
·实验研究·

雌激素对人角膜基质细胞 MMP-2、TIMP-2 及 TGF-茁1
表达的影响

田摇 颜,殷鸿波,邓应平

基金项目:国家自然科学基金资助项目(No. 31200711)
作者单位:(610041)中国四川省成都市,四川大学华西医院眼科
作者简介:田颜,在读硕士研究生,研究方向:角膜病与屈光
手术。
通讯作者:邓应平,博士,教授,主任医师,硕士研究生导师,研究
方向:角膜病与屈光手术. dyp558@ 163. com
收稿日期:2017-03-20摇 摇 修回日期:2017-06-13

Effects of estrogen on the expression of
MMP-2, TIMP-2 and TGF-茁1 in human
corneal stromal cells

Yan Tian, Hong-Bo Yin, Ying-Ping Deng

Foundation item: National Natural Science Foundation of China
(No. 31200711)
Department of Ophthalmology, West China Hospital, Sichuan
University, Chengdu 610041, Sichuan Province, China
Correspondence to: Ying - Ping Deng. Department of
Ophthalmology, West China Hospital, Sichuan University, Chengdu
610041, Sichuan Province, China. dyp558@ 163. com
Received:2017-03-20摇 摇 Accepted:2017-06-13

Abstract
誗 AIM: To investigate the effects of estrogen on the
expression of matrix metalloproteinases - 2 (MMP - 2 ),
tissue inhibitor of metalloproteinases - 2 ( TIMP - 2 ) and
transforming growth factor - 茁1 ( TGF - 茁1 ) in cultured
human corneal stromal cells.
誗 METHODS: Inflammatory environments of human
corneal stromal cells were simulated by using 1. 5ng / mL
IL - 1茁 . The cells were then treated with or without
different concentrations of estrogen(0, 1伊10-4, 1伊10-6, 1伊
10-8, 1 伊 10-10 mol / L estradiol) in vitro. Cell viability was
evaluated by MTT. Expression levels of MMP-2, TIMP-2
and TGF - 茁1 proteins were measured by enzyme - linked
immunosorbent assay(ELISA) .
誗RESULTS:Estrogen did not affect the viability of human
corneal stromal cells. Compared with the control group,
expression levels of MMP- 2 and TGF- 茁1 proteins in E2
treatment group significantly decreased after being treated
with estrogen, while the expression level of TIMP - 2
significantly increased.
誗CONCLUSION: Estrogen could, to some extent, down-
regulate the expression of MMP-2 and TGF- 茁1 and up-
regulate the expression of TIMP - 2, which might
contribute to protecting human cornea.

誗KEYWORDS:17茁 -estradiol; corneal stromal cell; matrix
metalloproteinases - 2; tissue inhibitor of
metalloproteinases-2; transforming growth factor- 茁1
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摘要
目的:在体外实验中探讨雌激素对人角膜基质细胞中基质
金属蛋白酶 MMP-2 及其抑制剂 TIMP-2 和转化生长因子
TGF-茁1 蛋白表达的影响。
方法:用 1. 5ng / mL IL-1茁 模拟角膜基质细胞炎性环境,不
同浓度雌激素(0,10-10,10-8,10-6,10-4mol / L 的 17-茁 雌二
醇)体外作用于人角膜基质细胞,四甲基偶氮唑(MTT)比
色法鉴定细胞活性。 酶联免疫吸附测定(ELISA)法检测
各组细胞上清中 MMP-2、TIMP-2 及 TGF-茁1 蛋白的表
达量。
结果:不同浓度雌激素(E2)对角膜基质细胞的活性没有
影响。 E2 处理组的 MMP-2、TIMP-2 及 TGF-茁1 表达量
与对照组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 E2 处理
组与对照组相比,雌激素处理使 MMP-2 及 TGF-茁1 的表
达明显减少,而 TIMP-2 的表达则显著增多。
结论:雌激素能一定程度抑制 MMP-2 及 TGF-茁1 的表达,
同时促进 TIMP-2 的表达,这可能对正常人角膜起保护
作用。
关键词:雌激素;角膜基质细胞;基质金属蛋白酶;基质金
属蛋白酶抑制剂;转化生长因子
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0 引言
角膜是人眼的重要组成部分之一,在维持眼球形态、

保证眼部外观、提供屈光力、保护内眼、维持正常眼内压等
方面起着重要作用。 雌激素(E2)是一种广泛存在于人体
各组织的胆固醇激素,通过与特定部位的雌激素受体结合
而对靶器官产生效应,人体中的雌激素以雌二醇为主。 已
有研究证实了雌激素受体存在于人角膜组织中[1-2],一些
角膜相关疾病如干眼、圆锥角膜等存在明显的性别差异及
女性绝经期前后的差异,提示雌激素可能通过某种机制参
与角 膜 疾 病 的 发 生。 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 2 ( matrix
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metalloproteinases-2,MMP-2)、基质金属蛋白酶抑制剂-2
(tissue inhibitor of metalloproteinases-2,TIMP-2)及转化生
长因子 茁1(transforming growth factor- 茁1,TGF-茁1)被认为
在角膜疾病的发病机制中扮演重要角色,雌激素是否通过
影响以上物质的表达参与角膜疾病的发生以及对其表达
的具体影响效果目前尚存争议。 本文通过定量测定不同
雌二醇浓度作用下人角膜成纤维细胞 MMP-2、TIMP-2 及
TGF-茁1 蛋白的表达,对以上问题进行了研究。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 人角膜基质细胞株购自美国 Sciencell 公司三
代细胞,实验用细胞为第五代角膜基质细胞。 含酚红及无
酚红培养基(DMEM)、胎牛血清(FBS)、0. 25% 胰酶购自
Gibco 公司,青链双抗购自 PPA 公司,磷酸盐缓冲液(PBS)
购自 Hyclone 公司。 二甲基亚砜(DMSO)购自 Amresco 公
司,四甲基偶氮唑(MTT)购自 Flake 公司。 17茁-雌二醇
(17茁-E2)购自 Sigma 公司。 MMP-2、TIMP-2 及 TGF-茁1
的 ELISA 试剂盒购自 Cusabio 公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞鉴定摇 复苏三代细胞株,传代培养人角膜基质
细胞,取第五代细胞采用多种方法联合鉴定,包括倒置相
差显微镜观察,纤维连接蛋白( fibronectin,FN)和 琢-平滑
肌肌动蛋白(琢-smooth muscle actin, 琢-SMA)免疫组化染
色。 以倒置相差显微镜下细胞贴壁融合呈纺锤形,FN 染
色阳性而 a-SMA 染色阴性为鉴定角膜基质细胞表型未发
生改变的标准。
1. 2. 2 IL-1茁及不同浓度 E2 的配制摇 在 2滋g IL-1茁 管中
加入 PBS 溶解,使浓度为 1. 5滋g / mL;取 1滋L 1. 5滋g / mL
IL-1茁,加入 PBS 稀释 1 000 倍,使最终浓度为 1. 5ng / mL。
根据 E2 分子量及浓度计算一次实验所需雌二醇质量,微
量天平称取 E2 溶于 1mL DMSO,使浓度为 10-1mol / L。 取
1滋L 10-1 mol / L E2,加入 PBS 稀释 1 000 倍,使浓度为
10-4mol / L,以此类推,得到浓度分别为 10-10、10-8、10-6、
10-4mol / L 的 E2。
1. 2. 3 细胞活性鉴定摇 收集对数生长期细胞接种于 96 孔
板中,实验组分别加入 1. 5ng / mL IL-1茁 及不同浓度 E2,
对照组加入等量培养液,每组设 5 个平行孔,培养 24h 后
加入含 MTT 的培养液,继续培养 3h 后终止,加入 DMSO
使结晶物充分溶解,用酶标仪测量波长在 570nm 时的各
组光密度值( optical density,OD 值)。 用各组 OD 值反映
IL-1茁 与不同浓度 E2 作用下的细胞存活情况。
1. 2. 4 实验分组摇 选择第五代人角膜基质细胞用于实验,
当细胞近于 80% 融合时,换无血清培养液饥饿培育 24h
后再用无血清培养液制备细胞悬液。 细胞分 5 组,对照组
加入无酚红 DMEM 与 1. 5ng / mL IL-1茁,实验组加入无酚
红 DMEM、1. 5ng / mL IL -1茁 与不同浓度雌激素 (10-10、
10-8、10-6、10-4mol / L E2)。 36h 后收集 5 组细胞外液分别用
于 MMP-2、TIMP-2 及 TGF-茁1 的 ELISA 检测。 每种蛋白
每组细胞外液准备 3 份,实验至少获得 3 次可重复性结果。
1. 2. 5ELISA检测人角膜基质细胞中MMP-2、TIMP-2 及
TGF- 茁1 的表达摇 配制具有浓度梯度的 MMP-2 标准品,
于室温平衡 30min;收集孵化 36h 后的 5 组细胞外液 4益
下以 1 000r / min 的速度离心 5min,将标准品与离心后的
细胞外液分 3 份加入已包被 MMP-2 抗体的孔板中,37益

温育 2h,弃液不洗涤,每孔加入生物素标记抗体工作液温
育 1h,弃液洗板 3 次,再加入辣根过氧化物酶标记亲和素
工作液,继续温育 1h,弃液洗板 5 次,加底物溶液 37益闭
光显色 30min,最后加入终止溶液终止反应。 5min 后用酶
标仪测量 450nm 波长下的各孔光密度(OD 值)。 以各孔
OD 值作为 MMP-2 蛋白的表达量分析。 同法进行 TIMP-2
及 TGF-茁1 的表达量分析。

统计学分析:应用 SPSS 24. 0 软件,每组 OD 值以 軃x依s
表示。 对不同浓度雌激素组与对照组进行单因素方差分
析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 细胞鉴定结果摇 购买的三代细胞复苏后,传至第五代
时细胞稳定,50 倍倒置相差显微镜下观察细胞融合,贴壁
生长良好,细胞形态呈现两端小中间大的纺锤形。 FN 免疫
组化鉴定为阳性细胞,对照用同样具有成纤维细胞特性的
H9C2 心肌细胞及实验用第五代细胞均表现出胞浆绿色荧
光,胞核蓝色荧光,细胞形态较大,轮廓清晰,见图 1、2。
a-SMA免疫组化鉴定为阴性,对照用心肌细胞及实验用第
五代细胞均未表现出荧光颜色。
2. 2 细胞活性鉴定结果 摇 各实验组与对照组的 OD 值相
比无统计学差异(F=2. 423, P=0. 082,图 3)。
2. 3 ELISA检测 MMP-2、TIMP-2 及 TGF- 茁1 的表达
2. 3. 1 ELISA检测 MMP-2 的表达摇 与正常对照组相比,
雌激素处理组 MMP-2 表达减少,且具有统计学意义(F =
1045. 826; P< 0. 01,图 4)。 当雌激素浓度为 10-10 mol / L
时,较为接近人角膜生理雌激素浓度,故将各实验组与
10-10mol / L 雌激素组进行组间比较,结果示:与 10-10mol / L
雌激素组 MMP-2 表达量(0. 277依0. 006)相比,10-8mol / L
雌激素组(0. 259依0. 004)与 10-6mol / L 雌激素组(0. 262依
0. 002)MMP-2 表达显著减少,差异有统计学意义(P <
0郾 01),10-4mol / L 雌激素组(0. 285依0. 003)表达差异无统
计学意义 (P>0. 05)。
2. 3. 2 ELISA检测 TIMP-2 的表达摇 与正常对照组相比,
雌激素处理组 TIMP-2 的表达增加,且具有统计学意义
(F=170. 870; P<0. 01,图 5)。 各实验组组间统计结果
示:与 10-10 mol / L 雌激素组 TIMP - 2 表达量 (0. 363 依
0郾 006)相比,10-8 mol / L 雌激素组 TIMP-2 表达(0. 305 依
0郾 007)明显减少,差异有统计学意义(P<0. 01),10-6mol / L
雌激素组(0. 370依0. 005)与10-4mol / L雌激素组(0. 362 依
0. 001)差异无统计学意义 (P>0. 05)。
2. 3. 3 ELISA 检测 TGF- 茁1 的表达 摇 与正常对照组相
比,雌激素处理组 TGF-茁1 的表达减少,且具有统计学意
义(F=2358. 445; P<0. 01,图 6)。 各实验组组间统计结果
示:与 10-10mol / L 雌激素组 TGF-茁1 表达量(0. 279依0郾 007)
相比,10-8mol / L 雌激素组 TGF-茁1 表达(0. 217依0郾 004)显
著减少,差异有统计学意义(P<0. 01),而 10-6mol / L 雌激素
组 TGF-茁1 表达(0. 341依0郾 004)显著增多,差异有统计学意
义(P<0.01),10-4mol / L 雌激素组表达(0. 279 依0郾 004)差
异无统计学意义 (P>0郾 05)。
3 讨论

角膜基质细胞存在于角膜基质层各胶原纤维板层之
间,能合成和分泌胶原纤维,并影响其排列和平衡,对角膜
的透明性起重要作用[3]。 基质细胞合成的胶原纤维主要

3321

Int Eye Sci, Vol. 17, No. 7, Jul. 2017摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
Tel:029鄄82245172摇 85263940摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



摇 摇

图 1摇 心肌细胞 FN染色阳性摇 A:蓝色为胞核;B:绿色为胞浆中的纤连蛋白;C:胞核与胞浆双染色(200 倍荧光
显微镜下拍摄)。

图 2摇 第五代角膜细胞 FN染色阳性,结果与心肌细胞一致摇 A:蓝色为胞核;B:绿色为胞浆中的纤连蛋白;C:胞
核与胞浆双染色(200 倍荧光显微镜下拍摄)。

图 3摇 细胞活性鉴定结果。

图 4摇 不同浓度雌激素对角膜细胞 MMP-2 表达的影响。

图 5摇 不同浓度雌激素对角膜细胞 TIMP-2 表达的影响。

图 6摇 不同浓度雌激素对角膜细胞 TGF-茁1 表达的影响。
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在基质金属蛋白酶(MMPs)的作用下发生降解,MMPs 是

一类含有 20 多个亚型的含锌蛋白酶[4],而 MMP-2,又称

明胶酶-2,则是在角膜胶原降解中发挥重要作用的一种

亚型[5]。 正常情况下,成人的角膜基质细胞十分稳定,细
胞外基质中胶原纤维的合成与降解保持平衡,但当受到创

伤时,炎症因子如 IL-1茁 表达,基质细胞转为活跃状态,
部分转化为成纤维细胞修补创伤,同时 MMP-2 的合成与

分泌增加,促进角膜胶原降解,基质金属蛋白酶抑制剂-2
(TIMP-2)也随之增加,抑制 MMP-2 活性,抵抗降解[6]。
当 TIMP-2 的增加不能抵抗 MMP-2 的促降解作用时,角
膜基质丢失,生物抵抗力下降,进一步导致圆锥角膜等角

膜疾病的发生[7-9]。 Kenney 等[10] 研究发现圆锥角膜患者

的角膜细胞外基质中 MMP-2 活性明显增强,尤其是在急

性期[11]。 MMP-2 活性增强被认为是圆锥角膜患者发生

细胞外基质降解的重要原因之一[12]。 TGF- 茁1 被认为是

唯一可以诱导角膜基质细胞发生表型改变的转化生长因

子亚型[13],TGF-茁1 不仅能抑制 IL-1茁 的促凋亡作用[14],
而且诱导角膜成纤维细胞向肌成纤维细胞转化,促进纤维

化,形成角膜瘢痕,完成角膜重塑。 MMPs 的表达在转录

水平受原癌基因和包括雌激素在内的外源性信号的调控,
在翻译后修饰水平则主要受基质金属蛋白酶抑制剂

(TIMPs)的影响[15]。 雌激素影响 MMPs 的表达已被多项

研究证实[16-20],但具体起何种调控效果及其调控机制目

前还尚无定论。 本文选取目前研究较多的 MMP -2 与

TIMP-2 以及在角膜损伤中发挥重要作用的 TGF-茁1 进行

了雌激素对角膜基质细胞损伤机制的研究。 血清中含多

种细胞因子及酶类,培养基中的血清可能对最终检测结果

有影响,故进行 ELISA 检测的细胞采用无血清培养基培

养,但血清的缺乏就意味着血清中纤连蛋白等促贴壁物质

的缺乏,影响细胞贴壁生长,而长期的无血清培养则易引

起细胞凋亡,经观察发现,培养 36h 左右的细胞既能较好

地贴壁生长,又不至于引起明显的细胞凋亡,故本实验选

择在雌激素作用 36h 后进行 ELISA 检测。
既往已有研究探讨雌激素与基质金属蛋白酶之间的

作用关系,但炎症因子在雌激素的作用过程中起着不可忽

视的作用,本次实验先用 IL-1茁 诱导细胞处于炎症反应

状态,从而更能模拟角膜的病理环境。 但 Kaur 等[14] 研究

显示在体外培养的角膜成纤维细胞,IL-1 可以诱导细胞

凋亡,所以在本研究中我们有必要对 IL-1茁 干预后的角

膜基质细胞做细胞活性鉴定,如图 3 所示,实验处理后的

各组与对照组相比活细胞数量无明显差异,即角膜基质细

胞并未发生明显凋亡。 此外,既往的研究很少将 TGF-茁1
这一促进角膜基质细胞表型转化的关键因素纳入观察,本
次实验发现雌激素的作用使 TGF - 茁1 表达明显减少

(图 6),即促进角膜基质细胞向肌成纤维细胞转化的细胞

因子减少,肌成纤维细胞具有收缩特性,可促进愈合,但
也被证明是角膜损伤后透明度下降和瘢痕形成的重要

因素[21] ,提示雌激素可能通过抑制 TGF-茁1 的表达来抑

制角膜瘢痕形成,保持角膜透明性。 组间统计学分析发

现当雌激素浓度过高时,TGF-茁1 表达转而增多,提示雌

激素对角膜透明性的积极作用可能是有一定浓度范围

限制的,浓度过高反而可能使雌激素从有利因素转化为

不利因素。
关于雌激素对 MMP-2 与 TIMP-2 表达的影响,目前

仍存争议,不同研究结果的差异可能是由于实验的细胞种

类不同、选择雌激素浓度不同、雌激素作用时间不一致等

原因造成。 如图 4、图 5 所示,本次研究表明雌激素在蛋

白水平影响了 MMP - 2 与 TIMP - 2 表达,且具有下调

MMP-2,上调 TIMP-2 的作用,我们之前还研究了在分子

水平的表达,发现与蛋白水平的研究结果一致[22]。 对不

同实验组 MMP-2 与 TIMP-2 表达的组间统计学分析发

现,当雌激素浓度在一定范围内增大时 MMP-2 的表达有

所减少,此时 TIMP-2 的表达也处于相对较低水平,提示

当细胞外基质 MMP-2 表达较少时,在翻译后修饰水平所

受的来自 TIMP-2 的抑制减少,可能此时的抑制作用主要

来自于转录水平,这也与之前的研究结果一致[15]。
MMP-2主要起降解细胞外胶原的作用,TIMP-2 则通过抑

制 MMP-2 的活性发挥作用,MMP-2 表达减少、TIMP-2
表达增多的总效应减弱了角膜基质细胞外胶原的降解,角
膜基质层构成了 90%的角膜厚度,抑制 MMP-2 的表达及

活性说明雌激素能一定程度抑制角膜基质层的降解,对维

持角膜厚度起到一定积极作用。
总之,雌激素对 MMP-2、TIMP-2 及 TGF-茁1 的表达

均有影响,尤其是在发生角膜疾病或创伤时。 雌激素对这

三种蛋白的调控可能有助于保持角膜厚度及透明性,减少

圆锥角膜及角膜瘢痕等的发生。
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中国科技核心期刊眼科学类期刊 2015 年主要指标及排名

刊名
总被引频次

数值 排名

影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 核心版 2037(扩展版 3690) 2(2) 核心版 1. 075(扩展版 1. 408) 1(1) 75. 52 1
国际眼科杂志 核心版 2292(扩展版 4693) 1(1) 核心版 0. 505(扩展版 0. 988) 7(2) 47. 46 2
眼科新进展 核心版 1184(扩展版 2151) 4(4) 核心版 0. 573(扩展版 0. 961) 4(3) 42. 69 3
中华眼底病杂志 核心版 809(扩展版 1348) 6(6) 核心版 0. 729(扩展版 0. 928) 2(4) 42. 30 4
中国实用眼科杂志 核心版 1527(扩展版 3336) 3(3) 核心版 0. 548(扩展版 0. 791) 6(6) 40. 04 5
中华实验眼科杂志 核心版 928(扩展版 1508) 5(5) 核心版 0. 412(扩展版 0. 615) 9(8) 39. 05 6
临床眼科杂志 核心版 485(扩展版 1179) 9(7) 核心版 0. 467(扩展版 0. 791) 8(6) 32. 23 7
中华眼视光学与视觉科学杂志 核心版 613(扩展版 927) 7(8) 核心版 0. 549(扩展版 0. 783) 5(7) 26. 20 8
眼科 核心版 497(扩展版 905) 8(9) 核心版 0. 386(扩展版 0. 483) 10(9) 17. 19 9
中国斜视与小儿眼科杂志 核心版 295(扩展版 631) 10(10) 核心版 0. 579(扩展版 0. 891) 3(5) 16. 88 10
10 种期刊平均值 1067 0. 582

国际眼科杂志社摘编自 2016 版《中国科技期刊引证报告》(核心版及扩展版)

6321

国际眼科杂志摇 2017 年 7 月摇 第 17 卷摇 第 7 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com


