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【实验研究】

缓激肽对体外培养兔角膜内皮细胞增殖状况及对闭锁小带

蛋白１与相关性核酸结合蛋白表达的影响△
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【摘要】　目的　观察缓激肽（ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ，ＢＫ）对体外培养家兔角膜内皮细胞增殖及对紧密
连接相关蛋白闭锁小带蛋白１（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１，ＺＯ１）、闭锁小带蛋白１相关性核酸结
合蛋白（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＯＮＡＢ）表达的影响，初步
探讨ＢＫ促进角膜内皮细胞增殖的作用机制。方法　选择对数生长期的兔角膜内皮细胞，
向培养基中分别加入０．０１、０．１０、１．００、１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ（ＢＫ组），对照组不做加药处
理，倒置相差显微镜下观察细胞的形态变化和增殖状况，ＭＴＴ法检测各组细胞在２４ｈ、４８
ｈ、７２ｈ、９６ｈ的吸光度（Ａ）值，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测７２ｈ各组细胞中紧密连接处 ＺＯ１与核内
ＺＯＮＡＢ蛋白的表达。结果　加药 ７２ｈ，各组细胞融合成片并紧密连成单层，加药９６ｈ后
各组细胞生长受限，细胞间隙变大，脱落细胞增多。与对照组相比，除０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ
组２４ｈ外，其余浓度ＢＫ处理后Ａ值升高、增殖活力增强，差异均有统计学意义 （均为Ｐ＜
０．００１），并呈现出一定的浓度依赖性，其中 １μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ作用最强 （Ｐ＜０００１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＢＫ可促进紧密连接处 ＺＯ１与核内 ＺＯＮＡＢ蛋白的表达，且呈一定
的浓度依赖性。结论　ＢＫ体外刺激可促进兔角膜内皮细胞的增殖，具有浓度和时间的依
赖性，其作用机制可能与ＺＯ１与ＺＯＮＡＢ介导的信号通路有关。
【关键词】　缓激肽；兔角膜内皮细胞；增殖；ＺＯ１；ＺＯＮＡＢ
【中图分类号】　Ｒ７７２．２
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　　人角膜内皮细胞（ｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，
ＣＥＣｓ）再生能力十分有限，成年后 ＣＥＣｓ有丝分裂停
滞于Ｇ１期，眼科疾病、炎症、外伤、手术及年龄增长
均可导致ＣＥＣｓ密度降低，重者可引起角膜内皮盲，
最终导致失明［１２］。因而探讨ＣＥＣｓ的增殖能力与增
殖机制具有深远的意义，眼科临床也亟需寻找并发

现一些促进ＣＥＣｓ增殖的新药物与新方法。缓激肽
（ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ，ＢＫ）是一种局部肽类激素，参与炎症、
疼痛、血管生成、细胞增殖、肿瘤发生、血脑屏障通
透性调节等诸多病理生理过程［３７］。在角膜组织，

研究证实 ＢＫ可促进角膜上皮细胞、成纤维母细
胞、角膜基质细胞及 ＣＥＣｓ等多种角膜相关细胞的
增殖，然而具体机制不明［４７］。闭锁小带蛋白１
（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１，ＺＯ１）与闭锁小带蛋白１相关
性核酸结合蛋白（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｎｕ
ｃｌｅｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＯＮＡＢ）均属于紧密连接
相关蛋白，两者相互作用并由此介导 ＺＯ１／ＺＯＮＡＢ
信号通路，被证实与多种细胞的增殖分化有关，在

ＣＥＣｓ及视网膜色素上皮细胞亦有所报道［８９］。为

探讨 ＢＫ促进 ＣＥＣｓ增殖的作用是否与 ＺＯ１／
ＺＯＮＡＢ信号通路有关，本研究在前期建立的体外
培养兔角膜内皮细胞（ｒａｂｂｉｔｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＲＣＥＣｓ）模型的基础上，观察 ＢＫ对 ＲＣＥＣｓ增
殖状况及对 ＺＯ１和 ＺＯＮＡＢ蛋白表达的影响，初步
探讨 ＢＫ促进 ＲＣＥＣｓ增殖的作用机制，以期为角膜
再生提供新思路和新方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物和主要试剂　５０ｄ龄大耳白兔，体质
量１～２ｋｇ，雌雄不限，无眼部疾患及遗传性眼病，由
南华大学实验动物部提供。所有动物喂养和实验过

程均符合视觉与眼科研究协会（ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｏｒＲｅ
ｓｅａｒｃｈｉｎＶｉｓｉｏｎａｎｄＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＡＲＶＯ）有关实验
动物的相关规定。ＢＫ（美国Ａｂｃａｍ公司）；ＤＭＥＭ高
糖培养基、胎牛血清和胶原酶 Ｉ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；
青霉素链霉素双抗溶液和２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化
液（Ｔｒｙｐｓｉｎ，美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；ＭＴＴ细胞增殖检测
试剂盒（长沙维世尔生物科技有限公司）；ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒、全蛋白提取试剂盒以及核蛋白和胞浆

蛋白提取试剂盒（南京凯基生物科技公司）；鼠抗

ＺＯＮＡＢ抗体（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；鼠抗 ＺＯ１单克
隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；ａｎｔｉβａｃｔｉｎ（美国 Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；全自动酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；
倒置相差显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＲＣＥＣｓ原代培养与传代培养　采用揭膜法
结合胶原酶消化法获取 ＲＣＥＣｓ原代细胞。耳缘静
脉快速注射１０ｍＬ空气处死家兔。无菌条件下摘取
完整眼球，沿角膜巩膜内侧缘１ｍｍ处环形剪下全层
角膜，小心去除晶状体和虹膜后，用无菌温ＰＢＳ液冲

洗。将角膜凹面朝上置于无菌培养皿中，在解剖显

微镜下小心将后弹力层及内皮细胞层剥离，ＰＢＳ液
反复清洗后，置于细胞培养瓶中，加入ＤＭＥＭ培养液
（含１．０ｇ·Ｌ－１胶原酶 Ｉ），于３７℃细胞培养箱中消
化１６ｈ后，倒置显微镜下观察到内皮细胞变圆、间隙
变清晰时，再加入含体积分数 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液终止消 化，１０００ｒ· ｍｉｎ－１离 心
５ｍｉｎ，弃上清液，加入ＰＢＳ，再离心清洗２遍。加入
３ｍＬ培养液制成角膜内皮细胞悬液，按 １０×１０３

个·ｃｍ－２的密度接种于细胞培养皿，于体积分数
５％ ＣＯ２饱和湿度，３７℃下培养。每 ２～３ｄ换液
一次，倒置相差显微镜下观察细胞生长情况，拍照

记录。当细胞融合时，加入２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶进
行消化，３７℃作用 ２ｍｉｎ。待细胞变圆、间隙变大
且快要脱离培养皿底时，加入１０ｍＬ含胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液中止消化，收集细胞悬液，１０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心６ｍｉｎ，弃上清，加入１０ｍＬ培养液洗
涤细胞１次，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心６ｍｉｎ，弃上清，最
后加入 ３ｍＬ培养液制成细胞悬液，按 ０．５×１０９

个·Ｌ－１接种于２个细胞培养瓶内，一分为二进行
传代培养。

１．２．２　不同浓度 ＢＫ处理细胞　传至２～３代时，
消化后收集细胞悬液，按０．５×１０９个·Ｌ－１接种于
２４孔板。根据加药处理的不同，将ＲＣＥＣｓ随机分为
５组：对照组（ＲＣＥＣｓ不做加药处理）、４种不同浓度
ＢＫ组（分别采用终浓度为０．０１、０．１０、１．００、１０．００
μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ溶液处理细胞）。倒置相差显微镜下
动态观察不同浓度 ＢＫ组及对照组在不同时间点
（０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ）细胞生长的生物学形态
变化，并采集图像。

１．２．３　ＭＴＴ检测　将ＲＣＥＣｓ按每孔１０×１０３个细
胞接种于９６孔板，待细胞生长至 ７０％～８０％融合时
采用无血清培养基静置２４ｈ，换含４种不同浓度的
ＢＫ培养基培养，每个实验组设 ５个复孔，同时设置
５个复孔为空白对照。各组铺４块９６孔板，分别在
处理２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ每孔加入２０μＬ终浓度为
５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ溶液，行 ＭＴＴ染色。采用 ＢｉｏＲａｄ酶
标仪分析并记录４９０ｎｍ处的吸光度 （Ａ）值。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＺＯ１和 ＺＯＮＡＢ蛋白的
表达　收集７２ｈ时各组细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶
消化后放入离心管，做好标记，采用冰预冷ＰＢＳ洗涤
细胞一次，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，弃上清液，加入
２ｍＬ细胞培养液，轻轻吹打制成细胞悬液。ＺＯ１全
蛋白的提取与 ＺＯＮＡＢ核蛋白的提取分别参照南京
凯基全蛋白与核蛋白提取试剂盒的步骤进行操作，

并按照考马斯亮蓝法（ＢＣＡ蛋白定量试剂盒）进行
蛋白定量检测。对蛋白质提取物进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳，电转移至硝酸纤维膜，体积分数５％脱脂牛
奶封闭过夜。将膜分别放于含有１５００的抗 ＺＯ１
抗体、１１０００的抗 ＺＯＮＡＢ抗体及１１０００的内参
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抗体βａｃｔｉｎ一抗中，４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗４次，
每次５ｍｉｎ。将膜置于 １０ｍＬ含 ＨＲＰ标记的二抗
（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）（１６０００）中，室温下摇床振荡孵育１
ｈ，ＴＢＳＴ摇洗３次，每次１５ｍｉｎ。用ＥＣＬ试剂盒暗室
内曝光，观察并记录结果。以 βａｃｔｉｎ为内参，采用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ专业灰度分析软件将图片上每个特异
性条带灰度值数字化并计算相对灰度值。以目的蛋

白Ａ值／内参照Ａ值的比值表示所测目标蛋白的相
对表达量。

１．３　统计学处理　应用统计学软件ＳＰＳＳ１７．０进行
数据处理。数据以均数±标准差表示，各组间比较采
用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＫ对ＲＣＥＣｓ细胞形态的影响　加药７２ｈ，各
组细胞已完全贴壁，融合成片，倒置显微镜下可见细

胞呈多边形，细胞间紧密连接形成良好的单层。加

药９６ｈ，各组细胞形态发生改变，大小不一，形态不
规则，呈梭形、长条形改变，细胞间隙变大，随时间延

长生长明显受限，凋亡明显增多。不同浓度ＢＫ组与
对照组相比，细胞形态无明显差别，细胞贴壁融合成

片，紧密连接成单层，生长活跃；当 ＢＫ浓度升高至
１０μｍｏｌ·Ｌ－１时，细胞生长开始受限，细胞间隙变
大，脱落细胞增多，细胞透光性变差（图１图２）。

图１　ＲＣＥＣｓ体外培养９６ｈ的细胞形态（×１００）。Ａ：对照组；Ｂ：０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组；Ｃ：０．１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组；Ｄ：１．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ
组；Ｅ：１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组。图２　ＲＣＥＣｓ体外培养９６ｈ的细胞形态（×１００）。Ａ：对照组；Ｂ：０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组；Ｃ：０．１０μｍｏｌ·
Ｌ－１ＢＫ组；Ｄ：１．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组；Ｅ：１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组

２．２　ＢＫ对ＲＣＥＣｓ细胞Ａ值及增殖活力的影响　
ＭＴＴ检测结果显示，与对照组比较，０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１

ＢＫ处理２４ｈ细胞的 Ａ值差异无统计学意义（Ｐ＝
０３８２）；余各 ＢＫ组与对照组相比，同一时间点（２４
ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ）Ａ值差异均有统计学意义（均为Ｐ
＜０．００１）；其中，２４ｈ与４８ｈ各ＢＫ组的Ａ值随ＢＫ浓
度增加呈不断上升趋势，７２ｈ与 ９６ｈＡ值在 １．００
μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组达最高值，１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１处ＢＫ组
Ａ值反而降低。当ＢＫ浓度超过０．１０μｍｏｌ·Ｌ－１时，
细胞的Ａ值在７２ｈ达最高值，至９６ｈＡ值反而呈下降
趋势。以上表明，ＢＫ体外刺激后细胞Ａ值升高，且增
殖活力增强，具有浓度和时间依赖性（表１）。
２．３　ＢＫ上调 ＲＣＥＣｓ紧密连接处 ＺＯ１蛋白的表
达　细胞培养７２ｈ时各组 ＲＣＥＣｓ细胞紧密连接处
均存在 ＺＯ１蛋白的表达。与对照组相比，除
０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组外，其他各组 ＺＯ１蛋白表达
量明显上调，差异均具有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）；０１０～１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ处理后，ＺＯ１蛋
白表达量随ＢＫ浓度升高而增加，呈现出一定的浓度
依赖性（图３）。

图３　不同浓度ＢＫ处理７２ｈ，ＺＯ１蛋白表达变化。与对照组比
较，Ｐ＜０．０５

２．４　ＢＫ上调 ＲＣＥＣｓ核内 ＺＯＮＡＢ蛋白的表达　
细胞培养７２ｈ各组ＲＣＥＣｓ细胞均存在ＺＯＮＡＢ蛋白
的表达。与对照组相比，各 ＢＫ组 ＺＯＮＡＢ蛋白的表
达均明显上调，差异均具有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）；０．１０～１．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ处理后，ＺＯＮＡＢ
蛋白的表达随 ＢＫ浓度升高而增强，以１．００μｍｏｌ·
Ｌ－１ＢＫ作用最为显著，亦呈现出一定的浓度依赖性；
而１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ处理后，ＢＫ促进 ＺＯＮＡＢ蛋
白表达的作用反而减弱（图４）。
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表１　不同时间点、不同浓度ＢＫ组ＲＣＥＣｓ细胞的Ａ值 （珋ｘ±ｓ）

组别
加药处理后的Ａ值

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
对照组 ０．１３０２±０．０１４８ ０．１６８４±０．０１７１ ０．２９５８±０．０１９１ ０．３４０１±０．０２５５

０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组 ０．１６４０±０．０２２２ ０．２５０４±０．０１７９ ０．３９６０±０．０２２５ ０．４２９３±０．０２１８

０．１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组 ０．２７５６±０．０３１８ ０．３４９９±０．０２５４ ０．５１１８±０．０２９１ ０．４９６７±０．０２２９

１．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组 ０．３６３５±０．０２６４ ０．５０４１±０．０２６３ ０．６７５４±０．０２４８ ０．６３４５±０．０１８４

１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ组 ０．４４５９±０．０２１９ ０．５０８４±０．０２２７ ０．６２５４±０．０２５９ ０．５６８９±０．０１５５

注：与对照组比较，Ｐ＜０．００１

图４　不同浓度 ＢＫ处理７２ｈ，核内 ＺＯＮＡＢ蛋白表达变化。与
对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＢＫ是激肽释放酶激肽系统的一员，由相对分
子质量较高的激肽原在血浆激肽释放酶作用下形

成，主要分布于局部组织（血液中含量较少），并以旁

分泌和自分泌的方式发挥作用［１０］。ＢＫ依赖于 Ｂ１
和 Ｂ２两种受体，在高血压、慢性疼痛、炎症与血脑
屏障通透性调控等病理生理过程中起重要作用［３］。

在兔与人的角膜组织，有学者证实了 Ｂ１受体与 Ｂ２
受体的存在［１１１２］。眼内的 ＢＫ主要由泪液中所含激
肽释放酶作用于激肽原而产生，各种外界刺激（如过

敏原、风媒传播病原体、紫外线等）也可诱发结膜组

织中肥大细胞释放组胺、血小板活化因子与 ＢＫ等，
介导眼球局部的过敏反应与角膜的慢性炎症［１３］。

体外研究证实，ＢＫ还能促进多种角膜细胞的增殖。
前期研究发现，ＢＫ（０．１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１～１０．００ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）浓度依赖性地促进角膜上皮细胞增殖及 ＤＮＡ
合成、钙离子内流、基质金属蛋白酶１和前列腺素
Ｅ２的释放［４］；０．０１～１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１范围的 ＢＫ还
能促进犬角膜成纤维细胞及基质细胞的增殖，其效

应亦与浓度呈正相关，并可能与表皮生长因子受体

有关［５６］；另有学者发现，０．０１μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ还可刺
激牛ＣＥＣｓ的增殖，促进细胞有丝分裂过程［７］。本研

究利用００１～１０．００μｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ对 ＲＣＥＣｓ进行
体外刺激，发现ＢＫ可促进细胞的增殖，并具有一定
的浓度与时间依赖性：中低浓度（０．０１～１．００
μｍｏｌ·Ｌ－１）ＢＫ处理后细胞贴壁融合，紧密连成单
层，增殖活力增强，而随着 ＢＫ浓度升高（１０．００
μｍｏｌ·Ｌ－１）及培养时间的延长（９６ｈ以上），细胞间
隙变大，脱落细胞增多，增殖活力反而受限。

然而，ＢＫ促进角膜细胞增殖的具体作用机制仍
然不明。近年来研究发现，位于细胞间紧密连接的

ＺＯ１／ＺＯＮＡＢ信号通路可能是介导细胞增殖的重要
途径。ＺＯ１是紧密连接的主要跨膜蛋白，而ＺＯＮＡＢ
作为一种 Ｙｂｏｘ转录抑制因子，主要穿梭于细胞间
紧密连接与细胞核之间，ＺＯＮＡＢ通过与 ＺＯ１中 Ｓｒｃ
同源区３结构域结合，使 ＺＯＮＡＢ局限于细胞质，抑
制ＺＯＮＡＢ及下游效应基因的核内转录进而抑制细
胞的增殖，而当 ＺＯＮＡＢ处于游离状态时，位于核内
的 ＺＯＮＡＢ则促进相关基因表达和细胞增殖［１４］。

ＺＯ１与ＺＯＮＡＢ相互作用，并受到众多因子的调控，
构成ＺＯ１／ＺＯＮＡＢ信号通路［１５１６］，参与肾小管、视网

膜、角膜等多种组织细胞的增殖与分化过程［８９，１７１８］。

通过转基因小鼠过表达 ＺＯＮＡＢ可增加 ＭＤＣＫ细胞
的生长密度，而 ＺＯＮＡＢ被抑制则降低细胞生长密
度［１７］；ＺＯＮＡＢ过表达与 ＺＯ１低表达还能增加视网
膜色素上皮细胞５溴脱氧尿嘧啶核苷阳性细胞的数
量和比例，表明其细胞增殖促进作用［８］；在人 ＣＥＣｓ，
慢病毒转染 ＺＯ１诱导 ＺＯ１的低表达，６０岁人群
ＣＥＣｓ密度１周后增加５０％，提示 ＺＯ１低表达可促
进体外人 ＣＥＣｓ的增殖［９］；在Ⅱ型肺泡上皮细胞，
ＺＯＮＡＢ高表达显著促进细胞的增殖并抑制其转分
化，而 ＺＯＮＡＢ低表达时细胞增殖减少，转分化增
多［１８］。本研究通过 ＲＣＥＣｓ体外模型发现 ＢＫ不但
促进核内ＺＯＮＡＢ蛋白的表达，同时上调紧密连接处
ＺＯ１蛋白的表达。ＢＫ作用后，ＺＯＮＡＢ与ＺＯ１蛋白
的表达均增强，激活下游促增殖基因的转录进而促

进细胞的增殖。

综上所述，ＢＫ体外刺激可促进 ＲＣＥＣｓ细胞的
增殖，同时上调紧密连接处 ＺＯ１与核内 ＺＯＮＡＢ蛋
白的表达，表明 ＺＯ１／ＺＯＮＡＢ信号通路可能在 ＢＫ
介导的ＲＣＥＣｓ增殖过程中起重要作用，为角膜再生
提供了新的研究思路和药物治疗靶点。

参考文献

［１］　ＢＯＵＲＮＥＷＭ，ＮＥＬＳＯＮＬＲ，ＨＯＤＧＥＤＯ．Ｃｅｎｔｒａｌｃｏｒｎｅａｌｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｃｈａｎｇｅｓｏｖｅｒａｔｅｎｙｅａｒｐｅｒｉｏｄ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈ
ｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，１９９７，３８（３）：７７９７８２．

［２］　ＳＡＸＥＮＡＲ，ＢＯＥＫＨＯＯＲＮＳＳ，ＭＵＬＤＥＲＰＧ，ＮＯＯＲＤＺＪＪＢ，
ＶＡＮＲＩＪＧ，ＬＵＹＴＥＮＧＰ．Ｌｏｎｇｔｅｒｍｆｏｌｌｏｗｕｐｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｃｈａｎｇｅａｆｔｅｒＡｒｔｉｓａｎｐｈａｋｉｃｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒｌｅｎｓｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，２００８，１１５（４）：６０８６１３．

［３］　ＨＡＬＬＪＭ．Ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ：Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
ａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，１９９２，５６（２）：１３１

·９１１·眼 科新进展　２０１８年２月　第３８卷　第２期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３８Ｎｏ．２Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１８ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



１９０．
［４］　ＷＩＥＲＮＡＳＴＫ，ＤＡＶＩＳＴＬ，ＧＲＩＦＦＩＮＢＷ，ＳＨＡＲＩＦＮＡ．Ｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆｂｒａｄｙｋｉｎｉｎｏｎｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｃｙｔｏｋｉｎｅ，ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ１ｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，１９９８，１２３
（６）：１１２７１１３７．

［５］　ＣＨＥＮＧＣＹ，ＨＵＡＮＧＳＣ，ＨＳＩＡＯＬＤ，ＳＵＮＣＣ，ＪＯＵＭＪ，ＹＡＮＧ
ＣＭ，ｅｔａｌ．Ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｐ４２／ｐ４４ＭＡＰＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｃｏｒｎｅａｌｋｅｒａｔｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ，２００４，１６（５）：５３５５４９．

［６］　ＣＨＥＮＧＣＹ，ＴＳＥＮＧＨＣ，ＹＡＮＧＣＭ．Ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｓｏｎｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎ
ｃｏｒｎｅａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１２，２２７（４）：１３６７
１３８１．

［７］　ＹＡＮＧＳＷ，ＬＥＥＷＫ，ＬＥＥＥＪ，ＫＩＭＫＹ，ＬＩＭＹ，ＬＥＥＫＨ，ｅｔａｌ．
Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｒａｄｙｋｉｎｉｎｏｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂｏｖｉｎｅｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｉｃａ，２００１，２１５（４）：３０３３０８．

［８］　ＧＥＯＲＧＩＡＤＩＳＡ，ＴＳＣＨＥＭＵＴＴＥＲＭ，ＢＡＩＮＢＲＩＤＧＥＪＷ，ＢＡＬ
ＡＧＧＡＮＫＳ，ＭＯＷＡＴＦ，ＷＥＳＴＥＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓＺＯ１ａｎｄＺＯＮＡＢｒｅｇｕｌａｔｅｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１０，
５（１２）：ｅ１５７３０．

［９］　ＫＡＭＰＩＫＤ，ＢＡＳＣＨＥＭ，ＧＥＯＲＧＩＡＤＩＳＡ．Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅｚｏ１／ｚｏｎａｂｐａｔｈｗａｙｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｉｎｖｅｓｔ
ＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２０１２，５３（１４）：６００４．

［１０］　ＶＡＵＧＨＡＮＤＥ．Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ，ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ，ａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｈｏｍｅ
ｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＣａｒｄｉｏｌ，２００１，８７（８Ａ）：１８Ｃ２４Ｃ．

［１１］　ＭＡＪＸ，ＳＯＮＧＱ，ＨＡＴＣＨＥＲＨＣ，ＣＲＯＵＣＨＲＫ，ＣＨＡＯＬ，
ＣＨＡＯＪ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｋａｌ
ｌｉｋｒｅｉｎｋｉｎｉｎｓｙｓｔｅｍ ｉｎｈｕｍａｎｏｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅ

Ｒｅｓ，１９９６，６３（１）：１９２６．
［１２］　ＫＵＡＮＥＴＳＯＶＡＴＰ，ＣＨＥＳＮＯＫＯＶＡＮＢ，ＰＡＳＫＨＩＮＡＴＳ．Ａｃ

ｔｉｖｉｔｙｏｆｔｉｓｓｕｅａｎｄｐｌａｓｍａｋａｌｌｉｋｒｅｉｎａｎｄｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｉｒｐｒｅ
ｃｕｒｓｏｒｓｉｎｅｙｅｔｉｓｓｕｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｍｅｄｉａｏｆｈｅａｌｔｈｙｒａｂｂｉｔｓ
［Ｊ］．ＶｏｐｒＭｅｄＫｈｉｍ，１９９１，３７（４）：７９８２．

［１３］　ＰＲＯＵＤＤ，ＳＷＥＥＴＪ，ＳＴＥＩＮＰ，ＳＥＴＴＩＰＡＮＥＲＡ，ＫＡＧＥＹ
ＳＯＢＯＴＫＡＡ，ＦＲＩＥＤＬＡＥＮＤＥＲＭＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｅ
ｄｉａｔｏｒｒｅｌｅａｓｅｏｎｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｐｒｏｖｏｃａｔｉｏｎｏｆａｌｌｅｒｇｉｃｓｕｂ
ｊｅｃｔｓｗｉｔｈａｌｌｅｒｇｅｎ［Ｊ］．ＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，１９９０，８５
（５）：８９６９０５．

［１４］　ＰＯＺＺＩＡ，ＺＥＮＴＲ．ＺＯ１ａｎｄＺＯＮＡＢｉｎｔｅｒａｃｔｔｏｒｅｇｕｌａｔｅ
ｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，
２０１０，２１（３）：３８８３９０．

［１５］　ＴＥＲＲＹＳ，ＮＩＥＭ，ＭＡＴＴＥＲｒＫ，ＢＡＬＤＡＭＳ．Ｒｈｏｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ａｎｄｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ（Ｂｅｔｈｅｓｄａ），
２０１０，２５（１）：１６２６．

［１６］　ＨＥＬＸ，ＴＡＮＧ．ＴｈｅＺＯ１／ＺＯＮＡＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓａｎｄ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，
２０１７，３９（１）：１２８１３４．
贺李娴，谭钢．ＺＯ１／ＺＯＮＡＢ信号通路与细胞的增殖分化
［Ｊ］．中国细胞生物学学报，２０１７，３９（１）：１２８１３４．

［１７］　ＢＡＬＤＡＭＳ，ＧＡＲＲＥＴＴＭＤ，ＭＡＴＴＥＲＫ．ＴｈｅＺＯ１ａｓｓｏｃｉａｔ
ｅｄＹｂｏｘｆａｃｔｏｒＺＯＮＡＢｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００３，１６０（３）：４２３４３２．

［１８］　ＨＯＵＡＮ．ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＺＯＮＡＢｏｎｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎ
ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ［Ｄ］．Ｓｈｅｎｙａｎｇ：ＣｈｉｎａＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ，２０１４．
侯阿娜．支气管肺发育不良模型中 ＺＯＮＡＢ调节肺泡上皮细
胞增殖及转分化的研究［Ｄ］．沈阳：中国医科大学，２０１４

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

．

关于我刊文后参考文献引用和著录新标准的说明

　　为了正确执行国家标准 ＧＢ／Ｔ７７１４２０１５《信息与文献参
考文献著录规则》，自２０１６年１月起，我刊文后参考文献的引
用和著录执行以下新标准。

１　不同文献类型的引用和著录格式　
１．１　阅读型参考文献（ｒｅａｄｉｎｇｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）　著者为撰写或编
辑论著而阅读过的信息资源，或供读者进一步阅读的信息资

源。著录时需要标注文章的起始页。

１．２　引文参考文献（ｃｉｔｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）　著者为撰写或编辑论
著而引用的信息资源。页码只需著录引用信息所在页。

著录格式示例如下：

阅读型参考文献：邵毅，余静，余瑶，高桂平，杨继玲，裴重

刚，等．无缝线骨髓间充质干细胞羊膜移植预防角膜缘干细胞
缺乏的实验研究［Ｊ］．眼科新进展，２０１３，３３（１１）：１０１１１０１５．

ＳＨＡＯＹ，ＹＵＪ，ＹＵＹ，ＧＡＯＧＰ，ＹＡＮＧＪＬ，ＰＥＩＺＧ，ｅｔａｌ．
Ｎｏｖｅｌｓｕｔｕｒｅｌｅｓｓｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗｉｔｈａｍｎｉ
ｏｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｆｏｒｃｏｒｎｅａｌｌｉｍｂｕｓｓｔｅｍｃｅｌｌｓｄｅｆｅｃｔ
ｉｎｒａｂｂｉｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１３，３３（１１）：１０１１
１０１５．

引文参考文献：杨秀梅，王雨生．ＭＥＫ／ＥＲＫ参与大鼠脉
络膜新生血管基质金属蛋白酶２和基质金属蛋白酶９的表
达调控［Ｊ］．眼科新进展，２０１５，２５（６）：５０４．

ＹＡＮＧＸＭ，ＷＡＮＧＹＳ．ＣｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭＥＫ／ＥＲＫｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＭＰ－２ａｎｄＭＭＰ－９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１５，２５（６）：５０４．
２　著者的著录新规则

著者的著录时要求其姓全部著录，字母全大写，名可缩写

为首字母，缩写名后省略缩写点。

著录格式示例如下：

［１］　 ＣＯＯＫＥＣＡ，ＬＵＭ ＤＪ，ＷＨＥＥＬＤＯＮ ＣＥ，ＴＥＯＨ Ｈ，
ＭＣＧＨＥＥＣＮ．Ｓｕｒｇｉｃａｌａｐｐｒｏａｃｈ，ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，ａｎｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｃａｔａｒａｃｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｕｅｌｅｎｓｅｘｆｏｌｉ
ａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣａｔａｒａｃｔＲｅｆｒａｃｔＳｕｒｇ，２００７，３３（４）：７３５
７３８．

３　标识符号
论文正文和文献表中的序号均要使用“［　］”括起，正文

中连续序号和文献表中连续页码间用短横线连接。

需要注意的是，国家新标准新增了４个文献类型及其标
识：（１）档案，Ａ：分类保存以备查考的文件和材料，如人事档
案、科技档案、法律法规、政府文件等。（２）舆图，ＣＭ：世界、国
家、区域的地图。（３）数据集，ＤＳ：一种由数据所组成的集合，
又称为资料集、数据集合或资料集合。（４）其他，Ｚ：凡是归不
进前面１５个类型的文献，均可放到“Ｚ”中。
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