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%%$摘要%%背景%结膜松弛症)VVC*是年龄相关性眼表疾病"研究发现 VVC 患者结膜组织及泪液中炎性
细胞因子表达升高"推测炎性细胞因子可能参与 VVC 的发病"但其作用机制尚未完全阐明& 研究还发现 VVC
患者结膜组织中基质金属蛋白酶)YYP1*的表达上调"而炎性因子与 YYP1在 VVC 发病中是否有关联尚不清
楚&%目的%探讨肿瘤坏死因子 ')MOa>'*和白细胞介素 "&)8I>"&*对 VVC 患者结膜成纤维细胞中 YYP>"'
YYP>9 及 MOa>'刺激产生的肿瘤坏死因子刺激基因 $)M\@>$*和穿透素 9)PM_9*表达的影响&%方法%采用
组织块培养法分别对 VVC 和白内障患者手术中采集的结膜组织进行培养"将培养的 < 种结膜成纤维组织各
分为 9 个组"分别用含 <# .+;'*的 PQ\'MOa>'或 8I>"&的细胞全培养基培养细胞 ? C"分别采用实时荧光定量
PV̀ 法和 R,1E,D. B*AE法检测细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU及其蛋白的表达&%结果%倒置显
微镜下可见第 < 代细胞的形态和大小一致"为长梭形"呈放射状排列"细胞核呈卵圆形"细胞突起相互交联&
VVC 组和白内障组间用 PQ\'MOa>'和 8I>"&干预后细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU相对表达量
的总体比较差异均有统计学意义 )YYP>" '̀ OU#N

分组
j<k$"""Jj#k""$(N

干预
j"$"k!$?"Jj#k###(YYP>9

'̀ OU#N
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j!k<#""Jj#k#<=(N
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j<""k#<""Jj#k###(M\@>$ '̀ OU#N
分组
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j
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分组
j?#k!"<"Jj#k###(N

干预
j=9k=9!"Jj#k###*& 与白内障组 PQ\ 干预后

比较"VVC 组 PQ\ 干预后 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU的相对表达量均明显升高"差异均有统计学意
义)均 Jm#k#!*(与 VVC 组 PQ\ 干预后比较"VVC 组 MOa>'和 8I>"&干预后细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和
PM_9 '̀ OU的相对表达量明显升高"差异均有统计学意义)均 Jm#k#!*(与白内障组 PQ\ 干预后比较"白内障
组 MOa>'和 8I>"&干预后细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU相对表达量明显增高"差异均有统计
学意义)均 Jm#k#!*& VVC 组和白内障组间用 PQ\'MOa>'和 8I>"&干预后细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和
PM_9 蛋白相对表达量的总体比较差异均有统计学意义)YYP>"#N

分组
jS?k:#<"Jj#k###(N

干预
j?Sk=##"Jj
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j
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分组
j"k?SS"Jj#k<9"(N

干预
jS=kS:<"Jj#k###*& 各组细胞用 PQ\'MOa>'和 8I>"&

干预后 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 蛋白相对表达量的组间比较与其基因表达趋势一致&%结论%VVC 患
者结膜成纤维细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 的表达量增加(MOa>'和 8I>"&均可上调 VVC 结膜成纤
维细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 的表达&%

$关键词%%结膜松弛症( 炎症( 炎性细胞因子( 基质金属蛋白酶( 肿瘤坏死因子刺激基因 $( 穿透素
9( 细胞培养( 人
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).K*(''(EAD2K(5EAD1(.4 YYP1)13.e.AJ.0%B4C#&/'D#%MC)1D,1,(D5C J(1EAAB1,DH,EC,,KK,5E1AKE3'AD.,5DA1)1
K(5EAD>')MOa>'* (.4 ).E,D*,3e).>"&)8I>"&* A. EC,,NGD,11)A. AKYYP>""YYP>9"E3'AD.,5DA1)1K(5EAD>1E)'3*(E,4
+,.,>$)M\@>$* (.4 G,.ED(N).>9 )PM_9* ). 53*E3D,4 VVC K)BDAB*(1E10%E#/")1(%VA.-3.5E)H(*K)BDAB*(1E1J,D,
)1A*(E,4 (.4 53*E3D,4 KDA'VVC>4,D)H,4 (.4 5(E(D(5E>4,D)H,4 C3'(. 5A.-3.5E)H(,NG*(.E10MC,5,**1J,D,ED,(E,4 31).+
<# .+;'*PQ\"MOa>'AD8I>"&KAD? CA3D1"D,1G,5E)H,*20MC,,NGD,11)A. *,H,*1AKIIJ7A"IIJ7S"K4!7C (.4 JKVS
+,.,1(.4 GDAE,).1J,D,4,E,5E,4 B2g3(.E)E(E)H,D,(*E)',PV̀ (.4 R,1E,D. B*AE(11(2"D,1G,5E)H,*20%F#(2,/(%MC,
1,5A.4>+,.,D(E)A. 5,**11CAJ,4 (*A.+(.4 K31)KAD' 1C(G,J)EC AHA)4 .35*,31(.4 D(4)(*(+D,,',.E"(.4 EC,5,**
GDA5,11AD15A..,5E,4 ,(5C AEC,D0MC,4)KK,D,.5,1AKEC,D,*(E)H,,NGD,11)A. *,H,*1AKYYP>""YYP>9"M\@>$ (.4 PM_9
'̀ OU). EC,5,**1J,D,1)+.)K)5(.E*24)KK,D,.EB,EJ,,. VVC +DA3G (.4 5(E(D(5E+DA3G (KE,DB,).+ED,(E,4 B2PQ\"MOa>'
(.4 8I>"&)YYP>" '̀ OU#N+DA3G j<k$"""Jj#k""$(N).E,DH,.,j"$"k!$?"Jj#k###(YYP>9 '̀ OU#N+DA3G j!k<#""
Jj#k#<=(N).E,DH,.,j<""k#<""Jj#k###(M\@>$ '̀ OU# N+DA3G j?:k<#="Jj#k###(N).E,DH,.,j""=k9?#"Jj#k###(
PM_9 '̀ OU# N+DA3G j?#k!"<"Jj#k###(N).E,DH,.,j=9k=9!"Jj#k###*0VA'G(D,4 J)EC EC,5(E(D(5E+DA3G J)EC PQ\
ED,(E',.E"EC,,NGD,11)A. *,H,*1AKYYP>""YYP>9"M\@>$ (.4 PM_9 '̀ OUJ,D,1)+.)K)5(.E*2,*,H(E,4 ). EC,VVC
+DA3G J)EC PQ\ ED,(E',.EADEC,5(E(D(5E+DA3G J)EC MOa>'(.4 8I>"&ED,(E',.E)(**(EJm#k#!*0VA'G(D,4 J)EC EC,
VVC +DA3G J)EC PQ\ ED,(E',.E"EC,,NGD,11)A. *,H,*1AKYYP>""YYP>9"M\@>$ (.4 PM_9 '̀ OUJ,D,1)+.)K)5(.E*2
,*,H(E,4 ). EC,VVC +DA3G J)EC MOa>'(.4 8I>"&ED,(E',.E) (**(EJm#k#! *0MC,4)KK,D,.5,1AKEC,D,*(E)H,
,NGD,11)A. *,H,*1AKYYP>""YYP>9"M\@>$ (.4 PM_9 GDAE,).1). EC,5,**1J,D,1)+.)K)5(.E*24)KK,D,.EB,EJ,,. VVC
+DA3G (.4 5(E(D(5E+DA3G (KE,DB,).+ED,(E,4 B2PQ\"MOa>'(.4 8I>"&)YYP>"#N+DA3G jS?k:#<"Jj#k###(N).E,DH,.,j
?Sk=##"Jj#k###(YYP>9#N+DA3G j""<kS"S"Jj#k###(N).E,DH,.,j"=?k=S#"Jj#k###(M\@>$# N+DA3G j!$kS$:"Jj
#k###(N).E,DH,.,j:#k9!$" Jj#k###( PM_9# N+DA3G j"k?SS" Jj#k<9"( N).E,DH,.,jS=kS:<" Jj#k### *" (.4 EC,
,NGD,11)A. 5C(.+,1AKYYP>""YYP>9"M\@>$ (.4 PM_9 GDAE,).1J,D,5A).5)4,.EJ)EC EC,+,.,1('A.+EC,+DA3G1
J)EC H(D)A31ED,(E',.E10% G)*&,2(')*(% MC,,NGD,11)A.1AKYYP>""YYP>9"M\@>$ (.4 PM_9 ). 5A.-3.5E)H(*
K)BDAB*(1E1(D,3GD,+3*(E,4 ). VVC ,2,10MC,).E,D(5E)A. AKMOa>'(.4 8I>"&J)EC YYP1)1GDAB(B*2).HA*H,4 J)EC EC,
G(ECA+,.,1)1(.4 4,H,*AG',.EYYP1GDAB(B*20%

!6#7 8)%1("5 VA.-3.5E)HA5C(*(1)1( 8.K*(''(E)A.( 8.K*(''(EAD2 52EAe).,1( Y(ED)N ',E(**AGDAE,).(1,1(
M3'AD.,5DA1)1K(5EAD>1E)'3*(E,4 +,.,>$( P,.ED(N).>9( V,**153*E3D,4( L3'(.1

H2*1$%).%+-# \C(.+C()Y3.)5)G(*L,(*EC Q3D,(3 ,̀1,(D5C PDA-,5E)<#"<??"!*

%%结膜松弛症)5A.-3.5E)HA5C(*(1)1"VVC*是球结膜过
度松弛堆积在睑缘及内外眦之间而形成皱褶"引起眼
表泪液学异常"并伴有眼部干涩'异物感'溢泪等不适
症状的眼表疾病& VVC 常伴有不同程度的角膜炎'睑
板腺炎'干眼以及相关眼表炎症"患者泪液中肿瘤坏死
因子 ')E3'AD.,5DA1)1K(5EAD>'"MOa>'*'白细胞介素
"&)).E,D*,3e).>"&" 8I>"&* 等炎性细胞因子呈高表
达

+"T!, "提示炎症过程参与 VVC 的发生和发展"但这些
炎性因子在 VVC 发病中的作用机制仍不清楚& 研究
发现 VVC 组织及泪液中基质金属蛋白酶 ) '(ED)N
',E(**AGDAE,).(1,1"YYP1*的表达上调"其与金属蛋白
酶组织抑制剂 )E)113,).C)B)EADAK',E(**AGDAE,).(1,1"
M8YP1*的比例失衡"导致弹性纤维变性'胶原纤维溶
解'细胞外基质降解"引起结膜松弛 +!T"#, & MOa>'刺激
产生的肿瘤坏死因子刺激基因 $)E3'AD.,5DA1)1K(5EAD>
1E)'3*(E,4 +,.,>$" M\@>$ * 和穿透素 9 ) G,.ED(N).>9"
PM_9*是新近发现的组织炎症反应标志物"在多数正
常组织中不表达"但在炎症性疾病的组织中表达上调"

发挥炎症保护作用"并能抑制 YYP1活性"参与细胞外
基质的重建

+""T"?, & 有研究证实"结膜松弛症局部组织

中 M\@>$ 和 PM_9 表达量上调"体外培养的结膜松弛
症患者结膜囊成纤维细胞分泌的 M\@>$ 和 PM_9 蛋白
增加"M\@>$ 和 PM_9 参与VVC 的发病过程 +"!, "而目前
有关炎性因子与 YYP1关系的研究鲜见报道& 本研究
检测 MOa>'和 8I>"&对结膜成纤维细胞中 YYP>"'
YYP>9'M\@>$ 和PM_9 表达的影响"探讨 MOa>'和 8I>"&
在 VVC 中的炎症机制&

95材料与方法

9095材料
909095标本采集5纳入 <#"? 年 $0"< 月于上海中医
药大学附属普陀医院眼科拟行新月形松弛结膜切除术

的 VVC 患者 "# 例 "# 眼"其中男 9 例"女 : 例(年龄
?9 :̂<岁"平均)$?k##l=k#"*岁& 同期纳入年龄匹配
的拟行白内障超声乳化手术的年龄相关性白内障患者

"# 例 "# 眼"其中男 $ 例"女 ? 例(年龄 !" :̂" 岁"平均
)$9k##l$k9S*岁& VVC 诊断参照文献+"$,中的标准
并符合 VVC 手术适应证 +":, & 分别于手术中收集结膜
组织标本"均取VVC 患者距角膜缘后 ! $̂ '''正下方
$### 位的球结膜组织"大小为 "k# ''p"k! ''"年龄
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相关性白内障患者球结膜取材区域为下睑覆盖区& 本
研究遵循赫尔辛基宣言"该研究获得上海中医药大学
附属普陀医院伦理委员会批准)普伦审+<#"#,: 号*"
患者进入研究组前均签署知情同意书&
9090:5主要试剂及仪器56Y&Y培养基'青T链霉素
溶液'质量分数 #k<!]胰蛋白酶溶液 )含质量分数
#k#<]&6MU*)美国 @)B5A公司*(胎牛血清'成纤维细
胞生长添加物)K)BDAB*(1E1+DAJEC 13GG*,',.E"a@\* )美
国 \5),.V,**公司*(MOa>''8I>"&)美国 P,GDAM,5C 公
司*(MD)FA*)日本 M([(̀(公司*(56OU第一条链合成
试剂盒'荧光定量 PV̀ 试剂盒)瑞士罗氏公司*(引物'
荧光探针)YYP>"'YYP>9'M\@>$'PM_9'@UP6L* )上
海生工公司*(兔抗人 YYP>" 单克隆抗体)(B!<$9"*'
兔抗人 YYP>9 单克隆抗体)(B!<="!* )英国 UB5('公
司*(小鼠抗人 M\@>$ 单克隆抗体)15>9::<::*'小鼠抗
人 PM_9 单克隆抗体)15>9:9=!"* )美国 \(.E(VD3F公
司*(L̀ P标记的马抗小鼠 8+@二抗)n:#:$*'L̀ P标
记的山羊抗兔 8+@二抗 ) n:#:? * )美国 V\M公司 *(
8̀PU细胞裂解液'QVU蛋白浓度测定试剂盒' \6\>

PU@&凝胶配置试剂盒'Q,2A&VIP*31)上海碧云天公
司*(牛血清白蛋白)BAH).,1,D3'(*B3')."Q\U* )美国
\)+'(公司*& V7<培养箱 )日本 \UOf7公司*(超净
工作台)中国安泰公司*(低温高速离心机'分光光度
计'梯度 PV̀ 仪)德国 &GG,.4ADK公司*(UQ8:9## 荧光
定量 PV̀ 仪)美国 UQ8公司*(酶标检测仪'垂直电泳
槽'转膜仪)美国 Q)A>̀(4 公司*(化学发光分析系统仪
)上海培清公司*&
90:5方法
90:095组织块贴壁法原代培养结膜成纤维细胞5参
照韩竹梅等

+"S,
描述的结膜成纤维细胞培养方法"将手

术中切取的各组球结膜组织用质量分数 #k=]生理盐
水漂洗 9 遍"用眼科显微剪刀将组织剪成 #k!S ''p
#k!S '' "̂k## ''p"k## ''"平铺于 $ 孔板内"将 $
孔板方向调整至底面向上"然后置于 9: o'体积分数
!] V7<培养箱中"待组织块周边接近干燥)" 9̂ ').*
时将 $ 孔板翻转"于超净台中缓慢加入 9 '*含质量分
数 "#]Q\U'体积分数 "]青链霉素双抗和质量分数
"]a@\ 的完全培养基继续培养"勿使组织浮起"每 9
天换液 " 次"倒置显微镜下观察细胞贴壁及生长情况&
90:0:5实验分组5将第 9 $̂ 代 =#]融合的对数生
长期 VVC 来源和年龄相关性白内障来源的结膜成纤
维细胞分别用 PQ\'MOa>'和 8I>"&处理"于无血清培
养基中培养后 <? C 在 VVC 组和白内障组细胞中分别
加入含 <# .+;'*的 PQ\'MOa>'或 8I>"&的完全培养

基"继续培养 ? C&
90:0;5实时荧光定量 PV̀ 法检测各组细胞中 YYP>"'
YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU的相对表达量%分别提
取各组结膜成纤维细胞的 ÒU"以 A*)+4M"S 为引物"
以提取的 ÒU为模板)" %+*合成 56OU第一链(总反
应体系为 <# %*"包括 "# 倍 PV̀ 缓冲液 "# %*"上下游
引物各 " %*"荧光探针 " %*"56OU模板 " %*及 PV̀ 级

44L<7$ %*& 反应条件#=! o预变性 " ').(=! o变性
9# 1"$# o反应 9# 1"共 ?# 个循环& 样品和内参均设复
孔"实验重复操作 9 次"引物探针由上海生工生物工程
有限公司合成"引物探针序列见表 "& 以 @UP6L为内
参照"采用 <T((VE

法计算各目的蛋白的相对表达量&

表 95荧光定量 OGF目的基因引物序列及产物长度

目的基因 引物序列)!5>95 * 产物长度)BG*

IIJ7A a#@UM@M@@U@M@VVM@UM@M@ <#:
#̀M@UM@MVM@VMM@UVVVMVU

探针#M@@@U@VUUUVUVUMVM@UVVMUVU@@
IIJ7S a#MVM@@@UU@U@@M@UVMVVU "S"

#̀MVUMVUMVUUU@M@@@VUMV

探针#MVVU@@VM@MUM@UU@@U@U@@VM@UM
K4!7C a#MVUVUMMMVU@VVUVM@VMV <"?

#̀@MUMMM@VVU@UVV@M@VMM

探针#M@VMUM@@@UU@UVUVMVUU@@UM@@@
JKVS a#M@U@UVVUUM@U@@VMM@U@ "!S

#̀MVVUVVVUVVUVUUUVUVMU

探针#M@VUMMM@@@MVUUU@VVUVU@UM@MU
!UJPQ a#M@@MUMV@M@@UU@@UVMVU "9<

#̀VVU@MU@U@@VU@@@UM@UM

探针#UMVUVM@VVUVVVU@UU@UVM@M@@UM

%注#YYP#基质金属蛋白酶(M\@#肿瘤坏死因子刺激基因(PM_#穿透

素(@UP6L#磷酸甘油醛脱氢酶

90:0<5R,1E,D. B*AE法检测各组细胞中 YYP>"'YYP>9'
M\@>$ 和 PM_9 蛋白的相对表达量%提取 VVC 组和白
内障组用不同因子培养的结膜成纤维细胞"QVU法检
测各组细胞中相应蛋白质量浓度"并调整各组蛋白质
量浓度至相同水平"蛋白变性后各组各取 !# %+蛋白
行 \6\>PU@&凝胶电泳分离"上层胶设定为质量分数
!]"电压 S# X"下层胶设定为质量分数 "#]"电压
S# X"下层胶电压 "## X"垂直电泳 "k! C& 半干式转膜
" C"电压 "! X"将凝胶上的蛋白转至 PX6a膜上"用
!]Q\U室温封闭 < C"滴加相应一抗)YYP>"'YYP>9
为 " d" ###(M\@>$'PM_9 为 " d"## * ? o孵育过夜"
MQ\M漂洗 ? 次"每次 "# ').(滴加 L̀ P标记的山羊抗
鼠或抗兔 8+@二抗)" d"# ###*室温下孵育 " C"MQ\M
漂洗 9 次"每次 "# ')."再用 MQ\ 漂洗 "# ').(&VI化
学发光法曝光"化学发光分析系统拍照& 以 @UP6L

!:<9!中华实验眼科杂志 <#": 年 ? 月第 9! 卷第 ? 期%VC). W&NG 7GCEC(*'A*"UGD)*<#":"XA*09!"OA0?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



为内参"采用 8'(+,W分析软件对条带进行半定量分
析"计算YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和PM_9 蛋白相对表达量&
90;5统计学方法

采用 \P\\ <"0# 统计学软件)美国 8YQ公司*进
行统计分析& 本研究中检测指标的数据资料经 R检
验呈正态分布"以 Tl+表示& 同一指标组间数据资料
均数经 I,H,.,检验方差齐& VVC 组与白内障组 PQ\'
MOa>'和 8I>"&干预后结膜成纤维细胞中 YYP>"'
YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU及其蛋白相对表达量的
总体比较采用区组设计两因素方差分析"组间多重比
较采用 I\6>.检验& Jm#k#! 为差异有统计学意义&

:5结果

:095培养的结膜成纤维细胞形态
倒置显微镜下观察显示"VVC 来源的组织块培养

< !̂ 4 后紧密贴附于 $ 孔板"组织块透亮性差"呈暗黑
色避光区域"周围有细胞移出 )图 "U*"培养后 "# ^
"! 4可见细胞增生"组织块周围的细胞逐渐向周围扩
散"细胞呈马赛克样"界线不清& 培养后 <# 4 细胞长
满并紧密接触)图 "Q*& 第 < 代细胞的形态和大小一
致"为梭形或两头尖的长条状纤维样细胞"呈放射状排
列"细胞核呈卵圆形"细胞突起长短不等并相互交联
)图 "V*& 本研究取 "# 例结膜组织进行原代培养"因
培养过程中有 ? 例出现后期生长状态不佳"提取的
'̀ OU及蛋白质不够后续实验"故将其舍弃"仅对其余
$ 例结膜组织实验结果进行分析&

A B

C

图 95倒置显微镜下观察原代培
养的结膜成纤维细胞形态%U#
培养 < !̂ 4 后"组织块透亮性
差"呈暗黑色避光区域"组织周围
有细胞移出%Q#培养后 <# 4"细
胞长满并紧密接触%V#传至第 <
代细胞形态一致"为纤维样细胞"
大小均一"呈放射状排列"细胞核
呈卵圆形"细胞突起相互交联
%

:0:5各组结膜成纤维细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$
和 PM_9 '̀ OU相对表达量的比较

VVC 组和白内障组用 PQ\'MOa>''8I>"&干预后
细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU相对表
达量的总体比较差异均有统计学意义)YYP>" '̀ OU#

N分组 j<k$"""Jj#k""$(N干预 j"$"k!$?"Jj#k###0
YYP>9 '̀ OU# N分组 j!k<#"" J j#k#<=( N干预 j
<""k#<""Jj#k###0M\@>$ '̀ OU#N分组 j?:k<#="Jj
#k###(N干预 j""=k9?#"Jj#k###0PM_9 '̀ OU#N分组 j
?#k!"<"Jj#k###(N干预 j=9k=9!"Jj#k###*& PQ\ 干
预后"VVC 组 YYP>"'YYP>9 和 M\@>$'PM_9 '̀ OU相
对表达量明显高于白内障组"差异均有统计学意义
)均 Jm#k#!*(MOa>'和 8I>"&干预后 VVC 组成纤维
细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU的相对
表达量显著高于 PQ\ 干预后的 VVC 组"差异均有统计
学意义)均 Jm#k#!*(白内障组 MOa>'和 8I>"&干预
后成 纤 维 细 胞 中 YYP>"' YYP>9' M\@>$ 和 PM_9
'̀ OU相对表达量显著高于白内障组 PQ\ 干预后"差
异均有统计学意义)均 Jm#k#!*)表 < !̂*&

表 :5各组用不同因子干预后细胞中 EEO?9 -Fa3
相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 YYP>" '̀ OU相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ "k#<l#k#S <k9:l#k"S( 9k##l#k""(

白内障组 $ #k<Sl#k#!B <k=#l#k"9( 9kS?l#k"=(

%注#N分组 j<k$"""Jj#k""$(N干预 j"$"k!$?"Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验*%YYP#基质金属蛋白酶(VVC#结膜

松弛症(MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

表 ;5各组用不同因子干预后细胞中 EEO?; -Fa3
相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 YYP>9 '̀ OU相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ "k#"l#k"9 <k$9l#k9:( 9k:Sl#k?<(

白内障组 $ #k<9l#k#$B <k:#l#k9:( 9k$?l#k?9(

%注#N分组 j!k<#""Jj#k#<=(N干预 j<""k#<""Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验*%YYP#基质金属蛋白酶(VVC#结膜

松弛症(MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

表 <5各组用不同因子干预后细胞中 !]N?M -Fa3
相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 M\@>$ '̀ OU相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ "k#<l#k#$ !k!=l#k<=( :k9"l#k":(

白内障组 $ #k?$l#k#9B ""k#$l#k<<( "9k?$l#k<:(

%注#N分组 j?:k<#="Jj#k###(N干预 j""=k9?#"Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验 * %M\@#肿瘤坏死因子刺激基因(

VVC#结膜松弛症(MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

!S<9! 中华实验眼科杂志 <#": 年 ? 月第 9! 卷第 ? 期%VC). W&NG 7GCEC(*'A*"UGD)*<#":"XA*09!"OA0?
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表 =5各组用不同因子干预后细胞中 O![; -Fa3
相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 PM_9 '̀ OU相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ "k#?l#k#$ ?k!"l#k<?( !k?9l#k9#(

白内障组 $ #k9?l#k#!( Sk==l#k<#B "#k!<l#k<#B

%注#N分组 j?#k!"<"Jj#k###(N干预 j=9k=9!"Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验*%PM_#穿透素(VVC#结膜松弛症(

MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

:0;5各组结膜成纤维细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$
和 PM_9 蛋白相对表达量的比较

不同因子干预后 VVC 组和白内障组 YYP>"'
YYP>9 和 M\@>$ 蛋白相对表达量总体比较"差异均有
统计学意义)YYP>"#N分组 jS?k:#<"Jj#k###(YYP>9#
N分组 j""<kS"S"Jj#k###(M\@>$#N分组 j!$kS$:"Jj
#k###*"不同因子干预后 VVC 组和白内障组 PM_9 蛋
白相对表达量总体比较"差异无统计学意义 )N分组 j
"k?SS"Jj#k<9"*"PQ\ 干预后"VVC 组细胞中 YYP>
"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 蛋白的相对表达量明显高于
白内障组"差异均有统计学意义)均 Jm#k#!*(各组经
PQ\'MOa>''8I>"&干预后 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和
PM_9 蛋白相对表达量总体比较"差异均有统计学意义
)YYP>"# N干预 j?Sk=##" Jj#k###( YYP>9# N干预 j
"=?k=S#"Jj#k###(M\@>$#N干预 j:#k9!$"Jj#k###(
PM_9#N干预 jS=kS:<"Jj#k###*"VVC 组 MOa>'和 8I>
"&干预后细胞中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 蛋白
相对表达量显著高于 PQ\ 干预后"差异均有统计学意
义)均 Jm#k#!*(白内障组 MOa>'和 8I>"&干预后细胞
中 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 蛋白的相对表达量
显著高于 PQ\ 干预后"差异均有统计学意义 )均 Jm
#k#!*)图 <"表 $ =̂*&

MMP�1

GAPDH

MMP�3

TSG�6

PTX3

36000

45000

35000

50000

54000

1 2 3 4 5 6

图 :55#(/#%*4,)/法检测各组结膜成纤维细胞中 EEO?9'EEO?
;'!]N?M 和 O![; 蛋白表达%"#VVC 组 PQ\ 干预后%<#VVC 组
MOa>'干预后%9#VVC 组 8I>"&干预后%?#白内障组 PQ\ 干预后%
!#白内障组 MOa>'干预后%$#白内障组 8I>"&干预后%YYP#基质
金属蛋白酶(M\@#肿瘤坏死因子刺激基因(PM_#穿透素

表 M5各组用不同因子干预后细胞中 EEO?9
蛋白相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 YYP>" 相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ #k!:l#k"# #kS?l#k""( "k"#l#k"<(

白内障组 $ #k":l#k#$B #k!:l#k#!( #k$<l#k<"(

%注#N分组 jS?k:#<"Jj#k###(N干预 j?Sk=##"Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验*%YYP#基质金属蛋白酶(VVC#结膜

松弛症(MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

表 P5各组用不同因子干预后细胞中 EEO?;
蛋白相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 YYP>9 相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ #k?9l#k#9 #k:Sl#k#<( #k!:l#k#?(

白内障组 $ #k<9l#k#?B #k$#l#k#9( #k?=l#k#?(

%注#N分组 j""<kS"S"Jj#k###(N干预 j"=?k=S#"Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验*%YYP#基质金属蛋白酶(VVC#结膜

松弛症(MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

表 Q5各组用不同因子干预后细胞中 !]N?M
蛋白相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 M\@>$ 相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ #k?Sl#k": #k:Sl#k#:( #k:#l#k#$(

白内障组 $ #k<!l#k#?B #k!#l#k#"( #k$:l#k#9(

%注#N分组 j!$kS$:"Jj#k###(N干预 j:#k9!$"Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验 * %M\@#肿瘤坏死因子刺激基因(

VVC#结膜松弛症(MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

表 R5各组用不同因子干预后细胞中 O![;
蛋白相对表达量比较)!I"*

组别 样本量
不同因子干预后 PM_9 相对表达量

PQ\ MOa>' 8I>"&

VVC 组 $ #k!<l#k#= #k:#l#k#<( #kS=l#k#?(

白内障组 $ #k9"l#k#9B #k:=l#k"#( #k="l#k#$(

%注#N分组 j"k?SS"Jj#k<9"(N干预 jS=kS:<"Jj#k###0与各自组内

PQ\ 干预后比较"(Jm#k#!(与 PQ\ 干预的 VVC 组比较"BJm#k#! )区组

设计两因素方差分析"I\6>.检验*%PM_#穿透素(VVC#结膜松弛症(

MOa#肿瘤坏死因子(8I#白细胞介素

;5讨论

已有研究表明"VVC 患者结膜组织中 YYP>"'
YYP>9 呈高表达状态 6$T"#, "本研究的结果显示"VVC
患者结膜成纤维细胞中 YYP>"'YYP>9 '̀ OU和蛋白

!=<9!中华实验眼科杂志 <#": 年 ? 月第 9! 卷第 ? 期%VC). W&NG 7GCEC(*'A*"UGD)*<#":"XA*09!"OA0?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



的相对表达量均明显高于白内障组"验证了先前的研
究结果"进一步证实 VVC 细胞外基质及 M,.A. 囊的溶
解'变薄与 YYP1的过表达有关& 此外"本研究中结果
显示成纤维细胞中 M\@>$ 和 PM_9 '̀ OU和蛋白相对
表达量明显高于白内障组"与韩竹梅等 +"!,

的研究结果

一致"进一步证实 M\@>$ 和 PM_9 参与 VVC 的发病过
程& M\@>$ 在正常组织中不表达"但在炎性细胞因子
及有关因素的刺激下组织中 M\@>$ 表达升高"因此被
认为是一个保护性炎性反应蛋白"在多种炎性反应过
程中起负反馈调节作用& 多项研究证实 M\@>$ 可与丝
氨酸蛋白酶抑制剂 8'8蛋白形成稳定复合物"通过抑
制 YYP1的活化来发挥抗炎作用 +""T"<, (此外"M\@>$ 可
与透明质酸'硫酸软骨素'蛋白聚糖聚合物以及丝氨酸
蛋白酶抑制剂等结合"参与细胞外基质的重建 +"<, &
PM_9 又称 M\@>"?"当机体受到损伤或发生炎症反应
时主要由树突状细胞'巨噬细胞'纤维母细胞'激活的
内皮细胞等骨髓源细胞所产生& 作为一种可溶性模式
识别受体"PM_9 可与多种可溶性受体配体相结合"进
而参与免疫防御'调节炎症反应'细胞凋亡'细胞外基
质的重建等多种生物效应"能反映局部组织的炎症及
损伤状态

+"9T"?, &
本研究还发现"MOa>'和 8I>"&可进一步上调

VVC 及单纯白内障结膜成纤维细胞中 YYP>"'YYP>9
和 M\@>$'PM_9 '̀ OU及蛋白的表达& VVC 松弛结膜
堆积在睑缘及内外眦部之间"引起泪液动力学异常"泪
液清除延迟

+"=T<#, "8I>"&'MOa>'等降解酶在泪液中蓄
积"VVC 泪液中高质量浓度的炎性细胞因子对眼表存
在长期作用"导致 VVC YYP1'M\@>$ 和 PM_9 的过表
达

+"T!"ST=, (进而引起其转录'翻译水平的表达失衡"导
致降解酶合成增加"酶活性增强"引起细胞外基质及
M,.A. 囊的降解"促进 VVC 的发生和发展"进一步加重
眼表炎症"形成恶性循环& 在脑胶质瘤及真皮成纤维
细胞中 MOa>'和 8I>"&可通过激活核转录因子 $Q
) .35*,(DK(5EAD>$Q" Oa>$Q* 细胞信号通路而 上 调
YYP1'M\@>$ 和 PM_9 的表达+<"T<<, "在关节炎中 Oa>$Q
可介导 8I>"&激活 YYP1发挥降解作用"Oa>$Q抑制
剂 8$Q'可抑制 Oa>$Q活性"减轻 YYP>"'YYP>9 引
起的类风湿炎症及组织损伤"阻断 Oa>$Q细胞信号传
导通路亦可抑制 PM_9 的合成 +<9, "但 MOa>'和 8I>"&
上调结膜成纤维细胞表达 YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和
PM_9 的细胞信号通路暂无相关研究报道"因此 MOa>'
及 8I>"&是否与关节炎'脑胶质瘤细胞等疾病一样通
过 Oa>$Q细胞信号通路介导调节结膜成纤维细胞中
IIJ7A'IIJ7S'K4!7C 和 JKVS 基因的转录和表达有

待进一步研究& M\@>$ 和 PM_9 在 VVC 中是否可抑制
YYP1活性而发挥炎症调节作用亦或是通过其他途径
参与 VVC 的发病机制尚不清楚"这是进一步研究 VVC
发病机制的方向之一&

本研究通过探讨炎性细胞因子对 VVC 患者结膜
成纤维细胞中 YYP1'M\@>$ 及 PM_9 表达的影响"验
证了炎症反应参与 VVC 的发病过程"并发现 MOa>'和
8I>"&可通过抑制YYP1诱导细胞外基质的降解"这个
结果对临床治疗 VVC 具有参考意义"也为今后进一步
研究阻断 VVC 结膜组织中 YYP1的表达及活化提供
了新的思路& 但本研究也存在一定的局限性#)"*本
研究中纳入的样本量尚不够大"今后的研究中可增加
样本量并对 VVC 进行分级研究"进一步细化 VVC 的严
重程度与炎症反应的关系()<*文献报道"<# .+;'*质
量浓度的 MOa>'和 8I>"&对真皮成纤维细胞蛋白表达
的影响最显著

+":, "因此本研究借鉴该浓度探讨 MOa>'
和 8I>"&对 VVC 结膜成纤维细胞中 YYP>"'YYP>9'
M\@>$ 和 PM_9 表达的影响"但暂不能明确不同质量浓
度的 MOa>'和 8I>"&对其表达是否存在差异&

综上所述"本研究显示 VVC 可能与炎性反应有
关"VVC 患者眼表中的炎性细胞因子可能刺激结膜成
纤维细胞中YYP>"'YYP>9'M\@>$ 和 PM_9 的表达"导
致炎症和 M,.A. 囊细胞外基质降解之间的相互作用"
促进 VVC 的发生和进展& 然而"VVC 所伴随的炎症反
应是原发性还是 VVC 的伴随症状'炎症反应参与了
VVC 发病的全过程还是 VVC 某一阶段的表现以及炎
症与YYP1表达间的相互作用问题还需进一步研究&
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