
!!@;A(BC:DEFC ").':G:$%%,:HCIJKCBFC:HCBJ:CF:CCD
基金项目(安徽省卫生厅医学科研课题项目)BDW)CNF*
作者单位(HDCCCB 合肥$安徽医科大学附属省立医院眼科
通信作者(朱子诚$?.'$((W)W2&BHDLBFD:)*.

!实验研究!

>[NIC 抑制 R=>=D 信号通路活性对豚鼠形觉
剥夺性近视巩膜重塑的调控

朱子诚!吴章友!温跃春!柯根杰

!!"摘要#!背景!近年来研究发现$P>d"信号转导及转录激活蛋白 D)R=>=D*信号转导通路在近视形成和

发展中发挥重要作用$>[NIC 是 P>d的一种特异抑制剂$因此可抑制 P>dH"R=>=信号转导$但 >[NIC 是否能

抑制或延缓近视的进展尚不清楚&!目的!探讨玻璃体腔注射酪氨酸激酶选择性抑制剂 >[NIC 后 R=>=D 信

号通路的活性及其对豚鼠形觉剥夺性近视)S@Y*过程中巩膜重塑的影响&!方法!采用随机数字表法将 NC

只豚鼠随机分为正常对照组%模型对照组%eZR 对照组和 >[NIC 治疗组$其中模型对照组%eZR 对照组和

>[NIC 治疗组均用半透明眼罩遮盖右眼 N 周以制备 S@Y模型$自遮盖当天向 eZR 对照组和 >[NIC 治疗组豚

鼠实验眼玻璃体腔分别注射 eZR 或 >[NIC 各 J !($每 H 天注射 B 次$至遮盖结束& 分别于实验前及实验后 N

周检测各组豚鼠双眼的屈光度和眼轴长度$实验 N 周时摘取实验眼眼球制备巩膜组织切片$采用常规组织病

理学检查观察实验眼巩膜的形态学改变$采用免疫组织化学及逆转录 eO\)\=KeO\*技术检测各组实验眼巩

膜组织中 R=>=D%/KR=>=D%基质金属蛋白酶 H)YYeKH*蛋白及其 .\Q>的表达&!结果!与正常对照组比较$

模型对照组%eZR 对照组和 >[NIC 治疗组豚鼠实验眼的近视屈光度增加$眼轴明显增长$>[NIC 治疗组眼轴

长度分别短于模型对照组和 eZR 对照组$N 个组间差异均有统计学意义)屈光度($pMI ĈFD$GpC ĈCC'眼轴

长度($pIF B̂NJ$GpC ĈCC*& 正常对照组豚鼠巩膜组织中 R=>=D%YYeKH%/KR=>=D 表达极微弱$>[NIC 治疗

组巩膜组织中 R=>=D% /KR=>=D%YYeKH 相对表达量 )Q值 *分别为 C ĈFN lC ĈBF%C ĈBI lC ĈCH 和 C B̂JJ l

C ĈJH$分别低于模型对照组的 C B̂HIlC ĈCM%C ĈEBlC ĈHB%C N̂HJlC ĈCN 和 eZR 对照组的 C B̂DClC ĈCN%

C ĈFIlC ĈCH%C N̂HBlC ĈNH$差异均有统计学意义 ) R=>=D(6pN F̂NB$I D̂FN$均 GmC ĈB' /KR=>=D(6pN F̂DM%

N N̂MM$均 GmC ĈJ'YYeKH(6pI B̂HD%I ĈHI$均 GmC ĈJ*$>[NIC 治疗组的表达仍高于正常对照组 )6pH F̂EN%

H ĤJB%H F̂MH$均 GmC ĈJ*& >[NIC 治疗组巩膜组织 R=>=D .\Q>和 YYeKH .\Q>的相对表达量分别为

C ĤIJlC ĈDH 和 C ĴFIlC ĈBI$明显低于模型对照组的 C ĴNElC ĈBJ 和 C ÊMHlC ĈJB 以及 eZR 对照组的 C ĴNNl

C ĈBJ 和 C ÊEIlC ĈNM$差异均有统计学意义) R=>=D .\Q>(6pBC B̂BJ%BB ÊCD$均 GmC ĈB'YYeKH .\Q>(6p

I ĤBM%I N̂IN$均 GmC ĈB*$但与正常对照组 R=>=D .\Q>水平比较仍有明显上调$差异均有统计学意义)6p

H ĴEF%D ĴFJ$均 GmC ĈJ*&!结论!>[NIC 可一定程度上阻断 S@Y眼巩膜组织中 R=>=D 信号转导通路的激

活$进而调控其下游靶基因 ;;GT@ 的转录和表达$减缓 S@Y眼巩膜的重塑过程$从而一定程度上抑制轴性近

视的进展&!

"关键词# !近视"预防和控制' 巩膜' 眼"生长和发育' 形觉剥夺' P',&%激酶 H"拮抗剂和抑制剂'

R=>=D 转录因子"拮抗剂和抑制剂' 信号转导"药物作用' 动物模型' 豚鼠
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$,2$8$--21')-$3'-$*, *5-2$%/'-27'6:Z&-721-210>[NIC /('6%'0*(1$, 41('6$,+-214131(*/.1,-*5.6*/$'$%,*-

)*./(1-1(6)(1'0:!H8I"/%&-"!=2$%%-&467'%-*$,31%-$+'-1-21$,2$8$-$*, *5>[NIC -*')-$3'-$*, *5R=>=D %$+,'($,+

/'-27'6',4 -21%1f&1,-$'('001%-$,+1551)-*, -21%)(10'01.*41($,+$, 5*0.K41/0$314 .6*/$')S@Y* .*41(%:!

E"%*'1)!S*0-6+&$,1'/$+%71010',4*.(64$3$414 $,-*-21,*0.'()*,-0*(+0*&/$.*41()*,-0*(+0*&/$eZR )*,-0*(

+0*&/ ',4 >[NIC -01'-.1,-+0*&/:S@Y.*41(%71011%-'8($%214 86-21*))(&%$*, *5-210$+2-161%*5+&$,1'/$+%5*0

)*,%1)&-$31N 711<%&%$,+-0',%(&)1,-+*++(1%$, -21.*41()*,-0*(+0*&/$eZR )*,-0*(+0*&/ ',4 >[NIC -01'-14

+0*&/$',4 HJ !(eZR *0>[NIC 710101%/1)-$31(6$,G1)-14 $,-*3$-01*&%%$,)1-215$0%-4'6*5.*41($,+$, -7*K4'6

$,-103'(-$((-215*&0-2 711< $, -21eZR )*,-0*(+0*&/ ',4 >[NIC -01'-14 +0*&/:\150')-$31%-'-1',4 '9$'((1,+-2 7101

19'.$,14 7$-2 01-$,*%)*/6',4 >K%)', &(-0'%*,*+0'/26815*01',4 N 711<%'5-1019/10$.1,-:=2119/10$.1,-'(161%

710119-0')-14 $, -215*&0-2 711<$',4 -2119/01%%$*,%*5%)(10'(R=>=D$/KR=>=D$.1-'(.'-0$9/0*-1$,'%1KH )YYeKH*

/0*-1$,%',4 R=>=D .\Q>$YYeKH .\Q> 710141-1)-14 86$..&,*)6-*)21.%-06',4 %1.$Kf&',-$-'-$3101310%1

-0',%)0$/-$*, eO\)\=KeO\* 01%/1)-$31(6:=21&%1',4 )'01*519/10$.1,-'(',$.'(%5*((*714 >\#;:!!").#%)!

O*./'014 -*-21,*0.'()*,-0*(+0*&/$-21,1+'-$310150')-$*, /*710',4 '9$'((1,+-2 7101%$+,$5$)',-(6$,)01'%14 $, -21

.*41()*,-0*(+0*&/$eZR )*,-0*(+0*&/ ',4 >[NIC -01'-14 +0*&/$',4 -21'9$'((1,+-2 $, -21>[NIC -01'-14 +0*&/ 7'%

%.'((10-2', -2*%1$, -21.*41()*,-0*(+0*&/ ',4 eZR )*,-0*(+0*&/$%2*7$,+%$+,$5$)',-4$55101,)1%'.*,+-21N

+0*&/%)0150')-$*,($pMI ĈFD$GpC ĈCC' '9$'((1,+-2($pIF B̂NJ$GpC ĈCC*:=2119/01%%$*,%*5R=>=D$YYeKH

',4 /KR=>=D $, %)(10'(-$%%&1710171'<10$, -21,*0.'()*,-0*(+0*&/:=2119/01%%$*,'(3'(&1%)Q3'(&1%* *5

R=>=D$/KR=>=D ',4 YYeKH 7101C ĈFNlC ĈBF$C ĈBIlC ĈCH ',4 C B̂JJlC ĈJH $, -21>[NIC -01'-14 +0*&/$

72$)2 7101(*710-2', C B̂HIlC ĈCM$C ĈEBlC ĈHB$C N̂HJlC ĈCN *5-21.*41()*,-0*(+0*&/ ',4 C B̂DClC ĈCN$

C ĈFIlC ĈCH$C N̂HBlC ĈNH *5-21eZR )*,-0*(+0*&/ ) R=>=D(6pN F̂NB$I D̂FN$8*-2 '-GmC ĈB' /KR=>=D(6p

N F̂DM$N N̂MM$8*-2 '-GmC ĈJ' YYeKH(6pI B̂HD$I ĈHI$8*-2 '-GmC ĈJ*$2*71310$-21%119/01%%$*,%7101%-$((

2$+210-2', -2*%1*5-21,*0.'()*,-0*(+0*&/ )6pH F̂EN$H ĤJB$H F̂MH$'(('-GmC ĈJ*:=2119/01%%$*,'((131(%)Q

3'(&1%* *5R=>=D .\Q>',4 YYeKH .\Q>$, -21>[NIC -01'-14 +0*&/ 7101C ĤIJlC ĈDH ',4 C ĴFIlC ĈBI$

72$)2 7101%$+,$5$)',-(6(*710-2', C ĴNElC ĈBJ ',4 C ÊMHlC ĈJB $, -21.*41(+0*&/ '%71(('%C ĴNNlC ĈBJ ',4

C ÊEIlC ĈNM $, -21eZR )*,-0*(+0*&/ ) R=>=D .\Q>(6pBC B̂BJ$BB ÊCD$8*-2 '-GmC ĈB' YYeKH .\Q>(6p

I ĤBM$I N̂IN$8*-2 '-GmC ĈB*:=2119/01%%$*,'((131(%)Q3'(&1%* *5R=>=D .\Q>',4 YYeKH .\Q>$, -21

>[NIC -01'-14 +0*&/ 7101%-$((2$+210-2', -2*%1$, -21,*0.'()*,-0*(+0*&/ )6pH ĴEF$D ĴFJ$8*-2 '-GmC ĈJ*:!

D'(/#.)&'()!>[NIC )', &(-$.'-1(6$,2$8$--214131(*/.1,-*5'9$'(.6*/$'86'001%-$,+-21')-$3'-$*, *5R=>=D

%$+,'($,+/'-27'6$, -21S@Y 161%',4 5&0-21001+&('-$,+-2119/01%%$*, *5YYeKH $, %)(10'',4 41('6$,+-21

01.*41($,+*5%)(10':!

":"4 0'31)#9Y6*/$'"/0131,-$*, s )*,-0*(' R)(10'' ?61"+0*7-2 s 4131(*/.1,-' S*0. 41/0$3'-$*,' P',&%

<$,'%1H"',-'+*,$%-%s $,2$8$-*0%' R=>=D -0',%)0$/-$*, 5')-*0"',-'+*,$%-%s $,2$8$-*0%' R$+,'(-0',%4&)-$*,"40&+

1551)-%' @$%1'%1.*41(%$ ',$.'(' [&$,1'/$+

!!既往研究表明$P>d"信号转导及转录激活蛋白 D
)%$+,'(-0',%4&)10',4 ')-$3'-*0*5-0',%)0$/-$*, D$R=>=D*
信号转导通路参与豚鼠形觉剥夺性近视的形成与发

展$激活的 R=>=D 信号通路可能通过对基质金属蛋白
酶 H).'-0$9.1-'((*/0*-1$,'%1H$;;GT@*基因的直接转
录激活作用参与近视眼巩膜的主动重塑过程

+BTD, $提
示阻断 R=>=D 信号通路的激活有可能对异常巩膜重
塑发挥抑制作用$从而抑制近视的发展& >[NIC 是一
种人工合成的苯亚甲基丙二腈脂类衍生物$分子式为
OBEVBN QHCD$结构类似酪氨酸$是 P>d酪氨酸激酶选择
性抑制剂$可以阻断 P>d激酶活化$进而影响 R=>=激
活$因此可抑制 P>dH"R=>=信号转导 +N, & 本研究采用
玻璃体腔注射给药的方式$观察 >[NIC 对豚鼠实验性

近视的抑制作用$同时采用免疫组织化学及逆转录
eO\)01310%1-0',%)0$/-$*, eO\$\=KeO\*技术检测豚鼠
巩膜组织内 >[NIC 对 R=>=D%/KR=>=D 及其下游靶基
因 ;;GT@ 表达的影响$进一步明确 R=>=D 信号通路
在近视巩膜重塑中的作用及 >[NIC 对近视的抑制作
用$为抑制近视形成药物的进一步开发研究提供理论
依据&

;9材料与方法

;:;9材料
;:;:;9主要试剂及仪器9>[NIC)美国 O'(8$*)21.公
司*'鼠抗人 R=>=D 单克隆抗体 )%)KMCBI *%鼠抗人
/KR=>=D)结合位点=60KECJ*单克隆抗体)%)KMCJI*)美
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国 R',-'O0&W公司 *' 兔抗人 YYeKH 多克隆抗体
)Z>DEBF*)武汉博士德公司*'\=KeO\%)@Q>试剂盒
)大连宝生物工程有限公司*& 带状检影仪)苏州六六
视觉科技股份有限公司*'>型超声)美国博士伦公司*&
;:;:<9实验动物9清洁级 B 周龄三色豚鼠 NC 只$体
质量 BCC aBNC +$雌雄兼用$排除眼部疾患$在安徽医
科大学附属省立医院医学科研大楼动物中心饲养$室
内采用冷白色荧光灯光源$BH 2 光照"BH 2 黑暗$室内
温度为 HJ o& 在光照时间内供给动物充足的食物和
水& 实验动物的使用和喂养遵循 >\#;有关动物使
用条款& 本研究经安徽医科大学附属省立医院伦理委
员会审查批准& 采用随机数字表法将 NC 只豚鼠随机
分为正常对照组%模型对照组 )遮盖 N 周*%eZR 对照
组)遮盖 N 周keZR 玻璃体腔注射*和 >[NIC 治疗组
)遮盖 N 周kHJ !.*("]>[NIC 玻璃体腔注射*$每组
BC 只& 除正常对照组外$各组动物均以右眼为实验
眼$制备形觉剥夺性近视 )5*0. 41/0$3'-$*, .6*/$'$
S@Y*模型&
;:<9方法
;:<:;9S@Y模型的建立与取材!参照文献+BTH$N,
描述的方法制作S@Y模型$将直径为 BJ ..的半透明
眼罩用 JCH 胶粘于豚鼠眼周围的皮肤上$遮盖时间均
为 N 周& 按照分组情况$于遮盖当天开始)N 周结束*
通过外眦角预留的小孔用连有直径 C N̂J ..针头的
HJ !(微量注射器经角巩膜缘后 B Ĉ ..向玻璃体腔分
别注射 eZR 或 >[NIC$注射量均为 J !($每隔 H 天注射
B 次$共 BC 次& 末次注射后 HN 2 摘除眼罩行视网膜检
影验光及眼轴测量& 予以氯胺酮深度麻醉后快速摘除
右侧眼球$取各组巩膜组织制备切片& 取各组常规组
织病理学检查和免疫组织化学检测后剩余的眼部组

织$分离巩膜置TMC o冰箱中保存备用$用于 R=>=D
.\Q>和 YYeKH .\Q>测定&
;:<:<9免疫组织化学染色检测巩膜组织中 R=>=D%
/KR=>=D和 YYeKH 蛋白的表达!各组均处死 F 只豚
鼠$立即摘除右侧眼球$质量分数 N`多聚甲醛固定$
常规石蜡包埋$于眼球近后极部连续切片 E 张$每张切
片厚 J !.$其中 B 张用于苏木精T伊红染色$B 张作为
阴性对照$J 张用于免疫组织化学染色& 石蜡切片常
规脱水%水化$按一抗说明书要求进行抗原修复$分别
滴加 R=>=D )B cBJC *% /KR=>=D ) B cBJC *%YYeKH ) B c
HCC*一抗$置于 DE o中孵育 H 2$eZR 冲洗$分别滴加
鼠抗人 A+[二抗 )B cBCC*$DE o孵育 DC .$,$@>Z显
色$苏木素复染$常规脱水%透明%封片& 免疫组织化学
检测结果以背景清晰%细胞质或细胞核中出现黄色或

棕黄色着染为阳性& 阳性细胞结果判定标准(细胞质
中有黄色或棕黄色颗粒者为 R=>=D 和 YYeKH 阳性细
胞%细胞核中有黄色或棕黄色颗粒者为 /KR=>=D 阳性
细胞& 任意选取后部巩膜各 BC 个部位进行图像扫描$
对图像进行分析$目的蛋白的相对表达量用吸光度
)Q*表示& 图像评价遵循双盲原则&
;:<:=9\=KeO\法检测巩膜中 R=>=D .\Q>和 YYeKH
.\Q>的表达!按 =0$W*(说明书提取巩膜组织总
\Q>$逆转录后用 ;;GT@%/XQX? 基因引物进行 eO\
扩增$以 #K')-$, 作参照& 引物序列由北京奥科公司设
计合成)表 B *& R=>=D eO\反应条件(IN o预变性
J .$,$IN o变性 NJ %$JE o退火 NJ %$EH o延伸 FC %$
共 DH 个循环$EH o再延伸 J .$, 至 N o& YYeKH eO\
反应条件(IN o预变性 J .$,$IN o变性 DC %$JM o退
火 DC %$EH o延伸 DC %$共 DN 个循环$EH o再延伸
J .$,至 N o& 取产物 J !(与上样缓冲液混合后进行
质量分数 B Ĵ`琼脂糖凝胶电泳$用 [?]@;OHCCC 凝
胶成像系统扫描分析仪分析$分别计算 R=>=D .\Q>
和 YYeKH .\Q>的相对表达量&

表 ;9目的基因引物序列

基因 引物序列 产物大小) 8/*

;;GT@ S(J4KO=O[=O[[>OO=O=O>[[[=KD4 DNC

\(J4K[[==O==[=OOO>O==[[[OKD4

/XQX? S(J4K[[>[[>[[O>==O[[>>>[=>KD4 BHC

\(J4KO=[O>[[=O[==[[=[=O>OKD4

!T%06-& S(J4KO[==[>O>=OO[=>>[[>OO=OKD4 JDJ

\(J4K[[=[[>[>[=[>[[OO>[[>KD4

!注(YYe(基质金属蛋白酶'R=>=(信号转导及转录激活蛋白

;:=9统计学方法
采用 ReRR BF:C 统计学软件)序列号(I>FJE?ICK

?HZEKNN@?KMIHIKCJJINMBFHJIJ$美国 AZY公司*进行
统计分析& 本研究测量指标的数据资料经 _检验证
实呈正态分布$以 Ll>表示& 采用完全随机分组 N 个
水平单因素干预实验设计$正常对照组%模型对照组%
eZR 对照组和 >[NIC 治疗组间各检测指标的总体差
异比较采用单因素方差分析$组间两两比较采用
=&<16/*%-2*)检验& 采用双尾检测法$GmC ĈJ 为差
异有统计学意义&

<9结果

<:;9各组豚鼠实验眼屈光度和眼轴长度的比较
正常对照组%模型对照组%eZR 对照组%>[NIC 治
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疗组豚鼠实验眼屈光度明显不同$总体比较差异有统
计学意义)$pMI ĈFD$GpC ĈCC*$其中模型对照组%
eZR 对照组%>[NIC 治疗组实验眼的近视屈光度增加$
与正常对照组比较差异均有统计学意义)6pBH D̂JD%
BC ÊDH%BF ĤFF$均 GmC ĈJ*$>[NIC 治疗组较模型对
照组和 eZR 对照组眼近视屈光度分别减少了 H N̂CN @
和 H N̂CJ @$差异均有统计学意义)6pM D̂MI%I F̂MC$均
GmC ĈJ*$而模型对照组和 eZR 对照组间豚鼠实验眼
屈光度差异无统计学意义)6pC F̂NE$GpC ĴMN*)表 H*&

正常对照组%模型对照组%eZR 对照组和 >[NIC
治疗组豚鼠实验眼的眼轴长度明显不同$总体比较差
异有统计学意义)$pIF B̂NJ$GpC ĈCC*$其中模型对
照组%eZR 对照组%>[NIC 治疗组豚鼠实验眼的眼轴长
度均明显长于正常对照组$差异均有统计学意义)6p
TBB ĴNF%TBD ĤMF%TBJ B̂NC$均 GmC ĈJ*'模型对照组
与 eZR 对照组比较差异无统计学意义)6pTB ĈHB$Gp
C N̂BJ*$而 >[NIC 治疗组豚鼠实验眼眼轴明显短于模
型对照组和 eZR 对照组$差异均有统计学意义 )6p
BJ N̂IJ%BN ĴFE$均 GmC ĈJ*)表 H*&

表 <9各组豚鼠眼屈光度和眼轴长度的比较)!O"*

组别 样本量 屈光度)@* 眼轴长度)..*

正常对照组 BC kB F̂MIlC ĈBN E B̂BFlC ĈNC

模型对照组 BC TD N̂EHlC ĈBE' M B̂JJlC ĈCC'

eZR 对照组 BC TD N̂EDlC ĈCE' M B̂JElC ĈCN'

>[NIC 治疗组 BC TB ĈFMlC ĈBH'8) E N̂DDlC ĈDF'8)

$
G

MI ĈFD
C ĈCC

IF B̂NJ
C ĈCC

!注(与正常对照组比较$'GmC ĈJ'与模型对照组比较$8 GmC ĈJ'与

eZR 对照组比较$)GmC ĈJ)单因素方差分析$=&<16/*%-2*)检验*

<:<9各组豚鼠实验眼巩膜的组织病理学检查
苏木精T伊红染色结果显示$正常对照组巩膜组

织厚度正常$纤维排列整齐)图 B>*'模型对照组实验
眼后极部巩膜厚度明显变薄$且胶原纤维断裂%稀疏
)图 BZ*$eZR 对照组实验眼则出现部分巩膜变薄%纤
维稀疏等$与模型对照组表现类似)图 BO*$>[NIC 治
疗组豚鼠实验眼巩膜组织厚度接近正常对照组 )图
B@*&
<:=9各组豚鼠实验眼巩膜组织中 R=>=D%/KR=>=D%
YYeKH 蛋白的表达

正常对照组巩膜组织内 R=>=D 极少表达$而模型
对照组和 eZR 对照组巩膜组织中 R=>=D 表达较强$呈
棕黄色染色$>[NIC 治疗组巩膜组织中 R=>=D 表达强
度较模型对照组%eZR 对照组减弱$其相对表达量)Q

值*的差异均有统计学意义 )6pN F̂NB%I D̂FN$均 Gm
C ĈB*'模型对照组和 eZR 对照组间 R=>=D 表达量比
较差异无统计学意义)6pTC ÊNI$GnC ĈJ*$>[NIC 治
疗组 R=>=D 表达量仍较正常对照组高$组间比较差异
有统计学意义)6pH F̂EN$GmC ĈJ*)图 H$表 D*&

A B

C D
图 ;9各组豚鼠实验眼后极部巩膜组织的组织病理学改变 )V?
qHCC*!>(正常对照组巩膜厚度正常$纤维组织排列均匀!Z(模型
对照组实验眼巩膜组织变薄)箭头*!O(eZR 对照组巩膜组织节段
性变薄$纤维排列紊乱)箭头*!@(>[NIC 治疗组巩膜组织厚度接近
正常对照组)箭头*

A B

C D
图 <9各组豚鼠实验眼后极部巩膜 @F7F= 蛋白表达)@>ZqNCC*!
>(正常对照组巩膜纤维细胞中有很少的 R=>=D 蛋白表达)箭头*!
Z(模型对照组巩膜纤维细胞中可见较多的 R=>=D 蛋白表达$呈棕黄
色染色)箭头*!O(eZR 对照组巩膜纤维细胞中 R=>=D 蛋白表达较
强$呈棕黄色染色)箭头*!@(>[NIC 治疗组巩膜纤维细胞中 R=>=D
蛋白表达强度明显弱于模型对照组和 eZR 对照组$阳性细胞数减少
)箭头*
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正常对照组巩膜组织内未发现 /KR=>=D 阳性着
色$而模型对照组和 eZR 对照组巩膜纤维细胞核呈棕
黄色染色$H 个组巩膜纤维细胞中 /KR=>=D 相对表达
量)Q值*的差异无统计学意义)6pB ÊDH$GpC ĤHJ*$
而 >[NIC 治疗组巩膜纤维细胞中 /KR=>=D 表达强度
明显较模型对照组和 eZR 对照组减弱$其相对表达量
)Q值*的差异均有统计学意义)6pN F̂DM%N N̂MM$均Gm
C ĈJ*$>[NIC 治疗组巩膜纤维细胞中 /KR=>=D 相对
表达量仍明显高于正常对照组$差异有统计学意义
)6pH ĤJB$GmC ĈJ*)图 D$表 D*&

A B

C D
图 =9各组豚鼠实验眼后极部巩膜 +5@F7F= 蛋白表达)@>ZqNCC*
>(正常对照组巩膜 /KR=>=D 蛋白有极少量表达$呈淡黄色染色)箭
头*!Z(模型对照组巩膜纤维细胞中 /KR=>=D 蛋白呈强阳性表达$
呈棕黄色染色)箭头*!O(eZR 对照组巩膜纤维细胞中 /KR=>=D 蛋
白表达较强$呈棕色染色)箭头*!@(>[NIC 治疗组巩膜纤维细胞中
/KR=>=D 蛋白表达较弱)箭头*
!

表 =9各组豚鼠实验眼巩膜中 @F7F=%+5@F7F= 和
EEU5< 蛋白相对表达量的比较)!O"$#*

组别 样本量 R=>=D /KR=>=D YYeKH

正常对照组 BC C ĈCHlC ĈCB C ĈCClC ĈCC C ĈJHlC ĈCH

模型对照组 BC C B̂HIlC ĈCM' C ĈEBlC ĈHB' C N̂HJlC ĈCN'

eZR 对照组 BC C B̂DClC ĈCN' C ĈFIlC ĈCH' C N̂HBlC ĈNH'

>[NIC 治疗组 BC C ĈFNlC ĈBF'8) C ĈBIlC ĈCH'8) C B̂JJlC ĈJH'8)

$ NM D̂CB JH ÎFB HE B̂BM
G C ĈCC C ĈCC C ĈCC

!注(与正常对照组比较$'GmC ĈJ'与模型对照组比较$8 GmC ĈJ'与

eZR 对照组比较$)GmC ĈJ )单因素方差分析$=&<16/*%-2*)检验*!

YYe(基质金属蛋白酶' R=>=(信号转导及转录激活蛋白

正常对照组巩膜纤维细胞中 YYeKH 蛋白呈弱表
达$着色不明显$而模型对照组和 eZR 对照组巩膜纤

维细胞中 YYeKH 蛋白均呈强表达$呈棕黄色染色$H
个组巩膜纤维细胞中 YYeKH 蛋白的表达量)Q值*差
异无统计学意义)6pB ĤFN$GnC ĈJ*$而 >[NIC 治疗
组巩膜纤维细胞中 YYeKH 呈弱表达$其相对表达量
)Q值*与模型对照组%eZR 对照组比较差异均有统计
学意义)6pI B̂HD%I ĈHI$均 GmC ĈJ*$>[NIC 治疗组
巩膜纤维细胞中 YYeKH 表达量仍明显高于正常对照
组$差异有统计学意义 )6pH F̂MH$GmC ĈJ * )图 N$
表 D*&

A B

C D
图 >9各组豚鼠实验眼后极部巩膜 EEU5< 蛋白表达)@>ZqNCC*!
>(正常对照组巩膜纤维细胞中 YYeKH 蛋白呈极弱表达)箭头*!Z(
模型对照组巩膜纤维细胞中 YYeKH 蛋白表达阳性$呈棕色染色)箭
头*!O(eZR 对照组巩膜纤维细胞中 YYeKH 蛋白呈阳性表达 )箭
头*!@(>[NIC 治疗组巩膜纤维细胞中 YYeKH 蛋白呈弱表达)箭头*
!

<:>9各组豚鼠实验眼巩膜纤维细胞中 R=>=D .\Q>
和 YYeKH .\Q>的相对表达

正常对照组巩膜组织中 R=>=D .\Q>的相对表
达量 )Q值*较少$>[NIC 治疗组巩膜组织中 R=>=D
.\Q>相对表达量均明显低于模型对照组和 eZR 对
照组$差异均有统计学意义)6pBC B̂BJ%BB ÊCD$均 Gm
C ĈB*$模型对照组和 eZR 对照组间巩膜组织中
R=>=D .\Q>的相对表达量差异无统计学意义 )6p
C F̂NB$GnC ĈJ *$>[NIC 治疗组巩膜组织中 R=>=D
.\Q>相对表达量仍高于正常对照组$差异有统计学
意义)6pH ĴEF$GmC ĈJ*)图 J$表 N*&

正常对照组巩膜组织中 YYeKH .\Q>的相对表
达量)Q值*较少$>[NIC 治疗组巩膜组织中 YYeKH
.\Q>相对表达量明显低于模型对照组和 eZR 对照
组$差异均有统计学意义 )6pI ĤBM% I N̂IN$均 Gm
C ĈB*$模型对照组与 eZR 对照组间 YYeKH .\Q>的
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相对表达量差异无统计学意义)6pB ÊNJ$GpC B̂NB*$
>[NIC 治疗组巩膜组织中 YYeKH .\Q>相对表达量
仍高于正常对照组$差异有统计学意义)6pD ĴFJ$Gm
C ĈJ*)图 J$表 N*&

500bp β�actin
MMP�2mRNA
STAT3mRNA

M 1 2 3 4 5 6 7 8

图 J9各组豚鼠实验眼巩膜组织中@F7F= A!V7和EEU5< A!V7
的相对表达!B(正常对照组 R=>=D .\Q>表达!H(模型对照组
R=>=D .\Q>相对表达!D(eZR 对照组 R=>=D .\Q>相对表达!N(
>[NIC 治疗组 R=>=D .\Q>相对表达 ! J(正常对照组 YYeKH
.\Q>表达!F(模型对照组 YYeKH .\Q>相对表达!E(eZR 对照
组 YYeKH .\Q>相对表达!M(>[NIC 治疗组 YYeKH .\Q>相对表
达!YYe(基质金属蛋白酶'R=>=(信号转导及转录激活蛋白

表 >9各组豚鼠实验眼巩膜组织中 @F7F= A!V7和
EEU5< A!V7相对表达量)!O"$#*

组别 样本量 R=>=D .\Q> YYeKH .\Q>

正常对照组 BC C ĈNMlC ĈCB C D̂JBlC ĈBJ

模型对照组 BC C ĴNElC ĈBJ' C ÊMHlC ĈJB'

eZR 对照组 BC C ĴNNlC ĈBJ' C ÊEIlC ĈNM'

>[NIC 治疗组 BC C ĤIJlC ĈDH'8) C ĴFIlC ĈBI'8)

$ JF D̂FH NB ĴMD
G C ĈCC C ĈCC

!注(与正常对照组比较$'GmC ĈJ'与模型对照组比较$8 GmC ĈJ'与

eZR 对照组比较$)GmC ĈJ )单因素方差分析$=&<16/*%-2*)检验*!

YYe(基质金属蛋白酶'R=>=(信号转导及转录激活蛋白

=9讨论

R=>=D 是一组具有数个相同结构域构成的 @Q>

结合蛋白家族 R=>=%成员之一$作为 P>d"R=>=D 信号
通路中重要的P>d%底物$R=>=D 在细胞因子的信号转
导中发挥关键作用& 通过生长因子KR=>=D 信号转导
通路可激活 R=>=D 蛋白$而 R=>=D 一旦磷酸化$即会
成为具有自我催化功能的底物$并通过自身的 RVH 结
构域形成同源或异源二聚体$然后迅速转位入核$与其
特异的 @Q>序列结合$调控靶基因的转录& 尽管在生
理状态下生长因子诱导的 R=>=信号通路激活处在严
格的调控之下$但是慢性或持续的激活可能会扰乱生
长因子KR=>=信号通路内环境的稳定$最终导致靶组
织的病理改变

+JTI, & 由 R=>=D 信号转导和活化转录机
制可知$阻断 R=>=D 信号转导途径的任一环节均可抑
制其上游众多酪氨酸激酶信号的传递以及下游多种靶

基因的转录$从而成为防治众多疾病的侯选靶目标&
>[NIC 可抑制 P>dH"R=>=D 信号转导$进而抑制

细胞的生长和转化
+BCTBN, & 研究表明$ >[NIC 抑制

P>d"R=>=信号通路不影响视网膜神经节细胞的生
存

+BJ, $与我们以往研究中 >[NIC 对正常的豚鼠巩膜
成纤维细胞生长无明显影响的结果相似

+BF, & 因此$尽
管特异性的 R=>=D 抑制剂可能比 >[NIC 更有效$但
>[NIC 仍可能是众多药物中比较有开发前景的药物&
为此$本研究中进一步观察 >[NIC 对豚鼠 S@Y巩膜
中 R=>=D 信号通路活性的影响以及下游靶基因 ;;GT@
的调控作用&

本研究表明$>[NIC 玻璃体腔注射后能在一定程
度上抑制 S@Y豚鼠眼轴的延长$并可使 S@Y模型眼
近视屈光度降低$故认为 >[NIC 作为一种 P>d抑制
剂$不能完全阻断 R=>=D 信号通路的激活$因为除了
P>d"R=>=D 信号途径外$还有一些活化的生长因子受
体具有内源性酪氨酸激酶活性和各种应激刺激$如调
节%眼压等可直接将 R=>=D 蛋白磷酸化'其次$本研究
给药间隔为每 H 天 B 次$由于 R=>=D 是 P>dH 通路的
下游蛋白$故 >[NIC 对 R=>=D 蛋白磷酸化的抑制可能
是通过 P>dH 来完成的$所以其对 R=>=D 蛋白磷酸化
的抑制作用晚于对 P>dH 蛋白激酶磷酸化的抑制& 这
些研究结果提示$>[NIC 抑制 R=>=D 蛋白激活具有时
相效应$时间过短效应可能不能完全显现'再者 >[NIC
抑制 R=>=D 信号通路的激活呈剂量依赖性$本研究中
所应用的 HJ !.*("]>[NIC 可能剂量不足$故对眼轴
与屈光的变化无法呈现出完全抑制$增加剂量或选取
直接定向于 R=>=D 蛋白并阻断其功能的 \Q>干扰技
术是否可完全抑制近视的发展$尚需进一步研究&

我们以往的研究发现$S@Y 诱导巩膜组织内
R=>=D 蛋白的合成和激活以及 YYeKH 的表达上
调

+BTH, $提示 S@Y中 R=>=D 信号通路可能参与近视的
形成和发展'YYeKH 作为 R=>=D 信号通路的下游靶基
因$在 S@Y中引起 R=>=D 信号通路激活并调控 YYeKH
表达上调的一种可能情况是异常的刺激信号$如异常
的视觉信息%眼轴延长的扩张力%巩膜蠕变%眼压变化
等作为直接的刺激信号可以引起 R=>=D 蛋白激活$进
而转位入核$与 ;;GT@ 基因启动子内特定的结合位点
结合$调控 ;;GT@ 基因的转录与表达'另一种情况可
能是形觉剥夺诱导豚鼠视网膜%视网膜色素上皮T脉
络膜源性生长因子上调$如胰岛素样生长因子 +BE, %肝
细胞生长因子

+BM, %成纤维细胞生长因子 +BI, %血管内皮
生长因子

+HC,
等作为上游活化因子$通过 P>dH"R=>=D

信号途径使 R=>=D 磷酸化$活化的 R=>=D 形成二聚
体$迅速转位到细胞核内$与 ;;GT@ 基因启动子上特
定的反应元件结合$启动和调控 ;;GT@ 基因的转录与
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表达$从而打破巩膜内 YYeKH"组织金属蛋白酶抑制
剂KH 的稳态平衡体系$导致巩膜细胞外基质的重塑$
眼轴延长$形成近视& 本研究结果显示$豚鼠实验眼造
模后屈光度较正常豚鼠眼明显增加$眼轴长度较正常
豚鼠眼明显延长$模型对照组豚鼠巩膜组织中 R=>=D%
/KR=>=D蛋白的表达量较正常豚鼠眼显著增高$YYeKH
的表达也相应增高$同时转录水平的 R=>=D 和 YYeKH
也显著增加$再次表明在近视发展过程中$异常的视觉
信息直接和间接激活了巩膜组织内 R=>=D 信号转导
通路$进而调控其下游靶基因 ;;GT@ 的转录及表达是
巩膜持续主动重塑过程的主要机制之一& >[NIC 治
疗组与模型对照组和 eZR 对照组比较眼轴长度明显
缩短$说明 >[NIC 可能抑制了异常巩膜重塑的进展&
本研究中还发现$>[NIC 治疗组巩膜组织中 R=>=D 和
YYeKH 蛋白及其 .\Q>表达较模型对照组和 eZR 对
照组均显著降低$表明 >[NIC 可以有效地阻断 S@Y
豚鼠巩膜中 R=>=D 信号通路的激活$进而下调其下游
靶基因 ;;GT@ 的表达$抑制异常巩膜重塑的进一步发
展$但 >[NIC 治疗组 R=>=D 和 YYeKH 的表达仍高于
正常对照组$在一定程度上也提示 >[NIC 作为 P>dH
特异性抑制$不能特异性地完全阻断 R=>=D 信号蛋白
磷酸化$也解释了本研究中 >[NIC 仅部分抑制 S@Y
豚鼠眼轴的生长以及 >[NIC 治疗组 R=>=D 和 YYeKH
的表达仍高于正常对照组的现象&

总之$本研究结果表明近视发展过程中 >[NIC 可
一定程度地阻断异常视觉信息对巩膜内 R=>=D 信号
转导通路的激活$进而调控其下游靶基因 ;;GT@ 的转
录与表达$抑制近视巩膜重塑$为进一步了解调控该信
号转导通路%加深对近视发病机制的进一步认识和寻
求近视的防治措施提供了新的思路&
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