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摘要

目的:探讨小檗碱对体外培养翼状胬肉成纤维细胞增殖能
力的影响及可能的作用机制ꎮ
方法:通过对手术获取的翼状胬肉组织进行培养ꎬ获取翼
状胬肉成纤维细胞ꎮ 采用不同终浓度(０、２０、４０、８０μｍｏｌ / Ｌ)
小檗碱对细胞进行诱导ꎬ检测小檗碱诱导后翼状胬肉成纤
维细胞凋亡水平、线粒体膜电位和凋亡相关因子 ｍＲＮＡ
与蛋白表达水平变化ꎮ
结果:小檗碱能够以剂量依赖的方式提高体外培养翼状胬

肉成纤维细胞线粒体去极化水平、细胞凋亡比率、促凋亡
基因 Ｂａｘ 和 Ｂａｄ ｍＲＮＡ 与蛋白的表达水平ꎬ降低 Ｂｃｌ － ２
ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平ꎮ
结论:小檗碱可能通过提高体外培养翼状胬肉细胞线粒体

去极化水平诱导胬肉细胞发生凋亡ꎮ
关键词:翼状胬肉ꎻ小檗碱ꎻ细胞凋亡ꎻ线粒体去极化
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０引言
翼状胬肉中医称“胬肉攀睛”ꎬ表现为结膜下良性纤

维结缔组织增生ꎬ可覆盖至瞳孔区而严重影响视力ꎬ是户
外工作人群易发的、对患者生存质量影响严重的眼表疾
病[１]ꎮ 翼状胬肉的发生与环境中的微尘颗粒(ＰＭ２ ５ 等)
刺激有关ꎬ随着环境污染和 ＰＭ２ ５ 对人类活动影响的加
剧ꎬ对此类眼表疾病的发生亦起到推动作用[２]ꎮ 目前翼状
胬肉治疗方式以手术治疗为主ꎬ但术后的复发率高达
２０％~７０％ [３]ꎬ且缺乏有效药物控制胬肉的术后复发ꎮ 依
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　 　表 １　 引物序列

基因名称 引物序列 产物大小(ｂｐ) ＧｅｎｅＢａｎｋ

Ｂｃｌ－２
上游引物:ＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡＣ
下游引物:ＣＡＣＣＡＡＧＴＧＣＡＣＣＴＡＣＣＣＡ

１３２ ＮＭ＿０００６５７ ２

Ｂａｄ
上游引物:ＡＣＴＧＡＧＧＴＣＣＴＧＡＧＣＣＧＡＣＡ
下游引物:ＣＧＧＣＴＣＡＡＡＣＴＣＴＧＧＧＡＴＣＴＧ

２２４ ＮＭ＿００４３２２ ３

Ｂａｘ
上游引物:ＧＧＧＴＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＴＴＣＴＡＣ
下游引物:ＣＴＧＧＡＧＡＣＡＧＧＧＡＣＡＴＣＡＧＴ

１９８ ＮＭ＿００１２９１４２８ １

Ｂｃｌ－ｘｌ
上游引物:ＣＡＣＡＧＣＡＧＣＡＧＴＴＴＧＧＡＴＧＣ
下游引物:ＴＴＡＣＣＣＣＡＴＣＣＣＧＧＡＡＧＡＧＴ

１９６ ＮＭ＿１３８５７８ ３

β－ａｃｔｉｎ
上游引物:ＴＴＣＣＡＡＡＴＡＴＧＡＧＡＴＧＣＧＴＴＧＴＴＡ

下游引物:ＡＴＧＣＴＡＴＣＡＣＣＴＣＣＣＣＴＧＴＧ
１１９ ＮＭ＿００１１０１ ５

据胬肉攀睛“心肺风热、脾胃实热、虚火上炎”的发病机
制ꎬ具有“清热燥湿、泻火解毒”作用的黄连在中医治疗胬
肉攀睛的经典方剂中广泛应用[４－６]ꎮ 而对黄连主要成分
小檗碱的药理机制研究表明ꎬ小檗碱在多种类型细胞中都
能够诱导细胞凋亡[７－８]ꎮ 翼状胬肉成纤维细胞的异常增
生是造成胬肉组织形成和复发的关键ꎬ如果小檗碱能控制
胬肉细胞的增殖或凋亡ꎬ将对翼状胬肉的预后起到有益的
作用ꎮ 故本研究使用小檗碱对体外培养的翼状胬肉成纤
维细胞进行干预ꎬ观察小檗碱对人翼状胬肉成纤维细胞凋
亡的影响和凋亡相关因子的表达变化ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １ 取材　 翼状胬肉组织由黑龙江中医药大学附属第
一医院眼科翼状胬肉患者手术切取获得ꎮ 研究方案经黑
龙江中医药大学附属第一医院伦理委员会审查备案(文
件号:ＨＺＹＬＬＢＡ２０１９０１)ꎮ 获取样本前ꎬ已经充分与患者
进行知情同意沟通ꎮ
１ １ ２药物和试剂　 实验用小檗碱(上海源叶生物科技有
限公司ꎬＣＡＴ:Ｂ２１３７９)、分散酶(ＳｉｇｍａꎬＣＡＴ:Ｄ４６９３)、胰酶
( Ｇｉｂｃｏꎬ ＣＡＴ: ２５２００５６ )、 小 鼠 抗 人 波 形 蛋 白 抗 体
(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ ＣＡＴ: ６０３３０ － １ － Ｉｇ )、 兔 抗 角 蛋 白 抗 体
(ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬＣＡＴ:２６４１１－１－ＡＰ)、ＣＣＫ８ 试剂盒(Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ
ＣＡＴ:ＣＡ１２１０)、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒(碧
云天生物技术ꎬＣＡＴ:Ｃ１０６２Ｍ)、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料试剂盒
(ＲｏｃｈｅꎬＣＡＴ:０４９１３９１４００１)、线粒体膜电位检测试剂盒
(碧云天生物技术ꎬＣＡＴ:Ｃ２００６)ꎮ
１ １ ３主要实验仪器　 Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ－３０ 超速冷冻离心机(美
国 Ｂｅｃｋｍａｎ)、Ｍ７０００ 荧光显微镜(美国 ＥＶＯＳ)、ＬＣ４８０ 实
时定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｒｏｃｈ)、ＥＬＸ８００ 全自动酶标仪(美国
Ｂｉｏｔｅｋ)ꎮ
１ ２方法
１ ２ １翼状胬肉成纤维细胞的培养和鉴定
１ ２ １ １翼状胬肉成纤维细胞的体外培养 　 临床手术切
除的翼状胬肉组织保存于生理盐水中ꎬ１ｈ 内带回实验室进
行操作ꎮ 胬肉组织经 ｐＨ＝７ ４ 的 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次后用 ＰＢＳ 配
制的终浓度 ５０μｍｏｌ / Ｌ 分散酶 ３７℃孵育 １ｈꎮ 随后剪碎胬肉
组织ꎬ同时加入 ２ ５ｇ / Ｌ 胰酶 ３７℃消化 ５ｍｉｎꎬ使用移液器吹
散组织块充分释放单细胞ꎮ 使用孔径为 ４０μｍ 的细胞筛网
对细胞悬液进行过滤ꎬ将分离后的细胞使用含 １０％胎牛
血清的 ＤＭＥＭ 培养液 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 条件下进行培养ꎬ
２~３ｄ更换培养液 １ 次ꎬ稳定传代 ３~５ 次后用于后续研究ꎮ

１ ２ １ ２人翼状胬肉成纤维细胞的鉴定　 稳定生长的翼
状胬肉细胞经 ２ ５ｇ / Ｌ 胰酶消化后接种于 ２４ 孔培养板
中ꎬ待细胞生长铺满板底 ７０％左右面积时ꎬ移除培养液
并使用 ４％多聚甲醛对细胞进行固定ꎮ 固定后的细胞经
０ ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 室温透膜 ３０ｍｉｎ 和 ５％ ＢＳＡ 室温封
闭 １ｈ 后加入用 ５％ ＢＳＡ 稀释的含有 １％小鼠抗人波形蛋
白单抗和 １％兔源角蛋白多抗的一抗混合物ꎬ４℃过夜孵
育ꎮ 孵育结束后 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ加入 ５％ ＢＳＡ 稀释的含
１％ ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠二抗及 １％ ＴＲＩＴＣ 标记的山
羊抗兔二抗混合物ꎬ室温孵育 ３０ｍｉｎ 后ꎬ经 ＰＢＳ 洗涤和
ＤＡＰＩ 复染后ꎬ使用荧光显微镜ꎬ观察发射波长 ５３０ｎｍ 波
形蛋白表达情况和发射波长 ６３０ｎｍ 角蛋白表达情况ꎮ
同时以人宫颈癌上皮细胞(Ｈｅｌａ 细胞)作为荧光染色的
阳性对照ꎮ
１ ２ ２ 小檗碱药物作用浓度的确定　 实验用小檗碱使用
ＤＭＳＯ 配制成浓储液ꎮ 正式实验前ꎬ使用 ９６ 孔板培养翼状
胬肉成纤维细胞ꎬ将初始细胞浓度调整为 １×１０３ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ待
细胞贴壁生长后ꎬ按照浓度梯度分别向培养液中加入终浓
度为 １０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ / Ｌ 的小檗碱ꎬ每组设 ４ 个复
孔ꎮ 待培养 ２４ｈ 后ꎬ移除培养液并使用 ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次
后ꎬ每个培养孔中加入 １００μＬ ＣＣＫ８ 反应液ꎬ５％ ＣＯ２孵箱
３７℃条件孵育 １ｈ 后ꎬ使用酶标仪测定 ４５０ｎｍ 波长处吸光
度值(ＯＤ 值)ꎮ 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ ０ 软件对所获得的
小檗碱浓度梯度处理后各组细胞的光吸收值进行非线性
分析ꎬ得到小檗碱培养翼状胬肉成纤维细胞 ２４ｈ 的 ＩＣ５０
值为 ８３ ２２μｍｏｌ / Ｌꎬ在后续研究中我们以 ＩＣ５０ 值为参考
进行小檗碱药物浓度的设定ꎮ
１ ２ ３ 实验分组和药物处理　 我们将体外培养的翼状胬
肉成纤维细胞随机分为 ４ 组ꎬ对照组为不加小檗碱的正常
细胞ꎬ以小檗碱 ＩＣ５０ 浓度为最高浓度处理组(８０μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
并按照浓度梯度 ５０％递减的原则设立中间浓度 ４０μｍｏｌ / Ｌ
和低浓度 ２０μｍｏｌ / Ｌ 处理组ꎮ 所有细胞中均加入等量的用
于溶解小檗碱的 ＤＭＳＯꎬ各组细胞培养 ２４ｈ 后ꎬ收集细胞
用于后续检测ꎮ
１ ２ ４ 各组翼状胬肉成纤维细胞凋亡比率检测　 各组细
胞培养 ２４ｈ 后ꎬ使用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂
盒按照试剂盒推荐步骤ꎬ对细胞进行染色后使用流式细胞
仪检测细胞凋亡比率ꎮ
１ ２ ５各组翼状胬肉成纤维细胞实时定量 ＰＣＲ 检测　 各
组细胞在培养结束后使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法抽提细胞内总 ＲＮＡꎬ使
用反转录酶对 ｍＲＮＡ 进行反转录后ꎬ使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染
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图 １　 体外培养翼状胬肉成纤维细胞的鉴定(×１００)ꎮ

图 ２　 流式细胞术检测翼状胬肉成纤维细胞凋亡水平　 Ａ:对照组ꎻＢ:２０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组ꎻＣ:４０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组ꎻＤ:８０μｍｏｌ / Ｌ 小檗
碱组ꎮ

料法和 ＬＣ４８０ 实时定量荧光 ＰＣＲ 仪对目标基因进行扩
增ꎬ采用 ２－△△ＣＴ法计算目标基因的相对表达水平ꎬ所检测
指标的具体引物序列见表 １ꎮ
１ ２ ６各组翼状胬肉成纤维细胞 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 各
组翼状胬肉细胞使用 ＲＩＰＡ 裂解液冰浴状态下裂解ꎬ按每
组每个指标 ５０μｇ 总蛋白的标准经 ８％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电
泳分离蛋白后ꎬ采用半干转印的方式(２０Ｖꎬ４０ｍｉｎ)将凝胶
中的蛋白转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬＰＶＤＦ 膜经 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次
后ꎬ５％脱脂牛奶封闭ꎬ分别应用封闭液配制的兔源多克隆
抗 Ｂｃｌ－２ 抗体(ＡｂｃａｍꎬＣＡＴ:ａｂ１９６４９５ꎬ１∶ ２０００)、兔源多克
隆抗 Ｂａｄ 抗体(ＡｂｃａｍꎬＣＡＴ:ａｂ９０４３５ꎬ１∶ ２０００)、兔源单克
隆抗 Ｂａｘ 抗体(ＡｂｃａｍꎬＣＡＴ:ａｂ１８２７３３ꎬ１∶ ２０００)及小鼠源
单克隆抗 β － ａｃｔｉｎ 抗体 ( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎬ ＣＡＴ: ｓｃ － ７０３１９ꎬ
１ ∶ ２０００) ４℃ 孵育过夜ꎮ 过夜孵育后ꎬ使用 ＴＢＳＴ 漂洗
ＰＶＤＦ 膜 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 随后除 β－ａｃｔｉｎ 加入山羊抗小
鼠 ＨＲＰ 标记的 ＩｇＧ 二抗 (中杉金桥ꎬ ＣＡＴ: ＺＢ － ２３０５ꎬ
１ ∶ ５０００)ꎬ其余因子均加入山羊抗兔 ＨＲＰ 标记的 ＩｇＧ 二抗
(中杉金桥ꎬＣＡＴ:ＺＢ－２３０１ꎬ１∶ ５０００)室温孵育 １ｈ 后ꎬ加入
ＥＣＬ 发光液ꎬ使用 ＧｅｌＤｏｃ ＥＺ 凝胶成像系统(美国 ＢｉｏＲａｄ)
进行放射自显影检测ꎬ所获得的图像经软件分析密度与面
积ꎬ目标蛋白的相对表达水平 ＝ (目标基因密度×面积) /
(同组 β－ａｃｔｉｎ 密度×面积)ꎮ
１ ２ ７各组翼状胬肉成纤维细胞线粒体膜电位检测
(ＪＣ－１染色) 　 线粒体膜电位染色使用线粒体膜电位检
测试剂盒按照推荐步骤进行操作ꎬ并使用荧光显微镜对
ＪＣ－１ 染色后细胞 ５３０ｎｍ 绿色荧光和 ５９０ｎｍ 红色荧光信
号进行拍照镜检ꎻ同时使用流式细胞仪以 ５３０ｎｍ 荧光为
横轴ꎬ５９０ｎｍ 荧光为纵轴对检测结果进行分析ꎮ 圈选对照
组细胞分布集中区域设定为未发生去极化的正常细胞ꎬ并
同一标准对不同浓度小檗碱处理后的细胞进行圈选ꎬ比较

圈选范围内未发生去极化细胞比率的差异ꎮ
统计学分析:实验数据经 ＳＰＳＳ２０ ０ 软件分析后ꎬ计量

资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组数据比较采用单因素方差分析ꎬ组
间两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｓ Ｔ３ 检验ꎮ 以 Ｐ<０ ０５ 为差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２ １体外培养翼状胬肉成纤维细胞鉴定　 Ｈｅｌａ 细胞、体外
培养翼状胬肉细胞的波形蛋白和角蛋白染色结果见图 １ꎮ
体外培养翼状胬肉成纤维细胞波形蛋白染色阳性ꎬ角蛋白
染色阴性ꎬ符合成纤维细胞的蛋白表达特征ꎮ Ｈｅｌａ 细胞
作为阳性对照ꎬ其角蛋白和波细胞形蛋白都呈现阳性结
果ꎬ说明荧光双染的鉴定方案可行ꎮ 荧光染色结果证明ꎬ
所培养的细胞确定为成纤维细胞ꎬ且纯度较高ꎬ可用于后
续研究ꎮ
２ ２细胞凋亡比率检测结果　 各组细胞采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－
ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂染色并经流式细胞仪检测后的结
果见图 ２ꎬ经流式细胞仪检测后 Ｑ１ 象限为死亡细胞ꎬＱ２
象限为晚期凋亡细胞ꎬＱ３ 象限为正常细胞ꎬＱ４ 象限为早
期凋亡细胞ꎮ 从结果可以看出ꎬ不同浓度小檗碱处理 ２４ｈ
后ꎬ四组间凋亡率差异有统计学意义 (Ｆ ＝ ３８２ ７５ꎬＰ <
０ ００１)ꎬ随着小檗碱浓度的提高ꎬＱ２ 和 Ｑ４ 象限细胞比率
逐渐增加ꎬ说明小檗碱以剂量依赖的方式促进细胞凋亡的
发生ꎮ 以 Ｑ２ 和 Ｑ４ 象限细胞所占比例之和代表细胞凋亡
的总比例ꎬ与未加小檗碱的对照组相比ꎬ终浓度 ２０、４０ 和
８０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱处理后细胞凋亡比率均显著升高(Ｐ<
０ ０５)ꎬ并且随着小檗碱浓度的提高ꎬ其凋亡比率呈现明
显的剂量依赖趋势(表 ２)ꎮ
２ ３凋亡相关细胞因子表达水平检测结果　 四组间抗凋
亡基因 Ｂｃｌ－２ 的蛋白表达水平比较ꎬ差异有统计学意义
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　 　表 ２　 不同浓度小檗碱处理 ２４ｈ对细胞凋亡和凋亡蛋白表达的影响 ｘ±ｓ

组别 凋亡率(％)
蛋白表达水平

Ｂｃｌ－２ Ｂａｄ Ｂａｘ
对照组 ５ ２０±０ ４２ ０ ６３±０ ０２ ０ ２６±０ ０１ ０ ３０±０ ０１
２０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组 ７ １０±０ ７７ａ ０ ５１±０ ０２ｂ ０ ２５±０ ０１ ０ ３５±０ ０４
４０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组 １１ ２６±１ ０１ｂ ０ １０±０ ００ｂ ０ ５０±０ ０１ｂ ０ ５１±０ ０３ｂ

８０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组 ２１ ６４±１ ０２ｂ ０ ０８±０ ０２ｂ ０ ５５±０ ０４ｂ ０ ８５±０ ０５ｂ

　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ３８２ ７５ ７１７ ７１ ２９７ ５１ ２４３ ２４
Ｐ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１

注:ａＰ<０ ０５ꎬｂＰ<０ ０１ ｖｓ 对照组ꎮ

表 ３　 不同浓度小檗碱处理 ２４ｈ后未发生线粒体去极化细胞比率和凋亡基因 ｍＲＮＡ的表达 ｘ±ｓ

组别
未发生线粒体去

极化细胞比率(％)
ｍＲＮＡ 表达水平

Ｂｃｌ－２ Ｂｃｌ－ｘｌ Ｂａｄ Ｂａｘ
对照组 ７０ ６６±３ ２１ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００
２０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组 ６７ ０２±３ ０３ ０ ６５±０ ０９ｂ ０ ８８±０ １４ ０ ８９±０ ０７ａ ０ ８０±０ ０７
４０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组 ５６ ６１±１ ６６ｂ ０ ３９±０ ０８ｂ ０ ５５±０ ０７ｂ １ ３４±０ ０７ｂ １ ７４±０ ０５ｂ

８０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱组 ３１ ６９±５ ００ｂ ０ １６±０ ０５ｂ ０ ４８±０ ０２ｂ ３ ９７±０ ２１ｂ ３ ２２±０ １４ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １３０ ８１ １６５ １０ １５４ ９９ ８５１ ７１ ２２ ４８
Ｐ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１ <０ ００１

注:ａＰ<０ ０５ꎬｂＰ<０ ０１ ｖｓ 对照组ꎮ

(Ｆ＝ ７１７ ７１ꎬＰ<０ ００１)ꎻ与未加入小檗碱的对照组相比ꎬ
Ｂｃｌ－２ 蛋白表达水平随着小檗碱终浓度的提高而显著降
低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 与之相对应的是 Ｂａｘ
和 Ｂａｄ 这两个促凋亡基因的蛋白表达水平ꎬ四组间 Ｂａｘ 和
Ｂａｄ 蛋白水平比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ２４３ ２４、
２９７ ５１ꎬＰ<０ ００１)ꎬ且随着小檗碱浓度的提高而明显增
加ꎮ 对蛋白表达强度的灰度分析表明ꎬ与对照组相比促凋
亡因子 Ｂａｘ 和 Ｂａｄ 蛋白表达水平随着小檗碱终浓度的提
高而逐渐增高ꎬ在 ４０、８０μｍｏｌ / Ｌ 小檗碱处理后翼状胬肉成
纤维细胞中 Ｂａｘ 和 Ｂａｄ 蛋白表达水平与不加小檗碱的对
照组 相 比 均 显 著 升 高 ( Ｂａｘ: ２０μｍｏｌ / Ｌꎬ Ｐ ＝ ０ １８０ꎻ
４０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１ꎻ８０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１ꎮ Ｂａｄ:２０μｍｏｌ / Ｌꎬ
Ｐ＝ ０ ２１８ꎻ４０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１ꎻ８０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１ꎬ图 ３ꎬ
表 ２)ꎮ
　 　 凋亡相关因子 ｍＲＮＡ 表达水平的检测结果与蛋白表
达水平的趋势类似ꎬ四组间 Ｂｃｌ － ２、Ｂｃｌ － ｘｌ、Ｂａｄ 和 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ 的表达比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ １６５ １０、
１５４ ９９、８５１ ７１、２２ ４８ꎬＰ<０ ００１ꎬ表 ３)ꎮ 随着小檗碱终浓
度的提高ꎬ抗凋亡基因 Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘｌ ｍＲＮＡ 表达水平与对
照组相比呈现出逐渐降低的趋势ꎬ尤其是 ４０、８０μｍｏｌ / Ｌ 小
檗碱组中 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂｃｌ－ｘｌ ｍＲＮＡ 表达水平与对照组相比
均显著降低(Ｂｃｌ － ２:２０μｍｏｌ / ＬꎬＰ ＝ ０ ００３ꎻ４０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<
０ ００１ꎻ８０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１ꎮ Ｂｃｌ－ｘｌ:２０μｍｏｌ / ＬꎬＰ ＝ ０ ３３８ꎻ
４０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１ꎻ８０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１)ꎬ而促凋亡因子
Ｂａｘ 和 Ｂａｄ ｍＲＮＡ 表达水平与对照组相比则呈显著逐渐
升高的趋势 ( Ｂａｘ: ２０μｍｏｌ / Ｌꎬ Ｐ ＝ ０ １１５ꎻ ４０μｍｏｌ / Ｌꎬ Ｐ <
０ ００１ꎻ８０μｍｏｌ / ＬꎬＰ < ０ ００１ꎮ Ｂａｄ: ２０μｍｏｌ / ＬꎬＰ ＝ ０ ０１７ꎻ
４０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１ꎻ８０μｍｏｌ / ＬꎬＰ<０ ００１)ꎮ
２ ４细胞线粒体 ＪＣ－１ 染色结果 　 在线粒体膜电位较高
时ꎬＪＣ－１ 聚集在线粒体的基质中ꎬ形成聚合物产生 ５９０ｎｍ
红色荧光ꎻ而在去极化状态下即线粒体膜电位较低时ꎬ
ＪＣ－１不能聚集在线粒体的基质中ꎬ此时 ＪＣ－１ 为单体ꎬ可

　 　

图 ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测翼状胬肉成纤维细胞中凋亡蛋白
Ｂｃｌ－２、Ｂａｄ、Ｂａｘ 表达水平ꎮ

以产生 ５３０ｎｍ 的绿色荧光ꎮ 结果表明ꎬ随着小檗碱浓度
的增加ꎬ细胞内绿色荧光强度逐渐增加ꎬ说明细胞线粒体
去极化水平逐渐提高(图 ４Ａ)ꎻ流式细胞仪检测结果也表
明ꎬ随着小檗碱浓度的提高ꎬ流式细胞检测圈选范围内即
Ｐ１ 区细胞总体数量显著降低(图 ４Ｂ)ꎮ 对未发生线粒体
去极化的翼状胬肉细胞所占比率的统计结果也表明ꎬ四组
间差异有统计学意义(Ｆ ＝ １３０ ８１ꎬＰ<０ ００１ꎬ表 ３)ꎮ 与对
照组相比ꎬ随着小檗碱终浓度的提高ꎬ未发生线粒体去极
化的正常细胞比率显著降低 ( ２０μｍｏｌ / Ｌ: Ｐ ＝ ０ ４１３ꎻ
４０μｍｏｌ / Ｌ:Ｐ＝ ０ ００１ꎻ８０μｍｏｌ / Ｌ:Ｐ<０ ００１)ꎬ说明小檗碱以
剂量依赖的方式对翼状胬肉成纤维细胞线粒体膜电位产
生影响ꎮ
３讨论

中医认为翼状胬肉的发病机制与五脏密切相关ꎬ心通
过手少阴心经直接与目相连ꎬ心经邪热可直接上扰于目ꎻ
眼球暴露于外ꎬ外感风热之邪客于心肺两经ꎬ心肺风热壅
盛ꎬ经络瘀滞ꎬ则胬肉胀起ꎻ众人多饮食不节损伤脾胃ꎬ内
生湿热壅滞眼络ꎻ过度劳欲ꎬ心阴暗耗ꎬ虚火上炎于目所
致ꎮ 而现代医学认为翼状胬肉是细胞凋亡与增生失衡导
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图 ４　 不同终浓度小檗碱作用 ２４ｈ后细胞线粒体去极化情况　 Ａ:翼状胬肉成纤维细胞 ＪＣ－１ 染色结果(×１００)ꎻＢ:流式细胞术检测细
胞线粒体去极化结果ꎮ

致的增生性眼表疾病ꎬ具体发病机制虽较为复杂ꎬ但目前
公认的是翼状胬肉成纤维细胞异常增生是导致疾病发生
的主要原因[９]ꎬ而翼状胬肉成纤维细胞与肿瘤细胞存在类
似的生物学行为[１０]ꎮ 对翼状胬肉组织中凋亡相关因子的
研究发现ꎬ抗凋亡基因 Ｂｃｌ－２ 在翼状胬肉中表达强度明显
高于正常结膜组织ꎬ且在复发性胬肉中 Ｂｃｌ－２ 基因的表达
水平高于初发胬肉[１１－１２]ꎮ 这说明在翼状胬肉成纤维细胞
中凋亡基因的表达水平处于异常的状态ꎬ通过调控凋亡相
关基因的表达水平可能对翼状胬肉细胞的异常增殖起到
控制作用ꎮ
　 　 对小檗碱抑制肿瘤细胞生长的研究结果表明ꎬ在结肠
癌和胸腺癌细胞中小檗碱能够通过降低 Ｂｃｌ－２ 的表达水
平ꎬ诱导肿瘤细胞发生凋亡[１３－１４]ꎮ 而我们对体外培养的
翼状胬肉成纤维细胞中凋亡基因 ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水
平的检测也发现ꎬ小檗碱能够下调体外培养的翼状胬肉成
纤维细胞中 Ｂｃｌ－２ 和上调 Ｂａｘ、Ｂａｄ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ而
且对这些凋亡相关因子 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平的调节都
呈现出明显的剂量性ꎮ 细胞凋亡的趋势与 Ｂｃｌ 家族抗凋
亡基因与促凋亡基因的表达比率有关[１５]ꎬ抗凋亡因子
Ｂｃｌ－２的表达量降低和促凋亡因子 Ｂａｘ、Ｂａｄ 表达量的提高
将可能造成细胞凋亡比率的提升ꎬ这一结果也与流式细胞
术对细胞凋亡比率的检测结果相一致ꎮ Ｂｃｌ 家族分子则
主要分布在线粒体内膜ꎬ对线粒体功能的变化较为敏
感[１６]ꎮ 我们前期在人卵巢颗粒细胞(ＫＧＮ 细胞)的研究
结果表明ꎬ小檗碱能够通过剂量依赖的方式促进线粒体
ＳＩＲＴ３ 因子的泛素化ꎬ从而可能对线粒体机能产生影
响[１７]ꎮ 相关研究表明ꎬ小檗碱能够在体外培养 ＨｅｐＧ２ 细
胞线粒体局部聚集[１８]ꎬ而在体外培养的 Ｂ 细胞中小檗碱
能够以剂量依赖的方式诱导细胞凋亡的发生[１９]ꎮ 在本研
究中ꎬ小檗碱以剂量依赖的方式提高了翼状胬肉成纤维细
胞的线粒体去极化水平及细胞凋亡比率ꎬ我们推测小檗碱
抑制翼状胬肉成纤维细胞增殖的药理机制很可能与其对

线粒体功能的调节有关ꎮ
线粒体是重要的能量代谢细胞器ꎬ线粒体功能的稳定

与细胞的存活密切相关ꎮ 由于线粒体内膜两侧质子不均
匀分布产生质子梯度ꎬ形成线粒体膜内负外正的电压差ꎬ
线粒体膜电位是保持线粒体功能正常所必需的[２０]ꎮ 而当
线粒体受到不良因素影响或衰老时线粒体内膜的电压
差减小或消失即发生去极化现象ꎬ去极化现象预示着线
粒体功能的弱化及细胞能量代谢水平的下降ꎬ同时线粒
体去极化比率的提高也是细胞凋亡的早期标志性事件
之一[２１] ꎮ 本研究结果显示ꎬ随着培养系统中小檗碱浓度
的提高ꎬＪＣ－１单体绿色荧光强度逐渐增强ꎬ说明小檗碱
显著降低了线粒体的膜电位ꎮ 同时流式细胞术的检测
结果也表明ꎬ随着小檗碱浓度的提高ꎬ未发生线粒体去
极化的细胞比例也逐渐降低ꎮ 这些结果表明ꎬ小檗碱可
能通过影响线粒体膜电位从而启动翼状胬肉成纤维细
胞的凋亡机制ꎮ

综合以上结果表明ꎬ黄连的主要成分小檗碱能够显著
提高翼状胬肉细胞线粒体去极化水平、细胞凋亡比率和凋
亡相关因子的表达水平ꎮ 黄连味苦、性寒ꎬ入心、脾、胃、
肝、大肠经ꎬ直泻心肺两经风热ꎬ燥脾胃湿热ꎬ清心泻火解
毒ꎬ针对胬肉攀睛“心肺风热ꎬ虚火上炎”之病因病机而治
本ꎮ 小檗碱对翼状胬肉成纤维细胞线粒体机能的调节可
能在一定程度上解释了这一中医理论的生物学机制ꎮ 同
时凋亡相关因子的表达及线粒体去极化水平的检测也显
示ꎬ线粒体很可能是小檗碱的细胞内作用靶点ꎬ通过激活
线粒体途径从而诱发细胞凋亡的发生ꎮ 有研究显示ꎬ小檗
碱能够抑制线粒体复合体的生物学活性ꎬ从而对线粒体功
能产生影响ꎬ这也从另一个方面印证了线粒体可能是小檗
碱的药效靶点[２２]ꎮ 虽然本研究发现小檗碱促进翼状胬肉
成纤维细胞的凋亡ꎬ但目前有关小檗碱对不同细胞凋亡调
节作用的研究结果并不一致ꎬ也有研究表明小檗碱也对线
粒体凋亡途径起到抑制作用[２３－２４]ꎮ 我们推测造成小檗碱
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对细胞凋亡调节作用的差异可能与小檗碱作用浓度和所
研究的细胞类型有关ꎮ 而我们在翼状胬肉成纤维细胞中
发现的小檗碱促进胬肉细胞凋亡的研究结果ꎬ为进一步明
确中药疗效的药理机制及推动中药在眼表疾病治疗方面
的应用提供了有力的数据支持ꎮ
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１２ 兰榕ꎬ郑曦ꎬ金辉ꎬ等. 翼状胬肉 ４０ 例凋亡抑制因子 ＢＣＬ－２ 表达的
检测分析. 福建医药杂志 ２０１５ꎻ３７(５):６７－６９
１３ Ｄａｉ Ｗꎬ Ｍｕ Ｌꎬ Ｃｕｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｐｒｏｍｏｔｅｓ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ Ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｏｎｇ Ｎｏｎ － Ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ

(ｌｎｃＲＮＡ) Ｃａｎｃｅｒ Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ２ ( ＣＡＳＣ２) / ＡＵ － Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｆａｃｔｏｒ １ (ＡＵＦ１) / Ｂ －Ｃｅｌｌ ＣＬＬ / Ｌｙｍｐｈｏｍａ ２ (Ｂｃｌ － ２) Ａｘｉｓ. Ｍｅｄ Ｓｃｉ
Ｍｏｎｉｔ ２０１９ꎻ２５:７３０－７３８
１４ Ｈａｓｈｅｍｉ－Ｎｉａｓａｒｉ Ｆꎬ Ｒａｂｂａｎｉ－Ｃｈａｄｅｇａｎｉ Ａꎬ Ｒａｚｍｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｅｒｇｙ
ｏｆ ｔｈｅｏｐｈｙｌｌｉｎｅ ｒｅｄｕｃｅｓ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅꎬ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ
ａｒｒｅｓｔ ａｎｄ ＰＡＲＰꎬ ＨＭＧＢ１ꎬ Ｂｃｌ－２ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＭＤＡ－
ＭＢ－２３１ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ. Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ ２０１８ꎻ１０６:８５８－８６７
１５ Ｋａｌｅ Ｊꎬ Ｏｓｔｅｒｌｕｎｄ ＥＪꎬ Ａｎｄｒｅｗｓ ＤＷ. ＢＣＬ － ２ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ:
ｃｈａｎｇｉｎｇ ｐａｒｔｎｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｎｃｅ ｔｏｗａｒｄｓ ｄｅａｔｈ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ ２０１８ꎻ２５
(１):６５－８０
１６ Ａｕｂｒｅｙ ＢＪꎬ Ｋｅｌｌｙ ＧＬꎬ Ｊａｎｉｃ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｏｗ ｄｏｅｓ ｐ５３ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ａｎｄ ｈｏｗ ｄｏｅｓ ｔｈｉｓ ｒｅｌａｔｅ ｔｏ ｐ５３－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｕｍｏｕｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ
Ｄｉｆｆｅｒ ２０１８ꎻ２５(１):１０４－１１３
１７ Ｌｉ Ｗꎬ Ｌｉ Ｄꎬ Ｋｕａｎｇ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｓｉｒｔｕｉｎ ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ. Ｂｉｏｍｅｄ
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ ２０１９ꎻ １２１(６):５６３－５７６
１８ Ｌｉ Ｑꎬ Ｚｈｏｕ Ｔꎬ Ｌｉｕ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｌａｙｅｄ
ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ. Ｂｉｏｓｃｉ Ｒｅｐ
２０１９ꎻ３９(４):４７７－４９１
１９ Ｐａｒｋ ＧＢꎬ Ｐａｒｋ ＳＨꎬ Ｋｉｍ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＥＢＶ－ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐ５３－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＸＡＦ１ ａｎｄ ＧＡＤＤ４５α. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｎｃｏｌ ２０１６ꎻ４９(１):４１１－４２１
２０ 李广悦ꎬ尹东青ꎬ徐凌ꎬ等.姜黄素调控脂多糖诱导成骨细胞线粒体

功能改变及凋亡研究.重庆医科大学学报 ２０１９ꎻ４(５):５８１－５８７
２１ Ｘｉａｏ Ｂꎬ Ｄｅｎｇ Ｘꎬ Ｌｉｍ ＧＧＹꎬ ｅｔ ａｌ. ｐ６２ － Ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ.
Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ ２０１７ꎻ１８６４(７):１３０８－１３１７
２２ Ｈｏｕ ＷＬꎬ Ｙｉｎ Ｊꎬ Ａｌｉｍｕｊｉａｎｇ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｃｏｍｐｌｅｘ Ｉ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｏｆ ＡＭＰＫ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ. Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ ２０１８ꎻ２２(２):１３１６－１３２８
２３ Ｐｉｒｍｏｒａｄｉ Ｚꎬ Ｙａｄｅｇａｒｉ Ｍꎬ Ｍｏｒａｄｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｏｎ ｃａｓｐａｓｅ－ ３ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｙｐｏｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ. Ｉｒａｎ Ｊ
Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄ Ｓｃｉ ２０１９ꎻ２２(２):１５４－１５９
２４ Ｐａｕｌ Ｍꎬ Ｈｅｍｓｈｅｋｈａｒ Ｍꎬ Ｋｅｍｐａｒａｊｕ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｍｉｔｉｇａｔｅｓ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ
ａｌｄｏｓｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｎｄ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ
２０１９ꎻ１３０:１９６－２０５
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