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摘要
目的:探讨糖尿病氧化应激环境中过表达 α－Ｋｌｏｔｈｏ(ＫＬ)
的小鼠单核巨噬细胞白血病细胞(ＲＡＷ２６４.７)对人脐静
脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)增生、迁移、管腔形成以及紧密连
接的影响ꎮ
方法:将 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞分为对照组、 ４ －羟壬二酸酯
(４ＨＮＥ) 组、 ４ＨＮＥ ＋ ＫＬ 组ꎬ 采 用 免 疫 荧 光 实 验 检 测
ＲＡＷ２６４.７ 细胞 Ｆ４ / ８０ 的表达ꎮ 制备 ３ 组细胞的条件培养
基用于培养 ＨＵＶＥＣｓꎬ分为 Ｍø －ＮＣ 组、Ｍø － ４ＨＮＥ 组和
Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ组ꎮ 采用 ＣＣＫ８ 实验检测血管内皮细胞增
生ꎬ采用划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测迁移ꎬ采用管腔形
成实验检测管腔形成ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测闭合蛋
白 ５( Ｃｌａｕｄｉｎ ５)、咬合蛋白 ( Ｏｃｃｌｕｄｉｎ)、带状闭合蛋白
１(ＺＯ １)表达水平ꎮ
结果:免疫荧光实验结果显示ꎬ４ＨＮＥ 组 ＲＡＷ２６４.７ 细胞
Ｆ４ / ８０ 荧光强度较对照组明显增强ꎬ而 ４ＨＮＥ＋ＫＬ 组Ｆ４ / ８０
荧光强度较 ４ＨＮＥ 组明显减弱(均 Ｐ<０.０５)ꎮ ＣＣＫ８ 实验
结果显示ꎬ相比于 Ｍø－ＮＣ 组ꎬＭø－４ＨＮＥ 组 ＨＵＶＥＣｓ 增生
显著增加ꎬ而 Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组 ＨＵＶＥＣｓ 增生较 Ｍø－４ＨＮＥ
组显著下降(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结
果显示ꎬ相比于 Ｍø－ＮＣ 组ꎬＭø－４ＨＮＥ 组 ＨＵＶＥＣｓ 迁移显
著增强ꎬ而 Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组 ＨＵＶＥＣｓ 迁移较 Ｍø－４ＨＮＥ
组显著减弱(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 管腔形成实验结果显示ꎬ相比
于 Ｍø－ＮＣ 组ꎬＭø－４ＨＮＥ 组 ＨＵＶＥＣｓ 管腔数显著增加ꎬ而
Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组管腔数较 Ｍø－４ＨＮＥ 组显著下降(均 Ｐ<
０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示ꎬ相比于 Ｍø－ＮＣ 组ꎬ
Ｍø－４ＨＮＥ组 ＨＵＶＥＣｓ 中 Ｃｌａｕｄｉｎ ５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ １ 蛋白的
相对表达量明显减少ꎬ而 Ｍø － ４ＨＮＥ ＋ＫＬ 组 Ｃｌａｕｄｉｎ ５、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ １ 蛋白的相对表达量较 Ｍø－４ＨＮＥ 组明显增
加(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:ＫＬ 通过改变糖尿病氧化应激环境中巨噬细胞激活

状态抑制了 ＨＵＶＥＣｓ 的增生、迁移、管腔形成ꎬ并增强了
ＨＵＶＥＣｓ 的紧密连接ꎮ
关键词:氧化应激ꎻ巨噬细胞ꎻ血管内皮细胞ꎻ增生ꎻ迁移ꎻ
管腔形成ꎻ紧密连接ꎻ视网膜新生血管
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.７.０３

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ α － Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ －
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

Ｌｉ Ｑｉｎｇｂｏ１ꎬ Ｗａｎｇ Ｐｅｉｙｕ１ꎬ Ｈｕ Ｌｉｙｉｎｇ１ꎬ Ｌｉ Ｘｉａｏｒｏｎｇ１ꎬ
Ｓｈａｏ Ｙａｎ１ꎬ２

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ:Ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｆｕｎｄ ｏｆ
Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (Ｎｏ.２０２２ＫＪ２５８)
１Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｏｐｔｏｍｅｔｒｙ ＆
Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｔｉｎａｌ Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ
Ｄｉｓｅａｓｅｓꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｉｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｖｉｓｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３００３８４ꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｌｈａｓａ ８５００００ꎬ Ｔｉｂｅｔ
Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｓｈａｏ Ｙａｎ. Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｅｙｅ
Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｏｐｔｏｍｅｔｒｙ ＆ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｔｉｎａｌ Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｊｏｉｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｖｉｓｉｏｎ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３００３８４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
Ｌｈａｓａ ８５００００ꎬ Ｔｉｂｅｔ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ. ｓｙｔｍｕｅｈ＠ １６３.
ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２４－０１－１８　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２４－０４－１２

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ α －
Ｋｌｏｔｈｏ (ＫＬ) ｉｎ ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｔｕｂｅ－ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
(ＨＵＶＥＣｓ) .
• ＭＥＴＨＯＤＳ: ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ ｉｎｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ４ － ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ ( ４ＨＮＥ )ꎬ ａｎｄ ４ＨＮＥ ＋ ＫＬ
ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ Ｆ４ / ８０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｖｉａ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ
ｍｅｄｉａ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｏｒ ＨＵＶＥＣｓ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
Ｍø－ ＮＣꎬ Ｍø － ４ＨＮＥꎬ ａｎｄ Ｍø － ４ＨＮＥ ＋ ＫＬ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙꎬ ｗｈｉｌｅ
ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ
ｍｅａｓｕｒｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｕｂｅ － ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｅｌｌ ｔｕｂｕｌｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ ５ꎬ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ＺＯ １.
•ＲＥＳＵＬＴＳ:Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｆ４ / ８０ ｏｆ
ＲＡＷ２６４. ７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ
Ｆ４ / ８０ ｉｎ ｔｈｅ ４ＨＮＥ＋ＫＬ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ＣＣＫ８
ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍø－４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍø －ＮＣ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ Ｍø－ ４ＨＮＥ＋ＫＬ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｍø－ ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ< ０.０１) .
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍø － ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｍø－ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｍø－ ４ＨＮＥ＋ＫＬ
ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｍø－ ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１) . Ｉｎ ｔｈｅ ｔｕｂｅ － ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙꎬ ｉｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅｓ ｆｏｒｍｅｄ
ｂｙ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍø － ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍø－ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ
ｔｕｂｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍø － ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ <
０.０１) . Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
Ｃｌａｕｄｉｎ ５ꎬ Ｏｃｃｌｕｄｉｎꎬ ａｎｄ ＺＯ １ ｉｎ ｔｈｅ Ｍø － ４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍø － ＮＣ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙꎬ ｉｎ ｔｈｅ
Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ ５ꎬ Ｏｃｃｌｕｄｉｎꎬ ａｎｄ
ＺＯ １ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｍø－４ＨＮＥ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０１) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮＳ: ＫＬ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｕｂｅ － ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｗｈｉｌｅ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｓｔａｔｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ ｔｕｂｅ －
ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎻ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉ ＱＢꎬ Ｗａｎｇ ＰＹꎬ Ｈｕ ＬＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ α－Ｋｌｏｔｈｏ ｏｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ－ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(７):
１０２０－１０２６.

０引言
糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)是糖尿

病最常见、最严重的神经微血管并发症之一ꎬ是成人失明
的主要原因[１]ꎮ 目前 ＤＲ 的确切机制尚不清楚ꎬ但氧化应
激是 ＤＲ 发生发展的关键因素[２]ꎮ 随着病情进展ꎬＤＲ 患
者眼底逐渐出现微动脉瘤、出血斑、棉絮斑等病理改变ꎬ最
终视网膜新生血管和纤维血管膜的出现标志着 ＤＲ 进入
增殖期ꎬ引发一系列严重的并发症[３]ꎮ 视网膜新生血管的
临床 治 疗 主 要 依 赖 抗 血 管 内 皮 生 长 因 子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ)药物ꎬ但其在部分患者中
疗效不显著且存在费用昂贵、治疗周期长的缺点[４]ꎮ

巨噬细胞是增殖型视网膜病变( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＰＤＲ)的重要驱动因素[５]ꎬ异常激活的巨噬细

胞不仅促进新生血管生成ꎬ还是纤维血管膜的主要细胞
群[６]ꎮ 抗衰老蛋白 α－Ｋｌｏｔｈｏ(ＫＬ)主要由肾小管上皮和脑
脉络丛分泌并释放入血[７－８]ꎬ具有抗氧化ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ
抗炎和抗纤维化的功能[９]ꎮ 有研究表明ꎬＫＬ 可以抑制脉
络膜新生血管小鼠模型中视网膜微血管渗漏和病理性新
生血管形成[１０]ꎬ并改变了巨噬细胞的激活状态[１１]ꎮ 然而
ＫＬ 在 ＤＲ 中的治疗作用尚不清楚ꎬ且巨噬细胞与内皮细
胞间的相互作用尚不明确ꎮ

因此ꎬ本研究拟采用小鼠单核巨噬细胞白血病细胞
(ＲＡＷ２６４.７)的条件培养基( ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＣＭ)培
养人脐静脉内皮细胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎬ ＨＵＶＥＣｓ)ꎬ观察 ４－羟壬二酸酯(４－ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌꎬ
４ＨＮＥ) 刺激和过表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞的 ＣＭ 对
ＨＵＶＥＣｓ 增生、迁移、成管以及紧密连接的影响ꎬ旨在丰富
ＰＤＲ 的病理机制研究ꎬ为临床治疗提供新的思路ꎮ
１材料和方法
１.１ 材料 　 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞系购自美国 ＡＴＣＣ 公司ꎻ
ＨＵＶＥＣｓ 细胞购自湖南丰晖生物科技有限公司ꎻ４ＨＮＥ 购
自美国 Ｃａｙｍａｎ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养基、青－链霉素、２.５ ｇ / Ｌ
胰蛋白酶、胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ)购自美国
Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ内皮细胞专用培养基(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍꎬ
ＥＣＭ) 购 自 美 国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公 司ꎻ Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ － ８
(ＣＣＫ８)试剂盒购自美国 ＭＣＥ 公司ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自德
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻ基质胶购自美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻＺＯ １
(６１－７３００)、 Ｃｌａｕｄｉｎ ５ (３５－２５００) 抗 体 购 自 美 国
Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公 司ꎻ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ( １３４０９ － １ － ＡＰ )、 Ｖｉｎｃｕｌｉｎ
(６６３０５－１－Ｉｇ)购自武汉三鹰公司ꎻＦ４ / ８０( ｓｃ－３７７００９)购
自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ羊抗兔 ４８８ 免疫荧
光二抗(ａｂ１５００７７)、羊抗鼠 ４８８ 免疫荧光二抗(ａｂ１５０１１３)
购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养及分组 　 ＲＡＷ２６４.７ 在含有 １０％ ＦＢＳ 和
１％青霉素－链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中培养ꎬ第 ３－８ 代用
于实验ꎮ 将细胞分为对照组、４ＨＮＥ 组、４ＨＮＥ＋ＫＬ 组ꎮ
对照组为细胞培养基中添加１０ μｍｏｌ / Ｌ 无水乙醇作为溶
剂对 照ꎻ ４ＨＮＥ 组 为 细 胞 培 养 基 中 添 加 １０ μｍｏｌ / Ｌ
４ＨＮＥꎻ４ＨＮＥ＋ＫＬ 组为转染 ＫＬ 腺病毒(ＭＯＩ ＝ １００)后细
胞培养基中添加 １０ μｍｏｌ / Ｌ ４ＨＮＥꎮ ＨＵＶＥＣｓ 在含有 ５％
ＦＢＳ、１％青霉素－链霉素和 １％内皮生长补充剂的内皮细
胞专用培养基中培养ꎬ第 ３－８ 代用于实验ꎮ 将细胞分为
３ 组:Ｍø－ＮＣ 组培养基为对照组 ＣＭꎻ Ｍø－４ＨＮＥ 组培养
基为 ４ＨＮＥ 组 ＣＭꎻＭø－ ４ＨＮＥ＋ＫＬ 培养基为 ４ＨＮＥ＋ＫＬ
组 ＣＭꎮ
１.２.２ ＣＭ 的制备　 将 ＲＡＷ２６４.７(１×１０６ / 孔)接种到六孔
板中ꎬ过夜后转染 ＫＬ 腺病毒及对照腺病毒(ＭＯＩ ＝ １００)ꎬ
２４ ｈ 后换液ꎬ添加 １０ μｍｏｌ / Ｌ ４ＨＮＥ 及无水乙醇ꎬ继续在培
养箱中培养 ４８ ｈꎬ后更换 ＤＭＥＭ 基础培养基继续培养
４８ ｈꎬ后收集培养基作为 ＣＭ(图 １)ꎮ
１.２.３ ＣＣＫ８ 实验 　 将 ＨＵＶＥＣｓ(２×１０３ / 孔)接种到 ９６ 孔
板中ꎬ每组设 １０ 个副孔ꎬ过夜后添加 １００ μＬ 相应的 ＣＭꎬ
２４ ｈ 后加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 工作液ꎬ继续在培养箱中培养
２ ｈꎬ用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 处测定各孔光密度值(ＯＤ)ꎮ
１.２.４划痕实验 　 将 ＨＵＶＥＣｓ(３×１０５ / 孔)接种到 ６ 孔板
中ꎬ当细胞融合度达到 ９０％时ꎬ用 １００ μＬ 无菌移液枪头划
痕ꎬ磷酸盐缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)清洗

１２０１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



脱落细胞ꎬ分别加入相应的 ＣＭꎬ放入培养箱孵育 ２４ ｈꎬ使
用倒置显微镜观察拍照ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析ꎬ实验重复
３ 次ꎮ 细胞迁移率 ＝ (０ ｈ 划痕面积－２４ ｈ 划痕面积) / ０ ｈ
划痕面积×１００％ꎮ
１.２.５ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验 　 将 ＨＵＶＥＣｓ (２ × １０４ / 孔) 接种到
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中ꎬ并将 ５００ μＬ 相应的 ＣＭ 添加到下室ꎬ放
入培养箱孵育 ２４ ｈꎬ然后将小室置于 ４％多聚甲醛中
３０ ｍｉｎꎬ擦拭小室上腔后ꎬ用结晶紫染色 ２０ ｍｉｎꎮ 超纯水
清洗 ３ 次后使用倒置显微镜观察拍照ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件
分析ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.６管腔形成实验　 基质胶于 ４ ℃冰箱中过夜解冻ꎬ将
１００ μＬ 基质胶加入 ４８ 孔板中ꎬ避免产生气泡ꎬ放入培养箱
静置 ３０ ｍｉｎꎮ 将用相应 ＣＭ 重悬的 ＨＵＶＥＣｓ(６×１０４ / 孔)
接种到 ４８ 孔板中ꎬ６ ｈ 后使用倒置显微镜观察拍照ꎬ并用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.２. ７ 免疫荧光染色 　 用 ４％多聚甲醛固定细胞爬片
２０ ｍｉｎꎬ然后在 ０.２％牛血清白蛋白、５％山羊血清、０.３％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 的 ＰＢＳ 中 ４ ℃封闭 ３０ ｍｉｎꎬ后加入一抗稀释
液(１∶ １００)在 ４ ℃下孵育过夜ꎮ 洗涤 ３ 次后ꎬ加入二抗稀
释液(１∶ １ ０００)在室温下孵育 ２ ｈꎬ用含 ４ꎬ６－二氨基－２－苯
基吲哚(４ꎬ６－ｄｉａｍｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌ ｉｎｄｏｌꎬ ＤＡＰＩ)封片液进行
封片ꎬ在共聚焦显微镜下观察拍照ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分
析ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.８ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平　 收集相应 ＣＭ 刺
激 ２４ ｈ 的 ＨＵＶＥＣｓꎬ 加入 ＲＩＰＡ 裂解液后超声处理ꎬ
１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ检测上清液蛋白浓度ꎮ 加入
２０ μｇ蛋白进行电泳分离ꎬ将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 转膜
后使用快速封闭液封闭 ２０ ｍｉｎꎬ后加入一抗稀释液
(１ ∶ １ ０００)在 ４ ℃下孵育过夜ꎮ 洗涤 ３ 次后ꎬ加入二抗稀
释液(１∶ ２ ０００)在室温下孵育 ２ ｈꎬ使用凝胶成像系统显
影ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计学软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ １０.０ 软件进行分析ꎮ 数据均以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)
表示ꎮ 采用单因素方差分析ꎬ进一步的两两比较采用

ＬＳＤ－ｔ检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＫＬ对 ４ＨＮＥ处理后 ＲＡＷ２６４.７细胞激活状态的影响
　 采用免疫荧光实验检测各组 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 Ｆ４ / ８０ 表
达ꎬ结果表明 ４ＨＮＥ 组 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 Ｆ４ / ８０ 荧光强度较
对照组明显增强ꎬ而 ４ＨＮＥ＋ＫＬ 组中 Ｆ４ / ８０ 荧光强度较
４ＨＮＥ 组明显减弱ꎬ差异均有统计学意义(Ｆ ＝ ２４.７１ꎬ Ｐ<
０.０１ꎬ图 ２)ꎮ
２.２过表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 增
生的影响　 采用 ＣＣＫ８ 实验检测 ４ＨＮＥ 刺激和过表达 ＫＬ
的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 增生的影响ꎮ 结果
显示ꎬＭø－ＮＣ 组、Ｍø－４ＨＮＥ 组和 Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组的 ＯＤ
值分别为 ０.６１±０.０６、０.９１±０.０９、０.８０±０.０４ꎬ差异有统计学
意义 ( Ｆ ＝ ４１. ０３ꎬ Ｐ < ０. ０００１ )ꎮ 相 比 于 Ｍø － ＮＣ 组ꎬ
Ｍø－４ＨＮＥ组 ＨＵＶＥＣｓ 增生显著增加ꎬ而 Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组
ＨＵＶＥＣｓ 增生较 Ｍø－４ＨＮＥ 组显著下降ꎬ差异均有统计学
意义(Ｐ<０.０１ꎬ图 ３)ꎮ
２.３过表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 迁
移的影响　 采用划痕实验检测 ４ＨＮＥ 刺激和过表达 ＫＬ 的
ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的影响ꎮ 结果显
示ꎬＭø－ＮＣ 组、Ｍø－４ＨＮＥ 组和 Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组的细胞迁
移率分别为 １１. ５７％ ± １. ５６％、３６. ９４％ ± ２. ９９％、９. ４５％ ±
２.５７％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １１７.１ꎬＰ<０.０００１)ꎮ 相比
于 Ｍø－ＮＣ 组ꎬＭø－４ＨＮＥ 组 ＨＵＶＥＣｓ 迁移率显著增加ꎬ而
Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ组 ＨＵＶＥＣｓ 迁移率较 Ｍø－４ＨＮＥ 组显著下
降ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.００１ꎬ图 ４)ꎮ 采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测 ４ＨＮＥ 刺激和过表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的
ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的影响ꎮ 结果显示ꎬ Ｍø － ＮＣ 组、
Ｍø－４ＨＮＥ组和 Ｍø － ４ＨＮＥ ＋ＫＬ 组的细胞迁移数分别为
４３.６７±５.８６、９４.６７±７.５７、１６.３３±３.２１ 个ꎬ差异有统计学意
义(Ｆ＝ １３９.５ꎬＰ<０.０００１)ꎮ 相比于 Ｍø－ＮＣ 组ꎬＭø－４ＨＮＥ
组 ＨＵＶＥＣｓ 迁 移 数 显 著 增 加ꎬ 而 Ｍø － ４ＨＮＥ ＋ ＫＬ 组
ＨＵＶＥＣｓ 迁移数较 Ｍø－４ＨＮＥ 组显著下降ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.００１ꎬ图 ５)ꎮ

图 １　 ＣＭ制备流程及分组ꎮ
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图 ２　 免疫荧光实验检测各组 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 Ｆ４ / ８０ 表达　 Ａ:免疫荧光实验检测结果ꎻＢ:平均荧光强度统计图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照
组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ４ＨＮＥ 组ꎮ

图 ３　 ＣＣＫ８ 实验检测各组 ＣＭ作用 ２４ ｈ后 ＨＵＶＥＣｓ增生　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－４ＨＮＥ 组ꎮ

图 ４　 划痕实验检测各组 ＣＭ作用 ２４ ｈ 后 ＨＵＶＥＣｓ 迁移 　 Ａ:划痕实验检测结果ꎻＢ:迁移率统计图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－ＮＣ 组ꎻｄＰ<
０.０１ ｖｓ Ｍø－４ＨＮＥ 组ꎮ

２.４过表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 管
腔形成的影响　 采用管腔形成实验检测 ４ＨＮＥ 刺激和过
表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 成管的影
响ꎮ 结果显示ꎬＭø－ＮＣ 组、Ｍø－４ＨＮＥ 组和 Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ
组的分支数分别为 ９３.００±２５.５３、１８１.６７±１６.０７、１１１.３３±
１６.５６ 个ꎬ差异有统计学意义(Ｆ＝ １６.６４ꎬＰ<０.０１)ꎮ 相比于
Ｍø－ＮＣ 组ꎬＭø － ４ＨＮＥ 组 ＨＵＶＥＣｓ 管腔数显著增加ꎬ而
Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组管腔数较 Ｍø－４ＨＮＥ 组显著下降ꎬ差异

均有统计学意义(Ｐ<０.０１ꎬ图 ６)ꎮ
２.５过表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 紧
密连接的影响　 采用免疫荧光实验检测 ４ＨＮＥ 刺激和过
表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＣＭ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中闭合蛋白
５(Ｃｌａｕｄｉｎ ５)的影响ꎬ结果表明 Ｍø－４ＨＮＥ 组 Ｃｌａｕｄｉｎ ５ 荧
光强度较 Ｍø － ＮＣ 组明显减弱ꎬ而 Ｍø － ４ＨＮＥ ＋ ＫＬ 组
Ｃｌａｕｄｉｎ ５ 荧光强度较 Ｍø－４ＨＮＥ 组明显增强ꎬ差异均有统
计学意义(Ｆ＝ ４４.１ꎬ Ｐ<０.００１ꎬ图 ７)ꎮ
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图 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组 ＣＭ 作用 ２４ ｈ 后 ＨＵＶＥＣｓ 迁移　 Ａ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测结果ꎻＢ:迁移数统计图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－ＮＣ
组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－４ＨＮＥ 组ꎮ

图 ６　 管腔形成实验检测各组 ＣＭ作用 ６ ｈ后 ＨＵＶＥＣｓ管腔形成　 Ａ:管腔形成实验检测结果ꎻＢ:分支数统计图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－ＮＣ
组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－４ＨＮＥ 组ꎮ

图 ７　 免疫荧光实验检测各组 ＣＭ作用 ２４ ｈ后 ＨＵＶＥＣｓ 的 Ｃｌａｕｄｉｎ ５ 表达　 Ａ:免疫荧光实验检测结果ꎻＢ:平均荧光强度统计图ꎻ
ｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－４ＨＮＥ 组ꎮ

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果表明ꎬ与 Ｍø － ＮＣ 组相比ꎬ
Ｍø－４ＨＮＥ组 Ｃｌａｕｄｉｎ ５、咬合蛋白(Ｏｃｃｌｕｄｉｎ)、带状闭合蛋

白 １(ＺＯ １)的相对表达量明显减少ꎬ而 Ｍø－４ＨＮＥ＋ＫＬ 组

Ｃｌａｕｄｉｎ ５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ １ 蛋白的相对表达量较 Ｍø－４ＨＮＥ
组明显增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ８ꎮ
３讨论

巨噬细胞作为单核吞噬细胞系统的主要细胞群ꎬ在

ＤＲ 发生发展中发挥重要作用ꎮ 在 ＤＲ 早期ꎬ巨噬细胞可

以极化成 Ｍ１ 型巨噬细胞ꎬ通过分泌炎症因子ꎬ参与炎症

过程ꎻ在 ＤＲ 晚期ꎬＭ２ 型巨噬细胞逐渐发挥作用ꎬ通过分

泌 ＶＥＧＦꎬ促进新生血管和纤维血管膜形成[１２]ꎮ 慢性高血

糖和线粒体功能障碍会导致活性氧产生增加ꎬ诱发脂质过

氧化反应ꎬ进而产生 ４ＨＮＥ 等活性羰基类物质ꎬ４ＨＮＥ 在

糖尿病患者和糖尿病动物模型的体液和组织中蓄积ꎬ进一
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图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验检测各组 ＣＭ作用 ２４ ｈ后 ＨＵＶＥＣｓ紧密连接蛋白表达 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测结果ꎻＢ:蛋白相对表达量

统计图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｍø－４ＨＮＥ 组ꎮ

步加剧氧化应激[１３]ꎮ ４ＨＮＥ 是糖尿病及其并发症的重要

生物标志物[１３]ꎬ糖尿病患者和糖尿病动物视网膜中均检

测到 ４ＨＮＥ 水平增加[１４－１７]ꎬ因此本研究采用 ４ＨＮＥ 刺激模

拟糖尿病氧化应激环境在细胞层面上证明了 ＤＲ 进展中

巨噬细胞的异常激活ꎮ ＫＬ 是一种长寿因子ꎬ高血糖、氧化

应激、炎症等均可显著抑制 ＫＬ 表达[１８]ꎮ 在 ＤＲ 患者血清

中 ＫＬ 水平显著降低ꎬ这可能是 ＤＲ 的独立危险因素[１９]ꎮ
Ｊｉ 等[１９]证明 ＫＬ 抑制棕榈酸诱导的人视网膜血管内皮细

胞凋亡ꎬ提示 ＫＬ 可能通过拮抗脂毒性在血管保护中发挥

重要作用ꎻ而 Ｘｉｅ 等[１０] 通过脉络膜新生血管动物模型证

明了 ＫＬ 对新生血管的抑制ꎮ 但 ＫＬ 在 ＤＲ 中的治疗作用

尚不明确ꎬ我们猜测 ＫＬ 通过巨噬细胞－血管内皮细胞串

扰抑制新生血管形成ꎮ 本研究结果表明ꎬＫＬ 可以逆转

４ＨＮＥ 诱导的巨噬细胞异常激活ꎮ 巨噬细胞通过分泌蛋

白酶重塑细胞外基质促进血管内皮细胞的出芽ꎬ并通过分

泌促血管生成因子促进血管内皮细胞的增生与迁移[２０]ꎮ
但目前对 ＤＲ 中巨噬细胞与血管内皮细胞串扰的研究较

少ꎬ因此需要深入探讨ꎮ
血管生成的步骤包括细胞外基质降解、内皮细胞迁

移、细胞增生、管腔形成和血管壁重塑[２１]ꎮ 其中ꎬ内皮细

胞的迁移和管腔形成被认为是血管生成的重要步骤[２２]ꎮ
本研究采用 ４ＨＮＥ 刺激和过表达 ＫＬ 的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的

ＣＭ 处理 ＨＵＶＥＣｓꎬ观察 ＫＬ 对巨噬细胞－血管内皮细胞串

扰的影响ꎮ 本研究结果表明ꎬ在 ４ＨＮＥ 刺激下异常激活的

巨噬细胞促进了血管内皮细胞的增生、迁移、管腔形成ꎬ而
ＫＬ 通过逆转巨噬细胞异常激活状态抑制了血管内皮细胞

的增生、迁移、管腔形成ꎮ 紧密连接存在于内皮细胞间连

接的最顶端ꎬ由闭合蛋白、密封蛋白、ＺＯ 蛋白等蛋白组

成[２３－２４]ꎮ 紧密连接是维持血－视网膜屏障( ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ
ｂａｒｒｉｅｒꎬ ＢＲＢ)功能的关键因素[２５]ꎬ而 ＢＲＢ 功能障碍是血

管通透性增加和视网膜毛细血管变性的根本原因[２６]ꎮ
ＢＲＢ 功能障碍导致黄斑区液体积聚ꎬ加速 ＤＲ 患者视力的

丧失[２７－２８]ꎮ 本研究结果表明ꎬ在 ４ＨＮＥ 刺激下异常激活的

巨噬细胞抑制 Ｃｌａｕｄｉｎ ５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ １ 蛋白表达ꎬ从而破

坏内皮细胞间的紧密连接ꎬ而 ＫＬ 通过逆转巨噬细胞异常

激活状态增加血管内皮细胞的紧密连接蛋白表达发挥

ＢＲＢ 保护作用ꎮ

综上所述ꎬ本研究证明ꎬＫＬ 通过改变巨噬细胞激活状

态抑制了血管内皮细胞的增生、迁移、管腔形成ꎬ并增强了

血管内皮细胞间紧密连接ꎬ为 ＫＬ 抑制视网膜微血管渗漏

和病理性新生血管形成提供了体外理论支持ꎮ 目前我们

的研究仅在细胞中进行了验证ꎬＫＬ 在体内的治疗效果及

对巨噬细胞－血管内皮细胞串扰的影响仍需要进一步明

确ꎮ 后续我们将通过氧诱导视网膜病变小鼠模型对 ＫＬ
的新生血管抑制作用进行验证ꎬ并通过免疫荧光染色验证

视网膜巨噬细胞与新生血管的关系ꎬ进而阐明 ＫＬ 的治疗

机制ꎮ
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Ｒｅｓꎬ ２０２３ꎬ２３６:１０９６５０.
[３] Ａｎｔｏｎｅｔｔｉ ＤＡꎬ Ｓｉｌｖａ ＰＳꎬ Ｓｔｉｔｔ ＡＷ. Ｃｕｒｒｅｎｔ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２０２１ꎬ１７(４):１９５－２０６.
[４] Ｓｈｕｇｈｏｕｒｙ Ａꎬ Ｂｈａｔｗａｄｅｋａｒ Ａꎬ Ｊｕｓｕｆｂｅｇｏｖｉｃ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｖｏｌｖｉｎｇ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｂｉｏｌ Ｔｈｅｒꎬ
２０２３ꎬ２３(１０):９６９－９８５.
[５] Ｗｏｌｆ Ｊꎬ Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ ＤＫꎬ Ｓｕｎ ＹＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｑｕｉｄ－ｂｉｏｐｓｙ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＡＩ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｒｉｖｅｒｓ ｏｆ ｅｙｅ ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ
ｖｉｖｏ. Ｃｅｌｌꎬ ２０２３ꎬ１８６(２２):４８６８－４８８４.
[６] Ｈｕ ＺＺꎬ Ｍａｏ ＸＹꎬ Ｃｈｅｎ ＭＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ － ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ
ｒｅｖｅａｌｓ ｎｏｖｅｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｉｎ ｆｉｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０２２ꎬ７１(４):７６２－７７３.
[７] Ｊｉａｎｇ Ｗꎬ Ｇａｎ Ｃꎬ Ｚｈｏｕ ＸＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｌｏｔｈｏ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｒｅｎａｌ ｏｘ －
ＬＤＬｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｖｉａ ＩＧＦ － １Ｒ / ＲＡＣ１ / ＯＬＲ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｏ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ
ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｄｉａｂｅｔｏｌꎬ ２０２３ꎬ２２
(１):２９３.
[８] Ｋｕｒｏ－ｏ Ｍ. Ｋｌｏｔｈｏ. Ｐｆｌｕｇｅｒｓ Ａｒｃｈꎬ ２０１０ꎬ４５９(２):３３３－３４３.
[ ９ ] Ｔｙｐｉａｋ Ｍꎬ Ｐｉｗｋｏｗｓｋａ Ａ. Ａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｋｌｏｔｈｏ:
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２１ꎬ２２
(２):９５６.
[１０] Ｘｉｅ ＬＱꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＨＩＦ－１α / ｐ５３ / ｍｉＲＮＡ－３４ａ /
Ｋｌｏｔｈｏ ａｘｉｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｓｕｂｒｅｔｉｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ａｎｄ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０２１ꎬ２５
(３):１７００－１７１１.
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



[１１] Ｊｉａ ＹＪꎬ Ｚｈｅｎｇ ＺＪꎬ Ｘｕｅ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｆｒｏｍ
ａｌｂｕｍｉｎ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｋｌｏｔｈｏ. Ｍｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１９ꎬ２７(８):１４５２－１４６６.
[１２] Ｙａｏ ＹＪꎬ Ｌｉ ＪＪꎬ Ｚｈｏｕ ＹＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ / ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２０２３ꎬ
１４:１２７６２２５.
[１３] Ｄｈａｍ Ｄꎬ Ｒｏｙ Ｂꎬ Ｇｏｗｄａ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ４－Ｈｙｄｒｏｘｙ－２－ｎｏｎｅｎａｌꎬ ａ ｌｉｐｉｄ
ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔꎬ ａｓ ａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ:
ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ. Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｒｅｓꎬ ２０２１ꎬ５５(５):５４７－５６１.
[１４ ] Ａｕｇｕｓｔｉｎｅ Ｊꎬ Ｔｒｏｅｎｄｌｅ ＥＰꎬ Ｂａｒａｂａｓ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｌｉｐｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ
２０２０ꎬ１１:６２１９３８.
[１５] Ｚｈｏｕ Ｔꎬ Ｚｈｏｕ ＫＫꎬ Ｌｅｅ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｗｉｎｇｌｅｓｓ－ｔｙｐｅ
ＭＭＴＶ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ( ＷＮＴ) ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａꎬ ２０１１ꎬ５４(２):４５９－４６８.
[１６] Ａｌｉ ＴＫꎬ Ｍａｔｒａｇｏｏｎ Ｓꎬ Ｐｉｌｌａｉ ＢＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅ ｍｅｄｉａｔｅｓ
ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ. Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２００８ꎬ５７(４):
８８９－８９８.
[１７] Ｄｕ Ｇꎬ Ｙａｎ Ｙꎬ Ｇａｏ ＪＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０２３ꎬ１６
(１１):１７６６－１７７２.
[１８] Ｐｕｄｄｕ Ａꎬ Ｍａｇｇｉ ＤＣ. Ｋｌｏｔｈｏ: ａ ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ? Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０２３ꎬ１４(７):１０２７－１０３６.
[１９] Ｊｉ ＢＬꎬ Ｗｅｉ ＨＬꎬ Ｄｉｎｇ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ: ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｉｅｓ.
Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｉｎｖｅｓｔｉｇꎬ ２０２０ꎬ１１(１):１６２－１６９.
[２０ ] Ｋａｌｕｃｋａ Ｊꎬ Ｂｉｅｒｈａｎｓｌ Ｌꎬ Ｗｉｅｌｏｃｋｘ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｐｆｌｕｇｅｒｓ Ａｒｃｈꎬ ２０１７ꎬ４６９(３－４):４７３－４８３.
[２１] Ｃｒｏｓｓ ＭＪꎬ Ｃｌａｅｓｓｏｎ － Ｗｅｌｓｈ Ｌ. ＦＧＦ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ: ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ. Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２００１ꎬ２２(４):２０１－２０７.
[２２] Ｃａｒｍｅｌｉｅｔ Ｐ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ａｒｔｅｒｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｎａｔ
Ｍｅｄꎬ ２０００ꎬ６(４):３８９－３９５.
[２３] Ｈｅｉｎｅｍａｎｎ Ｕꎬ Ｓｃｈｕｅｔｚ Ａ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｉｇｈｔ － ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ２０(２３):６０２０.
[２４] Ｌｉ Ｈꎬ Ｍｅｉ ＸＹꎬ Ｗａｎｇ ＭＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｅｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｔｈｅ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｎｅｒ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ － ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｉｔｉａｔｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ －
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０２０ꎬ１３(１０):１５３８－１５４５.
[２５] Ｒｏｂｌｅｓ －Ｏｓｏｒｉｏ ＭＬꎬ Ｓａｂａｔｈ Ｅ. Ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ: ａ ｎａｒｒａｔｉｖｅ
ｒｅｖｉｅｗ. Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０２３ꎬ１４(７):１０１３－１０２６.
[２６] Ｒｕｄｒａｒａｊｕ Ｍꎬ Ｎａｒａｙａｎａｎ ＳＰꎬ Ｓｏｍａｎａｔｈ ＰＲ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ－
ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｃｅｌｌ － ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓꎬ
２０２０ꎬ１６１:１０５１１５.
[ ２７ ] Ｄｕｈ ＥＪꎬ Ｓｕｎ ＪＫꎬ Ｓｔｉｔｔ ＡＷ. Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ: ｃｕｒｒｅｎｔ
ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇꎬ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎬ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ. ＪＣＩ Ｉｎｓｉｇｈｔꎬ ２０１７ꎬ
２(１４):ｅ９３７５１.
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