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!实验研究!

???W?结合因子对翼状胬肉中 b淋巴细胞瘤M"
基因表达的调控及其机制
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!!$摘要%!目的!探讨转录因子 ???W?结合因子&?W?Y'对翼状胬肉中 b淋巴细胞瘤M" 基因&KL8MD'表达
的调控及其分子机制(!方法!纳入 "#%F 年 G 月至 "#%E 年 " 月在长沙市第一医院眼科行翼状胬肉切除联合
自体角膜缘干细胞移植术治疗的原发性翼状胬肉患者 "" 例"术中收集翼状胬肉组织作为翼状胬肉组*同期纳
入因结膜裂伤)眼球破裂伤或眼球穿通伤就诊的眼外伤患者 "# 例"取眼外伤修复手术过程中切取的少量正常
结膜组织作为正常结膜组( 分别采用实时荧光定量 Z?\和 f6A7681 O*07法检测各组样本中 ?W?Y及 bJ*M" 的
表达水平*采用亚硫酸氢盐处理后测序法&b:Z'检测各组样本中 bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平( 分离并培养
翼状胬肉成纤维细胞"使用波形蛋白抗体进行免疫组织化学鉴定成纤维细胞( 将分离培养的细胞分成 " 个
组"?W?Y干扰组转染 ?W?Y干扰质粒"对照组转染对照质粒( 采用实时荧光定量 Z?\法和 f6A7681 O*07法检
测 ?W?Y)bJ*M" 表达水平*采用细胞计数试剂盒 D 检测各组培养 %")"] 和 ]D / 细胞增生活性*采用 b:Z检测各
组样本中 bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平( 比较各组各指标差异"采用 Z6(8A01 线性相关分析探讨翼状胬肉组
织中 bJ*M" '\X@与 ?W?Y蛋白及 KL8MD 基因启动子甲基化水平的相关性(!结果!翼状胬肉组 ?W?Y'\X@
及蛋白相对表达水平分别为 FB"$k$B$] 和 #BE"k#B"%"明显高于正常结膜组的 %B%#k#B]] 和 #B"Dk#B#F"差异
均有统计学意义&%l̂ DB%$G) %̂$B#"L"均 Nm#B#%'( 翼状胬肉组 bJ*M" '\X@及蛋白相对表达水平分别为
%#B"Fk]BG] 和 #BELk#B"F"高于正常结膜组的 %B%#k#B]% 和 #B$"k#B%]"差异均有统计学意义 &%l̂ DBFDE)
%̂#BFD""均Nm#B#%'( 翼状胬肉组 ?W?Y蛋白相对表达量与 bJ*M" '\X@相对表达量呈显著正相关

&4l#BF]G"Nm#B#%'( 翼状胬肉组 bJ*M" 启动子区 <X@甲基化水平为 #BGL k#B#E"低于正常结膜组的
#BD$k#B#G"差异有统计学意义 &%lFB]#D"Nm#B#%'( 翼状胬肉组 bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平与 bJ*M"
'\X@相对表达量呈显著负相关&4l̂ #BG$L"Nm#B#%'( ?W?Y干扰组 ?W?Y及 bJ*M" '\X@相对表达水平为
#B$Fk#B#$ 和 #BL$k#B#G"明显低于对照组的 %B#"k#B#G 和 #BEEk#B#F"差异均有统计学意义 &%l"#B#$L)
EB#"E"均Nm#B#%'*?W?Y干扰组 ?W?Y及 bJ*M" 蛋白相对表达水平为 #B"$k#B#G 和 #BLGk#B#F"低于对照组的
#BL"k#B#L 和 #BE"k#B%""差异均有统计学意义&%lGBE%])]BF%E"均Nm#B#%'( ?W?Y干扰组转染后 %")"] 和
]D / 细胞活力分别为 #B%#k#B#%)#B%Fk#B#% 和 #B$Dk#B#]"低于对应时间点对照组的 #B%"k#B#%)#B"Ek#B#%
和 #BDLk#B#G"差异均有统计学意义&%l$BF%D)%DB$L#)%LBG"%"均Nm#B#%'( ?W?Y干扰组 bJ*M" 启动子 <X@
甲基化水平为 #BFLk#B#]"明显高于对照组的 #BG%k#B#$"差异有统计学意义&%l̂ ]B]F""Nm#B#L'(!结论!
翼状胬肉中 ?W?Y高表达"其可能通过下调启动子 <X@甲基化水平介导 bJ*M" 异常表达(!

$关键词%!翼状胬肉* b淋巴细胞瘤M"* ???W?结合因子* <X@甲基化
基金项目! 湖南省临床医疗技术创新引导项目 &"#"%:>L$%#]'* 湖南省卫生健康委 "#"$ 年度科研计
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(15 bJ*M" )1 7/67R0280-QA.W/6<X@'67/N*(7)01 *6P6*047/6bJ*M" Q80'0768)1 7/6A('Q*6A047/67R0280-QAR(A
5676J765 ONO)A-*4)76A6U-61J)12Z?\ &b:Z'.Z768N2)-' 4)O80O*(A7AR686)A0*(765 (15 J-*7-865.Y)O80O*(A7AR686
)5617)4)65 ON)''-10/)A70J/6')A78N-A)12P)'617)1 (17)O05N.W/6J-*7-865 Q768N2)-'4)O80O*(A7AR6865)P)565 )170(
?W?Y)176846861J6280-Q 78(1A46J765 R)7/ ?W?Y)176846861J6Q*(A')5"(15 (J01780*280-Q 78(1A46J765 R)7/ J01780*
Q*(A')5.W/66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y(15 bJ*M" )1 Q768N2)-'4)O80O*(A7A)1 ?W?Y)176846861J6(15 J01780*280-QA
R6865676J765 ON86(*M7)'6Z?\(15 f6A7681 O*07.W/6J6**P)7(*)7NR(A5676J765 R)7/ J6**J0-17)12S)7MD (7%"""]"(15
]D /0-8A(476878(1A46J7)01.W/6<X@'67/N*(7)01 *6P6*047/6bJ*M" Q80'0768)1 7/6J6**A047/6?W?Y)176846861J6(15
J01780*280-QA(476878(1A46J7)01 R(A56768')165 ONb:Z.<)446861J6A047/6)156,6A('012280-QAR686(1(*NV65.
?0886*(7)01 O67R661 bJ*M" '\X@(15 bJ*M" 2616Q80'0768'67/N*(7)01 *6P6*04?W?YQ8076)1 )1 Q768N2)-'7)AA-6R(A
(1(*NV65 ONZ6(8A01 *)16(8J0886*(7)01 (1(*NA)A.W/)AA7-5NQ8070J0*R(A(QQ80P65 ON7/6&7/)JA?0'')776604W/6Y)8A7
c0AQ)7(*04?/(12A/(&X0.>_M"#%F#"%'.f8)7761 )1408'65 J01A617R(A0O7()165 480'7/6Q(7)617A480'R/0'7/6
AQ6J)'61AR686J0**6J765.!F1&+4/&!W/686*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y'\X@(15 Q8076)1 )1 Q768N2)-'280-Q
R686FB"$k$B$] (15 #BE"k#B"%"86AQ6J7)P6*N"R/)J/ R686A)21)4)J(17*N/)2/687/(1 %B%#k#B]] (15 #B"Dk#B#F )1
108'(*J01K-1J7)P(280-Q &%l̂ DB%$G" %̂$B#"L*O07/ (7Nm#B#%'.W/686*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04bJ*M" '\X@(15
Q8076)1 )1 Q768N2)-'280-Q R686%#B"Fk]BG] (15 #BELk#B"F"R/)J/ R686/)2/687/(1 %B%#k#B]% (15 #B$"k#B%] )1
108'(*J01K-1J7)P(280-Q"A/0R)12A7(7)A7)J(**NA)21)4)J(175)446861J6A&%l̂ DBFDE" %̂#BFD"*O07/ (7Nm#B#%'.W/6
?W?YQ8076)1 6,Q86AA)01 R(AA)21)4)J(17*NQ0A)7)P6*NJ0886*(765 R)7/ 7/6bJ*M" '\X@6,Q86AA)01 )1 Q768N2)-'280-Q
&4l#BF]G"Nm#B#%'.W/6<X@'67/N*(7)01 *6P6*047/6bJ*M" Q80'0768)1 Q768N2)-'280-Q R(A#BGLk#B#E"R/)J/
R(A*0R687/(1 #BD$ k#B#G )1 108'(*J01K-1J7)P(280-Q" R)7/ (A7(7)A7)J(**NA)21)4)J(175)446861J6&%lFB]#D"
Nm#B#%'.W/6<X@'67/N*(7)01 *6P6*R(AA)21)4)J(17*N162(7)P6*NJ0886*(765 R)7/ 7/6 bJ*M" '\X@6,Q86AA)01 )1
Q768N2)-'280-Q &4l #̂BG$L"Nm#B#%'.@47687/6)176846861J604?W?Y6,Q86AA)01 )1 Q768N2)-' 4)O80O*(A7A"7/6
86*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y(15 bJ*M" '\X@)1 ?W?Y)176846861J6280-Q R686#B$Fk#B#$ (15 #BL$k#B#G"
R/)J/ R686A)21)4)J(17*N*0R687/(1 %B#" k#B#G (15 #BEE k#B#F )1 J01780*280-Q & %l"#B#$L" EB#"E* O07/ (7
Nm#B#%'.W/686*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y(15 bJ*M" Q8076)1A)1 ?W?Y)176846861J6280-Q R686#B"$k#B#G
(15 #BLGk#B#F"R/)J/ R686*0R687/(1 #BL"k#B#L (15 #BE"k#B%" )1 J01780*280-Q"A/0R)12A7(7)A7)J(**NA)21)4)J(17
5)446861J6A&%lGBE%]"]BF%E*O07/ (7Nm#B#%'.W/6J6**P)(O)*)7N04Q768N2)-'4)O80O*(A7A)1 ?W?Y)176846861J6280-Q
R(A#B%#k#B#%"#B%Fk#B#%"#B$Dk#B#] (7%"""]"(15 ]D /0-8A(4768)176846861J6"86AQ6J7)P6*N"R/)J/ R686*0R68
7/(1 #B%"k#B#%"#B"Ek#B#% (15 #BDLk#B#G )1 J01780*280-Q"(15 7/65)446861J6AR686A7(7)A7)J(**NA)21)4)J(17&%l
$BF%D"%DB$L#"%LBG"%*(**(7Nm#B#%'.W/6<X@'67/N*(7)01 *6P6*04bJ*M" Q80'0768)1 ?W?Y)176846861J6280-Q
R(A#BFLk#B#]"R/)J/ R(AA)21)4)J(17*N/)2/687/(1 #BG% k#B#$ )1 J01780*280-Q &%l ]̂B]F""Nm#B#L'.!
%)-*4+&,)-&!?W?Y)A6,J6AA)P6*N6,Q86AA65 )1 Q768N2)-'"R/)J/ '(N'65)(767/60P686,Q86AA)01 04bJ*M" 7/80-2/
50R1M862-*(7)12<X@'67/N*(7)01 *6P6*.

"<18 =)29&#;Z768N2)-'* bJ*M"* ???W?MO)15)124(J708* <X@'67/N*(7)01
(+-952).237# ?*)1)J(*[65)J(*W6J/10*02N;110P(7)01 Z80K6J704c-1(1 Z80P)1J6 & "#"%:>L$%#] '*

:J)617)4)J\6A6(8J/ Z80K6J704c-1(1 Z80P)1J)(*c6(*7/ ?0'')AA)01 &<"#"$#F#"G%%L'
<9;#%#.$FG#IJ'(.K.J1%%LEDEM"#"%%%#DM##G%%

!!翼状胬肉是一种良性增生性眼部疾病"向角膜表
面进行性生长"导致眼部异物感)眼球运动障碍及视物
遮挡

+ % $̂, ( 病理学研究显示"翼状胬肉的主要成分是
大量异常增生的成纤维细胞和新生血管"成纤维细胞
的病理性增生是翼状胬肉形成和发展的主要因

素
+ ] L̂, ( 因此探明翼状胬肉成纤维细胞病理性增生的

分子机制是解析该病发病机制及靶向治疗的关键( b
淋巴细胞瘤M"&bMJ6***N'Q/0'(M""bJ*M"'是一种原癌
基因"具有明显抑制细胞凋亡的作用 + G F̂, ( 已有研究
证实"翼状胬肉组织中过度表达的 bJ*M" 通过抑制成
纤维细胞及上皮细胞凋亡"导致其过度增生"是翼状胬
肉形成的重要原因

+ D %̂#, ( 目前"bJ*M" 在翼状胬肉中过
度表达的分子机制还不明确( KL8MD 基因启动子

]̂D$ â % #GL OQ 区域包含多个 ???W?结合因子
&???W?O)15)124(J708"?W?Y'结合位点"而且该区域
含有多个 ?Qh岛"为 <X@甲基化敏感区域( <X@发
生甲基化修饰后会导致 <X@结构超螺旋"进而阻遏基
因转录"引起基因转录沉默*而去甲基化则会使 <X@
结构松散"促进基因转录 + %% %̂", ( 研究显示"?W?Y能介
导靶基因 <X@发生去甲基化"上调靶基因的表
达

+ %$ %̂], ( ?W?Y与 bJ*M" 的调控关系以及 ?W?Y与翼
状胬肉的关系目前均未见研究报道( 本研究拟通过
检测翼状胬肉中 ?W?Y表达水平)bJ*M" 基因 <X@甲
基化水平"以及 ?W?Y与 KL8MD 基因 <X@甲基化水平
的关系"阐述翼状胬肉中 bJ*M" 异常表达的分子
机制(
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#;材料与方法

#.#!材料
#.#.#!标本来源与采集!收集 "#%F 年 G 月至 "#%E
年 " 月在长沙市第一医院眼科行翼状胬肉切除联合自
体角膜缘干细胞移植术的 "" 例原发性翼状胬肉患者
翼状胬肉组织作为翼状胬肉组"其中男 %" 例"女 %#
例"平均年龄& L#B]kEB%'岁*采集同期行修复手术的
"# 例眼外伤患者少量正常结膜组织作为正常结膜组"
其中男 %$ 例"女 F 例"平均年龄& ]DB$k%#BE'岁( 翼
状胬肉组纳入标准#原发性翼状胬肉( 排除标准#眼局
部损伤引起的结膜异常增生*复发性翼状胬肉( 正常
结膜组纳入标准#结膜裂伤)眼球破裂伤或眼球穿通伤
的眼外伤患者( 排除标准#结膜炎)结膜肿物等结膜相
关疾病患者( 用生理盐水充分洗净术中切取的翼状胬
肉组织和正常结膜组织表面血液"修剪组织后立即置
于液氮中保存( " 个组患者年龄)性别等一般资料比
较差异均无统计学意义&均 Nn#B#L'( 本研究方案通
过长 沙 市 第 一 医 院 伦 理 委 员 会 审 批 & 批 文 号#
>_M"#%F#"%'"所有标本来源患者均签署知情同意书(
#.#.B!主要试剂及仪器!W8)V0*)青霉素I链霉素混合
双抗)&型胶原酶)<[&[培养基)胰蛋白酶)胎牛血
清) _)Q046J7(')16 $### & 美 国 ;1P)780261 公 司 '*
Z8)'6:J8)Q7W[ 逆转录试剂盒) :Hb\ h8661 荧光染料
&日本 W(>(\(公司'*蛋白酶抑制剂)\;Z@细胞裂解
液):<:MZ@h&凝胶配制试剂盒&上海碧云天生物技术
有限公司'*Z=<Y膜&美国 [)**)Q086公司'*b?@试剂
盒&美国 [68JS 公司 '*鼠抗人 ?W?Y抗体)鼠抗人
bJ*M" 抗 体) 鼠 抗 人 $M磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶

&2*NJ68(*56/N56M$MQ/0AQ/(7656/N580261(A6"h@Z<c'抗
体)羊抗鼠 ;2h抗体)鼠抗人波形蛋白抗体)&?_化学
发光法检测试剂盒) <@b显色试剂盒 &美国 ?6**
:)21(*)12W6J/10*02N公司'*基因组 <X@提取试剂盒
&北京天根生化科技有限公司 '*&Q)W6J7Y(A7<X@
b)A-*4)76试剂盒 &德国 o)(261 公司'*?W?Y干扰质粒
Q\:M?W?Y)对照质粒 Q\:&美国 98)h616公司'*细胞
计数试剂盒&J6**J0-17)12S)7MD"??>MD' &日本同仁化
学公司'( _)2/7?NJ*68EG 实时荧光定量 Z?\仪&瑞士
\0J/6公司 '*微量电动组织匀浆器 &美国 >)'O*6
公司'(
#.B!方法
#.B.#!实时荧光定量 Z?\检测各组 ?W?Y)bJ*M" 的
'\X@表达水平!将翼状胬肉组和正常结膜组组织剪
成小块"加入液氮迅速研磨粉碎并加入 % '*W8)V0*"转

入离心管中"使用电动组织匀浆器充分匀浆*] p条件
下 %" ###q( 离心 L ')1"取上清"按每 % '*加入 "## !*
氯仿"常规 W8)V0*法抽提总 \X@( 使用逆转录试剂盒
将总 \X@逆转录成 J<X@"并以 J<X@为模板采用
:Hb\h8661 荧光染料法进行实时荧光定量 Z?\( 反
应条件为#EL p预变性 $# A*EL p变性 L A"G# p退火
及延伸 $L A"共 ]# 个循环( 基因引物序列见表 %"以
h@Z<c为内参照"采用 " (̂(?7

法计算各目的基因的相

对表达量(

表 #;K%F引物序列
G3:41#;K%F52,712&1L+1-*1

基因 引物序列&Lr̂$r' 产物长度& OQ'

H>H@ 正向#W?hh?@W?hW?hWW@?@@@
反向#@?hh@?h?W?W??@hW@Wh@

%""

KL8MD 正向#WhWhWhWhh@h@h?hW?@@?
反向#W?WW?@h@h@?@h??@hh@h@

%DG

STN2/ 正向#??@@hh?WhWhhh?@@hhW
反向#hh@hh@hWhhhWhW?h?WhW

"$E

!注#Z?\#聚合酶链式反应*?W?Y#???W?结合因子*bJ*M"#b淋巴细
胞瘤M"*h@Z<c#$M磷酸甘油醛脱氢酶
!X076#Z?\#Q0*N'68(A6J/()1 86(J7)01*?W?Y#???W?O)15)124(J708*bJ*M"#
bMJ6***N'Q/0'(M"*h@Z<c#2*NJ68(*56/N56M$MQ/0AQ/(7656/N580261(A6

#.B.B!f6A7681 O*07法检测各组 ?W?Y)bJ*M" 的蛋白
表达水平!取翼状胬肉组和正常结膜组样本尽量剪
碎"加入含蛋白酶抑制剂的 \;Z@细胞裂解液"于冰上
进行匀浆裂解 $# ')1"] p)%" ###q( 离心 L ')1"收集
上清即为总蛋白提取液"b?@试剂盒测定浓度( 每个
样本约取 $# !2总蛋白进行 :<:MZ@h&凝胶电泳"并
将蛋白质转印到 Z=<Y膜"使用质量分数 LC脱脂牛奶
室温封闭 % /"加入抗 ?W?Y抗体&% d$##')抗 bJ*M" 抗
体&% d$##')抗 h@Z<c抗体&% dL##'"] p孵育过夜*
Zb: 漂洗 $ 次后加入羊抗鼠二抗&% d% ###'室温孵育
% /"使用 &?_化学发光法显影"以 h@Z<c为内参照"
采用 ;'(26+分析软件计算各目的蛋白相对表达量(
#.B.C!亚硫酸氢盐处理后测序检测各组 bJ*M" 启动
子 <X@甲基化水平!通过 [67/MQ8)'68在线分析
bJ*M" 启动子 <X@序列"预测 ?Qh岛并设计亚硫酸氢
盐处理后测序法&O)A-*4)76A6U-61J)12Z?\"b:Z'引物"
共使用 " 对引物分别对 ?Qh岛的不同区段 & ]̂GL a
F̂"E OQ" F̂]G a %̂ #F$ OQ'进行扩增"b:Z引物序列
见表 "( 取翼状胬肉组和正常结膜组样本尽量剪碎"
加入液氮冷冻后研磨"使用基因组 <X@提取试剂盒提
取 基因组<X@(使用&Q)W6J7Y(A7<X@b)A-*4)76试剂

!$"]!中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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表 B;M*4NB启动子 M?K引物序列
G3:41B;M?K52,712&1L+1-*1)6M*4NB 52)7)/12

扩增位置 正向引物&Lr̂$r' 反向引物&Lr̂$r' 产物长度& OQ'

]̂GL â F"E OQ W@hhWWWh@hW@h@@hhWWW @@@@???W??W?W@@@??@?? "G]

F̂]G â % #F$ OQ @h@hh@W@hhW@WW@W@hWWW W??????W@@@?????W?WW $"F

!注#bJ*M"#b淋巴细胞瘤M"*b:Z#亚硫酸氢盐处理后测序法
!X076#bJ*M"#bMJ6***N'Q/0'(M"*b:Z#O)A-*4)76A6U-61J)12Z?\

盒处理和纯化基因组 <X@"所得 <X@用于后续 Z?\
反应( Z?\扩增及克隆完成后进行测序"分别统计各
个样本的测序结果&每样本克隆数!L'"得出每个样
本单个 ?h位点的甲基化百分比( 每个样本所有位点
甲基化百分比相加后除以位点数得到检测区域的平均

甲基化水平(

#.B.D!翼状胬肉成纤维细胞的分离培养及鉴定!取
$ 例翼状胬肉患者术中切除的翼状胬肉"立即置入含
无菌生理盐水的 &Z管内"用预冷的含 %## gI'*&商品
单位'青霉素和链霉素的 Zb: 重复漂洗至溶液变澄
清( 将标本剪碎成约 % ''$

的小块"置于含 % '2I'*
&型胶原酶的无血清<[&[培养基中 $F s?消化 " /"
直接加入质量分数 #B#LC胰蛋白酶消化 %# ')1"
"##q( 离心 %# ')1 收集沉淀的细胞( 将细胞重悬于
含体积分数 %#C胎牛血清)%## gI'*&商品单位'青霉
素和链霉素的 <[&[完全培养基中培养过夜( 去除
未贴壁的细胞"贴壁细胞在 <[&[完全培基中继续培
养"传代 ] 代后使用( 无菌盖玻片经多聚赖氨酸处
理后放入 G 孔板中"将细胞悬液滴在盖玻片上"于培
养箱培养 "] /*多聚甲醛固定细胞 %L ')1"Zb: 冲洗
$ 次"经双氧水和山羊血清处理后"加入鼠抗人波形
蛋白抗体&% d$##' "以 Zb: 代替一抗作为阴性对照"
] s?孵育过夜*Zb: 漂洗后加入辣根过氧化物酶标
记的羊抗鼠 ;2h&% d% ###' "室温孵育 % /"<@b显色
剂显色后于光学显微镜下观察(
#.B.E!翼状胬肉成纤维细胞的分组及转染!将翼状
胬肉成纤维细胞接种到 G 孔板分成 " 个组"其中 ?W?Y
干扰组使用 _)Q046J7(')16$### 转染试剂转染 ?W?Y干
扰质粒 Q\:M?W?Y"对照组转染空白质粒 Q\:( 转染后
]D / 收集细胞分别抽提总 \X@及基因组 <X@"采用
实时荧光定量 Z?\检测 ?W?Y)bJ*M" 表达水平"采用
b:Z法检测 bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平(
#.B.O!??>MD 法检测转染细胞的增生活性!先分别
将 ?W?Y干扰质粒和空白质粒转染进翼状胬肉成纤维
细胞"每组转染细胞培养后 G / 按 ]q%#$

个I孔的密度
分别接种于 EG 孔板"每组设置 G 个复孔"每组共接种

$ 块板( 分别于转染后 %")"] 和 ]D / 进行检测( 检测
前更换培养基后每孔加入 %# !*??>MD 试剂"$F s?培
养 " /"测量波长 ]L# 1'处吸光度&(OA08O(1J6"T'值(
细胞活力抑制率l&对照组 T值 ?̂W?Y干扰组 T值' I
对照组 T值q%##C(
#.C!统计学方法

采用 :Z:: "".# 统计
学软件进行统计分析( 计
量资料经 :/(Q)80Mf)*S 检
验证实呈正态分布"以 1k?
表示"组间均数经 _6P616
检验证实方差齐( 采用两
水平研究设计"翼状胬肉组
与正常结膜组及 ?W?Y干

扰组与对照组各指标表达水平差异比较采用独立样本

%检验"翼状胬肉组中 bJ*M" '\X@与 ?W?Y蛋白及
KL8MD 基因启动子 <X@甲基化水平相关性分析采用
Z6(8A01 线性相关分析( 采用双尾检验"Nm#B#L 为差
异有统计学意义(

B;结果

B.#!翼状胬肉组与正常结膜组中 ?W?Y和 bJ*M"
'\X@和蛋白相对表达量比较

翼状胬肉组 ?W?Y'\X@和蛋白相对表达量分别
为 FB"$k$B$] 和 #BE"k#B"%"明显高于正常结膜组的
%B%#k#B]] 和 #B"D k#B#F"差异均有统计学意义
&%l̂ DB%$G) %̂$B#"L"均Nm#B#%'( 翼状胬肉组 bJ*M"
'\X@和蛋白相对表达量分别为 %#B"F k]BG] 和
#BELk#B"F"明显高于正常结膜组的 %B%# k#B]% 和
#B$"k#B%]" 差 异 均 有 统 计 学 意 义 & %l^DBFDE)
%̂#BFD""均Nm#B#%'&图 %'(

B.B!翼状胬肉组与正常结膜组中 bJ*M" 启动子 <X@
甲基化水平比较

翼状胬肉组 bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平为
#BGLk#B#E"明显低于正常结膜组的 #BD$k#B#G"差异
有统计学意义&%lFB]#D"Nm#B#%'&图 "'(
B.C!翼状胬肉组织中 bJ*M" '\X@与 ?W?Y蛋白及
KL8MD 启动子 <X@甲基化的相关性

翼状胬肉组织中 ?W?Y蛋白相对表达量与 bJ*M"
'\X@相对表达量呈显著正相关&4l#BF]G"Nm#B#%'(
bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平与 bJ*M" '\X@表达水
平呈显著负相关&4l̂ #BG$L"Nm#B#%'&图 $'(
B.D!体外培养翼状胬肉成纤维细胞的鉴定

倒置显微镜下观察培养的细胞形态以长梭形为

!]"]! 中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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图 #;正常结膜组与翼状胬肉组中 %G%(和 M*4NB 7FP'及蛋白表达比较 &正常结膜组 ' l"#"翼状胬肉组 ' l""'!@)b#各组 ?W?Y和 bJ*M"
'\X@相对表达量比较!与正常结膜组比较"(Nm#B#%&独立样本%检验'!?#各组?W?Y和 bJ*M" 蛋白表达电泳图!翼状胬肉组?W?Y和 bJ*M" 蛋
白条带灰度明显强于正常结膜组!<)&#各组 ?W?Y和 bJ*M" 蛋白相对表达量比较!与正常结膜组比较"(Nm#B#%&独立样本 %检验'!bJ*M"#b淋
巴细胞瘤M"*?W?Y#???W?结合因子*h@Z<c#$M磷酸甘油醛脱氢酶!图 B;正常结膜组与翼状胬肉组中 M*4NB 启动子 AP'甲基化水平比较!与
正常结膜组比较"(Nm#B#%&独立样本 %检验"正常结膜组 'l"#"翼状胬肉组 'l""'!bJ*M"#b淋巴细胞瘤M"
(,.+21#;%)7532,&)-)61Q521&&,)-41I14&)6%G%(3-9M*4NB 7FP':1/=11-/=) .2)+5&& 108'(*J01K-1J7)P(280-Q#'l"#*Q768N2)-'280-Q#'l
""'!@"b#?0'Q(8)A01 0486*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y(15 bJ*M" '\X@!?0'Q(865 R)7/ 108'(*J01K-1J7)P(280-Q"(Nm#B#% &;156Q615617A('Q*6A
%M76A7'!?#&*6J780Q/0867028('04?W?Y(15 bJ*M" Q8076)1A6,Q86AA)01A!W/6O(15 )1761A)7N04?W?Y(15 bJ*M" Q8076)1AR(AA7801268)1 Q768N2)-'280-Q
7/(1 )1 108'(*J01K-1J7)P(280-Q!<"&#?0'Q(8)A01 0486*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y(15 bJ*M" Q8076)1A!?0'Q(865 R)7/ 108'(*J01K-1J7)P(280-Q"
(Nm#B#% &;156Q615617A('Q*6A%M76A7'!bJ*M"#bMJ6***N'Q/0'(M"*?W?Y#???W?O)15)124(J708*h@Z<c#2*NJ68(*56/N56M$MQ/0AQ/(7656/N580261(A6!
(,.+21B; %)7532,&)-)6AP' 71/0843/,)-41I14)6M*4NB 52)7)/12:1/=11-/=) .2)+5&! ?0'Q(865 R)7/ 108'(*J01K-1J7)P(280-Q" (Nm#B#%
&;156Q615617A('Q*6A%M76A7*108'(*J01K-1J7)P(280-Q#'l"#*Q768N2)-'280-Q#'l""'!bJ*M"#bMJ6***N'Q/0'(M"
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CTCF蛋白相对表达水平 Bcl�2启动子DNA甲基化水平
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图 C;翼状胬肉组织中 M*4NB 7FP'与 %G%(蛋白及 M*4NB 启动子
AP'甲基化水平相关性散点图 &Z6(8A01 线性相关分析"' l""'!
@#bJ*M" '\X@与 ?W?Y蛋白表达水平呈显著正相关!4l#BF]G"
Nm#B#%!b#bJ*M" '\X@表达水平与基因启动子甲基化水平呈明显负
相关!4l̂ #BG$L"Nm#B#%!bJ*M"#b淋巴细胞瘤M"*?W?Y#???W?结合
因子

(,.+21C ; ?*3//1254)/&0)=,-. /01*)22143/,)- :1/=11- M*4NB
7FP'"%G%(52)/1,-3-9 M*4NB 52)7)/12AP' 71/0843/,)-41I14
,-5/128.,+7 /,&&+1&& Z6(8A01 *)16(8J0886*(7)01 (1(*NA)A" ' l"" ' !
@#W/686R(A(A)21)4)J(17Q0A)7)P6J0886*(7)01 O67R661 bJ*M" '\X@(15
?W?YQ8076)1 6,Q86AA)01 *6P6*A!4l#BF]G"Nm#B#%!b#W/686R(A(
A)21)4)J(17162(7)P6J0886*(7)01 O67R661 bJ*M" '\X@6,Q86AA)01 *6P6*(15
bJ*M" Q80'0768'67/N*(7)01 *6P6*!4l #̂BG$L"Nm#B#%!bJ*M"#bMJ6**
*N'Q/0'(M"*?W?Y#???W?O)15)124(J708

主"分布均匀 &图 ]@'8 免疫组织化学染色可见细胞
质中波形蛋白染色呈棕黄色阳性染色"而阴性对照细
胞无着色&图 ]b"?'8 结合形态学及免疫组织化学的
结果基本鉴定为成纤维细胞8
B.E!各转染组细胞 ?W?Y和 bJ*M" '\X@及蛋白表达
比较

?W?Y干扰组 ?W?Y和 bJ*M" '\X@相对表达量分

200μm 100μm 100μmB CA
图 D;体外培养翼状胬肉成纤维细胞鉴定!@#倒置显微镜下观察培
养的细胞&q%##"标尺l"## !''!细胞形态均一且多呈长梭形"分
布较均匀"密度较高时呈鱼群状或放射状!b#细胞爬片波形蛋白免
疫组织化学染色&<@bq"##"标尺l%## !''!细胞质中波形蛋白
染色呈棕黄色阳性染色!?#细胞爬片波形蛋白免疫组织化学染色
阴性对照&<@bq"##"标尺l%## !''!细胞无着色
(,.+21D;@91-/,6,*3/,)-)65/128.,+7 6,:2):43&/&*+4/+219&'(&)*+!
@# 9OA68P(7)01 04J-*7-865 Q768N2)-' 4)O80O*(A7A-1568(1 )1P68765
')J80AJ0Q6&q%##" O(8l"## !'' !W/6J6**'08Q/0*02NR(A-1)408'
(15 '0A7047/6J6**AR686)1 7/6A/(Q604*012AQ)15*6.?6**AR686
-1)408'*N 5)A78)O-765" A/0(*M*)S6 08 8(5)(* (7 /)2/68 561A)7)6A!
b#;''-10/)A70J/6')J(*A7()1)1204P)'617)1 6,Q86AA)01 & <@b q"##"
O(8l%## !''!b80R1MN6**0RQ0A)7)P6A7()1)12408P)'617)1 6,Q86AA)01
R(A A661 )1 7/6 JN70Q*(A' ! ?# X62(7)P6 J01780* 04 P)'617)1
)''-10/)A70J/6')A78N&<@bq"##" O(8l%## !'' ! X0A7()1)12R(A
0OA68P65

别为 #B$Fk#B#$ 和 #BL$k#B#G"均明显低于对照组的
%B#"k#B#G 和 #BEE k#B#F"差异均有统计学意义
&%l"#B#$L)EB#"E"均Nm#B#%'8 ?W?Y干扰组 ?W?Y
和 bJ*M" 蛋白相对表达 量 分 别 为 #B"$ k#B#G 和
#BLGk#B#F" 明 显 低 于 对 照 组 的 #BL" k#B#L 和
#BE"k#B%""差异均有统计学意义&%lGBE%])]BF%E"均
Nm#B#%'&图 L'8

!L"]!中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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图 E;%G%(干扰组与对照组 %G%(和 M*4NB 7FP'及蛋白表达比较!@量b#各组 ?W?Y和 bJ*M" '\X@
相对表达量比较!与对照组比较"(Nm#B#%&独立样本 %检验"'l$'!?#各组 ?W?Y和 bJ*M" 蛋白表达电泳
图!?W?Y干扰组 ?W?Y和 bJ*M" 蛋白条带灰度明显弱于对照组!<量&#各组 ?W?Y和 bJ*M" 蛋白相对表达
量比较!与对照组比较"(Nm#B#%&独立样本 %检验"'l$'!?W?Y#???W?结合因子*bJ*M"#b淋巴细胞瘤M
"*h@Z<c#$M磷酸甘油醛脱氢酶
(,.+21E;%)7532,&)-)67FP'3-952)/1,-1Q521&&,)-41I14&)6%G%(3-9M*4NB :1/=11-/=) .2)+5&!
@"b#?0'Q(8)A01 0486*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y(15 bJ*M" '\X@!?0'Q(865 R)7/ J01780*280-Q"(Nm#B#%
&;156Q615617A('Q*6A%M76A7"'l$'!?#&*6J780Q/0867028('04?W?Y(15 bJ*M" Q8076)1A6,Q86AA)01A!W/6O(15
)1761A)7N04?W?Y(15 bJ*M" Q8076)1AR(AR68(S68)1 ?W?Y)176846861J6280-Q 7/(1 )1 J01780*280-Q!<"&#
?0'Q(8)A01 0486*(7)P66,Q86AA)01 *6P6*A04?W?Y(15 bJ*M" Q8076)1!?0'Q(865 R)7/ J01780*280-Q"(Nm#B#%
&;156Q615617A('Q*6A%M76A7" 'l$ ' ! ?W?Y# ???W? O)15)124(J708* bJ*M"# bMJ6***N'Q/0'(M"* h@Z<c#
2*NJ68(*56/N56M$MQ/0AQ/(7656/N580261(A6

B.O!各转染组细胞增生活性比较
?W?Y干扰组转染后 %"量"] 和 ]D / 细胞活力分别

为 #B%#k#B#%量#B%Fk#B#% 和 #B$Dk#B#]"明显低于对
照组的 #B%"k#B#%量#B"Ek#B#% 和 #BDLk#B#G"差异均
有统计学意义&%l$BF%D量%DB$L#量%LBG"%"均Nm#B#%'(
?W?Y干扰组转染后 %"量"] 和 ]D / 细胞活力抑制率
分别 为 & %FB## k#B#L 'C量 & ]%B## k#B#L 'C 和

&LLB##k#B#F'C&图 G'(
B.R!各转染组 bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平比较

?W?Y干扰组 bJ*M" 启动子 <X@甲基化水平为
#BFLk#B#]"明显高于对照组的 #BG%k#B#$"差异有统
计学意义&%l̂ ]B]F""Nm#B#%'&图 F'(

6

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
12h 24h 48h

时间

a
a

a

对照组
CTCF干扰组

0h 7

细
胞

活
力

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0Bc
l�2

启
动

子
D
N
A
甲

基
化

水
平

a

对照组 CTCF干扰组

图 O;各转染组不同时间点细胞活力比较!与同时间点对照组比
较"?W?Y干扰组细胞活力明显下降"(Nm#B#% &独立样本 %检验"
'l$'!?W?Y#???W?结合因子!图 R;各转染组 M*4NB 启动子
AP'甲基化水平比较!与对照组比较"(Nm#B#%&独立样本 %检验"
'l$'!bJ*M"#b淋巴细胞瘤M"*?W?Y#???W?结合因子
(,.+21O ; %)7532,&)- )6*144I,/34,/8 3/9,66121-//,715),-/&
:1/=11-9,66121-//23-&61*/,)- .2)+5&; W/6J6**P)7(*)7N04?W?Y
)176846861J6280-Q R(AA)21)4)J(17*N56J86(A65 )1 J0'Q(8)A01 R)7/ J01780*
280-Q (77/6A('67)'6Q0)17"(Nm#B#% &;156Q615617A('Q*6A%M76A7"
'l$' ! ?W?Y# ???W? O)15)124(J708! (,.+21R ; %)7532,&)-)6
AP' 71/0843/,)- 41I14 )6 M*4NB 52)7)/12 :1/=11- 9,66121-/
/23-&61*/,)- .2)+5&; ?0'Q(865 R)7/ J01780* 280-Q" (Nm#B#%
&;156Q615617A('Q*6A%M76A7"'l$'!bJ*M"#bMJ6***N'Q/0'(M"*?W?Y#
???W?O)15)124(J708

C;讨论

?W?Y是一种高度保
守的具有多锌指结构的多

功能转录因子"调控基因的
转录

组 %L %̂G, ( ?W?Y对于不
同基因发挥不同的调控作

用"能结合到 [H?原癌基
因量K.1量 /+5&+U+1TGE 等
基因的启动子区"作为绝缘
子阻碍相邻顺式元件对基

因转 录 的 启 动
组 %F %̂E, ( 然

而"?W?Y也可以结合到淀
粉样 )前体蛋白 &('N*0)5
O67( Q86J-8A08 Q8076)1"
@ZZ'启动子作为转录激活
剂"上调 @ZZ的转录 组 "#, (
?W?Y的靶基因中有很多

与细胞凋亡和增生相关"异常表达的 ?W?Y能介导众
多肿瘤细胞抵抗凋亡"导致其恶性增生 组 %E""% "̂", ( 大量
研究证实成纤维细胞的异常增生与分化是翼状胬肉形

成的关键因素
组 "$ "̂], ( :/61 等 组 E,

研究发现"翼状胬肉组
织中微小\X@&')J80\X@"')\'M%L(的表达显著低于
正常结膜组织"')\M%L(的靶基因 KL8MD 表达升高*在
翼状胬肉上皮细胞中过表达 ')\M%L(可以下调 bJ*M"
的表达"促进细胞凋亡( 本研究结果显示"翼状胬肉组
织中 ?W?Y量bJ*M" 的表达均较正常结膜组织明显升高"
且二者的表达水平呈显著正相关*?W?Y干扰组细胞
中 bJ*M" 表达水平显著下调"细胞活力明显下降( 这
一发现完善了翼状胬肉组织中 bJ*M" 过度表达的分子
机制"证实 ?W?Y是 bJ*M" 表达的重要促进因子"从而
参与翼状胬肉的疾病进程(

<X@甲基化是指在 <X@甲基转移酶作用下"将
甲基转移到 ?Qh二核苷酸的脱氧胞嘧啶第 L 位碳原
子"形成 L'?的过程 组 "L, ( <X@去甲基化是在 W&W
&761M6*6P61M78(1A*0J(7)01'蛋白家族介导的羟甲基化作
用下开始的"通过一系列氧化还原反应最终会去除
L'?"将甲基化胞嘧啶转化为未修饰的胞嘧啶 组 "G, (
f)6/*6等 组 "F,

研究发现"?W?Y可以与 W&W家族蛋白相
互作用"介导胚胎干细胞发育相关基因的 <X@去甲基
化( 在 b细胞慢性淋巴细胞及结肠癌细胞等肿瘤细
胞中"KL8MD 基因 <X@低甲基化导致 bJ*M" 过度表达"
参与肿瘤细胞的恶性增生

组 "D "̂E, ( 本研究发现翼状胬
肉中 bJ*M" 启动子区 <X@甲基化水平显著低于正常

!G"]! 中华实验眼科杂志 "#"$ 年 L 月第 ]% 卷第 L 期!?/)1 +&,Q 9Q/7/(*'0*"[(N"#"$"=0*.]%"X0.L
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结膜组织"且 bJ*M" <X@甲基化水平与其 '\X@水平
呈显著负相关"说明 <X@低甲基化是 bJ*M" 在翼状胬
肉中异常表达的重要原因( 此外"在翼状胬肉成纤维
细胞中干扰 ?W?Y表达后"bJ*M" 启动子 <X@甲基化
水平显著上调( 因此推测过度表达的 ?W?Y是 bJ*M"
启动子低甲基化的重要原因(

综上所述"过度表达的 ?W?Y介导 bJ*M" 启动子低
甲基化"导致 bJ*M" 异常高表达"引起翼状胬肉成纤维
细胞凋亡I增生失衡"参与翼状胬肉的形成( 这一发现
不仅完善了翼状胬肉成纤维细胞凋亡及增生失衡的分

子调节机制"更为翼状胬肉患者的治疗提供了有效的
生物靶点( 但本研究未探明 ?W?Y与 <X@甲基化I去
甲基化相关修饰酶等调节 <X@甲基化的直接效应分
子之间的相互作用"在后续的研究中我们会进一步完
善翼状胬肉中 ?W?Y参与 bJ*M" 启动子 <X@低甲基化
的分子机制(
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