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(('摘要((背景(准分子激光角膜上皮瓣下磨镶术"%K743#是目前主要的屈光矫正术式之一&但术中使

用的乙醇可引起角膜上皮的损伤) 胸腺素 #8"J#8#具有抗凋亡等多种生物学作用&但其对乙醇所致的角膜

上皮细胞损伤是否具有保护作用尚不清楚)(目的(研究 J#8 对乙醇诱导的角膜上皮细胞损伤是否具有预

防作用)(方法(收集 )9 只健康成年新西兰白兔的角膜&采用组织块培养法获得兔原代角膜上皮细胞传代&

逆转录 LW_"_J5LW_#法检测缝隙连接蛋白 B#//&Y'/ 8E 和成熟角蛋白 R&A;O'/ )I 的表达情况&对细胞进行鉴

定) 选取第 I 代处于对数生长期的细胞均衡分为 8 个组&正常对照组细胞进行常规培养&J#8 组细胞在培养

液中添加终浓度为 ) *0G:<的 J#8&乙醇组细胞用含体积分数 I9a乙醇的 Ld7 作用 I9 @以制备角膜上皮细胞

损伤模型&乙醇eJ#8 组在损伤模型培养液中加入 J#8) 采用 ]JJ法检测各组角膜上皮细胞存活率$采用
J264%法观察角膜上皮细胞的凋亡情况$采用实时荧光定量 LW_法检测各组角膜上皮细胞中细胞周期蛋白

1)"WSB<'/ 1)#和细胞周期蛋白依赖性激酶 8"W138#:_6K的相对表达量$应用 4%D7K法检测各组角膜上皮

细胞中 PB<5I 蛋白的质量浓度$用分光光度法检测细胞裂解液中 B;@V;@&5E 酶活性)(结果(]JJ法结果显示&

正常对照组细胞存活率设定为 )99a&乙醇组细胞存活率为"-Il)m)8l9F#a&明显低于正常对照组&差异有统

计学意义"Qk9l99)#$乙醇eJ#8 组细胞存活率为 "FFlFm)+l*9#a&明显高于乙醇组&差异有统计学意义
"Qk9l9E-#)J264%染色显示&乙醇组和乙醇eJ#8 组均可见明显的 J264%阳性染色细胞&乙醇eJ#8 组阳性

细胞百分比为"E9l9m*lF#a&明显低于乙醇组的 "8Il8m8l9#a&差异有统计学意义 "Qk9l9)#) 实时定量
LW_显示&乙醇eJ#8 组细胞中 WSB<'/ 1) :_6K和 W138 :_6K的相对表达量分别为 9l+Em9l)F 和 9l,,m

9l9+&均明显高于乙醇组的 9l*,m9l9- 和 9l-8m9l9F&差异均有统计学意义"Qk9l9IF*9l99I#) 4%D7K显示&

乙醇组细胞中 PB<5I 蛋白质量浓度明显低于乙醇eJ#8 组&而 B;@V;@&5E 酶活性则高于乙醇eJ#8 组&差异均有

统计学意义"Qk9l9E9*9l9I)#)(结论(J#8 对乙醇诱导的角膜上皮细胞损伤具有保护作用&其作用机制可

能是通过降低角膜上皮细胞中 B;@V;@&5E 酶活性和增加 PB<5I 蛋白质量浓度来阻止乙醇所致的细胞凋亡$J#8

也可上调角膜上皮细胞中 WSB<'/ 1) 及 W138 的表达&以调控细胞分裂和增生&促进角膜上皮损伤的愈合)(

'关键词((角膜上皮G药物影响$ 乙醇相关异常$ 胸腺素$ 细胞生存G药物影响$ 凋亡G药物影响$ 细

胞培养$ 动物& 兔
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&YVA&@@'#/ #QR&A;O'/ )I ;/N B#//&Y'/ 8E U'O" A&M&A@&OA;/@BA'VO'#/ LW_"_J5LW_#>J"&B&<<@#Q@&B#/N 0&/&A;O'#/

U&A&B#<<&BO&N ;/N N'M'N&N '/O#8 0A#$V@>J"&B&<<@U&A&A&0$<;A<SB$<O$A&N '/ O"&/#A:;<B#/OA#<0A#$V&;/N J#8 U;@
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O"&B&<<@U;@N&O&BO&N PS4%D7K;@@;S>7V&BOA#V"#O#:&OASU;@&:V<#S&N O#:&;@$A&O"&;BO'M'OS#QB;@V;@&5E>J"&
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U"'B" U;@@'0/'Q'B;/O<SA&N$B&N '/ B#:V;A'@#/ U'O" )99a #QO"&/#A:;<B#/OA#<0A#$V ;/N "FFlFm)+l*9#a #QO"&

:#N&<eJ#8 0A#$V "Qk9l99)&Qk9l9E-#>J264%@O;'/'/0A&M&;<&N :#A&V#@'O'M&B&<<@'/ O"&:#N&<0A#$V ;/N O"&
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#QBSB<'/ 1) :_6K;/N W138 :_6KU&A&9l+E m9l)F ;/N 9l,, m9l9+ '/ O"&:#N&<eJ#8 0A#$V&U"'B" U&A&

@'0/'Q'B;/O<S"'0"&AO";/ 9l*,m9l9- ;/N 9l-8m9l9F '/ O"&:#N&<0A#$V "Qk9l9IF&9l99I#>4%D7K;@@;S&Y"'P'O&N
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((准分子激光角膜屈光手术是目前屈光矫正常见的
术式之一) 与准分子激光角膜切削术" V"#O#A&QA;BO'M&
R&A;O&BO#:S&L_3#相比较&准分子激光角膜上皮瓣下
磨镶术 " <;@&A;@@'@O&N @$P&V'O"&<';<R&A;O&BO#:'<&$@'@&
%K743#术后视力恢复快且能保持稳定&术眼疼痛感
轻$此外&%K743术中和术后角膜瓣的相关并发症较
准分子激光原位角膜磨镶术 " <;@&A;@@'@O&N '/5@'O$
R&A;O#:'<&$@'@&%K7D3#少&且角膜较薄者能够最大限度
地保留一定的角膜基质厚度&因此目前 %K743在近视
矫正手术中应用较为广泛

+) Î, ) 但 %K743术中乙醇
对角膜上皮细胞具有潜在的毒性作用) 研究表明&乙
醇可引起细胞凋亡&降低细胞活性&而角膜上皮细胞活
性受损*角膜上皮延迟愈合是影响术后视力的重要因
素&受损角膜上皮细胞释放的细胞因子可以诱导级联
反应&并作用于角膜基质细胞&导致角膜 ";=&的发生

和瘢痕的形成
+E -̂, ) 因此保护角膜上皮细胞免受损伤&

是减少术后并发症的有效方法) 胸腺素 #8 "O"S:#@'/
#8&J#8#是由 8E 个氨基酸残基组成的*高度保守的水
溶性多肽&是胸腺素 #家族中分布最广&含量最多的
一员&具有多种生物学功能&如调节肌动蛋白*促进细
胞迁移*调控炎症反应*抑制细胞凋亡*促进皮肤损伤
愈合等作用

+* +̂, ) 我们前期的研究表明&J#8 可阻止
氧化应激损伤所致的角膜上皮细胞的凋亡&但 J#8 对
于乙醇所致的角膜上皮细胞损伤*凋亡的作用及机制
尚未完全明了

+)9, ) 本研究拟探讨 J#8 对乙醇诱导的
角膜上皮细胞凋亡的保护作用及其机制为 J#8 用于
%K743术后角膜上皮损伤的预防和治疗提供依据)

96材料与方法

9>96材料
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9>9>96实验动物6健康清洁级成年新西兰大白兔 )9
只"天津医科大学实验动物中心#&雌雄兼用&体质量
Il9 fIl- R0) 所有动物眼部屈光间质透明&无眼前节
病变) 实验动物的使用和喂养遵循国家科学技术委员
会颁布的0实验动物管理条例1)
9>9>:6主要试剂及仪器61]4]GZ)I 培养液*胎牛
血清 "Q&O;<P#M'/&@&A$:&Zd7 #*J#8 "美国 \'PB#公
司#$质量分数 9lI-a胰蛋白酶 "含质量分数 9l9Ia
41JK# "美国 d'#O#VV&N 公司 #$ 四甲基偶氮唑蓝
":&O"S<O"';=#<S<O&OA;=#<'$:& ]JJ#* 二 甲 基 亚 砜
"N':&O"S<@$<Q#Y'N&&1]7C# "美国 7'0:;公司#$JA'=#<
试剂 "美国 D/M'OA#0&/ 公司 #$]]%[逆转录酶*J;j
16K聚合酶 "美国 LA#:&0;公司 #$ 7.d_LA&:'Y4Y
J;j '"日本 J;R;A;公司#$J264%细胞凋亡原位检测
试剂盒"南京凯基生物科技发展有限公司#$4%D7K试
剂盒"上海恒远生物技术发展有限公司#) WCI培养箱

"德国 T&A;&$@公司#$倒置相差显微镜"日本 6'R#/ 公
司#$_&;<V<&YI 荧光定量 LW_仪 "德国 4VV&/N#AV 公
司#$酶标仪"美国 J"&A:#公司#)
9>:6方法
9>:>96兔角膜上皮细胞的分离培养6空气栓塞法处
死实验兔后立即摘取眼球&去除眼周组织&Ld7 反复冲
洗后&置于含 ) 999 2G:<"商品单位#青链霉素的 Ld7
液中浸泡 )- :'/&操作在无菌条件下实施&显微镜下沿
角膜缘环形剪下角膜片&撕除内皮层&将角膜片剪成
* f, 块&将去除基质层的组织块平铺于培养皿中&采
用组织块培养法进行培养) 参照文献+)9,的方法配
制 7T4] 培养液%1]4]GZ)I 培养液中添加 Zd7*
1]7C*)9 /0G:<上皮生长因子"&V'N&A:;<0A#UO" Q;BO#A&
4\Z#*9l- *0G:<TSNA#&#/O'@#/*)9 :#<G%W"#<&AO#Y'/
K*-9 *0G:<庆大霉素*)lI- *0G:<两性霉素) 培养
E f8 N 后细胞达 -9a f*9a融合时取出角膜片&继续
培养至细胞达 ,9a f+9a单层融合时&9lI-a胰蛋白
酶进行消化和传代)
9>:>:6逆转录 LW_检测 B#//&Y'/ 8E 和 R&A;O'/ )I 的
表达(收集第 I 代兔角膜上皮细胞&按照 JA'=#<试剂
说明书提取细胞总 :_6K&紫外分光光度计检测其纯
度和浓度&并进行逆转录获取 B16K) 以 BHQ(I作为
内参基因) 大连宝生物有限公司设计并合成引物)
J#**&['* L_ 上游引物为 -25WK\KKWKKKKWW\KKJ\
\\\5E2& 下 游 引 物 为 - 25JKJWJWJK\\JWKJWK\\
WW5E2&扩增长度为 I9E PV) @&.)5'* CZ 上游引物为 -25
K\WJ\\K\KJK\K\KWWJKW5E 2& 下 游 引 物 为 - 25
\KKWJJ\\\KJ\KJKWWKWW5E2&扩增长度为 )+- PV)

反应条件%+8 o预变性 - :'/$+8 o变性 E9 @&-* o退
火 E9 @&FI o延伸 ) :'/&共 I- 个循环$然后 FI o延伸
F :'/) 取 )9 *<LW_产物经质量分数 )lIa琼脂糖凝
胶电泳后成像观察)
9>:>;6实验分组6取第 I 代处于对数生长期的角膜
上皮细胞进行无血清的 1]4]GZ)I 培养液孵育) 细
胞分为 8 个组&正常对照组进行常规培养&J#8 组添
加终浓度为 ) *0G:<的 J#8&乙醇组用含体积分数
I9a乙醇的 Ld7 作用 I9 @后吸弃培养液&Ld7 洗 I
遍后加入培养液&乙醇eJ#8 组细胞用含 I9a乙醇的
Ld7 作用 I9 @后&用 Ld7 洗 I 遍&加入含有终浓度为
) *0G:<J#8 的培养液) 各组继续培养 I8 " 后用于
后续实验)
9>:><6]JJ法检测各组角膜上皮细胞存活率(取对
数生长期角膜上皮细胞&按照 -p)9E G孔的密度接种
于 +* 孔板中&每孔加入含 )9aZd7 1]4]GZ)I 培养
液 )99 *<&于 EF o*体积分数 -aWCI培养箱中培养&
培养后 I8 " 可见细胞单层铺满孔板&饥饿处理过夜
后&弃培养液) 各组细胞分别给予相应的处理&每组
设 - 个复孔) 培养后 I8 " 取出 +* 孔板&每孔加入
- 0G%]JJ溶液 I9 *<&孵育 8 "&弃去培养液&每孔加
1]7C)-9 *<&振荡 )9 :'/&直至完全溶解) 1]7C调
零后&酶标仪在波长 8+9 /:处测各孔吸光度 "H8+9 #
值&计算细胞存活率) 实验组细胞存活率 k实验组
H值G正常对照组H值p)99a) 每组 - 个复孔&取其
平均值&实验重复 E 次)
9>:>=6J264%法检测各组细胞凋亡率(以 Ip)98 G孔
的密度将角膜上皮细胞接种于预先放置载玻片的 I8
孔板中培养&每组设 E 个复孔&I8 " 后经过饥饿处理
后&根据分组分别给予相应处理&将各组制作成细胞爬
片) 室温下质量分数 8a多聚甲醛固定 ) "&体积分数
F9a乙醇水合过夜&用含体积分数 9l)a JA'O#/c5)99
和质量分数 9l)a枸橼酸钠的溶液于冰上通透 I :'/&
加封闭液后室温处理 E9 :'/) 按 J264%检测试剂盒
说明书配制 J264%反应混合物&滴加在载玻片上&
EF o湿盒内避光孵育 I "&Ld7 洗后滴加 @OA&VO;M'N'/5
T_L工作液&EF o避光孵育 E9 :'/&Ld7 冲洗&1Kd显
色&苏木精复染&甘油明胶封片) 以 Ld7 作为阴性对
照&以16;@&'消化的细胞作为阳性对照) 光学显微
镜下观察细胞形态) 细胞核呈棕黄色或棕褐色为染色
阳性&任意选取 - 个视野计数阳性细胞) 阳性细胞率k
阳性细胞数G细胞总数p)99a)
9>:>>6实时荧光定量 LW_检测细胞中细胞周期蛋白
1) 和细胞周期蛋白依赖性激酶 8 基因的相对表达量
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(分别收集各组角膜上皮细胞&JA'=#<法提取细胞总
_6K&逆转录合成 B16K& Î9 o保存) 根据 \&/&P;/R
中细胞周期蛋白 1)"WSB<'/ 1)#和细胞周期蛋白依赖
性激酶 8 "BSB<'/5N&V&/N&/OVA#O&'/ R;/;@&8&W138#的
序列设计相关引物"表 )#) 反应体系为%)9 *:#<G%的
上下游引物各 9l- *<*7.d_\A&&/ ' )9 *<*无菌去离
子水 , *<*B16K模版 ) *<&共 I9 *<) 在荧光定量 LW_
仪上进行扩增&反应条件为%+- o预变性 )- @$+- o变
性 )- @&-F o退火 E9 @&F8 o延伸 E9 @&共 8- 个循环)
融解曲线分析%+- o反应 )- @&*9 o反应 E9 @&+- o反
应 )- @&最后 8 o直至结束) 每组 E 个复孔&实验重复
E 次) 以 BHQ(I基因作为内参&应用 I +̂+WO

法计算各

基因的相对表达量)

表 96相关引物序列

引物名称 上游引物序列"-25E2 # 下游引物序列"-25E2 #

BHQ(I WWKWJJJ\J\KK\WJWKJJJWWJ JW\JWWJWWJWJ\\J\WJWJ

J039'* (C JJ\JWJWKKK\WWJ\WWK\\ JJ\\JWWK\JJWKJWWJWW\

J(@L \\KKKJ\WJ\KWJJJWK\WW WJJWWJJ\J\\K\\JKK\K\

(注%WSB<'/%细胞周期蛋白$W13%细胞周期蛋白依赖激酶

9>:>?64%D7K法检测各组细胞中 PB<5I 蛋白相对表达
量(取第 I 代角膜上皮细胞铺于直径为 * B:的培养
皿中&培养 I8 " 至细胞融合状态&饥饿处理后各组细
胞分别给予相应处理&每组设 E 个复孔&培养 I8 "&弃
培养液&Ld7 漂洗后&刮取细胞&-99 *<Ld7 充分混匀&
吸入匀浆器内&冰上充分研磨后&将混合液吸出&离心
半径为 )9 B:&) 999 AG:'/ 离心 )- :'/&取上清液行
PB<5I 4%D7K检测) 制作标准曲线&根据样品的 H值计
算出对应的样品浓度) 实验重复 E 次)
9>:>@6分光光度法检测各组细胞中 B;@V;@&5E 酶的活
性(采用 )>I>* 方法制备细胞裂解液&运用 B;@V;@&5E
特异水解多肽底物 ;B&OS<5K@V5\<$5[;<5K@V V5/'OA#;/'<'N&
"KB514[15V6K#&释放硝基苯胺 V6K&检测 B;@V;@&5E
活性) B;@V;@&5E 活性 k实验组 H值G正常对照组
H值 +)), )
9>;6统计学方法

采用 7L77 ),>9 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 h 检验呈正态分布&以
[m2表示&组间方差经 %&M&/&检验显示方差齐) 采用
均衡分组四水平实验设计&正常对照组*J#8 组*乙醇
组和乙醇eJ#8 组间角膜上皮细胞的存活率和细胞中
WSB<'/ 1) :_6K和 W138 :_6K的相对表达量*细胞
中 PB<5I 蛋白质量浓度以及细胞中 B;@V;@&5E 酶活性的

总体比较均采用单因素方差分析&组间多重比较均采
用 %71A5检验) 乙醇组和乙醇eJ#8 组间细胞凋亡率
的差异比较采用独立样本 5检验) Qn9l9- 为差异有
统计学意义)

:6结果

:>96兔角膜上皮细胞的形态及鉴定
培养 I8 " 后可见角膜上皮细胞从组织块周围迁

出"图 )K#) 培养 8, " 后可见细胞呈卵圆形或多边
形&细胞核大&细胞镶嵌排列&呈铺路石样生长 "图
)d#) _J5LW_检测显示&第 I 代兔角膜上皮细胞中
B#//&Y'/ 8E 和 R&A;O'/ )I 均有阳性表达&兔角膜基质细
胞呈阴性表达"图 I#)

A B
图 96倒置显微镜下培养细胞的形态学观察"p)99#(K%组织块法
培养 I8 " 后可见细胞迁出(d%培养 8, " 后细胞呈铺路石样生长

300bp
200bp
100bp

Marker1 2 3 4 5 6

图 :6角膜上皮细胞和基
质细胞中 -)%%(O$%<; 和
E(+"'$%9: 表达()%上皮
细胞中 \KL1T表达(I%
上皮细胞中 B#//&Y'/ 8E 表
达(E%上皮细胞中 R&A;O'/
)I 表达(8%基质细胞中
\KL1T表达(-%基质细胞
中 B#//&Y'/ 8E 表达(*%基
质细胞中 R&A;O'/ )I 表达

:>:6各组细胞角膜上皮细胞存活率的变化
]JJ法检测显示&正常对照组*J#8 组*乙醇组和乙

醇eJ#8 组角膜上皮细胞的存活率分别为 ")99l99m
Fl+8#a*")9Il99m-l8,#a*"-Il)9m)8l98#a和"FFlF9m
)9l*I#a&8 个组间细胞存活率的总体比较差异有统计
学意义"Vk)9l*,-&Qk9l998#) 乙醇组细胞存活率明
显低于正常对照组&差异有统计学意义"Qk9l99)#&乙
醇eJ#8 组细胞存活率明显高于乙醇组&差异有统计学
意义"Qk9l9E-#"图 E#)
:>;6各组角膜上皮细胞凋亡的比较

正常对照组和 J#8 组角膜上皮细胞中均未见明
显的阳性染色&乙醇组和乙醇eJ#8 组均可见明显的
J264%阳性染色细胞&但乙醇eJ#8 组阳性染色细胞
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明显少于乙醇组"图 8#) 乙醇组 J264%阳性染色细
胞率 为 " 8Il8 m8l9 #a& 乙 醇 eJ#8 组 为 " E9l9 m
*lF#a&乙醇eJ#8 组阳性染色细胞率明显低于乙醇
组&差异有统计学意义"Qk9l9)#)

角
膜

上
皮

细
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存
活

率
(%

)

正常对照组 Tβ4组 乙醇组 乙醇+Tβ4组
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图 ;6各组角膜上皮细胞存活率的比较(Vk)9l*,-&Qk9l998>与

正常对照组比较&;Qn9l9-$与乙醇组比较& PQn9l9- "单因素方差分
析&%7155检验&*kE#(J#%胸腺素 #

A B

C D
图 <6PQRST染色检测各组角膜上皮细胞的凋亡"1KdpI99#(K%

正常对照组未见 J264%染色阳性细胞(d%J#8 组未见 J264%染色

阳性细胞(W%乙醇组可见较多的 J264%染色阳性细胞"箭头#(1%

乙醇eJ#8 组 J264%染色阳性细胞"箭头#明显少于乙醇组

:><6各组细胞 WSB<'/ 1) 和 W138 :_6K相对表达量
的比较

实时荧光定量 LW_检测显示&各组 WSB<'/ 1)
:_6K和 W138 :_6K的相对表达量总体比较差异均
有统计学意义 " VkE+l-EF& Qn9l9)$ Vk)8l,+,&
Qn9l9)#)与正常对照组比较&乙醇组WSB<'/ 1) :_6K
和 W138 :_6K的相对表达量分别降低 EIa和 8*a&
I 个组WSB<'/ 1) :_6K和W138 :_6K的相对表达量
差异有统计学意义 "Qk9l99+&9l999 #$与乙醇组比
较&乙醇eJ#8 组角膜上皮细胞中 WSB<'/ 1) :_6K及

W138 :_6K的相对表达量均明显上调&差异有统计
学意义"Qk9l9IF&9l99I#"表 I#)

表 :6各组 K#-2$%C9 及 KC7< ,JR4的相对表达量"!M"#

组别 样本量 WSB<'/ 1) :_6K W138 :_6K

正常对照组 E )l99m9l99 )l99m9l99
J#8 组 E )l**m9l)8 9l+)m9l)8

乙醇组 E 9l*,m9l9-; 9l-8m9l9F;

乙醇eJ#8 组 E 9l+Em9l)FP 9l,,m9l9+P

V E+l-EF )8l,+,
Q n9l9) n9l9)

(注%与正常对照组比较&;Qn9l9-$与乙醇组比较&PQn9l9-"单因素方

差分析&%7155检验#(WSB<'/%细胞周期蛋白$W13%细胞周期蛋白依赖

性激酶$J#%胸腺素 #

:>=6各组细胞中 B;@V;@&5E 酶活性和 PB<5I 蛋白表达
的变化

正常对照组*J#8 组*乙醇组和乙醇eJ#8 组间角
膜上皮细胞中 B;@V;@&5E 酶活性及 PB<5I 蛋白表达水平
的总体比较差异有统计学意义"Vk*l)))&Qk9l9IE$
VkEl+*E&Qk9l9I+#) 与正常对照组比较&乙醇组细
胞中 B;@V;@&5E 酶的活性明显增加&PB<5I 蛋白表达水
平明显降低& 差异均有统计学意义 " Qk9l99,&
9l9I)#$与乙醇组比较&乙醇eJ#8 组细胞内 B;@V;@&5E
酶的活性显著降低&而细胞内 PB<5I 蛋白表达水平明显
增加&差异均有统计学意义"Qk9l9I)&9l9E9#"表 E#)

表 ;6各组细胞中 -".*".(N; 活性
及 5-2N: 蛋白质量浓度的比较"!M"#

组别 样本量 W;@V;@&5E 活性 dB<5I" /0G:<#

正常对照组 E )l99m9l99; Il*9m9lE+;

J#8 组 E 9l+,m9l)+ IlF8m9l)-

乙醇组 E )lE9m9l9E Il9+m9l9,

乙醇eJ#8 组 E )l9*m9l)E; Il-9m9l8-;

V *l))) El+*E
Q 9l9IE 9l9I+

(注%与乙醇组比较&;Qn9l9-"单因素方差分析&%7155检验#(J#%胸

腺素 #

;6讨论

%K743术制作的角膜上皮瓣中细胞的成活率对
术后角膜功能恢复极其关键

+)I, ) 角膜上皮损伤&特别
是角膜上皮基底膜的破坏可诱导损伤细胞合成并分泌

相关的细胞因子&进一步导致角膜基质细胞的凋亡*激
活和纤维化反应&从而引起角膜混浊 +)E, ) 研究发现&
%K743术后角膜上皮细胞的凋亡和 ";=&的发生与术
中使用乙醇有关&且术中乙醇接触角膜上皮的时间以
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及乙醇的浓度是 I 个重要因素&浸润角膜上皮的乙醇
体积 分 数 不 应 超 过 I9a& 浸 润 时 间 不 应 超 过
89 @+)I&)8 )̂-, )临床中 I9a乙醇松解上皮 I9 @效果较好&
因此本研究中采用 I9a乙醇作用于体外培养的兔角
膜上皮细胞 I9 @来建立兔角膜上皮损伤模型) 本研
究结果表明&乙醇处理后角膜上皮细胞存活率明显下
降&而 J#8 可显著抑制乙醇对角膜上皮细胞的损伤作
用) 实时荧光定量 LW_检测发现&乙醇作用后角膜上
皮细胞中 WSB<'/ 1) :_6K和 W138 :_6K的表达量
下调&而添加 J#8 后其表达量明显升高&提示 J#8 可
通过上调 WSB<'/ 1)*W138 的表达来调控角膜上皮细
胞的分裂和增生&从而促进角膜上皮损伤的愈合&这与
其他关于 J#8 促进成熟前期神经少突胶质细胞的增
生及神经损伤愈合的研究结果一致

+)*, )
研究表明&乙醇可诱导角膜上皮细胞发生凋

亡
+)-&)F, ) 本研究中也发现乙醇作用于体外培养的角

膜上皮细胞后凋亡细胞较正常对照组和 J#8 组明显
增多&乙醇eJ#8 组中凋亡细胞则明显少于乙醇组)
W;@V;@&酶是凋亡过程中重要的终末剪切酶&在调节
及执行细胞凋亡过程中发挥核心作用

+),, ) 本研究结
果显示乙醇组的角膜上皮细胞中 B;@V;@&5E 酶活性增
高&乙醇eJ#8 组角膜上皮细胞中 B;@V;@&5E 酶活性明
显降低) 此外&PB<5I 是重要的凋亡抑制蛋白&其高表
达导致细胞核内氧化还原的平衡状态发生改变&从
而降低 B;@V;@&5E 酶的活性&阻止凋亡诱导因子和细
胞色素 W在线粒体的释放&抑制细胞凋亡 +)+, ) 本研
究结果显示&乙醇组 PB<5I 蛋白的表达水平明显下
降&而乙醇eJ#8 组 PB<5I 蛋白表达较乙醇组明显增
加&表明 J#8 具有抑制细胞凋亡的作用&可能与上调
细胞中 PB<5I 表达及抑制 B;@V;@&5E 酶活性有关)

综上所述&J#8 对乙醇所致的角膜上皮细胞损伤
具有保护作用&其作用机制可能与增加角膜上皮细胞
中 PB<5I 的表达及抑制 B;@V;@&5E 活性&从而阻止细胞
凋亡有关) J#8 还可上调细胞中 WSB<'/ 1) 和 W138
的表达&从而调控细胞分裂和增生&促进损伤愈合) 本
研究为临床上 J#8 治疗角膜损伤的应用研究提供了
依据)
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!病例报告!

有外层视网膜管状结构的 K]1患者抗 [4\Z治疗评价一例
马雅贞(袁源智

I999EI 上海&复旦大学附属中山医院眼科
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图 96患者双眼眼底彩色照片(K%右眼眼底后极部可见色素沉积
和萎缩灶&病灶鼻侧可见出血(d%左眼眼底中心凹光反射消失&后
极部色素紊乱及视网膜水肿&视网膜下可见黄白色渗出(图 :6左
眼 FKP检查图像(左眼中心区视网膜增厚&黄斑区视网膜呈囊样
液性低反光区"白箭头#及 C_J"红箭头#(图 ;6左眼 LL4影像
K%动脉期可见后极部小片高荧光团"红箭头#(d%动静脉期可见
高荧光团面积扩大"红箭头#(W%静脉期病灶呈大片状高荧光区
"白箭头内#&红箭头显示经典 W6[成分(1%晚期可见无确定来源
的荧光素渗漏"白箭头内#&红箭头显示经典 W6[成分与周围隐匿

W6[完全融合&无法区分)
(

((患者&男&FI 岁) 因左眼视物不清
) 年并加重 I 个月于 I9)E 年 )I 月 )I

日来诊&患者诉右眼视物不清 )9 余年&

既往高血压病史 )9 余年&药物治疗后

血压正常$I 年前曾患脑血管梗塞) 眼

科检查%按照早期治疗糖尿病视网膜病

变 研 究 " &;A<S OA&;O:&/O N';P&O'B

A&O'/#V;O"S@O$NS&4J1_7#视力表&右眼

最佳 矫 正 视 力 " P&@OB#AA&BO&N M'@$;<

;B$'OS&dW[K#为 8+ 个字母&左眼为 8)

个字母$右眼眼压 )* ::T0") ::T0k

9l)EE RL;#&左眼 )+ ::T0) 裂隙灯显

微镜检查双眼前节和玻璃体均未发现

异常&晶状体轻度混浊) 右眼眼底后极

部可见大片色素沉积和萎缩灶&病灶鼻

侧可见出血$左眼眼底中心凹光反射消

失&后极部色素不均&视网膜轻度水肿&

可见视网膜下黄白色渗出"图 )#) CWJ

检查可见左眼黄斑部多发性囊样低反

射暗区*神经上皮下高反射灶及近中心

凹处的外层视网膜管样结构"#$O&AA&O'/;<O$P$<;O'#/&C_J# "图
I#&C_J位于外丛状层&为椭圆形&病灶壁为高反射信号&其内

为低反射区和点状高信号灶&其下方 _L4反射条带不连续)

ZZK早期可见左眼黄斑区有不规则高荧光团&晚期弥散高荧光
+隐匿性脉络膜新生血管 "B"#A#'N;</&#M&@B$<;A'=;O'#/&W6[#,

"图 E#) 初步诊断%左眼湿性 K]1) 给予抗 [4\Z药物玻璃体

腔注射&参照文献+),的方法制定治疗方案&即每个月玻璃体腔

注射 9l- :0雷珠单抗 ) 次&首次治疗 E 个月&之后每个月进行

随访&根据患者视力变化*CWJ图像的表现和眼底改变再按需

注射) 在随后 )I 个月中&患者再进行雷珠单抗玻璃体腔注射

共 )9 次&随访过程中 dW[K和中心凹厚度改变见表 )) 于注射

后 )*E 和 )I 个月随访时采用视觉相关生活质量量表 "M'@'#/

A&<;O&N j$;<'OS#Q<'Q&j$&@O'#//;'A&&[_̀ C%# +I,
对患者的生活质

量进行评估&结果见表 I) 患者前 E 个月连续 E 次玻璃体腔注

射雷珠单抗后黄斑中心凹厚度明显变薄"图 8#&主诉视物稍清

楚&但检查 dW[K略下降&在之后 + 个月的随访中接受 F 次雷

珠单抗玻璃体腔注射&末次随访 dW[K从基线的 8) 个字母提

高到 *9 个字母&黄斑水肿消退&但 C_J形态无变化)

表 96患眼随访期间视力及中心凹厚度变化

随访时间"月# 中心凹厚度"*:# 字母数"4J1_7# 是否抗 [4\Z治疗
9 88- 8) 是

) I)- E, 是

I I9- 8I 是

E )+) E* 是

8 )+8 8) 否

- II+ 8+ 是

* )+, -- 是

F )++ *9 是

, )+8 -8 是

+ I9I -* 否

)9 I8I -E 是

)) I)E -- 是

)I I)I *9 否

(注%4J1_7%早期治疗糖尿病视网膜病变研究
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