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Abstract
誗AIM: To investigate the effect of p16 protein expression
on the proliferation of retinal neovascularization in
oxygen-induced retinopathy (OIR) .
誗METHODS: Totally 60 SD rats aged 7d were randomly
divided into 4 groups: normal group, model group,
intervention group and NS control group. Normal group
was raised in a normal air feeding;model group at 75%
high oxygen for 5d to establish the model of oxygen
induced retinopathy; intervention group was given anti
p16 methylation drug 5 - aza - CdR ( 0. 25 mg/ kg )
intraperitoneal injection;NS control group was given the
same volume NS intraperitoneal injection. The eyes were
taken from each group and the left eyes were removed
for observation of retinal neovascularization by HE
staining, and immunohistochemistry and immunofluorescence
were taken for observations of p16 protein expression.
Right retina had been performed real time - PCR to
analysis p16mRNA expression.
誗RESULTS: The normal group were not found retinal
neovascularization breaking through internal limiting
mebrane. In model group and NS control group, the
retinal tissue was obviously thickened, and a large
number of new blood vessels were found. In the
intervention group, a small amount of new blood vessels
were found in the retina. The expression of p16 was low

in the model group, the positive cell number was 19. 52依
2. 67, and the number of the positive cells was 36. 38 依
3郾 16 in the intervention group, the difference was
statistically significant(P<0. 001) . Real time-PCR showed
decreased expression of p16 mRNA in the model group
(2-吟吟ct = 0. 14依0. 01), the expression of p16 mRNA in the
intervention group rats retina was significantly higher
than that of NS control group rat retina, there was
significant difference between two groups (2-吟吟ct = 0. 68依
0. 08, P<0. 001) .
CONCLUSION: The abnormal expression of P16 may be
closely related to the proliferation of retinal
neovascularization. Inhibition of p16 methylation can
decrease the proliferation of retinal neovascularization.
誗 KEYWORDS: oxygen - induced retinopathy; P16;
retinal neovascularization
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摘要
目的:研究氧诱导视网膜病变(oxygen-induced retinopathy,
OIR)中 p16 表达的变化对新生血管增殖的影响。
方法:鼠龄 7d 的 SD 大鼠 60 只随机分为正常组、模型组、
干预组和 NS 对照组共 4 组。 正常组置于正常空气中饲
养;模型组置于 75mL / L 高氧环境 5d 建立氧诱导视网膜
病变模型;干预组给予抗 p16 甲基化药物 5 -aza -CdR
(0郾 25mg / kg)腹腔注射;NS 对照组腹腔注射同体积的生
理盐水。 各组分别取双侧眼球,左眼做 HE 染色观察视
网膜新生血管,免疫组织化学和免疫荧光观察 p16 蛋白
的表达。 右眼视网膜行 real time-PCR 分析 p16 mRNA 的
表达。
结果:正常组幼鼠的视网膜未发现突破视网膜内界膜的
新生血管管腔。 模型组和 NS 对照组视网膜组织明显增
厚,可见大量新生血管管腔。 干预组视网膜偶见新生血
管管腔。 免疫组织化学和免疫荧光显示,模型组视网膜
p16 呈低表达,阳性细胞数为 19. 52 依2. 67 个;而干预组
阳性细胞数为 36. 38 依3. 16 个,差异有统计学意义(P<
0郾 001)。 real time-PCR 显示,模型组 p16 mRNA 的表达
降低(2-吟吟ct =0. 14依0. 01),p16 mRNA 在干预组大鼠的视
网膜表达明显高于 NS 对照组大鼠视网膜,两组相比差异
有统计学意义(2-吟吟ct =0. 68依0. 08,P<0. 001)。
结论:P16 的异常表达可能与视网膜新生血管增殖密切
相关,抑制 p16 甲基化可减少视网膜新生血管的增殖。
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0 引言
摇 摇 早产儿视网膜病变( retinopathy of prematurity,ROP)
是一种增殖性视网膜病变,好发于低出生体重的早产儿,
是儿童最主要致盲眼病之一。 尤其在发达国家,医疗技
术快速发展,早产儿的成活率也显著提高,但 ROP 的发
病率也随之呈上升趋势。 其严重的病变类型可以造成视
力的损坏,甚至致盲。 因此,研究早产儿视网膜病变的发
病机制,寻找更加方便有效的治疗方法,是目前亟待解决
的问题。 在大多数 ROP 患者,视网膜新生血管的形成过
程和程度与某些细胞因子的表达变化密切相关[1]。 已知
与 ROP 视网膜新生血管增殖有关的细胞因子有很多,如
血管内皮因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)[2]、
胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor-1,IGF-1)[3-4]

等,但新生血管的增殖是一个极其复杂的过程,其机制是
多元的,仍有许多未知因素尚未阐明。 并且随着新生血
管的发生发展,一些细胞因子表达的变化也未见研究报
道。 P16 是人们发现的第一个直接作用于细胞周期、抑
制细胞分裂的抑癌基因。 P16 作为一种细胞周期调控因
子,在细胞周期中起负反馈调节作用。 本研究以高氧诱
导的大鼠视网膜病变模型作为研究对象,观察 p16 表达
的变化,研究 p16 在 ROP 新生血管形成中作用机制及其
对新生血管增生的影响,旨在从新的角度探索 ROP 新生
血管的发生机制,从而为 ROP 防治寻找新的突破口,为
ROP 的治疗提供理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 新生 SD 大鼠 60 只,7 天龄,由中国医科大学
盛京医院实验动物中心提供许可证 [ No. SYXK(辽)
2003-0019]。 实验过程中对动物的处置符合中华人民共
和国科学技术部《关于善待实验动物的指导性意见》 [5]。
1. 2 方法
1. 2. 1 SD 大鼠氧诱导视网膜病变模型的建立摇 60 只 7
日龄(P7)SD 大鼠随机分为正常组、模型组、干预组和 NS
对照组,每组 15 只。 正常组幼鼠与其母鼠置于正常空气
中饲养。 模型组幼鼠与其母鼠共同置于氧体积分数为
750mL / L 的密闭氧舱内 5d(P7 ~ P12),出生后 12d 回到
正常室内环境中诱导视网膜新生血管形成。 干预组建立
氧诱导视网膜病变( oxygen-induced retinopathy,OIR)模
型并于 7、9、11d 腹腔注射 5-aza-CdR(0. 25mg / kg)。 NS
对照组幼鼠建立 OIR 模型并于 7、9、11d 腹腔注射同体积
的生理盐水。 所有动物均饲养于 12h / 12h 明暗循环条件
下,每日常规加食、换水、换垫料[6]。 各组分别于 17d
(P17)处死并取材。
1. 2. 2 组织的制备摇 各组动物分别进行腹腔注射水合氯
醛(3g / kg)过量麻醉处死后,摘取双眼。 左眼置于 4% 多
聚甲醛溶液中充分固定,用于做 HE 染色观察视网膜新
生血管、p16 蛋白的免疫组化和免疫荧光检测。 右眼取
视网膜置于-80益冰箱中冷冻保存,用于做 real time-PCR
检测 p16 mRNA。
1. 2. 3 HE染色及观察 摇 将固定好的眼球剖开置于梯度
蔗糖溶液中(10% 30min,20% 1h,30%过夜)脱水。 取视
杯包埋于 OCT 中并置于冰冻切片机待其凝固,平行于角

膜至视盘的矢状位连续 8滋m 切片,贴片于多聚赖氨酸处
理的载玻片上,做 HE 染色,光学显微镜下观察视网膜结
构及是否出现突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核。
1. 2. 4 P16 的免疫组化和免疫荧光检测摇 视网膜切片滴
加山羊血清封闭液,37益孵育 20min 以减少非特异性染
色;加小鼠抗大鼠 P16 多克隆抗体(购自 Santa Cruz 公
司,工作浓度 1颐100)4益过夜。 0. 01mol / L PBS 清洗后再
滴加生物素标记的羊抗小鼠 IgG(SABC 试剂盒购自武汉
博士德公司) 37益 孵育 20min;滴加 SABC,37益 孵育
20min;滴加 DAB 显色剂,镜下控制反应时间,显色后充
分水洗;苏木素复染,脱水、透明封片,阴性对照采用 PBS
替代兔抗大鼠 p16,于光镜下观察结果。 免疫荧光染色
所用二抗为 Cy3 标记的羊抗小鼠 IgG(购自武汉博士德
公司,工作浓度 1 颐50),室温避光孵育 1. 5h,0. 01mol / L
PBS 洗涤后再滴加细胞核荧光染料 DAPI(1颐200)室温孵
育 5min,充分洗涤后甘油明胶封片,-20益避光保存,激
光共聚焦显微镜观察并拍照。
1.2. 5 P16 mRNA的 real time-PCR检测摇 根据 GenBank
提供的 p16 和内参 茁-actin 的 mRNA 序列,应用 Primer6. 0
软件设计引物,其序列由 Invitrogen 公司合成。 p16 上游引
物序列:5蒺-GGCTTCACCAAACGCCCCGA-3蒺;p16 下游引物
序列:5蒺-GGGAGAGGGTGGTGGGGTCC-3蒺;茁-actin 上游引
物序列:5蒺-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3蒺;茁-actin 下游
引物序列:5蒺 -AGTACTTGCGCTCAGGAGGA-3蒺。 Trizol 一
步法提取 RNA,用反转录试剂盒将总 RNA 逆转录成
cDNA 第一链,反应体积 20滋L,37益 孵育 15min,85益 5s
终止反应,灭活反转录酶,逆转录产物 4益保存。 PCR 扩
增反应体系 10滋L。 上述 PCR 产物进行 95益 10s,60益
20s,在 60益 ~ 95益 之间梯度升温 0. 2益 / s 绘制溶解曲
线,p16 及 茁 - actin mRNA 的溶解曲线均为单峰,说明
PCR 产物单一,证明其为特异性产物。 P16 mRNA 的相
对表达量为模型组目的基因表达量是正常组的倍数,即
2-吟吟ct值,吟吟ct =(ct实验组目的基因 -ct实验组内参) -(ct对照组目的基因 -
ct对照组内参)。
摇 摇 统计学分析:数据由 SPSS11. 5 for Windows 统计软件

包进行统计学处理,数据用均数依标准差(軃x依s)表示,各
组差异采用单因素方差分析(one-way ANOVA),组间比
较采用 Dunnet-t蒺s 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 视网膜新生血管的观察摇 正常组 SD 大鼠视网膜未
发现突破视网膜内界膜长入玻璃体的血管内皮细胞核
(图 1A)。 模型组 SD 幼鼠 17d 观察到视网膜组织明显增
厚,可见大量突破内界膜的新生血管管腔(图 1B)。 干预
组:偶见突破视网膜内界膜长入玻璃体的血管内皮细胞
核(图 1C)。 NS 对照组:视网膜可见大量突破内界膜的
新生血管管腔(图 1D)。
2. 2 OIR大鼠视网膜中 p16 蛋白的表达摇 在 OIR 大鼠视
网膜,p16 为细胞核染色,免疫组织化学检测结果显示阳
性染色为棕黄色,主要表达于视网膜神经纤维层。 正常
视网膜中 p16 呈阳性表达,阳性细胞数为 39. 85 依3. 11
个,而在 OIR 大鼠视网膜表达为弱阳性,阳性细胞数为
19. 52依2. 67 个,与正常组相比差异有统计学意义(P<
0郾 001)。 干预组 p16 表达为阳性,阳性细胞数为 36 . 38依
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图 1摇 SD幼鼠视网膜切片 HE染色(伊100) 摇 A:正常组 17d;B:模型组 17d(箭头示新生血管管腔);C:模型组 17d(箭头示新生血管

管腔);D:NS 对照组 17d(箭头示新生血管管腔)。

图 2摇 视网膜组织切片 p16 的免疫组化染色(伊200) 摇 A:正常组 17d(箭头示阳性细胞);B:模型组 17d;C:干预组 17d(箭头示阳性细

胞);D:NS 对照组 17d。

图 3摇 视网膜组织切片 p16 的免疫荧光染色(伊200) 摇 A:模型组 17d p16 染色;B:模型组 17d DAPI 染色;C:模型组 17d p16 与 DAPI
双标染色;D:正常组 17d p16 染色(箭头示阳性细胞);E:正常组 17d DAPI 染色;F:正常组 17d p16 与 DAPI 双标染色。

3. 16 个,而 NS 对照组视网膜 p16 呈弱阳性表达,阳性细
胞数为 17. 22依3. 07 个,二者相比差异具有统计学意义(P
<0. 001,图 2)。
摇 摇 激光共聚焦显微镜下 p16 阳性表达为红色荧光,
DAPI 为蓝色荧光。 免疫荧光显示 p16 的表达主要位于视
网膜神经节细胞层,与免疫组织化学结果一致。 17d 时正
常组视网膜可见明显的 p16 阳性荧光信号,而模型组可见
微弱的荧光信号。 细胞核荧光染料 DAPI 染色显示,模型
组较正常组视网膜神经纤维层细胞核增多(图 3)。 免疫
荧光的结果进一步表明,OIR 大鼠视网膜 p16 的表达较正
常视网膜明显减弱。
2. 3 大鼠视网膜 real time-PCR 结果 摇 通过 real time -

PCR 技术,对 p16 在各组视网膜的表达进行了相对表达量
的分析。 对所得 real time-PCR 结果的相对表达量定量分
析表明: p16 mRNA 在正常大鼠的视网膜有较高表达
(2-吟吟ct =0. 81依0. 03)。 在 OIR 大鼠视网膜,p16 mRNA 有
明显的下调(2-吟吟ct = 0. 14 依0. 01,P<0. 001)。 p16 mRNA
在干预组大鼠的视网膜的表达明显高于 NS 对照组大鼠
视网膜,2-吟吟ct值分别为 0. 68依0. 08 和 0. 16依0. 03,两组相
比有统计学意义(P<0. 001,图 4)。
3 讨论
摇 摇 早产儿视网膜病是一种多发生于早产儿的视网膜增
殖性病变,主要是由于早产儿视网膜发育不完善,在多种
因素的影响下,使视网膜缺血,造成新生血管形成,并由此
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 4摇 P16 mRNA的 Real time PCR图摇 A:扩增曲线;B:溶解曲线。

引发玻璃体出血、机化,甚至视网膜脱离,并可发生斜视、
弱视、白内障、青光眼、视网膜变性甚至失明,是导致婴幼
儿视力损伤和失明的重要原因。 随着我国早产低出生体
重儿生存率的不断提高,ROP 的发生率及严重程度也逐
渐上升。 ROP 的发生是多种因子共同参与相互作用的复
杂过程,预防和治疗 ROP 已成为提高早产低出生体重儿
生活质量的重要问题。
摇 摇 ROP 病理变化是视网膜组织新生血管增生,而新生
血管增生又与血管内皮细胞的增殖有关。 P16 基因又称
多肿瘤抑制基因,可直接作用于细胞周期,抑制细胞的增
殖,被认为是重要的细胞周期负向调控因子。 细胞周期是
细胞分裂增殖的基本过程,细胞增殖要依次经历 G1、S、G2

和 M 期才能够完成,Cyclin、CDK 和 CDI 这三种分子的表
达和相互作用在很大程度上决定了细胞周期的进程,主要
在 G1寅S 和 G2寅M 两个转折点进行自控性调节[7],G1寅S
和 G2寅M 的转变是最重要的两个限制点,分别调控细胞
周期中两个关键的过程,即 DNA 的复制和细胞的有丝分
裂。 其中 G1寅S 转换的调节更为重要,细胞一旦通过
G1寅S 转换而进入 S 期,便可顺利完成 DNA 复制并

易通过其他关卡从而完成有丝分裂 [8]。
摇 摇 现研究认为,p16 蛋白主要与 CyclinD1 竞争性结合
CDK4,抑制 CDK4 的催化活性,从而抑制 Rb 蛋白磷酸化,
减少转录因子 E2F 的释放,从而使受 E2F 调节的基因编
码多种复制所需的酶和 Cyclin 不能转录,使细胞分裂不能
通过 G1寅S 限制点进入 S 期,对 G1寅S 期转换进行负向调

节[9]。 而目前有关 p16 基因的研究最热衷于各种良恶性
肿瘤及其他增殖性疾病。
摇 摇 有关献报道,p16 蛋白在血管瘤消退期明显高于增生
期,而在血管畸形组织中不表达,提示 p16 对血管瘤内皮
细胞有调控作用[10]。 由于 p16 蛋白表达缺失,失去了对
内皮细胞增殖的抑制作用,导致血管瘤迅速生长。 而在消
退期 p16 的高表达,抑制了内皮细胞由 G1期向 S 期转化,
使内皮细胞的分裂增殖受到抑制,血管瘤消退。 尽管 ROP
的发生与血管瘤的生长截然不同,但两者都是血管的过度
增殖 ,又有一定的相似之处。 ROP 的发生与 p16 蛋白的
表达是否有着一定的因果联系,目前尚未见相关文献。 但
是鉴于上述研究及发现,我们可以推测 p16 可能参与了视
网膜新生血管的生成,p16 的低水平表达可能与 ROP 新生
血管增生有一定的关联,在视网膜新生血管形成和增殖中
发挥一定作用,利于进一步探讨视网膜新生血管的病理演
变机制。
摇 摇 P16 蛋白与 CyclinD1 竞争 性 结 合 CDK4 / 6 或 与
CyclinD1-CDK4 / 6 复合物结合,从而直接抑制 CDK4 / 6 的
活性,而阻止细胞从 G1 期进入 S 期,抑制细胞增殖。 P16

基因主要通过 CpG 岛异常甲基化而失活,致使 p16 蛋白
缺失[11]。 大量研究结果表明,p16 基因外显子甲基化与
p16 蛋白的表达缺失有明显相关性。 也有研究发现,p16
基因异常甲基化导致的蛋白表达水平低下可使细胞异常
增殖[12]。 启动子区域的 CpG 岛胞嘧啶的甲基化对 p16 的
表达有明显的抑制作用,可以在转录水平调控基因的表
达,从而导致基因的沉默。 DNA 甲基化的程度与转录的
抑制程度有关,如果启动子较弱,可以被 DNA 的甲基化完
全抑制[13]。 目前认为启动子 CpG 甲基化抑制基因转录可
能与三种机制有关:(1)CpG 岛发生甲基化修饰后,甲基
胞嘧啶伸入 DNA 双螺旋,从而影响转录因子与其 DNA 结
合;(2)序列特异性甲基化 DNA 结合蛋白与甲基化启动
子序列结合,从而抑制转录因子与靶序列结合;(3)通过
改变细胞核内甲基化结合蛋白如 MeCP1、MeCP2 染色质
结构,从而引起基因转录受抑制[14]。
摇 摇 研究表明 DNA 通过去甲基化作用使过甲基化的抑癌
基因 重 新 表 达, 恢 复 其 抑 癌 作 用。 5 - 氮 胞 苷 ( 5 -
azacytidine,5 - aza - C) 可以通过抑制 DNA 甲基转移酶
(DNA methyltransferase)的活性从而达到使 DNA 去甲基化
的作用[15]。 研究表明 5-aza-CdR 可直接干扰 DNA 甲基
化。 甲基化转移酶抑制剂 5 -aza-CdR 为胞嘧啶的类似
物,可以与甲基转移酶共价结合,降低甲基转移酶的生物
活性。 5-aza-CdR 可结合到 DNA 链中,在胞嘧啶甲基转
移酶(C5Mtases)与含 5-azaC 的 DNA 链之间形成稳固的
共价化合物,从而抑制胞嘧啶的甲基化[16],因而可有效逆
转 p16 基因甲基化状态。
摇 摇 本研究结果表明,干预组大鼠视网膜中 p16 蛋白和
mRNA 的表达明显高于 NS 对照组。 我们的结果证实了
5-Aza-CdR 可影响 p16 表达的变化。 由此我们推断 p16
的异常表达可能与视网膜新生血管增殖密切相关,抑制
p16 甲基化可减少视网膜新生血管的增殖,利于进一步探
讨视网膜新生血管的病理演变机制。 使用 p16 基因甲基
化抑制剂可能成为治疗 ROP 病变或视网膜新生血管性疾
病的辅助治疗方法。
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