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Abstract
誗AIM: To investigate the effect of different concentrations
of 10-hydroxycamptothecin (HCPT) on the cell cycle and
cytotoxicity of human Tenon蒺s capsule fibroblasts
(HTFs), and to explore its mechanism in anti-fibrosis.
誗METHODS:The Tenon蒺s capsule tissue of fresh eyes
(< 6h) of our hospital eye bank was taken, in vitro
culture of fibroblasts was done by tissue block culture; A
flow cytometry (FCM) was used to evaluate the effect of
different concentrations of HCPT (0, 0. 25, 1, 4mg/ L)
and mitomycin C (MMC: 0, 0. 025, 0. 1, 0. 4mg/ L) on
HTFs cell cycle; Trypan blue staining was adopted to
determine whether the inhibitory effect of HCPT and
MMC on HTFs was caused by their cytotoxicity; RT- PCR
was employed to detect the level of Smad7mRNA gene
expression of HTFs after HCPT and MMC were used
for 24h.
誗RESULTS:HTFs were cultured successfully in vitro, and
can be used in our study; compared with the control
groups, the cell cycle of HTFs which was affected by
different concentrations of HCPT was significantly
different in G2 phase (P<0. 05) . As for MMC, there were
significant differences in G1 phase between groups with
different concentrations of MMC and the control group
(P<0. 05) . There was no significant difference in the rate
of HTFs living cells between HCPT group ( or MMC
group) to which HCPT and MMC were added for 24h and
the control group (P>0. 05) . After HFTs was affected by

0. 4mg/ L MMC or 4mg/ L HCPT for 24h, RT PCR found
that the level of Smad7 mRNA expression was
significantly increased (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: HCPT mainly blocks HTFs in G2 phase,
MMC mainly impacts the G1 phase. The inhibitory effect
of HCPT and MMC on HTFs proliferation is not relevant to
cytotoxicity induced by the two drugs. The mechanism
that HCPT inhibits the proliferation of HTFs may be due
to the increasing Smad7 mRNA expression to block TGF-茁
signaling pathway.
誗 KEYWORDS: hydroxycamptothecin; mitomycin C;
human Tenon蒺s capsule fibroblasts; inhibition
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摘要
目的:研究羟基喜树碱(HCPT)对人眼 Tenon蒺s 囊成纤维
细胞(human Tenon蒺s capsule fibroblasts, HTFs)的细胞周
期、细胞毒性的影响,探讨其抗纤维化作用机制。
方法:取本院眼库新鲜眼球( <6h)的 Tenon蒺s 囊组织,用
组织块培养法进行成纤维细胞体外培养;流式细胞仪测
定 HCPT 和丝裂霉素 C(MMC)对 HTFs 细胞周期的影响;
台盼蓝染色法鉴定 HCPT 和 MMC 对 HTFs 的抑制作用是
否由药物的细胞毒性引起;RT-PCR 检测 HCPT、MMC 作
用 24h 后 HTFs 的 Smad7 mRNA 基因表达。
结果:HTFs 体外生长良好,可用于实验研究。 不同浓度
HCPT (0,0. 25,1,4mg / L) 作用后的 HTFs 细胞周期与对
照组相比,G2 期细胞百分数的组间差异均有统计学意义
(P<0. 05);不同浓度 MMC(0,0. 025,0. 1,0. 4mg / L)作用
后的 HTFs 细胞周期与对照组相比,G1 期细胞百分数的
组间差异均有统计学意义(P<0. 05)。 不同浓度 HCPT
和 MMC 作用后的 HTFs 活细胞率和空白对照组比较,差
异均无统计学意义(P>0. 05)。 4mg / L HCPT,0. 4mg / L
MMC 作用 HTFs 24h 后,Smad7 mRNA 表达水平与空白对
照组比较差异有统计学意义(P<0. 05)。
结论:HCPT 将 HTFs 阻滞于 G2 期,MMC 将 HTFs 阻滞于
G1 期;HCPT,MMC 抑制 HTFs 的作用和药物的细胞毒性
无关;HCPT 抑制 HTFs 的增殖可能是通过上调 Smad7
mRNA 的表达阻断 TGF-茁 信号通路实现的。
关键词:羟基喜树碱;丝裂霉素 C;人眼 Tenon蒺s 囊成纤维
细胞;抑制作用
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0 引言
摇 摇 HCPT 是从我国特有的喜树中提纯的抗癌药物,由
Wall 等[1] 首次分离得到,其通过与拓扑异构酶 I / 单链
DNA 复合体形成稳定的结合体,抑制拓扑异构酶 I 解旋
和再连接功能,诱导 DNA 不可逆性断裂,从而启动细胞
周期阻滞和凋亡信号通路等机制发挥抗肿瘤、抑制细胞
增殖作用[2-4]。 喜树碱类药物在眼科抗组织纤维化方面
的研究有新的进展,汤伟等[5]发现青光眼滤过手术后,体
外用 HCPT 可诱导球结膜下瘢痕组织成纤维细胞凋亡,
具有浓度依赖性;毕燕龙等[6] 研究发现羟基喜树碱能抑
制兔增生性玻璃体视网膜病(PVR)纤维增殖膜形成,较
好控制 PVR 的发展。 其他,如对于病理性瘢痕成纤维细
胞增殖的研究,为防治青光眼滤过性手术区瘢痕形成提
供有益启示[7-9]。 本文拟观察 HCPT 对体外培养 HTFs 的
细胞周期和细胞毒性的影响,探讨其抗纤维化作用机制,
与 MMC 对比以期寻找抗青光眼术后瘢痕化更为安全有
效的药物。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 主要试剂 HCPT 注射液 摇 (湖北黄石第二制药
厂)、DMEM 培养基、胰蛋白酶(美国 Gibco 公司),Smad7、
GAPDHF(上海英俊公司),微量 RNA 提取试剂盒及微量
反转录试剂盒 ( QIAGEN 公司),荧光定量 PCR 试剂
(TaRaKa 公司),台盼蓝粉末(碧云天公司)。
1. 1. 2 主要仪器 摇 净化工作台(苏州净化仪器厂),CO2

细胞培养箱(美国 Thermo 公司),倒置显微镜(TMS,日本
Nikon 公司),荧光显微镜 ( BX51 型,日本 Olympus 公
司),FACS can 激光流式细胞仪(美国 BD 公司),离心机,
恒温水浴箱,荧光定量 PCR 仪(7300 型)。
1. 2 方法
1. 2. 1 HTFs 细胞培养摇 取本院眼库新鲜眼球( <6h)的
Tenon蒺s 囊组织,剪下后立即放入含 10% FBS 的 DMEM 培
养液中,按王宁利等[10]的方法使组织块贴壁培养。 每日
倒置显微镜下观察,至细胞长满瓶壁融合 80% ~ 90% 后
传代。 取 3 ~ 6 代细胞进行实验。
1. 2. 2 流式细胞仪检测细胞周期 摇 取对数生长期细胞,
分别加入 HCPT 或 MMC,使其终浓度为 HCPT(0,0. 25,
1,4mg / L),MMC(0,0. 025,0. 1,0. 4mg / L),作用 24h 后,
4益固定细胞过夜;PI 染色液 4益避光染色 30min;流式细
胞仪检测细胞周期,应用 CELL Quest 软件采样并将结果
存入计算机存储,每次至少计数 5000 个细胞,采用
Modifit 软件进行分析处理。
1. 2. 3 台盼蓝染色摇 取对数生长期细胞,分别加入 HCPT
或 MMC,使其终浓度为 HCPT(0,0. 25,0. 5,1,2,4mg / L),
MMC(0,0. 025,0. 05,0. 1,0. 2,0. 4mg / L),分别作用 24h;
0. 4%台盼蓝溶液染色;在 3min 内,分别计数活细胞和死
细胞。 根据下述公式计算细胞存活率:细胞存活率 = (细
胞总数-蓝色细胞数) / 细胞总数伊100% 。
1. 2. 4 RT-PCR摇 取对数生长期细胞,分别加入 HCPT、
MMC,使其终浓度为 HCPT(4mg / L),MMC(0. 4mg / L),作
用 24h 后,按 RNA 提取试剂盒步骤提取总 RNA;按 RT-PCR
试剂盒步骤进行逆转录反应。 实验所用引物见表 1。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 软件处理。 各细胞周

期细胞比例及细胞死亡率用统计量平均值依标准差(軃x依s)

表 1摇 PCR实验引物序列

基因 引物 序列 大小(bp)
Smad7 Forward TGGTGCGTGGTGGCATACT 222

Reverse GTACCAACAGCGTCCTGGAGT
GAPDHF Forward GAAGGTCGGAGTCAACGGATTT 223

Reverse CTGGAAGATGGTGATGGGATTTC

描述;用 t 检验比较两组间 HTFs 细胞百分数、活细胞率
的差异,用 SNK 法对多组间 HTFs 细胞百分数、活细胞率
的差异进行两两比较,以 P <0. 05 表示差异有统计学
意义。
2 结果
2. 1 体外培养 HTFs 的形态特征及生物特性摇 原代培养
的人眼 Tenon蒺s 囊组织块贴壁,约 3d 可见有长梭形细胞
由组织块中游离出来,在 2 ~ 3wk 长满融合,镜下呈单层
长梭形贴壁细胞,细胞密集呈束状排列(图 1A)。 传代培
养的细胞约 24h 贴壁,胞体延长,7 ~ 10d 基本融合铺满瓶
底(图 1B)。
2. 2 HTFs 的免疫荧光鉴定结果 摇 细胞鉴定结果波形蛋
白呈阳性反应(图 2A),细胞质呈绿色荧光,细胞呈梭形,
多角形,边界清楚,细胞核成蓝色荧光(图 2B),胞核呈圆
形或椭圆形,核膜、核仁清晰可见。 角蛋白抗体的反应呈
阴性(图 3)。
2. 3 流式细胞仪分析不同浓度 HCPT、MMC 对 HTFs 细
胞周期影响摇 不同浓度 HCPT 作用 HTFs 后,不同浓度作
用组 G2 期的 HTFs 细胞百分比明显高于空白对照组(P<
0. 05);不同浓度作用组 G1 期和 S 期的 HTFs 细胞百分
比明显低于空白对照组(P<0. 05)。 说明各浓度组 HCPT
将 HTFs 细胞周期阻滞在 G2 期。 G2 期不同浓度(0. 25,
1,4mg / L)作用组 HTFs 细胞百分比组间差异两两比较均
有统计学意义(P<0. 05),且 HCPT 作用浓度越高 HTFs
细胞百分比越低,说明细胞周期阻滞作用和药物浓度有
关(表 2,图 4)。 不同浓度 MMC 作用 HTFs 后,不同浓度
作用组 G1 期的 HTFs 细胞百分比明显高于空白对照组
(P<0. 05);不同浓度作用组的 G2 期(除 0. 025mg / L 作
用组的 G2 期)和 S 期 HTFs 细胞百分比明显低于空白对
照组(P<0. 05)。 说明各浓度组 MMC 将 HTFs 细胞周期
阻滞在 G1 期。 不同浓度(0. 025,0. 1,0. 4mg / L)作用组
的 G1 期 HTFs 细胞百分比组间差异两两比较均有统计
学意义(P<0. 05),且 MMC 作用浓度越高 HTFs 细胞百分
比越高,说明 MMC 将 HTFs 阻滞在 G1 期具有浓度依赖
性(表 3,图 5)。
2. 4 台盼蓝染色检测 HCPT、MMC 的毒性摇 台盼蓝染色
检测 HCPT、MMC 的细胞毒性,表 4,5 显示不同浓度
HCPT (0,0. 25,0. 5,1,2,4mg / L)、MMC (0,0. 025,0. 05,
0. 1,0. 2,0. 4mg / L)作用后 HTFs 的活细胞率与空白对照
组比较,差异均无统计学意义(P>0. 05)。 说明 HCPT、
MMC 作用后 HTFs 的增殖能力下降并不是由于药物的细
胞毒性引起。
2. 5 Smad7 mRNA 表达 摇 未加药组、 4mg / L HCPT、
0郾 4mg / L MMC 作用 24h 后,微量提取 RNA 并进行 RT-PCR
分析,结果显示 4mg / L HCPT、0. 4mg / L MMC 作用 HTFs
24h 后,Smad7 mRNA 表达量显著高于空白对照组(P<0. 05);
4mg / mL HCPT 组与0. 4mg / mL MMC 作用组 Smad7 mRNA 表
达量比较,差异无统计学意义(P>0. 05,图 6)。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 A:HTFs 的原代培养;B:HTFs 的传代培养。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 A:波形蛋白表达阳性(伊100);B:核呈蓝色荧光(伊100)。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 3摇 A:角蛋白表达阴性(伊100);B:核呈蓝色荧光(伊100)。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 HTFs细胞百分比在 HCPT作用组与空白对照组之间的比较

浓度(mg / L)
G1 期

(軃x依s,% ) P
G2 期

(軃x依s,% ) P
S 期

(軃x依s,% ) P
0 85. 11依1. 21 11. 25依0. 91 3. 65依0. 53

0. 25 76. 72依1. 70 0. 000 21. 97依1. 38 0. 000 1. 32依0. 39 0. 000

1 78. 64依0. 57 0. 000 19. 36依0. 45 0. 000 2. 01依0. 30 0. 002

4 80. 02依1. 63 0. 002 17. 26依1. 33 0. 000 2. 72依0. 40 0. 031

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 注:G2 期各浓度组组间差异均具有统计学意义(P<0. 05)。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 3摇 HTFs细胞百分比在 MMC作用组与空白对照组之间的比较

浓度(mg / L)
G1 期

(軃x依s,% ) P
G2 期

(軃x依s,% ) P
S 期

(軃x依s,% ) P
0 85. 11依1. 21 11. 25依0. 91 3. 65依0. 53

0. 025 88. 45依0. 53 0. 002 10. 65依0. 47 0. 286 0. 91依0. 07 0. 000

0. 1 90. 48依0. 50 0. 000 8. 64依0. 43 0. 002 0. 88依0. 06 0. 000

0. 4 91. 78依0. 58 0. 000 7. 34依0. 054 0. 000 0. 88依0. 05 0. 000

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 注:G1 期各浓度组组间差异均有统计学意义(P<0. 05)。
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表 4摇 HCPT作用组与空白对照组之间 HTFs活细胞率的比较

浓度(mg / L) HTFs 活细胞率(軃x依s,% ) P
0 89. 35依2. 15
0. 25 88. 16依1. 77 0. 319
0. 5 88. 08依1. 73 0. 285
1 88. 04依1. 73 0. 272
2 87. 81依1. 91 0. 220
4 87. 72依1. 78 0. 183

表 5摇 MMC作用组与空白对照组之间 HTFs活细胞率的比较

浓度(mg / L) HTFs 活细胞率(軃x依s,% ) P
0 89. 35依2. 15
0. 025 87. 95依2. 23 0. 293
0. 05 87. 77依1. 84 0. 200
0. 1 87. 80依1. 96 0. 221
0. 2 87. 74依2. 14 0. 221
0. 4 87. 69依2. 22 0. 219

图 4摇 不同浓度 HCPT作用 24h后 HTFs细胞周期的改变。

图 5摇 不同浓度 MMC作用 24h后 HTFs细胞周期的改变。

图 6 摇 RT - PCR 检 测 HCPT、 MMC 作 用 HTFs24h 后
Smad7mRNA表达水平。

3 讨论
摇 摇 青光眼作为世界第二大致盲性眼病,滤过性手术仍是
目前治疗的主要手段之一。 手术失败的主要原因是术后
滤过通道瘢痕化,解决青光眼术后瘢痕化时防止滤过泡漏
成为眼科界关注的热点。 本研究用 HCPT 作用于体外培
养的 HTFs,观察 HCPT 对 HTFs 细胞周期的影响,检测其
细胞毒性,探讨 HCPT 发挥抗纤维化的机制,并与临床上

应用较广的 MMC 进行对比。
摇 摇 HCPT 作用的靶物质为拓扑异构酶 I(Topo I) [11],抑
制其功能,促使细胞 DNA 降解,使 DNA 不能复制而导致
细胞死亡。 本研究结果显示:HCPT 主要将 HTFs 阻滞在
G2 期,阻滞 HTFs 进入细胞分裂期,但随着药物浓度的增
加,滞留在 G2 期的细胞比例逐渐减少,这可能与药物毒
性相关,其细胞周期阻滞作用和药物浓度有关。 Song
等[12]的研究表明 HCPT 可作用于肺癌 A549 细胞周期的 S
期,并诱导其凋亡[13]; Zhang 等[14] 研究证实低浓度的
HCPT(5-20滋g / L)作用 6d 后可将肝癌细胞明显阻滞于
G2 期;Chai 等[15]用低剂量的 HCPT 作用于喉鳞癌细胞,表
现出 G2 / M 的阻滞,高剂量时表现出 S 期细胞的阻滞。 本
实验中 HCPT 对 HTFs 细胞周期的影响与上述文献报道相
似,但存在浓度的差异,这可能与不同种属的细胞、或同一
种属但不同组织的细胞有关。 而 MMC 为细胞周期非特
异性药物,可作用于 G1、G2 及 M 期,并对 S、G2 期有延缓
作用,本实验结果显示 MMC 主要将 HTFs 阻滞于 G1 期,
说明 MMC 将 HTFs 阻滞在静止期,抑制细胞进入 DNA 合
成期,并且这种阻滞作用具有浓度依赖性,浓度越高阻滞
效果越明显。
摇 摇 台盼蓝染色法是一种检测细胞活力的方法。 当细胞
损伤或死亡时,台盼蓝可穿透细胞膜,与解体的 DNA 结
合,使其着色,而活细胞能阻止台盼蓝进入细胞内,可借此
鉴别死细胞与活细胞,从而确定细胞活力。 本研究结果显
示,与空白对照组比较,HCPT(0. 25,0. 5,1,2,4mg / L)、
MMC(0. 025,0. 05,0. 1,0. 2,0. 4mg / L)作用组的 HTFs 活
细胞率均无统计学差异,说明 HCPT、MMC 抑制 HTFs 增殖
与药物的细胞毒性作用无关。 我们可以认为在作用浓度
范围内,HCPT、MMC 抑制 HTFs 增殖迁移与其细胞毒性
无关。
摇 摇 TGF-茁 是创伤愈合过程中最重要的生长因子之一。
青光眼患者的房水中 TGF-茁2大量存在,被认为是伤口处
细胞外基质积聚收缩和异常修复的关键性调控因素。
TGF-茁 家族可以通过多种信号通路产生效应,其中最为
经典的一条信号转导是 Smads 信号途径。 抑制型 Smads
包括 Smad6 和 Smad7,有研究表明 Smad6 主要抑制 BMP
的信号转导,而 Smad7 对 TGF-茁 和 BMP 信号转导途径均
起抑制作用。 Smad7 的细胞水平是决定 TGF-茁 反应性的
主要因素,从而调节 TGF-茁 信号的强度和持续时间[16]。
参考以往研究,我们选择 4mg / L HCPT 和 0. 4mg / L MMC
作为实验浓度,作用 HTFs 24h 后,两实验组 Smad7 mRNA
水平显著高于空白对照组,差异有统计学意义。 说明
HCPT、MMC 可能通过上调 Smad7mRNA 的表达阻断 TGF-茁
信号通路以抑制瘢痕化。 两实验组比较,Smad7 mRNA 表
达无统计学差异,说明 MMC、HCPT 都具有抑制效应,
MMC 对 HTFs 的抑制效应强于 HCPT 约 10 倍,HCPT 较
MMC 安全。 在以往文献报道中,Lan 等[17]研究发现,转染
Smad7 基因至单侧输尿管梗阻大鼠的肾脏,Smad7 基因表
达提高 5 倍,同时 Smad2 和 Smad3 活性明显受抑,肌成纤
维细胞积聚下降 85% ,肾小管间质纤维化程度明显减轻。
陈君毅等[18,19]研究发现将含有 Smad7 的质粒转染至 HTFs
后能显著降低 HTFs玉型胶原蛋白 mRNA 的表达和玉型胶
原蛋白的合成。 本研究与以往文献报道结果相似。 HCPT
是通过什么样的途径来上调 Smad7 mRNA 的表达,以及是
否涉及其它的信号通路还有待进一步的探讨。 Yang
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等[20]、Tang 等[21]就认为 HCPT 通过某一些途径激活了凋
亡蛋白 caspase-3,-9 来达到促使胰腺细胞、人眼成纤维
细胞凋亡的目的。
摇 摇 综上所述,HCPT 主要将 HTFs 阻滞在 G2 期,阻滞
HTFs 进入细胞分裂期,其细胞周期阻滞作用和药物浓度
有关;MMC 主要将 HTFs 阻滞于 G1 期,将 HTFs 阻滞在静
止期,抑制细胞进入 DNA 合成期,并且这种阻滞作用具有
浓度依赖性。 HCPT、MMC 可能通过上调 Smad7 mRNA 的
表达阻断 TGF-茁 信号通路以抑制瘢痕化。 本研究为羟基
喜树碱在抗青光眼滤过术术区瘢痕化的应用提供了理论
依据,HCPT 可能作为抗青光眼术后瘢痕化的新型药物应
用于临床。
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