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!!$摘要%!目的!观察不同剂量丹参酮的 5 种主要单体成分隐丹参酮和丹参酮(V对体外原代培养的 U8

大鼠睑板腺上皮细胞增生'分化及其脂质合成的影响&!方法!取清洁级 5 月龄 U8大鼠"分离取出双眼睑板
腺组织并与 7P7 滋养细胞共培养" J& 隐丹参酮和丹参酮(V用二甲基亚砜)8SU9*配制成不同浓度"按照培
养液中添加的隐丹参酮和丹参酮(V浓度不同将混合培养的细胞分为 $j#5" %'4*<e药物组'$j5"$ %'4*<e药
物组'$j"$$ %'4*<e药物组'#j5"$ %'4*<e药物组和 5j"$$ %'4*<e药物组"分别加入相应浓度的隐丹参酮或
丹参酮(V处理细胞Y6 H"溶剂对照组仅加入相应体积的 8SU9溶剂& 采用免疫荧光染色法测定睑板腺组织
冰冻切片和睑板腺细胞克隆细胞中角蛋白 #Y)a#Y*和 F%7 的定位和表达(采用实时荧光定量 GWT法检测睑
板腺细胞克隆中 a#%'细胞增生相关抗原)a)%;*及 WWVVP增强子结合蛋白 #)W<&]G#*的基因表达情况(采
用结晶紫染色和油红 9染色法分别评估睑板腺上皮细胞的克隆形成率和脂质合成情况&!结果!睑板腺细
胞体外原代培养至第 Y o" 天可见克隆形成"至培养第 ; 天克隆面积明显增大"克隆细胞中 F%7 和 a#Y 蛋白表
达阳性& 与溶剂对照组比较"$j"$$ %'4*<e隐丹参酮组'#j5"$ %'4*<e隐丹参酮组和 5j"$$ %'4*<e隐丹参酮
组 a)%; 'TQV相对表达量明显升高"$j"$$ %'4*<e丹参酮(V组和 #j5"$ %'4*<e丹参酮(V组细胞中 a)%;
'TQV相对表达量明显升高"差异均有统计学意义 )均 Lm$j$"*(不同浓度隐丹参酮或丹参酮(V组细胞中
a#% 和 W<&]G#'TQV相对表达量总体比较"差异均无统计学意义)均 Lu$j$"*& 睑板腺细胞克隆内未见油
红 9染色"克隆边缘交界处细胞团出现堆积状油红 9阳性染色& #j5"$ %'4*<e隐丹参酮组睑板腺细胞平均
克隆形成率为)5j""k$j5$*p"高于溶剂对照组的 )5j$"k$j#7*p"差异有统计学意义 ).lYj7;?"Lm$j$"*(
#j5"$ %'4*<e丹参酮(V组睑板腺细胞的平均克隆形成率为)5j5"k$j5$*p"与溶剂对照组比较差异无统计
学意义).l#j%#%"Lu$j$"*&!结论!隐丹参酮和丹参酮(V可以促进睑板腺细胞增生"但不影响睑板腺上皮
细胞的分化及脂质合成& 隐丹参酮可促进睑板腺细胞体外克隆的形成&!
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3*4-A>4D'A)O4')(- K*(-J 3A**>LAEAJACA3CAJ OM)'',-4D*,4EA>3A-3A2TA(*@C)'AD*,4EA>3A-3A1,(-C)C(C)BAGWTL(>
,>AJ C4(>>(MCHAEA*(C)BAA+FEA>>)4- 4Da#%"3A**FE4*)DAE(C)4- EA*(CAJ (-C)KA- %; )a)%; * (-J WWVVPA-H(-3AE
O)-J)-KFE4CA)- #)W<&]G#* )- 'A)O4')(- K*(-J 3A**3*4-A>2WEM>C(*B)4*AC>C()-)-K(-J 4)*EAJ >C()-)-KLAEA,>AJ C4
AB(*,(CACHA34*4-MD4E'(C)4- E(CA(-J *)F)J >M-CHA>)>4D'A)O4')(- K*(-J AF)CHA*)(*3A**>2! ?)*&/%*! GE)'(EM
3,*C,EAJ 'A)O4')(- K*(-J 3A**>LAEA3*4-AJ 4- J(MY "̂ '$ ='=*"(-J CHA3*4-)-K(EA(L(>)-3EA(>AJ 4- J(M; (DCAE
3,*C,EA"F%7 (-J a#Y LAEAF4>)C)BA*MA+FEA>>AJ )- 3*4-A>2W4'F(EAJ L)CH CHA8SU9 34-CE4*KE4,F"CHAEA*(C)BA
A+FEA>>)4- *ABA*>4Da)%; 'TQVLAEA>)K-)D)3(-C*MA*AB(CAJ )- CHA$j"$$ %'4*<e"#j5"$ %'4*<e(-J 5j"$$ %'4*<e
3EMFC4C(->H)-4-AKE4,F>) (**(CLm$j$" *2PHAEA*(C)BAA+FEA>>)4->4Da)%; 'TQV )- CHA$j"$$ %'4*<e(-J
#j5"$ %'4*<eC(->H)-4-A(VKE4,F>LAEA>)K-)D)3(-C*MH)KHAECH(- CH4>A)- CHA8SU934-CE4*KE4,F )(**(CLm
$j$"*2Q4>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3AL(>D4,-J )- CHAEA*(C)BAA+FEA>>)4- 4Da#% (-J W<&]G#'TQV('4-KJ)DDAEA-C
34-3A-CE(C)4->4D3EMFC4C(->H)-4-A4EC(->H)-4-A(VKE4,F )(**(CLu$j$"*2Q4*)F)J JE4F L(>D4,-J )- CHAC(E>(*
K*(-J 3A**3*4-A>(H4LABAE"CHA(33,',*(C)4- 4D*)F)J L(>>AA- )- CHA3A**3*,>CAE>(CCHA'(EK)- 4DCHA3*4-A>OM4)*EAJ
9>C()-)-K2PHA(BAE(KA3*4-AD4E'(C)4- E(CA4DC(E>(*K*(-J 3A**>)- CHA#j5"$ %'4*<e3EMFC4C(->H)-4-AKE4,F L(>
)5j""k$j5$*p"LH)3H L(>>)K-)D)3(-C*MH)KHAECH(- )5j$"k$j#7*p )- CHA8SU934-CE4*KE4,F ).lYj7;?"Lm
$j$"*2PHA(BAE(KA3*4-AD4E'(C)4- E(CA4DC(E>(*K*(-J 3A**>)- CHA#j5"$ %'4*<eC(->H)-4-A(VKE4,F L(>)5j5"k
$j5$*p"CHAEAL(>-4>)K-)D)3(-CJ)DDAEA-3AOACLAA- #j5"$ %'4*<eC(->H)-4-A(VKE4,F (-J 8SU934-CE4*KE4,F
).l#j%#%"Lu$j$"*2!E#'-/&*(#'*!WEMFC4C(->H)-4-A(-J C(->H)-4-A(VFE4'4CACHAFE4*)DAE(C)4- 4D'A)O4')(-
K*(-J AF)CHA*)(3A**>" O,CF*(M*A>>)'F(3C>C4*)F)J >M-CHA>)>4D'A)O4')(- K*(-J AF)CHA*)(3A**>'$ ='.3*J
3EMFC4C(->H)-4-AFE4'4CACHA3*4-AC4E'(C)4- 4D'A)O4')(- K*(-J AF)CHA*)(3A**>2
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!!睑板腺是位于眼睑的特殊类型皮脂腺"主要功能
是合成泪膜表面的脂质成分& 睑板腺功能障碍
)'A)O4')(- K*(-J JM>D,-3C)4-"SR8*是常见的眼表疾
病"常因睑板腺结构和功能异常导致脂质合成质或
量的异常"进而影响泪膜的稳定性"引起眼部刺激症
状

+#, & SR8是脂质缺乏性干眼的主要原因& 目前
SR8的治疗方法主要是热敷和睑板腺按摩等物理疗
法及人工泪液点眼"病情严重患者可口服四环素'阿
奇霉素等抗生素

+5, & 近年来睑板腺热脉动疗法联合
睑板腺按摩及强脉冲光 ))-CA->)BAF,*>A*)KHC":Ge*也
已用于 SR8的治疗 +7 Ŷ, & 这些治疗方法各有优缺
点"但尚未有一种方法能够完全治愈 SR8& 临床研
究发现"部分脂溢型 SR8患者常并发红斑痤疮 +", "

临床工作中也发现这些患者服用丹参酮治疗红斑痤

疮时 SR8症状得到缓解& 丹参酮的主要单体成分
为隐丹参酮和丹参酮(V"相关研究发现这些单体成
分可直接抑制皮脂腺细胞的增生'脂质合成或间接
下调皮脂腺细胞雄激素受体 'TQV的表达"从而发
挥抑制皮脂腺活性的作用

+%, "但其对睑板腺是否具
有类似作用尚不清楚& 本研究中拟观察隐丹参酮和
丹参酮(V对睑板腺上皮细胞增生'分化及脂质合成
的影响&

:5材料与方法

:2:5材料
:2:2:5实验动物!清洁级 5 月龄 UF(EK,A@8(L*AM)U8*

雌性大鼠 Y$ 只"体质量 55$ o5%$ K)上海斯莱克实验
动物有限公司*"饲养于厦门大学医学院实验动物中
心& 实验过程遵循厦门大学医学院动物中心关于实验
动物使用的管理条例和原则&
:2:2;5细胞'主要试剂及主要仪器!7P7 细胞系)厦
门大学眼科研究所提供*(牛血清蛋白 ) O4B)-A>AE,'
(*O,')-"]UV*'8S&S<f#5'8S&S基础培养基)美国
R)O34公司*(隐丹参酮'丹参酮(V)上海诗丹德标准
技术服务有限公司*(兔抗大鼠<人角蛋白 #Y ) IAE(C)-
#Y"a#Y*多克隆抗体)(O#6#"?"*'兔抗大鼠<人 F%7 多克
隆抗体)(O#5Y;%5*'抗兔 f:PW荧光二抗)美国 VO3('

公司*(油红 9染色试剂盒)美国 U)K'(公司*& 双目手
术显微镜 )德国 W(E*gA)>>公司*(解剖显微镜 )日本
Q)34- 公司*(荧光共焦显微镜)日本 9*M'F,>公司*(实
时荧光定量 GWT仪)美国 VFF*)AJ ])4>M>CA'公司*&
:2;5方法
:2;2:5睑板腺细胞克隆培养5将 6̂$ q冻存的 7P7

细胞于 7; q水浴中快速融化复苏"置 8S&S基础培
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养基中于 7; q'体积分数 "p W95'饱和湿度的培养箱
中进行培养"每 5 o7 天换液 # 次(培养;5 H"倒置显微
镜下观察细胞形态"待细胞长至培养皿面积 6$p o
?$p进行传代"用 #$ 'K<'*丝裂霉素处理5 H备用&
颈椎脱臼法处死 U8大鼠"于双目手术显微镜下分离
双侧上下眼睑皮肤与睑板腺组织"取带有睑结膜和睫
毛的睑板腺部分组织"用经 G]U 稀释 #$ 倍的碘伏浸
泡 " ')-"G]U 冲洗 # 遍"装有 # '*新鲜 8S&S基础培
养基的 &G管中暂时存放(解剖显微镜下再次分离睑
板腺组织"用眼科剪剪去除睑结膜及带有睫毛的毛囊
腺及皮脂腺"将深层睑板腺组织块剪成 # o5 ''7"置
于含 5 'K<'*胶原酶$的消化液中在 7; q'含 "p
W95'饱和湿度的培养箱中消化Y H(将消化后的组织吹
打成单个细胞"与用丝裂霉素处理过的 7P7 细胞系以
# b5 $$$ 比例混合"培养的 U8大鼠睑板腺细胞密度和
7P7 细胞密度分别为 5r#$7

个<'*和 Yr#$%
个<'*"分别

接种于 5Y 孔和 #5 孔培养板进行体外培养&
:2;2;5实验分组5用 8SU9将隐丹参酮或丹参酮
(V配置成不同浓度"于培养后" J取克隆形成的原代
细胞"分别在培养液中加入 $j#5"' $j5"$' $j"$$'
#j5"$ 和 5j"$$ %'4*<e隐丹参酮或丹参酮(V各 # '*"
作为不同浓度药物实验组"溶剂对照组仅加入相应体
积的 8SU9"继续培养Y6 H&
:2;2<5免疫荧光染色法检测细胞中 a#Y 和 F%7 的表
达!取 U8大鼠睑板腺组织标本冰冻切片和用质量分
数 Yp多聚甲醛固定的各组睑板腺细胞克隆"G]U 冲
洗 " ')-(加入体积分数 $j5p PE)C4- @̀#$$"破膜
5$ ')-(G]U 冲洗 7 次"每次 " ')-(用质量分数 5p
]UV液封闭# H(加入 #p ]UV稀释的 F%7 )# b"$*和
a#Y)# b"$*一抗"置于湿盒中 Y q孵育过夜(G]U 冲洗
7 次"每次 #$ ')-"添加用 #p ]UV抗体稀释液稀释的
荧光二抗)# b# $$$*"室温下避光孵育# H(G]U 冲洗 7
次"每次 #$ ')-"用含有 8VG:的封片剂进行封片"Y q
冰箱中避光保存(在荧光共焦显微镜下观察&
:2;2F5实时荧光定量 GWT法检测细胞中 a#%'a)%;
及 WWVVP增强子结合蛋白 #的表达!取各组处理后
Y6 H的睑板腺细胞"用 PE)/4*裂解细胞后提取 TQV"逆
转录成 8QV"用实时荧光定量 GWT仪检测 a#%'a)%;
及 WWVVP增强子结合蛋白 #)WWVV<A-H(-3AE@O)-J)-K
FE4CA)- #"W<&]G#*'TQV的相对表达量& a#%'a)%;
和 W<&]G#引物由 G,OSAJ QW]:基因库在线设计"并
通过 GE)'AE]*(>C在线核对相应种属特异性后由上海
生工生物工程公司合成)表 #*& GWT反应条件#?" q
预变性#$ >(?" q变性#$ >"%$ q退火及延伸7" >"共循

环 Y$ 次& 以 &@3(CA-)- 作为内参照"用 5 '̂'WC
法计算各

目的基因相对表达量&

表 :5各基因引物序列

基因 引物序列)"/@7/ *

5AC f#WWWVRVPWWVRRRPPPRV
T#WWVRWWRVRPWPPWVWVP

5'C` f#WWPRWWWRVWWWPVWVVVVP
T#VVVVPWPWPRVRRWRRPRRR

1cEOL! f#RRWRRRVVWRWVVWVVWV
T#RVPWWVRWRVWWWPVVVWWVPW

";0#.2$'$ f#WVWWWRWRVRPVWVVWWPPW
T#WWWVPVWWWVWWVPWVWVWW

!注#f#正义链(T#反义链(5AC#角蛋白 #%(5'C`#细胞增生相关抗原

%;(1cEOL!#WWVVP<增强子结合蛋白(";0#.2$'$#"@连环蛋白(P'#8QV

溶解温度

:2;2G5油红 9染色检测睑板腺细胞的脂质分泌情
况!取 #j5"$ %'4*<e隐丹参酮组'丹参酮(V和对照
组培养细胞"于药物干预后Y6 H吸弃 5Y 孔板培养板中
的培养基"G]U 冲洗 # 次(每孔加入质量分数 #$p多
聚甲醛 5$$ %*固定 7$ ')-(G]U 冲洗 7 次"每次 " ')-(
体积分数 %$p异丙醇浸渍7$ >(油红 9工作液浸染
#" ')-(%$p异丙醇冲洗"直到分化至背景色为无色"
双蒸水洗 # 次(苏木素复染核 " ')-"用预冷双蒸水冲
洗"吸干水分(X@#$$$ 封片剂进行封片"于光学显微镜
下观察细胞内脂滴情况&
:2;2H5结晶紫染色检测睑板腺细胞的克隆形成率5
新鲜配制质量分数 $j$"p结晶紫染色液"在 $jY" 目
的尼龙滤网过滤后备用(将睑板腺细胞以 5r#$7 <'*密
度接种至 #5 孔板"各组细胞分别设 Y 个复孔"于培养
后Y6 H吸弃培养基"G]U 冲洗 5 遍"吹打掉 7P7 细胞(
每孔加入 #$p多聚甲醛5$$ %*固定 5$ ')-(G]U 冲洗 7
次"每次 " ')-(每孔加入 # '*结晶紫染液"浸染 7$ ')-(
自来水冲洗至背景分化为无色(通风干燥后观察并计数
每孔中的克隆数目"计算各组睑板腺细胞克隆形成率&
克隆形成率l)克隆数目<细胞总数目*r#$$p& 实验重
复 7 次"取平均值&
:2<5统计学方法

采用 UGUU #?j$ 统计学软件进行统计分析"采用
RE(FHF(J@GE)>'%j$ 进行统计及作图& 本研究中测量指
标的计量资料经N检验呈正态分布"以'A(-kU8表示(
经 eABA-A检验方差齐性& 不同药物及浓度组细胞中
a#%'a)%; 和 W<&]G#'TQV相对表达量及平均克隆形
成率总体比较采用单因素方差分析"组间多重比较采用
8,--ACC@.检验& Lm$j$" 为差异有统计学意义&

!Y7Y! 中华实验眼科杂志 5$#? 年 % 月第 7; 卷第 % 期!WH)- Z&+F 9FHCH(*'4*"Z,-A5$#?"[4*27;"Q42%
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;5结果

;2:5原代培养睑板腺细胞和 7P7 细胞的形态
细胞混合培养后5Y H可见 7P7 细胞形成网状"铺满

培养板)图 #V*& 培养第 Y o" 天睑板腺细胞克隆形成"
推挤 7P7 细胞形成小的克隆圈"睑板腺细胞则均匀分散
在 7P7 细胞形成的网状结构中)图 #]*& 培养第 % o;
天细胞数量明显增加"细胞克隆面积显著增大"克隆生
长速度明显加快)图 #W*& 不同克隆圈之间相互接触后
融合细胞生长速度逐渐减慢"部分停止生长)图 #8*&

A

DC

B100μm 100μm

100μm 100μm

A

DC

B100μm 100μm

100μm 100μm

图 :5光学显微镜下培养的睑板腺细胞和 <=< 细胞形态 )r#$$"标
尺l#$$ %'*!Vm混合克隆培养后 5Y H"7P7 细胞形成网状"铺满培
养板!]m混合培养 Y o" J"可见睑板腺细胞克隆团形成!Wm混合培
养 % J"细胞克隆面积明显增大!8m混合培养后 ; J"不同克隆圈相互
接触

!

;2;5大鼠睑板腺组织和培养的睑板腺细胞中 a#Y 和
F%7 免疫荧光染色情况

免疫荧光染色结果显示"睑板腺腺泡细胞和克隆培
养的睑板腺细胞a#Y 均表达阳性"睑板腺组织中a#Y 荧
光强度明显强于克隆培养的睑板腺细胞(睑板腺腺泡中
部分上皮细胞和睑板腺细胞克隆中 F%7 均表达阳性"睑
板腺组织中 F%7 荧光染色明显强于睑板腺克隆)图 5*&
;2< 5 不同浓度隐丹参酮组细胞中 a#%' a)%; 和
W<&]G#'TQV相对表达量变化

实时荧光定量 GWT检测结果显示"各浓度隐丹参
酮组细胞中 a)%; 'TQV相对表达量总体比较"差异均
有统计学意义)\l#5#j5;6"Lm$j$"*"a#% 'TQV和
W<&]G#'TQV相对表达量总体比较差异无统计学意
义)\l"jY5;' #j%;6"均 Lu$j$" *( $j"$$' #j5"$ 和
5j"$$ %'4*<e隐丹参酮组细胞中 a)%; 'TQV相对表
达量明显高于溶剂对照组"差异均有统计学意义 )均
Lm$j$$#*)表 5*&

50μm 50μm

50μm 50μm DC

A B50μm 50μm

50μm 50μm DC

A B

图 ;5大鼠睑板腺组织和睑板腺克隆细胞中 6:F 和 "H< 的表达及分
布)f:PWr5$$"标尺l"$ %'*!Vm睑板腺组织中 a#Y 表达于睑板腺
腺泡中"呈绿色荧光!]m睑板腺细胞克隆中 a#Y 荧光强度弱于睑板
腺组织!Wm睑板腺组织中部分上皮细胞 F%7 表达阳性"呈蓝色荧光
8m睑板腺克隆细胞中 F%7 阳性细胞数目多于睑板腺组织
!

表 ;5不同浓度隐丹参酮组睑板腺细胞 6:H'6(HO 和
EXBLK"2?@3相对表达量比较)2)+'RmS*

组别
样本

量

a#% 'TQV
相对表达量

a)%; 'TQV
相对表达量

W<&]G#'TQV
相对表达量

溶剂对照组 7 #j$$#k$j$"" #j$$?k$j#"6 #j#$$k$j$##

$j#5" %'4*<e隐丹参酮组 7 #j$;5k$j$#Y #j##$k$j$;# #j##7k$j$5$

$j5"$ %'4*<e隐丹参酮组 7 #j$;7k$j$Y; #j$?;k$j#57 #j#;7k$j#$%

$j"$$ %'4*<e隐丹参酮组 7 #j#$5k$j$7# 5j""5k$j#""( #j#"5k$j$"%

#j5"$ %'4*<e隐丹参酮组 7 #j5#5k$j$56 5j?"7k$j#Y"( #j#?"k$j$Y?

5j"$$ %'4*<e隐丹参酮组 7 #j##?k$j$"; #j%7;k$j#Y5( #j##5k$j$#"

"j$$$ %'4*<e隐丹参酮组 7 #j$"6k$j$%$ #j$6$k$j$7Y #j$6?k$j$"5

\值 "jY5; #5#j5;6 #j%;6

L值 u$j$" m$j$# u$j$"

!注m与溶剂对照组比较"(Lm$j$#)单因素方差分析"8,--ACC@.检验*!

a#%m角蛋白 #%(a)%;m细胞增生相关抗原(W<&]G#mWWVVP<增强子结合

蛋白 #

;2F5不同浓度丹参酮(V组细胞中 a#%'a)%; 和 W<
&]G#'TQV相对表达量变化

实时定量荧光 GWT检测结果显示"各浓度丹参酮
(V组细胞中a)%; 'TQV相对表达量总体比较差异均
有统计学意义)\l#6j;66"Lm$j$"*"a#% 和 W<&]G#
'TQV相对表达量总体比较差异无统计学意义 )\l
5jY5Y'$j65$" 均 Lu$j$" *" 与溶剂对照组比较"
$j"$$ %'4*<e丹参酮(V组和 #j5"$ %'4*<e丹参酮
(V组细胞中 a)%; 'TQV相对表达量明显升高"差异
均有统计学意义)均 Lm$j$"*)表 7*&

!"7Y!中华实验眼科杂志 5$#? 年 % 月第 7; 卷第 % 期!WH)- Z&+F 9FHCH(*'4*"Z,-A5$#?"[4*27;"Q42%
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表 <5不同浓度丹参酮%3组睑板腺细胞中 6:H'
6(HO 和 EXBLK"2?@3相对表达量比较)2)+'RmS*

组别
样本

量

a#% 'TQV
相对表达量

a)%; 'TQV
相对表达量

W<&]G#'TQV
相对表达量

溶剂对照组 7 #j$"$k$j$76 #j$$$k$j$7# #j##%k$j$5Y
$j#5" %'4*<e丹参酮(V组 7 #j$67k$j$7% $j$?Yk$j$5Y #j#Y%k$j$$6
$j5"$ %'4*<e丹参酮(V组 7 #j##"k$j$#; #j$;?k$j#$? #j#Y6k$j$%7
$j"$$ %'4*<e丹参酮(V组 7 #j#7%k$j75Y #j5%%k$j$%5( #j#6$k$j$"%
#j5"$ %'4*<e丹参酮(V组 7 #j#7Yk$j$"% #j76$k$j$6"( #j#%"k$j$57
5j"$$ %'4*<e丹参酮(V组 7 #j#57k$j$56 #j#5$k$j$YY #j#%7k$j$#?
"j$$$ %'4*<e丹参酮(V组 7 #j$?%k$j$57 #j$#$k$j$7Y #j#;$k$j$"6
\值 5jY5Y #6j;66 $j65$
L值 u$j$" m$j$# u$j$"

!注#与溶剂对照组比较"(Lm$j$#)单因素方差分析"8,--ACC@.检验*!

a#%#角蛋白 #%(a)%;#细胞增生相关抗原(W<&]G##WWVVP<增强子结合

蛋白 #

;2G5各组睑板腺细胞中脂肪组织分布
油红 9染色结果显示"混合培养后; J"不同浓度药

物处理组睑板腺克隆细胞中均未见阳性染色)图 7*"克
隆边缘交界处细胞团出现油红 9染色阳性"呈堆积状"
考虑为与睑板腺细胞共同培养的 7P7 细胞)图 Y*&

100μm 100μm

3C

3B3A

4A

4B 4C

100μm 100μm

100μm 100μm

100μm 100μm

3C

3B3A

4A

4B 4C

100μm 100μm

100μm 100μm

图 <5各组睑板腺克隆细胞中脂肪分布 )油红 9染色"r#$$"标尺l
#$$ %'*!V#溶剂对照组未见染色阳性细胞!]##j5"$ %'4*<e隐丹
参酮组未见染色阳性细胞!W##j5"$ %'4*<e丹参酮(V组未见染色
阳性细胞!图 F5各组 <=< 细胞中脂肪滴分布)油红 9染色"r#$$"
标尺l#$$ %'*!V#溶剂对照组未见染色阳性细胞!]##j5"$ %'4*<e
隐丹参酮组克隆边缘可见染色阳性细胞!W##j5"$ %'4*<e浓度丹
参酮(V组可见较多的染色阳性区域

;2H5睑板腺细胞的克隆形成率
#j5"$ %'4*<e隐丹参酮或丹参酮(V组及溶剂对

照组睑板腺细胞可见较多克隆形成"呈深紫色染色团
)图 "*& #j5"$ %'4*<e隐丹参酮组睑板腺细胞平均克
隆形成率为)5j""k$j5$*p"高于溶剂对照组的)5j$"k
$j#7*p"差异有统计学意义 )ClYj7;?"Gl$j$$" *(
#j5"$ %'4*<e丹参酮(V组睑板腺细胞的平均克隆形
成率为)5j5"k$j5$*p"与溶剂对照组比较"差异无统
计学意义).l#j%#%"Lu$j$"*&

A CBA CB
图 G5睑板腺克隆细胞形成情况!睑板腺细胞培育后形成大小不一
的克隆细胞团块"呈深紫染色!V#溶剂对照组!]##j5"$ %'4*<e隐
丹参酮组!W##j5"$ %'4*<e丹参酮(V组
!

<5讨论

睑板腺是睑板内的全分泌腺体"是一种特殊类型
的皮脂腺"因而与皮脂腺具有许多共同特性& 睑板腺
与毛囊附近的皮脂腺具有相似特征"在发育过程中具
有与皮肤附属器类似的角蛋白标志物

B;, & 所有处于
发育过程中的以及成熟的小鼠睑板腺基底上皮细胞均

表达 a#Y"其与 a" 配对"共同形成中间纤维构成的细

胞骨架
B6 ?̂, & 与皮脂腺细胞一样"睑板腺细胞在合成

和分泌脂质之前先分化并且向腺泡中间方向移动"这
些终末分化的睑板腺细胞合成并积累脂质"表达大量
的过氧化物酶增生因子激活受体"然后细胞退化"细胞
膜和核质崩解

B#$, & 睑板腺腺泡细胞的分化和破坏需

要基底层细胞的不断更替"表明睑板腺与其他上皮组
织一样"存在近端干细胞以提供自我更新的细胞来
源

B## #̂5, & 成体干细胞是近似静止的或者很少分裂"但

在细胞培养过程中可以迅速增生
B#7, &

唇形科植物丹参酮是治疗红斑痤疮的常用药"该
药物起主要作用的成分是单体隐丹参酮和丹参酮(V

这 5 种单体& 隐丹参酮的醇质体在磷脂层中有很好的
流动性"能够迅速到达皮肤"发挥药理作用 B#Y, "常用于
皮肤科痤疮的治疗& 丹参酮(V可抑制肿瘤细胞的增
生"通过血红蛋白加氧酶@#抑制肝硬化大鼠模型的炎
症反应'氧化应激和细胞凋亡 B#" #̂%, "能有效抑制细胞

内脂质过氧化产物与 8QV的相互作用"抑制 8QV加
成物的生成"保护 8QV& 实验研究证实"这 5 种单体

!%7Y! 中华实验眼科杂志 5$#? 年 % 月第 7; 卷第 % 期!WH)- Z&+F 9FHCH(*'4*"Z,-A5$#?"[4*27;"Q42%
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成分能够抑制皮脂腺细胞的增生'脂质合成及下调皮
脂腺细胞雄激素受体 'TQV的表达"抑制皮脂过多分
泌"从而达到治疗痤疮的目的 +", &

7P7 细胞系是一种由 UL)>>系小鼠胚胎分离出来
的永久成纤维细胞系"无恶性病理过程"是细胞与其他
细胞进行共同培养的良好配选细胞系& 在最初培育睑
板腺细胞时我们采用了常用的单细胞类培养方法"发
现睑板腺细胞容易在培养液中悬浮"贴壁困难"培养结
果不理想& 根据 c, 等 +#;,

开发的体外原代睑板腺细胞

共培养模型发现"7P7 细胞系在共同培养过程中形成
网状结构克隆圈"可为睑板腺细胞的贴壁和生长提供
支架"且由于 7P7 细胞系具有稳定的生理特性"在培育
后期容易通过差异消化'机械吹打等方式进行双向分
离"而不影响实验结果& 在分离睑板腺组织时"我们在
手术显微镜下完整分离了睑板表面的皮肤组织'皮脂
腺组织'睑结膜组织以及睑缘组织"仅获取深部的睑板
腺组织"从而避免了眼表其他组织的混入&

本研究中将 U8大鼠睑板腺细胞与 7P7 共同进行
原代培养"培养的细胞 a#Y 和 F%7 表达阳性& a#Y 是
睑板腺常用的细胞标志物之一"在睑板腺上皮细胞发
育的各个阶段均呈阳性表达

+#6, (F%7 和 F"7 具有同源
性"可维持上皮基底层标志物 a#Y 的表达"近年来的
研究中发现 F%7 可在皮肤和角膜缘干细胞的基底部特
异性表达"是睑板腺细胞常用的标志物之一 +#?, & 本研
究中结果显示"U8大鼠睑板腺组织 a#Y 和 F%7 均表达
阳性"在克隆培养的睑板腺细胞中 a#Y 和 F%7 荧光染
色结果与组织中的荧光染色结果一致"表明培养的细
胞为睑板腺上皮细胞&

本研究中发现"共培养的细胞在培养后 Y o" J睑
板腺细胞开始有克隆形成"培养后约; J细胞处于指数
增长期"故本研究选择在此时加入不同浓度的隐丹参
酮和丹参酮(V进行干预&

a#% 主要表达于承重部位的组织中"如哺乳动物
足底上皮细胞"而在机体创伤'炎症以及肿瘤上皮细胞
高分化状态下常会导致 a#% 的高表达"因此 a#% 是上
皮细胞处于分化状态的重要标志

+5$ 5̂#, & a)%; 是一种
8QV结合蛋白"是反映组织细胞增生活性的重要指
标"其基因表达水平与细胞有丝分裂有关 +55, & 作为细
胞有丝分裂时染色体外围的一个组分"a)%; 可以防止
染色体在核膜裂解时形成单独的染色质团块"从而使
染色体在有丝分裂时能够独立运动并与纺锤体相互作

用& 本研究以 a#% 作为证实睑板腺细胞处于分化状
态的评估指标"以 a)%; 作为反映细胞增生活性的指
标& W<&]G#是 WWVVP增强子结合蛋白家族中的一

员"可通过与过氧化物酶体增殖物激活受体相互作用
来调节脂肪细胞的分化

+57 5̂Y, & W<&]G#在肝脏'脂肪
组织'肠道'肺脏'肾上腺及胎盘等磷脂和胆固醇合成
活跃的组织中呈高表达"因而本研究中选择 W<&]G#
作为评估与脂质合成相关的睑板腺上皮细胞分化的另

一个指标&
本研究中结果显示"用 #j5"$ %'4*<e隐丹参酮处

理睑板腺细胞促进 a#% 基因的表达"$j"$$ %'4*<e'
#j5"$ %'4*<e和 5j"$$ %'4*<e隐丹参酮处理细胞后
可促进睑板腺细胞中 a)%; 基因的表达"$j"$$ %'4*<e
和 #j5"$ %'4*<e丹参酮(V对睑板腺细胞中 a)%; 基
因的表达也有促进作用"而不同浓度的隐丹参酮和丹
参酮(V处理后对细胞中 W<&]G#基因表达量无明显
影响"提示隐丹参酮和丹参酮(V可能在一定浓度范
围内对睑板腺上皮细胞的增生发挥促进作用"但对睑
板腺上皮细胞的分化尚未见明显的影响"与鞠强等 +%,

报道的隐丹参酮和丹参酮(V可抑制皮脂腺细胞增生
及脂质合成的结论不同"推测其原因可能是由于 SR8
病理表现为腺体萎缩及腺管退行性改变"与皮脂腺功
能异常的腺体增生'分泌功能亢进有所不同"或者可能
与两者组织结构和生理功能存在差异"从而使得丹参
酮对它们的作用不同有关&

本研究中结果显示"睑板腺细胞的油红 9染色结
果均为阴性"细胞中均未见脂质合成"细胞不同克隆边
缘交界处细胞团可见油红 9阳性染色"考虑脂滴来自
与睑板腺细胞共同培养的 7P7 细胞"推测本研究中原
代培养的睑板腺上皮细胞还处于原始增生状态"尚未
分化为有特定功能的细胞"因此不具有合成和分泌脂
质的功能"而睑板腺的干细胞中分化为睑板腺前体细
胞的数量极其有限"这可能是其在衰老和其他环境因
素中容易耗竭的原因

+5", & 由于未经处理的 7P7 尚未
分化成熟"并不能用于实验"本研究中采用的 7P7 细胞
系是诱导分化成熟的细胞"已具有体外合成脂质的功
能"油红 9染色呈阳性 +5%, & 鉴于体外原代培养的未分
化睑板腺细胞不具有合成脂质的功能"因而丹参酮对
睑板腺细胞合成脂质功能的影响还有待进一步研究&

本研究中采用结晶紫染色评估睑板腺细胞克隆形

成率的变化"结果显示 #j5"$ %'4*<e隐丹参酮睑板腺
细胞的平均克隆形成率略高于溶剂对照组&

总之"本研究的体外实验证实一定浓度的隐丹参
酮和丹参酮(V具有促进睑板腺细胞增生的作用"但
对于睑板腺细胞的分化及其脂质分泌的影响并不明

显"隐丹参酮对睑板腺细胞体外克隆形成有促进作用"
推测丹参酮对 SR8可能具有一定的潜在治疗价值&
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然而"丹参酮单体成分对睑板腺生理功能产生影响的
具体机制及可能的信号传导通路还有待进一步研究&
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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