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摘要
目的:探究高迁移率族蛋白 １(ＨＭＧＢ１)在类青光眼引流
阀植入术后瘢痕组织中的动态表达ꎬ揭示 ＨＭＧＢ１ 在青光
眼术后瘢痕化中的作用及其可能的作用机制ꎮ
方法:将 ６０ 只新西兰大白兔随机分为空白对照组( ｎ ＝
２０)、模型组( ｎ ＝ ２０ꎬ结膜囊下硅胶植入)、模型给药组
(ｎ＝ ２０ꎬ硅胶植入联合 ５－氟尿嘧啶注射)ꎮ 分别于术后 ４、
８ ｗｋ 取球结膜组织ꎬ采用 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色检测结
膜组织中成纤维细胞和胶原纤维增生及分布情况ꎻ免疫组
织化学染色检测结膜组织中 ＨＭＧＢ１、转化生长因子
(ＴＧＦ)－β１、Ｓｍａｄ３、α－平滑肌肌动蛋白(α－ＳＭＡ)的分布
及变化情况ꎻＲＴ －ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结膜组织中
ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达ꎮ
结果:ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示ꎬ４、８ ｗｋ 模型组较
空白对照组结膜组织中炎症细胞、成纤维细胞及胶原纤维
增生明显ꎬ而 ４、８ ｗｋ 模型给药组结膜组织中成纤维细胞
及胶原纤维增生相对于同时期模型组明显减少ꎮ 免疫组
织化学染色结果显示ꎬ４、８ ｗｋ 模型组结膜组织中可见
ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ 蛋白表达ꎬ呈棕褐色染
色ꎬ８ ｗｋ 模型组染色更深ꎬ而 ４、８ ｗｋ 模型给药组较同时期
模型组阳性染色程度下降ꎮ ４、８ ｗｋ 模型组结膜组织中
ＨＥ 染色成纤维细胞数与免疫组织化学染色 ＨＭＧＢ１ 的表
达水平均呈正相关 ( ｒ ＝ ０. ６０２、 ０. ７０３ꎬ 均 Ｐ < ０. ０５ )ꎮ
ＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ４、８ ｗｋ 模型组结膜组
织中 ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 及蛋白表达
量显著高于空白对照组(均 Ｐ<０.０５)ꎬ４、８ ｗｋ 模型给药组
结膜组织中 ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 及蛋
白表达量显著低于同时期模型组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 模型组和
模型给药组中 ＨＭＧＢ１ 与 ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３ 的 ｍＲＮＡ 表达
水平具有正相关性(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:类青光眼引流阀植入术后随时间延长 ＨＭＧＢ１ 表达
升高ꎬＨＭＧＢ１ 在青光眼术后具有致瘢痕形成的作用ꎬ并可

能通过 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号通路参与瘢痕化的发生发展ꎮ
关键词:高迁移率族蛋白 １(ＨＭＧＢ１)ꎻ青光眼引流阀植入
术ꎻ瘢痕化ꎻ５－氟尿嘧啶ꎻＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号通路
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.１.０４

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｉｎ ｓｃａｒｒｉｎｇ ａｆｔｅｒ
ｇｌａｕｃｏｍａ ｄｒａｉｎａｇｅ ｖａｌｖｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ
Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ.２０２００４ｊ０７０２００２９)ꎻ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ａｎｈｕｉ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｎｏ.２０２１ｘｋｊ１６１ꎬ ２０２２ｘｋｊ０２６)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｆｅｉ ２３０６０１ꎬ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｂａｏ Ｎｉｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｆｅｉ ２３０６０１ꎬ Ａｎｈｕｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｂａｏｎｉｎｇｌｅｏｎ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－０６－０７　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－１１－２７

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ
ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ １ ( ＨＭＧＢ１ ) ｉｎ ｓｃａｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ
ｇｌａｕｃｏｍａ ｄｒａｉｎａｇｅ ｖａｌｖｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｉｎ
ｓｃａｒｒｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｇｌａｕｃｏｍａ ｓｕｒｇｅｒｙ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ６０ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ
ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ２０)ꎬ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ( ｎ ＝ ２０ꎬ ｓｉｌｉｃｏｎｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ
ｓａｃ) ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ｎ ＝ ２０ꎬ
ｓｉｌｉｃｏｎｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｓａｃ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ５ － ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ) . Ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ４ ａｎｄ ８ ｗｋ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ
Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗａｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ( ＴＧＦ ) － β１ꎬ Ｓｍａｄ３ ａｎｄ
α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ ( ＳＭＡ) ｉｎ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ.
ＲＴ－ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ ＴＧＦ － β１ꎬ
Ｓｍａｄ３ ａｎｄ α－ＳＭＡ ｉｎ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓꎬ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｂｏｔｈ ４ ａｎｄ ８ ｗｋ.
Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ
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ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ.
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ ＴＧＦ － β１ꎬ Ｓｍａｄ３ ａｎｄ α － ＳＭＡ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｂｏｔｈ ４ ａｎｄ ８ ｗｋꎬ ｗｉｔｈ ｂｒｏｗｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｅｐｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ８ ｗｋ.
Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｂｏｔｈ ４ ａｎｄ ８ ｗｋ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＥ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｂｏｔｈ ４ ａｎｄ ８ ｗｋ ( ｒ ＝ ０.６０２ꎬ
０.７０３ꎬ ａｌｌ Ｐ<０.０５) . ＲＴ－ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ
ＴＧＦ－β１ꎬ Ｓｍａｄ３ ａｎｄ α － ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｂｏｔｈ
４ ａｎｄ ８ ｗｋ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ꎬ ＴＧＦ－β１ꎬ Ｓｍａｄ３ ａｎｄ
α－ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<
０.０５) . Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ａｎｄ ＴＧＦ－β１ꎬ Ｓｍａｄ３ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ
Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ａ
ｔｉｍｅ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ａｆｔｅｒ ｇｌａｕｃｏｍａ ｖａｌｖｅ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ. ＨＭＧＢ１ ａｃｔｓ ａｎ ｉｎｄｉｓｐｅｎｓａｂｌｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｃａｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ
ｇｌａｕｃｏｍａ ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｉｇｈ － ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ１ ( ＨＭＧＢ１ )ꎻ
ｇｌａｕｃｏｍａ ｄｒａｉｎａｇｅ ｖａｌｖｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎻ ｓｃａｒｒｉｎｇꎻ ５ －
ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌꎻ ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ ｐａｔｈｗａｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉｕ ＳＹꎬ Ｃａｏ Ｆꎬ Ｄｉｎｇ ＪＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｉｎ
ｓｃａｒｒｉｎｇ ａｆｔｅｒ ｇｌａｕｃｏｍａ ｄｒａｉｎａｇｅ ｖａｌｖｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(１):１８－２３.

０引言
青光眼是以视盘损伤及视野缺失为特征的一种眼病ꎬ

现已成为世界范围内首位不可逆致盲性眼病[１]ꎮ 引流物
植入是目前临床上难治性青光眼的一线治疗手段[２]ꎬ其中
引流阀植入临床应用十分普遍[３－４]ꎮ 人体自身的愈合机
制往往使引流通道瘢痕化ꎬ导致引流阀植入术远期成功率
仅约 ５０％ [５]ꎮ 针对青光眼术后瘢痕化问题临床上主要采
用抗代谢药物如丝裂霉素 Ｃ(ＭＭＣ)、５－氟尿嘧啶(５－Ｆｕ)
等进行治疗[６－７]ꎮ 研究表明ꎬ术后炎症因子在组织损伤修
复中发挥关键调节作用[８－９]ꎮ 高迁移率族蛋白 １( ｈｉｇｈ －
ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ１ꎬＨＭＧＢ１)是一种广泛存在的晚期炎症
因子ꎬ可招募巨噬细胞参与多种组织修复过程ꎬ包括组织
的瘢痕修复[１０－１１]ꎮ 研究报道转化生长因子(ＴＧＦ) －β１ 是
瘢痕化形成过程中的主要细胞因子ꎬ ＴＧＦ － β１ 通过
ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号通路使大量上皮细胞转化为成纤维细
胞[１２]ꎬ进而导致青光眼手术失败ꎮ 目前晚期炎症因子在
引流阀植入术后瘢痕形成过程中的作用研究较少ꎬ本研究
构建青光眼引流阀植入术后瘢痕化模型ꎬ检测不同时间及

应用 ５－Ｆｕ 后 ＨＭＧＢ１ 的表达水平ꎬ观察 ＨＭＧＢ１ 的动态变
化及与 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号通路的相关性ꎬ揭示 ＨＭＧＢ１ 对
青光眼引流阀植入术后瘢痕化的影响ꎬ探究 ＨＭＧＢ１ 导致
瘢痕化的可能机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料 　 健康成年新西兰大白兔 ６０ 只ꎬ体质量 ２. ０ －
２.５ ｋｇꎬ清洁级别ꎬ不分雌雄ꎬ无眼部疾病ꎬ由安徽医科大
学动物实验中心提供ꎮ 主要试剂:５－Ｆｕ、硅胶块由安徽医
科大学第二附属医院提供ꎬＡｎｔｉ －ＨＭＧＢ１ 抗体、Ａｎｔｉ －β－
ａｃｔｉｎ 抗体(武汉三鹰生物技术有限公司)ꎬＡｎｔｉ－α－平滑肌
肌动蛋白(α－ＳＭＡ)抗体、Ａｎｔｉ－ＴＧＦ－β１ 抗体、Ａｎｔｉ－Ｓｍａｄ３
抗体、辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记的山羊抗兔以及山羊
抗鼠二抗(北京 Ｂｉｏｓｓ)ꎬ免疫组织化学试剂盒(北京中杉金
桥公司)ꎬＲＮＡ 提取试剂盒(艾科瑞生物 ＡＧ２１０２７)、逆转
录试剂(艾科瑞生物 ＡＧ１１７０６)、实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－
ＰＣＲ)试剂盒(艾科瑞生物 ＡＧ１１７０１)ꎮ 主要仪器:石蜡切
片机、天能 ＥＰ３００ 型电泳仪、Ｔａｎｏｎ－４２００ＳＦ 凝胶成像分析
系统(上海天能科技有限公司)ꎬ玻片扫描仪(奥林巴斯
ＶＳ２００)ꎬＲＴ－ＰＣＲ 仪(罗氏 ＬＣ９６)ꎮ 本研究经安徽医科大
学生物医学伦理委员会审批通过ꎮ
１.２方法
１.２.１实验动物分组及造模　 将新西兰大白兔随机分为空
白对照组(２０ 只)、模型组(２０ 只)、模型给药组(２０ 只)ꎬ
选择左眼作为实验眼ꎬ空白对照组不进行处理ꎬ模型组行
单纯硅胶垫植入ꎬ模型给药组行硅胶垫植入联合 ５－Ｆｕ 结
膜下注射ꎬ随机将模型组和模型给药组分别分为 ４ ｗｋ 模
型组(１０ 只)、８ ｗｋ 模型组(１０ 只)和 ４ ｗｋ 模型给药组
(１０ 只)、８ ｗｋ 模型给药组(１０ 只)ꎮ 所有手术均由同一位
操作熟练的眼科医师完成ꎬ术前行全身麻醉(经耳缘静脉
注射 １.５％戊巴比妥 ２ ｍＬ / ｋｇ)ꎬ常规眼部消毒ꎬ开睑器固
定眼睑ꎬ球结膜下植入约 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 硅胶块ꎬ丝线缝合结
膜ꎮ 模型给药组同时行结膜下注射 ５－Ｆｕ 约 ０.２ ｍＬꎮ 模型
组和模型给药组实验眼结膜囊内涂抹左氧氟沙星眼膏ꎮ
１.２.２ 取材　 实验动物分别于术后 ４、８ ｗｋ 过量麻醉致死
后ꎬ清除术眼缝线及硅胶块ꎬ取硅胶块周围约 ３ ｍｍ 范围
结膜组织ꎬ生理盐水清洗后ꎬ置于无酶 ＥＰ 管中ꎬ－８０ ℃冰
箱中保存ꎬ部分组织经多聚甲醛固定后行石蜡包埋ꎬ以结
膜与硅胶块接触面为最大切面制备切片ꎮ
１.２.３苏木精－伊红(ＨＥ)染色和 Ｍａｓｓｏｎ三色染色　 取石
蜡切片脱蜡ꎬ采用 ＨＥ 染色法和 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色法染色ꎬ
再行脱水处理后ꎬ二甲苯透明ꎬ树胶封片ꎮ 玻片扫描仪扫
描照片后ꎬ计数成纤维细胞数ꎮ
１.２.４免疫组织化学染色　 取石蜡切片脱蜡ꎬ高压抗原修
复ꎬ加一抗(Ａｎｔｉ －ＨＭＧＢ１、Ａｎｔｉ －α－ＳＭＡ、Ａｎｔｉ －ＴＧＦ－β１、
Ａｎｔｉ－Ｓｍａｄ３ꎬ浓度为 １∶ １００)ꎬＨＲＰ 标记的山羊抗兔 / 山羊
抗鼠二抗(１ ∶ １０００)ꎬＤＡＢ 显色液试剂盒显色ꎬ脱水处理
后ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树胶封片ꎮ 玻片扫描仪扫描照片ꎬ通
过 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６.０ 图像分析系统采集、分析处理图像ꎬ计
数平均吸光度(Ａ)值ꎬ测定 ３ 个视野ꎬ取平均值ꎮ
１.２.５ ＲＴ－ＰＣＲ 检测 　 使用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取组织
ＲＮＡꎬ取 ５００ ｎｇ 总 ＲＮＡ 行逆转录ꎮ 转录后的 ｃＤＮＡ 采用
ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂配制反应体系ꎬ实时定量 ＰＣＲ 仪扩
增ꎬ反应完成后收集数据ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目的基因相对
表达量ꎬ实验进行 ３ 次独立重复ꎮ ＲＴ－ＰＣＲ 引物由南京擎
科生物科技有限公司合成ꎮ 内参 ＧＡＰＤＨ 上游引物:

９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.１ Ｊａｎ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ＡＧＡＣＡＣＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧꎬ下游引物:ＴＧＡＴＧＧＣＧＡＣＡ
ＡＣＡＴＣＣＡＣＴꎻＨＭＧＢ１ 上游引物: ＡＧＣＣＧＡＧＡＧＧＣＡＡＡＡ
ＴＧＴＣＡꎬ下游引物:ＡＧＴＴＧＡＣＧＧＡＡＧＣＡＴＣＴＧＧＧꎻＴＧＦ－β１
上 游 引 物: ＣＴＧＧＡＡＣＧＧＧＣＴＣＡＡＣＡＴＣＴꎬ 下 游 引 物:
ＣＡＧＧＴＣＣＴＴＧＣＧＧＡＡＧＴＣＡＡꎻＳｍａｄ３ 上游引物:ＴＣＴＧＧＣ
ＧＧＡＴＴＴＴＣＡＣＴＧＣＴꎬ 下 游 引 物: ＡＡＣＴＣＧＴＡＣＣＣＴＣＴＣＣ
ＴＧＣＴꎻα－ＳＭＡ 上游引物:ＧＴＣＡＧＧＡＡＴＣＣＣＧＴＧＡＡＧＣＡꎬ下
游引物:ＡＣＡＧＣＴＣＴＴＧＧＡＧＣＡＴＣＧＴＣꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 称取组织 ３０ ｍｇꎬＲＩＰＡ 裂解液
裂解ꎬ提取总蛋白ꎬＢＣＡ 法蛋白定量ꎮ 加样后经 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 电泳分离不同蛋白ꎬ恒流模式转膜ꎬ５％ＢＳＡ 室温封
闭ꎬ一抗(Ａｎｔｉ－ＨＭＧＢ１、Ａｎｔｉ－α－ＳＭＡ、Ａｎｔｉ－ＴＧＦ－β１、Ａｎｔｉ－
Ｓｍａｄ３、Ａｎｔｉ－β－ａｃｔｉｎꎬ１∶ １０００)４ ℃过夜孵育ꎬＴＢＳＴ 缓冲液
洗膜ꎬＨＲＰ 标记的山羊抗兔 / 山羊抗鼠二抗(１∶ １００００)室
温孵育ꎬ再次洗膜ꎬ滴加显影液ꎬ化学发光检测仪曝光检
测ꎮ 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析软件对蛋白条带进行灰度值分析ꎮ
目的条带和内参条带的灰度值比值表示目的蛋白相对表
达水平ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行统计分析ꎬ采用
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.５ 软件作图ꎮ 计量资料经 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ
检验呈正态分布ꎬ数据结果采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ
多组间比较采用单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用
ＳＮＫ－ｑ 检验ꎮ 相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析法ꎮ 以
Ｐ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＨＥ 染色观察结膜组织形态　 空白对照组结膜组织疏
松ꎬ炎症细胞浸润少ꎻ４ ｗｋ 模型组结膜组织有大量炎症细
胞浸润ꎬ同时可见成纤维细胞ꎻ８ ｗｋ 模型组相较于 ４ ｗｋ 模
型组结膜组织炎症细胞浸润加重ꎬ成纤维细胞增生更多ꎬ
同时可见部分胶原纤维围绕新生毛细血管呈年轮样排布ꎻ
４、８ ｗｋ 模型给药组与同时期模型组相比结膜组织炎症细
胞、成纤维细胞均减少ꎬ见图 １ꎮ
２.２ Ｍａｓｓｏｎ染色观察结膜组织中胶原纤维形态　 空白对
照组结膜组织中胶原纤维呈丝状且排列疏松ꎻ４、８ ｗｋ 模
型组结膜组织中可见大量胶原纤维增生ꎬ呈条索状分布ꎬ
且与 ４ ｗｋ 模型组相比ꎬ８ ｗｋ 模型组胶原纤维增生更为明
　 　

显ꎬ排列更为致密ꎻ４、８ ｗｋ 模型给药组较同时期模型组结
膜组织中胶原纤维增生减少ꎬ排列疏松ꎬ见图 ２ꎮ
２.３免疫组织化学染色检测结膜组织中相关蛋白表达及
分布 　 ４、 ８ ｗｋ 模 型 组 结 膜 组 织 中 均 可 见 ＨＭＧＢ１、
ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ 表达ꎬ呈棕褐色染色ꎬ阳性染色主
要分布在成纤维细胞胞质中ꎬ 相比于空白 对 照 组ꎬ
ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ 在 ４、８ ｗｋ 模型组结膜组
织中表达明显ꎬ且 ８ ｗｋ 模型组相对于 ４ ｗｋ 模型组阳性染
色程度更深ꎻ４、８ ｗｋ 模型给药组与同时期模型组相比ꎬ可
见染色程度减轻ꎬ与空白对照组染色程度基本相近ꎬ见图 ３ꎮ
２.４ ＨＭＧＢ１表达水平与成纤维细胞数的相关性　 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关分析结果显示ꎬ４、８ ｗｋ 模型组结膜组织中 ＨＥ 染色高
倍镜下(４００×)单位面积成纤维细胞数与免疫组织化学染
色 ＨＭＧＢ１ 的表达水平均呈正相关( ｒ ＝ ０.６０２、０.７０３ꎬＰ ＝
０.０１８、０.００３)ꎬ见图 ４ꎮ
２.５ ＲＴ－ＰＣＲ检测结膜组织中相关基因的相对表达水平
　 各组结膜组织中 ＨＭＧＢ１、 ＴＧＦ － β１、 Ｓｍａｄ３、 α － ＳＭＡ
ｍＲＮＡ 相对表达量比较ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｆ ＝
１１.４５０、１９.０７０、１１.６８０、７.１５１ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ其中 ４、８ ｗｋ 模
型组结膜组织中各基因相对表达量均较空白对照组升高ꎬ
且 ８ ｗｋ 模型组结膜组织中各基因相对表达量升高最为显
著ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ４、８ ｗｋ 模型给药组结
膜组织中各基因相对表达量与同时期模型组相比均显著
减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ５ꎮ Ｐｅａｒｓｏｎ 相
关性分析结果显示ꎬ４ｗｋ 模型组、４ ｗｋ 模型给药组、８ ｗｋ
模型组、８ ｗｋ 模型给药组结膜组织中 ＨＭＧＢ１ 与 ＴＧＦ－β１、
Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 相对表达量均具有正相关性(Ｐ<０.０５)ꎬ见
表 １ꎮ
２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结膜组织中相关蛋白的相对表达水
平　 各组结膜组织中 ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ 蛋
白相对表达量比较ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｆ ＝ ４. ７４２、
４.７０２、５.７２８、４.８７０ꎬＰ ＝ ０.０４５４、０.０４７４、０.０１５５、０.０３９５)ꎬ其
中 ４、８ ｗｋ 模型组结膜组织中各蛋白相对表达量均较空白
对照组升高ꎬ且 ８ ｗｋ 模型组结膜组织中各蛋白相对表达
量升高最为显著ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ４、８ ｗｋ
模型给药组结膜组织中各蛋白相对表达量与同时期模型
　 　

图 １　 ＨＥ染色观察结膜组织形态 　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:４ ｗｋ 模型组ꎻＣ:４ ｗｋ 模型给药组ꎻＤ:８ ｗｋ 模型组ꎻＥ:８ ｗｋ 模型给药组ꎮ

图 ２　 Ｍａｓｓｏｎ染色观察结膜组织中胶原纤维形态　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:４ ｗｋ 模型组ꎻＣ:４ ｗｋ 模型给药组ꎻＤ:８ ｗｋ 模型组ꎻＥ:８ ｗｋ 模型
给药组ꎮ
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图 ３　 免疫组织化学染色检测结膜组织中相关蛋白表达及分布　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:４ ｗｋ 模型组ꎻＣ:４ ｗｋ 模型给药组ꎻＤ:８ ｗｋ 模型组ꎻ
Ｅ:８ ｗｋ 模型给药组ꎮ

图 ４　 ＨＭＧＢ１ 表达水平与成纤维细胞数的相关性分析　 Ａ:４ ｗｋ 模型组ꎻＢ:８ ｗｋ 模型组ꎮ

表 １　 ＨＭＧＢ１ 与 ＴＧＦ－β１ 和 Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ表达量的相关性分析

统计值
４ ｗｋ 模型组

ＴＧＦ－β１ Ｓｍａｄ３
４ ｗｋ 模型给药组

ＴＧＦ－β１ Ｓｍａｄ３
８ ｗｋ 模型组

ＴＧＦ－β１ Ｓｍａｄ３
８ ｗｋ 模型给药组

ＴＧＦ－β１ Ｓｍａｄ３
ｒ ０.９０８ ０.８２５ ０.８２４ ０.８３５ ０.８９５ ０.８２７ ０.８１８ ０.８４７
Ｐ ０.０１２ ０.０４３ ０.０４４ ０.０３９ ０.０１６ ０.０４２ ０.０４７ ０.０３４

组相比均显著减少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ４、
８ ｗｋ 模型给药组结膜组织中 α－ＳＭＡ 蛋白相对表达量较
空白对照组有所增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０. ０１７５、
０.０１３７)ꎬ见图 ６ꎮ
３讨论

青光眼是一类以病理性眼压升高为主要特征的疾病ꎬ

视力损害为不可逆性损害ꎬ控制眼内压是其主要的治疗手
段[１３]ꎮ 引流阀植入为难治性青光眼公认的首选治疗方

式[３ꎬ１４]ꎬ但此类手术经长期观察发现滤过通道或滤过盘周

围瘢痕化明显[１５]ꎬ使远期成功率往往只能达到约 ５０％ꎮ
ＨＭＧＢ１ 与多种炎症性疾病有关ꎬ参与多种疾病的病

理过程ꎬ可激活细胞释放多种促炎因子及趋化因子ꎬ引发

１２
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图 ５　 ＲＴ－ＰＣＲ检测结膜组织中相关基因的相对表达水平　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ４ ｗｋ 模型组ꎻｅＰ <０.０５ ｖｓ ８ ｗｋ 模型组ꎮ

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测结膜组织中相关蛋白的相对表达水平　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:各组相关蛋白表达水平比较ꎬａＰ<０.０５ ｖｓ
空白对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ４ ｗｋ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ８ ｗｋ 模型组ꎮ

炎症反应[１６]ꎬ特别是 ＨＭＧＢ１ 的释放还参与多种组织修复
过程[１０－１１]ꎮ 本研究中 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示模型组
相比空白对照组均发生明显瘢痕化ꎬ模型给药组较同时期
模型组瘢痕化程度明显减轻ꎬ结果证明结膜下植入硅胶块
后导致瘢痕化ꎬ造模效果明显ꎬ术后应用 ５－Ｆｕ 起到了明
显的抗瘢痕化作用ꎬ４、８ ｗｋ 模型组结膜组织中 ＨＭＧＢ１
ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平均上升ꎬ且 ８ ｗｋ 模型组瘢痕化程
度和结膜组织中 ＨＭＧＢ１ 表达水平明显高于 ４ ｗｋ 模型组ꎮ
本研究进一步进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析发现ꎬ４、８ ｗｋ 模型
组结膜组织中 ＨＭＧＢ１ 的表达水平与成纤维细胞的增生
数量呈正相关ꎬ推测 ＨＭＧＢ１ 的表达与术后瘢痕化密切
相关ꎮ

瘢痕化可视为细胞层面上的纤维化ꎬα－ＳＭＡ 作为肌
成纤维细胞的标志蛋白ꎬ可准确反映组织瘢痕化的程
度[１７]ꎮ ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号通路在纤维化过程中起到关键
调控作用[１８－１９]ꎬＴＧＦ－β 作为纤维化相关因子ꎬ可诱导成纤
维细胞向肌成纤维细胞转化ꎬ进一步导致瘢痕形成ꎬ在细
胞增殖和伤口愈合过程中具有调节作用[２０]ꎮ 研究表明ꎬ
炎症因子 ＴＧＦ－β 是导致滤过通道阻塞从而严重影响手术
成功率的主要因素ꎬ且 ＴＧＦ－β 还与术后眼压水平密切相
关[２１－２２]ꎮ 本研究结果显示ꎬ模型组结膜组织中 ＴＧＦ－β１、
Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平显著高于空白对照
组ꎬ同时瘢痕化程度亦明显加重ꎬ４、８ｗｋ 模型给药组与同
时期模型组相比瘢痕化程度减轻ꎬ结膜组织中 ＴＧＦ－β１、
Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ 的表达水平也同样下降ꎬ提示 ＴＧＦ －β /
Ｓｍａｄ 信号通路在青光眼引流阀植入术后瘢痕化中起到重
要作用ꎮ

近年研究表明ꎬＨＭＧＢ１ 可能通过 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号

通路参与肺纤维化的发生发展[２３]ꎬ还可能通过 ＨＭＧＢ１ /
ＴＬＲ４ / Ｓｍａｄ 信号通路参与 ＣＣｌ４ 诱导的肝脏纤维化的发生

发展[２４]ꎬ这些病理过程与引流阀植入术后的瘢痕化过程

相似ꎮ 本研究发现ꎬＨＭＧＢ１ ｍＲＮＡ 表达水平出现上升或

下降时ꎬ同时期 ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３ 的表达水平也随之呈现相

同的变化ꎬ进一步进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析显示ꎬＨＭＧＢ１
与 ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３ ｍＲＮＡ 表达水平具有相关性ꎬ初步证明

ＨＭＧＢ１ 可能通过 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 这一经典信号通路参与青

光眼术后瘢痕化的发展ꎮ 而应用抗代谢药物 ５－Ｆｕ 后ꎬ
ＨＭＧＢ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均下降ꎬＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３ 亦存

在此种现象ꎬ进一步推测 ５－Ｆｕ 在术后一段时间内可能通

过影响 ＨＭＧＢ１ 的表达干预 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 通路的表达ꎮ
然而ꎬ本研究尚存在不足之处:(１)样本量不足及造模时

间短ꎬ未能延长造模时间以达到更远期的瘢痕化效果ꎻ
(２)本研究中所造模型是对青光眼引流阀植入术后结膜

囊组织生理状态的初步模拟ꎬ未考虑引流阀的房水引流冲

刷对组织的影响ꎬ后续将建立更为精细的引流阀模型ꎬ进
一步探究瘢痕化的机制ꎻ ( ３) 未能在体外实验中对

ＨＭＧＢ１ 进行过表达或敲低实验ꎬ明确 ＨＭＧＢ１ 对 ＴＧＦ－β /
Ｓｍａｄ 通路的具体影响机制ꎮ

综上所述ꎬ本研究表明ꎬＨＭＧＢ１、 ＴＧＦ － β１、 Ｓｍａｄ３、
α－ＳＭＡ的表达水平在模型组结膜组织中随时间延长明显

升高ꎬ且 ＨＭＧＢ１ 的表达与成纤维细胞增生呈正相关性ꎮ
５－Ｆｕ 应用后组织瘢痕化明显下降ꎬ模型给药组结膜组织

中 ＨＭＧＢ１、ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３、α－ＳＭＡ 的表达亦明显下降ꎬ
模型组和模型给药组结膜组织中 ＨＭＧＢ１ 的表达与

ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ３ 的表达存在相关性ꎮ 以上结果提示ꎬ在青
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光眼引流阀植入术后使用 ５－Ｆｕ 可起到抗瘢痕化作用ꎻ
ＨＭＧＢ１ 在引流阀植入术后具有致瘢痕化的作用ꎻ初步证
实 ＨＭＧＢ１ 通过 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号通路参与瘢痕化的发
展ꎮ 考虑到使用 ５－Ｆｕ 等抗代谢药物的诸多临床副作用ꎬ
抑制 ＨＭＧＢ１ 的表达可能成为青光眼引流阀植入术后抗
瘢痕化治疗的新思路ꎮ
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