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【关键词】　青光眼；小梁切除术；滤过泡；ＦａｓｍＲＮＡ；兔
【摘要】　目的　对小梁切除术后滤过泡组织ＦａｓｍＲＮＡ的表达进行初步研究。方法　新
西兰白兔４８只单独笼养，随机选取４０只兔右眼行小梁切除术，使上方结膜形成滤过泡，按
术后时间又分为１ｄ、７ｄ、１４ｄ、２０ｄ、２８ｄ共５个亚组，每组８只兔。另外８只兔的右眼未
进行手术为正常对照组。在行小梁切除术后１ｄ、７ｄ、１４ｄ、２０ｄ、２８ｄ，切下滤过手术区组

织，同时于２８ｄ时切除正常对照组相应部位的结膜组织。实时荧光定量ＰＣＲ检测各组标本的ＦａｓｍＲＮＡ表达情况。结果　兔
眼小梁切除术后１ｄ、７ｄ、１４ｄ三个亚组ＦａｓｍＲＮＡ的相对表达量分别为１．３３±０．３５、１．４１±０．２８、１．３８±０．２５，与正常对照组的
表达量１．４２±０．３４相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），术后２０ｄＦａｓｍＲＮＡ相对表达量为０．９０±０．１８，较对照组明显下降，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），２８ｄ时进一步下降至０．７８±０．０９（Ｐ＜０．０５）。结论　在兔眼结膜滤过泡组织愈合过程中，术后２０
ｄ及２８ｄ凋亡主要基因ＦａｓｍＲＮＡ表达量明显减少，可能为减少青光眼小梁切除术后瘢痕化寻找到一个新的突破口。

　　青光眼是全球首位不可逆致盲性眼病，也是严重
影响我国人民身心健康的主要疾病之一。青光眼的

治疗是世界防盲治盲的重点工作之一。虽然近年来

在青光眼的治疗领域上各种新技术不断出现，但小梁

切除术仍然是最主要的治疗方式，只是随着术后时间

的推移，其远期手术成功率并不理想，术后２ａ的手术
失败率达１５％～２５％［１２］。小梁切除术失败的主要原

因是滤过泡瘢痕化。如何调控滤过泡瘢痕化是目前

青光眼研究的热点之一，这首先需要对滤过泡瘢痕化

机制有更深入的理解，进一步探讨其机制是眼科工作

者的当务之急。滤过泡瘢痕化的机制尚不清楚，一般

认为可能主要与凋亡受阻、结膜成纤维细胞过度增生

等有关。但目前国内外对凋亡的主要影响因子Ｆａｓ的
表达及意义了解甚少，所以本研究拟对Ｆａｓ在小梁切
除术后滤过泡组织的表达进行初步研究。

１　材料与方法

１．１　动物模型的制备及标本的取材
１．１．１　实验动物及分组　新西兰雄性白兔（广东双
林生物制药有限公司）４８只，体质量２．５～３．５ｋｇ，单
独笼养，经普通饲料（苜蓿草粉）适应性喂养 ２０ｄ
后，随机选取８只不进行手术者为正常对照组，另外
４０只均右眼行小梁切除术为小梁切除术组，按术后
不同时间又分为１ｄ、７ｄ、１４ｄ、２０ｄ和２８ｄ共５个亚
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组，每组８只。
１．１．２　动物模型的制备　右眼造模。实验动物按
５０ｍｇ·ｋｇ－１氯胺酮和１５ｍｇ·ｋｇ－１甲苯噻嗪的剂量
行腹腔注射全身麻醉；１０ｇ·Ｌ－１利多卡因结膜下麻
醉；做以穹隆为基底的结膜瓣，以角巩膜缘为基底３
ｍｍ×３ｍｍ巩膜瓣，切除１．５ｍｍ×１．０ｍｍ小梁组
织，切除周边虹膜，用１００尼龙线缝合巩膜瓣２针，
并用１００尼龙线连续缝合结膜瓣，使结膜上方形成
一个滤过泡，并恢复前房。裂隙灯显微镜观察术后１
ｄ、７ｄ、１４ｄ、２０ｄ、２８ｄ滤过泡情况。
１．１．３　取材　在行小梁切除术后１ｄ、７ｄ、１４ｄ、２０
ｄ和２８ｄ常规消毒铺巾，完整摘除右眼眼球每个时
间点均为８只兔眼，同时正常对照组兔喂养２８ｄ后，
完整摘除右眼眼球以备提取ＲＮＡ用。
１．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＦａｓｍＲＮＡ的表达　
摘除后的眼球切下上方带结膜、筋膜、巩膜及角膜缘

的滤过手术区组织，分离得到手术区域滤过道的眼组

织，包括结膜、Ｔｅｎｏｎ囊和巩膜，迅速保存在－８０℃冰
箱，以备ＲＮＡ的提取。取得的眼组织均经过同质加
工处理，去核糖核酸酶（ＲＮａｓｅ）处理，提取ＲＮＡ，检测
浓度和纯度后，进行ＲＡＮ电泳检测，三条带完整者即
认为总 ＲＮＡ抽提比较完整。应用 ＳＹＢＲ Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲＫｉｔＩＩ试剂盒［ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ，宝生
物工程（大连）有限公司］在ＰＣＲ扩增仪（Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅ
ｇｒａｄｉｅｎｔ型，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）进行逆转录合成 ｃＤＮＡ
第一链，目的基因 ＦａｓｍＲＮＡ引物序列：上游为５’
ＧＧＧＧＣＴＧＡＧＡＡＧＡＴＡＣＡＡＡ３’，下游为 ５’ＧＡＧ
ＧＡＡＧＴＣＧＧＴＧＡＴＧＧＴＴ３’；内参基因 １８ＳｒＲＮＡ引
物序列，上游为 ５’ＣＣＴＧＧＡＴＡＣＣＧＣＡＧＣＴＡＧＧＡ
３’，下游为５’ＧＣＧＧＣＧＣＡＡＴＡＣＧＡＡＴＧＣＣＣ３’。实
时荧光定量ＰＣＲ反应条件：预变性９５℃ ３０ｓ；９５℃
５ｓ，６０℃ ２０ｓ，４０个循环；退火６５℃ １５ｓ。
１．３　结果计算方法　数据用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０实时荧
光定量 ＰＣＲ系统（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）分析。采用目前较

为常用的２－ΔΔＣｔ方法来进行相对定量，在该公式中，
ΔΔＣｔ＝Ｃｔ实验组 －Ｃｔ对照组，其中 Ｃｔ实验组及 Ｃｔ
对照组计算方式均为 ＣｔＦａｓｍＲＮＡ－Ｃｔ１８ＳｒＲＮＡ，Ｃｔ值是每
个反应管内的荧光信号强度到达设定的域值时所经

历的循环数，由电脑根据扩增曲线自动分析计算出。

２－ΔΔＣｔ表示的是实验组目的基因的表达相对于对照
组的变化倍数。

１．４　统计学方法　所得数据应用ＳＰＳＳ１７．０统计软
件分析，实验结果以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多个
样本均数的比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），多个样本均数的两两比较采用 ＳＮＫ法。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　滤过泡的观察　小梁切除术后１ｄ、７ｄ，结膜明
显充血，滤过泡轻微隆起、弥散；术后 １４ｄ结膜稍微
充血，滤过泡轻微隆起、弥散，可见微小囊状腔隙；术

后２０ｄ滤过泡相对局限，部分形成包裹，部分区域有
瘢痕形成；术后２８ｄ结膜下广泛粘连，在巩膜表面呈
多血管外观，滤过泡瘢痕形成。

２．２　ＲＮＡ电泳结果和熔解曲线　内参基因和目的
基因Ｆａｓ的 ＰＣＲ扩增后的熔解曲线，其熔点峰分别
位于９３．７℃和９２．１℃，峰形窄而尖，无杂峰（图１
图４）。总ＲＮＡ电泳条带完整（图５），说明 ＲＮＡ提
取完整。综合上述两者证实 ＰＣＲ扩增的特异性良
好，Ｃｔ值的可信度强。
２．３　各组ＦａｓｍＲＮＡ相对表达量　兔眼小梁切除术
后１ｄ、７ｄ、１４ｄＦａｓｍＲＮＡ相对表达量分别为１３３±
０．３５、１．４１±０．２８、１．３８±０．２５，与正常对照组的
１４２±０．３４相比差异无统计学意义（Ｐ＞００５），术后
２０ｄＦａｓｍＲＮＡ相对表达量为０．９０±０１８，较正常对
照组表达量下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），２８ｄ
时进一步下降至０．７８±０．０９，与正常对照组、２０ｄ组
相比差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。

图１　Ｆａｓ扩增曲线。图２　Ｆａｓ熔解曲线。图３　内参基因１８ＳｒＲＮＡ扩增曲线。图４　内参基因１８ＳｒＲＮＡ熔解曲线

３　讨论

小梁切除术失败的主要原因是滤过泡瘢痕化，

瘢痕形成的机制一般认为除了与成纤维细胞大量增

生有关外，还与凋亡抑制、细胞外基质中胶原合成与

降解失衡、部分细胞因子大量产生有关，三者的密切

关系构成了病理性瘢痕形成的生物学基础［３４］。细

胞凋亡的调节可能是瘢痕形成的重要机理［５］，创伤

修复的整个过程均有凋亡机制参与，特别是上皮细

胞、成纤维细胞增殖与凋亡之间的平衡决定着创面

修复的结局［５６］。创面修复过程中形成病理性瘢痕

重要的原因是上皮细胞与成纤维细胞数量增多，凋

亡不足。病理性瘢痕形成过程中多种凋亡基因的表

达出现异常［７］，而 Ｆａｓ基因是激活细胞凋亡的最主
要的基因之一。Ｆａｓ又称 ＣＤ９５，属于肿瘤坏死因子
受体超家族成员，是一种跨膜蛋白，是由３２５个氨基
酸组成的受体分子。Ｆａｓ与配体 Ｆａｓ分子交联结合，
激活Ｆａｓ相关的死亡结构域（ｆａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｄｏ
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图５　ＲＮＡ电泳图。１～６分别代表正常对照组及小梁切除术后
１ｄ、７ｄ、１４ｄ、２０ｄ、２８ｄ组，Ｍ为Ｍａｒｋｅｒ，由下至上片段大小依次
为１００ｂｐ、２５０ｂｐ、５００ｂｐ、７５０ｂｐ、１０００ｂｐ、２０００ｂｐ

ｍａｉｎ，ＦＡＤＤ），ＦＡＤＤ通过其死亡效应域（ｄｅａｔｈｅｆｆｅｃ
ｔｏｒｄｏｍａｉｎ，ＤＥＤ）与Ｃａｓｐａｓｅ８酶原结合并相互作用，
驱使Ｃａｓｐａｓｅ８酶原自身活化。随后活化的Ｃａｓｐａｓｅ
８又激活下游的 Ｃａｓｐａｓｅ３及其他 Ｃａｓｐａｓｅｓ家族，引
起凋亡。Ｆａｓ广泛表达于成纤维细胞和淋巴细胞等
细胞表面，对其的研究已成为目前生命科学领域研

究的热点之一［８９］。Ｆａｓ在很多疾病的发病过程中以
及正常免疫反应中都有重要的起始和调控作用，Ｆａｓ
途径作为细胞凋亡激活途径，其表达水平的变化会

导致一系列病理改变［１０１１］。

在我们的研究中发现，正常兔结膜表达ＦａｓｍＲ
ＮＡ，这与ＣＨＥＮ等［１２］用免疫组织化学染色方法得出

的Ｆａｓ在正常结膜组织有表达的结果相一致。手术
后１ｄ、７ｄ、１４ｄ滤过泡组织 ＦａｓｍＲＮＡ相对表达量
分别为１．３３±０．３５、１．４１±０．２８、１．３８±０．２５，与正
常对照组的１．４２±０．３４无明显差异，这可能与手术
时间短、兔结膜滤过泡处于术后创伤修复过程中的

凝块形成期、增殖期、肉芽形成期，而在这三期滤过

泡还未形成胶原性瘢痕，细胞凋亡与增殖处于平衡

之中有关。但在切口创伤愈合修复过程中，２０ｄ后
肉芽组织胶原形成，肉芽组织逐渐转为胶原瘢痕，这

与在我们的研究中术后２０ｄ、２８ｄ，滤过泡组织 Ｆａｓ
ｍＲＮＡ表达量分别为０．９０±０．１８、０．７８±０．０９，与对
照组相比表达量明显减少的结果是相符合的。Ｆａｓ
表达量的减少导致滤过泡组织成纤维细胞及上皮细

胞凋亡不足，细胞增生过多；过多的成纤维细胞合成

成熟性胶原纤维；同时，过多的成纤维细胞逐渐转换

为纤维细胞，毛细血管退化，从而导致滤过泡的瘢

痕化。

滤过泡瘢痕化是小梁切除术失败的主要原因，

为了解决滤过泡瘢痕化的问题，人们通过使用抗代

谢药物、基因治疗、激光微创治疗、生物合成材料等

方法，但均未得到满意效果。临床常用的抗代谢药

物及抗细胞增殖药物如丝裂霉素Ｃ、５氟尿嘧啶等在
手术中的应用大大提高了手术的成功率，但是由于

使用此类药物导致的如滤过泡渗漏、角膜损害、黄斑

水肿、眼内感染等并发症的发生率也相应增加，对患

者本来己经损伤的视功能造成了新的威胁，再次手

术疗效欠佳，且明显增加了患者心理及经济负担，所

以寻找一种更加安全、特异、有效的抗瘢痕化方法是

研究人员仍需解决的重要问题。而我们的研究发

现，在兔结膜滤过泡组织愈合过程中，术后２０ｄ及
２８ｄ凋亡主要基因 ＦａｓｍＲＮＡ表达量明显减少，可
能为减少青光眼小梁切除术后瘢痕化寻找到一个新

的突破口。本研究为寻找一种更加安全、特异、有效

的抗瘢痕化方法提供新思路。
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