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整合素 αｖβ３在 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４介导的脉络膜新生血管中的
作用△
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ｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０１）．ＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｍｉｇｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎＳＤＦ１ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，
ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｇｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎＳＤＦ１＋
ＡＭＤ３１００ｇｒｏｕｐａｎｄＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ３ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＣＮＶｂｙｍｅｄｉａｔｉｎｇＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４；ｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ３
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【摘要】　目的　探讨内皮细胞表达的整合素αｖβ３在基质细胞衍生因子１（ｓｔｒｏｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）／趋势化因子受体４
（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＣＸＣＲ４）调控脉络膜新生血管（ｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）生成过程中的作用。方法　（１）体内动
物实验：采用激光诱导 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ＣＮＶ模型，实验分为４组：单纯 ＣＮＶ组（对照组）、ＣＮＶ后立即玻璃体内注射 ＳＤＦ１组
（ＳＤＦ１组）、ＣＮＶ后立即玻璃体内注射ＳＤＦ１＋ＣＸＣＲ４抑制剂 ＡＭＤ３１００组（ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组）和 ＣＮＶ后立即玻璃体内注
射ＳＤＦ１＋αｖβ３抑制剂ＳＢ２７３００５组（ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组）。实时定量ＰＣＲ观察小鼠激光诱发ＣＮＶ后１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ、１０ｄ、
１４ｄＣＸＣＲ４和αｖβ３的表达；免疫荧光染色观察４组处理后ＣＮＶ局部及内皮细胞上αｖβ３的表达；ＯＣＴ观察４组处理后ＣＮＶ中
视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）层隆起高度。（２）体外细胞实验：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常对照组、ＳｉＣＸＣＲ４敲减
组和ＳｉＮＣ模拟敲减组ＲＦ／６Ａ细胞中 ＣＸＣＲ４蛋白的表达，同时检测对照组、ＳＤＦ１组、ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组、ＳＤＦ１＋ＳｉＮＣ组
和ＳＤＦ１＋ＳｉＣＸＣＲ４组中整合素 αｖβ３蛋白的表达。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测正常对照组、ＳＤＦ１组、ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组和 ＳＤＦ１＋
ＳＢ２７３００５组的细胞迁移能力。结果　（１）体内动物实验：实时定量ＰＣＲ显示随着ＣＮＶ诱导后时间的增加，ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和整
合素亚基β３ｍＲＮＡ表达开始增加，ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ在ＣＮＶ后３ｄ表达量最高（４．２６３±０．４６４），β３ｍＲＮＡ在ＣＮＶ后７ｄ表达量
最高（３．６７８±０．３６４），随后开始下降。免疫荧光结果显示：ＳＤＦ１组β３荧光强度显著增加，β３／ＣＤ３１比率也明显增加，显著高
于ＣＮＶ对照组（Ｐ＜０．０１）；而ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组和ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组β３荧光强度和β３／ＣＤ３１比率显著减弱（Ｐ＜０．０５）。
ＯＣＴ显示ＳＤＦ１组ＲＰＥ层的隆起明显升高（１３５．５０３±１０．３０１）μｍ，显著高于ＣＮＶ对照组（９４．４４３±１２．１５６）μｍ（Ｐ＜０．０５）；而
ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组和 ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组 ＲＰＥ隆起的高度显著降低（９５．２８３±２０．０６２）μｍ和（９９．８０７±１０．４０３）μｍ（Ｐ＜
００５）。（２）体外细胞实验：ＳＤＦ１组和ＳＤＦ１＋ＳｉＮＣ组整合素亚基β３蛋白的表达均升高（１．３０１±０．０４３）、（１．２７３±０．０７７），
显著高于对照组（０．２４４±０．０６９）（Ｐ＜０．０１）；ＳＤＦ１＋ＳｉＣＸＣＲ４组和ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组整合素亚基β３蛋白的水平显著下降
（０．３２２±０．０４２）、（０．３３６±０．０７７）（Ｐ＜０．０１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测显示 ＳＤＦ１组细胞迁移量增多显著高于对照组，而 ＳＤＦ１＋
ＡＭＤ３１００组和ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组迁移细胞的数量明显减少。结论　整合素 αｖβ３在内皮细胞中通过介导 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４信
号转导，促进ＣＮＶ的发生发展。
【关键词】　脉络膜新生血管；内皮细胞；ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４；整合素αｖβ３
【中图分类号】　Ｒ７７３．４

　　眼部病理性血管的生成往往导致严重的后果，
包括难治性高眼压、视力障碍，甚至不可逆性失明。

脉络膜新生血管（ｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）
是一种常见的眼部新生血管疾病的共同体征，常导

致不可逆性视力丧失，已成为≥５０岁人群失明的
主要原因［１］。来自脉络膜的病理性新生血管增生

并突破视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，
ＲＰＥ）和 Ｂｒｕｃｈ膜，引起渗出性或出血性视网膜脱
离，从而异常长入视网膜下腔［１］。ＣＮＶ的发病机
制是多因素的，目前仍未能完全揭示。趋化因子受

体是Ｇ蛋白偶联的细胞表面受体，它与特定趋化因子
的相互作用可诱导细胞向趋化因子浓度梯度做定向

迁移［２３］。既往研究显示，基质细胞衍生因子１（ｓｔｒｏ
ｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）与其特异性趋化因子受
体４（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＣＸＣＲ４）结合在ＣＮＶ中高
表达，参与内皮细胞的动员、迁移和黏附等新生血管

的形成［４］。然而，研究发现，ＣＸＣＲ４不能直接促进
细胞黏附和迁移运动，但对于传递 ＳＤＦ１诱导的信
号是必不可少的，其可能通过向细胞内转导信号，激

活其他黏附分子，促进细胞的迁移和黏附［５］。因此，

参与细胞迁移、黏附直接相关的黏附分子可能在

ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４信号转导中促进内皮细胞迁移和黏
附。整合素属于细胞表面黏附分子家族，每个成员

的分子都是由α和β亚单位靠非共价键连接形成的
异源双体跨膜蛋白。整合素 αｖβ３在健康的内皮细
胞中不存在或低表达，但在胚胎发生、组织修复和眼

部新生血管形成过程中富集［６］。本研究主要探讨

αｖβ３在激光诱导的小鼠 ＣＮＶ局部介导 ＳＤＦ１／ＣＸ
ＣＲ４信号转导、促进内皮细胞迁移进而影响 ＣＮＶ发
展中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物和细胞来源　选用清洁级 Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ雄性小鼠４５只，体质量１６０～１８０ｇ，１２ｈ明／暗环
境下饲养。恒河猴脉络膜视网膜内皮细胞（ＲＦ／６Ａ
细胞）获自中国科学院，培养于含体积分数 １５％
ＦＢＳ、１００ｍｇ·Ｌ－１青霉素和 １００μｇ·Ｌ－１链霉素的
ＤＭＥＭ培养基，在３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的温箱
中培养。

１．１．２　主要试剂　实时定量 ＰＣＲ试剂盒（日本
ＴａＫａＲａ公司）；山羊多克隆抗体 ＣＸＣＲ４、兔单克隆
抗体 αｖβ３、小鼠单克隆抗体 ＣＤ３１（美国 Ａｂｃａｍ公
司）；抗羊ＩｇＧ二抗和抗兔ＩｇＧ二抗（美国ＢｉｏＬａｂ公
司）；ＤｙＬｉｇｈｔ５９４标记的羊抗兔荧光二抗和 Ａｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ４８８／ＦＩＴＣ偶联的兔抗鼠荧光二抗（美国
Ｅａｒｔｈ公 司）；ＳＤＦ１（北 京 北 方 生 物 公 司）；
ＳＢ２７３００５和ＡＭＤ３１００（Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ，美国）；βａｃｔｉｎ
抗体（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＥＣＬ化学发光显影（美国
Ｐｉｅｒｃｅ公司）；ＯｌｙｍｐｕｓＦｌｕｏｖｉｅｗ３００共聚焦显微镜
（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的建立　ＣＮＶ通过激光光凝诱
导［７］。使用５３２ｎｍ波长的激光，在远离视神经（１００
μｍ，１２５ｍＶ０．１ｓ）的眼底１．５～２．０视盘直径上进
行激光光凝。有气泡产生（证明击破 Ｂｒｕｃｈ膜），且
无出血的激光斑作为有效光斑［８］。

１．２．２　分组方法　（１）体内动物实验：ＣＮＶ诱导前
和ＣＮＶ诱导后１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ、１０ｄ、１４ｄ７个时间
点，每天各取３只小鼠，共２１只小鼠用于实时定量
ＰＣＲ实验。同时在ＣＮＶ诱导后７ｄ，剩余２４只小鼠
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分为四组：对照组、ＳＤＦ１组（２００μｇ·Ｌ－１）、ＳＤＦ１
（２００μｇ·Ｌ－１）＋ＡＭＤ３１００（２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１）组和
ＳＤＦ１（２００μｇ·Ｌ－１）＋ＳＢ２７３００５（１００ｍｇ·Ｌ－１）
组；将所有试剂按照指定剂量溶解于ＰＢＳ中，并在小
鼠ＣＮＶ诱导后２ｈ内玻璃体内注射１μＬ。１２只小
鼠用于冰冻切片免疫荧光染色，１２只小鼠用于光学
相干断层扫描（ｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴ）。
（２）体外细胞实验：应用ＲＦ／６Ａ细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测正常对照组、ＳｉＣＸＣＲ４敲减组和ＳｉＮＣ模拟敲减组
中ＣＸＣＲ４蛋白的表达量；同时检测对照组、ＳＤＦ１组、
ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组、ＳＤＦ１＋ＳｉＮＣ组和 ＳＤＦ１＋
ＳｉＣＸＣＲ４组中整合素 αｖβ３蛋白的表达量。采用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测正常对照组、ＳＤＦ１组、ＳＤＦ１＋
ＡＭＤ３１００组和ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组细胞迁移能力。
１．２．３　实时定量 ＰＣＲ检测　使用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取
来自脉络膜组织总ＲＮＡ。使用ＲＴ系统制备 ｃＤＮＡ，
试剂盒和ＡＢＩＰＲＩＳＭ７５００实时 ＰＣＲ系统以 β肌动
蛋白作为内部对照进行 ＰＣＲ。小鼠 ＣＸＣＲ４、整合素
亚基 αｖ、整合素亚基 β３上游引物分别是：５’
ＴＣＡＧＴＧＧＣＴＧＡＣＣＴＣＣＴＣＴＴ３’、５’ＣＡＴＴＴＣＴＧＣＴ
ＧＣＴＧＣＣＡＴＴＡ３’、５’ＡＧＴＣＧＣＣＴＡＣＣＴＣＡＡＣＣＡＡＧ
３’；下游引物分别是：５’ＣＴＴＧＧＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＴＴＧ
ＧＴ３’、５’ＴＴＧＡＡＧＧＧＡＣＴＣＧＧＡＧＡＴＴＧ３’、５’
ＡＣＴＧＴＴＴＧＣＡＧＡＧＧＣＴＧＧＡＣ３’。ＳｉＲＮＡ片段序列：
ＣＸＣＲ４１６３上游引物：５’ＣＣＡＵＧＡＡＧＧＡＡＣＣＣＵ
ＧＵＵＵＴＴ３’，下游引物：５’ＡＡＡＣＡＧＧＧＵＵＣＣＵＵ
ＣＡＵＧＧＴＴ３’；ＳｉＲＮＡ对照片段上游引物：５’ＵＵ
ＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３’，下 游 引 物：５’
ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３’。经过 ３次独立
实验，采用２－ΔΔＣｔ法定量分析相对表达量。
１．２．４　冰冻切片免疫荧光染色　ＣＮＶ诱导后７ｄ
麻醉摘除双侧眼球，将眼球固定２ｈ。然后切除眼前
节和玻璃体，在分级蔗糖溶液（２００ｇ·Ｌ－１、３００ｇ·
Ｌ－１）中低温过夜。将眼球包埋并以８μｍ厚度垂直
切片，封闭３０ｍｉｎ，洗涤后加一抗，分别为小鼠 ＣＤ３１
单克隆抗体（１３００）、兔 β３单克隆抗体（１３００），
４℃过夜。洗涤后滴加二抗，分别为红色荧光标记
的山羊抗兔ＩｇＧ抗体（１２００）、绿色荧光标记的兔
抗小鼠 ＩｇＧ抗体（１２００），室温孵育 ２ｈ，并采用
ＤＡＰＩ染色１０ｍｉｎ。使用共焦显微镜可视化免疫荧
光拍照。采用ＩｍａｇｅＪ测量 ＣＮＶ局部４种不同处理
后β３的总面积（红色；以像素为单位），统计分析
ＣＮＶ中β３在内皮细胞中的表达构成比。
１．２．５　ＯＣＴ检查　使用４ＤＩＳＯＣＴ（ＯｐｔｏＰｒｏｂｅＲｅ
ｓｅａｒｃｈＬｔｄ．，Ｂｕｒｎａｂｙ，ＢＣ，加拿大）提供的软件对
ＣＮＶ的ＲＰＥ层隆起厚度进行定量。每眼中选择４～
６个斑点作分析。ＣＮＶ被定义为ＲＰＥ层上方的纺锤
形的视网膜下超反射区域。选择通过“几何”损伤中

心扫描分析并评估每只小鼠ＣＮＶ损伤的厚度。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　在裂解缓冲液中制备细

胞裂解物，并使用ＢＣＡ蛋白质测定试剂盒测定蛋白
质浓度。将２０μｇ蛋白质在１００ｇ·Ｌ－１聚丙烯酰胺
凝胶上电泳并转移到ＰＶＤＦ膜上。使用一抗在４℃
下孵育过夜。将膜与二抗一起室温培育９０ｍｉｎ。检
测蛋白条带信号并将其标准化为 β肌动蛋白。ＥＣＬ
发光反应后，采用ＩｍａｇｅＪ软件定量分析蛋白条带。
１．２．７　细胞迁移实验（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验）　在２４孔
改良的Ｂｏｙｄｅｎ室评估迁移能力。将２００μＬ在无血
清培养基中的１０×１０６个·Ｌ－１ＲＦ／６Ａ细胞接种在
上室中，并将悬浮在相同培养基中的阴性对照细胞

加入到下室中，最终体积为５００μＬ。３７℃温箱孵育
２４ｈ，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，并用１０ｇ·
Ｌ－１结晶紫甲醇溶液染色，１５ｍｉｎ后 ＰＢＳ清洗。随
机取３个视野进行拍照，所有细胞数目计数后统计
分析。

１．３　统计学方法　本研究统计分析使用ＳＰＳＳ１３．０
软件进行，数据以 珋ｘ±ｓ表示。每个实验至少重复３
次。ＬＳＤ检验后方差分析用于两组比较，其余的统
计分析使用ｔ检验。对所有实验数据行正态分布方
差和非参数检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　激光诱导后不同时间 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４和整合
素αｖβ３的ｍＲＮＡ表达　ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和整合素亚
基β３ｍＲＮＡ在激光诱导前相对表达量最低，分别为
１．１０７±０．１４２和 ０．６４１±０．２９５；ＣＮＶ诱导后 １ｄ
ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的相对表达量为２．７４６±１．０５５，ＣＮＶ
诱导后３ｄ相对表达量最高，为４．２６３±０．４６４，诱导
后５ｄ为 ２．７３６±０．５２３，诱导后 ７ｄ为 １．６７８±
０６３６，诱导后１０ｄ为１．８０４±０．２８２，诱导后１４ｄ为
１７７０±０．３４５。ＣＮＶ诱导后１ｄβ３ｍＲＮＡ的相对表
达量为０．７４６±０．２１８，诱导后３ｄ为１．５９７±０．４６７，
诱导后５ｄ为２．４０２±０．１３６，诱导后７ｄ相对表达量
最高，为 ３．６７８±０．３６４，诱导后 １０ｄ为 １０１４±
００４８，诱导后１４ｄ为０．８３７±０．２４０。整合素亚基αｖ
ｍＲＮＡ表达在ＣＮＶ模型诱后前后基本无明显差异。
２．２　ＲＦ／６Ａ细胞中 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４对整合素亚基
β３的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：ＣＸＣＲ４特异性
的ｓｉＲＮＡ有效抑制了ＣＸＣＲ４蛋白的表达，正常对照
组、ＳｉＣＸＣＲ４敲减组和ＳｉＮＣ模拟敲减组中 ＣＸＣＲ４
蛋白表达分别为：１．６２８±０２６１、０．１６８±０．０３８、
１６１６±０．２６８（图１）。ＳＤＦ１组和 ＳＤＦ１＋ＳｉＮＣ组
整合素亚基 β３的表达均升高，分别为 １．３０１±
００４３、１．２７３±０．０７７，均显著高于对照组（０．２４４±
００６９）（均为 Ｐ＜０．０１）；ＣＸＣＲ４特异性的 ｓｉＲＮＡ和
ＣＸＣＲ４的抑制剂 ＡＭＤ３１００均显著抑制了 ＳＤＦ１诱
导后整合素亚基 β３蛋白的表达（０３２２±０．０４２）、
（０．３３６±０．０７７）（均为Ｐ＜０．０１），见图２。
２．３　ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４对整合素亚基 β３的影响　免
疫荧光显示，激光诱导后７ｄ，绿色荧光标记的 ＣＤ３１
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和红色荧光标记的 β３在 ＣＮＶ区域富集；ＣＮＶ区域
的ＣＤ３１可表达β３（图３）。ＳＤＦ１组处理后 ＣＮＶ７
ｄβ３荧光强度显著增加（１３３８８００±１９１２６６），β３／
ＣＤ３１比率也明显增加（０．４９３±０．１８７），均显著高于
对照组（６４２８９６±１０３４１２）、（０．２６８±０．１５０）（均为
Ｐ＜０．０１）。然而，ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组和 ＳＤＦ１＋
ＳＢ２７３００５组β３荧光强度和 β３／ＣＤ３１比率显著减
弱，为８７２６３４±６３３５１、０３７２±０．０７０和８４０８４２±
１００６６３、０．３２５±０．０６４（Ｐ＜０．０５）。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＣＸＣＲ４蛋白表达

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测整合素亚基αｖ、β３蛋白表达

２．４　ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４调控 αｖβ３增加激光诱导小鼠
ＣＮＶ严重程度　ＯＣＴ显示，ＣＮＶ处 ＲＰＥ层隆起，视
网膜下可见纺锤形超反射病灶（图 ４）。ＳＤＦ１组
ＲＰＥ层的隆起明显升高（１３５．５０３±１０．３０１）μｍ，显
著高于对照组（９４．４４３±１２．１５６）μｍ（Ｐ＜０．０５）。
ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组（９５．２８３±２０．０６２）μｍ和ＳＤＦ１＋
ＳＢ２７３００５组（９９．８０７±１０．４０３）μｍ显著降低了
ＳＤＦ１诱导的ＲＰＥ隆起高度（Ｐ＜０．０５）。
２．５　ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４调控 αｖβ３对内皮细胞迁移的
影响　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测显示（图５）：ＳＤＦ１组细胞迁移
数量增多（３６４．３３３±１１．０６０），显著多于对照组
（１３３０００±１１．２６９）（Ｐ＜０．０１）。ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组
（２１６．３３３±１１．２４０）和ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组（２３．３３３±
１４．５７２）细胞迁移的数量明显较 ＳＤＦ１组减少（均为
Ｐ＜０．０５）。

图３　共焦显微镜下小鼠ＣＮＶ诱导后７ｄＣＮＶ区域ＣＤ３１与β３
的共表达定位。ＣＤ３１呈绿色荧光，β３表达呈红色荧光，两者共
表达区域呈黄色荧光。Ａ：对照组；Ｂ：ＳＤＦ１组；Ｃ：ＳＤＦ１＋
ＡＭＤ３１００组；Ｄ：ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组

图４　ＯＣＴ检测小鼠ＣＮＶ诱导后７ｄＲＰＥ层厚度。Ａ：对照组；Ｂ：ＳＤＦ１组；Ｃ：ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组；Ｄ：ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组

３　讨论

ＣＮＶ是多种眼部疾病的共同病理特征，可导致

视力丧失［９］。因此，抑制新生血管形成在治疗脉络

膜疾病等相关性眼病方面具有重要的作用。ＣＮＶ的
病理变化涉及多种细胞、细胞因子和信号转导通路，
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图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测４组内皮细胞的迁移能力。Ａ：对照组；Ｂ：ＳＤＦ１组；Ｃ：ＳＤＦ１＋ＡＭＤ３１００组；Ｄ：ＳＤＦ１＋ＳＢ２７３００５组

并与组织局部缺血、缺氧或炎症等密切相关。其中，

血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃ
ｔｏｒα，ＴＮＦα）或ＳＤＦ１等细胞因子通过复杂的信号
转导参与内皮细胞增殖、分化、募集并迁移到 ＣＮＶ
处［１０１１］。Ｃａｉ等［１０］证实ＳＤＦ１能够促进缺血性视网
膜病变中内皮细胞的趋化作用，并参与激光诱导小

鼠ＣＮＶ。缺氧条件下 ＲＰＥ细胞培养上清液中可见
高水平的 ＳＤＦ１［４］。此外，在视网膜和脉络膜层中
检测到高水平的ＳＤＦ１。在ＳＤＦ１上调的同时，其特
异性受体 ＣＸＣＲ４在 ＣＮＶ的内皮细胞中表达升高。
本研究同样证明：在激光诱导的小鼠 ＣＮＶ模型中，
视网膜脉络膜组织中 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ在激光诱发
ＣＮＶ后随时间的延长，表达开始升高，到ＣＮＶ３ｄ表
达量最高，随后开始下降。提示 ＣＸＣＲ４参与小鼠
ＣＮＶ的发生，并在ＣＮＶ发展的早期就起到重要的作
用。这与Ｍａｄｄｉｒｅｌａ等［１２］的报道结果一致。

ＳＤＦ１和ＣＸＣＲ４之间的相互作用调节了内皮动
员、靶向性迁移、募集和分化的整个过程。作为内皮

细胞上的主要趋化因子受体，表达 ＣＸＣＲ４的细胞会
遵循ＳＤＦ１浓度梯度做定向迁移。既往还有研究显
示［１３１４］：年龄相关性黄斑变性患者的 ＣＮＶ膜中表达
αｖβ３，糖尿病视网膜病变患者的视网膜前膜中存在
αｖβ３和αｖβ５，眼组织胞浆菌病综合征患者ＣＮＶ膜中
表达αｖβ３。整合素在成熟的眼部血管中并不存在，但
在活化的内皮细胞中选择性表达。整合素亚基β３通
过与纤连蛋白结合介导细胞与细胞外基质的黏附，这

可能有助于 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４募集过程中的管腔的形
成。本研究还证实了 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴对 ＣＮＶ的影
响，并观察到ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４和黏附因子在ＣＮＶ中的
作用。本研究发现：在小鼠ＣＮＶ发展过程中，β３整合
素亚基表达增加，其变化趋势与 ＣＸＣＲ４相似，而 αｖ
亚基表达则无明显变化。提示β３整合素亚基可能与
ＣＸＣＲ４相互作用，影响ＣＮＶ的发生发展。

体内免疫荧光染色激光共表达定位中显示：激

光诱导的小鼠ＣＮＶ模型中，整合素亚基 β３在 ＣＮＶ
局部内皮细胞上高表达。且小鼠玻璃体内注射ＳＤＦ
１后７ｄ，内皮细胞上表达的 β３亚基明显升高，促进
更多的内皮细胞迁移至 ＣＮＶ区域。提示整合素亚

基β３上调来源于内皮细胞。ＯＣＴ显示：ＣＮＶ的病
变加重，而小鼠 ＣＮＶ后玻璃体内注射 ＣＸＣＲ４功能
性抑制剂 ＡＭＤ３１００或整合素 αｖβ３的抑制剂
ＳＢ２７３００５后７ｄ，内皮细胞上表达的 β３亚基减少，
迁移至 ＣＮＶ局部的内皮细胞减少，ＣＮＶ的病变减
轻。提示ＡＭＤ３１００或 ＳＢ２７３００５可以抑制由 ＳＤＦ１
介导的内皮细胞上β３的表达，从而减轻 ＣＮＶ病变。
这与Ｌｏｏｍａｎｓ等［１５］研究认为骨髓来源的血管内皮祖

细胞向炎性细胞分化增多，而向血管细胞分化减少

不完全一致，可能由于 Ｌｏｏｍａｎｓ等［１５］的研究为体外

实验，并且仅比较了糖尿病小鼠和正常小鼠之间血

管内皮祖细胞的差异，并未涉及 ＣＮＶ小鼠或 ＳＤＦ１
和整合素等上调促进血管内皮祖细胞向血管内皮细

胞分化的因素。本研究体外实验中 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
细胞迁移实验均显示：加入 ＳＤＦ１，整合素亚基 β３
表达增加，而 ＣＸＣＲ４的特异性 ＳｉＲＮＡ、功能性阻断
剂ＡＭＤ３１００和整合素抑制剂ＳＢ２７３００５均可有效抑
制整合素亚基 β３的表达和内皮细胞的迁移能力。
提示在ＲＦ／６Ａ细胞中，ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４可以上调整合
素亚基β３的表达。抑制ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４信号传导以
及下游的整合素亚基β３的表达，则可以显著抑制内
皮细胞的迁移。这可能成为 ＣＮＶ治疗的替代选择。
ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４与黏附分子之间的关联仅在肾癌和
前列腺癌等肿瘤细胞的研究中被报道过［１６１７］，而本

研究发现提供了趋化因子受体和整合素在 ＣＮＶ发
病机制中的相互关联。

综上所述，本研究显示小鼠 ＣＮＶ中内皮细胞表
达的整合素 αｖβ３被 ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４信号激发后升
高。ＣＸＣＲ４或整合素αｖβ３的抑制剂降低了内皮细
胞的迁移，并最终减轻了 ＣＮＶ病变的严重程度，为
ＣＮＶ发生的又一危险因素提供了佐证，从而找到一
个新的、更高效的分子靶点，实现对 ＣＮＶ的多角度
治疗，也为临床工作提供了新的理论依据。
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关于我刊文后参考文献引用和著录新标准的说明

　　为了正确执行国家标准 ＧＢ／Ｔ７７１４２０１５《信息与文献参
考文献著录规则》，自２０１６年１月起，我刊文后参考文献的引
用和著录执行以下新标准。
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１．２　引文参考文献（ｃｉｔｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）　著者为撰写或编辑论
著而引用的信息资源。页码只需著录引用信息所在页。
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络膜新生血管基质金属蛋白酶２和基质金属蛋白酶９的表
达调控［Ｊ］．眼科新进展，２０１５，２５（６）：５０４．

ＹＡＮＧＸＭ，ＷＡＮＧＹＳ．ＣｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭＥＫ／ＥＲＫｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１５，２５（６）：５０４．
２　著者的著录新规则

著者的著录时要求其姓全部著录，字母全大写，名可缩写

为首字母，缩写名后省略缩写点。

著录格式示例如下：

［１］　 ＣＯＯＫＥＣＡ，ＬＵＭ ＤＪ，ＷＨＥＥＬＤＯＮ ＣＥ，ＴＥＯＨ Ｈ，
ＭＣＧＨＥＥＣＮ．Ｓｕｒｇｉｃａｌａｐｐｒｏａｃｈ，ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，ａｎｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｃａｔａｒａｃｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｕｅｌｅｎｓｅｘｆｏｌｉ
ａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣａｔａｒａｃｔＲｅｆｒａｃｔＳｕｒｇ，２００７，３３（４）：７３５
７３８．

３　标识符号
论文正文和文献表中的序号均要使用“［　］”括起，正文

中连续序号和文献表中连续页码间用短横线连接。

需要注意的是，国家新标准新增了４个文献类型及其标
识：（１）档案，Ａ：分类保存以备查考的文件和材料，如人事档
案、科技档案、法律法规、政府文件等。（２）舆图，ＣＭ：世界、国
家、区域的地图。（３）数据集，ＤＳ：一种由数据所组成的集合，
又称为资料集、数据集合或资料集合。（４）其他，Ｚ：凡是归不
进前面１５个类型的文献，均可放到“Ｚ”中。
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