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$$&摘要'$目的$探索潜伏转化生长因子D&结合蛋白"gR\E#)转化生长因子D&"R_;D&#)周期蛋白依赖

性激酶 !"9:V!#)细胞周期素 :!"99U:!#在原纤维蛋白D!"UAV8#缺陷诱导视网膜病变模型小鼠视网膜中

的表达($方法$将 !8 只 > 周龄 9=8\gA3Y小鼠按照随机数字表法随机分为正常对照组)空载体组和 ;\U!

干扰组%每组 C 只( 正常对照组不做处理%空载体组和 ;\U! 干扰组右眼玻璃体腔内分别注射 4 ')空载体和

4 ')携带 GOD;\U! 干扰质粒的腺相关病毒"PP[#( 于注射后 # 周采用光学相干断层扫描"@9R#和全视野视

网膜电图"%W_#检测视网膜结构形态和功能变化( 采用免疫荧光染色法检测视网膜 ;\U! 蛋白表达分布情

况*采用实时荧光定量 E9W)aHG/H0+ L)7/法检测小鼠视网膜中 ;\U!)gR\ED2)R_;D&! 及 9:V!)99U:! &WUP

和蛋白表达水平($结果$注射后 # 周%@9R检测结果显示%与正常对照组和空载体组相比%;\U! 干扰组视

网膜色素上皮层不规则%出现高密度反射区( 全视野 %W_结果显示%与空载体组和正常对照组比较%;\U! 干

扰组 W7MD')W7MDL) '̂QD') '̂QDL 波形振幅均下降%差异均有统计学意义"均 Wt"c"=#( 免疫荧光染色结果显

示 ;\U! 表达在视网膜全层%;\U! 干扰组中 ;\U! 荧光强度均弱于正常对照组和空载体组( 正常对照组)空

载体组和 ;\U! 干扰组小鼠 ;\U! 荧光强度分别为 23c!2u!c!2)2=c=8u4c34 和 =c4!u2c"3%总体比较差异有

统计学意义"Uv33c"4%Wt"c"=#%其中 ;\U! 干扰组 ;\U! 蛋白荧光强度较空载体组和正常对照组明显降低%

差异均有统计学意义"均 Wt"c"=#( 与空载体组和正常对照组相比%;\U! 干扰组 gR\ED2)R_;D&! &WUP和

蛋白相对表达量明显升高%;\U!)9:V!)99U:! &WUP和蛋白相对表达量明显下降%差异均有统计学意义"均

Wt"c"=#($结论$gR\ED2)R_;D&! 升高以及 _2AZ 期相关蛋白 9:V!)99U:! 降低参与 UAV8 缺陷型视网膜

病变的发展($

&关键词'$原纤维蛋白D!* 腺相关病毒* 视网膜病变

基金项目! 国家重点研发计划 "!"!2?;9!8"!2"4#* 山东省重点研发计划 "!"!2g9ko"C#
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X01.* Y+3"+$G%Z31.* '$.K+.8%[+(417(.*8%>03D(.*5$38%A3R(.*/0$.*8%'$. D3.*8

G >01.7(.* <.3S$%/3&=(,L%173&3(.12@03.$/$B$73-3.$%Z3.1. 8\99G:%@03.1*8L0$!=$R(/#3&12C,,3231&$7 &(>01.7(.*

<.3S$%/3&=(,L%173&3(.12@03.$/$B$73-3.$%O$=P1Q(%1&(%=(,!=$43/$1/$W%$S$.&3(. 1.7 L%$1&6$.&L$-0.(2(*=(,

].&$*%1&$7 L%173&3(.12@03.$/$1.7 '$/&$%. B$73-3.$(,>01.7(.* W%(S3.-$% >01.7(.* C-17$6=(,!=$43/$1/$

W%$S$.&3(. 1.7 L%$1&6$.&%Z3.1. 8\9998%@03.1

@(%%$/#(.73.* 1+&0(%/$A3R(.*/0$.*%!6132$0(.*/0$.*Q3FG8HJ-(6*'$. D3.*%!6132$5$.=3.*$=$FGHIJ-(6

"9:-)(0*)#;G:H'*)2I';R7(+KHG/(,'/H/OHHQI0HGG(7+ 7N)'/H+//0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D&DL(+M(+,I07/H(+

"gR\E#%/0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D&"R_;D&#%6*6)(+DMHIH+MH+/j(+'GH! "9:V!# '+M 6*6)(+ :! "99U:!# (+

N(L0())(+D! "UAV8# (+/H0NH0(+,(+MF6HM &7FGH0H/(+7I'/O*5$J')/+8-$R-H+/*DGHKH+ >D-HHjD7)M 9=8\gA3Y&(6H

-H0H0'+M7&)*M(K(MHM (+/7+70&')67+/07),07FI%H&I/*KH6/70,07FI '+M ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI '6670M(+,/7/OH

0'+M7&+F&LH0/'L)H&H/O7M%-(/O C &(6H(+ H'6O ,07FI5ROH+70&')67+/07),07FI -'G+7//0H'/HM5ROHH&I/*KH6/70

,07FI '+M ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI -H0H(+/0'K(/0H'))*(+BH6/HM -(/O 4 ')H&I/*KH6/70'+M 4 ')'MH+7D'GG76('/HM K(0FG

"PP[# 6'00*(+,/OHGOD;\U! (+/H0NH0H+6HI)'G&(M (+ /OH0(,O/H*H%0HGIH6/(KH)*5ROHG/0F6/F0')'+M NF+6/(7+')6O'+,HG

!>C8! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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7N/OH0H/(+'-H0HMH/H6/HM '/# -HHjG'N/H0(+BH6/(7+ L*7I/(6')67OH0H+6H/7&7,0'IO*" @9R# '+M NF))DN(H)M

H)H6/070H/(+7,0'IO*" %W_#5ROHHQI0HGG(7+ '+M M(G/0(LF/(7+ 7N;\U! I07/H(+ (+ /OH0H/(+'-H0HMH/H6/HM L*

(&&F+7N)F70HG6H+6HG/'(+(+,5ROH&WUP'+M I07/H(+ HQI0HGG(7+ )HKH)G7N;\U!%gR\ED2%R_;D&!%9:V! '+M 99U:!

(+ &7FGH0H/(+'-H0HMH/H6/HM L*0H')D/(&HN)F70HG6H+6HJF'+/(/'/(KHE9W'+M aHG/H0+ L)7/5P))HQIH0(&H+/G67&I)(HM

-(/O /OHPW[@ G/'/H&H+/5ROH0HGH'06O G6OH&H-'G'II07KHM L*/OH%QIH0(&H+/')P+(&')%/O(6G97&&(//HH7N

ZO'+M7+,T+(KH0G(/*7NR0'M(/(7+')9O(+HGH ĤM(6(+H"U75!"2C"43#5$K'-.1)-$;7F0-HHjG'N/H0(+BH6/(7+%/OH

0HGF)/G7N@9RHQ'&(+'/(7+ GO7-HM /O'/67&I'0HM -(/O +70&')67+/07)'+M H&I/*KH6/70,07FIG%/OH0H/(+')I(,&H+/

670/HQ7N/OH;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI -'G(00H,F)'0-(/O O(,O MH+G(/*0HN)H6/(7+ '0H'G5;F))DN(H)M %W_0HGF)/GGO7-HM

/O'/67&I'0HM -(/O +70&')67+/07)'+M H&I/*KH6/70,07FIG% /OH'&I)(/FMH7NW7MD'% W7MDL% '̂QD''+M '̂QDL

-'KHN70&G(+ ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI MH60H'GHM%'+M /OHM(NNH0H+6HG-H0HG/'/(G/(6'))*G(,+(N(6'+/"'))'/Wt"c"=#5

ROH0HGF)/G7N(&&F+7N)F70HG6H+6HG/'(+(+,GO7-HM /O'/;\U! -'GHQI0HGGHM (+ /OH-O7)H0H/(+'%'+M /OHN)F70HG6H+6H

(+/H+G(/*7N;\U! -'G-H'jH0(+ ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI /O'+ /O'/(+ +70&')67+/07)'+M H&I/*KH6/70,07FIG5ROH

N)F70HG6H+6H(+/H+G(/*7N;\U! (+ +70&')67+/07),07FI%H&I/*KH6/70,07FI '+M ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI -'G23c!2u

!c!2%2=c=8u4c34 '+M =c4!u2c"3%0HGIH6/(KH)*%-(/O 'G/'/(G/(6'))*G(,+(N(6'+/7KH0'))M(NNH0H+6H"Uv33c"4%Wt

"c"=#5ROHN)F70HG6H+6H(+/H+G(/*7N;\U! I07/H(+ (+ ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI -'GG(,+(N(6'+/)*)7-H0/O'+ /O'/(+

H&I/*6'00(H0,07FI '+M +70&')67+/07),07FI " L7/O '/Wt"c"=#597&I'0HM -(/O +70&')67+/07)'+M H&I/*KH6/70

,07FIG%/OH0H)'/(KHHQI0HGG(7+ )HKH)G7NgR\ED2 '+M R_;D&! &WUP'+M I07/H(+ -H0HG(,+(N(6'+/)*(+60H'GHM (+ ;\U!

(+/H0NH0H+6H,07FI% -O()H/OH0H)'/(KHHQI0HGG(7+ )HKH)G7N;\U!% 9:V! '+M 99U:! &WUP '+M I07/H(+ -H0H

G(,+(N(6'+/)*MH60H'GHM%'+M /OHM(NNH0H+6HG-H0HG/'/(G/(6'))*G(,+(N(6'+/"'))'/Wt"c"=#5$L+,*1.-2+,-$ ROH

(+60H'GH7NgR\ED2 '+M R_;D&! '+M /OHMH60H'GH7N_2AZ IO'GH0H)'/HM I07/H(+G9:V! '+M 99U:! '0H(+K7)KHM (+

/OHMHKH)7I&H+/7NUAV8DMHN(6(H+/0H/(+7I'/O*5

"<'= 5+(8-#;;(L0())(+D!* PMH+7D'GG76('/HM K(0FG* WH/(+7I'/O*

>.,8&(+7(06$ U'/(7+')VH*WX:E)'+ E07BH6/" !"!2?;9!8"!2"4#* VH*WX:E)'+ E07BH6/(+ ZO'+M7+,

E07K(+6H"!"!2g9ko"C#

:@<$2"5483"A6&'5B56+22=C>CD!"!42"2#D""24"

$$原纤维蛋白D!"N(L0())(+D!%;\U!#是微纤维的重要
组成部分%参与全身结缔组织中弹性纤维的形成( 研
究表明%UAV8 基因变异可引起黄斑变性疾病%包括年
龄相关性黄斑变性 "',HD0H)'/HM &'6F)'0MH,H+H0'/(7+%
P̂ :#和早发性黄斑变性%导致视物变形)黄斑变性)

色素上皮萎缩和萎缩性黄斑
- 2. ( :FKK'0(等 - !.

在 P̂ :

患者中发现 UAV8 基因罕见错义变异 65#2#2_dR" I5
f(G24>2PG+#%并确认该变异具有致病性( UAV8 基因
可以调节转化生长因子D&"/0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D

&%R_;D&#表达 - 4. ( 据报道%在新生血管性 P̂ :中%
UAV8 缺失会异常激活 R_;D&%这表明 R_;D&在视网
膜纤维化过程中起关键作用%并直接诱导人原代视网
膜色素上皮 "0H/(+')I(,&H+/HI(/OH)(F&%WE%#细胞增
殖%并活化成纤维细胞 - #. ( 前期研究表明%玻璃体腔

注射 ;\UD! 抗体后视网膜中 R_;D&表达水平升高 - =. (

成熟 R_;D&的同源二聚体可与潜伏相关蛋白非共价
结合%形成潜伏 R_;D&结合蛋白")'/H+/R_;D&L(+M(+,
I07/H(+%gR\ED2#%使成熟的 R_;D&失去活性( ;\U已
被证实可以通过与 gR\E结合来调节 R_;D&活性%进
而调节大鼠肝细胞系细胞周期

- 3 8̀. ( R_;D&在控制细

胞增殖和分化中起关键作用%可以调节 _2AZ 期细胞
周期

- >. ( 周期蛋白依赖性激酶 ! " 6*6)(+DMHIH+MH+/
j(+'GHG!%9:V!#)细胞周期素 :!"6*6)(+ :!%99U:!#

是 _2AZ 期细胞周期标志物 - C. ( 本课题组前期研究发
现%小鼠玻璃体腔注射腺相关病毒 "'MH+7D'GG76('/HM
K(0FG%PP[#介导 UAV8 基因干扰后 # 周%视网膜 ;\U!

表达水平降低)视网膜结构及功能发生改变 - 2". ( 本研
究在前期研究的基础上%进一步明确 gR\EAR_;D&和
_2AZ 期细胞周期相关蛋白 9:V!)99U:! 在 UAV8 缺
陷型视网膜病变发病过程中的作用机制%为 UAV8 缺
陷型视网膜病变的精准治疗提供依据(

?;材料与方法

?5?$材料
?5?5?$实验动物与分组$!8 只 > 周龄 ZE;级雄性
9=8\gA3Y小鼠%体质量 !2 e!4 ,%购自北京维通利华
实验动物技术有限公司 -许可证号$Z9oV"京# !"2!D
"""2.( 入组前对小鼠进行眼部筛查%排除角膜病)白
内障以及眼底疾病( 所有实验均符合 PW[@对于动
物在眼睛和视觉方面的应用规则( 本研究方案经山东

!CC8!中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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中医药大学实验动物伦理委员会审核批准 "批文号$
!"2C"43#(
?5?5!$主要试剂及仪器$氧氟沙星滴眼液-山东辰
欣佛都药业"汶上#有限公司.*;\U! 干扰载体 PP[
"=wD_9P9PRP9PPR_R9__9PPP_D4w# " 2">"C4%上海
吉满生物科技有限公司 #* 小鼠 ;\U! 抗体 " G6D
4C4C3>%美国 Z'+/'公司#*兔抗 gR\ED2 多克隆抗体
"'L8>!C#% 美 国 PL6'& 公 司 #* 兔 抗 R_;D&! " LGD
!"#2!W#)兔抗 9:V! " LGD"8=8W#)兔抗 99U:! " LGD
22#>W#)兔抗 &D'6/(+" LGD>8>4W#抗体"北京博奥森生
物技术有限公司#*山羊抗兔 <,_" LGD>"!C=_DfWE#)
P)HQ';)F70=C# 标记山羊抗小鼠 <,_"SL!4"=%北京中
杉金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 #* R0(S7)试 剂 " 美 国
<+K(/07,H+ 公司#*逆转录试剂盒"南京诺唯赞生物科技
股份有限公司#*\9P蛋白定量试剂盒"上海碧云天生
物技术有限公司#*W<EP裂解缓冲液"武汉塞维尔生
物科技有限公司#*苯基甲基磺酰氟"上海雅酶生物医
药科技有限公司#*2!]十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝
胶"上海雅酶生物医药科技有限公司#)聚偏二氟乙烯
膜-生工生物工程 "上海#股份有限公司.*:P\显色
剂"美国 Z(,&'公司#*显微注射针头"44_%瑞士汉密
尔顿公司 #( 光学相干断层扫描 "7I/(6')67OH0H+6H
/7&7,0'IO*%@9R#仪 "德国海德堡公司#*视觉电生理
仪"英国 @ER@W@\%公司#*g(,O/9*6)H0( #>" %实时
荧光定量 E9W仪"美国 W76OH公司#*;TZ<@U;o8 多
功能成像系统);FG(7+ 9PER软件"法国 [()LH0g7F0&'/
公司#(
?5!$方法$
?5!5?$实验分组及 UAV8 缺陷型视网膜病变模型的
制备$将 !8 只小鼠按照随机数字表法分为正常对照
组)空载体组和 ;\U! 干扰组%每组 C 只( 其中正常对
照组不做处理%空载体组和 ;\U! 干扰组小鼠腹腔注
射 2" ,Ag戊巴比妥钠溶液"=" &,Aj,#进行麻醉%用复
方托吡卡胺滴眼液点眼扩瞳( 待瞳孔扩大后行玻璃体
腔注射%于角巩膜缘颞侧后垂直巩膜进针%有突破感后
针头向眼球后极部倾斜%在手术显微镜下透过小鼠角
膜观察针尖在玻璃体内的位置%避免刺伤晶状体和视
网膜%分别注射 4 ')PP[空载体"2 +,A')#或 4 ')携
带 GOD;\U! 干扰质粒的 PP["2 +,A')#(
?5!5!$@9R观察各组小鼠视网膜结构形态$玻璃体
腔注射后 # 周%腹腔注射 2" ,Ag戊巴比妥钠溶液
"=" &,Aj,#麻醉小鼠%复方托吡卡胺滴眼液点眼扩
瞳%小鼠受检眼配戴屈光度为 !̀= :)直径为 4 &&的
角膜接触镜%将受检眼对准扫描镜头%调整镜头距离%

以视盘为中心进行扫描( 每只小鼠至少获取 4 张图
片%观察视盘周围视网膜结构形态(
?5!5@$全视野视网膜电图分析各组小鼠视网膜功
能$玻璃体腔注射后 # 周%将小鼠置于黑暗环境 > O
以上进行暗适应*检测过程保持室内黑暗环境( 腹腔
注射 2" ,Ag戊巴比妥钠溶液"=" &,Aj,#麻醉小鼠%复
方托吡卡胺滴眼液点眼扩瞳*将动物置于操作台上%采
用 W%R<I70/系统%将环状角膜电极固定在小鼠双眼角
膜%将针状参考电极分别插入小鼠左右口角肌肉丰厚
处%针状接地电极缓慢扎入小鼠右上肢皮下肌肉%待检
测屏上显示电阻小于 = V)且地线稳定后%开始记录
视网膜电图 "H)H6/070H/(+7,0'IO*%%W_#( 在刺激强度
为 "c"4 )7,6M!GA&!

时记录 W7M 以反映暗适应性视
杆细胞反应%在刺激强度为 4 )7,6M!GA&!

时记录

'̂Q以反映暗适应性混合细胞反应%刺激间隔为
4" G( 记录 W7MD')W7MDL) '̂QD') '̂QDL 振幅%每个波
形取 4 个数值%取平均值( '波振幅定义为基线到
'波谷的距离% L 波振幅定义为波谷和波峰之间的
距离(
?5!5#$实时荧光定量 E9W法检测各组小鼠视网膜
;\U!)gR\ED2)R_;D&!)9:V! 和 99U:! &WUP表达
情况$玻璃体腔注射后 # 周%每组各任意选取 3 只小
鼠%腹腔注射戊巴比妥钠进行安乐死%取右眼视网膜组
织%将视网膜用剪刀经冠状切面沿视神经分成 ! 份%放
入液氮中 " >̀" x#( 取其中 2 份视网膜组织%使用
R0(S7)试剂提取总 WUP%使用逆转录试剂盒逆转录为
6:UP( ;\U! 正向引物 =wD_R_RPP9R_999_99R_P
9RR99D4w% 反 向 引 物 =wDP99RP9_99_P99R9R_R_
RR_9D4w*R_;D&! 正向引物 =wD9R999_R__9RR9RP
_R_9D4w% 反 向 引 物 =wD_99RRP_RRR__P9P__PR9
R_D4w*gR\ED2 正向引物 =wDR__999P_PPP9P_P99
9RRP9RRD4w%反向引物 =wDP9P9P_9__99_RRRR9P
9PPD4w*9:V! 正向引物 =wD99_99R__P9P9R_P_P
9R_PP_D4w%反向引物 =wD__P999_PR_P_PPR__9
PPPPRD4w*99U:! 正向引物 =wDRRRR_9P__P999_
_PR_PP_PP_D4w%反向引物 =wD_R___9PP9PPP_P
____P9R_D4w*&D'6/(+ 正向引物 =wD_R_P_99RR9RR
99R_RRP_D4w%反向引物 =wD9PRR9P_9R99_9PP_P
9RRD4w( 引物序列从 U9\<网站获取( 引物由生工生
物工程"上海#股份有限公司合成( E9W反应程序$
C= x预变性 2= G*C= x变性 4" G%3" x退火及延伸
3" G%循环 #" 次( 以 &D'6/(+ 为内参%采用 ! *̀*9/

法定

量 分 析 ;\U!) gR\ED2) R_;D&!) 9:V! 和 99U:!
&WUP的相对表达量( 实验重复 4 次%取平均值(

!"">! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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正常对照组 空载体组 FBN2干扰组

内丛状层
神经纤维层

内颗粒层
外丛状层
外颗粒层

外界膜
光感受器内节段
光感受器外节段

RPE

图 ?;各组小鼠视网膜 GLM图像;正常对照组和空载体组视网膜组织结构正常%光反射规则( ;\U! 干
扰组 WE%层出现光带不规则"箭头#$;\U!$原纤维蛋白D!*WE%$视网膜色素上皮
>27.('?;GLM2607'-+36+.-'(')2,0 2,8233'(',)7(+.&-;ROH0H/(+')/(GGFHG/0F6/F0H7N+70&')67+/07)'+M
H&I/*KH6/70,07FIG-'G+70&')'+M /OH)(,O/0HN)H6/(7+ -'G0H,F)'05g(,O/L'+M (00H,F)'0(/*"0HM '007-# 'IIH'0HM (+
/OH0H/(+')I(,&H+/HI(/OH)(F&)'*H0(+ ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI$;\U!$N(L0())(+D!*WE%$0H/(+')I(,&H+/HI(/OH)(F&

正常对照组 空载体组 FBN2干扰组

Rod

Max

80μv

80μv

40ms

40ms

图 !;各组小鼠全视野 $Ks波形图;正常对照组和空载体组 W7M 和 '̂Q波形及振幅正常%;\U! 干扰组
各波振幅降低%呈熄灭型$;\U!$原纤维蛋白D!
>27.('!;>.11F32'18$Ks50I'3+(6 +362*'2,8233'(',)7(+.&-;ROH-'KHN70&G'+M '&I)(/FMHG7N&(6H(+
+70&')67+/07)'+M H&I/*KH6/70,07FIG-H0H+70&')%-O()H/OH'&I)(/FMHG7N&(6H(+ ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI -H0H
0HMF6HM '+M HQ/(+,F(GOHM$;\U!$N(L0())(+D!

?5!5A$免疫荧光染色法检测各组小鼠视网膜 ;\U!
蛋白表达分布情况$玻璃体腔注射后 # 周%每组任意
选取 4 只小鼠%腹腔注射戊巴比妥钠进行安乐死%剖取
完整眼球%去除肌肉)筋膜后进行常规石蜡包埋( 平行
视神经进行石蜡切片%切片厚度为 = '&%随机选取 2"
张切片脱蜡)抗原修复后%滴加抗 ;\U! 抗体 " 2 i
2 """# # x孵育过夜%E\Z 洗涤 4 次%每次 = &(+*滴加
P)HQ';)F70=C# 标记山羊抗小鼠 <,_"2 i!""#%48 x
孵育 4" &(+%:PE<室温孵育 2" &(+*E\Z 洗涤 4 次%每
次 = &(+%用抗荧光淬灭封片剂封片%荧光显微镜下观
察并照相%采用 <&',HY软件分析 ;\U! 蛋白的荧光
强度(
?5!5B$aHG/H0+ L)7/法检测各组小鼠视网膜 ;\U!)
gR\ED2)R_;D&!)9:V! 和 99U:! 蛋白表达量$取
25!5# 部分中剩余的视网膜组织%用 W<EP裂解缓冲液
按质量体积比 2 i2""&,i')#加入 2 &&7)Ag的苯基甲
基磺酰氟%加入液氮研磨%> """y* 离心 = &(+%收集上
清( \9P测蛋白总浓度%取 = ')进行上样%采用 2!]
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳对蛋白进行分

离%并将蛋白转印至聚偏
二氟乙烯膜( 将膜加 入
;\U! " 2 i2 """ #) gR\ED2
" 2 i2 """ #) R_;D&! " 2 i
2 """#)9:V! " 2 i2 =""#)
99U:! " 2 i2 ="" # 和 &D
'6/(+"2 i2" """#抗体稀释
液中% # x 孵育过夜% 用
R\ZR洗涤*加入相应的二
抗"均 2 i! """ 稀释#稀释
液在室温下孵育 ! O%R\ZR
洗 涤* :P\ 显 色% 采 用
;FG(7+ ;o8 成 像 系 统 的
;FG(7+ 9PER软件进行定
量( 以 &D'6/(+ 为内参%计
算 ;\U!)gR\ED2)R_;D&!)
9:V! 和 99U:! 蛋白相对
表达量( 实验重复 4 次%取
平均值(
?5@$统计学方法

采用 ZEZZ !25" 统计
学软件进行统计分析%计量
资料数据经 ZO'I(07Da()j
检验证实呈正态分布%以
"u/表示%经 gHKH+H检验证

实方差齐( 正常对照组)空载体组);\U! 干扰组间全
视野 %W_振 幅% ;\U!) gR\ED2) R_;D&!) 9:V! 和
99U:! &WUP和蛋白相对表达量总体差异比较均采
用单因素方差分析%多重比较采用 gZ:D&检验( 采用
双尾检验%Wt"c"= 为差异有统计学意义(

!;结果

!5?$各组小鼠视网膜结构比较
注射后 # 周%正常对照组和空载体组 WE%层组织

结构正常%光反射规则*;\U! 干扰组 WE%层光带不规
则%出现高密度反射区"图 2#(
!5!$各组小鼠全视野 %W_W7M) '̂Q振幅比较

注射后 # 周各组 W7MD')W7MDL) '̂QD') '̂QDL 波振
幅组间总体比较差异均有统计学意义 "Uv8>cCC)
22!c38)2!=c#>)48c"3%均 Wt"c"=#%其中 ;\U! 干扰
组各波形振幅均较空载体组和正常对照组降低%差异
均有统计学意义"均 Wt"c"=#*空载体组与正常对照
组各波形振幅差异均无统计学意义 "均 Wd"c"= #
"图 !%表 2#(

!2">!中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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表 ?;各组全视野 $Ks反应振幅比较"!O"%!P#
M0:1'?;L+6&0(2-+,+33.11F32'18$Ks('-&+,-'06&12).8'-06+,7 )/(''7(+.&-"!O"%!P#

组别 样本量 W7M '波 W7M L 波 '̂Q'波 '̂QL 波

正常对照组 C #̀"c44uCc=" 2!2c4=u!2c3" 2̀28c!=u2=c>> 42c#3u>c>!

空载体组 C #̀8c#3u>c38 2!8c2>u!>cC4 2̀!>cC!u!2c!3 !Cc#3u3c=C
;\U! 干扰组 C !̀"c44u3c4>'L 42c!>uCc4!'L !̀"c##u=c4='L 2=c84u#cC"'L

U值 8>cCC 22!c38 2!=c#> 48c"3
W值 "c""C t"c""2 t"c""2 "c"!"

$注$与正常对照组相比%'Wt"c"=*与空载体组相比%LWt"c"="单因素方差分析%gZ:D&检验#$%W_$视
网膜电图*;\U!$原纤维蛋白D!
$U7/H$97&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI%'Wt"c"=*67&I'0HM -(/O H&I/*KH6/70,07FI%LWt"c"= "@+HD-'*
PU@[P%gZ:D&/HG/#$%W_$H)H6/070H/(+7,0'IO**;\U!$N(L0())(+D!

FB
N
2干

扰
组

空
载

体
组

正
常

对
照

组

DAPI（蓝） FBN2（红） 叠加

正常对照组 空载体组 FBN2干扰组

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

FB
N
2蛋

白
荧

光
强

度

20

15

10

5

0

ab

A B
图 @;各组小鼠实验眼视网膜 >QR! 蛋白表达情况;P$各组小鼠实验眼视网膜 ;\U! 蛋白表达荧光
图"P)HQ';)F70=C# y#""%标尺v=" '&#$;\U! 蛋白在视网膜全层表达%;\U! 干扰组荧光强度较正
常对照组和空载体组全视网膜明显均匀减弱$\$各组视网膜 ;\U! 蛋白荧光强度量化比较$Uv

33c"4%Wt"c"=5与正常对照组相比%'Wt"c"=*与空载体组相比%LWt"c"="单因素方差分析%gZ:D&检
验%.v4#$:PE<$二脒基苯基吲哚*;\U!$原纤维蛋白D!
>27.('@;$%&('--2+,+3>QR! &(+)'2,2,6+.-'(')2,0 2,)/''%&'(26',)01'='-2,8233'(',)7(+.&-;
P$<&&F+7N)F70HG6H+6HG/'(+(+,7N0H/(+');\U! I07/H(+ HQI0HGG(7+ (+ /OH&7FGHHQIH0(&H+/')H*HG(+ M(NNH0H+/
,07FIG"P)HQ';)F70=C# y#""%G6')HL'0v=" '&#$;\U! I07/H(+ -'GHQI0HGGHM /O07F,O7F//OH0H/(+''+M
(/GN)F70HG6H+6H(+/H+G(/*-'G-H'jH0(+ ;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI /O'+ (+ +70&')67+/07),07FI '+M H&I/*
KH6/70,07FI$\$97&I'0(G7+ 7NN)F70HG6H+6H(+/H+G(/*7N;\U! I07/H(+ '&7+,/O0HH,07FIG$Uv33c"4%Wt

"c"=597&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI%'Wt"c"=*67&I'0HM -(/O H&I/*KH6/70,07FI%LWt"c"= "@+HD-'*
PU@[P%gZ:D&/HG/%.v4#$:PE<$M('&(+(M(+HIOH+*)(+M7)H*;\U!$N(L0(+(+D!

表 !;各组 >QR!)SMQTF?)Ms>F"!)L4<!)LLR4! 6KR9相对表达量比较"!O"#
M0:1'!;L+6&0(2-+,+3('10)2I''%&('--2+,-+3>QR!%SMQTF?%Ms>F"!%L4<! 0,8

LLR4! 6KR906+,7 )/(''7(+.&-"!O"#

组别 样本量 ;\U! gR\ED2 R_;D&! 9:V! 99U:!

正常对照组 3 2c""u"c"" 2c""u"c"" 2c""u"c"" 2c""u"c"" 2c""u"c""

空载体组 3 2c"4u"c"= "cC4u"c"8 2c"8u"c"3 2c"4u"c"3 "cC3u"c"8
;\U! 干扰组 3 "c=4u"c2"'L 2c=4u"c!2'L 2c34u"c!='L "c=3u"c"='L "c38u"c22'L

U值 88c4! 3!c>= >"c=4 3!c"3 8"c38
W值 "c"48 "c"#2 "c"!= "c"## "c"4>

$注$与正常对照组相比%'Wt"c"=*与空载体组相比%LWt"c"="单因素方差分析%gZ:D&检验#$;\U!$原
纤维蛋白D!*gR\E$潜伏转化生长因子D&结合蛋白*R_;D&$转化生长因子D&*9:V!$周期蛋白依赖性激酶
!*99U:!$细胞周期素 :!
$U7/H$97&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI%'Wt"c"=*67&I'0HM -(/O H&I/*KH6/70,07FI%LWt"c"= "@+HD-'*
PU@[P%gZ:D&/HG/# $;\U!$N(L0())(+D!*gR\E$)'/H+//0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D& L(+M(+,I07/H(+*R_;D&$
/0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D&*9:V!$6*6)(+ MHIH+MH+/j(+'GH!*99U:!$6*6)(+ :!

!5@$各组小鼠视网膜 ;\U!)
gR\ED2) R_;D&!) 9:V! 和

99U:! &WUP 相 对 表 达 量
比较

注射后 # 周%正常对照
组)空载体组和 ;\U! 干扰组
;\U!)gR\ED2)R_;D&!)9:V!

和 99U:! &WUP相对表达量
总体比较差异均有统计学意

义 "Uv88c4!) 3!c>=) >"c=4)
3!c"3) 8"c38% 均 Wt"c"= #(

其中与正常对照组和空载体

组比较%;\U! 干扰组 ;\U!)
9:V! 和 99:U! &WUP相对
表达量均明显降低%gR\ED2 和
R_;D&! 相对表达量均明显升
高%差异均有统计学意义 "均
Wt"c"=#"表 !#(
!5#$各组小鼠视网膜 ;\U!

蛋白分布及荧光强度比较

注射后 # 周%免疫荧光染
色结果显示 ;\U! 在视网膜全
层均有表达%;\U! 干扰组中
;\U! 荧光强度均弱于正常对
照组和空载体组( 正常对照
组)空载体组和 ;\U! 干扰组
小鼠 ;\U! 荧光强度分别为
23c!2u!c!2) 2=c=8 u4c34 和
=c4!u2c"3%总体比较差异有
统计学意义 " Uv33c"4% Wt
"c"=#*其中与正常对照组和
空载体组比较%;\U! 干扰组
中 ;\U! 荧光强度明显降低%

差异均有统计学意义 "均 Wt
"c"=#"图 4#(
!5A$各组小鼠视网膜 ;\U!)
gR\ED2) R_;D&!) 9:V! 和

99U:! 蛋白相对表达量比较
注射后 # 周%;\U! 干扰

组 ;\U!)9:V! 和 99:U! 蛋
白电泳条带灰度较正常对照

组和 空 载 体 组 明 显 减 弱%
gR\ED2)R_;D&!蛋白电泳条

!!">! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

表 @;各组 >QR!)SMQTF?)Ms>F"!)L4<!)LLR4! 蛋白相对表达量比较"!O"#
M0:1'@;L+6&0(2-+,+3('10)2I''%&('--2+,-+3>QR!%SMQTF?%Ms>F"!%L4<! 0,8

LLR4! &(+)'2,-06+,7 )/(''7(+.&-"!O"#

组别 样本量 ;\U! gR\ED2 R_;D&! 9:V! 99U:!

正常对照组 3 2c""u"c2= 2c">u"c#! 2c"=u"c2! 2c"2u"c"3 2c22u"c"C

空载体组 3 2c24u"c"2 2c"2u"c"# 2c"8u"c"3 2c2#u"c"C 2c2!u"c">

;\U! 干扰组 3 "c3"u"c"8'L 2c=!u"c!='L 2c==u"c28'L "c==u"c"C'L "c38u"c2!'L

U值 8Cc=8 ="c33 34c>> >Cc38 #4c2>

W值 t"c""2 "c""3 "c""! t"c""2 "c""=

$注$与正常对照组相比%'Wt"c"=*与空载体组相比%LWt"c"="单因素方差分析%gZ:D&检验#$;\U!$原
纤维蛋白D!*gR\E$潜伏转化生长因子D&结合蛋白*R_;D&$转化生长因子D&*9:V!$周期蛋白依赖性激酶
!*99U:!$细胞周期素 :!
$U7/H$97&I'0HM -(/O +70&')67+/07),07FI%'Wt"c"=*67&I'0HM -(/O H&I/*KH6/70,07FI%LWt"c"= "@+HD-'*
PU@[P%gZ:D&/HG/# $;\U!$N(L0())(+D!*gR\E$)'/H+//0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D& L(+M(+,I07/H(+*R_;D&$
/0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D&*9:V!$6*6)(+ MHIH+MH+/j(+'GH!*99U:!$6*6)(+ :!

带灰度明显增强( 正常对照组)空载体组);\U! 干扰
组 ;\U!)gR\ED2)R_;D&!)9:V! 和 99U:! 蛋白相对
表达量总体比较%差异均有统计学意义 "Uv8Cc=8)
="c33)34c>>)>Cc38)#4c2>%均 Wt"c"=#%其中与正常
对照组和空载体组比较%;\U! 干扰组 ;\U!)9:V! 和
99:U! 蛋白相对表达量均明显降低%gR\ED2)R_;D&!
蛋白相对表达量均明显升高%差异均有统计学意义
"均 Wt"c"=#"图 #%表 4#(

正常对照组 空载体组 FBN2干扰组

β�actin

FBN2

LTBP�1

TGF�β2

CDK2

CCND2

42000

290000

180000

50000

33000

35000

相对分子质量

图 #;各组 >QR!)SMQTF?)Ms>F"!)L4<!)LLR4! 蛋白表达电泳
图;与正常对照组和空载体组相比%;\U! 干扰组 gR\ED2)R_;D&!
蛋白条带灰度增强%;\U!)9:V!)99U:! 蛋白条带灰度减弱$
;\U!$原纤维蛋白D!*gR\E$潜伏转化生长因子D&结合蛋白*R_;D&$
转化生长因子D&*9:V!$周期蛋白依赖性激酶 !*99U:!$细胞周期
素 :!
>27.('#;$1'*)(+&/+(')+7(06 +3>QR!%SMQTF?%Ms>F"!%L4<!
0,8LLR4! &(+)'2,-'%&('--2+,2,8233'(',)7(+.&-;97&I'0HM -(/O
+70&')67+/07)'+M H&I/*KH6/70,07FIG%/OH,0'*)HKH)G7NgR\ED2 '+M
R_;D&! I07/H(+ L'+MG(+ /OH;\U! (+/H0NH0H+6H,07FI -H0HG/07+,H0%'+M
/OH,0'*)HKH)G7N;\U!%9:V! '+M 99U:! I07/H(+ L'+MG-H0H-H'jH0$
;\U!$ N(L0())(+D!* gR\E$ )'/H+//0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D& L(+M(+,
I07/H(+*R_;D&$ /0'+GN70&(+,,07-/O N'6/70D&* 9:V!$ 6*6)(+ MHIH+MH+/
j(+'GH!*99U:!$6*6)(+ :!

@;讨论

P̂ :是全球老年人不可逆盲的主要原因%是一种
复杂)高度遗传)多因素疾病%由年龄)遗传和环境因素
相互作用引起( 预计 !"=" 年%患有 P̂ :的亚洲人将
超过世界其他地区患病人数的总和

- 22. ( 已有研究表
明 UAV8 基因变异与早发性黄斑变性和 P̂ :有关 - 2. %
而 UAV8 基因变异导致视网膜疾病的发病机制尚不明
确( PP[载体具有宿主范围广)转染效率高)免疫原
性低)免疫应答弱等优点%是视网膜疾病的优秀转染载
体

- 2! 2̀4. ( 本课题组前期研究结果发现%以 PP[为载
体进行 UAV8 敲减后可以构建 UAV8 缺陷型视网膜病
变模型

- 2". ( 在本研究中%敲减 UAV8 后出现的视功能
下降和 WE%结构不规则改变与前期研究结果一
致

- 2". ( 本研究进一步发现 UAV8 缺陷型视网膜病变
小鼠视网膜中 gR\ED2) R_;D&! 表达升高% 9:V!)
99:U! 表达降低%这为探索 UAV8 基因缺陷型视网膜
病变发病机制提供了理论依据(

gR\ED2 和 R_;D&! 是纤维化标志物%活化的 R_;
可 刺 激 肌 成 纤 维 细 胞 积 聚 紊 乱 和 细 胞 外 基 质

"HQ/0'6H))F)'0&'/0(Q% %9̂ # 僵 硬% 导 致 纤 维 化 - 2#. (
gR\ED2 是 R_;D&! 的上游因子%调节 R_;D&在 %9̂
内的分泌和定位活化

- 2=. %诱导 %9̂ 内胶原积累和纤

维化%最终诱发 P̂ :- 23. ( 有研究发现%R_;D&! 在增
生性玻璃体视网膜病变中表达增加%通过影响组织谷
氨酰胺转移酶的量和活性及 WE%细胞的分化状态促
进疾病进展

- 28. ( 此外本课题组前期研究发现%玻璃体
内注射 ;\U! 抗体后 R_;D&! 表达水平升高%认为是导
致 UAV8 缺陷型视网膜病变的重要发病机制 - =. ( 在本
研究中%玻璃体内注射 PP[进行 ;\U! 干扰后%视网

膜内 R_;D&! 和 gR\ED2 表达
明显高于 PP[空载体注射
眼%这一结果与以往研究结果
一致%说明 R_;D&! 和 gR\ED2
参与了 UAV8 缺陷型视网膜病
变的发展(

先天性挛缩性蜘蛛样指

症和马凡综合征为常见遗传

性结缔组织病%多由于 UAV8
基因变异导致 ;\U! 蛋白合成
减少和全身结缔组织纤维

化
- 2>. ( 有研究表明 _2AZ 停

滞是导致纤维化的重要影响

因素
- 2C. ( 此外%R_;D&! 的激

!4">!中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C
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活可引起 _2AZ 停滞( 9:V和 99U:! 表达的降低可
以引起 _2AZ 转换的停滞 - !". ( 9:V! 是 WUP转录和
_2AZ 期推进的重要控制者%并参与一系列生物过程%
在 :UP损伤)细胞内转运)蛋白质降解)信号转导)
:UP和 WUP代谢及翻译等途径中与蛋白质相互作用
并使蛋白磷酸化

- !2. ( 99U:! 是细胞周期调节因子%
也是细胞周期蛋白 :!D9:V# ":9#复合物的关键成
员( 99U:! 通过调节 _2 到 Z 的相变来调节细胞周
期%对细胞增殖和发育至关重要 - !!. ( 也有研究表明以
细胞周期停滞为特征的细胞衰老是包含 P̂ :在内的
年龄相关疾病的重要因素

- !4. ( 在 P̂ :中氧化损伤触
发了 WE%细胞的 _2 Â 停滞%从而降低了细胞活力%
增加了总细胞凋亡

- !#. ( 以上研究说明 _2AZ 期停滞在
UAV8 缺陷型视网膜病变的发展中具有重要作用( 在
本研究中%_2AZ 期相关蛋白 9:V! 和 99U:! 表达降
低%与以上研究结果一致%表明在 UAV8 缺陷型视网膜
病变中 9:V!)99U:! 表达抑制是疾病发展的重要
机制(

本研究首次证明了 gR\ED2)R_;D&! 表达升高以
及 _2AZ 期相关蛋白 9:V!)99U:! 表达降低参与
UAV8 缺陷型视网膜病变的发展( 该研究为探索
UAV8 基因缺陷引起的眼部疾病进展提供了实验研究
基础%为进一步明确 UAV8 缺陷型视网膜病变发病机
制供了证据%也为研究 UAV8 缺陷型视网膜病变的精
准治疗提供了新的靶点(
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&H/'))7I07/H(+'GHG (+ ',HD0H)'/HM &'6F)'0 MH,H+H0'/(7+ " P̂ :#
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>;̂ 8基因突变"658".>3MH)#导致先天性无眼症合并智力障碍一例
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>.,8&(+7(06$_F(M'+6HE07BH6/7NZO(*'+ Z6(H+6H'+M RH6O+7)7,*\F0H'F "2>?4!#*

97))H,HD)HKH)E07BH6/7NR'(OHf7GI(/')"!"2CYYô ""##
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$$患儿%女%4 岁( 因出生后双眼无眼裂于 !"2C 年 2" 月 !3

日来十堰市太和医院就诊( 患儿为足月顺产第 2 胎%出生时身

高 =" 6&%体质量为 4 2>" ,%母亲孕早期无感冒%无用药及疾病

史%无放射性及毒物接触史%优生优育五项检测 "R@W9f#阴

性%父母非近亲结婚%否认家族史( 患儿目前身高为 C= 6&%属

正常范围%双下肢肌张力减低%无法正常行走%语言障碍%韦氏

幼儿智力量表得分为 => 分%提示智力落后( 幼女外生殖器发

育正常%平时饮食及泌尿系统正常%未出现癫痫症状%生长激素
"_f#峰值为 2= +,A&)%心电图未见异常%骨骼系统未做过检

测( 眼部检查$双眼窝轻度内陷%双眼眼裂小%睁开困难%弹足 !

次皱眉%双眼上下睑缘存在%可分开%睑缘睫毛整齐排列( 眼部

触诊显示眼窝柔软%双眼未触及眼球及硬结组织( 上下眼睑正

常)上下泪小点在位%双眼眼窝可见)结膜囊内结膜覆盖)未见

角膜及巩膜等眼球形态"图 2#( 眼部 \型超声检查结果显示

双眼未探及正常眼球组织 "图 !#( 眼眶核磁共振 "&',+H/(6

0HG7+'+6H(&',(+,% Ŵ<#检查结果显示双侧眼球缺失%双侧视神

经萎缩)变细%考虑先天发育异常 "图 4#( 颅脑 Ŵ<)9R)脑电

图检查均未见明显异常%全外显子组测序和 Z'+,H0测序发现患

者的 >;̂ 8 基因杂合突变 658". >3MH)" I5PG+!#_)*NGRH033#%患

儿父母及正常对照均未检测到该突变"图 ##%诊断如下$"2#先

天性眼球缺如*"!#先天性视神经缺如*"4#基因自发突变( 患

儿父母为备孕第 ! 胎%查明原因后将进行产前诊断( 本研究通

过十堰市太和医院伦理委员会审核批准"批文号$!"!"VZ"#=#%

并征求患者家属知情同意(

讨论$先天性无眼症是一种罕见且非常严重的先天缺陷%

指出生时眼眶内没有眼组织%可单侧或双侧发病%其发病率约

为 "c4A2" """%可以单独发生或者合并心脏)骨骼系统及中枢

神经系统的异常
-2 !̀. ( 该病的发病机制仍存在争议%主要包括
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图 ?;患儿眼部外观图像$双眼上下眼睑正常%眼窝可见%未见角膜
及巩膜等眼球形态$图 !;双眼 Q型超声图像$P$右眼$\$左
眼$未发现正常眼球组织$图 @;患儿眼眶 JKW图像$P$横切
面$\$冠状位"压脂序列#$9$右眼矢状位"压脂序列#$:$左眼矢
状位"压脂序列#$双侧眼眶内未见眼球及视神经

遗传缺陷和非遗传性因素"孕早期环境)病毒及药物影响#%遗

传方式包括常染色体显性)常染色体隐性及 o连锁遗传 -4. (

余洪华等
-#.
曾报道 ! 例先天性无眼球病例%认为发病原因可能

是孕早期母体感染病毒和服用某些药物所致( 潘开明等 -=.
报

道了 2 个家系中出现 # 例常染色体隐性遗传的先天性无眼球

患者( 无眼症和小眼症属于同一临床谱系%具有高度的遗传异

质性%目前已报道出有 C" 多个关联基因%但主要与 4J!3

">;̂ 8#缺失)4J!C 重复)22I24"WĈ H#重复和 28J225!"VUG#

突变)>CPP8 突变有关 -3 8̀. %而关键转录因子 >;̂ 8 的突变占人

类无眼症和小眼症的!"]%被确定为主要的致病基因 ->. %>;̂ 8

!=">!中华实验眼科杂志 !"!# 年 C 月第 #! 卷第 C 期$9O(+ Y%QI @IO/O')&7)%ZHI/H&LH0!"!#%[7)5#!%U75C




