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$$(摘要 ) $目的$探讨 &(D@[L> 在碱烧伤诱导的角膜新生血管 "=F]# 形成过程中的作用及其机
制*$方法$选用健康清洁级 Jb8 周龄野生型"ch#=K>VM9J 小鼠 [! 只以及成功鉴定为 =DISCD9='2L 介导
的 &(D@[L> 敲除"ZH#和过表达转基因"hW#小鼠各 [! 只'分别作为 ch组+ZH组和 hW组* 构建角膜碱烧伤
模型'分别于造模后第 #+>+:[+!: 天行裂隙灯显微镜检查并进行角膜上皮损伤评分和角膜基质混浊评分'测
量 =F]面积,采用组织病理染色法观察角膜结构变化和炎症细胞的表达,采用免疫组织化学染色法检测角膜
组织中 =G#: 的表达,采用荧光素酶报告基因检测 &(D@[L> 与信号转导及转录激活蛋白 #" ShEh##之间的靶
向结合关系,采用实时荧光定量 C=D法检测各时间点小鼠角膜组织中 &(D@[L> 以及血管内皮生长因子 E
"]%W<E#+肿瘤坏死因子"hF<#@&+白细胞介素"IM#@J+IM@:'+单核细胞趋化蛋白"U=C#@: &DFE的相对表达
量变化,采用 c6246A/ P)+4法检测各组造模后 :[ . 角膜组织中 ShEh#+?@ShEh# 蛋白的表达*$结果$小鼠角
膜碱烧伤后出现角膜损伤和炎症细胞浸润'同时出现 =F]* 角膜上皮损伤评分+角膜基质混浊评分和 =F]面
积呈现先升高后降低的趋势'并在造模后第 :[ 天时达峰值* 各组造模后不同时间点角膜上皮损伤评分+角膜
基质混浊评分+=F]面积和 =G#: 阳性细胞数总体比较差异均有统计学意义 "S

分组
j[L :̀L+#[ K̀J+[[ K̀J+

>> K̀J'均 Kk" "̀:,S
时间

jK: J̀!+JK J̀!+>: #̀!+[J :̀!'均 Kk" "̀:#,其中 ZH组各时间点角膜上皮损伤评分+角
膜基质混浊评分+=F]面积和 =G#: 阳性细胞数均高于 ch组和 hW组'hW组各指标均低于 ch组'差异均有
统计学意义"均 Kk" "̀K#* 在野生型 ShEh# 共转染细胞中'&(D@[L> 组荧光素酶活性明显低于 &(D@阴性对照
组和正常对照组'差异有统计学意义"均 Kk" "̀K#,在突变型 ShEh# 转染细胞中'各组间荧光素酶活性比较'
差异无统计学意义"Sj" J̀L'Kj" K̀J#* ch组+ZH组+hW组造模后 :[ . 角膜组织中 &(D@[L> 的相对表达量
分别为 " J̀8l" :̀:+" [̀:l" "̀J+: "̀Kl" :̀['均明显低于造模前的 : "̀"l" "̀[+" K̀Jl" "̀>+: #̀[l" :̀:'差异均有
统计学意义"均 Kk" "̀:#* 造模后第 :[ 天'ZH组 ShEh# 及 ?@ShEh# 蛋白相对表达量均明显高于 ch组和 hW
组'hW组各蛋白相对表达量低于 ch组'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀K#* 各组造模后各时间点 ]%W<E+
hF<@&+IM@J+IM@:'和 U=C@: &DFE相对表达量均明显高于造模前'ZH组各 &DFE相对表达量明显高于同时
间点 ch组和 hW组'hW组各 &DFE相对表达量明显低于同时间点 ch组'差异均有统计学意义 "均
Kk" "̀:#*$结论$U(D@[L> 可抑制碱烧伤诱导的角膜炎症反应及 =F]形成'其可能通过靶向 ShEh# 抑制炎
症信号通路的激活*$
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/67A+2(2O'74+A"hF<#@&'(/46A)6,R(/ "IM#@J'IM@:''/. &'7A+?-'06(/O)'&&'4+AB?A+46(/ "U=C#@: &DFEN6A6
.646746. PBA6')@4(&6m,'/4(4'4(Q6C=D5E4:[ .'B2O+))+N(/0&+.6)(/0'4-66X?A622(+/ +OShEh# '/. ?@ShEh# ?A+46(/2
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Kk" "̀:#5=+A/6')6?(4-6)(')(/3,AB27+A6'7+A/6')24A+&')4,AP(.(4B27+A6'=F]'A6''/. 4-6/,&P6A+O=G#:@?+2(4(Q6
76))2N6A60A6'46A(/ ZH0A+,? '4Q'A(+,24(&6?+(/424-'/ (/ ch'/. hW0A+,?2''/. 4-+26(/ ch0A+,? N6A60A6'46A
4-'/ (/ hW0A+,? "'))'4Kk" "̀K#5I/ chShEh# 7+@4A'/2O6746. 76))2'4-6),7(O6A'26'74(Q(4B+O4-6&(D@[L> 0A+,?
N'22(0/(O(7'/4)B)+N6A4-'/ 4-'4+O4-6&(D@/60'4(Q67+/4A+)0A+,? '/. /+A&')7+/4A+)0A+,? " P+4- '4Kk" "̀K#5I/
&,4'/4ShEh#@4A'/2O6746. 76))2'4-6A6N'2/+2(0/(O(7'/4.(OO6A6/76(/ ),7(O6A'26'74(Q(4B'&+/0'))0A+,?2"Sj" J̀L'
Kj" K̀J#5H/ 4-6:[4- .'B'O46A&+.6)(/0'4-6A6)'4(Q66X?A622(+/ )6Q6)2+O&(D@[L> (/ 7+A/6')4(22,6+Och'ZH'/.
hW0A+,?2N6A6 " J̀8l" :̀:' " [̀: l" "̀J '/. : "̀K l" :̀[' A62?674(Q6)B' N-(7- N6A62(0/(O(7'/4)B)+N6A4-'/
: "̀"l" "̀['" K̀Jl" "̀> '/. : #̀[l" :̀: P6O+A6&+.6)(/0"'))'4Kk" "̀:#5h-6A6)'4(Q66X?A622(+/2+OShEh# '/.
?@ShEh# N6A6-(0-6A(/ ZH0A+,? 4-'/ (/ ch'/. hW0A+,?2''/. N6A6)+N6A(/ hW0A+,? 4-'/ (/ ch0A+,?''/. 4-6
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$$角膜新生血管"7+A/6')/6+Q'27,)'A(*'4(+/'=F]#是
一种威胁视力的疾病'每年患病人群达 :[" 多万人'若
不及时治疗'会导致组织瘢痕+水肿+脂质沉积和持续
性炎症'严重影响患者视力和生活质量 - :. * 目前 =F]
的治疗方案包括局部应用类固醇+手术干预+激光消
融+光动力治疗和细针透热疗法'但因设备成本高+易
诱发微穿孔和出血等未得到广泛推广* 目前主流的抗
血管内皮生长因子 "Q'27,)'A6/.+4-6)(')0A+N4- O'74+A'
]%W<#抑制剂注射疗法存在部分患者不耐受和易复
发等问题'且需多次注射'医疗成本较高 - ! Ĵ. * 研究表
明'炎症是 =F]的重要始动因素和调控因素'与
]%W<之间存在相互作用'与眼部新生血管的形成密
切相关

- > 8̂. * 信号转导及转录激活蛋白 # " 2(0/')
4A'/2.,76A'/. '74(Q'4+A+O4A'/27A(?4(+/ #'ShEh##在免
疫调节中发挥重要作用'其在激活状态下可进一步释
放炎症因子'调节免疫炎症反应'影响 =F]形成和发
展

- L :̂". * 据报道'微小 DFE"&(7A+DFE'&(DFE#参与
病理性和发育性血管生成'部分 &(DFE在角膜上皮中
优先表达'调节细胞增生+迁移等功能'其中 &(D@[L>
是预后良好的标志物'其可抑制肿瘤细胞的增生+迁徙

并有负向调控血管形成的作用
- :: :̂#. * U(D@[L> 与

ShEh# 的 # n非翻译区存在互补结合 位 点' 推 测
&(D@[L> 可能靶向调控 ShEh#* 本研究拟对野生型
"N(). 4B?6'ch#=K>VM9J 小鼠+=DISCD9='2L 介导的
&(D@[L> 敲 除 " R/+7R+,4' ZH# 和 过 表 达 转 基 因
"4A'/206/(7'hW#=K>VM9J 小鼠进行碱烧伤 =F]造模'
探讨 &(D@[L> 对 =F]发生和发展的影响及其可能的
免疫调控机制'希望为 =F]临床诊疗提供新的思路*

B:材料与方法

B5B$材料
B5B5B$实验动物与细胞$健康清洁级 J b8 周龄
=K>VM9J 小鼠 [! 只'体质量 :8b!K 0'雌雄不限'由武
汉大学动物实验中心提供'小鼠生产许可证号&S;gZ
"鄂# !":K@""!>* 同周龄健康 =DISCD9='2L 介导的
&(D@[L> ZH和 hW小鼠各 [! 只'由武汉大学消化实验
室惠赠'小鼠许可证号& S;gZ"鄂# !"!"@""!>* 实验
前'裂隙灯显微镜下检查所有小鼠以排除角膜瘢痕+
=F]等疾病* 人胚胎肾细胞"T%Z!L##为本实验室冻
存* 实验流程遵循视觉与眼科研究协会相关规定'并经
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武汉大学人民医院伦理委员会审核批准 "批文号&
!":LZ@Z":"#*
B5B5!$主要试剂及仪器$盐酸丙美卡因滴眼液 "美
国 E)7+/ 公 司 #, 兔 抗 小 鼠 ShEh# 单 克 隆 抗 体
"27@!L#:K:#+鼠抗小鼠 ?@ShEh# 抗体 "结合位点 hBA@
>"K#单克隆抗体"27@8:K!## "美国 S'/4'=A,*公司#,
兔抗血小板 内̂皮细胞黏附分子 " ?)'46)64@6/.+4-6)(')
76))'.-62(+/ &+)67,)6'C%=EU@:9=G#:#抗体 " JJ"JK#
"中国三鹰公司 #,辣根过氧化物酶 " -+A26A'.(2-
?6A+X(.'26'TDC#标记的山羊抗兔二抗"ES::"J'美国
ESC%F公司#,hA(*+)试剂+M(?+O674'&(/6!""" 转染试
剂"美国 I/Q(4A+06/ 公司#,逆转录试剂盒+C=D试剂盒
"日本 h'R'A'公司#,双荧光素酶报告基因检测试剂盒
"DW"!>'上海碧云天生物技术有限公司#* F'/+GA+?
分光光度计"美国 h-6A&+公司#,实时荧光定量 C=D
仪"美国 EVI公司#,化学发光凝胶成像仪"美国 V(+@
D'. 公司#*
B5!$方法
B5!5B$角膜碱烧伤模型的建立及分组$实验前连续
# . 每晚给予红霉素眼膏点眼'体积分数 :"_水合氯
醛"K &09R0#腹腔注射麻醉后'盐酸丙美卡因滴眼液
点右眼行表面麻醉'棉签蘸去眼表多余水分,将直径
! &&的滤纸片浸入 : &+)9M氢氧化钠溶液中 :" 2达
到饱和'取出滤纸片'用吸水纸吸除周边多余的溶液'
将滤纸片置于小鼠角膜中央 :K 2'移除滤纸片后立即
用质量分数 " L̀_氯化钠溶液充分冲洗角膜及结膜囊
约 #" 2'术后使用左氧氟沙星滴眼液 "日本 S'/46/ 公
司#点眼预防感染'若有角膜穿孔或前房积血者视为
=F]造模失败并及时剔除* ch小鼠+&(D@[L> ZH和
hW小鼠均按此法造模'作为 ch组+ZH组和 hW组*
B5!5!$裂隙灯显微镜下观察小鼠角膜病变$于碱烧
伤后 #+>+:[+!: . 行小鼠角膜照相'并进行角膜上皮
损伤和基质混浊评分"表 :#'并通过 I&'06\图像分析
软件测量自角膜缘向中央长入的最长+弯曲度最小的
=F]长度'计算 =F]面积 "E#&Ej=9:! o# :̀[: J
-A! "̂Â)# !.'其中 =为 =F]累及的角膜圆周钟点数'
小鼠角膜半径 A设置为 : K̀ &&')为 =F]长度* =F]

评分标准&" 分为无新生血管长入角膜,: 分为新生血
管向心性生长'但未达到瞳孔中央或未超过角膜半径,
! 分为新生血管达到瞳孔中央或越过角膜半径*
B5!5#$苏木精 伊̂红染色法检测角膜组织变化$任
意选取碱烧伤后 #+>+:[+!: . 小鼠各 # 只'颈椎脱臼
法处死小鼠后立即摘除眼球'质量分数 [_多聚甲醛
固定'常规石蜡包埋'平行角膜至视盘矢状位'自角膜
缘向角膜中央行 [ !&厚连续切片* 常规脱蜡置于苏
木精染液中 K &(/'流水冲洗后再置于伊红染液'最后脱
水封片* 于光学显微镜下观察各组角膜组织变化*
B5!5C$免疫组织化学染色法检测角膜组织中 =G#:
的表达$取各组碱烧伤后 #+>+:[+!: . 眼球石蜡切
片'经常规脱蜡+水化+抗原修复阻断内源性过氧化物
酶+封闭后滴加兔抗 =G#: 抗体 " : d:"" 稀释#一抗'
[ a孵育过夜' CVS 冲洗后加山羊抗兔 I0W抗体
": d!"" 稀释#'#> a孵育 #" &(/'GEV显色'苏木精
复染细胞核'脱水封片* ["" 倍光学显微镜下随机选
取 # 个不重复视野对棕黄色细胞进行计数'取其平均
数衡量新生血管化程度*
B5!5P $ 实时荧光定量 C=D法检测角膜组织中
]%W<E和炎症因子 &DFE以及 &(D@[L> 表达$任取
各组碱烧伤后 #+>+:[+!: . 小鼠 # 只'颈椎脱臼法处
死小鼠后立即摘除眼球'按 hA(*+)说明书提取角膜组
织总 DFE'测定总 DFE浓度和纯度 " ?!J" 9?!8" 为

: 8̀b! :̀#后'逆转录获得7GFE* ]%W<E+&(D@[L>+肿
瘤坏死因子 &"4,&+A/67A+2(2O'74+A@&'hF<@&#+白细胞
介素 J"(/46A)6,R(/@J'IM@J#+IM@:'+单核细胞趋化蛋白
:"&+/+7B467-6&+'44A'74'/4?A+46(/@:'U=C@:#和甘油
醛@#@磷 酸 脱 氢 酶 " 0)B76A').6-B.6@#@?-+2?-'46
.6-B.A+06/'26'WECGT#+eJ 基因引物序列由上海吉玛
制药技术有限公司合成"表 !#* 以 7GFE为模板'分
别加入基因引物序列进行 C=D扩增'C=D反应条件&
L[ a预变性 K &(/,L[ a变性 [K 2'K> a退火 [K 2'
>! a延伸 J" 2'共 #! 个循环,>! a再延伸 K &(/ 梯度
降温至 [ a* 以 eJ 作为 &(D@[L> 内参'WECGT作为
其他基因内参'采用 ! (̂(=4

方法计算各目的基因相对

表达量* 实验重复 # 次'取其平均值*

表 B:角膜评分标准
A/92'B:O,(-'/2*+,(0-7 +(0)'(0/

分类 " 分 : 分 ! 分 # 分 [ 分

角膜上皮损伤评分 无上皮损伤 上皮损伤面积k!K_ 上皮损伤面积 !K_bK"_ 上皮损伤面积 K"_b>K_ 上皮损伤面积 >K_b:""_

角膜基质混浊评分 基质透明 基质稍混浊 基质中度混浊'
可透见后部虹膜特征

基质重度混浊'
但仍可判断瞳孔缘位置

基质完全混浊'
后部虹膜无法透见

!8"!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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表 !:>O@引物序列
A/92'!:>O@&(05'(*'Q.'-+'

基因 引物序列

Y!<S? 正向&Kn@hhW=hW=h=hE==h==E==Eh@#n
反向&Kn@WWhWEhWhhWWE=h==h=EWhW@#n

MPS4! 正向&Kn@EWWE=h=EEEhWWW=hhh==@#n
反向&Kn@=EWEWW=EE==hWE==E=h=@#n

=Z4W 正向&Kn@E==E=h===EE=EWE==hWh=h@#n
反向&Kn@=EWEhhWhhhh=hW=EEWhW=Eh@#n

=Z4X" 正向&Kn@Wh==hWhWhEEhWEEEWE=WW=@#n
反向&Kn@=hW=hhWhWEWWhW=hWEhWhE@#n

@CK4X 正向&Kn@WEh=h=EWhW=EWEWW=h=W@#n
反向&Kn@hW=hhWh==EWWhWWh==Eh@#n

<?KJE 正向&Kn@h===h=EEWEhhWh=EW=EE@#n
反向&Kn@EWEh==E=EE=WWEhE=Ehh@#n

51Q4V[\ 正向&Kn@WhW=EWWWh==WEWWh@#n
反向&Kp@hEW==hW=EW=E=E=hWhWWh@#n

OW 正向&Kn@EE=W=hh=E=WEEhhhW=Wh@#n
反向&Kn@=h=W=hh=WW=EW=E=E@#n

$注&]%W<E&血管内皮生长因子 E,hF<&肿瘤坏死因子,IM&白细胞介
素,U=C&单核细胞趋化蛋白,WECGT&甘油醛@#@磷酸脱氢酶,&(D&微小
DFE
$F+46&]%W<E&Q'27,)'A6/.+4-6)(')0A+N4- O'74+AE,hF<&4,&+A/67A+2(2
O'74+A,IM& (/46A)6,R(/, U=C& &+/+7B467-6&+'44A'74'/4?A+46(/, WECGT&
0)B76A').6-B.6@#@?-+2?-'46.6-B.A+06/'26,&(D&&(7A+DFE

B5!5R$c6246A/ P)+4法检测 ShEh#+?@ShEh# 的蛋白表
达$任取每组碱烧伤 :[ . 小鼠各 # 只'颈椎脱臼法处
死并剖取角膜组织'加入裂解液进行消化'收集蛋白样
本检测浓度'行 SGS@CEW%电泳并转印至 C]G<膜'体
积分数 K_牛血清白蛋白室温下封闭 : -'加入 ShEh#
": d: """ 稀释#和 ?@ShEh#": d: """ 稀释# [ a孵育
过夜'hVSh漂洗 # 次后加入 TDC标记的山羊抗兔 I0W
多克隆抗体 " : d# """#室温下孵育 : -'hVSh漂洗 #
次'滴加新鲜配制的 %=M发光液'避光孵育 :" &(/'使
用化学发光凝胶成像仪采集图像'并采用 I&'06\图像
分析软件分析条带灰度值'以 WECGT为内参'计算各
目的蛋白相对表达量* 每个实验独立重复 # 次'取平
均值*
B5!5H$细胞分组及双荧光素酶活性检测$取对数生
长期+生长状态良好的 T%Z!L# 细胞'分别将 ch或突
变型"&,4'/44B?6'Ueh# ShEh# 载体与 &(D@[L> 拟似
物+&(D阴性对照和正常对照组共转染'培养 [8 -* 采
用双荧光素酶报告基因检测系统检测萤火虫和海肾荧

光素酶活性'以海肾荧光素酶为内参'测定 chShEh#
和 UehShEh# 荧光素酶活性*

B5#$统计学方法
采用 SCSS !!5" 统计学软件进行统计分析* 本研

究检测指标的数据资料经 S-'?(A+@c()R 检验呈正态分
布'以 "l-表示'组间均数经 M6Q6/6检验方差齐* 采
用完全随机分组两因素或单因素干预多水平实验设

计'各组不同时间点角膜上皮损伤评分+基质混浊评
分+新生血管面积+=G#: 阳性细胞计数+&(D@[L> 及各
因子 &DFE相对表达量总体差异比较采用两因素方
差分析'各组间 ShEh# 和 ?@ShEh# 蛋白相对表达量总
体差异比较采用单因素方差分析'多重比较采用
MSG@&检验* Kk" "̀K 为差异有统计学意义*

!:结果

!5B$各组小鼠造模后不同时间点角膜的变化
各组造模后 # . 出现角膜上皮炎症'角膜中央出现

基质水肿+呈灰白色混浊'角巩膜缘血管逐渐充血扩张'

开始伸出新生血管芽,造模后 > . 时=F]进一步扩张'延
伸至角膜中央'并相互之间融合形成吻合支,造模后 :[ .

时=F]生长迅速'血管网密集+粗大+顶端分叉明显'且覆
盖于大部分角膜区域'甚至发生角膜溃疡+穿孔,造模后
!: .'角膜炎症减轻'=F]变粗变暗'少数新生血管仍向
角膜中央生长'但大部分血管消退+稀疏"图 :#*

造模后3d 造模后14d 造模后21d造模后7d

K
O
组

W
T
组

TG
组

图 B:各组小鼠造模后角膜照相:造模后 # . 各组角膜开始出现新
生血管'并于造模后 :[ . 达到峰值'之后逐渐消退* ch组各时间点
角膜上皮损伤程度与角膜基质混浊程度较 ZH组轻'较 hW组严重*
ch组 =F]面积较 ZH组小'较 hW组大$ch&野生型,ZH&敲除,
hW&转基因
=07.('B : 8-)'(0,(*'75'-)*&F,),7(/&F*,150+'/1)'(+,(-'/2
/2组/209.(-:=+A/6')/6+Q'27,)'A(*'4(+/ '??6'A6. +/ 4-6#A. .'B'O46A
')R')(P,A/'A6'7-6. 4-6?6'R +/ 4-6:[4- .'B'4-6/ 0A'.,'))B(/7A6'26. (/
ch'ZH'/. hW0A+,?25h-67+A/6')6?(4-6)(')(/3,AB'/. 7+A/6')24A+&')
4,AP(.(4BN6A6)(0-46A(/ ch0A+,? (/ 7+&?'A(2+/ N(4- ZH 0A+,?''/.
26Q6A6A(/ 7+&?'A(2+/ N(4- hW0A+,? '46'7- 4(&6?+(/4'O46A')R')(P,A/5
h-6=F]'A6'N'22&'))6A(/ ch0A+,? 7+&?'A6. N(4- ZH0A+,?' P,4
)'A06A7+&?'A6. N(4- hW 0A+,? $ ch& N(). 4B?6, ZH& R/+7R+,4, hW&
4A'/206/(7
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表 #:各组小鼠造模后不同时间点角膜上皮损伤评分比较"!T"'分#
A/92'#:O,5&/(0*,-,1+,(-'/2'&0)F'20/20-M.(6 *+,('/)<011'('-))05'

&,0-)*/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"'*+,('#

组别 眼数
造模后不同时间点角膜上皮损伤评分

# . > . :[ . !: .

ch组 # : K̀Jl" !̀! : >̀8l" !̀J ! 8̀Ll" #̀: : L̀8l" !̀>

ZH组 # ! #̀[l" !̀[' ! J̀>l" #̀:' # J̀>l" [̀!' ! K̀:l" #̀K'

hW组 # : !̀:l" :̀8'P : [̀Kl" !̀:'P ! #̀#l" !̀K'P : K̀Jl" :̀J'P

$注&S分组 j[L :̀L'Kk" "̀:,S时间 jK: J̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同

时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"重复测量两因素方差分析'MSG@&检验#$ch&野生型,ZH&敲
除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j[L :̀L'Kk" "̀:,S4(&6jK: J̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BA6?6'46.
&6'2,A62EFH]E'MSG@&4624#$ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

表 C:各组小鼠造模后不同时间点角膜基质混浊评分比较"!T"'分#
A/92'C:O,5&/(0*,-,1+,(-'/2*)(,5/2).(90<0)6 *+,('/)<011'('-)

)05'&,0-)*/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"'*+,('#

组别 眼数

造模后不同时间点角膜基质混浊评分

# . > . :[ . !: .

ch组 # : :̀:l" :̀: : J̀>l" !̀: ! >̀Ll" #̀[ : 8̀>l" !̀#

ZH组 # : J̀Kl" !̀#' ! [̀:l" #̀:' # 8̀>l" #̀#' ! K̀Jl" !̀['

hW组 # " 8̀>l" "̀L'P : [̀Kl" :̀8'P ! :̀:l" :̀L'P : #̀Jl" :̀J'P

$注&S分组 j#[ K̀J'Kk" "̀:,S时间 jJK J̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同

时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"重复测量两因素方差分析'MSG@&检验#$ch&野生型,ZH&敲
除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j#[ K̀J'Kk" "̀:,S4(&6jJK J̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BA6?6'46.
&6'2,A62EFH]E'MSG@&4624#$ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

表 P:各组小鼠造模后不同时间点 OUV面积比较"!T"'55!#
A/92'P:O,5&/(0*,-,1OUV/('/ /)<011'('-))05'&,0-)*

/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"'55!#

组别 眼数

造模后不同时间点 =F]面积

# . > . :[ . !: .

ch组 # " K̀!l" :̀: : :̀Kl" :̀> ! "̀Kl" #̀: : :̀Kl" :̀J

ZH组 # " L̀Jl" "̀>' : >̀Jl" :̀>' # K̀Jl" [̀>' ! "̀Kl" #̀L'

hW组 # " #̀[l" :̀:'P " 8̀8l" :̀J'P : !̀Ll" #̀"'P " >̀Ll" !̀#'P

$注&S分组 j[[ K̀J'Kk" "̀:,S时间 j>: #̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同

时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"重复测量两因素方差分析'MSG@&检验#$=F]&角膜新生血管,
ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j[[ K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j>: #̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BA6?6'46.
&6'2,A62EFH]E'MSG@&4624#$=F]&7+A/6')/6+Q'27,)'A(*'4(+/,ch&N(). 4B?6,ZH& R/+7R+,4,
hW&4A'/206/(7

$$ch组+ZH组和 hW组不同时间点间角膜上皮损
伤评分+角膜基质混浊评分以及 =F]面积总体比较差
异均有统计学意义 "S分组 j[L :̀L+ #[ K̀J+ [[ K̀J'均
Kk" "̀:,S时间 jK: J̀!+JK J̀!+>: #̀!'均 Kk" "̀:#,其中
ch组各时间点角膜上皮损伤评分+角膜基质混浊评
分以及 =F]面积总体明显低于 ZH组'
但高于 hW组'差异均有统计学意义"均
Kk" "̀K#"表 #bK#*
!5!$各组小鼠造模后角膜组织炎性细
胞的观察

造模后 # .'各组角膜上皮及基质
层出现不同程度的水肿'基质内胶原纤
维排列紊乱'开始出现大小不一的新生
血管管腔'少量炎性细胞浸润于管腔周
围,造模后 > .'炎性细胞进一步增多,
造模后 :[ .'角膜组织和基质层胶原纤
维结构紊乱'可见大量新生血管管腔分
布密集且管腔较大'管腔内可见红细胞
充盈'管腔周围可见大量炎性细胞浸
润,造模后 !: .'新生血管腔数量轻度
减少'炎症细胞浸润程度逐渐减轻* 各
时间点ch组角膜结构的紊乱程度+新生
血管管腔密度+炎症细胞浸润程度较 ZH
组减轻'但较 hW组显著增强"图 !#*
!5#$各组小鼠造模后 =G#: 阳性细胞
分布情况和数量比较

各组小鼠造模后 # . 开始出现少量
=G#: 阳性细胞'弥散表达在角膜上皮
层和基质层,造模后 > .'=G#: 阳性细
胞明显增多'主要分布于角膜缘区域,
造模后 :[ .'=G#: 阳性细胞数量达峰
值'且覆盖区域进一步由角膜缘向角膜
中央扩展延伸,造模后 !: .'=G#: 阳性
细胞减少'呈逐渐消退趋势"图 ##* 各
组不同时间点 =G#: 阳性细胞数总体比
较差异有统计学意义 "S分组 j>> K̀J'
Kk" "̀:,S时间 j[J :̀!'Kk" "̀:#'ch组
各时间点 =G#: 阳性细胞数量明显少于
ZH组'但多于 hW组'差异均有统计学
意义"均Kk" "̀K#"表 J#*
!5C$各组小鼠造模前后角膜组织 &(D@
[L> 表达比较

各组造模前后角膜组织&(D@[L> 相
对表达量总体比较'差异有统计学意义

"S分组 jJ> K̀J'Kk" "̀:,S时间 j#J :̀!'Kk" "̀:#* 相较
于造模前'各组造模后 :[ . &(D@[L> 相对表达量均明
显下降'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀K#* ch组造
模前后 &(D@[L> 相对表达量显著高于 ZH组'而低于
hW组'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀K#"表 >#*

!":!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

造模后3d 造模后14d 造模后21d造模后7d
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图 !:各组小鼠造模后不同时间点角膜组织病理染色mT%o[""'标尺jK" !&#$各组角膜组织炎症细胞在造模后 # . 显著增多'在造模后 > .

短暂下降后再次上升'在造模后 :[ . 达到峰值'造模后 !: . 呈现逐渐消退趋势,各时间点角膜结构的紊乱程度+新生血管管腔数量+炎症细胞

浸润程度以 ZH组最严重'其次为 ch组和 hW组$ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因

=07.('!:W0*),&/)F,2,70+/2*)/0-0-7 ,150+'+,(-'/ /)<011'('-))05'&,0-)*/1)'(/2组/209.(-mT%o[""'P'AjK" !&#$h-6(/O)'&&'4+AB76))2(/

7+A/6')4(22,622(0/(O(7'/4)B(/7A6'26. +/ 4-6#A. .'B'O46A')R')(P,A/'(/7A6'26. '0'(/ +/ 4-6>4- .'B'O46A'2-+A4.67)(/6'A6'7-6. 4-6?6'R +/ 4-6:[4-

.'B''/. 4-6/ 2-+N6. '0A'.,')A60A622(+/ 4A6/. (/ ch'ZH'/. hW0A+,?25h-6.60A66+O4-67+A/6')24A,74,A6.(2+A.6A'4-6/,&P6A'/. .6/2(4B+O

/6+Q'27,)'A),&6/2''/. 4-6.60A66+O(/O)'&&'4+AB76))(/O()4A'4(+/ '4.(OO6A6/44(&6?+(/42'O46A')R')(P,A/ N6A6&+2426Q6A6(/ ZH0A+,?'O+))+N6. PBch

'/. hW0A+,?2$ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

造模后3d 造模后14d 造模后21d造模后7d
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O
组

W
T
组

TG
组

50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm

图 #:各组小鼠造模后不同时间点 Om#B 免疫组织化学染色图mGEVo[""'标尺jK" !&#$各组角膜组织 =G#: 阳性细胞随造模后时间的延

长呈现逐渐增多趋势'并在造模后 :[ . 达到峰值'之后逐渐减少'ch组各时间点 =G#: 阳性细胞数量明显少于 ZH组'但多于 hW组$ch&

野生型,ZH&敲除,hW&转基因

=07.('#:E55.-,F0*),+F'50+/2*)/0-0-7 ,1Om#B /1)'(/2组/209.(-0-50+'+,(-'/mGEVo[""'P'AjK" !&#$EO46A')R')(P,A/'=G#:@?+2(4(Q6

76))2(/ 7+A/6')4(22,62+O6'7- 0A+,? 0A'.,'))B(/7A6'26. N(4- 4(&6''/. A6'7-6. 4-6?6'R +/ 4-6:[4- .'B''/. 4-6/ 0A'.,'))B2,P2(.6.5h-6A6N6A6O6N6A

=G#:@?+2(4(Q676))2(/ ch0A+,? 4-'/ (/ ZH0A+,? '46'7- 4(&6?+(/4'P,4&+A64-'/ (/ hW0A+,?$ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

!::!!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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表 R:各组小鼠造模后不同时间点 Om#B 阳性细胞数比较
"!T"#

A/92'R:O,5&/(0*,-,1)F'-.59'(,1Om#B4&,*0)0I'+'22*
/)<011'('-))05'&,0-)*/1)'(/2组/209.(-

/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 眼数
造模后不同时间点 =G#: 阳性细胞数

# . > . :[ . !: .

ch组 # ! K̀!l" :̀K [ 8̀Kl" #̀> L 8̀8l: #̀: K [̀Kl" [̀J

ZH组 # [ L̀Jl" !̀>' :: >̀Jl" >̀>' !# K̀Jl" L̀>' :# >̀Kl: #̀L'

hW组 # : #̀[l" :̀:'P ! 8̀8l" :̀J'P K !̀Ll" #̀"'P # K̀Ll" !̀#'P

$注&S分组 j>> K̀J'Kk" "̀:,S时间 j[J :̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组

比较''Kk" "̀K,与同时间点 ZH组比较'PKk" "̀K "两因素方差分析'
MSG@&检验#$ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j>> K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j[J :̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch

0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&6
4(&6?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BEFH]E'MSG@&4624#$ch&N(). 4B?6,ZH&
R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

表 H:各组造模前后角膜组织 50@4CGH 相对表达量比较"!T"#
A/92'H:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-,1
50@4CGH 0-+,(-'/ 9')3''-9'1,('/-</1)'(

/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 眼数
不同时间点 &(D@[L> 相对表达量

造模前 造模后:[ .

ch组 # : "̀"l" "̀[ " J̀8l" :̀:

ZH组 # " K̀Jl" "̀>' " [̀:l" "̀J'

hW组 # : #̀[l" :̀:'P : "̀Kl" :̀['P

$注&S分组 jJ> K̀J'Kk" "̀:,S时间 j#J :̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组

比较''Kk" "̀K,与同时间点 ZH组比较'PKk" "̀K "两因素方差分析'
MSG@&检验#$&(D&微小 DFE,ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? jJ> K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j#J :̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch

0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&6
4(&6?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BEFH]E'MSG@&4624# $ &(D&&(7A+DFE,
ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

!5P$各组小鼠造模后 :[ . 角膜组织中 ShEh# 及
?@ShEh# 蛋白表达比较

造模后 :[ .'各组角膜组织中 ShEh# 及 ?@ShEh#
蛋白相对表达量总体比较'差异均有统计学意义
"Sj!> K̀J+## :̀!'均 Kk" "̀:#,与 ch组小鼠相比'ZH
组小鼠角膜 ?@ShEh# 和 ShEh# 蛋白相对表达量明显升
高'hW组角膜 ?@ShEh# 和 ShEh# 蛋白相对表达量明显
降低'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀K#"图 ['表 8#*
!5R$&(D@[L> 靶向结合调控 ShEh# 表达

h'A064S7'/ 预测软件结果显示'ShEh# 是 &(D@[L>
的潜在靶点"图 K#* 双荧光素酶检测结果显示'在 ch@
ShEh# 共转染细胞中'各组荧光素酶活性值总体比较差
异有统计学意义"Sj:K L̀8'Kk" "̀:#'&(D@[L> 组荧光
素酶活性明显低于 &(D@F=组且差异有统计学意义
"Kk" "̀K#,在Ueh@ShEh#共转染细胞中'各组荧光素酶

活性值总体比较差异无统计学意义"Sj" J̀L'Kj" K̀J#
"表 L#* 即验证 ShEh#是&(D@[L>@K? 的靶基因*
!5H$小鼠造模前后各时间点 ]%W<E和炎症因子
&DFE表达比较

各组角膜组织中 ]%W<E&DFE表达均在造模后
升高'并于造模后 :[ . 达峰值'随后出现下降趋势,各
组炎症因子 hF<@&+IM@J+IM@:'和 U=C@: &DFE表达
在造模后 # . 出现第 : 个高峰'随后下降并在造模后
:[ . 出现第 ! 个高峰'之后炎症因子 &DFE表达逐渐
消退* 各组不同时间点间 ]%W<E和炎症因子 hF<@&+
IM@J+IM@:'和 U=C@: &DFE相对表达量总体比较差
异均 有 统 计 学 意 义 " S分组 jKK K̀J+ !> K̀J+ #> K̀J+
!K K̀J+:> K̀J'均 Kk" "̀:,S时间 j[K #̀#+!: :̀!+:J :̀!+
:8 :̀!+:K :̀!'均 Kk" "̀: #* ch组 ]%W<E+hF<@&+
IM@J+IM@:'和 U=C@: &DFE相对表达量均低于 ZH
组'高于 hW组'差异均有统计学意义 "均Kk" "̀K#
"表 :"b:[#*

WT组 KO组 TG组

p�STAT3

STAT3

GAPDH

86000

86000

37000

相对分子质量

图 C:各组小鼠造模后 BC <角膜组织 KA8A# 及 &4KA8A# 表达电泳

图:与 ch组比较'ZH组 ShEh# 和 ?@ShEh# 蛋白条带灰度较强'hW

组 ShEh# 和 ?@ShEh# 蛋白条带灰度降低$ShEh#&信号转导及转录

激活蛋白 #,WECGT&甘油醛@#@磷酸脱氢酶,ch&野生型,ZH&敲除,

hW&转基因

=07.('C:$2'+)(,&F,('),7(/5 ,1KA8A# /-<&4KA8A# '%&('**0,-*

0-50+'+,(-'/ /)BC </6*/1)'(/2组/209.(-$ =+&?'A6. N(4- ch

0A+,?'4-6ShEh# '/. ?@ShEh# ?A+46(/ P'/.2N6A624A+/06A(/ ZH0A+,?

'/. N6'R6A(/ hW 0A+,? $ ShEh#& 2(0/')4A'/2.,76A'/. '74(Q'4+A+O

4A'/27A(?4(+/ #,WECGT&0)B76A').6-B.6@#@?-+2?-'46.6-B.A+06/'26,ch&

N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

图 P:KA8A# 与 50@4CGH 存在互补的核苷酸序列:ShEh#&信号转

导与转录激活因子,ch&野生型,Ueh&突变型

=07.('P:O,5&2'5'-)/(6 -.+2',)0<'*'Q.'-+'*9')3''-KA8A# /-<

50@4CGH:ShEh#&2(0/')4A'/2.,76A'/. '74(Q'4+A+O4A'/27A(?4(+/ #,ch&

N(). 4B?6,Ueh&&,4'/44B?6

!!:!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

表 D:各组造模后BC <角膜组织 KA8A# 和 &4KA8A#
蛋白相对表达量比较"!T"#

A/92'D:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-,1KA8A#
/-<&4KA8A# &(,)'0-*,-)F'BC)F</6 /1)'(

/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#
组别 眼数 ShEh# 蛋白相对表达量 ?@ShEh# 蛋白相对表达量
ch组 # " 8̀>l" "̀[ : "̀Ll" :̀:
ZH组 # : !̀Jl" :̀:' : [̀:l" :̀J'

hW组 # " J̀8l" :̀:'P " 8̀>l" :̀['P

S值 !> K̀J ## :̀!
K值 k" "̀: k" "̀:
$注&与 ch组比较''Kk" "̀K,与 ZH组比较'PKk" "̀K"单因素方差分
析'MSG@&检验#$ShEh#&信号转导及转录激活蛋白 #,ch&野生型,ZH&
敲除,hW&转基因
$F+46& =+&?'A6. N(4- A62?674(Q6ch0A+,?''Kk" "̀K, 7+&?'A6. N(4-
A62?674(Q6ZH0A+,?' PKk" "̀K "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624# $ShEh#&
2(0/')4A'/2.,76A'/. '74(Q'4(+A+O4A'/27A(?4(+/ #, ch& N(). 4B?6, ZH&
R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

表 G:各组荧光素酶活性值比较"!T"#
A/92'G:O,5&/(0*,-,12.+01'(/*'/+)0I0)6

/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 样本量
不同类型细胞中荧光素酶相对活性值

ch@ShEh# Ueh@ShEh#
正常对照组 # " J̀8l" :̀: " 8̀>l" :̀[
&(D@F=组 # : !̀Jl" :̀: : [̀:l" :̀J
&(D@[L> 组 # " 8̀>l" "̀['P : "̀Ll" :̀:'P

S值 :K L̀8 " J̀L
K值 k" "̀: " K̀J

$注&与正常对照组比较''Kk" "̀K,与 &(D@F=组比较'PKk" "̀K"单因
素方差分析'MSG@&检验#$&(D&微小 DFE,F=&阴性对照,ch&野生型,
ShEh#&信号转导与转录激活因子,Ueh&突变型
$F+46&=+&?'A6. N(4- A62?674(Q6/+A&')7+/4A+)0A+,?''Kk" "̀K,7+&?'A6.
N(4- A62?674(Q6&(D@F=0A+,?'PKk" "̀K "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624#$
&(D& &(7A+DFE, F=& /60'4(Q67+/4A+), ch& N(). 4B?6, ShEh#& 2(0/')
4A'/2.,76A'/. '74(Q'4+A+O4A'/27A(?4(+/ #,Ueh&&,4'/44B?6

表 B":各组造模前后不同时间点 V$?=85@U8相对表达量比较"!T"#
A/92'B":O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-,1V$?=85@U8/)<011'('-))05'&,0-)*9'1,('/-<

/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 眼数
造模前后不同时间点 ]%W<E相对表达量

造模前 造模后 # . 造模后 > . 造模后 :[ . 造模后 !: .

ch组 # : "̀"l" :̀: > [̀:l" L̀K 8 8̀Kl" [̀# :# >̀Kl" J̀: K :̀Kl" :̀:
ZH组 # : K̀[l" :̀[' 8 L̀Jl" :̀[' L >̀Jl" :̀>' :K K̀Jl" [̀>' J "̀Kl" :̀!'

hW组 # " 8̀Ll" :̀:'P # #̀[l" :̀!'P [ !̀8l" :̀J'P J !̀Ll" !̀J'P ! >̀Ll" :̀K'P

$注&S分组 jKK K̀J'Kk" "̀:,S时间 j[K #̀#'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"两因素方差分析'MSG@&检
验#$]%W<E&血管内皮生长因子 E,ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? jKK K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j[K #̀#'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BEFH]E'MSG@&4624#$]%W<E&Q'27,)'A6/.+4-6)(')0A+N4- O'74+AE,ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

表 BB:各组造模前后不同时间点 AU=4!5@U8相对表达量比较"!T"#
A/92'BB:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-,1AU=4!5@U8/)<011'('-))05'&,0-)*9'1,('/-<

/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 眼数
造模前后不同时间点 hF<@&相对表达量

造模前 造模后 # . 造模后 > . 造模后 :[ . 造模后 !: .

ch组 # : "̀"l" :̀: # [̀:l" :̀K ! 8̀Kl" :̀# J >̀Kl" #̀: [ :̀Kl" :̀:
ZH组 # : #̀[l" :̀[' [ L̀Jl" :̀[' # >̀Jl" :̀>' 8 K̀Jl" [̀>' K "̀Kl" :̀!'

hW组 # " 8̀Ll" "̀8'P : #̀[l" :̀!'P : !̀8l" :̀J'P # !̀Ll" #̀"'P ! >̀Ll" :̀#'P

$注&S分组 j!> K̀J'Kk" "̀:,S时间 j!: :̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"两因素方差分析'MSG@&检
验#$hF<@&&肿瘤坏死因子 &,ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j!> K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j!: :̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BEFH]E'MSG@&4624#$hF<@&&4,&+A/67A+2(2O'74+A@&,ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

表 B!:各组造模前后不同时间点 EY4R 5@U8相对表达量比较"!T"#
A/92'B!:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-,1EY4R 5@U8/)<011'('-))05'&,0-)*9'1,('/-<

/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 眼数
造模前后不同时间点 IM@J 相对表达量

造模前 造模后 # . 造模后 > . 造模后 :[ . 造模后 !: .
ch组 # : "̀"l" "̀8 # K̀Jl" :̀! : >̀Kl" :̀[ > 8̀Kl" #̀: [ :̀Kl" :̀J
ZH组 # : :̀:l" "̀>' J L̀Jl" :̀#' ! >̀Jl" :̀>' 8 L̀Jl" [̀>' K 8̀Kl" :̀L'

hW组 # " L̀>l" "̀J'P ! #̀[l" :̀!'P : 8̀8l" :̀J'P # !̀Ll" #̀:'P ! :̀:l" :̀['P

$注&S分组 j#> K̀J'Kk" "̀:,S时间 j:J :̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"两因素方差分析'MSG@&检
验#$IM@J&白细胞介素 J,ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j#> K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j:J :̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BEFH]E'MSG@&4624#$IM@J&(/46A)6,R(/@J,ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

!#:!!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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表 B#:各组造模前后不同时间点 EY4B"5@U8相对表达量比较"!T"#
A/92'B#:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-,1EY4B"5@U8/)<011'('-))05'&,0-)*9'1,('/-<

/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 眼数

不同时间点 IM@:'相对表达量

造模前 造模后 # . 造模后 > . 造模后 :[ . 造模后 !: .

ch组 # : "̀"l" "̀> : K̀!l" :̀: : >̀Kl" :̀> ! 8̀Kl" #̀: : [̀Kl" :̀J

ZH组 # : !̀#l" :̀!' ! L̀Jl" "̀>' ! "̀Jl" :̀>' # K̀Jl" [̀>' ! "̀Kl" :̀L'

hW组 # " L̀#l" :̀:'P : #̀[l" :̀:'P : J̀#l" :̀J'P ! !̀Ll" #̀"'P : !̀Ll" :̀#'P

$注&S分组 j!K K̀J'Kk" "̀:,S时间 j:8 :̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"两因素方差分析'MSG@&检
验#$IM@:'&白细胞介素 :',ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j!K K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j:8 :̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BEFH]E'MSG@&4624#$IM@:'&(/46A)6,R(/@:',ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

表 BC:各组造模前后不同时间点 NO>4B 5@U8相对表达量比较"!T"#
A/92'BC:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-,1NO>4B 5@U8/)<011'('-))05'&,0-)*9'1,('/-<

/1)'(/2组/209.(-/5,-7 )F(''7(,.&*"!T"#

组别 眼数

不同时间点 U=C@: 相对表达量

造模前 造模后 # . 造模后 > . 造模后 :[ . 造模后 !: .

ch组 # : "̀"l" "̀J ! :̀!l" :̀: : J̀Kl" :̀> ! 8̀Ll" :̀8 : [̀Kl" :̀J

ZH组 # : !̀:l" :̀:' ! L̀Jl" "̀>' : 8̀Jl" :̀>' # K̀Jl" !̀>' ! "̀Kl" #̀L'

hW组 # " 8̀>l" "̀8'P : #̀[l" :̀:'P : :̀8l" :̀J'P ! !̀Ll" !̀:'P " L̀Ll" !̀#'P

$注&S分组 j:> K̀J'Kk" "̀:,S时间 j:K :̀!'Kk" "̀:5与同时间点 ch组比较''Kk" "̀K,与同时间点 ZH组比较'PKk" "̀K"两因素方差分析'MSG@&检
验#$U=C@:&单核细胞趋化蛋白 :,ch&野生型,ZH&敲除,hW&转基因
$F+46&S0A+,? j:> K̀J'Kk" "̀:,S4(&6j:K :̀!'Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- ch0A+,? '44-62'&64(&6?+(/4''Kk" "̀K,7+&?'A6. N(4- ZH0A+,? '44-62'&64(&6

?+(/4'PKk" "̀K "hN+@N'BEFH]E'MSG@&4624#$U=C@:&&+/+7B467-6&+'44A'74'/4?A+46(/@:,ch&N(). 4B?6,ZH&R/+7R+,4,hW&4A'/206/(7

#:讨论

眼化学烧伤'尤其是碱烧伤'是常见的眼科急症'

治疗难度大'致盲率高 - :[. * =F]是角膜碱烧伤常见的
并发症'其损伤眼部相关组织的正常结构和功能'打破
角膜免疫赦免'显著加剧角膜移植术后排斥反应'改变
眼表炎症微环境'严重影响视力 - :K :̂J. * 本研究参考
HA&6A+. 等 - :>.

通过碱烧伤法成功建立小鼠 =F]模型'

碱烧伤角膜组织早期以局部强烈的炎症为特征'过度
的炎症细胞激活+聚集+浸润和细胞因子表达'调控
=F]的形成 - :8 :̂L. * 本研究结果也显示'造模后 # . 角
膜出现炎症反应'> . 炎症细胞进一步增多':[ . 角膜
组织结构紊乱'大量炎症细胞浸润'!: . 后'炎症细胞
数量减少'进入角膜修复期* 据报道'免疫细胞募集和
细胞因子分泌在后期"造模后 >b:[ .#占主导地位'随
后机体释放免疫应答'进入炎症活跃期 - !". *

目前抗炎和抗 ]%W<药物是活跃期 =F]的主要
治疗方法'基于基因的抗血管生成治疗是一种新兴的
策略

- !:. * 研究表明' &(D@[L> 属于 &(D@:K9:J9:LK9

[![9[L> 家族'性状高度保守'常位于染色体 :>?:# :̀

上'参与肿瘤的发生和肿瘤血管的形成'在眼部发育+

动态平衡+功能维持和疾病发生中可发挥重要调控作
用

- !!. '结合角膜+晶状体+视网膜等眼部组织的 &(DFE

表达谱'选取 &(D@[L> 作为研究对象 - :#'!#. * 本研究分
别对 =DISCD9='2L 介导 &(D@[L> ZH和 hW小鼠以及
ch小鼠'构建碱烧伤诱导的 =F]模型'发现 ZH组小
鼠 =F]面积显著大于 ch组'而 hW组小鼠 =F]面积
显著小于 ch组'推测 &(D@[L> 可有效抑制新生血管
生长*

ShEh蛋白家族成员定位于细胞质'可以转位到细
胞核与 GFE结合'通过信号转导和转录调控双重作用
参与炎症和免疫

- ![. * \'/,2激酶@ShEh# 信号通路不
仅广泛参与细胞的增生+分化+凋亡以及免疫调节等过
程'也通过影响巨噬细胞活化和趋化因子的募集在新
生血管形成方面起重要作用

- !K. * Z,A.(等 - !J.
研究发

现'?@ShEh# 蛋白在心肌梗死区及其边缘区域组织中
表达增多'提示其可能具有诱导病理性损害的功能*
i, 等 - !>.

研究表明'角膜组织中 ShEh# 表达水平的升

![:!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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高参与干眼的发病机制'靶向抑制 ShEh# 表达可有效
缓解炎症所致的眼表损伤* H)'.(?,?+等 - !8.

研究显

示'ShEh# 途径可调节葡萄膜炎期间 V细胞与 h细胞
之间的相互作用'影响病情进展* 本研究结果显示'角
膜碱烧伤后'角膜组织中 &(D@[L> 表达下调'且双荧光
素酶检测结果显示 &(D@[L> 靶向结合 ShEh#'推测
&(D@[L> 可通过调控 ShEh# 的表达进而影响 =F]的
发生和发展过程* 同时']%W<E是 ]%W<家族的主要
成员'是一种强有力的促血管生成因子'通过促进内皮
细胞生长+迁移和抑制细胞凋亡介导血管生成* 本研
究结果显示'&(D@[L> 可降低 ShEh# 和 ]%W<E的表
达'表明 &(D@[L> 通过直接或间接作用抑制 =F]形成
过程* 一方面'在 =F]形成过程中 ShEh# 的激活可
启动免疫级联放大效应'刺激 =F]生成,另一方面'与
]%W<发生协同作用'使角巩膜缘血管网通透性增高'
促进纤维素外渗'加快内皮细胞的增生+迁移 - !L #̂:. *

本研究结果显示'角膜受碱烧伤刺激后'&(D@[L>
降低同时伴有 ShEh# 的表达升高和炎症因子'如
hF<@&+IM@J+IM@:'和 U=C@: 的 &DFE表达增多'共同
起到免疫放大效应'促进角膜炎症反应和新生血管的
形成* 其可能的机制为早期碱性物质招募炎症细胞趋
向病灶'并促使其释放促血管生成因子'同时炎症细胞
释放的各种趋化因子可进一步放大血管生成反应'再
次募集炎症细胞至病灶'形成正反馈循环'反复加重血
管生成反应

- #!. *
综上所述'&(D@[L> 可抑制碱烧伤诱导的角膜炎

症反应'其可能通过靶向 ShEh# 抑制炎症信号通路的
激活'进而抑制 =F]的发生和发展* 未来 &(D@[L> 有
望成为 =F]有效的治疗药物'可将 &(D@[L> 制成局部
眼药并联合纳米技术靶向病灶'有效应用于临床上
=F]的治疗* 本研究的局限性在于未深入探讨免疫
细胞与眼部新生血管形成的关系'以及 &(D@[L> 是否
参与小鼠角膜碱烧伤后新生血管形成其他可能发生改

变的信号通路'这也是我们下一步研究的方向*
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眼科常用英文缩略语名词解释

EUG&年龄相关性黄斑变性"'06@A6)'46. &'7,)'A.606/6A'4(+/#

EFH]E&方差分析"'/')B2(2+OQ'A('/76#

Veh&泪膜破裂时间"PA6'R,? 4(&6+O46'AO()&#

GD&糖尿病视网膜病变".('P64(7A64(/+?'4-B#

%Ee&实验性自身免疫性葡萄膜炎"6X?6A(&6/4')',4+(&&,/6,Q6(4(2#

%W<&表皮生长因子"6?(.6A&')0A+N4- O'74+A#

%MISE&酶联免疫吸附测定"6/*B&6@)(/R6. (&&,/+2+AP6/4'22'B#

%DW&视网膜电图"6)674A+A64(/+0A'&#

<<E&荧光素眼底血管造影"O),+A6276(/ O,/.,2'/0(+0A'?-B#

<W<&成纤维细胞生长因子"O(PA+P)'240A+N4- O'74+A#

W<C&绿色荧光蛋白"0A66/ O),+A6276/4?A+46(/#

I<F@%&%干扰素"(/46AO6A+/@%#

IM&白细胞介素"(/46A)6,R(/#

IHM&人工晶状体"(/4A'+7,)'A)6/2#

IDVC&光间受体视黄类物质结合蛋白"(/46A?-+4+A676?4+AA64(/+(.

P(/.(/0?A+46(/#

MESIZ&准分子激光角膜原位磨镶术")'26A(/ 2(4, R6A'4+&()6,2(2#

I=WE&吲哚菁绿血管造影"(/.+7B'/(/60A66/ '/0(+0A'?-B#

M%=2&晶状体上皮细胞")6/26?(4-6)(')76))2#

&(DFE&微小 DFE"&(7A+DFE#

UUC&基质金属蛋白酶"&'4A(X&64'))+?A+46(/'26#

&hHD&哺 乳 动 物 类 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 " &'&&')('/ 4'A064+O

A'?'&B7(/#

Uhh&四甲基偶氮唑盐"&64-B)4-('*+)B)464A'*+)(,&#

F<&核转录因子"/,7)6'AO'74+A#

H=h&光学相干断层扫描"+?4(7')7+-6A6/764+&+0A'?-B#

HD&优势比"+..2A'4(+#

CE=W&原发性闭角型青光眼"?A(&'AB'/0)6@7)+2,A60)',7+&'#

C=D&聚合酶链式反应"?+)B&6A'267-'(/ A6'74(+/#

DW=2&视网膜节细胞"A64(/')0'/0)(+/ 76))2#

CHEW&原发性开角型青光眼"?A(&'AB+?6/ '/0)60)',7+&'#

DV&视网膜母细胞瘤"A64(/+P)'24+&'#

DC%&视网膜色素上皮"A64(/')?(0&6/46?(4-6)(,&#

DF]&视网膜新生血管"A64(/')/6+Q'27,)'A(*'4(+/#

DC&视网膜色素变性"A64(/(4(2?(0&6/4+2'#

S)4&基础泪液分泌试验"S7-(A&6A) 4624#

2-DFE&短发夹 DFE"2-+A4-'(A?(/ DFE#

2(DFE&小干扰 DFE"2&'))(/46AO6A(/0DFE#

&@SUE&&@平滑肌肌动蛋白"&@2&++4- &,27)6'74(/#

hEH&甲状腺相关眼病"4-BA+(.@'22+7('46. +?-4-')&+?'4-B#

hW<&转化生长因子"4A'/2O+A&(/00A+N4- O'74+A#

hF<&肿瘤坏死因子"4,&+A/67A+2(2O'74+A#

eVU&超声生物显微镜",)4A'2+,/. P(+&(7A+27+?6#

]%W<&血管内皮生长因子"Q'27,)'A6/.+4-6)(')0A+N4- O'74+A#

]%C&视觉诱发电位"Q(2,')6Q+R6. ?+46/4(')#
"本刊编辑部#

!J:!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#




