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!!$摘要%!背景!视网膜色素上皮&[̂ &'细胞转分化为肌成纤维细胞是增生性玻璃体视网膜病变发生和

发展中的一个核心事件( Z@乙酰半胱氨酸&ZCA'能够通过抑制转化生长因子@""&BED@"" '诱导的细胞内活

性氧&[8\'的产生和 _Ĉ `蛋白的磷酸化来抑制多种细胞向肌成纤维细胞的转分化"但是 ZCA对 BED@""诱

导的人 [̂ &细胞系 C[̂ &@"> 细胞向肌成纤维细胞转分化的影响及其潜在的分子机制尚不清楚(!目的!研

究 ZCA对 BED@""诱导的 C[̂ &@"> 细胞向肌成纤维细胞转分化的影响及其潜在的分子机制(!方法!体外培

养人 C[̂ &@"> 细胞并分为对照组)BED@""处理组)ZCA干预组和 ZCA单独处理组"对照组不做处理"其他 %

个组分别使用 "# 0N:'*BED@"" )"# 0N:'*BED@""n? ''6*:HZCA和 ? ''6*:HZCA处理细胞 GF M"相差显微镜

下观察细胞的形态学改变( 采用实时荧光定量 Â[)i/<+/,0 1*6+)免疫荧光及 &H9\C法检测转分化标志基因

)@平滑肌肌动蛋白&)@\_C')纤维结合蛋白及'型胶原的表达情况( 使用非荧光探针 7ADV@7C通过流式细

胞仪检测在 BED@""处理后 " M"细胞内 [8\ 的产生情况及 ZCA对细胞内 [8\ 产生的影响( 采用 i/<+/,0 1*6+

法检测各组细胞内 L%F_Ĉ )̀&[̀ ":= 及 \Ĉ `:XZ̀ 蛋白磷酸化的影响( 采用细胞计数试剂盒@F&AÀ @F'法

检测不同浓度 ZCA对 C[̂ &@"> 细胞生存的影响(!结果!实时荧光定量 Â[)i/<+/,0 1*6+及 &H9\C实验结

果表明"与对照组相比"BED@""处理组 )@\_C)纤维结合蛋白和'型胶原 '[ZC表达水平均上调"分别是对照

组的&=l"?p#l=>')&>l?Gp"l#F'和 &=?l$Fp#l33'倍"蛋白表达水平分别是对照组的 &FlG>p#l%=')&=l?%p

#l3>'和&GlG?p"l#?'倍"差异均有统计学意义&均 Po#l#?'( ZCA干预组 )@\_C)纤维结合蛋白和'型胶原
'[ZC的表达水平分别是 BED@""处理组的&33l$#p"=l?$'k)&33l""pFl%?'k和&%%l">p3l>#'k"蛋白表达

水平分别是 BED@""处理组的&?=l%#pGlF%'k)&??l#%p=l?F'k和&?3l#Fp%l3?'k"差异均有统计学意义&均

Po#l#?'( 流式细胞仪分析结果显示"BED@""处理组细胞内 [8\ 的产生水平较对照组增加"是对照组的
&=l"=p#l=#'倍"ZCA干预组细胞内 [8\ 水平是 BED@""处理组的&?$lG"p>lG?'k"差异均有统计学意义&均
Po#l#"'( i/<+/,0 1*6+结果显示"与对照组相比"BED@""处理组 L%F_Ĉ )̀\Ĉ `:XZ̀ 及 &[̀ ":= 蛋白磷酸化

水平均上调"分别是对照组的 &>l"Fp"l##')&GlF$p#lF"'和 &Gl=#p#l3>'倍"差异均有统计学意义 &均 Po

#l#?'( 使用 ZCA干预处理后"L%F_Ĉ )̀\Ĉ `:XZ̀ 及 &[̀ ":= 蛋白磷酸化水平分别是 BED@""处理组的

&GFl"3p"GlF='k)&3$l>#p=l>#'k和&$Gl?=pGl##'k"差异均有统计学意义&均 Po#l#?'(!结论!ZCA可

能通过抑制 BED@""诱导的 [8\ 的产生及 L%F_Ĉ )̀\Ĉ `:XZ̀ 及 &[̀ ":= 蛋白的磷酸化进而抑制 C[̂ &@">

细胞向肌成纤维细胞转分化(!

$关键词%!Z@乙酰半胱氨酸* 视网膜色素上皮细胞* 转化生长因子@"" * 肌成纤维细胞* 转分化* )@平
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5(0 )0M)1)++M/+,(0<P)SS/,/0+)(+)60 6S'R*+)L*/5/**<+6'O6S)1,61*(<+<T)(<RLL,/<<)0N+M/L,6PR5+)60 6S,/(5+)T/6UON/0

<L/5)/<&[8\' (0P +M/LM6<LM6,O*(+)60 6S_Ĉ `)0PR5/P 1O+,(0<S6,')0NN,6.+M S(5+6,@""&BED@"" '"1R++M//SS/5+

6SZCA60 +M/BED@""@)0PR5/P +,(0<P)SS/,/0+)(+)60 6SMR'(0 [̂ &5/***)0/C[̂ &@"> 5/**+6'O6S)1,61*(<+(0P )+<

R0P/,*O)0N'6*/5R*(,'/5M(0)<')<<+)**R05*/(,4!:2J(+'$F(!BM)<<+RPO.(<+6)0T/<+)N(+/+M//SS/5+6SZCA60 +M/

BED@""@)0PR5/P +,(0<P)SS/,/0+)(+)60 6SC[̂ &@"> 5/**+6'O6S)1,61*(<+(0P )+<R0P/,*O)0N'/5M(0)<'<4!K('*).3!

VR'(0 C[̂ &@"> 5/**<./,/P)T)P/P )0+6560+,6*N,6RL"BED@"" +,/(+'/0+N,6RL"ZCA)0+/,T/0+)60 N,6RL (0P <)'L*/

ZCAN,6RL4A/**<)0 +M/560+,6*N,6RL ./,/06+P)<L6</P""# 0N:'*BED@"" ""# 0N:'*BED@"" n? ''6*:HZCA(0P

? ''6*:HZCA./,/R</P +6)0+/,S/,/+M/C[̂ &@"> 5/**<S6,GF M6R,<)0 +M/6+M/,% N,6RL<4BM/'6,LM6*6N)5(*

5M(0N/<6S+M/5/**<./,/61</,T/P 1OLM(</560+,(<+')5,6<56LO4[/(*@+)'/QR(0+)+(+)T/ Â[" i/<+/,0 1*6+"

)''R06S*R6,/<5/05/(0P &H9\C./,/R</P +6P/+/5++M//UL,/<<)60 6S+,(0<P)SS/,/0+)(+)60 '(,W/,N/0/</)@<'66+M

'R<5*/(5+)0 &)@\_C'"S)1,60/5+)0 (0P +OL/'56**(N/04BM//UL,/<<)60 */T/*6S)0+,(5/**R*(,[8\ )0PR5/P 1OBED@""

)0 +M/L,/</05/6,(1</05/6SZCA.(<P/+/5+/P R<)0N+M/060@S*R6,/<5/0+L,61/7ADV@7C L/,S6,'/P 1OS*6.

5O+6'/+,O4BM/LM6<LM6,O*(+)60 */T/*6SL%F_Ĉ "̀&[̀ ":= (0P \Ĉ `:XZ̀ ./,/P/+/5+/P 1Oi/<+/,0 1*6+4BM/5/**

56R0+)0NW)+@F &AÀ @F' (<<(O.(<R</P +6)0T/<+)N(+/+M//SS/5+6SZCA60 +M/T)(1)*)+O6SC[̂ &@"> 5/**<4!L(38,'3

!BM//UL,/<<)60<6S)@\_C"S)1,60/5+)0 (0P +OL/'56**(N/0 '[ZC)0 +M/BED@"" +,/(+'/0+N,6RL ./,/<)N0)S)5(0+*O

)05,/(</P"(0P ./,/&=l"?p#l=>'"&>l?Gp"l#F'"&=?l$Fp#l33' +)'/<M)NM/,+M(0 +M6</6S+M/560+,6*N,6RL".)+M

<)N0)S)5(0+P)SS/,/05/<1/+.//0 +M/+.6N,6RL<&(**(+Po#l#?'4BM//UL,/<<)60<6S)@\_C"S)1,60/5+)0 (0P +OL/'
56**(N/0 L,6+/)0 ./,/<)N0)S)5(0+*O)05,/(</P"(0P ./,/&FlG>p#l%= '"&=l?%p#l3> '"&GlG?p"l#? ' +)'/<M)NM/,

+M(0 +M6</6S+M/560+,6*N,6RL",/<L/5+)T/*O".)+M <)N0)S)5(0+P)SS/,/05/<1/+.//0 +M/+.6N,6RL<&(**(+Po#l#?'4BM/

/UL,/<<)60<6S)@\_C" S)1,60/5+)0 (0P +OL/' 56**(N/0 '[ZC )0 +M/ZCA )0+/,T/0+)60 N,6RL ./,/& 33l$# p

"=l?$'k" & 33l"" pFl%? 'k (0P & %%l"> p3l># 'k *6./,+M(0 +M6</6S+M/BED@"" +,/(+'/0+N,6RL"(0P +M/

/UL,/<<)60<6SL,6+/)0 ./,/&?=l%#pGlF%'k"&??l#%p=l?F'k (0P &?3l#Fp%l3?'k *6./,+M(0 +M6</6S+M/BED@""

+,/(+'/0+N,6RL",/<L/5+)T/*O".)+M <)N0)S)5(0+P)SS/,/05/<1/+.//0 +M/+.6N,6RL<&(**(+Po#l#?'4D*6.5O+6'/+,O

,/<R*+<<M6./P +M(++M//UL,/<<)60 */T/*6S)0+,(5/**R*(,[8\ )0 +M/BED@"" +,/(+'/0+N,6RL .(<&=l"=p#l=#' +)'/<

M)NM/,+M(0 +M(+6S+M/560+,6*N,6RL"(0P +M/)0+,(5/**R*(,[8\ )0 +M/ZCA)0+/,T/0+)60 N,6RL .(<&?$lG"p>lG?'k

*6./,+M(0 +M(+6S+M/BED@"" +,/(+'/0+N,6RL".)+M <)N0)S)5(0+P)SS/,/05/<1/+.//0 +M/N,6RL<& 16+M (+Po#l#"'4

i/<+/,0 1*6+,/<R*+<<M6./P +M(++M/LM6<LM6,O*(+)60 */T/*<6SL%F_Ĉ "̀\Ĉ `:XZ̀ (0P &[̀ ":= )0 +M/BED@""

+,/(+'/0+N,6RL ./,/&>l"Fp"l##'"&GlF$p#lF"' (0P &Gl=#p#l3>' +)'/<M)NM/,+M(0 +M6</6S+M/560+,6*N,6RL"

,/<L/5+)T/*O"<M6.)0N<)N0)S)5(0+P)SS/,/05/<1/+.//0 +M/+.6N,6RL<&(**(+Po#l#?'4BM/LM6<LM6,O*(+)60 */T/*6S

L%F_Ĉ "̀\Ĉ `:XZ̀ (0P &[̀ ":= )0 +M/ZCA)0+/,T/0+)60 N,6RL ./,/&GFl"3p"GlF='k"&3$l>#p=l>#'k (0P

&$Gl?=pGl## 'k *6./,+M(0 +M6</6S+M/BED@"" +,/(+'/0+N,6RL" ,/<L/5+)T/*O" <M6.)0N<)N0)S)5(0+P)SS/,/05/<

1/+.//0 +M/+.6N,6RL<&(**(+Po#l#?'4!;)%+,83$)%3!ZCA)0M)1)+<+M/BED@""@)0PR5/P +,(0<P)SS/,/0+)(+)60 6S

C[̂ &@"> 5/**<L6<<)1*OT)(<RLL,/<<)0N+M/L,6PR5+)60 6S)0+,(5/**R*(,[8\ (0P +M/LM6<LM6,O*(+)60 6SL%F_Ĉ "̀

\Ĉ `:XZ̀ (0P &[̀ ":=4!

"5(# 6)0.3#4 Z@(5/+O*5O<+/)0/* [/+)0(* L)N'/0+ /L)+M/*)(* 5/*** B,(0<S6,')0N N,6.+M S(5+6,@"" *

_O6S)1,61*(<+* B,(0<P)SS/,/0+)(+)60* )@\'66+M 'R<5*/(5+)0

!!增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 & L,6*)S/,(+)T/
T)+,/6,/+)06L(+MO" Ŷ['是引起孔源性视网膜脱离患者
复位手术失败的主要原因之一

-". "其主要特征是在脱

离的视网膜或玻璃体表面形成纤维增生膜
-=. ( 研究

表明"多种细胞参与 Ŷ[纤维增生膜的发生和发展"

其中"肌成纤维细胞是引起 Ŷ[增生膜收缩"导致视
网膜复位手术失败的主要细胞类型

-%a?. ( 视网膜色素

上皮&,/+)0(*L)N'/0+/L)+M/*)(*"[̂ &'细胞可以经上皮a

间充质转化转分化为肌成纤维细胞"是 Ŷ[增生膜中
肌成纤维细胞的主要来源

-?a3. ( 转化生长因子@"

&+,(0<S6,')0NN,6.+M S(5+6,@""BED@"'是诱导 [̂ &细胞
向肌成纤维细胞转分化最重要的纤维生长因子

-3a$. (

Z@乙酰半胱氨酸 &Z@(5/+O*5O<+/)0/"ZCA'是 H@半胱氨
酸乙酰化的衍生物"为谷胱甘肽的前体"是一种含有巯
基的抗氧化剂"具有清除自由基)抗细胞凋亡)抗血管
生成及抑制恶性肿瘤转移等作用

-Fa"#. ( 新近研究表

明"ZCA还具有抑制 BED@""诱导的肺泡上皮细胞)支
气管上皮细胞)肾小管上皮细胞及成纤维细胞向肌成
纤维细胞转分化的作用

-""a"G. ( 但是 ZCA对 [̂ &细胞

向肌成纤维细胞转分化的影响尚不清楚( 本研究中旨
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在研究 ZCA对 BED@""诱导的 C[̂ &@"> 细胞向肌成纤
维细胞转分化的影响及其潜在的分子机制(

94材料与方法

9494材料
C[̂ &@"> 细胞购自 CBAA细胞库( 7_&_:D"= 培

养基&美国 VOA*60/公司'*青链霉素双抗)质量分数
#l=?k胰蛋白酶)胎牛血清 &美国 E)156公司'*B,)c6*
&美国 90T)+,6N/0 公 司 '* 细 胞 计 数 试 剂 盒@F & 5/**
56R0+)0NW)+@F"AÀ @F ')V)/SSB_第 " 条链 57ZC合成
\RL/,_)U试剂盒)V)/SSB_ Q Â[ \J][ E,//0 _(<+/,
_)U试剂盒 &上海翊圣公司 '*人重组 BED@"" &英国
/̂L,6B/5M 公司'*ZCA)7ADV@7C&美国 \)N'(公司'*
纤维结合蛋白 &H9\C试剂盒&武汉博士德公司'*'型
胶原 &H9\C试剂盒&上海森雄科技公司'*小鼠抗人 )@
平滑肌肌动蛋白&)@<'66+M 'R<5*/(5+)0")@\_C'抗体
&英 国 7(W6公 司 '* 小 鼠 抗 人 L%F_Ĉ ` 抗 体)
L@L%F_Ĉ 抗̀体&上海碧云天公司'*兔抗人 &[̀ ":=
抗体)兔抗人 L@&[̀ ":= 抗体)兔抗人 \Ĉ `:XZ̀ 抗

体)兔抗人 L@\Ĉ `:XZ̀ 抗体&美国 A\B公司'(
94=4方法
94=494细胞处理及分组4使用含体积分数 "#k胎牛
血清和质量分数 "k青链霉素双抗的7_&_:D"= 培养
基在 %$ r)体积分数 ?kA8=的培养箱培养 C[̂ &@">
细胞( 为了诱导 C[̂ &@"> 细胞向肌成纤维细胞转分
化"C[̂ &@"> 细胞在使用无血清的培养基饥饿 3 M 后"
再使用 "# 0N:'*BED@""处理 GF M( 实验分为对照组)
BED@""处理组)ZCA干预组和 ZCA单独处理组"对照
组不做处理"其他 % 个组分别使用 "# 0N:'*BED@"")
"# 0N:'*BED@""n? ''6*:HZCA和 ? ''6*:HZCA处
理细胞 GF M(
94=4=4AÀ @F 法检测不同浓度 ZCA对 C[̂ &@"> 细
胞生存的影响!将 C[̂ &@"> 细胞接种于 >3 孔板"调
整细胞密度为 "b"#G :孔"待细胞生长融合后"将培养
基更换为无血清的 7_&_:D"= 培养基饥饿细胞 3 M(
之后每孔分别加入 ZCA终浓度为 #l##?)#l#?)#l?)?
及 ?# ''6*:H的培养基 "## !*处理细胞 GF M"然后将
培养基更换为含体积分数 "#k i\B@F 的完全培养基
再孵育细胞 % M( 使用酶标仪在 G?# 0'及 3## 0'波
长处测定吸光度&V'值( 不加 ZCA的细胞培养组作
为对照组( 细胞生存率 q& VG?# 0'ZCA aV3## 0'ZCA' :
&VG?# 0'对照aV3## 0'对照 'b"##k
94=4层4实时荧光定量 Â[法检测 )@\_C)纤维结合
蛋白及'型胶原 '[ZC的表达水平!将 C[̂ &@"> 细

胞接种于 3 孔板"调整细胞密度为 ?b"#? :孔( 待细胞
生长融合至 $#k mF#k时"将培养基更换为无血清的
7_&_:D"= 培养基并饥饿细胞 3 M"再按照不同组的
处理条件处理细胞 GF M( 使用 B,)c6*试剂从细胞中提
取总 [ZC"逆转录合成 57ZC( 设计并合成引物")@
\_C上游引物为 ? 2@BEEBAEEBCBEEEBACECCCE@
%2"下游引物为 ? 2@BACEEEBACEECBCAABABABBE@
%2*纤维结合蛋白上游引物为 ? 2@AEEBEEABEBAC
EBACCCE@%2"下游引物为 ?2@CCCAABAEEABBAABA
ACBCC@%2*'型胶原上游引物为 ? 2@CBACCAAEEC
EECCBBBAAEB@%2"下游引物为 ? 2@ACAACEECAEC
AACEEBBBBA@%2*EĈ 7V上游引物为 ?2@ABEEEABC
ACABECEACAA@%2"下游引物为 ? 2@CCEBEEBAEBB
ECEEEACCBE@%2( 配制反应液"设置反应程序"反应
条件为 >? r预变性 %# <*>? r变性 ? <"?# r退火及延
伸 %G <"共 G# 个循环( 应用C]9$?## 型实时荧光定量
Â[仪获得目的基因扩增曲线和 A+值"以 EĈ 7V为
内参照"采用 =a##A+

法对各组目的蛋白相对表达量进行

计算(
94=4?4免疫荧光实验检测 )@\_C蛋白的表达分布!
=G 孔板内置无菌细胞爬片"调整细胞密度为 "b"#? :
孔"待细胞贴壁生长 "= M 后"使用无血清培养基培养
3 M"再按照不同组的处理条件处理细胞 GF M( 预冷的
甲醇a=# r固定细胞 "# ')0"添加小鼠抗人 )@\_C抗
体&" d"## 稀释'"置于湿盒内 G r孵育过夜"添加
B[9BA标记的山羊抗小鼠二抗 &" d"##'室温下孵育
" M"7Ĉ 9染核 ? ')0"封片并置于荧光显微镜下观察(
荧光显微镜下见细胞质中存在呈丝状排列的红色荧光

为 )@\_C蛋白表达阳性(
94=4@4&H9\C法检测纤维结合蛋白和'型胶原的含
量!将 C[̂ &@"> 细胞接种于 3 孔板"调整细胞密度为
?b"#? :孔"待细胞生长融合至 $#k mF#k时"使用无
血清培养基饥饿培养 3 M"再按照不同组的处理条件处
理细胞 GF M( 收集细胞培养基上清"冻存于a=# r待
分析( 依据 &H9\C试剂盒说明书操作"测定细胞培养
基上清中纤维结合蛋白和'型胶原的含量( 使用酶标
仪在 G?# 0'波长处测定 V值"制作标准曲线"依据标
准曲线计算各组纤维结合蛋白和'型胶原的含量(
94=4B4流式细胞技术测定细胞内 [8\ 水平!使用非
荧光探针 7ADV@7C通过流式细胞仪检测细胞内 [8\
的产生情况( 将 C[̂ &@"> 细胞接种于 3 孔板"调整细
胞密度为 ?b"#? :孔*待细胞生长融合至 $#k mF#k
时"使用无血清的 7_&_:D"= 培养基培养细胞 3 M*使
用新鲜的 7_&_:D"= 培养基稀释 7ADV@7C至终浓度

!3>F! 中华实验眼科杂志 =#"$ 年 "# 月第 %? 卷第 "# 期!AM)0 X&UL 8LM+M(*'6*"85+61/,=#"$"Y6*4%?"Z64"#
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为 "# !'6*:H"使用 "# !'6*:H7ADV@7C在 %$ r条件
下孵育细胞 " M*然后移除含 7ADV@7C的培养基"并
使用无血清的 7_&_:D"= 培养基洗 % 次*依据各组预
设的实验条件处理细胞 " M*将细胞收集至流式管中"
DCA\ A(0+6*流式细胞仪&美国 ]7公司'进行检测"
设定激发波长为 GFF 0'"发射波长为 ?=? 0'"检测各
组细胞内荧光的强度( 计算每组单个细胞内平均荧光
强度(
94=4m4i/<+/,0 1*6+法检测各组 )@\_C蛋白)磷酸化
L%F_Ĉ )̀磷酸化 \Ĉ `:XZ̀ 及磷酸化 &[̀ ":= 的表
达!使用直径 3 5'的培养皿培养细胞"待细胞生长融
合至 $#k mF#k时"无血清培养基培养细胞 3 M"再按
照不同组的处理条件处理细胞 GF M*无血清培养基培
养细胞 3 M 后"ZCA干预组首先使用 ? ''6*:HZCA预
处理细胞 " M"然后再使用 BED@""处理细胞 " M( 使用
[9̂C裂解液提取细胞总蛋白"]CA蛋白定量试剂盒
测定蛋白浓度"质量分数 "#k \7\@̂CE&胶分离蛋
白"电转膜"脱脂蛋白封闭"添加相应一抗 G r孵育 "? M"
之后添加相应二抗室温下孵育 " M"显影)曝光( 使用
9'(N/H(1 ?l# 图像分析软件测定条带的 V值"计算各
组与对照组 V值之比作为蛋白的相对表达量(
94层4统计学方法

采用 \C\ >4% 统计学软件进行统计分析( 计量资
料经 i 检验呈正态分布"以 Sp;表示"各组均数经
H/T/0/检验证实方差齐"各组间各检测指标的总体差
异比较采用单因素方差分析"组间多重比较采用 H\7@
0检验( Po#l#? 为差异有统计学意义(

=4结果

=494不同浓度 ZCA对细胞生存率的影响
AÀ @F 法检测结果表明" #l##?) #l#?) #l?) ?)

?# ''6*:H及对照组 C[̂ &@"> 细胞生存率分别为 "l#=p
#l"%)"l#?p#l#F)"l#%p#l#3)"l#=p#l#%)#l?#p#l#$
和 "l##p#l##"细胞生存率的总体比较差异有统计学
意义&Oq%>lF?"Po#l#"'( 其中 ?# ''6*:HZCA组细
胞生存率较对照组显著降低"差异有统计学意义&0q
"3l3%"Po#l#" '*#l##?)#l#?)#l? 及 ? ''6*:HZCA
组的细胞生存率与对照组相比"差异均无统计学意义
&均 Pm#l#?'&图 "'( 因 ?# ''6*:HZCA具有明显的
细胞毒性"显著抑制细胞的增生"因此"选取 ? ''6*:H
ZCA用于后续实验(
=4=4ZCA抑制 BED@""诱导的 C[̂ &@"> 细胞形态学
的改变

相差显微镜下观察结果显示"对照组 C[̂ &@"> 细
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图 94不同浓度 N1;组
细胞生存率比较 4 Oq
%>lF?"Po#l#"4与对照组

比较"(Po#l#" &单因素
方差 分 析" H\7@0检 验"
$q?' ! ZCA# Z@乙酰半
胱氨酸
!

胞生长规则"呈典型圆鹅卵石样外形特征( BED@""处

理组细胞形态发生明显改变( 细胞以一种更具侵袭性
的生长模式生长"细胞体拉长"与临近的细胞之间失去
接触"部分细胞呈现典型的肌成纤维细胞长梭形的形
态特征( ZCA干预组细胞逆转了 BED@""处理组细胞

形态学的改变( ZCA单独处理组对细胞的形态无影
响&图 ='(

A B

C D
图 =4相差显微镜下观察细胞形态学改变&b"##'!C#对照组细胞
生长规则"呈鹅卵石状!]#BED@""处理组细胞呈长梭形"与临近的

细胞之间失去接触&箭头'!A#ZCA干预组逆转了 BED@""处理组细

胞形态学的改变!7#ZCA单独处理组细胞的形态无变化
!

=4层4ZCA抑制 BED@""诱导的 )@\_C表达上调
对照组)BED@""处理组)ZCA干预组和 ZCA单独

处理组 )@\_C'[ZC及蛋白表达水平的总体比较差
异均有统计学意义&'[ZC#Oq%%l3F"Po#l#"*蛋白#
Oq?G=l?#"Po#l#"'"其中与对照组相比"BED@""处理

组 )@\_C'[ZC及蛋白水平均上调"分别是对照组的
&=l"?p#l=>'倍和&FlG>p#l%='倍"差异均有统计学意
义&0q$l>F"Po#l#"*0qG#l"#"Po#l#"'*ZCA干预组
)@\_C'[ZC和蛋白的表达水平均下调"分别为 BED@
""处理组的&33l$#p"=l?$'k和&?=l%#pGlF%'k"差
异均有统计学意义 &0qGl#?"Pq#l#%*0q"?lG#"Po
#l#"'*ZCA单独处理组与对照组 )@\_C'[ZC及蛋
白表达水平比较"差异均无统计学意义&Pm#l#?' &图

!$>F!中华实验眼科杂志 =#"$ 年 "# 月第 %? 卷第 "# 期!AM)0 X&UL 8LM+M(*'6*"85+61/,=#"$"Y6*4%?"Z64"#
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%'( 免疫荧光分析结果显示"BED@""处理组可见大量

红色荧光标记的 )@\_C表达阳性细胞"而 ZCA干预
组未见 )@\_C表达阳性的细胞&图 G'(
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图 层4各组细胞 #TZK1
/LN1及蛋白表达情况

C#各组 )@\_C'[ZC表达水平比较!Oq%%l3F"Po#l#"4与对照组

比较"(Po#l#"&单因素方差分析"H\7@0检验"$qG'!]#各组 )@\_C
蛋白表达的电泳图!"#对照组!=#BED@""处理组!%#ZCA干预组

G#ZCA单独处理组! A#各组 )@\_C蛋白表达水平比较! Oq

?G=l?#"Po#l#"4与对照组比较"(Po#l#" &单因素方差分析"H\7@0
检验"$q%'!\_C#平滑肌肌动蛋白*BED#转化生长因子*ZCA#Z@
乙酰半胱氨酸

A B

C D
图 ?4免疫荧光法观察各组细胞 #TZK1的表达&B[9BAb=##'!C#
对照组!可见少量荧光标记的细胞!]#BED@""处理组!可见大量

红色荧光标记的细胞&白箭头'! A#ZCA干预组!未见 )@\_C表达
阳性的细胞!7#ZCA单独处理组!未见)@\_C表达阳性的细胞
!

=4?4ZCA抑制 BED@""诱导的纤维结合蛋白和'型胶
原表达的上调

实时荧光定量 Â[检测结果显示"对照组)BED@

""处理组)ZCA干预组和 ZCA单独处理组纤维结合
蛋白和'型胶原 '[ZC表达水平的总体比较差异均
有统计学意义 &Oq=3"l>#"Po#l#"*Oq%G?l=#"Po

#l#"'"其中 BED@""处理组纤维结合蛋白和'型胶原
'[ZC表达水平分别是对照组的 &>l?Gp"l#F '倍和
&=?l$Fp#l33'倍"差异均有统计学意义&0q"?l$$"Po
#l#"*0q$?l??"Po#l#"'*ZCA干预组纤维结合蛋白

和'型胶原 '[ZC表达水平分别是 BED@""处理组的

&33l""pFl%?'k和&%%l">p3l>#'k"差异均有统计学
意义&0q""l"?"Po#l#"*0q"Fl$%"Po#l#"'*ZCA单独
处理组与对照组纤维结合蛋白和'型胶原 '[ZC表达水
平比较"差异均无统计学意义&均Pm#l#?'&图 ?C"]'(

&H9\C检测结果显示"对照组)BED@"" 处理组)
ZCA干预组和 ZCA单独处理组细胞培养上清液中纤
维结合蛋白质量浓度分别为&=>l##pGlFF')&$"l$3p
""l?>')&%>l?"p3l3F'和 &%#l%Gp?l#%' 0N:'*"'型
胶原的蛋白质量浓度分别为&"$l="p=lGF')&$Gl>%p
?l33')&G=l#"pGl#3'和&"3l3%p"lFF' 0N:'*"差异均
有统计学意义 &Oq=>l?G"Po#l#?*Oq"$"l%#"Po
#l#"'*其中 BED@""处理组培养上清液中纤维结合蛋

白和'型胶原的蛋白表达水平分别为对照组的&=l?%p
#l3>'倍和&GlG?p"l#?'倍"差异均有统计学意义&0q
?l%3"Po#l#?*0q"=l%%"Po#l#"'*ZCA干预组细胞培
养上清液中纤维结合蛋白和'型胶原的蛋白质量浓度
分别为 BED@""处理组的 &??l#%p=l?F'k和 &?3l#Fp
%l3?'k"差异均有统计学意义&0q"#l=G"Po#l#"*0q
"?l%>"Po#l#"'*ZCA单独处理组与对照组纤维结合
蛋白和'型胶原质量浓度比较"差异均无统计学意义
&均 Pm#l#?'&图 ?A"7'(
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图 @4各组细胞纤维结合蛋白和$型胶原 /LN1及蛋白表达比较
C#各组纤维结合蛋白 '[ZC相对表达水平的比较!Oq=3"l>#"Po

#l#"4与对照组比较"(Po#l#?&单因素方差分析"H\7@0检验"$qG'
]#各组'型胶原 '[ZC相对表达水平的比较 Oq%G?l=#"Po#l#"4

与对照组比较"(Po#l#?&单因素方差分析"H\7@0检验"$qG'!A#各
组纤维结合蛋白质量浓度的比较 Oq=>l?G"Po#l#?4与对照组比

较"(Po#l#?&单因素方差分析"H\7@0检验"$qG'!7#各组'型胶原

蛋白质量浓度的比较!Oq"$"l%#"Po#l#"l与对照组比较"(Po
#l#?&单因素方差分析"H\7@0检验" $ qG ' !BED#转化生长因子*
ZCA#Z@乙酰半胱氨酸
!

=4@4ZCA抑制 BED@""诱导的细胞内 [8\ 的产生
流式细胞仪分析结果显示"对照组)BED@""处理
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组)ZCA干预组和 ZCA单独处理组细胞内 [8\ 水平
的总体比较差异有统计学意义&Oq3Fl%G"Po#l#"'"
BED@""刺激 C[̂ &@"> 细胞 " M 能显著上调细胞内
[8\ 的水平"其中与对照组相比"BED@""处理组细胞

内 [8\ 的水平增加"是对照组的 &=l"=p#l=#'倍"差
异有统计学意义&0q>l>#"Po#l#"'*ZCA干预组细胞
内 [8\ 的水平显著降低"是 BED@""处理组的&?$lG"p
>lG?'k"差异有统计学意义&0q$l=?"Po#l#"'*ZCA
单独处理组与对照组细胞内 [8\ 水平比较"差异无统
计学意义&0q"l#G"Pm#l#?'&图 3'(
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图 B4各组细胞内 L:Z表达
量变化4C0流式细胞仪观察
各组 [8\ 表达量!]0各组细
胞内 [8\ 表达量比较!Oq
3Fl%G"Po#l#"l与对照组比

较"(Po#l#? &单因素方差分
析"H\7@0检验"$ q%'!BED0
转化生长因子*ZCA0Z@乙酰
半胱氨酸*[8\0活性氧

=4B4ZCA抑制 BED@""诱导的 L%F_Ĉ )̀\Ĉ `:XZ̀

及 &[̀ ":= 蛋白的磷酸化
i/<+/,0 1*6+检测结果显示"对照组)BED@""处理

组)ZCA干预组和 ZCA单独处理组 L%F_Ĉ )̀\Ĉ `:
XZ̀ 及 &[̀ ":= 蛋白磷酸化水平的总体比较差异均有
统计学意义 &Oq$#l%?"Po#l#"*Oq$3l%""Po#l#"*

Oq$Gl?G"Po#l#?'"其中 BED@""处理组 L%F_Ĉ )̀
\Ĉ `:XZ̀ 及 &[̀ ":= 蛋白磷酸化水平分别为对照组
的&>l"Fp"l##')&GlF$p#lF"'和&Gl=#p#l3>'倍"差
异均有统计学意义&0q"Gl"%#"Po#l#"*0qFl=G>"Po
#l#?*0q$l>F#"Po#l#? '*ZCA干预组 L%F_Ĉ )̀

\Ĉ `:XZ̀ 及 &[̀ ":= 蛋白磷酸化水平分别是 BED@""

处理组的&GFl"3p"GlF='k)&3$l>#p=l>#'k和&$Gl?=p
Gl##'k"差异均有统计学意义 &0q?lG>>"Pq#l#%=*
0q""l#>#"Pq#l##F*0q?l?GG"Pq#l#%"'*ZCA单独

处理组与对照组 _Ĉ `蛋白磷酸化水平比较"差异无
统计学意义&Pm#l#?'&图 $'(
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图 m 4 各 组 细 胞

-层aK1!5)CL594=
及 Z1!54\N5磷酸
化水平变化4C0各组
L%F_Ĉ )̀&[̀ ":= 和
\Ĉ `:XZ̀ 蛋 白 磷

酸化水平表达的电

泳 图 ! ]0 各 组

L%F_Ĉ )̀ &[̀ ":=
和 \Ĉ `:XZ̀ 蛋 白

磷酸化水平表达的

定量比较!与对照

组 比 较"(Po#l#?
&单因素方差分析"
H\7@0检验"$q%'!
"0对照组!=0BED@

""处理组!%0ZCA干预组!G0ZCA单独处理组!BED0转化生长因

子*ZCA0Z@乙酰半胱氨酸

层4讨论

本研究探讨了 ZCA对 BED@""诱导的 C[̂ &@"> 细

胞向肌成纤维细胞转分化的影响"结果表明 ZCA能够
显著抑制 BED@""诱导的 C[̂ &@"> 细胞向肌成纤维细
胞的转分化( 同时本研究还表明"ZCA能够显著抑制
BED@""诱导的细胞内 [8\ 的产生及 _Ĉ `蛋白的磷
酸化(

D/)<+等 -?.
研究表明"在 Ŷ[的纤维增生膜中至

少一半的肌成纤维细胞来源于转分化的 [̂ &细胞(
[̂ &细胞转分化为肌成纤维细胞进而参与 Ŷ[的发
生和发展( 本研究结果显示""# 0N:'*BED@""刺激

[̂ &细胞能够显著诱导细胞向肌成纤维细胞转分化"
与 E('R*/<5R 等 -"?.

的研究结果一致( 转分化而来的
肌成纤维细胞会重构其细胞骨架产生应力纤维"同时
表达特征性的细胞标志物 )@\_C并与应力纤维结合"
以增加其收缩力( 转分化的 [̂ &细胞还能产生大量
的细胞外基质&/U+,(5/**R*(,'(+,)U"&A_'( 9型胶原和
纤维结合蛋白是 Ŷ[纤维增生膜中的主要 &A_成
分

-?""3. ( 本实验结果显示"BED@""刺激 [̂ &细胞GF M
能显著诱导纤维结合蛋白和 9型胶原的产生"与转分
化的 [̂ &细胞的特性相符( 当肌成纤维细胞收缩时"
产生的收缩力会通过细胞外基质传递到视网膜"进而
引起视网膜脱离

-%""$a"F. (
虽然诱导 [̂ &细胞向肌成纤维细胞转分化的具

体分子机制还未阐明"但是多种细胞因子参与 [̂ &细
胞转分化的调控( 其中"BED@"在 [̂ &细胞向肌成纤
维细胞转分化的过程中发挥关键作用

-3a$. ( 此外"肝

!>>F!中华实验眼科杂志 =#"$ 年 "# 月第 %? 卷第 "# 期!AM)0 X&UL 8LM+M(*'6*"85+61/,=#"$"Y6*4%?"Z64"#
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细胞生长因子)表皮生长因子)血小板源性生长因子及
结缔组织生长因子等均参与 [̂ &细胞向肌成纤维细
胞转分化过程

-">a=". ( 研究表明" Ŷ[动物模型中干预
[̂ &细胞向肌成纤维细胞转分化能够有效抑制 Ŷ[
的发生和发展

-==a=G. (
本研究结果显示"BED@""在诱导 C[̂ &@"> 细胞转

分化为肌成纤维细胞的过程中"伴有 [8\ 的显著上
调"使用 ZCA干预后能够显著抑制细胞内 [8\ 的产
生"与 D/*+60 等 -"".

的研究结果相符( BED@"诱导的多
种细胞向肌成纤维细胞转分化过程中伴有 [8\ 的显
著上调"其主要机制是通过上调 ZC7̂ V氧化酶及下
调过氧化氢酶和超氧化物歧化酶来增加细胞内 [8\
的产生

-""a"G"=?. ( 新近研究表明"ZCA能够通过抑制
BED@""诱导的 L%F_Ĉ )̀&[̀ ":= 及 \Ĉ `:XZ̀ 蛋白

的磷酸化"进而抑制支气管上皮细胞向肌成纤维细胞
的转分化

-"=. "与本研究结果一致( [8\ 信号是 _Ĉ `
信号 通 路 的 上 游 分 子" [8\ 可 以 使 细 胞 内 的
L%F_Ĉ )̀&[̀ ":= 及 \Ĉ `:XZ̀ 磷酸化"进而参与
BED@""诱导的上皮细胞向肌成纤维细胞的转分化过

程
-"=a"%. (
综上所述"本研究结果表明 ZCA可能通过抑制

[8\ 的产生及 _Ĉ `蛋白的磷酸化进而抑制 [̂ &细
胞向肌成纤维细胞的转分化( 但是本研究是基于单一
的细胞系"未来可使用原代细胞和动物实验进行进一
步研究(
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黄斑光损伤急性期影像学特征分析
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图 94患者黄斑区彩色眼底图像4C#激光损伤患者黄斑区可见
白色病灶&箭头'!]#美容激光损伤患者出现黄斑裂孔"其周围
可见盘状反光晕&箭头'!图 =4黄斑光损伤患者 :;<图4C#
激光笔损伤患者黄斑区呈囊腔样改变"其内伴低反射光团"

9\:8\及嵌合体带肿胀"结构模糊不清"[̂ &层粗糙!]#美容激光损伤患者黄斑裂孔合并纤细
条状反射光带"[̂ &层粗糙!A#浴霸灯光损伤患者黄斑区神经上皮下出现中低反射光团伴光
衰减!7#电弧光损伤患者黄斑神经上皮下出现中高反射光团伴光衰减!&#手机损伤患者黄
斑中心凹神经上皮呈裂隙状脱离"9\:8\ 及嵌合体带肿胀"结构不清
!

!!随着科技的发展"光学产品已被广泛应

用到医疗A美容A教学A娱乐A装饰等诸多领

域"给人们的工作和生活带来了便利"其不

当使用也给眼部带来了意想不到的伤害"黄

斑光损伤就是其中之一( 光相干断层扫描
&6L+)5(*56M/,/05/+6'6N,(LMO"8AB'和荧光素

眼底血管造影&S*R6,/<5/)0 SR0PR<(0N)6N,(LMO"

DDC'是目前临床诊断黄斑病变的主要影像

学检查( 黄斑光损伤急性期是治疗的关键

时期"因此及早明确黄斑光损伤的诊断尤为

重要( 本研究收集了在河南省立眼科医院

确诊为急性期黄斑光损伤患者 > 例"对其影

像学特征进行分析(

94资料与方法

9494一般资料4采用回顾性研究方法"收

集 =#"= 年 " 月至 =#"3 年 "= 月于河南省立眼科医院就诊的急

性期黄斑光损伤患者 > 例 "% 眼的临床资料"其中男 F 例"女 "

例*"= 岁以下儿童 ? 例"成人 G 例*激光笔损伤者 ? 例 F 眼"美

容激光损伤者 " 例 " 眼"电弧光损伤者 " 例 " 眼"手机光损伤者

" 例 = 眼"浴霸灯光损伤者 " 例 " 眼*就诊时间多在光损伤后

3 M m% P"" 例为光损伤后 ? P( 纳入标准#&"'有明确的眼部光

损伤史*&='有突然或明显的视力下降等视觉障碍史*&%'光损

伤后短期内就诊( 排除标准#&"'既往有眼科疾病史A手术史和

外伤史*&='高度近视患者*&%'长期接触强光源(

94=4方法4所有患者均进行病史采集和眼部检查"包括裸眼

视力A最佳矫正视力 & 1/<+56,,/5+/P T)<R(*(5R)+O"]AYC'A裂隙

灯显微镜检查A眼底检查A彩色眼底照相A视野和多焦视网膜电

图 &'R*+)S65(*'(5R*(,/*/5+,6,/+)06N,('"'&[E' 检查"并进行

DDC和 8AB检查"影像学检查均由经验丰富的医师进行分析(

=4结果

所有患者均表现为突然视力下降或中心暗点( $ 例 "" 眼

]AYC为 #l" m#l%"= 例 = 眼 ]AYC为 #l? m#l3( F 眼黄斑均

表现为灰白色及黄白色病变"局部水肿&图 "C'"" 眼出现黄斑

裂孔&图 "]'"" 眼黄斑出血"% 眼黄斑区未见明显改变( 所有

患者患眼视野均表现为中心暗点或中心敏感度下降"'&[E表

现为中心幅值下降( 8AB检查显示"F 眼黄斑区呈囊腔样改

变"其内可见低反射光团"光感受器内节:外节 &)00/,</N'/0+:

6R+/,</N'/0+"9\:8\'及嵌合体带肿胀"结构模糊不清"视网膜

色素上皮&,/+)0(*L)N'/0+/L)+M/*)R'"[̂ &'层粗糙*" 眼黄斑表

现为裂孔合并纤细条状反射光带"[̂ &层粗糙*其他患眼黄斑

区表现为神经上皮下中低A中高反射光团"神经上皮浅脱离"

9\:8\ 及嵌合体带肿胀"结构模糊不清&图 ="表 "'( DDC结果

显示"" 例黄斑区出血遮挡荧光"" 例黄斑裂孔表现为圆形透见

荧光"其余患者黄斑区多表现为不均匀的弱荧光斑点"均未见

明显的荧光素渗漏(

层4讨论

黄斑是视觉最灵敏处"黄斑中心凹富含叶黄素和黑色素"

容易吸收光波能量"又富含不饱和脂肪酸A丰富的线粒体和大

量的视紫红质"因此易受光损伤"其损伤程度受光照强度A曝光

时间A波长等多种因素影响 -". ( 光损伤的机制包括机械性A热

效应和光化学效应
-=. ( 机械性损伤是在极短时间内接受强光

引起的机械性爆破性损伤*热效应是局部高温引起的蛋白凝固

变性*光化学效应是低能量光作用较长时间所引起的病理改

变"急性期光损伤对组织结构的改变并不明显 -%. (

!"#>!中华实验眼科杂志 =#"$ 年 "# 月第 %? 卷第 "# 期!AM)0 X&UL 8LM+M(*'6*"85+61/,=#"$"Y6*4%?"Z64"#

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




