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【关键词】　基质金属蛋白酶２；人晶状体上皮细胞；细胞增殖；移行；ＲＮＡ干扰；短发夹ＲＮＡ
【摘要】　目的　研究 ＲＮＡ干扰 基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）表达对体外培养的人晶状体上皮细胞
（ｈｕｍａｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｈＬＥＣｓ）增殖、移行的影响。探讨ＲＮＡ干扰技术抑制 ＬＥＣｓ增殖、移行的可行性，以探索防治后发性
白内障的新方法。方法　设计构建含有靶向ＭＭＰ２的短发夹ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）质粒载体和不含靶向ＭＭＰ２的
ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒载体，体外转染ｈＬＥＣｓＳＲＡ０１／０４，分别标记为ＭＭＰ２沉默组和阴性对照组；以等体积培养液代替转染质
粒培养作为空白对照组。实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后２４ｈＭＭＰ２ｍＲＮＡ及ＭＭＰ２蛋白的表达水平。ＭＴＴ
比色法测定细胞转染后２４ｈ、４８ｈ以及７２ｈ时ｈＬＥＣｓ的增殖能力。细胞划痕实验方法测定转染后２４ｈ、４８ｈ时ｈＬＥＣｓ的移行
愈合率。结果　转染２４ｈ后ＭＭＰ２沉默组ｍＲＮＡ及其蛋白的相对表达水平分别为０．２０２±０．０７５、８０．８５６±２．１６５，与空白对照
组１．０４１±０．１６３和１８４．４１９±３．５８４比较分别下降了８０．６％和５５．１％，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），而阴性对照组
与空白对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＭＴＴ比色法检测结果显示，各时间点的细胞增殖能力 ＭＭＰ２沉默组与阴性
对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而２组较空白对照组均有所下降，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；细胞划痕
实验示转染２４ｈ与４８ｈ后ＭＭＰ２沉默组的移行愈合率分别为（２０．３６±４．１４）％和（２３．１９±５．６２）％，较空白对照组（４１．２６±
４．５７）％和（６７．６１±８．８０）％以及阴性对照组的（３６．２８±２．２８）％和（７４．４８±９．２１）％均明显降低，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５），阴性对照组与空白对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　靶向 ＭＭＰ２ｓｈＲＮＡ可以有效降低 ｈＬＥＣｓ
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ＳＲＡ０１／０４ＭＭＰ２ｍＲＮＡ和蛋白表达，抑制细胞的移行，但尚不能认为对细胞增殖能力有影响。ＲＮＡ干扰 ＭＭＰ２的表达可有
效抑制ｈＬＥＣｓ的移行。

　　后发性白内障，又称之为后囊膜混浊（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｃａｐｓｕｌｅｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＣＯ），它本质上是机体的一种
创伤修复反应过程。目前研究表明ＰＣＯ是由白内障
术后残留的人晶状体上皮细胞（ｈｕｍａｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ｈＬＥＣ）在后囊膜上移行、增殖、分化为肌成纤维
细胞，聚集于后囊膜上，从而导致后囊膜皱缩混

浊［１］。基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
２，ＭＭＰ２）是依赖钙锌离子的内源性蛋白水解酶家
族之一，其底物主要为Ⅳ型胶原和层黏连蛋白的细
胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），在细胞移行过
程中起重要作用。正常晶状体囊膜的基质成分主要

是Ⅳ型胶原，因此ＭＭＰ２浓度的增高可以强化ＥＣＭ
的降解，易化细胞的增殖、移行，相反，其表达受限后

ＥＣＭ降解乏力，细胞的移行就会减弱［２］。ＲＮＡ干扰
是通过人为导入与内源性靶基因具有相同序列的小

双链 ＲＮＡ，再通过一系列酶促反应使得内源性靶基
因降解，从而阻止目的基因表达的方法。本研究就

是利用含有靶向ＭＭＰ２的短发夹ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎ
ＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）的质粒转染体外培养的（ｈｕｍａｎｌｅｎｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｈＬＥＣｓ）ＳＲＡ０１／０４，观察并探讨 ＭＭＰ
２的表达变化及其对 ｈＬＥＣｓ增殖、移行的影响，以期
探寻防治ＰＣＯ的新思路。

１　材料与方法

１．１　材料　ｈＬＥＣｓ株 ＳＲＡ０１／０４（上海博谷生物科
技有限公司）；ＤＮＡ转染试剂、质粒提取试剂盒、荧
光定量试剂、鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体、羊抗人 ＭＭＰ２抗
体、山羊抗小鼠 ＩｇＧ及兔抗山羊 ＩｇＧ（北京康为世纪
生物科技有限公司）；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂（美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；引物（上海生工生物科技有限公司）；
逆转录试剂盒（ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭｆｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，立陶宛Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＲＩＰＡ细胞裂解液
（碧云天生物技术研究所）。

１．２　方法
１．２．１　ｈＬＥＣｓ的培养　ｈＬＥＣｓ株ＳＲＡ０１／０４培养于
含体积分数２０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，置于３７
℃、含体积分数５％ＣＯ２孵育箱中培育，待细胞融合
达９０％时，予以２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化，按１２
进行传代。转染前１ｄ，将处于对数生长期的细胞接
种于６孔板，并划分为３组：ＭＭＰ２沉默组（构建含
有靶向ＭＭＰ２ｓｈＲＮＡ的质粒转染 ｈＬＥＣｓ）、阴性对
照组（构建的阴性质粒转染ｈＬＥＣｓ）、空白对照组（等
体积培养液常规培养）。

１．２．２　干扰质粒构建　根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ中 ＭＭＰ２
的基因序列（ＮＭ＿００１１２７８９１），参照小干扰 ＲＮＡ
（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）的设计原则，选择 １
条 符 合 特 征 的 靶 序 列 （ＴＧＡＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＡ

ＡＡＧＡＡ），然后根据靶序列合成发夹样两端配对ｓｉＲ
ＮＡ寡核苷酸链，中间以 Ｌｏｏｐ（ＣＴＣＧＡＧ）相连，最终
ｓｈＲＮＡ 序 列 为 ５’ＣＣＧＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡＣＡＣＴＡ
ＡＡＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣＴＴＴＡＧＴＧＴＧＴＣＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＴＴＧ
３’。同时设计一条空白质粒作为阴性对照。将含
有上述质粒的 ＧＶ２４８重组载体的大肠杆菌 Ｅｃｏｌｉ
ＴＯＰ１０菌液复苏、培养，挑取单克隆扩大培养。质粒
提取后测定浓度并调整浓度为２０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１。
以上质粒、载体设计合成由上海吉凯基因化学技术

有限公司协助完成。

１．２．３　质粒转染　脂质体法将含有靶向 ＭＭＰ２的
ｓｈＲＮＡ干扰质粒和阴性对照质粒转染 ｈＬＥＣｓ；空白
对照组用等体积的不含胎牛血清和抗生素（“双

无”）的ＤＭＥＭ培养。首先弃去各组中的旧培养液，
用“双无”的ＤＭＥＭ清洗２次，加入“双无”的ＤＭＥＭ
各９００μＬ。将１０μＬ干扰质粒与１２μＬ脂质体分别
用“双无”的ＤＭＥＭ培养液稀释，终体积为５０μＬ，充
分混匀室温下孵育５ｍｉｎ后迅速混合，再于室温下孵
育２０ｍｉｎ。加入培养液于３７℃、体积分数５％ＣＯ２
培养箱继续培养６ｈ，同法进行阴性对照质粒的转
染。培养６ｈ后弃去培养液，各孔加入１ｍＬ含体积
分数１０％胎牛血清和筛选抗生素的 ＤＭＥＭ培养液
继续培养。

１．２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）法检
测各组细胞ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达　ｈＬＥＣｓ经转染２４
ｈ后用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取各组细胞的总ＲＮＡ，按照操
作说明书通过逆转录合成 ｃＤＮＡ，再以 ＧＡＰＤＨ基因
作为内参照进行实时荧光定量 ＰＣＲ检测。ＭＭＰ２
引物：上游 ５’ＴＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＣＧＣＴＡＡＴＧＧ３’，下
游５’ＣＡＧＧＴＡＴＴＧＣＡＣＴＧＣＣＡＡＣＴＣ３’；ＧＡＰＤＨ引
物：上游 ５’ＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＴＴＧＣＧＴＣ３’，下游
５’ＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＧＡＣＴＣＣ３’。扩增条件
为：９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，４０个循环。结果用相对
表达定量（ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔｙ，ＲＱ）统计。ＲＱ＝２△△Ｃｔ，
△△Ｃｔ＝（实验组Ｃｔ目的基因 －实验组ＣｔＧＡＰＤＨ）－（参照
组Ｃｔ目的基因 －参照组ＣｔＧＡＰＤＨ）。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＭＭＰ２蛋白的
表达　ｈＬＥＣｓ经过转染２４ｈ，向各组细胞加入裂解
液ＲＩＰＡ，离心后收集细胞总蛋白；将蛋白样品加入
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶加样孔内，每孔１０μＬ进行电泳，时
间为浓缩胶８０Ｖ电压３０ｍｉｎ，分离胶１２０Ｖ电压１
ｈ；再以恒流电１５０ｍＡ３ｈ转移至 ＰＶＤＦ膜；转膜完
毕后用封闭液（１ｇ脱脂奶粉溶于２０ｍＬＰＢＳ）封闭１
ｈ，充分洗涤后分别孵育 βａｃｔｉｎ、ＭＭＰ２一抗于４℃
下过夜；ＰＢＳ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，加入相应二抗，
室温孵育１ｈ后ＰＢＳ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ，ＥＣＬ显
色曝光。结果采用灰度分析软件进行分析。

·６３２· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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１．２．６　ＭＴＴ比色法检测细胞增殖能力　取对数生
长期的 ｈＬＥＣｓ进行转染，６ｈ后进行消化并接种至
９６孔板内，每孔１５０μＬ细胞悬液，每组设６个复孔。
于转染后２４ｈ、４８ｈ以及７２ｈ，向各组细胞中每孔加
入ＭＴＴ（５ｇ·Ｌ－１）３０μＬ，置３７℃、含体积分数５％
ＣＯ２孵育箱中反应４ｈ，然后弃去上清液，每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物完全溶解，
于４９０ｎｍ处测量各孔的吸光值。
１．２．７　细胞划痕实验观察、细胞移行愈合率测定　
用１０μＬ微量移液枪头在６孔板内垂直划痕，ＰＢＳ轻
轻冲洗掉脱落细胞，重复２次，于倒置显微镜下观察
并拍摄照片记作０ｈ。再加入含体积分数２０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养液，置于３７℃、体积分数５％ＣＯ２
孵育箱中常规培育。２４ｈ及４８ｈ后观察拍照，计算
各组细胞移行愈合率。细胞移行愈合率 ＝（初始划
痕宽度－２４ｈ／４８ｈ后划痕宽度）／初始划痕宽度［３］。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据
的统计学处理，数据用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组
间计数资料的比较采用单因素方差分析及 ＳＮＫｑ两
两比较分析方法，ＭＴＴ结果采用秩和检验、Ｎｅｍｅｎｙｉ
法进行分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＮＡ干扰对细胞内 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达水平
的影响　转染２４ｈ后，空白对照组相对表达水平为
１．０４１±０．１６３，阴性对照组为１．７１１±１．０１７，ＭＭＰ２
沉默组为０．２０２±０．０７５，３组间差异有统计学意义
（Ｆ＝９．６５，Ｐ＜０．０５）。ＭＭＰ２沉默组ｍＲＮＡ相对表
达水平较空白对照组和阴性对照组明显下降，差异

均有统计学意义（ｑ分别为３．４４７、６．１９９，均为 Ｐ＜
００５）；阴性对照组与空白对照组相比，差异无统计
学意义（ｑ＝２．７５３，Ｐ＞０．０５）。ＭＭＰ２沉默组ｍＲＮＡ
相对表达水平较空白对照组下降了８０．６％。
２．２　ＲＮＡ干扰对细胞内 ＭＭＰ２蛋白表达水平的
影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果通过灰度分析显示（图１），
转染２４ｈ后空白对照组、阴性对照组、ＭＭＰ２沉默
组ＭＭＰ２蛋白的相对表达量分别为 １８４．４１９±
３５８４、１８０．０３７±１．８９０、８０．８５６±２．１６５，３组间差异
有统计学意义（Ｆ＝１９５０．４，Ｐ＜０．０１）。空白对照组
与阴性对照组比较，差异无统计学意义（ｑ＝３．３０４，
Ｐ＞０．０５）；而ＭＭＰ２沉默组较空白对照组和阴性对
照组表达量均降低，差异均有统计学意义（ｑ分别为
７８．０８５、７４．７８０，均为 Ｐ＜０．０５）。ＭＭＰ２沉默组相
对蛋白表达量较空白对照组下降了５５．１％。
２．３　ＲＮＡ干扰对细胞增殖能力的影响　各组
ＯＤ４９０值检测见表１，３组随时间延长，ＯＤ值逐渐增
高，差异有统计学意义（Ｆ值分别为 ３３．０１、２２．７７、
２９．３３，均为Ｐ＜０．０１）。转染２４ｈ、４８ｈ以及７２ｈ各
时间点３组间的ＯＤ值差异均有统计学意义（Ｆ值分
别为７５．３０、８．９０、１６．８２，均为 Ｐ＜０．０１）。其中，与

空白对照组比较，各时间点 ＭＭＰ２沉默组、阴性对
照组的ＯＤ值均下降，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）；各时间点ＭＭＰ２沉默组与阴性对照组比
较，差异均无统计学意义（均为Ｐ＞０．０５，见表１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＭＭＰ２ｃｈａｎｇｅａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）　ｈＬＥＣｓ转染２４ｈ后ＭＭＰ２蛋白变化（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表１　ＭＴＴ法检测干扰后增殖能力ＯＤ４９０变化
Ｔａｂｌｅ１　ＡｂｉｌｉｔｙｏｆＯＤ４９０ｃｈａｎｇｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇ
ＭＴＴａｓｓａｙ
Ｇｒｏｕｐ ２４ｈｏｕｒｓ ４８ｈｏｕｒｓ ７２ｈｏｕｒｓ
Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．６９８３±０．０８１５　 ０．７３９５±０．１４９７　 １．４７０５±０．４３９８　
Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．４３８２±０．０８３６▲ ０．５７４５±０．１７３５▲ ０．９７７６±０．３４７５▲

ＭＭＰ２ｓｉｌｅｎｃｅ ０．４５７３±０．０８０４▲＃ ０．５４７８±０．１８６４▲＃ ０．９４１９±０．２４３６▲＃

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜０．０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＞０．０５

２．４　ＲＮＡ干扰对细胞迁移能力的影响　根据细胞
划痕实验结果（图２）计算出各组细胞移行愈合率，
细胞转染２４ｈ、４８ｈ，３组的移行愈合率差异有统计
学意义（Ｆ分别为４１．３６、５９．９８，均为 Ｐ＜０．０１，见表
２）。其中，ＭＭＰ２沉默组与空白对照组相比，移行愈
合率明显下降，差异均有统计学意义（ｑ分别为
１２３１２、１２．３５６，均为Ｐ＜０．０１）；而阴性对照组较空白
对照组的移行愈合率无明显变化，差异均无统计学意

义（ｑ分别为２．９３４、１．９１１，均为Ｐ＞０．０５）；ＭＭＰ２沉
默组较阴性对照组有明显下降，差异均有统计学意义

（ｑ分别为９．３７９、１４．２６８，均为Ｐ＜０．０１）。
表２　细胞划痕实验检测干扰后细胞移行愈合率
Ｔａｂｌｅ２　Ｒａｔｉｏｏｆｍｉｇｒａｔｅｄｈｅａｌａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇｃｅｌｌ
ｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙ
Ｇｒｏｕｐ ２４ｈｏｕｒｓ ４８ｈｏｕｒｓ
Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ （４１．２６±４．５７）％ （６７．６１±８．８０）％
Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ （３６．２８±２．２８）％ （７４．４８±９．２１）％
ＭＭＰ２ｓｉｌｅｎｃｅ （２０．３６±４．１４）％ （２３．１９±５．６２）％
Ｆ ４１．３６ ５９．９８
Ｐ ０．００ ０．００

３　讨论

ＰＣＯ作为白内障术后的最常见并发症，５ａ发生
率为２８％，儿童发生率高达７８％［４］。目前最为有效

的治疗手段是ＹＡＧ激光后囊膜切开术，但是激光治
疗有可能损伤人工晶状体并引起眼压增高、黄斑囊

样水肿、视网膜脱离等诸多并发症，而且儿童白内障

患者依从性差，往往无法配合治疗而耽误病情，增加

了弱视等并发症发生的风险。ＰＣＯ主要是由于白内
障术后残余的ＬＥＣｓ在一系列生长因子、炎性因子作
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用下，在后囊膜上增殖、移行，上皮细胞向间皮细胞

转化最后生成肌成纤维细胞，这些活化的肌成纤维

细胞不断分泌 ＥＣＭ，导致基质挛缩、胶原沉积、细胞
聚集，最后引起囊袋皱缩混浊，其实质是对于手术的

创伤修复反应，而在这一过程中 ＭＭＰ２表达活跃，
降解ＥＣＭ特别是Ⅳ型胶原，促进细胞移行［１２］，Ｓｅｏ
ｍｕｎ等［５］利用基因转染使ＬＥＣｓ的 ＭＭＰ２过表达后
发现细胞移行能力明显增强，Ｗｏｎｇ等［６］研究证实

ＭＭＰ抑制剂 ＧＭ６００１可以通过抑制 ＭＭＰ２表达从
而抑制体外培养的 ｈＬＥＣｓ移行和囊袋皱缩，而本实
验利用转染技术抑制体外培养的 ＬＥＣｓＭＭＰ２表达
后，细胞的移行能力明显减弱，这不仅证明 ＭＭＰ２
在ＬＥＣｓ移行中的重要性，也可设想是否可以靶向抑
制 ＭＭＰ２的表达来降低 ＰＣＯ的发生发展。但是
ＭＭＰｓ家族在ＥＣＭ重建过程中是有协同作用的，且
在白内障摘出人工晶状体植入术后晶状体后囊上

ＭＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９均有表达。Ｗｏｒｍｓｔｏｎｅ等［７］

通过实验分析白内障摘出合并人工晶状体植入术后

患者的囊袋，发现 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９不断产生；而李俊
红等［８］在此基础上研究发现在体外培养的晶状体囊

袋内ＭＭＰ２浓度明显高于ＭＭＰ９，这就说明ＭＭＰ２
表达在ＰＣＯ过程中可能更为重要。Ｅｌｄｒｅｄ等［９］更进

一步利用ＭＭＰ２ｓｉＲＮＡ靶向干扰和 ＭＭＰ２中和抗
体作用证实，单独阻止ＭＭＰ２的活性足以抑制ＴＧＦ
β２表达，从而降低基质挛缩和后囊膜褶皱的发生，

本实验中 ＭＭＰ２沉默组的 ＬＥＣｓ移行能力明显下
降，证明 ＭＭＰ２在此过程中作用显著；ＴＧＦβ是一
种可以促进细胞表达 ＭＭＰ２的因子，并且 ＲＮＡ干
扰ＴＧＦβ基因可以抑制层纤连蛋白、平滑肌肌动蛋
白的产生和 ＬＥＣｓ的移行［１０］；另外 Ａｗａｓｔｈｉ等［１１］利

用ＴＧＦβ２处理 ＬＥＣｓ后测得 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ和蛋白
表达均增加，而采用 ＭＭＰ抑制剂后 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ
和蛋白表达显著降低。由此可见，ＴＧＦβ表达降低
后，ＭＭＰ２表达明显下降，后囊膜上ＥＣＭ挛缩、胶原
沉积和细胞聚集减少，从而降低ＬＥＣｓ移行，因此，研
究ＭＭＰ２的变化对 ＰＣＯ的产生起到无可替代的作
用。近年来ＲＮＡ干扰作为一项新型的重要的基因
诊断、基因治疗方法，已得到越来越多的关注、应用，

目前已经有利用 ＲＮＡ干扰 ｂｃｌ２、ｂＦＧＦ基因诱导体
外培养的ｈＬＥＣｓ凋亡的实验研究［１２１３］，ＲＮＡ干扰应
用于晶状体疾病的诊治存在前景。本实验就是利用

靶向ＭＭＰ２ｓｈＲＮＡ质粒转染体外培养的 ｈＬＥＣｓ，观
察抑制ＭＭＰ２表达对细胞增殖、移行是否有影响。

本实验中，通过直接构建针对 ＭＭＰ２基因的靶
向ｓｈＲＮＡ体外转染ｈＬＥＣｓ，发现ＭＭＰ２ｍＲＮＡ和蛋
白表达明显降低，随之细胞的移行能力也明显降低，

而实验同时也表明 ＭＭＰ２沉默组与阴性对照组细
胞的增殖能力有所下降，但它们两者间并没有明显

差异，推测这是由于转染试剂存在一定的细胞毒性

作用，一定程度上抑制了细胞的增殖。结果表明
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ＭＭＰ２与ＬＥＣｓ的移行作用密切相关，但与增殖能力
关系可能不大。

如前所述，利用ＭＭＰ广谱抑制剂可以有效抑制
ＭＭＰ的表达，但由于其毒性和非特异性，相比 ＲＮＡ
干扰技术通过靶向抑制的方法，在临床应用上存在

较大风险。ＲＮＡ干扰技术治疗 ＰＣＯ有创伤小、副作
用低、宜操作、费用少、依从性强等优势，是未来基因

治疗发展方向之一。本研究利用特异性靶向ＭＭＰ２
ｓｈＲＮＡ干扰体外培养的 ｈＬＥＣｓ，证明抑制 ＭＭＰ２表
达可以降低 ＬＥＣｓ的移行，为进一步利用 ＲＮＡ干扰
技术防治ＰＣＯ提供了依据和思路。
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（上接第２３０页）
ＧＡＰ４３在弱视形成过程中究竟起多大作用，以及究
竟是如何发挥这种作用的，从而采用一些干预手段

促进ＧＡＰ４３表达量增加和表达时间延长，促进受损
轴突的再生、皮质神经元结构和功能可塑性的恢复，

达到治疗弱视的目的。
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