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青蒿琥酯对人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞增殖与凋亡的影响
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【中图分类号】　Ｒ７７５．９
【关键词】　青蒿琥酯；人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞；细胞增殖；细胞凋亡；青光眼
【摘要】　目的　观察青蒿琥酯（ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ，Ａｒｔ）对人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维（ｈｕｍａｎＴｅｎｏｎ’ｓｃａｐ
ｓｕｌｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＴＦｓ）细胞增殖与凋亡的影响，探讨青光眼术后滤过泡瘢痕化的治疗对策。
方法　体外培养ＨＴＦｓ细胞，应用不同浓度（５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、
２００μｇ·ｍＬ－１）的Ａｒｔ处理细胞，采用 ＭＴＴ法检测 Ａｒｔ对细胞增殖的影响，流式细胞仪检
测Ａｒｔ对细胞凋亡的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａｒｔ对凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２表达的影响。
结果　Ａｒｔ作用细胞４８ｈ后，ＭＴＴ结果显示：与空白对照组比较，不同浓度的Ａｒｔ处理组对
ＨＴＦｓ细胞的增殖均有抑制作用，且呈浓度依赖性抑制（均为Ｐ＜０．０５）。流式细胞仪结果
显示：与空白对照组比较，５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１Ａｒｔ

作用后细胞凋亡率逐渐增加（均为Ｐ＜０．０５），分别为８．８０％±０．８８％、１１．６０％±０．５６％、１６．３０％±１．０３％、２３．４０％±１．６２％。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与空白对照组比较，不同浓度Ａｒｔ处理组 Ｂａｘ蛋白表达明显增加，Ｂｃｌ２蛋白表达明显降低，且均呈
浓度依赖性（均为Ｐ＜０．０５）。结论　Ａｒｔ可抑制ＨＴＦｓ细胞增殖并诱导其凋亡，其机制可能是通过调节凋亡相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
的表达而实现的。Ａｒｔ可能成为一种潜在的抗青光眼术后滤过泡瘢痕化的药物。

　　青光眼现已成为世界第一位的不可逆性致盲性
眼病［１］。目前青光眼滤过术仍是临床上治疗青光眼

的主要手术方式。青光眼术后滤过区瘢痕的形成将

直接导致手术的失败，其主要是由于术后成纤维细

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］。青蒿琥酯（ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ，Ａｒｔ）

是青蒿素的衍生物，以往研究表明其具有治疗瘢痕

及纤维化疾病的作用［３］，这为进一步研究其防治青

光眼滤过手术区瘢痕的形成提供了有益的启示。本

研究观察 Ａｒｔ对人 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维（ｈｕｍａｎＴｅｎｏｎ’ｓ
ｃａｐｓｕｌｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＴＦｓ）细胞增殖与凋亡的影响，为
探讨其作为青光眼滤过术后抗瘢痕形成的药物提供
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依据。

１　材料与方法

１．１　细胞来源　ＨＴＦｓ购于中国医学科学院基础医
学研究所细胞中心。

１．２　主要试剂与仪器　Ａｒｔ（纯度 ＞９９％，中国桂林
南药股份公司）；ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清（美国
Ｈｙｃｌｏｎ公司）；胰蛋白酶、二甲基亚砜（美国Ｓｉｇｍａ公
司）；ＭＴＴ试剂盒（中国南京凯基生物有限公司）；细
胞培养箱、ＥＣＬ显色试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；全
波长多功能酶标仪（美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ｇｕａｖａ
ＥａｓｙＣｙｔｅ流式细胞仪、ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ７ＡＡＤ凋亡试剂
盒（德国ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；Ｂａｘ、Ｂｃｌ２兔抗人单
克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔及抗鼠

ＩｇＧ单抗（美国 ＣＳＴ公司）；βａｃｔｉｎ鼠抗人单克隆抗
体（中国碧云天生物技术研究所）；ＢＣＡ蛋白定量试
剂（中国北京康为世纪生物科技有限公司）；凝胶成

像系统（美国Ｂｉｏｒａｄ公司）。
１．３　方法
１．３．１　ＨＴＦｓ细胞的培养　将细胞培养在含体积分
数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基中，置于含体
积分数５％二氧化碳的３７℃恒温培养箱中培养。及
时换液处理，当细胞生长至培养瓶底的８０％时给予
２５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化并传代。取３～６代细胞用
于实验。

１．３．２　ＭＴＴ法检测 ＨＴＦｓ细胞增殖　将处于对数
生长期的ＨＴＦｓ细胞消化计数后接种于９６孔板，实
验分为空白对照组、Ａｒｔ处理组（５０μｇ·ｍＬ－１、１００
μｇ·ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１），同时设
置调零孔，每组每种细胞均设３个复孔，于３７℃、含
体积分数５％二氧化碳培养箱中培养２４ｈ，换用含体
积分数１％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基饥饿培养 １２
ｈ。空白对照组继续加入含体积分数１％胎牛血清的
ＤＭＥＭ高糖培养基，Ａｒｔ处理组按照规定的浓度加
药。４８ｈ后，每孔加入５ｇ·Ｌ－１的 ＭＴＴ２０μＬ，继续
培养４ｈ，吸弃培养液，每孔加入 １５０μＬ二甲基亚
砜，振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，采用酶标仪测
定各孔于５６０ｎｍ波长下的吸光度（Ａ）值。计算 Ａｒｔ
对ＨＴＦｓ细胞的生长抑制率，即生长抑制率＝（１－处
理组Ａ／对照组Ａ）×１００％。
１．３．３　流式细胞仪检测 ＨＴＦｓ细胞凋亡　细胞培
养和实验分组同 ＭＴＴ法，空白对照组和 Ａｒｔ处理组
（５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、２００
μｇ·ｍＬ－１）细胞培养４８ｈ后，用２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白
酶消化细胞，ＰＢＳ洗涤 ２次，制备受试样品细胞悬
液。按说明书加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ７ＡＡＤ凋亡试剂盒
中的试剂，避光，于室温静置反应２０ｍｉｎ后行流式细
胞仪检测。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＴＦｓ细胞凋亡相关蛋白
的表达　细胞培养和实验分组同 ＭＴＴ法，空白对照

组和Ａｒｔ处理组（５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、１５０
μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）细胞培养４８ｈ后，收集各
组细胞，置冰上裂解并提取总蛋白，采用 ＢＣＡ法进
行蛋白定量。取等量的上样蛋白加入 ＳＤＳ凝胶中，
电泳，电转印至ＰＶＤＦ膜上，待脱脂奶粉液封闭漂洗
后，加入相应一抗（Ｂａｘ、Ｂｃｌ２兔抗人单克隆抗体，β
ａｃｔｉｎ鼠抗人单克隆抗体），４℃孵育过夜，第２天漂
洗后用山羊抗兔及抗鼠辣根过氧化物抗体３７℃孵
育１ｈ，洗膜，ＥＣＬ显色，凝胶成像系统拍照，ＩｍａｇＪ软
件测量蛋白条带灰度值，以 βａｃｔｉｎ作为内参，分析
目的蛋白的相对含量。

１．４　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学
分析，结果以 珋ｘ±ｓ表示，计量资料比较采用ｔ检验，Ｐ
＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ａｒｔ对ＨＴＦｓ细胞增殖的影响　ＭＴＴ法检测结
果示：Ａｒｔ处理组（５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、１５０
μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）的 Ａ值与空白对照组相
比，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；不同浓度
Ａｒｔ组间差异亦均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５；见
表１）。Ａｒｔ对ＨＴＦｓ细胞增殖呈浓度依赖性抑制，Ａｒｔ
的浓度越高，对ＨＴＦｓ细胞的抑制率越高。
表１　Ａｒｔ对ＨＴＦｓ细胞增殖的影响 （珋ｘ±ｓ）
组别 Ａ值 抑制率／％
空白对照组 ０．１８４±０．００５ －
Ａｒｔ处理组
　　５０μｇ·ｍＬ－１ ０．１６５±０．００２ １０．３±０．６
　　１００μｇ·ｍＬ－１ ０．１２９±０．００４ ２９．９±１．１
　　１５０μｇ·ｍＬ－１ ０．０８４±０．００２ ５４．３±１．０
　　２００μｇ·ｍＬ－１ ０．０３９±０．００３ ７８．８±１．３

注：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．２　Ａｒｔ对ＨＴＦｓ细胞凋亡的影响　流式细胞仪检
测结果示：Ａｒｔ处理组（５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·
ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）ＨＴＦｓ细胞总
凋亡率与空白对照组相比，差异均有统计学意义（均

为Ｐ＜０．０１）；不同浓度 Ａｒｔ组间差异亦均有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５；见表２、图１）。随着Ａｒｔ浓度的
增加，ＨＴＦｓ细胞凋亡率显著增加。
表２　Ａｒｔ对ＨＴＦｓ细胞凋亡的影响 （珋ｘ±ｓ）
组别 总凋亡率／％ Ｐ值
空白对照组 ５．４０±０．６２
Ａｒｔ处理组
　　５０μｇ·ｍＬ－１ ８．８０±０．８８ ０．００５
　　１００μｇ·ｍＬ－１ １１．６０±０．５６ ０．０００
　　１５０μｇ·ｍＬ－１ １６．３０±１．０３ ０．０００
　　２００μｇ·ｍＬ－１ ２３．４０±１．６２ ０．０００

注：Ｐ值为与空白对照组相比的结果

２．３　Ａｒｔ对ＨＴＦｓ细胞凋亡相关蛋白 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２
表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果示：与空白对照
组相比较，Ａｒｔ处理组（５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·
ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）ＨＴＦｓ细胞中
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Ｂａｘ蛋白的相对表达量均明显增多（均为Ｐ＜００１）；
Ｂｃｌ２蛋白的相对表达量均明显减少（均为 Ｐ＜
００１）；且随着 Ａｒｔ浓度的增加，Ｂａｘ的表达显著增

加，Ｂｃｌ２的表达显著减少（均为Ｐ＜０．０５；见表３、图
２）。故推测ＨＴＦｓ细胞Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达受Ａｒｔ浓
度的影响。

图１　流式细胞仪检测ＨＴＦｓ细胞凋亡率

表３　Ａｒｔ对 ＨＴＦｓ细胞中凋亡相关蛋白 Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２相对表达量的影响 （珋ｘ±ｓ）
组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ２
空白对照组 ０．０９８±０．００６ １．１２２±０．１２８
Ａｒｔ处理组
　　５０μｇ·ｍＬ－１ ０．２９２±０．００５ ０．８９８±０．１０４

　　１００μｇ·ｍＬ－１ ０．５６４±０．０１５ ０．４３０±０．１１０

　　１５０μｇ·ｍＬ－１ ０．７８２±０．０３２ ０．３１８±０．０５８

　　２００μｇ·ｍＬ－１ ０．９４２±０．０２１ ０．１６１±０．０６２

注：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的表达

３　讨论

抗青光眼的滤过手术是目前青光眼的主要治疗

手段，滤过泡的纤维瘢痕化是手术失败的主要原因。

针对青光眼滤过手术后滤过泡的瘢痕化，临床工作

者进行了多种多样的尝试。抗滤过泡瘢痕化的药物

研究扩展到多方面，如免疫抑制剂、生物制剂等［４７］，

各类新药在安全性与有效性之间无法达到平衡。目

前临床上对抗滤过泡瘢痕化的方法仍多采用术中抗

代谢药物的局部浸润及术后糖皮质激素的应用，但

其远期效果欠佳且并发症较多，例如结膜和角膜上

皮毒性、薄壁或囊泡状滤过泡、滤过泡渗漏、滤过泡

感染、持续性低眼压、浅前房等。

青蒿素是我国科研人员于１９７２年从菊科植物
黄花蒿叶中分离提取得到的具有过氧桥结构的倍半

萜内酯化合物［８］。因其毒性低、抗疟疾作用强，临床

主要用于治疗疟疾，Ａｒｔ是其衍生物。随着对青蒿素
及其衍生物研究的不断深入，人们发现其除传统的

抗疟疾作用外，还具有多种其他药理作用：抗炎、抗

病毒、抗纤维化、抗寄生虫、抗肿瘤、抗孕、抗瘢痕

等［９１１］。作为新型抗纤维化药物，其对肺、肝、肾脏

的作用已得到广泛研究［１２１６］。

青光眼滤过术后成纤维细胞的大量增生和转

化，伴随着Ⅰ型胶原的合成和分泌增加，导致瘢痕的
形成［２］。因此通过抑制成纤维细胞的增生，可以达

到抑制滤过泡瘢痕形成的目的。本研究选取 Ａｒｔ作
用于体外培养的 ＨＴＦｓ细胞，观察 Ａｒｔ对 ＨＴＦｓ细胞
增殖与凋亡的影响。ＭＴＴ法检测结果显示：５０～２００
μｇ·ｍＬ－１的Ａｒｔ对ＨＴＦｓ细胞增殖有抑制作用，且其
抑制作用呈浓度依赖性（均为 Ｐ＜０．０５）。迟寅秀
等［１０］研究发现 Ａｒｔ对肿瘤细胞的增殖有抑制作用，
且呈浓度依赖性，本研究结果与其相似，Ａｒｔ的浓度
越高，对ＨＴＦｓ细胞的抑制率越高。流式细胞仪检测
结果显示：与空白对照组相比较，Ａｒｔ处理组（５０
μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·
ｍＬ－１）的ＨＴＦｓ细胞凋亡率均明显增加，且随着 Ａｒｔ
浓度的增加，凋亡率显著增加（均为Ｐ＜０．０１）。Ｂａｘ
和Ｂｃｌ２蛋白是两个重要的凋亡相关蛋白，前者促进
细胞凋亡，后者抑制细胞凋亡［１７１８］。ＬＩＮＤＳＴＥＮ
等［１７］研究发现，如果没有 Ｂａｘ的参与，则无法启动
细胞凋亡，由此可见 Ｂａｘ在细胞凋亡中发挥着巨大
的作用。本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测凋亡相
关蛋白Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的表达，结果表明：与空白对照
组相比较，Ａｒｔ处理组（５０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·
ｍＬ－１、１５０μｇ·ｍＬ－１、２００μｇ·ｍＬ－１）促进细胞凋亡
的相关蛋白 Ｂａｘ的相对表达明显增多（均为 Ｐ＜
００１），抑制细胞凋亡的相关蛋白 Ｂｃｌ２的相对表达
量明显减少（均为 Ｐ＜０．０１）；且 ＨＴＦｓ细胞 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２蛋白表达受 Ａｒｔ浓度的影响，随着 Ａｒｔ浓度的
增加，Ｂａｘ的表达显著增加，Ｂｃｌ２的表达显著减少。

·５２５·眼 科新进展　２０１７年６月　第３７卷　第６期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．６Ｊｕｎｅ２０１７ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



朱奔奔等［１９］报道了Ａｒｔ对人胃腺癌细胞有诱导凋亡
的作用，且随 Ａｒｔ浓度增高细胞凋亡率逐渐升高，
Ｂｃｌ２蛋白表达逐渐降低，Ｂａｘ蛋白表达逐渐增高，本
研究的实验结果与其不谋而合。故推测 Ａｒｔ诱导
ＨＴＦｓ细胞的凋亡，其机制可能是通过调控 Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２的表达而实现的，且随药物浓度的增加，其对
凋亡相关蛋白表达的调控作用也明显增强。

综上，本研究显示 Ａｒｔ呈浓度依赖性地抑制
ＨＴＦｓ细胞的增殖，其作用机制可能是通过调节凋亡
相关蛋白 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表达诱导 ＨＴＦｓ细胞的凋
亡，从而抑制其增殖实现的。因此Ａｒｔ极有可能成为
预防和治疗青光眼滤过手术后滤过道纤维瘢痕化的

新途径。但Ａｒｔ通过何种信号通路发挥作用等方面
还需做进一步的研究。本实验为体外实验，条件易

于控制，与机体内环境有一定差异，Ａｒｔ在体内的生
物活性有待进一步证实。此外，Ａｒｔ应用的最佳作用
浓度、最佳作用时间等仍有待进一步探讨。
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