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基金项目:国家自然科学基金项目(Ｎｏ.８２１６０１９７)
作者单位:(５４１００１)中国广西壮族自治区桂林市ꎬ桂林医学院附
属医院眼科
作者简介:晁荣荣ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向:眼视光学ꎮ
通讯作者:郑柳ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ主治医师ꎬ研究方向:白内障.
６２６８３８２９５＠ ｑｑ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２４－０３－１９ 　 　 修回日期: ２０２５－０１－０２

摘要
目的:探讨胰岛素样生长因子－１(ＩＧＦ－１)对人巩膜成纤维
细胞(ＨＳＦ)分泌转化生长因子－β２(ＴＧＦ－β２)、基质金属
蛋白酶－２(ＭＭＰ－２)、缺氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)的影响
及其机制ꎮ
方法: 分 别 使 用 ＩＧＦ － １ 和 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通 路 抑 制 剂
ＬＹ２９４００２ 培养细胞ꎬ采用 ＣＣＫ－８ 法检测细胞活力ꎬ确定
药物的最佳作用浓度和时间ꎮ 采用细胞划痕法观察细胞
迁移活性ꎮ 为明确 ＩＧＦ－１ 对 ＨＳＦ 细胞的影响以及 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 通路在其中的调控作用ꎬ将细胞分为对照组(不含药
物)、ＩＧＦ － １(８０ μｇ / Ｌ)组、ＩＧＦ － １ ＋ＬＹ２９４００２(８０ μｇ / Ｌ ＋
５ ｍｍｏｌ / Ｌ)组、ＬＹ２９４００２(５ ｍｍｏｌ / Ｌ)组ꎬ培养 ２４ ｈꎻＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 的
蛋白表达水平ꎻ细胞免疫荧光检测 ＴＧＦ －β２、ＭＭＰ － ２、
ＨＩＦ－１α的荧光表达ꎮ
结果:ＣＣＫ－８ 结果显示不同浓度 ＩＧＦ－１ 培养的细胞活力
以 ８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 组最高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且在不同培养时
间下ꎬ以 ２４ ｈ 时 ８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 组细胞活力最高ꎬ因此确
定后续实验中 ＩＧＦ－１ 的浓度为 ８０ μｇ / Ｌꎬ作用时间为２４ ｈꎮ
不同浓度 ＬＹ２９４００２ 培养的细胞活力从 ６ ｈ 起逐渐降低
(均 Ｐ<０.０５)ꎬ根据 ＩＣ５０ 值确定后续实验中 ＬＹ２９４００２ 浓
度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ作用时间为 ２４ ｈꎮ 细胞划痕结果显示ꎬ与
对照组相比 ４０、８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 组细胞迁移率均升高(均
Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组相比 ２.５、５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２ 组细胞
迁移率均降低(均 Ｐ<０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与对
照组相比ꎬ ＩＧＦ － １ 组细胞 ＴＧＦ － β２、ＭＭＰ － ２、 ＨＩＦ－１α、
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 的蛋白表达量均升高ꎬＬＹ２９４００２ 组的蛋白表达
量均下降(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＩＧＦ－１ 组比较ꎬＩＧＦ－１＋ＬＹ２９４００２
组的 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋白表达量表
达均下降(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 细胞免疫荧光结果显示ꎬ与对照
组相比ꎬＩＧＦ－１ 组细胞 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α的荧光
表达均升高ꎬ ＬＹ２９４００２ 组的荧光表达均下降 (均 Ｐ <
０.０５)ꎻ与 ＩＧＦ－１ 组比较ꎬＩＧＦ－１＋ＬＹ２９４００２ 组的 ＴＧＦ－β２、
ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 荧光表达均显著下降(均 Ｐ<０.０５)ꎮ

结论:ＩＧＦ－１ 促进了人 ＨＳＦ 细胞增殖与迁移ꎻＩＧＦ－１ 可能
通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路上调人 ＨＳＦ 细胞中 ＴＧＦ－β２、
ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 的表达ꎬ参与近视的发生与发展ꎮ
关键词:近视ꎻ人巩膜成纤维细胞(ＨＳＦ)ꎻ胰岛素生长因
子－１(ＩＧＦ－１)ꎻ转化生长因子－β２(ＴＧＦ－β２)ꎻ基质金属蛋
白酶－２(ＭＭＰ－２)ꎻ缺氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２５.２.０４

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１ ｏｎ
ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｙｏｐｉａ－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ
ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｓｃｌｅｒａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

Ｃｈａｏ Ｒｏｎｇｒｏｎｇꎬ Ｄｉｎｇ Ｚｈｉｘｉａｎｇꎬ Ｆａｎ Ｊｉｎｇꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｌｉｕ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８２１６０１９７)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｌｉｎ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００１ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｚｈｅｎｇ Ｌｉｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｌｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００１ꎬ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ. ６２６８３８２９５＠ ｑｑ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２４－０３－１９　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２５－０１－０２

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ － ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ １ ( ＩＧＦ－１) ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ β２ ( ＴＧＦ － β２ )ꎬ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ２
(ＭＭＰ－２) ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ－ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １α (ＨＩＦ － １α) ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｓｃｌｅｒａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ (ＨＳＦ) ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＧＦ － １ ａｎｄ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＬＹ２９４００２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
ＣＣＫ－８ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｒｕｇ
ａｃｔｉｏｎ. Ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ
ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＧＦ－ １ ｏｎ ＨＳＦ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙꎬ ＨＳＦ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｗｉｔｈｏｕｔ ｄｒｕｇｓ)ꎬ ＩＧＦ－ １
(８０ μｇ / Ｌ) ｇｒｏｕｐꎬ ＩＧＦ－ １＋ＬＹ２９４００２ (８０ μｇ / Ｌ＋ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ＬＹ２９４００２ ( ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈꎻ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ －
β２ꎬ ＭＭＰ － ２ꎬ ＨＩＦ－１αꎬ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ＡＫＴ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ － β２ꎬ
ＭＭＰ － ２ ａｎｄ ＨＩＦ － １α ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ － ８ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ ｇｒｏｕｐ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩＧＦ－１ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ (ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－ １ ｇｒｏｕｐ ａｔ ２４ ｈ ｗａｓ
ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅｓ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＧＦ－ １ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ８０ μｇ / Ｌ ｆｏｒ ２４ ｈ.
Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ＬＹ２９４００２ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ６ ｈ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) .
Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ＬＹ２９４００２ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｆｏｒ ２４ ｈ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｓｃｒａｔｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ４０ μｇ / Ｌ ａｎｄ ８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ － １
ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ２. ５ ａｎｄ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＬＹ２９４００２ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) . Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＧＦ － β２ꎬ ＭＭＰ － ２ꎬ ＨＩＦ － １αꎬ ＰＩ３Ｋ
ａｎｄ ＡＫＴ ｉｎ ｔｈｅ ＩＧＦ－ １ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ＬＹ２９４００２ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ ) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＧＦ－１ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＴＧＦ－β２ꎬ ＭＭＰ－ ２ꎬ ＨＩＦ－ １αꎬ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ＡＫＴ ｉｎ ｔｈｅ ＩＧＦ－ １＋
ＬＹ２９４００２ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＧＦ－
β２ꎬ ＭＭＰ － ２ ａｎｄ ＨＩＦ － １α ｉｎ ｔｈｅ ＩＧＦ － １ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＹ２９４００２ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＩＧＦ－１ ｇｒｏｕｐꎬ
ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＧＦ－β２ꎬ ＭＭＰ－２ ａｎｄ ＨＩＦ
－ １α ｉｎ ｔｈｅ ＩＧＦ － １ ＋ ＬＹ２９４００２ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＩＧＦ － １ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＨＳＦ. ＩＧＦ － １ ｍａｙ ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ － β２ꎬ ＭＭＰ － ２ ａｎｄ ＨＩＦ － １α ｉｎ ＨＳＦ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｙｏｐｉａ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｍｙｏｐｉａꎻ ｈｕｍａｎ ｓｃｌｅｒａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ (ＨＳＦ)ꎻ
ｉｎｓｕｌｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ － １ ( ＩＧＦ － １)ꎻ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ － β２ ( ＴＧＦ － β２ )ꎻ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ － ２
(ＭＭＰ－２)ꎻ ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ－１α (ＨＩＦ－１α)

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃｈａｏ ＲＲꎬ Ｄｉｎｇ ＺＸꎬ Ｆａｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｙｏｐｉａ－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｂｙ ｈｕｍａｎ ｓｃｌｅｒａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ
２０２５ꎬ２５(２):１９８－２０５.

０引言
近视是指在调节放松的状态下ꎬ外界平行光线经过眼

屈光介质成像于视网膜之前ꎬ造成视远不清的现象ꎮ 流行
病学统计显示ꎬ当前全球近视患病率超过 ２８.３％ꎬ预测到
２０５０ 年近视人群将占世界人口的 ４９.８％ [１]ꎬ截至 ２０２０ 年ꎬ
我国青少年儿童近视率达到了 ５２.７％ꎬ预计到 ２０５０ 年将
高达 ８４％ [２]ꎬ近视的患病率不仅逐年上升ꎬ且逐渐趋向低
龄化[３－４]ꎮ 根据国际近视协会的分类方法ꎬ在眼调节放松
的前提下ꎬ等效球镜度超过－０.５０ Ｄ 的即发生近视ꎬ超过
－６.００ Ｄ的视为高度近视[５]ꎮ 高度近视常见并发症有视网
膜脱离、黄斑病变、青光眼等眼底病理变化ꎬ具有致盲风
险ꎬ危害巨大[６]ꎮ 因此ꎬ寻找近视的发病原因和有效地防
控手段尤为重要ꎮ 近视的发生是基因与环境共同作用的
结果ꎬ关于近视的发病机制ꎬ学者们曾提出了遗传学说、调

节学说、周边离焦以及巩膜缺氧等多种理论[７]ꎬ而目前研
究认为近视主要通过局部“视网膜－脉络膜－巩膜”途径进
行信号传递ꎬ导致巩膜主动重塑ꎬ眼轴伸长而产生[８－９]ꎬ这
一学说肯定了多种生长因子在近视发生中的重要作
用[１０－１１]ꎮ 目前发现关于巩膜重塑的因子众多ꎬ其中转化
生长因子－β２( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－ β２ꎬＴＧＦ－β２)在
近视患者房水中有明显升高ꎬ并与眼轴长度呈正相关[１２]ꎬ
ＴＧＦ－β２ 可在视网膜色素上皮层、巩膜等眼内组织中广泛
表达ꎬ是影响巩膜重塑的关键信号分子之一ꎮ 而胶原的合
成与降解是巩膜重塑的一个重要代谢变化ꎬ基质金属蛋白
酶(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＭＭＰｓ)是一类能降解细胞外
基质的蛋白水解酶ꎬ其中 ＭＭＰ－２ 能降解巩膜中的Ⅰ型胶
原[１３]ꎬ在临床研究中ꎬ高度近视患者玻璃体中 ＭＭＰ－２ 表
达水平显著升高[１４]ꎬ除此之外ꎬ研究还发现一种缺氧诱导
因子 － １α ( ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ － １αꎬ ＨＩＦ － １α) 能对
ＭＭＰ－２进行调控ꎬ影响巩膜胶原的合成ꎬＨＩＦ－１α 作为一
种转录因子ꎬ能通过增强纤维化转录过程ꎬ导致纤维化的
胶原纤维形成ꎬ使细胞外基质重塑[７]ꎮ 上述研究表明
ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 均是近视性巩膜重塑的关键因
素[１０]ꎬ那么通过干预其上游的信号及转导通路ꎬ减少上述
信号因子在眼部的表达ꎬ或有助于延缓近视ꎮ 近年发现胰
岛素生长因子－１(ｉｎｓｕｌｉｎ ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１ꎬＩＧＦ－１)是一
种调控细胞增殖、分化及凋亡的重要细胞生长因子ꎬ与近
视的发展密切相关[１５－１６]ꎮ 为探究 ＩＧＦ－１ 在近视中的作用
机制ꎬ本研究应用 ＩＧＦ － １ 对人巩膜成纤维细胞( ｈｕｍａｎ
ｓｃｌｅｒａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬＨＳＦ)进行体外培养ꎬ检测在 ＩＧＦ－１ 刺激
下细胞的增殖、迁移以及分泌 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α
的表达ꎬ进而探索 ＩＧＦ－１ 在近视发展过程中的作用机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 ＨＳＦ 购自广州市杏海生物科技有限公司ꎮ 实
验主要试剂与仪器:胎牛血清、ＤＭＥＭ 基础培养基、青链霉
素、０.５ ｇ / Ｌ 胰蛋白酶(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻＩＧＦ － １、ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 信 号 通 路 抑 制 剂 ＬＹ２９４００２ ( 美 国 ＭＣＥ 公 司 )ꎻ
ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 抗体(武汉三鹰生
物科技有限公司)ꎻＢＣＡ 蛋白浓度定量试剂盒(上海碧云
天试剂公司)ꎻ总 ＲＮＡ 提取试剂盒、逆转录试剂盒(莫纳
生物科技有限公司)ꎻＣＣＫ－８ 试剂盒(美国 Ｇｌｐｂｉｏ 公司)ꎻ
ＣＯ２培养箱(美国赛默公司)ꎻ酶标仪(德国艾本德公司)ꎻ
倒置显微镜(日本尼康映像仪器销售公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＨＳＦ 细胞培养和分组 　 ＨＳＦ 细胞使用完全培养基
(ＤＭＥＭ 基础培养基＋体积分数 １０％胎牛血清)培养ꎬ置于
３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养ꎬ待细胞融合至
８０％左右传代ꎮ 倒置显微镜下观察细胞形态并拍照ꎬ取复
苏后 ２－５ 代对数生长期的 ＨＳＦ 细胞ꎬ用于后续实验ꎮ 将
ＨＳＦ 细胞以每孔 ３×１０３ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中ꎬ
待细胞贴壁后ꎬ弃上清ꎬ使用无血清基础培养基配制 ４０、
８０、１００、１６０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ － １ 组和 １. ２５、２. ５、 ５、 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＬＹ２９４００２ 组ꎬ加入细胞孔板中ꎬ对照组细胞只加入不含药
物的无血清基础培养基ꎮ
１.２.２ ＣＣＫ－８ 法检测不同浓度 ＩＧＦ－１ 和 ＬＹ２９４００２ 对
ＨＳＦ 细胞增殖活性的影响　 每个分组均设置 ３ 个以上复
孔ꎮ 分别在药物作用 ６、１２、２４、４８ ｈ 时ꎬ弃上清ꎬ每孔加入
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１００ μＬ 含有 １０％ ＣＣＫ－８ 溶液的基础培养基ꎬ３７ ℃孵育
２ ｈꎬ使用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 吸光度值ꎬ计算不同浓度的
细胞活力ꎬ确定药物对 ＨＳＦ 细胞的作用浓度与作用时间ꎮ
每组实验均至少重复 ３ 次ꎮ 细胞活力 (％) ＝ [( Ａ加药 －
Ａ空白) / ( Ａ对照 － Ａ空白 )] × １００％ ( Ａ加药 为含有细胞、药物、
ＣＣＫ８ 溶液的孔板吸光度值ꎮ Ａ空白为不含细胞ꎬ只含有基
础培养基、ＣＣＫ８ 溶液的孔板吸光度值ꎮ Ａ对照为含有细胞、
ＣＣＫ８ 溶液ꎬ不含药物的孔板吸光度值)ꎮ
１.２.３细胞划痕法检测 ＩＧＦ－１ 和 ＬＹ２９４００２ 对 ＨＳＦ 细胞
迁移的影响　 首先使用记号笔在 ６ 孔板背面用直尺划 ５
条间距相等的横线横穿过孔ꎬ取对数生长期细胞ꎬ以每孔
２×１０５ / ｍＬ 浓度接种细胞ꎬ使 ２４ ｈ 后融合率达到 ９０％左右
为佳ꎬ待细胞贴壁后使用 ２００ μＬ 枪头垂直于孔板背面的
横线在细胞层中划痕ꎬ弃上清ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ除去脱落的
细胞和杂质ꎮ 然后将细胞分为对照组、４０、８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１
组进行培养ꎮ 对照组只加入无血清基础培养基ꎬ ４０、
８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 组分别加入含 ４０、８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 的无血
清基础培养基ꎮ 另外ꎬ将细胞分为对照组、２.５、５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＬＹ２９４００２ 进行培养ꎬ对照组只加入无血清基础培养基ꎬ
２.５、５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２ 组分别加入含 ２. ５、 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＬＹ２９４００２ 的无血清基础培养基ꎮ 加药后的 ０、２４ ｈ 时使
用倒置显微镜拍照记录ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量每组细
胞划痕区的面积ꎬ计算出每组细胞迁移率进行统计分析
[细胞迁移率 ＝ (０ ｈ 划痕面积－２４ ｈ 划痕面积) / ０ ｈ 划痕
面积×１００％]ꎮ
１.２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＧＦ－１ 对 ＨＳＦ 细胞中相关蛋白
表达的影响　 取对数生长期细胞ꎬ以每孔 １.５×１０５ / ｍＬ 接
种于 ６ 孔板ꎬ轻轻晃动培养板ꎬ使细胞分布均匀ꎬ放置培养
箱待细胞完全贴壁ꎬ将 ＨＳＦ 细胞分为对照组ꎬＩＧＦ－１ 组ꎬ
ＩＧＦ－１ ＋ＬＹ２９４００２ 组ꎬＬＹ２９４００２ 组ꎬ分别加入药物培养
２４ ｈ(对照组只加入无血清基础培养基ꎬＩＧＦ－１ 组加入含
８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 的无血清基础培养基ꎬＩＧＦ－１＋ＬＹ２９４００２
组同时加入含 ８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 和 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２ 的无
血清基础培养基ꎬＬＹ２９４００２ 组加入含 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２
的无血清基础培养基)ꎮ 将 ＲＩＰＡ 细胞裂解液、ＰＭＳＦ 溶
液、蛋白磷酸酶抑制剂按 １００∶ １∶ １ 裂解细胞ꎬ使用超声仪
使细胞裂解充分ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 后ꎬＢＣＡ
法测定蛋白浓度并计算样品上样量ꎬ取蛋白上清液ꎬ加入
对应体积的 ４×蛋白上样缓冲液ꎬ混匀后 １００ ℃煮沸１０ ｍｉｎ
使蛋白变性ꎬ保存于－８０ ℃ꎮ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳、转膜后ꎬ使
用 ５％脱脂牛奶室温封闭 １ ｈꎬ１×ＴＢＳＴ 充分洗去封闭液后
４ ℃孵育一抗(ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ)过
夜ꎬ１×ＴＢＳＴ 充分洗膜后室温孵育二抗 １－２ ｈꎬ１×ＴＢＳＴ 充
分洗膜后进行化学发光ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件检测蛋白条带
灰度 值ꎬ 以 ＧＡＰＤＨ 为 内 参 计 算 ＴＧＦ － β２、 ＭＭＰ － ２、
ＨＩＦ－１α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 的蛋白相对表达量ꎮ
１.２.５细胞免疫荧光 　 (１)样本提取:首先将无菌的细胞
爬片放置于 ２４ 孔板中ꎬ每孔提前加入 ５００ μＬ 完全培养
基ꎬ取对数生长期的细胞ꎬ以每孔 ４×１０４ / ｍＬ 接种在 ２４ 孔
板中ꎬ待细胞完全贴壁后ꎬ观察细胞生长状态与密度ꎬ加药
培养细胞 ２４ ｈ(分组方法同 １.２.４)ꎮ (２)细胞固定:取出
２４ 孔板ꎬ用移液枪弃去旧的培养基ꎬ每孔沿壁注入足量的
ＰＢＳꎬ轻柔的晃动孔板清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ加入预冷的

４％多聚甲醛孵育 １０ ｍｉｎ 固定细胞ꎬ结束后每孔加入足量
的 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ (３)通透:每孔加入 ５００ μＬ
０.５％的 Ｔｒｉｔｏｎ－１００ 室温孵育 ２０ ｍｉｎꎬ去除细胞的脂质和部
分蛋白ꎬ更好的暴露抗原ꎬ再加入 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次
５ ｍｉｎꎮ (４)封闭:每孔加入 ５％的 ＢＳＡ 牛血清白蛋白ꎬ封
闭 ３０ ｍｉｎꎮ (５)一抗孵育:弃掉 ＢＳＡ 溶液ꎬ直接加入配制
好的一抗ꎬ放置 ４ ℃ 孵育过夜ꎮ 次日取出后需恢复室温
３０ ｍｉｎꎬ再加入 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ (６)荧光二抗
孵育:在孔内加入荧光二抗工作液ꎬ室温避光孵育 １ ｈ 后ꎬ
加入 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ (７)封片:取出载玻片并
用酒精棉球擦拭干净ꎬ滴加 ＤＡＰＩ 封片液ꎬ用镊子小心取
出 ２４ 孔板中的细胞爬片ꎬ将爬片的细胞面覆盖在载玻片
上面ꎬ注意此过程中不能产生气泡ꎬ将玻片摆放于湿盒中ꎬ
避光孵育 １０ ｍｉｎꎬ使细胞核染色ꎮ (８)发光成像:在荧光
显微镜下观察ꎬ拍摄免疫荧光图像ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析
荧光表达量ꎮ

统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 统计学软件进行

统计分析ꎬ数据以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 多组间比较
采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<
０.０５为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＨＳＦ 细胞形态特征　 ＨＳＦ 细胞系来源于人巩膜组织ꎬ
贴壁生长ꎬ倒置显微镜下观察细胞形态为成纤维细胞样ꎬ
呈突起的纺锤形ꎬ扁平分布ꎬ胞质较少ꎬ细胞核大(图 １)ꎮ
２.２ ＩＧＦ－１对 ＨＳＦ 细胞增殖和迁移的影响　 ＣＣＫ－８ 法检
测显示 ４０、８０、１００、１６０ μｇ / Ｌ 的 ＩＧＦ－１ 培养 ＨＳＦ 细胞后ꎬ
与对照组相比ꎬＩＧＦ－１ 组细胞活力逐渐升高ꎬ以 ８０ μｇ / Ｌ
ＩＧＦ－１ 组细胞活力最高ꎮ 随着 ＩＧＦ－１ 作用时间的延长ꎬ细
胞活力逐渐升高ꎬ且 ２４ ｈ 时 ８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 组细胞活力最
高ꎬ因此选取 ＩＧＦ－１ 的药物浓度为 ８０ μｇ / Ｌꎬ作用时间为
２４ ｈ(图 ２Ａ)ꎮ

细胞划痕实验结果显示ꎬＩＧＦ－１ 培养细胞 ２４ ｈ 时ꎬ对
照组、４０ μｇ / ＬＩＧＦ－１ 组、８０ μｇ / Ｌ ＩＧＦ－１ 组细胞迁移率分
别为 ２４.３７％±１.０５％、４０.３７％±１.７７％、５６.９２％±４.０３％ꎬ细
胞迁移率随着 ＩＧＦ－１ 浓度的升高而升高ꎬＩＧＦ－１ 明显促进
了细胞迁移(图 ２Ｂ、Ｃ)ꎮ
２.３ ＬＹ２９４００２ 对 ＨＳＦ 细胞增殖和迁移的影响 　 ＣＣＫ－８
法结果显示ꎬ１.２５、２.５、５、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２ 作用于 ＨＳＦ
细胞时ꎬ与对照组比较ꎬＬＹ２９４００２ 组细胞活力逐渐降低
(均 Ｐ<０.０１)ꎬ根据 ＩＣ５０ 值ꎬ选择后续实验中 ＬＹ２９４００２ 最
佳药物浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ作用时间为 ２４ ｈ(图 ３Ａ)ꎮ

细胞划痕实验结果显示ꎬＬＹ２９４００２ 培养细胞 ２４ ｈ
时ꎬ对照组、２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２ 组、５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬＹ２９４００２
组细胞迁移率分别为 １６. ８２％ ± ２. １２％、７. ７０％ ± ０. ８０％、
２.６８％±０.７６％ꎬ与对照组比较ꎬＬＹ２９４００２ 明显抑制了细胞
迁移ꎬ差异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)(图 ３Ｂ、Ｃ)ꎮ
２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＳＦ 细胞中相关蛋白的表达 　
ＩＧＦ－１及 ＬＹ２９４００２ 培养 ＨＳＦ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ与对照组相
比ꎬＩＧＦ－１ 组的 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋
白表达量均升高ꎬＬＹ２９４００２ 组的蛋白表达均下降ꎬ差异均
具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＩＧＦ－１ 组相比ꎬＩＧＦ－１＋
ＬＹ２９４００２ 组的 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋
白表达量均下降ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ< ０.０５ꎬ表 １ꎬ
图 ４)ꎮ
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图 １　 倒置显微镜下观察 ＨＳＦ细胞形态　 Ａ:放大倍数为 ４×ꎻＢ:放大倍数为 １０×ꎮ

图 ２　 ＩＧＦ－１ 对 ＨＳＦ细胞增殖和迁移的影响　 Ａ:ＣＣＫ－８ 法检测不同浓度 ＩＧＦ－１ 对 ＨＳＦ 细胞增殖活性的影响ꎻａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ
对照组ꎻＢ:细胞划痕法检测不同浓度 ＩＧＦ－１ 对 ＨＳＦ 细胞迁移的影响ꎻＣ:不同浓度 ＩＧＦ－１ 培养 ＨＳＦ 细胞的迁移率ꎻａＰ<０.０５ꎬｂＰ<
０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

表 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＨＳＦ细胞中相关蛋白的蛋白相对表达量 􀭰ｘ±ｓ
分组 ＴＧＦ－β２ ＭＭＰ－２ ＨＩＦ－１α ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ
对照组 ０.６２±０.０３ ０.５４±０.０３ ０.３４±０.０３ ０.５１±０.０５ ０.５７±０.０３
ＩＧＦ－１ 组 ０.７９±０.０２ｂ ０.６７±０.０３ａ ０.６９±０.０１ｂ ０.６８±０.０３ａ ０.８１±０.０２ｂ

ＩＧＦ－１＋ＬＹ２９４００２ 组 ０.５６±０.０３ｄ ０.４９±０.０３ｄ ０.５８±０.０３ｃ ０.４７±０.０１ｄ ０.６６±０.０２ｃ

ＬＹ２９４００２ 组 ０.４５±０.０２ｂ ０.３９±０.０１ｂ ０.４８±０.０１ｂ ０.３１±０.０１ｂ ０.４３±０.０４ａ

　
Ｆ ３５.３６ ２７.５４ ４４.６１ ２７.３７ ３０.３８
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＩＧＦ－１ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＩＧＦ－１ 组ꎮ

２.５免疫荧光检测各组 ＨＳＦ 细胞中 ＴＧＦ－β２ 和 ＭＭＰ－２
及 ＨＩＦ－１α的表达　 细胞免疫荧光结果显示ꎬ在 ＩＧＦ－１ 和
ＬＹ２９４００２ 作用 ２４ ｈ 后ꎬ 与对照组 比 较ꎬ ＩＧＦ － １ 组 的
ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 荧光表达均升高ꎬＬＹ２９４００２ 组的

ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 荧光表达均降低ꎬ差异均具有统
计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＩＧＦ－１ 组比较ꎬＩＧＦ－１＋ＬＹ２９４００２ 组
的 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 荧光表达降低ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ与 ＷＢ 结果趋势相符(表 ２ꎬ图 ５－７)ꎮ
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图 ３　 ＬＹ２９４００２ 对 ＨＳＦ细胞增殖和迁移的影响　 Ａ:ＣＣＫ－８ 法检测不同浓度 ＬＹ２９４００２ 对 ＨＳＦ 细胞增殖活性的影响ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ 对
照组ꎻＢ:细胞划痕法检测不同浓度 ＬＹ２９４００２ 对 ＨＳＦ 细胞迁移的影响ꎻＣ:不同浓度 ＬＹ２９４００２ 培养 ＨＳＦ 细胞的迁移率ꎻｂＰ<
０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＨＳＦ细胞中相关蛋白的表达　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＳＦ 细胞中 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 蛋白相对表
达量ꎻＢ:蛋白相对表达量的统计学结果ꎻａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＩＧＦ－１ 组ꎮ

表 ２　 免疫荧光检测各组 ＨＳＦ细胞中 ＴＧＦ－β２ 和 ＭＭＰ－２ 及 ＨＩＦ－１α免疫荧光表达量 􀭰ｘ±ｓ
分组 ＴＧＦ－β２ ＭＭＰ－２ ＨＩＦ－１α
对照组 １.００±０.００４ １.０１±０.０２ １.００±０.０３
ＩＧＦ－１ 组 １.１５±０.０３ｂ １.３１±０.０１ｂ １.３７±０.０７ｂ

ＩＧＦ－１＋ＬＹ２９４００２ 组 １.０３±０.００４ｄ １.１０±０.０３ｄ １.１８±０.０３ｃ

ＬＹ２９４００２ 组 ０.９２±０.０１ａ ０.８４±０.０１ｂ ０.７１±０.０１ｂ

Ｆ ３０.５６ １０８.９ ５０.９０
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＩＧＦ－１ 组ꎮ

３讨论
巩膜位于眼球的外壁ꎬ主要由表层的致密结缔组织和

巩膜基质层组成ꎬ在眼球的生长过程中ꎬ巩膜对眼球起着
保护与支撑的作用ꎬ决定了眼球的大小和眼的屈光状态ꎬ

是各类视觉刺激信号的最终靶点ꎬ巩膜重塑可导致眼球生
长过度ꎬ引起近视的发生[８－９]ꎮ 巩膜成纤维细胞位于巩膜
板层之间ꎬ主要功能是巩膜细胞外基质ꎬ并受到多种信号
和通路的调控[１７]ꎮ 在 ＬＩＭ 豚鼠中ꎬ随着诱导时间的延长ꎬ
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图 ５　 各组 ＨＳＦ细胞中 ＴＧＦ－β２ 的表达量　 蓝色荧光 ＤＡＰＩ 核染ꎬ红色荧光标记 ＴＧＦ－β２ 蛋白ꎮ

图 ６　 各组 ＨＳＦ细胞中 ＭＭＰ－２ 的表达量　 蓝色荧光 ＤＡＰＩ 核染ꎬ红色荧光标记 ＭＭＰ－２ 蛋白ꎮ

巩膜成纤维细胞的黏弹性显著增加ꎬ而细胞黏弹性主要由
细胞骨架、结构以及外部压力所决定ꎬ说明在实验性近视
形成的过程中ꎬ巩膜成纤维细胞的形态结构做出了相应的
改变[１８]ꎬ可能与巩膜重塑密切相关ꎮ

ＩＧＦ－１ 是具有调控细胞增殖、分化及凋亡的功能的生
长因子ꎬ能与 ＩＧＦ－１ 受体(ＩＧＦ－１Ｒ)结合ꎬ活化 ＩＧＦ－ＩＲ 的
胞内酪氨酸蛋白激酶ꎬ激活下游信号通路[１９]ꎬ具有调控细
胞增殖分化以及巩膜重塑等生理作用ꎬ在 ＦＤＭ、ＬＩＭ 豚鼠
视网膜和巩膜中ꎬＩＧＦ－１ 的表达均升高[２０]ꎬ在小鸡的玻璃

体内注射 ＩＧＦ－１ 后ꎬ发现其前房、玻璃体腔深度加深ꎬ眼
轴伸长[１５ꎬ２１]ꎬ以上研究表明 ＩＧＦ－１ 与近视具有相关性ꎮ
为进一步研究 ＩＧＦ－１ 影响近视的具体作用机制ꎬ本研究
应用 ＩＧＦ－１ 体外培养 ＨＳＦ 细胞ꎬ观察 ＩＧＦ－１ 对 ＨＳＦ 细胞
增殖与迁移的影响ꎬ结果显示ꎬ加入 ＩＧＦ－１ 组的细胞活力
以及迁移率均逐渐升高ꎬ初步说明 ＩＧＦ－１ 对 ＨＳＦ 细胞的
增殖与迁移能力均具有促进作用ꎬ表明 ＩＧＦ－１ 能够改变
ＨＳＦ 细胞的细胞活性ꎬ这可能对巩膜的生长过程具有一定
的影响ꎮ
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图 ７　 各组 ＨＳＦ细胞中 ＨＩＦ－１α的表达量　 蓝色荧光 ＤＡＰＩ 核染ꎬ红色荧光标记 ＨＩＦ－１α 蛋白ꎮ

　 　 目前发现与 ＩＧＦ－１ 相关的信号通路众多ꎬ其中 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 通路具有调控细胞的生长、增殖、凋亡以及葡萄糖转
运的作用[２２]ꎬ且在近视动物模型中被发现表达持续升
高[２１ꎬ２３－２４]ꎬ而在青光眼的兔模型中ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路与兔
巩膜Ⅰ型胶原的降解联系密切[２５]ꎬ在近视相关研究中ꎬ
ＩＧＦ－１ 可通过 ＳＴＡＴ３ 信号通路使豚鼠巩膜成纤维细胞调
控 ＭＭＰ －２ 的表达升高[２６]ꎬ通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路保护人
ＡＲＰＥ－１９ 细胞免受氧化损伤[２７－２８]ꎮ 结合以往研究ꎬ本研
究推测 ＩＧＦ－１ 可能通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路ꎬ调控某些近视相
关因子的表达ꎬ参与近视的发展过程ꎮ

ＴＧＦ－β２ 是影响巩膜重塑的关键信号分子之一ꎬ可在
视网膜色素上皮层、巩膜等眼内组织中广泛表达ꎬＴＧＦ－β２
在近视患者房水中有明显升高ꎬ并与眼轴长度呈正相
关[１２]ꎬ在动物实验中ꎬ２ 周龄 ＦＤＭ 豚鼠巩膜的 ＴＧＦ－β２ 活
性随诱导时间增加而逐渐升高[２９]ꎮ 在巩膜的重塑过程
中ꎬ胶原的合成与降解是一重要代谢变化ꎬ基质金属蛋白
酶是一类能降解细胞外基质的蛋白水解酶ꎬ其中 ＭＭＰ－２
能降解巩膜中的Ⅰ型胶原[１３]ꎬ在临床研究中ꎬ高度近视患
者玻璃体中 ＭＭＰ－２ 表达水平显著升高[１４]ꎬ此外ꎬ人们还
发现 ＨＩＦ－１α 能对 ＭＭＰ－２ 进行调控[７]ꎬ影响巩膜胶原的
合成ꎬＺｈａｏ 等[３０]通过调控小鼠体内的 ＨＩＦ－１α 表达ꎬ发现
ＨＩＦ－１α 下调后表现出远视状态ꎬ上调则导致了近视发
生ꎮ ＨＩＦ－１α 作为一种转录因子ꎬ能通过增强纤维化转录
过程ꎬ导致纤维化的胶原纤维形成ꎬ使细胞外基质重塑ꎮ
综上所述ꎬＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 是近视性巩膜重塑
的关键因子ꎬ有研究证明 ＩＧＦ－１ 能使 ＲＰＥ 细胞中 ＨＩＦ－１α
的 ｍＲＮＡ 表达水平升高[３１]ꎬ使豚鼠巩膜成纤维细胞的
ＭＭＰ－２ 表达上调[１６]ꎮ 为了进一步研究 ＩＧＦ－１ 对上述因
子的影响ꎬ本研究使用 ＩＧＦ－１ 体外培养 ＨＳＦ 细胞ꎬ检测了
ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ － ２、ＨＩＦ－１α的表达ꎬ发现 ＩＧＦ － １ 促进了
ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α的蛋白和荧光表达ꎬ而在加入
ＬＹ２９４００２ 后ꎬ细胞 ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 的蛋白和荧

光表达则下调ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过细胞实验初步证实了 ＩＧＦ－１

具有促进 ＨＳＦ 细胞的增殖、迁移的作用ꎬ并初次验证了
ＩＧＦ － １ 能通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路调控 ＨＳＦ 细胞中
ＴＧＦ－β２、ＭＭＰ－２、ＨＩＦ－１α 的表达水平ꎮ 但由于本研究是
基于体外培养的细胞模型而展开ꎬ培养过程受到环境和主
观因素的影响ꎬ且样本量较小ꎬ实验具有一定的局限性ꎬ未
来我们将通过动物实验ꎬ进一步在体内验证 ＩＧＦ－１ 参与
近视发生与发展的作用机制ꎬ以期为近视的防控提供新的
思路ꎮ
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