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李园媛１ꎬ郑燕林２ꎬ李建超１ꎬ惠延年３ꎬ马士航１ꎬ黄　 慧２ꎬ王　 芳２ꎬ马宏杰４

引用:李园媛ꎬ郑燕林ꎬ李建超ꎬ等. 水蛭提取液通过 ＶＥＧＦ /
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摘要
目的:研究水蛭提取液对视网膜母细胞瘤细胞(ＷＥＲＩ －
ＲＢ－１细胞)表达血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)的影响及相
关分子机制ꎮ
方法:将体外培养的 ＷＥＲＩ － ＲＢ － １ 细胞分为对照组、
０.０４Ｕ / ｍＬ水蛭提取液组、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组ꎬ对照
组采用完全培养基培养 ４８ｈꎬ水蛭提取液组分别采用含
０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 含药培养基培养 ４８ｈꎮ 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测
各组细胞培养基上清液中 ＶＥＧＦ 表达水平ꎻ采用 ＲＴ－ＰＣＲ
法检测各组细胞缺氧诱导因子－１ａ(ＨＩＦ－１ａ)和基质金属
蛋白酶－９(ＭＭＰ－９) ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎻ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 法检测各组细胞 ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９、磷脂酰肌醇 ３－激
酶(ＰＩ３Ｋ)、人磷酸化蛋白激酶(ｐ－ＡＫＴ)相对表达水平ꎮ
结果:与对照组比较ꎬ水蛭提取液组细胞培养基上清液中
ＶＥＧＦ 表达均降低(Ｐ<０.０５)ꎬ０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液
对 ＶＥＧＦ 表达抑制率分别为 ３２.４３％、３８.９２％ꎮ 与对照组
比较ꎬ水蛭提取液组细胞 ＨＩＦ－１ａ 和 ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ 相对
表达水平均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取
液对 ＨＩＦ－１ａ ｍＲＮＡ 表达抑制率分别为 ２７.６４％、２４.７５％ꎬ
对ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ 表达抑制率分别为 ４３.９７％、５１.４８％ꎮ 与
对照组比较ꎬ水蛭提取液组细胞 ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９、ＰＩ３Ｋ、
ｐ－ＡＫＴ蛋白相对表达水平均明显降低(Ｐ < ０. ０５)ꎬ０. ０４、
０.０８Ｕ / ｍＬ水蛭提取液对 ＨＩＦ－１ａ 蛋白表达抑制率分别为
５５.８１％、４３. ８５％ꎬ对 ＭＭＰ － ９ 蛋白表达抑制率分别为
３９.４９％、４７.２３％ꎬ对 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达抑制率分别为３３.２７％、
２９.８３％ꎬ对 ｐ － ＡＫＴ 蛋白表达抑制率分别为 ５２. ０７％、
３０.２１％ꎮ
结论:水蛭提取液可能通过 ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路及
ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９ 因子抑制 ＷＥＲＩ －ＲＢ － １ 细胞 ＶＥＧＦ 的
表达ꎮ

关键词:水蛭提取液ꎻ视网膜母细胞瘤ꎻ血管内皮生长因子
(ＶＥＧＦ)ꎻ磷脂酰肌醇 ３－激酶 / 蛋白激酶(ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ)ꎻ信
号通路
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２２.１２.０４

Ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ ｃｅｌｌｓ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｖｉａ ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

Ｙｕａｎ－Ｙｕａｎ Ｌｉ１ꎬ Ｙａｎ－Ｌｉｎ Ｚｈｅｎｇ２ꎬ Ｊｉａｎ－Ｃｈａｏ Ｌｉ１ꎬ
Ｙａｎ－Ｎｉａｎ Ｈｕｉ３ꎬ Ｓｈｉ－Ｈａｎｇ Ｍａ１ꎬ Ｈｕｉ Ｈｕａｎｇ２ꎬ Ｆａｎｇ
Ｗａｎｇ２ꎬ Ｈｏｎｇ－Ｊｉｅ Ｍａ４

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８１７７４３７２)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ.２０２０ＪＭ－６９８)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｘｉａｎ ７１００００ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ ＰｒｏｖｉｎｃｅꎬＣｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＴＣＭꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ
６１００００ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰＬＡꎻ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
Ａｉｅｒ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｓｈｉ－Ｈａｎｇ Ｍａ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｘｉａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｘｉａｎ ７１００００ꎬ
Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｎｉｃｅｔｙｍｙｓｅｌｆ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２２－０４－１３　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２２－１１－１０

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＶＥＧＦ)
ｉｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ (ＷＥＲＩ － ＲＢ － １ ｃｅｌｌｓ) ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＷＥＲＩ － ＲＢ － １ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ０.０４Ｕ / ｍＬ ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ０.０８Ｕ / ｍＬ ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ４８ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｅｃｈ
ｅｘｔｒａｃｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ０.０４ ａｎｄ ０.０８Ｕ / ｍＬ ｄｒｕｇ－
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ４８ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ － １ａ ( ＨＩＦ － １ａ ) ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ９
(ＭＭＰ － ９) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ － ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＩＦ－ １ａꎬ ＭＭＰ－ ９ꎬ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３－ ｋｉｎａｓｅ
(ＰＩ３Ｋ) ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＫＴ (ｐ －ＡＫＴ) ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ

５５９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.１２ Ｄｅｃ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０.０４Ｕ / ｍＬ ａｎｄ ０.０８Ｕ / ｍＬ ｏｆ ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔ
ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ
３２.４３％ ａｎｄ ３８.９２％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＨＩＦ－ １ａ ａｎｄ ＭＭＰ－ ９ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＨＩＦ－１ａ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｗｅｒｅ ２７. ６４％ ａｎｄ ２４.７５％ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＭＰ － ９ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ４３. ９７％ ａｎｄ ５１. ４８％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＩＦ－１ａꎬ ＭＭＰ－９ꎬ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ－
ＡＫＴ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ０.０４ ａｎｄ
０.０８Ｕ / ｍＬ ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ－
１ａꎬ ＭＭＰ－９ꎬ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ－ＡＫＴ ｗｅｒｅ ５５.８１％ ａｎｄ ４３.８５％ꎬ
３９.４９％ ａｎｄ ４７. ２３％ꎬ ３３. ２７％ ａｎｄ ２９. ８３％ꎬ ５２. ０７％ ａｎｄ
３０.２１％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎ ＷＥＲＩ － ＲＢ － １ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｒ ＨＩＦ－１ａ ａｎｄ ＭＭＰ－９ ｆａｃｔｏｒｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔꎻ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ( ＶＥＧＦ)ꎻ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
３－ｋｉｎａｓｅ / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｅ Ｂ (ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ)ꎻ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌｉ ＹＹꎬ Ｚｈｅｎｇ ＹＬꎬ Ｌｉ ＪＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅｅｃｈ ｅｘｔｒａｃｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ ｃｅｌｌｓ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｖｉａ ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ ) ２０２２ꎻ
２２(１２):１９５５－１９５９

０引言
视网膜母细胞瘤(ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａꎬＲＢ)是 ３ 岁以下婴幼

儿最常见的眼内恶性肿瘤ꎬ也可见于年长的儿童甚至成年

人[１－３]ꎮ 肿瘤早期局限于眼球内ꎬ随病程进展可发生眼外
转移甚至致命[４]ꎮ 近 ３０ａ 来ꎬＲＢ 的治疗取得明显进展ꎬ静
脉化学药物疗法、眼动脉超选介入化疗等可以保留患眼ꎬ
但存在明显的副作用[５]ꎮ 寻求更有效、安全的药物或生物
疗法是必要的ꎮ

ＲＢ 细胞可分泌多种生长因子ꎬ如血管内皮生长因子
(ＶＥＧＦ)ꎮ 研究发现ꎬＶＥＧＦ 蛋白在 ＲＢ 细胞中呈高表

达[６]ꎬＶＥＧＦ 是 ＲＢ 研究中最彻底和广泛被探索的促血管
生成因子ꎬ在调节肿瘤血管生成和转移中起重要作
用[７－１０]ꎮ 另有研究发现ꎬ磷脂酰肌醇 ３ －激酶 / 蛋白激酶

(ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ)信号通路调控与增殖、转化、存活、迁移、血
管生 成 相 关 的 多 种 因 子ꎬ 包 括 基 质 金 属 蛋 白 酶 － ９
(ＭＭＰ－９)、缺氧诱导因子－１ａ(ＨＩＦ－１ａ) [１１－１３]ꎮ 有报道称ꎬ
ＰＩ３Ｋ 信号通路可被包括 ＶＥＧＦ 在内的多种生长因子激
活[１４－１５]ꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路激活后ꎬ下游靶基因ＨＩＦ－１ａ
被激活ꎬ调节刺激血管生成基因的转录ꎬ如 ＶＥＧＦ 和

ＭＭＰ－９[１６－１９]ꎮ ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ －９ 在肿瘤细胞侵袭中具有
特殊作用ꎬ二者可通过多种信号作用方式相互调节[２０－２１]ꎮ
机体缺氧时ꎬ组织缺氧释放大量的 ＭＭＰ － ９ꎬ从而促使
ＭＭＰ－９ 信号通路相关因子的表达增加ꎬ即 ＨＩＦ－１ａ 上调
ＭＭＰ－９ 的表达ꎮ 阻断 ＨＩＦ－１ａ / ＭＭＰ－９ 信号通路可促进
肿瘤无功能血管的发生ꎬ这些无功能血管不能有效输送肿
瘤生长所需的氧气和营养物质ꎬ达到延缓和抑制肿瘤生长
的目的[２２－２５]ꎮ 因此ꎬＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ、ＨＩＦ / ＭＭＰ －９ 等信

号通路为靶点的研究可作为抑制 ＲＢ 的重点ꎮ 然而ꎬ目前
关于 ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ、ＨＩＦ / ＭＭＰ－９ 信号通路在 ＲＢ 中的
研究较少ꎬ其作用仍需进一步探索ꎮ 前期研究发现ꎬ水蛭

提取物具有抑制成纤维细胞增生的作用[２６]ꎬ水蛭提取液
可有效抑制人视网膜母细胞瘤细胞 ＷＥＲＩ－Ｒｂ－１ 细胞系

增殖和侵袭ꎬ并诱导细胞凋亡[２７]ꎮ 因此ꎬ本研究通过
ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路及相关因子ꎬ丰富和完善水蛭提取

液对视网膜母细胞瘤细胞增殖、凋亡和侵袭作用的影响ꎬ
为其潜在的治疗作用提供理论基础ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞(中国科学院上海生命科学

研究院ꎬＮｏ.３１３１Ｃ０００１００１２０００１２)ꎮ 水蛭干粉(兰州安泰
堂中药饮片公司ꎻ生产批号:１４０８２７０２ꎻＧＭＰ 证书号:甘
Ｊ００７１ꎻ水蛭提取液提取方法及浓度选择参考文献[２６])ꎻ
Ｈｕｍａｎ ＶＥＧＦ Ｅｌｉｓａ 试剂盒(上海碧云天生物科技有限公
司)ꎻ总 ＲＮＡ 抽提试剂 ＴＲＩＺＯＬ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ Ｋｉｔ、ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９ 鼠单克隆抗
体(美国 Ｓａｎｔａ 公司)ꎻ 预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ(美国 ＮＥＢ 公司)ꎻ
ＥＣＬ 发光试剂盒 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ ＰＶＤＦ 膜 (美国
Ｈｙｂｏｎｄ 公司)ꎻＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒(南京凯基生物
公司)ꎮ ＲＴ－ＰＣＲ 仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻ垂直电泳
槽、ＤＹＹ － ６Ｃ 电泳仪、 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 凝胶分析系统 (美国

Ｂｉｏ－ｒａｄ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养　 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞从液氮容器中快速取

出ꎬ提前备好约 ５０℃ 无菌水ꎬ迅速解冻ꎬ２５００ｇ ２０℃ 离心
１０ｍｉｎꎬ丢弃上清液ꎬ加入 ２ｍＬ 完全培养基 ＲＰＭＩ－１６４０ 重
悬细胞ꎬ以适当密度接种到 ６ 孔板中ꎬ然后在恒温培养箱
中培养ꎮ 培养基每隔 １ 天更换 １ 次ꎮ 待培养皿内细胞生

长至 ７０％~８０％时以 １∶ ２ 比例进行传代培养ꎮ
１.２.２ 实验分组及药物干预 　 取对数生长期的 ＷＥＲＩ －
ＲＢ－１细胞ꎬ以 ５×１０５ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 接种于 ６ 孔板中ꎬ每孔加入

８００μＬ 细胞悬液ꎬ细胞培养箱中培养过夜后分 ３ 组ꎬ对照
组加完全培养基ꎬ０.０４Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组、０.０８Ｕ / ｍＬ 水

蛭提取液组分别加入含 ０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 的含药培养基ꎬ置
培养箱培养 ４８ｈꎮ
１.２.３ ＥＬＩＳＡ检测 ＶＥＧＦ 表达水平　 将试剂盒和样品(各
组细胞培养基上清液)平衡至室温ꎬ样品分别用标本稀释
液稀释(１∶ １００)ꎬ混合均匀后各取 １００μＬ 加入到 ９６ 板孔ꎮ
设阴阳性对照各一孔组ꎬ同时设加入 １００μＬ 标准通用稀
释液作为空白对照孔ꎬ每组设 ６ 孔ꎮ ３７℃孵育 ６０ｍｉｎꎮ 吸

取孔内液体ꎬ用洗涤液连续洗涤 ３ 次ꎬ每次停留 ３０ｓ 后吸
取孔内液体ꎬ并在吸水纸上拍干ꎬ空白孔加生物素化抗体
稀释液ꎬ其余孔加生物素化抗体工作液(每孔 １００μＬ)ꎬ
３７℃孵育 ６０ｍｉｎꎮ 用洗涤液连续洗涤 ３ 次ꎬ吸水纸上拍干ꎮ
空白孔加酶结合物稀释液ꎬ其余孔加酶结合物工作液(每
孔 １００μＬ)ꎬ３７℃孵育 ３０ｍｉｎꎮ 每孔加入显色底物(ＴＭＢ)
１００μＬꎬ３７℃避光孵育 １５ｍｉｎꎮ 每孔加入终止液 １００μＬꎬ混
匀后即刻测量 ４５０ｎｍ 处 ＯＤ 值ꎮ
１.２.４ ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＨＩＦ－１ａ和ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ相对表达
水平　 收集各组细胞ꎬ分别加入 １ｍＬ ＴＲＩＺＯＬꎬ充分匀浆、
萃取 ＲＮＡꎮ 逆转录试剂盒逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ ＲＴ－ＰＣＲ
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法检测 ＨＩＦ－１ａ 和 ＭＭＰ －９ ｍＲＮＡ 表达情况ꎬ配制 ２０μＬ
ＰＣＲ 反应体系ꎬ反应条件: ９５℃ １０ｍｉｎꎬ９５℃ １５ｓꎬ５８℃
５０ｓꎬ５８℃ ５０ｓꎬ ４５ 个循环ꎬ β － Ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ使用
Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＰｉｋｏＲｅａｌ 软件(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)分析各检测
样本的 ＣＴ 值ꎬ并通过 ２－△△ＣＴ法计算目的基因相对表达水
平ꎮ 所有样本重复检测 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ 引物序列见
表 １ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９、ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ
蛋白相对表达水平　 收集各组细胞ꎬ裂解提取蛋白ꎬＢＣＡ
法进行蛋白定量ꎬ３５μｇ 样本蛋白混合等体积上样ꎬ电泳后

转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ封闭液封闭ꎬ室温孵育 ２ｈꎬ加入 ＰＩ３Ｋ
(１ ∶ ８００)、ｐ － ＡＫＴ ( １ ∶ ５００)、 ＨＩＦ － １ａ ( １ ∶ ５００)、ＭＭＰ － ９
(１ ∶ ８００)一抗ꎬ４℃过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎬ加入

二抗(１∶ １００００)ꎬ室温孵育 ４５ｍｉｎꎬ显色ꎬ并采用 ＬａｂＷｏｒｋｓ
软件分析蛋白条带灰度值ꎬ以目的条带与内参条带

β－Ａｃｔｉｎ比值表示目的蛋白的表达水平ꎬ计算 ｐ － ＡＫＴ、
ＰＩ３Ｋ、ＨＩＦ－１ａ 及 ＭＭＰ－９ 蛋白相对表达量ꎮ

统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件进行统计分

析ꎮ 计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ三组间比较采

用单因素方差分析ꎬ若差异有统计学意义进一步两两比较

采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１水蛭提取液对 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞表达 ＶＥＧＦ 的影响

　 ＥＬＩＳＡ 检测结果显示ꎬ对照组、０.０４Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液

组、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组细胞培养基上清液中 ＶＥＧＦ
表达差异有统计学意义(Ｆ＝ ９３.４ꎬＰ<０.０５)ꎬ且水蛭提取液

组均低于对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 １ꎮ
０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液对 ＶＥＧＦ 表达的抑制率分别

为 ３２.４３％、３８.９２％ꎮ
２.２水蛭提取液对 ＷＥＲＩ －ＲＢ－１ 细胞表达 ＨＩＦ －１ａ 和

ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ 的影响 　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ对照

组、０.０４Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组细

胞 ＨＩＦ－１ａ 和 ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ 的相对表达水平差异均有统

计学意义(Ｆ＝ ３６.７、７４.５ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ且水蛭提取液组均

低于对照组ꎬ差异均有统计学意义 (Ｐ < ０. ０５)ꎬ见图 ２ꎮ
０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液对 ＨＩＦ－１ａ ｍＲＮＡ 表达的抑制

率分别为 ２７.６４％和 ２４.７５％ꎬ对 ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ 表达的抑

制率分别为 ４３.９７％和 ５１.４８％ꎮ
２.３水蛭提取液对 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１细胞表达 ＰＩ３Ｋ 和ｐ－ＡＫＴ
蛋白的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检 测 结 果 显 示ꎬ 对 照 组、
０.０４Ｕ / ｍＬ水蛭提取液组、０. ０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组细胞

ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达水平差异均有统计学意义((Ｆ ＝
５１.８、７０.４ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ且水蛭提取液组均低于对照组ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３ꎮ ０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 水

蛭提取液对 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达的抑制率分别为 ３３. ２７％、
２９.８３％ꎬ对 ｐ －ＡＫＴ 蛋白表达的抑制率分别为 ５２. ０７％、
３０.２１％ꎮ
２.４水蛭提取液对 ＷＥＲＩ －ＲＢ－１ 细胞表达 ＨＩＦ －１ａ 和

ＭＭＰ－９蛋白的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ对照

组、０.０４Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液组细

胞 ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９ 蛋白表达水平差异均有统计学意义

　 　

图 １　 ＥＬＩＳＡ检测 ＶＥＧＦ 蛋白的表达　 ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对
照组ꎮ

(Ｆ＝ ６６.２、８０.９ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ且水蛭提取液组均低于对照
组ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ 见图 ４ꎮ ０. ０４、
０.０８Ｕ / ｍＬ水蛭提取液对 ＭＭＰ－９ 蛋白表达的抑制率分别
为 ３９.４９％、４７.２３％ꎬ对 ＨＩＦ－１ａ 蛋白表达的抑制率分别为
５５.８１％、４３.８５％ꎮ
３讨论

本研究首先观察水蛭提取液处理 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞
后 ＶＥＧＦ 的 表 达 情 况ꎬ 通 过 ＥＬＩＳＡ 分 析 发 现ꎬ ０. ０４、
０.０８Ｕ / ｍＬ水蛭提取液处理 ＷＥＲＩ － ＲＢ － １ 细胞 ４８ｈ 后ꎬ
ＶＥＧＦ 表达被抑制ꎬ０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液对 ＶＥＧＦ
表达的抑制率分别为 ３２.４３％、３８.９２％ꎬ呈现剂量依赖趋
势ꎮ 李先建等[２８]关于水蛭素对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 的抑制作
用及其分子机制的研究发现ꎬ水蛭素能抑制肝癌 ＨｅｐＧ２
细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭ꎬ其机制可能是通过下调
ＶＥＧＦ 表达ꎮ 诸佳瑜[２９]研究水蛭含药血浆、血清对人胰腺
癌 ＰＡＮＣ－１ 细胞的影响ꎬ结果表明水蛭含药血浆、血清对
人胰腺癌 ＰＡＮＣ－１ 细胞具有抑制增殖、迁移及抑制 ＶＥＧＦ
表达的作用ꎮ 上述研究结果与本研究结果一致ꎮ 本研究
采用 ＲＴ－ＰＣＲ 法检测经 ０.０４、０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液处理
的 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞中 ＭＭＰ－９ 和 ＨＩＦ－１ａ ｍＲＮＡ 相对表
达水平ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ＭＭＰ － ９ 和
ＨＩＦ－１ａ蛋白及 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路相关蛋白 ＰＩ３Ｋ 和
ｐ－ＡＫＴ蛋白的相对表达水平ꎮ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ
水蛭提取液干预下细胞 ＨＩＦ－１α 和 ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ 相对表
达水平下降ꎬＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９、ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－ＡＫＴ 蛋白相对
表达水平均降低ꎮ 张景容等[３０]研究水蛭素对特发性肺间
质纤维化病的影响ꎬ结果发现水蛭素能降低模型小鼠肺中
ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白的表达量ꎮ 另有研究发现ꎬ雷帕霉素可
通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路抑制 ＲＢ 细胞增殖ꎬ促进细
胞凋亡[３１]ꎮ

此外ꎬ本研究结果表明ꎬ水蛭提取液可能通过抑制
ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞表达 ＶＥＧＦ 降低 ＶＥＧＦ 下游 ＰＩ３Ｋ 的表
达ꎬ抑制 ｐ－ＡＫＴ 活性ꎬ进一步抑制下游靶基因 ＨＩＦ－１ａ 和
ＭＭＰ－９ 的表达ꎬ从而抑制 ＲＢ 血管生成和肿瘤生长ꎮ 其
次ꎬ水蛭提取液可能直接抑制了 ＨＩＦ－１ａ 的表达ꎬ进一步
抑制下游靶基因 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ－９ 的表达ꎬ而 ＶＥＧＦ 又抑
制了 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路的活性ꎬ从而发挥抑制肿瘤血管生成
和生长的作用ꎮ 此外ꎬ水蛭提取液也可能直接抑制
ＭＭＰ－９的活性ꎬ进而抑制 ＭＭＰ－９ 对 ＷＥＲＩ－ＲＢ－１ 细胞外
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图 ２　 ＲＴ－ＰＣＲ检测 ＨＩＦ－１ａ和 ＭＭＰ－９ ｍＲＮＡ的表达　 Ａ:ＨＩＦ－１ａꎻＢ:ＭＭＰ－９ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ检测 ＰＩ３Ｋ和 ｐ－ＡＫＴ蛋白相对表达水平　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:ＰＩ３Ｋ 蛋白相对表达水平ꎻＣ:ｐ－ＡＫＴ 蛋白
相对表达水平ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＭＭＰ－９ 和 ＨＩＦ－１ａ 蛋白相对表达水平 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:ＭＭＰ － ９ 蛋白相对表达水平ꎻ
Ｃ:ＨＩＦ－１ａ蛋白相对表达水平ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

表 １　 引物序列

引物名称 上游 下游

β－Ａｃｔｉｎ ５－ＡＴＧＧ－ＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ－３ ５－ＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡＴＣ－３
ＭＭＰ－９ ５－ＡＴＣＣＣＣＣＡＡＣＣＴＴＴＡＣＣＡ－３ ５－ＴＣＡＧＡＡＣＣＧＡＣＣＣＴＡＣＡＡ－３
ＨＩＦ－１ａ ５－ＡＡＧＴＣＣＣＧＣ－ＣＧＴＧＡＡＧＴＧ－３ ５－ＡＣＧ－ＣＣＡＡＧＧＴＣＴＧＡＡＧＧＴＣ－３

基质(ＥＣＭ)的降解ꎬ从而抑制 ＶＥＧＦ 从 ＥＣＭ 中释放ꎬ并在
一定程度上抑制 ＶＥＧＦ－ＶＥＧＦ 受体的相互作用ꎬ最终抑制
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路的活性ꎬ抑制 ＲＢ 血管生成和转移ꎮ 既往
研究观察水蛭素对化疗诱导的周围神经病变(ＣＩＰＮ)的影
响发现ꎬ水蛭素可明显减轻奥沙利铂(Ｌ－ＯＨＰ)化疗副作
用ꎬ显著抑制 Ｌ－ＯＨＰ 诱导的 ＣＩＰＮ 小鼠体内 ｐ３８、ＨＩＦ－１
的过表达和ＭＭＰ－９ / ２ 的活化ꎬ达到改善 ＣＩＰＮ 的作用[３２]ꎮ

另有研究观察水蛭素对急性肺损失大鼠的影响发现ꎬ水蛭
素可减少大鼠体内肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)和 ＭＭＰ－１２
的释放ꎬ推测水蛭素可抑制肺损伤引起的炎症和纤维化ꎬ
并作为抗炎介质在肺保护中发挥作用[３３]ꎮ 因此ꎬ初步推
测ꎬ水蛭提取液可能通过 ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路和
ＨＩＦ－１ａ、ＭＭＰ－９ 因子发挥抑制 ＲＢ 的作用ꎬ这为水蛭提取
液的抗肿瘤作用机制提供了新的见解ꎮ 然而ꎬ本研究的局
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限性和不足在于采用的药物干预剂量分组较少ꎬ且
０.０４Ｕ / ｍＬ水蛭提取液的干预剂量对 ＨＩＦ－１ａ、 ＰＩ３Ｋ 和
ｐ－ＡＫＴ的抑制作用强于 ０.０８Ｕ / ｍＬ 水蛭提取液ꎬ后期研究
应进一步缩小剂量之间的跨度ꎬ设置更多剂量组ꎬ寻找最
佳的药物干预剂量ꎮ 此外ꎬ由于时间和经费限制ꎬ本研究
观察时间点较少ꎬ不能够显示动态的量效、时效曲线ꎬ同时
缺少阳性对照ꎬ未进行刺激、抑制信号通路的实验证实相
关通路的作用ꎬ后期研究将力争进一步完善ꎮ

综上所述ꎬ水蛭提取液可能通过 ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信
号通路介导的信号及抑制 ＭＭＰ－９ 和 ＨＩＦ－１ａ 的表达抑制
ＲＢ 的发生发展ꎬ提示 ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 可能是水蛭提取
液在 ＲＢ 治疗中的一个有前途的靶点ꎮ 虽然该结论还需
要进一步完善和验证ꎬ如进行动物实验 / 体内试验等ꎬ但本
研究结果为目前研究 ＲＢ 提出了新的兴趣点和潜在的研
究价值ꎮ
参考文献

１ Ｌｉ ＹＹꎬ Ｚｈｅｎｇ ＹＬ. Ｈｙｐｏｘｉａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＩＦ － １α / ＭＭＰ９ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ ２０１７ꎻ ２１(２３): ５３６１－５３６９
２ Ｌｉ ＺＲꎬ Ｇｕｏ ＺＨꎬ Ｃｈｕ ＤＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ－
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｇｒｏｗｔｈ ｕｓｉｎｇ ｃｅｌａｓｔｒｏｌ ｎａｎｏｍｉｃｅｌｌｅｓ. Ｄｒｕｇ Ｄｅｌｉｖ
２０２０ꎻ ２７(１): ３５８－３６６
３ Ｃｈａｉｒｉｓｓｙ ＭＤꎬ Ｗｕｌａｎｄａｒｉ ＬＲꎬ Ｓｕｊｕｔｉ Ｈ. Ｐｒｏ － ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ａｎｄ ａｎｔｉ －
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｈｙｓａｌｉｓ ａｎｇｕｌａｔａ ｌｅａｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ
ｃｅｌｌｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１９ꎻ １２(９): １４０２－１４０７
４ Ｆｒｉｅｄｍａｎ ＤＮꎬ Ｈｓｕ Ｍꎬ Ｍｏｓｋｏｗｉｔｚ ＣＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｈｏｌｅ －ｂｏｄｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ａｓ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ ｉｎ
ｐｒｅａｄｏｌｅｓｃｅｎｔꎬ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔꎬ ａｎｄ ｙｏｕｎｇ ａｄｕｌｔ ｓｕｒｖｉｖｏｒｓ ｏｆ ｇｅｒｍｌｉｎｅ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ: ａｎ ｕｐｄａｔｅ. Ｐｅｄｉａｔｒ Ｂｌｏｏｄ Ｃａｎｃｅｒ ２０２０ꎻ ６７(７): ｅ２８３８９
５ Ａｌｍｏｎｔａｓｅｒ Ｅꎬ Ｒｉｔｃｈｉｅ Ｃꎬ Ｍａｄｉｓｏｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｅｒｉｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｃａｒｅ ｏｆ
ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ ｉｎｔｒａ － ａｒｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ. Ｊ
Ｐｅｒｉａｎｅｓｔｈ Ｎｕｒｓ ２０１９ꎻ ３４(３): ４７６－４８２
６ Ｗｕ ＡＬꎬ Ｗｕ ＷＣ. Ａｎｔｉ－ＶＥＧＦ ｆｏｒ ＲＯＰ ａｎｄ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ.
Ａｓｉａ Ｐａｃ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ (Ｐｈｉｌａ) ２０１８ꎻ ７(３): １４５－１５１
７ Ｙａｎｇ Ｆꎬ Ｇｕｏ ＺＨꎬ Ｓｈｉ ＬＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ
ｆｏｒ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ－１α ｓｉＲＮＡ ａｎｄ ｃｅｌａｓｔｒｏｌ
Ｃｏ － ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｎａｎｏｍｉｃｅｌｌｅｓ. Ｊ Ｂｉｏｍｅｄ Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌ ２０２０ꎻ １６ ( １０ ):
１４７１－１４８１
８ Ｗｅｎ ＮＹꎬ Ｇｕｏ ＢＦꎬ Ｚｈｅｎｇ ＨＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｊｑ１
ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｒｒｅｓｔ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ
ＶＥＧＦ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ ２０１９ꎻ ５５ ( ４ ):
８７９－８９５
９ Ｃｈｅｎ ＷＪꎬ Ｓｕｎ ＣＸꎬ Ｌｉ Ｗ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＦＧＦ７ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨＸＯ－
Ｒｂ４４ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉ ２０２０ꎻ ２４ ( ７):
３５３８－３５４７
１０ Ｍｕ ＹＴꎬ Ｆｅｎｇ ＨＨꎬ Ｙｕ ＪＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ＮＦ－κＢ
ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０２０ꎻ ４０(１０): ２４３５－２４４０
１１ Ｆｕ Ｋꎬ Ｚｈａｎｇ Ｋꎬ Ｚｈａｎｇ ＸＹ. ＬｎｃＲＮＡ ＨＯＴＡＩＲ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｓｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍｉＲ－２０ｂ－５ｐ /
ＲＲＭ２ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ａｘｉｓ. Ｏｒｐｈａｎｅｔ Ｊ Ｒａｒｅ Ｄｉｓ ２０２２ꎻ １７(１): １１９
１２ Ｚｈｕ ＪＹꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘꎬ Ａｉ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｉｎｉｃｏｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＭＭＰ / ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ: ａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｅｔａ － ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ ２０１９ꎻ １７(１): ２２６
１３ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｌｉａｎｇ ＧＤꎬ Ｚｈｏｕ ＴＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＵＨＲＦ１ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｖｉａ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ /

Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｐａｔｈｏｌ Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｓ ２０２０ꎻ ２６(２): １０７９－１０８８
１４ 李小菊ꎬ 卢宏达ꎬ 陈卫群ꎬ 等. 水蛭抑制肿瘤血管生成的作用及

其机制. 肿瘤防治研究 ２０１３ꎻ ４０(１): ４６－５０
１５ Ｗｕ ＱＺꎬ Ｓｕｎ Ｘꎬ Ｚｈｅｎｇ ＧＹ. ＶＥＧＦ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ: ａ ＰＲＩＳＭＡ－
ｃｏｍｐｌｉａｎｔ ｍｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｍｅｄｉｃｉｎｅ(Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ) ２０１８ꎻ ９７(５１): ｅ１３７５３
１６ Ｗｕ Ｓꎬ Ａｉ ＮＰꎬ Ｌｉｕ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. [Ｒｅｔｒａｃｔｅｄ] ｍｉｃｒｏＲＮＡ－４４８ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＲＯＣＫ１ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ ２０１８ꎻ ３９(５): ２４０２－２４１２
１７ Ｇｅ ＹＳꎬ Ｌｉ Ｆꎬ Ｈｅ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌ－ａｒｇｉｎｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ
ｉｎ ｐｕｂｅｒｔａｌ ｍｉｃｅ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＧＰＲＣ６Ａ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ. Ｊ Ａｎｉｍ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ａｎｉｍ Ｎｕｔｒ (Ｂｅｒｌ) ２０２２[Ｅｐｕｂ ａｈｅａｄ ｏｆ ｐｒｉｎｔ]
１８ Ｙａｎ Ｊꎬ Ｄｅｎｇ ＹＸꎬ Ｃａｉ ＹＬꎬ ｅｔ ａｌ. ＬｎｃＲＮＡ ＭＩＲ１７ＨＧ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｕｐ －
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＩＦ－１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ－１５５－５ｐ. Ｋａｏｈｓｉｕｎｇ Ｊ
Ｍｅｄ Ｓｃｉ ２０２２ꎻ ３８(６): ５５４－５６４
１９ Ｗａｎｇ ＪＸꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ Ｋ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＤＡＮＣＲ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ
ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ－３４ｃ ａｎｄ ｍｉＲ－６１３ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＭＰ－９. Ｊ
Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ ２０１８ꎻ ２３３(１０): ６９８６－６９９５
２０ Ｌｉ Ｈꎬ Ｚｈａｏ Ｂꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｒｏｌｅｓ
ｏｆ ＨＩＦ－１αꎬ ＶＥＧＦꎬ ａｎｄ ＭＭＰ－９ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｃａｎｃｅｒ
ａｆｔｅｒ ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｂｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｉｔｈ ｌｉｖｅｒ
ｃａｎｃｅｒ. Ｆｏｌｉａ Ｍｏｒｐｈｏｌ (Ｗａｒｓｚ) ２０２０ꎻ ７９(１): ７１－７８
２１ 李园媛. 水蛭提取液对视网膜母细胞瘤的抑制作用及相关分子机

制研究. 成都中医药大学 ２０２０
２２ Ｈａｎ ＱＣꎬ Ｍａ Ｌꎬ Ｓｈａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｒｃ＿００７５８０４ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＬＡＳＰ１ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ － １２８７ － ５ｐ ａｎｄ ｔｈｕｓ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ. Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０２２ꎻ ４７(７): １０７７－１０８６
２３ Ｗｅｎ ＹＬꎬ Ｌｉ Ｌ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－ ９ ａｎｄ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ.
Ｇｅｎｅｔ Ｍｏｌ Ｒｅｓ ２０１５ꎻ １４(４): １９３４２－１９３４８
２４ Ｗｕ ＮＤꎬ Ｃｈｅｎ ＳＬꎬ Ｌｕｏ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｒｕｐｐｅｌ － ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ２ ａｃｔｓ ａｓ ａ
ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０２２ꎻ
２１６: １０８９５５
２５ Ｌｉ ＺＲꎬ Ｌｉ ＪＧꎬ Ｚｈｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｌａｓｔｒｏｌ ｎａｎｏｍｉｃｅｌｌｅｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０１６ꎻ １１: ６１３５－６１４８
２６ Ｐｅｎｇ Ｌꎬ Ｐａｎ ＸＹꎬ Ｙｉｎ ＧＱ. Ｎａｔｕｒａｌ ｈｉｒｕｄｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｒａｔ ｆｌａｐ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｂｙ ａｎｔｉ－ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ＰＡＲｓ / ｐ３８ / ＮＦ－κＢ ｐａｔｈｗａｙ. Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ
２０１５ꎻ ２０１５: ５９７２６４
２７ 李园媛ꎬ 郑燕林ꎬ 刘晓莉ꎬ 等. 水蛭提取液对人视网膜母细胞瘤

细胞的抑制作用. 国际眼科杂志 ２０２０ꎻ ２０(１０): １６９３－１６９８
２８ 李先建ꎬ 何剑波ꎬ 陈闯ꎬ 等. 水蛭素对肝细胞癌 ＨｅｐＧ２ 细胞抑制

作用机制探讨. 中国癌症防治杂志 ２０１６ꎻ ８(１): ７－１１
２９ 诸佳瑜. 水蛭含药血浆、血清对人胰腺癌 ＰＡＮＣ－１ 细胞增殖、迁移

及 ＶＥＧＦ 影响的研究. 广西中医药大学 ２０１７
３０ 张景容ꎬ 谢海彬ꎬ 沈明霞ꎬ 等. 水蛭素对博莱霉素致特发性肺间

质纤维化大鼠肺组织中 ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达的影响. 中医临床研

究 ２０１９ꎻ １１(１１): ５－９
３１ Ｙａｏ Ｊꎬ Ｘｕ Ｍꎬ Ｌｉｕ ＺＹ. Ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔ
２０２０ꎻ １９(４): ２９５０－２９５６
３２ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｈｕ Ｌꎬ Ｗａｎｇ ＣＹꎬ ｅｔ ａｌ. ｐ３８ / ＴＦ / ＨＩＦ－α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＩＰＮ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ ２０１９ꎻ
２０１９: ５３４７８０４
３３ Ｂａｏ ＹＸꎬ Ｇｅｎｇ Ｙꎬ Ｊｉｎｇ Ｈ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ ｒａｔ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－α ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－１２. Ｍｏｌ
Ｍｅｄ Ｒｅｐ ２０１２ꎻ ５(３): ８７３－８７５
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.１２ Ｄｅｃ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


