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摘要
目的:探讨 ＡＬＫ５ 抑制剂 ＥＷ－７１９７ 对转化生长因子 β１
(ＴＧＦ－β１)诱导的人 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞(ＨＴＦｓ)增殖和
迁移的影响及其机制ꎮ
方法:采用 ＭＴＳ 法检测细胞增殖率ꎬ并摸索 ＥＷ－７１９７ 最
佳的作用浓度和作用时间ꎮ 之后将细胞分为 ３ 个组ꎬ分别
为正常对照组、ＴＧＦ－β１ 诱导组和 ＴＧＦ－β１＋ＥＷ－７１９７ 处
理组ꎬ采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室观察各组细胞迁移情况ꎬ采用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、α－ＳＭＡ、ｐ－Ｓｍａｄ２、
ｐ－Ｓｍａｄ３的蛋白表达水平ꎮ
结果:ＭＴＳ 结果显示ꎬ不同处理条件的 ＥＷ － ７１９７ 以
６.０μｍｏｌ / Ｌ作用 ２４ｈ 的细胞增殖率最低 (均 Ｐ < ０. ０１)ꎮ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验结果显示ꎬＴＧＦ－β１ 诱导组的细胞迁移
数量为 ２２８.０±１７.０ 个 / 视野ꎬ明显高于正常对照组(１４９.０±
１５.０ 个 / 视野)和 ＴＧＦ－β１＋ＥＷ－７１９７ 处理组(４６.０±８.０个 /
视野)(均 Ｐ<０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬＴＧＦ－β１
诱导组细胞中 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、α－ＳＭＡ、ｐ－Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３相
对表达量高于正常对照组和 ＴＧＦ－β１＋ＥＷ－７１９７ 处理组
(均 Ｐ<０.００１)ꎮ
结论:ＥＷ－ ７１９７ 能够通过 ＴＧＦ －β / Ｓｍａｄ 信号通路抑制
ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ 增殖和迁移ꎮ
关键词:青光眼ꎻＥＷ－７１９７ꎻＴｅｎｏｎ 囊成纤维细胞ꎻ转化生
长因子 β１(ＴＧＦ－β１)ꎻ瘢痕化
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.１０.０３

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＷ － ７１９７ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ－β１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ
Ｔｅｎｏｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

Ｊｉａ－Ｍｉｎ Ｗｅｎ１ꎬ Ｌｅｉ Ｚｈｅｎｇ２ꎬ Ｗｅｉ－Ｐｅｎｇ Ａｉ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ:Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ (Ｇｅｎｅｒａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ) Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ( Ｎｏ.

ＪＣＹＪ２０１９０８０８１７０６０９４９０)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０７１ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０４０ꎬ
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｊｉａ － Ｍｉｎ Ｗｅｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１８０７１ꎬ
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｘｚｗｊｍ１１２２＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－０３－２１　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－０９－０１

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＬＫ５ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＥＷ－７１９７
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ( ＨＴＦｓ ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ－β１(ＴＧＦ－β１) ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＭＴＳ ａｓｓａｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ
ＥＷ － ７１９７ ｗｅｒｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄ. Ｔｈｅｎ ＨＴＦｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＧＦ － β１ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＴＧＦ－ β１＋ ＥＷ － ７１９７ ｇｒｏｕｐ. Ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎꎬ α － ＳＭＡꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ｓｍａｄ２ꎬ Ｓｍａｄ３ (ｐ － Ｓｍａｄ２ꎬ ｐ － Ｓｍａｄ３)
ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: ＭＴＳ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ６.０ μｍｏｌ / Ｌ ＥＷ－ ７１９７ ｆｏｒ ２４ｈ ｗａｓ ｔｈｅ
ｌｏｗｅｓｔ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１) . Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＨＴＦｓ ｉｎ ＴＧＦ－β１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
２２８.０±１７.０ / ｆｉｅｌｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１４９.０±１５.０ / ｆｉｅｌｄ) ａｎｄ ＴＧＦ－β１＋ＥＷ－
７１９７ ｇｒｏｕｐ ( ４６. ０ ± ８. ０ / ｆｉｅｌｄꎻ ａｌｌ Ｐ < ０. ０１) . Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎꎬ α－ＳＭＡ ａｎｄ ｐ－Ｓｍａｄ２ꎬ ｐ－Ｓｍａｄ３ ｏｆ ＨＴＦｓ ｉｎ
ＴＧＦ－β１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＴＧＦ－β１＋ＥＷ－７１９７ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ
Ｐ<０.００１) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:ＥＷ － ７１９７ ｃａｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ－β１－ ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＴＦｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＴＧＦ－β /
Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｇｌａｕｃｏｍａꎻ ＥＷ － ７１９７ꎻ Ｔｅｎｏｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎻ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－β１ (ＴＧＦ－β１)ꎻ ｓｃａｒｒｉｎｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗｅｎ ＪＭꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｌꎬ Ａｉ ＷＰ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＷ－７１９７ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ － β１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)
２０２３ꎻ２３(１０):１６１７－１６２０

７１６１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



０引言
青光眼是一组由于病理性眼压升高而导致视神经损

伤和不可逆视功能损害的眼病ꎬ预计 ２０４０ 年全球青光眼
患病人数将达到 １.２ 亿[１－２]ꎮ 小梁切除术是降低青光眼患
者眼压的经典手术方式ꎬ但滤过通道瘢痕化严重影响了手
术成功率[３]ꎮ 尽管联合使用 ５ 氟尿嘧啶或丝裂霉素 Ｃ 有
助于抑制术后纤维细胞增生降低瘢痕化ꎬ但由于缺乏靶向
性ꎬ这些药物具有诱发严重并发症的潜在风险[４]ꎮ 因此探
索滤过通道瘢痕化的发病机制以及研发更安全有效的药
物具有重要的科学意义ꎮ 国内外大量研究证实ꎬ转化生长
因子－β(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－βꎬ ＴＧＦ－β) / Ｓｍａｄ 通路
的异常活化参与诱导了人 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞( ｈｕｍａｎ
Ｔｅｎｏｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ ＨＴＦｓ)向肌成纤维细胞转分化ꎬ增加细
胞外基质合成ꎬ是青光眼滤过手术后的组织纤维化和瘢痕
收缩的重要机制之一[５]ꎮ ＥＷ－７１９７ 是一种 ＴＧＦ－β Ⅰ型
受体(ＴＧＦ－βＲ Ⅰꎬ又称为 ＡＬＫ５)小分子抑制剂ꎬ可以靶
向拮抗 ＴＧＦ－β 介导的信号传导ꎬ发挥抑癌效应[６]ꎮ 近年
研究发现ꎬＥＷ－７１９７ 还可以在肝脏、肾脏和肺等多器官纤
维化动物模型中发挥拮抗纤维化的作用[７]ꎬ但目前尚缺乏
ＥＷ－７１９７拮抗结膜组织瘢痕化的研究ꎮ 本研究拟探讨
ＥＷ－７１９７ 对 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ 增殖和迁移的影响及
相关机制ꎬ为抑制青光眼滤过术后瘢痕化提供实验依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 人 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞系(ＨＴＦｓ)购自上海联
组生物科技有限公司(＃Ｃ５２９)ꎻＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基、青－链
霉素、２.５ｇ / Ｌ 胰蛋白酶(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ胎牛血清( ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ) (中美合资兰州民海生物)ꎻＴＧＦ－β１
( 美 国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公 司 )ꎻ ＭＴＳ、 二 甲 基 亚 砜
(ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ) (美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＥＷ－７１９７
(美 国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ 公 司 )ꎻ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小 室 ( 美 国
Ｃｏｒｎｉｎｇ 公 司 )ꎻ 兔 抗 人 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ( ａｂ２４１３ )、 鼠 抗 人
α－ＳＭＡ(ａｂ５６９４)(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻｐ－Ｓｍａｄ２(＃１８３３８)、
ｐ－Ｓｍａｄ３(＃９５２０)单克隆抗体(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ羊抗鼠
ＩｇＧ 和羊抗兔 ＩｇＧ 荧光二抗(美国 Ｌｉｃｏｒ 公司)ꎻＯｄｙｓｓｅｙ 双
色红外成像系统(美国 Ｌｉｃｏｒ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＨＴＦｓ 培养及分组　 常规培养于 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基
(含有 １０％ ＦＢＳ 和 １％青－链霉素)内ꎬ每 ３ｄ 传代 １ 次ꎬ取
对数期生长的细胞进行实验ꎬ培养箱内温度为 ３７℃ꎬＣＯ２

体积分数为 ５％ꎮ 将细胞分为正常对照组、ＴＧＦ－β１ 诱导
组和 ＴＧＦ－β１＋不同浓度 ＥＷ－７１９７ 处理组ꎮ 正常对照组
为细胞培养液中添加终浓度 ０.５％ ＤＭＳＯꎬＴＧＦ－β１ 诱导组
为培养基中添加终浓度 ０.５％ ＤＭＳＯ 和 １μＬ ＴＧＦ－β１(终
末浓度为 １０μｇ / ｍＬ)ꎮ 为了筛选出 ＥＷ－７１９７ 的最佳作用
浓度和时间ꎬ各 ＥＷ － ７１９７ 处理组用混合有 １０μｇ / ｍＬ
ＴＧＦ－β１以及不同浓度的 ＥＷ－７１９７(１.５、３.０、６.０、８.０μｍｏｌ / Ｌ)
的培养基分别作用不同时间点(６、１２、２４ｈ)ꎬ检测细胞增
殖情况ꎮ
１.２.２ ＭＴＳ 法测定细胞增殖率 　 取生长状态良好的
ＨＴＦｓꎬ制成细胞悬液ꎬ计数ꎬ以 １×１０５个 / 毫升接种于 ９６ 孔
板ꎮ 为了筛选最佳药物浓度及作用时间ꎬ按照 １.２.１ 分组
方案加入 ２００ 毫升 / 孔进行培养ꎻ加入 ＭＴＳ ２０μＬꎬ置于
３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中继续培养 ４ｈꎻ以加入 ＭＴＳ 溶
液 ２０ 微升 / 孔作为空白孔ꎮ 采用酶标仪于 ４９０ｎｍ 波长处
检测各孔的吸光度值(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ 值)ꎮ 计算细胞增殖

率＝(各组 Ａ 值－空白孔 Ａ 值) / (正常对照组 Ａ 值－空白
孔 Ａ 值)×１００％ꎮ 所有实验均独立重复 ３ 次ꎮ
１.２.３ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞迁移 　 取对数期生长的
ＨＴＦｓꎬ制成细胞悬液ꎬ计数ꎬ以 １×１０５个 / 孔铺于 ６ 孔板中ꎻ
待细胞贴壁后ꎬ根据摸索出的 ＥＷ－７１９７ 最佳作用浓度和
时间分为 ３ 组:正常对照组为细胞培养液中添加终浓度
０.５％ ＤＭＳＯ 培养 ２４ｈꎬＴＧＦ－β１ 诱导组为细胞培养液中添
加终浓度 ０. ５％ ＤＭＳＯ 及 １０μｇ / ｍＬ ＴＧＦ － β１ 处理 ２４ｈꎬ
ＴＧＦ－β１＋ＥＷ－７１９７ 处理组为细胞培养液中添加 １０μｇ / ｍＬ
ＴＧＦ－β１ 以及 ６.０μｍｏｌ / Ｌ ＥＷ－７１９７ 的混合液处理 ２４ｈꎻ去
除原培养基ꎬＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ取少量胰酶消化并收集细胞ꎻ
ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次ꎬ计数ꎬ重悬于无血清 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养
基中ꎻ在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室中加入 １００μＬ 密度为 １×１０５

个 / 毫升的细胞悬液ꎬ下室加入 ５００μＬ 含 ＦＢＳ 的完全培养
基ꎬ置于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱继续培养 ４８ｈꎻ弃去培养基ꎬ
取出小室ꎬ用棉签轻轻擦去上室未迁移的细胞ꎬ迁移至下
室的细胞用 ４％多聚甲醛固定 ５ｍｉｎꎬ０. ２％结晶紫染色
８ｍｉｎꎬ清水洗去多余结晶紫ꎬ晾干后ꎬ置于倒置显微镜下随
机选取 ３ 个视野拍照ꎬ并计数发生迁移的细胞数目ꎮ 所有
实验均独立重复 ３ 次ꎮ
１.２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析相关蛋白表达 　 收集 １.２.３ 分组
方案中的各组细胞ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液
溶解细胞ꎬ离心半径 ８ｃｍꎬ１３ ０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ收集上
清液蛋白ꎬ采用 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ将蛋白质转印
至 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 将 ＰＶＤＦ 膜置于含质量分数 ５％脱脂奶粉中
室温封闭 １ｈꎬ加入质量分数 ５％ ＢＳＡ 稀释的 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
(１ ∶ １０００)、α－ＳＭＡ(１∶ １０００)、ｐ－Ｓｍａｄ２(１∶ １０００)、ｐ－Ｓｍａｄ３
(１∶ １０００)、Ａｃｔｉｎ(１ ∶ １０００)抗体ꎬ摇床上室温孵育 ３０ｍｉｎꎬ
４℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ加入相应 ＩＲＤｙｅ
６８０ＣＷ 或 ＩＲＤｙｅ ８００ＣＷ 荧光二抗(均 １∶ １０００)ꎬ室温避光
孵育 １ｈꎬ使用 ＬＩＣＯＲ－Ｏｄｙｓｓｅｙ 系统显影分析ꎮ 以 Ａｃｔｉｎ
为内参照ꎬ计算各目的蛋白相对表达量ꎮ 所有实验均独
立重复 ３ 次ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２２.０ 进行统计分

析ꎮ 计量资料经 Ｗ 检验呈正态分布ꎬ结果以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ均
经 Ｌｅｖｅｎｅ 检验方差齐ꎮ 不同组间的细胞增殖率、迁移数
目和细胞中 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、α－ＳＭＡ、ｐ－Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３ 蛋白相
对表达水平的差异比较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比
较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＥＷ－７１９７对 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＨＴＦｓ 细胞增殖的影响　
ＭＴＳ 实验结果表明ꎬ正常对照组、 ＴＧＦ － β１ 诱导组和
ＴＧＦ－β１＋不同浓度 ＥＷ－７１９７ 处理组在处理后不同时间点
细胞增殖率总体比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
ＴＧＦ－β１ 诱导组的细胞增殖率较正常对照组均升高ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 在 ＥＷ－７１９７ 不同处理条件
中ꎬ以 ６.０μｍｏｌ / Ｌ ＥＷ－７１９７ 处理 ２４ｈ 细胞增殖率最低ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见表 １ꎮ 因此在后续实验中
选择该药物浓度和作用时间ꎮ
２.２ ＥＷ－７１９７对 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＨＴＦｓ 细胞迁移的影响　
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验结果显示ꎬ正常对照组、ＴＧＦ－β１ 诱导
组、ＴＧＦ－ β１ ＋ ＥＷ － ７１９７ 处理组细胞迁移数量分别为
１４９.０±１５.０、２２８.０±１７.０、４６.０±８.０ 个 / 视野ꎬ总体比较差异
有统计学意义(Ｆ ＝ ６８.０９１ꎬＰ ＝ ０.００１)ꎬ其中 ＴＧＦ－β１ 诱导
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组细胞迁移数量较正常对照组明显增多ꎬ差异有统计学意
义(Ｐ<０.０１)ꎻＴＧＦ－β１＋ＥＷ－７１９７ 处理组细胞迁移数量较
ＴＧＦ－β１ 诱导组明显减少ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１ꎬ
图 １)ꎮ
２.３ ＥＷ－７１９７ 对 ＨＴＦｓ 中 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 通路相关蛋白
表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ正常对照组、
ＴＧＦ－ β１ 诱导组、 ＴＧＦ － β１ ＋ ＥＷ － ７１９７ 处理组细胞中
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、α－ＳＭＡ、ｐ－Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３ 蛋白相对表达量
总体比较ꎬ差异均有统计学意义(均Ｐ<０.０１)ꎮ 与正常对
照组 相 比ꎬ ＴＧＦ － β１ 诱 导 组 中 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、 α － ＳＭＡ、
ｐ－Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３ 蛋白的相对表达量明显增加ꎬ差异均
有统计学意义 ( Ｐ < ０. ００１)ꎮ 与 ＴＧＦ－β１ 诱导组相比ꎬ
ＥＷ－７１９７处理组细胞中 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、 α－ＳＭＡ、 ｐ－Ｓｍａｄ２、
ｐ－Ｓｍａｄ３蛋白的相对表达量明显减少ꎬ差异均有统计学意
义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２ꎮ

３讨论
青光眼是一组通常由于房水引流障碍导致眼内压增

高引起特征性视神经萎缩和视野缺损的疾病ꎮ 无论是何
种类型的青光眼ꎬ积极降低眼压达到靶眼压、改善视网膜
视神经血液循环、减轻视网膜神经节细胞的损害是青光眼
治疗的目标[８]ꎮ 小梁切除术是通过人为地开创一条滤过
通道ꎬ将房水引流至巩膜瓣和结膜瓣下ꎬ以期降低眼压ꎮ
但滤过泡的瘢痕化导致小梁切除术后 １ａ 的手术失败率在
９.３５％~１７.３％ꎬ这也一直困扰着手术医生和患者[３]ꎮ 迄今
为止ꎬ广谱抗代谢药物 ５ 氟尿嘧啶或丝裂霉素 Ｃ 仍然在临
床上被用作拮抗术后滤过通道瘢痕化ꎬ但这类药物存在一
定的毒性或副作用ꎬ可能会引起角膜损害、低眼压综合征、
眼内炎等[９]ꎮ 因此ꎬ探寻毒性更低、具有靶向性抑制术后滤
过通道瘢痕化的药物一直是青光眼领域研究的热点ꎬ而其
中涉及揭示术后结膜组织瘢痕化的潜在机制至关重要ꎮ

表 １　 不同浓度 ＥＷ－７１９７ 对 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＨＴＦｓ细胞后不同时间点细胞增殖率比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ
正常对照组 ６１.４４±４.９４ ８３.５０±３.９７ ９０.８７±４.７８
ＴＧＦ－β１ 诱导组 ７０.５６±２.６３ ９０.４８±３.３０ ９５.５６±３.５４
ＴＧＦ－β１＋１.５μｍｏｌ / Ｌ ＥＷ－７１９７ 组 ６８.１２±１.７０ ５７.４５±１.０９ ５４.４１±０.２８
ＴＧＦ－β１＋３.０μｍｏｌ / Ｌ ＥＷ－７１９７ 组 ５５.７７±０.３３ ４５.０５±２.１２ ４１.５７±３.１８
ＴＧＦ－β１＋６.０μｍｏｌ / Ｌ ＥＷ－７１９７ 组 ４３.１８±１.２４ ３０.９７±２.５１ ２６.１２±５.８４
ＴＧＦ－β１＋８.０μｍｏｌ / Ｌ ＥＷ－７１９７ 组 ４３.０２±０.９１ ３０.３４±２.７１ ２６.４３±０.７３

　 　
Ｆ ３９.２４ １５.５６ ７.９８
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

图 １　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验检测各组 ＨＴＦｓ细胞迁移情况　 Ａ:各组细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移情况(结晶紫)ꎻＢ:各组迁移细胞数比
较ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＴＧＦ－β１ 诱导组ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞中 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、α－ＳＭＡ 及 ｐ－Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３ 表达　 Ａ:蛋白电泳图ꎻＢ:蛋白相对表达量比较ꎮ
ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＴＧＦ－β１ 诱导组ꎮ
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　 　 研究发现ꎬ青光眼滤过术后 ＨＴＦｓ 会发生向肌成纤维
细胞转分化ꎬ表现为细胞增殖和迁移能力增强ꎬ滤泡区域
内细胞外基质大量合成堆积导致瘢痕形成[１０]ꎮ 在这一病
理过程中ꎬＴＧＦ－β 信号通路的异常活化被认为发挥着重
要的作用[１１]ꎮ ＴＧＦ－β 是生物体内重要的细胞因子ꎬ由其
介导的信号通路广泛参与细胞增殖、分化、迁移等过程ꎬ而
该信号通路的异常激活已经被证实与人体多器官的纤维
化存在关联性ꎬ也参与了青光眼滤过术后瘢痕化的形
成[１２]ꎮ 在我们的研究中证实ꎬ使用外源性 ＴＧＦ－β１ 刺激
ＨＴＦｓ 后会显著增加后者的增殖和迁移能力ꎬ佐证了这一
观点ꎮ 因此ꎬ理论上靶向阻断 ＴＧＦ－β 通路传导被认为可
以抑制滤过术后纤维化的发生ꎮ 而既往研究中应用的一
些 ＴＧＦ－β 通路抑制剂已经被证实可以减少青光眼滤过手
术动物模型中滤过通道瘢痕化的面积ꎬ有利于降低术后
眼压[１３－１７]ꎮ

ＥＷ－７１９７ 是一种新型的 ＴＧＦ－β 通路小分子抑制剂ꎬ
作用靶点是 ＴＧＦ－βＲ Ｉ(又称为 ＡＬＫ５)ꎬ通过竞争性结合
于 ＡＬＫ５ 胞内激酶结构域的 ＡＴＰ 结合位点产生激酶抑制
活性ꎬ从而能够阻断 ＴＧＦ－β１ 诱导的 Ｓｍａｄ２ / Ｓｍａｄ３ 蛋白磷
酸化及入核ꎬ减少 ＴＧＦ－β 通路下游与组织纤维化及上皮－
间充质转化(ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ＥＭＴ)相关
靶基因的表达[１８]ꎮ ＥＷ－７１９７起初被发现可以抑制肿瘤细
胞的侵袭、迁移以及 ＥＭＴ 过程ꎬ近年来还被证实具有拮抗
肝脏、肾脏、肺等器官动物模型纤维化的作用ꎮ 诸如 Ｐａｒｋ
等[７]研究发现ꎬＥＷ－７１９７ 可以通过阻断 ＴＧＦ－β１ / Ｓｍａｄ２ / ３
信号传导ꎬ降低不同器官纤维化小鼠模型中组织内胶原蛋
白、α－ＳＭＡ、纤连蛋白等的表达ꎬ从而发挥抗纤维化作用ꎬ
延长 动 物 模 型 的 生 存 周 期ꎮ Ｂｉｎａｂａｊ 等[１９] 则 证 实ꎬ
ＥＷ－７１９７在溃疡性结肠炎小鼠模型中可以发挥拮抗结直
肠组织纤维化的作用ꎬ其机制与靶向抑制 ＴＧＦ － β１ /
Ｓｍａｄ２ / ３ 通路ꎬ下调促纤维化基因表达ꎬ减少胶原组织在
结直 肠 中 的 过 度 沉 积 有 关ꎮ 虽 然 在 上 述 器 官 中ꎬ
ＥＷ－７１９７展现了较好的抗纤维化效应ꎬ但目前尚缺乏其
在眼部拮抗组织纤维化的研究ꎮ 在本研究中ꎬ我们将
ＥＷ－７１９７添加至 ＴＧＦ－β１ 诱导后的 ＨＴＦｓ 培养基中ꎬ发现
可以呈浓度和时间梯度降低 ＨＴＦｓ 的细胞增殖能力ꎮ 此
外ꎬ使用 ６.０μｍｏｌ / Ｌ 作用浓度的ＥＷ－７１９７还可以显著减弱
ＨＴＦｓ 的细胞迁移能力ꎬ初步在细胞实验水平证实了
ＥＷ－７１９７可能具有抑制青光眼滤过术后瘢痕化的作用ꎮ

为了更好地揭示 ＥＷ－７１９７ 的作用机制ꎬ我们探索了
该药物对 ＨＴＦｓ 中 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 信号通路的影响ꎬ发现
ＥＷ－７１９７ 可以降低 ｐ－Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３ 的蛋白表达水平ꎬ
这与既往 ＥＷ－７１９７ 在其他器官抗纤维化的作用机制一
致[７ꎬ１９]ꎬ证实了 ＥＷ－７１９７ 具有高度的特异性和靶向性ꎮ
此外ꎬ我们还发现 ＥＷ－７１９７ 可以明显降低 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ
下游重要靶点 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ 和 α－ＳＭＡ 的蛋白表达水平ꎬ后
二者均属于细胞外基质的重要组成成分[２０]ꎬ它们的表达
减弱可能导致了 ＨＴＦｓ 的迁移能力降低ꎮ 此外ꎬＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
和α－ＳＭＡ也是 ＨＴＦｓ 向肌纤维细胞转分化的标志[２１]ꎬ
ＥＷ－７１９７对它们的抑制表达作用可能有助于减少 ＨＴＦｓ
在 ＴＧＦ－β１ 诱导后的转分化ꎮ

综上 所 述ꎬ 本 研 究 通 过 细 胞 实 验 初 步 证 实 了
ＥＷ－７１９７具有抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＨＴＦｓ 增殖和迁移的能
力ꎬ可能与下调 ｐ－Ｓｍａｄ２、ｐ－Ｓｍａｄ３ 的蛋白ꎬ阻断 ＴＧＦ－β /
Ｓｍａｄ 信号传导有关ꎮ 接下来我们将进一步通过动物模型

验证 ＥＷ－７１９７ 拮抗青光眼滤过术后瘢痕化的作用ꎬ以期
为探寻青光眼术后滤过通道瘢痕化的机制和药物研究提
供一点参考ꎮ
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