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Abstract
誗 AIM: To detect oxidative DNA damage marker 8 -
hydroxy - 2 - deoxyguanosine ( 8 - OHdG ) in primary
pterygium and normal conjunctival tissues, explore the
role of oxidative DNA damage in the pathogenesis of
pterygium.
誗 METHODS: Totally 35 primary pterygium specimens
were collected during surgery and 5 normal conjunctival
specimens which above the normal temporal bulbar
conjunctiva were collected. The expressions of 8-OHdG in
pterygium tissues were detected by immunohistochemical
method and compared with the normal conjunctival
tissues. The difference of 8 - OHdG expression between
the two groups was compared.
誗RESULTS: There were 24 (69%) pterygium specimens
positive for 8-OHdG staining, limited to the nuclei of the
epithelial layer. No substantial staining was visible in the
subepithelial fibrovascular layers. All normal controls
were negative for 8-OHdG staining. The difference of 8-
OHdG expression between the two groups was
statistically significant(P= 0. 007) .
誗CONCLUSION: The increased levels of 8 -OHdG in the
pterygium tissues indicate that oxidative DNA damage
maybe play an important role in the pathogenesis of
pterygium.
誗KEYWORDS: pterygium; 8 - hydroxy - deoxyguanosine;
oxidative DNA damage
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摘要
目的:检测 DNA 氧化损伤标志物 8 -羟基脱氧鸟苷(8 -
OHdG)在翼状胬肉和正常结膜组织中的表达,探讨 DNA
氧化损伤在翼状胬肉发病机制中的作用。
方法:收集在我科行翼状胬肉切除手术的原发性翼状胬肉
组织标本 35 例,并收集术眼颞上方正常球结膜标本 5 例
作对照。 采用免疫组织化学法检测翼状胬肉标本中 8 -
OHdG 的表达,并与正常球结膜组织的标本进行对照。
结果:在 35 例翼状胬肉组织中有 24 例呈阳性表达,阳性
表达率为 69% ,而正常结膜组织中无 8-OHdG 的表达,其
阳性表达率的差异具有显著统计学意义(P = 0. 007)。 8-
OHdG 的阳性表达位于胬肉组织上皮细胞的细胞核,呈棕
黄色着染,上皮下的纤维血管组织及正常结膜组织无
表达。
结论:在翼状胬肉组织中 8-OHdG 呈阳性表达,而正常结
膜组织中不表达,提示 DNA 氧化损伤在翼状胬肉的发病
机制中发挥重要作用。
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0 引言
摇 摇 翼状胬肉是眼科门诊的常见眼表疾病之一,表现为睑
裂部球结膜和结膜下组织变性增生侵犯角膜,因其外观类
似昆虫翅膀而得名,其确切发病机制尚不十分清楚。 流行
病学研究发现,翼状胬肉的发生、发展与环境因素有非常
密切的关系,其中紫外线损伤在翼状胬肉发病过程中的重
要作用已得到众多学者的认同[1-3]。 紫外线辐射可以产
生大量活性氧自由基( reactive oxygen species,ROS),ROS
能够损伤细胞的 DNA、蛋白质和脂质,产生氧化应激损
伤。 8-羟基脱氧鸟苷 (8 - hydroxy - 2 - deoxyguanine,8 -
OHdG)是 ROS 攻击 DNA 链上的鸟嘌呤碱基第 8 位碳原
子,使脱氧鸟苷氧化为 8-OHdG,是目前国际上公认的一
种评价 DNA 氧化损伤的重要标志物[4]。 因此检测翼状胬
肉中 8-OHdG 的表达能够反映 DNA 氧化损伤与翼状胬肉
发病机制的关系。 本试验通过免疫组织化学的方法研究
8-OHdG 在翼状胬肉组织中的表达情况,探讨 DNA 氧化
损伤在翼状胬肉发病过程中的作用,为寻找翼状胬肉的预
防和治疗新方法提供理论依据,完善对翼状胬肉发病机制
的认识。
1 对象和方法
1. 1 对象摇 收集 2015-10 / 2016-03 在我科行翼状胬肉切
除手术的原发性翼状胬肉组织标本 35 例 35 眼,年龄 40 ~

565

Int Eye Sci, Vol. 17, No. 3, Mar. 2017摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
Tel:029鄄82245172摇 85263940摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



70 岁,并收集术眼颞上方正常球结膜标本 5 例 5 眼作自
身对照。 病例纳入标准:对侧眼无翼状胬肉,眼部及周围
无炎性病变,无糖尿病、葡萄膜炎、肿瘤等有可能合并有氧
化损伤的疾病。 术前常规局部应用抗菌素滴眼液点眼。
1. 2 方法
1. 2. 1 主要试剂摇 鼠抗人 8-OHdG 单克隆抗体(艾博抗上
海贸易有限公司);酶标抗小鼠 / 兔 IgG 聚合物、即用型
EliVision Plus / HRP 免疫组化试剂盒、DAB 显色试剂盒(福
州迈新生物技术开发有限公司)。
1. 2. 2 免疫组织化学染色摇 手术切取翼状胬肉和结膜组
织标本平铺于 10% 福尔马林中固定,常规脱水,石蜡包
埋,行 4滋m 厚连续切片。 免疫组化采用 Elivision 二步法:
石蜡切片脱蜡、水化,自来水冲洗,抗原修复液修复抗原,
自然冷却至室温。 切片上滴加 30mL / L H2O2溶液,室温下
孵育 10min,消除内源性过氧化物酶活性,PBS 冲洗 3 次,
每次 3min。 除去 PBS,每张切片上滴加 1 颐50 稀释的鼠抗
人 8-OHdG 单克隆抗体 1 滴,室温下孵育 1h,PBS 冲洗 3伊
3min。 除去 PBS,切片上滴加反应增强液,室温下孵育
20min,PBS 冲洗 3伊3min。 除去 PBS,切片上滴加酶标抗小
鼠 / 兔 IgG 聚合物,室温下孵育 30min,PBS 冲洗 3 伊3min。
除去 PBS,切片上滴加新鲜配制的 DAB 显色试剂显色。
出现棕色颗粒即终止反应,自来水冲洗终止显色,苏木素
复染,PBS 返蓝,切片经梯度酒精脱水干燥,二甲苯透明,
中性树胶封固,室温下自然晾干,光学显微镜下观察。
1. 2. 3 结果判定摇 8-OHdG 阳性染色定位于细胞核,呈棕
黄色颗粒。 显微镜下细胞核呈棕黄色颗粒即为阳性,不着
色为阴性。 每张切片任意选择 5 个高倍视野( 伊400),计
数每个视野中阳性细胞所占的比例,取平均值作为该标本
的阳性细胞表达率。 8 -OHdG 表达结果分为:阴性( -):
无阳性细胞;弱阳性( +):阳性细胞率小于 10% ;强阳性
(++):阳性细胞率大于 10% 。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 软件进行分析,计数资
料以例数表示,采用 Fisher 确切概率法,以 P<0. 05 为差异
有统计学意义。
2 结果
摇 摇 每张切片形态及染色良好,阳性与阴性对比明显。
8-OHdG 的阳性表达位于胬肉组织上皮细胞层全层,阳性
细胞均匀分布,细胞核呈明显强烈的棕黄色深染,上皮下
的纤维血管组织无表达(图 1)。 在 35 例翼状胬肉组织切
片中有 24 例呈阳性表达,阳性表达率为 69% (24 / 35)。
在正常结膜组织中无 8-OHdG 的表达(图 2),其阳性表达
率为 0(0 / 5)。 在正常结膜组织和原发翼状胬肉组织中,
8-OHdG 表达的差异具有显著统计学意义(P=0. 007)。
3 讨论
摇 摇 翼状胬肉是一种常见的眼表慢性增生性眼病,其病理
改变主要是纤维组织和新生血管的增生。 流行病学研究
认为,本病与环境因素密切相关。 大量研究证明,紫外线
辐射在翼状胬肉的发病机制中发挥重要作用。 紫外线辐
射可导致 DNA 氧化损伤,可能通过诱导炎症因子、细胞生
长因子等各种细胞因子的分泌及基因突变,导致凋亡抑制
基因 Bcl-2、突变型 P53 基因的增高,抑制了正常的细胞
凋亡过程,造成组织细胞的过度增生,引起翼状胬肉的发
生和发展[5]。
摇 摇 紫外线辐射等氧化应激损伤可以产生大量的活性氧

图 1摇 翼状胬肉中 8-OhdG 的表达,上皮细胞核呈棕黄色阳性
表达(伊400)。

图 2摇 正常结膜组织中 8-OhdG 无表达,上皮细胞核呈蓝色阴
性表达(伊400)。

自由基(ROS),包括超氧阴离子(O2-)、羟自由基( -OH)
和过氧化氢(H2O2)等,在正常生理条件下人体可及时清
除多余的 ROS,但在氧化应激超出机体抗氧化能力时,
ROS 快速释放并在体内过度蓄积,进而造成 DNA 的氧化
损伤,从而产生大量嘌呤羟基化、嘧啶羟基化的碱基修饰
产物[6]。 8-羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-deoxyguanosine,8-
OHdG)作为活性氧自由基(ROS)引起 DNA 氧化损伤的生
物标志物,是 ROS 直接攻击 DNA 的鸟嘌呤碱基第 8 位碳
原子,使脱氧鸟苷发生羟基化的产物。 大量研究显示 8-
OHdG 在糖尿病、癌症、心血管疾病等氧化应激相关疾病
患者的血液、尿液或组织标本中表达增高,可作为疾病诊
断与疗效评价的一种敏感指标。
摇 摇 Tsai 等[7]于 2005 年首次报告了在翼状胬肉组织中检
测出 8-OhdG 阳性表达率增高。 他们采用免疫组织化学染
色法检测 52 例翼状胬肉组织和 6 例正常结膜组织中 8-
OhdG 及 8-羟基鸟嘌呤糖苷酶(hOGG1)的表达,结果显示:
在 52 例翼状胬肉中 8-OhdG 的阳性表达率为 23. 1%,表达
位于上皮细胞层的细胞核,而上皮下的纤维组织层不表
达。 hOGG1 在翼状胬肉中的阳性表达率为 13. 5% 。 在正
常结膜中 8-OhdG 和 hOGG1 均不表达,提示 DNA 氧化损
伤在翼状胬肉发病机制中发挥一定作用,8-OhdG 的表达
增加引起抗氧化损伤物质 hOGG1 的表达增加。 Kau 等[8]
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用 ELISA 方法进一步检测 8-OHdG 在翼状胬肉组织中表
达量的变化,研究结果显示在翼状胬肉组织中 8-OHdG 的
表达量是正常结膜组织中的 4. 7 倍,且表达量的增高与患
者性别、年龄无关。
摇 摇 P53 基因作为一种肿瘤抑制基因,其主要作用是调控
细胞生长、抑制肿瘤细胞增殖。 紫外线辐射可导致 p53 肿
瘤抑制基因的突变,导致细胞过度增殖。 翼状胬肉组织临
床表现为结膜纤维组织不断的生长、增厚,具有肿瘤组织
学特征。 采用免疫组织化学法可以检测翼状胬肉中 P53
蛋白的表达。 Perra 等[9] 研究了翼状胬肉中 8 -OhdG 与
P53 蛋白的表达及相关性,结果显示翼状胬肉中 8-OhdG
阳性表达率为 67. 74% ,P53 阳性表达率为 35. 48% ,两者
的阳性表达呈正相关;8-OhdG 与 P53 在正常结膜中均不
表达。 此研究提示在翼状胬肉中存在 P53 基因突变,引起
胬肉组织的过度增生,P53 基因突变可能由 DNA 氧化损
伤引起。 也有研究发现[10],在翼状胬肉和正常结膜组织
中的细胞增生率无明显统计学差异,提示翼状胬肉的过度
增生可能是由于细胞的凋亡减少所致。 有研究发现[11],
凋亡抑制基因 Bcl-2 在翼状胬肉的头部、颈部和体部均较
结膜中表达增高,其中头部表达增高最明显,提示翼状胬
肉的生长存在细胞凋亡减少,相对增殖能力较强,存在过
度修复。 赵博等[12]进一步研究了 Bcl-2 与 8-OhdG 在翼
状胬肉中的表达关系,证实 Bcl-2 与 8-OhdG 在翼状胬肉
中呈阳性表达,正常结膜中无表达;进行一致性检验分析,
8-OHdG 与 Bcl-2 阳性表达具有一致性,推测 Bcl-2 的过
度表达可能与 DNA 氧化损伤有密切关系。
摇 摇 本研究采用免疫组织化学 Elivision 二步法,检测并比
较了在原发性翼状胬肉组织及正常结膜组织中 8-OHdG
的表达,其主要结果为:(1)8-OHdG 在原发性翼状胬肉组
织中的阳性表达率为 69% (24 / 35),而在正常结膜组织中
未见表达。 (2)8-OHdG 表达在胬状胬肉组织的上皮细胞
全层,位于上皮细胞的细胞核。 本研究结果与既往研究结

果一致,均显示 8-OhdG 在翼状胬肉组织中呈高表达。
摇 摇 综上诉述,认为 DNA 氧化损伤在翼状胬肉发生、发展
过程中发挥重要作用。 DNA 氧化损伤可能通过引起翼状
胬肉基因突变,导致肿瘤抑制基因失活和凋亡抑制基因激
活,引起胬肉组织过度增殖和凋亡减少,促进翼状胬肉的
发生与发展。
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