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!!$摘要%!目的!探讨氯化锂对人 E2/H/ 囊成纤维细胞(7Ec-)缝隙连接细胞间通讯(U[>9)的影响及其

可能的作用机制'!方法!收集 "#%< 年 5 月于德州市人民医院眼科行斜视手术的 % 例患者的 E2/H/ 囊组织"

剪成 % ''j% ''j% ''的组织块"进行原代培养并传代"取第 5 代 7Ec-进行实验' 将 7Ec-分为对照组和

氯化锂处理组"对照组加入不含氯化锂的细胞培养基"氯化锂处理组加入含 C# ''H*@_氯化锂的细胞培养基"

继续培养 5C ,' 采用细胞划痕染料标记示踪法标记偶联指数"评估 U[>9功能*采用细胞免疫荧光法检测

7Ec-中 9+5$ 的表达和定位*采用实时荧光定量 V9:和 M2-G2K/ Q*HG法检测 7Ec-中 9+5$ ':]T及蛋白的表

达水平'!结果!培养的细胞呈长梭形并呈单层放射状或涡旋状贴壁生长"细胞质 N)'2/G)/ 染色呈阳性' 细

胞划痕染料示踪实验结果显示"氯化锂处理组细胞偶联指数为 <Y#5p#YB$"明显高于对照组的 5Y<5p#Y$<"差

异有统计学意义(3qX%CY?<"Ih#Y#%)' 免疫荧光染色结果显示"对照组可见 9+5$ 荧光呈点状分布于细胞相

连处的细胞膜上"氯化锂处理组 9+5$ 染色明显增强' 实时荧光定量 V9:结果显示"对照组 9+5$ ':]T相对

表达量设为 %"氯化锂处理组 9+5$ ':]T相对表达量明显升高"为 %Y<?p#Y"$"差异有统计学意义 (3q

X%5Y5";"Ih#Y#%)' M2-G2K/ Q*HG检测结果显示"氯化锂处理组 9+5$ 蛋白相对表达量为 #YC?%p#Y#B?"明显高

于对照组的 #Y55;p#Y#"C"差异有统计学意义(3qX%%Y;C""Ih#Y#%)'!结论!氯化锂可上调 7Ec-中 9+5$

':]T及蛋白表达并增强 7Ec-间 U[>9功能"提示氯化锂增强 U[>9的功能可能是其抑制 7Ec-增生的机制

之一'!

$关键词%!氯化锂* 缝隙连接* 人 E2/H/ 囊成纤维细胞* 青光眼

8=>#%#1$?;#@4'(1A14/%%B<C<D"#"##$"5D##%<;

W0$21-%"/04-*-#4)/1%* "&1/41610",9 -&&-#0"&(1041$*#4(",12-"/04-+,"(1&-,)01"/"&4$*)/T-/"/#)+%$(-

&16,"6()%0%

J,& ;&("&(D"L(& ."/$<"/$A"L(/$- L($-D"=/$ %(/,M&$A"W/$- )(O($-A

D0#1/234#$3,561"3"/'4,',-*"0#\",& I#,1'#Z<;,<1(3/'"0#\",& I#,1'#Z<;,<1(3/'K55('(/3#> 3,W#(5/$- S#>(H/'

!,''#-#"0#\",& A^CBDU"!"($/*AW#(5/$- 7*#;,<1(3/'" I,<3-2/>&/3#:2/($($- _/<#,5W#(5/$- S#>(H/'!,''#-#"

W#(5/$- AVDBUD"!"($/

!,22#<1,$>($- /&3",2#W/$- )(O($-"74/('#X/$-MÒDTFDVCGH,4

"56%0,)#0#7A6B-#01.-7EH)/N2-G)I(G2G,22JJ24GHJ*)G,).'4,*HK)32(_)9*) H/ G,2I(F A./4G)H/(*)/G2K42**.*(K

4H''./)4(G)H/ (U[>9) )/ ,.'(/ E2/H/ 4(F-.*2J)QKHQ*(-G-(7Ec-) (/3 )G-./32K*P)/I'24,(/)-'1!C-04"2%!

E,2E2/H/ 4(F-.*2G)--.2HJ(F(G)2/GL,H./32KL2/G-GK(Q)-'.--.KI2KP)/ 82O,H. V2HF*2R-7H-F)G(*)/ TFK)*"#%<

L(-4H**24G23 (/3 4.G)/GHG)--.2Q*H4S-HJ3)'2/-)H/-% ''j% ''j% ''1VK)'(KP4.*G.K2(/3 -.Q4.*G.K2L2K2

4(KK)23 H.G"(/3 G,25G,DI2/2K(G)H/ 7Ec-L2K2G(S2/ JHK2+F2K)'2/G17Ec-L2K23)N)323 )/GHG,24H/GKH*IKH.F (/3 _)9*

GK2(G'2/GIKH.F (/3 L2K24.*G.K23 L)G, 42**'23).'L)G,H.GHKL)G, C# ''H*@__)9*JHK(/HG,2K5C ,H.K-(44HK3)/I

GHIKH.F)/I1E,242**-4K(G4, (/3 3P2*(Q2*)/IG24,/)i.2L2K2.-23 GH*(Q2*G,24H.F*)/I)/32+(/3 2N(*.(G2G,2U[>9

J./4G)H/1E,22+FK2--)H/ (/3 *H4(*)O(G)H/ HJ9+5$ )/ 7Ec-L2K232G24G23 QP)''./HJ*.HK2-42/42-G()/)/I1E,2

2+FK2--)H/ *2N2*-HJ9+5$ ':]T(/3 FKHG2)/ L2K232G24G23 QPK2(*DG)'2J*.HK2-42/42i.(/G)G(G)N2V9:(/3 M2-G2K/

Q*HG"K2-F24G)N2*P1E,2-G.3PFKHGH4H*L(-(FFKHN23 QP(/ &G,)4-9H'')GG22HJ82O,H. V2HF*2R-7H-F)G(*(]H1"#%<D

!$;C!中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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#"$)1MK)GG2/ )/JHK'23 4H/-2/GL(-HQG()/23 JKH'G,2-.QA24G1!D-%$(0%!E,24.*G.K23 -F)/3*2D-,(F23 7Ec-IK2L

(3,2K)/IGHG,2L(**-,HL)/IK(3)(*'H/H*(P2KHKNHKG2+*)S2"(/3 G,24PGHF*(-'L(-N)'2/G)/ FH-)G)N21:2-.*G-HJ3P2

GK(42K2+F2K)'2/GHJ42**-4K(G4, -,HL23 G,(GG,242**4H.F*)/I)/32+HJ_)9*GK2(G'2/GIKH.F L(-<Y#5p#YB$"L,)4,

L(--)I/)J)4(/G*P,)I,2KG,(/ 5Y<5p#Y$< HJG,24H/GKH*IKH.F (3qX%CY?<"Ih#Y#%)1>''./HJ*.HK2-42/42-G()/)/I

-,HL23 G,(GG,29+5$ J*.HK2-42/42L(-3HGG23 )/ G,242**'2'QK(/2Q2GL22/ (3A(42/G42**-)/ G,24H/GKH*IKH.F"(/3

9+5$ -G()/)/IL(-HQN)H.-*P2/,(/423 )/ G,2_)9*GK2(G'2/GIKH.F1E,2K2-.*G-HJK2(*DG)'2J*.HK2-42/42i.(/G)G(G)N2

V9:-,HL23 G,(GL)G, K2*(G)N22+FK2--)H/ *2N2*HJ9+5$ ':]T)/ G,24H/GKH*IKH.F -2GGH%"G,2K2*(G)N22+FK2--)H/

*2N2*HJ9+5$ )/ G,2_)9*GK2(G'2/GIKH.F L(--)I/)J)4(/G*P)/4K2(-23 GH%Y<?p#Y"$"-,HL)/I(-G(G)-G)4(*-)I/)J)4(/42

Q2GL22/ G,2' (3qX%5Y5";"Ih#Y#%)1M2-G2K/ Q*HG-,HL23 G,(GG,2K2*(G)N22+FK2--)H/ *2N2*HJ9+5$ FKHG2)/ L(-

#YC?%p#Y#B? )/ G,2_)9*GK2(G'2/GIKH.F"L,)4, L(--)I/)J)4(/G*P,)I,2KG,(/ #Y55;p#Y#"C )/ G,24H/GKH*IKH.F (3q

X%%Y;C""Ih#Y#%)1! 3"/#($%1"/%! _)9*4(/ 2/,(/42G,2U[>9J./4G)H/ Q2GL22/ 7Ec-QP.FK2I.*(G)/IG,2

2+FK2--)H/ *2N2*-HJ9+5$ ':]T(/3 FKHG2)/"-.II2-G)/IG,(GG,22/,(/423 U[>9J./4G)H/ QP_)9*'(PQ2H/2HJG,2

'24,(/)-'-HJ)G-)/,)Q)G)H/ H/ 7Ec-FKH*)J2K(G)H/1

"8-9 :",2%#7_)G,).'4,*HK)32* U(F A./4G)H/* 7.'(/ E2/H/ 4(F-.*2J)QKHQ*(-G-* U*(.4H'(

8=>#%#1$?;#@4'(1A14/%%B<C<D"#"##$"5D##%<;

!!青光眼滤过手术是治疗青光眼常用的方法"术
后人眼 E2/H/ 囊成纤维细胞 ( ,.'(/ E2/H/ 4(F-.*2
J)QKHQ*(-G-"7Ec-)过度增生导致瘢痕化是青光眼滤过
手术失败的主要原因' 目前临床上常用的抗瘢痕抗代
谢药物有丝裂霉素 9和 BD氟尿嘧啶 + %X", "临床实践证

实这类药物能抑制滤过通道组织的瘢痕化"提高青光
眼手术的成功率"但药物相关的毒性作用和不良反应
不容小觑' 青光眼术后滤过通道瘢痕化一直是困扰医
学界的难题"探索不同机制的抑制瘢痕化药物对于提
高滤过手术的成功率具有重要意义' 研究发现"在创
伤愈合过程中缝隙连接细胞间通讯 (I(F A./4G)H/(*
)/G2K42**.*(K4H''./)4(G)H/"U[>9)功能下降"提示 U[>9

功能降低对创伤愈合具有重要的促进作用
+ $, ' 已有

研究通过划痕负荷法观察到氯化锂对体外培养的成纤

维细胞具有上调 U[>9的作用"同时发现其能够促进大
鼠肉芽组织的成熟"并且肉芽组织成纤维细胞 U[>9的
表达水平影响伤口愈合过程中肉芽组织沉积物的质量

和数量
+ 5, ' 研究表明"体外培养的 7Ec-具有较强的

U[>9功能"通过连接蛋白(4H//2+)/"9+) 5$ 介导 U[>9

赋予细胞能够相互传递信息的能力"提示在人眼创伤
愈合过程中 U[>9在成纤维细胞功能同步化方面发挥
着重要作用

+ B, ' 本课题组先前的研究证实"作为 U[>9

上调剂的氯化锂&芹黄素对体外培养的 7Ec-具有增
生抑制作用"且氯化锂在 5# l%;# ''H*@_范围内对
7Ec-的增生抑制作用呈时间和浓度依赖性 + ;X?, ' 本

研究拟探讨氯化锂对 7Ec-的增生抑制作用是否与上
调 U[>9功能有关"以期为氯化锂用于青光眼滤过手术
提供依据'

;7材料与方法

;1;!材料
;1;1;!标本来源!收集 "#%< 年 5 月于德州市人民医
院眼科行斜视手术的 % 例 %% 岁女性斜视患者的 E2/H/
囊组织' 本研究经德州市人民医院伦理委员会批准
(批文号#"#%<D#"$)"标本提供者知晓本研究目的并签
署知情同意书'
;1;1< !主要试剂及仪器!氯化锂&荧光黄染料
(_.4)J2KP2**HL3P2"_̂ )&罗丹明X葡聚糖(:,H3(')/2D
82+GK(/":8) (美国 6)I'(公司)*8d&d培养基&胎牛
血清(美国 7P9*H/2公司)*鼠抗人波形蛋白(N)'2/G)/)
单克隆抗体(=E>B8?"北京中杉金桥生物技术有限公
司)* c>E9标记的兔抗鼠 >IU二抗 ( (Q;?"5"英国
TQ4('公司)*鼠抗人 9+5$ 单克隆抗体( 9̀ D%e%"美国
>/N)GKHI2/ 公司)*逆转录试剂盒&实时荧光定量 V9:
试剂盒(大连宝生物工程有限公司)' cHK'(9=" 培养

箱(美国 E,2K'Hc)-,2K公司)*光学倒置显微镜(E75D
"##"日本 =*P'F.-公司)*V9:仪&实时定量 V9:仪
(澳大利亚 9HKQ2GG公司)*激光扫描共焦显微镜(德国
_2)4(E96 6V&公司)'
;1<!方法
;1<1;!7Ec-培养!将斜视手术中所取的结膜下
E2/H/ 囊组织块剪成 % ''j% ''j% ''的小组织块"
接种于培养皿中"周围滴加 % '*含体积分数 %BZ胎牛
血清&%## f@'*(商品单位)青霉素&%## f@'*链霉素
的 8d&d培养基"置于 $? k&体积分数 BZ 9=" 培养

箱中培养 $ ,"待组织块贴壁牢固后"向培养皿中加入
B '*8d&d培养基"使组织块浸入其中"进行传代培

!5;C! 中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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养"取第 5 代细胞用于实验'
;1<1<!7Ec-鉴定!将生长良好的第 5 代 7Ec-接种
于 ; 孔板中"生长达 CBZ融合后"采用 #Y#% 'H*@_磷
酸盐缓冲液(F,H-F,(G2Q.JJ2K23 -(*)/2"Ve6)洗涤 " 次"
质量分数 5Z多聚甲醛溶液固定 ;# ')/"Ve6 洗 $ 次"
每次 $ ')/"体积分数 #Y$Z EK)GH/ D̀%## 室温孵育
"# ')/"Ve6 洗 $ 次"每次 $ ')/"质量分数 %#Z正常山
羊血清封闭液 $? k孵育 $# ')/"弃去封闭液"加入鼠
抗人 N)'2/G)/ 单克隆抗体(% a"##) 5 k过夜"Ve6 洗 $
次"每次 $ ')/"加入稀释的 c>E9标记兔抗鼠 >IU二抗
(%a%##)$? k孵育 " ,"Ve6 洗 $ 次"每次 $ ')/"荧光显
微镜下观察并拍照' 采用Ve6 代替一抗作为阴性对照'
;1<1=!7Ec-分组及处理!将细胞体透亮&细胞质丰
富的第 5 代细胞接种于 ; 孔板"待细胞达 ;#Zl?#Z
融合后"将 ; 孔板培养的细胞分成对照组和氯化锂处
理组"对照组加入不含氯化锂的细胞培养基"氯化锂处
理组加入含 C# ''H*@_氯化锂的细胞培养基"继续培
养 5C ,'
;1<1>!细胞划痕染料示踪法评估 U[>9功能!取 ; 孔
板培养的细胞"弃去培养液"用 Ve6 洗涤细胞 $ 次"加
入相对分子质量为 5B?Y"5&质量浓度为 #YB I@_的 _̂
% '*和相对分子质量为 ?# ###&质量浓度为 #YB I@_
的 :8染料 % '*"用手术刀片在平皿底部轻轻划数条
线"静止 B ')/"吸出染液"Ve6 洗 $ 次"去除游离的荧
光染料及脱落的细胞' 滴加 5Z多聚甲醛固定 "# ')/
后置于光学显微镜下观察并拍照"记录偶联指数' :8
只能局限于划痕旁损伤的细胞中"不能通过 U[>9传
递"_̂ 可以通过 U[>9传递' 偶联指数q呈现黄绿色
荧光的 _̂ 标记细胞数@呈现红色荧光的 :8标记细胞
数"偶联指数越高"与 U[>9相关联的成纤维细胞数量
越多' 实验重复 $ 次"取平均值'
;1<1比!细胞免疫荧光法检测 7Ec-中 9+5$ 的表达和
定位!取 ; 孔板培养的细胞"弃去培养液"用 Ve6 洗
涤细胞 $ 次"每次 $ ')/' 5Z多聚甲醛固定 ;# ')/"
Ve6 洗 $ 次"每次 $ ')/' 体积分数 %#Z正常山羊血
清封闭液 $? k孵育 $# ')/"弃去封闭液"加入稀释的
鼠抗人 9+5$ 抗体(% a"B#)5 k过夜"Ve6 洗 $ 次"每次
$ ')/"加入稀释的c>E9标记的兔抗鼠 >IU二抗(%a%##)
$? k孵育 " ,"Ve6 洗 $ 次"每次 $ ')/"7H2-4,-G$$"BC
染核 "# ')/"Ve6 洗 $ 次"每次 $ ')/' 采用体积分数
B#Z无荧光缓冲甘油封片"在激光扫描共焦显微镜下
观察并拍照' 9+5$ 主要分布于细胞相连处的细胞膜
上"呈绿色荧光"细胞核呈蓝色荧光'
;1<1K!实时荧光定量 V9:法检测 7Ec-中 9+5$

':]T表达!取 ; 孔板中的培养细胞"按照说明书提
取总 :]T"将其逆转录为 48]T' !EUC 正向引物序列
为 B1DTETUT9UUTE9EUTUEU99EUTTD$1"反向引物
序列为 B1DU9E99TUE9T999TEUEEUD$1*aKI0;正
向引物序列为 B1DU9T99UE9TTUU9EUTUTT9D$1"反
向引物序列为 B1DEUUEUTTUT9U99TUEUUTD$1' 反
应条件为 <B k预变性 B -*<B k变性 $# -"BC k退火
及延伸 "# -"循环 5# 次' 采用熔解曲线验证扩增产物
纯度' 以 UTV87为内参照"各实验组采用 $ 管平行
扩增"重复 $ 次' 采用 "X""9G

法计算 9+5$ ':]T相对
表达量'
;1<1组!M2-G2K/ Q*HG法检测 7Ec-中 9+5$ 蛋白表达!
收集 7Ec-"加入细胞裂解液提取细胞总蛋白"测定蛋
白浓度"样品在 <B k下变性 B ')/"每孔蛋白上样量
为 $# $I"行聚丙烯酰胺凝胶电泳"电转至聚偏氟乙烯
膜上' 质量分数 BZ脱脂奶粉封闭 % ,"加入鼠抗人
9+5$ 单克隆抗体(% a"B#)5 k过夜"Ve6 漂洗"加入辣
根过氧化物酶标记的羊抗鼠 >IU( % a" B##)室温孵育
% ')/"`线曝光"以 !D(4G)/ 作为内参"进行图像扫描
分析' 9+5$ 蛋白相对表达量q9+5$ 蛋白条带灰度值@
!D(4G)/ 条带灰度值'
;1=!统计学方法

采用 6V66 "%Y# 统计学软件进行统计分析"计量
资料数据经 6,(F)KHDM)*S 检验证实符合正态分布"以
'2(/p68描述"采用 _2N2/2检验证实组间数据资料方
差齐"计数资料以频数和百分数描述' 采用均衡分组
单因素干预两水平研究设计"对照组与氯化锂处理组
间偶联指数&9+5$ ':]T和蛋白相对表达量比较均采
用独立样本 3检验' Ih#Y#B 为差异有统计学意义'

<7结果

<1;!7Ec-鉴定
7Ec-组织块接种后约 C 3 可见细胞由组织块周

围游离出来"细胞呈典型的长梭形"细胞体透亮"细胞
质丰富"细胞核呈圆形或椭圆形' $ 周左右长满培养
皿并融合"细胞呈单层放射状或涡旋状贴壁生长' 培
养细胞的细胞质中可见 N)'2/G)/ 阳性表达"呈均匀的
绿色荧光"细胞核为无荧光暗区(图 %)' 根据取材部
位&细胞形态及免疫荧光检测可确定为 7Ec-'
<1<!" 个组 7Ec-偶联指数比较

细胞划痕染料示踪实验显示"氯化锂处理组 _̂
传递的细胞层数明显增多(图 ")' 氯化锂处理组细胞
偶联指数为 <Y#5 p#YB$"明显高于对照组的 5Y<5 p
#Y$<"差异有统计学意义(3qX%CY?<"Ih#Y#%)'

!B;C!中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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40μm

图 ;7培养细胞中 .1*-/01/免疫荧光染色图 (c>E9j5##"标尺 q
5# $')!培养细胞的细胞质中 N)'2/G)/ 呈阳性表达"为绿色荧光
!1'$,-; 7 L**$/"&($",-%#-/#-%0)1/1/' "&.1*-/01/ 1/ #$(0$,-2
#-((%(c>E9j5##"Q(Kq5# $')!\)'2/G)/DFH-)G)N22+FK2--)H/ (IK22/
J*.HK2-42/42) L(-HQ-2KN23 )/ G,24PGHF*(-'

B

C D

A160μm 160μm

160μm 160μm

图 < 7 < 个组 FT!%细胞划痕染料示踪法测定 (j%##"标尺 q
%;# $')!带有 :8染料的细胞呈红色荧光"带有 _̂ 染料的细胞呈

绿色荧光":8仅局限于划痕旁损伤的细胞中"_̂ 通过 U[>9向周围
细胞内传递"氯化锂处理组 _̂ 传递的细胞层数明显增多!Tm对照
组 :8荧光染色!em氯化锂处理组 :8荧光染色!9m对照组 _̂ 荧

光染色!8m氯化锂处理组 _̂ 荧光染色

!1'$,-< 7 W#,)+-@(")21/' )/229-0,)/%&-,"&FT!%1/04-0:"
',"$+%(j%##"Q(Kq%;# $')!92**-L)G, :83P2-,HL23 K23 J*.HK2-42/42
(/3 42**-L)G, _̂ 3P2FK2-2/G23 IK22/ J*.HK2-42/421:8L(-K2-GK)4G23 GH
42**-L)G, F(K(-4K(G4, 3('(I2" (/3 _̂ 4H.*3 Q2 32*)N2K23 GH G,2
-.KKH./3)/I42**-G,KH.I, U[>91E,2/.'Q2KHJ42***(P2K--G()/23 L)G, _̂
L(--)I/)J)4(/G*P)/4K2(-23 )/ G,2_)9*GK2(G'2/GIKH.F!Tm9H/GKH*IKH.F
L)G, :8-G()/)/I!em_)9*GK2(G'2/GIKH.F L)G, :8-G()/)/I!9m9H/GKH*
IKH.F L)G, _̂ -G()/)/I!8m_)9*GK2(G'2/GIKH.F L)G, _̂ -G()/)/I

<1=!" 个组 7Ec-中 9+5$ 的表达及定位比较
免疫荧光染色结果显示"对照组 7Ec-中 9+5$ 荧

光呈点状分布于细胞相连处的细胞膜上"呈绿色荧光"
氯化锂处理组 7Ec-中 9+5$ 荧光强度较对照组明显
增强(图 $)'

BA40μm 40μm

图 =7< 个组 FT!%中 3G>= 免疫荧光染色图(7H2-4,-G$$"BC j5##"

标尺q5# $')!9+5$ 主要分布于细胞相连处的细胞膜上"呈绿色荧
光"细胞核呈蓝色荧光m与对照组相比"氯化锂处理组9+5$ 染色明显
增强!Tm对照组!em氯化锂处理组
!1'$,-=7L**$/"&($",-%#-/#-%0)1/1/' "&3G>= 1/FT!%"&04-0:"
',"$+%(7H2-4,-G$$"BC j5##"Q(Kq5# $')!9+5$ 2+FK2--)H/ (IK22/
J*.HK2-42/42) L(-HQ-2KN23 )/ G,242**'2'QK(/2Q2GL22/ (3A(42/G42**-"
(/3 G,2/.4*2)-,HL23 Q*.2J*.HK2-42/4219H'F(K23 L)G, G,24H/GKH*
IKH.F"9+5$ -G()/)/IL(-HQN)H.-*P2/,(/423 )/ G,2_)9*GK2(G'2/G
IKH.F!Tm9H/GKH*IKH.F!em_)9*GK2(G'2/GIKH.F

<1>!" 个组 7Ec-中 9+5$ ':]T表达比较
对照组 9+5$ ':]T的相对表达量设为 %"氯化锂

处理组 9+5$ ':]T的相对表达量为 %Y<?p#Y"$"明显
高于对照组"差异有统计学意义(3qX%5Y5";"Ih#Y#B)'
<1比!" 个组 7Ec-中 9+5$ 蛋白表达比较

M2-G2K/ Q*HG检测结果显示"氯化锂处理组 9+5$
蛋白表达条带亮度显著强于对照组m氯化锂处理组
9+5$ 蛋白相对表达量为 #YC?%p#Y#B?"明显高于对照
组的 #Y55;p#Y#"C"差异有统计学意义 (3qX%%Y;C""
Ih#Y#%)(图 5)'

B

对照组
氯化锂
处理组

Cx43

β�actin

1.00
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0.60
0.50
0.40
0.30
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0.10

0Cx
43

蛋
白

相
对

表
达

量 a

对照组 氯化锂
处理组A

图 >7< 个组 3G>= 蛋白表达比较!TmM2-G2K/ Q*HG法检测 9+5$ 蛋白
表达电泳图!与对照组比较"氯化锂处理组 7Ec-中 9+5$ 蛋白表达
条带明显增强!em" 个组 9+5$ 蛋白相对表达量比较!与对照组比

较"(Ih#Y#B(独立样本 3检验"$q$)!9+m连接蛋白m!D(4G)/m!肌动
蛋白

!1'$,->73"*+),1%"/"&3G>= +,"0-1/-G+,-%%1"/6-0:--/04-0:"
',"$+%7Tm&*24GKHF,HK2GHIK(' HJ9+5$ FKHG2)/ 2+FK2--)H/ QPM2-G2K/
Q*HG! 9H'F(K23 L)G, G,24H/GKH*IKH.F"G,22+FK2--)H/ Q(/3 HJ9+5$
FKHG2)/ )/ G,2 _)9*GK2(G'2/GIKH.F L(--)I/)J)4(/G*P 2/,(/423 !
em9H'F(K)-H/ HJG,2K2*(G)N22+FK2--)H/ *2N2*-HJ9+5$ FKHG2)/ Q2GL22/

G,2GLHIKH.F-!9H'F(K23 L)G, G,24H/GKH*IKH.F"(Ih#Y#B (>/32F2/32/GD
-('F*2-3G2-G"$q$)!9+m4H//2+)/

!;;C! 中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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=7讨论

青光眼是以病理性眼压升高造成特征性视神经损

害和视野缺损的一组疾病"若不及时进行有效治疗会
致盲' "#"# 年全球原发性青光眼患病人数超过 ? ;##
万""#5# 年将超过 % 亿 + C, ' 中国是青光眼患者人数较
多的国家""#"# 年中国青光眼患者人数约为 " %## 万"
致盲人数达 B;? 万 + <X%#, ' 对于药物难以控制的青光
眼"滤过性手术是首选的治疗方法' 为了提高手术成
功率"术中常规应用丝裂霉素&BD氟尿嘧啶等抗代谢药
物来抑制滤过通道的纤维瘢痕化"但术后滤过泡渗漏&
疱疹感染&化脓性眼内炎&慢性低眼压&低眼压性黄斑
病变和角膜上皮细胞毒性等并发症也随之增多"使得
其临床应用效果不佳

+ %%, ' 因此"寻求新的瘢痕愈合调
控方法成为眼科界面临的挑战'

缝隙连接是细胞与外界环境进行离子交换的膜通

道结构"对于维持细胞内外离子动态平衡具有重要作
用

+ %", ' 9+5$ 是哺乳动物体内表达广泛的 9+"某些信
号分子与 9+5$ 的羧基端特定位点相互作用可以调节
缝隙连接通道的开放与关闭

+ %$, ' 缝隙连接在创伤愈
合的研究主要集中于皮肤"有研究证实"与正常成纤维
细胞相比"增生性瘢痕中成纤维细胞间通讯受到抑制"
瘢痕疙瘩中成纤维细胞间通讯被阻断

+ %5, ' 另有研究
发现"正常成纤维细胞一旦相互接触后则停止生长"而
增生性瘢痕中的部分成纤维细胞和瘢痕疙瘩中成纤维

细胞接触后仍继续增生
+ %BX%;, ' 这些研究表明"细胞间

正常的通讯功能被抑制可能是导致瘢痕形成的原因之

一' 有研究发现"创伤后 % l" 3"伤口边缘细胞中
9+5$ 的表达及细胞间的通讯连接功能短暂降低以促
进细胞增生"随着伤口的不断愈合"9+5$ 的表达量逐
渐升高"形成更多的 U[>9"以便于细胞间的信息交流"
而大量增生的细胞会逐渐凋亡

+ %?, ' 降低伤口处 9+5$
蛋白的表达水平会显著加快伤口愈合的速度和质量"
具体表现在角化细胞迁移和增生加快&纤维细胞分化
为肌成纤维细胞的速度加快&肉芽组织形成及成熟提
前等

+ %CX"%, ' 这些研究提示我们"在创伤愈合过程中"
缝隙连接蛋白表达异常和 U[>9功能异常可能是细胞
增生活跃导致瘢痕形成的原因之一' 青光眼术后术区
成纤维细胞过度增生导致瘢痕形成是手术失败的主要

原因"然而其瘢痕化和皮肤中瘢痕形成的原因是否一
致"通过 U[>9调节剂能否对青光眼滤过术区成纤维细
胞进行有效干预仍不清楚"这是本课题研究的重点'

本实验采用氯化锂干预体外培养的 7Ec-5C ,"
结果显示 7Ec-间偶联指数明显高于对照组"证实氯

化锂具有上调 U[>9功能的作用' 氯化锂处理组 9+5$
':]T和蛋白的相对表达量明显高于对照组"对照组
9+5$ 荧光呈点状分布于细胞相连处的细胞膜上"氯化
锂处理组 9+5$ 荧光染色明显增强"证实氯化锂能够促
进 9+5$ 表达' 由此推断"氯化锂增强 U[>9功能是抑
制 7Ec-增生的机制之一' 这不仅为氯化锂应用于抗
青光眼滤过手术瘢痕化提供了证据"也为调控青光眼
滤过术后瘢痕化的治疗提供了新的思路' 然而"这一
实验是基于体外培养的 7Ec-完成"而氯化锂在活体
内的抑制作用是否与体外一致"以及 U[>9调节剂的确
切疗效和安全范围等仍有待进一步在动物体内验证'
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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)/,)Q)G)H/ HJ9H//2+)/5$ 2+FK2--)H/ (GG,2-)G2HJ)/A.KP+[,1eK[V*(-G
6.KI""##B"BC(B) a;BCX;;?18=>#%#1%#%;@A1QAF-1"##51%"1#""1

+%;,dHP2KW&" 6(II2K-U9" &,K*)4, 7V1d(-G42**-FKH'HG2J)QKHQ*(-G
FHF.*(G23 4H**(I2/ *(GG)424H/GK(4G)H/ G,KH.I, I(F A./4G)H/ )/G2K42**.*(K

4H''./)4(G)H/+[,1MH./3 :2F()K:2I2/" "##5" %" ( $) a";<X"?B1
8=>#%#1%%%%@A1%#;?D%<"?1"##51#%"$%#1+1

+%?,WK2GOd"d((--W"M)**24S2W1&+FK2--)H/ (/3 J./4G)H/ HJ4H//2+)/-)/
G,22F)32K')-"(/(*PO23 L)G, GK(/-I2/)4'H.-2'.G(/G-+[,1&.K[92**
e)H*""##5"C$(%%X%") a;5?X;B518=>#%#1%#?C@#%?%D<$$BD##5""1

+%C,d2/3HO(D](K(/AHT"9HK')2V"62KK(/HT&"2G(*1E(KI2G)/I9+5$ (/3
]D4(3,2K)/"L,)4, (K2(Q/HK'(**P.FK2I.*(G23 )/ N2/H.-*2I.*42K-"
)/J*.2/42-')IK(G)H/"(3,2-)H/ (/3 (4G)N(G)H/ HJ:,HUEV(-2-+[@=_,1
V_H6 =/2""#%"" ? ( B) a2$?$?5 + "#"%X#$X%;,1,GGF-#@@F.Q'231
/4Q)1/*'1/),1IHN@"";%B<<5@18=>#%#1%$?%@AH.K/(*1FH/21##$?$?51

+%<,=/I-G(3 &_"=Rn.)// dV"U,(G/2S(KU6"2G(*1T9H//2+)/5$ ')'2G)4
F2FG)32 FKH'HG2- K2I2/2K(G)N2 ,2(*)/I (/3 )'FKHN2- '24,(/)4(*
FKHF2KG)2-)/ -S)/ (/3 ,2(KG+[,1T3NMH./3 9(K2(]2L:H4,2**2) "
"#%$""(") aBBX;"18=>#%#1%#C<@LH./31"#%%1#$5%1

+"#,MK)I,G96"N(/ 6G22/-2*dT"7H3I)/-de"2G(*19H//2+)/ ')'2G)4
F2FG)32-)'FKHN242**')IK(G)H/ K(G2-HJ,.'(/ 2F)32K'(*S2K(G)/H4PG2-
(/3 32K'(*J)QKHQ*(-G-($ @(32,+[,1MH./3 :2F()K:2I2/""##<"%?(") a
"5#X"5<18=>#%#1%%%%@A1%B"5D5?B 1̀"##<1##5?%1+1

+"%, 6,(Hn" M(/I7" d4_(4,*(/ &" 2G(*18HL/DK2I.*(G)H/ HJ9+5$ QP
K2GKHN)K(*32*)N2KPHJ-'(**)/G2KJ2K)/I:]T FKH'HG2-(/ (IIK2--)N2
QK2(-G4(/42K42**F,2/HGPF2+[,19(/42K:2-""##B";B(?) a"?#BX"?%%1
8=>#%#1%%BC@###CDB5?"19T]D#5D"$;?1

(收稿日期#"#"%X#$X"5!修回日期#"#"%X#CX"$)

(本文编辑#刘艳!施晓萌)

读者!作者!编者

眼科常用英文缩略语名词解释

Td8#年龄相关性黄斑变性((I2DK2*(G23 '(4.*(K32I2/2K(G)H/)

T]=\T#单因素方差分析(H/2DL(P(/(*P-)-HJN(K)(/42)

efE#泪膜破裂时间(QK2(S.F G)'2HJG2(KJ)*')

8:#糖尿病视网膜病变(3)(Q2G)4K2G)/HF(G,P)

&Tf#实验性自身免疫性葡萄膜炎(2+F2K)'2/G(*(.GH)''./2.N2)G)-)

&Uc#表皮生长因子(2F)32K'(*IKHLG, J(4GHK)

&_>6T#酶联免疫吸附测定(2/OP'2D*)/S23 )''./H-HKQ2/G(--(P)

&:U#视网膜电图(2*24GKHK2G)/HIK(')

ccT#荧光素眼底血管造影(J./3.-J*.HK2-42)/ (/I)HIK(F,P)

cUc#成纤维细胞生长因子(J)QKHQ*(-GIKHLG, J(4GHK)

UcV#绿色荧光蛋白(IK22/ J*.HK2-42/GFKHG2)/)

>c]D)#)干扰素()/G2KJ2KH/D))

>_#白细胞介素()/G2K*2.S)/)

>=_#人工晶状体()/GK(H4.*(K*2/-)

>:eV#光间受体视黄类物质结合蛋白()/G2KF,HGHK242FGHKK2G)/H)3

Q)/3)/IFKHG2)/)

_T6>W#准分子激光角膜原位磨镶术(*(-2K)/ -)G. S2K(GH')*2.-)-)

>9UT#吲哚菁绿血管造影()/3H4P(/)/2IK22/ (/I)HIK(F,P)

_&9-#晶状体上皮细胞(*2/-2F)G,2*)(*42**-)

'):]T#微小 :]T(')4KH:]T)

ddV#基质金属蛋白酶('(GK)+'2G(**HFKHG2)/(-2)

'E=:#哺 乳 动 物 类 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 ( '(''(*)(/ G(KI2GHJ

K(F('P4)/)

dEE#四甲基偶氮唑盐('2G,P*G,)(OH*P*G2GK(OH*).')

]c#核转录因子(/.4*2(KJ(4GHK)

=9E#光相干断层扫描(HFG)4(*4H,2K2/42GH'HIK(F,P)

=:#优势比(H33-K(G)H)

VT9U#原发性闭角型青光眼(FK)'(KP(/I*2D4*H-.K2I*(.4H'()

V9:#聚合酶链式反应(FH*P'2K(-24,()/ K2(4G)H/)

:U9-#视网膜节细胞(K2G)/(*I(/I*)H/ 42**-)

V=TU#原发性开角型青光眼(FK)'(KPHF2/ (/I*2I*(.4H'()

:e#视网膜母细胞瘤(K2G)/HQ*(-GH'()

:V&#视网膜色素上皮(K2G)/(*F)I'2/G2F)G,2*).')

:]\#视网膜新生血管(K2G)/(*/2HN(-4.*(K)O(G)H/)

:V#视网膜色素变性(K2G)/)G)-F)I'2/GH-()

6#G#基础泪液分泌试验(64,)K'2K# G2-G)

-,:]T#小发夹 :]T(-,HKG,()KF)/ :]T)

-):]T#小干扰 :]T(-'(**)/G2KJ2K)/I:]T)

"D6dT#"D平滑肌肌动蛋白("D-'HHG, '.-4*2(4G)/)

ET=#甲状腺相关眼病(G,PKH)3D(--H4)(G23 HF,G,(*'HF(G,P)

EUc#转化生长因子(GK(/-JHK')/IIKHLG, J(4GHK)

E]c#肿瘤坏死因子(G.'HK/24KH-)-J(4GHK)

fed#超声生物显微镜(.*GK(-H./3 Q)H')4KH-4HF2)

\&Uc#血管内皮生长因子(N(-4.*(K2/3HG,2*)(*IKHLG, J(4GHK)

\&V#视觉诱发电位(N)-.(*2NHS23 FHG2/G)(*)
(本刊编辑部)

!C;C! 中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#




