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血小板反应蛋白-1在氧诱导小鼠视网膜病变模型中的表达及意义

易果果1，谭浅2，汪澎3，蒋剑2，刘丹2

(1. 湖南省怀化医学高等专科学校护理系，湖南 怀化 418099；2. 中南大学湘雅医院眼科，长沙 410008； 

3. 重庆医科大学附属第一医院眼科，重庆 400016)

[摘要]目的：检测血小板反应蛋白-1 (thrombonspondin-1，TSP-1) 在氧诱导视网膜病变 (oxygen-induced retinopathy，

OIR) 模型小鼠视网膜中的表达，探讨其在视网膜新生血管中的作用。方法：随机选取7日龄C57BL/6J新生小鼠40只，

分为模型组(n=20)及正常对照组(n=20)。模型组小鼠通过高氧诱导的方法建立OIR模型。于小鼠出生后第7，9，11天

时两组各随机抽取5只小鼠，取视网膜组织采用RT-PCR法检测TSP-1 mRNA的表达水平；并于小鼠出生后第11天时两

组随机取5只小鼠，运用荧光造影视网膜铺片对视网膜新生血管进行形态学观察。结果：出生后第11天时，正常组

小鼠视网膜铺片显示视网膜血管分布呈均匀的网状结构，而模型组小鼠视盘周围可见大片无灌注区，视网膜大血管

扩张，仅在周边见少量毛细血管分布，为典型的OIR早期表现。出生后第7天，模型组与对照组小鼠视网膜组织中

TSP-1 mRNA表达水平差异无统计学意义(P>0.05)；出生后第9天，模型组小鼠视网膜组织中TSP-1 mRNA表达水平下降

(P<0.05)；出生后第11天模型组小鼠视网膜组织中TSP-1 mRNA表达水平明显低于正常组(P<0.01)，且较第9天模型组亦

下降(P<0.05)。结论：在新生小鼠OIR模型视网膜血管生长发育抑制期，视网膜组织中TSP-1 mRNA的表达逐渐下降，

提示TSP-1可能作为负调节因子在早期参与视网膜新生血管的形成过程。
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Expression and significance of thrombonspondin-1  
in oxygen-induced retinopathy in mice
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ABSTRACT	 Objective: To examine the expression and function of thrombonspondin-1 (TSP-1) in oxygen-
induced retinopathy in new-born mice, and to investigate its role in retinal neovascularization.

	 Methods: A total of 40 C57BL / 6J newborn mice were divided equally into a model group (n=20) 
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1 9 7 1 年 由 B a r n z i g e r 等 [ 1 ] 首 次 从 凝 血 酶 刺

激 后 的 血 小 板 细 胞 膜 中 分 离 出 血 小 板 反 应 蛋

白-1(thrombonspondin-1，TSP-1)，作为第一个被发

现的内源性多肽类新生血管抑制剂，TSP-1的抑制

血管新生及抗肿瘤作用引起广泛的关注。新生小鼠

的氧诱导视网膜病变的制备类似于早产儿视网膜病

变(retinopathy of prematuraity，ROP)，但其在病理

上可分为两期，即病理I期(视网膜血管生长发育抑

制期)、病理II期(视网膜新生血管增生期)[2]。目前

尚没有关于视网膜血管生长发育抑制期TSP-1表达

水平的研究报道。本实验通过高氧诱导C57BL/6J
小 鼠 建 立 氧 诱 导 视 网 膜 病 变 ( o x y g e n - i n d u c e d 
retinopathy，OIR)模型，检测模型鼠视网膜中TSP-
1 mRNA在OIR视网膜血管生长发育抑制期的表达

水平，探讨TSP-1 mRNA表达的变化与视网膜新生

血管形成早期的关系。

1  材料与方法

1.1  实验材料

实 验 选 用 中 南 大 学 动 物 实 验 中 心 提 供 的

C57BL/6J小鼠；右旋糖苷异硫氰酸荧光素(FITC-
d e x t r a n) ( 美国 S i g m a 公司 ) ； T R I z o l 裂解液 ( 美国

Invitrogen公司)；反转录及cDNA合成试剂盒(立陶

宛Fermatas公司)。

1.2  实验分组及模型

选取7日龄C 5 7 B L / 6 J新生小鼠4 0只，雌雄不

限 ， 与 母 鼠 一 起 饲 养 至 当 日 龄 。 采 用 随 机 数 字

表法将40只小鼠分为模型组( n=20)及正常对照组

(n=20)。参照Smith等 [3]的方法建立新生小鼠OI R
动 物 模 型 。 将 7 日 龄 新 生 小 鼠 连 同 哺 乳 母 鼠 一 同

放入密闭氧箱吸入高氧5 d，氧箱氧气浓度控制在

( 7 5 ± 2 ) %，温度控制在( 2 3 ± 2 )℃，每两天更换垫

料，添加饲料、水及替换母鼠。

1.3  实验方法

1.3.1  荧光素心脏灌注视网膜铺片 
出生后第 1 1 天的正常对照组小鼠 ( 5 只 ) 及模

型组小鼠 ( 5 只 ) 腹腔内注射麻醉剂 1 % 戊巴比妥钠 
( 3 0  mg / k g )后，打开胸腔，抽取已配置好的异硫

氰酸荧光素葡聚糖FITC-Dex tran (50 mg :1 mL 4%
多聚甲醛)0.5 mL，用1 mL注射器灌注左心室后，

迅速摘除眼球，置于4 0  g / L多聚甲醛中过夜，显

微镜下视网膜铺平，荧光显微镜下观察视网膜血

管结构。

and a normal control group (n=20). Mice in the model group were exposed to 75% oxygen to establish 
the oxygen-induced retinopathy (OIR) model. On the 7th, 9th, and 11th day after the birth of mice, 5 
mice were randomly selected each time from the 2 groups to examine the expression of TSP-1 mRNA 
with reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). After that, 5 mice were selected on 
the 11th day to observe the retinal neovascularization by fluorescein angiography retinal flatmount.

	 Results: On the 11th day, fluorescein angiography retinal flatmount showed that the retinal blood 
vessels presented mean network distribution in the normal control group, while in the model group, 
a lot of dilatated areas in the retinal main vessels surrounded the optic disc. Meanwhile lots of new 
blood vessels were found surrounding the optic disc with irregular distribution but well distributed 
peripherial retinal small vessels, which was typical of early stage OIR. There was no significant 
difference in the retinal TSP-1 mRNA level between the model group and the normal control group 
in the postnatal 7-day mice (P>0.05). Compared with the normal control group, the expression 
of TSP-1 mRNA in the model group was significantly lower in postnatal 9-day and 11-day mice 
(P<0.05, P<0.01) , and the expression of TSP-1 mRNA in postnatal 9-day mice was lower than that 
in the postnatal 11-day mice(P<0.05).

	 Conclusion: In the early stage of OIR model (retinal vascular growth and development stage), the 
expression of TSP-1 mRNA in the retinal tissue is gradually decreased, implying that TSP-1 (as a 
negative regulatory factor) may be involved in the formation of retinal neovascularization in the 
early stage.

KEY WORDS	 thrombonspondin-1; oxygen-induced retinopathy; retinal neovascularization
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1.3.2  RT-PCR 检测 TSP-1 mRNA 的表达水平  
取出生后第7，9，1 1  天正常对照组小鼠(各

时间点5只)及模型组小鼠(各时间点5只)视网膜总

RNA，采用RT-PCR检测视网膜组织中TSP-1 mRNA
的表达水平。

1.3.2.1  视网膜总 RNA 的提取

新鲜视网膜组织置于–70 ℃保存。冷冻视网膜

组织取出加入TRIzol 1 mL，并转移到匀浆器中，

将匀浆器置于冰上研磨，转移研磨好的液体到无

R NA酶和无DNA酶的1.5 mL离心管中，然后加入

0.2 mL氯仿，冰上温和震荡5 min后，4 ℃低温离心 
(12000 r/min，15 min)；取上清400 μL于另一新鲜

的1.5 mL离心管，加入等体积异丙醇，颠倒、混匀

后冰上置10 min，再次4℃低温离心(12000 r/min， 
10 min)；弃上清，然后加入无水乙醇750 μL及焦碳

酸二乙酯(diethyl pyrocarbonate，DEPC)水250 μL，

4℃低温离心(8000 r/min，5 min)后弃上清，在空气

中干燥5 min后加入DEPC水至20 μL。

1.3.2.2  反转录反应

按反转录试剂盒操作要求将上述总m R N A反

转录成cDNA，产物放入–20℃备用。取上述反转录

反应产物于25 μL 反应体积中进行PCR反应。反应体

积为模板2 μL，上下游特异性引物各1 μL，去离子

水8.5 μL，PCR反应试剂(混合液)12.5 μL。TSP-1引

物：上游5'-CCCTGGACTTGCTGTAGGTTATG-3'，
下游5 ' -  CTG AGTATCCCTG AG CCCTTGTG - 3 '；

内 参 照 G A P D H 引 物 序 列 ： 上 游 5 ' - A A G -
C C C A T C A C C A T C T T C C A - 3 ' ， 下 游 5 ' - C C T -
GCTTCACCACCTTCTTG-3'；反应条件：94 ℃预

变性5 min，然后94 ℃ 30 s，55 ℃ 40 s，72 ℃ 45 s，

共35个循环，最后72℃延伸10 min。取5 μL PCR产

物于1.5%琼脂糖凝胶上进行电泳，同时以DNA 标
志参照物为分子质量标准。采用凝胶成像系统观

察并照相。使用凝胶定量分析软件测定各泳道扩

增产物的灰度值。结果以TSP-1与内参照G A PDH 
mRNA扩增产物的灰度值相对比值表示。

1.4  统计学处理 
采用SPSS16.0统计学软件对数据进行分析。

数据采用单因素方差分析，两两之间的比较采用

独立样本的t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  荧光素心脏血管造影视网膜铺片观察视网膜血管

形态

正常对照组与模型组比较，在第11天时，正

常对照组视网膜血管分布均匀，主要动、静脉以

视盘为中心呈放射状形态，走形清晰，毛细血管

呈网状分布。而模型组小鼠视网膜中央可见大片

无灌注区，视网膜大血管扩张，仅周边部见少量

毛细血管分布(图1)。

图1   荧光素心脏血管造影视网膜铺片(×200)。A：正常对照组。视网膜分布呈均匀的网状结构； B：模型组。视盘周边可

见无灌注区，视网膜大血管扩张，仅周边部见少量毛细血管分布。

Figure1   Fluorescein angiography retinal flatmount (×200). A: Normal control group. The network distribution of the retinal blood vessels 

is showed;  B: Model group. The retinal main vessels surrounding the optic disc are obviously dilatated, there are lots of new blood vessels 

surrounding the optic disc with irregular distribution, and there are only a few of small vessels in the peripherial of the optic disc.

A B
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2.2   RT-PCR 检测 TSP-1 mRNA 的表达结果

正常对照组小鼠视网膜组织中TS P- 1  m R N A
表达水平第 7 天、第 9 天及第 1 1 天 TS P- 1 / G A P D H
比值分别为0 . 0 0 8 8 1 ± 0 . 0 0 0 1 2，0 . 0 0 8 6 7 ± 0 . 0 0 0 1 0
和 0 . 0 0 8 3 8 ± 0 . 0 0 0 1 3 ，各时间点之间表达差异均
无统计学意义(均P>0 . 0 5 )。模型组小鼠视网膜组
织中TS P- 1  m R N A表达水平第7天、第9天及第1 1
天TSP- 1 / G A P D H比值分别为0 . 0 0 8 7 0 ± 0 . 0 0 0 1 1，
0.00580±0.00014和0.00345±0.00012，各时间点之
间表达差异均有统计学意义(均P<0 . 0 5 )。正常对
照组小鼠视网膜中可检测到TSP-1 mRNA的表达，
但表达无明显趋势，模型组小鼠视网膜中 TS P- 1 
mRNA表达呈逐渐下降趋势。出生后第7天时，刚
进氧舱的模型组小鼠视网膜组织中的TSP-1 mRNA
表达水平与在空气中饲养的正常对照组小鼠差异
无统计学意义(P>0.05)；出生后第9天时，高氧条
件下2 d后模型组小鼠视网膜中TSP-1 mRNA的表达

水平较正常对照组小鼠下降，两者间差异有统计
学意义(P<0.05)；出生后第11天时，高氧条件下4 d
后模型组小鼠视网膜组织中TSP-1 mRNA的表达水
平明显低于正常对照组(P<0.01)，与第9天时模型
鼠相比也明显下降(P<0.05)(图2；表1)。

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

 1                 2                   3                 4                  5                   6                7

图2  两组小鼠视网膜组织TSP-1 mRNA表达情况。1：DNA 
标志参照物；2，3，4：正常对照组第7天、第9天、第11
天；5，6，7：模型组第7天、第9天、第11天。
Figure 2  Expression of TSP-1 mRNA in retinal tissue in the 2 
groups. 1: DNA marker; 2, 3, 4: Normal control group on the 7th, 
9th, 11th day after birth of mice; 5, 6, 7: Model group on the 7th, 
9th, 11th day after birth of mice.

表1   正常对照组与模型组在各时间点TSP-1 mRNA/GAPDH灰度值的比较(n=5，x±s)

Table 1   Comparison of TSP-1 mRNA/GAPDH grey value in each time between the normal control group and the model group (n=5, 
x±s)

组别 第 7 天 第 9 天 第 11 天

正常对照组 0.00881±0.00012 0.00867±0.00010 0.00838±0.00013

模型组 0.00870±0.00011* 0.00580±0.00014* 0.00345±0.00012* ◆

与正常对照组比较，*P<0.05；与第9天比较， ◆P<0.05。

3  讨   论

TS P- 1 是一种重要的细胞外基质糖蛋白，最
早 是 从 培 养 细 胞 的 上 清 液 中 分 离 出 的 一 种 新 生
血 管 抑 制 因 子 ， 作 为 最 早 被 发 现 且 研 究 最 为 广
泛 的 T S P 成 员 ， T S P - 1 广 泛 分 布 于 全 身 多 种 组 织
中 ， 在 眼 部 主 要 表 达 在 视 网 膜 色 素 细 胞 中 ， 参
与损伤的修复、炎症反应和血管新生等许多病理
过 程 。 近 年 来 ， 其 抗 肿 瘤 、 抗 血 管 新 生 的 作 用
引起了广泛的关注。实验已表明 TS P- 1 可以调控
血 管 内 皮 细 胞 的 黏 附 、 移 行 和 生 长 [ 4 - 6 ]， 能 影 响
及调控血管内皮细胞的增殖 [ 7 ]、诱导内皮细胞的
凋亡 [ 8 ]，也被公认为一种有效的内源性血管生成
抑制因子。TS P- 1  I型重复序列(t h ro m b o s p o n d i n 
Ty p e  I  re p eat s，TS R s)是其主要功能区域，可结
合 C D 3 6 、 硫 酸 乙 酰 肝 素 糖 蛋 白 及 整 合 素 等 实 现
对细胞间接触、轴突生长的调节，从而抑制内皮
细 胞 的 增 殖 、 诱 导 内 皮 细 胞 的 凋 亡 、 抑 制 血 管
的新生 [ 9 ]。 TS P- 1 的重复序列 TS R s 中的 C S V TCG
序 列 、 W S H W S P W 序 列 及 G V I T R I R 序 列 为 其 抗
血 管 新 生 的 主 要 活 性 片 段 ， 它 们 对 成 纤 维 细 胞
生长因子2(f i broblast  grow th factor  2，FGF-2)及

血管内皮生长因子 (v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h 
f a c t o r ， V E G F ) 诱导的鼠角膜血管的新生及体外
培 养 的 内 皮 细 胞 的 移 行 均 有 不 同 程 度 的 抑 制 作 
用[5,10-11]。Phelan等[11]将CD36表达载体转染到CD36
缺乏的人脐静脉内皮细胞( h u m a n  u m b i l i c a l  v e i n 
endothelial  cel ls，HUVEC)后可使细胞对TSP-1敏
感，TSP- 1可抑制HU V EC的迁移和管状形成。这
说明CD36是TSP-1发挥抗血管新生功能的重要受
体。有实验进一步证实TSP-1可以通过激活CD36，
p53f y n，caspase-3，p38M APK途径来诱导血管内
皮细胞的凋亡，激活caspase介导内皮细胞凋亡引
起的血管新生机制 [ 1 2 ]。此外， TS P- 1 介导的内皮
细胞凋亡与促凋亡蛋白Bax的高表达、抗凋亡蛋白
Bcl2的低表达及caspase的激活有关[13]。

研究[14]发现：糖尿病患者玻璃体液中TSP-1的
含量较正常人明显减少，这很可能导致了视网膜
血管新生平衡的转移，并最终可导致糖尿病视网
膜病变的发生。Sheibani等[15]也认为高糖状态下，
TSP-1的下降引起了早期血管功能异常。在高氧诱
导的小鼠缺血性视网膜病变模型中，Suzumal等[16]

发现： T S P - 1 的 m R N A 水平在出生后的第 1 3 天至
第19天是增加的，在P15天时达到高峰，TSP-1的
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m R N A水平与视网膜的血管化发展的时间相关。
TSP-1的基因被归为立即早期反应基因。在新生小
鼠OIR模型中，出生后第7天的小树视网膜血管尚
未发育成熟，持续的高氧使机体产生反射性的视
网膜血管普遍收缩，继而血管广泛闭塞，此为OIR
病理I期；持续5 d高氧后将小鼠移入正常空气中，
闭塞的血管不能适应视网膜组织对氧的需求，视
网膜内层组织出现持续的缺血、缺氧，并合成、
释放多种促血管生成物质，如VEGF、促红细胞生
成素(erythropoietin，EPO)等，同时内源性血管生
成抑制因子如TSP-1的表达量也增加[15]，以拮抗促
血管生成作用，此为OIR病理II期[17]。本实验选择
在OIR病理I期即视网膜血管生长发育抑制期检测
TSP-1的mRNA表达，企图在视网膜新生血管发生
之前，血管化尚在启动阶段时观察TSP-1的早期变
化。本研究结果表明：新生鼠出生第7天时，模型
鼠视网膜组织中TSP-1 mRNA表达水平与正常对照
组比较差异无统计学意义；新生鼠出生第9天时，
模型鼠视网膜组织TS P- 1  m R N A表达水平较正常
对照组下调；新生鼠出生第1 1天时，此时模型鼠
视网膜中央可见大片无灌注区、视网膜大血管扩
张，模型鼠视网膜组织中TSP-1 mRNA表达水平明
显低于正常对照组，且较第9天时模型鼠降低。作
者就此初步推测模型鼠在视网膜新生血管发生之
前，就可能已从转录水平降低了TSP-1的表达，减
少了其拮抗血管生成的作用，打破了血管发生的
平衡，从而导致了新生血管的发生。

综上所述，通过对本研究的初步结果进行分
析，发现新生小鼠OIR病理I期视网膜组织通过降
低TSP-1的转录从而下调TSP-1 mRNA表达水平，
进一步开展针对其具体的信号转导途径及受体的
研究，可为视网膜新生血管性疾病的预防及早期

治疗提供新的思路和方法。
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