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ＮＳＡ２在激光诱导的小鼠脉络膜新生血管模型中表达的
时相性和定位研究
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摘　要：目的 探讨ＮＳＡ２在激光诱导的小鼠脉络膜新生血管（ｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）模型眼组织中的表达及其意义。方
法５３２ｎｍ激光诱导Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠ＣＮＶ模型。用ＣＤ３１抗体标记血管内皮细胞的方法对 ＣＮＶ模型进行鉴定，采用 ＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测正常对照组和光凝后１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ和１４ｄ组小鼠ＣＮＶ中ＮＳＡ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的时间变化规律。
取光凝后７ｄ组小鼠眼做眼球冰冻切片，用免疫荧光染色方法对ＮＳＡ２蛋白在ＣＮＶ中的表达进行定位研究。结果 ＮＳＡ２在正常小
鼠的视网膜脉络膜组织中弱表达。视网膜光凝后，ＮＳＡ２ｍＲＮＡ和蛋白在ＣＮＶ模型眼组织中的表达有明显的时间变化规律，光凝
后１～３ｄ逐渐增强，３ｄ达高峰，之后逐渐减弱，１４ｄ时仍稍高于正常水平。同时发现ＮＳＡ２在ＣＮＶ区域表达较强。结论 ＮＳＡ２在
ＣＮＶ形成早期表达上调，具有明显的时间变化规律，且在ＣＮＶ区域有较强的表达，因此我们推断ＮＳＡ２可能在ＣＮＶ形成这一病理
过程中起着重要作用。
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１　引言

年龄相关性黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ＡＭＤ）又称老年性黄斑变性，是发达国家和我国发达城市５０
岁以上老年人群视力慢性不可逆性损害甚至失明的最主要

的眼病［１３］。脉络膜新生血管（ｃｈｏｒｏｉｄａｌｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，
ＣＮＶ）是ＡＭＤ特别是湿性 ＡＭＤ、病理性近视和中心性浆液
性脉络膜视网膜病变等眼病致盲的主要原因［４］，其病变特征

是在各种因素的作用下 ＣＮＶ逐渐形成，并穿过 ＲＰＥ细胞层
和Ｂｒｕｃｈ膜，如未得到及时治疗，新生血管将进一步发展致
视网膜内或视网膜下出血、渗出甚至视网膜脱离，使视网膜

活性细胞受损，最终导致视力丧失［５］。ＣＮＶ的形成机制尚不
十分清楚，多种因子可介导ＣＮＶ的形成。

ＮＳＡ２（Ｎｏｐｓｅｖｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ２）是一种参与细胞增殖和细
胞周期调控的核蛋白，因 ＴＧＦβ可上调 ＮＳＡ２的表达，故又
将其称为ＴＧＦβ诱导的核蛋白１［６］，它广泛表达于人体组织
和体外培养细胞的细胞核中。研究显示 ＮＳＡ２对多种细胞

的增殖生长具有重要的促进作用，其机制可能是通过促进细

胞周期从Ｇ１期向Ｓ期转变，从而达到对细胞增殖生长和细
胞周期的调控作用［６］。

本研究通过激光诱导Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠ＣＮＶ动物模型，用
ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测在 ＣＮＶ形成过程中
ＮＳＡ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的时间规律；用免疫荧光染色方法
对ＣＮＶ模型眼组织中ＮＳＡ２的表达进行定位研究，从而探讨
ＮＳＡ２在ＣＮＶ形成过程中的作用，以期进一步探讨 ＣＮＶ的
形成机制，为寻找新的治疗 ＡＭＤ的方法提供理论和实验依
据。

２　材料和方法

２．１　材料
２．１．１　实验动物

健康成年雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠６６只，体重１８～２２ｇ，鼠
龄６～８周，系清洁级动物，由重庆医科大学实验动物中心提
供并代养，实验前双眼前段及眼底检查均正常。

２．１．２　试剂
兔抗ＮＳＡ２多克隆抗体（北京大学人类疾病基因研究中

心）；ＣＤ３１（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；ＤＡＰＩ（上海炎彬化工科技有限公
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司）；ＦＩＴＣ标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（碧云天）；Ｔｒｉｚｏｌ、逆转
录和ＰＣＲ试剂盒（大连宝生物）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（博士
德）。

２．１．３　仪器
５３２ｎｍ倍频眼底激光器（法国 ＱｕａｎｔｅｌＭｅｄｉｃａｌ公司）；解

剖显微镜、荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；低温高速离心机
（ｓｉｇｍａ）；酶标仪、ＰＣＲ仪、凝胶成像仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公
司）。

２．２　分法
２．２．１　动物分组

６６只（１３２眼）Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为５组，即光凝后１
ｄ组１２只、光凝后３ｄ组１２只、光凝后５ｄ组１２只、光凝后７
ｄ组１５只和光凝后１４ｄ组１５只，所有实验动物行右眼建
模，左眼作为正常对照。

２．２．２　ＣＮＶ模型的诱导
双眼滴用复方托吡卡胺滴眼液散瞳，腹腔注射１％戊巴

比妥钠（１０ｍｌ／ｋｇ）麻醉小鼠，实验眼滴用医用透明质酸钠凝
胶，眼前放置２ｃｍ×２ｃｍ盖玻片，经裂隙灯用５３２ｎｍ激光
（参数：功率２００ｍＷ，光斑直径１００μｍ，曝光时间１００ｍｓ），
距视盘１５～２ＰＤ左右位置以视盘为中心进行光凝，其中行
ＣＮＶ模型鉴定和免疫荧光染色组小鼠光凝４～６点／眼；行
ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ组小鼠光凝２０点／眼，光凝后有气泡
产生标志击破Ｂｒｕｃｈ膜，记为有效点［７］。研究者已参加实验

动物资质培训，并获得了实验动物资格证书，所有操作遵守

实验动物伦理管理委员会的相关规定。

２．２．３　ＣＮＶ模型的鉴定
用ＣＤ３１抗体标记血管内皮细胞的方法对 ＣＮＶ模型进

行鉴定：从光凝后 １４ｄ组中取出 ３只右眼光凝 ４～６点的
ＣＮＶ模型鼠，用戊巴比妥钠过量麻醉处死，迅速摘除眼球，于
４％多聚甲醛中固定２～３ｈ后，在解剖显微镜下去除眼外筋
膜及肌肉组织，去除眼前段，分离出视网膜，将脉络膜巩膜
组织以视乳头为中心从外向内做５个放射状切口，形成５个
瓣，铺于载玻片上，将载有脉络膜巩膜组织的玻片浸泡于含
有０５％Ｔｒｉｔｏｎ的ＰＢＳ溶液，于 －８０℃冰箱中放置１５ｍｉｎ，取
出玻片，用含有 ０．５％Ｔｒｉｔｏｎ的 ＰＢＳ溶液漂洗，加入一抗
ＣＤ３１（用含有２％胎牛血清和２％Ｔｒｉｔｏｎ的ＰＢＳ配制），４℃过
夜，次日用 ＰＢＳ漂洗样本３次，加入二抗３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ
漂洗后加入抗吹灭剂，５０％甘油封片，用荧光显微镜观察并
照相。

２．２．４　ＲＴＰＣＲ
从各组中随机抽取６只小鼠过量麻醉处死，迅速摘除眼

球，在解剖显微镜下去除眼外筋膜和肌肉组织，切除眼前段，

分离出视网膜脉络膜巩膜复合物，以２只眼的视网膜脉络
膜－巩膜复合物作为一个样本，提取总 ＲＮＡ，取 １０００ｎｇ
ＲＮＡ，按逆转录试剂盒说明书操作步骤逆转录 ｃＤＮＡ。引物
由上海生工设计并合成，序列如下：

ＮＳＡ２（３６１）上游：５ＡＡＧＧＣＡＴＧＧＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＴＴＡ３，
下游：５ＧＴＣＡＣＴＧＴＣＡＧＡＣＣＡＧＣＡＡＧＡＣ３；

βａｃｔｉｎ（５１７）上游：５ＡＴＡＴＣＧＣＴＧＣＧＣＴＧＧＴＣＧＴＣ３，
下游：５ＡＧＧＡＴＧＧＣＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＧＣ３。

扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳，紫外凝胶成像分析仪
采集图片并用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析灰度值。
２．２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

从各组中随机抽取６只小鼠过量麻醉处死，迅速摘除眼
球，在解剖显微镜下去除眼外筋膜和肌肉组织，切除眼前段，

分离出视网膜脉络膜巩膜复合物，以２只眼的视网膜脉络
膜巩膜复合物作为一个样本。加入细胞裂解液和蛋白酶抑
制剂，用超声匀浆器匀浆，提取总蛋白，进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，以
ＧＡＰＤＨ为内参，结果用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析灰度值，以各
组ＮＳＡ２条带的灰度值与其相应的内参条带的灰度值的比
值作为ＮＳＡ２蛋白表达的相对量。
２．２．６　免疫荧光染色

从光凝后７ｄ组中取出３只右眼光凝４～６点的 ＣＮＶ模
型鼠，用戊巴比妥钠过量麻醉处死，迅速取出眼球，用 ＯＣＴ
包埋，行冰冻切片，片厚约３μｍ，置于冷丙酮中固定１５ｍｉｎ，
ＰＢＳ漂洗后，加免疫荧光封闭液３７℃封闭１ｈ，甩干封闭液，
加一抗，阴性对照加 ＰＢＳ，４℃过夜，次日用 ＰＢＳ漂洗后加入
二抗，３７℃温箱中孵育２ｈ，ＰＢＳ漂洗后再加入 ＤＡＰＩ，室温下
避光放置１５ｍｉｎ染胞核，ＰＢＳ漂洗后加５０％甘油封片，在荧
光显微镜下观察照相。

２．２．７　统计学分析
实验数据用ｘ±Ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１２０软件单因素方差

分析（ＡＶＯＮＡ）及 ｔ检验对 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果
进行统计学分析，Ｐ＜００５认为差异有统计学意义。

３　结果

３．１　ＣＮＶ模型检测结果
脉络膜铺片，用ＣＤ３１抗体标记血管内皮细胞的方法对

ＣＮＶ模型进行鉴定的结果显示：在光凝后１４ｄ组 ＣＮＶ模型
鼠的视网膜光激部位可见明显的绿色荧光团块，而在未接受

视网膜光凝的部位未见明显的荧光团块（图１），提示视网膜
光凝部位有新生血管形成，从而表示ＣＮＶ模型诱导成功。

图１　ＣＤ３１标记血管内皮细胞鉴定ＣＮＶ模型结果
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＮＶｍｏｄｅｌｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆ

ＣＤ３１ａｎｔｉｂｏｄｙｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

３．２　ＲＴＰＣＲ结果
结果显示 ＮＳＡ２ｍＲＮＡ在正常成年 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠视网

膜脉络膜巩膜组织中弱表达；光凝后１ｄ其表达上调，３ｄ
达高峰，之后逐渐下降（图２）。半定量分析：光凝后１ｄ、３ｄ、
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５ｄ、７ｄ组ＮＳＡ２ｍＲＮＡ的表达明显高于正常对照组，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）；光凝后３ｄ组ＮＳＡ２ｍＲＮＡ的表达量
明显高于其余各组，差别有统计学意义（Ｐ＜００５）（图３）。

图２　ＮＳＡ２ＲＴＰＣＲ电泳图
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆＲＴＰＣＲ

图３　半定量分析ＮＳＡ２ｍＲＮＡ在光凝后不同时间点的相对表达
量

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＳＡ２
ｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓａｆｔｅｒｌａｓｅｒｉｎｄｕｃｅｄ

３．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果
ＮＳＡ２蛋白在正常成年 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠视网膜脉络膜

巩膜复合物中弱表达。光凝后１ｄ其表达逐渐上调，３ｄ达
高峰，之后逐渐下降，１４ｄ时仍稍高于正常水平（图４）。半
定量分析：光凝后１ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ、１４ｄ组ＮＳＡ２ｍＲＮＡ的表
达明显高于正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；光凝
后３ｄ组和５ｄ组ＮＳＡ２蛋白的表达量明显高于其余各组，差
别有统计学意义（Ｐ＜００５），但３ｄ组和５ｄ组组间比较无明
显差异（Ｐ＞００５）（图５）。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＳＡ２蛋白表达
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＮＳＡ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

３．４　免疫荧光染色结果
眼球冰冻切片，行免疫荧光染色观察 ＮＳＡ２蛋白在正常

鼠和ＣＮＶ模型鼠眼组织中的表达情况，结果显示：ＮＳＡ２蛋
白在正常小鼠视网膜外丛状层有较强表达（图６）；在光凝后
７ｄ组ＣＮＶ模型鼠眼组织中，ＮＳＡ２蛋白除了在视网膜外丛状
层中有表达外，在ＣＮＶ区域也有较强的表达（图７）。

４　讨论

激光诱导Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ＣＮＶ动物模型是一种可靠并
被广泛应用于研究脉络膜新生血管性疾病的模型，其机制主

要是：（１）视网膜光凝后即使Ｂｒｕｃｈ膜失去完整性，也可由于
炎性细胞的浸润造成 Ｂｒｕｃｈ膜破坏，从而促使 ＣＮＶ形成；
（２）光凝区脉络膜微血管阻塞，使局部组织缺血缺氧，刺激多

图５　半定量分析ＮＳＡ２蛋白在光凝后不同时间点的相对表达量
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＳＡ２

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓａｆｔｅｒｌａｓｅｒｉｎｄｕｃｅｄ

图６　免疫荧光染色法检测ＮＡＳ２蛋白在正常小鼠眼组织中的表
达

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＳＮＡ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｎｏｒｍａｌ
ｅｙｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｏｕｓｅ

图７　免疫荧光染色法检测 ＮＡＳ２蛋白在 ＣＮＶ模型鼠眼组织中
的表达

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＮＳＡ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣＮＶ
ｍｏｄｅｌｅｙｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｏｕｓｅ

种生长因子的分泌和活化，也可直接刺激多种生长因子的分

泌和活化，从而促使 ＣＮＶ形成［８，９］。在本实验中，我们采用

ＣＤ３１抗体标记血管内皮细胞的方法对 ＣＮＶ动物模型进行
鉴定，此方法不但操作简单，而且可以避免其他方法如心脏

灌注ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ法在新生血管形成早期，当毛细血管管腔
尚未形成时无法准确完全的显示出新生血管的不足，是一种

有效的可以被广泛应用的ＣＮＶ模型鉴定方法。本实验中实
验组小鼠脉络膜新生血管生成率约为８０％，与国外文献所报
道的成功率相符合［１０］，因此这是一种稳定可靠的模型，可保

证实验结果的可靠性。

研究表明ＡＭＤ、近视性黄斑病变（ＭＭＤ）已成为我国发
达城市老年人导盲的主要原因［１１］，然而不幸的是对于大多

数的ＡＭＤ和ＭＭＤ患者来说，视力的损害是难以预防和完全
恢复的，其中脉络膜新生血管形成是这两种疾病致盲的首要

原因，且这两种眼病的新生血管往往位于黄斑下及其附近，

所以难以用激光治疗或激光治疗效果不佳。尽管光动力学

疗法等新式治疗手段的出现为这一类新生血管性疾病的治
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疗提供了可能，但是大多数患者视力预后不良。因此亟待进

一步阐明脉络膜新生血管的形成机制，以望从分子水平寻找

这类疾病的治疗方法。

新生血管形成是一个极其复杂的生物学过程，通常由一

系列井然有序的事件所构成：血管内皮细胞的增殖移行、细

胞外蛋白水解、导管形成和血管壁的重建等［１２］。脉络膜新

生血管性疾病的发病机制及其治疗是目前眼科研究的热点

和难点。多种因子参与到了脉络膜新生血管的形成过程中，

如ＶＥＧＦ、ＢＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＦＧＦ、ＴＧＦβ、ＴＮＦβ、白介素等［１２，１３］。

ＮＳＡ２又称为ＴＧＦβ诱导的核蛋白１（ＴＩＮＰ１）和毛细胞
白血病蛋白１（ＨＣＬＧ１），最初是在一次高通量筛选与细胞增
殖相关的人类基因中发现，它广泛表达于人体组织和体外培

养的多种细胞系中，且以不同的细胞系作为研究对象发现

ＮＳＡ２蛋白高表达可促进细胞生长和促使细胞周期从 Ｇ１期
向Ｓ期转变，用ｓｉＲＮＡ干扰ＮＳＡ２的功能后细胞生长和细胞
周期的转变被抑制［６］，因此推断 ＮＳＡ２可能是一种与细胞增
殖和细胞周期调控关系密切的核蛋白，但是其机制还有待进

一步研究。

研究显示激光诱导小鼠ＣＮＶ模型后１周内新生血管增
生最为活跃，光凝后第７天可见脉络膜新生血管形成，到第２
周时血管增生已基本稳定，新生血管量达到最高峰，２～４周
后ＣＮＶ组织趋向瘢痕化，新生血管量逐渐减少［１４１６］。故本

课题选择在光凝后第１至１４天中的不同时间点对ＣＮＶ动物
模型眼组织中 ＮＳＡ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的时间规律进行研
究；因为在光凝后第７天可检测到有明显的 ＣＮＶ形成，为了
明确ＮＳＡ２蛋白在ＣＮＶ组织中是否有表达，故选择光凝后第
７天行免疫荧光染色对 ＮＳＡ２蛋白在 ＣＮＶ模型眼组织中的
表达进行定位研究。本研究中我们观察到，光凝后第１ｄ，
ＣＮＶ模型眼组织中ＮＳＡ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达开始上调，第
３ｄ达高峰，之后逐渐下降，第３ｄ和第５ｄ组中 ＮＳＡ２ｍＲＮＡ
和蛋白的表达明显高于其余各组，１４ｄ时仍稍高于正常水平
（图２～５），且发现ＮＳＡ２在增生活跃ＣＮＶ区域表达较强（图
７ｂ），这与 ＣＮＶ的病程和病理特征相吻合，因此我们推断
ＮＳＡ２可能在ＣＮＶ的形成和发展过程中起着重要调控作用。

５　结束语

综上所述，ＮＳＡ２ｍＲＮＡ和蛋白在激光诱导的小鼠 ＣＮＶ
模型中表达的一系列特征表明 ＮＳＡ２可能参与并调节 ＣＮＶ
的形成和发展过程，虽然其作用和机制尚不清楚，但这一发

现将可能为探讨 ＣＮＶ的形成机制和为湿性 ＡＭＤ寻找新的
临床治疗方法提供实验依据和方向。
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