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Abstract
誗AIM:To explore the effects of human thermal transient
receptor channel 1 gene transfection on corneal
endothelial cell of rabbits.
誗 METHODS: Research group were dealt for thermal
transient receptor channel 1 gene mediated by liposome
transfection to rabbit corneal endothelial cells. MTT
method was used to observe its influence on cell
proliferation. Immunohistochemical staining and
computer image analysis system were used to test the
effects for proliferation cell nucleus antigen ( PCNA )
expression.
誗 RESULTS: Proliferation of corneal endothelial cell of
rabbit was promoted after thermal transient receptor
channel 1 gene transfected and the difference between

experiment group and control group ( t= 3. 01,P = 0. 013) .
The expression of PCNA promoted after thermal transient
receptor channel 1 gene transfected ( t = 3. 21,P = 0. 007)
compared with control group.
誗 CONCLUSION: The expression of PCNA in rabbit
corneal endothelial cells can promote the proliferation of
corneal endothelial cells of rabbits.
誗 KEYWORDS: thermal transient receptor channel 1;
proliferating cell nuclear antigen;corneal endothelial cell
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摘要
目的:探讨人热敏瞬时受体通道 1 基因转染对培养的兔
角膜内皮细胞增殖能力的影响。
方法:研究组为人热敏瞬时受体通道 1 基因通过脂质体
介导的方法转染到体外培养的兔角膜内皮细胞中,采用
MTT 方法观察对细胞增殖的影响,免疫组织化学染色法
和计算机图像分析系统检测对细胞增殖细胞核抗原
(proliferation cell nucleus antigen,PCNA)表达的影响。
结果:热敏瞬时受体通道 1 基因转染后内皮细胞增殖增
加,实验组与对照组比较差异有统计学意义( t=3. 01,P =
0. 013);实验组细胞 PCNA 表达明显增加,与对照组比较
差异有统计学意义( t=3. 21,P=0. 007)。
结论:人热敏瞬时受体通道 1 基因转染可以促进兔角膜
内皮细胞增殖。
关键词:热敏瞬时受体通道 1;增殖细胞核抗原;角膜内
皮细胞
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0 引言
摇 摇 角膜内皮细胞(comea endothecial cell,CEC)是位于
角膜后部的单层分化成熟的细胞。 它的主要功能是使角
膜处于脱水状态。 在此状态下,基质的胶原纤维才能规
则排列,保持角膜透明,这个功能只有在角膜内皮细胞层
完整时才能发挥作用[1]。 如果角膜内皮细胞丢失过多,
超过自身代偿能力,残余的角膜内皮细胞将失去其生理
功能,角膜内皮细胞泵功能将降低,继而导致角膜的水肿
和变性[2]。 长期的经验表明:角膜内皮细胞的再生能力
是非常有限的,其被认为是不会进行再生或仅具有微弱
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的分裂增生能力的组织。 各种原因引起的角膜内皮细胞
的损伤,在体内往往通过邻近细胞的变形、膨大来修补损
伤所带来的缺损,这种能力也是非常有限的[3]。 实验证
明,瞬时受体电位(transient receptor potential,TRP)通道 1
参与一系列包括温度在内的刺激调节,而且 TRP1 大量
存在于支配角膜的周围神经末梢初级感觉神经元中[4]。
而且,研究也证明该基因可以通过调节 P27 蛋白的调节
来抑制兔角膜内皮细胞增殖[5]。 细胞增殖细胞核抗原
(proliferation cell nucleus antigen,PCNA)在细胞增殖的启
动过程中起重要作用,与细胞的增殖周期密切相关[6]。
本研究通过观察转染热敏 TRP1 基因对兔角膜内皮细胞
增殖及 PCNA 的影响,探讨热敏 TRP1 基因对角膜内皮细
胞增殖周期的作用,为促进该基因应用于人角膜内皮细
胞奠定理论基础。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 实验动物:健康大耳白兔 20 只(由华中科技
大学同济医学院实验动物学部提供),体质量 2. 5 ~
3郾 0kg,雌 雄 兼 用, 无 眼 部 疾 患。 主 要 试 剂 与 仪 器:
DMEM / F12 培养基(1 颐1)、胰蛋白酶(1 颐250)、小牛血清
(美国 Gibco 公司);MTT(Fluka 公司);小鼠抗兔 PCNA
单克隆抗体(Santa Cruz 公司);Histostain TM-plus SP 试
剂盒、DAB 试剂盒(购自北京中山生物技术公司);培养
箱(Heraeus 公司);倒置相差显微镜(Olympus M081 型);
ELX800 酶标检测仪(Bio Tek 公司产品);HPIAS-1000
高清晰度彩色病理图文报告分析系统(解放军第 451 医
院病理计算分析中心提供)。
1. 2 方法
1. 2. 1 兔角膜内皮细胞的培养
1. 2. 1. 1 角膜内皮片的获取 摇 按无菌原则摘除兔眼球,
生理盐水冲洗干净后,环形剪下角膜;将角膜先用无菌生
理盐水冲洗后,再用含 100U / mL 青霉素及 100滋g / mL 链
霉素的 PBS 液浸泡 30min;距后角膜缘内 1mm 环钻取下
完整角膜放入 PBS 漂洗液中备用;手术显微镜下,钳夹小
块双面刀片自角膜内皮面中央向边缘作一浅划口;显微
无齿镊将边角卷起的后弹力层小心剥离,完整剥离出带
后弹力层的角膜内皮片。
1. 2. 1. 2 双酶消化法培养 摇 内皮面朝上放入培养皿中,
培养皿置于 CO2培养箱中(37益,4% CO2,RH 100% ),添
加胶原酶(2mg / mL)37益消化 4 ~ 6h;将后弹力层消化掉
后,CEC 聚集成团,PBS 液漂洗;用胰酶进一步消化,离
心,将细胞收集到培养皿中过夜贴壁;本实验所用为第 3 ~
6 代细胞。 透射电镜下可见完整丰富的线粒体和高尔基
体等细胞器。 细胞间有紧密相连。
1. 2. 2 人热敏瞬时受体通道 1 基因转染兔角膜内皮细胞
摇 取正常人静脉血,快速萃取法提取基因组 DNA,通过聚
合酶链反应克隆出 285bp 的热敏瞬时受体通道 1 基因,
通过酶切法连接于真核表达载体上,转入大肠杆菌中进
行扩增、提取和纯化,获得人热敏瞬时受体通道 1 基因转
染表达载体。 采用 EffecteneTM脂质体在细胞培养瓶中进
行转染,对实验组中加入人热敏瞬时受体通道 1 基因转
染表达载体,对照组采用 PBS 代替表达载体加入培养基。
评价转染效率:转染 12h 后移出脂质体继续培养,48h 后
检测表达情况,通过基因的表达检测转染效率。 转染率=
转染细胞数 / 总细胞数伊100% 。

图 1摇 兔角膜内皮细胞 PCNA表达(伊400 倍)。

1. 2. 3 人热敏瞬时受体通道 1 基因转染表达载体对兔角
膜内皮细胞增殖的影响摇 设 3 组:不接种细胞作为空白
调零组,接种细胞作为阴性对照组,实验组细胞中加入人
热敏瞬时受体通道 1 基因转染表达载体,每组 8 孔。 采
用 MTT 法检测:空白调零组单纯加入培养基,实验组和
阴性对照组以 1 伊104 / mL 的浓度接种细胞悬液于 96 孔
板,培养 12h 细胞贴壁后,换含有 2%小牛血清的 DMEM /
F12 培养 24h,使细胞同步化。 实验组加相应浓度的人热
敏瞬时受体通道 1 基因转染表达载体,培养 48h 后每孔
加入 20滋L MTT 溶液离心,用 PBS 冲 2 ~ 3 遍后加入含
MTT 的培养液;终止后吸去孔内培养液;每孔加入 150滋L
二甲基亚砜,低速振荡 10min,使结晶物充分溶解。 对 3
组的各孔加入 MTT 20滋L,孵育后吸去原液,每孔加入二
甲基亚砜 150滋L 呈色,轻微震荡。 以空白调零组调零,酶
标仪测定 495nm 波长上的阴性对照组和实验组每孔的吸
光度(A)值。
1. 2. 4 人热敏瞬时受体通道 1 基因转染表达载体对兔角
膜内皮细胞 PCNA 表达的影响 摇 设两组:对照组(不加
任何物质);实验组(加入人热敏瞬时受体通道 1 基因转
染表达载体),每组 3 孔。 以 1伊104 / mL 的浓度接种传 2 ~3
代的兔角膜内皮细胞于预置有盖玻片的 12 孔板制成细
胞爬片,培养 48h 后取出盖玻片。 4益冷丙酮固定 15min,
采用 LAB 法免疫组织化学染色,检测 PCNA 的表达(其
中 0. 3% H2O2 / 甲醇溶液室温 30min;山羊血清封闭室温
20min;1颐100 小鼠抗兔 PCNA 单克隆抗体,4益过夜;生物
素化羊抗鼠二抗,37益下孵育 30min;HRP 标记的链霉亲
和素工作液,37益下孵育 30min;DAB / H2O2显色;中性树
脂封片。 免疫组织化学计算机图像分析方法为:每组细
胞爬片 3 张,每张随机取 5 个视野( 伊400 倍)做图像分
析,测定阳性细胞的吸光度,取其平均值作为每组的阳性
细胞平均吸光度(A)值(图 1)。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 15. 0 统计软件包进行数据

处理。 计量资料以 軃x依s 表示,采用独立样本 t 检验。 以
P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 双酶消化法培养结果 摇 均在 2h 后开始有少量细胞
贴壁,显微镜下观察细胞外形呈圆形或多角形,周围连带
少许后弹力层组织,接着细胞伪足突出,24h 内大部分细
胞贴壁,胞浆丰富,72h 后细胞开始增殖,细胞数目增加
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图 2摇 双酶消化法第 20d(伊100 倍)。

并向周围迁移,细胞渐渐演变成多角形,随细胞数目增
加,细胞慢慢连接成片,细胞之间建立连接,转化成多边
形,7 ~ 8d 左右细胞生长成小片。 20d 左右,细胞达到密
集状态,达到密集状态后,细胞呈单层排列,细胞呈均匀
的多变形,胞浆丰富,细胞核居中(图 2)。
2. 2 人热敏瞬时受体通道 1 基因转染兔角膜内皮细胞与
表达载体的鉴定 摇 表达载体扩增产物 419bp,酶切后出
现 285 和 134bp 两个片段(其中 285 为插入片段),转染
率为 13. 5% 。
2. 3 人热敏瞬时受体通道 1 基因转染表达载体对兔角膜
内皮细胞增殖的影响摇 与实验组(0. 21依0. 01)比较,对
照组细胞 A 值(0. 13依0. 02)明显降低,差异有统计学意
义( t=3. 01,P= 0. 013)。 人热敏瞬时受体通道 1 基因转
染表达载体对培养的兔角膜内皮细胞的增殖有明显的促
进作用。
2. 4 人热敏瞬时受体通道 1 基因转染表达载体对兔角膜
内皮细胞 PCNA表达的影响摇 人热敏瞬时受体通道 1 基
因转染表达载体可增加 PCNA 的表达,其 A 值(0. 06 依
0郾 002)与对照组(0. 04依0. 000)相比差异有统计学意义
( t=3. 21,P=0. 007)。
3 讨论
摇 摇 角膜内皮细胞是一单层细胞,其密度随年龄增大而
减少,内眼手术、外伤、眼内炎症、角膜内皮细胞的自发性
变性、坏死以及其他因素也可引起角膜内皮细胞的丢失,
当加入某些细胞因子时,人角膜内皮细胞就有可能出现
细胞分裂。
摇 摇 PCNA 是在细胞周期 S 期广泛表达的一种核蛋白,是
一种仅在增殖细胞中合成和表达的 36kD 多肽,由 261 个
氨基酸组成,是 DNA 聚合酶 6 的辅助蛋白和推动因子,
参与调节 DNA 的合成。 本实验研究发现,人热敏瞬时受
体通道 1 基因转染表达载体可以使角膜内皮细胞增殖,
并促进 PCNA 的表达。 PCNA 是存在于细胞核内的一种
蛋白质,只出现在增殖状态的细胞中,PCNA 阳性细胞的
多少可反映细胞增殖状况[7]。 本实验运用 PCNA 作为兔
角膜内皮细胞增殖检测指标,结果显示人热敏瞬时受体
通道 1 基因转染表达载体显著促进兔角膜内皮细胞
PCNA 表达,说明人热敏瞬时受体通道 1 基因转染后可以
使兔角膜内皮细胞增殖。 其原因可能有几个方面:首先,
TRP1 属于热敏性通道,并大量存在于支配角膜的周围神
经末梢初级感觉神经元中[8]。 该通道活性受热和机械影
响,通过细胞信号连接到 G 蛋白偶联受体从而促进角膜
内皮细胞增殖[9]。 比如,近年的研究表明,人类和小鼠的
角膜上皮细胞瞬时受体电位辣椒素 1( transient receptor

potential vanilloid 1,TRPV1)选择性激动剂通过钙离子诱
导功能热敏性 TRPV1 表达[10]。 说明 TRP1 促进角膜内
皮的增殖可能与血浆膜钙离子涌入的增加有关,推测其
机制为通过瞬时钙离子涌入和激活有丝分裂原蛋白激酶
信号诱导促炎性细胞因子的释放增加相关[11]。 其次,
TRP1 促进兔角膜内皮细胞的增殖,可能与调节多种蛋白
的表达相关。 例如,研究也证明该基因可以通过提高
P27 蛋白的表达来促进猫角膜内皮细胞增殖[12]。 因为
P27 蛋白属于细胞周期调节蛋白,成年人角膜内皮细胞
受其表达的调节。 P27 蛋白通过抑制细胞周期蛋白或通
过直接与细胞周期蛋白结合抑制细胞周期蛋白依赖性激
酶,阻断细胞的增殖过程[13]。 且 PCNA 是存在于细胞核
内的一种蛋白质,只出现在增殖状态的细胞中,PCNA 阳
性细胞的多少可反映细胞增殖状况,有实验证明 ET-1、
rhEGF、bFGF 显著促兔角膜内皮细胞 PCNA 表达,并与剂
量以及协同作用相关[14]。
摇 摇 综上所述,TRP1 转染能够促进兔角膜内皮细胞的增
殖,该结果为临床提供了实验室支持,并进一步为促进该
基因应用于人角膜内皮细胞奠定理论基础。
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