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ＨＩＦ１α干扰 ＲＮＡ抑制早产儿视网膜病小鼠
模型视网膜新生血管形成的研究
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　　［摘　要］　目的　探讨特异性抑制缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）的表达对早产儿视网膜病变（ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｏｆｐｒｅ
ｍａｔｕｒｉｔｙ，ＲＯＰ）小鼠模型视网膜新生血管的抑制作用。方法　新生Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠４８只，随机分为实验组和对照组
（每组２４只），采用Ｓｍｉｔｈ方法制备ＲＯＰ模型。生后１２ｄ时实验组玻璃体腔注射 ＨＩＦ１α特异性小片段干扰 ＲＮＡ
表达载体ｐＳＵＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α，同时对照组玻璃体注射空载体。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组小鼠视网膜 ＨＩＦ１α和血管内皮
生长因子（ＶＥＧＦ）的表达，ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ荧光照影视网膜铺片和组织切片观察两组小鼠视网膜新生血管和新生血
管内皮细胞核数目的差异。结果　实验组小鼠ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达较对照组明显下降（Ｐ＜０．０１）；实验组突破
视网膜内界膜血管内皮细胞核数较对照组明显减少（Ｐ＜０．０１）。结论　特异性抑制ＨＩＦ１α能有效抑制ＲＯＰ视网
膜新生血管的形成。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（８）：６８０－６８３］
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ｖｅｃｔｏｒ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＨＩＦ１αａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．
ＴｈｅｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙｕｓｉｎｇＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｅｄｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＨＩＦ１αａｎｄＶＥＧＦｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄ９０％ ａｎｄ６５％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｕｃｌｅｕｓｏｕｔｂｒｅａｋｉｎｇｔｈｅｉｎｎｅｒ
ｌｉｍｉｔｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
ＴｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＲＯＰｃａｎｂｅｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔａｒｇｅｔｉｎｇＨＩＦ１α．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（８）：６８０－６８３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；Ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｏｆｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ；Ｒｅｔｉｎａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａ
ｔｉｏｎ；Ｍｉｃｅ

　　早产儿视网膜病变（ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｏｆｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ，
ＲＯＰ）是发生在早产儿和低体重儿的一种严重的致
盲性眼病，与吸氧有密切的关系。ＲＯＰ致盲的病理
机制关键在于视网膜新生血管的形成［１２］。已有研

究表明，血管形成与多种生长因子有关，如血管内皮

生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、转化生长因

子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦβ）、白细胞介

素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ１）、ＩＬ６、单核细胞趋化蛋白１
（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＣＰ１）、肿瘤坏死因
子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）等有关［３］。其中

ＶＥＧＦ是与血管形成最为密切的细胞因子，实验证
明，抑制ＶＥＧＦ信号途径能有效抑制新生血管的形
成［４５］。ＨＩＦ１是细胞在缺氧等条件下产生的具有
转录活性的核蛋白，是调控 ＶＥＧＦ表达变化的重要
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因子，ＶＥＧＦ在低氧环境下组织中的表达是通过ＨＩＦ
１α诱导的［６７］。本课题组前期已构建装有ＨＩＦ１α小
片段 ＲＮＡ的质粒 ｐＳＵＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α，通过转染 ｐＳＵ
ＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α能有效抑制血管内皮细胞中 ＶＥＧＦｍＲ
ＮＡ和ＨＩＦ１α蛋白质的表达［８９］。但是 ＶＥＧＦ信号
途径与ＲＯＰ发生的关系目前研究较少，因此本研究
拟建立 ＲＯＰ小鼠模型，通过玻璃体腔注射 ｐＳＵ
ＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α，应用 Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ方法检测了 ＶＥＧＦ和
ＨＩＦ１α的表达变化，并观察视网膜新生血管的变
化，以期为临床治疗ＲＯＰ提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠由中国科学院上海实验动物中

心提 供，阳 离 子 脂 质 体 （ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００，
ＬＦ２０００）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，羊抗 ＶＥＧＦ多克隆抗
体购自 Ｒ＆Ｄ公司，羊抗 ＨＩＦ１α多克隆抗体购自
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，小鼠抗βａｃｔｉｎ单克隆抗体和ＦＩＴＣ
Ｄｅｘｔｒａｎ（分子量２×１０６）购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　ｐＳＵＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α真核表达载体的构建

根据人类基因库中人 ＨＩＦ１α基因（ＮＭ＿
００１５３０）的ｍＲＮＡ序列设计小干扰 ＲＮＡ作用靶点，
其靶序列为 ＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣＴＧＧ（１２１４
１２３２）。化学合成６４ｎｔ的 ｓｈＨＩＦ１α（ＨＩＦ１α小发
夹 ＲＮＡ） 寡 核 苷 酸 序 列：正 义 链 ５′ＧＡＴＣ
ＣＣＣＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣＴＧＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＣＡＧＡ
ＣＡＴＡＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡＡ，反 义 链 ５′
ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣＴＧＧＴＣＴＣ
ＴＴＧＡＡＣＣＡＧＡＣＡＴＡＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＧＧＧ。ｓｈＨＩＦ１α
正义链和反义链退火形成双链模板。采用 ＨｉｎｄⅢ
和ＢｇｌⅡ双酶切 ｐＳＵＰＥＲ．ｒｅｔｒｏ质粒，将线性化的
ｐＳＵＰＥＲ．ｒｅｔｒｏ质粒与退火形成的双链模板体外连
接，经转化、筛选阳性克隆后抽提重组的 ｐＳＵ
ＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α载体。并经测序鉴定 ｐＳＵＰＥＲＨ１
ｓｉＨＩＦ１α载体中连接上的 ｓｈＨＩＦ１α寡核苷酸模板
的准确性。

１．３　 ＲＯＰ模型制作和玻璃体腔注射 ｐＳＵ
ＰＥＲｓｉＨＩＦ１α

新生Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠４８只随机分为对照组和
实验组（每组２４只），参照 Ｓｍｉｔｈ等方法［１０］制作小

鼠ＲＯＰ模型：小鼠出生７ｄ时（Ｐ７）连同母鼠放入氧
箱喂养，氧浓度为（７５±２）％，５ｄ后将新生小鼠
（Ｐ１２）及母鼠移至常氧浓度饲养；于 Ｐ１２时，１％戊
巴比妥纳３０ｍｇ／ｋｇ腹腔内注射麻醉小鼠，显微镜下

自角膜缘后 ０．５ｍｍ处刺入微量进样器，将１μＬ脂
质体 －质 粒 混 合 物 （１μＬ５００ｎｇ／μＬ ｐＳＵ
ＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α：１μＬＬＦ２０００）注入实验组小鼠玻璃体
腔内，同时对照组注射空载体。每组于注射后 １２ｈ
处死 ６只取视网膜用于检测 ＨＩＦ１α［９］；于 Ｐ１７处
死剩余１８只，分别取视网膜用于检测 ＶＥＧＦ、视网
膜铺片ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ荧光照影和细胞核计数。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测两组小鼠视网膜 ＨＩＦ
１α和ＶＥＧＦ的表达

于注射后１２ｈ（Ｐ１２）处死动物，摘除眼球取视
网膜置于１．５ｍＬＥＰ管内，加入１００μＬ组织裂解
液，冰上研磨裂解视网膜组织 ３０ｍｉｎ；１４０００ｒｐｍ，
４℃离心１０ｍｉｎ；用 ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测定蛋白
浓度。取变性的蛋白２０μｇ／孔，用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ
胶进行电泳；恒压下将蛋白转至ＰＶＤＦ膜，２．５％ 牛
血清白蛋白封闭 １ｈ，分别加入稀释的 ＨＩＦ１α
（１∶１００），ＶＥＧＦＡ（１∶５００），βａｃｔｉｎ（１∶４０００），４℃
过夜。ＰＢＳＴ洗膜３次，加入对应的１∶１００００ＨＲＰ
标记ＩｇＧ，孵育１ｈ。ＰＢＳＴ洗膜３次，暗室内 ＥＣＬ
发光法检测目的条带，ＫｏｄａｋＸ光胶片曝光，显影及
定影；胶片扫描后，用 ＥａｇｌｅｅｙｅⅡ图像分析仪进行
灰度分析，以 βａｃｔｉｎ做内对照进行校正，计算目的
蛋白的相对表达量。计算方法：目的蛋白质相对表

达量＝目的蛋白条带灰度值／βａｃｔｉｎ条带灰度值。
１．５　ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ荧光照影视网膜铺片和新生血
管内皮细胞核计数

１％戊巴比妥纳 ３０ｍｇ／ｋｇ腹腔内注射麻醉 Ｐ１７
小鼠（６只／组），打开胸腔，用 １ｍＬ注射器抽取
ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ（５０ｍｇ∶１ｍＬ４％多聚甲醛）０．５ｍＬ灌
注左心室后，迅速摘除眼球。在手术显微镜下，在１
×ＰＢＳ液体中，沿角巩缘剪开眼球，去除眼前部组织
及晶状体，用自制的玻璃棒小心娩出视网膜，放射状

剪开，铺于滤纸上，放入 ４％ 多聚甲醛中浸泡

５ｍｉｎ，然后从滤纸上剥离视网膜铺于干净的载玻片
上，铺平，滴 ２％ 明胶，盖上盖玻片，置于荧光显微
镜下观察并照相。

小鼠眼球经 ４％ 多聚甲醛固定，梯度酒精脱
水，石蜡包埋，通过角膜平行视神经作眼球矢状位系

列切片（６μｍ厚），含视神经的切片除外，每眼随机
抽取８张切片，苏木精伊红（ＨＥ）染色。显微镜下
计数突破内界膜的血管内皮细胞核数，取平均内皮

细胞数作为每眼的细胞核数，用于统计分析［１０］。

１．６　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行分析，结果用均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示。计量资料采用单因素方差
·１８６·
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分析，组间比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组小鼠视网膜ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达
本研究发现实验组视网膜 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ蛋

白的表达均明显低于对照组，表达量分别下降了

９０％和６５％（Ｐ＜０．０１），见图１～２。
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图１　两组ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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　　图２　两组ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达（ｎ＝６）　ａ：与对照组
比较，Ｐ＜０．０１。

２．２　两组荧光照影视网膜铺片
对照组视网膜大血管不规则扩张，行走迂曲，视

盘周围毛细血管闭塞，可见大片无灌注区，周边部正

常毛细血管网消失，可见新生血管丛，伴荧光渗漏。

实验组整个视网膜血管网状结构基本可见，中央区

视网膜血管迂曲及不规则扩张较对照组明显减轻，

视盘周围毛细血管无灌注区明显减少，周边部毛细

血管网基本正常，新生血管丛明显减少。见图３。

　　图３　荧光照影视网膜铺片（ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ，×４）　实验组
（图Ｂ）较对照组（图Ａ）视网膜中央毛细血管无灌注区（三角形标记

所示）范围明显缩小，新生血管丛（箭头标记所示）明显减少，周边毛

细血管网基本正常。

２．３　新生血管内皮细胞计数
对照组突破视网膜内界膜的血管内皮细胞计数

为 ４８±５个，实验组突破视网膜内界膜的血管内皮
细胞计数为１８±５个，两组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．００１），见图４～５。

　　图４　新生血管内皮细胞计数（ＨＥ，×２００）　实验组（图
Ｂ）较对照组（图Ａ）突破视网膜内界膜的新生血管内皮细胞核（箭头

所示）的数目明显减少。
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　　图５　新生血管内皮细胞计数（ｎ＝６）　ａ：与对照组比较，
Ｐ＜０．０１。

３　讨论

Ｓｍｉｔｈ等建立的早产儿视网膜病变动物模型的
机制类似于人类早产儿视网膜病变的发病机制。生

后 ７ｄ的小鼠视网膜大血管已基本发育而毛细血管
尚未发育成熟，高氧环境可使得未发育成熟的视网

膜血管收缩痉挛。５ｄ后回到正常氧环境，此时的
氧浓度对于视网膜而言即为相对缺氧状态，早期血

管通过扩张来代偿，晚期失代偿后导致新生血管形

成。小鼠ＲＯＰ模型的主要特点为视网膜中央大片
缺血无灌注区和视网膜新生血管的形成，而人类

ＲＯＰ的视网膜缺血无灌注区位于周边部。
本研究发现：玻璃体腔内注射少量的 ｐＳＵ

ＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α即能有效地抑制 ＲＯＰ模型鼠中视网膜
新生血管的发生。推断这与下列因素有关：（１）玻
璃体腔注射的 ｐＳＵＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α能成功地进入产生
ＨＩＦ１α的视网膜“靶”细胞。研究表明 ＲＯＰ模型鼠
中 ＨＩＦ１α表达升高的部位主要位于视网膜神经节
细胞所在的内层视网膜组织［１１］。而玻璃体腔注射

阳离子脂质体包裹的质粒能成功地完成玻璃体腔扩

·２８６·
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散、穿透视网膜内界膜、在视网膜组织中扩散等过

程，最终被视网膜神经节细胞所吸收并持续表达１
月之久［１２］。因此，玻璃体腔注射的 ｐＳＵＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α

能成功地进入产生 ＨＩＦ１α的视网膜细胞，达到从
“源头”切断 ＨＩＦ１α产生的作用。（２）ＲＮＡ干扰的
扩增 效 应。被 视 网 膜 细 胞 所 摄 取 的 ｐＳＵ
ＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α，通过转录在细胞内产生靶向 ＨＩＦ１α的
ｓｉＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ一方面通过与细胞内的核酶复合物结
合降解视网膜细胞内的 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ。另一方面
靶向 ＨＩＦ１α的ｓｉＲＮＡ可作为引物，以细胞内 ＨＩＦ
１αｍＲＮＡ为模板，在以 ＲＮＡ为模板的ＲＮＡ聚合酶
（ＲＮＡｄｉｒｅｃｔｅｄＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲＰ）作用下合成
出ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的互补链，结果 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ也
变成了双链 ＲＮＡ。新合成的双链 ＲＮＡ在视网膜细
胞内 Ｄｉｃｅｒ酶的作用下被裂解成新的靶向 ＨＩＦ１α
的 ｓｉＲＮＡ［１３］。通过这个聚合酶链式反应，视网膜细
胞内的 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ数量大量增加，从而产生玻璃
体腔内注射少量的 ｐＳＵＰＥＲＨ１ｓｉＨＩＦ１α，即能起到明显
抑制视网膜新生血管发生的效果。

ＨＩＦ１是细胞在缺氧等条件下产生的具有转录
活性的核蛋白，它能够与靶基因（如 ＶＥＧＦ）结合，通
过调节转录及转录后的调控，使机体产生对缺氧、缺

血的适应反应［１４］。ＶＥＧＦ又名血管通透因子，是血
管内皮细胞的特异性有丝分裂原，能使血管内皮细

胞变形、移动、分裂增殖，能增加血管的通透性，对血

管生成具有重要作用。研究表明 ＶＥＧＦ在多种视
网膜血管性疾病中表达增加，是视网膜新生血管形

成的关键因素［１１，１５］。Ｏｚａｋｉ等［１１］发现在小鼠早产儿

视网膜病变中，由于低氧诱导视网膜 ＨＩＦ１表达增
强，ＨＩＦ１进而促使其下游基因 ＶＥＧＦ表达增强。
本研究证明，通过 ＲＮＡｉ干扰技术抑制 ＨＩＦ１的表
达，可下调视网膜 ＶＥＧＦ的表达，进而抑制视网膜
新生血管的发生。这说明在早产儿视网膜病变中，

ＶＥＧＦ的表达与 ＨＩＦ１有着密切的关系，抑制 ＨＩＦ１
的表达，可影响视网膜新生血管的发生。

总之，本研究通过 ＲＮＡ干扰技术，下调 ＨＩＦ１
的表达，可明显抑制早产儿 ＲＯＰ小鼠模型视网膜新
生血管的发生，为临床治疗早产儿 ＲＯＰ提供了新的
思路。
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