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摘要
目的:研究结缔组织生长因子(ＣＴＧＦ)对原发性开角型青
光眼(ＰＯＡＧ)患者 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞(Ｔｆｂ)增殖、移行
和转化的影响ꎮ
方法:ＰＯＡＧ 患者的 Ｔｅｎｏｎ 囊组织行组织块法培养出来的
Ｔｆｂ 细胞分为 ２ 组:(１)对照组ꎻ(２)ＣＴＧＦ 处理组:ＤＭＥＭ－
Ｆ１２ 培养液中分别加入终浓度为 １􀆰 ０、１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
的 ＣＴＧＦꎮ 细胞处理 ２４ｈ 后ꎬ分别用 ＭＴＴ 法和细胞划痕法
分别检测 Ｔｆｂ 的增殖和移行ꎬ半定量 ＲＴ－ＰＣＲ 法和免疫组
织化学法分别检测 Ｔｆｂ 中 α－平滑肌肌动蛋白(α－ＳＭＡ)
ｍＲＮＡ 水平的变化和蛋白的表达ꎮ
结果:ＭＴＴ 法测得 １􀆰 ０、１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 处理组的
Ａ 值分别是 ０􀆰 ４３６±０􀆰 ００９、０􀆰 ６４３±０􀆰 ００９、０􀆰 ６７９±０􀆰 ００６ꎬ对
照组为 ０􀆰 ４２３±０􀆰 １５６ꎮ 细胞划痕法显示ꎬ细胞移行数分别
为 ３４􀆰 ６００±３􀆰 ５０７、７０􀆰 ４００±２􀆰 ０７４、８０􀆰 ０００±２􀆰 ９１５ 个ꎬ对照
组为 ３１􀆰 ０００±３􀆰 ５３６ 个ꎮ ＲＴ－ＰＣＲ 法得出不同浓度 ＣＴＧＦ
处理组 α－ＳＭＡ / β－ａｃｔｉｎ 条带吸光度比值分别为 ０􀆰 ８７３±
０􀆰 １６１、１􀆰 ２１３ ± ０􀆰 ３１２、 １􀆰 ３５２ ± ０􀆰 ３７６ꎬ 对照组是 ０􀆰 ８５１ ±
０􀆰 １５８ꎮ 免疫 组 织 化 学 法 得 出 １􀆰 ０、 １０􀆰 ０、 １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
ＣＴＧＦ 处理组阳性细胞的平均光密度值分别是 ０􀆰 １１０ ±
０􀆰 ０２６、０􀆰 １４１ ± ０􀆰 ０１７、 ０􀆰 １７５ ± ０􀆰 ０２７ꎬ 对照组是 ０􀆰 １０８ ±
０􀆰 ０２０ꎮ 上述所有观察指标 １０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组与
对照组相比较均有差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而 １􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 与
对照组相比较均无差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
结论:ＣＴＧＦ 能促进 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 的增殖、移行和表型转
化ꎬＣＴＧＦ 可能在滤过泡瘢痕化中扮演了重要作用ꎮ
关键词:结缔组织生长因子ꎻ 青光眼ꎻ Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维
细胞
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１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｕｎｉｏｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ

４３００２２ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００６ꎬ Ｈｅｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｙａｎｇ Ｃａｏ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｕｎｉｏｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００２２ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ.
ｔｓａｏｙｏｕｎｇ＠ ｈｏｔｍａｉｌ.ｃｏｍ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＣＴＧＦ) ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｅｎｏｎ􀆳ｓ ｃａｐｓｕｌｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ(Ｔｆｂ) ｏｆ
ｐｒｉｍａｒｙ ｏｐｅｎ ａｎｇｌｅ ｇｌａｕｃｏｍａ(ＰＯＡＧ) ｐａｔｉｅｎｔｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｆｂ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｒｏｍ Ｔｅｎｏｎ􀆳ｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ
ＰＯＡＧ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｔｈｅ ｆｒｅｅ － ｓｅｒｕｍ ＤＭＥＭ － Ｆ１２
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １.０ꎬ １０.０ꎬ １００.０ｎｇ / ｍＬ ｏｆ ＣＴＧＦ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ２４ｈ ａｎｄ ４８ｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｏｎｌｙ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｆｒｅｅ － ｓｅｒｕｍ
ＤＭＥＭ－Ｆ１２ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ
２４ｈꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ＭＴＴ
ａｓｓａｙꎬ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｃｒｕｔｃｈ ｍｅｔｈｏｄ.
Ａｆｔｅｒ ４８ｈꎬ Ｓｅｍｉ － ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ － ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌ ａｃｔｉｎ
(α － ＳＭＡ )ꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α － ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ Ａ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ １􀆰 ０ꎬ
１０􀆰 ０ꎬ １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ｏｆ ＣＴＧＦ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｗｅｒｅ ０􀆰 ４３６±
０.００９ꎬ ０.６４３± ０.００９ꎬ ０􀆰 ６７９± ０􀆰 ００６ꎬ ａｎｄ ０􀆰 ４２３ ± ０􀆰 １５６ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ
３４􀆰 ６００ ± ３􀆰 ５０７ꎬ ７０􀆰 ４００ ± ２􀆰 ０７４ꎬ ８０􀆰 ０００ ± ２􀆰 ９１５ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＴＧＦ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ３１􀆰 ０００ ±
３􀆰 ５３６ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ａｎｄ ａｌｓｏ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ
α－ ＳＭＡ/ β － ａｃｔｉｎ ｗａｓ ０􀆰 ８７３ ± ０􀆰 １６１ꎬ １􀆰 ２１３ ± ０􀆰 ３１２ꎬ １􀆰 ３５２ ±
０􀆰 ３７６ꎬ ａｎｄ ０􀆰 ８５１±０􀆰 １５８ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｌｅｖｅｌｓ Ａ ｏｆ α－ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｔｆｂ ｗｅｒｅ ０􀆰 １１０±
０􀆰 ０２６ꎬ ０􀆰 １４１± ０􀆰 ０１７ꎬ ０􀆰 １７５± ０􀆰 ０２７ꎬ ａｎｄ ０􀆰 １０８± ０􀆰 ０２０ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄａｔａ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ １０􀆰 ０ ａｎｄ １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ
ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ ｂｕｔ
ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ １􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
ＣＴＧＦ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０􀆰 ０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｆｂ ｃａｎ ｂｅ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｉｎ
ＣＴＧＦ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ＰＯＡＧ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔ
ｔｈａｔ ＣＴＧＦ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ
ｂｌｅｂ ｓｃａｒｒｉｎｇ.
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• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎻ
ｇｌａｕｃｏｍａꎻ Ｔｅｎｏｎ􀆳ｓ ｃａｐｓｕｌｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃｈｅｎ ＸＸꎬ Ｃａｏ Ｙ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｏｎ Ｔｅｎｏｎ ｃａｐｓｕｌｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ＰＯＡＧ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ
( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０１９ꎻ１９(５):７４０－７４４

０引言
滤过手术是目前治疗原发性开角型青光眼( ｐｒｉｍａｒｙ

ｏｐｅｎ－ａｎｇｌｅ ｇｌａｕｃｏｍａꎬＰＯＡＧ)的经典手术方式ꎬ滤过泡瘢痕
化是抗青光眼滤过术失败的主要原因ꎬ主要是由于 Ｔｅｎｏｎ
囊成纤维细胞(Ｔｅｎｏｎ􀆳ｓ ｃａｐｓｕｌｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ Ｔｆｂ)在多种生
长因子(如 ＴＧＦ－β 家族)的作用下增殖、移行和发生表型
转化ꎬ转化为肌成纤维细胞ꎬ其特征性变化是胞浆内α－
平滑肌肌动蛋白(α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα－ＳＭＡ)大量增
加ꎬ细胞外基质过度合成蓄积ꎬ最终导致滤过区瘢痕
化[１－３] ꎮ Ｅｓｓｏｎ 等[４]研究发现兔抗青光眼滤过术后结膜
滤过 泡 组 织 中 存 在 ＴＧＦ － β２ 和 结 缔 组 织 生 长 因 子
(ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＣＴＧＦ)的高表达ꎬ提示在
滤过泡瘢痕形成过程中 ＣＴＧＦ 可能起作用ꎮ 因此ꎬ我们
通过体外实验研究 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞增殖、
移行和转化的影响ꎬ以进一步探讨 ＣＴＧＦ 在滤过泡瘢痕
化中的可能作用ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｅｎｏｎ 囊组织:经华中科技大学同
济医学院附属协和医院伦理委员会审核通过ꎬ和拟在本院
眼科接受小梁切除术的 ＰＯＡＧ 患者同意ꎬ其 Ｔｅｎｏｎ 囊组织
取自小梁切除术中ꎮ 主要试剂: ＤＭＥＭ－Ｆ１２ 培养基(美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清( ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ) (中国
杭州四季青生物工程材料研究所)ꎻ０􀆰 ２５％胰蛋白酶(美国
Ａｍｅｒｅｓｃｏ 公司)ꎻＴｒｉｚｏｌ、逆转录聚合酶链反应试剂盒(美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻα－ＳＭＡ 及 β－ａｃｔｉｎ 引物(中国武汉众一
生物技术有限公司合成)ꎻ噻唑蓝(３ꎬ ４ꎬ ５－ｄｉｍｅｔｈｙｌｉａｚｏｌ－
２ꎬ ５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ ＭＴＴ)(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ
小鼠抗人 α－ＳＭＡ 多克隆抗体、免疫组化(ＳＡＢＣ 法)即用
型试剂盒(山羊 ＩｇＧ)和 ＤＡＢ 试剂盒(武汉意德生物技术
有限公司)ꎻ人重组 ＣＴＧＦ 蛋白(美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养 　 利用 ＰＯＡＧ 患者的 Ｔｅｎｏｎ 囊组织行组
织块法培养 Ｔｆｂ 细胞ꎬ接种后约 １ ~ ２ｄꎬ细胞开始贴壁生
长ꎬ繁殖较快ꎬ呈放射状或旋涡状走行ꎮ 光镜下检查呈典
型的梭形ꎬ胞体狭长(图 １)ꎮ 经免疫组化染色ꎬα－ＳＭＡ 阳
性成纤维细胞表现为胞浆呈棕黄色染色(图 ２)ꎮ 待细胞
生长至融合状态ꎬ用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化、传代ꎬ实验使用
３~６ 代细胞ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＭＴＴ 法检测 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ细胞增殖的
影响 　 取对数生长期的细胞ꎬ用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ－
Ｆ１２ 培养液调细胞密度至 ５×１０４ / ｍＬꎬ接种于 ９６ 孔板中ꎬ
每孔 ２００μＬꎮ 在 ５％ＣＯ２培养箱 ３７℃ 下培养 ２４ｈ 后ꎬ换用
无血清的培养液培养 ２４ｈꎬ使细胞同步化ꎮ 实验分为两
组:(１)对照组:加入含 ０􀆰 ５％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ－Ｆ１２ 培养液ꎻ
(２) ＣＴＧＦ 处理组:加入终浓度为 １􀆰 ０、１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
ＣＴＧＦ 的培养液ꎮ 每组设 ５ 个复孔ꎬ作用 ４８ｈ 后ꎬ每孔加入
５ｇ / Ｌ 的 ＭＴＴ ２０μＬꎬ继续培养 ４ｈꎬ吸弃培养液ꎬ每孔加入
１５０μＬ 的二甲基亚砜ꎬ振荡 １０ｍｉｎꎬ使结晶物充分溶解ꎬ应
用酶联免疫检测仪测定各孔 ４９０ｎｍ 吸光度(Ａ)值ꎮ

　 　

图 １　 正常 Ｔｆｂ细胞胞体狭长呈梭形(×１００)ꎮ

图 ２ 　 α －ＳＭＡ 阳性成纤维细胞表现为胞浆呈棕黄色染色
(×４００)ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ３细胞划痕法检测 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞移
行的影响　 细胞接种于 １２ 孔培养板中ꎬ细胞培养时间和
同步化同前ꎬ用无菌的 １０００μＬ 的 Ｔｉｐ 头造成条形细胞缺
损区ꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次以去除悬浮细胞ꎬ细胞处理同前ꎬ继续
培养 ２４ｈꎬ于倒置相差显微镜下观察细胞移行情况ꎬ随机
选取每孔 ５ 个视野(１００ 倍)并照相计数越过划线移行的
细胞个数ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞
中α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 细胞处理同前ꎬ２４ｈ
后收集对照组和实验组细胞ꎬＴｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞总
ＲＮＡꎬ溶于 无 ＲＮａｓｅ 的 水 中ꎬ 紫 外 分 光 光 度 计 测 定
Ａ２６０ / Ａ２８０的比值在 １􀆰 ８~２􀆰 ０之间ꎮ α－ＳＭＡ 引物上游 ５􀆳－
ＡＣＴＡＣＴＧＣＴＧＡＧＣＧＴＧＡＧＡＴＴＧ － ３ 􀆳ꎬ 下 游 ５ 􀆳 －
ＣＡＴＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧＴＡＧＧＴＧＧＴＴ－３􀆳ꎬ扩增片段长度为 ２４６ｂｐꎻ
β－ａｃｔｉｎ 上游 ５􀆳－ＡＡＣＴＧＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧＣＡ－３􀆳ꎬ
下游 ５􀆳 －ＣＣＡＣＴＣＣＣＡＧＧＧＡＧＡＣＣＡＡＡＡＧＣＣＴ－ ３􀆳ꎬ引物扩
增片段长度为 ３８０ｂｐꎮ ＰＣＲ 扩增条件:９４℃预变性 ５ｍｉｎꎬ
９４℃变性 ３０ｓꎬ５０℃ ３０ｓꎬ７２℃ ６０ｓꎬ３５ 次循环后ꎬ７２℃ 延伸
７ｍｉｎꎬ取 ２􀆰 ５μＬ ＰＣＲ 产物进行 ２０ｇ / Ｌ 琼脂糖凝胶电泳
４０ｍｉｎꎬ紫外灯下照相ꎬ用图像分析处理系统(ＵＶＩ 公司)进
行灰度扫描ꎮ 并以 β－ａｃｔｉｎ 为内参照ꎬ校正作相对量分
析ꎬ数值以两者之积分吸光度的比值表示ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５免疫细胞化学染色法检测 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞
α－ＳＭＡ蛋白表达的作用 　 制备 Ｔｆｂ 细胞悬液ꎬ调细胞浓
度至 ５×１０５ / ｍＬꎬ接种于放置消毒盖玻片的 １２ 孔板中ꎬ细
胞培养时间和同步化同前ꎬ细胞处理同前ꎮ ２４ｈ 后取出盖
玻片ꎬ新鲜配制的 ４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎꎬ采用 ＳＡＢＣ 试
剂盒进行 α－ＳＭＡ 蛋白免疫组化染色ꎬ应用德国 ＤＭＲ＋
Ｑ５５０ 病理图像免疫组化测量系统ꎬ对 α－ＳＭＡ 蛋白表达进
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图 ３　 不同浓度 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞移行的影响(×１００) 　 Ａ:对照组ꎻＢ:１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎻＣ:１０􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎻＤ:
１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎮ

行图像分析ꎮ 每张切片随机选取 ５ 个视野输入计算机ꎬ测
量阳性细胞的平均光密度值ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１５􀆰 ０ 软件包处理数据ꎬ所有实
验均独立重复 ３ 次ꎬ数据用均数±标准差表示ꎬ首先采用单
因素方差分析进行多组间的比较ꎬ若存在差异ꎬ可进一步
采用 ＬＳＤ－ｔ 检验进行组间两两比较ꎬＰ<０􀆰 ０５ 为差异有统
计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １不同浓度 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞增殖的影响
　 在实验条件下ꎬ ＭＴＴ 法测得 １􀆰 ０、 １０􀆰 ０、 １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
ＣＴＧＦ 处理组的 Ａ 值分别是 ０􀆰 ４３６±０􀆰 ００９、０􀆰 ６４３±０􀆰 ００９、
０􀆰 ６７９±０􀆰 ００６ꎬ 对照组为 ０􀆰 ４２３±０􀆰 １５６ꎮ 四组间差异有统
计学意义(Ｆ ＝ ７５􀆰 ６２４ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１０)ꎬ１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组与
对照组间差异无统计学意义( ｔ＝ ５􀆰 ４８２ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ２９７)ꎬ１０􀆰 ０、
１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组与对照组间差异有统计学意义( ｔ ＝
７􀆰 ６３８ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００５ꎻｔ＝ ８􀆰 ６４２ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０１０)ꎬ１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ 分别与
１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组间差异有统计学意义 ( ｔ ＝
９􀆰 １８３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００９ꎻ ｔ ＝ ８􀆰 ３２６ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１０)ꎬ１０􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ 与
１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组间差异有统计学意义( ｔ ＝ ９􀆰 ４８６ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ０１６)ꎮ
２􀆰 ２不同浓度 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞移行的影响
　 在划线后 ２４ｈꎬ 可见对照组和处理组均有成纤维细胞向
空白区移行生长ꎬ１􀆰 ０、１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 处理组的细
胞移行数分别为 ３４􀆰 ６００ ± ３􀆰 ５０７、７０􀆰 ４００ ± ２􀆰 ０７４、８０􀆰 ０００ ±
２􀆰 ９１５ 个ꎬ对照组为 ３１􀆰 ０００±３􀆰 ５３６ 个ꎮ 四组间差异有统
计学意义(Ｆ ＝ ６９􀆰 ８３５ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１０)ꎬ１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组与
对照组差异无统计学意义( ｔ ＝ ４􀆰 ５８６ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ２８３)ꎬ１０􀆰 ０、
１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组与对照组相比移行细胞数差异有统
计学意义( ｔ ＝ １０􀆰 １３２ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００５ꎻ ｔ ＝ ８􀆰 ６４９ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１０)ꎮ
１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ 分别与 １０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组间相比移行
细胞数差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ９􀆰 １６３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００８ꎻ ｔ ＝
１０􀆰 ９６１ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１２)ꎬ１０􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ 与 １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组
间相比移行细胞数差异有统计学意义( ｔ ＝ １０􀆰 ３６４ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ０１０)ꎮ
２􀆰 ３ 不同浓度 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞 α －ＳＭＡ
ｍＲＮＡ表达的影响　 ＲＴ－ＰＣＲ 产物电泳结果提示ꎬ细胞处
理 ２４ｈ 后ꎬ１􀆰 ０、１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ 的浓度 ＣＴＧＦ 处理组
α－ＳＭＡ / β－ａｃｔｉｎ 条带吸光度比值分别为 ０􀆰 ８７３ ± ０􀆰 １６１、
１􀆰 ２１３±０􀆰 ３１２、１􀆰 ３５２±０􀆰 ３７６ꎬ对照组是 ０􀆰 ８５１±０􀆰 １５８ꎮ 四
组间 差 异 有 统 计 学 意 义 ( Ｆ ＝ ６６􀆰 ４２３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００２ )ꎬ
１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 处理组 α－ＳＭＡ / β－ａｃｔｉｎ 条带吸光度比值
与对照组相比ꎬ差异无统计学意义( ｔ＝ ３􀆰 １２３ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ２４３)ꎬ

图 ４　 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ细胞 α－ＳＭＡ 和 β－ａｃｔｉｎ ＲＴ－ＰＲ 凝胶电
泳结果 　 Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １: 对 照 组ꎻ ２: １􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎻ ３:
１０􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎻ４:１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎮ

１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 处理组与对照组 α－ＳＭＡ / β－ａｃｔｉｎ
比值相比ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ６􀆰 ５４３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００１ꎻ ｔ ＝
７􀆰 ６１６ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００１)ꎮ １􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ 分别与 １０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
ＣＴＧＦ 处理组 α－ＳＭＡ / β－ａｃｔｉｎ 比值相比ꎬ差异有统计学意
义( ｔ＝ ７􀆰 １６５ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００３ꎻｔ＝ ８􀆰 ６４２ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１０)ꎬ１０􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
与 １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 处理组 α－ＳＭＡ / β－ａｃｔｉｎ 比值相比ꎬ
差异有统计学意义( ｔ＝ ８􀆰 １６５ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００１)ꎮ
２􀆰 ４不同浓度 ＣＴＧＦ 对 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 细胞 α－ＳＭＡ 蛋
白表达的影响　 α－ＳＭＡ 阳性成纤维细胞表现为胞浆呈棕
黄色 染 色ꎬ ＣＴＧＦ 诱 导 Ｔｆｂ 细 胞 ２４ｈ 后ꎬ １􀆰 ０、 １０􀆰 ０、
１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 处理组阳性细胞的平均光密度值分别
是 ０􀆰 １１０ ± ０􀆰 ０２６、０􀆰 １４１ ± ０􀆰 ０１７、０􀆰 １７５ ± ０􀆰 ０２７ꎬ对照组是
０􀆰 １０８±０􀆰 ０２０ꎮ 四组间差异有统计学意义(Ｆ ＝ ６１􀆰 ３９７ꎬ
Ｐ＝ ０􀆰 ００２)ꎬ１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组与对照组间差异无统计学
意义( ｔ＝ ４􀆰 ４１２ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 １３６)ꎬ１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 实验
组阳性细胞的平均光密度值与对照组间差异有统计学意
义( ｔ＝ ５􀆰 １３６ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０００ꎻｔ＝ ４􀆰 ９５４ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００１)ꎮ １􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
分别与 １０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 实验组阳性细胞的平均
光密度值相比差异有统计学意义( ｔ＝ ７􀆰 ６１３ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００４ꎻｔ ＝
６􀆰 １０８ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００６)ꎬ１０􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ 与 １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 实验
组相比差异有统计学意义( ｔ＝ ６􀆰 ４８９ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００５)ꎮ
３讨论

ＰＯＡＧ 是我国主要致盲眼病之一ꎬ滤过手术是目前抗
青光眼手术的主要方式ꎮ 滤过泡瘢痕形成是抗青光眼滤
过术失败的主要原因ꎬ主要是由于 Ｔｆｂ 在多种细胞因子
(如 ＴＧＦ－β 家族)的作用下增殖、移行和发生表型转化ꎬ
转化为肌成纤维细胞[１－３]ꎬ免疫组化研究显示ꎬ肌成纤维
细胞含有肌动蛋白和肌球蛋白ꎬ尤其是高表达 α－ＳＭＡꎬ
α－ＳＭＡ是目前公认的肌成纤维细胞标志物ꎮ 肌成纤维细
胞分泌的细胞外基质和多种生物活性因子参与组织修复ꎬ
若肌成纤维细胞持续存在则可形成组织纤维化ꎬ并发生瘢
痕收缩ꎬ最终导致滤过区瘢痕化[５]ꎮ

众所周知ꎬＴＧＦ－β 被认为是促进纤维化发展最重要

２４７
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图 ５　 不同浓度 ＣＴＧＦ作用 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 中 α－ＳＭＡ 染色情况(ＳＡＢＣ×４００) 　 Ａ:对照组ꎻＢ:１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎻＣ:１０􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ
ＣＴＧＦ 组ꎻＤ:１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 组ꎮ

的生长因子ꎬ在青光眼滤过泡瘢痕化形成中亦起着重要作
用ꎮ 朱晓燕等[６] 发现 ＴＧＦ－β 可诱导成纤维细胞分化ꎬ一
定程度上其作用呈质量浓度依赖性和时间依赖性ꎬ且细胞
收缩力随质量浓度的增加而增强ꎬ可能是青光眼滤过术后
滤过通道建立失败的重要机制ꎮ 动物实验研究显示ꎬ
ＴＧＦ－β抗体(ＣＡＴ－１５２)能够提高青光眼术后功能滤过泡
的形成率、延长滤泡存在时间[７]ꎮ

ＴＧＦ－β 除了诱导如成纤维细胞等的间质细胞增生与
分化ꎬ促进细胞外基质(ＥＣＭ)的形成、加快伤口愈合ꎻ还
能够抑制包括上皮细胞、内皮细胞及淋巴细胞等的增殖与
分化ꎻ抑制免疫反应、防止肿瘤的发生和恶变ꎮ 为了避免
因抑制 ＴＧＦ－β 可能引起的不良反应ꎬ需要寻求特异性更
强的抗纤维化性治疗靶点ꎮ

ＣＴＧＦ 是一种 ３６~ ３８ｋＤ 的富含半胱氨酸的分泌型糖
基化蛋白ꎬ由 ３４９ 个氨基酸组成ꎮ 人的 ＣＴＧＦ 是 １９９１ 年
Ｂｒａｄｈａｍ 等[８]从培养的人脐静脉内皮细胞的基质中发现
的ꎬＣＴＧＦ 是高度保守的即刻早期基因 ＣＣＮ 家族的成员之
一ꎬ其生物学效应包括刺激细胞增生、迁移ꎬ细胞外基质的
生成、新生血管形成、细胞黏附、细胞凋亡、细胞表型转化
等[８－１０]ꎮ 作为 ＴＧＦ－β 的下游信号分子ꎬＣＴＧＦ 的作用比较
单一ꎬ并且介导 ＴＧＦ－β 的促纤维化作用时ꎬ作用范围往往
局限在结缔组织的间质细胞中ꎬ对 ＣＴＧＦ 表达的靶向性阻
断可能会成为组织和器官抗纤维化治疗的关键ꎮ

Ｈａｏ 等[１１]采用 ＣＴＧＦ ｓｉＲＮＡ 重组慢病毒抑制 ＣＴＧＦ 在
肝星状细胞和 ＣＣｌ４ 诱导的肝纤维化大鼠的表达后发现:
可明显地抑制肝星状细胞的活化和增殖ꎬ降低细胞外基质
合成ꎮ 而且 ＣＴＧＦ ｓｈＲＮＡ 重组体能明显抑制肝星状细胞
的增殖和黏附能力[１２]ꎮ 表明 ＣＴＧＦ 在肝纤维化发病中起
关键作用ꎬ抑制 ＣＴＧＦ 可能是治疗肝纤维化的有效方法ꎮ
张树华等[１３]应用腹腔注射链脲佐菌素的方法诱导糖尿病
大鼠模型ꎬ相应时间点采用免疫组织化学法检测肾脏
ＣＴＧＦ 含量ꎬ同时进行肾脏病理检测并进行组间比较来探
讨糖尿病大鼠肾脏纤维化与 ＣＴＧＦ 表达的关系得出ꎬ糖尿
病大鼠 ＣＴＧＦ 的高表达ꎬ可能与肾脏纤维化有关ꎬ检测肾
脏 ＣＴＧＦ 含量可考虑作为评价肾脏纤维化的方法ꎮ

在眼组织纤维化研究方面ꎬＣＴＧＦ 被发现可以促进体

外培养兔的角膜成纤维细胞增殖、向成肌纤维细胞转化和

合成细胞外基质[１４]ꎮ 也可以促进人晶状体上皮细胞

α－ＳＭＡ基因和蛋白的表达ꎬ并且随浓度的增加作用增强ꎮ
可促进晶状体上皮细胞细胞外基质的合成[１５]ꎮ ＣＴＧＦ 也

能够促进人视网膜色素上皮细胞 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增生ꎬ而
ＣＴＧＦ ＲＮＡｉ 不但能够显著抑制其增生ꎬ还可显著抑制由

划痕实验引发的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的迁移ꎮ 此外ꎬＣＴＧＦ 可

通过上调 α－ＳＭＡ 表达水平而增强 ＡＲＰＥ－１９ 细胞对于

ＴＧＦ－β１的反应ꎬＣＴＧＦ ＲＮＡｉ 可使 ＴＧＦ－β１ 诱导的上皮细

胞－间充质细胞转变(ＥＭＴ)减弱[１６]ꎮ ＴＧＦ－β 能够明显地

促进 Ｔｆｂ 细胞增殖ꎬ并增强其下游介质 ＣＴＧＦ 的表达和合

成细胞外基质－纤维连接蛋白[１７]ꎮ
我们以体外培养 ＰＯＡＧ 患者的 Ｔｆｂ 作为研究对象ꎬ观

察了 ＣＴＧＦ 对其增殖和表型转化的影响ꎬ并首次报道了

ＣＴＧＦ 对 Ｔｆｂ 移行的影响ꎮ 结果显示细胞作用 ２４ｈ 后ꎬ
１􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 对 Ｔｆｂ 的增殖、移行无明显作用ꎬ而 １０􀆰 ０、
１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 能明显促进成纤维细胞的增殖、移行ꎮ
细胞 作 用 ４８ｈ 后ꎬ １０􀆰 ０、 １００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 能 够 上 调

α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 的水平ꎬ１０􀆰 ０、１００􀆰 ０ｎｇ / ｍＬ ＣＴＧＦ 刺激后

Ｔｆｂ α－ＳＭＡ蛋白表达呈强阳性ꎮ 本研究发现 ＣＴＧＦ 组能促

进 ＰＯＡＧ 患者 Ｔｆｂ 的增殖、移行ꎬ并促进其向肌成纤维细

胞转化ꎬ推测 ＣＴＧＦ 可能在滤过道和滤过泡的创伤修复和

纤维化过程中扮演重要作用ꎮ 针对 ＣＴＧＦ 的靶向治疗有

可能开辟一条仅特异作用于 ＴＧＦ－β 引起的纤维化作用ꎬ
而不影响其它免疫活性作用发挥的新途径ꎬ为青光眼滤过

术后瘢痕形成的防治提供新的方向ꎮ
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