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ＨＵＶＥＣｓ 迁移和侵袭及管腔形成的影响

徐卫星１ꎬ２ꎬ刘　 华１ꎬ２ꎬ张　 岩２

引用:徐卫星ꎬ刘华ꎬ张岩. 非接触共培养体系下抑制 ＡＲＰＥ－１９
中 ＣＡＭＫⅡ表达对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移和侵袭及管腔形成的影响. 国

际眼科杂志ꎬ ２０２４ꎬ２４(４):５０８－５１４.

作者单位:１ ( １１６０００) 中国辽宁省大连市ꎬ大连医科大学ꎻ
２(１２１０００)中国辽宁省锦州市ꎬ锦州医科大学

作者简介:徐卫星ꎬ男ꎬ在读博士研究生ꎬ主治医师ꎬ研究方向:年
龄相关性黄斑变性ꎮ
通讯作者:刘华ꎬ女ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ教授ꎬ研究方向:近视防控

及老年性眼部疾病. ｌｈ＠ ｊｚｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
收稿日期: ２０２３－０９－２５ 　 　 修回日期: ２０２３－１２－２０

摘要
目的:探讨非接触共培养体系下抑制人视网膜色素上皮细
胞(ＡＲＰＥ)中 Ｃａ２＋ / 钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ(ＣＡＭＫ
Ⅱ)表达对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)迁移、侵袭、管腔
形成的影响ꎮ
方法:将过表达 ＣＡＭＫⅡ－δ 的 ＡＲＰＥ－１９ 样本进行 ＲＮＡ
测序ꎬ应用生物信息学分析差异基因参与的功能ꎮ 使用
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室构建 ＡＲＰＥ－１９ 和 ＨＵＶＥＣｓ 非接触共培养体

系ꎬ根据实验干预措施分为:空白组:仅接种未共培养的
ＨＵＶＥＣｓꎬ无 ＡＲＰＥ － １９ 细 胞ꎻ 对 照 组: ＡＲＰＥ － １９ 和
ＨＵＶＥＣｓ 细胞均使用完全培养基进行共培养ꎻ ＡＩＰ 组
(ＣＡＭＫⅡ抑制组):ＡＲＰＥ－１９ 使用含有 ＡＩＰ(１６０ ｎｍｏｌ / Ｌ)
的完全培养基ꎬＨＵＶＥＣｓ 使用完全培养基ꎬ进行共培养ꎮ
检测 ＨＵＶＥＣｓ 迁移、侵袭和管腔形成能力的变化ꎬ并通过
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＣＡＭＫⅡ/ ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ＶＥＧＦＡ 蛋白
表达水平ꎮ
结果:生信分析发现差异基因参与细胞生长与死亡和细胞
运动等生物学过程ꎮ 划痕和 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验均表明

ＡＩＰ 组的 ＨＵＶＥＣｓ 相对迁移率均明显低于对照组(均 Ｐ<
０.０５)ꎮ 而侵袭和小管形成实验表明ꎬＡＩＰ 组的相对侵袭
率和相对管腔形成率较对照组无明显改变(均 Ｐ>０.０５)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果表明 ＡＩＰ 组 ＣＡＭＫ Ⅱ、 Ｐ － ｍＴＯＲ、
ＶＥＧＦＡ 蛋白表达较对照组均明显下调ꎬ而 Ｐ－ＡＭＰＫ 蛋白
表达较明显上调(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:在非接触共培养体系下抑制 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中
ＣＡＭＫⅡ表达可以显著降低 ＨＵＶＥＣｓ 迁移能力ꎬ但不能改
变侵袭和管腔形成能力ꎬ这可能是通过 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ /
ＶＥＧＦＡ 信号通路实现的ꎮ
关键词:Ｃａ２＋ / 钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ(ＣＡＭＫⅡ)ꎻ自
生肽 ２ 相关抑制肽(ＡＩＰ)ꎻ迁移ꎻ人视网膜色素上皮细胞
(ＡＲＰＥ)ꎻ人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.４.０３

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＣＡＭＫⅡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ
ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ａ ｎｏｎ－
ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ

Ｘｕ Ｗｅｉｘｉｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｌｉｕ Ｈｕａ１ꎬ２ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙａｎ２

１Ｄａｌｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｄａｌｉａｎ １１６０００ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｊｉｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎｚｈｏｕ １２１０００ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｌｉｕ Ｈｕａ. Ｄａｌｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｄａｌｉａｎ
１１６０００ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ Ｊｉｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｊｉｎｚｈｏｕ １２１０００ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｌｈ＠ ｊｚｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－０９－２５　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－１２－２０

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｃａ２＋ /
ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ⅱ ( ＣＡＭＫ Ⅱ )
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ－ １９
(ＡＲＰＥ － １９) ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｕｂｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
(ＨＵＶＥＣｓ) ｉｎ ａ ｎｏｎ－ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ＡＲＰＥ－
１９ ｃｅｌｌｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＣＡＭＫⅡ － δꎬ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ. Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｓｅｒｔｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｎｏｎ－ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ＡＲＰＥ－１９
ａｎｄ ＨＵＶＥＣｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ: ｂｌａｎｋ
ｇｒｏｕｐ: ｏｎｌｙ ＨＵＶＥＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ＡＲＰＥ － １９
ｃｅｌｌｓꎻ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ: ＡＲＰＥ－１９ ａｎｄ ＨＵＶＥＣｓ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏ－
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍꎻ ＡＩＰ ｇｒｏｕｐ ( ＣＡＭＫ Ⅱ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ): ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＡＩＰ ( １６０ ｎｍｏｌ / Ｌ)
ｗｅｒｅ ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍ. Ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ
ＨＵＶＥＣｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＣＡＭＫⅡ / ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ＶＥＧＦＡ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｃｏｕｌｄ ａｆｆｅｃｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｃｅｌｌ
ｍｏｖｅｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ＡＩＰ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ
ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＩＰ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｂｏｔｈ Ｐ> ０.０５) .
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＣＡＭＫⅡꎬ Ｐ － ｍＴＯＲꎬ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＡＩＰ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ－ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ
Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｎ － ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ － ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍꎬ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＭＫ Ⅱ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓꎬ ｂｕｔ
ｉｔ ｃａｎｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙꎬ
ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ＶＥＧＦＡ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:Ｃａ２＋ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
Ⅱ (ＣＡＭＫⅡ)ꎻ ａｕｔｏｃａｍｔｉｄｅ－ ２－ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｅｐｔｉｄｅ
(ＡＩＰ )ꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ａｄｕｌｔ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
( ＡＲＰＥ )ꎻ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
(ＨＵＶＥＣｓ)

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｘｕ ＷＸꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＣＡＭＫⅡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｕｂｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ａ ｎｏｎ － ｃｏｎｔａｃｔ ｃｏ － ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(４):５０８－５１４.

０引言
眼内新生血管是包括增殖期糖尿病视网膜病变、早产

儿视网膜病变、湿性年龄相关性黄斑变性等多种致盲眼病
的病理生理基础ꎮ 新生血管由于管壁不完整容易造成出
血和渗漏ꎬ最终形成瘢痕ꎬ造成视力永久丧失[１－２]ꎮ 视网
膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)作为血眼屏
障的重要组成部分ꎬ可以极性分泌多种生长因子ꎬ维持眼
内稳态ꎬ参与视循环代谢等多种生物学功能[３－４]ꎮ ＲＰＥ 功
能障碍时可破坏促血管生成因子[如血管内皮生长因子
(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)]与抑制血管生
成因子[如色素上皮衍生因子(ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ－ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆａｃｔｏｒꎬＰＥＤＦ)]间的动态平衡[５－６]ꎮ 因此ꎬＲＰＥ 在新生血管
生成中有至关重要的作用ꎮ 钙(Ｃａ２＋)是一种高度通用的
细胞内信号ꎬ负责控制增殖、分化和凋亡等一系列细胞过
程[７]ꎮ Ｃａ２＋稳态的丢失ꎬ通常以细胞质增加的形式导致细
胞损伤[８]ꎮ 在兴奋性毒性和视神经损伤等损伤后ꎬ异常的
Ｃａ２＋激活参与了视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌꎬ
ＲＧＣ) 的死亡[９]ꎮ Ｃａ２＋ / 钙调蛋白依赖性蛋白激酶 Ⅱ
(Ｃａ２＋ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ⅡꎬＣＡＭＫⅡ)作
为一种多功能激酶ꎬ是 Ｃａ２＋信号转导的中心协调者和执行
者[１０]ꎮ ＣＡＭＫⅡ已被确定为治疗多种血管疾病的重要靶
点ꎬ可以抑制多种血管生成信号通路[１１－１４]ꎮ ＣＡＭＫⅡ是缺
血诱导冠状动脉血管生成的重要介质ꎬ其中 ＣＡＭＫⅡ触发
的 ＶＥＧＦ 表达起关键作用[１５]ꎮ 抑制 ＣＡＭＫⅡ表达会通过
ＮＯＸ２ / ｍｔＲＯＳ / ｐ－ＶＥＧＦＲ２ / ＳＴＡＴ３ 信号通路损害血管生
成ꎬ加重心脏重构和心力衰竭[１６]ꎮ 然而ꎬ关于 ＣＡＭＫⅡ在
ＲＰＥ 细 胞 的 研 究 却 少 有 报 道ꎮ 我 们 通 过 核 糖 核 酸
(ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬＲＮＡ)测序及生信分析发现ꎬＣＡＭＫⅡ参
与了细胞运动等多种生物学过程ꎮ 因此ꎬ本研究构建了人
视网膜色素上皮细胞－ １９( ａｄｕｌｔ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ － １９ꎬＡＲＰＥ － １９) 和人脐静脉内皮细胞 ( ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＵＶＥＣｓ)非接触共培养体
系ꎬ充分模拟 ＲＰＥ 和血管内皮细胞的非接触体内生长环
境ꎬ以此来研究 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移、

侵袭、管腔形成的影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞来源　 ＡＲＰＥ－１９ 购自美国模式培养物集存库
(ＡＴＣＣꎻＭａｎａｓｓａｓꎬＶＡꎬＵＳＡ)ꎻＨＵＶＥＣｓ 购自北纳生物科技
有限公司ꎮ
１. １. ２ 主 要 试 剂 与 仪 器 　 自 生 肽 ２ 相 关 抑 制 肽
(ａｕｔｏｃａｍｔｉｄｅ－２－ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｅｐｔｉｄｅꎬＡＩＰ) (ＣＡＭＫⅡ
特异性抑制剂)购于美国 Ｃａｙｍａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司ꎻｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室、Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎻＣＡＭＫⅡ、
ＡＭＰ 依 赖 的 蛋 白 激 酶 [ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５􀆳 － ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
(ＡＭＰ)－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＡＭＰＫ]、磷酸化 ＡＭＰＫ
(Ｐ－ＡＭＰＫ)、 血 管 内 皮 细 胞 生 长 因 子 Ａ ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦＡ)抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公
司ꎬ哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 ( ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ)、磷酸化 ｍＴＯＲ(Ｐ－ｍＴＯＲ)、β－肌动蛋白
(β－Ａｃｔｉｎ)购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司ꎻ吉姆萨(Ｇｉｅｍｓａ)染色液
购自上海碧云天公司ꎮ 实验设备由锦州医科大学辽宁省
黄斑变性重点实验室提供ꎬ主要包括:电泳仪(美国 ＢＩＯ－
ＲＡＤ 公司)、倒置荧光显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＲＮＡ测序和生信分析　 过表达慢病毒 ＬＶ－ＣＡＭＫⅡ－δ
由上海吉凯基因公司包装ꎬ根据细胞感染复数(ＭＯＩ)及病
毒滴度ꎬ加入相应病毒量感染 ＡＲＰＥ－１９ꎬ并使用嘌呤霉素
进行筛选扩增ꎮ 将筛选扩增后的 ＡＲＰＥ－１９ 制作成 ＲＮＡ
样本ꎬＲＮＡ 文库测序采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉｓｅｑＴＭ ２５００ / ４０００ 芯
片ꎬ由中国广州基迪奥生物技术有限公司完成ꎮ 采用实时
交互 式 在 线 数 据 分 析 平 台 Ｏｍｉｃｓｍａｒｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｏｍｉｃｓｍａｒｔ.ｃｏｍ)进行生物信息学分析ꎮ
１.２. ２ 非接触共培养体系建立 　 使用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室
(２４ ｍｍ ＰＥＴ 膜ꎬ孔径 ０.４ μｍ)在 ６ 孔板中进行非接触式
共培养体系构建ꎬ将 ＡＲＰＥ－１９ 接种于 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中ꎬ
ＨＵＶＥＣｓ 接种于六孔板中(图 １Ａ)ꎬ使用完全培养基共培
养 ７ ｄ 后进行后续实验[１７－１８]ꎮ
１.２.３细胞培养及分组　 ＡＲＰＥ－１９ 和 ＨＵＶＥＣｓ 使用 １０％
胎牛血清(ＦＢＳ)和 １％青霉素－链霉素的 ＤＭＥ－Ｆ１２ 混合
液共培养ꎬ并在 ３７℃、５％ ＣＯ２湿化条件下细胞培养箱中孵
育ꎮ 根据实验干预措施分为:空白组:仅接种未共培养的
ＨＵＶＥＣｓ 在完全培养基中培养ꎬ无 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎻ对照
组:ＡＲＰＥ－１９ 和 ＨＵＶＥＣｓ 细胞均使用完全培养基进行共
培养ꎻＡＩＰ 组(ＣＡＭＫⅡ抑制组):ＡＲＰＥ－１９ 使用含有 ＡＩＰ
(１６０ ｎｍｏｌ / Ｌ)的完全培养基ꎬＨＵＶＥＣｓ 使用完全培养基ꎬ
进行共培养ꎮ
１.２.４划痕实验检测细胞水平迁移能力　 使用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小
室(２４ ｍｍ ＰＥＴ 膜ꎬ孔径 ０.４ μｍ)和 ６ 孔板进行划痕实验ꎮ
　 　

图 １　 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ非接触共培养体系构建及划痕、迁移、小管形成
实验细胞接种示意图 　 Ａ:ＡＲＰＥ － １９ 接种在小室中ꎬ
ＨＵＶＥＣｓ 接种在孔板中ꎻ Ｂ: ＨＵＶＥＣｓ 接种在小室中ꎬ
ＡＲＰＥ－１９细胞接种在孔板中ꎮ

９０５

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.４ Ａｐｒ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



非接触共培养 ７ ｄ 后ꎬ将 ８×１０５个 / 孔 ＨＵＶＥＣｓ(每组 ３ 个
重复)接种于 ６ 孔板中ꎬ将 ３ × １０５ 个 ＡＲＰＥ － １９ 接种于
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中(图 １Ａ)ꎮ 使用未共培养的 ＨＵＶＥＣｓ 接种
于 ６ 孔板作为空白对照(空白组)ꎮ 根据实验分组进行相
应处理ꎬ当 ＨＵＶＥＣｓ 融合时ꎬ用 １ｍＬ 无菌枪头垂直匀速划
出“一”字划痕ꎬ采用无血清培养基共培养ꎬ分别于划痕后
０、２４ｈ 使用倒置相差显微镜拍照(４０×)ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ ６.０ 测定划痕平均宽度ꎬ计算相对水平迁移率:相对水
平迁移率＝(Ｗ０－Ｗ２４) / ＷＢꎬ其中 Ｗ０ 为初始划痕面积的
平均宽度ꎬＷ２４ 为 ２４ｈ 剩余划痕面积的平均宽度ꎬＷＢ 为
空白组的水平迁移距离(Ｗ０－Ｗ２４)ꎬ空白组迁移距离视
为 １ꎮ
１.２. ５ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞垂直迁移能力 　 使用
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室(６.５ ｍｍ ＰＣ 膜ꎬ孔径 ８ μｍ)和 ２４ 孔板进行
垂直迁移实验ꎮ 共培养 ７ ｄ 后ꎬ将 １ × １０４ 个 / 孔 ＨＵＶＥＣｓ
(每组 ３ 个重复)接种于含无血清培养基的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室
中ꎬ将 ３×１０５个ＡＲＰＥ－１９ / 孔接种于含有完全培养基的 ２４
孔板中 ( 图 １Ｂ )ꎮ 使 用 未 共 培 养 的 ＨＵＶＥＣｓ 接 种 于
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中作为空白对照(空白组)ꎮ 根据实验分组
进行相应处理ꎬ共培养 ２４ ｈ 后ꎬ清洗 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 滤膜上表面
的细胞ꎬ并用 Ｇｉｅｍｓａ 染色液对滤膜下表面的迁移细胞进
行染色ꎮ 对上、下、左、右、中 ５ 个视野的细胞数进行计数
并取平均值ꎬ将空白组迁移细胞数设为 １ꎬ计算相对垂直
迁移率ꎮ
１.２.６侵袭实验检测细胞侵袭能力 　 使用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室
(６.５ ｍｍ ＰＣ 膜ꎬ孔径 ８ μｍ)和 ２４ 孔板进行侵袭实验ꎮ 将
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶用不含 ＦＢＳ 的冷 ＤＭＥ－Ｆ１２ 以 １∶ ８ 比例稀
释ꎬ加入 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室放入 ３７ ℃孵箱进行包被ꎮ 共培养
７ ｄ后ꎬ将 ２×１０４个 / 孔ＨＵＶＥＣｓ(每组 ３ 个重复)接种在含
无血清培养基的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中ꎬ将 ３×１０５个 / 孔 ＡＲＰＥ－
１９ 接种于含有完全培养基的 ２４ 孔板中(图 １Ｂ)ꎮ 使用未
共培养的 ＨＵＶＥＣｓ 接种于 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中作为空白对照
(空白组)ꎮ 根据实验分组进行相应处理ꎬ其他实验步骤
和检测方法同 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 垂直迁移实验ꎮ

１.２. ７ 小管形成实验检测细胞管腔形成能力 　 使用
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室(６.５ ｍｍ ＰＥＴ 膜ꎬ孔径 ０.４ μｍ)和 ２４ 孔板进
行小管形成实验ꎮ 将基质胶均匀铺于 ２４ 孔板中ꎬ并置于
３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 共培养 ７ ｄ 后ꎬ将 １. ５ × １０５ 个 / 孔
ＨＵＶＥＣｓ(每组 ３ 个重复)接种于 ２４ 孔板中ꎬ将 ３×１０５ 个
ＡＲＰＥ－１９ 接种于 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中ꎬ使用完全培养基进行
共培养(图 １Ａ)ꎮ 使用未共培养的 ＨＵＶＥＣｓ 接种于 ２４ 孔
板中作为空白对照(空白组)ꎮ 根据实验分组进行相应处
理ꎬ３７℃孵育 １２ ｈ 后ꎬ在上、下、左、右、中 ５ 个视野内计数
管腔形成数量ꎬ并取平均值ꎮ 将空白组数据作为 １ꎬ计算
小管数量相对形成率ꎮ
１. ２. ８ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ＣＡＭＫ Ⅱ/ ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ /
ＶＥＧＦＡ蛋白表达 　 ＡＩＰ 作用 ＡＲＰＥ － １９ ２４ ｈ 后ꎬ使用
ＲＩＰＡ、ＰＭＳＦ 和磷酸酶抑制剂混合液裂解 ＡＲＰＥ－１９ꎬ提取
总蛋白ꎬ将收集到的蛋白质配制成等浓度样品ꎮ 加入等体
积的样品进行电泳ꎬ然后转移到 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 使用 β－Ａｃｔｉｎ
作为内参蛋白ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ 软件测量蛋白条带灰度值ꎮ

统计学分析:每个实验重复至少 ３ 次ꎬ采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 进行统计分析和作图ꎮ 两组比较采用独立样本 ｔ
检验ꎬ三组或三组以上数据采用单因素方差分析ꎬ进一步
两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２.１ ＬＶ－ＣＡＭＫⅡ－δ慢病毒感染效果和 ＲＮＡ 测序及生信
分析　 慢病毒感染效果见图 ２Ａꎮ ＲＮＡ 测序及生信分析发
现ꎬＣＡＭＫⅡ－δ 过表达样本有 ６２ 个转录本显著上调ꎬ１０１
个转录本显著下调(图 ２Ｂ)ꎮ 其中与血管生成密切相关的
基因显著上调ꎬ例如:ＩＴＧＢ３、Ｐ３Ｒ３ＵＲＦ－ＰＩＫ３Ｒ３ 等ꎮ 将这
１６３ 个差异基因进行 ＫＥＧＧ(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ)富集分析ꎬ发现差异基因主要富集在细胞生长与
死亡( ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ)、运输和分解代谢( ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ)、细胞群落－真核生物(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ－
ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ)、细胞运动( ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ) 细胞生物学过程中
(图 ２Ｃ)ꎮ

图 ２　 慢病毒感染及 ＲＮＡ测序生物信息学分析　 Ａ:慢病毒感染 ＡＲＰＥ－１９ ＧＦＰ 表达效果图ꎻＢ:显著性差异基因柱状图ꎻＣ:显著差异
基因的 ＫＥＧＧ 富集分析条形图ꎮ
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２.２抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ表达降低 ＨＵＶＥＣｓ 的水
平迁移能力　 划痕实验结果表明ꎬ对照组相对水平迁移率
较空白组明显升高ꎬ而 ＡＩＰ 组相对水平迁移率较对照组明
显下降(Ｆ＝ １９.６６ꎬＰ<０.０５ꎬ图 ３)ꎮ 这表明ꎬ非接触共培养
体系下ꎬＡＲＰＥ－１９ 可以提高 ＨＵＶＥＣｓ 的水平迁移能力ꎬ而
ＡＩＰ 抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ表达可以降低 ＨＵＶＥＣｓ 的
水平迁移能力ꎮ
２.３抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ表达降低 ＨＵＶＥＣｓ 的垂
直迁移能力　 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果表明ꎬ对照组相对垂直迁
移率较空白组明显升高ꎬ而 ＡＩＰ 组相对垂直迁移率较对照
组明显下降(Ｆ＝ ４０.１７ꎬＰ<０.０５ꎬ图 ４)ꎮ 这表明ꎬ非接触共
培养体系下ꎬＡＲＰＥ－１９ 细胞可以提高 ＨＵＶＥＣｓ 的垂直迁
移能力ꎬ而 ＡＩＰ 抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ表达可以降低
ＨＵＶＥＣｓ 的垂直迁移能力ꎮ
２.４抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ表达对 ＨＵＶＥＣｓ 侵袭能
力的影响　 侵袭实验表明ꎬ三组相对侵袭率差异有统计学
意义(Ｆ＝ １３.７０ꎬＰ<０.０５)ꎬ但 ＡＩＰ 组相对侵袭率和对照组

相比无明显变化(Ｐ>０.０５ꎬ图 ５)ꎮ 这表明ꎬ非接触共培养
体系下ꎬＡＩＰ 抑制 ＡＲＰＥ － １９ 中 ＣＡＭＫⅡ表达不能改变
ＨＵＶＥＣｓ 的侵袭能力ꎮ
２.５抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ表达对 ＨＵＶＥＣｓ 小管形
成的影响　 小管形成实验表明ꎬＡＩＰ 组相对管腔形成率和
对照组相比无明显变化(Ｆ＝ ０.８０５３ꎬＰ>０.０５ꎬ图 ６)ꎮ 这表
明ꎬ非接触共培养体系下ꎬＡＩＰ 抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ
表达不能改变 ＨＵＶＥＣｓ 的管腔形成能力ꎮ
２.６ ＣＡＭＫⅡ调控 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ＶＥＧＦＡ信号通路　 ＡＩＰ
组和对照组 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ、Ｐ －ＡＭＰＫ、Ｐ －ｍＴＯＲ、
ＶＥＧＦＡ 蛋白表达水平差异均有统计学意义( ｔ ＝ ４. １３５、
４.０４４、３.３４４、４.８１０ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎮ 其中ꎬＡＩＰ 组 ＣＡＭＫⅡ、
Ｐ－ｍＴＯＲ、ＶＥＧＦＡ 蛋 白 表 达 水 平 较 对 照 组 明 显 下 调
(图 ７Ａ、Ｂ、Ｆ、Ｇ、Ｉ、Ｊ)ꎬＡＩＰ 组 Ｐ－ＡＭＰＫ 蛋白表达水平较对
照组明显上调(图 ７Ｃ、Ｄ)ꎮ ＡＩＰ 组和对照组 ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ
蛋白表达水平差异无显著统计学意义 ( ｔ ＝ ０. ２６１５、
０.０４４２１ꎬ均 Ｐ>０.０５ꎬ图 ７Ｃ、Ｅ、Ｆ、Ｈ)ꎮ

图 ３　 划痕实验检测水平迁移能力　 Ａ:各组 ＨＵＶＥＣｓ 在 ０、２４ ｈ 的划痕面积ꎻＢ:相对水平迁移率的定量分析表明ꎬＡＩＰ 作用 ＡＲＰＥ－１９
降低 ＨＵＶＥＣｓ 的水平迁移能力ꎻａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ４　 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测垂直迁移能力　 Ａ:各组 ＨＵＶＥＣｓ 垂直迁移细胞数ꎻＢ:相对垂直迁移率的定量分析表明ꎬＡＩＰ 作用 ＡＲＰＥ－１９
细胞降低 ＨＵＶＥＣｓ 的垂直迁移能力ꎻａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ５　 侵袭实验检测侵袭能力　 Ａ:各组 ＨＵＶＥＣｓ 侵袭细胞数ꎻＢ:相对侵袭率的定量分析表明ꎬＡＩＰ 作用 ＡＲＰＥ－１９ 细胞不能改变
ＨＵＶＥＣｓ 的侵袭能力ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ
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图 ６　 小管形成实验检测管腔形成能力　 Ａ:各组 ＨＵＶＥＣｓ 管腔形成数ꎻＢ:相对管腔形成率的定量分析表明ꎬＡＩＰ 作用 ＡＲＰＥ－１９ 不能

改变 ＨＵＶＥＣｓ 的管腔形成能力ꎮ

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＡＩＰ 作用下 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ/ ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ＶＥＧＦＡ 信号通路相关蛋白表达 　 Ａ:ＡＩＰ 降低

ＣＡＭＫⅡ蛋白表达水平ꎻＢ:根据 Ａ 图结果对 ＣＡＭＫⅡ蛋白表达进行定量分析( ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组)ꎻＣ:ＡＩＰ 增强 Ｐ－ＡＭＰＫ 蛋白

表达水平ꎬ对 ＡＭＰＫ 蛋白表达无明显影响ꎻＤ:根据 Ｃ 图结果对 Ｐ－ＡＭＰＫ 蛋白表达进行定量分析( ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组)ꎻＥ:根据

Ｃ 图结果对 ＡＭＰＫ 蛋白表达进行定量分析ꎻＦ:ＡＩＰ 降低 Ｐ－ｍＴＯＲ 蛋白表达水平ꎬ对 ｍＴＯＲ 蛋白表达无明显影响ꎻＧ:根据 Ｆ 图结

果对Ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达进行定量分析( ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组)ꎻＨ:根据 Ｆ 图结果对 ｍＴＯＲ 蛋白表达进行定量分析ꎻＩ:ＡＩＰ 降低

ＶＥＧＦＡ 蛋白表达水平ꎻＪ:根据 Ｉ 图结果对 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达进行定量分析( ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组)ꎮ

３讨论
血管新生是指在原有血管的基础上形成新的血管ꎬ在

生理发育和病理过程中都起着至关重要的作用[１９－２０]ꎮ 眼
内新生血管是多种致盲眼病的病理生理基础ꎬ例如ꎬ增殖
期糖尿病视网膜病变和早产儿视网膜病变由于视网膜前
血管过度生长ꎬ引发纤维瘢痕形成ꎬ最终导致视网膜脱
离[２１]ꎻ湿性年龄相关性黄斑变性的发生与脉络膜新生血
管生成有关ꎬ新生血管生成可诱发出血和渗漏、最终形成
瘢痕ꎬ造成视力永久丧失[２２]ꎮ 因此ꎬ如何有效抑制血管新
生已经成为临床治疗新生血管眼病亟待解决的难题ꎮ 目
前ꎬ抗 ＶＥＧＦ 药物如雷珠单抗注射液等成为临床治疗眼科
新生血管性疾病的主流药物ꎬ但是存在病情不能根治、需
反复玻璃体腔注射治疗等缺陷ꎬ不仅增加了感染、出血的
风险ꎬ加之昂贵的费用ꎬ给患者带来了沉重的经济负
担[２３]ꎮ 因此ꎬ寻找一种经济有效的替代治疗方案仍旧是
科研工作者努力的方向ꎮ

ＣＡＭＫⅡ作为一种多功能激酶ꎬ是 Ｃａ２＋信号转导的中
心协调者和执行者[１０]ꎮ 目前ꎬ在人体组织中已鉴定出

ＣＡＭＫⅡ的四种亚型(α、β、γ、δ) [２４]ꎮ 这些亚型在组织中
表达不同ꎬα 和 β 亚型主要在神经系统中表达ꎬ视网膜中
仅表达于神经节和无长突细胞[７ꎬ１４]ꎬ而 γ 和 δ 亚型在心血
管系统和其他组织中表达ꎬ是内皮细胞中表达的主要亚
型[１０ꎬ２４－２８]ꎮ ＣＡＭＫⅡ已被确定为治疗多种血管疾病的重
要靶点[１１－１３]ꎮ Ａｓｈｒａｆ 等[１４]在研究中证明了 ＣＡＭＫⅡ在视
网膜血管生成中的关键作用ꎬ不同的亚型对新生血管生成
的影响并不相同ꎬ如 ＣＡＭＫⅡ－δ 基因敲除不仅抑制病理
性视网膜新生血管ꎬ而且对修复性血管生成产生不利影
响ꎮ 因此ꎬ我们推测如果仅仅抑制眼内血管内皮细胞
ＣＡＭＫⅡ的表达ꎬ在治疗病理性新生血管的同时还会产生
不可预测的副作用ꎮ ＲＰＥ 作为血眼屏障的重要组成部
分ꎬ以动态平衡的方式极性分泌多种血管生长因子ꎬ在抑
制病理新生血管生成有至关重要的作用[３－４]ꎮ 因此ꎬ我们
通过在体外构建 ＡＲＰＥ－１９ 和 ＨＵＶＥＣｓ 非接触共培养体系
来模拟体内 ＲＰＥ 与眼内血管内皮细胞的生态环境ꎬ通过
抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ的表达来研究其对 ＨＵＶＥＣｓ 血
管生成能力的影响ꎮ
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我们首先将过表达 ＣＡＭＫⅡ－δ 的 ＡＲＰＥ－１９ 样本进
行 ＲＮＡ 测序和生信分析发现ꎬ差异基因的功能主要富集
在细胞生长与死亡、运输和分解代谢、细胞群落－真核生
物、细胞运动细胞生物学过程中ꎮ 其中ꎬ细胞生长与死亡
和细胞运动都与血管生成有着密切的关系ꎮ 这为我们后
续的实验验证提供了一定的生物学理论依据ꎮ 划痕实验
和 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验均证明抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ的
表达可以抑制 ＨＵＶＥＣｓ 迁移能力ꎮ 但是侵袭实验和小管
形成实验表明抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中 ＣＡＭＫⅡ的表达并不能改
变 ＨＵＶＥＣｓ 的侵袭和管腔形成能力ꎮ 血管内皮细胞的迁
移是血管生成的前提条件和关键步骤[２９]ꎮ 因此ꎬ我们认
为抑制 ＣＡＭＫⅡ的表达可以在一定程度上增强 ＲＰＥ 抗病
理新生血管生成的能力ꎮ ＣＡＭＫⅡ可以通过多种信号通
路影响血管生成ꎮ 有研究表明ꎬ丹参通过调节 ＣＡＭＫＫβ /
ＡＭＰＫ 等信号通路影响 ＶＥＧＦ 表达[３０]ꎮ ＣＡＭＫＫβ 作为
ＣＡＭＫＫ 的一种亚型ꎬ可以催化并激活 ＣＡＭＫⅡꎮ ＡＭＰＫ
即 ＡＭＰ 依赖的蛋白激酶ꎬ是生物能量代谢调节的关键分
子ꎮ ＡＭＰＫ 可以通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 等信号通路抑制肿
瘤促转移因子诱导的血管生成[３１]ꎮ ｍＴＯＲ 是一种丝氨
酸 / 苏氨酸蛋白激酶ꎬ属于磷脂酰肌醇 ３－激酶相关激酶
(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－３ｋｉｎａｓｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅꎬＰＩＫＫ)蛋白家
族ꎮ 一旦被激活ꎬｍＴＯＲ 介导转录、细胞骨架组织、细胞生
长和细胞存活[３２]ꎮ ＶＥＧＦＡ 被公认为是最关键的血管生
成因子[３３]ꎮ 有研究表明ꎬＶＥＧＦＡ 与 ｍＴＯＲ 活性表达呈正
相关[３４]ꎮ 因此ꎬ我们推测 ＣＡＭＫⅡ可能是通过 ＡＭＰＫ /
ｍＴＯＲ / ＶＥＧＦＡ 信号通路参与血管生成的ꎮ 我们通过
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＡＩＰ 作用下 ＡＲＰＥ－１９ 蛋白表达证实
了这一点ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果表明 ＣＡＭＫⅡ、Ｐ－ｍＴＯＲ、
ＶＥＧＦＡ 蛋白表达均明显下调ꎬ而 Ｐ－ＡＭＰＫ 蛋白表达明显
上调ꎮ 这与李钰洁等[３３] 研究中表明的 ＶＥＧＦＡ 与 ｍＴＯＲ
活性表达呈正相关的结论相一致ꎮ 以上实验结果表明ꎬ
ＣＡＭＫⅡ可能通过 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ / ＶＥＧＦＡ 信号通路来影响
细胞的迁移能力ꎮ

综上所述ꎬ在非接触共培养体系下抑制 ＡＲＰＥ－１９ 中
ＣＡＭＫⅡ表达可以显著降低 ＨＵＶＥＣｓ 迁移能力ꎬ但不能改
变侵袭和管腔形成能力ꎬ这可能是通过 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ /
ＶＥＧＦＡ 信号通路实现的ꎮ 因此ꎬＣＡＭＫⅡ对预防或治疗多
种眼内新生血管性疾病具有重要的潜在价值ꎬ但仍需要大
量实验去验证ꎮ
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Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖꎬ ２０１０ꎬ３(６):３７４－３９１.
[３３] 李钰洁ꎬ 侯旭ꎬ 张茜. ＮＶＧ 患者房水和血清中 ＶＥＧＦ－Ａ 和

ＰＤＧＦ 及 ＰＥＤＦ 的 临 床 意 义. 国 际 眼 科 杂 志ꎬ ２０２０ꎬ ２０ ( １２ ):
２１５１－２１５４.
[３４] 白卫星ꎬ 郭德华ꎬ 何艳艳ꎬ 等. 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白在脑

动静脉畸形中的表达及其对病灶血管内皮组织增殖与凋亡的影响.
中国脑血管病杂志ꎬ ２０２２ꎬ１９(１０):６８５－６９０ꎬ７１１.

«科技期刊世界影响力指数(ＷＪＣＩ)报告»
２０２３ 版中国眼科期刊入选名单及排名

«科技期刊世界影响力指数(ＷＪＣＩ)报告»２０２３ 版经严格评议ꎬ精选全球优秀科技期刊 １５５５５ 种为«世界引文数据
库»来源期刊ꎬ中国期刊 １７７２ 种ꎬ其中中文期刊 １３５０ 种ꎮ 期刊名录及指标、收录证书等可通过网络免费查阅ꎬ网址为:
ＨＴＴＰ: / / ＷＪＣＩ.ＣＮＫＩ.ＮＥＴꎮ 入选«科技期刊世界影响力指数(ＷＪＣＩ)报告»２０２３ 版的中国眼科期刊共 ９ 种ꎬ其 ＷＪＣＩ 学科
排名及分区等各项评价指标如下表ꎮ

２０２３版«科技期刊世界影响力指数(ＷＪＣＩ)报告»中国眼科期刊入选名单及排名

序号 刊名 ＩＳＳＮ / ＥＩＳＳＮ 出版商 / 主办单位
总被引

频次
影响因子 ＷＡＪＣＩ ＷＩ ＷＪＣＩ

ＷＪＣＩ
学科排名

分区

１ ＥＹＥ ＡＮＤ ＶＩＳＩＯＮ
２３２６－０２４６ /
２３２６－０２５４

浙江省新闻

出版广电局
１２９４ ５.３４９ １.８１６ ０.１３９ １.９５５ ２０ / ９５ Ｑ１

２
ＩＮＴＥＲＮＡＴＩＯＮＡＬ ＪＯＵＲＮＡＬ
ＯＦ ＯＰＨＴＨＡＬＭＯＬＯＧＹ

２２２２－３９５９ /
２２２７－４８９８

中华医学会

西安分会
４２３３ １.５６４ ０.９１５ ０.２０８ １.１２３ ５０ / ９５ Ｑ３

３ 中华眼科杂志 ０４１２－４０８１ / 中华医学会 １８６４ １.６４７ ０.７１０ ０.２２７ ０.９３７ ５６ / ９５ Ｑ３

４ 国际眼科杂志 １６７２－５１２３ /
中华医学会

西安分会
１２０３ ０.４１２ ０.２１７ ０.２６４ ０.４８１ ７６ / ９５ Ｑ４

５ 中华实验眼科杂志 ２０９５－０１６０ / 中华医学会 ８１８ ０.５９５ ０.２４４ ０.０４８ ０.２９２ ８２ / ９５ Ｑ４

６ 眼科新进展 １００３－５１４１ / 新乡医学院 ６８２ ０.４５６ ０.１８２ ０.０７６ ０.２５８ ８６ / ９５ Ｑ４

７
中华眼视光学与

视觉科学杂志
１６７４－８４５Ｘ / 中华医学会 ５５０ ０.４７９ ０.１７７ ０.０３０ ０.２０７ ８８ / ９５ Ｑ４

８ 中华眼底病杂志 １００５－１０１５ / 中华医学会 ４２９ ０.３６７ ０.１２６ ０.０４３ ０.１６９ ８９ / ９５ Ｑ４

９ 中国眼耳鼻喉科杂志 １６７１－２４２０ /
复旦大学附属

眼耳鼻喉科医院
２４０ ０.２１５ ０.０５４ ０.０４８ ０.１０２ ９１ / ９５ Ｑ４
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