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!实验研究!

A\YM7及其抑制剂在小鼠角膜新生血管
发生和发展中的作用及机制
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!!$摘要%!目的!探讨蛋白质精氨酸甲基转移酶 7)A\YM7*及其抑制剂在碱烧伤诱导的角膜新生血管
)URV*中的作用及机制'!方法!选取 SAT级 U#8Q]=< 小鼠 86 只#采用随机数字表法将其随机分为正常组&
造模后 7 4 组&造模后 " 4 组和造模后 8 4 组#构建碱烧伤诱导的 URV模型#以确定最佳时间点' 另取 >$ 只小
鼠随机分为碱烧伤组&二甲基亚砜)9YS:*组&A\YM7 抑制剂组&成纤维细胞生长因子 6)TWT6*抑制剂组和
A\YM7 抑制剂gTWT6 组#评估 A\YM7 在 URV中的作用' 选取人脐静脉内皮细胞)LeV&UF*和小鼠单核巨噬
细胞白血病细胞)\Xf6<"28*构建缺氧=复氧)L=\*诱导的细胞模型#分为对照组&L=\组&L=\g9YS:组&
L=\gF)@RU组&L=\gF)@A\YM7 组&L=\gF)@TWT6 组&L=\gA\YM7 抑制剂组和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组'
采用裂隙灯显微镜检测各组角膜混浊度和 URV程度(采用苏木精 伊̀红染色检测各组角膜形态及炎性细胞数

量(采用免疫组织化学染色检测各组 A\YM7 阳性细胞数目(采用免疫荧光染色检测各组 A\YM7&血小板 内̀

皮细胞黏附分子)U9%7*&血管内皮生长因子)V&WT*&T"=?$&U96$<&诱导型一氧化氮合酶))R:S*的阳性细胞
数目(采用实时荧光定量 AU\法和 f3FC3B, K*/C法检测各组巨噬细胞标志物 T"=?$&)R:S&U96$<&白细胞介素
7$);]@7$*和精氨酸酶 7)XB-@7*等相关分子的表达变化(采用 UÛ ? 法&细胞划痕法&细胞 MB(,FG3**迁移实验&
细胞管形成实验比较各组细胞增殖&迁移和管形成能力'!结果!与正常组相比#造模后 8 4 组小鼠角膜混浊
度评分和 URV面积增加#V&WT表达上调#炎性细胞数量增加#差异均有统计学意义)均 6h$[$#*' 碱烧伤组
A\YM7 阳性细胞计数为)%>[<8i%[#7*个=视野#明显高于正常组的)%[%%i$[#?*个=视野#差异有统计学意义
)0j78[<?#6h$[$7*' 碱烧伤组 A\YM7 和 TWT6 '\RX和蛋白相对表达量明显高于正常组#差异均有统计学
意义)均 6h$[$7*' 与碱烧伤组相比#A\YM7 抑制剂组角膜混浊度评分降低#URV面积减小#角膜炎性细胞
计数减少#A\YM7&TWT6&V&WT&XB-@7&;]@7$ 蛋白及 U96$< '\RX相对表达量降低#差异均有统计学意义)均
6h$[$#*' L=\组各时间点细胞活力值&细胞迁移距离&细胞迁移数量&管形成数量较对照组增加#L=\gF)@
A\YM7 组和 L=\gA\YM7 抑制剂组较 L=\组减少#L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组较 L=\gA\YM7 抑制剂组
增加#差异均有统计学意义 )均 6h$[$#*' 与 L=\组相比#L=\gA\YM7 抑制剂组 TWT6&V&WTX&E@A;% &̂
E@XPC相对表达量下调#L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 TWT6&V&WTX&E@A;% &̂E@XPC相对表达量较 L=\g
A\YM7 抑制剂组上调#差异均有统计学意义)均 6h$[$#*' L=\组&L=\g9YS:组&L=\gA\YM7 抑制剂组
和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 U96$< 阳性细胞比均高于对照组#L=\组&L=\g9YS:组&L=\gA\YM7 抑
制剂gTWT6 组 U96$< 阳性细胞比均高于 L=\gA\YM7 抑制剂组#差异均有统计学意义)均 6h$[$#*' 与碱烧
伤组相比#TWT6 抑制剂组&A\YM7 抑制剂组和 A\YM7 抑制剂gTWT6 组角膜混浊度评分#URV面积#V&WTX&
U96$< 和 T"=?$ 阳性细胞计数均降低#A\YM7 抑制剂组各指标均低于 TWT6 抑制剂组和 A\YM7 抑制剂g
TWT6 组#A\YM7 抑制剂gTWT6 组各指标均高于 TWT6 抑制剂组#差异均有统计学意义)均 6h$[$#*' 与碱烧
伤组相比#A\YM7 抑制剂组 TWT6&E@A;% &̂E@XPC&U9%7&V&WTX和 XB-@7 蛋白相对表达量降低#A\YM7 抑制剂g
TWT6 组各蛋白相对表达量较 A\YM7 抑制剂组升高#差异均有统计学意义)均 6h$[$#*'!结论!A\YM7 可能
通过 TWT6=A;%^=XPC通路调控巨噬细胞激活和抗炎型极化#进而促进 URV发生和发展#靶向抑制 A\YM7 可
能是一种有效治疗 URV的方法'!

$关键词%!角膜新生血管( 成纤维细胞生长因子 6( 炎症( 巨噬细胞( 精氨酸甲基转移酶 7
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"23%+*.#+#4E3F,#+&C,4M/),J3FC)-(C3CD3B/*3(,4 .,43B*I),-'35D(,)F'/HEB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F3
7 )A\YM7* (,4 )CF),D)K)C/B), (*P(*)K.B,@),4.534 5/B,3(*,3/J(F5.*(B)1(C)/, )URV*2!A,+0"-%!S3J3,CI@CG/
SAT@-B(43U#8Q]=< ')53G3B3B(,4/'*I4)J)434 ),C/(,/B'(*-B/.E (,4 7 4(IE/FC@'/43*),-#" 4(IFE/FC@'/43*),-#
(,4 8 4(IFE/FC@'/43*),--B/.EFC/3FC(K*)FD (, (*P(*)K.B,@),4.534 URV'/43*(,4 43C3B'),3CD3/EC)'(*C)'3E/),C
H/B(,(*IF)F2X,/CD3B>$ ')53G3B3B(,4/'*I(FF)-,34 C/H)J3-B/.EF"(*P(*)K.B, -B/.E#4)'3CDI*F.*H/O)43)9YS:*
-B/.E#A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6 )TWT6* ),D)K)C/B-B/.E#(,4 A\YM7 ),D)K)C/B5/'K),34 G)CD
TWT6 -B/.E C/3J(*.(C3CD3B/*3/HA\YM7 ), URV2L.'(, .'K)*)5(*J3), 3,4/CD3*)(*53**F)LeV&UF* (,4 '.B),3
'(5B/ED(-3@*)P3\Xf6<"28 53**FG3B3.F34 C/3FC(K*)FD (DIE/O)(=B3/OI-3,(C)/, )L=\*@),4.534 *# 7*0/,'/43*C/
')')5CD3)F5D3')5')5B/3,J)B/,'3,C2U3**FG3B3(FF)-,34 C/CD3H/**/G),--B/.EF"5/,CB/*-B/.E#L=\-B/.E#L=\g
9YS:-B/.E#L=\gF)@RU-B/.E#L=\gF)@A\YM7 -B/.E#L=\gF)@TWT6 -B/.E#L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#(,4
L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E2U/B,3(*/E(5)CI(,4 URV(B3(FG3B3(FF3FF34 KIF*)C@*('E ')5B/F5/EI2U/B,3(*
FCB.5C.B(*5D(,-3F(,4 ),H*(''(C/BI53**5/.,CG3B343C3B'),34 KID3'(C/OI*), (,4 3/F), FC(),),-2A\YM7@E/F)C)J3
53**5/.,CG(F43C3B'),34 KI)''.,/D)FC/5D3')FCBI(,4 CD33OEB3FF)/, /HA\YM7#U9%7#J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD
H(5C/B)V&WT*#T"=?$#U96$<#(,4 ),4.5)K*3,)CB)5/O)43FI,CD(F3))R:S* G(F(FF3FF34 KI)''.,/H*./B3F53,53
FC(),),-2MD33OEB3FF)/, *3J3*F/H'(5B/ED(-3'(BP3BF#),5*.4),-T"=?$#)R:S#U96$<#),C3B*3.P),@7$ );]@7$*#(,4
(B-),(F3@7 )XB-@7*#G3B3N.(,C)H)34 KIB3(*@C)'3N.(,C)C(C)J3AU\(,4 f3FC3B, K*/C2U3**EB/*)H3B(C)/,#')-B(C)/,#(,4
(,-)/-3,)55(E(5)CIG3B33J(*.(C34 KIH.,5C)/,(*(FF(IF),5*.4),-CD3UÛ @? (FF(I#G/.,4 D3(*),-(FF(I#MB(,FG3**
')-B(C)/, (FF(I#(,4 C.K3H/B'(C)/, (FF(I2MD3B3F3(B5D EB/53FFH/**/G34 CD3B3*3J(,CB3-.*(C)/,F/HCD3V)F.(*(,4
:EDCD(*'/*/-IXFF/5)(C)/,#(,4 CD3B3F3(B5D E*(, G(F(EEB/J34 KICD3](K/B(C/BIX,)'(*U/'')CC33/Hf.D(,
e,)J3BF)CI)R/26$66$#$"X*2!>,%$/+%!U/'E(B34 G)CD CD3,/B'(*-B/.E#CD38 4(IFE/FC@'/43*),--B/.E FD/G34
F)-,)H)5(,C*I),5B3(F34 5/B,3(*/E(5)CI F5/B3F(,4 URV (B3(# .EB3-.*(C34 V&WT 3OEB3FF)/,# (,4 ),5B3(F34
),H*(''(C/BI53**F)(**6h$[$#*2MD3,.'K3B/HA\YM7@E/F)C)J353**F), CD3(*P(*)K.B, -B/.E G(F)%>[<8i%[#7*
53**F=J)F.(*H)3*4#GD)5D G(FF)-,)H)5(,C*ID)-D3BCD(, )%[%%i$[#?* 53**F=J)F.(*H)3*4 ), CD3,/B'(*-B/.E )0j78[<?#
6h$[$7*2Q/CD '\RX(,4 EB/C3), 3OEB3FF)/, *3J3*F/HA\YM7 (,4 TWT6 G3B3F)-,)H)5(,C*I3*3J(C34 ), CD3(*P(*)
K.B, -B/.E 5/'E(B34 G)CD CD3,/B'(*-B/.E )(**6h$[$7*2U/'E(B34 G)CD CD3(*P(*)K.B, -B/.E#CD3A\YM7 ),D)K)C/B
-B/.E FD/G34 B34.534 5/B,3(*/E(5)CIF5/B3F# 435B3(F34 URV(B3(#H3G3B),H*(''(C/BI53**F#(,4 */G3B3OEB3FF)/,
*3J3*F/HA\YM7#TWT6#V&WT#XB-@7#;]@7$ EB/C3),F#(FG3**(FU96$< '\RX )(**6h$[$#*2U3**J)(K)*)CI#
')-B(C)/, 4)FC(,53#')-B(C)/, ,.'K3B#(,4 C.K3FH/B'34 G3B3F)-,)H)5(,C*I),5B3(F34 ), CD3L=\-B/.E 5/'E(B34 G)CD
CD35/,CB/*-B/.E#F)-,)H)5(,C*IB34.534 ), CD3L=\gF)@A\YM7 (,4 L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.EF5/'E(B34 G)CD CD3
L=\-B/.E (,4 F)-,)H)5(,C*I),5B3(F34 ), L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E CD(, ), L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E
)(**6h$[$#*2U/'E(B34 G)CD CD3L=\-B/.E#CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E 3OD)K)C34 B34.534 3OEB3FF)/, /H
TWT6#V&WTX# E@A;% #̂ (,4 E@XPC# GD)*3CD/F3G3B3.EB3-.*(C34 ), CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E
5/'E(B34 G)CD CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E )(**6h$[$#*2MD3EB/E/BC)/,F/HU96$<@E/F)C)J353**F), CD3L=\#
L=\g9YS:#L=\gA\YM7 ),D)K)C/B#(,4 L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.EFG3B3(**F)-,)H)5(,C*ID)-D3BCD(,
CD/F3), CD35/,CB/*-B/.E#(,4 F)-,)H)5(,C*ID)-D3B), CD3L=\#L=\g9YS:#(,4 L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6
-B/.EF5/'E(B34 G)CD CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E )(**6h$[$#*2U/'E(B34 G)CD CD3(*P(*)K.B, -B/.E#CD3
TWT6 ),D)K)C/B-B/.E#A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#(,4 A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E (**FD/G34 B34.534 5/B,3(*/E(5)CI
F5/B3F#URV(B3(#(,4 435B3(F34 ,.'K3B/HV&WTX@#U96$<@#(,4 T"=?$@E/F)C)J353**F#G)CD CD3(K/J3),4)5(C/BF
K3),-*/G3B), CD3A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E 5/'E(B34 G)CD CD3TWT6 ),D)K)C/B(,4 A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.EF(,4
D)-D3B), A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E CD(, ), CD3TWT6 ),D)K)C/B-B/.E )(**6h$[$#*2U/'E(B34 G)CD CD3(*P(*)
K.B, -B/.E#CD3A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E D(4 435B3(F34 EB/C3), 3OEB3FF)/, *3J3*F/HTWT6# E@A;% #̂ E@XPC#U9%7#
V&WTX(,4 XB-@7#G)CD D)-D3BEB/C3), 3OEB3FF)/, *3J3*F), CD3A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E CD(, ), CD3A\YM7
),D)K)C/B-B/.E )(**6h$[$#*2!G"'#/$%&"'%!A\YM7 '(IB3-.*(C3'(5B/ED(-3(5C)J(C)/, (,4 (,C)@),H*(''(C/BI
E/*(B)1(C)/, J)(CD3TWT6=A;% =̂XPCF)-,(*),-E(CDG(I#CD3B3KIEB/'/C),-CD3/55.BB3,53(,4 43J3*/E'3,C/HURV2
M(B-3C34 ),D)K)C)/, /HA\YM7 '(IF3BJ3(F(, 3HH35C)J3CD3B(E3.C)5FCB(C3-IH/BURV2

"5,1 6"*-%#4U/B,3(*,3/J(F5.*(B)1(C)/,( T)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6( ;,H*(''(C)/,( Y(5B/ED(-3F( AB/C3),
(B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37

!$'-)*"(*.7" R(C)/,(*R(C.B(*S5)3,53T/.,4(C)/, /HUD),()?67$7$?7*
9:;"7$2%8<$=5'(2+25,77#>?>@6$6"$%77@$$$8$

!!多种角膜损伤可诱导形成角膜新生血管)5/B,3(*
,3/J(F5.*(B)1(C)/,#URV*#导致角膜水肿&瘢痕形成&视
力损害#甚至盲 + 7, ' 全球每年约 7"$ 万人被诊断为

URV#其中 76_的患者发生视力下降 + 6, ' 目前#URV
的治疗方式主要包括手术和药物干预

+ %, #但其存在免
疫排斥反应或长期使用局部糖皮质激素造成的不良反

!>?<!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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应等局限
+ " #̀, ' 炎症是 URV形成的关键病理过程 + <, '

免疫细胞的过度浸润和细胞因子的上调打破促血管生

成因子和抗血管生成因子的平衡#最终导致病理性血
管生成

+ #, ' 巨噬细胞具有分化为促炎和抗炎表型的
能力

+ 8, ' 研究报道抗炎型巨噬细胞参与促进角膜血
管生成

+ ?, ' 另有研究者发现#表观遗传学在 URV中发
挥重要作用

+ >, ' 蛋白质精氨酸甲基转移酶 7) EB/C3),
(B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37#A\YM7*通过氧化应激和
炎症反应参与肿瘤细胞的增殖& 迁移和血管生
成

+ 7$ 7̀7, ' 目前多种 A\YM7 抑制剂已被报道并进入肿
瘤治疗的临床试验阶段

+ 76, ' A\YM7 在巨噬细胞抗炎
型极化中起着重要作用#可能通过调节 5@YI5转录活
性来影响巨噬细胞的表型

+ 7%, ' 成纤维细胞生长因子
6)H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6#TWT6*是除血管内皮生长
因子 )J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/B# V&WT* 外与
URV有关的关键分子#并可能是抗 V&WT药物产生耐
药性的原因之一

+ 7" 7̀#, ' TWT6 在肿瘤相关巨噬细胞向
抗炎型极化中起着关键作用

+ 7<, ' 鉴于 A\YM7 和
TWT6 对抗炎巨噬细胞极化的显著调控作用#A\YM7
和 TWT6 之间可能存在潜在的调控关系' 缺氧是血管
生成的经典刺激因子#缺氧引起的炎症可能是血管生
成重要的相关因素

+ 78, ' 缺氧在 URV形成中发挥关键
作用# 因此本研究采用体外缺氧=复氧 ) DIE/O)(=
B3/OI-3,(C)/,#L=\*诱导模型#模拟 URV在体内形成
的微环境' 本研究旨在评估 A\YM7 对碱烧伤诱导
URV的影响#并阐明其潜在机制#以期为 URV的治疗
提供新的思路'

84材料与方法

828!材料
82828!实验动物与细胞!<k? 周龄 SAT级 U#8Q]=<
小鼠 7<6 只#体质量 7?k6# -#购自辽宁长生生物技术
股份有限公司' 小鼠单核细胞巨噬细胞)\Xf6<"28*
及人脐静脉内皮细胞) D.'(, .'K)*)5(*J3), 3,4/CD3*)(*
53**F#LeV&UF*由武汉大学人民医院再生医学中心惠
赠' 研究流程遵循视觉与眼科协会相关规定#研究方
案经 武 汉 大 学 实 验 动 物 委 员 会 批 准 ) 批 文 号"
6$66$#$"X*'
82829 !主要试剂及仪器! A\YM7 抑制剂 )MU@&
#$$%*&TWT6 抑制剂 )RSU76*&TWT6 重组蛋白 )美国
Y34UD3'&OEB3FF生物科技公司*(F)@\RXF&AU\引物
)上海生工生物工程股份有限公司*(兔抗 A\YM7 抗
体)&A\7?%""#英国 XK5('公司 *(鼠抗 V&WT抗体
)YX7@7<<6>*&大鼠抗小鼠血小板 内̀皮细胞黏附分子

) E*(C3*3C3,4/CD3*)(*53**(4D3F)/, '/*35.*3@7# U9%7 *
)\Y#6$7*抗体)美国 MD3B'/T)FD3BS5)3,C)H)5公司*(
兔抗小鼠 V&WTX抗体)WQ77$%"Q@7$$*&兔抗小鼠甘
油 醛@%@磷 酸 脱 氢 酶 ) -*I53B(*43DI43@%@ED/FED(C3
43DI4B/-3,(F3#WXA9L*抗体 )WQ77$$6@7$$*&辣根过
氧化物酶) D/BF3B(4)FD E3B/O)4(F3#L\A*标记的山羊抗
兔二抗)WQ6%6$"*)武汉赛维尔生物科技有限公司*(
兔抗人蛋白激酶 Q)EB/C3), P),(F3Q#XPC*抗体)&M7<$>@
#7*&兔抗人磷脂酰肌醇@%@激酶 ) ED/FED/),/F)C)43%@
P),(F3F#A;% *̂抗体)&M7<$8@8"* )杭州华安生物技术有
限公司*(兔抗人 #@肌动蛋白)#@(5C),*抗体)?777#@7@
\\*&兔抗小鼠白细胞介素 7$)),C3B*3.P),@7$#;]@7$*抗
体)?67>7@%@\\*&兔抗人精氨酸酶 7)(B-),(F3@7#XB-@7*
抗体 ) 7<$$7@7@XA*&兔抗小鼠 T"=?$ 抗体 ) 6>"7"@7@
XA*&兔抗小鼠 U96$< 抗体)?%"?#@7@\\*和兔抗人诱导
型一氧化氮合酶)),4.5)K*3,)CB)5/O)43FI,CD(F3#)R:S*
抗体)6666<@7@XA*)武汉三鹰生物技术有限公司*(兔抗
人 TWT6 抗体)KF@$678\*)北京博奥森生物技术有限公
司*(兔抗磷酸化蛋白激酶 Q) ED/FED/BI*(C34 EB/C3),
P),(F3Q#E@XPC*抗体)XA$<%8* )武汉爱博泰克生物科
技有限公司*(兔抗小鼠磷酸化 A;% )̂ ED/FED/BI*(C34
A;% #̂ E@A;% *̂ 抗 体 ) "66? * ) 美 国 U3**S)-,(*),-
M35D,/*/-I公司*' 实时荧光定量 AU\仪)美国 XQ;公
司*(化学发光凝胶成像仪)美国 Q)/@\(4 公司*(荧光显
微镜)日本 :*I'E.F公司*'
829!方法
82928!URV模型建立及分组处理!通过碱烧伤法诱
导 URV模型#将直径为 6[# ''的滤纸片浸泡在
7 '/*=]无菌氢氧化钠中#腹腔内注射 #$ '-=P-戊巴
比妥麻醉小鼠#将滤纸片置于角膜中央 6# F#立即用
$[>_生理盐水冲洗角膜 7 '),' 实验分组")7*为评估
氢氧化钠对 URV的诱导作用以确定模型的成功构建
和后续实验的最佳时间点#采用随机数字表法将 86 只
小鼠平均分为正常组&造模后 7 4 组&造模后 " 4 组和
造模后 8 4 组' )6*为评估 A\YM7 在 URV中的作用#
选取 >$ 只小鼠构建碱烧伤诱导的 URV模型#采用随
机数字表法平均分为碱烧伤组&9YS:组&A\YM7 抑
制剂组&TWT6 抑制剂组&A\YM7 抑制剂gTWT6 组#各
组小鼠碱烧伤后每日经结膜下分别注射 7$ "*的
$[>_生理盐水&9YS:&# '-=P-MU@&#$$%& # '-=P-
RSU76&# '-=P-MU@&#$$%gTWT6#碱烧伤后第 8 天#
所有小鼠安乐死并取出眼球进行后续实验'
82929!缺氧=复氧细胞模型建立及分组处理!将细胞
置于缺氧环境 ) >"_ R6 &#_ U:6和 7_ :6 *中培养

!$><! 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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表 84实时荧光定量 @G>引物序列
B.3/,84@*&7,*%,H$,'#,%?"**,./+&7,?/$"*,%#,'#,H$.'+&+.+&C,@G>

基因 正向引物)#l@%l* 反向引物)#l@%l*

!R'80*# WXXXMUWMWUWMWXUXMUXXX MWMXWMMMUXMWWXMWUUXUXW

6MKST WUXWUXUWWMWMMWXWUXM UUUWUXXWWMMXMMWWWXMM

!H!U WXWUWXUUUXUXUWMUXXXUMXU UXWUUWMUUXMUMMUUMMUXMXWU

V;H!W MUUWMXWMXWUUWMWWMUMWU UUUMUMUUMUMMUUMMUMUMMUUMU

C-UAQ UWWWXUMUMWWXMMWWXUMUXXU UMWXMWXMWWXUMMUUMWWMXWUU

X)RTA XWWUXWMWWXWUXWWMWXXWXW WWUXWXWWXWWMUXUXUUXMMMW

!注"#@(5C),"#@肌动蛋白(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(
V&WTX"血管内皮生长因子 X(;]@7$"白细胞介素 7$
!R/C3"A\YM7" EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(V&WTX"J(F5.*(B
3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/BX(;]@7$"),C3B*3.P),@7$

76 D#更换至正常环境中继续培养' 实验分组")7*为
确定 A\YM7 对细胞的作用浓度#将细胞分为对照组&
L=\组&L=\g9YS:组&L=\g7 "'/*=]A\YM7 抑制
剂组和 L=\g7$ "'/*=]A\YM7 抑制剂组#其中对照
组不做处理#其他各组均构建 L=\模型#L=\g9YS:
组& L=\g7 "'/*=] A\YM7 抑 制 剂 组 和 L=\g
7$ "'/*=] A\YM7 抑 制 剂 组 分 别 添 加 9YS:&
7 "'/*=]MU@&#$$% 和 7$ "'/*=]MU@&#$$%' )6*在
确定 MU@&#$$% 的作用浓度后#进一步将细胞分为对
照组&L=\组&L=\g9YS:组&L=\gF)@RU组&L=\gF)@
A\YM7 组&L=\gF)@TWT6 组&L=\gA\YM7 抑制剂组
和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组#其中对照组不做处
理#其他各组均构建 L=\模型#L=\g9YS:组&L=\g
F)@RU组&L=\gF)@A\YM7 组&L=\gF)@TWT6 组&L=\g
A\YM7 抑制剂组和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组分
别添加 9YS:&转染 F)@RU&转染 F)@A\YM7&转染 F)@
TWT6&添加 7$ "'/*=]MU@& #$$%&添加 7$ "'/*=]
MU@&#$$% 和 7$ "'/*=]TWT6 重组蛋白'
8292:!裂隙灯显微镜观察小鼠角膜的混浊度和新生
血管形成情况!采用随机数字表法每组随机选取 % 只
小鼠#于造模前和造模后 7&"&8 4 采用裂隙灯显微镜
拍摄眼前节照片#计算 URV面积和角膜混浊度评分'
)7*URV面积为 U=76m%[7"m+B6 )̀ B̀** 6 ,#U为涉及
角膜的外周小时数#*为血管长度#B为小鼠角膜半径'
)6*采用角膜混浊评分系统反映炎症指数#$ 分为基质
透明(7 分为基质轻度混浊(6 分为基质中度混浊(% 分
为基质严重混浊#但虹膜可见(" 分为基质完全混浊#
虹膜不可见'
8292;!苏木精 伊̀红染色法观察角膜结构及炎性细

胞数目!采用随机数字表法每组随机选取 % 只小鼠#
#$ '-=P-戊巴比妥腹腔内注射麻醉小鼠后迅速摘取
眼球并用 "_多聚甲醛) E(B(H/B'(*43DI43#ATX*固定#
乙醇脱水#二甲苯透明#石蜡包
埋' 沿鼻 颞̀轴将蜡块 # "'厚切
片#梯度乙醇脱蜡#苏木素和伊红
染色#8#_乙醇脱水封片' 通过
正置显微镜采集图像以观察角膜

形态的变化#采用 ;'(-3Z软件进
行炎性细胞计数'
8292<!免疫组织化学染色法检
测角膜 A\YM7 的分布!采用随
机数字表法每组随机选取 % 只小
鼠#麻醉后摘取眼球并用 "_ ATX
固定眼球组织#石蜡包埋#沿鼻`

颞轴 # "'厚切片' 石蜡切片脱蜡后#%_过氧化氢封
闭内源性酶#微波修复抗原#血清封闭#与A\YM7 一抗
)7 d#$$*在 " n湿盒中孵育过夜' 次日切片与二抗
)7 d6$$ 稀释*在室温下孵育 7 D 后#使用 %#%l@二氨基
联苯胺染色#脱水透明后封片' 使用正置显微镜采集
图像#采用 ;'(-3Z软件进行 A\YM7 阳性细胞计数'
8292=!免疫荧光染色法评估角膜中 T"=?$&V&WTX&
)R:S&U9%7 和 U96$< 的表达!采用以下巨噬细胞标
志物")7*T"=?$)巨噬细胞*() 6*)R:S)Y7 型巨噬细
胞标志物*() %*U96$<&;]@7$ 和 XB-@7)Y6 型巨噬细
胞标志物*' 每组选取 % 只小鼠#麻醉后摘除眼球并
在 "_ ATX中固定#石蜡包埋#切片脱蜡#微波修复抗
原#透膜封闭#与一抗在以下稀释倍数中 " n避光湿房
过夜"T"=?$)7 d6$$*&V&WTX)7 d6$$*&)R:S)7d6$$*&
U9%7)7d6$$*和 U96$<)7 d#$$*' 次日在室温下与二
抗)7 d6$$*孵育 6 D#滴加含 9XA;抗荧光淬灭封片液#
封片后荧光显微镜下检查切片#;'(-3Z软件进行阳性
细胞计数'
8292I!实时荧光定量 AU\法检测角膜或细胞中
A\YM7&TWT6&V&WTX&U96$< 和 ;]@7$ 的表达!每组
选取 % 只小鼠#麻醉后摘除眼球#在冰上的 9&AU水中
快速修剪出角膜组织' 采用 MB)1/*从角膜或细胞中提
取 \RX#测定其浓度和纯度#逆转录获得 59RX' 以 #@
(5C), 作为内参#引物序列见表 7# AU\反应程序"
)7*预变性!># n反应 %$ F()6*循环反应!># n反
应 # F#<$ n反应 %$ F#重复 "$ 次() %*熔解曲线!
># n反应 7# F#<$ n反应 <$ F#># n反应 7# F' 采用
6 $̀$UC

法检测各目标分子 '\RX相对表达量'
8292J!f3FC3B, K*/C法检测角膜或细胞中相关分子蛋
白表达水平!采用随机数字表法每组随机选取 % 只小
鼠#麻醉后摘取眼球#在冰上的无菌磷酸盐缓冲液中快
速修剪出角膜'从角膜组织或细胞中提取总蛋白#使
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图 84各组小鼠角膜炎症反应及新生血管表现!X4各组眼前节照相!造模后 8 4 组
小鼠 URV逐渐延伸至角膜中央!Q4各组 V&WT电泳图!造模后 8 4 组较正常组的
V&WT表达量显著增加!U4各组苏木精 伊̀红染色表现)m6$$#标尺j#$ "'*!造模
后 8 4 组较正常组的角膜炎性细胞数量显著增加!74正常组(64造模后 7 4 组(%4造
模后 " 4 组("4造模后 8 4 组!V&WT4血管内皮生长因子(#@(5C),4#@肌动蛋白
!&($*,84G"*',./&'?/.77.+&"'.'-',"C.%#$/.*&D.+&"'&'7&#,"?-&??,*,'+(*"$)%!
X4U/B,3(ED/C/F!S3J3, 4(IFE/FC@'/43*),-#URV3OC3,434 -B(4.(**IC/G(B4FCD353,CB(*
5/B,3(!Q4&*35CB/ED/B3C/-B('/HV&WT!MD33OEB3FF)/, /HV&WTG(FF)-,)H)5(,C*ID)-D3B
), CD38 4(IFE/FC@'/43*),--B/.E CD(, ), CD3,/B'(*-B/.E!U4L3'(C/OI*), (,4 3/F),
FC(),),-)'(-3F)m6$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!MD3,.'K3B/H5/B,3(*),H*(''(C/BI53**FG(F
F)-,)H)5(,C*ID)-D3B), CD38 4(IFE/FC@'/43*),--B/.E CD(, ), CD3,/B'(*-B/.E!74,/B'(*
-B/.E(647 4(IE/FC@'/43*),--B/.E(%4" 4(IFE/FC@'/43*),--B/.E("48 4(IFE/FC@'/43*),-
-B/.E!V&WT4J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/B

用 QUX蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度' S9S@AXW&
分离蛋白质并转移到 AV9T膜##_牛血清白蛋白封闭
7 D#在 " n 下与一抗孵育过夜# A\YM7& WXA9L&
V&WT&TWT6& E@A;% &̂A;% &̂ E@XPC&XPC&XB-@7&;]@7$&
V&WTX均 7 d7 $$$ 稀释##@(5C), 7 d? $$$ 稀释' 次日
与 L\A标记的山羊抗兔 ;-W抗体)7 d% $$$*室温下孵
育 6 D#通过化学发光凝胶成像仪采集图像#;'(-3Z软
件测量条带灰度以确定蛋白相对表达量'
8292K!细胞转染法转染 F)@\RX至 LeV&UF!根据细
胞生长速率对细胞进行铺板#保证转染当天细胞密度
达 ?$_k>$_' 用 *)E/H35C('),3%$$$ 试剂转染 F)@\RX
至细胞' 将细胞置于培养箱中培养 < D 后用完全培养
基替换' 转染后 "? D#将细胞暴露于 L=\条件下'
82928L!UÛ @? 法检测 LeV&UF的细胞增殖活力!将
L=\处理后的细胞消化重悬#稀释后每孔加入含 6m
7$%
个细胞的细胞悬液' 放入细胞培养箱中继续培养

< D 至细胞贴壁良好#吸出原培养基#各组加入相应药
物继续培养' 在 76&6" 和 "? D 使用试剂盒检测细胞
活力#采用酶标仪测定 "#$ ,'处吸光度)(KF/BK(,53#
W*值以评估各组细胞增殖活力'
829288!细胞划痕法检测 LeV&UF的细胞迁移距离!
L=\处理后在 < 孔板中培养细胞达 7$$_汇合#使用
6$$ "*枪头尖端垂直于孔板背面进行水平划痕#弃去培
养基#各组分别加入加药培养基' $&76 和 6" D 后显微
镜下拍摄图像#采用 ;'(-3Z软件分析细胞迁移距离'
829289!MB(,FG3**迁移法观察 LeV&UF的
细胞迁移能力!L=\处理后将 LeV&UF重
悬并计数#按组别将 #$$ "*加药培养基分
别加入 6" 孔板下室#用镊子将 MB(,FG3**小
室置于 6" 孔板内#按 %m7$"

个=孔将细胞
悬液加入上室#放入培养箱继续培养'
6" D 后 取 出 小 室# "_ ATX 室 温 固 定
7# '),#结晶紫染色 7$ '),#棉签擦去小室
多余染料#倒置显微镜下任意选择 % 个视
野观察并拍照#统计每个视野滤膜下侧迁
移细胞的数量#并进行归一化处理'
82928:!细胞管形成实验比较 LeV&UF的
细胞成管能力!实验前 7 4#将 Y(CB)-3*基
质胶置于 " n环境中过夜融化#次日在冰
上将冰冷的基质胶和9Y&Y按等体积比在
预冷的 7[# '*离心管中稀释#按 #$ "*=孔
均匀平铺#在 %8 n培养箱中放置 6$ '),'
每孔接种 7m7$"

个 LeV&UF细胞#%8 n培
养箱中孵育 < D' 使用倒置显微镜观察细

胞成管情况#记录管状结构的数量等指标#并进行归一
化处理'
82:!统计学方法

采用 SASS 6<2$ 统计学软件和 WB(EDA(4 AB)F'
> 软件进行统计分析' 计量资料数据经 SD(E)B/@
f)*P 检验证实符合正态分布#以Yi:表示#6 个组各
指标比较采用独立样本 0检验(% 个组及以上各指
标总体比较采用单因素方差分析#两两比较采用
]S9@0检验' 6h$[$# 为差异有统计学意义'

94结果

928!各组小鼠角膜炎症反应及新生血管表现比较
造模后 7 4 组小鼠角膜出现急性炎症反应和基质

水肿(造模后 " 4 组小鼠角膜缘血管逐渐充血和扩张#
出现新生血管芽(造模后 8 4 组小鼠角膜透明度明显
降低#URV延伸至角膜中心' 正常组&造模后 7 4 组&
造模后 " 4 组和造模后 8 4 组角膜混浊度评分&URV
面积&V&WT'\RX和蛋白相对表达量&炎性细胞数量
总体比较差异均有统计学意义 )!j%#[?>& 8>[#<&
7#%[#$&7<"[>$&6#["##均 6h$[$7*#其中与正常组相
比#造模后 8 4 组小鼠角膜混浊度评分和 URV面积增
加#V&WT表达上调#炎性细胞数量增加#差异均有统
计学意义)均 6h$[$#*#提示碱烧伤诱导 URV模型的
成功构建#因此选择新生血管更明显的第 8 天作为后
续碱烧伤的时间点)图 7#表 6*'
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表 94各组小鼠 GMN及炎症反应指标比较)!O"*
B.3/,94G"7).*&%"'"?GMN.'-&'?/.77.+"*1 *,%)"'%,"?7&#,.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"*

组别 样本量 角膜混浊度评分)分* URV面积)''6 *
V&WT'\RX
相对表达量

V&WT蛋白
相对表达量

角膜炎性

细胞计数)个=视野*

正常组 % $[$$i$[$$ $[$$i$[$$ 7[$$i$[$$ $[$%i$[$7 $[$$i$[$$

造模后 7 4 组 % %[<8i$[#?( $[$$i$[$$ 7[>%i$[66( $[7"i$[$%( ?6[%%i"[#7(

造模后 " 4 组 % 6[%%i$[#?(K $[<#i$[%$(K 7$[8?i7[7%(K $[7"i$[$%( #"[%%i#[$%(K

造模后 8 4 组 % %[<8i$[#?(5 %[7<i$[%8(K5 %8[$7i"[#<(K5 7[%"i$[$%(K5 ?8[<8i#[#7(5

!值 %#[?> 8>[#< 7#%[#$ 7<"[>$ 6#["#

6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

!注"与正常组相比#(6h$[$#(与造模后 7 4 组相比#K6h$[$#(与造模后 " 4 组相比#56h$[$#)单因素方差分析#]S9@0检验*!URV"角膜新生血管(
V&WT"血管内皮生长因子
!R/C3"U/'E(B34 G)CD ,/B'(*-B/.E#(6h$[$#(5/'E(B34 G)CD 7 4(IE/FC@'/43*),--B/.E#K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD " 4(IFE/FC@'/43*),--B/.E#56h$[$#
):,3@G(IXR:VX#]S9@0C3FC*!URV"5/B,3(*,3/J(F5.*(B)1(C)/,(V&WT"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/B

A B

C
50μm 50μm

50μm 50μm

42000

36000

18000

42000

正常组 碱烧伤组

PRMT1

GAPDH

FGF2

β�actin

相对分子
质量

正常组 碱烧伤组

正常组 碱烧伤组

图 94各组小鼠角膜 @>AB8组!P!9 相对表达量及 !;QJL 阳性细胞数目比较!X"各组小鼠角膜 A\YM7
免疫组织化学染色)9XQm6$$#标尺j#$ "'*!A\YM7 分布于角膜上皮细胞#碱烧伤后 A\YM7 阳性细胞
数量增加!Q"各组小鼠角膜 A\YM7 及 TWT6 电泳图!与正常组相比#碱烧伤后角膜 A\YM7组TWT6 蛋白相
对表达量增加!U"各组角膜 T"=?$ 免疫荧光染色图)X*3O(T*./B"?? m6$$#标尺j#$ "'*!与正常组相
比#角膜碱烧伤后 T"=?$ 阳性细胞数量增加!A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(WXA9L"甘油醛@%@磷
酸脱氢酶(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(#@(5C),"#@肌动蛋白
!&($*,94G"7).*&%"'"?*,/.+&C,,R)*,%%&"'/,C,/%"?@>AB8 .'-!P!9 .'-!;QJLS)"%&+&C,#,//#"$'+&'
7"$%,#"*',.%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%!X";''.,/D)FC/5D3')5(*FC(),),-/HA\YM7 )9XQm6$$#F5(*3K(Bj
#$ "'*!A\YM7 G(F4)FCB)K.C34 ), 5/B,3(*3E)CD3*)(*53**F#(,4 CD3,.'K3B/HA\YM7@E/F)C)J353**F),5B3(F34
(HC3B(*P(*)K.B,!Q"&*35CB/ED/B3C/-B(' /HA\YM7 (,4 TWT6!U/'E(B34 G)CD CD3,/B'(*-B/.E#CD3B3*(C)J3
3OEB3FF)/, /HA\YM7 (,4 TWT6 EB/C3),F), CD35/B,3(),5B3(F34 (HC3B(*P(*)K.B,!U"T"=?$ )''.,/H*./B3F53,53
FC(),),-)X*3O(T*./B"?? m6$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!U/'E(B34 G)CD CD3,/B'(*-B/.E#CD3,.'K3B/HT"=?$@
E/F)C)J353**F),5B3(F34 (HC3B5/B,3(*(*P(*)K.B, ! A\YM7" EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37( WXA9L"
-*I53B(*43DI43@%@ED/FED(C343DI4B/-3,(F3(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6

表 :4各组小鼠角膜 @>AB8组!P!9 相对表达量及 !;QJL 阳性细胞数目比较)!O"*
B.3/,:4G"7).*&%"'"?*,/.+&C,,R)*,%%&"'/,C,/%"?@>AB8 .'-!P!9 .'-!;QJLS)"%&+&C,

#,//#"$'+&'7"$%,#"*',.%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"*

组别 样本量
A\YM7 阳性细胞
计数)个=视野*

A\YM7 蛋白
相对表达量

A\YM7 '\RX
相对表达量

TWT6 蛋白
相对表达量

TWT6 '\RX
相对表达量

T"=?$ 阳性细胞
计数)个=视野*

正常组 % %[%%i$[#? $[%$i$[$> 7[$$i$[$$ $[#%i$[7< 7[$$i$[$$ 7#[%%i%[$<

碱烧伤组 % %>[<8i%[#7 $[>7i$[7< <[>6i$[#> 6[76i$[67 #[<"i$[%# 8?[<8i"[8%
0值 78[<? 6$[?$ 7"[6> 7"[8? 7?[?# 7>[">
6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7
!注")独立样本 0检验*!A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(T"=?$"小鼠巨
噬细胞标志物

!R/C3");,43E3,43,CF('E*3F0@C3FC*!A\YM7"EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B
6(T"=?$"'.B),3'(5B/ED(-3'(BP3B

929!各组小鼠角膜组织中
A\YM7组TWT6 相对表达量
及 T"=?$ 阳性细胞数目
比较

A\YM7 主要分布于角
膜上皮#碱烧伤后小鼠角膜
组织中 A\YM7 阳性细胞
数量明显增加#A\YM7 和
TWT6 '\RX和蛋白相对表
达量显著上调#与正常组相
比差异均有统计学意义

) 0A\YM7阳性细胞数量 j 78[<?组
0A\YM7蛋白 j 6$[?$组
0A\YM7 '\RXj7"[6>组0TWT6蛋白 j
7"[8?组0TWT6 '\RXj7?[?##均
6h$[$7*' 免疫荧光染色
结果显示#造模后小鼠角膜
T"=?$ 阳性细胞数量显著
增加#与正常组相比差异有
统计学意义 )0j7>[">#6h
$[$7*)图 6#表 %*'
92:!各组小鼠角膜炎症反
应组新生血管及相关分子相
对表达量比较

眼前节照相显示#与碱
烧伤组相比#A\YM7 抑制
剂组的角膜混浊度降低#
URV缓解' 苏木精 伊̀红

染色显示 A\YM7 抑制剂
组角膜炎性细胞浸润减少'
正常组 组碱烧伤组 组9YS:

!%><!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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50μm 50μm 50μm 50μm

A

B
C

正常组 碱烧伤组 DMSO组 PRMT1抑制剂组

正常组 碱烧伤组 DMSO组 PRMT1抑制剂组

正常组 碱烧伤组 DMSO组
PRMT1
抑制剂组

PRMT1

FGF2

VEGF

Arg1

IL�10

β�actin

相对分子
质量

42000

18000

20000

35000

22000

42000

图 :4各组小鼠角膜炎症反应0新生血管及相关分子相对表达量比较!X"各组小鼠角膜照相!MU@&#$$
组较碱烧伤组 URV面积减少#角膜混浊度减轻!Q"各组小鼠角膜炎性细胞数目比较 )L&m6$$#标尺j
#$ "'*!MU@&#$$ 组较碱烧伤组角膜炎性细胞数目减少!U"各组小鼠角膜各蛋白电泳图!MU@&#$$ 组
TWT60V&WT和抗炎巨噬细胞标志物蛋白相对表达量较碱烧伤组下降!9YS:"二甲基亚砜(A\YM7"蛋白
质精氨酸甲基转移酶 7(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(V&WT"血管内皮生长因子(XB-@7"精氨酸酶 7(
;]@7$"白细胞介素 7$(#@(5C),"#@肌动蛋白
!&($*,: 4 G"7).*&%"' "?#"*',./&'?/.77.+"*1 *,%)"'%,# GMN# .'- *,/.+&C,,R)*,%%&"' "?*,/.+,-
7"/,#$/,%&'7&#,.7"'( -&??,*,'+(*"$)%!X"U/B,3(ED/C/F!MD3B3G(FF'(**3BURV(B3((,4 ')*43B5/B,3(*
/E(5)CI), MU@&#$$ -B/.E CD(, ), (*P(*)K.B, -B/.E!Q"U/'E(B)F/, /H),H*(''(C/BI53**F), ')53('/,-4)HH3B3,C
-B/.EF)L&m6$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!MD3B3G3B3H3G3B5/B,3(*),H*(''(C/BI53**F), MU@&#$$ -B/.E CD(, ),
(*P(*)K.B, -B/.E!U"&*35CB/ED/B3C/-B('/HEB/C3),F!MD3B3*(C)J3EB/C3), 3OEB3FF)/, *3J3*F/HTWT6#V&WT(,4
Y6 '(5B/ED(-3'(BP3BFG3B3*/G3B), MU@&#$$ -B/.E CD(, ), (*P(*)K.B, -B/.E!9YS:"4)'3CDI*F.*H/O)43(
A\YM7"EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(V&WT"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD
H(5C/B(XB-@7"(B-),(F37(;]@7$"),C3B*3.P),@7$

表 ;4各组小鼠角膜炎症反应0GMN及相关分子相对表达量比较)!O"*
B.3/,;4G"7).*&%"'"?#"*',./&'?/.77.+"*1 *,%)"'%,#GMN#.'-*,/.+&C,,R)*,%%&"'"?*,/.+,-7"/,#$/,%

&'7&#,.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"*

组别 样本量
角膜混浊度

评分)分* URV面积)''6 *
角膜炎性

细胞计数)个=视野*
A\YM7 蛋白
相对表达量

TWT6 蛋白
相对表达量

正常组 % $[$$i$[$$ $[$$i$[$$ 7[%%i$[#? $[7?i$[$7 $[$?i$[$7

碱烧伤组 % %[<8i$[#?( 6[$#i$[$>( 778[<8i#[$%( $[?#i$[$7( 7[$"i$[$7(

9YS:组 % %[<8i$[#?( 6[$6i$[77( 76%[<8i8[$6( $[8<i$[$6( 7[$6i$[$8(

A\YM7 抑制剂组 % 7[<8i$[#?(K5 $[76i$[$6(K5 68[<8i#[$%(K5 $[$%i$[$7(K5 $["7i$[$6(K5

!值 %8[<8 8?[%< "<[%> 787[7$ "<[%>

6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

组别 样本量 V&WT蛋白相对表达量 XB-@7 蛋白相对表达量 ;]@7$ 蛋白相对表达量 U96$< '\RX相对表达量

正常组 % $[$>i$[$7 $[78i$[$7 $[7$i$[$7 7[$$i$[$$

碱烧伤组 % 7[<>i$[$8( $[>6i$[$%( $[>6i$[$%( 6%[$?i6[$8(

9YS:组 % 7[<<i$[$#( $[>7i$[$%( $[?<i$[$6( 6%[8"i%[87(

A\YM7 抑制剂组 % $[%%i$[$#(K5 $[%"i$[$%(K5 $[%"i$[$6(K5 <[8%i%[>>(K5

!值 ?"[67 <"["6 ?>[#% "<[>?

6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

!注"与正常组相比#(6h$[$#(与碱烧伤组相比#K6h$[$#(与 9YS:组相比#56h$[$#)单因素方差分析#]S9@0检验*!URV"角膜新生血管(9YS:"
二甲基亚砜(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(TWT6"成纤维细胞生长因子(V&WT"血管内皮生长因子(XB-@7"精氨酸酶 7(;]@7$"白细胞介素 7$
!R/C3"U/'E(B34 G)CD ,/B'(*-B/.E#(6h$[$#(5/'E(B34 G)CD (*P(*)K.B, -B/.E#K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD 9YS:-B/.E#56h$[$# ):,3@G(IXR:VX#]S9@0
C3FC*!URV"5/B,3(*,3/J(F5.*(B)1(C)/,(9YS:" 4)'3CDI*F.*H/O)43(A\YM7" EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(V&WT"
J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/B(XB-@7"(B-),(F37(;]@7$"),C3B*3.P),@7$

组0A\YM7 抑制剂组角膜
混浊度评分0URV面积0角
膜 炎 性 细 胞 计 数 和

A\YM70TWT60V&WT0XB-@
70 ;]@7$ 蛋 白 及 U96$<
'\RX相对表达量总体比
较差异均有统计学意义

)!j%8[<80 8?[%<0 "<[%>0
787[7$0 "<[%>0 ?"[670
<"["60?>[#%0"<[>?#均 6h
$[$7*#其中与碱烧伤组相
比#A\YM7 抑制剂组角膜
混浊度评分降低#URV面
积和角膜炎性细胞计数减

少# A\YM70 TWT60 V&WT0
XB-@70;]@7$ 蛋白及 U96$<
'\RX相对表达量降低#差
异均有统计学意义)均 6h
$[$#*)图 %#表 "*'
92; ! 各 组 LeV&UF中
A\YM70V&WT及 U9%7 相对表达量比较

与对照组相比#L=\组 A\YM7 和 V&WT表达上
调#使用 MU@&#$$% 后#A\YM7 和 V&WT的表达被下

调#其中浓度为 7$ "'/*=]时下调更明显)图 "*' 对
照组0L=\组0L=\g9YS:组0L=\g7 "'/*=]A\YM7
抑制剂组和 L=\g7$ "'/*=]A\YM7抑制剂组A\YM7

!"><! 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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图 ;4各组 0UNVG%中 @>AB8 及 NVP!表达电泳图! L=\g
7 "'/*=]A\YM7 抑制剂组和 L=\g7$ "'/*=]A\YM7 抑制剂组
A\YM7 和 V&WT蛋白相对表达量均较 L=\组下降#且 L=\g
7$ "'/*=]A\YM7 抑制剂组更显著!7"对照组(6"L=\组(%"L=\g
9YS:组(""L=\g7 "'/*=]A\YM7 抑制剂组(#"L=\g7$ "'/*=]
A\YM7 抑制剂组!A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(V&WT"血管
内皮生长因子(#@(5C),"#@肌动蛋白
!&($*,;4V/,#+*")0"*,+"(*.7 "?@>AB8 .'-NVP!&'0UNVG%&'
-&??,*,'+(*"$)%!MD3B3*(C)J33OEB3FF)/, *3J3*F/HA\YM7 (,4 V&WT
EB/C3),FG3B3*/G3B), L=\g7 "'/*=]A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E (,4
L=\g7$ "'/*=]A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E CD(, ), L=\-B/.E#G)CD '/B3
/KJ)/.F),5B3(F3), 7$ "'/*=]A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E!7"5/,CB/*-B/.E(
6"L=\ -B/.E( %" L=\g9YS: -B/.E( "" L=\g7 "'/*=] A\YM7
),D)K)C/B-B/.E(#"L=\g7$ "'/*=]A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E!A\YM7"
EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(V&WT"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD
H(5C/B

表 <4各组 0UNVG%中 @>AB8&NVP!7>M2和蛋白相对表达量比较)!O"*
B.3/,<4G"7).*&%"'"?7>M2.'-)*"+,&',R)*,%%&"'%"?@>AB8#NVP!&'0UNVG%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"*

组别 样本量
A\YM7 蛋白
相对表达量

V&WT蛋白
相对表达量

A\YM7 '\RX
相对表达量

V&WT'\RX
相对表达量

对照组 % $[$6i$[$7 $[7$i$[$> 7[$$i$[$$ 7[$$i$[$$

L=\组 % 7[$>i$[$8( 7[$7i$[$#( ?[7?i7[##( <[%$i$[<<(

L=\g9YS:组 % 7[$"i$[$8( 7[78i$[$#( ?[#?i$[>#( #[##i$[88(

L=\g7 "'/*=]A\YM7 抑制剂组 % $[78i$[$6(K5 $[><i$[$6(K5 7[%#i$[$#(K5 6[?6i7[76(K5

L=\g7$ "'/*=]A\YM7 抑制剂组 % $[$%i$[$7(K54 $["6i$[$6(K54 $[6"i$[7#K54 $["#i$[6<K54

!值 "7[#$ 6"%[6$ <#[$> %#[8?

6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

!注"与对照组相比#(6h$[$#(与 L=\组相比#K6h$[$#(与 L=\g9YS:组相比#56h$[$#(与 L=\g7 "'/*=]A\YM7 抑制剂组相比#46h$[$#)单因
素方差分析#]S9@0检验*!LeV&UF"人脐静脉内皮细胞(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(V&WT"血管内皮生长因子(L=\"缺氧=复氧(9YS:"二
甲基亚砜

!R/C3"U/'E(B34 G)CD 5/,CB/*-B/.E#(6h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\-B/.E#K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\g9YS:-B/.E#56h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\g

7 "'/*=]A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#46h$[$# ):,3@G(IXR:VX#]S9@0C3FC* !LeV&UF" D.'(, .'K)*)5(*J3), 3,4/CD3*)(*53**F(A\YM7" EB/C3), (B-),),3
'3CDI*CB(,FH3B(F37(V&WT"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/B(L=\"DIE/O)(=B3/OI-3,(9YS:"4)'3CDI*F.*H/O)43

和 V&WT的 '\RX和蛋白相对表达量总体比较差异
均有 统 计 学 意 义 ) !A\YM7 '\RX j<#[$>& !A\YM7蛋白 j
"7[#$&!V&WT'\RX j%#[8?& !V&WT蛋白 j6"%[6$# 均 6h
$[$7*# 其 中 L=\g7$ "'/*=] A\YM7 抑 制 剂 组
A\YM7 和 V&WT的 '\RX和蛋白相对表达量较其他
各组均明显降低#差异均有统计学意义)均 6h$[$#*
)表 #*' 因此#选择 7$ "'/*=]进行后续实验'

双重免疫荧光共定位结果显示#L=\gA\YM7 抑制
剂组 LeV&UF中 U9%7 和 V&WT荧光强度较 L=\组明
显减弱#L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 U9%7 和 V&WT
荧光强度较 L=\gA\YM7 抑制剂组增强)图 #*'

92<!各组 LeV&UF细胞增殖&迁移和管形成能力
比较

对照组&L=\组&L=\gF)@RU组&L=\gF)@A\YM7
组&L=\gF)@TWT6 组&L=\gA\YM7 抑制剂组&L=\g
A\YM7 抑制剂gTWT6 组 76&6" 和 "? D 细胞活力值&
76 和 6" D 细胞迁移距离&细胞迁移数量&管形成数
量总体比较差异均有统计学意义)!j#6[78&"8[>$&
6%[7"&>$[#7&7?8[$$&%6[88&7<<[<$#均 6h$[$#* #
其中 L=\组各时间点细胞活力值&细胞迁移距离&细
胞迁移数量&管形 成 数 量 较 对 照 组 增 加# L=\g
F)@A\YM7 组和 L=\gA\YM7 抑制剂组较 L=\组减
少#L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组较 L=\gA\YM7
抑制剂组增加#差异均有统计学意义 )均 6h$[$#*
)图 <#表 <* '
92=!各组 LeV&UF中 TWT6&V&WTX& E@A;% &̂ E@XPC
和 U9%7 蛋白相对表达量比较

L=\组&L=\gF)@RU组&L=\gF)@A\YM7 组&L=\g
F)@TWT6 组&L=\gA\YM7 抑制剂组&L=\gA\YM7 抑
制剂gTWT6 组 LeV&UF中 TWT6&V&WTX& E@A;% &̂
E@XPC和 U9%7 蛋白相对表达量总体比较#差异均有
统计 学 意 义 ) !j666[?$& 77"[?$& ??[$"& %6[<6&
76#[66#均 6h$[$7 * #其中 L=\gA\YM7 抑制剂组
TWT6&V&WTX&E@A;% &̂E@XPC相对表达量较 L=\组
下调#L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 TWT6&V&WTX&
E@A;% &̂E@XPC相对表达量较 L=\gA\YM7 抑制剂组
上调#差异均有统计学意义 )均 6h$[$# * )图 8#
表 8* '

!#><!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

对照组 H/R组 H/R+si�NC组 H/R+si�FGF2组 H/R+si�PRMT1组 H/R+PRMT1抑制剂组
H/R+PRMT1

抑制剂+FGF2组
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图 <4各组 0UNVG%细胞双重免疫荧光共定位染色图)m"$$#标尺j#$ "'*!L=\组&L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 V&WT和 U9%7 荧光强度较
L=\gA\YM7 抑制剂组增强!L=\"缺氧=复氧(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(9XA;""l#<@二脒基@6@苯基吲
哚(V&WT"血管内皮生长因子(U9%7"血小板 内̀皮细胞黏附分子

!&($*,<4W"$3/,&77$'"?/$"*,%#,'#,#"S/"#./&D.+&"'%+.&'&'( "?0UNVG%&'-&??,*,'+(*"$)%) m"$$#F5(*3K(Bj#$ "'* ! MD3H*./B3F53,53
),C3,F)C)3F/HV&WT(,4 U9%7 ), CD3L=\-B/.E (,4 L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E G3B3),5B3(F34 5/'E(B34 G)CD CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E!
L=\"DIE/O)(=B3/OI-3,(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(A\YM7" EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37( 9XA;" "l# <@4)(')4),/@6@ED3,I*),4/*3( V&WT"
J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/B(U9%7"E*(C3*3C3,4/CD3*)(*53**(4D3F)/, '/*35.*3
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对照组 H/R组 H/R+si�NC组 H/R+si�PRMT1组 H/R+si�FGF2组 H/R+PRMT1抑制剂组 H/R+PRMT1抑制剂+FGF2组

对照组 H/R组 H/R+si�NC组 H/R+si�PRMT1组 H/R+si�FGF2组 H/R+PRMT1抑制剂组 H/R+PRMT1抑制剂+FGF2组

对照组 H/R组 H/R+si�NC组 H/R+si�PRMT1组 H/R+si�FGF2组 H/R+PRMT1抑制剂组 H/R+PRMT1抑制剂+FGF2组

图 =4各组 0UNVG%细胞增殖&迁移和管形成能力比较!X"各组细胞增殖活力比较!Q"各组细胞划痕图)m"$$#标尺j#$ "'*!U"各组细胞
MB(,FG3**迁移图)结晶紫 m"$$#标尺j#$ "'*!9"各组细胞管形成图)m"$$#标尺j#$ "'*!L=\组 LeV&UF细胞增殖&迁移及管形成能力较对
照组增强#L=\gA\YM7 抑制剂组较 L=\组和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组减弱!L=\"缺氧=复氧(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(TWT6"
成纤维细胞生长因子 6
!&($*,=4G"7).*&%"'"?)*"/&?,*.+&"'#7&(*.+&"'.'-+$3,?"*7.+&"'.3&/&+1 "?0UNVG%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%!X"AB/*)H3B(C)/, (5C)J)CI!
Q"S5B(C5D C3FC)m"$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!U"MB(,FG3**')-B(C)/, 4)(-B(')5BIFC(*J)/*3Cm"$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!9"M.K3H/B'(C)/, 4)(-B(' )m"$$#
F5(*3K(Bj#$ "'*!;, CD3L=\-B/.E#CD3EB/*)H3B(C)/,#')-B(C)/,#(,4 C.K3H/B'(C)/, (K)*)C)3F/HLeV&UFG3B33,D(,534 5/'E(B34 G)CD CD35/,CB/*-B/.E2
;, CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#CD3F3(K)*)C)3FG3B3G3(P3,34 5/'E(B34 G)CD CD3L=\-B/.E (,4 L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E!L=\"DIE/O)(=
B3/OI-3,(A\YM7"EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6

92I!各组巨噬细胞 U96$< 及 )R:S 阳性细胞数量比较
对照组&L=\组&L=\g9YS:组&L=\gA\YM7 抑

制剂组和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 U96$< 阳性

细胞比总体比较差异有统计学意义 )!j87[6>#6h
$[$7*#其中 L=\组&L=\g9YS:组&L=\gA\YM7 抑
制剂组和L=\gA\YM7抑制剂gTWT6组U96$<阳性

组<><组 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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表 =4各组 0UNVG%细胞迁移和成管能力比较)!O"*
B.3/,=4G"7).*&%"'"?7&(*.+&"'.'-+$3,?"*7.+&"'.3&/&+1 "?0UNVG%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"*

组别 样本量
76 D 细胞

迁移距离)''*
6" D 细胞

迁移距离)''* 细胞迁移数量 管形成数量

对照组 % $[7>i$[$% $[#7i$[$7 7[$$i$[$$ 7[$$i$[$$

L=\组 % $["%i$[$6( $[8$i$[$7( 7[87i$[$#( 7[??i$[$8(

L=\gF)@RU组 % $["<i$[$%( $[8$i$[$6( 7[<<i$[$<( 7[>7i$[$#(K

L=\gF)@A\YM7 组 % $[6"i$[$6(K5 $["#i$[$7(K5 $[?"i$[$"(K5 7[76i$[$?K5

L=\gF)@TWT6 组 % $[6"i$[$6(K5 $[">i$[$6(K5 $[?6i$[$%(K5 7[6$i$[$"(K5

L=\gA\YM7 抑制剂组 % $[78i$[$7(K543 $[%>i$[$6(K543 $[87i$[$"(K543 7[$<i$[$#K5

L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 % $["$i$[$7(543H $[<%i$[$7(K543H 7[#7i$[$"(K543H 7[<<i$[$#(K543H

!值 >$[#7 7?8[$$ %6[88 7<<[<$

6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

!注"与对照组相比#(6h$[$#(与 L=\组相比#K6h$[$#(与 L=\gF)@RU组相比#56h$[$#(与 L=\gF)@A\YM7 组相比#46h$[$#(与 L=\gF)@TWT6 组相
比#36h$[$#(与L=\gA\YM7 抑制剂组相比#H6h$[$#)单因素方差分析#]S9@0检验*!LeV&U"人脐静脉内皮细胞(L=\"缺氧=复氧(A\YM7"蛋白质
精氨酸甲基转移酶 7(TWT6"成纤维细胞生长因子 6
!R/C3"U/'E(B34 G)CD 5/,CB/*-B/.E#(6h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\-B/.E#K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\gF)@RU-B/.E#56h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\g

F)@A\YM7 -B/.E#46h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\gF)@TWT6 -B/.E#36h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#H6h$[$# ):,3@G(IXR:VX#]S9@0
C3FC*!LeV&U" D.'(, .'K)*)5(*J3), 3,4/CD3*)(*53**F(L=\" DIE/O)(=B3/OI-3,(C)/,(A\YM7" EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD
H(5C/B6

CD31

p�PI3K

PI3K

p�Akt

Akt

VEGFA

FGF2

β�actin

130000

85000

84000

60000

56000

42000

18000

42000

相对分子质量

图 I4各组 0UNVG%中 GW:8&)S@X:5&)S2Y+&NVP!2和 !P!9 电
泳图!L=\gA\YM7 抑制剂组 U9%7&E@A;% &̂E@XPC&V&WTX和 TWT6
蛋白条带灰度较 L=\组和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组降低!
7"L=\组(6"L=\gF)@RU组(%"L=\gF)@A\YM7 组(""L=\gF)@TWT6
组(#"L=\gA\YM7 抑制剂组(<"L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组!
U9%7"血小板 内̀皮细胞黏附分子(E@A;% "̂磷酸化磷酸肌醇@%@激酶(
A;% "̂磷脂酰肌醇@%@激酶(E@XPC"磷酸化蛋白激酶 Q(XPC"蛋白激酶
Q(V&WTX"血管内皮生长因子 X(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(
#@(5C),"#@肌动蛋白
!&($*,I 4 V/,#+*")0"*,+"(*.7 "?GW:8# )S@X:5# )S2Y+# NVP!2
.'-!P!9 &'0UNVG%&'-&??,*,'+(*"$)%! ;, CD3L=\gA\YM7
),D)K)C/B-B/.E#CD3-B(IF5(*3),C3,F)CI/HU9%7# E@A;% #̂ E@XPC#V&WTX
(,4 TWT6 EB/C3), K(,4F435B3(F34 5/'E(B34 G)CD CD3L=\ -B/.E (,4
L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E!7"L=\-B/.E(6"L\gF)@RU-B/.E(%"L=
\gF)@A\YM7 -B/.E(""L=\gF)@TWT6 -B/.E(#"L=\gA\YM7 ),D)K)C/B
-B/.E( <" L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E ! U9%7" E*(C3*3C
3,4/CD3*)(* 53** (4D3F)/, '/*35.*3( E@A;% "̂ ED/FED/BI*(C34
ED/FED/),/F)C)43%@P),(F3F( A;% "̂ ED/FED/),/F)C)43 %@P),(F3F( E@XPC"
ED/FED/BI*(C34 EB/C3), P),(F3Q(XPC"EB/C3), P),(F3Q(V&WTX"J(F5.*(B
3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/BX(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6

细胞比均高于对照组#L=\组&L=\g9YS:组&L=\g
A\YM7 抑制剂gTWT6 组 U96$< 阳性细胞比均高于
L=\gA\YM7 抑制剂组#差异均有统计学意义)均 6h
$[$#*' 各组 )R:S 阳性细胞数比较差异有统计学意
义)!j<[$##6j$[$7*)图 ?#表 ?*'
92J!各组小鼠 URV&炎症反应及巨噬细胞标志物表
达比较

与碱烧伤组相比#碱烧伤后小鼠结膜下注射
RSU76 和 MU@&#$$% 可减轻角膜混浊度和 URV#且
MU@&#$$% 的抑制作用比 RSU76 更明显' 免疫荧光
染色显示#A\YM7 抑制剂组和 TWT6 抑制剂组碱烧
伤后小鼠角膜 V&WTX&U96$< 和 T"=?$ 阳性细胞数
目较 碱 烧 伤 组 下 调# A\YM7 抑 制 剂 gTWT6 组
V&WTX&U96$< 和 T"=?$ 阳性细胞数目较 A\YM7 抑
制剂组上调)图 >*' 正常组&碱烧伤组&TWT6 抑制剂
组&A\YM7 抑制剂组和 A\YM7 抑制剂gTWT6 组角膜
混浊度评分#URV面积#V&WTX&U96$< 和 T"=?$ 阳性
细胞计数总体比较差异均有统计学意义 )!j6#[%?&
8<[>$&#?["$&#%[$#&66#[#$#均 6h$[$7*#其中与碱烧
伤组 相 比# TWT6 抑 制 剂 组& A\YM7 抑 制 剂 组 和
A\YM7 抑制剂gTWT6 组角膜混浊度评分#URV面积#
V&WTX&U96$< 和 T"=?$ 阳 性 细 胞 计 数 均 降 低#
A\YM7 抑制剂组各指标均低于 TWT6 抑制剂组和
A\YM7 抑制剂gTWT6 组#A\YM7 抑制剂gTWT6 组各
指标均高于 TWT6 抑制剂组#差异均有统计学意义)均
6h$[$#*)表 >*'

!8><!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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对照组 H/R组 H/R+DMSO组 H/R+PRMT1抑制剂组 H/R+PRMT1抑制剂+FGF2组

对照组 H/R组 H/R+DMSO组 H/R+PRMT1抑制剂组 H/R+PRMT1抑制剂+FGF2组
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图 J4各组巨噬细胞 GW9L= 及 &MEI阳性细胞数量比较!X"各组巨噬细胞 U96$< 和 T"=?$ 免疫荧光染色图 )m"$$#标尺 j#$ "'*!L=\g
A\YM7 抑制剂组较 L=\组和 L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 U96$< 阳性细胞数下降!Q"各组巨噬细胞 )R:S 和 T"=?$ 免疫荧光染色图)m"$$#标
尺j#$ "'*!L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组与 L=\gA\YM7 抑制剂组 )R:Sg细胞数无明显差别!L=\"缺氧=复氧(9YS:"二甲基亚砜(A\YM7"
蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(9XA;""l#<@二脒基@6@苯基吲哚(T"=?$"小鼠巨噬细胞标志物(U96$<"甘露糖受体 U型
7()R:S"诱导型一氧化氮合酶
!&($*,J4G"7).*&%"'"?+0,'$73,*"?GW9L=S.'-&MEIS)"%&+&C,#,//%&'7.#*")0.(,%"?-&??,*,'+(*"$)%!X";''.,/H*./B3F53,53FC(),),-
)'(-3F/HU96$< (,4 T"=?$ )m"$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!MD3,.'K3B/HU96$<@E/F)C)J353**F435B3(F34 ), CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E 5/'E(B34 G)CD
CD3L=\-B/.E (,4 L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E!Q";''.,/H*./B3F53,53FC(),),-)'(-3F/H)R:S (,4 T"=?$ )m"$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!MD3B3
G(F,/FC(C)FC)5(**IF)-,)H)5(,C4)HH3B3,53), CD3,.'K3B/H)R:Sg53**FK3CG33, CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E (,4 CD3L=\gA\YM7 ),D)K)C/B
-B/.E!L=\" DIE/O)(=B3/OI-3,(9YS:" 4)'3CDI*F.*H/O)43(A\YM7" EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(9XA;" "l# <@
4)(')4),/@6@ED3,I*),4/*3(T"=?$"'.B),3'(5B/ED(-3'(BP3B(U96$<"U@CIE3'(,,/F3B353EC/B7()R:S"),4.5)K*3,)CB)5/O)43FI,CD(F3

表 I4各组 0UNVG%中 !P!9&NVP!2&)S@X:5&)S2Y+和 GW:8 蛋白相对表达量比较)!O"*
B.3/,I4G"7).*&%"'"?+0,*,/.+&C,,R)*,%%&"'/,C,/%"?!P!9#NVP!2#)S@X: 5#)S2Y+.'-GW:8 )*"+,&'%

&'0UNVG%#,//%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"*

组别 样本量
TWT6 蛋白
相对表达量

V&WTX蛋白
相对表达量

E@A;%^蛋白
相对表达量

E@XPC蛋白
相对表达量

U9%7 蛋白
相对表达量

L=\组 % $[%8i$[$6 $["%i$[$7 $[<>i$[$7 7[6>i$[$% 7["6i$[$7
L=\gF)@RU组 % $["7i$[$6 $["$i$[$7 $[<?i$[$6 7[68i$[$" 7[""i$[$7
L=\gF)@A\YM7 组 % $[7<i$[$7(K $[76i$[$7(K $[67i$[$7(K $[>$i$[$7(K $[6"i$[$7(

L=\gF)@TWT6 组 % $[6<i$[$7(K5 $[6%i$[$7(K5 $[%8i$[$7(K5 7[77i$[$6(K5 $[%%i$[$7(K5

L=\gA\YM7 抑制剂组 % $[78i$[$7(K $[7%i$[$7(K $[66i$[$7(K $[8<i$[$6(K $[6%i$[$7(K

L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 % $[<7i$[$"(K54 $[">i$[$7(K54 $[<8i$[$654 7[<%i$[$#(K54 7["8i$[$754

!值 666[?$ 77"[?$ ??[$" %6[<6 76#[66
6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

!注"与 L=\组相比#(6h$[$#(与 L=\gF)@RU组相比#K6h$[$#(与 L=\gF)@A\YM7 组相比#56h$[$#(与 L=\gF)@TWT6 组相比#46h$[$#(与 L=\gA\YM7
抑制剂组相比#36h$[$#)单因素方差分析#]S9@0检验* LeV&UF"人脐静脉内皮细胞(TWT6"成纤维细胞生长因子(V&WTX"血管内皮生长因子 X(
E@A;% "̂磷酸化磷酸肌醇@%@激酶(E@XPC"磷酸化蛋白激酶 Q(U9%7"血小板 内̀皮细胞黏附分子(L=\"缺氧=复氧(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7
!R/C3"U/'E(B34 G)CD L=\-B/.E#(6h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\gF)@RU-B/.E#K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\gF)@A\YM7 -B/.E#56h$[$#(5/'E(B34 G)CD
L=\gF)@TWT6 -B/.E#46h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#36h$[$# ):,3@G(IXR:VX#]S9@0C3FC* !LeV&UF" D.'(, .'K)*)5(*J3),
3,4/CD3*)(*53**F(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(V&WTX"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/BX( E@A;% "̂ ED/FED/BI*(C34 ED/FED/),/F)C)43%@P),(F3F( E@XPC"
ED/FED/BI*(C34 EB/C3), P),(F3Q(U9%7"E*(C3*3C3,4/CD3*)(*53**(4D3F)/, '/*35.*3(L=\"DIE/O)(=B3/OI-3,(C)/,(A\YM7"EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37

!?><! 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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图 K4各组小鼠 GMNm炎症反应及巨噬细胞标志物表达比较!X"各组小鼠角膜照相!与碱烧伤组相比#TWT6 抑制剂组和 A\YM7 抑制剂组角膜
混浊度和 URV减轻#A\YM7 抑制剂gTWT6 组较 A\YM7 抑制剂组增强!Q"各组小鼠角膜炎性细胞数目比较)L&m6$$#标尺j#$ "'*!A\YM7
抑制剂gTWT6 组炎性细胞数目较 A\YM7 抑制剂组增加!U"各组小鼠角膜免疫荧光染色图 )m6$$#标尺 j#$ "'*!A\YM7 抑制剂gTWT6 组
V&WTXmU96$< 和 T"=?$ 阳性细胞数目较 A\YM7 抑制剂组增加!TWT6"成纤维细胞生长因子 6(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(V&WTX"血
管内皮生长因子 X(U96$<"甘露糖受体 U型 7(T"=?$"小鼠巨噬细胞标志物
!&($*,K4G"7).*&%"'"?GMN#&'?/.77.+"*1 *,%)"'%,.'-7.#*")0.(,7.*Y,*,R)*,%%&"'&'7&#,"?-&??,*,'+(*"$)%!X"U/B,3(ED/C/F!
U/'E(B34 G)CD CD3(*P(*)K.B, -B/.E#CD35/B,3(*/E(5)CI(,4 5/B,3(*,3/J(F5.*(B)1(C)/, G3B3(**3J)(C34 ), TWT6 ),D)K)C/B(,4 A\YM7 ),D)K)C/B-B/.EF(,4
G/BF3,34 ), CD3A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E CD(, ), CD3A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E!Q"U/'E(B)F/, /H),H*(''(C/BI53**5/.,C), ')53('/,-4)HH3B3,C-B/.EF
)L&m6$$#F5(*3K(Bj#$ "'*!U/'E(B34 G)CD CD3A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#CD3,.'K3B/H),H*(''(C/BI53**FG(F3,D(,534 ), CD3A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6
-B/.E!U";''.,/H*./B3F53,53FC(),),-)'(-3F/H')535/B,3()m6$$#F5(*3K(Bj#$ "'* !U/'E(B34 G)CD CD3A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#CD3,.'K3B/H
V&WTX#U96$<#(,4 T"=?$@E/F)C)J353**FG(F3,D(,534 ), CD3A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E!TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(A\YM7"EB/C3), (B-),),3
'3CDI*CB(,FH3B(F37(V&WTX"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/BX(U96$<"U@CIE3'(,,/F3B353EC/B7(T"=?$"'.B),3'(5B/ED(-3'(BP3B

92K!各组小鼠角膜中 TWT6m E@A;% m̂ E@XPCmU9%7m
V&WTX和 XB-@7 表达比较

f3FC3B, K*/C检测结果显示#与碱烧伤组相比#
A\YM7 抑制剂组 TWT6mE@A;% m̂E@XPCmU9%7mV&WTX

和 XB-@7 蛋白表达条带减弱#A\YM7 抑制剂gTWT6 组
各蛋白表达条带较 A\YM7 抑制剂组增强)图 7$*' 正
常组m 碱 烧 伤 组m TWT6 抑 制 剂 组m A\YM7 抑 制
剂组和A\YM7抑制剂gTWT6组TWT6mE@A;% m̂E@XPCm

!>><!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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表 J4各组巨噬细胞 GW9L= 和 &MEI阳性细胞比比较)!O"#[*
B.3/,J4G"7).*&%"'"?+0,),*#,'+.(,"?GW9L=S

.'-&MEIS)"%&+&C,#,//%&'7.#*")0.(,%
.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"#[*

组别 样本量
U96$< 阳性
细胞比

)R:S 阳性
细胞比

对照组 % %6[$%i7[6? %<[6"i7[8#

L=\组 % #"[<#i6[?<( "7[7<i6[$7

L=\g9YS:组 % #6[6"i6[68( "6[6>i7[6>

L=\gA\YM7 抑制剂组 % %>[8?i6[6>(K5 "6[#8i6[6"

L=\gA\YM7 抑制剂gTWT6 组 % #6[>8i$[88(4 "$["#i7[#"

!值 87[6> <[$#

6值 h$[$7 $[$7

!注"与对照组相比#(6h$[$#(与 L=\组相比#K6h$[$#(与 L=\g

9YS:组相比#56h$[$#(与 L=\gA\YM7 抑制剂组相比#46h$[$#)单因
素方差分析#]S9@0检验*!U96$<"甘露糖受体 U型 7()R:S"诱导型一
氧化氮合酶(L=\"缺氧=复氧(9YS:"二甲基亚砜(A\YM7"蛋白质精氨
酸甲基转移酶 7(TWT6"成纤维细胞生长因子 6
! R/C3" U/'E(B34 G)CD 5/,CB/*-B/.E#(6h$[$#( 5/'E(B34 G)CD L=\
-B/.E#K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD L=\g9YS: -B/.E#56h$[$#(5/'E(B34
G)CD L=\gA\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#46h$[$# ) :,3@G(IXR:VX#]S9@0
C3FC* ! U96$<" U@CIE3'(,,/F3B353EC/B7( )R:S" ),4.5)K*3,)CB)5/O)43
FI,CD(F3( L=\" DIE/O)(=B3/OI-3,( 9YS:" 4)'3CDI*F.*H/O)43( A\YM7"
EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6

表 K4各组小鼠 GMN&炎症反应及巨噬细胞标志物表达比较)!O"*
B.3/,K4G"7).*&%"'"?GMN#&'?/.77.+"*1 *,%)"'%,.'-7.#*")0.(,7.*Y,*,R)*,%%&"'&'7&#,.7"'( -&??,*,'+(*"$)%)!O"*

组别 样本量
角膜混浊度

评分)分*
URV面积
)''6 *

V&WTX阳性
细胞计数)个=视野*

U96$< 阳性
细胞计数)个=视野*

T"=?$ 阳性
细胞计数)个=视野*

正常组 % $[$$i$[$$ $[$$i$[$$ %[<8i7[#% %[%%i7[7# 6>[<8i6[$?

碱烧伤组 % %[<8i$[#?( %[#8i$[%8( %%[<8i7[#%( #"[%%i7[#%( 7>%[$$i8[$$(

TWT6 抑制剂组 % 6[%%i$[#?(K 6[$$i$[##(K 7%[$$i7[$$(K 6$[<8i6[$?(K >7[$$i<[6"(K

A\YM7 抑制剂组 % 7[%%i$[#?(K5 $[$%i$[$<(K5 76[%%i7[#%(K 7%[<8i7[#%(K5 #<[%%i6[#6(K5

A\YM7 抑制剂gTWT6 组 % %[%%i$[#?(K54 6[<6i$[66(K54 6?[<8i7[#6(K54 "%[%%i7[#%(K54 78<[<8i<[$%(K54

!值 6#[%? 8<[>$ #?["$ #%[$# 66#[#$

6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

!注"与正常组相比#(6h$[$#(与碱烧伤组相比#K6h$[$#(与 TWT6 抑制剂组相比#56h$[$#(与 A\YM7 抑制剂组相比#46h$[$#)单因素方差分析#
]S9@0检验*!URV"角膜新生血管(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7(V&WTX"血管内皮生长因子 X(U96$<"甘露糖
受体 U型 7(T"=?$"小鼠巨噬细胞标志物
!R/C3"U/'E(B34 G)CD ,/B'(*-B/.E#(6h$[$#(5/'E(B34 G)CD (*P(*)K.B, -B/.E#K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD TWT6 ),D)K)C/B-B/.E#56h$[$#(5/'E(B34 G)CD
A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E#46h$[$# ):,3@G(IXR:VX#]S9@0C3FC*!URV"5/B,3(*,3/J(F5.*(B)1(C)/,(TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(A\YM7"EB/C3), (B-),),3
'3CDI*CB(,FH3B(F37(V&WTX"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/BX(U96$<"U@CIE3'(,,/F3B353EC/B7(T"=?$"'.B),3'(5B/ED(-3'(BP3B

U9%7&V&WTX和 XB-@7 蛋白相对表达量总体比较差异
均有统计学意义 )!j?%[66& 6"8[%$& <6[7>& 6<#[8$&
7<$[8$&<8[?$&#>[$?#均 6h$[$7*#其中与碱烧伤组相
比# A\YM7 抑 制 剂 组 TWT6& E@A;% &̂ E@XPC& U9%7&
V&WTX和 XB-@7蛋白相对表达量降低#A\YM7 抑制剂g
TWT6 组各蛋白相对表达量较 A\YM7 抑制剂组升高#差
异均有统计学意义)均 6h$[$#*)表 7$*'

:4讨论

URV是角膜移植排斥反应和进行性视力丧失的
重要危险因素#但目前临床疗效有限#需要探索替代治
疗策略

+ %, ' 考虑到炎症和抗炎巨噬细胞极化在 URV
中的关键作用#探讨其具体机制可能提供新颖而有效
的治疗方法' A\YM7 已被发现与炎症损伤和巨噬细
胞抗炎型极化密切相关

+ 7%, ' 本研 究 发 现# 抑 制
A\YM7 可有效降低碱烧伤引起的角膜水肿和炎性细
胞浸润#缓解 URV程度#其具体机制可能是通过
TWT6=A;%^=XPC通路影响巨噬细胞的激活和抗炎型
极化实现的' 因此#靶向 A\YM7 可能是治疗 URV一
种新颖而有效的治疗方法'

精氨酸甲基化在表观遗传调控中起着至关重要

的作用
+ 7? 7̀>, ' 甲基转移酶通过调控氧化应激促进新

生血管形成#因此抑制甲基转移酶可作为抑制 URV
的潜在策略

+ >#6$ 6̀7, ' A\YM7 作为一种%型 A\YM#
是哺乳动物细胞中主要的精氨酸甲基转移酶#负责
?#_以上的精氨酸甲基化 + 66, ' A\YM7 通过参与迁
移&侵袭和新生血管形成等调控多种肿瘤的进展 + 7$, '
A\YM7 可能通过调控氧化应激参与糖尿病视网膜病
变等眼病的发生和发展

+ 6%, ' 本研究发现#碱烧伤刺
激可上调角膜 A\YM7 和 TWT6#从而破坏角膜中促
血管生成因子和抗血管生成因子的平衡#而抑制
A\YM7 可显著减轻碱烧伤诱导的角膜损伤和 URV
程度'

识别靶向调控抗炎巨噬细胞极化的关键分子是

干扰血管生成的主要挑战#调节巨噬细胞极化是治疗

!$$8! 中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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图 8L4各组小鼠角膜中 GW:85)S@X:55)S2Y+5NVP!25!P!9 和
2*(S8 电泳图! A\YM7 抑制剂组 TWT65 E@A;% 5̂ E@XPC5V&WTX5
U9%75XB-@7 和 ]U%Q蛋白表达条带减弱#A\YM7 抑制剂gTWT6 组
各蛋白表达条带较 A\YM7 抑制剂组增强!7"正常组(6"碱烧伤
组(%"TWT6 抑制剂组( ""A\YM7 抑制剂组( #"A\YM7 抑制剂g
TWT6 组!U9%7"血小板 内̀皮细胞黏附分子(E@A;% "̂磷酸化磷酸
肌醇@%@激酶(A;% "̂磷脂酰肌醇@%@激酶(E@XPC"磷酸化蛋白激酶 Q(
XPC"蛋白激酶 Q(V&WTX"血管内皮生长因子 X(TWT6"成纤维细胞
生长因子 6(XB-@7"精氨酸酶 7(#@(5C),"#@肌动蛋白
!&($*,8L4V/,#+*")0"*,+"(*.7 "?GW:8#)S@X:5#)S2Y+#NVP!2#
!P!9#.'-2*(S8 &'7"$%,#"*',.%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%!MD3
K(,4 ),C3,F)C)3F/HTWT6# E@A;% #̂ E@XPC# V&WTX# U9%7# (,4 XB-@7
EB/C3),FG3B3G3(P3,34 ), CD3A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E (,4 3,D(,534 ),
CD3A\YM7 ),D)K)C/BgTWT6 -B/.E ! 7" ,/B'(*-B/.E( 6"(*P(*)K.B,
-B/.E(%"TWT6 ),D)K)C/B-B/.E( ""A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E( #"A\YM7
),D)K)C/BgTWT6 -B/.E ! U9%7" E*(C3*3C3,4/CD3*)(*53**(4D3F)/,
'/*35.*3@7( E@A;% "̂ ED/FED/BI*(C34 ED/FED/),/F)C)43%@P),(F3( A;% "̂
ED/FED/),/F)C)43%@P),(F3(E@XPC"ED/FED/BI*(C34 EB/C3), P),(F3Q(XPC"
EB/C3), P),(F3Q(V&WTX"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/BX(TWT6"
H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(XB-@7"(B-),(F37

表 8L4各组小鼠角膜中 !P!95)S@X:55)S2Y+5GW:85NVP!2和 2*(S8 表达比较) !O"*
B.3/,8L4G"7).*&%"'"?+0,,R)*,%%&"'"?!P!9#)S@X:5#)S2Y+#GW:8#NVP!2.'-2*(S8 &'7"$%,

#"*',.%.7"'( -&??,*,'+(*"$)%) !O"*

组别 TWT6 E@A;%^ E@XPC U9%7 V&WTX XB-@7

正常组 $[6$i$[$" 7[68i$[$7 $[6%i$[$% $[6%i$[$% $[%7i$[$# $[%#i$[$%

碱烧伤组 $[?"i$[76( 6[<8i$[$6( $[?#i$[$%( 7[$7i$[$%( $[?>i$[$6( 7[7$i$[$#(

TWT6 抑制剂组 $[6%i$[$6K 6[%%i$[$%(K $[#<i$[$<(K $[%8i$[$"(K $[<8i$[$6(K $[<#i$[$8(K

A\YM7 抑制剂组 $["7i$[$#(K5 7[#7i$[$6(K5 $[68i$[$7K5 $[6%i$[$%K5 $[%%i$[$%K5 $[%#i$[7%K5

A\YM7 抑制剂gTWT6 组 7[6%i$[76(K54 6[<8i$[$6(54 7[$<i$[7<(K54 $[?7i$[$#(K54 $[>#i$[$<(54 7[68i$[76(K54

!值 ?%[66 6"8[%$ <6[7> 6<#[8$ 7<$[8$ <8[?$

6值 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7 h$[$7

!注"与正常组相比#(6h$[$#(与碱烧伤组相比# K6h$[$#(与 TWT6 抑制剂组相比#56h$[$#(与 A\YM7 抑制剂组相比# 46h$[$#)单因素方差分
析#]S9@0检验*!TWT6"成纤维细胞生长因子 6(E@A;% "̂磷酸化磷酸肌醇@%@激酶(E@XPC"磷酸化蛋白激酶 Q(U9%7"血小板 内̀皮细胞黏附分子(
V&WTX"血管内皮生长因子 X(XB-@7"精氨酸酶 7(A\YM7"蛋白质精氨酸甲基转移酶 7
!R/C3"U/'E(B34 G)CD ,/B'(*-B/.E#(6h$[$#(5/'E(B34 G)CD (*P(*)K.B, -B/.E# K6h$[$#(5/'E(B34 G)CD TWT6 ),D)K)C/B-B/.E#56h$[$#(5/'E(B34 G)CD
A\YM7 ),D)K)C/B-B/.E# 46h$[$# ):,3@G(IXR:VX#]S9@0C3FC* !TWT6"H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6( E@A;% "̂ ED/FED/BI*(C34 ED/FED/),/F)C)43%@P),(F3(
E@XPC"ED/FED/BI*(C34 EB/C3), P),(F3Q(U9%7"E*(C3*3C3,4/CD3*)(*53**(4D3F)/, '/*35.*3@7(V&WTX"J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/BX(XB-@7"(B-),(F37(
A\YM7"EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37

眼部新生血管潜在而有前景的方法
+ 6", ' 巨噬细胞抗

炎型极化是 URV发生和发展的关键因素#促进抗炎巨
噬细胞浸润和活化可增加 URV+ 6#, ' A\YM7 对巨噬细
胞抗炎极化至关重要#研究表明A\YM7 可刺激多种恶
性肿瘤中巨噬细胞的浸润和抗炎极化#从而促进肿瘤
进展

+ 6< 6̀8, ' 本研究发现#碱烧伤后巨噬细胞浸润和抗
炎极化显著增加#抑制A\YM7 可有效缓解角膜炎症损
伤和 URV#减轻巨噬细胞激活和抗炎型极化' 体外实
验同样表明#抑制 A\YM7 可减少 LeV&UF中的血管
生成和巨噬细胞中的抗炎型极化' 因此#A\YM7 可能
通过调节巨噬细胞浸润和抗炎极化参与 URV的发生
和发展'

TWT65重组人表皮生长因子 )B35/'K),(,CD.'(,
3E)43B'(*-B/GCD H(5C/B#BD&WT*是除 V&WT外的关键促
血管生成因子' BD&WT和 TWT6 均对角膜上皮伤口愈
合有促进作用#但 BD&WT对 URV的促进作用弱于
TWT6+ 6?, ' TWT6=A;%^=XPC通路与各种病理条件下的
巨噬细胞浸润有关

+ 7#, ' 既往研究表明#TWT6=A;%^=
XPC通路在促进抗炎巨噬细胞极化中发挥重要作
用

+ 6>, ' 本研究在碱烧伤诱导的 URV和 L=\诱导的
LeV&UF模型中均观察到 TWT6 的表达升高#TWT6 抑
制剂可有效抑制 URV中的 A;%^=XPC通路#表明
TWT6=A;%^=XPC通路在 URV中的重要调控作用'
A\YM7 参与调控 A;%^=XPC通路#但其具体机制可能
在不同的疾病中有所不同

+ %$, ' 本研究中 MU@&#$$%

联合TWT6 重组蛋白可逆转A\YM7 抑制剂对LeV&UF
细胞增殖5迁移和管形成能力的抑制作用#恢复
E@A;%^和 E@XPC的 表 达# 表 明 A\YM7 可 能 促 进
LeV&UF中的 TWT6=A;%^=XPC通路' 因此#A\YM7 可

!7$8!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?
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能主要通过 TWT6 调控 A;%^=XPC通路从而促进血管
生成' 本研究结果显示#在动物模型中#A\YM7 抑制
剂可降低 TWT6 的表达#A\YM7 通过 TWT6=A;%^=XPC
信号通路调控巨噬细胞浸润和抗炎极化#促进角膜损
伤和新生血管的形成)图 77*' 因此#抑制 A\YM7 可
能是治疗 URV的一种新方法' 有趣的是#本研究结果
表明#抑制 A\YM7 可同时下调 V&WT和 TWT6#这种双
重抑制作用有助于克服抗 V&WT药物的耐药性而改善
治疗结果'

图 884本研究机制图)本图由 T)-4B(G绘制*!角膜受到碱烧伤刺激
后#A\YM7 表达上调#并刺激下游的 TWT6=A;%^=XPC通路#进而上调
巨噬细胞激活和抗炎型极化#促进 URV的形成!XPC"蛋白激酶 Q(
A;% "̂磷脂酰肌醇@%@激酶(TWT6"成纤维细胞生长因子 6(A\YM7"蛋
白质精氨酸甲基转移酶 7
!&($*,884I#0,7.+&#-&.(*.7 "?+0,7,#0.'&%7 )QIT)-4B(G* !
T/**/G),-(*P(*)K.B, ),+.BIC/CD35/B,3(# A\YM7 3OEB3FF)/, G(F
.EB3-.*(C34# FC)'.*(C),- CD3 4/G,FCB3(' TWT6=A;%^=XPCE(CDG(I#
CD3B3KI3,D(,5),- '(5B/ED(-3 (5C)J(C)/, (,4 Y6 E/*(B)1(C)/,# CD.F
EB/'/C),-CD3H/B'(C)/, /H5/B,3(*,3/J(F5.*(B)1(C)/,!XPC"EB/C3), P),(F3
Q(A;% "̂ ED/FED/),/F)C)43%@P),(F3( TWT6" H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B6(
A\YM7"EB/C3), (B-),),3'3CDI*CB(,FH3B(F37

综上所述#抑制 A\YM7 可通过调节 TWT6=A;%^=
XPC通路减轻巨噬细胞激活和抗炎型极化#从而有效
缓解角膜损伤和 URV的形成' 未来 A\YM7 抑制剂有
望作为一种有效治疗 URV的药物' 本研究仍存在一
定局限性")7*A\YM7 抑制剂治疗 URV的潜在不良反
应尚不清楚()6*本研究发现 TWT6 可能对 A\YM7 存
在负反馈调节#但具体机制仍需进一步研究()%*仍需
探索 A\YM7 抑制剂的最佳剂型以促进临床转化'
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TWT"成纤维细胞生长因子)H)KB/K*(FC-B/GCD H(5C/B*

WTA"绿色荧光蛋白)-B33, H*./B3F53,CEB/C3),*

;TR@'"'干扰素)),C3BH3B/,@'*

;]"白细胞介素)),C3B*3.P),*

;:]"人工晶状体)),CB(/5.*(B*3,F*

;\QA"光间受体视黄类物质结合蛋白)),C3BED/C/B353EC/BB3C),/)4

K),4),-EB/C3),*

]XS;̂"准分子激光角膜原位磨镶术)*(F3B), F)C. P3B(C/')*3.F)F*

;UWX"吲哚菁绿血管造影)),4/5I(,),3-B33, (,-)/-B(EDI*

]&UF"晶状体上皮细胞)*3,F3E)CD3*)(*53**F*

')\RX"微小 \RX)')5B/\RX*

YYA"基质金属蛋白酶)'(CB)O'3C(**/EB/C3),(F3*

'M:\"哺 乳 动 物 类 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 ) '(''(*)(, C(B-3C/H

B(E('I5),*

YMM"四甲基偶氮唑盐)'3CDI*CD)(1/*I*C3CB(1/*).'*

RT"核转录因子),.5*3(BH(5C/B*

:UM"光学相干断层扫描)/EC)5(*5/D3B3,53C/'/-B(EDI*

:\"优势比)/44FB(C)/*

AXUW"原发性闭角型青光眼)EB)'(BI(,-*3@5*/F.B3-*(.5/'(*

AU\"聚合酶链式反应)E/*I'3B(F35D(), B3(5C)/,*

\WUF"视网膜节细胞)B3C),(*-(,-*)/, 53**F*

A:XW"原发性开角型青光眼)EB)'(BI/E3, (,-*3-*(.5/'(*

\Q"视网膜母细胞瘤)B3C),/K*(FC/'(*

\A&"视网膜色素上皮)B3C),(*E)-'3,C3E)CD3*).'*

\RV"视网膜新生血管)B3C),(*,3/J(F5.*(B)1(C)/,*

\A"视网膜色素变性)B3C),)C)FE)-'3,C/F(*

S%C"基础泪液分泌试验)S5D)B'3B% C3FC*

FD\RX"短发夹 \RX)FD/BCD()BE), \RX*

F)\RX"小干扰 \RX)F'(**),C3BH3B),-\RX*

!@SYX"!@平滑肌肌动蛋白)!@F'//CD '.F5*3(5C),*

MX:"甲状腺相关眼病)CDIB/)4@(FF/5)(C34 /EDCD(*'/E(CDI*

MWT"转化生长因子)CB(,FH/B'),--B/GCD H(5C/B*

MRT"肿瘤坏死因子)C.'/B,35B/F)FH(5C/B*

eQY"超声生物显微镜).*CB(F/.,4 K)/')5B/F5/E3*

V&WT"血管内皮生长因子)J(F5.*(B3,4/CD3*)(*-B/GCD H(5C/B*

V&A"视觉诱发电位)J)F.(*3J/P34 E/C3,C)(**
)本刊编辑部*

!%$8!中华实验眼科杂志 6$6# 年 ? 月第 "% 卷第 ? 期!UD), Z&OE :EDCD(*'/*#X.-.FC6$6##V/*2"%#R/2?




