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Abstract
誗AIM: To explore expression and relationship of COX-2
and Survivin protein in the retinal neovascularization.
誗METHODS:Mouse model of hyperoxia- induced ischemic
retinopathy were established. A novel flucorescein-dextran
perfusion method was developed to assess the vascular
pattern. Histologic methods were used to count blood
vessel profiles in the inner retina with HE staining.
Survivin and COX - 2 expressions in the retina were
determined by immunohistochemical method.
誗 RESULTS: Lots of neovascularization were seen in
hyperoxia group. The number of nuclei of proliferative
retinal vessels increased significantly as compared with
normal control group ( P < 0. 01 ) . The expression of
Survivin was noted in the ganglion cells and the
neovascularization breaking through the inner retinal. The
expression of COX-2 was noted in the inner nuclear layer
and ganglion cells and retinal blood vessels. The
expressions of them have positive correlation (r = 0. 394,P<
0. 01) .
誗CONCLUSION:There are high expressions of Survivin
and COX- 2 protein in the retinal neovascularization and
they have correlation.
誗 KEYWORDS: retinal neovascularization; Survivin;
Cyclooxygenase-2
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摘要
目的:探讨存活素(Survivin)和环氧合酶-2(COX-2)在视
网膜新生血管中的表达。
方法:以高浓度氧诱导 C57BL / 6J 小鼠建立视网膜新生血
管模型。 取对照组和给氧组幼鼠眼球作荧光素血管灌注、
病理切片及免疫组织化学检测,分别观察视网膜血管的改
变、视网膜新生血管内皮细胞数目及 Survivin 和 COX-2
蛋白的表达。
结果:给氧组视网膜可见大量新生血管形成,新生血管内
皮细胞核数为 23. 38依1. 07 个,与对照组相比差异有显著
统计学意义(P<0. 01)。 正常对照组:视网膜组织各层中
未见 Survivin 和 COX-2 蛋白表达(2. 56依0. 46,2. 37依0. 80)。
给氧组:Survivin 蛋白表达在神经节细胞层和突破视网膜
内界膜的新生血管(3. 34依0. 40),COX-2 蛋白表达在内核
层、神经节细胞层和突破视网膜内界膜的新生血管(3. 89依
0. 56)。 两者表达呈显著正相关( r=0. 394,P<0. 01)。
结论:在视网膜新生血管形成中存在 Survivin 和 COX-2
的高表达,且两者表达密切相关。
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0 引言
摇 摇 血管发生(angiogenesis)是指从已有的毛细血管或毛
细血管后静脉发展而形成的新的血管[1]。 病理状态下,血
管促进和抑制因子失去动态平衡,血管发生加速,如糖尿
病视网膜病、肿瘤等[2,3],引发一系列病理改变。 Survivin
是最近发现的一种凋亡抑制蛋白,在正常成人组织无表
达,而在几乎所有常见的肿瘤组织中表达上调,Survivin 通
过抑制肿瘤细胞凋亡参与肿瘤的发生发展[4,5]。 COX-2
是环氧化酶(Cyclooxygenase,COX)异构体之一,它可通过
多种途径参与肿瘤的发生。 其中细胞凋亡受抑是 COX-2
促进恶性肿瘤进展的主要分子机制之一。 目前关于
Survivin 在视网膜新生血管中的表达及是否与 COX-2 相
关研究甚少,本研究通过高氧诱导的视网膜新生血管模型
检测 Survivin 和 COX-2 蛋白的表达并探讨二者的相关性。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 7 天龄健康 C57BL / 6J 幼鼠 28 只,由中国医科
大学实验动物中心提供。 兔抗鼠、人 COX-2,Survivin 多克
隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司)。 异硫氰酸葡聚
糖荧光素(FITC),美国 Sigma 公司。 测氧仪(杭州立华仪
器有限公司)。
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1. 2 方法
1. 2. 1 模型的制作 摇 选择 7 天龄健康 C57BL / 6J 幼鼠 28
只随机分成 2 组:组 1(正常对照组)14 只,与哺乳母鼠一
起在正常氧环境下饲养;组 2(给氧组)14 只,与哺乳母鼠
一起置于密闭玻璃容器内。 玻璃容器内接入 100% 湿润
医用纯氧气,氧气的流量控制在 0. 5 ~ 0. 75L / min,使容器
内氧气分压为 75% 依2% ,期间用测氧仪持续监测容器内
的氧分压。 每 2d 打开氧箱更换垫料,加食,换水,替换母
鼠 1 次。 在此高氧环境下饲养 5d 后回到正常氧环境下饲
养 5d。
1. 2. 2 荧光素血管灌注及视网膜铺片摇 给氧组和对照组
各取幼鼠 4 只,均于生后第 17d 进行乙醚麻醉,取相对分
子量 2伊106荧光素粉 FITC 50mg,溶在 1mL 的磷酸盐缓冲
液(PBS)中,心腔内注射。 立即摘除眼球,4%多聚甲醛固
定 10min,在解剖显微镜下去除眼前节。 完整游离视网膜
组织,固定在 4%多聚甲醛溶液中 3h。 然后将视网膜放射
状切开 5 ~ 6 刀,平铺到载玻片上,滴上少许中性树脂胶
后,加盖玻片,荧光显微镜观察。
1. 2. 3 视网膜组织切片制作及观察摇 两组中各取 10 只幼
鼠,均于生后第 17d 处死。 眼球摘除后放入 4% 多聚甲醛
中固定 24h。 常规脱水,石蜡包埋,苏木素-伊红(HE)染
色,显微镜下观察结果。 每只眼球取 20 张切片,相邻两张
切片间隔 30滋m;用双盲法计数血管内皮细胞核,统计平均
每只眼球每张切片突破内界膜的内皮细胞核数。 选取切
片时应避开视乳头周围;计数血管内皮细胞核时仅计数与
内界膜有关系的血管内皮细胞核。
1. 2. 4 免疫组织化学检测及观察摇 从两组中各随机抽取
10 张未经染色的 6滋m 切片,按链霉素抗生物素蛋白-生
物素复合物(SABC)法进行 Survivin 和 COX-2 免疫组织
化学检查,抗体工作浓度分别为 1颐200,1颐100。 以 PBS 代
替一抗作为阴性 对 照, 二 氨 基 联 苯 胺 ( DAB) 显 色。
Survivin 和 COX-2 表达的阳性细胞为细胞浆着淡黄色至
棕褐色颗粒。 图像分析:每张切片在 400 倍光镜下,随机
选取 5 个视野,利用计算机图像分析仪(LUZEX-F, 日本)
进行灰度扫描,分别测定 Survivin 和 COX-2 积分光密度
值(IOD), 取其平均值作为分析指标。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 10. 0 软件包进行统计学分

析,结果以均数依标准差(軃x依s) 表示,采用独立样本 t 检
验。 Survivin 和 COX-2 表达相关分析采用 Spearman,以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 荧光素灌注视网膜血管铺片 摇 对照组在生后第 17d
时,视网膜血管基本成熟,自视盘发出的大血管向四周呈
放射状均匀分布,直至视网膜周边部(图 1A)。 给氧组在
生后第 17d,大血管显著扩张,大片无灌注区,大量新生血
管形成(图 1B)。
2. 2 视网膜新生血管细胞核计数结果 摇 对照组生后第
17d,新生鼠 20 眼 400 张组织切片中未发现或仅在极少数
切片中见到突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核,平均每
张切片中新生血管内皮细胞核数少于 0. 27依0. 20 个。 10
只给氧组生后第 17d 新生鼠 20 眼 400 张组织切片,可见
较多突破视网膜内界膜的血管内皮细胞核,平均每张切片
中新生血管内皮细胞核数为 23. 38依1. 07 个(图 2)。 与对
照组相比差异有极显著性意义( t=9. 454, P<0. 01)。

图 1摇 小鼠荧光素灌注视网膜血管铺片(伊200) 摇 A:对照组;B:
给氧组。

图 2摇 给氧组 17 天龄小鼠视网膜 HE染色(DAB伊200)。

图 3 摇 给氧组 17d 龄小鼠视网膜中两种蛋白的表达(DAB伊
200) 摇 A:Survivin;B:COX-2。

表 1摇 两组小鼠视网膜 Survivin和 COX-2 的 IOD比较 軃x依s

分组
IOD

Survivin COX-2
对照组 2. 56依0. 46 2. 37依0. 80
给氧组 3. 34依0. 40 3. 89依0. 56

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t 9. 23 5. 80
P <0. 001 <0. 001

2. 3 视网膜组织 Survivin和 COX-2 蛋白的表达摇 正常对
照组:视网膜组织各层中未见 Survivin 和 COX-2 蛋白表
达。 给氧组:Survivin 蛋白表达在神经节细胞层和突破视
网膜内界膜的新生血管(图 3A),COX-2 蛋白表达在内核
层、神经节细胞层和突破视网膜内界膜的新生血管
(图 3B)。 给氧组 Survivin 和 COX-2 IOD 均明显高于对照
组(表 1)。
2.4 Survivin与 COX-2蛋白相关分析摇 Survivin 与 COX-2
蛋白在小鼠视网膜中表达呈正相关( r=0. 394, P<0. 01)。
3 讨论
摇 摇 视网膜新生血管的发生、发展与眼组织缺血缺氧关系

74

Int Eye Sci, Vol. 13, No. 1, Jan. 2013摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com



密切,本实验通过高氧诱导小鼠建立视网膜新生血管模型
观察到给氧组每只眼均可见到突出内界膜的新生血管。
摇 摇 目前,视网膜新生血管的形成机制研究仍是眼科的热
点。 而 COX-2 在新生血管中的作用也逐渐被人们所重
视。 环氧化酶存在两种同工酶,即 COX-1 和 COX-2。 两
种酶的生理意义不同,COX-1 是结构酶,在大多数正常人
体组织中表达,其基本作用是维持机体的生理过程,保持
内环境的稳定;COX-2 为诱导酶,生理状态下多数细胞中
不存在这种酶,但是在细胞因子、生长因子、癌基因等刺激
因子的作用下,COX-2 可被诱导表达,并参与炎症反应、
细胞增殖及分化过程。 近年来大量研究表明[6,7],COX-2
在多种肿瘤中有较高的表达,并认为参与了肿瘤新生血管
的生成。 COX-2 对新生血管形成的调控有以下几种可能
的机制:(1)诱导单核巨噬细胞、肿瘤细胞等产生血管内
皮生长因子等血管生长因子[8];(2)通过影响 Survivin 和
Bcl-2 等表达而抑制血管内皮细胞的凋亡[9-11];(3)组织
产生的 PGE2和 PGF2及血栓素 A2等直接促进血管生成;在
眼中,前列腺素 COX-2 途径的血管效应主要是血管扩张,
而对 COX-2 参与眼部血管生成的研究很少。 Wilkinson-
Berka 等[12] 在氧致血管增殖性视网膜病变的 C57BL / 6 鼠
模型( ROP) 中,向腹膜内注射 COX - 2 选择性抑制剂
Rofecoxib 15 mg / (kg·d),观察其对视网膜新生血管的抑
制作用,应用 COX-2 选择性抑制剂可以抑制视网膜新生
血管生成。 本研究发现 COX-2 蛋白表达在内核层、神经
节细胞层和突破视网膜内界膜的新生血管,提示 COX-2
在视网膜血管形成过程中起着重要作用。 同样,Sennlaub
等[13]实验研究发现,COX-2 选择性抑制剂 APHS 可明显
抑制缺血性增殖性视网膜病变引起的玻璃体内的新生
血管。
摇 摇 大量研究表明[14,15],抑制肿瘤细胞凋亡是 Survivin 和
COX-2 参与肿瘤发展的共同机制。 COX-2 抑制剂塞来
昔布能够激活 Caspase-3 和 Caspase-9 途径,诱导肝脏胆
管细胞癌的凋亡[16]。 Barnes 等[17] 在乳腺癌研究中发现
COX-2 和 Survivin 蛋白的表达呈正相关,认为 COX-2 和
Survivin 双表达是乳腺癌患者术后复发的危险因素。
摇 摇 Survivin 是最近发现的一种新的凋亡抑制蛋白( IAP)
家族成员之一,是迄今最小的 hIAP 蛋白。 Survivin 表达于
胚胎和发育的胎儿组织,但不见于终末分化的成人组织,
而其特异性地表达于肿瘤组织。 体内外实验表明[18,19],
抑制 Caspase-3 和 Caspase-7 活性是 Survivin 抗细胞凋亡
的重要分子机制。 我们观察了视网膜新生血管中 COX-2
和 Survivin 蛋白的表达,并探讨两种相关因子的关系,结
果显示,COX-2 蛋白表达在内核层、神经节细胞层和突破
视网膜内界膜的新生血管,其表达空间范围大于 Survivin
蛋白的表达,同时 COX-2 与凋亡抑制蛋白 Survivin 的表
达呈显著正相关( r = 0. 394,P<0. 01),提示 COX-2 上调
Survivin 表达而抑制细胞凋亡,推测在视网膜新生血管形
成的早期存在 COX-2 和 Survivin 两者协同效应,共同发
挥着抗凋亡作用,从而加速新生血管的发展。 在两者共同
的表达中,可能存在着中介物质,在多因素的协同作用下
抑制细胞的凋亡,随着深入开展相关研究,将帮助我们进
一步明确新生血管的发生、发展机制。
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