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!实验研究!

羟喜树碱对体外培养的人 A0+3+囊成纤维细胞
自噬的诱导作用
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!!#摘要$!背景!滤过道瘢痕化及人 A0+3+ 囊成纤维细胞,bAf4-增生是抗青光眼滤过手术失败的主要原
因& 目前已有羟喜树碱诱导成纤维细胞凋亡及其机制的相关报道%但是羟喜树碱对 bAf4自噬的影响鲜见报
道&!目的!探讨羟喜树碱对体外培养的 bAf4自噬的影响&!方法!收集 J 例接受斜视手术患者的 A0+3+ 囊
组织%以组织块培养法%用含体积分数 GF^胎牛血清,fh'-的 HW"W培养基原代培养 bAf4并传代%取第 J _
L 代细胞进行培养& 分别在培养基中加入 F]F'F]P'G]F'E]F'GF]F )8(e羟喜树碱%继续培养 bAf4NE ;%以细
胞计数试剂盒 Z,??[$Z-检测各组细胞的增生情况& 选取 E]F )8(e羟喜树碱作用 bAf4NE ;%用 ?<-3$CH自噬
检测试剂盒进行荧光染色%观察各组细胞中自噬小体和自噬溶酶体成分的分布%用荧光显微镜和流式细胞仪
分别对 ?<-3$CH染色阳性细胞数量及其荧光强度进行测定%并与对照组比较& 用逆转录定量检测 %?&, B&A$
%?&-和 i04-0/+ =23-法分别检测各组 bAf4中自噬相关蛋白 h092*+$G'自噬相关基因 P,cAD$P-和微管相关蛋
白 G 轻链 J,e?$J-蛋白及其 )&Yc的相对表达水平&!结果!随着羟喜树碱质量浓度的增加%bAf4细胞活力
逐渐下降%F]F'F]P'G]F'E]F'GF]F )8(e羟喜树碱组 bAf4细胞活力的总体差异有统计学意义,KkGO]FEF%Ll
F]FFG-%G]F'E]F'GF]F )8(e羟喜树碱组 bAf4的细胞活力均低于对照组%以 GF]F )8(e组最低%差异均有统计
学意义,LlF]FP%LlF]FG%LlF]FG-& B&A$%?&检测显示%E]F )8(e羟喜树碱组 bAf4中 h092*+$G )&Yc'cAD$P
)&Yc和 e?$J )&Yc的相对表达量分别是对照组的,J]NNPmF]JEL-',N]ZJOmF]EGZ-和,J]KLGmF]NNE-倍%与
对照组比较差异均有统计学意义 ,LkF]FNF'F]FNK'F]FFK-& i04-0/+ =23-检测表明%E]F )8(e羟喜树碱组
bAf4中 h092*+$G'cAD$P 和 e?$J 蛋白表达的灰度值较对照组明显上升%e?$J!("灰度值比值分别为 F]OLPm
F]GPO 和 F]NKPmF]ZLF%差异均有统计学意义,LkF]FFJ-& ?<-3$CH染色结果显示%E]F )8(e羟喜树碱处理后%
bAf4自噬阳性细胞的比例由未处理的,GG]JJJmE]FGF-^上升到,PP]FFFmO]FGJ-^%差异有统计学意义,Lk
F]FFN-& 流式细胞仪检测表明%E]F )8(e羟喜树碱处理后 NE ; ?<-3$CH染色的平均荧光强度是对照组的
,J]FJKmF]PGJ-倍%差异有统计学意义,LkF]FFJ-&!结论!羟喜树碱能诱导体外培养的 bAf4发生自噬&!
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!86901/40":F/4GC1().+:A;07*=/34*4377*2-0/*+8,/0,9,.40: =<1/32*70/,-*3+ 37;.),+ A0+3+ 7*=/3=2,4-4
,bAf4- *43+0377,*2./09,.404732235*+882,.93),4./80/<>&040,/9;04/060,20: -;,-;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 9,+ *+:.90
-;0,131-34*437bAf4%=.-*-4*+72.0+903+ ,.-31;,8<37bAf4*4.+920,/>!H6I240-J2!A;*44-.:<,--0)1-0: -3
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A;080+0/,-*3+ J -3L 90224-;0+ 50/0*+9.=,-0: 5*-; F]F%F]P%G]F%E]F%GF]F )8(e;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 73/NE
;3./4%/04109-*602<>c902293.+-*+8@*-$Z ,??[$Z- 5,4.40: -3:0-09--;090226*,=*2*-<*+ :*770/0+--/0,-0: 8/3.14>A;0
,.-31;,8*9,9-*6*-<37bAf45,406,2.,-0: =<,?<-3$CH,.-31;,8<:0-09-*3+ @*-%,+: -;0+ -;0,.-31;,8*972.#5,4
06,2.,-0: =<93.+-*+8-;0?<-3$CH134*-*6090224.+:0/,72.3/0490+90)*9/349310%,+: -;08/00+ 72.3/0490+90*+-0+4*-<
5,4:0-0/)*+0: =<72359<-3)0-/<>n.,+-*-,-*60/060/40-/,+49/*1-,40%?&,B&A$%?&- ,+: i04-0/+ =23-,+,2<4*450/0
0)123<0: -3,44,<-;0/02,-*600#1/044*3+437,.-31;,8*9$,4439*,-0: 80+04,+: -;0*/1/3-0*+4*+ bAf4%*+92.:*+8h092*+$G%
,.-31;,8</02,-0: 80+0P,cAD$P- ,+: 2*8;-9;,*+ J,e?$J->!%29)*09!A;090226*,=*2*-<37bAf4*+ -;0F]F%F]P%
G]F%E]F ,+: GF]F )8(e;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 8/3.1450/0, GFF]FF mL]EE -^% , OG]KF mL]JL -^% , ZG]EK m
L]FF-^%,LZ]EJ mL]LO -^ ,+: , PO]OK mL]OZ -^ /04109-*602<% 4;35*+8,8/,:.,22<:092*+*+8-/0+: 5*-; -;0
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*+9/0,4037;<:/3#<9,)1-3-;09*+ :3404%5*-; ,4*8+*7*9,+-:*770/0+90,)3+8-;0),KkGO]FEF%LlF]FFG-%,+: -;06*,=*2*-<
37bAf4*+ -;0G]F%E]F ,+: GF]F )8(e;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 8/3.1450/04*8+*7*9,+-2<:09/0,40: -;,+ -;093+-/328/3.1
,LlF]FP% LlF]FG% LlF]FG->B&A$%?&,+,2<4*4/060,20: -;,--;0/02,-*600#1/044*3+ 20602437h092*+$G )&Yc%
cAD$P )&Yc,+: e?$J )&Yc*+ E]F )8(e;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 8/3.1 50/0,J]NNPmF]JEL-%,N]ZJOmF]EGZ- ,+:
,J]KLGmF]NNE- 732:4;*8;0/-;,+ -;34037-;093+-/328/3.1>A;00#1/044*3+437h092*+$G ,+: cAD$P 1/3-0*+450/0
4*8+*7*9,+-2<*+9/0,40: *+ -;0E]F )8(e;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 8/3.1 *+ 93)1,/*43+ 5*-; -;093+-/328/3.1%,+: -;0
0#1/044*3+ *+-0+4*-</,-*337e?$J$!("5,4F]OLPmF]GPO *+ -;0;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 8/3.1%5;*9; 5,44*8+*7*9,+-2<
;*8;0/-;,+ F]NKPmF]ZLF 37-;093+-/328/3.1,LkF]FFJ->?<-3$CH4-,*+*+84;350: -;,--;010/90+-,8037,.-31;,8*9
90224*+9/0,40: :/,),-*9,22<7/3) , GG]JJJ mE]FGF - ^ -3, PP]FFF mO]FGJ - ^ .13+ -;00#134./037bAf4-3
E]F )8(e;<:/3#<9,)1-3-;09*+ ,LkF]FFN->f2359<-3)0-/<,+,2<4*44;350: -;,--;08/00+ 72.3/0490+90*+-0+4*-<*+
-;0E]F )8(e;<:/3#<9,)1-3-;09*+ 8/3.1 5,4,J]FJKmF]PGJ- 732: /02,-*60-3-;,-*+ -;093+-/328/3.1%4;35*+8,
4*8+*7*9,+-:*770/0+90=0-500+ -;0-538/3.14, LkF]FFJ ->! '(.4*)9-(.9! b<:/3#<9,)1-3-;09*+ 9,+ *+:.90
,.-31;,8<*+ bAf4'$ >'/4+>!

!;27 <(1+9":c.-31;,8<( b<:/3#<9,)1-3-;09*+( b.),+% A0+3+ 9,14.20( f*=/3=2,4-( ?0229.2-./0( D2,.93),

!!抗青光眼滤过手术是目前青光眼治疗的重要手
段%术后滤过道瘢痕化是导致手术失败的主要原因&
有报道显示%抗青光眼滤过手术中联合使用抗代谢药
物丝裂霉素 ?,)*-3)<9*+ ?%WW?-和 P$氟尿嘧啶,P$
72.3/3./,9*2%P$f.-%术后 P 年的失败率仍达 JF^%低眼
压'滤过泡渗漏'黄斑病变'眼内炎等为其常见的并发
症

*GUN+ & 因此%亟需研究安全'高效'不良反应少的药
物来抑制手术区成纤维细胞的增生%减轻滤过道瘢痕
化%提高滤过手术的成功率& 羟喜树碱是 ' 期特异性
细胞周期阻断剂%通过抑制 HYc拓扑异构酶"起到抗
肿瘤的效应

*J+ & 本课题组的前期研究证实%小梁切除
术中局部应用羟喜树碱能够减轻滤过道瘢痕化%提高
手术成功率

*E+ & 此外%羟喜树碱能抑制体外原代培养
的人 A0+3+ 囊 成 纤 维 细 胞 , ;.),+ A0+3+ 9,14.20
7*=/3=2,4-4%bAf4-增生%诱导其凋亡 *PUK+ & 自噬是真核
细胞进化过程中高度保守的一种生命现象%细胞可以
通过自噬清除老化受损的亚细胞器和清除长寿蛋白而

获得更新& 在细胞饥饿'损伤'缺氧和生长因子缺乏等
条件以及某些病理状态下%自噬对维持细胞的存活有
保护作用%过度的自噬可以导致细胞出现程序性死
亡

*Z+ & 在某些因素%如抗代谢药物的刺激下%细胞的
自噬和凋亡现象可以同时被观察到

*O+ & 因此我们提
出假设%羟喜树碱在诱导 bAf4凋亡的同时%对另一种
程序性细胞死亡方式000自噬也可产生一定的影响&
本研究探讨羟喜树碱是否能诱导 bAf4发生自噬%从
而为其在抗青光眼滤过手术中的应用提供新思路&

=:材料与方法

=>=:主要试剂
HW"W培养基'胎牛血清 , 70-,2=36*+040/.)%

fh'-'质量分数 F]NP^胰蛋白酶,美国 D*=93公司-(
细胞计数试剂盒 Z ,902293.+-*+8@*-$Z%??[$Z- ,日本
H3M*+:3公司-(逆转录试剂盒,大连宝生物技术公司-(

逆转录定量 %?&,B.,+-*-,-*60/060/40-/,+49/*1-,40%?&%
B&A$%?&-检测试剂盒,美国 chC公司-(?<-3$CH自噬
检测试剂盒,美国 "YjI公司-(A/*R32试剂'h092*+$G'
cAD$P'e?$J$! B%?&引物 ,美国 C+6*-/380+ 公司-(兔
抗人 自 噬 相 关 蛋 白 h092*+$G' 自 噬 相 关 基 因
P,,.-31;,8</02,-0: 80+0P%cAD$P-'微管相关蛋白 G
轻链 J,2*8;-9;,*+ J%e?$J-'Dc%Hb单克隆抗体,美国
?022'*8+,2*+8公司-(羟喜树碱'b&%标记羊抗兔 C8D
二抗,美国 ',+-,?/.R公司-&
=>>:方法
=>>>=:bAf4的培养及传代!收集在江苏省人民医院
眼科斜视手术过程中获取的 J 例 J 眼的 A0+3+ 囊组
织%患者年龄分别为 E'GP 和 NO 岁%其中男 G 例%女 N
例& 本研究经江苏省人民医院伦理委员会审核批准%
患者及其监护人了解研究目的并签署知情同意书& 将
A0+3+ 囊组织置于无菌 %h' 中%取材后 G ; 内转移至超
净工作台& 组织块经%h' 冲洗 N遍后剪切至 P ))TP ))
大小%接种于 L 9)培养皿内& 待组织块贴附牢固后浸
没于含体积分数 GF^fh''GFF #8()2青霉素'GFF #8()2
链霉素的 HW"W培养基中%小心移至 JK o'体积分数
P^?IN的培养箱内静置培养& G 周后 bAf4从组织块
中爬出%吸除组织碎片并换液%每 J 天更换培养基%待
细胞铺满培养皿时进行传代%取第 J _L 代细胞进行实验&
=>>>>:??[$Z 法检测细胞的增生能力!将第 J _L 代
bAf4以P FFF _GF FFF个(孔的密度接种于 OL 孔板中%
每孔含 GFF #2培养基%待细胞生长至 KF^ _ZF^融合
状态时分别加入 F]F'F]P'G]F'E]F'GF]F )8(e羟喜树
碱%置培养箱中继续培养 NE ;%每组设 J 个复孔& 培养
NE ; 后于每孔中加入 GF #2含有 i'A$Z 的 ??[$Z 试
剂%置培养箱中继续培养约 G ;%观察培养基颜色的变
化& 用 "egZFF 型酶标仪 ,美国 h*3A0@ 公司-读取各
孔 EPF +)处的吸光度 ,P- 值%以其余各组 P值与
F]F )8(e羟喜树碱组,对照组-P值的比值来表示不同
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质量浓度的羟喜树碱对 bAf4增生能力的影响%确定
羟喜树碱的最适质量浓度&
=>>>?:?<-3$CH染色法鉴定 bAf4!用 E]F )8(e羟喜
树碱处理的细胞作为处理组%不加羟喜树碱的细胞作
为对照组%每组设 J 个复孔%然后将细胞接种于 L 孔板
中& 待细胞生长至 KF^ _ZF^融合状态时在培养基
中加入 E]F )8(e羟喜树碱%置培养箱中继续培养
NE ;%收集细胞%用 ?<-3$CH自噬检测试剂盒中的 G 倍
测试缓冲液清洗细胞 N 次%每孔中加入 GFF #2发光液%
置 JK o培养箱内避光孵育 NF )*+& 弃发光液%小心用
G 倍测试缓冲液清洗细胞 J 次%在荧光显微镜 ,日本
I2<)1.4公司-下观察%核周围和细胞质的自噬小体及
自噬溶酶体成分呈绿色荧光%为 ?<-3$CH染色阳性细
胞%即自噬阳性细胞& 任意取 NFF 个细胞%计算染色阳
性细胞数%以染色阳性细胞数所占百分比表示 bAf4
的自噬水平&
=>>>@:流式细胞仪测定 ?<-3$CH染色细胞的平均荧
光强度!选取 E]F )8(e羟喜树碱作用的细胞作为处
理组%不加羟喜树碱的培养细胞作为对照组& 将细胞
接种于 L 9)培养皿中%每组设 J 个复孔& 待细胞长至
KF^ _ZF^融合状态时加入 E]F )8(e羟喜树碱%置培
养箱中继续培养 NE ;%用胰蛋白酶消化%置于高速离心
机中%离心半径 GN 9)%G FFF /()*+ 离心 J )*+%收集细
胞%每个样本管含GTGFP _GTGFL

个()2细胞& 用 G 倍测
试缓冲液清洗细胞N次%用 NPF #2含 P^fh' 的完全培养
基悬浮样本%再加入 NPF #2染色液%小心吹打混匀%置
JK o培养箱中避光孵育 JF )*+& 离心并收集细胞%用 G
倍测试缓冲液清洗%将细胞悬浮于 PFF #2的 G 倍测试
缓冲液中%fc?'?,2*=./流式细胞仪,美国 hH公司-进
行荧光强度检测&
=>>>A: B&A$%?&法检测 bAf4中 h092*+$G'cAD$P 及
e?$J$!)&Yc的相对表达!接种细胞于 L 9)培养皿
中%实验组和对照组处理方法同上%处理后的细胞用
%h' 冲洗 N 遍%加入 G )2A/*R32试剂轻轻吹打使细胞脱
落%收 集 上 述 混 合 液& 按 照 说 明 书 指 示 提 取 细
胞总 &Yc%使用紫外分光光度仪测 &Yc浓度及纯度&
参照逆转录试剂盒说明书加入相应试剂%进行逆转录%
反应条件)JK o GP )*+%ZP o P 4%E o静置%所得 9HYc
于UNF o保存& 根据 B&A$%?&试剂盒所述步骤操作%
反应条件)EN o LF )*+%KF o P )*+%E o静置%Dc%Hb
为内参对照& 实验所用的引物序列)h092*+$G 上游引
物为 P1$?ccDcA??ADDc??DADA?c$J1%下游引物为
P1$ADD?c?AAA?ADADDc?cA?c$J1(cADP 上游引物
为 P 1$cAD?cDDDcc?c?AccD?AD$J 1%下游引物为

P1$A?AcDDD?cAADAcDD?AAD$J 1(e?J 上游引物为
P1$?cc?cADcD?DcDAADDA?ccDc$J1%下游引物为
P1$c?A?c??cAD?ADAD?ADDAA?$J1& )&Yc的相对
表达量以 E]F )8(e羟喜树碱组与对照组的目的基因
)&Yc表达量的比值来表示&
=>>>L:i04-0/+ =23-法检测 bAf4中 h092*+$G'cAD$P'
e?$J 蛋白的表达水平!细胞分组及处理同 G>N>P%处
理后的细胞用 %h' 冲洗 N 遍%每个培养皿加入 LF #2
G 倍十二烷基硫酸钠 ,43:*.) :3:09<24.27,-0%'H'-细
胞裂解液,/,:*3*)).+31/09*1*-,-*3+ ,44,<%&C%c-和 F]L#2
GFF 倍苯甲磺酰氟 , 1;0+<2)0-;,+04.273+<272.3/*:0%
%W'f-的混合液以裂解细胞%于 E o下GN FFFT% 离心
GF )*+%所得上清即为目的蛋白%用h?c试剂盒测定蛋
白浓度& 根据上清量加入进样缓冲液%置于 GFF o环
境中 GF )*+%使蛋白变性& 冰上冷却后置UNF o容器
中保存留用& 取处理组和对照组各 GF #2样品%采用
十二 烷 基 硫 酸 钠$聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 , 43:*.)
:3:09<24.27,-0132<,9<2,)*:08020209-/31;3/04*4% 'H'$
%cD"-法先将不同相对分子质量的蛋白分离%再转移
至 %XHf膜上& 转膜结束用质量分数 P^脱脂奶粉封
闭 N ;%根据标志物标记的相对分子质量分别孵育兔抗
人 h092*+$G'cAD$P'e?$J 蛋白的一抗,G G̀ FFF-%置于
摇床 E o过夜& %h' 洗 J 次%用辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔 C8D二抗,G P̀ FFF-室温摇床孵育 G ;& %h'
洗 J 次%加发光液显影& 选取 Dc%Hb作为内参& 蛋
白的表达量以各组目的蛋白条带的灰度值与内参

Dc%Hb条带灰度值的比值表示&
=>?:统计学方法

采用 '%'' GO>F 统计学软件进行统计分析& 本研
究测试指标的数据资料经 ';,1*/3$i*2@ 检验呈正态分
布%以 Gm,表示%各均数经 e060+0检验方差齐& 羟喜
树碱剂量对细胞活力影响的评估采用均衡分组单因素

干预五水平实验设计%不同质量浓度羟喜树碱处理组
间 bAf4活力的总体差异比较采用单因素方差分析%
组间的多重比较采用 H.++0--/检验& 羟喜树碱对
bAf4自噬影响的评价采用均衡分组单因素干预两水平
实验设计%E]F )8(e羟喜树碱处理组与对照组间 ?<-3$
CH阳性细胞比例及自噬蛋白相对表达量的差异比较均
采用独立样本 /检验& LlF]FP 为差异有统计学意义&

>:结果

>>=:不同质量浓度羟喜树碱作用后 bAf4增生情况
F]F'F]P'G]F'E]F'GF]F )8(e羟喜树碱组的 P值

与 F]F )8(e羟喜树碱组 P值的比值分别为,GFF]FFm

!ZOG! 中华实验眼科杂志 NFGP 年 J 月第 JJ 卷第 J 期!?;*+ V"#1 I1;-;,2)32%W,/9; NFGP%X32>JJ%Y3>J

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



L]EE-^',OG]KFmL]JL-^',ZG]EKmL]FF-^',LZ]EJm
L]LO-^和,PO]OKmL]OZ-^%随着羟喜树碱质量浓度
的增加%bAf4的活力逐渐下降%以 GF]F )8(e羟喜树
碱组最低%各组间差异有统计学意义,KkGO]FEF%Ll
F]FFG-& G]F'E]F'GF]F )8(e羟喜树碱组 bAf4的细
胞活力均低于对照组%以 GF]F )8(e羟喜树碱组最低%
差异均有统计学意义,LlF]FP%LlF]FG%LlF]FG-,图 G-&
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图 =:不同质量浓度羟喜树
碱作用后 ）EN9细胞活力!
KkGO]FEF% LlF]FFG]与
F]F )8(e羟 喜 树 碱 组 比

较%,LlF]FP%= LlF]FG ,单
因素方差分析%H.++0--/检
验%$ kJ -!bAf4)人 A0+3+
囊成纤维细胞
!

>>>:羟喜树碱作用后 bAf4中 h092*+$G'cAD$P 和 e?$J
的表达

B&A$%?&检测提示% E]F )8(e羟喜树碱作用
bAf4后 NE ;%h092*+$G )&Yc'cAD$P )&Yc和 e?$J
)&Yc在 bAf4中的相对表达水平较对照组均明显升
高%分别是对照组的,J]NNPmF]JEL-',N]ZJOmF]EGZ-'
,J]KLGmF]NNE-倍%与对照组比较差异均有统计学意
义,LkF]FNF'F]FNK'F]FFK- ,图 N-& i04-0/+ =23-检
测显示%E]F )8(e羟喜树碱作用 bAf4后 NE ; 细胞中
h092*+$G'cAD$P'e?$J 蛋白的相对表达量均较对照组显著
升高%e?$J!("灰度值比值分别为 F]OLPmF]GPO 和 F]NKPm
F]ZLF%差异有统计学意义,LkF]FFJ-,图 J-&
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达量!与对照组比较%,LlF]FP%
=LlF]FG,独立样本 /检验%$kJ-
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图 ?:自噬相关蛋白的表达检测!c)i04-0/+ =23-检测 h092*+$G'
cAD$P'e?$J 蛋白在 E]F )8(e羟喜树碱组 bAf4中的表达!G)对照
组!N)E]F )8(e羟喜树碱组!h)e?$J$!("灰度值定量分析!与对

照组比较%,LlF]FG,独立样本 /检验%$kJ-!h092*+$G)自噬相关基
因 L(cAD$P)自噬相关基因 P(e?$J)微管相关蛋白 G 轻链 J(Dc%Hb)
甘油醛$J$磷酸脱氢酶!

>>?:羟喜树碱作用后 bAf4自噬水平的变化
E]F )8(e羟喜树碱处理后 NE ;%?<-3$CH染色显示

bAf4的核周和细胞质区呈现浓聚的绿色荧光%而对照
组绿色荧光较羟喜树碱处理组减弱,图 E-& 对照组和
E]F )8(e羟喜树碱组的 ?<-3$CH染色阳性细胞百分比
分别为,GG]JJJmE]FGF-^和,PP]FFFmO]FGJ-^%差异
有统计学意义 ,LkF]FFN -& 流式细胞仪检测显示%
E]F )8(e羟喜树碱组 bAf4的自噬平均荧光强度为
GZ]OGGmF]JLK%对照组为 PK]EJJmF]ZPO%E]F )8(e羟
喜树碱组 bAf4的自噬荧光强度是对照组的,J]FJKm
F]PGJ-倍%N 个组间差异有统计学意义 ,LkF]FFJ -
,图 P-&
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图 @ :荧光显微镜下观察
）EN9经羟喜树碱作用后自
噬情况!细胞核呈蓝色荧
光%核周及细胞质内的自噬
小体及自噬溶酶体成分对

?<-3$CH呈绿色荧光!c)对
照组 bAf4中细胞核呈蓝色
荧光 , TGFF - ! h) 对照组
bAf4中核周及细胞质内绿

色荧光微弱,?<-3$CHTGFF-!?)c与 h的融合图像!H)E]F )8(e羟
喜树碱组 bAf4细胞核呈蓝色荧光,b309;4-JJJEN TGFF-!")E]F )8(e
羟喜树碱组 bAf4核周和细胞质区域呈现浓聚的绿色荧光,?<-3$CHT
GFF-!f)H与 "的融合图像!D)?<-3$CH染色阳性细胞百分率分析

与对照组比较%,LlF]FG,独立样本 /检验%$kJ-
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图 A:流式细胞仪检测 ）EN9经羟喜树碱作用后自噬荧光强度变化
c)流式细胞仪检测显示%E]F )8(e羟喜树碱组 ?<-3$CH绿色荧光平
均强度明显高于对照组!h)自噬平均荧光强度量化分析!与对照

组比较%,LlF]FG,独立样本 /检验%$kJ-

?:讨论

羟喜树碱对多种恶性肿瘤均显示出抗肿瘤活性%
已应用于临床的一些领域

*GFUGN+ & 在动物模型中%羟喜
树碱能抑制成纤维细胞增生'减少椎板切除术后硬膜
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Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



外瘢痕粘连
*GJUGE+ & 我们的前期研究证实%羟喜树碱通

过内质网应激和线粒体凋亡途径诱导体外培养的

bAf4发生凋亡 *K+ & 因此%近年来羟喜树碱在临床抗青
光眼术后瘢痕形成方面的应用受到广泛关注&

自噬是动物和植物进化过程中古老的生物学现

象& 正常情况下%细胞自噬维持在较低水平%当细胞遭
受饥饿或某些药物刺激时%自噬被激活& 起初我们认
为这是细胞对刺激启动了自噬机制%通过清除受损的
细胞器%实现降解产物的再利用发挥保护自身的作用&
随着刺激因素的持续存在%大量的细胞出现自噬性死
亡%此时刺激因素诱导的自噬则成为加速细胞死亡的
重要机制& W31)'$<B 又称 PM?<D%是首个已知的哺乳动
物自噬相关基因%其表达水平与自噬体的形成密切相
关& cAD$P 与 cAD$GN 的结合在自噬体的形成中发挥
至关重要的作用& e?$J 被公认为自噬的特征性标志
物%细胞质中可溶性 e?$J$"与磷脂酰乙醇胺结合形
成 e?$J$!并移至自噬体膜上%e?$J$!含量与自噬泡
数量成正比%可反映自噬活性 *GPUGL+ & 本研究证实羟喜
树碱能够诱导 bAf4自噬%结果显示%经 E]F )8(e羟喜
树碱处理后 NE ;%自噬相关蛋白 h092*+$G'cAD$P'e?$J
的 )&Yc水平和蛋白水平以及 e?$J$!("比值均有
显著增加%经 ?<-3$CH染色后自噬阳性细胞数量上升%
平均荧光增强& 体外药物实验常使用无血清培养液以
避免药物与血清中诸多成分的相互影响%但由于无血
清饥饿是公认的诱导细胞自噬的刺激因素%故本实验
未采用无血清培养%以排除无血清饥饿对细胞自噬水
平的影响&

抗代谢药物%如 P$氟尿嘧啶'雷帕霉素等均可诱
导细胞发生自噬%与本研究中同为抗代谢药物的羟喜
树碱诱导 bAf4发生自噬相一致%但是由于自噬的双
重作用及其与凋亡之间的密切关系%抗代谢药物引起
的自噬在其抑制增生效应中的作用尚不能肯定

*GKUGZ+ &
f./.<,等 *GO+

报道抗代谢药物引起的自噬导致细胞凋

亡%自噬能提高药物的促凋亡效应& 另一研究则显示
自噬对细胞对抗抗代谢药物起保护作用%即自噬抑制%
药物的促凋亡效应提高

*NF+ & 因此%关于自噬的激活和
羟喜树碱抑制 bAf4的增生效应之间的关系及机制尚
有待进一步研究& 总之%自噬性细胞死亡是羟喜树碱
对 bAf4增生抑制的重要机制之一%为我们研究羟喜
树碱的作用机制开辟了新思路%也为羟喜树碱在临床
上应用于抑制抗青光眼术后瘢痕形成提供了新靶点&
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:3*)GF>GFGL (M>0M1;,/>NFFZ>FK>NZ>

*GE+d,+8V% Y*h% e*. V% 0-,2>c112*9,-*3+ 372*1343)0$0+9,14.2,-0:
;<:/3#<9,)1-3-;09*+ *+ -;01/060+-*3+ 3701*:./,249,/73/),-*3+ *+
Y05j0,2,+: 5;*-0/,==*-4*V+>'1*+0V%NFGG%GG ,J- ǸGZUNNJ>:3*)
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