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选择性激光小梁成形术的激光效应对体外

小梁细胞 WW%$J 及 WW%$O 表达的影响
张洪洋!叶一明!杨扬帆!余敏斌

!!#摘要$!背景!选择性激光小梁成形术,'eA-可增加前房水排出%降低开角型青光眼患者的眼压%但其
作用机制尚不清楚& 小梁网房水排出阻力受到细胞外基质,"?W-影响%基质金属蛋白酶 J,WW%$J-'WW%$O
与小梁网 "?W的降解密切相关&!目的!利用永生化小梁细胞建立 'eA激光效应模型%观察激光效应对小梁
细胞表达 WW%$J 及 WW%$O 的影响&!方法!将永生化人小梁细胞与色素颗粒混悬液共同隔夜培养 GL ;%用
'eA所用的 n开关倍频 PJN +)Y:)dcD激光照射人小梁细胞%制备 'eA激光效应细胞模型%激光能量为 F]N )V%光
斑直径为 EFF #)%脉冲持续时间为 J +4& 分别于激光照射后 G'E'Z'GN 和 NE ;%采用实时荧光定量 %?&法检测
激光照射前后小梁细胞中 WW%$J )&Yc及 WW%$O )&Yc的相对表达情况("eC'c法检测激光照射前后不同
时间点培养液中 WW%$J 及 WW%$O 蛋白质量浓度的变化&!结果!'eA激光照射人小梁细胞前及照射后 G'E'
Z'GN 和 NE ; 后细胞中 WW%$J )&Yc的相对表达量分别为 G]FF'G]JNmF]GN'N]FZmF]FP'N]JEmF]FE'N]KKm
F]FP'N]EOmF]NK%各组间差异有统计学意义,KkGP]OLL%LkF]FFK-%其中激光照射后各时间点细胞中 WW%$J
)&Yc的相对表达量均明显高于对照组%至 GN ; 表达量最高%差异均有统计学意义,均 LlF]FP-& 激光照射
前后不同时间点细胞中 WW%$O )&Yc的相对表达量分别为 G]FF'F]OGmF]GF'G]NKmF]FK'G]ELmF]FK'G]LOm
F]FO'F]ZKmF]FO%各组间差异有统计学意义,KkJF]PNL%LkF]FFP-%其中激光照射后 E'Z 和 GN ; 小梁细胞中
WW%$O )&Yc的相对表达量明显高于对照组%差异均有统计学意义,LkF]FFG'lF]FFG'lF]FFG-& 激光作用
后不同时间点小梁细胞培养液中 WW%$J 及 WW%$O 蛋白的质量浓度均明显高于相应时间点对照组的检测值%
差异均有统计学意义,均 LlF]FP-&!结论!'eA激光效应小梁细胞模型在激光作用后早期对 TTL<\ 及
TTL<V 基因的表达和分泌均明显增加%但其表达随着激光照射后时间的延长而减弱&!
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!!选 择 性 激 光 小 梁 成 形 术 , 40209-*60 2,40/
-/,=09.2312,4-<%'eA-是利用 n开关倍频 PJN +) Y:)
dcD激光对开角型青光眼的小梁网组织进行光凝%从
而建立房水外流通道的治疗方法& 'eA治疗过程中%
激光脉冲选择性地作用于小梁网部位含有色素的小梁

细胞%其高度的选择性和极短的脉冲时间可以减少激
光对其周围小梁组织的损伤& 美国 fHc已于 NFFG 年
批准 'eA应用于临床%目前已成为原发性开角型青光
眼,1/*),/<310+ ,+82082,.93),%%IcD-治疗的首选方
法之一

*G+ %但 'eA的降压幅度有限'降眼压作用逐渐

减弱且作用机制尚不完全明确%因此探讨和寻找 'eA
发挥降眼压作用的机制是解决 'eA存在问题的根本
方法& 基质金属蛋白酶 , ),-/*#)0-,2231/3-0*+,404%
WW%4-是一组锌与钙离子依赖性的肽链内切酶%其主
要生物学功能是降解细胞外基质,0#-/,9022.2,/),-/*#%
"?W-%其中 WW%$J 和 WW%$O 在小梁网组织中大量存
在%在炎症刺激和重建房水外流通道过程中发挥调控
作用& 本研究利用永生化小梁细胞建立 'eA激光效
应模型%观察激光效应对小梁细胞中 WW%$J 和 WW%$O
表达的影响%探讨 'eA的降眼压作用机制&

=:材料与方法

=>=:主要试剂及仪器
人眼永生化小梁细胞,中山大学眼科中心卓业鸿

教授惠赠%来源于加拿大魁北克遗传学与基因组实验
室 X*+90+ &,<)3+: 博士-(HW"W$fGN 培养基 ,美国
D*=93公司-(胎牛血清 ,美国 b<923+0公司-(色素颗
粒 ,美 国 '*8),公 司 -( WW%$J "eC'c [*-' WW%$O
"eC'c[*-,美国 &,<=*3-09; 公司-('dh&%/0)*#"#-,B
试剂盒'%/*)0'9/*1-&AW,4-0/W*#,大连宝生物工程公
司-(A/*R32,美国 e*70公司-& 倍频 PJN +)Y:)dcD激
光仪,澳大利亚 "220#&vH%-<公司-(紫外分光光度

计,上海洪纪仪器设备有限公司-&
=>>:体外激光效应模型的建立

参照文献*N+的方法建立体外激光效应模型& 将
冻存培养人眼永生化小梁细胞自液氮中取出并复苏%
传 N _J 代%将生长至 EF^ _PF^融合状态的小梁细
胞在制备好的 GFF )8(e色素颗粒 HW"W混悬液中隔
夜培养 GL ;& 孵育后的细胞用%h' 冲洗去除细胞表面
的色素颗粒%加入适量含血清的 HW"W(fGN培养液%置

于体积分数 P^?IN'JK o的恒温细胞培养箱待用&
激光照射前培养的小梁细胞 %h' 洗涤 N 次%加入新鲜
%h'%然后倍频 PJN +)Y:)dcD激光对单孔培养的单
层细胞进行不重叠的激光照射%激光能量为 F]N )V%光
斑直径为 EFF #)%脉冲持续时间为 J +4%每孔照射
J FFF 点& 照射 J +4后弃去 %h'%加入 HW"W(fGN培养

基%将细胞放入培养箱进行孵化&
=>?:体外 'eA激光效应模型能量的确定

激光照射的起始能量为 F]L )V%根据小梁细胞对
激光照射的反应调整激光能量& 激光照射细胞瞬间%
培养皿内产生肉眼可见的最小气泡%然后降低 F]G )V%
作为体外 'eA模型的激光能量& 最终设为 F]N )V%在
体外模型中将此能量定义为.标准能量/&
=>@:实时荧光定量 %?&检测激光照射前后各组小梁
细胞中 WW%$J 和 WW%$O )&Yc的表达
=>@>=:&Yc的提取!吸出 L 孔板中各组细胞中的培
养液& 每孔中加入 G]F )2A/*R32%使 A/*R32均匀覆盖细
胞面%反复吹打后移至 G]P )2"%管中%室温静置
P )*+& 向 "%管中加入 NFF #2氯仿%剧烈振荡 GP 4%室
温静置 P )*+%E o条件下 GN FFFT% 离心 GP )*+& 将上
层透明水相转移入另一 G]P )2"%管%加入 PFF]F #2
异丙醇& 颠倒 "%管数次混匀液体%室温静置 GF )*+%
E o条件下 GN FFFT% 离心 GF )*+& 轻吸弃上清%留下
"%管底部白色沉淀%加入预冷的体积分数 KP^乙醇
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G )2,H%"?水配制-%小心振荡后 E o条件下 K PFFT%
离心 P )*+& 轻弃上清%&Yc沉淀置于室温中干燥
GF )*+%加入 JF]F #2H"%?水溶解& 将 &Yc水溶液置
于UZF o冰箱保存%或直接用于逆转录反应&
=>@>>:总 &Yc纯度和质量浓度测定!检测 &Yc在
波长为 NLF +)'NZF +)处的吸光度,P-值%确定 &Yc
质量浓度& 以总 &YcPNLF (PNZF值均在 G]Z _N]F 认为
&Yc质量较为理想& 取 N]F #2&Yc样品%溶于 OZ]F #2
H"%?水中%最终质量浓度TPF 即为样品 &Yc质量浓
度& 加入适量H"%?水调整&Yc质量浓度为 GFF #8()2&
=>@>?:逆转录反应:取 E #2)&Yc作为模板%反应体
系如下)P 倍 %/*)0'9/*1-&AW,4-0/W*#N]F #2%无水
&Y,40E]F #2%总 &YcE]F #2& 逆转录反应条件)JK o
反应 GP )*+%ZP o反应 P 4%反应完成后%将 9HYc置于
冰上或UNF o保存&
=>@>@:实时荧光定量 %?&!所用引物序列见表 G& 反
应体系如下)P倍 'dh&%/0)*#"#A,B NTGN]P #2%上游引
物f,GF #)32(e-G]F #2%下游引物 &,GF #)32(e-G]F #2%
&Ig/070/0+90H<0"G]F #2%::bNIL]P #2%9HYcJ]F #2%
总容积为 NP]F #2& 采用两步法 /0,2$-*)0%?&%在 chC
%&C'WKFFF /0,2$-*)0%?&仪上反应%条件如下)OP o
预变性 GF 4%OP o变性 P 4%LF o退火JG 4%EF 个循环&
反应结束后按公式)相对含量 ?kNU,?-#U?-DcH%b- kNU(?-%
进行 )&Yc相对量的计算%实验重复 J 次&

表 =:基因引物序列

基因 序列

TTL<\ P1$?cccc?cAcAAA?AAADAcDcDDc?cc$J1
P1$AA?cD?AcAAAD?AADDDcc$J1

TTL<V P1$Dcc??ccA?A?c??Dc?cDD$J1
P1$D??c???DcDADAcc??cAc$J1

?PLOQ P1$DcAA??c???cADD?cccAA$J1
P1$A?A?D?A??ADDccDcADDA$J1

!注)WW%)基质金属蛋白酶(Dc%Hb)甘油醛$J$磷酸脱氢酶

=>A:"eC'c法检测不同时间点小梁网细胞培养液中
WW%$J 和 WW%$O 质量浓度

取出超低温存放的激光模型培养基标本%室温融
冻 JF )*+%实验前 JF )*+ 按照试剂盒的说明书配制工
作液& 分别加入 GFF #2标准品或 GFF #2样品在酶标
板孔内%轻轻混匀%置于摇床%封住板孔%室温孵育
GPF )*+& 甩尽培养板内液体%每孔加入 NPF #2洗涤液
洗涤反应板%置于摇床 P )*+%甩尽板内液体(反复洗涤
E 次& 每孔加入 GFF #2生物素标记的 c+-*$WW%$J 或
WW%$O%轻轻混匀 JF 4%封住板孔%置于摇床%室温孵育
LF )*+& 重复洗板 P 次%每孔加入 GFF #2G 倍辣根过氧

化物酶%轻轻混匀%置于摇床%封住板孔%室温孵育
EP )*+& 洗板后%每孔加入 GFF #2G 倍 AWh显色液%封
住板孔%轻轻混匀 JF 4%置于摇床%避光室温孵育
JF )*+& 每孔加入 PF #2终止液以终止反应& 立即读
取波长为 EPF +)处 P值& 以 P值为纵坐标%以标准品
质量浓度为横坐标绘制散点图%应用 '*8),123-软件
得出标准曲线%根据样品的 P值计算培养基样品中
WW%$J 和 WW%$O 的质量浓度&
=>L:统计学方法

采用 '%'' GK>F 统计学软件,软件序列号)NEHX$
PDgH$JdNE$PJdV$Z&eH-进行分析& 本研究测试指标
的数据资料经 [$' 检验均呈正态分布%以 Gm,表示%组
间均数经 h,/-20--检验方差齐& 本研究采用均衡分组
多水平实验设计%对照组和激光照射后不同时间点组
细胞中 WW%$J 和 WW%$O )&Yc相对表达量的差异比
较均采用单因素方差分析%多重比较采用 H.++0--/检
验(激光照射组和对照组在不同时间点细胞培养基中
WW%$J 和 WW%$O 蛋白质量浓度的差异比较采用重复
测量两因素方差分析%多重比较采用 e'H$/检验& 采
用双尾检验法%检验水准为 %kF]FP&

>:结果

>>= :激光照射后不同时间点小梁细胞中 WW%$J
)&Yc的相对表达

M 1 2 3 4 5 6

28S
18S

图 =:%T8电泳图!W)蛋白分子标志物!G)对照组!N)激光照射
后 G ;!J)激光照射后 E ;!E)激光照射后 Z ;!P)激光照射后 GN ;!
L)激光照射后 NE ;

&Yc电泳图表明 &Yc质量良好,图 G-& 对照组
及照射后 G'E'Z'GN 和 NE ; 组小梁细胞中 WW%$J
)&Yc的相对表达量分别为 G]FF'G]JNmF]GN'N]FZm
F]FP'N]JEmF]FE'N]KKmF]FP'N]EOmF]NK%组间差异有
统计学意义,KkGP]OLL%LkF]FFK-%激光照射后 G ;%
小梁细胞中 WW%$J )&Yc相对表达量开始升高%照射
后 GN ; WW%$J )&Yc的相对表达量最高%照射后 NE ;
其表达量稍下降& 各照射组的小梁细胞中 WW%$J
)&Yc相对表达量与对照组相比均明显升高%差异均
有统计学意义 ,LkF]FFZ'lF]FFG'lF]FFG'lF]FFG'
lF]FFG-,图 N-&
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图 >:实时荧光定量
$'%检测激光照射人
小梁细胞后 KK$#?
,%K8的相对表达!
Ga对照组!Na激光照
射后 G ; 组!Ja激光
照射后 E ; 组!Ea激
光照射后 Z ; 组!Pa
激光照射后 GN ; 组!

La激光照射后 NE ; 组!KkNG]OLF%LkF]FFO>与对照组比较%,Ll
F]FG ,单因素方差分析%H.++0--/检验%$kJ-

>>> :对照组和各激光照射组小梁细胞中 WW%$O
)&Yc的相对表达

对照组及照射后 G'E'Z'GN 和 NE ; 组小梁细胞中
WW%$O )&Yc的相对表达量分别为 G]FF'F]OGmF]GF'
G]NKmF]FK'G]ELmF]FK'G]LOmF]FO'F]ZKmF]FO%组间
差异有统计学意义,KkJF]PNL%LkF]FFP-%激光照射
后 G ;%WW%$O )&Yc相对表达量未发生明显改变%激
光照射后 E ;%WW%$O 表达量开始上升%照射后 GN ; 其
表达量最高%激光照射后 E'Z 和 GN ; 组小梁细胞中
WW%$O )&Yc相对表达量明显高于对照组%差异均有
统计学意义,LkF]FFG'lF]FFG'lF]FFG-%照射后 NE ;
组 WW%$O )&Yc相对表达量与对照组相比稍下降%但
差异无统计学意义,LkF]FPK-,图 J-&
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图 ?:实时荧光定量
$'%检测激光照射人
小梁细胞后 KK$#[
,%K8的相对表达!
Ga对照组!Na激光照
射后 G ; 组!Ja激光
照射后 E ; 组!Ea激
光照射后 Z ; 组!Pa
激光照射后 GN ; 组!

La激光照射后 NE ; 组!KkJF]PNL%LkF]FFP>与对照组比较%,Ll
F]FP,单因素方差分析%H.++0--/检验%$kJ-
!

>>?:各组小梁细胞在不同时间点培养液中 WW%$J 和
WW%$O 的质量浓度

与对照组相比%激光照射后 G ;%培养液中 WW%$J
蛋白的质量浓度与同时间点对照组值比较未见明显升

高a激光照射后 E ;%WW%$J 蛋白的质量浓度明显高于
对照组%激光作用后 NE ;%激光组 WW%$J 质量浓度是
对照组的 G]KZ 倍%激光组照射后 E'Z'GN 和 NE ; 与对
照组相应时间点间 WW%$J 蛋白的质量浓度差异均有
统计学意义,均 LlF]FP-%组内不同时间点间差异均
有统计学意义,LlF]FP-& 激光照射后各时间点%培养
液中 WW%$O 蛋白质量浓度均明显高于相应时间点的
对照组%差异均有统计学意义,均 LlF]FP-,表 N-&

表 >:激光照射小梁细胞后培养液中 KK$#? 及
KK$#[ 蛋白的质量浓度,'X(-

照射后

时间, ;-

WW%$J 质量浓度, +8()2- WW%$O 质量浓度, 18()2-

对照组, $kO- 激光组, $kO- 对照组, $kO- 激光组, $kO-

G F]KPmF]GE F]OFmF]NF GJE]PLmJG]FJ GLZ]ONmNK]FP,

E F]OLmF]NJ G]GZmF]GN, JNL]ENmNE]PK JKN]PLmPF]ZL,

Z G]FJmF]GN G]EJmF]NF, ZNF]GOmEJ]ZG G FOE]KLmJK]NO,

GN G]NJmF]NG G]OGmF]GK, G GJE]PZmJO]KF G JJL]GGmJL]FK,

NE G]NFmF]GP N]GJmF]GO, N PZJ]FNmEL]EE N OPO]LLmKE]NN,

!注aWW%$JaK时间 kLP]OO%LlF]FFGaK分组 kGON]FJ%LlF]FFGaK交互作用 k

GE]NG%LlF]FFG>WW%$OaK时间 kGF PJG]GN%LlF]FFGaK分组 kJZL]JG%Ll

F]FFGaK交互作用 kPJ]JJ%LlF]FFG>与各自的对照组比较%,LlF]FP,重复

测量两因素方差分析%e'H$/检验-!WW%a基质金属蛋白酶

?:讨论

目前关于 'eA降低眼压的机制尚不十分明确&
早前的研究通过建立离体人尸眼氩激光小梁成形术

,,/80+ 2,40/-/0=09.2312,4-<%ceA-模型发现%激光氩作
用后白细胞介素 ,*+-0/20.@*+%Ce- G%'Ce$G$和肿瘤坏
死因子 %,-.)3/+09/34*47,9-3/$%%AYf$%-等因子释放
增加

*J+ %引起巨噬细胞聚集%刺激 WW%4的表达和分泌
增加%推测 ceA主要是通过 WW%4途径重建 "?W%增
加房水引流

*E+ & ceA和 'eA在小梁网组织中作用的
原理不同%ceA通过激光能量非特异性地作用于小梁
网%利用热效应产生凝固性损伤%而 'eA通过激光特
异性地作用于小梁网含有色素的内皮细胞%由于激光
脉冲时间,J +4-远低于色素的热释放时间,G #4-%所
以术后不会产生凝固性损伤& 研究发现%'eA与 ceA
术后小梁网超微结构改变不同%ceA作用于小梁网后%
色素性小梁与非色素小梁交界处的葡萄膜小梁网形成

弹坑样改变%在弹坑的底部及边缘出现组织凝固性坏
死%而 'eA作用于小梁网后%仅可见小梁网细胞质内
色素颗粒的崩解及细胞的分解%小梁细胞周围的组织
未受到影响

*P+ & ceA与 'eA在作用原理'激光作用时
间'激光作用后组织病理学等方面均存在差异& 研究
还发现%'eA后猴眼小梁网内的单核细胞及巨噬细胞
数量明显增加%可能是 'eA作用于小梁网后%促进了
自身的免疫系统释放某些活性物质%局部细胞因子和
化学趋化因子释放增加%促进单核细胞聚集%聚集的单
核细胞转化为巨噬细胞所致%因小梁网处的巨噬细胞
内可见崩解的色素颗粒

*L+ & 巨噬细胞在小梁网内可
吞噬组织碎片%清除色素颗粒%使小梁网处房水的流出
阻力降低& 在对兔 'eA模型的治疗研究中发现%激光
治疗后前房脂质过氧化物酶增加%眼内的氧自由基浓
度增加%引起轻度炎症%从而发挥生物学效应 *K+ & 研
究发现%'eA可以改变内皮细胞间的连接%因此推断其
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与前列腺素类滴眼液发挥相似的降眼压作用
*Z+ & 关

于 'eA作用机制的研究多建立在动物模型的基础上%
而对于人在体及体外小梁细胞及细胞外基质在激光作

用后的变化尚不十分明确&
小梁网内皮细胞上的沉积物为 "?W%由小梁细胞

产生%对维持房水的排出十分重要& 正常情况下 "?W
处于不断产生和降解的动态平衡中%病理条件下 "?W
增多或降解减少导致其堆积而影响组织功能& "?W
的生理功能是保证房水外流通畅& WW%4的主要功能
是降解 "?W%h/,:20<等 *O+

利用人眼体外灌注模型%在
灌注介质中加入活化的 WW%$J'WW%$N 和 WW%$O%发
现房水流出率增加 GLF^& 人小梁细胞中有 WW%$G'
WW%$N'WW%$J 和 WW%$O 的表达 *GF+ %WW%$J 主要作用
于蛋白多糖%并能激活其他 WW%4一同参与到 "?W降
解的过程中%而蛋白多糖是增加小梁网房水外流阻力
的主要成分

*GG+ & WW%$O 在生理情况下表达量极少%在
细胞分化'组织损伤修复中发挥重要作用%但在受到炎
症'损伤或外源性刺激的情况下其表达和分泌增
加

*GN+ & 因此%本研究选择检测 WW%$J'WW%$O 的表达
来探讨 'eA治疗后早期发挥降眼压作用的机制&

小梁细胞 'eA激光效应模型的研究显示%激光作
用后激光斑中央细胞气化缺失%但激光斑周边部分的
细胞形态无明显改变& 激光斑内细胞受到激光刺激后
在基因表达和蛋白合成%尤其是对 "?W生成和降解有
关蛋白产生影响%可能与 'eA发挥降眼压作用的机制
有关& 本研究的结果显示%体外培养的人小梁细胞经
过激光作用后%各个观察时间点分泌 WW%$J 和 WW%$O
的浓度均明显高于对照组%同时小梁细胞 TTL<\'
TTL<V 基因表达在激光照射后 GN ; 表达达高峰%此后
随观察时间的延长表达量逐渐减少& 术后 NE ;%TTL<\
基因表达仍明显高于术前水平%而 TTL<V 基因表达在
术后 NE ; 恢复到术前水平& 小梁网细胞 WW%$J 和
WW%$O 的分泌在观察期内持续增加%而基因表达在术
后 GN ; 逐渐降低%这种差异可能是由于二者在转录'
翻译和合成蛋白质各个水平的调节差异引起的& 因
此%TTL<\ 基因表达和分泌增加在激光作用早期对于
减少房水外流的阻力具有非常重要的作用& 本研究结
果提示%在激光作用早期%'eA可能是通过 TTL,基因
表达和分泌增加改变 "?W含量%降低房水流出阻力%
从而发挥降眼压的作用& 此外%WW%4的增加有助于
小梁细胞离开基底膜%增生'移行并修复激光受损区域&

本研究的局限性在于仅研究了 WW%$J 和 WW%$O
在激光模型中的变化%而其他与小梁网 "?W合成和降
解有关的 WW%4%如 WW%$G'WW%$N 等%有待于进一步

研究& 组织基质金属蛋白酶抑制剂,-*44.0*+;*=*-3/37
)0-,2231/3-0*+,404%ACW%4-在调节房水流动性方面也有
重要作用& 因此%需要对 WW%4及 ACW%4在 'eA降眼
压机制中的作用进行更深入'全面的研究& 此外本实
验建立激光效应模型应用的色素细胞与人类小梁色素

细胞来源不同%同时体外培养环境与 'eA体内治疗后
小梁细胞的微环境变化存在差异& 因此%进一步完善
'eA激光效应的模型%探讨其发挥作用的机制对提高
'eA的临床治疗效果具有重要意义&

本研究对体外培养小梁细胞建立 'eA的激光效
应模型进行研究%发现激光作用后早期 WW%$J 和
WW%$O 表达和分泌明显增加%说明 WW%$J'WW%$O 表
达和分泌的增加可能参与 'eA早期降眼压的作用&
然而%这种效应随时间延长而减弱%因此延长观察时间
并对 WW%4及其抑制剂 ACW%4进行更全面'系统的研
究有助于阐明 "?W合成和降解在 'eA发挥降眼压效
应中的作用&
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