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结缔组织生长因子对人 C#&+&囊成纤维细胞中
EF9*="#5%&蛋白表达的促进作用
李静(谢安明

(("摘要#(背景(青光眼滤过手术后滤过通道的瘢痕化是手术失败的主要原因%其主要病理机制是成纤

维细胞的异常增生$间质_上皮转分化及细胞外基质的重塑& 结缔组织生长因子)WCXb*是促进瘢痕形成的

关键因子%而 WCXb是否能促进人 C#&+& 囊成纤维细胞)4Cb:*的间质_上皮转分化尚不清楚&(目的(观察

WCXb对 4Cb:间质_上皮转分化的影响&(方法(用体积分数 KPk胎牛血清的 /JEJ高糖型培养液进行

4Cb:体外常规培养和传代%取 Q lS 代细胞用于实验& 将培养的 4Cb:分为空白对照组和 WCXb处理组%空白

对照组用 /JEJ完全培养液培养细胞%WCXb处理组在培养液中加入 WCXb%使终质量浓度为 UP &'3,8& 细胞

培养后 MV "%采用细胞免疫荧光染色技术鉴定 4Cb:中上皮钙黏素)EF9*="#5%&*蛋白的表达%采用 -#:6#5& 78+6

法对 4Cb:中 EF9*="#5%& 蛋白的表达量进行检测&(结果(空白对照组及 WCXb处理组 4Cb:均生长良好%呈

长梭形%漩涡状排列& 细胞免疫荧光染色显示%WCXb处理组 4Cb:细胞质呈红色荧光%细胞核呈蓝色荧光'空

白对照组 4Cb:仅见 /1̂ H蓝染的细胞核%无 EF9*="#5%& 表达的红色荧光& -#:6#5& 78+6法检测结果显示%空白

对照组 4Cb:中 EF9*="#5%& 蛋白无表达%而 WCXb处理组 4Cb:中 EF9*="#5%& 蛋白的相对表达量为 PgSQh

PgPV&(结论(间叶组织来源的成纤维细胞本身不表达 EF9*="#5%&%在 WCXb的刺激下成纤维细胞能够表达

EF9*="#5%&%WCXb促进 4Cb:的间质_上皮转分化&(

"关键词#(人' 成纤维细胞' C#&+& 囊' 结缔组织生长因子' 转分化' 青光眼3手术' 滤过泡' 瘢痕化
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((青光眼滤过手术仍是青光眼治疗的主要手术方
式%可通过建立房水外引流通道来降低眼压%从而挽救
或维持视功能

+K, & 房水引流通道的持续通畅是青光
眼滤过手术成功的关键%而滤过区的瘢痕形成是手术
失败的关键因素%术后成纤维细胞的异常增生$收缩以
及细胞外基质的合成增多是滤过组织瘢痕化的主要病

理机 制
+N, & 结 缔 组 织 生 长 因 子 ) 9+&&#96%?#6%::.#

'5+>6" A*96+5%WCXb*是转化生长因子F%)65*&:A+5,%&'
'5+>6" A*96+5F%%CXbF%*的下游反应介质%是刺激成纤
维细胞增生$重塑细胞外基质$启动成纤维细胞转分化
等病理性纤维瘢痕化过程中的关键因子

+Q_M, & 上皮钙
黏素)EF9*="#5%&*是上皮细胞的标志物%主要功能是
介导同类细胞间的特异性黏附& 来自间叶组织的正常
成纤维细胞不表达 EF9*="#5%&%但在组织瘢痕化的病
理过程中是否存在间质_上皮转分化机制尚不清楚&

本研究中观察 WCXb对人 C#&+& 囊成纤维细胞)".,*&
C#&+& 9*<:.8#A%75+78*:6:%4Cb:*EF9*="#5%& 蛋白表达的
影响%探索青光眼术后滤过区组织瘢痕化的机制%为抗
青光眼滤过术后瘢痕化的研究提供参考&

74材料与方法

7B74材料
人 C#&+& 囊成纤维细胞株)陕西省人民医院分子

中心*& 高糖型 /JEJ培养基 )美国 4D98+&#公司*'
胎牛血清 )A#6*87+?%&#:#5.,% b̀ I* )杭州四季青公
司*'分析纯二甲基亚砜 ) =%,#6"D8:.8A+;%=#%/JIO*
)美国 I%',*公司*'WCXb)美国 #̂<5+6#9" 公司*'抗
%F6.7.8%& 兔多克隆抗体 ) 7:FMUKK2%北京博奥森公
司*'兔抗人 EF9*="#5%& 多克隆抗体 )17UQPQQ *$WDQ
偶联山羊抗兔 H'X)4pZ* )W-PKUL* )英国 179*,公
司*& 倒置相差显微镜)日本 O8D,<.:公司*&
7B84方法
7B8B744Cb:的培养(用含体积分数 KPkb̀ I 的高糖
型 /JEJ培养液于WON恒温培养箱中培养4Cb:%细胞
融合至 VPk时进行传代培养& 传代后每 NM 小时更换
培养液%Q lM = 细胞传代 K 次%取 Q lS 代细胞用于实验&
7B8B84WCXb溶液的制备(用质量分数 PgKk Ì1将
WCXb溶液稀释至质量浓度为 KPP &'3,8%分装到高压
蒸汽灭菌的 Ê 管里%_NP o保存%使用时以 /JEJ培

养液稀释至所需质量浓度&
7B8B94细胞免疫荧光染色法检测和定位 4Cb:中
EF9*="#5%&蛋白的表达(收集生长良好的细胞%经质量
分数 PgNUk胰蛋白酶消化后制备成细胞悬液%调整细
胞密度为 UqKPQ

个3$8%接种于 LS 孔板中%待细胞充分
贴壁'空白对照组用 /JEJ完全培养液培养 4Cb:%
WCXb处理组在培养液中加入 UP &'3,8WCXb%置于
QR o$体积分数 Uk WON培养箱中进行培养& 培养
MV "后弃去培养液%用 ^̀ I 冲洗细胞 Q 次%每孔加入
KPP $8预冷甲醇%置于_NP o冰箱中固定 QP ,%&& 向
每个培养孔中加入体积分数 PgKk C5%6+& )FKPP 溶液%

室温下放置 QP ,%& 进行破膜处理%再用 ^̀ I 冲洗细胞
Q 次%每孔加入 Kk Ì1溶液 KPP $8%孵育 K "'加入相
应一抗 M o孵育过夜%^̀ I 冲洗细胞 Q 次%加入相应二
抗室温下避光孵育 MP ,%&%^̀ I 冲洗细胞 Q 次%每孔加
入 KP $'3,8/1̂ H溶液 KPP $8%室温下避光孵育 U ,%&&

吸去 /1̂ H溶液%^̀ I 冲洗细胞 Q 次%倒置荧光显微镜
下观察%利用 0HIFE8#,#&6:/QgN 显微照相系统进行
拍照&
7B8B:4-#:6#5& 78+6法检测细胞中 EF9*="#5%& 蛋白的
表达水平( 以含 KPk b̀ I 的 /JEJ 培养液培养
4Cb:%贴壁生长后 MV "% ^̀ I 清洗%空白对照组和
WCXb处理组的培养方法同 KBNBQ& 收集细胞后%2Ĥ1

裂解液法常规提取细胞总蛋白% Ẁ1法测定细胞总蛋
白的质量浓度%配制 I/IF̂1XE凝胶%J*5G#5上样量为
U $8%蛋白样品上样量为每孔 NU $8%其余各孔均用 K 倍
8+*=%&'7.AA#5补足至 NU $8& 设置初始电压为 LP [%待
溴酚蓝指示剂移至浓缩胶与分离胶交界处时%调整电
压为 KNP [%待溴酚蓝指示剂到达分离胶下缘时%终止
电泳& 转膜%质量分数 Uk脱脂奶粉的 C̀ IC液封闭%

加入兔抗人 EF9*="#5%& 抗体)K dUPP*或 %F6.7.8%& 抗体
)K dKPP*%M o孵育过夜'洗膜%加入相应的羊抗兔二抗
)K dKN PPP*室温下孵育 K "'利用 f.*&6%6DO&#凝胶图
像分析软件分析特异条带灰度值进行分析& 实验重复
Q 次%以 %F6.7.8%& 为内参%蛋白表达强度以各组条带灰
度值与 %F6.7.8%& 条带灰度值的比值表示&
7B94统计学方法

采用 I ÎI KVgP)序列号(KPPQMMQN'W"%9*'+公司%
YI1*统计学软件进行统计分析%本研究中测量指标的
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计量资料经 -检验呈正态分布%以 Zh7表示& N 个组
间 4Cb:中 EF9*="#5%& 相对表达量的差异比较采用独
立样本 2检验& SiPgPU 为差异有统计学意义&

84结果

8B74培养 4Cb:的形态学表现
空白对照组 4Cb:呈长梭形%细胞核较大%位于细

胞的中部%细胞质丰富%细胞呈漩涡状排列%增生能力
强& WCXb处理组 4Cb:的形态及排列方式与空白对
照组相比无明显改变)图 K*&

500μm 500μmA B
图 74培养 WSV)的形态(可见细胞呈长梭形%漩涡状排列)标尺e
UPP $,%qMPP*(1(空白对照组( (̀WCXb处理组
(

8B84N 个组 4Cb:中 EF9*="#5%& 蛋白的表达定位
细胞免疫荧光染色结果显示%空白对照组可见

/1̂ H蓝染的细胞核)图 N1*%未见 EF9*="#5%& 蛋白荧
光表达%而 WCXb处理组可见 4Cb:有 EF9*="#5%& 蛋白
的荧光表达%在细胞质中均匀表达)图 N *̀ &

25μm 25μmA B
图 848 个组细胞 !E(+*,%-#&蛋白免疫荧光染色 )标尺 eNU $,%
qMPP*(1(空白对照组可见蓝染细胞核%但未见 EF9*="#5%& 蛋白表
达的红色荧光)WDQ 红色荧光*( (̀WCXb处理组可见 EF9*="#5%& 蛋
白的红色荧光及蓝染的细胞核

8B94-#:6#5& 78+6法检测 WCXb对 4Cb:中 EF9*="#5%&

蛋白表达的影响

-#:6#5& 78+6法检测结果显示%培养后 MV " 空白对
照组和 WCXb处理组细胞中 EF9*="#5%& 蛋白的相对表
达量分别为 PgPPhPgPP 和 PgSQhPgPV%即正常 4Cb:无
EF9*="#5%& 蛋白的表达%经 UP &'3,8WCXb刺激后
4Cb:可表达 EF9*="#5%& 蛋白)图 Q*&

β�tubulin 97000

E�cadherin 50000

空白对照组 CTGF处理组

图 945%)'%-&30/'法检测 8 个组 WSV)中 !E(+*,%-#&蛋白表达的
变化(WCXb(结缔组织生长因子组EF9*="#5%&(上皮钙黏素

94讨论

青光眼滤过手术后滤过通道的瘢痕化是机体自身

创伤愈合机制在局部的表现
+U, %其病理生理过程复

杂%涉及细胞因子的合成和释放%成纤维细胞和炎性细
胞的活化$增生$迁移和细胞表型的转化以及细胞外基
质的合成和降解等

+S, & WCXb是创伤愈合纤维化过程
中的关键因子

+R_L, %能够促进成纤维细胞的增生$迁移

及转分化%调节胶原等细胞外基质的合成等 +Q%KP, &
WCXb还能刺激纤维连接蛋白的趋化和表达%促进内
皮细胞的增生$迁移和黏附%促进新生血管形成 +KK, %故
WCXb与眼内多种纤维 化 疾 病 等 的 发 生 密 切 相
关

+KN_KM, & I#"#5等 +KU,
研究显示%人成纤维细胞具有较

强的 WCXb表达潜能%组织受到创伤后%成纤维细胞
WCXb的表达明显上调& E::+& 等 +KS,

向滤过泡内注射

WCXb后发现其具有促进滤过通道瘢痕形成的作用&

同时%-*&'等 +KR,
发现滤过术后结膜下注射 WCXb抗

体能较好地维持眼压和滤过泡的大小& $%&'等 +KV,
将

WCXb201干扰转染 4Cb:后%可以明显抑制 4Cb:的
增生& 上述研究均提示%WCXb在组织纤维化瘢痕形
成过程中起重要作用&

EF9*="#5%& 是上皮细胞的标志物%其主要功能是
介导相同类型细胞间的特异性黏附%主要分布于同种
类型上皮细胞侧面的黏附小带%具有维持上皮的完整
性$极性$细胞形态分化等重要作用 +KL, & 青光眼术后
滤过泡瘢痕化的主要病理机制是成纤维细胞的黏附$

增生$转分化以及细胞外基质的重塑%正常情况下来源
于间叶组织的成纤维细胞不表达 EF9*="#5%&%但在损
伤$炎症等病理情况下是否有影响尚不清楚&

研究证实%WCXb能够刺激并上调 4Cb:中 (F平滑
肌肌动蛋白 )(F:,++6" ,.:98#*96%&%(FIJ1*的表达%

(FIJ1表达的峰值出现在 UP &'3,8WCXb作用后
MV "+NP, %提示 WCXb可以促进成纤维细胞向肌成纤维
细胞转分化%进而分泌大量细胞外基质%进一步启动纤
维化过程& 本研究结果显示%常规培养的 4Cb:并不
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表达 EF9*="#%&%而 WCXb处理组 4Cb:则有 EF9*="#5%&
的表达& 有研究报道%CXbF%下调 EF9*="#5%& 蛋白的
表达水平

+NK, & WCXb作为 CXbF%的下游介质%可以上
调 4Cb:中EF9*="#5%& 蛋白的表达%该现象可能与以下
因素有关()K*CXbF%主要通过 I,*= 通路诱导 WCXb
的表达%促进组织纤维化和瘢痕形成%但体内存在不依
赖 I,*= 的信号通路介导 WCXb发挥生物学作用 +NN, &
)N*近来研究发现%WCXb可通过 -&6信号通路上调肾
小管上皮细胞中 EF9*="#5%& 蛋白的表达%促进间质转
化

+NQ, %提示 WCXb在促进组织纤维化和瘢痕化的病理
过程中可能存在新的信号通路和分子机制& )Q*青光
眼滤过手术后滤过通道的瘢痕形成是一个复杂的病理

生理过程%涉及多种细胞因子的合成和释放%成纤维细
胞和炎性细胞的活化$增生$迁移和细胞表型的转化以
及细胞外基质的合成和降解%构成了一个包含多个信
号转导途径和反馈回路的网络状功能体系& 本研究推
测 CXbF%通过促进 4Cb:向手术区的迁移%加速炎性
因子的释放%诱导血管生长因子表达和新生血管的生
成%其主要在瘢痕化形成的早期炎症阶段和中期增生
阶段发挥作用'在瘢痕形成的晚期 WCXb行使主导作
用%造成组织创伤修复$肉芽组织形成及细胞外基质重
新降解和沉积& 本研究中检测出 WCXb可刺激 4Cb:
表达 EF9*="#5%& 蛋白%提示 WCXb可促进成纤维细胞
发生间质_上皮转分化%呈现上皮细胞的某些特性%从
而促进已迁移到手术区的 4Cb:的局部黏附和增生%
同时 WCXb通过其自身的细胞因子网络加速细胞外基
质的降解和沉积%导致滤过通道的瘢痕化&

目前%国内外关于 WCXb促进 4Cb:间质_上皮转
分化的研究仍鲜有报道& 本研究结果显示%WCXb虽
为 CXbF%的下游效应介质%但仍有可能通过新的信号
转导通路和细胞分子机制发挥与 CXbF%不同的生物
学功能&

本研究中未对 WCXb处理后 4Cb:中 EF9*="#5%&
,201的表达量进行检测%尚无法得知 WCXb对
EF9*="#5%&蛋白表达量的上调作用与剂量及时间有无线
性关系%同时 WCXb抑制剂对 EF9*="#5%& 蛋白表达的影
响及其具体信号通路也未涉及%这些均有待进一步研究&
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=%AA#5#&6%*6%+&+$,Bb1IÈ $%NPPM%KV)Q* dMSL_MRLB
+M, X5+6#&=+5:6X2% /.&9*& J2BH&=%?%=.*8=+,*%&:+A9+&&#96%?#6%::.#

'5+>6" A*96+5 5#'.8*6# A%75+78*:6 <5+8%A#5*6%+& *&= ,D+A%75+78*:6
=%AA#5#&6%*6%+&+$,Bb1IÈ $%NPPU%KL)R* dRNL_RQVB
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