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【实验研究】

Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ对人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞转分化的抑制作用△
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薛雨顺

作者简介：李静，女，１９８１年８月出
生，陕西安康人。硕士，主治医师，

陕西省医学会眼科分会青年委员。

主要研究方向为青光眼及眼底病。
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Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢｅｖａｃｉｚｕｍａｂｃａｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ
ｐｒｏｔｅｉｎｏｆｈｕｍａｎＴｅｎｏｎｃａｐｓｕｌｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｐｈｅｎｏｔｙｐｅｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎ．

【关键词】　人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞；Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ；转分化；转化生长因子；青光眼
【摘要】　目的　观察Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（贝伐单抗）对转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＴＧＦ）β２诱导下的人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞转分化的抑制作用，探讨抗新生血管药物抑制青
光眼术后滤过泡瘢痕化的机制。方法　用含体积分数１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖型培

养基对人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞株进行体外常规培养和传代。实验分为空白对照组、ＴＧＦβ２处理组（加入终浓度为１０μｇ·Ｌ
－１

的ＴＧＦβ２ＤＭＥＭ完全培养基）及Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组（加入１０μｇ·Ｌ
－１的ＴＧＦβ２和１．０ｇ·Ｌ

－１的 ＢｅｖａｃｉｚｕｍａｂＤＭＥＭ完全培
养基），置于３７℃、体积分数５％二氧化碳培养箱中培养４８ｈ，并分别应用细胞免疫荧光染色技术和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验检测Ｂｅｖ
ａｃｉｚｕｍａｂ对ＴＧＦβ２刺激下人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）表达的影响。结果　α
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ＳＭＡ蛋白主要表达在细胞质中，免疫荧光染色结果显示ＴＧＦβ２处理组可以见到αＳＭＡ的荧光表达，而Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组α
ＳＭＡ蛋白表达受到抑制。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示空白对照组、ＴＧＦβ２处理组及 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组 αＳＭＡ蛋白相对表达量分
别为０．６３０±０．０３８、１．１３０±０．０７１和０．３４０±０．０３３，Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组αＳＭＡ蛋白相对表达量低于空白对照组和 ＴＧＦβ２处
理组（均为Ｐ＜０．０５）。结论　Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ可明显抑制ＴＧＦβ２诱导下人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞 αＳＭＡ蛋白的表达，抑制成纤维
细胞表型转化。

　　青光眼滤过术仍是我国临床治疗青光眼的主要
手术方式，其机理是通过建立房水外引流通道来降

低眼压，从而达到保护视功能的目的［１］。手术失败

的主要原因是术后术区滤过通道的瘢痕形成，其主

要由术后成纤维细胞的异常增殖、肌成纤维细胞的

收缩以及细胞外基质的合成增多等引起［２］。α平滑
肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）是成纤
维细胞向肌成纤维细胞转分化的特异性标志物，转

化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）β是滤
过泡纤维瘢痕化发生的关键因子，已证实可以诱导

并上调αＳＭＡ的表达［３４］。目前临床发现滤过泡下

注射Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（贝伐单抗）等抗新生血管药物能
有效抑制青光眼术后滤过泡瘢痕化的发生，较好地

维持滤过泡的功能［５６］，但具体作用机制尚不明确，

本实验通过观察 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ对 ＴＧＦβ２诱导的人
Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞 αＳＭＡ蛋白表达的影响，为进
一步进行抗青光眼滤过术后瘢痕化的研究奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　细胞来源　人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞株来源于
陕西省人民医院分子中心细胞库。

１．２　主要试剂与仪器　细胞培养采用美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司的ＤＭＥＭ培养基（高糖型）；体积分数１０％胎牛
血清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ；杭州四季青公司）；二甲
基亚砜（分析纯，美国Ｓｉｇｍａ公司）；倒置相差显微镜
（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＴＧＦβ２（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公
司）；Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ（瑞士罗氏公司）；抗 αＳＭＡ抗体、
羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、Ｃｙ３（英国Ａｂｃａｍ公司）。
１．３　方法
１．３．１　人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞的培养　人 Ｔｅｎｏｎ
囊成纤维细胞株复苏后，用含体积分数１０％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基（高糖型）于二氧化碳恒温培养箱中培
养。当细胞生长至培养瓶底的８０％时即可进行传
代。取３～６代细胞用于实验。
１．３．２　细胞免疫荧光染色检测　收集经 ２．５ｇ·
Ｌ－１胰蛋白酶消化生长良好的细胞制成细胞悬液，调
整细胞密度为５×１０３Ｌ－１接种于９６孔板中，待细胞
充分贴壁，根据实验目的随机分为空白对照组、ＴＧＦ
β２处理组及Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组。空白对照组加入
ＤＭＥＭ完全培养液；ＴＧＦβ２处理组加入含１０μｇ·
Ｌ－１ＴＧＦβ２的ＤＭＥＭ完全培养基；Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预
组加入含１０μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ２和１．０ｇ·Ｌ

－１Ｂｅｖａｃｉ
ｚｕｍａｂ的ＤＭＥＭ完全培养基。置于３７℃、体积分数

５％二氧化碳培养箱中培养４８ｈ；弃去培养基，ＰＢＳ
缓冲液冲洗细胞３次，向每个细胞孔中加入预冷的
１００μＬ甲醇，将９６孔细胞培养板置于 －２０℃冰箱
中固定３０ｍｉｎ；每孔加入１ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液
３０ｍｉｎ；１１００兔抗人 αＳＭＡ单克隆抗体４℃冰箱
孵育过夜，二抗 Ｃｙ３１００μＬ（１２００）羊抗兔 ＩｇＧ室
温下避光孵育４０ｍｉｎ；每孔加入１０ｍｇ·Ｌ－１的ＤＡＰＩ
溶液１００μＬ，室温下避光孵育５ｍｉｎ，对细胞核进行
染色。置于倒置荧光显微镜下以合适波长进行观

察，利用 ＮＩＳＥｌｅｍｅｎｔｓＤ３．２显微照相系统进行拍
照。相同实验重复２次。
１．３．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测　分组同免疫荧光染色
检测，培养４８ｈ后取出细胞，ＲＩＰＡ裂解液法常规提
取细胞总蛋白，行细胞总蛋白的测定，绘制标准品曲

线，根据得出的公式计算样本浓度后行蛋白样品的

变性，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，转膜，封闭，一抗孵育加入
稀释好的抗αＳＭＡ抗体（１１００）、ａｎｔｉＢｅｔａＴｕｂｕｌｉｎ
（１１００）４℃孵育过夜；弃一抗孵育液，用 ＴＢＳＴ溶
液洗膜５次，每次８ｍｉｎ，加入已经稀释好的含辣根
过氧化酶标记的羊抗兔抗体（１１２０００）二抗孵育１
ｈ显色；利用凝胶图像分析软件 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析特
异条带的灰度值。以βＴｕｂｕｌｉｎ作为内参，蛋白表达
强度以各组条带灰度值与 βＴｕｂｕｌｉｎ灰度值的比值
表示。相同实验重复３次。
１．３．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学
分析，实验所得的计量资料均以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示。统计方法为单因素方差分析，多个样本两
两比较用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　细胞免疫荧光染色检测结果　细胞免疫荧光
染色结果显示，空白对照组只可见到被ＤＡＰＩ染为蓝
色的细胞核结构（图１Ａ）；ＴＧＦβ２处理组可以见到
αＳＭＡ有荧光表达，且 αＳＭＡ表达在细胞质中（图
１Ｂ）；Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组可见 αＳＭＡ荧光表达受到
抑制（图１Ｃ）。
２．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结
果显示，αＳＭＡ在空白对照组（０．６３０±０．０３８）和
ＴＧＦβ２处理组（１．１３０±０．０７１）均有表达，且ＴＧＦβ２
能够上调 αＳＭＡ的表达；Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组 α
ＳＭＡ蛋白表达明显受到抑制（０．３４０±０．０３３），α
ＳＭＡ在３组间的表达存在差异（Ｆ＝３７４．２６２，Ｐ＝
００００）。Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验显示３组间两两比较差异均
具有统计学意义（均为Ｐ＜００５，图２）。
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Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）．Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｕｎｄｅｒｂｌｕｅｌｉｇｈｔ，ｎｏｃｙｔｏｐｌａｓｍｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｔｕｎｄｅｒｒｅｄｌｉｇｈｔ；Ｂ：ＴＧＦβ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｏｆαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｃ：Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｗａｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ　各组免疫荧光染色结果（×２００）。Ａ：空白对照组，可见蓝色光下细胞核
染色，红光下细胞质未见荧光；Ｂ：ＴＧＦβ２处理组，可见细胞质中的αＳＭＡ蛋白的红色荧光表达；Ｃ：Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ干预组，可见细胞质中的α
ＳＭＡ蛋白表达受到抑制

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＢｅｖａｃｉｚｕｍａｂｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ
ｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎ
Ｔｅｎｏｎ’ｓｃａｐｓｕｌｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果示 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍ
ａｂ干预组可明显抑制人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞上 αＳＭＡ蛋白的
表达

３　讨论

青光眼滤过术后滤过通道的瘢痕化，其实质是

机体对于创伤的一种修复应答，过程涉及细胞因子

的合成和释放，成纤维细胞和炎症反应细胞的活化、

增殖、迁移和细胞表型的转化以及细胞外基质的合

成和降解等［７］。已有研究表明，整个病理过程的细

胞基础是成纤维细胞，核心的细胞因子是 ＴＧＦ
β［８１０］。ＴＧＦβ不仅诱导青光眼术后滤泡区成纤维
细胞的迁移、增殖、纤维化，同时还可以趋化结缔组

织生长因子、白细胞介素６等下游因子的进一步表
达，促进炎症反应，启动细胞外基质的重塑［１１１２］，从

而导致瘢痕形成，同时还与眼内多种纤维化疾病，如

翼状胬肉、白内障、增殖性玻璃体视网膜病变等的发

生密切相关［１３１４］。

有研究显示［１５］，成纤维细胞转化为表达 αＳＭＡ
为特征的肌成纤维细胞是青光眼术后结膜下瘢痕形

成的重要因素。在以ＴＧＦβ为代表的多种细胞因子
的刺激下，成纤维细胞转化为兼有成纤维细胞和平

滑肌细胞两者特征的非典型的成纤维细胞———肌成

纤维细胞，增殖活跃和分泌胶原的能力增强，促纤维

化因子及细胞外基质沉积增多［１５］，从而导致瘢痕的

形成。故调节肌成纤维细胞的转化已经成为抑制术

后瘢痕化的一种有效手段［１６］。

目前临床上对抗青光眼术后滤过泡瘢痕化的方

法多集中在术中使用抗代谢药物，如５氟尿嘧啶、丝
裂霉素 Ｃ等来抑制结膜下成纤维细胞的生长和分
化，以及术后使用糖皮质激素［１７］。虽然上述药物可

以不同程度地提高青光眼术后滤过泡的滤过率，减

少术后炎症和瘢痕的形成，但都有其明显的毒副作

用，如抗代谢药物可以导致滤过泡过分囊样变、滤过

泡的渗漏、术后低眼压、眼表的损害，严重者可导致

眼内炎的发生；而长期局部使用糖皮质激素可能造

成眼压升高导致视野和视神经的进一步损害［１８］等。

故选择更加安全和有效的抑制滤过泡过度瘢痕化的

方法是青光眼手术研究的热点。

Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ等抗新生血管药物已被广泛应用
于治疗各类新生血管性眼病，近几年研究表明其对

青光眼术后瘢痕化有明显的抑制作用，可以良好地

维持滤过泡的功能及面积［５，１９２０］，但作用机制尚不明

确。谢冰等［３］认为ＴＧＦβ诱导人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细
胞αＳＭＡ蛋白表达的最佳时间是４８ｈ，最佳浓度是
１０ μｇ· Ｌ－１。本 实 验 选 用 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ 对
１０μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ２诱导人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞４８
ｈαＳＭＡ蛋白表达的抑制情况，观察抗新生血管药
物抑制人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞转分化的作用，结果
显示ＴＧＦβ２能够上调 αＳＭＡ蛋白的表达，而 Ｂｅｖ
ａｃｉｚｕｍａｂ可以明显抑制人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞 α
ＳＭＡ蛋白的表达。Ｐａｒｋ等［２１］发现血管内皮生长因

子可以促进 ＴＧＦ的表达，促进纤维化，而 ＴＧＦ反过
来又可以促进细胞上调血管内皮生长因子的表达，

两者互相作用，从而形成以新生血管为支架，辅以细

胞外基质的过度增生、沉积，最终导致纤维化和瘢痕

形成。Ｍｅｍａｒｚａｄｅｈ等［２２］应用Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ对兔的滤
过泡瘢痕化进行了研究，发现 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ能调节炎
症信号通路。故推测 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ提高青光眼眼外
滤过手术成功率的原因可能是由于其抑制了巩膜瓣

下及结膜下伤口的新生血管的形成和直接抑制炎症
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反应两条途径来实现的。国内也有学者发现了 Ｂｅｖ
ａｃｉｚｕｍａｂ可以抑制鼠肝脏星形细胞中的 αＳＭＡ和
ＴＧＦ的表达［２３］，抑制肝纤维化的发生，与本研究结

论相符。本实验的不足是未检测 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ的最
佳作用浓度和作用时间，另外 Ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ信号通路
的抑制机制也有待于后续研究。
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《眼科新进展》杂志征订启事
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