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!!$摘要%!目的!观察氯离子通道阻滞剂 "@硝基@5@) 7@苯丙胺 *苯甲酸 )QGG]*在转化生长因子 &#
)PRf@&#*诱导的体外培养人结膜成纤维细胞)XW4-f*纤维化中的作用"并进一步探索其作用机制&!方法!
采用细胞计数试剂盒)WWa@6*法筛选出 PRf@&# 最适作用时间和 QGG]最适作用浓度"将细胞分为对照组'PRf@
&# 处理组和 PRf@&#sQGG]组"WWa@6 法检测各组 XW4-f细胞增生值)P*"采用流式细胞仪检测各组 XW4-f细
胞周期"通过细胞划痕实验和 PE(->LA**迁移实验检测各组细胞迁移情况& 采用 NA>CAE- O*4C和荧光定量 GWT法
检测 XW4-f细胞向肌成纤维细胞转化的标志性蛋白 #@平滑肌肌动蛋白)#@USV*'"型胶原蛋白)W9e@"*和纤维
连接蛋白)fQ*的表达"同时用 NA>CAE- O*4C法检测 G:7a<VIC信号通路蛋白磷酸化水平&!结果!PRf@&# 可促
进细胞增生"并呈时间依赖性(其中 PRf@&# 作用后Y6 H和;5 H细胞 P值比较"差异无统计学意义)Ll$j$%Y*"
选择Y6 H作为 PRf@&# 作用的最适时间& QGG]抑制 XW4-f细胞增生作用呈浓度依赖性(与对照组比较"
"$ %'4*<e和 #$$ %'4*<eQGG]组细胞增生值明显降低"差异均有统计学意义 )Ll$j$5$'$j$$$ *"选择
#$$ %'4*<e作为 QGG]的最适作用浓度& PRf@&#sQGG]组细胞 P值'相对迁移面积和迁移细胞数较 PRf@&#
处理组下降"差异均有统计学意义)均 Lm$j$"*(PRf@&# 处理组 R# 期细胞比例较对照组和 PRf@&#sQGG]组
明显减少"U 期和 R5<S期细胞比例增多"差异均有统计学意义)均 Lm$j$"*& PRf@&# 处理组 #@USV'细胞外
基质 W9e@"和 fQ的蛋白及 'TQV相对表达量均明显高于对照组和 PRf@&#sQGG]组"差异均有统计学意义
)均 Lm$j$"*(PRf@&# 处理组 F@G:7a<G:7a和 F@VIC<VIC比值明显高于对照组和 PRf@&#sQGG]组"差异均有
统计学意义)均 Lm$j$"*&!结论!QGG]可能通过抑制 G:7a和 VIC磷酸化来抑制 PRf@&# 诱导的 XW4-f增
生'迁移'分化及细胞外基质合成等纤维化过程&!
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"34*%$+-%#5!4B)-%(C)5 P4>C,JMCHAADDA3C(-J 'A3H(-)>'>4D3H*4E)JA3H(--A*O*43IAE"@Q)CE4@5@) 7@
FHA-M*FE4FM*(')-4* OA-/4)3(3)J )QGG]* 4- CH(->D4E')-KKE4LCH D(3C4E&# )PRf@&#* )-J,3AJ H,'(- 34-=,-3C)B(*
D)OE4O*(>C>)XW4-f* D)OE4>)>2!D)%.#,*!WA**34,-C)-KI)C)WWa@6* L(>,>AJ C4>3EAA- 4,CCHA4FC)'(*PRf@&#
CEA(C'A-CC)'A(-J CHA4FC)'(*QGG]34-3A-CE(C)4-2PHA3A**>LAEAJ)B)JAJ )-C434-CE4*KE4,F"PRf@&# CEA(C'A-CKE4,F
(-J PRf@&#sQGG]KE4,F2WA**FE4*)DAE(C)4- (-J 3A**3M3*ALAEAJACA3CAJ OMWWa@6 (-J D*4L3MC4'ACAE"EA>FA3C)BA*M2
WA**')KE(C)4- (O)*)CMLAEA4O>AEBAJ OM>3E(C3H (-J CE(->LA**')KE(C)4- (>>(M>2NA>CAE- O*4C(-J TA(*C)'A@GWTLAEA
,>AJ C4JACA3CCHAA+FEA>>)4- 4D34**(KA- ")W9e@"*"D)OE4-A3C)-)fQ* (-J #@>'44CH ',>3*A(3C)- )#@USV*2PHA
FH4>FH4EM*(C)4- *ABA*4DG:7a (-J VICLAEA'A(>,EAJ OMNA>CAE- O*4C2! ?)*&/%*! PRf@&# FE4'4CA>3A**
FE4*)DAE(C)4- )- (C)'A@JAFA-JA-C'(--AE2PHAEAL(>-4>C(C)>C)3(**M>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3A)- PB(*,A>OACLAA- Y6 H4,E>
(-J ;5 H4,E>(DCAEPRf@&# CEA(C'A-C)Ll$j$%Y*2f4ECM@A)KHCH4,E>L(>>A*A3CAJ (>CHA'4>C(FFE4FE)(CAC)'AD4E
PRf@&# CEA(C'A-C2QGG])-H)O)CAJ XW4-f3A**FE4*)DAE(C)4- )- (34-3A-CE(C)4-@JAFA-JA-C'(--AE2W4'F(EAJ L)CH CHA
34-CE4*KE4,F"CHAFE4*)DAE(C)4- PB(*,A>4D3A**>)- CHA"$ '4*<e(-J #$$ '4*<eQGG]KE4,F>LAEA>)K-)D)3(-C*M
EAJ,3AJ )Ll$j$5$"$j$$$*"(-J #$$ '4*<eL(>>A*A3CAJ (>CHA4FC)'(*34-3A-CE(C)4- 4DQGG]2PHA3A**FE4*)DAE(C)4-
VB(*,A"')KE(C)4- (EA((-J ')KE(C)4- 3A**-,'OAE4DPRf@&#sQGG]KE4,F LAEA>)K-)D)3(-C*M*4LAECH(- CH4>A4DPRf@
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&# CEA(C'A-CKE4,F )(**(CLm$j$"*2W4'F(EAJ L)CH CHA34-CE4*KE4,F (-J PRf@&#sQGG]KE4,F"CHAFE4F4EC)4- 4DR#
FH(>A3A**>)- CHAPRf@&# CEA(C'A-CKE4,F L(>EAJ,3AJ"(-J CHAFE4F4EC)4- 4D3A**>)- CHAU FH(>A(-J R5<S FH(>A
LAEA)-3EA(>AJ"L)CH >C(C)>C)3(**M>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3A>OACLAA- CHA' )(**(CLm$j$" *2PHAFE4CA)- (-J 'TQV
A+FEA>>)4- 4D#@USV"W9e@" (-J fQ)- CHAPRf@&# CEA(C'A-CKE4,F LAEAH)KHAECH(- CH4>A)- CHA34-CE4*KE4,F (-J
PRf@&#sQGG]KE4,F"L)CH >C(C)>C)3(**M>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3A>OACLAA- CHA')(**(CLm$j$"*(CHAE(C)4>4DF@G:7a<
G:7a(-J F@VIC<VIC)- CHAPRf@&# CEA(C'A-CKE4,F LAEA>)K-)D)3(-C*MH)KHAECH(- CH4>A)- CHA34-CE4*KE4,F (-J
PRf@&#sQGG]KE4,F"L)CH >C(C)>C)3(**M>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3A>OACLAA- CHA' )(**(CLm$j$" *2!E#'-/&*(#'*!
QGG]'(M)-H)O)CPRf@&# )-J,3AJ XW4-fD)OE4>)>FE43A>>OM)-H)O)C)-KFH4>FH4EM*(C)4- 4DG:7a(-J VIC2

"6)7 8#$,*#5WH*4E)JA3H(--A*( f)*CAE)-KO*AO >3(EE)-K( WH*4E)JA3H(--A*O*43IAE
9&',"$#0$+2# Q(C)4-(*Q(C,E(*U3)A-3Af4,-J(C)4- 4DWH)-()6#;%$#;#*
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!!青光眼是以视神经损害和进行性视野缺损为特征
的一类进展性视神经病变

+#, & 滤过性手术是治疗青
光眼的主要手术方法"但其成功率受滤过泡瘢痕化等
因素的影响

+5, & 目前""@氟尿嘧啶 ) "@D*,4E4,E(3)*""@
f,*和丝裂霉素 W)')C4'M3)- W"SSW*等抗代谢药物
常被用于抑制滤过性手术后滤过泡瘢痕的形成"以提
高手术成功率

+7, (但是药物的细胞毒性作用常引起各
种严重的并发症

+Y, & 因此"寻找抗滤过泡纤维化的新
靶点具有重大意义& 研究表明"WeW氯离子通道在多
种细胞增生'分化'凋亡'迁移方面起调节作用 +" ;̂, &
我们前期的研究也发现"WeW@5 氯离子通道参与调控
结膜成纤维细胞向肌成纤维细胞转化'细胞周期'增
生'迁移及细胞外基质)A+CE(3A**,*(E'(CE)+"&WS*合成
这一系列纤维化过程

+6, & "@硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲
酸 + "@Q)CE4@5@) 7@FHA-M*FE4FM*(')-4* OA-/4)3 (3)J"
QGG],是一种非特异性氯离子通道阻滞剂"通过改变
氯离子通道蛋白的构象而阻断 WeW@5'WeW@7 等氯离
子通道"从而抑制其功能 +%, & QGG]是否对人结膜成
纤维细胞) H,'(- 34-=,-3C)B(*D)OE4O*(>C>"XW4-f*纤维
化有抑制作用"目前尚不明确& 本研究通过转化生长
因子 &#)CE(->D4E')-KKE4LCH D(3C4E&#"PRf@&#*诱导人
XW4-f纤维化"观察 QGG]对 XW4-f细胞分化'增生'
迁移及 &WS形成过程的抑制作用及其信号传导通路"
以期为抗青光眼滤过泡瘢痕化提供一种新的思路和药

物靶点&

:5材料与方法

:2:5材料
:2:2:5细胞系'主要试剂及仪器!XW4-f细胞'fS
)f)OE4O*(>CSAJ),'* 成纤维细胞专用培养基 )美国
U3)A- WA**公 司 *( QGG]' 胎 牛 血 清 ) O4B)-A>AE,'
(*O,')-"]UV*)美国 U)K'(公司*(PRf@&#)美国 Tn8
UM>CA'>公司*(丝裂霉素 W)台州海正药业有限公司*(
]WV试剂盒'鼠源 &@(3C)- 单克隆抗体)Vf$$$7*)中国

碧云天公司 *(兔源 #@平滑肌肌动蛋白 ) #@>'44CH
',>3*A(3C)-"#@USV*多克隆抗体)(O#5Y?%Y*'鼠源"
型胶 原 蛋 白 ) 34**(KA- "" W9e@" * 单 克 隆 抗 体
)(O66#Y;*'兔源纤维连接蛋白 )D)OE4-A3C)-"fQ*多克
隆抗体 )(O57;" *'鼠源 G:7a F6" 单克隆抗体 )>3@
#%7;*'鼠源 F@G:7aF6"#多克隆抗体)>3#5?5?*'鼠源
VIC# 单克隆抗体 )>3@"5?6*'鼠源 F@VIC# 单克隆抗体
)>3@5?7#5" * )美国 VO3(' 公司 *& 酶 标 仪 )日 本
9ecSG\U 公司*(流式细胞仪)美国 ]A3I'(- 公司*&
:2;5方法
:2;2:5XW4-f细胞培养!取 XW4-f用 fS成纤维细
胞专用培养基进行培养"倒置显微镜下观察 XW4-f细
胞融合后"按 # bY传代& 取第 " o; 代细胞用于实验"
待细胞 6$p融合后进行实验&
:2;2; 5主要试剂的配制5用灭菌的含体积分数
$j"p ]UV的 Y ''4*<eXWe溶液将 PRf@&# 配制成
5$ %K<'*的储存液" 5̂$ q储存备用"使用前用 8S&S
稀释成 5 -K<'*& 将 QGG]用 8SU9溶解配成$jY '4*<e
储存液" 5̂$ q避光保存"实验当天用 8S&S稀释成相
应浓度的工作液"为了排除 8SU9的影响"确保最高
浓度的 QGG]工作液中 8SU9的含量不超过 $j#p&
:2;2<5细胞计数法筛选最适 PRf@&# 作用时间和最
适 QGG]作用浓度!将细胞密度调至 "r#$Y <'*"按每
孔 #$$ %*接种于 ?% 孔板中"分为对照组和 PRf@&# 处
理组"每组设 % 个复孔"分别于 5 -K<'*的 PRf@&# 处
理细胞后 $' 5Y' Y6 和 ;5 H加入细胞试剂盒@6 )3A**
34,-C)-KI)C@6"WWa@6*"7; q培养Y H"用酶标仪测定各
孔在 Y"$ -'波长处吸光度)P*值"并筛选出最适 PRf@
&# 作用时间& 同时将细胞分为对照组"#$'"$'#$$ 和
5$$ %'4*<e QGG] 组" 分 别 用 $' #$' "$' #$$ 和
5$$ %'4*<eQGG]作用 XW4-f细胞Y6 H"采用 WWa@6
法检测细胞增生情况"并筛选出 QGG]最适作用浓度&
:2;2F5实验分组5将 XW4-f细胞分为对照组'PRf@
&# 处理组和 PRf@&#sQGG]组& PRf@&# 处理组细胞
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采用 5 -K<'*PRf@&# 诱导Y6 H(PRf@&#sQGG]组细胞
在 PRf@&# 诱导Y6 H后"再用 #$$ %'4*<eQGG]处理
Y6 H(对照组细胞常规培养&
:2;2G5细胞计数法检测各组细胞增生情况5取各组
培养的细胞计数以 "r#$Y <'*密度接种于 ?% 孔板"每
组设 % 个复孔"分组处理后"参照 WWa@6 试剂盒步骤
处理细胞"检测 Y"$ -'波长处 P值&
:2;2H5流式细胞仪检测各组 XW4-f细胞周期!取
XW4-f细胞以 5j"r#$" <'*密度接种于 % 孔板"每组设
Y 个复孔"分组处理后收集细胞培养液备用"使用不含
&8PV的质量分数 $j5"p胰蛋白酶消化收集细胞"用
预冷 G]U 洗 # 次"预冷的 ;$p乙醇Y q固定"离心收集
细胞"预冷 G]U 洗 # 次"用碘化丙啶)FE4F)J),')4J)JA"
G:*染色液避光染色 7$ ')-"7"$ 目尼龙膜过滤& 用流
式细胞仪在 Y66 -'激发波长下检测红色荧光及光散
射情况& 用流式细胞技术分析软件分析 8QV含量和
光散射情况&
:2;2O 5细胞划痕试验和 PE(->LA**迁移试验检测
XW4-f细胞迁移情况!)#*细胞划痕试验!将 XW4-f
细胞均匀地接种于 % 孔板"过夜后按照分组给予不同
条件处理"吸出培养基"替换为含 Y %K<'*丝裂霉素 W
的培养基"继续培养5 H"用 5$$ %*无菌枪头垂直在融
合的细胞层上划痕"用 G]U 洗掉划下的细胞"加入不
含 ]UV的 8S&S继续培养"分别于划痕后 $'#5 和
5Y H将细胞置于倒置显微镜下观察并拍照"用 :'(KAZ
软件测量各个视野划痕面积"计算相对划痕面积"即不
同时间点划痕面积相对初始划痕面积的百分比"分析
细胞迁移能力& )5 * PE(->LA**迁移实验!将孔径为
6 %'PE(->LA**小室置于 5Y 孔培养板中"将 5$$ %*密
度为 " r#$" <'*的各组 XW4-f细胞接种于上室"将
"$$ %*含体积分数 5$p胎牛血清的 8S&S加入下室"
将 PE(->LA**小室置于 7; q'体积分数 "p W95培养箱

5Y H"去掉培养基"用棉签轻轻擦掉上室未迁移的细
胞"用质量分数 Yp多聚甲醛固定下室迁移的细胞"结
晶紫染色"每个样品任意选择 % 个视野"在r5$$ 的放
大倍数下拍照并计数每个视野的迁移细胞数"取平均
值来评估细胞迁移能力&
:2;2P5荧光定量 GWT法检测各组细胞 #@USV'W9e@"
和 fQ'TQV的表达!用 PE)/4*试剂抽提各组细胞总
TQV"取 "$$ -KTQV在 #$ %*逆转录反应体系中合成
38QV"以 5 %*8QV为模板加入靶基因上下游引物)表
#*"引物由上海生工生物科技有限公司合成"在 5$ %*
体系中进行 GWT扩增"扩增条件如下#?"q预变性
7$ >(?" q变性" >"%$ q退火5$ >";5 q延伸5$ >"共 Y$

个循环& 以 RVG8X为内参照"采用 5 '̂'WC
法计算各组

XW4-f细胞中 #@USV'W9e@"及 fQ的 'TQV表达&

表 :5基因引物序列

引物名称 引物序列)"/@7/ * 产物大小) OF*

#@USV f#VPRRPRRRVVPRRRVWVVVV #6?
T#WRPRVRWVRRRPRRRVPR

W9e@" f#WWPWPPPVRWVWWWPPPWR #56
T#RRVWWVRWVVWVWWVPWPR

fQ f#WVRWVRVRRWVPVVRRPPW #75
T#VWPWVPWPWWVVWRRWVPV

RVG8X f#VRRVRRWVPPRWPRVPRVP #6?
T#VRRVRRWVPPRWPRVPRVP

!注#USV#平滑肌肌动蛋白(W9e@"#"型胶原蛋白(fQ#纤维连接蛋

白(f#正义链(T#反义链

:2;2Q5NA>CAE- O*4C法检测各组细胞 #@USV'W9e@"'
fQ'G:7a'VIC'F@G:7a和 F@VIC的蛋白表达!各组细
胞进行相应处理后"采用常规胰蛋白酶消化法消化并
收集细胞"用细胞蛋白提取试剂盒提取总蛋白"]WV

试剂盒测定蛋白质量浓度& 各组培养细胞中取 5$ %K

蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分离"将蛋白从凝胶中
转移到 G[8f膜"用质量分数 "p脱脂奶粉封闭非特
异性抗原(分别以兔源 #@USV多克隆抗体)# b# $$$*'

鼠源W9e@"单克隆抗体)# b5 "$$*'兔源fQ多克隆抗
体)# b# "$$*'鼠源 G:7aF6" 单克隆抗体)# b"$$*'鼠
源 F@G:7aF6"#多克隆抗体)# b"$$*'鼠源 VIC# 单克
隆抗体)# b"$$*'鼠源 F@VIC# 单克隆抗体)# b"$$*及
鼠源 &@(3C)- 单克隆抗体)# b# $$$* Y q下孵育过夜(
P]UP缓冲液)含体积分数 $j#p PLAA- 5$*洗膜 7 次"

每次 #$ ')-(分别添加辣根过氧化物酶标记的山羊抗
鼠和山羊抗兔二抗 )# b" $$$*"室温下孵育5 H"P]UP

缓冲液洗膜 7 次"每次 #$ ')-(用 &We发光液结合
G[8f膜上二抗"于暗房内用胶片显影"使用 :'(KAZ

软件对蛋白条带进行灰度值半定量分析& 以 &@(3C)-

为内参"计算各组 #@USV'W9e@"'fQ'G:7a'VIC' F@
G:7a和 F@VIC蛋白的相对表达量"目标蛋白相对表达
量l目标蛋白条带灰度值<&@(3C)- 蛋白条带灰度值"并
计算 F@G:7a<G:7a以及 F@VIC<VIC的比值&
:2<5统计学方法

采用 UGUU #?j$ 统计学软件进行统计分析& 本研
究中各计量资料数据经 N检验呈正态分布"以 'A(-k
U8表示& 对照组与 PRf@&# 处理组细胞不同时间点 P

值比较采用两因素方差分析"组间多重比较采用 eU8@.

检验& 不同摩尔浓度 QGG]组 P值比较"对照组'PRf@

&# 处理组和 PRf@&#sQGG]组 P值'细胞周期细胞分布

!7#Y!中华实验眼科杂志 5$#? 年 % 月第 7; 卷第 % 期!WH)- Z&+F 9FHCH(*'4*"Z,-A5$#?"[4*27;"Q42%
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值'细胞相对迁移面积'细胞迁移数量'各蛋白及 'TQV
相对表达量比较采用单因素方差分析"组间多重比较采
用 eU8@.检验& Lm$j$" 为差异有统计学意义&

;5结果

;2:5PRf@&# 不同作用时间及 QGG]不同作用浓度下
XW4-f细胞增生情况

各组细胞接种后 $'5Y'Y6 和;5 H细胞P值总体比较
差异有统计学意义)\时间 l# "$%j"%"Ll$j$$*"PRf@&#

处理组细胞增生呈时间依赖性(其中 PRf@&# 作用后
Y6 H与;5 H XW4-f细胞 P值比较"差异无统计学意义
)Ll$j$%Y*& 对照组与 PRf@&# 处理组细胞 P值总体
比较"差异有统计学意义)\分组 lY;j$""Ll$j$$*(与作
用 5Y'Y6 和;5 H对照组相比"相应时间点 PRf@&# 处理
组 XW4-f细胞 P值均明显升高).l̂ 5j6$"Ll$j$7#(.l
Ŷj7;"Ll$j$$"(.l̂ YjYY"Ll$j$$Y* )表 5*& 因此选
择Y6 H作为 PRf@&# 的最适作用时间&

表 ;5对照组和 =M9N!: 处理组不同作用时间点
细胞 !值比较)2)+'RmS*

组别
样本

量

不同时间点细胞 P值
$ H 5Y H Y6 H ;5 H

对照组 % 5j#%k$j#$ 5jY7k$j$;( 5j%5k$j$6( 5j%;k$j$6(

PRf@&# 处理组 % 5j#6k$j$6 5j"$k$j#$(O 5j;$k$j#$(O 5j%?k$j$%(O

!注#\分组 lY;j$""Ll$j$$"\时间 l# "$%j"%"Ll$j$$2与组内 $ H 值比

较"(Lm$j$"(与同时间点正常对照组比较" OLm$j$" )重复测量两因素

方差分析"eU8@.检验*!PRf#转化生长因子

对照组细胞 P值为 5j#$ k$j#$" #$' "$' #$$ 和
5$$ %'4*<eQGG]组细胞 P值分别是 5j$5k$j##'#j";k
$j#5'#j#$k$j#$ 和 $j#?k$j$?"各组之间细胞 P值总
体比较差异有统计学意义 )\l%6j?$$"Ll$j$$$ *"
QGG]抑制 XW4-f细胞增生作用呈浓度依赖性(与对
照组比较""$ 和 #$$ %'4*<eQGG]组细胞 P值均明显
降低"差异均有统计学意义 ) Ll$j$5$' $j$$$ *"
5$$ %'4*<eQGG]组光学显微镜下可见细胞大量死亡
)图 #*& 最终选择 #$$ %'4*<e作为 QGG]的最适作用
浓度&
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图 :5不同作用浓度 @KKL处理细
胞增生值比较! \l%6j?$$"Ll

$j$$$(与对照组比较" (Lm$j$"
)单因素方差分析"eU8@.检验"$l
%*!##对照组(5##$ %'4*<eQGG]
组( 7# "$ %'4*<e QGG] 组( Y#
#$$ %'4*<eQGG]组("#5$$ %'4*<e
QGG]组! QGG]# "@硝基@5@) 7@苯
丙胺*苯甲酸

;2;5各组细胞增生值比较
对照组'PRf@&# 处理组和 PRf@&#sQGG]组 P值

分别为 5j5Yk$j#7'7j#7k$j$6 和 5j#5k$j#$"总体比
较差异有统计学意义)\l#Yj;5$"Ll$j$$#*"与 PRf@
&# 处理组相比"PRf@&#sQGG]组 XW4-f细胞 P值明
显降低"差异有统计学意义)Ll$j$#6*)图 5*&
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图 ;5各组细胞增生值比较!\l
#Yj;5$"Ll$j$$#2与对照组比较"
(Lm$j$"(与 PRf@&# 处理组比较"
OLm$j$" )单因素方差分析"eU8@.
检验"$l%*!PRf#转化生长因子(
QGG]#"@硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲酸

!

;2<5各组 XW4-f细胞周期比较
各组细胞周期细胞比例总体比较差异有统计学意

义)R$<R# 期#\l57;j$6"Ll$j$$( U 期#\l##j$;"
Ll$j$$(R5<S期#\l556j$?"Ll$j$$*(与对照组和
PRf@&#sQGG]组比较"PRf@&# 处理组细胞 R# 期的细
胞比例明显减小"U 期和 R5<S期细胞比例增加"差异
均有统计学意义)均 Lm$j$"*)表 7"图 7*&

表 <5各组细胞周期分布)2)+'RmS"组*

组别
样本

量

不同细胞周期细胞分布

R$<R# 期 U 期 R5<S期
对照组 Y %YjY7k7j;# 6j7;k7j$5 5;j5$k#j?5
PRf@&# 处理组 Y "Yj%$k5j#?(#$jY$k5j#?( 7"j$$k5j"%(

PRf@&#sQGG]组 Y 6#jYYk7j#YO %j"%k7j$5O #5j$$k7j57O

\值 57;j$6 ##j$; 556j$?
L值 $j$$ $j$$ $j$$

!注#与对照组比较"(Lm$j$"(与 PRf@&# 处理组比较" OLm$j$# )单因

素方差分析"eU8@.检验*!PRf#转化生长因子(QGG]#"@硝基@5@)7@苯

丙胺*苯甲酸

对照组 TGF�β1处理组 TGF�β1+NPPB组
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细
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对照组 TGF�β1处理组 TGF�β1+NPPB组
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细
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数
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图 <5流式细胞仪检测各组 mE#'9细胞周期分布!PRf#转化生长
因子(QGG]#"@硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲酸
!
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;2F5各组 XW4-f细胞迁移情况比较
对照组'PRf@&# 处理组和 PRf@&#sQGG]组相对

划痕面积分别为)5Yj"Yk5jY5*p');?j6%k5j$Y*p和
)5$j$7k#j"%*p"总体比较差异有统计学意义 )\l
# %""jY"$"Ll$j$$$*(其中 PRf@&# 处理组细胞相对
划痕面积小于对照组和 PRf@&#sQGG]组"差异均有
统计学意义)Ll$j$$$'$j$$5*& 对照组'PRf@&# 处理
组和 PRf@&#sQGG]组细胞迁移数量分别是 ;?j66k
7j6#'#;7j%7k5j"% 和 "$j#6k5j57"总体比较差异有
统计学意义 )\l# #76j$$$"Ll$j$$$*(其中 PRf@&#
处理组中迁移细胞数量较对照组和 PRf@&#sQGG]组
增多"差异均有统计学意义)Ll$j$$$'$j$$#*)图 Y*&
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图 F5各组 mE#'9细胞迁移能力比较!Vh光学显微镜观察细胞划痕实验结果)r#$$*
]h细胞划痕后 5Y H 各组相对划痕面积百分比比较!\l# %""jY"$"Ll$j$$$2与对照组
比较"(Lm$j$#(与 PRf@&# 处理组比较"OLm$j$")单因素方差分析"eU8@.检验"$lY*!
WhPE(->LA**小室迁移实验观察结果)r5$$*!8h各组迁移细胞数比较!\l# #76j$$$"
Ll$j$$$2与对照组比较"(Lm$j$#(与 PRf@&# 处理组比较" OLm$j$")单因素方差分析"
eU8@.检验"$lY*!PRfh转化生长因子(QGG]h"@硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲酸
!

;2G5各组 XW4-f细胞表型转化情况
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图 G5C)*%)$'4/#%法和荧光定量 KE?法检测各组 mE#'9细胞 "N
mD3蛋白和 2?@3表达!Vh各组 #@USV蛋白表达电泳图!]h各组
#@USV蛋白相对表达量量化比较!\l5 $Y%j$$$"Ll$j$$$2与对照组
比较"(Lm$j$#(与 PRf@&# 处理组比较" OLm$j$#)单因素方差分析"
eU8@.检验"$lY*!Wh各组 #@USV'TQV相对表达量量化比较!\l
5"7j%"$"Ll$j$$$2与对照组比较"(Lm$j$#(与 PRf@&# 处理组比较"
OLm$j$#)单因素方差分析"eU8@.检验"$lY*!PRfh转化生长因子(
QGG]h"@硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲酸(USVh平滑肌肌动蛋白

对照组'PRf@&# 处理组和 PRf@&# sQGG]组 #@

USV蛋白相对表达量分别为 $j$67 k$j$5;'$j%%$ k
$j$"5 和 $j$"7k$j$"#"#@USV'TQV相对表达量分
别为 #j$$k$j##'7jY"k$j5# 和 $j6;k$j#?"7 个组 #@
USV蛋白和 'TQV相对表达量总体比较"差异均有统
计学意义 )\l5 $Y%j$$$"Ll$j$$$(\l5"7j%"$"Ll
$j$$$*(其中 PRf@&# 处理组细胞 #@USV'TQV和蛋
白相对表达水平明显高于对照组和 PRf@&# sQGG]
组"差异均有统计学意义)均 Ll$j$$$*)图 "*&
;2H5各组 XW4-f细胞 W9e@"和 fQ蛋白和 'TQV相
对表达量变化

对照组'PRf@&# 处理组和 PRf@&#sQGG]组 W9e@
"蛋白相对表达量分别是 $j"? k$j$Y'$j?$ k$j$Y'

$j%Yk$j$7"W9e@" 'TQV相对表达量分
别为 #j$$ k$j#Y' 5j$# k$j#; 和 #j5" k
$j#5"各组 34**(KA-@"蛋白和 'TQV相对
表达量总体比较差异均有统计学意义

)\lY7j7#$"Ll$j$$$(\l57$j#$$"Ll
$j$$$*(对照组'PRf@&# 处理组和 PRf@
&#sQGG]组 fQ蛋白相对表达量分别为
$j75k$j$Y'$j%Yk$j$7 和 $jY?k$j$7"fQ
'TQV相对表达量分别为 #j$$ k$j#%'
5j77k$j#Y 和 #jY"k$j#7"各组 fQ蛋白
和 'TQV相对表达量总体比较"差异均
有统计学意义 )\l#YYj"?$"Ll$j$$$(
\l#%;j"$$"Ll$j$$$*& PRf@&# 处理组
细胞 W9e@"和 fQ蛋白及 'TQV相对表达
量均较对照组和 PRf@&#sQGG]组高"差
异均有统计学意义)均 Lm$j$#*)图 %';*&
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图 H5C)*%)$'4/#%法检测各组 mE#'9细胞 E!组N#和 9@蛋白表
达!Vh各组 W9e@"和 fQ蛋白表达电泳图!]h各组 W9e@"蛋白相
对表达量量化比较!\l Y7j7#$"Ll$j$$$2与对照组比较" (Lm
$j$#(与 PRf@&# 处理组比较" OLm$j$# )单因素方差分析"eU8@.检
验"$lY*!Wh各组 fQ蛋白相对表达量量化比较!\l#YYj"?$"Ll
$j$$$2与对照组比较"(Lm$j$#(与 PRf@&# 处理组比较" OLm$j$#
)单因素方差分析"eU8@.检验"$lY*!PRfh转化生长因子(QGG]h"@
硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲酸(W9e@"h"型胶原蛋白(fQh纤维连接蛋白
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图 O5荧光定量KE?法检测各组mE#'9细胞E!组N#和9@2?@3
表达!Vb各组 W9e@" 'TQV相对表达量量化比较!\l57$j#$$"

Ll$j$$$2与对照组比较"(Lm$j$#(与 PRf@&# 处理组比较"OLm$j$#
)单因素方差分析"eU8@.检验"$lY*!]b各组 fQ'TQV相对表达

量量化比较!\l#%;j"$$"Ll$j$$$2与对照组比较"(Lm$j$#(与
PRf@&# 处理组比较"OLm$j$#)单因素方差分析"eU8@.检验"$lY*
!PRfb转化生长因子(QGG]b"@硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲酸(W9e@"b
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;2O5各组 XW4-f细胞 G:7a及 VIC蛋白表达变化
各组 XW4-f细胞总 G:7a和 VIC蛋白表达电泳条

带强度无明显变化)图 6V*& 对照组'PRf@&# 处理组
和 PRf@&#sQGG]组 F@G:7a<G:7a比值分别是 $j"%k
$j$"'#j?$k$j$Y'$j%%k$j$%"F@VIC<VIC比值分别是
$j%%k$j$%'#j$"k$j$"'$j;6k$j$""总体比较差异均
有统计学意义 )\l# ;6?jY"$"Ll$j$$$(\l"Yj%$$"
Ll$j$$$ *(与对照组比较"PRf@&# 处理组 F@G:7a<
G:7a和 F@VIC<VIC比例较对照组和 PRf@&#sQGG]组
升高"差异均有统计学意义)均 Ll$j$$*)图 6]'W*&
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图 P5C)*%)$'4/#%法检测各组 mE#'9细胞 K0<6及 3A%蛋白表达
!Vb各组蛋白表达电泳图!]b各组 F@G:7a<G:7a比例比较!\l

# ;6?jY"$"Ll$j$$$2与对照组比较"(Lm$j$#(与 PRf@&# 处理组比

较"OLm$j$#)单因素方差分析"eU8@.检验"$ l7 *!Wb各组 F@VIC<

VIC比例比较!\l"Yj%$$"Ll$j$$$2与对照组比较"(Lm$j$#(与
PRf@&# 处理组比较"OLm$j$#)单因素方差分析"eU8@.检验"$l7*
!PRfb转化生长因子(QGG]b"@硝基@5@)7@苯丙胺*苯甲酸

<5讨论

滤过性手术是目前治疗青光眼的主要手术方法"
使滤过道创口不完全愈合从而维持有功能的滤过泡是

滤过手术追求的理想结果& PRf@&是创口愈合和瘢痕

形成过程中主要的生长因子
+?, & PRf@&通过多条信号

通路促进处于静止状态的结膜成纤维细胞重新进入细

胞周期"并不断增生"向创口迁移"促进细胞 &WS合
成"还刺激成纤维细胞转化为肌成纤维细胞并表达 #@
USV"从而引起胶原纤维收缩"最终形成结膜下致密的
胶原性瘢痕

+#$, &
抑制青光眼术后滤过泡瘢痕化的方法很多"SSW

和 "@f, 是目前临床上广泛应用的抗代谢药物& 然而"
SSW和 "@f, 抑制细胞增生作用的选择性低"对增生细
胞起抑制作用的同时也使其他非增生细胞凋亡和坏死"
由此产生了一系列毒性作用和不良反应"如滤过泡漏'
术后低眼压'浅前房'角膜上皮损伤'眼内炎等+## #̂5, &
因此探索抗滤过泡瘢痕化的新方法十分重要&

氯离子通道是位于哺乳动物细胞膜上负责转运氯

离子或其他阴离子的蛋白质孔道"其主要功能是维持
细胞容积平衡"调节细胞增生'分化'细胞迁移及细胞
凋亡等生物学过程

+;"#7, & 我们前期研究中发现"PRf@
&# 可上调 XW4-f细胞 WeW@5 氯离子通道的表达"而
通过 TQV干扰技术抑制 WeW@5 氯离子通道后可抑制
PRf@&# 诱导的结膜成纤维细胞向肌成纤维细胞转化'
细胞周期'增生'迁移及 &WS合成这一系列纤维化过
程

+6, & QGG]是一种非特异性氯离子通道阻滞剂"通
过改变氯离子通道蛋白的构象可非特异性地阻断芳香

族酸类容积敏感性氯离子通道
+%, & QGG]常被用来在

不同的细胞中研究氯离子电流的药理特性
+#Y #̂", & 本

研究中采用血清饥饿法将成纤维细胞周期同步化后发

现"QGG]可以抑制静止于 R# 期的细胞重新进入细胞
周期"说明氯离子通道参与 R#<U 限制点的调控 +#Y, (同
样"将人视网膜色素上皮细胞周期同步化后"用核仁染
色的方法观察发现 QGG]通过促进核仁萎缩'抑制核
仁形成来抑制细胞周期进展和细胞增生

+#%, (研究发
现"只有处于细胞周期 S期的细胞才特异性地表达
WeW@5 蛋白"S期之后细胞几乎没有 WeW@5 表达 +#;, &
以上研究均提示我们 QGG]可能是一种有效抑制结膜
成纤维细胞纤维化的药物&

h)(- 等 +#6,
用胰岛素样生长因子@# 促进猪动脉平

滑肌细胞中的 WeW@5 蛋白表达后"细胞增生能力提
高"用 TQV干扰的方法抑制 WeW@5 的表达后"细胞增
生能力下降& ,̀ 等 +#?,

用 WeW@7 反义寡核苷酸转染鼻
咽癌细胞后细胞停滞于 U 期"细胞增生被抑制"认为氯
离子通道是细胞由 R# 期限制点进入 U 期的重要调控
因素"细胞周期和细胞增生与氯离子通道密切相关&
本研究中也发现 PRf@&# 会促进 XW4-f细胞转化'增
生'迁移及 &WS合成等纤维化过程"QGG]干预后可

!%#Y! 中华实验眼科杂志 5$#? 年 % 月第 7; 卷第 % 期!WH)- Z&+F 9FHCH(*'4*"Z,-A5$#?"[4*27;"Q42%
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以抑制 PRf@&# 诱导的 XW4-f细胞增生"抑制 XW4-f
细胞周期进展"将细胞停滞于 R# 期"提示 QGG]在
XW4-f细胞周期 R#<U 限制点处起关键作用&

W9e@"'fQ'蛋白多糖'层黏连蛋白等 &WS组分
的合成和沉积是创口愈合的组织学基础"正常情况下
机体 &WS产生和降解保持动态平衡"当创伤发生时"
PRf@&等多种因素可刺激 &WS的合成并抑制其降解"
从而诱导创口愈合

+5$, & 本研究中选择 W9e@"和 fQ5
个指标进行检测& 成纤维细胞向肌成纤维细胞转化也
是创口愈合和组织修复的重要步骤"肌成纤维细胞通
过表达其标志性的蛋白 #@USV从而促进组织收
缩

+5# 5̂7, & 本研究中发现 QGG]通过抑制 PRf@&# 诱导
#@USV表达及 W9e@"和 fQ合成来抑制 XW4-f细胞
分化和 &WS合成&

包括 "@f\和 SSW在内的大多抗滤过泡瘢痕化
的研究都致力于抑制结膜成纤维细胞增生"但是抑制
结膜成纤维细胞增生后"细胞迁移能力并不受抑制"受
PRf@&等细胞因子的趋化作用"结膜成纤维细胞仍然
可以向创口部位迁移"从而促进创口愈合 +5Y, & 因此"
抑制结膜成纤维细胞的迁移能力也是抗瘢痕化的一个

重要方面& 本研究中通过细胞划痕实验和 PE(->LA**
小室方法检测发现"QGG]可抑制 XW4-f细胞迁移&
8, 等 +;,

用 WeW@7 >)TQV抑制骨肉瘤细胞中 WeW@7 的
基因表达后"细胞迁移能力受到抑制& G(- 等 +",

研究

发现"通过 TQV干扰的方法来抑制大鼠角质细胞的
WeW@5 表达也会抑制细胞的迁移能力& 综上所述"本
研究中发现 QGG]通过调控 XW4-f细胞增生'周期'
转化'迁移及 &WS合成"抑制结膜成纤维细胞的纤维
化过程"这为抑制滤过泡瘢痕化提供了一个新方向&

多项研究已经证实"G:7a<VIC信号通路参与调控
细胞增生'转化'迁移和 &WS合成+""5" 5̂%, & 8, 等+;,

研

究表明"WeW@7 氯离子通道通过 G:7a<VIC信号通路调
控骨肉瘤细胞增生和迁移过程& 同样"也有研究发现"
用氯离子通道阻滞剂或 WeW@5 TQV)抑制氯离子通道会
通过 G:7a<VIC信号通路抑制细胞的增生和迁移能
力

+""5", & h)- 等+5;,
研究发现"G:7a抑制剂 ec5?Y$$5 可

以抑制高糖诱导的 &WS合成& 本研究中在 PRf@&# 诱
导下进一步检测了 QGG]对 XW4-f细胞 G:7a和 VIC磷
酸化水平的影响"结果发现 QGG]可以抑制 PRf@&# 诱
导的 G:7a和 VIC磷酸化"由此推测 QGG]可能通过
G:7a<VIC信号通路抑制 XW4-f细胞增生'周期'转化'
迁移及 &WS合成"从而抑制滤过泡瘢痕化过程&

综上所述"本研究结果表明 QGG]对 PRf@&# 诱导
的 XW4-f细胞纤维化过程具有抑制作用"推测 QGG]

通过 G:7a<VIC信号通路抑制 PRf@&# 诱导的 XW4-f
细胞增生'周期进展'细胞转化'迁移及 &WS合成& 本
研究结果提示氯离子通道是对抗滤过泡瘢痕化的一个

新靶点"为进一步研究青光眼滤过术抗瘢痕化提供了
新的思路&
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消!息

2眼底照相技巧与彩图解读3出版发行

2眼底照相技巧与彩图解读3于 5$#? 年 Y 月由人民卫生出版社出版发行& 本书由广州爱尔眼科

医院吴德正教授'马红婕博士'张静琳博士'李梦媛硕士主编"高汝龙教授主审"立足基层"深入浅出地

从眼底照相拍摄的基本方法和拍摄技巧出发"并细致分析各类眼科常见病'多发病的眼底彩图表现&

全书包括 #$$$ 余幅普通眼底彩图和彩色眼底拼图照片"每幅图配有详尽的文字说明及各种箭头"-手

把手.指导读者读图& 眼底彩图结合临床病例展示"部分病例还配有 ]型超声'光学相干断层成像
)9WP*'荧光素眼底血管造影)ffV*等检查图像"帮助读者理解疾病"指导临床诊断&

本书约 6$ 万字"大 #% 开"精装"彩色印刷"定价 5Y?2$$ 元& 全国各大新华书店'医药书店'当当网'

卓越亚马逊网均有销售"也可登陆人民卫生出版社网站) HCCF#<<LLL2F'FH234'*或人民卫生出版社天

猫旗舰店进行购买"或联系人民卫生出版社销售部"联系电话#$#$ "̂?;6;55%<$#$ "̂?;6;$77&
)本刊编辑部*

天津医科大学眼科医院第十一届国际会议暨天津医科大学眼科医院

建院三十周年'眼视光学院成立十五周年学术活动通知

5$#? 年 ? 月"天津医科大学眼科医院建院 7$ 周年"恰逢创始人袁佳琴教授百年诞辰& 正是-三十而立再奋进"百年医者薪火

传.& 在这样具有特殊意义的日子"我们诚邀各位专家同道莅临-天津医科大学眼科医院第十一届国际会议暨天津医科大学眼科医

院建院三十周年'眼视光学院成立十五周年学术活动."与我们共同纪念这难忘的时刻4

时间#5$#? 年 ? 月 5;15? 日)周五1周日*

地点#天津医科大学眼科医院

联系方式#天津医科大学眼科医院科教科 $55 6̂%Y566#;'6%Y5667%& &'()*#)))C3#?6?0#%7234'
)天津医科大学眼科医院*

!6#Y! 中华实验眼科杂志 5$#? 年 % 月第 7; 卷第 % 期!WH)- Z&+F 9FHCH(*'4*"Z,-A5$#?"[4*27;"Q42%

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?




