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$$$摘要%$背景$角膜缘干细胞)ZPI?*缺乏可引起多种眼表疾病#如翼状胬肉等( CNO结合盒转运蛋白
cA)CcIcA*是新发现的特异性 ZPI?标志物#研究 CcIcA 在翼状胬肉组织中的表达变化对于翼状胬肉的防

治具有重要的临床意义($目的$研究 CcIcA 在翼状胬肉组织中的表达变化#探讨其在翼状胬肉发生和发展

中的作用($方法$收集 !":A 年 :3:: 月在解放军 W;W 医院行原发性翼状胬肉切除术的手术标本 3; 例#同

期收集年龄匹配的行斜视矫正术和视网膜脱离复位术患者的正常结膜组织 !! 例( 采用免疫组织化学法检测

CcIcA 在翼状胬肉组织标本中的表达和定位#分别采用 b5?65D/ F)+6和实时荧光定量 OIf法检测翼状胬肉标

本中 CcIcA 蛋白及其 &fVC的相对表达量#并与正常结膜标本进行比较($结果$CcIcA 蛋白表达于所有

!! 例正常结膜复层扁平细胞的细胞质和细胞核中#以基底层细胞中表达更为明显#呈现明显极性( 在 3; 例

翼状胬肉标本中#可见 CcIcA 阳性表达者 3W 例#占 @:g#@m#CcIcA 表达阴性者 3 例#占 #g::m( 正常结膜

组和翼状胬肉组 CcIcA 蛋白相对表达量分别为 "g@"h"g3: 和 "gA@h"gW:#CcIcA &fVC表达量分别为 :g":h

"g!2 和 "g2Ah"g3!#翼状胬肉组 CcIcA 蛋白和 &fVC的相对表达量均明显低于正常结膜组#差异均有统计学

意义)2a\"g!22#:a"g"::'2a\WgA2"#:a"g"""*($结论$ZPI?标志物 CcIcA 的表达下调提示 ZPI?的减少

和缺失与翼状胬肉的发生和发展有关#提示 CcIcA 检测可能作为翼状胬肉发生和发展&术后复发及疗效评估

的观察指标之一#也可能成为翼状胬肉的治疗靶点($
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"gW:#'/. 6-+?5+HCcIcA &fVCK5D5:g":h"g!2 '/. "g2Ah"g3! (/ 6-5/+D&')=+/>,/=6(L')6(??,5?'/. G65DE0(,&

6(??,5#D5?G5=6(L5)E#?-+K(/0?(0/(H(='/6.(HH5D5/=5?F56K55/ 6-5&)GD+65(/"2a\"g!22#:a"g"::'&fVC" 2a\WgA2"#

:a"g"""*4$C"'#.$%&"'%$7+K/BD50,)'6(+/ +HCcIcA (/ G65DE0(,&(/.(='65?6-5.5=D5'?(/0'/. )+?(/0+HZPI?#

K-(=- &'EG)'E'/ (&G+D6'/6D+)5(/ 6-5.5L5)+G&5/6+HG65DE0(,&4CcIcA &'EF5',?5H,)(/.(='6+DH+D6-5GD5.(=6(+/

+H.5L5)+G&5/6'/. D5=,DD5/=5+HG65DE0(,&'/. -'?'/ (&G+D6'/6(&G)(='6(+/ H+D6D5'6(/05L'),'6(+/#'/. (6&'E')?+

F5'6'D056H+D6-5&'/'05&5/6+HG65DE0(,&4$

!7+/ 8"5-%"6CNOBF(/.(/0='??56656D'/?G+D65D?' c(+&'Dj5D?<&56'F+)(?&' I+D/5'))(&F,?<=E6+)+0E' P65&

=5))?' O65DE0(,&<G'6-+)+0E

!$'-15"(52," P=(5/=5'/. N5=-/+)+0EC(.(/0OD+>5=6+HY(/>('/0lE0,DC,6+/+&+,?f50(+/ )!":W@::;:*

$$翼状胬肉是一种呈翼状增生并侵及角膜的良性纤
维血管病变#有研究表明其与角膜缘干细胞缺乏
))(&F')?65&=5)).5H(=(5/=E#ZPI7*有关 -:. #但目前认
为此结论尚缺乏直接证据

-!. ( CNO结合盒转运蛋白
cA)CNOBF(/.(/0='??56656D'/?G+D65DcA#CcIcA *是新
发现的角膜缘干细胞))(&F')?65&=5))?#ZPI?*特异性
生物因子#在对 ZPI?维持角膜的正常发育和组织修复
的评估中发挥重要作用

-3. #研究 CcIcA 在翼状胬肉组
织中的表达变化对于翼状胬肉的防治具有重要的临床

意义( 本研究拟观察 CcIcA 在翼状胬肉组织中的表
达变化#探讨 ZPI?在翼状胬肉发生和进展中的作用及
其意义(

96材料与方法

9496材料
949496标本的来源及收集6于 !":A 年 :3:: 月收集
在解放军 W;W 医院行翼状胬肉切除术的翼状胬肉标本
3; 例#标本均来源于原发性静止期翼状胬肉患者#其
中男 :# 例#女 :@ 例'年龄 3" k;2 岁#平均 ) A;g! h
:"g;*岁( 纳入标准"):*按照诊断标准确诊为鼻侧静
止期翼状胬肉')!*翼状胬肉头部侵入角膜 ! kW &&(
排除标准"):*既往有眼部手术史')!*有活动性眼部
炎症性病变')3*假性翼状胬肉')W*单眼多发翼状胬
肉( 同期收集视网膜脱离或斜视手术中切除的正常结
膜组织 !! 例#其中男 :: 例#女 :: 例'年龄 W: k2@ 岁#
平均)A!g@h;g;*岁( 标本的采集和使用遵循赫尔辛
基宣言及医学伦理学原则#经解放军 W;W 医院医学伦
理委员会批准)批文号"!":WB伦审字B!;*#所有患者均
知情并签署知情同意书( 翼状胬肉切除患者均行自体
球结膜移植术(
9494:6主要试剂及仪器6小鼠抗人 CcIcA 单克隆抗
体)抗体编号"cX:;""#武汉博士德公司*'PO一步法
免疫组织化学染色试剂盒&7Cc试剂盒 )北京中杉金
桥公司*'cIC法蛋白定量试剂盒)南京建成生物研究
所*'ND(*+))美国 9/L56D+05/ 公司*'逆转录试剂盒)美

国 OD+&50'公司*'OIf引物)上海生物工程技术服务
有限公司*'实时定量 OIf试剂盒 )德国 _9C[%V公
司*( cYA: 型光学显微镜 )日本 8)E&G,?公司 *'
O+K5DO'=NX

蛋白电泳系统&[%Z78IYf凝胶成像系
统&9_NXA 实时荧光定量 OIf仪)美国 c(+Bf'. 公司*(
94:6方法
94:496标本处理6将收集的组织标本用生理盐水冲
洗干净#沿轴线等分为 3 份#分别用于免疫组织化学检
测&b5?65D/ F)+6检测和实时荧光定量OIf检测( 用于
免疫组织化学检测的组织标本用质量分数 Wm多聚甲
醛溶液固定'b5?65D/ F)+6检测的组织标本置于\#" n
低温冰箱中冷冻保存'实时荧光定量 OIf检测标本用
: &)ND(*+)处理后置于\#" n低温冰箱中冷冻保存(
94:4:6免疫组织化学法检测标本中 CcIcA 蛋白的表
达$翼状胬肉标本和正常结膜组织经 Wm多聚甲醛固
定 !W - 后乙醇脱水&透明&浸蜡和石蜡包埋#行 W m&
厚连续切片( 采用 PO一步法 CcIcA 免疫组织化学染
色#滴加一抗): ]:""*#7Cc显色#苏木素复染( 空白
对照为不加一抗的平行染色#光学显微镜下观察
CcIcA 蛋白的表达#组织切片中表达阳性标准为细胞
质或细胞核染色为淡黄色至棕色(
94:4;6b5?65D/ F)+6法测定标本中 CcIcA 蛋白的相
对表达量$在翼状胬肉标本中加入细胞裂解液匀浆#
冰上裂解#离心#提取上清#cIC法蛋白定量( 加入 A
倍上样缓冲液#煮沸 :" &(/#按每个样本 !" m0总蛋白
上样#行聚丙烯酰胺凝胶电泳#配置质量分数为 :"m
分离胶和 Am浓缩胶#上样后 #" U恒压电泳#待溴酚蓝
至浓缩胶与分离胶交界处换恒压 :"" U电泳#使溴酚
蓝电泳至分离胶最底部( 电转法将分离胶上的蛋白转
移到硝酸纤维膜):"" U#@" &(/*#硝酸纤维膜用质量
分数 Am脱脂奶粉溶液 3; n封闭 : -#滴加 CcIcA 一
抗 W n过夜): ]A""*#次日滴加碱性磷酸脂酶标记的
二抗): ]:" """*#室温孵育 : -#CO显色试剂盒显色后
扫描( 以 #B'=6(/ 作 为 内 参 照# 采 用 Q+.'D7(06')
P=(5/=5:7软件分析 CcIcA 蛋白表达的灰度值#以
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CcIcA 条带与内参照条带灰度值的比值作为 CcIcA
表达的相对量(
94:4F6实时荧光定量 OIf测定标本中 CcIcA &fVC
的相对表达量$已合成的 =7VC模板采用实时荧光定
量 OIf系统进行检测#实验方案参照_,'/6(N5=6P ĉf
[D55/ OIfQ(6说明书#应用 !" m)反应体系( 用于扩
增特定基因产物的引物序列见表 :( 反应条件"@A n
预变性 A &(/#@A n变性 A ?#各基因最适退火温度延伸
3" ?#共 W" 个循环#每个循环的延伸末期检测荧光信
号( 扩增程序结束后计算机自动绘制各目标基因的扩
增曲线和熔解曲线#并显示阈值循环数 )6-D5?-+).
=E=)5?#I6*( 以 !]%C2&( 基因表达量作为内参校正目的
基因的表达量#计算公式"目的基因相对表达量 a
!\%%I6#%I6aI6目的基因\I6#B'=6(/#%%I6a%I6实验组\%I6对照组 (

表 96实时荧光定量 LCB扩增引物序列

引物 序列 片段长度

Q̂ =̂ S e"A2BCNN[[C[N[[NNC[NICC[C[IIB32 #: FG
f"A2BC[NICICNICNINI[NIICNCINB32

!]%C2&( e"A2BICN[NCI[NN[INCNIIC[[IB32 !A" FG
f"A2BINIINNCCN[NICI[ICI[CNB32

$注"CcIcA"CNO结合盒转运蛋白 cA

94;6统计学方法
采用 POPP :#4" 统计学软件进行统计分析( 本研

究中检测指标的数据资料经 QBP 检验证实呈正态分
布#以 Vh0表示#采用均衡分组两水平研究设计#正常
结膜组与翼状胬肉组组织中 CcIcA 蛋白及其 &fVC
相对表达量的差异比较均采用独立样本 2检验( :i
"g"A 为差异有统计学意义(

:6结果

:496CcIcA 在翼状胬肉中的表达及定位
CcIcA 蛋白表达于所有 !! 例正常结膜复层扁平

细胞的细胞质和细胞核中#且以基底层细胞中表达更
为明显#即呈现明显极性 )图 :C*( 翼状胬肉组织中
CcIcA 表达强度减弱#阳性细胞数量减少#在 3; 例翼
状胬肉标本中#CcIcA 表达阳性者 3W 例#占 @:g#@m'
CcIcA 表达阴性者 3 例#占 #g::m#CcIcA 表达失去
极性者 3; 例#占 :""m#CcIcA 主要表达于血管周围
)图 :c*(
:4:6CcIcA 蛋白及其 &fVC在翼状胬肉组织中表达
量的变化

b5?65D/ F)+6检测结果显示#正常结膜组织和翼状
胬肉组织中 CcIcA 蛋白的相对表达量分别为 "g@"h

100μm100μm A B
图 96免疫组织化学染色检测标本中 3=C=H 的表达)7Ccr!""#标
尺a:"" m&*$C"正常结膜组织中 CcIcA 主要表达于结膜基底层
细胞)红色箭头*$c"翼状胬肉中 CcIcA 阳性细胞数量减少)红色
箭头* #主要表达于血管附近)蓝色箭头*
$

"g3: 和 "gA@h"gW:#翼状胬肉组织中 CcIcA 蛋白相对
表达量明显低于正常组织#差异有统计学意义 )2a
\"g!22#:a"g"::*'实时荧光定量 OIf检测结果显示
翼状胬肉组织中 CcIcA &fVC相对表达量为 "g2Ah
"g3!#明显低于正常结膜组织中的 :g":h"g!2#差异有
统计学意义)2a\WgA2"#:a"g"""*)图 !*(
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图 :63=C=H 蛋白和 ,B33在
翼状胬肉组织中相对表达量变化

C"b5?65D/ F)+6检测正常结膜和
翼状胬肉中 CcIcA 蛋白的电泳
图$翼状胬肉组织中 CcIcA 蛋
白的表达条带明显弱于正常结膜

组织$c"正常结膜组织与翼状胬肉组织中 CcIcA 蛋白相对表达量

的量化比较$与正常结膜组织中比较#':i"g"A )独立样本 2检验#
翼状胬肉标本 (a3;#正常结膜标本 (a!!*$I"实时荧光定量 OIf
检测的正常结膜组织与翼状胬肉组织中 CcIcA &fVC相对表达量

的量化比较$与正常结膜组织中比较#':i"g": )独立样本 2检验#
翼状胬肉标本 ( a3;#正常结膜标本 ( a!!*$:"正常结膜组织$
!"翼状胬肉组织$CcIcA"CNO结合盒转运蛋白 cA

;6讨论

ZPI?位于角膜和球结膜之间的角膜缘#由少量角
膜缘克隆细胞和 @Am以上的非自我更新且增生能力
有限的祖细胞构成#是角膜上皮增生0分化和移行的主
要来源

-W. ( ZPI?具有干细胞所具有的生物学特性#如
分化程度低0细胞周期长0对创伤和增生刺激反应快0
具有极大的增生潜能等特点#并通过向心性移动和角
膜上皮基底细胞的分裂0迁移来补充角膜表面脱落的
上皮细胞#保持上皮细胞更新过程的动态平衡 -A\;. (
某些因素破坏了 ZPI?或者维持 ZPI?生存的微环境则
可能发生ZPI7#导致角膜上皮缺损0新生血管长入0不

!A;":!中华实验眼科杂志 !":; 年 :! 月第 3A 卷第 :! 期$I-(/ T%MG 8G-6-')&+)#75=5&F5D!":;#U+)43A#V+4:!

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



同程度角膜结膜化等#甚至出现反复上皮缺损&基质瘢
痕和溶解#最终导致眼痛和盲 -#\:". ( ZPI7已成为世
界范围内主要的致盲原因

-2#::. (
翼状胬肉是 ZPI7疾病的一种#但 ZPI?在翼状胬

肉发生和发展中的具体作用尚不明确#临床治疗以手
术为主#术后翼状胬肉复发是临床医师面临的主要问
题

-::\:3. ( Q-5(Dj-'- 等 -:W.
比较了自体结膜移植术和结

膜角膜缘移植术的疗效#发现结膜角膜缘移植术组术
后无复发#而自体结膜移植术组术后复发 ! 眼#但两组
间复发率的差异无统计学意义'另一项随访 :" 年的研
究表明#与术中应用丝裂霉素相比#自体结膜移植术后
翼状胬肉复发率更低

-:A. ( 目前认为自体结膜角膜缘
移植术是治疗翼状胬肉有效的手术方式#术后复发率
一般不超过 Am#可能是因为 ZPI?具有细胞更新和组
织再生能力#不断地分裂增生#最终产生终末分化细胞
以补充脱落的角膜上皮#重建眼表结构和功能#维持眼
表平衡#同时完整的角膜缘作为一种屏障能阻止增生
结膜组织和新生血管长入角膜#从而达到阻止翼状胬
肉复发的目的#对保持角膜的透明性和正常生理功能
具有重要意义

-:2\:;. (
CcIcA 是 CNO结核盒 c家族成员 A#是表皮祖细

胞和黑色素瘤干细胞的标志物
-:#. ( Q?'/.5D等 -3.

通过

多项证据证实 CcIcA 是哺乳类动物 ZPI?的标志物#
其功能在于保持 ZPI?的数量和功能#并且为角膜发育
和修复所必需( 本研究以 ZPI7的常见疾病翼状胬肉
为切入点#证实在正常结膜组织中 CcIcA 表达阳性#
且呈明显极性#与其在口腔黏膜组织中的表达相
似

-:@. #而翼状胬肉组织中 CcIcA 表达量减少#甚至缺
失#提示翼状胬肉中 ZPI?减少和 ZPI?微环境发生变
化#与翼状胬肉的发生和发展有关( CcIcA 不仅在蛋
白水平表达减少#其在 &fVC水平表达同样减少#提
示翼状胬肉组织中 CcIcA 转录水平下调#引起了
CcIcA 蛋白减少#使 ZPI?减少和 ZPI?微环境异常(
本研究中还发现正常球结膜表层上皮细胞为扁平形#
基底层细胞略呈立方形#为 W k2 层的复层鳞状上皮#
形态变化较大#排列规则但较松散#表层下组织为疏松
结缔组织#血管较少'翼状胬肉组织上皮则呈明显的增
生状态#细胞层数较正常球结膜明显增多#且细胞排列
紊乱#无明显极性#同时结膜上皮下疏松结缔组织内存
在较多血管#管腔内有大量红细胞#与董诺等 -!".

的研

究结果一致( 本研究中免疫组织化学检测结果发现#
CcIcA 在翼状胬肉组织血管附近表达#提示 CcIcA
与翼状胬肉血管密切相关#与 CcIcA 在血管生成拟态
中表达阳性一致

-!:\!3. ( 本研究中显示#翼状胬肉组织

中 3 例患者 CcIcA 表达缺如#提示 ZPI?完全缺乏和
ZPI?正常微环境完全被破坏#对于此类患者是否需要
行对侧眼的正常结膜移植#尚需进一步研究(

本研究探讨翼状胬肉中 ZPI?标志物 CcIcA 的表
达#证实其在对翼状胬肉的发生和发展过程中 ZPI?缺
失情况的评估中发挥重要作用#为翼状胬肉复发的预
测和防治提供了新的思路(
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!病例报告!

持续高眼压 ; 年伴角膜内皮正常一例
张玉秋$孙兴怀

!"""3: 上海#复旦大学附属眼耳鼻喉科医院眼科$复旦大学上海医学院眼科学与视觉科学系卫生部近视眼重点实验室

上海市视觉损害与重建重点实验室

通信作者"孙兴怀#%&'()"M-?,/1?-&,45.,4=/

789":"43;2"<=&'4>4(??/4!"@AB":2"4!":;4:!4""A

$$患者#男#W@ 岁#因右眼视物不见 3 个月 !""; 年 2 月于复

旦大学附属眼耳鼻喉科医院就诊( 眼部检查"视力右眼无光

感#左眼裸眼视力 "g3#u:gA"<\!gA"r:;Aa"g#\'裂隙灯显微镜

)^̀ ::7#苏州六六视觉科技股份公司*检查见双眼结膜无充

血#角膜透明#前房中深'右眼 ;""" 位虹膜根部膨隆#瞳孔圆#

直径约 3g" &&#对光反射消失#晶状体密度增高#玻璃体絮状

混浊( 左眼 A""" 位虹膜根部膨隆#瞳孔圆#直径约 !gA &&#对

光反射迟钝#晶状体密度增高#玻璃体少量絮状混浊( 眼底检

查可见右眼视盘边界清晰#色苍白#I<7":g"#视盘凹陷#血管

屈膝状爬行'左眼视盘边界清晰#I<7""g@#见盘沿切迹#未见

盘周出血( 房角镜检查"右眼 ;""" 位虹膜根部膨隆#颞下&颞

侧房角关闭#其余房角窄( 左眼 A""" 位虹膜根部膨隆#颞上&

颞侧房角关闭#其余房角窄( 压平眼压计 )c_@""#瑞士 S''0B

P6D5(6集团*测量眼压#右眼 :! &&S0): &&S0a"g:33 jO'*#左

眼 :2 &&S0( C型超声 )98ZX'?65DA""#德国 5̀(??公司*检查

示#眼轴右眼 !!gA" &&#左眼 !:g;! &&'角膜曲率右眼 ;gWA 7#

左眼 ;gA3 7( !""; 年 ; 月 !W 日入院#入院诊断"双眼继发性青

光眼)右眼"绝对期#左眼"晚期*'双眼睫状上皮囊肿( 入院后

局部麻醉下行左眼小梁切除术#术后给予抗炎及抗瘢痕化处

理( 出院后患者按时复查#病情平稳( !":! 年 A 月 !: 日角膜

内皮镜)%X3"""#日本 N+&5E公司*检查示右眼角膜内皮细胞

密度 )=5)).5/?(6E#I7*为 ! 2;;<&&! #平均细胞面积 )'L5D'05

?(*5#CU[*为 3;W m&! #细胞面积的标准差 )?6'/.'D. .5L('6(+/#

P7*为 :!! m&! #细胞面积变异系数)=+5HH(=(5/6+HL'D('6(+/#IU*

为 33#内皮细胞的最大细胞面积)&'M(&,&?(*5#X'M*为 : ""! m&!#

内皮细胞的最小细胞面积)&(/(&,&?(*5#X(/*为 :A" m&! '左眼

I7为! @":<&&! #细胞面积 CU[为 3WA m&! #P7为 ::W m&! #

IU为 33# X'M为 2;! m&! # X(/ 为 #3 m&! #中央角膜厚度

)=5/6D')=+D/5')6-(=j/5??#IIN*为 W#: m&( 两年半后复查角膜

内皮镜示"右眼 I7为 ! 2W;<&&! #细胞面积 CU[为 3;# m&! #

P7为 :;2 m&! #IU为 W;#X'M为 : :## m&! #X(/ 为 @W m&! '左眼

I7为 ! ##A<&&! #细胞面积 CU[为 3W; m&! #P7为::2 m&! #IU

为 3W#X'M为 ;AW m&! #X(/ 为 :!W m&! #IIN为W#A m&( 超声生

物显微镜),)6D'?+,/. F(+&(=D+?=+GE#lcX* )X7B3""Z#天津迈达
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