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Abstract
誗 AIM: To examine the effect of oxybuprocaine
hydrochloride (OBPC - HCl) on in vitro cultured human
corneal endothelial (HCE) cells and provide foundations
for clinical safety use of OBPC-HCl.
誗METHODS: After treated with OBPC - HCl at different
concentrations, the growth situation and morphology of
in vitro cultured HCE cells were checked under an inverted
light microscope, membrane permeability was detected
by acridine orange / ethidium bromide (AO / EB) double -
fluorescent staining. DNA fragmentations and ultrastructure
of HCE cells were observed by DNA agarose gel
electrophoresis and transmission electron microscopy
(TEM), respectively.
誗RESULTS: In vitro cultured HCE cells treated with OBPC-
HCl at a concentration between 62. 5mg/ L and 4g / L
showed typical characteristics of apoptosis, including cell
shrinkage, intercellular vacuolation, membrane permeability
increasing, chromatin condensation, apoptotic body
appearance and DNA fragmentation. The apoptosis -
inducing effect of OBPC - HCl was in dose - and time -
dependent manners. The greatest apoptosis - inducing

effect of OBPC-HCl on HCE cells was found at the clinic
concentration of 4g / L, and the apoptotic rate of HCE cells
reached 100% after treated for 1 hour.
誗CONCLUSION: OBPC-HCl at a concentration of 62.5mg/ L-
4g / L has an obvious apoptosis - inducing effect on HCE
cells, and has huge toxic side effects on HCE cells during
its clinic ophthalmic usage.
誗KEYWORDS: human corneal endothelial cells; oxybuprocaine
hydrochloride; apoptosis; DNA fragmentation; apoptotic
body
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摘要
目的:揭示眼科局部麻醉剂盐酸奥布卡因( oxybuprocaine
hydrochloride,OBPC-HCl)对体外培养人角膜内皮(HCE)
细胞的影响作用,为眼科临床安全用药提供实验依据。
方法:用不同浓度 OBPC-HCl 处理体外培养的 HCE 细胞,
在倒置显微镜下观察细胞的生长和形态变化,用吖啶橙 /
溴化乙锭(AO / EB)荧光双染色法检测质膜的通透性,用
琼脂糖凝胶电泳法检测 DNA 的断片化,用透射电镜检测
细胞的超微结构。
结果:OBPC-HCl 在 62. 5mg / L ~ 4g / L 的浓度范围内均能
不同程度地引起 HCE 细胞出现细胞皱缩、胞内空泡化、质
膜通透性增大、染色质凝缩、凋亡小体和 DNA 断片化等典
型的细胞凋亡特征,并具有浓度和时间依赖性,临床使用
浓度 4g / L OBPC-HCl 对 HCE 细胞的凋亡诱导作用最大,
处理 1h 后 HCE 细胞的凋亡率已高达 100% 。
结论:OBPC-HCl 在 62. 5mg / L ~ 4g / L 的浓度范围内能显
著诱导 HCE 细胞凋亡,在眼科临床应用中对 HCE 细胞的
毒副作用极大。
关键词:人角膜内皮细胞;盐酸奥布卡因;细胞凋亡;DNA
断片化;凋亡小体
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0 引言

摇 摇 随着眼科手术的发展,盐酸奥布卡因( oxybuprocaine
hydrochloride,OBPC-HCl)和利多卡因( lidocaine)等表面
麻醉剂的应用也越来越广泛[1]。 OBPC-HCl 是一种作用
迅速、扩散面广且组织穿透力较强的新型表面麻醉剂,被
广泛应用于各种临床眼科手术的术前麻醉[2,3]。 目前的
研究结果表明,利多卡因对兔角膜内皮细胞具有一定的毒
性作用[4-9],OBPC-HCl 具有瞳孔散大等毒副作用[10],但关于
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图 1摇 盐酸奥布卡因处理 HCE细胞的光镜观察摇 A:空白对照,2h;B:4g / L,2h;C:2g / L,2h;D:1g / L,2h;E:空白对照,12h;F:0. 5g / L,
12h;G:0. 25g / L,12h;H:0. 125g / L,12h;I:空白对照,24h;J:62. 5mg / L,24h;K:31. 25mg / L,24h;L:15. 625mg / L,24h。

表面麻醉剂尤其是 OBPC-HCl 对人角膜内皮(HCE)细胞
的影响作用至今仍未见报道。 近年来,非转染 HCE 组织
细胞系的建立使体外研究眼科表面麻醉剂对 HCE 细胞的
影响作用成为可能[11]。 为了揭示 OBPC-HCl 对 HCE 细
胞 的 影 响 作 用, 我 们 拟 以 非 转 染 HCE 细 胞 系
(utHCEC01) [11]为体外实验体系,研究不同浓度 OBPC-
HCl 对 HCE 细胞的影响作用,旨在查清 OBPC -HCl 对
HCE 细胞的毒性作用,为临床眼科 OBPC-HCl 的安全用
药提供理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 非转染人角膜内皮细胞系(utHCEC01)为本实
验室自行建立[11],采用含有 100mL / L 胎牛血清(FBS)的
DMEM / F12培养液(100mL / L FBS-DMEM / F12)进行体外培
养与扩增;盐酸奥布卡因 ( oxybuprocaine hydrochloride,
OBPC-HCl)购自 Sigma 公司。
1. 2 方法摇 将 HCE 细胞接种至 24 孔培养板,待细胞增殖
至孔底面积 80%后,分别加入含有终浓度 15. 625mg / L ~
4g / L OBPC-HCl 的 100mL / L FBS-DMEM / F12 培养液,置
37 oC,50mL / L CO2培养箱培养,跟踪观察对照组和各浓度
组细胞生长状况及形态学变化并拍照。 按上述方法接种
培养 HCE 细胞和加药,用上述相同培养液和培养条件继
续培养,于不同时间采用胰酶消化法分别收获细胞悬
液,1500r / min 离心 10min 后用 0. 1mL 无血清 DMEM / F12

培养液充分悬浮细胞沉淀,加入 4滋L 吖啶橙 / 澳化乙锭
(AO / EB)染液(100mg / L AO 溶液:100mg / L EB 溶液=1颐1)
充分混匀,于室温下染色 1min 后滴于载玻片上,加盖片后
置荧光显微镜下观察并拍照;细胞核呈红色和橙红色荧光
者计为凋亡细胞,而呈亮绿色荧光者计为非凋亡的正常细
胞,每组细胞随机选择至少 6 个视野进行细胞计数(不少
于 300 个细胞),按“细胞凋亡率=凋亡细胞数 / (正常细胞
数+凋亡细胞数) 伊100% 冶公式计算细胞凋亡率。 按上述

方法接种培养 HCE 细胞和加药,用上述相同培养液和培
养条件继续培养,于不同时间后采用胰酶消化法分别收获
细胞悬液,1500r / min 离心 10min 收集细胞沉淀,按照
DNA 提取试剂盒说明提取细胞 DNA,用 10g / L 琼脂糖凝
胶对 DNA 样品进行电泳 (4h,20min),将电泳凝胶置
0郾 5mg / L EB 中染色 10min,置紫外检测仪下观察并照相。
按上述方法于 25cm2培养瓶中接种培养 HCE 细胞和加药,
用上述相同培养液和培养条件继续培养 16h,用细胞刮刀
法分别收获细胞,用 40g / L 戊二醛-蔗糖添加二甲胂缓冲
液进行固定,按常规方法进行固定、包埋、超薄切片和染色
处理,置 H-700 透射电镜观察并照相。 上述实验均以不
加 OBPC-HCl 培养孔中的 HCE 细胞为空白对照,每个浓
度设 3 个平行样。
摇 摇 统计学分析:并采用 SPSS 17. 0 软件对数据进行统计

学分析,以均值依标准差(軃x依s)表示,所有检验均采用双侧
t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 HCE 细胞的光镜观察 摇 倒置显微镜观察结果显示,
0. 125 ~ 4g / L OBPC-HCl 处理组的 HCE 细胞,细胞停止分
裂与生长,出现了不同程度的细胞皱缩、空泡化和变圆脱
落等现象,并具有浓度和时间依赖性,随着浓度的提高和
时间的延长上述形态变化的程度逐步增大,细胞最终死
亡。 其中,1 ~ 4g / L OBPC-HCl 对 HCE 细胞的毒性作用极
大,处理 2h 后细胞形态的变化程度与空白对照组相比十
分剧烈(图 1A ~ D),4h 后绝大部分细胞死亡; 0. 125 ~
0郾 5g / L OBPC-HCl 对 HCE 细胞的毒性作用次之,处理 12 ~
24h 后大部分细胞死亡(图 1E ~ H);62. 5mg / L OBPC-HCl
对 HCE 细胞的毒性作用较弱,虽出现了细胞皱缩、空泡化
和变圆脱落等形态变化,但处理 24h 后仅有少量细胞死亡
(图 1J);而 31. 25mg / L 和 15. 625mg / L OBPC-HCl 对 HCE
细胞几乎没有毒性作用,处理 24h 后的细胞数量及其形态
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图 2摇 盐酸奥布卡因处理 HCE细胞的 AO / EB荧光双染色照片摇 A:空白对照,1h;B:4g / L,1h;C:2g / L,1h;D:空白对照,2h;E:1g / L,
2h;F:0. 5g / L,2h;G:空白对照,16h;H:0. 25g / L,16h;I:0. 125g / L,16h;J:62. 5mg / L,16h;K:31. 25mg / L,16h;L:15. 625mg / L,16h。

与空白对照组相似(图 1I,K,L)。 上述光镜观察显示,
62郾 5mg / L ~ 4g / L OBPC-HCl 对 HCE 细胞具有显著的毒
性作用。
2. 2 AO / EB 荧光双染色 摇 荧光双染色观察结果显示,
OBPC-HCl 在 62. 5mg / L ~ 4g / L 的浓度范围内均可引起
HCE 细胞质膜通透性发生不同程度的提高,不同数量 AO
的渗入使细胞核呈现出亮橙色和红色荧光,且质膜通透性
的提高具有浓度和时间依赖性,2 ~ 4g / L 时最强,62. 5mg / L
时次之,15. 625 ~ 31. 25mg / L 时最弱(图 2)。 暗示浓度
62. 5mg / L ~ 4g / L 的 OBPC-HCl 均能引起 HCE 细胞发生
细胞凋亡。
摇 摇 统计和计算结果显示,2 ~ 4g / L 的 OBPC-HCl 在 1 ~
2h 能使 HCE 细胞的凋亡率达到 100% ,0. 125 ~ 1g / L 的
OBPC-HCl 在 8 ~ 24h 也能使 HCE 细胞的凋亡率先后达
到 100% ,62. 5mg / L 的 OBPC-HCl 处理 8h 的细胞凋亡率
最高也只有 25. 3% ,与空白对照组相比均具有极显著性
差异(P<0. 01),而 31. 25mg / L 和 15. 625mg / L OBPC-HCl
对 HCE 细胞的凋亡诱导作用与空白对照组相比没有显著
差异(图 3)。 表明 OBPC-HCl 诱导的 HCE 细胞凋亡率具
有浓度依赖性,在 0. 125 ~ 4g / L 的浓度范围内还具有时间
依赖性。
2. 3 HCE细胞 DNA的琼脂糖凝胶电泳摇 10g / L 琼脂糖凝
胶电泳结果显示,0. 125 ~ 4g / L 的 OBPC-HCl 处理 HCE 细
胞的 DNA 均出现了典型的梯状条带(图 4)。 表明 OBPC-
HCl 能诱导 HCE 细胞发生 DNA 断片化,具有诱导 HCE 细
胞凋亡的作用。
2. 4 HCE细胞的透射电镜观察摇 未加药培养 16h 的 HCE
细胞,其形态和结构正常(图 5A)。 对 0. 125g / L OBPC-
HCl 处理 HCE 细胞的 TEM 观察结果显示,8h 后 HCE 细
胞的胞质中出现大的空泡、染色质浓缩并在核内边缘化
(图 5B),表现出凋亡早期的形态和结构特征;12h 后 HCE

图 3摇 盐酸奥布卡因处理 HCE 细胞的凋亡率 摇 aP<0. 05,bP<
0. 01 vs 对照组。

图 4摇 盐酸奥布卡因处理 HCE细胞的 DNA电泳图谱摇 A:空白
对照,12h;B:0. 125g / L,12h;C:0. 25g / L,12h;D:0. 5g / L,4h;E:
1g / L,1h;F:2g / L,1h;G:4g / L,1h;M:DNA marker。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 5摇 盐酸奥布卡因处理 HCE细胞的透射电镜照片摇 A:空白对照,16h;B:0. 125g / L,8h;
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 C:0. 125g / L,12h;D:0. 125g / L,16h;V:空泡;N:细胞核;*:凋亡小体。

细胞的超微结构紊乱、细胞萎缩、胞质浓缩并出现大量空

泡、细胞核开始解体并开始形成凋亡小体(图 5C),到 16h
时核被膜破裂、形成许多凋亡小体(图 5D),表现出凋亡后

期的形态和结构特征。 表明 OBPC-HCl 能使 HCE 细胞在

形态和结构上出现典型的细胞凋亡特征,确能诱导 HCE
细胞发生凋亡。
3 讨论

摇 摇 正常人角膜内皮由单层 HCE 细胞构成,其完整性对

维持角膜的透明性和正常厚度具有不可替代的作用,也是

角膜发挥正常生理功能的关键,但极易受到各种理化因素

如药物和高眼压等的损伤[12]。 成体 HCE 细胞丧失了分

裂和增殖能力,且其细胞密度随着年龄的增长而逐渐降

低[13]。 一旦 HCE 细胞受到损伤,就会引起角膜透明度降

低,严重者将影响视力[12]。 可见,研究 OBPC-HCl 等眼科

表面麻醉剂对 HCE 细胞的影响作用,对于其临床用药安

全具有重要的理论指导价值。
摇 摇 目前,OBPC-HCl 的临床使用浓度一般为 4g / L。 为了

检测 OBPC-HCl 对 HCE 细胞的毒性作用,我们以临床使

用浓度 4g / L 为基础对 OBPC-HCl 进行了倍比稀释,并利

用本实验室建立的非转染 HCE 细胞系研究了 15. 625mg / L ~
4g / L 的 OBPC-HCl 对 HCE 细胞的毒性作用。 光镜观察

结果显示,OBPC-HCl 在浓度高于 31. 25mg / L 时对 HCE
细胞具有明显的毒性作用,细胞停止分裂与生长,并出现

了细胞皱缩、空泡化、最终变圆脱落而死亡的现象,并具有

浓度和时间依赖性,临床使用浓度的毒性作用最大。
OBPC-HCl 对 HCE 细胞的毒性作用,与其对活体兔角膜

内皮细胞的研究报道相似[9]。 上述形态变化与细胞凋亡

过程中的形态变化相似,暗示 OBPC-HCl 可能具有诱导

HCE 细胞凋亡的作用。
摇 摇 质膜通透性的提高,是细胞凋亡过程中生理学变化的

显著特征之一[13,14]。 为了验证 OBPC-HCl 对 HCE 细胞的

毒性作用是否是通过诱导细胞凋亡来实现的,我们又利用

AO / EB 荧光双染色技术对各处理组 HCE 细胞的质膜通

透性进行了研究。 发现 OBPC-HCl 在浓度高于 62. 5mg / L
时能显著提高 HCE 细胞质膜的通透性(P<0. 05),并具有

浓度和时间依赖性,只有在浓度低于 31. 25mg / L 时没有

显著的细胞凋亡诱导作用。 证明 OBPC-HCl 具有显著的

细胞凋亡诱导作用,临床使用浓度的凋亡诱导作用最强,
暗示目前 OBPC-HCl 的临床使用剂量对 HCE 细胞具有极

大的毒性作用,能显著诱发 HCE 细胞凋亡进而降低单层

HCE 细胞的密度,最终引起角膜透明度的降低甚至致使

视力下降。
摇 摇 DNA 断片化是细胞凋亡的标志性特征之一[15-18]。 为

了证实 OBPC-HCl 对 HCE 细胞的凋亡诱导作用,我们还

利用 10g / L 琼脂糖凝胶电泳对各处理组 HCE 细胞的 DNA
断片化进行了鉴定。 发现 0. 125 ~ 4g / L 的 OBPC-HCl 处
理后,HCE 细胞的 DNA 均出现了典型的梯状条带,即发生

DNA 断片化。 从而证实 OBPC-HCl 能诱导 HCE 细胞发生

DNA 断片化,具有显著的 HCE 细胞凋亡诱导作用。
摇 摇 细胞凋亡不同于细胞坏死,它不发生质膜破裂、也不

会引起炎症反应,而是形成一个个凋亡小体,最终可被周

围吞噬细胞清除[18]。 为了进一步证实 OBPC-HCl 诱导

HCE 细胞凋亡的毒性作用,我们还利用 TEM 对 0. 125g / L
OBPC-HCl 处理 HCE 细胞进行了超微结构鉴定,发现处

理后的 HCE 细胞出现了细胞萎缩、胞质浓缩、超微结构紊

乱、染色质浓缩、浓缩染色质核内边缘化以及核被膜破裂

等凋亡细胞的典型结构特征,而且出现了凋亡小体,进一

步证实 OBPC-HCl 确实能诱导 HCE 细胞发生凋亡。
摇 摇 综上所述,OBPC-HCl 在 62. 5mg / L ~ 4g / L 的浓度范

围内均能强烈诱导体外培养 HCE 细胞发生凋亡,对 HCE
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细胞的毒性作用极大,且具有浓度和时间依赖性;首次证

实现有临床使用浓度下 OBPC-HCl 对 HCE 细胞具有极大

的毒性作用,只有在低于 62. 5mg / L(临床使用浓度的 1 / 64)
后才相对安全。 因此,在眼科临床手术时应避免使用

OBPC-HCl,更不能以前房注射的方法使用,本文研究结

果对于评价 OBPC-HCl 等表面麻醉剂临床使用的毒性作

用具有重要价值。
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