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>@DW!拮抗剂奥美沙坦对 cD[凋亡的
促进作用及其机制
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""%摘要&"目的"探讨血管紧张素 ! 型受体 '>@DW!(拮抗剂奥美沙坦 ' Ĥ B(对人 D:2P2 囊成纤维细胞
'cD[(凋亡的作用及其机制*"方法"收集于西安交通大学第二附属医院行斜视手术的患者 D:2P2 囊组织"
采用组织块法培养原代 cD["U.,:2M.2 免疫荧光染色及流式细胞术鉴定原代细胞* 采用 !* 23F,/转化生长因
子 (#'D@[K(#(诱导 cD[建立细胞纤维化模型* 将体外培养的细胞分为正常对照组)D@[K(# 组)D@[K(#E
Ĥ B 组和 Ĥ B 组"各组细胞分别予以普通培养液)含 D@[K(# 的培养液)含 D@[K(# 和 Ĥ B 的培养液)含 Ĥ B
的培养液培养细胞 %) 1* >22:4.2 \F=A染色流式细胞术检测细胞凋亡情况"分析细胞早期凋亡率)晚期凋亡
率及总凋亡率* L:7M:O2 N/PM法检测线粒体凋亡途径中 QOP<-7Q-7:KJ)</:-U:; <-7Q-7:KJ)N-4和 N</K# 蛋白表达
水平* 比色法检测细胞乳酸脱氢酶'CGc()超氧化物歧化酶' BHG(活性*"结果"成功分离培养原代 cD["
所培养细胞呈长梭形"U.,:2M.2 免疫荧光染色呈阳性"流式细胞术检测所培养原代细胞中 U.,:2M.2 表达阳性
率aJJ_* 正常对照组)D@[K(# 组)D@[K(#EĤ B 组和 Ĥ B 组细胞早期凋亡率)晚期凋亡率)总凋亡率总体比
较"差异均有统计学意义'/d#%eJ#)$eJ')%!e)#"均 Of*e*&("其中 D@[K(#EĤ B 组早期凋亡率和总凋亡率较
正常对照组和 D@[K(# 组明显升高"D@[K(#EĤ B 组晚期凋亡率较正常对照组明显升高"差异均有统计学意
义'均 Of*e*&(* 正常对照组)D@[K(# 组)D@[K(#EĤ B 组和 Ĥ B 组 </:-U:; <-7Q-7:KJFQOP<-7Q-7:KJ) N-4)
N-4FN</K# 总体比较差异均有统计学意义'/d%e%*)(eJ))%e'!"均 Of*e*&("其中 D@[K(#EĤ B 组 N-4FN</K# 较
正常对照组明显升高"D@[K(#EĤ B 组 </:-U:; <-7Q-7:KJFQOP<-7Q-7:KJ)N-4)N-4FN</K# 较 D@[K(# 组明显升高"
差异均有统计学意义'均 Of*e*&(* 正常对照组)D@[K(# 组)D@[K(#EĤ B 组)Ĥ B 组细胞 CGc活性值分别
为'()$eJJw(JeJ(()'J!$e!'w!J'e)'()'# &#Je*'w#%*e#!()'# !$%e#Jw!$)eJ'(*,P/F',.2!C("总体比较差
异有统计学意义'/d#%eJ&"Of*e*&("其中与正常对照组和 D@[K(# 组比较"D@[K(#EĤ B 组和 Ĥ B 组 CGc
活性值明显升高"差异均有统计学意义'均 Of*e*&(* 正常对照组)D@[K(# 组)D@[K(#EĤ B 组)Ĥ B 组细胞
BHG活性值分别为'&*e$&w*eJ(()'%!e'!w%e&'()'#)e))w$e#'()' $(e'!w%e)$(*,P/F',.2!C("总体比较
差异有统计学意义'/d&e(!"Of*e*&("其中 D@[K(#EĤ B 组 BHG活性值低于正常对照组和 D@[K(# 组"Ĥ B
组 BHG活性值低于正常对照组"差异均有统计学意义'均 Of*e*&(*"结论">@DW! 拮抗剂 Ĥ B 可以有效促
进 cD[凋亡"N-4FN</K#F<-7Q-7:KJ 介导的线粒体凋亡途径及氧化应激途径可能是 Ĥ B 调控 cD[凋亡过程的
潜在机制*"

%关键词&"青光眼# 滤过手术# 奥美沙坦# >@DW! 拮抗剂# D:2P2 囊成纤维细胞# 凋亡
基金项目# 陕西省重点研发计划项目 '#*##B[K!&%) #*#$KmYB[K%J&(
GHA$!*6$('*F<,-6I6<2!!&J)JK#*##*'*!K**#'#

8%()(&-*5 $//$'&(/9;FP> 32('S$%(2)$.,%&,*(*&0$,#(#&(.-.(/WFO,*+-&.)$'0,*-.)
V#$% 3'0($"3':,$%H,$%"!"#$% V.$B'"+"#,=.')'$"Q.$ =.'G.'"V#$% '̀#$G'$%
R.;#D@G.$@,EF;"@"#)G,),%B"@".+.I,$N WEE')'#@.N :,H;'@#),E&'Y#$ '̀#,@,$% L$'M.DH'@B"&'Y#$ <*TTT5"J"'$#
J,DD.H;,$N'$% #(@",D$V#$% '̀#$G'$%"UG#')$8#0N>0GZ*94[I,G

!93.&%,'&"<J3T$'&-7$<DP7M9;8M1::TT:<M-2; ,:<1-2.7,PT-23.PM:27.2 M8Q:! O:<:QMPO'>@DW!( N/P<X:O
P/,:7-OM-2 'Ĥ B( P2 M1:-QPQMP7.7PT19,-2 D:2P2 <-Q79/:T.NOPN/-7M7'cD[(6"U$&0(+."D:2P2 <-Q79/:M.779:7
V:O:PNM-.2:; TOP,Q-M.:2M7;9O.237MO-N.7,9779O3:O8.2 M1:B:<P2; >TT./.-M:; cP7Q.M-/PTo.R-2 Z.-PMP23j2.U:O7.M86
=O.,-O8cD[V:O:<9/M9O:; N8:4Q/-2M<9/M9O:6=O.,-O8<://7V:O:.;:2M.T.:; N8U.,:2M.2 .,,92PT/9PO:7<:2<:7M-.2.23
-2; T/PV <8MP,:MO86D1:T.NOP7.7,P;:/PTcD[V-7:7M-N/.71:; 97.23!* 23F,/MO-27TPO,.233OPVM1 T-<MPOK(#
'D@[K(#(6D1:<://7V:O:;.U.;:; .2MP2PO,-/<P2MOP/3OP9Q <9/M9O:; .2 <9/M9O:,:;.9,"D@[K(# 3OP9Q .2 <9/M9O:
,:;.9,<P2M-.2.23D@[K(#"D@[K(#EĤ B 3OP9Q .2 <9/M9O:,:;.9,<P2M-.2.23D@[K(# -2; Ĥ B"-2; Ĥ B 3OP9Q .2
<9/M9O:,:;.9,<P2M-.2.23Ĥ B"-2; V:O:<9/M9O:; TPO%) 1P9O76?://-QPQMP7.7V-7;:M:<M:; N8T/PV<8MP,:MO8V.M1
-22:4.2 \F=A7M-.2.236D1::-O/8-QPQMP7.7" /-M:-QPQMP7.7" -2; MPM-/-QPQMP7.7O-M:7V:O:-2-/80:;6D1:QOPM:.2
:4QO:77.P2 PTQOP<-7Q-7:KJ"</:-U:; <-7Q-7:KJ"N-4-2; N</K# .2 M1:,.MP<1P2;O.-/-QPQMP7.7Q-M1V-8V-7;:M:<M:; N8
L:7M:O2 N/PM6D1:-<M.U.M8PT/-<M-M:;:18;OP3:2-7:' CGc( -2; 79Q:OP4.;:;.7,9M-7:' BHG( V-7;:M:<M:; N8
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<P/PO.,:MO86D1:7M9;8QOPMP<P/V-7-QQOPU:; N8M1:+M1.<7?P,,.MM::PTM1:B:<P2; >TT./.-M:; cP7Q.M-/PTo.R-2
Z.-PMP23j2.U:O7.M8']P6#*!JK*!%(6"P$.12&."=O.,-O8cD[V:O:79<<:77T9//8.7P/-M:; -2; <9/M9O:;6D1:<9/M9O:;
<://7V:O:/P237Q.2;/:K71-Q:; -2; QP7.M.U:TPOU.,:2M.26D1::4QO:77.P2 O-M:PTU.,:2M.2 .2 M1:QO.,-O8<://7V-7
3O:-M:OM1-2 JJ_6>7M-M.7M.<-//87M-M.7M.<-/;.TT:O:2<:V-7TP92; .2 M1::-O/8-QPQMP7.7O-M:"/-M:-QPQMP7.7O-M:"-2;
MPM-/-QPQMP7.7O-M:-,P23M1:TP9O3OP9Q7'/d#%eJ#"$eJ'"%!e)##-//-MOf*e*&(6D1::-O/8-2; MPM-/-QPQMP7.7
O-M:7V:O:7.32.T.<-2M/81.31:O.2 D@[K(#EĤ B 3OP9Q M1-2 2PO,-/<P2MOP/3OP9Q -2; D@[K(# 3OP9Q"-2; M1:/-M:
-QPQMP7.7O-M:.2 D@[K(#EĤ B 3OP9Q V-77.32.T.<-2M/81.31:OM1-2 M1-MPT2PO,-/<P2MOP/3OP9Q '-//-MOf*e*&(6
D1:O:V:O:7M-M.7M.<-//87.32.T.<-2M;.TT:O:2<:7.2 </:-U:; <-7Q-7:KJFQOP<-7Q-7:KJ"N-4"-2; N-4FN</K# -,P23M1:TP9O
3OP9Q7'/d%e%*"(eJ)"%e'!#-//-MOf*e*&(6D1:N-4FN</K# :4QO:77.P2 V-77.32.T.<-2M/8.2<O:-7:; .2 D@[K(#EĤ B
3OP9Q .2 <P,Q-O.7P2 V.M1 2PO,-/<P2MOP/3OP9Q"-2; M1::4QO:77.P27PT</:-U:; <-7Q-7:KJFQOP<-7Q-7:KJ"N-4"-2; N-4F
N</K# V:O:7.32.T.<-2M/8:/:U-M:; .2 D@[K(#EĤ B 3OP9Q <P,Q-O:; V.M1 D@[K(# 3OP9Q '-//-MOf*e*&(eCGc-<M.U.M8
.2 M1:2PO,-/<P2MOP/3OP9Q"D@[K(# 3OP9Q"D@[K(#EĤ B 3OP9Q -2; Ĥ B 3OP9Q V-7'()$eJJw(JeJ(("'J!$e!'w
!J'e)'("' # &#Je*'w#%*e#!("-2; ' # !$%e#Jw!$)eJ'( *,P/F',.2!C("O:7Q:<M.U:/8"71PV.23-7M-M.7M.<-//8
7.32.T.<-2M;.TT:O:2<:'/d#%eJ&"Of*e*&(6?P,Q-O:; V.M1 2PO,-/<P2MOP/3OP9Q -2; D@[K(# 3OP9Q"CGc-<M.U.M8.2
D@[K(#EĤ B 3OP9Q V-7.2<O:-7:;"-2; M1:;.TT:O:2<:7V:O:7M-M.7M.<-//87.32.T.<-2M'NPM1 -MOf*e*&(6BHG-<M.U.M8
.2 M1:2PO,-/<P2MOP/3OP9Q" D@[K(# 3OP9Q" D@[K(# EĤ B 3OP9Q -2; Ĥ B 3OP9Q V-7' &*e$& w*eJ( ("
'%!e'!w%e&'(" ' #)e)) w$e#' (" -2; ' $(e'! w%e)$ ( *,P/F' ,.2 ! C(" O:7Q:<M.U:/8" 71PV.23-7M-M.7M.<-//8
7.32.T.<-2M;.TT:O:2<:'/d&e(!"Of*e*&(6BHG-<M.U.M8V-7O:;9<:; .2 D@[K(#EĤ B 3OP9Q <P,Q-O:; V.M1 2PO,-/
<P2MOP/3OP9Q -2; D@[K(# 3OP9Q"O:;9<:; .2 Ĥ B 3OP9Q <P,Q-O:; V.M1 2PO,-/<P2MOP/3OP9Q"-2; M1:;.TT:O:2<:7V:O:
7M-M.7M.<-//87.32.T.<-2M'-//-MOf*e*&(6":(*'21.-(*.">@DW! N/P<X:OĤ B <-2 QOP,PM:M1:-QPQMP7.7PTcD[
:TT:<M.U:/86̂ .MP<1P2;O.-/-QPQMP7.7Q-M1V-8,:;.-M:; N8N-4FN</K#F<-7Q-7:KJ -2; P4.;-M.U:7MO:77Q-M1V-8-O:M1:
QPM:2M.-/,:<1-2.7,7M1-MĤ B O:39/-M:7M1:-QPQMP7.7PTcD[6

!=$6 4(%+."< @/-9<P,-# [./M:O.23 79O3:O8# H/,:7-OM-2# >@DW! N/P<X:O# D:2P2 <-Q79/: T.NOPN/-7M7#
>QPQMP7.7

O1*+#%(5%,)$ i:8=OP3O-,PTW:7:-O<1 -2; G:U:/PQ,:2MPTB1--24.'#*##B[K!&%" #*#$KmYB[K%J&(
GHA$!*6$('*F<,-6I6<2!!&J)JK#*##*'*!K**#'#

""青光眼是全球主要的不可逆性致盲眼病 + !, "青光
眼滤过术'3/-9<P,-T./MO-M.P2 79O3:O8"@[B(是药物无法
控制青光眼的主要治疗手段"滤过道纤维化瘢痕是导
致 @[B 手术失败的主要原因 + # $̀, * 目前临床上使用的
抑制@[B 术后纤维化的药物 &K氟尿嘧啶和丝裂霉素?
可能发生角膜失代偿)滤过泡渗漏)低眼压)低眼压性
黄斑病变等严重并发症

+ %, * 因此"亟需进一步研究防
治 @[B 术后纤维化的可行性靶点及药物* @[B 术后
转化生长因子 (# 'MO-27TPO,.233OPVM1 T-<MPOK(#"D@[K
(#(在局部术区组织表达增加"D@[K(# 是引发 @[B 术
后结膜纤维化的有力刺激"D@[K(# 诱导也是建立人
D:2P2 囊成纤维细胞' 19,-2 D:2P2 <-Q79/:T.NOPN/-7M7"
cD[( 纤维化的经典方法 + & '̀, * 在 D@[K(# 刺激下"
cD[转分化为肌成纤维细胞参与组织愈合"而肌成纤
维细胞的增生激活)凋亡受抑制是导致 @[B 术后组织
纤维化瘢痕形成的关键因素

+ ' )̀, * 因此"cD[细胞凋
亡的调控机制是 @[B 术后纤维化瘢痕的研究重点*
其次"研究已证实血管紧张素 ! 型受体 '-23.PM:27.2
M8Q:! O:<:QMPO">@DW!(拮抗剂可以有效抑制心脏)肝
脏)血管)皮肤等组织纤维化的发展 + J !̀*, * 奥美沙坦
'P/,:7-OM-2"Ĥ B(是 >@DW! 拮抗剂家族成员之一"可
以调节组织细胞的凋亡

+ !! !̀#, * 研究证实"Ĥ B 可以增
加颈动脉内膜凋亡细胞的数量"即可促进内膜细胞凋

亡
+ !!, * Ĥ B 可 通 过 增 加 活 性 氧 ' O:-<M.U:P483:2

7Q:<.:7"WHB("增加凋亡蛋白 N-4)<-7Q-7:K$ 的表达"干
预 c:C-和 ?̂[K( 细胞的活性 + !#, "说明 Ĥ B 可以调控
组织细胞的凋亡* 然而"Ĥ B 能否促进 cD[凋亡及其
作用的分子调控机制目前尚未见报道* 本研究采用
D@[K(# 诱导 cD[纤维化"在细胞水平模拟 @[B 术后
cD[的生物学变化"观察 Ĥ B 对 cD[凋亡的作用"并
探讨其作用途径*

><材料与方法

>6>"材料
>6>6>"组织来源"收集于西安交通大学第二附属医
院眼科行斜视手术的患者 D:2P2 囊组织"患者年龄f!)
岁"无全身及其他眼部疾病史"既往无眼部手术史* 研
究方案经西安交通大学第二附属医院伦理委员会审批

+批文号$'#*!J(伦审一研第'*!%(号,*
>6>6?"主要试剂及仪器"胎牛血清 'T:M-/NPU.2:
7:O9,"[YB( '美国 @.N<P公司(#Ĝ +̂ 培养基 '美国
c8?/P2:公司(#D@[K(#'美国 =:QOPD:<1 公司(#Ĥ B)
D̂D'美国 B.3,-公司(#细胞凋亡检测试剂盒'上海碧
云天 生 物 技 术 有 限 公 司 (# 乳 酸 脱 氢 酶 ' /-<M-M:
;:18;OP3:2-7:"CGc(比色分析试剂盒)超氧化物歧化
酶 ' 79Q:OP4.;:;.7,9M-7:" BHG( 分 析 试 剂 盒 '武 汉
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+/-N7<.:2<:公司(#兔源 N-4单克隆抗体'&*&JJK#KA3()
鼠源 <-7Q-7:KJFQ$&FQ!* 单克隆抗体 ' ''!'JK!KA3()鼠
源 @>=Gc单克隆抗体 ' '***%K!KA3()cW=标记的山
羊抗鼠二抗' B>****!K!()cW=标记的山羊抗兔二抗
'B>****!K#('美国 =OPM:.2M:<1 公司(#鼠源 N</K# 单克
隆抗体 'Y[J!*$( '美国 >TT.2.M8公司(#鼠源 U.,:2M.2
单克 隆 抗 体 ' 7<K'#'* ( '美 国 B-2M-?O90公 司 (#
G8C.31'%J 标记的山羊抗鼠二抗 ' >#$'#* ( '美国
>NNX.2:公司(* 荧光显微镜'日本 ].XP2 公司(#酶联
免疫检测仪'德国 Ŷ @C>YD+?c公司(#流式细胞仪
'美国 >?+>Y.P7<.:2<:7公司(*
>6?"方法
>6?6>"原代 cD[的离体培养"超净台内无菌 Ĝ +̂
液冲洗组织块"将组织剪成 !g# ,,$

组织块"用含体
积分数 #*_ [YB 的 Ĝ +̂ 培养液重悬组织块"使组织
块自然)均匀地平铺于培养皿"置于 $( y)体积分数
&_ ?H# 培养箱中培养"待细胞爬出至细胞融合率达
(*_g)*_时传代* 采用含 !*_ [YB 的 Ĝ +̂ 培养液

进行 cD[常规培养"取第 $g( 代 cD[进行后续实验*
>6?6?"免疫荧光染色法鉴定原代 cD["cD[为间质
来源细胞"U.,:2M.2 为间质来源细胞标志物 + !$, "因此采
用 U.,:2M.2 免疫荧光染色鉴定原代 cD[* 制作 cD[
细胞爬片"%) 1 后采用质量分数 %_多聚甲醛固定
!& ,.2"预冷磷酸盐缓冲液' Q1P7Q1-M:N9TT:O:; 7-/.2:"
=YB(润洗爬片后采用体积分数 *e!_ DO.MP2Ko!** 通
透细胞膜 !& ,.2"质量分数 $_牛血清白蛋白封闭 ! 1"
滴加 U.,:2M.2 一抗'! l&*( % y过夜* 次日"=YB 润洗
细胞爬片后避光加入 G8C.31'%J 标记的山羊抗鼠二抗
'! l#**("室温放置 ! 1"G>=A染细胞核"抗荧光淬灭
封片剂封片后荧光显微镜下观察并拍照*
>6?6@"流式细胞术鉴定原代 cD["将细胞分为对照
组和 U.,:2M.2 标记组* 正常生长的 cD[通过 %_多聚
甲醛固定 !& ,.2"*e!_ DO.MP2 oK!** 渗透 !& ,.2"体积
分数 !*_山羊血清封闭 $* ,.2"U.,:2M.2 标记组加入
U.,:2M.2 一抗'! *3F!h!*' <://7("对照组细胞用 =YB
代替 U.,:2M.2 一抗"室温孵育 # 1"避光加入 G8C.31'%J
标记的山羊抗鼠二抗' ! l!**("室温孵育 $* ,.2* 流
式细胞仪上机检测"根据对照组细胞设立 !̂ 区间"检
测 U.,:2M.2 标记组细胞的 !̂ 峰" !̂ 峰代表 U.,:2M.2
阳性细胞"统计 U.,:2M.2 阳性细胞所占比例"评估所培
养原代 cD[的纯度*
>6?6A" D̂D法检测细胞增生率" D̂D检测 *)!*)#*)
%*))* *,P/FCĤ B 干预 %) 1 后 cD[的增生活性* 将
cD[以 $h!*$

个F#** */接种至 J' 孔板中"每组设

& 个平行复孔"干预结束后"每孔加入 & ,3F,/̂ DD溶
液 #* */"培养箱内孵育 % 1"吸弃培养液"每孔加入
!&* */Ĝ BH* 酶标仪测定波长 %J* 2,处吸光度
'-N7PON-2<:"W(值* 细胞相对增生率d处理组 W值F对
照组 W值h!**_*
>6?6G"细胞分组及给药"将细胞分为正常对照组)
D@[K(# 组)D@[K(#EĤ B 组和 Ĥ B 组"其中正常对照
组采用含 #_ [YB 的 Ĝ +̂ 培养液培养 cD[%) 1#
D@[K(# 组参照前期研究结果 + !%, "采用含 !* 23F,/
D@[K(# 的 #_ [YB Ĝ +̂ 培养液培养 %) 1#D@[K(#E
Ĥ B 组采用含 !* 23F,/D@[K(# 和 %* *,P/FCĤ B 的
#_ [YB Ĝ +̂ 培养液共处理 cD[%) 1#Ĥ B 组采用
含 %* *,P/FCĤ B 的 #_ [YB Ĝ +̂ 培养液培养 cD[
%) 1*
>6?6H"流式细胞术 >22:4.2 \F=A染色检测细胞凋亡
情况"待细胞干预结束后"用不含 +GD>的胰蛋白酶消
化 cD["收集细胞及细胞培养液于 +=管中"! ***h% 离
心 & ,.2"=YB 重悬洗涤cD[#! ***h% 离心 & ,.2"每份
样品加入 !J& */>22:4.2 \K[AD?结合液)& */>22:4.2
\K[AD?和 !* */=A染色液"室温避光孵育 #* ,.2"% y
避光 保 存* 流 式 细 胞 仪 检 测 cD[细 胞 凋 亡 率"
>22:4.2 \K[AD?阳性为绿色荧光"=A阳性为红色荧
光"通过流式细胞仪检测分析 cD[早期及晚期细胞凋
亡'坏死(率* >22:4.2 \K[AD?单阳性提示细胞发生
早期凋亡">22:4.2 \K[AD?和 =A双阳性提示细胞发生
晚期凋亡'坏死(*
>6?6Q"L:7M:O2 N/PM法检测目的蛋白相对表达量"细
胞干预结束后 =YB 轻柔冲洗 $ 次"WA=>裂解液'含质
量分数 !_ =̂ B[和磷酸酶抑制剂 (冰上裂解细胞
#* ,.2 后提取细胞总蛋白"Y?>法进行蛋白定量* 以
蛋白裂解液样品与 & 倍 BGBK=>@+蛋白上样缓冲液体
积比为 % l!混匀后 !** y水浴加热 & ,.2* 各组取
#* *3蛋白样品进行 BGBK=>@+电泳" )* \电泳约
$* ,.2"!!* \电泳约 !#* ,.2* 采用 #** ,>恒流湿转
法将蛋白转至 =\G[膜"根据目的蛋白相对分子质量
确定转膜时间* &_脱脂牛奶室温封闭 ! 1"孵育一抗
+@>=Gc'!l&* ***() QOP<-7Q-7:KJ ' ! l! ***()</:-U:;
<-7Q-7:KJ'! l! ***()N-4'! l# ***()N</K#'!l! ***(,"
% y过夜#室温孵育二抗' ! l& ***( ! 1* +?C发光液
观察目的蛋白条带"Y.PW-; 凝胶成像系统成像* 采用
A,-3:Z软件分析目的蛋白灰度值* 以 @>=Gc为内
参"计算目的蛋白相对表达量*
>6?6Y"比色法检测 CGc活性"干预结束后收集细胞
于+=管中 "持续冰浴下超声波破碎细胞 '设置条件

!!#!!中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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图 ><原代 WFO的培养及鉴定">0cD[从组织块周围爬出'h%*"标尺d! *,("Y0原代细胞
的 U.,:2M.2 免疫荧光鉴定'h#**"标尺d&* *,("\.,:2M.2 阳性呈红色'G8C.31'%J 标记( "主要
分布在细胞质#细胞核由 G>=A染色"呈蓝色"?)G0流式细胞术检测原代细胞中 U.,:2M.2 表达
的阳性率'?0对照组#G0\.,:2M.2 标记组(
O-51%$><:12&1%$,*+-+$*&-/-',&-(*(/#%-),%6 WFO">0cD[<O-V/.23P9MTOP,M1:M.779:'h%*"
N-Od! *,( " Y0\.,:2M.2 .,,92PT/9PO:7<:2<:-77-8PTQO.,-O8<://7' h#**" N-Od&* *,( "
\.,:2M.2KQP7.M.U:<://71PV:; O:; 'G8C.31'%J <P2I93-M:;( "-2; V:O:,-.2/8.2 <8MPQ/-7,6]9</:.V:O:
7M-.2:; N8G>=A-2; 71PV:; N/9:"?"G0D1:QP7.M.U:O-M:PTU.,:2M.2 :4QO:77.P2 .2 QO.,-O8<://7V-7
;:M:<M:; N8T/PV<8MP,:MO8'?0?P2MOP/3OP9Q#G0\.,:2M.2 /-N:/:; 3OP9Q(
"

为0#** L"# 7F次"间隔 $ 7"总时间为 & ,.2("% y条件
下 !* ***h% 离心 !* ,.2"取上清"Y?>法检测蛋白浓
度* J' 孔板中按照分组分别设置空白孔)标准孔)测
定孔和对照孔"根据 CGc活性检测说明"空白孔加入
#& */;;c#H" 标 准 孔 加 入 & */;;c#H 和 #* */
*e# *,P/F,C丙酮酸标准品"测定孔加入 #* */待测
样本"对照孔加入 & */;;c#H和 #* */待测样本#各孔
加入 #& */基质液#测定孔加入 & */辅酶 A应用液#
$( y孵育 !& ,.2#各孔加入 #& */显色剂"$( y孵育
!& ,.2#各孔加入 #&* */碱溶液应用液"静置 & ,.2*
酶标仪检测各孔在 %&* 2,处的 W值"并计算 CGc活
性值* CGc活性值 +*,P/F',.2!C(, d'测定孔 W
值 对̀照孔 W值( F'标准孔 W值 空̀白孔 W值(h标准
品浓度h样本稀释倍数F样本蛋白浓度h! ****
>6?6N"比色法检测 BHG活性"样品准备同 !e#e("根
据 BHG活性检测说明"J' 孔板中按照分组分别设置对
照孔)对照空白孔)测定孔和测定空白孔"对照孔加入
#* */;;c#H和 #* */酶工作液"对照空白孔加入 #* */
;;c#H和 #* */酶稀释液"测定孔加入 #* */待测样本
和 #* */酶工作液"测定空白孔加入 #* */待测样本和
#* */酶稀释液#各孔加入 #** */底物应用液"混匀#
$( y培养箱孵育 #* ,.2* 酶标仪检测各孔在 %&* 2,
处的 W值"计算 BHG活性值* BHG活性值 +*,P/F
',.2!C(,d+'对照孔 W值 对̀照

空白孔 W值( '̀测定孔 W值 测̀定

空白孔 W值(,F'对照孔 W值 对̀

照空白孔 W值(h!**_F&*_h'反
应液总体积F样本体积(h样本稀
释倍数F样本蛋白浓度*
>6@"统计学方法

采用 B=BB !Je* 统计学软件
进行统计分析* 计量资料数据经
B1-Q.OPKL./X 检验证实呈正态分
布"以 8wH表示"经 C:U:2:检验证
实方差齐* 各组各检测指标总体
比较采用单因素方差分析"组间
两 两 比 较 采 用 CBGK@检 验*
Of*e*& 为差异有统计学意义*

?<结果

?6>"原代 cD[的培养及鉴定
人 D:2P2 囊组织块贴壁后

%g( ;"可见长梭形细胞从组织块
的周 围 爬 出" 呈 放 射 状 排 列

'图 !>(* \.,:2M.2 免疫荧光染色阳性细胞的细胞质
内可见与细胞长轴方向一致的红色 'G8C.31'%J 标
记(束状或网状结构 '图 !Y( "此结果符合 cD[特
性* 流式细胞术检测结果显示"原代细胞中 U.,:2M.2
表达阳性率大于 JJ_'图 !?"G( "提示所培养的原代
cD[纯度较高*
?6?"不同浓度 Ĥ B 作用于 cD[细胞相对增生率
比较

D̂D实验结果显示"相对于 * *,P/FC"!*)#*)%*)
)* *,P/FCĤ B 干预 cD[后 %) 1"cD[细胞相对增生
率分别为'J!e%*w#e%%(_)'J#e$!w#eJ%(_)'('e!Jw
&e#!(_和'()e$$w$e(!(_"总体比较差异有统计学
意义 '/d!!e##"Of*e*&("其中与 * *,P/FC相比"
!* *,P/FC和 #* *,P/FCĤ B 作用于 cD[细胞相对
增生率差异均无统计学意义'均 Oa*e*&(#%* *,P/FC
和 )* *,P/FCĤ B 作用于 cD[细胞相对增生率明显
降低"差异均有统计学意义'均 Of*e**!(#%* *,P/FC
和 )* *,P/FCĤ B 作用于 cD[细胞相对增生率差异
无统计学意义'Oa*e*&("故后续实验采用 %* *,P/FC
Ĥ B 干预细胞'图 #(*
?6@"各组细胞早期凋亡率)晚期凋亡率及总凋亡率
比较

正常对照组)D@[K(# 组)D@[K(#EĤ B 组和 Ĥ B

!##!! 中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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组细胞早期凋亡率)晚期凋亡率)总凋亡率总体比较差
异均 有 统 计 学 意 义 ' /d#%eJ#) $eJ') %!e)#" 均
Of*e*&("其中 D@[K(#EĤ B 组早期凋亡率和总凋亡
率较正常对照组和 D@[K(# 组明显升高"D@[K(#EĤ B
组晚期凋亡率较正常对照组明显升高"差异均有统计
学意义'均 Of*e*&('图 $"表 !(*

细
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图 ?<不同浓度 9;FP> 拮抗剂 JUD作用于 WFO细胞相对增生率

比较"/d!!e##"Of*e*&6与 * *,P/FC比较"-Of*e*&'单因素方差
分析"CBGK@检验"$d'("Ĥ Ba奥美沙坦
O-51%$ ? < :()#,%-.(* (/ WFO #%(2-/$%,&-(* ,/&$% +-//$%$*&
'(*'$*&%,&-(*.(/9;FP> 32('S$%JUD" /d!!e##" Of*e*&6

?P,Q-O:; V.M1 * *,P/FC"-Of*e*& ' H2:KV-8>]H\>" CBGK@M:7M"
$d'("Ĥ BaP/,:7-OM-2
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AnnexinV�FITC

PI

TGF�β2+OMS组 OMS组

TGF�β2组正常对照组

图 @<流式细胞术检测各组细胞凋亡情况">22:4.2 \K[AD?单阳性
为早期凋亡细胞">22:4.2 \K[AD?和 =A双阳性为晚期凋亡'坏死(细
胞"k#K!a死亡细胞组k#K#a晚期凋亡细胞组k#K$a正常细胞组k#K%a早
期凋亡细胞"D@[a转化生长因子组Ĥ Ba奥美沙坦
O-51%$@<:$22,#(#&(.-.+$&$'&$+36 /2(4 '6&()$&%6">22:4.2 \K
[AD?KQP7.M.U:<://7V:O::-O/8-QPQMPM.<<://76?://7QP7.M.U:TPONPM1
>22:4.2 \K[AD?-2; =AV:O:/-M:-QPQMPM.<<://7' 2:<OPM.<<://7( "
k#K!a;:-; <://7组k#K#a/-M:-QPQMPM.<<://7组k#K$a 2PO,-/<://7组k#K%a
:-O/8-QPQMPM.<<://7"D@[aMO-27TPO,.233OPVM1 T-<MPO组Ĥ BaP/,:7-OM-2

表 ><各组细胞凋亡率比较'!V""Z(
F,32$><:()#,%-.(*(/,#(#&(.-.%,&$

,)(*5 /(1%5%(1#.'!V""Z(

组别 样本量 早期凋亡率 晚期凋亡率 总凋亡率

正常对照组 !) %e'&w*e(J !e&Jw*e#% 'e#%w*e((

D@[K(# 组 !) &eJ'w*e%$ $eJ!w*e&! Je)(w*e%&

D@[K(#EĤ B 组 !) !!e&%w*eJ)-N %e#)w!e!'- !&e)#w!e*J-N

Ĥ B 组 !) %e%$w*e%* #e$%w*e$$ 'e((w*e#)

/值 #%eJ# $eJ' %!e)#

O值 f*e*& f*e*& f*e*&

"注a与正常对照组比较"-Of*e*&组与 D@[K(# 组比较"NOf*e*&'单因
素方差分析"CBGK@检验("D@[a转化生长因子组Ĥ Ba奥美沙坦
"]PM:a?P,Q-O:; V.M1 O:7Q:<M.U:2PO,-/<P2MOP/3OP9Q"-Of*e*&组<P,Q-O:;
V.M1 O:7Q:<M.U:D@[K(# 3OP9Q"NOf*e*& 'H2:KV-8>]H\>"CBGK@M:7M("
D@[aMO-27TPO,.233OPVM1 T-<MPO组Ĥ BaP/,:7-OM-2

?6A"各组细胞凋亡指标 <-7Q-7:KJ)N-4和 N</K# 蛋白
相对表达量比较

正常对照组)D@[K(# 组)D@[K(#EĤ B 组和 Ĥ B
组 </:-U:; <-7Q-7:KJFQOP<-7Q-7:KJ) N-4) N-4FN</K# 总体
比较"差异均有统计学意义 '/d%e%*)(eJ))%e'!"均
Of*e*&("其中 D@[K(#EĤ B 组 N-4FN</K# 较正常对照
组明 显 升 高" D@[K(# EĤ B 组 </:-U:; <-7Q-7:KJF
QOP<-7Q-7:KJ)N-4)N-4FN</K# 较 D@[K(# 组明显升高"差
异均有统计学意义'均 Of*e*&('图 %"表 #(*

procaspase�9

cleavedcaspase�9

bax

bcl�2

GAPDH

1 2 3 4

图 A<各组细胞凋亡指标 ',.#,.$MN)3," 和 3'2M? 蛋白表达电泳图"

与 D@[K(# 组比较"D@[K(#EĤ B 组 N-4)</:-U:; <-7Q-7:KJ 蛋白表达

条带增强组各组 QOP<-7Q-7:KJ)N</K# 蛋白表达条带无明显差异"!a正

常对照组组#aD@[K(# 组组$aD@[K(#EĤ B 组组%aĤ B 组"@>=Gca甘

油醛K$K磷酸脱氢酶

O-51%$A<!"#%$..-(*.(/',.#,.$MN"3," ,*+3'2M? #%(&$-*.-*WFO

+$&$'&$+36 X$.&$%*32(&"?P,Q-O:; V.M1 D@[K(# 3OP9Q"M1:.2M:27.M8

PTN-4-2; </:-U:; <-7Q-7:KJ N-2;7V:O:.2<O:-7:; .2 D@[K(# EĤ B

3OP9Q6D1:O: V-7 2P 7.32.T.<-2M;.TT:O:2<: .2 N-2;7 .2M:27.M8 PT

QOP<-7Q-7:KJ -2; N</K# -,P23TP9O3OP9Q7" !a 2PO,-/<P2MOP/3OP9Q组

#aD@[K(# 3OP9Q组 $a D@[K(# EĤ B 3OP9Q组 %a Ĥ B 3OP9Q " @>=Gca

3/8<:O-/;:18;:K$KQ1P7Q1-M:;:18;OP3:2-7:

!$#!!中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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表 ?<各组细胞凋亡指标 ',.#,.$MN)3," 和 3'2M? 蛋白相对表达量比较'!V"(
F,32$?<:()#,%-.(*(/$"#%$..-(*2$7$2.(/',.#,.$MN"3," ,*+3'2M? #%(&$-*.-*WFO,)(*5 /(1%5%(1#.'!V"(

组别 样本量

不同蛋白相对表达量

QOP<-7Q-7:KJ </:-U:; <-7Q-7:KJ N-4 N</K#
</:-U:; <-7Q-7:KJF

QOP<-7Q-7:KJ
N-4FN</K#

正常对照组 $ !e#'w*e*$ *eJ(w*e!* !e!%w*e*# !e!$w*e*( !e**w*e** !e**w*e**
D@[K(# 组 $ !e!!w*e*) *e(&w*e!) *eJ$w*e*% *eJ$w*e*( *e)%w*e!* !e*%w*e*(
D@[K(#EĤ B 组 $ !e*%w*e*) *eJJw*e!# !e#Jw*e*JN *e)$w*e!& !e#&w*e*%N !e)$w*e$%-N

Ĥ B 组 $ !e*Jw*e!% *e)%w*e!! !e*)w*e*# *eJ$w*e*( !e*$w*e!! !e$'w*e!!
/值 !e*J *e(' (eJ) !e'& %e%* %e'!
O值 *e%! *e&& f*e*& *e#& f*e*& f*e*&

"注$与正常对照组比较"-Of*e*&#与 D@[K(# 组比较"NOf*e*&'单因素方差分析"CBGK@检验("D@[$转化生长因子#Ĥ B$奥美沙坦
"]PM:$?P,Q-O:; V.M1 O:7Q:<M.U:2PO,-/<P2MOP/3OP9Q"-Of*e*&#<P,Q-O:; V.M1 O:7Q:<M.U:D@[K(# 3OP9Q"NOf*e*& 'H2:KV-8>]H\>"CBGK@M:7M("D@[$
MO-27TPO,.233OPVM1 T-<MPO#Ĥ B$P/,:7-OM-2

?6G"各组细胞 CGc和 BHG活性比较
CGc活性分析结果显示"正常对照组)D@[K(#

组)D@[K(#EĤ B 组)Ĥ B 组细胞 CGc活性值分别为
'()$eJJ w(JeJ( () ' J!$e!' w!J'e)' () ' # &#Je*' w
#%*e#!()'# !$%e#Jw!$)eJ'(*,P/F',.2!C("总体比
较差异有统计学意义'/d#%eJ&"Of*e*&("其中与正
常对照组和 D@[K(# 组比较"D@[K(#EĤ B 组和 Ĥ B

组 CGc活性值明显升高"差异均有统计学意义 '均
Of*e*&(* BHG活性分析结果显示"正常对照组)D@[K

(# 组)D@[K(#EĤ B 组)Ĥ B 组细胞 BHG活性值分别
为' &*e$& w*eJ(() ' %!e'! w%e&' () ' #)e)) w$e#' ()
'$(e'!w%e)$(*,P/F',.2!C("总体比较差异有统计
学意义 '/d&e(!"Of*e*&("其中 D@[K(# EĤ B 组
BHG活性值明显低于正常对照组和 D@[K(# 组"Ĥ B

组 BHG活性值明显低于正常对照组"差异均有统计学
意义'均 Of*e*&('图 &(*
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图 G<各组细胞 ELW和 DJL活性值比较">$各组 CGc活性值比
较"/d#%eJ&"Of*e*&6与正常对照组比较"-Of*e*&#与 D@[K(# 组
比较"NOf*e*&'单因素方差分析"CBGK@检验"$ d%("Y$各组 BHG
活性值比较"/d&e(!"Of*e*&6与正常对照组比较"-Of*e*&#与
D@[K(# 组比较"NOf*e*& '单因素方差分析"CBGK@检验" $ d$( "
!$正常对照组##$D@[K(# 组#$$D@[K(#EĤ B 组#%$Ĥ B 组"CGc$
乳酸脱氢酶#BHG$超氧化物歧化酶
O-51%$G<:()#,%-.(*(/ELW ,*+DJL ,'&-7-&6 -*WFO,)(*5
/(1%5%(1#.">$?P,Q-O.7P2 PTCGc -<M.U.M8"/d#%eJ&"Of*e*&6
?P,Q-O:; V.M1 2PO,-/<P2MOP/3OP9Q"-Of*e*&#<P,Q-O:; V.M1 D@[K(#
3OP9Q"NOf*e*& 'H2:KV-8>]H\>"CBGK@M:7M"$ d%("Y$?P,Q-O.7P2
PTBHG -<M.U.M8" /d&e(!" Of*e*&6?P,Q-O:; V.M1 2PO,-/<P2MOP/
3OP9Q"-Of*e*&# <P,Q-O:; V.M1 D@[K(# 3OP9Q"NOf*e*& ' H2:KV-8
>]H\>"CBGK@M:7M"$d$("!$2PO,-/<P2MOP/3OP9Q##$D@[K(# 3OP9Q#
$$D@[K(# EĤ B 3OP9Q# %$ Ĥ B 3OP9Q" CGc$/-<M-M:;:18;OP3:2-7:#
BHG$79Q:OP4.;:;.7,9M-7:

@<讨论

@[B 失败的机制较为复杂"滤过道纤维化是导致
@[B 失败的主要原因 ] #"!&, * 在 D@[K(# 刺激下"cD[

转分化为肌成纤维细胞参与组织愈合"而肌成纤维细
胞的增生激活及凋亡受抑制是导致 @[B 术后纤维化
的关键因素

] ' )̀, * 促进 cD[细胞凋亡是减轻 @[B 术

后纤维化瘢痕的研究要点之一
] !' !̀(, * D@[K(# 诱导是

建立 cD[细胞纤维化的经典方法" 本研究采用
D@[K(# 诱导 cD[建立细胞纤维化模型"观察 >@DW!

拮抗剂 Ĥ B 对 cD[凋亡的作用及其途径* 研究证
明"Ĥ B 通过调控 N-4FN</K#F<-7Q-7:KJ 及氧化应激途
径促进 cD[凋亡"为以 >@DW! 为靶点抑制 @[B 术后
纤维化瘢痕提供了理论基础*

既往研究中 Ĥ B 作用于细胞的药物浓度范围在
*e&g& *** *,P/FC] !) #̀*, "考虑可能是不同组织)不同
细胞中 >@DW! 表达差异较大导致药物作用的有效浓
度差异较大* 本研究中为了筛选合适的 Ĥ B 浓度"首
先采用不同浓度 Ĥ B 作用于 cD[后进行 D̂D实验"

检测其对 cD[细胞增生活性的影响"最终采用最小有
效浓度为 %* *,P/FC的 Ĥ B 干预 cD[*

斜视手术患者的 D:2P2 囊组织是研究中广泛选择
的 cD[原代细胞培养的组织来源 ] #! #̀#, "主要原因是
斜视手术患者年龄普遍偏小"相对于白内障)青光眼等
患者的 D:2P2 囊组织进行原代 cD[细胞培养的成功
率较高#其次"青光眼患者由于在术前常使用降眼压类
药物"且不同患者术前的治疗方案存在差异"使此类患
者 D:2P2 囊组织的结构)细胞特性均存在较大差异*

本研究中选择的是既往无眼部手术史)无全身及其他
眼部疾病史的斜视患者"所选患者的基线情况一致"患
者 D:2P2 囊组织的结构)细胞特性一致性较高"从而保

!%#!! 中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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证研究的可重复性*
肌成纤维细胞凋亡受抑制是导致 @[B 术后组织

纤维化瘢痕形成的关键因素
+ ), * 手术伤口愈合过程

中"局部组织释放的 D@[K()血管内皮生长因子)结缔
组织生长因子等细胞因子诱导 cD[转分化为肌成纤
维细胞参与组织愈合"多种细胞因子共同作用促进组
织细胞的增生及细胞外基质的过度合成)分泌"肌成纤
维细胞持续存在会导致组织收缩及纤维化瘢痕

+ ), "肌
成纤维细胞的增生激活及凋亡减少是 @[B 术后组织
纤维化瘢痕形成的关键因素

+ ' (̀, * 细胞发生凋亡时"
细胞质和染色质浓缩)核碎裂"并产生凋亡小体* 细胞
凋亡早期"磷脂酰丝氨酸会从细胞膜内侧翻转到细胞
膜外侧">22:4.2 \染色阳性提示磷脂酰丝氨酸外翻这
一重要的细胞早期凋亡特征"而凋亡晚期细胞 '坏死
细胞(会丧失细胞膜的完整性"=A进入细胞呈阳性染
色"利用该特点可采用 >22:4.2 \F=A荧光染色检测细
胞早期及晚期凋亡率* 本研究中 Ĥ B 通过诱导 cD[
早期凋亡来促进 cD[凋亡* 其次"Ĥ B 干预使 cD[
纤维化模型细胞的早期凋亡率及总凋亡率升高"而
Ĥ B 干预对正常 cD[细胞的凋亡率无明显影响"提示
Ĥ B 可以促进模型细胞凋亡"而对正常细胞凋亡的作用
不显著"即 Ĥ B 可能仅作用于已纤维化的 cD["但其局
部应用的组织安全性有待进一步行动物实验验证*

细胞凋亡主要由线粒体通路)内质网通路和死亡
受体通路介导"其中脊椎动物细胞凋亡过程主要由线
粒体通路介导* 细胞受到凋亡诱导因子'如细胞超氧
化物损伤等(刺激后激活 N-4"使其发生寡聚化并插入
线粒体膜"引起线粒体膜通透性改变"释放细胞色素 ?
'<8MP<1OP,:?"?8M?("?8M?与凋亡蛋白酶活化因子 !
'-QPQMPM.<QOPM:-7:-<M.U-M.23T-<MPOK!">Q-TK!(形成多聚
复合体"该复合物可以募集胞质中的 QOP<-7Q-7:KJ"使
其剪切活化为 </:-U:; <-7Q-7:KJ"然后激活下游的
<-7Q-7:K$) <-7Q-7:K(" 引 起 细 胞 凋 亡* ?-7Q-7:KJ 是
<-7Q-7:顺序激活级联反应中最早的一步"因此 </:-U:;
<-7Q-7:KJ 是细胞凋亡线粒体途径的起动分子* Y</K#
表达于线粒体外膜)内质网和核膜"通过阻止 ?8M?从
线粒体释放"或通过与 >Q-TK! 结合来抑制 <-7Q-7:活
性"对细胞凋亡起到抑制作用* Y-4FN</K# 的比值及
</:-U:; <-7Q-7:KJFQOP<-7Q-7:KJ 的比值增加起到正向促
进细胞凋亡的作用

+ #$, * cD[细胞凋亡受抑制是 @[B
术后组织瘢痕化的重要机制"有研究者通过分析 cD[
细胞中 <-7Q-7:K$F<-7Q-7:KJF>Q-TK! 信号通路)WHB 介
导的氧化应激及线粒体膜电位的变化研究氧化锌纳米

颗粒对 cD[细胞凋亡的影响 + !', * 一项关于人 @[B 术

后滤过泡细胞学和免疫学的研究表明"@[B 术后局部
组织细胞凋亡与组织基质的分解和促凋亡信号的释放

有关"这些信号可以通过诱导代谢活性细胞的凋亡来
抑制胶原合成

+ !(, * 本研究中"Ĥ B 增加了 cD[纤维
化模型细胞 </:-U:; <-7Q-7:KJFQOP<-7Q-7:KJ) N-4FN</K#
的比值"提示 Ĥ B 可能通过干预 N-4FN</K#F<-7Q-7:KJ
介导的线粒体途径促进细胞凋亡*

氧化 抗̀氧化系统作为细胞凋亡线粒体途径激活

的上游"在细胞凋亡过程中发挥着重要作用* 多种组
织细胞的研究结果表明"氧化 抗̀氧化系统参与细胞

的氧化应激反应"介导组织细胞损伤)修复及凋亡的发
生和发展"氧化 抗̀氧化系统是研究已明确的细胞凋亡

线粒体途径激活的上游机制
+#% #̀(, * WHB)CGc)BHG)谷

胱甘肽参与的氧化应激介导了硅壳纳米颗粒诱导的

cJ<#细胞凋亡和细胞毒性+#&, * WHB 及 BHG)过氧化氢
酶)谷胱甘肽过氧化物酶在内的抗氧化酶活性与 c#H#

诱导的骨髓间充质干细胞中 <-7Q-7:K$ 活化)CGc释放
和细胞凋亡有关

+#', * CGc是一种氧化还原酶"在组织
细胞损伤后活性增加* BHG可以保护细胞免受过量超
氧化物的损害

+#$, * 因此"CGc和 BHG是评价细胞氧化
应激损伤的重要指标* 本研究中"Ĥ B 增加了 cD[纤
维化模型细胞的 CGc活性"抑制了 BHG活性"提示
Ĥ B 可能通过干预细胞氧化应激系统促进细胞凋亡*

Ĥ B 目前作为一线降压药物广泛应用于临床"具
有较高的人体组织安全性* 其次"临床及基础研究已
证实 Ĥ B 可以有效抑制心脏)肝脏)血管)皮肤等组织
的纤维化发展

+ J !̀*, * 并且"Ĥ B 可以调控组织细胞凋
亡* Ĥ B 也可以增加颈动脉内膜 Dj]+C阳性细胞的
数量"即可促进内膜细胞凋亡 + !!, * Ĥ B 通过增加
WHB 和凋亡蛋白 N-4)<-7Q-7:K$ 的表达干预 c:C-和
?̂[K( 细胞的活性 + !#, * 本研究中"Ĥ B 可以呈浓度依
赖性地抑制cD[的增生活性"通过诱导cD[早期凋亡
来促进 cD[纤维化模型细胞的凋亡"但 Ĥ B 在局部
组织应用的有效性仍有待进一步进行在体实验证实*

本研究聚焦于细胞水平开展实验"缺乏在体动物
实验的验证"下一步将在动物水平探讨 Ĥ B 局部应用
的组织安全性及在 @[B 术后局部组织应用促进组织
细胞凋亡的有效性* 另外"本研究仅探索了 Ĥ B 促进
cD[细胞凋亡的潜在机制"下一步将深入探讨 Ĥ B 促
进 cD[细胞凋亡过程中 N-4)N</K#)<-7Q-7:KJ 的具体分
子调控机制及其促进 cD[细胞凋亡的其他机制* 局
部炎症反应)炎症因子的表达变化也是 @[B 术后瘢痕
形成的重要因素之一"并且局部炎症反应与氧化应激
和细胞凋亡存在明确的信号交互作用"未来我们将进

!&#!!中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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一步开展这方面的研究*
综上所述"本研究结果显示 >@DW! 拮抗剂 Ĥ B

可以有效促进 cD[纤维化模型细胞的凋亡"线粒体凋
亡途径及氧化应激途径可能是 Ĥ B 调控细胞凋亡过
程的潜在机制* 本研究创新性地探索了 Ĥ B 促进
cD[细胞凋亡的作用途径"阐释了 N-4FN</K#F<-7Q-7:KJ
途径在 Ĥ B 调节 cD[凋亡中的作用"为干预 cD[凋
亡介导的@[B 术后纤维化瘢痕形成提供了新思路"同时
为 Ĥ B 作为潜在防治 @[B 术后瘢痕化的新方式提供了
分子理论依据* 本研究结果为以 >@DW! 为靶点抑制
@[B 术后纤维化提供了细胞学基础"但该作用在 @[B 术
后的实际效果仍需要进一步的动物实验论证*
利益冲突"所有作者均声明不存在任何利益冲突
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