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机械牵张对兔角膜成纤维细胞
细胞外基质基因表达的影响
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摘要：目的　 研究机械牵张与白介素１β（ＩＬ１β）联合作用对兔角膜成纤维细胞细胞外基质相关基因表达的影响。
方法　 对原代提取的兔角膜成纤维细胞进行牵张幅度１５％、频率０． １ Ｈｚ的周期性牵张１２、２４、３６ ｈ，同时给予ＩＬ１β
处理，采用实时荧光定量ＰＣＲ检测细胞基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）、基质金属蛋白酶的组织抑制剂（ＴＩＭＰ１）和Ｉ型
胶原α１（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１）ｍＲＮＡ表达变化水平。结果　 ＩＬ１β单独作用可以诱导角膜成纤维细胞ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和
ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达；ＭＭＰ１和ＭＭＰ３ ｍＲＮＡ表达随时间而降低，ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ则随时间而增
加；ＩＬ１β与机械牵张联合作用使ＭＭＰ１、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达水平上调，ＴＩＭＰ１和Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达下
调，且具有时间依赖。单独机械牵张使Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达下降，ＩＬ１β与机械牵张联合作用使其表达进一步下
调，且具有时间依赖性。结论　 机械牵张与炎性因子联合作用可加剧角膜组织破坏，促进角膜膨隆的发生发展。
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　 　 作为承载组织，角膜基质主要由Ｉ、ＩＶ、Ｖ型胶原
纤维构成，约占整个角膜厚度的９０％。基质层中胶
原的有序排列不仅保证了角膜的透明度，而且使其
具有一定的抗张能力［１］。角膜屈光手术通过切削
角膜基质层、改变角膜中央厚度以达到矫正屈光不
正、提高视力的目的。有限元模拟显示，角膜中央组
织变薄后，在正常眼压的作用下，角膜张应力比手术
前增大［２］。干眼症是屈光术后最常见的并发症之
一，部分患者有揉眼的习惯，用力揉眼则可使眼压瞬
间大幅增高，并伴有蛋白酶表达异常，这可能对继发
性角膜膨隆的发生发展产生一定影响；病情的发展
亦与眼压增高的频率、持续时间、幅度以及角膜抗拉
强度降低的程度有关［３］。此外，有研究表明，准分
子激光原位磨削术（ｌａｓｅｒ ｉｎ ｓｉｔｕ ｋｅｒａｔｏｍｉｌｅｕｓｉｓ，
ＬＡＳＩＫ）术后角膜膨隆病例中，胶原纤维变细的同时
彼此之间的空间距离变小，提示角膜残余基质床中
的胶原纤维可能受到牵拉作用［４］。由此可见，屈光
手术后角膜力学环境发生的变化不容忽视。

未受损的角膜上皮能够持续表达白介素１
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，ＩＬ１）。ＩＬ１受体主要存在于角膜基质
细胞中。在受到外源性ＩＬ１刺激后，角膜基质细胞
亦可合成ＩＬ１［５］。屈光手术后，角膜受损，角膜上皮
合成并释放ＩＬ１到泪液及基质层中。作为一种重
要的炎性因子，ＩＬ１及其受体系统主要参与角膜基
质细胞凋亡、肌成纤维细胞的存亡、炎性细胞反应、
胶原酶与基质金属蛋白酶等多种酶的合成、基质与
上皮层之间的相互作用以及上皮结构重建和功能恢
复的调节等［６］。屈光术后的角膜膨隆病变过程与
圆锥角膜相似。尽管圆锥角膜被视为一种非炎性、
角膜进行性变薄疾病，但有文献报道炎性因子可能
参与了圆锥角膜的发生和发展［７］。干燥环境下泪
液和角膜中的炎性因子ＩＬ１、ＩＬ６和ＴＮＦα表达亦
明显增高［８］。

作为一类锌离子及钙离子依赖的内肽酶，基质
金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）能够
降解各种细胞外基质。其中，ＭＭＰ１（Ｉ型胶原酶）
主要降解Ｉ型胶原；ＭＭＰ９（明胶酶Ｂ）主要降解ＩＶ、
Ｖ和ＶＩＩ型胶原，ＭＭＰ３（基质降解素１）虽然不直
接降解胶原，但参与ＭＭＰ１和ＭＭＰ９的激活［９］。
研究表明，ＭＭＰｓ参与了屈光术后角膜的损伤修
复［１０１１］、角膜溃疡［１２］、ＬＡＳＩＫ术后圆锥角膜的发

生［１３１５］及干眼症的病理过程［８］。ＩＬ１可以诱导角
膜成纤维细胞表达ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和ＭＭＰ９，并进
一步增加ＭＭＰ２（明胶酶Ａ）的表达，参与角膜胶原
蛋白的降解［１６１９］。

细胞所处力学微环境对细胞生长、增殖、分化和
凋亡等生命活动均有重要影响［２０］。力学载荷与白
介素参与了跟腱［２１２２］、韧带［２３］及滑膜［２４］细胞ＭＭＰｓ
和基质金属蛋白酶的组织抑制剂（ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＴＩＭＰｓ）基因表达的调节，并在巩
膜和小梁组织的重塑中发挥重要作用［２５２７］。然而，
有关机械应力对角膜基质重塑的影响尚不清楚。处
于胶原板层之间主要是角膜基质细胞，在受到如损
伤等刺激后激活为成纤维细胞，而成纤维细胞是力
敏感细胞［２８］，角膜成纤维细胞也不例外［２９］。本课
题组前期工作发现，机械牵张参与了角膜细胞因子
分泌的调节［３０］。探索角膜成纤维细胞对力学刺激
的响应，有助于更好了解屈光手术后角膜愈合过程
及继发性角膜膨隆等疾病的发生发展机制。

本研究通过对角膜成纤维细胞同时给予ＩＬ１β
和周期性机械牵张处理，探讨两者共同作用对
ＭＭＰｓ、ＴＩＭＰ１和Ⅰ型胶原α１（Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１）ｍＲＮＡ
表达的影响。结果表明，与ＩＬ１β单独作用比较，
ＩＬ１β和周期性机械牵张联合作用可使ＭＭＰ１、
ＭＭＰ３和ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ表达上调，但使ＴＩＭＰ１
和Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１的ｍＲＮＡ表达下调。
１　 实验方法
１． １　 原代角膜成纤维细胞的分离与培养

无菌条件下取成年家兔（约３ 月龄，体重
３． ５ ｋｇ）眼球，用含０． ５％庆大霉素的ＰＢＳ溶液清洗
３次，机械剥离角膜上皮及内皮层，将剩余的基质层
剪碎，用含２ ｇ ／ Ｌ ＩＩ型胶原酶的ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２培养基
消化组织块，直到镜下可见单个悬浮细胞时终止消
化，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ，弃上清，在获得的兔角
膜成纤维细胞内加入含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２培养基，置于３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中
培养［３１］。
１． ２　 周期性牵张加载及ＩＬ１β处理

体外牵张加载采用Ｆｌｅｘｃｅｌｌ ４０００柔性基底牵张
系统（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ公司，美国）。该系统通过真空泵产
生的负压抽吸特制的柔性培养膜，使黏附生长在培
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养膜上的细胞受到张应变作用。针对由于生理活动
引起的眼内压周期性变化和在体角膜基质床过薄或
病理情况（如圆锥角膜）角膜成纤维细胞所受张力
变大的情况，本实验采用频率０． １ Ｈｚ、１５％牵张幅
度进行周期性牵张加载。

将２ ～ ４代角膜成纤维细胞用０． ２５％胰蛋白酶
消化，以３ × １０５个／ ｍＬ的密度接种于裱衬有Ｉ型胶
原蛋白的ＢｉｏＦｌｅｘ＠ ６孔培养板上，置于孵箱内培养
２４ ～ ４８ ｈ。待细胞８０％融合时，换成含１％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２培养基和１ ｎｇ ／ ｍＬ重组人白介素１β
（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ＩＬ１β）的ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２培养基
（含１％ ＦＢＳ）进行周期性牵张加载。分别于１２、２４
和３６ ｈ后收集细胞。牵张组与静态组样本采集时
间相同。分组如下：静态培养对照组；ＩＬ１β处理静
态培养组；１５％牵张组；ＩＬ１β ＋ １５％牵张组。为了

保证细胞活性，所有组细胞培养基中均含１％ ＦＢＳ。
牵张组细胞代数、培养条件和接种密度与静态组完
全相同。乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试验显示，牵张组与静
态对照组之间细胞毒性无差别。
１． ３　 荧光实时定量ＰＣＲ

卸载后１２、２４、３６ ｈ收集细胞，ＴＲＩＺＯＬ提取总
ＲＮＡ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒进行反转录获得
ｃＤＮＡ。采用荧光实时定量ＰＣＲ（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
ＳｔｅｐＯｎｅ，美国）检测ＭＭＰ１、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９ 及
ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ表达，管家基因ＧＡＤＰＨ作为内参。
引物设计如表１所示。ＰＣＲ反应条件为：９５ ℃预变
性３０ ｓ，１个循环；９５ ℃变性５ ｓ，６０ ℃退火、延伸３０ ｓ，
３５个循环。采用２ － ΔΔＣＴ法对基因表达进行相对定
量分析。ＰＣＲ试剂均购于大连宝生物工程有限公
司。

表１　 家兔目的基因引物
Ｔａｂ． １　 Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ

基因 基因库 上游引物 下游引物 扩增产物大小／ ｂｐ
ＭＭＰ１ ＮＭ＿００１１７１１３９ ＧＡＧＧＡＡＡＡＴＴＣＣＡＡＡＧＣＡＧＡＧＡＧＧ ＧＧＡＧＴＧＡＧＧＡＣＧＡＡＣＴＧＡＧＣＣＡ １６８

ＭＭＰ３ ＮＭ＿００１０８２２８０ ＧＴＧＣＧＴＧＧＣＧＣＴＴＴＧＣＴＣＡＧ ＧＣＣＡＣＡＣＣＴＧＧＧＣＴＴＧＣＧＴＡ ２５３

ＭＭＰ９ ＮＭ＿００１０８２２０３ ＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＡＧＡＣＧＧＴＧＧＡＴＴ ＡＧＡＡＧＣＧＧＴＣＣＴＧＧＣＡＧＡＡＧＴＡ １２７

ＴＩＭＰ１ ＮＭ＿００１０８２２３２ ＴＴＴＧＣＣＴＧＴＧＣＡＴＣＣＡＴＣＣＣ ＧＡＧＣＡＧＣＣＴＴＣＡＧＴＣＴＴＴＣＣＧ １７７

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ＡＹ６３３６６３ ＣＡＴＣＡＡＧＧＴＣＴＴＣＴＧＣＧＡＣＡ ＣＴＴＧＧＧＧＴＴＣＴＴＧＣＴＧＡＴＧＴ １００

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００１０８２２５３ ＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡ ２２９

１． ４　 数据分析
实验数据以均值±标准差表示，实验重复３次。

采用ＳＰＳＳ １３． ０统计分析软件进行单因素方差分
析，Ｐ ＜ ０． ０５表示有统计学差异。
２　 结果
２． １ 　 机械牵张与ＩＬ１β联合作用上调ＭＭＰ１、

ＭＭＰ３和ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达
静态对照组或单独机械牵张条件下，检测不到

角膜成纤维细胞ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ
表达。而在静态培养条件下，采用ＩＬ１β处理后可
诱导ＭＭＰ１、ＭＭＰ３ 和ＭＭＰ９ 的ｍＲＮＡ 表达。
ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达随时间而增加，２４ ｈ和３６ ｈ后，
ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达量分别是１２ ｈ ＩＬ１β处理静态培
养组的２１和５２倍（Ｐ ＜ ０． ０５，见图１（ａ））。ＭＭＰ１
　

和ＭＭＰ３的ｍＲＮＡ表达则随时间而降低。２４ ｈ和
３６ ｈ的ＭＭＰ１ ｍＲＮＡ表达量分别为１２ ｈ ＩＬ１β处
理静态培养组的８７％和４３％ （Ｐ ＜ ０． ０５，见图１
（ｂ））；ＭＭＰ３则分别为１２ ｈ ＩＬ１β处理静态培养组
的４９％和１９％（Ｐ ＜ ０． ０５，见图１（ｃ））。
１５％牵张与ＩＬ１β联合作用１２、２４和３６ ｈ，与

各自ＩＬ１β处理静态培养组比较，ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ上
调了３３％、１８９％和１９７％（Ｐ ＜ ０． ０５，见图１（ｄ））；
ＭＭＰ１ ｍＲＮＡ分别上调了３８％、１６７％和３０６％
（Ｐ ＜ ０． ０５，见图１（ｅ））；ＭＭＰ３ ｍＲＮＡ分别上调了
１６２％、３０７％和４５３％（Ｐ ＜ ０． ０５，见图１（ｆ））。１５％
牵张与ＩＬ１β联合作用后，ＭＭＰ１，ＭＭＰ３和ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ表达均显著高于ＩＬ１β处理静态培养组，且
具有时间依赖性。

９４４
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图１　 ＩＬ１β与机械牵张联合作用对角膜成纤维细胞ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达的影响　 （ａ）、（ｂ）、（ｃ）与１２ ｈ ＩＬ１β处理静态
培养组比较，ＭＭＰ９，ＭＭＰ１，ＭＭＰ３ ｍＲＮＡ的相对表达水平；（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）与各自ＩＬβ处理静态培养组比较，ＭＭＰ９，ＭＭＰ１，ＭＭＰ３
ｍＲＮＡ的相对表达水平（＃Ｐ ＜ ０． ０５，与１２ ｈ ＩＬ１β处理静态培养组比较；Ｐ ＜ ０． ０５，ＩＬ１β ＋牵张组与各自ＩＬ１β处理静态培养组比较）

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＬ１β ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｔｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ１，ＭＭＰ３，ａｎｄ ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ 　
（ａ），（ｂ），（ｃ）Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＭＰ９，ＭＭＰ１，ＭＭＰ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ １２ ｈ ＩＬ１β ｓｔａｔｉｃ ｇｒｏｕｐ；（ｄ），（ｅ），（ｆ）Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＭＭＰ９，ＭＭＰ１，ＭＭＰ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｏｗｎ ＩＬ１β ｓｔａｔｉｃ ｇｒｏｕｐ

２． ２ 　 机械牵张与ＩＬ１β联合作用下调ＴＩＭＰ１
ｍＲＮＡ表达
ＴＩＭＰ１可以与ＭＭＰ９ 特异性结合，抑制

ＭＭＰ９的活性表达。在ＩＬ１β处理静态培养条件
下，角膜成纤维细胞ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ表达随时间增加
而增加。２４ ｈ和３６ ｈ，ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ表达量分别是
１２ ｈ ＩＬ１β处理静态培养组的１１４％和１５１％（Ｐ ＜
０． ０５，见图２（ａ））。但在ＩＬ１β和１５％机械牵张联
合作用下，ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ的表达则随时间而降低，
１２、２４、３６ ｈ分别为各自ＩＬ１β静态培养组的７１％、
６６％和５２％（Ｐ ＜ ０． ０５，见图２（ｂ））。
２． ３ 　 机械牵张与ＩＬ１β联合作用进一步下调

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ的表达
静态培养条件下，角膜成纤维细胞表达Ｃｏｌｌａ

ｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ随时间增加而增加。未给予ＩＬ１β
条件下，２４ ｈ和３６ ｈ，Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达量分

别为１２ ｈ静态培养对照组的１２０％和１５２％（Ｐ ＜
０． ０５）。给予ＩＬ１β处理静态培养条件下，２４ ｈ和
３６ ｈ，Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达量分别为１２ｈ ＩＬ１β
处理静态培养组的１４１％和２１０％（Ｐ ＜ ０． ０５）。与
同一时间点静态培养对照组比较，ＩＬ１β处理静态
培养组Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达下降，１２、２４和３６ ｈ
分别下降了３６％、３１％和１８％ （Ｐ ＜ ０． ０５，见图３
（ａ））。

与各自相应静态组相比，１５％单独牵张１２ ｈ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ略有下降，为静态对照组的
８９％，无统计学意义；牵张２４ ｈ和３６ ｈ，Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ｉα１ ｍＲＮＡ则明显下降，分别为静态对照组的８０％
和７６％（Ｐ ＜ ０． ０５）。ＩＬ１β和１５％机械牵张联合作
用使Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达进一步下降，１２、２４和
３６ ｈ分别为ＩＬ１β处理静态培养组的８０％、５９％和
５７％（Ｐ ＜ ０． ０５，见图３（ｂ））。
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图２　 ＩＬ１β与机械牵张联合作用对角膜成纤维细胞ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ表达的影响　 （ａ）与１２ ｈ ＩＬ１β处理静态培养组比较，ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ的
相对表达水平；（ｂ）与各自ＩＬ１β处理静态培养组比较，ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ的相对表达水平（＃Ｐ ＜ ０． ０５，与１２ ｈ ＩＬ１β处理静态培养组比较；
Ｐ ＜ ０． ０５，ＩＬ１β ＋牵张组与各自相应ＩＬ１β静态培养组比较）

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＬ１β ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｔｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ 　 （ａ）Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖ
ｅｌｓ ｏｆ ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ １２ｈ ＩＬ１β ｓｔａｔｉｃ ｇｒｏｕｐ，（ｂ）Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＩＭＰ１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｏｗｎ ＩＬ１β ｓｔａｔｉｃ ｇｒｏｕｐ

图３　 ＩＬ１β与机械牵张联合作用对角膜成纤维细胞Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达的影响　 （ａ）与１２ ｈ静态培养对照组比较，Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ
的相对表达水平；（ｂ）与各自静态培养组比较，Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ的相对表达水平（＃Ｐ ＜ ０． ０５，与１２ｈ静态培养组比较；Ｐ ＜ ０． ０５，牵
张组与各自相应静态培养组比较；＆Ｐ ＜ ０． ０５，ＩＬ１β处理静态培养组与同一时间点静态培养对照组比较）

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＬ１β ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｔｒｅｔｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ 　 （ａ）Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ １２ ｈ ｓｔａｔｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ，（ｂ）Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｏｗｎ ｓｔａｔｉｃ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论
为什么探索角膜细胞对力学刺激的生物学响

应？首先，由于眼压的作用，正常角膜会受到一定的
机械牵拉，生理情况下眼压会发生周期性波动，角膜
随着眼压的波动而发生周期性变形，在体角膜基质
床过薄（如ＬＡＳＩＫ术过度切削、圆锥角膜）或眼压增
高（如干眼症患者长期用力揉眼等）等条件下均可
导致角膜所受张应力变大［２］。其次，机械应力对不
同类型组织基质重塑的影响已得到广泛研究［２０］，且

眼组织的生长发育和结构功能均伴随机械应力的作
用［２５２７］。既然角膜受力环境在一定条件下会发生
改变，就有必要探索这种改变对角膜结构和组分会
产生何种影响。此外，在上述角膜力学环境变化的
同时常伴有炎症反应，如手术损伤会引起炎症反应；
炎性因子在干眼症及圆锥角膜患者泪液或角膜组织
中长期存在，而炎症因子在组织修复机制中起着至
关重要的作用。因此，本文探索了炎性因子ＩＬ１β存
在的情况下，角膜成纤维细胞对机械牵张的生物学
响应，将有助于深入了解屈光术后角膜的损伤修复
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刘成星，等． 机械牵张对兔角膜成纤维细胞细胞外基质基因表达的影响
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机制以及角膜膨隆发生发展的可能机理。本研究发
现，与单独ＩＬ１β作用相比，１５％机械牵张与ＩＬ１β
联合作用上调了ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ
表达，同时使ＴＩＭＰ１和Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达下
调。

ＩＬ１可以上调角膜成纤维细胞胶原酶和基质金
属蛋白酶等的表达。这些酶在角膜损伤修复过程中
发挥了重要作用［５６］。本研究发现，ＩＬ１β单独作用
可诱导ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达，并上
调ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ表达，同时使Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ
表达下降，这与前人结果一致［１２，１６１９］。此外，ＩＬ１β
调节ＭＭＰ１、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１和Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１
ｍＲＮＡ具有时间依赖性。ＭＭＰ１和ＭＭＰ３ ｍＲＮＡ
表达随时间而降低；ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１及Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１
ｍＲＮＡ表达随时间而增加，说明体外培养的角膜成
纤维细胞不同基因表达时间点有差别。
１５％机械牵张作用下，炎症因子ＩＬ１β对角膜

成纤维细胞ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ表达
的影响远大于不受机械牵张时的作用，且随时间增
加效果更明显，说明炎症因子与机械牵张联合作用
对角膜成纤维细胞ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ
的表达有促进作用。在其他一些组织中亦发现机械
牵张与ＩＬ１联合作用促进ＭＭＰｓ表达。８％牵张进
一步上调ＩＬ１β诱导的人跟腱细胞ＭＭＰ１的基因
表达［２１］。与１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＩＬ１β单独作用相比，０． ３３ Ｈｚ、
５％牵张６ ｈ使兔跟腱细胞ＭＭＰ３基因表达明显上
调［２２］。单独施加１２％机械压应力，滑膜细胞ＭＭＰ２
活性增加，但对ＭＭＰ９活性没有显著影响；而机械
压应力与炎症因子（ＩＬ１α和ＴＮＦα）共同作用对
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的活性增加则有着显著的协同作
用［２４］。以上研究均表明，一定强度的机械应力和炎
性因子以协同的方式共同影响ＭＭＰｓ的表达，促进
组织降解。

ＭＭＰｓ的活性通常受ＴＩＭＰｓ的调节。ＴＩＭＰ１与
ＭＭＰ９能够特异性结合，调节ＭＭＰ９的活性［３１］。
ＭＭＰｓ与ＴＩＭＰｓ不仅参与角膜损伤后的修复［１１］，并
与角膜病变（如角膜炎［３２］、圆锥角膜［３３］等）密切相
关，两者平衡遭到破坏可导致组织降解。力学刺激
可以通过调节ＭＭＰｓ和ＴＩＭＰｓ之间平衡影响眼组织
重塑方向。１５％周期性牵张使巩膜成纤维细胞
ＭＭＰ２蛋白活性增加的同时ＴＩＭＰ２基因表达下

降［２６］；１０％静态牵张使小梁网细胞ＭＭＰ２ 和
ＭＭＰ１４基因表达增高，ＴＩＭＰ２基因表达降低［３４］。
本研究发现，ＩＬ１β单独作用可促进ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ
表达，但在１５％牵张联合作用下，ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ表
达明显下降，且随时间增加而进一步降低。同时发
现ＭＭＰ９基因表达均显著升高，两者的平衡状态遭
到破坏将促进角膜组织的降解行为。

本研究还发现，单独１５％牵张即可使Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ｉα１ ｍＲＮＡ表达明显下调，１５％牵张与ＩＬ１β共同作
用使Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达水平进一步下降，两
者具有协同作用。Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉα１ ｍＲＮＡ表达降低可
能与ＭＭＰｓ的升高有关。Ｉ型胶原是构成角膜的重
要成分，使角膜组织具有一定的机械强度。Ｉ型胶
原的降解可使角膜的正常结构遭到破坏，角膜变薄，
抗张能力降低。

综上所述，推测ＬＡＳＩＫ术后角膜受损或干眼
症，炎性因子分泌增加。如果基质床过薄，或眼压升
高，导致角膜受到较大的张应力；如果两者长期共同
作用，可导致角膜ＭＭＰｓ与ＴＩＭＰｓ表达失衡，Ｉ型胶
原等基质承载成分降解，角膜组织遭到破坏，力学性
能下降，在眼压的作用下则可能发生膨隆。

屈光术后角膜的损伤修复过程及继发性角膜膨
隆的发生发展是一个复杂的、多因素参与的过程，本
研究仅仅依据生理活动引起的眼内压周期性变化和
在体角膜基质床过薄（如ＬＡＳＩＫ术过度切削、圆锥
角膜）或眼压增高（如长期用力揉眼等）等角膜张力
变大的情况，对角膜成纤维细胞进行力学加载，但并
不能代表角膜真实的生理或病理环境，故在结果解
释时需谨慎。但本研究发现，在炎症因子存在的情
况下，角膜成纤维细胞通过调节ＭＭＰ１、ＭＭＰ３和
ＭＭＰ９的表达对机械牵张做出响应，而单独机械牵
张或无ＩＬ１β存在的情况下，并没有检测到ＭＭＰ１、
ＭＭＰ３和ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ的表达。在炎症等因素启
动ＭＭＰｓ表达后，机械牵张对ＩＬ１β诱导的ＭＭＰｓ
有放大的作用，提示当角膜所受张力增大且伴有炎
症时，应考虑积极的抗炎治疗，以减少ＭＭＰｓ进一步
增加引起的角膜组织降解，降低角膜膨隆发生发展
的几率。
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