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　　翼状胬肉是眼科的常见病、多发病之一，至今对其病变

本质及发病机制仍有争议，尚未取得一致的结论，临床上也

缺少根治的理想疗法。研究其病变本质及寻找有效的防治

措施，是目前急需解决的课题之一。翼状胬肉的组织病理学

特征表现为大量增殖的成纤维细胞，并由其导致相应的病

变。

　　近年来的研究表明，细胞因子在炎症反应及成纤维细胞

增殖方面起着重要的作用［１］。转化生长因子（ＴＧＦ）β是一类

能够调节细胞生长和分化的多肽，已有报道ＴＧＦβ可能参与

了翼状胬肉病变的病理过程［２］，但其具体机制尚不明确。我

们利用实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ法对 ＴＧＦβ１和 ＴＧＦβ２及其

受体在翼状胬肉组织中的表达进行了检测，探讨其在翼状胬

肉病变发生、发展过程中的作用。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选择我院眼科门诊的初发型翼状胬肉患者

３０例（３０只眼）。所有患者均无其他角、结膜疾患，确诊后均

行翼状胬肉切除＋结膜瓣转移术，留取翼状胬肉标本，同时

将近患眼角膜上缘上方的切缘中的 正 常 球 结 膜 组 织

（２ｍｍ×５ｍｍ）作为自身对照。

１．２　标本制备　在无菌条件下获得手术中翼状胬肉及正常

球结膜组织，取材后迅速放入液氮中，采用ＲＮＡ抽提试剂盒

ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取总ＲＮＡ，紫外分光光

度仪测定纯度和含量，１％甲醛变性凝胶电泳检测其完

整性。　　　　

１．３　引物设计　按照标准荧光定量ＰＣＲ引物设计原则，

ＴａｑＭａｎ荧光探针选择ＦＡＭ 作为荧光报告基团，ＴＡＭＲＡ
作为淬灭基团。针对人ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２及其Ⅰ型受体和

Ⅱ型受体及内参照 １８ＳｒＲＮＡ 序列设计 ＰＣＲ 引 物 和

ＴａｑＭａｎ探针。合成引物序列如表１所示。

表１　引物序列

引物名称 序列（５′３′）

ＴＧＦβ１Ｆ ＡＡＣＴＡＣＴＧＣＴＴＣＡＧＣＴＣＣＡＣ

ＴＧＦβ１Ｒ ＴＧＴＧＴＣＣＡＧＧＣＴＣＣＡＡＡＴＧＴＡ

ＴＧＦβ１ＴＭ ＦＡＭＣＡＧＡＡＧＴＴＧＧＣＡＴＧＧＴＡＧＣＣＣＴＴＧＧＧ

ＴＧＦβ２Ｆ ＡＴＧＴＧＣＡＧＧＡＴＡＡＴＴＧＣＴＧＣＣ

ＴＧＦβ２Ｒ ＴＧＧＴＧＴＴＧＴＡＣＡＧＧＣＴＧＡＧＧ

ＴＧＦβ２ＴＭ ＦＡＭＴＧＴＴＧＴＧＴＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＣＡＣＡＧＡＴ

ＴＧＦβＲⅠＦ ＡＣＣＴＴＣＴＧＡＴＣＣＡＴＣＣＧＴＴ

ＴＧＦβＲⅠＲ ＣＧＣＡＡＡＧＣＴＧＴＣＡＧＣＣＴＡＧ

ＴＧＦβＲⅠＴＭ ＦＡＭＣＡＧＡＧＣＴＧＴＧＡＧＧＣＣＴＴＧＡＧＡＧＴＧ

ＴＧＦβＲⅡＦ ＣＣＣＴＡＣＴＣＴＧＴＣＴＧＴＧＧＡＴＧＡ

ＴＧＦβＲⅡＲ ＧＡＣＧＴＣＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＴＡＣ

ＴＧＦβＲⅡＴＭ ＦＡＭＣＡＧＧＴＧＧＧＡＡＣＡＧＣＧＡＧＡＴＡＣＡＴＧＧ

１８ＳＦ ＧＴＡＡＣＣＣＧＴＴＧＡＡＣＣＣＣＡＴＴ

１８ＳＲ ＣＣＡＴＣＣＡＡＴＣＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ

１８ＳＦＴＭ ＦＡＭＡＴＧＧＧＧＡＴＣＧＧＧＧＡＴＴＧＣＡＡＴ

１．４　 定 量 ＰＣＲ 反 应 　 取 总 ＲＮＡ５μｇ，用 反 转 录 酶

ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ反转录成ｃＤＮＡ，反应体系及操作按说明书进

行。以翼状胬肉及正常球结膜组织ｃＤＮＡ为模板，分别加入

ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２引物及ＴＧＦβⅠ型和Ⅱ型受体引物，并加入

对应的ＴａｑＭａｎ探针进行定量ＰＣＲ反应，每个反应各做３
个复孔。反应在９６孔ＰＣＲ板中进行。反应体系为５０μｌ：

１０×ＰＣＲ缓冲液５μｌ，ＭｇＣｌ２１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，上游和下游引物

０．１μｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＭａｎ探针０．１μｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶５Ｕ。设定在

每个循环的变性期结束后，程序自动记录上一循环最后１０％
时间的平均荧光值，以表示上一循环结束时ＰＣＲ产物的量。

荧光种类选择ＦＡＭ４９０，程序按照设定的激发和发射光谱

选择滤镜组，分别为４９０ｎｍ和５３０ｎｍ。

１．５　定量ＰＣＲ的分析　反应完成后，得到含所有标本的记

录点曲线，选择ＰＣＲ基线扣除（ＰＣＲｂａｓｅｌｉｎｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｄ）模
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式进行数据分析和修正。调整基线循环（ｂａｓｅｌｉｎｅｃｙｃｌｅｓ）和

计算域值（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｖａｌｕｅ）后，得出Ｃｔ值（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ）。

ＴＧＦβ和１８ＳｒＲＮＡ的初始模板量的比值为２
Ｃｔ１８Ｓ－ＣｔＴＧＦβ，代

表翼状胬肉及正常球结膜组织中ＴＧＦβ基因相对１８ＳｒＲＮＡ
的表达水平。ＴＧＦβ受体和１８ＳｒＲＮＡ的初始模板量的比值

为２Ｃｔ１８Ｓ－ＣｔＴβＲ，代表翼状胬肉及正常球结膜组织中ＴＧＦβ受

体基因相对１８ＳｒＲＮＡ的表达水平。Ｃｔ值取中位数。

１．６　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ进行数据处理和统计学分

析。每份标本平行测定３个孔，求其平均值，数据以珚ｘ±ｓ表

示，各组间比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　翼状胬肉及正常球结膜组织中抽提的ＲＮＡ的鉴定　

１％甲醛变性凝胶电泳鉴定１８Ｓ与２８Ｓ条带清晰，ＲＮＡ无明

显降解。紫外分光光度仪检测Ｄ２６０／Ｄ２８０比值均为１．８～

２．０，表明抽提的ＲＮＡ纯度较高，能用于本实验研究。

２．２　ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２的表达　ＴＧＦβ１在正常球结膜和胬

肉组织中平均表达水平分别为（４．２６±１．４５）×１０－７和

（１０．６７±７．４７）×１０－７，ＴＧＦβ２在正常结膜和胬肉组织中表

达水平分别为（１．０８±０．６８）×１０－１０和（８．２３±６．６３）×

１０－１１。ＴＧＦβ１在胬肉组织中表达水平比正常球结膜中表达

水平升高（２．９４±２．８１）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

ＴＧＦβ２在胬肉组织中表达水平比正常球结膜中表达水平升

高（７．５±１．４）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＴＧＦβ１在

正常球结膜和胬肉组织中表达水平均远高于相应组织中的

ＴＧＦβ２表达，但是ＴＧＦβ２在胬肉组织中表达水平升高变化

幅度高于ＴＧＦβ１（Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＴＧＦβⅠ型受体和ＴＧＦβⅡ型受体的表达　研究结果表

明ＴＧＦβⅠ型受体在正常球结膜和胬肉组织中平均表达水平

分别为０．００３０１５±０．００３６和０．０００３７９±０．０００２８１，ＴＧＦβ
Ⅱ型受体在正常球结膜和胬肉组织中表达水平分别为

（５．３３±５．０５）×１０－５和（１．００２±０．９０４）×１０－５。ＴＧＦβⅠ型

受体和ＴＧＦβⅡ型受体在胬肉组织中表达水平比正常球结膜

中表达水平明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１）。ＴＧＦβⅠ型受体在正常球结膜和胬肉组织中表达水平

均高于相应组织中的ＴＧＦβⅡ型受体表达（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　翼状胬肉是眼科的常见病和多发病，一般认为它的发生

与长期受到风沙、烟尘、尘埃、日光（紫外线辐射）、花粉等过

度刺激有关，也可能与结膜慢性炎症有关，是多种因素参与

的复杂病理过程。ＴＧＦβ是重要的多功能调节因子之一，已

有研究表明原发性翼状胬肉组织切片中ＴＧＦβ１呈强阳性表

达，培养的正常结膜成纤维细胞可受到外源性ＴＧＦβ轻度抑

制，而培养的翼状胬肉成纤维细胞却受到外源性ＴＧＦβ促增

殖作用并呈剂量依赖性［３］。这表明 ＴＧＦβ在翼状胬肉组织

的异常增殖中可能起着重要作用，但是尚未见针对 ＴＧＦβ１
和ＴＧＦβ２以及其受体ＴＧＦβⅠ型和Ⅱ型受体基因表达的完

整系统的研究，其确切的正负调控机制和信号转导通路尚需

进一步研究证实。

　　我们的研究表明胬肉组织中ＴＧＦβ１和ＴＧＦβ２的表达

水平均高于正常球结膜组织。ＴＧＦβ１在正常球结膜和胬肉

组织中表达水平均高于相应组织中的 ＴＧＦβ２表达，但是

ＴＧＦβ２在胬肉组织中表达水平升高变化幅度高于ＴＧＦβ１，

提示ＴＧＦβ在翼状胬肉病变发生发展中可能起着重要的作

用，而ＴＧＦβ２在翼状胬肉病变的发展中可能起着调控的作

用。我们的研究结果还提示在翼状胬肉病变中ＴＧＦβⅠ型受

体和ＴＧＦβⅡ型受体表达水平均明显降低，可能影响到

ＴＧＦβ的下游信号转导过程
［４］，使得ＴＧＦβ的分泌增加，改变

其对靶细胞的调控作用，促使翼状胬肉病变的发生和

发展。　　　　
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