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!!'摘要(!背景!转化生长因子#?]P$=("在角膜损伤修复过程中发挥重要作用"不同剂量的 ?]P=("对角

膜细胞外基质#'>S$的合成具有不同影响"从而影响瘢痕形成的程度) 既往研究多集中于高质量浓度 ?]P=

("对二维培养的角膜基质细胞的影响"而低质量浓度 ?]P=("对角膜基质细胞 '>S合成的影响鲜见研究)!

目的!研究低质量浓度 ?]P=("对体外三维培养的角膜基质细胞生长状况及 '>S合成的影响)!方法!采用
两步胶原酶消化法从新鲜牛眼中分离牛角膜基质细胞并置于含体积分数 "#[胎牛血清#PVO$的 4S'S7P"&

培养基"利用 @D++DF体外三维培养模型对牛角膜基质细胞进行培养) 将细胞分为 # &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO

组和 # <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组"分别于培养后 YQ A*" 周*& 周*% 周观察 @D++DF培养模型的形态变化) 于
培养后 % 周采用苏木精 伊̂红染色法对 @D++DF培养模型进行常规组织形态学检查"采用钙黄绿素=\S7碘化丙

啶法#>)+2D*:=\S7@6法$于激光扫描共焦显微镜下检查角膜基质细胞的死亡率%采用实时荧光定量 @>K及免

疫荧光细胞化学法分别检测细胞中 "=平滑肌肌动蛋白 #"=OS\$*纤维连接蛋白 #PU$*&型胶原 #>3+&$和
>3+) (KU\及其蛋白的相对表达量%采用实时荧光定量 @>K法检测细胞中角膜蛋白#d'K\$(KU\和基膜

聚糖#agS$(KU\的表达)!结果!培养后 YQ A*" 周*& 周和 % 周 @D++DF细胞均成团生长) 苏木精 伊̂红染色

可见"@D++DF球内均有大量红色淡染的胶原纤维以及大部分正常的成纤维细胞和少量坏死的成纤维细胞"坏死
细胞可见细胞形态破坏"呈均质红染"且 # &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组和 # <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组培
养细胞形态无明显差别) # &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组和 # <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组细胞死亡率分别
为#%% 0̀#p" 0̀<$[和#%# ;̀#p# $̀Q$["差异无统计学意义 #-e# "̀YY"Je# Q̀Q$$) # &̀< :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组 @D++DF培养模型中 "=OS\*PU*>3+)蛋白表达量均低于 # <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组"差异均有统计
学意义#-"=OS\eY 0̀&&"Je# #̀"#%-PUe& ;̀$%"Je# #̀Y#%->3+) e$ Q̀Y<"Jl# #̀#"$"# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO

组 >3+&的表达量明显高于 # <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组"差异有统计学意义#->3+& eY #̀&&"Je# #̀"0$) 在
转录水平和蛋白表达水平"# &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 >3+)7>3+&比值均低于 # <̀# :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组"差异均有统计学意义#-(KU\ê % #̀%;"Je# #̀%Q%-

蛋白
e% &̀"<"Je# #̀%&$) 培养后 YQ A*" 周*& 周 @D++DF

培养模型中 d'K\(KU\和 agS(KU\均呈阳性表达"# &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 agS(KU\相对表达
量随培养时间延长而逐渐增加%# <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 agS(KU\相对表达量于培养后 " 周时达峰
值) & 个组 @D++DF培养模型中 d'K\(KU\相对表达量均在培养后 " 周达峰值)!结论!低剂量的 ?]P=("既

能够维持 @D++DF体外三维培养模型中角膜基质细胞的生长并合成 '>S"也使 '>S组成成分的合成倾向于正

常状态"以减少瘢痕化修复的趋势)!
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N*FA "#[ JDF)+L3H*:D9DBG( # PVO $1@D++DF9CDB*HDC JBD9A L3H*:DMDB)F32.FD9N*FA 2G+FGBD(DC*G( 23:F)*:*:I
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D-EBD99*3:93J+G(*2): #agS$ (KU\):C MDB)F32): #d'K\$ (KU\*: FAD2D++91!Q(/1I'/!>D++9*: @D++DF
2+G9FDBDC FAB3GIA3GFFAD2G+FGBDCGB)F*3:1XD()F3-.+*:=D39*: 9F)*:*:I9A3NDC FAD()99BDC=C.DC 23++)ID: J*LDB9*: L3FA
# &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO IB3GE ):C # <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO IB3GE"):C (39F2D++9E399D99DC 23(E+DFD
9FBG2FGBD91?ADCD)FA B)FD3JFAD2D++9N)9#%% 0̀#p" 0̀<$[ *: FAD# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO IB3GE ):C #%# ;̀#p
# $̀Q$[ *: FAD# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO IB3GE"9A3N*:I): *:9*I:*J*2):FC*JJDBD:2DLDFNDD: FAD( #-e# "̀YY"
Je# Q̀Q$$1?ADD-EBD99*3:93J"=OS\"PU):C >3+) EB3FD*:9*: # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO IB3GE NDBD+3NDB
FA): FA39D*: FAD# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO IB3GE #-"=OS\eY 0̀&&"Je# #̀"#%-PUe& ;̀$%"Je# #̀Y#%->3+) e
$ Q̀Y<"Jl# #̀#"$"LGFFADD-EBD99*3: 3J>3+&*: # &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO IB3GE N)9A*IADBFA): FA)F*: # <̀# :I7(+
?]P=("o<[ PVO IB3GE #->3+& eY #̀&&"Je# #̀"0$1?ADB)F*33J>3+)7>3+& *: # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO
IB3GE N)9+3NDBFA): FA)F*: FAD# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO IB3GE *: L3FA (KU\):C EB3FD*: +DHD+#-(KU\ e
%̂ #̀%;"Je# #̀%Q%-EB3FD*: e% &̀"<"Je# #̀%&$1?ADD-EBD99*3: 3JagS (KU\):C d'K\(KU\NDBDCDFD2FDC *:

@D++DF)FC*JJDBD:FF*(DE3*:F91?ADD-EBD99*3: 3JagS(KU\*: # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO IB3GE *:2BD)9DC 3HDB
F*(D1bA*+D*: # <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO IB3GE"FADD-EBD99*3: 3JagS(KU\ED)MDC )F" NDDM LGFCD2+*:DC )F
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!!转化生长因子#FB):9J3B(*:IIB3NFA J)2F3B"?]P$=("

参与角膜损伤的修复过程"造成角膜基质细胞的改变"
从而引起病理性细胞外基质 #D-FB)2D++G+)B()FB*-"
'>S$沉积"这是角膜损伤修复中瘢痕形成的基础 +", )
既往对该领域的研究多集中在探讨高质量浓度的

?]P=("对角膜基质细胞的影响"而实际上部分角膜基
质损伤却可以在自身修复过程中实现低瘢痕"甚至无
瘢痕愈合

+& %̂, ) 我们在前期的研究工作中建立了
@D++DF体外三维培养模型"证实 ?]P=("可以导致 '>S

纤维化
+Y <̂, "但低质量浓度 ?]P=("对角膜基质损伤愈

合过程的影响却鲜有研究) 本研究在前期三维培养系
统的基础上降低 ?]P=("的质量浓度"评估其对牛角膜
基质细胞 '>S纤维化的影响"以模拟微小损伤所致角
膜修复"探讨其愈合过程与中度和重度损伤愈合过程
的差异"探讨不同程度的角膜基质损伤修复过程的瘢

痕化及无瘢痕化的分子病理生理基础)

85材料与方法

8185主要试剂及仪器
&型胶原 #23++)ID: F.ED&">3+&$酶 #北京索莱

宝公司$%4S'S7P="& #" _"$培养基*胎牛血清 #JDF)+
L3H*:D9DBG("PVO$ #美国 ]*L23公司$%?B*,3+试剂*钙
黄绿素=\S#>)+2D*:=\S$*碘化丙啶#EB3E*C*G(*3C*CD"
@6$#美国 6:H*FB3ID: 公司$%?)h 4U\聚合酶*SaT逆
转录体系*@>K引物#日本 ?)M)B)公司$%?]P=("*驴抗
兔二抗 # \&"&#0" " _Y## $* 羊抗鼠二抗 # \&Q"$<"
" _Y##$#美国 ?ADB(3P*9ADB公司$%兔抗人 "=平滑肌
肌 动 蛋 白 # "=9(33FA (G92+D )2F*:" "=OS\$ 抗 体
#)L<0;Y"" _Y#"英国 \L2)(公司$%兔抗人 >3+&抗体
#@\V"#";#"" _&<"美国 \L:3H)公司$%兔抗人 >3+)
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抗体 #UV0##=<;Y" " _<#"美国 U3H3G9V*3+3I*2)+9公
司$%鼠抗人纤维连接蛋白 # J*LB3:D2F*:" PU$ 抗体
#0"##$Q"" _"##"美国 V4V*392*D:2D9公司$) 恒温培
养箱#美国 ?ADB()P3B()公司$%高速低温离心机#德
国 'EED:C3BJ公司 $%倒置相差显微镜*P+G3H*DNPT
"### 型激光扫描共焦显微镜#日本 5+.(EG9公司$)
8195方法
819185牛角膜基质细胞的分离与体外三维培养模型
的建立5取新鲜成年牛眼球#购自屠宰场$"用碘伏及
@VO 洗净后沿角膜缘内侧 & ((剪取角膜"参照文献
+0,中的两步胶原酶消化法获取原代角膜细胞悬液"
接种于 &< 2(&

的细胞培养瓶中"以含体积分数 "#[
PVO 的 4S'S7P"& 培养基培养) 原代细胞长满后传
代"待传代细胞达到 Q#[融合时消化并收集于 "< (+
离心管中"离心半径 "< 2("" ### B7(*: 离心 < (*:"弃
上清"加入配置好的用于实验分组的培养基后再次离
心即为 @D++DF模型"置于 %$ q*体积分数 <[ >5&培养

箱中培养)
819195实验分组!将建好的 @D++DF模型分为 # &̀< :I7(+
?]P=("o<[ PVO 组和 # <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组
进行培养"隔天换液"分别于培养后 YQ A*" 周*& 周*%
周取材进行后续实验) 于自然光下肉眼观察各时间点
的形态"拍照记录)
8191: 5@D++DF模型的常规病理形态学观察!按照
"1&1&的分组进行培养"于 @D++DF模型培养后 % 周用质
量分数 Y[多聚甲醛固定"然后脱水*石蜡包埋"制备
< %(厚切片"二甲苯*梯度乙醇逐级脱蜡"苏木精 伊̂

红染色"封片后光学显微镜下观察并拍照"观察 @D++DF
模型的形态和结构变化)
8191? 5@D++DF模型中细胞活性测定!分别于 & 个
@D++DF模型培养后 YQ A*" 周*& 周*% 周在 @D++DF模型离
心管中加入稀释的 >)+2D*:=\S"孵育 &# (*:"4S'S7
P"& 培养基洗涤 % 次"再将稀释的 @6染剂加入离心管
中孵育 < (*:"4S'S7P"& 培养基洗涤 % 次后在激光扫
描共焦显微镜下观察细胞活性"并使用 6()ID@B3@+G9
<1##6@@<1#$软件测量出各时间点死亡细胞面积#总
荧光面积$"二者比值即为该时间点的细胞死亡率)
8191>5免疫荧光细胞化学法检测 @D++DF中 "=OS\*
PU*>3+&*>3+)的表达!于 @D++DF模型培养后 % 周制
备石蜡切片"二甲苯*梯度乙醇逐级脱蜡"枸橼酸钠高
温高压修复抗原 & (*:"体积分数 %[ X&5&孵育 "< (*:
消除内源性过氧化物酶"体积分数 "#[驴血清室温封
闭 &# (*:"滴加相应的一抗"Y q孵育过夜"@VO 洗涤 %
次"滴加相应二抗孵育 Y< (*:"@6染色 "& (*:"@VO 洗

涤 < 次后晾干封片"在激光扫描共焦显微镜下观察并
拍照) 使用 6@@<1# 软件计算出所得图片中绿色荧光
的积分吸光度#Y$值和总荧光面积"二者比值即为该
种蛋白的表达量)
8191D5实时荧光定量 @>K法检测 @D++DF中 "=OS\*
PU*>3+&*>3+)*基膜聚糖*角膜蛋白 (KU\的表达
!分别于 @D++DF培养后 YQ A*" 周*& 周提取总 KU\"并
做电泳鉴定) 随后参照文献+<,的方法进行实时荧光
定量@>K检测"目的基因"=OS\*PU*>3+&*>3+)*基
膜聚糖 #+G(*2):"agS$*角膜蛋白 # MDB)F32):"d'K\$

引物序列见表 ""各基因的相对表达量用 & *̂>F
法计算)

表 85!<Q引物序列

目的基因 引物序列#<3=%3 $ 片段长度# LE$
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!注&OS\&平滑肌肌动蛋白%PU&纤维连接蛋白%>3+&&&型胶原%

>3+)&)型胶原%agS&基膜聚糖%d'K\&角膜蛋白%\>?V&(=肌动蛋白

81:5统计学方法
采用 O@OO "$1# 统计学软件进行统计分析) 本研

究检测指标的数据资料经 b检验呈正态分布"以 Up?

表示"组间均数经 aDHD:D检验方差齐) 采用均衡分组
单因素干预两水平研究设计"# &̀< :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组与 # <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组间细胞死亡
率"@D++DF培养模型中 "=OS\* PU* >3+& 和 >3+)
(KU\及其蛋白相对表达量的差异比较均采用独立样
本 -检验%采用均衡分组协方差区组设计"& 个组 @D++DF
培养模型中 agS(KU\和 d'K\(KU\在 % 个时间
点的总体差异比较均采用两因素方差分析"多重比较
采用 aO4=-检验) 采用双尾检测法"Jl# #̀< 为差异有
统计学意义)

95结果

9185@D++DF模型的生长情况
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图 85!(II('模型生长情况
\&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组培养 YQ A 形成细胞
团!V&# <̀# :I7(+?]P=(" o
<[ PVO 组培养 YQ A 细胞
呈团状生长!>&# &̀< :I7(+
?]P=(" o<[ PVO 组培养 "
周 @D++DF模型比较紧缩!
4&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组培养 " 周 @D++DF模型
与 同 时 间 点 # &̀< :I7(+
?]P=(" o<[ PVO 组接近!
'&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组培养 & 周 @D++DF模型
较 稳 定 ! P& # <̀# :I7(+
?]P=(" o<[ PVO 组培养 &
周与同时间点 # &̀< :I7(+
?]P=(" o<[ PVO 组接近!
]&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组培养 % 周 @D++DF模型

稳定!X&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组培养 % 周与同时间点 # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组接近
!

# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组和 # <̀# :I7(+
?]P=("o<[ PVO 组的 @D++DF模型均在培养后 YQ A 开
始成团生长"培养后 "*&*% 周 @D++DF模型的结构均稳
定#图 "$"& 个组 @D++DF模型外观上无明显差异)
9195@D++DF模型的组织学表现!苏木精 伊̂红染色可

见 @D++DF球内均有大量红色淡染的胶原纤维以及正常
的成纤维细胞和坏死的成纤维细胞) 坏死细胞可见细
胞形态破坏"细胞膜溶解"细胞核碎裂"呈均质红染"但
仍可见部分纤维网状支架#图 &$) & 个组间 @D++DF模
型的结构无明显差异)

A B
图 95!(II('模型培养细胞的常规组织病理学检查#X'r&##$!可
见大量红色淡染的胶原纤维 #蓝箭头$ *部分正常的成纤维细胞#红
箭头$和坏死的成纤维细胞 #黑箭头$!\&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[

PVO 组!V&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组
!

91:5@D++DF模型的激光扫描共焦显微镜下表现
>)+2D*:=\S7@6染色后在激光扫描共焦显微镜下

可见"随着培养时间的延长"@D++DF模型中死亡成纤维
细胞逐渐增多"呈红色荧光#图 %$) # &̀< :I7(+?]P=("o
<[ PVO 组 细 胞 死 亡 率 为 # %% 0̀# p" 0̀< $["
# <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组细胞死亡率为#%# ;̀#p
# $̀Q$["& 个组间细胞死亡率的差异无统计学意义
#-e# "̀YY"Je# Q̀Q$$#图 Y$)

A B

C D

E F

G H
图 :5激光扫描共焦显微镜下 !(II('模型培养细胞表现 #>)+2D*:=
\S7@6r&##$!绿色荧光为存活细胞"红色荧光为死亡细胞!\&
# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组培养后 YQ A 可见少量死亡细胞!V&
# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组培养后 YQ A 死亡细胞数接近同时间
点 # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组!>&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO
组培养后 " 周较培养后 YQ A 细胞死亡数增加!4&# <̀# :I7(+?]P=
(" o<[ PVO 组培养后 " 周死亡细胞数接近同时间点 # &̀< :I7(+
?]P=(" o<[ PVO 组!'&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组培养后 & 周
死亡细胞数进一步增加!P&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组培养后
& 周死亡细胞数进一步增加!]&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组培
养后 % 周死亡细胞数明显增加!X&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组
培养后 % 周死亡细胞数明显增加
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培养后时间

图 ?5培养后不同时间点 9 个组细胞

死亡率的变化趋势!& 个组 @D++DF模型

在各时间点细胞死亡率均随着培养时

间的延长而增加"各时间点 & 个组间的

死亡细胞数接近!?]P&转化生长因

子%PVO&胎牛血清
!

表 95各组 !(II('模型培养后不同时间点 RSE 2QT3相对表达量的比较#!U"$

组别 样本量
培养后不同时间点 agS(KU\相对表达量
YQ A " 周 & 周

# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 ; " "̀<#p# #̀Y" % ;̀Q0p# #̀%0) Y <̀Q%p# "̀<#)

# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 ; " %̀<#p# #̀<Y Y "̀;;p# #̀0&) Y #̀%<p# "̀;#)

!注&Q分组 e# "̀&$"Je# $̀%#%Q时间 e0" %̀Q<"Je# #̀##1与各自组内培养后 YQ A 比较")Jl# #̀"#两因

素方差分析"aO4=-检验$!agS&基膜聚糖%?]P&转化生长因子%PVO&胎牛血清

表 :5各组 !(II('模型培养后不同时间点 6BQ32QT3相对表达量的比较#!U"$

组别 样本量
培养后不同时间点 d'K\(KU\相对表达量
YQ A " 周 & 周

# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 ; " &̀##p# #̀Q<) & 0̀&Yp# &̀"0 # $̀%&p# #̀"Y)

# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 ; " %̀##p# #̀;Q) % Q̀Y%p# #̀%# # %̀Y#p# #̀YQ)

!注&Q分组 e" 0̀<&"Je# &̀%<%Q时间 e"" %̀"%"Je# #̀#"1与各自组内培养后 " 周比较")Jl# #̀"#两因

素方差分析"aO4=-检验$!d'K\&角膜蛋白%?]P&转化生长因子%PVO&胎牛血清

91?5各组 @D++DF模型中各目的基因的表达情况
@D++DF模型培养后 & 周"# &̀< :I7(+?]P=(" o<[

PVO 组细胞中 "=OS\*PU*>3+&和 >3+) (KU\的相
对表达量分别为 Y Q̀Y#p# <̀#&*Y Ỳ##p# ỲQ#*& %̀0#p
# "̀Q# 和 &; 0̀%#p" "̀%#"# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO

组细胞中 "=OS\*PU*>3+&和 >3+) (KU\的相对表
达量分别为 & &̀Y#p# Q̀%#*< Ỳ$#p# &̀Q#*& Q̀%#p# &̀"#
和 Y# &̀Q# pY &̀0#"组间比较差异均有统计学意义
#-"=OS\eY 0̀Y%"Je# #̀"%%-PU e %̂ %̀;<"Je# #̀&Q%->3+& e
& ;̀Y%"Je# #̀Y&%->3+) e Ŷ "̀Q%"Je# #̀"0$ #图 < $)

培养后 YQ A*" 周*& 周"@D++DF模型中 d'K\(KU\和
agS(KU\均有表达) # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO

组 @D++DF模型中 agS (KU\的相对表达量随培养时
间的延长而逐渐增加"培养后 " 周*& 周 agS (KU\
的相对表达量均明显高于培养后 YQ A"差异均有统计
学意义#均 Jl# #̀"$%# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组
@D++DF模型中 agS(KU\的相对表达量在培养后 " 周
时达到峰值"培养后 & 周时下降"且均明显高于培养后
YQ A"差异均有统计学意义#均 Jl# #̀"$%& 个组 @D++DF
模型中 d'K\(KU\的相对表达量均在培养后 " 周时
达峰值"明显高于培养后 YQ A 和培养后 & 周"差异均
有统计学意义#均 Jl# #̀"$#表 &"%$)

m
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达
量

60

40

20

0
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a

图 >5!(II('模型培养后
9 周 9 个组 aJ@E3*LT*
<)I#*<)I$ 2QT3相对
表达量比较!与各自的
# &̀< :I7(+?]P=(" o<[

PVO 组比较")Jl# #̀<#独
立样本 -检验"$e"&$!
OS\&平滑肌肌动蛋白%
PU&纤维连接蛋白%>3+&&&

型胶原%>3+)&)型胶原%?]P&转化生长因子&PVO&胎牛血清

91>5各组 @D++DF模型中各目的蛋白的表达情况
培养后 % 周"# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组和

# <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 @D++DF模型中 "=OS\*
PU*>3+&*>3+)均有表达"激光扫描共焦扫描显微镜
下均呈绿色荧光) 激光扫描共焦扫描显微镜下可见随
着培养时间的延长"@D++DF模型中 "=OS\*PU*>3+&*
>3+)蛋白表达的荧光强度和荧光点数量明显增加
#图 0$) # &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 @D++DF模型中
"=OS\*PU*>3+)蛋白的相对表达量均明显低于
# <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组"# &̀< :I7(+?]P=(" o
<[ PVO 组 @D++DF模型中>3+&蛋白的相对表达量明显高
于 # <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组"差异均有统计学意
义#-"=OS\eY 0̀&&"Je# #̀"#%-PUe& ;̀$%"Je# #̀Y#%->3+) e
$ Q̀Y<"Jl# #̀#"%->3+& eY #̀&&"Je# #̀"0$#表 Y$)
91D5各组 @D++DF模型中 >3+)7>3+&表达比值变化

在基因转录水平"# &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组
>3+)7>3+&比值为 "% 0̀Y#p# Q̀$#"明显低于 # <̀# :I7(+
?]P=("o<[ PVO 组的 "< "̀$#p# #̀0#"差异有统计学
意义 #-e %̂ #̀%;" Je# #̀%Q $) 在蛋白表达水平"
# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 >3+)7>3+&比值为
# 0̀Q#p# &̀##"# <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 >3+)7
>3+&比值为 " <̀" p# Ỳ##" # &̀< :I7(+?]P=(" o<[
PVO 组的 >3+)7>3+& 比值明显低于 # <̀# :I7(+
?]P=(" o<[ PVO 组"差异有统计学意义 #-e% &̀"<"
Je# #̀%&$)

:5讨论

:185?]P=("激发 '>S产生的基本过程

角膜损伤修复是一系列的动态级联反应过程"通
常包括角膜基质细胞的转化"即成纤维细胞的激活*增
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图 D5培养后 : 周激光扫描共焦显微镜下各组 !(II('模型中 aJ@E3*LT*<)I#*<)I$表达的免疫荧光化
学染色#>)+2D*:=\S7@6r&##$!各组 @D++DF模型中 "=OS\*PU*>3+&*>3+)蛋白的表达均呈绿色荧光"细
胞核呈红色荧光!\&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 @D++DF模型中有少量 "=OS\表达!V&# <̀# :I7(+

?]P=(" o<[ PVO 组 @D++DF模型中有大量 "=OS\表达!>&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 @D++DF模型中可

见 PU表达!4&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组可见 @D++DF模型中有少量 PU表达!'&# &̀< :I7(+?]P=(" o

<[ PVO 组@D++DF模型中有大量>3+&表达!P&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组@D++DF模型中有少量>3+&

表达!]&# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 @D++DF模型中有大量 >3+)表达!X&# <̀# :I7(+?]P=(" o<[

PVO 组 @D++DF模型中 >3+)表达强于 # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组
!

表 ?5培养后 : 周各组 !(II('模型中 aJ@E3*LT*<)I#*<)I$蛋白相对表达量的比较#!U"$

组别 样本量 "=OS\ PU >3+& >3+)

# &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 "& # "̀0#p# #̀Q& # &̀<#p# #̀$Y $ #̀$#p" $̀<# Y Q̀Y#p# "̀##
# <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组 "& # ;̀;#p# %̀## # 0̀##p# "̀;# & ;̀Q#p# &̀## < Ỳ&#p# #̀Q#
-值 Y 0̀&& & ;̀$% Y #̀&& $ Q̀Y<
J值 # #̀"# # #̀Y# # #̀"0 l# #̀#"

!注&OS\&平滑肌肌动蛋白%PU&纤维连接蛋白%>3+&&&型胶原%>3+)&)型胶原%?]P&转化生长因子%

PVO&胎牛血清#独立样本 -检验$

生*分化以及细胞因子的释放"'>S的异常沉积等"此
过程是由多种细胞和细胞因子在时间和空间上高度协

调完成的
+$, ) 角膜上皮损伤后"邻近的细胞形态发生

改变"并以阿米巴运动向创面迁移"横过暴露的基底
膜"形成新的单层上皮"覆盖缺损区) 角膜上皮损伤区
域及其周边由于上皮细胞移动而变薄"数周至数月后
可因细胞分裂增生而增厚"以填平变薄区"恢复到正常
状态下的 < Z0 层"此即角膜上皮细胞的完全再生修
复) V3N(): 膜以下缺损时"初期由上皮细胞向下生
长填补"后期则由角膜基质细胞所分泌的胶原或由成
纤维细胞填充"所以在伤口愈合后往往形成永久性的
角膜混浊

+Q, "也是角膜基质层损伤后瘢痕形成的原
因) 参与角膜创伤修复的生长因子包括 ?]P=(*表皮
生长因子*碱性成纤维细胞生长因子=&*白细胞介
素=""*角质细胞生长因子和血小板衍生生长因子等"
其中"?]P=(参与角膜损伤修复中角膜基质细胞的增
生和迁移运动*肌成纤维细胞的分化*'>S的重建等

重要过程"被认为是角膜
损伤修复最重要的细胞因

子"同时也是导致角膜纤维
化 疾 病 的 主 要 调 控 因

子
+;, ) ?]P=(在哺乳动物

中主要有 ?]P=("*?]P=(&

和 ?]P=(% % 个亚型"在角
膜基质损伤修复过程中又

以 ?]P=("的调控作用最明

显"具有能够延迟上皮细胞
再生"促进角膜基质细胞增
生"并激活静止的角膜基质
细胞使其分化为成纤维细

胞及肌成纤维细胞"从而使
'>S表达增多并异常沉积
等多种生物学效应

+"#, ) 角
膜损伤修复时产生的 '>S
中">3+&*>3++*>3+,等
是正常角膜 '>S的成分"
其中尤以 >3+&最为重要"
而 >3+)*PU*"=OS\等则
是角膜瘢痕化修复的标志

物
+"", ) 由于正常的角膜基

质中 >3+)含量极少"而
>3+&则占了 Q#[以上"故
正常情况下 >3+)7>3+&
的比值很小"但在病理性角

膜瘢痕形成时">3+)是 '>S的主要组成成分 +"&, "导
致 >3+)7>3+&的比值增大"是病理性瘢痕形成的标
志之一) 本研究中"无论在 (KU\水平还是蛋白水
平"# &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 >3+)7>3+&比值
均低于 # <̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组"表明低剂量的
?]P=("更倾向于产生正常的 '>S成分) 我们之前研
究表明"# <̀# :I7(+?]P=("o"#[ PVO 组 >3+)*>3+&
相对表达量均低于 " #̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组"
# <̀# :I7(+?]P=("o"#[ PVO 组 >3+)7>3+&比值为
# <̀;#"" #̀# :I7(+?]P=("o<[ PVO 组 >3+)7>3+&比

值为 # 0̀&Y +<, ) d)B)(*2A39等 +"%,
研 究 结 果 显 示"

?]P=(" 培 养 人 角 膜 成 纤 维 细 胞 # AG(): 23B:D)+
J*LB3L+)9F9"X>P9$Y 周后检测到的 >3+)7>3+&比值较
对照组#未添加 ?]P=("$升高了 & "̀ 倍"呈现明显的纤
维化趋势) 本研究所得 >3+)7>3+&比值与两者比值
不同"原因在于培养条件及检测方法不同"但 >3+)7
>3+&比值的表达趋势是一致的"即在纤维化明显的培
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养物中>3+)7>3+&比值更高)
:195不同质量浓度 ?]P=("对 '>S的影响

在二维培养兔角膜基质细胞的模型中"'FADBDCID
等

+"Y,
应用 & :I7(+?]P=("培养 "# C"采用 bD9FDB: L+3F

法能够检测到细胞中 >3+&和 >3+)的表达) RD9FDB
等

+"<,
用 " :I7(+?]P=("培养角膜基质细胞后 $& A"采

用 bD9FDB: L+3F法也能检测到 '>S成分#"=OS\$的合
成) 但 & 个实验均在无血清培养的情况下进行"且检
测的 '>S成分不完全"无法全面评估 ?]P=("质量浓

度变化对 '>S合成的影响) 同时"二维培养相对于三
维培养来说并不能真实模拟人角膜损伤的体内状态)

在三维模型中"d)B)(*2A39等 +"%""0 "̂$,
曾先后应用

# &̀< :I7(+*# "̀# :I7(+的 ?]P=("与 "#[ PVO 培养
X>P9"Y 周后采用间接免疫荧光技术检测 '>S的合成
情况"结果发现 >3+&*>3++*>3+)*PU*"=OS\的表
达均较未添加 ?]P=("的对照组显著增加) 但关于
# "̀# :I7(+?]P=("的研究重点均是与 ?]P=("相比较

的 ?]P=(%的抑制纤维化作用"其中一项研究结果未对
# "̀# :I7(+?]P=("组与对照组 >3+&和 >3+)的表达
情况及>3+)7>3+&比值进行比较"因而无法判断该质
量浓度下 ?]P=("导致角膜瘢痕化的程度%另一项研究
则分别给出了 ?]P=("与 ?]P=(%刺激下 >3+)7>3+&
与对照组的比值为 & "̀ 和 " Ỳ"并认为 ?]P=(%具有抑

制纤维化的作用) 而关于 # &̀< :I7(+?]P=("的研究

则重点在于验证 ?]P=("与维生素 >对体外三维模型
的影响"并未探讨?]P=("质量浓度变化对其模型的影响)
:1:5低质量浓度 ?]P=("对角膜基质细胞及其合成

'>S的影响
d)B)(*2A39等 +"%,

的研究还表明"在体外三维培养
模型中 ?]P=("刺激 X>P9合成 '>S具有时间和剂量
依赖性) ?]P=("质量浓度k# <̀# :I7(+时细胞结构紧
缩"从而影响三维培养模型中的实验结果"导致无法分
析"故本研究选取 # <̀# :I7(+与 # &̀< :I7(+& 个质量
浓度的 ?]P=("进行研究) 本研究中常规组织病理学
检查和免疫荧光检测结果发现"上述 & 种剂量的 ?]P=("

作用后细胞结构和细胞死亡率并无明显差异)
有研究表明"人角膜基质细胞 # AG(): 23B:D)+

MDB)F32.FD9"X>d9$在 "[ PVO 或无 PVO 的体外三维培
养条件下能维持原有表型而不分化成 X>P9) 然而"
"#[PVO 能促进角膜基质细胞由静止表型转变成修复
表型"进而分化为成纤维细胞或肌成纤维细胞 +"Q, )
d)B)(*2A39等 +";,

比较角膜基质细胞在不同含量 PVO
刺激下合成 '>S的差异"发现 X>d9产生的 >3+&*
>3++均高于 X>P9"而 X>d9产生的 >3+)却低于

X>P9) 我们的前期研究中观察到 "#[PVO 可促进
@D++DF模型中角膜基质细胞 >3+&*>3+)等多种 '>S
成分的合成"导致角膜基质纤维化形成 +<, ) 本研究设
想通过降低 @D++DF模型中 PVO 含量以减轻角膜基质细
胞损伤程度"深入研究轻微损伤状态下角膜基质修复
过程) 我们的前期研究还发现""#[PVOo# <̀# :I7(+
?]P=("体外 @D++DF培养后 & 周细胞生长情况稳定"

>3+) (KU\的合成速率较 >3+& (KU\更快 +<, ) 本
研究中 <[PVOo# <̀# :I7(+?]P=("体外 @D++DF培养后
% 周细胞生长正常且结构稳定"'>S也均有合成)

本研究结果显示"# &̀< :I7(+?]P=("o<[ PVO 组
>3+&表达量明显高于 # <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO

组"但 # &̀< :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组的 "=OS\*PU*
>3+)表达量均低于 # <̀# :I7(+?]P=(" o<[ PVO 组"

提示 <[PVOo# &̀< :I7(+?]P=("作用于角膜基质细胞

时与低血清浓度"甚至无血清时培养的 X>d9在角膜
修复中的作用是一致的"即都趋向于无瘢痕化修复%而
<[PVOo# <̀# :I7(+?]P=("则与X>P9作用相同"导致
角膜瘢痕化修复) 同时"本研究中 # <̀# :I7(+?]P=(" o
<[ PVO 组 >3+)7>3+&的比值为 " <̀""# &̀< :I7(+
?]P=("o<[ PVO 组为 # 0̀Q"后者可模拟角膜基质轻

度损伤后的无瘢痕化修复"这与 d)B)(*2A39等 +"%,
的研

究结果相一致) agS和 d'K\是角膜基质中主要的
硫酸角质素蛋白聚糖"具有调控角膜胶原纤维直径*调
节角膜纤维之间间隙等生物学功能"对角膜基质 '>S
的装配尤为重要

+&#, ) 本研究中 & 个组均在培养后检
测到这 & 个基因的表达"提示培养模型中的细胞部分
具有正常角膜基质细胞表型)

本研究在前期研究基础上降低了血清浓度和

?]P=("质量浓度"优化了实验条件"并成功模拟了角
膜基质无瘢痕化修复的体外条件"为临床上治疗角膜
瘢痕提供了实验依据)
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