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Abstract
誗AIM:To investigate the effect of trichostatin A (TSA) on
cell proliferation and the expressions of histone
deacetylase 1 ( HDAC1 ) and HDAC2 in cultured human
Tenon capsule fibroblast (HTF) .
誗 METHODS: Human Tenon capsule fibroblasts were
cultured in vitro after glaucoma filtration surgery. The
third to sixth passage of cell were treated by 600nmol / L
TSA or none. Cell viability measured by MTT assay after
1, 2 and 3d respectively. The expressions of HDAC1 and
HDAC2 were analyzed by Western blot 2d after TSA
treatment.
誗 RESULTS: Compared to the control, cell viability
decreased significantly after treatment with TSA at 1d (P<
0.05), presented time-dependent manner. The expression of
HDAC1 and HDAC2 significantly reduced in TSA - treated
HTF compared with control cells at 2d after TSA
treatment.
誗CONCLUSION: TSA inhibits the proliferation of Tenon
capsule fibroblast by inhibiting the expression of HDAC1
and HDAC2, and reduces subconjunctival scar formation.
誗KEYWORDS:histone deacetylase inhibitor; trichostatin
A; fibroblast; HDAC1; HDAC2
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摘要
目的:研究曲古抑菌素 A( trichostatin A,TSA)对体外培养
的人 Tenon 囊成纤维细胞(human Tenon capsule fibroblast,
HTF) 增 殖 能 力 以 及 组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶 1 ( histone
deacetylase 1,HDAC1)和 HDAC2 蛋白表达的影响。
方法:取青光眼滤过术中 Tenon 囊组织进行 HTF 体外培
养。 选取第 3 ~ 6 代细胞进行实验。 设置空白对照组及
TSA 组(600nmol / L TSA 加入培养液中),分别于培养后 1,
2,3d 应用 MTT 法检测细胞活力变化;以 600nmol / L TSA
处理 HTF 2d 后,Western blot 法检测细胞中 HDAC1 和
HDAC2 蛋白的表达。
结果:与对照组比较,TSA 作用 1d 后 HTF 活力下降,呈时
间依赖性,具有统计学差异(P<0. 05)。 TSA 处理 HTF 后
2d,Western blot 法检测 HDAC1 和 HDAC2 蛋白表达受到
明显抑制。
结论:TSA 可以通过抑制 HDAC1 和 HDAC2 的表达量,抑
制人 Tenon 囊成纤维细胞增殖,从而减少术后结膜瘢痕形
成可能。
关键词:组蛋白去乙酰化酶抑制剂;曲古抑菌素 A;成纤维
细胞;组蛋白去乙酰化酶 1;组蛋白去乙酰化酶 2
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0 引言

摇 摇 流行病学研究表明,青光眼是位居全球第二的致盲眼
病。 青光眼滤过术是治疗青光眼的主要手术方法。 滤过
区域内的创伤愈合及纤维增生反应是手术失败的主要原
因[1]。 寻找副作用少,且能有效抑制滤过泡成纤维细胞增
殖的新方法是学者们一直以来研究的课题。
摇 摇 组蛋白去乙酰化酶( histone deacetylase,HDAC)是一
个大的酶家族,在正常生理状态下,由组蛋白乙酰基转移
酶(histone acetyltransferase,HAT)和 HDAC 共同调控组蛋
白乙 酰 化 过 程。 HDAC 分 为 四 大 类, 其 中 I 型 包 括
HDAC1,HDAC2,HDAC3,HDAC8;I 型 HDAC 在人类各种
细胞和组织中均有表达。 研究结果显示,靶向干扰或敲除
HDAC1 和 HDAC2 会产生抑制细胞增殖、纤维化、促进细
胞凋亡的作用[2-6]。
摇 摇 HDAC 抑制剂通过诱导组蛋白乙酰化引起包括染色
质重组、转录活化和抑制、细胞停滞、细胞分化及凋亡等一
系列生物效应。 作为 HDAC 抑制剂的经典药物之一,纳摩
尔水平的曲古抑菌素 A(trichostatin A,TSA)就可以特异性
地抑制 HDAC 的活性, 引起多种哺乳动物细胞乙酰化组
蛋白聚集, 对细胞增殖和凋亡起调控作用。 研究发现,
TSA 作用于体外培养的兔角膜成纤维细胞,能够抑制角膜
成纤维细胞合成[7]。
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摇 摇 本研究是通过 TSA 作用于体外培养的青光眼患者术

眼成纤维细胞,研究其对成纤维细胞增殖能力以及

HDAC1 和 HDAC2 表达的影响,以探讨其作为青光眼滤过

术后辅助用药的可能性及作用机制。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 收集 2013-06 / 09 在我院眼科行青光眼滤过术

患者术中 Tenon 囊组织,大小 4mm伊6mm伊1mm,共计 6 例

(经医院伦理委员会批准,并获得患者及家属同意)。 其

中男 2 例,女 4 例,年龄 46 ~ 78 岁。 鼠抗 HDAC1 抗体、鼠
抗 HDAC2 抗体(北京康为生物科技有限公司);鼠抗 茁-actin
抗体(美国 Santa Gruz)。
1. 2 方法

1. 2. 1 人 Tenon囊成纤维细胞培养摇 将滤过术中取下的

Tenon 囊组织用生理盐水冲洗干净,参照文献[8,9]进行

细胞培养;用倒置相差显微镜观察细胞生长特点及形态,
进行细胞鉴定,选取第 3 ~ 6 代细胞进行实验。
1. 2. 2 MTT 法检测 TSA对细胞活力的影响摇 调整细胞浓

度至 3伊104 / mL,接种于 96 孔板,置于 DMEM(含 10% FBS)
培养 24h,设置空白对照组及 TSA 组 (加入 600nmol / L
TSA),分别培养 1,2,3d,每孔加入 MTT 20滋L,继续培养 4h,
弃原有培养液,每孔加入 150滋L DMSO,15min 后用酶标仪

检测各孔在 490nm 出的吸光度(A 值)。 将空白对照组测

定值绘制成曲线,TSA 组依据对照组的变化作图。
1. 2. 3 Western blot 检测细胞的 HDAC1 和 HDAC2 蛋白

的表达 摇 设置空白对照组与 TSA 组, TSA 组中加入

600nmol / L TSA,均置于 DMEM(含 10% FBS)培养基培养

48h,用 0. 25%胰蛋白酶-0. 02% EDTA 消化细胞,RIPA 液

裂解细胞,将裂解的细胞以 1400r / min、4益、离心 5min,吸
取上清液,用 BCA 蛋白定量检测试剂盒测定蛋白浓度,上
样后行凝胶电泳,转膜,5% 脱脂奶粉封闭 1h,分别加入

HDAC1、HDAC2、茁-actin 抗体后 4益孵育过夜,复温后清

洗加入羊抗鼠 IgG,孵育 2h,ECL 显色,曝光胶片,采用捷

达 801 系列凝胶电泳图像分析系统对条带光敏度值进行

分析,计算 HDAC1、HDAC2 条带与 茁actin 的光密度值

比值。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 15. 0 软件进行统计学分析,
实验结果以均数依标准差(軃x依s)表示,均数间比较用 t 检
验,P<0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果

2. 1 HTF 的观察摇 倒置显微镜下见细胞贴壁生长,呈紧密

排列的单层长梭形或分支状,漩涡状或放射状排列,形态

符合 HTF 细胞特征。
2. 2 TSA对 HTF 增殖的抑制作用 摇 MTT 实验研究发现,
600nmol / L TSA 作用于培养的青光眼滤过术后成纤维细

胞,1d 后 HTF 细胞活性下降,并随时间延长细胞活力明显

逐渐下降,呈时间依赖性,具有统计学差异(P<0. 05,图 1)。
2. 3 TSA 抑制 HTF 中 HDAC1 和 HDAC2 的表达 摇 用

Western blot 方法检测 TSA 对 HTF 中 HDAC1 和 HDAC2
的蛋白表达。 实验发现,600nmol / L TSA 作用于 HTF 后,
HDAC1 和 HDAC2 蛋白的表达受到明显抑制(图 2)。

图 1摇 TSA 对 HTF 增殖的抑制作用 摇 A:对照组 MTT 检测结

果; B:对照组与 TSA 组细胞活性百分比( aP<0. 05,bP<0. 01 vs
空白对照组)。

图 2摇 对照组与 TSA 组 HTF 中 HDAC1 和 HDAC2 的蛋白

表达。

3 讨论

摇 摇 青光眼滤过术后滤过泡成纤维细胞增殖和结膜纤维

化是影响青光眼手术疗效的主要问题。 滤过泡瘢痕形成

的机制尚未完全清楚,目前研究认为成纤维细胞大量增殖

与凋亡抑制、细胞外基质合成与降解失衡、部分细胞因子

大量产生构成了病理性瘢痕形成的生物学基础[10]。 目前

临床广泛采用抗代谢药物如 MMC 作为滤过术后抑制成

纤维细胞增殖,防止瘢痕形成的辅助用药,但存在严重并

发症:如伤口愈合不良、滤过泡渗漏等。 由此,研究高效、
低毒副作用的抑制成纤维细胞增殖的药物从而对抗青光

眼滤过术后瘢痕化、维持功能性滤过泡是提高手术成功率

的关键。
摇 摇 细胞的生长和分化有赖于一系列基因的有序激活,组
蛋白乙酰化参与包括细胞周期控制、细胞增殖、凋亡、血管

生成等多种基因的转录调控。 在正常生理状态下,HAT
与 HDAC 对组蛋白乙酰化作用的调控处于平衡状态。 细

胞发生转化时,HDAC 活性明显增强,导致一些影响细胞

增殖和调控细胞周期的分子表达失衡。 研究发现,I 型

HDAC 中 HDAC1、HDAC2 过度表达与多种组织和器官纤

维化的发生和发展密切相关[11],而在瘢痕疙瘩成纤维细

胞中也证实 HDAC1 和 HDAC2 的表达高于正常皮肤组织,
并能促进成纤维细胞增殖并合成分泌大量 ECM[12]。
摇 摇 HDAC 抑制剂则通过诱导组蛋白过乙酰化引起包括
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染色质重组转录活化和抑制细胞周期停滞、细胞分化及细

胞凋亡等一系列生物学效应[13]。 HDAC 抑制剂可抑制成

纤维细胞胶原合成,并可通过抑制 HDAC,诱导异常增殖

细胞凋亡[14-17]。 TSA 作为 HDAC 抑制剂的经典代表,主
要作用于 I 型 HDAC[18],已经在恶性肿瘤治疗中应用,在
小剂量、低浓度情况下能够诱导组蛋白高乙酰化,抑制肿

瘤细胞增殖,对正常细胞无毒性。
摇 摇 TSA 在眼科领域中(特别是青光眼抗增殖方面)应用

较少。 既往的研究为我们提供了将 TSA 运用于眼科抗增

殖治疗领域的新思路。 Sharma 等[7]在 TSA 抑制兔角膜成

纤维细胞合成的实验中证实,250nmol / L TSA 无细胞毒

性,不能改变正常角膜成纤维细胞的形态和增殖状态,
500nmol / L TSA 作用 72h 后能够引起活细胞数量的明显

下降。 Diao 等 [12]在 TSA 诱导瘢痕疙瘩成纤维细胞凋亡

的实验中也证实,成纤维细胞对于 200nmol / L TSA 作用耐

受良好,600nmol / L 和 800nmol / L TSA 作用 12h 后,细胞活

力明显下降。 而青光眼滤过术后早期进行干预调控,建立

通畅的滤过通道是减少术后瘢痕形成的关键[1-3]。 本实

验中我们选取适中的 600nmol / L TSA 进行实验研究。 实

验发现,600nmol / L TSA 处理体外培养的 HTF 1d 后,结果

表明 HTF 细胞增殖能力明显降低,并随时间延长细胞活

力下降呈时间依赖性;同时 600nmol / L TSA 处理 HTF 后

2d,HDAC1 及 HDAC2 表达明显受到抑制。 实验证实 TSA
通过抑制 HTF 中 HDAC1、HDAC2 的表达,选择性的改变

凋亡基因和抗凋亡基因转录水平的表达,抑制细胞增殖,
诱导细胞发生凋亡。
摇 摇 TSA 体外能有效抑制成纤维细胞的增殖,有应用于滤

过性手术的前景, 但其作用机制和安全性还需要更多的

体内和体外实验予以进一步证实。
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