
【中图分类号】　Ｒ７７４．１；Ｒ７７９．７
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　　在早产儿视网膜病变（ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｏｆｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ，
ＲＯＰ）的发病机制中，视网膜新生血管（ｒｅｔｉｎａｌｎｅｏ
ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＲＮＶ）形成一直是眼科学者的研究热
点［１］，有许多具有促进作用的因子或通路被发现，但

更多机制尚未被阐明。其中血管内皮生长因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是与血管形成
最为密切的细胞因子，有实验证明抑制 ＶＥＧＦ信号
途径能有效抑制新生血管形成［２３］。近来研究发现

磷脂酰肌醇３激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）／丝氨酸苏氨酸激酶（Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，
ＡＫＴ）信号通路上调 ＶＥＧＦ，促进肿瘤新生血管的形
成［４］。我们前期研究表明，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ与 ＲＯＰ关系
密切，在小鼠氧诱导视网膜病变（ｏｘｙｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉ
ｎｏｐａｔｈｙ，ＯＩＲ）模型中，小鼠视网膜的病变与 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ的表达水平有关［５］。ＬＹ２９４００２是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路特异性阻断剂［６］，目前关于在 ＯＩＲ模型中
应用ＬＹ２９４００２阻断 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导的研究较
少。本实验采用玻璃体内注射 ＬＹ２９４００２作用于
ＲＯＰ小鼠模型，观察其对氧诱导小鼠ＲＮＶ的抑制作
用，为ＲＯＰ防治提供新的突破口。

１　材料与方法

１．１　实验动物　新生Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠６０只，７ｄ龄，
体质量５～７ｇ，由中国医科大学附属盛京医院实验
动物中心提供。所有实验动物、实验操作和实验使

用条件均遵循中华人民共和国国家科学技术委员会

颁布的《实验动物管理条例》相关规定。

１．２　主要试剂与仪器　ＬＹ２９４００２、ＡＤＰ酶购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；兔抗人ＡＫＴ、ＶＥＧＦ多克隆抗体购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司；ＰＣＲ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ生物
工程有限公司；ＰＣＲ引物由上海英骏生物技术有限公
司合成；Ｂ２０１光学显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．３　ＯＩＲ模型建立及分组　６０只７ｄ龄小鼠采用
随机数字表法分为实验组和对照组，每组３０只。两
组均参照 Ｓｍｉｔｈ等［７］的方法建立 ＯＩＲ动物模型。实
验组于小鼠出氧箱的前１ｄ（鼠龄１１ｄ），在手术显微
镜下，采用连接３０Ｇ针头的微量注射器自角膜缘后
０５ｍｍ处缓慢注入右眼玻璃体内，注入 ＬＹ２９４００２
（美国Ｓｉｇｍａ公司）药液０．５μＬ，对照组于鼠龄１１ｄ
右眼玻璃体内注射等体积（０．５μＬ）的ＰＢＳ。
１．４　造模后ＲＮＶ内皮细胞核计数　两组各随机抽
取鼠龄１７ｄ小鼠 １０只，处死后摘除右眼球，固定
２４～３６ｈ，脱水，石蜡包埋，作 ６μｍ厚的连续切片
（切片方向与角膜和视神经连线的视轴线平行），每

只眼球取１０张切片作ＨＥ染色，随机、双盲法光学显
微镜下计数突破视网膜内界膜的 ＲＮＶ内皮细胞核
数，并取其平均值。

１．５　免疫组织化学法检测 ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ蛋白的表
达　两组中各随机抽取１０张未经染色的切片，染色
方法按ＳＡＢＣ免疫组织化学试剂盒（武汉博士德生

物工程公司）说明书进行［８］，ＰＢＳ代替一抗作为阴性
对照，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色。ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ蛋白
阳性：细胞浆或细胞核内黄色或棕褐色颗粒为阳性

细胞。４００倍光学显微镜下测定 ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ阳性
细胞的吸光度（Ａ）值。
１．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达　
两组各随机抽取鼠龄１７ｄ小鼠２０只，麻醉处死后分
离小鼠右眼视网膜组织，用 Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ，
引物由上海英骏生物技术有限公司合成，ＡＫＴ的引
物序列：上游引物：５’ＡＧＣＡＡＡＣＡＧＧＣＴＣＡＣＡＧＧＴＴ
３’，下游引物：５’ＴＡＡＧＴＣＣＴＣＣＣＣＡＴＣＴＣＣＣＴ３’，扩
增产物为２４５ｂｐ；ＶＥＧＦ的引物序列：上游引物：５’
ＣＣＣＧＡＣＡＧＧＧＡＡＧＡＣＡＡＴ３’；下游引物：５’ＴＣＴＧ
ＧＡＡＧＴＧＡＧＣＣＡＡＣＧ３’，扩增产物为１３１ｂｐ；βａｃｔｉｎ
为内参照，引物序列：上游引物：５’ＧＡＧＡＧＧ
ＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡ３’，下游引物：５’ＧＣＣＴＡＧＡＡ
ＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧ３’，扩增产物为 ５１８ｂｐ。βａｃｔｉｎ
作为内参，ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的相对表达量为实验
组目的基因表达量是对照组的倍数，即２－△△Ｃｔ值，而
△△Ｃｔ＝（Ｃｔ实验组目的基因 －Ｃｔ实验组内参）－（Ｃｔ对照组目的基因 －
Ｃｔ对照组内参）

［２］。ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ相对表达量的抑
制 效 率［２］ ＝ （对 照 组ｍＲＮＡ相对表达量 － 实 验

组ｍＲＮＡ相对表达量）／对照组ｍＲＮＡ相对表达量 ×１００％。
１．７　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件分析
数据。数据以均数 ±标准差表示，两组数据比较采
用独立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组突破视网膜内界膜的ＲＮＶ内皮细胞核数
　对照组组织切片可见数目不一的血管穿过内界膜
进入玻璃体内，突破内界膜的 ＲＮＶ内皮细胞核数为
（２５．３１±１．４２）个。实验组未见明显突破视网膜内
界膜的 ＲＮＶ内皮细胞核，细胞核数为（１２．５３±
１７１）个，两组间差异有统计学意义（ｔ＝５７８１，Ｐ＜
００５；见图１）。

图１　鼠龄１７ｄ小鼠视网膜ＨＥ染色（×４００）。Ａ：对照组；Ｂ：实
验组

２．２　两组小鼠视网膜组织 ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ蛋白的表
达　对照组视网膜在神经节细胞层、内丛状层、内核
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层、外丛状层和突破视网膜内界膜的新生血管均可

见ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ的强阳性表达（图２Ａ２Ｂ）；实验组视
网膜 ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ蛋白在神经节细胞层、内丛状层、
内核层和外丛状层的表达明显减弱（图２Ｃ２Ｄ）。对
照组和实验组ｐＡＫＴ的 Ａ值比较差异有统计学意义
（ＡｐＡＫＴ对照组 ＝１５．１１±２．１７，ＡｐＡＫＴ实验组 ＝９．１２±１．３５，
ｔ＝５．２７２，Ｐ＜０．０５）。对照组和实验组 ＶＥＧＦ的 Ａ
值比较差异有统计学意义（ＡＶＥＧＦ对照组 ＝１９７２±
２６１，ＡＶＥＧＦ实验组 ＝１３．９１±１．４９，ｔ＝６．２７１，Ｐ＜０．０５）。

２．３　视网膜组织 ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达变化
　ＲＴＰＣＲ检测结果显示，对照组小鼠视网膜组织中
ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ高表达，实验组较对照组表达下
调，两组 ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达差异有显著统计学
意义（ｔＡＫＴｍＲＮＡ ＝４．５２８，ｔＶＥＧＦｍＲＮＡ ＝７．１３６，均为 Ｐ＜
００５；图 ３）。ＡＫＴ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ抑制效率分别为
３２５１％、２９．４８％，差异无统计学意义（ｔ＝１６３１，
Ｐ＞０．０５）。

图２　免疫组织化学检测１７ｄ小鼠视网膜中 ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ蛋白的表达（×４００）。Ａ：对照组ｐＡＫＴ高表达；Ｂ：对照组ＶＥＧＦ高表达；Ｃ：实验
组ｐＡＫＴ低表达；Ｄ：实验组ＶＥＧＦ低表达

图３　两组１７ｄ小鼠视网膜中ＡＫＴ、ＶＥＧＦ的ｍＲＮＡ表达情况

３　讨论

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ是细胞内重要的信号转导分子，参与
了细胞的生长、存活、凋亡、细胞周期调控等多种生

物学过程，与多种肿瘤的发生、发展密切相关。在

ＰＩ３Ｋ的作用下，活化的ＡＫＴ通过磷酸化作用使其下
游靶蛋白激活或抑制，从而发挥其对细胞增殖、分

化、葡萄糖代谢及迁移等的调节作用［９１１］。

ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２易通过细胞膜，
通过竞争性地抑制 ＰＩ３Ｋ亚基中的 ＡＴＰ结合位点从

而抑制其活性，但不抑制ＰＫＣ、ＰＫＡ、ＭＡＰＫ等磷酸激
酶的表达［６］，可见ＬＹ２９４００２是ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路研究
的可靠工具。目前研究表明，ＬＹ２９４００２可显著抑制
胃癌［１２］、大肠癌［１３］、肺癌［１４］、卵巢癌［１５］等肿瘤细胞

的生长，但在ＲＮＶ形成中的作用国内外少见报道。
本研究结果显示，实验组突破视网膜内界膜的

ＲＮＶ内皮细胞核数较对照组明显减少，ｐＡＫＴ、ＶＥＧＦ
蛋白及ｍＲＮＡ的表达水平较对照组显著下调，从病
理学及分子生物学证明了玻璃体内注射 ＬＹ２９４００２
能有效地抑制ＲＯＰ模型鼠中 ＲＮＶ的发生。推断这
可能与玻璃体内注射的 ＬＹ２９４００２能成功地进入产
生ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ的视网膜“靶”细胞有关，达到从“源
头”切断ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ产生的作用，起到明显抑制ＲＮＶ
的效果。

本研究通过免疫组织化学和 ＲＴＰＣＲ检测结果
显示，ＬＹ２９４００２可以抑制 ＡＫＴ、ＶＥＧＦ的表达，但不
能完全抑制；同时，本研究从病理学方面也证明了

ＬＹ２９４００２尚不能完全抑制 ＲＮＶ的形成。这可能与
多种因素有关，比如与 ＬＹ２９４００２的剂量、浓度等因
素有关，还需进一步进行实验研究。目前已知在多

种视网膜血管性疾病中 ＶＥＧＦ显著高表达，可见
ＶＥＧＦ是ＲＮＶ形成的重要因素［１６１７］。本研究结果表

明ＬＹ２９４００２通过阻断 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路下调视
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网膜ＶＥＧＦ的表达，进而抑制ＲＮＶ的形成。
综上所述，本研究对全面阐述 ＲＮＶ的形成机

制，从分子水平寻找 ＲＮＶ的关键性靶点，从而可能
为视网膜血管性疾病的治疗提供新的候选基因。

ＬＹ２９４００２有望成为临床上治疗ＲＯＰ的安全有效、副
作用少、经济实惠的一种药物。
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