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Abstract
誗AIM:To explore the expression and significance of CC
chemokine receptor7 ( CCR7 ) and vascular endothelial
growth factor ( VEGF) in retinal endothelial cell ( REC)
under hypoxia.
誗METHODS:Rhesus choroid- retinal vascular endothelial
cells (RF / 6A) were cultured under normoxic and hypoxic
conditions in vitro and divided into the normoxia group,
the hypoxia control group ( transiently transfected with
the vector plasmid) and the treated group ( transiently
transfected with the CCR7siRNA recombinant plasmid) .
Plasmids were transiently transfected in RF / 6A cells using
LipofectamineTM 2000 ( LF2000) . RF / 6A cells proliferation
and apoptosis detected by CCK8 and flow cytometry and
the protein and mRNA expression of CCR7 and VEGF were
measured by Western blot and RT-PCR.
誗 RESULTS: The cell growth rate became slower and
apoptosis rate became increased in the hypoxia group
than that in the normoxia group, and in the treated group
than that in the normoxia and hypoxia control groups (all
P<0. 05) . Compared with the normoxia group, there were
high protein and mRNA expression of CCR7 and VEGF in
the hypoxia control group, the differences had statistical
significance ( tCCR7protein = 3. 38, tVEGFprotein = 4. 75, tCCR7mRNA =

4郾 27, tVEGFmRNA = 5. 34, all P < 0郾 05 ) . And there was an
obvious positive correlation between the expression of
CCR7 and VEGF( rprotein = 0. 71, rmRNA = 0. 83, all P< 0. 05) .
The protein and mRNA expression of CCR7 and VEGF
were obviously decreased in the treated group compared
with the normoxia and hypoxia control groups ( all P<
0 . 05) .
誗CONCLUSION: CCR7 can upregulate the expression of
VEGF in REC under hypoxia. CCR7 - VEGF signaling
pathway may have potential function in the retinal
neovascularization (RNV), and CCR7siRNA may provide
an effective method for RNV.
誗 KEYWORDS: CC chemokine receptor7; vascular
endothelial growth factor; retinal neovascularization;
rhesus choroid-retinal vascular endothelial cells
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摘要
目的:探讨 CC 族趋化因子受体 7(CC chemokine receptor7,
CCR7)和血管内皮生长因子 ( vascular endothelial growth
factor,VEGF)在缺氧状态下视网膜血管内皮细胞( retinal
endothelial cell,REC)中的表达及意义。
方法:恒河猴脉络膜-视网膜内皮细胞(RF / 6A)分别在常
氧和低氧环境中培养,分为正常对照组、低氧对照组和治
疗组。 低 氧 对 照 组 和 治 疗 组 分 别 采 用 脂 质 体
LipofectamineTM2000 ( LF2000 ) 介导转染空载体质粒和
CCR7siRNA 表达质粒。 CCK8 法检测细胞增殖情况;流式
细胞术检测细胞凋亡情况;Western blot 和 RT-PCR 法检
测三组 RF / 6A 内 CCR7、VEGF 蛋白及 mRNA 的表达情况。
结果:低氧对照组较正常对照组比较及治疗组较正常对照
组和低氧对照组比较细胞生长速度明显减慢,增殖能力减
弱,细胞凋亡率显著增加(均为 P<0. 05);低氧对照组与
正常对照组比较, RF / 6A 内 CCR7、VEGF 蛋白及 mRNA
表达显著增高,均有统计学意义( tCCR7 蛋白 = 3. 38,tVEGF蛋白 =
4. 75,tCCR7 mRNA =4. 27,tVEGFmRN A =5. 34, 均为 P<0. 05),且二
者表达呈正相关 ( r蛋白 = 0. 71, rmRNA = 0. 83, 均为 P <
0郾 05)。 治疗组 CCR7 和 VEGF 的蛋白及 mRNA 表达较正
常对照组和低氧对照组明显下降(均为 P<0. 05)。
结论:缺氧时REC 中 CCR7可上调 VEGF 的表达,CCR7-VEGF
信号途径在视网膜新生血管 ( retinal neovascularization,
RNV)形成的过程中可能具有潜在功能,CCR7siRNA 有望
成为防治 RNV 的一种有效方法。
关键词:CC 族趋化因子受体 7; 血管内皮生长因子;视网
膜新生血管;恒河猴脉络膜-视网膜内皮细胞
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2015. 3. 06

304

Int Eye Sci, Vol. 15, No. 3, Mar. 2015摇 摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



引用:底煜,陈晓隆,王爱媛. CCR7 和 VEGF 在缺氧时视网膜血
管内皮细胞中的表达及意义. 国际眼科杂志 2015;15(3):403-406

0 引言
摇 摇 视网膜新生血管性疾病,如早产儿视网膜病变、增殖
型糖尿病视网膜病变、缺血性视网膜静脉阻塞以及 Eale蒺s
病等是主要的致盲性眼病,已引起眼科界的广泛认识,其
致盲的病理机制关键 在 于 视 网 膜 新 生 血 管 ( retinal
neovascularization,RNV)的形成[1]。 RNV 的形成的始发因
素主要和内皮细胞的损伤有关[2]。 血管内皮生长因子
(vascular endothelial growth factor,VEGF)是血管内皮细胞
的特异性有丝分裂原,能使血管内皮细胞变形、移动、分裂
增殖;能增加血管的通透性,对 RNV 形成具有重要作
用[3]。 近年来,趋化因子受体成员之一 CC 族趋化因子受
体 7(CC chemokine receptor 7,CCR7)日益引起研究者的关
注。 研究表明 CCR7 在肿瘤周围的血管内皮中有表
达[4-5],进而猜测 CCR7 可能在血管形成中发挥重要作用。
有研究发现 CCR7 可通过 p-ERK 信号通路上调非小细胞
肺癌细胞中 VEGF 表达, 从而促进肿瘤血管形成[6]。 因
此,我们推测类似的分子机制也可能发生在 RNV 的形成
过程中。 本实验选用恒河猴脉络膜 -视网膜内皮细胞
( rhesus choroid-retinal vascular endothelial cells, RF / 6A)
作为观察对象,通过 CCR7siRNA 转染 RF / 6A,研究 CCR7、
VEGF 蛋白及 mRNA 在缺氧状态下 REC 中的表达情况,探
讨 CCR7-VEGF 信号通路在 RNV 的作用,为预防和治疗
视网膜新生血管性疾病提供新的思路。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 恒河猴脉络膜-视网膜内皮细胞 RF / 6A 来源
于中国科学院细胞库。 RPMI-1640 培养液(美国 Gibco 公
司);胎牛血清(美国 Hyclone 公司);CCK-8 试剂盒(美国
Beyotime 公司);Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒
(美国 KeyGEN 公司);LipofectamineTM2000(美国 Invitrogen
公司); CCR7siRNA 质粒(上海 GenePharma 公司合成: 正
义链 5蒺-TCG AGA AAA AAG CTG GTC GT-3蒺, 反义链 5蒺-
TCT CTT GAA ATA GGT CAA CAC GA-3蒺);兔抗人 CCN1
多克隆抗体(英国 Abcam 公司);羊抗人 CCR7 多克隆抗
体(美国 Santa Cruz 公司); 兔抗人 VEGF 多克隆抗体(美
国 Santa Cruz 公司); PCR 试剂盒(日本 TaKaRa 生物工程
有限公司); CO2 培养箱(德国 Heraeus 公司);细胞培养
板、细胞培养瓶(美国 Corning 公司)。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 细胞培养及分组摇 RF / 6A 细胞培养于含 10% 胎牛
血清和 100U / mL 双抗(青霉素 / 链霉素)的 RPMI-1640 培
养液中。 常规在 37益 、5% CO2、20% O2 环境中培养至
70% ~ 80% 融合时,用 0. 25% 胰酶消化传代继续培养。
当细胞进入对数生长期后,更换新鲜培养液,将细胞分别
置于常氧(正常对照组)和低氧环境中(1% O2、5% CO2和
94%N2混合气体)培养。 低氧环境细胞又分为低氧对照组
和治疗组,两组分别以脂质体 LipofectamineTM2000(LF2000)
介导转染空载体质粒和 CCR7siRNA 重组质粒(500ng / 滋L)。
细胞转染后继续在低氧环境下培养 24h 后取样进行后续
实验。 转染 6h 后倒置相差荧光显微镜下观察转染效率。
1. 2. 2 CCK8 法检测细胞增殖反应 摇 将三组细胞接种于
96 孔板配置 100滋L 的细胞悬液,置于 CO2 的培养箱中,
37益培养过夜。 分别在接种后 0,24,48,72,96h 各取一块
培养板采用 Cell Counting Kit-8 法检测细胞活性相对数
目;用全自动酶标仪检测各孔 A450nm 的吸光光度值(OD
值)。 以时间为横轴,OD 值为纵轴绘制细胞生长曲线。

图 1摇 倒置相差荧光显微镜下观察,可见 siRNA 成功转染至细

胞中,转染效率>80%。

1. 2. 3 流式细胞术检测细胞凋亡率摇 将三组悬浮细胞离
心 ( 2000r / min 5min ) 收 集; 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( Phosphate
buffered solution,PBS)洗涤,加入 5滋L Annexin V-FITC 及
5滋L 的碘化丙啶(Propidium Iodide, PI),混匀置冰浴暗处
温育 10min,流式细胞仪进行分析,每份样品检测 1伊104个
细胞,应用 cell QUEST 软件分析结果。
1. 2. 4 Western blot 检测蛋白的表达 摇 收集细胞提取总
蛋白,进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳和转印,一抗(anti-
CCR7 1颐200 稀释,anti-VEGF 1颐300 稀释)4益孵育过夜,各
自对应二抗(1颐3000 稀释)37益孵育 2h,然后进行化学发
光、显影和定影。 采用 茁 - actin 作为内参照。 结果用
Chemi Imager 5500 V2. 03 图像分析系统进行扫描, Fluor
Chen 2. 0 软件进行整合光密度( IDV) 分析。 目的蛋白的
相对表达量为目的蛋白条带灰度值 / 茁-actin 条带灰度值。
抑制效率=(低氧对照组蛋白相对表达量-治疗组蛋白相
对表达量) / 低氧对照组蛋白相对表达量伊100% 。
1. 2. 5 RT-PCR 检测 mRNA 的表达摇 收集三组细胞,按
照试剂盒说明书用 Trizol 提取总 RNA。 CCR7 的引物序
列:F: 5蒺-GAGGCTATTGTCCCCTAAACC-3蒺,R: 5蒺- TGGA
GGACAGTGAAGAAAACG-3蒺,扩增产物为 304bp; VEGF
的引物序列: F: 5蒺-TCAGCATCCCATCGGTCCACTAG-3蒺;
R: 5蒺-CAACAGCCACCACATCGGAACAC -3蒺, 扩增产物为 215bp;
茁- actin 为内参照,引物序列: F:5蒺 - GAGAGGGAAATC
GTGCGTGA-3蒺;R: 5蒺-GCCTAGAAGCATTTGCGGTG-3蒺,扩
增产物为 518bp。 PCR 反应条件: 预热 94益 5min,94益
40s,55益 40s,72益 40s,72益 5min。 CCR7、VEGF mRNA
的相对表达量为实验组目的基因表达量是对照组的倍数,
即 2-吟吟ct值,而吟吟ct= ( ct 实验组目的基因-ct 实验组内
参)-(ct 对照组目的基因-ct 对照组内参)。 抑制效率 =
(低氧对照组 mRNA 相对表达量-治疗组 mRNA 相对表达
量) / 低氧对照组 mRNA 相对表达量伊100% 。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 软件包进行统计学分

析。 所有数据用均数依标准差(軃x依s)表示,组间比较采用
Dunnett-t 检验, 细胞增殖实验结果比较采用两因素方差
分析,CCR7 和 VEGF 蛋白及 mRNA 的相关性采用 Pearson
相关分析。 以 a=0. 05 为水准,P<0. 05 表示差异有统计
学意义。
2 结果
2. 1 转染效率的检测 摇 用 LipofectamineTM 2000 转染体外
合成的 siRNA NC(用 FAM 荧光标记),能顺利进入 RF / 6A,
说明 siRNA 成功转染至细胞中。 转染 6h 后倒置相差荧光
显微镜下观察转染效率>80% (图 1)。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 各组不同时间吸光度值(A450nm)的比较 軃x依s

组别
时间

0d 24d 48d 72d 96d
正常对照组 0. 296依0. 001 0. 618依0. 001 0. 886依0. 002 0. 988依0. 001 1. 161依0. 003
低氧对照组 0. 293依0. 002 0. 495依0. 001 0. 628依0. 004 0. 741依0. 002 0. 855依0. 002
治疗组 0. 291依0. 001 0. 387依0. 001 0. 413依0. 002 0. 582依0. 003 0. 615依0. 002

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 Annexin V / PI双染法检测各组细胞的凋亡。

2. 2 细胞增殖实验分析结果摇 随着体外培养时间的延长,
RF / 6A 细胞数目迅速增加,治疗组细胞生长速度较正常
对照组和低氧对照组细胞生长速度明显减慢,增殖能力减
弱,其差异均有统计学意义 (表 1) (F组别 = 182. 16,P组别 <
0. 05;F时间 =34. 25,P时间<0. 05;不同组间、不同时间点间的
两两比较均为 P<0. 05)。
2. 3 流式细胞术分析结果摇 应用 Annexin V 和 PI 对细胞
进行荧光染色。 实验结果显示治疗组细胞凋亡率(53. 5依
1. 2)%明显高于正常对照组(18. 8依1. 1)%和低氧对照组
细胞凋亡率(32. 1 依0. 7)% ,差异均有统计学意义(图 2)
( t1 =2. 14, t1 =3. 23, P<0. 05)。
2.4 Western-blot检测 CCR7、VEGF蛋白的表达摇 Western-
blot 检测三组 RF/ 6A 细胞中 CCR7、VEGF 蛋白表达(图3,4)。
正常对照组可以检测到 CCR7、VEGF 蛋白条带,提示常氧
环境的 RF / 6A 能够表达 CCR7、VEGF 蛋白,表达水平分别
为 0. 19 依0. 01、0. 38 依0. 02;低氧对照组 RF / 6A 细胞中
CCR7、VEGF 蛋白表达显著上调,表达水平分别为 1. 30依
0. 04、1. 62依0. 02,与正常对照组相比差异有统计学意义
( tCCR7 蛋白 =3. 38, tVEGF蛋白 = 4. 75, P<0. 05);治疗组 RF / 6A
细胞中 CCR7、VEGF 蛋白表达水平分别为 0. 35 依0. 02、
0郾 67依0. 01,较正常对照组和低氧对照组比较表达下调,差
异均有统计学意义(均为 P<0. 05)。 CCR7、VEGF 蛋白抑
制效率分别为 73. 08% 、58. 64% 。 相关分析:CCR7 蛋白
与 VEGF 蛋白表达呈显著正相关( r蛋白 =0. 71, P<0. 05)。
2.5 RT-PCR 检测 CCR7、VEGFmRNA 的表达摇 RT-PCR
法检测三组RF/ 6A 细胞中 CCR7、VEGF mRNA 的表达(图 5)。
正常对照组 CCR7、VEGF mRNA 表达低,mRNA 相对表达
水平分别为 2. 80依0. 01、4. 25依0. 02;低氧对照组较正常对
照组比较表达显著上调,mRNA 相对表达水平分别为
6郾 33依0. 01、10. 28依0. 02,两组间基因表达水平差异均有
统计学意义 ( tCCR7mRNA = 4. 27, tVEGFmRNA = 5. 34, 均为 P <
0郾 05);治疗组 RF / 6A 细胞中 CCR7、VEGF mRNA 相对表
达水平分别为 3. 53依0. 02、6. 82依0. 01,较正常对照组和低
氧对照组比较表达下调,差异均有统计学意义(均为 P<

图 3摇 Western blot 检测 RF / 6A 细胞内 CCR7、VEGF 蛋白的

表达摇 A: 正常对照组;B:低氧对照组 ;C:治疗组。

0郾 05)。 CCR7、 VEGFmRNA 抑制效率分别为 44. 23% 、
33郾 63% 。 相关分析:CCR7mRNA 相对量与 VEGFmRNA
相对量表达呈显著正相关( rmRNA =0. 83, P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 新生血管是以缺血、缺氧为基础的,受多因素、多通路
调控,在原有的血管上,通常是小静脉,以出芽的方式生长
形成,主要出现在创伤愈合及某些病变过程中如糖尿病视
网膜病变、早产儿视网膜病变等。 在新生血管形成的过程
中,血管内皮细胞分泌血小板源性生长因子,刺激间质细
胞的增殖,促进血管壁的发育[7]。 因此,血管内皮细胞在
新生血管的形成中占主导地位。
摇 摇 趋化因子受体 CCR7 是一种介导趋化因子行使功能
的跨膜受体,分子量 8 ~ 10kd 的小分子多肽,在幼稚 T 细
胞、B 细胞及树突状细胞表面表达[8-9]。 生理条件下,
CCR7 与其配体相互作用可以调节体内多种免疫细胞归
巢。 近年来研究发现 CCR7 在多种肿瘤中表达,其中包括
胃癌[10-11]、结肠直肠癌、黑色素瘤[12]、头颈部鳞状细胞
癌[13]、非小细胞肺癌[14]、甲状腺癌[15] 等。 Takanami[4] 通
过免疫组化方法检测非小细胞肺癌中 CCR7 表达时,发现
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图 4摇 柱状图显示 RF / 6A 细胞内 CCR7、VEGF 蛋白表达情况

摇 aP<0. 05 vs 正常对照组; cP<0. 05 vs 低氧对照组。

图 5摇 RT-PCR法检测 RF / 6A 细胞内 CCR7、VEGF mRNA 表

达情况摇 aP<0. 05 vs 正常对照组; cP<0. 05 vs 低氧对照组。

CCR7 在肿瘤周围的血管内皮中也有表达,证实 CCR7 在
血管形成中发挥重要作用。 VEGF 是血管内皮特异性的
生长因子[16-17],在血管生成的过程中起中心调控作用,是
启动新生血管形成所必须的最重要最有效的物质。
摇 摇 本研究采用缺氧环境培养的 RF / 6A 细胞模拟 RNV
形成的体外模型,实验结果显示低氧处理 RF / 6A 细胞后,
细胞增殖能力和生长速度明显减弱,细胞凋亡率显著增
强。 在此基础上,本实验 Western-blot 和 RT-PCR 结果显
示,由于缺氧,低氧组 RF / 6A 细胞中 CCR7、VEGF 蛋白和
mRNA 的表达与正常对照组相比明显上调,说明 CCR7、
VEGF 与 RNV 的形成密切相关。 为了进一步探讨 CCR7
与 VEGF 之间的关系, 本实验通过 CCR7 小干扰 RNA 转
染 RF / 6A 细胞,实验结果显示通过 RNAi 技术抑制 CCR7
的表达,可下调 REC 中 VEGF 的表达,进而抑制 RNV 的发
生。 另外,对 CCR7 与 VEGF 蛋白及 mRNA 的表达进行了
相关性分析,结果显示, CCR7 与 VEGF 蛋白及 mRNA 的
表达呈正相关。 因此,本研究推测 CCR7 可能通过上调细
胞 VEGF 表达而促进 RNV 的形成,但 CCR7 在 RNV 形成
中调控 VEGF 表达的精确机制有待进一步研究。
摇 摇 综上所述,本研究揭示了 CCR7 -VEGF 信号通路在
RNV 的形成中发挥重要的作用,CCR7-VEGF 信号通路的
研究将为视网膜新生血管性疾病的防治开辟新的思路和
途径。
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