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!实验研究!

骨硬化蛋白在葡萄膜黑色素瘤发生和发展中的

作用及其生物学机制
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!!$摘要%!目的!探讨骨硬化蛋白&_E_<'和 \[<G4<[[]/ 信号通路对人葡萄膜黑色素瘤& ê '细胞细
胞周期)迁移和侵袭的影响及其相关机制(!方法!分别收集 L# 例上皮细胞型 ê 组织和 /0 例梭形细胞型
ê 组织进行免疫组织化学染色检测 _E_<)\ISB/ 和 4(STI)I 9TS(B/ 蛋白含量( 选择 " 株人 ê 组织来源的细

胞系 E4̂ B/&原发梭型') :̂'BL]&转移上皮型'和 :̂'BL4&转移梭型'"分为空白对照组)空质粒组和 _E_<
R)c[D组"其中空白对照组不转染质粒)空质粒组用 _E_<阴性对照质粒转染" _E_<R)c[D组用含 _E_<
R)c[D转染( 转染 L% P 后"采用实时荧光定量 34c和 \TRST-I 9*,S分别检测 _E_<)4<[[]/)\[<蛋白家族 /
&\[</')44[6/)基质金属蛋白酶& ^̂ 3' L 和 ^̂ 3K 的 'c[D和相应蛋白表达水平*采用 <-(IRVT**方法测
定转染后细胞的侵袭和迁移能力*采用流式细胞术检测转染后各组细胞周期分布( 取 ]Db]G2I:OT雌性小鼠
K 只采用随机数字表法随机分为 E4̂ B/ 组)E4̂ B/ 空载体组和 _E_<RPc[D组"分别接种未感染慢病毒的
E4̂ B/)感染空载慢病毒的 E4̂ B/ 以及感染 _E_<RPc[D慢病毒的 E4̂ B/"观察 _E_<沉默对小鼠原位成瘤
的影响( 通过免疫共沉淀实验探讨 E4̂ B/ 细胞 _E_<与低密度脂蛋白受体相关蛋白&bc3'BJG0 蛋白相互作
用(!结果!免疫组织化学染色结果发现恶性程度较低的梭形细胞型 ê 组织中 _E_<表达水平高于上皮细
胞型 ê 组织"\ISB/ 和 4(STI)I 9TS(B/ 表达水平明显低于上皮细胞型 ê 组织"差异均有统计学意义 &均
Qk#d#/'( 实时荧光定量 34c结果显示"各细胞系中 _E_<R)c[D组 _E_<'c[D相对表达量明显低于相应
空质粒组"44[6/)\[</ 及 ^̂ 3K 'c[D相对表达量明显高于空质粒组"差异均有统计学意义&均 Qk#d#J'*
E4̂ B/ 和 :̂'BL4细胞系中"_E_<R)c[D组 4<[[]/ 'c[D相对表达量明显高于空质粒组"差异均有统计学
意义&均 Qk#d#/'( \TRST-I 9*,S结果显示" _E_<R)c[D组 _E_<蛋白相对表达量低于空质粒组"\ISB/)
4(STI)I 9TS(B/)2M2*)IB6/)^̂ 3L)^̂ 3K 蛋白相对表达量高于空质粒组"差异均有统计学意义 &均 Qk#d#/'(
<-(IRVT**实验结果显示"各细胞系中 _E_<R)c[D组的细胞侵袭和迁移能力明显强于空白对照组和空质粒
组"差异均有统计学意义&均 Qk#d#/'( 流式细胞术显示 _E_<R)c[D组 7/ 期细胞比例以及 7/G_ 期比值均
明显低于空白对照组和空质粒组"差异均有统计学意义&均 Qk#d#/'( E4̂ B/ 组)E4̂ B/ 空载体组和 _E_<
RPc[D组眼球体积分别为 & %LdCi%d0')& %Kd#iLLdK'和 & /"JdLi"LdC'''""总体比较差异有统计学意义
&8j/KdK0""Qk#d#/'"其中 _E_<RPc[D组小鼠眼球较 E4̂ B/ 组和 E4̂ B/ 空载体组大"差异均有统计学意
义&均 Qk#d#J'( 免疫共沉淀结果显示"_E_<可分别与 bc3BJ 和 bc3B0 相互结合发生相互作用(!结论!沉
默 _E_<可促进 ê 细胞的侵袭和迁移"并使其处于分裂期的比例升高"可以促进肿瘤在裸鼠眼内的生长(
_E_<可能是通过与膜上受体 bc3BJGbc3B0相互作用进而调节 \[<G4<[[]/ 信号通路来发挥这一功能(!
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C012#5/!ê S)RR:TRX-,'L# 2(RTR,XTN)SPT*),)O ê (IO /0 2(RTR,XRN)IO*T2T**SMNTê VT-T2,**T2STO1<PT
2,ISTISR,X_E_<"\ISB/ (IO 4(STI)I 9TS(B/ N-,ST)IR)I SPT2,**T2STO S)RR:TRVT-TOTST2STO 9M)'':I,P)RS,2PT')2(*
RS()I)IU1<P-TTP:'(I ê S)RR:TOT-)QTO 2T***)ITRE4̂ B/ & N-)'(-MRN)IO*T2T**SMNT'" :̂'BL] & 'TS(RS(S)2
TN)SPT*),)O' (IO :̂'BL4&'TS(RS(S)2RN)IO*T2T**SMNT' VT-TRT*T2STO (IO O)Q)OTO )IS,SP-TTU-,:NR"9*(IW 2,IS-,*
U-,:N I,SS-(IRXT2STO"T'NSMQT2S,-U-,:N S-(IRXT2STO V)SP _E_<ITU(S)QT2,IS-,*QT2S,-(IO _E_<R)c[D U-,:N
S-(IRXT2STO V)SP _E_<R)c[D1DXST-L%BP,:-S-(IRXT2S),I"SPT'c[D(IO N-,ST)I T+N-TRR),I *TQT*R,X_E_<"4<[[]/"
\[<N-,ST)I X(')*M/ &\[</'"44[6/"'(S-)+'TS(**,N-,ST)I(RT& ^̂ 3' L (IO ^̂ 3K VT-TOTST2STO 9M-T(*BS)'T
X*:,-TR2TI2TZ:(IS)S(S)QT34c(IO \TRST-I 9*,S"-TRNT2S)QT*M1<PT)IQ(R),I (IO ')U-(S),I (9)*)SM,XSPTS-(IRXT2STO
2T**RVT-T'T(R:-TO 9MS-(IRVT**'TSP,O"(IO SPT2T**2M2*TO)RS-)9:S),I V(ROTST2STO 9MX*,V2MS,'TS-M1DI,SPT-K
XT'(*T]Db]G2I:OT')2TVT-TRT*T2STO (IO -(IO,');TO )IS,E4̂ B/ U-,:N"E4̂ B/ T'NSMQT2S,-U-,:N (IO _E_<
RPc[DU-,:N")I,2:*(STO V)SP E4̂ B/ V)SP,:S*TIS)Q)-:R)IXT2S),I"E4̂ B/ V)SP 9*(IW *TIS)Q)-:R)IXT2S),I (IO E4̂ B/
V)SP _E_<RPc[D*TIS)Q)-:R)IXT2S),I"-TRNT2S)QT*M1_)+VTTWR(XST-)I,2:*(S),I"SPT)I R)S: X,-'(S),I ,XS:',-V(R
,9RT-QTO1<PT)IST-(2S),I 9TSVTTI _E_<(IO *,VOTIR)SM*)N,N-,ST)I -T2TNS,--T*(STO N-,ST)I&bc3'BJG0 )I E4̂ B/
2T**RV(RT+N*,-TO 9M2,B)'':I,N-T2)N)S(S),I (RR(M1<PTRS:OMN-,S,2,*V(R(NN-,QTO 9MSPT&SP)2R4,'')SSTT,X
<)(IH)I T̂O)2(*eI)QT-R)SM&MTY,RN)S(*& L#/$A>+b,BL#'1! @0/%$1/! F'':I,P)RS,2PT')2(*RS()I)IU-TR:*SR
RP,VTO SP(SSPT_E_<T+N-TRR),I *TQT*V(RP)UPT-(IO SPTT+N-TRR),I *TQT*R,X\ISB/ (IO 4(STI)I 9TS(B/ VT-T*,VT-)I
RN)IO*T2T**SMNTê S)RR:TRSP(I )I TN)SPT*),)O ê S)RR:TR"(IO SPTO)XXT-TI2TRVT-T(**RS(S)RS)2(**MR)UI)X)2(IS&(**(S
Qk#d#/'1<PT-T(*BS)'TX*:,-TR2TI2TZ:(IS)S(S)QT34c-TR:*SRRP,VTO SP(SSPT-T*(S)QTT+N-TRR),I ,X_E_<'c[DV(R
R)UI)X)2(IS*M*,VT-(IO SPT-T*(S)QTT+N-TRR),IR,X44[6/"\[</ (IO ^̂ 3K 'c[DVT-TR)UI)X)2(IS*MP)UPT-)I _E_<
R)c[DU-,:NRSP(I )I 2,--TRN,IO)IUT'NSMQT2S,-U-,:NR)I SPTSP-TT2T***)ITR&(**(SQk#d#J'1FI E4̂ B/ (IO :̂'B
L42T***)ITR"SPT-T*(S)QTT+N-TRR),IR,X4<[[]/ 'c[DVT-TR)UI)X)2(IS*MP)UPT-)I _E_<R)c[DU-,:NRSP(I )I
T'NSMQT2S,-U-,:NR&(**(SQk#d#/'1\TRST-I 9*,S-TR:*SRRP,VTO SP(SSPT-T*(S)QTT+N-TRR),I ,X_E_<N-,ST)I V(R
R)UI)X)2(IS*M*,VT-(IO SPT-T*(S)QTT+N-TRR),IR,X\ISB/"4(STI)I 9TS(B/"2M2*)IB6/"^̂ 3L (IO ^̂ 3K N-,ST)IRVT-T
R)UI)X)2(IS*MP)UPT-)I _E_<R)c[DU-,:NRSP(I )I T'NSMQT2S,-U-,:NR&(**(SQk#d#/'1<-(IRVT**(RR(MRP,VTO SP(S
SPT2T**)IQ(R),I (IO ')U-(S),I (9)*)SM,X_E_<R)c[DU-,:N V(RR)UI)X)2(IS*MP)UPT-SP(I SP(S,X9*(IW 2,IS-,*U-,:N
(IO T'NSMQT2S,-U-,:N )I SPTSP-TT2T***)ITR&(**(SQk#d#/ '18*,V2MS,'TS-MRP,VTO SP(SSPTN-,N,-S),I ,X
7/BNP(RT2T**R(IO SPT7/G_BNP(RT-(S),VT-TR)UI)X)2(IS*M*,VT-)I _E_<R)c[DU-,:N SP(I )I 9*(IW 2,IS-,*U-,:NR
(IO T'NSMQT2S,-U-,:NR&(**(SQk#d#/'1<PTTMT9(**Q,*:'T,XE4̂ B/ U-,:N"E4̂ B/ T'NSMQT2S,-U-,:N (IO _E_<
RPc[DU-,:N V(R&%LdCi%d0'"& %Kd#iLLdK' (IO & /"JdLi"LdC'''""-TRNT2S)QT*M"RP,V)IU(R)UI)X)2(IS,QT-(**
O)XXT-TI2T&8j/KdK0""Qk#d#/'1<PTTMT9(**Q,*:'T,X_E_<RPc[D U-,:N V(R*(-UT-SP(I SP(S,XE4̂ B/
U-,:N (IO E4̂ B/ T'NSMQT2S,-U-,:N" (IO SPTO)XXT-TI2TRVT-TRS(S)RS)2(**MR)UI)X)2(IS& 9,SP (SQk#d#J '1
4,B)'':I,N-T2)N)S(S),I -TR:*SRRP,VTO SP(S_E_<2,:*O )IST-(2SV)SP bc3BJ (IO bc3B0 9M9)IO)IUS,SPT'"
-TRNT2S)QT*M1!>#-&$%/'#-/!_)*TI2)IU_E_<2(I N-,',STSPT)IQ(R),I (IO ')U-(S),I ,Xê 2T**R"(IO )I2-T(RTSPT
N-,N,-S),I ,Xê 2T**R)I SPTO)Q)R),I NP(RT1_)*TI2)IU_E_<2(I N-,',STS:',-U-,VSP )I TMTR,XI:OT')2T1_E_<
'(MN*(MSP)RX:I2S),I 9M)IST-(2S)IUV)SP SPT'T'9-(IT-T2TNS,-bc3BJGbc3B0 (IO SPTI -TU:*(S)IUSPT\[<G
4<[[]/ R)UI(*N(SPV(M1

"90, :#"5/#8_2*T-,RS)I* eQT(*'T*(I,'(* E22:--TI2T(IO OTQT*,N'TIS* T̂2P(I)R'
;%-53"#."*)# _2)TIS)X)2cTRT(-2P 3-,HT2S,X<)(IH)I &O:2(S),I 4,'')RR),I & L#L#A=/C0'* <)(IH)I ATM

4*)I)2(*6)R2)N*)IT4,IRS-:2S),I 3-,HT2S& <=b4@6?At#/$ '* D:S,I,',:R(IO ENTI 3-,HT2S,X<)(IH)I ATM
b(9,-(S,-M,XcTS)I(*8:I2S),I (IO 6)RT(RT&L#L#SHRV'Z##L'

6EF#/#1"C0#G2'(1H12I//JK$KBL#L//#LJB##J$L

!!葡萄膜黑色素瘤& :QT(*'T*(I,'("ê '是一种原
发性眼内恶性肿瘤"发病隐匿)发展速度快"起源于眼
内葡萄膜黑色素细胞"是成人常见的眼内恶性肿瘤"占
眼黑色素瘤的 $"`+ /a", ( 但目前临床上不能对肿瘤的
侵袭和转移等预后进行准确和客观的预计"并且相应
有效治疗方法的缺乏是影响 ê 疗效和患者生存率的

主要因素
+ %aJ, ( 根据 /K$# 年 \YE组织学类型分类标

准"ê 可分为 % 类"即梭形细胞型)上皮样细胞型)混

合细胞型及其他类型
+ 0, "其中梭形细胞在所有肿瘤细

胞中所占的比例越高"预后越好*上皮样细胞所占比例
越多"预后越差 + C, ( 因此对 ê 发生和促使肿瘤发生

转移的分子机制进行深入研究具有重要意义( 骨硬化
蛋白&R2*T-,RS)I"_E_<'首先在硬化症及骨质疏松症中
被发现"在骨质形成过程中对成骨祖细胞增生和分化
至关重要

+ $, ( 已有研究证实"_E_<对视网膜母细胞瘤
的生长有负反馈调节作用

+ K, ( _E_<主要是通过

!/"0!中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C
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\[<G4<[[]/ 信号级联反应来发挥对大肠癌和子宫
内膜癌等癌症的抑制作用

+ /#, ( \[<G4<[[]/ 信号通
路是黑色素瘤等众多肿瘤的经典通路

+ //, ( 而 4(STI)I
9TS(B/ 积聚或 4(STI)I 9TS(B/ 的破坏复合物形成异常均
会导致 \[<G4<[[]/ 信号通路的激活 + /La/", ( 4(STI)I
9TS(B/ 在细胞内异常聚集和活化可促进恶性黑色素瘤
细胞的增生"与黑色素瘤患者的预后呈负相关 + /%a/J, (
\)O*:IO 等 + /0,

也发现 \[<G4<[[]/ 信号通路的激活
增加了体外小鼠黑色素瘤细胞的增生和克隆数量( 但
也有研究表明在前列腺癌中 4(STI)I 9TS(B/ 通过影响
转移抑制基因 1̂ @N 的转录"降低前列腺癌细胞转移潜
力

+ /C, ( 因此 4(STI)I 9TS(B/ 在不同肿瘤中的作用不是
完全相同的( 目前"_E_<在 ê 中的研究甚少"且其
对于 \[<G4<[[]/ 信号通路产生的调控作用以及其
具体机制尚不清楚( 因此"本研究旨在探讨 _E_<通
过 \[<G4<[[]/ 信号通路在 ê 发病中的作用机制"
以期为 ê 治疗提供一种新的作用靶点(

<8材料与方法

<1<!材料
<1<1<!ê 组织标本)细胞及实验动物!&/'组织标
本来源!收集 L#/$ 年 /# 月至 L#L/ 年 % 月于天津医
科大学眼科医院行眼球摘除的单眼发病 ê 患者 "0
例 "0 眼的 ê 组织标本"根据 /K$# 年的 \YE组织学
类型分类标准对 ê 进行分类"其中上皮细胞型 ê
组织标本 L# 例"梭形细胞型组织标本 /0 例( 纳入标
准#'病理诊断明确为原发性 ê *(送检组织切片比
较完整*)患者未患其他类型的癌症且没有接受过放
射治疗或化学治疗( 本研究所使用组织标本来源患者
和G或其法定监护人知晓研究目的和方法并签署知情
同意书( &L'细胞来源!眼部原发灶的梭形细胞 ê
细胞系 E4̂ B/)转移灶的上皮型 ê 细胞系 :̂'BL]
和转移灶的梭形 ê 细胞系 :̂'BL4均购自于中国科
学院细胞库 &上海'*LK"<细胞购自美国菌种保藏中
心( &"'动物来源!0g$ 周龄 ]Db]G2I:OT雌性小鼠
K 只"体质量&/%iL'U"均购自北京维通利华公司( 本
研究方案经天津医科大学眼科医院伦理委员会审查批

准+批文号#L#/$A>&b'BL#,(
<1<1=!主要试剂及仪器!6̂ &̂ 培养基)磷酸盐缓冲
液&NP,RNP(ST9:XXT-TO R(*)IT"3]_')胎牛血清)青链霉
素)胰蛋白酶B&6<D&美国 7)92,公司'*二甲基亚砜
&美国 _)U'(BD*O-)2P 公司'*34c引物)c[D<-(IR̂(ST
转染 试 剂) 小 干 扰 c[D& R'(**)IST-XT-)IU c[D"
R)c[D')慢病毒&上海生工生物工程股份有限公司'*

兔抗 _E_<&(9L0%#%#')\ISB/&(9/JLJ/')4(STI)I 9TS(B/
&(9"LJCL ') 2M2*)IB6/ & (9/000" ')基质金属蛋白酶
&'(S-)+'TS(**,N-,ST)I(RT" ^̂ 3' L & (9KLJ"0 ') ^̂ 3K
&(9C0##"'单克隆抗体&美国 D92('公司'*山羊抗兔
FU7二抗&美国 =(2WR,I F'':I,cTRT(-2P 公司'*脱脂奶
粉&美国 ]6公司'*b)N,XT2S(')ITL###)<-);,*试剂&美
国 FIQ)S-,UTI 公司'*逆转录试剂盒)L 倍浓缩实时定量
34c扩增混合液)]4D蛋白定量试剂盒&美国 <PT-',
公司'*D'T-RP(' &4bN-)'T化学发光液 &美国 7&
YT(*SP2(-T公司'( 4,:ISTRR<̂ #自动细胞计数仪 &美
国 FIQ)S-,UTI 公司'*)tJ cT(*B<)'T34c扩增仪&美国
]),Bc(O 公司 '*b)UPS4M2*T-%$# tc<B34c仪 &美国
c,2PT公司 '* 4EL 恒温孵箱 &美国 <PT-',8)RPT-
_2)TIS)X)2公司 '*倒置相差显微镜 &日本 E*M'N:R公
司'*自动酶标仪 &美国 3-,'TU(公司'*流式细胞仪
&美国 ]6公司'(
<1=!方法
<1=1<!细胞培养!取 ê 细胞系"用 <LJ 培养瓶常温
运输"培养瓶消毒后置于 "C s)J` 4EL 恒温孵箱"待
细胞贴壁且达到 $#`融合时进行传代培养"弃去培养
基"3]_ 洗涤 L 次"并用 / '*的 #dLJ`胰蛋白酶B
&6<D消化"加入含有 /## eG'*&商品单位'青霉素)
/## $UG'*链霉素和 /#`胎牛血清的完全培养基终止
消化"以 / ### -G')I&/0$r&'离心收集细胞"使用配置
好的完全培养基重悬培养"用于后续实验(
<1=1=!免疫组织化学染色法检测 ê 标本组织中

_E_<)\ISB/ 和 4(STI)I 9TS(B/ 蛋白的表达!将收集的
ê 组织标本置于中性甲醛中固定后石蜡包埋"依次
进行切片&切片厚度 J $''"脱蜡"抗原修复"封闭"孵
育抗体& _E_<)\ISB/)4(STI)I 9TS(B/ 抗体稀释倍数分
别为 / l/#)/ l/##)/ lJ##'"6D]染色"苏木素染核"返
蓝"脱水封片( 每张切片任意取 " 个视野&r/##'"人
工评估染色强度#无黄色沉淀为 # 分"淡黄色沉淀为
/ 分"棕黄色沉淀为 L 分"深棕黄色沉淀为 " 分"采用
F'(UT=软件手动计数阳性细胞数( 免疫组织化学评
分j染色强度评分r阳性细胞数占总细胞数的比值(
<1=1D!细胞转染和分组!由上海生工生物工程股份
有限公司设计并合成靶向人 _E_<&7TITF6#J#K0%'
'c[D的 R)c[D及其阴性对照 R)c[D"_E_<R)c[D序
列为 JmB7747<<4DD7DD<7D<744D477DDB"m( 将培
养的 E4̂ B/) :̂'BL]和 :̂'BL4细胞系随机分为空
白对照组&不转染')空质粒组&用 _E_<阴性对照质粒
转染'和 _E_<R)c[D组 &用含 _E_<R)c[D质粒转
染 ' (将处于对数生长期的细胞用#dLJ`胰蛋白酶B

!L"0! 中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C
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表 <8目的基因 +>@引物序列
J*!$0<8+"')0"/0R%0-&0/#41*".01.0-0/

基因 正向引物&Jma"m' 反向引物&Jma"m' 产物长度& 9N'

A>A/ <7D7D44DDD7D47<7<447 4<<7D74<447D4<77<<7< ""/

=/<<*N D<7D<77<4<744DD7<777 <44<7744D<D<44D44D7D $CJ

W</N 47D<77<7777<D<<7<7DD4 4477D<<<<7747<D<4D7D4 /""

==<;N 74<747DD7<77DDD44D<4 44<44<<4<74D4D4D<<<7DD /"J

DDQU <D4D77D<4D<<774<D4D4D44 77<4D4D<474<44D7D4< K#

DDQ_ <7<D4474<D<77<<D4D4<47 774D777D4D7<<74<<4< KC

Ŝ Q;G 77D747D7D<444<44DDDD< 774<7<<7<4D<D4<<4<4D<77 /KC

!注#_E_<#骨硬化蛋白*\[</#\[<蛋白家族 /*^̂ 3#基质金属蛋白酶*7D36Y#磷酸甘油醛脱
氢酶

! [,ST# _E_<# R2*T-,RS)I* \[</# \[< N-,ST)I X(')*M/* ^̂ 3# '(S-)+ 'TS(**,N-,ST)I(RT* 7D36Y#
U*M2T-(*OTPMOTNP,RNP(STOTPMO-,UTI(RT

&6<D消化"并以 / ### -G')I 离心 J ')I 收集细胞"重
悬于培养基中"用自动细胞计数仪进行细胞计数"每孔
%r/#J

个细胞接种到 0 孔培养板中( 当细胞融合度达
到 J#`g$#`时"替换为不含血清和青链霉素的培养
基"% P 后使用 b)N,XT2S(')ITL###"将 _E_<阴性对照
质粒和 _E_<R)c[D质粒分别转染到各细胞系中"转
染后 L% P"更换完全培养基进行传代培养( 在倒置相
差显微镜下观察细胞形态(
<1=1E!实时荧光定量 34c测定 " 种细胞系中各目的
基因表达!根据 <-);,*试剂盒说明书操作步骤提取各
组细胞的总 c[D"按照逆转录试剂盒说明书操作要求
合成 26[D*按照实时荧光定量 34c试剂盒说明书进
行 34c扩增"所需引物的设计先根据 [4]F发布的基
因序列"再将该基因序列输入到 3-)'T-](IW 网站进行
设计&表 /'"并由上海生工生物工程股份有限公司合
成( 34c扩增条件# K% s预变性 % ')I* K% s变性
"# R"J0 s退火 "# R"CL s延伸 "# R"共 %J 个循环(
反应体系#3-T')+&+<(Z 或 _>]c7-TTI )̂+/# $*"正
反向引物各 / $*"26[D模板 / $*"双蒸水补至 L# $*(
选择磷酸甘油醛脱氢酶 & U*M2T-(*OTPMOTNP,RNP(ST
OTPMO-,UTI(RT"7D36Y'作为内部参照基因"采用 La**4S

法计算各目的基因相对表达量(
<1=1F!流式细胞仪检测细胞周期!取各组转染 L% P
细胞"胰蛋白酶B&6<D消化" / ### -G')I 离心 J ')I
收集细胞*无菌 3]_ 漂洗细胞*加入预冷的体积分数
为 C#`乙醇 / '*重悬细胞"% s固定过夜*3]_ 漂洗
细胞"去除乙醇溶液*每管加入 J## $*3F染色液"室温
避光孵育 /J ')I"流式细胞仪检测细胞周期(
<1=1G!<-(IRVT**法检测细胞迁移与侵袭能力!&/'细
胞侵袭!采用无血清 6̂ &̂ 以 $l/稀释<-(IRVT**DRR(M
(̂S-)UT*"取 /## $*稀释的 (̂S-)UT*添加到 <-(IRVT**上

腔室中"整个过程需在冰上进行操作以防止其凝固"将
其置于孵箱待其凝固"吸出培养板中残余液体( 采用
胰蛋白酶B&6<D消化处于对数生长期的 " 个组细胞"
重悬并调整 浓 度" 在 覆 盖 有 (̂S-)UT*的 L% 孔 板
<-(IRVT**上室中以 /r/#J

个G孔的密度均匀接种"加入
无血清 6̂ &̂ 进行培养"并在下室添加 0## $*含有
/#` 8]_ 的完全培养基"过程中避免下层培养液与小
室之间存在气泡( 在恒温孵箱中培养 L% P"取出小
室"3]_ 淋洗 L 遍"用棉签轻轻擦去小室膜上层的细
胞"用 %`多聚甲醛固定 "# ')I"加入结晶紫染色液染
色 /J ')I"并用 3]_ 冲洗( 在倒置显微镜下观察通过
基质胶侵袭的细胞( 每组随机选择 " 个区域计算通过
基质胶的侵袭细胞数目( &L'细胞迁移!除了不加入
(̂S-)UT*"实验步骤同细胞侵袭"在倒置显微镜下观察 "
种细胞系的空白组)对照组以及 R)B_E_<组中通过小
室膜的细胞( 每组随机选择 " 个区域计算通过小室膜
的迁移细胞数目(
<1=1P ! \TRST-I 9*,S法测定细胞中 _E_<) \ISB/)
4(STI)I 9TS(B/)2M2*)IB6/) ^̂ 3L 和 ^̂ 3K 蛋白的表
达!取转染 L% P 细胞"加入适量细胞裂解液 cF3D裂
解细胞"用 ]4D蛋白测定试剂盒测量总蛋白质浓度(
取总蛋白质 L# $U进行 /#`_6_B3D7&电泳分离"采
用湿转法转移到聚偏二氟乙烯膜上( 将膜用质量分数
J`脱脂奶粉封闭 L P"置于含 9TS(BS:9*)I & / lJ##')
_E_<&/lJ#')\ISB/&/ lL#')4(STI)I 9TS(B/&/lJ ###')
2M2*)IB6/&/ lLJ')^̂ 3L&/ lL ###'和 ^̂ 3K&/l/ ###'
抗体稀释液中 % s孵育过夜*<]_<洗涤 " 次"每次
/# ')I"置于山羊抗兔的二抗室温孵育 / P"<]_<洗涤
" 次*暗室下 &4b显色( 以 9TS(BS:9*)I 为内参照"计算
各目的蛋白相对表达量(
<1=1S!ê 动物模型的构建!将用于动物实验的

E4̂ B/ 细胞系进行慢病毒稳定转
染"先进行 RPc[DB_E_<质粒的
构建"引物通过 <PT-',8)RPT-网
站进行设计"引物序列为 JmBDDD
D74D7747<<4DD7DD<7D<74<
<77D<44DD74D<4D<<4<<7DD
4744<74B"m"所使用的载体为
N&[<c<̂ Y/G<E"随即进行酶切)
连接)转化等操作构建目的质粒"
并进行质粒鉴定"以上步骤均由
上海生工生物工程有限公司完

成( 使用 LK"<细胞进行包装目
的质粒和包装质粒并收集病毒"

!""0!中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C
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图 <8不同类型 mC 组织标本中 UAUJ)H-1I< 和 >*10-'-!01*I< 免疫组织化学染色
&6D]r/##"标尺j/# $''!与梭形细胞型比较"上皮细胞型 ê 组织中 _E_<染色强度
较低)\ISB/ 和 4(STI)I 9TS(B/ 染色强度较高!_E_<#骨硬化蛋白*\ISB/#\[<蛋白家族 /
;'.%"0<8m))%-#2'/1#&20)'&*$/1*'-'-. #4UAUJ"H-1I< *-5>*10-'-!01*I< 3"#10'-/'-
1'//%0/*)3$0/#41:# 1,30/#4mC &6D]r/##" 9(-j/# $'' !<PTRS()I)IU)ISTIR)SM,X
_E_<V(R*,VT-(IO SPTRS()I)IU)ISTIR)SM,X\ISB/ (IO 4(STI)I 9TS(B/ V(RP)UPT-)I TN)SPT*),)O
ê S)RR:TR2,'N(-TO V)SP RN)IO*T2T**SMNT!_E_<#R2*T-,RS)I*\ISB/#\[<N-,ST)I X(')*M/

在 E4̂ B/ 细胞密度达到 %#`gJ#`时感染细胞"随后
加药筛选构建 E4̂ B/ 稳转细胞系备用( 利用稳定敲
低 _E_<的 E4̂ B/ 细胞系构建小鼠眼部原位 ê "将
小鼠按照随机数字表法分为 E4̂ B/ 组)E4̂ B/ 空载体
组和 _E_<RPc[D组"分别接种未感染慢病毒的 E4̂ B/)
感染空载慢病毒的 E4̂ B/ 以及感染 _E_<RPc[D慢
病毒的 E4̂ B/*细胞经胰蛋白酶B&6<D消化"低速离
心收集细胞"以 /r/#C

个G'*的浓度悬浮在 Y(IWR平
衡盐溶液中( 通过腹腔内注射 %`水合氯醛&/# $*GU'
麻醉小鼠"同时小鼠右眼点用丙美卡因滴眼液进行眼
表麻醉"在手术显微镜下"用 "#7针头斜角穿过巩膜"
穿透葡萄膜"但不穿透视网膜( 然后将连接 /# $*
Y(')*S,I 注射器的 "%7钝性针头插入视网膜下腔"斜
角朝向内眼"缓慢注入 J $*&Jr/#%

个'细胞悬液( 显
微镜下观察小鼠眼底白色隆起表明注射

成功( 术眼涂妥布霉素眼药膏以减少感
染的风险*注射后每周固定时间观察裸
鼠生长状态及原位肿瘤生长情况"记录
小鼠眼部成瘤时间( 将小鼠未注射肿瘤
细胞的对侧正常眼作为空白对照组"0 周
后统一颈椎脱臼法处死小鼠"摘除眼球"
并使用游标卡尺测量瘤体长和宽"并计
算眼球体积&''"' lXj+ 0̀r!rWL& ! 为
长"W为宽'(
<1=1V ! 免疫共沉淀法检测 _E_<和
bc3BJG0 蛋白互作!取 E4̂ B/ 细胞系各
组转染 L% g%$ P 的细胞"先用预冷 3]_
洗涤"随后加入预冷的 cF3D ]:XXT-裂
解"提取细胞总蛋白*用 3]_ 清洗 3-,ST)I
D(U(-,RT并配制成 J#`浓度"取 /## $*
加入 / '*总蛋白以去除非特异性杂蛋
白*稀释总蛋白并加入兔抗 _E_<&稀释倍数 / lJ#'室
温孵育 L P"然后加入 /## $*琼脂糖珠捕获抗原抗体
复合物"收集珠子清洗后沸水煮 % ')I"" ### -G')I 离
心 " ')I"收集上清进行 _6_B3D7&电泳"分别检测加
入低密度脂蛋白受体相关蛋白&*,VOTIR)SM*)N,N-,ST)I
-T2TNS,--T*(STO N-,ST)I"bc3'J)bc30 抗体和未加抗体
组的 _E_<蛋白条带灰度值(
<1D!统计学方法

采用 7-(NP3(O 3-)R'$d#d/ 和 _3__ L"d# 统计学
软件进行统计分析( 计量资料经 _P(N)-,B\)*W 检验证
实呈正态分布"以 Li+表示"组间均数经 *TQTIT检验证
实方差齐( 各组间检测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 b_6B4检验( Qk#d#J 为

差异有统计学意义(

=8结果

=1<!不同类型 ê 组织中 _E_<)\ISB/ 和 4(STI)I
9TS(B/ 蛋白表达比较

免疫组织化学染色结果显示"上皮细胞型 ê 组

织中 _E_<蛋白棕黄色沉淀较少且以淡黄色为主"
\ISB/ 和 4(STI)I 9TS(B/ 蛋白以深棕黄色沉淀为主( 梭
形细胞型 ê 组织中 _E_<蛋白染色较深)4(STI)I
9TS(B/ 蛋白以淡黄色为主且 \ISB/ 蛋白阳性细胞数较
少( 与梭形细胞型 ê 组织相比"上皮细胞型 ê 组

织中 _E_<染色评分较低)\ISB/ 和 4(STI)I 9TS(B/ 染
色评分较高" 差异均有统计学意义 & 4jCLd%K")
J$dKK/)J%d//$"均 Qk#d#/'&图 /"表 L'(

表 =8不同类型 mC 组织中 UAUJ)H-1I< 和 >*10-'-!01*I<
蛋白免疫组织化学染色评分比较&!N"'

J*!$0=8>#)3*"'/#-#4'))%-#2'/1#&20)'&*$/1*'-'-.
/&#"0/#4UAUJ"H-1I< *-5>*10-'-!01*I< 3"#10'-/!01:00-

1:# 1,30/#4mC 1'//%0/&!N"'

ê 类型! 样本量 _E_< \ISB/ 4(STI)I 9TS(B/

上皮细胞型 L# #d"#i#d#/ Ld$#i#d#C LdJKi#d/L

梭形细胞型 /0 /d"/i#d#0 /d"#i#d#$ #d$Li#d#J

4值 CLd%K" J$dKK/ J%d//$

Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/

!注#&独立样本 4检验'!ê #葡萄膜黑色素瘤*_E_<#骨硬化蛋白*
\ISB/#\[<家族成员 /
! [,ST# & FIOTNTIOTISR('N*TR4BSTRS'!ê # :QT(*'T*(I,'(* _E_<#
R2*T-,RS)I*\ISB/#\[<N-,ST)I X(')*M/

!%"0! 中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C
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表 D8各细胞系不同组间 UAUJ)>JWWX<)HWJ<)>>WK<)CC+= 和 CC+V )@W7相对表达量比较&!N"'
J*!$0D8>#)3*"'/#-#4"0$*1'600Y3"0//'#-$060$/#4UAUJ">JWWX<"HWJ<">>WK<"CC+= *-5CC+V )@W7

'-12"00mC &0$$$'-0/!01:00-1:# ."#%3/&!N"'

组别 样本量
E4̂ B/ 细胞系各基因相对表达量

_E_< 4<[[]/ \[</ 44[6/ ^̂ 3L ^̂ 3K

空质粒组 " /d#/i#d/" /d##i#d/# /d##i#d#0 /d##i#d#J /d#/i#d/K /d#/i#dLL
_E_<R)c[D组 " #d"Ki#d#L( /d%0i#d#L /d"%i#d#K /d%$i#d#$ /dL0i#dL# /d0%i#d/0
4值 0$d##0 0JdC"C "#dK"L CKd0L/ Ld"K/ /0dJ"L
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/ u#d#J k#d#J

组别 样本量
:̂'BL]细胞系各基因相对表达量

_E_< 4<[[]/ \[</ 44[6/ ^̂ 3L ^̂ 3K

空质粒组 " /d##i#d#C /d##i#d#J /d##i#d#0 /d##i#d#0 /d##i#d// /d##i#d#$
_E_<R)c[D组 " #d"0i#d#$ /d#Ki#d#0 /d"/i#d/" /dJ%i#d#% /d/$i#dL% /d$$i#d/J
4值 /#%d$C" %d/K% /%dK/% /C"d"$K /d"0# $LdK//
Q值 k#d#/ u#d#J k#d#J k#d#/ u#d#J k#d#/

组别 样本量
:̂'BL4细胞系各基因相对表达量

_E_< 4<[[]/ \[</ 44[6/ ^̂ 3L ^̂ 3K

空质粒组 " /d##i#d#% /d##i#d#/ /d##i#d#C /d##i#d#J /d#/i#d/" /d##i#d/L
_E_<R)c[D组 " #d"0i#d#% /d"$i#d/# /d%%i#d/C /d"$i#d#0 /d%$i#d/% /d"/i#d#C
4值 "J"d$K" %0d%CL /0d%0C 0KdKL" /$d"0$ /"d$JK
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#J k#d#/ k#d#J k#d#J

!注#&独立样本 4检验'!_E_<#骨硬化蛋白*\[</#\[<蛋白家族 /*^̂ 3#基质金属蛋白酶*R)c[D#小干扰 c[D
![,ST#&FIOTNTIOTISR('N*TR4BSTRS'!_E_<#R2*T-,RS)I*\[</#\[<N-,ST)I X(')*M/*^̂ 3#'(S-)+'TS(**,N-,ST)I(RT*R)c[D#R'(**)IST-XT-)IUc[D

=1=!各转染组细胞相关基因 'c[D和蛋白表达水平
比较

各细胞系中 _E_<R)c[D组细胞 _E_<'c[D相
对表达量明显低于相应空质粒组"44[6/)\[</ 及
^̂ 3K 'c[D相对表达量明显高于空质粒组"差异均
有统计学意义 &均 Qk#d#J'*E4̂ B/ 和 :̂'BL4细胞
系中 _E_<R)c[D组细胞 4<[[]/ 'c[D相对表达量
明显高于空质粒组"差异均有统计学意义&均 Qk#d#/'*
:̂'BL]细胞系中空质粒组与 _E_< R)c[D组间

4<[[]/ 'c[D相对表达量比较差异无统计学意义
&Qu#d#J'* :̂'BL4细胞系中 _E_<R)c[D组细胞中
^̂ 3L 'c[D相对表达量明显高于空质粒组"差异有
统计学意义&Qk#d#J'&表 "'(

" 种细胞系 _E_<R)c[D组 _E_<蛋白表达条带均
明显弱于相应空质粒组"\ISB/)4(STI)I 9TS(B/)2M2*)IB
6/)^̂ 3L 和 ^̂ 3K 蛋白表达条带均明显强于相应空
质粒组&图 L'( 各细胞系中空质粒组与 _E_<R)c[D
组各蛋白相对表达量比较"差异均有统计学意义 &均
Qk#d#/'&表 %'(
=1D!各转染组细胞周期分布比较

与各自空白对照组和空质粒组相比"" 种细胞系
_E_<R)c[D组 7/ 期细胞比例和 7/ 期G_ 期的比值均
明显减小"差异均有统计学意义&均 Qk#d#/' &图 ""
表 J'(

1 2 1 2 1 2

SOST

Wnt�1

Cateninbeta�1

cyclin�D1

MMP2

MMP9

Beta�tublin

OCM�1 Mum�2B Mum�2C

图 =8各细胞系不同组 UAUJ)H-1I<)>*10-'-!01*I<)&,&$'-IK<)
CC+= 和 CC+V 蛋白表达电泳图!" 种细胞系 _E_<R)c[D组
_E_<蛋白表达条带灰度较相应空质粒组弱"\ISB/)4(STI)I 9TS(B/)
2M2*)IB6/)^̂ 3L 和 ^̂ 3K 蛋白表达条带灰度均强于空质粒组!
_E_<#骨硬化蛋白*\ISB/#\[<蛋白家族 /* ^̂ 3#基质金属蛋白
酶!/#空质粒组*L#_E_<R)c[D组
;'.%"0= 8 C$0&1"#32#"01#."*) #4UAUJ" H-1I<" >*10-'-!01*I<"
&,&$'-IK<" CC+= *-5 CC+V 3"#10'-/0Y3"0//'#-/'- 5'440"0-1
."#%3/#412"00&0$$$'-0/!FI SP-TT2T***)ITR"SPTU-(MR2(*TQ(*:TR,X
_E_<N-,ST)I 9(IORVT-TVT(WT-(IO SPTU-(MR2(*TQ(*:TR,X\ISB/"
4(STI)I 9TS(B/"2M2*)IB6/"^̂ 3L (IO ^̂ 3K N-,ST)IR9(IORVT-TRS-,IUT-
)I _E_<R)c[DU-,:NRSP(I )I -TRNT2S)QTT'NSMQT2S,-U-,:NR!_E_<#
R2*T-,RS)I*\ISB/#\[<N-,ST)I X(')*M/*^̂ 3#'(S-)+'TS(**,N-,ST)I(RT!
/#T'NSMQT2S,-U-,:N*L#_E_<R)c[DU-,:N

!J"0!中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C
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图 D8流式细胞术检测各细胞系不同转染组细胞周期分布!各细胞系 _E_<R)c[D组的7/ 期细胞比例
均较空白对照组和空质粒组明显减少!_E_<A骨硬化蛋白*R)c[DA小干扰 c[D
;'.%"0D8>0$$&,&$05'/1"'!%1'#-'-5'440"0-11"*-/40&1'#-."#%3/#412"00&0$$$'-0/!, 4$#:&,1#)01",!
FI SP-TT2T***)ITR"SPTN-,N,-S),IR,X7/BNP(RT2T**R)I _E_<R)c[DU-,:NRVT-T-TO:2TO )I 2,'N(-)R,I V)SP
9*(IW 2,IS-,*U-,:NR(IO T'NSMQT2S,-U-,:NR!_E_<AR2*T-,RS)I*R)c[DAR'(**)IST-XT-)IUc[D

表 E8各细胞系不同组间 UAUJ)H-1I<)>*10-'-!01*I<)&,&$'-IK<)CC+= 和 CC+V 蛋白相对表达量比较&!N"'
J*!$0E8>#)3*"'/#-#4"0$*1'600Y3"0//'#-$060$/#4UAUJ"H-1I<">*10-'-!01*I<"&,&$'-IK<"CC+= *-5CC+V 3"#10'-/

'-12"00mC &0$$$'-0/!01:00-1:# ."#%3/&!N"'

组别 样本量
E4̂ B/ 细胞系各蛋白相对表达量

_E_< \ISB/ 4(STI)I 9TS(B/ 2M2*)IB6/ ^̂ 3L ^̂ 3K

空质粒组 " #dJ%i#d#" #d%#i#d#L #dLCi#d#L #d0$i#d#" #d%/i#d#" #d"Ji#d#"
_E_<R)c[D组 " #d/Li#d#/ #d0Ki#d#% #dK"i#d#/ /d#%i#d#J /d#Ji#d#% #dJKi#d#L
4值 J%Kd%K# /#%d0CC / 0KJd0/" KJd%JL %C/d#/$ /LCd0K"
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/

组别 样本量
:̂'BL]细胞系各蛋白相对表达量

_E_< \ISB/ 4(STI)I 9TS(B/ 2M2*)IB6/ ^̂ 3L ^̂ 3K

空质粒组 " #dJ$i#d#" #d/$i#d#/ #dJJi#d#L #d"0i#d#/ #dC%i#d#J #d%%i#d#L
_E_<R)c[D组 " #dL#i#d#/ #d0Ci#d#L #dK%i#d#L /d/%i#d#L /d/%i#d#" #d0/i#d#L
4值 %00dKK% / /LCd0J0 %$Ld0J# L JC"d#$% /%#dLL% $"d"$0
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/

组别 样本量
:̂'BL4细胞系各蛋白相对表达量

_E_< \ISB/ 4(STI)I 9TS(B/ 2M2*)IB6/ ^̂ 3L ^̂ 3K

空质粒组 " #d0/i#d#L #d"Ci#d#L #d"Ki#d#/ #d0$i#d#/ #d%Li#d#/ #d"Ci#d#"
_E_<R)c[D组 " #d#0i#d#/ #dKKi#d#J #dCCi#d#" #dK"i#d#% /d/Li#d#" #dJ%i#d#%
4值 L "$LdCJ# %CJdJ$" "%$d"0K /#CdL$C / /"0d#J/ "#d"C$
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/

!注A&独立样本 4检验'!_E_<A骨硬化蛋白*\ISB/A\[<蛋白家族 /*^̂ 3A基质金属蛋白酶*R)c[DA小干扰 c[D
![,STA&FIOTNTIOTISR('N*TR4BSTRS'!_E_<AR2*T-,RS)I*\ISB/A\[<N-,ST)I X(')*M/*^̂ 3A'(S-)+'TS(**,N-,ST)I(RT*R)c[DAR'(**)IST-XT-)IUc[D

=1E!各细胞系不同转染组细
胞迁移及侵袭能力比较

E4̂ B/) :̂'BL]和 :̂'B
L4细胞系中"以 _E_<R)c[D
组移行细胞数目最多*各细胞
系不同转染组间迁移细胞数

总体比较差异均有统计学意

义 & 8 j LCd""0) "C#d$#L)
LJdC$%"均 Qk#d#/'*与空白
对照 组 和 空 质 粒 组 相 比"
_E_<R)c[D组迁移细胞数明
显增多"差异均有统计学意义
&均 Qk#d#/' &图 %D"表 J'(
E4̂ B/) :̂'BL]和 :̂'BL4
细胞 系 中" 以 _E_<R)c[D
组侵袭细胞数目最多*各细
胞系不同转染组间侵袭细胞

数总体比较差异均有统计学

意 义 & 8jL%d###) JLdC#J)
/#$dJLJ"均 Qk#d#/' *与空
白对照组和空质粒组相比"
_E_<R)c[D组侵袭细胞数
明显增多"差异均有统计学
意义 &均 Qk#d#/ ' &图 %]"
表 J' (

!0"0! 中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C
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图 E8J"*-/:0$$法测定各细胞系不同转染组间细胞迁移及侵袭能力&结晶紫染色 r%#"标尺j/## $''!D#各细胞系不同组迁移细胞数!各细
胞系中"以 _E_<R)c[D组移行细胞数目最多!]#各细胞系不同组侵袭细胞数!各细胞系中"以 _E_<R)c[D组侵袭细胞数目最多!_E_<#骨硬
化蛋白*R)c[D#小干扰 c[D
;'.%"0E8>0$$)'."*1'#-*-5'-6*/'#-*!'$'1, '-5'440"0-11"*-/40&1'#-."#%3/#412"00&0$$$'-0/!, J"*-/:0$$)012#5&4-MRS(*Q),*TSr%#"9(-j
/## $''!D#[:'9T-,X')U-(S)IU2T**R!FI SP-TT2T***)ITR"_E_<R)c[DU-,:NRP(O SPT',RS')U-(S)IU2T**R!]#[:'9T-,X)IQ(O)IU2T**R!FI SP-TT2T**
*)ITR"_E_<R)c[DU-,:NRP(O SPT',RS)IQ(O)IU2T**R!_E_<#R2*T-,RS)I*R)c[D#R'(**)IST-XT-)IUc[D

表 F8各细胞系不同组间生物学行为相关指标比较&!N"'
J*!$0F8>#)3*"'/#-#4!'#$#.'&*$!02*6'#""0$*105'-5'&*1#"/'-12"00mC &0$$$'-0/*)#-. 5'440"0-1."#%3/&!N"'

组别 样本量
E4̂ B/ 细胞周期分布

7/ 期比例&`' 7/G_ 期比值
E4̂ B/ 迁移细胞数&个' E4̂ B/ 侵袭细胞数&个'

空白对照组 " %$dK"i#d%% /d0"i#d#% %$d0Ci%d/0 /"0d0Ci 0d$/
空质粒组 " %$d0Ji#d"" /dCLi#d#" J/d0Ci"d#0 /%$d0Ci JdJ/
_E_<R)c[D组 " "%d""i#d%J(9 #d$Ji#d#L(9 0Kd##i"d0/(9 LL#d0CiL0d%/(9

8值 / LL0d#$% CL0d$"C LCd""0 L%d###
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/

组别 样本量
:̂'BL]细胞周期分布

7/ 期比例&`' 7/G_ 期比值
:̂'BL]迁移细胞数&个' :̂'BL]侵袭细胞数&个'

空白对照组 " %Kd/Ci#d"$ /d$#i#d#% /K%d##i$d/K /CJd""i/Ld#0
空质粒组 " J#d/Ki#d"# /d$#i#d#L L/%d0CiKd0/ /K$d##i/Ld/L
_E_<R)c[D组 " "Jd#Ji#d%C(9 #dK$i#d#"(9 "C"d""i$d0L(9 L0$d0Ci/#d0#(9

8值 / %#"d#0J C#Kd%#C "C#d$#L JLdC#J
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/

组别 样本量
:̂'BL4细胞周期分布

7/ 期比例&`' 7/G_ 期比值
:̂'BL4迁移细胞数&个' :̂'BL4侵袭细胞数&个'

空白对照组 " J/d/%i#dL$ /d$#i#d#% "Cd##iLd0J /%$d""iJd#"
空质粒组 " J/dL#i#dLK /dKCi#d#L %#d""i%dC" /%%d""iCd"C
_E_<R)c[D组 " "CdJLi#d%%(9 /d#%i#d#L(9 J0d0Ci"d#0(9 LLLd""i$dK0(9

8值 / JJKdL#C / #$#d#00 LJdC$% /#$dJLJ
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/ k#d#/
!注#与各自空白对照组比较"(Qk#d#/*与各自空质粒组比较"9Qk#d#/&单因素方差分析"b_6\4检验'!_E_<#骨硬化蛋白*R)c[D#小干扰 c[D
![,ST#4,'N(-TO V)SP -TRNT2S)QT9*(IW 2,IS-,*U-,:N"(Qk#d#/*2,'N(-TO V)SP -TRNT2S)QTT'NSMQT2S,-U-,:N"9Qk#d#/ &EITBV(MD[E5D"b_6\4STRS'!
_E_<#R2*T-,RS)I*R)c[D#R'(**)IST-XT-)IUc[D

=1F!各组模型鼠原位瘤生长情况比较
各组模型鼠瘤体均随着时间逐渐增大"E4̂ B/

组)E4̂ B/ 空载体组和 _E_<RPc[D组的眼球体积分
别为&%LdCi%d0')&%Kd#iLLdK'和&/"JdLi"LdC'''""

总体比较差异有统计学意义 &8j/KdK0""Qk#d#/'(
_E_<RPc[D组小鼠眼球体积较 E4̂ B/ 组和 E4̂ B/
空载体组大"差异均有统计学意义&均 Qk#d#J'*E4̂ B/

组与 E4̂ B/ 空载体组眼球体积比较差异无统计学意
义&Qu#d#J'&图 J'(
=1G!各组细胞中 _E_<和 bc3BJG0 蛋白互作比较

单纯裂解样品)抗 bc3BJ 和抗 bc3B0 蛋白抗体免
疫共沉淀结果显示"_E_<R)c[D组 _E_<蛋白表达条
带均弱于空白对照组和空质粒组&图 0'( 各组免疫共
沉淀_E_<条带灰度值总体比较差异均有统计学意义

!C"0!中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

5B5A 6

正常对照组

OCM�1组

OCM�1
空载体组

SOST
shRNA组

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

裸
鼠

眼
球

体
积（

cm
3 ） ab

正常
对照组

OCM�1组 OCM�1
空载
体组

SOST
shRNA组

1 2 3

Input

IPLRP�5

IPLRP�6

图 F8各组裸鼠眼部原位 mC模型眼球比较!D#各组模型鼠 0 周后眼球外观照!]#各组眼球体积比

较!8j/KdK0""Qk#d#/1与 E4̂ B/ 组比较"(Qk#d#J*与 E4̂ B/ 空载体组比较"9Qk#d#J&单因素方差
分析"b_6B4检验"%j"'!_E_<#骨硬化蛋白*R)c[D#小干扰 c[D!图 G8共免疫沉淀法蛋白相互作用
电泳图!蛋白表达条带显示的是各组 _E_<蛋白含量"_E_<R)c[D组均弱于空白对照组和空质粒
组!/#空白对照组*L#空质粒组*"#_E_<R)c[D组!FIN:S#单纯裂解样品*F3#免疫沉淀*bc3#低密度
脂蛋白受体相关蛋白

;'.%"0F8>#)3*"'/#-#40,0!*$$/#4'-/'1%mC )#50$-%50)'&0'-5'440"0-1."#%3/!D#3P,S,U-(NPR
,XTMT9(**(NNT(-(I2T,X-(SR)I O)XXT-TISU-,:NR0 VTTWR(XST-',OT*)IU!]#4,'N(-)R,I ,XTMT9(**Q,*:'T!

8j/KdK0""Qk#d#/14,'N(-TO V)SP E4̂ B/ U-,:N"(Qk#d#J*2,'N(-TO V)SP E4̂ B/ T'NSMQT2S,-U-,:N"9Qk
#d#J &EITBV(MD[E5D"b_6B4STRS"%j"'!_E_<#R2*T-,RS)I*R)c[D#R'(**)IST-XT-)IUc[D!;'.%"0G8
C$0&1"#32#"01#."*) #43"#10'-I3"#10'-'-10"*&1'#-/!, &#I'))%-#3"0&'3'1*1'#-)012#5!<PTN-,ST)I
T+N-TRR),I 9(IORRP,VTO SPT2,ISTIS,X_E_<N-,ST)I )I Q(-),:RU-,:NR1<PT_E_<N-,ST)I 9(IO V(RVT(WT-)I
_E_<R)c[DU-,:N SP(I )I 9*(IW 2,IS-,*U-,:N (IO T'NSMQT2S,-U-,:N!/# 9*(IW 2,IS-,*U-,:N*L#T'NSM
QT2S,-U-,:N*"#_E_<R)c[DU-,:N!FIN:S#R)'N*T*MRTO R('N*TR*F3#)'':I,N-T2)N)S(S),I*bc3#*,VOTIR)SM
*)N,N-,ST)I -T2TNS,--T*(STO N-,ST)I

表 G8各组免疫共沉淀 UAUJ条带灰度值比较&!N"'
J*!$0G8>#)3*"'/#-#4."*,/&*$06*$%0/#4'))%-#3"0&'3'1*105UAUJ!*-5/*)#-.

5'440"0-1."#%3/&!N"'

组别 样本量
_E_<蛋白条带灰度值

FIN:S F3bc3BJ F3bc3B0

空白对照组 " %/ JJ0d#$i/ "#KdC/ "K K$%d#%iJ0KdK0 "% /"KdK/iC0Kd#/

空质粒组 " %/ K0Cd"#i/ #"#d0% "C 00%d0CiJ%KdL$ %L #"Jd/$i$L"d%#
_E_<R)c[D组 " L$ /L#d#/i CJ/d%$(9 " "LCd"Ci0#d/$(9 L #LKd0%i/"Jd"K(9

8值 /0Cd/J/ 0 #/Cd0"# " /"$d##J
Q值 k#d#/ k#d#/ k#d#/

!注#&单因素方差分析"b_6\4检验'!与空白对照组比较"(Qk#d#/*与空质粒组比较"9Qk#d#/!FIN:S#
单纯裂解样品*F3#免疫沉淀*_E_<#骨硬化蛋白*R)c[D#小干扰 c[D
![,ST#&EITBV(MD[E5D"b_6\4STRS'!4,'N(-TO V)SP 9*(IW 2,IS-,*U-,:N"(Qk#d#/*2,'N(-TO V)SP T'NSM
QT2S,-U-,:N"9Qk#d#/!FIN:S#R)'N*T*MRTO R('N*T*F3#)'':I,N-T2)N)S(S),I* _E_<#R2*T-,RS)I*R)c[D#R'(**
)IST-XT-)IUc[D

&8j/0Cd/J/)0 #/Cd0"#)" /"$d##J"均 Qk#d#/'"其
中 _E_<R)c[D组 _E_<蛋白灰度值均明显低于空白
对照 组 和 空 质 粒 组" 差 异 均 有 统 计 学 意 义 &均
Qk#d#/'&表 0'(

D8讨论

ê 主要见于白种人"发病率在欧洲为 % 例G百万
人gC 例G百万人"在美国为 Jd/ 例G百万人 + /$a/K, ( ê
在国内的发病率也较高"仅次于视网膜母细胞瘤"其主
要起源于葡萄膜"其次为睫状体和虹膜 + L#, ( 尽管同样
起源于黑素细胞"相比于皮肤黑色素瘤"ê 突变负荷

较低"一旦发生转移治愈率较低"/ 年内总存活率为
J#`+ L/, ( 目前治疗 ê 的手段包括手术治疗)放射治
疗)化学疗法及肿瘤靶向治疗"经过积极治疗后"ê
的局部控制率可高达 K0d%`+ LL, ( 但近 J#`的 ê 患

者会在最初诊断后 J 年内发
展为转移性疾病"且目前仍缺
少有效控制转移的方法

+ L"aL%, (
本研究对 " 种 ê 细胞系

进行细胞行为及周期等方面

的验证"通过瞬转质粒对 " 种
细胞系的 _E_<进行沉默表
达" 发 现 细 胞 中 \[< 与

4<[[]/ 的 'c[D和相应蛋
白表达水平升高"同时与肿瘤
进 展 密 切 相 关 的 44[6/)
^̂ 3L 和 ^̂ 3K 表达水平均
有不同程度的升高( 目前"多
项研究已证实 44[6/)^̂ 3L
和 ^̂ 3K 的表达上调与 ê
的生长和侵袭有密切关联(
@P,: 等 + LJ,

研究发现细胞周期

蛋白 2M2*)IB6/ 的表达与 ê
的病程相关( Y,: 等+L0,

证明

^̂ 3L 是影响 ê 细胞转移的

下游效应物( 4P(IU等 + LC,
在

ê 细胞系 /̂C 中验证表没
食子儿茶素没食子酸酯可通

过抑制 &cA/GL 磷酸化下调
^̂ 3L 的活性"从而抑制黑素
瘤细胞的迁移( 4PTIU等 + L$,

通过构建异种移植小鼠模型

证明了 Ŷ 7D/ 可以通过正调
控 3F"AGDWSĜ 3̂K 轴的活性
来加速 ê 的进展( 本研究
中通过对细胞周期的检测发

现"沉默 _E_<减少了 7/ 期的
细胞比例"同时降低了 7/G_
期的比值"提高了处于细胞分

裂间期的细胞比例"促进了细胞增生*细胞迁移和侵袭
结果表明沉默 _E_<后 " 种细胞系的迁移和侵袭能力
均有增强( 以上研究结果表明"沉默 _E_<在细胞水
平能够通过激活 \[<与 4<[[]/ 信号通路来发挥促
进 ê 细胞增生)迁移和侵袭的作用(

为了进一步阐明 _E_<调控 \[<信号通路的具

!$"0! 中华实验眼科杂志 L#L" 年 C 月第 %/ 卷第 C 期!4P)I =&+N ENPSP(*',*"=:*ML#L""5,*1%/"[,1C
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体机制"本研究对 _E_<与 bc3BJG0 进行免疫共沉淀
分析"结果表明 _E_<能够直接与 bc3BJ 和 bc3B0 结
合发挥抑制 \[<G4<[[]/ 信号通路的作用( 4*TQT-R

等
+ LK,
研究发现"\IS配体在卷曲蛋白的辅助下与

bc3BJ&或 bc3B0'结合"稳定胞质中的 4(STI)I 9TS(B/
蛋白并进入细胞核中"最终 4(STI)I 9TS(B/ 与核内转录
辅助因子 <48Gb&8结合激活靶基因的转录"因此
bc3BJ 或 bc3B0 与卷曲蛋白形成复合物被认为是 \IS

信号激活的第一步
+ "#, ( 本研究结果显示"随着 _E_<

蛋白表达水平降低"与 bc3BJ 抗体和 bc3B0 抗体结合
而被分离出的 _E_<蛋白含量也随之下调"表明 _E_<

蛋白在细胞内自然条件下能够与 bc3BJG0 结合"因此
推测 _E_<通过直接结合到膜上的 bc3BJGbc3B0 胞外
段"使得 \IS不能与其结合"进而干扰信号向胞内段
传导*相反"在 _E_<不存在时"\IS蛋白在卷曲蛋白
的辅助下与 bc3BJGbc3B0 相结合"将信号传导至胞
内"激活 \[<G4<[[]/ 下游信号通路(

本研究中将 _E_<稳定敲低表达的人源 ê 细胞

系 E4̂ B/ 注射到]Db]G2I:OT小鼠脉络膜下进行 ê

的原位造模"较好地模拟了 ê 体内生长环境"结果表
明 _E_<RPc[D组裸鼠眼部肿瘤生长更快"眼球体积
更大"证明了沉默 _E_<能够促进动物体内 ê 的

进展(
综上所述"沉默 _E_<在体内和体外均能够促进

ê 的增生)迁移和侵袭"其作用机制可能是通过抑制
与 bc3BJG0 直接结合进而激活 \[<G4<[[]/ 信号传
导途径实现的( 本研究的局限性在于"进行体外实验
选用的人源 ê 细胞系 E4̂ B/ 在离开体内环境进行
传代培养的过程中生物学特性可能会发生改变( 因
此"为了更好地构建 ê 动物模型"本研究团队下一步
计划构建多轮肿瘤细胞筛选模型"将裸鼠肿瘤取出进
行原代培养后"再利用此细胞构建下一轮 ê 动物模

型( 为了进一步探索 ê 的发生)发展和转移的分子
机制"未来将利用 4cF_3cG4(RK 技术构建 ê 转移模

型"以期为抑制 ê 发生早期转移找到作用位点( 本
研究将 _E_<引入脉络膜黑色素瘤的研究领域"不仅
可以进一步明确 ê 细胞的增生和侵袭机制"而且为
抑制该肿瘤的进展找到可能的治疗靶点"提高 _E_<

在 ê 患者中的表达量有望抑制 ê 细胞的增生和侵

袭"为未来 ê 患者的病情控制和治疗提供了新的

思路(
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D̂ 6#年龄相关性黄斑变性&(UTB-T*(STO '(2:*(-OTUTIT-(S),I'

D[E5D#方差分析&(I(*MR)R,XQ(-)(I2T'

]e<#泪膜破裂时间&9-T(W:N S)'T,XST(-X)*''

6c#糖尿病视网膜病变&O)(9TS)2-TS)I,N(SPM'

&De#实验性自身免疫性葡萄膜炎&T+NT-)'TIS(*(:S,)'':IT:QT)S)R'

&78#表皮生长因子&TN)OT-'(*U-,VSP X(2S,-'

&bF_D#酶联免疫吸附测定&TI;M'TB*)IWTO )'':I,R,-9TIS(RR(M'

&c7#视网膜电图&T*T2S-,-TS)I,U-(''

88D#荧光素眼底血管造影&X*:,-TR2T)I X:IO:R(IU),U-(NPM'

878#成纤维细胞生长因子&X)9-,9*(RSU-,VSP X(2S,-'

783#绿色荧光蛋白&U-TTI X*:,-TR2TISN-,ST)I'

F8[B-#-干扰素&)IST-XT-,IB-'

Fb#白细胞介素&)IST-*T:W)I'

FEb#人工晶状体&)IS-(,2:*(-*TIR'

Fc]3#光间受体视黄类物质结合蛋白&)IST-NP,S,-T2TNS,--TS)I,)O

9)IO)IUN-,ST)I'

bD_FA#准分子激光角膜原位磨镶术&*(RT-)I R)S: WT-(S,')*T:R)R'

F47D#吲哚菁绿血管造影&)IO,2M(I)ITU-TTI (IU),U-(NPM'

b&4R#晶状体上皮细胞&*TIRTN)SPT*)(*2T**R'

')c[D#微小 c[D&')2-,c[D'

^̂ 3#基质金属蛋白酶&'(S-)+'TS(**,N-,ST)I(RT'

'<Ec#哺 乳 动 物 类 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 & '(''(*)(I S(-UTS,X

-(N('M2)I'

<̂<#四甲基偶氮唑盐&'TSPM*SP)(;,*M*STS-(;,*):''

[8#核转录因子&I:2*T(-X(2S,-'

E4<#光相干断层扫描&,NS)2(*2,PT-TI2TS,',U-(NPM'

Ec#优势比&,OOR-(S),'

3D47#原发性闭角型青光眼&N-)'(-M(IU*TB2*,R:-TU*(:2,'('

34c#聚合酶链式反应&N,*M'T-(RT2P()I -T(2S),I'

c74R#视网膜节细胞&-TS)I(*U(IU*),I 2T**R'

3ED7#原发性开角型青光眼&N-)'(-M,NTI (IU*TU*(:2,'('

c]#视网膜母细胞瘤&-TS)I,9*(RS,'('

c3&#视网膜色素上皮&-TS)I(*N)U'TISTN)SPT*):''

c[5#视网膜新生血管&-TS)I(*IT,Q(R2:*(-);(S),I'

c3#视网膜色素变性&-TS)I)S)RN)U'TIS,R('

_"S#基础泪液分泌试验&_2P)-'T-" STRS'

RPc[D#短发夹 c[D&RP,-SP()-N)I c[D'

R)c[D#小干扰 c[D&R'(**)IST-XT-)IUc[D'

&B_ D̂#&B平滑肌肌动蛋白&&BR',,SP ':R2*T(2S)I'

<DE#甲状腺相关眼病&SPM-,)OB(RR,2)(STO ,NPSP(*',N(SPM'

<78#转化生长因子&S-(IRX,-')IUU-,VSP X(2S,-'

<[8#肿瘤坏死因子&S:',-IT2-,R)RX(2S,-'

e]̂ #超声生物显微镜&:*S-(R,:IO 9),')2-,R2,NT'

5&78#血管内皮生长因子&Q(R2:*(-TIO,SPT*)(*U-,VSP X(2S,-'

5&3#视觉诱发电位&Q)R:(*TQ,WTO N,STIS)(*'
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