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%%$摘要%%背景%I-! 是一种细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂"能阻止细胞从 _!期进入 B 期"抑制细胞增

生"研究认为内源性 I-! 表达的动态变化可能与细胞增生性病变有关' 外伤性增生性玻璃体视网膜病变
(=Y>)是眼部增生性反应相关性疾病"了解 =Y>过程中 I-! 表达的动态变化可能为 =Y>的靶向治疗提供依据'%

目的%检测 I-!TÂ !6W4=!
在兔外伤性 =Y>中的动态变化"探讨其在外伤性 =Y>发病机制中的作用'%方法%选取青

紫蓝兔 ;V 只"采用随机数字表法将实验兔随机分为正常对照组(5 只)和造模后 #&!V&-! 和 -U H 组(每组 !-

只)"每只兔任意选取一眼作为实验眼' 各模型组兔眼玻璃体腔注射人富含血小板血浆(=>=)"iV '*"同时于
鼻上方角巩膜缘后; ''处行巩膜外冷冻约 ; 8"以建立外伤性 =Y>模型' 各组兔眼行眼部 h型超声检查以评
估建模情况' 分别于造模后 #&!V&-! 和 -U H 以过量麻醉法处死实验兔并制备实验眼视网膜组织切片"采用苏
木精Z伊红染色法检测兔眼视网膜的形态表现"分别采用免疫组织化学染色&TF8GFJ9 K*/G及逆转录 =W>
(>a<=W>)法检测兔视网膜中 I-!TÂ !6W4=!

蛋白及其 '>RA的相对表达'%结果%正常对照组兔眼眼前后节均
正常"模型组兔造模后 ! [# H 兔眼玻璃体中增生条索逐渐变粗"可见视网膜皱褶"造模后 !V H 兔眼出现牵引
性视网膜脱离"造模后 -U H 兔眼漏斗状视网膜脱离' 视网膜病理组织学检查显示"造模后 # H 兔眼视网膜表
面有增生膜和炎性细胞聚集"造模后 -U H 可见视网膜呈花瓣形固定皱褶"视网膜结构紊乱' 免疫组织化学染

色显示"I-!TÂ !6W4=!
蛋白在正常对照组兔眼视网膜神经节细胞层及内核层的细胞核内呈强阳性表达"造模后

#&!V&-! 和 -U H 表达强度减弱"以造模后 !V H 表达量最低' TF8GFJ9 K*/G结果显示"正常对照组和造模后 #&!V&

-! 和 -U H 组兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!
蛋白相对表达量分别为 "i#Vj"i"U&"i5"j"i";&"i;5j"i"$&"i#Vj"i"- 和

"i5;j"i"V"组间总体比较差异有统计学意义(Mk-"i;;"Kk"i"")"造模后 # H 和 !V H 的表达量均明显低于正常
对照组和造模后 -! H 和 -U H 组"差异均有统计学意义(均Kl"i";)' >a<=W>结果显示"正常对照组和造模后 #&

!V&-! 和 -U H 组兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=! '>RA的相对表达量分别为 "i5;j"i":&"i;#j"i";&"iV;j"i"V&"iV5j
"i"- 和 "iV#j"i"V"总体比较差异有统计学意义(Mk!Ui"5"Kk"i"")"造模后 !V&-! 和 -U H =-!TÂ !6W4=! '>RA的
相对表达量均明显低于正常对照组和造模后 # H 组"差异均有统计学意义(均 Kl"i";)'%结论%I-!TÂ !6W4=!

在

外伤性 =Y>兔眼视网膜中的动态表达变化与 =Y>的病程发展过程相吻合"I-! 可能参与外伤性 =Y>发生和发
展的病理过程"I-!TÂ !6W4=!

表达量的下降与细胞增生的动态变化过程一致"可能促进了 =Y>的进展'%
$关键词%%细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 I-!6分析* 增生性玻璃体视网膜病变* 视网膜脱离6并发

症* 眼外伤* 动物模型* 兔
基金项目# 天津市应用基础与前沿技术研究计划重点项目 (!-XWfhXW$$:"")
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!451&%')&"6C')D0%$/(.6I-! )8(1+1*)9<HFIF9HF9GQ)9(8F)9,)K)G/J"(9H )G1(9 IJFLF9G1F**8EJ/' N/)9N

G,J/MN, G,F_! 6B I,(8F1,F1QI/)9G(9H )9,)K)G1F**IJ/*)EFJ(G)/90BGM)F8HFGFJ')9FH G,(GG,FFPIJF88)/9 *FLF*/E

!"-V! 中华实验眼科杂志 -"!5 年 ; 月第 $V 卷第 ; 期%W,)9 X&PI 3I,G,(*'/*"C(+-"!5"Y/*0$V"R/0;

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



I-!TÂ !6W4=! )8(88/1)(GFH S)G, IJ/*)EFJ(G)LFH)8F(8F80aJ(M'(G)1IJ/*)EFJ(G)LFL)GJF/JFG)9/I(G,+(=Y>) )8(IJ/*)EFJ(G)LF

JF8I/98F/EF+F0m9HFJ8G()9)9NG,FJF*(G)/98,)I /EH+9(')1FPIJF88)/9 *FLF*8/EI-!TÂ !6W4=! )9 =Y>)8/E8)N9)E)1(91F

E/JG,FIJFLF9G)/9 (9H '(9(NF'F9G/E=Y>0%E5F*)&,2*%a,)88GMH+S(8G/)9LF8G)N(GFG,FFPIJF88)/9 /EI-!TÂ !6W4=!

HMJ)9NG,F1/MJ8F/EFPIFJ)'F9G(*GJ(M'(G)1=Y> )9 J(KK)G80% @*&?$.1% )̂EG+<E/MJI)N'F9GFH J(KK)G8SFJF

J(9H/')\FH )9G/G,F9/J'(*1/9GJ/*NJ/MI (9H H)EEFJF9GFPIFJ)'FJ)G(*NJ/MI8"(9H /9F*(GFJ(*F+F/EF(1, J(KK)G8FJLFH

(8FPIFJ)'F9G(*F+F0=Y>'/HF*8SFJFF8G(K*)8,FH K+)9GJ(L)GJF(*)97F1G)/9 /E,M'(9 I*(GF*FG<J)1, I*(8'((=>=) ("iV '*)

1/'K)9FH S)G, 1J+/G,FJ(I+E/J; 8F1/9H8"(9H L)GJF/M8(9H JFG)9(8SFJFFP(')9FH S)G, hG+IF8/9/NJ(I,+0a,FJ(KK)G8

SFJF8(1J)E)1FH )9 #"!V"-! (9H -U H(+8(EGFJ/IFJ(G)/9"(9H ,)8G/I(G,/*/N)1(*FP(')9(G)/9 /EG,FJFG)9(8S(8IFJE/J'FH

K+,(F'(G/P+*)9 (9H F/8)9 8G()90a,FFPIJF88)/9 *FLF*8/EI-!TÂ !6W4=! IJ/GF)9 (9H NF9FSFJF HFGF1GFH K+

)''M9/,)8G/1,F')8GJ+"TF8GFJ9 K*/G(9H JFLFJ8FGJ(981J)IG)/9<=W> ( >a<=W>)0a,FM8F(9H 1(JF/EG,FJ(KK)G8

1/'I*)FH S)G, BG(GF'F9G/EA>Y30%G*1/-&1%hG+IF8/9/NJ(I,+8,/SFH G,(GG,FJFG)9(*'/JI,/*/N+S(89/J'(*)9

G,F9/J'(*1/9GJ/*NJ/MI0g/SFLFJ"G,FIJ/*)EFJ(G)LF'F'KJ(9FS(8NJ(HM(**+G,)1QF9FH ! G/# H(+8(EGFJ/IFJ(G)/90

>FG)9(*E/*H8/EJ(KK)G8SFJF8FF9 )9 # H(+8"(9H GJ(1G)/9(*JFG)9(*HFG(1,'F9GS(8E/M9H )9 !V H(+8(9H -U H(+8(EGFJ

/IFJ(G)/90a,F,)8G/I(G,/*/N)1(*FP(')9(G)/9 /EG,FJFG)9(88,/SFH FI)JFG)9(*'F'KJ(9F(9H )9E)*GJ(G)/9 /E)9E*(''(G/J+

1F**8# H(+8(9H E)PFH JMEE*F-U H(+8(EGFJ/IFJ(G)/90a,FI-!TÂ !6W4=! S(88GJ/9N*+FPIJF88FH )9 G,F1F**9M1*FM8/E

JFG)9(*N(9N*)/9 1F***(+FJ(_W@) (9H )99FJ9M1*F(J*(+FJ(4R@) )9 G,F9/J'(*1/9GJ/*NJ/MI"(9H G,FFPIJF88)/9 S(8

NJ(HM(**+SF(QF9FH (EGFJ'/HF*)9N"S)G, G,FSF(QF8GFPIJF88)/9 )9 G,FJFG)9(8)9 !V H(+8(EGFJ'/HF*)9N0a,FJF*(G)LF

FPIJF88)/9 *FLF*8/EI-!TÂ !6W4=! IJ/GF)9 S(8"i#Vj"i"U""i5"j"i";""i;5j"i"$""i#Vj"i"- (9H "i5;j"i"V )9 G,F

9/J'(*1/9GJ/*NJ/MI" I/8G/IFJ(G)LF#<H(+NJ/MI" I/8G/IFJ(G)LF!V<H(+NJ/MI" I/8G/IFJ(G)LF-!<H(+NJ/MI (9H

I/8G/IFJ(G)LF-U<H(+NJ/MI"JF8IF1G)LF*+"8,/S)9N(8)N9)E)1(9GH)EEFJF91F('/9NG,FNJ/MI8(Mk-"i;;"Kk"i"")"

(9H G,FFPIJF88)/9 *FLF*8/EI-!TÂ !6W4=! IJ/GF)9 SFJF8)N9)E)1(9G*+*/SFJ)9 G,FI/8G/IFJ(G)LF#<H(+NJ/MI (9H

I/8G/IFJ(G)LF!V<H(+NJ/MI G,(9 G,/8F/EG,F9/J'(*1/9GJ/*NJ/MI"I/8G/IFJ(G)LF-!<H(+NJ/MI (9H I/8G/IFJ(G)LF-U<H(+

NJ/MI ((**(GKl"i";)0a,FJF*(G)LFFPIJF88)/9 *FLF*8/EI-!TÂ !6W4=! '>RAS(8"i5;j"i":""i;#j"i";""iV;j

"i"V""iV5j"i"- (9H "iV#j"i"V )9 G,F9/J'(*1/9GJ/*NJ/MI"I/8G/IFJ(G)LF#<H(+NJ/MI"I/8G/IFJ(G)LF!V<H(+NJ/MI"

I/8G/IFJ(G)LF-!<H(+NJ/MI (9H I/8G/IFJ(G)LF-U<H(+NJ/MI"JF8IF1G)LF*+"S)G, (8)N9)E)1(9GH)EEFJF91F('/9NG,FNJ/MI8

(Mk!Ui"5" Kk"i"" )" (9H G,FFPIJF88)/9 *FLF*8SFJF8)N9)E)1(9G*+*/SFJ)9 G,FI/8G/IFJ(G)LF!V<H(+NJ/MI"

I/8G/IFJ(G)LF-!<H(+NJ/MI (9H I/8G/IFJ(G)LF-U<H(+NJ/MI G,(9 G,/8F/EG,F9/J'(*1/9GJ/*NJ/MI (9H I/8G/IFJ(G)LF

#<H(+NJ/MI ((**(GKl"i";)0%H$()-/1,$(1%a,FH+9(')1FPIJF88)/9 /EI-!TÂ !6W4=! )9 G,FJFG)9(8)81/98)8G(9G

S)G, G,FIJ/NJ(88)/9 /EGJ(M'(G)1=Y>"(9H G,FJFHM1FGF9HF91+/EI-!TÂ !6W4=!FPIJF88)/9 )88)')*(JG/1F**IJ/*)FJ(G)/9

1,(9NF")9H)1(G)9NG,(GJFHM1F/EI-!TÂ !6W4=!FPIJF88)/9 )9 G,FJFG)9(8'(+IJ/'/GFG,FHFLF*/I'F9G/EGJ(M'(G)1=Y>0%

!7*3 8$%.1"6 W+1*)9<HFIF9HF9GQ)9(8F )9,)K)G/JI-!6(9(*+8)8* Y)GJF/JFG)9/I(G,+" IJ/*)EFJ(G)LF6FG)/*/N+*

>FG)9(*HFG(1,'F9G61/'I*)1(G)/98* 31M*(JGJ(M'(* 2)8F(8F'/HF*" (9)'(** >(KK)G8

I/(.#%$0%'"# a)(97)9 AII*)1(G)/9 h(8)1(9H Ĵ/9G)FJaF1,9/*/N+>F8F(J1, =*(9 ?F+=J/7F1G(!-XWfhXW$$:"")

%%外 伤 引 起 的 增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变
(IJ/*)EFJ(G)LFL)GJF/JFG)9/I(G,+"=Y>)是开放性眼外伤
的严重并发症"是眼内损伤的过度修复过程"损伤修复
时多种增生细胞在视网膜表面聚集"引起增生性玻璃
体视网膜病变

+!, "可导致牵拉性视网膜脱离 +-, "最终

致眼球萎缩
+$ZV, ' 目前"=Y>的发病机制仍不十分清

楚"研究抑制 =Y>的方法和途径对 =Y>的防治具有
重要的临床意义' 研究表明"I-!TÂ !6W4=!

是一种细胞周

期蛋白依赖性激酶抑制剂"可与细胞周期蛋白依赖性
激酶&细胞周期蛋白和增生细胞核抗原组成复合体"阻
止细胞从 _!期进入 B 期"引起细胞周期停止"抑制细

胞增生
+;, "但 I-!TÂ !6W4=!

在 =Y>的形成过程中是否能够
发挥抑制细胞增生作用尚不清楚' 本研究检测

I-!TÂ !6W4=!
蛋白在外伤性 =Y>模型兔视网膜组织中的表

达"探讨 I-!TÂ !6W4=!
在外伤性=Y>发生和发展中的作用'

96材料与方法

9096材料
909096实验动物6成年青紫兰兔 ;V 只(由天津医科
大学动物中心提供)"体质量 !i; [-i; QN"雌雄不限"

应用随机数字表法将实验兔随机分成对照组(5 只)和
造模后 #&!V&-! 和 -U H 组(每组 !- 只)"各造模组兔
均任意选取一眼作为实验眼' 实验动物的使用和喂养
遵循 A>Y3声明'
9090:6主要试剂及仪器%鼠抗兔 I-!TÂ !6W4=!

多克隆抗体

(A="-!"! b!"""上海碧云天生物技术公司)*鼠抗兔

!!-V!中华实验眼科杂志 -"!5 年 ; 月第 $V 卷第 ; 期%W,)9 X&PI 3I,G,(*'/*"C(+-"!5"Y/*0$V"R/0;

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



I-!TÂ !6W4=!
抗体(一抗) (BW<5-V5"! b-"""美国 B(9G(WJM\

公司)*辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 4N_(二抗)超
敏即用型二步法(非生物素)检测试剂盒(!b- """)&2Ah
染色试剂盒(北京中杉生物技术公司)*aJ)\/*液(上海生
物工程有限公司)' 自动脱水机&石蜡切片机(德国 @F)1(
公司)*光学显微镜(日本3*+'IM8公司)'
90:6方法
90:096外伤性 =Y>动物模型的建立%采用质量分数
$i-]枸橼酸钠离心管收集健康体检者静脉血 -; '*"
离心半径 #i- 1'"! ;"" J6')9 离心 !" ')9"获得含
Vp!"U '*血小板的血浆共 !" '*"即富含血小板血浆
(I*(GF*FG<J)1, I*(8'("=>=)' 实验兔肌内注射盐酸赛
拉嗪注射液行全身麻醉"剂量为 "iV '*6QN"并用质量
分数 "iV]盐酸奥布卡因滴眼液点眼 $ 次行表面麻
醉"开睑器开睑"暴露颞上方巩膜"于角膜缘后 $i; ''
依次切开球结膜及巩膜"切口长度约为 5 ''"剪除脱
出的玻璃体约 "i; '*"用 #<" 可吸收缝线间断缝合巩
膜及球结膜切口"玻璃体腔注射 =>="iV '*"同时于鼻
上方角巩膜缘后 ; ''处行巩膜外冷冻约 ; 8' 分别于
术后 !&$&#&!V&-! 和 -U H 点复方托吡卡胺滴眼液充分
扩瞳"采用间接检眼镜及 h型超声检查眼后节改变'
90:0: 6 免 疫 组 织 化 学 染 色 检 测 兔 视 网 膜 中

I-!TÂ !6W4=!
蛋白的表达%(!)实验眼组织的病理组织

学检查%分别于术后 #&!V&-! 和 -U H 用过量麻醉法
处死实验兔"摘出眼球"用质量分数 V]多聚甲醛固定
-V ,"梯度乙醇脱水"二甲苯透明"浸蜡和石蜡包埋后
切片"贴于经多聚赖氨酸处理的载玻片上"同时正常对
照组兔以相同的方法处理作为对照' 每组兔 - 只眼任
意取 - 张切片"行常规苏木精Z伊红染色"光学显微镜
下观察视网膜的炎症反应和形态学变化' (-)免疫组
织化学检测%将制备好的眼球常规二甲苯脱蜡"用体
积分数 $]过氧化氢灭活内源性酶"热修复抗原"滴加
一抗"V n孵育过夜"用 =hB 代替一抗作为阴性对照*
滴加二抗工作液"$# n孵育$" ')9"2Ah显色 $ [; ')9"自
来水冲洗后苏木素复染"脱水"透明"中性树胶封片"光
学显微镜下观察眼组织中 I-!TÂ !6W4=!

蛋白的表达' 每
组 5 只眼任意选取 5 张切片"每张切片任意取 ; 个视
野"采用 4'(NF<=J/=*M85i" 彩色图像分析系统进行分
析' 细胞核呈棕黄色或棕褐色染色者为 I-!TÂ !6W4=!

蛋

白表达阳性"用平均吸光度(Q)值表示'
90:0;6TF8GFJ9 K*/G法检测视网膜中 I-!TÂ !6W4=!

蛋白

的表达%按照 !0-0$ 的方法处死实验兔和正常对照
兔"于碎冰上去除兔眼眼前节组织和玻璃体"剥取视网
膜"置入液氮中备用' 将预冷的组织细胞裂解液按

! b5的比例与视网膜标本混合"V n下充分匀浆' 静置
! ,"用高速冷冻离心机!- """ J6')9 离心 -" ')9"将上
清液与蛋白上样缓冲液 (; 倍上样缓冲液&-" 倍还原
剂)充分混合"!"" n煮沸 ; ')9' 用hJ(HE/JH 法定量测
定蛋白"每个泳道上样 -; (N"用质量分数 !"] B2B<
=A_&电泳分离蛋白"然后以半干法用 2ff<444V"W型
电 泳 槽 将 凝 胶 上 蛋 白 转 移 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜

(I/*+L)9+*)HF9FE*M/J)HF"=Y2̂ )上' 用质量分数 "i;]

脱脂奶粉封闭膜" 室温放置 !i; ," 加入鼠抗兔
I-!TÂ !6W4=!

抗体"V n摇床过夜' 次日室温下用山羊抗
小鼠 4N_6辣根过氧化物酶后孵育 ! ,"适量 &W@发光
剂与膜反应 $ ')9"压片曝光 $ ')9' 胶片扫描后采用
dM(9G)G+39F软件(美国 h)/<>(H 公司)计算不同条带
的灰度值(吸光强度p面积)"以 '<(1G)9 作为内参照"

目的蛋白的相对表达量k(条带灰度值6内参条带灰度
值)p*""]'
90:0< 6逆转录 =W>法测定视网膜中 I-!TÂ !6W4=!

'>RA的表达%采用 !0-0V 的方法获取视网膜标本"
aJ)\/*液提取兔视网膜组织标本的总 >RA' 采用紫外
分光光度计测定波长为 -5" 9'和 -U" 9'处的吸光度
(Q)值"计算出总 >RA样本浓度' 按说明书的步骤和
方法合成 12RA' 引物由上海生物工程技术有限公司
合成#I-!TÂ !6W4=!

上游引物为 ;-<_AAWWAa_aa___A_

a_a<$-"下游引物为 ; -<AWa_WaaAaa__aWaa_a_<
$-"目的基因长度为 $-! KI*'<(1G)9 上游引物为 ;-<A
_aW_aa__A_W_A_WAa<$-"下游引物为 ;-<_aaaAa
A_WAWaWaAW__aAW<$-"目的片断长度为 !-! KI'
I-!TÂ !6W4=!

的扩增程序#:V n预变性 ; ')9":V n变性
$" 8";Ui; n退火 $" 8"#- n延伸 $" 8"共 $; 个循环"
#- n再延伸 !" ')9' 所得产物在琼脂糖凝胶中电泳
分离"采用凝胶成像分析系统测量 I-!TÂ !6W4=!

及

'<(1G)9扩增条带的产物含量 (条带灰度值k强度p面
积)及目的基因的相对表达量 +(目的基因条带灰度
值6内参基因条带灰度值)p*""],'
90;6统计学方法

采用 B=BB !#0" 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 T检验符合正态分布"以
Vj4表示' 采用完全随机分组单因素干预多水平实验
设计"各组数据方差经 @FLF9F检验符合方差齐性' 正
常对照组及造模后 # H 组&!V H 组&-! H 组和 -U H 组间
兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!

蛋白及其 '>RA相对表达量

的差异比较均采用单因素方差分析"组间的多重比较
@B2<2检验' Kl"i"; 为差异有统计学意义'

!--V! 中华实验眼科杂志 -"!5 年 ; 月第 $V 卷第 ; 期%W,)9 X&PI 3I,G,(*'/*"C(+-"!5"Y/*0$V"R/0;

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



:6结果

:096兔 =Y>模型眼的表现
造模后所有兔均健康成活"模型眼结膜及角膜上

皮完整"术后未发生感染"无白内障形成' 造模后 ! H"
兔眼球结膜高度水肿"可见前房渗出"玻璃体呈灰白色
混浊*造模后 $ H"兔眼前房形成渗出膜"玻璃体混浊加
重"可见灰白色的玻璃体条索*造模后 # H"兔眼前房渗
出物较少"玻璃体混浊开始减轻"但玻璃体中增生条索
逐渐变粗及增长"自伤口方向向后极部延伸"并牵拉视
盘及髓线"可见髓线处视网膜皱褶' h型超声检查显
示"模型眼可见玻璃体混浊及增生条索 (图 !A)' 造
模后 !V H"兔眼前节炎症反应再次加重"其中 $ 只眼出
现花瓣样虹膜后粘连"玻璃体内增生的牵拉膜增厚"出
现牵引性视网膜脱离' 造模后 -U H"兔眼发生广泛的或漏
斗状视网膜脱离"h型超声检查示视网膜脱离(图 !h)'

BA
图 96兔 NWG模型眼的 C型超声检查表现%A#造模后 # H 可见兔
眼玻璃体混浊及增生%h#造模后 !V H 可见兔眼视网膜脱离

:0:6兔 =Y>模型眼组织病理学表现
正常对照组兔眼视网膜结构正常"层次清晰"排列

规则(图 -A)"造模后 # H"可见模型眼视网膜表面炎性
渗出及细胞聚集(图 -h)"造模后 -U H 模型眼视网膜
脱离"形成花节样固定皱褶"视网膜结构紊乱(图 -W)'

C

BA

图 :6兔视网膜病理组织学检查%
A#正常兔眼视网膜结构正常"层次
清晰"排列规则(g&p-"")%h#造
模后 # H 可见兔眼视网膜表面增生
膜(白箭头) "有炎性细胞聚集 (黑
箭头) (g&pV"")%W#造模后 -U H
可见视网膜呈花瓣形固定皱褶"视
网膜结构紊乱(g&p!"")

:0;6各组兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!
蛋白的表达

=Y>兔视网膜中可见 I-!TÂ !6W4=!
蛋白呈阳性表

达"主要表达于视网膜神经节细胞层 (N(9N*)/9 1F**
*(+FJ"_W@)和内核层()99FJ9M1*F(J*(+FJ"4R@)细胞的
细胞核"可见正常对照组兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!

蛋

白染 色 最 强" 造 模 后 各 时 间 点 兔 眼 视 网 膜 中
I-!TÂ !6W4=!

蛋白均减弱(图 $)' 正常对照组兔眼及造
模后 #&!V&-! 和 -U H 兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!

蛋白表

达量 (平均 Q值)分别为 ;#i#"jVi-!&;Vi-U j$iV$&
$#i-5jVi$$&V!i!"j$i$! 和 V$i"UjVi#V"总体比较差
异有统计学意义(Mk$Ui!#;"Kk"i""")"造模后 !V H
其表达量最低"与造模后 !V&-! 和 -U H 兔眼比较差异
均有统计学意义(均 Kl"i";)(图 V)'

E

BA

C D

图 ;6#:9V4I9LH!N9 蛋白在兔视

网膜 mHR及 !KR细胞内的表达
(2AhpV"")%A#正常对照组视

网膜中 I-!TÂ !6W4=!
蛋白表达最

强"呈深棕色染色(箭头)%h#造
模后 # H 可见 兔 眼 视 网 膜 中
I-!TÂ !6W4=!

染色减弱(箭头) "阳
性细胞少于正常对照组%W#造

模后 !V H 兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!
蛋白表达最弱"呈淡棕色染色

(箭头)%2#造模后 -! H 兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!
呈棕色染色(箭

头)%&#造模后 -U H 兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!
阳性反应强于造模后

!V H"但弱于正常对照组(箭头)
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图 <6#:9V4I9LH!N9蛋

白在各组兔眼视网膜

中相对表达量的比较

Mk$Ui!#;"Kk"i"""0
与造模后 !V H 组比

较"(Kl"i"; (单因素
方差 分 析" @B2<2检
验"+k5)%!#正常对
照组%-#造模后 # H

组%$#造模后 !V H 组%V#造模后 -! H 组%;#造模后 -U H 组
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:0<6各组 I-!TÂ !6W4=!
蛋白的相对表达量比较

TF8GFJ9 K*/G法检测结果显示"正常对照组兔眼视
网膜中 I-!TÂ !6W4=!

蛋白的表达条带最强"造模后 # H&
!V H表达强度减弱"此后逐渐增强' 正常对照组及造模
后 #&!V&-! 和 -U H 组兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!

蛋白的相

对表达量分别为 "i#Vj"i"U&"i5"j"i";&"i;5j"i"$&
"i#Vj"i"- 和 "i5;j"i"V"组间总体比较差异有统计学
意义(Mk-"i;;"Kk"i"")"造模后 # H 和 !V H I-!TÂ !6W4=!

蛋白的相对表达量明显低于正常对照组及造模后 -! H 组
和 -U H 组"差异均有统计学意义(均Kl"i";)(图 ;)'

A
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图 = 6V*1&*%(5-$&
法检测各组兔眼视

网膜中 #:9V4I9LH!N9

蛋白的相对表达%
A# 各 组 视 网 膜 中
I-!TÂ !6W4=!

蛋 白 表

达的电泳图%h#各

组 I-!TÂ !6W4=!
蛋白

相对表达量的比较

Mk-"i;;"Kk"i""0
与造模后 # H 组比

较"(Kl"i";*与造模后 !V H 组比较"K Kl"i"; (单因素方差分析"
@B2<2检验"+k5)%!#正常对照组%-#造模后 # H 组%$#造模后 !V H
组%V#造模后 -! H 组%;#造模后 -U H 组
%

:0=6各组兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=! '>RA相对表达
量的比较

正常对照组兔眼视网膜中 I-!TÂ !6W4=!
蛋白的表达

条带最强"造模后表达强度减弱"其中造模后 !V H 表
达强度最弱' 正常对照组和造模后 #&!V&-! 和 -U H

组 I-!TÂ !6W4=! '>RA的相对表达量分别为 "i5; j
"i":&"i;# j"i";&"iV; j"i"V&"iV5 j"i"- 和 "iV# j
"i"V"总体比较差异有统计学意义 (Mk!Ui"5"Kk
"i"")"造模后 !V&-! 和 -U H 组 =-!TÂ !6W4=!'>RA的相
对表达量均明显低于正常对照组和造模后 # H 组"差
异均有统计学意义(均 Kl"i";)(图 5)'

A
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图 > 6V*1&*%(5-$&
法检测各组兔眼视

网膜中 #:9V4I9LH!N9

"GK4的相对表达
量%A#各组视网膜中
I-!TÂ !6W4=! '>RA表
达的电泳图%C#分
子标 志 % h# 各 组
I-!TÂ !6W4=! '>RA
相对表达量的比较

Mk!Ui"5"Kk"i""0

与正常对照组比较"(Kl"i";*与造模后 # H 组比较"K Kl"i"; (单因
素方差分析"@B2<2检验"+k5)%!#正常对照组%-#造模后 # H 组%
$#造模后 !V H 组%V#造模后 -! H 组%;#造模后 -U H 组

;6讨论

本研究中采用人 =>=玻璃体腔注射联合巩膜外
冷冻法成功建立兔外伤性 =Y>模型' 人 =>=含有大
量的生长因子

+5Z#, "注射给动物后可产生强烈的免疫
排斥反应"在各种生长因子及炎性因子的共同作用下
刺激视网膜色素上皮(JFG)9(*I)N'F9GFI)G,F*)M'">=&)
细胞&纤维母细胞&神经胶质细胞等增生并移行至视网
膜表面"形成增生膜"从而导致 =Y>*同时巩膜冷冻引
起了血Z视网膜屏障的破坏"因此可提高 =Y>造模的
成功率' 以往多用引入外源性细胞成分的方法建立
=Y>模型 +U, "其病理过程与外伤性 =Y>的自然病程不
十分吻合' 本研究中的模型由于未引入外源性细胞"
能够更好地模拟外伤性 =Y>的自然发病过程"造模过
程操作简单"成模率高' 本研究中兔眼造模后 -U H 眼
h型超声检查显示模型眼视网膜脱离"病理组织学检
查可见视网膜脱离增生形成的花节样结构"表明本实
验的造模方法可成功建立外伤性 =Y>模型'

I-!TÂ !6W4=!
是由 g(JIFJ等 +:,

在 !::$ 年发现的细
胞周期负性调节基因"可广泛抑制 W+1*)9<W2?复合
物"影响 >K 蛋白的磷酸化"阻断转录因子 &-^的释
放"使细胞周期停滞在 _" 6_!期

+!"Z!!, ' I-!TÂ !6W4=!
还

可以抑制增生细胞核抗原 ( IJ/*)EFJ(G)9N1F**9M1*F(J
(9G)NF9"=WRA)与 2RA聚合酶 - 结合 +!-, "2RA复制受
到抑制"细胞增生减缓 +!$, "因此 I-!TÂ !6W4=!

在组织内

的低表达可导致以细胞增生为特征的疾病' (̂J)(
等

+!V,
在研究抑癌基因 5TG&5HDLQMDc1SKD

及 5HFASKD
在星形

细胞瘤中表达水平时发现"随着肿瘤细胞恶性程度的
增高"I-!TÂ !6W4=!

呈低表达的趋势' 赵成等 +!;,
对视网

膜母 细 胞 瘤 中 I-!TÂ !6W4=!
表 达 的 研 究 中 发 现"

I-!TÂ !6W4=!
在视网膜母细胞瘤中的表达明显低于正常

视网膜' 以上研究表明"I-!TÂ !6W4=!
低表达可能是肿瘤

细胞等异常增生性疾病的发病机制之一' 本研究中发
现"I-!TÂ !6W4=!

蛋白可在外伤性 =Y>兔模型眼 _W@和
4R@细胞内表达"且其表达量随发病时间的延长明显
减少"在 >=&细胞内也观察到了同样的趋势' 然而"
由于在制作组织切片过程中视网膜神经上皮层脱离严

重"未能观察到 >=&'
开放性眼外伤导致的眼组织损伤激发了一系列有

序和复杂的细胞及细胞间质的生理病理反应"以促进
新生组织的生成和损伤组织的修复

+!5Z!#, ' 组织修复
的发展过程分为炎症期&增生期和瘢痕期"各期均有不
同因素的参与和调节

+!UZ!:, ' 研究表明"眼外伤后 # H

!V-V! 中华实验眼科杂志 -"!5 年 ; 月第 $V 卷第 ; 期%W,)9 X&PI 3I,G,(*'/*"C(+-"!5"Y/*0$V"R/0;
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内为炎症期"主要为血Z视网膜屏障的破坏及炎性介
质的释放"临床表现为玻璃体混浊*眼外伤后 # [!V H
为增生期"表现为玻璃体腔尘状棕色 >=&细胞的释
放"灰色细胞团的增生及视网膜增生膜的形成"眼外伤
后 !V H 行玻璃体手术时可见典型 =Y>改变 +-", *眼外
伤 !V H 后为瘢痕塑形期"细胞增生达到相当程度"纤
维组织开始形成"瘢痕增生膜的收缩导致牵拉性视网
膜脱离' 本研究中在 =Y>兔眼中发现"与正常对照组
比较"造模后 # H 兔眼 I-!TÂ !6W4=!

蛋白及其'>RA在视
网膜中的表达量即明显下降"造模后第 !V 天表达量最
低"-! H 及 -U H 较前有所回升"这一动态变化与外伤
性 =Y>的自然病程较吻合"提示 I-!TÂ !6W4=!

参与该病

的发生和发展并在细胞的增生中发挥重要作用"可作
为外伤性 =Y>治疗的潜在靶点'
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