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!!$摘要%!目的!探讨瞬时受体电位 B8)PFUB8*在地塞米松诱导的小梁细胞骨架重塑中的作用'!方法
!采用人小梁细胞株进行体外培养"第 $ d9 代小梁细胞用于实验' 采用免疫荧光检测技术对 PFUB8 在小梁
细胞中的表达进行定位' 在细胞培养基中加入 #_" 'G地塞米松处理小梁细胞 @ 3"终浓度分别为 %q%# =̂ &
%q%# 9̂

和 %q%# 8̂ 'D*:a"采用 S2-C2H/ M*DC法检测细胞中 PFUB8 蛋白在细胞中的表达量' 将培养的小梁细胞
分为正常对照组&-)FYV转染组&PFUB8>-)FYV% 转染组和 PFUB8>-)FYV" 转染组"采用 S2-C2H/ M*DC法检测细
胞中 PFUB8 和 I>4DK)*)/ 相对蛋白表达量' 将培养的细胞分为正常对照组&PFUB8>-)FYV转染组&地塞米松处
理组和 PFUB8>-)FYV转染p地塞米松组"采用免疫荧光技术法观察各组细胞中细胞骨架蛋白 U,(**D)3)/ 和黏
着斑蛋白 X)/4.*)/ 的表达' 将培养的细胞分为正常对照组&地塞米松处理组&-)FYV转染组&PFUB8>-)FYV转
染组&PFUB8 抑制剂 ">VU]处理组和钙离子螯合剂 &NPV处理组"采用免疫荧光技术测定各组细胞内钙离子
荧光强度变化'!结果!PFUB8 主要分布于小梁细胞的细胞膜"PFUB8 蛋白相对表达量随着地塞米松剂量的
增加而逐渐下降"组间总体比较差异有统计学意义 )8b@_"%#"Ws#_#=*"%q%# =̂ 'D*:a地塞米松组细胞中
PFUB8 蛋白表达量明显低于正常对照组"差异有统计学意义)Wb#_#%%*' 与正常对照组和 -)FYV转染组比
较"PFUB8>-)FYV% 组和 PFUB8>-)FYV" 组细胞中 PFUB8 蛋白相对表达量均明显降低"差异均有统计学意义
)均 Ws#1#=*' 倒置显微镜下可见地塞米松处理组和 PFUB8>-)FYV转染组细胞突起减少"细胞体稍变大' 免
疫荧光法显示地塞米松处理组小梁细胞骨架张力纤维和黏着斑蛋白增多"PFUB8>-)FYV转染组细胞中张力
纤维变少&变细' 与正常对照组和 -)FYV转染组比较"地塞米松处理组和 PFUB8>-)FYV转染组细胞内钙离子
荧光强度变弱' S2-C2H/ M*DC检测显示"PFUB8>-)FYV转染组细胞中 I>4D/K)*)/ 蛋白相对表达量明显低于
-)FYV转染组)#_$%8l#_#$% ;31#_#<"l#_#8%*"差异有统计学意义)5b=_#$#"Wb#_##8*'!结论!高剂量地
塞米松作用后可导致小梁细胞中 PFUB8 蛋白表达量下调"PFUB8 蛋白下调可能通过使小梁细胞骨架微丝蛋
白解聚和细胞内钙离子浓度的降低而参与地塞米松诱导的小梁细胞中细胞骨架的重塑'!

$关键词%!小梁细胞( 瞬时受体电位( 地塞米松( 人( 小干扰 FYV( 瞬时受体电位 B8
基金项目# 广东省科技计划项目 )"#%@V#"#"%"8%"*
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!563$+&-$"7F6G(-$,E(7PD)/J2-C)G(C2C,22KK24C-DKCH(/-)2/CH242ICDHIDC2/C)(*'2*(-C(C)/ )PFUB* 8 D/
32+('2C,(-D/2) 52+*>'23)(C23 4ECD-R2*2CD/ H2'D32*)/G)/ ,.'(/ CH(M24.*(H'2-,LDHR1! H($."93! Z.'(/
CH(M24.*(H'2-,LDHR 42**-)ZPB-* L2H2IH)'(H)*E4.*C.H23 (/3 C,242**-DKG2/2H(C)D/ $ CD9 L2H2.-23 )/ C,)--C.3E1
P,22+IH2--)D/ DKPFUB8 IHDC2)/ )/ C,242**-L(-*D4(C23 .-)/G)''./DK*.DH2-42/42C24,/D*DGE152+(CC,23D-2DK
#_" 'GL(-(3323 )/CD4.*C.H2'23).'KDH@ 3(E-L)C, C,2K)/(*4D/42/CH(C)D/ DK%q%# =̂ "%q%# 9̂ (/3 %q%# 8̂ 'D*:a"
H2-I24C)J2*E1S2-C2H/ M*DC(--(EL(-2'I*DE23 CD32C24CC,2H2*(C)J22+IH2--)D/ *2J2*DKPFUB8 IHDC2)/1A.*C.H23 42**-
L2H23)J)323 )/CD/D/>CH(/-K24C23 GHD.I"-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I"PFUB8>-)FYV% CH(/-K24C23 GHD.I (/3 PFUB8>
-)FYV" CH(/-K24C23 GHD.I"(/3 C,22+IH2--)D/-DKPFUB8 IHDC2)/ (/3 I>4DK)*)/ IHDC2)/ )/ C,242**-L2H2(--(E23 ME
S2-C2H/ M*DC'2C,D31A.*C.H23 42**-L2H23)J)323 )/CD/DH'(*4D/CHD*GHD.I"52+>CH2(C23 GHD.I"-)FYVCH(/-K24C23
GHD.I (/3 PFUB8>-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I"(/3 C,22+IH2--)D/ DKI,(**D)3)/ )(4ECD-R2*2C(*IHDC2)/* (/3 X)/4.*)/
)KD4(*(3,2-)D/ IHDC2)/* L(-32C24C23 ME)''./DK*.DH2-42/42-C()/)/G17/ (33)C)D/"4.*C.H23 42**-L2H23)J)323 )/CD
/DH'(*4D/CHD*GHD.I"52+>CH2(C23 GHD.I"">VU] )(A("p )/,)M)CDH* CH2(C23 GHD.I"2C,E*2/2G*E4D*C2CH((42C)4(4)3
)&NPV* )(4(*4).'4,2*(CDH*>CH2(C23 GHD.I"PFUB8>-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I (/3 PFUB8>-)FYVp52+GHD.I"(/3
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C,2+A("p,))/ C,242**-L(-DM-2HJ23 MEQ*.D>$VB )''./DK*.DH2-42/42-C()/)/G1S2-C2H/ M*DC(--(EL(-.-23 CD
32C24CC,22+IH2--)D/ DKI>4DK)*)/ )/ C,242**-1!I(321$3!PFUB8 L(-ID-)C)J2*E2+IH2--23 D/ C,242**'2'MH(/21P,2
H2*(C)J22+IH2--)D/ DKPFUB8 L(-GH(3.(**EH23.423 L)C, (/ )/4H2(-2DK52+3D-2)8b@_"%#"Ws#_#=*"(/3 C,22+IH2--)D/
DKPFUB8 L(--)G/)K)4(/C*E324H2(-23 )/ %q%# =̂ 'D*:a52+GHD.I 4D'I(H23 L)C, C,2/DH'(*4D/CHD*GHD.I )Ws
#_#=*1S2-C2H/ M*DC(--(EH2J2(*23 C,(CC,2H2*(C)J22+IH2--)D/ *2J2*-DKPFUB8 )/ C,2PFUB8>-)FYV% (/3 PFUB8>
-)FYV" GHD.I L2H2-)G/)K)4(/C*E*DL2HC,(/ C,D-2DK/D/>-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I (/3 -)FYVCH(/-K24C23 GHD.I )(**(C
Ws#_#=*17/ C,252+>CH2(C23 GHD.I (/3 PFUB8>-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I"C,242**-L2H22/*(HG23 )/ -)f2L)C, C,2
*2--2/23 IHD42--2-)/ 4D'I(H)-D/ L)C, C,2/DH'(*4D/CHD*GHD.I17''./DK*.DH2-42/42-C()/)/G-,DL23 C,(CC,2(4C)/
K)M2H(/3 J)/4.*)/ )/4H2(-23 )/ C,252+>CH2(C23 GHD.I"(/3 'DH2-IH2(3 M.C32ID*E'2H)f23 (4C)/ K)M2HL(--22/ )/ C,2
PFUB8>-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I1AD'I(H23 L)C, C,2/DH'(*4D/CHD*GHD.I"C,2K*.DH2-42/42)/C2/-)CEDK+A("p,)L(-
L2(R )/ C,252+>CH2(C23 GHD.I (/3 PFUB8>-)FYV CH(/-K24C23 GHD.I1P,2H2*(C)J22+IH2--)D/ *2J2*-DKI>4D/K)*)/
IHDC2)/ L(-*DL2H)/ C,2PFUB8>-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I C,(/ C,(C)/ C,2-)FYVCH(/-K24C23 GHD.I )#_$%8l#_#$% ;3D
#_#<"l#_#8%* )5b=_#$#"Wb#_##8*1!>")-123,")3!52+)/3.42-C,23DL/H2G.*(C)D/ DKPFUB8 2+IH2--)D/ )/
ZPB-1P,23DL/H2G.*(C)D/ DKPFUB8 IHDM(M*EI(HC)4)I(C2-)/ 52+>)/3.423 4ECD-R2*2C(*H2'D32*)/GME4(.-)/GC,2
32ID*E'2H)f(C)D/ DK(4C)/ 4ECD-R2*2CD/ (/3 H23.4C)D/ DK+A("p,))/ ZPB-1!

!8(4 #"+93"7PH(M24.*(H'2-,LDHR 42**-( PH(/-)2/CH242ICDHIDC2/C)(*( 52+('2C,(-D/2( Z.'(/( O'(**
)/C2HK2H)/GFYV( PH(/-)2/CH242ICDHIDC2/C)(*'2*(-C(C)/ 8

A2)9*+"0+&%# N.(/Gf,D. O4)2/42(/3 P24,/D*DGEU*(/ UHD;24C)"#%@V#"#"%"8%"*

!!青光眼是由多因素引起的不可逆性致盲眼病' 原
发性开角型青光眼 ) IH)'(HEDI2/ (/G*2G*(.4D'("
U6VN*是一种常见的青光眼类型"持续眼压升高是其
致盲的主要危险因素

+%, ' 正常眼压的维持主要依靠
小梁网和邻管组织对房水外流的调节作用"研究发现
青光眼患者小梁细胞的数量和形态与正常人明显不

同
+", ' 有文献报道"改变小梁细胞的形态&体积&收缩

能力以及细胞外基质成分&含量和黏附作用均对小梁
网途径的房水流出产生影响

+$ =̂, "其中小梁细胞骨架
的重塑是主要的影响因素

+9, ' 研究发现结缔组织生
长因子 )4D//24C)J2C)--.2GHDLC, K(4CDH"APNQ*及其下
游产物神经介素 c) /2.HD'23)/ c"YBc*影响小梁细
胞的骨架结构"导致猪眼房水外流受阻 +8, ' 然而"在
疾病进程中小梁细胞骨架的变化涉及到的具体机制尚

未完全阐明' 目前由糖皮质激素导致的青光眼"尤其
地塞米松致青光眼的发病机制仍不十分清楚"文献所
述的地塞米松致青光眼的发病机制主要由于细胞外基

质堆积并堵塞小梁细胞的房水滤过通道和引起的交联

骨架"使得细胞不能应对房水压力变化"最终妨碍房水
外流

+? <̂, ' 瞬时受体电位 )CH(/-)2/CH242ICDHIDC2/C)(*"
PFU*通道是一类感受器"能对生物细胞感受广泛的物
理和化学刺激发挥协调作用' 哺乳类动物中根据 PFU
的同源性分为 "? 个 PFU通道"其中 PFUB8 在细胞骨
架重塑中发挥重要作用

+%# %̂$, ' 目前关于 PFUB8 与组
织的生理病理关系的研究主要聚焦于视网膜

+%@ %̂9, "而
PFUB8 与眼小梁细胞的关系鲜见报道' 研究表明"小
梁细胞肌动蛋白纤维)微丝*的组装受外部钙&镁离子
的影响"同时"微丝的聚合和解聚又受丝切蛋白磷酸化

的调控' 由于在其他细胞中 PFUB8 通道能通过钙&镁
离子和 A末端的磷酸激酶区调节细胞骨架结构"因此
我们推测 PFUB8 在小梁细胞中有类似作用' 本研究
中拟构建地塞米松诱导的小梁细胞骨架重塑模型"通
过小干扰 FYV)-'(**)/C2HK2H)/GFYV"-)FYV*转染技
术调控细胞中 PFUB8 的表达"探讨 PFUB8 在小梁细
胞骨架重塑中的作用及其可能的机制'

:7材料与方法

:1:7材料
:1:1:7细胞来源7人小梁网原代细胞)细胞株*购于
美国 O4)2/42A2**公司"所有实验所使用的细胞均为 $ d
9 代传代细胞'
:1:1;7主要试剂及仪器75B&B低糖培养基&胎牛血
清)美国 N)M)4D公司*(胰蛋白酶 )广州吉诺生物公
司*(辣根过氧化物酶标记马抗鼠 7GN抗体)8#89*&辣
根过氧化物酶标记山羊抗兔 7GN抗体 )8#8@*&V*2+(>
Q*.DH@?? 标记山羊抗鼠抗体 )@@#?*&V*2+(>Q*.DH===

标记山羊抗兔抗体)@@%$*&兔抗 U>4DK)*)/ 单克隆抗体
)$$%$*&兔抗 4DK)*)/ 多克隆抗体)$$%?* )美国 AOP公
司*(兔抗 PFUB8 单 克 隆 抗 体 ) (M%#<@$? *& 兔 抗
X)/4.*)/ 单克隆抗体)(M%"<##"* )美国 VM4('公司*(

鼠抗 PFUB8 单克隆抗体 )Y]U">%"<#9 * )美国 YDJ.-
])D*DG)4(*-公司*(ZD24,-C$$"=? )广州碧云天公司*(
Q*.D>$VB&地塞米松 )美国 O)G'(公司*(快速封闭液
)上海启动元生物科技有限公司*' A6"培养箱)美国
O,2**(M 公司*(倒置相差显微镜)日本 6*E'I.-公司*(
aOB=%# B2C(激光扫描共焦显微镜 )德国 j2)--公
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司*(离心机)德国&II2/3DHK公司*(电泳仪)美国]76>
FV5*(7'(G2OC(C)D/ @###BB)日本 Y7\6Y株式会
社 *( H2(*>C)'2 FP>UAF 仪 ) 瑞 士 FD4,2公 司 *(
Y(YD3HDI"### 分光光度计)美国 P,2H'D公司*'
:1;7方法
:1;1:7细胞培养及地塞米松的作用7人眼原代小梁
细胞用含体积分数 %#`胎牛血清的 5B&B培养基进
行培养"当原代小梁细胞生长达到 ?#`融合时进行传
代"吸出培养液"用 U]O 轻轻漂洗细胞"去除细胞表面
血清成分"吸除 U]O"加入质量分数 #_"=`胰蛋白酶>
#_#"`&5PV混合消化液约 % '*"倒置显微镜下观察
细胞形态变化"待看到细胞突起缩回胞体开始收缩变
圆时"即刻吸出消化液"加入终止液"用吸管吹打瓶壁
使细胞脱落"将细胞悬液收集到离心管中"% ### H:')/
离心 = ')/"弃上清液"用培养液重新悬浮细胞"按照
% e"比例传代"接种到 "= 4'"

的培养瓶中"置于细胞培
养箱中培养"隔日换液"每天观察细胞的生长情况' 取
#_" 'G地塞米松用无水乙醇溶解"用含 "`胎牛血清
的 5B&B培养基进行配制"终浓度为 %q%# =̂&%q%# 9̂

和%q%# 8̂ 'D*:a"正常对照组细胞培养基中加入相同
比例无水乙醇"各组细胞均培养 @ 3"隔日换液' 采用
免疫荧光技术检测和定位各组细胞中 PFUB8 的表达"
质量分数 @`多聚甲醛溶液中固定 %# ')/"U]O 漂洗 $
次"每次 = ')/"用山羊血清封闭 $# ')/"加入鼠抗
PFUB8 单克隆抗体 )Y]U">%"<#9"% e%##*"阴性对照
片用 U]O 代替一抗"@ r下孵育过夜"U]O 漂洗 $ 次"
每次 = ')/"加入 V*2+(Q*D.H@??)% e"##*荧光二抗"室
温下避光孵育 9# ')/"U]O 漂洗 $ 次"每次 = ')/"加入
ZD24,-C"室温下避光孵育 = ')/"U]O 漂洗 $ 次"每次
= ')/"抗荧光淬灭剂封片"荧光显微镜下观察和定位
细胞中 PFUB8 的表达'
:1;1;7PFUB8>-)FYV转染小梁细胞!将培养的小梁
细胞分为 PFUB8>-)FYV% 转染组&PFUB8>-)FYV" 转染
组&-)FYV转染组和正常对照组"各转染组分别取 " 个
%_= '*&U管"分别加入 %@= $*和 %@# $*6IC)>B&B无血
清培养基"PFUB8>-)FYV% 和 PFUB8>-)FYV" 转染组分
别向 " 个 管 加 入 a)IDK24C(')/2FYV)BV[ = $*和
PFUB8>-)FYV%:" %# $*"-)FYV转染组向 " 个管加入
a)IDK24C(')/2FYV)BV[= $*和AC*>-)FYV%# $*"正常对
照组不添加转染试剂"用枪头轻轻混匀并静置 = ')/"滴
入培养皿中并室温孵育 "# ')/"用胰蛋白酶消化培养瓶
中的小梁细胞"将细胞悬浮液加于混合液上面"孵育
<9 ,' 采用 S2-C2H/ M*DC法检测各组细胞中 PFUB8 蛋
白相对表达量"测定和计算方法同 %1"1%"以筛选

PFUB8>-)FYV干扰片段' 本实验所用的 -)FYV片段见
表 %'

表 :73,IJ5片段序列

-)FYV片段 序列 )=3>$3 *

-)FYV% Q#ANVVNVAVAcAVcNVVNcV3P3P
F#3P3PNAccAcNcNVNcVAccAVc

-)FYV" Q#NNVcVNVNccNAVcccNcV3P3P
F#3P3PAAcVcAcAVVANcVVVAVc

!注#-)FYV#小干扰 FYV

:1;1<7免疫荧光染色检测小梁细胞中 U,(**D)3)/ 和
X)/4.*)/ 的表达!传代细胞接种于无菌盖玻片上并分
为正常对照组&PFUB8>-)FYV" 转染组&地塞米松处理
组&PFUB8>-)FYV"p地塞米松组"将盖玻片置于 @`多
聚甲醛溶液中固定 %# ')/"U]O 漂洗 $ 次"每次 = ')/"

用质量分数 #_%`PH)CD/ [>%## 室温下打孔 = ')/"U]O

漂洗 $ 次"每次 = ')/"用山羊抗兔血清封闭 $# ')/"
PFUBP>-)FYV" 转染组&地塞米松作用组和 PFUBP>
-)FYV"p地塞米松组加入兔抗 X)/4.*)/ 单克隆抗体
)% e%##*"阴性对照组用 U]O 代替一抗"@ r下孵育过
夜"U]O 漂洗 $ 次"每次 = ')/"加入 V*2+(Q*D.H@??
)% e"##*和 U,(**D)3)/AE$ 荧光二抗"室温下避光孵育
9# ')/"U]O 漂洗 $ 次"每次= ')/"加入 5VU7"室温下避
光孵育 = ')/"U]O 漂洗 $ 次"每次 = ')/"抗荧光淬灭剂
封片"荧光显微镜下观察并拍照'
:1;1B7S2-C2H/ M*DC法检测细胞中 PFUB8& I>ADK)*)/
和 ADK)*)/ 蛋白的表达!用蛋白裂解液裂解正常对照
组和%q%# 8̂&%q%# 9̂&%q%# =̂ 'D*:a地塞米松作用组"
-)FYV转染组和 PFUB8>-)FYV%:" 作用组"提取各组
蛋白"采用 ]AV法检测蛋白质量浓度"行 O5O>UVN&

电泳"UX5Q膜转印蛋白' 用快速封闭液)% e%##*封闭
= ')/"分别加入 PFUB8&磷酸化 ADK)*)/ ) I>ADK)*)/*和
ADK)*)/)美国 VM4('公司*一抗"工作浓度均为 % e=##"
@ r孵育过夜' 次日用 P]OP漂洗 $ 次"每次 = ')/"用
山羊抗兔二抗室温下孵育 % ,"P]OP漂洗 $ 次"每次
= ')/"浸泡于 B)**)IDH2曝光液"用 \D3(R 7'(G2OC(C)D/
@###BB)美国柯达公司*检测' PFUB8 蛋白检测以
P.M.*)/ 作 为 内 参" I>4DK)*)/ 和 4DK)*)/ 蛋 白 检 测 以
%>(4C)/作为内参' 采用 7'(G2W成像分析软件测定
PFUB8 蛋白& I>4DK)*)/ 和 4DK)*)/ 蛋白表达灰度值'
PFUB8 蛋白相对表达量b各组 PFUB8 蛋白表达灰度
值:P.M.*)/ 表达灰度值(I>4DK)*)/ 蛋白相对表达量b各
组 I>4DK)*)/ 蛋白表达灰度值:%>(4C)/ 表达灰度值'
:1;137免疫荧光法检测细胞的细胞质中钙离子荧光

!%9"!中华实验眼科杂志 "#%? 年 @ 月第 $9 卷第 @ 期!A,)/ W&+I 6I,C,(*'D*"VIH)*"#%?"XD*1$9"YD1@
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强度!将培养的细胞接种
于激光扫描共焦显微镜

专用培养皿进行培养"
-)FYV转染组和 PFUB8>
-)FYV" 转染组培养 <9 ,"
地塞米松正常对照组和

处理组培养 @ 3(PFUB8
抑制剂 ">氨基乙酯二苯基
硼酸)">VU]*正常对照组
和处理组&钙离子螯合剂
乙二醇二乙醚二胺四乙酸

)2C,E*2/2G*E4D*C2CH((42C)4(4)3"&NPV*正常对照组和处
理组培养"分别在培养基中添加相应制剂作用 = ')/"
用 Z(/R-液漂洗 $ 次"将 Q*.D>$VB用 5B&B稀释为
终浓度 "# $'D*:a"置于 A6"培养箱中避光孵育 % ,"用
Z(/R-漂洗 $ 次"荧光显微镜下观察细胞内钙离子的
荧光强度'
:1<7统计学方法

采用 OUOO %81# 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 O,(I)HD>S)*R 检验符合正
态分布"以 Bl3表示' 采用均衡分组多水平研究设计"
不同组间细胞中 PFUB8 蛋白相对表达量的总体差异
比较采用单因素方差分析"组间两两比较采用 aO5>5
检验' PFUB8 -)FYV转染组与 -)FYV转染组间细胞
中 I>4DK)*)/ 蛋白相对表达量的差异比较采用独立样本
5检验' Ws#_#= 为差异有统计学意义'

;7结果

;1:7不同剂量地塞米松作用组细胞中 PFUB8 的表达
PFUB8 主要分布于小梁细胞的胞质膜"呈绿色荧

光"细胞核中未见 PFUB8 表达)图 %*' %q%# 8̂&%q%# 9̂&
%q%# =̂ 'D*:a地塞米松作用组小梁细胞中 PFUB8 蛋白
条带表达强度量随着地塞米松剂量的增加而逐渐降低"
正常对照组及 %q%# 8̂&%q%# 9̂&%q%# =̂ 'D*:a地塞米松作
用组 PFUB8 表达的灰度值分别为 #_$@8l#_$#$&#_"#$l
#_%<?&#_#9?l#_#=% 和 #_#@$l#_#"""组间总体比较差
异有统计学意义)8b@_"%#"Wb#_#@9*(与对照组比较"
%q%# 8̂ 'D*:a地塞米松作用组和 %q%# 9̂ 'D*:a地塞米
松作用组细胞中 PFUB8 蛋白相对表达量的差异均无统
计学意义)5b#_8"9"Wb#_@??(5b"_##9"Wb#_#?#*"%q
%# =̂ 'D*:a地塞米松组细胞中 PFUB8 蛋白相对表达量
明显低于正常对照组"差异有统计学意义)5b$_"<""Wb
#_#%%*)图 "*'
;1;7不同-)FYV转染组小梁细胞中PFUB8 蛋白表达

TRPM7 Hoechst 融合图

50μm 50μm 50μm

TRPM7 Hoechst 融合图

50μm 50μm 50μm

图 :7CIDHQ 在人眼小梁细胞的表达及定位)标尺b=# $'*!小梁细胞中的 PFUB8 蛋白呈绿色荧光)鼠抗
PFUB8 单克隆抗体* "细胞核呈蓝色荧光)ZD24,-C*
!
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图 ;7B(3$(+)61"$法检测不同剂量地塞米松作用组小梁细胞中
CIDHQ 蛋白的表达变化! V#不同剂量地塞米松作用组小梁细胞
中PFUB8 蛋白表达量电泳图!]#各组小梁细胞中PFUB8 相对蛋白

表达量的量化比较!8b@_"%#"Wb#_#@91与正常对照组比较"(Ws
#_#=)单因素方差分析"aO5>5检验" $ b$ * !%#正常对照组("#% q

%# 8̂ 'D*:a地塞米松作用组($#%q%# 9̂ 'D*:a地塞米松作用组(@#%q

%# =̂ 'D*:a地塞米松作用组!PFU#瞬时受体电位
!

比较

各组细胞转染后 <9 ,"光学显微镜下可见PFUB8>
-)FYV转染组小梁细胞胞体略变大"细胞突起变短"
-)FYV转染组小梁细胞胞体呈梭型"细胞突起较长)图
$V"]*"与 %q%# =̂ 'D*:a地塞米松作用小梁细胞 @ 3
后的改变类似)图 $A"5*' 正常对照组&-)FYV转染
组&PFUB8>-)FYV% 转染组和 PFUB8>-)FYV" 转染组
小梁细胞中 PFUB8 蛋白条带表达强度依次减弱 )图
$&*"各组细胞中 PFUB8 蛋白相对表达量分别为
#_@<@l#_"#@&#_@#9l#_#=#&#_%#@l#_#9@ 和 #_#8?l
#_#@8"组间总体比较差异有统计学意义 )8b<_?<%"
Wb#_##=*' 与 -)FYV转染组比较"正常对照组细胞
中 PFUB8 蛋白相对表达量的差异无统计学意义)5b
#̂_$$#"Wb#_8=#*"PFUB8>-)FYV% 转染组和 PFUB8>

-)FYV" 转染组细胞中 PFUB8 蛋白相对表达量明显降
低"差异均有统计学意义 )5b $̂_9=#"Wb#_##9(5b
@̂_$%$"Wb#_##$*)图 $Q*'

;1<7不 同 细 胞 处 理 组 小 梁 细 胞 中 U,(**D)3)/ 和
X)/4.*)/ 的表达及定位

荧光显微镜下可见正常对照组细胞中 X)/4.*)/
呈绿色荧光"U,(**D)3)/呈红色荧光"均分布于细胞质'

!"9"! 中华实验眼科杂志 "#%? 年 @ 月第 $9 卷第 @ 期!A,)/ W&+I 6I,C,(*'D*"VIH)*"#%?"XD*1$9"YD1@
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图 37不同处理组小梁细胞胞质内钙离子的变化
CQ*.D>$VB"标尺b%## $'*!V#-)FYV转染组小梁细
胞的细胞质中钙离子呈绿色荧光!]#PFUB8>-)FYV"
转染组细胞质内钙离子荧光强度明显减弱!A#正常

对照组细胞质钙离子绿色荧光!5#%q%# =̂ 'D*:a地
塞米松处理组小梁细胞细胞质内钙离子荧光强度比正常对照组明显减弱!&#">VU]处理组小梁细胞细胞质内
钙离子荧光强度与正常对照组接近"&NPV处理组处理后 = ')/ 小梁细胞细胞质内钙离子荧光强度略强于正常
对照组!PFU#瞬时受体电位(-)FYV#小干扰FYV(">VU]#氨基乙基二苯硼酸酯(&NPV#乙二醇二乙醚二胺四乙酸
!
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图 <7不同 3,IJ5转染组小梁
细胞的形态及细胞中 CIDHQ
蛋白的表达!V#-)FYV转染组
小梁细胞胞体呈梭型 C标尺 b
%## $'*!]#PFUB8>-)FYV转
染组小梁细胞胞体变大 C标
尺b%## $'*!A#地塞米松对
照组小梁细胞胞体呈梭形 C标
尺b%## $'*!5#地塞米松作
用组小梁细胞胞体变大 C标
尺b%## $'* !&#S2-C2H/ M*DC
法电 泳 图 显 示 未 转 染 组 和

-)FYV转染组细胞中 PFUB8 蛋白表达条带增强"而 PFUB8>-)FYV%
转染组和 PFUB8>-)FYV" 转染组细胞中 PFUB8 蛋白表达条带减
弱!Q#各组细胞中 PFUB8 蛋白相对表达量的量化比较!8b<_?<%"

Wb#_##=1与 %q%# =̂ 'D*:a-)FYV转染组比较"(Ws#_#=C单因素方差
分析"aO5>5检验"$ b$*!%#正常对照组("#-)FYV转染组($#PFUB8>
-)FYV% 转染组(@#PFUB8>-)FYV" 转染组!PFU#瞬时受体电位
!

PFUB8>-)FYV" 转染组细胞中 X)/4.*)/ 和 U,(**D)3)/ 荧
光强度均减弱"且可见细胞骨架纤维变细(%q%# =̂ 'D*:a
地塞米松组细胞中 X)/4.*)/ 和 U,(**D)3)/ 荧光均增强"

骨 架 纤 维 增 多 增 粗(
PFUB8>-)FYV"p地塞米松
组 细 胞 中 X)/4.*)/ 和
U,(**D)3)/ 荧光强度明显弱
于 %q%# =̂ 'D*:a地塞米松
组"细胞骨架纤维明显变细
C图 @*4
;1B7不同处理组细胞中
钙离子荧光强度变化

免疫荧光结果显示"
正常对照组小梁细胞的

细胞质中钙离子呈绿色

荧光"%q%# =̂ 'D*:a地塞
米松处理组小梁细胞的

细胞质内钙离子荧光强
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图 B7不同处理组小梁细胞中 m,)-21,)和 D.&11",9,)表达强度变化
C标尺b=# $'*!正常对照组细胞的细胞质中 X)/4.*)/ 呈绿色荧光
CV*2+(Q*D.H@??* "U,(**D)3)/ 呈红色荧光CAE$* "细胞核呈蓝色荧光
CZD24,-C*"PFUB8>-)FYV" 转染组细胞中 X)/4.*)/ 和 U,(**D)3)/ 荧光强

度均减弱"%q%# =̂ 'D*:a地塞米松组细胞中 X)/4.*)/ 和 U,(**D)3)/ 荧光
均增强"PFUB8>-)FYV"p地塞米松组细胞中 X)/4.*)/ 和 U,(**D)3)/ 荧光

强度明显弱于 % q%# =̂ 'D*:a地塞米松组!X)/4.*)/#黏着斑蛋白(
U,(**D)3)/#鬼笔环肽(PFU#瞬时受体电位(-)FYV#小干扰 FYV
!

度较正常对照组明显减弱"">VU]处理组细胞中钙离
子荧光强度与正常对照组接近"&NPV处理组细胞中
钙离子荧光强度略增强"PFUB8>-)FYV" 转染组细胞
中钙离子荧光强度明显弱于 -)FYV转染组C图 =*4
;137不同转染组细胞中 I>4D/K)*)/ 和 4D/K)*)/ 蛋白表
达的比较

-)FYV转染组和 PFUB8>-)FYV" 转染组小梁细胞

!$9"!中华实验眼科杂志 "#%? 年 @ 月第 $9 卷第 @ 期!A,)/ W&+I 6I,C,(*'D*"VIH)*"#%?"XD*1$9"YD1@
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中 I>4DK)*)/ 相对蛋白表达量分别为 #_$%8l#_#$% 和
#_#<"l#_#8%"PFUB8>-)FYV" 转染组细胞中 I>4D/K)*)/
蛋白相对表达量明显低于 -)FYV转染组"差异有统计
学意义)5b=_#$#"Wb#_##8*"但总 4DK)*)/ 未见明显改
变)图 9*'

A Bβ�actin

a

cofilin

p�cofilin
1 2

0.6

0.4

0.2

0.0p�
co
fil
in
蛋

白
相

对
表

达
量

1 2
A Bβ�actin

a

cofilin

p�cofilin
1 2

0.6

0.4

0.2

0.0p�
co
fil
in
蛋

白
相

对
表

达
量

1 2
图 27B(3$(+)61"$检测的不同转染组小梁细胞中 *S-")/,1,)蛋白的
表达! V#4DK)*)/ 和 I>4D/K)*)/ 蛋白表达电泳图 -)FYV转染组与
PFUB8>-)FYV" 转染组细胞中 4DK)*)/ 蛋白条带表达强度一致"
PFUB8>-)FYV" 转染组细胞中 I>4DK)*)/ 蛋白条带表达强度明显弱于
-)FYV转染组!]#-)FYV转染组与 PFUB8>-)FYV" 转染组细胞中
I>4D/K)*)/蛋白相对表达量的量化比较!与 -)FYV转染组比较"(Ws
#_#=)独立样本 5检验"$ b$ *!%#-)FYV转染组("#PFUB8>-)FYV"
转染组!4DK)*)/#丝切蛋白(I>4DK)*)/#磷酸化丝切蛋白

<7讨论

研究表明"小梁细胞骨架蛋白及其收缩特性的改

变影响眼房水的流动
+%8, ' 目前糖皮质激素诱导的青

光眼发病机制尚未完全阐明"有文献报道多个 PFU家
族成员参与小梁细胞的功能调控过程"如 PFUA"但
PFUB8 的表达及其功能变化是否参与小梁细胞功能
的调控仍鲜有研究报道

+%?, ' 此外"研究也表明地塞米

松可诱导小梁细胞的骨架重塑功能增强
+%# %̂%, "因此本

研究建立地塞米松刺激小梁细胞骨架重塑模型"发现
地塞米松刺激小梁细胞后 @ 3 细胞体积变大"细胞质
增多"细胞中 PFUB8 蛋白表达下调"说明 PFUB8 蛋白
受地塞米松的负向调节' 本研究通过 PFUB8>-)FYV

转染小梁细胞以沉默 PFUB8 表达"发现 PFUB8>
-)FYV转染组细胞形态伸展变宽' 曾有研究显示干扰
Z&\>"<$ 细胞和 Y7&>%%= 细胞中 PFUB8 的表达后细
胞延展性更好

+%< "̂#, "与本研究结果相符"说明 PFUB8

与细胞的黏附功能有关"下调细胞中 PFUB8 的表达可
增强细胞的黏附作用' 本研究中还发现"地塞米松处
理组小梁细胞中骨架蛋白表达增加"骨架纤维明显增
多&增粗"细胞中黏着斑蛋白 J)/4.*)/ 增多"而 PFUB8>
-)FYV转染组细胞中骨架纤维变少&变细"J)/4.*)/ 蛋
白增多不明显"因为地塞米松是通过多种机制综合作
用于细胞骨架结构"而 PFUB8 可能主要对纤维状肌动
蛋白)Q>(4C)/*有影响"但具体机制仍有待进一步研究'

本研究尝试将地塞米松与 PFUB8>-)FYV同时作用于
小梁细胞"发现细胞中细胞骨架变化与 PFUB8>-)FYV
组类似"然而 J)/4.*)/ 蛋白多于 PFUB8>-)FYV转染
组"此外发现单纯地塞米松处理组细胞中 PFUB8 表达
的下调幅度低于 PFUB8>-)FYV转染组"而当两者共同
作用时 PFUB8 表达的下调幅度与单纯 PFUB8>-)FYV
转染组相似"因此本研究中推测-)FYV对PFUB8 表达
的下调作用已达到最强'

作为房水外流通路的一个关键部位"小梁网一直
处于眼压调控的紧张状态' 眼压的改变"特别是病理
状态下的眼压改变"需要小梁网细胞改变其自身的一
些特性来适应压力变化' 已有文献报道"在青光眼动
物模型和高眼压细胞模型中"眼压升高常伴随着小梁
网细胞外钙离子内流"小梁网细胞内钙离子浓度增
加

+"%, ' 本研究发现"分别用地塞米松或 PFUB8>-)FYV
处理后小梁细胞胞内钙离子明显减少"这些结果提示
PFUB8 功能损伤会影响小梁细胞钙离子的内流"但是
PFUB8 下调钙离子水平对眼压调控的意义有待进一
步阐释' 研究发现"在人胎肺成纤维细胞上 PFUB8 通
过钙离子内流引起细胞钙闪烁

+"", "改变细胞骨架形
态"促进其定向迁移活动"说明细胞内钙离子水平与细
胞骨架改变存在一定的关系' 另外"与 &NPV处理组
比较"地塞米松处理组或 PFUB8>-)FYV转染组细胞中
钙离子的减少也提示可能存在内质网失代偿机制

+"$, '
本研究中在观察 PFUB8 A端蛋白磷酸激酶对小梁细
胞 4DK)*)/ 作用时发现"PFUB8>-)FYV转染组细胞内 I>
4DK)*)/ 明显低于 -)FYV转染组"说明 PFUB8 磷酸酶对
小梁细胞骨架蛋白有影响"引起 4D/K)*)/ 蛋白与肌动蛋
白纤维结合增多"促进肌动蛋白聚合体的解聚 +"@ "̂8, '
以上研究结果说明"PFUB8 通过钙离子通道和 A端蛋
白磷酸激酶对小梁细胞骨架发挥一定的调控作用'

本研究中采用地塞米松处理的小梁细胞骨架重塑

模型阐述小梁细胞中 PFUB8 参与细胞骨架调控及其
调节机制"结果发现当小梁细胞中 PFUB8 表达下调可
通过降低 I>4DK)*)/ 使细胞肌动蛋白解聚"从而调控细
胞骨架张力纤维的重塑"同时能下调胞内钙离子水平'
本研究结果有助于进一步加深对地塞米松引起的小梁

细胞骨架张力纤维的聚集紊乱这一病理过程的认识"
其结果仍有待进一步通过动物体内实验加以证实'
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