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::)摘要*:目的:探索特异性 `%&)0 抑制剂"`F̀0#对糖皮质激素诱导小鼠高眼压模型的作用及其可能的

机制,:方法:取 #/ 只 , 周龄 A#GU_=-W雌性小鼠'采用随机数字表法随机分为对照组+地塞米松组和 `F̀0

组'每组 /G 只, 对照组每周于小鼠结膜穹窿部注射 !" #(赋形剂 !]聚乙烯醇'地塞米松组和 `F̀0 组每周注

射 !" #(/" %+=%(醋酸地塞米松'同时 `F̀0 组采用 /"" #+=%(̀F̀0 纳米胶束滴眼液每日点眼 0 次'连续 V 周,

采用 F2&L9眼压计每周监测小鼠眼压'V 周后处死小鼠并取出眼球'苏木精[伊红染色观察小梁网组织形态'

X&773* 染色检测小梁网组织中胶原的沉积面积'免疫荧光染色检测小梁网组织细胞外基质中纤维连接蛋白

"ZB#+胶原蛋白$"A3(@/#的表达, 获取因眼球破裂伤捐献眼球的小梁网组织'培养获得原代人小梁网细胞

"hSXA7#'采用免疫荧光染色和 f97K9L* M(3K法检测地塞米松诱导后细胞中 %832'('* 的表达水平进行 hSXA7

鉴定, 将原代 hSXA7分为对照组+地塞米松组和 `F̀0 组'分别用正常培养基+含 V"" *%3(=_地塞米松的培养

基+含 V"" *%3(=_地塞米松e/" #%3(=_`F̀0 的培养基培养 V, N, 采用 f97K9L* M(3K法检测 hSXA7中 ZB+

A3(@/和 P@̀%&)0 =̀%&)0 表达水平,:结果:各组小鼠给药前后不同时间点眼压总体比较差异有统计学意义

"\
组别

pG! ĈV'Eo" "̂"/(\
时间

p00 /̂C'Eo" "̂"/#, 与基线眼压比较'地塞米松组在给药后各时间点眼压均升

高'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂"/#(给药 /+!+0+V 周时对照组和 `F̀0 组眼压均明显低于地塞米松组'差

异均有统计学意义"均 Eo" "̂"/#, 苏木精[伊红染色结果显示'各组小鼠虹膜角膜角均开放'小梁网结构无

明显差异, 对照组+地塞米松组和 `F̀0 组小梁网组织胶原阳性表达面积分别为 " C #̂Gs! Ĉ/#]+" !G Ĝ#s

# ,̂,#]和"// -̂Gs0 Ĝ,#]'总体比较差异有统计学意义"\p!# Ĉ/'Eo" "̂"/#'其中对照组和 `F̀0 组小梁网

组织胶原阳性表达面积明显低于地塞米松组'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂"/#, 对照组+地塞米松组和

`F̀0 组小梁网组织 ZB荧光强度分别为 , "̂"s/ Ĉ!+/V "̂/s! ĜV 和 G ,̂#s" -̂V'A3(@/ 荧光强度分别为 - Ĉ"s

/ /̂-+/V 0̂-s0 /̂C 和 V Ĉ"s" ,̂,'总体比较差异均有统计学意义"\p/# Ĉ0+0" !̂C'均 Eo" "̂"/#'其中对照组

和 `F̀0 组 ZB和 A3(@/ 荧光强度明显低于地塞米松组'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂/#, 免疫荧光染色和

f97K9L* M(3K显示原代培养的细胞表达 %832'('*'且经地塞米松诱导后细胞中 %832'('* 表达水平显著增加'鉴定

其为 hSXA7, 各组细胞中 ZB+A3(@/及 P@̀%&)0 =̀%&)0 蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学意义"\p

, !̂!+!0 "̂,+, Ĝ,'均 Eo" "̂##'其中对照组和 `F̀0 组 ZB+A3(@/ 和 P@̀%&)0 =̀%&)0 蛋白相对表达量明显低于

地塞米松组'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂##,:结论:`F̀0 通过抑制 P@̀%&)0 减少小梁网细胞外基质沉

积'减轻小梁网组织的纤维化'从而达到降眼压效果,:

)关键词*:细胞外基质( 小梁网( 纤维化( 糖皮质激素( `%&)0 蛋白( 特异性 `%&)0 抑制剂
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"89&*)/+*#:N9O%+*#P%:S39IP(3L9KN99JJ92K3J7P92'J'2'*N'M'K3L3J̀%&)0 "`F̀0# 3* +(52323LK'23')@'*)529)

325(&LN8P9LK9*7'3* '* %'29&*) 'K7P377'M(9%92N&*'7%1:I%*",.&:Z'JK8@3*99'+NK@4996@3() J9%&(9A#GU_=-W

%'2949L9L&*)3%(8)'Q')9) '*K323*KL3(+L35P')9I&%9KN&73*9+L35P &*) `F̀0 +L35P M8KN9L&*)3% *5%M9LK&M(9

%9KN3)'4'KN /G %'29'* 9&2N +L35P1X'29'* KN923*KL3(+L35P 49L9'*H92K9) 4'KN !" #(! ] P3(8Q'*8(&(23N3('*K3KN9

23*H5*2K'Q&(J3L*'I9Q9L84996 J3LV 499671X'29'* KN9)9I&%9KN&73*9+L35P &*) `F̀0 +L35P 49L9'*H92K9) 4'KN !" #(

/" %+=%()9I&%9KN&73*9&29K&K99Q9L84996 &*) `F̀0 +L35P 4&7KL9&K9) 4'KN &))'K'3*&(/"" #+=%(̀F̀0 *&*3%'29((9

989)L3P70 K'%97)&'(8J3L5P K3V 499671F*KL&325(&LPL9775L9"FE;# 4&7%9&75L9) 4996(857'*+F2&L9L9M35*)

K3*3%9K9L1X'2949L97&2L'J'29) V 49967&JK9LKL9&K%9*K'&*) KN9989M&((749L9L9%3Q9)1X3LPN3(3+83JKL&M925(&L

%97N43L6 "SX# K'7759749L9)9K92K9) M8N9%&K3I8('*@937'* "h$# 7K&'*'*+1SN923((&+9* )9P37'K'3* &L9&'* SX

K'7759749L99I&%'*9) M8X&773* 7K&'*'*+1Z'ML3*92K'* "ZB# &*) 23((&+9* K8P9$ "A3(@/# '* KN99IKL&29((5(&L%&KL'I

3JSX K'775949L9)9K92K9) M8'%%5*3J(53L9729*297K&'*'*+1SX K'7759749L93MK&'*9) JL3% )3*&K9) P&K'9*K7'&*)

PL'%&L8N5%&* KL&M925(&L%97N43L6 29((7"hSXA7# 49L93MK&'*9) M825(K5L91SN99IPL977'3* (9Q9(3J%832'('* '*

)9I&%9KN&73*9@'*)529) hSXA74&7)9K92K9) M8'%%5*3J(53L9729*29&*) f97K9L* M(3KJ3L29((')9*K'J'2&K'3*1;L'%&L8
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%9)'5%'%9)'5%23*K&'*'*+V"" *%3(=_)9I&%9KN&73*9'%9)'5%23*K&'*'*+V"" *%3(=_)9I&%9KN&73*9e/" #%3(=_

`F̀0 J3LV, N35L7'L97P92K'Q9(81SN99IPL977'3* (9Q9(73JZB'A3(@/ &*) P@̀%&)0 =̀%&)0 PL3K9'*749L9%9&75L9) M8
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)9I&%9KN&73*9+L35P &*) `F̀0 +L35P 4&7, "̂" s/ Ĉ!' /V "̂/ s! ĜV &*) G ,̂# s" -̂V' L97P92K'Q9(8' &*) KN9
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9IPL977'3* (9Q9(73JZB'A3(@/'&*) P@̀%&)0 =̀%&)0 PL3K9'*749L97'+*'J'2&*K(8(349L'* KN923*KL3(+L35P &*) `F̀0

+L35P KN&* '* KN9)9I&%9KN&73*9+L35P "&((Eo" "̂##1:!,$+4-&#,$&:`F̀0 L9)5297FE;M8'*N'M'K'*+P@̀%&)0'

L9)52'*+9IKL&29((5(&L%&KL'I)9P37'K'3* '* SX'&*) L9)52'*+J'ML37'7'* KN9SXK'77591

";%3 <,).&#: $IKL&29((5(&L%&KL'I( SL&M925(&L%97N43L6( Z'ML37'7( R(52323LK'23')7( `%&)0 PL3K9'*(

`P92'J'2'*N'M'K3L3J̀%&)0

F-$.(),0)/1& B&K'3*&(B&K5L&(̀2'9*29Z35*)&K'3* 3JAN'*&"a/C"V/--#

DEF&/"10G-"=2%&1H12*//#C,C@!"!V"V"/@"""C0

!V"V! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

::青光眼常因眼压升高导致视神经不可逆性损伤'
严重者可致盲, 全球青光眼患病率约为 0 #̂V]'预计
!"V" 年患者数量将增加到 / /̂/, 亿 - /. , 原发性开角
型青光眼"PL'%&L83P9*@&*+(9+(&523%&';E?R#是常见
的青光眼类型'约占所有原发性青光眼的 G"]- /[!. ,
眼压升高多因小梁网组织中细胞外基质"9IKL&29((5(&L
%&KL'I'$AX#异常沉积导致小梁网纤维化造成房水流
出阻力增加所致

- 0. , 抑制小梁网纤维化是防治青光
眼的主要策略之一

- V[#. ,
研究证实'转化生长因子 !"KL&*7J3L%'*++L34KN

J&2K3L@!'SRZ@!# =̀%&) 通路是诱导组织纤维化的主要
途径'其在诱导小梁网组织纤维化的途径中扮演重要
角色

- -[G. , ;E?R患者房水中活性 SRZ@!! 和总 SRZ@
!! 水平显著升高'在离体培养的人眼小梁网细胞中
SRZ@!! 水平也有不同程度升高'SRZ@!促进 $AX成
分'如 胶 原 蛋 白 " 23((&+9*' A3(# 和 纤 维 连 接 蛋 白
"J'ML3*92K'*' ZB# 的 表 达 并 抑 制 $AX 的 降 解

- ,. ,
`%&)0 是 SRZ@!信号通路的直接下游分子'是病理纤
维化过程中 $AX合成的重要介质 - C. , 抑制 `%&)0 蛋
白的胞内磷酸化可以减少 SRZ@!诱导的纤维化 - /". ,
特异性 `%&)0 抑制剂 " 7P92'J'2'*N'M'K3L3J`%&)0'
`F̀0#通过抑制 `%&)0 的磷酸化来抑制 SRZ@!=̀%&)0
信号通路'具有改善多种组织纤维化的效果 - //[/0. (然
而其在小梁网组织纤维化方面的作用尚不清楚, 研究
证实'糖皮质激素可诱导小梁网 $AX纤维化'使房水
流出阻力增加'导致眼压升高 - /V. , 建立糖皮质激素诱
导的高眼压或青光眼动物模型'有助于探讨 ;E?R的
发病机制以及新的治疗方法, 因此'本研究探讨 `F̀0
对糖皮质激素诱导的小梁网组织纤维化的疗效'为青
光眼提供潜在治疗靶点,

>:材料与方法

>1>:材料
>1>1>:实验动物及组织标本来源: , 周龄雌性
A#GU_=-W小鼠 #/ 只'体质量 /-\/C +'购自郑州华兴
实验动物中心 -实验动物生产许可证号&`A<b"豫#
!"/C@"""!., 自由获取食物和水'环境温度控制在
!!\!- t'湿度控制在 V#]\G"]'/! N 光照=/! N 黑
暗循环, 所有实验动物的饲养和使用均符合美国视觉
和眼科研究协会的声明'本研究方案经郑州大学动物
伦理委员会批准"批文号&gga@_?!"!!"G!C#, 原代人
小梁网细胞"N5%&* KL&M925(&L%97N43L6 29((7'hSXA7#
来源于河南省立眼科医院既往因眼球破裂伤行 / 期眼
球摘除的无其他眼病患者的小梁网组织, 小梁网组织

标本的采集符合$赫尔辛基宣言%原则'并经河南省立
眼科医院医学伦理委员会批准 -批文号&hB$$Abi@
!"!!"/,#.'患者知晓实验目的并签署知情同意书,
>1>15:主要试剂及仪器:组织解离试剂盒"/0"@/"/@
#V"'德 国 X'(K9*8'U'3K92公 司 #( 磷 酸 盐 缓 冲 液
"PN37PN&K9M5JJ9L7&('*9' ;Ù #+ DX$X=Z/! 培养基
"A0!,"#+醋酸地塞米松" `DC#!"#+苏木精[伊红染色
试剂盒"R//!"#+X&773* 三色染色试剂盒"R/0V-# "北
京索莱宝生物科技有限公司#(胎牛血清 "澳大利亚
R'M23公司#(地塞米松"DVC"!#+D?;F染色液"!,G/,@
C"@0#"美国 `'+%&@?()L'2N 公司#(`F̀0" `0##!'美国休
斯顿 `9((926 化学公司#(放射免疫沉淀法裂解缓冲液
";""/0U#+UA?蛋白定量试剂盒";""/"`#+蛋白酶磷
酸酶抑制剂混合物";/"VC# "上海碧云天生物技术有
限公司#(;?R$凝胶快速制备试剂盒";R//"#+无蛋
白封 闭 液 " ;̀ /", #+ $A_化 学 发 光 检 测 试 剂 盒
"`j!"!#"上海雅酶生物医药科技有限公司#(小鼠抗
%832'('* 单 克 隆 抗 体 " 72@/0G!00' 美 国 `&*K&AL5O
U'3K92N*3(3+8公司#(兔抗 R?;Dh多克隆抗体"/"VCV@
/@?;#+兔抗 A3(@/ 多克隆抗体"/V-C#@/@?;#+小鼠抗
`%&)0 单克隆抗体 " --#/-@/@F+# "武汉三鹰生物技术
有限公司 #(兔抗 ZB单克隆抗体 "&M!-,"!"'英国
?M2&%公司#(兔抗 P@̀%&)0 单克隆抗体 " C#!"'美国
A9((̀'+*&('*+S92N*3(3+8公司#(辣根过氧化物酶标记
山羊抗兔二抗"$Z"""!#+辣根过氧化物酶标记山羊抗
鼠二抗"$Z"""/# "山东思科捷生物技术有限公司#(
?(9I&Z(53L% V,, 标记驴抗兔荧光二抗"G//@#V#/#!#+
A8SX0 ?JJ'*';5L9%

标记驴抗鼠荧光二抗"G/#@/-#@/#"#
"美国 W&2673* F%%5*3>979&L2N 公司#(" #̂]盐酸丙美
卡因滴眼液"南京瑞年百思特制药有限公司#(Z?̀ 眼

球固定液"武汉赛维尔生物科技有限公司#, 醋酸地
塞米松混悬液 " /" %+=%(#和 `F̀0 纳米胶束滴眼液
"/"" #+=%(# 由河南省立眼科医院李景果教授配
制

- /#. , 小动物气体麻醉机"深圳瑞沃德生命科技有限
公司#(手持回弹眼压计"芬兰 F2&L9公司#(AN9%'D32
X;系统"美国 U'3@>&) 公司#(激光扫描共聚焦显微
镜"德国莱卡公司#(0D数字切片扫描仪"匈牙利 0D
hF̀S$Ah公司#,
>15:方法
>151>:实验动物分组及处理:采用随机数字表法将
小鼠分为对照组+地塞米松组和 `F̀0 组'每组 /G 只,
参照文献-/V.的方法'地塞米松组小鼠采用结膜穹隆
部注射醋酸地塞米松混悬液进行高眼压造模'即采用
" ,̂ _=%'* 氧和 ! #̂]异氟烷混合麻醉小鼠'右眼

!#"V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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" #̂]盐酸丙美卡因滴眼液点眼 /\! 滴'翻开下眼睑'
采用 !CR胰岛素注射器针头于右眼结膜穹隆部注射
/" %+=%(醋酸地塞米松混悬液 !" #(, 每周注射
/ 次'连续 V 周(`F̀0 组小鼠采用与地塞米松组同样处
理方式的同时'局部用 /"" #+=%(无菌 `F̀0 纳米胶束
滴眼液点眼'每日 0 次'持续 V 周(对照组小鼠右眼结
膜穹隆部注射 !" #(赋形剂 !]聚乙烯醇, 醋酸地塞
米松混悬液制备方法如下&"/#赋形剂的制备:将 !]
聚乙烯醇 !"" %+放入烧杯中'加入去离子水 /" %('磁
力搅拌"0"" L=%'*#过夜, "!#/" %+=%(醋酸地塞米松
混悬液的制备:将 / %(丙酮加入 /"" %+醋酸地塞米松
中'混合至溶液变清亮'用 / %(注射器收集溶液'将针
头插入赋形剂中缓慢释放溶液'磁力搅拌"/ #"" L=%'*#
! %'*'将混合液转移至茄形瓶中'旋转蒸发丙酮'直到
溶液的剩余体积约为 /" %('将溶液定容至 /" %('得到
/" %+=%(醋酸地塞米松混悬液'监测 Ph值为 G /̂, 该
制剂使用前在超净台中用过滤头进行过滤除菌,
>1515:眼压测量:每周注射前'于 /"&"" \/V&"" 之
间'采用 F2&L9手持回弹眼压计测量小鼠右眼日间眼
压, 取 0 次测量的平均值作为最终的眼压值,
>151A:苏木精[伊红染色和 X&773* 三色染色检测小
鼠小梁网组织形态学变化和胶原沉积情况:各组随机
选取 # 只小鼠'于注射第 V 周'颈椎脱臼法处死小鼠'
剖取右眼眼球'立即用 Z?̀ 眼球固定液固定'脱水'石
蜡包埋(使用旋转切片机沿眼球矢状面行 0 #̂ #%厚
石蜡切片'参照苏木精[伊红染色试剂盒对眼球石蜡
切片进行组织病理染色'显微镜下观察小梁网组织形
态, 参照 X&773* 三色染色试剂盒对眼球石蜡切片进
行染色'使用 0D数字切片扫描仪 G0 倍下获取图像,
采用 F%&+9W软件分析小梁网胶原阳性表达面积'为了
避免切片本身导致的染色差异'每组选取 # 只小鼠的
切片'用 ;N3K37N3P 软件创建 C-"u//" 像素模板'框选
小梁网组织'各个切片的胶原阳性表达面积p胶原着
色总面积="C-"u//"#u/""],
>151B:免疫荧光染色观察小鼠小梁网组织ZB和A3(@
/ 蛋白表达:取各组石蜡切片'烤片后'用二甲苯+无
水乙醇+C#]乙醇+,#]乙醇和 G#]乙醇脱蜡和再水
合(将切片浸入柠檬酸缓冲液'于高压锅中煮沸伴蒸气
喷洒 ! #̂ %'*(取出切片冷却后'用 ! 倍柠檬酸盐缓冲
溶液处理 0 %'*'用含 V]牛血清白蛋白和 " #̂] SL'K3*
<@/"" 的 ;Ù 溶液室温封闭 / N'滴加荧光标记的抗
ZB+抗 A3(@/"均 / c#"" 稀释#抗体'在 V t下孵育过
夜(用含 V]牛血清白蛋白和 " !̂#] SL'K3* <@/"" 的
;Ù 溶液漂洗 0 次'滴加相应的二抗"/ c0"" 稀释#室

温孵育 / N(漂洗清除残余二抗'滴加 D?;F染色液室
温避光孵育 /" %'*'用抗荧光淬灭封片剂进行封片'于
激光扫描共聚焦显微镜下观察并拍照,
>1517:原代 hSXA7的分离培养和鉴定:参照本课题
组前期工作

- /-[/G.
进行原代 hSXA7的分离培养和鉴

定, 取捐献眼球'手术剪沿角巩膜缘 0 %%处环形将
眼球剪开'获取角巩膜环'在显微镜下用显微镊环形撕
取小梁网组织, 参照组织解离试剂盒说明书'取小梁
网组织'于 0G t消化 ! N'/ """u* 离心 # %'*'弃去上
清液'加入 / %(含 /#]胎牛血清的 DX$X=Z/! 新鲜
培养基'采用微量移液器轻轻吹打重悬小梁网细胞'将
细胞悬液转移至培养皿中进行培养(每 ! 天换液 / 次'
当细胞密度达到 ,"]以上进行传代'取传至 #\, 代的
hSXA7进行实验, 采用免疫荧光和 f97K9L* M(3K法检
测小梁网细胞的标志物 %832'('* 对其进行鉴定,
>151C:hSXA7分组及处理:将 hSXA7接种到细胞
培养瓶中'分为对照组+地塞米松组和 `F̀0 组'分别在
含 /#]胎 牛 血 清 的 新 鲜 DX$X=Z/! 培 养 基+ 含
V"" *%3(=_地塞米松的培养基+含 V"" *%3(=_地塞米
松e/" #%3(=_`F̀0 的培养基中孵育 V, N, 地塞米松
作用浓度的选择参照本课题组前期工作

- /-. ,
>151D:f97K9L* M(3K法检测各组 hSXA7中蛋白相对
表达量:取各组处理后的细胞'用含有蛋白酶抑制剂
的放射免疫沉淀法缓冲液裂解'V t下 /V """u* 离心
/" %'*'收集上清液'采用 UA?试剂盒测定蛋白浓度,
取 /" #+蛋白'采用 /"]十二烷基硫酸钠凝胶电泳分
离'并转印到硝酸纤维素膜上, 将硝酸纤维素膜置于
/ 倍无蛋白封闭液中封闭 / N'置于抗 R?;Dh+抗
%832'('*+抗 ZB+抗 A3(@/+抗 `%&)0+抗 P@̀%&)0 抗体
"均 / c/ """ 稀释#中 V t下孵育过夜(用 / 倍 SÙS
洗涤膜 0 次'置于相应的二抗"/ c# """ 稀释#稀释液
中室温振荡孵育 / N(/ 倍 SÙS洗涤 0 次'使用 $A_
化学发光液显影'使用 AN9%'D32X;系统捕获图像,
采用 F%&+9W软件计算各蛋白条带灰度值'以 R?;Dh
为内参'计算各目的蛋白相对表达量,
>1A:统计学方法

采用 `;̀ ` !# "̂ 统计学软件进行统计分析, 计量
资料经 `N&P'L3@f'(6 检验证实符合正态分布'以"s1表
示, 各组小鼠不同时间点右眼眼压总体差异比较采用
重复测量两因素方差分析'两两比较采用 _̀D@&检验,
各组小鼠小梁网组织胶原阳性面积+ZB和 A3(@/ 荧光
强度及各组 hSXA7中各蛋白总体差异比较采用单因
素方差分析'两两比较采用 _̀D@&检验, 采用双侧检
验'Eo" "̂# 为差异有统计学意义,
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图 >:各组小鼠小梁网组织形态学变化和胶原沉积情况比较:?&各组小鼠小梁网组织形态学及胶原染色图像"uG0'标尺pV" #%#:h$染色显
示各组虹膜角膜角开放'小梁网组织形态相似'X&773* 染色显示地塞米松组更多的胶原沉积"蓝色# '`F̀0 组胶原表达明显减少:U&各组小梁网
组织胶原阳性面积比较:\p!# Ĉ/'Eo" "̂"/1与对照组比较'&Eo" "̂"/(与地塞米松组比较'MEo" "̂"/"单因素方差分析'_̀D@&检验(0 p##:
/&对照组(!&地塞米松组(0&`F̀0 组:方框中区域代表小梁网(h$&苏木精[伊红染色(AU&睫状体(23L*9&&角膜(`F̀0&特异性 `%&)0 抑制剂
F#0-)%>: !,1(/)#&,$,21,)(",4,0#+/4+"/$0%&/$.+,44/0%$.%(,&#*#,$#$1,-&%*)/9%+-4/)1%&"<),L*#&&-%&/1,$0 .#22%)%$*0),-(&:
?&X3LPN3(3+'2&(&*) 23((&+9* 7K&'*'*+'%&+973J%3579KL&M925(&L%97N43L6 K'7759"uG0'72&(9M&LpV" #%#:h$7K&'*'*+7N349) KN&K&((+L35P7N&) 3P9*
'L')323L*9&(&*+(97&*) 7'%'(&LKL&M925(&L%97N43L61X&773* 7K&'*'*+7N349) &225%5(&K'3* 3J23((&+9* " M(59# '* KN9)9I&%9KN&73*9+L35P'4N'2N 4&7
7'+*'J'2&*K(8L9)529) '* KN9`F̀0 +L35P:U&A3%P&L'73* 3JKN923((&+9* P37'K'Q9&L9&&%3*+)'JJ9L9*K+L35P7:\p!# Ĉ/'Eo" "̂"/1A3%P&L9) 4'KN 23*KL3(
+L35P'&Eo" "̂"/(23%P&L9) 4'KN )9I&%9KN&73*9+L35P'MEo" "̂"/ "E*9@4&8?BEY?'_̀D@&K97K(0p##:/&23*KL3(+L35P(!&)9I&%9KN&73*9+L35P(0&`F̀0
+L35P:f'KN'* KN9M3I9749L9KN9KL&M925(&L%97N43L6(h$&N9%&K3I8('*@937'* 7K&'*'*+(AU&2'('&L8M3)8(`F̀0&7P92'J'2'*N'M'K3L3J̀%&)0

表 >:各组小鼠不同时间点眼压比较"!Q"'11H0#
R/94%>:!,1(/)#&,$,21,-&%#$*)/,+-4/)()%&&-)%/1,$0 .#22%)%$*0),-(&

/*.#22%)%$**#1%(,#$*&"!Q"'11H0#

组别 样本量
不同时间点小鼠眼压

给药前 给药 / 周 给药 ! 周 给药 0 周 给药 V 周

对照组 /G // #̂-s" 0̂" // Ĝ,s" !̂# // Ĉ"s" 0̂" // ,̂#s" !̂0 // Ĝ#s" V̂G

地塞米松组 /G // Ĝ0s" 0̂C /0 "̂Vs" Ĝ,&M /0 ĈVs" ,̂0&M /# /̂-s/ -̂0&M /# Ĉ!s! #̂,&M

`F̀0 组 /G // #̂0s" V̂/ // #̂,s" #̂,2 // -̂,s" 0̂,2 // Ĝ,s" -̂V2 // ,̂Cs" ,̂-2

:注&\组别 pG! ĈV'Eo" "̂"/(\时间 p00 /̂C'Eo" "̂"/1与各自给药前眼压比较'&Eo" "̂"/(与同一时

间点对照组眼压比较'MEo" "̂"/(与同一时间点地塞米松组眼压比较'2Eo" "̂"/ "重复测量两因素方
差分析'_̀D@&检验#:`F̀0&特异性 `%&)0 抑制剂:/ %%h+p" /̂00 6;&
: B3K9& \+L35P p G! ĈV' Eo" "̂"/( \K'%9 p 00 /̂C' Eo" "̂"/1A3%P&L9) 4'KN L97P92K'Q9 M9J3L9

&)%'*'7KL&K'3*'&Eo" "̂"((23%P&L9) 4'KN 23*KL3(+L35P &KKN97&%9K'%9P3'*K'MEo" "̂"/(23%P&L9) 4'KN
)9I&%9KN&73*9+L35P &KKN97&%9K'%9P3'*K'2Eo" "̂"/ "S43@4&8L9P9&K9) %9&75L97?BEY?'_̀D@&K97K#
`F̀0&7P92'J'2'*N'M'K3L3J̀%&)0:/ %%h+p" /̂00 6;&

5:结果

51>:各组小鼠不同时间点眼压比较
各组小鼠不同时间点右眼眼压总体比较差异有统

计学意义 "\组别 pG! ĈV'Eo" "̂"/(\时间 p00 /̂C'Eo
" "̂"/#, 与给药前眼压比较'地塞米松组给药后各时
间点眼压值均明显升高'差异均有统计学意义"均 Eo
" "̂"/#(对照组和 `F̀0 组内各时间点间眼压比较'差
异均无统计学意义"均 En" "̂##, 对照组和 `F̀0 组给
药 /+!+0+V 周时眼压均明显低于相应时间点地塞米松
组'差异均有统计学意义"均 Eo" "̂"/#"表 /#,
515:各组小鼠小梁网组织形态学变化和胶原阳性表
达面积比较

苏木精[伊红染色结果显示'各组小鼠给药 V 周
时虹膜角膜角组织形态相似' 虹膜角膜角开放
"图 /?#, X&773* 染色结果显示'对照组+地塞米松
组+`F̀0 组胶原阳性表达面积分别为"C #̂Gs! Ĉ/#]+
"!G Ĝ#s# ,̂,#]和"// -̂Gs0 Ĝ,#]'总体比较差异有
统计学意义"\p!# Ĉ/'Eo" "̂"/#, 与地塞米松组比
较'对照组和 `F̀0 组胶原阳性表达面积明显减少'差
异均有统计学意义"均 Eo" "̂"/#'对照组与 `F̀0 组胶
原阳性表达面积比较差异无统计学意义 "En" "̂##
"图 /U#,
51A:各组小鼠小梁网组织中 ZB和 A3(@/ 荧光强度
比较

对照组+地塞米松组+`F̀0 组 ZB荧光强度分别为
, "̂"s/ Ĉ!+ /V "̂/ s! ĜV+ G ,̂# s
" -̂V'A3(@/荧光强度分别为 - Ĉ"s
/ /̂-+/V 0̂-s0 /̂C+V Ĉ"s" ,̂,'各
组间 ZB和 A3(@/ 荧光强度总体
比较差异均有统计学意义 "\p
/# Ĉ0+0" !̂C'均 Eo" "̂"/#, 对
照组和 `F̀0 组 ZB和 A3(@/ 荧光
强度较地塞米松组均明显减弱'
差异均有统计学意义 "均 Eo
" "̂/#"图 !#,
51B:hSXA7的体外培养和鉴定

培养第 0 周时'有少量细胞
生长'呈不规则扁平多角形'胞质

!G"V!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 V0 卷第 # 期:AN'* W$IP EPNKN&(%3('X&8!"!#'Y3(1V0'B31#
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图 5:各组小鼠小梁网组织Fb和!,4M> 蛋白荧光染色比较:?&各组小梁网组织中ZB+A3(@/ 表达
免疫荧光图"u-0'标尺p#" #%#:方框中区域代表小梁网:U&各组小梁网组织中 ZB荧光强度比

较:\p/# Ĉ0'Eo" "̂"/1与对照组相比'&Eo" "̂/(与地塞米松组相比'MEo" "̂"/"单因素方差分
析'_̀D@&检验(0p##:A&各组小梁网组织中 A3(@/ 荧光强度比较:\p0" !̂C'Eo" "̂"/1与对照组

相比'&Eo" "̂/(与地塞米松组相比'MEo" "̂"/"单因素方差分析'_̀D@&检验(0 p##:/&对照组(
!&地塞米松组(0&`F̀0 组:ZB&纤维连接蛋白(A3(@/&胶原蛋白 /(AU&睫状体(23L*9&&角膜
F#0-)%5:!,1(/)#&,$,224-,)%&+%$+%&*/#$#$0 ,2Fb /$.!,4M> (),*%#$&#$1,-&%*)/9%+-4/)
1%&"<,)L*#&&-%/1,$0 .#22%)%$*0),-(&:?&Z(53L9729*297K&'*'*+3JZB&*) A3(@/ 9IPL977'3* '*
)'JJ9L9*K+L35P7" u-0' 72&(9M&Lp#" #%# : f'KN'* KN9M3I9749L9KN9KL&M925(&L%97N43L6 :
U&A3%P&L'73* 3JKN9J(53L9729*29'*K9*7'K83JZB:\p/# Ĉ0'Eo" "̂"/1A3%P&L9) 4'KN KN923*KL3(

+L35P'&Eo" "̂/(23%P&L9) 4'KN KN9)9I&%9KN&73*9+L35P'MEo" "̂"/ "E*9@4&8?BEY?'_̀D@&K97K(0p

##:A&A3%P&L'73* 3JKN9J(53L9729*29'*K9*7'K83JA3(@/:\p0" !̂C'Eo" "̂"/1A3%P&L9) 4'KN KN9

23*KL3(+L35P'&Eo" "̂/(23%P&L9) 4'KN KN9)9I&%9KN&73*9+L35P'MEo" "̂"/ "E*9@4&8?BEY?'_̀D@&
K97K(0p##:/&23*KL3(+L35P(!& )9I&%9KN&73*9+L35P(0& `F̀0 +L35P:ZB&J'ML3*92K'*(A3(@/&23((&+9*
K8P9$(AU&2'('&L8M3)8
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图 A:HRI!&的体外培养及鉴定:?&hSXA7培养 0 周和 # 周的形态"u!""#:U&免疫荧光染色观察 %832'('* 表达"u-0'标尺p#" #%#:对照组
细胞 %832'('* 呈弱荧光表达'地塞米松诱导后'%832'('* 荧光表达增强:A&f97K9L* M(3K检测 %832'('* 表达:对照组细胞 %832'('* 呈弱表达'地塞米
松诱导后'%832'('* 蛋白表达水平明显增加
F#0-)%A:!-4*-)%/$.#.%$*#2#+/*#,$,2HRI!&组$%组&'(:?&X3LPN3(3+83JhSXA725(K5L9) J3L0 &*) # 49967"u!""#:U&X832'('* 9IPL977'3* 3J
23*KL3(&*) )9I&%9KN&73* +L35P757'*+'%%5*3J(53L9729*297K&'*'*+" u-0'72&(9M&Lp#" #%# : A9((7'* KN923*KL3(+L35P 7N349) 49&6 J(53L9729*K
9IPL977'3* 3J%832'('*'4N'2N 4&7'*2L9&79) &JK9L)9I&%9KN&73*9'*)52K'3*:A&X832'('* 9IPL977'3* 3J23*KL3(&*) )9I&%9KN&73* +L35P7)9K92K9) M8f97K9L*
M(3K:A9((7'* KN923*KL3(+L35P 7N349) 49&6 9IPL977'3* 3J%832'('*'4N'2N 4&7'*2L9&79) &JK9L)9I&%9KN&73*9'*)52K'3*

形成短突起(培养第 # 周时'有一
定数量细胞生长'呈梭形+不规则
多角形'细胞核呈椭圆形或圆形'
并形成单层细胞层, 免疫荧光染
色结 果 显 示' 培 养 的 细 胞 中
%832'('* 呈阳性表达'地塞米松诱
导后细胞中 %832'('* 荧光明显增
强'蛋白表达条带明显增强'鉴定
细胞为 hSXA7"图 0#,
517:各组 hSXA7中 ZB+A3(@/+
P@̀%&)0 =̀%&)0 蛋 白 表 达 水 平
比较

对照组+地塞米松组+`F̀0 组
间 ZB+A3(@/+ P@̀%&)0 =̀%&)0 蛋
白相对表达量总体比较'差异均
有统计学意义 "\p, !̂!+!0 "̂,+
, Ĝ,'均 Eo" "̂##'其中 `F̀0 组
ZB+ A3(@/+ P@̀%&)0 =̀%&)0 蛋白
相对表达量分别为 / "̂# s" V̂0+
/ V̂0s" !̂#+" Ĉ"s" /̂,'明显低于
地塞米松组的 ! V̂Cs" ĜG+! V̂#s
" 0̂C+/ Ĝ!s" V̂/'差异均有统计
学意义"均 Eo" "̂##"图 V#,

A:讨论

探索减轻小梁网纤维化的有

效方法对于治疗青光眼具有重要

意义'本研究利用糖皮质激素诱
导小梁网纤维化构建小鼠高眼压

模型模拟 ;E?R的发病机制, 本
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图 B:各组 HRI!&中 Fb0!,4M>0(MK1/.ATK1/.A 蛋白相对表达水平比较:?&各组 hSXÀ 中 ZB0A3(@/0P@̀%&)0 =̀%&)0 蛋白表达电泳图:U&
各组 hSXA7中 ZB蛋白相对表达量比较:\p, !̂!'Eo" "̂#:A&各组 hSXA7中 A3(@/ 蛋白相对表达量比较:\p!0 "̂,'Eo" "̂/:D&各组 hSXA7

中 P@̀%&)0 =̀%&)0 蛋白相对表达量比较:\p, Ĝ,'Eo" "̂#1与对照组相比'&Eo" "̂#(与地塞米松组相比'MEo" "̂#"单因素方差分析'_̀D@&检验(
0p0#:/&对照组(!&地塞米松组(0&`F̀0 组:ZB&纤维连接蛋白(A3(@/&胶原蛋白 /(P@̀%&)0&磷酸化的 `%&)0(`F̀0&特异性 `%&)0 抑制剂
F#0-)%B: !,1(/)#&,$,2)%4/*#P%%'()%&&#,$4%P%4&,2Fb' !,4M> /$.(MK1/.ATK1/.A (),*%#$&#$HRI!&/1,$0 .#22%)%$*0),-(&: ?&
$(92KL3PN3L9K3+L&%3JZB'A3(@/ &*) P@̀%&)0 =̀%&)0 PL3K9'*79IPL977'3* '* hSXA7&%3*+Q&L'357+L35P7:U&A3%P&L'73* 3JL9(&K'Q99IPL977'3* 3JZB
&%3*+)'JJ9L9*K+L35P7:\p, !̂!'Eo" "̂#:A&A3%P&L'73* 3JL9(&K'Q99IPL977'3* 3JA3(@/ &%3*+)'JJ9L9*K+L35P7:\p!0 "̂,'Eo" "̂/:D&A3%P&L'73* 3J

L9(&K'Q99IPL977'3* 3JP@̀%&)0 =̀%&)0 &%3*+)'JJ9L9*K+L35P7: \p, Ĝ,'Eo" "̂#1A3%P&L9) 4'KN KN923*KL3(+L35P'&Eo" "̂#(23%P&L9) 4'KN KN9

)9I&%9KN&73*9+L35P'MEo" "̂# "E*9@4&8?BEY?'_̀D@&K97K(0 p0#:/&23*KL3(+L35P(!&)9I&%9KN&73*9+L35P(0&`F̀0 +L35P:ZB&J'ML3*92K'*(A3(@/&
23((&+9* K8P9$(P@̀%&)0&PN37PN3L8(&K9) `%&)0(`F̀0&7P92'J'2'*N'M'K3L3J̀%&)0

研究改进了醋酸地塞米松混悬液的配制方法'构建了
一个可重复的0简单的糖皮质激素诱导的小鼠高眼压
模型, 为了延长药物的眼表滞留时间以及增强药物的
角膜穿透能力'将 `F̀0 制作成纳米胶束滴眼液, 动物
实验证实'地塞米松可诱导小梁网组织中胶原的沉积
和 ZB0A3(@/ 的高表达'诱发高眼压, 当模型小鼠预防
性采用 `F̀0 纳米胶束滴眼液点眼'小梁网组织中胶原
的沉积和 ZB0A3(@/ 的表达被抑制'且眼压无显著升
高'提示 `F̀0 可通过抑制小梁网纤维化降低眼压, 本
研究通过 hSXA7实验观察到'地塞米松组 hSXA7中
ZB和 A3(@/ 表达增加'SRZ@!=̀%&)0 信号通路中的重
要活性分子 P@̀%&)0 表达也显著增加( `F̀0 可抑制
`%&)0 的磷酸化'并可以抑制地塞米松诱导的 ZB和
A3(@/ 高表达,

$AX在小梁网结构稳定中起着重要作用'其中
ZB提供压力传感能力'A3(有助于维持机械强度'是
小梁网中重要的 $AX成分'调控房水流出阻力 - #'/,. ,
在糖皮质激素诱导的青光眼小梁网中检测到 ZB和胶
原的沉积

- /C[!". , 因此'防止 $AX在小梁网中的过度
沉积可有效抑制小梁网纤维化并降低小梁网流出

阻力,
`%&)0 参与胶原基因启动子的转录激活'是瘢痕

成纤维细胞中 A3(形成所必需的分子 - !/[!!. , 因此'
`%&)0 直接影响胶原的表达'抑制 `%&)0 可降低胶原
的表达'从而预防纤维化, 大量研究表明'`F̀0 可减
弱人真皮成纤维细胞中肌成纤维细胞的分化和胶原合

成'减少肺纤维化小鼠模型中胶原沉积和炎症细胞浸
润'降低急性肺损伤大鼠模型中胶原的表达'抑制单侧

输尿管梗阻小鼠肾间质纤维化
- //[/0'!0. , 本研究证实'

`F̀0 可降低地塞米松诱导高眼压小鼠的眼压以及小
梁网组织中 A3(@/ 和 ZB的表达'并进一步通过细胞实
验验证了 `F̀0 是通过抑制 `%&)0 的磷酸化来达到抑
制 $AX沉积的作用'然而'`F̀0 抑制 A3(@/ 和 ZB沉积
的作用机制仍有待进一步探索,

综上'本研究探讨了 `F̀0 靶向调控 P@̀%&)0 并抑
制 $AX沉积'改善小梁网组织的纤维化'降低了糖皮
质激素诱导的小鼠高眼压'为青光眼治疗提供了新思
路, 但本研究也存在一定不足'如未在动物模型中进
行机制验证'有待在后续的工作中进一步完善, 未来'
我们将深入探索 `F̀0 抑制小梁网纤维化的分子机制'
寻找更加精准的分子靶点,
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