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!!&摘要'!目的!探讨 HL4激酶抑制剂 EAY::;:>"EAY$对转化生长因子 !8"FAB?!8$诱导的人视网膜色
素上皮"]Y%$细胞上皮\间质转化"%DF$过程的作用及其机制(!方法!将培养的人 ]Y%细胞株"C]Y%8=$

分为对照组)FAB?!8 处理组和 FAB?!8hEAY处理组#并根据分组用相应药物处理细胞( 细胞体外培养后 9 +

于光学显微镜下观察各组细胞的形态变化*分别采用实时荧光定量 YE]法)X3,13L. V)N1法和免疫荧光染色法
检测各组细胞中 %DF相关基因及其蛋白的表达变化#包括细胞中纤溶酶原激活物抑制蛋白?8"YC78$和纤连
蛋白?8"BG8$的相对表达量及上皮细胞中闭锁小带蛋白 8"J68$和细胞骨架蛋白 B?肌动蛋白"B?'41(.$的分
布*采用 DFF法检测各组细胞的增生率*采用划痕试验检测各组细胞的迁移能力(!结果!对照组 C]Y%8=

细胞呈上皮样形态#B?'41(. 和 J68 沿细胞膜表达*FAB?!8 处理组细胞为纤维样#B?'41(. 表达的排列紊乱#细
胞膜上 J68 表达不连续( FAB?!8hEAY处理组细胞维持上皮样形态#B?'41(. 和 J68 表达清晰且完整( 对照
组)FAB?!8 处理组和 FAB?!8hEAY处理组细胞中 BG8 &]GC和 YC78 &]GC相对表达量总体比较差异均有统
计学意义 "7g99i8K)$"i="#均 =j#i#8$#对照组细胞中 BG8 &]GC和 YC78 &]GC相对表达量为 #i"88k
#i#$# 和 #i88;k#i#:9#FAB?!8hEAY处理组细胞中 BG8 &]GC和 YC78 &]GC相对表达量分别为 #i9;$k
#i#=: 和 #i9;"k#i#K$#均明显低于 FAB?!8 处理组的 8i###k#i##8 和 8i###k#i##8#差异均有统计学意义"均
=j#i#>$( 9 个组细胞中 BG8 和 YC78 蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学意义"7g8$8i=#)K$i$>#均
=j#i#8$#对照组细胞中 BG8 和 YC78 蛋白相对表达量分别为 #i8;;k#i#>> 和 #i9":k#i#;;#FAB?!8hEAY处
理组 BG8 和 YC78 蛋白相对表达量分别为 #i8K9k#i#9# 和 #i";#k#i#::#均明显低于 FAB?!8 处理组的 8i###k
#i##8 和 8i###k#i##8#差异均有统计学意义"均 =j#i#>$( 细胞处理后 9 +#FAB?!8hEAY处理组细胞增生率
为":=i9#k9iKK$l#与对照组的"==i>#k8i##$l和 FAB?!8 处理组的"=>i8#kKi"#$l比较均明显下降#差异
均有统计学意义"均 =j#i#8$*处理后 : +#FAB?!8hEAY处理组细胞增生率为 ">Ki$#k:i9=$l#明显低于
FAB?!8 处理组的"="i8#kKi>#$l和对照组的"==i8#k#i>#$l#差异均有统计学意义"均 =g#i##K$( 细胞
划痕试验显示#FAB?!8 处理组细胞迁移能力明显增强#FAB?!8hEAY处理组划痕宽度无明显变化(!结论!
HL4激酶抑制剂 EAY能够抑制由 FAB?!8 诱导的 C]Y%8= 细胞 %DF#提示 HL4信号通路与 %DF过程有关(!
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3S(1P3)(')?&3,3.4PT&')1L'.,(1(N. "%DF$ NOP-&'. L31(.')S(Q&3.13S(1P3)(')"]Y%$ 43)),(.+-43+ VT1L'.,ONL&'1(N.
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&NLSPN)NQT'.+ B?'41(. '.+ J6?8 R3L33*SL3,,3+ ')N.Q43))&3&VL'.327. 1P3FAB?!8 QLN-S#1P343)),'SS3'L3+ 1NV3
O(VLN-,?)(W3#'.+ 1P3O)-NL3,43.43,1'(.(.QNOB?'41(. R',+(,NL+3L3+ '.+ J6?8 R',+(,4N.1(.-N-,N. 1P343))
&3&VL'.32FP343)),(. 1P3FAB?!8hEAYQLN-S L3&'(.3+ 1NV3'. 3S(1P3)(')?)(W3(. ,P'S3R(1P 4)3'L'.+ 4N&S)313
3*SL3,,(N.,NOB?'41(. '.+ J6?82FP3L3)'1(M33*SL3,,(N.,NOBG8 &]GC'.+ YC78 &]GC(. 1P343)),R3L3#i"88k
#i#$# '.+ #i88;k#i#:9#8i###k#i##8 '.+ 8i###k#i##8##i9;$k#i#=: '.+ #i9;"k#i#K$ (. 1P34N.1LN)QLN-S#
FAB?!8 QLN-S '.+ FAB?!8hEAYQLN-S,#,PNR(.Q,(Q.(O(4'.1+(OO3L3.43,'&N.Q1P3QLN-S,"7g99i8K# $"i="*VN1P
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L3)'1(M33*SL3,,(N.,NOBG8 '.+ YC78 SLN13(.,R3L3#i8;;k#i#>> '.+ #i9":k#i#;;#8i###k#i##8 '.+ 8i###k
#i##8##i8K9 k #i#9# '.+ #i";# k#i#:: (. 1P34N.1LN)QLN-S# FAB?!8 QLN-S '.+ FAB?!8 hEAYQLN-S# R(1P
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SLN13(.,R3L3,(Q.(O(4'.1)TP(QP3L(. 1P3FAB?!8 1P'. 1PN,3(. 1P34N.1LN)QLN-S '.+ FAB?!8hEAYQLN-S "'))'1=j
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!!视网膜色素上皮"L31(.'S(Q&3.13S(1P3)(-&#]Y%$
细胞是位于神经视网膜和脉络膜之间的单层细胞#对
于神经视网膜#特别是光感受器细胞的存活及其功能
的维持具有重要作用

+8, ( 生理条件下 ]Y%细胞不发
生分裂增生#但当神经视网膜受到损伤时#]Y%细胞
重新进入细胞分裂周期并发生上皮 \间质转化
"3S(1P3)(')?&3,3.4PT&')1L'.,(1(N.#%DF$#这也是增生
性玻璃体视网膜病变" SLN)(O3L'1(M3M(1L3N-,L31(.NS'1PT#
Y@]$的病理特征之一 +"\9, ( 研究证实 %DF过程中有
极性的上皮细胞与其周围细胞分离并从基底膜脱落#
失去其上皮特性而呈现间质细胞形态#同时获得增生)
迁移和产生大量细胞外基质成分的能力

+K, #Y@]病程
中 ]Y%细胞也发生类似改变而迁移到视网膜前膜和
后膜#引起视网膜脱离 +>\:, #因此抑制 ]Y%细胞的增生
和 %DF的发生是治疗 Y@]的重要环节( 转化生长因
子?!8"1L'.,ONL&(.QQLNR1P O'41NL?!8#FAB?!8$在多种纤
维化疾病中发挥重要作用#在 Y@]的发生中#FAB?!8

是一个关键的诱导信号分子#可诱导 ]Y%细胞转分化
为纤维样细胞

+$\8#, #可能与非经典的氧化还原依赖的
HL4蛋白的激活有关 +88, ( HL4是细胞质中的一种非受
体酪氨酸蛋白激酶#在许多肿瘤中被异常激活#在肿瘤
转移和 %DF过程中发挥重要作用 +8"\89, #Y@]以及
]Y%细胞的 %DF过程与肿瘤细胞相似#但 HL4在 Y@]
以及 ]Y%细胞的 %DF过程中是否发挥相应作用尚不
清楚( 本研究探讨 HL4信号通路是否参与 FAB?!8 诱
导的 ]Y%细胞 %DF过程及其可能的机制#为 Y@]的
防治提供实验依据(

EB材料与方法

E2EB主要试剂
人 ]Y%细胞系 "C]Y%8= $购自美国 CFEE细胞

库*胎牛血清)5D%D<B8")青链霉素)胰蛋白酶消化液
"美国 A(V4N公司$*FAB?!8"美国 I-&'.UT&3公司$*
DFF)丝裂霉素 E)EAY::;:> "EAY$ "美国 H(Q&'公
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司$*蛋白酶抑制剂 "美国 H3))34W 公司 $*]3')?1(&3
YE]H-S3L]3')YL3D(*Y)-," Hc̀ ]AL33.$试剂盒"北
京天根生物科技公司$*兔抗人闭锁小带蛋白 8"UN.-)'
N44)-+3.,SLN13(. 8#J68$一抗""8::9?8?CY#8 _8 ###$)
兔抗 人 纤 溶 酶 原 激 活 物 抑 制 物 8 " S)',&(.NQ3.
'41(M'1(N. (.P(V(1NL 8# YC78 $ 一 抗 " 89$#8?8?CY#
8 _8 ###$)兔抗人纤连蛋白 8"O(VLN.341(. 8#BG8$一抗
"8>;89?8?CY#8 _8 ###$)辣根过氧化物酶"I]Y$标记
的 !?'41(. 抗体"I]Y?;###$#8 _> ###$)山羊抗兔二抗
"HC####8?"#8 _> ### $ "美国 YLN13(.134P 公司 $*B7FE
标记的鬼笔环肽"SP'))N(+(.#YP'$"'V8:;:>9#8 _> ###$
"美国 CV4'&公司$*驴抗兔 C)3*'O)-NLK$$ 二抗 "C?
"8"#;#8 _> ### $)驴抗鼠 C)3*'O)-NL>>> 二抗 " C?
"8"#"#8 _> ###$"美国 a(O3F34P.N)NQT公司$(
E2GB方法
E2G2EB细胞培养及分组BC]Y%8= 细胞用含体积分
数 8#l 胎 牛 血 清 和 质 量 分 数 8l 青 链 霉 素 的

5D%D<B8"基础培养液#在 9: m)体积分数 >l E6"的

培养箱中进行培养( 细胞以 "n8#> <孔的密度接种于
8" 孔板#第 " 天更换为含 8l胎牛血清的培养液( 继
续培养 "K P 后将培养细胞分为对照组)FAB?!8 处理
组和 FAB?!8hEAY处理组#对照组细胞培养液中添加
8 ")二甲基亚砜 " +(&31PT),-)ON*(+3#5DH6$#FAB?!8
处理组添加 8 ")5DH6和 8 ")FAB?!8 "终质量浓度
8# "Q<&)$#FAB?!8hEAY处理组先加入 8 ")EAY和
8 ")5DH6"终质量浓度 > "Q<&)$处理 8 P#然后添加
8 ")FAB?!8( 各组于培养后 K$ P 后更换培养液并按
照分组重新添加相应试剂继续培养 K$ P#光学显微镜
下观察细胞形态(
E2G2GB采用免疫荧光技术检测各组细胞中 J68 和 B?
'41(. 的表达和定位!培养的各组细胞爬片经质量分
数 Kl多聚甲醛固定#Ỳ H 漂洗 " 次#每次 > &(.#加入
质量分数 #i8l FL(1N.?*8## 通透细胞 > &(.#Ỳ H 漂洗
" 次#每次 > &(.( 用质量分数 >l牛血清蛋白 " V-))
,3L-&')V-&(.# H̀C$室温封闭 8 P#加入 J68 一抗#K m
孵育过夜#然后用 Ỳ H 漂洗细胞爬片 9 次#每次 > &(.#
加入相应荧光二抗#室温下孵育 8 P#Ỳ H 漂洗 9 次#每
次 > &(.( 加入 5CY7#室温下孵育 > &(.#Ỳ H 漂洗 9
次#每次 > &(.( 用 B7FE偶联的鬼笔环肽对 B?'41(. 进
行免疫荧光染色# H̀C室温封闭 8 P#加入鬼笔环肽#室
温孵育 8 P( Ỳ H 漂洗细胞爬片 9 次#每次 > &(.( 加
入 5CY7孵育 > &(.#Ỳ H 漂洗 9 次#每次 > &(.( 封片
后均在激光扫描共焦显微镜下观察(
E2G2L B 实时荧光定量 YE]法检测各组细胞中

YC78 &]GC和 BG8 &]GC的表达!FL(UN)法提取总
]GC#取 8 "Q]GC于 "# ")体系中逆转录成 45GC#将
45GC8_8# 稀释#将 8# &&N)<a的引物 8 _8" 稀释#反应
总体系为 "# ")( 根据实时荧光定量YE]试剂盒说明书
依次加入 8# ")H-S3L]3')YL3D(*)K ")45GC模板和 ; ")
引物进行扩增( YE]反应条件%=> m预变性8> &(.#
=> m变性 8# ,#;# m退火 9# ,#共 K# 个循环#反应数据
通过 "\##41

进行定量分析( 实验重复 9 次#每组设 " 个
复孔#人 ACY5I作为内参照( 本研究使用的引物均由
上海生工生物工程有限公司合成#引物序列见表 8(

表 EB,"J引物序列

基因 引物序列">0?90 $ 产物大小" VS$

@J=9A B%CECFEAEFECACECEECFA "##
]%FAFCAFFACAAFECCFACCAAA

=JPU B%AEEEFFACAFAEFFAFFCAC "##
]%FAAEFAACEFFEEFACACFC

7VU B%ACAEFAECECFAFEFFAAACCE "##
]%AACAECCCFAAECEEACACFC

!注%ACY5I%磷酸甘油醛脱氢酶*YC7%纤溶酶原激活物抑制物*BG%纤

连蛋白

E2G2M BX3,13L. V)N1定量检测各组细胞中 YC78 和
BG8 蛋白的表达!用含蛋白酶抑制剂的 ]7YC裂解液
裂解细胞#提取总蛋白#用 ÈC法进行蛋白质量浓度
的测定( 加入 > 倍上样缓冲液#8## m煮沸 8# &(.*取
"# "Q蛋白#用质量分数 >l H5H?YCA%浓缩胶和质量
分数 8#l的分离胶电泳分离#转印至尼龙膜上#用质
量分数 >l脱脂牛奶室温封闭 8 P#加入相应一抗#K m
孵育过夜*用含质量分数 #i8l FR33.?"# 的 F̀ HF漂
洗 9 次#每次 8# &(.( 加入 I]Y标记的相应二抗#室
温孵育 8i> P##i8l F̀ HF漂洗 9 次#每次 8# &(.*加入
%Ea发光液检测蛋白条带( 实验重复 9 次( 采用
7&'Q3Z软件中的灰度测量模块采集 YC78 和 BG8 蛋白
条带的灰度值( 目的蛋白相对表量g目的蛋白条带灰
度值<ACY5I灰度值n8##l(
E2G2NBDFF法检测各组细胞活性!将 C]Y%8= 细胞
以 8n8#K <孔的密度接种于 =; 孔板中孵育 "K P#更换
为含 8l胎牛血清的培养基继续培养细胞 "K P#按照
8i"i8 的分组方法处理各组细胞#每组设 K 个平行孔(
分别于细胞培养后 8)9 和: +弃去培养液#各孔加入
8## ")含质量分数 8#l DFF"> &Q<&)$的培养液#置
9: m培养箱中孵育 K P#再加入 8># ")5DH6#振荡
8# &(.#使结晶物充分溶解( 用酶标仪测定波长为
K=# .&处各孔吸光度"J$值( 细胞增生率g各组J值<
对照组 J值n8##l(
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图 EB细胞培养后 L :光学显微镜下 )J,&E0 形态!对照组培养的细胞呈椭圆形#细胞排列致密*FAB?
!8 处理组细胞呈长梭形#排列规则*FAB?!8hEAY处理组细胞呈长梭形#细胞数量明显减少!FAB%转
化生长因子*EAY%HL4激敏抑制剂 EAY::;:>
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图 GB各组 )J,&E0 细胞中 m!E 和 (?-<2/0的定位和表达 "标尺 g># "&$!培养 9 + 的细胞中可见
B?'41(.沿细胞膜表达#呈绿色荧光"B7FE?SP'))N(+(.$ #J68 表达呈红色荧光"C)'*'O)-NL>>>$ #细胞核呈
蓝色荧光"5CY7$ *对照组 B?'41(. 和 J68 染色显示排列规则#FAB?!8 处理组 B?'41(. 和 J68 染色排列紊
乱*FAB?!8hEAY处理组B?'41(. 和J68 染色排列较FAB?!8 处理组规则!B?'41(.%B?肌动蛋白*J6%闭锁
小带蛋白*FAB%转化生长因子*EAY%HL4激毒抑制剂 EAY::;:>

E2G2QB划痕试验法检测各组细胞的迁移能力B将培
养的细胞以 >n8#> <孔的密度接种于 8" 孔板孵育"K P#
更换为含 8l胎牛血清的培养液继续培养 "K P#按照
82"28 的分组方法处理各组细胞#在培养液中加入丝
裂霉素 E"8# "Q<&)$处理9 P( 用枪头在培养皿中央
划十字#Ỳ H 洗 9 次以去除漂浮细胞#加入含 8l胎牛
血清的培养液进行培养( 分别于划痕后 #)"K 和 K$ P
在光学显微镜下观察并记录

各组细胞迁移距离(
E2LB统计学方法

采用 H(Q&'Y)N18#i# 统
计学软件进行统计分析( 本
研究中测量指标的数据资料

经 HP'S(LN?X()W 检验符合正
态分布#以 Lk8表示( 对照
组) FAB?!8 处 理 组 和

FAB?!8hEAY处理组细胞中
BG8 &]GC和 YC78 &]GC
及其蛋白相对表达量的差异

比较采用单因素方差分析*
不同时间点 9 个组间细胞增
生率的差异比较采用两因素

方差分析# 多重比较采用
aH5?2检验( =j#i#> 为差异
有统计学意义(

GB结果

G2EB各组培养细胞的形态
及 J68 和 B?'41(. 分布

光学显微镜下对照组

C]Y%8= 细胞呈椭圆形#接
近上皮样细胞形态#排列致
密#大小均匀*FAB?!8 处理
组细胞呈梭形#为纤维样细
胞形态*FAB?!8 hEAY组细
胞接近上皮样形态 "图 8 $(
荧 光 显 微 镜 下 对 照 组

C]Y%8= 细 胞 中 B?'41(. 和
J68 沿细胞膜分布#分别呈
绿色和红色荧光*FAB?!8 处
理组细胞中 B?'41(. 染色显
示分布紊乱# 细胞膜上的
J68 荧 光 染 色 不 连 续*
FAB?!8hEAY 组 细 胞 中

B?'41(.和 J68 分布清晰且规则#可见少数细胞发生融
合#为双核#细胞数明显少于对照组"图 "$(
G2GB各组细胞中 BG8 &]GC和 YC78 &]GC相对表
达量的比较

对照组)FAB?!8 处理组和 FAB?!8hEAY处理组
细胞中 BG8 &]GC和 YC78 &]GC相对表达量总体比
较差异均有统计学意义 "7g99i8K) $"i="#均 =j
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#i#8$#对照组细胞中 BG8 &]GC和 YC78 &]GC相对
表达量分别为 #i"88k#i#$# 和 #i88;k#i#:9#FAB?!8h
EAY处理组分别为 #i9;$k#i#=: 和 #i9;"k#i#K$#均
明显低于 FAB?!8 处理组的 8i###k#i##8 和 8i###k
#i##8#差异均有统计学意义 "均 =j#i#> $ "图 9 $(
FAB?!8 处理组 C]Y%8= 细胞中 BG8 &]GC和 YC78 蛋
白表达条带明显强于对照组和 FAB?!8hEAY处理组#对
照组与 FAB?!8hEAY处理组细胞中 BG8 和 YC78 蛋白
表达强度接近 "图 KC$( 对照组)FAB?!8 处理组和
FAB?!8hEAY处理组 BG8 和 YC78 蛋白相对表达量总体
比较差异均有统计学意义 "7g8$8i=#)K$i$>#均 =j
#i#8$#对照组细胞中BG8 和YC78 蛋白相对表达量分别
为 #i8;;k#i#>> 和 #i9":k#i#;;#FAB?!8hEAY处理组
BG8 和 YC78 蛋白相对表达量分别为 #i8K9k#i#9# 和
#i";#k#i#::#均明显低于 FAB?!8 处理组的 8i### k
#i##8 和 8i###k#i##8#差异均有统计学意义 "均 =j
#i#>$"图 K $̀(
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图 LB各组)J,&E0 细胞中($E =J$)和,)HE =J$)相对表达量
比较!Ca各组细胞中 BG8 &]GC相对表达量比较!7g99i8K##=g

#i##82与 FAB?!8 处理组比较#'=j#i#8"单因素方差分析#aH5?2检
验#(g9 $ ! à各组细胞中 YC78 &]GC相对表达量比较! 7g

$"i="##=g#i###2与 FAB?!8 处理组比较#'=j#i#8 "单因素方差分
析#aH5?2检验#(g9$!BGa纤连蛋白*FABa转化生长因子*EAYaHL4
激酶抑制剂 EAY::;:>*YC7a纤溶酶原激活物抑制物

BA

FN1

PAI1

ACTB 蛋
白
相
对
表
达
量

对照组
TGF�β1处理组
TGF�β1+CGP处理组

FN1 PAI1

1.0

0.5

0.0

对照组 TGF�β1TGF�β1+
处理组 CGP处理组

a a
a a

BA

FN1

PAI1

ACTB 蛋
白
相
对
表
达
量

对照组
TGF�β1处理组
TGF�β1+CGP处理组

FN1 PAI1

1.0

0.5

0.0

对照组 TGF�β1TGF�β1+
处理组 CGP处理组

a a
a a

图 MBa382370>A42法检测各组 )J,&E0 细胞中 ($E 和 ,)HE 蛋白的
表达!Ca各组细胞中 BG8 和 YC78 蛋白表达电泳图!可见对照组和
FAB?!8hEAY处理组细胞中 BG8 和 YC78 蛋白表达条带明显弱于
FAB?!8 处理组! à各组细胞中 BG8 和 YC78 蛋白表达的量化比较!
BG8a7g8$8i=##=j#i#8*YC78a7gK$i$>##=j#i#82与 FAB?!8 处理组

比较#'=j#i#8"单因素方差分析#aH5W2检验#(g9$!BGa纤连蛋白*
YC7a纤溶酶原激活物抑制物*FABa转化生长因子*EAYaHL4激酶抑制
剂 EAY::;:>

G2LB不同时间点各组细胞增生能力和迁移能力的
比较

DFF法检测细胞增生的实验结果表明#对照组)
FAB?!8 处理组和 FAB?!8hEAY处理组在处理后不同
时间点细胞增生率总体比较差异均有统计学意义

"7分组 g:i>;##=g#i##K*7时间 g"8iK;##=j#i##8$#细
胞处理后 9 +#对照组)FAB?!8 处理组和 FAB?!8hEAY
处理组细胞增生率分别为"==i>#k8i##$l)"=>i8#k
Ki"#$l和 ":=i9#k9iKK$l#FAB?!8hEAY处理组细
胞增生率与 FAB?!8 处理组比较下降约 "#l#差异有
统计学意义 "=g#i##K $*细胞处理后 : +#对照组)
FAB?!8 处理组和 FAB?!8hEAY处理组细胞增生率分
别为"==i8# k#i># $l) " ="i8# kKi># $l和 " >Ki$# k
:i9=$l#FAB?!8hEAY处理组细胞增生率与 FAB?!8
处理组比较下降约 K#l#差异有统计学意义 "=g
#i##K$( 细胞划痕试验结果显示#FAB?!8 处理组细
胞迁移能力明显增强#划痕后 K$ P 细胞即覆盖整个划
痕区#呈汇合生长*FAB?!8hEAY处理组划痕宽度无明
显变化"图 >$#显示细胞的迁移受到明显抑制(

对照组 TGF�β1处理组 TGF�β1+CGP处理组

处
理
后

7
d

处
理
后

3
d

处
理
后

1
d

对照组 TGF�β1处理组 TGF�β1+CGP处理组

处
理
后

7
d

处
理
后

3
d

处
理
后

1
d

图 NB各组 )J,&E0 细胞的迁移能力比较!对照组和 FAB?!8 处理
组细胞随着处理时间延长细胞逐渐向划痕区迁移#至处理后 : + 细胞
全部覆盖划痕区#FAB?!8hEAY处理组细胞划痕区面积随着时间延
长无明显改变!FABa转化生长因子*EAYaHL4激酶抑制剂 EAY::;:>

LB讨论

Y@]是视网膜脱离后纤维组织形成造成的病理
改变

d;, #纤维增生膜的主要细胞成分有 ]Y%细胞)胶
质细胞)纤维细胞等( 尽管有 Do))3L胶质细胞等参与
视网膜纤维增生膜的形成#但目前认为 ]Y%细胞在纤
维增生膜的形成中仍发挥重要作用

d", ( 在 Y@]形成
过程中#]Y%细胞受多种炎性细胞因子和趋化因子
"如 FAB?!8 等$的刺激而获得增生和迁移能力#发生
%DF#进而参与视网膜纤维组织的形成 d:, #然而#有关
这一过程的具体机制尚不完全清楚( 细胞在发生
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%DF时紧密连接被破坏#细胞形态由上皮样转变为纤
维样

+K, ( 为研究 EAY对 ]Y%细胞 %DF的作用#本研
究首先检测了 EAY处理对 FAB?!8 诱导的 C]Y%8= 细
胞形态变化的影响#进而检测其对上皮细胞紧密连接
相关蛋白 J68 表达和细胞骨架蛋白 B?'41(. 排列的作
用( YP'与 B?'41(. 有很强的亲和作用#但与球状肌动
蛋白单体不结合#故常用于 B?'41(. 表达的检测( %DF
过程的另一个重要特征是间质化后的细胞会分泌大量

的细胞外基质"3*1L'43))-)'L&'1L(*#%ED$#进而促进细
胞迁 移 和 浸 润

+8K\8>, # 其 中 BG8 是 %ED 组 成 成

分
+8;\8$, #YC78 则是由成纤维细胞所分泌#两者在多种

迁移性肿瘤组织中均高表达
+8=\"#, #常作为细胞发生

%DF的标志物( 本研究用 FAB?!8 诱导 C]Y%8= 细胞
以建立 %DF细胞模型#发现抑制 HL4信号通路能有效
抑制 %DF的标志物 YC78 和胞外基质 BG8 的表达#同
时能维持 J68 在细胞膜上的定位和 B?'41(. 在细胞中
的有序排列( 由于发生 %DF的细胞增生和迁移能力
增强#本研究进一步检测了 EAY对 FAB?!8 诱导的
C]Y%8= 细胞增生和迁移的影响#发现抑制 HL4后细胞
的增生和迁移能力减弱#说明抑制 HL4通路能阻止
FAB?!8 诱导的 %DF过程#HL4信号通路是 FAB?!8 诱
导 ]Y%细胞发生 %DF的重要调控通路( 有研究表
明#]Y%细胞发生 %DF时收缩能力增加 +"8, #而这种收
缩力依赖于 BCf?HL4信号通路的激活 +"", #认为 HL4通
路参与 ]Y%细胞 %DF#即 FAB?!8 等因子是 ]Y%细胞
发生 %DF乃至促进 Y@]发生和发展的重要因子#而
HL4是调控该过程的信号通路#可能是干预 Y@]进程
药物的潜在靶点(

目前#关于 HL4的研究主要与肿瘤相关( HL4在多
种肿瘤组织中#特别是转移癌组织中呈高表达#并具有
很高的生物活性

+"9\"K, #HL4促进肿瘤转移的作用可能
是多方面的#如在胰腺癌细胞中#激活的 HL4可通过下
调细胞黏附分子 %?4'+P3L(. 的表达#促进癌细胞从原
位肿瘤组织中游离

+">, #HL4也能通过其下游效应分子#
如 S89# 和富伪足的非典型性激酶 8 HAf";= 等的作用
促进细胞迁移

+";\":, ( 此外# HL4还可能通过激活
HFCF9)增加血管内皮生长因子和白细胞介素?$ 的表
达而促进新生血管形成#间接促进肿瘤细胞的转
移

+"$, #但关于 HL4是通过何种机制参与促进 ]Y%细胞
%DF的过程尚不完全清楚#曾有研究报道其通过
%?4'+P3L(.发挥作用#但对其在 ]Y%细胞中的表达变
化还有争议#认为或许仅有部分 ]Y%细胞表达
%?4'+P3L(.+"=, #如研究发现猪 ]Y%细胞中有 Y?4'+P3L(.
和 G?4'+P3L(. 表达而没有 %?4'+P3L(. 表达 +9#, #无论哪

种钙黏附分子在 ]Y%细胞中如何表达#我们的结果证
实 EAY确实有助于加强 J68 在细胞膜上的定位及细
胞骨架的有序排列#提示 HL4的激活可下调细胞黏附
分子表达#破坏上皮细胞之间的连接#从而导致 ]Y%

细胞的增生#发生 %DF+9#\98, #而 Y@]患者脱离的视网
膜组织中 HL4处于激活状态可导致]Y%细胞的黏附分
子减少及细胞紧密连接的破坏#导致 ]Y%细胞发生
%DF#参与增生性纤维膜的形成(

在肿瘤发生过程中#FAB?!和 HL4激酶都能调节
细胞增生)%DF)细胞迁移和肿瘤转移#提示 FAB?!与
HL4激酶之间存在相互作用( FAB?!8 可通过非经典氧
化还原依赖的机制激活 HL4蛋白 +88, #研究表明在胰腺
导管腺癌细胞中 HL4可被 FAB?!所激活#并参与
FAB?!调控的细胞迁移 +9", ( 然而#有关 HL4在 FAB?!
诱导的 %DF过程中的作用尚有争议( D'3+'等 +99,

研

究发现#乳腺癌细胞中 HL4并不参与 FAB?!诱导的
%DF#而 A'))(P3L等 +9K,

则报道 HL4通过整合素促进
FAB?!介导的%DF( 有关 HL4与 FAB?!的相互作用及
其参与 ]Y%细胞 %DF过程的分子机制值得进一步
研究(

综上所述#本研究表明抑制 HL4信号通路能抑制
FAB?!8 诱导的 ]Y%细胞的 %DF过程#其主要机制为
维持细胞间紧密连接)减少 %ED成分的分泌以及抑制
细胞增生和迁移能力#这些结果提示 HL4信号通路可
作为临床 Y@]的治疗靶点( 我们将进一步通过体内
Y@]模型验证 EAY对病理条件下 Y@]的抑制作用(
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