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目的
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探讨可溶性
L@C"̂

$

;L@C"̂

%对甲状腺相关性眼病$

R'<

%患者眼眶成纤维细胞$

<K;

%增殖和
%

种透明

质酸合成酶$

V'5

%

,G?'

表达水平的影响#初步探讨
;L@C"̂

在
R'<

发病中的作用)

方法
!

取
$

例
R'<

患者和
%

例正常

对照标本原代培养
<K;

#采用
6R5

比色法检测终质量浓度
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的
;L@C"̂

作用
CEM

后对不同

来源
<K;

增殖的影响&实时荧光定量
DLG

技术检测终质量浓度
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及作用
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后的
;L@C"̂

对

不同来源
<K;

的
%

种
G8M

基因$

G8M#

"

%

%表达水平的影响)

结果
!

!$2
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及以上浓度的
;L@C"̂

作用
CEM

后对
R'<

患者
<K;

有促增殖作用$

3
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"="$

%&而
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"
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及以上浓度的
;L@C"̂

作用
CEM

后才能对正常对照
<K;

有促增殖作用$

3

&

"="$

%#且作用较弱)

R'<

患者
<K;

中
G8M%,G?'

的合成在
;L@C"̂

的刺激下增加#并且呈现出浓度和时间依赖的趋势)

结论
!

;L@C"̂

能够促进
R'<

患者
<K;

的生长以及
G8M%

基因的表达#提示
;L@C"̂

在
R'<

的病理过程中起一定作用)
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可溶性
L@C"̂

促进甲状腺相关性眼病患者眼眶成纤维细胞增殖和透明质酸合成酶表达

高,

#
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R'<

与甲状腺功能异常密切相关#但其发病

机制尚不完全清楚)

L@C"

分子是肿瘤坏死因子受

体$

70,/12+(1/;-;4)(7/11+(+

I

7/1

#

R?KG

%超家族

的成员#表达于抗原提呈细胞*

R

细胞和
b

细胞)

L@C"

分子可活化介导多条信号通路#参与细胞免疫

和体液免疫)研究表明眼眶成纤维细胞$

/1J-7)3

4-J1/J3);7;

#

<K;

%可表达
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#而
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与其配体
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结合后刺激细胞因子如
ÂF&

*

ÂFE

*
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的产生#提示
R

细胞参与的重要信号通路可

诱导
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活化和增殖,

!F$

-

)在对
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发病机制的

研究过程中发现#可溶性
L@C"̂

$

;L@C"̂

%大量浸润

于眼眶组织中#提示
;L@C"̂

与眼外肌纤维化相

关,

&

-

)另有研究发现#
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患者血清中
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的
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应的黏多糖#广泛分布于细胞外基质$
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#
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%中)
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不仅参与细胞的迁移*增生

和分化#同时还影响淋巴细胞和巨噬细胞的功能以

及细胞间的相互作用)

V'

由透明质酸合成酶

$

M

8

)301/2)2;

8

27M);+

#

V'5

%催化合成,

E

-

)目前已

成功克隆了
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基因#分别编码
%

种酶蛋白
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*
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*
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)研究发现#

R'<

患者眼眶

组织中
G8M#

和
G8M%,G?'

表达量明显高于正

常人,
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-

#但
;L@C"̂

对
G8M,G?'

表达的影响尚

未见报道)本研究采用
;L@C"̂

刺激体外培养的

R'<

患者和正常对照的
<K;

#以
6R5

比色法测定

;L@C"̂

对
<K;

增殖的影响#并比较
;L@C"̂

刺激

后
<K;

中
G8M

基因表达谱的变化#探讨
;L@C"̂

在
R'<

发病过程中的病理生理作用)
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材料和方法
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主要试剂与仪器
!
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$

W-J(/

%#胎牛血清

$

W-J(/

%#

6R5

$
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)
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$
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)
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试剂盒$

R)[)G)

%#

DLG

扩增

热循环仪$

D+1_-2O3,+1

%#

L<

!

培养箱$

V+1+0;

%*自

动酶联免疫测定仪$

b-/FG)*

%)

#=!

!

<K;

来源
!

<K;

来源于
$

例
R'<

患者及
%

例正常对照)

$

例
R'<

患者均符合
R'<

的诊断标

准#其中男
#

例*女
C

例#暴露性角膜炎
%

例*压迫性

视神经病变
!

例)患者术前采用甲泼尼龙激素冲击

治疗#效果欠佳#因严重的暴露性角膜溃疡和复视等

要求手术治疗#并且符合手术指征)患者行开眶减压

术时#取眶内结缔组织和部分眼外肌)正常对照组
%

例#男
!

例*女
#

例#为角膜穿通伤并要求义眼植入的

患者#于眼球摘除术中取相应组织)以上取材均排除

其他免疫性和炎症性疾病)均获得患者知情同意)

#=%

!

<K;

培养和鉴定
!

无菌条件下取眼眶结缔组

织及眼外肌#剔除较大的血管和脂肪#将其剪成

#,,d#,,d#,,

的小块#均匀地置入培养瓶

瓶壁#翻转培养瓶#瓶底向上#瓶内加入含
!"̀

胎牛

血清的
@6O6

完全培养液$青霉素
#"

万
9

"

,̂

*链

霉素
C

万
9

"

,̂

%

#",̂

#放入
%Bf

*

$̀ L<

!

培养箱

中)

!CM

后#组织块贴附于瓶壁上#将培养瓶翻转平

放#静置继续培养#每
!

"

%*

换液
#

次)待单层细

胞覆盖大部分瓶壁时#用
"=!$̀

胰蛋白酶*

"="!̀

O@R'

消化传代#每
C

"

&*

传代
#

次)传代后细胞

以含
#"̀

胎牛血清的
@6O6

完全培养液继续培

养)取处于对数生长期*生长良好的细胞#在倒置相

差显微镜下观察其活体形态#进行细胞鉴定#并取

C

"

H

代作为实验用细胞)

#=C

!

;L@C"̂

对
<K;

增殖的影响
!

取同代对数生

长期细胞#充分消化后#稀释成
#d#"

C个细胞"
,̂

密度的单细胞悬液#接种于
H&

孔培养板#每孔

!""

'

^

$

!"""

个细胞%#

$̀ L<

!

*

%Bf

下培养

!CM

#使细胞贴壁生长#然后换为无血清培养液培养

!CM

#使细胞生长同步化#并消除血清对细胞增殖的

影响)实验组分别给予含不同浓度
;L@C"̂

$终质量

浓度为
&=!$
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*

!$
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,̂

%的
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培养液#对照组不加
;L@C"̂

#每个浓度设

%

个复孔#各孔血清终浓度为
$̀

)继续培养
CEM

后采用
6R5

比色法检测#每孔加入
#"

'

^

的
6R5

溶液#继续培养
!M

后酶联免疫检测仪测定光密度

$

E

%值#测定波长为
C$"2,

#重复
%

次)

#=$

!

;L@C"̂

对
<K;

中
G8M ,G?'

表达的影

响
!

取同代对数生长期细胞#充分消化后#稀释成

#d#"

C个细胞"
,̂

密度的单细胞悬液#接种于
#!

孔培养板#每孔
!,̂

$

!""""

个细胞%#

$̀ L<

!

*

%Bf

下培养
!CM

#使细胞贴壁生长#然后换为无血清

培养液培养
!CM

)分别给予含不同浓度
;L@C"̂

$终

.
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质量浓度为
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N

"
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%的
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培

养液#空白对照不加
;L@C"̂

#继续培养
%

*

&

*

#!

*

!C

M

后收集细胞)各浓度和$或%时点均设
%

个复孔)

提取细胞总
G?'

#反转录后用荧光定量
DLG

仪检

测目的基因的表达)所用引物序列$

W+2+DM)1,)

%

见表
#

)

表
?

!

荧光定量
U;:

引物序列

名称
!!!!!

序列

G8M#FK $kFWRLLRLR'WWLLR'R'R'WW'F%k

G8M#FG $kFLRWW'WWRWR'LRRWWR'WL'F%k

G8M!FK $kFWR'L'WWRRRWRW'RRL'W'L'LRF%k

G8M!FG $kFW'W'RLL'WW''RLWR'LRRWRF%k

G8M%FK $kFLRLWRWL'RL'RWL'W''WRF%k

G8M%FG $kFL'W'WRLWL'L'LLRWW'F%k

#

?&+"-,FK $kF'W'WLLRLWLLRRRWLLW'RLLF%k
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?&+"-,FG $kFLRWWWLLRLWRLWLLL'L'R'F%k
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!透明质酸合成酶
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统计学处理
!

采用
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I
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统计

软件处理数据)数据以
$
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表示#组间比较采用配

对
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检验#检验水准$

#

%为
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结
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果

!=#
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促进
R'<

患者
<K;

增殖
!

图
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显

示#给予
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及以上浓度
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刺激可促进

R'<

患者
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增殖#并且该作用存在饱和现象#在

#""2
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浓度达到最大刺激作用#增大浓度至

!""2

N

"

,̂

细胞数量并无明显增加&图
#b

显示#

$"

2

N

"

,̂

及以上浓度的
;L@C"̂

才可以促进正常对照

<K;

增殖#且该作用较弱并存在饱和现象)以上结

果说明
;L@C"̂

对
R'<

患者
<K;

有更加明显的促

增殖作用)

!=!

!

;L@C"̂

促进
R'<

患者
<K;

中
G8M%

,G?'

表达

!=!=#

!

量效关系
!

经
#!=$

"

#""2

N

"

,̂

浓度的

;L@C"̂

处理
!CM

后#

R'<

患者
<K;

的
G8M#

和

G8M!,G?'

表达无明显变化&而
G8M%,G?'

表达量随着
;L@C"̂

浓度加大而增加#

#""2

N

"

,̂

;L@C"̂

刺激
<K;!CM

可使
G8M%,G?'

的表达

量增大为对照组的
&

倍$图
!'

%)但正常对照
<K;

经
#!=$

"

#""2

N

"

,̂

的
;L@C"̂

处理
!CM

后#其

G8M#

*

G8M!

和
G8M%,G?'

的表达均无明显变

化$图
!b

%)

图
?%;CGSD

对
!57

患者#

5

$和正常对照#

@

$

7A%

增殖的影响

R'<

!甲状腺相关性眼病&

<K;

!眼眶成纤维细胞
=

#

3

&

"="$

#

##

3

&

"="#

与空白对照$

"2

N

"

,̂

%比较
=,c%

#

$

1a(

图
B

!

不同浓度的
%;CGSD

作用
BG'

对
!57

患者#

5

$

和正常对照#

@

$

7A%

中
>+?3:I5

表达的影响

R'<

!甲状腺相关性眼病&

<K;

!眼眶成纤维细胞&

V'5

!透明质酸

合成酶
=,c%

#

$

1a(

!=!=!

!

时效关系
!

图
%

显示#经
$"2

N

"

,̂

的

;L@C"̂

处理后#

R'<

患者
<K;

的
G8M#

*

G8M!

,G?'

表达量于各时间点无明显变化#而
G8M%

,G?'

表达量呈现出明显的时间依赖趋势#

!CM

时

约为空白对照的
C=$

倍)

.

"C##

.
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第
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期
=

曾程程#等
=

可溶性
L@C"̂

促进甲状腺相关性眼病患者眼眶成纤维细胞增殖和透明质酸合成酶表达

图
E

!

HS$

0

)

3D%;CGSD

处理不同时间后对

!57

患者
7A%

中
>+?3:I5

表达量的影响

R'<

!甲状腺相关性眼病&

<K;

!眼眶成纤维细胞&

V'5

!透明质酸

合成酶
=,c%

#

$

1a(

E

!

讨
!

论

R'<

是一种器官特异性自身免疫性疾病#确切

的发病机制目前尚不清楚)早期的病理改变是淋巴

细胞*浆细胞以及各种炎性因子局部浸润于眼眶结

缔组织#我们前期研究发现反映慢性疾病炎性反应

的重要指标红细胞分布宽度与
R'<

患者病情相

关,

##

-

#也间接证明炎性反应在
R'<

的发病中具有

重要作用)在探究
R'<

发病机制过程中发现#

<K;

既是自身免疫靶细胞又是效应细胞#当受到炎性因

子刺激后#不仅参与眼外肌纤维化#同时还参与了眼

眶脂肪形成以及透明质酸的堆积&

<K;

作为靶细胞

被 激 活# 活 化 后 分 泌 氨 基 葡 聚 糖

$

N

3

8

(/;),-2/

N

3

8

()2;

#

W'W;

%#具 有 亲 水 性 的

W'W;

能使组织水肿#导致眼球后组织肿胀#严重者

导致眼球向前突出,

#!F#%

-

)

研究发现当甲状腺功能调节异常时#大量促甲

状腺激素受体$

R5VG

%抗体与
R5VG

结合#激活下

游信号#并通过介导信号通路激活
?KF

)

b

*

6'D[

*

OG[;

等蛋白激酶#促进细胞因子*生长因子*黏附

分子$

L@$C

"

L@#"&

%*基质金属蛋白酶等的表达)

此时大量免疫细胞$如
R

细胞*

b

细胞*巨噬细胞*抗

原提呈细胞等%通过体循环浸润眼眶组织并各司其

职)当免疫系统被过度激活时#抗原提呈细胞和活

化的巨噬细胞能产生
ÂF#

$

*

R?KF

#

和
RWKF

$

#不断

加重炎性反应过程)

R

细胞能够产生不同的细胞因

子包括干扰素
+

和
ÂFC

+

#另外#活化的
R

细胞可以

刺激
<K;

#使
6VL

%

高表达#呈递自身抗原)其中

L@C"FL@C"̂

共刺激通路是介导
R

细胞激活
<K;

的关键#在
R'<

发病机制中起着至关重要的作

用,

!F$

-

)本实验发现
;L@C"̂

能促进
<K;

的增殖#提

示在眼眶组织纤维化区域集中分布的
;L@C"̂

可能

是通过刺激
<K;

的生长#加强
<K;

在
R'<

病理过

程中的作用)

R'<

患者球后组织有大量
OL6

聚集#而
V'

是
<K;

合成的
OL6

的主要成分#并且血清
V'

水

平与
R'<

活动度有关,

#C

-

)目前为止已经发现并克

隆了
%

种
V'

合成酶基因#分别编码
%

种同工酶

V'5#

*

V'5!

和
V'5%

蛋白)虽然这
%

种同工酶

具有同源性#但各自合成的
V'

相对分子质量不同#

且功能也存在差异)高相对分子质量的
V'

主要由

V'5#

和
V'5!

合成#主要参与抑制炎症反应&低相

对分子质量的
V'

则主要由
V'5%

合成#参与炎症

反应#是重要的炎性介质)以上
%

种
G8M

基因的

表达受多种生长因子和细胞因子的影响#而
R'<

患者眼眶结缔组织中弥漫浸润多种细胞因子和生长

因子#因此有可能通过影响患者眼眶组织中
G8M

基因的表达参与
R'<

病理生理过程)有研究表明

胰岛素样生长因子
#

$

AWKF#

%不影响培养的
<K;

中

G8M#,G?'

的表达#但能明显抑制
G8M!,G?'

的表达#增加
G8M%,G?'

的表达#提示
AWKF#

可

能通过调节不同
G8M,G?'

#使
<K;

合成低相对

分子质量
V'

的比例和数量增高#引起
R'<

患者

眼眶组织
V'

的堆积和炎性反应过程,

#$

-

)本实验

发现#在
;L@C"̂

作用下#

R'<

患者
<K;

中
G8M#

和
G8M!,G?'

的表达无明显变化#而
G8M%

,G?'

的合成增加#并且呈现出浓度和时间依赖的

趋势)由于
V'5%

主要催化合成低相对分子质量

V'

#而后者是一种重要的炎症介质#故可能加重

R'<

患者眼眶局部组织的炎症反应和病情#提示

;L@C"̂

可能通过促进
G8M%,G?'

的表达来促

进
R'<

患者
<K;

合成和分泌
V'

#从而促进
R'<

的发生和发展)
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