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!!$摘要%!目的!研究苦参碱对体外培养人 L4+-+ 囊成纤维细胞)hLC1*增生和凋亡过程的影响'!方法!
复苏冻存的 hLC1后进行培养&传代"取第 7 _9 代细胞进行实验' 用终质量浓度梯度为 $&$ 7̂&$ %̂&$ :̂ D@T
苦参碱作用于体外培养的 hLC189 _?8 F"采用细胞计数试剂盒 \)PPSB\*法检测 hLC1增生情况(采用流式细
胞术检测 hLC1的凋亡情况(采用 f41G4J+ O*-G法&实时荧光定量 UPQ法检测凋亡相关转录因子 6(1E(14B7 的
表达情况'!结果!在梯度质量浓度苦参碱的作用下"hLC1的增生被抑制"且随时间的延长和质量浓度的增
加"抑制效果更明显"差异均有统计学意义 )K

浓度
j# $#: "̂#"Lj$ $̂$(K

时间
j" \9\ %̂%"Lj$ $̂$(K

交互作用
j

#9? 9̂""Lj$ $̂$*' $&$ 7̂&$ %̂ 和 $ :̂ D@T苦参碱作用后"hLC1的早期凋亡率分别为)8 %̂\l$ 7̂$*]&)" $̂\l
$ 9̂?*]&)% :̂?l$ %̂:*]和 )#$ 7̂$l# 8̂$*]"6(1E(14B7 蛋白表达的灰度值分别为 # $̂$l$ #̂7&# :̂$l$ #̂:&
8 "̂$l$ 7̂$ 和 8 %̂?l$ 7̂$"6(1E(14B7 'Q[;的相对表达量分别为 $ :̂\l$ #̂8&8 $̂#l$ 7̂9&% #̂"l$ %̂$ 和 ## 9̂$l
# #̂8"总体比较差异均有统计学意义 )Kj"" ?̂9&%% $̂#&#"9 "̂$"均 Lk$ $̂#*"随着苦参碱质量浓度的升高"
hLC1的早期凋亡率明显升高"6(1E(14B7 蛋白&6(1E(14B7 'Q[;的相对表达量明显升高"各质量浓度组间两两
比较差异均有统计学意义)均 Lk$ $̂"*'!结论!苦参碱可抑制体外培养 hLC1的增生"并呈剂量及时间依赖
性(苦参碱可促进 hLC1凋亡'!

$关键词%!苦参碱( 人 L4+-+ 囊成纤维细胞( 增生( 凋亡
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!!人 L4+-+囊成纤维细胞 ) F3'(+ L4+-+ 6(E13*4
.)OJ-O*(1G1"hLC1*为存在于结膜下结缔组织的未分化
间叶细胞

+#, ' 青光眼滤过性手术后滤过道的瘢痕化
是手术失败的主要原因"其主要特征之一是 hLC1转
化为肌成纤维细胞持续存在并产生大量的细胞外基

质
+8W7, ' 目前"术中应用抗增生药物"如丝裂霉素可以

提高手术成功率"但由于其具有一定的毒性作用和不
良反应"临床中对其使用有所限制' 寻找既能有效防
止滤过手术失败"又能有效抑制成纤维细胞增生的方
法仍是青光眼研究的重点

+9, ' 苦参碱作为豆科植物
苦参的主要有效成分"对其他组织及器官纤维细胞的
增生&胶原等成分的合成等具有明显抑制作用 +", "但
其对 hLC1的影响少有研究' 本研究探讨苦参碱对
hLC1增生&凋亡过程的影响"以期为青光眼滤过性手
术的术中用药提供新的选择'

:6材料与方法

:0:6材料
:0:0:6细胞来源6南京医科大学第一附属医院眼科
实验室液氮罐内冻存的细胞"已验证为 hLC1+%W\, '
:0:0;6主要试剂及仪器6苦参碱)西安陕西亿康龙
生物技术有限公司*(<Y&Y培养液&胰蛋白酶&胎牛
血清).4G(*O-I)+414J3'"C̀ R*)美国 V)O6-公司*( P̀;
蛋白浓度测定试剂盒 )上海碧云天生物技术有限公
司*(鼠抗人 V;U<h单克隆抗体)L;7$:#"?*&一抗稀
释液 )北京中杉金桥生物技术有限公司 *(兔抗人
6(1E(14B7 抗体)(O#7\9?"英国 ;O6('公司*( R̀;封闭
液)武汉博士德生物工程有限公司*(青霉素&链霉素
)美国 ;'4J16-公司*' f41G4J+ O*-G蛋白电泳及转膜
系统&凝胶成像分析系统)美国 )̀-BQ(5 公司*(流式细
胞仪 )美国 4̀6H'(+ 公司 *( UPQ逆转录仪 )美国
;EE*)45 )̀-121G4'1公司*'
:0;6方法
:0;0:6hLC1细胞复苏及传代!将保存在液氮中装有
hLC1的冻存管迅速投入 7? m恒温水浴锅"轻轻摇动"
尽量使冻存的细胞在 # ')+ 内融化(取出冻存管"体积
分数 :"]乙醇消毒外壁后"于超净工作台内开启管
口"用吸管将细胞悬液转移至 #" '*离心管中"并在离
心管内加入等量 <Y&Y培养液"轻吹混匀"离心半径
#7 "̂ 6'"\$$ J@')+ 离心 " ')+"弃上清(<Y&Y培养液
洗涤 # 次"同等条件再次离心"弃上清' 加入 " '*
<Y&Y完全培养液"轻吹混匀"接种于培养皿中"置于
7? m&体积分数 "] P=8&饱和湿度条件的培养箱中培
养' 次日更换 # 次培养液"在培养液由淡红色变为黄

色后更换培养液"待细胞爬满瓶底的 \$]时进行传
代' 取第 7 代细胞进行实验'
:0;0;6细胞计数试剂盒 \ 法测定 hLC1细胞增生情
况!将传代细胞以 "n#$7 @孔密度接种于 :% 孔板中"
置于 7? m&"] P=8培养箱中培养 89 F"待细胞贴壁
后"加入终质量浓度梯度为 $&$ 7̂&$ %̂ 和 $ :̂ D@T苦
参碱"并于 $&89&9\ 和 ?8 F 分别向每孔加入 #$ !*细
胞计数试剂盒 \)64**6-3+G)+DH)GB\"PPS\*试剂"继续
培养 8 F' 采用酶联免疫检测仪测定波长 9"$ +'处吸
光度)J*值"每组设 7 个复孔"取平均值'
:0;0<6流式细胞术检测 hLC1细胞凋亡!将 hLC1于 %
孔板中培养 89 F"待其贴壁后"将不加药)对照组*和加
入终质量浓度为 $ 7̂&$ %̂ 和 $ :̂ D@T苦参碱)实验组*处
理的 hLC1分别继续培养 89 F"采用不含 &<L;的胰蛋
白酶消化并收集细胞"离心半径 #7 "̂ 6'"# $$$ J@')+离
心" ')+"吸去上层培养基后"用预冷的 Ù R 洗涤细胞 8
次' 以 "$$ !*结合缓冲液重悬细胞"加入 ;++4,)+ZB
C>LP和 U>各 " !*' 轻轻混匀细胞"于室温下避光孵育
#" ')+' 流式细胞术检测细胞凋亡情况"记录早期凋亡
细胞的百分数' 实验重复 7 次"取平均值'
:0;0>6f41G4J+ O*-G法测定细胞中 6(1E(14B7 蛋白表
达!将 hLC1于 % 孔板中培养 89 F"待其贴壁后"将终质
量浓度为 $ 7̂&$ %̂&$ :̂ D@T苦参碱 )实验组*处理的
hLC1分别继续培养 89 F"采用不含 &<L;的胰蛋白酶
消化并收集细胞"离心半径 #7 "̂ 6'"# $$$ J@')+离心
" ')+"吸去上层培养基后用预冷的 Ù R 洗涤细胞"并重
复 8 次' 在每孔中加入 #$$ !*细胞裂解液"摇匀"将 %
孔板放于冰上作用 7$ ')+"收集细胞"置于&U管中"9 m
条件下"离心半径 " "̂ 6'"#7 $$$ J@')+离心#$ ')+"收集
上清液' 用 P̀;法测定各组总蛋白的质量浓度"按最
低质量浓度组的数值调节到一致' 蛋白样本在质量分
数 "]和 #$] R<RBU;V&凝胶电泳)条件#浓缩胶 \$ Z(
分离胶 #8$ Z*中作用 8 F"利用蛋白印迹转膜仪在
7$$ ';恒流条件下作用 #$$ ')+"将蛋白样本转印至硝
酸纤维素) +)GJ-64**3*-14"[P*膜上"然后置于质量分数
"]脱脂奶粉中室温封闭 8 F"在一抗)鼠抗人V;U<h抗
体&兔抗人 6(1E(14B7 抗体* )# b"$$*工作液中 9 m孵育
过夜' 以 L̀ RL洗涤[P膜 7 次"室温下把[P膜浸泡在
二抗 )鼠抗人 V;U<h抗体&兔抗人 6(1E(14B7 抗体*
)# b" $$$*工作液中孵育 # F"孵育完成后用 L̀ RL洗涤
7 次"&PT化学发光试剂盒进行显影"于 g感光片感光
后显影定影' 采用 >'(D4X软件分析测量显影后蛋白条
带的灰度值"以V;U<h为内参"计算各目的蛋白相对表
达量' 实验重复 7 次"取平均值'
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图 :6C&CR<&CRI 和 CRS 0TU苦参碱作用于体外培养的 VC!%后 >? (细胞早期凋亡率比较
随着苦参碱质量浓度的升高"细胞早期凋亡率逐渐升高!;#$ D@T苦参碱组流式细胞图
#̀$ 7̂ D@T苦参碱组流式细胞图!P#$ %̂ D@T苦参碱组流式细胞图!<#$ :̂ D@T苦参碱组流

式细胞图!&#各组 hLC1细胞早期凋亡率的量化比较!与 $ D@T苦参碱组比较"(Lk$ $̂"(

与 $ 7̂ D@T苦参碱组比较"OLk$ $̂"(与 $ %̂ D@T苦参碱组比较"6Lk$ $̂")单因素方差分析"
TR<B/检验"#j7*!##$ D@T苦参碱组!8#$ 7̂ D@T苦参碱组!7#$ %̂ D@T苦参碱组!9#$ :̂ D@T
苦参碱组

表 :6不同质量浓度苦参碱作用后不同时间点 VC!%细胞 '值比较)1)*&KLM*

苦参碱

质量浓度

)D@T*
样本量

不同时间点 hLC1细胞 J值

$ F 89 F 9\ F ?8 F

$ 7 $ "̂$9l$ $̂$8 $ "̂7$l$ $̂$\ $ \̂%:l$ $̂$8 # 9̂%8l$ $̂#9
$ 7̂ 7 $ 9̂:?l$ $̂$7 $ "̂8?l$ $̂## $ \̂$\l$ $̂7$( # 7̂8$l$ $̂$?(

$ %̂ 7 $ "̂$#l$ $̂$7 $ "̂#7l$ $̂$9 $ ?̂%8l$ $̂88( # #̂?8l$ $̂$9(

$ :̂ 7 $ "̂$9l$ $̂$8 $ "̂$%l$ $̂$%( $ %̂%"l$ $̂$8( $ :̂89l$ $̂#$(

!注#K质量 浓度 j# $#: "̂#"Lj$ $̂$(K时间 j" \9\ %̂%"Lj$ $̂$(K交互作用 j#9? 9̂""Lj$ $̂$0与

同时间点 $ D@T苦参碱组比较"(Lk$ $̂")析因设计两因素方差分析"TR<B/检验*!hLC1#人

L4+-+ 囊成纤维细胞

:0;0H6实时荧光定量 UPQ法检测细胞中 6(1E(14B7
'Q[;表达!将 hLC1于 % 孔板中培养 89 F"待其贴壁
后"将不加药)对照组*和加入终质量浓度为 $ 7̂&$ %̂
和 $ :̂ D@T苦参碱)实验组*处理的 hLC1分别继续培
养89 F"采用不含 &<L;的胰蛋白酶消化并收集细胞"
离心半径 #7 "̂ 6'"# $$$ J@')+离心 " ')+"吸去上层培
养基后用预冷的 Ù R 洗涤细胞 8 次' 按 LJ)N-*法提取
hLC1总 Q[;"用分光光度仪测定 Q[;的浓度和纯
度"将浓度和纯度好的 Q[;进行W\$ m保存' 按照逆
转录试剂盒说明书操作"取总Q[;8 !D与说明书推荐
用量的 Y),和 <&UP水混匀后"加入 ;̀ >?7$$ UPQ逆
转录仪"UPQ反应条件#7? m反应 #" ')+"\" m反应
" 1"9 m循环"得到 6<[;"W8$ m保存备用' 逆转录后
的 6<[;加入引物和 Y),"吹打混匀后"加入上样板"
每个基因每个样本均设置 7 个复孔" 9 m条件下"
#8 $$$n) 离心 8 ')+"于 ;̀ >?7$$ 实时定量 UPQ仪上
按照说明书推荐参数进行 UPQ扩增' 6(1E(14B7 上游
引物为 "3BLVV;;P;;;LVV;PPLVLLV;PPB73"下游
引物 "3B;VV;PLP;;;LLPLVLLVPP;PPB73(V;U<h
上游引物为 "3B;;LPPP;LP;PP;LPLLPP;B73"下游
引物为 " 3BPPLVPLLP;PP;PPLLPLLVB7 3' 反应条
件#:9 m变性 # ')+""" m复性 9" 1"?" m延伸 # ')+"

共 7" 个循环' 以 V;U<h为内参"采用 8W""PL
法计算

目的基因的相对表达量' 实验重复 7 次"取平均值'
:0<6统计学方法

采用 RURR #\0$ 统计学软件进行统计分析' 计量
资料的数据经 f 检验证实呈正态分布"以 '4(+lR<
表示"经 T4I4+4方差齐性检验证实方差齐"不同质量
浓度苦参碱素作用后不同时间点 hLC1细胞增生抑制
率的比较采用析因设计的两因素方差分析"两两比较
采用 TR<B/检验(不同质量浓度苦参碱作用后各组细
胞早期凋亡率&6(1E(14B7 'Q[;和蛋白相对表达水平
的比较采用单因素方差分析"两两比较采用 TR<B/检
验' 检验水准 !j$ $̂"'

;6结果

;0:6不同质量浓度苦参碱作用后各组细胞增生情况
比较

$&$ 7̂&$ %̂ 和 $ :̂ D@T苦参碱作用于体外培养的
hLC1后 89 _?8 F"结果显示在梯度质量浓度苦参碱的
作用下"hLC1的增生被抑制"且随着作用时间的延长
和质量浓度的增加"抑制效果更明显"不同质量浓度苦
参碱作用后不同时间点 hLC1细胞 J值比较"差异均
有统计学意义 ) K浓度 j# $#: "̂#" Lj$ $̂$( K时间 j

" \9\ %̂%"Lj$ $̂$(K交互作用 j#9? 9̂""Lj
$ $̂$*)表 #*'
;0;6不同质量浓度苦参碱作用后各组
细胞凋亡情况比较

$&$ 7̂&$ %̂ 和 $ :̂ D@T苦参碱作用
于体外培养的 hLC1后 9\ F"各组细胞
早期凋亡率分别为 ) 8 %̂\ l$ 7̂$ *]&
) " $̂\ l$ 9̂? *]& ) % :̂? l$ %̂: *] 和
)#$ 7̂$l# 8̂$*]"随着苦参碱质量浓度
的升高"细胞早期凋亡率逐渐升高"总
体比较差异有统计学意义 )Kj"" ?̂9"
Lk$ $̂#*"各质量浓度组间两两比较"差
异均有统计学意义)均 Lk$ $̂"*)图 #*'
;0<6不同浓度苦参碱作用后 6(1E(14B7
蛋白相对表达水平比较

$&$ 7̂&$ %̂ 和 $ :̂ D@T苦参碱作用
于体外培养的 hLC1后 9\ F"6(1E(14B7
蛋白相对表达水平分别为 # $̂$l$ #̂7&
# :̂$l$ #̂:&8 "̂$l$ 7̂$ 和 8 %̂?l$ 7̂$"
随着苦参碱质量浓度的升高"6(1E(14B7
蛋白相对表达水平逐渐升高"总体比较
差异有统计学意义 ) Kj%% $̂#" Lk
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$ $̂#*"各质量浓度组间两两比较"差异均有统计学意
义)均 Lk$ $̂"*)图 8*'

B

caspase�3

GAPDH

1 2 3 4

3

2

1

0ca
sp
as
e�
3蛋

白
相

对
表

达
量

1 2 3 4

a

ab abc

A B

caspase�3

GAPDH

1 2 3 4

3

2

1

0ca
sp
as
e�
3蛋

白
相

对
表

达
量

1 2 3 4

a

ab abc

A

图 ;6CACR<ACRI 和 CRS 0TU苦参碱作用于体外培养的 VC!%后 >? (
#*%3*%)B< 蛋白表达量比较!;#f41G4J+ O*-G法检测结果显示"随着苦
参碱质量浓度的升高"6(1E(14B7 蛋白相对表达水平逐渐升高! #̀各
组 6(1E(14B7 蛋白相对表达水平的量化比较!与 $ D@T苦参碱组比较"
(Lk$ $̂"(与 $ 7̂ D@T苦参碱组比较"OLk$ $̂"(与 $ %̂ D@T苦参碱组比

较"6Lk$ $̂")单因素方差分析"TR<B/检验"#j7*!##$ D@T苦参碱组
8#$ 7̂ D@T苦参碱组!7#$ %̂ D@T苦参碱组!9#$ :̂ D@T苦参碱组!
注#V;U<h#甘油醛B7B磷酸脱氢酶

!

;0>6不同浓度苦参碱作用后 6(1E(14B7 'Q[;的相对
表达量比较

$A$ 7̂A$ %̂ 和 $ :̂ D@T苦参碱作用于体外培养的
hLC1后 9\ F"6(1E(14B7 'Q[;的相对表达水平分别为
$ :̂\l$ #̂8A8 $̂#l$ 7̂9A% #̂"l$ %̂$ 和 ## 9̂$l# #̂8"随
着苦参碱质量浓度的增加"6(1E(14B7 'Q[;相对表达
水平逐渐升高"总体比较差异有统计学意义 )Kj
#"9 "̂$"Lk$ $̂#*"各质量浓度组间两两比较"差异均
有统计学意义)均 Lk$ $̂"*)图 7*'
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图 <6CACR<ACRI 和 CRS 0TU苦参碱作
用体外培养的 VC!%后 >? (#*%3*%)B<
1AJ4相对表达水平比较!与 $ D@T

苦参碱组比较"(Lk$ $̂"(与 $ 7̂ D@T苦

参碱组比较"OLk$ $̂"(与 $ %̂ D@T苦参

碱组比较"6Lk$ $̂")单因素方差分析"
TR<B/检验"#j7*!##$ D@T苦参碱组
8#$ 7̂ D@T苦参碱组!7#$ %̂ D@T苦参
碱组!9#$ :̂ D@T苦参碱组

<6讨论

青光眼是一种世界范围内的主要致盲眼病"目前
其主要治疗手段仍是滤过性手术"滤过道瘢痕化形成
使滤过道堵塞是滤过性手术失败的主要原因

c:W#$, ' 其
发生过程为人 L4+-+ 囊下间隙在手术操作的刺激下"
hLC1发生增生A移行A释放胶原蛋白并引起纤维血管
反应和手术创口挛缩"从而导致瘢痕形成 c##, ' 临床
上"常在术中用抗代谢药物"如 "B氟尿嘧啶和丝裂霉
素 P来防止术后瘢痕形成"但仍存在结膜泡漏A低眼
压A巩膜溶解A眼内炎等并发症 c#8, "因此探索新的抗瘢
痕药物仍十分重要' 现在很多研究者也将探寻治疗瘢

痕药物的目光转移到传统中草药上'
苦参碱)分子式 P#"h89[8=*是豆科植物苦参的主

要有效成分"研究发现其除了具有抗心律失常A抗炎A
抗病毒A抗肿瘤等作用外 c#7W#%, "还对多种细菌有明显
的抑制作用"这一特性增强了其眼内使用的安全
性

c#?, ' 大量研究表明"苦参碱对多种纤维细胞的增
生A胶原的合成等具有明显抑制作用 c#\W#:, "且在临床
上治疗慢性肝炎和肝纤维化等疾病中应用广泛

c8$, '
cF(+D等 c8#,

研究发现"苦参碱可以通过降低纤维化细
胞因子的表达而抑制其纤维化的过程"也可减少胶原
活动度"从而预防肝脏的纤维化(付平等 c88,

发现"苦参
碱 可 通 过 上 调 基 质 金 属 蛋 白 酶 ) '(GJ),
'4G(**-EJ-G4)+(141"YYU1*的表达"达到延迟肾小球A肾
间质纤维化的目的' 在眼科疾病的防治中"苦参碱仍
多处于实验阶段' 刘丽娅等 c87,

研究发现"苦参碱可以
抑制白细胞介素B#&诱导下兔视网膜色素上皮细胞的
增生(刘丹岩等 c89,

研究发现"苦参碱聚乳酸微球兔眼
玻璃体腔注射能够有效防治实验性增生性玻璃体视网

膜病变' 根据其广泛的药理作用"其在眼科疾病的治
疗中可能具有良好的应用前景"但其对 hLC1的影响
尚少见'

凋亡是由基因控制的细胞主动死亡的过程"能够
调控机体发育并维护内环境稳定"细胞凋亡在抗纤维
化A防止瘢痕形成中具有重要意义' 有研究认为"瘢痕
形成的主要机制是以成纤维细胞为主的细胞增生活性

增强"不能进入正常凋亡途径"从而合成并分泌大量的
细胞外基质在组织中沉积"难以被机体吸收或重塑"形
成病理状态

c8", ' 苦参碱可使成纤维细胞 <[;复制及
有丝分裂障碍"抑制成纤维细胞增生"使 R 期的 <[;
合成减缓"细胞停滞于 V$ @V#期(诱导细胞凋亡"并使
细胞群体倍增时间延长"且与药物浓度成正相关"但不
使细胞 <[;发生变异 c8%, ' 还有研究表明"苦参碱可
使细胞周期蛋白 &8CB# 的表达上调以及诱发细胞色素
P释放"激活 6(1E(14B7 和 6(1E(14B:"从而通过线粒体
途径诱导 S"%8)慢性粒细胞白血病细胞系中的一种*
细胞凋亡

c8?, ' 研究表明"体外苦参碱抗瘢痕的有效作
用质量浓度为 $ #̂ _# $̂ D@T"故本实验组中选取上述
有效质量浓度范围内质量浓度梯度为 $ 7̂A $ %̂ 和
$ :̂ D@T的苦参碱' 本研究发现"在梯度质量浓度的苦
参碱作用下"hLC1的增生被抑制"且随时间和质量浓
度的增加"抑制效果更明显' 此外"本研究中流式细胞
仪检测发现"梯度质量浓度苦参碱处理过的 hLC1"随
着药物质量浓度的增高"其凋亡率也随之上升'
6(1E(14B7 转录因子是凋亡途径的核心蛋白酶"在细胞
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凋亡方面具有重要意义
+8\, ' 本实验检测了梯度质量

浓度苦参碱作用下"hLC1中 6(1E(14B7 转录因子在蛋
白水平和 Q[;水平上均高表达"表明苦参碱对
6(1E(14B7 的表达有促进作用"即苦参碱可促进 hLC1
的凋亡"且作用随药物质量浓度的增加而增加'

综上所述"本研究发现苦参碱能抑制 hLC1增生
并促进其凋亡"为青光眼滤过性手术的术中用药提供
新的选择' 此外"关于苦参碱药物浓度的选择&给药途
径的选择及药物作用时间长短的选择等对抑制术后滤

过泡瘢痕形成效果的影响"有待今后进一步研究'
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