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Pamrevlumab（FG-3019）通过 p38 MAPK信号通路调控
人 Tenon's囊成纤维细胞的增殖、移行和表型转化 *

范雅稚 何 娜 王建明 冯海晓 邢 瑶
（西安交通大学第二附属医院眼科 陕西西安 710004）

摘要目的：本研究旨在探究 Pamrevlumab（FG-3019）对人 Tenon's囊成纤维细胞（HTFs）的增殖、移行和表型转化的影响。方法：应

用组织块培养法进行 HTFs的原代培养，通过波形蛋白(Vimentin)和细胞角蛋白（Cytokeratin）免疫荧光染色鉴定 HTFs。首先将

HTFs分为 9组：Control组加入等量 DMEM作为阴性对照组，其他组加入不同浓度的 FG-3019，使其终浓度分别为 10、20、50、

100、200、300、400、500 滋g/mL，通过MTT法检测 FG-3019对 HTFs的毒性。然后将 HTFs分为 4组：Control组（加入等量 DMEM

培养 48 h）、TGF-茁1组（10 ng/mL的 TGF-茁1培养 48 h）、TGF-茁1+FG-3019组（10 ng/mL的 TGF-茁1和 100 滋g/mL FG-3019培养
48 h）、TGF-茁1+FG-3019+anisomycin组（10 ng/mL的 TGF-茁1、100 滋g/mL FG-3019和 10 滋g/mL anisomycin培养 48 h）。通过MTT

法和 EdU法检测 HTFs 增殖，通过伤口愈合实验评价 FG-3019 对 HTFs 移行的影响通过 qRT-PCR 或 Western blotting 检测

CTGF、p38 MAPK、p-p38 MAPK、琢-SMA、FN和 collagen I的表达变化。结果：免疫荧光染色显示，HTFs中波形蛋白阳性表达

（98.17%），细胞角蛋白阴性表达（1.83%）。与 Control组相比，200、300、400和 500 滋g/mL组的 HTFs的细胞活力均显著降低（P<0.
05）。与 TGF-茁1组相比，TGF-茁1+FG-3019组的 OD490nm降低了 19.64%，增殖指数降低了 57.87%，伤口愈合率降低了 56.46%（P<0.
05）。与 TGF-茁1组相比，TGF-茁1+FG-3019组的 琢-SMA、FN和 collagen I蛋白相对表达量依次降低了 70.78%、70.99%和 70.04%，

CTGF mRNA和蛋白相对表达量分别降低了 75.83%和 60.73%（P<0.05），p-p38 MAPK蛋白相对表达量降低了 70.22%（P<0.05）。
与 TGF-茁1+FG-3019组相比，TGF-茁1+FG-3019+anisomycin组的增殖、移行、表型转化、CTGF mRNA和蛋白相对表达量、p-p38
MAPK蛋白相对表达量均显著增加（P<0.05）。结论：FG-3019部分通过抑制 p38 MAPK信号通路来抑制 TGF-茁1诱导的 HTFs增

殖、移行和表型转化。
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Pamrevlumab (FG-3019) Regulates the Proliferation,
Migration and Phenotypic Transformation of Human Tenon's Cystic

Fibroblasts through p38 MAPK Signal Pathway*

To reveal the effects of Pamrevlumab (FG-3019) on the proliferation, migration and phenotypic

transformation of human Tenon's cystic fibroblasts (HTFs). The primary culture of HTFs was carried out by tissue mass culture,

and HTFs was identified by Vimentin and Cytokeratin immunofluorescence staining. Firstly, HTFs was divided into 9 groups: control

group added the same amount of DMEM as negative control group, and other groups added different concentrations of FG-3019 with the

final concentration of 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 滋g/mL, respectively. The toxicity of FG-3019 on HTFs was detected by MTT

method. Then HTFs were divided into 4 groups: Control group (cultured with the same amount of DMEM for 48 h), TGF-茁1 group

(cultured with 10 ng/mL TGF-茁1 for 48 h), TGF-茁1+FG-3019 group (cultured with 10 ng/mL TGF-茁1 and 100 滋g/mL FG-3019 for 48 h),
TGF-茁1+FG-3019+anisomycin group (cultured with 10 ng/mL TGF-茁1, 100 滋g/mL FG-3019 and 10 滋g/mL anisomycin for 48 h). The

proliferation of HTFs was detected by MTT method and EdU method. The effect of FG-3019 on HTFs migration was evaluated by

wound healing experiment. The expression of CTGF, p38 MAPK, p-p38 MAPK, 琢-SMA, FN and collagen I was detected by qRT-PCR

or western blotting. Immunofluorescence staining showed that vimentin was positive (98.17%) and cytokeratin was negative

(1.83%) in HTFs. Compared with Control group, the cell viability of HTFs in 200, 300, 400, 500 滋g/mL groups decreased significantly

(P<0.05). Compared with TGF-茁1 group, the OD490nm of TGF-茁1+FG-3019 group decreased by 19.64%, the proliferation index decreased
by 57.87%, and the wound healing rate decreased by 56.46% (P<0.05). Compared with TGF-茁1 group, the relative expression of 琢-SMA,

FN and collagen I protein in TGF-茁1+FG-3019 group decreased by 70.78%, 70.99% and 70.04%, respectively, the relative expression of

*基金项目：陕西省重点研发项目（S2019-YF-YBSF-0813）

作者简介：范雅稚（1982-），女，硕士，主治医师，研究方向：青光眼以及视神经的保护，电话：18691638227，E-mail: xajdFYZ@163.com

（收稿日期：2021-12-29 接受日期：2022-01-25）

2237窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.12 JUN.2022

前言

青光眼是一种以病理性高眼压、进行性视神经变性和视野

缺损为特征的严重眼病，也是全世界第一位的不可逆性致盲眼

病[1]。青光眼滤过术（glaucoma filtration surgery, GFS）被广泛认

为是药物和激光治疗无效的青光眼患者最有效的选择[2]，然而，

术后瘢痕形成限制了 GFS手术的成功率，主要原因是结膜下

组织对 GFS诱导的损伤的生物学反应促进了肌成纤维细胞的

分化、成纤维细胞的增殖和滤过部位细胞外基质（extracellular

matrix, ECM）的过度沉积，导致瘢痕的形成[3]。目前，抗滤过术

术区纤维化药物如丝裂霉素 C和 5-氟尿嘧啶等副作用明显，

这些药物为抗代谢药物，可引起抑制伤口愈合的非特异性效应

的并发症，如低眼压、滤过泡渗漏和眼内炎[4，5]，因此急需开发新

的治疗药物。

人 Tenon's囊成纤维细胞（human Tenon's capsule fibrob-

lasts, HTFs）在 GFS后瘢痕形成中起主导作用，因为它们是诱

导手术伤口愈合的靶细胞 [6]。GFS后诱导的转化生长因子 -茁
（transforming growth factor-beta, TGF-茁）通过招募成纤维细胞、
促进成纤维细胞增殖、激活成纤维细胞向肌成纤维细胞的分化

来促进伤口愈合和瘢痕形成 [7]。琢-平滑肌肌动蛋白（琢-smooth
muscle actin, 琢-SMA）的高表达和细胞外基质蛋白，如纤维连接

蛋白（fibronectin, FN）和胶原（collagen）的沉积是肌成纤维细胞

的关键特征[8，9]。因此，TGF-茁诱导的肝纤维化模型作为一种细
胞纤维化模型被广泛应用于纤维化的研究。

结缔组织生长因子（connective tissue growth factor, CTGF）

与多种纤维化疾病相关，CTGF可诱导成纤维细胞转化成肌成

纤维细胞，促进细胞外基质合成[10-12]。有文献报道，将 CTGF注

射至青光眼术后滤过泡中，可使滤过泡面积缩小，持续时间缩

短[13]。本课题组前期实验中发现，兔青光眼滤过术后结膜下

注射 CTGF抗体能够维持较大的滤过泡面积和较低的眼压，提

示 CTGF抗体可以抑制滤过术术区纤维化[14]。

多项研究表明丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated pro-

tein kinases, MAPKs）途径是 CTGF促纤维化重要的胞内信号

转导通路 [15]，在真核细胞中，MAPK信号转导通路有 4条：即

ERK、JNK、p38和 ERK5通路。p38 MAPK参与了肝纤维化、糖

尿病视网膜病变等多种纤维增殖性疾病的发生发展[16]。有学者

发现，抑制 p38 MAPK的激活可抑制 TGF-茁介导的肌成纤维
细胞分化[17]，并且抑制结膜创伤模型小鼠结膜愈合过程的纤维

化反应 [18]。Gen 等 [19]培养人软骨肉瘤来源的软骨细胞，发现

CTGF通过 p38MAPK信号通路刺激软骨细胞合成蛋白多糖。

然而，在青光眼滤过术后，p38 MAPK 信号通路是否介导了

HTFs的 CTGF表达尚不清楚，p38 MAPK信号通路是否参与

了 CTGF促滤过术术区纤维化效应，CTGF抗体是否通过抑制

p38 MAPK信号通路起到抑制 HTFs增殖的作用，国内外亦未

见文献报道。

作为首个用于抑制 CTGF 的治疗性抗体，Pamrevlumab

（FG-3019）抑制纤维化作用已经在多项研究中被证实，例如治

疗特发性肺纤维化[20]、胰腺癌[21]、间皮瘤[22]等纤维化相关疾病，

实验结果证实 Pamrevlumab（FG-3019）抗纤维化疗效肯定，对

于人体毒副作用小，安全性高。但 FG-3019在眼科领域的应用

仍为空白。因此本研究旨在考察 Pamrevlumab（FG-3019）对

HTFs的增殖和移行的影响及其分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

FG-3019购自美国 FibroGen。TGF-茁1重组蛋白购自美国
Peprotech。p38 MAPK信号通路激活剂 anisomycin 购自美国

MCE。胎牛血清（FBS）、青霉素 /链霉素、Dulbecco改良 Eagle

培养基（DMEM）均购自美国 Gibco。波形蛋白、细胞角蛋白、

CTGF、p38 MAPK、p-p38 MAPK、 琢-SMA、FN、collagen I、

GAPDH、FITC标记的 IgG二抗、辣根过氧化物酶(HRP)标记的

山羊抗兔二抗均购自英国 Abcam。TRIzol试剂、PrimeScriptTMII

RT Master Mix、TB GreenTM Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus)

均购自日本 Takara。MTT试剂、RIPA缓冲液、BCA蛋白分析试

剂盒、BeyoECL Plus (超敏 ECL化学发光试剂盒)均购自碧云天

生物技术研究所。

1.2 方法

1.2.1 HTFs的体外培养 HTFs来自 3例青光眼患者，包括男

性 1例，女性 2例，年龄范围为 41-54岁。取青光眼患者滤过术

中剪下的 Tenon's囊组织，液氮中快速冷冻，然后储存在 -80℃。

应用组织块培养法进行 HTFs的原代培养，培养基为添加 10%

(v/v)胎牛血清（FBS）和 1%青霉素 / 链霉素的 Dulbecco 改良

Eagle培养基（DMEM），培养条件为 37℃、5%CO2的潮湿环境。

当细胞繁殖到约 80%融合，及时进行传代培养，取 3-6代的细

胞进行实验。

1.2.2 HTFs的免疫荧光鉴定 通过波形蛋白（Vimentin）（间

质细胞标志物）和细胞角蛋白（Cytokeratin）（上皮细胞标志物）

免疫荧光染色鉴定 HTFs。将处于对数生长期的第 4-5代的细

胞用 0.25%胰蛋白酶消化，然后用含 10%FBS的 DMEM培养

液配成单个细胞悬液，调整细胞密度至 l伊105个 /mL，接种于 6

p-p38 MAPK protein decreased by 75.83% and 60.73%, respectively, and the relative expression of p-p38 MAPK protein decreased by

70.22% (P<0.05). Compared with the TGF-茁1+FG-3019 group, the TGF-茁1+FG-3019+ anisomycin group had increased proliferation,

migration, phenotypic transformation, relative expression of CTGF mRNA and protein, and relative expression of p-p38 MAPK protein

(P<0.05). FG-3019 partially inhibits the proliferation, migration and phenotypic transformation of HTFs induced by TGF-茁1
by inhibiting p38 MAPK signal pathway.

Glaucoma; Pamrevlumab (FG-3019); Human Tenon's cystic fibroblasts; Proliferation; Migration; Phenotypic

transformation; p38 MAPK signal pathway
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图 1 HTFs的形态学观察和免疫荧光鉴定

Fig. 1 Morphological observation and immunofluorescence identification

of HTFs

Note: A: Morphological observation of HTFs, magnification: 伊200;
B: immunofluorescence staining of vimentin and cytokeratin,

red is vimentin or cytokeratin, blue is DAPI, magnification: 伊200

孔板中，置于 5% CO2、37℃培养箱中培养至 80%融合，PBS漂

洗 3 次，4%多聚甲醛室温固定 30 min。0.1%的 PBST 通透

15 min，10%山羊血清封闭细胞 1 h，加入波形蛋白（1:100稀

释）和细胞角蛋白（1:100稀释）单克隆抗体于 37℃孵育 2 h，加

入 FITC标记的 IgG二抗（1:100稀释）37℃避光孵育 1 h，加入

DAPI室温孵育 5 min。甘油封片，荧光显微镜下观察并拍照。

1.2.3 MTT法检测 FG-3019对 HTFs的毒性 将 80%融合生

长的细胞用 0.25%胰蛋白酶消化，然后用含 10%FBS 的

DMEM培养液配成单个细胞悬液，调整细胞密度至 1伊105个/mL，
以 100 滋L/孔接种至 96孔板，在 5%CO2、37℃培养箱中培养

24 h。HTFs共分为 9组：Control组加入等量 DMEM作为阴性

对照组，其他组加入不同浓度的 FG-3019，使其终浓度分别为

10、20、50、100、200、300、400、500 滋g/mL，每组设 5个复孔；另

设一空白对照组（仅加培养液，不加细胞），比色时用于调零。培

养 48 h后，用倒置相差显微镜照像系统观察细胞形态并照相

记录。每孔加入 10 滋LMTT（5000 滋g/mL），继续培养 4 h，吸弃

培养液，每孔加入 100 滋L的二甲基亚砜（dimathylsulfoxide，
DMSO），振荡 10 min，使结晶物充分溶解。应用酶标仪测定各

孔 490 nm吸光度值（OD490nm）。

1.2.4 MTT法和 EdU法检测 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs

增殖的影响 HTFs共分为 4组：即 Control组、TGF-茁1组、
TGF-茁1+FG-3019组、TGF-茁1+FG-3019+anisomycin组。Control
组加入等量 DMEM作为阴性对照组，TGF-茁1组加入 10 ng/mL

的 TGF-茁1 培养 48 h，TGF-茁1+FG-3019 组加入 10 ng/mL 的

TGF-茁1 和 100 滋g/mL FG-3019 共 培 养 48 h，TGF-茁1+
FG-3019+anisomycin 组加入 10 ng/mL 的 TGF-茁1、100 滋g/mL
FG-3019 和 10 滋g/mL anisomycin 共培养 48 h。培养条件及

MTT检测方法同上。

将 HTFs以 1伊104个 /孔的密度接种到 24孔板中，药物处

理后，用 4%多聚甲醛室温固定 30 min，用 0.1%Triton X-100在

0.1%柠檬酸钠中渗透 2min。PBS洗涤后，加入 200滋L的 10滋M
EdU在 37℃孵育 1 h，荧光显微镜观察染色的细胞。增殖指数

（%）=EdU阳性数 /细胞总数伊100%。
1.2.5 伤口愈合实验评价 FG-3019 对 HTFs移行的影响 将

HTFs接种至铺有盖玻片的 6孔培养板，培养至 80%-90%融合

后，用 10 滋L微量加样器吸头造成条形细胞缺损区，PBS漂洗
3 次以去除悬浮细胞，加入不同药物处理，每组设 5 个复孔，

并设一空白对照。继续培养 48 h后，于倒置相差显微镜下观

察细胞移行情况，随机选取每孔 5个低倍视野（100倍）照相，

用 Image J软件测量伤口大小并计算伤口愈合率。

1.2.6 qRT-PCR 检测基因表达水平 细胞中的总 RNA 用

TRIzol试剂提取。RNA用 PrimeScriptTMII RT Master Mix进行

逆转录，终体积为 20 滋L。随后，使用 TB GreenTM Premix Ex

Taq II（Tli RNaseH Plus）和美国伯乐 BIO-RAD CFX96实时荧

光定量 PCR仪进行 qRT-PCR。将 mRNA表达归一化为管家基

因（GAPDH）。数据采用 2-Δ Δ CT方法进行分析。引物序列如下：

CTGF：5'-GCCA GGTACC ATGACCGCCGCCAGTA TGGGC-

3'，5'-CTGC GAATTC TCATGCCATGTCTCCGTACAT-3'。

GAPDH：5'-GGGAAGGTGAAGGTCGGAG-3'，5'-GGGGTCAT

TGATGGCAACA-3'。

1.2.7 Western blotting法检测蛋白表达水平 使用含有蛋白

酶抑制剂的 RIPA缓冲液提取细胞总蛋白。用 BCA蛋白分析

试剂盒测量每个蛋白质浓度。蛋白质 (20 滋g/ 泳道) 在 10%

SDS-PAGE凝胶中分离，然后将各蛋白条带转移到 PVDF膜

上，5%的脱脂牛奶封闭 1 h。然后将膜与抗 CTGF（1:2000稀

释）、p38 MAPK（1:3000 稀释）、p-p38 MAPK（1:3000 稀释）、

琢-SMA（1:2000 稀释）、FN（1:5000 稀释）、collagen I（1:1000 稀

释）和 GAPDH（1:3000稀释）的一抗 4℃过夜孵育。然后，将膜

与辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔二抗（1:3000稀释）

室温孵育 1 h。用 BeyoECL Plus（超敏 ECL化学发光试剂盒）显

影，并用 Image Plus Pro软件定量各蛋白条带的相对表达量。

1.3 统计数据分析

所有实验均重复 6次，使用 IBM SPSS 22.0版对数据进行

分析。结果以平均值依标准差表示。组间差异分析采用单因素方
差分析，然后进行 Tukey检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2结果

2.1 HTFs的形态学观察和免疫荧光鉴定

HTFs显微镜下呈梭形或星形多突起。细胞核较大，主要为

圆形或椭圆形，细胞质疏松。免疫荧光染色显示，HTFs中波形

蛋白阳性表达（98.17%），细胞角蛋白阴性表达（1.83%）。见图1。

2.2 FG-3019对 HTFs的毒性

MTT实验结果显示，不同浓度的 FG-3019对 HTFs的活力
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图 3 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs增殖的影响

Fig. 3 The effect of FG-3019 on the proliferation of HTFs induced by TGF-茁1
Note: A: cell viability detected by MTT experiment; B and C: cell proliferation detected by EdU staining, magnification: 伊200;

compared with Control group, *P<0.05; compared with TGF-茁1 group, #P<0.05; compared with TGF-茁1+FG-3019 group, &P<0.05.

图 2不同浓度的 FG-3019对 HTFs的毒性

Fig. 2 Toxicity of different concentrations of FG-3019 to HTFs

Note: compared with Control group, *P<0.05.

有显著影响（F=105.700，P<0.001）。与 Control 组相比，200、

300、400 和 500 滋g/mL 组的 HTFs 的细胞活力均显著降低

（P<0.05）。说明当 FG-3019浓度大于 200 滋g/mL时对 HTFs有

毒性。因此，后续实验中将 FG-3019浓度设置为 100 滋g/mL。见
图 2。

2.3 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs增殖的影响

MTT检测结果显示不同处理组的 OD490nm差异有统计学意

义 （F=57.700，P<0.001）。与 Control 组相比，TGF-茁1 组的
OD490nm 升 高 了 44.54%（P<0.05）。 与 TGF-茁1 组 相 比 ，
TGF-茁1+FG-3019 组的 OD490nm 降低了 19.64%（P<0.05）。与
TGF-茁1+FG-3019 组相比，TGF-茁1+FG-3019+anisomycin 组的
OD490nm升高了 7.52%（P<0.05）。见图 3A。

EdU染色结果显示不同处理组的增殖指数差异有统计学

意义（F=232.363，P<0.001）。与 Control组相比，TGF-茁1组的增
殖指数升高了 418.15%（P<0.05）。与 TGF-茁1 组 相比，
TGF-茁1+FG-3019 组的增殖指数降低了 57.87%（P<0.05）。与
TGF-茁1+FG-3019 组相比，TGF-茁1+FG-3019+anisomycin 组的
增殖指数升高了 38.93%（P<0.05）。见图 3B-C。

2.4 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs移行的影响

伤口愈合实验结果显示不同处理组的伤口愈合率差异有

统计学意义（F=110.621，P<0.001）。与 Control组相比，TGF-茁1
组的伤口愈合率升高了 143.34%（P<0.05）。与 TGF-茁1组相比，
TGF-茁1+FG-3019组的伤口愈合率降低了 56.46%（P<0.05）。与
TGF-茁1+FG-3019 组相比，TGF-茁1+FG-3019+anisomycin 组的
伤口愈合率升高了 47.53%（P<0.05）。见图 4。
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图 5 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs中 琢-SMA、FN和 collagen I蛋白表达的影响

Fig. 5 The effect of FG-3019 on the expression of 琢-SMA, FN and collagen I in HTFs induced by TGF-茁1
Note: A: Western blotting detected 琢-SMA, FN and collagen I protein levels; B: 琢-SMA, FN and collagen I protein relative expression; compared with

Control group, *P<0.05; compared with TGF-茁1 group, #P<0.05; compared with TGF-茁1+FG-3019 group, &P<0.05

图 4 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs移行的影响

Fig. 4 The effect of FG-3019 on the migration of HTFs induced by TGF-茁1
Note: A: cell migration detected by wound healing experiment, magnification: × 200; B: wound healing rate; compared with Control group, *P<0.05;

compared with TGF-茁1 group, #P<0.05; compared with TGF-茁1+FG-3019 group, &P<0.05。

2.5 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs表型转化的影响

不同处理组的 琢-SMA、FN和 collagen I蛋白相对表达量

差异有统计学意义（F=542.223，P<0.001；F=382.829，P<0.001；
F=488.089，P<0.001）。与 Control组相比，TGF-茁1组的 琢-SMA、

FN 和 collagen I 的蛋白相对表达量依次升高了 314.17%、

614.67% 和 564.23%（P<0.05）。 与 TGF-茁1 组 相 比 ，

TGF-茁1+FG-3019组的 琢-SMA、FN和 collagen I的蛋白相对表

达量依次降低了 70.78%、70.99%和 70.04%（P<0.05）。与
TGF-茁1+FG-3019 组相比，TGF-茁1+FG-3019+anisomycin 组的
琢-SMA、FN 和 collagen I 的蛋白相对表达量依次升高了

190.50%、142.85%和 103.60%（P<0.05）。见图 5。

2.6 FG-3019 对 TGF-茁1 诱导的 HTFs 中 CTGF 表达和 p38

MAPK信号通路活化的影响

不同处理组的 CTGF的 mRNA和蛋白相对表达量差异有

统计学意义 （F=715.694，P<0.001；F=167.089，P<0.001）。与
Control组相比，TGF-茁1组的 CTGF mRNA和蛋白相对表达量

分别升高了 722.74%和 408.50%（P<0.05）。与 TGF-茁1组相比，
TGF-茁1+FG-3019 组的 CTGF mRNA 和蛋白相对表达量分别

降低了 75.83%和 60.73%（P<0.05）。与 TGF-茁1+FG-3019组相
比，TGF-茁1+FG-3019+anisomycin组的 CTGF mRNA和蛋白相

对表达量分别升高了 217.24%和 130.30%（P<0.05）。见图 6。

不同处理组的 p-p38 MAPK的蛋白表达差异有统计学意

义（F=383.153，P<0.001）。与 Control 组相比，TGF-茁1 组的
p-p38 MAPK 蛋白相对表达量升高了 423.41%（P<0.05）。与
TGF-茁1组相比，TGF-茁1+FG-3019组的 p-p38 MAPK蛋白相对

表达量降低了 70.22%（P<0.05）。与 TGF-茁1+FG-3019组相比，
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图 7 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs中 p38 MAPK信号通路活化的影响

Fig. 7 The effect of FG-3019 on the activation of p38 MAPK signaling pathway in HTFs induced by TGF-茁1
Note: A: Western blotting detected p38 MAPK and p-p38 MAPK protein levels; B: p38 MAPK and p-p38 MAPK protein relative expression levels;

compared with Control group, *P<0.05; compared with TGF-茁1 group, #P<0.05; compared with TGF-茁1+FG-3019 group, &P<0.05.

图 6 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs中 CTGF表达的影响

Fig. 6 The effect of FG-3019 on the expression of CTGF in HTFs induced by TGF-茁1
Note: A: CTGF mRNA level detected by qRT-PCR; B: CTGF protein level detected by Western blotting; C: Relative expression of CTGF protein;

compared with Control group, *P<0.05; compared with TGF-茁1 group, #P<0.05; compared with TGF-茁1+FG-3019 group, &P<0.05.

TGF-茁1+FG-3019+anisomycin 组的 p-p38 MAPK 蛋白相对表

达量升高了 164.06%（P<0.05）。然而，不同处理组的 p38 MAPK

蛋白表达差异无统计学意义（F=0.438，P=0.728）。见图 7。

3 讨论

青光眼治疗的主要目标是将眼内压降低到安全水平以维

持视神经的视觉功能。目前，GFS手术是用于治疗无法耐受药

物治疗和激光手术的青光眼患者的经典且有效的手术方法之

一。然而，大约 15-25%的 GFS因术后滤泡中的瘢痕形成而失

败[23]。HTFs的过度激活导致细胞增殖和迁移以及细胞外基质

(ECM)合成是瘢痕形成的主要原因[24]。因此，抑制 HTFs的过度

激活是治疗青光眼的主要目的之一，然而，目前临床中相关的

药物比较缺乏。作为首个用于抑制 CTGF的治疗性抗体，Pam-

revlumab（FG-3019）抑制纤维化作用及良好的安全性已经在多

项研究中被证实[20-22]。然而，尚无文献报道 FG-3019在青光眼相

关方面的应用，因此，本研究首次探讨了 FG-3019治疗 GFS手

术后滤过区纤维化的可能作用。

波形蛋白常见于间充质来源细胞，属于一种中间丝蛋白。

细胞角蛋白常见于上皮细胞，属于一种上皮细胞中间纤维蛋

白。本研究中 HTFs中波形蛋白阳性表达，细胞角蛋白阴性表

达。说明培养的 HTFs来源于间充质细胞而非上皮细胞，结合

形态学特征可证明培养的细胞为 HTFs。本研究首次考察了

FG-3019对 HTFs的毒性，MTT实验结果表明当 FG-3019浓度

大于 200 滋g/mL时对 HTFs有毒性。

先前的研究表明，成纤维细胞活化是由趋化因子和细胞因

子的刺激作用引起的，它们通常在伤口愈合反应过程中在结膜

下产生[25]。细胞因子 TGF-茁通过驱动成纤维细胞向肌成纤维细
胞的转化，在介导伤口愈合中发挥关键作用[26]。伤口部位的常
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驻细胞会产生 TGF-茁，这可能有助于瘢痕形成。在瘢痕滤过泡
的基质结缔组织中，TGF-茁1 和 TGF-茁2 的表达存在差异，但
TGF-茁1是主要表达形式[27]。特别是，TGF-茁1及其下游通路被
认为是术后瘢痕形成过程中的主要调节因子[28]。TGF-茁1介导
的促纤维化通路已被广泛认为可诱导成纤维细胞转化为肌成

纤维细胞[29]。有针对性地破坏 TGF-茁1信号通路可以防止正常
皮肤成纤维细胞和肾小管上皮细胞发生纤维化[30]。此外，先前

的研究报道 TGF-茁1在原代人眼成纤维细胞亚群中表达[31]。其

他文献已经证实 TGF-茁1信号介导 HTFs中的肌成纤维细胞分

化和胶原蛋白生成[32]。因此，更好地了解 TGF-茁1介导的 HTFs

激活和胶原蛋白表达的调节及其潜在机制对于 GFS治疗策略

的发展至关重要。TGF-茁诱导的肝纤维化模型作为一种细胞纤
维化模型被广泛应用于纤维化的研究。因此，本研究使用

TGF-茁处理 HTFs来诱导 HTFs的增殖、移行和表型转化，并将

FG-3019 浓度设置为 100 滋g/mL（对正常处理的 HTFs 无毒

性）。本次研究结果显示，TGF-茁1明显诱导了 HTFs的增殖、移

行和表型转化，然而，FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs增殖、

移行和表型转化具有明显的抑制作用，这些结果提示 FG-3019

可能在治疗 GFS手术后滤过区纤维化方面具有较大的潜力。

CTGF与多种纤维化疾病相关，本课题组前期实验中发

现，兔青光眼滤过术后结膜下注射 CTGF抗体能够维持较大的

滤过泡面积和较低的眼压[14]。FG-3019通过抑制 CTGF来抑制

纤维化的作用已经在多项研究中被证实。本研究结果也显示，

FG-3019显著抑制了 TGF-茁1诱导的 HTFs中 CTGF的 mRNA

和蛋白表达。为了进一步考察 FG-3019 对 TGF-茁1 诱导的
HTFs生物学行为的影响，本研究进一步考察了 p38 MAPK信

号通路。已知MAPKs信号通路是 CTGF促纤维化重要的胞内

信号转导通路 [15]，p38 MAPK作为主要的MAPK信号通路成

员，抑制 p38 MAPK的激活可抑制 TGF-茁介导的肌成纤维细
胞分化[17]。此外，p38MAPK抑制剂可减轻兔滤过手术后的纤维

化[33]。现有研究证实，CTGF通过 p38 MAPK信号通路诱导视

网膜色素上皮细胞 ARPE-19细胞 ECM的产生[34]。本研究结果

表明，FG-3019抑制了 TGF-茁1诱导的 HTFs中 p38 MAPK信

号通路的活化。为了进一步验证 p38 MAPK信号通路是否介导

FG-3019对 HTFs的影响，本研究使用 p38 MAPK信号通路激

活剂 anisomycin处理 TGF-茁1诱导的 HTFs，发现 anisomycin

逆转了 FG-3019对 TGF-茁1诱导的 HTFs增殖、移行和表型转

化的抑制作用。上述结果说明 FG-3019 部分通过抑制 p38

MAPK信号通路来抑制 TGF-茁1诱导的 HTFs增殖、移行和表

型转化。

综上所述，本次研究首次揭示了 FG-3019通过抑制 p38

MAPK信号通路来抑制 TGF-茁1诱导的 HTFs增殖、移行和表

型转化。因此，FG-3019有望成为治疗 GFS手术后滤过区纤维

化的潜在药物。在后续实验中，本课题组将进一步探索

FG-3019 对青光眼动物模型的治疗作用，从而深入论证

FG-3019的临床应用潜力。
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