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Abstract
誗AIM: To investigate the role of small interference RNA
interference targeted Integrin- linked kinase ( ILK SiRNA)
on the proliferation and apoptosis of human Tenon
fibroblasts ( HTFs ) induced by transforming growth
factor-茁2 (TGF-茁2) .
誗 METHODS: The HTFs were identified by
immunofluorescence analysis with Vimentin and keratin.
HTFs with no other addiction was as normal control; H+T
group: HTFs+5滋g / L TGF-茁2;H+T+NC SiRNA group: HTFs
+ 5滋g / L TGF - 茁2 + 50nmol / L negtive SiRNA; H + T + ILK
SiRNA group: HTFs+5滋g / L TGF-茁2+50nmol / L ILK SiRNA.
The ILK SiRNA were transfected into HTFs by
lipofectamine 2000, then the cells were stimulated with
5滋g / L TGF - 茁2 . The protein expression of ILK were
analyzed by Western Blot. The proliferation levels of HTFs
were analyzed by CCK - 8, the apoptosis of HTFs were
analyzed by Hoechst 33342 / PI double staining.
誗RESULTS: The protein ILK were expressed in both
TGF-茁2 treated and control groups, and TGF - 茁2 up-
regulated the expression of ILK, ILK SiRNA inhibited the

protein expression of ILK ( P < 0. 05 ) . CCK - 8 analysis
showed that compared with the normal control group, the
cell proliferation rate of HTFs in TGF - 茁2 treated group
increased, and in ILK SiRNA group the cell proliferation
rate was suppressed after exposured to ILK SiRNA for 48h
(P<0. 05) . Hoechst 33342 / PI double staining showed that
there was no change on the apoptosis of TGF - 茁2

stimulated group (P > 0. 05), compared with the normal
control group, however in the ILK SiRNA group, we
found lots of apoptosis cells and a few of necrotic cells
(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: The ILK SiRNA attenuates the abnormal
proliferation of HTFs induced by TGF - 茁2, thereby
enhancing the apoptosis of HTFs.
誗 KEYWORDS: Integrin - linked kinase; fibroblasts;
transforming growth factor-茁2; proliferation; apoptosis
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摘要
目的: 探 讨 小 干 扰 RNA ( the small interference RNA,
SiRNA)沉默整合素链接激酶 ( integrin - linked kinase,
ILK)基因对转化生长因子-茁2( transforming growth factor
beta 2,TGF-茁2 )诱导的人 Tenon 囊成纤维细胞( human
Tenon fibroblasts,HTFs)增殖和凋亡的影响。
方法:体外培养 HTFs 细胞,波形蛋白(Vimentin)和角蛋白
(keratin)免疫荧光染色进行鉴定。 实验分组包括 NC 组:
正常对照 HTFs;H+T 组:HTFs+5滋g / L TGF-茁2;H+T+NC
SiRNA 组: HTFs + 5滋g / L TGF - 茁2 + 50nmol / L 阴性对照
SiRNA;H + T + ILK SiRNA 组: HTFs + 5滋g / L TGF - 茁2 +
50nmol / L ILK SiRNA。 50nmol / L ILK SiRNA 转染 HTFs 细
胞,5滋g / LTGF-茁2 刺激后,分别利用 Western-blot 检测细
胞内 ILK 的蛋白表达,CCK-8 检测细胞增殖能力,Hoechst
33342 / PI 双染检测细胞凋亡。
结果:Western-blot 结果显示,TGF-茁2可以明显上调 HTFs
细胞内 ILK 的表达,ILK SiRNA 可以明显抑制 TGF-茁2 诱
导的 ILK 蛋白表达(P<0郾 05)。 CCK-8 检测结果显示,
5滋g / L TGF-茁2可以促进 HTFs 细胞增殖,ILK SiRNA 转染
后 48h,细胞的增殖明显受到抑制,且低于正常对照组(P<
0郾 05)。 Hoechst 33342 / PI 双染结果显示,TGF-茁2 并不诱
导 HTFs 细胞发生凋亡(P>0郾 05),但 ILK SiRNA 可以诱导
HTFs 细胞发生明显凋亡,并出现少量坏死细胞 ( P <
0郾 05)。
结论:ILK SiRNA 可以抑制 TGF-茁2诱导的 HTFs 增殖,并
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0 引言
青光眼(glaucoma)是全球第一位不可逆转致盲性眼

病[1-2],滤过性手术是目前国内外治疗青光眼的普遍手术
方式,但是远期效果不佳[3-4],术区结膜下成纤维细胞增
殖与迁移是滤过泡瘢痕化手术失败的重要原因,寻找安
全、有效、毒副作用小的抑制瘢痕形成的辅助药物是提高
手术成功率的重要方法。 转化生长因子-茁( transforming
growth factor beta,TGF-茁)是在机体创伤修复进程中起最
关键调控作用的细胞因子,在青光眼术滤过泡瘢痕的形成
过程中,同样发挥着重要的作用[5-6]。 此外研究显示细胞
外基质(extracellular matrix,ECM)中玻璃黏连蛋白和纤维
连接蛋白可以通过整合素信号通路来发挥促细胞增殖黏
附作用[7]。 整合素链接激酶 ( integrin-linked kinase,ILK)
作为介导整合素与细胞外基质连接的关键因子,在TGF-茁
信号中同样发挥作用,可能是两条通路的交汇点。

因此我们推测,ILK 在青光眼滤过术后瘢痕形成过程
中起到重要作用。 我们的前期研究已经显示 TGF-茁2可以
刺激体外培养的人 Tenon 囊成纤维细胞 ( human Tenon
fibroblasts,HTFs)内 ILK 的表达[8]。 本研究应用 RNA 干
扰技术沉默 TGF-茁2诱导的 HTFs 细胞中 ILK 的表达,利
用 Western-blot 检测细胞内 ILK 的表达,CCK-8 检测细胞
增殖能力,Hoechst 33342 / PI 双染检测细胞凋亡,探讨 ILK
对 TGF-茁2诱导的 HTFs 细胞增殖和凋亡的影响。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 HTFs 由课题组前期实验人员购买自 ATCC 公
司,保存于液氮罐中,取第 15 代以内对数生长期细胞进行
实验。 重组人 TGF-茁2(Peprotech,美国),DMEM 高糖培养
基和 2. 5g / L 胰酶消化液 ( Hyclone,美国),胎牛血清
(Gibco,美国),兔抗波形蛋白(Vimentin)单克隆抗体,兔
抗角蛋白(keratin)单克隆抗体,兔抗 ILK 单克隆抗体和鼠
抗 茁-Actin 单克隆抗体(Abcam,英国),HRP 标记的山羊
抗小 鼠 IgG 二 抗 和 抗 兔 IgG 二 抗 ( SAB, USA ),
Lipofectamine 2000 ( Invitrogen,美国),Cell counting kit - 8
(CCK-8,七海生物,上海),Hoechst 33342 / PI 双染试剂盒
(Solarbio,中国),异硫氰酸荧光素(FITC)标记的山羊抗兔
IgG(康为世纪,北京)。 SiRNA 引物由上海吉玛制药技术
有限公司化学合成,ILK SiRNA 正义链序列:5蒺-GAC GCU
CAG CAG ACA UGU GGA dTT -3蒺,反义链序列:5蒺-UCC
ACA摇 UGU CUG CUG AGC GUC dTT -3蒺;阴性对照 SiRNA
正义链序列:5蒺-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3蒺,反
义链序列:5蒺-ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT-3蒺。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞培养和鉴定摇 摇 HTFs 细胞用含 100mL / L 胎牛
血清的 DMEM 高糖培养基于 37益、50mL / L CO2孵箱中培
养,使用 2郾 5g / L 胰酶消化法进行传代。 取对数生长期的
HTFs,胰酶消化,以 1 伊 104 个 / 孔密度将其接种于放有

8mm伊8mm 载玻片的 24 孔板中,培养箱内培养 48h 后,观
察细胞贴壁生长良好,吸去培养基,PBS 液清洗后加入
4益预冷的 4% 多聚甲醛固定 30min,0郾 3% Triton X-100
室温孵育 20min,5% 的山羊血清室温下封闭 30min,PBS
液清洗后加入波形蛋白和角蛋白单克隆抗体(稀释比例
1 颐500,阴性对照以等量 PBS 液代替),4益过夜,PBS 液清
洗后加入 FITC 标记的羊抗兔 IgG(稀释比例 1颐 300),室温
孵育 2h,DAPI 染核 5min,50%缓冲甘油封片,荧光显微镜
下观察细胞并拍照。
1郾 2郾 2 细胞转染摇 取对数生长期细胞,胰酶消化后分别以
1伊105 个 / 孔的密度接种到六孔板,在细胞培养箱内孵育
24h 至细胞融合 70% ~ 80% 后,换用基础 DMEM 培养液
饥饿 24h。 Lipofectamine 2000 介导 ILK SiRNA 及阴性对照
SiRNA 转染 HTFs,具体操作严格按照 Lipofectamine TM
2000 说明书执行。 实验分组包括 NC 组:正常对照 HTFs;
H+T 组:HTFs+5滋g / L TGF-茁2;H+T+NC SiRNA 组:HTFs+
5滋g / L TGF -茁2 + 50nmol / L 阴性对照 SiRNA;H +T + ILK
SiRNA 组:HTFs+5滋g / L TGF-茁2+50nmol / L ILK SiRNA。
1郾 2郾 3 Western - blot 检测细胞内 ILK 的表达 摇 使用
SiRNA 转染细胞 24h 后加入 5滋g / L TGF-茁2,48h 后用蛋白
裂解液 RIPA 提取细胞总蛋白,蛋白定量后煮样变性。 上
样后 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白,转膜至 PVDF 膜上,
ILK(稀释比例 1颐10000)和 茁-actin(稀释比例 1颐 20000)一
抗孵育,4益摇床过夜,分别加入相应的兔二抗和鼠二抗
(稀释比例均为 1 颐 20000)孵育 1h,ECL 显色,置于 Bio -
Rad 凝胶成像系统获取图像,分析条带光密度值,以实验
组条带光密度值与内参 茁-actin 光密度值变化倍数作图。
实验重复 3 次。
1郾 2郾 4 CCK-8 检测细胞增殖能力 摇 取对数生长期细胞,
胰酶消化后以 2 伊103 个 / 孔密度将其接种于 96 孔板中,
Lipofectamine 2000 介导 SiRNA 转染 HTFs,24h 后加入
5滋g / L TGF-茁2,于转染后 48h 每孔加入 10滋L CCK-8 溶
液,空白对照组加等量培养基,继续于孵箱中培养 1h,96
孔板于微板测试仪上检测,检测波长为 450nm,记录并分
析结果。 实验重复 3 次。
1郾 2郾 5 Hoechst 33342 / PI 双染检测细胞凋亡摇 取对数生
长期细胞,胰酶消化后以 1伊104个 / 孔密度将其接种于放
有 8mm伊8mm 载玻片的 24 孔板,Lipofectamine2000 介导
SiRNA 转染 HTFs,24h 后加入 5滋g / L TGF-茁2,于转染后
48h,PBS 液清洗后加入 Hoechst 染色液(100mg / L,100滋L)
和 PI 染色液(100mg / L,100滋L) 4益 染色 20min,染色后
PBS 洗涤 1 次, 在荧光显微镜下观察。 正常细胞为
Hoechst 33342- / PI- 呈 弱 蓝 色 荧 光, 凋 亡 细 胞 为
Hoechst 33342+ / PI- 呈 强 蓝 色 荧 光, 坏 死 细 胞 为
Hoechst 33342- / PI+呈强红色荧光。 实验重复 3 次,每组随
机选取 5 张不同视野图片。

统计学分析:实验数据用 SPSS19郾 0 统计软件进行统

计学处理,数据以均数依标准差(軃x依s)表示。 组间差异比
较用单因素方差分析(One way ANOVA),两组之间的多重
比较采用 LSD-t 法,以 P<0郾 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 HTFs 细胞形态和鉴定 摇 HTFs 细胞贴壁生长,细胞
呈长梭形或分枝状单层排列,胞核位于细胞中部,生长
时呈放射状或漩涡状生长,细胞汇合后呈束状平行排列
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图 1摇 HTFs细胞的形态观察(伊400)。

图 2摇 免疫荧光染色鉴定 HTFs细胞(伊200) 摇 A:HTFs 细胞波形蛋白免疫荧光染色:绿色荧光为波形蛋白,蓝色荧光为细胞核;B:
HTFs 细胞角蛋白免疫荧光染色:角蛋白未表达,蓝色荧光为细胞核。 Vimentin:波形蛋白;Keratin:角蛋白。

(图 1)。 细胞约 4 ~ 6d 可以融合长满瓶底,传代后 12h 细
胞即可贴壁生长。 多次传代 HTFs 细胞性状表现稳定,细
胞形态和生长特点保持不变。 HTFs 细胞免疫荧光染色显
示:波形蛋白在 HTFs 细胞胞浆内表达,呈围绕胞核的束
状、纤维状排列的绿色高荧光,其方向与细胞长轴一致
(图 2A)。 角蛋白在 HTFs 细胞胞核与胞浆内均不表达
(图 2B)。 证实为成纤维细胞。
2. 2 ILK SiRNA对 TGF-茁2诱导的 HTFs 细胞内 ILK 的表
达摇 Western-blot 结果显示,与 NC 组相比,H+T 组和 H+T
+NC SiRNA 组细胞内 ILK 表达明显上调,差异有统计学意
义(P=0郾 023、0郾 007);与 H+T 组相比,H+T+ILK SiRNA 组
细胞内 ILK 的表达明显下调,差异有统计学意义 (P =
0郾 001),H+T+NC SiRNA 组细胞内 ILK 的表达无明显变
化,差异无统计学意义(P=0郾 441,图 3)。
2郾 3 ILK SiRNA对 TGF-茁2诱导的 HTFs 细胞增殖的影响
摇 CCK-8 检测结果显示,与 NC 组相比,H+T 组和 H+T+
NC SiRNA 组细胞增殖明显比较快,H+T+ILK SiRNA 组细
胞增殖明显降低,差异有统计学意义(P = 0郾 006、0郾 003、<
0郾 001);与 H+T 组相比,H+T+NC SiRNA 组细胞增殖无明
显变化,差异无统计学意义(P = 0郾 711),H+T+ILK SiRNA
组细胞增殖明显降低,差异有统计学意义 ( P < 0郾 001,
图 4)。

图 3摇 ILK SiRNA对 TGF-茁2诱导的 HTFs细胞内 ILK的表达的
影响摇 A:Western-blot 检测细胞内 ILK 的表达;B:Western-blot
结果统计图;aP<0郾 05 vs NC 组;cP<0郾 05 vs H+T 组。

2郾 4 ILK SiRNA对 TGF-茁2诱导的 HTFs 细胞凋亡的影响
摇 Hoechst 33342 / PI 双染免疫荧光检测显示,NC 组、 H+T
组和 H+T+NC SiRNA 组细胞大部分呈 Hoechst 33342- /
PI-的弱蓝色荧光为正常细胞,偶尔出现 1 ~ 5 个 Hoechst
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图 4摇 ILK SiRNA对 TGF-茁2诱导的 HTFs细胞增殖的影响
aP<0郾 05 vs NC 组;cP<0郾 05 vs H+T 组。

33342+ / PI-的强蓝色荧光凋亡细胞,而 H+T+ILK SiRNA
组凋亡细胞的强蓝色荧光明显增多,且出现少量 Hoechst
33342- / PI+的强红色荧光坏死细胞(图 5)。 统计结果显
示,相比 NC 组,H+T 组和 H+T+NC SiRNA 组的凋亡细胞
比例无明显改变,差异无统计学意义(P = 0郾 930、0郾 960),
而 H+T + ILK SiRNA 组的凋亡细胞比例明显升高 ( P <
0郾 001)。 与 H+T 组相比,H+T+NC SiRNA 组的凋亡细胞
比例无明显改变,差异无统计学意义 ( P = 0郾 970),而
H+T+ILK SiRNA 组 的 凋 亡 细 胞 比 例 明 显 升 高 ( P <
0郾 001),并出现坏死细胞(P<0郾 001,图 6)。
3 讨论

在青光眼术滤过泡瘢痕的形成过程中,TGF-茁 发挥
着重要的作用。 在青光眼术后动物模型中,给予 TGF-茁
抑制剂 SB-505124,可以抑制滤过泡瘢痕化,延长滤过泡
生存时间,外源性给予 3 种 TGF-茁 单体均可以引起和增
加滤过术后瘢痕化,尤其 TGF-茁2,可以增加芋型胶原纤维
的合成,在应用丝裂霉素治疗后,仍可显著地刺激瘢痕形
成[9-10]。 TGF-茁2对于结膜纤维化及滤过泡瘢痕的形成具
有重要作用,单独作用即可刺激 Tenon 囊成纤维细胞增
殖、移行,并可以增强胶原纤维的收缩,应用 TGF-茁2抗体
组与对照组和 5-氟尿嘧啶组相比,TGF-茁2抗体组可显著
减少结膜下胶原沉积,同时显著抑制 琢-SMA 的表达,抑
制了肌成纤维细胞的表型转化,从而有效抑制术后瘢
痕化[11]。

除了 TGF-茁,细胞外基质对创伤的修复过程同样重
要,其可以通过整合素信号通路来发挥作用,对细胞的增
生、分化、迁移、凋亡,以及胶原网架收缩等具有重要调控
作用。 整合素是细胞表面的主要黏附因子,介导创面细胞
与 ECM 及细胞间的黏附和信号传递,也是 ECM 的主要受
体,介导了细胞与 ECM、细胞之间的连接,ILK 为整合素的
下游信号分子,直接介导整合素与 ECM 连接,是多条介导
细胞黏附活动的信号转导通路的关键因子。 此提示整合
素信号通路在青光眼滤过术后瘢痕化的调控作用和
TGF-茁信号通路一样,有着重要的意义。 Li 等[12] 和 Kim
等[13]在肾脏纤维化的研究中发现, TGF - 茁 可以通过
PINCH-1-ILK-alpha-parvin 复合体介导细胞的异常增殖
以及上皮间质转分化的发生,Vi 等[14] 在对皮肤成纤维细
胞的研究中发现,在 ILK 缺乏的纤维母细胞中使用TGF-茁
处理后,出现 smad-2 / 3 磷酸化作用的衰减,此外 MAPK
信号通路同时表达下调,细胞骨架蛋白异常重组,不能形
成成熟的粘着斑和有收缩性的肌动蛋白纤维,进一步证实
ILK 在 TGF-茁 诱导的创伤修复中同样发挥重要作用。

在既往研究中我们发现,TGF-茁2 可以诱导体外培养

图 5 摇 ILK SiRNA 对 TGF-茁2 诱导的 HTFs 细胞凋亡的影响
(伊200)摇 A:NC 组;B:H+T 组;C:H+T+NC SiRNA 组;D:H+T+
ILK SiRNA 组。

图 6摇 ILK SiRNA对 TGF-茁2诱导的 HTFs 细胞凋亡影响的统

计图摇 aP<0郾 05 vs NC 组;cP<0郾 05 vs H+T 组。

HTFs 增殖、转分化及黏附性增强,而 ILK 的表达也相应上
调,提示 ILK 在 TGF-茁2诱导的 HTFs 增殖、转分化及黏附
性增强中起到重要作用。 在本研究中,我们使用 5滋g / L
TGF-茁2刺激 HTFs 可以发现 ILK 的表达明显上调,且可以
促进细胞的增殖(P<0郾 05),但是对细胞的凋亡则无明显
改变(P>0郾 05),使用 Lipofectamine 2000 介导靶向 ILK 特
异性 SiRNA 转染 HTFs,结果显示 ILKSiRNA 可以有效降
低 TGF-茁2诱导 ILK 表达上调,抑制 TGF-茁2诱导的细胞增
殖,并诱导细胞发生明显凋亡,提示 ILK SiRNA 可以抑制
TGF-茁2 诱导的 HTFs 增殖,并诱导 HTFs 细胞发生凋亡。
在对来自烧伤患者瘢痕的成纤维细胞研究中发现,ILK 高
表达组细胞的增殖明显快于其他组,而抑制 ILK 表达,同
时细胞的增殖受到抑制,而 琢 -肌动蛋白 ( Actin alpha,
smooth muscle aorta,琢-SMA)的表达和 ILK 的表达呈现一
致性,即 ILK 高表达组 琢-SMA 的表达上调,抑制 ILK,
琢-SMA的表达也相应下调,提示 ILK 在创伤愈合中发挥
重要作用[15]。 研究发现,在前列腺癌的细胞中 PTEN 基因
突变可以抑制 ILK 的表达,进而抑制 AKT473 位点丝氨酸
的磷酸化,造成细胞 G1 期阻滞,大多数细胞停留在 G1

期[16]。 ILK 缺失小鼠的大脑中少突胶质细胞谱系及髓鞘
形成显著减少,抑制 ILK 表达后细胞生长增殖受到抑制,
细胞周期蛋白 D1 / D3 和细胞周期蛋白依赖性激酶 2 / 4 均
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下调,而细胞周期抑制性蛋白 p27 Kip1 则上调[17]。 此外
有研究显示,抑制 ILK 的表达后促凋亡因子 Bax 的表达上
调,而抑制凋亡的细胞因子 Bcl-2 表达下调,流式细胞仪
检测显示凋亡细胞比例增多[18-19];抑制小鼠黑色素瘤细
胞和膀胱癌细胞 ILK 的表达,细胞增殖受到抑制,诱导细
胞发生凋亡,与 PI3K / ILK / AKT 通路的活化有关,并与
GSK3茁 和 茁-catenin 相关[20]。

综上所述,ILK SiRNA 可以抑制 TGF-茁2 诱导的 ILK
表达从而抑制 HTFs 增殖,并诱导 HTFs 细胞发生凋亡,提
示 ILK 有可能是整合素信号通路和 TGF-茁 信号通路的交
汇环节,它可能是多种细胞外基质和 TGF-茁 诱发创伤愈
合的共同效应子,有望成为青光眼滤过术后瘢痕化研究的
新靶点,其具体作用还有待进一步研究。
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