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!实验研究!

\̀\E8氯离子通道靶向阻滞对人结膜成纤维
细胞纤维化的抑制作用及其机制

吴沙仁高娃!崔仁哲!卢迪!丁浩轩!孙丽霞
延边大学附属医院眼科"延吉 #AA$$$
通信作者#孙丽霞"&'()*#2-6*Tl8$$=0#%A15.'

!!$摘要%!目的!探讨 \̀ \E8 氯离子通道靶向阻滞对人结膜成纤维细胞 )R\.6:*纤维化过程的抑制作
用'!方法!将 R\.6:分为空白对照组&脂质体 8$$$) )̀N.8$$$*组&无义小干扰 XY;)2)XY;*组和 \̀ \E8
2)XY;转染组"其中空白对照组不做任何处理"其他各组分别采用含有相应转染试剂的培养基培养' 采用实
时荧光定量 O\X法检测各组细胞中 \̀ \E8 'XY;的表达水平(采用 \\ZE= 试剂盒检测各组 R\.6:的增生能
力"即吸光度)S*值(采用流式细胞仪检测各组 R\.6:凋亡比例(采用细胞划痕实验和 PH(62S3**迁移实验检
测各组 R\.6:迁移能力(采用胶原收缩实验检测各组胶原面积收缩率(采用 U32L3H6 J*.L法检测各组细胞胶
原蛋白)\.**(K36*$&\.**(K36 '&O@AZ&;QL&NEO@AZ和 NE;QL的蛋白表达水平'!结果!空白对照组& )̀N.8$$$
组&无义 2)XY;组和 \̀ \E8 2)XY;转染组 \̀ \E8 'XY;相对表达量和细胞 S值总体比较差异均有统计学意义
)NoD$_##$&#D=_%=$"均Tp$_$$#*"其中 \̀ \E8 2)XY;转染组 \̀ \E8 'XY;相对表达量和细胞 S值明显低于
无义 2)XY;组"差异均有统计学意义)均 Tp$_$$#*' 空白对照组& )̀N.8$$$ 组&无义 2)XY;组和 \̀ \E8 2)XY;
转染组细胞凋亡率分别为)F_<=q#_#$*r&)F_"Fq#_"#*r&)F_=8q$_==*r和)8=_D$q$_D#*r"总体比较差异
有统计学意义)NoA%A_8%$"Tp$_$$#*"其中 \̀ \E8 2)XY;转染组细胞凋亡率明显高于无义 2)XY;组"差异有
统计学意义)Tp$_$$#*' 各组细胞迁移率和细胞迁移数量总体比较差异均有统计学意义 )No<F_FDA&
# %8"_FA#"均Tp$_$$#*"其中 \̀ \E8 2)XY;转染组细胞迁移率明显低于无义 2)XY;组"细胞迁移数量明显少
于无义 2)XY;组"差异均有统计学意义)均 Tp$_$#*' 各组细胞胶原面积收缩率总体比较差异有统计学意义
)No#$F_%D8"Tp$_$$#*"其中 \̀ \E8 2)XY;转染组细胞胶原面积收缩率明显低于无义 2)XY;组"差异有统计
学意义)Tp$_$$#*' 各组 \.**(K36 $和 \.**(K36 '蛋白相对表达量及 NEO@AZBO@AZ比值和 NE;QLB;QL比值总
体比较差异均有统计学意义)No##8_$<A&F"%_DA#&AF$_==D&FA_$8#"均 Tp$_$$#*"其中 \̀ \E8 2)XY;转染组
\.**(K36 $和 \.**(K36 '蛋白相对表达量及 NEO@AZBO@AZ比值和 NE;QLB;QL比值明显低于无义 2)XY;组"差
异均有统计学意义)均 Tp$_$"*'!结论!靶向抑制 \̀ \E8 氯离子通道基因表达可通过 O@AZB;QL信号通路
促进 R\.6:凋亡"抑制细胞迁移&胶原合成及胶原收缩"抑制纤维化过程'!

$关键词%!青光眼( 滤过性手术( 氯离子通道( 滤过泡( 瘢痕化( 细胞凋亡( 细胞迁移( 胶原收缩
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"45+1&%21#6E5C"21(D"6P.)6I32L)K(L3L,3)6,)J)L.H/3MM35L.M\̀\E8 5,*.H)435,(663*L(HK3L34 J*.5Q)6K.6
M)JH.2)2.M,-'(6 5.6C-65L)I(*M)JH.J*(2L2)R\.6:*1!F"13,'+!R\.6:S3H34)I)434 )6L.J*(6Q 5.6LH.*KH.-N"
*)N.M35L(')638$$$ ) )̀N.8$$$ * KH.-N" 6.6236232'(**)6L3HM3H)6KXY; ) 2)XY;* KH.-N" (64 \̀ \E8 2)XY;
LH(62M35L34 KH.-N1P,3R\.6:S3H35-*L-H34 )6 '34)-'5.6L()6)6KL,35.HH32N.64)6KLH(62M35L).6 H3(K36L2(55.H4)6KL.
KH.-N)6K1Y.)6L3HI36L).6 S(2K)I36 L.J*(6Q 5.6LH.*KH.-N1P,33TNH322).6 *3I3*.M\̀\E8 'XY;.MR\.6:S(2
43L35L34 J/H3(*EL)'3M*-.H3253653W-(6L)L(L)I3O\X((J2.HJ(653)S* I(*-3)64)5(L)6KL,3NH.*)M3H(L)I3(J)*)L/.M
R\.6:S(243L3H')634 J/\\ZE= Q)L(L,3(N.NL.2)2H(L)..MR\.6:S(2L32L34 J/M*.S5/L.'3LH/(L,3')KH(L).6 (J)*)L/
.MR\.6:S(2)436L)M)34 J/53**25H(L5, L32L(64 PH(62S3**')KH(L).6 (22(/(L,35.6LH(5L).6 H(L3.MR\.6:S(2(22(/34
J/5.**(K36 5.6LH(5L).6 L32L(L,33TNH322).6 *3I3*2.M5.**(K36$"5.**(K36 '"O@AZ";QL"NEO@AZ(64 NE;QLNH.L3)62
S3H3'3(2-H34 J/U32L3H6 J*.L1!G"+.01+!V)K6)M)5(6L4)MM3H36532S3H3M.-64 )6 H3*(L)I33TNH322).6 *3I3*2.M\̀\E8
'XY;(64 SI(*-3('.6KM.-HKH.-N2)NoD$_##$"#D=_%=$(J.L, (LTp$_$$#*1P,3H3*(L)I33TNH322).6 *3I3*.M
\̀\E8 'XY;(64 SI(*-3S3H32)K6)M)5(6L*/*.S3H)6 \̀\E8 2)XY;LH(62M35L34 KH.-N L,(6 6.6236232)XY;KH.-N"
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2,.S)6K2L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H36532) J.L, (LTp$_$$#*1P,3NH.N.HL).6 .M(N.NL.L)5R\.6:)6 J*(6Q 5.6LH.*
KH.-N" )̀N.8$$$ KH.-N"6.6236232)XY;KH.-N"(64 \̀ \E8 2)XY;LH(62M35L34 KH.-N S(2) F_<=q#_#$*r") F_"Fq
#_"#*r")F_=8q$_==*r (64 ) 8=_D$q$_D#*r"H32N35L)I3*/"(64 (2L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H3653S(2M.-64
)NoA%A_8%$"Tp$_$$#*1P,3NH.N.HL).6 .M(N.NL.L)5R\.6:S(22)K6)M)5(6L*/,)K,3H)6 \̀\E8 2)XY;LH(62M35L34
KH.-N L,(6 6.6236232)XY; KH.-N"S)L, (2L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H3653)Tp$_$$#*1VL(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L
4)MM3H36532S3H3M.-64 )6 53**')KH(L).6 H(L3(64 L,36-'J3H.M')KH(L)6K53**2('.6KM.-HKH.-N2)No<F_FDA"
# %8"_FA#(J.L, (LTp$_$#*1P,353**')KH(L).6 H(L3.MR\.6:)6 \̀\E8 2)XY;LH(62M35L34 KH.-N S(22)K6)M)5(6L*/
*.S3H(64 L,36-'J3H.M')KH(L)6K53**2S(22)K6)M)5(6L*/2'(**3HL,(6 L,.23.M6.6236232)XY;KH.-N"S)L, 2L(L)2L)5(**/
2)K6)M)5(6L4)MM3H36532)J.L, (LTp$_$$#*1;2L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L4)MM3H3653)6 5.6LH(5L).6 H(L3S(2M.-64 ('.6K
M.-HKH.-N2)No#$F_%D8"Tp$_$$# *1P,35.6LH(5L).6 H(L3.MR\.6:S(22)K6)M)5(6L*/*.S3H)6 \̀\E8 2)XY;
LH(62M35L34 KH.-N L,(6 6.6236232)XY;KH.-N"(64 L,34)MM3H3653S(22L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L)Tp$_$$#*1VL(L)2L)5(**/
2)K6)M)5(6L4)MM3H36532S3H3M.-64 )6 H3*(L)I33TNH322).6 *3I3*2.M5.**(K36 $ (64 5.**(K36 ' NH.L3)62"NEO@AZBO@AZ
H(L)."(64 NE;QLB;QLH(L).('.6KM.-HKH.-N2)No##8_$<A" F"%_DA#" AF$_==D" FA_$8#((**(LTp$_$$#*1P,3
H3*(L)I33TNH322).6 *3I3*2.M5.**(K36 $ (64 5.**(K36 ' NH.L3)62"NEO@AZBO@AZH(L).(64 NE;QLB;QLH(L).)6 \̀\E8
2)XY;LH(62M35L34 KH.-N S3H32)K6)M)5(6L*/*.S3HL,(6 L,.23.M6.6236232)XY;KH.-N"2,.S)6K2L(L)2L)5(**/2)K6)M)5(6L
4)MM3H36532)(**(LTp$_$"*1!?,/20.+(,/+!P(HK3L34 J*.5Q)6K.M\̀\E8 5,*.H)435,(663*K3633TNH322).6 5(6
)6,)J)LM)JH.2)2.MR\.6:J/NH.'.L)6K(N.NL.2)2.MR\.6:L,H.-K, O@AZB;QL2)K6(*)6KN(L,S(/(64 )6,)J)LM)JH.L)5
NH.5322322-5, (253**')KH(L).6"5.**(K36 2/6L,32)2(64 5.**(K36 5.6LH(5L).61

"7"8 #,&'+#6G*(-5.'(( :)*L3H)6K2-HK3H/( \,*.H)435,(663*2( :)*L3H)6KJ*3J( \)5(LH)T( ;N.NL.2)2" 53**2(
\3**')KH(L).6( \.**(K36 5.6LH(5L).6

9./'$&,)&%*# Y(L).6(*Y(L-H(*V5)3653:.-64(L).6 .M\,)6( ) =#<%$#<# *( ])*)6 OH.I)653&4-5(L).6
>3N(HL'36L-#AL, :)I3E93(H. V5)3653(64 P35,6.*.K/OH.C35L)]]ZR8$#D###<Z]*
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!!青光眼是由于病理性高眼压而引起视神经损害和
视野缺损的眼病"是全球主要的不可逆性致盲眼
病

+ #, ' 滤过性手术是目前治疗青光眼的主要手术方
式"影响滤过手术成功率的主要原因是滤过区域的过
度瘢痕化' 尽管抗代谢药物丝裂霉素 \)')L.'/5)6 \"
cc\*和 "E氟尿嘧啶)"EM*-.H.-H(5)*""E:-*的应用提高
了手术成功率"但是这些药物存在一定的毒性作用和
不良反应

+ 8, ' 近年来"随着细胞分子生物学及基因组
学等技术的不断进步"针对青光眼滤过术后抗瘢痕治
疗的新技术&新方法不断涌现 + A7%, ' 但参与瘢痕形成
的细胞因子种类繁多"目前对于这些因子及其调控机
制的认识尚不足"因此进一步探索滤过泡瘢痕化的机
制并寻找高效低毒性的抗瘢痕方法具有重要的临床意

义' 氯离子通道蛋白是广泛分布于哺乳动物各组织器
官的一种通道蛋白"在机体内可以维持细胞容积&膜电
位和 NR值的稳定 + <, ' 近年来"关于氯离子通道参与
瘢痕化过程的研究逐步深入' 本课题组通过体外实验
证实氯离子通道阻滞剂 "E硝基E8E) A 苯丙氨基*苯甲
酸 + "E6)LH.E8E) AEN,36/*NH.N/*(')6.* J36+.)5 (5)4"
YOOa, 可 以 抑 制 人 结 膜 成 纤 维 细 胞 ) ,-'(6
5.6C-65L)I(*M)JH.J*(2L2"R\.6:*的增生&迁移和细胞外
基质合成过程

+ =, ' :-5,)K(')等 + D,
研究发现"非洲爪蟾

胚胎受伤表皮前缘局部氯离子通道蛋白 \̀ \EA 表达
的增强与伤口闭合有关"提示 \̀ \EA 参与了伤口愈合
过程' O(6 等 + #$,

用高糖抑制大鼠角质细胞 \̀ \E8 氯

离子通道之后细胞增生和迁移能力受到抑制' 但是
\̀ \E8 氯离子通道在青光眼术后滤过泡瘢痕化过程的
作用尚不清楚' 本研究拟通过 XY;干扰的方法抑制
\̀ \E8 氯离子通道的表达"观察 \̀ \E8 氯离子通道在
R\.6:凋亡&迁移&胶原合成和胶原收缩过程中的作
用以及相关的信号传导通路"寻找抑制青光眼滤过泡
瘢痕形成的新靶点'

:6材料与方法

:1:!材料
:1:1:!细胞来源!R\.6:购自美国 V5)36\3**公司'
:1:1;!主要试剂及仪器!:c成纤维细胞专用培养
基)美国 V5)36\3**公司*(cc\)浙江海正药业股份有
限公司*(胎牛血清)J.I)6323H-'(*J-')6"aV;* )美国
V)K'(公司*(V>VEO;G&凝胶配制试剂盒&a\;试剂
盒&鼠源 #E(5L)6 单克隆抗体);:$$$A* )上海碧云天生
物技术有限公司*(鼠源胶原蛋白)\.**(K36*$单克隆
抗体 ) (J==#F< *& 鼠 源 \.**(K36 ' 单 克 隆 抗 体

)(J%A#$*&鼠源 O@AZN=" 单克隆抗体)25E#%A<*&鼠源
NEO@AZN=""多克隆抗体)25#8D8D*&鼠源 ;QL# 单克隆
抗体)25E"8D=*&鼠源 NE;QL# 单克隆抗体 )25E8DA#8"*
)美国 ;J5('公司 *(辣根过氧化物酶 ) ,.H23H(4)2,
N3H.T)4(23"RXO*标记羊抗兔 @KG);$8$=*&RXO标记
羊抗小鼠 @KG);$8#%*&\\ZE= 细胞增生活性检测试剂
盒&;663T)6 Ê:@P\细胞凋亡检测试剂盒)上海贝博公
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司*(XY;)2.O*-2)总 XY;提取试剂*&XY;O\X试剂
盒);ĉ * 3̂H_A_$& V9aX( OH3')T&TP(WPc % )P*)
XY(23RO*-2* )北京 P(Z(X(公司 *( VL3(*L, 小干扰
XY;) 2'(**)6L3HM3H)6KXY;" 2)XY;*& 脂 质 体 8$$$
)*)N.M35L(')63 8$$$" )̀N.8$$$ *& ?OP@Ec&c ) 美 国
@6I)LH.K36 )̀M3公司*' \?8 培养箱&低温高速离心机
)美国 P,3H'.:)2,3H公司*(倒置相差显微镜 )日本
?*/'N-2公司 *(超净工作台 )日本 ;)HL35, 公司 *(
)̀K,L\/5*3H( F=$ V/2L3')瑞士 X.5,3公司*(流式细胞
仪)美国 a35Q'(6 \.-*L3H公司*'
:1;!方法
:1;1:!R\.6:培养及实验分组!R\.6:用成纤维细
胞专用培养基 :c于 A< s&体积分数 "r \?8 培养箱

中培养":c成纤维细胞专用培养基内含成纤维细胞
生长因子&体积分数 8r aV;&#$$ jB'*)商品单位*青
霉素和 #$$ )KB'*链霉素' 为排除转染液及 2)XY;载
体对细胞功能的影响"将 R\.6:分为空白对照组&
)̀N.8$$$ 组&无义 2)XY;组和 \̀ \E8 2)XY;转染组"其
中空 白 对 照 组 不 做 任 何 处 理" )̀N.8$$$ 组 仅 用
)̀N.8$$$ 处 理" 无 义 2)XY; 组 用 无 义 2)XY; 和

)̀N.8$$$ 处理"\̀ \E8 2)XY;转染组在无义 2)XY;组
的基础上加用 2)XY;处理' 2)XY;转染 R\.6:实验
重复 D 次"其余实验重复进行 A 次'
:1;1;!2)XY;转染 R\.6:!针对人 6<67L 基因的
\̀ \E8 2)XY;由美国 @6I)LH.K36 )̀M3公司合成"2L3(*L,
\̀\E8 2)XY; 寡 核 苷 酸 序 列 为 " 1Ej\\j\;jG;G
G;;;\G\\jG\j\jjEA1" 其 互 补 链 为 " 1E;;G;
G\;GG\Gjjj\\j\;jG;GG;EA1' 待 R\.6:生长
至 D$r融合时"用 :c 培养基将细胞制成密度为
8_"t#$"

个B'*的细胞悬液"每孔 $_" '*接种于 8F 孔
板铺板"置于 A< s&"r \?8 细胞培养箱中培养 8F ,"
用 ?OP@Ec&c培养液分别稀释 \̀ \E8 2)XY;)# e8$*&
无义 2)XY;) # e8$ * 和 )̀N.8$$$ ) # e"$ *"室温放置
" ')6(将稀释好的 \̀ \E8 2)XY;和无义 2)XY;与
)̀N.8$$$ 混匀"室温下放置 8$ ')6(将混合物加入相应
的细胞培养基中"使 \̀ \E8 2)XY;和无义 2)XY;最终
浓度为 =$ 6'.*B̀"置于 A< s&"r \?8 培养箱中培养

Fu% ,"去掉转染液"换为 :c培养基"继续培养 8F ,"
荧光显微镜下观察并拍照"计算转染率' 培养 8F u
F= ,"进行后续实验及相应指标检测'
:1;1<!实时荧光定量 O\X法验证 \̀ \E8 2)XY;转染
R\.6:效果!各组细胞转染后继续培养 F= ,"采用
PH)+.*试剂抽提各组细胞总 XY;"取 "$$ 6KXY;在
#$ )*逆转录反应体系中合成 5>Y;"以 8 )*5>Y;为

模板加入 6<67L 基因引物"6<67L 基因正向引物序列
为 "1E\\\PGGP\;P\PP\;PP\P\;EA1"反向引物序
列为 "1EP;GGPG\PG\PGP\\GP;PGEA1"引物由上海
生工生物科技有限公司合成' 在 8$ )*体系中进行
O\X扩增"条件如下#D" s预变性 A$ 2(D" s变性 " 2"
%$ s退火 8$ 2"<8 s延伸 8$ 2"共 F$ 个循环' 熔解曲
线分析#D" s $ 2"8$ s # 2(%" s #" 2"8$ s # 2(
D" s $ 2"$_# s # 2' 以 G;O>R为内参照"?STVW
基因 正 向 引 物 序 列 为 " 1E;\\;\;GP\\;PG\\;
P\;\EA1" 反 向 引 物 序 列 为 " 1EP\\;\\;\\\PG
PPG\PGP;EA1' 采用 87**\L

法计算各组 R\.6:中
\̀ \E8 'XY;相对表达量'
:1;1=!\\ZE= 法检测各组 R\.6:增生能力!收集生
长状态良好的各组 R\.6:"将密度调至 "t#$F

个B'*"
按每孔 #$$ )*接种于 D% 孔板中"培养 8F ,"按体积比
为 # e#$ 的比例在待测 D% 孔板内加入 \\ZE= 溶液"
A< s培养 F ,"用酶标仪测定各孔在波长 F"$ 6'处的
吸光度)(J2.HJ(653"S*值'
:1;1H!流式细胞仪检测各组 R\.6:凋亡比例!将
R\.6:以 8_"t#$"

个B'*密度接种于 % 孔板"每组设
F 个复孔"培养 8F ,"收集培养基中的悬浮细胞"使用
不含 &>P;的质量分数 $_8"r胰蛋白酶消化收集贴壁
细胞"用预冷磷酸盐缓冲液) N,.2N,(L3J-MM3H34 2(*)63"
OaV*洗 8 次"F s下 A$$t. 离心 " ')6"收集细胞"用
# 倍 ;663T)6 ^结合液 F$$ )*悬浮细胞"密度调至 #t
#$%
个B'*(在细胞悬浮液中加入 " )*;663T)6 Ê:@P\

染色液"混匀"于 F s避光孵育 #" ')6(加入 O@染色
液后轻轻混匀"F s避光孵育 " ')6(A"$ 目尼龙膜过
滤' 采用流式细胞仪在 F== 6'激发波长下检测
;663T)6 Ê:@P\的绿色荧光及 O@红色荧光' 采用流
式细胞技术分析软件计算细胞凋亡率'
:1;1I!细胞划痕实验及 PH(62S3**迁移实验检测各组
R\.6:迁移量!)#*细胞划痕实验!将各组 R\.6:均
匀地接种于 % 孔板"培养过夜后弃去培养基"替换为含
F )KB'*cc\的培养基"继续培养 8 ,"用 8$$ )*无菌
枪头垂直在融合的细胞层上划痕"用 OaV 洗掉划下的
细胞"加入不含 aV;的 >c&c继续培养"分别于划痕
后 $ , 和 8F , 将细胞置于倒置显微镜下观察并拍照"
采用 @'(K3]软件测量各个视野划痕面积"细胞迁移
率o)初始划痕面积78F , 后划痕面积* B初始划痕面
积t#$$r' )8*PH(62S3**迁移实验!将孔径为 = )'
的 PH(62S3**小室置于 8F 孔培养板中"将 R\.6:依据
分组方法经过不同的处理"密度调整至 "t#$"

个B'*"
每组取 8$$ )*分别接种于上室"下室加入含 8$r aV;

!%D8! 中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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的 >c&c "$$ )*"将 PH(62S3**小室置于 A< s&"r \?8

培养箱中 8F ,"弃去培养基"并用棉签轻轻擦掉上室
未迁移的细胞"将迁移到下室的细胞用 Fr多聚甲醛
固定并用结晶紫染色"光学显微镜 8$$ 倍视野下观察
并拍照"每个样品任意选择 % 个视野"计数每个视野的
迁移细胞数"取平均值"评估细胞迁移能力'
:1;1J!胶原收缩实验检测各组胶原面积收缩率!采
用含 &>P;的胰蛋白酶收集 R\.6:"无血清 c&c洗
8 次后用 c&c重悬细胞"将 " 'KB'*的 \.**(K36 $原
液& $_# '.*B̀ Y(?R& #$ 倍 OaV 和 R\.6:悬液以
8$$ e#8 e8A e<%" 的 体 积 比 在 冰 上 混 合" 混 合 后
\.**(K36 $的终质量浓度为 # 'KB'*"细胞密度为 8t
#$"
个B'*' 将上述细胞与胶原的混合液以每孔 $_" '*

均匀接种于 8F 孔板"每组设 F 个复孔"置于 A< s&
"r \?8 培养箱中 8$ ')6"胶原凝固"用 #$ )*无菌枪头
将胶块与孔壁分离"每孔加入 $_" '*无血清的 c&c"继
续培养 8F ,"分别于胶块与孔壁分离后 $ , 和 F= , 拍
照"采用 @'(K3]软件测量胶块面积"胶原面积收缩率o
)$ , 胶块面积7F= , 胶块面积*B$ , 胶块面积t#$$r'
:1;1K!U32L3H6 J*.L法检测各组细胞中 \.**(K36 $&
\.**(K36 '&O@AZ&;QL& NEO@AZ和 NE;QL蛋白表达水
平!对各组细胞进行相应处理后"采用常规胰蛋白酶
消化法消化并收集细胞"用细胞蛋白提取试剂盒提取
总蛋白"a\;试剂盒测定蛋白质量浓度' 各组培养细
胞中取 8$ )K蛋白进行 V>VEO;G&分离"将蛋白从凝
胶中转印至 Ô >:膜"用质量分数 "r脱脂奶粉封闭非
特异 性 抗 原( 分 别 以 兔 源 "EVc; 多 克 隆 抗 体

)# e# $$$*&鼠源 \.**(K36 $单克隆抗体 )# e8 "$$*&
鼠源 \.**(K36 '单克隆抗体 ) # e# "$$*&鼠源 O@AZ
N=" 单克隆抗体)# e"$$*&鼠源 NEO@AZN=""多克隆抗
体)# e"$$*&鼠源 ;QL# 单克隆抗体) # e"$$*&鼠源 NE
;QL# 单克隆抗体)# e"$$*及鼠源 #E(5L)6 单克隆抗体
)# e# $$$*F s下孵育过夜(PaVP缓冲液)含体积分数
$_#r PS336 8$* 洗膜 A 次"每次 #$ ')6(分别添加
RXO标记的山羊抗鼠和山羊抗兔二抗)# e" $$$*"室
温下孵育 8 ,"PaVP缓冲液洗膜 A 次"每次 #$ ')6(用
&\̀ 发光液结合 Ô >:膜上二抗"于暗室内用胶片显
影"采用 @'(K3]软件对蛋白条带进行灰度值半定量分
析' 以 #E(5L)6 为内参"计算各组 \.**(K3$&\.**(K36 '&
O@AZ&;QL&NEO@AZ和 NE;QL蛋白的相对表达量"目标蛋
白相对表达量o目标蛋白条带灰度值B#E(5L)6 蛋白条带
灰度值"并计算 NEO@AZBO@AZ及 NE;QLB;QL的比值'
:1<!统计学方法

采用 VOVV #D_$ 统计学软件进行统计分析' 计量

资料的数据经 V,(N)H.EU)*Q 检验证实呈正态分布"以
Xq/表示' 各组间各检测指标的总体差异比较采用单
因素方差分析" 组间两两比 较 采 用 V̀>E2检 验'
Tp$_$" 为差异有统计学意义'

;6结果

;1:!各组 \̀ \E8 'XY;相对表达量比较
空白对照组& )̀N.8$$$ 组&无义 2)XY;组和 \̀ \E8

2)XY;转染组 \̀ \E8 'XY;相对表达量分别为 #_$$&
$_DDq$_$A&$_D=q$_$"8 和 $_FAq$_$F="总体比较差
异有 统 计 学 意 义 ) NoD$_##$" Tp$_$$# *" 其 中
)̀N.8$$$ 组和无义 2)XY;组 \̀ \E8 'XY;相对表达
量与空白对照组比较"差异均无统计学意义 )To
$_=8$&$_%F$*(与无义 2)XY;组比较"\̀ \E8 2)XY;转
染组 \̀ \E8 'XY;相对表达量明显降低"差异有统计
学意义)Tp$_$$#*)图 #*'
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图 :6各组 0?,/9中 ?@?A; *G!4相对表达量比较!NoD$_##$"

Tp$_$$#1与无义 2)XY;组相比"(Tp$_$$#)单因素方差分析" V̀>E2
检验"&oA*! )̀N.8$$$#脂质体 8$$$(2)XY;#小干扰 XY;
9().&": 6 ?,*$%&(+,/ ,-"M$&"++(,/0"D"0+,-?@?A; *G!4 (/
0?,/9%*,/) -,.&)&,.$+!NoD$_##$"Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L,

6.6236232)XY; KH.-N"(Tp$_$$# ) ?63ES(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"
&oA*! )̀N.8$$$#*)N.M35L(')638$$$(2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;

;1;!各组细胞增生能力比较
空白对照组& )̀N.8$$$ 组&无义 2)XY;组和 \̀ \E8

2)XY;转染组细胞 S值分别为 #_<# q$_#$& #_<A q
$_$<&#_=$q$_$= 和 $_%"q$_$D"总体比较差异有统计
学意义)No#D=_%=$"Tp$_$$#*"其中 )̀N.8$$$ 组和无
义 2)XY;组细胞 S值与空白对照组比较"差异均无统
计学意义)To$_<8A&$_#8D*"\̀ \E8 2)XY;转染组细
胞 S值较无义 2)XY;组明显降低"差异有统计学意义
)Tp$_$$#*)图 8*'
;1<!各组 R\.6:凋亡率比较

空白对照组& )̀N.8$$$ 组&无义 2)XY;组和 \̀\E8
2)XY;转染组细胞凋亡率分别为 ) F_<= q#_#$*r&
)F_"Fq#_"#*r&)F_=8q$_==*r和)8=_D$q$_D#*r"总

!<D8!中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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空白对照组 Lipo2000组 无义siRNA组 CLC�2siRNA转染组
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图 ;6各组 0?,/9增生 !值比较!No#D=_%=$"Tp$_$$#1与无义

2)XY;组相比"(Tp$_$$#)单因素方差分析" V̀>E2检验"&oA*!S#吸
光度( )̀N.8$$$#脂质体 8$$$(2)XY;#小干扰 XY;
9().&";6?,*$%&(+,/,-$&,0(-"&%1(,/!D%0.",-0?,/9%*,/) -,.&
)&,.$+! No#D=_%=$" Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY;

KH.-N"(Tp$_$$# )?63ES(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"&oA*!S#(J2.HJ(653(
)̀N.8$$$#*)N.M35L(')638$$$(2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;

体比较差异有统计学意义)NoA%A_8%$"Tp$_$$#*"其
中 )̀N.8$$$ 组和无义 2)XY;组的细胞凋亡率与空白
对照 组 比 较" 差 异 均 无 统 计 学 意 义 ) To$_<=A&
$_D<%*"与无义 2)XY;组比较"\̀ \E8 2)XY;转染组细
胞凋亡率明显升高"差异有统计学意义 )Tp$_$$#*
)图 A*'
;1=!各组 R\.6:迁移量比较

空白对照组& )̀N.8$$$ 组&无义 2)XY;组和 \̀ \E8
2)XY;转染组细胞迁移率分别为 ) A"_$ q#_F *r&
)A8_Fq8_"*r&)A"_#q8_A*r和)"_<q#_F*r"总体比
较差异有统计学意义 )No<F_FDA"Tp$_$$#*"其中
)̀N.8$$$ 组和无义 2)XY;组与空白对照组比较"差异
均无统计学意义)To$_A<<&$_<F"*(与无义 2)XY;组
比较"\̀ \E8 2)XY;转染组细胞迁移率明显降低"差异
有统计学意义)Tp$_$$#* )图F* 'PH(62S3**迁移实验

空白对照组 Lipo2000组 无义siRNA组 CLC�2siRNA转染组
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图 <6各组 0?,/9凋亡情况比较! ;#细胞凋亡流式细胞图!
\##死亡细胞(\8#晚期凋亡细胞(\A#正常细胞(\F#早期凋亡细胞!
a#各组细胞凋亡率的量化比较!NoA%A_8%$"Tp$_$$#1与无义
2)XY;组比较"(Tp$_$$# )单因素方差分析" V̀>E2检验" & oA* !
2)XY;#小干扰 XY;( )̀N.8$$$#脂质体 8$$$
9().&"<6?,*$%&(+(,/,-0?,/9%$,$1,+(+%*,/) -,.&)&,.$+!
;#:*.S5/L.'3LH/25(LL3HN*.L2.MR\.6:(N.NL.2)2! \## 43(4 53**2(
\8#*(L3(N.NL.L)553**2( \A# 6.H'(*53**2( \F# 3(H*/(N.NL.L)553**2!
a#\.'N(H)2.6 .M(N.NL.2)2H(L3('.6KM.-HKH.-N2! NoA%A_8%$"
Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY;KH.-N"(Tp$_$$# )?63ES(/
;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"& oA* !2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;( )̀N.8$$$#
*)N.M35L(')638$$$
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图 =6细胞划痕实验检测各组 0?,/9迁移情况!;#细胞划痕图)t#$$"标尺o"$ )'*!a#各组细胞迁移率比较!No<F_FDA"Tp$_$$#1与无

义 2)XY;组相比"(Tp$_$$#)单因素方差分析" V̀>E2检验"&oA*! )̀N.8$$$#脂质体 8$$$(2)XY;#小干扰 XY;
9().&"=6h,./'+2&%123%++%8 -,&13"*()&%1,&8 %5(0(18 ,-0?,/9(/-,.&)&,.$+!;#@'(K32.MR\.6:5(NL-H34 (ML3H25H(L5, )t#$$"J(Ho

"$ )'*!a#\.'N(H)2.6 .MR\.6:')KH(L).6 H(L3('.6KM.-HKH.-N2!No<F_FDA"Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY;KH.-N"(Tp$_$$# )?63E
S(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"&oA*! )̀N.8$$$#*)N.M35L(')638$$$(2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;

!=D8! 中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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图 H6m&%/+#"00小室迁移实验检测各组 0?,/9迁移情况!;#各组细胞 PH(62S3**小室迁移情况)结

晶紫 t8$$"标尺o8$ )'*!a#各组迁移细胞数比较!No# %8"_FA#"Tp$_$$#1与无义 2)XY;组比

较"(Tp$_$#)单因素方差分析" V̀>E2检验"&oA*! )̀N.8$$$#脂质体 8$$$(2)XY;#小干扰 XY;

9().&"H6m&%/+#"00*()&%1(,/%++%8 ,-0?,/9(/-,.&)&,.$+!;#c)KH(L).6 .MR\.6:)\H/2L(*I).*3Lt

8$$"J(Ho8$ )'*!a#\.'N(H)2.6 .ML,36-'J3H.M')KH(L)6KR\.6:('.6KM.-HKH.-N2!No# %8"_FA#"

Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY; KH.-N"(Tp$_$# ) ?63ES(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L" & oA * !

)̀N.8$$$#*)N.M35L(')638$$$(2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;
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图 I6各组胶原收缩情况!;#各组胶原收缩图!a#各组胶原收缩面积量化比较!No#$F_%D8"

Tp$_$$#1与无义 2)XY;组相比 "(Tp$_$$#)单因素方差分析 " V̀>E2检验 " & oA * ! )̀N.8$$$#脂

质体 8$$$(2)XY;#小干扰 XY;

9().&"I6 ?,00%)"/)"02,/1&%21(,/%++%8 ,-0?,/9! ;#\.6LH(5L).6 .MR\.6:)6 M.-HKH.-N2(L

4)MM3H36LL)'3N.)6L2!a#\.'N(H)2.6 .M5.6LH(5L).6 H(L).('.6KM.-HKH.-N2!No#$F_%D8"Tp$_$$#1

\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY;KH.-N"(Tp$_$$# )?63ES(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L" & oA * ! )̀N.8$$$#

*)N.M35L(')638$$$(2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;

结果显示"空白对照组h )̀N.8$$$ 组h无义 2)XY;组和
\̀ \E8 2)XY;转染组每个视野细胞迁移数量分别为
)8A%_$qF_8*h)8A=_8qF_<*h) 8FA_%q%_#*和) %<_%q
%_D* 个B视野"总体比较差异有统计学意义 ) No
# %8"_FA#"Tp$_$$#*"其中 )̀N.8$$$ 组和无义 2)XY;
组细胞迁移数量与空白对照组比较"差异均无统计学
意义)To$_"##h$_#"A*(\̀ \E8 2)XY;转染组细胞迁
移数量较无义 2)XY;组明显减少"差异有统计学意义
)To$_$$#*)图 "*'
;1H!各组 R\.6:胶原面积收缩率比较

空白对照组h )̀N.8$$$ 组h无义 2)XY;组和 \̀ \E8
2)XY;转染组细胞胶原面积收缩率分别为 ) F=_$ q
8_#*rh ) F<_% q8_D *rh ) "$_8 qA_# *r和 ) #"_$ q
8_8*r"总体比较差异有统计学意义 )No#$F_%D8"
Tp$_$$#* "其中 )̀N.8$$$ 组和无义 2)XY;组细胞胶
原面积收缩率与空白对照组

相比"差异均无统计学意义
) To$_=<$h $_#$$ * " \̀ \E8
2)XY;转染组细胞胶原面积
收缩率明显低于无义 2)XY;
组"差异有统计学意义 )Tp
$_$$#* )图 %* '
;1I!各组 R\.6:中 \.**(K36
$和 \.**(K36 '蛋白表达水
平比较

空 白 对 照 组h )̀N.8$$$
组h无义 2)XY;组和 \̀ \E8
2)XY;转染组 \.**(K36 $蛋白
相对 表 达 量 分 别 为 $_=A q
$_$"h$_<Dq$_$Fh$_=#q$_$8
和 $_F8 q$_$A"\.**(K36 '蛋
白相对表达量分别为 $_=" q
$_$Fh$_=Aq$_$%h$_==q$_$F
和 $_#Dq$_$A"各组之间总体
比较差异均有统计学意义

)No##8_$<AhF"%_DA#"均 Tp
$_$$#*"其中与空白对照组相
比" )̀N.8$$$ 组和无义 2)XY;
组 \.**(K36 $和 \.**(K36 '蛋
白相对表达量差异均无统计

学意义 )均 Tv$_$" *" \̀ \E8
2)XY;转染组 \.**(K36 $和
\.**(K36 '蛋白相对表达量较
无义 2)XY;组明显降低"差异

均有统计学意义)均 Tp$_$"*)图 <*'
;1J!各组 R\.6:中 NEO@AZ和 NE;QL蛋白表达水平
比较

空白对照组h )̀N.8$$$ 组h无义 2)XY;组和 \̀ \E8
2)XY;转染组 NEO@AZBO@AZ蛋白相对表达量比值分别
为 $_=$q$_$#h $_=8q$_$Ah $_<Dq$_$Fh $_8"q$_$F"
NE;QLB;QL蛋白相对表达量比值分别为 $_%8q$_$Fh
$_%%q$_$Ah$_%$q$_$8h$_F"q$_$""各组之间总体
比较差异均有统计学意义 )NoAF$_==DhFA_$8#"均
Tp$_$$#* "其中与空白对照组相比" )̀N.8$$$ 组和
无义 2)XY;组 NEO@AZBO@AZ和 NE;QLB;QL蛋白相对
表达量比值差异均无统计学意义)均 Tv$_$"* "与无
义 2)XY;组相比"\̀ \E8 2)XY;转染组 NEO@AZBO@AZ

和 NE;QLB;QL蛋白相对表达量比值明显降低"差异均
有统计学意义)均Tp$_$"* )图 =* '

!DD8!中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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图 J6各组 0?,/9中 ?,00%)"/组和 ?,00%)"/"蛋白表达水平!
;#各组 \.**(K36 $蛋白表达电泳图!a#各组\.**(K36 $蛋白表达水

平量化比较!No##8_$<A"Tp$_$$#1与无义 2)XY;组相比"(Tp$_$"
)单因素方差分析" V̀>E2检验"&oA*!\#各组 \.**(K36 '蛋白表达
电泳图!>#各组 \.**(K36 '蛋白表达水平量化比较!NoF"%_DA#"

Tp$_$$#1与无义 2)XY;组相比"(Tp$_$$#)单因素方差分析" V̀>E2
检验" & oA * ! )̀N.8$$$# 脂 质 体 8$$$( 2)XY;# 小 干 扰 XY;(
\.**(K36#胶原蛋白(#E(5L)6##肌动蛋白
9().&"J6PM$&"++(,/,-2,00%)"/组%/'2,00%)"/" $&,1"(/(/0?,/9
,--,.&)&,.$+58 h"+1"&/50,1!;#&*35LH.N,.H3L.KH(' .M5.**(K36$
NH.L3)6!a#\.'N(H)2.6 .M5.**(K36$NH.L3)6 3TNH322).6 *3I3*('.6KM.-H
KH.-N2!No##8_$<A"Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY;KH.-N"
(Tp$_$" )?63ES(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"&oA*!\#&*35LH.N,.H3L.KH('.M
5.**(K36 ' NH.L3)6!>#\.'N(H)2.6 .M5.**(K36' NH.L3)6 3TNH322).6 ('.6K
M.-HKH.-N2! NoF"%_DA#" Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY;

KH.-N"(Tp$_$$# )?63ES(/;Y?̂ ;" V̀>E2L32L" & oA * ! )̀N.8$$$#
*)N.M35L(')638$$$(2)XY;#2'(**)6L3HM3H)6KXY;
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图 K6各组 0?,/9中 $A组><7和 $A4B1蛋白表达水平!;#各组
NEO@AZ&O@AZ蛋白表达电泳图!a#各组 NEO@AZBO@AZ蛋白表达量化

比较!NoAF$_==D"Tp$_$$#1与无义 2)XY;组相比"(Tp$_$$#)单因
素方差分析" V̀>E2检验"& oA*!\#各组 NE;QL&;QL蛋白表达电泳
图!>#各组 NE;QLB;QL蛋白表达量化比较! NoFA_$8#"Tp$_$$#1与

无义 2)XY;组相比"(Tp$_$")单因素方差分析" V̀>E2检验"&oA*!
)̀N.8$$$#脂质体 8$$$(2)XY;#小干扰 XY;(#E(5L)6##肌动蛋白

9().&"K6PM$&"++(,/,-$A组><7 %/'$A4B1$&,1"(/(/-,.&)&,.$+
58 h"+1"&/50,1!;#&*35LH.N,.H3L.KH('.MNEO@AZ(64 O@AZNH.L3)62!
a#\.'N(H)2.6 .MNEO@AZBO@AZ NH.L3)6 3TNH322).6 *3I3*('.6KM.-H
KH.-N2! NoAF$_==D" Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY;

KH.-N"(Tp $_$$# ) ?63ES(/ ;Y?̂ ;" V̀>E2 L32L" & o A * !
\#&*35LH.N,.H3L.KH('.MNE;QL(64 ;QLNH.L3)62! ># \.'N(H)2.6 .M
NE;QLB;QLNH.L3)6 3TNH322).6 *3I3*('.6KM.-HKH.-N2! NoFA_$8#"

Tp$_$$#1\.'N(H34 S)L, 6.6236232)XY; KH.-N"(Tp$_$" )?63ES(/
;Y?̂ ;" V̀>E2L32L"&oA*! )̀N.8$$$#*)N.M35L(')638$$$(2)XY;#2'(**
)6L3HM3H)6KXY;

<6讨论

随着医学的发展"近年来多种微创手术在治疗青
光眼上取得了一定疗效"但滤过手术因其显著的降眼
压效果仍为目前治疗青光眼的主流术式' 在手术创伤
的刺激下"R\.6:通过增生&向创面迁移&促进胶原合
成以及胶原收缩"从而引起滤过泡瘢痕形成"是影响青
光眼滤过手术成功率的主要原因

+ ##, ' 很多研究者致
力于研究抑制滤过泡瘢痕形成的方法"以期提高青光
眼滤过术的成功率

+ #87#<, "如 )̀等 + #F,
研究发现"二甲双

胍通过激活 ;cOZBYHM8 信号通路抑制纤维化及炎性
因子表达"从而抑制大鼠滤过泡瘢痕形成( )̀(6K等 + #",

研究 发 现" 全 反 式 维 甲 酸 ) (**ELH(62EH3L)6.)5(5)4"
;PX;*通过 O@AZB;QL信号通路抑制 R\.6:的纤维化
过程"抑制滤过泡瘢痕形成(也有研究探讨调控青光眼
滤过术后瘢痕形成过程的基因发现"非编码长链 XY;
R#D 和 XY;8= 在人 P36.6 囊成纤维细胞的纤维化过
程中均起重要调控作用"可通过靶向抑制相关基因的
表达来调控 P36.6 囊成纤维细胞纤维化"从而抑制滤
过泡瘢痕化

+ #%7#<, '
大多数抗瘢痕化的研究均着眼于通过抑制成纤维

细胞的增生&促进其凋亡来达到抑制瘢痕形成的作用"
然而"有研究发现"使用抗增生的方法抑制成纤维细胞
增生后"成纤维细胞仍然可以向创面迁移"进而导致创
面瘢痕形成

+ #=, ' 而且"抗代谢药物的毒性作用和不良
反应往往较大"目前临床上用于青光眼滤过手术的抗
代谢药物 cc\和 "E:- 可以提高滤过手术的成功率"
但是"降低药物浓度致其抗瘢痕作用不足"增加药物浓
度可以达到抗瘢痕化的效果但可出现明显的毒性作用

和不良反应"如滤过泡渗漏&角膜上皮缺损&滤过泡炎
和眼内炎等

+ 8, ' 因此"寻找对 R\.6:增生&迁移&胶原
合成及胶原收缩等一系列纤维化过程均起到抑制作用

且毒性作用和不良反应较小的方法"可以达到更好的
抗瘢痕化效果'

电压门控氯离子通道是广泛表达在哺乳动物细胞

中的一种跨膜蛋白"在维持细胞容积的动态平衡&调节
细胞的电生理活动等方面发挥着重要作用"目前发现
的电压门控氯离子通道有 \̀ \E#& \̀ \E8& \̀ \EA&
\̀ \EF&\̀ \E"&\̀ \E%&\̀ \E<&\̀ \EZ(和 \̀ \EZJ 这 D
个亚型

+ #D78$, ' 在人眼小梁网细胞中检测到了除
\̀ \E# 外其他所有亚型的表达"其中 \̀ \E8 和 \̀ \EA
表达量高于其他亚型"\̀ \E8 和 \̀ \EA 表达量会不同
程度受眼压波动等因素的影响

+ 8#, ' \̀ \E8 和 \̀ \EA
氯离子通道是目前研究较清楚的 8 种亚型' U(6K

!$$A! 中华实验眼科杂志 8$88 年 F 月第 F$ 卷第 F 期!\,)6 ]&TN ?N,L,(*'.*";NH)*8$88" .̂*1F$"Y.1F
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等
+ 88,
研究发现"\̀ \E8 氯离子通道在人小梁网细胞增

生&凋亡和吞噬中起重要作用"\̀ \E8 氯离子通道通过
转化生长因子 #BV'(4 信号转导通路维持小梁网细胞
骨架的正常结构和生理功能' 氯离子通道除了维持小
梁网的正常功能外"在眼部其他组织中也起重要作用"
a)等 + 8A,

研究证实 \̀ \E8 蛋白在视网膜神经节细胞
)H3L)6(*K(6K*).6 53**"XG\*E" 中有表达"\̀ \E8 氯离子
通道通过抑制 XG\E" 细胞凋亡起到视神经保护作用'
Y)- 等 + 8F,

研究发现"人眼晶状体上皮细胞中存在
\̀ \EA 的表达"\̀ \EA 可通过抑制过氧化氢和光照诱
导的氧化应激&内质网应激"减少线粒体途径的细胞凋
亡"从而对晶状体上皮细胞起保护作用' 本课题组用
氯离子通道阻滞剂 YOOa非特异性阻断氯离子通道
后"R\.6:纤维化受到抑制 + =, "本研究通过 XY;干扰
的方法抑制 \̀ \E8 氯离子通道的表达"观察其对
R\.6:纤维化过程的影响"结果发现抑制 6<67L 基因
表达可促进 R\.6:凋亡' \,36K等 + 8",

通过氯离子通

道阻滞剂 6<67Q 基因敲除的方法抑制人支气管上皮细
胞氯离子通道"发现细胞凋亡数量增加"相反"6<67Q
基因过表达会抑制人支气管上皮细胞凋亡' g,(6K
等

+ 8%,
研究证实"抑制 6<67Q 基因表达会促进 O\#8 细

胞凋亡"而 6<67Q 基因过表达则抑制 O\#8 细胞凋亡'
然而"V'(**等 + 8<,

和 c(36.等 + 8=,
研究显示"YOOa阻滞

氯离子通道可抑制细胞凋亡' 也有研究在鼻咽癌
\Y&E8g细胞中发现"氯离子通道阻滞剂可以抑制紫杉
醇诱导的细胞凋亡"并进一步通过 \̀\EA 2)XY;抑制
6<67Q基因表达"证实参与紫杉醇诱导细胞凋亡的氯离
子通道可能是 \̀\EA+8D, ' 分析以上结果"可能与不同细
胞种类中氯离子通道对细胞凋亡的调控作用不同有关'

在创口愈合过程中"成纤维细胞在炎性因子的刺
激下向创口趋化迁移"并合成胶原蛋白"进一步引起胶
原蛋白收缩"从而促进创口愈合' 本研究通过细胞划
痕实验和 PH(62S3**迁移实验发现"抑制 6<67L 基因表
达之后"R\.6:的迁移能力下降' O(6 等 + #$,

研究发

现"用 XY;干扰的方法抑制 \̀ \E8 氯离子通道表达会
抑制人角质细胞的迁移能力(G-(6 等 + A$,

用 \̀ \EA
2)XY;抑制宫颈鳞状细胞癌细胞的 6<67Q 基因表达"
造成细胞增生和迁移能力下降"与本研究结果一致'
本研究采用 U32L3H6 J*.L法检测 6<67L 基因敲减对胶
原蛋白合成的影响"并进一步用 \.**(K36 $制作三维
细胞培养模型"观察 6<67L 基因对胶原收缩的影响"结
果显示 6<67L 基因敲减可抑制 \.**(K36 $和 \.**(K36
'合成"进而导致胶原收缩能力下降' 多项研究已经
发现氯离子通道在胶原收缩中起一定的调控作

用
+ A#7AA, ' b)等 + A#,

研究发现"氯离子通道阻滞剂 F"F1E
二异硫氰基芪E8"81E二磺酸通过抑制人肺成纤维细胞
胶原合成及胶原收缩抑制肺纤维化过程( \̀ \E#&
\̀ \EF和 \̀ \E" 氯离子通道通过参与 \.**(K36 +胶原
蛋白合成在心房纤颤的发病过程中发挥调控作用

+ A8, '
V,-Q*(等 + AA,

也证实通过抑制 \̀ \EF 氯离子通道可以
减少转化生长因子 ## 诱导的小鼠真皮成纤维细胞的
细胞外基质合成'

O@AZB;QL通路已被证明在许多类型细胞的生理
和病理中发挥关键作用' 该通路的关键酶 O@AZ将磷
脂酰肌醇 F""E二磷酸转化为磷脂酰肌醇 A"F""E三磷
酸"与 ;QL和 AE磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 # ) AE
N,.2N,.)6.2)L)43E43N36436LNH.L3)6 Q)6(23E#" O>Z# * 结
合"使 ;QL磷酸化' ;QL的激活可引起下游靶细胞的
一系列反应"从而调节细胞功能 + AF7A", ' \̀ \EA 氯离子
通道通过 O@AZB;QL信号通路调控宫颈鳞状细胞癌细
胞的增生和迁移

+ A$, ( \̀ \E8 氯离子通道也可通过
O@AZB;QL信号通路调控多种细胞的增生和迁移 + #$"A%, '
为进一步探索 \̀ \E8 氯离子通道参与 R\.6:纤维化
过程的信号通路"本研究中结果显示抑制 6<67L 基因
表达后 O@AZ和 ;QL的磷酸化比例均下降"表明 6<67L
基因敲减可通过 O@AZB;QL信号通路抑制 R\.6:的纤
维化过程'

综上所述"本研究结果表明抑制 6<67L 基因表达
可以促进 R\.6:凋亡"抑制 R\.6:的迁移&胶原合成
及胶原收缩"提示通过基因敲减或其他手段抑制
6<67L 基因表达可抑制青光眼术后滤过泡瘢痕化"为
寻找抗青光眼术后瘢痕化新方法提供了依据' 下一步
我们将观察过表达 \̀ \E8 氯离子通道对 R\.6:纤维
化作用"并通过动物实验验证细胞实验所得结论' 本
研究仅进行了 O@AZB;QL信号通路的检测"对信号通路
的研究不够完善"尚需进一步检测其下游蛋白的表达"
系统阐明 \̀ \E8 信号通路调控 R\.6:纤维化的机制'
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