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<<'摘要(<目的<探讨骨形态发生蛋白"Z[K#? 模拟肽 GXB0-2 对增生性玻璃体视网膜病变" K̂ B#发生
及视网膜色素上皮"BK!#细胞上皮a间充质转化"![G#的调控作用及机制)<方法<取分离自供体眼球的人
原代 BK!细胞%将其分为阴性对照组*转化生长因子 &-"GD_L&-#刺激组和 GXB0-2 治疗组%分别用常规培养
基*含 0. )8P"%GD_L&- 培养基*含 0. )8P"%GD_L&- 和 > %8P"%GXB0-2 培养基培养 =I ') 采用 W(+7(5) 9%47
法检测各组 ![G标志物 !L钙粘素"!LF#R'(5$)#*纤连蛋白"_M#*$平滑肌肌动蛋白"$LC[J#和 Z[K受体激
活素受体样激酶 -"JAh-#及转录因子锌指蛋白转录因子 0"C)#$%0#表达&采用凝胶收缩实验检测各组 BK!收
缩功能差异&采用 G5#)+S(%%实验检测各组 BK!细胞迁移能力&采用跨上皮电阻检测 BK!细胞上皮极性变化)
取成年青紫蓝兔 2. 只%采用玻璃体腔注射 BK!细胞及血小板源性生长因子建立兔 K̂ B模型%按照随机数字
表法分为 K̂ B组*.d> %8P"%GXB0-2 组和 > %8P"%GXB0-2 组分别在造模日及造模后 ? R 进行右眼相应浓度
GXB0-2 玻璃体腔注射%采用检眼镜每 ? R 进行 0 次眼底观察%采用 Z型超声确认有无视网膜脱离%分别于造
模后 0= 和 -I R 进行 K̂ B分级%造模后 -I R 空气栓塞法处死模型兔后取眼球行苏木精a伊红染色及 $LC[J
免疫荧光染色%比较各组 K̂ B进展差异) 原代 BK!细胞中加入 Z[K受体抑制剂 ANM0H20IH 作为 ANM抑制
组%检测阴性对照组和 ANM抑制组 BK!细胞 ![G标志物及功能差异&在 BK!细胞中分别转染对照和 C)#$%0
的小干扰 BMJ作为 +$MFcGD_L&- 组和 +$C)#$%0cGD_L&- 组%检测各组 BK!细胞 ![G标志物及功能差异)<
结果<阴性对照组*GD_L&- 刺激组和 GXB0-2 治疗组凝胶收缩比例*跨上皮电阻值及 !LF#R'(5$)*_M和 $L
C[J蛋白相对表达量总体比较%差异均有统计学意义"Ut-Id2I*021d2.*2Id>.*-d>2*>2d>=%均Mu.d.0#) 与
阴性对照组和 GXB0-2 治疗组比较%GD_L&- 刺激组凝胶收缩比例*跨上皮电阻值*!LF#R'(5$) 相对表达量降
低%$LC[J*_M相对表达量升高%差异均有统计学意义"均Mu.d.0#) 造模后 -I R%K̂ B组*.d> %8P"%GXB0-2
组和 > %8P"%GXB0-2 组 K̂ B分级分别为 =d..v.d=>*-dI.v.d2? 和 0dI.v.d2?%总体比较差异有统计学意义
"Ut?d>I2*Mt.d..?#%其中 > %8P"%GXB0-2 组兔眼 K̂ B分级显著低于 K̂ B组%差异有统计学意义 "Mu
.d.>#) 苏木精a伊红染色显示% > %8P"%GXB0-2 组兔眼视网膜前增生膜数量较 K̂ B组和 .d> %8P"%
GXB0-2 组少%视网膜未见脱离) 免疫荧光染色显示 > %8P"%GXB0-2 组玻璃体腔及视网膜 $LC[J表达较
K̂ B组和 .d> %8P"%GXB0-2 组明显减少) 与阴性对照组和 GXB0-2 治疗组比较%GD_L&- 刺激组 JAh- 蛋白
相对表达量明显降低%C)#$%0 蛋白相对表达量明显升高%差异均有统计学意义"均Mu.d.0#) 与阴性对照组相
比%ANM抑制组凝胶收缩比例*跨上皮电阻值和 !L&#R'(5$) 蛋白相对表达量明显降低%_M*$LC[J和 C)#$%0 蛋
白相对表达量明显升高%差异均有统计学意义"均Mu.d.0#) 与 +$MFcGD_L&- 组相比较%+$C)#$%0cGD_L&- 组
细胞凝胶收缩比例*!LF#R'(5$) 蛋白相对表达量明显升高%_M*$LC[J和 C)#$%0 蛋白相对表达量明显降低%差
异均有统计学意义"均Mu.d.>#)<结论<Z[K? 模拟肽 GXB0-2 可以激活 Z[K通路抑制 C)#$%0 表达%从而抑
制 BK!细胞 ![G过程及 K̂ B发生)<

'关键词(<骨形态发生蛋白& 增生性玻璃体视网膜病变& 视网膜色素上皮& 上皮a间充质转化
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5(7$)#%;$8"()7(;$7'(%$#%"BK!# &(%%+3<M(*0,1.<K5$"#5T',"#) BK!&(%%+S(5($+4%#7(R 654"R4)45(T(+3G'(
BK!&(%%+S#+&,%7,5(R 645=I '4,5+S$7' &4):()7$4)#%"(R$,"%"(R$," &4)7#$)$)8 0. )8P"%75#)+645"$)8854S7'
6#&745L&- "GD_L&-#%"(R$,"&4)7#$)$)80. )8P"%GD_L&- #)R > %8P"%GXB0-2%5(+;(&7$:(%T%+(5:$)8#+)(8#7$:(
&4)754%854,;%GD_L&- +7$",%#7$4) 854,; #)R GXB0-2L75(#7(R 854,;3G'(5(%#7$:(;547($) (\;5(++$4) %(:(%+46!L
&#R'(5$)%$L+"447' ",+&%(#&7$) "$LC[J#%6$954)(&7$) "_M# #&7$:$) 5(&(;745L%$Q(Q$)#+(L- "JAh-# #)R C)#$%6#"$%T
Y$)&6$)8(575#)+&5$;7$4) 6#&7450%C)#$%0# S(5(R(7(&7(R 9TW(+7(5) 9%47#)#%T+$+$) (#&' 854,;3BK!&(%%&4)75#&7$%(
6,)&7$4) S#+R(7(&7(R 9T&4%%#8() 8(%&4)75#&7$4) #++#T3BK!&(%%"$85#7$4) 6,)&7$4) S#+R(7(&7(R 9T75#)+S(%%#++#T3
BK!&(%%;4%#5$7TS#+R(7(&7(R 9T75#)+(;$7'(%$#%5(+$+7#)&(3_457'(%# H%H-"4R(%%7'(5#99$7K̂ B "4R(%S#+
(+7#9%$+'(R 9T$)75#:$75(#%$)*(&7$4) 46BK!&(%%+#)R &T74Q$)(;%#7(%(7LR(5$:(R 854S7' 6#&7453G'(K̂ B5#99$7+S(5(
5#)R4"%TR$:$R($)74K̂ B854,;%.d> %8P"%GXB0-2 854,; #)R > %8P"%GXB0-2 854,;%#)R S(5($)75#:$75(#%%T
$)*(&7(R S$7' &455(+;4)R$)8&4)&()75#7$4) 46GXB0-2 4) 7'(R#T46"4R(%%$)8#)R ? R#T+#67(5"4R(%%$)83G'(6,)R,+
&4)R$7$4)+465#99$7+S(5(49+(5:(R (:(5T? R#T+3B(7$)#%R(7#&'"()7S#+&'(&Q(R 9TZL+&#) ,%75#+4)485#;'T(:(5T?
R#T+%#)R K̂ B85#R$)8S#+;(5645"(R 4) 0= #)R -I R#T+#67(5"4R(%%$)83E) R#T-I #67(5"4R(%%$)8%7'(5#99$7S#+
+#&5$6$&(R 9T#$5("94%$+" #)R 7'((T(9#%%S#+(),&%(#7(R3X("#74\T%$)L(4+$) " X!# +7#$)$)8#)R $LC[J
$"",)46%,45(+&()&(+7#$)$)8S(5(;(5645"(R 74&4";#5(7'(R$66(5()&(+$) K̂ B;5485(++$4) #"4)8854,;+3O) 7'(ANM
$)'$9$7$4) 854,;%Z[K5(&(;745$)'$9$745ANM0H20IH S#+#RR(R 74;5$"#5TBK!&(%%+#)R 7'((\;5(++$4) 46![G
"#5Q(5+#)R &(%%6,)&7$4)#%R$66(5()&(+46BK! &(%%+S(5(&4";#5(R 9(7S(() )(8#7$:(&4)754%854,; #)R ANM
$)'$9$7$4) 854,;3C"#%%$)7(56(5$)8BMJ46&4)754%#)R C)#$%0 S#+75#)+6(&7(R $)74BK!&(%%+46+$MFcGD_L&- 854,;
#)R +$C)#$%0 cGD_L&- 854,;%5(+;(&7$:(%T%#)R 7'(R$66(5()&(+$) ![G"#5Q(5+#)R 6,)&7$4) 46BK!&(%%+S(5(
&4";#5(+3G'(;5474&4%$):4%:$)8',"#) +;(&$"()+%&(%%+#)R #)$"#%+$) 7'$++7,RTS#+4;;54:(R 9T7'([(R$&#%
!7'$&+F4""$77((46C'#)8'#$D()(5#%X4+;$7#%"M43-.-0Cj.>?#3<F(./8*.<G'(5(S(5(+7#7$+7$&#%%T+$8)$6$&#)7
R$66(5()&(+$) 8(%&4)75#&7$4) 5#7$4%75#)+(;$7'(%$#%5(+$+7#)&(#)R 5(%#7$:((\;5(++$4)+46!LF#R'(5$)%_M#)R $LC[J
;547($)+#"4)87'()(8#7$:(&4)754%854,;%GD_L&- +7$",%#7$4) 854,; #)R GXB0-2L75(#7(R 854,; "Ut-Id2I%021d2.%
2Id>.%-d>2% >2d>=&#%%Mu.d.0#3F4";#5(R S$7' 7'()(8#7$:(&4)754%854,; #)R GXB0-2L75(#7(R 854,;%7'(8(%
&4)75#&7$4) 5#7$4%75#)+(;$7'(%$#%5(+$+7#)&(%#)R 5(%#7$:((\;5(++$4) 46!L&#R'(5$) $) 7'(GD_L&- +7$",%#7$4) 854,;
R(&5(#+(R%#)R 7'(5(%#7$:((\;5(++$4) 46$LC[J#)R _M$)&5(#+(R%S$7' +7#7$+7$&#%%T+$8)$6$&#)7R$66(5()&(+"#%%Mu
.d.0#3E) R#T-I #67(5"4R(%$)8%7'(K̂ B85#R(+$) 7'(K̂ B854,;%> %8P"%GXB0-2 854,; #)R > %8P"%GXB0-2
854,; S(5(=d..v.d=>%-dI.v.d2?%0dI.v.d2?%5(+;(&7$:(%T%S$7' #+7#7$+7$&#%%T+$8)$6$&#)7R$66(5()&(#"4)8854,;+
"Ut?d>I2%Mt.d..?#3G'(K̂ B85#R(465#99$7(T(+S#++$8)$6$&#)7%T%4S(5$) 7'(> %8P"%GXB0-2 854,; 7'#) $)
7'(K̂ B854,; "Mu.d.>#3X!+7#$)$)8+'4S(R 7'#77'(),"9(546;5(5(7$)#%;54%$6(5#7$:("("95#)(+S#+%(++$) 7'(
> %8P"%GXB0-2 854,; 7'#) $) 7'(K̂ B854,; #)R 7'(.d> %8P"%GXB0-2 854,;%#)R )45(7$)#%R(7#&'"()7S#+
64,)R3O"",)46%,45(+&()&(+7#$)$)8+'4S(R 7'#77'((\;5(++$4) 46$LC[J $) :$75(4,+&#:$7T#)R 5(7$)#S#+
+$8)$6$&#)7%T%4S(5$) 7'( > %8P"%GXB0-2 854,; 7'#) $) 7'(K̂ B 854,; #)R 7'( .d> %8P"%GXB0-2 854,;3
F4";#5(R S$7' 7'()(8#7$:(&4)754%854,; #)R GXB0-2L75(#7(R 854,;%7'(5(%#7$:((\;5(++$4) 46JAh- ;547($) $) 7'(
GD_L&- +7$",%#7$4) 854,; S#++$8)$6$&#)7%TR(&5(#+(R%#)R 7'(5(%#7$:((\;5(++$4) 46C)#$%0 ;547($) S#++$8)$6$&#)7%T
$)&5(#+(R "#%%Mu.d.0#3F4";#5(R S$7' 7'()(8#7$:(&4)754%854,;%7'(8(%&4)75#&7$4) 5#7$4%75#)+(;$7'(%$#%5(+$+7#)&(
#)R 5(%#7$:((\;5(++$4) 46!L&#R'(5$) ;547($) $) 7'(ANM$)'$9$7$4) 854,; S(5(+$8)$6$&#)7%T5(R,&(R%#)R 7'(5(%#7$:(
(\;5(++$4) 46_M%$LC[J#)R C)#$%0 ;547($)+S(5(+$8)$6$&#)7%T$)&5(#+(R "#%%Mu.d.0#3F4";#5(R S$7' 7'(+$MFc
GD_L&- 854,;%7'(8(%&4)75#&7$4) 5#7$4#)R 7'(5(%#7$:((\;5(++$4) 46!L&#R'(5$) ;547($) $) 7'(+$C)#$%0cGD_L&-
854,; S(5(+$8)$6$&#)7%T$)&5(#+(R%#)R 7'(5(%#7$:((\;5(++$4) 46_M%$LC[J#)R C)#$%0 ;547($)+S(5(+$8)$6$&#)7%T
R(&5(#+(R " #%%Mu.d.> #3< :,-+8/.2,-.< GXB0-2 &#) #&7$:#7(7'(Z[K ;#7'S#T74$)'$9$7C)#$%0% 7'(5(9T
$)'$9$7$)87'(![G;54&(++$) BK!&(%%+#)R K̂ B4&&,55()&(3O7$+(\;(&7(R 74;54:$R(;47()7$#%7#58(7+645K̂ BR5,8
7'(5#;T3

">(? @,)1.#= Z4)("45;'48()(7$&;547($)+& K54%$6(5#7$:(:$75(45(7$)4;#7'T& B(7$)#%;$8"()7(;$7'(%$,"&
!;$7'(%$#%L"(+()&'T"#%75#)+$7$4)

A/-1'),4)35$ M#7,5#%C&$()&(_4,)R#7$4) 46C'#)8'#$"-0iB0=>H2..#
NEO$0.32?1.P&"#3*3&)00>HIHL-.-=.=-2L..00>

<<增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 " ;54%$6(5#7$:(
:$75(45(7$)4;#7'T%K̂ B#是孔源性视网膜脱离的主要并
发症%也是视网膜脱离手术失败的重要原因 - 0. ) K̂ B
手术预后不佳%因此%针对 K̂ B的早期干预是研究热
点

- -. ) K̂ B的主要病理特征是玻璃体腔和视网膜周
围细胞性纤维膜的广泛增生%进而引起视网膜变性和
牵引性脱离%最终导致不可逆的视力丧失 - 2a=. ) 视网

膜色素上皮"5(7$)#%;$8"()7(;$7'(%$,"%BK!#细胞增殖
和上皮a间充质转化"(;$7'(%$#%L"(+()&'T"#%75#)+$7$4)%
![G#是 K̂ B发生的关键机制) BK!细胞发生 ![G
的分子机制复杂) 研究发现%K̂ B微环境中的转化生
长因子"75#)+645"$)8854S7' 6#&745%GD_#L&0P- 使 BK!
细胞早期即发生细胞间连接改变%其中黏附连接蛋白
!LF#R'(5$) 表达最先下调%并启动 ![G- >. ) GD_L&0P-
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可激活 BK!细胞经典的 GD_L&PC"#R 通路%诱导
C"#R-P2 磷酸化%使下游 C)#$%家族锌指转录因子 0
"C)#$%6#"$%TY$)&6$)8(575#)+&5$;7$4) 6#&7450%C)#$%0#表
达上调%以抑制 !LF#R'(5$) 表达从而介导 ![G- 1aH. )
目前%预防和治疗 K̂ B药物的主要作用机制为抑制
BK!细胞增殖*迁移和 ![G- 0.. ) 研究发现%过表达骨
形态发生蛋白" 94)("45;'48()(7$&;547($)+%Z[K# ? 后
可抑制 GD_L&0P- 诱导的 BK!细胞 ![G- 00. ) 据此推
测 Z[K? 有可能成为干预 K̂ B发生和发展的分子靶
点) 本研究拟探索外源性 Z[K? 模拟肽 GXB0-2 对
BK!细胞 ![G的抑制作用以及对兔 K̂ B模型的调控
作用%以期为 K̂ B的预防和治疗提供实验基础)

C=材料与方法

C3C<材料
C3C3C<细胞及动物来源<人原代 BK!细胞分离自上
海红十字会眼库供体眼球) 成年青紫蓝兔 2. 只%体质
量 -e2 Q8%购自上海甲干生物科技有限公司-许可证
号$CF@h"沪# -.-.L...1.) 本研究所涉及人体标本*
细胞*实验动物方案均经上海市第一人民医院医学伦
理委员会审核批准"批文号$-.-0Cj.>?#)
C3C3"<主要试剂及仪器<N[![P_0- 培养基*人重
组 GD_L&-"美国 D$9&4G'(5"46$+'(5C&$()7$6$&公司#&
血小板源性生长因子 " ;%#7(%(7LR(5$:(R 854S7' 6#&745%
KND_# "美国 BmN公司 #&ANM0H20IH "美国 C$8"#
[(5&Q 公司#&Z[K? 模拟肽 GXB0-2"上海强耀生物科
技有限公司#&抑制 C)#$%0 表达的 +$BMJ质粒及阴性
对照 +$BMJ质粒 "上海吉玛制药技术有限公司 #&
A$;46(&7#"$)(2..."美国 O):$7548() 公司#&ZFJ蛋白测
定试剂盒 "美国 G'(5"4+&$()&(+公司#&硝化纤维素
膜* G5#)+S(%%小 室 " 美 国 [$%%$;45(公 司 #& NJKO
_%,454"4,)7LD"美国 C4,7'(5)Z$47(&' 公司#&小鼠抗人
!LF#R'(5$) 单克隆抗体"#9-202.2#*小鼠抗人 $平滑
肌肌动蛋白"$L+"447' ",+&%(#&7$)%$LC[J#单克隆抗
体"#9?I0?#*小鼠抗人纤连蛋白"6$954)(&7$)%_M#单克
隆抗体 " #9-I0>?= #*兔抗人激活素受体样激酶 -
"#&7$:$) 5(&(;745L%$Q(Q$)#+(L-% JAh- # 多 克 隆 抗 体
"#9-1-1HH#*兔抗人 C)#$%0 单克隆抗体 "#9-012=?#*
小鼠抗人 DJKNX单克隆抗体 "#9I-=>#*J%(\#_%4,5
=II 山羊抗鼠荧光二抗 "#90>.002# "英国 J9&#"公
司#&山羊抗鼠 I.. 荧光二抗 " H-1L2--0.#*山羊抗兔
1I. 荧光二抗"H-1L1I.?0# "美国 A$LF45公司#) 眼科
JPZ超声诊断仪"B(7$W#:(%重庆贝奥新视野医疗设备
有限公司#&共聚焦显微镜"德国 F#5%i($++公司#&荧

光显微镜"德国 A($&#公司#&聚丙烯酰胺凝胶电泳仪
"美国 Z$4LB#R 公司#&奥德赛近红外成像系统 "美国
A$LF45公司#&上皮跨膜电阻仪"[$%%$&(%%L!BC-%美国密
理博a默克公司#)
C3"<方法
C3"3C<原代细胞分离培养<参照文献-0-a02.分离
和培养原代 BK!细胞) 供体去角膜眼杯以视神经为
中心剪成/十0字花瓣状%去除内容物及视网膜层%色
素上皮层用 2? w预热的 .d->`胰蛋白酶L!NGJ消化
收集原代 BK!细胞) 原代 BK!细胞常规用含 0.`胎
牛血清及 0`青a链霉素的 N[![P_0- 培养基%置入
>` FE- 培养箱 2? w恒温培养%培养基每 - R 更换
0 次) 取传代次数为 2e= 代且呈现规则六边形上皮细
胞形态的细胞进行后续研究%模型建立前 0- ' 均更换
为无血清培养基)
C3"3"<![G模型建立及分组处理<将 BK!细胞接种
至培养皿%按 0 g2比例传代%?.`eI.`融合后将其分
为阴性对照组*GD_L&- 刺激组和 GXB0-2 治疗组%分
别用常规培养基*含 0. )8P"%GD_L&- 培养基*含
0. )8P"%GD_L&- 和 > %8P"%GXB0-2 培养基培养
=I ') 另将 BK!细胞分为阴性对照组和 ANM抑制组%
分别加入常规培养基和含 > )"4%PAANM0H20IH 培养
基培养 =I ')
C3"3H<C)#$%0 +$BMJ转染细胞及分组处理<将 BK!
细胞接种至 1 孔板中%0 g2传代%常规培养 0- ' 后%分
为 +$MFcGD_L&- 组和 +$C)#$%0cGD_L&- 组%分别加入
含 0. )8P"%GD_L&-c-. )"4%PA阴性对照 +$BMJ培养
基和含 0. )8P"%GD_L&-c-. )"4%PAC)#$%0 的 +$BMJ
培养基继续培养 -= '%荧光显微镜下观察荧光表达情况
以鉴定转染是否成功) 其中 C)#$%0 的正向 +$BMJ序列$
>xLDJkFkkFCCFkDFJJJkJkGGL2x%反向 +$BMJ序列$
>xLJkJkkkDFJDkkDJJDJkFGGL2x%由苏州吉玛基因
股份有限公司合成)
C3"3D<兔 K̂ B模型建立及分组处理<参照文献-0=.
建立兔 K̂ B模型) 以右眼为实验眼%将模型兔按照随
机数字表法随机分为 K̂ B组*.d> %8P"%GXB0-2 组
和 > %8P"%GXB0-2 组%每组 0. 只%造模前 ? R 用注射
用盐酸替来他明盐酸唑拉西泮 >. %8P8腹腔内注射麻
醉后经角膜缘抽取 .d0 "%前房水%并经睫状体平坦部
注入纯 F2_I 气体 .d= "%%使玻璃体液化并将玻璃体压
向周边&造模当日%再次麻醉实验兔并抽取 .d0 "%前房
水%将 0d>y0.>

个第 2 代人 BK!细胞和 >. )8KND_一
同加入 0.. %%磷酸盐缓冲液";'4+;'#7(9,66(5(R +#%$)(%
KZC#中 %经睫状体平坦部注入玻璃体腔 %.d> %8P"%
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①PVR组：RPE+PDGF

②眼底B型超声观察

③眼球组织切片

①PVR组：100μlPBS

②0.5μg/mlTHR123组：
RPE+PDGF

+
0.5μg/mlTHR123

②0.5μg/mlTHR123组：
100μl0.5μg/ml

THR123

③5μg/mlTHR123组：
RPE+PDGF

+
5μg/mlTHR123

③5μg/mlTHR123组：
100μl5μg/mlTHR123

①眼底观察

①眼底观察

②眼底B型超声观察

①眼底观察

图 C=兔 BRF模型建立示意图<K̂ B察增生性玻璃体视网膜病变&BK!察视网膜色素上皮&KND_察
血小板源性生长因子&KZC察磷酸盐缓冲液
A24/)(C=F3<<2*BRF5,1(8(.*3<82.05(-*1234)35.<K̂ B察;54%$6(5#7$:(:$75(45(7$)4;#7'T&BK!察
5(7$)#%;$8"()7(;$7'(%$,"&KND_察;%#7(%(7R(5$:(R 854S7' 6#&745&KZC察;'4+;'#7(9,66(5(R +#%$)(

GXB0-2 组和 > %8P"%GXB0-2 组玻璃体腔注射液中
分别 加 入 终 质 量 浓 度 为 .d> %8P"%或 > %8P"%
GXB0-2&造模后第 ? 天再次对应注射 0.. %%KZC*
.d> %8P"%GXB0-2 或 > %8P"%GXB0-2) 造模及观察
过程中每组有 - 只模型兔死亡%不纳入模型统计) 造
模后%每 ? R 采用全视网膜镜进行眼底观察并用手机
"$K'4)(0.#拍摄眼底照片%造模后 0= 及 -I R 分别采
用 Z型超声检查是否存在视网膜脱离"图 0#) 根据文
献-0>.的方法进行 K̂ B分级察0 级为有玻璃体内增生
膜&- 级为有局灶性牵引%局部血管改变*充血*血管异
常&2 级为在髓鞘处有局部脱离&= 级为有进一步的视
网膜脱离%全髓鞘脱离%视盘周围视网膜脱离&> 级为
有全视网膜脱离和视网膜皱褶及裂孔)
C3"3$<苏木精a伊红染色和免疫荧光染色观察各组
视网膜形态及 $LC[J表达<模型建立后 -I R%经耳缘
静脉快速注入 >. "%空气处死模型兔%取出眼球%并置
于 0.`中性甲醛中 = w过夜%石蜡包埋%> %"厚纵向
进行切片) 选择完整切片 "包括角膜及视神经 #在
1> w下孵育 2. "$)%用二甲苯洗涤 - 次%梯度乙醇
"0..`* 0..`* H.`* I.`# 和 水 中 各 孵 育 2 "$))
"0#苏木精a伊红染色<取水化的组织切片%于苏木素
染液中浸润 2. "$)%清水漂洗%盐酸乙醇褪色后用梯度
乙醇脱水%用伊红乙醇复染核%二甲苯透明后用中性树
脂封片) "-#免疫荧光染色<取水化的组织切片%用
柠檬 酸 钠 进 行 抗 原 修 复% 加 入 抗 $LC[J抗 体
"0 g0 ... 稀释#在 2? w下孵育 0 '%KZC 漂洗 2 次&

加入相应的二抗 2? w下孵育 0 '%KZC 漂洗 - 次%并
用 NJKO_%,454"4,)7LD封片液染核并封片) 使用激
光扫描共聚焦显微镜进行图像采集)
C3"3K<+$BMJ转染敲减 C)#$%0 表达<BK!细胞接种
至 1 孔板中%在转染前 -= ' 更换无血清培养基%用
A$;46(&7#"$)(2... 配制终质量浓度为 -. )"4%PA的
+$C)#$%0 和 +$MF培养 -= ' 后荧光显微镜下观察培养
皿中荧光表型%鉴定转染是否成功) 采用 W(+7(5) 9%47
检测 C)#$%0 表达量)
C3"3L<W(+7(5) 9%47法检测各组细胞中 ![G标志物*
Z[K受体 JAh- 及转录因子 C)#$%0 的蛋白表达量<收
集各组细胞%加入裂解缓冲液在冰上裂解 2. "$)) 使
用 ZFJ蛋白测定试剂盒对蛋白浓度进行定量) 取
2. %8总蛋白%H> w水浴变性后%进行聚丙烯酰胺凝胶
电泳分离%并转印到硝酸纤维素膜上%>`脱脂奶粉封
闭 0 '&加入 !LF#R'(5$)"0g>.. 稀释#*_M"0g- ... 稀
释#*$LC[J" 0g0 ... 稀释#* C)#$%0 " 0g>.. 稀释 # 及
JAh-"0g>.. 稀释# 一抗 = w孵育过夜&KZCG震荡洗
涤 2 次%加入相应荧光二抗"0g> ... 稀释#在室温下孵
育 0d> '%应用近红外成像系统扫描%利用 j,#)7$7TE)(
软件测定灰度值%以 DJKNX作为内参照%采用 O"#8(]
软件分析各目的蛋白相对表达量) 实验独立重复 2 次)
C3"3W<凝胶收缩实验检测各组 BK!细胞收缩功能<
参照文献-01.的方法%取 -= 孔细胞培养板%用 0`牛
血清白蛋白 2? w包被 0 ') 取分组处理后的细胞用
无血清培养基制成细胞悬液%以胶原! "终质量浓度

- "8P"%#* 原 代 BK! 细 胞

"0y0.> e-y0.>
个#*>. %%0. 倍

N[![P_0- 培养基*M#EX" 0M%
胶原 O溶剂的 .d.-> 倍#*双蒸水
配制成 >.. %%溶液%并加入包被
后的 -= 孔板中%2? w孵育使之
凝固&上层加入 >.. %%各组相应
培养基于 2? w培养 =I ') 观察
凝胶收缩情况并拍照%用 O"#8(]
软件计算收缩比例%收缩比例t

凝胶面积P-= 孔板单孔面 积y
0..`) 实验独立重复 2 次)
C3"3Q<G5#)+S(%%实验检测各组
BK!细胞迁移能力<细胞计数后
取 0y0.>

个细胞 0.. %%接种于带
有 I %"孔径小孔的 G5#)+S(%%小
室上室中%培养基含 .d>`胎牛血
清%下室加入含0.`胎牛血清的
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B CA

阴性对照组 TGF�β2刺激组 THR123治疗组 阴性对照组 TGF�β2刺激组 THR123治疗组 阴性对照组 TGF�β2刺激组 THR123治疗组

E�Cadherin

FN

α�SMA

GAPDH10μm10μm10μm

图 "=外源性添加 JTFC"H 对 JmA7!" 诱导 FB%细胞纤维化的影响<J$凝胶收缩实验结果图<与阴性对照组相比%GD_L&- 刺激组凝胶收缩明
显%GXB0-2 治疗组凝胶收缩程度有所减轻<Z$G5#)+S(%%实验 "结晶紫 y=.%标尺t0. %"#<F$W(+7(5) 9%47检测 ![G标志物蛋白表达水平<
GD_L&- 刺激组 !LF#R'(5$) 蛋白条带强度弱于阴性对照组和 GXB0-2 治疗组%_M和 $LC[J蛋白条带强度强于阴性对照组和 GXB0-2 治疗组<
GD_L&-$转化生长因子L&-&!LF#R'(5$)$!L钙粘素&_M$纤连蛋白&$LC[J$$平滑肌肌动蛋白&DJKNX$甘油醛L2L磷酸脱氢酶
A24/)("=%66(+*,6(&,4(-,/.3112*2,-,6JTFC"H ,-JmA7!"72-1/+(1FB%+(8862<),.2.<J$B(+,%7+46&4%%#8() 8(%&4)75#&7$4) #++#T<F4";#5(R S$7'
7'()(8#7$:(&4)754%854,;%8(%&4)75#&7$4) S#+49:$4,+$) GD_L&- 854,;%#)R 7'(&4)75#&7$4) S#+5(R,&(R $) GXB0-2L75(#7(R 854,;<Z$G5#)+S(%%#++#T
"&5T+7#%:$4%(7y=.%+&#%(9#5t0. %"#<F$!\;5(++$4) 46![G"#5Q(5;547($)+R(7(&7(R 9TW(+7(5) 9%47<F4";#5(R S$7' 7'()(8#7$:(&4)754%854,; #)R
GXB0-2L75(#7(R 854,;%7'($)7()+$7T46!LF#R'(5$) ;547($) 9#)R+S#+R(&5(#+(R #)R 7'($)7()+$7$(+46_M#)R $LC[J;547($) 9#)R+S(5($)&5(#+(R $) GD_L
&- 854,;<GD_L&-$75#)+645"$)8854S7' 6#&745L&-&_M$6$954)(&7$)&$LC[J$$L+"447' ",+&%(#&7$)&DJKNX$8%T&(5#%R('TR(L2L;'4+;'#7(R('TR548()#+(

表 C=各组 FB%细胞 %MJ标志物表达及功能指标比较"6Y%#
J3<8(C=:,5'3)2.,-,6%MJ53)9()(&')(..2,-3-16/-+*2,-38'3)35(*().,6FB%+(88.35,-4 *0)((4),/'."6Y%#

组别 样本量
凝胶收缩

比例"`#
细胞迁移数

"个P视野#
跨上皮电阻值

"'!&"- # "=I '#
!LF#R'(5$)
相对表达量

_M
相对表达量

$LC[J
相对表达量

阴性对照组 2 H>d11?v-dI=I 2=d...v2d-0> 0H2d?..v-d=.- 0d...v.d... 0d...v.d... 0d...v.d...

GD_L&- 刺激组 2 >2d11?v=d.H1#9 I>d11?v2dH2.9 >-d>..v2d0I.#9 .d22?v.d.=0#9 >d?..v.d>I1#9 -dH22v.d-H1#9

GXB0-2 治疗组 2 IId...v>d-H- ==d11?v-d=.= 0=.d?..v0dI?? .dI-2v.d.2. 0d>..v.d0?2 0d22.v.d0=>

U值 -Id2I .d02 021d2. 02Id>. --d>2 >2d>=

M值 u.d..0 u.d..0 u.d..0 u.d..0 .d..- .d..0

<注$与阴性对照组比较%#Mu.d.0&与 GXB0-2 治疗组比较%9Mu.d.0"单因素方差分析%G,Q(T检验#<BK!$视网膜色素上皮&![G$上皮a间充质转
化&GD_L&-$转化生长因子 &-&_M$纤连蛋白&$LC[J$$平滑肌肌动蛋白
<M47($F4";#5(R S$7' )(8#7$:(&4)754%854,;%#Mu.d.0&&4";#5(R S$7' GXB0-2L75(#7(R 854,;%9Mu.d.0 "E)(LS#TJMÊ J%G,Q(T7(+7# <BK!$5(7$)#%
;$8"()7(;$7'(%$,"&![G$(;$7'(%$#%L"(+()&'T"#%75#)+$7$4)&GD_L&-$75#)+645"$)8854S7' 6#&745L&-&_M$6$954)(&7$)&$LC[J$$L+"447' ",+&%(#&7$)

培养基 1.. %%%于 2? w细胞培养箱中培养 -. ') 从
细胞培养箱中取出小室%a-. w预冷的冰甲醇固定
2. "$)%KZC 洗 2 次%> "$)P次&加入 >.. %%结晶紫溶
液染色 0. "$)%KZC 洗 2 次%> "$)P次%光学显微镜下
观察并拍照%用 O"#8(]软件随机选取 0.. 倍下 2 个视
野%进行细胞计数) 实验独立重复 2 次)
C3"3C#<跨上皮电阻检测各组 BK!细胞上皮功能完
整性<参照文献-0?.方法%分别于细胞实验前*加入
药物刺激后 -= ' 及 =I ' 向分组培养的细胞中插入上
皮跨膜电阻仪的 - 个电极分别置于培养液中和贴壁培
养的细胞侧%通过欧姆电阻对电极施加直流电压并测
量电流) 电阻值"0>. '!&"-

表示上皮细胞连接完

整%u0>. '!&"-
表示存在上皮细胞连接破坏) 数据

重复测量 2 次%取平均值) 实验独立重复 2 次)
C3H<统计学方法

采用 CKCC --3. 统计学软件进行统计分析%采用
D5#;'K#R K5$+"1 软件作图) 计量资料经 $检验证实
符合正态分布%以 Tv*表示) 各组数据经 A(:()(检验
证实方差齐%- 个组间差异比较%采用独立样本 $检验&

多组间总体差异比较采用单因素方差分析%组间多重
比较采用 G,Q(T检验) Mu.d.> 为差异有统计学意义)

"=结果

"3C<各组 BK!细胞 ![G标志物及功能指标比较

凝胶收缩实验结果显示%GD_L&- 刺激组凝胶较阴
性对照组和 GXB0-2 治疗组明显收缩 "图 -J#)
G5#)+S(%%小室实验结果显示%GD_L&- 刺激组迁移细胞
数明显多于阴性对照组和 GXB0-2 治疗组 "图 -Z#)
W(+7(5) 9%47结果显示%与阴性对照组和 GXB0-2 治疗
组比较%GD_L&- 刺激组上皮细胞标志物 !LF#R'(5$) 蛋
白电泳条带灰度降低%间充质标志物 $LC[J和 _M蛋
白电泳条带灰度值增加"图 -F#)

各组凝胶收缩比例*细胞迁移数*跨上皮电阻值以及
!LF#R'(5$)*_M和$LC[J蛋白相对表达量总体比较%差异
均有统计学意义"Ut-Id2I*.d02*021d2.*02Id>.*--d>2*
>2d>=%均Mu.d.0#) 与阴性对照组和 GXB0-2 治疗组比
较%GD_L&- 刺激组凝胶收缩比例*跨上皮电阻值*!L
F#R'(5$) 相对表达量降低%细胞迁移数*$LC[J*_M相对
表达量升高%差异均有统计学意义"均 Mu.d.0#&阴性对
照组与 GXB0-2 治疗组凝胶收缩比例*细胞迁移数*跨
上皮电阻值*!LF#R'(5$)*$LC[J和 _M相对表达量比
较%差异均无统计学意义"均 Mf.d.>#"表 0#)
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"3"<各组兔眼 K̂ B分级比较
造模后 -I R%K̂ B分级总体比较差异有统计学意

义"Ut?d>I2%Mt.d..?#%其中 > %8P"%GXB0-2 组兔
眼 K̂ B分级显著低于 K̂ B组%差异有统计学意义
"Mu.d.>#"表 -#) 眼底图像显示 K̂ B组兔眼视网膜
全脱离%Z型超声显示视网膜呈漏斗型脱离&> %8P"%
GXB0-2 组兔眼仅可见视网膜前少量增生膜%未见视
网膜脱离&.d> %8P"%GXB0-2 组兔眼可见视网膜前增
生膜%偶见有视网膜浅脱离) 苏木精a伊红染色显示%
K̂ B组兔眼视网膜前大量增生膜%增生膜牵拉视网膜
导致视网膜脱离&> %8P"%GXB0-2 组兔眼视网膜前增
生膜数量少%视网膜未见脱离&.d> %8P"%GXB0-2 组
可见视网膜前增生膜%偶见视网膜脱离"图 2JeF#)
免疫荧光染色显示%K̂ B组兔眼脱离的视网膜及前膜
上 $LC[J表达阳性%> %8P"%GXB0-2 组玻璃体腔及
视网膜鲜有 $LC[J的表达%.d> %8P"%GXB0-2 组有
$LC[J的表达"图 2N#)
"3H<各组 JAh及 C)#$%0 蛋白相对表达量比较

阴性对照组*GD_L&- 刺激组和 GXB0-2 治疗组
JAh- 和 C)#$%0 蛋白相对表达量总体比较%差异有统
计学意义"Ut0=-d=.*1Hd>>%均Mu.d..0#) 与阴性对
照组和 GXB0-2 治疗组比较%GD_L&- 刺激组 JAh- 蛋
白相对表达量明显降低%C)#$%0 蛋白相对表达量明显
升高%差异均有统计学意义 "均Mu.d.0 # "图 =J%
表 2#)
"3D<阴性对照组和 ANM抑制组细胞 C)#$%0 表达*
![G标志物表达及功能指标比较

与阴性对照组相比%ANM抑制组凝胶收缩比例*
跨上皮电阻值和 !LF#R'(5$) 蛋白相对表达量明显降
低%_M*$LC[J和 C)#$%0 蛋白相对表达量明显升高%差
异均有统计学意义"$tId-??*2.d=0.*-d==2*01d=0.*
Id>0I*=d>?-%均Mu.d.0#"图 =Z*F%表 =#)

表 "=各组不同时间点 BRF等级比较"6Y%#
J3<8("=:,5'3)2.,-,6BRF4)31(.3*1266()(-**25(

',2-*.35,-4 1266()(-*4),/'."6Y%#

组别 样本量 造模后 0= R 造模后 -I R

K̂ B组 I -d1?v.d=- =d..v.d=>

.d> %8P"%GXB0-2 治疗组 I 0dI2v.d20 -dI.v.d2?

> %8P"%GXB0-2 治疗组 I 0d>.v.d2= 0dI.v.d2?#

U值 0d012 ?d>I2

M值 .d2?I .d..?

<注$与 K̂ B组比较%#Mu.d.0"单因素方差分析%G,Q(T检验#<K̂ B$
增生性玻璃体视网膜病变

<M47($F4";#5(R S$7' K̂ B 854,;%#Mu.d.0 "E)(LS#TJMÊ J%G,Q(T
7(+7#<K̂ B$;54%$6(5#7$:(:$75(45(7$)4;#7'T

B

C

D

A

PVR组 0.5μg/mlTHR123组 5μg/mlTHR123组

10μm 10μm

10μm 10μm 10μm

★10μm

图 H=各组兔眼 BRF进展情况比较<J$各组造模后 -I R 兔眼眼底图
像<K̂ B组可见视网膜全脱离&.d> %8P"%GXB0-2 组可见明显增生
膜&> %8P"%GXB0-2 组仅可见视网膜前少量增生膜<Z$各组造模后
-I R 兔眼 Z型超声检查图像< K̂ B组视网膜呈漏斗型脱离&
.d> %8P"%GXB0-2 治疗组可见视网膜前牵引&> %8P"%GXB0-2 治疗
组未见视网膜脱离<F$各组 K̂ B模型眼组织病理染色"X!y-..%
标尺t0. %"#<K̂ B组视网膜前可见大量增生膜"三角#%增生膜牵
拉视网膜导致视网膜脱离"星号#&.d> %8P"%GXB0-2 治疗组见视网
膜前增生膜"三角#&> %8P"%GXB0-2 治疗组视网膜前增生量少%视网
膜未见脱离<N$各组 K̂ B模型眼 $LC[J免疫荧光染色观察"y12.%
标尺t0. %"#<K̂ B组脱离的视网膜及前膜上 $LC[J表达阳性&
.d> %8P"%GXB0-2 治疗组可见明显 $LC[J阳性表达%但未见明显视
网膜脱离表现& > %8P"%GXB0-2 治疗组玻璃体腔及视网膜鲜有
$LC[J的表达) 绿色荧光示 $LC[J%蓝色荧光示细胞核<K̂ B$增生
性玻璃体视网膜病变&!B[$视网膜前膜&OM$内核层&EM$外核层&
BK!$视网膜色素上皮
A24/)(H= :,5'3)2.,-,6BRF '),4)(..2,-2-)3<<2*(?(.35,-4
4),/'.<J$_,)R,+$"#8(+465#99$7+-I R#T+#67(5"4R(%$)8<G47#%5(7$)#%
R(7#&'"()7S#+49+(5:(R $) K̂ B854,;3G'(;54%$6(5#7$:("("95#)(S#+
49:$4,+$) .d> %8P"%GXB0-2 854,;3C"#%%#"4,)746;54%$6(5#7$:(
"("95#)(S#++(() $) 7'( > %8P"%GXB0-2 854,; < Z$ ZL+&#)
,%75#+4)485#;'T$"#8(+465#99$7+-I R#T+#67(5"4R(%$)8<_,))(%L+'#;(R
R(7#&'"()7S#+49+(5:(R $) K̂ B854,;3B(7$)#%#)7(5$4575#&7$4) S#++(()
$) .d> %8P"%GXB0-2L75(#7(R 854,;3M45(7$)#%R(7#&'"()7S#+49+(5:(R
$) 7'( > %8P"%GXB0-2L75(#7(R 854,; < F$ X$+74;#7'4%48$&#%+7#$)$)8
49+(5:#7$4) 46R$66(5()7854,;+"X!y-..%+&#%(9#5t0. %"#<O) 7'(
K̂ B854,;%#%#58(),"9(546;54%$6(5#7$:("("95#)(+"75$#)8%(# $) 654)7
467'(5(7$)#S(5(+(()%S'$&' 5(+,%7(R $) 5(7$)#%R(7#&'"()7"#+7(5$+Q#3
K54%$6(5#7$:( "("95#)( S#+49+(5:(R $) .d> %8P"%GXB0-2L75(#7(R
854,;3A(++5(7$)#%'T;(5;%#+$#S#++(() $) 7'(> %8P"%GXB0-2L75(#7(R
854,;<N$$LC[J$"",)46%,45(+&()&(+7#$)$)846R$66(5()7K̂ B854,;+
"y12.%+&#%( 9#5t0. %"# <K4+$7$:($LC[J (\;5(++$4) S#++(() $)
R(7#&'(R 5(7$)##)R (;$5(7$)#%"("95#)($) K̂ B854,;3E9:$4,+%T;4+$7$:(
$LC[J (\;5(++$4) S#++(()% #)R )449:$4,+5(7$)#%R(7#&'"()7S#+
49+(5:(R $) 7'(.d> %8P"%GXB0-2 854,;3$LC[JS#+5#5(%T(\;5(++(R
$) :$75(4,+&#:$7T#)R 5(7$)#$) 7'(> %8P"%GXB0-2L75(#7(R 854,;3D5(()
6%,45(+&()&(+'4S(R $LC[J#)R 9%,(6%,45(+&()&(+'4S(R 7'(),&%(,+<
K̂ B$;54%$6(5#7$:(:$7545(7$)4;#7'T&!B[$(;$5(7$)#%"("95#)(&OM$$))(5
),&%(#5%#T(5&EM$4,7(5),&%(#5%#T(5&BK!$5(7$)#%;$8"()7(;$7'(%$,"
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ALK2

Snail1

GAPDH

E�Cadherin

FN

α�SMA

Snail1

GAPDH

阴性
对照组

TGF�β2
刺激组

THR123
治疗组

阴性对照组 LDN抑制组

B C

D E

siNC+TGF�β2组 siSnail1+TGF�β2组

E�Cadherin

FN

α�SMA

Snail1

GAPDH

siNC+
TGF�β2组

siSnail1+
TGF�β2组

A

阴性对照组 LDN抑制组

图 D=JTFC"H 结合 SMB受体 ;E>" 对 G-328C 表达的抑制作用<J组W(+7(5) 9%47检测阴性对照组*GD_L&- 刺激组和 GXB0-2 治疗组 JAh- 及
C)#$%0 蛋白表达<与阴性对照组相比%GD_L&- 刺激组和 GXB0-2 治疗组 JAh- 蛋白条带强度均减弱%C)#$%0 蛋白条带强度均增强&GXB0-2 治疗组
较 GD_L&- 刺激组 JAh- 蛋白条带强度增强%C)#$%0 蛋白条带强度减弱<Z组W(+7(5) 9%47检测阴性对照组和 ANM抑制组 ![G标志物及转录因子
C)#$%0 蛋白表达<与阴性对照组相比%ANM抑制组 _M*$LC[J*C)#$%0 蛋白条带强度均增强%!LF#R'(5$) 蛋白条带强度降低<F组阴性对照组和 ANM
抑制组凝胶收缩实验结果<与阴性对照组相比%ANM抑制组BK!细胞收缩能力增强<N组W(+7(5) 9%47检测 +$MFcGD_L&- 组和 +$C)#$%0cGD_L&- 组
![G标志物的蛋白表达<与 +$MFcGD_L&- 组相比%+$C)#$%0cGD_L&- 组 !LF#R'(5$) 蛋白条带强度增强%_M*$LC[J蛋白条带强度降低<!组+$MFc
GD_L&- 组和 +$C)#$%0cGD_L&- 组凝胶收缩实验结果<与 +$MFcGD_L&- 组相比%+$C)#$%0cGD_L&- 组 BK!细胞收缩能力减弱<GD_L&-组转化生长因
子L&-&JAh-组激活素受体样激酶L-&C)#$%0组锌指蛋白转录因子 0&DJKNX组甘油醛L2L磷酸脱氢酶&!LF#R'(5$)组!L钙粘素&_M组纤连蛋白&$LC[J组$平
滑肌肌动蛋白&+$MF组阴性对照小干扰 BMJ
A24/)(D=JTFC"H <2-12-4 *, SMB)(+('*,);E>" *, 2-02<2*G-328C (&')(..2,-<J组!\;5(++$4) 46JAh- #)R C)#$%0 ;547($)+$) R$66(5()7854,;+
R(7(&7(R 9TW(+7(5) 9%47<F4";#5(R S$7' 7'()(8#7$:(&4)754%854,;%7'($)7()+$7T46JAh- ;547($) 9#)R+S(5(R(&5(#+(R%#)R 7'($)7()+$7T46C)#$%0 ;547($)
9#)R S(5(()'#)&(R $) GD_L&- +7$",%#7$4) 854,; #)R GXB0-2L75(#7(R 854,;3G'($)7()+$7T46JAh- ;547($) 9#)R S#+()'#)&(R%#)R 7'($)7()+$7T46C)#$%0
;547($) 9#)R S#+R(&5(#+(R $) GXB0-2L75(#7(R 854,; &4";#5(R S$7' GD_L&- +7$",%#7$4) 854,;<Z组!\;5(++$4) 46![G"#5Q(5+#)R 75#)+&5$;7$4) 6#&745
C)#$%0 ;547($)+$) )(8#7$:(&4)754%854,; #)R ANM$)'$9$7$4) 854,; R(7(&7(R 9TW(+7(5) 9%47<F4";#5(R S$7' 7'()(8#7$:(&4)754%854,;%7'($)7()+$7T46_M%
$LC[J#)R C)#$%0 ;547($) 9#)R+S(5(()'#)&(R #)R !LF#R'(5$) ;547($) 9#)R $)7()+$7TS#+R(&5(#+(R $) ANM$)'$9$7$4) 854,;<F组B(+,%7+46&4%%#8() 8(%
&4)75#&7$4) #++#T$) )(8#7$:(&4)754%854,; #)R ANM$)'$9$7$4) 854,;<F4";#5(R S$7' )(8#7$:(&4)754%854,;%BK!&(%%&4)75#&7$4) S#+()'#)&(R $) ANM
$)'$9$7$4) 854,;<N组!\;5(++$4) 46![G"#5Q(5;547($)+$) +$MFcGD_L&- 854,; #)R +$C)#$%0cGD_L&- 854,; R(7(&7(R 9TW(+7(5) 9%47<F4";#5(R S$7'
+$MFcGD_L&- 854,;%7'(!LF#R'(5$) ;547($) 9#)R $)7()+$7TS#+()'#)&(R #)R 7'($)7()+$7$(+46_M#)R $LC[J;547($) 9#)R+S(5(R(&5(#+(R $) +$C)#$%0c
GD_L&- 854,;<!组B(+,%7+46&4%%#8() 8(%&4)75#&7$4) #++#T$) +$MFcGD_L&- 854,; #)R +$C)#$%0cGD_L&- 854,;<F4";#5(R S$7' +$MFcGD_L&- 854,;%
BK!&(%%&4)75#&7$4) S#+5(R,&(R $) +$C)#$%0cGD_L&- 854,;<GD_L&-组75#)+645"$)8854S7' 6#&745L&-&JAh-组#&7$:$) 5(&(;745L%$Q(Q$)#+(L-&C)#$%0组Y$)&
6$)8(5;547($) 75#)+&5$;7$4) 6#&7450&DJKNX组8%T&(5#%R('TR(L2L;'4+;'#7(R('TR548()#+(&_M组6$954)(&7$)&$LC[J组$L+"447' ",+&%(#&7$)&+$MF组 )(8#7$:(
&4)754%+"#%%$)7(56(5$)8BMJ

"3$<各细胞转染组细胞 C)#$%0 表达*![G标志物表
达及功能指标比较

与 +$MFcGD_L&- 组相比较%+$C)#$%0cGD_L&- 组细
胞凝胶收缩比例*!LF#R'(5$) 蛋白相对表达量明显升
高%_M*$LC[J和 C)#$%0 蛋白相对表达量明显降低%差
异均有统计学意义 "$t=d-.>*2d=0>*0=d1-.*2d?0>*
-d1.I*01d0>.%均Mu.d.>#"图 =N*!%表 >#)

H=讨论

玻璃体切割手术是治疗严重 K̂ B的主要方式%但
此时视网膜功能已发生不可逆的严重损害%即使术后
视网膜解剖结构复位%患者的视觉功能仍不能得到有
效恢复) 有研究显示%通过玻璃体切割手术使视网膜
成功复位的 K̂ B病例中%仅有不到 >.`的患者在 2 个
月的随访中最佳矫正视力达到 -.P=. 以上&严重的

K̂ B病例中完全解剖复位的患者不到 =.`- 0I. ) 因
此%对 K̂ B的早期药物干预一直是研究的热点和
难点)

Z[K是一类属于 GD_L&超家族的生长因子%与
系统发育相关%并参与机体各脏器的纤维化过
程

- 0Ha-.. ) 有研究利用腺病毒将 Z[K? 转染角膜碱灼
伤模型小鼠中发现%过表达 Z[K? 有抑制角膜纤维
化的作用%从而对碱灼伤有一定的治疗效果 - -0. ) C',
等

- --.
将外源性重组 Z[K? 导入晶状体上皮细胞中%

发现 GD_L&- 诱导的 ![G过程被抑制) 另外%Z[K?
通过抑制作为 GD_L&- 细胞内拮抗剂的 OLC"#R?%显
著抑制小梁网细胞由 GD_L&- 诱导的细胞外基质蛋
白的表达

- -2a-=. ) 本研究结果也表明%Z[K? 模拟肽
可抑制 GD_L&- 诱导的 BK!细胞 ![G%并有效抑制
兔眼 K̂ B的进展)
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表 D=阴性对照组与 ENZ抑制组细胞 G-328C 和 %MJ标志物相对表达量及功能指标比较"6Y%#
J3<8(D=:,5'3)2.,-,6(&')(..2,-,6G-328C 3-1%MJ53)9().3-16/-+*2,-38'3)35(*().<(*@((--(43*2U(+,-*),8

3-1ENZ2-02<2*2,-4),/'."6Y%#

组别 样本量 凝胶收缩比例"`# 跨上皮电阻值"'!&"- # !LF#R'(5$) 相对表达量 _M相对表达量 $LC[J相对表达量 C)#$%0 相对表达量

阴性对照组 2 H>d11?v-dI=I 0H2d?..v-d=.- 0d...v.d... 0d...v.d... 0d...v.d... 0d...v.d...

ANM抑制组 2 1.d222v2d0I. ?-d>..v2d0I. .d2>.v.d.1= >d21?v.d-H1 2d-1?v.d2H2 -d-0?v.d0H-

$值 Id-?? 2.d=0. -d==2 01d=0. Id>0I =d>?-

M值 .d..0 u.d..0 u.d..0 u.d..0 .d..> .d..2

<注$"独立样本 $检验#<C)#$%0$锌指蛋白转录因子 0&![G$上皮a间充质转化&!LF#R'(5$)$!L钙粘素&_M$纤连蛋白&$LC[J$$平滑肌肌动蛋白
<M47($"O)R(;()R()7+#";%(+$L7(+7#<C)#$%0$Y$)&6$)8(5;547($) 75#)+&5$;7$4) 6#&7450&![G$(;$7'(%$#%L"(+()&'T"#%75#)+$7$4)&_M$6$954)(&7$)&$LC[J$$L
+"447' ",+&%(#&7$)

表 $=各转染组细胞 G-328C 和 %MJ标志物相对表达量和功能指标比较"6Y%#
J3<8($=:,5'3)2.,-,6(&')(..2,-,6G-328C 3-1%MJ53)9().3-16/-+*2,-38'3)35(*().2-+(88.

<(*@((-*@, *)3-.6(+*2,-4),/'."6Y%#

组别 样本量 凝胶收缩比例"`# C)#$%0 相对表达量 !LF#R'(5$) 相对表达量 _M相对表达量 $LC[J相对表达量

+$MFcGD_L&- 组 2 I0d11?v0d11? 0d...v.d... 0d...v.d... 0d...v.d... 0d...v.d...

+$C)#$%0cGD_L&- 组 2 H=d11?v-d1.2 .d2H2v.d.2I 2d>H?v.d2=1 .d2=.v.d.1. .d>2?v.d.2I

$值 =d-.> 2d=0> 0=d1-. 2d?0> -d1.I

M值 .d.0. u.d..0 .d..- u.d..0 u.d..0

<注$"独立样本 $检验#<C)#$%0$锌指蛋白转录因子 0&![G$上皮a间充质转化&!LF#R'(5$)$!L钙粘素&_M$纤连蛋白&$LC[J$$平滑肌肌动蛋白&
+$MF$阴性对照小干扰 BMJ&GD_L&-$转化生长因子L&-
<M47($"O)R(;()R()7+#";%(+$L7(+7#<C)#$%0$Y$)&6$)8(5;547($) 75#)+&5$;7$4) 6#&7450&![G$(;$7'(%$#%L"(+()&'T"#%75#)+$7$4)&_M$6$954)(&7$)&$LC[J$$L
+"447' ",+&%(#&7$)&+$MF$)(8#7$:(&4)754%+"#%%$)7(56(5$)8BMJ&GD_L&-$75#)+645"$)8854S7' 6#&745L&-

表 H=各组 ;E>" 和 G-328C 蛋白相对表达量比较"6Y%#
J3<8(H=:,5'3)2.,-,6;E>" 3-1G-328C

'),*(2-.(&')(..2,-35,-4 1266()(-*4),/'."6Y%#

组别 样本量 JAh- 相对表达量 C)#$%0 相对表达量

阴性对照组 2 0d...v.d... 0d...v.d...

GD_L&- 刺激组 2 .d2>?v.d.-1#9 >d.22v.d2H2#9

GXB0-2 治疗组 2 .d?>?v.d.2H 0dI22v.d-.2

U值 0=-d=. 1Hd>>

M值 u.d..0 u.d..0

<注$与阴性对照组比较%#Mu.d.0&与 GXB0-2 治疗组比较%9Mu.d.0
"单因素方差分析%G,Q(T检验#<JAh-$激活素受体样激酶L-&C)#$%0$
锌指蛋白转录因子 0&GD_L&-$转化生长因子 &-
<M47($F4";#5(R S$7' )(8#7$:(&4)754%854,;% #Mu.d.0& &4";#5(R S$7'
GXB0-2L75(#7(R 854,;%9Mu.d.0 "E)(LS#TJMÊ J%G,Q(T7(+7#<JAh-$
#&7$:$) 5(&(;745L%$Q(Q$)#+(L-&C)#$%0$Y$)&6$)8(5;547($) 75#)+&5$;7$4) 6#&745
0&GD_L&-$75#)+645"$)8854S7' 6#&745L&-

活性 Z[K包含 ? 个半胱氨酸%第 ? 个半胱氨酸和
另一个单体聚合形成共价二硫键%成为有生物活性的
信号分子

- ->. ) Z[K的 ?L半胱氨酸结构域中有一个 2N
结构活性区域%包括指状区 0*踵区和指状区 -- -1. ) 许
多 Z[K活性模拟肽的研发即从该活性区域入手%以设
计合适的肽段) C,8$"474等 - -?.

根据 Z[K? 的 FL端 2N
活性成分设计合成了模拟多肽 GXB0-2%通过静脉注
射

0->O标记的 GXB0-2%证实其激活 Z[K? 的受体
JAh2 并可显著改善小鼠急P慢性肾病模型的肾脏纤

维化) 故本研究以 GXB0-2 作为 Z[K? 模拟肽%探索
其在 BK!细胞 ![G过程及兔 K̂ B发生中的作用)

研究中已证实%GD_L&- 作用下%BK!细胞中上皮
标志物 !LF#R'(5$) 表达下调%间质标志物 $LC[J和
_M表达上调%标志 ![G的发生 - I%0.. ) 收缩及迁移是
BK!细胞![G的重要功能改变%跨上皮电阻则可有效
反映单层细胞培养模型中紧密连接的完整性

- -I. ) 本
研究显示%GD_L&- 可有效诱导体外培养的原代 BK!

细胞各标志物以及凝胶收缩*电阻减小&Z[K? 模拟肽
GXB0-2 可有效抑制 GD_L&- 引起的 BK!细胞 !L
F#R'(5$)*_M*$LC[J的改变%以及凝胶收缩*迁移*跨
上皮电阻的改变)

C)#$%0 是转录因子家族 C)#$%中的一员%参与调控
![G) 有研究表明 C)#$%0 与 !LF#R'(5$) 启动子区的
NMJ片段 !L94\结合%抑制 !LF#R'(5$) 的表达并启动
![G- -H. ) 本研究结果表明%GXB0-2 激活 Z[K通路会
抑制下游 C)#$%0 表达) 小分子抑制剂 ANM0H20IH 是
Z[K通路!型膜受体 JAh- 的抑制剂 - 2.. ) 本研究结
果表明%通过 ANM0H20IH 抑制 Z[K通路会增加 C)#$%0

表达%并启动 ![G) 本研究结果还表明通过 +$BMJ抑
制 C)#$%0 的表达会抑制 ![G的发生) 然而%Z[K? 模
拟肽 GXB0-2 激活 Z[K信号通路后如何对下游转录
因子 C)#$%0 进行调控仍需进一步研究)

!>-!中华实验眼科杂志 -.-> 年 0 月第 =2 卷第 0 期<F'$) ]!\; E;'7'#%"4%%]#),#5T-.->% 4̂%3=2%M430
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综上%Z[K? 模拟肽 GXB0-2 可激活 Z[K受体
JAh-%抑制效应因子 C)#$%0%从而调控 BK!细胞 ![G
及 K̂ B进展) GXB0-2 在活体内的作用机制有待进一
步研究%其作为作为 K̂ B药物治疗靶点及安全性和给
药方式等可能是未来的研究方向)
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--?. C,8$"474X%A(Z%(, Ĉ%Z4+,Q4)R#N%(7#%3J&7$:$)L%$Q(Q$)#+(2 $+
$";457#)7645Q$R)(T5(8()(5#7$4) #)R 5(:(5+#%466$954+$+-].3M#7[(R%
-.0-%0I"2# g2H1a=.=3NEO$0.30.2IP)"3-1-H3

--I.W#)8[%A$X%W#)8_3B4%(+4675#)+(;$7'(%$#%(%(&75$&#%5(+$+7#)&($)
"(&'#)$+"+465(7$)#%;$8"()7(;$7'(%$#%9#55$(5#)R 5(7$)#%R$+45R(5+
-].3N$+&4:[(R%-.--%2="0?0# g0Ha-=3

--H. $̂%%#85#+#K% N{#Y [̂% $̂|#+LF#+7(%%+B% (7#%3JQ7- $)7(5#&7+S$7'
C)#$%0 $) 7'(!L&#R'(5$) ;54"47(5-].3E)&48()(% -.0-% 20 " 21 # g
=.--a=.223NEO$0.30.2IP4)&3-.003>1-3

-2..@, [%W#)8X%G$#) @%(7#%3E;+$)L65((#&7$:#7$4) 469"; 5(&(;745+9T
#6("74+(&4)R %#+(5-]PEA.3JR:C&$" W($)' # % -.-=% 00 " 0. # g
(-2.I.?---.-=a.=a0I.3'77;$PPSSS3)&9$3)%"3)$'384:P;,9"(RP
2I-2H.-03NEO$0.30..-P#R:+3-.-2.I.?-3

"收稿日期$-.-=a.?a.0<修回日期$-.-=a0-a.?#

"本文编辑$张宇<骆世平#

!1-! 中华实验眼科杂志 -.-> 年 0 月第 =2 卷第 0 期<F'$) ]!\; E;'7'#%"4%%]#),#5T-.->% 4̂%3=2%M430




