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FK228抑制鼠视网膜新生血管的机制研究 

吕 轲 1，李 立2，彭艳丽 

(1．武汉爱尔眼科医院，武汉 430063；2．重庆医科大学附属第二医院眼屈光矫治中心，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨组蛋白去乙酰化酶抑制剂(Histone deacetylase inhibitor，HDACI)FK228抑制视网膜新生血管形成的机制。 

方法：将鼠龄为 7d的 C57BL／6J幼鼠置于 75％浓度的氧环境中连续生活5d，建立高氧诱导的血管增生性视网膜病变幼鼠模型。 

随机分为正常对照组 、给氧对照组及治疗组(幼鼠玻璃体腔内注射 FK228 250ng，对侧眼注射相同体积的二甲基亚砜溶液作为 

对照)。并采用免疫组织化学法检测缺氧诱导因子 Ot亚基(Hypoxia．．-inducible factor一1 Ot，HIF一1 Ot)和血管内皮细胞生长因子 

(vascular enldothEdial gro~h factor，VEGF)，观察 FK228抑制视网膜新生血管的机制。结果：(1)空白组和治疗组的 HJ卜1 Ot免 

疫细胞阳性率没有明显差异(P>0．05)。对照组与空白组和治疗组这两组的 HIF一1 Ot免疫细胞阳性率均有明显差异(P‘：0．05)。 

(2)空白组和治疗组的VEGF免疫细胞阳性率没有明显差异(P>0．05 o对照组与空白组和治疗组这两组的VEGF免疫细胞阳性 

率均有明显差异(P<0．05)。结论：FK228抑制视网膜新生血管形成的机制可能与其抑制 HIF-一1 Ot活性从而下调 VEGF的表达有 

关。 
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The mechanism research of inhibitory effects of FK228 on retinal 
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【Abstract】Objective：To explore the mechanism of the inhibitory effects of FK228 on retinal nevoascularization．Methods： 

One—week-old C57BL／6J mice were put into the environment with 75％ oxygen for 5 days to establish models of vascular 

proliferation retinopathy,．These mice were divided into normal control，high oxygen control and treatment groups(One eye of each 

mouse received an intravitreal injection of 250ng of FK228，and the same volume of DMSO(dimethylsuffoxide)was injected into 

the other eye of the mice both in these two groups as a contro1)．Hypoxia．一inducible factor-1 Ot(HIP一1 Ot)and vascular 

endothelial growth factor(VEGF)expression were examined by immunohistochemistry．The inhibitory effects of FK228 on retinal 

nevoascularization were evaluated．Results：(1)Th ere Was no significant difference in HIP一1 Ot positive rate between normal group 

and treatment group(P>O．05)；HIF-1 Ot positive rate of control groups Was higher than that in normal group and treatment group 

with significant difference among them(P<0．05)．(2)Th ere Was no significant difference in VEGF positive rate between normal 

group and treatment group(P>0．05)：VEGF positive rate in control groups was higher than that in normal group and treatment 

group with significant difference among them(P<O．05)．Conclusions：Th e mechanism of inhibitory effects of FK228 on retinal 

neovascularization is associated with the fact that FK228 inhibits activities of HIF一1 Ot and deduee number of VEGF． 

【Key words】Histone deacetylase inhibitor；Retinal neovascularization；Hypoxia-．dndueible factor-1 Ot(HIF-一1 Ot)；Vascular endothelial 

growth factor(VEGF) 

视网膜新生血管性疾病是致盲的主要原因之 
一

，既往多认为缺血缺氧的视网膜可产生某些因子 
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刺激新生血管生成，并已发现了主要的刺激因子是 

VEGF。近年来在缺氧信号转导机制的分子生物学 

研究中，缺氧状态下缺氧诱导因子 一1(Hypoxia-一in— 

ducible factor一1，HIF-一1)可激活 VEGF表达，最终导 

致大量新生血管生成。FK228，一种特异性的rHDACI， 
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已 被 发 现 具 备 抑 制 H IF — l a 活 性 的 功 能 ⋯
， 并 且 作

为抗 肿瘤制 剂 已 开 始进 入 临床研 究 12j
。 本研 究 通 过

建 立 高氧诱 导 的 视 网 膜 新 生 血 管 动 物 模 型 ， 玻 璃

体 腔 注 射 F K 2 2 8 ， 探 讨 其抑 制 视 网 膜 新 生 血 管形 成

的机 理 。

l 材 料 和 方 法

1 ． 1 材 料

实验 动物 ：鼠龄 为 7 d 的健 康 c 5 7 B L／6 J 幼 鼠 9 0 只 ， 雌 雄

不 限 ， 幼 鼠未 断奶 ， 与 哺乳 母 鼠共 同饲 养 ， 系 清 洁级 动物 ， 由

重 庆 医 科 大学 实验 动 物 中心 提供 。

实验用 药及 主 要 试 剂 ：( 1 )F K 2 2 8 ( 日本 藤 泽药 品 ) ；( 2 )兔

抗 H l F — l d 抗 体 、 兔 抗 鼠 v E G F 多 克 隆 抗 体 、 即 用 型 s A B c

免疫 组 化 试 剂 盒 、 D A B 试 剂 盒 及 P B S 缓 冲液 购 自武 汉 博 士

德公 司 。

1 ． 2 方 法

分组 ：将 鼠龄 为 7 d 健 康 的 c 5 7 B I 倒 幼 鼠 9 0 只 ， 随 机 分

成 3 组 ：空 白组 ( 祀 = 3 0 ) ， 对 照 组 ( 他 = 3 0 ) ， 治疗组 ( 舰 = 3 0 ) 。

动物模型 的制作 ：空 白组 新 生 鼠与哺乳母 鼠一 起 在正 常

空 气环 境 中饲 养 。 对 照 组 和治疗 组 新 生 鼠与 哺乳母 鼠一 起 置

于 密 闭 容 器 内 ， 氧气 的流 量 控 制 在 1 ． 5 u m i n ， 使 容 器 内氧气

浓 度 为 7 5 ％ ± 2 ％ ， 期 间 用 测 氧 仪 间 断 监 测 容 器 内 的 氧 浓

度 ， 每天 4 ～ 6 次 ， 每 l d 打 开 1 次 氧箱更 换 垫 料 、 加 食 、 换 水 、

图 1 空 白组 C 5 7 B L ／6 J 幼 鼠 H I F 一 1 d

蛋 白的低 表 达 ( D A B ×2 0 0 )

图 4 空 白组 C 5 7 B L ，6 J 幼 鼠 v E G F

蛋 白的低 表达 ( D A B ×2 0 0 J

替换母 鼠 。 在此 高氧环 境 中饲养 5 d 后 回 到正 常空 气环 境 中

饲 养 。

给药 方 法 ：取 幼 鼠均 麻 醉 后 进 行 玻 璃 体腔 注 射 ， 于 生 后

第 7 d F K 2 2 8 ( 2 5 0 n g ／0 ． 5 斗 l ， 经 预 实验 筛选 的最 佳药 物 浓 度 )

对 照 组 注 射相 同体积 的二 甲基 亚 砜 溶液作 为对照 ( 注 ：F K 2 2 8

只能溶 于 有机 溶剂 中 ， 药 物 注 射均 在造 模前进行 ) 。

病理 标 本 的制作 ：空 白组 及 对 照组 分别取 10 只幼 鼠 ， 治

疗组 取 2 0 只幼 鼠 ， 均 于 生 后 第 1 7 d 颈椎脱 臼 处 死 ， 摘 除眼球

并标记 方 向 。 具 体方法 为 ：同定 ， 摘 除 的眼球 放 人 4 ％ 多聚 甲

醛 溶液 中固定 2 4 h ；脱 水 、 透 明 ， 梯 度酒 精脱水 、 二 甲苯 透 明 ；

浸 蜡 ， 切 片 ：连 续 切 片 ， 厚 度 6 嶂 m ， 尽 量 避 开 视 乳 头周 围 ， 切

片方 向平 行 于 角 膜 至 视 乳 头 的矢 状 位平 面 ；贴 片 ， 将 切 片在

温 水 中展 平 整 后 用 载玻 片贴上 。

免 疫 组 织 化 学 染 色 ：采 用 S P 法 ， 操 作 按 说 明进 行 。 用

P B s 代替 一 抗做 阴性 对 照 ， 镜下 观 察视 网膜 细 胞 以 胞 浆 出现

棕 黄色颗 粒 为 阳性 细 胞 。 高倍镜 下 取 4 个 不 同的靠 近 内界膜

表 l 不 同组 视 网膜 细 胞 中 H J F — l 仪 蛋 白阳性 表 达 细 胞 的

比较 (王± s )

中 < 0 ． 0 l ， 与空 白组 、 治疗 组 比 ；
’

．P > 0 ． 0 5 与空 白组 比

图 2 对 照 组 c 5 7 B L ／6 J 幼 鼠 H I F 一 1 0 【

蛋 白的高表 达 ( D A B ×2 0 0 )

图 5 对 照 组 C 5 7 B L ／6 J 幼 鼠 V E G F

蛋 白的高表达 ( D A B ×2 0 0 J

图 3 治 疗 组 c 5 7 B L ／6 J 幼 鼠 H l F — l d

蛋 白的低 表 达 ( D A B ×2 0 0 )

图 6 治 疗 组 c 5 7 B L ，6 J 幼 鼠 v E G F

蛋 白的低 表达 ( D A B ×2 0 0 J
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表 2 不同组视网膜细胞中VEGF蛋白阳性表达细胞的 

比较(；±s) 

．尸<0．0l，与空白组、治疗组比； ．尸>0．05与空白组比 

的视野，每区计数 100个细胞，并统计其中阳性细胞数 ；由两 

个人分别计数 ，取平均值，若两人计数结果相差 10％以上则 

重新计数。结果按以下公式：阳性细胞数 ／细胞总数 X 100％。 

统计学分析：各组之间 HIF一1 和VEGF水平的比较采 

用单因素方差分析(ANOVAS)及两两比较的SNK法检验 ，数 

据用x±s表示。对所得数据资料采用 SPSS10．0统计软件分 

析，以 P<0．05为有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 HIF一1 o【免疫组化结果 

HIF一1 o【蛋白主要分布于视网膜神经节细胞层 

和突破内界膜的新生血管，阳性染色呈棕色或棕黄 

色(见图 1～3)。各组视网膜组织中HIF一1 o【表达情 

况见表 1，通过完全随机设计的方差分析得F=-54．012， 

P<0．O1。即按照 Ot=0．05检验标准。各组问有显著 

性差别。再对各组作进一步的两两比较，采用 SNK 

法(Ot=0．05)，得知对照组和治疗组以及空白组均 

有显著性差别(尸<0．05)。空白组和治疗组之问没有 

显著性差别(尸=0．316>0．05)。 

2．2 VEGF免疫组化结果 

VEGF蛋白主要分布于视网膜内界膜附近、神 

经节细胞层和内核层细胞胞浆和(或)胞膜，阳性染 

色呈棕色或棕黄色(见图4～6)。各组视网膜组织中 

VEGF表达情况见表 2，通过完全随机设计的方差 

分析得F=-57．859，P<0．O1。即按照 o【=0．05检验标 

准。各组间有显著性差别。再对各组作进一步的两 

两比较，采用 SNK法(Ot=0．05)，得知对照组和治 

疗组以及空白组均有显著性差别(尸<0．05)。空白组 

和治疗组之间没有显著性差别(尸=0．693>0．05)。 

3 讨 论 

视网膜新生血管性病变的发病机制及其治疗 
一 直是眼底病领域关注的热点。现有的研究表明： 

新生血管形成是一极其复杂的生物学过程，在体外 

模型上的主要步骤包括血管基底膜上酶的降解；内 

皮细胞的趋化、迁移；内皮细胞的有丝分裂；内皮细 

胞和周细胞相互作用、血管腔形成等。VEGF是近年 

来确定的一种具有自分泌和旁分泌机制的生长因 

子，是目前发现的对内皮细胞最具选择性的有丝分 

裂原I3】。在迄今已发现的多种新生血管刺激因子中， 

它是唯一与缺氧关系密切，并能特异的促进血管内 

皮细胞分裂的因子I4,51。正常状态下，VEGF分泌量较 

低，在缺氧或某些病理状态下，视网膜细胞的VEGF 

mRNA表达明显增高。 

在前期实验研究中我们应用 FK228玻璃体腔 

内注射观察高氧致血管增生性视网膜病变的小鼠 

动物模型的影响。结果表明FK228治疗组小鼠视网 

膜铺片未见明显的无灌注区及新生血管形成，血管 

形态基本正常，血管内皮细胞计数显示突破内界膜 

的内皮细胞明显减少。说明FK228能在体内有效抑 

制视网膜新生血管的发生。但是 FK228抑制视网膜 

新生血管的分子机制目前不甚明了，我们应用免疫 

组织化学法检测 HIF一1 o【和 VEGF，观察 FK228抑 

制视网膜新生血管的机制。 

近年来在缺氧信号转导机制的分子生物学研 

究中，HIF一1逐渐引起了人们的高度关注。HIF一1是 

细胞在缺氧条件下产生的核蛋白，它作为转录因子 

与靶基因结合，促进其转录，从而使机体产生一系 

列缺氧适应反应。结构分析表明，HIF一1是一种异源 

二聚体蛋白质复合物转录因子，由HIF一1 o【和HIF一 

1 p 2个蛋白质亚基组成，HIF一1 p亚基在细胞内 

稳定表达，在 HIF一1中主要起结构性的作用；HIF一 

1仅则是主要的功能亚基，受缺氧信号的调控，其羧 

基端是感受缺氧信号的活性调控区段，含有一个氧 

依赖降解结构域(ODD)和 2个转录激活结构域 

(TAD—N和 TAD—C)，HIF一1的活性主要由 HIF一1 o【 

的蛋白质水平和活性决定 。 

能被 HIF一1诱导的基因具备如下共同特点，即 

基因启动子或增强子内有 1个小于 100bp的 DNA 

序列，称为缺氧反应元件(Hypoxia—response element， 

HRE)，介导细胞对缺氧的反应。VEGF也属于上述 

靶基因之列，其转录起始点上游具有 HRE结构，可 

被 HIF一1激活而表达增多171。缺氧时，细胞通过其膜 

上的氧感应因子(Oxygensensor)激活某一信号，此信 

号通过蛋白磷酸化作用后传递给 HIF一1 o【基因上 

游的调控子第V因子。使 HIFmRNA表达增加。HIF 

激活 VEGF和 VEGF～1(fit一1)基因。VEGF一2(fit／ 
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FDR)基因也相继激活。VEGF和VEGFR结合引起血 

管内皮细胞增殖和诱导新生血管形成以适应缺血 

缺氧反应。 

在视网膜新生血管病变中，各种原发病因引起 

的视网膜缺血缺氧 ，也正是通过上述途径激活了 

VEGF表达，最终导致大量新生血管生成。由此可见， 

如果能抑制 HIF一1(主要是 Or．亚基)活性，便可阻断 

缺氧信号转导通路，缺氧刺激下的 VEGF表达和随 

后的新生血管反应都可明显得到抑制。 

FK228是一种环行四肽类 HDAC抑制剂，可以 

抑制 HDAC的去乙酰化作用。主要作用的机制是抑 

制 HDAC，阻断由于 HDAC募集功能紊乱而导致的 

基因表达受抑制，从而达到治疗的目的。并且作为 

抗肿瘤制剂已开始进入I临床研究。 

实验结果显示，空白组 HIF一1 Or．蛋白呈低表达 

(22．71±1．59)和治疗组 HIF一1 Or．蛋白的表达水平 

(24．81±2．50)均低于对照组(40．18±9．07)，差异有 

统计学意义(P<0．05)。同样空白组VEGF蛋白呈低 

表达(1．40±0．06)和治疗组 VEGF蛋白的表达水平 

(1．46±0．08)低于对照组(2．63±0．7)两者相比差异 

有统计学意义(P<0．05)。此结果表明在正常空气环 

境下的空 白组 鼠视网膜组织 中HIF一1 Or．蛋白和 

VEGF蛋白呈低表达，在高氧环境下其表达明显增 

高，而给予 FK228处理后表达下降。证明 FK228对 

HIF一1 Or．和VEGF表达具有抑制作用。另有实验证 

明，FK228抑制 HIF一1 Or．的活性从而降低 VEGF的 

转录和翻译水平。You MeiLi等⋯实验表明，在用 

FK228治疗的实体性肿瘤中，其缺氧区的一些新生 

的大血管和微血管发生萎缩。 

综上所述，在高氧环境下 7d龄幼鼠视网膜组 

织中HIF一1 Or．和 VEGF的表达增高，通过一系列复 

(上接 第 802页) 

杂的过程使视网膜新生血管增多。FK228能够通过 

抑制 HIF一1 Or．和 VEGF的活性及表达，明显抑制新 

生血管的形成。同时，在本实验中，我们在给药时间 

上与以往研究不一样，即在缺氧之前给予药物干 

预，从缺氧信号转导通路的起始开始达到最大限度 

的抑制 VEGF的表达。虽然其详细机制还不甚明 

确，但这足以为我们提供一条控制视网膜新生血管 

的全新的、大有希望的途径。 
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