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!!$摘要%!目的!探讨叉头框转录因子 f5)f4+f5*对小梁网细胞外基质表达的调控作用&!方法!将培

养人眼小梁网细胞)XPSW>*分为 U3E('O*A对照组和 f4+f5 小发夹 TQV)>HTQV*组"构建 f4+f5 重组干扰载

体 f4+f5 >HTQV"应用 f4+f5 >HTQV慢病毒颗粒感染 XPSW>"采用 NA>CAE- O*4C法检测 f4+f5 >HTQV的敲低效

果及细胞外基质)&WS*蛋白的表达变化"利用 PE(->LA**计数实验分析 XPSW>的迁移能力&!结果!体外培

养的 XPSW>呈长梭形"生长状态良好"形态符合 XPSW>形态学特征& f4+f5 >HTQV组 f4+f5 蛋白相对表达

量为 $j;5k$j$5"显著低于 U3E('O*A对照组的 #j5;k$j$""差异有统计学意义 ).l#%j%6"Lm$j$#*& f4+f5

>HTQV组纤连蛋白)fQ*'"型胶原蛋白 )W9e" *'#平滑肌肌动蛋白 )#@USV*相对表达量分别为 $jY7k

$j$7'$j"7k$j$6 和 $j6%k$j#""显著低于 U3E('O*A对照组的 $j6;k$j$Y'#j%%k$j$% 和 #j;7k$j#7"差异均有

统计学意义).l#"j$6'#6j6#';j"$"均 Lm$j$#*& f4+f5 >HTQV组 XPSW>的迁移数量为 ##;j7$k##jY#"显著

低于 U3E('O*A对照组的 5"#j$$k#$j7;"差异有统计学意义).l6j;5"Lm$j$#*&!结论!成功制备可特异性敲

低 XPSW>内源性 f4+f5 表达的 f4+f5 >HTQV病毒"并证实 f4+f5 干扰对 XPSW>中 &WS的表达及细胞迁移

具有抑制作用&!
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!!原 发 性 开 角 型 青 光 眼 ) FE)'(EM 4FA- (-K*A
K*(,34'("G9VR*是一种由于特征性视神经损伤"最终
造成视野缺损"甚至致盲的眼病& 各种原因引起的
房水循环障碍导致的病理性眼压升高是目前公认的

G9VR发病的主要原因"其中以小梁网房水循环失
衡"房水排出阻力增加"从而引起的眼压上升为主要
因素

+#, & 小梁网是小梁细胞贴附于小梁柱上形成的
筛网状结构"通过网眼引流的房水"其引流阻力直接
与网 眼 大 小 相 关" 而 小 梁 网 细 胞 外 基 质 蛋 白
)A+CE(3A**,*(E'(CE)+"&WS*的成分和含量直接影响网
眼的大小

+5 7̂, & 因此"适量的小梁网 &WS是维持房
水循环系统正常的重要生理基础& 叉头框转录因子
)D4EIHA(J O4+"f4+*是一类翼螺旋<叉头型转录因子调
节家族"在胚胎发育过程中起着关键性的调控作
用

+Y, & f4+f5 蛋白是 f4+家族的重要成员之一"为间
质转录因子"在上皮相邻的间质中特异性表达"参与调
控上皮间质之间的相互转化并维持组织稳态"与动物
的生长发育'免疫调控以及肿瘤的发生密切相关 +" %̂, &

研究发现"f4+f5 的表达也参与细胞外基质和胶原的
调控"沉默 f4+f5 后前列腺间质 &WS的表达下降 +;, "

而敲除了 \*F\Q 基因的小鼠可能导致肠发育不良和
肠组织"型'$型胶原的减少 +6, & 然而 f4+f5 在眼部
组织发育以及疾病发生和发展过程中作用的研究却鲜

有报道& 因此"本研究中拟建立表达 f4+f5 小发夹
TQV)>'(**H()EF)- TQV">HTQV*的人眼小梁网细胞
株"并通过敲低人眼小梁网细胞 ) H,'(- CE(OA3,*(E
'A>HL4EI 3A**>"XPSW>*中 f4+f5 的表达"检测胞外基
质蛋白和 XPSW>迁移的变化"探讨 f4+f5 在小梁网
&WS中的作用&

:5材料与方法

:2:5材料
:2:2:5小梁网细胞来源5XPSW>由天津医科大学眼
科医院汪建涛教授惠赠"传 7 oY 代备用&
:2:2;5主要试剂5胎牛血清'青霉素<链霉素)美国
R)O34公司*(抗 f4+f5 抗体 )(O#?6567*'抗纤连蛋白
)D)OE4-A3C)-" fQ* 抗 体 ) (O5Y#7 *' 抗 胶 原 蛋 白 "
)34**(KA- ""W9e"*抗体)(O7Y;#$*'抗 #平滑肌肌
动 蛋 白 ) #@>'44CH ',>3*A (3C)-" #@USV* 抗 体

)(O"%?Y*'山羊抗兔 :KRXne)XTG* )(O%;5#* )美国
VO3('公司*(G[8f膜'化学发光液)美国 S)**)F4EA公
司*(慢病毒载体 FX]@\%@SWU@g>REAA-@G,E4'FX]@\%@
SWU@g>REAA-@G,E4@U3E('O*A质 粒' X&a5?7fP细 胞'
F>GV̀ 5 质粒' FS85R质粒' F4*MOEA-A)上海汉恒公
司*(PE(->LA**小室)美国 W4')-K公司*&
:2;5方法
:2;2:5细胞培养与实验分组!将 XPSW>接种于
P5" 细胞培养瓶中"用质量分数 $j#p明胶润洗瓶底
后加入含有体积分数 #$p胎牛血清的 8&S&培养
基"将培养瓶放置于 7; q'含体积分数 "p W95的细

胞培养箱中培养& 将细胞分为 U3E('O*A对照组和
f4+f5 >HTQV组&
:2;2;5构建 f4+f5 重组干扰载体 f4+f5 >HTQV!根
据 f4+f5 特异性干扰序列 " /@RVRVRWRPWPRPWVR
RVPVPPV@7/进行相应的引物合成"将单链的引物退
火成双链 9*)K4序列并连接入经 ]('X:<&34T:双酶
切后的线性化的 FX]@\%@SWU@g>REAA-@G,E4TQV干
扰载体"该载体中含有 WS[启动子调控的 !+>322$
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基因表达及 GRa启动子启动的 G,E4抗性基因表达"
构建成功后挑取单克隆菌落"转化子送往测序公司
进行测序验证"对测序验证正确的克隆进行高纯度
质粒抽提&
:2;2<5慢病毒包装5首先将构建好的慢病毒载体
f4+f5 >HTQV和辅助质粒 FUGV̀ 5'FS85R分别进行
高纯度无内毒素大量抽提"具体要求为质量浓度大于
# %K<%*"P5%$ <56$在 #j; o#j6 的无内毒素质粒方可应用
于后续的病毒制备"接种 5?7P细胞于直径 #$$ ''细
胞培养皿中待细胞汇合达到 ;$p o6$p进行转染&
三质粒慢病毒包装体系如下#FUGV̀ 5 #$ %K'FS85R
" %K'f4+f5 >HTQV# 质粒 #$ %K及 e)F4D)CAEPS ;" %*"混
合均匀并室温孵育 5$ ')- 后"将混合好的包装体系加
入到已经接种好的X&a5?7fP细胞中& 细胞培养箱内
培养% H"去除含有 e)F4f)CAEPS@8QV的培养液& 更换含
#$p胎牛血清的新鲜完全培养基"继续培养& 转染后
Y6 H收集病毒上清时"将 #$$ ''培养皿中的培养基倒
入 "$ '*离心管中"注意培养皿壁不要接触离心管口"
以防出现细菌污染"随后补入 #$ '*含 #$p胎牛血清
的新鲜完全培养基"平稳置于 7; q'"p W95的恒温培

养箱中继续培养& 转染后 ;5 H"将 #$$ ''培养皿中的
培养基倒入 "$ '*离心管中"同样注意培养皿壁不要
接触离心管口"以防出现细菌污染& 取 "$ '*离心管
中的培养上清液Y q'5 $$$r% 离心 #$ ')-"去除细胞
碎片(然后收集病毒原液上清置于超速离心管中"
Y q'65 ;$$r% 离心 #5$ ')-"将得到的 5r#$6 P\<'*
高滴度慢病毒超离液置于 6̂$ q冰箱保存备用&
:2;2F5慢病毒感染 XPSW>!预先接种 #jYr#$" <孔
XPSW>至 5Y 孔板中"将细胞生长时间控制在 #5 o
#6 H汇合达到 "$p o%$p为宜"为提高细胞的感染效
率"在感染细胞前每孔给予 "$$ %*F4*MOEA-A使其终质
量浓度为每孔 % -K<'*"室温静置 7$ ')- 后吸除培养
基"每孔中加入 5"$ %*f4+f5 >HTQV慢病毒液"室温静
置Y H后在现有培养基的基础上使用高糖完全培养基
补齐至每孔 "$$ %*"每5Y H换液 # 次"Y6 H换液后于倒
置荧光显微镜下观察并记录慢病毒感染情况&
:2;2G5NA>CAE- O*4C法检测 XPSW>及细胞外基质蛋
白的表达!将感染 U3E('O*A<f4+f5 >HTQV的 XPSW>
培养 7 oY J"收集细胞进行总蛋白提取"置于 6̂$ q超
低温冰箱保存"调整蛋白浓度"制备样品进行 U8U 凝
胶电泳实验#7$$ 'V恒流转膜7 H封闭液室温封闭# H
后加入 f4+f5 抗体)# b# $$$*'fQ抗体)# b"$$*'W9e
"抗体)# b# $$$*'#@USV抗体)# b# $$$*孵育过夜后
G]UP室温洗 7 次"每次 #$ ')-"并于 Y q孵育二抗

)XTG标记的山羊抗兔 :KR"# b" $$$*5 H后 G]UP洗 7
次"每次 #$ ')-"后置于暗室化学发光进行胶片曝光"
实验重复 7 次& 利用 :'(KAZ) #jY?B版本 * 软件对
NA>CAE- O*4C结果进行量化分析"以 RVG8X为内参"计
算各目的蛋白条带的相对灰度值&
:2;2H5PE(->LA**细胞迁移试验检测细胞迁移率!将
分别表达 U3E('O*A和 f4+f5 >HTQV的 XPSW>进行消
化"台盼蓝染色后计数"用无血清培养基以 #j"r#$"

个

细胞接种于 PE(->LA**小室上室内"下室加 #$p胎牛血
清的培养基"7; q细胞培养箱中培养#$ H后吸出小室
和 5Y 孔板内液体"棉签将小室上表面细胞轻轻擦掉"
质量分数 Yp多聚甲醛固定 PE(->LA**小室下表面细胞
#" ')- 后 8,*OA334磷 酸 盐 缓 冲 液 ) 8,*OA334d>
FH4>FH(CAO,DDAEAJ >(*)-A" 8G]U * 洗 7 次"质量分数
$j#p结晶紫染色液)质量分数 $j?p Q(W*溶液稀释*
染色 5" ')- 后 8G]U 洗 7 次& 将小室晾干"用无菌尖
刀片将小室表面切下"进行中性树胶封片"每组设置 7
个复孔"本实验共重复 7 次& 倒置显微镜下拍照"每组
任意选取 % o6 个视野用以计数小室底膜上下室附着
的细胞"即为发生迁移的细胞数&
:2<5统计学方法

采用 UGUU #?j$ 统计学软件进行统计分析& 计量
资料的数据经 UH(F)E4@N)*I 检验证实呈正态分布"经
eABA-A检验证实方差齐性"以 'A(-kU8表示"5 个组
计量资料数据的比较采用独立样本 .检验& Lm$j$"
为差异有统计学意义&

;5结果

;2:5XPSW>的形态学特点
XPSW>经过培养后贴壁生长"分布均匀"呈长梭

形"生长状态良好"形态符合 XPSW>形态学特征"生长
状态及形态稳定)图 #*&
;2;5慢病毒包装法感染 XPSW>

XPSW>经载有绿色荧光的 f4+f5 >HTQV慢病毒
感染后在荧光显微镜下呈绿色荧光"XPSW>感染后用
8VG:染成蓝色"8VG:染色与绿色荧光图片相互叠加
可用于指示感染效率"结果显示慢病毒可有效感染
XPSW>细胞)图 5*&
;2<5f4+f5 >HTQV敲低效果检测

慢病毒感染后"f4+f5 >HTQV组 f4+f5 蛋白表达
水平显著 低 于 U3E('O*A对 照 组 )图 7V*& f4+f5
>HTQV组 f4+f5 蛋白相对表达量为 $j;5k$j$5"显著
低于 U3E('O*A对照组的 #j5;k$j$""差异有统计学意
义).l#%j%6"Lm$j$#*)图 7]*&
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1 2C2B2A200μm 200μm 200μm500μm 1 2C2B2A200μm 200μm 200μm500μm

图 :5m=DE*的形态学观察)rY$"标尺l"$$ %'*!XPSW>贴壁生长"分布均匀"呈长梭形"生长状态良好!图 ;5慢病毒包装法感染m=DE*效
果)r#$$"标尺l5$$ %'*!V#经 f4+f5 >HTQV慢病毒颗粒感染的 XPSW>呈绿色荧光!]#f4+f5 >HTQV慢病毒颗粒感染后经 8VG:染色 XPSW>"
示踪细胞核位置!W#8VG:染色与绿色荧光图片相互叠加用于指示感染效率
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图 G5m-$+24/)或 9#>9; *.?@3慢病毒感染后 m=DE*迁移情况!V#感染 U3E('O*A后 XPSW>发生
迁移细胞数)X&r#$$"标尺l5$$ %'*!]#感染 f4+f5 >HTQV后 XPSW>发生迁移的细胞数量明显少
于感染 U3E('O*A后 XPSW>发生迁移的细胞数)X&r#$$"标尺l5$$ %'*!W#各组 XPSW>迁移细胞数

的量化比较!与 U3E('O*A对照组比较"(Lm$j$# )独立样本 .检验"$ l7*!##U3E('O*A对照组!5#
f4+f5 >HTQV组!XPSW>#人眼小梁网细胞
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图 <59#>9; *.?@3敲低效果检测!V#NA>CAE- O*4C法检测慢病毒
感染后 f4+f5 蛋白表达电泳图!]#慢病毒感染后 f4+f5 蛋白相对表

达量比较!与 U3E('O*A对照组比较"(Lm$j$# )独立样本 .检验"$l
7*!##U3E('O*A对照组!5#f4+f5 >HTQV组!f4+f5#叉头框转录因
子 f5

!

;2F5f4+f5 >HTQV对 XPSW>细胞外基质蛋白表达的
影响

NA>CAE- O*4C检测结果显示"感染后 f4+f5 >HTQV
组 XPSW>细胞外基质蛋白 fQaW9e"a#@USV表达水
平均低于 U3E('O*A对照组)图 YV*& f4+f5 >HTQV组
fQaW9e"和 #@USV蛋白相对表达量分别为 $jY7k
$j$7a$j"7k$j$6 和 $j6%k$j#""显著低于 U3E('O*A对
照组的 $j6;k$j$Ya#j%%k$j$% 和 #j;7k$j#7"差异均
有统计学意义 ).l#"j$6a#6j6#a;j"$"均 Lm$j$# *
)图 Y]o8*&
;2G5U3E('O*A或 f4+f5 >HTQV
慢病毒感染后 XPSW>迁移
情况

f4+f5 >HTQV 组 XPSW>
迁移细胞数明显少于 U3E('O*A
对照组)图 "V"]*& 定量分析
结果 显 示" f4+f5 >HTQV 组
XPSW>的迁移数量为 ##;j7$k
##jY#"显著低于 U3E('O*A对照
组的 5"#j$$k#$j7;"差异有统
计学意义 ).l6j;5"Lm$j$# *
)图 "*&
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图 F59#>9; *.?@3对 m=DE*细胞外基质蛋白的影响!V#感染
U3E('O*A<f4+f5 >HTQV后 XPSW>胞外基质蛋白表达变化!]#各组
fQ蛋白相对表达量比较!与 U3E('O*A对照组比较"(Lm$j$# )独立
样本 .检验" $ l7 * ! W#各组 W9e"蛋白相对表达量比较!与
U3E('O*A对照组比较"(Lm$j$#)独立样本 .检验"$l7*!8#各组 #@

USV蛋白相对表达量比较!与 U3E('O*A对照组比较"(Lm$j$#)独立
样本 .检验"$l7*!##U3E('O*A对照组!5#f4+f5 >HTQV组!fQ#纤
连蛋白aW9e#胶原蛋白aUSV#平滑肌肌动蛋白

!
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<5讨论

G9VR的发病与眼压升高密切相关"而正常眼压
有赖于房水生成量和排出量的动态平衡

+?, & 房水排
出阻力主要位于邻管小梁网与巩膜静脉窦交接处"房
水经此处流入巩膜内静脉)房水静脉*"最后流入睫状
前静脉& 任何一种小梁网细胞功能的受损或异常所导
致的小梁网结构改变都有可能导致房水流出阻力的

增加
+#$, &
小梁网系多层束状或板片状的扁平'交叉网孔样

结构"每一小梁网束均由胶原纤维为核心及其外被的
内皮细胞组成

+##, & &WS是存在于细胞之间的动态网
状结构"由一系列复合大分子以共价键或非共价键的
形式相互连结形成稳定的复合物"主要包括胶原'糖蛋
白'蛋白聚糖和葡萄糖氨基糖苷"作为细胞的网架结
构"参与细胞的迁移'增生'分化等生理过程"并与肿瘤
浸润'转移'炎症'血管生成等病理过程相关 +#5 #̂7, & 胶
原的特征是形成不溶性纤维"具有高度的抗张性"如果
胶原蛋白的表达水平发生异常"必将影响 &WS结构和
小梁网的筛状结构"从而影响房水的排出 +#Y, & 因此"
&WS近年来也逐渐受到眼科领域"尤其是青光眼疾病
领域研究者的重视& 已有研究发现"&WS改变可以破
坏视神经节细胞之间及细胞与 &WS之间的相互作用"
从而导致细胞的凋亡

+#", & 青光眼中小梁网'视盘
&WS的改变可引起视神经轴浆运输障碍"导致神经营
养因子剥夺和视神经节细胞的凋亡

+#%, &
f4+家族成员 f4+f5 作为间质转录因子表达于间

质细胞"包括前列腺'肺脏'胎盘间质等& 有研究发现
f4+f5 在涉及上皮间充质相互作用的中胚层组织中表
达

+#; #̂6, "并且在细胞纤维化过程中起到重要作用"为
转化生长因子@&通路中信号传导所必须"参与腭骨架
间质中继发性腭裂的形成

+#?, & f4+f5 的表达水平与
多种癌症的转移和预后有关"在肿瘤领域的研究较多"
如 U('E(C等 +5$,

研究发现并确定了 ')T@5$$ 家族和
')T@#67 o?% o#65 群体通过靶向 f4+f5 抑制肺癌侵
袭和转移的新机制"其研究表明 f4+f5 表达与转录因
子 gAO# 密切相关"并在间充质样转移性肺癌细胞中升
高"f4+f5 转录可抑制 &@钙粘蛋白和 ')T@5$$ 的表达"
从而诱导肺癌细胞发生迁移'侵袭和转移& UH(4等 +5#,

在肝细胞癌组织中观察到 ')T@"#?(和 f4+f5 的表达
水平呈负相关"f4+f5 也因此被鉴定为肝细胞癌中
')T@"#?(的下游靶标"结果显示 X,H; 细胞中 ')T@
"#?(上调可降低 f4+f5 的表达水平"促进细胞增生并
减少凋亡(同时在 USSW@;;5# 细胞中 ')T@"#?(下调

升高了 f4+f5 的表达水平"抑制了细胞增生并诱导凋
亡"提示 ')T@"#?(可能是肝细胞癌患者的新型预后预
测因子& f4+f5 在眼科领域的研究鲜有报道"因此本
课题组探讨 f4+f5 是否参与了调控小梁网胞外基质中
相关蛋白的表达&

本研究中 NA>CAE- O*4C检测结果显示" f4+f5
>HTQV敲低效果显著& 在 f4+f5 >HTQV敲低效果下"
细胞外基质蛋白 fQ'W9e"和 #@USV表达量均低于
对照组"说明 f4+f5 表达水平降低的同时 XPSW>的
&WS表达水平也降低"f4+f5 低表达可降低小梁网外
基质 中 相 关 蛋 白 质 的 表 达" 与 B(- JAEXA,*@
Q)A,LA-H,)=>A- 等 +;,

研究证明的沉默 f4+f5 后前列腺
间质 &WS的表达下降"以及 9E'A>C(J 等 +6,

研究证明

的敲除 \*F\Q 基因的小鼠可能导致肠组织 W9e"'
W9e$减少的结果相符& 由此推断"f4+f5 可能参与了
小梁网 &WS的相关病理变化"进而改变小梁网筛网状
结构"从而影响了房水循环系统的稳定"为 G9VR的发
病提供了基础"f4+f5 或许可以成为研究 G9VR发病
机制的新方向&

综上所述"成功制备可特异性敲低 XPSW>内源性
f4+f5 表达的 f4+f5 >HTQV病毒"并证实 f4+f5 干扰
对 XPSW>中促纤维 &WS的表达及细胞迁移具有抑制
作用& f4+f5 有望成为研究 G9VR发病机制的新方
向"以及临床中预防和治疗 G9VR的潜在生物学靶点&
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

!!根据国际医学期刊编辑委员会提供的-生物医学期刊投稿统一要求.的表述"本刊对作者撰写稿件时关于-知情同意.和-医学

伦理学.的描述提出如下要求#

)#*知情同意!在未事先获得知情同意的情况下"患者有隐私不被侵犯的权力& 患者的身份信息"包括姓名'来源'住院号等均

不应该以文字'图片或家系信息的方式在出版物上公开"除非这些信息对于本研究是必需的"如需在出版物上显示"应征得患者)或

者父母'监护人*签署的书面同意书&

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息"但难以做到完全匿名时)如在照片中掩盖患者的眼部"不足以保护患者的隐私

权*"应提供知情同意的信息& 如果用改变患者的身份特征)如遗传家系等*以保护患者隐私权的方法"作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性"并且编辑应在文中对此予以说明&

)5*医学伦理学!以人体为实验对象的研究"作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构'国家委员会或 #?;" 年赫尔辛

基宣言)5$$" 年修订*的医学伦理学标准& 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题"作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性"提交已通过审查机构的批准情况& 以动物为实验对象的研究"作者应当说明是否遵循当地的相关机构'

学会)国内或国外*及国家实验动物保护和使用指南&

本刊对来稿中组织病理学彩色图片及电子显微镜图片中标尺的要求

!!如果作者稿件中包含有组织病理图'免疫荧光染色图'免疫组织化学图'电子显微镜图片"为了反映组织标本大小的最精确尺

度"请在电子版图片的左下方附注标尺&
)本刊编辑部*
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