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摘要
目的:研究不同种类的转化生长因子 β－１(ＴＧＦ－β１)激活

素受体样激酶(ＡＬＫ)在翼状胬肉和正常结膜组织中的表
达及其意义ꎮ
方法:前瞻性研究ꎮ 选取 ２０２０－０６ / １２ 在徐州医科大学附
属医院眼科就诊的 ４０ 例手术中切除的翼状胬肉标本和

４０ 例白内障手术获取的正常结膜标本纳入本次研究ꎮ 使
用 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 免疫组织化学染色观察 ＴＧＦ－β１ 受体在胬
肉和正常结膜组织中的表达定位ꎬ并统计染色阳性细胞比

例ꎻ使用 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ ｍＲＮＡ 在胬肉和结膜
组织中的表达ꎻ并以 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 蛋白

的表达ꎮ
结果:根据免疫组织化学染色结果ꎬＡＬＫ１ 在翼状胬肉组

中的表达水平较正常结膜组明显升高ꎬ并且在整个翼状胬
肉上皮细胞中均有表达ꎬ而在正常结膜组织中仅在上皮细
胞的基底层中有表达ꎻ两组上皮细胞基底层均检测到

ＡＬＫ５ꎬ而翼状胬肉组 ＡＬＫ５ 水平较正常结膜组下降ꎮ 两
组间 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 阳性细胞比例有显著的差异 (均 Ｐ <
０.０５)ꎮ ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示ꎬ与结膜组织相比ꎬＡＬＫ１ ｍＲＮＡ
在翼状胬肉中的表达明显增强ꎬＡＬＫ５ 的表达明显减弱ꎬ
两组间有显著差异(均 Ｐ<０.０５)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示
ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 蛋白的表达差异与 ＲＴ－ＰＣＲ 结果基本一致ꎮ
结论:翼状胬肉和正常结膜 ＡＬＫ 的表达谱有明显的差

异ꎮ 与正常结膜组织相比ꎬ翼状胬肉组织的 ＡＬＫ１ 表达
增强ꎬＡＬＫ５ 表达减弱ꎬ表明 ＴＧＦ－β 信号通路处于不同

的活化状态ꎬ对于进一步研究翼状胬肉的发病机制提供
实验依据ꎮ
关键词:翼状胬肉ꎻ转化生长因子 β－１(ＴＧＦ－β１)ꎻ激活素
受体样激酶(ＡＬＫ)ꎻ信号通路ꎻ发病机制
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２１.１１.２６

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ － β１
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ＡＬＫ１ / ＡＬＫ５ ｉｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ａｎｄ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｔｉｓｓｕｅｓ
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Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｕｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｕｚｈｏｕ ２２１０００ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏ－ｆｉｒｓｔ ａｕｔｈｏｒｓ:Ｃａｎ Ｚｈａｎｇ ａｎｄ Ｈｅ Ｗａｎｇ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｍｉｎｇ－Ｘｉｎ Ｌｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｕｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｕｚｈｏｕ ２２１０００ꎬ
Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｌｍｘ２１６＠ ｖｉｐ.ｓｉｎａ.ｃｏｍ
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•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｋｉｎｄｓ ｏｆ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ ｂｅｔａ － １ ( ＴＧＦ － β１ ) ａｎｄ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ － ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ ( ＡＬＫ ) ｉｎ
ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｔｉｓｓｕｅｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４０ ｃａｓｅｓ (４０ ｅｙｅｓ) ｏｆ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｈｏ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｏｕｒ ｈｏｓｐｉｔａｌ
ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｅｒｉｏｄꎬ ４０ ｃａｓｅｓ (４０ ｅｙｅｓ) ｏｆ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｒｅｍｏｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｙｅ ｄｕｅ ｔｏ
ｃａｔａｒａｃｔ ｓｕｒｇｅｒｙ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ－β１
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ( ＡＬＫ１ / ＡＬＫ５ ) ｉｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｎｔｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫ１ ａｎｄ ＡＬＫ５
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ － ＰＣＲ) ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
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ｔｈｅ ＡＬＫ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｒｅ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｉｎ
ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｆｕｌｌ－ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ
ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｏｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｌａｙｅｒ ｏｆ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ ｔｈｅ ＡＬＫ５
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｏｔｈ
ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｉｔｓ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫ１ ａｎｄ ＡＬＫ５
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＬＫ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ＡＬＫ５ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.０５) .
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•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ
ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫ１ ａｎｄ ＡＬＫ５ ｉｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｉｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＴＧＦ － β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｐｔｅｒｙｇｉｕｍꎻ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｂｅｔａ－ １ ( ＴＧＦ － β１)ꎻ ａｃｔｉｖｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ － ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ (ＡＬＫ)ꎻ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｃｈｅｎ ＤＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ － β１ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ＡＬＫ１ / ＡＬＫ５ ｉｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ａｎｄ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ
２１(１１):１９６２－１９６７

０引言
翼状胬肉是角膜表面一种良性进展性生长的纤维血

管组织ꎮ 翼状胬肉的主要症状为异物感、眼红和视力模
糊ꎬ并可导致不规则散光ꎬ如果不加以治疗ꎬ最终会遮挡视
轴区角膜引起视力丧失ꎮ 研究显示翼状胬肉的流行病学
在不同的国家和地区是不同的ꎬ澳大利亚的发病率最低ꎬ
为 ３％ [１]ꎬ而中国白族地区的翼状胬肉发病率最高ꎬ为
３０％ [２]ꎮ 目前手术切除是治疗翼状胬肉的主要方法ꎬ单纯
切除复发率较高ꎬ往往联合结膜瓣移植、羊膜移植或应用
抗代谢药物ꎮ 翼状胬肉的确切病因尚不清楚ꎬ据推测ꎬ角
膜缘干细胞( ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＬＳＣｓ)的损伤可能是主要
的发病因素ꎬ上皮向基质的转化(ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ＥＭＴ) 可能在胬肉的生长调控中发挥关键
作用[３]ꎮ

转化生长因子 β－１( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ－１ꎬ
ＴＧＦ－β１)是一种细胞因子ꎬ参与多种不同器官的疾病进
程ꎬ如肾脏、肝脏、肺、皮肤、心脏或血管[４]ꎮ 经典的 ＴＧＦ－
β１ 信号通路需要与 ＴＧＦ－βⅡ型受体(ＴβＲＩＩ)结合ꎬ随后
招募具有丝氨酸 / 苏氨酸激酶活性的 ＴＧＦ －βⅠ型受体
(ＴβＲＩ)ꎬ它磷酸化成为 Ｓｍａｄｓ 蛋白 ( ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｏｔｈｅｒｓ
ａｇａｉｎｓｔ ｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬＳｍａｄｓ 作为转录因子进入
细胞核激活或抑制特定基因的表达ꎮ 在不同的 ＴβＲＩ 中ꎬ
起主要作用的是激活素受体样激酶 １(ａｃｔｉｖｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅ
ｋｉｎａｓｅ １ꎬ ＡＬＫ１)和激活素受体样激酶 ５(ａｃｔｉｖｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ－
ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ ５ꎬ ＡＬＫ５)ꎮ

ＴＧＦ－β 信号通路在肿瘤增殖迁移、癫痫、肝肾纤维化
的进程中已经得到充分的研究ꎬ且有证据表明ꎬＡＬＫ１ 与
ＡＬＫ５ 两种受体激活不同的信号通路ꎬ在组织器官的病理
改变中互为拮抗、互相调节[５]ꎮ 已有报道与正常结膜相
比ꎬ胬肉组织高表达 ＴＧＦ－β１[６]ꎬ然而 ＴＧＦ－β１ 相关受体的
研究在国内外报道均较少ꎮ 本研究采用免疫组织化学染
色、ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 来研究 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 在胬肉组
织和正常结膜组织中的表达ꎬ旨在探讨 ＴＧＦ－β１ 相关信号
通路在翼状胬肉发生、发展中的作用机制ꎬ为指导临床治
疗提供理论依据ꎮ
１对象和方法
１.１对象　 前瞻性研究ꎮ 本研究选取 ２０２０－０６ / １２ 在徐州
医科大学附属医院眼科就诊的翼状胬肉患者进行研究ꎬ本
研究遵循«赫尔辛基宣言»ꎬ经徐州医科大学附属医院伦

理委员会批准(Ｎｏ.ＸＹＦＹ２０２０－ＫＬ０３３－０１)ꎬ并于中国临床
试验注册中心注册(Ｎｏ.ＣｈｉＣＴＲ１９０００２７１０８)ꎬ所有患者签
署知情同意书ꎮ 试验组为 ４０ 例(女 ２３ 例ꎬ男 １７ 例ꎬ年龄
３９~８２ 岁)经手术切除的翼状胬肉标本ꎬ试验组纳入标

准:(１)原发性翼状胬肉ꎻ(２)胬肉头端侵入角膜缘内侧的
长度≥２ｍｍꎮ 排除标准:(１)其他眼表疾病ꎻ(２)眼部手
术、外伤史ꎻ(３)近期持续局部或全身用药ꎻ(４)大翼状胬

肉(超过角膜直径的 １ / ３)ꎻ(５)假性翼状胬肉ꎮ 对照组为
４０ 例(女 ２１ 例ꎬ男 １９ 例ꎬ年龄 ４４~８２ 岁)白内障手术中获
取的正常球结膜标本ꎬ对照组纳入标准:(１)符合白内障

摘除术手术指征ꎻ(２)首诊白内障ꎻ(３)年龄相关性白内
障ꎮ 排除标准:(１)眼部(内眼)手术史、外伤史ꎻ(２)眼表、
青光眼、眼底疾病等其他眼部病史ꎻ(３)自身免疫性疾病

史、结缔组织病史、内分泌疾病史ꎮ 两组间性别、年龄的差
异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎮ 在每组的 ４０ 例标本中ꎬ随
机数字表法选取 ３０ 例用于 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 免疫组化染色ꎬ
５ 例用于 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ５ 例用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 检测蛋白的表达ꎮ
１.２方法
１.２.１组织病理学和免疫组化评估　 对翼状胬肉头部和正

常结膜组织进行组织形态学和免疫组化检测ꎮ 所有获得
的组织置于 ４％多聚甲醛中 ４℃固定过夜ꎬ自动石蜡包埋
机包埋ꎬ随后行组织切片ꎮ 免疫组化染色方法如下:(１)
将石蜡包埋过后的组织切片置 ６０℃烘干箱 ３ｈꎬ之后置二
甲苯溶液脱蜡ꎻ(２)梯度酒精洗去二甲苯及水化ꎻ(３)用
ＨＲＰ 阻断液室温孵育 １ｈꎬ去除内源性过氧化物酶活性ꎻ
(４) 滴加用 １％ ＢＳＡ 配制的一抗:兔抗人 ＡＬＫ１ (浓度
１ ∶ ４００ꎬａｂ６８７０３ꎬ英国 ａｂｃａｍ 公司)或兔抗人 ＡＬＫ５(浓度
１ ∶ ４００ꎬａｂ３１０１３ꎬ英国 ａｂｃａｍ 公司)ꎬ４℃ 摇床孵育过夜ꎻ
(５)滴加过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(预配制ꎬ１２－
３４８ꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ４℃孵育 ２ｈꎻ(６)使用 ＤＡＢ 显色液
加至标本上ꎬ显色 ６ｍｉｎꎻ(７) Ｈｏｅｃｈｓｔ ( １ ∶ ５００)染细胞核ꎬ
１ ∶ １甘油 / １×ＰＢＳ 封片ꎻ(８)显微镜下观察照相ꎮ 以上已略

去各步骤间 ＰＢＳ 清洗过程ꎮ 染色结果以细胞质内出现棕
色颗粒作为阳性表达ꎬ切片在光镜下随机选择 ５ 个高倍视
野ꎬ计算阳性率ꎬ即 ５ 个高倍视野下阳性细胞数占细胞总

数的比率并取平均值ꎮ
１.２.２ ＲＴ－ＰＣＲ法检测组织中 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ ｍＲＮＡ的表达
　 使用 ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 提取液抽提胬肉或结膜组织总 ＲＮＡꎬ
使用 ＤＮａｓｅ 试剂盒清除残留的 ＤＮＡ 后逆转录成 ｃＤＮＡꎮ
应用 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 引物扩增相应基因ꎬＡＬＫ１ 上游引物为
５􀆳 － ＡＡＴＣＧＣＡＣＣＡＡＧＴＡＧＡＧＣＣＣ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＧＡＧＧＧＡＡＡＧＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＧ－３􀆳ꎬＡＬＫ５ 上游引物为 ５􀆳 －
ＴＧＧＧＣＴＣＴＧＣＴＴＴＧＴＣＴＣＴＧ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＴＧＴＧＡＡＧＡＴＧＧＧＣＡＡＧＡＣＣＧ －３􀆳ꎻβ－ａｃｔｉｎ 上游引物为 ５􀆳－
ＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＧＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧ－３􀆳ꎮ 质量分数为 ２％的琼脂
糖凝胶电泳扩增产物ꎬＥＢ 染色ꎬ凝胶成像仪拍照ꎮ 使用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析其条带灰度值ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ计算

ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ
１.２.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测组织中 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 蛋白的表达
　 手术中获取的胬肉和结膜样本置于细胞裂解液中ꎬ匀浆

３６９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１１ Ｎｏｖ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



图 １　 使用免疫组化检测 ＡＬＫ１ 在正常结膜组织和翼状胬肉组织中的表达　 Ａ、Ｂ: ＡＬＫ１ 表达于正常结膜组织的上皮细胞基底层ꎬ以
细胞核深染为主ꎬ少量细胞表现为胞浆着染ꎻＣ、Ｄ:翼状胬肉组织标本可见几乎所有的上皮细胞均为 ＡＬＫ１ 表达阳性ꎬ且主要为胞浆

着染ꎮ

机打碎使其充分裂解ꎬ离心取上清ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒测定蛋白总量ꎮ 取胬肉和正常结膜样本各 １５μｇꎬ按 ４∶ １
加入上样缓冲液ꎬ１００℃变性 ３ｍｉｎꎮ 在 ４℃、非还原状态下

行质量分数 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ １２０Ｖ 电泳 ２ｈꎬ将蛋白质转移

至硝酸纤维素滤膜上 １１０ｍＡ 作用 ２ｈꎬ封闭液 ( １ × ＴＢＳ
５０.００ｍＬꎬＴｗｅｅｎ ０.２５ｍＬꎬ脱脂奶粉 ２.５ｇ)室温下封闭硝酸

纤维素滤膜的非特异性免疫球蛋白结合位点 １ｈꎬ将滤膜

与兔抗人 ＡＬＫ１ 或 ＡＬＫ５ 单克隆抗体一抗(１∶ ８００ 稀释于

封闭液) 孵育ꎬ ４℃ 振摇过夜ꎬ ＴＢＳＴ 缓冲液 ( １０ × ＴＢＳ
１５.００ｍＬꎬ蒸馏水 １３５.００ｍＬꎬＴｗｅｅｎ ０.１５ｍＬ)冲洗滤膜 ３ 次ꎬ
将滤膜转移至 ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(１∶ ８００ 稀释于

封闭液)中室温孵育 １ｈꎮ ＴＢＳＴ 缓冲液再次冲洗滤膜ꎬ用
ＥＣＬ 发光试剂与硝酸纤维素膜作用 ３ｍｉｎꎬ在暗室内曝光ꎬ
Ｘ 射线显影ꎮ 所得条带经凝胶成像分析系统分析得到的

灰度值ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ计算蛋白相对表达量ꎮ
统计学分析:使用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 软件对图像进

行整理ꎮ 本研究检测指标的数据资料经 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检

验证实呈正态分布ꎬ以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ经 Ｌｅｖｅｎｅ 检验证实各

组间样本均数方差齐ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２６.０ 统计学软件对组

间比较进行独立样本 ｔ 检验ꎬＰ< ０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ
２结果

ＡＬＫ１ 免疫组化结果显示(图 １):在所有检测的标本

中ꎬ正常结膜组 ＡＬＫ１ 阳性的细胞主要位于结膜上皮基底

层ꎬ以细胞核深染为主ꎬ少量细胞表现为胞浆着染ꎬ浅表上

皮亦有少量 ＡＬＫ１ 染色阳性的细胞ꎬ结膜基质层未见

ＡＫＬ１ 表达ꎬ在所有层次中ꎬＡＬＫ１ 阳性细胞比率为(５.３５±
１.７５)％ꎮ 翼状胬肉组织标本可见几乎所有的上皮细胞均

为 ＡＬＫ１ 表达阳性ꎬ且主要表现为胞浆着染ꎬ基质层亦未

见 ＡＬＫ１ 表达ꎬＡＬＫ１ 阳性细胞比率为(１２.４２±４.６４)％ꎬ与
对照组相比ꎬ两者之间差异有统计学意义( ｔ ＝ －１１.２４４ꎬＰ<
０.０５)ꎮ
　 　 ＡＬＫ５ 免疫组化结果显示(图 ２):正常结膜组 ＡＬＫ５
主要表达于结膜上皮基底层ꎬ与 ＡＬＫ１ 的表达模式相似ꎬ
但未见胞浆着染ꎬ浅表上皮细胞和基质层细胞未见 ＡＬＫ５
表达阳性细胞ꎬＡＬＫ５ 阳性细胞比率为(４.２７±１.３５)％ꎮ 与

对照组相比ꎬ翼状胬肉上皮基底层仅见少量细胞表达

ＡＬＫ５ꎬ阳性细胞比率为(１.５５±０.８６)％ꎬ与对照组相比明

显下降ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ １１.１５９ꎬＰ<０.０５)ꎮ
ＲＴ－ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示(图 ３):正常结膜

组 ＡＬＫ１ ｍＲＮＡ 的相对表达量为 ０. ２ ± ０. １ꎬ翼状胬肉组

ＡＬＫ１ ｍＲＮＡ 的表达明显增加ꎬ相对表达量为 １.３±０.２ꎬ差
异有统计学意义( ｔ＝ ７.１８６ꎬＰ<０.０５)ꎻ与之相比ꎬ翼状胬肉

组 ＡＬＫ５ ｍＲＮＡ 的相对表达量(０.１５±０.０８)显著低于正常

结膜组(０. ６ ± ０. １７)ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ４. ８３３ꎬＰ <
０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果与 ＲＴ － ＰＣＲ 基本一致ꎬ
ＡＬＫ１ 在正常结膜组和翼状胬肉组的相对表达量分别为

０.４± ０.１ 和 ０.８ ± ０.２５ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ３.３２７ꎬＰ<
０.０５)ꎻＡＬＫ５ 的蛋白相对表达量由正常结膜组的 ０.３５ ±
０.１３下降为 ０.０５±０.０２ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ４.７２２ꎬＰ<
０.０５)ꎮ
３讨论

翼状胬肉是一种常见的眼表疾病ꎬ病变首先是角膜缘

上皮细胞的向心性生长ꎬ随后出现以成纤维细胞活化为特

征的鳞状上皮化生ꎬ伴有新生血管生长、炎症细胞浸润和

细胞外基质重塑ꎮ 翼状胬肉的发病机制尚未明确ꎬ炎症反

应、氧化应激、细胞增殖和凋亡、ＥＭＴ 都可能参与了翼状

胬肉的发生发展过程[７]ꎮ 根据翼状胬肉的生长倾向ꎬ有研
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图 ２　 使用免疫组化检测 ＡＬＫ５ 在正常结膜组织和翼状胬肉组织中的表达 　 Ａ、Ｂ: ＡＬＫ５ 主要表达于正常结膜组织的上皮细胞基底

层ꎬ以细胞核深染为主ꎻＣ、Ｄ:翼状胬肉上皮基底层仅见少量细胞表达 ＡＬＫ５ꎮ

图 ３　 ＲＴ－ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ检测 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ｍＲＮＡ、蛋白在结膜和胬肉组织中的表达(ｎ＝５) 　 Ａ:两组 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ ｍＲＮＡ 表

达电泳图ꎻＢ:两组间 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ ｍＲＮＡ 的相对表达量比较ꎻＣ:两组 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 蛋白表达检测结果ꎻＤ:两组间 ＡＬＫ１、ＡＬＫ５ 蛋白的

相对表达量差异ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

究表明翼状胬肉可能是一种增生性疾病ꎬ不过这种增生受
到机体精确的调控ꎬ使其不能像肿瘤组织一样无限制的生

长[８]ꎮ 在这种调控过程中ꎬ ＴＧＦ － β１ 信号通路诱导的

ＥＭＴ、肌成纤维细胞的激活可能起到关键作用ꎮ ＴＧＦ－β１
可以通过其受体控制一系列转录因子来促进 ＥＭＴꎬ这些

转录因子抑制上皮细胞表型(细胞连接和极性复合物成

分)的表达ꎬ并增强间充质细胞表型(基质金属蛋白酶ꎬ纤
维黏连蛋白、波形蛋白)的表达[９]ꎮ

ＴＧＦ－β１ 信号通路在眼部的发育、损伤修复和新生血

管形成中发挥着重要的作用ꎬ李晓文等[１０] 发现 ＴＧＦ－β１
可促进视网膜色素上皮层细胞的增殖、迁移和向成纤维细
胞转化ꎬ并能激活细胞内的 ＡＬＫ５、ＶＥＧＦ 等信号分子ꎻ而
在角膜感染或外伤的病理改变中ꎬＴＧＦ－β１ 信号通路也参

与调控着炎症细胞浸润、成纤维细胞活化、角膜瘢痕形成

等各个过程[１１]ꎮ Ｗｉｌｓｏｎ 等[１２] 观察到 ＴＧＦ－β 信号通路相

关分子在翼状胬肉中的表达ꎬ在角膜缘基质中有ＴＧＦ－β１
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的表达ꎬ在中央和周围角膜中 ＴＧＦ－β２ 和 β３ 的表达ꎮ 正
常结膜组织 ＴＧＦ－β 的表达比翼状胬肉组织弱得多ꎬ在三
种 ＴＧＦ－β 亚型中ꎬＴＧＦ－β１ 在体外培养的翼状胬肉成纤
维细胞中过表达[９]ꎬ羊膜可抑制 ＴＧＦ－β 受体以及培养的

成纤维细胞中 ＴＧＦ－β ｍＲＮＡ 的表达[１３]ꎬ尽管这些研究表

明 ＴＧＦ－β 本身在翼状胬肉的纤维血管生长中很重要ꎬ但
三种 ＴＧＦ－β 及其受体在翼状胬肉中的表达和作用模式尚
未完全确定ꎮ

ＡＬＫ 是一类丝氨酸－苏氨酸激酶ꎬ作为 ＴＧＦ－β / 骨形

态发生蛋白(ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＢＭＰｓ)超家族配
体的Ⅰ型细胞表面受体ꎬＡＬＫ 主要表达于血管内皮细胞ꎬ
在血管生成和内皮细胞增生迁移中发挥关键作用ꎬ但在其

它类型的细胞中也有表达[１４]ꎮ ＴＧＦ－β１ 与 ＡＬＫ 结合后ꎬ
活化的 ＡＬＫ 与不同类型的 Ｓｍａｄ 蛋白形成复合体ꎬ激活胞
内 Ｓｍａｄ 蛋白磷酸化ꎬ磷酸化的 Ｓｍａｄ 离开原复合体ꎬ在
ＤＮＡ 结合辅助因子的帮助下进入胞核内ꎬ与 ＤＮＡ 上的
Ｓｍａｄ 结合元件结合ꎬ在转录因子协同下启动靶基因的转
录ꎬ以此来调节机体的生理和病理过程[１５]ꎮ ＡＬＫ１ 和

ＡＬＫ５ 是研究最多的 ＡＬＫꎬＡＬＫ１ 下游 Ｓｍａｄ 信号分子主要
是 Ｓｍａｄ１ / ５ / ８ꎬＡＬＫ５ 下游主要是 Ｓｍａｄ２ / ３ꎮ 在细胞因子
调控网络中ꎬＡＬＫ１ / ＡＬＫ５ 可能发挥完全不同的作用ꎬ比如
在脑组织受损时ꎬＡＬＫ１－ｐ－Ｓｍａｄ１ 发挥神经保护作用ꎬ而
ＡＬＫ５－ｐ－Ｓｍａｄ２ / ３ 则起到促癫痫发生作用[１６]ꎻ在培养的
人软骨细胞中ꎬＡＬＫ５ 促进细胞外基质(胶原蛋白、纤维黏

连蛋白等)的合成ꎬ而 ＡＬＫ１ 抑制了这一过程ꎬ内皮糖蛋白
可能参与调控 ＡＬＫ１ / ＡＬＫ５ 的表达平衡[１７]ꎻ在培养的大动

脉内皮细胞中ꎬＡＬＫ５ 诱导其成为富含肌动蛋白的足体细
胞ꎬ以促进血管新生ꎬ而 ＡＬＫ１ 抑制这一过程[１８]ꎻ在硬皮病

成纤维细胞中ꎬ已有研究表明ꎬＡＬＫ１－ｐ－Ｓｍａｄ１ 途径促进
细胞外基质的合成ꎬ 但在肾成纤维细胞中ꎬ 高 表 达
Ｓｍａｄ２ / ３反而促进细胞表达更多的Ⅰ型胶原和纤维连接
蛋白[１９]ꎮ

在已有的研究中ꎬ并未报道过 ＴＧＦ－β１ 受体 ＡＬＫ１ 和
ＡＬＫ５ 在翼状胬肉中的差异表达ꎮ 我们通过免疫组织化
学染色和 ＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 的方法评估了 ＴＧＦ－β１ 受

体 ＡＬＫ１ 和 ＡＬＫ５ 在翼状胬肉中的表达ꎬ结果显示ꎬ与正常
结膜相比ꎬ翼状胬肉 ＡＬＫ１ 的表达明显增强ꎬ而 ＡＬＫ５ 的表
达减弱ꎮ ＡＬＫ１ 和 ＡＬＫ５ 主要表达于上皮细胞基底层ꎬ这
与前述报道中 ＴＧＦ－β 信号通路通过诱导 ＥＭＴ 促进胬肉

的发展相一致ꎮ 一般认为ꎬ翼状胬肉来源于结膜ꎬ与正常
结膜的主要区别在于胬肉处于精确调控的增殖状态ꎬ而结
膜的新陈代谢处于动态平衡ꎮ 由于信号通路调控网络的
复杂性ꎬＡＬＫ１ 在胬肉组织ꎬ尤其是胬肉上皮细胞的表达

增强ꎬ或许是胬肉中细胞增殖活化、细胞外基质合成增加、
血管新生的原因ꎬ亦或是结果ꎮ ＡＬＫ１ 在胬肉组织中的活
化抑制了 ＡＬＫ５ 的表达ꎬ可能是负反馈调节的一种方式ꎬ
降低了 ＡＬＫ５ 下游信号分子的激活ꎬ具体的调控过程有待
于进一步研究ꎮ

本研究的不足之处在于:(１)没有对 ＡＬＫ 的上下游信
号分子ꎬ比如不同类型的 Ｓｍａｄ 在翼状胬肉与正常结膜中
的表达差异进行阐述ꎻ(２)本研究在获取胬肉标本时并未
区分胬肉的生长状态ꎬＡＬＫ 的表达强度在进展期的胬肉

与静止期的胬肉中或许会有所差别ꎬ这代表着胬肉不同活
动期在分子生物学层面的精确调控ꎬ这或许可以推断免疫
组化结果中 ＡＬＫ 在翼状胬肉中的染色阳性细胞比例有较
大的差异的原因ꎬ该推论需要进一步实验加以验证ꎮ

细胞外基质的不同组分体现了成纤维细胞的功能ꎬ研
究显示ꎬ结膜和胬肉组织的细胞外基质表达是有差异的ꎬ
主要表现为胬肉组织高表达Ⅰ型胶原蛋白ꎬ而正常结膜组
织高表达Ⅳ型胶原蛋白ꎬ除此之外ꎬ胬肉组织中基质金属
蛋白酶(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＭＭＰ)的表达比结膜组织

要高得多[２０－２１]ꎬ这种表达差异或许可以通过 ＴＧＦ－β 在结
膜和胬肉中结合不同的 ＡＬＫ 受体ꎬ进而激活不同的信号
转导通路进行解释ꎮ 有研究表明使用 ＴＧＦ－β 受体的抑制

剂可以降低翼状胬肉成纤维细胞中 ＭＭＰ－１ 的表达ꎬ但文
中并没有区分是哪一种类型的 ＴＧＦ－β 受体[２２]ꎮ 进一步

的研究ꎬ比如使用 ＡＬＫ１ 抑制剂能否抑制胬肉成纤维细胞
的激活ꎬ甚至诱导其向结膜成纤维细胞转化ꎬ将会是一个
有趣的课题ꎮ 鉴于单纯翼状胬肉切除术后复发率偏高的
问题ꎬ在翼状胬肉切除术后ꎬ或许可以局部使用 ＡＬＫ１ 抑
制剂以减少成纤维细胞的激活ꎬ从而降低复发率ꎬ当然由

于 ＴＧＦ－β 信号通路的复杂性和双向调节性ꎬ有必要进行
更深入的分子生物学研究ꎬ以期从根本上揭示翼状胬肉的
发病机制ꎬ为翼状胬肉的预防和治疗提供新的思路ꎮ
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ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＴＧＦ － β － ｉｎｄｕｃｅｄ Ｓｍａｄ２ / ３ ａｎｄ Ｓｍａｄ１ / ５ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ. Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒ Ｃａｒｔｉｌ ２０１０ꎻ １８
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ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ ２０１４ꎻ３４(２４):４３８９－４４０３
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