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Abstract
誗The normal growth of blood vessels is the result of
dynamic balance of angiogenic factor and inhibitory factor
in vascular tissue. However, when the balance is broken,
the growth of new blood vessels will be induced.
Endogenous angiogenesis inhibitory factor, is a group of
negative feedback molecules produced by the body itself
that inhibit angiogenesis. Its function of inhibiting
angiogenesis is mainly realized by promoting the binding
of angiogenic factor to its receptor, or its downstream
angiogenesis signal, or promoting vascular endothelial
apoptosis. The study of angiogenesis inhibitory factor has
potential clinical significance for the prevention and
treatment of retinal neovascularization. Recent studies on
retinal neovascularization inhibitory factor are reviewed in
this paper.
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摘要
血管的正常生长是血管组织中促生长因子和抑制因子相
互协调达到动态平衡的结果,但是当这种平衡被打破后,
就会诱发新生血管的生长。 内源性的新生血管抑制因子,
是一组机体自身产生的抑制血管生成的负反馈分子,其产
生血管抑制的作用主要是通过影响促新生因子与其受体
或其下游促增生信号结合,或者自身促进内皮凋亡而实现
的。 血管新生抑制因子的研究对于防治眼底视网膜新生
血管生长具有潜在的临床意义。 本文就视网膜新生血管
抑制因子的最新研究进展进行系统综述。
关键词:视网膜新生血管;内皮抑素;色素上皮衍生因子;
血管抑素;可溶性 VEGF 受体阻断剂;基质金属蛋白酶抑
制因子;VEGF siRNA
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0 引言
视网膜新生血管(retinal neovascularization,RNV)是由

多种病因所致的脉络膜新生血管芽穿越 Bruch 膜并在视
网膜色素上皮下和(或)上增殖形成纤维血管组织,常伴
有视网膜下的浆液性渗出和(或)出血,为多种眼底疾病,
如早产儿视网膜病变( retinopathy of prematurity,ROP)、糖
尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)、增生性玻璃
体视网膜病变(proliferative vitreoretinopathy,PVR)、视网膜
静脉阻塞等导致视力丧失的最主要原因[1-2]。 目前发现,
血管内皮生长因子 ( vascular endothelial growth factor,
VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth
factor,bFGF)、白细胞介素 8、类胰岛素样生长因子与视网
膜新生血管的生长密切相关[3]。 经研究发现 VEGF 是最
主要的促视网膜新生血管生长因子[4-5],目前其已成为多
种新生血管抑制因子作用的靶点。 近年研究表明内皮抑
素、色素上皮衍生因子、血管抑素、可溶性 VEGF 受体阻断
剂等可有效抑制新生血管的生成。
1 内皮抑素

内皮抑素(endostatin)是血管周围基底膜部位的胶原
愈、峪 羧基末端的相对分子质量(Mr)为 20kD 的多肽片
段,从鼠血管内皮瘤细胞中分离而来,体外实验表明它具
有抑制内皮细胞增殖和新生血管生长的作用[6-7]。 其包
含三个主要片段:Mr 为 5kD 的 N-末端区域、中间蛋白酶
敏感绞链区域和 C-末端内皮抑素区域,其中 C-末端序列
被认为是其发挥抗血管生成活性作用的关键。

内皮抑素通过以下机制发挥抗血管生成的作用:(1)
通过调节微血管内皮细胞表面相关尿激酶型纤溶酶原激
活因子(urokinase-type plasminogen activator,uPA)和纤溶酶
原激活因子抑制因子-1(plasminogen activator inhibitor-1,
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PAI-1)的分布,清除灶性黏附上的 uPA 受体,下调 uPA 系
统,引起灶性黏附和肌动蛋白张力纤维网的解离而发挥抗
血管生成作用[8];(2)下调细胞周期蛋白启动子活性,抑
制细胞周期蛋白 D1 的 mRNA 转录和蛋白质在内皮细胞
中的表达从而引起内皮细胞 G1 期阻滞和细胞凋亡[9];
(3)内皮抑素可以与 VEGF 和 bFGF 竞争细胞表面的硫酸
乙酰肝素糖蛋白结合位点,抑制内皮细胞增殖[10],也可以
通过减少内皮细胞一氧化氮合成酶(NOS)的磷酸化,减少
一氧化氮(NO)的释放而抑制 VEGF 介导的内皮细胞迁移
和血管形成[11];(4)内皮抑素还可通过含半胱氨酸的天冬
氨酸蛋白水解酶 ( cysteinyl aspartate specific proteinase,
caspase )信号通路促进细胞凋亡来抑制血管新生。

内皮抑素作为最早发现的抑制新生血管生长的抑制
因子,已被大量的实验研究及临床研究证实。 重组人血管
内皮抑素采用大肠杆菌作为蛋白表达体系,因其价格便宜
且可大批量生产的优点使其成为了理想的抗新生血管形
成类生物制剂。 实验证实,重组人血管内皮抑素能通过抑
制视网膜 VEGF 表达而抑制视网膜新生血管形成,且腹腔
内注射有效[12]。 为了探索更有效的抗血管生成途径,
2014 年,Bai 等[13]研究合成了一种 N 端含有 H1D / H3D 的
内皮抑素 (M -ES),并在随后的研究中将聚乙烯二醇
(polyethylene glycol,PEG)加在了 H1D / H3D M-ES上,合
成 PEG-M-ES,并对其与锌离子结合及稳定性、迁移、增
殖等进行了相关研究,结果首次表明 PEG-M-ES 在体内
和体外都可以长期抑制眼底新生血管的生成,这可能预示
一种新的治疗方案的形成。
2 色素上皮衍生因子

色素上皮衍生因子(pigment epithelium-derived factor,
PEDF)最早是由 Tombrall-Tink 等[14] 于 1989 年从胎儿视
网膜色素上皮细胞培养上清中分离提纯而来,是一种 Mr
约为 50kD 的糖蛋白。 在成人眼组织,PEDF mRNA 广泛表
达于 RPE 细胞、视网膜内核层、光感受器和神经节细胞
层,房水、玻璃体腔中也有较高浓度的 PEDF 存在[15-16],其
具有营养神经、抗新生血管、调节细胞生长及诱导细胞凋
亡的作用。

正常眼组织中自身能够维持血管生成的稳定性是由
血管生成刺激因子(如 VEGF)和血管生成抑制因子(如
PEDF)共同作用的结果,两者之间关系失衡是促使视网膜
新生血管生成的最主要原因[17]。 除了 VEGF 的直接增
高,老龄化、低氧、高糖等原因引起的 PEDF 下调在促进新
生血管形成过程中的作用也不容忽视。 实验证明,在脉络
膜新生血管( choroidal neovascularization,CNV)模型小鼠
玻璃体腔或视网膜下注射带有 PEDF 基因的腺相关病毒
与未注射组对比,注射组的 CNV 比未注射组的明显减
少,差异具有统计学意义[18] 。 PEDF 抑制血管生成的机
制目前尚未明确,可能通过促进具有活性的内皮细胞凋
亡、抑制内皮细胞的移行和增殖及与其它抑制血管生成
的因子相互作用而实现。 但 PEDF 并非对所有的新生血
管都具有抑制作用,它只能抑制新生血管的形成,而对
已经形成的新生血管无作用,体现出其具有“选择性冶的
特点[19] 。

PEDF 是目前公认的最有效的血管抑制剂,大量研究
已证实其具有高效性、安全性、特异性等独特的优越
性[20]。 为了使 PEDF 在视网膜中更稳定地表达,一些以病
毒为载体介导的 PEDF 基因转导实验大量展开。 Virginia

等将带有 PEDF 基因的腺相关病毒 2 型(adeno-associated
virus type 2,AAV2)载体转移到小鼠视网膜上,实验证明
AAV2 介导的 PEDF 不仅可以在视网膜中稳定、持久表达,
还可以通过下调视网膜中的 VEGF 表达水平,使视网膜新
生血管形成的下游效应物减少以抑制视网膜新生血管的
生成[21]。 Yu 等[22]通过慢病毒介导 PEDF 的表达可有效
地阻止激光治疗诱发的 CNV,其作用可持续 28d,与腺病
毒表达持续时间短、需重复眼内注射和可能发生免疫反应
等缺点相比,慢病毒载体似乎更加安全、有效,并具有能够
长期稳定的基因表达、接受者免疫反应发生少的优点。
Bai 等[23] 将 PEG 修饰的 PEDF 与单纯的 PEDF 进行对比
实验,结果发现 PEG 化的 PEDF 可以明显地抑制 VEGF 的
分泌,且与单纯的 PEDF 治疗组存在着明显差异。 PEDF
因其有效的神经营养作用及抗新生血管生成的作用已在
眼部疾病治疗中广泛应用,这为视网膜新生血管的治疗提
供了一个新的前景。
3 血管抑素

血管抑素(angiostain,AS)是 1994 年 O蒺Reilly 等[24] 从
Lewis 肺癌小鼠血浆中提纯出的一个纤溶酶原片段,是一
种特异性抑制血管内皮细胞(blood endothelial cell,BEC)
增殖的因子,是迄今发现的最有效的血管抑制因子之一。
O蒺Reilly 等对 AS 进行氨基酸测序分析发现其具有 4 个三
环结构(即 Kringle 区)和部分 Kringle 5 区,依靠 3 个二硫
键连接[25],不同的 Kringle 区有不同的作用:Kringle 1 区主
要影响 AS 的构象,对 BEC 的增殖具有中等程度的抑制作
用,而对 BEC 细胞的移行无作用;Kringle 2 区和 Kringle
2 ~ 3区表现为弱的 BEC 增殖抑制作用;Kringle 4 区抑制
BEC 增殖作用弱,而抑制移行作用较强;Kringle 5 区具有
较强的抑制 BEC 增殖的能力[26]。

许多研究发现,AS 抗血管生成的作用机制可能表现
为以下几点:(1)下调体内 VEGF 表达水平;(2)与细胞膜
中的 ATP 合酶结合抑制内皮表面 ATP 代谢,从而抑制内
皮细胞(endothelial cell,EC)增殖和迁移;(3)促进 EC 凋
亡;(4)阻断整合素等黏附分子介导的 VEGF 信号通路;
(5)抑制诱导型一氧化氮合酶( iNOS)的表达,降低 NO 浓
度[27-29]。 但是,AS 具有在体内代谢速度较快,生物活性不
够稳定,提纯蛋白费用较为昂贵,不易运输和储存等缺点,
为其广泛应用带来了困难。 目前,关于通过病毒、脂质体、
质粒作为载体携带 AS 的基因治疗已经开展了大量的研
究,结果表明,腺相关病毒载体系统具有安全性好、宿主范
围广、无或低免疫原性、可长期表达等特性[30-31],这也为
以病毒作为载体的基因治疗在视网膜新生血管中的应用
带来了希望。
4 可溶性 VEGF 受体阻断剂

VEGF 有三种跨膜受体:VEGF 受体-1(Flt-1)、VEGF
受体-2(在人体中称为 KDR,在小鼠中称为 Flk-1)、VEGF
受体-3[32]。 研究发现可溶性 Flt 受体-1( soluble Flt-1,
sFlt-1),是体内针对 VEGF 的天然抑制因子,首次于人脐
静脉内皮细胞的条件培养液中分离出来[33]。 sFlt -1 是
Flt-1的细胞外区剪接形成的可溶性形式,可与 VEGF 功
能受体 KDR / Flk-1 竞争结合 VEGF 起到间接抗新生血管
作用[34]。 动物实验表明,sFlt -1 可以抑制视网膜及脉络
膜新生血管的发生、发展[35]。 目前,眼科疾病基因治疗大
多采用腺病毒和腺相关病毒作为基因转移载体,但是由于
腺病毒及腺相关病毒应用的局限性,慢病毒载体具有更广
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阔的应用空间。 张敏等[36]发现慢病毒转导 sFlt-1 竞争结
合 VEGF 间接导致 KDR / Flk-1 蛋白呈低水平表达的作用
更为明显,初步肯定了 sFlt-1 基因转导在 RNV 疾病方面
的治疗价值,但其安全性还需要进一步研究和考证。
5 基质金属蛋白酶组织抑制因子

基质金属蛋白酶组织抑制因子 ( tissue inhibitors of
matrix metalloprotinase,TIMPs)是一组内源性抑制因子,可
以高度特异地抑制金属蛋白酶 (matrix metalloprotinase,
MMPs) 或 其 前 体, 从 而 抑 制 其 降 解 细 胞 外 基 质
(extracellular matrix,ECM)。 TIMPs 家族共有四个成员:
TIMP-1、TIMP-2、TIMP-3、TIMP-4。 2007 年,Mathalone 等[37]

发现金属蛋白酶-2(MMP-2)、金属蛋白酶-9(MMP-9)
在视网膜发生缺血病变后立即增加,为正常对照组的两倍
多,TIMP - 1 中适度增加,提示在缺血视网膜病变中
MMP-9与 TIMP-1 的比值失调促进了脉络膜血管内皮细
胞的移行、增生和管腔的形成。 TIMPs 抑制 MMPs 的机制
可能为:(1)TIMP-2 与 pro-MMP-2 结合形成稳定的复合
体而抑制 pro-MMP 酶原的自我激活;(2)TIMP-2 可直接
与活化的 MMPs 等比例结合使其活性丧失;(3) TIMP-3
对 ECM 具有强亲和力,在局部发挥作用,因此作为 MMP
活性的有效局部抑制剂,其对限制新生血管的形成更具有
针对性[38-39]。
6 VEGF siRNA

随着 RNA 干扰技术的日渐成熟及其在各个领域中的
广泛应用,眼科医生看到了基因干扰在眼科邻域中研究、
治疗 和 药 物 开 发 上 潜 在 可 能 性。 RNA 干 扰 ( RNA
interference,RNAi)是一种在动植物中广泛存在的、通过双
链 RNA 分子在 mRNA 水平上诱导特异性序列基因沉默的
过程[40]。 现研究认为 RNAi 的作用机制包括三个阶段:
(1) 起始阶段:dsRNA 在细胞内被切割成 siRNA;(2)效应
阶段:siRNA 和内切酶及其它蛋白一起形成 RNA 诱导沉
默复合体(RNA-induced silencing complex,RISC),RISC 中
siRNA 变性后解开双链,其中的反义链引导 RISC 与同源
的靶 mRNA 结合,在核酸内切酶的作用下切割 mRNA,被
切割后的 mRNA 片段随即降解而使该基因的表达受到抑
制;(3)扩增阶段:siRNA 在解开双链后,其反义链中的
RNA 可作为 RNA 合成的引物,以 mRNA 为模板形成一个
新的 dsRNA。 新的 dsRNA 再次被切割成 siRNA,以此反
复,如此可在短时间内形成大量的 siRNA,有效地抑制
mRNA 翻译形成蛋白质或多肽,从而有效地抑制靶向基因
蛋白质或多肽的合成[41]。 随后开展的大量研究也证实了
siRNA 可有效降解 VEGF 的 mRNA,从而达到了抑制视网
膜新生血管形成的作用[42-43]。
7 小结

综上所述,视网膜新生血管是威胁人们视力的重要危
险因素之一,目前临床对视网膜新生血管的治疗有玻璃体
切割术、视网膜激光及冷凝术、光动力疗法、玻璃体腔抗-
VEGF 治疗等。 但由于手术具有创伤性、风险大、副作用
多、费用高,玻璃体腔注射需重复给药等原因,许多患者并
未得到及时治疗。 近年来发现的多种视网膜新生血管抑
制因子为 RNV 的治疗提供了新的方向。 视网膜新生血管
的形成是一个长期的发展过程,而内源性视网膜新生血管
抑制因子均是蛋白制剂,半衰期短,需反复注射,有增加感
染和免疫反应等风险。 通过病毒作为载体介导的因子可
延长其在体内稳定表达的时间,降低感染及免疫反应的发

生率,其中针对 VEGF 的基因治疗更是为 RNV 的治疗打
开了一扇新的大门,可能从根本上解决新生血管形成的问
题。 但我们仍需意识到,目前发现的多种新生血管抑制因
子尚处于实验研究阶段,其抑制机制仍需进一步研究,临
床应用的有效性及安全性仍值得进一步考究,这些都是我
们亟待解决的问题。
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