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摘要
目的:探究热休克蛋白 ４７(ＨＳＰ４７)ｓｉＲＮＡ 对体外培养人眼
Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维(ＨＴＣＦ)细胞生物学行为及转化生长因
子－β１(ＴＧＦ－β１)表达水平影响ꎮ
方法:体外培养 ＨＴＣＦ 细胞ꎬ并分为:空白对照组、空载体
组和转染组ꎻ转染组根据 ＨＳＰ４７ 基因序列设计并合成干
扰 ｓｉＲＮＡ 序列ꎬ构建载体并导入 ＨＴＣＦ 细胞中ꎻ空载体组
导入空白载体ꎮ 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 和蛋白质印迹实验检测细
胞中 ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达情况ꎬ采用克隆形成实
验、流式细胞术、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法及划痕实验检测细胞增殖、凋
亡、侵袭及迁移ꎬ蛋白质印迹实验检测增殖、凋亡、侵袭、迁
移蛋白和 ＴＧＦ－β１ 的表达情况ꎮ
结果:相比空载体组ꎬ转染组 ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ 和蛋白的表
达、克隆形成率、细胞愈合率、侵袭细胞数目、Ｋｉ６７、Ｎ －
ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＴＧＦ－β１ 蛋白相对表达水平显著降低(Ｐ<０ ０５)ꎬ
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白相对表达水平显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎬ但细
胞凋亡率、Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白相对表达水平均无差异(Ｐ>
０ ０５)ꎮ
结论:ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 可以通过抑制 ＴＧＦ－β１ 蛋白的表达降
低 ＨＴＣＦ 细胞的增殖、侵袭及迁移能力ꎬ但对 ＨＴＣＦ 细胞
的凋亡无明显影响ꎮ
关键词:热休克蛋白 ４７ꎻ人眼 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞ꎻ转化生
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ ｏｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ＨＴＣＦ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＧＦ－β１

Ｓｈａ－Ｓｈａ Ｙａｏꎬ Ｒｕ－Ｇａｎｇ Ｐａｎꎬ Ｃｈｕｎ－Ｆａｎｇ Ｇａｎ

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｙａａｎ Ｐｅｏｐｌｅｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｙａａｎ
６２５０００ꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｒｕ－Ｇａｎｇ Ｐａｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ４７
(ＨＳＰ４７) ｓｉＲＮＡ ｏｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ
ｃａｐｓｕｌｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ (ＨＴＣＦ) ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－β１ (ＴＧＦ－
β１) .
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＨＴＣＦ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ. Ｉｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｓｉＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＨＳＰ４７ ｇｅｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ
ＨＴＣＦ. Ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ
ｖｅｃｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ － ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙꎬ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ａｎｄ ＴＧＦ－β１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐꎬ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒａｔｅꎬ ｃｅｌｌ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅꎬ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｉ６７ꎬ Ｎ－ ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ＴＧＦ－ β１ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０ ０５)ꎬ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０ ０５ )ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ Ｂｃｌ－２ ａｎｄ Ｂａｘ (Ｐ>０ ０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＨＴＣＦ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ － β１ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＴＣＦ ｃｅｌｌｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ４７ꎻ ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ
ｃａｐｓｕｌｅ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌꎻ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－β１

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｙａｏ ＳＳꎬ Ｐａｎ ＲＧꎬ Ｇａｎ ＣＦ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ ｏｎ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ＨＴＣＦ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＧＦ－β１. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ
２１(４):５９２－５９６

０引言
青光眼是常见的致盲眼病ꎬ目前主要采用青光眼滤过

手术治疗[１]ꎮ 但手术操作会促进手术周围组织中成纤维
细胞的增生ꎬ致使滤过通道闭合ꎬ导致青光眼滤过手术失
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败ꎬ据统计青光眼滤过手术 ２ａ 后失败率高达 ２０％ [２－３]ꎮ 目
前ꎬ常用抗代谢药物抑制青光眼滤过术后手术周围组织的
自我修复ꎬ但这些药物具有一定的毒副作用ꎬ因此寻找毒
副作用小且高效的治疗方法和药物是目前研究的热
点[４－５]ꎮ ＲＮＡ 干扰技术是目前较为先进的技术之一ꎬ是利
用配对的小片段 ＲＮＡ 植入细胞达到阻止同源基因表达的
技术[６]ꎮ 可以利用 ＲＮＡ 干扰技术抑制成纤维细胞增生相
关蛋白的表达ꎬ降低患者术后手术失败率ꎮ 热休克蛋白
４７(ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ４７ꎬＨＳＰ４７)属于热休克蛋白家族ꎬ参
与组织器官纤维化的生理病理过程[７]ꎮ 近年来研究发现ꎬ
相较于正常人群ꎬ胶原异常增生性疾病患者的 ＨＳＰ４７ 阳
性表达水平异常升高ꎬ如病理性瘢痕、梭形细胞脂肪瘤
等[８]ꎮ 而青光眼滤过手术后 Ｔｅｎｏｎ 囊的愈合与病理性瘢
痕有极大的相似之处ꎬ因此ꎬ推测 ＨＳＰ４７ 与青光眼滤过手
术后 Ｔｅｎｏｎ 囊的愈合有着一定的关联ꎮ 本文将探究
ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 对体外培养人眼 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维(ＨＴＣＦ)细
胞生物学行为及 ＴＧＦ－β１ 表达水平影响ꎬ以期为临床防控
青光眼滤过手术治疗失败提供实验数据ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １主要细胞 　 人眼 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞购自中国科
学院细胞库ꎮ
１ １ ２ 主要试剂与仪器 　 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ ( 货 号:
１１６６８－０２７ꎬ批号:０６２０１８)购自美国 ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻＴｒｉｚｏｌ 试剂
(货号:１５５９６０２６ꎬ批号:１８Ｔ１９０５)购自美国 ＳｉｇｍａꎻＡｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＦＩＴＣ 凋亡检测试剂盒购自杭州四季青生物工程材料有
限公司ꎻＲＰＭＩ１６４０ 培养基购自美国赛默飞世尔科技公司ꎻ
Ｂｃｌ－２ 抗体(货号:ｓｃ－５６０１５ꎻ批号:２０１９０６０３)、Ｂａｘ 抗体
(货号:ｓｃ － ７０４０７ꎻ批号:２０１９０６０６)购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻＨＳＰ４７ 抗体 (货号: ａｂ２４２００６)、 Ｋｉ６７ 抗体
(货号:ａｂ２０５７１８)、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体(货号:ａｂ１８２０３ꎻ批号:
２０１９０８１４)、 Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗 体 ( 货 号: ａｂ１９４９８２ꎻ 批 号:
２０１９１０１１) 购 自 美 国 Ａｂｃａｍꎻ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小 室 购 自 美 国
Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｃｏｓｅｔｅｒꎻ 光 学 显 微 镜 ( 型 号: ＢＸ５０ ) 购 自 日 本
Ｏｌｙｍｐｕｓꎻ流式细胞仪(型号:Ａｔｔｕｎｅ ＮｘＴ)购自美国赛默飞
世尔科技有限公司ꎮ
１ ２方法
１ ２ １细胞培养及传代 　 取出保存在液氮罐中的 ＨＴＣＦ
细胞ꎬ置于 ３７℃的恒温水浴中解冻ꎬ放入离心机中以１ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ使用含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培
养基悬浮细胞ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养ꎬ待细胞融
合到约 ９０％时ꎬ去除旧的培养液使用 ＰＢＳ 冲洗ꎬ消化细胞
进行传代培养ꎬ取生长状况良好的细胞进行下列实验ꎮ
１ ２ ２ ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ重组质粒的构建　 根据 ｓｉＲＮＡ 的设
计原则选择碱基序列ꎬ正义链:５－ＡＣＣＴＣＧＣＣＡＣＡＣＴＧＧＧＡ
ＴＧＡＧ ＡＡＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＴＴＣＴＣＡＴＣＣＣＡＧＴＧＴＧＧＣＴＴ－３
反义链:５ －ＣＡＡＡＡＡＧＣＣＡＣＡＣＴＧＧＧＡＴＧＡＧＡＡＡＴＴＴＣＴＣ
ＴＴＧＡＡＡＴＴＴＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＧＴＧＧＣＧ－３ꎮ 通过合成核苷酸
序列的稀释ꎬ核苷酸的退火ꎬ目的基因与载体的连接ꎬ重组
质粒的转化ꎬ重组质粒的抽提步骤构建 ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 重
组质粒并通过酶切鉴定和测序鉴定对重组的质粒进行
鉴定ꎮ
１ ２ ３重组质粒及分组 　 转染前将 ＨＴＣＦ 细胞在 ＣＯ２细
胞培养箱中培养生长汇合至 ９０％ ~ ９５％ꎬ测定质粒 ＤＮＡ
浓度达标后ꎬ经 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试剂盒将重组的质粒

转染 ＨＴＣＦ 细胞ꎬ并分为:空白对照组、空载体组和转染组ꎮ
转染组根据 ＨＳＰ４７ 基因序列设计并合成干扰 ｓｉＲＮＡ 序列ꎬ
构建载体并导入 ＨＴＣＦ 细胞中ꎻ空载体组导入空白载体ꎮ
１ ２ ４ ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ 水平 　 取上述培养
的 ＨＴＣＦ 细胞ꎬ使用恒温离心机在 ４℃的恒温条件下离心
１０ｍｉｎꎬ后加入 Ｔｒｉｚｏｌ 溶液提取总 ＲＮＡꎬ经逆转录反应合成
ｃＤＮＡ 链ꎬ再以 ｃＤＮＡ 链为模板ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ
仪进行扩增ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ计算 ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ 的相
对水平ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１ ２ ５蛋白质印记实验检测蛋白表达 　 取上述培养的
ＨＴＣＦ 细胞ꎬ使用恒温离心机在 ４℃ 的恒温条件下离心
１０ｍｉｎꎬ后加入裂解液裂解后提取总蛋白ꎬ测定蛋白浓度后
混入 Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液ꎬ水浴变性 １０ｍｉｎꎮ 电泳分离提
取的蛋白样品ꎬ再转移到 ＰＶＤＦ 膜ꎬ浸于 ５％脱脂奶粉中室
温下孵育 ２ｈꎬ再加入一抗液(１∶ １０００)中ꎬ４℃下孵育过夜ꎮ
接着加入二抗液(１∶ ８０００)中ꎬ３７℃孵育 １ｈꎬ最后暗室曝光
显影ꎮ 计算目的蛋白条带灰度值 / 内参蛋白 ＧＡＰＤＨ 条带
灰度值比值ꎬ表示目的蛋白的相对表达量ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１ ２ ６克隆形成实验检测细胞增殖　 取上述培养的 ＨＴＣＦ
细胞ꎬ制备 １×１０５ / ｍＬ 单细胞悬液接种于六孔板ꎬ正常培
养 ２ｗｋꎬ显微镜下观察是否有肉眼可见的克隆形成ꎬ再滴
加结晶紫染液染色并拍照ꎬ计算克隆形成率(克隆数 / 所
种细胞数×１００％)ꎮ
１ ２ ７流式细胞仪检测细胞凋亡 　 取上述培养的 ＨＴＣＦ
细胞ꎬ以 １ ０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ充分混匀 １００μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ、５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 和 ５μＬ ＰＩꎬ悬浮细胞ꎻ室温避
光孵育 １５ｍｉｎ 后ꎬ再次加入 ４００μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀
后ꎬ检测细胞凋亡情况ꎬ细胞凋亡率(％)＝ (凋亡细胞数 /
所种细胞数)×１００％ꎮ
１ ２ ８ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭 　 以 ５μｇ ｍａｔｒｉｇｅｌ 均匀
包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室ꎬ调整细胞量 ２×１０５个 / 孔接种于上室ꎬ
下室添加含有 ２０％胎牛血清的培养基ꎬ正常培养 ２４ｈꎬ去
除小室中膜内侧表面多余的细胞ꎬ固定于多聚甲醛中ꎬ结
晶紫染色后ꎬ随机选取 １０ 个视野ꎬ观察并计数染色细胞
(侵袭细胞)数目平均值ꎮ 实验重复检测 ３ 次ꎮ
１ ２ ９划痕实验检测细胞迁移 　 取上述培养的 ＨＴＣＦ 细
胞ꎬ制备 １×１０５ / ｍＬ 单细胞悬液接种于六孔板ꎬ正常培养
２４ｈꎬ用 １ｍＬ 枪头垂直于培养孔中央划线ꎬ１００ 倍显微镜下
拍照并测量 ０ｈ“划痕”宽度ꎬ继续培养 ２４ｈ 后再次拍照并
测量“划痕”宽度ꎬ细胞愈合率 ＝ (０ｈ“划痕”宽度－２４ｈ“划
痕”宽度) / ０ｈ“划痕”宽度×１００％ꎬ实验重复检测 ３ 次ꎮ

统计学分析: 采用统计学软件 ＳＰＳＳ２２ ０ꎬ多组间比较
使用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ检验水
准 α＝ ０ ０５ꎮ
２结果
２ １ ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 对 ＨＴＣＦ 细胞中 ＨＳＰ４７ 表达的影响
　 由 ＲＴ－ＰＣＲ 和蛋白质印迹实验可以看出ꎬ相比空白对
照组ꎬ空载体组 ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ 和蛋白相对表达水平差异
均无统计学意义 ( ｔ ＝ ０ ４８４ꎬ Ｐ ＝ ０ ６４５ꎻ ｔ ＝ ０ ７５３ꎬ Ｐ ＝
０ ４８０)ꎻ相比空载体组ꎬ转染组 ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ 和蛋白相对
表达水平均显著降低( ｔ ＝ ６ １３３ꎬＰ<０ ００１ꎻ ｔ ＝ ５ ０１７ꎬＰ<
０ ００１)ꎬ见图 １ 和表 １ꎮ
２ ２沉默 ＨＳＰ４７对 ＨＴＣＦ 细胞增殖影响　 由克隆形成实
验和蛋白质印迹实验可以看出ꎬ相比空白对照组ꎬ空载体
组克隆形成率和 Ｋｉ６７ 蛋白相对表达水平差异均无统计学
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图 １　 ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ对 ＨＴＣＦ细胞中 ＨＳＰ４７ 蛋白表达的影响ꎮ

图 ２　 沉默 ＨＳＰ４７ 对 ＨＴＣＦ细胞增殖影响　 Ａ:克隆形成实验拍照(×１００)ꎻＢ:增殖相关蛋白 Ｋｉ６７ 表达情况ꎮ

图 ３　 沉默 ＨＳＰ４７ 对 ＨＴＣＦ细胞凋亡影响　 Ａ:流式细胞仪检测细胞凋亡情况ꎻＢ:凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 表达情况ꎮ

表 １　 ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ对 ＨＴＣＦ细胞中 ＨＳＰ４７ 表达的影响

(ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
组别 ＨＳＰ４７ ｍＲＮＡ ＨＳＰ４７ / ＧＡＰＤＨ
空白对照组 １ ００±０ ２１ ０ ４５±０ ０９
空载体组 ０ ９４±０ １５ ０ ５１±０ １５
转染组 ０ １８±０ ０５ａꎬｃ ０ １１±０ ０３ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２７ ２１３ ４８３ ４５２
Ｐ <０ ００１ <０ ００１

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 空载体组ꎮ

表 ２　 沉默 ＨＳＰ４７ 对 ＨＴＣＦ细胞增殖影响 (ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
组别 克隆形成率(％) Ｋｉ６７ / ＧＡＰＤＨ
空白对照组 ８５ ３６±８ ８５ ０ ９１±０ ０７
空载体组 ７９ ９８±９ １４ ０ ８９±０ ０９
转染组 ２４ ０１±３ ０７ａꎬｃ ０ ２１±０ ０４ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ６１ ８３４ ９７ ８９０
Ｐ <０ ００１ <０ ００１

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 空载体组ꎮ

意义( ｔ＝ １ ０３４ꎬＰ ＝ ０ ３４１ꎻｔ ＝ ０ ３５１ꎬＰ ＝ ０ ７３７)ꎻ相比空载
体组ꎬ转染组克隆形成率和 Ｋｉ６７ 蛋白相对表达水平均显

表 ３　 沉默 ＨＳＰ４７ 对 ＨＴＣＦ细胞凋亡影响 (ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
组别 凋亡率(％) Ｂｃｌ－２ / ＧＡＰＤＨ Ｂａｘ / ＧＡＰＤＨ
空白对照组 ２３ ８７±５ ９８ ０ ７８±０ １３ ０ ６９±０ １３
空载体组 ２０ ３６±６ １１ ０ ７３±０ １５ ０ ７１±０ １７
转染组 １９ ９８±２ ０８ ０ ８１±０ １４ ０ ６５±０ １４

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ０ ５３５ ０ ２４９ ０ １２８
Ｐ ０ ６１１ ０ ７８７ ０ ８８２

著降低( ｔ＝ ９ ０７２ꎬＰ<０ ００１ꎻｔ＝ １１ ９３８ꎬＰ<０ ００１)ꎬ见图 ２ꎬ
表 ２ꎮ
２ ３沉默 ＨＳＰ４７对 ＨＴＣＦ 细胞凋亡影响　 由流式细胞仪
检测细胞凋亡和蛋白质印迹实验可以看出ꎬ各组细胞凋亡
率、Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白相对表达水平比较ꎬ差异均无统计
学意义(Ｐ>０ ０５)ꎬ见图 ３ꎬ表 ３ꎮ
２ ４沉默 ＨＳＰ４７对 ＨＴＣＦ 细胞侵袭及迁移影响　 由划痕
实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验可以看出ꎬ相比空白对照组ꎬ空
载体组细胞愈合率( ｔ ＝ ０ ３７５ꎬＰ ＝ ０ ７２１)、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ( ｔ＝
０ ４７０ꎬＰ＝ ０ ６５５)和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白相对表达水平( ｔ＝
０ ７７３ꎬＰ＝ ０ ４６９)、单位面积侵袭细胞数目( ｔ ＝ ０ ５６１ꎬＰ ＝
０ ５９５)差异均无统计学意义ꎻ相比空载体组ꎬ转染组细胞
愈合率( ｔ ＝ ３ １９７ꎬＰ ＝ ０ ０１９)、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白相对表达
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图 ４　 沉默 ＨＳＰ４７ 对 ＨＴＣＦ细胞侵袭迁移影响　 Ａ:划痕实验拍照图(×１００)ꎻＢ:迁移相关蛋白 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达情
况ꎻＣ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测结果(×４００)ꎮ

表 ４　 沉默 ＨＳＰ４７ 对 ＨＴＣＦ细胞侵袭迁移影响 (ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
组别 细胞愈合率(％) Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ / ＧＡＰＤＨ Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ / ＧＡＰＤＨ 侵袭细胞数目(个 /视野)
空白对照组 ７０ １２±８ ２４ ０ ４５±０ ０７ ０ ８４±０ １２ ７８ ３７±９ １７
空载体组 ６７ ８７±７ ９４ ０ ４９±０ ０９ ０ ７６±０ １７ ７４ ４８±１０ １１
转染组 ４８ ６９±５ ５７ ０ ９７±０ １４ａꎬｃ ０ ４１±０ ０７ａꎬｃ ４０ ８０±５ ５１ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ７ ７０７ ２３ １１７ ９ ７６６ １７ ７３０
Ｐ ０ ０２２ <０ ００１ ０ ０１３ ０ ００３

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 空载体组ꎮ

图 ５　 沉默 ＨＳＰ４７ 对 ＨＴＣＦ细胞 ＴＧＦ－β１ 表达水平影响ꎮ

水平( ｔ＝ ３ ３８２ꎬＰ ＝ ０ ０１５)、单位面积侵袭细胞数目( ｔ ＝
４ ８５４ꎬＰ ＝ ０ ００３)均显著降低ꎬＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白相对表达
水平显著升高( ｔ＝ ５ ６３９ꎬＰ＝ ０ ００１)ꎬ见图 ４ꎬ表 ４ꎮ
２ ５沉默 ＨＳＰ４７对 ＨＴＣＦ 细胞 ＴＧＦ－β１表达水平影响　
三组 ＴＧＦ－β１ 蛋白相对表达水平比较ꎬ差异有统计学意义
(Ｆ＝ １３ ９８２ꎬＰ＝ ０ ００６)ꎮ 相比空白对照组(０ ７８±０ １５)ꎬ
空载体组 ＴＧＦ－β１ 蛋白(０ ８１±０ １０)相对表达水平差异
均无统计学意义( ｔ＝ ０ ３２３ꎬ Ｐ＝ ０ ７５８)ꎻ相比空载体组ꎬ转
染组 ＴＧＦ－β１ 蛋白(０ ３７±０ ０９)相对表达水平显著降低
( ｔ＝ ４ ７３２ꎬ Ｐ＝ ０ ００３)ꎬ见图 ５ꎮ
３讨论

青光眼滤过手术失败的机制较为复杂ꎬ其中 ＨＴＣＦ 细
胞的过度增殖是重要因素之一[９]ꎮ Ｋｉ６７ 是一种常见的调
控细胞增殖的蛋白ꎬ可维持 ＤＮＡ 结构的稳定ꎬ并促进细胞

有丝分裂ꎬ其表达水平越高细胞增殖能力越强[１０－１１]ꎮ 本
研究通过克隆形成实验发现ꎬＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 可以抑制
ＨＴＣＦ 细胞的增殖ꎮ 为了探究其机制ꎬ本研究进一步采用
蛋白质印迹实验检测了 Ｋｉ６７ 的水平发现ꎬ相比空载体组ꎬ
转染组克隆形成率和 Ｋｉ６７ 蛋白相对表达水平均显著降
低ꎮ 说明 ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 可以通过抑制增殖相关蛋白的表
达实现抑制 ＨＴＣＦ 细胞的增殖ꎮ

ＨＴＣＦ 属于结膜下结缔组织ꎬ在受到手术创伤刺激下
成纤维细胞就会发生转分化而形成肌成纤维细胞ꎬ激活了
整个瘢痕反应[１２]ꎮ 其中细胞的凋亡就会促进整个反应ꎬ
细胞的凋亡受到相关基因的调控ꎬ如 Ｂｃｌ－２ 家族蛋白ꎬ该
家族中主要包括:Ｂｃｌ－２ 蛋白和 Ｂａｘ 蛋白ꎬ其中 Ｂｃｌ－２ 是一
种抗凋亡基因ꎬＢａｘ 是一种凋亡基因ꎬＢｃｌ－２ / Ｂａｘ 平衡的变
化是促进或抑制细胞凋亡的重要信号[１３－１４]ꎮ 本研究发
现ꎬＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 对细胞的凋亡及相关蛋白表达水平并没
有影响ꎮ 说明沉默 ＨＳＰ４７ 确实对 ＨＴＣＦ 细胞的凋亡无
影响ꎮ

细胞外基质中瘢痕组织的过多聚集也是导致青光眼
滤过手术失败的重要因素之一[１５]ꎮ ＨＴＣＦ 细胞的运动能
力增强可以促进细胞外基质中瘢痕组织的聚集ꎬ故抑制
ＨＴＣＦ 细胞的运动能力可以一定程度上防止细胞外基质
中瘢 痕 组 织 的 聚 集ꎮ 上 皮 间 质 转 化 ( ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥＭＴ)是调节细胞运动能力的重要
机制[１６] ꎬ上皮细胞暂时极性的丧失将导致细胞获得间质
细胞移动能力[１７－１８] ꎮ 同时ꎬＥ－钙黏蛋白(Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ)对
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于细胞连接、维持细胞正常结构有重要作用ꎬＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
表达下调ꎬ将增强细胞的侵袭能力[１９－２０] ꎮ 本研究中ꎬ转
染组细胞的侵袭和迁移能力受到了显著的抑制ꎮ 随后
采用蛋白质印迹实验发现ꎬ转染组细胞中 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表
达降低ꎬＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高ꎮ 说明 ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 可以
通过调控 ＨＴＣＦ 细胞的 ＥＭＴ 过程实现抑制其运动能力ꎬ
故沉默 ＨＳＰ４７ 表达可减少细胞外基质中瘢痕组织的过
多聚集ꎮ

ＴＧＦ－β１ 是一种多肽类生长因子ꎬ是目前为止研究最
为广泛的纤维化因子[２１]ꎮ ＴＧＦ－β１ 可以促进成纤维细胞
的增殖ꎬ同时还能诱使成纤维细胞的分化ꎬ促进前胶原的
合成ꎮ 青光眼滤过手术后ꎬ若手术周围瘢痕组织的过多聚
集ꎬ将引起手术区域瘢痕性愈合ꎬ 最终导致 手 术 失
败[２２－２３]ꎮ 本研究检测了 ＨＴＣＦ 细胞中的 ＴＧＦ－β１ 含量水
平发现ꎬ相比空载体组ꎬ转染组 ＴＧＦ－β１ 蛋白相对表达水
平显著降低ꎮ 说明沉默 ＨＳＰ４７ 可以有效抑制 ＴＧＦ－β１ 蛋
白的表达ꎬ防止手术后区域瘢痕性愈合导致手术失败ꎮ 这
可能是因为 ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 抑制了 ＴＧＦ－β１ 促进胶原合成
的作用ꎬ缓解了细胞外基质中瘢痕组织的聚集ꎮ Ｚｈｕ
等[２４] 研 究 表 明: 通 过 ＲＮＡ 干 扰 技 术 可 以 有 效 抑 制
ＴＧＦ－β１的合成ꎬ抑制 ＨＴＣＦ 细胞的增殖和成纤维细胞的
形成ꎬ本研究得出的结论与其相一致ꎮ

综上所述ꎬ ＨＳＰ４７ ｓｉＲＮＡ 可以抑制 ＴＧＦ － β１ 促进
ＨＴＣＦ 细胞的增殖、侵袭及迁移能力ꎬ但对 ＨＴＣＦ 细胞的凋
亡无明显影响ꎮ
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