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Abstract 

·AIM ：To quantitatively detect gene expression level of 

low—density lipoprotein receptors (LDL—R)and hydroxy 

methylgIuta ry1．coenzyme A—reductase (HMG—CoA—R)in 

human pnmary pterygium ．reccu rent pterygium and con— 

junctiva． 

·METHODS： Primary pterygium， recu rrent pterygium 

and normai coniunctiva sampies were obtained frOm 30 

eyes at the time of surgery du ring Februa ry 2007 to 

February 2008． Quantitative real—time PCR was used to 

analyze the content of HMG--CoA--R and LDL--R gene in 

pterygium and normal tissue． 

·RESULTS：QRT．PCR revealed a statistically significant 

increase of LDL—R m RNA Ievels：4．1 fold in primary 

pterygia and 2．7 fold in recurrent pterygium ，compared 

with the controI normal coniunctiva．The differences had 

statistical significance(P<0．05)．AIso the mRNA levels of 

HMG—CoA—R were increased significantly in both prima ry 

and recurrent pterygia bv 4．2 fold and 3．6 fold 

respectively，compa red with normaI coniunctiva，with 

statistical significance f P<0．051． 

·CONCLUSION：This study indicates that pterygium have 

an altered m etabolism of cholesterol namely increased 

LDL—R and HMG—CoA—R mRNAs．which is characteristic of 

tumorlike tissues．Both genes m ay play important roles in 

the pathogenesis of pterygium ． 

·KEYW ORDS：pterygium；low—density lipoprotein rece— 

ptors； hyd roxy methylglutaryl coenzyme A·reductase； 

QRT—PCR；gene expression 
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(2)：284—285 

摘要 

目的：研究 LDL—R基 因和 HMG—CoA—R基因在翼状胬肉组 

织中的表达。 

方法：随机选取原发性和复发性翼状胬肉组织各 10例，正 

常结膜组织 10眼。实时荧光定量 PCR技术分析结膜中 

HMG—CoA—R和LDL—R的相对 mRNA含量。 

结果：原发性和复发性翼状胬 肉中的 HMG—CoA—R及 LDL一 

尺的mRNA水平均明显高于正常球结膜组织 ，差异具有统 

计学意义(P<0．05)。 

结论：HMG—CoA．R和 LDL．R基因可能参与翼状胬肉的发 

病过程。 

关键词 ：翼状胬肉；低密度脂蛋白受体；羟甲基戊二酰辅酶 

A还原酶；实时荧光定量逆转录聚合酶链反应；基因表达 
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0引言 

翼状胬肉是常见的眼表疾病，局部球结膜纤维血管组 

织呈三角形增生并侵犯角膜，其发生发展是多因素协同作 

用的结果，确切机制至今尚不清楚。研究其发生 、发展的 

机制对预防和治疗这一疾病具有重要的临床意义。目前 

越来越多的证据表明翼状胬肉是良性肿瘤样组织 ，细胞高 

速生长导致胆固醇代谢调节紊乱。我们定量检测在胆固 

醇代谢 中LDL—R和 HMG—CoA—R基因，了解在翼状胬肉中 

表达的情况。 

1材料和方法 

1．1材料 2007—02／2008—02我院手术的原发性翼状胬肉 

10例，复发性翼状胬肉l0例。年龄 55～70(平均 63)岁 ， 

男 12例，女8例，均为单眼发病。排除其它角、结膜的疾 

病，术前检查血脂 、肝肾功均正常。正常结膜组织 10例取 

自视网膜脱离手术中，所有对照组标本均无感染的征象。 

根据 HMG—CoA—R和 LDL—R的 mRNA基因序列，用 Primer 

Premier 5．0引物设计软件设计 2对引物(表 1)。 

1．2方法 在无菌条件下获得手术中翼状胬肉及正常球 

结膜组织，取材后迅速放人液氮中，按照 Invitrogen公司 

Total RNA Isolation System方法提取总 RNA，紫外分光光 

度仪测定其纯度和含量 ，10 L琼脂糖凝胶电泳检测其完 

整性。为了消除基因组 DNA的污染，将总RNA用 RNase— 
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free DNase I(TaKaRa)处理 ，20 的体系包括 总 RNA 

1Ixg，10 X buffer 2IxL．RNase—free DNase I 4 u和 RNA酶抑 

制剂 8 U，37℃ 25min去除 DNA，75oC 10min使酶失活。 

LDL—R，HMG—CoA—R和内参的引物序列均根据 cDNA编码 

区设计。总 RNA 500 ng利用 M—MLV反转 录酶和随机 

primer(Takara公司)合成第一链 cDNA。 一actin，LDL—R 

和HMG—CoA—R的 PCR产物 10g／L琼脂糖凝胶电泳后 ，切 

胶回收(EZNA Gel Extraction Kit)，用于标准品的制备。测 

得 A 260，计算各标准品cDNA浓度，稀释缓冲液等梯度稀 

释标准品，共设置 10个浓度 梯度 ：10～，10～，10 ，10 ， 
10 ，l0 ，10 ，10一，10 ，10。。

。 从 中选取 4个梯度作为标 

准曲线。Real—time PCR根据 Quanti Teet SYBR Green PCR 

试剂盒 (Bio—Rad)手册进行。反应混 合液 201~L体 系： 

SYBR Green mixture IOI~L，上游 Primer(10p~mol／L)和下游 

Primer(10Ixmol／L)各 0．5 L，模板 2．OwL以及 ddH2 O 

7 L。基因扩增条件 ：95℃变性 60s，60oC退火45S，72oC延 

伸45s，共40个循环。每次 PCR扩增都要采用没有模板 

的阴性对照。通过顺序检测系统观察各扩增曲线、融解曲 

线，标准曲线的线形回归系数 R值，统计软件自动进行样 

本的 mRNA拷贝数的计算。以 一actln的拷贝数对 LDL—R 

和 HMG—CoA—R进行标化处理。 

统计学分析 ：所有数据以均数 ±标准差 (元±S)表示 ， 

采用两样本均数 t检验，P<0．05为有显著性差异。 

2结果 

原发性和复发性翼状胬肉中HMG—CoA—R基因和 LDL— 

R基 因明显高于正常球结膜，差异有统计学意义 (P< 

0．05，表2)，但原发性翼状胬肉中两种基因和复发性翼状 

胬肉差别无统计学意义。 

3讨论 

以往的研究发现翼状胬肉具有良性肿瘤样的组织特 

性，这包括过度无序生长、轻度发育不良、原位癌和局部浸 

润性。P 基 因是 引起人类肿瘤发生 的最常见 的突变基 

因，P 基因突变在翼状胬肉发病中的作用，已得到多数学 

者的认可。Dushku等⋯发现翼状胬肉上皮比正常结膜上 

皮高表达 P 基因，认为翼状胬肉可分为突变型 P 阴性和 

阳性两种类型，阳性者可以发展为角膜缘肿瘤，但未从蛋 

白水平证实。在翼状胬肉和角膜缘肿瘤 中还发现致癌的 

人类乳头状瘤病毒 (HPV) ，特别是 l6和 18型，它能干 

扰 P 依赖的细胞凋亡途径 ，并和紫外线一起作用，成为潜 

在的致癌危险。最近又在翼状 胬 肉中发现一种 具有强 

烈的促进有丝分裂 的因子 ，即肝磷脂结合 的表 皮生长 

因子(HP．EGF)E3 3，并被证实紫外线照射翼状胬肉可导致 

该因子表达明显增高。翼状胬肉成纤维细胞呈现可以传 

代的生长变异特性 ，即杂合子丢失 ，微卫星不稳性(MSI)。 

原来在肿瘤细胞和癌前期病变的细胞中发生的杂合性丢 

失和微卫星不稳定性却在翼状胬肉组织中检测到。因而 

Spandidos等 认为翼状胬肉组织细胞一定发生 了转化 ， 

具有与肿瘤相似的分子生物学特性，可将翼状胬肉称为良 

性肿瘤性病变。以往的研究在 良性肿瘤 中均可 以发现 

胆固醇合成和代谢的改变。在正常的细胞中，胆 固醇的 

表 1 PCR引物及产物大小 

基因 引物 大小(bp) 

表 2 翼状胬肉 HMG—CoA一只和 ￡_ 一R mRNA的表达 

(X10。，n=10， ±8) 

分布有严格的划分，胆同醇是构成细胞膜的重要脂质。其 

来源有两种途径 ：(1)在关键限速酶 HMG—CoA—R下，由3一 

甲(基)一3，5一二羟(基)戊酸合成乙酰辅酶 A，再完成内源 

性胆固醇生物合成；(2)外源性的，通过结合细胞膜上丰 

富的 LDL受体，完成胆 固醇的细胞内吞噬作用 。细胞 

有丝分裂活动加剧 ，导致细胞对于外源性和内源性胆固醇 

的需求增加 ，在许多肿瘤中，如白血病 、胃癌的癌细胞中已 

经发现 LDL—R，HMG—CoA—R在 mRNA水平的增高 ’ 。 

我们发现 ，原发性 和复发性翼 状胬 肉中 LDL—R和 

HMG—CoA—R在 mRNA水平均较正常结膜高表达。LDL—R 

调控细胞内吞噬结合胆固醇的低密度脂蛋白，HMG—CoA— 

R作为限速酶 ，两者互相制约调控胆固醇代谢，这两者的 

高表达表明纤维细胞和伴随的血管内皮细胞对胆固醇需 

求的增加，胆固醇代谢调节紊乱，因此，我们推测翼状胬肉 

组织是具有 良性肿瘤样组织特性 ，LDL—R和 HMG—CoA—R 

基因可能参与翼状胬肉发病的过程。 
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