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$$(摘要)$目的$观察根皮素对白细胞介素"IM#@:'诱导的 WA'Q62眼病"WH#患者眼眶成纤维细胞"H<2#

中炎症反应和氧化应激的抑制作用及其机制*$方法$收集 !":L 年 : 月至 !"!" 年 :! 月于河南省立眼科医
院确诊为非活动期 WH并行眼眶减压术的患者 J 例 J 眼的眼眶脂肪及结缔组织* 采用组织块培养法分离原
代 H<2并传代'细胞免疫荧光法鉴定 H<2* 将细胞分为对照组+IM@:'诱导组以及不同浓度根皮素处理组* 采
用细胞计数试剂盒 8"==Z@8#法检测 !K+K"+>K+:"" 和 !"" !&+)9M根皮素处理 ![ 和 [8 - 后 H<2的活性* 采
用 IM@:'诱导 H<2模拟 WH体外炎症环境* 采用荧光探针 T!G=<@GE法检测正常对照组+IM@:'诱导组+
K" !&+)9M根皮素组和 :"" !&+)9M根皮素组细胞内活性氧簇"DHS#水平* 采用酶联免疫吸附法"%MISE#检
测正常对照组+IM@:'诱导组以及 !K+K"+>K+:"" !&+)9M根皮素组细胞培养上清液中促炎细胞因子 IM@J+IM@8

和 U=C@: 质量浓度* 采用 c6246A/ P)+4法检测正常对照组+IM@:'诱导组及 :"" !&+)9M根皮素组细胞内血红
素加氧酶 :"TH@:#+核因子 F<@%! 相关因子 FAO! 和 UECZ信号通路蛋白 C#8+细胞外调节蛋白激酶"%DZ#+
7@\,/ 氨基末端激酶"\FZ#及其磷酸化蛋白表达*$结果$原代分离培养的 H<2表达 Q(&6/4(/'证明为间充质
来源'.62(&(/+S@:""+7B4+R6A'4(/@:8 表达阴性'鉴定为成纤维细胞* ==Z@8 结果显示'!K+K"+>K 和 :"" !&+)9M

根皮素组细胞处理后 ![ 和 [8 - 吸光度"?#值与对照组比较'差异均无统计学意义"均Kx" "̀K#* K" !&+)9M

根皮素组和 :"" !&+)9M根皮素组细胞内 DHS 水平分别为 !: L̀Kl: >̀: 和 :" "̀:l: "̀#'明显低于 IM@:'诱导
组的 #L !̀>l[ "̀:'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀:#* %MISE结果显示'!K !&+)9M+K" !&+)9M+>K !&+)9M和
:"" !&+)9M根皮素组细胞培养上清液中 IM@J 质量浓度分别为 " [ K[[ !̀KlK>! L̀8#+ " : """ !̀Kl:## L̀J#+
">![ !̀KlL8 J̀##和"K:L K̀"l::8 "̀!# ?09&)'均显著低于 IM@:'诱导组的"> K8: >̀KlKJK L̀##?09&)'差异均有
统计学意义"均 Kk" "̀:#,K" !&+)9M+>K !&+)9M和 :"" !&+)9M根皮素组细胞培养上清液中 IM@8 质量浓度分
别为" # J>L K̀" lJ>J >̀J#+ " ! :[# >̀K lJ:J !̀"# 和 " : :>[ >̀K l!8[ :̀8# ?09&)'显著低于 IM@:'诱导组的
"8 [:: "̀"lL#L J̀>#?09&)'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀:#,K" !&+)9M+>K !&+)9M和 :"" !&+)9M根皮素组
细胞培养上清液中 U=C@:质量浓度分别为"# >8# !̀KlJ:" !̀[#+": KJK >̀Kl[K> 8̀L#和">[K >̀Kl!!> "̀:# ?09&)'

显著低于 IM@:'诱导组的"K K## "̀"lJ"! 8̀># ?09&)'差异均有统计学意义"均Kk" "̀:#* :"" !&+)9M根皮素
组 TH@:+FAO! 蛋白相对表达量明显高于 IM@:'诱导组'?@C#8+?@%DZ+?@\FZ蛋白相对表达量明显低于 IM@:'
诱导组'差异均有统计学意义"均 Kk" "̀:#*$结论$根皮素可降低 IM@:'诱导的 WH患者 H<2细胞内氧化应
激水平'抑制促炎细胞因子产生'其作用机制与 FAO!9TH@: 的激活及 UECZ信号通路的抑制相关*$
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A#;&;0251.C$/&$%' :+/ T0&4:$/ O/1L$%-1&6' <+0/*>(/* K%(L1/.102]$6Z0 (̂%0&(%6(,A#;&;025(2(*60/> Y1-+02
:.1$/.$'<+0/*>(/* K%(L1/.102C21/1.02Q$-$0%.; C$/&$%,(%A.+20%J1-$0-$-'<+0/*F;(+ _X88W8'C;1/0
C(%%$-#(/>1/* 0+&;(%&C;01C;0/*'!5012&.;01.;0/*7878787XGXW9I.(5

"89*)(/+)#:L9M'+)0I':h+(/Q624(0'464-6(/-(P(4+AB6OO674+O?-)+A64(/ +/ (/O)'&&'4(+/ '/. +X(.'4(Q624A622(/
(/46A)6,R(/ " IM#@:' (/.,76. +AP(4')O(PA+P)'242 " H<2# OA+& WA'Q62+AP(4+?'4-B " WH# ?'4(6/42'/. (42
&67-'/(2&5$N')F,<*$h-6+AP(4')O'4'/. 7+//674(Q64(22,6OA+&J 6B62+OJ ?'4(6/42.('0/+26. '2(/'74(Q6WHN-+
,/.6AN6/4+AP(4').67+&?A622(+/ (/ T6/'/ %B6T+2?(4')OA+&\'/,'AB!":L 4+G676&P6A!"!" N6A67+))6746.5CA(&'AB
H<2N6A6(2+)'46. '/. ?'22'06. PB6X?)'/47,)4,A6'/. N6A6(.6/4(O(6. PB76))(&&,/+O),+A6276/76'22'B5H<2N6A6
.(Q(.6. (/4+7+/4A+)0A+,?'IM@:'(/.,76. 0A+,?''/. 0A+,?2+OQ'A(+,2?-)+A64(/ 7+/76/4A'4(+/2"!K'K"'>K':"" '/.
!"" !&+)9M#5h-6Q('P()(4B+OH<2'O46A![@'/. [8@-+,A4A6'4&6/4+O4-6Q'A(+,2?-)+A64(/ 7+/76/4A'4(+/2N'2
.646A&(/6. PB76))7+,/4(/0R(4@8 "==Z@8#5H<2N6A6(/.,76. PBIM@:'4+2(&,)'46'/ (/O)'&&'4+AB6/Q(A+/&6/4+O
WH1/ L1&%(5I/4A'76)),)'AA6'74(Q6+XB06/ 2?67(62"DHS# )6Q6)2+O4-6/+A&')7+/4A+)0A+,?'IM@:'(/.,76. 0A+,?'
K" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,? '/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,? N6A6.646746. PBO),+A6276/4?A+P6"T!G=<@GE#5h-6
7+/76/4A'4(+/2+O?A+@(/O)'&&'4+AB7B4+R(/62IM@J'IM@8 '/. &+/+7B467-6&+'44A'74'/4?A+46(/@: "U=C@:# (/ 76))
7,)4,A62,?6A/'4'/4+O4-6/+A&')7+/4A+)0A+,?'IM@:'(/.,76. 0A+,? '/. ?-)+A64(/ 4A6'46. 0A+,?2" !K'K"'>K''/.
:"" !&+)9M# N6A66X'&(/6. PB6/*B&6@)(/R6. (&&,/+2+AP6/4'22'B"%MISE#5h-66X?A622(+/2+O-6&6+XB06/'26@:
"TH@:#' /,7)6'AO'74+A6AB4-A+(. !@A6)'46. O'74+A"FAO!# ?A+46(/2''2N6))'2C#8'6X4A'76)),'AA60,)'46. ?A+46(/
R(/'26"%DZ# '/. 7@\,/ F@46A&(/')R(/'26"\FZ# ?A+46(/2'2N6))'24-6(A?-+2?-+AB)'46. ?A+46(/2(/ 4-6UECZ
2(0/')?'4-N'B+O4-6/+A&')7+/4A+)0A+,?'IM@:'(/.,76. 0A+,? '/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?'N6A6.646746. PB
c6246A/ P)+45h-6?,A?+26'/. &64-+.2+O4-624,.BN6A66X?)'(/6. 4+4-6?'4(6/42'/. 4-6(AO'&()B&6&P6A25cA(446/
(/O+A&6. 7+/26/4N'2+P4'(/6.5h-624,.B?A+4+7+)N'2'??A+Q6. PB4-6%4-(72=+&&(4466+OT6/'/ CA+Q(/7(')
C6+?)6n2T+2?(4')"F+5TF%%=Z;@!"!"-">.#5$@'*.2)*$<+A7,)4,A6. H<2'4-6&626/7-B&')+A(0(/ N'27+/O(A&6.
PB?+2(4(Q66X?A622(+/ +OQ(&6/4(/ '/. O(PA+P)'242N6A6(.6/4(O(6. PB/60'4(Q66X?A622(+/ +O.62&(/' S@:"" '/.
7B4+R6A'4(/@:85==Z@8 2-+N6. 4-'44-6A6N'2/+2(0/(O(7'/4.(OO6A6/76(/ 'P2+AP'/76Q'),6'O46A![@'/. [8@-+,A
4A6'4&6/4P64N66/ !K !&+)9M'K" !&+)9M'>K !&+)9M'/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?2'/. 7+/4A+)0A+,? "'))'4
Kx" "̀K#5h-6DHS )6Q6)2+OK" !&+)9M'/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?2N6A6!: L̀Kl: >̀: '/. :" "̀:l: "̀#'
A62?674(Q6)B'N-(7- N6A62(0/(O(7'/4)B)+N6A4-'/ #L !̀>l[ "̀: +OIM@:'(/.,76. 0A+,? " P+4- '4Kk" "̀:#5%MISE
2-+N6. 4-'4IM@J 7+/76/4A'4(+/2(/ !K !&+)9M' K" !&+)9M' >K !&+)9M'/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?2N6A6
"[ K[[ !̀KlK>! L̀8#'": """ !̀Kl:## L̀J#'" >![ !̀KlL8 J̀##'" K:L K̀"l::8 "̀!# ?09&)'A62?674(Q6)B'N-(7- N6A6
'))2(0/(O(7'/4)B)+N6A4-'/ "> K8: >̀KlKJK L̀##?09&)(/ IM@:'(/.,76. 0A+,? "'))'4Kk" "̀:#5IM@8 7+/76/4A'4(+/2
(/ K" !&+)9M'>K !&+)9M'/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?2N6A6" # J>L K̀"lJ>J >̀J#' " ! :[# >̀KlJ:J !̀"#'
": :>[ >̀Kl!8[ :̀8#?09&)'A62?674(Q6)B'N-(7- N6A6'))2(0/(O(7'/4)B)+N6A4-'/ "8 [:: "̀"lL#L J̀>#?09&)(/ IM@:'
(/.,76. 0A+,? "'))'4Kk" "̀:#5h-67+/76/4A'4(+/2+OU=C@: (/ K" !&+)9M'>K !&+)9M'/. :"" !&+)9M?-)+A64(/
0A+,?2N6A6"# >8# !̀K lJ:" !̀[#' " : KJK >̀K l[K> 8̀L#' " >[K >̀K l!!> "̀:# ?09&)'A62?674(Q6)B'N-(7- N6A6'))
2(0/(O(7'/4)B)+N6A4-'/ "K K## "̀"lJ"! 8̀>#?09&)(/ IM@:'(/.,76. 0A+,? "'))'4Kk" "̀:#5h-6A6)'4(Q66X?A622(+/
)6Q6)2+OTH@: '/. FAO! N6A62(0/(O(7'/4)B-(0-6A'/. 4-6A6)'4(Q66X?A622(+/ )6Q6)2+O?@C#8'?@%DZ''/. ?@\FZN6A6
2(0/(O(7'/4)B)+N6A(/ :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,? 4-'/ IM@:'(/.,76. 0A+,? "'))'4Kk" "̀:#5$O,-+2.*0,-*$C-)+A64(/
A6.,7624-6+X(.'4(Q624A622)6Q6)+OIM@:' (/.,76. H<2OA+& WH ?'4(6/42'/. (/-(P(424-6?A+.,74(+/ +O?A+@
(/O)'&&'4+AB7B4+R(/625h-6&67-'/(2& (2A6)'46. 4+4-6'74(Q'4(+/ +OFAO!9TH@: '/. 4-6(/-(P(4(+/ +O4-6UECZ
2(0/')?'4-N'B5

";'6 3,(<*#:C-)+A64(/, WA'Q62+AP(4+?'4-B, <(PA+P)'242' +AP(4'), HX(.'4(Q624A622, I/O)'&&'4(+/
=.-<&(,7(/5& F'4,A')S7(6/76<+,/.'4(+/ +OT6/'/ CA+Q(/76"!"!#""[:"["J#
GHI&:"5#>J"97&'5357/::KL8L@!"!!"J"J@""!JJ

$$WA'Q62眼病 "WA'Q62+AP(4+?'4-B'WH#是 WA'Q62病
常见的甲状腺外表现'球后组织水肿导致的眼球突出+
压迫性视神经病变及眼外肌受累导致的眼球运动障碍

等是其主要临床表现
- :. * WH的发病机制尚未明确'

目前认为'眼眶成纤维细胞"+AP(4')O(PA+P)'242'H<2#的

激活及其诱导的炎症反应是 WH发病的关键 - ! #̂. * 既
往研究发现' WH患者体内高水平的白细胞介素
"(/46A)6,R(/'IM#@:'可刺激 H<2分泌多种细胞因子'
包括 IM@J+ IM@8 和单核细胞趋化因子 : " &+/+7B46
7-6&+'44A'74'/4?A+46(/@:'U=C@:#等'参与眶内炎症细
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胞的募集+增生和炎症反应的激活 - [ K̂. * 此外'WH患
者眶周组织及全身处于高氧化应激状态

- J >̂. * H<2内
活性氧簇"A6'74(Q6+XB06/ 2?67(62'DHS#水平升高可诱
导自身活化并释放多种细胞因子'进一步加重眼眶的
炎症反应

- 8 L̂. * WA'Q62病患者体内较高水平甲状腺素
可加剧氧化应激过程

- :". * 因此'抑制 H<2的氧化应激
及炎症水平是阻止 WH发生和发展的重要方向* 目前
尚缺乏针对 WH的特异性治疗药物'糖皮质激素仍是
一线治疗药物'但其存在较多不良反应且部分患者对
其不敏感'因此'探索新的 WH治疗药物十分必要* 根
皮素是一种天然的查尔酮类化合物'既往研究提示根
皮素可抑制脂多糖 ")(?+?+)B2'77-'A(.6'MCS#诱导的
DEc!J[ >̀ 巨噬细胞的炎症反应'显著抑制炎症因子
IM@J 和 IM@8 的生成 - ::. * 此外'根皮素可通过 FAO9血红
素加氧酶" -6&6+XB06/'26'TH#@: 通路改善棕榈酸诱
导的内皮细胞氧化应激反应

- :!. '并在糖尿病+动脉粥
样硬化等疾病模型中证实有抗氧化+抗炎作用 - :# :̂[. '
因此推测根皮素对 WH患者体外培养的 H<2具有潜在
的抗氧化应激及抗炎作用* 本研究拟探讨根皮素对
IM@:'诱导的 H<2氧化应激和炎症反应的抑制作用及
其相关分子机制*

B:材料与方法

B5B$材料
B5B5B 眼眶组织标本来源$收集 !":L 年 : 月至 !"!"
年 :! 月于河南省立眼科医院确诊为非活动期 WH并
行眼眶减压术的患者 J 例 J 眼的眼眶脂肪及结缔组
织* 其中男 [ 例'女 ! 例,年龄 ##bKJ 岁,手术时患者
甲状腺功能均恢复正常'停止服药半年及以上* 根据
欧洲 WA'Q62眼病专家组于 !":J 年提出的 FHSC%=S
为标准

- :K. '采用临床活动性评分 " 7)(/(7')'74(Q(4B
27+A6'=ES#对疾病活动性进行评估'=ES 达到 # 分及
以上为活动期'未满 # 分为非活动期* 患者及家属均
知晓研究目的和方法并签署知情同意书'研究方案经
河南省人民医院伦理委员会审核批准 -批文号&
TF%%=Z;@!"!""">#.*
B5B5!$主要试剂及仪器$胎牛血清+GU%U培养基+
质量 分 数 " !̀K_ 胰 蛋 白 酶+ 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液
" ?-+2?-'46P,OO6A2+),4(+/'CVS#+青 链̂酶素溶液"美国
W(P7+公司#,V=E蛋白定量试剂盒"!#!!>#+%=M试剂
盒"E#8KKK# "美国 h-6A&+<(2-6A公司#,兔抗人磷酸
化"?@#C#8"[J#:#和 C#8"8JL"#+兔抗人细胞外调节
蛋白激酶"6X4A'76)),)'AA60,)'46. ?A+46(/ R(/'262'%DZ#
"[#>"#和 ?@%DZ"[JLK#+小鼠抗人 7@\,/ 氨基末端激

酶"7@\,/ F@46A&(/')R(/'26'\FZ#"L!K!#和 ?@\FZ抗体
"L!KK#+兔抗人 TH@: 抗体 " [#LJJ#+兔抗人核因子
F<@%! 相 关 因 子 " /,7)6'AO'74+A6AB4-A+(. !@A6)'46.
O'74+A'FAO! # 抗 体 " :!>!: #+ 小 鼠 抗 人 S@:"" 抗 体
"KK!L # "美 国 =Sh公 司 #, 兔 抗 人 Q(&6/4(/ 抗 体
"'PL!K[> #+ 兔 抗 人 .62(&(/ " 'P:K!"" #+ 兔 抗 人
7B4+R6A'4(/@:8"'P:##!J## "美国 EP7'&公司#,兔抗人
WECGT抗体+山羊抗小鼠和山羊抗兔二抗+山羊抗兔
<Ih=标记的荧光二抗+GECI"上海碧云天生物技术有
限公司#,细胞计数试剂盒 8"76))7+,/4(/0R(4@8'==Z@
8# "日本 G+/3(/.+公司 # ,根皮素 "C>L:! # +T!G=<@
GEDHS 检测荧光探针 " #K8[K# "美国 S(0&'公司 # ,
重组 人 IM@:'" !":@MV@""K # 及 IM@J " GJ"K" # + IM@8
"G8"""=# + U=C@: " G=C"" # + 酶 联 免 疫 吸 附 法
"6/*B&6)(/R6. (&&,/+2+AP6/4'22'B'%MISE#试剂盒
"美国 DYGSB246&公司 # * 荧光倒置显微镜 "日本
H)B&?,2公司# ,多功能酶标仪+SGS@CEW%蛋白电泳
仪"美国 VIH@DEG公司# ,=')(P,A流式细胞仪 "美国
VG公司# *
B5!$方法
B5!5B$H<2的原代培养和传代$术中无菌条件下取
眼眶脂肪结缔组织转移至含有体积分数 !"_胎牛血
清和体积分数 :_青 链̂霉素双抗的 GU%U培养基
中'于手术显微镜下剔除脂肪组织和血管'保留结缔
组织* 用眼科剪将结缔组织剪成 : &&#

的小块'均
匀铺在培养瓶底'将培养瓶翻转'瓶底朝上'置于
#> a+K_ =H! 恒温培养箱中培养 [ bJ - 后组织块
贴壁,向培养瓶中加入 ! &)含 :"_胎牛血清的
GU%U培养基'将培养瓶翻转放平'置于恒温培养
箱* #bK . 可见纺锤样细胞从组织块底部向四周爬
出'移除组织块'继续培养约 ! 周后细胞长满培养
皿'根据细胞生长情况'每 #bK . 传代 : 次* 将 J 例
WH患者原代培养的 H<2制成混合细胞悬液'取第
#b[ 代细胞用于后续实验*
B5!5!$免疫荧光法鉴定 H<2$质量分数 [_多聚甲醛
固定 H<2:K &(/'CVS 浸洗 # 次'" K̀_ hA(4+/@g@:""
室温破膜 !" &(/* 质量分数 K_牛血清白蛋白于
#> a封闭 #" &(/* 加入 : d: """ 稀释后的 Q(&6/4(/+
.62(&(/+7B4+R6A'4(/@:8 和 S@:"" 一抗 [ a孵育过夜'
CVS 浸洗后加 : d: """ 稀释后的 <Ih=标记的荧光二
抗' #> a 孵育 #" &(/' CVS 浸洗' GECI避光孵 育
! &(/'于荧光显微镜下观察染色情况*
B5!5#$==Z@8 法检测不同浓度根皮素处理后细胞活
性$将根皮素溶于二甲基亚砜制成 !" &09&)储备液'

!K#!!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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分装后于 !̂" a避光保存'用 GU%U培养基稀释至所
需浓度* H<2生长至 8"_融合时'胰蛋白酶消化'收集
细胞'制成 Ko:"[

个9&)密度细胞悬液'接种于 LJ 孔板
中培养* 将细胞分为对照组和 !K+ K"+ >K+ :"" 和
!"" !&+)9M根皮素组* 分别培养 ![ - 和 [8 - 加入
:" !)==Z@8 溶液后置于 #> a培养箱内孵育 : -'用
酶标仪测定 [K" /&处的吸光度"?#值*
B5!5C$流式细胞术测定细胞中 DHS 水平$收集对数
生长期 H<2'按照 !o:"K

个9孔接种至 J 孔板'将细胞
分为对照组+IM@:'诱导组+ K" !&+)9M根皮素组和
:"" !&+)9M根皮素组,其中 IM@:'诱导组培养液中加
入 :" /09&)IM@:''K" !&+)9M根皮素组和 :"" !&+)9M
根皮素组同时加入 :" /09&)IM@:'和相应浓度根皮
素'各组细胞处理 J - 后 CVS 洗涤细胞 # 次'加入终浓
度为 K !&+)9M的 T!G=<@GE荧光探针'于 #> a+
K_ =H! 培养箱中静置 #" &(/'轻轻摇晃培养基'使荧
光探针和细胞充分作用'使用荧光显微镜采集图片'在
!"" 倍视野下随机选取 K 个视野'I&'06\软件行荧光
定量分析* 收集各组细胞'使用流式细胞仪采集数据'
激发波长为 [88 /&'发射波长为 K!K /&'采用 <)+N\+
软件行流式细胞学分析*
B5!5P$%MISE法检测细胞培养上清液中 IM@J+IM@8+
U=C@: 质量浓度$参照 :5!5[ 部分将细胞分为对照
组+ IM@:' 诱 导 组 以 及 !K !&+)9M+ K" !&+)9M+
>K !&+)9M+:"" !&+)9M根皮素组,处理后 ![ - 取各组
细胞培养上清液': d:" 稀释'按照 IM@J+IM@8+U=C@:
%MISE试剂盒说明书进行检测'用酶标仪测定 [K" /&
处 ?值*
B5!5R$c6246A/ P)+4法检测 FAO!+TH@: 和 UECZ通路
蛋白 C#8+%DZ+\FZ及其磷酸化蛋白表达$将细胞分
为对照组+IM@:'诱导组和 :"" !&+)9M根皮素组'处
理后 ![ -'弃培养基'CVS 清洗后加入含蛋白酶抑制
剂的 DICE裂解液'提取各组细胞总蛋白'采用 V=E
试剂盒测定蛋白浓度'取 : !0蛋白样本'加入上样缓
冲液'LK a加热 :" &(/ 使蛋白变性* 各组蛋白样品
加入 SGS@CEW%凝胶孔中'浓缩胶 8" ]恒压电泳
!" &(/'分离胶 :!" ]恒压电泳 [" &(/'将分离的蛋白
条带转印至 C]G<膜上'质量分数 K_脱脂牛奶封闭
后'加入 FAO!+TH@:+C#8+%DZ+\FZ+ ?@C#8+ ?@%DZ+
?@\FZ+WECGT一抗工作液"均 : d: """ 稀释# [ a孵
育过夜* hVSh液清洗 # 次后加入相应二抗工作液
": d! """ 稀释#室温避光孵育 : -'hVSh液清洗后用
%=M试剂显色'曝光'采用 I&'06\软件行灰度分析'以
WECGT为内参'计算各目的蛋白相对表达量*

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

究中计量资料经 S-'?(A+@c()R 检验呈正态分布'以 "l-
表示* VA+N/@<+A2B4-6方差齐性检验证实各组间方差
齐'不同组间各指标总体差异比较采用单因素方差分
析'组间两两比较采用 MSG@&检验* Kk" "̀K 为差异有
统计学意义*

!:结果

!5B$H<2的鉴定
体外成功培养 WH患者原代 H<2并稳定传代'细

胞呈梭形+多角形或扁平星形'符合典型 H<2形态学
特征* 培养的细胞 Q(&6/4(/ 大量表达'而 .62(&(/+
7B4+R6A'4(/@:8+S@:"" 表达阴性'鉴定为 H<2"图 :#*

50μm

vimentin desmin

cytokeratin�18 S�100

50μm

50μm 50μm

图 B:细胞免疫荧光染色结果"<Ih=9GECIo!""'标尺jK" !&#$

细胞中 Q(&6/4(/ "绿色荧光#大量表达' .62&(/+7B4+R6A'4(/@:8+ S@:""

表达呈阴性'细胞核呈蓝色荧光

=07.('B:E55.-,12.,('*+'-+'*)/0-0-7 ('*.2)*"<Ih=9GECIo!""'

P'AjK" !&# $](&6/4(/ "0A66/ O),+A6276/76# N'2-(0-)B6X?A6226.'

N-()64-66X?A622(+/ +O.62&(/'7B4+R6A'4(/@:8 '/. S@:"" N6A6/60'4(Q65

F,7)6(2-+N6. P),6O),+A6276/76

!5!$不同浓度根皮素处理后 H<2活性比较
各组细胞处理后 ![ 和 [8 - ?值总体比较差异均

有统计学意义"Sj!K [̀>+!# [̀J'均 Kk" "̀:#* !K+K"+
>K 和 :"" !&+)9M根皮素组细胞处理后 ![ 和 [8 -
?值 与 对 照 组 比 较' 差 异 均 无 统 计 学 意 义 " 均
Kx" "̀K#* !"" !&+)9M根皮素组处理后 ![ 和 [8 -
?值较对照组均明显下降'差异均有统计学意义 "均
Kk" "̀:# "表 :#* 提示 :"" !&+)9M以下浓度根皮素
对 H<2无明显毒性作用*

mJ#!m 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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图 !:各组细胞中 @LK表达比较$Em荧光染色观察 DHS 表达"T!G=<@GEo!""'标尺jK" !&#$

IM@:'诱导组荧光强度显著高于对照组+K" !&+)9M根皮素组+:"" !&+)9M根皮素组$Vm各组细
胞 DHS 荧光强度量化比较$SjK: K̀['Kk" "̀:5与对照组相比''Kk" "̀:,与 IM@:'诱导组相比'
PKk" "̀:"单因素方差分析'MSG@&检验'/j##$:m对照组,!mIM@:'诱导组,#mK" !&+)9M根皮素
组,[m:"" !&+)9M根皮素组$=m各组细胞 DHS 荧光强度流式细胞分析"T!G=<@GE#$IM@:'诱导

组细胞内荧光强度较对照组显著增强'K" !&+)9M根皮素组+:"" !&+)9M根皮素组荧光强度较
IM@:'诱导组均明显下降$IMm白细胞介素,DHSm活性氧簇
=07.('!:O,5&/(0*,-,1@LK'%&('**0,-/5,-7 <011'('-)7(,.&*$Em<),+A6276/7624'(/(/0+ODHS
6X?A622(+/ "T!G=<@GEo!""'P'AjK" !&#$h-6DHS O),+A6276/76(/46/2(4BN'22(0/(O(7'/4)B-(0-6A(/

IM@:'(/.,76. 0A+,? 4-'/ (/ 7+/4A+)0A+,?'K" !&+)9M'/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?2$Vmi,'/4(O(6.
7+&?'A(2+/ +ODHS 6X?A622(+/$SjK: K̀['Kk" "̀:5=+&?'A6. N(4- 7+/4A+)0A+,?''Kk" "̀:,7+&?'A6.
N(4- IM@:'(/.,76. 0A+,?'PKk" "̀: "H/6@N'BEFH]E'MSG4&4624'/ j##$:m7+/4A+)0A+,?,!mIM@:'
(/.,76. 0A+,?,#mK" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?,[m:"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?$=m<)+N7B4+&64AB'/')B2(2
+ODHS 6X?A622(+/ "T!G=<@GE#$h-6(/46/2(4B+ODHS 6X?A622(+/ N'22(0/(O(7'/4)B6/-'/76. (/ IM@:'
(/.,76. 0A+,? (/ 7+&?'A(2+/ N(4- 7+/4A+)0A+,?5h-6(/46/2(4B+ODHS 6X?A622(+/ N'2A6.,76. (/
K" !&+)9M'/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?2(/ 7+&?'A(2+/ N(4- IM@:'(/.,76. 0A+,?$IMm(/46A)6,R(/,
DHSmA6'74(Q6+XB06/ 2?67(62

表 B:不同浓度根皮素处理 L=*活性比较"!T"#
A/92'B:O,5&/(0*,-,1+'22I0/9020)6 ,1L=*)('/)'<

30)F<011'('-)+,-+'-)(/)0,-*,1&F2,(')0-"!T"#

组别 样本量 处理 ![ - 细胞 ?值 处理 [8 - 细胞 ?值

对照组 # " L̀#l" "̀! : "̀:l" "̀#

!K !&+)9M根皮素组 # " L̀>l" "̀[ " L̀8l" "̀[

K" !&+)9M根皮素组 # " L̀Kl" "̀[ : "̀[l" "̀>

>K !&+)9M根皮素组 # " L̀[l" "̀# " L̀>l" "̀:

:"" !&+)9M根皮素组 # " L̀"l" "̀K " L̀8l" "̀!

!"" !&+)9M根皮素组 # " J̀:l" "̀>' " J̀[l" "̀['

S值 !K [̀> !# [̀J

K值 k" "̀: k" "̀:

$注m与对照组相比''Kk" "̀:"单因素方差分析'MSG@&检验#$H<2m眼
眶成纤维细胞

$ F+46m =+&?'A6. N(4- A62?674(Q67+/4A+)0A+,?''Kk" "̀: " H/6@N'B
EFH]E'MSG4&4624#$H<2m+AP(4')O(PA+P)'242

!5#$各组细胞中 DHS 表达水平比较
荧光显微镜观察结果显示'IM@:'诱导组 DHS 荧

光强度较对照组+ K" !&+)9M根
皮素组和 :"" !&+)9M根皮素组
升高"图 !E#* 对照组+IM@:'诱
导组+ K" !&+)9M根 皮 素 组 和
:"" !&+)9M根 皮 素 组 细 胞 内
DHS 水 平 分 别 为 ! "̀> l" [̀!+
#L !̀> l[ "̀:+ !: L̀K l: >̀: 和
:" "̀:l: "̀#'总体比较差异有统
计学意义 "SjK: K̀['Kk" "̀:#*
其 中 K" !&+)9M根 皮 素 组 和
:"" !&+)9M根皮素组细胞内 DHS
水平明显低于 IM@:'诱导组并高
于对照组'差异均有统计学意义
"均Kk" "̀:# "图 !V#* 流式细胞
图显示'对照组细胞内 DHS 水平
最低'IM@:'诱导组 DHS 水平最
高' K" !&+)9M 根 皮 素 组 和

:"" !&+)9M根皮素组 DHS 水平介
于前 ! 个组之间"图 !=#*
!5C $各组细胞培养上清液中
IM@J+IM@8 和 U=C@: 浓度比较

%MISE检测结果显示'各组
间细胞因子 IM@J+IM@8 和 U=C@:
质量浓度总体比较差异均有统计

学 意 义 " Sj!!L [̀"+ :"" [̀"+
J8 #̀J'均 Kk" "̀:#* IM@:'诱导
组细胞培养上清液中 IM@J+IM@8

和 U=C@: 质量浓度明显高于对照组'差异有统计学意
义"均 Kk" "̀:#,!K !&+)9M+K" !&+)9M+>K !&+)9M和
:"" !&+)9M根皮素组 IM@J 质量浓度均显著低于 IM@:'
诱导组'K" !&+)9M+>K !&+)9M和 :"" !&+)9M根皮素
组细胞培养上清液中 IM@8 和 U=C@: 质量浓度明显低
于 IM@:'诱导组'差异均有统计学意义 "均 Kk" "̀:#
"表 !#* 根皮素以剂量依赖性方式抑制 IM@:'诱导的
H<2分泌 IM@8+IM@J 和 U=C@:*
!5P$各组细胞中氧化应激相关蛋白 TH@:+FAO! 表达
水平比较

c6246A/ P)+4检测结果显示'各组间 TH@:+FAO! 蛋
白相对表达量总体比较' 差异均有统计学意义
"Sj!> >̀>+:: K̀>'均 Kk" "̀:#* :"" !&+)9M根皮素
组 TH@:+FAO! 蛋白相对表达量分别为 ! !̀:l" #̀! 和
: K̀>l" !̀K'明显高于 IM@:'诱导组的 : :̀> l" :̀L+
: "̀:l" :̀# 和对照组的 : "̀"'差异均有统计学意义
"均Kk" "̀:#"图 ##*

!>#!!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 !:各组细胞培养上清液中 EY4R+EY4D 和 NO>4B 质量浓度比较"!T"'&7]52#
A/92'!:O,5&/(0*,-*,15/**+,-+'-)(/)0,-*,1EY4R'EY4D /-<NO>4B 0-+'22*.&'(-/)/-)*/5,-7 <011'('-)7(,.&*"!T"'&7]52#

组别 样本量 IM@J IM@8 U=C@:

对照组 # #:> "̀:l #8 "̀> #K: K̀"l >K J̀8 J:> >̀Kl:8# "̀#

IM@:'诱导组 # > K8: >̀KlKJK L̀#' 8 [:: "̀"lL#L J̀>' K K## "̀"lJ"! 8̀>'

!K !&+)9M根皮素组 # [ K[[ !̀KlK>! L̀8'P > J"J "̀"l[LK K̀J' K K!# >̀KlK:L :̀K'

K" !&+)9M根皮素组 # : """ !̀Kl:## L̀J'P # J>L K̀ lJ>J >̀J'P # >8# !̀KlJ:" !̀['P

>K !&+)9M根皮素组 # >![ !̀Kl L8 J̀#'P ! :[# >̀KlJ:J !̀['P : KJK >̀Kl[K> 8̀L'P

:"" !&+)9M根皮素组 # K:L K̀"l::8 "̀!'P : :>[ >̀Kl!8[ :̀8'P >[K >̀Kl!!> "̀:P

S值 !!L [̀" :"" [̀" J8 #̀J

K值 k" "̀: k" "̀: k" "̀:

$注&与对照组相比''Kk" "̀:,与 IM@:'诱导组相比'PKk" "̀:"单因素方差分析'MSG@&检验#$IM&白细胞介素,U=C@:&单核细胞趋化蛋白 :
$F+46&=+&?'A6. N(4- A62?674(Q67+/4A+)0A+,?''Kk" "̀:,7+&?'A6. N(4- A62?674(Q6IM@:'(/.,76. 0A+,?'PKk" "̀: "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624#$IM&
(/46A)6,R(/,U=C@:&&+/+7B467-6&+'44A'74'/4?A+46(/@:

B CA 1 2 3 1 2 3
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图 #:各组氧化应激相关 WL4B+U(1! 蛋白相对表达量比较$ E&各组蛋白表达电泳图$
:"" !&+)9M根皮素组各蛋白条带灰度强于其他 ! 个组$V&各组 TH@: 蛋白相对表达量比较$
Sj!> >̀>'Kk" "̀:5=&各组 FAO! 蛋白相对表达量比较$Sj:: K̀>'Kk" "̀:5$与对照组相比'
'Kk" "̀:,与 IM@:'诱导组相比' PKk" "̀: "单因素方差分析'MSG@&检验' / j## $:&对照组,!&
IM@:'诱导组,#&:"" !&+)9M根皮素组$TH@:&血红素氧合酶@:,FAO!&核因子 F<@%! 相关因子
=07.('#:O,5&/(0*,-,1('2/)0I''%&('**0,-*,1WL4B /-<U(1! &(,)'0-*/5,-7 I/(0,.*7(,.&*$
E&%)674A+?-+A64+0A'& +OTH@: '/. FAO! ?A+46(/ 6X?A622(+/2$ h-6?A+46(/ P'/.2N6A624A+/06A(/
:"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,? 4-'/ (/ 7+/4A+)0A+,? '/. IM@:'(/.,76. 0A+,?$V&=+&?'A(2+/ +OTH@:
A6)'4(Q66X?A622(+/$ Sj!> >̀>' Kk" "̀:5=& =+&?'A(2+/ +OFAO! A6)'4(Q66X?A622(+/ $ Sj:: K̀>'

Kk" "̀:5$ =+&?'A6. N(4- 7+/4A+)0A+,?''Kk" "̀:,7+&?'A6. N(4- IM@:'(/.,76. 0A+,?'PKk" "̀:
"H/6@N'BEFH]E' MSG@&4624' / j# # $ :& 7+/4A+)0A+,?, !& IM@:' (/.,76. 0A+,?, #& :"" !&+)9M
?-)+A64(/ 0A+,?$TH@:&-6&6+XB06/'26@:,FAO!&/,7)6'AO'74+A6AB4-A+(. !@A6)'46. O'74+A

!5R$各组细胞中 UECZ通路蛋白 %DZ+\FZ+?#8 及
磷酸化蛋白表达水平比较

c6246A/ P)+4检测结果显示'各组 ?@C#8+?@%DZ和
?@\FZ蛋白相对表达量总体比较'差异均有统计学意
义"Sj:[ :̀!+:J >̀[+:8 K̀:'均 Kk" "̀:#,IM@:'诱导
组 ?@%DZ+ ?@\FZ和 ?@C#8 蛋白相对表达量分别为
: !̀! l" :̀:+ : >̀[ l" !̀# 和 ! "̀> l" :̀#'明显高于
:"" !&+)9M根皮素组的 " >̀K l" "̀>+ : #̀J l" :̀"+
: K̀:l" !̀: 以及对照组的 : "̀"'差异均有统计学意义
"均 Kk" "̀:# "图 [#b 各组间 C#8+%DZ+\FZ蛋白相
对表达量总体比较'差异均无统计学意义 "Sj" J̀"+
: "̀[+" #̀>'均 Kx" "̀K#"图 [#b

#:讨论

炎症和氧化应激反应等多种

因素可诱导 H<2激活并增生分化
为脂肪细胞和肌成纤维细胞'导致
眼眶组织扩大+重塑和纤维化 - :J. b
早期活动性 WH的病理特征是眼
外肌和结缔组织中出现多种炎症

细胞浸润'主要包括 =G[wh细胞+
=G8wh细胞+单核细胞+巨噬细
胞+V细胞以及浆细胞'这些炎症
细胞通过分泌炎症介质或通过细

胞间的直接相互作用激活 H<2'活
化的 H<2又产生促炎细胞因子'二
者相互促进'进一步加重眶内炎症
反应

- :>. b 与正常人 H<2相比'WH
患者 H<2对促炎细胞因子更敏感'IM@:'可诱导其分
泌产生较高水平的促炎细胞因子'包括 IM@J+IM@8+
U=C@: 等'进而招募和激活多种炎症细胞 - [. b 此外'
WH患者常伴有 H<2内氧化应激水平升高 - J. b 促炎细
胞因子也可诱导 H<2产生大量 DHS'进而诱导 H<2的
活化和增生

- :8. b 因此'以 H<2为靶点'寻找抗炎+抗氧
化应激药物'具有重要的临床意义b

根皮素主要分布于苹果+梨等多汁水果的果皮及
根皮中'具有抗氧化应激作用及抗炎作用 - :L !̂". b 既往
研究通过 %57+)(诱导的巨噬细胞炎症模型证实'根皮
素可通过调节炎症标志物环氧化酶@! 和 TH@: 的表
达 '下调hMD[介导的核因子*V通路 '抑制FH和炎

!8#!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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图 C:各组 N8>;通路蛋白表达量比较$E&各组蛋白表达电泳图$IM@:'诱导组 ?@%DZ+?@\FZ+?@C#8 条带灰度明显强于其他 ! 个组$V&各组
间 ?@%DZ蛋白相对表达量比较$Sj:J >̀['Kk" "̀:$=&各组 %DZ蛋白相对表达量比较$Sj: "̀['Kj" [̀:$G&各组 ?@\FZ蛋白相对表达量比
较$Sj:8 K̀:'Kk" "̀:$%&各组 \FZ蛋白相对表达量比较$Sj" #̀>'Kj" >̀"$<&各组 ?@C#8 蛋白相对表达量比较$Sj:[ :̀!'Kk" "̀:$W&各

组 C#8 蛋白相对表达量比较$Sj" J̀"'Kj" K̀>$与对照组相比''Kk" "̀:,与 IM@:'诱导组相比'PKk" "̀:"单因素方差分析'MSG@&检验'/j##$
:&对照组,!&IM@:'诱导组,#&:"" !&+)9M根皮素组$%DZ&细胞外信号调节激酶,\FZ&应激活化蛋白激酶,?@&磷酸化
=07.('C:O,5&/(0*,-,1)F'('2/)0I''%&('**0,-*,1N8>; *07-/2&/)F3/6 &(,)'0-*/5,-7 I/(0,.*7(,.&*$E&%)674A+?-+A64+0A'& +O?A+46(/
6X?A622(+/$h-6P'/.2+O?@%DZ'?@\FZ'/. ?@C#8 ?A+46(/2N6A624A+/06A(/ IM@:'(/.,76. 0A+,? 4-'/ (/ 7+/4A+)0A+,? '/. :"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?$
V&=+&?'A(2+/ +O?@%DZA6)'4(Q66X?A622(+/$ Sj:J >̀['Kk" "̀:$=&=+&?'A(2+/ +O%DZA6)'4(Q66X?A622(+/$Sj: "̀['Kj" [̀:$G&=+&?'A(2+/ +O
?@\FZA6)'4(Q66X?A622(+/$ Sj:8 K̀:'Kk" "̀:$ %&=+&?'A(2+/ +O\FZ A6)'4(Q66X?A622(+/$ Sj" #̀>'Kj" >̀"$ <&=+&?'A(2+/ +O?@C#8 A6)'4(Q6

6X?A622(+/$Sj:[ :̀!'Kk" "̀:$W&=+&?'A(2+/ +OC#8 A6)'4(Q66X?A622(+/$Sj" J̀"'Kj" K̀>$=+&?'A6. N(4- 7+/4A+)0A+,?''Kk" "̀:,7+&?'A6. N(4-

IM@:'(/.,76. 0A+,?'PKk" "̀: "H/6@N'BEFH]E'MSG@&4624'/j##$:&7+/4A+)0A+,?,!&IM@:'(/.,76. 0A+,?,#&:"" !&+)9M?-)+A64(/ 0A+,?$%DZ&
6X4A'76)),)'A2(0/')@A60,)'46. R(/'26,\FZ&7@\,/ F@46A&(/')R(/'26,?@&?-+2?-+AB)'4(+/

症因子的产生
- !". * 在高棕榈酸诱导的人脐静脉内皮

细胞氧化应激模型中'根皮素可通过激活肝激酶 V:'

上调 FAO!9TH@: 的表达'从而发挥抗氧化作用 - :!. * 正
常生理状态下'FAO! 被 Z66?: 锚定在细胞质中处于抑
制状态'当细胞处于应激环境时可促使二者解离'FAO!

发生核转位'诱导下游 TH@: 的表达'进而清除羟基自
由基+单线态氧和超氧阴离子'防止脂质和蛋白质的过
度氧化'在抗炎+抗氧化+抗凋亡中发挥有效作用 - !:. *

本研究结果显示'根皮素对于 H<2具有低细胞毒性'

可以抑制 IM@:'诱导的 H<2内 DHS 升高'诱导 FAO! 和
TH@: 蛋白的表达'提示根皮素在 H<2中可能通过
FAO!9TH@: 通路发挥抗氧化作用*

UECZ是细胞外信号从细胞表面传导到细胞核内
部的重要信号通路'可被氧化应激和多种促炎因子激
活'促进炎症反应的发生* UECZ与 FAO!9TH@: 信号
通路间具有复杂的相互作用'在不同组织中或不同刺
激物下存在差异

- !!. * 在本研究中'根皮素抑制了
UECZ通路中 C#8+%DZ+\FZ的磷酸化'同时根皮素
处理后 H<2培养上清液中 IM@J+IM@8 及 U=C@: 质量浓
度显著降低'提示根皮素可能通过抑制 UECZ通路活
化来抑制炎症反应* 根皮素抑制 UECZ通路的同时
促进了 FOA!9TH@: 的表达'提示其他通路可能参与了
FOA!9TH@: 的激活 - !#. * 由于本研究为体外研究'结论
存在一定局限性* 鉴于 WH病理机制复杂'眶内微环

境+甲状腺素水平等因素均可影响 H<2的激活'未来
需通过在体动物模型来进一步验证其分子机制*

综上所述'本研究结果提示根皮素可抑制 IM@:'
诱导的 H<2细胞氧化应激水平'抑制促炎因子 IM@J+
IM@8 和 U=C@: 的表达'其抗氧化应激和抗炎作用机制
与抗氧化应激蛋白 TH@: 的激活及 UECZ信号通路的
调节相关'提示根皮素对 WH具有潜在治疗价值'为
WH治疗药物的研究提供了理论依据*
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