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　　［摘要］　目的　观察胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）受体（ＩＧＦ１Ｒ）在甲状腺相关性眼病（ＴＡＯ）眼眶脂肪组织中的表达及

分布情况，探讨ＩＧＦ１对眼眶前脂肪细胞增殖和分化的影响。方法　收集２０１４年９月至２０１５年１月期间入住第二军医大学

长征医院的ＴＡＯ组患者（狀＝６）和对照组患者（狀＝５）的眼眶脂肪组织，用蛋白质印迹法、实时定量ＰＣＲ及免疫组化法检测两

组患者眼眶脂肪组织中ＩＧＦ１Ｒ的表达及分布情况。分别提取两组患者的眼眶前脂肪细胞，用ＣＣＫ８法检测不同浓度（０、１、

５、１０、２０ｎｍｏｌ／Ｌ）ＩＧＦ１对细胞增殖能力的影响。体外分化细胞后用油红Ｏ染色法及蛋白质印迹法观察两组细胞的分化情况

和ＩＧＦ１Ｒ的表达变化；实时定量ＰＣＲ检测不同浓度（０、１、５、１０、２０ｎｍｏｌ／Ｌ）ＩＧＦ１对ＴＡＯ组细胞分化水平的影响。

结果　ＴＡＯ组患者眼眶脂肪组织中ＩＧＦ１Ｒ蛋白及ｍＲＮＡ的表达均高于对照组（犘＜０．０１）。不同浓度ＩＧＦ１均可以促进眼

眶前脂肪细胞的增殖，且在１～２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１作用下在ＴＡＯ组细胞的增殖能力均高于对照组（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。ＴＡＯ

组前脂肪细胞分化前、后细胞中ＩＧＦ１Ｒ的表达水平均明显高于对照组。相较于未加ＩＧＦ１组，１～２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１均促进

ＴＡＯ组前脂肪细胞中犘犘犃犚γｍＲＮＡ的表达（犘＜０．０１）；油红Ｏ染色检测结果显示随着ＩＧＦ１浓度的升高，脂滴合成逐渐增

加（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结论　ＩＧＦ１Ｒ在ＴＡＯ患者脂肪组织及前脂肪细胞中的表达较高，ＩＧＦ１可以促进ＴＡＯ眼眶前脂

肪细胞的增殖和分化。
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第１２期．俞丹洋，等．胰岛素样生长因子１受体在甲状腺相关性眼病眼眶脂肪细胞增殖和分化中的作用

ｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｒｂｉｔａｌｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗａｓｐｒｏｍｏｔｅｄｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎＴＡＯｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１（犘＜０．０５，

犘＜０．０１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１ＲｉｎｔｈｅＴＡＯｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩＧＦ１ａｂｓｅｎｔｇｒｏｕｐ，１２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犘犘犃犚γ

ｍＲＮＡｉｎｏｒｂｉｔａｌｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｉｎＴＡＯｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）．ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓｙｎｔｈｅｓｉｓｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＩＧＦ１ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（犘＜０．０５，犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＩＧＦ１Ｒｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｉｎｔｈｅａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅａｎｄｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＴＡＯ，ａｎｄＩＧＦ１ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ

ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＴＡＯ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　Ｇｒａｖｅｓｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ；ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ；ＩＧＦｔｙｐｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１；ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；

ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（１２）：１４８８１４９４］

　 　 甲 状 腺 相 关 性 眼 病 （ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ，ＴＡＯ）是临床上最常见的引起眼

球突出的疾病，随着社会环境和人们生活习惯的改

变，其发病率有逐渐升高的趋势［１２］。ＴＡＯ临床表

现以眼球突出、眼睑肿胀、上睑退缩、结膜充血水肿、

眼外肌麻痹等为主，较为严重的患者可因肥厚的眼

外肌挤压视神经及眼球过于突出引发角膜暴露而导

致视功能受损。临床上根据眼眶脂肪及眼外肌情况

将ＴＡＯ分为２种类型
［３］，且不论何种类型的眼眶脂

肪病变都在ＴＡＯ的发病中占据了重要位置。从病

因学角度分析，ＴＡＯ是一种与促甲状腺素受体

（ｔｈｙｒｏｉｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＳＨＲ）及

胰岛素样生长因子１ （ＩＧＦ１）受体（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＩＧＦ１Ｒ）自身抗原密切相

关的眼眶炎症性疾病。本实验通过研究ＴＡＯ患者

的眼眶脂肪结缔组织，探讨重组人ＩＧＦ１／ＩＧＦ１Ｒ

在眼眶脂肪组织中的作用。

１　材料和方法

１．１　患者资料　ＴＡＯ组：选取２０１４年９月至２０１５

年１月期间入住第二军医大学长征医院行眼眶减压

术的稳定期ＴＡＯ患者６例，其中男性２例、女性４

例。ＴＡＯ诊断标准：（１）眼睑退缩者只要合并以下

体征或检查证据之一即可诊断，即甲状腺功能异常；

眼球突出，突度≥１６ｍｍ；视神经功能障碍，包括视

力下降、瞳孔反射、色觉、视野异常，无法用其他病变

解释；眼外肌受累，眼球活动受限、眼外肌肥大。（２）

缺乏眼睑退缩者须具备甲状腺功能异常，并应有以

下体征之一，即眼球突出、眼外肌受累或视神经功能

障碍，并排除其他眼病引起的类似体征。以上患者

病情都稳定６个月以上。对照组：选取２０１４年９月

至２０１５年１月期间在第二军医大学长征医院行下

眼睑眼袋成形术及眼球摘除术的患者５例，其中男

性１例、女性４例。所有患者均无甲状腺相关疾病

史。

１．２　主要仪器和试剂　ＭＶＥ液氮罐（美国Ｃｈａｒｔ

ＭＶＥ公司），冰冻组织切片机（ＣＭ３０５０型，德国徕

卡公司），ＣＣＫ８试剂盒（１００Ｔ；深圳伟通生物科技有

限公司）。Ⅰ型胶原酶、油红Ｏ（美国Ｓｉｇｍａ公司），

ＩＧＦ１Ｒ单克隆抗体、Ｐｒｅｆ１单克隆抗体（美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），ＩＧＦ１（以色列Ｐｒｏｓｐｅｃ公司），

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）。

１．３　标本获得及冰冻切片制作和免疫组化　将手

术获得的脂肪组织用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗３～４

次，用ＯＣＴ（ｏｐｔｉｍａｌｃｕｔｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）包埋剂包

绕；将恒温冷箱切片机调至－２０℃，设置切片厚度为

１０μｍ，连续切片；晾干５ｍｉｎ后，－２０℃丙酮固定

３０ｍｉｎ。免疫组化：用３％Ｈ２Ｏ２ 孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ

清洗２次，进行血清封闭，加入ＩＧＦ１Ｒ抗体孵育后

加入二抗。加入新鲜配制ＤＡＢ进行显色，室温下苏

木精复染，乙醇梯度脱水，干燥后二甲苯透明，树胶

封片。采用结合染色强度和阳性细胞百分比的半定

量法进行评价。

１．４　原代眼眶前脂肪细胞的提取、培养和鉴定　将

手术获得的脂肪组织用ＰＢＳ冲洗３～４次，去除脂肪

结缔组织中的纤维组织及血管成分，使之成为约

１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ的脂肪组织。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养

液［含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）＋１％ＰＢＳ］冲洗后，加入含

０．１％Ⅰ型胶原酶（１ｍｇ／ｍＬ）的消化液，３７℃消化

３０ｍｉｎ。２００目的筛网过滤后终止消化，１５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ（离心半径为１３ｃｍ），重悬细胞后接种。

于３７℃、５％ＣＯ２条件下孵育，每隔４８～７２ｈ换液

一次，待细胞融合后再进行传代，传至３～４代进行

分离和鉴定。

·９８４１·
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１．５　眼眶前脂肪细胞的分化　当细胞融合至８０％

时使用无血清诱导培养基进行分化诱导（分化第０

天），每４８ｈ更换一次培养液；分化到第４天时更换

为分化培养基（参照Ｖａｌｙａｓｅｖｉ等
［４］的方法配制）继

续分化；分化到第１０天时结束，观察细胞脂滴合成

情况，并进行油红Ｏ染色。

１．６　ＣＣＫ８检测　ＴＡＯ组和对照组患者的眼眶前

脂肪细胞分别加入不同浓度ＩＧＦ１（０、１、５、１０、

２０ｎｍｏｌ／Ｌ）作用，４８ｈ后按照ＣＣＫ８试剂盒说明进

行相关操作，检测各组细胞在４５０ｎｍ下的光密度

（犇）值。另取两组患者的眼眶前脂肪细胞，分别加

入５ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１，并分别设立不加ＩＧＦ１的相应

对照组，培养５ｄ后检测不同时间点各组细胞在波

长４５０ｎｍ下的犇值，绘制生长曲线。

１．７　油红Ｏ染色　取ＴＡＯ组眼眶前脂肪细胞，分

别加入不同浓度ＩＧＦ１（０、１、５、１０、２０ｎｍｏｌ／Ｌ）作

用，第１０天时观察细胞脂滴合成情况，并进行油红

Ｏ染色及后续实验。将１００ｍＬ异丙醇和０．５ｇ干

粉（油红Ｏ）混合，溶解后进行过滤，在４℃下避光保

存；将储备液与蒸馏水按３∶２稀释，使用滤纸进行

过滤；将分化后的脂肪细胞使用４％多聚甲醛固定

５ｍｉｎ，加入油红 Ｏ工作液染色放置３ｍｉｎ；再于

３７℃培养箱中放置１ｈ后ＰＢＳ清洗３次；异丙醇抽

提油红Ｏ，检测各组细胞在波长５１０ｎｍ下的犇值。

１．８　ＲＮＡ提取及ＰＣＲ检测　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒

抽提脂肪组织和分化细胞中的总ＲＮＡ，按反转录试

剂盒说明合成ｃＤＮＡ，３７℃下反转录３０ｍｉｎ，９４℃下

灭活２ｍｉｎ，加入ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（日本

ＴａＫａＲａ公司）进行扩增。反应条件如下：９５℃预变

性２ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，７２℃退火４５ｓ，６８℃延伸

２０ｓ，共３０个循环。结果以２－ΔΔＣｔ表示，犌犃犘犇犎 作

为内参照。设置３个复孔。引物序列如下：犐犌犉１犚

Ｆ５′ＴＣＣＡＣＡ ＴＣＣＴＧＣＴＣＡ ＴＣＴＣＣ３′，Ｒ

５′ＡＧＡ ＡＧＴ ＣＡＣ ＧＧＴ ＣＣＡ ＣＡＣ ＡＧ３′；

犘犘犃犚γＦ５′ＣＡＴ ＡＡＴ ＧＣＣ ＡＴＣ ＡＧＧ ＴＴＴ

ＧＧ３′，Ｒ５′ＣＴＧ ＧＡＴ ＴＣＡ ＧＣＴ ＧＧＴ ＣＧＡ

ＴＡ３′；犌犃犘犇犎Ｆ５′ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴ

ＴＧＧ ＴＣＧ ＴＡＴ３′，Ｒ５′ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴ

ＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３′。

１．９　蛋白质印迹法检测蛋白的表达　抽提蛋白并

通过１２％ＳＤＳＰＡＧＥ进行分离，电转移到ＰＶＤＦ

膜上。将含有蛋白的膜用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，接

着将膜浸于孵育盒中，加入配好的一抗ＩＧＦ１Ｒ（美

国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司 ，１∶５００）和βａｃｔｉｎ抗体。４℃

下摇床孵育过夜后，辣根过氧化酶偶联的二抗中

３７℃孵育２ｈ。ＥＣＬ显色，暗室曝光显影。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据

分析，所有计量资料以珔狓±狊表示。组间差异比较采

用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。等级资料

比较采用两个独立样本的秩和检验（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ）。检

验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　眼眶脂肪组织中ＩＧＦ１Ｒ蛋白和ｍＲＮＡ的表

达情况　通过蛋白质印迹法对两组患者眼眶脂肪组

织中的ＩＧＦ１Ｒ蛋白进行检测，结果（图１）显示，

ＴＡＯ组患者眼眶脂肪组织中ＩＧＦ１Ｒ蛋白的表达

量明显高于对照组。ＰＣＲ检测犐犌犉１犚ｍＲＮＡ的

表达水平，结果显示，ＴＡＯ组患者眼眶脂肪组织中

犐犌犉１犚ｍＲＮＡ的表达（２．７１±０．１４）高于对照组

（１．１２±０．０６，犘＜０．０１）。

图１　两组患者眼眶脂肪组织中犐犌犉１犚蛋白的表达

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犐犌犉１犚狆狉狅狋犲犻狀犻狀狅狉犫犻狋犪犾

犪犱犻狆狅狊犲狋犻狊狊狌犲狊犻狀狋狑狅犵狉狅狌狆狊

ＴＡＯ：Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ；ＩＧＦ１Ｒ：Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ

２．２　眼眶脂肪组织冰冻切片中ＩＧＦ１Ｒ的免疫组

化情况　应用组织冰冻切片技术和免疫组化法检测

两组患者眼眶脂肪组织中ＩＧＦ１Ｒ蛋白的分布情

况。结果（图２Ａ）显示，ＩＧＦ１Ｒ在两组的纤维组织

及小血管内可见明显表达，在脂肪细胞间也存在表

达，且其在ＴＡＯ组组织中相比对照组表达更明显。

采用不同视野下半定量法检测两组脂肪细胞中

ＩＧＦ１Ｒ的含量，结果可见ＴＡＯ组细胞中ＩＧＦ１Ｒ

的含量高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１，

图２Ｂ）。

２．３　眼眶脂肪组织中原代成纤维细胞的提取及

传代　通过酶解法从获取的脂肪组织中提取原代成

纤维细胞。两组眼眶脂肪组织的原代细胞均显示为

体积较小的梭形细胞，细胞核相对较大，ＴＡＯ组细

胞体积略小于对照组（图３）。两组细胞初期生长缓

慢，７～１０ｄ后增殖能力明显增强；传至第２代后两

·０９４１·
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第１２期．俞丹洋，等．胰岛素样生长因子１受体在甲状腺相关性眼病眼眶脂肪细胞增殖和分化中的作用

组细胞在外形上差别不大，均表现为多角形或长梭

形细胞。

图２　两组患者眼眶脂肪组织中犐犌犉１犚

蛋白的分布情况（犃）和含量（犅）

犉犻犵２　犜犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀（犃）犪狀犱犮狅狀狋犲狀狋（犅）狅犳犐犌犉１犚

狆狉狅狋犲犻狀犻狀狅狉犫犻狋犪犾犪犱犻狆狅狊犲狋犻狊狊狌犲犻狀狋狑狅犵狉狅狌狆狊

ＴＡＯ：Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ；ＩＧＦ１Ｒ：Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ．狀＝５ｆｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，狀＝６ｆｏｒＴＡＯ

ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ａ）

图３　培养４犱时两组眼眶原代成纤维细胞的形态

犉犻犵３　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犻犿犪犵犲狅犳狆狉犻犿犪狉狔狅狉犫犻狋犪犾

犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋（４犱犪狔狊）犻狀狋狑狅犵狉狅狌狆狊

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＴＡＯ ｇｒｏｕｐ．ＴＡＯ：Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　不同浓度ＩＧＦ１对眼眶前脂肪细胞增殖能

力的影响　随ＩＧＦ１作用浓度的增加，ＴＡＯ组和

对照组眼眶前脂肪细胞的增殖水平均逐渐提高；

分别与未加ＩＧＦ１自身对照组比较，差别均有统

计学意义（犘＜０．０１）。１～２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１作用

下ＴＡＯ组前脂肪细胞的增殖能力均高于对照组

（犘＜０．０５，犘＜０．０１；图４）。

２．５　ＩＧＦ１对眼眶前脂肪细胞生长曲线的影响　分

别与未加ＩＧＦ１自身对照相比，对照组与ＴＡＯ组

眼眶前脂肪细胞经５ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１作用２～５ｄ后

的细胞增殖能力均增高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５，犘＜０．０１；图５）。

图４　不同浓度犐犌犉１作用４８犺后

两组前脂肪细胞的增殖情况

犉犻犵４　犜犺犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳狆狉犲犪犱犻狆狅犮狔狋犲犻狀狋狑狅犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉

狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犐犌犉１犳狅狉４８犺

ＴＡＯ： Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ；ＩＧＦ１：Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝５ｆｏｒ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，狀＝６ｆｏｒＴＡＯｇｒｏｕｐ；珔狓±狊

图５　犐犌犉１作用后两组眼眶前脂肪细胞的生长曲线

犉犻犵５　犜犺犲犵狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳狆狉犲犪犱犻狆狅犮狔狋犲犻狀

狋狑狅犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犐犌犉１

ＴＡＯ： Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ；ＩＧＦ１：Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｓｅｌｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

狀＝５ｆｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，狀＝６ｆｏｒＴＡＯｇｒｏｕｐ；珔狓±狊

２．６　两组眼眶前脂肪细胞的分化情况和ＩＧＦ１Ｒ

受体的变化　经分化培养基分化诱导６ｄ后两组细

胞形态均发生了明显变化，细胞形态饱满，在部分细

胞中间可见少量聚集在一起的透亮油滴样物质。分

化结束后油红Ｏ染色显示胞成椭圆形，周边可见着

色脂滴成分；且ＴＡＯ组细胞的分化水平（犇５１０＝

０．７３±０．０５）与对照组（犇５１０＝０．６８±０．０３）相比差

异无统计学意义（犘＝０．３９）。蛋白质印迹法检测分

化前、后两组眼眶前脂肪细胞中ＩＧＦ１Ｒ蛋白的表

达变化，可见分化后两组眼眶前脂肪细胞中ＩＧＦ１Ｒ

蛋白的表达均下降，但分化前、后ＴＡＯ组细胞中

ＩＧＦ１Ｒ蛋白的表达始终高于对照组（图６）。
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２．７　两组前脂肪细胞分化后犘犘犃犚γｍＲＮＡ的表

达情况　ＰＣＲ检测结果发现，ＴＡＯ组与对照组细

胞中犘犘犃犚γｍＲＮＡ的表达量差异无统计学意义

（１．０６±０．０３ｖｓ０．９９±０．０４，犘＝０．２１）。

图６　两组眼眶前脂肪细胞分化前、后犐犌犉１犚蛋白的表达

犉犻犵６　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犐犌犉１犚狆狉狅狋犲犻狀犻狀

狆狉犲犪犱犻狆狅犮狔狋犲犻狀狋狑狅犵狉狅狌狆狊犫犲犳狅狉犲犪狀犱犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀

ＴＡＯ：Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ；ＩＧＦ１Ｒ：Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ

２．８　ＩＧＦ１对ＴＡＯ组细胞分化后犘犘犃犚γｍＲＮＡ

表达及脂化水平的影响　结果（图７）显示１、５、１０、

２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１组细胞中犘犘犃犚γｍＲＮＡ的表达

均高于未加ＩＧＦ１对照组（犘＜０．０１）。随ＩＧＦ１作

用浓度升高脂肪分化水平逐渐增强，当ＩＧＦ１浓度

达到２０ｎｍｏｌ／Ｌ时，这种增强趋势有一定的减弱

（犘＝０．０２）。对分化后的各组细胞进行油红Ｏ染色，

结果发现随着ＩＧＦ１浓度的升高，油滴含量逐渐增

加，且各组犇５１０值差异有统计学意义（犘＜０．０５，

犘＜０．０１；图８）。当ＩＧＦ１浓度超过５ｎｍｏｌ／Ｌ后，

油滴含量增加较为明显。

图７　犐犌犉１对犜犃犗组前脂肪细胞分化后

犘犘犃犚γ犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵７　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犐犌犉１狅狀犘犘犃犚γ犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳

狆狉犲犪犱犻狆狅犮狔狋犲犻狀犜犃犗犵狉狅狌狆犫犲犳狅狉犲犪狀犱犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀

ＩＧＦ１：Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１；ＴＡＯ：Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ； ＰＰＡＲγ： Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ．犘＜０．０１ｖｓ０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓ

５ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ；▲犘＜０．０５，▲▲犘＜０．０１ｖｓ１０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ

１ｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

图８　犐犌犉１作用后犜犃犗组前脂肪细胞油红犗染色结果

犉犻犵８　犗犻犾狉犲犱犗狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狆狉犲犪犱犻狆狅犮狔狋犲犻狀犜犃犗犵狉狅狌狆狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犐犌犉１犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀

Ａ：０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：１ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ；Ｃ：５ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ；Ｄ：１０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ；Ｅ：２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ；Ｆ：

ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｉｎＴＡＯｇｒｏｕｐｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＧＦ１．ＩＧＦ１：Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１；ＴＡＯ：

Ｔｈｙｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ）；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓ５ｎｍｏｌ／Ｌ

ＩＧＦ１ｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（ＡＥ）

３　讨　论

随着现代社会环境、社会人群心理状态及生活

习惯的改变，ＴＡＯ的发病率呈现逐渐上升的趋势。

在美国每年大约有３７０００例新发病例，每１０万人

口年平均约有１６例女性和２．９例男性发病的患
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第１２期．俞丹洋，等．胰岛素样生长因子１受体在甲状腺相关性眼病眼眶脂肪细胞增殖和分化中的作用

者［１］。ＴＡＯ的发病机制还不是很清楚，目前认为

ＴＡＯ是一种与自身免疫相关的眼眶炎症性疾病，也

是临床较难处理的眼科疾病之一。既往研究认为

ＴＳＨＲ是ＴＡＯ自身免疫的主要抗原
［５］，直到２００８

年Ｔｓｕｉ等
［６］通过实验提出了ＴＳＨＲ／ＩＧＦ１Ｒ复合

共同体学说。Ｖａｒｅｗｉｊｃｋ等
［７］后来在对不同年龄段

ＴＡＯ患者进行血清学检查时发现，血清中ＩｇＧ不仅

可以激活ＩＧＦ１Ｒ，而且这种激活作用随患者年龄的

增加而更加明显，这与 Ｇｒａｖｅｓ眼病 （Ｇｒａｖｅｓ’

ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ，ＧＯ）随发病年龄增加而逐渐加重

的特点相一致，从侧面验证了ＴＳＨＲ／ＩＧＦ１Ｒ复合

共同体学说。以上这些研究表明了ＩＧＦ１Ｒ 和

ＴＳＨＲ的交互效应可能与ＴＡＯ疾病有着密切的

联系。

本研究检测发现ＴＡＯ组眼眶脂肪组织中ＩＧＦ

１Ｒ蛋白及核酸的表达较高。由于眼眶组织中还包

含了纤维细胞、内皮细胞等脂肪细胞以外的成分，该

实验结果仅能说明脂肪组织间存在差异。使用冰冻

切片进行免疫组化检查，镜下可见ＩＧＦ１Ｒ在ＴＡＯ

组脂肪组织中的表达较高，其不仅在微小血管内及

周边含量高，在脂肪细胞之间也较明显。此外ＴＡＯ

眼眶中的成纤维细胞、Ｂ细胞也都被证实存在ＩＧＦ

１Ｒ过高表达的现象
［８］。脂肪细胞是由前脂肪细胞

分化而来，而前脂肪细胞又是成纤维细胞里一种亚

型。为了进一步研究ＩＧＦ１Ｒ与脂肪细胞之间的关

系，本研究提取了两组眼眶脂肪组织中的成纤维细

胞进行培养，发现两组原代成纤维细胞在形态学上

略有差异，虽然都表现为短梭形细胞，但ＴＡＯ组细

胞更小些。经过融合增殖传至第２代后细胞体积增

大，并出现了树枝样伪足，两组细胞形态学上差异并

不明显。

作为ＩＧＦ１Ｒ 配体的 ＩＧＦ１ 于 １９５７ 年被

Ｓａｌｍｉｎ和Ｄａｕｇｈａｄａｙ
［９］首次发现，认为它和生长激

素有密切关系［１０］。体内肝脏等组织表达ＩＧＦ１后

经过循环系统作用到各个组织及器官，主要作用是

调节生长、再生和代谢。它在肿瘤、神经系统和免疫

代谢系统疾病方面的作用较为明显［１１］。本研究检

测了不同浓度ＩＧＦ１作用下眼眶前脂肪细胞的增殖

情况，结果显示对照组和ＴＡＯ组前脂肪细胞的增

殖能力均提高，且使用５ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１作用时，两

组细胞的增值水平在培养２ｄ后就高于不加ＩＧＦ１

自身对照组，表明细胞对ＩＧＦ１刺激较为敏感；此

外，相同浓度ＩＧＦ１作用时ＴＡＯ组细胞的增殖能

力要高于对照组，在１ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１作用下两组差

异即有统计学意义，说明ＴＡＯ组细胞对ＩＧＦ１刺

激更为敏感。

研究证实ＴＳＨＲ在ＴＡＯ的发病过程中具有重

要作用，在ＧＯ患者眼眶前脂肪细胞分化过程中

ＴＳＨＲ呈现逐渐增高的表达趋势
［１２］。那么作为细

胞ＴＳＨＲ受体共同学说的重要组成部分，ＩＧＦ１Ｒ

在细胞分化前后的变化是否和ＴＳＨＲ一致呢？本

研究结果显示分化后两组细胞的ＩＧＦ１Ｒ含量较分

化前均略有降低，且 ＴＡＯ 组始终高于对照组。

ＩＧＦ１Ｒ的变化趋势与ＴＳＨＲ并不一致，分析其原

因可能是虽然ＩＧＦ１Ｒ与ＴＳＨＲ关系密切，但作为

细胞生长代谢的重要受体，ＩＧＦ１Ｒ有其自身的特

点，也可能会受到其他因素的影响。

既往研究发现ＩＧＦ家族的作用组织和胰岛素

类似，包括脂肪组织、横纹肌及心肌组织等［１３１４］，其

在脂肪组织水平和细胞水平均能影响糖类和脂类的

代谢。研究发现生理水平状况下的ＩＧＦ１就可以促

进不同阶段脂肪细胞的分化及细胞因子的合成［１５］，

但以上研究都是在躯体脂肪中进行，而对眼眶内脂

肪的研究较少［１６］。本研究将获得的眼眶前脂肪细

胞进行体外分化，通过检测脂滴合成量及成脂指标

ＰＰＡＲγ发现ＴＡＯ组和对照组的脂化水平差异无

统计学意义。１～２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１作用后，ＴＡＯ组

眼眶前脂肪细胞均呈现较强的增强的分化趋势，细

胞中的油滴含量和ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的表达水平均增

加（犘＜０．０１），表明ＩＧＦ１在体外可以促进ＴＡＯ眼

眶前脂肪细胞的分化。

综上所述，ＩＧＦ１Ｒ在ＴＡＯ眼眶脂肪组织和前

脂肪细胞中呈现异常高表达的状态，一定浓度的

ＩＧＦ１可以提高前脂肪细胞的增殖和脂化能力，提

示ＩＧＦ１Ｒ的这种变化在ＴＡＯ眼眶脂肪病变中可

能具有一定作用。ＩＧＦ１Ｒ抑制剂已经在肿瘤临床

治疗中得到应用［１７］，目前已有通过利妥昔单抗对重

度ＴＡＯ患者进行治疗的相关报道，并已在少量的

样本研究中发现其可以抑制血清中ＩＧＦ１Ｒ阳性Ｔ

细胞的能力［１８］。ＩＧＦ１Ｒ可能在ＴＡＯ中发挥重要

作用，其相关研究可能将为ＴＡＯ的治疗开辟一条

新途径。
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