
fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

!实验研究!

视网膜色素变性中 S: <̂5基因变异对小胶质
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""'摘要("目的"研究视网膜色素变性$gT%中的 QG8;I和免疫球蛋白结构域 %$S: <̂5%基因变异对小胶质
细胞功能的影响及其作用机制*"方法"利用免疫荧光染色检测 QBA>% 在小鼠视网膜中的定位* 给 Y@N$
细胞$人小胶质细胞系%转染野生型$a;3Gk?%)突变型$a;3G@:I%S: <̂5 基因以及转染空载病毒$a;3GNH3I%"
并通过有或无脂多糖$aTB%刺激 Y@N$ 细胞分为对照组)aTBGa;3Gk?组)aTBGa;3G@:I组)aTBGa;3GNH3I组)
a;3Gk?组)a;3G@:I组和 a;3GNH3I组* 采用实时荧光定量 TNg检测炎症因子白细胞介素 !%$AaG!%%和肿瘤
坏死因子 &$?RhG&%的 -gRS表达水平#采用 k;8I;M3 P0HI法检测核因子红细胞系 # 相关因子 #$RMJ#%)血红
素加氧酶 !$YEG!%)谷胱甘肽过氧化物酶 %$>Tj%%)核转录因子 ,e$RhG,e% L'& 亚单位$T'&%和磷酸化 T'&
$TT'&%的蛋白表达水平#采用吞噬实验检测细胞吞噬功能#采用细胞划痕和 ?M.38V;00实验检测细胞迁移能
力* 将 aTB 刺激状态下的 Y@N$ 细胞与 ''!k细胞$小鼠视网膜感光细胞%共培养"采用 k;8I;M3 P0HI法检
测 e细胞淋巴瘤因子 #$e=0G#%和 e=0G# 相关 j蛋白$e.5%表达水平"采用凋亡实验检测 ''!k细胞的凋亡
数量*"结果"QBA>% 定位于小鼠视网膜小胶质细胞* 实时荧光定量 TNg检测结果显示"与 aTBGa;3Gk?组
相比"aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞 AaG!%)?RhG&-gRS相对表达量均显著升高"差异均有统计学意义 $均+n
+_+&%* k;8I;M3 P0HI检测结果显示"与 aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞 RMJ#)YEG!)>Tj% 的
蛋白表达水平均显著降低"TT'&CT'& 比值显著升高"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%* 吞噬实验检测结果
显示"a;3GNH3I组)aTBGa;3GNH3I组)aTBGa;3Gk?组和 aTBGa;3G@:I组细胞吞噬率分别为 $ $&_'(o$_##%^)
$'$_'(o!+_+(%^)$)%_++o$_%'%^和$'%_'(o#_$!%^"各组 Y@N$ 细胞吞噬率总体比较差异有统计学意义
$9c&*_+'"+n+_++!%* 与 aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞吞噬率显著降低"差异有统计学意
义$+n+_+&%* 细胞划痕和 ?M.38V;00实验检测结果显示"与 aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞
#%)%) 2 时迁移率和 #% 2 时单位面积侵袭细胞数显著降低"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%* 与 aTBGa;3G
k?组相比"共培养系统中 aTBGa;3G@:I组 e.5Ce=0G#蛋白表达量比值及细胞凋亡数量显著升高"差异均有统
计学意义$均 +n+_+&%* "结论"QBA>% 定位于小鼠视网膜小胶质细胞* gT中的 S: <̂5 基因变异后"aTB 刺
激状态下的 Y@N$ 细胞 RhG,e信号通路激活"RMJ#CYEG! 信号通路活化程度减弱"细胞分泌炎症因子增多#吞
噬和迁移能力减弱#共培养系统中细胞凋亡增加*"

'关键词("QG8;I和免疫球蛋白结构域 %# 基因变异# 视网膜色素变性# 小胶质细胞# 吞噬
基金项目# 江苏省自然科学基金 $e\#+##!#($%
DEA&!+7$('+C=-.7F7=3!!&*)*G#+#%+$+%G+++'$

!00$'&,*+)$'.,*-5) (0'()*+ /$*$)3&,&-(*(*&.$03*'&-(*(0)-'%(/4-, -*%$&-*-&-5#-/)$*&(5,
&( O"($),$%"!"#$% <(,b0'"?( _($"_'# !"0$"X#$% _'$%D'$%"X#$% !'b0$"4'B#$%"4( C,$%
?0D#NF70$F,HID"F"#)7,),%G"KHH')'#F0J C,LD'F#),H̀ #$F,$% Q$'R0NL'FG"10J'@#):@",,),H̀ #$F,$% Q$'R0NL'FG" #̀$F,$%
..8EE*"O"'$#
O,NN0LD,$J'$% #(F",N&4( C,$%"W7#')&)(",$%[$F(\0J(\@$

!895&%,'&":F9G$'&-1$:?H/3K;8I/4.I;I2;;JJ;=I.3< -;=2.3/8- HJI2;QG8;I.3< /--:3H40HP:0/3 <H-./3G
=H3I./3/34% $ S: <̂5 % 4;3; -:I.I/H3 H3 I2; J:3=I/H3 HJ-/=MH40/. /3 M;I/3/I/8 L/4-;3IH8. $ gT%7"
H$&.(+5"aH=.0/1.I/H3 HJQBA>% /3 I2;M;I/3.V.8<;I;=I;< P9/--:3HJ0:HM;8=;3=;7Y@N$ =;008$ 2:-.3 -/=MH40/.0
=;008% V;M;IM.38J;=I;< V/I2 V/0<GI9L;$a;3Gk?% S: <̂5 4;3;"-:I.3II9L;$a;3G@:I% S: <̂5 4;3;.3< ;-LI9K;=IHM
K/M:8$a;3GNH3I% .3< 8I/-:0.I;< P9I2;LM;8;3=;HM.P8;3=;HJ0/LHLH098.==2.M/<;$aTB%"I2;3 </K/<;< /3IH=H3IMH0
4MH:L"aTBGa;3G@:I4MH:L"aTBGa;3Gk?4MH:L"aTBGa;3GNH3I4MH:L"a;3G@:I4MH:L"a;3Gk?4MH:L .3< a;3GNH3I
4MH:L7?2;-gRS;5LM;88/H3 0;K;08HJI2;/3J0.--.IHM9J.=IHM8/3I;M0;:U/3G!%$AaG!%% .3< I:-HM3;=MH8/8J.=IHMG&
$?RhG&% V;M;<;I;=I;< P9M;.0GI/-;J0:HM;8=;3=;X:.3I/I.I/K;TNg7TMHI;/3 ;5LM;88/H3 0;K;08HJ3:=0;.MJ.=IHM
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;M9I2MH/< #GM;0.I;< J.=IHM# $ RMJ# %" 2;-;H594;3.8;! $ YEG! %" 40:I.I2/H3;L;MH5/<.8;% $ >Tj% %" 3:=0;.M
IM.38=M/LI/H3 J.=IHMG,e$RhG,e% L'& 8:P:3/I$T'&%".3< L2H8L2HM90.I;< T'& $TT'&% V;M;<;I;=I;< P9k;8I;M3
P0HI7N;00L2.4H=9I/=J:3=I/H3 V.8<;I;=I;< P9L2.4H=9IH8/8.88.97N;00-/4M.I/H3 .P/0/I9V.8<;I;=I;< P9=;008=M.I=2
.3< IM.38V;00-/4M.I/H3 .88.97aTBG8I/-:0.I;< Y@N$ =;008V;M;=HG=:0I:M;< V/I2 ''!k =;008$ -H:8;M;I/3.0
L2HIHM;=;LIHM=;008%".3< I2;;5LM;88/H3 0;K;08HJeG=;0009-L2H-.G# $e=0G#% .3< e=0G#G.88H=/.I;< j$e.5% LMHI;/38
HJI2;=;008V;M;<;I;=I;< P9k;8I;M3 P0HI7?2;3:-P;MHJ.LHLIHI/==;008V.8<;I;M-/3;< P9.LHLIH8/8.88.97"
I$534&5"QBA>% V.80H=.0/1;< IH-/=MH40/./3 -H:8;M;I/3.7?2;M;.0GI/-;J0:HM;8=;3=;X:.3I/I.I/K;TNg M;8:0I8
82HV;< I2.I=H-L.M;< V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJAaG!%.3< ?RhG&-gRS/3 Y@N$
=;008V;M;8/43/J/=.3I09/3=M;.8;< /3 aTBGa;3G@:I4MH:L $ PHI2 .I+n+_+&%7?2;k;8I;M3 P0HIM;8:0I882HV;< I2.I
=H-L.M;< V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;LMHI;/3 ;5LM;88/H3 0;K;08HJRMJ#"YEG!".3< >Tj% /3 Y@N$ =;008V;M;
8/43/J/=.3I09M;<:=;< /3 aTBGa;3G@:I4MH:L".3< I2;TT'&CT'& M.I/HV.88/43/J/=.3I09/3=M;.8;< $.00.I+n+_+&%7
?2;L2.4H=9I/=;5L;M/-;3IM;8:0I882HV;< I2.II2;L2.4H=9I/=M.I;8HJY@N$ =;008/3 a;3GNH3I4MH:L"aTBGa;3GNH3I
4MH:L"aTBGa;3Gk?4MH:L".3< aTBGa;3G@:I4MH:L V;M;$$&_'(o$_##%^"$'$_'(o!+_+(%^"$)%_++o$_%'%^"
.3< $'%_'(o#_$!%^"M;8L;=I/K;09"82HV/34.8I.I/8I/=.0098/43/J/=.3I</JJ;M;3=;$9c&*_+'"+n+_++!%7NH-L.M;<
V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;L2.4H=9I/=M.I;HJY@N$ =;008V.88/43/J/=.3I09M;<:=;< /3 aTBGa;3G@:I4MH:L $+n
+_+&%7?2;M;8:0I8HJ=;008=M.I=2 .3< IM.38V;00-/4M.I/H3 .88.982HV;< I2.I=H-L.M;< V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;
-/4M.I/H3 M.I;HJY@N$ =;008.I#% .3< %) 2H:M8.3< I2;3:-P;MHJ/3K.</34=;008L;M:3/I.M;..I#% 2H:M8V;M;
8/43/J/=.3I09M;<:=;< /3 aTBGa;3G@:I4MH:L $.00.I+n+_+&%7NH-L.M;< V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;;5LM;88/H3 M.I/H
HJe.5Ce=0G# LMHI;/3 .3< I2;3:-P;MHJ=;00.LHLIH8/8V;M;8/43/J/=.3I09/3=M;.8;< /3 I2;aTBGa;3G@:I4MH:L :3<;M
I2;=HG=:0I:M;898I;- $PHI2 .I+n+_+&%7"J(*'435-(*5"QBA>% /80H=.0/1;< IH-H:8;M;I/3.0-/=MH40/.7k2;3 I2;
S: <̂5 4;3;/3 gT-:I.I;8"Y@N$ =;008:3<;MaTB 8I/-:0.I/H3 ;52/P/I.8;M/;8HJ=2.34;8"/3=0:</34.=I/K.I/H3 HJI2;
RhG,e 8/43.0/34 L.I2V.9" <;=M;.8;< .=I/K.I/H3 HJI2; RMJ#CYEG! 8/43.0/34 L.I2V.9" /3=M;.8;< 8;=M;I/H3 HJ
/3J0.--.IHM9=9IHU/3;8"M;<:=;< L2.4H=9I/=.3< -/4M.IHM9.P/0/I/;8".3< /3=M;.8;< =;00.LHLIH8/8/3 =HG=:0I:M;898I;-87

!;$2 7(%+5":QBA>%# >;3;I/=-:I.I/H3# g;I/3/I/8L/4-;3IH8.# @/=MH40/.# T2.4H=9IH8/8
K3*+#%(/%,)& B=/;3=;.3< ?;=23H0H49B:LLHMITMH4M.-HJO/.348: TMHK/3=;$e\#+##!#($%
DEA&!+7$('+C=-.7F7=3!!&*)*G#+#%+$+%G+++'$

""视网膜色素变性$M;I/3/I/8L/4-;3IH8."gT%是一类
以感光细胞或视网膜色素上皮细胞结构)功能相关基
因变异为主的遗传性疾病

+ !, * 世界范围内 gT的患病

率为 !C% +++"中国为 !C$ ++++ #Z$, * gT特征性的临床
表现为光感受器变性)骨细胞样色素沉着)夜视能力差
和视野缺损* 在 gT病程早期可出现夜盲"晚期中心
视力被破坏"导致全盲 + %, * QG8;I和免疫球蛋白结构域
% $ QG8;I.3< /--:3H40HP:0/3 <H-./3G=H3I./3/34 %"
QBA>%%被称为 A4超家族蛋白 $* 或免疫球蛋白超家族
的补体受体

+ &, "是 gT的致病基因* S: <̂5 基因全长
!)_$ UP"包含 ) 个外显子* QBA>% 仅在部分组织的巨
噬细胞中被检测到"如腹腔巨噬细胞)肝库普弗细胞)

心脏间质巨噬细胞)肾脏巨噬细胞以及肺泡状巨噬细
胞

+ &, * QBA>% 可负向调节巨噬细胞 @! 极化"减少促

炎因子的分泌"抑制炎症反应 + ', * 目前"尚无报道证
实 QBA>% 在眼部组织中的定位* 小胶质细胞是视网
膜组织驻留的巨噬细胞"在 gT发病机制中发挥关键
作用

+ (, * 适度激活的小胶质细胞可迁移至视网膜受
损部位"吞噬死亡或变性的感光细胞"维持视网膜内环
境稳态"但其过度激活可释放大量促炎因子"破坏氧化
应激系统稳态"加速 gT病程 + )Z!!, * 在大鼠 gT模型

中"过度激活的小胶质细胞吞噬功能减弱"大量外节膜
盘堆积于视网膜下腔"导致视觉功能障碍"加速 gT进

展
+ !#, * 因此"变异的 S: <̂5 基因可能影响小胶质细胞

激活 状 态 及 吞 噬 功 能" 导 致 gT发 展* 脂 多 糖
$0/LHLH098.==2.M/<;"aTB%可诱导小胶质细胞过度激
活

+ !$, * 因此"本研究选择 aTB 刺激 Y@N$ 细胞模拟其

在 gT中过度激活状态"研究变异的 S: <̂5 基因对
Y@N$ 细胞分泌炎症因子)吞噬和迁移等能力的影响"

以及对共培养系统中细胞凋亡的影响"探讨 S: <̂5 基
因变异通过影响小胶质细胞功能在 gT发病机制中的
作用"为基因治疗 gT提供理论支持*

<:材料与方法

<7<"材料
<7<7<"细胞来源"Y@N$ 细胞系$人小胶质细胞%购
自南京赛泓瑞生物科技有限公司"#*$?细胞系$人胚
肾细胞%和 ''!k细胞系$小鼠视网膜感光细胞%由南
通大学神经再生重点实验室赠送*
<7<7= " 主要试剂及仪器 " 鼠抗人 QBA>% 一抗
+@+%%)**"艾比玛特生物医药$上海%有限公司,#兔
抗人离子化钙结合适配分子 ! $M;=H-P/3.3I/H3/1;<

!**)!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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=.0=/:-GP/3</34.<.LI;M-H0;=:0;!"AP.!%一抗 $ )!(#)G
!Ggg%)兔抗人核因子红细胞系 # 相关因子 #$ 3:=0;.M
J.=IHM;M9I2MH/< #GM;0.I;< J.=IHM#"RMJ#%一抗 $ !'$*'G!G
ST%)兔抗人血红素加氧酶 !$ 2;-;H594;3.8;!"YEG
!%一抗$!+(+!G!GST%)鼠抗人谷胱甘肽过氧化物酶 %
$40:I.I2/H3;L;MH5/<.8;%">Tj%%一抗$'(('$G!GA4%)兔
抗人 e细胞淋巴瘤因子 #$eG=;0009-L2H-.G#"e=0G#%
一抗$!#()*G!GST%)兔抗人 e=0G# 相关 j蛋白$e=0G#G
.88H=/.I;< j"e.5%一抗$&+&**G#GA4%)兔抗人 %G肌动蛋
白$%G.=I/3% 一抗 $ #+&$'G!GST% $美国 TMHI;/3I;=2 公
司 %# 兔 抗 人 核 转 录 因 子G,e$ 3:=0;.MIM.38=M/LI/H3
J.=IHMG,e% L'& 亚 单 位 $ L'& 8:P:3/I" T'& % 一 抗
$S#&%(%)兔抗人磷酸化 T'&$TT'&%一抗$ST+%(&%)
兔抗 人 甘 油 醛G$G磷 酸 脱 氢 酶 $ 409=;M.0<;29<;G$G
L2H8L2.I;<;29<MH4;3.8;">STDY%一抗$SN++#% $武汉
SP=0H3.0公司%#S0;5.h0:HM&') 标记山羊抗兔 A4>二
抗$p #!&&#)#%)S0;5.h0:HM%)) 标记山羊抗鼠二抗
$p#!%+''+%$美国 ?2;M-Hh/82;MB=/;3I/J/=公司%#YgT
标记山羊抗兔 A4>二抗$ p!!!G++&G++$%)YgT标记山
羊抗鼠 A4>二抗$ p!!&G+$&G++$% $美国 O.=U8H3/--:3H
g;8;.M=2 公司%#aTB$美国 B/4-.GS0<M/=2 公司%#嘌呤
霉素)聚凝胺 $上海碧云天公司%#a/LH)+++ 脂质体转
染试剂盒)逆转录试剂盒)Bfeg>M;;3 @.8I;M@/5$美
国 ?2;M-Hh/82;MB=/;3I/J/=公司 %#质粒 La;3I/GN@QG
QBA>%G$"YSGghTGT:MH)La;3I/GN@QGQBA>%$N$$)f%G
$"YSGghTGT:MH)La;3I/GN@QGT:MH$南京晶麦生物科
技有限公司 %# 异硫氰酸荧光素荧光微球 $美国
TH098=/;3=;8公 司 %# %u" 'G二 脒 基G#G苯 基 吲 哚 $ %u"
'G</.-/3HG#GL2;390/3<H0;"DSTA% $江苏连云港伊势久
生物科技有限责任公司%* 荧光显微镜$德国 a;/=.公
司%#荧光定量 TNg仪$美国 ?2;M-Hh/82;MB=/;3I/J/=公
司%#蛋白免疫印迹仪$上海宾智生物科技公司%#半干
转膜仪$南京金斯瑞生物科技公司%*
<7="方法
<7=7<"慢病毒包装)细胞转染实验分组及处理"#*$?
细胞以 'r!+'

个C皿的密度接种于直径 !+ =-皿中*
细胞生长至 )+^融合时"按 a/LH)+++ 脂质体转染试剂
盒说明书进行脂质体转染* 依次将 (&+ (0HLI/G@,@
培养基)' (4L8TSj# 质粒)$ (4L@D#>质粒和 (_& (4
表达 质 粒 $ La;3I/GN@QGQBA>%G$ " YSGghTGT:MH或
La;3I/GN@QGQBA>% $ N$$)f%G$ " YSGghTGT:MH 或

La;3I/GN@QGT:MH%加至 ,T管中"静置 & -/3#将 #% (0
转染试剂加入上述 ,T管中"静置 !& -/3#将混合液体
滴入 #*$?细胞的培养皿中"!# 2 后更换新鲜培养液#约

(# 2 后"将上清液用 +_%& (-滤器过滤后分装* 按上
述方法同时制备野生型$V/0< I9L;"k?%)突变型$-:I.3I
I9L;"@:I%和空白对照$=H3IMH0"NH3I%病毒液*

Y@N$ 细胞以 'r!+&
个C孔密度接种于 ' 孔板中*

细胞生长至 '+^融合时进行慢病毒转染* 每孔加入
约 !_& -0@,@ 完全培养基) ! (0TH09PM;3;液和
!_& -0病毒液转染 !# 2 后更换新鲜完全培养基#继续
培养 #% 2 后更换为含有 # (4C-0L:MH-9=/3 液的完全
培养基* 根据漂浮细胞数量每天调整 L:MH-9=/3 用
量"筛选 $ &̀ <* 在荧光显微镜下观察细胞表达荧光
蛋白情况"以判断感染效率*

将 Y@N$ 细胞分为 ( 个组&$ !%对照组"未经转
染的 Y@N$ 细胞#$ #%a;3GNH3I组"无 aTB 处理的转
染空载病毒的 Y@N$ 细胞#$$%a;3Gk?组"无 aTB 处
理的过表达野生型 S: <̂5 基因的 Y@N$ 细胞#$%%a;3G
@:I组"无 aTB 处理的过表达突变型 S: <̂5 基因的
Y@N$ 细 胞# $ & % aTBGa;3GNH3I组 " 经 aTB 溶 液
$# (4C-0"' 2%处理的转染空载病毒的 Y@N$ 细胞#
$'%aTBGa;3Gk?组"经 aTB 溶液$# (4C-0"' 2%处理
的过表达野生型 S: <̂5 基因的 Y@N$ 细胞#$(%aTBG
a;3G@:I组"经 aTB 溶液 $# (4C-0"' 2%处理的过表
达突变型 S: <̂5 基因的 Y@N$ 细胞*
<7=7="细胞共培养实验分组及处理"取对数期生长
的 ''!k细胞和转染后的 Y@N$ 细胞"''!k 细胞以
'r!+&

个C孔接种于 ' 孔板中"Y@N$ 细胞以 %r!+&
个C

孔接种于 ' 孔板上层的 ?M.38V;00小室 $小室膜孔径
!_+ (-%* 将 aTB 溶液$# (4C-0"' 2%刺激的 Y@N$ 细
胞与 ''!k细胞共培养* 基于共培养体系中 # 种细胞
的培养基不同"共分 ( 个组"其中 @,@组上层 ?M.38V;00
小室内仅加入@,@培养基"无Y@N$ 细胞#其余分组同
!7#7!$除对照组外%*
<7=7>"免疫荧光染色检测小鼠视网膜内 QBA>%)AP.!
表达"e' 小鼠视网膜的冰冻切片由南通大学附属医院
眼科研究所提供* 将冰冻切片 '& q烘干 !& -/3"
&^ eBS封闭液室温封闭组织 # 2 后"滴加 #++ (0
QBA>% 和 AP.! 一抗混合抗体$均 !d#++ 稀释%"% q孵育
过夜#TeB 洗涤 $ 次"避光加入荧光染料标记的 #++ (0
二抗混合抗体$! d#++%"室温避光孵育 # 2#TeB 洗涤
$ 次"避光加入 &++ (0DSTA溶液$! d) +++%"室温避光
染 #+ -/3#TeB 洗涤 $ 次"在组织上滴 #+ (0甘油"附加
盖玻片"置于荧光显微镜下进行图像采集*
<7=7?"实时荧光定量 TNg检测细胞内 QBA>%)白细
胞介素 !%)肿瘤坏死因子 &表达"提取各组细胞的总
gRS"逆转录得到 =DRS* 操作过程均按照试剂说明

!++*! 中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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书进行* 各引物序列见表 !"引物由生工生物工程$上
海%股份有限公司合成* 反应条件&*& q 预变性 $ -/3#
*& q变性 & 8)'+ q退火 $+ 8"共 %+ 个循环* 以>STDY
为内参"采用 #Z))NI

法计算目的基因相对表达量*

表 <:实时荧光定量 EJI引物序列
C,94$<:E%-)$%5$M3$*'$(0M3,*&-&,&-1$%$,4O&-)$EJI

引物 引物序列$&uZ$u%""" 扩增片段

长度$ PL%

S: <̂5 正向&S>NS>>NSSS>?SNNS>>>
反向&?>>N?NN>>?NS?NNS?N?

*(

4̂P*! 正向&S?>S?>>N??S??SNS>?>>NSS
反向&>?N>>S>S??N>?S>N?>>S

!$#

3̀ 9P" 正向&SSNN?NN?N?N?>NNS?NSS
反向&N?>S>?N>>?NSNNN??N?N

!#&

<K+?C 正向&SNSSN???>>?S?N>?>>SS>>
反向&>NNS?NSN>NNSNS>???N

!+!

"注&TNg&聚合酶链式反应#QBA>%&QG8;I和免疫球蛋白结构域 %#
Aa&白细胞介素#?Rh&肿瘤坏死因子#>STDY&甘油醛G$G磷酸脱氢酶
"RHI;&TNg&LH09-;M.8;=2./3 M;.=I/H3#QBA>%&QG8;I.3< /--:3H40HP:0/3
<H-./3G=H3I./3/34%#Aa&/3I;M0;:U/3#?Rh&I:-HM3;=MH8/8J.=IHM#>STDY&
409=;M.0<;29<;G$GL2H8L2.I;<;29<MH4;3.8;

<7=7@"k;8I;M3 P0HI法检测各蛋白表达水平"将细胞
用 TeB 洗涤 $ 次后"加入 !++ (0C孔 gATS裂解液* 刮
下细胞"置于 % q裂解 $+ -/3#离心半径 #+ =-"% q条
件下 !# +++ MC-/3 离心 $+ -/3"提取上清"eNS蛋白检
测试剂盒测定蛋白浓度#在蛋白上清中加入蛋白上样
缓冲液"!++ q加热 !+ -/3#按 #+ (4蛋白量上样"
!#+ Q电泳 ! 2"半干转系统转 TQDh膜 $+ -/3#&^脱
脂牛奶封闭 # 2"?eB?洗膜 $ 次"添加 RMJ#$! d# +++%)
YEG!$! d$ +++%)>Tj% $ ! d! +++%)T'& $ ! d! +++%)
TT'&$! d! +++%)e.5$! d! +++%)e=0G#$! d! +++%一抗
% q孵育过夜#?eB?洗膜 $ 次后"添加相应二抗 $ ! d
& +++%在室温下孵育 # 2#?eB?洗膜 $ 次后",Na显
影* 采用 A-.4;O软件分析条带灰度值"以 >STDY为
内参"计算目的蛋白相对表达量* 目的蛋白相对表达
量c目的蛋白条带灰度值C>STDY蛋白条带灰度值*
<7=7A"细胞吞噬实验检测各组细胞吞噬能力"
Y@N$ 细胞以 &r!+%

个C孔密度接种于铺有细胞玻片
的 #% 孔板内"培养 #% 2 后"加入 aTB 刺激 ' 2#每孔需
加入 +_& (0荧光微球$约 #_#&r!+(

个%培养 ' 2#TeB
洗涤 $ 次"各孔加入 #++ (0%^多聚甲醛溶液"固定
#+ -/3#TeB 洗涤 $ 次"在载玻片上滴 #+ (0甘油"取出
细胞玻片并倒扣于甘油上"放置于荧光显微镜下任意
选取 & 个不同区域进行拍照"荧光微球在荧光显微镜
的绿色激发光下可呈现强绿色荧光* 在显微镜的白光
下荧光微球可呈现黑色"细胞内的黑色圆点即为吞噬

的荧光微球* 计算各组 Y@N$ 细胞吞噬荧光微球数
量"细胞吞噬率$^%c吞噬荧光微球数超过 & 个的细
胞数C观察的总细胞数r!++^*
<7=7L"细胞划痕实验检测各组细胞迁移能力"
Y@N$ 细胞以 'r!+&

个C孔密度接种于 ' 孔板中"待细
胞生长达到 !++^融合度时"用 #++ (0枪头做三条垂
直线划开细胞层#TeB 洗净漂浮细胞"无血清培养基继
续培养* 按照分组情况在有或无 aTB 处理细胞 ' 2
后"更换无血清培养基"并在划痕后 +)#% 和 %) 2 用倒
置显微镜在固定位置拍摄* 图像用 A-.4;O进行分析"
测量细胞划痕面积"最终计算各组细胞平均迁移率*
细胞迁移率$^%c$+ 2 划痕面积Z#% 2 或 %) 2 划痕面
积% C+ 2 划痕面积r!++^*
<7=7N"?M.38V;00小室实验检测细胞迁移能力"将预
处理$细胞转染)加药%的 Y@N$ 细胞用胰蛋白酶消化
后制备细胞悬液##% 孔板的下室加入 '++ (0完全培养
基"放置 ?M.38V;00小室 $孔径 &_+ (-%"上室内加入
#++ (0细胞悬液$细胞数约 $r!+%

个C孔%培养 #% 2#
TeB 洗涤小室 $ 次"擦去小室上表面未穿膜的细胞#每
孔加入 &++ (0甲醇溶液"固定 #+ -/3#TeB 洗涤小室
$ 次"每孔加入 &++ (0+_!^结晶紫溶液"染色 $+ -/3#
TeB 洗涤小室 $ 次"在载玻片上滴加甘油"取下小室聚
酯透明膜"倒扣甘油上"附加盖玻片#在倒置显微镜下
任意选取 & 个区域的视野进行拍照"计算各组 Y@N$
细胞穿透 ?M.38V;00小室基底膜的细胞数量*
<7=7R"凋亡实验检测各组凋亡细胞数量"去除共培
养系统中 ' 孔板的上室"TeB 洗涤 $ 次#每孔加入
&++ (0!+ (-H0CaTA工作液"染色 !& -/3#TeB 洗涤
$ 次"每孔加入 !++ (0YH;=28I液"染色 !& -/3#TeB 洗
涤 $ 次"将 ' 孔板放置于荧光显微镜下任意选取 & 个
不同区域进行拍照* TA染料将凋亡细胞核染成红色"
计算各组凋亡细胞数*
<7>"统计学方法

采用 >M.L2T.< TM/8-!+ 软件对数据进行统计分
析* 计量资料数据经 B2.L/MHGk/0U 检验证实符合正态
分布"以 =oL表示* 各组间各检测指标差异总体比较
采用单因素方差分析"两两比较采用 aBDGF检验* +n
+_+& 为差异有统计学意义*

=:结果

=7<"视网膜组织 QBA>% 和 AP.! 的表达
免疫荧光染色检测结果显示"QBA>% 染色与小胶

质细胞标志物 AP.! 染色可共定位于 e' 小鼠视网膜外
丛状层$图 !%*

!!+*!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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50μm 50μm 50μm 50μmA B C D
图 <:免疫荧光染色观察 XTB8? 在小鼠视网膜中的定位情况$S0;5.h0:HM%)))S0;5.h0:HM&'))DSTAr!++"标尺c&+ (-%"QBA>% 与 AP.! 染色共
定位于小鼠视网膜外丛状层$黄色箭头%"S&QBA>% 染色"e&AP.! 染色"N&细胞核 DSTA染色"D&融合图
K-/3%$<:B))3*(043(%$5'$*'$5&,-*-*/ (0XTB8? 4(',4-Y,&-(*-*)(35$%$&-*, $S0;5.h0:HM%))"S0;5.h0:HM&')"DSTAr!++"8=.0;P.Mc&+ (-%"
NHG0H=.0/1.I/H3 HJQBA>% .3< AP.! 8I./3/34$9;00HV.MMHV% /3 I2;H:I;ML0;5/JHM-0.9;MHJ-H:8;M;I/3."S&QBA>% 8I./3/34"e&AP.! 8I./3/34"N&DSTA
8I./3/34HJ=;003:=0;:8"D&@;M4;< /-.4;

=7="各组细胞 QBA>% -gRS和蛋白相对表达量比较
对照 组) a;3GNH3I组) a;3Gk?组) a;3G@:I组

Y@N$ 细胞 QBA>% 的 -gRS和蛋白表达水平总体比
较差异均有统计学意义$9c! %$)_++)!!&_!+"均 +n
+_++!%* 与 a;3GNH3I组相比"a;3Gk?组和 a;3G@:I
组 Y@N$ 细胞 QBA>% 的 -gRS和蛋白表达水平均显
著升高"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%#a;3G@:I
组 Y@N$ 细胞 QBA>% 的 -gRS和蛋白表达水平明显
低于 a;3Gk?组"差异均有统计学意义 $均 +n+_+&%
$图 #"表 #%*

VSIG4

GAPDH

55000

36000

相对分子质量1 2 3 4

图 =:各组 DHJ> 细胞 XTB8? 蛋白表达电泳图"!&对照组##&a;3G
NH3I组#$&a;3Gk?组#%&a;3G@:I组"QBA>%&QG8;I和免疫球蛋白结
构域 %#>STDY&甘油醛G$G磷酸脱氢酶
K-/3%$=:!4$'&%(#.(%$&(/%,) (0XTB8? #%(&$-*(0DHJ> '$445-*
0(3%/%(3#592 4$5&$%*94(&" !&=H3IMH04MH:L# #&a;3GNH3I4MH:L#
$&a;3Gk?4MH:L#%&a;3G@:I4MH:L"QBA>%&QG8;I.3< /--:3H40HP:0/3
<H-./3G=H3I./3/34%#>STDY&409=;M.0<;29<;G$GL2H8L2.I;<;29<MH4;3.8;

=7>"各组细胞 AaG!%和 ?RhG&的 -gRS相对表达量
比较

a;3GNH3I组) aTBGa;3GNH3I组) aTBGa;3Gk?组)
aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞 AaG!%和 ?RhG&-gRS相
对表达量总体比较差异均有统计学意义$9c($+_++)
%)#_$+"均 +n+_++!%* 与 a;3GNH3I组相比"aTBGa;3G
NH3I组 Y@N$ 细胞 AaG!%)?RhG&-gRS相对表达量
均显著升高"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%* 与
aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3GNH3I组和 aTBGa;3G@:I
组 Y@N$ 细胞AaG!%)?RhG&-gRS相对表达量均显著
升高"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%$表 $%*

表 =:各组 DHJ> 细胞 XTB8? )IS8和蛋白相对表达量
比较$%V&%

C,94$=:J()#,%-5(*(0)IS8,*+#%(&$-*$"#%$55-(*4$1$45
(0XTB8? -*DHJ> '$445,)(*/ +-00$%$*&/%(3#5$%V&%

组别 样本量
QBA>% -gRS
表达水平

QBA>% 蛋白
表达水平

对照组 $ !_+!&o+_#+% +_+#)o+_+#$

a;3GNH3I组 $ !_+'*o+_!&& +_+#+o+_+#+

a;3Gk?组 $ )#%_+++o$%_%%+. !_%#!o+_!*).

a;3G@:I组 $ %*+_#++o#%_)&+.P +_)%(o+_+*!.P

9值 ! %$)_++ !!&_!+

+值 n+_++! n+_++!

"注&与 a;3GNH3I组比较".+n+_+&#与 a;3Gk?组比较"P+n+_+&$单因
素方差分析"aBDGF检验%"QBA>%&QG8;I和免疫球蛋白结构域 %#NH3I&
对照#k?&野生型#@:I&突变型
"RHI;&NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I4MH:L".+n+_+&#=H-L.M;< V/I2 a;3Gk?
4MH:L"P+n+_+& $ E3;GV.9SREQS" aBDGFI;8I% " QBA>%& QG8;I.3<
/--:3H40HP:0/3 <H-./3G=H3I./3/34%#NH3I&=H3IMH0#k?&V/0< I9L;#@:I&
-:I.3II9L;

表 >:各组 DHJ> 细胞 B[O<!和 CSKO")IS8相对表达量
比较$%V&%

C,94$>:J()#,%-5(*(0)IS8$"#%$55-(*4$1$45(0B[O<!
,*+CSKO"-*DHJ> '$445,)(*/ +-00$%$*&/%(3#5$%V&%

组别 样本量 AaG!% ?RhG&

a;3GNH3I组 $ !_+++o+_+'( !_++$o+_+*!

aTBGa;3GNH3I组 $ '_#(&o+_%$$.P !&_*)+o+_('$.P

aTBGa;3Gk?组 $ &_+#)o+_!%( (_((%o+_!##

aTBGa;3G@:I组 $ '_(%&o+_#%#P !#_$)+o+_(''P

9值 ($+_++ %)#_$+

+值 n+_++! n+_++!

"注&与 a;3GNH3I组比较".+n+_+&#与 aTBGa;3Gk?组比较"P+n+_+&
$单因素方差分析"aBDGF检验%"AaG!%&白细胞介素 !%#?RhG&&肿瘤坏
死因子 &#NH3I&对照#aTB&脂多糖#k?&野生型#@:I&突变型
"RHI;&NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I4MH:L".+n+_+&#=H-L.M;< V/I2 aTBGa;3G
k?4MH:L"P+n+_+& $E3;GV.9SREQS"aBDGFI;8I%"AaG!%&/3I;M0;:U/3G
!%#?RhG&&I:-HM3;=MH8/8J.=IHMG&#NH3I&=H3IMH0#aTB&0/LHLH098.==2.M/<;#
k?&V/0< I9L;#@:I&-:I.3II9L;

!#+*! 中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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Len�Cont组 Len�WT组 Len�Mut组 LPS�Len�Cont组 LPS�Len�WT组 LPS�Len�Mut组

50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm
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图 ?:XTB8? 对 DHJ> 细胞吞噬能力的影响$r#++"标尺c&+ (-%"aTBGa;3GNH3I组 Y@N$ 细胞吞噬的荧光微球$黄色箭头%多于 a;3GNH3I组"
aTBGa;3GNH3I组和 aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞吞噬的荧光微球少于 aTBGa;3Gk?组"NH3I&对照#k?&野生型#@:I&突变型#aTB&脂多糖
K-/3%$?:!00$'&(0XTB8? (*&.$#.,/('2&-',9-4-&2 (0DHJ> '$445$r#++"8=.0;P.Mc&+ (-%"Y@N$ =;008/3 I2;aTBGa;3GNH3I4MH:L 2.< -HM;
J0:HM;8=;3I-/=MH8L2;M;8$9;00HV.MMHV% I2.3 I2H8;/3 I2;a;3GNH3I4MH:L".3< I2;Y@N$ =;008/3 I2;aTBGa;3GNH3I.3< aTBGa;3G@:I4MH:L82.< J;V;M
J0:HM;8=;3I-/=MH8L2;M;8I2.3 I2H8;/3 I2;aTBGa;3Gk?4MH:L"NH3I&=H3IMH0#k?&V/0< I9L;#@:I&-:I.3II9L;#aTB&0/LHLH098.==2.M/<;
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70000
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17000
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相对分子质量1 2 3 4 5 6

图 >:各组 DHJ> 细胞 S%0=6DFO<68E\?6EA@ 和 EEA@ 蛋白表达
电泳图"!&a;3GNH3I组##&a;3Gk?组#$&a;3G@:I组#%&aTBGa;3GNH3I
组#&&aTBGa;3Gk?组#'&aTBGa;3G@:I组"RMJ#&核因子红细胞系 # 相
关因子 ##YEG!&血红素加氧酶 !#>Tj%&谷胱甘肽过氧化物酶 %#T'&&
核转录因子 ,eL'& 亚单位#TT'&&磷酸化 T'&#%G.=I/3&%G肌动蛋白
K-/3%$>:!4$'&%(#.(%$&(/%,) (0S%0="DFO<"8E\?"EA@ ,*+EEA@
#%(&$-*5$"#%$55-(*5-*DHJ> '$445-*+-00$%$*&/%(3#592 4$5&$%*
94(&"!&a;3GNH3I4MH:L##&a;3Gk?4MH:L# $&a;3G@:I4MH:L# %&aTBG
a;3GNH3I4MH:L# &&aTBGa;3Gk?4MH:L# '&aTBGa;3G@:I4MH:L" RMJ#&
3:=0;.MJ.=IHM;M9I2MH/< #GM;0.I;< J.=IHM## YEG!& 2;-;H594;3.8;!#
>Tj%&40:I.I2/H3;L;MH5/<.8;%#T'&&3:=0;.MIM.38=M/LI/H3 J.=IHMG,eL'&
8:P:3/I#TT'&&L2H8L2HM90.I;< T'&

表 ?:各组 DHJ> 细胞 S%0=6DFO<68E\? 和 EEA@]EA@ 蛋白相对表达量比较$%V&%
C,94$?:J()#,%-5(*(0%$4,&-1$$"#%$55-(*4$1$45(0S%0="DFO<"8E\?",*+EEA@]EA@

#%(&$-*5-*DHJ> '$445,)(*/ +-00$%$*&/%(3#5$%V&%

组别 样本量 RMJ# YEG! >Tj% TT'&CT'&

a;3GNH3I组 $ +_*)+o+_!*$ !_+)'o+_!*! !_++(o+_#$% +_($%o+_!+&
aTBGa;3GNH3I组 $ +_&*&o+_+$#.P +_'&#o+_!!'.P +_&%&o+_+**.P !_+'#o+_+&%.P

aTBGa;3Gk?组 $ +_(&%o+_!#) +_(*)o+_+## +_)$!o+_+'% +_)+%o+_+#'
aTBGa;3G@:I组 $ +_%'&o+_+)#P +_'#+o+_!!+P +_'#&o+_+)'P !_+%$o+_+(&P

9值 '_(' '_#! &_*( #$_!!
+值 +_++$ +_++& +_++& n+_++!

"注&与 a;3GNH3I组比较".+n+_+&#与 aTBGa;3Gk?组比较"P+n+_+& $单因素方差分析"aBDGF检
验%"RMJ#&核因子红细胞系 # 相关因子 ##YEG!&血红素加氧酶 !#>Tj%&谷胱甘肽过氧化物酶 %#
TT'&&磷酸化 T'&#T'&&核转录因子 ,eL'& 亚单位#NH3I&对照#aTB&脂多糖#k?&野生型#@:I&突变型
"RHI;&NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I4MH:L".+n+_+&#=H-L.M;< V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"P+n+_+& $E3;GV.9
SREQS"aBDGFI;8I%"RMJ#&3:=0;.MJ.=IHM;M9I2MH/< #GM;0.I;< J.=IHM##YEG!& 2;-;H594;3.8;!#>Tj%&
40:I.I2/H3;L;MH5/<.8;%#TT'&&L2H8L2HM90.I;< T'&#T'&&3:=0;.MIM.38=M/LI/H3 J.=IHMG,eL'& 8:P:3/I#NH3I&
=H3IMH0#aTB&0/LHLH098.==2.M/<;#k?&V/0< I9L;#@:I&-:I.3II9L;

=7?"各组细胞 RMJ#6YEG!6>Tj%6T'& 和 TT'& 蛋白
相对表达量比较

k;8I;M3 P0HI结果显示"a;3GNH3I组6aTBGa;3GNH3I
组6aTBGa;3Gk?组6aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞 RMJ#6
YEG!6>Tj% 蛋白相对表达量及 TT'&CT'& 比值的总体
比较差异均有统计学意义$9c'_('6'_#!6&_*(6#$_!!"
均 +n+_+!%* 与 a;3GNH3I组相比"aTBGa;3GNH3I组
Y@N$ 细胞 RMJ#6YEG!6>Tj% 蛋白相对表达量均显著降
低"TT'&CT'& 比值显著升高"差异均有统计学意义$均
+n+_+&%* 与 aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3GNH3I组和
aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞 RMJ#6YEG!6>Tj% 蛋白相对
表达量均显著降低"TT'&CT'& 比值显著升高"差异均有
统计学意义$均 +n+_+&%$图 $"表 %%*
=7@ "各组细胞吞噬能力比较

aTBGa;3GNH3I组 Y@N$ 细胞吞噬的荧光微球多于
a;3GNH3I组"aTBGa;3GNH3I组和 aTBGa;3G@:I组 Y@N$
细胞吞噬的荧光微球少于 aTBGa;3Gk?组$图 %%* a;3G
NH3I组6aTBGa;3GNH3I组6aTBGa;3Gk?组6aTBGa;3G@:I
组细胞吞噬率分别为 $ $&_'( o
$_## % 6̂ $ '$_'( o !+_+( % 6̂
$ )%_++ o$_%' %^ 和 $ '%_'( o
#_$!% *̂ a;3GNH3I组6 aTBGa;3G
NH3I组6aTBGa;3Gk?组6aTBGa;3G
@:I组 Y@N$ 细胞吞噬率总体比
较差异有统计学意义$9c&*_+'"
+n+_++!%* 与 a;3GNH3I组相比"
aTBGa;3GNH3I组Y@N$细胞吞噬率
显著升高"差异有统计学意义$+n
+_+&%* 与 aTBGa;3Gk?组相比"
aTBGa;3GNH3I组和 aTBGa;3G@:I组
Y@N$细胞吞噬率显著降低"差异
均有统计学意义$均+n+_+&%$图 %%*

!$+*!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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图 @:细胞划痕实验中 XTB8? 对 DHJ> 细胞迁移功能的影响mr&+"标尺c&+ (-%"与 a;3GNH3I组相比"aTBGa;3GNH3I组 Y@N$ 细胞迁移数显著
升高#与 aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3GNH3I组和 aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞迁移数显著降低"NH3I&对照#k?&野生型#@:I&突变型#aTB&脂多糖
K-/3%$@:!00$'&(0XTB8? (*&.$)-/%,&-(*03*'&-(*(0DHJ> '$445-*5'%,&'.$"#$%-)$*&5mr&+"8=.0;P.Mc&+ (-%"NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I
4MH:L"Y@N$ =;00-/4M.I/H3 3:-P;MV.88/43/J/=.3I09/3=M;.8;< /3 aTBGa;3GNH3I4MH:L7NH-L.M;< V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;-/4M.I/H3 3:-P;MHJY@N$
=;008V.88/43/J/=.3I09<;=M;.8;< /3 aTBGa;3GNH3I.3< aTBGa;3G@:I4MH:L8"NH3I&=H3IMH0#k?&V/0< I9L;#@:I&-:I.3II9L;#aTB&0/LHLH098.==2.M/<;

Len�Cont组 Len�WT组 Len�Mut组

LPS�Len�Cont组 LPS�Len�WT组 LPS�Len�Mut组

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

图 A:C%,*57$44实验中 XTB8? 对 DHJ> 细胞迁移功能的影响m结晶紫溶液 r!++"标尺c&+ (-%"
与 a;3GNH3I组相比"aTBGa;3GNH3I组 Y@N$ 细胞穿透基底膜细胞数显著升高#与 aTBGa;3Gk?组
相比"aTBGa;3GNH3I组和 aTBGa;3G@:I组 Y@N$ 细胞穿透基底膜细胞数量显著降低"NH3I&对照#
k?&野生型#@:I&突变型#aTB&脂多糖
K-/3%$A:!00$'&(0XTB8? (*DHJ> '$44)-/%,&-(*03*'&-(*-*C%,*57$44$"#$%-)$*&mNM98I.0
K/H0;I8H0:I/H3 r!++"8=.0;P.Mc&+ (-%"NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I4MH:L"I2;3:-P;MHJY@N$ =;008
L;3;IM.I/34I2;P.8;-;3I-;-PM.3;V.88/43/J/=.3I09/3=M;.8;< /3 I2;aTBGa;3GNH3I4MH:L7NH-L.M;<
V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;3:-P;MHJY@N$ =;008L;3;IM.I/34I2;P.8;-;3I-;-PM.3;V.88/43/J/=.3I09
M;<:=;< /3 I2;aTBGa;3GNH3I.3< aTBGa;3G@:I4MH:L8"NH3I&=H3IMH0#k?&V/0< I9L;#@:I&-:I.3II9L;#
aTB&0/LHLH098.==2.M/<;

=7A"各组细胞迁移能力比较
细胞划痕实验和 ?M.38V;00实验结果显示"各组

Y@N$ 细胞 #%m%) 2 时迁移率和 #% 2 时穿透基底膜细
胞数总体比较差异均有统计学意义 m9c!#+_$+m
#%*_#+m$'&_&+"均 +n+_++!%* 与 a;3GNH3I组相比"

aTBGa;3GNH3I组 Y@N$ 细胞的迁
移率和穿透基底膜细胞数显著升

高"差异均有统计学意义 m均+n
+_+&%* 与 aTBGa;3Gk?组相比"
aTBGa;3GNH3I组 和 aTBGa;3G@:I

组 Y@N$ 细胞的迁移率及细胞穿
透基底膜细胞数量显著降低"差异
均有统计学意义 m均 +n+_+& %
m图 &"'"表 &%*
=7L"各组细胞 e.5和 e=0G# 蛋白
表达相对表达量及凋亡细胞数量

比较

各组共培养系统中 ''!k 细
胞e.5Ce=0G# 蛋白表达量比值及凋
亡细胞数量总体比较差异均有统

计学意义 m9c(_+!%m $!$_&+"均
+n+_+! %* 与 a;3GNH3I组相比"
aTBGa;3GNH3I组 e.5Ce=0G# 比值及

细胞凋亡数量显著升高"差异均有统计学意义m均+n
+_+&%* 与 aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3GNH3I组和
aTBGa;3G@:I组 e.5Ce=0G# 比值及细胞凋亡数量显著
升高"差异均有统计学意义 m均 +n+_+&% m图 (" )"
表 '%*

!%+*! 中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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图 L:各组 U," 和 U'4O= 蛋白表达电泳图"!0@,@组##0a;3GNH3I
组#$0a;3Gk?组#%0a;3G@:I组#&0aTBGa;3GNH3I组#'0aTBGa;3Gk?
组#(0aTBGa;3G@:I组"e=0G#0e细胞淋巴瘤因子 ##e.50e=0G# 相关 j
蛋白#%G.=I/30%G肌动蛋白
K-/3%$L:!4$'&%(#.(%$&(/%,) (0U," ,*+U'4O= #%(&$-*5$"#%$55-(*
-*DHJ> '$445-*+-00$%$*&/%(3#592 4$5&$%*94(&"!0@,@ 4MH:L#
#0a;3GNH3I4MH:L#$0a;3Gk?4MH:L#%0a;3G@:I4MH:L#&0aTBGa;3GNH3I
4MH:L# '0 aTBGa;3Gk? 4MH:L# (0 aTBGa;3G@:I4MH:L " e=0G#0 eG=;00
09-L2H-.G##e.50e=0G#G.88H=/.I;< j
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图 N:各共培养系统中 AA<4 细胞凋亡情况mTA]YH;=28Ir!++"标尺c&+ (-%"与 a;3GNH3I组相比"aTBGa;3GNH3I组细胞凋亡数量显著增多#与
aTBGa;3Gk?组相比"aTBGa;3GNH3I组和 aTBGa;3G@:I组细胞凋亡数量显著增多"NH3I0对照#k?0野生型#@:I0突变型#aTB0脂多糖
K-/3%$N:8#(#&(5-5(0AA<4 '$445-*'(O'34&3%$525&$) mTA]YH;=28Ir!++"8=.0;P.Mc&+ (-% "NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I4MH:L"I2;3:-P;MHJ
.LHLIHI/==;008V.88/43/J/=.3I09/3=M;.8;< /3 aTBGa;3GNH3I4MH:L7NH-L.M;< V/I2 aTBGa;3Gk?4MH:L"I2;3:-P;MHJ.LHLIHI/==;008/3 aTBGa;3GNH3I.3<
aTBGa;3G@:I4MH:L8V.88/43/J/=.3I09/3=M;.8;<"NH3I0=H3IMH0#k?0V/0< I9L;#@:I0-:I.3II9L;#aTB00/LHLH098.==2.M/<;

表 @:各组 DHJ> 细胞迁移情况比较m%V&%
C,94$@:J()#,%-5(*(0)-/%,&-(*%,&$,*+-*1,5-(*,9-4-&2

-*DHJ> '$445,)(*/ +-00$%$*&/%(3#5m%V&%

组别 样本量
#% 2 细胞
迁移率m^%

%) 2 细胞
迁移率m^%

单位面积侵袭

细胞数m个%

a;3GNH3I组 & #&_%)o+_*+ $)_$!o!_*# #$o#
aTBGa;3GNH3I组 & %'_!!o'_$&.P &)_!&o#_$&.P (*o'.P

aTBGa;3Gk?组 & &*_!(o!_&% (%_&&o$_%& !+!o)
aTBGa;3G@:I组 & %%_%$o#_'#P &&_**o!_!'P )#o#P

9值 !#+_$+ #%*_#+ $'&_&+
+值 n+_++! n+_++! n+_++!

"注0与 a;3GNH3I组比较".+n+_+&#与 aTBGa;3Gk?组比较"P+n+_+&
m单因素方差分析"aBDGF检验%"NH3I0对照#aTB0脂多糖#k?0野生型#
@:I0突变型
"RHI;0NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I4MH:L".+n+_+&#=H-L.M;< V/I2 aTBGa;3G
k?4MH:L"P+n+_+& mE3;GV.9SREQS"aBDGFI;8I%"NH3I0=H3IMH0#aTB0
0/LHLH098.==2.M/<;#k?0V/0< I9L;#@:I0-:I.3II9L;

表 A:各组共培养系统中 U,"]U'4O= 比值及凋亡细胞数量
比较m%V&%

C,94$A:J()#,%-5(*(0U,"]U'4O= %,&-( ,*+*3)9$%(0
,#(#&(&-''$445-*'(O'34&3%$525&$)5,)(*/ +-00$%$*&

/%(3#5m%V&%

组别 样本量 e.5Ce=0G# 凋亡细胞数m个%

a;3GNH3I组 $ !_!!*o+_+!+ #o!

aTBGa;3GNH3I组 $ !_$&+o+_+#+.P !'o!.P

aTBGa;3Gk?组 $ +_*#+o+_!$+ *o!

aTBGa;3G@:I组 $ !_$(#o+_!)+P #&o#P

9值 (_+! $!$_&+

+值 n+_++! n+_++!

"注0与 a;3GNH3I组比较".+n+_+&#与 aTBGa;3Gk?组比较"P+n+_+&
m单因素方差分析"aBDGF检验%"e.50e=0G# 相关 j蛋白#e=0G#0e细胞
淋巴瘤因子 ##NH3I0对照#aTB0脂多糖#k?0野生型#@:I0突变型
"RHI;0NH-L.M;< V/I2 a;3GNH3I4MH:L".+n+_+&#=H-L.M;< V/I2 aTBGa;3G
k?4MH:L"P+n+_+& mE3;GV.9SREQS"aBDGFI;8I%"e.50e=0G#G.88H=/.I;<
j#e=0G#0eG=;0009-L2H-.G##NH3I0=H3IMH0#aTB00/LHLH098.==2.M/<;#k?0V/0<
I9L;#@:I0-:I.3II9L;

>:讨论

本课题组前期在 jagT家系中发现 S: <̂5 基因
mR@m++!#&(%+$"Q.M/.3I&%第 ) 个外显子区域发生变
异m=0!+!$>tS"L7N$$)f%* B-.00等 + !%,

对人类 S: <̂5

m2:QBA>% % 的 # 种 选 择 性 剪 接 形 式 m 2:QBA>%a)
2:QBA>%B%和 $ 种变异转录形式进行总结* 2:QBA>%
ma%的胞外区域同时存在 A4Q和 A4N# 型的末端 A4结
构域* 2:QBA>%mB%仅存在 ! 个 Q型 A4结构域"其余
部分与 2:QBA>%a完全一致* 以最长的 2:QBA>%ma%

!&+*!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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$Q.M/.3I!%作为参考"QBA>% 外显子结构显示"信号
肽)免疫球蛋白结构域 Q型)免疫球蛋白结构域 N# 型
$/--:3H40HP:0/3 <H-./3 N#GI9L;"A4GN#%和跨膜区分别
由外显子 !) #) $ 和 ' 特异性编码"细胞质结构域
$=9IHL0.8-/=<H-./3" ND% 由外显子 ( 和 ) 编 码*
2:QBA>%$ B% $Q.M/.3I#%缺少第 $ 外显子"导致 A4GN#
结构域的缺失* Q.M/.3I$ 缺少 A4GN# 结构域"且部分
ND缺失* Q.M/.3I% 的特征是与 Q.M/.3I$ 相同的 ND
缺失"但存在 A4GN# 结构域* Q.M/.3I& 的外显子 ) 部
分缺失"在外显子 ()) 连接处的 S>>$精氨酸%变化为
S>N$丝氨酸%"随后发生-移码."在下游产生终止密
码子*

本研究结果显示"QBA>% 定位于小鼠视网膜小胶
质细胞* 视网膜小胶质细胞是眼内重要免疫细胞* 在
正常视网膜中"小胶质细胞呈静息态#而在 gT的视网
膜中"大量小胶质细胞呈过度激活态 + !&, * 在小鼠 gT
模型中"凋亡的感光细胞导致小胶质细胞过度激活"促
使其分泌大量炎性物质"导致视网膜炎症状态 + !', * 在
?!(@视紫红质突变小鼠 gT模型中"发现与促炎因子
RhG,e)AaG!%相关的炎症反应 + !(, * 也有研究证实"抑
制炎症反应可以负向调控 gT病程* 在敲除炎症信号
髓样分化因子的 gT小鼠中"抑制 RhG,e通路激活"可
减缓 gT进展 + !), * 在 gT小鼠模型中"通过药物阻断
促炎细胞因子 AaG!%表达"可减少光感受器凋亡"减缓
gT进展 + !*, * 过度激活的小胶质细胞可产生 ?RhG&)
AaG0%)活性氮)活性氧等多种免疫效应分子"损害神经
元"导致组织炎症反应"影响整个 gT病程 + !!, * 本研
究中给 Y@N$ 细胞转染人野生型)突变型 S: <̂5 基因"
并通过实时荧光定量 TNg和 k;8I;M3 P0HI进行验证"
显示野生型)突变型 S: <̂5 基因在 Y@N$ 细胞中转染
成功* 本研究中选择 aTB 刺激 Y@N$ 细胞模拟其在
gT中过度激活状态"结果提示 S: <̂5 可抑制 aTB 刺
激下 Y@N$ 细胞分泌炎症因子"减轻炎症反应#S: <̂5
基因变异后"Y@N$ 细胞分泌炎症因子增多"炎症反应
加重*

在遗传性 gT小鼠模型中"过表达 RMJ# 可保护感
光细胞和神经节细胞"延长神经元存活"抑制 gT进
程

+ #+, * 腺相关病毒介导 CIP! 基因过表达对 gT模型
大鼠的视网膜具有保护作用

+ #!, * RMJ#CYEG! 信号通
路发挥着重要的抗氧化和抗炎作用

+ ##, * 在生理情况
下"RMJ# 与 \;.L! 蛋白稳定结合在细胞质中 + #$, * 当被
刺激后"RMJ# 从细胞质解离并激活"进入细胞核"促进
YEG! 和 >Tj% 的表达 + #%, "调控氧化应激反应"抑制炎
症反应

+ #&, * 研究发现"激活 RMJ#CYEG! 信号通路和抑

制 RhG,e信号通路"可降低小胶质细胞的激活水平"
减少炎症因子以及氧化合物的产生"起到抗炎和抗氧
化作用"减轻神经退行性疾病的严重程度 + #', * QBA>%
与 RMJ# 信号通路关系密切* 外源性 QBA>% 可通过增
强 RMJ# 的表达"减轻肾移植后小鼠肾组织中的氧化应
激反应和活性氧积累

+ #(, * RMJ# 与 RhG,e之间可相互
影响* 激活的 RMJ# 可下调 RhG,e信号"RhG,e也可负
反馈调节 RMJ# 信号 + #), * 已有研究证实 QBA>% 通过调
节 RhG,eC焦亡信号通路抑制炎症相关疾病进展*
Y:.34等 + #*,

发现 QBA>% 可激活 OS\#GB?S?$GS#+ 信号
通路"抑制 RhG,e信号通路的激活"减轻细胞焦亡"抑
制炎症相关疾病进展* 因此"我们需要在细胞炎症模
型中研究QBA>% 与RMJ#CRhG,e信号通路的关系"结果
显示在 aTB 诱导的 Y@N$ 细胞炎症模型中"QBA>% 促
进 RMJ#CYEG! 信号通路激活"抑制 RhG,e信号通路激
活#S: <̂5 基因变异后"RhG,e信号通路激活"RMJ#C
YEG! 信号通路活化程度减弱*

>:LI.等 + !',
在 gT患者视网膜外核层中发现视紫

红质颗粒的包涵体被激活态的小胶质细胞所吞噬* 小
胶质细胞可清除在视网膜发育和变性过程中的凋亡细

胞"减轻炎症和自身免疫反应 + $+, "保护视锥细胞"维持
中心视力

+ $!, * 吞噬功能异常会导致多种眼部疾病"如
gT和年龄相关性黄斑变性 + $#, * 在 gT小鼠的视网膜
中"过度激活态的小胶质细胞吞噬凋亡细胞的功能显
著减弱"且分泌过多炎症物质"进一步促进感光细胞凋
亡

+ !', * QBA>% 与巨噬细胞吞噬功能密切相关* 在细
菌感染初期"QBA>% 可促进巨噬细胞对细菌的吞噬作
用

+ $$, * 本研究中吞噬实验结果显示"在 aTB 刺激下"
QBA>% 可提升 Y@N$ 细胞的吞噬功能#S: <̂5 基因变
异后"细胞吞噬功能减弱* 在 gT中"受损的光感受器
会吸引内层视网膜中的小胶质细胞向外层视网膜迁

移"吞噬死亡的视杆细胞残骸 + $%, * 本研究中的细胞划
痕和 ?M.38V;00实验结果显示"在 aTB 刺激下"QBA>%
可增强细胞迁移能力#S: <̂5 基因变异后"细胞迁移能
力减弱*

目前 gT的致病机制尚未完全明确"但已有研究
指出"感光细胞凋亡是 gT形成的共同终末进程 + $&, *
在 gT中"视网膜可出现大量感光细胞死亡"导致患者
视力严重下降

+ $', * 过度激活的小胶质细胞可分泌大
量炎症因子"导致感光细胞死亡"最终加速 gT的进
展* 对 gT小鼠模型的研究表明"过度激活的视网膜
小胶质细胞积聚可能与感光细胞死亡的程度有关

+ $(, *
小胶质细胞释放细胞因子"诱导神经毒性"激活细胞凋
亡信号通路"导致光感受器的变性+$), * 炎症因子 AaG!%
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可引起视网膜的炎症反应"诱导视杆细胞凋亡+$*, * 炎
症因子?RhG&与细胞存活和凋亡密切相关"结合?RhG&
受体后激活外源性凋亡途径来触发细胞凋亡

+ %+, *
?RhG&上调可促进炎症)氧化应激反应"导致光感受器
细胞凋亡"加重视网膜变性 + %!, * 因此"研究 QBA>% 调
控小胶质细胞激活水平的同时"也需要研究其对感光
细胞的间接影响* 本研究结果提示"在 aTB 诱导的
Y@N$ 细胞炎症模型中"QBA>% 可间接抑制细胞凋亡#
S: <̂5 基因变异后"抑制细胞凋亡的能力减弱"细胞凋
亡增加*

综上所述"本研究结果表明"当 S: <̂5 基因变异
后"aTB 刺激状态下的 Y@N$ 细胞 RhG,e信号通路激
活"RMJ#CYEG! 信号通路活化程度减弱"细胞分泌炎症
因子增多#细胞吞噬和迁移能力减弱#共培养系统中
''!k细胞凋亡数量增加* 我们根据以上结论推测"
在 gT发病机制中"可能由于 S: <̂5$Q.M/.3I&%的外显
子 ) 变异导致 QBA>% 转录和翻译水平降低"使其抑制
炎症和吞噬等功能发生变化* 凋亡的感光细胞诱导
S: <̂5 基因变异的小胶质细胞聚集"促使其过度激活*

小胶质细胞分泌大量炎症因子导致更多感光细胞凋

亡* 同时伴有小胶质细胞吞噬功能减弱"造成凋亡细
胞大量堆积"诱导更多的小胶质细胞发生聚集和激活"

形成恶性循环* 这就导致视网膜长期处于炎症状态"
破坏视网膜内环境稳定"促进 gT发展* 越来越多的
变异基因在 gT中被发现"由于缺乏变异基因致病机
制的研究"能用于临床治疗的基因却很少* 对于中晚
期视网膜变性类疾病的治疗"基因替代治疗和抗凋亡C
神经营养因子相结合的新疗法可能是一个较好的选

择
+ %#, * 本研究发现表达于视网膜小胶质细胞的

QBA>% 可能在 gT的发病机制中起着重要的调控作
用"这为基因治疗 gT提供了多种可能* 一种可能是
通过外源性补充稳定的 QBA>%"抑制视网膜小胶质细
胞过度激活"减轻炎症反应"提升吞噬功能以清除变性
或死亡的视杆细胞"维持视网膜内环境稳定"阻止 gT
病情恶化* 另一种可能是开发新型基因治疗技术"更
改突变基因 S: <̂5 的结构"抑制其有害作用"延缓 gT
的进展* 本研究为体外实验"可能与体内病理过程存
在差别* 因此"后续我们仍需通过 gT动物模型和临
床试验进一步验证 S: <̂5 基因的功能"研究更加详细
的 gT发病机制"以期为临床应用提供更加确切的理
论依据*
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