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Abstract
誗 AIM: To observe the influence of drug - containing
plasma on the lacrimal gland epithelial cells and the
expression of Bax mRNA and Bcl - 2 mRNA in Lacrimal
gland epithelial cells.
誗 METHODS: Randomly divided the lacrimal gland
epithelial cells in good condition into the flavonoid
treatment group without androgen cultural (hereinafter
referred to as Buddleia flavonoids group), the control
group with androgen cultural (hereinafter referred to as
androgen group), and the blank group without androgen
cultural ( hereinafter referred to as the blank group) .
Total flavonoids with Buddleia plasma, testosterone
propionate and blank plasmain were added to begin the
interposal. Then, cell models of dry eye syndrome were
established. Trizol reagent was used to extract the whole
cell RNA. RT - PCR method was used to detect the
expression of the Bax mRNA and Bcl-2 mRNA in lacrimal
gland epithelial cells, and the results were contrasted.
誗RESULTS:The Buddleja group and the androgen group
inhibited the expression of Bax mRNA in lacrimal gland
epithelial cells, compared with the blank group the
difference was significant (P < 0. 01), the expression of
Bax mRNA in the Buddleia group is lower than that in the
androgen group, the difference was significant ( P <
0郾 01), however, the expression of Bcl - 2 mRNA in the
Buddleia group and the androgen group were higher
than that in the blank group, the difference was
significant (P <0. 01) . The expression of Bcl-2 mRNA in
Buddleia group is higher than the androgen group, the
difference was significant (P <0. 01) .
誗CONCLUSION:Buddleja role of flavonoids in the drug-
containing plasma androgen levels decrease in cell
models of dry eye syndrome can inhibit the expression of
Bax mRNA, decrease the amount of the expression of
Bax mRNA, and promote the expression of Bcl-2 mRNA,
increase the expression of Bcl - 2 mRNA. It is possible
that the Buddleja flavonoids drug - containing plasma
achieve the inhibition of apoptosis by inhibiting the
expression of the Bax mRNA and promoting that of Bcl-2
mRNA in lacrimal gland epithelial cells.
誗KEYWORDS: Buddleja total flavone; drug - containing
plasma; dry eye syndrome; lachrymal gland; cell
models; Bax mRNA; Bcl-2 mRNA
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摘要
目的:观察密蒙花总黄酮含药血浆对干眼症细胞模型中
泪腺上皮细胞 Bax mRNA 及 Bcl-2 mRNA 表达的影响。
方法:将培养生长状态良好的泪腺上皮细胞,随机分为无
雄激素培养黄酮治疗组(以下简称密蒙花总黄酮组),含
雄激素培养对照组(以下简称雄激素组),无雄激素培养
空白组(以下简称空白组)。 分别加入含密蒙花总黄酮
血浆、丙酸睾酮、含空白血浆开始进行干预。 建立干眼症
细胞模型。 用 Trizol 试剂提取细胞总 RNA。 RT-PCR 法
检测泪腺上皮细胞中 Bax mRNA 及 Bcl-2 mRNA 的表达。
结果:密蒙花组、雄激素组能够抑制泪腺上皮细胞中 Bax
mRNA 的表达,与空白组比较差异有显著性(P<0. 01);
密蒙花组 Bax mRNA 的表达低于雄激素组,比较差异有
显著性(P<0. 01)。 密蒙花组、雄激素组 Bcl-2 mRNA 的
表达均高于空白组,比较差异有显著性(P<0. 01);密蒙
花组 Bcl-2 mRNA 的表达高于雄激素组,比较差异有显
著性(P<0. 01)。
结论:密蒙花总黄酮含药血浆作用于雄激素水平下降所
致干眼症的细胞模型可抑制 Bax mRNA 的表达,使
Bax mRNA 的表达量降低,同时促进 Bcl-2 mRNA 的表
达,使 Bcl-2 mRNA 的表达量增加。 密蒙花总黄酮含药
血浆很可能是通过抑制泪腺上皮细胞中 Bax mRNA 及促
进 Bcl-2 mRNA 表达的途径而达到抑制细胞凋亡的作用。
关键词:密蒙花总黄酮;含药血浆;干眼症;泪腺;细胞模
型;Bax mRNA;Bcl-2 mRNA
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0 引言
摇 摇 干眼症(dry eye syndrome)是目前常见的眼表疾病,
指由于泪液的量或质的异常引起泪膜不稳定和眼表损害
而导致的一组眼不适症状[1]。 干眼症病因复杂,其发病
机制 尚 不 确 定。 雄 激 素 替 代 治 疗 ( testosterone
supplementation therapy,TST)是现有针对雄激素水平下降
所致干眼症的病因治疗方法,但由于长期应用雄激素可
能导致较严重的副作用,故临床应慎用。 密蒙花有效部
位为黄酮类物质,黄酮类化合物化学结构与雄激素类似,
能起到拟雄激素活性作用,可治疗雄激素水平下降所致
的干眼症[2-9]。 本实验观察了密蒙花总黄酮含药血浆对
干眼症细胞模型凋亡相关基因的影响。
1 材料和方法
1.1材料摇 1 月龄健康 Wistar 雄性大鼠 50 只,体质量 140 ~
200g(湘雅医学院动物中心提供,SPF 级,远交系),体外
分离和培养泪腺上皮细胞。 iQ5 Real Time PCR Detection
System:Bio-Rad 公司生产。 密蒙花总黄酮提取物(自
制),Trizol(美国 Invitrogen),First Strand cDNA Synthesis

表 1摇 引物序列表

引物名称 引物序列

GADPH 上游摇 5蒺-CCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA-3蒺
下游摇 5蒺-GCCAGTAGAGGCAGGGATGATGTTC-3蒺

Bax 上游摇 5蒺-CGAGTGTCTCCGGCGAATTG-3蒺
下游摇 5蒺-ATGGTGAGCGAGGCGGTGAG-3蒺

Bcl-2 上游摇 5蒺-GGTACCGGAGAGCGTTCAGT-3蒺
下游摇 5蒺-CTGCTGCATTGTTCCCGTAG-3蒺

Kit(美国 GeneCopoeia),2 伊AllinOneTM Q-PCR Mix(美国
GeneCopoeia),Olig(DT)15(美国 PRMEGA),RNA 酶抑制
剂(美国 PRMEGA),电泳级琼脂糖 Agarose(武汉博士德
公司生产),溴化乙锭分析纯(杭州四季青生物工程材料
有限公司),10伊DNA 加样缓冲液(杭州四季青生物工程
材料有限公司),引物合成(表 1)。
1. 2 方法摇 将体外分离和培养的泪腺上皮细胞,在生长
状态良好的情况下,随机分为无雄激素培养黄酮治疗组、
含雄激素培养对照组、无雄激素培养空白组。 待细胞融
合 2d 后,前两组分别加入含密蒙花总黄酮血浆(干预细
胞的最终浓度为 13. 2伊10-2mol / L)、空白血浆(干预细胞
的浓度是 1 伊10-2 mol / L)干预;48h 后,分别加入浓度为
100滋mol / L H2 O2 继续培养 60min,以诱导细胞凋亡。
Trizol 试剂提取细胞总 RNA。 RT-PCR 法检测采用染料
法(SYBR Green I)进行,对 Bax mRNA 和 Bcl-2 mRNA 行
相对定量分析,实验是按照吟吟Ct 解析法来进行设计的:
首先需要明确对照(参考)样品与处理(未知)样品,并且
得到所有样品的目的基因及其持家基因(如 GAPDH,
ACTB,18s rRNA)的 Ct 值;其次求出各个样品的未知基
因与持家基因的吟Ct:吟Ct = Ct 未知-Ct 持家基因;求出
未知样品基因的吟Ct 与对照样品的吟Ct 差值吟吟Ct:
吟吟Ct=吟Ct 未知-吟Ct 对照;最后求相对含量,即相对
含量=2-吟吟Ct。
摇 摇 统计学分析:所有实验数据输入计算机,采用 SPSS
14. 0 统计软件处理,计量资料实验数据以 軃x依s 表示,先
进行正态性分布及方差齐性检验,若呈正态分布,方差
齐,多组比较采用单因素方差分析,方差不齐者进行秩和
检验,前后比较用 t 检验。 计数资料采用 字2 检验。 P <
0郾 05 认为有统计学差异。
2 结果
2. 1 GAPDH在不同样本中的数据分析摇 从 Ct 值及其图
像可知,GAPDH 在各组中扩增效果良好,说明各组样品
的反转录没有问题。 泪腺上皮细胞中 RNA 电泳图见图 1
(各 3滋L RNA 样品),GAPDH 在各组中的扩增曲线图及
扩增后融解曲线分析图见图 2,3。
2. 2 Bax mRNA表达量分析摇 各组 Bax mRNA 表达差异
倍数见表 2。 Bax mRNA 在各组中的扩增曲线及扩增后
融解曲线分析图见图 4,5。 空白组 Bax mRNA 的阳性表
达量增加,与密蒙花总黄酮组及雄激素组差异有显著性
(P<0. 01);雄激素组泪腺组织中的 Bax mRNA 阳性表达
量降低,与空白组比较,差异有显著性(P<0. 01);密蒙花
总黄酮组 Bax mRNA 的阳性表达量降低,与空白组比较
差异有显著性(P<0. 01);密蒙花总黄酮组泪腺组织中的
Bax mRNA 阳性表达量降低,与雄激素组比较差异有显著
性(P<0. 01)。 以上结果表明密蒙花总黄酮可抑制泪腺
中的 Bax mRNA 的表达,并与雄激素的抑制作用形成差异。
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图1摇 RNA电泳图摇 1:空白组; 2:密蒙花总黄酮组; 3:雄激素组。

图 2摇 GAPDH在各组中的扩增曲线图。

图 3摇 GAPDH融解曲线分析图。

表 2摇 Bax mRNA表达差异倍数(2-吟吟Ct) 軃x依s
分组 Bax mRNA 表达相对含量

空白组 5. 89依0. 58

密蒙花总黄酮组 3. 18依0. 22b,d

雄激素组 4. 03依0. 17b

bP<0. 01 vs 空白组;dP<0. 01 vs 雄激素组。

图 4摇 Bax mRNA在各组样品中的扩增曲线。

图 5摇 Bax mRNA融解曲线分析图。

表 3摇 Bcl-2 mRNA表达差异倍数(2-吟吟Ct) 軃x依s
分组 Bcl-2 mRNA 表达相对含量

空白组 1. 24依0. 49
密蒙花总黄酮组 8. 34依1. 42b,d

雄激素组 5. 48依0. 87b

bP<0. 01 vs 空白组;dP<0. 01 vs 雄激素组。

2. 3 Bcl-2mRNA表达量分析摇 Bcl-2 mRNA 表达差异倍
数见表 3。 Bcl-2 mRNA 在各组中的扩增曲线及扩增后
融解曲线分析图见图 6,7。 空白组 Bcl-2 mRNA 的阳性
表达量降低,与密蒙花总黄酮组及雄激素组比较,差异有
显著性(P<0. 01);雄激素组泪腺组织中的 Bcl-2 mRNA
阳性表达量增加,与空白组比较,差异有显著性(P<0. 01);
密蒙花总黄酮组 Bcl-2 mRNA 的阳性表达量增加,与空
白组比较差异有显著性(P<0. 01);密蒙花总黄酮组泪腺
组织中的 Bcl-2 mRNA 阳性表达量增加,与雄激素组比
较差异有显著性(P<0. 01)。 以上结果表明密蒙花总黄
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图 6摇 Bcl-2 mRNA在各组样品中的扩增曲线。

图 7摇 Bcl-2mRNA融解曲线分析图。

酮可促进泪腺中的 Bcl-2 mRNA 的表达,并与雄激素的
促进作用形成差异。
3 讨论
摇 摇 干眼发病率高,是目前我国乃至世界常见的眼表疾
病。 此类患者常主诉眼部有干燥感、异物感、畏光、视力
模糊或波动等不适。 干眼症治疗不当或延误治疗可形成
结膜角膜瘢痕和血管翳,最后角膜结膜失去光泽,角膜混
浊可致失明。
摇 摇 干眼症病因复杂,关于其发病机制尚无定论。 细胞
凋亡是干眼症的主要发病机制之一。 已有研究表明,在
维生素 A 缺乏的干眼症患者及去势雄鼠干眼症动物模型
中发现结膜上皮细胞、角膜上皮细胞和泪腺腺泡细胞中
Bcl-2 蛋白的阳性表达数明显减少,Bax 蛋白阳性表达数
明显增加,从而细胞凋亡增加[10-14]。 细胞凋亡在干眼症
发病机制中的作用主要表现为两方面:一是对眼表成分
(主要是结膜和泪腺)杯状细胞的影响;二是对炎症细胞
的影响。 研究发现[15] :干眼症模型鼠泪腺中的 Bcl-2

和 c-myb 均明显高于雄鼠;雄激素作用后,发现泪腺中
的 Bax mRNA 明显减少,而 Bcl-2 和 c-myb 都显著增加。
研究还发现[16]:非免疫性动物和免疫性动物中雄激素水
平与泪腺组织中 Bcl -2 和 C-myb 的 mRNA 含量有关。
另外,研究发现雄激素有防止泪腺细胞凋亡、坏死的作
用[8]。 这说明雄激素水平高低与干眼症的泪腺细胞凋亡
有密切关系。
摇 摇 现代药理研究证明,密蒙花中含有黄酮类及其苷类、
苯乙醇苷类、皂苷类等多种苷类成分,而其有效部位为黄
酮,通过分离,可得到 8 个黄酮类化合物———刺槐素、芹
菜素、密蒙花新苷(属三新苷,其要分为密蒙花新苷 A,B
两种)、蒙花苷(属黄酮甘)、秋英苷等。 现已证明眼是性
激素作用的靶器官,已证实人、兔和鼠的泪腺、角膜等组
织中存在雄激素受体( androgen receptor, AR) [17]。 目前
研究证明,某些黄酮类化合物具有拟雄激素的作用[18]。
雄激素、黄酮均为杂环多酚类化合物,可以利用其化学结
构的相似性,与 AR 结合。 由此可见,密蒙花中所含黄酮
也可以与 AR 结合,产生拟雄激素效应,可以治疗因雄激
素水平下降所致的某些疾病,自然也包括干眼症。
摇 摇 本实验通过 RT-PCR 法检测含药血浆干预后,发现
空白血浆组 Bax mRNA 的阳性表达量增加,与密蒙花总
黄酮组及雄激素组差异有显著性(P<0. 01),雄激素组泪
腺组织中的 Bax mRNA 阳性表达量降低,与空白组比较,
差异有显著性(P<0. 01);密蒙花总黄酮组 Bax mRNA 的
阳性表达量降低,与空白血浆组比较差异有显著性(P<
0. 01);密蒙花总黄酮组泪腺组织中的 Bax mRNA 阳性表
达量降低,与雄激素组比较差异有显著性(P<0. 01),以
上结果表明密蒙花总黄酮可抑制泪腺中的 Bax mRNA 的
表达,并与雄激素的抑制作用形成差异。 空白血浆组
Bcl-2 mRNA 的阳性表达量降低,与密蒙花总黄酮血浆组
及雄激素组差异有显著性(P<0. 01);雄激素组泪腺组织
中的 Bcl-2 mRNA 阳性表达量增加,与空白血浆组比较,
差异有显著性(P<0. 01);密蒙花总黄酮血浆组 Bcl-2 mRNA
的阳性表达量增加,与空白血浆组比较差异有显著性
(P<0. 01);密蒙花总黄酮血浆组泪腺组织中的 Bcl-2 mRNA
阳性表达量增加,与雄激素组比较差异有显著性(P <
0郾 01)。 以上结果表明,密蒙花总黄酮可促进泪腺中的
Bcl-2 mRNA 的表达,并与雄激素的促进作用形成差异。
摇 摇 本研究的结果表明:密蒙花总黄酮含药血浆很可能
正是通过抑制泪腺上皮细胞 Bax mRNA 及促进 Bcl-2 mRNA
的表达途径而达到抑制细胞凋亡的作用,这可能是其治
疗干眼症的机制之一。 密蒙花总黄酮是一种天然药物,
其临床应用有较高的安全性,前期研究支持其成为一种
新的雄激素替代物,能够避免雄激素治疗所造成的一系
列副作用,值得更深入的研究。
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《国际眼科杂志》率先应用高新科技二维码

本刊讯摇 《国际眼科杂志》中文版 2012 年第 7 期、英文版 2012 年第 3 期开始率新应用高新科技二维

码(2鄄dimensional bar code)。 将二维码印在杂志封面,广大作者、读者只需在手机上安装二维码软件,用手机

摄像头拍摄相应的二维码后,便可随时随地浏览本刊网站的全部信息。
摇 摇 1. 二维码简介:二维码 / 二维条码是用某种特定的几何图形按一定规律在平面(二维方向上)分布的黑白

相间的图形记录数据符号信息的新一代条码技术。 它由一个二维码矩阵图形和一个二维码,以及下方的说明

文字组成,具有信息量大,纠错能力强,识读速度快及全方位识读等特点。 目前已被广泛应用。
摇 摇 2. 手机二维码概述:手机二维码技术简单地说就是通过手机拍照功能对二维码进行扫描,快速获取二维

码中储存的信息进行上网等。 手机二维码可以印刷在报纸、杂志、广告、图书、包装以及个人名片等多种载体

上,用户通过手机摄像头扫描二维码或输入二维码下面的号码、关键字即可实现快速手机上网,快速便捷地浏

览网页、下载图文及了解相关信息,而省去了在手机上输入 URL 的繁琐过程,实现一键上网。
摇 摇 目前国内二维码的应用主要出现在电子凭证、防伪溯源、平面杂志及数字出版等领域。 它在报刊中的应

用多为新闻、时尚类报刊,科技期刊很少应用。 《国际眼科杂志》率先应用二维码旨在为广大作者、读者提供

一种便捷的高质量的服务,同时也是本刊内容的一种延伸和扩展。
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