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!!$摘要%!背景!翼状胬肉是眼科常见的眼表疾病#临床上常用的防治翼状胬肉复发的药物包括地塞米

松)8eK*'干扰素 (@$H) :̂T@($H*'丝裂霉素 M)KKM*'?@氟尿嘧啶 )?@̂o*'环孢素 Z)M5Z*和他克莫司
) \̂?#;*#但鲜见关于这 ; 种药物对复发性翼状胬肉成纤维细胞生物学行为抑制作用的比较研究&!目的!

观察 8eK':̂T@($H'KKM'?@̂o'M[Z和 \̂?#; 对体外培养的人复发性翼状胬肉成纤维细胞的抑制作用#筛选

治疗复发性翼状胬肉的最佳药物&!方法!收集 $#/? 年 ? 月至 $#/; 年 . 月在天津医科大学眼科医院行复发

性翼状胬肉切除术的患者术中切除的组织标本 . 例 . 眼#采用组织块培养法分离和培养成纤维细胞#采用免

疫组织化学法对培养细胞进行鉴定& 分别在培养液中添加 8eK':̂T@($H'KKM'?@̂o'M5Z和 \̂?#; 作用
0U G#未添加药物的培养细胞作为对照组& 采用 MM\@U 法检测各种药物对培养细胞的生长抑制率#分别计算

药物的半数抑制浓度):M?#*& 在药物 :M?# 剂量下作用 0U G#采用流式细胞仪检测各组细胞凋亡比例和细胞

周期的变化(采用免疫组织化学法检测细胞中增生细胞核抗原)PMTZ*的表达变化&!结果!培养的细胞为

长梭形#呈旋涡状排列#细胞中波形蛋白表达阳性#角蛋白无表达& 8eK':̂T@($H'KKM'?@̂o'M5Z和 \̂?#;

对成纤维细胞的 :M?# 分别为)"]?q/#"j$]U"q/#Y$ *');]/q/#$ j"];q/#Y" *')"]$q/#Y/ j/q/#Y0 *')$]$q/#/ j

/]$q/#Y" *');]"q/#/j$]?q/#Y" *和);]#q/#/j#]#q/## *&,<N& 在 :M?# 剂量下分别作用后 0U G#:̂T@($H 组'

M5Z组'KKM组' \̂?#; 组'8eK组和 ?@̂o组凋亡细胞比例分别为 ) "?]## j"]$/ *W' ) "#]". j/];. *W'

)$;]//j#].?*W')$$]#/j#]#.*W')$#]>?j/];U*W和)/>]U?j#]?$*W#与对照组的)//]"Uj$]/U*W比较细

胞凋亡比例均明显升高#差异均有统计学意义)均 Nm#]#?*& 对照组 R# <R/期'[ 期和 R$ <K期细胞比例分别

为)U?];0j$];$*W')?]$>j/]?;*W和)$]."j$];;*W#各药物组 R# <R/期细胞比例明显下降#[ 期和 R$ <K期

细胞明显升高#差异均有统计学意义)均 Nm#]#?*#对细胞周期阻滞效果由强到弱依次为 KKM'M5Z'?@̂o'

8eK':̂T@($H 和 \̂?#;& 对照组细胞中可见有大量 PMTZ阳性表达#各药物组细胞中 PMTZ表达强度均弱于

对照组& 对照组' \̂?#; 组'8eK组'?@̂o组':̂T@($H 组'M5Z组和 KKM组细胞中 PMTZ的阳性表达率分别
为)>?]## j$]## *W' ) U$];. j?]#0 *W' ) U#]## j$].U *W' ) ;0]## j;]?? *W' ) "U]## j"]## *W' ) "$]## j

0]";*W和)$>];.j"]#$*W#总体比较差异有统计学意义)Mk$?]>>?#Nk#]###*#各药物组细胞中 PMTZ阳

性表达率均明显低于对照组#差异均有统计学意义)均 Nm#]#?*&!结论!8eK':̂T@($H'KKM'?@̂o'M5Z和
\̂?#; 均可抑制复发性翼状胬肉成纤维细胞的增生并促进细胞凋亡#其中 KKM和 M5Z的作用更为显著&!

$关键词%!翼状胬肉<手术( 翼状胬肉<药物疗法( 复发( 成纤维细胞( 地塞米松( 干扰素 (( 丝裂霉

素 M( ?@氟尿嘧啶( 环孢素 Z( 他克莫司( 细胞培养
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AB6EAAB+6B3CBA-,(E&(5E+B)E6(F'CBF4!G6H/*$'3/!_G(55CEF-*'5C767&3'ABCGBBDD(6'6-7D8eK#:̂T@($H#KKM#

?@̂o#M5Z'+F \̂?#; 7+ 3A7)(DBA'C(7+ '+F '373C75(57DAB6EAAB+C3CBA-,(E&@FBA(2BF D(HA7H)'5C5)# 2)*3'4!I/$E"2-!

_GB53B6(&B+57DAB6EAAB+6B3CBA-,(E&*BAB67))B6CBF FEA(+,5EA,BA-(+ _('+=(+ KBF(6')o+(2BA5(C-93GCG')&7)7,(6')

f753(C')DA7&K'-$#/? C7VE)-$#/; E+FBACGB*A(CCB+ (+D7A&BF 67+5B+C4̂(HA7H)'5C5*BAB(57)'CBF '+F 6E)CEABF H-

BL3)'+C6E)CEAB&BCG7F '+F (FB+C(D(BF H-(&&E+76GB&(5CA-48eK#:̂T@($H#KKM#?@̂o#M5Z'+F \̂?#; *BAB'FFBF

(+C7CGB&BF(E&D7A0U G7EA5#AB53B6C(2B)-#'+F CGB6B))56E)CEABF *(CG7ECFAE,*BABE5BF '5CGB67+CA7),A7E34_GB

(+G(H(C7A-BDD(6(B+6-7DF(DDBAB+C67+6B+CA'C(7+57D8eK# :̂T@($H# KKM# ?@̂o# M5Z '+F \̂?#; 7+ CGB6B))

3A7)(DBA'C(7+ *'5'55'-BF H-6B))67E+C(+,Q(C@U )MM\@U*#'+F ?#W (+G(H(C(+,67+6B+CA'C(7+ ):M?#* 7DCGBFAE,5*'5

6')6E)'CBF4_GB6B))5*BABCAB'CBF H-CGB:M?# F75B7DFAE,5D7A0U G7EA5#'+F 6B))'373C7C(63A737AC(7+ '+F 6B))6-6)B

*BAB'55B55BF H-D)7*6-C7&BCA-'+')-5(54_GBBL3AB55(7+ 7D3A7)(DBA'C(+,6B))+E6)B'A'+C(,B+ )PMTZ* (+ CGB6B))5

'DCBACAB'CBF H-FAE,5*'5FBCB6CBF H-(&&E+76GB&(5CA-4!J/-1&$-!ME)CEABF 6B))5,AB**B))*(CG CGBDE5(D7A&5G'3B

'+F A'F(')'AA'+,B&B+C4S(&B+C(+B5G7*BF CGB375(C(2BBL3AB55(7+ '+F QBA'C(+ *'5'H5B+C)-BL3AB55BF (+ CGB6B))54_GB

:M?# C7CGB6B))5*'5)"]?q/#"j$]U"q/#Y$ *&,<N#);]/q/#$j"];q/#Y" *&,<N#)"]$q/#Y/j/q/#Y0 *&,<N#)$]$q

/#/j/]$q/#Y" *&,<N#);]"q/#/j$]?q/#Y" *&,<N'+F );]#q/#/j#]#q/## * &,<N(+ CGB8eK#:̂T@($H#KKM#

?@̂o#M5Z'+F \̂?#;#AB53B6C(2B)-4:+ CGB0U G7EA5'DCBACAB'CBF H-CGB:M?# FAE,5#CGB'373C7C(6A'C(7*'5)"?]##j

"]$/*W#)"#]".j/];.*W#)$;]//j#].?*W#)$$]#/j#]#.*W#)$#]>?j/];U*W '+F )/>]U?j#]?$*W (+ CGB

:̂T@($H ,A7E3#M5Z,A7E3#KKM,A7E3# \̂?#; ,A7E3#8eK,A7E3 '+F ?@̂o,A7E3#*G(6G *'55(,+(D(6'+C)-G(,GBACG'+

)//]"Uj$]/U* W (+ CGB67+CA7),A7E3 )'))'CNm#]#?*4_GB6B))3A737AC(7+ 7DR# <R/ 3G'5B#[ 3G'5B'+F R$ <K

3G'5B*'5)U?];0j$];$*W#)?]$>j/]?;*W '+F )$]."j$];;*W (+ CGB67+CA7),A7E3#'+F CGB6B))3A737AC(7+ 7D

R# <R/ 3G'5B*'5ABFE6BF#*G()BCG'C7D[ 3G'5B7AR$ <K 3G'5B*'567+5(FBA'H)-(+6AB'5BF (+ 2'A(7E5FAE,,A7E35

)'))'CNm#]#?*#*(CG CGBH)76Q(+,BDD(6(B+6-7D6B))6-6)B*'5(+ CEA+ KKM#M5Z#?@̂o#8eK#:̂T@($H '+F \̂?#;4

_GBBL3AB55(7+')A'CB7DPMTZ(+ CGB6B))5*'5)>?]##j$]##*W#)U$];.j?]#0*W#)U#]##j$].U*W#);0]##j

;]??*W#)"U]##j"]##*W#)"$]##j0]";*W '+F )$>];.j"]#$*W (+ CGB67+CA7),A7E3# \̂?#; ,A7E3#8eK

,A7E3#?@̂o,A7E3#:̂T@($H ,A7E3#M5Z,A7E3 '+F KKM,A7E3#5G7*(+,'5(,+(D(6'+CF(DDBAB+6B'&7+,CGB,A7E35

)Mk$?]>>?#Nm#]#/*#'+F CGBBL3AB55(7+')A'CB7DPMTZ*'55(,+(D(6'+C)7*BA(+ 2'A(7E5FAE,,A7E35CG'+ CG'C(+

CGB67+CA7),A7E3 )'))'CNm#]#?*4!!"#*&1-'"#-!8eK#:̂T@($H#KKM#?@̂o#M5Z'+F \̂?#; 'AB'))'H)BC7

(+G(H(CCGB3A7)(DBA'C(7+ '+F 3A7&7CBCGB'373C75(57DAB6EAAB+C3CBA-,(E&@FBA(2BF D(HA7H)'5C5)# 2)*3'#'+F KKM'+F

M5Z'33B'AC7G'2B'5CA7+,BABDDB6C4!

!8/0 9"%2-"7 PCBA-,(E&<5EA,BA-( PCBA-,(E&<FAE, CGBA'3-( OB6EAAB+6B( (̂HA7H)'5C5( 8BL'&BCG'57+B(

:+CBADBA7+@(( K(C7&-6(+ M( ?@̂)E7A7EA'6()( M-6)7537A(+ Z( _'6A7)(&E5( MB))5# 6E)CEABF

K1#2)%"(%+," _('+=(+ KE+(6(3')T'CEA')[6(B+6B̂ 7E+F'C(7+ 7DMG(+'c7ECG 7̂E+F'C(7+ );VMgTVM/$"##*(

[6(B+6BOB5B'A6G 7̂E+F'C(7+ 7D_('+=(+ KBF(6')o+(2BA5(C-93GCG')&7)7,(6')f753(C'):+5C(CECB)/?c\cV[##"*

!!翼状胬肉是眼科常见的眼表疾病#其手术治疗的
方法包括翼状胬肉切除术联合准分子激光抛光术'翼
状胬肉切除术联合自体结膜移植术'准分子激光术'翼
状胬肉切除术联合自体角膜干细胞移植术#但均存在
一定的复发率

+/Y$, #且复发后二次手术的难度加大#患
者接受能力差& 临床上常用的预防和治疗翼状胬肉术
后复发的局部应用的药物主要有抗细胞增生药物'免
疫抑制剂和糖皮质激素类药物#但是各种药物对翼状
胬肉的疗效仍缺乏足够的评价依据& 本研究拟对临床
常用药物对人翼状胬肉成纤维细胞的抑制能力进行对

比#为临床上翼状胬肉的用药选择提供参考依据&

:7材料与方法

:4:7材料

丝裂霉素 M)&(C7&-6(+ M#KKM*'?@氟尿嘧啶)?@
D)E7A7EA'6()#?@̂o*'环孢素 Z)6-6)7537A(+#M5Z*'他克
莫司 )_'6A7)(&E5# \̂?#;*'干扰素 (@$H )(+CBADBA7+ (@
$H#:̂T@($H*'地塞米松磷酸钠)8BL'&BCG'57+B57F(E&
3G753G'CB#8eK* 粉末 +Z)'FF(+ 试剂 )上海 * 有限公
司,(8K%K培养液'青Y链霉素)美国 f-M)7+B公司*(
体积分数 $#W胎牛血清 )DBC')H72(+B5BAE&# â[*'质
量分数 #]$?W胰蛋白酶'质量分数 #]#$W %8_Z)美
国 R(H67公 司 *( 小 鼠 抗 人 增 生 细 胞 核 抗 原
) 3A7)(DBA'C(+,6B))+E6)B'A'+C(,B+#PMTZ*单克隆抗体
).f0 Û*)武汉博士德公司*(小鼠抗人波形蛋白单克
隆抗体)dK@#$;#*'小鼠抗人角蛋白单克隆抗体)dK@
##;>*'生物素Y链霉卵白素免疫组织化学检测试剂盒
)[P@>##$*'8Za显色试剂盒)北京中杉金桥生物技术
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有限公司 *(细胞计数试剂盒 U )6B))67E+C(+,Q(C@U#
MM\@U*)上海碧云天生物技术有限公司*(Z++BL(+ S@
:̂_M<P:细胞凋亡检测试剂盒'细胞周期检测试剂盒

)江苏凯基生物技术股份有限公司*& 酶标检测仪)瑞
士 _B6'+ 公司*(自动 M9$恒温培养箱'超净工作台)美
国 _GBA&7公司*(倒置显微镜 )日本 9)-&3E5公司*(
流式细胞仪)美国 a8公司*&
:4;7方法
:4;4:7药品配制7以细胞基础培养液 8K%K@̂/$ 为
溶剂#按照药品说明书将所用药物配制成高质量浓度
)8eK" $]## q/#0 &,<N' :̂T@($H" /]## q/#0 &,<N'
KKM"/]; &,<N' ?@̂o" $]? q/#0 &,<N' M[Z" ;]$; q
/#$ &,<N' \̂?#;"$]0q/#$ &,<N*储存液#其中 \̂?#;
储存液加入 ?# #)助溶剂 8K[9#终浓度m#]#?W#采用
$ 倍或 0 倍稀释法用 8K%K@̂/$ 培养液将各种药物稀
释成 ? 个浓度梯度)表 /*&
:4;4;7复发性翼状胬肉成纤维细胞的分离培养7于
$#/? 年 ? 月至 $#/; 年 . 月收集在天津医科大学眼科
医院行复发性翼状胬肉切除术的患者术中切除组织标

本 . 例 . 眼#收集标本前患者均自愿签署标本处理知
情同意书& 将新鲜标本剪成 $ 6&q$ 6&组织块#置于
". l'体积分数 ?W M9$的恒温箱中#采用组织块培养
法用含 $#W â[ 和质量分数 ?W青Y链霉素双抗的
8K%K@̂/$ 培养液分离和培养翼状胬肉成纤维细胞
0U G#细胞爬出后每 " 天换液 / 次#采用酶消化法进行
人工纯化& 待纯化的细胞生长融合至 U#W后用质量
分数 #]$?W含 %8_Z的胰蛋白酶消化细胞#并以 / "̀
的比例传代#改用含 /#W â[ 和 ?W双抗的 8K%K@
/̂$ 培养液培养#每 $ 天更换培养液 / 次#取第 " X;
代细胞以用于进一步实验&
:4;4<7免疫组织化学法检测培养的成纤维细胞中细
胞标志物的表达7将细胞接种于预置盖玻片的 ; 孔板
中#待细胞长满盖玻片后取出#以 #]/ &7)<NPa[ 漂洗
" 次#用质量分数 0W多聚甲醛固定细胞 /? &(+#Pa[
洗 $ 遍#用质量分数 #]?W _A(C7+ e@/## 处理 /# &(+#
再用 Pa[ 洗 " 次#每次 ? &(+& 然后按照免疫组织化学
试剂盒说明操作#体积分数 "W f$9$孵育 /# &(+#Pa[
洗涤#封闭#分别滴加鼠抗人波形蛋白一抗)/ /̀?#*和
小鼠抗人角蛋白一抗)/ /̀?#*#". l孵育 $ G#Pa[ 洗
涤#滴加生物素标记山羊抗小鼠:,R)二抗*#". l孵育
$# &(+#Pa[ 洗涤#滴加辣根酶标记链霉卵白素工作
液#". l孵育 $# &(+#Pa[ 洗涤#滴加 8Za显色液显色
$ &(+#Pa[ 洗涤#苏木素染核#蒸馏水洗涤#脱水#封
片& 重复 " 次#细胞标志物的阳性表达为细胞质内棕

黄色'黄色或浅黄色染色的细小颗粒&
:4;4=7MM\@U 法检测细胞增生能力及药物的 :M?#!
将培养的细胞以 /q/#0 <&)的密度接种于 >; 孔板#每
孔加 /## #)培养液培养 $0 G#用无血清 8K%K@̂/$ 培
养液同步化 $0 G#然后分别将不同质量浓度的药物加
入培养液#每孔加入 /## #)#仅用 8K%K@̂/$ 培养的细
胞作为对照组#以不含细胞的培养液作为空白对照
组#每组设 " 个复孔& 在 >; 孔板周边孔添加 Pa[ 防
止液体蒸发#细胞培养后 0U G 每孔加入 /# #)MM\@U#
继续培养 0 G#用酶标仪于波长 0># +&处测定各孔的
吸光度)X0 > # *值& 细胞抑制率k)对照组 X0># Y实验
组 X0># * <)对照组 X0># Y空白组 X0># *q/##W#用 [P[[
软件计算各种药物的 :M?#& 实验重复 " 次#取平
均值&
:4;4>7流式细胞仪检测细胞周期时相和凋亡细胞比
例7培养的成纤维细胞以 /q/#? <&)密度接种于 ; 孔
培养板#每孔 $ &)#置于 ". l培养箱中培养 $0 G#细胞
培养液中分别加入终浓度为 :M?# 的各种药物#同时设
置仅用 8K%K@̂/$ 培养的细胞作为阴性对照组#药物
处理后 $0 G 用不含 %8_Z的 #]$?W胰蛋白酶消化并
收集细胞#用预冷的 Pa[ 离心洗涤 $ 次后把细胞分为
$ 个部分#一部分用结合缓冲液按 /q/#? <&)的密度重
悬细胞#加入 0 #)Z++BL(+ S@̂:_M混匀#添加 P:0 #)#
室温避光反应 /# &(+ 后上机检测(另一部分细胞用
Pa[ 按 /q/#;

密度重悬#离心半径 ; 6&#取 / &)重悬液
离心去上清#用体积分数 .#W冷乙醇 0 l固定过夜#
检测前 Pa[ 洗去固定液#加入 /## #)OT'5BZ". l水
浴 "# &(+#再加入 0## #)P:染色混匀#0 l避光放置
"# &(+#经 $## 目筛网过滤#制备成单细胞悬液#上机
检测#记录激发波长 0UU +&处的红色荧光& 以细胞周
期和细胞凋亡比例为判断标准&
:4;4?7免疫组织化学检测细胞中 PMTZ表达!将培
养的成纤维细胞按 /q/#? <&)的密度接种于 ; 孔板内
的盖玻片上#放入 ". l培养箱#培养后 $ G 每孔加入
培养液 $ &)#继续培养后 $0 G 细胞中分别加入终浓度
为:M?# 的各种药物#同时设置仅用8K%K@̂/$ 培养的
细胞作为阴性对照组& 处理后 $0 G 取出盖玻片#用
Pa[ 洗 " 次#每次 " &(+#然后用 0W多聚甲醛固定细胞
/? &(+#Pa[ 洗 $ 次#用 #]?W _A(C7+ e@/## 处理/# &(+#
再用 Pa[ 洗 " 次#每次 ? &(+& 然后按照免疫组织化学
试剂盒说明操作#"W f$ 9$孵育 /# &(+#Pa[ 洗涤#封
闭#滴加小鼠抗人 PMTZ单克隆抗体)/ .̀?*#". l孵
育 $ G#Pa[ 洗涤#滴加生物素标记山羊抗小鼠 :,R#
". l孵育 $# &(+#Pa[ 洗涤#滴加辣根酶标记链霉卵白
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素工作液 ". l孵育 $# &(+#Pa[ 洗涤#滴加 8Za显色
液显色$ &(+#Pa[ 洗涤#苏木素染核#蒸馏水洗涤#脱
水#封片& PMTZ的阳性表达为细胞质内棕黄色'黄色
或浅黄色染色的细小颗粒#0## 倍光学显微镜下计数
阳性细胞数#并计算阳性表达率&
:4<7统计学方法

采用 [P[[ /.4# 统计学软件进行统计分析& 本研
究中检测指标的数据资料以 Vj4进行表达& 采用均衡
分组单因素干预多水平分组研究设计#对照组及
8eK':̂T@($H'KKM'?@̂o'M5Z' \̂?#; 组间细胞增生
抑制率'细胞凋亡率'各周期细胞阻滞率和细胞中
PMTZ阳性率的总体差异比较均采用单因素方差分
析#组间多重比较均采用 [T\@_检验& 采用双尾检测
法#Nm#]#? 为差异有统计学意义&

;7结果

;4:7培养细胞的形态
复发性翼状胬肉成纤维细胞培养后 ? F 组织块周

围有细胞爬出 )图 /Z*#细胞多为长梭形和三角形&

细胞培养后 /" F 组织块间细胞长满培养瓶#可以传
代#第 " 代成纤维细胞完全纯化)图 /a*#此时细胞为
长梭形#排列紧密#呈旋涡状& 培养的细胞波形蛋白表
达阳性#定位于细胞质#呈与成纤维细胞长轴一致的棕
黄色束状或网状结构)图 /M*(细胞中角蛋白无表达#

细胞质呈浅紫蓝色)图 /8*&

A B

C D
图 :7培养细胞的形态及鉴定!Z"原代培养的复发性翼状胬肉成纤

维细胞呈长梭形)白箭头* #其中夹杂上皮细胞)黑箭头* )q0#*!a"

第 " 代成纤维细胞已纯化#呈长梭形#细胞长满后呈涡旋状)q0#*

M"培养的细胞波形蛋白表达阳性#细胞质内呈棕黄色染色 )8Zaq

0##*!8"培养的细胞角蛋白表达阴性)8Zaq0##*!

;4;7不同质量浓度药物作用后细胞增生情况
对照组细胞生长未受到抑制& 8eK' :̂T@($H'

KKM'?@̂o'M5Z' \̂?#; 的 :M?# 分别为 ) "]? q/#" j
$]U"q/#Y$ *' ) ;]/ q/#$ j"]; q/#Y" *' ) "]$ q/#Y/ j
/q/#Y0*')$]$q/#/j/]$q/#Y"*');]"q/#/ j$]?q/#Y" *
和);]#q/#/j#]#q/##*&,<N)表 / X;*&

表 :7不同质量浓度 A]I 对
培养细胞的抑制率)!N"#O*

药物质量浓度

)&,<N* 样本量 抑制率

/]##q/#0 " .>];Uj0]U;

?]##q/#" " ?;]U>j/].?

$]?#q/#" " 00]/?j"]U>

/]$?q/#" " $?]0>j>]0>

;]$?q/#$ " $?]>.j$];0

!注"8eK"地塞米松

表 ;7不同质量浓度 WKSD#;6
对培养细胞的抑制率)!N"#O*

药物质量浓度

)&,<N* 样本量 抑制率

?]###q/#" " U>]UUj/];U

$]?##q/#0 " .0]?/j/]/;

/]$?#q/#" " ?>]$Uj/];#

;]$?#q/#$ " 0"].?j0];>

"]/$?q/#$ " "0]$#j.]"#

!注":̂T@($H"干扰素 (@$H

表 <7不同质量浓度 II!对
培养细胞的抑制率)!N"#O*

药物质量浓度

)&,<N* 样本量 抑制率

/];## " .$]>#j$]$>
#]0## " ?.]U#j.];0
#]$## " ??]00j>].?
#]#?# " 0;];#j>]U#
#]#$? " /]#;j#]"?

!注"KKM"丝裂霉素 M

表 =7不同质量浓度 >DKU对
培养细胞的抑制率)!N"#O*

药物质量浓度

)&,<N* 样本量 抑制率

#]$?#q/#0 " U#]?"j#]./

#]/$?q/#0 " .?]#$j#]?#

#]/?;q/#" " ;"]#Uj/]?$

#]>..q/#/ " ">];"j#]$>

#]0UUq/#/ " ">]$0j/]#>

!注"?@̂o"?@氟尿嘧啶

表 >7不同质量浓度 !-5对
培养细胞的抑制率)!N"#O*

药物质量浓度

)&,<N* 样本量 抑制率

"]/"#q/#$ " UU]#Uj #]#$

/]?;#q/#$ " U>]U"j 0]"U

#].U/q/#$ " U"]/$j #].#

#]">/q/#$ " .#]?0j/0]?/

#]/>?q/#$ " "U]?0j//];;

!注"M5Z"环孢素 Z

表 ?7不同质量浓度 K8>T?对
培养细胞的抑制率)!N"#O*

药物质量浓度

)&,<N* 样本量 抑制率

/]$##q/#$ " ..]/$j#];$

#];##q/#$ " ??]/Uj/]U/

#]"##q/#$ " $U]$/j#]#;

#]/?#q/#$ " .]"#j$]#"

#]#.?q/#$ " #]#Uj#]#/

!注" \̂?#;"他克莫司

;4<7不同药物在 :M?# 剂量作用后细胞的凋亡和细胞
周期变化

不同药物在 :M?# 剂量下作用 0U G 细胞凋亡比例
由大到小依次为 :̂T@($H'M5Z'KKM' \̂?#;'8eK'
?@̂o#组间总体比较差异有统计学意义 )Mk;"]."0#
Nm#]#/*(与对照组比较#各种药物作用后细胞凋亡率
均明显增加#差异均有统计学意义 )均 Nm#]#? *#
\̂?#;'8eK'?@̂o作用后细胞凋亡率差异均无统计
学意义)均 Nn#]#?*)表 .#图 $*&
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表 @7不同药物在 W!>T 剂量作用后
=Q E细胞凋亡比例比较)!N"#O*

组别 样本量 凋亡细胞比例

对照组 " //]"Uj$]/U
M5Z组 " "#]".j/];.'

:̂T@($H 组 " "?]##j"]$/'H

KKM组 " $;]//j#].?'H6

\̂?#; 组 " $$]#/j#]#.'H6F

8eK组 " $#]>?j/];U'H6F

?@̂o组 " />]U?j#]?$'H6F

M值 ;"]."0
N值 #]###

!注"与对照组比较#'Nm#]#?(与 M5Z组比较#HNm#]#?(与 :̂T@'$H 组

比较#6Nm#]#?(与 KKM组比较#F Nm#]#?! )单因素方差分析#[T\@_

检验*!:M?#"药物半数抑制浓度(M5Z"环孢素 Z(:̂T"干扰素(KKM"丝

裂霉素 M( \̂?#;"他克莫司(8eK"地塞米松( ô"氟尿嘧啶
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图 ;7不同药物在 W!>T 剂量作用后 =Q E
细胞凋亡的流式细胞图!与对照组相比#
各药物组早期'中期和晚期凋亡细胞比例
均增加#诱导细胞凋亡能力由强到弱依次
为 :̂T@($H'M5Z'KKM' \̂?#;'8eK'?@̂o
Z"对照组!a"M5Z组!M":̂T@($H 组!8"

KKM组!%" \̂?#; 组! "̂8eK组!R"?@̂o组!左下象限"活细
胞(右下象限"早期'中期凋亡细胞(右上象限"晚期凋亡细胞(左上
象限"坏死细胞
!

流式细胞仪检测显示#药物作用于培养细胞后 0U G 细
胞周期发生明显变化#与对照组相比各种药物组
R# <R/期细胞比例均不同程度降低#[ 期和 R$ <K期细
胞比例均不同程度升高#细胞周期阻滞在 [ 期和R$ <K
期& 不同药物对细胞周期的阻滞能力由强到弱依次为
KKM'M5Z' ?@̂o' 8eK' :̂T@($H' \̂?#;# 而对照组
R# <R/期细胞比例nU#W#各组间 R# <R/期'[ 期和 R$ <
K期的细胞比较总体差异均有统计学意义 ) Mk
>"]U//'?>]$;U'"0]$0"#均 Nm#]#/*)表 U#图 "*&
;4=7不同药物在 :M?# 剂量作用后培养细胞中 PMTZ
的表达及定位

对照组细胞中可见有大量 PMTZ阳性表达#为细

胞核的棕黄色染色和细胞质中出现细小棕黄色颗粒#
各药物组细胞中PMTZ表达强度均弱于对照组)图 0*&

表 Q7不同药物在 W!>T 剂量作用后 =Q E各细胞
周期的细胞比例比较)!N"#O*

组别 样本量 R# <R/ [ R$ <K

对照组 " U?];0j$];$ ?]$>j/]?; $]."j$];;

M5Z组 " ./]0>j/]"#' $0]/#j0]$/' $#];.j$]0/'

:̂T@($H 组 " U#]#0j/].?'H >];?j$]??'H $]>$j"]U?H

?@̂o组 " ./]?>j$]0/'6 /$]0;j$]>$'H6 //]$>j0]/$'H6

KKM组 " 0.]>;j#].U'H6F $;]$/j/].0'H6F $/]?"j"]>/'H6F

\̂?#; 组 " U#]?0j$]."'HFB /#]#?j/]$"'HFB $]>$j#]."HFB=

8eK组 " .?]..j/]0?'H6BD //]"#j#];?'H6B ?]U>j$]/U'H6FBD

M值 >"]U// ?>]$;U "0]$0"

N值 #]### #]### #]###

!注"与各自的对照组比较#'Nm#]#?(与各自的 M5Z组比较#HNm#]#?(

与各自 :̂T@($H 组比较#6Nm#]#?(与各自 ?@̂o组比较#FNm#]#?(与各

自 KKM组比较#BNm#]#?(与各自 \̂?#; 组比较#DNm#]#?)单因素方差

分析#[T\@_检验*!:M?#"药物半数抑制浓度(M5Z"环孢素 Z(:̂T"干

扰素( ô"氟尿嘧啶(KKM"丝裂霉素 M( \̂?#;"他克莫司(8eK"地塞米松
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图 <7不同药物在 W!>T 剂量作用后 =Q E
细胞周期分布的流式细胞图!对照组细
胞主要分布于 R# <R/期#不同药物作用后

细胞周期阻滞在 [ 期和 R$ <K期#药物的

阻滞能力由强到弱依次为 KKM' M5Z'
?@̂o'8eK':̂T@($H' \̂?#;!Z"对照组!

a"M5Z组!M":̂T@($H!8"?@̂o组!%"KKM组! "̂ \̂?#; 组!R"
8eK组
!

与对照组比较#各种药物培养的细胞中 PMTZ表达阳
性率均明显下降#各组间总体比较差异有统计学意义
)Mk$?]>>?#Nm#]#/*#各药物组细胞中 PMTZ阳性表
达率均明显低于对照组#差异均有统计学意义)均 Nm
#]#?*#不同药物组细胞中 PMTZ阳性表达率由高到
低依次为 \̂?#;'8eK'?@̂o' :̂T@($H'M5Z和 KKM
)表 >*&
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A B D

E F G

C
图 =7各组细胞中 M!S5的表
达及定位)8Zaq0##*!各组细
胞中可见 PMTZ阳性表达#为细
胞核的棕黄色染色 )黑箭头*和
细胞质中的细小棕黄色颗粒)绿
箭头 * #各药物组细胞中 PMTZ
表达强度均弱于对照组!Z"对
照组!a" \̂?#; 组!M"8eK组
8"?@̂o组!%":̂T@($H 组! "̂
M5Z组!R"KKM组
!

表 m7不同药物在 W!>T 剂量作用后 =Q E
细胞中 M!S5阳性率比较)!N"#O*

组别 样本量 PMTZ表达阳性率

对照组 " >?]##j$]##
M5Z组 " "$]##j0]";'

:̂T@($H 组 " "U]##j"]##'

?@̂o组 " ;0]##j;]??'H6

KKM组 " $>];.j"]#$'F

\̂?#; 组 " U$];.j?]#0'H6FB

8eK组 " U#]##j$].U'H6FB

M值 $?]>>?
N值 #]###

!注"与对照组比较#'Nm#]#?(与 M5Z组比较#HNm#]#?(与 :̂T@($H 组

比较#6Nm#]#?(与 ?@̂o组比较#FNm#]#?(与 KKM组比较#BNm#]#?)单

因素方差分析#[T\@_检验*!:M?#"药物半数抑制浓度(M5Z"环孢素

Z(:̂T@($H"干扰素 (@$H(?@̂o"?@氟尿嘧啶(KKM"丝裂霉素 M( \̂?#;"

他克莫司(8eK"地塞米松

<7讨论

翼状胬肉是眼科常见疾病#不同的手术方法均存
在一定的复发率#其病理改变主要为鳞状上皮'成纤维
细胞和毛细血管的增生以及炎性细胞浸润

+", #在复发
性翼状胬肉的基质层中#成纤维细胞增生尤其活跃#成
纤维细胞表现出一定的侵袭性#并具有某种转化细胞
特性#推测翼状胬肉的复发与具有转化性的成纤维细
胞的残留有关

+0, & 因此翼状胬肉的研究多聚焦于成
纤维细胞的生物学行为及其对药物的反应#寻找治疗
及预防翼状胬肉复发的高效低毒的药物&

近年来临床上比较常用的预防翼状胬肉复发的药

物有 M5Z':̂T@($H'?@̂o'KKM' \̂?#; 和 8eK& KKM
是一种抗代谢药物#能够使细胞的 8TZ解聚#并与
8TZ链形成交联#以阻碍 8TZ的复制#对 OTZ也有
抑制作用#眼科广泛用于预防翼状胬肉复发'抗青光眼

术后滤过泡瘢痕化等
+?, & ?@̂o是一种抗代谢药物#可

干扰 8TZ'OTZ及蛋白质的合成#抑制组织生长#对翼
状胬肉的治疗有一定疗效

+;Y., & M5Z是免疫抑制剂#
既可抑制细胞介质反应#又可抑制 _淋巴细胞依赖的
抗体生成及包括白细胞介素)(+CBA)BEQ(+#:N*@$ 等的淋
巴因子的生成与释放#翼状胬肉的发病机制与多种炎
症介质有关#所以其对胬肉的增生有一定的抑制作
用

+U, & \̂?#; 是一种强力新型免疫抑制剂#主要通过
抑制 :N@$ 的释放#抑制 _淋巴细胞功能#对翼状胬肉
有一定抑制作用

+>, & :̂T@($H 是一种免疫调节剂#可
抑制新生血管和成纤维细胞的增生#从而抑制翼状胬
肉的生长

+/#Y//, & 此外研究表明#病毒感染)单纯疱疹
病毒'人乳头瘤病毒*可能也是翼状胬肉的发病原因
之一

+/$, #而 :̂T对病毒的繁殖有明显的抑制作用&
8eK为免疫调节剂#具有抗炎'抗新生血管作用#并可
抑制成纤维细胞增生和新生血管形成& 上述各种药物
的效果和不良反应不尽相同#通过比较寻找出疗效显
著而不良反应较小的药物是本研究的目的&

本研究显示#上述药物在 :M?# 剂量作用于培养的
成纤维细胞后 0U G 均可促进细胞凋亡#但其作用由强
到弱依次为 :̂T@($H'M5Z'KKM' \̂?#;'8eK'?@̂o#
其中 \̂?#;'8eK'?@̂o的促凋亡效果接近& 本研究
还表明#各种药物作用后培养的成纤维细胞的细胞周
期阻滞于 [ 期和 R$ <K期#使细胞复制过程受到抑制#
不同药物对细胞周期的阻滞效果由强到弱依次为

KKM'M5Z'?@̂o'8eK' :̂T@($H' \̂?#;#其中 KKM'
M5Z'?@̂o和 8eK对于 [ 期和 R$ <K期均有阻滞作
用#且对每个周期的阻滞效果较为接近#推测这些药物
可能是通过阻滞细胞周期而抑制细胞增生的(此外
:̂T@($H 和 \̂?#; 对细胞 R$ <K期的阻滞作用与对照
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组相比差异无统计学意义#但 $ 种药物对细胞 [ 期的
阻滞作用强于对照组#说明 :̂T@($H' \̂?#; 可能通过
对细胞 [ 期的阻滞来发挥抑制细胞增生的作用&

PMTZ在细胞核内合成#为 8TZ聚合酶 * 的辅助
蛋白& 细胞核内存在可溶性与不溶性 $ 种 PMTZ#前
者在细胞周期各期中均有表达#在 8TZ合成过程中其
含量无明显变化#易被去污剂提取'甲醇破坏(不溶性
PMTZ较稳定#不易破坏#在 R# XR/期细胞中无明显

表达#而在 R/晚期细胞中表达量增加#在 [ 期细胞中
表达量最高#在 R$ XK期细胞中表达量明显下降#其
变化趋势与 8TZ合成过程一致#其在细胞中的表达变
化可作为评价细胞增生状态的一个指标& 本研究中发
现#药物作用后 PMTZ表达量均有不同程度下降#药物
的抑制作用由强到弱依次为 KKM'M5Z' :̂T@($H'
?@̂o'8eK 和 \̂?#;#其中 M5Z' :̂T@($H' KKM或
8eK与 \̂?#; 药物作用接近#KKM'M5Z'?@̂o'8eK'
\̂?#; 阻滞细胞周期的强度与 PMTZ表达量结果相互
支持#而 :̂T@($H 作用后细胞 PMTZ表达量相对较低#
与细胞周期阻滞情况有一定差异& 有研究表明#翼状
胬肉细胞中 PMTZ的表达量与细胞的凋亡有关#细胞
凋亡受到抑制时显示高增生状态#PMTZ表达量相对
较高#反之降低 +/", & 所以推测虽然 :̂T@($H 对细胞周
期阻滞效果不佳#但是其诱导细胞凋亡的能力很强#因
此可降低细胞增生能力&

本研究中的 ; 种药物对复发性翼状胬肉成纤维细
胞均有抑制作用#临床上应用于翼状胬肉术后的药物
浓度各不相同#KKM为 $q/#$ X0q/#$ &,<N#通常用
于翼状胬肉切除术中局部敷贴#如果行结膜下注射质
量浓度应为 /# &,<N#但这些剂量均会引起结膜切口
愈合延迟'角膜上皮损伤等#本次研究测得 KKM对翼
状胬肉成纤维细胞的:M?# 为 "]$q/#/ &,<N#比临床上
的最低治疗剂量低 >.W& 临床上常用的 M5Z剂量为
?q/#$ &,<N#翼状胬肉术后局部点眼可明显降低翼状
胬肉的复发率

+/0, & 本研究中测得 M5Z的 :M?# 为;]"q
/#/ &,<N#比临床上常用剂量低 U.W& 临床上局部贴
敷 ?@̂o抑制翼状胬肉复发的常用剂量为 $]? q
/#" &,<N+/?, & ?@̂o可抑制翼状胬肉的复发#但易致伤
口愈合延迟'角膜上皮损伤'睑球粘连等#本次研究测
得其 :M?# 为 ;]/ q/#$ &,<N#比临床用药剂量约低
U#W& 临床上治疗翼状胬肉所用 8eK剂量为 "q/#" X
?q/#" &,<N#用于翼状胬肉头颈部注射#有效率达
?#W +/;, #并且未见明显的并发症#本研究测得其 :M?#
为 "]?q/#" &,<N#在临床应用的质量浓度范围内& 临
床上 :̂T@($H 用于术前防治翼状胬肉复发的药物剂量

为 ?q/#" &,<N#疗效较好#仅出现异物感'点状角膜炎
等较轻的不良反应#本次研究测得其 :M?# 为 ;]/ q
/#$ &,<N#较临床常用剂量低 U.W& \̂?#; 目前很少
有研究者用于治疗翼状胬肉#用于治疗春季卡他性结
膜炎及眼睑湿疹的剂量为 "q/#$ &,<N#未见明显不良
反应

+/., #本次研究测得其 :M?# 为 ;]#q/#/ &,<N#约比
临床应用剂量低 U"W& 总之#本研究中测得 ; 种药物
的 :M?# 普遍低于临床应用剂量#可能与检测 :M?# 的
细胞学实验中药物持续作用于细胞不同于局部点眼用

药有关#后者持续作用时间短#存在药物流失以及药物
透过组织吸收的问题#其中 KKM的临床应用不良反
应较严重#其临床所用剂量高于 :M?# "/ 倍#因此建议
适当降低临床应用剂量& KKM和 M5Z对于促进细胞
凋亡和抑制细胞增生作用最为显著#综合比较 $ 种药
物效果无明显差异& 目前临床上常将 KKM用于翼状
胬肉术后#虽然效果显著#但易引起结膜切口愈合延
迟'角膜水肿'结膜充血'角巩膜溃疡和巩膜穿孔
等

+/U, & M5Z是一种新型强效免疫抑制剂#除有抑制细
胞生长效应外还具有抗增生作用#适当剂量下能有效
地抑制血管内皮细胞'成纤维细胞'表皮角质细胞'结
膜成纤维细胞'晶状体上皮细胞的增生 +/>Y$#, & M5Z是
亲脂性化合物#能迅速透过角膜上皮#但眼内通透性
差

+/0#$/, #房水中药物浓度很低#所以不易引起角膜内
皮毒性& 李勇等 +/0,

报道#翼状胬肉术后应用 M5Z和
KKM抑制翼状胬肉复发的效果相近#而 M5Z滴眼液的
不良反应轻#仅有烧灼感'刺痛感和球结膜轻度充血
等#对于复发性翼状胬肉具有良好的治疗和预防作用&

总之#本研究发现 ; 种临床常用的局部防治复发
性翼状胬肉的药物中 KKM和 M5Z效果接近且较好#
但是临床现应用的 KKM不良反应明显#而 M5Z安全
性好#故推荐 M5Z作为防治翼状胬肉复发的药物& 此
外#适当降低 KKM剂量也是防治翼状胬肉复发的较
好选择&
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+$, KEC)E K̂#[7H'6(R#_'C'A_#BC')4Z67&3'A'C(2B5CEF-7DAB6EAAB+C
3CBA-,(E&5EA,BA-")(&H')67+=E+6C(2')'EC7,A'DCCA'+53)'+C'C(7+ 2BA5E5
&(C7&-6(+ M*(CG 67+=E+6C(2')D)'3+V,493GCG')&7)7,-#/>>>#/#;)0* `
U/.YU$/4

+", Z&BAO#O'H(+7*(6G N#K'DC5(AR#BC')4K-673GB+7)(6'6(F 5E33AB55B5
GE&'+ 3CBA-,(E&'+F +7A&')CB+7+ D(HA7H)'5C3A7)(DBA'C(7+ )# 2)*3'+V,4
aAV93GCG')&7)# $#/## >0 ) /# * /̀"." Y/"..489:" /#4//"; <H=74
$##>4/..U?.4

+0, P(+QBAC7+ 98#f7Q'&'c# [G(,B&EA'NZ4:&&E+7)7,(6H'5(5D7ACGB

!U/?! 中华实验眼科杂志 $#/. 年 ; 月第 "? 卷第 ; 期!MG(+ V%L3 93GCG')&7)#VE+B$#/.#S7)4"?#T74;

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



3'CG7,B+B5(57D3CBA-,(E&+V,4Z&V93GCG')&7)#/>U0#>U)$* $̀$?Y$$U4
+?, ZQEA'V# \'+BF' [# K'C5EEA' \# BC')4KB'5EAB5D7A3AB2B+C(+,

AB6EAAB+6B'DCBA3CBA-,(E&5EA,BA-+V,4M7A+B'#$##/#$#).* .̀#"Y.#.4
+;, 徐海龙#李勇4?@̂o联合自体角膜缘干细胞移植治疗复发性翼状

胬肉+V,4国际眼科杂志#$#/"#/" )$* "̀U#Y"U/489:"/#4">U# <=4
(55+4/;.$@?/$"4$#/"4#$4?/4
eE fN# N(c4?@̂o 67&H(+BF *(CG )(&H')5CB& 6B))'EC7,A'DC
CA'+53)'+C'C(7+ D7AAB6EAAB+C3CBA-,(E&+V,4:+C%-B[6(#$#/"#/" )$* `
"U#Y"U/489:"/#4">U# <=4(55+4/;.$@?/$"4$#/"4#$4?/4

+., S(2B(A75KK#[6GB))(+([Z#M'+FB('5V#BC')4%L375EAB7D+7A&')_B+7+u5
6'35E)BD(HA7H)'5C5DA7&3CBA-,(E&C7?@D)E7A7EA'6()'+F &(C7&-6(+ M+V,4
ZAJ aA'59DC')&7)# $##.# .# ) / * .̀" Y..489:" /#4/?># <[###0@
$.0>$##.###/###/0

+U, fBA6E)B5NZ#S(2B(A75KK# [6GB))(+([Z#BC')4%L375EAB7D_B+7+u5
6'35E)BD(HA7H)'5C57D3CBA-,(E& C76-6)7537A(+ #4#?W +V,4ZAJ aA'5
9DC')&7)#$##;#;>);* Ù"/YU"?4
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消!息

;T:@ 眼科诊疗技术新进展高峰论坛
暨眼科诊疗规范及新进展高级研讨会将在郑州召开

近年来随着医学基础研究'临床研究和医学工程技术的不断发展#眼科诊疗技术的更新和进步日新月异#为了更好地传播眼科

疾病诊疗的新技术#进一步规范眼科临床的诊疗流程#推进眼科诊疗新技术的普及和临床应用#加强眼科医师对各个亚专业专业知

识的学习和培训#促进眼科临床诊疗水平的提高#-中华实验眼科杂志.'河南省立眼科医院'河南省眼科研究所主办#中国医药教育

协会继续医学教育部协办#兰康医药信息咨询)北京*有限公司承办/$#/. 眼科诊疗技术新进展高峰论坛暨眼科诊疗规范及新进展

高级研讨会0#将于 $#/. 年 U 月 01; 日在河南省人民医院科教大厦四层报告厅召开#将有 $# 余位各亚专业著名眼科专家莅临做专

题报告#传授当前眼科治疗的新概念'新技术和新进展#展示手术视频操作技巧#并围绕眼科临床的热点问题'前沿问题进行讲解和

讨论#为一线临床医生答疑解惑& 注册本次会议的参会代表可获得国家级继续医学教育$类学分#欢迎国内从事眼科临床和相关

专业的临床工作者及科研工作者积极参会&
联系人"刘益嘉)/"0">>U>.>?* '刘驰)#"./Y;??U#>#0*
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