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Abstract
誗 AIM: To investigate the expression of the hypoxia -
inducible factor-1琢 (HIF-1琢) and the protein products of
its target gene vascular endothelial growth factor (VEGF)
in proliferative diabetic retinopathy ( PDR ) epiretinal
membranes.
誗METHODS: Totally 26 patients who have been obtained
epiretinal membranes (PDR吁-遇) were performed pars-
plana vitrectomy. They were removed the epiretinal
membrane intraoperation and to observe HIF- 1琢, VEGF
and expression of vascular endothelial marker CD34 in
epiretinal membranes through immunohistochemical
method.
誗RESULTS:Vascular endothelial cells of PDR expressed
HIF-1琢 in 24 cases (92. 3%) and VEGF in 15 cases (57. 7%)
in membranes, respectively. There were significant
correlations between the numbers of blood vessels
expressing CD34 and HIF-1琢 (r= 0. 556, P= 0. 028) . There
were significant correlations between the numbers of
blood vessels expressing CD34 and VEGF(r=0.745,P=0.001).
誗 CONCLUSION: HIF - 1琢 and VEGF may play an
important role in the pathogenesis of PDR.
誗KEYWORDS:proliferative diabetic retinopathy; hypoxia-
inducible factor-1琢; vascular endothelial growth factor
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摘要
目的:研究缺氧诱导因子-1琢(hypoxia-inducible factor-1琢,
HIF- 1琢) 及 其 靶 基 因 血 管 内 皮 生 长 因 子 ( vascular
endothelial growth factor,VEGF)在增殖型性糖尿病视网膜
病变( proliferative diabetic retinopathy,PDR)视网膜前膜
的表达,探讨其在 PDR 发生发展中的作用。
方法:针对 26 例 PDR 吁 ~ 遇期患者,行玻璃体切除+剥
膜术(有合并视网膜脱离者加行视网膜复位术),术中取
出视网膜前膜行免疫组织化学染色,观察视网膜前膜中
HIT-1琢 与 VEGF 和血管内皮标志物 CD34 的表达。 同时
行术前血糖、甘油三脂、糖化血红蛋白、是否合并视网脱进
行分类并行多因素 Logistic 回归分析。
结果:PDR吁 ~ 遇期视网膜前膜血管内皮细胞中,表达
HIT-1琢 者 24 例(92. 3% ),VEGF 者 15 例(57. 7% ),血
管内皮标志物 CD34 者 26 例(100% )。 血管内皮标志物
CD34 分别与 HIT-1琢 ( r=0. 556,P=0. 028)和 VEGF( r =
0. 745,P = 0. 001)直线相关。 术前血糖、甘油三脂、糖化
血红蛋白、是否合并视网脱是 PDR 视网膜前膜中表达因
子 HIT-1琢,VEGF 和 CD34 表达的相关因素。
结论:HIT-1琢 和 VEGF 在糖尿病视网膜病变视网膜前膜
中明显表达。 HIT-1琢 和 VEGF 可能在 PDR 的发病中起
重要作用。
关键词:增生性糖尿病视网膜病变;缺氧诱导因子-1琢;
血管内皮生长因子
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0 引言
摇 摇 糖尿病是全球性的公共健康问题,受累人数已达到
3. 8 亿。 我国糖尿病患者超过 1. 5 亿,其中约 80% 的患
者没有正规地诊治。 随着人们生活水平的提高,生活方
式的改变,社会的老龄化,糖尿病的发病率呈增长趋势;
据估计我国每天至少增加患者 3 000 例,糖尿病已成为
影响我国人民群众健康的一个重要疾病。 在长期慢性的
高糖血症的基础上,糖尿病微血管病变在眼底中表现为
糖尿病视网膜病变。 已知高糖血症能使红细胞内 2,3-
二磷酸甘油酸水平降低,红细胞携氧能力减低;使糖基化
血红蛋白在血红蛋白中的比例增高,其对氧的亲和力高
于正常血红蛋白,使氧不易扩散至组织中;使血液成分的
改变以及毛细血管基底膜增厚等,从而引起视网膜组织
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 PDR视网膜前膜中 CD34 和 HIF-1琢与 VEGF的表达(SP,伊400) 摇 A:阴性对照;
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 B:CD34;C:HIF-1琢;D:VEGF。

慢性缺血缺氧。 低氧能使机体为适应低氧的环境产生一
系列的基因表达发生变化,如刺激多种促血管生成因子生
成及基质金属蛋白酶、整合素等合成,引起细胞外基质与
基底膜溶解、消退,进而细胞迁移、增殖,导致视网膜新生
血管生成。 因而慢性缺血缺氧导致视网膜机能改变是糖
尿病视网膜病变(DR)发生、发展的重要环节,寻找这个过
程中的靶点因子对于 DR 的防治具有重要意义。 目前国
外研究发现,缺氧诱导因子-1琢(hypoxia-inducible factor-1琢,
HIF-1琢)和血管内皮生长因子(vascular endothelial growth
factor,VEGF)等在增殖型糖尿病视网膜病变( proliferative
diabetic retinopathy,PDR)发生、发展的整个过程都发挥着
重要的作用。 我们对 PDR 视网膜前膜手术标本进行免疫
组织化学染色检测。 利用白细胞分化抗原 CD34 在血管
内皮细胞有强阳性表达,是目前检测微血管的可靠标
记[1],作为增殖膜新生血管表达标志。 同时检测 HIT-1琢
和 VEGF 等因子在视网膜前膜中表达,探讨 PDR 的发病
机制提供实验依据。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 收集 2011-01 / 08 在辽宁医学院附一院眼科因
PDR 吁 ~ 遇期需行玻璃体切割手术的患者 26 例 26 眼。
PDR 患者均为 2 型糖尿病,符合 2002 年美国糖尿病协会
及 WHO 制定的诊断标准,PDR 诊断标准[2]为出现以下一
种或更多:新生血管、玻璃体积血、视网膜前出血、视网膜
脱离。 其中男 14 例 14 眼,女 12 例 12 眼,年龄 46 ~ 82
(平均 56. 6依14. 1)岁,患者伴牵引性视网膜脱离 6 眼。 术
前和术后行视力、裂隙灯、直接(间接)检眼镜、OCT、荧光
造影检查。 入选标准:(1)年龄>20 岁,性别不限;(2)因
PDR吁 ~ 遇期接受玻璃体切除术;(3)首次手术。 排除标
准:(1)年龄<20 岁;(2)既往进行过玻璃体切除术史或孔
源性视网膜脱离同时合并糖尿病的患者;(3)其它眼部疾
病如青光眼、角膜新生血管等;(4)除糖尿病外的全身性
疾病:诊断明确的冠心病、心衰、肾功能不全、血液系统疾
病、代谢性疾病等。 其中以在镜下观察视盘或视网膜有无
新生血管分为活动性或非活动性 PDR。
1. 2 方法
1. 2. 1 增生膜标本获取摇 标准闭合式三切口玻璃体切割
术,剥离视网膜前膜,用显微镊取出膜组织;经湿棉签迅速

过渡生理盐水中,然后在显微镜下展平置于滤纸上,转入
新鲜配制的 10%福尔马林固定液中固定。
1. 2. 2 免疫组织化学法检测增生膜 CD34 和 HIF-1琢 与
VEGF 的表达摇 手术中取出的膜标本立即置于 10% 福尔
马林固定液固定 10h 以上,常规脱水、透明、石蜡浸蜡、包
埋、连续切片 4mm 厚、摊片、烤片。 染色步骤简述如下:常
规脱蜡,梯度乙醇脱水,组织抗原修复,阻断内源性过氧化
酶的活性,加正常山羊血清封闭,分别加兔抗鼠 CD34 抗体
(1颐10)、山羊抗兔 HIF - 1琢 抗体 ( 1 颐 200 ) 、山羊抗兔
VEGF 抗体(1颐200),链霉菌素-过氧化物酶孵育,DAB 显
色,苏木素复染,返蓝,梯度乙醇脱水、封片、显微镜观察。
1. 2. 3 图像处理 摇 26 例免疫组织化学标本组织切片用
Leica Q550CW 图像分析仪(德国)在显微镜校正网格伊400
下,取阳性细胞较多的 3 个视野观察并计数,同时尽可能
回避含有大量色素的区域,避免对计数结果的干扰。
摇 摇 统计学分析:在 SPSS 11. 5 软件上运行,计量资料均

数依标准差(軃x依s)表示,进行 Mann-Whitney Test 秩和检
验。 CD34 分别与 HIF-1琢 和 VEGF 进行 Pearson 直线相
关分析。 以术前血糖、血脂、糖化血红蛋白、是否合并视网
脱分类进行多因素 Logistic 回归分析。 以 P<0. 05 为差异
有统计学意义。
2 结果
2. 1 PDR增生膜中 CD34 和 HIF-1琢 与 VEGF 的表达摇
免疫组织化学图片见图 1,阴性对照中 HIF-1琢 和 VEGF
未表达。 实验组中 PDR吁 ~ 遇期视网膜前膜血管内皮细
胞中,表达 HIT-1琢 者 24 例(92. 3% ),计数为 0 ~ 49(平均
20. 7依13. 6)个;VEGF 者 15 例(57. 7% ),计数为 0 ~ 43
(平均 9. 5 依 12. 9) 个;血管内皮标志物 CD34 者 26 例
(100% ),计数为 11 ~ 83(平均 34. 5 依16. 2)个。 活动性
PDR 与非活动性 PDR 比较,视网膜前膜中 CD34 和 VEGF
的表达量有统计学意义(P<0. 05),而 HIT-1琢 的表达量
无统计学意义(P>0. 05,表 1)。
2. 2 CD34 分别与 HIT-1琢和 VEGF 直线相关分析摇 血管
内皮标志物 CD34 分别与 HIT-1琢 ( r = 0. 556,P = 0. 028)与
VEGF( r = 0. 745,P = 0. 001 ) 直线相关,而 HIT - 1琢 与
VEGF( r=0. 202,P=0. 454)无相关性(表 2)。
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表 1摇 PDR视网膜前膜中表达因子的计数 (軃x依s,个)

因子
活动性 PDR
(n=11)

非活动性 PDR
(n=15)

P

CD34 44. 2依17. 9 27. 3依11. 7 0. 0386
HIT-1琢 17. 6依16. 8 22. 9 依12. 2 0. 3401
VEGF 18. 6依16. 1 2. 9依4. 1 0. 0275

表 2摇 直线相关分析数据

因子 CD34 HIT-1琢
HIT-1琢 r=0. 556,P=0. 028 -
VEGF r=0. 745,P=0. 001 r=0. 202,P=0. 454

表 3摇 多因素 Logistic回归分析

变量 P OR 值 95% CI
术前血糖臆8. 3mmol / L 0. 001 1. 358 1. 215 ~ 3. 684
术前血糖>8. 3mmol / L 0. 000 1. 086 1. 025 ~ 3. 072
糖化血红蛋白<6. 5mmol / L 0. 002 3. 468 2. 139 ~ 6. 243
糖化血红蛋白 6. 5 ~ 7. 5mmol / L 0. 001 5. 781 3. 256 ~ 16. 439
糖化血红蛋白>7. 5mmol / L 0. 001 4. 963 2. 867 ~ 15. 169
合并视网脱行玻切+视网膜复位术 0. 01 3. 449 1. 289 ~ 12. 346
无合并视网脱单纯行玻切术 0. 03 1. 956 0. 893 ~ 3. 867
甘油三脂<1. 7mmol / L 0. 02 2. 768 0. 983 ~ 4. 369
甘油三脂逸1. 7mmol / L 0. 03 2. 085 0. 917 ~ 5. 539

2. 3 HIT-1琢和 VEGF 与 CD34 表达的多因素 Logistic 回
归分析 摇 由表 3 可知,术前血糖、甘油三脂、糖化血红蛋

白、是否合并网脱是 PDR 视网膜前膜中 HIT-1琢 与 VEGF
和 CD34 表达量的相关因素。
3 讨论

摇 摇 糖尿病视网膜病变是糖尿病眼部并发症,特别是 PDR
最终可导致不可逆的视力丧失[3]。 其发病机制为多种因

素协同作用的结果,包括慢性缺血缺氧、热休克应激、氧化

应激反应、自由基的产生、蛋白质的非酶糖基化等。 高血

糖引起血管障碍,血液凝固系统亢进、纤溶系统功能低下,
使视网膜血管尤其毛细血管阻塞,进而造成视网膜缺血缺

氧和血液渗漏。 典型的组织病理学改变包括足细胞和内

皮细胞的丢失以及基底膜的增厚[4],形成视网膜无灌注

区,引起视网膜缺血、缺氧,引起血管生成抑制因子和刺激

因子这一对拮抗因子原有平衡被打破,从而刺激新生血管

生成[5]。 CD34 抗原是一种阶段特异性白细胞分化抗原,
选择性地表达于人类造血干细胞(HSC)、祖细胞(PC)和
血管内皮细胞表面。 它是分子量为 105 ~ 120kD 的高度糖

基化 1 型跨膜蛋白,部分氨基酸分析表明,CD34 分子中

35%的氨基酸由苏氨酸和丝氨酸残基组成。 CD34 是一种

与新生小血管相关的抗原,其在新生血管内皮中表达远大

于非新生血管内皮,提示其作用可能与新生血管生成有

关,是最敏感的血管内皮标记物。
摇 摇 本实验结果揭示:(1)血糖、血脂、糖化血红蛋白、是
否合并视网脱是 HIT-1琢 与 VEGF 和 CD34 表达量的影响

因素。 我们研究结果表明,在防治 PDR 时不仅要控制血

糖,血脂、糖化血红蛋白、是否合并网脱是 PDR 的相关因

素。 (2)PDR 前膜血管内皮细胞中明显表达 HIT-1琢 和

VEGF。 HIT-1琢 者 24 例(92. 3% ),计数为 0 ~ 49(平均

20. 7依13郾 6)个;VEGF 者 15 例(57. 7%),计数为 0 ~ 49(平

均 9. 5 依 12. 9) 个。 VEGF 又称血管通透因子 ( vascular
permeability factor, VPF),在 DR 的发病机制中起着十分

重要的作用。 它首先于 1989 年从牛的垂体滤泡星状细胞

培养液中分离纯化,是一种相对分子质量在 46000 ~
48000 之间的糖蛋白二聚体,是血管内皮的强促分裂素。
亚基之间通过二硫键相连,该键如被还原,则丧失所有的

生物学特性。 人 VEGF 基因位于 6p21. 3,全长 28kb,编码

VEGF 基因约 14kb,基因由交替剪接 8 个外显子、7 个内含

子组成,全长 14000 碱基对。 编码产物分子质量为(34 ~
45)伊103的同源二聚体糖蛋白。 VEGF 是目前所知最强的

内皮细胞选择性促有丝分裂肽和血管生成因子,可刺激血

管内皮细胞增殖及移行、细胞外基质变性,诱导新生血管

的形成。 VEGF 参与 DR 的发病机制为:a 增加血管通透

性;b 通过旁分泌作用促进内皮细胞迁移、增生和血管形

成;c 上调 ICAM - 1 基因表达,VEGF 增加视网膜血管

ICAM-1 的 mRNA 和蛋白质水平,使白细胞粘集,释放多

种活性物质破坏血管壁,激活血小板,引起血流缓慢和血

栓形成,导致视网膜局部缺血加重和新生血管形成;d 改

变细胞外基质:VEGF 改变内皮细胞内某些基因的激活状

态,使血浆纤溶酶原激活物等表达上调,导致细胞外基质

变性,利于血管生长;e 增加内皮细胞对葡萄糖的转运,细
胞内葡萄糖水平增高,通过非酶性糖基化、激活多元醇代

谢途径以及诱发二酰甘油一蛋白激酶 C 机制等导致 DR。
目前针对 VEGF 的基因治疗,由于具有高度的特异性及选

择性,且克服了传统激光及冷凝治疗造成的周边视野缩小

的缺点,所以这种抑制 VEGF 活性的基因治疗方法具有很

高的应用研究价值和前景,为视网膜缺血增殖性病变的防

治提供了一个崭新的方向和途径。 (3) PDR 前膜血管表

达因子 CD34 与 HIT-1琢 和 VEGF 直线相关。 血管内皮标

志物 CD34 分别与 HIT-1琢 ( r=0. 556,P=0. 028)与 VEGF
( r=0. 745,P = 0. 001)直线相关。 由此证实下调 HIT-1琢
和 VEGF 可减少 PDR 前膜新生血管形成,从而控制 PDR
的进一步发展。 HIT-1琢 由 A 亚基和 B 亚基组成,其中

HIT-1琢 是功能性亚基,决定 HIF-1 的活性,它受缺氧诱

导,且只有在缺氧状态下才开始表达,并与结构性 B 亚基

结合形成具有活性的 HIF。 HIT-1琢 在缺氧状态下迅速聚

集在细胞核内与 H117-1b 结合,改变包括 iNOS、内皮素-1、
VEGF 和血红细胞生成素等基因的表达。 我们认为,在
PDR 中高血糖除了可以直接损害视网膜血管外,还能引

起视网膜组织慢性缺血缺氧,从而促进 HIF-la 表达上调,
进而上调 VEGF 的表达等,参与了糖尿病视网膜病变新生

血管的形成。 HIT-1琢 可作为视网膜疾病的治疗目标,针
对 HIT-1琢 的基因治疗,一方面,如果要促进血管生成(如
色素性视网膜炎),可上调 HIT-1琢 水平;另一方面,如果

要抑制血管生成(如糖尿病视网膜病变),下调 HIT-1琢 就

具有关键作用。 这对糖尿病视网膜病变的治疗及研究提

供了一个新的思路及方向。 (4) PDR 前膜血管内皮细胞

中 HIT - 1琢 和 VEGF 表达并无直线相关。 HIT - 1琢 与

VEGF( r=0. 202,P=0. 454)无直线相关。 HIF-1琢 是细胞

对微环境氧浓度改变的一系列自适应反应中重要的调节

因子,是缺氧诱导基因转录的关键环节。 徐国兴等[6] 发

现,正常大鼠的视网膜中不表达 HIT-1琢,而 DR 组中出现明
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显的 HIT-1琢 表达证实了缺氧在 DR 发病机制中的重要作

用。 Treins 等[7]对 PDR 视网膜检查发现,RPE 在增加表达

VEGFmRNA 的同时,HIF - 1琢 的表达也明显增加,推测

HIF-1琢 的表达是缺氧状态下导致视网膜新生血管生成

的关键。 Ozaki 等[8]在缺血性视网膜病变模型中的实验、
Yamada 等[9]在日本 2 型糖尿病 HIF 基因变化研究及 Abu
El-Asrar 等[10]研究表明,HIT-1琢 是缺血缺氧诱导细胞产

生的核转录因子,能诱导下游 VEGF 基因的表达。 VEGF
是 HIT-1琢 的靶基因之一,调节 VEGF 的表达可能是 HIT-1琢
参与 DR 发病的重要作用机制之一。 同时叶健华等[11] 研

究证实:VEGF 不但导致糖尿病微血管病变发生,而且与

病变的严重程度密切相关。
摇 摇 我们认为 HIF-1琢 是细胞对微环境氧浓度改变的一

系列自适应反应中重要的调节因子,是缺氧诱导基因转录

的过程中缺氧信息传递的共同通路,这一通路中 HIF-1琢
的表达可能起到双面刃作用,一方面它促进细胞代谢,增
强细胞对缺氧环境的适应能力,对保护细胞免受缺氧损伤

具有积极的作用;另一方面,PDR 前膜血管内皮细胞中

HIT-1琢 和 VEGF 表达并无直线相关。 HIT-1琢 诱导多种

细胞因子的异常表达改变了局部正常的微环境,进而改变

了正常的组织结构和功能,导致病变的进一步恶化。 因

此,如何调节 HIT-1琢 的适度表达对于 PDR 的防治具有重

要意义,有待进一步研究。
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