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血管抑素对视网膜微血管内皮细胞的细胞外 

信号调节激酶水平的影响 

孙旭芳 曾水清 张虹 杨红 程阳 李小青 

· 实 验 研 究 · 

【摘要】 目的 观察血管抑素对体外培养的 鼠视网膜微血管 内皮细胞的细胞外信号调节激 酶 

(ERK 1)活性的影响。 方法 利用 1-lysine耦联的sepharose 4B亲和层析柱从血浆中分离和纯化血管抑 

素。原代培养鼠视网膜微血管内皮细胞分为 4组 ：对照组，血管内皮因子(VEGF)10 ng／ml组 ，血管抑素 

130~g／ml组，VEGF(10 ng／m[)+血管抑素(130~g／m1)组，Western blotting检测血管抑素对血管内皮因 

子刺激后 1、2、5、10、1 5、30 min的视网膜微血管内皮细胞 ERK一1水平的影响。 结果 与对照组相比，经 

血管抑素处理后 1 min，ERK 1水平开始下降，10 min时下降最为显著，30 min后对照组 与血管抑素组 

ERK水平没有显著区别。VEGF刺激后，鼠视网膜微血管内皮细胞中 ERK一1被迅速激活，5 min后达到高 

峰，VEGF组 ERK水平较对照组提高了210 (尸<0．05)；30 min后，VEGF组ERK水平与对照组比较， 

差异无统计学意义(尸>0．05)。而血管抑素能使 ERK一1的表达量降低 11．9 (1 min)、17．9 (2 min)、 

38．7 (5 rain)、49．3 (10 min)(尸<0．05)、27．9 (15 min)、1．12 (30 min)。 结论 血管抑素在体外 

能有效的阻断 VEGF由细胞外向细胞核传导的信号通路。 
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[Abstract] Objective To observe the effects of angiostatin on the activity of extra——cellular signal—— 

regulated protein kinase(ERK)of retinal mierovascular endothelial cells of mice． M ethods Angiostatin 

was separated and purified by 1-lysine sepharose 4B from human plasma． The primary retinal 

microvascular endothelial cells were divided into 4 groups：the control group，vascular endothelial growth 

factor(VEGF)1 0 ng／ml group，angiostatin 1 30 ffg／ml group，and VEGF(1 0 ng／m1)+ angiostatin(1 30 

ffg／mI)group．The expression of ERK一1 was assayed by Western—blotting method 1．2。5，10，1 5，and 30 

minutes after the treatment of angiostatin． Results Compared with the control group，the expression of 

ERK一1 reduced 1 minute after treatment。reduced markedly after 10 minutes． After 30 minutes，no 

differences of the expression of ERK were seen between the control group and angiostatin group．The 

activation of ERK一1 of retinal microvascular endothelial cells occurred after stimulated by VEGF，and at 

the pitch at the peak after 5 minutes．The level of ERK in VEGF group increased 210％ than that in the 

control(尸<O．05)．After 30 minutes，no significant difference of the level of ERK between VEGF and the 

control group．And because of angiostatin，the expression of ERK一1 decreased 11．9 (1 minute)、17．9 

(2 minutes)、38．7 (5 minutes)、49．3 (10 minutes) (P< 0．05)、27．9 (15 minutes)、】．12 (30 

minutes) respectively． Conclusions Angiostatin can effectively block the signal path through which 

VEGF transmits from outside of the cell to cellular nuclei． 

[Key words] Retinal neovascularization／physiopathology； Aniogenesis inhibitors／pharmacology； 

Angiostatin； M itogen—activated protein kinases 

血管抑素是近年来发现的一种抗肿瘤血管生成的 

内源性蛋白，已有大量体内、外实验证明它能特异抑制 
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肿瘤性或非肿瘤性血管内皮细胞生长，但其机制暂不 

清楚Ⅲ。血管内皮因子(VEGF)是众多的促血管生成 

物质中最重要的一种，在体外能促进培养的内皮细胞 

增生 ，细胞外信号调节激酶(ERK)通路是丝裂原活 

化蛋白激酶(MAPK)信号级联反应通路的原型，包括 
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VEGF、表皮生长园子(EGF)在内的生长因子必须经 

此途径才能转化为细胞内效直 ．是目前研究最多的 

MAPK途径之一 我们检测T血管抑素对培养的血管 

内皮细胞ERK活性的影响，试图从细胞信号传导角 

度阐明血管抑素抗血管q三成的机制： 

1 材料和方法 

1．1 材料 

SD大鼠6只．雌雄不限，平均体重t}．1 kg(出同济 

医学院实验动物中心提供) 胎牛血清(美国Hyclone 

公司)．M】99培养基(美国( IBCO公司) 兔抗鼠Ⅷ 

子抗体(武汉博士得公司)．其余试剂为市售分析纯 血 

管抑素蛋白(自制)；兔抗鼠ERK一1单克隆抗体及碱性 

磷酸酶标记的二抗、V,％stern—b[otting试剂(美国 

Sigma公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 血管抑素的制备 参照文献：1]的方法，置备 

l-lysine耦联的 sepharose 4B柱．将 2Oll mt血浆用 

Watman滤 纸 过滤 蒸馏 水稀 释 至 2倍 体 积，过 

sepharose 4B拄．流速 30 m1／h，以 8倍杜床体积的 

0．3 mo1
．／'I 的磷酸盐缓 冲液(pH 值 ．洗涤至 

280 nm的吸光度[ 1，旧称光密度(OD) 值<0．005，冉 

以5倍柱床体积的0．1 mo1．／'L的磷酸盐缓冲液(pH值 

7．4)洗涤．将胶悬起，移入烧杯．加入lj．j mg弹性蛋 

白酶，充分混匀，静置过夜， o．3 mol,／I 的磷酸盐缓 

冲液(pH值 7．4)．洗涤至 <0．005．以0．2 mo]／'I 

6一氨基己酸洗脱，收集洗脱液，取2 l进行 I。二烷基硫 

酸钠(SDS)一聚丙烯酰胺凝胶电泳。鉴定层析做果，剩 

余样品采用紫外光吸收法定量 SDS一聚丙烯酰胺凝胶 

电泳鉴定 

1．2．2 鼠视网膜微血管内皮细胞培养 参照文献[4． 

5]的方法，无 菌条件 F取鼠眼 6只，7u 酒精浸泡 

1 rain，沿角巩缘剪开，去除角膜、晶状体、玻璃体，完整 

的取出视网膜神经层，故人磷酸平衡液(PBSj中。漂洗 

3次+剪碎，匀浆后，用 0．25 的胰蛋白酶消化 30 s，加 

入等量PBS终止消化，先后用1l0 n1孔径和55 1s]孔 

径的尼龙筛网过滤．用 PBS洗涤 收集滞留于 55,ttrl 

筛 网上 的微血管 片段，离 Ii,收集液，以离心半径 

1 5 cm、4 000 r／'min离-12,5 min，弃除上清被．用 Ml g9 

培 养 基 含 20 胎 牛 ml清，2O U／'ml肝 素 钠， 

10 mmol／'I 羟乙基哌嗪乙硫磺酸(HEPES)缓冲液．pH 

值 7．3]悬起细胞，接种于培养瓶内，置于37 c于5 

CO!培养箱，次13换液．以后每 3天换液 1次， 

I．2．3 Western—b]otting检测血管抑素对VEGF预 

处理的鼠视网膜微m管内皮细胞 ERK 1水平的影响 

取对数觌生长细胞，加人无皿清培养基，于37 C 5 

CO 培养箱，培育3 d，用无血清培养基悬起。悬起细胞 

分为d纽：对照组 VEGF(1 0 ng n11)．血管抑素(13O 

．ug．．．"rli】组．EGF(1I}ng／m1)_卜血 管 抑 素 (1 30 

vg／"m]j组 每组 30孔，每孔细胞数 I×10 个。于 

VEGF刺激后 1、2、5、10、1j、∞ min加入细胞裂解液 

(2I】mmol,／1 HEl’ES)，l 50 mmo[ L Nact．1．5 

mmol I MgC[ ．I mmol L乙二胺 乙陵二 钠盐 

(1q-DTA1缓 冲液，1 5 Friton X 1、1【l-1 mmo[／I 苯甲基 

磺酰氟．1,ug,'ml亮肽素，1／~g／'m]抑肽酶．1 0 甘油)． 

球 浴 条 件 下 收 集 细 胞． 离心 半径 1 5 rn 、 

u0)r ml【l 4(离心30 mi11．取上清液 按常规方法 

仃 Weslerll blotting检测，最 对结 进行光密度扫 

描分析 

1．3 统计学处理 

用 SPSS1 0．0版软件包进行统计分析．汁量资料 

均数±标准差( ± )表示．绀问比较用方差分析 

2 结果 

2．1 【Ill管抑素的分离纯化 

血浆经 sepharose dB亲}ll层析柱分离和纯化后． 

6一氩基己酸洗脱羞j∈得单一锐利的洗脱峰．取 2 l进行 

SI)S一聚丙烯酰胺凝胶电泳．结 示可获得43KU和 

35KU2个片段(图 1) 
M 4- 十丹 j 

质量 

97 4xI D】 

66 2×IO 

55 Ox10 

42 7×1 0‘ 

图l s ris擐一烯碰阪廿忻纯化帕血管仲幕爱自 M：桥准 
升 鞋i【lnl背抑豪的 13Kt。午̈ JjK LI：{嚣 

Fig I SDS,PAGE of angi EI ‘ i rl I)u rifi~xl fr~,ra hun n 

plasma-M；m rk-J p*ot i 1 mo[eeul r weight 1 purifi { 

tlng!1] {ati rl 

2．2 血管抑素对内皮细胞 ERK l活性的影响 

与对照组相比．始血管抑素处理后 l n-tin，ERK—l 

水平开始下降(F一35．2，P<0 01)，J 0 rain时下降最 

为显著( ’一65．d7．，<0．叭j．30 rain后对麒组与血 
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管抑素组 ERK水平无显著区别(F一1．5，P>0．05) 

(表 1，图 2)。 

2．3 血管抑素对 VEGF处理的视网膜微血管内皮细 

胞 ERK一1活性的影响 

VEGF刺激 后，鼠视 网膜微 血管 内皮 细胞 中 

ERK一1被迅速激活，5 min后达到高峰，VEGF刺激组 

ERK 水平较对照组提高 了 210 (F一19．7，P< 

0．05)，30 min后，VEGF刺激组 ERK水平与对照组 

比较，差异无统计学意义(F一3．2，P>0．05)，而血管 

抑素能使 ERK一1的表达量降低 l1．9 (1 min)(F一 

33．3，P< 0．05)、17．9 (2 min) (F 一 40．2，P < 

0．05)、38．7％00(5 min)(F一45．2，P<0．05)、49．3 

(10 min) (F一 53．2，P< 0．05)、27．9 (15 min) 

(F一49．9，P< 0．05)、1．12 (30 min) (F 一 35．2， 

P<0．05)(表 2，图 2)。 

■■ ■— 

●— 蔫聱 
@ 

图 2 VEGF处理后 1、10、30 min各组 ERK一1表达水平。 

2A．VEGF处理后 1 min．2B．VEGF处理后 10 min．2C． 

VEGF处理后 30 min．1：对照组；2：VEGF组；3：血管抑 

素组：4：VEGF+血管抑素组 
Fig．2 The expression Of ERK一1 in different groups after 

treated by VEGF．2A． 1 minute after treated by VEGF． 

2B． 1 0 minutes after treated by VEGF． 2C． 30 minutes 

after treated by VEGF． I ane 1：control grouP；I ane 2： 

VEGF treated group；I ane 3：angiostatin treated group； 

Lane 4：VEGF and angiostann treated group 

3 讨论 

血管抑素是一种 内源性蛋 白，1994年 O Reilly 

等 从患 Lewis原发肺癌的荷瘤鼠的血清和尿液中分 

离、纯化得到，分子量约为 38×10。～41×10。和 51× 

10 3～53×10。，产生于肝脏，是血浆中纤溶酶原的水解 

产物，由纤溶酶原 N端的 4个环状的赖氨酸结构域 

Kringle1-4(K1-4)组成，体内外实验证明，血管抑素可 

直接抑制内皮细胞的增生、迁移，但其机制目前还不清 

楚。而 VEGF已被证实对血管内皮细胞有强大的促分 

裂作用 j。几种动物实验模型也显示 VEGF的表达与 

眼内新生血管化存在时空对应关系l7 。VEGF必须和 

细胞膜上的受体结合后才能发挥作用，研究表 明， 

VEGF受体是酪氨酸激酶受体(RTKs)，即受体本身 

具有特异的酪氨酸蛋白激酶活性，能引发细胞内信号 

传递级联反应。 

丝裂原活化蛋白激酶 MAPK通路为细胞外信号 

转导至核内的重要途径之一。目前，真核细胞中已确定 

的 MAPK通路有细胞外信号调节激酶 ERK通路，C 

jUFI氨基末端激酶通路和蛋 白激酶 P38通路，其 中 

ERK通路的发现阐明了包括 VEGF在内的生长因子 

如何通过受体转化为细胞效应，在细胞的生长、发育、 

增生中起重要作用l】 ，生长因子受体和胞外配体结合 

后，发生自身磷酸化而被激活，成为活化的酪氨酸蛋白 

激酶，该激酶通过一系列的级联反应激活 ERK1／2，激 

活的ERK1／2可以从胞质进入核，启动细胞的增生。 

我们的结果显示：与对照组相比，经血管抑素处理 

后 l min ERK—l水平开始下降，l0 min时下降最为显 

著，30 min后对照组与血管抑素组 ERK水平没有显 

著区别。Aiello等 报道体外培养的视网膜血管内皮 

细胞能合成 VEGF，因此，体外培养的视网膜内皮细胞 

可能存在一定水平的ERK一1表达，本实验证实了这一 

点。VEGF刺激后，兔视网膜微血管内皮细胞中ERK一 

1被迅速激活，5 min后达到高峰，VEGF刺激组 ERK 

水平较对照组提高了 210 ，30 min后，VEGF刺激 

组 ERK水平较对照组无显著性差异，而血管抑素能 

使 ERK一1的表达量降低 11．9 (1 min组)、17．9 9／5 

(2 min组)、38．7 (5 min组 )、49．3 (10 min组 )、 

27．9 (15 min组)、1．12 (30 min组)。综上所述，血 

表 1 Western blotting检测血管抑素对视网膜微血管内皮细胞 ERK一1活性的影响(A值) 

表 2 Western blotting检测血管抑素对 VEGF处理的视网膜微血管内皮细胞 ERK 1活性的影响(A值) 
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管抑素在体外能降低 ERK一1的表达从而阻断 VEGF 

促内皮细胞增生效应 ，由此推断：血管抑素抑制内皮细 

胞增生特性可能与 ERK一1途径有关。 

4 参考文献 

1 73 

pericytes．Invest Ophthalmol Vis Sci，1 990，31：1738—1745． 

6 O Reilly MS，Holgren L，Shing Y ，et a1． Angiostatin：a novel 

ang~ogenesis inhibitor that mediates the suppresston 0f metastases 

bv a Lewis lUng carcinoma．Cell，1994，79：31 5—328． 

7 Pierce EA，Avery R，Foiey E，et al_Vascular endothelial growth 

factor／vascular permeability lactor expression ln a mouse model 0i 

retinal neovascularization．Proc Natl Acad USA ，1 995，92：905一 

(收稿 日期：2004—03—22) 

(本文编辑：朱敏) 
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增营销点的环境、人VI、布局等事项，并撰写可行性分析报告；(7)协助做好营销广告策划工作。 

职位要求 ：(1)大学本科以上 ，且必须有两年以上眼科临床工作经验(广州市户 VI及／或未婚优先)；(2)精通英文，听说读写俱 

佳，熟练掌握 Microsoft办公软件 ；(3)良好的人际沟通能力，具有团队合作精神，能够承受较大的工作压力，可以经常出差。我们将 

提供有竞争力的待遇、专业的培训及 良好的职业发展机会。有意者请在 6月 25日以前将中英文简历、相关的学历证书和身份证复 

印件寄至：广州市环市东路 371—375号，广州世界贸易中心大厦南塔 1510一l1室蔡司光学仪器(上海)国际贸易有限公司广州办事处 

医疗仪器部，邮编：510095。Email：weiyi@zeiss．corn．cn(注：信封上请注明“应聘”字样；勿以附件形式发送电子邮件)。 

蔡司光学仪器(上海)国际贸易有限公司 
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维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

