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血管内皮生长因子在次声作用后的表达及其

与血一视网膜屏障破坏的关系

邱苹 李泱 张文莉 高伟．张作明 姜勇 王士雯

·基础研究·

【摘要】 目的探讨血管内皮生长因子(ⅦGF)在次声暴露后大鼠视网膜的表达及其与次声暴露的关系。方
法免疫组织化学法研究不同时间次声暴露VEGF在视网膜各层的表达情况。结果 各实验所有视网膜组织中，

VEGF的表达随次声暴露的延长而有一定程度的加深。表现为棕黄色阳性染色弥漫分布于神经节细胞层和内核层

内。血管分布的区域阳性染色分布较集中。可见表达于内皮细胞的细胞浆内和(或)细胞膜上呈棕黄色圆形，环状

分布或不规则分布的颗粒。阴性对照未见阳性染色。结论次声作用导致大鼠视网膜组织VEGF表达不同程度地

升高，与次声所致血。视网膜屏障的损害密切相关。
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Effect of infrasound on the expression of VEGF in the retina and its

relation to breakdown of blood．retinal barrier
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【Abstract】Objective To investigate the possible effect of infrasound on the expression of VEGF in the retina． Methods

Twelve mature male rats were used to study the effect of infrasound at 8 Hz frequency and 130 dB sound pressure level．Histo—

logical examination and immunohistochemical staining with antibody against VEGF antigen were pedbⅡ埘ed before and after the in—

frasound exposure． Results Vascular endothelial growth factor(VEGF)was upregulated by infrasound exposure．VEGF ex—

pression identified by immunohistochemical staining was mainly located in the inner nuclear layer and the ganglion cells of retina，

while it was generally absent in the majority of retinas of the control eyes． Conclusion VEGF is upregulated by infrasound ex-

posure，which may contribute to the breakdown of the blood-retinal barrier．
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次声是频率低于20Hz的声波，具有波长长，大

气衰减程度低，能够绕射等物理特性。近年来，次声

不但作为环境污染因素引起人们的关注，而且其军

事应用的潜在危险也令人注目。作者在过去的研究

中发现，一定强度的次声可造成大鼠血．视网膜屏障
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通透性的损伤[1]，但其机制还不清楚。血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)常作

为血管内皮损伤的检测指标。因此，作者拟通过免

疫组织化学方法检测大鼠视网膜中VEGF蛋白的表

达，以进一步研究次声对视网膜组织的损伤情况及

血一视网膜屏障通透性改变的机制。

1材料和方法

1．1动物及动物模型的建立健康成年雄性sD大

鼠(解放军第四军医大学实验动物研究中心提供)12

只，体重200～250 g，分笼饲养于安静舒适环境下

[基础噪音不高于40dB SPL(sound pressure level)]。

用完全随机法将实验动物分为4组，每组3只。实

验组给予8 I-Iz，130 dB SPL的次声暴露，1次／d，每次
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2 h，分别暴露1、7、21 d。对照组亦每Et置于次声舱

中2 h，但不接受次声暴露。次声压力舱系统采用第

四军医大学研制的电激励式次声压力舱系统。该舱

体积为0．86 m3，舱内各空间点次声的频率和声压级

水平保持一致。

1．2标本制作眼后段做常规病理切片，采用免疫

组织化学方法检测VEGF的表达情况。标本灌注固

定同光镜标本制作。次日按常规脱水、石蜡包埋。

所有眼球标本准备就绪后作5 tan厚度连续切片，贴

于经APES胶处理后的载玻片上。阴性对照用未经

次声作用的大鼠眼后段病理标本。用每一标本的连

续切片以PBS代替第一抗体做自身空白对照。采

用已知阳性的血管瘤标本作阳性对照。

1．3 试剂及抗体 兔抗人／鼠VEGF单克隆抗体

(美国Santcmz公司)，生物素标记的羊抗兔IgG、封

闭用马血清及卵白素、生物素标记的过氧化酶(美

国Vector公司)，3，3．二氨基联苯胺(3，3．diaminbezi—

dine，DAB)显色剂(美国DAKO公司)，APES胶(美

国SIGMA公司)。

1．4免疫组织化学染色切片3％H202室温处理

30 min，正常马血清(1：lOO)室温封闭0．5 h，滴加兔

抗人／鼠VEGF单克隆抗体(1：120)，4。C过夜，PBS漂

洗，滴加生物素标记的羊抗兔IgG(1：50)，室温

30 min，漂洗，显色剂为0．04％的DAB，根据镜下观

察终止反应，苏木素复染后脱水、透明、中性树胶封

片，光镜观察与照相。

1．5结果判定在光镜观察下，清晰背景衬托下细

胞间质出现棕黄色为VEGF阳性。

2结果

2．1对照组用PBS液代替VEGF抗体，视网膜组

织无着色(图1)。正常视网膜组织中仅在内核层及

神经节细胞层检测到个别微弱的VEGF免疫活性

(图2)。

2．2 实验组各实验组所有视网膜组织中，VEGF

的表达随次声暴露时间的延长而有不同程度的加

深。与正常视网膜组织相比，1 d次声暴露组大鼠

VEGF在神经节细胞、内核层细胞表达明显，可见视

网膜血管内皮细胞的着色(图3)；7 d组神经节细胞

胞浆棕黄色染色的细胞增多，内核层可见到呈棕黄

色阳性反应的胶质细胞，外网状层内的个别胶质细

胞的树突及轴突显色(图4)。至21 d，所有被检的

视网膜组织均显示出显著的VEGF免疫活性，神经

节细胞、内核层细胞出现大量胞浆棕黄色颗粒，内网

状层及外网状层树突及轴突的染色强度及密度较

7 d组有所增强(图5)。

图1空白对照

图2正常视网膜组织可见内核层细胞的VEGF淡染着色(箭头所示)

图3次声暴露1 d神经节细胞、内核层细胞表达明显，可见视网膜血管内皮细胞的着色(箭头所示)

图4次声暴霹7 d神经节细胞层，内核层可见到呈棕黄色阳性反应的细胞(箭头所示)

图5次声暴露21 d神经节细胞、内核层细胞出现大量胞浆棕黄色颗粒，内网状层及外网状层树突及

轴突的染色强度及密度加强，血管分布的区域阳性染色分布更为集中(箭头所示)
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3讨论

VEGF是目前所知最强的内皮细胞选择性促有

丝分裂因子和血管生成因子，它能在数分钟内增加

微血管对血浆蛋白的通透性，其作用比组胺强

50 000倍，这一独特的生物学效应使它对一些疾病

的发生发展产生不良影响。

笔者前期的电镜学观察显示，大鼠暴露于8比、

130 dB次声作用下血一视网膜屏障通透性增高11]，然

而其分子机制还不清楚。本实验采用免疫组织化学

方法进行研究，结果发现正常大鼠视网膜组织几乎

无VEGF表达，而随次声暴露时间的延长，视网膜组

织VEGF的免疫活性增强。在对以视网膜微血管高

通透性为特点的糖尿病视网膜病变的研究中，人们

发现视网膜及玻璃体下液中VEGF的表达增高怛J。

Yaccina等b 3利用生长在多聚碳酯滤膜(polycarbonate

filter)上致密融合的牛视网膜微血管内皮细胞单层

模拟血一视网膜屏障的功效，发现VEGF可显著增加

内皮单层对大分子，如白蛋白的通透系数。缺氧是

刺激VEGF mRNA表达的最强因素¨J。视网膜局部

缺氧不仅诱导VEGF产生，还可使内皮细胞上VEGF

受体数目增加5％，并保持受体的高亲和力‘5 J。笔

者认为在次声作用后，视网膜存在缺血缺氧状态，诱

导VEGF大量产生，并作用于微血管内皮细胞，导致

血一视网膜屏障开放，通透性发生改变。

Dorev等[63观察饲养于缺氧环境中新生大鼠视

网膜组织，发现MUller细胞VEGF mRNA表达最强阳

性，RPE细胞、星型胶质细胞、无长突细胞居中，神经

节细胞和其他内核层细胞次之[6]。笔者的实验却并

未观察到RPE细胞的VEGF免疫活性，而以内核层

和神经节细胞的高表达为特征。这说明次声对血．

视网膜屏障的损害与单纯缺氧视网膜损伤在机制上

可能存在差异。作者认为此时次声的能量还不足以

造成整个视网膜血液供应的损害，而耗氧量大的内

侧视网膜神经层，加之仅接受视网膜血管供应，较敏

感的出现了缺血、缺氧症状，从而诱导内层视网膜组

织VEGF的表达增加。
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RON基因反义核酸真核表达载体的构建及其对A549的体外作用

潘铁成徐利军 李军赵金平 陈涛魏翔

【摘要】 目的肺癌的发生是多因素作用的结果，RON基因参与其中，但它在肺癌的基因治疗中意义尚不

明确。本研究旨在探讨RON能否作为肺癌的基因治疗靶点及针对该基因跨膜区段(RONm)反义核酸对肺癌细胞的

生物学功能的影响。方法从人肺鳞癌细胞提取总RNA进行RT-PCR、T载体克隆和测序，获得RON基因的跨膜区

段，并将其反向插入真核表达载体中，转染肺癌细胞，利用ELISA检测细胞模型RON基因表达后的蛋白水平，同时
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