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【摘要】　目的　探讨ＨｔｒＡ丝氨酸肽酶３（ＨＴＲＡ３）基因对脉络膜新生血管（ＣＮＶ）和Ｍ２型
巨噬细胞极化的影响。方法　收集３０例湿性年龄相关性黄斑变性（ｗＡＭＤ）患者（ｗＡＭＤ
组）和３０例同期健康体检者（健康组）的空腹静脉血，通过ｑＲＴＰＣＲ检测血清ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ
水平。将ＲＦ／６Ａ细胞随机分为对照组、ＮＣｓｈ组和ＨＴＲＡ３ｓｈ组，使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将
ＮＣｓｈＲＮＡ和ＨＴＲＡ３ｓｈＲＮＡ慢病毒载体分别转染到ＮＣｓｈ组和ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞
中，通过ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＴＲＡ３的转染情况。将ＲＦ／６Ａ细胞随机分为Ｎ组、
Ｈ组、Ｈ＋ＮＣｓｈ组和Ｈ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组，细胞转染后，Ｎ组ＲＦ／６Ａ细胞在完全ＲＰＭＩ１６４０培
养基中进行常氧培养，其他组细胞在添加２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钴（ＣｏＣｌ２）的ＲＰＭＩ１６４０培养
基中进行低氧培养，使用Ｍａｔｒｉｇｅｌ测定小管形成。将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为对照组、ＣＮＶ
组、ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组和ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组，每组１２只。对照组为未建模的小鼠，其他组为激
光诱导的ＣＮＶ模型小鼠。向ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组和ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠玻璃体内分别注射
１μＬ滴度为１×１０１１ＴＵ·ｍＬ－１的ＮＣｓｈＲＮＡ和ＨＴＲＡ３ｓｈＲＮＡ慢病毒载体。对照组和ＣＮＶ
组小鼠注射ＰＢＳ。注射后７ｄ，对小鼠进行荧光素眼底血管造影（ＦＦＡ）检测和眼球苏木精伊
红（ＨＥ）染色。通过ｑＲＴＰＣＲ检测ＲＦ／６Ａ细胞或各组小鼠脉络膜组织中ＨＴＲＡ３、类几丁质
酶３样蛋白３（Ｙｍ１）、精氨酸酶１（Ａｒｇ１）、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）、环氧化酶２（ＣＯＸ
２）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ水平。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＦ／６Ａ细胞或脉络膜
组织中ＨＴＲＡ３、ＶＥＧＦ和细胞核核因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５的蛋白表达水平。结果　与健康组
比较，ｗＡＭＤ组患者的血清ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ水平升高（ｔ＝１１．８０４，Ｐ＜０．００１）。与对照组和
ＮＣｓｈ组比较，ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞的 ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平降低（Ｐ＜
０．０５）。与Ｎ组比较，Ｈ组ＲＦ／６Ａ细胞的闭合管腔数量、ＨＴＲＡ３和ＶＥＧＦ的ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平均增加（均为Ｐ＜０．０５）。与 Ｈ＋ＮＣｓｈ组比较，Ｈ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞的
闭合管腔数量、ＨＴＲＡ３和ＶＥＧＦ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均减少（均为 Ｐ＜０．０５）。与对
照组比较，ＣＮＶ组小鼠的 ＨＴＲＡ３的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平增加，ＣＮＶ相对荧光强度升
高，Ｙｍ１和Ａｒｇ１ｍＲＮＡ水平升高，ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平降低，细胞核ＮＦκＢｐ６５蛋

白表达水平升高（均为Ｐ＜０．０５）。与ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组比较，ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠的ＨＴＲＡ３的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平减少，
ＣＮＶ相对荧光强度降低，Ｙｍ１和Ａｒｇ１ｍＲＮＡ水平降低，ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平升高，细胞核ＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平降低
（均为Ｐ＜０．０５）。结论　下调ＨＴＲＡ３可抑制ＣＮＶ形成和Ｍ２型巨噬细胞极化，ＨＴＲＡ３可能是防治ｗＡＭＤ的重要潜在靶点。
【关键词】　湿性年龄相关性黄斑变性；脉络膜新生血管；ＨｔｒＡ丝氨酸肽酶３；Ｍ２型巨噬细胞极化
【中图分类号】　Ｒ７７４．５

　　湿性年龄相关性黄斑变性（ｗＡＭＤ）是一种累及
视网膜黄斑区的眼病之一，在老年人群中具有较高

的发病率［１２］。脉络膜新生血管（ＣＮＶ）是 ｗＡＭＤ的
典型病变，也是导致患者视力丧失的主要原因［３］。

目前，虽然玻璃体内注射血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
抑制剂在治疗ｗＡＭＤ方面取得了一定疗效［４］，然而，

抗ＶＥＧＦ药物存在耐药性问题［５］，并且会引起眼压

升高［６］、眼部感染［７］等并发症，因此，仍需要开发

ＡＭＤ的新型治疗手段。免疫微环境失衡是导致
ｗＡＭＤ的始发因素，ｗＡＭＤ病变部位出现大量巨噬
细胞浸润，这些巨噬细胞通过分泌 ＶＥＧＦ和炎性因
子促进血管内皮细胞增殖并引起新生血管渗漏，导

致ｗＡＭＤ形成［８］。巨噬细胞具有可塑性，可极化为

Ｍ１和 Ｍ２型，其中 Ｍ２型极化可导致脉络膜血管形
成［９１０］。因此，调控巨噬细胞表型是治疗 ｗＡＭＤ的
有效途径。ＨｔｒＡ丝氨酸肽酶３（ＨＴＲＡ３）是２００３年

首次报道的一个蛋白质编码基因，位于染色体４ｐ１６．１
上［１１］。ＨＴＲＡ３与ＨＴＲＡ１类似，都能抑制转化生长
因子β家族蛋白介导的信号通路［１２］。据报道，

ＨＴＲＡ１基因启动子里的一个单核苷酸多态性与
ＡＭＤ有关联，含有 ＨＴＲＡ１多态性的人群发生 ＡＭＤ
的危险度比正常人高 １０倍［１３１４］。ＨＴＲＡ３在 ＡＭＤ
小鼠视网膜中表达升高，提示 ＨＴＲＡ３很可能参与
ＡＭＤ病变的进展［１５］。另外，ＨＴＲＡ３可能调节免疫
细胞功能［１６］。本研究旨在揭示 ＨＴＲＡ３基因对 ＣＮＶ
和Ｍ２型巨噬细胞极化的影响，从而开发 ＡＭＤ的新
型治疗靶标。

１　材料与方法　

１．１　材料
１．１．１　实验试剂

慢病毒载体由吉玛基因合成。ＲＰＭＩ１６４０培养
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基（货号：２２４００１０５）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。氯化钴
（ＣｏＣｌ２）（货号：Ｃ８６６１）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（货号：１１６６８０２７）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。Ｍａｔｒｉｇｅｌ（货号：３５６２３４）购自美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ公司。苏木精伊红（ＨＥ）染色试剂盒（货号：
Ｃ０１０５Ｓ）、ＴＲＩｚｏｌ（货号：Ｒ００１６）、ＲＩＰＡ裂解液（货号：
Ｐ００１３Ｂ）、ＥＣＬ试剂盒（货号：Ｐ００１８Ｓ）购自碧云天生
物技术研究所。荧光素钠（货号：Ａ８３３）购自美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
盒（货号：ＲＲ０３６Ａ）购自日本 ＴａＫａＲａ公司。ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：４３６７６５９）购自美国 ＡＢＩ公
司。ＨＴＲＡ３（货号：ａｂ２２７４６３）、ＶＥＧＦＡ（货号：ａｂ４６１５４）、
核因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５（货号：ａｂ２８８７５１）、ＬａｍｉｎＢ（货
号：ａｂ３２５３５）和βａｃｔｉｎ（货号：ａｂ８２２６）一抗以及ＨＲＰ标
记的 ＩｇＧ二抗（货号：ａｂ２０５７１８）购自英国 Ａｂｃａｍ
公司。

１．１．２　实验细胞和动物
恒河猴脉络膜血管内皮细胞系（ＲＦ／６Ａ）购自美

国 ＡＴＣＣ。６０只 ＳＰＦ级雄性老龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
（１８～２０个月龄，体重 ３５～４０ｇ）由西北大学提供
［ＳＹＸＫ（陕）２０２１００４］。小鼠在２５℃、５５％相对湿
度、１２ｈ循环照明环境中使用标准小鼠饲料和纯净
水饲养。

１．２　方法
１．２．１　血清样本收集

２０１９年１月至２０２２年８月期间，收集西安市人
民医院（西安市第四医院）就诊的３０例 ｗＡＭＤ患者
为ｗＡＭＤ组，其中男 １６例，女 １４例，年龄 ５１～７８
（６８．８１±６．０９）岁，参考 ｗＡＭＤ国际诊断标准［１７］对

患者进行诊断。剔除伴有其他视网膜疾病、恶性肿

瘤、心脑血管系统疾病、器官病变及接受治疗的

ｗＡＭＤ患者。收集同期来院体检的健康者３０例为健
康组，其中男１５例，女１５例，年龄５３～８１（７０．４３±
６．４２）岁。健康组与ｗＡＭＤ组受试者的年龄、性别比
例相比，差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）。收
集两组受试者的空腹静脉血，ｑＲＴＰＣＲ检测血清
ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ水平。本研究通过西安市人民医院
（西安市第四医院）伦理委员会审批（审批号：

２０１９０１１７００２５），受试者均知情同意。
１．２．２　细胞培养与转染处理

将ＲＦ／６Ａ细胞培养在添加体积分数１０％胎牛
血清和１０ｇ·Ｌ－１双抗的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置于
３７℃和含体积分数５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养。
细胞生长至对数期后用于实验。将 ＲＦ／６Ａ细胞随
机分为对照组、ＮＣｓｈ组和ＨＴＲＡ３ｓｈ组，６孔板中接
种ＲＦ／６Ａ细胞并培养至 ８０％融合，按照试剂盒说
明，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ＮＣｓｈＲＮＡ和 ＨＴＲＡ３
ｓｈＲＮＡ慢病毒载体分别转染到 ＮＣｓｈ组和 ＨＴＲＡ３
ｓｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞。对照组细胞不进行转染。转染
４８ｈ后，通过 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＴＲＡ３

的转染效率。每组设置６个复孔。
１．２．３　细胞分组及处理

验证ＨＴＲＡ３转染效率后，将 ＲＦ／６Ａ细胞随机
分为Ｎ组、Ｈ组、Ｈ＋ＮＣｓｈ组和 Ｈ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组。
其中，Ｈ＋ＮＣｓｈ组和 Ｈ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组细胞分别转
染ＮＣｓｈＲＮＡ和ＨＴＲＡ３ｓｈＲＮＡ；Ｎ组ＲＦ／６Ａ细胞在
完全ＲＰＭＩ１６４０培养基中进行常氧培养，其他组细
胞在添加２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣｏＣｌ２的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基中进行低氧培养。每组设置６个复孔。
１．２．４　小管形成测定

使用Ｍａｔｒｉｇｅｌ（每孔８０μＬ）包被９６孔板，室温静
置３０ｍｉｎ，加入１．２．３分组处理后的细胞３０μＬ（每
孔５×１０４个ＲＦ／６Ａ细胞），培养６ｈ后在显微镜下
观察小管形成情况，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件计算闭
合管腔数量。每组设置６个复孔。
１．２．５　激光诱导ＣＮＶ小鼠模型

使用复方托吡酰胺滴眼液对小鼠进行散瞳，

１０ｇ·Ｌ－１苯巴比妥钠经腹腔注射麻醉小鼠（１０
ｍＬ·ｋｇ－１）。围绕视盘用氩激光（激光波长３５０ｎｍ，
输出功率 ３５０ｍＷ，曝光时间 ０．１ｓ，光斑直径 ７５
μｍ）对小鼠双眼发射四个激光点。光凝后有白色气
泡产生证实Ｂｒｕｃｈ膜破裂，表明建模成功。
１．２．６　动物分组及处理

将小鼠随机分为对照组、ＣＮＶ组、ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ
组和ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组，每组１２只。对照组为未
建模的小鼠，其他组为 ＣＮＶ建模成功的小鼠。使用
盐酸奥布卡因进行表面麻醉，然后使用３０Ｇ穿刺针
头向 ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组和 ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠玻
璃体内分别注射１μＬ滴度为１×１０１１ＴＵ·ｍＬ－１的
ＮＣｓｈＲＮＡ和ＨＴＲＡ３ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，对照组和
ＣＮＶ组小鼠玻璃体内注射 ＰＢＳ，均为双眼注射。注
射后给予左氧氟沙星滴眼液抗感染。

１．２．７　荧光素眼底血管造影
注射后７ｄ，所有小鼠均行荧光素眼底血管造影

（ＦＦＡ）检查。使用复方托吡酰胺滴眼液对各组小鼠
进行散瞳，１０ｇ·Ｌ－１苯巴比妥钠经腹腔注射麻醉小
鼠（１０ｍＬ·ｋｇ－１）。然后经腹腔注射０．０５ｍＬ１００
ｇ·Ｌ－１荧光素钠，２～３ｍｉｎ后拍摄眼底照片，在４８０
ｎｍ激发光和 ５２５ｎｍ发射光下使用滤光片获取图
像。使用ＩｍａｇｅＪ软件计算ＣＮＶ的平均荧光强度。
１．２．８　样本收集

所有小鼠ＦＦＡ检查结束后处死，摘取双眼眼球，
取双眼中任意一只眼球行４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定，
用于ＨＥ染色；另一只眼球在显微镜下冰上小心去
除结缔组织和肌肉，去除眼前节，分离出脉络膜组

织，与生理盐水混合并研磨匀浆，用于 ｑＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．２．９　眼球ＨＥ染色

４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定眼球２４ｈ。常规制成４
μｍ厚的石蜡切片，根据试剂盒说明进行ＨＥ染色。
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１．２．１０　ｑＲＴＰＣＲ检测
通过 ｑＲＴＰＣＲ检测 ｗＡＭＤ患者和健康体检者

的血清中 ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ水平，并检测 ＲＦ／６Ａ细胞
或各组小鼠脉络膜组织中 ＨＴＲＡ３、类几丁质酶３样
蛋白３（Ｙｍ１）、精氨酸酶１（Ａｒｇ１）、诱导型一氧化氮
合酶（ｉＮＯＳ）、环氧化酶２（ＣＯＸ２）和ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ
水平。ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ。使用逆转录试剂
盒将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，然后在 ＡＢＩＰｒｉｓｍ
７９００ＨＴ型荧光定量 ＰＣＲ仪上使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行扩增。扩增程序：９５℃ ３０ｓ，９５℃
５ｓ、６０℃ ３０ｓ，循环 ４０次。引物序列见表 １。
ＧＡＰＤＨ为内参基因。通过 ２－ΔΔＣｔ法计算基因相对
表达量。

表１　引物序列
基因 引物序列

ＨＴＲＡ３ Ｆ：５’ＡＣＡＡＧＣＡＴＧＴＧＡＡＡＧＣＣＣＴＣＴ３’
Ｒ：５’ＧＴＣＴＴＧＧＣＴＧＴＡＣＴＧＧＧＧＴＣ３’

Ｙｍ１ Ｆ：５’ＴＧＴＣＣＣＴＡＡＴＧＡＣＡＧＣＴＣＣＴＴ３’
Ｒ：５’ＧＣＡＴＣＣＡＣＣＣＡＡＡＴＧＡＣＡＣＡＴ３’

Ａｒｇ１ Ｆ：５’ＴＧＴＣＣＣＴＡＡＴＧＡＣＡＧＣＴＣＣＴＴ３’

Ｒ：５’ＧＣＡＴＣＣＡＣＣＣＡＡＡＴＧＡＣＡＣＡＴ３’
ｉＮＯＳ Ｆ：５’ＣＧＧＣＡＡＡＣＡＴＧＡＣＴＴＣＡＧＧＣ３’

Ｒ：５’ＧＣＡＣＡＴＣＡＡＡＧＣＧＧＣＣＡＴＡＧ３’
ＣＯＸ２ Ｆ：５’ＴＣＡＡＧＴＣＣＣＴＧＡＧＣＡＴＣＴＡＣ３’

Ｒ：５’ＣＡＴＴＣＣＴＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＡＣＣ３’

ＶＥＧＦＡ Ｆ：５’ＧＣＡＣＡＴＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＣＴＴＣＣ３’
Ｒ：５’ＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧＡＡＣＡＡＧＧＣＴ３’

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５’ＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡＧ３’

Ｒ：５’ＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３’

１．２．１１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
通过ＲＩＰＡ裂解液提取ＲＦ／６Ａ细胞或小鼠脉络

膜组织总蛋白，然后在１００ｇ·Ｌ－１ＳＤＳＰＡＧＥ上分
离蛋白并转移到 ＰＶＤＦ膜上，５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶室
温封闭 ３０ｍｉｎ。然后与 １５０００稀释的 ＨＴＲＡ３、
ＶＥＧＦＡ、ＮＦκＢｐ６５、ＬａｍｉｎＢ和 βａｃｔｉｎ一抗在４℃
下孵育过夜。然后将膜与１５０００稀释的 ＨＲＰ标
记的ＩｇＧ二抗在室温下孵育２ｈ。ＥＣＬ显影，ＩｍａｇｅＪ
软件测定条带灰度值。ＬａｍｉｎＢ作为核蛋白内参，
βａｃｔｉｎ作为总蛋白内参。
１．３　统计学分析

使用ＳＰＳＳ２１．０软件行统计分析，定量数据采用
均数±标准差表示。组间差异比较采用 ｔ检验或单
向方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ｗＡＭＤ患者和健康体检者的血清 ＨＴＲＡ３
ｍＲＮＡ水平

与健康组（１．００±０．３３）比较，ｗＡＭＤ组患者的
血清中ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ水平（２．４１±０．５７）升高，差异
有统计学意义（ｔ＝１１．８０４，Ｐ＜０．００１）。

２．２　下调ＨＴＲＡ３抑制缺氧诱导的 ＲＦ／６Ａ细胞小
管形成

ＲＦ／６Ａ细胞转染后，与对照组和ＮＣｓｈ组比较，
ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞的 ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平均降低（均为Ｐ＜０．０５）（表２和图１）。缺
氧处理后，与 Ｎ组比较，Ｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞的闭合管
腔数量、ＨＴＲＡ３和 ＶＥＧＦＡ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平均增加（均为 Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ＋ＮＣｓｈ组比较，
Ｈ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞的闭合管腔数量、
ＨＴＲＡ３和ＶＥＧＦＡ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均减少
（均为Ｐ＜０．０５）；Ｈ组与 Ｈ＋ＮＣｓｈ组 ＲＦ／６Ａ细胞
的闭合管腔数量、ＨＴＲＡ３和 ＶＥＧＦＡ的 ｍＲＮＡ和蛋
白表达水平相比，差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞
０．０５）（表３、图２、表４和图３）。

表２　各组ＲＦ／６Ａ细胞的ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ和蛋白
相对表达量

组别 ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ ＨＴＲＡ３蛋白
对照组 １．００±０．０４ １．００±０．０３
ＮＣｓｈ组 １．０３±０．０４ １．０１±０．０１
ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ０．２７±０．０３＃ ０．２５±０．０３＃

Ｆ ７２２．６３８ １５９１．７３３
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与ＮＣｓｈ组比较，＃Ｐ＜０．０５。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＲＦ／６Ａ细胞ＨＴＲＡ３蛋白
表达

表３　各组ＲＦ／６Ａ细胞ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ和蛋白
相对表达量

组别 ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ ＨＴＲＡ３蛋白
Ｎ组 １．００±０．０４ １．００±０．０５
Ｈ组 ３．２２±０．３９ ３．１０±０．１２

Ｈ＋ＮＣｓｈ组 ３．３２±０．２４ ２．８６±０．２６

Ｈ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ０．７０±０．０６＃＆ ０．６８±０．０７＃＆

Ｆ ２２１．０２６ ４０６．３５７
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｈ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｈ＋ＮＣ
ｓｈ组比较，＆Ｐ＜０．０５。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＲＦ／６Ａ细胞ＨＴＲＡ３蛋白
表达
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表４　各组ＲＦ／６Ａ细胞的闭合管腔数量、ＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量

组别 闭合管腔数量／个 ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ ＶＥＧＦＡ蛋白
Ｎ组 ５．５６±０．４９　 １．００±０．０３　 １．００±０．０５　

Ｈ组 ２２．２７±２．００ ４．０７±０．４７ ３．８９±０．３１

Ｈ＋ＮＣｓｈ组 ２１．３０±２．３０ ４．００±０．２３ ４．０６±０．２５

Ｈ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组 １４．１５±１．２９＃＆ １．６７±０．１３＃＆ １．４２±０．１８＃＆

Ｆ １２８．１８２ ２０７．５３１ ３２６．７０９

Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与Ｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｈ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｈ＋ＮＣ
ｓｈ组比较，＆Ｐ＜０．０５。

Ａ：各组ＲＦ／６Ａ细胞的小管形成图；Ｂ：各组ＲＦ／６Ａ细胞
的ＶＥＧＦＡ蛋白条带。

图３　下调ＨＴＲＡ３对缺氧诱导的ＲＦ／６Ａ细胞小管形成
和ＶＥＧＦＡ蛋白表达的影响

２．３　下调ＨＴＲＡ３抑制ＣＮＶ小鼠脉络膜血管生成
与对照组比较，ＣＮＶ组小鼠的ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ和

蛋白表达水平均增加（均为Ｐ＜０．０５）；与ＣＮＶ＋ＮＣ
ｓｈ组比较，ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠的 ＨＴＲＡ３ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达水平均减少（均为Ｐ＜０．０５）；ＣＮＶ组
与ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组小鼠的 ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平相比，差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）
（表５和图４）。对照组小鼠脉络膜形态正常；ＣＮＶ
组和ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组小鼠脉络膜结构紊乱，脉络膜增
生，Ｂｒｕｃｈ膜破裂，血管生成增加；ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ
组小鼠脉络膜病变减轻，脉络膜增生和血管生成减

少（图５）。与对照组比较，ＣＮＶ组小鼠的 ＣＮＶ相对
荧光强度升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组比较，
ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠的 ＣＮＶ相对荧光强度降低
（Ｐ＜０．０５）；ＣＮＶ组与 ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组小鼠的 ＣＮＶ
相对荧光强度相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）
（表５和图５）。
２．４　下调ＨＴＲＡ３对ＣＮＶ小鼠脉络膜组织中巨噬
细胞极化的影响

与对照组比较，ＣＮＶ组小鼠脉络膜组织中 Ｍ２
型巨噬细胞标志物 Ｙｍ１和 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ水平升高，
Ｍ１型巨噬细胞标志物ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平降
低（均为Ｐ＜０．０５）；与 ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组比较，ＣＮＶ＋
ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠脉络膜组织中 Ｙｍ１和 Ａｒｇ１ｍＲ

ＮＡ水平降低，ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平升高（均为
Ｐ＜０．０５）；ＣＮＶ组与 ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组小鼠脉络膜组
织中Ｙｍ１、Ａｒｇ１、ｉＮＯＳ和 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平相比，
差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５）（表６）。

表５　各组小鼠脉络膜组织中的ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ和
蛋白相对表达量以及ＣＮＶ相对荧光强度

组别 ＨＴＲＡ３ｍＲＮＡ ＨＴＲＡ３蛋白 ＣＮＶ相对荧光强度

对照组 １．００±０．０７ １．００±０．０５ １．００±０．０５

ＣＮＶ组 ３．４９±０．４３ ３．２２±０．１９ ３．４１±０．３６

ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组 ３．５０±０．３９ ３．２１±０．４９ ３．３１±０．２８

ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组 ０．８４±０．０９＃＆ ０．５０±０．０５＃＆ １．７２±０．１６＃＆

Ｆ ３０３．０９４ ３５７．８０２ ２９５．８１１

Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＣＮＶ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与
ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组比较，＆Ｐ＜０．０５。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠脉络膜组织中ＨＴＲＡ３
蛋白表达

Ａ：ＦＦＡ图；Ｂ：ＨＥ染色图。
图５　下调ＨＴＲＡ３对ＣＮＶ小鼠脉络膜血管生成的影响

表６　各组小鼠脉络膜组织中Ｙｍ１、Ａｒｇ１、ｉＮＯＳ
和ＣＯＸ２的ｍＲＮＡ相对表达量

组别 Ｙｍ１ｍＲＮＡ Ａｒｇ１ｍＲＮＡ ｉＮＯＳｍＲＮＡ ＣＯＸ２ｍＲＮＡ

对照组 １．００±０．０５　 １．００±０．０４　 １．００±０．０７　 １．００±０．０５　

ＣＮＶ组 ４．０５±０．３５ ３．１８±０．２６ ０．４９±０．０４ ０．４２±０．０４

ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组 ３．５５±０．３４ ３．３２±０．２６ ０．４８±０．０４ ０．４３±０．０４

ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组 １．４７±０．１３＃＆ １．５３±０．１５＃＆ ０．７８±０．０５＃＆ ０．７３±０．０６＃＆

Ｆ ４２０．８９７ ４０２．５３０ ２５９．７９５ ４３９．８３４

Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＣＮＶ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与
ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组比较，＆Ｐ＜０．０５。
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２．５　下调ＨＴＲＡ３对ＣＮＶ小鼠脉络膜组织 ＮＦκＢ
信号通路的影响

对照组、ＣＮＶ组、ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组和 ＣＮＶ＋
ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠脉络膜组织中的细胞核ＮＦκＢｐ６５
蛋白相对表达量依次为１．００±０．０５、３．４１±０．２７、
３．３９±０．３５、１．８７±０．１１（Ｆ＝３１５．３９３，Ｐ＜０．００１）。
与对照组比较，ＣＮＶ组小鼠的脉络膜组织中细胞核
ＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平升高（Ｐ＜０．０５）；与ＣＮＶ＋
ＮＣｓｈ组比较，ＣＮＶ＋ＨＴＲＡ３ｓｈ组小鼠的脉络膜组
织中细胞核 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平降低（Ｐ＜
０．０５）；ＣＮＶ组与ＣＮＶ＋ＮＣｓｈ组小鼠脉络膜组织中
细胞核ＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平相比，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）（图６）。

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠脉络膜组织中的细胞核
ＮＦκＢｐ６５蛋白表达

３　讨论

ＣＮＶ是ｗＡＭＤ患者视力丧失的主要原因，虽然
抗ＶＥＧＦ治疗可以抑制 ＣＮＶ形成，但也可能引起多
种并发症［６７］，因此，仍需要开发新型 ｗＡＭＤ治疗手
段和治疗靶点。ＨｔｒＡ家族是一种热休克诱导的蛋白
酶家族，在进化过程中非常保守，该家族成员不仅参

与调节细胞存活、线粒体稳态、胎盘发育等多种生理

功能，而且参与癌症、神经退行性疾病、关节炎等多

种病理过程的发生和发展［１８］。目前，ＨｔｒＡ家族成员
中ＨＴＲＡ１的研究较多。据报道，ＨＴＲＡ１多态性与
ＡＭＤ的发生相关［１３１４］。ＣＮＶ患者房水中的 ＨＴＲＡ１
水平高于白内障患者，并且经雷珠单抗玻璃体内注

射治疗后 ＨＴＲＡ１水平降低［１９］。ＨＴＲＡ１调节血管
生成功能，ＨＴＲＡ１的升高与早产儿视网膜病变的发
生风险相关［２０］。然而，ＨＴＲＡ３在 ｗＡＭＤ中的研究
较少。本研究观察到 ｗＡＭＤ患者的血清 ＨＴＲＡ３
ｍＲＮＡ水平较健康人明显升高，提示 ＨＴＲＡ３可能参
与了ＡＭＤ的发病过程。由于 ＨＴＲＡ３与 ＨＴＲＡ１具
有高度同源性和结构相似性，这两种酶在人体组织

中的表达模式相似，提示它们可能具有相似的生物

学活性和互补的生理功能［１２］。据报道，ＨＴＲＡ３在
ＡＭＤ小鼠视网膜中表达升高［１５］。

视网膜缺氧是ｗＡＭＤ的主要病因之一［２１］，缺氧

可诱导 ＣＮＶ形成［２２２３］。本研究通过转染 ＨＴＲＡ３
ｓｈＲＮＡ慢病毒下调了ＲＦ／６Ａ细胞中的ＨＴＲＡ３，然后
对 ＲＦ／６Ａ细胞进行缺氧处理，结果表明，下调
ＨＴＲＡ３抑制了缺氧诱导的ＲＦ／６Ａ细胞小管形成，并

下调了 ＶＥＧＦＡ的表达。另外，激光诱导 ＣＮＶ是一
种模拟了人类 ｗＡＭＤ的动物建模方法［２４］。本研究

建立了激光诱导的ＣＮＶ小鼠模型，然后对小鼠玻璃
体内注射 ＨＴＲＡ３ｓｈＲＮＡ慢病毒，结果表明，下调
ＨＴＲＡ３减轻了ＣＮＶ小鼠脉络膜病变，抑制了血管生
成和ＣＮＶ生成。Ｎｉｅ等［２５］报道，ＨＴＲＡ３是一种含有
胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）结合结构域的新型丝氨酸
蛋白酶，在小鼠胎盘形成过程中在母胎界面选择性

表达，ＨＴＲＡ３在介导血管和胎盘形成中起着关键作
用。本研究证实，ＨＴＲＡ３水平影响ＲＦ／６Ａ细胞小管
形成及血管生成因子ＶＥＧＦＡ的表达水平。据报道，
ＨＴＲＡ３是一种调节脑内皮细胞特异性应答的基因，
与前脑血管发育有关［２６］。敲除 ＨＴＲＡ３抑制了滋养
层细胞的侵袭和血管生成［２７］。这些结果说明

ＨＴＲＡ３可促进血管生成和ＣＮＶ形成。
ｗＡＭＤ发病过程中免疫微环境失衡，大量巨噬

细胞浸润是免疫微环境失衡的重要因素，因为巨噬

细胞可促进血管内皮细胞增殖并引起新生血管渗

漏［８］。ｗＡＭＤ发病过程中巨噬细胞主要通过 Ｍ２型
极化诱导ＣＮＶ形成［９１０］。巨噬细胞发生 Ｍ２型极化
后可分泌包括 ＶＥＧＦ在内的多种促血管生成因子。
本研究结果表明，下调 ＨＴＲＡ３降低了 ＣＮＶ小鼠脉
络膜组织中 Ｍ２型巨噬细胞标志物（Ｙｍ１和 Ａｒｇ１）
的表达，上调了 Ｍ１型巨噬细胞标志物（ｉＮＯＳ和
ＣＯＸ２）的表达，抑制了 Ｍ２型巨噬细胞极化。有学
者研究表明，ＨＴＲＡ家族的基因突变影响巨噬细胞
的存活率［２８］。另外，ＨＴＲＡ３与胃癌的免疫细胞浸润
程度相关［１６］。ＨＴＲＡ３的高表达与获得性免疫细胞
（Ｔｈ１７细胞、Ｔ辅助细胞、Ｔ中央记忆细胞等）呈负相
关，与天然免疫细胞（ＮＫ细胞、肿瘤相关巨噬细胞、
未成熟树突状细胞等）呈正相关［１６］。因此我们推

测，ＨＴＲＡ３可能通过促进 Ｍ２型巨噬细胞极化参与
了ｗＡＭＤ发病过程。

ＮＦκＢ信号通路参与激活ｗＡＭＤ患者脉络膜和
视网膜中的炎症反应［２９］，ＮＦκＢ信号通路的激活与
ＣＮＶ形成有关［３０］，ＮＦκＢ信号通路的激活在包括
ｗＡＭＤ在内的多种疾病中起到促进血管生成作
用［３１３２］。因此，抑制 ＮＦκＢ信号通路是治疗 ｗＡＭＤ
的有效策略［３３］。其他学者报道，ＨＴＲＡ３高表达可能
激活ＮＦκＢ通路［１６］。本研究结果表明，下调ＨＴＲＡ３
抑制 ＣＮＶ小鼠脉络膜组织 ＮＦκＢ的核转位。据报
道，ＮＦκＢｐ６５可直接与 ＨＴＲＡ１启动子（氨基酸
３４７）结合，阻断 ＨＴＲＡ１可显著抑制 ＮＦκＢ信号通
路［３４］。考虑到 ＨＴＲＡ３与 ＨＴＲＡ１具有高度同源性
和结构相似性，并且表达模式相似［１２］，我们推测，

ＨＴＲＡ３可能与 ＮＦκＢｐ６５具有结合位点，下调
ＨＴＲＡ３对ＣＮＶ形成的抑制作用也可能与抑制 ＮＦ
κＢ信号通路有关。

４　结论

ＨＴＲＡ３可促进血管生成和ＣＮＶ形成，可能通过
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促进 Ｍ２型巨噬细胞极化参与了 ｗＡＭＤ的发病过
程，通过下调ＨＴＲＡ３可抑制ＣＮＶ形成和Ｍ２型巨噬
细胞极化，该作用可能与 ＮＦκＢ信号通路有关。本
研究结果提示，ＨＴＲＡ３可能是防治 ｗＡＭＤ的重要潜
在靶点。
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