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!!$摘要%!背景!上皮 间̀质转化+&VQ,是导致后囊膜混浊+YC9,的主要发病机制之一"研究 B&C?的
&VQ过程对 YC9的防治具有重要意义"但目前缺乏研究 &VQ的 YC9体外细胞模型&!目的!建立新的人晶
状体囊外摘出术 YC9的体外囊袋培养模型"探讨 YC9形成过程中 B&C?&VQ的发生情况&!方法!利用健康
供体的 T$ 只尸眼行体外模拟的白内障摘出术"游离晶状体囊袋后用昆虫针固定于培养皿"置于含体积分数
#$b胎牛血清的 8V&V=i#2 培养液中培养 T 周"分别于培养后 $'"';'#T 和 2S G 在光学显微镜下观察培养囊
袋中 B&C?的生长情况(收集 $'"'; 和 2S G 的囊袋组织制备组织病理学切片"采用苏木精 伊̀红染色法检测囊

袋上 B&C?的细胞形态(采用免疫组织化学染色法检测 &VQ标志物 #ANVX'&A6(G0.E)/ 和 R)'./D)/ 蛋白在囊
袋上 B&C?中的表达和定位(采用实时荧光定量 YC[和 M.?D.E/ F*7D法检测不同时间点囊袋上 B&C?中
#ANVX'&A6(G0.E)/ 和 R)'./D)/ '[WX及其蛋白的表达变化&!结果!未进行培养的囊袋后囊膜上未发现
B&C?生长"囊袋培养后 " G 可见后囊膜周边出现 B&C?并逐渐向中央区增生"培养后 ; G B&C?完全覆盖后囊
膜"略呈铺路石样外观并出现皱褶"此后随着培养时间的延长皱褶的数量增多并伸长"囊袋张力增强& 免疫组
织化学染色结果显示"随培养时间的延长"囊袋上 B&C?中 &A6(G0.E)/ 的表达强度逐渐下降"而 #ANVX和
R)'./D)/ 的表达强度逐渐增强& 实时荧光定量 YC[检测表明"培养后 $'"';'#T 和 2S G 囊袋上 B&C?中
&A6(G0.E)/ '[WX的相对表达量分别为 "\"@m$\#"'#\T;m$\2$'#\#"m$\#T'#\$$m$\S@ 和 $\2"m$\$""R)'./D)/ '[WX
的相对表达量分别为 #\$$m$\;"'#\$@m$\#T'2\2Tm$\T"'2\STm$\"T 和 S\@;$m$\T$"#ANVX'[WX的相对表
达量分别为 #\$$m$\$<'2\<Sm$\2S'T\2Tm$\$@'2\$@m$\%$ 和 #@\"$m$\#%"总体比较差异均有统计学意义
+&A6(G0.E)/ '[WX#Jh2"\T"$"Kh$\$$$(R)'./D)/ '[WX#JhS\%#@"Kh$\$$2(#ANVX'[WX#Jh#$"\@$$"
Kh$\$$$,"其中培养后 2S G 囊袋上 B&C?中 &A6(G0.E)/ '[WX的相对表达量最低"而 R)'./D)/ '[WX和
#ANVX'[WX的相对表达量均最高"差异均有统计学意义+均 Kn$\$#,& M.?D.E/ F*7D检测结果表明"培养后
$'" 和 2S G 囊袋上 B&C?中 &A6(G0.E0)/ 蛋白表达的灰度值分别为 #\TT" m$\$#;'#\$2" m$\$$" 和 $\@<S m
$\$#S"R)'./D)/ 蛋白表达的灰度值分别为 $\@<@m$\$#2"#\#@<m$\$$; 和 #\2T#m$\$$%"#ANVX蛋白表达的灰
度值分别为 $\#%@m$\$T@"$\<%"m$\$"< 和 #\@$#m$\$$@"总体比较差异均有统计学意义+&A6(G0.E0)/#Jh2 ;S;\$$$"
Kh$\$$$(R)'./D)/#JhT TSS\$$$"Kh$\$$$(#ANVX#Jh# #;"\$$$"Kh$\$$$,"其中培养后 "'2S G B&C?中
&A6(G0.E0)/蛋白表达明显低于 $ G"而 R)'./D)/ 和 #ANVX蛋白表达明显高于 $ G"差异有统计学意义
+Kn$\$@,&!结论!本研究中的新囊袋模型进行 B&C?体外培养能模拟体内白内障术后晶状体后囊 B&C?的
&VQ自然过程"是探讨 YC9发生机制和方法新的体外细胞模型&!

$关键词%!上皮 间̀质转化( 晶状体上皮细胞( 后发性白内障( 白内障摘出=不良反应( 晶状体囊( 细
胞培养( 人( 囊袋模型
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7IJ7?D.E)7E6(J,*.7J6)I)6(D)7/ +YC9,5ND,G4)/H&VQ)?7I)'J7ED(/D?)H/)I)6(/6.I7ED0.JE.L./D)7/ (/G DE.(D'./D7I
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0,'(/ YC95!G$-#/,+!S% >'-.5')')66(D(E(6D./,6*.(D)7/ -(?J.EI7E'.G 7/ T$ G7/7E.4.?")/6*,G)/H(/D.E)7E
6(J?,*7E0.+)?"/,6*.,?04GE7.+JE.??)7/"(/G (?J)E(D)7/ 7I*./?I)F.E?5Q0.6(J?,*(EF(H7I*./?-(?G)??.6D.G IE..
G,E)/HD0.?,EH.E4(/G J)//.G I*(D7/ (J*(?D)66,*D,E.G)?0 -)D0 8V&V=i#2 ?,JJ*.'./D.G 67/D()/)/H#$b I.D(*
F7L)/.?.E,'I7ET -..O?5Q0.JE7*)I.E(D)7/ 7IB&C?7/ D0.6(J?,*(EF(H-(?7F?.EL.G F4J0(?.A67/DE(?D(/G G(EOAI).*G
')6E7?67J.)/ $""";"#T (/G 2S G(4?(ID.E6,*D,E.5Q0.6(J?,*(EF(HD)??,.?-.E.67**.6D.G )/ 6,*D,E.G $"""; (/G 2S
G(4?I7ED0.JE.J(E(D)7/ 7I?.6D)7/?(/G 0.'(D7+4*)/A.7?)/ ?D()/" (/G D0.HE7-D0 (/G '7EJ07*7H47IB&C?-.E.
.+(')/.G -)D0 7JD)6(*')6E7?67J.5Q0..+JE.??)7/ (/G *76(D)7/ 7I#ANVX"&A6(G0.E)/ (/G R)'./D)/ -.E.(??.??.G F4
)'',/760.')?DE45Q0..+JE.??)7/ *.L.*?7I#ANVX"&A6(G0.E)/ (/G R)'./D)/ '[WX(/G JE7D.)/?-.E.G.D.6D.G F4
,?)/HE.(*AD)'.I*,7E.?6/6.K,(/D)D(D)L.YC[(/G M.?D.E/ F*7D)/ G)II.E./DD)'.J7)/D?5!@$+16-+!W7B&C?-.E.
?../ 7/ D0.,/6,*D,E.G 6(J?,*(EF(H5B&C?(JJ.(E.G )/ 6,*D,E.G G(4" 7/ D0.J.E)J0.E46(J?,*(EF(H(/G HE.-D7-(EG
D0.6./D.E(/G 67L.E.G D0.J7?D.E)7E6(J?,*.; G(4?(ID.E6,*D,E.G"-)D0 (67FF*.?D7/.A*)O.(JJ.(E(/6.5ME)/O*.?
766,EE.G (/G .+D./G.G HE(G,(**4(*7/H-)D0 D0../0(/6.'./D7IF(HD./?)7/5:'',/760.?DE4?07-.G D0(DD0.
.+JE.??)7/ )/D./?)D47I&A6(G0.E)/ )/ D0.6(J?,*(EF(HHE(G,(**4-.(O./.G"(/G D0(D7I#ANVX 7ER)'./D)/ -(?
HE(G,(**4./0(/6.G G,E)/HD0.6,*D,E.G,E(D)7/5Q0.E.*(D)L..+JE.??)7/ *.L.*?7I&A6(G0.E0)/ '[WX(D$""";"#T (/G
2S G(4?(ID.E6,*D,E.-.E."\"@m$\#""#\T;m$\2$"#\#"m$\#T"#\$$m$\S@ (/G $\2"m$\$""(/G E.*(D)L..+JE.??)7/
*.L.*?7IR)'./D)/ '[WX-.E.#\$$m$\;""#\$@m$\#T"2\2T m$\T""2\ST m$\"T (/G S\@; m$\T$"(/G D07?.7I
#ANVX'[WX -.E.#\$$ m$\$<" 2\<S m$\2S" T\2T m$\$@" 2\$@ m$\%$ (/G #@\"$ m$\#%" ?07-)/H?)H/)I)6(/D
G)II.E./6.?('7/HG)II.E./DD)'.J7)/D?+&A6(G0.E0)/ '[WX#Jh2"\T"$"Kh$\$$$(R)'./D)/ '[WXJhS\%#@"
Kh$\$$2(#ANVX'[WX#Jh#$"\@$$"Kh$\$$$,"-)D0 D0.*7-.?D.+JE.??)7/ *.L.*?)/ D0.&A6(G0.E0)/ '[WX(/G
D0.0)H0.?D.+JE.??)7/ *.L.*?)/ D0.R)'./D)/ '[WX(/G #ANVX'[WX(D2S G(4?G,E)/HD0.6,*D,E.J.E)7G +(**(D
Kn$\$#,5Q0.HE(4L(*,.?7I&A6(G0.E)/ JE7D.)/ .+JE.??)7/ -.E.#\TT"m$\$#;"#\$2"m$\$$" (/G $\@<Sm$\$#S"
(/G D07?.7IR)'./D)/ JE7D.)/ -.E.$\@<@m$\$#2"#\#@<m$\$$; (/G #\2T#m$\$$%"(/G D07?.7I#ANVXJE7D.)/ -.E.
$\#%@m$\$T@"$\<%"m$\$"< (/G #\@$#m$\$$@ (D$"" (/G 2S G(4?"-)D0 ?)H/)I)6/(/DG)II.E./6.?('7/HL(E)7,?D)'.J7)/D?
+&A6(G0.E)/#Jh2 ;S;\$$$"Kh$\$$$(R)'./D)/# JhT TSS\$$$"Kh$\$$$(#ANVX#Jh# #;"\$$$"Kh$\$$$,5Q0.
.+JE.??)7/ *.L.*?-.E.?)H/)I)6(/D*4G.6*)/.G )/ &A6(G0.E0)/ JE7D.)/ (/G .*.L(D.G )/ R)'./D)/ (/G #ANVXJE7D.)/?(D"
(/G 2S G(4?(ID.E6,*D,E.)/ 67'J(E)?7/ -)D0 F.I7E.6,*D,E.5!>/"%61+&/"+!X/7L.*'% >'-.5&VQ'7G.*7IB&C?)?
.?D(F*)?0.G )/ D0)??D,G45Q0)?'7G.*6(/ ')')6(/(D,E(*&VQJE76.G,E.(ID.E.+DE(6(J?,*(E6(D(E(6D./,6*.(D)7/ (/G
D0.E.I7E.)?(,?.I,*'7G.*I7ED0.I,ED0.EE.?.(E60 7ID0.'.60(/)?'(/G JE.L./D)7/ (/G DE.(D'./D7IYC95!

!9$2 )/*,+"8&J)D0.*)(*A'.?./604'(*DE(/?)D)7/( &J)D0.*)(*6.**?" *./?( Y7?D.E)7E6(J?,*(E7J(6)I)6(D)7/(
C(D(E(6D.+DE(6D)7/=(GL.E?..II.6D?( B./?6(J?,*.( C.**?" 6,*D,E.G( P,'(/?( C(J?,*(EJ(6O(H.'7G.*

H1",3*/'*(0# W(D)7/(*W(D,E(*N6)./6.i7,/G(D)7/ 7IC0)/(+ S#";$%%$" S#";$%%< ,( W(D,E(*N6)./6.
i7,/G(D)7/ 7IN0(/G7/HYE7L)/6.+g[2$#2PV$$%" N̂2$#2ee$"$,

!!晶状体后囊膜混浊+J7?D.E)7E6(J?,*.7J(6)I)6(D)7/"
YC9,又称后发性白内障"是白内障超声乳化摘出联合
:9B植入术后常见的并发症"是导致术后视力降低的
主要原因

)# 2̀* "也是影响 :9B的研究和开发及进一步
临床应用的原因之一& 因此"如何防治 YC9一直是白
内障领域研究的热点

)"* & YC9的形成过程是创伤修
复的过程"与白内障术后晶状体后囊膜残存的 B&C?
增生和纤维化过程有关

)T @̀* & 研究表明"B&C?的上
皮 间̀质转化 +.J)D0.*)(*A'.?./604'(*DE(/?)D)7/"&VQ,
在前囊膜型白内障和 YC9发病机制中的作用至关重
要

)< S̀* "抑制残存 B&C?的 &VQ过程可有效抑制 YC9
的发生及发展

)%* "目前采用离体 B&C?和模型动物是
开展此类研究

)#$ #̀"*
的重要方法& 传统的 B&C?体外培

养方法比较繁琐"一般仅取第 2 a" 代的细胞进行研
究"多次传代后细胞的增生潜能逐渐衰减"且传统的方
法适合单纯的 B&C?"未能考虑到后囊膜的变化因素&

此外"目前也常有研究者采用永生化的晶状体上皮细
胞系"但是该细胞系很难获得广泛认可 )#T* "同时这些
细胞在培养时需添加较高浓度的胎牛血清"干扰实验
结果"故上述体外细胞模型均很难真实反映体内 YC9
的自然病程& 目前 YC9研究中使用的动物模型制作
过程过于复杂"代价较高"动物种属的不同也可导致实
验结果无法比较& 近来有研究者提出应用器官培养方
法"即体外囊袋模型进行 YC9的研究"认为这种方法
能提供稳定的体外环境"最大程度地模拟人白内障术
后相关组织的形态学改变及细胞的分子生物学行为"
但这些方法仍在探索过程中& 本研究中利用尸眼建立
&VQ参与的 YC9体外囊袋模型"为探讨 YC9发病机
制和防治研究提供新的体外细胞模型&

:8材料与方法

:5:8材料
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:5:5:8细胞来源8人晶状体摘出术后残留在晶状体
囊膜的 B&C?&
:5:5;8主要试剂及仪器8胎牛血清'8V&V=i#2 培
养基+美国 c)F67公司,(兔抗人 #ANVX抗体'兔抗人
&A6(G0.E)/ 抗体'兔抗人 R)'./D)/ 抗体+英国 XF6('公
司,(辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗 +美国 N(/D(
CE,1公司,(&*)R)?)7/QV J*,?检测试剂盒'8X̂ 染色液

+福州迈新生物技术开发有限公司,(&CB发光试剂盒
+北京碧云天生物技术研究所,([WX提取试剂盒+德
国 _:Xc&W公司 ,(68WX合成第一链试剂盒 +大连
Q(O(E(公司,([.(*V(?D.EV)++ Nê [cE../, +北京天
根生化科技有限公司,& 实时定量 YC[仪+美国 X̂ :
公司,&
:5;8方法
:5;5:8体外人晶状体囊袋模型的建立8本研究中 T$
只尸眼均由青岛眼科医院眼库提供"已通过山东省眼
科研究所伦理学委员会批准& 供体年龄为 2$ a"$ 岁"
均无白内障等相关疾病& 囊袋游离方法#庆大霉素浸
泡眼球消毒 #$ ')/"解剖显微镜下环形剪除角膜"放射
状剪开虹膜至睫状体区"剪除虹膜后用截囊针在前囊
膜行连续环形撕囊"直径约为 @\@ ''& 平衡盐溶液充
分水分离"去除晶状体核及皮质"剪断悬韧带"游离晶
状体囊袋"以 T a< 根昆虫针将其固定于培养皿中"以
保持囊袋呈圆形的外观并维持一定的张力& 将晶状体
囊袋移至培养板"添加含 #$b胎牛血清的 8V&V=i#2
培养液"于 "; p'体积分数 @b C92培养箱中培养 T
周"每 " 天更换 # 次培养液"每 2T 小时在倒置相差显
微镜下观察"评估后囊膜上 B&C?的生长情况& 待细
胞完全覆盖后囊后"改为每 " 天观察 # 次&
:5;5;8晶状体囊袋模型的组织病理学观察8分别于
晶状体囊袋培养后 $'"'; 和 2S G 将囊袋置于质量分
数 Tb多聚甲醛溶液中固定 2T 0"常规石蜡包埋后
T $'厚连续切片"行苏木精 伊̀红染色"光学显微镜下
观察 B&C?的增生变化&
:5;5<8免疫组织化学染色检测晶状体囊袋模型中

&VQ标志物蛋白的表达!分别于晶状体囊袋培养后
"'; 和 2S G 将囊袋置于质量分数 Tb多聚甲醛溶液中
固定 2T 0"石蜡包埋后 T $'厚连续切片& 石蜡切片常
规二甲苯脱蜡"梯度乙醇水化(在枸橼酸盐缓冲液
+JPh<5$,中高温修复 #$ ')/(体积分数 "bP292室温

封闭 #$ ')/ 以消除内源性过氧化物酶"Ŷ N 洗 " ')/"
冲洗 " 次(正常非免疫动物血清封闭 "$ ')/& 除去血
清"标本周围免疫组织化学笔画圈(分别滴加兔抗人
#ANVX一抗+(F@<%T"# d2$$,'兔抗人 &A6(G0.E)/ 一抗
+(F;<$@@"# d2$$,和兔抗人 R)'./D)/ 一抗+&Y[";;<"
# d2$$,"以 Ŷ N 抗体缓冲液作为阴性对照"T p孵育过
夜"Ŷ N 冲洗 " ')/"共 " 次(滴加 # 滴聚合物增强剂
+试剂 X,"室温孵育 2$ ')/"Ŷ N 冲洗 " ')/"共 " 次(
加 @$ $*二抗"室温孵育 "$ ')/"Ŷ N 冲洗 " ')/"共 "
次& 滴加 8X̂ 工作液"光学显微镜下控制显色 @ ')/(
苏木素复染 # a2 ')/"梯度乙醇脱水"二甲苯透明"中
性树脂封片& 光学显微镜下检测囊袋中 #ANVX'
&A6(G0.E)/和 R)'./D)/ 的表达& 利用 W)O7/ 显微摄像
系统采集图像"采用 :'(H.U软件计算染色面积百分数&
:5;5=8荧 光 定 量 YC[ 法 检 测 囊 袋 中 #ANVX'
&A6(G0.E)/和 R)'./D)/ '[WX的表达!分别将体外培
养不同时间点的 #@ 只晶状体囊袋模型取出后剪碎"采
用 _)(H./ [WX提取试剂盒"按照说明书提取总 [WX&
采用 Q(O(E(公司的逆转录试剂盒将总 [WX逆转录为
68WX& 以 68WX为模板构建特异性引物 +表 #,& 总
反应体系为 2$\$$ $*"其中68WX模板 $\@$ $*"上下游
引物各 $\2@ $*"GGP2 9##\$$ $*"2$ 倍 Nê [q2\@ 倍
V(?D.E')++ #2@\$$ $*2$ 倍 Nê [与 #\$ '*2\@ 倍
V(?D.E')+混合,S\$$ $*& 每个样本设 " 个复孔& 反应
条件#%@ p热启动 #$ ')/(%@ p变性 #@ ?"<$ p退火延
伸 # ')/"T$ 个循环& 反应完成后根据 CD值比较目的
基因的相对表达量"以 $ G 为对照检测培养后 "';'#T'
2S G 囊袋中 #ANVX'&A6(G0.E)/ 和 R)'./D)/ '[WX的
表达& 以 cXY8P 作为内参"采用公式 2A&&CD

计算

#ANVX'&A6(G0.E)/ 和 R)'./D)/ '[WX的相对表达量&

表 :8目的基因的 O>@引物序列

基因 引物序列!!!!! 探针序列 产物大小+ FJ,

+]423)$.'% i#@2AcCCCXcXXXXQcXXXXXccA"2 XXccQcXCXcXcCCQCQccX
2$$

WVj$$T"<$5" [#@2AcQcQXQcQccCXXQcCcQQCA"2
'̂D$%-'% i#@2AcXcXXCQQQcCCcQQcXXcCA"2 XcXQccCCCQQcXCXQQcXc

#;$
WVj$$""S$5" [#@2AQCCXcCXcCQQCCQcQXccQA"2

!](:/ i#@2AQQCXXQcQCCCXcCCXQcQXA"2 XCCCXCXXQcQCCCCXQCQX
222

WVj$$##T#%T@ [#@2AcXXccXXQXcCCXCcCQCXcA"2
M/KO6 i#@2AcQCXcQccQccXCCQcXCCQA"2 CcXCCXCQQQcQCXXcCQCX

2T@
WVj$$T"<$5" [#@2AQcCQcQXcCCXXXQQCcQQcA"2

!2#2! 中华实验眼科杂志 2$#< 年 " 月第 "T 卷第 " 期!C0)/ U&+J 9J0D0(*'7*"V(E60 2$#<"R7*5"T"W75"
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:5;5I8M.?D.E/ F*7D法检测囊袋中 #ANVX'&A6(G0.E)/
和 R)'./D)/ 蛋白的表达!将体外培养不同时间点的 %
只晶状体囊袋模型取出后剪碎"加入含质量分数
$\#b苯甲基磺酰氟 + J0./4*'D0(/.?,*I7/4*I*,7E)G."
YVNi,的 [:YX蛋白裂解液中提取总蛋白"采用 ĈX
法测定蛋白浓度"调整至 # 'H='*& 每组样本各取
#$ $H总蛋白行质量分数 #2b聚丙烯酰胺凝胶电泳"
电泳结束后于 #$$ 'X转膜 " 0 至聚偏氟乙烯膜
+J7*4L)/4*)G./.I*,7E)G."YR8i,上"质量分数 @b脱脂
奶粉室温封闭# 0"分别滴加兔抗人 #ANVX一抗'兔抗
人 &A6(G0.E)/ 一抗 +# d2$$ ,和兔抗人 R)'./D)/ 一抗
+# d2$$,T p过夜孵育"用含质量分数 $\#b吐温 2̀$
的 Ŷ N 洗膜后"加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗
+# d2 @$$,室温孵育 # 0"化学发光试剂显影并成像&
cXY8P为内参"通过对比蛋白灰度值进行分析&
:5<8统计学方法

采用cE(J0 Y(G YE)?'@ 软件+cYM@A"ST"$@A[XcA
@2"@ ]NX"cE(J0Y(G N7ID-(E.,自带的统计学分析模块
进行统计学分析"采用软件 cE(J0Y(G YE)?'@ 绘制柱
形图& 本研究中测量指标的数据资料经 M检验呈正
态分布"以 Em7表示"组间数据资料经 B.L./.检验方
差齐& 采用均衡分组多水平实验设计"晶状体囊袋培
养不同时间点间囊袋上 B&C?中 #ANVX'&A6(G0.E)/ 和
R)'./D)/ '[WX及其蛋白表达量的总体差异比较采用
单因素方差分析"各时间点间多重比较采用 Q,O.4检
验& Kn$\$@ 为差异有统计学意义&

;8结果

;5:8囊袋模型上 B&C?生长情况
晶状体囊袋模型制作后 2 a" G"后囊膜上B&C?开

始出现"细胞由囊膜周边逐渐向中央区增生"前缘的细
胞排列松散"形态不规则"细胞体较大"增生速度快"后
方的细胞排列紧密"呈铺路石样外观& 造模后 < aS G
细胞完全覆盖囊膜& 此后"细胞继续增生并出现皱褶"
随着培养时间的延长皱褶的数量逐渐增多并伸长"囊
袋张力逐渐增强& 上述现象与白内障超声乳化术后晶
状体囊膜的在体变化过程相符+图 #,&
;5;8晶状体囊袋模型的组织病理学表现

苏木精 伊̀红染色结果表明"未培养的后囊膜上未见
B&C?"仅见均一的淡染色结构+图 2X,(囊袋培养后 " G 囊
膜周边部可见少量B&C?开始长出"细胞核呈圆形或椭圆
形"染色深+图 2 ,̂(囊袋培养后 ; G"后囊被覆一层排列较
为紧密'细胞核深染'细胞质丰富的B&C?+图 2C,(囊袋培
养后 2S G"后囊膜上可见双层和多层B&C?+图 28,&

D

A B

C

E F
图 :8B!>+在晶状体囊袋模型上的生长情况!造模后 2 a" G"后囊膜
上可见 B&C?由囊膜周边向中央区生长"造模后 < aS G 细胞覆盖后囊
膜"可见后囊膜皱褶"且随着培养时间的延长"皱褶的数量增加!X#培
养前! #̂造模后 " G!C#造模后 ; G!8#造模后 #T G!&#造模后 2# G
i#造模后 2S G

C D50μm 50μm

50μm A B50μm

图 ;8晶状体囊袋的组织病理学检查+P&lT$$"标尺h@$ $',!X#
未经培养的后囊膜为均一染色结果! #̂囊袋培养后 " G"可见后囊
膜上有少量 B&C?!C#囊袋培养后 ; G"后囊膜上可见细胞质丰富'细
胞核深染的 B&C?"细胞排列紧密!8#囊袋培养后 2S G"后囊膜上可
见双层和多层 B&C?

;5<8#ANVX'&A6(G0.E)/ 和 R)'./D)/ 在囊袋培养模型
上的表达及定位

随着培养时间的延长"&A6(G0.E)/ 在囊袋培养模
型中 B&C?中的表达强度逐渐减弱"培养后 2S G 未检
测到&A6(G0.E)/ 表达+图 ",& 囊袋培养后 $ a" G B&C?
中未见 R)'./D)/ 和 #ANVX的阳性表达"随着培养时间
的延长"R)'./D)/ 和 #ANVX的表达强度逐渐增加"培
养后 2S G B&C?中 R)'./D)/+图 T,和 #ANVX+图 @,均

m"#2m中华实验眼科杂志 2$#< 年 " 月第 "T 卷第 " 期!C0)/ U&+J 9J0D0(*'7*"V(E60 2$#<"R7*5"T"W75"
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呈强阳性表达& 囊袋培养后 "'; 和 2S G 时囊膜中
&A6(G0.E)/的染色面积百分比分别为+22\T@m$\;<,b'
+%\%#m$\@%,b和+$\<Sm$\#$,b"各时间点间总体比
较差异有统计学意义 +Jh"S"\@T#"Kh$\$$$,(上述
各时间点囊膜 B&C?中 R)'./D)/ 染色面积百分比分别
为 + $\T" m$\$< ,b' + #;\$T m$\%@ ,b 和 + "2\"2 m
$\@#,b"总体比较差异有统计学意义 +Jh<@#\S@$"
Kh$\$$$,(上述各时间点囊膜 B&C?中 #ANVX染色面
积百分比分别为 +$\#Sm$\$2,b'+@\S;m$\#T,b和
+#S\S" m$\2" ,b"总体比较差异有统计学意 义
+Jh" S$S\22%"Kh$\$$$,"其中囊袋培养后 2S G 囊膜
B&C?中&A6(G0.E)/ 染色面积百分比明显低于培养 " 和
; G"而R)'./D)/ 和#ANVX染色面积百分比均明显高于培
养 " 和 ; G"差异均有统计学意义+均Kn$\$#,+图 <,&

50μm 50μm

50μm 3C

3B3A

4B

4A

4C

50μm

50μm 50μm

图 <8!N%(,#$*&"在囊袋上 B!>+中的表达和定位 +8X̂ !标尺 h
@$ $',!Xm囊袋培养后 " G"可见 B&C?中 &A6(G0.E)/ 表达呈棕黄色
染色! m̂囊袋培养后 ; G"B&C?中 &A6(G0.E)/ 表达强度减弱"呈淡棕
色染色!Cm囊袋培养后 2S G"B&C?中未见到 &A6(G0.E)/ 的表达!图
=8L&0$"-&"在囊袋上 B!>+中的表达和定位+8X̂ !标尺h@$ $',
Xm囊袋培养后 " G"B&C?中未见到 R)'./D)/ 表达! m̂囊袋培养 ; G"
B&C?中可见 R)'./D)/ 呈阳性表达"呈棕黄色染色!Cm囊袋培养
2S G"B&C?中 R)'./D)/ 呈强阳性表达"为深棕色染色

C

A B50μm 50μm

50μm

图 I 8 mN?G7在囊袋上 B!>+
中的表达和定位+8X̂ !标尺h
@$ $', !Xm囊袋培养后 " G"
B&C?中未见到 #ANVX表达!
m̂囊袋培养后 ; G"B&C?中可见

#ANVX表达"呈黄色染色!Cm
囊袋培养后 2S G"#ANVX表达强
度增强"呈棕色染色
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图 J 8 囊 袋 培 养 模 型 中

!N%(,#$*&"'mN?G7和 L&0$"-&"
的染色面积百分比比较

&A6(G0.E)/m Jh"S"\@T#" Kh
$\$$$( R)'./D)/m Jh<@#\S@$"
Kh$\$$2(#ANVXmJh" S$S\22%"
Kh$\$$$5与各自的培养后 2S G
值比较"(Kn$\$#+单因素方差
分析"BN8A-检验"%h",

;5=8囊袋培养模型上囊膜中 &A6(G0.E)/'R)'./D)/ 和
#ANVX'[WX的相对表达

荧光定量 YC[检测结果表明"囊袋培养 $'"';'#T
和 2S G 时囊膜中 &A6(G0.E)/ '[WX的相对表达量分别
为 "\"@m$\#"'#\T;m$\2$'#\#"m$\#T'#\$$m$\S@ 和
$\2"m$\$""各时间点间总体比较差异有统计学意义
+Jh2"\T"$" Kh$\$$$ ,( 上述各时 间 点 囊 膜 中
R)'./D)/ '[WX的相对表达量分别为 #\$$ m$\;"'
#\$@m$\#T'2\2Tm$\T"'2\STm$\"T 和 S\@;m$\T$"总
体比较差异有统计学意义+JhS\%#@"Kh$\$$2,(上
述各时间点囊膜中 #ANVX'[WX的相对表达量分别
为 #\$$m$\$<'2\<Sm$\2S'T\2Tm$\$@'2\$@m$\%$ 和
#@\"$ m$\#%" 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义
+Jh#$"\@$$"Kh$\$$$,(其中囊袋培养后 2S G"囊膜

中 &A6(G0.E)/ '[WX的相对表达量明显低于培养后 $'
"';'#T G"而 R)'./D)/ '[WX和 #ANVX'[WX的相对
表达量均明显高于培养 $'"';'#T G"差异均有统计学
意义+均 Kn$\$#,+图 ;,&
;5I8&A6(G0.E)/'R)'./D)/ 和 #ANVX蛋白在囊袋模型
中的表达

M.?D.E/ F*7D检测结果表明"囊袋培养后 $'" 和

aT#2a 中华实验眼科杂志 2$#< 年 " 月第 "T 卷第 " 期!C0)/ U&+J 9J0D0(*'7*"V(E60 2$#<"R7*5"T"W75"
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图 a8荧光定量 O>@
法检测 !N%(,#$*&"'
L&0$"-&"和 mN?G7
0@A7的相对表达!
&A6(G0.E)/ '[WX#
Jh2"\T"$"Kh$\$$$(
R)'./D)/ '[WX#
JhS\%#@"Kh$\$$2(
#ANVX'[WX#
Jh#$"\@$$"Kh$\$$$5
与 各 自 的 培 养 后

2S G值比较"(Kn$\$#+单因素方差分析"BN8A-检验"%h",

2S G时囊袋模型中 &A6(G0.E)/ 蛋白表达的灰度值分别
为 #\TT"m$\$#;'#\$2"m$\$$" 和 $\@<Sm$\$#S"总体
比较差异有统计学意义+Jh2 ;S;\$$$"Kh$\$$$,(上
述时间点 R)'./D)/ 蛋白表达的灰度值分别为 $\@<@m
$\$#2'#\#@<m$\$$; 和 #\2T#m$\$$%"总体比较差异
有统计学意义+JhT TSS\$$$"Kh$\$$$,(上述时间点
#ANVX蛋白表达的灰度值分别为 $\#%@m$\$T@'$\<%"m
$\$"< 和 #\@$#m$\$$@"总体比较差异有统计学意义
+Jh# #;"\$$$"Kh$\$$$,& 囊袋培养后 " G 和 2S G"
囊袋模型中 &A6(G0.E)/ 蛋白表达的灰度值均明显低于
培养后 $ G"R)'./D)/ 和 #ANVX蛋白表达的灰度值均
明显高于培养后 $ G"差异均有统计学意义 +均 Kn
$\$#,(囊袋培养后 2S G 囊袋模型中 &A6(G0.E)/ 蛋白
表达的灰度值均明显低于培养后 " G"#ANVX蛋白表
达的灰度值均明显高于培养后 " G"差异均有统计学意
义+均 Kn$\$#,+图 S,&
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图 M8!N%(,#$*&"'L&0$"-&"和 mN?G7在囊袋模型中的表达量比较
X#各时间点各目的蛋白在囊袋模型中表达的 M.?D.E/ F*7D分析! #̂
各时间点各目的蛋白在囊袋模型中表达的量化比较!&A6(G0.E)/ 蛋
白#Jh2 ;S;\$$$" Kh$\$$$( R)'./D)/ 蛋白# JhT TSS\$$$" Kh
$\$$$#(#ANVX蛋白#Jh# #;"\$$$"Kh$\$$$5与各自的培养后 $ G

值比较"(Kn$\$#(与各自的培养后 " G 值比较"F Kn$\$# +单因素方
差分析"BN8A-检验"%h",

<8讨论

应用囊袋法进行 B&C?体外培养可模拟体内白
内障摘出术后 B&C?的增生规律"并保留完整后囊"
较以往单纯的 B&C?培养方法简单"干扰因素少"可
以建立持续稳定的 B&C?体外的生长环境"较为真实

地反映体内白内障摘出术后的多种病理变化& 在本
研究中采用昆虫针固定晶状体囊袋"使其保持一定
的张力和圆形外观"体外培养的后囊膜上可见 B&C?
增生'移行和皱褶形成"囊袋张力逐渐增强"这些变
化与体内变化方式接近& 因此本研究中建立的 YC9
囊袋培养模型为探讨 YC9的发生机制提供了良好的
体外实验模型"为进一步研究和防治 YC9的方法提
供了方法学基础&

&VQ机制最早是在胚胎发育中发现的"胚胎发
育过程中存在上皮细胞与间质细胞相互转换的现

象"在这个过程中上皮细胞失去其分化的表型并发
生形态学改变"重新编程为间质细胞 b#@ #̀<* & 目前共
发现 " 种类型的 &VQ"B&C?发生的 &VQ属于第 2 种
类型的 &VQb#; #̀S* & 白内障术后 &VQ的发生是 B&C?
损伤修复的关键"同时也是导致 YC9形成的主要原
因之一

b#% 2̀$* &
&VQ是细胞转型的重要机制之一"这种转型过

程受到 &A6(G0.E)/ 介导的细胞间黏附分子'生长因子
和细胞外基质成分的调节

b2#* & 上皮细胞有很强的极
性"细胞排列整齐"细胞间黏附紧密"这些主要取决
于细胞骨架蛋白+如 #ANVX,和细胞膜黏附分子的功
能

b22* & 当这些分子发生变化时"细胞间连接就变得
弱"细胞呈散在生长"细胞极性消失"即转变为间充
质细胞(反之则由间充质细胞转变为上皮细胞& 当
细胞 由 上 皮 细 胞 转 变 为 间 充 质 细 胞 后" 由 于
&A6(G0.E)/等的调节"细胞黏附能力下降"细胞移行能
力增强& 研究表明"&A6(G0.E)/'R)'./D)/ 和 #ANVX
是 &VQ过程中的常见标志物"其中 &A6(G0.E)/ 是上
皮细胞标志物"R)'./D)/ 和 #ANVX是间质细胞标志
物& &A6(G0.E)/ 可维持细胞间的紧密连接"阻止细胞
活动的侵袭'转移或扩散& #ANVX与 R)'./D)/ 的表
达显著上调是 &VQ过程中的特征性变化"发生 &VQ
的细胞在形态学上则有异常的增生'分化和迁移等
表现& 本研究中发现在囊袋培养过程中"B&C?中
&A6(G0.E)/蛋白的表达随培养时间的延长而逐渐下
降"而 #ANVX和 R)'./D)/ 的表达则较培养初期显著
上升"由此可见"囊袋培养过程中发生了 &VQ&

目前有几种不同的晶状体囊袋培养方法"主要
的手段都是张力环植入或昆虫针固定& N(+F4等 b2"*

采用硅胶环植入的方法研究 B&C?的增生与迁移方
式"&*A9?D(等 b2T*

采用一种自制的硅胶支撑物"并加
以黏弹剂的方法建立人 YC9的体外模型" ,̂EH.E
等

b2@*
改进了上述培养方法"通过植入张力环建立

YC9的体外模型& 上述方法都可以模拟体外 B&C?

!@#2!中华实验眼科杂志 2$#< 年 " 月第 "T 卷第 " 期!C0)/ U&+J 9J0D0(*'7*"V(E60 2$#<"R7*5"T"W75"

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



增生及迁移等生物学过程"但是与本研究中的新型
体外囊袋培养模型的培养方法相比"其细胞爬满后
囊膜所需的时间更长"而上述方法操作比较复杂"有
时会造成囊袋的撕裂"导致囊袋培养失败& 本研究
中借鉴 B), 等 )2<*

采用昆虫针固定晶状体囊袋的方

法"并在此方法的基础上进行了改进"将 S 根昆虫针
减为 T a< 根"最大程度上保持囊袋的完整性"不易
发生囊袋撕裂&

研究者采用 QciA%诱导 B&C?发生 &VQ"其过程
是模拟手术过程中的机械性刺激等外部因素导致机体

产生 QciA%的方法"诱导 &VQ的发生"效果较好 )2;* &
但本研究中未在培养液中加入 QciA%"体外培养的
B&C?可通过自分泌作用产生内源性 QciA%"从而诱导
&VQ的发生& 本研究中不仅检测了囊袋模型中
#ANVX的表达"同时也检测了 &A6(G0.E)/ 和 R)'./D)/
的表达"其表达趋势与 &VQ的发生过程一致"故认为
此模型可以用来探讨 YC9的发生机制&

本研究中制作的囊袋培养模型在保持晶状体囊袋

形状的同时"尽可能保留了囊袋的完整性"其操作简单"
可重复性好"该模型在培养过程中发生了第 2 代 B&C?
的 &VQ"可作为 YC9发生机制研究的理想模型&
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应用 9CQ血管成像技术随访雷珠单抗治疗特发性脉络膜新生血管一例
王林妮!李志清

"$$"ST 天津医科大学眼科医院!天津医科大学眼科研究所!天津医科大学眼视光学院
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图 :8治疗前左眼眼底照相!可见黄斑中心凹上方类圆形A黄白色病灶"大小约 # =@ Y8!图 ;8治疗前患者左眼 E>S表现!显示视网膜神经感
觉层隆起"视网膜下可见低反射液性暗区"[Y&隆起"其下方反射信号不均"隐见 Ê,60 膜!X#水平扫描! #̂垂直扫描!图 <8治疗前患者左眼
HH7检查!X#注射造影剂 $$#"<s时可见视盘高荧光"黄斑区斑片状高荧光! #̂#$#"#s时可见视盘荧光素渗漏"黄斑区有局限性高荧光

!!患者"男""T 岁"因左眼眼前圆形A黑斑状物遮挡 2 周就诊

于天津医科大学眼科医院& 眼部检查#右眼裸眼视力为 $\2@"

矫正视 力 @̀\2@ 8至 #\$$" 眼 压 为 #T ''PH+ # ''PHh

$\#"" OY(,"眼前节和眼底检查未见明显异常& 左眼裸眼视力

为 $\#$"矫正视力 @̀\2@ 8至 $\"$"眼压为 #@ ''PH"眼前节和

玻璃体未见异常& 间接检眼镜检查可见黄斑中心凹上方约 #=@

视盘直径+J(J)**(E4G)('.D.E"Y8,处类圆形黄白色病灶+图 #,&

[QR,.f[XL(/D)9CQ+美国 9JD7L,.公司,检查可见左眼视网

膜神经感觉层脱离"视网膜下积液"[Y&拱形隆起"其下方反射

信号不均"隐见 Ê,60 膜+图 2,& iiX显示左眼早期视盘呈高

荧光"黄斑区斑片状高荧光"随造影时间延长出现荧光素渗漏"

iiX晚期视盘荧光素渗漏"可见黄斑区呈边界模糊的局限性高

荧光 +图 " ,& 初 步 诊 断# 左 眼 特 发 性 脉 络 膜 新 生 血 管

+)G)7J(D0)6607E7)G(*/.7L(?6,*(E)1(D)7/":CWR,& 建议患者左眼

玻璃体腔注射雷珠单抗"但患者未进行相关治疗& 初诊 # 周后

复查"左眼裸眼视力为 $\$"" ĈRX为 $\#$& 患者接受左眼玻

璃体腔注射雷珠单抗 $\@ 'H& 注射后 " G 左眼 ĈRX为 $\#@"

注射后 # 个月左眼 ĈRX为 $\@$"9CQ示左眼视网膜下积液吸

收"[Y&隆起减轻 +图 T ,& 注射后 2 个月左眼裸眼视力为

$\$2" ĈRX为 $\#2"9CQ示左眼视网膜下积液再次出现 +图

@,"建议患者左眼玻璃体腔注射雷珠单抗"患者未接受治疗"给

予球旁注射地塞米松 @ 'H"每周 # 次"共 S 次"末次注射后复查

发现视网膜下积液仍存在"9CQ血管成像 +7JD)6(*670.E./6.

D7'7HE(J04(/H)7HE(J04"9CQX,示轮廓清晰的脉络膜新生血管

+607E7)G(*/.7L(?6,*(E)1(D)7/"CWR,病灶+图 <,& 患者左眼裸眼

视力曾降至 $\$#" ĈRX为 $\$@"左眼再次行雷珠单抗/ 'H玻

璃体腔注射& 此次注射后第 " G 左眼 ĈRX为 $\$<"9CQ示视

网膜下积液吸收"9CQX示 CWR较前缩小+图 ;,(注射后 # 个

月左眼裸眼视力为 $\#$" ĈRX为 $\@$"9CQ示黄斑区病灶稳

定+图 S,(注射后 T 个月左眼裸眼视力为 $\#@" ĈRX为 $\<$"

自诉眼前黑斑样遮挡消失"轻度视物变形"9CQ及 9CQX示病

变稳定"患者仍处于定期随诊中+图 % a#$,&

讨论#:CWR是指患者年龄 @$ 岁以下A无明显的眼内炎或系

统性疾病而发生的 CWR"常见症状包括视物模糊A视物变形和视

野固定暗点等"自然病程及视力预后一般好于 XV8继发

CWR)# "̀* & 传统的治疗方式多采用光动力疗法 + J07D7G4/(')6

D0.E(J4"Y8Q,"但可引起一过性缺血A[Y&损伤AR&ci水平升高

和 CWR复发& 因 :CWR与湿性 XV8的病理基础均为黄斑区

CWR及其出血A渗出及纤维瘢痕形成"且病变发展与 R&ci的高

表达有关"所以抗 R&ci也被应用于 :CWR的治疗"视力的提高

程度要优于 Y8Q)T <̀* & N0)等 );*
观察经雷珠单抗玻璃体腔注射的

#% 例 :CWR患者并与 #S 例行 Y8Q的 :CWR患者进行比较"发现

雷珠单抗治疗组疗效优于 Y8Q组"与 Z(/H等 )S*
的研究结果相

似& i(/ 等 )%*
通过对比早期+病程!" 个月,和中期+病程 " 至 <

个月,的 :CWR患者经雷珠单抗玻璃体腔注射后的 ĈRX及 9CQ

特点"发现雷珠单抗注射早期视力提高更明显"黄斑中心厚度降

低和注药次数减少& 本例患者发病后 " 周即行玻璃体腔注射雷

珠单抗"视网膜下积液较快吸收且视力提高明显"但仍未恢复发
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