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ILK siRNA对高浓度葡萄糖诱导的人 LECs增生和 

上皮向间质转化的抑制作用 
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Abstract objective Integrin一1inked kinase(ILK)is a serine-thre0nine kinase．It can be stimulated by high gluc0se and 

mainly involved in diabetic c0mplications in kidney．The purpose of this study was t0 investigate the eⅡ_ects of ILK 0n cell 

pro1iferatjon and epithelial—to—mesenchymal transiti0n induced by high glucose in human lens epithelial ce11s(LECs) in vitro． 

M eth0ds Human LECs line SRA0l／04 ceIIs were cultured in DMEM containing 2％ semm and exposed t0 5．5 mmol／L or 

30．5 mmol／L glucose as contr0l and high glucose gr0up，respectively．The expressi0n 0f ILK mRNA was analyzed by reverse 

transcriptase PCR at O，6，24 h0urs after treatment of different concentrati0ns of g1ucose．A small—interfering RNA f0r ILK gene was 

se1ected and the cells were transfected．Six h0urs after transfection，the cells were e p0sed t0 normal 0r high concenⅡ。ation 0f 

glucose f0r 24 hours．The expressi0n of ILK，proliferating cell nuclear antigen(PCNA)，o【-SMA and fibronectin(FN)at mRNA 

level was detected by RT—PCR t0 evaluate the cell proliferati0n and epithelial—to—mesenchymal transition． ResuIts The 

expression of ILK mRNA in cultured cells of high gluc0se gr0up increased by 2．48 and 2．32 f0lds more than cont 0l group at 6 

and 24 hours(P<0．O1)．Level of PCNA mRNA，仅一SMA mRNA，and FN mRNA increased by 1．75，1．96 and 1．75 f0lds in high 

glucose gr0up c0mpared with n0rmal 0ne at 24 hours(P<0．01)．After transfected with ILK siRNA，the expression 0f ILK mRNA 

was reduced to 3O％ of nomal c0ntr0】ce11s．In【he transfected ce】1s from hjgh ucose gr0up，ILK e pressj0n reduced t0 21％ 0f 

untransfected cells，and that 0f PCNA，ol—SMA，and FN was 29％ ，33％ and 39％ of untransfected cells，respectively(P<O．01)． 

Conclusion High gluc。se stimulates celJ pm】iferatjon and epjthelia1-to一瑚esencbyma】transiti0n and upregulates}he expressjon 

of ILK in human LECs．ILK suppresses cell proliferati0n and epithelial—to—mesenchyma1 transition induced by high glucose． 

Key words RNA interference； integrin—nnked kinase； hi glucose； cell pr0li rati0n； epithe1ial—t0-mesenchymal 

transition； lens epithelial cells 

摘要 目的 探讨整合素连接激酶 (ILK)对高浓度葡萄糖诱导的人晶状体上皮细胞(LEcs)增生和转化的作用。 

方法 将体外 培养 的人 LEcs系 SRA01／04细胞分别培养在含葡萄糖 5．5 mmol／L(正 常对 照组 )和 30．5 mmo1／L(高糖组 ) 

的培养液中 ，用 RT—PCR检 测培养 O、6、24 h后 ILK mRNA的表 达 ；用 ILK siRNA脂 质体转染细胞 ，转染 6 h后 ，加入 2组 

培养 液处理 24 h，检 测 ILK、细胞增生核抗原 (PCNA)、LEcs转化指标 d—sMA和 FN在 mRNA水平 的表达 。 结果 高糖 

组培养 6 h和 24 h，SRA01／04细胞 ILK mRNA是正常对 照组的 2．48倍和 2．32倍 (P<0．01)，刺 激后 24 h，sRAOl／04细 

胞 PCNA、o1 sMA、FN的 mRNA表达分别是正常对照组 的 1．75、1．96和 1．75倍 (P<0．O1)。ILK siRNA干扰后 ，正常对照 

组 ILK的表达是非转染细胞的 30％ ，高糖组转染细胞 ILK mRNA水平 (P<0．01)是非转染细胞 的 2l％(P<O．01)，转染 

细胞 PcNA、0【．sMA和 FN的表达分别是非转染细胞 的 29％、33％和 39％ (P<0．O1)。 结论 高浓度葡萄糖可诱导 

LEcs增生 、上皮 向间质转化及 ILK表达上调 ，抑制 ILK的高表 达能阻止这些 过程 。 
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整合素连接激酶(inte grin—linked kinase，ILK)是一 

种丝氨酸／苏氨酸蛋 白激酶 ，通过与整合素 B，、p。亚单 

位结合 ，介导细胞外基质和生长因子信号向胞内传递， 

为 PI3．K的作用靶点之一，并调控 PKB／AKT及 GsK一 

3B活性，调节细胞的生长、存活、细胞周期、转分化、凋 

亡、侵袭、移行 以及肿瘤血管 的发生 。与单纯 的年 

龄相关性白内障相 比，糖尿病性 白内障的发病年龄提 

前 ，而且 白内障术后后 囊混浊也较 严重 。研 究显 

示 ，在晶状体纤维化类疾病 ，如后发性白内障和前极性 

白内障形成过程中，整合素家族参与 了晶状体上皮的 

增 生 和 晶 状 体 上 皮 向 间 充 质 转 化 (epithelial—to— 

mesenchvmal transiti0n，EMT) ，ILK作为整合素家族 

向胞内信号传递过程 中的重要环节 ，在此信 号转导过 

程中可能起关键作用。对糖尿病 肾病的研究发现 ，肾 

小球足细胞及系膜细胞在高浓度葡萄糖刺激后 ILK的 

表达升高，并且 ILK介导 了肾小管上皮 细胞 EMT，并 

促进肾纤维化疾病的发生 ～ 。在糖尿病患者 白内障 

和后发性白内障的发生发展过程 中，ILK是否参与晶 

状体上皮细胞(1ens epithelial cel1s，LECs)的增生 、EMT 

等过程尚不清楚 。本研究观察高浓度葡萄糖对体外培 

养人 LECs ILK表达的影响 ，利用 RNA干扰技术，探讨 

高浓度葡萄糖在 LECs增生和 EMT中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人永生化 LECs系 SRA01／04细胞 由本实验室保 

存。培养基 DMEM、0pti—MEMI无血清培养基、胎牛血 

清及 TRIZ0L试剂 (美国 Gihc0公司)；DNA marker、逆 

转录试剂盒及 PCR master Mix(北京 TIANGEN公司)； 

转染试剂 Lipofectamine 2000(美国 InviIrogen公司)；针 

对人 ILK基 因的 siRNA由上海吉玛制药技术有限公 

司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养和高浓度葡萄糖处理 sRA01／04细 

胞在含 20％胎牛血清的低糖 (5．5 mm01／L)DMEM培 

养液中，37℃、5％C0 孵箱内常规培养。取对数生长 

期的细胞接种至 6孑L板 中，正常对照组培养液葡萄糖 

浓度为 5．5 mmol／L的 DMEM，血清浓度为 2％；高糖组 

细胞在培养 24 h后换葡萄糖浓度为 30．5 mmol／L的 

DMEM培养液作为高浓度葡萄糖处理，分别于培养 

0、6、24 h后收集细胞。 

1．2．2 ILK siRNA 的转 染和 干涉效 率评价 根据 

GeneBank数据库提供 的人 ILK(NM一00l014794．1)的 

序列设计 4条 ILK siRNA，并设置无关干扰序列为阴 
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性对照，筛选出一条细胞转染抑制效率最高的 ILK 

siRNA，在六孔板接种 SRA01／04细胞 ，培养 24 h到转 

染时细胞融合率为 50％ ～60％，按照 Lipofect锄ine 

2O00的说 明书 ，分别用 0pti．MEMI稀释转染试 剂和 

siRNA片段，每孔培养液终体积为 2 mL，脂质体用量 

为 5 L，ILK siRNA的终浓度为 100 nmol／L。4条 ILK 

siRNA片段及无关干扰序列通过脂质体法转染细胞 

24 h后，用 RT．PcR检测 ILK siRNA片段 1、2、3、4转 

染组ILK mRNA的表达 ，并 以各干扰组 ILK和 p-actin 

条带灰度比值与无转染正常对照组相比，计算各片段 

的干扰效率。 

1．2．3 ILK siRNA的转染和高浓度葡萄糖处理 选 

择一条干扰效率较高的片段 ，按照上述方法对细胞进 

行处理。转染后 6 h换不 同浓度葡萄糖处理，分为正 

常对照组(葡萄糖浓度为5．5 mmol／L)、高糖组(葡萄 

糖浓度为 30．5 mmol／L)、干扰对 照组 、干扰 高糖组 4 

组 ，再继续培养 24 h后收集各组细胞进行以下实验。 

1．2．4 RT．PCR半定量检测 目的基因的表达 各组 

细胞总 RNA的提取参照 Trizol试剂的说明书进行 ；按 

照TIANGEN逆转录试剂盒两步法进行逆转录，逆转 

录的 cDNA作为 PCR反应的模板。ILK上游引物 ：5’． 

TGGAcGAcATTTTCAcTcAG一3’；下 游 引 物 ：5’． 

cATcAATcATTAcACTAcGG一3’，扩 增 后 片 段 长 度 

984 bp。选择细胞增生核抗原(pmliferating ceH nuclear 

antigen，PcNA)作为细胞增生指标 ， ．平滑肌肌动蛋白 

( ．smooth muscle actin，0l—SMA)、纤 维 粘 连 蛋 白 

(Fibronectin，FN)作为 EMT的标志。PCNA上游引物 ： 

5’一GCCGAGATCTCAGCCATATT一3’；下 游 弓l物 ：5’一 

ATGTACTTAGAGGTACAAAT-3’，扩增后 片段长 度为 

452 bp。仅一SMA上游 弓I物 ：5’-GCTCACGGAGGCACCC 

CTGAA一3’；下 游 引 物：5’一CTGATAGGACATTG rTAG 

cAT一3’，扩增后片段长度为574 bp。FN上游引物：5’． 

TcAACAGTGGGAGCGGACCT一3’；下 游 弓l物：5’一 

CTGTGCAGATGCACTGGAGC一3’，扩增后 片段长度 为 

599 bp。内参照 B-actin上游引物 ：5’．GGCTACAGCT 

TCACCAcCAc一3’；下 游 引物 ：5’一GcAcTGTGTTGGc 

GTAcAGG一3’，扩增后 片段长度为 252 bp。以上引物 

均由上海 Invitr0gen公 司合成。PCR反应条件 ：94℃ 

预变 性 5 min，94℃变 性 30 s，55℃ (ILK、B-actin、 

PcNA)、58℃( ．sMA、FN)退火30 s，72℃延伸 1 min， 

循环 35次 ，72℃延伸 l0 min。PcR反应结束后 ，取 

6 L扩增产物在 2％琼脂糖凝 胶上电泳 ，用凝胶成像 

仪照相。采用 Bandscan软件分析目的条带与 B．actin 

条带的灰度值，计算 目的条带与 B_actin条带的灰度 比 
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值 ， 并 以 此 判 断 目 的 基 因 的 相 对 表 达 水 平 。

1 ． 3 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 3 ． 0 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 处 理 。 实

验 结 果 出 自 3 次 独 立 实 验 。 各 测 量 指 标 的 数 据 资 料 以

z ± s 表 示 ，
4 个 组 各 测 量 指 标 的 m R N A 表 达 相 对 量 的

总 体 比 较 采 用 方 差 分 析 ， 组 间 的 多 重 比 较 采 用 S N K —

q

检 验 。
P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 高 糖 组 L E C s I L K m R N A 的 表 达

S R A O I ／0 4 细 胞 在 3 0 ． 5 m m o l ／L 高 浓 度 葡 萄 糖 处

理 后 6 h 和 2 4 h
，

I L K m R N A 的 表 达 较 正 常 对 照 组 和 处

理 前 ( 0 h ) 均 明 显 增 高 ，
I L K 与 内 参 t3 - a c t i n 电 泳 条 带

的 灰 度 比 值 ， 在 高 糖 组 处 理 后 6 h 和 2 4 h 是 正 常 对 照

组 的 2 ． 4 8
、

2 ． 3 2 倍 ( P = 0 ． 0 0 0 4
，

0 ． 0 0 0 2 ) ， 而 6 h 和

2 4 h 之 间 I L K m R N A 的 表 达 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P =

0 ． 2 2 2 ) ( 图 1 ) ， 提 示 高 浓 度 葡 萄 糖 刺 激 S R A O I ／0 4 细

胞 I L K 在 m R N A 水 平 的 表 达 升 高 。

2 ． 2 四 条 I L K s i R N A 片 段 干 涉 效 率 的 评 定 及 筛 选

四 条 I L K s i R N A 片 段 及 无 关 干 扰 序 列 通 过 脂 质 体

法 转 染 细 胞 2 4 h 后 ， 用 R T - P C R 检 测 I L K s i R N A 片 段

1
、

2
、

3
、

4 转 染 组 I L K m R N A 的 表 达 ， 其 干 涉 效 率 分 别

为 ：5 7 ． 1 ％
、

6 4 ． 6 ％
、

7 2 ． 9 ％ 、
3 5 ． 6 ％

， 提 示 片 段 3 的 干

涉 效 率 较 好 ， 选 取 片 段 3 进 行 后 续 实 验 ( 图 2 ) 。

2 ． 3 I L K 的 沉 默 对 高 糖 组 刺 激 的 L E C s 增 生 和 E M T

的 影 响

R T ． P C R 检 测 各 组 I L K
、

P C N A
、 d

— S M A 和 F N 的

m R N A 水 平 表 达 显 示 ， 高糖 组 刺 激 后 S R A OI ／0 4 细 胞 I L K
、

I L K

0 馏

0 ． 6

O． 4

0 _2

0 ． 0

b p
2 0 0 0

l 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

M 1 2 3 4 5 6

1 ． 5

1 ． 0

0 ． 5

O． O

1 2 3 4 5 6

3 5 5

I L K

B — a c t i n

图 2 R T ． P C R 检 测 四 条 I L K s i R N A 片 段 对 S R A OI ／0 4 细

胞 I L K m R N A 表 达 的 影 响 M ：m a r k e r 1 ： I L K s i R N A 片 段 1

2 ：I L K s i R N A 片 段 2 3 ：I L K s i R N A 片 段 3 4 ：I L K s i R N A 片 段 4 5 ：

无 关 干 扰 序 列 6 ：无 转 染 正 常 对 照 组

F i g ． 2 E ff e c t s o f f o H r I L K s i R N A f r a g m e n t s o n t h e e x p r e s s i o n o f I L K

m R N A i n S R A O I ／0 4 c e l l s d e t e c t e d b y R T — P C R ( F = 4 ． 9 8 5 ． P = 0 ． 0 1 1 ．

$ P < 0 ． 0 5 u s n o r m a l c o n t r o l g r o u p ) M ： m a r k e r 1 ： I L K s i R N A

f r a g m e n t 1 2 ： I L K s i R N A f r a g m e n t 2 3 ： I L K s i R N A f r a g m e n t 3 4 ：

I L K s i R N A f r a g m e n t 4 5 ： n o n s e n s e s i R N A 6 ： u n t r a n s f e c t e d c o n t r o l

g r o u p ( O n e - w a y A N O V A
，

S N K -

q t e s t )

P C N A
、 d ． S M A 和 F N 的 表 达 较 正 常 对 照 组 明 显 升 高 ，

各 基 因 与 内 参 B — a c t i n 电 泳 条 带 的 灰 度 比 值 分 别 为 正

常 对 照 组 的 1 ． 8 1
、

1 ． 7 5 、
1 ． 9 6

、
1 ． 7 5 倍 ( P = 0 ． 0 0 5 4

，

0 ． 0 0 0 7 ， 0 ． 0 0 1 7
，

0 ． 0 0 0 2 ) 。 干 扰 对 照 组 培 养 2 4 h
，

I L K m R N A 的 表 达 较 正 常 对 照 组 明 显 下 调 ( P =

0 ． 0 0 0 5 ) ， 是 非 转 染 细 胞 的 3 0 ％ ；而 且 在 I L K 沉 默 以 后 ，

细 胞 P C N A
、 仅 ． S M A 和 F N 的 m R N A 水 平 表 达 也 较 正 常

JD：= O ． 0 0 0 2

’

降 0 ． 0 0 0 4

广
— — —

■孤 ⋯

6 h 2 4 h

图 1 R T ． P C R 检 测 高 浓 度 葡 萄 糖 对 S R A OI ／0 4 细 胞 I L K m R N A 表 达 的 影 响 M ：m a r k e r 1 ：

5 ． 5 m m o l ／L 葡 萄 糖 组 2 ：3 0 ． 5 m m o l ／L 葡 萄 糖 处 理 0 h 3 ：3 0 ． 5 m m o l ／L 葡 萄 糖 处 理 6 h 4 ：3 0 ． 5 m n m l ／L

葡 萄 糖 处 理 2 4 h

F i g ． 1 E ff e c t o f h i g h g l u c o s e o n t h e e x p r e s s i o n o f I L K m R N A i n S R A O I ／0 4 c e l l s ( R T - P C R ) ( F = 1 3 0 ． 8 ， P =

0 ． 0 0 0 ) M ：m a r k e r 1 ：5 ． 5 m m o l ／L g l u c o s e c u l t u r e g r o u p 2 ：3 0 ． 5 m m o l ／L h i g h g l u c o s e c u l t u r e v a l u e d e t e c t e d

i n s t a n t l y 3 ：3 0 ． 5 m m o l ／L h i g h g l u c o s e c u l t u r e f o r 6 h o u r s 4 ：3 0 5 m m o l ／L h i g h g l u c o s e c u l t u r e f o r 2 4 h o u r s

( O n e — w a y A N O V A
，

S N K —

q t e s t )

对 照 组 明 显 下 调 ( P =

0 ． 0 0 0 2
，

0 ． 0 0 0 2
，

0 ． 0 0 6 5 ) 。

干 扰 高 糖 组 细 胞 培 养 2 4 h
，

I L K
、

P C N A
、

o ／_

一 S M A 和 F N

在 m R N A 水 平 的 表 达 较 高

糖 组 明 显 下 调 ， 各 基 因 与 内

参 B 。 a c t i n 电 泳 条 带 的 灰 度

比 值 分 别 为 高 糖 组 的

0 ． 2 1
、

0 ． 2 9
、

0 ． 3 3 、
0 ． 3 9 倍

( 尸 = 0 ． 0 0 1 3
，

0 ． 0 0 3
，

0 ． 0 0 0 6
，

0 ． 0 0 0 8 ) 。 I L K 沉 默 后 ， 正

常 对 照 组 与 高 糖 组 之 间 上

述 各 基 因 的 表 达 差 异 无 统

计 学 意 义 ( P = 0 ． 5 6 3
，

0 ． 2 6 7
，

0 ． 0 2 8 4
，

0 ． 1 6 4 ) ( 图

3 ) 。 此 结 果 显 示 ， 抑 制 I L K
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的 表 达 不 仅 能 阻 止 P C N A
、 d

— S M A 及 F N 的 表 达 ， 也 能

有 效 阻 止 高 浓 度 葡 萄 糖 刺 激 的 I L K 的 高 表 达 和 由 它 介

导 的 P C N A
、 仪

一 S M A 和 F N 的 高 表 达 ， 提 示 I L K 参 与 高

浓 度 葡 萄 糖 诱 导 的 L E C s 的 增 生 和 E M T 。

1 2 3 4 1 2 3 4

图 3 利 用 I L K s i R N A 干 扰 I L K 的 表 达 对 高 浓 度 葡 萄 糖 刺 激 S R A OI ／0 4 细 胞 2 4 h 后 I L K ( A ) 、 P C N A ( B ) 、 廿 S M A ( c ) 和 F N

m R N A ( D ) 表 达 的 影 响 M ： m a r k e r 1 ：5 ． 5 m m o l ／L 葡 萄 糖 刺 激 细 胞 2 4 h 2 ：3 0 ． 5 m m o l ／L 葡 萄 糖 刺 激 细 胞 2 4 h 3 ：I L K s i R N A 干 扰 后 用

5 5 m m o l ／L 葡 萄 糖 刺 激 细 胞 2 4 h 4 ：I L K s i R N A 干 扰 后 用 3 0 ． 5 m m o l ／L 葡 萄 糖 刺 激 细 胞 2 4 h

F i g ． 3 E f f e c t s o f I L K s i R N A o n t h e e x p r e s s i o n o f I L K ( A ) ，
P C N A ( B ) ， d — S M A ( C ) a n d F N m R N A ( D ) i n S R A O I ／0 4 c e l l s t r e a t e d w i t h h i g h g l u c o s e M ：

m a r k e r 1 ：5 5 m m o l ／L g l u c o s e c u l t u r i n g c e l l s f o r 2 4 h o u r s 2 ：3 0 ． 5 m m o l ／L g l u c o s e c u l t u r i n g c e l l s fo r 2 4 h o u r s 3 ：A f t e r t r a n s f e c t e d w i t h I L K s i R N A
，

t h e

c e l l s w e r e c u l t u r e d i n m e d i u m w i t h 5 ． 5 m m o l ／L g l u c o s e f o r 2 4 h o u r s 4 ： A ft e r t r a n s f e c t e d w i t h I L K s i R N A ． t h e c e l l s w e r e c u h u r e d i n m e d i u m w i t h

3 0 ． 5 m m o l ／L g l u c o s e f o r 2 4 h o u r s A ：F = 5 3 ． 5 7
，

P = 0 ． 0 0 0
，

B ：F = 4 1 ． 7 1
，

P = 0 ． 0 0 0
，

C ：F = 9 3 ． 3 2
，

P = 0 ． 0 0 0 ，
D ： F = 5 0 ． 7 9

，
P = 0 ． 0 0 0

，
r e s p e c t i v e l y

( O n e - w a y A N O V A
， S N K —

q t e s t )

3 讨 论

糖 尿 病 性 白 内 障 的 发 病 机 制 尚 不 完 全 清 楚 ，
L E C s

的 细 胞 周 期 加 速 和 增 生 活 性 增 强 可 能 扮 演 着 重 要 角

色
” “ ’

。 另 有 研 究 显 示 糖 尿 病 性 白 内障 患 者 L E C s 的 密

度 小 于 年 龄 相 关 性 白 内 障
归 0

，
L E C s 在 氧 化 应 激 、 渗 透 压

改 变 等 多 因 素影 响 下 出 现 细 胞 凋 亡 。
L E C s 的 死 亡 和 增

生 的平 衡 紊 乱 、 细 胞 从 E M T 可 能 参 与 白 内 障 的 发 生 。

本 研 究 发 现 高 浓 度 葡 萄 糖 能 够 诱 导 体 外 培 养 的 人

L E C s P C N A 在 m R N A 水平 的 高 表 达 ， 提 示 高 浓 度 葡 萄 糖

促进 细胞 的增 生 。 而 且 ， 在高浓度葡萄糖刺激 下 ， 仪
一 S M A

、

F N 的 m R N A 表 达 也 明显 升 高 ， 提 示 高浓 度 葡 萄糖 能 刺 激

L E C s 的 E M T 。 在 链 脲 佐 菌 素 诱 导 的糖 尿 病 大 鼠 中也 发

现 L E C s 的 P C N A 表 达 增 加 ， 前 囊 下 上 皮 细 胞 呈 复 层 改

变 、 细 胞 外 基 质 产 生 增 多
” ”

， 这 与 本 研 究 结 果 一 致 。

I L K 在 不 同肿 瘤 的 分 化 、 转 移 等 方 面 的 作 用 得 到

广 泛 关 注 ， 抑 制 其 过 表 达 在 阻 止 肿 瘤 细 胞 的 增 生 、 表 型

转 化 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 等 方 面 有 明 显 的 作 用
” 。 ” 。

。 在 正

常 鼠 晶 状 体 中 I L K 在 L E C s
、 特 别 是 分 化 的 晶 状 体 纤 维

细 胞 中表 达 较 高 ， 提 示 I L K 可 能 在 L E C s 生 长 、
E M T 过

程 中起 重 要 作 用
” “

。 本 研 究 结 果 显 示 ， 高 浓 度 葡 萄 糖

能 够 诱 导 I L K 在 m R N A 水 平 的 高 表 达 ， 与 杜 倩 等
” 纠

在

蛋 白水 平 的 研 究 结 果 一 致 。 I L K 的 高 表 达 是 否 参 与 了

细 胞 的 增 生 活 性 增 强 、
E M T 等 过 程 ? 我 们 利 用 R N A

干 扰 技 术 ， 将 细 胞 的 I L K 基 因 成 功 沉 默 ( 干 扰 效 率 为

7 0 ％ ) 。 当 I L K 沉 默 后 ， 我 们 发 现 在 高 浓 度 葡 萄 糖 刺

激 下 细 胞 的 增 生 指 标 P C N A 及 E M T 指 标 仅 一 S M A 和

F N 均 受 到 明 显 抑 制 ， 提 示 I L K 是 细 胞 增 生 和 E M T 等

效 应 的 上 游 关 键 因 子 。 已 有 研 究 证 实 ，
I L K — G S K 一

3 3 - P K B ／A K T 影 响 存 活 的 信 号 转 导 通 路 的 存 在 ， 它 参

与 细 胞 周 期 、 凋 亡 的 调 节 。 高 浓 度 葡 萄 糖 诱 导 的 L E C s

增 生 可 能 通 过 此 信 号 转 导 通 路 。

研 究 高 浓 度 葡 萄 糖 对 L E C s 的 影 响 可 能 对 研 究 白

内 障 的 发 病 机 制 、 防 治 后 发 性 白 内 障 提 供 依 据 。 本 研

究 表 明 高 浓 度 葡 萄 糖 刺 激 L E C s 的 增 生 和 E M T
，

I L K 是

此 过 程 的 上 游 因 子 ， 它 的 表 达 不 仅 受 高 浓 度 葡 萄 糖 刺

激 的 影 响 ， 而 且 抑 制 其 表 达 能 有 效 阻 断 高 浓 度 葡 萄 糖

引 起 的 细 胞 增 生 和 E M T 。
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· 短 篇 论 著 · 

家兔 PVR模型中玻璃体 IL一1和 TNF一仅质量浓度的变化 

李维义 高晓唯 田艳明 贾媛媛 董晓云 刘海俊 余惠芳 

增 生性 玻 璃 体视 网膜 病 变 (proliferative vitre0reti“Upathy， 

PVR)是由于视网膜色素上皮(retinal pigment epitheIium，RPE) 

细胞 、神经胶质细胞 、成纤维 细胞 以及 炎性 细胞 的增生 在玻璃 

体和视网膜形成收缩膜，牵拉视网膜所致 ，是视网膜脱离手术 

失败的主要 原因，也是眼外伤 、糖尿 病及血管性 、炎 症性视 网膜 

病 变的一种结局 。 。本实验建 立与 临床 PVR病 例接 近的动 

物模型 ，利用 眼 B型超声评价 PVR模 型的级别 ，以研究 白细胞 

介素 一1(IL一1)、TNF—d质 量浓度在 PVR模 型发 生过 程 中的变 

化过程 ，为本课题 的后续研 究提供依 据。 

1 材料 与方 法 

1．1 PVR动物模型的建立 

1．1．1 富含血小板的血浆 (plateIet—rich plasma，PRP)的制备 

用含 3．8％枸橼酸钠的玻璃离心管收集健康 日本大耳 白兔耳 缘 

静脉血 ，室温下 以 50 g离心 l0 min，取 1／3上清液 ，获得血小 板 

密度为 5×10 ～1O×10 ／mL的 PRP。 

1．1．2 实验分组及模型制作 选2～3 kg健康有色家兔 72只 

本课题为兰州军区卫生基金项 目资助(LxH一20060l6) 

作者单位：5lO318广州，中国人民解放军第421医院眼科(李维义、 

刘海俊、余惠芳)；813O02乌鲁木齐，中国人民解放军第474医院眼科医 

院 全军眼科中心(高晓唯、贾媛媛、田艳明、董晓云) 

通讯作者：高晓唯(Email：gxwgaoxw@263．net) 

(购 自新疆实验动物 中心)，均取 右眼为实验 眼 ，以随机数字 表 

法将动物随机分为 A、B、c 3组。A组兔散瞳，1％丁卡因滴眼 

液表 面 麻醉 ，前房 穿 刺 ，玻 璃体 腔 注入 20 u／mL透 明质 酸 酶 

O．1 mL。于颞下 象限制成 约 2个 视盘 直径 (PD)大 小 的视 网膜 

裂孔，经视网膜在玻璃体腔 中央注入 O．1 mL的 PRP(约含 

7O000个血小 板 )。B组 兔经 视 网膜 在玻 璃 体 腔 中央 部 注入 

0．1 mL的 PBs，其他操作 同 A组 。c组 为正常对 照组 。 

1．2 观察指标与取材 

1．2．1 实验观察 隔 日裂隙灯及直接检眼镜检查兔眼，每周 

用眼 B型超声检查 ，记 录眼底 情况 ，模 型眼 PVR判定 采用文献 

[4]的方法分为 I～Ⅵ级。 

1．2．2 取材 模型制作后第 1、2、3、4周每组 处死 6只动物并 

摘除眼球，一半眼球固定于 10％中性甲醛液，行苏木精 一伊红 

染色；另一半眼球在液氮中保存，ELAsA法测定 IL一1、TNF—a 

在玻 璃体 中的质量浓 度。 

1．2．3 ELAsA检 测 按 照兔 IL一1(美 国 BPB Biome出cals公 

司)、兔 TNF—d(北京中吴时代生物技术 中心)定量酶联检测试 

剂盒使用说 明书进行 。 

1．3 统计学方法 

采用 sPss 13．0统计学软件对所有数据进行统计学分析。 


