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ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ３ 通路介导的糖酵解与
氧诱导新生小鼠视网膜血管生成的关系
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摘要　 目的　 基于缺氧诱导因子⁃１α（ＨＩＦ⁃１α） ／ Ｂｃｌ２ ／腺病毒 Ｅ１Ｂ 相互作用蛋白 ３（ＢＮＩＰ３）通路的糖酵解探讨氧诱导新生小鼠

视网膜血管生成机制。 方法 　 将人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）分为常氧组、缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组、缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和缺氧 ＋
ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋ ＢＮＩＰ３ 组。 常氧组 ＨＵＶＥＣｓ 暴露于常氧（２１％ Ｏ２）下培养。 缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组、缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃
１α ＋ ＢＮＩＰ３ 组用 ｓｉ⁃ＮＣ、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 或 ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 联合 ＢＮＩＰ３ 质粒处理 ＨＵＶＥＣｓ ３６ ｈ，然后暴露于缺氧（１％ Ｏ２）下培养。 通过免

疫荧光、代谢测量、细胞活力、划痕实验、管形成实验考察细胞线粒体自噬、糖酵解以及增殖、迁移和管形成情况。 出生后第 ７
天的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 幼鼠随机分配到不同的治疗组：对照组、氧诱导视网膜病变（ＯＩＲ）组、ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和 ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ 组，
测量新生血管形成和血管闭塞情况。 结果　 与常氧组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ 斑点数、葡萄糖摄

取和乳酸释放的速率增加（Ｐ ＜ ０. ００１）。 与缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ 斑点数、
葡萄糖摄取和乳酸释放的速率降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与常氧组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ＨＵＶＥＣｓ 在培养第 ７２ ｈ 的增殖活性降低（Ｐ ＜
０. ０５），并且伤口愈合面积和管形成数量增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组 ＨＵＶＥＣｓ 在培养第 ２４、
４８、７２ 小时的增殖活性降低（Ｐ ＜ ０. ０５），伤口愈合面积、管形成数量降低（Ｐ ＜ ０. ００１）。 ＢＮＩＰ３ 的过表达逆转了 ＨＩＦ⁃１α 敲低对

线粒体自噬、糖酵解以及生物学功能的影响。 与 ＯＩＲ 组比较，ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和 ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ 组小鼠的视网膜组织中新

生血管形成和血管闭塞区域减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＨＩＦ⁃１α ／ ＢＮＩＰ３ 信号通路在低氧条件下促进了 ＨＵＶＥＣｓ 中线粒体自噬激

活，其对于内皮功能和血管生成的调控有重要作用。
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　 　 早产儿视网膜病变（ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ，
ＲＯＰ）的特征是视网膜中病理性血管生成，其是儿童

失明的主要原因之一［１］。 内皮细胞 （ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）在血管生成过程中尤其重要［２］。 研究［３］

发现，缺氧缺血刺激 ＥＣｓ 的异常增殖和迁移是导致

新生血管发芽的主要细胞事件。 然而，眼内新生血

管 ＥＣｓ 激活的确切分子机制仍未完全阐明，需要进

一步研究。 与其他健康细胞类型比较，ＥＣｓ 具有更

高的糖酵解活性，并依赖糖酵解来产生 ＡＴＰ 和血管

发芽［４］。 研究［５］表明，自噬激活有助于糖酵解的增

强。 自噬可能为病理性血管生成过程中的代谢重编

程提供了一种新的机制［６ － ７］。
　 　 Ｂｃｌ２ ／腺病毒 Ｅ１Ｂ 相互作用蛋白 ３（Ｂｃｌ２ ／ ａｄｅｎｏ⁃
ｖｉｒｕｓ Ｅ１Ｂ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＢＮＩＰ３）作为响应特定

功能障碍线粒体的转录靶标，其表达变化影响糖酵

解代谢的转变［８ － ９］。 研究［１０］表明，抑制缺氧诱导因

子⁃１α （ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α， ＨＩＦ⁃１α） ／ ＢＮＩＰ３
通路具有视网膜神经保护作用。 鉴于 ＨＩＦ⁃１α 作为

糖酵解的关键调节因子，该课题组假设 ＨＩＦ⁃１α ／
ＢＮＩＰ３ 通路可能参与介导 ＲＯＰ 病理性血管生成中

自噬和糖酵解途径之间平衡。 该研究分析 ＨＩＦ⁃１α ／
ＢＮＩＰ３ 通路介导的自噬在调节代谢转换中的作用，
并探讨这种作用对 ＥＣｓ 增殖、迁移和管形成的影

响。

１　 材料与方法

１． １　 细胞 　 人脐静脉内皮细胞（ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）从美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 研
究实验室获得。 将 ＨＵＶＥＣｓ 培养在含 ５％胎牛血清

和 １％青 －链霉素的 ＥＣ 培养基中（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司），于 ３７ ℃下，在常氧（２１％ Ｏ２）或缺氧

（１％ Ｏ２ 和 ９４％ Ｎ２）条件下培养 ０ ～ ２４ ｈ。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞分组 　 将 ＨＵＶＥＣｓ 分为常氧组、缺氧
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＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组、缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
＋ ＢＮＩＰ３ 组。 常氧组 ＨＵＶＥＣｓ 暴露于常氧 （２１％
Ｏ２）下培养。 缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组、缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和

缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋ ＢＮＩＰ３ 组分别用 ｓｉ⁃ＮＣ、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
和 ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 联合 ＢＮＩＰ３ 质粒处理 ＨＵＶＥＣｓ ３６ ｈ，然
后暴露于缺氧（１％ Ｏ２）下培养。
１． ２． ２ 　 细 胞 转 染 　 ｐｃＤＮＡ３⁃Ｆｌａｇ⁃ＢＮＩＰ３ 质 粒

（ＢＮＩＰ３）由上海吉玛制药技术有限公司构建。 靶向

ＨＩＦ⁃１α（ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α）、ＢＮＩＰ３（ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３）和阴性对照

（ｓｉ⁃ＮＣ）的 ｓｉＲＮＡ 购自广州市锐博生物科技有限公

司。 使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ® ２０００ 试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）将质粒或 ｓｉＮＲＡ（５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）
转染 ＨＵＶＥＣｓ。 将转染的 ＨＵＶＥＣｓ 在 ３７ ℃ 和 ５％
ＣＯ２ 的湿润培养箱中培养 ３６ ｈ，然后收集用于进一

步实验。 ｓｉＲＮＡ 的序列如下： ｓｉ⁃ＮＣ 为 ５′⁃ＵＵＣＵＣ⁃
ＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ⁃３′； ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＃ １ 为 ５′⁃
ＣＵＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＵＡＧＡＵＡＡＴＴ⁃３′； ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＃ ２ 为

５′⁃ＵＵＡＵＣＵＡＧＣＵＵＧＧＵＧＧＣＡＧＴＴ⁃３′；ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３＃１ 为

５′⁃ＵＣＵＵＣＡＣＡＣＣＧＵＣＣＵＧＡＡＡＴＴ⁃３′；ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３＃２ 为

５′⁃ＵＵＵＣＡＧＧＡＣＧＧＵＧＵＧＡＡＧＡＴＴ⁃３′。
１． ２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液

（上海碧云天生物技术有限公司）从 ＨＵＶＥＣｓ 或小

鼠视网膜中提取总蛋白。 将裂解物在 ４ ℃ 下以

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后，收集上清液，并使用

ＢＣＡ 测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）
对总蛋白进行定量。 通过 １０％ ＳＤＳ ＰＡＧＥ 从每个样

品中分离等量的蛋白质，随后转移到聚偏二氟乙烯

膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）上。 在室温下用 ５％脱脂乳

（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）封闭膜 ２ ｈ，然后在 ４ ℃
下与一级抗体（１ ∶ １ ０００）孵育过夜。 一级抗体孵育

后，将膜与二级抗体反应 １ ｈ。 通过增强化学发光试

剂盒检测，并观察反应带。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条带

进行密度定量。 使用 ＧＡＰＤＨ 蛋白作为内部参考。
用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析的抗体如下：抗 ＨＩＦ⁃１α（美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）、ＶＥＧＦＡ（英国 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司）、ＢＮＩＰ３（英国 Ａｂｃａｍ 公司）和 ＧＡＰＤＨ（美
国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）。
１． ２． ４　 免疫荧光染色　 为了标记线粒体，在 ３７ ℃
下将 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ 红（５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）加入活 ＨＵＶＥＣｓ
细胞中 ３０ ｍｉｎ，然后用 ４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎ，再
用 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 溶液提取 ５ ｍｉｎ。 用含有 １％
牛血清白蛋白的 ＴＢＳＴ 封闭后，将细胞与抗 ＬＣ３Ｂ（１
∶ ５００，英国 Ａｂｃａｍ 公司）一级抗体孵育 １ ｈ。 之后，
洗涤细胞并与异硫氰酸荧光素或罗丹明缀合的第二

级抗体（１ ∶ ３ ０００，美国 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公

司）孵育 １ ｈ，随后与 ＤＡＰＩ 孵育 ３ ｍｉｎ。 通过倒置显

微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）拍摄图像。
１． ２． ５　 葡萄糖摄取和乳酸释放测定　 使用葡萄糖

摄取荧光测定试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）和

乳酸比色 ／荧光测定试剂箱（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）对培养上清液中的葡萄糖摄取和乳酸产生进行

定量。 所有原始数据通过显微镜上的血细胞仪测量

的细胞密度进行归一化。
１． ２． ６　 代谢测量　 使用 Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦｅ ９６ 细胞外流

量分析仪（美国 Ｓｅａｈｏｒｓｅ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司）测定细胞

外酸化率 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ＥＣＡＲ）。
ＨＵＶＥＣｓ（１ × １０４ 个细胞 ／孔）接种到 Ｓｅａｈｏｒｓｅ ＸＦ ９６
细胞培养板中。 在指定的时间点将葡萄糖 （１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、线粒体 ／ ＡＴＰ 合酶抑制剂寡霉素（２ μｍｏｌ ／
Ｌ）和糖酵解抑制剂 ２⁃脱氧葡萄糖（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）依
次注射到每个孔中，然后进行 ３ 个测量周期分析。
１． ２． ７　 细胞活力测定 　 通过 ＣＣＫ⁃８ 测定法评估

ＨＵＶＥＣｓ 的生存能力。 将不同组 （１ ０００ 个细胞 ／
孔）的 ＨＵＶＥＣｓ 接种到 ９６ 孔板中。 在 ２４、４８ 和 ７２ ｈ
时，将 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂（上海碧云天生物技术有限

公司）加入每个孔中，并将板在 ３７ ℃下再孵育 ２ ｈ。
使用微孔板分光光度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ 公司）在 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度。
１． ２． ８　 划痕试验　 使用伤口愈合测定法分析 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 的迁移能力。 当单层细胞在 ６ 孔板中达到

１００％汇合时，使用 ２０ μｌ 无菌移液管尖端来创建伤

口。 细胞用 １ × ＰＢＳ ３ 次以去除分离和受损的细胞。
然后，将细胞在无血清 ＥＣＭ 中在常氧和缺氧条件下

孵育。 在孵育 ０ ｈ 和 ２４ ｈ 时，对细胞进行成像，并使

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件使用伤口闭合面积来计算细胞的迁

移能力。
１． ２． ９　 试管形成测定　 将Ｍａｔｒｉｇｅｌ（美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅｓ 公司）等分试样（１５０ μｌ）加入 ４８ 孔板中，并在

３７ ℃下孵育 ３０ ｍｉｎ。 将细胞（２ × １０４ 个细胞 ／孔）接
种到凝胶上。 从每个孔中选择 ５ 个随机场，并在 ８ ｈ
后拍照。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量管状结构的网络。
１． ２． １０　 缺血诱导的视网膜病变小鼠模型　 出生后

第 ７ 天的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 幼鼠及其哺乳母鼠购自上海斯

莱克实验动物有限责任公司。 动物研究经武汉市第

一医院伦理委员会批准。 参照文献方法诱导氧诱导

视网膜病变 （ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ， ＯＩＲ） 模

型［１１］。 将出生后第 ７ 天的幼鼠及其哺乳母亲暴露

于高氧室［（７５ ± ２）％Ｏ２］中 ５ ｄ（第 ７ ～ １２ 天），以产
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生视网膜血管闭塞。 在出生后第 １２ 天时，将小鼠返

回到正常室内环境。 在此期间，将幼鼠随机分配到

不同的治疗组：ＯＩＲ 组、ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和 ＯＩＲ ＋
ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ 组，每组 ６ 只。 在出生后第 １２ 天，分别将

ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α、ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ 以 ０. １ ｎｍｏｌ 的剂量分别注射到

ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和 ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ 组幼鼠眼睛的

玻璃体腔内。 在第 １７ 天时处死幼鼠。 同时，选取 ６
只在正常室内环境生长的小鼠作为对照组。
１． ２． １１　 测量新生血管形成与血管闭塞 　 在第 １７
天时处死小鼠并摘取眼球，并在 ４ ℃下在 ４％ 多聚

甲醛中固定 １ ｈ。 解剖视网膜，并在 ４ ℃下用凝集素

染色 １６ ｈ，以检测血管内皮细胞。 用 ＰＢＳ 洗涤视网

膜 ２ ｈ，在 ４ 个象限中从视网膜边缘径向切割。 视网

膜平面安装后，通过激光共聚焦显微镜捕获图像以

观察血管。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件将血管闭塞和新生血

管量化为整个视网膜面积的百分比。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 软件进行统计

分析。 使用 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验评估数据的正态分

布，正态分布数据表示为 �ｘ ± ｓ，使用单因素方差分

析和事后 Ｔｕｋｅｙ 多重比较检验对来自 ３ 个或更多组

的正态分布数据进行统计分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 内皮细胞缺氧触发因子 ＨＩＦ⁃１α 的激活和

ＢＮＩＰ３ 的表达　 如图 １Ａ 所示，与常氧组比较，缺氧

刺激后 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＨＩＦ⁃１α 和 ＢＮＩＰ３ 的蛋白水平升

高 （ Ｆ ＝ ３７. ４６、１８. ５４，均 Ｐ ＜ ０. ００１）。 为了探索

ＨＩＦ⁃１α 和 ＢＮＩＰ３ 之间的潜在调控关系，用 ＨＩＦ⁃１α
或 ＢＮＩＰ３ ｓｉＲＮＡ 转染 ＨＵＶＥＣｓ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显

示，敲低 ＨＩＦ⁃１α 显著抑制缺氧诱导的 ＢＮＩＰ３ 的表

达，而 ＢＮＩＰ３ 敲低对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＨＩＦ⁃１α 的表达无

显著影响，表明 ＢＮＩＰ３ 是 ＨＩＦ⁃１α 信号传导的潜在

下游靶基因（图 １Ｂ）。
２． ２　 缺氧触发 ＨＵＶＥＣｓ 的自噬流量　 鉴于 ＢＮＩＰ３
在线粒体自噬中的调控作用，本研究探讨 ＨＩＦ⁃１α ／
ＢＮＩＰ３ 在缺氧条件下对 ＨＵＶＥＣｓ 线粒体自噬的影

响，采用 ＬＣ３ 与 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ 荧光共定位检测评估线

粒体自噬体的形成。 与常氧组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组

ＨＵＶＥＣｓ 中 ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ 斑点数增加（Ｐ ＜
０. ００１）。 与缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
组 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ 斑点降低（Ｐ ＜
０. ０１）。 ＢＮＩＰ３ 的过表达逆转了 ＨＩＦ⁃１α 敲低对 ＬＣ３
＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ 斑点数的影响 （ Ｆ ＝ ２２. ３７， Ｐ ＜
０. ００１）。 见图 ２。
２． ３　 ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ３ 轴控制缺氧诱导的 ＨＵＶＥＣｓ
糖酵解　 将载体（ｖｅｃｔｏｒ）或 ＢＮＩＰ３ 过表达质粒共转

染到 ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 处理的 ＨＵＶＥＣｓ 中，观察到转染的

ＨＵＶＥＣｓ 中 ＢＮＩＰ３ 水平增加（Ｐ ＜ ０. ００１，图 ３Ａ）。
与常氧组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ＨＵＶＥＣｓ 中葡萄糖

图 １　 缺氧触发 ＨＵＶＥＣｓ中 ＨＩＦ⁃１α和 ＢＮＩＰ３ 的表达

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＢＮＩＰ３ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉａ
　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＢＮＩＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ
ＢＮＩＰ３ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｏｘｙｇｅｎ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．
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摄取和乳酸释放的速率增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与缺氧 ＋
ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组 ＨＵＶＥＣｓ 中葡萄

糖摄取和乳酸产生降低（Ｆ ＝ ２８. １５、２６. ７４，均 Ｐ ＜
０. ０１，图 ３Ｂ、３Ｃ）。 ＥＣＡＲ 动力学曲线进一步证明，
与缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组糖酵解

的细胞内代谢物（丙酮酸、乳酸和 ３⁃磷酸甘油酸）减

少（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ３Ｄ － ３Ｆ）。 ＢＮＩＰ３ 的过表达逆转了

ＨＩＦ⁃１α 敲低对糖酵解的影响。
２． ４　 ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ３ 轴调节缺氧条件下内皮细胞

的生物学功能　 与常氧组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 在培养第 ７２ 小时的增殖活性降低（Ｐ ＜ ０. ０５），
并且伤口愈合面积和管形成数量增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 ２　 免疫荧光分析 ＨＵＶＥＣｓ的自噬流量

Ｆｉｇ． ２　 Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｆｌｕｘ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
　 　 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ＬＣ３ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ２００； ∗∗∗ Ｐ ＜
０. ００１ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｏｘｙｇｅｎ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ３ 轴介导缺氧诱导的 ＨＵＶＥＣｓ糖酵解

Ｆｉｇ． ３　 Ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ ３ ａｘｉｓ
　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ ＢＮＩＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ， ∗∗∗ Ｐ ＜
０. ００１ ｖｓ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋ Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ； Ｂ ａｎｄ Ｃ： Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ； Ｄ － Ｆ： Ｇｌｕｃｏｓｅ， ｏｌｉｇｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ２⁃ＤＧ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ
ＥＣＡＲ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｙ ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｏｘｙ⁃
ｇｅｎ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０. ０５， ＆＆Ｐ ＜

０. ０１， ＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ．
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与缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，缺氧 ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 在培养第 ２４、４８、７２ 小时的增殖活性降低（Ｐ
＜ ０. ０５），伤口愈合面积、管形成数量降低 （ Ｐ ＜
０. ００１）。 ＢＮＩＰ３ 的过表达逆转了 ＨＩＦ⁃１α 敲低对生

物学功能的影响，见图 ４。
２． ５　 抑制 ＨＩＦ⁃１α或 ＢＮＩＰ３ 对 ＯＩＲ 模型小鼠眼部

新生血管形成的影响 　 通过体内实验评估 ＨＩＦ⁃１α
和 ＢＮＩＰ３ 对眼部新生血管形成的影响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析显示，与 ＯＩＲ 组比较，ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组和

ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ 组小鼠的视网膜组织中 ＢＮＩＰ３、
ＶＥＧＦＡ 的蛋白质水平降低（Ｆ ＝ ３３. ８４、２１. ４２，均 Ｐ
＜ ０. ０１，图 ５Ａ、Ｂ）。 与 ＯＩＲ 组比较，ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
组和 ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ 组小鼠的视网膜组织中新生血

管形成和血管闭塞区域减少（Ｆ ＝ ５１. ６０、４８. １２，均 Ｐ
＜ ０. ０５，图 ５Ｃ、Ｄ）。

３　 讨论

　 　 眼部病理性血管生成是一个复杂的多步骤过

程，在血流量减少的情况下最容易发生在缺血和缺

氧的区域附近［１２］。 ＨＵＶＥＣｓ 表现出与脉络膜或视

网膜内皮细胞相似的内皮表型和功能，被广泛用作

眼部血管生成体外研究的主要细胞模型［１３］。 本研

究发现缺氧促进 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＨＩＦ⁃１α、ＢＮＩＰ３ 的表

达，ＨＩＦ⁃１α 的敲低抑制缺氧增强的 ＨＵＶＥＣｓ 糖酵解

（如，葡萄糖摄取和乳酸产生）和激活（如，增殖、迁
移、管形成），所有这些都被 ＢＮＩＰ３ 过表达逆转。 此

外，玻璃体腔内注射 ＨＩＦ⁃１α 或 ＢＮＩＰ３ ｓｉＲＮＡ 显著抑

制了 ＯＩＲ 小鼠模型中的新生血管生长。 这些发现

为 ＨＩＦ⁃１α 对内皮糖酵解的作用提供了新的见解，并
突出了在治疗眼部病理性血管生成中靶向 ＨＩＦ⁃１α ／
ＢＮＩＰ３ 轴的潜力。
　 　 先前的研究［１４］ 表明，ＨＩＦ⁃１α 是视网膜血管发

育所必需的。 ＨＩＦ⁃１α 分别通过激活 Ｍｙｃ 信号和小

ＧＴＰ 酶 ＣＤＣ４２ 来控制调节血管生成萌芽和分支的

内皮细胞的增殖和迁移［１５］。 最近的一项研究［１６］ 表

明，ＨＩＦ⁃１α 与信号转导子和转录因子 ３ 激活子相互

作用，促进转录因子 ３ 激活子转位和 ＶＥＧＦ 转录，从
而促进缺氧诱导的内皮细胞增殖、迁移和管形成。

图 ４　 ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ３ 轴介导缺氧条件下 ＨＵＶＥＣｓ的生物学功能

Ｆｉｇ． ４　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ ３ ａｘｉｓ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ； Ｂ： Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｈｅａｌｉｎｇ ａｒｅａ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ， Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ５００ μｍ （ × ５０）； Ｃ： Ｍａｔｒｉｘ ｇｌｕｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ，
Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ５００ μｍ （ × ５０）； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｏｘｙｇｅｎ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ；
＆Ｐ ＜ ０. ０５， ＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ．
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图 ５　 抑制 ＨＩＦ⁃１α或 ＢＮＩＰ３ 对 ＯＩＲ 模型小鼠眼部新生血管形成影响 （ｎ ＝ １２）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＩＦ⁃１α ｏｒ ＢＮＩＰ３ ｏｎ ｏｃｕｌａｒ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ＯＩＲ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ １２）

　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＢＮＩＰ３ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＢＮＩＰ３ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ； Ｃ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｆｌａｔ ｒｅｔｉｎａ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｃｔｉｎ （ｒｅｄ） × ２００； Ｄ： Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｎｅｏ⁃
ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ；ｎ ｖａｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｙｅｓ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，
＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＯＩＲ ｇｒｏｕｐ．

另一项研究［１７］ 提出，抑制 ＨＩＦ⁃１α 减轻了小鼠 ＯＩＲ
模型中的视网膜病理性血管生成。 与先前研究一

致，本研究也证实了 ＨＩＦ⁃１α 在缺氧介导的病理性血

管生成中的促血管生成作用。 本研究还发现在低氧

条件下，敲除 ＨＩＦ⁃１α 导致内皮细胞糖酵解显著减

少，表现为葡萄糖摄取和乳酸产生减少，表明 ＨＩＦ⁃
１α 对于内皮细胞中低氧触发的糖酵解是必需的。
　 　 内皮细胞大多是静止的，但可以感知和响应周

围缺氧组织释放的信号，导致向高度糖酵解代谢的

转变［５］。 此外，生长因子如 ＶＥＧＦ 和 ＦＧＦ２ 增强糖

酵解酶的表达，并增加糖酵解以支持血管发芽的高

ＡＴＰ 需求，表明糖酵解对于生长因子驱动的血管生

成也是至关重要［３］。 最近的一项研究［１８］表明，ＨＩＦ⁃
１α 通过上调转化细胞系中 ＧＬＵＴ３ 的表达来促进细

胞增殖和糖酵解。 ＢＮＩＰ３ 是 ＥＣｓ 中主要的能量代谢

调节因子，在 ＯＩＲ 和 ＡＭＤ 小鼠模型中，药物阻断或

敲除 ＢＮＩＰ３ 可抑制视网膜新生血管形成［１０］。
　 　 线粒体自噬在促进细胞分化所需的向糖酵解的

代谢转变中发挥重要作用，它为能量需求提供必要

的成分，并控制线粒体的质量和调节代谢酶的活

性［８］。 研究［９］发现，ＢＮＩＰ３ 上调增强糖酵解，其敲低

会导致糖酵解代谢的转变。 这些证据表明，ＢＮＩＰ３
可能在糖酵解和氧化磷酸化途径之间的平衡中充当

关键的代谢传感器。 本研究发现在 ＨＩＦ⁃１α 敲低的

ＨＵＶＥＣｓ 中 ＢＮＩＰ３ 的表达减少，ＢＮＩＰ３ 的表达上调

部分逆转了 ＨＩＦ⁃１α 敲低对线粒体自噬、糖酵解以及

ＨＵＶＥＣｓ 增殖、迁移和管形成的抑制作用，提示 ＨＩＦ⁃
１α 敲低可能通过减少 ＢＮＩＰ３ 介导的糖酵解诱导

ＨＵＶＥＣｓ 代谢功能障碍。 因此，笔者预测 ＨＩＦ⁃１α ／
ＢＮＩＰ３ 信号通路可能作为调节 ＨＵＶＥＣｓ 的糖酵解途

径的重要调节因子。
　 　 综上所述，本研究发现 ＨＩＦ⁃１α ／ ＢＮＩＰ３ 信号通

路在缺氧条件下促进了 ＨＵＶＥＣｓ 中线粒体自噬激

活，并且 ＨＩＦ⁃１α ／ ＢＮＩＰ３ 敲低可能通过抑制线粒体

自噬激活和糖酵解，损害内皮细胞行为并改善病理

性血管生成。 因此，抑制 ＨＩＦ⁃１α ／ ＢＮＩＰ３ 信号通路

可能有助于病理性血管生成相关眼科疾病的新治疗

策略的发展。
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［１２］ Ｓｈｉｗａｎｉ Ｈ Ａ， Ｅｌｆａｋｉ Ｍ Ｙ， Ｍｅｍｏｎ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｕｐｄａｔｅｓ ｏｎ ｓｐｈｉｎｇｏ⁃
ｌｉｐｉｄｓ： ｓｐｏｔｌｉｇｈｔ ｏｎ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄｅｃｉｎｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，
２０２１， １４３： １１２１９７． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｐｈａ． ２０２１． １１２１９７．

［１３］ Ｂｒｉｎｋｓ Ｊ， Ｖａｎ Ｄｉｊｋ Ｅ Ｈ Ｃ， Ｋｌａａｓｓｅｎ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈｏ⁃
ｒｏｉｄａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｌａｂｙｒｉｎｔｈ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｒｏｌｅｓ ｉｎ
ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓ， ２０２２， ８７： １００９９４．
ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｐｒｅｔｅｙｅｒｅｓ． ２０２１． １００９９４．

［１４］ Ｋｏｎｅｃｎｙ Ｌ， Ｑｕａｄｉｒ Ｒ， Ｎｉｎａｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ
ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｎｓｏｒｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕ⁃
ｒｏｓｃｉ， ２０２２， １６： １０２５４２９． ｄｏｉ：１０． ３３８９ ／ ｆｎｃｅｌ． ２０２２． １０２５４２９．

［１５］ Ｚｈａｏ Ｃ， Ｌｉｕ Ｙ， Ｍｅｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ｉｎ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｒｅｔｉｎａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｄｕｒｉｎｇ ｈｙｐｏｘｉａ
［Ｊ］ ． Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ， ２０２２， ６３ （８）： ２５． ｄｏｉ：１０．
１１６７ ／ ｉｏｖｓ． ６３． ８． ２５．

［１６］ Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｘ， Ｊｉｎｇ Ｍ Ｒ， Ｃａｉ Ｃ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｐｈｉｄｅ
ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆ，
２０２３， ５６（３）： ｅ１３３７４． ｄｏｉ：１０． １１１１ ／ ｃｐｒ． １３３７４．

［１７］ Ｈａｎ Ｎ， Ｘｕ Ｈ， Ｙｕ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃２０３ａ⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｒｅｔｉｎａｌ ａｎｇｉｏ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｉｎ ｏｘｙｇｅｎ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ （ＯＩＲ） ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＶＥＧＦＡ ａｎｄ
ＨＩＦ⁃１α［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０２０， ４７（１）： ８５ －
９４． ｄｏｉ：１０． １１１１ ／ １４４０ － １６８１． １３１６３．

［１８］ Ｐａｎｇ Ｙ， Ｌｉｎ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｂｎｏｒｍａｌｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ＨＩＦ⁃１α⁃ＧＬＵＴ１ ／ ３⁃ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｏ ５⁃ｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｒｉｖａ⁃
ｔｉｖｅｓ［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２２， ９２０： １７４８４４． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／
ｊ． ｅｊｐｈａｒ． ２０２２． １７４８４４．

Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＨＩＦ⁃１α／ ＢＮＩＰ３ ｐａｔｈｗａｙ
ａｎｄ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｎｅｏｎａｔａｌ ｍｉｃｅ

Ｙｉ Ｙａｎ， Ｃｈｅｎ Ｆｅｉｆｅｉ， Ｔａｎ Ｙｕｎ， Ｄｕ Ｈｅｎｇ
［Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ， Ｗｕｈａｎ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ （Ｗｕｈａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ

Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）， Ｗｕｈａｎ　 ４３００３０］

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ ⁃１α （ＨＩＦ⁃１α） ／ Ｂｃｌ２ ／ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｅ１Ｂ ｉｎｔｅｒ⁃
ａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ＢＮＩＰ３） ｐａｔｈｗａｙ， ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｎｅｏｎａｔａｌ
ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ＨＵＶＥＣｓ） ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉａ ＋
ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋ ＢＮＩＰ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ， ＨＵＶＥＣｓ
ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｎｏｒｍｏｘｉｃ （２１％ Ｏ２） ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ． Ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｙ⁃
ｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ＋ ＢＮＩＰ３ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ， ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｏｒ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＢＮＩＰ３ ｐｌａｓｍｉｄ
ｆｏｒ ３６ ｈ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｈｙｐｏｘｉａ （１％ Ｏ２） ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅ． Ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ， ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ， ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉ⁃

·２３２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



ｔｙ， ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ， Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｏｘｙｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ （ＯＩＲ） ｇｒｏｕｐ， ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ ｓｐｏｔｓ， ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｒａｔｅ ｏｆ ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ ｓｐｏｔｓ， ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ
ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｒｅａ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅｓ
ｆｏｒｍｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔ ｔｈｅ ２４ｔｈ， ４８ｔｈ ａｎｄ ７２ｔｈ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ （Ｐ ＜
０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｒｅａ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｏｖｅｒｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＮＩＰ３ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＯＩＲ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ａｒｅａｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ＯＩＲ ＋
ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ３ ｇｒｏｕｐ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨＩＦ⁃１α ／ ＢＮＩＰ３ ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ， ｗｈｉｃｈ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ
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