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引文格式：刘亚军，闫峰，叶巍，朱欣悦，黄振平．转化生长因子β２（ＴＧＦβ２）诱导人视网膜色素上皮层细胞上皮间
质转分化中ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达及意义［Ｊ］．眼科新进展，２０１６，３６（１１）：１００１１００５．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．
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【实验研究】

转化生长因子β２（ＴＧＦβ２）诱导人视网膜色素上皮层细胞
上皮间质转分化中 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达及意义△
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黄振平

作者简介：刘亚军，男，１９９０年１１月出生，
安徽滁州人，在读硕士研究生。联系电话：

１５２６１８９７７３７；Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｙａｊｕｎ＿１９９０＠１６３．
ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００３４９７６３９６８
作者简介：闫峰，女，１９７７年５月出生，江
苏徐州人，医学博士，主治医师。联系电

话：１３６１１５１３３７７；Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｆｅｎｇｄｏｃｔｏｒ＠
１２６．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００３１８０５１５２Ｘ
注：刘亚军和闫峰同为第一作者！

ＡｂｏｕｔＬＩＵＹａＪｕｎ：Ｍａｌｅ，ｂｏｒｎｉｎＮｏｖｅｍ
ｂｅｒ， １９９０． Ｐｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅ ｓｔｕｄｅｎｔ． Ｔｅｌ：
１５２６１８９７７３７；Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｙａｊｕｎ＿１９９０＠１６３．
ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００３４９７６３９６８
ＡｂｏｕｔＹＡＮ Ｆｅｎｇ：Ｆｅｍａｌｅ，ｂｏｒｎｉｎＭａｙ，
１９７７．Ｍｅｄｉｃａｌｄｏｃｔｏｒ，ａｔｔｅｎｄｉｎｇｐｈｙｓｉｃｉａｎ．
Ｔｅｌ：１３６１１５１３３７７；Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｆｅｎｇｄｏｃｔｏｒ＠
１２６．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００３１８０５１５２Ｘ

收稿日期：２０１６０８１３
修回日期：２０１６０８２９
本文编辑：付中静
△基金项目：国家自然科学基金面上项目

（编号：８１２７０９７９）
作者单位：２１０００２　江苏省南京市，南京大
学医学院临床学院，南京军区南京总医院

眼科（刘亚军，朱欣悦）；２１０００２　江苏省
南京市，南京军区南京总医院眼科（闫峰，

黄振平）；２０００８２　上海市，第二军医大学
南京军区南京总医院眼科（叶巍）

通讯作者：黄振平，Ｅｍａｉｌ：ｈｚｐ１９６３３＠ｈｏｔ
ｍａｉｌ．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：０００００００１９５１４８６３８
Ｒｅｃｅｉｖｅｄｄａｔｅ：Ａｕｇ１３，２０１６
Ａｃｃｅｐｔｅｄｄａｔｅ：Ａｕｇ２９，２０１６
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ
ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ：８１２７０９７９）
Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，
ＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＮａｎｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎ
ｊｉｎｇＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎｊｉｎｇＭｉｌｉｔａｒｙ
ＣｏｍｍａｎｄｏｆＰＬＡ（ＬＩＵＹａＪｕｎ，ＺＨＵＸｉｎ
Ｙｕｅ），Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００２，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｃｈｉｎａ；ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ
ＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎｊｉｎｇＭｉｌｉｔａｒｙＣｏｍ
ｍａｎｄｏｆＰＬＡ（ＹＡＮＦｅｎｇ，ＨＵＡＮＧ Ｚｈｅｎ
Ｐｉｎｇ），Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００２，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｃｈｉｎａ；ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，Ｓｃｈｏｏｌ
ｏｆｔｈｅＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
ＮａｎｊｉｎｇＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎｊｉｎｇＭｉｌｉｔａｒｙ
ＣｏｍｍａｎｄｏｆＰＬＡ（ＹＥ Ｗｅｉ），Ｓｈａｎｇｈａｉ
２０００８２，Ｃｈｉｎａ
Ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅａｕｔｈｏｒ：ＨＵＡＮＧＺｈｅｎＰｉｎｇ，Ｅ
ｍａｉｌ：ｈｚｐ１９６３３＠ ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ；ＯＲＣＩＤ：
０００００００１９５１４８６３８

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｍｉＲＮＡ２９ｂ
ｉｎＴＧＦβ２ｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
ＬＩＵＹａＪｕｎ，ＹＡＮＦｅｎｇ，ＹＥＷｅｉ，ＺＨＵＸｉｎＹｕｅ，ＨＵＡＮＧＺｈｅｎＰｉｎｇ
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ｈｕｍａｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ２；ｍｉＲＮＡ２９ｂ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｐａ
ｔｈｙ
【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ｏｆｍｉＲＮＡ２９ｂｉｎＴＧＦβ２ｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｏｆｈｕ
ｍａｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ（ＲＰＥ）ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆＴＧＦβ２（０μｇ·Ｌ

－１，１μｇ·Ｌ－１，５μｇ·Ｌ－１，１０μｇ·Ｌ－１）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｔｉｍｕｌａｔｅ
ＥＭＴｏｆＲＰＥｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｎ
ｖｅｒｔｅｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（ＦＮ）ａｎｄｎｅｒｖｅ
ｃａｌｃｉｕｍａｄｈｅｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ（ＮＣａｄｈｅｒｉｎ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄＲＴ
ＰＣＲ．ＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ２９ｂｉｎＲＰＥｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＴＧＦβ２ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（０μｇ·Ｌ

－１，１μｇ·Ｌ－１，５μｇ·
Ｌ－１，１０μｇ·Ｌ－１）ａｎｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（０ｈｏｕｒ，３ｈｏｕｒｓ，６ｈｏｕｒｓ，１２ｈｏｕｒｓ，
２４ｈｏｕｒｓ，４８ｈｏｕｒｓ）ｏｆＴＧＦβ２（５μｇ·Ｌ

－１）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＲＰＥｃｅｌｌｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｆｉ
ｂｅｒｌｉｋｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＴＧＦβ２．ＷｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＴＧＦβ２
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（１μｇ·Ｌ－１，５μｇ·Ｌ－１，１０μｇ·Ｌ－１）ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＮ，Ｎ
ＣａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍＲＮＡｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（１μｇ·
Ｌ－１，５μｇ·Ｌ－１，１０μｇ·Ｌ－１）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０μｇ·Ｌ－１），
ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０１）．ＲＰＥｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ２
ｓｈｏｗｅｄａｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ２９ｂｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ
（０μｇ·Ｌ－１，１μｇ·Ｌ－１，５μｇ·Ｌ－１）．Ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（１μｇ·Ｌ－１，５μｇ·Ｌ－１，
１０μｇ·Ｌ－１）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０μｇ·Ｌ－１）ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００１）．ＷｈｅｎｔｈｅＴＧＦβ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ５μｇ·Ｌ

－１，

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ２９ｂｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔ．ＲＰＥｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ２
ｓｈｏｗｅｄａｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ２９ｂｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（０
ｈｏｕｒ，３ｈｏｕｒｓ，６ｈｏｕｒｓ，１２ｈｏｕｒｓ）．Ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（３ｈｏｕｒｓ，６ｈｏｕｒｓ，１２ｈｏｕｒｓ，２４
ｈｏｕｒｓ，４８ｈｏｕｒｓ）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（０ｈｏｕｒ）ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＧＦβ２ｃａｎｉｎｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｍｉＲＮＡ２９ｂｉｎＲＰＥｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｉｎａｃｅｒｔａｉｎ
ｒａｎｇｅ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅａｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｃｒｏｓｓｔａｌｋ
ｍｉＲＮＡ２９ｂａｎｄＴＧＦβ２ｉｎｔｈｅＥＭＴｐｒｏｃｅｓｓｏｆＲＰＥｃｅｌｌｓ．

【中图分类号】　Ｒ７７４．１
【关键词】　人视网膜色素上皮层细胞；上皮间质转分化；转化生长因子β２；ｍｉＲＮＡ
２９ｂ；增生性玻璃体视网膜病变
【摘要】　目的　探究转化生长因子β２（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ２，ＴＧＦβ２）诱导人
视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）层细胞上皮间质转分化中 ｍｉＲＮＡ
２９ｂ的表达变化及意义。方法　使用不同浓度ＴＧＦβ２刺激ＲＰＥ细胞上皮间质转分
化后，倒置相差显微镜观察细胞形态变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ检测成纤维化相关
分子纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｏｎ，ＦＮ）、神经钙粘连蛋白（ｎｅｒｖｅｃａｌｃｉｕｍａｄｈｅｓｉｏｎｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＮＣａｄｈｅｒｉｎ）的表达。采用ＲＴＰＣＲ检测不同浓度ＴＧＦβ２及不同时间ＴＧＦβ２（５

·１００１·眼科新进展　２０１６年１１月　第３６卷　第１１期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３６Ｎｏ．１１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１６ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



μｇ·Ｌ－１）刺激ＲＰＥ细胞后ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达。结果　ＴＧＦβ２刺激后的ＲＰＥ细胞形态呈纤维化改变。在一定浓度范围内（１
μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１），随着ＴＧＦβ２浓度的增加ＦＮ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ及相应ｍＲＮＡ随之增加，１μｇ·Ｌ

－１、５μｇ·Ｌ－１、１０
μｇ·Ｌ－１组与对照组（０μｇ·Ｌ－１）相比，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。ＴＧＦβ２在一定浓度范围内（０μｇ·Ｌ

－１、１μｇ·
Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１）以剂量依赖的方式诱导 ＲＰＥ细胞 ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达的降低，１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１组与对照组（０
μｇ·Ｌ－１）相比，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１），在ＴＧＦβ２浓度为５μｇ·Ｌ

－１时ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达量最低。ＴＧＦβ２在一定
时间范围内（０ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ）以时间依赖的方式诱导ＲＰＥ细胞ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达的降低，３ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ组与０ｈ相比
差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。结论　一定范围内 ＴＧＦβ２以剂量和时间依赖的方式诱导 ＲＰＥ细胞 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表
达，为进一步研究ｍｉＲＮＡ２９ｂ与ＴＧＦβ２在ＲＰＥ细胞上皮间质转分化过程中的相互作用提供理论基础。

　　增生性玻璃体视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉｔｒｅｏ
ｒｅｔｉｎｏｐｔｈｙ，ＰＶＲ）常见于孔源性视网膜脱离长期未复
位或视网膜脱离复位术后，会造成严重视功能损害

和视网膜脱离复位手术失败，其本质是玻璃体视网

膜损伤的过度修复反应［１２］。尽管目前 ＰＶＲ的发病
机制仍未明确，但越来越多证据表明视网膜色素上

皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）细胞发生上皮间
质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是
ＰＶＲ的主要病理过程［３４］。转化生长因子β（ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）被证明是一种多功能
的细胞因子，可在胚胎发育、伤口愈合、成纤维化疾

病、癌症转移中诱导细胞发生 ＥＭＴ［５６］。ＴＧＦβ２是
ＲＰＥ细胞分泌的ＴＧＦβ主要亚型，此前曾有研究表明
在ＰＶＲ患者的玻璃体内和增殖膜中 ＴＧＦβ２过量表
达［７８］。ｍｉＲＮＡ是一类进化中高度保守的非编码小分
子单链ＲＮＡ分子，可调节转录后基因表达［９］，ｍｉＲＮＡ
２９ｂ在多种器官纤维化的调控中发挥着重要的作用，
包括心、肝、肺纤维化等［１０］，但目前国内关于ｍｉＲＮＡ
２９ｂ在ＲＰＥ细胞ＥＭＴ中报道甚少。本研究通过ＴＧＦ
β２诱导ＲＰＥ细胞ＥＭＴ，探究ｍｉＲＮＡ２９ｂ的相应表达，
为进一步研究 ｍｉＲＮＡ２９ｂ与 ＴＧＦβ２在 ＲＰＥ细胞
ＥＭＴ过程中的相互作用提供理论基础，更为 ＰＶＲ防
治提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂及仪器　人 ＲＰＥ细胞株（美国
ＡＴＣＣ公司）；胎牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２高糖培养基、胰
蛋白酶消化液（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；ＴＧＦβ２（美国Ｐｅｐ
ｒｏｔｅｃｈ公司）；总 ＲＮＡ提取试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；抗ＧＡＰＤＨ抗体、抗神经钙粘连蛋白（ｎｅｒｖｅｃａｌ
ｃｉｕｍａｄｈｅｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＣａｄｈｅｒｉｎ）抗体（美国ＣＳＴ公
司）；抗纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｏｎ，ＦＮ）抗体（英国
Ａｂｃａｍ公司）；ＲＩＰＡ蛋白裂解液（江苏碧云天公司）；
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公
司）；ｃＤＮＡ反转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）；ｍｉＲ
ＮＡ反转录试剂盒（广州易锦生物技术有限公司）；化
学发光凝胶成像系统（上海天能公司）；倒置相差显微

镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；超微量分光光度计（美国
ＧＥ公司）；ＰＣＲ扩增仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；荧光定
量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）。
１．１．２　引物设计与合成　从ＮＣＢＩ上查找已报道的

ＦＮ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ、ＧＡＰＤＨ基因序列，然后交由上海生
工生物技术公司进行引物设计与合成。开盖前

１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，使用ＤＥＰＣ水进行稀释，
使终浓度为 １０μｍｏｌ·Ｌ－１。ＦＮ上游引物：５’ＡＴ
ＣＡＣＣＣＴＣＡＡＣＣＴＣＡＣ３’，下游引物：５’ＴＣＣＣＴＣＧ
ＧＡＡＣＡＴＣＡＧＡＡＡＣ３’；ＮＣａｄｈｅｒｉｎ上游引物：５’
ＡＧＣＴＴＣＴＣＡＣＧＧＣＡＴＡＣＡＣＣ３’，下游引物：５’ＧＴＧ
ＣＡＴＧＡＡＧＧＡＣＡＧＣＣＴＣＴ３’；ＧＡＰＤＨ上游引物：５’
ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ３’，下游引物：
５’ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３’。
１．２　方法
１．２．１　ＡＲＰＥ１９细胞株的培养　ＡＲＰＥ１９细胞使用
含体积分数为１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２高糖培养
基，在３７℃、体积分数５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱内
培养。平均每３ｄ进行１３常规传代培养，取生长状
态良好的处于同一代次对数期ＲＰＥ细胞用于实验。
１．２．２　细胞形态学观察　将 ＲＰＥ细胞以每孔３×
１０５个接种于６孔板中，待细胞生长至７０％的融合状
态时，换用无血清培养液继续孵育１２ｈ，然后分别加
入浓度为０μｇ·Ｌ－１、１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·
Ｌ－１的ＴＧＦβ２培养４８ｈ，使用倒置相差显微镜观察
细胞形态的变化。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ检测ＦＮ、ＮＣａｄｈｅｒ
ｉｎ蛋白及ｍＲＮＡ的表达　为验证ＲＰＥ细胞在ＴＧＦ
β２的诱导下发生 ＥＭＴ的机制，在实验中我们使用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ检测间质标志分子 ＦＮ、ＮＣａｄ
ｈｅｒｉｎ蛋白及 ｍＲＮＡ的表达。取 ＲＰＥ细胞接种于６
孔板中，待细胞贴壁融合至７０％时，换用无血清培养
基培养１２ｈ进行饥饿处理，使细胞周期同步化，然后
分别加入浓度为０μｇ·Ｌ－１、１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、
１０μｇ·Ｌ－１的ＴＧＦβ２培养４８ｈ。将细胞分为两组：
第一组加入ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取总蛋白，使用ＢＣＡ
法进行蛋白定量检测，蛋白加样２０μｇ进行凝胶电
泳，转膜后使用ＢＳＡ液封闭２ｈ，分别加入一抗ＧＡＰ
ＤＨ（１１０００）、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ（１１０００）、ＦＮ（１１０００）
４℃过夜。使用 ＴＢＳＴ洗膜３次后加入二抗室温孵
育１ｈ，加入ＥＣＬ发光液后在化学发光凝胶成像系统
中进行曝光。使用ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值，以目的
条带与内参条带灰度值的比值为相对表达量。第二

组使用总 ＲＮＡ提取试剂提取总 ＲＮＡ，并测 ＲＮＡ浓
度。使用 ＴａＫａＲａ反转录试剂盒逆转录 ｃＤＮＡ，再使
用荧光定量 ＰＣＲ仪进行检测，９５℃预变性 ３０ｓ，
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９５℃变性５ｓ，６０℃延伸３０ｓ，共４０个循环。检测结
果使用２－△△Ｃｔ相对定量分析方法计算。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测不同浓度及不同时间 ＴＧＦβ２
刺激后 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达　分别使用不同浓度（０
μｇ·Ｌ－１、１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１）ＴＧＦβ２
刺激ＲＰＥ细胞２４ｈ及５μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ２刺激 ＲＰＥ
细胞不同时间（０ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ）然后分别
提取总ＲＮＡ，ＲＮＡ浓度测定后按照ｍｉＲＮＡ反转录试
剂盒说明书进行逆转录，使用荧光定量ＰＣＲ仪进行检
测，９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６０℃退火
２０ｓ，７０℃延伸１０ｓ，共４５个循环，采用 Ｕ６做内参。
检测结果使用２－△△Ｃｔ相对定量分析方法计算。
１．３　统计学方法　所有实验均重复 ３次。采用
ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析，数据采用均数 ±
标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分
析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ法，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＧＦβ２对 ＲＰＥ细胞形态学的影响　正常培
养的ＲＰＥ细胞为排列整齐的单层六角形，边界清晰，
细胞质透明，细胞浆内有色素，即脂褐质，细胞核呈

卵圆形；不同浓度（０μｇ·Ｌ－１、１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·
Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１）ＴＧＦβ２刺激后，ＲＰＥ细胞排列紊
乱，细胞形态变长、呈梭形，逐渐向 ＥＭＴ方向转变，
并且在０～１０μｇ·Ｌ－１内随着 ＴＧＦβ２浓度的增加，

这种表现更加明显（图１）。
２．２　ＴＧＦβ２对 ＲＰＥ细胞 ＦＮ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表
达的剂量效应　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＴＧＦβ２
浓度在１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１时，随着
浓度的增加，ＦＮ蛋白表达量增加，各浓度组间差异
具有统计学意义（Ｆ＝１８１．３９９，Ｐ＜０．０５），实验组（１
μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１）与对照组（０μｇ·
Ｌ－１）相比差异均具有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１）；
ＴＧＦβ２浓度在１μｇ·Ｌ

－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１

时，随着浓度的增加，ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量增加，
各浓度组间差异具有统计学意义（Ｆ＝６７．２５２，Ｐ＜
０．０５），实验组（１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１）
与空白对照组（０μｇ·Ｌ－１）相比差异均具有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０１，图２图４）。
２．３　ＴＧＦβ２对 ＲＰＥ细胞 ＦＮｍＲＮＡ及 ＮＣａｄ
ｈｅｒｉｎｍＲＮＡ表达的剂量效应　ＲＴＰＣＲ检测结果
显示，随着 ＴＧＦβ２浓度的增加（０μｇ·Ｌ

－１、１μｇ·
Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１），ＦＮｍＲＮＡ的表达增
加，各浓度组间差异具有统计学意义（Ｆ＝２２８．８７３，
Ｐ＜０．０５），实验组（１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·
Ｌ－１）与对照组（０μｇ·Ｌ－１）相比差异均具有统计学
意义（均为 Ｐ＜０．０５）；随着 ＴＧＦβ２浓度的增加 Ｎ
ＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ增加，各浓度组间差异有统计学意
义（Ｆ＝６３．３７０，Ｐ＜０．０５），实验组（１μｇ·Ｌ－１、５
μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·Ｌ－１）与空白对照组（０μｇ·Ｌ－１）相
比差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５，图５图６）。

图１　不同浓度ＴＧＦβ２刺激４８ｈ后ＲＰＥ细胞形态改变（×１００）。Ａ：０μｇ·Ｌ－１；Ｂ：１μｇ·Ｌ－１；Ｃ：５μｇ·Ｌ－１；Ｄ：１０μｇ·Ｌ－１

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ＴＧＦβ２刺激ＲＰＥ细胞后 ＦＮ和 ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达变化。图３　不同浓度ＴＧＦβ２刺激ＲＰＥ细胞后 ＦＮ
蛋白的相对表达量变化。与对照组相比，Ｐ＜０．０１。图４　不同浓度ＴＧＦβ２刺激ＲＰＥ细胞后ＮＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的相对表达量变化。与对
照组相比，Ｐ＜０．０１

２．４　ＴＧＦβ２对ＲＰＥ细胞 ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达的影响
　随着ＴＧＦβ２浓度的增高（０μｇ·Ｌ

－１、１μｇ·Ｌ－１、
５μｇ·Ｌ－１），ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达逐渐降低，各浓度组间
ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达差异具有统计学意义（Ｆ＝１７２．３２９，

Ｐ＜０．０１），实验组（１μｇ·Ｌ－１、５μｇ·Ｌ－１、１０μｇ·
Ｌ－１）与对照组（０μｇ·Ｌ－１）相比差异均具有统计学
意义（均为 Ｐ＜０．０１）。ＴＧＦβ２浓度为１０μｇ·Ｌ

－１

时，ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达增加，显示 ＴＧＦβ２对 ｍｉＲＮＡ
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２９ｂ表达有双向作用（图７）。

图５　ＲＴＰＣＲ检测不同浓度 ＴＧＦβ２刺激 ＲＰＥ细胞后 ＦＮｍＲ
ＮＡ的相对表达量变化。与对照组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１。图６　ＲＴＰＣＲ检测不同浓度 ＴＧＦβ２刺激 ＲＰＥ细胞后
ＮＣａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ的相对表达量变化。与对照组相比，Ｐ＜
００５，Ｐ＜０．０１

图７　ＲＴＰＣＲ检测不同浓度 ＴＧＦβ２刺激 ＲＰＥ细胞后 ｍｉＲＮＡ
２９ｂ的表达变化。与对照组相比，Ｐ＜０．０１；与 ５μｇ·Ｌ－１

ＴＧＦβ２组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

２．５　ＴＧＦβ２不同诱导时间对 ＲＰＥ细胞 ｍｉＲＮＡ
２９ｂ表达的影响　５μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ２刺激 ＲＰＥ细
胞，在０ｈ、３ｈ、６ｈ、１２ｈ时随着时间的增加，ｍｉＲＮＡ
２９ｂ表达减少，在１２ｈ达到最低。各时间点间 ｍｉＲ
ＮＡ２９ｂ表达差异具有统计学意义（Ｆ＝３４．２４３，Ｐ＜
０．０１），实验组各时间点（３ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ）与
对照组（０ｈ）相比差异均具有统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０５），在２４ｈ时ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达开始增加（图８）。

图８　ＲＴＰＣＲ检测５μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ２刺激不同时间后ｍｉＲＮＡ
２９ｂ的表达变化。与对照组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与１２
ｈ相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＰＶＲ患眼中，离开原位的 ＲＰＥ细胞增生、移行
并发生形态和功能变化，ＲＰＥ细胞失去上皮细胞的
表型而获得间充质、肌成纤维细胞样的特性和表

型［１，１１］，转化为巨噬细胞样或成纤维细胞样细胞，分

泌细胞外基质，与神经胶质细胞、成纤维细胞等细胞

成份在玻璃体内和（或）视网膜周围形成收缩膜，牵

拉视网膜。此时的ＲＰＥ细胞逐渐失去上皮细胞的表
型特征，而获得间充质细胞表型特征，如 ＦＮ、ＮＣａｄ
ｈｅｒｉｎ，这种 ＥＭＴ是 ＰＶＲ的主要病理过程。ＴＧＦβ２
是调控ＲＰＥ细胞ＥＭＴ过程的关键炎性因子，在ＰＶＲ
患者和实验模型的玻璃体中，ＴＧＦβ２的表达水平与
ＰＶＲ的严重程度呈正相关［１２１３］。ＦＮ是一种高分子
糖蛋白，具有多种生物学功能，主要功能是介导细胞

黏着，可以调控细胞的迁移、增生及分化。ＨＩＳＣＯＴＴ
等［１４１５］研究表明，正常视网膜中未检测出 ＦＮ，而在
ＰＶＲ患者视网膜前膜及视网膜下膜中的 ＲＰＥ细胞
上有ＦＮ的表达。ＮＣａｄｈｅｒｉｎ是一种 Ｃａ２＋依赖的细
胞黏着糖蛋白，介导同种细胞间的识别和黏附。

ＣＨＥＮ等［１６］研究表明ＴＧＦβ２刺激下ＲＰＥ细胞ＥＭＴ
中ＮＣａｄｈｅｒｉｎ表达上调，Ｕ０１２６可通过抑制 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ信号通路抑制 ＮＣａｄｈｅｒｉｎ的表达。本研究中
使用ＴＧＦβ２刺激 ＲＰＥ细胞，通过倒置相差显微镜
观察发现ＲＰＥ细胞形态转变为梭形，呈现间充质细
胞形态，并且随ＴＧＦβ２浓度的增加形态改变更加明
显。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ检测结果显示在一定浓度
范围内ＴＧＦβ２以剂量依赖的方式诱导 ＦＮ、ＮＣａｄ
ｈｅｒｉｎ蛋白及ｍＲＮＡ的表达上调，说明外源性ＴＧＦβ２
诱导后，ＲＰＥ细胞发生了 ＥＭＴ。因此，ＴＧＦβ２在
ＲＰＥ细胞ＥＭＴ中发挥重要作用，参与了ＰＶＲ的形成
过程。

ｍｉＲＮＡｓ在基因表达调控方面发挥着极其重要
的作用，它们的调节异常已被证实参与了细胞的分

化［１７１８］、增殖［１９］、代谢［２０］和细胞凋亡［２１］。ＣＨＥＮ
等［２２］发现ＴＧＦβ２诱导 ＲＰＥ细胞 ＥＭＴ后，共有３０４
个ｍｉＲＮＡ表达发生变化，１８５个 ｍｉＲＮＡ表达下调，
１１９个ｍｉＲＮＡ表达上调。下调 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠心肌
组织ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达会导致ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ２和
ＣＯＬ３Ａ１ｍｉＲＮＡ的过表达［２３］。ＬＵＮＡ等［２４］在青光

眼小梁细胞的研究中发现 ＴＧＦβ２下调 ｍｉＲＮＡ２９ｂ
家族的表达，同时ｍｉＲＮＡ２９ｂ过表达拮抗ＴＧＦβ２的
作用，从而导致细胞外基质成份的改变，认为 ｍｉＲ
ＮＡ２９家族与ＴＧＦβ家族存在交互作用，这种交互
作用是复杂的，而对其研究是非常有限的。本实验

使用不同浓度 ＴＧＦβ２诱导 ＲＰＥ细胞 ＥＭＴ后，使用
ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达，发现在０～５μｇ·
Ｌ－１随着 ＴＧＦβ２浓度的增加，ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达不
断减少，说明 ＴＧＦβ２诱导 ＲＰＥ细胞 ＥＭＴ过程中
ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达随ＴＧＦβ２浓度增加而下调，ＴＧＦβ２
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浓度为 １０μｇ·Ｌ－１时，ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达增加，显示
ＴＧＦβ２对ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达有双向作用。另外，随着
ＴＧＦβ２（５μｇ·Ｌ

－１）刺激时间的延长 ｍｉＲＮＡ２９ｂ逐
步降低，在１２ｈ时达到最低，显示时间依赖性。上述
结果表明，ｍｉＲＮＡ２９ｂ可能参与了ＴＧＦβ２诱导ＲＰＥ
细胞ＥＭＴ过程。

本研究初步证实了在 ＴＧＦβ２诱导 ＲＰＥ细胞
ＥＭＴ过程中 ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达的降低具有浓度和时
间依赖性，提示 ｍｉＲＮＡ２９ｂ可能在 ＴＧＦβ２诱导
ＲＰＥ细胞向间质细胞分化的过程中发挥重要作用。
对ｍｉＲＮＡ２９ｂ在ＰＶＲ发病过程中作用机制的深入
研究，有助于对ＰＶＲ疾病的预防和治疗。
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