
fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

!实验研究!

表没食子儿茶素没食子酸酯对人 >OJ,J囊
成纤维细胞活化的抑制作用及其调控机制
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!!$摘要%!目的!探讨绿茶提取物表没食子儿茶素没食子酸酯& &̀ 4̀ '对人 >OJ,J 囊成纤维细胞&f>[5'
活化的作用及其可能的作用机制(!方法!收集 = 例 = 眼晚期原发性开角型青光眼患者小梁切除术中获取的
结膜下 >OJ,J 囊组织"通过组织贴壁培养获得原代细胞"采用免疫荧光染色法&波形蛋白d角蛋白'进行细胞
鉴定"取 %_0 代细胞进行后续实验( 利用细胞计数试剂盒D$&44CD$'法检测 #_$# #',*<c&̀ 4̀ 干预条件下

的细胞存活率( 将细胞分为空白对照组)转化生长因子& >̀ ['D"/ 诱导组和 &̀ 4̀ 干预组"分别于正常培养
基)含 /# JQ<'*>̀ [D"/ 培养基以及含 /# JQ<'*>̀ [D"/d;# #',*<c&̀ 4̀ 培养基中培养( 采用 e-L:标记法
检测各组细胞增生率"采用细胞划痕实验观察各组细胞迁移情况"采用免疫荧光法检测各组细胞中 !D平滑肌
肌动蛋白&!DZ\F'的表达"采用 gO5MO-J V*,M法检测空白对照组) >̀ [D"/ 诱导组)/# #',*<c&̀ 4̀ 组和

;# #',*<c&̀ 4̀ 组 Z'(LK<")PDZ'(LK<")磷脂酰肌醇D"D激酶&3H"C')蛋白激酶 e&FXM'及磷酸化 FXM& PDFXM'
的表达(!结果!体外培养 f>[5呈长梭形"生长规律"免疫荧光鉴定波形蛋白呈阳性( 44CD$ 检测显示"/#)
K#)"#)%#);# #',*<c&̀ 4̀ 处理细胞存活率与 # #',*<c&̀ 4̀ 处理细胞比较"差异均无统计学意义 &均
Ro#]#;'( e-L:标 记 实 验 显 示" >̀ [D"/ 诱 导 组 细 胞 增 生 率 为 & 00]"E {/K]0; '^" 高 于 &̀ 4̀ 组 的

&/%]E;{/K]""'^"差异有统计学意义 &Ro#]#;'( 划痕实验第 " 天" >̀ [D"/ 诱导组相对划痕面积为
&%E]""{/K]KK'^"明显低于 &̀ 4̀ 干预组的&=K]0E{%]#%'^"差异有统计学意义&Ro#]#;'( 免疫荧光染色
结果显示">̀ [D"/ 诱导组细胞 !DZ\F蛋白荧光较空白对照组显著增强"&̀ 4̀ 干预组 !DZ\F蛋白荧光则减
弱至空白对照组水平( gO5MO-J V*,M法检测结果显示"各组间细胞中 PDZ'(LK<")3H"C和 PDFXM蛋白相对表达量
总体比较差异均有统计学意义 &7t;$]$K#)/K/]/;")0=]K$="均 Ro#]##/'"其中 >̀ [D"/ 诱导组 PDZ'(LK<")
3H"C和 PDFXM蛋白相对表达量明显高于空白对照组)/# #',*<c和 ;# #',*<c&̀ 4̀ 组"差异均有统计学意义
&均 Ro#]#;'(!结论!&̀ 4̀ 能够通过 Z'(L 通路及 3H"C<FXM信号通路抑制 >̀ [D"/ 诱导的 f>[5活化(!

$关键词%!青光眼* 小梁切除术* 表没食子儿茶素没食子酸酯* >OJ,J 囊成纤维细胞* 瘢痕化
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"!2*'1&%'#4G2H-%'$I-4>,)JRO5M)Q(MOMNOOTTO2M,TOP)Q(**,2(MO2N)J Q(**(MO& &̀ 4̀ ' ,J MNO(2M)R(M),J ,T
NS'(J >OJ,J T)V-,V*(5M5&f>[5' (JL )M5'O2N(J)5'1!J-'.(,*!>OJ,J 2(P5S*OM)55SO5T-,' J)JOOUO5,TJ)JO
(LR(J2OL P-)'(-U,POJ (JQ*OQ*(S2,'(P(M)OJM5LS-)JQM-(VO2S*O2M,'UWO-O,VM()JOL T,-P-)'(-U2O**2S*MS-O1f>[5
N(-RO5MOL WO-O)LOJM)T)OL VU)''SJ,T*S,-O52OJ2O5M()J)JQT,-R)'OJM)J (JL XO-(M)J14O**5(MP(55(QO%b0 WO-OS5OL T,-
O+PO-)'OJM19)(V)*)MU,Tf>[5M-O(MOL W)MN &̀ 4̀ (M#"/#"K#""#"%#";#"0#"E# (JL $# #',*<cW(5LOMO2MOL VU2O**
2,SJM)JQX)MD$ &44CD$' (55(U1>NO2O**5WO-OL)R)LOL )JM,V*(JX 2,JM-,*Q-,SP"M-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-&>̀ ['D"/D
)JLS2OL Q-,SP"(JL &̀ 4̀ DM-O(MOL Q-,SP"WN)2N WO-O2S*MS-OL )J J,-'(*'OL)S'"'OL)S'2,JM()J)JQ/# JQ<'*>̀ [D
""'OL)S'2,JM()J)JQ/# JQ<'*>̀ [D"d;# #',*<c&̀ 4̀ "-O5PO2M)RO*U1>NOP-,*)TO-(M),J -(MO,Tf>[5W(5LOMO2MOL
VUe-L:*(VO*)JQ(55(U14O**')Q-(M),J W(5,V5O-ROL VU52-(M2N W,SJL NO(*)JQ(55(U1>NOO+P-O55),J ,T!D5',,MN
'S52*O(2M)J &!DZ\F' W(5'O(5S-OL VU)''SJ,T*S,-O52OJ2O5M()J)JQ1>NOP-,MO)J -O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,T
Z'(LK<""PN,5PN,)J,5)M)LOD"DX)J(5O& 3H"C'" P-,MO)J X)J(5Oe & FXM' (5WO**(5MNOPN,5PN,-U*(MOL Z'(LK<"
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&PDZ'(LK<"' (JL PN,5PN,-U*(MOL FXM& PDFXM' WO-O'O(5S-OL VUWO5MO-J V*,M1>N)55MSLUW(5(PP-,ROL VUMNO
&MN)254,'')MMOO,T̀ S(JQL,JQ3-,R)J2)(*3O,P*On5f,5P)M(*&8G1̀67&4K#/=""/f+7/,'1!;-*+#'*!>NOf>[5
N(-RO5MOL N(L 5P)JL*O5N(PO"Q-OW-OQS*(-*U(JL WO-OR)'OJM)JDP,5)M)RO144CD$ (55(U5N,WOL MN(MMNO-OW(5J,
5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O)J MNOR(-)(V)*)MU,Tf>[5M-O(MOL W)MN &̀ 4̀ (M/#"K#""#"%# (JL ;# #',*<c)J 2,'P(-)5,J W)MN
# #',*<c&̀ 4̀ M-O(M'OJM&(**(MRo#]#;'1e-L:*(VO*)JQ(55(U5N,WOL MN(M2O**P-,*)TO-(M),J )J MNO>̀ [D"/D
)JLS2OL Q-,SP W(5&00]"E{/K]0;'^"WN)2N W(55)QJ)T)2(JM*UN)QNO-MN(J &/%]E;{/K]""'^ )J &̀ 4̀ DM-O(MOL Q-,SP
&Ro#]#;'1>N-OOL(U5(TMO-52-(M2N"MNO-O*(M)RO52-(M2N (-O()J MNO>̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP W(5&%E]""{/K]KK'^"
WN)2N W(55)QJ)T)2(JM*U*,WO-MN(J & =K]0E{%]#%'^ )J MNO&̀ 4̀ DM-O(MOL Q-,SP &Ro#]#;'1H''SJ,T*S,-O52OJ2O
(55(U5N,WOL MN(M!DZ\FT*S,-O52OJ2OW(55)QJ)T)2(JM*UOJN(J2OL )J MNO>̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP )J 2,'P(-)5,J W)MN
MNOV*(JX 2,JM-,*Q-,SP"WN)2N W(5-OLS2OL M,V*(JX 2,JM-,*Q-,SP *ORO*)J &̀ 4̀ DM-O(MOL Q-,SP1gO5MO-J V*,M(J(*U5)5
5N,WOL MN(MMNO-OWO-O5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O5)J MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,TPDZ'(LK<""3H"C(JL PDFXMP-,MO)J
(',JQMNOR(-),S5Q-,SP5&7t;$]$K#"/K/]/;""0=]K$=*(**(MRo#]##/'1>NO-O*(M)ROO+P-O55),J5,TPDZ'(LK<""
3H"C(JL PDFXM)J MNO>̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP WO-O5)QJ)T)2(JM*UN)QNO-MN(J MN,5O)J MNOV*(JX 2,JM-,*Q-,SP"
/# #',*<c(JL ;# #',*<c&̀ 4̀ DM-O(MOL Q-,SP5&(**(MRo#]#;'1!?()%#+*$()*!&̀ 4̀ 2(J 5SPP-O55>̀ [D"/D
)JLS2OL f>[5(2M)R(M),J MN-,SQN Z'(L (JL 3H"C<FXM5)QJ(*)JQP(MNW(U51

"5-3 6(1,*#4 *̀(S2,'(* >-(VO2S*O2M,'U* &P)Q(**,2(MO2N)J Q(**(MO* >OJ,J T)V-,V*(5M5* Z2(--)JQ
7+), "1(/1&8# e(5)2 (JL FPP*)OL e(5)2 7O5O(-2N 3-,Q-(' ,T S̀(JQkN,S e(5)2 7O5O(-2N 3*(J

&K#K/#K#$#"%;'* 8(MS-(*Z2)OJ2O[,SJL(M),J ,T̀ S(JQL,JQ3-,R)J2O&K#K#F/;/;#/#/#"'
6GH#/#1"E0#<2'(1I12J//;=$=DK#K//K#0D##0EK

!!青光眼是世界主要的不可逆性致盲眼病"预计
K#%# 年全球青光眼患病人数将达到 /]K 亿 + /, ( 以小
梁切除术为代表的滤过手术是青光眼治疗的经典手

段"能够使患者眼压长期维持在目标值"延缓视功能的
损伤

+ K, ( 但是"由于人 >OJ,J 囊成纤维细胞 & NS'(J
>OJ,J T)V-,V*(5M5"f>[5'介导的滤过泡瘢痕化"导致长
期手术成功率并不理想"即使局部使用抗代谢药物丝
裂霉素 4或 ; 氟尿嘧啶"小梁切除术后 / 年失败率仍
为 =]";^_/E]"^+"b%, ( 转化生长因子 "/&M-(J5T,-')JQ
Q-,WMN T(2M,-"/" >̀ [D"/'被认为是创伤修复中促使
f>[5向具有强收缩性的肌成纤维细胞分化的关键分
子

+ ;, ( >̀ [D"/ 介导的 Z'(L 通路是促纤维化的经典
途径" 也 是 促 使 f>[5合 成 !D平 滑 肌 肌 动 蛋 白
&!D5',,MN 'S52*O(2M)J"!DZ\F'"并向肌成纤维细胞转
化的主要机制

+ 0, ( 研究证实">̀ [D"/ 还能够通过激活
非 Z'(L 依赖性的信号通路发挥促纤维化作用"如丝
裂原 活化蛋白激酶 &')M,QOJD(2M)R(MOL P-,MO)J X)J(5O"
\F3C')磷脂酰肌醇D"D激酶& PN,5PN,)J,5)M)LOD"DX)J(5O"
3H"C'和 7N,等 + E, "其中"3H"C<蛋白激酶 e& P-,MO)J
X)J(5Oe"FXM'信号通路被证实在滤过泡瘢痕化中发挥
着重要作用

+ $, ( 因此"寻找安全并且同时对多条促纤
维化信号通路均有抑制作用的治疗药物具有重要意

义( 近年来的细胞和动物相关实验研究发现"绿茶提
取物中含量最丰富的表没食子儿茶素没食子酸酯

&OP)Q(**,2(MO2N)J Q(**(MO"&̀ 4̀ '在肝脏)肾脏)肺脏等
脏器相关的纤维化疾病中发挥着显著的治疗作

用
+ =b/K, ( &̀ 4̀ 可通过调控 &7C的磷酸化水平而抑

制晶状体上皮细胞的增生
+ /", ( 但 &̀ 4̀ 的功能随着

不同的组织或实验模型而改变"甚至有可能出现相反
的作用

+ /%b/;, ( 目前"&̀ 4̀ 对青光眼术后滤过泡瘢痕

化的影响尚不清楚( 本研究拟分离培养原发性开角型
青光眼患者 f>[5"探讨 &̀ 4̀ 对 >̀ [D"/ 诱导 f>[5

纤维化的作用及其机制(

94材料与方法

919!材料
91919!组织取材!收集 K#/= 年 $3/K 月于广东省人
民医院眼科行小梁切除手术的 = 例 = 眼晚期原发性开
角型青光眼患者结膜下人 >OJ,J 囊组织"患者病程均u
/# 年"其中男 ; 例"女 % 例"平均年龄&;${$'岁( 本研
究方案符合1赫尔辛基宣言2原则"并通过广东省人民
医院伦理委员会批准 +批 文 号# 6̀7&4K#/=""/f
&7/',"所有患者均知晓实验目的并签署知情同意书(
9191<!主要试剂及仪器!&̀ 4̀ )6F3H染料 &美国
Z)Q'(公司'*>̀ [D"/&美国 3OP-,MO2N 公司'*6\&\<
[/K 培养基)胎牛血清&TOM(*V,R)JO5O-S'"[eZ' &美国
)̀V2,公司'*青霉素<链霉素双抗)e4F试剂盒&美国

>NO-',公司'*兔抗人波形蛋白 &(V=K;%E')兔抗人角
蛋白&(V/$;0KE')鼠抗人 !DZ\F&(V/K%=0%')鼠抗人
3H"C&(V$0E/%')兔抗人 FXM&(VK";=;$')兔抗人 PDFXM
&(V$/K$"'单克隆抗体 &美国 FV2('公司'*Z'(LK<"
&|$0$;')PDZ'(LK<"& |$$K$') F̀36f& |$$$%'单克隆
抗体)[H>4标记羊抗鼠二抗&(V/;#//;' &美国 4Z>公
司'*蛋白提取剂&上海 eO5Me),公司'*&4c显影试剂
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盒&美国 FVVX)JO公司'( 低温离心机&美国 &PPOJL,-T
公司'*9(-),5X(J [*(5N 酶标仪&美国 >NO-',公司'*荧
光倒置显微镜&德国 BO)55公司'*垂直平板微电泳槽
及电泳仪&美国 e),D7(L 公司'(
91<!方法
91<19!组织培养!取术中手术区域结膜下 >OJ,J 囊
组织块"磷酸盐缓冲液&PN,5PN(MOVSTTO-5(*)JO"3eZ'反
复冲洗"剪切至约 /_" ''"

的组织块"以 ; ''左右间
隔"均匀铺于 0# ''培养皿上"稍倾斜置于 4GK 培养

箱约 #]; N 后"加入含体积分数 /#^ [eZ 和 /## :<'*
双抗的 6&\&<[/K 完全培养基"水平放置于培养箱(
待细胞长满皿底后进行传代培养"加入 #]; '*质量分
数 #]K;^胰蛋白酶溶液消化 K ')J"加入 " '*完全培
养基终止消化"/ hK或 / h"比例传代( 取第 %_0 代细
胞进行后续实验(
91<1<!免疫荧光染色鉴定 f>[5!细胞传代于铺有细
胞爬片的六孔板"培养过夜"吸除旧培养液"3eZ 清洗
" 次"质量分数 %^多聚甲醛固定 K#_"# ')J"3eZ 清洗
" 次"体积分数 #]/^ >-)M,J AD/## 破膜 ; ')J"3eZ 清
洗 " 次"体积分数 ;^山羊血清封闭 K#_"# ')J*吸除
封闭液"滴加波形蛋白和角蛋白一抗&均 / hK##'"% q
孵育过夜*3eZ 浸洗后滴加荧光二抗&/ hK##'"室温下
孵育 / N"6F3H染核 ; ')J 至干燥后封片"于荧光显微
镜下拍摄图像(
91<1@!44CD$ 法检测不同浓度 &̀ 4̀ 处理 f>[5的
存活率!将细胞接种至 =0 孔板"分别用 #)/#)K#)"#)
%#);#)0#)E#)$# #',*<c的 &̀ 4̀ 干预"每个浓度设
置 ; 个复孔"培养 %$ N 后"光学显微镜下观察细胞形
态*弃培养基"每孔加入 /# #*44CD$ 检测液"放入温
箱中孵育 % N 后"酶标仪检测 %;# J'波长吸光度&Z'
值"计算各组细胞存活率 &^'t各组 Z值<# #',*<c
&̀ 4̀ 组 Z值r/##^( 实验重复 ; 次(
91<1A!e-L:标记法检测各组细胞增生情况!将细胞
接种至 =0 孔板"分为空白对照组)>̀ [D"/ 诱导组和
&̀ 4̀ 干预组"每组设置 ; 个复孔"分别于正常培养
基)含 /# JQ<'*>̀ [D"/ 培养基和含 ;# #',*<c&̀ 4̀
培养基中培养 K% N"用含 e-L:的无血清培养液孵育
% N"[)+6OJ(M孵育 K N"e-L:D3G6抗体工作液孵育
/ N"洗脱液清洗 " 次"显色剂孵育 "# ')J*酶标仪中检
测 Z值"获得 "E# J'波长与 %=K J'波长 Z差值"计算
各组细胞增生率 &^'t&各组 Z差值b空白对照组 Z
差值' <空白对照组 Z差值r/##^( 实验重复 ; 次(
91<1B!细胞划痕实验检测各组细胞迁移能力!以
E];r/#0

个<孔的密度将细胞传代于 0 孔板中"培养过

夜"用 K## #*枪头在皿底呈-井.字划线后"弃去旧培养
液"3eZ 清洗 K 次"加入含 /^ [eZ 的培养基"将细胞分
为空白对照组)>̀ [D"/ 诱导组和 &̀ 4̀ 干预组*参照
/1K1% 部分进行分组处理"于 "E q);^4GK 培养箱培养

" L"倒置显微镜观察并拍照"采用 H'(QO?软件测量各组
剩余划痕面积"计算各组相对划痕面积& '̂t各组剩余
划痕面积<最初划痕面积r/## (̂ 实验重复 " 次(
91<1C!免疫荧光染色观察各组细胞 !DZ\F表达分
布!将细胞接种于铺有细胞爬片的 0 孔板中"培养过
夜"将细胞分为空白对照组)>̀ [D"/ 诱导组和 &̀ 4̀
干预组*参照 /1K1% 部分进行分组处理"每组设置 K 个
复孔*培养 %$ N 后"参照 /1K1K 部分进行免疫荧光染
色"!DZ\F一抗稀释比例为 / hK;#"羊抗鼠荧光二抗稀
释比例为 / hK##"封片后于荧光显微镜下拍摄图像(
实验重复 " 次(
91<1D!gO5MO-J V*,M法检测各组 Z'(L 通路和 FXM通
路相关因子的表达情况!将细胞接种至 0 孔板中"分
为空白对照组)>̀ [D"/ 诱导组)/# #',*<c&̀ 4̀ 组和

;# #',*<c&̀ 4̀ 组"每组设置 " 个复孔"其中空白对
照组和 >̀ [D"/ 诱导组细胞分别在正常培养基和含有
/# JQ<'*>̀ [D"/ 的培养基中培养"各 &̀ 4̀ 干预组细

胞在含 /# JQ<'*>̀ [D"/ 培养基中培养 K% N 后"于含
/# #',*<c或 ;# #',*<c&̀ 4̀ 新的培养基中继续培

养 %$ N( 吸除旧培养液"预冷 3eZ 清洗"加入 7H3F裂
解液提取蛋白"使用细胞刮收集液体"离心后取上清蛋
白液"使用 e4F试剂盒进行蛋白浓度定量并配平蛋白
液后"加入蛋白液体 /<" 的 *,(L)JQVSTTO-震荡混匀"
=; }4水浴蛋白变性 $ ')J( 使用 Z6ZD3F̀ &凝胶
$# 9恒压电泳 /]; N"K## 'F恒流转印 K N"将蛋白条
带转至 396[膜*取 396[膜在室温下用 ;^脱脂奶粉
封闭 / N" Z'(LK<" & / hK ###')3H"C& / h/ ###')FXM
&/ hK ###')PDZ'(LK<"&/ h/ ###')PDFXM&/ h/ ###'和
F̀36f& / hK ###'一抗 % }4孵育过夜*>eZ>清洗

" 次"辣根过氧化物酶标记二抗常温孵育 / N">eZ>清
洗 " 次"使用 &4c系统显色"采用多功能成像仪获取
条带图像"采用 H'(QO?软件对条带灰度进行定量分
析( 以 F̀36f为内参"计算各目的蛋白相对表达量(
使用不同标本重复实验 0 次(
91@!统计学方法

采用 Z3ZZ K/]# 统计学软件进行统计分析( 本
研究中计量资料经 ZN(P)-,Dg)*X 检验证实符合正态"
以L{9表示"多组间差异比较采用单因素方差分析"
两两比较采用 cZ6D4检验( 采用双尾检验"Ro#]#;
为差异有统计学意义(

!;K#/!中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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BA C D E100μm 100μm 100μm 100μm 100μm

图 <4不同浓度 =M?M处理 VK7*的形态变化 mr%##"标尺t/## #''!光学显微镜下"#)/#)
;# #',*<c&̀ 4̀ 处理细胞形态符合正常成纤维细胞"无明显异常"0#)$# #',*<c&̀ 4̀ 处理细胞

出现皱缩变圆"甚至漂浮m箭头'!F## #',*<c&̀ 4̀ *e#/# #',*<c&̀ 4̀ *4#;# #',*<c&̀ 4̀ *
6#0# #',*<c&̀ 4̀ *&#$# #',*<c&̀ 4̀
7$/+1-<4J(1".(#(/3 (0VK7*'1-&'-,6$'.=M?M &',$00-1-)'%()%-)'1&'$()*m r%##" V(-t

/## #''!:JLO-(J ,PM)2(*')2-,52,PO"f>[5)J #"/# (JL ;# #',*<c&̀ 4̀ Q-,SP5WO-O*)XOJ,-'(*
T)V-,V*(5MW)MN,SM,VR),S5(VJ,-'(*)M)O51f>[5)J 0# (JL $# #',*<c&̀ 4̀ Q-,SP55N,WOL 5N-SJX"
-,SJLOL (JL OROJ T*,(M)JQm(--,W'!F## #',*<c&̀ 4̀ *e#/# #',*<c&̀ 4̀ *4#;# #',*<c&̀ 4̀ *
6#0# #',*<c&̀ 4̀ *&#$# #',*<c&̀ 4̀ c

<4结果

<19!f>[5的体外原代培养及
鉴定

培养 / L 时"人 >OJ,J 囊组织
块贴壁m图 /F'*组织贴壁培养第
/ 周"可见少量长梭形细胞从组
织块边缘爬出m图 /e'*培养第 /#
天"细胞增生速度加快"细胞间相
互连接"呈束状排列*培养第 K
周"细胞生长速度减缓"生长密
度u=#^m图 /4'( 第 K _" 次传
代后的细胞大小形态趋于稳定"
生长规律"细胞核呈卵圆形"位于细胞中部"快速生长
期细胞呈放射状或漩涡状"符合成纤维细胞的一般特
点( 免疫荧光鉴定结果显示"细胞波形蛋白呈强阳性
m图 /6'"角蛋白呈阴性m图 /&'"鉴定为 f>[5(

BA C

D E

100μm

100μm

100μm 100μm

100μm

图 94VK7*的原代培养及免疫荧光鉴定!F#培养 / L"结膜下人
>OJ,J 囊组织贴壁mr%#"标尺t/## #''!e#培养 / 周"可见长梭形
细胞从组织边缘爬出mrK##"标尺t/## #''!4#培养 K 周"细胞密
集生长"细胞间相互连接mrK##"标尺t/## #''!6#细胞角蛋白免
疫荧光染色呈阴性m[H>4<6F3HrK##"标尺t/## #''!&#成纤维细
胞标志物波形蛋白荧光染色呈强阳性 m[H>4<6F3HrK##"标尺 t

/## #''
7$/+1-94>1$8&13 %+#'+1-&),$88+)(0#+(1-*%-)%-$,-)'$0$%&'$()(0
VK7*!F#>NO5SV2,JISJ2M)R(*>OJ,J 2(P5S*OM)55SOW(5(LNO-OJM(TMO-
,JODL(U2S*MS-Omr%#"V(-t/## #''!e#FTMO-,JOWOOX ,T2S*MS-O"
O*,JQ(MOL 2O**52,S*L VO5OOJ 2*)'V)JQ,SM,TMNOM)55SOOLQOm rK##"
V(-t/## #''!4#FTMO-MW,WOOX5,T2S*MS-O"2O**5Q-OWLOJ5O*U(JL
(LNO-OL M,O(2N ,MNO-mrK##"V(-t/## #''!6#8OQ(M)RO)''SJ,5M()J)JQ
T,-XO-(M)J m[H>4<6F3HrK##" V(-t/## #'' ! &# ZM-,JQ*UP,5)M)RO
)''SJ,5M()J)JQT,-R)'OJM)J"(T)V-,V*(5M'(-XO-m[H>4<6F3HrK##"
V(-t/## #''
!

<1<!不同浓度 &̀ 4̀ 处理 f>[5存活率比较
光学显微镜下观察不同浓度 &̀ 4̀ 处理 %$ N 细

胞形态"其中 /#)K#)"#)%#);# #',*<c&̀ 4̀ 组细胞

均表现为典型的成纤维细胞形态"0#)E#)$# #',*<c
&̀ 4̀ 组细胞开始出现皱缩变圆"贴附能力减弱"甚至
出现细胞漂浮m图 K'( 不同浓度 &̀ 4̀ 组 f>[5存活
率总体比较差异有统计学意义m7t0%]%=K"Ro#]##/'(
/#)K#)"#)%#);# #',*<c&̀ 4̀ 组细胞存活率均稍低

于 # #',*<c&̀ 4̀ 组"但差异均无统计学意义 m均
Ru#]#;'*0#)E#)$# #',*<c&̀ 4̀ 组细胞存活率较

# #',*<c&̀ 4̀ 组明显下降"差异均有统计学意义
m均 Ro#]#;'"其中 $# #',*<c&̀ 4̀ 组细胞存活率

为m"K]/"{$]$/'^"低于 ;#^m表 /' ( 因此"选择
;# #',*<c&̀ 4̀ 作为后续实验的工作浓度(

表 94不同浓度 =M?M组 VK7*存活率比较m!W""m'
K&2#-94?(8"&1$*()(0VK7*I$&2$#$'3 &8()/ /1(+"*
%()'&$)$)/ I&1$(+*%()%-)'1&'$()*(0=M?M m!W""m'

组别 样本量 细胞存活率

# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; /##]##{#]##

/# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; =%]/K{0]%#

K# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; =0]%/{;]$/

"# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; =K]E#{0]#/

%# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; ="];;{$]"0

;# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; =K]K0{;]$=

0# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; $"]"={0]"#(

E# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; ;$]E={%];0(

$# #',*<c&̀ 4̀ 组 ; "K]/"{$]$/(

7值 0%]%=K

R值 o#]##/

!注#与 # #',*<c&̀ 4̀ 组比较"(Ro#]#;m单因素方差分析"cZ6D4检验'
&̀ 4̀ #表没食子儿茶素没食子酸酯*f>[5#人 >OJ,J 囊成纤维细胞
!8,MO#4,'P(-OL W)MN # #',*<c&̀ 4̀ Q-,SP"(Ro#]#;mGJODW(UF8G9F"
cZ6D4MO5M'!&̀ 4̀ #OP)Q(**,2(MO2N)J Q(**(MO*f>[5#NS'(J >OJ,J T)V-,V*(5M5

!0K#/! 中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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<1@!各组 f>[5细胞增生率比较
空白对照组) >̀ [D"/ 诱导组和 &̀ 4̀ 干预组

f>[5细 胞 增 生 率 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义
&7t;$]"0/"Ro#]##/'( 其中">̀ [D"/ 诱导组细胞增
生率明显高于空白对照组"&̀ 4̀ 干预组细胞增生率

明显低于空白对照组和 >̀ [D"/ 诱导组"差异均有统
计学意义&均 Ro#]#;'&表 K'(

BA C100μm 100μm 100μm

图 @4各组 VK7*的迁移情况&r/##"标尺t/## #''!划痕后第 " 天"空白对照组有少量细胞向划
痕内迁移">̀ [D"/ 诱导组有大量细胞向划痕内迁移"&̀ 4̀ 干预组未见明显的细胞迁移( 蓝线所示
为划痕边界线!Fm空白对照组*em>̀ [D"/ 诱导组*4m&̀ 4̀ 干预组

7$/+1-@4VK7*8$/1&'$()$)-&%./1(+"&r/##"V(-t/## #''!GJ MNOMN)-L L(U(TMO-52-(M2N"(
5'(**(',SJM,T2O**5)J V*(JX 2,JM-,*Q-,SP ')Q-(MOL )JM,MNO52-(M2N1F*(-QOJS'VO-,T2O**5')Q-(MOL )JM,
MNO52-(M2N )J >̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP18,5)QJ)T)2(JM2O**')Q-(M),J W(5,V5O-ROL )J &̀ 4̀ )JMO-ROJM),J
Q-,SP1e*SO*)JO5WO-OMNO52-(M2N V,SJL(-)O5!FmV*(JX 2,JM-,*Q-,SP*em>̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP*4m&̀ 4̀
)JMO-ROJM),J Q-,SP

表 <4各组 VK7*增生率比较&!W""m'
K&2#-<4?(8"&1$*()(0"1(#$0-1&'$()1&'-(0VK7*

&8()/ '.1--/1(+"*&!W""m'

组别 样本量 细胞增生率

空白对照组 ; #]##{ #]##

>̀ [D"/ 诱导组 ; 00]"E{/K]0;(

&̀ 4̀ 干预组 ; /%]E;{/K]""(V

7值 ;$]"0/

R值 o#]##/

!注m与空白对照组比较"(Ro#]#;*与 >̀ [D"/ 诱导组比较"VRo#]#;
&单因素方差分析"cZ6D4检验'!f>[5m人 >OJ,J 囊成纤维细胞*>̀ [m
转化生长因子*&̀ 4̀ m表没食子儿茶素没食子酸酯
!8,MOm4,'P(-OL W)MN V*(JX 2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#;*2,'P(-OL W)MN >̀ [D
"/D)JLS2OL Q-,SP"VRo#]#; &GJODW(UF8G9F"cZ6D4MO5M'!f>[5mNS'(J
>OJ,J T)V-,V*(5M5* >̀ [mM-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-* &̀ 4̀ mOP)Q(**,2(MO2N)J
Q(**(MO

<1A!各组 f>[5相对迁移能力比较
划痕后第 " 天"空白对照组可见少量细胞向划痕

内迁移">̀ [D"/ 诱导组可见较多细胞向划痕内迁移"
&̀ 4̀ 干预组未见有明显的细胞迁移&图 "'( 各组相
对划痕面积总体比较差异有统计学意义&7tK;]E/0"
Rt#]##/'( 其中">̀ [D"/ 诱导组相对划痕面积明显
小于空白对照组"&̀ 4̀ 干预组相对划痕面积明显大

于空白对照组和 >̀ [D"/ 诱导组"差异均有统计学意
义&均 Ro#]#;'&表 "'(

表 @4各组相对划痕面积比较&!W""m'
K&2#-@4?(8"&1$*()(01-#&'$I-*%1&'%.&1-& &8()/

'.1--/1(+"*&!W""m'

组别 样本量 相对划痕面积

空白对照组 " E%]""{ %]#%

>̀ [D"/ 诱导组 " %E]""{/K]KK(

&̀ 4̀ 干预组 " =K]0E{ %]#%(V

7值 K;]E/0

R值 #]##/

!注m与空白对照组比较"#Ro#]#;*与 >̀ [D"/ 诱导组比较"3Ro#]#;
&单因素方差分析"cZ6D4检验'!>̀ [m转化生长因子*&̀ 4̀ m表没食子
儿茶素没食子酸酯

!8,MOm4,'P(-OL W)MN V*(JX 2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#;*2,'P(-OL W)MN >̀ [D
"/D)JLS2OL Q-,SP"VRo#]#; & GJODW(UF8G9F" cZ6D4MO5M' ! >̀ [m
M-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-*&̀ 4̀ mOP)Q(**,2(MO2N)J Q(**(MO

<1B!各组 f>[5中 !DZ\F蛋白表达分布
免疫荧光染色显示"!DZ\F主要表达于细胞质"

呈红色荧光( 与空白对照组比较" >̀ [D"/ 诱导组
!DZ\F蛋白荧光明显增强"细胞形态发生变化"呈薄
翼状或不规则状"胞体胞核变大"提示 f>[5活化*与
>̀ [D"/ 诱导组比较"&̀ 4̀ 干预组 !DZ\F蛋白荧光
明显减弱至空白对照组水平"细胞形态恢复至长梭形"
胞体缩小&图 %'(
<1C!各组 f>[5中 Z'(L 通路和 3H"C<FXM通路相关
蛋白表达比较

空白对照组) >̀ [D"/ 诱导组)/# #',*<c&̀ 4̀
组和 ;# #',*<c&̀ 4̀ 组细胞中 Z'(LK<" 和 FXM蛋
白相对表达量总体比较差异均无统计学意义 &7t
#]%;K)/]K=""均 Ru#]#;' *各组细胞中 PDZ'(LK<")
3H"C)PDFXM蛋白相对表达量总体比较差异均有统计

学意 义 & 7t;$]$K#) /K/]/;")
0=]K$="均 Ro#]##/ ' * >̀ [D"/
诱 导 组 f>[5中 PDZ'(LK<")
3H"C)PDFXM蛋白相对表达量明
显高于空白对照组)/# #',*<c
&̀ 4̀ 组 和 ;# #',*<c &̀ 4̀
组"呈剂量依赖性"差异均有统
计 学 意 义 & 均 Ro#]##/ ' *
/# #',*<c &̀ 4̀ 组 f>[5中
PDZ'(LK <")3H"C)PDFXM蛋白相
对 表 达 量 高 于 ;# #',*<c
&̀ 4̀ 组&均 Ro#]##/' &图 ;"
表 %' (

!EK#/!中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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α�SMA DAPI Merged 光学显微镜下
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图 A4VK7*的 !FNJ!荧光染色&rK##"标尺t/## #''!空白对照组 !DZ\F红色荧光微弱"细胞呈长梭形*>̀ [D"/ 诱导组 !DZ\F呈强荧光"胞
体变大"呈薄翼状或不规则状"细胞间连接紧密*&̀ 4̀ 干预组 !DZ\F荧光强度较 >̀ [D"/ 诱导组明显减弱"细胞恢复至长梭形!Z\F#平滑肌动
蛋白*>̀ [#转化生长因子*&̀ 4̀ #表没食子儿茶素没食子酸酯!图 B4[-*'-1)2#('检测 N8&,F<\@)>Q@5)!P'及磷酸化蛋白 "FN8&,<\@ 和
"F!P'表达电泳图!各组 Z'(LK<")FXM条带灰度无明显差异*>̀ [D"/ 诱导组 PDZ'(LK<")3H"C)PDFXM条带灰度明显强于空白对照组和不同浓度
&̀ 4̀ 干预组!/#空白对照组*K#>̀ [D"/ 诱导组*"#/# #',*<c&̀ 4̀ 组*%#;# #',*<c&̀ 4̀ 组*3H"C#磷脂酰肌醇D"D激酶*FXM#蛋白激酶 e
7$/+1-A4Q88+)(0#+(1-*%-)%-(0!FNJ!$)VK7*&rK##"V(-t/## #''!gO(X -OL T*S,-O52OJ2O,T!DZ\F(JL MUP)2(*T)V-,V*(5M2O**',-PN,*,QU
W(55OOJ )J V*(JX 2,JM-,*Q-,SP1ZM-,JQP,5)M)ROT*S,-O52OJ2O,T!DZ\F"*(-QO2O**V,L)O5)J MN)J W)JQ5N(PO,-)--OQS*(-5N(PO"(JL M)QNM)JMO-2O**S*(-
2,JJO2M),J WO-O,V5O-ROL )J >̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP1Z)QJ)T)2(JM*ULO2-O(5OL !DZ\FT*S,-O52OJ2OW(5T,SJL )J &̀ 4̀ DM-O(MOL Q-,SP )J 2,'P(-)5,J W)MN
>̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP"(JL MNOf>[5-OMS-JOL M,O*,JQ(MOL 5N(PO!Z\F#5',,MN 'S52*O(2M)J*>̀ [#M-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-*&̀ 4̀ #OP)Q(**,2(MO2N)J
Q(**(MO!7$/+1-B4=E"1-**$()(0N8&,<\@">Q@5"!P'""FN8&,<\@ &),"F!P'23 6-*'-1)2#('!>NO-OW(5J,5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O)J V(JL Q-(U52(*O
,TZ'(LK<" (JL FXM(',JQMNOT,S-Q-,SP51>NOV(JL Q-(U52(*O,TPDZ'(LK<""3H"C(JL PDFXM)J MNO>̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP W(55)QJ)T)2(JM*U5M-,JQO-MN(J
MN(M)J MNOV*(JX 2,JM-,*Q-,SP (JL MNOL)TTO-OJM2,J2OJM-(M),J5&̀ 4̀ Q-,SP5!/# V*(JX 2,JM-,*Q-,SP*K# >̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP*"#/# #',*<c&̀ 4̀
)JMO-ROJM),J Q-,SP*%#;# #',*<c&̀ 4̀ )JMO-ROJM),J Q-,SP*3H"C#PN,5PN,)J,5)M)LOD"DX)J(5O*FXM#P-,MO)J X)J(5Oe
!

表 A4各组细胞中 N8&,<\@)"FN8&,<\@)>Q@5)!P')"F!P'蛋白相对表达量比较&!W"'
K&2#-A4?(8"&1$*()(0"1('-$)1-#&'$I--E"1-**$()#-I-#*(0N8&,<\@""FN8&,<\@">Q@5"!P'""F!P'$)VK7*&8()/ 0(+1/1(+"*&!W"'

组别 样本量 Z'(LK<" PDZ'(LK<" 3H"C FXM PDFXM

空白对照组 0 /]#"{#]/% #]/;{#]/% #]"E{#]E0 #]$/{#]#$ #]K;{#]/K

>̀ [D"/ 诱导组 0 #]=0{#]/E /]K#{#]K#( /]/#{#]#=( #]$${#]#= #]=#{#]#=(

/# #',*<c&̀ 4̀ 组 0 /]#K{#]// #]E"{#]/$(V #]"E{#]/"V #]=/{#]#= #]KK{#]/"V

;# #',*<c&̀ 4̀ 组 0 #]=E{#]// #]/${#]/KV #]/;{#]#;(V #]$;{#]/# #]/K{#]#$(V

7值 #]%;K ;$]$K# /K/]/;" /]K=" 0=]K$=

R值 #]E/= o#]##/ o#]##/ #]"#% o#]##/

!注#与空白对照组比较"(Ro#]#;*与 >̀ [D"/ 诱导组比较"VRo#]#;&单因素方差分析"cZ6D4检验'!3H"C#磷脂酰肌醇D"D激酶*>̀ [#转化生长因
子*&̀ 4̀ #表没食子儿茶素没食子酸酯*FXM#蛋白激酶 e
!8,MO# 4,'P(-OL W)MN V*(JX 2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#;* 2,'P(-OL W)MN >̀ [D"/D)JLS2OL Q-,SP"VRo#]#; & GJODW(UF8G9F" cZ6D4MO5M' ! 3H"C#
PN,5PN,)J,5)M)LOD"DX)J(5O*>̀ [#M-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-*&̀ 4̀ #OP)Q(**,2(MO2N)J Q(**(MO*FXM#P-,MO)J X)J(5Oe

@4讨论

青光眼是一类以特征性视神经损害和视野渐进

性)不可逆性改变为主的眼部疾病"降低眼压是目前其
唯一证实有效的治疗方法( 小梁切除术可以有效降低
眼压"减少抗青光眼药物的使用"延缓视神经损害的发
展*但术后滤过泡瘢痕化严重影响了手术效果 + /0, ( 因

此寻找有效的抗青光眼滤过泡瘢痕化方法是临床需要

解决的问题(

茶多酚 &̀ 4̀ 相对分子质量为 %;$]"EK"是绿茶
中含量丰富的化合物"其被证实具有抗氧化)抗衰老)

抗炎症)降血压)降血糖等多种作用 + /E, ( &̀ 4̀ 能够

通过多种机制抑制细胞增生)迁移)转化和细胞外基质
沉积以发挥抗纤维化作用

+ /K, ( 此外"已有研究证实"
&̀ 4̀ 能够通过抑制一氧化氮合酶或胶质纤维酸性蛋

白的表达"提高视网膜神经节细胞的生存率以及对上

!$K#/! 中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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位神经元的保护作用
+/$b/=, ( 本研究发现 /#_;# #',*<c

&̀ 4̀ 对 f>[5的存活率无明显影响(
>̀ [D"/ 是介导成纤维细胞活化的主要因子"也是

导致滤过泡瘢痕化的关键因子
+ K#, ( >̀ [D"/ 作用于细

胞膜受体 >̀ ["7"启动细胞核内目的基因转录"促使
!DZ\F表达增加( !DZ\F是成纤维细胞活化为肌成
纤维细胞的标志蛋白( 本研究发现";# #',*<c&̀ 4̀
能够有效减少 >̀ [D"/ 诱导 f>[5内 !DZ\F的表达"
表明 &̀ 4̀ 具有抑制 >̀ [D"/ 诱导 f>[5转化的作用(

>̀ [D"/ 激活 Z'(L 信号通路发挥促纤维化作用
是研究最早)最广泛的经典机制"也被视为 f>[5活化
的主要原因

+ 0"K#, ( >̀ [D"/ 激活 >̀ ["7后"促使下游
蛋白 Z'(LK<" 磷酸化"PDZ'(LK<" 与运载蛋白 Z'(L%
结合后"进入细胞核内与 Ze&启动子结合"激发
!DZ\F)4,*DH)纤连蛋白以及结缔组织生长因子等相关
因子的转录和翻译"因此"抑制 Z'(LK<" 磷酸化可以
有效抑制 >̀ [D"/ 诱导的纤维化发生( 本研究结果显
示"&̀ 4̀ 能够抑制 >̀ [D"/ 诱导的 f>[5中 Z'(LK<"
的磷酸化"并呈浓度依赖性(

近年来">̀ [D"/ 介导的非 Z'(L 信号通路也逐渐
引起重视"目前被众多研究者认可的包括 \F3C)3H"C

和 7N,<7,2X 信号途径等( >)(J 等 + K/,
发现">̀ [D"/ 抑

制剂 Ze%"/;%K&/# #',*<c'能够有效抑制氧化镍纳米
粒子诱导的人肺腺癌上皮细胞&F;%= 细胞'胶原过度
形成"P"$ \F3C信号通路的激活"显著抑制肺纤维
化*@)J 等 + KK,

发现中医药方中补阳还五汤 &e@fg>'

通过特异性地抑制 3H"C<FXM信号通路"减少 >̀ [D"/

诱导的 F;%= 细胞上皮间质化"从而抑制纤维化的发
生( 4NSJQ等+$,

发现">̀[D"与蛋白酶抑制剂 e,-MOk,')V

可以通过 3H"C<FXM信号通路发挥协同诱导 f>[5凋
亡的作用( 本研究结果显示"&̀ 4̀ 能有效减少 f>[5
中 3H"C合成和 FXM磷酸化"并呈浓度依赖性"证明
&̀ 4̀ 能够通过抑制非 Z'(L 信号通路D3H"C<FXM来抑
制 >̀ [D"/ 介导的 f>[5活化(

本研究利用体外 f>[5活化模型证实"安全浓度
范围内 &̀ 4̀ 能够通过 Z'(L 依赖和非 Z'(L 依赖途
径减少 !DZ\F的合成"抑制 >̀ [D"/ 介导的 f>[5活
化"为治疗青光眼术后滤过泡瘢痕化的药物选择提供
一种新的思路( 但是"目前尚未有相应的动物实验结
果"未来仍需要通过体内实验进一步探索绿茶提取物
&̀ 4̀ 在抗青光眼术后瘢痕化中应用的可行性(
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