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Abstract
誗AIM: To evaluate the expression of transcriptional factor
Islet-1 in retina in experimental retinal neovascularization
induced by oxygen.
誗METHODS: The murine retinal neovascularization were
induced by hyperoxia exposure. The morphological
observation of retinal neovascularization was performed
using angiography by fluorescein dextran injection under
the fluorescence microscope, and the new blood vessels
were quantified after 5d in room air (17 - day - old) by
counting the vascular epithelial cell nuclei protruding into
viteous cavity using HE stain. Realtime PCR and Western
blot were used to examine retinal Islet-1 level in postnatal
7,12, 14,17 and 26d respectively.
誗 RESULTS: A lots of new blood vessels were
demonstrated in the mouse retina in hyperoxic group by
fluorescein angiography and histological method.
Moreover, no significant difference was found in retinal
Islet-1 level in postnatal 7d between hyperoxic group and
control group, but was significantly higher in postnatal
12, 14 and 17d mice compared with control mice.
However, mice at postnatal 26d, expression of Islet- 1 in
retina decreased to normal level.
誗 CONCLUSION: In processing mouse model of retinal

neovascularization, sustained hypoxia retinal tissue
induce retinal neovascularization by increas the
expression of transcription factor Islet-1.
誗 KEYWORDS: transcriptional factor; Islet - 1; retinal
neovascularization; oxygen induced retinopathy
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摘要
目的:研究高氧诱导的视网膜新生血管模型鼠中转录因子
Islet-1 的表达差异。
方法:采用高氧诱导的方法制作鼠视网膜新生血管模型,
运用荧光造影视网膜铺片及视网膜切片苏木精-伊红染
色观察视网膜新生血管的形态。 于小鼠出生后第 7,12,
14,17,26d 取视网膜组织,采用 Real-time PCR 及 Western
blot 技术测定视网膜组织中 Islet-1 的表达水平。
结果:模型组视网膜铺片及组织切片可见大量视网膜新生
血管形成。 小鼠出生后第 7d,模型组与正常组视网膜组
织中 Islet -1 表达水平无明显差异;小鼠出生后第 12 ~
14d,模型组视网膜组织中 Islet-1 表达水平明显上调;出
生后 17d,模型组视网膜组织中 Islet-1 表达水平仍高于正
常组;出生后 26d,随着视网膜新生血管消退,视网膜组织
中 Islet-1 表达水平降至正常水平。
结论:模型鼠视网膜新生血管发生过程中,持续缺氧的视
网膜组织通过增加转录因子 Islet-1 的表达,从而诱导视
网膜新生血管的发生。
关键词:转录因子;Islet-1;视网膜新生血管;氧诱导视网
膜病变
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0 引言
摇 摇 眼内缺血性视网膜疾病是常见的致盲性眼病之一,视
网膜新生血管的形成是这类疾病的严重并发症,与其相伴
随的渗出、出血、增殖等一系列病理改变可严重破坏眼的
结构和功能,导致患者视力下降甚至视力丧失。 随着对视
网膜新生血管发生机制认识的深入,多种细胞因子、黏附
分子、蛋白酶被证明在视网膜新生血管的形成过程中起着
重要的作用。 而这些促血管生成因子的表达受上游转录
因子的调控。 转录因子胰岛素基因增强结合蛋白 1(Islet-1)
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具有促血管新生及促血管发生的作用,并参与调控 VEGF
等促血管生成因子的表达[1]。 为了探讨 Islet-1 在视网膜
新生血管形成中的重要作用,本项目建立氧诱导的视网膜
新生血管模型( oxygen-induced retinopathy,OIR)鼠,通过
观察视网膜组织中 Islet-1 表达的变化及与视网膜新生血
管形成的对应关系,从而揭示了 Islet-1 在视网膜新生血
管形成中的调控作用。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 SFP 级健康 C57BL / 6J 小鼠(中南大学动物实
验中心提供);右旋糖苷异硫氰酸荧光素(FITC. dextran,美
国 Sigma 公司);Trizol 裂解液及微量总 RNA 提取试剂盒
(美国 Invitrogen 公司);反转录及 cDNA 合成试剂盒(美国
Fermentas Life Science 公司);兔抗鼠 Islet-1 抗体 (美国
Abcam 公司);兔抗鼠 茁-actin 抗体(美国 Abcam 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 高氧诱导的视网膜新生血管小鼠模型的建立摇 SPF
级新生 C57BL / 6J 小鼠 120 只。 采用随机数字表法将小鼠
分为模型组(60 只)和正常对照组(60 只)。 参照 Smith
等[2]的方法建立小鼠缺氧诱导的视网膜新生血管动物模
型。 出生后第 7d 的 C57BL / 6J 小鼠与母鼠一起置于氧浓
度为(75依2)%的氧箱中 5d,于出生后第 12d 回到正常环
境中诱导视网膜新生血管模型。
1. 2. 2 荧光素心脏灌注视网膜铺片 摇 出生后第 17d 的正
常组小鼠(5 只)及模型鼠(5 只)腹腔内注射麻醉剂 1%戊
巴比妥钠 ( 30mg / kg ) 后, 打开胸腔, 抽取配置 FITC -
Dextran(50mg:1mL 4% 多聚甲醛)0. 5mL,用 1mL 注射器
灌注左心室后,迅速摘除眼球,显微镜下视网膜铺片,荧光
显微镜下观察视网膜血管结构。
1. 2. 3 视网膜新生血管内皮细胞核计数摇 过量麻醉处死
出生后第 17d 的正常组小鼠(5 只)及模型鼠(5 只)后,摘
除眼球并固定、脱水、浸蜡包埋,通过角膜平行视神经做眼
球矢状位系列切片(6滋m),含视神经的切片除外,切片行
苏木精-伊红(HE)染色。 显微镜下计数突破内界膜的血
管内皮数,每只眼随机抽取 5 张切片(每隔 60滋m 取 1
张),取平均内皮细胞数用于统计分析。
1.2. 4 Real-time PCR 检测视网膜组织中 lslet-1 mRNA
表达水平摇 采用 Trizol 一步法提取出生后第 7,12,14,17,
26d 正常组小鼠(25 只)及模型鼠(25 只)视网膜组织总
RNA。 以逆转录后获得的 cDNA 为模板,Real - time PCR
仪扩增目的基因。 引物序列:Islet-1 引物序列:上游 5忆-
CGATCCTACAG ATATGGGAGACATGGGCGATC - 3忆;下游
5忆-CGTCGACTCC TCATGCCCTCAATAGGACTGG-3忆。 茁-
actin 引物序列:上游 5忆-TGGTTACAGGAAGTCCCTCAC-
3忆;下游 5忆-AAGC AATGCTGTCACCTTCC-3忆。 各样品的
目的基因和管家基因分别进行 Real-time PCR 反应。 PCR
反应条件:95益预变性 2min,95 益变性 15s,57益退火 15s,
72益延伸 45s,共进行 40 个循环;72益再延伸 10min。 所有
标本检测均重复 3 次,用标准曲线的 2-吟吟CT相对定量法进
行结果计算。
1. 2. 5 免疫印迹法检测视网膜组织中蛋白表达水平 摇 出
生后第 7,12,14,17,26d 正常组小鼠(25 只)及模型鼠(25
只)视网膜组织研磨后加入蛋白抽提液裂解,离心提取蛋
白后测定蛋白质浓度。 取蛋白样品于 SDS-PAGE 凝胶中
电泳,待目的蛋白接近凝胶底部时停止电泳,4益、120V 恒

压电转移至硝酸纤维膜上,质量分数 5% 脱脂奶粉室温封
闭 1h,加入一抗(兔抗鼠 Islet-1 和 茁-actin 抗体)4益孵育
12h 后,再加入二抗(生物素化的羊抗兔 IgG)室温孵育
1h,加入辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素室温孵育
30min,ECL 化学发光法检测。 以 茁-actin 作为内对照。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 16. 0 统计软件包对数据进行
统计学分析。 正常组及模型组小鼠视网膜中 Islet-1 表达水
平的比较采用独立样本 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 荧光素心脏血管造影视网膜铺片观察视网膜血管形
态摇 正常出生第 17d 小鼠视网膜铺片可见整个视网膜血
管分布呈均匀的网状结构,视盘中央发出的血管规则地呈
放射状向周边部走行,视网膜血管间的毛细血管交织成网
状(图 1A)。 模型组鼠视盘周围毛细血管闭塞,可见大片
无灌注区。 视网膜大血管不规则扩张,走行迂曲。 中周部
正常毛细血管网消失,血管密度增高且分布紊乱,可见新
生血管丛和荧光渗漏(图 1B)。
2. 2 突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核计数 摇 正常组
中未见明显突破视网膜内界膜的新生血管内皮细胞核
(图 2A);而模型组均可见突出内界膜的血管内皮细胞核
(图 2B),发生率为 100% 。 模型组突破视网膜内界膜的
新生血管内皮细胞核均数为 19. 6依1. 9。
2. 3 Real-time PCR检测视网膜组织中 Islet-1 mRNA表

达水平摇 提取出生后第 7,12,14,17,26d 正常组小鼠及模
型鼠视网膜总 RNA,采用 Real-time PCR 方法测定 Islet-1
mRNA 的表达水平。 结果如图 3 所示:出生后第 7d 的模
型鼠与正常组小鼠视网膜组织中的 Islet-1 mRNA 表达水
平差异无统计学意义(P>0. 05)。 出生后第 12d 时,刚出
氧舱的模型鼠视网膜组织中 Islet-1mRNA 表达水平与正
常对照鼠比较差异有统计学意义(P<0. 05)。 出生后第
14d 时,模型鼠视网膜组织中 Islet-1 mRNA 表达水平较对
照鼠明显上调,两者间差异有统计学意义(P<0. 05)。 出
生后第 17d 时, 出氧舱后 5d 的模型鼠此时视网膜新生血
管形成数目最多,模型鼠视网膜组织中 Islet-1 mRNA 表
达水平仍高于对照鼠(P<0. 05)。 出生后第 26d 时,此时
模型鼠视网膜新生血管已经消退,模型鼠视网膜组织中
Islet-1 mRNA 表达水平与正常对照鼠差异无统计学意义
(P>0. 05)
2. 4 Western blot 检测视网膜组织中 Islet-1 蛋白表达水

平摇 提取出生后第 7,12,14,17,26d 正常组小鼠及模型鼠
视网膜总蛋白,采用 Western blot 方法测定视网膜组织中
Islet-1 蛋白的表达水平。 结果如图 4 所示:出生后第 7d
的模型鼠及正常组小鼠视网膜组织中的 Islet-1 蛋白表达
水平差异无统计学意义(P>0. 05)。 出生后第 12d 时,刚
出氧舱的模型鼠视网膜组织中 Islet-1 蛋白表达水平开始
上调,与正常对照鼠比较差异有统计学意义(P<0. 05)。
出生后第 14d 时,此时模型鼠缺氧的视网膜组织中 Islet-1
蛋白表达水平较对照鼠明显上调,两者间差异有统计学意
义(P<0. 05) 。 出生后第 17d 时,出氧舱后 5d 的模型鼠此
时视网膜新生血管形成数目最多,模型鼠视网膜组织中
Islet-1 蛋白表达水平仍高于对照鼠(P<0. 05)。 出生后第
26d 时,此时模型鼠视网膜新生血管已经消退,模型鼠视
网膜组织中 Islet-1 蛋白表达水平与正常对照鼠差异无统
计学意义(P>0. 05) 。
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图 1摇 FITC-Dextran 荧光造影视网膜铺片(伊400) 摇 A:正常
鼠:整个视网膜血管分布呈均匀的网状结构;B:模型鼠:视网膜
中央区可见大片无灌注区(翌所示),大血管迂曲扩张,视网膜中
周边部有大量新生血管(箭头所示)。

图 2摇 视网膜组织学分析(HE伊200) 摇 A:正常鼠:正常鼠未见
到突破视网膜内界膜的新生血管内皮细胞核。 B 模型鼠:模型
鼠能见到大量突破视网膜内界膜的新生血管内皮细胞核(箭头
所示)。 GCL:神经节细胞层;INL:内核层;ONL:外核层。

图 3摇 鼠视网膜组织中 Islet-1 mRNA的表达。

图 4摇 鼠视网膜组织中 Islet-1 蛋白的表达。

3 讨论

摇 摇 糖尿病性视网膜病变、缺血性视网膜静脉阻塞、早产

儿视网膜病变、Eale蒺s 病等缺血性视网膜疾病是目前国际

上发病率较高的一类致盲性疾病,常导致视力严重损害,
甚至视力丧失、眼球萎缩。 由于新生血管的形成在缺血性

视网膜疾病的发生、发展过程中起着重要作用,因此非常

有必要从基因水平探讨视网膜新生血管形成的机制和寻

求有效的抑制药物。 视网膜新生血管是众多因子相互作

用的结果。 最近,我们的研究表明低氧诱导因子 -1琢
(HIF-1琢) [3]及其下游基因促红细胞生成素(EPO) [4]和血

管内皮细胞生长因子(VEGF)[5]以及轴突导向因子 Netrin-1
是缺血、缺氧诱导的视网膜新生血管形成过程中的重要环节,
运用靶向HIF-1琢、VEGF 及 EPO 的特异性 siRNA 可有效地

抑制视网膜新生血管形成,抑制效率大约为 50% ~ 70% 。
以上结果提示部分视网膜新生血管不能被抑制(大约

30% ~ 50% )是因为视网膜血管新生可能存在其它的调控

基因。
摇 摇 转录因子胰岛素基因增强结合蛋白 1 ( insulin gene
enhancer binding protein 1,Islet-1)是同源框 LIM 转录因子

家族的成员,含有 1 个或多个半胱氨酸( Cys)和组氨酸

(His)重复序列。 Islet-1 是结合于胰岛素 I 基因 mini 增
强区或远端 FLAT 区的唯一蛋白,蛋白相对分子质量为

38kD[6]。 Islet- 1 在胚胎发育过程中起着重要的作用。
Islet-1 参与胰腺[7]、心脏[8]、神经元[9] 和视网膜组织[10] 的

发育。 目前的研究已经证明了转录因子 Islet-1 具有诱导

新生血管形成的作用,并调控下游因子 VEGF 的表达。 体

外培养的毛细血管内皮细胞,随着 Islet-1 转录活性的增

强,血管内皮细胞的增殖能力增强。 同时 Islet-1 从转录

水平上调血管内皮细胞中黏附分子 ICAM-1 和 VCAM-1
的表达,从而促进血管内皮细胞在细胞外基质中迁移。 另

外,Islet-1 作为上游转录因子能增加内皮细胞中 VEGF 及

白细胞介素-1 b( IL-1 b)等促血管生成因子的合成和分

泌,并能促进血管内皮细胞管腔形成。 但迄今为止尚无转

录因子 Islet-1 是否参与体内新生血管形成的相关报道。
摇 摇 我们的研究表明在正常鼠视网膜组织的发育过程中

Islet-1 的表达水平无明显变现。 而随着 OIR 模型鼠视网

膜组织缺氧状态的持续存在,视网膜新生血管逐步形成,
此时视网膜组织中 Islet-1 mRNA 和蛋白表达水平较正常

鼠明显上调,而且与视网膜新生血管的发生存在时间上的

对应关系。 当模型鼠中视网膜新生血管消退, Islet - 1
mRNA 和蛋白的表达水平下降,此时模型鼠与正常鼠视网

膜组织中 Islet-1 的表达无明显差异。 我们推断:在视网

膜新生血管形成过程中,视网膜组织中增加的转录因子

Islet-1与低氧诱导因子1(HIF-1)、细胞核因子-资 b(NF-资 b)、
活化蛋白质-1 (AP-1)等转录因子一起协同促进下游

VEGF 及 IL-1 b等促血管因子的表达,从而调控视网膜新

生血管的形成。
摇 摇 综上所述,我们的研究表明转录因子 Islet-1 可能是

一种新的在视网膜新生血管发生发展中起到正向作用的

转录因子,积极参与了新生血管形成,并起着重要的调控

作用。 而针对 Islet-1 在视网膜新生血管形成中调控作用

的深入研究可能为进一步阐明视网膜新生血管发生的分

子机制以及开创新的治疗途径奠定理论基础。
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