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摘要

目的:研究 Ｋ－１１５ 对人 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维细胞(ＨＴＦｓ)增殖

和迁移的影响ꎬ并探讨其相关作用机制ꎬ为青光眼术后抗

瘢痕治疗提供新思路ꎮ
方法:选取 ２０１８－０９ / ２０１９－０９ 于河北省人民医院行青光

眼手术患者的 Ｔｅｎｏｎ 囊组织ꎬ采用组织块法进行 ＨＴＦｓ 原

代培养ꎬ应用转化生长因子－β１(ＴＧＦ－β１)诱导 ＨＴＦｓ 模拟

青光眼滤过性手术后的细胞活化模型ꎬ并采用 Ｋ －１１５ 处

理细胞ꎮ 将细胞分为 ４ 组:对照组采用溶剂二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)处理ꎻＴＧＦ－β１ 组采用 １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ－β１ 处理 ２４ｈꎻ
ＴＧＦ－β１＋５ Ｋ－１１５ 组采用 ５μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－１１５ 预处理 ２ｈ 后加

入 １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ－β１ 处理 ２４ｈꎻＴＧＦ－β１＋１０ Ｋ－１１５ 组采用

１０μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－１１５ 预处理 ２ｈ 后加入 １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ－β１ 处理

２４ｈꎮ 通过细胞增殖实验观察细胞的增殖能力ꎻ划痕试验

检测细胞的迁移能力ꎻ透射电子显微镜观察细胞内自噬小

体的形成ꎻＨｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ / ＰＩ 染色观察细胞凋亡情况ꎮ
结果:细胞增殖实验结果提示 Ｋ－１１５ 可以抑制 ＴＧＦ－β１
诱导的 ＨＴＦｓ 增殖ꎻ划痕试验提示 Ｋ － １１５ 可以抑制

ＴＧＦ－β１诱导的 ＨＴＦｓ 迁移ꎻ透射电子显微镜结果显示

Ｋ－１１５可以增强 ＴＧＦ － β１ 诱导的 ＨＴＦｓ 自噬ꎮ Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ / ＰＩ 染色提示 Ｋ－１１５ 并未诱导细胞凋亡ꎮ
结论:Ｋ－１１５ 可能是通过增加 ＨＴＦｓ 自噬而非诱导凋亡机

制调控 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ 增殖及迁移能力ꎮ
关键词:Ｋ－１１５ꎻＲｈｏ 激酶抑制剂ꎻ自噬ꎻ人 Ｔｅｎｏｎ 囊成纤维

细胞ꎻ瘢痕化ꎻ青光眼

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２２.９.０５

Ｋ － １１５ ｅｎｈａｎｃｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ＴＧＦ－β１－ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ’ｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

Ｆａｎｇ Ｆａｎ１ꎬ Ｊｉｎｇ－Ｊｉｎｇ Ｔｉａｎ２ꎬ Ｚｈｉ－Ｈｕａ Ｚｈａｏ１ꎬ Ｑｉｎｇ－
Ｍｉｎ Ｍａ１ꎬ Ｋｅ－Ｊｕｎ Ｌｉ１ꎬ Ｚｈｉ－Ｙａｎｇ Ｊｉａ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８１７００８３５)ꎻ Ｓ＆Ｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ (Ｎｏ.１８２７７７５３Ｄ)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ
Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ ０５００００ꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｃｈｅｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ ０５００００ꎬ Ｈｅｂｅｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｚｈｉ－Ｙａｎｇ Ｊｉａ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｈｅｂｅｉ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ ０５００００ꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ. ｊｉａｚｈｉｙａｎｇ２０７５９＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０９－２６　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２２－０８－１５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｋ － １１５ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ’ｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
( ＨＴＦｓ ) ａｎｄ ｔｏ ａｃｃｅｓｓ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ａｎｔｉ－ｓｃａｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ａｆｔｅｒ ｇｌａｕｃｏｍａ ｓｕｒｇｅｒｙ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ Ｔｅｎｏｎ ｃａｐｓｕｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｈｏ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｇｌａｕｃｏｍａ ｓｕｒｇｅｒｙ ｉｎ Ｈｅｂｅｉ
Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｆｒｏｍ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８ ｔｏ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１９.
Ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＨＴＦｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ
ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ － β１ (ＴＧＦ － β１)
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ＨＴＦｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｃａｎ ｍｉｍｉｃ
ｇｌａｕｃｏｍａ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｓｕｒｇｅｒｙ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｋ－１１５ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ: ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ (ＤＭＳＯ)ꎻ ＴＧＦ－β１ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ － β１ ｆｏｒ ２４ｈꎻ ＴＧＦ － β１ ＋ ５
Ｋ－１１５ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５μｍｏｌ / Ｌ Ｋ － １１５ ｆｏｒ ２ｈ
ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ－β１ ｆｏｒ ２４ｈꎻ ＴＧＦ－β１＋１０
Ｋ－１１５ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－ １１５ ｆｏｒ ２ｈ
ａｎｄ ｔｈｅｎ １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ － β１ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｆｏｒ ２４ｈ. Ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｗａｓ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ / ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ
Ｋ－１１５ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＴＦｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
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ＴＧＦ－β１. Ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ Ｋ － １１５ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＴＦｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ－ β１. Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｋ － １１５ ｃｏｕｌｄ
ｅｎｈａｎｃｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ ＨＴＦｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ－β１. Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ / ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ Ｋ － １１５ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮＳ: Ｋ － １１５ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＴＦｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ－β１ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｋ－ １１５ꎻ Ｒｈｏ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎻ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ
ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ’ｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎻ ｓｃａｒｒｉｎｇꎻ ｇｌａｕｃｏｍａ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｆａｎ Ｆꎬ Ｔｉａｎ ＪＪꎬ Ｚｈａｏ ＺＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋ － １１５ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ＴＧＦ － β１ － ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎ’ｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ
２２(９):１４４１－１４４５

０引言

青光眼是全球重要的致盲性眼病[１]ꎬ我国青光眼的患

病人数也在逐年增加ꎮ 目前阻止青光眼进展唯一有效的

方法是控制眼压ꎮ 在药物和激光不能有效降低眼压的情

况下ꎬ抗青光眼手术是控制眼压的重要手段ꎮ 尽管近年来

有很多非滤过道依赖性手术的有效性被证实ꎬ但青光眼滤

过性手术( ｇｌａｕｃｏｍａ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｓｕｒｇｅｒｙꎬＧＦＳ)目前仍然是临

床上控制眼压的经典术式ꎮ 该手术能有效控制眼压ꎬ但术

后滤过区域纤维增殖是导致手术失败的主要原因ꎮ 虽然

术中应用抗代谢药物可以控制滤过区域瘢痕化ꎬ提高手术

成功率ꎬ但同时也增加了患者眼表损伤及滤过泡渗漏等并

发症出现的概率[２－４]ꎮ 因此ꎬＧＦＳ 术中或术后寻找一种有

效且安全的方法ꎬ能够控制术后瘢痕形成且不增加其他并

发症发生率ꎬ是值得研究的问题ꎮ Ｋ－１１５ 是一种新型降眼

压药物ꎬ可以通过调控细胞骨架作用减少小梁网阻力ꎬ增
加小梁网房水流出速率ꎬ对开角型青光眼有明确的降眼压

效果[５－６]ꎮ 研究证实ꎬ除了降眼压作用外ꎬ Ｋ－１１５ 也参与

调控 ＧＦＳ 术后瘢痕化过程ꎬ但是其相关调控机制并不完

全清楚[７]ꎮ 自噬是细胞受到外界刺激后ꎬ增强自身的吞噬

功能ꎬ降解细胞自身有害物质ꎬ维持细胞自身稳态的代谢

途径ꎮ 在肝肾等器官纤维化疾病中自噬已被证实具有重

要的调控作用[８－１０]ꎮ 本研究旨在探讨 Ｋ－１１５ 调控 ＧＦＳ 术

后瘢痕化是否受到细胞自噬功能的影响ꎮ
１材料和方法

１.１材料

１.１.１标本收集　 标本取自 ２０１８－０９ / ２０１９－０９ 于河北省人

民医院眼科行青光眼手术患者的 Ｔｅｎｏｎ 囊组织ꎬ采用组织

块法 进 行 人 Ｔｅｎｏｎ 囊 成 纤 维 细 胞 ( ｈｕｍａｎ Ｔｅｎｏｎｓ
ｆｉｎｒｏｂｌａｓｔｓꎬＨＴＦｓ)的原代及传代培养ꎮ 本实验遵循«赫尔

辛基宣言»ꎬ实验方案经河北省人民医院医学伦理委员会

审核批准[批准号:２０１７ 科伦审第(０５)号]ꎬ详细告知患者

实验方案ꎬ取得患者同意并签署知情同意书ꎮ
１.１.２ 主要试剂和仪器设备 　 培养基、胎牛血清、胰蛋白

酶、Ｈａｎｋｓ 液 (美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬＣＣＫ － ８ 试剂盒 (日本

Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司)ꎬ 转化生长因子 － β１ ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ－β１ꎬＴＧＦ－β１) (美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司)ꎬＫ－１１５(美国

ＭＣＥ 公 司 )ꎬ ＥＭｂｅｄ ８１２ 包 埋 试 剂 盒 ( 美 国 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ公司)ꎬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ / ＰＩ 双染试剂盒

(北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎮ 倒置相差显微镜(ＨＦ１００Ｆꎬ日本

Ｎｉｋｏｎ 公 司 )ꎬ 自 动 多 功 能 酶 标 仪 ( Ｍｕｓｔｉｋａｎꎬ 芬 兰

Ｌａｂｓｙｓｔｅｍ 公司)ꎬ透射电子显微镜(ＨＴ７７００ꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ
公司)ꎬ切片机(ＵＣ７ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎮ
１.２方法

１.２.１细胞培养和处理　 在组织块接种后 ３ ~ ７ｄ 可见原代

ＨＴＦｓ 从组织块边缘游出ꎬ约 ２ｗｋ 达到 ８０％ ~ ９０％融合ꎬ急
性传代培养ꎬ经免疫组织化学法鉴定可见波形蛋白阳性表

达ꎬ角蛋白表达阴性ꎮ 取第 ３~ ６ 代细胞进行实验ꎬ细胞分

为 ４ 组:(１)对照组:加入溶剂二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)处理ꎻ
(２) ＴＧＦ － β１ 组:加入 １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ － β１ 处理 ２４ｈꎻ ( ３)
ＴＧＦ－β１＋５ Ｋ－１１５ 组:５μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－１１５ 预处理 ２ｈ 后ꎬ加入

１０μｇ / Ｌ ＴＧＦ－β１ 处理 ２４ｈꎻ(４) ＴＧＦ－β１＋ １０ Ｋ－ １１５ 组:
１０μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－１１５ 预处理 ２ｈ 后ꎬ加入 １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ－β１ 处

理 ２４ｈꎮ 由于无血清饥饿是诱导细胞自噬的刺激因素ꎬ故
本研究未采用无血清培养基培养细胞ꎬ以排除无血清饥饿

对细胞自噬水平的影响ꎮ 所有实验重复至少 ３ 次ꎮ
１.２.２ ＣＣＫ－８法检测细胞增殖能力　 参考试剂盒说明书

操作步骤ꎬ对数期生长的 ＨＴＦｓ 以 ５×１０３ / 孔接种于 ９６ 孔

板ꎬ每组设 ６ 个复孔ꎬ细胞分组处理结束后ꎬ每孔中加入

ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ孵育 ２ｈ 后应用酶标仪在 ４５０ｎｍ 处测量吸光

度ꎮ 为研究单独应用 Ｋ－１１５ 对细胞增殖的影响ꎬ这部分

研究增加了仅添加 ５μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－１１５ 的 ５ Ｋ－１１５ 组和仅添

加 １０μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－１１５ 的 １０ Ｋ－１１５ 组ꎮ
１.２.３划痕试验检测细胞迁移能力　 对数期生长的 ＨＴＦｓ
以 ４×１０５ / 孔接种于六孔板中ꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中

培养 ２４ｈ 后应用 １０μＬ Ｔｉｐ 头在六孔板中做垂直划痕ꎬ以
ＰＢＳ 冲洗去除细胞残片后ꎬ按上述分组方法处理细胞ꎬ置
于相差显微镜下观察并记录划痕距离后再置于 ３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱培养 ２４ｈ 后于相差显微镜再次观察并记录

划痕距离ꎬ计算迁移距离百分数ꎬ迁移距离百分数 ＝ ２４ｈ
划痕宽度 / ０ｈ 划痕宽度×１００％ꎮ
１.２.４透射电子显微镜观察细胞内自噬小体　 按上述分组

方法处理细胞后用 ０.１ｍｏｌ / Ｌ 碳酸氢钠(ｐＨ７.４)缓冲液配

制的 ３％戊二醛固定 ＨＴＦｓ １ｈꎬ然后 ０.１ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲液

配制的 １％锷酸避光室温固定 ＨＴＦｓ ２ｈꎮ 用分级醇脱水

后ꎬ将细胞渗透包埋于 ＥＭｂｅｄ ８１２ 包埋剂中ꎬ并在 ６０℃下

聚合 ４８ｈꎮ 树脂块在切片机上制作切片后用醋酸铀酰和

铅染色ꎬ并于透射电子显微镜下观察ꎮ 本研究增加了自噬

抑制剂 ３－ＭＡ 作为自噬阴性对照组即 ＴＧＦ－β１＋３－ＭＡ 组ꎬ
采用 ５ｍｍｏｌ / Ｌ ３ － ＭＡ 预处理细胞 ２ｈ 后ꎬ加入 １０μｇ / Ｌ
ＴＧＦ－β１处理 ２４ｈꎬ并增加了自噬激动剂雷帕霉素作为自

噬阳性对照组即 ＴＧＦ－β１＋Ｒａｐ 组ꎬ采用 １００ｎｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉

素预处理细胞 ２ｈ 后ꎬ加入 １０μｇ / Ｌ ＴＧＦ－β１ 处理 ２４ｈꎮ
１.２.５ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色法检测细胞凋亡　 取对数生长

期的 ＨＴＦｓ 接种于 ６ 孔板ꎬ按上述分组方法处理细胞ꎬ并用

ＰＢＳ 将处理过的细胞充分洗涤 ２~３ 次ꎮ 将 １ｍＬ 细胞染色

缓冲液、５μＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色液、５μＬ ＰＩ 染色液依次加
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入各孔中ꎬ轻轻摇匀ꎬ然后在 ４℃ 冰箱中孵育 ３０ｍｉｎꎮ 用

ＰＢＳ 溶液洗涤 １ 次ꎬ置于荧光显微镜下观察ꎮ
统计学分析:实验数据采用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行统计

分析ꎮ 计量资料应用 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ－Ｓｍｉｒｎｏｖ 进行正态性检

验ꎬ符合正态分布的数据采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ多
组间差异比较采用单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用

ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异具有统计学意义ꎮ
２结果

２.１ 细胞增殖能力 　 ＣＣＫ － ８ 实验结果显示ꎬ对照组、
ＴＧＦ－β１组、ＴＧＦ－β１＋５ Ｋ－１１５ 组、ＴＧＦ－β１＋１０ Ｋ－１１５ 组、
５Ｋ－１１５ 组、１０ Ｋ－１１５ 组吸光度值分别为 ０.９８±０.０４、１.３１±
０.０６、１.２０±０.０３、１.００±０.０８、０.８９±０.０６、０.９１±０.０５ꎬ差异有

统计学意义 ( Ｆ ＝ ５６. ７８ꎬ Ｐ < ０. ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ
ＴＧＦ－β１组细胞增殖能力显著增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＴＧＦ－β１
组相比ꎬＴＧＦ－β１＋５ Ｋ－１１５ 组和 ＴＧＦ－β１＋１０ Ｋ－１１５ 组细

胞增殖能力均降低(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 １ꎮ 此外ꎬ与对照组相

比ꎬ５、１０μｍｏｌ / Ｌ Ｋ－１１５ 均对细胞增殖存在一定的抑制作

用(Ｐ＝ ０.０１３、０.０４３)ꎮ
２.２细胞迁移能力 　 划痕 ２４ｈ 后ꎬ对照组、ＴＧＦ －β１ 组、
ＴＧＦ－β１＋５ Ｋ－１１５ 组、ＴＧＦ－β１＋１０ Ｋ－１１５ 组细胞迁移距

离百分数分别为 ２２.８６％±３.０５％、４.３９％±３.３２％、４４.５６％±
４.８７％、５８.２４±４.１５％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １１０.３２ꎬＰ<
０.００１)ꎮ 与对照组相比ꎬＴＧＦ－β１ 组细胞迁移能力显著增

加(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＴＧＦ－β１ 组相比ꎬＴＧＦ－β１＋５ Ｋ－１１５ 组和

ＴＧＦ－β１＋１０ Ｋ－１１５ 组细胞迁移能力均降低(Ｐ<０.０１)ꎬ见
图 ２ꎮ
２.３细胞自噬情况　 透射电子显微镜观察显示ꎬ与对照组

相比 ＴＧＦ－β１ 组细胞内自噬小体的数量增加ꎬＴＧＦ－β１＋５
Ｋ－１１５ 组、ＴＧＦ－β１＋１０ Ｋ－１１５ 组较 ＴＧＦ－β１ 组细胞内自

噬小体数量进一步增加ꎬ自噬激动剂雷帕霉素(阳性对照

组)显著促进了 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ 自噬ꎬ而自噬抑制

剂 ３－ＭＡ(阴性对照组)则阻断了 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ 自

噬ꎬ见图 ３ꎮ
２.４ 细胞凋亡情况 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ / ＰＩ 染色结果显示ꎬ各
处理组几乎均看不到 ＰＩ 阳性细胞ꎬ同时未见明显的强蓝

色荧光ꎬ提示各组细胞凋亡水平无显著差异ꎬ见图 ４ꎮ
３讨论

ＧＦＳ 术后滤过道瘢痕形成是影响手术成功率的主要

原因ꎮ 以往研究显示ꎬ在瘢痕形成进程中 ＨＴＦｓ 起着重要

作用ꎬ在多种因素的诱导下ꎬＨＴＦｓ 会被诱导活化ꎬ活化后

细胞的增殖及迁移能力增强ꎬ进而加速伤口愈合ꎬ促进滤

过道的瘢痕形成[１１]ꎮ 在这些刺激因素中 ＴＧＦ－β 是促进

局部伤口愈合ꎬ诱导 ＨＴＦｓ 活化的重要因子[１２]ꎮ 本研究应

用 ＴＧＦ－β１ 诱导 ＨＴＦｓ 活化ꎬ建立滤过道瘢痕化的细胞模

型ꎬ进一步观察 Ｋ－１１５ 对细胞增殖及活化的影响ꎮ 细胞

增殖实验结果提示 Ｋ－１１５ 可以抑制 ＴＧＦ－β１ 诱导的细胞

增殖ꎬ同时划痕试验提示 Ｋ－１１５ 可以降低 ＴＧＦ－β１ 诱导

的细胞迁移ꎬ提示 Ｋ－１１５ 可能通过抑制细胞增殖、迁移能

力进而调控 ＨＴＦｓ 的活化增殖能力ꎮ
Ｋ－１１５ 作为一种 Ｒｈｏ 蛋白激酶的抑制剂ꎬ主要通过调

控细胞骨架拉伸小梁网进而起到调控眼压的作用ꎮ 体外

图 １　 Ｋ－１１５对 ＴＧＦ－β１诱导的 ＨＴＦｓ 增殖的影响　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ
对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＴＧＦ－β１ 组ꎮ

实验证实 Ｋ－１１５ 可以阻断 ＴＧＦ－β２ 诱导的人结膜成纤维

细胞活化及胶原表达[７]ꎮ 另有研究证实局部应用 Ｒｈｏ 蛋

白激酶抑制剂 ＡＭＡ０５２６ 可以通过抑制胶原组织在滤过通

道的沉积提高实验性滤过手术的效果[１３]ꎮ 与本研究发现

的 Ｋ－１１５ 可能参与调控滤过道瘢痕形成的结论相似ꎮ 但

是针对涉及 Ｒｈｏ 蛋白激酶抑制剂这一类药物调控 ＧＦＳ 术

后瘢痕形成的机制目前还没有定论ꎬ有研究证实 Ｒｈｏ 蛋白

激酶抑制剂 Ｙ－２７６３２ 通过调控 ＴＧＦ－β 和 ＭＡＰＫ 通路抑

制 ＧＦＳ 术后瘢痕形成[１４]ꎬ但是细胞因子系统作用错综复

杂ꎬ是否有其他机制参与仍需要进一步研究ꎮ
本研究发现ꎬＴＧＦ－β１ 组细胞内自噬小体数量较对照

组增加ꎬ提示在刺激因素 ＴＧＦ－β１ 的作用下ꎬ细胞通过增

加自身的自噬能力维持细胞的稳定状态ꎬ同时发现 Ｋ－１１５
处理组细胞内自噬小体数量较 ＴＧＦ－β１ 组进一步增多ꎬ这
与抗代谢药物雷帕霉素诱导的 ＨＴＦｓ 内自噬小体增多的

现象一致ꎬ提示 Ｋ－１１５ 可以增强细胞的自噬能力ꎮ 自噬

是维持自身稳定性的生物学现象ꎬ广泛存在于人体的各个

器官ꎮ 研究证实ꎬ细胞的自噬作用在调控器官纤维化的过

程中发挥着重要作用ꎬ细胞自噬功能缺陷会导致局部胶原

大量沉积ꎬ促进瘢痕形成ꎬ对细胞自噬功能的调控在肝、
肺、肾等器官纤维化性疾病的治疗中已经显示出了巨大的

潜力[９－１１]ꎮ 自噬在青光眼中的作用也愈来愈受关注ꎬ虽然

目前的研究多集中在小梁网细胞和神经节细胞[１５－１８]ꎬ但
也有部分研究显示不同药物可以通过自噬通路调控 ＧＦＳ
术后的瘢痕化过程[１９－２１]ꎮ 本研究结果提示 Ｋ－１１５ 可以增

加 ＴＧＦ－β１ 刺激而诱导的 ＨＴＦｓ 自噬ꎬ这种自噬功能的增

强在维持细胞的稳态及抑制细胞活化方面具有一定的作

用ꎬＫ－ １１５ 可能参与调控维持 ＨＴＦｓ 的稳态ꎬ进而抑制

ＨＴＦｓ 的活化增殖及迁移能力ꎮ 此外ꎬ本研究中 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ / ＰＩ 染色实验未显示 Ｋ－１１５ 导致细胞凋亡ꎬ这和以

往抗代谢药物诱导细胞死亡的抗瘢痕机制不同ꎬ为 Ｋ－１１５
抗瘢痕特性的作用机制提供了参考ꎬ但这种抗瘢痕机制还

有待进一步在体实验的研究证实ꎮ
综上ꎬ本研究结果证实 Ｋ－１１５ 具有调控 ＨＴＦｓ 活化的
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图 ２　 Ｋ－１１５ 对 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ迁移的影响ꎮ

图 ３　 Ｋ－１１５ 对 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ自噬的影响　 Ａ:对照组ꎻＢ:ＴＧＦ－β１ 组ꎻＣ:ＴＧＦ－β１＋５ Ｋ－１１５ 组ꎻＤ:ＴＧＦ－β１＋１０ Ｋ－１１５ 组ꎻＥ:
ＴＧＦ－β１＋３－ＭＡ 组ꎻＦ:ＴＧＦ－β１＋Ｒａｐ 组ꎮ 红色箭头示自噬小体ꎮ

图 ４　 Ｋ－１１５ 对 ＴＧＦ－β１ 诱导的 ＨＴＦｓ凋亡的影响ꎮ
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能力ꎬ提示其具有调节 ＧＦＳ 相关结膜下瘢痕形成的潜在

疗效ꎬ有望成为一种新的抗瘢痕药物ꎬ由于该药物是一种

局部应用的降眼压药物ꎬ如果抗瘢痕效果能够得到明确ꎬ
将成为一种更为简单便捷的抗瘢痕临床治疗策略ꎮ
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