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ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４在翼状胬肉中的表达及相互作用
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摘要　目的　初步探究转录激活因子３（ＡＴＦ３）与Ｓｍａｄ家族成员４（Ｓｍａｄ４）在翼状胬肉中的表达及其相互作用。方法　通过
生物信息学方法来分析ＮＣＢＩ数据库中的两套数据集ＧＳＥ５１９９５和ＧＳＥ２５１３，筛选出以正常结膜作为对照时，翼状胬肉的关键
差异表达基因ＡＴＦ３。并通过实时荧光定量反转录聚合酶链反应（ＲＴ-ｑＰＣＲ）进一步检测生物信息学分析找出的差异基因。最
后结合文献查找并通过基因转录调控数据库（ＧＴＲＤ）预测是否存在可能与目标基因结合的靶基因 Ｓｍａｄ４，ＲＴ-ｑＰＣＲ验证
Ｓｍａｄ４在正常结膜与翼状胬肉组织中的表达情况，并通过免疫共沉淀（Ｃｏ-ＩＰ）探究 ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４蛋白在翼状胬肉中是否存
在相互作用。结果　生物信息学分析结果显示，以正常结膜组织为对照，翼状胬肉组织中存在有显著性差异的低表达基因
ＡＴＦ３（Ｐ＜０.０５）。ＲＴ-ｑＰＣＲ实验显示，与正常结膜组织相比，ＡＴＦ３在翼状胬肉组织中低表达（Ｐ＜０.００１）。数据库（ＧＴＲＤ）中
检索出Ｓｍａｄ４基因与ＡＴＦ３有两个结合位点，提示可能与ＡＴＦ３存在相互作用。与正常结膜相比，ＲＴ-ｑＰＣＲ显示翼状胬肉组织
中Ｓｍａｄ４表达下调（Ｐ＜０.０１），Ｃｏ-ＩＰ结果显示，在使用ＡＴＦ３抗体进行免疫沉淀时，翼状胬肉组织中Ｓｍａｄ４结合量增加（Ｐ＜
０.０５）。结论　ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４在翼状胬肉中存在相互作用，二者在翼状胬肉组织中的低表达及其相互作用可能与翼状胬肉
的发病相关。
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　　翼状胬肉是一种主要侵犯角膜，以结膜纤维血
管增生为特征的疾病。该病的主要临床表现是眼睛

疲劳、刺激、干燥、流泪、异物感、视觉不适和视力下

降，其发病机制与转化生长因子-β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦ-β）／Ｓｍａｄ信号通路异常活化
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密切相关［１－２］。Ｓｍａｄ家族成员４（Ｓｍａｄｆａｍｉｌｙｍｅｍ-
ｂｅｒ４，Ｓｍａｄ４）作为ＴＧＦ-β信号通路的中心介质，直
接调控下游靶基因转录［３］。而转录激活因子３（ａｃ-
ｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，ＡＴＦ３）被发现可通过调
控上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）参与纤维化进程［４－５］。研究［３］表明，ＴＧＦ-β１
抗体可上调 Ｓｍａｄ４表达并抑制翼状胬肉成纤维细
胞（ｈｕｍａｎｐｔｅｒｙｇｉｕｍｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＰＦｓ）增殖。但在
ＴＧＦ-β／Ｓｍａｄ通路之外是否存在协同调控因子仍不
明确。

　　近年来，有研究表明，在许多纤维化疾病中，对
ＡＴＦ３的调控会影响 ＴＧＦ-β／Ｓｍａｄ信号通路的表
达［６－７］，而ＡＴＦ３的表达可能也依赖于 ＴＧＦ-β信号
通路［８］。提示ＡＴＦ３可能通过 Ｓｍａｄ信号网络影响
纤维化进程。ＡＴＦ３在翼状胬肉中的表达特征及其
与Ｓｍａｄ信号通路的关联机制少有报道。该研究首
次采用生物信息学预测与分子互作研究，系统分析

ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４基因在翼状胬肉中的生物学作用，
旨在揭示新的纤维化调控机制，为翼状胬肉靶向治

疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ、反转录试剂盒、ＤＮａｓｅ／
ＲＮａｓｅ-Ｆｒｅｅｗａｔｅｒ、ＰｉｅｒｃｅＴＭ ＩＰ裂解缓冲液购于美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ聚合酶
链式反应试剂盒购自北京天根生物化学公司；三氯

化铁替代物购于赛维尔武汉生化技术有限公司；无

水乙醇、异丙醇购于东营市富宇化工公司；实时荧光

定量反转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ-ｑＰＣＲ）引
物购于上海生工生物工程有限公司；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝
胶配制试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、脱脂奶
粉、ＥＣＬ显影液购于上海碧云天公司；山羊抗兔 ＩｇＧ
和山羊抗鼠ＩｇＧ抗体购于北京中衫金桥有限公司；
ＰＢＳ溶液购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＡＴＦ３抗体、Ｓｍａｄ４
抗体购于美国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　本研究拟在 ＮＣＢＩ数据
库中采集 ＧＳＥ５１９９５、ＧＳＥ２５１３两套数据信息，通过
生物信息学方法，筛选出与翼状胬肉相关的差异基

因。将两个数据库中的上调基因和下调基因分别各

自取交集找到共同靶点，共同的上调靶点与下调靶

点分别做蛋白质 －蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎ-ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）网络的构建，使用 ＳＴＲＩＮＧ

数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ／ｃｇｉ／ｉｎｐｕｔ．ｐｌ）识别蛋
白之间可能的连接，使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１对
ＳＴＲＩＮＧ数据库导出的数据进行可视化处理。
１．２．２　实验取材　收集２０２３年５—１２月在石河子
大学第一附属医院行原发性翼状胬肉切除术＋自体
结膜移植术的手术标本２１例，年龄４９～７６（５８.９５
±８.００）岁，男性８例，女性１３例。作为对照的正常
结膜样本采集自１０例行原发性翼状胬肉切除术 ＋
自体结膜移植术患者的远端正常结膜组织，年龄４３
～６６（５６.７０±５.８３）岁，男性７例，女性３例。本实
验符合《赫尔辛基宣言》，经石河子大学第一附属医

院伦理委员会批准（Ｎｏ.ＫＪ２０２３-３５４-０１）。所有患
者均知情并签署知情同意书。

１．２．３　ＲＴ-ｑＰＣＲ　将收集的正常结膜组织与翼状
胬肉组织用组织研磨仪研磨成浆液状，采用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂从正常结膜组织和翼状胬肉组织中提取总

ＲＮＡ，使用ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００ＵＶ分光光度计测定ＲＮＡ
浓度和２６０ｎｍ与２８０ｎｍ吸光度（Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）比
率（Ａ２６０／Ａ２８０），每个反转录反应约使用１μｇＲＮＡ，
根据反转录试剂盒的说明，将 ＲＮＡ反转录成 ｃＤ-
ＮＡ，后续根据 ＳＹＢＲＧＲＥＥＮＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘ试剂盒
的说明进行实时荧光定量 ＰＣＲ。使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
法进行扩增，以β-ａｃｔｉｎ为内参。以２－ΔΔＣＴ计算ＡＴＦ３
与Ｓｍａｄ４在正常结膜组织和翼状胬肉组织中的相
对水平。ＲＴ-ｑＰＣＲ引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′-３′）
Ｈｏｍｏ-ＡＴＦ３ Ｆ：ＣＣＴＣＴＧＣＧＣＴＧＧＡＡＴＣＡＧＴＣ

Ｒ：ＴＴＣＴＴＴＣＴＣＧＴＣＧＣＣＴＣＴＴＴＴＴ
Ｈｏｍｏ-Ｓｍａｄ４ Ｆ：ＣＣＡＣＣＡＡＧＴＡＡＴＣＧＴＧＣＡＴＣＧ

Ｒ：ＴＧＧＴＡＧＣＡＴＴＡＧＡＣＴＣＡＧＡＴＧＧＧ
Ｈｏｍｏ-βａｃｔｉｎ Ｆ：ＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡ

Ｒ：ＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡ

１．２．４　基因转录调控数据库（ＴｈｅＧｅｎｅＴｒａｎｓｃｒｉｐ-
ｔｉｏｎＲｅｇｕｌａｔｉｏｎＤａｔａｂａｓｅ，ＧＴＲＤ）中 ＡＴＦ３基因转录
调控网络的构建　通过 ＧＴＲＤ（ｈｔｔｐ：／／ｇｔｒｄ．ｂｉｏｕｍｌ．
ｏｒｇ）网 站，将 ＴＦ ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｌｏｃａｔｉｏｎ设 置 成
［－１０００，＋１００］，Ｏｒｇａｎｉｓｍ设置成 Ｈｕｍａｎ（Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ），Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ选择 ＡＴＦ３Ｐ１８８４７，得
到转录因子ＡＴＦ３的可能结合因子。并结合阅读相
关文献，筛选出ＡＴＦ３可能结合的靶基因Ｓｍａｄ４。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　将新鲜正常结膜及翼状胬肉
组织在冰上剪碎并使用组织研磨仪研磨，利用ＲＩＰＡ
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溶解液进行蛋白质的提取，在１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃下
离心１５ｍｉｎ，取上清液，用 ＢＣＡ试剂盒测定蛋白质
的浓度，并以定量结果为依据，添加上样缓冲液。

９５℃加热８ｍｉｎ，通过电泳将不同分子量的蛋白质
转移到醋酸纤维素膜上，用５％脱脂奶粉封闭后孵
育ＡＴＦ３、Ｓｍａｄ４抗体（１∶５００），４℃孵育过夜。第２
天用ＴＢＳＴ洗涤３次，使用对应种属二抗抗体进行
孵育，在室温下摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ冲洗３次，显影
曝光。

１．２．６　免疫共沉淀（Ｃｏ-ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，Ｃｏ-
ＩＰ）　本实验依据 ＰｉｅｒｃｅⓇ Ｃｏ-ＩＰ试剂盒说明书操
作。收取正常结膜以及翼状胬肉组织，ＰＢＳ洗３遍，
使用组织研磨仪将组织研磨成微小颗粒，加预冷裂

解液，冰上裂解５ｍｉｎ，期间混匀几次。调整离心机
为１３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃下离心１０ｍｉｎ。加入特定抗体
（ＡＴＦ３、Ｓｍａｄ４）及同源的对照抗体，置入旋转仪，慢
速，４℃过夜，然后向其中加入２５μｌＰｉｅｒｃｅ蛋白 Ａ／
Ｇ的磁珠，混匀后置于室温下１ｈ，采集磁珠，去除游
离的样品，保存样本以备后续分析。将５００μｌ的免
疫沉淀裂解／漂洗缓冲液加到离心管中，轻轻混合均
匀。收集磁珠，丢弃上清液。再次清洗２遍，加５００
μｌ的超纯水到管中，轻轻混合均匀。使用磁力架将
磁珠收集起来，丢弃上清液；然后将１００μｌ的电泳
上样缓冲液（５倍稀释）加入到离心管中，在 ９６～
１００℃条件下加热１０ｍｉｎ，用磁力架将磁珠分离，留
下目的抗原上清液；将上清液转到新的 ＥＰ管内，按
照１.２.５项进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，检测总细胞蛋白
液（ｉｎｐｕｔ）样本（即翼状胬肉组织样本和正常结膜组
织样本）和免疫沉淀（ＩＰ）处理后（即使用ＡＴＦ３抗体
捕获靶蛋白）洗脱液中Ｓｍａｄ４蛋白的表达量。
１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０软件进
行统计学处理并作图。数据采用均数 ±标准差表
示。在正态分布及方差齐的条件下，采用 ｔ检验进
行两组独立样本均数之间的比较，以 Ｐ＜０.０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　利用生物信息学分析预测、筛选得到差异基因
ＡＴＦ３　使用ｌｉｍｍａ软件包，对各个样本进行了内部
归一化处理，并从中提取出了 ＡＴＦ３基因的相关信
息。在数据库ＧＳＥ２５１３和ＧＳＥ５１９９５中经过筛选分
别得到有意义的差异基因４２０个（上调基因２４６个，
下调基因１７４个）和１３９５个（上调基因８２９个，下
调基因５６６个），采用 ｃｅｎｔｅｒｅｄｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ分

析方法，对两个数据库中的差异基因进行双向层次

聚类分析，由热图与火山图可知，样本在两个方向上

均有较强的聚集（图１Ａ～Ｄ）。选取两个数据库中
的下调基因，取其交集基因，得到较为显著的差异基

因ＡＴＦ３（图１Ｅ～Ｇ）。因此，从基因水平上看，正常
结膜组织与翼状胬肉组织中 ＡＴＦ３的表达存在差异
（Ｐ＜０.０５）。
２．２　翼状胬肉组织中 ＡＴＦ３表达水平　ＲＴ-ｑＰＣＲ
结果分析提示，ＡＴＦ３在翼状胬肉组织中的表达低于
正常结膜组织，差异有统计学意义（ｔ＝１３.３９，Ｐ＜
０.００１）。见图２Ａ。
２．３　利用ＧＴＲＤ数据库筛选 ＡＴＦ３的可能转录结
合位点Ｓｍａｄ４，并验证其在翼状胬肉组织中的表达
　通过ＧＴＲＤ，找到ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４存在两个潜在结
合位点（表２）。ＲＴ-ｑＰＣＲ结果显示，与正常结膜组
织相比，Ｓｍａｄ４在翼状胬肉组织中呈低表达趋势，差
异有统计学意义（ｔ＝４.９３，Ｐ＜０.０１）。见图２Ｂ。

表２　ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４结合位点信息
Ｔａｂ．２　ＡＴＦ３ａｎｄＳｍａｄ４ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｓｉｔｅｎｕｍｂｅｒ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｌｏｃａｔｉｏｎ Ｂｉｎｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ
ＢＳ１ Ｃｈｒ１８：４８，５６７，２３２ Ｓｍａｄ４ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ（－３５２）
ＢＳ２ Ｃｈｒ１８：４８，５６７，５８９ Ｓｍａｄ４ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ（＋８９）

２．４　ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４蛋白在翼状胬肉中相互作用
情况　Ｃｏ-ＩＰ结果表明（图３），在ｉｎｐｕｔ组：与正常结
膜组相对比，翼状胬肉中总 Ｓｍａｄ４蛋白与总 ＡＴＦ３
蛋白表达降低。ＩＰ组结果显示：在翼状胬肉组，使
用ＡＴＦ３抗体作用作为捕获抗体时，可成功免疫沉
淀结合Ｓｍａｄ４蛋白；而在正常结膜组，使用ＡＴＦ３抗
体作用作为捕获抗体时，未见明显的 Ｓｍａｄ４蛋白结
合。以上结果表明在翼状胬肉组织中 ＡＴＦ３与
Ｓｍａｄ４存在明显的相互作用（Ｐ＜０.０５）。

３　讨论

　　翼状胬肉的发生被认为与角膜缘干细胞异常增
殖及纤维化进程密切相关［９］。尽管手术仍是当前

临床治疗的主要手段，但由于术后复发风险较

高［１０］，其病理机制仍需深入解析。近年研究发现，

ＴＧＦ-β１及其下游 ＴＧＦ-β／Ｓｍａｄ信号通路在调控纤
维化事件中发挥核心作用［１１－１２］。研究表明，ＴＧＦ-
β１处理可导致ＨＰＦｓ和原代结膜成纤维细胞纤维化
表型增强，并显著提升细胞的增殖、迁移和侵袭活

性［１３］。以上内容提示，要深入了解翼状胬肉发病的

机制，需要系统解析其纤维化病理进程中的动态调
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图１　ＡＴＦ３的生物信息学分析
Ｆｉｇ．１　ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＴＦ３

　　Ａ：ＨｅａｔｍａｐｓｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｄａｔａｂａｓｅＧＳＥ２５１３；Ｂ：Ｖｏｌｃａｎｏｍａｐｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｇｅｎｅｓｉｎｄａｔａｂａｓｅ
ＧＳＥ２５１３；Ｃ：ＨｅａｔｍａｐｓｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｄａｔａｂａｓｅＧＳＥ５１９９５；Ｄ：Ｖｏｌｃａｎｏｍａｐｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｄａｔａｂａｓｅ
ＧＳＥ５１９９５；Ｅ：Ｔｈｅｄｏｗｎ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｔｗｏｄａｔａｂａｓｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｈａｖｅ４８ｃｏｍｍｏｎｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｇｅｎｅｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍ；Ｆ：ＰＰＩｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｏｆｃｏ-ｄｏｗｎ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｉｎｔｗｏｄａｔａｂａｓｅｓ；Ｇ：Ａｆｔｅｒｖｉｓｕａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｍｍｏｎｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｔｗｏｄａｔａｂａｓｅｓｔｈｒｏｕｇｈｃｙ-
ｔｏｓｃａｐｅ，ｈｕｂｇｅｎｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄｅｇｒｅｅｖａｌｕｅ．

图２　翼状胬肉与正常结膜组织中ＡＴＦ３及Ｓｍａｄ４的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴＦ３ａｎｄＳｍａｄ４

ｉｎｐｔｅｒｙｇｉｕｍａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｔｉｓｓｕｅ

　　Ａ：ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＴＦ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎｐｔｅｒｙｇｉｕｍ

ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｔｉｓｓｕｅｓｂｙＲＴ-ｑＰＣＲ；Ｂ：Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

Ｓｍａｄ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎｐｔｅｒｙｇｉｕｍａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｔｉｓｓｕｅｓ

ｂｙＲＴ-ｑＰＣＲ；**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｔｉｓｓｕｅ．

图３　Ｃｏ-ＩＰ检测正常结膜组织与翼状胬肉组织中

ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４蛋白的相互作用

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＡＴＦ３ａｎｄＳｍａｄ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｎｏｒｍａｌｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｔｉｓｓｕｅａｎｄｐｔｅｒｙｇｉｕｍｔｉｓｓｕｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣｏ-ＩＰ

　　ｉｎｐｕｔ：ＴｈｅａｎｔｉｂｏｄｙｕｓｅｄｉｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓＳｍａｄ４；ＩｇＧ：Ｎｅｇａ-

ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ＩＰ：ＴｈｅａｎｔｉｂｏｄｙａｔｔａｃｈｅｄｔｏｔｈｅｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｗａｓＡＴＦ３

ａｎｔｉｂｏｄｙ．

控模块。

　　ＡＴＦ３在不同疾病的纤维化中的功能差异可能
与不同的细胞类型和纤维化机制有关［１４－１６］，适当的

ＡＴＦ３表达对正常的细胞生理功能也是至关重要
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的［１７］。鉴于翼状胬肉具有与其他纤维化疾病类似

的增殖和侵袭能力，故本文提出假设：ＡＴＦ３是翼状
胬肉发生发展中的关键调控因子。Ｓｍａｄ是 ＴＧＦ-β
家族的主要信号转导因子，ＴＧＦ-β／Ｓｍａｄ信号通路
的失调是导致组织纤维化的重要致病机制［１８］。越

来越多的研究表明ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４之间存在相互关
联。Ｒｏｈｉｎｉｅｔａｌ［１９］在乳腺癌细胞的研究中发现，
Ｓｍａｄ４是通过ＴＧＦ-β１在人乳腺癌细胞中提供ＡＴＦ３
稳定性的先决条件，在 ＡＴＦ３和 Ｓｍａｄ４之间形成的
稳定复合物可能负责参与激活 ＴＧＦ-β１介导的乳腺
癌进展的基因。Ｚｕｏｅｔａｌ［２０］在神经肿瘤的研究中发
现，Ｓｍａｄ４通过与ＡＴＦ３结合，促进ＡＴＦ３的核易位，
激活ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶信号通路，诱导神经
细胞凋亡，抑制肿瘤生长。故推测，在翼状胬肉中

ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４之间可能存在相互作用，参与对
ＴＧＦ-β／Ｓｍａｄ信号通路的调节。
　　该研究选取了正常结膜组织和翼状胬肉组织作
为研究对象，观察 ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４在两种组织中的
表达情况。ＲＴ-ｑＰＣＲ结果显示，ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４在
翼状胬肉组织中的表达量均低于正常结膜组织。提

示ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４的低表达可能与翼状胬肉的发病
过程相关。Ｃｏ-ＩＰ实验结果显示，当 ＡＴＦ３作为捕获
抗体时，与正常结膜组相比，翼状胬肉组免疫沉淀结

合的Ｓｍａｄ４蛋白明显增多，以上结果说明，ＡＴＦ３与
Ｓｍａｄ４在翼状胬肉中存在相互作用，而在正常结膜
中不存在这种相互作用。综上，ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４在
翼状胬肉中的低表达与相互作用，可能与该疾病的

发生发展密切相关，然而，其具体的作用机制还需要

进一步更深入研究。
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