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吡非尼酮对内皮细胞间质转化的抑制作用及机制

廖丁莹１ꎬ付丽丽２ꎬ郑玉萍１ꎬ王丽君１ꎬ李宏松１ꎬ张文怡１ꎬ王建明１ꎬ赵　 琳１

引用:廖丁莹ꎬ付丽丽ꎬ郑玉萍ꎬ等. 吡非尼酮对内皮细胞间质转

化的抑制作用及机制. 国际眼科杂志 ２０２１ꎻ２１(２):２０４－２１０

基金项目:陕西省重点研发计划项目(Ｎｏ.２０１８ＺＤＸＭ－ＳＦ－０４５ꎬ
２０１７ＳＦ－ ２６６)ꎻ西安市科技计划项目 [ Ｎｏ. ２０１７１１６ＳＦ / ＹＸ０１０
(１０)]
作者单位:(７１０００４)中国陕西省西安市ꎬ西安交通大学第二附属

医院１眼科ꎻ２妇产科

作者简介:廖丁莹ꎬ西安交通大学在读博士研究生ꎬ研究方向:眼
底病ꎮ
通讯作者:王建明ꎬ毕业于西安交通大学ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ博士

研究生导师ꎬ研究方向:眼底病、青光眼. ｘａｊｄｗｊｍ＠ １６３.ｃｏｍꎻ赵
琳ꎬ毕业于西安交通大学ꎬ硕士ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:眼底病、
白内障. ｚｈａｏｌｉｎ＿ｘａ＠ １２６.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２０－０８－１４ 　 　 修回日期: ２０２０－１２－３１

摘要

目的: 建 立 缺 氧 诱 导 内 皮 细 胞 的 内 皮 － 间 质 转 化

(ＥｎｄｏＭＴ)模型ꎬ探讨吡非尼酮(ＰＦＤ)在视网膜下纤维瘢

痕形成过程中的抗纤维化作用及机制ꎮ
方法:原代培养人脐静脉内皮细胞ꎬ鉴定后取 ４ ~ ７ 代用于

实验ꎮ ＣｏＣｌ２诱导细胞缺氧建立纤维化模型ꎮ ＣＣＫ－８ 法检

测细胞增殖率ꎬ筛选药物浓度ꎮ 将细胞分为对照组(无血

清培养基培养)、ＣｏＣｌ２(２００μｍｏｌ / Ｌ)模型组、ＣｏＣｌ２＋低浓度

(０􀆰 ３ｍｇ / ｍＬ)ＰＦＤ 组、ＣｏＣｌ２ ＋高浓度(０􀆰 ６ｍｇ / ｍＬ) ＰＦＤ 组ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＣＤ３１、 ＶＥ － ｃａｄｈｅｒｉｎ、 α － ＳＭＡ、
ＦＳＰ１、ｐ－ｐ３８ 和 ｐ３８ 的蛋白表达水平ꎮ ＣＤ３１ / α－ＳＭＡ 免疫

荧光双染法观察蛋白表达的变化ꎮ 划痕实验观察细胞迁

移能力的改变ꎮ ｑ－ＰＣＲ 法检测 ＴＧＦ－β１、ＳＮＡＩ１ ｍＲＮＡ 转

录水平ꎮ
结果:与 ＣｏＣｌ２模型组相比ꎬＰＦＤ 能明显提高缺氧细胞的增

殖率ꎬ抑制细胞的迁移能力(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＰＦＤ 组细胞标

志蛋白 ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增加ꎬα－ＳＭＡ、ＦＳＰ１ 表达

降低(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 免疫荧光检测显示 ＰＦＤ 可明显抑制

α－ＳＭＡ 和增加 ＣＤ３１ 的蛋白表达(Ｐ<０􀆰 ０５) ꎮ 内皮细胞

ＥｎｄｏＭＴ 过程中ꎬｐ３８ 总蛋白表达不变(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ但 ｐ－ｐ３８
磷酸化蛋白表达增加、ＴＧＦ－β１ 和 ＳＮＡＩ ｍＲＮＡ 转录水平

增高的现象可明显被 ＰＦＤ 抑制(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 高低浓度

ＰＦＤ 组上述各现象无明显差异ꎮ
结论:ＰＦＤ 可以抑制内皮细胞纤维化的发生ꎬＴＧＦ－β / ｐ３８
ＭＡＰＫ 通路可能是 ＰＦＤ 调控 ＥｎｄｏＭＴ 过程的机制之一ꎬ为
视网膜下纤维化的治疗提供了新思路ꎮ
关键词:吡非尼酮ꎻ内皮细胞ꎻ内皮间质转化ꎻ视网膜下纤

维化
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Ｍｉｎｇ Ｗａｎｇ１ꎬ Ｌｉｎ Ｚｈａｏ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ (Ｎｏ.２０１８ＺＤＸＭ－ＳＦ－０４５ꎬ ２０１７ＳＦ－２６６)ꎻ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ [Ｎｏ.２０１７１１６ＳＦ / ＹＸ０１０(１０)]
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１０００４ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｊｉａｎ － Ｍｉｎｇ Ｗａｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１０００４ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｘａｊｄｗｊｍ＠ １６３.
ｃｏｍꎻ Ｌｉｎ Ｚｈａｏ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１０００４ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｚｈａｏｌｉｎ＿ｘａ＠ １２６.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２０－０８－１４　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－１２－３１

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ －
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ (ＥｎｄｏＭＴ) ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
Ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ ( ＰＦＤ) ｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｂｒｅｔｉｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＵＶＥＣ)ꎬ ４－ ７ ｐａｓｓａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. ＣｏＣｌ２ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｈｙｐｏｘｉａ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｔｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. ＣＣＫ－８ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃｈｏｓｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｒｕｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ａｌｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ (ＦＢＳ－ ｆｒｅｅ)ꎬ ＣｏＣｌ２(２００μｍｏｌ / Ｌ) ｇｒｏｕｐꎬ ＣｏＣｌ２ ＋ ０.３
ｍｇ/ ｍＬ ＰＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ＣｏＣｌ２ ＋ ０. ６ｍｇ/ ｍＬ ＰＦＤ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３１ꎬ ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ α－ＳＭＡꎬ ＦＳＰ１ꎬ
ｐ－ ｐ３８ ａｎｄ ｐ３８ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｄｏｕｂｌｅ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ＣＤ３１ / α － ＳＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｑ－ＰＣＲ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ－β１ ａｎｄ ＳＮＡＩ１.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣｏＣｌ２ ｇｒｏｕｐꎬ ＰＦＤ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａ (Ｐ< ０􀆰 ０５) . ＰＦＤ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｍａｒｋｅｒｓ α －ＳＭＡ
ａｎｄ ＦＳＰ１ꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ
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ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ＣＤ３１ ａｎｄ ＶＥ － ｃａｄｈｅｒｉｎ ( Ｐ < ０􀆰 ０５) .
Ｄｏｕｂｌｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＦＤ
ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α－ＳＭＡ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＤ３１ (Ｐ < ０􀆰 ０５) . Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＥｎｄｏＭＴꎬ ｔｈｅ
ｐ３８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｓｔａｂｌｅ ( Ｐ > ０. ０５) . ＰＦＤ
ｄｏｗｎ－ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｐ － ｐ３８ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ － β１ ａｎｄ
ＳＮＡＩ１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５) . Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ０􀆰 ３ ａｎｄ ０􀆰 ６ｍｇ/ ｍＬ
ＰＦＤ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ａｌｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｂｏｖｅ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＰＦＤ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. ＴＧＦ － β / ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｔｈａｔ ＰＦＤ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ＥｎｄｏＭＴ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ. ＰＦＤ ｗｉｌｌ ｂｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅｃｏｍｅ ａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ ｓｉｇｈｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｕｂｒｅｔｉｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:Ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅꎻ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎻ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ－
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎻ ｓｕｂｒｅｔｉｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉａｏ ＤＹꎬ Ｆｕ ＬＬꎬ Ｚｈｅｎｇ ＹＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ
ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ ｏｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ － ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ
２１(２):２０４－２１０

０引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)是一种常见的视网膜变性疾病ꎬ主要
发生于 ５０ 岁以上的中老年人群ꎮ 近 ２０ａ 来ꎬＡＲＭＤ 的患
病率已经达到 ８􀆰 ７％ [１]ꎮ 湿性 ＡＲＭＤ 是以黄斑区脉络膜
新生血管( ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＣＮＶ)为主要特点ꎬ
异常的新生血管会引起出血和渗出ꎬ使黄斑部感光细胞功
能减退ꎬ甚至造成纤维瘢痕化和视网膜脱离ꎬ视力永久性
丧失[２]ꎮ 目前一线治疗方法为玻璃体腔注射抗血管内皮
生长因子(ＶＥＧＦ)类药物治疗ꎬ抑制或减少新生血管的形
成及出血渗出ꎮ 但是随着该类药物的广泛应用和随访时
间的延长ꎬ视网膜下纤维化逐渐加重的情况日益突显ꎮ 有
文献指出在 ＣＮＶ 疾病中ꎬ血管内皮细胞是新生血管和纤
维化过程中多因素作用的关键细胞ꎬ脉络膜微血管内皮细
胞符合内皮细胞的特有表型[３]ꎮ 内皮细胞在各种刺激因
子的作用下ꎬ其内皮特性逐渐消失而转化为间质细胞
(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ－ ｔｏ －ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥｎｄｏＭＴ)ꎬ最终导
致纤维化ꎬ形成视网膜下瘢痕[４]ꎮ 目前普遍认为缺氧会使
转化生长因子－β(ＴＧＦ－β)水平升高ꎬＴＧＦ－β 又是刺激
ＥｎｄｏＭＴ 发生的最常见的因子ꎬ同时也会引起下游纤维化
因子增多[５]ꎬ进一步加重视网膜下纤维化的程度ꎮ

吡非尼酮(ＰｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅꎬＰＦＤ)是一种新型的广谱抗纤
维化小分子化合物ꎬ其主要作用靶点是 ＴＧＦ－βꎬ可有效抑
制纤维细胞增殖和细胞外基质沉积[６]ꎬ已成为治疗肝、肾
及心肌纤维化的一线药物ꎮ 但 ＰＦＤ 是否能够延缓 ＣＮＶ
患者视网膜下纤维化的进展尚未见报道ꎮ 本研究初步观
察 ＰＦＤ 对缺氧诱导内皮细胞 ＥｎｄｏＭＴ 过程的抑制作用及
机制ꎬ探讨 ＰＦＤ 延缓视网膜下纤维化的可行性ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １主要试剂和仪器 　 Ｍ１９９ 培养基(Ｇｉｂｃｏ)ꎬ胎牛血清
(ＢＩ)ꎬ内皮细胞生长因子(ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ)ꎬ吡非尼酮(Ｓｉｇｍａ)ꎬ

ＣｏＣｌ２(Ｓｉｇｍａ)ꎬＣＣＫ－８(索莱宝)ꎬＴｒｉｚｏｌ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)ꎬ反转
录和 ＰＣＲ 试剂盒(ＴａＫａＲａ)ꎬＰＣＲ 引物(生工)ꎬＢＣＡ 蛋白
定量试剂盒 (赫特)ꎮ 电泳仪、电转仪和发光仪 ( Ｂｉｏ －
Ｒａｄ)ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ)ꎻ荧光成像显
微镜(Ｚｅｉｓｓ)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １原代人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)分离及培养 　
标本取自于西安交通大学第二附属医院妇产科正常剖宫
产的新生儿无菌脐带ꎬ约 ２５ ~ ３０ｃｍꎬ置于无菌保存液中转
运ꎮ 本研究标本取材获得西安交通大学第二附属医院伦
理委员会审批[Ｎｏ􀆰 (２０１９)伦审－研第(０２１)号]ꎮ 在超净
台内用灭菌 ＰＢＳ 缓冲液反复冲洗脐静脉内部以除去凝血
块及残留物ꎬ预热至 ３７℃的 ０􀆰 １％ Ⅰ型胶原酶 １０ｍＬ 灌入
脐静脉内ꎬ夹闭脐带两端ꎬ３７℃消化 １０ｍｉｎꎬ期间不时地晃
动脐带使胶原酶Ⅰ充分接触静脉内壁ꎮ 消化结束后回收
消化液至离心管内ꎬ室温下 ８００×ｇ 离心 ５ｍｉｎ 得到脐静脉
内皮细胞ꎬ加入含 ２０％胎牛血清的 Ｍ１９９ 培养基ꎬ吹打混
匀种于培养皿内ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱内培养ꎬ
２４ｈ 后换液ꎮ 待内皮细胞生长融合至 ８０％ ~ ９０％时ꎬ用
０􀆰 ０５％胰蛋白酶消化传代ꎬ经 ｖＷＦ 因子抗原实验鉴定确
认原代细胞分离成功ꎬ选第 ４~７ 代细胞用于后续实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 原代 ＨＵＶＥＣｓ 鉴定　 免疫荧光法检测 ｖＷＦ 因子抗
原ꎮ 将细胞均匀接种于置有灭菌爬片的 ２４ 孔板内ꎬ生长
至约 ５０％时ꎬＰＢＳ 缓冲液清洗后加入 ４％多聚甲醛冰上固
定 ３０ｍｉｎꎬＰＢＳ 缓冲液洗涤后加入 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ －Ｘ１００ 溶
液ꎬ室温破膜 ２０ｍｉｎꎬ小牛血清室温封闭 １ｈꎬ加入兔抗人
ｖＷＦ 因子抗体(Ａｂｃａｍꎬａｂ１５４１９３ꎬ１ ∶ ３００)ꎬ４℃ 过夜ꎬ再加
入 ４８８ｎｍ 荧光素标记的羊抗兔二抗(ＣＳＴꎬ＃４４１２ꎬ１∶ ８００)
室温孵育 １ｈꎬＤＡＰＩ 室温作用 ２０ｍｉｎ 后ꎬ在荧光显微镜下观
察并拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＣＣＫ－８法检测细胞增殖活力　 将细胞每孔 １００μＬ
均匀接种于 ９６ 孔板中ꎬ根据参考文献[７]的浓度梯度ꎬ待
细胞贴壁后加入不同浓度 ＰＦＤ(０、０􀆰 ０１、０􀆰 １、０􀆰 ３、０􀆰 ６、
０􀆰 ９ｍｇ / ｍＬ)或 ＣｏＣｌ２(０、２５、５０、１００、２００、４００、８００μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
分别孵育不同时间(１２、２４、４８ｈ)后ꎬ每孔加入 １０μＬ ＣＣＫ－８
工作液ꎬ培养箱内孵育 ４ｈꎬ取出后测定各孔在 ４５０ｎｍ 处的
吸光度(ＯＤ)值ꎬ计算细胞增殖率ꎬ细胞增殖率＝(ＯＤ实验组－
ＯＤ空白) / (ＯＤ对照组－ＯＤ空白)×１００％ꎬ筛选出合适的药物浓度
和作用时间ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４实验分组　 将细胞随机分为 ４ 组:(１)正常对照组:
不含 ＣｏＣｌ２ 和 ＰＦＤ 的无血清培养基培养细胞 ２４ｈꎻ(２)
ＣｏＣｌ２模型组:含 ２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２的无血清培养基培养细
胞 ２４ｈꎻ(３)ＣｏＣｌ２＋低浓度 ＰＦＤ 组:含 ０􀆰 ３ｍｇ / ｍＬ ＰＦＤ 的无
血清 培 养 基 预 处 理 １ｈꎬ 再 用 含 ２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ 和
０􀆰 ３ｍｇ / ｍＬ ＰＦＤ 的无血清培养基共同培养细胞 ２４ｈꎻ(４)
ＣｏＣｌ２＋高浓度 ＰＦＤ 组:含 ０􀆰 ６ｍｇ / ｍＬ ＰＦＤ 的无血清培养基
预处理 １ｈꎬ再用含 ２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２和 ０􀆰 ６ｍｇ / ｍＬ ＰＦＤ 的
无血清培养基共同培养细胞 ２４ｈꎮ 收集细胞用于后续
实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测蛋白质相对表达量 　 收集
各组细胞ꎬ提取细胞总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定各组蛋白浓度ꎬ
与上样缓冲液混合后高温煮 １０ｍｉｎꎮ 在聚丙烯酰胺凝胶
(ＳＤＳ－ＰＡＧＥ)中电泳ꎬ使用湿转的方法将蛋白质转移至激

５０２
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图 １　 原代 ＨＵＶＥＣ细胞的形态及鉴定　 Ａ:光镜(×４０)ꎻＢ:光镜(×１００)ꎻＣ:ｖＷＦ 因子荧光染色(×２００)ꎮ

活的 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂牛奶室温封闭 １ｈꎮ 按照目标蛋
白的分子量裁膜ꎬ分别加入上皮标志物 ＣＤ３１(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎬ
ｓｃ － ３７６７６４ꎬ １ ∶ ５００ )、 ＶＥ － ｃａｄｈｅｒｉｎ ( Ａｂｃａｍꎬ ａｂ３３１６８ꎬ
１μｇ / ｍＬ)ꎬ纤 维 细 胞 标 志 物 α － ＳＭＡ ( Ａｂｃａｍꎬ ａｂ５６９４ꎬ
１μｇ / ｍＬ)、ＦＳＰ１(Ａｂｃａｍꎬａｂ１９７８９６ꎬ１∶１０００)ꎬ通路因子 ｐ－
ｐ３８( ＡＢｃｌｏｎａｌꎬＡＰ００５７ꎬ １ ∶ １０００)、 ｐ３８ ( ＡＢｃｌｏｎａｌꎬＡ４７７１ꎬ
１ ∶１０００) 和 内 参 ＧＡＰＤＨ ( Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ ６０００４ － １ － ｌｇꎬ
１ ∶２５０００)抗体ꎬ４℃ 过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜后分别加入羊抗兔
(ＥｌａｂｓｃｉｅｎｃｅꎬＥ－ＡＢ－１００３ꎬ１∶３０００)、羊抗鼠(Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅꎬ
Ｅ－ＡＢ－１００１ꎬ１∶ ３０００)二抗ꎬ室温孵育 １ｈꎬ洗膜后加入 ＥＣＬ
显色液后曝光拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 细胞免疫荧光双染法检测蛋白表达情况　 细胞随
机均匀种于铺有无菌爬片的 ２４ 孔板中ꎬ贴壁后各组分别
加入相应药物进行干预ꎬ２４ｈ 后 ４％多聚甲醛冰上固定
３０ｍｉｎꎬＰＢＳ 缓冲液洗涤后加入 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００ 溶液ꎬ室
温破膜 ２０ｍｉｎꎬ小牛血清室温封闭 １ｈꎬ滴加鼠抗人 ＣＤ３１
(Ａｂｃａｍꎬ ａｂ２４５９０ꎬ １ ∶ １５０ ) 和 兔 抗 人 α － ＳＭＡ ( Ａｂｃａｍꎬ
ａｂ５６９４ꎬ１∶ １００)混合抗体ꎬ４℃过夜ꎬ洗涤后分别滴加种属
对应的 ５９４ｎｍ(ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬＳＡ０００１３ － ３ꎬ１ ∶ ２５０)和 ４８８ｎｍ
(ＣＳＴꎬ＃４４１２ꎬ１∶ ８００)荧光二抗ꎬ避光室温孵育 １ｈꎬ洗涤后
ＤＡＰＩ 避光染色 ２０ｍｉｎꎬ洗涤后封片ꎮ 镜下拍照观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７ 细胞划痕实验观察细胞迁移能力　 预先在六孔板
背面画出定位线ꎬ细胞随机均匀种于各孔ꎬ贴壁后用
２００μＬ 枪头垂直于定位线画出划痕ꎬ按照分组分别加入相
应药物进行干预ꎬ每孔于划痕后 ０、２４ｈ 在显微镜下观察并
拍照ꎮ 细胞迁移率＝(０ｈ 划痕距离－２４ｈ 划痕距离) / ０ｈ 划
痕距离×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８实时定量 ｑ－ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 含量 　 按各个分组
进行培养干预后收集细胞ꎬ使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总
ＲＮＡꎬ分光光度计测定纯度和浓度后ꎬ逆转录为 ｃＤＮＡꎬ采
用 ２０μＬ 体系进行扩增ꎬＰＣＲ 反应条件为:９４℃ 预变性
２ｍｉｎꎬ１ 个循环ꎬ９４℃ 变性 ２０ｓꎬ６０℃ 退火 ３０ｓꎬ７２℃ 延伸
２０ｓꎬ循环 ４０ 次ꎮ ＴＧＦ－β１ 引物序列:５􀆳－ＣＡＧＣＡＡＣＡＡＴＴ
ＣＣＴＧＧＣＧＡＴＡ－３􀆳ꎬ５􀆳 －ＧＣＴＡＡＧＧＣＧＡＡＡＧＣＣＣＴＣＡＡＴ－３􀆳ꎻ

ＳＮＡＩ１ 引物序列:５􀆳 － ＴＣＧＧＡＡＧＣＣＴＡＡＣＴＡＣＡＧＣＧＡ － ３􀆳ꎬ
５􀆳－ＡＧＡＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＣＡＧＣＧＡＧ－ ３􀆳ꎻβ － ａｃｔｉｎ 引物序列:
５􀆳－ＴＴＴＧＡＡＴＧＡＴＧＡＧＣＣＴＴＣＧＴＣＣＣＣ－３􀆳ꎬ５􀆳－ＧＧＴＣＴＣＡＡＧ
ＴＣＡＧＴＧＴＡＣＡＧＧＴＡＡＧＣ－３􀆳ꎮ 反应结束后根据扩增曲线
结果ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算各目标基因的相对表达量ꎮ

统计学分析:本实验的统计学分析采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软
件进行ꎮ 所有实验均重复 ３ 次ꎮ 计量数据用均数±标准差
表示ꎬ各组之间的比较采用单因素方差分析ꎬ两两比较采
用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １原代 ＨＵＶＥＣｓ 细胞鉴定 　 接种 ２４ｈ 后ꎬ镜下可见内
皮细胞贴壁ꎬ呈梭形或椭圆形ꎬ边界清晰ꎮ 第 ４ ~ ６ｄꎬ内皮
细胞单层生长融合成片ꎬ排列紧密的部分呈典型的铺路鹅
卵石样(图 １Ａ、１Ｂ)ꎮ 荧光显微镜下可见内皮细胞胞浆内
均有亮度较强的绿色荧光ꎬ说明人 ｖＷＦ 因子存在于细胞
内ꎬ证明上述方法分离 ＨＵＶＥＣｓ 细胞成功ꎬ且纯度可达
９５％以上ꎬ可用于后续实验(图 １Ｃ)ꎮ
２􀆰 ２不同浓度 ＣｏＣｌ２和 ＰＦＤ对 ＨＵＶＥＣｓ 的增殖活力影响
筛选 ＣｏＣｌ２诱导缺氧建立纤维化模型的最佳作用时间和浓
度ꎮ 结果如图 ２Ａ 所示ꎬ随着 ＣｏＣｌ２作用时间和浓度的增
加ꎬ细胞的增殖率逐渐下降ꎬ２４ｈ 时各组细胞的增殖活力
均在 ５０％左右ꎬ对照组、２５、５０、１００、２００、４００、８００μｍｏｌ / Ｌ
ＣｏＣｌ２组的增殖率分别为( １００ ± ０)％、(８３􀆰 ４８ ± ９􀆰 １１)％、
(７９􀆰 ５２±１０􀆰 ００)％、(６９􀆰 ７２±１１􀆰 ７８)％、(５９􀆰 ０５±７􀆰 ４０)％、
(４４􀆰 ７５±１０􀆰 ６９)％、(３８􀆰 １７±４􀆰 ９７)％ꎬ各组之间差异有统
计学意义(Ｆ＝ ３９􀆰 ５２ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 与对照组相比ꎬ１００、２００、
４００、８００μｍｏｌ / Ｌ 组差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ６.２９８、１３. ５６、
１２.６６、３０.５４ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎬ表明 ＣｏＣｌ２会导致内皮细胞缺
氧ꎬ降低增殖率ꎬ具有一定的浓度依赖性ꎮ ２００μｍｏｌ / Ｌ
ＣｏＣｌ２干预细胞 ２４ｈ 后增殖率略大于 ５０％ꎬ故本实验使用
２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２刺激细胞 ２４ｈ 建立细胞模型ꎮ

筛选 ＰＦＤ 最佳治疗时间和浓度ꎮ 结果如图 ２Ｂ 所示ꎬ
不同时间不同浓度 ＰＦＤ 组分别与对照组、ＤＭＳＯ 组相比ꎬ
细胞增殖率基本不受影响(Ｆ１２ｈ ＝ ０􀆰 ４１８ꎬＦ２４ｈ ＝ ０􀆰 ２８９ꎬＦ４８ｈ ＝
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图 ２　 ＣｏＣｌ２和 ＰＦＤ对内皮细胞增殖率的影响　 Ａ:ＣｏＣｌ２对细胞增殖率的影响( ａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组)ꎻＢ:ＰＦＤ 对细胞增殖率

的影响ꎻＣ:ＰＦＤ 对缺氧条件下细胞增殖率的影响( ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 单纯缺氧组)ꎮ

０􀆰 ２４０ꎬ均 Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ表明使用 ＤＭＳＯ 溶解 ＰＦＤ 不会产生
细胞毒性ꎬ且单纯使用 ＰＦＤ 不会对内皮细胞增殖产生
影响ꎮ

不同 浓 度 ＰＦＤ 预 处 理 内 皮 细 胞 １ｈ 后ꎬ 再 加 入
２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ꎬ使其共同干预刺激细胞 ２４ｈꎬ结果如
图 ２Ｃ所示ꎬ对照组、单纯缺氧组、０.０１、０.１、０.３、０.６、０.９ｍｇ / ｍＬ
ＰＦＤ 组细胞增殖率分别为(１００±０)％、(６０􀆰 ８１±５􀆰 ２３)％、
(５９􀆰 ４ ± ５􀆰 ９０)％、 ( ６０􀆰 ８１ ± ７􀆰 ２３ )％、 ( ７２􀆰 ４５ ± ６􀆰 ３０ )％、
(７５􀆰 ８５ ± ６􀆰 ２１)％、(７９􀆰 ７ ± ４􀆰 ９４)％ꎬ差异有统计学意义
(Ｆ＝ １３􀆰 １ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ单纯缺氧组细胞增
殖率降低 ( ｔ ＝ １３􀆰 ８ꎬＰ < ０􀆰 ００１)ꎻ与单纯缺氧组相比ꎬ经
０􀆰 ３、０􀆰 ６、０􀆰 ９ｍｇ / ｍＬ ＰＦＤ 溶液预处理后细胞增殖率明显
增加ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ３􀆰 ４７８、４􀆰 ５３４、６􀆰 ４２７ꎬ均 Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ 故 后 续 实 验 使 用 ２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ 和 ０􀆰 ３、
０􀆰 ６ｍｇ / ｍＬ ＰＦＤ 共同干预细胞ꎮ
２􀆰 ３ ＰＦＤ对缺氧诱导的 ＥｎｄｏＭＴ 过程中细胞迁移能力的
影响　 各组细胞迁移率分别为(１００±５􀆰 ３４)％、(３３２􀆰 ６３±
１０􀆰 ３７)％、(１８３􀆰 ９７±１３􀆰 ２７)％、(２０４􀆰 ７５±９􀆰 ４０)％ꎬ差异有
统计学意义(Ｆ＝ １２９􀆰 ４ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 正常对照组细胞形态
规则ꎬ２４ｈ 后划痕边缘整齐光滑ꎬ仍清晰可见ꎻＣｏＣｌ２模型组
细胞划痕边缘在 ２４ｈ 时基本消失ꎬ细胞向划痕区域迁移ꎬ
状态不佳ꎬ变形及死亡的细胞数量增多ꎻＣｏＣｌ２模型组与正
常对照组相比ꎬ缺氧后内皮细胞迁移能力增加( ｔ ＝ ３８􀆰 ８７ꎬ
Ｐ＝ ０􀆰 ０００７)ꎮ 经低浓度或高浓度 ＰＦＤ 溶液预处理后ꎬ两
组细胞的形态较 ＣｏＣｌ２模型组改善ꎬ两组间细胞迁移率差
异无统计学意义( ｔ ＝ ３􀆰 ３６９ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０７８)ꎬ但与模型组对比

迁移率均明显减小( ｔ ＝ ８８􀆰 ４１、１６􀆰 ２９ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 证明
ＰＦＤ 可抑制缺氧对内皮细胞迁移运动的增强作用(图 ３)ꎮ
２􀆰 ４ ＰＦＤ对缺氧诱导的 ＥｎｄｏＭＴ 过程中各标志物蛋白及
ｍＲＮＡ表达的影响　 ＰＦＤ 可抑制 ＥｎｄｏＭＴ 过程中间质细
胞标志蛋白的表达和增加内皮细胞标志蛋白的表达ꎮ 与
正常对照组相比ꎬＣｏＣｌ２模型组细胞的 α－ＳＭＡ、ＦＳＰ１ 的蛋
白表达水平显著升高 ( ｔ ＝ ５􀆰 ３２８、 ４􀆰 ７０６ꎬ均 Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ
ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白表达水平降低( ｔ ＝ ６􀆰 ３７９、５􀆰 ７８ꎬ
均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＣｏＣｌ２模型组比较ꎬ低浓度 ＰＦＤ 组和高浓
度 ＰＦＤ 组均能显著抑制 α－ＳＭＡ、ＦＳＰ１ 的蛋白表达ꎬ使
ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白表达仍维持在一个较高的水平
(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但组间差异无统计学意义(均 Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见
图 ４ꎬ表 １ꎮ
　 　 ＰＦＤ 可抑制 ＥｎｄｏＭＴ 过程中转录因子及通路因子的
表达ꎮ 与正常对照组相比ꎬＣｏＣｌ２模型组中 ｐ－ｐ３８ 磷酸化
蛋白被激活( ｔ ＝ ７􀆰 ３８２ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ经高低浓度 ＰＦＤ 干预
后ꎬｐ－ｐ３８ 蛋白的磷酸化过程被抑制( ｔ ＝ ４􀆰 ６６７、９􀆰 ３９２ꎬ均
Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬｐ３８ 总蛋白含量不变(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ图 ５Ａ、５Ｂꎬ表 １ꎮ

ｑ－ＰＣＲ 实验结果显示ꎬＣｏＣｌ２模型组细胞中 ＴＧＦ－β１、
转录因子 ＳＮＡＩ１ ｍＲＮＡ 含量较正常对照组明显升高( ｔ ＝
１４􀆰 ４６、９􀆰 ８９ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＣｏＣｌ２模型组相比ꎬ低浓度和
高浓度 ＰＦＤ 组能明显抑制 ＴＧＦ － β１、转录因子 ＳＮＡＩ１
ｍＲＮＡ 转录(均 Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ且两组间差异无统计学意义
(均 Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ５Ｃꎮ
　 　 细胞免疫荧光双染检测结果显示ꎬ各组细胞 ＣＤ３１ 和
α－ＳＭＡ 的表达差异具有统计学意义(Ｆ ＝ １０５􀆰 ６、３３􀆰 ４２ꎬ均
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图 ３　 ＰＦＤ对缺氧条件下内皮细胞迁移能力的影响　 Ａ:光镜下各组迁移距离的测量(×４０)ꎻＢ:各组迁移率的定量分析ꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ
正常对照组ꎻｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＣｏＣｌ２模型组ꎮ

图 ４　 ＰＦＤ对缺氧条件下内皮细胞 ＥｎｄｏＭＴ过程中相关标志蛋白表达量的影响　 Ａ:内皮细胞标志因子(ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ)和间质
细胞标志因子(α－ＳＭＡ、ＦＳＰ１)的蛋白表达检测条带ꎻＢ:各标志因子蛋白表达的定量分析ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＣｏＣｌ２模
型组ꎮ

表 １　 各组细胞中 ＣＤ３１、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、α－ＳＭＡ、ＦＳＰ１、ｐ－ｐ３８ 和 ｐ３８ 蛋白条带灰度值 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＣＤ３１ ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ α－ＳＭＡ ＦＳＰ１ ｐ－ｐ３８ ｐ３８
正常对照组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０１ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０９ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０４
ＣｏＣｌ２模型组 ０􀆰 ２７±０􀆰 ０３ａ ０􀆰 ４１±０􀆰 １５ａ ０􀆰 ５９±０􀆰 １１ａ １􀆰 ２８±０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０１ａ ０􀆰 ８２±０􀆰 １１
ＣｏＣｌ２＋低浓度 ＰＦＤ 组 ０􀆰 ３２±０􀆰 ０５ｃ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０４ｃ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０８ｃ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０６ｃ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３ｃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０８
ＣｏＣｌ２＋低浓度 ＰＦＤ 组 ０􀆰 ３３±０􀆰 ０２ｃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０７ｃ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０５ｃ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０７ｃ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０５ｃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０３

　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２９ １３􀆰 ３５ ７􀆰 ５９８ １０􀆰 ８７ １８􀆰 ４８ ０􀆰 ８０８
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ００１ >０􀆰 ０５

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＣｏＣｌ２模型组ꎮ

表 ２　 各组细胞中 ＴＧＦ－β１ 和 ＳＮＡＩ１ ｍＲＮＡ表达情况 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＴＧＦ－β１ ＳＮＡＩ１
正常对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００
ＣｏＣｌ２模型组 １􀆰 ４８±０􀆰 ０６ｂ １􀆰 ５７±０􀆰 １０ａ

ＣｏＣｌ２＋低浓度 ＰＦＤ 组 １􀆰 １９±０􀆰 １０ｄ １􀆰 ２７±０􀆰 ０５ｃ

ＣｏＣｌ２＋高浓度 ＰＦＤ 组 １􀆰 １３±０􀆰 １３ｃ １􀆰 ２８±０􀆰 ０６ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １６􀆰 ６３ ４１􀆰 ４４
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ａＰ< ０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ< ０􀆰 ０１ ｖｓ 正常对照组ꎻ ｃＰ< ０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ< ０􀆰 ０１ ｖｓ
ＣｏＣｌ２模型组ꎮ

Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 与正常对照组相比ꎬＣｏＣｌ２ 模型组细胞 ＣＤ３１
红色荧光强度显著变弱( ｔ＝ １８􀆰 ０２ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬα－ＳＭＡ 绿色

荧光强度增加( ｔ＝ ２４􀆰 ２６ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻ与 ＣｏＣｌ２模型组比较ꎬ
低浓度和高浓度 ＰＦＤ 组细胞 α－ＳＭＡ 绿色荧光强度均被
抑制( ｔ ＝ ７􀆰 ４０３、４􀆰 ９３５ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＣＤ３１ 红色荧光强度
增加( ｔ＝ １０􀆰 ０９、４􀆰 ３９４ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ低浓度和高浓度 ＰＦＤ
组相比ꎬα－ＳＭＡ 和 ＣＤ３１ 荧光强度无明显差异( ｔ ＝ １􀆰 ０２１、
１􀆰 １５２ꎬ均 Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ见图 ６ꎮ
３讨论

眼底新生血管性疾病对视力产生影响的原因主要有
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图 ５　 ＰＦＤ对缺氧条件下内皮细胞 ＥｎｄｏＭＴ过程中转录因子及通路因子表达的影响　 Ａ:通路标志因子(ｐ３８、ｐ－ｐ３８)的蛋白表达检
测条带ꎻＢ:ｐ３８、ｐ－ｐ３８ 蛋白表达的定量分析ꎻＣ:通路标志因子 ＴＧＦ－β１ 和转录因子 ＳＮＡＩ１ ｍＲＮＡ 表达的定量分析ꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１
ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＣｏＣｌ２模型组ꎮ

图 ６　 ＰＦＤ对缺氧条件下内皮细胞中 ＣＤ３１ 和 α－ＳＭＡ表达的影响　 Ａ:各组细胞 ＣＤ３１ 和 α－ＳＭＡ 的免疫荧光双染结果(×２００ꎬＣＤ３１
为红色荧光ꎬα－ＳＭＡ 为绿色荧光)ꎻＢ:ＣＤ３１ 和 α－ＳＭＡ 的免疫荧光强度定量分析ꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＣｏＣｌ２
模型组ꎮ

活动性新生血管的出血渗出和新生血管萎缩后形成的纤
维化组织ꎮ 目前抗 ＶＥＧＦ 治疗主要针对的是减少新生血
管的生成及出血渗出ꎬ而对血管萎缩后的纤维化改变关注
较少ꎮ Ｐｅｄｒｏｓａ 等[８]对接受抗 ＶＥＧＦ 连续治疗的 ＡＲＭＤ 患
者展开 ６０ｍｏ 的随访观察ꎬ发现有 ５５􀆰 ６９％的随访者出现
了较严重的黄斑部视网膜下纤维化ꎮ 虽然纤维化是新生
血管的必然结局ꎬ但是多次抗 ＶＥＧＦ 治疗会破坏血管新生

和纤维化之间的平衡ꎬ和自然病程共同引起过度的纤维增
殖[９]ꎮ 多项研究证实在各种因素刺激下ꎬ内皮细胞可通过
ＴＧＦ－β、Ｎｏｔｃｈ、Ｗｎｔ 等信号通路在心脏、肺和肾组织中发
生 ＥｎｄｏＭＴ[１０]ꎮ 目前视网膜下纤维化的研究多集中于视
网膜色素上皮细胞的上皮间质转化(ＥＭＴ)ꎬ而脉络膜微
血管内皮细胞的内皮间质转化(ＥｎｄｏＭＴ)则关注较少ꎮ

缺氧是导致 ＡＲＭＤ 疾病发展的一个重要因素ꎬ缺氧

９０２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.２ Ｆｅｂ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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会促进新生血管的发生ꎬ而血管的生长则使缺血进一步加
重ꎬ使脉络膜微血管内皮细胞进入 ＥｎｄｏＭＴ 过程ꎬ引起视
网膜下纤维瘢痕形成ꎬ所以寻找抑制视网膜下纤维化的方
法显得尤为重要ꎮ 由于人脉络膜微血管内皮细胞很难获
得ꎬＨＵＶＥＣｓ 是从人脐带静脉血管中分离培养的原代细
胞ꎬ是研究新生血管及其后期进展的重要体外细胞模型ꎬ
在视网膜及脉络膜新生血管的研究中也广泛应用[１１]ꎬ故
本研究使用 ＨＵＶＥＣｓ 作为细胞模型ꎮ 首先ꎬ本研究利用
ＣｏＣｌ２诱导内皮细胞缺氧ꎬ建立纤维化模型ꎮ 实验中观察
到内皮细胞在缺氧环境中迁移能力增强ꎬ形态由铺路鹅卵
石样逐渐变为狭长梭形ꎬ细胞之间的紧密连接变松散ꎬ间
隙增大ꎬ内皮细胞标志物 ＣＤ３１ 和 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达减少ꎬ
间质细胞标志物 α－ＳＭＡ 和 ＦＳＰ１ 表达增多ꎬ说明该缺氧
模型可以成功诱导 ＥｎｄｏＭＴ 的发生ꎮ

既往研究证实 ＰＦＤ 在肾、肺和肝脏等器官中可以减
少促纤维和促炎症因子的分泌和表达ꎬ如 ＴＧＦ － β、
ＴＮＦ－αꎬ从而抑制细胞的间质转化和胶原蛋白产生[１２]ꎮ
眼部的新生血管形成和纤维化均与 ＴＧＦ － β 有关[１３]ꎮ
Ｍａｒｔｉｎ 等[１４]学者发现患者接受抗 ＶＥＧＦ 药物治疗后ꎬ玻璃
体腔中 ＴＧＦ－β 含量增加ꎬ与后期纤维化显著相关ꎮ 本研
究通过 ＣＣＫ－８ 法检测了不同浓度 ＰＦＤ 对内皮细胞增殖
的影响ꎬ结果显示 ＰＦＤ 可明显抑制缺氧细胞的增殖ꎬ其浓
度为 ０􀆰 ３、０􀆰 ６ 和 ０􀆰 ９ｍｇ / ｍＬ 时均有效果ꎬ且组间无明显差
异ꎬ考虑到 ０􀆰 ９ｍｇ / ｍＬ 浓度较高ꎬ可能会引起药物副作用ꎬ
故后续实验药物浓度选择 ０􀆰 ３、０􀆰 ６ｍｇ / ｍＬꎮ 实验中各浓度
ＰＦＤ 对正常内皮细胞的增殖无明显影响ꎬ主要是因为在正
常视网膜脉络膜组织中ꎬＴＧＦ－β 处于无活性的“潜活状
态”ꎬ当视网膜脉络膜组织受到缺血、缺氧、炎症等损伤
时ꎬ可以激活 ＴＧＦ－β[１５]ꎬ使其可以发挥促进纤维细胞增
殖、减少细胞外基质降解等纤维化改变ꎬ此时 ＰＦＤ 可以有
效抑制这些生物学效应ꎮ

本研究对缺氧诱导的内皮细胞给予 ＰＦＤ 治疗后ꎬ光
镜下观察治疗组的细胞形态比单纯缺氧组的形态更圆润ꎬ
细胞间隙较小ꎬ细胞边缘突起减少ꎬ比较接近正常内皮细
胞的形态ꎮ 通过划痕实验可以观察到 ＰＦＤ 组的细胞迁移
能力较单纯缺氧组弱ꎮ 与单纯缺氧组相比ꎬＰＦＤ 组的内皮
细胞标志物 ＣＤ３１ 和 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白质表达增多ꎬ间
质细胞标志物 α－ＳＭＡ 和 ＦＳＰ１ 的蛋白质表达减少ꎮ 上述
改变在高低浓度 ＰＦＤ 组间没有显著差异ꎮ 由此证实了
ＰＦＤ 可抑制内皮细胞向纤维细胞转化的 ＥｎｄｏＭＴ 过程ꎬ且
该抑制作用对 ＰＦＤ 浓度的差异不敏感ꎬ可以说明 ０􀆰 ３ ~
０􀆰 ６ｍｇ / ｍＬ 均为细胞治疗窗ꎬＰＦＤ 的有效浓度范围较大ꎬ
该有效浓度与 Ｇｕｏ 等[７] 报道的用于抑制 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维
细胞增殖迁移时的浓度相同ꎮ

近年来ꎬＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 通路被认为是促进纤维化的经
典信号通路ꎮ 除此之外ꎬ多种 Ｓｍａｄ 非依赖性信号通路可
以被 ＴＧＦ－β 激活[１６]ꎮ Ｃｈｏｉ 等[１７]验证了 ＰＦＤ 通过 ＴＧＦ－β /
Ｓｍａｄ 通路抑制纤维化的发生ꎮ 有研究已经证明 ＴＧＦ－β
能够通过 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路促进眼部各组织多种细胞
的新生血管生长和瘢痕化[１８]ꎮ 本研究发现缺氧的内皮细
胞中 ＴＧＦ－β１ 和转录因子 ＳＮＡＩ１ ｍＲＮＡ 转录水平显著增
高ꎬｐ－ｐ３８ 磷酸化蛋白被激活ꎬ而加入 ＰＦＤ 干预后可以抑
制这些因子的转录增加以及 ｐ－ｐ３８ 磷酸化蛋白的激活ꎬ初
步提示 ＰＦＤ 抑制 ＥｎｄｏＭＴ 过程是通过 ＴＧＦ－β / ｐ３８ ＭＡＰＫ
通路进行的ꎬ这对 ＰＦＤ 可以延缓视网膜下纤维化的效果

及机制提供了更充分的理论依据ꎮ
综上所述ꎬＰＦＤ 可以有效抑制内皮细胞纤维化的进

展ꎬＴＧＦ－β / ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路可能是 ＰＦＤ 调控内皮细胞向
纤维细胞转化 ＥｎｄｏＭＴ 过程的机制之一ꎬ这可以成为 ＰＦＤ
抗视网膜下纤维化的理论基础ꎬ但该作用在眼内的实际效
果ꎬ则需要更进一步的动物实验论证ꎮ
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Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ: Ｔｗｏ － Ｙｅａｒ Ｒｅｓｕｌｔｓ. Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ２０２０ꎻ １２７ ( ４Ｓ ):
Ｓ１３５－Ｓ１４５
１５ 赵世红ꎬ 何守志. 氪激光诱导的大鼠脉络膜新生血管模型研究.
中华眼科杂志 ２００３ꎻ ３９(５): ２９８－３０２
１６ Ｌｅｅ ＩＣꎬ Ｋｏ ＪＷꎬ Ｐａｒｋ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｐｐｅｒ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎｄｕｃｅ ｅａｒｌｙ
ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｖｉａ ＴＧＦ － β / Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｃａｕｓｅ
ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｎａｎｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ２０１８ꎻ １２ ( ６ ):
６３７－６５１
１７ Ｃｈｏｉ Ｋꎬ Ｌｅｅ Ｋꎬ Ｒｙｕ ＳＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－β１－ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓｍａｄｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＡＲＰＥ－１９. Ｍｏｌ Ｖｉｓ
２０１２ꎻ １８: １０１０－１０２０
１８ Ｔｅｒａｉ Ｋꎬ Ｃａｌｌ ＭＫꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＧＦ－ｂｅｔａ ａｎｄ
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｒｎｅａｌ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ. Ｉｎｖｅｓｔ ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ
２０１１ꎻ ５２(１１): ８２０８－８２１５
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