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摘要
目的:观察 Ｇ 补缀 ＦＨＡ 域血管生成因子 １(ＡＧＧＦ１)在糖
尿病视网膜组织及高糖条件下视网膜血管内皮细胞中的
表达ꎬ以及 ＡＧＧＦ１ 对视网膜血管内皮细胞增殖、迁移和管
腔形成的影响ꎮ
方法:将 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠随机分为对照组和糖尿病视网膜
病变(ＤＲ)模型组ꎬ采用免疫组化法检测视网膜组织中
ＡＧＧＦ１ 的蛋白表达ꎮ 将体外培养的恒河猴脉络膜视网膜
血管内皮细胞(ＲＦ / ６Ａ 细胞)随机分为对照组(低糖环境
培养)和高糖组(培养基中加入 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖)ꎬ采
用免疫荧光法检测细胞中 ＡＧＧＦ１ 的蛋白表达ꎮ 然后将
ＲＦ / ６Ａ 细胞分为对照组和 ＡＧＧＦ１ 处理组ꎬ分别采用
ＣＣＫ－８法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 检测细胞增殖、迁移及
管腔形成ꎮ
结果:ＡＧＧＦ１ 蛋白在视网膜各层均有表达ꎬ在血管内皮细
胞中也有明显表达ꎬＡＧＧＦ１ 在 ＤＲ 组视网膜中的表达
(０􀆰 １７±０􀆰 ０５)明显强于对照组(０􀆰 ０７±０􀆰 ０２) (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
ＡＧＧＦ１ 蛋白在高糖组和对照组 ＲＦ / ６Ａ 细胞中均有表达ꎬ
ＡＧＧＦ１ 在高糖下 ＲＦ / ６Ａ 细胞中的表达(０􀆰 ６３±０􀆰 １０)明显
强于对照组(０􀆰 ４０±０􀆰 ０３)(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 处理 １２ｈꎬＡＧＧＦ１ 组
细胞 增 殖 率 ( １１４􀆰 ８８％ ± ０􀆰 ８４％) 明 显 高 于 对 照 组
(１００􀆰 ００％±２􀆰 １７％) (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ处理 ２４ｈꎬＡＧＧＦ１ 组细胞
增殖率(１５７􀆰 ３５％ ±１􀆰 ８９％)明显高于对照组(１４２􀆰 ７７％ ±
０􀆰 ５０％) ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ 处理 ４８ｈꎬ ＡＧＧＦ１ 组细胞增殖率
(１８５􀆰 ３９％±１􀆰 ９０％)明显高于对照组(１６０􀆰 １７％±１􀆰 ３３％)
(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 处理 １２ｈꎬＡＧＧＦ１ 组细胞迁移数 (１２７􀆰 ００ ±
７􀆰 ００ 个)明显多于对照组(９０􀆰 ３３ ± ６􀆰 ６６ 个) (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ
处理 １２ｈꎬＡＧＧＦ１ 组细胞管腔数(３３􀆰 ６７±１􀆰 １５ 个)明显多
于对照组(１５􀆰 ３３±３􀆰 ５１ 个)(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＡＧＧＦ１ 组细胞分支
总长度(８２２６􀆰 ３３±２８８􀆰 ５５μｍ)明显多于对照组(６４６３􀆰 ３３±

９３８􀆰 ０１μｍ)(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:糖尿病视网膜组织和高糖诱导的视网膜血管内皮细
胞表达 ＡＧＧＦ１ 蛋白明显增多ꎬＡＧＧＦ１ 可促进视网膜血管
内皮细胞增殖、迁移和管腔形成ꎬ提示 ＡＧＧＦ１ 可能参与了
ＤＲ 的视网膜新生血管形成ꎮ
关键词:Ｇ 补缀 ＦＨＡ 域血管生成因子 １ꎻ糖尿病视网膜病
变ꎻ高糖ꎻ视网膜血管内皮细胞ꎻ血管生成
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８１５００７２６)ꎻ Ｈｅａｌｔｈ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
( Ｎｏ. ２０１８Ｄ０７４ )ꎻ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｒｅａｕ [ Ｎｏ. ２０１８０５０９７ＹＸ５ＳＦ３１ ( ４ )]ꎻ Ｍａｔｃｈｉｎｇ
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ (Ｎｏ.ＸＹＦＹＰＴ－２０２０－０７)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｄｒｕｇ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｔｒｉａｌ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎꎻ ３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００７７ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｎｉｎｔｈ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００５４ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｒｏｎｇ Ｌｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００７７ꎬ
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• ＡＩＭ: Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＧＧＦ１ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ (ＤＲ) ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｒｈｅｓｕｓ ｍｏｎｋｅｙ ｃｈｏｒｏｉｄｏ － ｒｅｔｉｎａｌ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ) ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｌｏｗ － ｇｌｕｃｏｓｅ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ) ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ － ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ( ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ
ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ － ｇｌｕｃｏｓｅ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＡＧＧＦ１
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ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ. ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＡＧＧＦ１ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ－８ꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ Ｍａｔｒｉｇｅｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: ＡＧＧＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｌａｙｅｒｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｓ ａｎｄ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＧＧＦ１ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｓ ｏｆ ＤＲ ｇｒｏｕｐ (０. １７ ±
０􀆰 ０５) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ( ０. ０７ ± ０􀆰 ０２ ) ( Ｐ < ０􀆰 ０５ ) . ＡＧＧＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＧＧＦ１ ｉｎ
ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
(０􀆰 ６３± ０􀆰 １０) ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (０􀆰 ４０ ± ０􀆰 ０３)
(Ｐ< ０􀆰 ０５) . Ａｆｔｅｒ １２ｈ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ( １１４􀆰 ８８％ ± ０􀆰 ８４％) ｉｎ ｔｈｅ ＡＧＧＦ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
(１００􀆰 ００％±２􀆰 １７％) (Ｐ< ０􀆰 ０５) . Ａｆｔｅｒ ２４ｈ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＧＧＦ１ ｇｒｏｕｐ ( １５７􀆰 ３５％ ±
１􀆰 ８９％) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ( １４２􀆰 ７７％ ± ０􀆰 ５０％) ( Ｐ < ０􀆰 ０５ ) . Ａｆｔｅｒ ４８ｈ ｏｆ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＧＧＦ１ ｇｒｏｕｐ
(１８５􀆰 ３９％±１􀆰 ９０％) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１６０􀆰 １７％ ± １􀆰 ３３％) (Ｐ < ０􀆰 ０５) . Ａｆｔｅｒ １２ｈ ｏｆ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ (１２７􀆰 ００±７􀆰 ００) ｉｎ
ｔｈｅ ＡＧＧＦ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ９０􀆰 ３３ ± ６􀆰 ６６ ) ( Ｐ < ０􀆰 ０５ ) . Ａｆｔｅｒ １２ｈ ｏｆ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ (３３􀆰 ６７±１􀆰 １５) ｉｎ
ｔｈｅ ＡＧＧＦ１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( １５􀆰 ３３ ± ３􀆰 ５１) ( Ｐ < ０􀆰 ０５) . Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｔｕｂｅ
ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ＡＧＧＦ１ ｇｒｏｕｐ ( ８２２６􀆰 ３３ ± ２８８􀆰 ５５ ) μｍ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (６４６３􀆰 ３３±
９３８􀆰 ０１)μｍ (Ｐ<０􀆰 ０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＧＧＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ.
ＡＧＧＦ１ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ
ｔｈａｔ ＡＧＧＦ１ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ＤＲ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ＡＧＧＦ１ꎻ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌｉ Ｒꎬ Ｙａｏ ＧＭꎬ Ｙａｎ ＨＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｗｉｔｈ Ｇ ｐａｔｃｈ ａｎｄ ＦＨＡ ｄｏｍａｉｎｓ １ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(９):
１４８７－１４９２

０引言
糖尿病性视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖

尿病患者最常见的眼部微血管并发症ꎬ也是成年人视力损
害的主要原因ꎬ常导致视力下降、视野缺损、玻璃体积血ꎬ
严重者甚至出现牵拉性视网膜脱离ꎬ最终失明[１－２]ꎮ ＤＲ
的主要病理改变包括晚期病理性视网膜新生血管生成ꎬ其
机制受体内多种血管生成相关因子的影响ꎬ继发视网膜脱
离和玻璃体积血等是患者视力丧失的主要因素[３]ꎮ 随着
人们生活质量的提高ꎬＤＲ 的患病率不断升高ꎬ作为眼科
常见的致盲性眼病ꎬ目前仍是眼科医师的一个治疗难题ꎮ

近年 来ꎬ 临 床 发 现 抗 血 管 内 皮 生 长 因 子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)药物治疗视网膜新生血管
显示出一定程度的有效性ꎬ但抗 ＶＥＧＦ 药物半衰期短ꎬ需
频繁眼内玻璃体腔注射ꎬ故存在一定的风险[４]ꎮ 因此ꎬ研
究其他参与 ＤＲ 视网膜血管生成的因素对于阐明其病理
机制和疾病治疗具有重要意义ꎮ Ｇ 补缀 ＦＨＡ 域血管生成
因子 １(ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｗｉｔｈ Ｇ ｐａｔｃｈ ａｎｄ ＦＨＡ ｄｏｍａｉｎｓ １ꎬ
ＡＧＧＦ１)是 Ｔｉａｎ 等[５] 在对先天性静脉畸形骨肥大综合征
(Ｋｌｉｐｐｅｌ－Ｔｒｅｎａｕｎａｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＫＴＳ)者的研究中新发现的
一个具有多个特殊结构域的新基因ꎮ ＡＧＧＦ１ 基因在人体
组织器官(脑、眼、心脏等)和细胞中广泛表达ꎮ 近年来不
少研究发现ꎬ ＡＧＧＦ１ 蛋白具有较强的促血管生成作
用[５－８]ꎮ 然而ꎬ目前尚无报道探究 ＡＧＧＦ１ 与 ＤＲ 之间的关
系ꎮ 基于现有的研究我们推测ꎬＡＧＧＦ１ 促进血管生成可
能在 ＤＲ 的病理机制中发挥着不可忽视的作用ꎮ 为了证
实这一设想ꎬ本研究以 ＤＲ 动物模型及视网膜血管内皮细
胞为研究对象ꎬ观察 ＡＧＧＦ１ 在 ＤＲ 相关病理条件下的表
达情况及其对血管生成过程的影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠购自西安医学院实验动物中心ꎻ
链尿佐菌素 ( ＳＴＺ) 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ Ｄａｋｏ ＲＥＡＬ
ＥｎＶｉｓｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 购自丹麦 Ｄａｋｏ 公司ꎻＡＧＧＦ１ 抗
体购自武汉三鹰生物技术有限公司ꎻ恒河猴脉络膜 / 视网
膜内皮细胞(ＲＦ / ６Ａ 细胞)购自武汉普诺赛生命科技有限
公司ꎻ１６４０ 培养基、胎牛血清、０􀆰 ２５％胰酶均购自美国
Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＤＡＰＩ、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 购自碧云天生物技术有限
公司ꎻ浓缩型正常山羊血清、荧光(Ｃｙ３)标记羊抗兔 ＩｇＧ
均购自武汉博士德生物工程有限公司ꎻ人 ＡＧＧＦ１ 重组蛋
白购自美国 Ａｂｎｏｖａ 公司ꎻＣＣＫ－８ 细胞增殖及细胞毒性检
测试剂盒购自碧云天生物技术有限公司ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室、
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶均购自美国 ＢＤ 公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ ＤＲ动物模型建立 　 本研究中的动物实验获得了
西安医学院伦理委员会的批准ꎬ并根据眼科和视力研究动
物使用声明(ＡＲＶＯ)进行ꎮ 取 ＳＰＦ 级 ８ 周龄的健康雄性
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ适应性饲养 １ｗｋꎮ 动物房 １２ｈ / １２ｈ 昼夜交
替ꎬ温度 ２３℃ ~ ２５℃ꎬ保持小鼠自由饮水、进食ꎮ 将 １２ 只
小鼠随机分成对照组和 ＤＲ 组ꎬ各 ６ 只ꎮ 正常组小鼠常规
饲养ꎬ糖尿病组小鼠造模方法为禁食 ２４ｈ 后ꎬ精确称量体
质量ꎬ按照 １００ｍｇ / ｋｇ 的剂量予一次性腹腔注射 １％ ＳＴＺ
溶液(模型组)或 ０􀆰 １ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸缓冲液(对照组)ꎮ 普
通饮食ꎬ勤加水ꎬ勤换垫料ꎮ 注射 ７２ｈ 后ꎬ剪掉尾部尖端少
许ꎬ用血糖仪测量血糖ꎬ血糖高于 １６􀆰 ７ｍｍｏｌ / Ｌ 视为造模
成功ꎮ
１.２.２免疫组化法检测视网膜 ＡＧＧＦ１ 的表达　 取小鼠眼
球依次经过脱水ꎬ透明ꎬ浸蜡ꎬ包埋ꎬ切片ꎬ烤片ꎬ脱蜡ꎬ抗原
修复等步骤制作石蜡切片ꎬ经过阻断内源性过氧化物酶ꎬ
血清封闭ꎬＡＧＧＦ１ 一抗(１∶ １００)孵育ꎬ然后根据显色试剂
盒 Ｄａｋｏ ＲＥＡＬＴＭ Ｅｎ Ｖｉｓｉｏｎ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＴＭ Ｓｙｓｔｅｍ(Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ /
ＤＡＢ＋ꎬ Ｋ５００７)说明书进行后续免疫组化染色ꎬ最后进行
ＨＥ 复染ꎬ脱水ꎬ封片ꎮ 显微镜下拍照ꎬ观察 ＡＧＧＦ１ 在视网
膜中的表达和分布ꎬ使用 ＩＰＰ６􀆰 ０ 软件对免疫荧光照片进
行光密度分析ꎮ
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图 １　 免疫组化染色观察各组视网膜中 ＡＧＧＦ１ 的分布与表达(×２００)　 两组视网膜各层均可见 ＡＧＧＦ１ 表达(棕色)ꎬ与对照组相比ꎬ
ＤＲ 组中表达更强ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照组ꎮ

１.２.３ 细胞培养及分组　 解冻、离心 ＲＦ / ６Ａ 细胞ꎬ用 １６４０
培 养 基 ( 含 有 １０％ 胎 牛 血 清、 １００Ｕ / ｍＬ 青 霉 素 和
１００μｇ / ｍＬ链霉素)悬浮细胞ꎬ接种到培养皿中吹打混匀ꎬ
３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度条件下培养ꎮ 细胞的密度达到
８０％时ꎬ对细胞按 １∶ ３ 进行传代ꎮ 将处于对数生长期的细
胞用 ０􀆰 ２５％胰酶消化后ꎬ用培养基制备单细胞悬液ꎬ按照
每孔５×１０５ 个将细胞均匀的接种到 ６ 孔板中ꎬ３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度条件过夜培养ꎮ 首先ꎬ将 ＲＦ / ６Ａ 细胞分为对
照组、高糖组(培养基中加入 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖溶液)ꎬ
培养 ２４ｈꎬ免疫荧光法观察细胞中 ＡＧＧＦ１ 的蛋白表达ꎮ
其次ꎬ将 ＲＦ / ６Ａ 细胞分为对照组、ＡＧＧＦ１ 处理组(培养基
中加入 ０􀆰 ５μｇ / ｍＬ ＡＧＧＦ１)ꎬ分别采用 ＣＣＫ－８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 和
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 检测细胞增殖、迁移及管腔形成ꎮ
１.２.４免疫荧光法检测细胞 ＡＧＧＦ１ 的表达　 ＰＢＳ 浸洗已
爬好细胞的玻片ꎬ４％的多聚甲醛固定爬片 １５ｍｉｎꎬＰＢＳ 浸
洗玻片 ３ 次ꎬ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 室温通透 ２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 浸
洗玻片 ３ 次ꎬ吸水纸吸干 ＰＢＳꎬ在玻片上滴加正常山羊血
清ꎬ室温封闭 ３０ｍｉｎꎻ吸水纸吸掉封闭液ꎬ每张玻片滴加足
够量的稀释的 ＡＧＧＦ１ 一抗(１∶ １００)并放入湿盒ꎬ４℃孵育
过夜ꎬＰＢＳＴ 浸洗爬片 ３ 次ꎬ吸水纸吸干爬片上多余液体后
滴加稀释好的二抗荧光(Ｃｙ３)标记羊抗兔 ＩｇＧ(１∶ １００)ꎬ湿
盒中 ３７℃孵育 １ｈꎬＰＢＳＴ 浸洗切片 ３ 次ꎬ滴加 ＤＡＰＩ 避光孵
育 ５ｍｉｎꎬ对标本进行染核ꎬＰＢＳＴ ５ｍｉｎ × ４ 次洗去多余的
ＤＡＰＩꎬ吸水纸吸干爬片上的液体ꎬ封片后在荧光显微镜下
观察采集图像ꎬＩＰＰ６􀆰 ０ 软件对照片进行光密度分析ꎮ
１.２.５ ＣＣＫ－８法检测细胞增殖　 取对数生长期细胞ꎬ常规
消化离心后ꎬ配制成 ５×１０４个 / ｍＬ 的单细胞悬液ꎬ按每孔
１００μＬ 接种于 ９６ 孔板ꎬ同时设置空白孔ꎬ周围孔加入
１００μＬ ＰＢＳꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度条件过夜培养ꎮ 根据
实验分组处理 １２、２４、４８ｈꎬ按 ＣＣＫ－８ 试剂盒操作说明进行
细胞增殖检测ꎬ用自动酶标仪(德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)检测
４５０ｎｍ 波长吸光度值( Ａ)ꎮ 细胞增殖率(％) ＝ ( Ａ实验组 －
Ａ空白孔) / (Ａ空白对照组－Ａ空白孔)×１００％ꎮ
１.２.６ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移　 用 １６４０ 培养基重悬
细胞ꎬ将不同处理组培养 １２ｈ 的 ＲＦ / ６Ａ 细胞密度调整为
２×１０５ / ｍＬꎬ取 ２００μＬ 细胞悬液置于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室ꎬ使其朝
着下室迁移ꎮ ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２条件下孵育 ４８ｈꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 膜
底部的细胞在 ３７°Ｃ 条件下用 ７０％冰乙醇溶液固定 １ｈꎬ
０􀆰 ５％结晶紫染液染色 ２０ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 漂洗膜 ３ 次后在显微
镜下拍照ꎬ在 ３ 个标准视野下计数迁移细胞ꎮ
１.２.７ Ｍａｔｒｉｇｅｌ检测细胞管腔形成 　 按 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 说明书进
行操作ꎮ ４℃融化 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 过夜ꎬ取 ２４ 孔板ꎬ每孔内缓慢加

入 ２００μＬ 液态 Ｍａｔｒｉｇｅｌꎬ此操作在冰上进行ꎮ 消化细胞后ꎬ
用含 １０％胎牛血清的 １６４０ 培养基稀释不同处理组培养
１２ｈ 的细胞ꎬ计数后按照每孔 ２×１０５个将各组细胞接种至
预铺有基质胶的 ２４ 孔板ꎬ３７℃过夜培养ꎮ 显微镜拍照ꎬ随
机取 ３ 个放大 １００ 倍的视野(×１００)照相ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软
件计算管腔数和分支长度ꎬ取平均值ꎮ

统计学分析:本研究采用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 软件进行分析ꎬ数
据以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间的比较采用独立样
本 ｔ 检验ꎬ多个时间点的组间差异采用重复测量数据的方
差分析ꎬ若存在组间差异ꎬ进一步采用独立样本 ｔ 检验进
行各时间点的组间差异比较ꎬ若存在时间差异ꎬ进一步采
用 ＬＳＤ－ｔ 检验进行各组的时间差异比较ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异
具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＤＲ的视网膜中 ＡＧＧＦ１ 表达增强　 免疫组化结果显
示ꎬＡＧＧＦ１ 蛋白在视网膜各层均有表达ꎬ在血管内皮细胞
中也有明显表达ꎮ ＡＧＧＦ１ 在 ＤＲ 组视网膜中的表达明显
强于对照组ꎬ两组的平均光密度分别为(０􀆰 １７±０􀆰 ０５)和
(０􀆰 ０７±０􀆰 ０２)ꎬ组间差异具有统计学意义( ｔ ＝ －２􀆰 ８９ꎬＰ<
０􀆰 ０５ꎬ图 １)ꎮ
２.２高糖条件下的 ＲＦ / ６Ａ 细胞表达 ＡＧＧＦ１ 增强 　 免疫
荧光结果显示ꎬＡＧＧＦ１ 蛋白在高糖组和对照组 ＲＦ / ６Ａ 细
胞中均有表达ꎮ ＡＧＧＦ１ 在高糖下 ＲＦ / ６Ａ 细胞中的表达明
显强于对照组ꎬ两组的平均光密度分别为 ０􀆰 ６３±０􀆰 １０、０􀆰 ４０±
０􀆰 ０３ꎬ组间差异具有统计学意义(ｔ＝－３􀆰 ８７ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎬ图 ２)ꎮ
２.３ ＡＧＧＦ１ 促进 ＲＦ / ６Ａ 细胞增殖　 ＣＣＫ－８ 实验结果显
示ꎬ对 照 组 处 理 １２、 ２４、 ４８ｈ 的 细 胞 增 殖 率 分 别 为
１００􀆰 ００％± ２􀆰 １７％、１４２􀆰 ７７％ ± ０􀆰 ５０％、１６０􀆰 １７％ ± １􀆰 ３３％ꎻ
ＡＧＧＦ１ 组处理 １２、２４、４８ｈ 的细胞增殖率分别为１１４􀆰 ８８％±
０􀆰 ８４％、１５７􀆰 ３５％±１􀆰 ８９％、１８５􀆰 ３９％±１􀆰 ９０％ꎮ 重复测量数
据的方差分析结果显示ꎬ各时间点的组间存在差异ꎬ各组
间的时间点存在差异(Ｆ时间 ＝ ７７９９􀆰 １６ꎬＰ时间 <０􀆰 ０１ꎻＦ组间 ＝
１０３３􀆰 ００ꎬＰ组间 ＝ ０􀆰 ００１ꎻＦ时间×组间 ＝ ８３􀆰 ６５ꎬＰ时间×组间 ＝ ０􀆰 ００１)ꎮ
进一步采用独立样本 ｔ 检验比较各时间点的组间差异ꎬ结
果显示各时间点 ＡＧＧＦ１ 组的细胞增殖率均明显大于对照
组(１２ｈ:ｔ＝ －３０􀆰 ７２ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎻ２４ｈ:ｔ ＝ －１２􀆰 ９２ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎻ４８ｈ:
ｔ＝ －１８􀆰 ８５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 进一步 ＬＳＤ－ｔ 检验进行各组的时间
差异比较ꎬ结果显示各组不同时间点的差异均具有统计学
意义ꎬ对照组 ２４ｈ 的细胞增殖率大于 １２ｈ 的增殖率(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ４８ｈ 细胞增殖率大于 １２、２４ｈ 的增殖率 (均 Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻＡＧＧＦ１ 组 ２４ｈ 的细胞增殖率大于 １２ｈ 的增殖率
(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ４８ｈ 细胞增殖率大于 １２、２４ｈ 的增殖率(均 Ｐ<
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图 ２　 免疫荧光法观察各组 ＲＦ / ６Ａ细胞中 ＡＧＧＦ１ 的表达(×２００)　 两组 ＲＦ / ６Ａ 细胞中均可见 ＡＧＧＦ１ 表达(红色)ꎬ与对照组相比ꎬ
高糖组中表达更强ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ３　 ＣＣＫ－８ 法检测各组 ＲＦ / ６Ａ细胞的增殖(×１００) 　 与对照组相比ꎬＡＧＧＦ１ 组 ＲＦ / ６Ａ 细胞增殖更强ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法观察各组 ＲＦ / ６Ａ细胞的迁移(×２００)　 与对照组相比ꎬＡＧＧＦ１ 组 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移数更多ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

０􀆰 ０１)ꎬ见图 ３ꎮ 结果提示ꎬ随着处理时间的延长ꎬ两组细
胞增殖率均逐渐增加ꎬ在各时间点ꎬＡＧＧＦ１ 处理组的细胞
增殖均强于对照组ꎮ
２.４ ＡＧＧＦ１促进 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移 　 本部分实验观察了
ＡＧＧＦ１ 处理 １２ｈ 的 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移情况ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验
结果显示ꎬＡＧＧＦ１ 组细胞迁移数(１２７􀆰 ００±７􀆰 ００ 个)明显
多于对照组(９０􀆰 ３３±６􀆰 ６６ 个)ꎬ组间差异具有统计学意义
( ｔ＝ －６􀆰 ５７ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎬ图 ４)ꎮ 结果提示ꎬＡＧＧＦ１ 对 ＲＦ / ６Ａ
细胞迁移具有明显的促进作用ꎮ

２.５ ＡＧＧＦ１促进 ＲＦ / ６Ａ 细胞管腔形成 　 本部分实验观
察了 ＡＧＧＦ１ 处理 １２ｈ 的 ＲＦ / ６Ａ 细胞管腔形成情况ꎮ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 实验结果显示ꎬＡＧＧＦ１ 组细胞管腔数 ( ３３􀆰 ６７ ±
１􀆰 １５ 个)明显多于对照组(１５􀆰 ３３±３􀆰 ５１ 个)ꎬ组间差异具
有统计学意义( ｔ＝ －８􀆰 ５９ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎻＡＧＧＦ１ 组细胞分支总
长度(８２２６􀆰 ３３ ± ２８８􀆰 ５５μｍ) 明显多于对照组 (６４６３􀆰 ３３ ±
９３８􀆰 ０１μｍ)ꎬ组间差异具有统计学意义 ( ｔ ＝ － ３􀆰 １１ꎬＰ <
０􀆰 ０５)ꎬ见图 ５ꎮ 结果提示ꎬＡＧＧＦ１ 对 ＲＦ / ６Ａ 细胞的管腔
形成具有明显的促进作用ꎮ
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图 ５　 Ｍａｔｒｉｇｅｌ法观察各组 ＲＦ / ６Ａ细胞的管腔形成(×１００)　 与对照组相比ꎬＡＧＧＦ１ 组 ＲＦ / ６Ａ 细胞管腔形成数更多ꎬａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对
照组ꎮ

３讨论
新生血管是由既存的成熟血管的内皮细胞发生增殖、

迁移ꎬ逐渐重构形成新的小血管的一个多步骤的复杂过
程[９]ꎮ 血管生成是维持机体需要的基本生理过程ꎬ生理条
件下促进血管生成和抑制血管生成的因子处于动态平衡ꎬ
病理条件下ꎬ当促新生血管因子增加和 / 或抑新生血管因
子减少时ꎬ出现异常的新生血管则会导致一些疾病的发
生ꎬ如创伤、肿瘤、糖尿病、风湿系统疾病、骨关节炎以及其
他缺血性疾病等ꎬ而抑制血管生成可延缓和抑制疾病的进
展[１０]ꎮ 糖尿病血管生成是糖尿病基本的病理过程ꎬ多种
因子参与其中ꎮ 血管生成受体内促血管生成因子和血管
生成抑制剂两者的双重调节ꎬ其调节过程较为复杂ꎮ 促血
管生成因子主要有 ＶＥＧＦ 家族、血管生成素家族、碱性成
纤维细胞生长因子家族ꎮ 血管生成抑制剂主要有血管抑
素、内皮抑素、转化生长因子 β、组织金属蛋白酶抑制剂
等[１１]ꎮ 葡萄糖利用多种多样的代谢途径进行加工ꎬ慢性
高血糖可引起多种细胞变化ꎬ导致并发症的发生ꎬ因此糖
尿病的持续时间和高血糖的严重程度是视网膜病变发生
的主要危险因素[１２]ꎮ 小鼠 ＳＴＺ 糖尿病模型[１３] 及高糖处
理的内皮细胞 ＲＦ / ６Ａ[１４]分别是用于研究 ＤＲ 病理机制及
防治策略的常用动物和细胞模型ꎬ参照文献方法ꎬ本研究
利用 ＤＲ 小鼠视网膜和高糖条件下的 ＲＦ / ６Ａ 细胞作为观
察对象ꎬ较好地模拟了 ＤＲ 的病理环境ꎬ实验结果为在体
内研究 ＤＲ 的治疗靶点提供了可靠的依据ꎮ

ＡＧＧＦ１ 又名 ＶＧ５Ｑꎬ是 ２００４ 年发现的参与血管生成
的新基因ꎮ 在 ＫＴＳ 患者的基因组发现ꎬ５ 号染色体和 １１
号染色体之间发生了一个断点异位 ( ５ꎻ １１) ( ｑ１３􀆰 ３ꎻ
ｐ１５􀆰 １)ꎬ这个变化和疾病相关ꎮ 近一步研究在 ５ 号染色体
１３ 区 ３ 带(５ｑ１３􀆰 ３)断点中发现了新基因 ＡＧＧＦ１[５]ꎮ 该基
因全长 ３４ｋｂꎬ有 １４ 个外显子ꎬ编码 ７１４ 个氨基酸ꎬ所表达
蛋白相对分子量 ８１ｋＤꎮ ＡＧＧＦ１ 的 Ｃ 端含有两个功能保
守结构域:ＦＨＡ( ｆｏｒｋｈｅａｄ －ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ)和 Ｇ－ｐａｔｃｈｅｄ 结构
域ꎻ其 Ｎ 端含有 ｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌ 结构域ꎮ 在原核生物和真核生
物中的 ２００ 多种蛋白质中都存在 ＦＨＡ 结构域ꎬ参与包括
细胞核内信号转导、转录、蛋白转运、ＤＮＡ 修复和蛋白降
解等过程[１５]ꎮ 在一些 ＲＮＡ 结合蛋白或具有 ＲＮＡ 结合功
能的蛋白中都存在 Ｇ－ｐａｔｃｈｅｄ 区域[１６]ꎮ ＡＧＧＦ１ 基因在人
体组织中呈现广泛表达模式ꎬ其基因和蛋白在人脐静脉内
皮细胞和人微血管内皮细胞中都有表达ꎬ提示 ＡＧＧＦ１ 与
血管形成存在关联[５]ꎮ 不过ꎬＡＧＧＦ１ 是否也表达于视网
膜及视网膜血管内皮细胞、是否与视网膜血管生成有关尚
未见报道ꎮ 鉴于此ꎬ本研究同时观察了小鼠视网膜和 ＲＦ /
６Ａ 细胞中的 ＡＧＧＦ１ 蛋白表达情况ꎬ证实 ＡＧＧＦ１ 视网膜
和视网膜内皮细胞中均有表达ꎮ 在高糖的刺激下ꎬ小鼠视
网膜及 ＲＦ / ６Ａ 细胞表达 ＡＧＧＦ１ 蛋白明显增多ꎬ提示其可

能参与了 ＤＲ 的病理过程ꎮ
Ｔｉａｎ 等[５]将纯化的 ＡＧＧＦ１ 蛋白注射到鸡胚中ꎬ发现

ＡＧＧＦ１ 蛋白可与内皮细胞结合ꎬ激发内皮细胞的增殖并
促进血管生成ꎬ且增加的血管数量远高于 ＶＥＧＦ 带来的效
果ꎮ Ｃｈｅｎ 等[６]发现ꎬ敲除 ＡＧＧＦ１ 基因可导致斑马鱼胚胎
血管发育出现缺陷ꎬ且一系列内皮细胞特异表达基因的表
达量明显降低ꎻ而过量表达 ＡＧＧＦ１ 则导致体节间血管过
度出芽ꎬ并促进丝状伪足形成ꎬ体内 ＡＧＧＦ１ 表达量升高也
使内皮细胞特异基因表达上调ꎮ ＡＧＧＦ１ 敲除阻碍斑马鱼
静脉血管形成ꎬ而过量表达可增加静脉血管直径ꎮ 近年来
肿瘤方面的研究提示 ＡＧＧＦ１ 在恶性肿瘤中呈现过表达ꎬ
发挥促进癌细胞浸润、迁移以及肿瘤血管生成的作用ꎬ
ＡＧＧＦ１ 高表达可以预测癌症的不良预后[１７－１８]ꎮ 以上研究
结果均直接证明 ＡＧＧＦ１ 具有强烈的促血管新生功能ꎬ但
ＡＧＧＦ１ 在视网膜中是否也具有类似功能还缺乏报道ꎮ 本
研究在证实视网膜内皮细胞可以表达 ＡＧＧＦ１ 蛋白的基础
上ꎬ进一步观察了 ＡＧＧＦ１ 对 ＲＦ / ６Ａ 细胞的增殖、迁移和
管腔形成的影响ꎬ发现 ＡＧＧＦ１ 可明显促进这些血管生成
过程ꎮ 目前关于 ＡＧＧＦ１ 促血管生成的机制研究较少ꎬ认
为虽然其效应类似于 ＶＥＧＦꎬ但与 ＶＥＧＦ 信号通路无
关[５ꎬ８]ꎮ Ｔｉａｎ 等[５]以 ＡＧＧＦ１ 为诱饵进行酵母双杂交实验ꎬ
发现 ＡＧＧＦ１ 可直接与肿瘤坏死因子家族成员之一
ＴＷＥＡＫ 因 子 直 接 相 互 作 用ꎬ 使 ＴＷＥＡＫ 与 其 受 体
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ－ｇｒｏｗｔｈ－ｆａｃｔｏｒ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ １４(Ｆｎｌ４)结合形成三聚
体介导血管生成ꎮ Ｃｈｅｎ 等[６] 发现ꎬＡＧＧＦ１ 可正调控体内
ＡＫＴ 的活性ꎬ在体内过量表达持续性活性 ＡＫＴ 可挽救
ＡＧＧＦ１ 表达下降引起的血管发育缺陷ꎮ 另外一些研究认
为ꎬＡＧＧＦ１ 的促血管生成功能与其调控 ＡＫＴꎬ ＰＩ３Ｋꎬ
ＥＲＫ１ / ２ 信号通路以及抑制血管炎症有关[５－６ꎬ１９－２０]ꎮ 然而ꎬ
ＡＧＧＦ１ 以何种机制参与了 ＤＲ 的视网膜血管生成还需要
进一步研究ꎮ

有关 ＡＧＧＦ１ 的应用方面ꎬＬｕ 等[７] 发现注射到单侧下
肢缺血小鼠腓肠肌的真核表达质粒能够成功转录生成
ＡＧＧＦ１ ｍＲＮＡ 并翻译生成 ＡＧＧＦ１ 蛋白ꎬＡＧＧＦ１ 的高表达
可增加缺血后肢的血流流速ꎬ抑制缺血引起的组织坏死ꎬ
加速缺血的腓肠肌的血管新生ꎮ 在心血管疾病方面ꎬ缺氧
后小鼠心脏内皮细胞和人脐静脉血管内皮细胞的 ＡＧＧＦ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达增加ꎮ 急性心肌梗死后ꎬ小鼠心肌组织
ＡＧＧＦ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达增加ꎮ ＡＧＧＦ１ 可促进血管生
成ꎬ抑制心肌细胞凋亡ꎮ 静脉注射纯化的重组 ＡＧＧＦ１ 蛋
白治疗急性心肌梗死可以明显降低小鼠死亡率ꎬ并显著提
高其心脏功能[８]ꎮ 上述这些研究结果提示ꎬＡＧＧＦ１ 在针
对缺血性疾病的治疗方面具有很好的应用前景ꎮ 持续性
高血糖是 ＤＲ 发展的主要刺激因素[２１]ꎬ而局部缺血、缺氧
是形成视网膜新生血管形成的先决条件[２２]ꎮ 虽然本研究
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Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



提示 ＡＧＧＦ１ 可能与 ＤＲ 的病理机制相关ꎬ而 ＡＧＧＦ１ 具有
直接促进血管形成的效应ꎬ但 ＡＧＧＦ１ 在 ＤＲ 疾病不同时
期中的作用还不清楚ꎮ 结合文献和本研究结果我们推测ꎬ
一方面在视网膜缺血缺氧前给予 ＡＧＧＦ１ 治疗ꎬ可通过促
血管生成减小视网膜无灌注区ꎬ进而间接减小视网膜新生
血管形成的风险ꎻ另一方面ꎬ在视网膜新生血管形成期将
ＡＧＧＦ１ 作为重要靶点进行干预ꎬ可能直接减少病理性视
网膜新生血管形成ꎮ 总之ꎬ本研究揭示 ＡＧＧＦ１ 在糖尿病
视网膜血管生成方面具有重要调节作用ꎬ本结果将有助于
为 ＤＲ 机制的深入研究以及血管靶向药物的进一步研发
提供新思路ꎮ
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