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!实验研究!

EEX,抑制剂 \EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!及"
对人晶状体上皮细胞移行的抑制作用

刘冬梅!李俊红

!!"摘要#!背景!白内障术后残留晶状体上皮细胞)GTD,*的增生&移行&上皮 间̂质转化等生物学行为与

晶状体后囊膜混浊)XD$*的发生有关$基质金属蛋白酶 )EEX,*参与细胞的移行过程% 广谱 EEX,抑制剂

\EMJJI 能抑制人 GTD,的移行$但特异性 EEX,抑制剂$即 EEX9N%O 抑制剂!和"对 GTD,移行能力的影响

及药物的安全性尚不明确%!目的!比较 \EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑制剂"对 GTD,移行的

抑制作用及其对细胞活性的影响%!方法!对人 GTD,系进行培养和传代$取传至 K aR 代的细胞培养于 M 孔

板中$当细胞生长融合至 LJ`后改用无血清培养液作用 IN 8$在培养液中分别加入不同浓度 )JnNP&JnPJ&

InJJ&NnJJ&RnJJ&SnJJ&IMnJJ&KNnJJ&MRnJJ&INSnJJ $)0+%G* \EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑制

剂"$以基础培养液培养的细胞作为对照组$用 NJJ $+无菌枪头在细胞层中划出细胞裸露区$继续培养后 NR 8

计算各组细胞移行的平均距离$计算各种药物对 GTD,移行的抑制率% 在细胞活性的测定中$取传至第 N 代

或第 K 代 GTD,$调整细胞密度至 PcIJP %)+$以 NJJ $+%孔接种至 OM 孔板常规培养$分别加入 INSnJJ $)0+%G

\EMJJI&MRnJJ $)0+%GEEX9N%O 抑制剂!和 KNnJJ $)0+%GEEX9N%O 抑制剂"$以基础培养液培养的细胞作

为对照组$培养 NR 8 后用 E==法测定吸光度) *̂值$分析并比较 K 种药物对 GTD,活性的影响$评估药物对细

胞的毒性作用%!结果!正常培养的 GTD,生长良好$贴壁生长的细胞呈梭形或多边形$排列不规则% 随着

\EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑制剂"浓度的增加$GTD,移行距离逐渐缩短$总体比较差异有统

计学意义)\EMJJI(VlNRSnMRL$OoJnJP'EEX9N%O 抑制剂!(VlKPLnINP$OoJnJP'EEX9N%O 抑制剂"(Vl

KOMnKLR$OoJnJP*% 将对照组细胞移行距离设为 I$K 种药物浓度为 KNnJJ $)0+%G时$\EMJJI 组&EEX9N%O

抑制剂!组和 EEX9N%O 抑制剂"组细胞的相对移行距离分别为 JnRLSqJnJOI&JnNORqJnJSS 和 JnIOIqJnJSI$

总体比较差异有统计学意义 )VlIIMnJKI$OoJnJI*$其中 EEX9N%O 抑制剂"组中细胞移行距离明显低于

\EMJJI 组和 EEX9N%O 抑制剂!组$差异均有统计学意义)均 OoJnJI*% 对照组&INSnJJ $)0+%G\EMJJI 组&

MRnJJ $)0+%GEEX9N%O 抑制剂!组和 KNnJJ $)0+%GEEX9N%O 抑制剂"组的 ^值分别为 JnMJLqJnJIM&

JnPMLqJnJIP&JnPSKqJnJIJ 和 JnPOPqJnJIR$总体比较差异无统计学意义)VlInRJK$OrJnJP*%!结论!K 种

EEX,抑制剂均可有效抑制体外培养的 GTD,的移行$且对细胞的生长活性无明显影响$其中 EEX9N%O 抑制

剂"的抑制作用最强%!
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-45 ,-3(';03EEX9N%O 6486:6'0.!-45 " 04 GTD,)6/.-'604 .()-64 14*+(-.<! >5F#$(0G#! =86,,'15;7-,'0

5('(.)64(-45 *0)2-.('8(6486:6'0.;(336*-*;-)04/\EMJJI$EEX9N%O 6486:6'0.!-45 " 04 81)-4 GTD,-45

,(-.*8 '8(*+646*-+)(56*-'604 '02.(>(4'XD$<!H#("1*)!#1)-4 GTD,7(.(*1+'1.(5 -45 2-,,-/(5 "# G"432$-45

'8(*(++,03K R̂ /(4(.-'604 7(.(64*1:-'(5 64 M97(++2+-'(,<=8(4 '8(*(++,03LJ` *043+1(4')040+-;(.7(.(*1+'1.(5

64 HETE76'801'3('-+:0>64(,(.1)30.IN 801.,<\EMJJI$EEX9N%O 6486:6'0.!-45 " -'5633(.(4'*04*(4'.-'604,

)JnNP$JnPJ$InJJ$NnJJ$RnJJ$SnJJ$IMnJJ$KNnJJ$MRnJJ$INSnJJ $)0+%G* 7(.(-55(5 64'0'8(*1+'1.()(561)30.

NR 801.,,(2-.-'(+;$-45 .(/1+-.+;*1+'1.(5 *(++,,(.>(5 -,'8(*04'.0+/.012<@:-.(-.(-7-,)-5(:;-NJJ $+,'(.6+(

,2(-.04 '8(*(+++-;(.$-45 '8()6/.-'(5 56,'-4*(-45 6486:6'0.;.-'(7(.(*-+*1+-'(5<=8(,(*045 0.'86.5 /(4(.-'604 03

*(++,7(.(64*1:-'(5 64 OM97(++2+-'(,-'-5(4,6';03PcIJP %)+)NJJ $+%7(++*<\EMJJI )INSnJJ $)0+%G*$EEX9N%O

6486:6'0.!)MRnJJ $)0+%G* -45 " )KNnJJ $)0+%G* 7(.(-55(5 64'0'8(*1+'1.()(561)30.NR 801.,$-45 '8(*(++

>6-:6+6';7-,-,,-;(5 :;1,64/E==-,,-;<! I#)%-()! D1+'1.(5 *(++,/.(77(++76'8 6..(/1+-.-..-4/()(4'-45

2.(,(4'(5 '8(20+;/04 64 ,8-2(<=8()6/.-'(5 56,'-4*(7-,/.-51-++;.(51*(5 -,'8(64*.(-,(03*04*(4'.-'604,03

\EMJJI$EEX9N%O 6486:6'0.! -45 "$ ,80764/,6/4636*-4'5633(.(4*(,-)04/'8(>-.601,*04*(4'.-'604 /.012,

)\EMJJI( VlNRSnMRL$OoJnJP'EEX9N%O 6486:6'0.!(VlKPLnINP$OoJnJP'EXN%O 6486:6'0."(VlKOMnKLR$Oo

JnJP*<=8(*(++)6/.-'(5 56,'-4*(64 '8(*04'.0+/.012 7-,,(''0I$'8(.(+-'6>()6/.-'(5 56,'-4*(,7(.(JnRLSq

JnJOI$JnNORqJnJSS -45 JnIOIqJnJSI 64 '8(\EMJJI /.012$EEX9N%O 6486:6'0.!/.012 -45 EEX9N%O 6486:6'0."
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5633(.(4*(-)04/'8(/.012,)VlInRJK$OrJnJP*<!J1'$-%)01')!\EMJJI$EEX9N%O 6486:6'0.! -45 " .(51*(
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!!后囊膜混浊 ) 20,'(.60.*-2,1+(02-*636*-'604$XD$*
是白内障摘出联合人工晶状体植入术后的主要并发

症$目前其主要的治疗方法是 [5(m@\激光后囊膜切
开术$但存在复发的可能$且易导致角膜内皮形态的异
常&黄斑囊样水肿&视网膜脱离和青光眼等并发症的发
生

+I R̂, % 有实验表明$丝裂霉素 D&P9氟尿嘧啶等抗代
谢药物在体内外均能抑制晶状体上皮细胞 )+(4,
(26'8(+6-+*(++,$GTD,*的生长 +P M̂, $但对周围眼组织产
生毒性作用和发生不良反应的风险$故其临床应用受
到限制% 组织病理学研究认为$白内障术后赤道部及
晶状体前囊膜残留的 GTD,的增生&移行和上皮 间̂质

转化是临床上白内障患者术后产生 XD$的主要原
因

+L, $白内障手术后诱发的创伤愈合反应使晶状体囊
袋中GTD,基质金属蛋白酶9N))-'.6B)('-++02.0'(64-,(,9N$
EEX9N*和EEX9O 表达上调 +S, $促使GTD,向后囊膜中
央移行$而广谱 EEX,抑制剂 \EMJJI 对人 GTD,的移
行有抑制作用

+O ÎJ, % EEX9N 和 EEX9O 特异性抑制剂
EEX9N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑制剂"对 GTD,增
生和移行的抑制作用如何$对 GTD,是否有毒性作用

等目前尚不清楚% 本研究拟比较 \EMJJI&EEX9N%O
抑制剂!和 EEX9N%O 抑制剂"对 GTD,移行的抑制作
用及其对细胞活性的影响$以寻找一种安全&有效地预
防 XD$的药物%

96材料与方法

9<96材料
人 GTD,细胞株由南京医科大学附属眼科医院惠

赠% 高糖 HETE培养液&标准胎牛血清 )3('-+:0>64(
,(.1)$eQ&*&胰蛋白酶 )含 TH=@* )武汉博士德公
司*'青链霉素混合液)I iIJJ 稀释* )北京索莱宝科技
有限公司*'\EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!&EEX9N%O 抑
制剂")德国 E(.A 公司*% E==细胞增生试剂盒)武
汉博士德公司*'细胞培养箱)美国 [-'604-+@22+6-4*(
公司*'细胞培养板)美国 D0,'-.公司*%
9<:6方法
9<:<96人 GTD,的体外培养!在高糖 HETE培养液
中复苏人 GTD,$当细胞生长为融合时传代% 吸弃培养
液$用 XQ& 轻洗 N aK 次$洗去残余培养液% 再吸弃
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XQ& 液$加入质量分数 JnNP`胰蛋白酶约 N )+% 培养
箱中消化 K aP )64$倒置显微镜下见大部分细胞收缩&
分离呈流沙样改变后$加入含体积分数 NJ`eQ& 的
HETE培养液中止消化$并用吸管反复&有序&轻轻地
吹打成细胞悬液% 将细胞悬液移入 IP )+离心管中$
离心半径 P *)$I PJJ .%)64 离心 P aIJ )64$弃去上清
含酶溶液$加入 N )+培养液$用吸管将细胞吹匀$按
I iN进行分瓶培养% 当培养液由红色变为淡黄色时换
液$每次换去约 N%K 的培养液%
9<:<:6划痕试验测定细胞移行能力6选取生长良好
的 K aR 代的人 GTD,培养于 M 孔板中$在 M 孔板背面
用无菌注射器针头轻划 K 条平行线$ 间隔约为
InP ))% 当细胞生长融合 LJ`后改用无血清培养基
作用 IN 8$以抑制细胞的增生能力% 用 NJJ $+无菌枪
头在细胞层中划出细胞裸露区$与 K 条平行线交汇形
成 N 个长方形$可作为拍照时重复照相的选取点% 分
别加入不同浓度)JnNP&JnPJ&InJJ&NnJJ&RnJJ&SnJJ&
IMnJJ&KNnJJ&MRnJJ&INSnJJ $)0+%G* \EMJJI&EEX9
N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑制剂"$以基础培养液培
养的细胞作为对照组% 对照组中细胞移行的平均距离
设为 I$以 K 个组抑制剂浓度为 KNnJJ $)0+%G作用
时细胞移行距离与对照组细胞移行距离进行比较$
得到细胞相对移行距离% 相对细胞移行距离用软件
C)-/(2.02+1,M<J 进行计算$移行抑制率l)对照组
细胞移行距离 实̂验组细胞移行距离* %对照组细胞
移行距离cIJJ`%
9<:<;6E==法测定细胞活性!在细胞活性的测定
中$取传至第 N 代或第 K 代 GTD,$调整细胞密度至 Pc
IJP %)+$以 IJJ $+%孔接种至 OM 孔板常规培养 NR 8$使
所有细胞贴壁% 移去培养液$用 XQ& 洗 K 次$分别加
入 INSnJJ $)0+%G\EMJJI&MRnJJ $)0+%GEEX9N%O 抑
制剂!和 KNnJJ $)0+%GEEX9N%O 抑制剂"$以基础培
养液培养的细胞作对照组$继续培养 NR 8% 每孔加入
E==溶液 IJ $+$R 8 后拍照% 最后每孔加入 IJJ $+
e0.)-V-4 溶解液$室温下振荡 IJ aKJ )64$待结晶充分
溶解后用酶标仪比色法测定吸光度) *̂值$测量波长
为 ROJ 4)$参考波长为 MKJ 4)$根据 ^值分析细胞
活性%
9<;6统计学方法

采用 &X&& IK<J 统计学软件进行统计分析% 本研
究中测试指标的数据资料经 " 检验呈正态分布$以
Rq7表示$组间均数经 Q-.'+(''检验方差齐% 不同浓度
药物对细胞移行抑制率的总体差异比较采用单因素方

差分析'对照组&\EMJJI 组&EEX9N%O 抑制剂!组和

EEX9N%O抑制剂"组间细胞相对移行距离及细胞活力
)^值*的总体差异比较均采用单因素方差分析$组间
多重比较采用 &[]9(检验% 采用双尾检测法$OoJnJP
为差异有统计学意义%

:6结果

:<96体外培养的人 GTD,的生长情况
传代的人 GTD,在 R 8 左右开始贴壁生长$传代后

NR 8 约 SJ`细胞贴壁$细胞增生迅速$I aN 5 融合$传
至 K aR 代的 GTD,贴壁迅速$生长良好$增生快$呈透
明状$排列不规则)图 I*%

图 96体外培养的人 UOJ)形态)cRJ*!可见细胞呈单层多角形$排
列不规则
!

:<:6\EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑制剂"
对人 GTD,移行的抑制作用

随着 \EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑
制剂"浓度的增加$人 GTD,的移行距离逐渐变短$各
种药物不同浓度组对细胞移行的抑制率的总体比较差

异均有统计学意义 )\EMJJI(VlNRSnMRL$OoJnJP'
EEX9N%O抑制剂!(VlKPLnINP$OoJnJP'EEX9N%O 抑
制剂"(VlKOMnKLR$OoJnJP*$其中浓度为 KNnJJ $)0+%G
时$EEX9N%O 抑制剂"组抑制率最大$达到 OS`$
EEX9N%O 抑制剂!在浓度为 MRnJJ $)0+%G时抑制率
最大$而 \EMJJI 在浓度为 INSnJJ $)0+%G时抑制率
最大$故后续试验中各种药物均采用最大抑制率浓度
)表 I*% K 种药物浓度在 KNnJJ $)0+%G时$对照组&
\EMJJI 组&EEX9N%O 抑制剂!组和 EEX9N%O 抑制剂
"组 GTD,的移行距离明显不同$R 个组间总体比较
差异有统计学意义 )VlIIMnJKI$OoJnJI * $其中
EEX9N%O 抑制剂"组明显低于 \EMJJI 组和 EEX9
N%O 抑制剂!组$差异均有统计学意义)均 OoJnJI*
)表 N* %
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表 96不同浓度药物作用下人 UOJ)移行抑制率)!T"$]*

药物浓度

)$)0+%G* 样本量
细胞移行抑制率

\EMJJI 组 EEX9N%O 抑制剂!组 EEX9N%O 抑制剂"组

JnNP M JnJKJqJnJIR JnPONqJnJNK InRLNqJnJLK
JnPJ M JnJNLqJnJMK InPOSqJnJKK SnSNKqJnJPM
InJJ M RnSSNqJnJIN SnSSLqJnJLP ILnJMJqJnJRL
NnJJ M IJnKPJqJnJNR INnORJqJnJSN NPnJIJqJnJIP
RnJJ M NPnSSJqJnJKN NJnRIJqJnJKM RJnPOJqJnJNP
SnJJ M NMnRLJqJnJII KLnKPJqJnJRN MJnLLJqJnJSN

IMnJJ M KInIPJqJnJKR PInISJqJnJRP LInRLJqJnJLK
KNnJJ M PRnRIJqJnJPM MKnPKJqJnJKP OSnOJJqJnJMR
MRnJJ M LInISJqJnJIJ OOnLIJqJnJNK

INSnJJ M OOnOLJqJnJJO
V NRSnMRL KPLnINP KOMnKLR
O oJnJP oJnJP oJnJP

!注(GTD,(晶状体上皮细胞'EEX(基质金属蛋白酶)单因素方差分析*

表 :6;:_ZZ $31-mU药物浓度下各组人 UOJ)
相对移行距离比较)!T"*

组别 样本量 相对移行距离

对照组 S InJJJqJnJJJ
\EMJJI 组 S JnRLSqJnJOI-

EEX9N%O 抑制剂!组 S JnNORqJnJSS-

EEX9N%O 抑制剂"组 S JnIOIqJnJSI
V IIMnJKI
O oJnJI

!注(与 EEX9N%O 抑制剂"组相比$-OoJnJP)单因素方差分析$&[]9(

检验*!GTD,(晶状体上皮细胞'EEX(基质金属蛋白酶

:<;6\EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!和 EEX9N%O 抑制剂"
作用后的细胞活性

E==法检测显示$反映细胞能量代谢水平的蓝紫
色结晶物甲瓒沉积在晶状体细胞内或细胞周围$形成毛
刺样 外 观$ INSnJJ $)0+%G\EMJJI 组& MRnJJ $)0+%G
EEX9N%O 抑制剂!组和 KNnJJ $)0+%GEEX9N%O 抑制
剂"组的细胞形态及活细胞数量与对照组细胞间比较
无明显差别% 当 GTD,抑制率接近 IJJ`时$对照组&
INS $)0+%G\EMJJI 组&MR $)0+%GEEX9N%O 抑制剂!
组和 KN $)0+%GEEX9N%O 抑制剂"组间 GTD,的 ^值
无明显不同$各组间差异无统计学意义)VlInRJK$Or
JnJP*)表 K$图 N*%

表 ;6各组人 UOJ)增生值比较)!T"$)*

组别 样本量 细胞增生值

对照组 M JnMJLqJnJIM
\EMJJI 组 M JnPMLqJnJIP
EEX9N%O 抑制剂!组 M JnPSKqJnJIJ
EEX9N%O 抑制剂"组 M JnPOPqJnJIR
V InRJK
O rJnJP

!注(GTD,(晶状体上皮细胞'EEX(基质金属蛋白酶)单因素方差分析*

BA

C D
图 :6H!!法检测各组UOJ)的形态!各组间细胞形态和活细胞数
量接近)E==cRJJ*!@(对照组!Q(\EMJJI 组!D(EEX9N%O 抑制
剂!组!H(EEX9N%O 抑制剂"组

;6讨论

EEX,是一种由 II 种酶组成的内蛋白酶家族$它
不但可以清除胶原分子&明胶分子等一些生物大分子$
还可以降解胶原蛋白以及蛋白多糖$为细胞的生长提
供空间

+II, $参与人体的多种病理生理过程+IN, % EEX9N
和 EEX9O 是一组明胶酶$能促进细胞的移行 +IK, % 研
究表明$在具有侵袭和移行能力的鼻炎癌细胞中
EEX9N 和 EEX9O 的表达量明显增加 +IR, $此外皮肤伤
口中 EEX9N 和 EEX9O 的表达量也显著增加 +IP, %

EEX,抑制剂是 EEX,的特异性抑制因子$可阻
止 EEX,酶原活化并抑制已活化的 EEX,的活性%
\EMJJI 是一种人工合成的广谱 EEX,抑制剂 +IM, $体
外晶状体囊袋培养模型中发现$\EMJJI 能抑制 GTD,
在后囊膜上的移行$且对细胞活性无明显影响 +S Ô, %
近年来$随着对 EEX,抑制剂研究的关注及对 EEX,
生理功能认识的加深$认为选择性地抑制 EEX,活性
药物对治疗特定的 EEX,相关疾病十分重要% 研究表
明$晶状体囊是一层具有弹性的透明基底膜$由胶原网
状结构组成$组织间隙充满了黏多糖 +IL, $主要成分为
(型胶原蛋白和层黏连蛋白$是 EEX9N 和 EEX9O 的
特异性底物$EEX9N%O 抑制剂!和EEX9N%O 抑制剂"
可选择性地作用于手术后发生改变的 GTD,+IS, % 本实
验中对EEX9N%O 抑制剂!&EEX9N%O 抑制剂"进行了
研究$并与广谱 EEX,抑制剂 \EMJJI 的效果进行比
较$观察 K 种药物体外培养的人 GTD,移行的影响$发
现 EEX9N%O 抑制剂!&EEX9N%O 抑制剂"均可特异性
地抑制 EEX9N 和 EEX9O 的活性% 血清本身可能含有
一些 能 促 进 EEX,的 分 泌 因 子$ 如 转 化 生 长 因
子9%+IO N̂J, $为了避免血清对 GTD,移行的干扰$本研究

!RIS! 中华实验眼科杂志 NJIP 年 O 月第 KK 卷第 O 期!D864 YTB2 $28'8-+)0+$&(2'():(.NJIP$Z0+<KK$[0<O
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中在进行划痕试验时使用无血清培养液和不含血清的

抑制剂处理 GTD,$结果显示实验 NR 8 时$对照组细胞
大部分融合$划痕区域大部分被移行的细胞所覆盖$而
在各实验组中$随着 K 种抑制剂浓度的逐渐增加$细胞
移行 的 平 均 距 离 变 短% K 种 抑 制 剂 的 浓 度 为
KNnJJ $)0+%G时$EEX9N%O 抑制剂"组对细胞移行的
抑制作用达到 OS`$明显强于 EEX9N%O 抑制剂!和
\EMJJI$认为 K 种抑制剂均能有效地抑制 GTD,的移
行$且 EEX9N%O 抑制剂"对人 GTD,移行的抑制作用
强于 EEX9N%O 抑制剂!和 \EMJJI$提示 EEX抑制剂
可能是通过下调 EEX9N 和 EEX9O 的水平而抑制
GTD,的移行%

为了明确 \EMJJI&EEX9N%O 抑制剂!&EEX9N%O
抑制剂"抑制细胞移行的作用是否由于其对人 GTD,
毒性所致$本研究使用 E==法对不同浓度 K 种抑制剂
作用后的细胞进行细胞活性检测$结果显示 K 种药物
对 GTD,移行的抑制率达到 IJJ`时细胞仍保持生长
活性$INS $)0+%G\EMJJI 组&MR $)0+%GEEX9N%O 抑
制剂!和 KN $)0+%GEEX9N%O 抑制剂"组和对照组间
GTD,可见大量的毛刺形成$且 K 种药物组 ^值与对照
组 ^值比较差异无统计学意义$说明各组细胞生长活
性相似$K 种药物对人 GTD,移行均有抑制作用$且对
细胞无明显的毒性作用%

综上所述$特异性的 EEX9N%O 抑制剂"对人
GTD,的移行有较好的抑制作用$有望成为预防 XD$
的新药%
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