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缺氧诱导因子 1 反义寡核苷酸抑制早产鼠视网膜病血管内 

皮生长因子表达及新生血管形成的实验研究 

张 琴，韦 红 

(重庆医科大学附属儿童医院新生儿科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨缺氧诱导因子 1旺(Hypoxia inducible factor，HIF一1 ot)反义寡核苷酸(Antisense oligonucleotides，ASODN)对 

新生鼠仔视网膜病变(Retinopathy ofprematurity，ROP)视网膜血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth factor，VEGF)表达 

及新生血管形成的影响。方法：7 dWistar新生鼠仔分为两组，实验组(n=40)制作 ROP动物模型，另设对照组(n：40)。两组分别 

从日龄 l2、14、16 d开始眼内注射 HIF一1仅ASODN或生理盐水(NS)。得到 5组标本：分别为正常眼(A)、正常眼+ASODN(A1)， 

ROP眼(B)，ROP眼+ASODN(B1)，ROP眼 +NS(B2)。分别于 12、14、17 d视网膜铺片观察血管发育及增生情况，17 d切片计数 

突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数，免疫组化法观察视网膜 VEGF和 HIF-一1仅蛋白水平的表达。结果：视网膜铺片显示 B 

组于12d出现视网膜血管收缩变窄甚至闭塞，视网膜中央部大片无灌注区，14d视网膜新生血管开始形成，17 d大量新生血管 

形成。B1组新生血管较 B、B2组明显减少。突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数 B2组与 A，A1组差异有显著性，而 B1组与 

B，B2组有显著性差异。免疫组化结果显示 A，A1组毛细血管内皮细胞胞浆中有少许 VEGF表达，无 HIF-一I d表达。B、B2组较 

A，Al组 VEGF在胞浆和胞核中表达明显增加，HIF一1d在胞核中表达。Bl组 VEGF、HIF一1仅在胞核中表达均较 B，B2组明显 

减少。结论：吸人高氧回到常氧可使视网膜缺氧导致 HIF一1 表达增加，从而上调 VEGF表达促进新生血管形成。用 HIF．一1 ft． 

ASODN可通过抑制 HIF一1 if_的表达，下调 VEGF表达，抑制新生血管形成，可能成为 ROP基因治疗的目的基因之一。 
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expression of vascular endotheliaI growth factor and retinal neOvaSCUlarizatiOn 

in premature rat modle with retinopathy 
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【Abstract]Objective：To investigate the effects of hypoxia inducible factor-1 d(HIF．一1 )antisense oligonueleotides(ASODN)on the 

expression of vascular endothelial growth factor(VEGF)and retinal neovascularization in premature rat with retinopathy．Methods：A 

total of 80 postnatal day 7 wistar rats were randomly assigned into two group．The experimental group (n=40)were established as ROP 

mode group．The control group (n=40)was exposed to room air in the same experimental condition．．HIF-一1 d ASODN was injected into 

rats’left cavum vitreum at 12、14、16 d in these two groups．Some ofthe experimental group were injected with saline at 14、16 d．So there 

were five groups of specimens including：normal eye(A)，normal eye with HIF-1 ASODN(A1)，ROP eye(B)，ROP eye with HIF-1 d 

ASODN(B1)，ROP eye+saline(B2)．The retinal vasculardevelopment and proliferationinfive groupswere evaluated bythe retina stretch 

preparation of 15 newborn rats at 12、14、17 d respectively．Eyeball cross—section was staimed with hematoxylin and eosin(HE)．Th e nuclei 

of proliferative retinal vessels of five groups were counted．The expression of VEGF and HIF一1 in retina by immunohism—chemical stain 

were observed among all groups．Results：In ROP group(B)the central vessels became tortuous and constricted and the central avascular 

area increased at 12 d．At 14 d，neovascularization was seen，peaking at 17 d．ROP eye with HIF-1仅 ASODN (BI)presented the same 

as group A．but Neovascularization decreased obviously as compcured with group B．Retinal vessel shape of ROP eye+saline (B2)is 

same as group B．VEGF was mainly expressed in capillary endothelium endochylema and nucleus of ganglionic layer of retina and inner 
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nuclear layer．The expressions of VEGF were weaker in group A， 

A1 than in group B，B2，with significant differences(P<O．O5)． 

The expression of HIF-1 ot was mainly seen in capillary endothe 

hum nucleus of ganglionic layer of retina and inner nuclear layer． 
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No HIF一1 were observed in group A and A1．The expressions of HIF一1 were weaker in group B1 than in group B and B2，with 

significant differences(P<0．05)．Conclusion：Breathing in homo-concentration oxygen then stopping oxygen supply suddenly can increase 

expression of HIF一1 Ot and VEGF in rat’S retina
． The positive correlation is presented between them．Injecting HIF一1 Ot ASODN into rat’S 

left cavnnl vitreum can inhibit expression of HIF一1 Ot and VEGF in retina．thereby inhibit retinal neovasculafization．HIF-I d might be 

one of the targets for the gene therapy for ROP． 

【Key words】Hypoxia inducible factor；Antisense oligonucleotides；Vascular endothelial growth factor；Neovascularization；Retinopathy of 

prematurity 

视网膜新生血管形成是早产儿视网膜病变(Retinopathy of 

prematurity，ROP)典型的病理改变ll_。大量的实验和临床数据 

证实血管内皮生长因子(Vascularendothelialgrowthfactor，VEGF) 

在正常视网膜血管发育和 ROP的发病机制 中发挥重要作 

用 ，近年来的研究发现，VEGF在缺氧组织中的转录活化主 

要受缺氧诱导因子 l (Hypoxiainduciblefactor一1 ，HIF—Is) 

调节 。因此，我们设计 HIF—la反义寡核苷酸(Antisense oligo 

nucleotides，ASODN)注入 ROP模型鼠玻璃体腔中，观察其对 

视网膜 VEGF的表达及新生血管形成的影响。为基因冶疗 

ROP提供动物实验依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

以 HIF一1 Ot基因第 2个外显子的 mRNA序列为模版， 

在起始密码子区设计 ASODN，序列为：5’一CCGCCGGCGCC— 

CTCCATGGT一3’，委托上海生物工程有限公司合成，硫代修 

饰。VEGF、H／F-1 O／的一抗和二抗分别由北京中杉生物公司 

及武汉博士德生物公司提供。 

1．2 方法 

1．2．1 ROP动物模型制备及分组[7t 7 d清洁级 Wistar新生 

鼠仔 80只(重庆医科大学实验动物中心提供)称重随机分为 

两组 ，实验组(n=40)于出生后 7 d置于75％±1％氧箱内饲养 

5 d然后回到正常空气饲养 5 d，对照组(n=40)于正常环境饲 

养。对照组和实验组分别从 12、14、16 d开始予左眼玻璃体 

腔注射 HIF-I OtASODN 2 I(10 mol／1)，氟派酸眼药水滴眼 

3次 ／d，直至炎症消失。右眼作为自身对照。一部分实验组左 

眼注入生理盐水。即得到 5组标本：分别为正常眼(A)，正常 

眼 +HIF一1 ASODN(A1)．ROP眼 (B)，ROP+ HIF～1 A— 

SODN(B1)，ROP眼+生理盐水(B2)。 

1．2．2 观察视网膜血管形态学改变 实验组和对照组各取 

新生鼠 l5只，鼠龄分别为 12、14、17 d各 5只(每个时间点 

有一只左眼注射生理盐水)，进行视网膜铺片以观察 5组视 

网膜血管发育及增生情况(ADP酶染色法)。 

1．2．3 测定血管内皮细胞核数 采用视网膜切片法。每组 

各取 10只新生鼠，均于 17 d颈椎脱臼处死。摘除眼球 ，组织 

切片 HE染色计数 5组标本突破视网膜内界膜的血管内皮 

细胞核数。具体方法见参考文献【7】。 

1．2．4 免疫组化测定视网膜组织中VEGF和 HIF一1 含量 

从 5组标本中各随机抽取 20张未经染色的切片分别进行 

VEGF和 HIF一1 Ot的免疫组化检测(SABC法)。用 Image—Pro 

Plus Version 5．1软件对免疫组织化学染色结果进行分析。每 

张切片任意选取3个高倍视野(×400)，测量细胞的平均光 

密度值(OD)以表示阳性产物的强度。 

1．2．5 统计学分析 所有数据 以统计分析软件 SPSS10．0 

进行分析，数据以均数 ±标准差( ±s)表示 ，计量资料的多 

组均数采用单变量多因素数据方差分析，均数间两两比较采 

用 SNK—q检验。 

2 结 果 

2．1 视 网膜铺片结果 

ROP眼 (B组 )：12 d视网膜血管收缩变窄甚至闭塞，视 

网膜中央部有大片无灌注区 (图 1)，14 d新生血管开始形 

成，17 d视网膜大量新生血管形成(图2)。而 A、Al组在 I7 

d时血管形态全部正常 (图 3)，ROP+HIF一1 ASODN(B1) 

组 17 d视网膜大血管形态与正常眼A组同日龄相似，新生 

血管较 B组明显减少。ROP眼 +生理盐水(B2)17 d的铺片 

结果和 B组近似。 

2．2 组织切片HE染色的观察 

视网膜新生血管芽情况 ：正常眼(A组 )极少见视网膜新 

生血管芽(图4)；正常眼 +HIF一1 ASODN(A1组 )与 A组相 

似；ROP眼 (B组 )可见较多视网膜新生血管芽 (图 5)； 

ROP+HIF一1 Ot ASODN(B1组)视网膜新生血管芽数量较 B 

组明显减少(图 6)；ROP眼 +生理盐水(B2组)可见较多视 

网膜新生血管芽，与 B组无明显差异。 

计数突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数结果：A和 

A1组突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核数分别为 2．75± 

0．72和 2．70±0．73，无显著性差异；B组和 B2组明显增多，分 

别为 32．80±O．77和 32．75±0．71，二者虽显著性差异；但 B 

和 A组相比有显著性差异(P<0．05)，与 B1组(28．90±0．91) 

相比，后者表达减少，二者有显著性差异(尸<O．05 o 

2-3 VEGF免疫组化 结果 

光镜下见 ：正常眼(A组)：在视网膜节细胞层和内核层 

可见少许 VEGF阳性细胞，细胞质着色呈淡黄色(图 7)；正常 

眼 +ASODN(A1组 )与 A组相似；ROP眼(B组 )可见在视网 

膜节细胞层和内核层 VEGF阳性细胞数量明显增多，表达增 

强，细胞质着色呈棕黄色(图8)；ROP+HIF～1 ASODN(B1) 

视网膜节细胞层和内核层 VEGF阳性细胞数量较 B组减少 

(图 9)；ROP眼 +生理盐水(B2组)VEGF阳性细胞数量和表 






