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【摘要】　目的　对比ｔｅｎｏｍｏｄｕｌｉｎ（ＴＮＭＤ）和 ａｖａｓｔｉｎ对血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）诱导的人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）增殖和体外血管样结构形
成的抑制作用。方法　将传至３～６代的ＨＵＶＥＣ接种于微孔板中贴壁生长，再置于孵箱中培养６ｈ，分别加入不同剂量 ＶＥＧＦ
处理２４ｈ，ＭＴＴ法测量细胞增殖能力，筛选促进细胞最大增殖作用的ＶＥＧＦ剂量Ａ。将ＨＵＶＥＣ分别加入Ａ剂量的 ＶＥＧＦ＋不
同剂量（０２５ｍｇ·Ｌ－１、０．５０ｍｇ·Ｌ－１、１．００ｍｇ·Ｌ－１、２．００ｍｇ·Ｌ－１）的 ＴＮＭＤ或 ａｖａｓｔｉｎ置于孵箱中培养２４ｈ，ＭＴＴ法检测
ＴＮＭＤ和ａｖａｓｔｉｎ对ＶＥＧＦ诱导的ＨＵＶＥＣ增殖抑制的差异。基质胶体实验检测细胞体外血管形成的形态和长度：实验分为４
组，Ａ组为阳性对照；Ｂ组添加ＶＥＧＦ；Ｃ组添加 ＶＥＧＦ和 ａｖａｓｔｉｎ；Ｄ组添加ＶＥＧＦ和ＴＮＭＤ，共焦显微镜下观察细胞形态，图像处
理分析软件量化分析毛细血管样结构的差异。结果　ＭＴＴ在４９０ｎｍ波长处测定吸光值（Ａ值）检测细胞增殖，结果显示，相同药
物浓度时ＴＮＭＤ的Ａ值均明显低于ａｖａｓｔｉｎ的Ａ值（均为Ｐ＜００１）。基质胶体实验结果显示，Ｄ组的毛细血管样结构破坏明显；Ａ
组、Ｂ组、Ｃ组和Ｄ组细胞总长度分别为（７４２２±３１１）μｍ、（９３６９±１２１）μｍ、（６４９９±２５８）μｍ、（５２９２±１３７）μｍ，两两相比差异均有统
计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＮＭＤ比ａｖａｓｔｉｎ对体外培养的ＨＵＶＥＣ增殖具有更强的抑制作用。
【关键词】　ｔｅｎｏｍｏｄｕｌｉｎ；ａｖａｓｔｉｎ；人脐静脉内皮细胞；细胞增殖
【中图分类号】　Ｒ７７

·０２９· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼科新进展　２０１９年１０月　第３９卷　第１０期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３９Ｎｏ．１０Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１９



　　新生血管性眼病是以病理性新生血管异常增生
为病变特征的致盲率极高的眼病［１］，其中湿性年龄

相关性黄斑变性（ｗｅｔａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａ
ｔｉｏｎ，ｗＡＭＤ）更是导致老年人视力丧失的主要元
凶［２］。ｗＡＭＤ的特点是黄斑区脉络膜新生血管形
成，非正常的血管增生、渗漏、出血导致黄斑区微结

构破坏，最终瘢痕化造成不可逆的视力破坏［３］。近

年来，随着 ｌｕｃｅｎｔｉｓ（又名 ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ）、ａｖａｓｔｉｎ（又名
ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ）等血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅ
ｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）抑制剂玻璃体内注射的广泛
应用，抗 ＶＥＧＦ治疗已成为目前最有效的治疗
ｗＡＭＤ的手段。

ａｖａｓｔｉｎ是一种重组的人类单克隆 ＩｇＧ１抗体，包
含了人源抗体的结构区和可结合 ＶＥＧＦ的鼠源单抗
的互补决定区，能与人 ＶＥＧＦ结合并阻断其生物学
活性，目前已被广泛应用于抗肿瘤及新生血管性眼

病的治疗中［４５］。虽然抗 ＶＥＧＦ治疗为 ｗＡＭＤ等视
网膜新生血管性眼病提供了有效的治疗办法，但为

维持治疗的有效性目前仍需长期重复注射，带来的

是安全风险的增加及患者负担的加重。报道过的不

良事件包括眼内炎、眼出血、中风和心肌梗塞等［３］。

基于此，寻找更安全有效的眼内抗新生血管药物一

直是眼科医师追寻的热点。

ｔｅｎｏｍｏｄｕｌｉｎ（ＴＮＭＤ）是肿瘤坏死因子家族的新
成员［６］，属于跨膜蛋白类血管生成抑制因子［７］。研

究证实，ＴＮＭＤ在体外能抑制血管内皮细胞增生及
血管样结构的形成，在体内能抑制肿瘤的发生［８１１］。

我们的前期研究证实，ＴＮＭＤ对血管内皮细胞增生
有明显抑制作用［１２］，并能抑制氧诱导视网膜病变小

鼠模型新生血管的形成［１３］。本研究旨在比较ＴＮＭＤ
与ａｖａｓｔｉｎ对体外培养的血管内皮细胞增生抑制作用
的强弱，为寻找更强有力的抗 ＶＥＧＦ药物提供实验
数据。

１　材料与方法

１．１　材料　ＴＮＭＤ（１ｇ·Ｌ－１，美国Ａｂｃａｍ公司）于
－２０℃冷冻保存，在 ｐＨ７．４、０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐
缓冲液（ＰＢＳ）中溶解，溶解后的ＴＮＭＤ在２～４℃环
境中可以保存６周。ａｖａｓｔｉｎ（２５ｇ·Ｌ－１，瑞氏罗氏公
司）保存在２～８℃的环境中，不可冷冻。人脐静脉
内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵ
ＶＥＣ；ＫｅｙＧｅｎ中国有限公司）；ＶＥＧＦ（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ中
国公司）；ＭＴＴ细胞增殖检测试剂盒（德国Ａｐｐｌｉｃｈｅｍ
公司）；ＭａｔｒｉｇｅｌＭａｔｒｉｘ生长因子递减基质胶（美国
ＢＤ公司）；ＤＭＥＭ培养基（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；体积
分数１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、ＨｕＭｅ
ｄｉａＥＧ２培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）。共焦显微镜（日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ）；多功能酶标仪（ＴｈｅｍｏＭｕｌｔｉｓｃａｎＭＫ３，
美国）；２４孔、９６微孔细胞培养板（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　ＨＵＶＥＣ为贴壁生长细胞，在含
有体积分数１０％ ＦＢＳ和１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青霉素和
链霉素的 ＨｕＭｅｄｉａＥＧ２和ＤＭＥＭ培养基中生长，置
于体积分数５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养，２～３ｄ更
换一次培养基，细胞生长至融合时，用１．２５ｇ·Ｌ－１

胰蛋白酶乙二胺四乙酸消化，按１２比例传代，传
代至３～６代的ＨＵＶＥＣ共焦显微镜下呈鹅卵石样外
观，排列紧密、均匀，保持着血管内皮细胞所具有的

基本结构和生物学共性，用于本实验。

１．２．２　细胞增殖实验
１．２．２．１　ＭＴＴ法筛选ＶＥＧＦ的合适剂量　将传至
３～６代的ＨＵＶＥＣ按每孔５０×１０３个接种于９６微孔
细胞培养板中（每孔１００μＬ），培养２４ｈ后，置于含
体积分数０．５％ＦＢＳ的培养基中培养６ｈ，使细胞处
于饥饿状态，之后分别加入 ２５μｇ· Ｌ－１、５０
μｇ·Ｌ－１、１００μｇ·Ｌ－１、２００．００μｇ·Ｌ－１的 ＶＥＧＦ刺
激２４ｈ，每孔加入１０μＬ５×１０３ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液行
ＭＴＴ染色，孵育４ｈ，加入１５０μＬ二甲基亚砜并充分
混合１０ｍｉｎ后，用微板读数器在４９０ｎｍ处测量吸光
度值（Ａ值），检测细胞增殖能力，统计分析得出有促
进增殖作用的ＶＥＧＦ剂量Ａ。
１．２．２．２　比较 ＴＮＭＤ和 ａｖａｓｔｉｎ对细胞增殖抑制
的差异　ＨＵＶＥＣ按每孔 ５０×１０３个接种于９６微孔
细胞培养板中（每孔１００μＬ），培养２４ｈ后，置于含
体积分数０．５％的 ＦＢＳ培养基中６ｈ，之后分别加入
Ａ剂量的 ＶＥＧＦ＋０．２５ｍｇ·Ｌ－１、０．５０ｍｇ·Ｌ－１、
１００ｍｇ·Ｌ－１、２．００ｍｇ·Ｌ－１的 ＴＮＭＤ及 Ａ剂量的
ＶＥＧＦ＋０２５ｍｇ·Ｌ－１、０．５０ｍｇ·Ｌ－１、１．００ｍｇ·
Ｌ－１、２００ｍｇ·Ｌ－１的 ａｖａｓｔｉｎ置于孵箱中培养２４ｈ，
ＭＴＴ法检测ＴＮＭＤ和ａｖａｓｔｉｎ对ＶＥＧＦ诱导的血管内
皮细胞增殖抑制的差异。

１．２．３　基质胶体实验　ＭａｔｒｉｇｅｌＭａｔｒｉｘ基质胶呈冰
冻固态，在冰水中缓慢融化，融化后的基质胶置于

４℃ 冰箱中待用。２４孔细胞培养板中每孔注入４００
μＬ基质胶，在３７℃孵箱中放置３０ｍｉｎ，ＭａｔｒｉｇｅｌＭａ
ｔｒｉｘ由黄色液态变为粉红色胶冻状态。ＨＵＶＥＣ在含
有体积分数１％ＦＢＳ的培养基中孵育４ｈ，胰蛋白酶
消化，分别以每孔６０×１０３个细胞接种于粉红色基
质胶表面，置于３７℃孵箱中孵育６ｈ。实验依据培
养基不同分为４组，Ａ组：体积分数１％ＦＢＳ组作为
阳性对照组；Ｂ组：体积分数１％ＦＢＳ＋１００μｇ·Ｌ－１

ＶＥＧＦ；Ｃ组：体积分数 １％ＦＢＳ＋１００μｇ·Ｌ－１

ＶＥＧＦ＋２．５０ｍｇ·Ｌ－１ａｖａｓｔｉｎ；Ｄ组：体积分数 １％
ＦＢＳ＋１００μｇ·Ｌ－１ＶＥＧＦ＋１０．００ｍｇ·Ｌ－１ＴＮＭＤ。
每组设５个复孔，剩余４孔在基质胶表面添加 ＰＢＳ
作为阴性对照，同时起到保湿作用。共焦显微镜下

观察细胞形态。为量化分析 ＨＵＶＥＣ毛细血管样结
构，各视野随机选择，管型细胞总长度用美国国立研

究院ＮＩＨ１．６１版图像处理和分析软件测量获得，该
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软件从美国国立卫生研究院公共软件区 ｈｔｔｐ：／／ｒｓｂ．
ｉｎｆｏ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｉｈｉｍａｇｅ下载获得。实验进行３次，取
其平均值。

１．３　统计学分析　实验数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计学
分析软件处理，多组间比较使用单因素方差分析，组

间的多重比较采用Ｓｃｈｅｆｆｅｍｕｌｔｉｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ检验。检
验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＭＴＴ法筛选ＶＥＧＦ最优剂量　在含体积分数
０．５％ＦＢＳ低浓度培养基中添加不同浓度的 ＶＥＧＦ，
设对照 ＨＵＶＥＣ的 Ａ值为１．０，ＭＴＴ检测结果显示，
２５μｇ·Ｌ－１、５０μｇ·Ｌ－１、１００μｇ·Ｌ－１、２００μｇ·Ｌ－１

的ＶＥＧＦ相对应 Ａ值分别为 １．０６８、１．１５９、１．１８４、
１１７４，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１），１００
μｇ·Ｌ－１ＶＥＧＦ时 ＨＵＶＥＣ增殖最为显著，后续实验
使用此浓度进行。

２．２　ＴＮＭＤ和ａｖａｓｔｉｎ对ＨＵＶＥＣ增殖的抑制作用
　１００μｇ·Ｌ－１ＶＥＧＦ＋不同浓度的 ａｖａｓｔｉｎ经 ＭＴＴ
染色后显示，设对照 ＨＵＶＥＣ的 Ａ值为１，则单纯添
加ＶＥＧＦ的Ａ值为１．１６３，１００μｇ·Ｌ－１ＶＥＧＦ＋０．２５
ｍｇ·Ｌ－１、０．５０ｍｇ·Ｌ－１、１．００ｍｇ·Ｌ－１、２．００ｍｇ·
Ｌ－１ａｖａｓｔｉｎ的 Ａ值呈不断下降趋势，分别为１．１３８、
１１２２、１．１１５、１．０８１；１００μｇ·Ｌ－１ＶＥＧＦ＋０．２５ｍｇ·
Ｌ－１、０５０ｍｇ·Ｌ－１、１．００ｍｇ·Ｌ－１、２．００ｍｇ·Ｌ－１

ＴＮＭＤ的Ａ值分别为１．１１７、１．０９５、１．０８１、１０６１，相同
浓度下ＴＮＭＤ的Ａ值明显低于ａｖａｓｔｉｎ的Ａ值，差异均
有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１），表明ＴＮＭＤ比ａｖａｓｔｉｎ
具有更强的抑制细胞增殖的作用（图１）。

图１　ＴＮＭＤ和 ａｖａｓｔｉｎ对 ＶＥＧＦ诱导的 ＨＵＶＥＣ增殖的抑制
作用

２．３　ＴＮＭＤ和ａｖａｓｔｉｎ对ＨＵＶＥＣ体外血管样结构
形成的抑制作用　ＨＵＶＥＣ在基质胶表面形成的毛
细血管样结构依据培养基的不同而有明显差异，Ａ
组：ＨＵＶＥＣ在基质胶表面形成毛细血管样结构并相
互连接成网状，细胞总长度为（７４２２±３１１）μｍ；Ｂ
组：毛细血管样结构增多，管状结构长度明显增长，

细胞总长度为（９３６９±１２１）μｍ；Ｃ组：网状结构稀疏
变少，细胞总长度降为（６４９９±２５８）μｍ；Ｄ组：毛细
血管样结构破坏明显，各视野内管型细胞总长度明

显变短，细胞总长度降至（５２９２±１３７）μｍ。４组间细
胞总长度差异有统计学意义（Ｆ＝１２１．３７，Ｐ＜
００１），两两相比差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）。表明 ＴＮＭＤ对 ＨＵＶＥＣ血管样结构的形成
较ａｖａｓｔｉｎ有更强的抑制作用（图２）。

图２　各组ＨＵＶＥＣ血管样结构（×１００）。Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组

３　讨论

虽然ｌｕｃｅｎｔｉｓ、ａｖａｓｔｉｎ等抗 ＶＥＧＦ药物因其有效
性、安全性已成为治疗新生血管性眼病最主要的手

段之一，但眼内多次重复注射带来诸多安全隐患并

增加了患者的经济负担。目前研究发现，许多具有

重要调节功能的新的蛋白类分子具有强有效的抗新

生血管作用，能阻断ＶＥＧＦ活性，从而抑制新生血管
化的进程［１４］。

ＴＮＭＤ是近年在研究肿瘤时发现的对新生血管
具有极强抑制作用的蛋白类分子之一，是一种Ⅱ类
跨膜糖蛋白，主要在致密少血管的结缔组织，包括肌

腱、韧带和眼巩膜、玻璃体、房水中表达［１５１６］，缺乏

ＴＮＭＤ的新生小鼠出现软骨发育迟滞，成年鼠表现
为胶原纤维断裂。ＴＮＭＤ存在于细胞表面，其结构
上包含一个Ｃ羧基端，与ＣｈＭＩ前体同源，ＣｈＭＩ抑
制血管形成的功能性领域也正是在这个 Ｃ羧基
端［１０］。有研究表明，ＴＮＭＤ在体外抑制血管内皮细
胞的增殖和血管样结构的形成，在体内抑制肿瘤血

管的生成而具有相当强的抗肿瘤效果［１１］。我们早

期的研究也证实，ＴＮＭＤ对血管内皮细胞增生有明
显抑制作用［１２］，并对高氧诱导的缺血性视网膜病变

及病理性新生血管的形成有明显的抑制作用［１７］。

近年来研究发现，生理状态下，刺激和抑制血管
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生成受到内源性正向、负向调节因子的调控，其生长

和抑制处于一种动态平衡，导致血管的数量、形态、

结构保持高度稳定［１０］。病理状态下这种动态平衡

被打破，其中ＶＥＧＦ是导致血管生成的主要因素，缺
氧是促使ＶＥＧＦ高表达的主要原因。阻断 ＶＥＧＦ活
性能抑制新生血管化的进程。

本研究通过比较ＴＮＭＤ和ａｖａｓｔｉｎ两种ＶＥＧＦ抑
制剂对ＶＥＧＦ刺激下的 ＨＵＶＥＣ增殖和毛细管样结
构形成的抑制作用，旨在为研究新生血管的发生发

展机制及筛选更强有力的新生血管抑制剂提供可靠

的实验依据。本研究采用 ＭＴＴ染色法测定细胞增
殖，与ＨＵＶＥＣ比较，单纯添加 ＶＥＧＦ的 Ａ值明显上
升，但在添加 ａｖａｓｔｉｎ后，随 ａｖａｓｔｉｎ浓度的增加，Ａ值
呈不断下降趋势，另外一组添加 ＴＮＭＤ的 Ａ值也随
药物浓度的增加而呈明显下降趋势，且下降速度比

添加ａｖａｓｔｉｎ组更快，经统计学分析，相同药物浓度的
ＴＮＭＤ的Ａ值明显低于 ａｖａｓｔｉｎ的 Ａ值，差异均有统
计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。本研究结果提示，ＴＮＭＤ
比ａｖａｓｔｉｎ具有更强的抑制细胞增殖的作用。本研究
利用基质胶体实验对比观察ＴＮＭＤ和ａｖａｓｔｉｎ对ＨＵ
ＶＥＣ体外血管形成的抑制作用。细胞在基质胶表面
形成的毛细血管样结构依据培养基的不同而有明显

差异，与阳性对照组（Ａ组）比较，添加 ＶＥＧＦ组（Ｂ
组）毛细血管样结构增多，管状结构长度明显增长；

添加ａｖａｓｔｉｎ组（Ｃ组）网状结构稀疏变少，细胞总长
度下降；添加 ＴＮＭＤ组（Ｄ组）毛细血管样结构破坏
明显，各视野内管型细胞总长度明显变短，本研究结

果提示，ＴＮＭＤ对ＨＵＶＥＣ血管样结构的形成较 ａｖａ
ｓｔｉｎ有更强的抑制作用。

本研究结果表明，ＴＮＭＤ作为一种更强有效的
ＶＥＧＦ抑制剂，在预防和治疗新生血管性眼病的进程
中有巨大的潜力，本实验也为该药用于体内研究提

供了一定的实验基础。
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