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!!$摘要%!目的!探讨 Aff#(A)+LL6MF#)通过 _.G<!D+(G-.). 信号通路对人晶状体上皮细胞(;&SE)增生
的影响及其可能的作用机制"为晶状体后囊膜混浊 (7S:)的临床治疗提供新靶点& !方法!将人 ;&SE系
(UcP$#<$X 细胞) 分为 _.GB(过表达组'Aff# 组和对照组& _.GB(过表达组采用脂质体介导转染技术将
_.GB(+ATP表达载体瞬时转染入人 UcP$#<$X 细胞构建 7S:模型& Aff# 组转染 _.GB(+ATP表达载体后
X= , 在培养基中加入 #$$ "I<'*Aff# 进行干预"对照组细胞转染 M+ATPBDeP表达载体& 采用细胞计数试
剂盒D=(SSfD=)法检测各组细胞生存率*采用免疫细胞化学法检测各组细胞增生细胞核抗原(7STP)蛋白的
表达*采用 _-EG-0. N*6G法检各组细胞中 _.GB('S3+*).A# 和 SDO3+蛋白的表达*采用免疫荧光技术法检测并
定位各组细胞中 !D+(G-.). 的表达& !结果!_-EG-0. N*6G检测发现"_.GB(过表达组 _.GB(蛋白的相对表达
量为 $\=Xi$\$%"高于对照组的 $\X?i$\$>"差异有统计学意义(.jB\>$X"Kk$\$")& SSfD= 试验显示"不同时
间点各组细胞生存率总体比较差异均有统计学意义 (L

分组
j#$\?#$"Kk$\$"*L

时间
j%\$X#"Kk$\$")"其中

_.GB(过表达组细胞生存率明显高于对照组"Aff# 组细胞生存率明显低于 _.GB(过表达组"差异均有统计
学意义(均 Kk$\$")& 对照组'_.GB(过表达组和 Aff# 组细胞中 7STP阳性表达率分别为 ( ?\Xi#\X)Z'
(XB\Xi"\X)Z和(#X\@i@\B)Z"总体比较差异有统计学意义(Lj@=\@"$"Kk$\$")"其中 Aff# 组和对照组细
胞中 7STP阳性表达率均低于 _.GB(过表达组"差异均有统计学意义(均 Kk$\$")& 免疫荧光技术检测发
现"_.GB(过表达组 !D+(G-.). 蛋白主要表达于细胞质和细胞核"对照组 !D+(G-.). 蛋白仅分布于细胞质"Aff#
组 !D+(G-.). 蛋白分布于细胞质"少量分布于细胞核& _-EG-0. N*6G法检测显示"对照组'_.GB(过表达组和
Aff# 组 SDO3+相对表达量分别为 $\"?i$\$"'$\?Bi$\$@ 和 $\X>i$\$="S3+*).A# 的相对表达量分别为 $\%Xi
$\$>'$\=Xi$\$B 和 $\""i$\#$"总体比较差异均有统计学意义(Lj@$\"=$'"\$X$"均 Kk$\$")*其中 _.GB(过表
达组 SDO3+和 S3+*).A# 相对表达量高于对照组和 Aff# 组"差异均有统计学意义 (均 Kk$\$")& !结论!
Aff# 抑制 UcP$#<$X 细胞中 _.GB(过表达诱导的 _.G<!D+(G-.). 信号通路活化"下游靶蛋白 S3+*).A# 和
SDO3+表达下调"可能是 Aff# 抑制人 ;&SE增生的生物学机制&!

$关键词%!A)+LL6MF家族* 晶状体上皮细胞* _.G<!D+(G-.). 信号通路* 细胞增生* 后囊膜混浊
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"342"&#,"#5B4L),"'1)5K6).H-EG)I(G-G,--FF-+GE6FA)+LL6MFD#(Aff#) 6. G,-M06*)F-0(G)6. 6F,4'(. *-.E
-M)G,-*)(*+-**E(;&SE) (.J )GEM6EE)N*-'-+,(.)E' ). 60J-0G6E-(0+, (.-/G(0I-GF60G,-G0-(G'-.G6FM6EG-0)60
+(ME4*(06M(+)F)+(G)6. (7S:)5! M)"H-%2! e4'(. ;&SE*).-( UcP $#<$X +-**E) /-0-J)H)J-J ).G6_.GB(
6H-0-QM0-EE)6. I064M"Aff# I064M (.J +6.G06*I064M5_.GB(I-.--QM0-EE)6. H-+G60/(EG0(.EF-+G-J ).G6UcP$#<$X
+-**EN3*)M6E6'-'-J)(G-J G0(.EF-+G)6. G6-EG(N*)E, (7S: '6J-*). G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M"Aff# 6F
#$$ "I<'*/(E(JJ-J ).G6G,-'-J)4'X= ,640E(FG-0G0(.EF-+G)6. 6F_.GB(I-.-H-+G60). G,-Aff# I064M"(.J 6.*3
M+ATPBDePH-+G60/(EG0(.EF-+G-J ). G,-+6.G06*I064M5K,-E40H)H(*0(G-6FUcP$#<$X +-**E/(EJ-G-+G-J /)G, (+-**
+64.G).IL)GD= (SSfD=) (EE(35K,--QM0-EE)6. 0(G-6FM06*)F-0(G).I+-**.4+*-(0(.G)I-. (7STP) ). G,-+-**E/(E
J-G-+G-JEN3 )''4.6+3G6+,-')EG035K,- -QM0-EE)6. 6F!D+(G-.). ). G,- +-**E/(EJ-G-+G-J (.J *6+(G-J N3
)''4.6F*460-E+-.+-5K,--QM0-EE)6. 6F_.GB(S3+*).A# (.J SDO3+/-0-J-G-+G-J N3_-EG-0. N*6G(EE(35!N)29+"2!
K,-0-*(G)H--QM0-EE)6. 6F_.GB(M06G-). ). G,-+6.G06*I064M /(E$\X?i$\$>"/,)+, /(EE)I.)F)+(.G*3*6/-0G,(. G,(G
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). G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M ( $\=Xi$\$% ) ( .jB\>$X" Kj$\$@ )5K,-E40H)H(*0(G-). G,-_.GB(
6H-0-QM0-EE)6. I064M"Aff# I064M (.J +6.G06*I064M E,6/-J E)I.)F)+(.GJ)FF-0-.+-6H-0G)'-(LI064M j#$\?#$"Kk
$\$"*LG)'-j%\$X#"Kk$\$")5K,-E40H)H(*0(G-). G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M /(EE)I.)F)+(.G*3).+0-(E-J ).
+6'M(0)E6. /)G, G,-+6.G06*I064M (.J G,(G). G,-Aff# I064M /(EE)I.)F)+(.G*30-J4+-J ). +6'M(0)E6. /)G, G,-_.GB(
6H-0-QM0-EE)6. I064M((**(GKk$\$")5!DS(G-.). /(E-QM0-EE-J '().*3). +3G6M*(E'(.J +-**.4+*-4E). G,-_.GB(
6H-0-QM0-EE)6. I064M (.J 6.*3). +3G6M*(E'). G,-Aff# I064M5). G,-+6.G06*I064M"!D+(G-.). E,6/-J (/-(L-J
-QM0-EE)6. ). G,-+3G6M*(E'(.J .4+*-4E). +6'M(0)E6. /)G, G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M5K,--QM0-EE)6. 0(G-E6F
7STPM06G-). /-0-(?\Xi#\X)Z"(XB\Xi"\X)Z"(.J ( #X\@i@\B)Z ). G,-+6.G06*I064M"_.GB(6H-0-QM0-EE)6.
I064M (.J Aff# I064M"0-EM-+G)H-*3"/)G, (E)I.)F)+(.GJ)FF-0-.+-('6.IG,-I064ME(Lj@=\@"$"Kk$\$")"(.J G,-
-QM0-EE)6. 0(G-E6F7STPM06G-). /-0-E)I.)F)+(.G*30-J4+-J ). G,-+6.G06*I064M (.J Aff# I064M +6'M(0-J /)G, G,-
_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M ( N6G, (GKk$\$")5!DS(G-.). M06G-). /-0--QM0-EE-J '().*3). G,-+3G6M*(E' (.J
.4+*-4E). G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M (.J 6.*3). G,-+3G6M*(E'). G,-+6.G06*I064M59. G,-Aff# I064M"G,-
-QM0-EE)6. 6F!D+(G-.). M06G-). /(E/-(L-.-J ). G,-+3G6M*(E' (.J .4+*-4E). +6'M(0)E6. /)G, G,-_.GB(
6H-0-QM0-EE)6. I064M5K,-0-*(G)H--QM0-EE)6.E6FS3+*).A# /-0-$\%Xi$\$>'$\=Xi$\$B (.J $\""i$\#$"SDO3+/-0-
$\"?i$\$"'$\?Bi$\$@ (.J $\X>i$\$= ). G,-+6.G06*I064M"_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M (.J G,-Aff# I064M"
0-EM-+G)H-*3/)G, E)I.)F)+(.GJ)FF-0-.+-E('6.IG,-I064ME(Lj@$\"=$" "\$X$" N6G, (GKk$\$")5K,-0-*(G)H-
-QM0-EE)6.E6FS3+*).A# (.J SDO3+). G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M /-0-E)I.)F)+(.G*3,)I,-0G,(. G,6E-). G,-
Aff# I064M (.J G,-+6.G06*I064M ((**(GKk$\$")5!O-$,+92'-$2!Aff# ).,)N)GE(+G)H(G)6. 6F_.G<!D+(G-.).
E)I.(*).IM(G,/(3).J4+-J N3_.GB(6H-0-QM0-EE)6. ). UcP$#<$X +-**E"(.J J6/.D0-I4*(G)6. 6FJ6/.EG0-(' G(0I-G
M06G-).E+3+*). A# (.J SDOI+'(3N-G,-N)6*6I)+(*'-+,(.)E'6FALL# ).,)N)G).I,4'(. ;&SEM06*)F-0(G)6.5

"6)0 7-&%2#5A)+LL6MFF(')*3* ;-.E-M)G,-*)(*+-**E* _.G<!D+(G-.). E)I.(*M(G,/(3* S-**M06*)F-0(G)6.*
76EG-0)60+(ME4*(06M(+)F)+(G)6.

89$%*&-:&#/# T(G)6.(*T(G40(*U+)-.+-V64.J(G)6. 6FS,).((=#B%$#X")
A:9##$5B>%$<+'(5C5+.5##"?="D@$#?$B@=D$$#"#

!!晶 状 体 后 囊 膜 混 浊 ( M6EG-0)60 +(ME4*(0
6M(+)F)+(G)6."7S:)是白内障囊外摘出术后常见的并发
症"术后残余晶状体前囊膜和赤道部晶状体上皮细胞
(*-.E-M)G,-*)(*+-**E";&SE)异常增生"通过上皮间充质
转化(-M)G,-*)(*'-E-.+,3'(*G0(.E)G)6."&OK)发生迁移
和转化"与细胞外基质聚积在晶状体囊袋形成纤维斑
块"发生后发性白内障"导致视力下降 + #, "因此 ;&SE
增生和 &OK的分子调控机制在 7S:的形成中发挥重
要作用"是 7S:治疗的靶点& 在 7S:发生和发展中"
转化生长因子D!(G0(.EF60').II06/G, F(+G60D!"K[VD!)'
_.G'表皮生长因子(-M)J-0'(*I06/G, F(+G60"&[V)和纤
维母细胞生长因子(F)N06N*(EGI06/G, F(+G60"V[V)等生
物学信号通路的异常活化和相互作用可调控 ;&SE的
纤维化进程& 经典_.G通路"即_.G<!D+(G-.). 通路的
异常活化能够诱导人 ;&SE异常增生"发生 &OK+ @, &
_.GB(蛋白与细胞膜的受体卷曲蛋白和低密度脂蛋白
受体相关蛋白复合体 ;c7"<% 结合后激活 [蛋白蓬乱
蛋白"抑制糖原合成酶激酶 B!( I*3+6I-. E3.G,(E-
L).(E-DB!" [UfDB!) 对 !D+(G-.). 的 磷 酸 化" 促 进
!D+(G-.). 的核转移"与核转录因子 K+F<;-F结合"激活
下游靶基因启动基因转录

+ B, & 前期动物实验发现 _.G
拮抗剂 Aff(A)+LL6MF)分泌蛋白家族成员 Aff# 能有
效抑制 7S:形成"抑制 ;&SE发生 &OK+ X, & 目前"

Aff# 对 ;&SE增生的作用及其机制尚不清楚& 本研
究探讨 Aff# 对 ;&SE增生的影响及其可能的调控机
制"为今后 7S:的防治提供实验依据&

;5材料与方法

;5;!材料
;5;5;!细胞来源!人 ;&SE系 UcP$#<$X 细胞株(中
国医学科学院肿瘤细胞库)&
;5;5>!主要试剂及仪器!Aff# 蛋白'OKK(美国
U)I'(公 司 )* 人 _.GB(序 列 7Sc 扩 增 引 物

(TO$$BB#B#"上海生工生物工程公司)*AO&O培养
液'胎牛血清(N6H).-E-04'(*N4')." ÙP) (美国 [)N+6
公司)*细胞计数试剂盒D=(+-**+64.G).IL)GD="SSfD=)
(日本 A:Y9TA:公司)*脂质体转染试剂 ;)M6F-+G(').-
@$$$'羊抗小鼠 9I[P*-Q(V*640X==(美国 9.H)G06I-. 公
司)*UAU 细胞裂解液' S̀P蛋白定量试剂盒 (美国
7)-0+-公司)*小鼠抗人 _.GB(单克隆抗体((N=#%#X"
# b# $$$)'小鼠抗人 !D+(G-.). 单克隆抗体(# b# $$$)'
兔抗人 S3+*).A# 单克隆抗体((N#BX#>""# b# $$$)'兔
抗人 SDO3+单克隆抗体 ((NB@$>@"# b# $$$)'羊抗小
鼠二抗(P*-Q("?X"E+DX"#$#"# b" $$$)'兔抗人增生细
胞核抗原(M06*)F-0(G).I+-**.4+*-(0(.G)I-."7STP)多克
隆 抗 体 ( (N#=#?>" # b# $$$ )' 小 鼠 抗 人 !D(+G).
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(E+D=##>="# b" $$$)(美国 U(.G(+04R公司)*化学发光
&S;法(美国 O)**)M60-公司)& 激光扫描共焦显微镜
(德国 ;-)+(公司)&
;5>!方法
;5>5;!_.GB(过表达载体的构建!根据 [-.-̀(.L 数
据库提供的人 _.GB((TOD$BB#B#)序列设计合成带
l,69<&+6c9酶切位点的_.GDB(的 7Sc扩增引物"探
针序列为#正义引物 "0DPPPPKSKP[PPSPPSPSSP
PK[PPPPDB0"反义引物 "0D[[[[PPKSSPP[PPK[K
PPPK[KSPKDB0(上海生工生物工程公司合成)"扩增
产物片段为 # $>% NM& 扩增产物与 M+ATPBDeP载体
同时 &+6c 9和 l,69双酶切"回收酶切产物& 经
KXATP连接酶进行连接反应"连接产物常规转化感受
态细菌"挑取阳性克隆"碱裂解法提取表达载体"经
&+6c9和 l,69的双酶切鉴定及 ATP测序鉴定"得到
_.GB(+ATP表达载体& 将 X "I构建的 _.GB(+ATP
表达载体和 #$ "*脂质体转染试剂 ;)M6F-+G(').-@$$$
分别用 @"$ "*AO&O稀释"轻轻混匀"室温下孵育
" '). 后混合孵育 @$ ').&
;5>5>!细胞分组及转染!将 UcP$#<$X 细胞株放入
含体积分数 #$Z 牛血清蛋白的 AO&O培养液中"置
于 B> m'体积分数 "Z S:@ 的培养箱中培养& 转染前
# J"将对数生长期的细胞以 Xn#$"

孔的密度接种于 %
孔板内"加入不含抗生素的 AO&O(含体积分数 #"Z
胎牛血清) @ '*进行培养& 根据转染载体的不同将
细胞分为 _.GB(过表达组'Aff# 组和对照组& _.GB(
+ATP过表达组细胞用 _.GB(+ATP表达载体进行转
染"以建立 7S:细胞模型*Aff# 组于细胞转染 _.GB(
+ATP表 达 载 体 后 X= , 在 细 胞 培 养 液 中 加 入
#$$ "I<'*Aff#"为保证培养液中Aff# 的质量浓度"
每 @X 小时加入 "$ "I<'*Aff#"X= , 后收集细胞做进
一步分析测定*对照组细胞转染无 _.GB(+ATP表达
载体的 M+ATP质粒&
;5>5?!SSfD= 检测各组细胞细胞活力!各组细胞经
胰蛋白酶消化后接种至 " 个 ?% 孔板中"细胞密度为
@ $$$ 个<孔"每种细胞每板种 #= 个复孔"分别培养
#'@'B'X 和 " J 后"每孔各加入 #$ "*SSfD= 溶液"
B> m孵育 B ,"酶标仪检测 X"$ .'处吸光度(P)值&
细胞存活率j各孔 P值<该孔初始 P值n#$$Z"实验
重复 B 次"取平均值&
;5>5@!免疫组织化学法检测各组细胞 7STP蛋白阳
性表达!各组细胞以 "n#$X <'*的密度提前铺于含有
盖玻片的 #@ 孔盘中"用质量分数 XZ多聚甲醛固定
#$ ')."7̀ U 冲洗"加入小鼠抗人单克隆 7STP抗体

X m孵育过夜" 7̀ U 冲洗"用羊抗小鼠二抗室温孵育
B$ ')."AP̀ 显色"苏木素复染"脱水"封片& X$$ 倍光
学显微镜视野下每片任意选取 #$ 个视野"计算阳性细
胞数比例& 以阳性细胞百分数代表 7STP蛋白阳性表
达率&
;5>5D!免疫荧光法检测各组细胞中 !D+(G-.). 表达!
将各组细胞以 "n#$X <'*的密度提前铺于含盖玻片的
#@ 孔板中" XZ多聚甲醛固定 #$ ')." 7̀ U 冲洗"
"$ ''6*<;氯化铵焠灭游离多聚甲醛 #$ ').*7̀ U 冲
洗"$\"Z EM6.). 室温处理 #$ ').*7̀ U 冲洗"室温下
BZ牛血清蛋白封闭 # ,* 7̀ U 冲洗"加入小鼠抗人
!D+(G-.). 单克隆抗体 X m孵育过夜"7̀ U 冲洗 B 次"
加入羊抗小鼠 9I[P*-Q(V*640X== 避光室温作用 # ,*
7̀ U 洗 B 次"加入 AP79染核"避光室温作用 #$ ').*
7̀ U 洗 @ 次"将盖玻片移至载玻片上"用抗荧光衰减
封片剂 '6/6)*封片"激光扫描共焦显微镜下观察并
拍照&
;5>5E!_-EG-0. N*6G法 检 测 各 组 细 胞 中 _.GB('
S3+*).A# 和 SDO3+蛋白的表达!在细胞中加入 # 倍
UAU 细胞裂解液& S̀P蛋白定量试剂盒测定蛋白浓
度"取 B" "I样品行 UAUD7P[&"电泳完毕后"应用电
转仪将样品移至 78AV膜"质量分数 "Z脱脂奶粉封闭
# ,"分别加入小鼠抗人 _.GB(单克隆抗体'兔抗人
S3+*).A# 单克隆抗体和兔抗人 SDO3+单克隆抗体一
抗"X m孵育过夜"洗膜后加入相应羊抗兔<小鼠二抗
室温孵育 # ,"洗膜后化学发光 &S;法显影"暗室曝
光& 以小鼠抗人 !D(+G). 作为内参&
;5?!统计学方法

采用 U7UU #%5$ 统计学软件(美国 S,)+(I6公司"
序列号#X#$%"B@=BX)进行统计分析& 本研究中测量指
标的计量资料经 U,(M)06D_)*L 检验符合正态分布"以
'-(.iUA表示"组间数据资料经 (̀0G*-GG检验证实方差
齐& _.GB(过表达组'Aff# 组和对照组在不同时间
点细胞增生值总体比较采用两因素方差分析"各组细
胞中 S3+*).A# 和 SDO3+相对表达量总体比较采用单
因素方差分析"多重比较采用 ;UAD.检验& Kk$\$" 为
差异有统计学意义&

>5结果

>5;!_.GB(过表达组与对照组转染效率比较
_-EG-0. N*6G检测发现"_.GB(过表达组细胞中

_.GB(蛋白相对表达量为 $\=Xi$\$%"高于对照组的
$\X?i$\$>"差异有统计学意义 (.jB\>$X"Kj$\$@)
(图 #)&
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图 ;5各组细胞中 A$"?# 蛋白相对表达量比较!P#_-EG-0. N*6G法
检测的电泳图! #̀各组细胞中 _.GB(蛋白表达的量化比较!与对
照组比较"(Kk$\$"(独立样本 .检验"$jB)!##对照组!@#_.GB(
过表达组

8':9&);5O-/*#&'2-$-."H)&)+#"'1))Q*&)22'-$-.A$"?# *&-")'$
4)"7))$"H)A$"?# -1)&)Q*&)22'-$:&-9*#$%,-$"&-+:&-9*! P#
_-EG-0. N*6G-*-+G06M,60-E)E! #̀S6'M(0)E6. 6F_.GB(M06G-). 0-*(G)H-
-QM0-EE)6. N-G/--. G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M (.J +6.G06*I064M!
S6'M(0-J /)G, G,-+6.G06*I064M"(Kk$\$" ().J-M-.J-.GE('M*-.G-EG"
$jB)!##+6.G06*I064M!@#_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M

>5>!各组细胞存活率比较
SSfD= 试验显示"对照组' _.GB(过表达组和

Aff# 组处理后不同时间点细胞生存率总体比较差异
均有统计学意义 (L分组 j#$\?#$" Kk$\$"* L时间 j
%\$X#"Kk$\$")"其中 _.GB(过表达组第 B'X 和 " 天
细胞生存率高于对照组"Aff# 组细胞生存率明显低
于 _.GB(过表达组"差异均有统计学意义 (均 Kk
$\$")(图 @"表 #)&
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图 >5各组细胞不同时间点细胞存活率比较!Aff##A)+LL6MF#
8':9&)> 5 O-/*#&'2-$-.,)++29&1'1#+&#")2#"%'..)&)$"
"'/)*-'$"2#/-$: 1#&'-92:&-9*2!Aff##A)+LL6MF#

表 ;5各组不同时间点的细胞存活率比较(/)#$）!I"S)
T#4+);5O-/*#&'2-$-.,)++29&1'1#+&#")2#"%'..)&)$"

"'/)#/-$: 1#&'-92:&-9*2(/)#$）!I"S)

组别 样本量
不同时间点的细胞存活率

# J @ J B J X J " J

对照组 B X@iB X%i" ""i= >"i#$ #$@i#=

_.GB(过表达组 B "$i" "Bi> =@i##( #@=i@$( #%@i@"(

Aff#组 B X=i" "$i% "?i?N %?i#$N ?%i#XN

!注#L分组 j#$\?#$"Kk$\$"*L时间 j%\$X#"Kk$\$"*L交互作用 j#?\"=%"Kk

$\$"(两因素方差分析";UAD.检验)!与各自时间点对照组比较"(Kk
$\$"*与各自时间点 _.GB(过表达组比较"NKk$\$"
!T6G-#LI064M j#$\?#$"Kk$\$"*LG)'-j%\$X#"Kk$\$"*L).G-0(+G)6. j#?\"=%"
Kk$\$" (G/6D/(3PT:8P" ;UAD.G-EG) S6'M(0-J /)G, G,-+6.G06*I064M (G
0-EM-+G)H-G)'-M6).G"(Kk$\$"* +6'M(0-J /)G, G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6.
I064M"NKk$\$" (G/6D/(3PT:8P";UAD.G-EG)

>5?!各组细胞中 7STP表达比较
_.GB(过表达组细胞核中可见 7STP呈阳性表

达"为棕黄色染色& Aff# 组细胞核中 7STP弱于
_.GB(过表达组"对照组细胞核中 7STP表达明显减
弱(图 B)& 对照组'_.GB(过表达组和 Aff# 组细胞
中 7STP阳性表达率分别为 ( ?\Xi#\X)Z' ( XB\Xi
"\X)Z和(#X\@i@\B)Z"总体比较差异有统计学意义
(Lj@=\@"$"Kj$\$$#)"Aff# 组和对照组 7STP阳
性表达率明显低于 _.GB(过表达组"差异均有统计学
意义(均 Kk$\$")&

BA C100μm100μm100μm BA C100μm100μm100μm

图 ?5各组细胞中 <Om3表达比较(AP̀ nX$$"标尺j#$$ "' )!
P#对照组可见少量 7STP阳性细胞"7STP表达于细胞核"呈棕黄色
染色! #̀_.GB(过表达组中大量 7STP阳性细胞表达!S#Aff# 组
可见少量 7STP阳性细胞
8':9&)?5O-/*#&'2-$-.-.<Om3)Q*&)22'-$#/-$: 1#&'-92:&-9*
(AP̀ nX$$" N(0j#$$ "') ! P#7STP M06G-). '().*3-QM0-EE-J ).
.4+*-4E/)G, G,-N06/.D3-**6/EG().).I5PF-/M6E)G)H-+-**E/-0-E--. ).
G,-+6.G06*I064M! #̀P*(0I-.4'N-06F7STPM6E)G)H-+-**E/-0-E--. ).
G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M!S#7STPM6E)G)H-+-**E/-0-*-EE-. ).
G,-Aff# I064M

>5@!各组细胞中 !D+(G-.). 蛋白表达比较
免疫荧光检测发现" _.GB(过表达组细胞中

!D+(G-.). 蛋白主要表达于细胞质和细胞核"对照组细
胞中 !D+(G-.). 蛋白仅分布于细胞质"Aff# 组细胞中
!D+(G-.). 蛋白主要分布于细胞质中"少量分布于细胞
核(图 X)&
>5D!各组细胞中 SDO3+和 S3+*).A# 蛋白相对表达量
比较

_-EG-0. N*6G检测显示"对照组'_.GB(过表达组
和 Aff# 组细胞中 SDO3+相对表达量分别为 $\"?i
$\$"'$\?Bi$\$@ 和 $\X>i$\$="总体比较差异有统
计学意义(Lj@$\"=$"Kk$\$") "其中 _.GB(过表达
组 SDO3+相对表达量明显高于对照组和 Aff# 组"
差异均有统计学意义(均 Kk$\$") & 对照组'_.GB(
过表达组和 Aff# 组细胞中 S3+*).A# 相对表达量
分别为 $\%X i$\$>' $\=X i$\$B 和 $\"" i$\#$"总
体比较差异有统计学意义 (Lj"\$X$"Kk$\$") "其
中 _.GB(过表达组 S3+*).A# 相对表达量高于对照组
和 Aff# 组"差异均有统计学意义 (均 Kk$\$" )
(图 ") &
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图 @5各组!N3e;We@细胞中!K,#")$'$蛋白表达比较(标尺j#$$ "')
P#对照组 !D+(G-.). 蛋白仅分布在细胞质"呈绿色荧光 ( P*-Q(
V*640X==) "细胞核呈蓝色荧光(AP79)! #̀_.GB(过表达组 !D+(G-.).
蛋白在细胞质和细胞核中均有大量表达!S#Aff# 组 !D+(G-.). 蛋
白多分布于细胞质"少量分布于细胞核
8':9&)@5O-/*#&'2-$-.!K,#")$'$)Q*&)22'-$#/-$: 1#&'-92:&-9*2
( N(0j#$$ "') ! P# !D+(G-.). M06G-). /(E6.*3J)EG0)N4G-J ). G,-
+3G6M*(E' ). +6.G06*I064M" E,6/).I ( I0--. F*460-E+-.E- ( P*-Q(
V*640X==)"(.J +-**.4+*-4EE,6/-J G,-N*4-F*460-E+-.E-(AP79)! #̀
!D+(G-.). M06G-). (++4'4*(G-J ). G,-+3G6M*(E'(.J .4+*-4E). G,-_.GB(
6H-0-QM0-EE)6. I064M!S#!D+(G-.). M06G-). /(E'6EG*3J)EG0)N4G-J ). G,-
+3G6M*(E'(.J (E'(**('64.G). G,-.4+*-4E). G,-Aff# I064M
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图 D5各组细胞中 OKM0,和 O0,+'$I; 表达比较!P#_-EG-0. N*6G检
测电泳图! #̀各组细胞中 SDO3+表达强度的量化比较!与 _.GB(

过表达组比较"(Kk$\$" (单因素方差分析";UA=.检验" $ jB) !
S#各组细胞 S3+*).A# 表达强度的量化比较!与 _.GB(过表达组比

较"(Kk$\$" (单因素方差分析";UA=.检验" $ jB) !##对照组!
@#_.GB(过表达组!B#Aff# 组
8':9&) D 5 O-/*#&'2-$ -.&)+#"'1) )Q*&)22'-$ -.OKM0, #$%
O0,+'$I; *&-")'$ #/-$: 1#&'-92 :&-9*2! P# _-EG-0. N*6G
-*-+G06M,60-E)E('6.I H(0)64E I064ME! #̀ S6'M(0)E6. 6F0-*(G)H-
-QM0-EE)6. 6FSDO3+('6.IH(0)64EI064ME!S6'M(0-J /)G, G,-_.GB(

6H-0-QM0-EE)6. I064M"(Kk$\$" (6.ID/(3PT:8P";UA=.G-EG"$jB) !
S#S6'M(0)E6. 6F0-*(G)H--QM0-EE)6. 6FS3+*).A# ('6.IH(0)64EI064ME!

S6'M(0-J /)G, G,-_.GB(6H-0-QM0-EE)6. I064M"(Kk$\$" ( 6.ID/(3
PT:8P";UA=.G-EG" $jB) !##+6.G06*I064M!@#_.GB(6H-0-QM0-EE)6.
I064M!B#Aff# I064M

?5讨论

Aff# 作为高度保守的分泌型糖蛋白"与生物体
多种生物学功能有关"参与纤维化进程的发生及进展"
在组织纤维化发生中发挥重要作用量 胚眼内 Aff# 浓
度对于胚眼中视裂闭合'角膜形成至关重要 + ", 量 Aff#
通过阻断胚眼角膜上皮细胞中 _.G<!D+(G-.). 信号通
路"抑制角膜上皮来源的晶状体再生 + %, "在糖尿病视
网膜病变患者血清中的 Aff# 含量明显降低 + >, 量 g,64
等

+ =,
研究发现"Aff# 通过抑制视网膜色素上皮细胞

中 !D+(G-.). 和 S3+*).A# 的表达"能够抑制增生性视网
膜病变的发生和发展量 本研究中 SSfD= 试验显示"
Aff# 组 UcP$#<$X 细胞转染后 X= , 细胞增生活性低
于 _.GB(过表达组*细胞免疫组织化学检测显示"转
染 _.GB(后 UcP$#$X 细胞核内 7STP蛋白表达升高"
而 Aff# 能够显著抑制其高表达量 7STP是真核细胞
ATP合成必需的细胞周期调节酸性核蛋白"具有调控
细胞复制和增生的作用"其阳性表达程度代表细胞的
增生能力量 本研究表明"Aff# 可显著抑制晶状体上
皮细胞增生活性量

研究发现"_.G信号参与白内障的形成 + ?, 量 人角
膜'晶状体'虹膜和视网膜组织中均存在 Aff#"与组
织的增生和修复相关

+ %"="#$W##, 量 Aff# 在肝脏'小肠'
关节等组织中能够特异性阻断 _.G<!D+(G-.). 信号通
路的活化

+ #@W#B, "通过与低密度脂蛋白受体相关蛋曲 "#%
(*6/ J-.E)G3*)M6M06G-). 0-+-M6G60D0-*(G-J M06G-). "<%"
;c7"<%)结合"抑制 _.G蛋白诱导的卷曲 ;c7"<% 复合
物形成"发挥阻断 _.G<!D+(G-.). 信号通路的作用量 为
进一步探讨Aff# 对;&SE增生作用的机制"本研究中
采取转染 _.GB(的方法"特异性激活 ;&SE中 _.G<!D
+(G-.). 信号通路 + #X, 量 免疫荧光结果显示"Aff# 能有
效阻断 ;&SE中 _.G<!D+(G-.). 信号通路中 !D+(G-.).
的核转移量 作为经典 _.G信号通路的关键调控分子"
!D+(G-.). 突变或异常激活可导致多种细胞异常增生
或凋亡

+ #", 量 !DS(G-.). 发生核转移和核积聚介导了 !D
+(G-.).<S̀ 7信号通路或 !D+(G-.).<KSV信号通路是
7S:发生的关键"其中 !D+(G-.).<KSV信号通路的核
内靶基因 !=S0:和 !0:6&$OC 与组织纤维化密切相
关

+ #%W#>, 量 本研究中通过 _-EG-0. N*6G法检测 ;&SE中
SDO3+和 S3+*).A# 蛋白的表达"发现 _.G<!D+(G-.). 信
号通路活化后引起 S3+*).A# 和 SDO3+表达增加"而
Aff# 能够抑制 _.G<!D+(G-.). 信号通路的核内靶基
因 !0:6&$OC 和 !=S0:的表达量 SDO3+是一种核磷酸蛋
白"也是一种刺激细胞周期进程的转录因子"S3+*).A#

!?=@!中华实验眼科杂志 @$@$ 年 X 月第 B= 卷第 X 期!S,). Y&QM :M,G,(*'6*"PM0)*@$@$"86*5B="T65X
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是细胞周期中[# 期的主要调控蛋白"其过表达可使细
胞 [# 期缩短"促进细胞发生 [# <U 期转换"使休眠细

胞进入分裂期"加速细胞有丝分裂"促进细胞增生 + #=, &
本研究中通过 _.GB(激活 ;&SE中 _.G<!D+(G-.). 信
号通路而促进 ;&SE增生"但加入 _.G拮抗剂 Aff#
后则抑制了 !D+(G-.). 核转移及 !D+(G-.).<KSV信号通
路下游靶基因 !=S0:和 !0:6&$OC 的表达"说明 Aff#
通过抑制 _.G<!D+(G-.). 信号通路及其下游 !D+(G-.).<
KSV信号通路的核内靶基因"抑制了 ;&SE增生& 在
某些肿瘤组织中 Aff# 还可阻断 _.G<YTf等非经典
_.G信号通路"抑制细胞增生"诱导凋亡"说明 Aff#
是一个复杂的_.G信号通路调节蛋白 + #B"#?, & Aff# 抑
制 ;&SE增生是否也通过对非经典 _.G信号通路的调
控或与其他信号通路相互作用尚有待进一步研究&

综上所述"Aff# 通过抑制 _.G<!D+(G-.). 信号通
路下调其核内靶基因 !=S0:和 !0:6&$OC 的表达"可显
著抑制 ;&SE增生"揭示 Aff# 可能作为 7S:基因预
防和治疗的新靶点&
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突

参考文献

+#, 刘含若"袁博伟"安莹"等5莱菔硫烷激发的细胞自噬潮对离体人晶
状体囊上细胞增生的抑制作用 +Y,5中华实验眼科杂志" @$#>"
B"(B) b@@%W@B@5A:9##$5B>%$<+'(5C5)EE.5@$?"D$#%$5@$#>5$B5$$?5
;)4 ec" 4̂(. _̀"P. "̂-G(*59.,)N)G603-FF-+G6F(4G6M,(I)+G)J-
EG)'4*(G-J N3E4*F60(M,(.-6. +-**M06*)F-0(G)6. ). ,4'(. *-.E+(ME4*-
+Y,5S,). Y&QM :M,G,(*'6*"@$#>"B"( B) b@@%W@B@5A:9##$5B>%$<
+'(5C5)EE.5@$?"D$#%$5@$#>5$B5$$?5

+@, ;6H)+4 VY" U,). &e" O+PH63 Y_5V)N06E)E). G,- *-.E5UM064G3
0-I4*(G)6. 6FK[V!DE)I.(*).IM0-H-.GE*-.E&OK*-(J).IG6+(G(0(+G
+Y,5&QM &3-c-E"@$#%"#X@ b?@W#$#5A:9##$5#$#%<C5-Q-05@$#"5
$@5$$X5

+B, H(. f(MM-*&S"O(40)+-OO5O6*-+4*(00-I4*(G)6. (.J M,(0'(+6*6I)+(*
G(0I-G).I6FG,-!D+(G-.). J-EG04+G)6. +6'M*-Q+Y, 5̀ 0Y7,(0'(+6*"
@$#>"#>X(@X) bX">"WX"==5A:9##$5####<NM,5#B?@@5

+X, ;)4 K"g,(.I;"_(.I "̂-G(*5A)+LL6MFD# ).,)N)G-E_.GDB(D).J4+-J
')I0(G)6. (.J -M)G,-*)(*D'-E-.+,3'(* G0(.E)G)6. 6F ,4'(. *-.E
-M)G,-*)(*+-**E+Y,5&QM &3-c-E"@$#>"#%# bXBW"#5A:9##$5#$%#<Y5
-Q-05@$#>5$%5$$#5

+", ;)-H-. :"c4G,-0d5K,-ALL# J6E-)E+0)G)+(*F60-3-J-H-*6M'-.G+Y,5
A-H̀ )6*@$##"B""(#) b#@XW#B>5A:9##$5#$#%<C53JN)65@$##5$X5$@B5

+%, e(')*G6. 7_"U4. "̂e-.03YY"-G(*5;-.E0-I-.-0(G)6. F06'G,-+60.-(

0-14)0-EE4MM0-EE)6. 6F_.G<N-G(D+(G-.). E)I.(*). +Y,5&QM &3-c-E"
@$#%"#X" b@$%W@#"5A:9##$5#$#%<C5-Q-05@$#%5$#5$$B5

+>, a)4 V"e-Y"g,64 "̂-G(*57*(E'((.J H)G0-64EF*4)J *-H-*E6FA)+LL6MFD
# ). M(G)-.GE/)G, J)(N-G)+0-G).6M(G,3+Y,5&3-(;6.J) "@$#X"@=(X) b
X$@WX$?5A:9##$5#$B=<-3-5@$#B5@@?5

+=, g,64 Y" Y)(.IY" _(.IU" -G(*5Aff# ).,)N)GEM06*)F-0(G)6. (.J
')I0(G)6. ). ,4'(. 0-G).(*M)I'-.G-M)G,-*)(*+-**EH)(G,-_.G<N-G(D
+(G-.). E)I.(*).I M(G,/(3+ Y,5&QM K,-0O-J" @$#%" #@ ( @ ) b
="?W=%B5A:9##$5B=?@<-G'5@$#%5BX@@5

+?, S,6.ISS" UG4'M cY" ;6H)+4 VY" -G(*5K[VN-G( M06'6G-E_.G
-QM0-EE)6. J40).I+(G(0(+GJ-H-*6M'-.G+ Y,5&QM &3-c-E@$$?"
==(@) bB$>WB#B5A:9##$5#$#%<C5-Q-05@$$=5$>5$#=5

+#$, -̀.E6. OA"f,60SS"[(I-7Y"-G(*5PG(0I-G-J (MM06(+, G6I-.6'-D
/)J-EG4J)-E0-H-(*E.-/ I-.-G)+(EE6+)(G)6.E/)G, +-.G0(*+60.-(*
G,)+L.-EE+Y,5O6*8)E"@$#>"@B b?"@W?%@5

+##,e(3(E,)K"O)R4.6T"K(L(J(c"-G(*5A-G-0').(G)H-06*-6F_.GE)I.(*E
). J60E(*)0)EDJ-0)H-J *-.E0-I-.-0(G)6. ). .-/G-3-+Y,5O-+, A-H"
@$$%"#@B(##) b>?BW=$$5A:9##$5#$#%<C5'6J5@$$%5$=5$$?5

+#@,f(G6, O5 O4*G)D*(3-0-J M0-H-.G)6. (.J G0-(G'-.G 6F +,06.)+
).F*(''(G)6."60I(. F)N06E)E(.J +(.+-0(EE6+)(G-J /)G, +(.6.)+(*_TK<
!D+(G-.). E)I.(*).I(+G)H(G)6. (c-H)-/) +Y,59.GYO6*O-J" @$#="
X@(@) b>#BW>@"5A:9##$5B=?@<)C''5@$#=5B%=?5

+#B,e4(.I "̂;)4 ;";)4 P5A)+LL6MFD##S400-.GL.6/*-JI-(.J 0-*(G-J
J)E-(E-E+Y,5;)F-U+)"@$#="@$? b@X?W@"X5A:9##$5#$#%<C5*FE5@$#=5
$=5$#?5

+#X, (̀6l;"U6.Ie"S,-. g"-G(*5_.GB(M06'6G-E-M)G,-*)(*D'-E-.+,3'(*
G0(.E)G)6."')I0(G)6."(.J M06*)F-0(G)6. 6F*-.E-M)G,-*)(*+-**E+Y,5O6*
8)E"@$#@"#= b#?=BW#??$5A:9##$5##=%<#X>#D@#??D#BD@X5

+#",70(L(E, U"U/(').(G,(. d5!+(G-.). ). ,-(*G,#P0-H)-/+Y,5Y:0(*
O(Q)**6F(+7(G,6*"@$#""#?(@) b@B$W@B=5A:9##$5X#$B<$?>BD$@?l5
#%X"B>5

+#%,K()3(N P"f606*P"A-E+,('ME7P"-G(*5!DS(G-.).<S̀ 7DJ-M-.J-.G
E)I.(*).I0-I4*(G-EK[VD!D).J4+-J -M)G,-*)(*G6'-E-.+,3'(*G0(.E)G)6.
6F*-.E-M)G,-*)(*+-**E+Y,59.H-EG:M,G,(*'6*8)EU+)"@$#%"">( #B) b
">B%W">X>5A:9##$5##%><)6HE5#%D@$#%@5

+#>,S4-H(ESP" K(M)(Dc6C(ES" S-EM-J-ES" -G(*5S600)I-.J4' G6- !D
S(G-.).DJ-M-.J-.GE)I.(*).IM(G,/(3+6.G0)N4G-EG60-.(*F)N06E)E).
,3M-0G-.E)H-0(GE.+Y<:;,5̀)6'-J c-E9.G"@$#%"@$#%b?%>@X@?+@$#?W##W
@#,5,GGME#<<///5.+N)5.*'5.),5I6H<M'+<(0G)+*-E<7OS"$>""=><5A:9#
#$5##""<@$#%<?%>@X@?5

+#=,;)(. Y"K(.IY"U,)e"-G(*576E)G)H-F--JN(+L *66M 6F,-M(G6'(DJ-0)H-J
I06/G, F(+G60(.J !D+(G-.). M06'6G-E+(0+).6I-.-E)E6F+6*60-+G(*+(.+-0
+Y,5:.+6G(0I-G" @$#"" % ( B$ ) b@?B"> W@?B>X5A:9# #$5#=%B@<
6.+6G(0I-G5X?=@5
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