结膜杯状细胞内Ca2+信号通路对干眼患者黏蛋白分泌影响的研究进展
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摘要
干眼是由多因素引起的慢性眼表疾病，由泪膜不稳定、眼表微环境失衡导致，可伴有眼表炎症和损伤以及神经感觉异常。泪膜不稳定是其的核心特征。黏蛋白是泪膜的重要组成部分，具有稳定泪膜的作用，其分泌减少以及结构的改变引起干眼的发生发展。细胞质内Ca2+信号是控制外分泌腺分泌水液及酶的关键，Ca2+信号减少可引起干眼。结膜杯状细胞是分泌黏蛋白的主要细胞，可通过激活细胞内PLC-IP3-Ca2+通道、RyRs通道、cAMP信号通路、P2X受体、BLT1和ChemR23受体、胆碱能受体、ALX信号通路等增加Ca2+的含量，加速黏蛋白颗粒的补充，从而减轻干眼症状，Ca2+信号通路可能为治疗干眼的重要靶点。文章对黏蛋白在干眼中的作用及Ca2+信号对结膜杯状细胞的黏蛋白分泌的影响进行综述。
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Progress in the effects of Ca 2+ signaling on mucin secretionin conjunctival goblet cells in dry eyes
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Abstract: Dry eye is a chronic ocular surface disease caused by multiple factors. It is caused by the instability of the tear film and the imbalance of the microenvironment of the ocular surface, and may be accompanied by ocular surface inflammation, damage, and abnormal nerve sensation. The instability of the tear film is its core characteristic. Mucin is an important component of the tear film and plays a role in stabilizing the tear film. The reduction of its secretion and the change of its structure lead to the occurrence and development of dry eye. The intracellular Ca2+ signal is the key to controlling the secretion of water and enzymes by exocrine glands. A decrease in the Ca2+ signal can cause dry eye. Conjunctival goblet cells are the main cells that secrete mucin. By activating the intracellular PLC-IP3-Ca2+ channel, RyRs channel, cAMP signaling pathway, P2X receptor, BLT1 and ChemR23 receptors, cholinergic receptor, and ALX signaling pathway, the content of Ca2+ can be increased, and the replenishment of mucin granules can be accelerated, thereby relieving the symptoms of dry eye. The Ca2+ signaling pathway may be an important target for the treatment of dry eye. This article reviews the role of mucin in dry eye and the influence of the Ca2+ signal on the secretion of mucin by conjunctival goblet cells. 
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0 引言
干眼为多因素引起的慢性眼表疾病，是由泪液的质、量及动力学异常导致的泪膜不稳定或眼表微环境失衡，可伴有眼表炎症反应、组织损伤及神经异常，造成眼部多种不适症状和（或）视功能障碍[1]。亚洲干眼协会认为泪膜不稳定是干眼的核心特征。炎症、泪液高渗、干燥环境、睑板腺功能障碍、衰老、角膜接触镜的佩戴、屈光手术、结膜松弛以及长时间使用视频显示终端瞬目次数减少、眼睑闭合不全等因素均会影响泪膜的黏蛋白层、水液层和脂质层中的一层或多层，引起泪膜不稳定[2-3]。黏蛋白由结膜杯状细胞、角结膜上皮细胞及泪腺细胞分泌，是泪膜的重要组成部分，其进入微环境与水结合形成粘液-水凝胶，有助于维持泪膜稳态，黏蛋白的结构、表达模式的改变与干眼的致病过程密切相关[4]。
Ca2+是一种普遍且多能的细胞信号分子，可控制胞内多个不同的过程。胞质Ca2+信号对于控制外分泌腺液体和酶的分泌至关重要，Ca2+信号通路通过细胞质中Ca2+水平的升高和降低进行控制。细胞质中的Ca2+水平的调节以内质网为中心，通过与线粒体、溶酶体等细胞器以及质膜协调互作，共同维持细胞内Ca2+稳态[5-6]。有研究表明Ca2+稳态失衡可导致泪腺疾病或角膜上皮损伤延迟愈合[7-8]，激活电压门控Ca2+通道（voltage-gated calcium channels，VGCCS）可加速黏蛋白颗粒的补充[9]。本文对黏蛋白在干眼中的作用及Ca2+信号对结膜杯状细胞的黏蛋白分泌的影响进行综述。
1 黏蛋白的分类和作用及与干眼的关系
1.1 黏蛋白的分类及作用  黏蛋白由高度糖基化的亲水蛋白家族组成，可分为跨膜型黏蛋白和分泌型黏蛋白，其中分泌型黏蛋白又可分为成胶型黏蛋白和可溶性黏蛋白[10]。
1.1.1 跨膜型黏蛋白  跨膜型黏蛋白是一种单体黏蛋白，包括MUC1、MUSC4、MUC13、MUC15、MUC16、MUC17、MUC20，具有较短的胞质尾区和嵌入上皮细胞脂质双分子层的跨膜结构，主要在角膜和结膜上皮中表达[11]，具有维持泪膜稳定[12]，降低泪液的蒸发[13]，防止细菌感染、抵御感染因子和外来颗粒，维持上皮完整性[12，14]以及信号传导等作用。
1.1.2 分泌型黏蛋白  成胶型黏蛋白主要包括MUC5AC、MUC2、MUC19，其在黏蛋白主干的N端和C端有多种富半胱氨酸结构[11]。MUC5AC由结膜杯状细胞分泌，是眼表最丰富的成胶型黏蛋白[15]，其可使泪层更容易流动，从而防止持续高粘度可能对角膜上皮造成的损伤[16]，并能够消除碎片和病原体。
可溶性黏蛋白包括MUC7和MUC9，是一种可溶性单体分泌型黏蛋白，主要由泪腺细胞、结膜上皮鳞状细胞分泌[9]。
1.2 黏蛋白与干眼的关系  干眼是一种慢性炎症性疾病，是眼表免疫稳态失衡的结果。泪液渗透压的升高可引起眼表细胞形态学的改变，触发眼表炎症的级联反应，还可造成分泌黏蛋白的杯状细胞丢失，从而加剧泪膜的不稳定性，并进一步提高泪膜的高渗透压，形成一个闭合的恶性循环[17]。当眼表高渗透压破坏角结膜上皮结构，可造成杯状细胞密度降低和MUC5AC表达水平下降，导致泪膜稳定性下降[18]。有研究[19]表明结膜杯状细胞密度下降、MUC5AC分泌减少与干眼严重程度密切相关。Zhang等[20]发现干眼患者中的MUC5AC表达与OSDⅠ呈负相关，与TBUT呈正相关。欧阳维杰等[21]在研究中发现轻中度干眼患者结膜黏蛋白MUC1与MUC16 mRNA表达水平升高，根据OSDⅠ症状分级，轻中度干眼以MUC1表达升高为主，重度干眼主要以MUC16表达升高为主。MUC1 mRNA表达与患者TBUT、角结膜染色评分等体征相关，MUC16 mRNA表达与患者的生活质量，如视网膜模糊症状评分、阅读时症状加重评分、开车影响程度评分、使用计算机及看电视影响程度评分相关。Choi等[22]通过结膜印记细胞检查分析正常组和干眼组跨膜型蛋白的表达，发现干眼组MUC1的表达最高，MUC4表达高于正常组，MUC16的表达低于正常组（均P＜0.0001）。
在干眼早期眼表系统会产生多种适应性机制，如增加眨眼频率、产生泪液、增加黏蛋白释放等，当触发副交感神经时结膜杯状细胞向细胞外释放黏蛋白颗粒，黏蛋白进入微环境与水结合形成粘液-水凝胶，稳定眼表泪膜[9]。跨膜型黏蛋白上调表达可能由炎性介质诱导的黏液丢失区域的补偿性反应，疾病的后期才发生结膜上皮细胞、杯状细胞数量减少和黏蛋白分泌的异常[23]。因此，黏蛋白水平可能会随着疾病的进展而变化，早期可能为代偿性黏蛋白分泌增加，在疾病的慢性阶段黏蛋白分泌减少。	Comment by shan杉: 是慢性阶段还是后期？请核实确认此处是否无误？
2 Ca2+信号通路对结膜杯状细胞黏蛋白分泌的调节作用
2.1 胞内Ca2+信号通路的分子机制  细胞为了生存和发挥功能必须正确地识别和响应各种胞外刺激，这些胞外刺激主要由第一信使感知。第一信使作为细胞间通讯的信号分子不进入细胞内，通过与特定的细胞受体结合，激活胞内的信号系统，胞内的信号由第二信使介导，其中包括环腺苷酸、环鸟苷酸、Ca2+、肌醇三磷酸等。Ca2+是细胞内最普遍、最重要的信使物质之一，参与了胞内多种生理活动，其在内质网和线粒体中分布较多，因此内质网和线粒体被称为“钙库”。Ca2+作为细胞信使的基础是胞浆与胞内钙库或胞外钙离子之间存在浓度梯度差。当某种刺激使胞内钙离子浓度大幅度增加时，Ca2+与蛋白受体结合并将信号传递给下游通路。质膜、液泡膜、内质网膜、质体、线粒体上都存在跨膜的Ca2+电化学梯度。
2.2 Ca2+信号通路促进结膜杯状细胞分泌黏蛋白的作用机制  Ca2+减少与干眼密切相关，动物实验发现IP3R同工酶2和3的蛋白水平降低，IP3R介导的Ca2+释放减少，导致小鼠干眼形成[24]。泪膜中的黏蛋白主要由结膜杯状细胞分泌，Ca2+是结膜杯状细胞中黏蛋白分泌的有效刺激剂。
[bookmark: _GoBack]2.2.1 激活磷脂酶C-肌醇1,4,5-三磷酸-Ca2+通道  Ca2+信号级联是一系列复杂的分子机制，它将细胞外化学和机械刺激转导为从细胞内储存的Ca2+或外环境的Ca2+流入。通常化学刺激（激素、中性粒细胞递质、外源性物质）与G蛋白耦联受体结合激活磷脂酶C（phospholipase C，PLC），活化的PLC催化磷脂酰肌醇二磷酸（phosphatidylinositol bisphosphate，PIP2）分解为肌醇1,4,5-三磷酸（trisphosphate，IP3）和二酰基甘油（diacylglycerol，DAG）。IP3与内质网膜上的受体肌醇三磷酸受体（inositol triphosphate receptors，ITPRS）结合，触发Ca2+从内质网释放，使Ca2+局部增高进而调节大量效应因子的功能，包括其他离子通道、Ca2+调节酶、细胞骨架蛋白和转录因子[25]。Takano等[26]发现外分泌细胞受到刺激后可通过IP3刺激Ca2+增加，且Ca2+信号可在临近的细胞传播。蛋白膜联蛋白A1(annexin A1，AnxA1)是一种促进炎症消退的介质，其通过激活PLC信号通路以增加Ca2+浓度并刺激结膜杯状细胞分泌黏蛋白[27]。分解素（resolvins，Rvs）是从炎症渗出物中分离出来一种物质。Botten等[28-29]进行RvD2对结膜杯状细胞作用的研究中发现其可激活PLC通路，使PLC水解成IP3和DAG，IP3与内质网上的受体结合释放储存在细胞内的Ca2+，增加黏蛋白的分泌。	Comment by shan杉: 此处可否写为“激活磷脂酶C/肌醇1,4,5-三磷酸/Ca2+通道”
P2Y家族与特定的G蛋白耦连，其中P2Y2受体与Gq耦连，激活该受体可刺激PLC和IP3增加，从而引起Ca2+从内质网中释放，增加黏蛋白和水的分泌。有研究[30]发现P2Y2受体、P2Y4受体和P2Y6受体存在于大鼠结膜杯状细胞中，Fjærvoll等[30]通过体外实验证实P2Y受体表达增加可使Ca2+浓度从486±85 nM上升至1202±102 nM，并诱导黏蛋白分泌，有助于泪膜稳定，可作为治疗干眼的新靶点。DA-6034属于黄酮类化合物，Lee等[31]研究发现其可通过P2Y受体刺激Ca2+升高诱导黏蛋白基因表达以及分泌细胞数量增加，从而引起黏蛋白分泌增加。地夸磷索钠（diquafosol tetrasodium，DQS）是一种嘌呤能P2Y2受体激动剂，临床报告[32]表明DQS滴眼液与人工泪液相比可以显著增加泪液中的脂质层厚度（P＜0.05）且延长泪膜破裂时间（P＜0.001），Endo等[33]发现DQS可能通过P2Y2受体增加细胞内的Ca2+信号通路，从而促进了分泌细胞成熟及总胆固醇的释放。	Comment by shan杉: nmol/L?
2.2.2 Ryanodine通道  Ryanodine受体（ryanodine receptors，RyRs）主要位于细胞肌浆/内质网上，受Ca2+、Mg2+、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）、蛋白激酶A（protein kinase A，PKA）、环状ADP-核糖（cyclic ADP-ribose，cADPr）和钙调素等多种离子和活性分子调控，属于IP3Rs相关的家族。它们受细胞质Ca2+的升高所控制，这一过程被称为钙诱发性钙释放（calcium-induced calcium release，CICR），是引起各种细胞再生Ca2+波的机制[34]。目前RYRs调节Ca2+的功能主要在肌肉、心肌、神经细胞中进行研究。Yang等[4]发现DA-6034可通过RyRs增加细胞内Ca2+，改善人结膜上皮细胞分泌黏蛋白。Fjaervoll等[35]发现ATP和苯甲酰-ATP（benzoylbenzoyl-ATP，BzATP）可诱导大鼠结膜杯状细胞中的游离胞质Ca2+浓度增加引起黏蛋白分泌，单独采用RYR受体抑制剂可降低Ca2+浓度，抑制剂浓度增加可诱导结膜杯状细胞死亡；通过定量逆转录聚合酶链式反应（quantitative reverse transcription polymerase chain reaction，RT-PCR）可在结膜杯状细胞内检测到RYR3的mRNA，但其仅在大鼠结膜杯状细胞中的表达有统计学意义（P＜0.001）。因此RYR3为结膜杯状细胞中Ca2+的重要调控因子，但其是否在人结膜杯状细胞中表达仍需进一步证实。
2.2.3 环磷酸腺苷信号通路  环磷酸腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）和Ca2+信号通路之间存在大量的交互作用。线粒体内Ca2+的升高激活可溶性腺苷环化酶，从而导致线粒体基质中钙离子依赖性的cAMP形成，cAMP的形成增强了细胞质Ca2+向线粒体基质的转移[36]。活化的PKA可使具有多种细胞功能的靶蛋白发生磷酸化，例如其可直接使IP3R磷酸化，从而释放细胞内Ca2+浓度。cAMP还能通过激活GTPaseRap2B，在不依赖PKA和PLC的情况下，激活IP3R等蛋白，从而使内质网释放Ca2+；升高的Ca2+会刺激黏蛋白的分泌。Botten等[37]证实cAMP在结膜杯状细胞黏蛋白分泌中具有直接作用。RvD2可增加cAMP以激活PKA，PKA抑制剂干预后Ca2+浓度降低了89.6%±1.8%（P=0.03），结膜杯状细胞的黏蛋白分泌减少了92.8%±17.6%（P=0.04），进而证实PKA可增加Ca2+浓度并诱导黏蛋白分泌。
2.2.4 P2X受体  P2X受体是由3个亚基形成的ATP门控非选择性阳离子通道，激活时会增加细胞对Ca2+、Na+和K+的通透性。P2X受体作为胞吐作用和细胞分泌的调节因子，受到越来越多的关注。有研究表明在P2X4受体在分泌性气道上皮细胞，尤其是在杯状细胞中表达，且P2X4受体的激活会增强ATP诱导的细胞内Ca2+升高，增加黏蛋白分泌[38]。Fjærvoll等[39]认为P2X受体均存在于大鼠结膜杯状细胞中，但只有激活P2X4受体可增加Ca2+浓度引起黏蛋白分泌，有助于泪膜稳态和预防眼表疾病。
2.2.5 BLT1和ChemR23受体  BLT1是一种独特的G蛋白偶联受体，其胞内结构域的C端尾部并非半胱氨酸残基，而是具有一个螺旋结构域，该结构域在促炎症介质白三烯B4（leukotriene B4，LTB4）结合后会致使BLT1失活。研究发现LTB4的主要信号通路是Gi/o样通路，该通路可激活PLC并释放IP3，从而使细胞内Ca2+升高，同时Gq类亚基也与BLT1受体相关联[40]。ChemR23受体同样是一种Gi/o偶联受体，它能抑制腺苷酸环化酶、升高Ca2+并激活p44/p42丝裂原活化蛋白激酶（ERK1/2）[41]。动物实验研究已证实RVE1可防止干眼炎症进展，体外细胞实验研究发现其可通过ChemR23受体、BLT1受体来增加Ca2+浓度，刺激结膜杯状细胞分泌黏蛋白[42]。
2.2.6 胆碱能受体  在正常情况下，结膜杯状细胞分泌受到传出副交感神经系统的神经控制。有研究发现干扰素γ引起干眼黏蛋白缺乏的机制除通过阻断细胞增殖及刺激细胞凋亡引起结膜杯状细胞的减少外，还通过阻断胆碱能受体激动剂介导的Ca2+增加引起正常结膜杯状细胞细胞黏蛋白分泌减少[43]。胆碱能受体激动剂通过激活G蛋白——Gαq/11传递信号，进而激活PLC-IP3-Ca2+通道，提高细胞内Ca2+浓度并激活细胞外调节激酶ERK1/2，增加高分子量糖缀合物，如MUC5AC的分泌。Hodges等[44]发现在结膜杯状细胞中表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）可增加Ca2+并激活EGK1/2刺激黏蛋白分泌，这种作用机制与胆碱能激动剂类似。胆碱能激动剂激活毒蕈碱受体1、2和3，触发解聚素金属蛋白酶（metalloproteinase，ADAM）17，ADAM17通过胞外域脱落，释放出EGF，其激活EGF受体会增加细胞内Ca2+浓度，并诱导ERK1/2的活性，从而刺激黏蛋白的分泌。Kaye等[45]发现RvD1通过激活EGF受体增加Ca2+，从而激活ERK1/2并刺激黏蛋白分泌。
[bookmark: OLE_LINK1]2.2.7 ALX信号通路  在结膜杯状细胞内，ALX信号通路激活可以激活磷脂酶（PL）D、PLC和PLA2。PLD激活PKC；PLC引起DAG和IP3的产生，DAG激活PKC，而IP3引起Ca2+从细胞内储存中释放，激活ERK 1/2；PLA2可直接引起Ca2+的释放。细胞内CICR/钙调蛋白激酶，所有途径都会引起黏蛋白分泌。Hodges等[46]发现脂氧素A4（lipoxin A4，LXA4）通过ALX信号通路激活PLC、PLD和PLA2以及下游分子PKC、ERK 1/2和Ca2+/钙调蛋白依赖性激酶，以增加Ca2+浓度和黏蛋白分泌，结膜杯状细胞可对LXA4做出反应以维持眼表的稳态。LXA4可能是治疗干眼症的一种新方法。	Comment by shan杉: 此句不通顺，所有途径是指什么？请重新组织语言。
3 小结
黏蛋白具有维持泪膜稳定的功能，其分泌减少可导致泪膜不稳定从而引起干眼的发生发展，因此促进黏蛋白的分泌是干眼的治疗方式之一。泪膜内的成胶型黏蛋白主要为结膜杯状细胞分泌，Ca2+作为重要的第二信使可促进黏蛋白的产生，达到稳定泪膜、治疗干眼的目的。激活Ca2+信号通路的上游通路及受体较多，如PLC-IP3-Ca2+通道、RyRs通道、cAMP信号通路、P2X受体、BLT1和ChemR23受体、胆碱能受体、ALX信号通路等。目前针对Ca2+信号通路促进黏蛋白分泌治疗干眼的研究较少，干预的药物多为促炎症消退介质，且多为动物及体外研究，尚未进行临床研究，不能确定其治疗干眼的疗效。因此针对黏蛋白缺乏型干眼，Ca2+信号通路及其上游通路均为治疗的重要靶点，并可根据此机制进行新药研发。
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