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摘要
目的:探讨多西环素(ＤＯＸ) 对人翼状胬肉成纤维细胞
(ＨＰＦｓ)血管生成拟态(ＶＭ)形成的影响及其可能的分子
机制ꎮ
方法:采用波形蛋白(Ｖｉｍｅｎｔｉｎ)和角蛋白(ＣＫ)免疫细胞
化学染色鉴定原代培养的 ＨＰＦｓꎮ 分别设置对照组、ＤＯＸ
低、中、高浓度(５０、１００、２００ｍｇ / Ｌ)组ꎬ应用 ＣＣＫ－８ 法和划
痕实验检测各组 ＨＰＦｓ 活力及迁移能力ꎬ利用细胞三维培
养及过碘酸－雪夫(ＰＡＳ)染色观察各组细胞 ＶＭ 生成情
况ꎬ并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞基质金属蛋白酶
(ＭＭＰ)－９ 及血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)的表达情况ꎮ
结果:免疫细胞化学染色结果显示ꎬ 细胞呈 梭 形 且
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 阳性表达ꎬＣＫ 阴性表达ꎬ符合成纤维细胞特性ꎮ
与对照组相比ꎬＤＯＸ 组细胞活力、迁移能力、ＶＭ 密度及
ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 蛋白的表达均显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬＤＯＸ
各浓度组组间相比均有差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 相关性分析提示
ＨＰＦｓ 形成的 ＶＭ 密度与 ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 蛋白表达水平
呈显著正相关( ｒ＝ ０.９４９、０.９６０ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:ＤＯＸ 可通过减少 ＭＭＰ － ９ 及 ＶＥＧＦ 的表达抑制
ＨＰＦｓ 的活力及迁移能力ꎬ减少 ＶＭ 的形成ꎬ提示 ＭＭＰ－９
和 ＶＥＧＦ 可能是翼状胬肉形成 ＶＭ 的分子机制ꎮ
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０引言
翼状胬肉是最常见的眼表疾病之一ꎬ临床表现为新生

组织不断生长、增厚ꎬ呈三角形逐渐侵入角膜ꎬ不仅影响美
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观ꎬ还可导致干眼、角膜散光[１]ꎬ如覆盖瞳孔区则严重影响
患者视力ꎮ 翼状胬肉具有许多肿瘤样特性ꎬ如轻度发育不
良、局部浸润、高复发率、杂合性丢失、微卫星不稳定性及
Ｐ５３ 基因突变等[２]ꎬ故可认为其是一种肿瘤样病变ꎮ 血管
生成拟态(ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｉｃ ｍｉｍｉｃｒｙꎬＶＭ)是肿瘤缺乏血液和氧
气供应时ꎬ肿瘤细胞通过自身变形及细胞外基质重塑进而
形成的类似血管样的通道ꎬ是一种不依赖血管内皮细胞的
微循环形式[３]ꎮ 这一结构在眼脉络膜恶性黑色素瘤中首
次被发现[４]ꎬ是一种新的血液供应模式ꎮ 研究发现ꎬＶＭ
也存在于翼状胬肉组织中ꎬ参与胬肉的营养供应[５]ꎮ 多西
环素 ( ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅꎬ ＤＯＸ) 作为基质金属蛋白酶 ( ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬＭＭＰｓ)的广谱抑制剂ꎬ具有抑制细胞外
基质降解及重塑的能力ꎮ 本研究利用人翼状胬肉成纤维
细胞(ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬＨＰＦｓ)构建翼状胬肉体
外 ＶＭ 模型ꎬ探讨 ＤＯＸ 对翼状胬肉 ＶＭ 形成的影响及其
可能的分子机制ꎬ为翼状胬肉的防治提供理论依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１样本采集　 收集 ２０１９－０９ 于南通大学附属医院眼科
行翼状胬肉切除术的患者 ８ 例ꎬ其中男 ４ 例ꎬ女 ４ 例ꎬ年龄
６３.００±２.０７ 岁ꎬ均为翼状胬肉初发性进展期ꎬ排除其他眼
表疾病和全身疾病ꎮ 收集手术切除的新鲜翼状胬肉头部
上皮下组织ꎮ 本研究通过南通大学附属医院伦理委员会
审查批准ꎬ患者均签署知情同意书ꎮ
１.１.２主要试剂与仪器　 主要试剂:胎牛血清、青霉素－链
霉素混合液、０.２５％胰蛋白酶－ＥＤＴＡ、ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基、
ＤＭＳＯ(美国ꎬＧｉｂｃｏ 公司)ꎬ强力霉素(美国ꎬＳｅｌｌｅｃｋ 公司)ꎬ
ＣＣＫ－８ 试剂盒(日本ꎬＤｏｊｉｎｄｏ 公司)ꎬＭａｔｒｉｇｅｌ 胶(美国ꎬ
ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司)ꎬ过碘酸－雪夫(ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ ｓｃｈｉｆｆꎬ
ＰＡＳ)染色试剂盒(中国ꎬ索莱宝公司)ꎬ鼠抗人波形蛋白
(Ｖｉｍｅｎｔｉｎ)单克隆抗体、鼠抗人角蛋白(ＣＫ)单克隆抗体、
鼠抗人血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ) 多克隆抗体 (英国ꎬＡｂｃａｍ 公司)ꎬ兔抗人
ＭＭＰ－９ 多克隆抗体(美国ꎬＧｅｎｅＴｅｘ 公司)ꎬ抗鼠 / 兔通用
型免疫组织化学检测试剂盒(中国ꎬ基因科技股份有限公
司)ꎬ细胞蛋白抽提试剂盒、ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒、抗体稀释液及增强化学发光
反应检测试剂盒(中国ꎬ索莱宝公司)ꎮ 主要仪器:紫外分
光光度计(ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ｃꎻ美国ꎬＴｈｅｒｍｏ 公司)ꎬＤＭ３０００
光学显微镜及显微摄像系统(德国ꎬＬｅｉｃａ 公司)ꎬ高速冷
冻离心机(德国ꎬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＨＰＦｓ 原代培养、鉴定及实验分组 　 将手术切除的
新鲜翼状胬肉头部上皮下组织用含 １％青霉素－链霉素的
ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ３ 次ꎬ剪碎ꎬ加入 ０.０８％胰蛋白酶－ＥＤＴＡꎬ
室温消化 ８ｍｉｎꎬ完全培养基终止消化ꎬ１５００ｒ / ｍｉｎ 离心
５ｍｉｎ 弃上清ꎬ将组织小块均匀接种于培养瓶内ꎬ将培养瓶
底朝上置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中ꎬ２４ｈ 后待组织小块贴
壁ꎬ加入适量完全培养基ꎬ缓慢翻转培养瓶ꎬ静置培养ꎬ每
３ｄ 换液一次ꎮ 采用鼠抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 单克隆抗体、鼠抗人
ＣＫ 单克隆抗体免疫细胞化学染色进行细胞鉴定ꎬ具体实
验步骤根据试剂说明书操作ꎮ 本研究取 ２~ ５ 代细胞用于
实验ꎬ分为对照组(正常培养)、ＤＯＸ 终浓度分别为 ５０、
１００、２００ｍｇ / Ｌ 的低、中、高实验组进行下游实验ꎮ
１.２.２ ＣＣＫ－８法检测细胞活力　 将处于对数生长阶段的

ＨＰＦｓ 消化后以 ０.６×１０４个 / 孔的数量均匀接种在 ９６ 孔板
内ꎬ每孔终体积 １００μＬꎬ每组设置 ６ 个复孔ꎬ２４ｈ 后进行细
胞分组处理ꎬ同时设置只加培养基的空白对照组ꎮ 分组处
理 ４８ｈ 后ꎬ每孔加入 １０μＬ 的 ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ置细胞培养箱
避光孵育 ２ｈ 后ꎬ用酶标仪于 ４５０ｎｍ 处测定每个孔的吸光
度(ＯＤ 值)ꎬ计算平均值ꎮ
１.２.３划痕实验检测细胞迁移能力　 将处于对数生长阶段
的 ＨＰＦｓ 消化后以 １×１０５个 / 孔接种于 ６ 孔板中ꎬ待细胞融
合度接近 １００％时ꎬ用 ２００μＬ 无菌枪头在每个孔垂直、力
道均匀地划过 ２~３ 道竖线ꎬＰＢＳ 洗去悬浮细胞ꎬ然后换用
无血清培养基分组培养ꎬ并于划痕后 ０、４８ｈ 通过显微镜拍
照观察ꎬ计算细胞在各个时间点向划痕处移动的相对距离ꎮ
１.２.４细胞三维培养及 ＰＡＳ染色　 将预先 ４℃过夜融化的
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶以每孔 ５０μＬ 加至 ９６ 孔板ꎬ十字晃动ꎬ使之均匀
分布避免产生气泡ꎮ 为防止 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶不均匀凝固ꎬ所有
操作必须在冰上进行ꎮ 将包被好的 ９６ 孔板置于 ３７℃ 孵
箱内 ３０ｍｉｎ 使其固化ꎮ 细胞分组处理 ４８ｈ 后消化重悬ꎬ以
０.８×１０４个 / 孔种于 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶上ꎬ置细胞培养箱内培养 ５ｈ
后ꎬ倒置显微镜下观察细胞的管状结构排列及成管的完整
程度ꎬ随机选取 ５ 个不同视野计数成管的数量ꎬ取每个视
野均值ꎮ 观察完成后ꎬ将上述培养 ５ｈ 后的细胞行 ＰＡＳ 染
色ꎮ 染色步骤为 ０. ５％高碘酸氧化 ５ｍｉｎꎬ蒸馏水稍洗ꎬ
Ｓｃｈｉｆｆ 氏液避光染色 １０ｍｉｎꎬ０.５％偏重亚硫酸钠分化 ２ ~
５ｓꎬ水洗 ２ 次ꎬ阳性表现为紫红色ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦ 的表达　 收集
分组处理 ４８ｈ 后的细胞ꎬ利用细胞蛋白抽提试剂盒提取总
蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ制备 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ
每孔加入 ２０μｇ 蛋白样品ꎬ常规电泳、转膜、封闭ꎬ随后分别
加入兔抗人 ＭＭＰ － ９ 抗体(１ ∶ ５００)、鼠抗人 ＶＥＧＦ 抗体
(１ ∶ ３ ０００)、鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 抗体(１ ∶ ５０００) ４℃ 孵育ꎬ１２ｈ
后ꎬＴＢＳＴ 漂洗ꎬ加入相应二抗(１∶５０００)室温孵育 １ｈꎬ化学发
光法显影ꎬ成像系统拍照ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件分析各组灰度值ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行统计学分析ꎮ
计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ对照组与不同浓度
ＤＯＸ 组的比较采用单因素方差分析ꎬ方差齐时选择 ＬＳＤ－ｔ
法ꎬ方差不齐时选择近似 Ｆ 检验 Ｗｅｌｃｈ 法ꎬ多重比较选择
Ｔａｍｈａｎｅ Ｔ２ 法ꎮ 双变量相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 等级相
关分析ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＨＰＦｓ 原代培养及鉴定 　 翼状胬肉组织块接种后约
１０ｄ 可见成纤维细胞从组织块边缘爬出ꎬ细胞形态多为长
梭形、三角形ꎬ逐渐向四周延伸ꎬ其间夹杂部分类圆形上皮
细胞(图 １Ａ)ꎮ 当细胞传至第 ２ 代已基本纯化ꎬ呈长梭形ꎬ
细胞长满后呈旋涡状(图 １Ｂ)ꎮ 免疫细胞化学染色结果显
示 ＣＫ 表达阴性(图 １Ｃ)ꎬＶｉｍｅｎｔｉｎ 表达阳性ꎬ细胞质内呈
棕黄色染色(图 １Ｄ)ꎬ符合成纤维细胞特性ꎮ
２.２ ＤＯＸ 对 ＨＰＦｓ 活力的影响 　 ＣＣＫ－８ 实验结果显示ꎬ
对照组、ＤＯＸ 低、中、高浓度组 ＨＰＦｓ 的 ＯＤ 值分别为 １.１４±
０.０９、０.９１±０.０９、０.７１±０.０５、０.２３±０.０２ꎬ差异有统计学意义
(Ｆ＝ ４４７.８８８ꎬＰ<０.０５)ꎬ且 ＤＯＸ 处理组之间两两相比ꎬ差
异亦均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ表明 ＤＯＸ 抑制 ＨＰＦｓ 活
力呈剂量依赖性ꎮ
２.３ ＤＯＸ对 ＨＰＦｓ 迁移能力的影响 　 细胞划痕实验结果
显示ꎬ对照组、ＤＯＸ 低、中、高浓度组 ＨＰＦｓ 的迁移距离分
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图 １　 ＨＰＦｓ 原代培养及鉴定　 Ａ:翼状胬肉组织块边缘成纤维细胞(箭头示)向四周生长ꎻＢ:经传代纯化后的 ＨＰＦｓ 呈旋涡状生
长ꎻＣ:ＣＫ 表达阴性ꎻＤ:Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达阳性ꎬ细胞质呈棕黄色ꎮ

图 ２　 ＤＯＸ 对 ＨＰＦｓ 迁移能力的影响ꎮ 　

图 ３　 ＤＯＸ 对 ＨＰＦｓ 血管生成拟态的影响　 Ａ:对照组ꎬ形成网格样、环状管腔结构ꎬＰＡＳ 染色呈阳性ꎻＢ:ＤＯＸ 低浓度组ꎬ管腔结构
完整ꎬ周径变小ꎬ数量减少ꎻＣ:ＤＯＸ 中浓度组ꎬ部分细胞形成树枝样结构ꎬ不能形成完整的管腔ꎬ管腔数较少ꎻＤ:ＤＯＸ 高浓度组ꎬ无
明显管腔结构形成ꎻＥ:各组细胞 ＶＭ 密度的比较ꎬａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ５０ｍｇ / Ｌ ＤＯＸ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ １００ｍｇ / Ｌ ＤＯＸ 组ꎮ

别为 ０.２１±０.０１、０.１５±０.００、０.０４±０.０１、－０.０１±０.００ｍｍꎬ
各浓度 ＤＯＸ 组细胞迁移距离均明显低于对照组ꎬ差异
具有统计学意义(Ｆ ＝ ７７８.５１１ꎬＰ<０.０５)ꎮ 三组 ＤＯＸ 组
组间相比ꎬ迁移距离差异亦具有统计学意义 (均 Ｐ <
０.０５)ꎮ ２００ｍｇ / Ｌ ＤＯＸ 组因药物浓度较高ꎬ细胞质减少ꎬ
细胞变小ꎬ故划痕间距增加ꎮ 结果表明ꎬＤＯＸ 具有抑制
ＨＰＦｓ 细胞迁移的作用ꎬ且呈剂量依赖性ꎬ见图 ２ꎮ
２.４ ＤＯＸ对 ＨＰＦｓ 血管生成拟态的影响 　 细胞三维培养
结果显示ꎬＨＰＦｓ 能够黏附于 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶表面ꎬ通过细胞自
身变性、彼此相连形成大小不等的网格样、环状管腔结构ꎮ
对照组 ＰＡＳ 染色呈阳性ꎬ提示管腔样结构是由 ＨＰＦｓ 构
成ꎬ即 ＶＭꎮ 可见对照组及 ＤＯＸ 低浓度组形成的管腔均完
整(图 ３Ａ、３Ｂ)ꎬ当 ＤＯＸ 浓度大于 ５０ｍｇ / Ｌ 时ꎬ开始出现不

完整的管腔形态ꎬ部分细胞形成树枝样结构(图 ３Ｃ、３Ｄ)ꎮ
对照组、ＤＯＸ 低、中、高浓度组形成的 ＶＭ 密度分别为每
１０ 倍视野３７.３３±２.０８、２８.３３±１.５３、１２.００±１.００、１.６７±０.５８
个ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３８４.８８９ꎬＰ<０.０５ꎬ图 ３Ｅ)ꎬ且
ＤＯＸ 处理组之间两两相比ꎬ差异亦均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 结果表明ꎬ随着 ＤＯＸ 浓度的增加ꎬＶＭ 逐渐变小ꎬ
数量逐渐减少ꎬ直至不能形成完整的管腔结构ꎮ
２.５ ＤＯＸ 对 ＨＰＦｓ 中 ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 表达的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ对照组、ＤＯＸ 低、中、高浓度组
细胞 ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 蛋白相对表达量差异均具有统计
学意义(Ｆ ＝ ９４.２３９ꎬＰ<０.０５ꎻＦ ＝ ３９６.２８１ꎬＰ<０.０５)ꎮ 结果
表明ꎬ随着 ＤＯＸ 浓度增高ꎬＭＭＰ－９ 及 ＶＥＧＦ 蛋白表达下
调ꎬ见图 ４ꎮ
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图 ４　 ＤＯＸ对 ＨＰＦｓ中 ＭＭＰ－９ 及 ＶＥＧＦ表达的影响　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果ꎻＢ:ＭＭＰ－９ 相对表达量化分析结果ꎻＣ:ＶＥＧＦ 相对
表达量化分析结果ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ５０ｍｇ / Ｌ ＤＯＸ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ １００ｍｇ / Ｌ ＤＯＸ 组ꎮ

２.６ ＨＰＦｓ 血管生成拟态与 ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 表达的相
关性　 双变量相关性分析显示ꎬＨＰＦｓ 形成的 ＶＭ 密度与
ＭＭＰ－ ９ 和 ＶＥＧＦ 蛋白的表达水平呈显著正相关 ( ｒ ＝
０.９４９、０.９６０ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎮ
３讨论

翼状胬肉是眼科的常见病和多发病ꎬ据最新统计ꎬ我
国 ４０ 岁及以上人群翼状胬肉患病率为 １３.４％ [６]ꎬ处于较
高水平ꎬ且随着年龄的增长而不断升高ꎬ多见于户外劳动
者ꎬ以渔民、农民发病最多ꎬ可能与粉尘、日光、烟雾等长期
慢性刺激有关[７]ꎬ但具体病因和发病机制尚未完全清
楚[８]ꎮ 李永平等[５]利用 ＣＤ３４ / ＰＡＳ 双染首次在翼状胬肉
组织中发现 ＶＭ 结构ꎬ主要表现为 ＰＡＳ 阳性的细胞外基质
包绕在成纤维细胞伸出的突起表面形成管道状结构ꎮ 随
后陈俊杰等[９]证明 ＶＭ 在进展期翼状胬肉中的阳性率明
显高于静止期ꎮ 目前ꎬ关于翼状胬肉 ＶＭ 调控的相关机制
尚未见报道ꎮ

ＶＭ 是近年发现的存在于肿瘤中的一种新的微循环
形式ꎬ其与常规的血管结构不同ꎬ主要特点包括 ＶＭ 管道
由肿瘤细胞及细胞外基质构成ꎻ管道内壁没有血管内皮细
胞ꎻ血液可在无内皮管道中流动ꎻＶＭ 周围没有明显的炎
症细胞浸润及坏死[１０]ꎮ 研究表明ꎬＶＭ 表达阳性的肿瘤存
在更强的侵袭、转移和耐药能力且预后更差[１１]ꎮ 肿瘤 ＶＭ
调控的机制较为复杂ꎬ有研究表明ꎬＭＭＰｓ 几乎能降解肿
瘤细胞外基质的各种蛋白成分ꎬ是肿瘤侵袭周围组织并向
远处转移过程中最为关键的因子ꎬ与 ＶＭ 现象呈显著正相
关[１２－１３]ꎮ Ｘｕ 等[１４]在脉络膜黑色素瘤组织中发现ꎬＶＭ 阳
性组织 ＶＥＧＦ 表达明显高于 ＶＭ 阴性组织ꎬ且 ＶＥＧＦ 可以
提高人类脉络膜黑色素瘤细胞迁移、侵袭及 ＶＭ 形成能
力ꎬＶＭ 与 ＶＥＧＦ 表达亦呈显著正相关ꎮ 与肿瘤组织相同ꎬ
翼状胬肉组织中 ＭＭＰ － ９ 和 ＶＥＧＦ 的表达也明显增
加[１５－１６]ꎮ ＭＭＰ－９ 可以降解胬肉细胞外基质Ⅳ型、Ⅴ型胶
原、弹性蛋白及明胶ꎬ导致前弹力层溶解ꎬ使胬肉向角膜及
深层浸润[１７]ꎮ ＶＥＧＦ 主要通过增加血管通透性、促进细胞
外基质变性、提高血管内皮细胞迁移及增殖能力等促进翼
状胬肉血管形成[１８]ꎮ ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 的高表达为翼状
胬肉形成 ＶＭ 提供了一定的分子基础ꎮ

ＤＯＸ 不仅是一种长效的四环素类抗生素ꎬ而且还是
ＭＭＰｓ 的广谱抑制剂ꎬ具有抗菌、抗炎、抑制细胞增殖、免
疫调节、抑制蛋白水解、减少血管生成等作用[１９]ꎬ可有效
抑制肿瘤的生长和转移、保护因脑梗而缺血的神经[２０]ꎬ参
与类风湿关节炎[２１]、牙周病[２２] 等多种疾病的治疗ꎮ Ｍｅｎｇ

等[２３]研究发现ꎬ腹腔注射 ＤＯＸ(０.１ｍＬ / ｄ)的肝癌裸鼠ꎬ肿
瘤血管数及 ＶＭ 管腔数均较少ꎬ肿瘤生长缓慢ꎬ裸鼠存活
时间延长ꎻ在体外培养的肝癌细胞 ＶＭ 模型中ꎬＤＯＸ 可明
显减少 ＶＭ 的形成ꎬ降低 ＭＭＰｓ 的表达ꎬ推测 ＤＯＸ 对肝癌
ＶＭ 的抑制作用可能与其降低 ＭＭＰｓ 的表达有关ꎮ Ｒúａ
等[２４]在一项随机双盲安慰剂对照的临床试验中发现口服
ＤＯＸ(２００ｍｇ / ｄ)可降低部分患者翼状胬肉体积ꎬ而具体的
作用机制尚未行进一步研究ꎮ

本研究发现 ＤＯＸ 能显著抑制 ＨＰＦｓ 的活力及迁移能
力ꎬ降低 ＨＰＦｓ 的 ＭＭＰ－９ 及 ＶＥＧＦ 表达ꎬ在运用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶构建的三维培养 ＨＰＦｓ 模型中观察到 ＨＰＦｓ 能在体外形
成 ＶＭꎬ这与李永平等[５] 研究发现的翼状胬肉 ＶＭ 结构是
由成纤维细胞构成的结论一致ꎮ ＭＭＰ－９ 及 ＶＥＧＦ 作为细
胞迁移和侵袭的重要元素ꎬ本研究结果提示 ＤＯＸ 可能通
过下调 ＭＭＰ－９ 及 ＶＥＧＦ 的表达减慢 ＨＰＦｓ 分解细胞外基
质的速度ꎬ抑制细胞迁移的能力ꎬ进而减少 ＨＰＦｓ 构建的
ＶＭ 数量ꎮ 当 ＤＯＸ 浓度增加时ꎬＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 表达降
低ꎬＶＭ 的形成明显受到抑制ꎮ 相关性分析显示ꎬＭＭＰ－９
和 ＶＥＧＦ 的表达与 ＶＭ 密度呈显著正相关ꎮ 大量研究表
明ꎬ进展期翼状胬肉组织中 ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 的表达明显
高于静止期ꎬ复发型翼状胬肉中这两个分子的表达又明显
高于初发型ꎬ即 ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 的高表达与翼状胬肉的
发生发展密切相关[２５－２８]ꎮ 故我们推测 ＶＭ 也与翼状胬肉
的进展密切相关ꎬＶＭ 阳性的翼状胬肉组织具有更强的促
进胬肉基质蛋白降解、溶解角膜前弹力层及新生血管的能
力ꎬ极大地促进翼状胬肉的进展ꎮ 这与 ＶＭ 阳性的肿瘤组
织存在更强的侵袭及转移能力一致ꎮ

综上所述ꎬＤＯＸ 可通过减少 ＭＭＰ－９ 及 ＶＥＧＦ 的表达
抑制 ＨＰＦｓ 的活力及迁移能力ꎬ减少 ＶＭ 的形成ꎬ提示
ＭＭＰ－９ 和 ＶＥＧＦ 可能参与翼状胬肉表达 ＶＭ 的分子机
制ꎮ 但本研究仍存在不足ꎬ此次研究我们利用 ＤＯＸ 作为
降低 ＭＭＰ－９ 及 ＶＥＧＦ 表达的干预措施ꎬ仅在体外细胞水
平上进行实验ꎬ鉴于体内外研究可能具有差异ꎬ将进一步
进行活体实验并进行毒理学方面的研究ꎬ为寻找新方法防
治翼状胬肉提供可靠依据ꎮ
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