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摘要
目的:评价橙皮苷对体外培养的人翼状胬肉成纤维细胞
(ＨＰＦ)增殖的抑制作用及对周期蛋白 Ｄ(ｃｙｃｌｉｎ Ｄ)表达的
影响ꎮ
方法:将人翼状胬肉新鲜组织进行体外贴壁细胞常规培
养ꎬ并采用免疫荧光染色法进行鉴定ꎮ 通过 ＭＴＴ 法检测
不同浓度丝裂霉素 Ｃ(ＭＭＣ)(１􀆰 ５、７􀆰 ５、３０􀆰 ０μｍｏｌ / Ｌ)和橙
皮苷(２４、４８、６４、７２、９６、１２０μｍｏｌ / Ｌ)作用不同时间(２４、
４８、７２ｈ)对细胞增殖的抑制ꎬ筛选适宜的作用浓度和时
间ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 在 ＨＰＦ 细胞中的相
对表达量ꎮ
结果:分别采用 ４８、７２μｍｏｌ / Ｌ 橙皮苷和 ７􀆰 ５μｍｏｌ / Ｌ ＭＭＣ
作用于 ＨＰＦ 细胞 ４８ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ空白对
照组(正常培养)、ＭＭＣ 组、４８μｍｏｌ / Ｌ 橙皮苷组、７２μｍｏｌ / Ｌ
橙皮苷组细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 蛋白相对表达量分别为 １􀆰 ２０ ±
０􀆰 ０２、０􀆰 ６０±０􀆰 ０３、０􀆰 ５４±０􀆰 ０２、０􀆰 ４５±０􀆰 ０７(Ｆ ＝ ７３􀆰 ０２５ꎬＰ ＝
０􀆰 ００１)ꎬＭＭＣ 组和橙皮苷组细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 蛋白相对表达
量均低于空白对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但 ＭＭＣ 组和橙皮苷组
(４８、７２μｍｏｌ / Ｌ)细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 蛋白相对表达量均无差异
(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
结论:橙皮苷能抑制翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞增殖ꎬ该过程与其
降低 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 的表达有关ꎮ
关键词:橙皮苷ꎻ翼状胬肉ꎻ细胞增殖ꎻｃｙｃｌｉｎ Ｄ
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０１９.１２.０５

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

Ｌｉｎ － Ｌｉｎ Ｌｉｕ１ꎬ Ｊｉｎｇ Ｗｕ２ꎬ Ｈｕｉ Ｗａｎｇ１ꎬ Ｊｉｎ － Ｒｏｎｇ
Ｌｉｕ２ꎬ Ｗｅｉ － Ｌｉｎ Ｗｕ１ꎬ Ａｉ － Ｄｏｎｇ Ｔａｎｇ１ꎬ Ｙｉ － Ｐｉｎｇ
Ｊｉａｎｇ１ꎬ Ｃｈｅｎｇ－Ｑｕａｎ Ｈｕ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ:Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (Ｎｏ.２０１６Ｂ０９６)

１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｇａｎｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇａｎｚｈｏｕ ３４１０００ꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｇａｎｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇａｎｚｈｏｕ ３４１０００ꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｈｕｉ Ｗａｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇａｎｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇａｎｚｈｏｕ
３４１０００ꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｇｙｆｙｗａｎｇｈｕｉ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－０２－１７　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０１９－１１－０８

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ􀆳ｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ( ＨＰＦ )
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗａｓ
ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ａｄｈｅｒｅｎｔ
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｐｐｒａｉｓｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ.
ＨＰＦ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ( ２４μｍｏｌ / Ｌꎬ
４８μｍｏｌ / Ｌꎬ ６４μｍｏｌ / Ｌꎬ ７２μｍｏｌ / Ｌꎬ ９６μｍｏｌ / Ｌꎬ １２０μｍｏｌ / Ｌ)
ａｎｄ ＭＭＣ (１.５μｍｏｌ / Ｌꎬ ７.５μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ３０􀆰 ０μｍｏｌ / Ｌ) . Ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ
ａｓｓａｙ ２４ｈꎬ ４８ｈ ａｎｄ ７２ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ ｉｎ ＨＰＦ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｗｈｅｎ ＨＰＦ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｗｉｔｈ
ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ (４８μｍｏｌ / Ｌꎬ ７２μｍｏｌ / Ｌ) ａｎｄ ＭＭＣ (７.５μｍｏｌ / Ｌ)
ｆｏｒ ４８ｈꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ｎｏｒｍａｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ)ꎬ ＭＭＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ (４８μｍｏｌ / Ｌ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ (７２μｍｏｌ / Ｌ) ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｂｅ １.２０± ０.０２ꎬ ０.６０± ０.０３ꎬ
０.５４± ０.０２ꎬ ０.４５± ０.０７ (Ｆ ＝ ７３.０２５ꎬ Ｐ ＝ ０.００１) ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ ｉｎ ＭＭＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎻ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ
ｉｎ ＭＭＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ( ４８μｍｏｌ / Ｌꎬ ７２μｍｏｌ / Ｌ)
ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ>０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＨＰＦ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎꎻ ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎻ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉｕ ＬＬꎬ Ｗｕ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ Ｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ ) ２０１９ꎻ １９ ( １２ ):
２０２２－２０２５

０引言
翼状胬肉是结膜纤维血管组织异常增生侵犯角膜的

一种眼表疾病ꎬ其发病人群主要集中于常年在户外工作
者[１]ꎮ 现有研究表明ꎬ胬肉的发病机制涉及基因表达、凋

２２０２
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图 １　 倒置相差显微镜下观察翼状胬肉 ＨＰＦ细胞　 Ａ:原代细胞(×４０)ꎻＢ:第一代细胞(×２００)ꎻＣ:第二代细胞(×１００)ꎻＤ:第三代细胞
(×１００)ꎮ

亡机制及细胞分子生物学等[２]ꎮ 角膜缘干细胞的高增殖
对结膜上皮具有抑制作用ꎬ若角膜缘干细胞发生损害ꎬ则
人翼状胬肉成纤维细胞(ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬＨＰＦ)
增殖与凋亡平衡机制将会被打破而导致异常增生[３－４ ]ꎮ
调查显示ꎬ正常情况下ꎬ翼状胬肉术后复发率为 １９􀆰 ４％ ~
７５％ꎬ术后给予丝裂霉素 Ｃ(ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ ＣꎬＭＭＣ)治疗后ꎬ复
发率降为 １０􀆰 ３％ [５]ꎮ ＭＭＣ 可通过抑制 ＤＮＡ 的合成以抑
制 ＨＰＦ 的增殖[６]ꎬ从而抑制翼状胬肉的复发ꎬ但使用
ＭＭＣ 的患者容易引起角膜溶解、巩膜溶解及干眼等并
发症[７]ꎮ

有研究表明ꎬ橙皮苷可通过阻断细胞周期从而抑制癌
细胞的增殖[８]ꎬ周期蛋白 Ｄ(ｃｙｃｌｉｎ Ｄ)主要在细胞 Ｇ１ 期早
期产生ꎬ到 Ｇ１ 期晚期时达到高峰ꎬ在与 ＣＤＫ４ / ＣＤＫ６ 结合
后进入细胞核ꎬ形成 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ－ＣＤＫ４ / ＣＤＫ６ 复合体使 Ｒｂ
蛋白、Ｐ１０７ 蛋白及 Ｐ１３０ 蛋白磷酸化ꎬ解除对 Ｅ２Ｆ 等转录
因子的抑制作用ꎬ启动细胞基因转录ꎬ从而启动细胞周
期[９]ꎮ 本研究就橙皮苷对翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞的增殖抑制
作用及 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 蛋白表达的影响进行探讨ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １标本取材　 选取原发性翼状胬肉患者 ３０ 例 ３０ 眼ꎬ
其中男 １５ 例ꎬ女 １５ 例ꎬ年龄 ３０~ ６０ 岁ꎮ 纳入标准:(１)符
合原发性翼状胬肉的诊断标准ꎻ(２)胬肉头端侵入角膜上
皮约 ２􀆰 ５~３􀆰 ５ｍｍꎮ 排除标准:(１)复发及假性翼状胬肉ꎻ
(２)翼状胬肉伴其他结膜疾病ꎻ(３)既往有眼部手术ꎻ(４)
有活动性眼部炎症性病变ꎮ 本研究通过伦理委员会审查ꎮ
所有患者均于手术室无菌条件下取胬肉组织进行原代及
传代培养ꎬ术前均与患者签订手术知情同意书ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２主要试剂和设备　 １６４０ 基础培养基、胎牛血清、胰
蛋白酶(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ抗青－链霉素(北京索莱宝科
技有限公司)ꎬ免疫荧光试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 细胞凋
亡检测试剂盒、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 蛋白抗体、β－ａｃｔｉｎ 蛋白抗体、鼠源
波形蛋白抗体(ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ)试剂盒
(上海碧云天生物技术有限公司)ꎬＭＴＴ 检测试剂盒、
ＤＭＳＯ、酶标仪、橙皮苷(成都德瑞克公司)ꎬ细胞周期检测
试剂盒(美国 ＢＤ Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ 公司)ꎬＭＭＣ 针剂(北京百奥
莱博科技有限公司)ꎻ共聚焦显微镜(美国蔡司 ８８０)ꎬ倒置
荧光显微镜(日本 ＯＬＹＭＰＵＳ ＩＸ７１)ꎬ电泳仪、凝胶数字成
像系统(英国 Ｂｉｏｒａｄ 公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ 原代细胞培养　 无菌条件下取原发性翼状胬肉组
织置于冰上ꎬＰＢＳ 缓冲液冲洗 ２ ~ ３ 次ꎬ将组织中血细胞尽
量冲洗尽ꎬ再将胬肉组织剪碎成大小约 ０􀆰 ５ｍｍ×０􀆰 ５ｍｍ×
０􀆰 ５ｍｍꎮ 接种于斜口培养瓶中ꎬ组织块之间间隔 ０􀆰 ５ｃｍꎬ

加入含 １２％胎牛血清的 １６４０ 培养基至刚好没过组织块ꎬ
２~３ｄ后可见长梭形细胞从组织块边缘爬出ꎬ约 １ｗｋ 后可
长满培养瓶ꎬ胰酶消化后接种于培养瓶中ꎬ每 ２ｄ 换 １ 次
液ꎬ以后每 ４ ~ ６ｄ 可传代一次ꎬ取第三代细胞进行实验
(图 １)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２细胞鉴别 　 将直径为 １􀆰 ５ｃｍ 无菌圆形玻片置于 ６
孔板底部ꎬ取对数期细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ每孔 ２ｍＬꎬ接种
密度为 １×１０４个 / ｍＬꎮ 待细胞长满圆形玻片后用 ＰＢＳ 缓冲
液轻柔冲洗玻片ꎬ将细胞爬片放入 － ２０℃ 冰甲醇固定
５ｍｉｎꎬＰＢＳＴ(０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ２０ / ＰＢＳ)清洗 ２ 次ꎬ加入 ５００μＬ
ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ(２％ ＢＳＡ、０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ２０ / ＰＢＳ)室温摇匀静
置 ３０ｍｉｎꎬ再用鼠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ꎬ在共聚焦显微镜下以
４９２ｎｍ 波长进行激发ꎬ用 ４ꎬ６ －联脒 － ２ －苯基吲哚 ( ４ꎬ
６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ)对细胞核进行染色ꎬ以
３５８ｎｍ 波长进行激发ꎮ 着染细胞为扁平纺锤形或星形ꎬ核
呈规则的卵圆形ꎬ则符合 ＨＰＦ 的形态学特征ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制率　 取对数期生长细胞
接种于 ９６ 孔板中ꎬ接种密度为 ３×１０４个 / ｍＬꎬ每孔加入细
胞悬液 １００μＬꎬ每板均设空白对照组、无处理细胞对照组、
不同浓度 ＭＭＣ 组(１􀆰 ５、７􀆰 ５、３０􀆰 ０μｍｏｌ / Ｌ)、不同浓度橙皮
苷组(２４、４８、６４、７２、９６、１２０μｍｏｌ / Ｌ)ꎻ每个组设 ５ 个复孔ꎮ
待细胞贴壁后更换含 １２％胎牛血清的 １６４０ 培养基培养
１２ｈꎬ分别加入各组浓度药物培养于 ２４、４８、７２ｈꎬ每孔加入
２０μＬ ＭＴＴ 溶液再培养 ４ｈ 后将混合液吸尽ꎬ每孔再加入
１５０μＬ ＤＭＳＯꎬ避光低速震荡 １０ｍｉｎ 后酶标仪 ５７０ｎｍ 波长
检测光密度(ＯＤ)值ꎮ 计算细胞增殖抑制率ꎬ筛选橙皮苷
和 ＭＭＣ 作用浓度和时间ꎮ 细胞增殖抑制率 ＝ [１－(加药
组 ＯＤ 值－空白对照组 ＯＤ 值) / (无处理细胞对照组 ＯＤ
值－空白对照组 ＯＤ 值)]×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ的表达　 将对数期生
长细胞接种于 ６０ｃｍ 培养皿中ꎬ接种密度为 ５×１０４个 / ｍＬꎬ
每皿加入 ４ｍＬ 细胞悬液ꎬ设空白对照组(正常培养)、ＭＭＣ
组(７􀆰 ５μｍｏｌ / Ｌ)、橙皮苷组(４８、７２μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ待细胞贴壁后
更换含 １２％胎牛血清的 １６４０ 培养基培养 ２４ｈꎬ加入各组
浓度药物培养 ４８ｈ 后吸尽培养液ꎬ３ｍＬ 预冷 ＰＢＳ 缓冲液清
洗 ２ 次ꎬ加入细胞裂解液(ＲＩＰＡ)２００μＬ 和苯甲基磺酰氟
(ＰＭＳＦ)２μＬꎬ摇匀置于冰上 ３０ｍｉｎꎬ细胞刮收裂解液ꎬ４℃
下 １ ２００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ取上清分装至 ０􀆰 ５ｍＬ 离心管中ꎮ
ＢＳＡ 法测蛋白浓度ꎬ每孔上样 ２０２μｇ 蛋白总量ꎬ８０Ｖ 电泳
２ｈꎬ２００ｍＡ 转膜 ７０ｍｉｎꎬ脱脂奶粉封闭抗体 １ｈꎬ４℃孵育一抗
(稀释比例 １∶２００)过夜ꎬ常温孵育二抗(稀释比例１ ∶１０００)
１ｈꎬ加入显影剂放入凝胶数字成像系统曝光成像ꎮ
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图 ２　 免疫荧光染色法鉴定翼状胬肉 ＨＰＦ细胞(×６３０)　 Ａ:翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞呈波形蛋白阳性表达ꎻＢ:细胞核 ＤＡＰＩ 染色呈阳性表
达ꎻＣ:细胞骨架和核染共同显色ꎮ

表 １　 橙皮苷对翼状胬肉 ＨＰＦ细胞增殖的抑制 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)

浓度(μｍｏｌ / Ｌ)
作用时间(ｈ)

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

注:Ｆ浓度 ＝ ２２０􀆰 １９２ꎬＰ浓度 ＝ ０􀆰 ００２ꎻＦ时间 ＝ ９４􀆰 ６４８ꎬＰ时间 ＝ ０􀆰 ００５ꎻ
Ｆ浓度×时间 ＝ ９􀆰 ８３５ꎬＰ浓度×时间 ＝ ０􀆰 ０６２ꎮ

表 ２　 ＭＭＣ对翼状胬肉 ＨＰＦ细胞增殖的抑制 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)

浓度(μｍｏｌ / Ｌ)
作用时间(ｈ)

２４ ４８ ７２
１􀆰 ５ １２􀆰 ８５±１􀆰 ７１ ３９􀆰 ５５±１􀆰 ３３ ５４􀆰 ７１±３􀆰 ５９
７􀆰 ５ ２６􀆰 ３５±２􀆰 ７２ ７２􀆰 ５７±３􀆰 ２３ ８４􀆰 ４５±１􀆰 ３５
３０􀆰 ０ ４８􀆰 ７０±１􀆰 ８３ ８４􀆰 ８２±０􀆰 ８６ ９０􀆰 ０４±０􀆰 ９０

注:Ｆ浓度 ＝ ３１７􀆰 ６６０ꎬＰ浓度 <０􀆰 ００１ꎻＦ时间 ＝ １１７３􀆰 ２１８ꎬＰ时间 <０􀆰 ００１ꎻ
Ｆ浓度×时间 ＝ １９２􀆰 ４９１ꎬＰ浓度×时间 ＝ ０􀆰 ００１ꎮ

量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间多个时间点均值的比较采用
重复测量数据的方差分析ꎻ多组间均值的比较采用单因素
方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 时
差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １细胞鉴别　 波形蛋白为细胞的骨架蛋白ꎬ免疫荧光染
色结果显示ꎬ鼠源波形蛋白抗体对人翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞
波形蛋白染色呈阳性ꎬ共聚焦显微镜下呈绿色ꎬ细胞呈纺
锤形、长梭形或星形扁平状结构ꎻＤＡＰＩ 可穿透细胞膜与细
胞核中 ＤＮＡ 双链结合ꎬ共聚焦显微镜下呈蓝色卵圆形ꎬ符
合 ＨＰＦ 细胞形态结构(图 ２)ꎮ
２􀆰 ２橙皮苷对翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞增殖的抑制　 ＭＴＴ 检测
结果显示ꎬ橙皮苷对翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞的增殖抑制率随
橙皮苷作用浓度的增加而升高ꎬ随橙皮苷作用时间的延长
先升高后降低ꎬ但橙皮苷作用浓度与时间之间无交互效应
(表 １)ꎮ ＭＭＣ 对翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞的增殖抑制率随
ＭＭＣ 浓度增加而升高ꎬ随 ＭＭＣ 作用时间的延长逐渐增
加ꎬ且 ＭＭＣ 作用浓度与时间之间存在交互效应(表 ２)ꎮ
通过橙皮苷和 ＭＭＣ 对细胞增殖抑制率的检测结果进行

　 　

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测橙皮苷对 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ表达的影响ꎮ

初筛ꎬ后续实验根据药物的半抑制率( ＩＣ５０)选择药物干
预剂 量ꎬ 橙 皮 苷 浓 度 为 ４８、 ７２μｍｏｌ / Ｌꎬ ＭＭＣ 浓 度 为
７􀆰 ５μｍｏｌ / Ｌꎬ作用时间选择 ４８ｈꎮ
２􀆰 ３橙皮苷对翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 表达的影响　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示(图 ３)ꎬ空白对照组、ＭＭＣ 组
(７􀆰 ５μｍｏｌ / Ｌ)、橙皮苷组(４８、７２μｍｏｌ / Ｌ)细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 蛋
白相对表达量分别为 １􀆰 ２０±０􀆰 ０２、０􀆰 ６０±０􀆰 ０３、０􀆰 ５４±０􀆰 ０２、
０􀆰 ４５±０􀆰 ０７ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ７３􀆰 ０２５ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００１)ꎬ
ＭＭＣ 组和橙皮苷组(４８、７２μｍｏｌ / Ｌ)细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 蛋白相
对表达量均低于空白对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬＭＭＣ 组和橙皮苷组(４８、７２μｍｏｌ / Ｌ)细胞 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ
蛋白相对表达量差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
３讨论

翼状胬肉是一种眼表疾病ꎬ发病率高ꎬ主要症状为球
结膜组织增生ꎬ侵及角膜ꎬ朝其中央生长ꎬ头部多为三角
状ꎬ常现于鼻侧ꎬ偶有位于颞侧ꎮ 不但给患者带来容貌的
困扰ꎬ若增生的球结膜将瞳孔覆盖ꎬ则明显影响视力ꎬ严重
者可致盲[１０]ꎮ 翼状胬肉的主要发病机制尚无定论ꎬ但近
年研究表明ꎬ紫外线等多种致病因素在翼状胬肉的形成过
程中发挥着重要作用ꎮ 有研究发现ꎬ翼状胬肉的发病机制
类似于肿瘤ꎬ其表皮细胞活性十分高ꎬ增殖速度快[１１]ꎮ 陈
祎祎等[１２]观察翼状胬肉复发与病理组织变化的关系发
现ꎬ复发的胬肉病理组织变化多以细胞增生为主ꎮ 目前ꎬ
翼状胬肉治疗仍然主张以手术为主ꎬ药物及其他治疗为辅
的联合疗法ꎮ 传统手术切除的复发率相当高ꎬ国外报道的
复发率为 ２４％~８９％ [１３]ꎬ国内报道的为 ２０％~７０％ [１４]ꎮ 为
了抑制翼状胬肉复发ꎬ很多学者进行了相关研究ꎮ 在手术
治疗方面ꎬ有学者提出羊膜移植、自体角膜缘联合干细胞
结膜移植等改良方法[１５]ꎻ在药物治疗方面ꎬ联合激素或抗
代谢药物(如 ＭＭＣ)进行辅助药物治疗ꎬ虽然有效降低了
翼状胬肉的术后复发率ꎬ但是改良手术对正常的眼表组织
有一定的损伤ꎬ抗代谢药物对眼表的毒性作用较强ꎬ容易
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引起角结膜上皮修复不良及角膜巩膜溶解等严重并发症ꎬ
并不能完全抑制胬肉的复发ꎮ 临床上较常用的抗代谢药
物 ＭＭＣ 可有效抑制细胞 ＤＮＡ 的增殖及复制等ꎬ同时具有
杀伤作用[１６]ꎮ 因此ꎬ在翼状胬肉手术过程中使用 ＭＭＣ 可
通过其药理特征清理残留的胬肉组织ꎬ显著降低翼状胬肉
术后复发率ꎮ 但其对眼表的毒性作用较强ꎬ且持续时间较
长ꎬ需要引起重视ꎮ 此外ꎬ史伟云等[１０] 认为翼状胬肉术后
并发症与 ＭＭＣ 诱发局部细胞凋亡及巩膜和角巩膜缘缺
血有密切的关系ꎮ 因此ꎬ寻找一种既能抑制翼状胬肉增生
复发ꎬ又对眼表组织无毒副作用的药物至关重要ꎮ

橙皮苷(ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ)是橙皮素与芸香糖形成的糖苷ꎬ
为二氢黄酮衍生物ꎮ 橙皮苷是柑橘果肉和果皮的重要成
分ꎬ其含量可达柑桔幼果鲜重的 １􀆰 ４％ [１７]ꎮ 赣南脐橙产量
富足ꎬ因此可作为获取橙皮苷的主要原料ꎮ 因橙皮苷在植
物中分布较为广泛ꎬ其药理活性的研究一直得到人们的广
泛关注ꎬ且在中药新药的创制和研发中ꎬ橙皮苷常常被选
为指标成分而用于定性和定量研究ꎮ 橙皮苷提取物天然
无毒ꎬ具有抗氧化、抗炎、抑制前列腺素合成、抗癌变、对药
物代谢酶进行调节、抗肿瘤等多种生物活性[１８－１９]ꎮ 目前ꎬ
橙皮苷抗肿瘤活性已受到广泛关注ꎬ其能抑制多种癌细胞
的增殖分化ꎮ 罗晓婷等[２０]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胞株细胞增殖与细胞周期的
影响发现ꎬ橙皮苷能抑制细胞的分裂增殖ꎬ诱导细胞周期
特异性的细胞凋亡ꎮ 已有研究表明ꎬ橙皮苷通过阻滞
ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ信号通路抑制细胞增殖[２１]ꎬ而橙皮苷对正常
的机体组织无明显毒副作用ꎮ

目前ꎬ关于橙皮苷在眼科的应用较少有研究报道ꎮ 本
研究通过观察橙皮苷对体外培养的人翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞
增殖及 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 表达的影响ꎬ以期寻找辅助治疗及预防翼
状胬肉复发的中医中药方法ꎮ 本研究发现ꎬ随着时间和浓
度的增加ꎬ橙皮苷对翼状胬肉 ＨＰＦ 细胞增殖的抑制逐渐
增加ꎬ橙皮苷作用 ４８ｈꎬ浓度为 ４８ ~ ７２μｍｏｌ / Ｌ 时抑制效果
增加最明显ꎬ抑制率已快速达到 ５０％及以上ꎬ说明橙皮苷
对翼状胬肉 ＨＰＦ 的增殖具有抑制作用ꎬ随着浓度的不断
增加ꎬ抑制率的增加幅度逐渐减慢ꎬ随着时间的迁延抑制
率逐渐降低ꎮ 此外ꎬ我们发现ꎬ橙皮苷可降低人翼状胬肉
ＨＰＦ 细胞中 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 的表达ꎬ４８、７２μｍｏｌ / Ｌ 浓度橙皮苷对
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 表达均有明显的抑制作用ꎬ其效果与 ７􀆰 ５μｍｏｌ / Ｌ
ＭＭＣ 相当ꎮ 表明橙皮苷与 ＭＭＣ 促凋亡作用机制具有相
似性ꎮ 由于橙皮苷具有天然无毒的优势ꎬ其应用于临床控
制翼状胬肉的生长及抑制翼状胬肉术后复发具有更大的
优势ꎮ

综上所述ꎬ本研究证实橙皮苷对人翼状胬肉 ＨＰＦ 细
胞具有较强的抗增殖作用ꎬ提示橙皮苷具有成为新型抗增
殖药物的可能ꎬ但尚需进一步研究其对 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 的调控机
制ꎮ 鉴于药物作用在体外有一定的差异ꎬ我们将进一步观
察橙皮苷对活体的疗效及毒理学研究ꎬ为寻找新的预防翼
状胬肉复发的方法提供科学依据ꎮ
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