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【实验研究】

缓激肽对转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）诱导视网膜色素上皮细胞
发生上皮间充质转化的影响△
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Ｓｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｉｎｖｉｔｒｏＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｍｏｄｅｌｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｗｉｔｈｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆ１０μｇ·Ｌ－１ｏｆＴＧＦβ１．ＢＫｃｏｕｌｄｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅＥＭＴ
ｍａｒｋｅｒｓαＳＭＡａｎｄＶｉｍｉｎｔｅｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｈｉｌｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅＥｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎ
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ＴＧＦβ１／ＳｍａｄｐａｔｈｗａｙｔｏｒｅｖｅｒｓｅＴＧＦβ１ｍｅｄｉａｔｅｄＥＭＴ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＧＦβ１ｗｉｔｈ
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ｔｉｖｅｌｙｉｎＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ．ＢＫａｌｓｏｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
ｗｉｔｈｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳｍａｄ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳｍａｄ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｔｈｕｓ
ｃｉｒｃｕｍｖｅｎｔｉｎｇｔｈｅＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ．ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔＢＫｃａｎｂｅａｎｅｗｔｈｅｒ
ａｐｅｕｔｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒＰＶＲ．
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ，ＴＧＦβ１，Ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

【摘要】　目的　制作增生性玻璃体视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＶＲ）的上皮
间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）细胞模型，研究缓激肽（ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ，
ＢＫ）对视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）细胞发生ＥＭＴ的影响，并探讨ＢＫ
对ＰＶＲ的影响机制。方法　体外培养人ＲＰＥ细胞株ＡＲＰＥ１９细胞，采用不同浓度转化生
长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）分别作用于ＡＲＰＥ１９细胞２４ｈ、４８ｈ，于
倒置显微镜下观察细胞形态变化；采用 ＣＣＫ８检测细胞增殖情况，确定 ＴＧＦβ１浓度及作
用时间；利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞免疫荧光检测ＥＭＴ标志蛋白 Ｅ钙黏素、α平滑肌肌动蛋

白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）和波形蛋白（Ｖｉｍｉｎｔｅｎ）表达情况；细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力。同时采
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＧＦ／Ｓｍａｄ通路下游ｐＳｍａｄ３和Ｓｍａｄ７的表达。结果　ＴＧＦβ１刺激ＡＲＰＥ１９细胞后可以成功诱导ＥＭＴ体
外细胞模型。当ＴＧＦβ１浓度为１０μｇ·Ｌ－１、作用时间为４８ｈ时，细胞增殖最明显。ＢＫ在ＴＧＦβ１诱导的ＥＭＴ中可以降低α
ＳＭＡ、Ｖｉｍｉｎｔｅｎ的表达，升高Ｅ钙黏素的表达并且降低细胞迁移能力。这些影响能被ＢＫ２受体拮抗剂ＨＯＥ１４０逆转。ＴＧＦβ１
诱导ＡＲＰＥ１９细胞发生ＥＭＴ时，ｐＳｍａｄ３表达量升高；ＴＧＦβ１刺激前给予ＢＫ刺激，ｐＳｍａｄ３表达量减少；加入ＢＫ前预敷ＨＯＥ
１４０，然后给予ＴＧＦβ１刺激，ＢＫ作用减弱，ｐＳｍａｄ３表达量升高。Ｓｍａｄ７表达趋势与ｐＳｍａｄ３表达趋势相反。结论　１０μｇ·Ｌ－１
ＴＧＦβ１可导致ＡＲＰＥ１９细胞发生 ＥＭＴ。ＢＫ通过 ＴＧＦ／Ｓｍａｄ信号通路上调 Ｓｍａｄ７的表达、下调 ｐＳｍａｄ３的表达，从而逆转
ＴＧＦβ１诱导的ＥＭＴ。提示ＢＫ可能是一种新的、有效的治疗ＰＶＲ的方法。
【关键词】　缓激肽；转化生长因子β１；视网膜色素上皮细胞；上皮间充质转化
【中图分类号】　Ｒ７７４
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　　 增生性玻璃体视网膜病变（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｖｉｔｒｅｏ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＰＶＲ）是增生型糖尿病视网膜病变、孔源
性视网膜脱离、眼穿孔伤和眼内手术等的严重并发

症，其基本病理生理过程是血视网膜屏障破坏。
ＰＶＲ的主要病理生理机制是通过上皮间充质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）将视网
膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ＲＰＥ）细胞转
化为间充质细胞［１］。转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）在ＰＶＲ的发病机制中起到至
关重要的作用，ＴＧＦβ诱导的 ＥＭＴ已经在大部分上
皮类型细胞中得到验证［２］。研究发现，在 ＰＶＲ患者
玻璃体中和 ＰＶＲ实验模型中，ＴＧＦβ的表达和 ＰＶＲ
的严重程度呈正相关［３］，阻断 ＴＧＦβ信号通路可以
抑制体内外 ＲＰＥ细胞发生 ＥＭＴ［４５］。Ｙｕ等［６］研究

发现，补体和凝血级联是 ＰＶＲ病理过程中最重要的
ＫＥＧＧ通路。而这个级联由激肽释放酶激肽系统
（ｋａｌｌｉｋｅｒｉｎｋｉｎｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＫＫＳ）、凝血系统和补体系统
三部分组成，其中ＫＫＳ主要由激肽释放酶、激肽原、
激肽、缓激肽 １受体及缓激肽 ２受体（ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ１
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｂ１Ｒ／ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ２ｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｂ２Ｒ）和激肽酶
等组成。激肽主要有缓激肽（ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ，ＢＫ）、胰激
肽（ｋａｌｌｉｄｉｎ，ＫＤ）等，ＫＤ在酶的作用下可以转化为
ＢＫ。生理条件下 ＫＫＳ最终发挥效应的血管活性物
质ＢＫ主要是激肽类物质，ＢＫ在严重ＰＶＲ大鼠视网
膜中的表达明显增加［７］，因此推测 ＫＫＳ通过效应分
子ＢＫ作用，调节ＫＫＳ、凝血系统和补体系统，最终通
过ＫＥＧＧ通路引发 ＰＶＲ。本研究拟通过观察 ＢＫ对
ＴＧＦβ１诱导的 ＲＰＥ细胞 ＥＭＴ的作用，进一步揭示
ＰＶＲ的发病机制，阐明ＢＫ对ＰＶＲ的作用，为临床治
疗ＰＶＲ提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　实验材料　ＡＲＰＥ１９细胞（ｉＣｅｌｌＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公
司），ＤＭＥＭＨ培养液和胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），倒
置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ７０），酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司），
ＣＣＫ８细胞增殖试剂盒（上海锐赛生物），Ｅ钙黏素
抗体（ＧｅｎｅＴｅｘ公司），ＢＫ、ＨＯＥ１４０、ＧＡＰＤＨ抗体
（Ｓｉｇｍａ公司），α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）抗体、Ｖｉｍｉｎｔｅｎ抗体、Ｓｍａｄ７抗体、ｐＳ
ｍａｄ３抗体（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　取出冻存的 ＡＲＰＥ１９细胞，３７
℃水浴，快速摇晃，直至冻存液完全融化，移入１５ｍＬ
离心管，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，吸出冻存液，缓慢
加入５ｍＬ完全培养液，用培养液混悬沉淀细胞，调
整细胞浓度，置于含体积分数５％ＣＯ２、３７℃细胞培
养箱中培养。每２ｄ按１２的比例进行传代，隔天
换液。于倒置显微镜下观察细胞形态并拍照。

１．２．２　ＣＣＫ８检测ＡＲＰＥ１９细胞的增殖　将对数

生长期的细胞消化计数，细胞悬液以每孔 ５０００个
（１００μＬ）的密度铺入９６孔板中。待细胞融合至约
５０％更换无血清ＤＭＥＭ／Ｈ培养液饥饿１２ｈ后给予
不同浓度的 ＴＧＦβ１（０μｇ·Ｌ－１、０．１μｇ·Ｌ－１、０．５
μｇ·Ｌ－１、２．５μｇ·Ｌ－１、１０．０μｇ·Ｌ－１、１２．５μｇ·
Ｌ－１）刺激细胞，分别作用２４ｈ、４８ｈ，每孔加入１０μＬ
ＣＣＫ８溶液，继续将培养板在培养箱内孵育４ｈ。酶
标仪测定４５０ｎｍ下的吸光度值（Ａ值），实验重复３
次取均值。

１．２．３　细胞形态学观察　将 ＡＲＰＥ１９细胞以每孔
５００×１０３个接种于６孔培养板，置于３７℃、含体积
分数 ５％ＣＯ２细胞培养箱中培养。待细胞融合至
５０％～７０％加无血清 ＤＭＥＭ／Ｈ培养液饥饿 １２ｈ。
将实验对象分为６组，分别为 ＤＭＥＭ／Ｈ培养液（对
照组）、ＢＫ组（１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ）、ＴＧＦβ１组（１０
μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ１）、ＴＧＦβ１＋ＢＫ组（１０μｇ·Ｌ－１

ＴＧＦβ１＋１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ）、ＴＧＦβ１＋ＨＯＥ１４０组
（１０μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ１＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＨＯＥ１４０）和
ＴＧＦβ１＋ＢＫ＋ＨＯＥ１４０组（１０μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ１＋
１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＢＫ＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＨＯＥ１４０）。加药
顺序为ＨＯＥ１４０加入１ｈ后加入ＢＫ，ＢＫ加入０．５ｈ
后给予ＴＧＦβ１处理。按组别分别给予不同药物刺
激细胞，４８ｈ后于倒置显微镜下观察并拍照。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　取不同组别的ＡＲＰＥ１９
细胞加入蛋白裂解液，３０ｍｉｎ后离心（１２０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ），酶标仪定量后电泳分离，再转入
硝酸纤维素膜，室温封闭 １ｈ。分别加入一抗（兔抗
Ｅ钙黏素抗体、小鼠抗 αＳＭＡ抗体和 Ｖｉｍｉｎｔｅｎ抗
体，１１０００）湿盒内 ４℃过夜，加入二抗，３７℃下孵
育１ｈ，ＰＢＳＴ室温摇床上洗３次，每次１０ｍｉｎ，上机
扫描，观察结果。所有实验重复３次。
１．２．５　细胞免疫荧光分析　取不同组别的 ＡＲＰＥ
１９细胞，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛４℃固定，ＰＢＳ漂洗，５０
ｇ·Ｌ－１ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ，分别加入一抗（兔抗
Ｅ钙黏素抗体、小鼠抗 αＳＭＡ抗体和 Ｖｉｍｉｎｔｅｎ抗
体），３７℃孵育１ｈ，４℃冰箱中过夜。ＰＢＳ洗３遍，
孵育二抗２ｈ，ＰＢＳ洗３遍，染核（ＤＡＰＩ，１２００），体
积分数１０％甘油封片后共聚焦显微镜下观察，实验
重复３次。
１．２．６　细胞划痕实验　用 ｍａｒｋｅｒ笔在６孔板背后
用直尺比着均匀划横线，每隔０．５～１．０ｃｍ划一道，
横穿过孔。每孔划５条线。用枪头比着直尺，垂至
于六孔板背后的横线划痕。用 ＰＢＳ洗细胞３次，去
除划下的细胞，于倒置显微镜下观察并拍照，做好记

录。将细胞放入３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱
培养，２４ｈ后再次于倒置显微镜下观察拍照。利用
ＩｍａｇｅＪ软件测量每孔多个点划痕间距，２４ｈ时测量
的划痕间距减去处理前的划痕间距即为２４ｈ细胞迁
移距离。实验重复３次。
１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验　将小室放入培养
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板中，上室加入３００μＬ预温的无血清培养基，室温
下静置１５～３０ｍｉｎ，使基质胶再水化。再吸去剩余
培养液。调整细胞密度为１０９个·Ｌ－１，取细胞悬液
２００μＬ加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，取５００μＬ含体积分数
５％ＦＢＳ的培养基加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室，置３７℃、含体
积分数５％ＣＯ２培养箱中培养 １８ｈ后进行结果统
计。实验重复３次。
１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，
数据采用均数 ±标准差表示，组间均数比较采用单
因素方差分析。所有数据均为３次实验后取得的平
均值。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＭＴ体外细胞模型建立　不同浓度 ＴＧＦβ１
分别作用于ＡＲＰＥ１９细胞２４ｈ、４８ｈ后，Ａ值较对照
组（０μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ１）有所提高，当 ＴＧＦβ１为０．１
μｇ·Ｌ－１、０．５μｇ·Ｌ－１、２．５μｇ·Ｌ－１、１０．０μｇ·
Ｌ－１、１２．５μｇ·Ｌ－１时，作用２４ｈ、４８ｈ差异均有统计
学意义。４８ｈ时，细胞增殖较２４ｈ时更明显，且当
ＴＧＦβ１浓度为１０．０μｇ·Ｌ－１时，细胞增殖最明显。
用１０．０μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ１处理 ＡＲＰＥ１９细胞 ４８ｈ
后，ＡＲＰＥ１９细胞形态发生了明显改变，细胞形态逐
渐从典型的鹅卵石样转变为长梭形的间充质样细

胞。此外还发现不同浓度 ＴＧＦβ１刺激４８ｈ后，Ｅ
钙黏素表达量较对照组明显减少（Ｐ＜０．０５），且随着
ＴＧＦβ１浓度的增加，Ｅ钙黏素表达量逐渐减少（图
１）。所以，用１０．０μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ１处理 ＡＲＰＥ１９
细胞４８ｈ可以成功诱导ＥＭＴ体外细胞模型。
２．２　ＢＫ对ＴＧＦβ１诱导ＡＲＰＥ１９细胞发生 ＥＭＴ
的影响　ＢＫ＋ＴＧＦβ１组可阻止 ＴＧＦβ１诱导的
ＥＭＴ，长梭形的间充质细胞数量明显减少。而 ＢＫ＋
ＴＧＦβ１＋ＨＯＥ１４０组则减弱了 ＢＫ的作用，细胞的
间充质样转化明显增强。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，与

ＴＧＦβ１组相比，ＢＫ＋ＴＧＦβ１组 Ｅ钙黏素蛋白表达
升高，αＳＭＡ和Ｖｉｍｉｎｔｅｎ蛋白表达降低（Ｐ＜００５）。
与ＢＫ＋ＴＧＦβ１组相比，加入 ＢＫ前预敷 ＨＯＥ１４０，
然后给予ＴＧＦβ１刺激，ＢＫ作用减弱，αＳＭＡ和 Ｖｉ
ｍｉｎｔｅｎ表达量增加（Ｐ＜０．０５；见图２）。免疫荧光结
果显示（图３），ＢＫ可以阻止ＴＧＦβ１的作用，使Ｅ钙
黏素表达增加，αＳＭＡ和Ｖｉｍｉｎｔｅｎ表达下降；而加入
ＢＫ前预敷ＨＯＥ１４０，然后给予 ＴＧＦβ１刺激，ＢＫ作
用减弱，Ｅ钙黏素表达下降，αＳＭＡ和Ｖｉｍｉｎｔｅｎ表达
增加。此外，在 ＢＫ＋ＴＧＦβ１组中 ＢＫ可抑制 ＴＧＦ
β１增强的 ＡＲＰＥ１９细胞迁移，而 ＢＫ＋ＴＧＦβ１＋
ＨＯＥ１４０组的细胞迁移能力较 ＢＫ＋ＴＧＦβ１组增强
（图４）。结果提示，ＢＫ可以逆转ＴＧＦβ１的作用，阻
止ＴＧＦβ１诱导的ＡＲＰＥ１９细胞发生ＥＭＴ。

图１　ＴＧＦβ１诱导 ＡＲＰＥ１９细胞发生 ＥＭＴ时 Ｅ钙黏
素蛋白表达结果

图２　ＢＫ及其受体拮抗剂ＨＯＥ１４０对ＥＭＴ标志蛋白表达的影响

图３　细胞免疫荧光检测ＢＫ分别对Ｅ钙黏素蛋白、αＳＭＡ蛋白和 Ｖｉｍｉｎｔｅｎ蛋白表达的影响（２００×）。图中 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ分别对应对照
组、ＢＫ组、ＴＧＦβ１组、ＴＧＦβ１＋ＢＫ组、ＴＧＦβ１＋ＨＯＥ１４０组和ＴＧＦβ１＋ＢＫ＋ＨＯＥ１４０组
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２．３　ＢＫ对ＥＭＴ信号通路下游因子的影响　Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果分析显示（图 ５），与 ＴＧＦβ１组相比，
ＢＫ＋ＴＧＦβ１组 ｐＳｍａｄ３表达减少（Ｐ＜０．００１），
Ｓｍａｄ７表达升高。与ＢＫ＋ＴＧＦβ组相比，ＢＫ＋ＴＧＦ

β１＋ＨＯＥ１４０组则逆转 ｐＳｍａｄ３和 Ｓｍａｄ７的表达
水平。结果表明，ＢＫ通过 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ通路下调
ｐＳｍａｄ３表达、上调Ｓｍａｄ７表达，从而逆转ＴＧＦβ１诱
导产生的ＥＭＴ。

图４　ＡＲＰＥ１９细胞在０ｈ和２４ｈ后划痕边缘细胞的迁移（×５０）。图中 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ分别对应对照组、ＢＫ组、ＴＧＦβ１组、ＴＧＦβ１＋ＢＫ
组、ＴＧＦβ１＋ＨＯＥ１４０组和ＴＧＦβ１＋ＢＫ＋ＨＯＥ１４０组

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＫ对ＡＲＰＥ１９细胞ＥＭＴ通路中ｐＳｍａｄ３和Ｓｍａｄ７表达的影响

３　讨论

ＰＶＲ通常被认为是由 ＲＰＥ细胞中的 ＥＭＴ驱动
的纤维化过程，引起视网膜的牵引并导致手术失

败［８］。ＥＭＴ广泛发生于肾间质纤维化中［９］和肝纤

维症［１０］患者。在哺乳动物中，ＴＧＦ可分为 ３种亚
型：ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２和 ＴＧＦβ３，ＴＧＦβ１是介导肿瘤
细胞转化的主要细胞因子。ＴＧＦβ１诱导的 ＲＰＥ细
胞的ＥＭＴ模型是公认的研究 ＥＭＴ潜在机制的经典
模型［１１１２］，然而ＴＧＦβ１处理的最佳浓度和时间可能
有所不同［１３１４］。本研究用不同浓度的 ＴＧＦβ１处理
ＡＲＰＥ１９细胞 ２４ｈ和 ４８ｈ，观察到 １０．０μｇ·Ｌ－１

ＴＧＦβ１可导致ＡＲＰＥ１９细胞的ＥＭＴ。ＴＧＦβ１处理
４８ｈ后，细胞形态发生明显变化，与２４ｈ相比差异更
大。这一结果与Ｙａｎｇ等［１４］的结果一致。细胞接触

完整性是ＴＧＦβ１诱导的上皮肌成纤维细胞转化的
重要调节因子［１５］。而 Ｅ钙黏素是细胞间黏附连接
的主要成分，提示 Ｅ钙黏素可能参与 ＴＧＦβ１诱导
的ＥＭＴ。Ｅ钙黏素在正常的 ＡＲＰＥ１９细胞中有高
表达［１６］，当Ｅ钙黏素的转录受到抑制时，它可能影
响上皮细胞之间的黏附并最终导致 ＥＭＴ。因此，Ｅ
钙黏素的减少是上皮细胞 ＥＭＴ的一个标志。本研

究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，随着 ＴＧＦβ１浓度的
增加，Ｅ钙黏素蛋白的表达水平逐渐降低。结果表
明，ＴＧＦβ１诱导的 ＥＭＴ细胞模型在体外可以成功
建立。

目前尚无安全有效的临床药物作为 ＰＶＲ的常
规治疗方法［１７］，抗炎治疗可能是ＰＶＲ的一个潜在研
究方向。补体和凝血级联是 ＰＶＲ病理过程中最重
要的ＫＥＧＧ通路，ＫＫＳ是连接补体通路和凝血通路
的中间过程［１５］，在炎症中起着重要作用。在ＫＫＳ系
统中，血浆激酶将高相对分子质量的激肽原转化为

ＢＫ和赖氨酸缓激肽，而组织激酶则在酶的作用下将
低相对分子质量的激肽原转化为赖氨酸缓激肽，转

化为 ＢＫ。ＢＫ氨基酸序列为 ＡｒｇＰｒｏＰｒｏＧｌｙＰｈｅ
ＳｅｒＰｒｏＰｈｅＡｒｇ，其通过自分泌旁分泌机制释放，与
组织器官中的激肽受体结合后发挥一系列复杂的生

理效应［１８］。ＢＫ受体分为Ｂ１Ｒ和Ｂ２Ｒ，ＢＫ介导的生
物学反应主要是与 Ｂ２Ｒ作用产生的。Ｂ２Ｒ由多种
细胞类型表达，包括心肌细胞、疼痛敏感的神经元、

血管内皮细胞、平滑肌细胞等［１９］。为探讨 ＢＫ对
ＰＶＲ是否有类似作用，本研究采用 ＢＫ刺激体外细
胞模型，观察 ＢＫ对 ＰＶＲ模型的影响。结果表明，
ＢＫ对ＴＧＦβ１诱导的ＥＭＴ蛋白表达水平有影响，并
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可逆转ＥＭＴ。为了进一步确定ＢＫ是否影响ＴＧＦβ１
诱导的ＥＭＴ迁移，本研究采用细胞划痕愈合实验和
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验，结果表明，ＢＫ可抑制
ＡＲＰＥ１９细胞的迁移。加入 ＨＯＥ１４０，细胞迁移能
力增强。

在ＲＰＥ细胞发生 ＥＭＴ的过程中，ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ
通路是主要的作用途径［２０］。ＴＧＦβ结合在跨膜的
ＴＧＦβⅡ型受体 ＴＧＦＲ２上，然后与 ＴＧＦβⅠ型受体
ＴＧＦＲ１形成紧密连接的复合体，导致 Ｓｍａｄ２和
Ｓｍａｄ３磷酸化激活，并与Ｓｍａｄ４形成三聚体，转运到
细胞核，进一步调控ＴＧＦβ反应基因的转录［２１］。尽

管这一过程中 ｐＳｍａｄ２和 ｐＳａｍｄ３的功能都被肯定，
但近期研究发现，ＴＧＦβ主要的靶基因都是 ｐＳｍａｄ３
依赖的转录调控，没有Ｓｍａｄ３的激活，ＴＧＦβ将不会
诱导ＲＰＥ细胞发生ＥＭＴ［２２］。在ＥＭＴ相关的晶状体
损伤模型和ＰＶＲ模型中，敲除小鼠 Ｓｍａｄ３基因可以
有效地抑制上皮细胞发生间充质转化［２３］。抑制性

的Ｓｍａｄ蛋白Ｓｍａｄ７可以负向调控Ｓｍａｄ２／３，其过表
达将抑制 ＲＰＥ细胞发生 ＥＭＴ［２４］。上调 ＢＫＢ２Ｒ通
路可调节ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号级联，减少肾纤维化［２３］。

然而，ＢＫ在 ＲＰＥ细胞中的作用尚不清楚。在本研
究中，ＢＫ降低了ｐＳｍａｄ３的表达水平，提高了 Ｓｍａｄ７
的表达水平，防护性改变被ＨＯＥ１４０逆转。然而，目
前的结果仅在体外得到验证，是否在体内观察到同

样的结论还需要进一步研究。

本研究结果提示，ＢＫ通过 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通
路参与了 ＴＧＦβ１介导的 ＡＲＰＥ１９细胞的 ＥＭＴ进
程。这些发现可能会为未来预防或治疗 ＰＶＲ提供
一种临床治疗策略。
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