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【摘要】　目的　评价橙皮苷对体外培养人翼状胬肉成纤维细胞（ｈｕｍａｎｐｔｅｒｙｇｉｕｍｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｓ，ＨＰＦ）增生的抑制作用，对照观察丝裂霉素Ｃ（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ，ＭＭＣ）对ＨＰＦ的影响，寻
找治疗及预防翼状胬肉复发的中医中药方法。方法　将人翼状胬肉新鲜组织剪碎后进行
体外贴壁细胞常规培养及传代，并采用波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）免疫细胞化学染色及 ＤＡＰＩ染
色对ＨＰＦ进行鉴定。用２４μｍｏｌ·Ｌ－１、４８μｍｏｌ·Ｌ－１、６４μｍｏｌ·Ｌ－１、７２μｍｏｌ·Ｌ－１、９６
μｍｏｌ·Ｌ－１、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷及 １．５μｍｏｌ·Ｌ－１、７．５μｍｏｌ·Ｌ－１、３０．０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＭＭＣ作用于第３代ＨＰＦ，２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后采用ＭＴＴ法检测细胞的增生抑制率，并筛选合
适的浓度梯度及时间进行细胞凋亡检测，采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果　根据
ＭＴＴ法检测细胞增生抑制率的结果，选用７２μｍｏｌ·Ｌ－１及４８μｍｏｌ·Ｌ－１的橙皮苷作为实
验组，将７．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＭＣ作为 ＭＭＣ标准对照组，无处理细胞作为空白对照组，培养
４８ｈ后流式细胞仪检测ＨＰＦ的凋亡率。结果显示，７２μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷组、４８μｍｏｌ·Ｌ－１

橙皮苷组、７．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＭＣ标准对照组及空白对照组的细胞凋亡率分别为（４１．１０±
１．０４）％、（２４．９７±３．７０）％、（４８．６０±６．９４）％及（９．２０±４６７）％，各组间 ＨＰＦ凋亡率整
体存在差异（Ｆ＝４３．５８１，Ｐ＜０．００１），两两比较结果显示，除 ７２μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷组与
ＭＭＣ标准对照组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）外，其余组间两两相比差异均有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　７２μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷在抑制 ＨＰＦ生长方面有着与 ＭＭＣ等
同的效果，主要是通过促进ＨＰＦ凋亡进而抑制ＨＰＦ的增生。
【关键词】　橙皮苷；人翼状胬肉成纤维细胞；丝裂霉素Ｃ；细胞增生
【中图分类号】　Ｒ７７７．３

　　翼状胬肉是结膜纤维组织异常增生并侵及角膜
的一种眼表疾病，多见于户外工作的人群［１２］。角膜

缘干细胞屏障对异常增生的结膜纤维组织具有抑制

作用，若角膜缘干细胞发生损害，人翼状胬肉成纤维

细胞（ｈｕｍａｎｐｔｅｒｙｇｉｕｍｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＰＦ）增生与凋亡
平衡机制将会被打破而导致翼状胬肉侵及角膜［３４］。

丝裂霉素Ｃ（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎＣ，ＭＭＣ）可通过抑制ＤＮＡ的
合成抑制ＨＰＦ的增生［５］。但 ＭＭＣ容易引起角膜溶
解、巩膜溶解及干眼等并发症［６］。有研究表明，橙皮

苷可通过抑制细胞周期从而阻断癌细胞的增生［７］，

本研究就橙皮苷对ＨＰＦ的增生周期是否具有抑制作
用进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本获取　原发性翼状胬肉患者３０例，男、
女各１５例，年龄３０～６０岁，于手术室无菌条件下取
翼状胬肉组织进行原代及传代培养。术前所有患者

均签署手术知情同意书。纳入标准：（１）按翼状胬肉
诊断标准确诊的原发性翼状胬肉；（２）翼状胬肉头端
侵入角膜２．５～３．５ｍｍ。排除标准：（１）复发及假性
翼状胬肉；（２）翼状胬肉伴有其他结膜疾病；（３）既
往有眼部手术史；（４）有活动性眼部炎症性病变。
１．１．２　主要试剂和仪器　１６４０基础培养基、胎牛血

清、胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），抗青链霉素（北京
索莱宝科技有限公司），免疫荧光试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物技术有
限公司），共聚焦显微镜（美国蔡司 ８８０），ＭＴＴ、ＤＭ
ＳＯ、酶标仪、橙皮苷（成都德瑞克公司），细胞周期检
测试剂盒（美国 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司），ＭＭＣ针剂
（北京百奥莱博科技有限公司），流式细胞仪（美国

ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ公司），倒置荧光显微镜（日本 Ｏ
ＬＹＭＰＵＳＩＸ７１）。
１．２　方法
１．２．１　原代细胞的培养　无菌条件下取原发性翼
状胬肉组织置于冰上，ＰＢＳ冲洗２～３次，将组织中
血细胞尽量冲洗干净。再将胬肉组织剪成约 ０．５
ｍｍ×０．５ｍｍ×０．５ｍｍ大小，接种于斜口培养瓶中，
组织块之间间隔０．５ｃｍ，加入含体积分数１２％胎牛
血清的１６４０培养基至刚好没过组织块，２～３ｄ后可
见长梭形细胞从组织块边缘爬出，大约１周后可长
满培养瓶，胰蛋白酶消化后传代。以后细胞每２ｄ换
１次液，每 ４～６ｄ可传 １代，取第 ３代细胞进行
实验。

１．２．２　细胞的鉴别　将直径为１．５ｃｍ无菌圆形玻
片置于６孔板底部，取对数生长期细胞接种于６孔
板中，每孔２ｍＬ，接种密度为１０×１０６个·Ｌ－１。待
细胞长满圆形玻片后用 ＰＢＳ液轻柔冲洗玻片，将细

·６２· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０２０年１月　第４０卷　第１期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．４０Ｎｏ．１Ｊａｎｕａｒｙ２０２０



胞爬片放入－２０℃冰甲醇中固定５ｍｉｎ，用含体积分
数０．１％Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳ清洗两次，加入 ５００μＬ
ｂｌｏｃｋｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（含体积分数２％牛血清白蛋白和体积
分数 ０．１％Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳ）室温摇匀后静置 ３０
ｍｉｎ，再用鼠来源波形蛋白抗体试剂盒及免疫荧光试
剂盒抗小鼠 ＦＩＴＣ对细胞进行染色，在共聚焦显微
镜下以４９２ｎｍ波长进行激发，用 ＤＡＰＩ对细胞核进
行染色，以３５８ｎｍ波长进行激发，观察细胞形态。
１．２．３　ＭＴＴ检测细胞增生　取对数生长期细胞按
３０×１０６个·Ｌ－１接种于９６孔板中，每孔加入细胞悬
液１００μＬ，每板均设有空白对照组、无处理细胞对照
组、３个不同浓度 ＭＭＣ对照组（１．５μｍｏｌ·Ｌ－１、７．５
μｍｏｌ·Ｌ－１、３０．０μｍｏｌ·Ｌ－１）及６个橙皮苷浓度组
（２４μｍｏｌ·Ｌ－１、４８μｍｏｌ·Ｌ－１、６４μｍｏｌ·Ｌ－１、７２
μｍｏｌ·Ｌ－１、９６μｍｏｌ·Ｌ－１、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１）。每组
设５个复孔，待细胞贴壁后更换含体积分数１２％胎
牛血清的１６４０培养基培养１２ｈ，按组别不同分别处
理细胞，培养 ２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，每孔加入 ２０μＬ
ＭＴＴ继续培养４ｈ，吸除混合液，每孔再加入１５０μＬ
ＤＭＳＯ，避光低速震荡１０ｍｉｎ后酶标仪５７０ｎｍ波长
检测吸光度（Ａ）值，根据公式：细胞增生抑制率 ＝
［１－（加药组 Ａ值 －空白对照组 Ａ值）／（细胞对照
组Ａ值－空白对照组Ａ值）］×１００％。
１．２．４　流式细胞仪检测细胞凋亡　取对数生长期
细胞按５０×１０６个·Ｌ－１接种于６孔板中，每孔加入
细胞悬液２ｍＬ，待细胞贴壁后更换含体积分数１２％

胎牛血清的１６４０培养基培养１２ｈ，随机分为空白对
照组、ＭＭＣ标准对照组、橙皮苷组，空白对照组不作
处理，ＭＭＣ标准对照组和橙皮苷组分别加入 ７．５
μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＭＣ和７２μｍｏｌ·Ｌ－１、４８μｍｏｌ·Ｌ－１橙
皮苷，各组均培养４８ｈ后吸除培养液，ＰＢＳ液清洗２
次，将细胞消化后１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ重
复清洗细胞２遍，取５０×１０３个细胞离心，加入１９５
μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液重悬细胞，加入５μＬＡｎ
ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ充分摇匀室温避光 １５ｍｉｎ后加入 １０
μＬ碘化丙啶（ＰＩ）染色液，流式细胞仪检测，每组设３
个复孔。

１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件处理数
据。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间均值的比较使用
单因素方差分析，多组间相应指标的两两比较采用

ＬＳＤ法，不同时间测量的计量资料采用重复测量方
差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　细胞的鉴别　原代细胞进行培养，传代（图
１）。波形蛋白为细胞的骨架蛋白，鼠来源波形蛋白
抗体对ＨＰＦ波形蛋白染色呈阳性，在共聚焦显微镜
下显色为荧光绿，细胞呈纺锤形、长梭形或星形扁平

状结构；ＤＡＰＩ可穿透细胞膜与细胞核中 ＤＮＡ双链
结合，在共聚焦显微镜下呈蓝色卵圆形，符合ＨＰＦ形
态结构（图２）。

图１　倒置相差显微镜下原代及传代细胞。Ａ：原代细胞（×４０）；Ｂ：第１代细胞（×２００）；Ｃ：第２代细胞（×１００）；Ｄ：第３代细胞（×１００）

图２　免疫荧光染色鉴定ＨＰＦ（共聚焦显微镜）。Ａ：ＨＰＦ呈Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达；Ｂ：细胞核ＤＡＰＩ染色呈阳性表达；Ｃ：细胞骨架和细胞核染共同
显色
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２．２　橙皮苷对ＨＰＦ增生的抑制　橙皮苷对ＨＰＦ的
增生抑制率随橙皮苷浓度增加而增加（Ｐ＜０．０１），橙
皮苷对 ＨＰＦ的增生抑制率随时间先增加后降低
（Ｐ＜０．０１），时间与浓度间无交互效应（Ｐ＞０．０５）。
见表１。

在ＭＭＣ对照组中，ＭＭＣ对 ＨＰＦ的增生抑制率
随ＭＭＣ浓度增加而增加（Ｐ＜０００１），ＭＭＣ对 ＨＰＦ
的增生抑制率随时间延长逐渐增加（Ｐ＜０．００１），
ＭＭＣ浓度与时间之间存在交互作用（Ｐ＜０．０１）（见
表２）。通过细胞增生抑制率的初筛，后续实验药物
作用时间选择４８ｈ，橙皮苷浓度选择４８μｍｏｌ·Ｌ－１

及７２μｍｏｌ·Ｌ－１，ＭＭＣ浓度选择７．５μｍｏｌ·Ｌ－１。

表１　橙皮苷对ＨＰＦ的增生抑制率 （珋ｘ±ｓ）

橙皮苷浓度
增生抑制率／％

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
２４μｍｏｌ·Ｌ－１ ９．９１±１．３１ ３１．７８±４．３４ １４．５１±３．４３
４８μｍｏｌ·Ｌ－１ １７．８０±１．８７ ４５．５８±２．４９ ２０．８１±３．０９
６４μｍｏｌ·Ｌ－１ ３３．６２±１３．３１ ５１．８２±０．７１ ２７．２４±１．３５
７２μｍｏｌ·Ｌ－１ ３５．０３±４．７３ ６９．４４±２．７４ ５１．７０±１．０９
９６μｍｏｌ·Ｌ－１ ３９．９８±１．５５ ７８．３１±０．６７ ６４．００±４．９９
１２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ４４．８７±１．１４ ８１．８３±０．５７ ６７．０９±０．６２

注：浓度效应：Ｆ＝２２０．１９２，Ｐ＝０．００２；时间效应：Ｆ＝９４．６４８，Ｐ＝
０００５；浓度与时间交互效应：Ｆ＝９．８３５，Ｐ＝０．０６２

表２　ＭＭＣ对ＨＰＦ的增生抑制率 （珋ｘ±ｓ）

ＭＭＣ浓度
增生抑制率／％

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

１．５μｍｏｌ·Ｌ－１ １２．８５±１．７１ ３９．５５±１．３３ ５４．７１±３．５９

７．５μｍｏｌ·Ｌ－１ ２６．３５±２．７２ ７２．５７±３．２３ ８４．４５±１．３５

３０．０μｍｏｌ·Ｌ－１ ４８．７０±１．８３ ８４．８２±０．８６ ９０．０４±０．９０

注：浓度效应：Ｆ＝３１７．６６０，Ｐ＜０．００１；时间效应：Ｆ＝１１７３．２１８，Ｐ＜
０００１；浓度与时间交互效应：Ｆ＝１９２．４９１，Ｐ＝０．００１

２．３　橙皮苷对细胞凋亡的诱导作用　依据以上实
验结果，选用７２μｍｏｌ·Ｌ－１、４８μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷
为实验组，７．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＭＣ作为 ＭＭＣ标准对
照组，无处理细胞作为空白对照组，均作用于细胞

４８ｈ，流式细胞仪检测结果显示，７２μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮
苷组、４８μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷组、７．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＭＣ
标准对照组及空白对照组的细胞凋亡率分别为

（４１．１０±１．０４）％、（２４．９７±３．７０）％、（４８．６０±
６９４）％及（９．２０±４６７）％，各组间 ＨＰＦ凋亡率整
体存在差异（Ｆ＝４３５８１，Ｐ＜０．００１），两两比较结果
显示，除７２μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷组与 ＭＭＣ标准对照
组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）外，其余组间两
两相比差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）
（图３）。

图３　流式细胞仪检测的细胞凋亡率。Ａ：空白对照组；Ｂ：７２μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷组；Ｃ：４８μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷组；Ｄ：ＭＭＣ标准对照组

３　讨论

翼状胬肉的发病机制类似于肿瘤，其表皮细胞

的活性十分高，增生速度快［８］。陈等［９］在观察

翼状胬肉复发与病理组织变化的关系中发现，复发

翼状胬肉的组织病理学变化多表现为细胞增生。翼

状胬肉传统手术切除的复发率相当高，国外报道的

复发率为 ２４％ ～８９％［１０］，国内报道的为 ２０％ ～
７０％［１１］。为抑制翼状胬肉复发，很多学者进行了研

究，有学者提出了羊膜移植以及带角膜缘干细胞的

自体结膜移植等改良手术方法［１２１３］，或联合激素或

抗代谢药物进行辅助治疗等，虽然均有效降低了翼

状胬肉的术后复发率，但改良手术对正常的眼表组

织有一定的损伤，激素或抗代谢药物对眼表的毒性

作用较强。临床上较常用的 ＭＭＣ是一种抗代谢的
药物，其可有效抑制细胞 ＤＮＡ的复制，同时还具有

细胞杀伤作用［１４］。

现今，寻找一种既能抑制翼状胬肉复发，又对眼

表组织无毒副作用的药物至关重要。橙皮苷是橙皮

素与芸香糖形成的糖苷，为二氢黄酮衍生物。橙皮

苷是柑橘果肉和果皮的重要成分，其含量可达柑桔

幼果鲜重的１．４％［１５］，赣南脐橙产量富足，因此也可

作为获取橙皮苷的主要原料。因橙皮苷在植物药中

分布较为广泛，其药理活性的研究一直受到人们的

广泛关注，且在中药新药的创制和研发中，橙皮苷常

被选为指标成分而用于定性和定量研究。橙皮苷提

取物天然无毒，有着广泛的药学性质和医学应用。

橙皮苷具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、抑制前列腺素合

成、调节药物代谢酶活性等多种生物学作用［１６１７］。

目前，橙皮苷抗肿瘤作用已受到广泛关注，橙皮苷能

抑制多种癌细胞的增生分化。罗晓婷等［１８］研究赣

南脐橙果皮提取物橙皮苷对人低分化鼻咽癌上皮细

·８２· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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胞株细胞增生与细胞周期的影响中发现，橙皮苷能

抑制细胞的分裂增生，诱导细胞周期特异性的细胞

凋亡。已有研究表明，橙皮苷通过阻滞 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ
信号通路抑制细胞的增生，而对正常组织无明显损

伤作用［１９］。

本研究通过观察橙皮苷对体外培养的ＨＰＦ增生
及细胞周期变化的影响，寻找辅助治疗及预防翼状

胬肉复发的中医中药方法。本研究的 ＭＴＴ结果表
明，随着时间和浓度的增加，橙皮苷对翼状胬肉 ＨＰＦ
增生的抑制率逐渐增加，说明橙皮苷对 ＨＰＦ的增生
具有抑制作用，但随着作用时间的迁延及药物浓度

的不断增加，其对细胞增生的抑制作用增强越来越

缓慢。流式细胞仪检测结果显示，橙皮苷可通过促

进ＨＰＦ凋亡来抑制ＨＰＦ的增生，且随着橙皮苷浓度
的增加，促凋亡作用越来越明显。在与ＭＭＣ的作用
对比中，７２μｍｏｌ·Ｌ－１橙皮苷与７．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＭＭＣ
对翼状胬肉ＨＰＦ的促凋亡作用无明显差异，由此可
以说明，橙皮苷与 ＭＭＣ促凋亡作用机制具有相似
性。由于ＭＭＣ的副作用明显，橙皮苷运用于临床抑
制翼状胬肉的生长及复发更具有优势。此外，细胞

的增生与凋亡与基因表达密切相关，对于橙皮苷抑

制ＨＰＦ增生的机制，是否与抑制相关细胞周期基因
的激活及周期蛋白的活化有关值得进一步研究，这

对于从基因水平阐明橙皮苷对ＨＰＦ增生抑制机制具
有重要意义。

综上所述，本研究证实了橙皮苷对 ＨＰＦ的增生
具有较强的抑制作用，提示橙皮苷有可能会成为新

型的抗增生药物，但尚需从基础及临床进一步深入

研究。鉴于药物体外研究与临床应用具有差异，我

们将进一步在活体上观察橙皮苷的疗效并进行毒理

学方面的研究，为寻找新方法预防翼状胬肉复发提

供可靠依据。
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