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!!$摘要%!目的!观察白细胞介素I$B7&E_I$B7'与 !干扰素&E9TI!'对 :+';<=眼病&:8'患者 UC@Aa
眼眶

成纤维细胞&89='的作用#探讨 :8的发病机制)!方法!收集 H 例 :8患者眼眶减压术中获取的眼眶脂肪结

缔组织以及泪腺组织#采用组织块消化法进行培养和传代) 采用免疫磁珠富集其中的 UC@Aa 89=) 将培养的

89=分为转化生长因子I"&6:9I"'组(6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7组和 6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组(6:9I"̀

$ -NF&)E9TI!组和 6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组#在各组细胞培养液中均添加 H -NF&)6:9I"以诱导细胞发生纤

维化#按照分组方法分别加入不同质量浓度的 E_I$B7或 E9TI!) 采用 i<=L<+- P)5L法检测各组眼眶脂肪结缔

组织和泪腺组织来源的 UC@Aa89=中纤连蛋白(&型胶原(wI平滑肌肌动蛋白& wIQb7'和组织金属基质蛋白

酶抑制剂 $&6EbRI$'等纤维化相关蛋白表达)!结果!在眼眶脂肪结缔组织来源的 UC@Aa 89=中#6:9I"̀

$## -NF&)E_I$B7组细胞中纤连蛋白(&型胶原(#IQb7和 6EbRI$ 蛋白相对表达量明显高于 6:9I"组和

6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7组#差异均有统计学意义 &均 7r#e#H'*6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组细胞中纤连蛋白(

&型胶原和 #IQb7相对表达量均明显低于 6:9I"组和 6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组#差异均有统计学意义&均7r

#e#H') 在泪腺组织来源的 UC@Aa89=中#6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组细胞中纤连蛋白(&型胶原(#IQb7和

6EbRI$ 蛋白相对表达量明显高于 6:9I"组和 6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7组#差异均有统计学意义 &均 7r

#e#H'*6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组细胞中纤连蛋白(&型胶原和 6EbRI$ 蛋白相对表达量明显高于 6:9I"组和

6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组#而 #IQb7蛋白相对表达量明显高于 6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组#差异均有统计学意义

&均 7r#e#H')!结论!高质量浓度 E_I$B7处理可促进 6:9I"诱导的 UC@Aa 89=纤维化#而高质量浓度的

E9TI!则抑制 6:9I"诱导的 UC@Aa89=纤维化)!

$关键词%!:+';<=眼病* 成纤维细胞* 转化生长因子I"* 白细胞介素I$B7* !干扰素* 纤维化
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"7./)(*,)#8=.G#,)$3#8655P=<+;<LJ<<,,<4L=5,(-L<+)<0\(-I$B7 &E_I$B7' '-* (-L<+,<+5-I!&E9TI!' 5-

UC@Aa5+P(L'),(P+5P)'=L=&89=' (- M'L(<-L=O(LJ :+';<=5MJLJ')&5M'LJK&:8'#'-* L5<.M)5+<LJ<M'LJ5N<-<=(=5,

:83!H#)"'0/!8+P(L')'*(M5=<45--<4L(;<L(==0<'-* )'4+(&')N)'-* L(==0<5,H M'L(<-L=O(LJ :8O<+<45))<4L<*

*0+(-N5+P(L')*<45&M+<==(5- =0+N<+K36J<=<L(==0<O'=40)L0+<* PKL(==0<<.M)'-L40)L0+<&<LJ5*3UC@Aa 89=O<+<

<-+(4J<* PK(&&0-5&'N-<L(4P<'*=',L<+M'=='N<'-* <.M'-=(5-36J<40)L0+<* 4<))=O<+<*(;(*<* (-L5L+'-=,5+&(-N

N+5OLJ ,'4L5+I"&6:9I"' N+50M#6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7N+50M#6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7N+50M#6:9I"̀ $ -NF&)

E9TI!N+50M '-* 6:9I"̀ H -NF&)E9TI!N+50M36J<,(P+5=(=5,LJ<4<))=O'=(-*04<* O(LJ H -NF&)6:9I"'-* LJ<-

!@"?!中华实验眼科杂志 "#"# 年 $$ 月第 @> 卷第 $$ 期!UJ(- Z%.M 8MJLJ')&5)#T5;<&P<+"#"##[5)3@>#T53$$

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



O'=L+<'L<* O(LJ *(,,<+<-L45-4<-L+'L(5-=5,E_I$B75+E9TI!'445+*(-NL5N+50M(-N36J<<.M+<==(5- 5,,(P+5-<4L(-#

45))'N<- LKM<&##I=&55LJ &0=4)<'4L(- &#IQb7' '-* L(==0<&<L'))5M+5L<(-'=<(-J(P(L5+I$ &6EbRI$' (- UC@Aa89=

*<+(;<* ,+5&P5LJ 5+P(L')'*(M5=<45--<4L(;<L(==0<'-* )'4+(&')N)'-* L(==0<O<+<*<L<4L<* PKi<=L<+- P)5L36J(==L0*K

M+5L545)O'='MM+5;<* PK'- %LJ(4U5&&(LL<<5,QJ'-NJ'(T(-LJ R<5M)<X=]5=M(L')& Q]?]I"#"#I6d$?HI$' '-*

O+(LL<- (-,5+&<* 45-=<-LO'=5PL'(-<* ,+5&<'4J M'L(<-L3!I#/14)/!95+UC@Aa 89=*<+(;<* ,+5&5+P(L')'*(M5=<

45--<4L(;<L(==0<# LJ<+<)'L(;<<.M+<==(5-=5,,(P+5-<4L(-# LKM<& 45))'N<-# #IQb7 '-* 6EbRI$ M+5L<(- O<+<

=(N-(,(4'-L)KJ(NJ<+(- LJ<6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7N+50M LJ'- LJ5=<(- LJ<6:9I"N+50M '-* 6:9I"̀ $# -NF&)

E_I$B7N+50M &'))'L7r#e#H'*LJ<+<)'L(;<<.M+<==(5-=5,,(P+5-<4L(-# LKM<& 45))'N<- '-* #IQb7(- LJ<4<))=(- LJ<

6:9I"̀ H -NF&)E9TI!N+50M O<+<=(N-(,(4'-L)K)5O<+LJ'- LJ5=<(- LJ<6:9I"N+50M '-* LJ<6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!

N+50M &'))'L7r#e#H'395+UC@Aa89=*<+(;<* ,+5&)'4+(&')N)'-*#LJ<+<)'L(;<<.M+<==(5-=5,,(P+5-<4L(-# LKM<&

45))'N<-##IQb7'-* 6EbRI$ M+5L<(- (- LJ<6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7N+50M O<+<=(N-(,(4'-L)KJ(NJ<+LJ'- LJ5=<(-

LJ<6:9I"N+50M '-* LJ<6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7N+50M &'))'L7r#e#H'*LJ<+<)'L(;<<.M+<==(5-=5,,(P+5-<4L(-#

LKM<& 45))'N<- '-* 6EbRI$ M+5L<(- (- LJ<6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!N+50M O<+<=(N-(,(4'-L)KJ(NJ<+LJ'- LJ5=<(- LJ<

6:9I"N+50M '-* 6:9I"̀ H -NF&)E9TI!N+50M#'-* LJ<+<)'L(;<<.M+<==(5- 5,#IQb7M+5L<(- O'==(N-(,(4'-L)KJ(NJ<+

LJ'- LJ'L(- LJ<6:9I"̀ H -NF&)E9TI!N+50M &'))'L7r#e#H'3!J'+,41/$'+/!](NJ )<;<)5,E_I$B74'- M+5&5L<

LJ<,(P+5=(=5,6:9I"I(-*04<* UC@Aa89=#'-* J(NJ )<;<)5,E9TI!(-J(P(L=LJ<,(P+5=(=5,6:9I"I(-*04<* UC@Aa89=3

"9#5 :'(0/#8 :+';<= 5MJLJ')&5M'LJK* 9(P+5P)'=L* 6+'-=,5+&(-N N+5OLJ ,'4L5+I"* E-L<+)<0\(-I$B7*

E-L<+,<+5-I!* 9(P+5=(=

;1+0&('2(*%" T'L(5-')d<KS<=<'+4J '-* C<;<)5M&<-LR)'- &"#$>g9U$$#2$##'* T'L(5-')T'L0+')Q4(<-4<

950-*'L(5- 5,UJ(-'& >$BB#?2#'* T'L(5-')T'L0+')Q4(<-4<950-*'L(5- 5,UJ(-',5+E-L<+-'L(5-')U55M<+'L(5- '-*

%.4J'-N<R+5N+'&&>$B2$$2>#@B'* 90-* R+5N+'&5,QJ'-NJ'(Q4(<-4<'-* 6<4J-5)5NKU5&&(==(5- &$BCD""2#$##'*

E--5;'L(;<S<=<'+4J 6<'& 5,](NJI)<;<)_54')Y-(;<+=(L(<=(- QJ'-NJ'(& QQb[IDCUc"#$>#A#$'* ]5=M(L')I)<;<)

950-*'L(5- 5, QJ'-NJ'( T(-LJ R<5M)<X= ]5=M(L') QJ'-NJ'( Z('5 65-N Y-(;<+=(LK Q4J55) 5, b<*(4(-<

&Zg]_"#$?bQ#A'3
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!!甲状腺相关眼病 &:+';<=5MJLJ')&5M'LJK#:8'是
一种由多因素导致的自身免疫性眼眶病#发病率高#是
:+';<=病最重要和常见的甲状腺外表现 + $, ) 近年来#

眼外肌纤维化研究逐渐引起关注#为探讨 :8的发病
机制开辟了新的方向*而眼眶成纤维细胞 &5+P(L')
,(P+5P)'=L=#89='激活导致的眼外肌和眼眶脂肪纤维化
被认为是 :8发生和发展的关键环节 + ", ) 研究证实#
89=是 :8自身免疫反应的效应细胞#其表面存在甲
状 腺 刺 激 激 素 受 体 & LJK+5(* =L(&0)'L(-N J5+&5-<
+<4<ML5+#6Q]S'及胰岛素样生长因子I$ 受体的自身抗
原#与 :8的发病密切相关 + @, ) :8的主要病理改变为
眼眶组织的免疫炎症反应#疾病的活动期主要表现为
眼睑(结膜的充血水肿#静止期则出现眶内组织的纤维
化和脂肪化#导致眼球运动障碍(斜视和复视) :8患
者眼眶脂肪结缔组织中分别存在着 UC@A`89=和
UC@Aa89=#这 " 类 89=在眼眶纤维化的发生和发展中
起着不同的作用#其中:8活动期以UC@A`89=的作用
为主#静止期则以 UC@Aa 89=的作用为主 + A, ) 传统观
点认为#^细胞(UCA`6J$ 细胞和 UCA`6J" 细胞均参
与 :8眼眶炎症反应 + H, #能较好地解释眼眶水肿的机

制#但无法解释静止期 :8发生纤维化和脂肪化病变
的原因) 最新研究显示#:8患者球后组织中存在一
群高表达白细胞介素&(-L<+)<0\(-#E_'I"@ 受体的 6J$B
细胞#可同时分泌 !干扰素 &(-L<+,<+5-I!#E9TI!' 和
E_I$B7等细胞因子 + 2, ) 本研究探讨 E9TI!和 E_I$B7

在静止期 :8眼眶组织发生纤维化改变中的作用)

<8材料与方法

<3<!材料
<3<3<!眼眶组织标本来源!收集上海交通大学医学
院附属第九人民医院眼科确诊为静止期 :8并行眼眶
减压手术共 H 例 H 眼的眼眶脂肪组织和泪腺组织#患
者中男 " 例#女 @ 例*年龄 ">WH@ 岁*手术时患者甲状
腺功能均恢复正常半年及以上) :8的诊断参照
'̂+L)<K标准#眼睑退缩合并以下任意 $ 项"&$'眼球突
出*&"'甲状腺功能异常史*&@'眼外肌受累) 如无上
睑退缩则必须具备"&$'甲状腺功能异常史*&"'合并
有眼球突出(眼外肌受累或视功能障碍之一*&@'排除
其他眼部疾病引起的眼睑退缩(眼球突出和眼球运动
障碍) 疾病活动性采用临床活动性评分 & 4)(-(4')

!A"?! 中华实验眼科杂志 "#"# 年 $$ 月第 @> 卷第 $$ 期!UJ(- Z%.M 8MJLJ')&5)#T5;<&P<+"#"##[5)3@>#T53$$
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'4L(;(LK=45+<#U7Q'评估#包括眼睑充血(眼睑水肿(结
膜充血(结膜水肿(泪阜红肿(自发性球后疼痛和凝视
或眼球活动时疼痛 B 项) 每项计 $ 分#U7Qr@ 分评估
为静止期) 本研究经上海交通大学医学院附属第九人
民医院伦理委员会批准 &批文号"Q]?]I"#"#I6d$?HI
$'#所有标本供者均知晓本研究目的并自愿签署知情
同意书)
<3<3>!主要试剂及仪器!胎牛血清(Cb%b正常培养
基&葡萄糖浓度为 HeH &&5)F_'(质量分数 #e"HV胰蛋
白酶a乙二胺四乙酸&<LJK)<-<*('&(-<L<L+''4<L(4'4(*#
%C67'消化液(磷酸缓冲盐溶液 & MJ5=MJ'L<P0,,<+<*
=')(-<#R̂ Q'#青链霉素溶液 &美国 :(P45公司'*&型
胶原酶&QUS$#@' &美国 Q(N&'I7)*+(4J 公司'*]0UC@A
b(4+5̂<'* d(L& $@#I#H2IB#$ ' &美国 b()L<-K(公司 '*
Û7蛋白定量试剂盒&美国 6J<+&59(=J<+公司'*重组
人转化生长因子 "$ & L+'-=,5+&(-NN+5OLJ ,'4L5+I"$#
6:9I"$'&'PH##@2'(重组人 E_I$B7蛋白&'P"H2#A$'(
重组人 E9TI!蛋白 &'PH$"A#'(兔抗人纤连蛋白抗体
&'P@"A$?'(兔抗人&型胶原抗体&'P$@>A?"'(兔抗人
平滑肌肌动蛋白 #&#I=&55LJ &0=4)<'4L(-##IQb7'抗
体&'P@"HBH'(兔抗人组织金属蛋白酶抑制剂 &L(==0<
(-J(P(L5+5,&<L'))5M+5L<(-'=<I$#6EbRI$'抗体&'P"$$?"2'
美国 7P4'&公司*鼠抗人 "I'4L(- 抗体& @B##6'(马抗
鼠 EN:抗体&B#B2Q'(山羊抗兔 EN:抗体& B#BAQ' &美
国 UQ6公司'*辣根过氧化物酶&J5+=<+'*(=J M<+5.(*'=<#
]SR'染色试剂盒&美国 b())(M5+<公司'*可固定活性
染料(]0 UC@A R%IUKH 流式抗体& HHH>"@' &美国 Ĉ
RJ'+&(-N<- 公司'*固定F破膜液 &美国 <̂(5=4(<-4<公
司') 倒置相差显微镜&日本T(\5- 公司'*QCQ 聚丙烯
酰胺凝胶电泳及转印装置(化学发光成像系统 &美国
(̂5IS'* 公司 '*低温高速离心机 &德国 %MM<-*5+,
公司'* _QS98S6%QQ7 cI"# 流式细胞仪 &美国 Ĉ
RJ'+&(-N<- 公司')
<3>!方法
<3>3<!89=的培养和传代!术中取静止期 :8眼眶
脂肪组织 @WH &)#泪腺组织 H &&uH &&#置于生理盐
水中#A x条件下立即转送实验室) 采用组织块消化
法培养原代细胞#用 R̂ Q 冲洗组织 @ 次#洗去残余血
污#加入质量分数 #e$V &型胶原酶的 Cb%b#将组织
剪成 $ &&u$ &&的小块#@B x摇床消化过夜#离心#
用含体积分数 $#V胎牛血清的 Cb%b培养液重悬细
胞#铺于 $# 4&培养皿中#置于 @B x(体积分数 HV
U8" 的细胞培养箱中培养#待细胞长满皿底的 >#V后
按 $ h@进行传代) 取第 @ 或 A 代细胞进行后续实验)

<3>3>!免疫磁珠法富集 UC@Aa 89=!用含体积分数
$V胎牛血清与 " &&5)F_%C67的 R̂ Q 配置 b7UQ 缓
冲液) 用 b7UQ 缓冲液将 89=密度调至 "u$#>

个F')#
体积为 @## ')#转入 %R管中#加入 "## ')混匀的
UC@A 免疫磁珠至 %R管中#混匀) 将 %R管水平放于
冰块之上#在水平摇床上孵育 @# &(-#使磁珠与 UC@A`

细胞充分结合) 用 b7UQ 缓冲液重悬细胞#将磁珠分
选柱置于磁力架上#加入细胞并冲洗 @ 次#磁珠分选柱
内为 UC@A`89=#留下的液体内则为 UC@Aa

细胞)
<3>3?!流式细胞技术鉴定 UC@Aa 89=!用含 $V胎
牛血清的 R̂ Q 配置 97UQ 缓冲液#取免疫磁珠富集
的 UC@Aa89=#@##u3 室温下离心 H &(-#$## ')97UQ
缓冲液重悬#加入可固定活性染料 #e" ')和 R%UKHI
UC@A " ')#A x避光孵育 @# &(-#破膜固定 AH &(-#
离心重悬#用 "## ')97UQ 缓冲液重悬# A x保存)
采用流式细胞仪上样检测#采用 9)5OZ5[$# 分析
结果)
<3>3@!UC@Aa 89=的诱导分化!将免疫磁珠分选的
UC@Aa89=重新接种于 2 孔细胞培养板中#用含 $V胎
牛血清的 Cb%b培养液饥饿培养 A> J) 将细胞分为
空白对照组(6:9I"组($# -NF&)E_I$B7组($## -NF&)
E_I$B7组(6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7组(6:9I"̀ $## -NF&)
E_I$B7组($ -NF&)E9TI!组(H -NF&)E9TI!组(6:9I"̀
$ -NF&)E9TI!组以及 6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组#按照
分组在细胞培养液中加入 6:9I" H -NF&)以及相应质
量浓度的 E_I$B7和 E9TI!# 用含 $V胎牛血清的
Cb%b培养液继续培养 A> J)
<3>3A!i<=L<+- P)5L法检测 UC@Aa89=中纤维化相关
蛋白表达!取诱导处理 A> J 的细胞#弃去培养基#预
冷 R̂ Q 漂洗 @ 次#每孔加入含 RbQ9和 T'9的 SER7
裂解液 ># ')#冰上孵育 @# &(-#提取各组细胞总蛋白#
采用 Û7蛋白定量试剂盒测定蛋白含量) 加入等体
积的 " 倍蛋白质凝胶电泳上样缓冲液# ?H x加热
$# &(- 使蛋白变性) 根据蛋白定量结果将各组样品加
入凝胶孔中#电泳槽电泳) 将电泳分离到的蛋白条带
转印至 R[C9膜上) 用质量分数 HV脱脂奶粉室温摇
床上缓慢摇动封闭 $ J) 将封闭后的 R[C9膜放入一
抗工作液&$ h$ ###'中#A x孵育过夜) $ 倍 6̂ Q6缓
冲液洗膜 @ 次#每次 $# &(-*放入二抗工作液 & $ h
" H##' 中#室温下避光#置于摇床上缓慢摇动孵育
2# &(-) $ 倍 6̂ Q6缓冲液洗膜 @ 次#每次 $# &(-*用
]SR显色试剂盒显色#曝光#采用 E&'N<Z软件对灰度
值进行分析) 以 "I'4L(- 为内参照#计算各目的蛋白相
对表达量)
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<3?!统计学方法
采用 QRQQ "Ae# 统计学软件进行统计分析) 本研

究中计量资料经 QJ'M(+5Ii()\ 检验呈正态分布#以
&<'-yQC表示) 采用均衡分组单因素干预多水平研
究设计#各组细胞中纤维化相关蛋白相对表达量总体
差异比较采用单因素方差分析#组间两两比较采用
_QCI,检验) 7r#e#H 为差异有统计学意义)

>8结果

>3<!眼眶脂肪结缔组织及泪腺组织中 UC@Aa 89=比
例及细胞形态

流式分析仪分析结果显示#眼眶脂肪结缔组织中
免疫磁珠富集的 UC@Aa 89=比例为&?>e?@y#eA#'V#
泪腺中为&?>e?By#e2B'V&图 $') 眼眶脂肪结缔组织
和泪腺组织来源 UC@Aa 89=形态均呈梭形(多角形或
扁平星形&图 "'#细胞均贴壁生长)
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图 <8> 种眼眶组织来源的 JQ?@R=;/流式细胞技术鉴定!74眼眶
脂肪结缔织来源! 4̂泪腺组织来源!89=4眼眶成纤维细胞

;$21(#<8;4':,5)'%#)(5 *+*45/$/'-JQ?@R =;/0#($3#0-('% ):'
0$--#(#+)'(.$)*4)$//1#!745+P(L')'*(M5=<45--<4L(;<L(==0<! 4̂)'4+(&')
N)'-* L(==0<!89=45+P(L'),(P+5P)'=L=

250μm 250μm BA250μm 250μm BA

图 >8眼眶脂肪结缔组织和泪腺组织来源 JQ?@R=;/形态观察&标
尺v"H# '&'!细胞均呈梭形(多角形或扁平星形!74眼眶脂肪结

缔组织来源 UC@Aa89=! 4̂泪腺组织来源 UC@Aa89=

;$21(#>8H'(&"'4'25 '-JQ?@R=;/0#($3#0-('% 0$--#(#+)'(.$)*4
)$//1#&=4')<P'+v"H# '&'!6J<4<))=N+<O(- =M(-*)<#M5)KN5-')5+,)'L

=L'+=J'M<!74UC@Aa89=*<+(;<* ,+5&5+P(L')'*(M5=<45--<4L(;<L(==0<

4̂UC@Aa 89=*<+(;<* ,+5&)'4+(&')N)'-*

>3>!不同处理组眼眶脂肪结缔组织 UC@Aa 89=中纤
维化相关蛋白的表达

i<=L<+- P)5L检测结果显示# 6:9I" $̀## -NF&)
E_I$B7组和 6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组纤连蛋白(&型
胶原(#IQb7和 6EbRI$ 蛋白表达条带强于 6:9I"组#

6:9I" H̀ -NF&)E9TI!组纤连蛋白( & 型 胶 原 和
#IQb7蛋白表达条带明显弱于 6:9I"组和 6:9I"̀
$ -NF&)E9TI!组) 6:9I"组(6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7
组和 6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组细胞中纤连蛋白(&
型胶原(#IQb7和 6EbRI$ 蛋白相对表达量总体比较
差异均有统计学意义&!v"#eBH($2e">($He$"(@>e2B#
均 7r#e#H'#其中 6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组细胞中
各蛋白相对表达量明显高于 6:9I"组和 6:9I"`
$# -NF&)E_I$B7组#差异均有统计学意义 &均 7r
#e#H') 6:9I"组(6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组和 6:9I"̀
H -NF&)E9TI!组细胞中纤连蛋白(&型胶原(#IQb7
和 6EbRI$ 蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学
意义&!v$"2e?H(A@BeA?("BeB#("HBe$?#均 7r#e#H'#
其中 6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组细胞 6EbR蛋白相对表
达量高于 6:9I"组#纤连蛋白(&型胶原和 #IQb7相
对表达量均明显低于 6:9I"组和 6:9I" $̀ -NF&)
E9TI!组#差异均有统计学意义 &均 7r#e#H' &图 @#
表 $#"')
>3?!不同处理组泪腺组织 UC@Aa 89=中纤维化相关
蛋白的表达

6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组和 6:9I" $̀ -NF&)
E9TI!组泪腺组织 UC@Aa89=中各蛋白表达条带明显
强于 6:9I"组#6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组各蛋白表达
条带明显弱于 6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组) 6:9I"组(
6:9I"`$# -NF&)E_I$B7 组 和 6:9I"`$## -NF&)
E_I$B7组泪腺组织 UC@Aa 89=中纤连蛋白(&型胶
原(#IQb7和 6EbRI$ 蛋白相对表达量总体比较差异
均有统计学意义 &!v@Ae2>("He@>("He#$(?AeA>#均
7r#e#H'#其中 6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组细胞中各
蛋白相对表达量明显高于 6:9I"组 和 6:9I"`
$# -NF&)E_I$B7组#差异均有统计学意义 &均 7r
#e#H') 6:9I"组(6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组和 6:9I"̀
H -NF&)E9TI!组细胞中纤连蛋白(&型胶原(#IQb7
和 6EbRI$ 蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学
意义&!v$"@e2#(A?eB"(@@eB?("H?e@H#均 7r#e#H'A
其中 6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组细胞 #IQb7蛋白相对
表达量与 6:9I"组比较#差异无统计学意义 &7v
#e"B'A6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组纤连蛋白(&型胶原
和 6EbRI$ 蛋白相对表达量明显高于 6:9I"组和 6:9I
"̀ H -NF&)E9TI!组#差异均有统计学意义 &均 7r
#e#H'A6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组细胞中纤连蛋白(&
型胶原(#IQb7和 6EbRI$ 蛋白相对表达量均明显低
于 6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组#差异均有统计学意义&均
7r#e#H'&图 @#表 $#"')
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图 ?8各组 JQ?@R=;/纤维化相关蛋白表达电泳图!70眼眶脂肪结缔组织来源 UC@Aa89=! 0̂泪腺组织来源 UC@Aa89=!$0空
白对照组*"06:9I"组*@0$# -NF&)E_I$B7组*A0$## -NF&)E_I$B7组*H06:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7组*206:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组*
B0$ -NF&)E9TI!组*>0H -NF&)E9TI!组*?06:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组*$#06:9I"̀ H -NF&)E9TI!组*6:90转化生长因子*#IQb70#平
滑肌肌动蛋白*6EbR0组织金属基质蛋白酶抑制剂
;$21(#?8K4#,)('&"'(#)'2(*% '--$.('/$/6(#4*)#0&(')#$+/$+)"#JQ?@R=;/!70UC@Aa89=*<+(;<* ,+5&5+P(L')'*(M5=<45--<4L(;<
L(==0<! 0̂UC@Aa89=*<+(;<* ,+5&)'4+(&')N)'-*!$0P)'-\ 45-L+5)N+50M*"06:9I"N+50M*@0$# -NF&)E_I$B7N+50M*A0$## -NF&)E_I$B7
N+50M*H06:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7N+50M*206:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7N+50M*B0$ -NF&)E9TI!N+50M*>0H -NF&)E9TI!N+50M*?06:9I"̀
$ -NF&)E9TI!N+50M* $#06:9I" H̀ -NF&)E9TI!N+50M*6:90L+'-=,5+&(-NN+5OLJ ,'4L5+*#IQb70#I=&55LJ &0=4)<'4L(-*6EbR0L(==0<
(-J(P(L5+5,&<L'))5M+5L<(-'=<

表 <8不同质量浓度 MN6<O7组不同组织来源的 JQ?@R=;/纤维化相关蛋白相对表达量比较&%#*+TDQ'
!*.4#<8J'%&*($/'+'--$.('/$/6(#4*)#0&(')#$+#E&(#//$'+$+JQ?@R=;/0#($3#0-('% 0$--#(#+))$//1#*%'+2 0$--#(#+)0'/#/

'-MN6<O72('1&/&%#*+TDQ'

组别 样本量
眼眶脂肪结缔组织 泪腺组织

纤连蛋白 &型胶原 #IQb7 6EbRI$ 纤连蛋白 &型胶原 #IQb7 6EbRI$

6:9I"组 @ #e>"y#e#" $e#"y#e#2 $e#Ay#e#> #e"By#e#H #eA@y#e#" #e2#y#e#@ #e2?y#e$$ #e@$y#e#H

6:9I"̀ $# -NF&)E_I$B7组 @ #e>@y#e#@ $e#"y#e#> #e?#y#e#@' #e@?y#e#@' #eA?y#e#H #eH2y#e#B #e2Ay#e#A #e@By#e#H

6:9I"̀ $## -NF&)E_I$B7组 @ $e$2y#e$"' $e">y#e#H' $e$>y#e#B' #eH?y#e#2' #e>2y#e$$' #e>By#e#B' $e#2y#e#B' #e?2y#e#?'

!值 "#eBH $2e"> $He$" @>e2B @Ae2> "He@> "He#$ ?AeA>

7值 #e##" #e##A #e##H r#e##$ #e##$ #e##$ #e##$ r#e##$

!注0与各自 6:9I"组比较#'7r#e#H&单因素方差分析#_QCI,检验'!E_I$B70白细胞介素I$B7*89=0眼眶成纤维细胞*#IQb70#I平滑肌肌动蛋白*
6EbRI$0组织金属蛋白酶抑制剂 $
!T5L<0U5&M'+<* O(LJ LJ<6:9I"N+50M#'7r#e#H &8-<IO'K7T8[7#_QCI,L<=L' !E_I$B70(-L<+)<0\(-I$B7*89=05+P(L'),(P+5P)'=L=*#IQb70#I=&55LJ
&0=4)<'4L(-*6EbRI$0L(==0<(-J(P(L5+5,&<L'))5M+5L<(-'=<I$

表 >8不同质量浓度 M;P6!组不同组织来源的 JQ?@R=;/中纤维化相关蛋白表达量比较&%#*+TDQ'
!*.4#>8J'%&*($/'+'--$.('/$/6(#4*)#0&(')#$+/#E&(#//$'+$+JQ?@R=;/0#($3#0-('% 0$--#(#+))$//1#*%'+2 0$--#(#+)0'/#/

'-M;P6!2('1&/&%#*+TDQ'

组别 样本量
眼眶脂肪结缔组织 泪腺组织

纤连蛋白 &型胶原 #IQb7 6EbRI$ 纤连蛋白 &型胶原 #IQb7 6EbRI$

6:9I"组 @ #e>"y#e#" $e#"y#e#2 $e#Ay#e#> #e"Ay#e#H #eA@y#e#" #e2#y#e#@ #e2?y#e$$ #e@$y#e#H

6:9I"̀ $ -NF&)E9TI!组 @ $e#2y#e#>' $e#"y#e#@ #e?@y#e$" $eAHy#e$$' #e>$y#e#2' $e"Hy#e$$' #eHBy#e#A #e>>y#e#@'

6:9I"̀ H -NF&)E9TI!组 @ #e@By#e#H' #e"$y#e#@' #eA"y#e$"' #eA#y#e#@' #eA@y#e#" #eB#y#e$# #e"@y#e#@' #eA"y#e#"'

!值 $"2e?H A@BeA? "BeB# "HBe$? $"@e2# A?eB" @@eB? "H?e@H

7值 r#e##$ r#e##$ #e##$ r#e##$ r#e##$ r#e##$ #e##$ r#e##$

!注0与各自 6:9I"组比较#'7r#e#H&单因素方差分析#_QCI,检验'!E9TI!0!干扰素*89=0眼眶成纤维细胞*#IQb70#I平滑肌肌动蛋白*6EbRI$0
组织金属蛋白酶抑制剂 $
!T5L<0U5&M'+<* O(LJ LJ<6:9I"N+50M#'7r#e#H &8-<IO'K7T8[7#_QCI,L<=L'!E9TI!0(-L<+,<+5-I!*89=05+P(L'),(P+5P)'=L=*#IQb70#I=&55LJ &0=4)<
'4L(-*6EbRI$0L(==0<(-J(P(L5+5,&<L'))5M+5L<(-'=<I$

?8讨论

研究表明#无论是 :8患者还是健康人#人眼眶组
织细胞成分均存在异质性#特别是 89=亚群#它们可
能来源于多种前体细胞

+ A, ) '̂J-+ B,
将这群 89=细胞

描述 为 由 外 周 血 单 核 细 胞 分 化 而 来 的 UC@A`(
UcUSA`(U5))'N<- E`纤维细胞#并且最后定居于眼眶)
UC@A 是一种阶段性白细胞分化抗原#选择性表达于人
类造血干细胞(祖细胞和血管内皮细胞#随着细胞的不

断分化(发育和成熟#细胞中 UC@A 的表达量逐渐减
少#直至消失 + >, ) 在 :8患者中#UC@A`

和 UC@Aa 89=
的比例各占约 H#V#而健康人眼眶组织中均为 UC@Aa

89=+ A, ) UC@A`89=比 UC@Aa 89=亚群表达更高水平
的 6Q]S#在甲状腺激素的作用下能够刺激细胞因子#
如 E_I2(E_I$"(E_I$S7和 E_I$" 的产生 + A#?, #但 UC@Aa

亚群在 :8发病中的作用鲜有报道) 近年来有研究认
为#UC@Aa 89=可通过分泌 =)(L" 来下调 7ES%(6N和
6Q]S在纤维细胞上的表达#从而减轻炎症反应#在
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:8静止期起主要作用 + $#, )
6J$B 细胞是近年来新发现的 UCA` 6细胞亚群#

与多种自身免疫性疾病有关
+ $$a$", ) E_I$B7作为 6J$B

细胞的效应分子#在 :8发病中#特别是活动期起到关
键作用) :8患者外周血 6J$B 细胞比例和 E_I$B7水
平显著升高

+ ", ) 此外#在 UCA#_的帮助下#E_I$B7还
可促进 :8患者 89=的水肿和纤维化) 6J$B 细胞同
时还刺激 89=的促炎细胞因子 &E_I2(E_I>(单核细胞
趋化因子I$(肿瘤坏死因子I#和粒细胞集落刺激因
子'和共刺激分子&UCA# 和组织相容复合体%'的表
达#调节 89=亚群的纤维化和脂肪生成 + $@, ) 另外#有
一类病理性 6J$B 细胞可同时分泌 E_I$B7和 E9TI!#对
活动期 :8眼眶脂肪结缔组织纤维化和脂肪增生起重
要作用

+ $A, ) 除了眼眶脂肪结缔组织的炎症反应外#:8
患者还会出现严重的干眼症状#影像学表现为泪腺体积
增大

+$H, ) %4\=L<(- 等+$2,
发现泪腺腺泡细胞与球后成纤

维细胞表面同样表达 6Q]S#证实泪腺是 :8的靶器官
之一) 研究发现#:8患者泪腺的大小与患者泪液
E_I$B7(E_I$"(E_I2等炎性因子水平的变化呈正相关+$B, )

然而#上述研究并不能很好地解释 :8的静止期
纤维化改变) 随着病程延长#:8进入静止期#临床上
可表现为限制性斜视) 此外#患者泪腺功能受损及腺
体纤维化#干眼症状持续存在#此时眼眶组织中 UC@Aa

89=占主导作用 + A, ) :8患者眼眶组织中还存在 ^细
胞(6J$(6J"(6J$B 细胞等淋巴细胞浸润#其分泌的
E9TI!(E_I$B7能否通过UC@Aa89=参与到静止期纤维
化过程中是本研究的重点)

本研究团队在前期研究中发现#E_I$B7可通过
ZTdI4IZ0- 信号通路促进 6:9介导的 UC?#` 89=的纤
维化

+ $>, ) 研究结果显示#高质量浓度的 E_I$B7可以
促进 6:9I"诱导的 UC@Aa89=纤维化#其机制可能也
与 Q&'* 磷酸化以及转录因子 ZTd的激活有关) 除了
E_I$B7外#E9TI!在 :8的发病过程中具有重要作用#
它主要由 6J$ 细胞所分泌#导致眼眶组织的炎症反应
和水肿) 然而#E9TI!除了促炎功能之外还具有抗增
生及抗纤维化作用#抑制成纤维细胞的活化并减少胶
原合成

+ $?, ) 本研究发现#低质量浓度 E9TI!能促进泪
腺中 UC@Aa89=的纤维化#而高质量浓度的 E9TI!则
抑制其纤维化相关蛋白的表达) 随着 :8病程的延
长#眼眶内局部组织中 E9TI!质量浓度随着炎症的缓
解逐渐降低#推测眼眶中 E9TI!降低也是 :8静止期
发生纤维化的重要原因)

本研究通过细胞功能实验从蛋白水平部分地揭示

了静止期 :8发生纤维化的原因) 在眼眶这个特殊的

免疫环境中#眼眶成纤维细胞的异质性为我们提供了新
的研究思路) 然而#复杂的细胞因子网络对不同亚群成
纤维细胞的作用仍不清楚) 同时作为效应细胞的成纤
维细胞在不同表型状态下究竟发挥了哪些生物学功能#
与其他免疫细胞又如何相互作用#仍待进一步研究)
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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