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!实验研究!

肿瘤坏死因子 (对甲状腺相关眼病眼眶
成纤维细胞的去分化作用及调控机制
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$$)摘要*$目的$探讨肿瘤坏死因子 ("TN[I(#对甲状腺相关眼病"TLO#眼眶成纤维细胞"O[#分化的影
响及其机制,$方法$收集 !"0. 年 0! 月至 !"!" 年 = 月在天津医科大学眼科医院诊断为 TLO且拟行眼眶减
压术的患者 1 例 1 眼'术中收集眼眶脂肪结缔组织'组织块培养法分离培养 O[并进行波形蛋白免疫荧光鉴
定, 诱导 O[成脂分化并油红 O染色鉴定, 分别采用含 "+"t0+0t"+0"t" ';F\TN[I(的完全培养液诱导眼眶
成熟脂肪细胞去分化, 分别收集原代+分化 0< H 和去分化 !" H 细胞'通过实时荧光定量 JMK检测过氧化物
酶体增生物激活受体 ,"JJLK,#+细胞外调节蛋白激酶 0"%K]0#+%K]! 及脂肪包被蛋白 0"E,+()(E(80# &KNL
相对表达量(采用 f,7D,+8 -)4D法检测 JJLK,+JI%K]0F!+E,+()(E(80 蛋白相对表达量,$结果$体外成功培养
人 TLO来源 O['细胞呈梭形或多角形'呈旋涡状紧密排列'波形蛋白免疫荧光染色呈阳性, O[成脂分化诱
导后'部分细胞的细胞质中可出现脂滴样结构'油红 O染色可见细胞质内被着染的脂滴结构'证实分化后所
得到细胞为脂肪细胞, "t0 ';F\+0t" ';F\+0"t" ';F\TN[I(诱导脂肪细胞发生去分化'且随诱导时间的延
长'细胞质中的脂滴体积缩小'含脂滴细胞数量也逐渐减少'并在去分化 !" H 胞质内脂滴基本消失'细胞变为
长梭形'紧密排列'去分化为成纤维样细胞, 实时荧光定量 JMK检测结果显示'分化 0< H 组细胞 JJLK,+
%K]0+%K]!+E,+()(E(80 &KNL相对表达量分别为 <t!1u"t".+!t"0u"t".+#t!#u"t0" 和 =t1.u"t##'明显高于
原代组的 0t""u"t".+0t">u"t0.+0t""u"t0" 和 0t">u"t"Q 以及去分化 !" H 组的 0t"1u"t"#+0t0>u"t00 和
1t!Qu"t".'差异均有统计学意义 "均 Yd"t">#, f,7D,+8 -)4D检测结果显示'分化 0< H 组 JJLK,+%K]0F!+
E,+()(E(80 蛋白表达量分别为 0t"Qu"t"#+0t""u"t"# 和 0t0#u"t"!'明显高于原代组的 "t#Qu"t"!+"t!.u"t"!
和 "t""u"t"" 以及去分化 !" H 组的 "t!" u"t"!+ "t#= u"t"1 和 "t"" u"t""'差异均有统计学意义 "均
Yd"t""0#,$结论$ TN[I(对 TLO眼眶脂肪细胞有去分化作用'其机制可能与下调 %K]0F!IJJLK,I
E,+()(E(80 信号通路有关,$

)关键词*$甲状腺相关眼病( 眼眶成纤维细胞( 肿瘤坏死因子 (( 去分化( 过氧化物酶体增生物激活
受体 ,
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E,+45(74&')E+4)(*,+'D(48I'3D(S'D,H +,3,ED4+"JJLK,#',5D+'3,)):)'++,;:)'D4+6E+4D,(8 R(8'7,0 "%K]0#'%K]! '8H
*'DI34'D,H E+4D,(80 " E,+()(E(80 # G,+,H,D,3D,H -6+,')ID(&,*):4+,73,8D@:'8D(D'D(S,JMK2T9,+,)'D(S,E+4D,(8
,5E+,77(48 ),S,)74*JJLK,'JI%K]0F! '8H E,+()(E(80 G,+,H,D,3D,H -6f,7D,+8 -)4D2$L'-.9)-$B:&'8 TLOI
H,+(S,H O[G,+,7:33,77*:))63:)D:+,H 2. 42&%('7E(8H),I79'E,H 4+E4)6;48')'D(;9D)6'++'8;,H (8 'S4+D,5E'DD,+8''8H
(&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;*4+S(&,8D(8 G'7E47(D(S,2L*D,+O['H(E4;,8(3H(**,+,8D('D(48')(E(H H+4E),D7D+:3D:+,7
34:)H -,7,,8 (8 D9,36D4E)'7&4*74&,3,))7''8H D9,7D'(8,H )(E(H H+4E),D7D+:3D:+,7(8 D9,36D4E)'7&34:)H -,7,,8 -6
4()+,H O7D'(8(8;'G9(39 348*(+&,H D9'DD9,3,))74-D'(8,H '*D,+H(**,+,8D('D(48 G,+,'H(E436D,72C,H(**,+,8D('D(48 4*
'H(E436D,7G'7(8H:3,H -6"t0'0t"''8H 0"t" ';F\TN[I(2f(D9 D9,,5D,87(48 4*(8H:3D(48 D(&,'D9,S4):&,4*)(E(H
H+4E),D7(8 D9,36D4E)'7&'8H D9,8:&-,+4*3,))7348D'(8(8;)(E(H H+4E),D7H,3+,'7,H2\(E(H H+4E),D7H(7'EE,'+,H (8 D9,
36D4E)'7&48 D9,!"D9 H'64*H,H(**,+,8D('D(48''8H D9,3,))7-,3'&,)48;7E(8H),I79'E,H '8H D(;9D)6'++'8;,H'
H,H(**,+,8D('D,H (8D4*(-+4-)'7DI)(R,3,))72K,')ID(&,*):4+,73,83,@:'8D(D'D(S,JMKH,D,3D(48 +,7:)D7794G,H D9'DD9,
+,)'D(S,,5E+,77(48 ),S,)74*JJLK,'%K]0'%K]! '8H E,+()(E(80 &KNL(8 0<IH'6H(**,+,8D('D(48 ;+4:E G,+,<t!1u
"t".'!t"0u"t".'#t!#u"t0" '8H =t1.u"t##'+,7E,3D(S,)6'G9(39 G,+,7(;8(*(3'8D)69(;9,+D9'8 0t""u"t".'0t">u
"t0.'0t""u"t0" '8H 0t"> u"t"Q (8 E+(&'+6;+4:E''8H 0t"1 u"t"#' 0t0> u"t00 '8H 1t!Q u"t". (8 !"IH'6
H,H(**,+,8D('D(48 ;+4:E "'))'DYd"t">#2f,7D,+8 -)4D'8')67(7794G,H D9'DD9,,5E+,77(48 ),S,)74*JJLK,'%K]0F!
'8H E,+()(E(80 E+4D,(87(8 0<IH'6H(**,+,8D('D(48 ;+4:E G,+,0t"Qu"t"#'0t""u"t"# '8H 0t0#u"t"!'+,7E,3D(S,)6'
G9(39 G,+,7(;8(*(3'8D)69(;9,+D9'8 "t#Qu"t"!'"t!.u"t"! '8H "t""u"t"" (8 E+(&'+6;+4:E''8H "t!"u"t"!'
"t#=u"t"1 '8H "t""u"t"" (8 !"IH'6H,H(**,+,8D('D(48 ;+4:E "'))'DYd"t""0#2$E+,*9.-1+,-$TN[I( 9'7'
H,H(**,+,8D('D(48 ,**,3D48 TLO4+-(D')'H(E436D,72T9,&,39'8(7&&'6-,+,)'D,H D4D9,H4G8+,;:)'D(48 4*%K]0F!I
JJLK,IE,+()(E(80 7(;8')(8;E'D9G'62

"<'= >+(0-#;T96+4(HI'7743('D,H 4E9D9')&4E'D96( O+-(D')*(-+4-)'7D7( T:&4+8,3+47(7*'3D4+I(( C,H(**,+,8D('D(48(
JJLK,

?.,0&(+@(/5& T('8?(8 ],6M)(8(3')C(73(E)(8,M487D+:3D(48 J+4?,3D"TV\MkC_]T"">#
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$$甲状腺相关眼病"D96+4(HI'7743('D,H 4E9D9')&4E'D96'
TLO#是以眶脂肪增生和眼外肌纤维化为特征的自身
免疫性疾病'与 Y+'S,7病"Y+'S,7H(7,'7,'YC#密切相
关

- 0. , TLO的发病机制主要涉及眼眶成纤维细胞
"4+-(D')*(-+4-)'7D'O[#向脂肪细胞及肌纤维母细胞的
分化

- !. , 肿瘤坏死因子 (" D:&4+8,3+47(7*'3D4+I('
TN[I(#作为 T淋巴细胞+巨噬细胞等分泌的特异性细
胞因子之一'与其他细胞因子'如白细胞介素 1+,干扰
素等的相互作用在 TLO患者眼眶组织改变过程中发
挥重要作用

- #. , 虽然已有研究深入探讨了 TN[I(增
加人+大鼠和小鼠 #T#I\0 脂肪细胞的脂解作用以及药
物对 TLO脂肪细胞分化的抑制作用 - <a=. '但在 TLO
中'TN[I(致眼眶脂肪细胞的去分化作用鲜有报道,
通过 ]%YYJLTBfLjC'D'-'7,网站查询可知脂肪细
胞成脂分化过程中发挥关键作用的分子信号通路为

%K]0F!IJJLK,IE,+()(E(80'且已有研究发现 TN[I(可
以通过影响 JJLK,的表达来发挥抑制脂肪细胞分化
的作用

- =. , 因此'推测 TN[I(可能直接通过影响脂肪
分化信号通路进而发挥其抑制脂肪细胞分化的作用,
本研究通过观察人 O[在 TN[I(诱导过程中的形态学
以及功能的变化'以明确 TN[I(是否促进 TLO患者
O[来源的脂肪细胞去分化以及其通路机制'为寻找调

控 TLO发病的作用靶点提供实验基础,

D;材料与方法

D2D$材料
D2D2D$组织标本来源$收集 !"0. 年 0! 月至 !"!" 年
= 月在天津医科大学眼科医院行眼眶减压术的 TLO
患者 1 例 1 眼术中眼眶脂肪组织'年龄 !"c>" 岁'平
均 #> 岁, 纳入标准&患者 T#+T<+促甲状腺激素等指
标正常'并稳定半年以上'病情稳定期眼球突出影响外
观'出现严重眼表并发症'视神经受压'视力急剧下降'
除甲状腺功能异常外无其他病史'病程 0c! 年, 本研
究方案经天津医科大学眼科医院伦理委员会批准-批
文号& !"0.]j"\#I!..'所有受试者均签署知情同
意书,
D2D2!$主要试剂及仪器$Cb%b培养基+磷酸盐缓冲
溶液" E947E9'D,-:**,+74):D(48'JAZ#+胎牛血清+青链
霉素双抗+胰蛋白酶"美国 Y(-34公司#(胰岛素+地塞
米 松+ #I异 丁 基I0I甲 基 黄 嘌 呤 " #I(74-:D6)I0I
&,D96)'85D9(8,'PAb_# "美国 bM%公司 #(细胞组织
KNL提取试剂盒 "美国 %kA公司 #(兔抗 J<<F<!
bLJ]"%K]0F!#单克隆抗体 " 0#Q[>#+兔抗 J947E94I
E<<F<!bLJ]"%K]0F!#单克隆抗体"T9+!"!FT6+!"<#+
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表 D;各目的基因 BEL引物序列
K/79'D;BEL&(15'(-'Z.',*'-3+()/(@')@','-

基因 正向序列">Xa#X# 反向序列">Xa#X#

YYA]! YYYLTMLYMTMMYTYYLTMT TYMLMTTTYYTLMTMTTYLLYTT

!][I MMLYLYTYYMTLTMLLYLLY TMMLTYLYYTMMTYLLMLL

!][9 TYMMYTYYLLMLYYTTYT TYYYMTMLTMLMTTYYYT

Y!]=N=Y=QI YYLYYLMYTYYMLTYLTYLM YYMMMTTMMLTTMTYMLL

EAYOM YYLYMYLYLTMMMTMMLLLLT YYMTYTTYTMLTLMTTMTMLTYY

$注&JMK&聚合酶链式反应(JJLK,&过氧化物酶体增生物激活受体 ,(%K]&细胞外调节蛋
白激酶(J%KP\PJPN&脂肪包被蛋白(YLJCB&磷酸甘油醛脱氢酶
$N4D,&JMK& E4)6&,+'7,39'(8 +,'3D(48(JJLK,&J,+45(74&')E+4)(*,+'D(48I'3D(S'D,H +,3,ED4+,(
%K]& ,5D+'3,)):)'+ +,;:)'D4+6 E+4D,(8 R(8'7,( J%KP\PJPN& *'DI34'D,H E+4D,(8( YLJCB&
E947E94;)63,+')H,96H,H,96H+4;,8'7,

兔抗 JJLK,单克隆抗体"M!1B0!#+兔抗 E,+()(E(80 单
克隆抗体"C0C=#+兔抗波形蛋白抗体"'-0!=>"Q# "美
国 M,))Z(;8')(8;T,3984)4;6公司#(山羊抗兔 P;Y抗体
"英国 L-3'&公司#(牛血清蛋白+[+'3D(48 W"上海碧
云天生物科技有限公司#(! 倍浓缩 KTIJMK扩增混合
液+逆转录试剂盒"美国 T9,+&4公司#(AML蛋白定量
试剂盒"北京康为世纪有限公司#(油红 O染色液"细
胞专用#试剂盒 "上海碧云天生物科技有限公司#,
Q.""BT[LZTlIJMK仪 "美国 LEE)(,H A(4767D,&7公
司#(倒置相差显微镜"日本 O)6&E:7公司#(微量分光
光度计"上海元析仪器有限公司#,
D2!$方法
D2!2D$人 O[的原代培养$将 TLO患者眼眶脂肪结
缔组织浸泡在 JAZ 中充分洗涤'去除肉眼可见的血管
组织'切取纯净脂肪组织'剪成 "t>c0 &&#

大小均匀

的颗粒'加入适量 JAZ'离心半径 0" 3&'0 """ +F&(8
离心 0" &(8, 取上层纯脂肪颗粒'轻轻地铺在干燥的
!> 3&!

培养瓶底壁上'放入 #Q x+>h MO! 细胞培养

箱内静置 <" &(8'待脂肪颗粒黏附牢固后缓慢加入含
!"h血清的 Cb%b培养液 0 c! &)'常规 MO! 孵箱内

培养 < H(更换培养液至 > &)'继续常规培养'取生长
良好的细胞进行后续实验,
D2!2!$体外培养 O[的免疫荧光鉴定$取生长状态
良好的细胞'用 "t!>h胰蛋白酶液消化'制成单细胞
悬液'接种到预先放置 1 &&m!! &&盖玻片的培养瓶
或培养皿 "直径 #> &&#中'置 >h MO!+#Q x细胞培
养箱培养 0c# H(待细胞接近单层融合'取出盖玻片'
浸入 JAZ""t"0 &4)F\'EB Qt<#洗 ! 次'<h多聚甲醛
室温固定 <" &(8, 将细胞玻片放入盖片染色缸'置于
JAZ 中振荡洗涤 > &(8'取出吹干'滴加抗波形蛋白抗
体"0 i>"" 稀释#'置湿盒内避光 #Q x孵育 1" &(8 或
< x冰箱中过夜(置于 JAZ 中振荡洗涤 # 次'每次
> &(8'吹 干' 滴 加 荧 光 素 标 记 二 抗
"0 i0"" 稀释 #'在湿盒中 #Q x 保温
1" &(8(置于JAZ 中振荡洗涤 ! 次'每次
> &(8'然后用蒸馏水振荡洗涤 0 次(
>"h缓冲甘油封片'暗室荧光显微镜下
观察并拍照,
D2!2#$体外培养 O[的成脂分化及鉴
定$取生长状态良好的 O['胰蛋白酶
消化后调整细胞密度为 >m0"< F&)并接
种于 1 孔板中'每孔 ! &)'放入细胞培
养箱内常规培养, 待细胞生长基本融
合后' 换 用 诱 导 分 化 培 养 液 0 " 含

"t!> &&4)F\PAb_+0" ';F&)胰岛素+0 '&4)F\地塞
米松的不完全培养液#进行成脂诱导培养'每 # H 换液
0 次(换液 ! 次后'用诱导分化培养液 !"含 0" ';F&)
胰岛素+0 '&4)F\地塞米松的不完全培养液#继续诱
导至第 0< 天'倒置相差显微镜下观察细胞的分化成脂
情况, 移除细胞培养基'用 JAZ 洗 ! 次'参照油红 O
染色液"细胞专用#试剂盒步骤加入油红 O染色固定
液固定 #" &(8(蒸馏水洗 ! 次'加入 1"h异丙醇浸洗
> &(8(弃去异丙醇后加入新配制好的油红 O染色液浸
染 !" &(8(流水清洗 !c> 次'直到无多余染色液'加入
b'6,+苏木素染色液'复染核 0c! &(8(流水清洗 !c>
次'加入油红 O染色缓冲液室温孵育 0 &(8 后弃去(加
入蒸馏水覆盖细胞并在倒置显微镜下观察'中性脂肪
呈橘红色或橙红色'磷脂呈粉红色'细胞核呈蓝色,
D2!2H$O[成脂后的去分化诱导$使用简单随机分组
法'将成脂分化第 0< 天细胞随机分为 < 个组'培养液
分别换成含 "+"t0+0t"+0"t" ';F\TN[I(的完全培养
液'于 #Q x+>h MO! 的细胞培养箱中培养(分别于诱导
第 "+1+0"+0=+!<+!= 天倒置显微镜下固定视野观察细胞
质内含脂滴细胞的变化情况'并于脂肪细胞去分化第 !"
天再次行油红 O染色'显微镜下观察染色情况,
D2!2I$实时荧光定量 JMK检测 JJLK,+%K]0+%K]!
及 E,+()(E(80 &KNL的表达$取原代 O[细胞+分化第
0< 天及去分化第 !" 天细胞'分别提取细胞总 &KNL,
使用微量分光光度计测量所提取总 KNL的浓度'逆转
录制备 3CNL(以 3CNL为模板'行荧光定量 JMK检
测'扩增体系为 0" '), JMK反应条件&.> x预变性
0" &(8(.> x变性 0> 7'1" x退火 0 &(8'Q! x延伸
0> 7'共 <" 个循环, 各目的基因引物设计见表 0'由苏
州金唯智生物科技有限公司合成, 实验重复操作 #
次'以 YLJCB为内参照'采用 !a--MD

法计算各目的基

因的相对表达量,

!=Q"0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200
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CA B200μm 500μm 200μm

图 D;人 F?的形态观察及免疫荧光鉴定$Lm原代培养至第 < 天'倒置显微镜下可见组织块边缘

少量梭形或多角形细胞'贴壁生长"m!""'标尺v!"" '&#$Am原代培养培养至第 0< 天'倒置显微

镜下可见细胞融合'呈旋涡状排列"m0""'标尺v>"" '&#$Mm原代培养细胞波形蛋白的免疫荧

光染色呈阳性"异硫氰酸荧光素 m!""'标尺v!"" '&#

?1@.('D; Q+(&6+9+@1*/9+7-'(4/)1+,/,0155.,+39.+('-*',*'10',)131*/)1+,+36.5/,F?$

LmO8 D9,<D9 H'64*E+(&'+63:)D:+,''7&'))8:&-,+4**:7(*4+&4+E4)6;48')3,))7'DD9,,H;,4*D9,

D(77:,-)43R 34:)H -,7,,8 :8H,+'8 (8S,+D,H &(3+4734E,''8H D9,;+4GD9 G'7'H9,+,8DD4D9,G'))"m!""'

73'),v!"" '&#$AmO8 D9,0<D9 H'64*E+(&'+63:)D:+,'3,))*:7(48 '8H 3,))7(8 '7E(+')'++'8;,&,8D

G,+,7,,8 :8H,+'8 (8S,+D,H &(3+4734E,"m0""'73'),v>"" '&#$MmP&&:84*):4+,73,83,7D'(8(8;4*

S(&,8D(8 (8 E+(&'+63:)D:+,H 3,))7G'7E47(D(S,"*):4+,73,(8 (74D9(436'8'D,m!""'73'),v!"" '&#

D2!2M$f,7D,+8 -)4D检测 JJLK,+
JI%K]0F!+E,+()(E(80 蛋白的表达

取原代+分化第 0< 天及去分
化第 !" 天的细胞用预冷 JAZ 冲
洗 # 次'根据每孔细胞数量加入
>"c0"" ')蛋白裂解液'冰上静
置约 0" &(8 后用细胞刮刀收集
细胞于 0t> &)%J管中'吹打 !"
次'冰上静置 !" &(8'重复 ! 次后
< x 条 件 下 0! """ +F&(8 离 心
0> &(8'收集上清液于新 %J管
中, 测 定 总 蛋 白 浓 度 后 加 入
>" ')> 倍 蛋 白 上 样 缓 冲 液'
0"" x煮沸 0" &(8'取 !" ')蛋白
进行十二烷基硫酸钠a聚丙烯酰
胺凝胶电泳'将蛋白转印至 JWC[膜(取出膜置于封闭
液 "其中 JJLK,+TI%K]0F!+ E,+()(E(80+YLJCB使用
>h脱脂奶粉封闭'JI%K]0F! 使用 >h牛血清白蛋白
封闭#中'室温摇床上轻摇 ! 9(将 %K]0F!+JI%K]0F!+
JJLK,+E,+()(E(80 和 YLJCB单克隆抗体加入封闭液
中'稀释比例均为 0 i0 """'< x孵育过夜(JAZ 洗膜 #
次后用山羊抗兔 P;Y室温摇床上轻摇 0 9(再次洗膜 #
次后进行增强化学发光法显色, 采用 P&';,V软件分
析条带灰度值'以 YLJCB为内参照'计算各目的蛋白
的相对表达量,
D2#$统计学方法

采用 ZJZZ !>t" 统计学软件 "美国 PAb ZJZZ 公
司#进行统计分析, 各检测指标的定量资料经 f检验
证实符合正态分布'以 "u/表示, 各组 JJLK,+%K]0+
%K]! 和 E,+()(E(80 &KNL以及 JJLK,+JI%K]0F! 及
E,+()(E(80 蛋白表达总体比较采用单因素方差分析'组
间多重比较采用 \ZCI&检验, Yd"t"> 为差异有统计
学意义,

!;结果

!2D$原代培养人 O[的形态及鉴定
倒置显微镜下观察'原代培养第 < 天可见少量细

胞从眼眶脂肪结缔组织块边缘长出"图 0L#(培养第
0< 天可见细胞长满培养瓶底部'细胞呈梭形或多角形
细胞'增生融合'呈旋涡状排列"图 0A#, 免疫荧光结
果显示'细胞波形蛋白染色阳性'表明培养细胞属于成
纤维细胞"图 0M#,
!2!$O[的成脂分化及鉴定

光学显微镜下观察可见'诱导分化后 !< 9'O[表

现为细胞回缩'细胞间隙增大'增生逐渐停止'细胞形
态渐变为椭圆形或圆形'细胞体积逐渐增大(诱导分化
第 1 天'细胞内出现微细脂滴样结构(诱导分化第 0"

天'可见较多细胞的细胞质中出现细小+排列紧密的脂
滴样结构'光学显微镜下呈透亮的脂肪滴样'小脂滴聚
集融合成较大脂滴'可见含有脂滴样结构的细胞数量
增加(诱导分化第 0< 天'可见部分细胞分化为成熟脂
肪细胞'而剩余未分化的细胞形态为圆形或椭圆形'细
胞质内未出现明显脂滴"图 !L#, 分化第 0< 天'细胞
油红 O染色显示'部分细胞的细胞质中出现大小不等
红色脂肪滴'部分脂滴分泌出细胞外"图 !A#,

BA100μm 100μm

图 !;体外培养 F?细胞成脂分化及油红 F染色鉴定"m<""'标尺v
0"" '&#$Lm诱导分化第 0< 天'部分细胞的细胞质中含有脂滴样结
构"实线箭头# '另一部分细胞呈圆形或椭圆形'细胞质中无脂滴样
结构"虚线箭头#$Am分化第 0< 天油红 O染色显示'部分细胞的胞
质中可见大小不等的红色着染脂肪滴'脂肪滴包裹细胞核'并将细胞
核推挤到胞质的一侧'部分脂滴分泌出细胞外
?1@.('! ; G1&10 0133'(',)1/)1+, +3F? *.9).('0 m& 'm()* /,0
10',)131*/)1+,7= +19('0F -)/1,1,@ "m<""'73'),v0"" '&#$LmO8
D9,0<D9 H'64*(8H:3,H H(**,+,8D('D(48')(E(H H+4E),D7D+:3D:+,7"74)(H
'++4G7# 'EE,'+,H (8 D9,36D4E)'7&4*74&,3,))7'G9(),D9,4D9,++4:8H 4+
4S')3,))79'H 84)(E(H H+4E),D7D+:3D:+,7(8 D9,36D4E)'7&"H4DD,H '++4G7#$
AmO()+,H O7D'(8(8;4*3,))7'*D,+0< H'674*H(**,+,8D('D(48 794G,H +,HI
7D'(8,H *'DH+4E),D74*S'+(4:77(U,7(8 D9,36D4E)'7& 4*74&,3,))72['D
H+4E),D7G+'EE,H '+4:8H D9,8:3),:7'8H E:79,H D9,8:3),:7D448,7(H,
4*D9,36D4E)'7&''8H 74&,*'DH+4E),D7G,+,7,3+,D,H 4:D7(H,D9,3,))

!.Q"0!中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200
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分化14d 去分化6d 去分化10d 去分化20d
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图 #;不同浓度 K组?U!完全培养基诱导 K:F眼眶成熟脂肪细胞去分化过程 组m!""'标尺 v

0"" '&#$" ';F\TN[I(组去分化诱导后细胞质中脂滴大小未见明显变化, "t0 ';F\TN[I(+
0t" ';F\TN[I(+0"t" ';F\TN[I(组去分化诱导细胞质中脂滴减小'数量减少'其中 0"t" ';F\
TN[I(组脂肪细胞去分化效果最明显'在去分化 !" H 细胞质内脂滴基本消失'细胞生长融合$
TN[&肿瘤坏死因子
?1@.('#;O'0133'(',)1/)1+,+35/).('/01&+*=)'-3(+5 K:F+(71)1,0.*'07= *+5&9')'5'01.5
>1)60133'(',)*+,*',)(/)1+,-+3K组?U!$组m!""'73'),v0"" '&#$T9,+,G'7847(;8(*(3'8D39'8;,
(8 D9,7(U,4*)(E(H H+4E),D7(8 D9,36D4E)'7&4*" ';F\TN[I(;+4:E '*D,+(8H:3,H H,H(**,+,8D('D(482
\(E(H H+4E),D7(8 36D4E)'7& H,3+,'7,H (8 7(U,'8H 8:&-,+(8 "t0 ';F\'0t" ';F\'8H 0"t" ';F\
TN[I(;+4:E7' &47D4-S(4:7(8 0"t" ';F\ TN[I( ;+4:E2T9,)(E(H H+4E),D7(8 D9,36D4E)'7&
H(7'EE,'+,H '8H D9,3,))7;+,G'8H *:7,H '*D,+!" H'674*H,H(**,+,8D('D(48$TN[&D:&4+8,3+47(7*'3D4+

!2#$O[成脂后的去分化诱导及鉴定
" ';F\TN[I(组去分化诱导后 1+0"+!" H 细胞质

中脂滴大小未见明显变化, 相比于 " ';F\TN[I(组'
"t0 ';F\TN[I(组+ 0t" ';F\TN[I(组+ 0"t" ';F\
TN[I(组去分化诱导对应时间点细胞质中脂滴减小'
数量减少'其中 0"t" ';F\TN[I(组脂肪细胞去分化
效果最明显'去分化 !" H 细胞质内脂滴基本消失'细
胞生长融合组图 ##, 0"t" ';F\TN[I(组去分化 !" H
细胞质中未见明显油红 O染料着染组图 <#,
!2H$各组 JJLK,+%K]0+%K]! 及 E,+()(E(80 &KNL
的表达比较

原代组+分化 0< H 组和去分化 !" H 组细胞中
JJLK,+%K]0+%K]!+E,+()(E(80 &KNL相对表达量总
体比较'差异均有统计学意义 组Rv>Q<t"..+0>t#Q=+
0<=t##"+#Q"t<#>'均 Yd"t"0#, 分化 0< H 组细胞中
JJLK,+%K]0+%K]! 和 E,+()(E(80 &KNL相对表达量
均高于原代组'差异均有统计学意义组均 Yd"t">#(去
分化 !" H 组细胞中 JJLK,+%K]!+ E,+()(E(80 &KNL

相对表达量均明显低于分化 0< H 组'E,+()(E(80 &KNL
相对表达量明显高于原代组'差异均有统计学意义
组均 Yd"t">#组表 !#,

200μm

图 H;眼眶成熟脂肪细胞去分化 !" 0油红 F染色 组m!""'标尺 v

!"" '&#$未见明显油红 O染料着染

?1@.('H;F19('0F -)/1,1,@ +35/).('+(71)/9/01&+*=)'-/3)'(!"U

0/= 0'0133'(',)1/)1+,组m!""'73'),v!"" '&# $N44-S(4:74()+,H O

7D'(8(8;G'77,,8

!2I $各组 JJLK,+JI%K]0F!+
E,+()(E(80 蛋白的表达比较

分 化 0< H 组 JI%K]0F!+
JJLK,和 E,+()(E(80 蛋白电泳条
带灰度值较原代组明显增强(去
分化 !" H 组 JI%K]0F!+JJLK,
和 E,+()(E(80 蛋白电泳条带灰度
值明显减弱'低于分化 0< H 组
组图 >#, 各组 JJLK,+JI%K]0F!+
E,+()(E(80 蛋白相对表达量总体比
较'差异均有统计学意义 组Rv
#1=t1""+ 0"=t>""+ #!>tQ""' 均
Yd"t""0#'其中分化 0< H 组各蛋
白相对表达量均明显高于原代组

和去分化 !" H 组'差异均有统计
学意义组均 Yd"t""0#组表 ##,

#;讨论

O[是 TLO免疫应答中主要
的自身免疫靶细胞和效应细胞'
在 TLO的发生和发展中具有重
要作用

- .a0". , 近年来'关于不同
细胞因子及药物对 O[增生+分
泌+分化影响的研究已较为广泛
而深入

- 00a0<. ,目前 '人O[的体

!"="0! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200
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表 !;原代组+分化DH 0组+去分化!" 0组细胞中 BB:L$+$L<D+$L<!+
&'(191&1,D 5L组:相对表达量比较"!R"#

K/79'!;E+5&/(1-+,+3'%&('--1+,9'4'9-+3BB:L$'$L<D'$L<! /,0
&'(191&1,D 5L组:/5+,@ &(15/(= @(+.&'DHU0/= 0133'(',)1/)1+,

@(+.&/,0!"U0/= 0'0133'(',)1/)1+,@(+.&"!R"#

组别 样本量 JJLKI, %K]0 %K]! E,+()(E(80

原代组 # 0t""u"t". 0t">u"t0. 0t""u"t0" 0t">u"t"Q

分化 0< H 组 # <t!1u"t".' !t"0u"t".' #t!#u"t0"' =t1.u"t##'

去分化 !" H 组 # 0t"1u"t"#- 0tQ#u"t"< 0t0>u"t00- 1t!Qu"t".'-

R值 >Q<t".. 0>t#Q= 0<=t##" #Q"t<#>

Y值 d"t""0 "t"!1 "t""0 d"t""0

$注&与原代组比较''Yd"t">(与分化 0< H 组比较'-Yd"t">"单因素方差分析'\ZCI&检验#$
JJLK,&过氧化物酶体增生物激活受体 ,(%K]&细胞外调节蛋白激酶(E,+()(E(8&脂肪包被蛋白
$N4D,&M4&E'+,H G(D9 E+(&'+6;+4:E''Yd"t">(34&E'+,H G(D9 0<IH'6H(**,+,8D('D(48 ;+4:E'-Yd"t">
"O8,IG'6LNOWL' \ZCI&D,7D# $ JJLK,& E,+45(74&')E+4)(*,+'D(48I'3D(S'D,H +,3,ED4+,( %K]&
,5D+'3,)):)'++,;:)'D4+6E+4D,(8 R(8'7,(E,+()(E(8&*'DI34'D,H E+4D,(8

原代组

P�ERK1/2

T�ERK1/2

PPAR�γ

perilipin1

GAPDH

分化14d组 去分化20d组

图 I;Y'-)'(,79+)检测各组蛋白表达$分化 0< H 组 E,+()(E(80+
JJLK,+JI%K]0F! 蛋白条带灰度均明显强于原代组和去分化 !" H

组$JI%K]&磷酸化细胞外调节蛋白激酶(TI%K]&总细胞外调节蛋
白激酶(JJLK,&过氧化物酶体增生物激活受体 ,(E,+()(E(8&脂肪包
被蛋白(YLJCB&磷酸甘油醛脱氢酶
?1@.('I;B(+)'1,'%&('--1+,-1,'/*6@(+.&0')'*)'07= Y'-)'(,
79+)$T9,-'8H74*E,+()(E(80'JJLK,'8H EI%K]0F! G,+,7(;8(*(3'8D)6
7D+48;,+(8 0<IH'6H(**,+,8D('D(48 ;+4:E D9'8 (8 E+(&'+6;+4:E '8H !"IH'6
H,H(**,+,8D('D(48 ;+4:E$JI%K]& E947E94+6)'D,H ,5D+'3,)):)'++,;:)'D4+6
E+4D,(8 R(8'7,( TI%K]& D4D'),5D+'3,)):)'++,;:)'D4+6 E+4D,(8 R(8'7,(
JJLK,& E,+45(74&')E+4)(*,+'D(48I'3D(S'D,H +,3,ED4+,( E,+()(E(8& *'DI
34'D,H E+4D,(8(YLJCB&E947E94;)63,+')H,96H,H,96H+4;,8'7,

表 #;原代组+分化DH 0组及去分化!" 0组 BB:L$+
BU$L<D组!+&'(191&1,D 蛋白表达比较"!R"#

K/79'#;E+5&/(1-+,+3'%&('--1+,+3BB:L$'BU$L<D组!
/,0&'(191&1,D &(+)'1,-/5+,@ &(15/(= @(+.&'DHU0/=

0133'(',)1/)1+,@(+.&/,0!"U0/= 0'0133'(',)1/)1+,@(+.&"!R"#

组别 样本量 JJLK, JI%K]0F! E,+()(E(80

原代组 # "t#Qu"t"! "t!.u"t"! "t""u"t""

分化 0< H 组 # 0t"Qu"t"#' 0t""u"t"#' 0t0#u"t"!'

去分化 !" H 组 # "t!"u"t"!- "t#=u"t"1- "t""u"t""

R值 #1=t1"" 0"=t>"" #!>tQ""

Y值 d"t""0 d"t""0 d"t""0

$注&与原代组比较''Yd"t""0(与分化 0< H 组比较'-Yd"t""0"单因素
方差分析'\ZCI&检验# $JJLK,&过氧化物酶体增生物激活受体 ,(
JI%K]&磷酸化细胞外调节蛋白激酶(E,+()(E(8&脂肪包被蛋白
$N4D,&M4&E'+,H G(D9 E+(&'+6;+4:E''Yd"t""0(34&E'+,H G(D9 0<IH'6
H(**,+,8D('D(48 ;+4:E'-Yd"t""0 "O8,IG'6LNOWL'\ZCI&D,7D#$JJLK,&
E,+45(74&') E+4)(*,+'D(48I'3D(S'D,H +,3,ED4+ ,( JI%K]& E947E94+6)'D,H
,5D+'3,)):)'++,;:)'D4+6E+4D,(8 R(8'7,(E,+()(E(8&*'DI34'D,H E+4D,(8

外培养方法主要为组织块法和酶消化法'由于组织块
法具有操作简便+需要的组织标本量少等特点'故本研
究中采取组织块法培养人 O[来进行分化及去分化的
研究组

研究结果表明'依据 T96I0 抗原"MC."#表达的不
同'可将 O[分为可转化为肌纤维母细胞的 T96I0y

成

纤维细胞和可转化为脂肪细胞的 T96I0a
成纤维细

胞
- 0>. 组 在本实验中'通过使用胰岛素+地塞米松和

PAb_对原代培养的 O[进行成脂诱导'发现诱导至第

0< 天时部分细胞分化为脂肪细胞'
而另一部分细胞仅表现为形态上变

圆'细胞质内未出现脂滴样结构'最
终未能被诱导为脂肪细胞组 该结果
提示TLO患者眼眶中同时存在 T96I0y

和 T96I0a
的 O[组

去分化是指一个终末分化的细

胞退回到其所在细胞谱系中一个低

分化状态的过程'去分化的细胞可以
进入细胞周期+分裂增生'也可以再
分化为成熟细胞

- 01. 组 经成熟脂肪细
胞去分化后所得到的细胞被称为去

分化脂肪细胞'其具有多向分化潜
能'经过体外诱导后可向脂肪细胞+
骨细胞+软骨细胞+内皮细胞+肌细

胞+神经细胞等分化 - 0Qa0=. (去分化脂肪细胞还可作为
组织工程和干细胞移植的优良干细胞来源'在治疗缺
血性心脏病+骨缺损疾病+肾脏疾病和神经系统疾病等
多种临床疾病方面有较好应用前景

- 0.a!0. 组 在本实验
中'使用 TN[I(可诱导 O[分化的脂肪细胞出现去分
化现象'即细胞逐渐由圆形变为长梭形'细胞内的脂滴
逐渐减小'含有脂滴的细胞也逐渐减少组

TN[I(作为 T淋巴细胞+巨噬细胞等分泌的细胞
因子之一'参与 TLO眼眶炎症+纤维化及脂肪增生等
多个病理过程'并与其他细胞因子相互作用'共同影响
TLO的发生和发展 - #. 组 有研究发现'TN[I(可下调动
脉粥样硬化血管内皮下脂肪细胞表面标志物和相关功

能基因'如 JJLK,的表达 - !!a!#. (其还可影响脂肪细胞

!0="0!中华实验眼科杂志 !"!# 年 00 月第 <0 卷第 00 期$M9(8 V%5E OE9D9')&4)'N4S,&-,+!"!#'W4)2<0'N4200
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分化'表现为破坏前脂肪细胞的分化'同时诱导成熟脂
肪细胞发生去分化'加速脂肪细胞+前脂肪细胞的凋
亡

- !<a!1. , 在本实验中'实时荧光定量 JMK及 f,7D,+8
-)4D结果显示'在诱导成脂分化过程中 %K]0F!+
JJLK,+E,+()(E(80 &KNL和蛋白表达量均增加'而随
着 TN[I(干预时间的延长'相关脂肪分化通路基因和
蛋白表达量逐渐减少'推测 TN[I(可能通过下调脂肪
分化信号通路中 JJLK,+%K]0F! 及 E,+()(E(80 基因的
表达影响眼眶成熟脂肪细胞的分化'从而对脂肪细胞
产生去分化的作用,

综上所述'本研究表明 TN[I(具有抑制 TLO眼眶
脂肪细胞分化的潜能'可促使 TLO眼眶脂肪细胞发生
去分化现象'其机制可能与下调 %K]0F!IJJLK,I
E,+()(E(80 信号通路有关, 本研究为后期进一步探索
TLO眼眶脂肪异常增生的机制以及优化治疗手段提
供了新的思路和实验基础, 本实验仅对脂肪细胞分化
通路中 JJLK,+JI%K]0F! 和 E,+()(E(80 这 # 个基因和
蛋白的表达情况进行探索'未来需对该通路其他基因
和蛋白的表达情况进行较全面的研究'以进一步明确
TN[I(致脂肪细胞去分化的通路机制(同时'针对
TN[I(诱导去分化形成的成纤维样细胞功能及生物学
行为变化'以及 TN[I(是否通过影响其他通路蛋白的
表达间接影响脂肪细胞的分化等问题均有待进一步

研究,
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消$息

$外伤性白内障显微联合手术学%出版发行

$$日前'由郑州大学第一附属医院眼科郑广瑛教授主编'张效房+张金嵩教授审校的$外伤性白

内障显微联合手术学%'已由人民卫生出版社于今年 = 月份正式出版发行, 该书是郑广瑛教授潜

心耕耘专业领域三十余载'基于多年临床积累打造的用心之作'并携手郑州大学第一附属医院眼

科白内障+眼外伤+青光眼和眼底病等相关专业研究团队'同时邀请浙江大学医学院附属第二医

院和北京同仁医院的相关专业的知名专家教授共同编撰完成'填补了我国白内障领域眼外伤诊

疗书籍的空白,

外伤性白内障是临床上常见的眼外伤并发症'居单眼盲致盲病因的首位, 与其他类型白内

障不同的是'外伤性白内障病情复杂'往往伴有眼外伤的其他并发症和后遗症'单纯做白内障手

术不仅不能恢复良好而稳定的视力'反而会因手术创伤而加重眼外伤的继发损伤, 因而对外伤

性白内障的处理不仅要严格选择手术适应证和手术时机'还要根据其不同并发症和后遗症选择

不同的联合手术'术后方能获得良好而稳定的视功能,

该书分 # 篇 !1 章'0"" 余万字'插图 Q"" 余幅'视频 #0 个'系统地介绍了外伤性白内障的基础理论+

分类及临床特点+病理生理学及免疫学特征+术前检查+手术适应证+手术时机的选择'各种联合手术的基

本技术和操作要点+不同类型外伤性白内障的手术方法+人工晶状体的选择'以及并发症的防治, 其既有
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