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MEF2C在湿性年龄相关性黄斑变性中的表达及其对脉络膜新生血管
和巨噬细胞极化的影响 *
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摘要 目的：揭示肌细胞增强因子 2C（MEF2C）在湿性年龄相关性黄斑变性（AMD）中的表达及其对脉络膜新生血管（CNV）和巨

噬细胞极化的影响。方法：通过 qRT-PCR法检测 30例湿性 AMD患者（AMD组）和 30例健康体检者（健康对照组）的血清

MEF2C水平。将MEF2C过表达慢病毒（MEF2C-LV组）和阴性对照过表达慢病毒（NC-LV组）转染至恒河猴脉络膜血管内皮细

胞系（RF/6A）。转染后，将 RF/6A细胞分为常氧组（Normoxia组）、低氧组（Hypoxia组）、低氧 +NC-LV组（Hypoxia+NC-LV组）、低

氧 +MEF2C-LV组（Hypoxia+MEF2C-LV组）。转染及缺氧处理后，分别测定各组细胞进行Matrigel小管。通过激光诱导 CNV

C57BL/6J小鼠模型，将建模成功的 C57BL/6J小鼠随机分为模型组、NC-LV组和 MEF2C-LV组，每组 10只，未建模的小鼠作为

对照组。然后对 NC-LV组和MEF2C-LV组小鼠玻璃体腔注射 NC-LV或MEF2C-LV，对照组和模型组小鼠不进行治疗。治疗 7 d

后进行眼底荧光血管造影（FFA）和眼球苏木精伊红（HE）染色。通过 qRT-PCR和Western blot检测 MEF2C、VEGFA、VEGFR2、

IL-12p35、IL-12p40和 IL-10的 mRNA和蛋白表达。结果：与 Healthy组相比，AMD组患者的血清 MEF2C水平显著降低（1.00±

0.23 vs 0.48± 0.29，t=7.689，P<0.001）。与 Normoxia组相比，Hypoxia组的闭合管腔数量增加（P<0.05）。与 Hypoxia组相比，Hy-

poxia+MEF2C-LV组的闭合管腔数量减少（P<0.05）。与模型组相比，MEF2C-LV组视网膜和脉络膜病变程度减轻，结构基本恢复

正常，脉络膜组织厚度降低，血管生成减少。与模型组相比，MEF2C-LV组的 CNV相对荧光强度降低，脉络膜组织中 MEF2C、

VEGFA 和 VEGFR2 的 mRNA 和蛋白表达水平均降低（P<0.05）。与模型组相比，MEF2C-LV 组脉络膜组织中 IL-12p35 和

IL-12p40的 mRNA和蛋白表达水平均升高，IL-10均降低（P<0.05）。结论：MEF2C在湿性 AMD患者血清中低表达，上调MEF2C

可抑制脉络膜血管生成，并促进巨噬细胞从M2型向M1型的转换。
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Expression of MEF2C in Wet Age-related Macular Degeneration and its
Effect on Choroidal Neovascularization and Macrophage Polarization*

To reveal the expression of myocyte enhancer factor 2C (MEF2C) in wet age-related macular degeneration

(AMD) and its effect on choroidal neovascularization (CNV) and macrophage polarization. The serum MEF2C levels of 30 wet

AMD patients (AMD group) and 30 healthy subjects (Healthy group) were detected by qRT-PCR. The MEF2C overexpressing lentivirus

(MEF2C-LV group) and negative control overexpressing lentivirus (NC-LV group) were transfected into rhesus monkey choroidal

endothelial cell line (RF/6A). After transfection, RF/6A cells were divided into normoxia group (Normoxia), hypoxia group (Hypoxia),

hypoxia+NC-LV group (Hypoxia+NC-LV), and hypoxia+MEF2C-LV group (Hypoxia+ MEF2C-LV). After transfection and hypoxia

treatment, Matrigel tubule formation assay was performed on cells in each group. By laser-induced CNV C57BL/6J mouse model, the

successfully modeled C57BL/6J mice were randomly divided into model group (Model), NC-LV group and MEF2C-LV group, 10 mice

in each group. Unmodeled mice served as the Control group. Then, NC-LV or MEF2C-LV were injected into the vitreous cavity of mice

in NC-LV group and MEF2C-LV group, and mice in Control group and Model group were not treated. Fundus fluorescein angiography

(FFA) and ocular hematoxylin and eosin (HE) staining were performed 7 days after treatment. The mRNA and protein expressions of

MEF2C, VEGFA, VEGFR2, IL-12p35, IL-12p40 and IL-10 were detected by qRT-PCR and Western blot. Compared with

Healthy group, the serum MEF2C levels in AMD group were significantly lower (1.00± 0.23 vs 0.48± 0.29, t=7.689, P<0.001). Com-
pared with Normoxia group, the number of closed tubes was increased in Hypoxia group (P<0.05). Compared with Hypoxia group, the
number of closed tubes in Hypoxia+MEF2C-LV group was decreased (P<0.05). Compared with Model group, the degree of retinal and
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choroidal lesions in MEF2C-LV group was alleviated, the structure basically returned to normal, the thickness of the choroidal tissue was

reduced, and angiogenesis was reduced. Compared with Model group, the relative fluorescence intensity of CNV in MEF2C-LV group

was decreased, and the mRNA and protein expression levels of MEF2C, VEGFA and VEGFR2 in the choroidal tissue were decreased

(P<0.05). Compared with Model group, the mRNA and protein expression levels of IL-12p35 and IL-12p40 in the choroidal tissue of

MEF2C-LV group were increased, and IL-10 was decreased (P<0.05). This study shows that MEF2C is lowly expressed in

the serum of wet AMD patients, and up-regulation of MEF2C can inhibit choroidal angiogenesis and promote the transition of

macrophages from M2 to M1 type.

Age-related macular degeneration; Choroidal neovascularization; Myocyte enhancer factor 2C; Angiogenesis;

Macrophage polarization

前言

年龄相关性黄斑变性（Age-related macular degeneration，

AMD）是老年人失明的主要原因[1,2]。临床上将 AMD分为两种

类型，即干性 AMD和湿性 AMD。脉络膜新生血管（Choroidal

neovascularization，CNV）是湿性 AMD 的主要特征，也是引起

大多数 AMD患者视力障碍的主要原因[3]。CNV会导致视网膜

下出血、视网膜水肿、视网膜色素上皮（Retinal pigment epithelium，

RPE）脱离、光感受器退化、血管硬化，最终导致永久性视力损

伤[4]。因此，抑制 CNV是治疗 AMD的重要途径。研究表明，血

管内皮生长因子（Vascular endothelial growth factor，VEGF）促

进了 CNV的形成[5]。因此，玻璃体内注射 VEGF抑制剂是目前

湿性 AMD的标准治疗方式 [6]。然而，一些 AMD 患者对抗

VEGF治疗有抵抗[7]。因此，仍需要开发新型 AMD治疗靶点。

炎症在 CNV的发生发展中起着至关重要的作用[8]。大量实

验表明巨噬细胞是 CNV的主要炎症细胞，巨噬细胞极化与

CNV的发病密切相关[9]。巨噬细胞可分为两种表型，即经典激

活型（M1）和选择性激活型（M2），前者抗血管生成，后者促血

管生成 [10]。AMD 病变过程中，M2 巨噬细胞占主导地位，在

CNV的发展中发挥重要作用[9]。IL-12是M1型巨噬细胞标记

物，IL-10是M2型巨噬细胞标记物 [11]，IL-12/IL-10的相对表达

量可作为巨噬细胞表型极化的标志[12]。

肌细胞增强因子 2C（Myocyte enhancer factor-2C，MEF2C）

是一种重要的转录因子，参与调节血管发育，属于一种新生血

管的抑制因子[13,14]。研究表明，MEF2C通过调控 IL-12/IL-10的

表达从而调控巨噬细胞的极化，MEF2C的上调可促进巨噬细

胞向 M1型转换[15]。并且，MEF2C在 CNV小鼠视网膜中表达

下调[16]。基于上述研究背景，本研究推测MEF2C可能参与湿性

AMD及 CNV的发生发展，因此，本研究旨在考察 MEF2C在

湿性 AMD患者血清中的表达及其对脉络膜血管生成和巨噬

细胞极化的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验试剂 胎牛血清和 RPMI 1640 培养基购自美国

Gibco 公司；Lipofectamine2000 购自美国 Invitrogen 公司；

Matrigel购自美国 BD Biosciences公司；托吡卡胺购自山东博

士伦福瑞达制药有限公司；苯巴比妥钠购自南京罗迈美生物科

技有限公司；左氧氟沙星滴眼液购自江苏汉晨药业有限公司；

荧光素钠购自美国 Alcon Laboratories公司；苏木精伊红（HE）

染色试剂盒、TRIzol、RIPA裂解液、BCA蛋白浓度检测试剂盒

和 BeyoECL Plus购自碧云天生物技术研究所）、PrimeScrip滋II
逆转录酶试剂盒购自日本 Takara 公司；SYBR Green Master

Mix购自瑞士 Roche公司；PVDF膜购自美国 Millipore公司；

所有抗体均购自英国 Abcam公司。

1.1.2 实验细胞与动物 恒河猴脉络膜血管内皮细胞系

（RF/6A）购自美国 ATCC。SPF级 6~8周龄雄性 C57BL/6J小鼠

（18~23 g）购自西安交通大学实验动物中心[许可证号：SCXK

（陕）2020-001]，所有小鼠均在 SPF级动物饲养室内饲养，不限

制饮食。

1.2 方法

1.2.1 湿性 AMD患者及健康体检者血清样本收集 2020年

1月至 2021年 1月，选取 30例本院确诊的湿性 AMD患者作

为 AMD组，排除其他原因引起的 CNV及其他视网膜炎症性

疾病的患者、接受过治疗的患者、伴有其他严重疾病的患者。另

外，选取同期健康体检者作为健康对照组，收集两组受试者的

清晨空腹静脉血样本，通过 qRT-PCR 法检测患者血清中

MEF2C水平。

1.2.2 细胞培养 恒河猴脉络膜血管内皮细胞系（RF/6A）购自

美国 ATCC，在含有 10%胎牛血清、1% L-谷氨酰胺和 1%青霉

素 /链霉素的 RPMI 1640培养基中于 37℃和 5% CO2环境下

培养。然后用含有 200 mmol/L氯化钴的 RPMI 1640培养基培

养 RF/6A细胞来模拟低氧条件，以未加氯化钴的 RPMI 1640

培养基培养的 RF/6A细胞作为对照。

1.2.3 细胞转染及分组处理 MEF2C 过表达慢病毒

（MEF2C-LV组）、阴性对照过表达慢病毒（NC-LV组）均由吉

玛基因合成。将 RF/6A细胞接种于 6孔板并培养至 80%融合，

然后使用 Lipofectamine2000对 RF/6A细胞进行转染。未转染

的 RF/6A细胞作为对照组。通过 qRT-PCR和 Western blot检

测转染效率。每组 6个重复。

1.2.4 小管形成测定 将 RF/6A细胞分为常氧组（Normoxia

组）、低氧组（Hypoxia 组）、低氧 +NC-LV 组（Hypoxia+NC-LV

组）、低氧 +MEF2C-LV组（Hypoxia+MEF2C-LV组）。细胞转染

后，将 Matrigel添加到 96孔板中（每孔 80 滋L），并在 37℃下孵

育 30 min。Matrigel凝固后，将每组的 RF/6A细胞（5× 104个细

胞 /孔）连同 30 滋L相应的培养基接种在 96孔板上并孵育 6 h。
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然后使用 Olympus倒置相差显微镜观察小管形成并拍摄图像。

通过 Image-Pro Plus 6.0软件对每个孔中的小管形成数量进行

计算。每组 6个重复。

1.2.5 激光诱导构建 CNV 小鼠模型 应用托吡卡胺对

C57BL/6J小鼠进行扩瞳，然后腹腔注射 1%苯巴比妥钠（0.1

mL/10 g）麻醉小鼠。在每只眼睛的视神经乳头周围用氩激光制

作四个激光点（50滋m，50ms，200mW）。激光光凝后产生白色气泡
证实 Brunch膜破裂，表明成功建立了激光诱导的 CNV模型。

1.2.6 动物分组及处理 将建模成功的 C57BL/6J小鼠随机

分为模型组、NC-LV组和MEF2C-LV组，每组 10只，未建模的

小鼠作为对照组。使用 33G 微量注射器向 NC-LV 组和

MEF2C-LV 组小鼠玻璃体腔分别注射 1 滋L 滴度为 1× 1011

TU/mL的 NC-LV或 MEF2C-LV，注射后给予左氧氟沙星滴眼

液抗感染。对照组和模型组小鼠不进行治疗处理。

1.2.7 眼底荧光血管造影（FFA） 治疗 7 d后，通过 FFA分析

脉络膜血管渗漏的严重程度。用 0.25 mL 2%荧光素钠对小鼠

进行腹膜内注射。在注射 4 min后拍摄 FFA图像。使用 ImageJ

软件计算 CNV的平均荧光强度。

1.2.8 组织病理学检查 治疗 7 d后，将小鼠眼球在 4%多聚

甲醛中固定 3 h，制成石蜡切片，然后进行苏木精伊红（HE）染

色，染色步骤按照说明书进行，在光学显微镜下拍摄 HE 染色

图像。

1.2.9 qRT-PCR检测相关基因表达水平 用 TRIzol试剂从血

清或脉络膜组织中提取总 RNA。使用 PrimeScrip滋II逆转录酶
试剂盒将 1 g RNA逆转录为 cDNA。随后，使用 SYBR Green

Master Mix在 ABI 7900HT荧光定量 PCR仪上进行 qRT-PCR

扩增。茁-actin为内参基因。通过 2-△ △ Ct法计算基因相对表达量。

引物序列如下：MEF2C：正向 5'-AGAAGGCTTATGAGCT-

GAGCG-3'和反向 5'-ACTCGGTGTACTTGAGCAACAC-3'；血

管内皮生长因子 A（VEGFA）：正向 5'-TGCGGATCAAACCT-

CACCAA-3' 和反向 5'-TGTCACATACGCTCCAGGACTT-3'；

VEGF受体 2（VEGFR2）：正向 5'-GTGTCAGAATCCCTGC-

GAAGTA-3'和反向 5'-GAAATGGGATTGGTAAGGATGA-3'；

白细胞介素（IL-12 p35）：正向 5'-CTGTGCCTTGGTAGCATC-

TA-3' 和反向 5'-TTTCACTCTGTAAGGGTCTG-3'；IL-12 p40：

正向 5'-AGGTGCGTTCCTCGTAGAGA-3' 和反向 5'-AAAGC-

CAACCAAGCAGAAGA-3'；IL-10：正向 5'-GCTGCGGACTGC-

CTTCA-3' 和 反 向 5'-TGCATTAAGGAGTCGGTTAGCA-3'；

茁-actin： 正向 5'-AGTGTGACGTTGACATCCGT-3' 和反 向

5'-GCAGCTCAGTAACAGTCCGC-3'。

1.2.10 Western blot检测相关蛋白表达水平 使用 RIPA裂解

液从脉络膜组织中提取蛋白，然后使用 BCA蛋白浓度检测试

剂盒对蛋白进行定量。随后，通过 10%的 SDS-PAGE凝胶分离

20 滋g蛋白质提取物并转移到 PVDF膜上。将膜在室温下用

5%脱脂牛奶封闭 30 min。然后在 4℃下与均为 1:2000比例稀

释的 MEF2C、VEGFA、VEGFR2、IL-12 p35、IL-12 p40、IL-10 和

茁-actin一抗孵育过夜。第二天将膜与 1:2000比例稀释的 HRP

标记的 IgG二抗在室温下孵育 2 h。使用 BeyoECL Plus显影。

茁-actin为内参蛋白。

1.3 统计分析

所有数据均表示为平均值± 标准差。通过独立样本 t检验

或单向方差分析及 LSD检验评估组间差异性。P<0.05表示差
异具有统计学意义。

2 结果

2.1 湿性 AMD患者及健康体检者的血清MEF2C水平

qRT-PCR检测结果显示，与健康对照组相比，AMD组患

者的血清中MEF2C水平显著降低（1.00± 0.23 vs 0.48± 0.29，

t=7.689，P<0.001）。见图 1。

2.2 上调MEF2C对缺氧诱导的 RF/6A细胞小管形成的影响

转染 NC-LV 和 MEF2C-LV 慢病毒后，与对照组相比，

MEF2C-LV组细胞中 MEF2C的 mRNA和蛋白表达水平均显

著降低（P<0.05）。小管形成测定结果显示，转染 NC-LV和

MEF2C-LV慢病毒以及缺氧处理后，与Normoxia组相比，Hypoxia

组 RF/6A细胞的闭合管腔数量增加（P<0.05）；与 Hypoxia组相

比，Hypoxia+MEF2C-LV 组 RF/6A 细胞的闭合管腔数量减少

（P<0.05）。见图 2。

2.3 上调MEF2C对 CNV小鼠脉络膜血管生成的影响

各组小鼠的眼球组织 HE染色显示，对照组小鼠视网膜组

织和脉络膜组织形态正常。模型组和 NC-LV组小鼠视网膜组

织结构紊乱，脉络膜组织增生，血管生成增加。MEF2C-LV组小

鼠视网膜和脉络膜病变程度减轻，结构基本恢复正常，脉络膜

组织厚度降低，血管生成减少。FFA检查结果显示，与对照组相

比，模型组小鼠的 CNV相对荧光强度升高（P<0.05）；与模型组
相比，MEF2C-LV组小鼠的 CNV相对荧光强度降低（P<0.05）。
见图 3。

与对照组相比，模型组小鼠脉络膜组织中 MEF2C、VEG-

FA和 VEGFR2的 mRNA和蛋白表达水平均升高（P<0.05）；与

图 1 qRT-PCR法检测湿性 AMD患者及健康体检者的血清MEF2C水

平

Fig. 1 Detection of serum MEF2C levels in wet AMD patients and healthy

individuals by qRT-PCR

Note: Compared with Healthy group, ***P<0.001.
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图 2 上调MEF2C对缺氧诱导的 RF/6A细胞小管形成的影响

Fig. 2 The effect of up-regulation of MEF2C on hypoxia-induced tubule formation in RF/6A cells

Note: A and B: Transfection of MEF2C overexpressing lentivirus up-regulated the mRNA and protein levels of MEF2C in RF/6A cells (mRNA: F=1740.

279, P<0.001; Protein: F=489.035, P<0.001). Compared with the control group, *P<0.05; C: Image of tubule formation of RF/6A cells in each group,

magnification: × 200; D: The number of closed tubes of RF/6A cells in each group (F=123.028, P<0.001). Compared with Normoxia group, *P<0.05;
compared with Hypoxia group, #P<0.05.

模型组相比，MEF2C-LV 组小鼠脉络膜组织中 MEF2C、VEG-

FA和 VEGFR2的 mRNA和蛋白表达水平均降低（P<0.05）。见
图 4。

2.4 上调MEF2C对 CNV小鼠脉络膜组织巨噬细胞极化的影响

与对照组相比，模型组小鼠脉络膜组织中 IL-12 p35 和

IL-12 p40 的 mRNA 和蛋白表达水平均降低，IL-10 均升高

（P<0.05）。与模型组相比，MEF2C-LV 组小鼠脉络膜组织中

IL-12 p35 和 IL-12 p40 的 mRNA 和蛋白表达水平均升高，

IL-10均降低（P<0.05）。见图 5。

3 讨论

MEF2C是 MADS-Box转录因子家族中的一员，具有调节

神经系统发育、心脏发育、肌细胞发育、骨骼发育、血管生成等

多种功能[17,18]。MEF2C属于一种参与调节血管生成的重要转录

因子，具有抑制血管生成的作用[13]。并且，MEF2C在 CNV小鼠

视网膜中表达下调[16]。前沿研究结果提示MEF2C可能参与湿

性 AMD及 CNV的发生发展。本研究检测了 30例湿性 AMD

患者及 30例健康体检者的血清 MEF2C水平，表明湿性 AMD

患者的血清MEF2C水平明显降低，提示 MEF2C可能参与了

湿性 AMD及 CNV的发生发展，其有望成为湿性 AMD的治

疗靶标。

据报道，外层视网膜缺氧引起视网膜色素上皮细胞过量分

泌VEGF是湿性 AMD发生的主要原因[19]。VEGF异常增多促

进了 CNV，并引起巨噬细胞表型转换，从而破坏 Bruch膜[20]。因

此，缺氧是 CNV产生的重要致病因素 [21,22]。为了进一步揭示
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图 3 上调MEF2C对 CNV小鼠脉络膜血管生成的影响

Fig. 3 The effect of up-regulation of MEF2C on choroidal angiogenesis in CNV mice

Note: A: HE staining image (× 200); B: FFA image (× 100); C: CNV relative fluorescence intensity in FFA image (F=147.192, P<0.001). Compared with
the Control group, *P<0.05; Compared with the Model group, #P<0.05.

MEF2C对 CNV的影响，本研究通过转染 MEF2C-LV慢病毒

上调了 RF/6A细胞中的MEF2C，然后考察了上调 MEF2C对

缺氧诱导的 RF/6A细胞小管形成的影响。结果表明，缺氧升高

了 RF/6A细胞的小管形成能力，然而，上调 MEF2C则抑制了

小管形成。这些结果证实了MEF2C的血管生成抑制作用。

为了探讨 MEF2C作为湿性 AMD的治疗靶点的潜力，本

研究建立了激光诱导的 CNV小鼠模型，并对 CNV小鼠玻璃

体腔注射MEF2C-LV，HE染色和 FFA检查结果均表明，上调

MEF2C抑制了 CNV小鼠脉络膜血管生成。据报道，血管生成

因子 VEGFA与 VEGFR2结合后促进血管生成[23-25]。MEF2C是

VEGFA的下游转录因子，并且 MEF2C也可反过来影响 VEG-

FA的表达 [26-28]。本研究进一步检测了 CNV 小鼠脉络膜中

VEGFA和 VEGFR2 的表达，结果表明上调 MEF2C 抑制了

VEGFA和 VEGFR2的表达。这些结果充分说明上调 MEF2C

可有效抑制 CNV小鼠的脉络膜血管生成，MEF2C可能是湿性

AMD的潜在治疗靶点。

作为 CNV病变的主要炎性细胞类型，巨噬细胞的M1型

和M2型表型转换参与了 CNV的发生[9]。M1型巨噬细胞具有

抗血管生成和抗肿瘤作用，M2型巨噬细胞具有促血管生成和

促肿瘤作用[29]。IL-12是M1型巨噬细胞标记物，IL-10是M2型

巨噬细胞标记物[12]。最近研究表明，MEF2C在炎症和淋巴细胞

发育中也具有重要作用 [30]。MEF2C通过直接结合到 IL-12和

IL-10的启动子上调控其基因的转录，进而调控巨噬细胞的极

化，上调MEF2C可促进巨噬细胞向M1型转换[15]。本研究也发

现上调MEF2C升高了了脉络膜组织中 IL-12 p35和 IL-12 p40

的 mRNA和蛋白表达水平，但降低了 IL-10的 mRNA和蛋白

表达水平。这些结果说明上调 MEF2C促进了 CNV小鼠脉络

膜组织中巨噬细胞从M2型向M1型的转换。

综上所述，本研究表明MEF2C在湿性 AMD患者血清中

低表达，上调MEF2C可抑制脉络膜血管生成，并促进巨噬细胞

从M2型向M1型的转换。因此，MEF2C可能是湿性 AMD治

疗的潜在分子靶标。
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