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!实验研究!

结膜松弛症患者结膜成纤维细胞中穿透素 (
和肿瘤坏死因子6%刺激基因 * 的表达
韩竹梅!张振永!张兴儒!柯梅青!李青松!项敏泓

!!'摘要(!背景!结膜松弛症是老年人中常见的眼表疾病$目前发病机制尚未明确$研究表明结膜松弛症

常伴有局部炎症反应$炎性细胞因子在其发生和发展过程中发挥一定的作用)!目的!探讨穿透素 (#FVh6(%

和肿瘤坏死因子6%刺激基因 *#VHO6*%在结膜松弛症患者结膜成纤维细胞中的表达)!方法!纳入 3&%% 年 %

月至 3&%3 年 * 月在上海中医药大学附属普陀医院确诊的结膜松弛症患者 %( 例 %( 眼*年龄相关性白内障患

者 %* 例 %* 眼及翼状胬肉患者 %5 例 %* 眼$在相应的手术治疗过程中收集结膜组织标本进行成纤维细胞的原

代培养和传代) 选取 ( d* 代对数生长期细胞用于实验$采用#;I$HU%法检测并比较 ( 种细胞培养液上清中
FVh6( 和 VHO6* 蛋白的质量浓度)!结果!倒置显微镜下观察组织块透亮性差$呈暗黑色区域$周围有细胞溢

出$传至第 ( 代$为形态一致的纤维样细胞$大小均一$呈放射状排列$长梭形或两头尖的长条状$细胞质中有

一个卵圆形的细胞核$周围有长短不等的细胞突起相互交联) 结膜松弛症组患者成纤维细胞培养液上清中
FVh6( 的质量浓度为#3 %73N(([)(7N*7%MA+-<$明显高于年龄相关性白内障组的#)(7N(3[((5N&&% MA+-<和翼

状胬肉组的#47%N()[:%*N&:%MA+-<$( 个组间总体差异有统计学意义#ZZ*N:):$!Z&N&(3%&结膜松弛症组*

翼状胬肉组和年龄相关性白内障组患者成纤维细胞培养液上清中的 VHO6* 的质量浓度分别为 #54N%&[

*N53%*#5(N44[%%N%*%和#(5N&%[5N((% MA+-<$( 个组间总体比较差异有统计学意义#ZZ)N:3%$!Z&N&3:%$

其中年龄相关性白内障组患者成纤维细胞培养液上清中 VHO6* 的质量浓度明显低于结膜松弛症组和翼状胬

肉组$差异均有统计学意义#均 !l&N&5%$但结膜松弛症组与翼状胬肉组间 VHO6* 的质量浓度差异无统计学

意义#!X&N&5%)!结论!炎症反应参与结膜松弛症的发生和发展过程$FVh6(*VHO6* 在局部组织中的表达上

调发挥一定作用) !

'关键词(!结膜疾病& 成纤维细胞& V@2D2 囊& 细胞培养& 酶联免疫吸附测定法& 结膜松弛症& 抗炎剂
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MLD,@11@1'V?@,D2,@2KL.K0D21D̂ FVh6( MLDK@02 02 ,@<<1]M@L2.K.2K\@L@# 3 %73N(( [)(7N*7 % MA+-<02 K?@

,D2/]2,K0JD,?.<.101ALD]M$\?0,? \@L@?0A?@LK?.2 #)(7N(3[((5N&&% MA+-<02 K?@.A@6L@<.K@S ,.K.L.,KALD]M .2S
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!Z&N&(3%'V?@,D2K@2K1D̂VHO6* MLDK@02102 ,@<<1]M@L2.K.2K\@L@#54N%&[*N53% MA+-<$#5(N44[%%N%*% MA+-<
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10A20̂0,.2KS0̂̂@L@2,@.-D2AK?@K?L@@ALD]M1#ZZ)N:3%$!Z&N&3:%$.2S ,D2K@2K1D̂VHO6* MLDK@02102 K?@.A@6
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!!结膜松弛症是老年人常见的眼表疾病 +%c3, $常伴

有不同程度的角膜结膜炎和睑板腺炎
+(, $患者泪液中

白细胞介素6%&#02K@L<@]R026%&$$I6%&%*$I6*和 $I67 等
炎性因子含量高于正常人群

+:c5, $提示局部炎症反应
可能参与结膜松弛症的发生和发展) 穿透素 (
#M@2KL.̀026($FVh6( %和肿瘤坏死因子6%刺激基因 *
#K]-DL2@,LD101̂.,KDL6%1K0-]<.K@S A@2@6*$VHO6*%均是
新近发现的组织炎症反应标志物$影响炎症过程和转
归

+*c), ) VHO6* 和 FVh6( 在正常组织不表达$而在炎
症性疾病发生和发展过程中表达上调以发挥抗炎作

用$VHO6* 可 通 过 抑 制 基 质 金 属 蛋 白 酶 # -.KL0̀
-@K.<<DMLDK@02.1@1$QQF1%的活化而对角膜发挥保护作
用) 翼状胬肉和结膜松弛症都属于眼表炎症性疾
病

+7c4, $患者的结膜组织和培养的成纤维细胞中存在
QQF1与组织金属蛋白酶抑制剂 #K011]@02?0_0KDLD̂
-@K.<<DMLDK@02.1@1$V$QF1%间的表达失衡 +%&c%%, ) 有研
究发现翼状胬肉组织成纤维细胞中的肿瘤坏死因子

#K]-DL2@,LD101̂.,KDL$VGP%呈高表达 +%3, ) 另有研究发
现$FVh6( 在结膜松弛症患者的结膜下组织和 V@2D2 囊
中呈阳性表达$VHO6* 表达阳性的成纤维细胞比例增
加

+%(c%:, $但 FVh6( 和 VHO6* 在结膜松弛症结膜成纤维
细胞中的表达情况鲜有报道) 本研究检测结膜松弛症
患者结膜囊成纤维细胞中 FVh6(*VHO6* 的表达水平)

C;材料与方法

C'C;材料
C'C'C;组织标本的采集

纳入 3&%% 年 % 月至 3&%3 年 * 月在上海中医药大
学附属普陀医院确诊的拟行结膜切除术的结膜松弛症

患者 %( 例 %( 眼$年龄 5: d73 岁$平均#*7N&7[7N:3%

岁$按照 e?.2A等 +%5,
的结膜松弛症分级标准分为'级

( 眼*(级 4 眼和#级 % 眼&纳入同期拟行超声乳化白
内障摘出术单纯年龄相关性白内障患者 %* 例 %* 眼作
为年龄相关性白内障组$年龄 5* d75 岁$平均#)&N%:[
7N:(%岁&另纳入同期拟行单纯性翼状胬肉切除术的患
者 %5 例 %* 眼为翼状胬肉组$年龄 5( d)4 岁$平均
#*)N:([7N37%岁) 分别收集患者术中切除的结膜组织
样本进行研究) 该研究获得上海中医药大学附属普陀
医院伦理委员会批准$患者均签署知情同意书)
C'C'D;主要试剂及仪器

"Q;Q培养基*青链霉素溶液*质量分数 &N35Y

胰蛋白酶溶液#上海博谷生物科技有限公司%&成纤维
细胞生长添加物 # 0̂_LD_<.1KALD\K? 1]MM<@-@2K$POH%
#北京裕恒丰生物科技有限公司%&;I$HU试剂盒 #人
FVh6(*人 VHO6*% #上海明睿生物有限公司%) 8#3培

养箱#日本 HUGn#公司%&超净工作台#苏净集团安泰
公司%&倒置显微镜 #德国 T$I#b;EV公司%&低温高
速离心机 #德国 ;MM@2SDL̂公司%&酶标检测仪 #美国
9$#6EU"公司%)
C'D;方法
C'D'C;结膜囊成纤维细胞的培养;参照文献+%*,的
方法$将切取的球结膜组织置于 4 A+I生理盐水中漂
洗 ( 次$用眼科显微剪刀将组织剪成 &N5 --j&N5 --

或 % --j% --大小$平铺于 * 孔板内$将 * 孔板翻转
为底朝上$然后置于 () g*体积分数 5Y8#3培养箱中

进行培养$待组织块接近干燥时将 * 孔板翻转至底向$

缓慢加入 ( -<含体积分数 %&Y胎牛血清*青链霉素*
&N%Y POH 的 "Q;Q培养液$勿使组织浮起$继续培养
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并传代$每 ( 天换液 % 次$在倒置相差显微镜下观察细
胞贴壁及培养情况)
C'D'D;;I$HU法检测培养液上清中 FVh6(*VHO6* 的
质量浓度!选取 ( d* 代对数生长至 4&Y融合细胞$
用含 %&Y牛血清的 "Q;Q培养液配制成 3N5j%&5 +-<
的细胞悬液$接种于 3: 孔板$每孔 % -<) 于培养后
3: ?弃培养液$加无血清 "Q;Q培养液$每孔 % -<$置
于 () g*5Y 8#3培养箱中培养:7 ?$收集各孔培养上
清$离心半径 * ,-$% 5&& L+-02 离心 3& -02$取上清$分
装于无菌 ;F管中$后c3& g保存$按照 ;I$HU试剂盒
说明书的步骤检测 FVh6(*VHO6* 质量浓度) 用酶标
仪在 :5& 2-波长处测定各孔的吸光度#Y:5& %值$根据
标准品 Y:5&值及其相对应的质量浓度作标准曲线计算

培养上清液中 FVh6(*VHO6* 的质量浓度)
C'E;统计学方法

采 用 HFHH %*'& 统 计 学 软 件 # 序 列 号

:%&*5(37(:%进行统计分析) 本研究测试指标的数据
资料经 H?.M0LD6T0<R 检验呈正态分布$以 R[(表示)
本研究测试指标的数据资料采用均衡分组单因素三水

平实验设计$( 个组培养液上清中 FVh6(*VHO6* 质量
浓度的总体差异比较均采用单因素方差分析$组间两
两比较采用 IH"67检验) 采用双尾检验法$!l&N&5 为
差异有统计学意义)

D;结果

D'C;培养细胞的形态
组织块贴壁法原代培养 3 d5 S 见组织块能贴壁

长生$倒置显微镜下可见组织块透亮性差$呈暗黑色$
周围有细胞溢出$%& d%5 S 可见细胞增生$组织块周围
的细胞环逐渐向周围扩散$细胞形态不均$界线不清)
培养 3& S 细胞融合至 7&Y) 第 ( 代的细胞形态一致$
大小均一$呈放射状排列$呈长梭形$可见卵圆形的细
胞核及细胞周围的突起#图 %$3%)
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图 C;球结膜组织成纤维细胞原代培养球结膜组织块周围有细胞溢
出#j%&&%!图 D;球结膜第 E 代成纤维细胞形态均匀*大小一致的
纤维样细胞$放射状排列#j%&&%

!

D'D;各组细胞培养液上清中 FVh6( 质量浓度比较

( 个组细胞培养液上清中 FVh6( 蛋白质量浓度的
总体差异有统计学意义 #ZZ*N:):$!Z&N&(3%$其中
结膜松弛症组细胞培养上清液中 FVh6( 蛋白质量浓
度明显高于年龄相关性白内障组和翼状胬肉组$差异
均有统计学意义#!Z&N&%5*&N&(%%$而年龄相关性白
内障组与翼状胬肉组间 FVh6( 蛋白质量浓度的比较
差异无统计学意义#!Z&N543%#表 %%)
D'E;各组细胞培养液上清中 VHO6* 质量浓度比较

( 个组细胞培养液上清中 VHO6* 质量浓度的总体
比较差异有统计学意义#ZZ)N:3%$!Z&N&3:%$其中
结膜松弛症组细胞培养上清液中 VHO6* 质量浓度明显
高于年龄相关性白内障组$差异有统计学意义 #!Z
&N&%%%$年龄相关性白内障组细胞上清液中 VHO6* 质
量浓度明显低于翼状胬肉组$差异有统计学意义#!Z
&N&37%$而结膜松弛症组与翼状胬肉组间细胞上清液
中 VHO6* 质量浓度的差异无统计学意义 #!Z&N:*7%
#表 %%)

表 C;各组细胞培养上清液中 ,MRQE 和 MLSQH
质量浓度比较#!T"$#1U"/%

组别 样本量 FVh6( VHO6*

结膜松弛症组 ( 3 %73N(([)(7N*7 54N%&[*N53

年龄相关性白内障组 ( )(7N(3[((5N&&. (5N&%[5N((.

翼状胬肉组 ( 47%N()[:%*N&:. 5(N44[%%N%*_

Z *N:): )N:3%
! &N&(3 &N&3:

!注"与各自的结膜松弛症组比较$.!l&N&5&与各自的年龄相关性白内

障组比较$_!l&N&5#单因素方差分析$IH"67检验%!FVh6("穿透素 (&

VHO6*"肿瘤坏死因子6%刺激基因 *

E;讨论

结膜松弛症中球结膜组织的弹力纤维减少$胶原
纤维溶解$结膜成纤维细胞中 QQF6% 和 QQF6( 的表
达明显上调

+%), $推测结膜松弛症与结膜成纤维细胞中
QQF1的过度表达有关) 研究还发现$结膜松弛症患
者中结膜组织的慢性炎症普遍存在

+%7, $结膜组织中
VGP6%*$I6* 和 $I67 等炎性细胞因子的上调可能参与
结膜松弛症的发生和发展

+:c5, ) e?.2A等 +%4,
研究发

现$结膜松弛症患者的结膜组织中可表达调节凋亡相
关蛋白$由此可见$这些凋亡及炎症相关蛋白和结膜松
弛症有一定的关联)

FVh6( 是一组具有免疫防御特性的钙结合蛋白家
族$由 5 个相同的亚基形成环状五聚体 +3&c3%, ) FVh6(
是最初从人皮肤 PH6: 成纤维细胞系中分离和鉴定出
来的分泌型糖结合蛋白$相对分子质量为 :5 &&&)
FVh6( 参与机体的天然免疫*炎症反应的调节*细胞外

!7(:! 中华实验眼科杂志 3&%5 年 5 月第 (( 卷第 5 期!8?02 a;̀M #M?K?.<-D<$Q.=3&%5$bD<'(($GD'5
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基质的重建和女性的生殖功能的维持
+33, ) FVh6( 主

要表达于骨髓源性树突状细胞*内皮细胞*成纤维细
胞*平滑肌细胞*滑膜细胞*软骨细胞中并在相应的组
织局部发挥作用$也可在产生后储存于中性粒细胞中$
当组织损伤或者发生炎症反应时迅速释放出来

+3(, )
在正常人血清中 FVh6( 表达水平很低$在正常结膜下
组织和 V@2D2 囊中均不表达$但在结膜松弛症患者的
结膜下组织和 V@2D2 囊中呈阳性表达 +%(, ) VHO6* 最初
是从体外培养的人皮肤 PH6: 成纤维细胞分离出来的*
相对分子质量为 (5 &&& 的分泌型糖结合蛋白 +3:, $在大
多数正常组织细胞中不表达$但是在炎性因子$如
VGP6%*$I6%&和多种生长因子 +35, $参与疾病的炎症反
应过程) 研究表明$VHO6* 在正常结膜组织中有表达$
但在结膜松弛症患者的结膜下组织和 V@2D2 囊中表达
上调$主要表达于上皮细胞和成纤维细胞的细胞质和
细胞外基质) 结膜松弛症患者结膜组织中 VHO6* 阳性
成纤维细胞的比例高于正常结膜组织

+%:, )
本研究发现结膜松弛症患者结膜组织中 3 种抗炎

因子的质量浓度均高于年龄相关性白内障患者的正常

结膜组织$证实炎症反应可能参与了结膜松弛症的发
生和发展$但同为炎症相关性疾病的翼状胬肉组织与
年龄相关性白内障患者的正常结膜组织细胞培养液上

清中 FVh6( 质量浓度接近$而 VHO6* 质量浓度却显著
高于年龄相关性白内障患者的正常结膜组织$提示
VHO6* 均参与了结膜松弛症及翼状胬肉的形成)

本研究组的系列研究结果提示$结膜松弛症的发
生和发展过程中存在多种病理改变$包括 QQF1+
V$QF1的平衡失调*泪液中炎性因子表达显著升高*细
胞凋亡和调节凋亡相关蛋白的改变*炎症反应相关蛋
白质的改变以及FVh6( 及VHO6* 表达上调) 我们需要
关注 FVh6( 和 VHO6* 是通过何种信号通路影响 QQF1
异常表达$进而导致结膜发生胶原溶解*弹力纤维变性
等结膜松弛症的特征性改变)
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