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翼状胬肉是眼科常见病和多发病#是局部球结膜及其下纤

维血管组织呈三角形膜样增生而侵犯角膜的一种慢性眼表疾

病'
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)翼状胬肉的治疗方法虽多#但治疗效果都不甚理想#术

后易复发#而且预防复发的药物有较多的不良反应)结缔组织

生长因子$

05>g

&是一种新发现的促纤维化细胞因子#是
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致纤维化作用的直接下游效应介质'
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参与促

进成纤维细胞的活化*转化*增殖及迁移#或参与胶原合成及其

他细胞外基质的表达等#与各器官组织的纤维化过程密切相

关'
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)近年研究发现'
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05>g

与翼状胬肉的发生*发展有密

切关系)
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干扰是将双链
*2,

导入细胞引起特异基因

-*2,

降解的一种反应现象#能特异地介导同源基因沉默#抑

制同源基因表达#从而下调相应蛋白水平及其功能'
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)本研究

旨在应用结缔组织生长因子短发夹
*2,

$
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&表达

质粒转染翼状胬肉成纤维细胞#研究其对
05>g-*2,

和蛋

白表达的影响及对细胞外基质分泌的影响)但
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表达质粒对翼状胬肉成纤维细胞的转染效率是实验关键#因

此#本文主要研究其转染效率#并将研究情况报道如下)
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(报道的方法进行翼状胬肉成纤维细胞的原

代和传代培养#实验选用第
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代细胞)在培养过程中#逐日

使用显微镜观察成纤维细胞原代及传代培养的生长情况#并定

期显微镜下拍照)

C&D&D
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成纤维细胞鉴定
!

应用
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法检测细胞中波形蛋白表

达情况#以鉴定培养的细胞是否为成纤维细胞)
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转染试剂#按照
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的比例配置

质粒与脂质体混合液#所用培养液为
j
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H:<)4)

培养液#以防

止血清对转染效率的影响)细胞转染
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后#更换含
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无抗菌剂
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培养液#
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后测量细胞的转染效率)

每组设三个平行孔)
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流式细胞仪检测转染效率
!

细胞转染
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后#荧光显

微镜下观察阳性细胞)拍照细胞用
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冲洗
#

次#加入胰酶

消化%收集细胞#用
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洗涤
#

次#然后用
%-;!"+

重悬细

胞#流式细胞仪检测总细胞中表达绿色荧光蛋白
4>g!

的细胞

的比例#以确定其转染效率#筛选出质粒与脂质体的最佳比例#

确定最佳转染方案)
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翼状胬肉成纤维细胞的培养和鉴定
!

组织块接种后在

#EI

内基本贴壁#

%

周后组织块周围可见细胞萌出#呈梭形或

不规则三角形#向外伸出
#
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个长短不同的伪足)

#

周后以

组织块为中心#呈放射状向周围生长*繁殖#聚集成大小不一的

细胞晕#随后#细胞迅速生长并连成片#细胞的生长排列多呈放

射状*编织状或旋涡状走行)传代后#成纤维细胞约
(I

贴壁#

(

"
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后细胞生长成片#很快长满瓶底#形成单层细胞)体外

培养的翼状胬肉成纤维细胞经
+!

法染色可见波形蛋白表达

阳性#阳性表达位于胞浆#呈现与成纤维细胞长轴方向一致的

棕黄色束状或网状结构)
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重组质粒对成纤维细胞的转染效率
!

转染
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#

倒置荧光显微镜下观察阳性细胞发出绿色荧光)重组质粒的

转染效率直接影响基因的沉默效果#故需要筛选到稳定的*最

优的转染效率#以得到稳定的转染效果)细胞转染
#EI

后用

流式细胞仪进行检测#质粒
e

脂质体分别为
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#得出质粒与脂质体的最佳比例为

%e#&W

#此时转染效率最高)
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翼状胬肉是眼科较为常见的眼表疾病之一#其临床表现为

呈三角形增厚的球结膜组织病变#其头部侵袭生长至角膜#体

部位于睑裂区的一侧#大多生长在鼻侧)增生的组织肥厚#血

管扩张#不仅影响美容#如向角膜中央生长可引起角膜散光而

导致视力下降#如进入瞳孔区则严重影响视力)翼状胬肉的病

理特点主要是异常增生的成纤维细胞及新生血管#伴有炎细胞

浸润和细胞外基质过度沉积'

D

(

#是一种纤维化病变)

翼状胬肉组织块原代培养生长出的细胞主要是成纤维细

胞#也有一部分上皮细胞)本实验通过传代时两种细胞对胰蛋

白酶的耐受性不同*再次贴壁难易差别及细胞不同时期增殖活

性的差异#进行
#

*

6

次细胞传代#即可获得纯化成纤维细胞#进

一步采用免疫组织化学法对细胞进行鉴定)

W

种细胞骨架中

间丝蛋白的表达具有组织特异性#上皮细胞常用细胞角蛋白作

标志#成纤维细胞则可用波形蛋白作标志)本实验培养的成纤

维细胞对波形蛋白表达阳性#结合组织来源及细胞生长特性可

以确认为成纤维细胞)

目前研究发现'

?

(

#翼状胬肉组织中有许多细胞因子的表达

增加#如
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*
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*
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!1>g

及
05>g

等的表达#其中
05>g

在翼状胬肉的

发生*发展中起重要作用)已有大量研究表明#

05>g

靶向

B:*2,

可以通过阻抑
05>g

的表达#进而阻止纤维化疾病的

进展)

c:$8

等'
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(在对系统性硬化症患者的皮肤成纤维细胞研

究中#首次发现
05>g

靶向
B:*2,

能抑制
05>g

和
$

*

*

型胶

原的表达)赵平和李世荣'

%'

(在对人瘢痕疙瘩的治疗研究中发

现#针对
05>g

基因的
B:*2,

干扰质粒转染瘢痕疙瘩成纤维

细胞后能明显抑制
05>g-*2,

表达#降低
05>g

蛋白含量

及胶原蛋白分泌水平)还有研究表明'

%%
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#

05>g

靶向
B:*2,

能高效*特异地抑制大鼠肝星状细胞中
05>g

基因的表达#显

著抑制肝星状细胞的活化*增殖#减少
$

*

*

型胶原的合成)这

些研究结果提示#

B:*2,

介导的
05>g

基因沉默对纤维化疾

病具有治疗潜力)因此#本实验应用
05>gBI*2,

表达质粒

转染翼状胬肉成纤维细胞#研究其影响作用)

脂质体作为一种体内和体外输送载体的工具#已有较多研

究#它适用于把
12,

或
*2,

转染入悬浮或贴壁细胞中#是目

前条件下最方便且转染率高的转染方法之一'

%#
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)已有报道其

对很多细胞系如
Z4\<#@6

*
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0Zj
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以及

人成纤维细胞都有良好的转染效果'
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)转染过程中#脂质

体和质粒的用量比例应适当)脂质体用量太少#不能将外源

12,

完全包裹#形成脂质体
12,

复合物%用量过多#增大对

细胞的毒性#破坏细胞的生长状态'
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)本实验研究表明#在质

粒
e

脂质体分别为
%e'&W
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%e%&W
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*

%e6&'
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时#细胞转染
#EI

后#转染效率最高的

质粒与脂质体的比例为
%e#&W

#转染效率为$

W(&Dk%&W

&

b

)

本实验通过加入重组质粒与不同比例的脂质体形成复合

物#转染翼状胬肉成纤维细胞摸索出最适宜条件#不仅为胬肉

成纤维细胞转染提供依据#也为体外其他成纤维细胞转染提供
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