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摘要
目的:探索阿昔洛韦(ＡＣＶ)对体外培养人眼 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤
维细胞(ＨＴＦｓ)的增殖和凋亡的影响以及作用机制ꎮ
方法:将 ＨＴＦｓ 分为 ＡＣＶ 处理组和空白组ꎻＣＣＫ８ 检测不同
浓度梯度下的细胞增殖速率ꎬ划痕实验检测 ＨＴＦｓ 迁移能
力ꎬ流式细胞术检测 ＨＴＦｓ 凋亡以及细胞周期ꎮ
结果:与空白组相比ꎬＡＣＶ 处理组(终浓度分别为 １.１２５、
２.２５、３. ３７５、 ４. ５ｍｍｏｌ / Ｌ) ＨＴＦｓ 增殖速率显著降低 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ且呈浓度依赖性ꎮ ４.５ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＣＶ 处理组划痕细
胞迁移率显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞凋亡率显著增加(Ｐ ＝
０.０００５)ꎬ细胞周期 Ｇ０ / Ｇ１ 期峰值升高(Ｐ ＝ ０.００１１)ꎬＳ 期
下降(Ｐ＝ ０.０００６)ꎬ细胞周期被阻滞在 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎮ
结论:阿昔洛韦可以通过阻滞 ＨＴＦｓ 周期促进细胞凋亡ꎬ
抑制 ＨＴＦｓ 的增殖和迁移ꎮ
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０引言
青光眼是全球公认的视力丧失和失明主要原因之一ꎮ

青光眼的主要治疗方法是通过局部应用降眼压药物、激光
治疗或手术降低眼压ꎮ 青光眼的手术方法多种多样ꎮ 但
是ꎬ小梁切除术是公认的青光眼的一线外科手术方法[１]ꎮ
小梁切除术的远期成功率较低的主要原因是术后滤过泡
瘢痕的形成阻碍房水外引流[２－３]ꎮ 目前术中使用抗代谢
药物如 ５－氟尿嘧啶(５－ＦＵ)和丝裂霉素－Ｃ(ＭＭＣ)能够部
分减轻术后滤过泡的瘢痕愈合[４]ꎮ 但是ꎬ５－ＦＵ 和 ＭＭＣ
的使用增加了滤过泡形成不良、滤过过畅、角膜缘干细胞
功能的衰竭以及眼内炎等药物相关并发症的发生率[４－５]ꎮ
多种抗病毒药物已被报道通过不同机制直接参与细胞抑
制和细胞毒性活动[６－７]ꎮ 阿昔洛韦(ＡＣＶ)是临床常用抗
病毒药物ꎬ但是目前阿昔洛韦对人眼 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞
(ＨＴＦｓ)的作用尚无相关研究ꎮ 本研究应用 ＡＣＶ 作用于
体外培养 ＨＴＦｓꎬ旨在探索 ＡＣＶ 对成纤维细胞增殖和迁移
影响ꎬ为减少青光眼术后滤过泡瘢痕化ꎬ提高青光眼滤过
术的成功率提供新的思路ꎮ
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１材料和方法
１.１ 材料 　 本研究经苏州大学附属第三医院伦理委员会
审查通过并获得患者及其家属的知情同意ꎮ 取玻璃体切
除手术患者的 Ｔｅｎｏｎ 囊组织ꎬ剪碎ꎬ加入 ０.２５％胶原酶Ⅳ
(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ孵育 ２ｈꎻ离心ꎬ加入胰蛋白酶(美国
Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ孵育 ３０ｍｉｎꎻ２００ 目滤网过滤ꎬ离心ꎬ加入培养
基[含 ２０％胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ含 １％双抗(美国
Ｇｉｂｃｏ 公司)的 ＤＭＥＭ－Ｆ１２(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)]ꎻ待细胞生
长至培养皿 ８０％时即可传代ꎮ 传代后使用含 １０％胎牛血
清ꎬ１％双抗的 ＤＭＥＭ－Ｆ１２ 的培养基进行培养ꎮ 取第 ３ 代
细胞使用免疫荧光法进行细胞鉴定(免疫荧光显微镜及
照相系统ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ)ꎬ免疫荧光一抗采用 １∶ ３００ 小鼠抗
人单克隆抗体波形蛋白(美国 Ｇｅｎｅｔｅｘ)ꎬ二抗采用 １∶ ５００
山羊抗小鼠单克隆抗体(ＩｇＧ)(美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎮ 取 ３ 至
５ 代细胞进行实验ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＣＣＫ８ 检测 　 收集 ＨＴＦｓ 制成细胞悬液ꎬ接种于 ９６
孔板中ꎻ细胞贴壁后换无血清 ＤＭＥＭ－Ｆ１２ 培养 ２４ｈꎻ随机
分为 ＡＣＶ 处理组ꎬ空白组以及标准组ꎻＡＣＶ 处理组加入
ＡＣＶ 终浓度分别为 ０.４５、１.１２５、２.２５、３.３７５、４.５ｍｍｏｌ / Ｌ 的
无血清培养基ꎬ空白组加入无血清培养基培养ꎬ标准组为
无成纤维细胞孔加入无血清 ＤＭＥＭ－Ｆ１２ 培养基ꎬ培养
７２ｈꎻ加入 ＣＣＫ８ 试剂ꎬ孵育 ４ｈꎻ酶标仪(美国宝特公司)测
定 ４９０ｎｍ 处的吸光度(Ａ４９０)ꎮ 计算出不同浓度阿昔洛韦
对 ＨＴＦｓ 的抑制率ꎬ抑制率 ＝ (实验组 Ａ４９０值－标准组 Ａ４９０

值) / (对照组 Ａ４９０值－标准组 Ａ４９０值)×１００％ꎮ
１.２.２划痕实验　 收集 ＨＴＦｓ 制成细胞悬液ꎬ接种于 ６ 孔板
中ꎬ待细胞长至 ９０％时ꎬ换无血清培养基培养 ２４ｈꎻ１００μＬ
枪尖划痕ꎻ随机分为 ＡＣＶ 处理组和空白组ꎮ ＡＣＶ 处理组
加入 ＡＣＶ 终浓度分别为 ２.２５、４.５ｍｍｏｌ / Ｌ 的无血清培养
基ꎬ空白组加入无血清培养基培养ꎮ ０、７２ｈ 取样ꎬ拍照(相
差显微镜ꎬ日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ－Ｊ 软件计算
细胞划痕距ꎮ 计算细胞迁移率ꎬ细胞迁移率(％)＝ (Ｔ０ｈ宽
度－Ｔ７２ｈ宽度) / Ｔ０ｈ宽度×１００％ꎮ
１.２.３流式细胞仪检测　 收集 ４.５ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＣＶ 处理 ２４ｈ 后
ＨＴＦｓ 和空白组细胞制成细胞悬液ꎬ分成两部分ꎬ一部分加
入 ＹＦ４８８－Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ＰＩ 工作液(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 细胞
凋亡检测试剂盒ꎬ 美国 ＥＶＥＲＢＲＩＧＨＴ)ꎬ避光孵育 １５ｍｉｎꎬ
测定细胞凋亡(流式细胞仪ꎬ美国 ＢＤ)ꎬ计算细胞凋亡率ꎮ
另一部分细胞加入预冷 ７５％乙醇ꎬ置于－４℃ 固定过夜ꎮ
后加入碘化丙啶染色液 (细胞周期检测试剂盒ꎬ美国
ＥＶＥＲＢＲＩＧＨＴ)ꎬ避光孵育 １５ｍｉｎꎬ测定细胞周期(流式细
胞仪ꎬ美国 ＢＤ)ꎮ

统计学分析:采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 统计学软件进行
统计学分析ꎬ连续变量采用均数±标准差表示ꎬ多组间比
较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ
两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计
学意义ꎮ
２结果
２.１细胞免疫荧光鉴定　 酶消化法取原代 ＨＴＦｓꎬ培养 ４ ~
５ｄ 可见细胞贴壁ꎬ胞体呈梭型或不规则三角形ꎬ中央有卵
圆形核ꎬ生长良好ꎬ符合 ＨＴＦｓ 形态ꎻ采用免疫荧光进行细
胞鉴定培养的细胞为 ＨＴＦｓꎬ免疫荧光显微镜下可见培养
的细胞胞质中波形蛋白表达呈阳性ꎬ胞质内呈绿色染色ꎬ
见图 １ꎮ

２.２ ＡＣＶ对 ＨＴＦｓ 增殖的影响 　 ＣＣＫ８ 检测显示ꎬ不同浓
度 ＡＣＶ 作用于 ＨＴＦｓ 的 Ａ４９０ 值ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
５４.８ꎬＰ<０.０００１)ꎮ 与空白组对比ꎬＡＣＶ 浓度为 ０.４５ｍｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ差异无统计学意义( ｔ＝ ０.４６０４ꎬＰ ＝ ０.６５５１)ꎻ当 ＡＣＶ 浓
度为 １.１２５、２.２５、３.３７５、４.５ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ差异有统计学意义
( ｔ＝ ３.９４６ꎬＰ ＝ ０.００２７ꎻ ｔ ＝ ４.６６０ꎬＰ ＝ ０.０００９ꎻ ｔ ＝ ８.０５７ꎬＰ<
０.０００１ꎻｔ ＝ １２. ９５ꎬ Ｐ < ０. ０００１ )ꎬ 见 表 １ꎮ ＡＣＶ 浓 度 为
１.１２５ｍｍｏｌ / Ｌ与 ２.２５、３.３７５、４.５ｍｍｏｌ / Ｌ 组间差异有统计学
意义(Ｐ＝ ０.００４、＝ ０.００５、<０.０００１、<０.０００１)ꎮ 结果显示当
ＡＣＶ 浓度达到 １. １２５ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ开始对 ＨＴＦｓ 有抑制作
用ꎬ并呈浓度依赖性ꎮ
２.３ ＡＣＶ对 ＨＴＦｓ 迁移活性的影响　 划痕实验结果显示ꎬ
不同浓度 ＡＣＶ 作用于 ＨＴＦｓ 的细胞迁移率ꎬ差异有统计学
意义(Ｆ ＝ １５. ２３ꎬＰ ＝ ０. ００７４)ꎬ见表 １ꎮ ２. ２５、４. ５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＡＣＶ 组细胞迁移率与空白组比较差异有统计学意义( ｔ ＝
２.３０３ꎬＰ ＝ ０. ００５ꎻ ｔ ＝ ５. ０１９ꎬＰ ＝ ０. ００７４)ꎮ ＡＣＶ 浓度为
２.２５ｍｍｏｌ / Ｌ与 ４. ５ｍｍｏｌ / Ｌ 组间差异有统计学意义 ( ｔ ＝
３.４９５ꎬＰ＝ ０.０２５)ꎬ见图 ２、３ꎮ 结果显示 ＡＣＶ 对 ＨＴＦｓ 的迁
移活性有抑制作用ꎬ并且随着 ＡＣＶ 浓度的增加ꎬ抑制作用
增强ꎮ
２.４ ＡＣＶ对 ＨＴＦｓ 凋亡和细胞周期的影响　 经流式细胞仪
检测ꎬ空白组细胞凋亡率(２.２９％ ±０.２４％)与 ４. ５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＡＣＶ 处理组(７.３５％±０.６４％)比较差异有统计学意义( ｔ ＝
１０.３３ꎬ Ｐ＝ ０.０００５)ꎬ见图 ４ꎮ 结果显示 ４.５ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＣＶ 作
用 ＨＴＦｓ ２４ｈ 后ꎬＨＴＦｓ 细胞凋亡增加ꎮ 经流式细胞仪检
测ꎬ空白组 ( Ｇ０ / Ｇ１ 期 ５９. ９７％ ± ２. １３％ꎻ Ｓ 期 ２３. ６４％ ±
１.８９％)与 ＡＣＶ 处理组 ( Ｇ０ / Ｇ１ 期 ７４. ８％ ± １. ２７％ꎻＳ 期
８.７７％±０.９３％) 比较差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ８. ４３４ꎬＰ ＝
０.００１１ꎻｔ＝９.９５３ꎬ Ｐ＝ ０.０００６)ꎬ见图 ５ꎮ 结果显示 ４.５ｍｍｏｌ / Ｌ
ＡＣＶ 作用 ＨＴＦｓ ２４ｈ 后ꎬＧ０ / Ｇ１ 期峰值升高ꎬＳ 期峰值下
降ꎬＨＴＦｓ 细胞周期阻滞于 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎮ
３讨论

滤过泡瘢痕的生成主要由 ＨＴＦｓ 的异常增殖、以及其
向肌成纤维细胞的转化ꎬ分泌胶原和促纤维化因子的能力
增强及细胞外基质的合成增多等引起[８]ꎮ 目前术中使用
抗代谢物减轻术后滤过泡的瘢痕的生成ꎮ 但是ꎬ抗代谢物
的使用增加了药物相关并发症的发生率[４－５]ꎮ 因此ꎬ发现
更安全有效的瘢痕抑制剂对提高青光眼滤过手术的远期
成功率有深刻意义ꎮ

目前ꎬ多项研究发现抗病毒药物可通过抑制细胞增生
和促进其凋亡参与细胞抑制ꎮ 如西多福韦可以促进未感
染病毒的间皮瘤细胞内促凋亡蛋白 ｐ５３、ｃａｓｐａｓｅ－３ 等的升
高ꎬ生存蛋白 Ｂｃｌ－ｘ 的降低[９]ꎻ利巴韦林可通过减少 ｅＩＦ４Ｅ
靶点的 ｍＲＮＡ 输出和蛋白表达从而抑制乳腺癌细胞的增
殖[１０]ꎮ 已有研究证实抗病毒药物 ＩＦＮγ 对 ＨＴＦｓ 的增殖具
有明显的抑制作用ꎮ ＩＦＮα － ２ｂ 能够通过减少 ＨＴＦｓ 中
ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２ 的表达ꎬ从而减少Ⅰ型胶原蛋白及纤维
连接蛋白的表达ꎬ参与抑制 ＨＴＦｓ 的增殖[１１－１２]ꎮ ＡＣＶ 是一
种合成鸟苷类似物ꎬ作为传统抗病毒药物ꎬ阿昔洛韦滴眼
液在眼科局部应用有长期临床经验ꎬ安全性高ꎬ耐受性良
好[１３－１４]ꎮ Ｂｅｎｅｄｅｔｔｉ 等[１５] 发现 ＡＣＶ 可以抑制白血病细胞
的活性并诱导其凋亡ꎬ并且用 ＡＣＶ 预处理白血病细胞ꎬ可
以增强细胞对 ５－ＦＵ 的敏感性ꎮ 但目前 ＡＣＶ 对 ＨＴＦｓ 的
作用尚无相关研究ꎮ

ＡＣＶ 微溶于水ꎬ在水中的溶解性为 ３.３ ~ ５.７ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
３３
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图 １　 细胞免疫荧光鉴定结果 　 Ａ:原代人 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞(×４０)ꎻＢ:ＨＴＦｓ 免疫荧光鉴定(×４００)ꎮ

图 ２　 不同浓度 ＡＣＶ作用抑制 ＨＴＦｓ的细胞迁移(×４００)ꎮ

表 １　 不同浓度阿昔洛韦作用后对 ＨＴＦｓ的抑制作用和迁移活性的影响 􀭰ｘ±ｓ
组别 样本量 Ａ４９０值 抑制率(％) 细胞迁移率(％)
空白对照组 ６ １.０７８±０.０５７ － ５７.２０±７.４３
ＡＣＶ 处理组(ｍｍｏｌ / Ｌ)
　 ０.４５ ６ １.０６６±０.０２３ － －
　 １.１２５ ６ ０.９４２±０.０２４ ４.５７５±３.２６ －
　 ２.２５ ６ ０.８７０±０.０８７ １１±４.０９ ４１.７７±５.９２
　 ３.３７５ ６ ０.７７４±０.０４８ １９.５５±３.８７ －
　 ４.５ ６ ０.７３６±０.０２５ ２５.９２５±２.５６ ２８.１６±３.４３

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ５４.８ － １５.２３
Ｐ <０.０００１ － ０.００７４

图 ３　 不同浓度 ＡＣＶ作用 ７２ｈ对 ＨＴＦｓ迁移率的影响ꎮ

随着温度的改变而改变[１６－１７]ꎮ 本实验中观察到ꎬ当 ＡＣＶ
浓度高于 ４.５ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ溶液有沉淀析出ꎮ 因此ꎬ本实验
采用 ＡＣＶ 最大浓度为 ４. ５ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 首先ꎬ本实验通过
ＣＣＫ８ 证实 ＡＣＶ 抑制 ＨＴＦｓ 增殖ꎮ 选择不同浓度 ＡＣＶ 作
用于 ＨＴＦｓꎬＣＣＫ８ 检测结果显示 ＡＣＶ 对 ＨＴＦｓ 有抑制作
用ꎬ并且随着 ＡＣＶ 浓度的增长ꎬ对 ＨＴＦｓ 的抑制作用逐渐
增强ꎮ 在后续的细胞凋亡和细胞周期检测中ꎬ采用本实验
中 ＡＣＶ 的最高药物浓度 ４.５ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 流式细胞仪检测结
果显示ꎬＡＣＶ 处理后ꎬＨＴＦｓ 细胞周期 Ｇ０ / Ｇ１ 期的峰值增
高ꎬＳ 期下降ꎬ细胞周期阻滞于 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎬ并且细胞凋亡率
明显升高ꎮ 提示 ＡＣＶ 可能通过阻滞细胞周期ꎬ抑制 ＨＴＦｓ
的增殖ꎬ促进细胞凋亡ꎮ 划痕实验结果显示 ＡＣＶ 对 ＨＴＦｓ
向周边的迁移具有明显的抑制作用ꎮ 成纤维细胞可通过
迁徙、增殖、分泌胶原等生物学行为参与创面修复过
程[１８]ꎮ 因此通过减弱成纤维细胞迁移运动ꎬ进一步减少
其增殖ꎬ可以减轻瘢痕的生成ꎮ 有研究发现ꎬ小鼠腹腔注

４３
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图 ４　 ４.５ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＣＶ诱导 ＨＴＦｓ凋亡结果 　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:４.５ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＣＶ 处理组ꎮ

图 ５　 ４.５ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＣＶ阻滞 ＨＴＦｓ细胞周期结果　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:４.５ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＣＶ 处理组ꎮ

射 ＡＣＶ 后ꎬ肾脏组织的 ＶＥＧＦ 及其受体以及成纤维细胞
生长因子(ＦＧＦ)表达水平降低[１９]ꎮ 提示 ＡＣＶ 可以抑制
ＶＥＧＦ 及其受体的生成ꎮ ＶＥＧＦ 被认为是血管内皮细胞生
长最常见的刺激因子[２０]ꎮ 有研究发现 ＶＥＧＦ 及其受体在
ＨＴＦｓ 中呈高表达ꎬＶＥＧＦ 可直接促进 ＨＴＦｓ 的增生和迁
移[２１]ꎮ Ｐａｒｋ 等[２２]研究表明ꎬＶＥＧＦ 诱导 ＴＧＦ－β１ 蛋白的
产生ꎬ并且呈剂量依赖性ꎮ ＴＧＦ－β 被认为是青光眼滤过
术后瘢痕形成的关键因子ꎮ 由此推测 ＡＣＶ 可能通过抑制
ＶＥＧＦ 从而降低 ＴＧＦ－β１ 的水平ꎬ进而抑制 ＨＴＦｓ 的增殖ꎬ
诱导其凋亡ꎬ与干扰素类似ꎮ

综上所述ꎬ通过本实验可以得出如下初步结论:ＡＣＶ
可以通过诱导 ＨＴＦｓ 细胞周期阻滞ꎬ抑制 ＨＴＦｓ 的增殖ꎬ从
而诱导其凋亡ꎬ并且能通过削弱 ＨＴＦｓ 的迁移能力抑制
ＨＴＦｓ 向周边侵袭和转移ꎮ 这一研究结果有望应用于青光
眼术后抑制滤过泡瘢痕化ꎬ为提高青光眼滤过术长期成功
率提供新思路ꎮ 本实验未进一步深入探讨 ＡＣＶ 阻滞细胞
周期的作用机制ꎬ其确切的信号通路有待进一步研究ꎮ 并
且 ＡＣＶ 能否提高 ５－ＦＵ 对于青光眼术后成纤维细胞的敏
感性ꎬ有望在后续实验中进一步深入探讨ꎮ
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