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Abstract
誗AIM:To observe the expression of tumor necrosis factor-
alpha ( TNF - 琢 ) and its receptor I ( P55 ) in different
pterygium and discuss the role of TNF- 琢 and receptor I
(P55) in pterygium.
誗 METHODS: Immunohistochemistical staining method
(PV) was adopted to detect the expression of TNF-琢 and
receptor I in pterygium (72 eyes) and para - pterygium
conjunctival tissue (30 eyes) . The relationship between
the expression and clinical - pathological parameters was
also analyzed.
誗RESULTS: The positive rates of TNF-琢 were 65.3% (47 / 72),
26.7% (8 / 30) in pterygium and para-pterygium conjunctival
tissue. The positive expression of TNF - 琢 had statistic
difference between the two groups (字2 = 12. 706, P<0. 01) .
The positive rates of TNF-琢 receptor I were 56. 9% (41 / 72),
16.7% (5 / 30) in pterygium and para-pterygium conjunctival
tissue. The positive expression of P55 had statistic difference
between the two groups (字2 = 13. 875, P<0. 01). The positive
rate of TNF-琢 in recurrent pterygium group was higher than
primary pterygium group (字2 =6.547, P=0.011). There had no
statistically significance of the expression intensity between
the two groups (F= 1. 288, P = 0. 393); the positive rate in
advanced pterygium group was higher than quiescent
pterygium group (字2 = 4. 082, P = 0. 043) . The expression
intensity had no statistically significance between the two
groups (F= 0. 489, P = 0. 708) . The positive rate of P55 in
recurrent pterygium group was higher than primary
pterygium group ( 字2 = 9. 907, P = 0. 002) . There had no
statistically significance of the two group蒺s expression
intensity ( F = 1. 175, P = 0. 424 ); the positive rate in

advanced pterygium group was higher than in quiescent
pterygium group (字2 = 11. 140, P = 0. 001) . The expression
intensity had no statistically significance between the two
groups (F= 0. 665, P= 0. 621) .
誗CONCLUSION:The expression of TNF - 琢 and P55 are
changing according to the development of clinical staging
and onset. The expression of TNF - 琢 and P55 may be
related to clinical classification, staging and patient蒺s
working conditions of pterygium. There has no significant
difference expression intensity of TNF - 琢 and P55 in
clinical staging and onset of pterygium.
誗KEYWORDS:pterygium; tumor necrosis factor - alpha;
tumor necrosis factor receptor
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摘要
目的:检测不同翼状胬肉组织中肿瘤坏死因子 ( tumor
necrosis factor alpha,TNF-琢)及其玉型受体 P55 的表达变
化,探讨 TNF-琢 及 P55 在翼状胬肉发病机制中的作用。
方法:免疫组织化学方法(PV)检测翼状胬肉(72 眼)及胬
肉旁结膜组织(30 眼)中 TNF-琢 及其受体 P55 的表达,分
析与翼状胬肉临床病理特征的关系。
结果:TNF-琢 在翼状胬肉和胬肉旁结膜组织中的阳性表
达率分别为 65. 3% (47 / 72),26. 7% (8 / 30),差异有显著
统计学意义(字2 =12. 706,P<0. 01)。 P55 在翼状胬肉和胬
肉旁结膜组织中的阳性表达率分别为 56. 9% (41 / 72)及
16. 7% (5 / 30),差异有显著意义( 字2 = 13. 875,P<0. 01)。
TNF-琢 在复发性胬肉的阳性表达率高于初发性胬肉
(字2 =6. 547,P=0. 011),表达强度差异比较无统计学意义
(F=1. 288,P=0. 393);进展期胬肉阳性表达率高于静止
期胬肉 (字2 =4. 082,P=0. 043),表达强度比较无统计学意
义(F=0. 489,P=0. 708)。 P55 在复发性胬肉的阳性表达
率高于初发性胬肉 (字2 =9. 907,P=0. 002),表达强度比较
无统计学意义(F = 1. 175,P = 0. 424);进展期胬肉的阳性
表达率明显高于静止期胬肉 ( 字2 = 11. 140,P = 0. 001),表
达强度比较无统计学意义(F=0. 665,P=0. 621)。
结论:TNF-琢 及 P55 在翼状胬肉中的阳性表达率随着发
病状态和临床分期的进展而变化。 TNF-琢 及 P55 表达与
临床分类、临床分期、患者工作生存状况相关。 TNF-琢 及
P55 在翼状胬肉不同发病状态及临床分期的表达强度无
明显差异。
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0 引言
摇 翼状胬肉是眼科常见的眼表疾病。 以往关于翼状胬肉
的研究多集中在手术方法的改进方面,近来随着分子生物
学的发展,翼状胬肉发病机制的研究日益得到关注,学者
们进行了一些研究并提出了相关学说,比如氧化损伤学
说[1]、免疫学说[2]、角膜缘干细胞功能障碍学说[3]、基因突
变学说[4]、细胞调控凋亡学说[5] 等,最近也有研究认为人
乳头状瘤病毒与翼状胬肉有一定的关系[6]。 学者们达成
一定的共识,认为翼状胬肉的形成是多因素参与下的复杂
病理过程,但其确切发病机制仍不甚清楚。 本实验检测
TNF-琢 及其受体 P55 在不同翼状胬肉组织中的表达变
化,观察表达强度的差异,与胬肉旁结膜组织比较,探讨两
者在翼状胬肉发病机制中的作用及相关性,为临床探索翼
状胬肉新的治疗方法提供理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 病例来源摇 选取 2012-08 / 2013-05 我院眼科确诊
为翼状胬肉并接受胬肉切除手术的病例 72 例 72 眼,均选
择单眼发病病例,其中男 33 眼,女 39 眼;左眼 24 眼,右眼
48 眼;年龄 36 ~ 72(平均 54. 7)岁;手术方法为显微镜下
翼状胬肉切除+自体球结膜游离移植术[7]。 标本分组:
(1)发病状态分类:初发性翼状胬肉 43 眼,复发性翼状胬
肉 29 眼;(2)临床分期:静止期胬肉 53 眼,进展期胬肉 19
眼;(3)对照组:选取 30 眼翼状胬肉患者,手术过程中一
并采集胬肉旁结膜组织,范围 3mm伊3mm。 考虑到对照组
标本的取材会导致创面稍大于原手术范围,经我院伦理委
员会审批后备案,30 眼患者告术前告知取材目的,注明配
合实验,签订手术同意书。 为排除使用不同药物对实验结
果的影响,所有病例术前用药统一标准,以妥布霉素滴眼
液 3 次 / d伊3d。
1. 1. 2 主要试剂摇 英国 Abcam 公司生产兔抗人 TNF-琢 多
克隆抗体(ab6671,原液配比浓度 1 颐200);英国 Abcam 公
司生产兔抗人 TNF R1(P55)多克隆抗体(ab64006, 1颐250);
DAB 显色剂(ZLI-9019);Citrate 柠檬酸盐缓冲液( ZLI -
9065) ;PV-9000 试剂盒(Polymer Kit)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验方法摇 免疫组织化学 PV-9000 二步法。 切取
标本用 10% 福尔马林液固定,制作组织蜡块。 4滋m 连续
切片,置于 45益恒温水中展片,载玻片(经多聚赖氨酸处
理)捞片,放置入烤箱烤片,时长 120min,维持温度 62益。
切片脱蜡复水,用蒸馏水洗 3 次,每次 2min。 高压抗原修
复过程:抗原修复液 2500mL 加入不锈钢压力锅中加热至
沸腾,切片放置于切片架,将切片架放入高压锅内,全部浸
入修复液中,盖锅压阀加热至压力锅开始喷气,持续
3min,将高压锅脱离热源,以冷水冲至室温,打开锅盖取切
片,用蒸馏水洗 2min伊3 次,再用 PBS 洗 2min伊3 次。 以
3% H2O2室温孵育切片 10min,用以消除内源性过氧化物
酶的活性,以 PBS 液洗涤 2min伊3 次。 分别滴加一抗(TNF-琢
和 P55),以 PBS 液代替一抗做对照,37益 孵育,时长
90min。 以 PBS 液冲洗切片 2min伊3 次,滴加适量二抗工作
液,37益孵育 20min。 以 PBS 液冲洗 2min伊3 次,滴加辣根
过氧化酶标记的链霉素卵白素工作液,37益 孵育 30min。
PBS 液冲洗 2min伊3 次,滴加 DAB 显色剂,室温下显色,显
微镜下控制时间。 自来水充分冲洗切片,用苏木素复染
30s,1%盐酸酒精分化、酒精脱水,以二甲苯透明、封片。

1. 2. 2 结果判读摇 以组织切片中出现棕黄色或棕褐色颗
粒为阳性指标。 采用 Frank 等提出的半定量积分方法,将
阳性细胞染色强度和细胞所占百分比分别进行分级计分,
高倍镜下随机选择 5 个视野,无着色为 0 分,淡黄色为 1
分,棕黄色为 2 分,棕褐色为 3 分;阳性细胞臆5%为 0 分,
6% ~ 25% 为 1 分,26% ~ 50% 为 2 分,51% ~ 75% 为 3
分,逸75% 为 4 分;两者结果相乘,0 分为( -),1 ~ 4 分为
(+),5 ~ 8 分为(++),9 ~ 12 分为(+++)。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 19. 0 统计分析软件进行数据
分析处理[8]。 TNF-琢 及 P55 阳性率的比较采用四格表 字2

检验;TNF-琢 及 P55 表达与翼状胬肉临床病理特征关系
的分析采用 字2检验;TNF-琢 及 P55 表达强度的比较用单
因素方差分析法。 以 P<0. 05 为结果具有统计学意义;P<
0. 01 为结果具有显著统计学意义。
2 结果
2. 1 TNF-琢及 P55 在翼状胬肉与胬肉旁结膜组织中的表
达情况摇 TNF-琢 表达部位多见于结膜上皮细胞基底膜和
胞浆(图 1,2),在翼状胬肉组织中的阳性表达率为 65. 3%
(47 / 72),在胬肉旁结膜组织中的表达率为 26. 7% (8 / 30),
与胬肉旁结膜组织相比较,TNF-琢 在翼状胬肉中表达的
阳性率差异具有显著意义(字2 = 12. 706,P<0. 01)。 P55 表
达部位多见于基底细胞膜和细胞间质(图 3),在翼状胬肉
组织中的阳性表达率为 56. 9% (41 / 72),胬肉旁结膜组织
中的表达率为 16. 7% (5 / 30),实验结果显示与胬肉旁结
膜组织相比,P55 在翼状胬肉表达阳性率差异具有显著意
义(字2 =13. 875,P<0. 01)。
2. 2 TNF-琢 及 P55 表达与翼状胬肉发病状态的关系 摇
TNF-琢 在复发性胬肉的阳性表达率高于初发性胬肉
(字2 = 6. 547,P = 0. 011)。 表达强度以半定量积分方法计
算结果为:初发性翼状胬肉(-)20 眼,(+)13 眼,(++)6 眼,
(+++)4 眼;复发性翼状胬肉(-)5 眼,(+)12 眼,(++)9 眼,
(+++)3 眼。 单因素方差分析 F = 1. 288,P = 0. 393,故认为
TNF-琢 在翼状胬肉不同发病状态表达强度的差异无统计学
意义(P>0. 05)。 P55 在复发性胬肉的阳性表达率高于初发
性胬肉 (字2 =9. 907,P =0. 002),表达结果为:初发性翼状胬
肉(-)25 眼,(+)10 眼,(++)6 眼,(+++)2 眼;复发性翼状
胬肉(-)6 眼,(+)13 眼,(++)3 眼,(+++)7 眼,单因素方差
分析 F=1. 175,P=0. 424,提示 P55 在不同发病状态的翼状
胬肉组织中表达强度的差异无统计学意义。
2. 3 TNF-琢 及 P55 表达与翼状胬肉临床分期的关系 摇
TNF-琢 在进展期胬肉阳性表达率高于静止期胬肉 ( 字2 =
4. 082,P=0. 043),表达强度以半定量积分方法计算结果
为:静止期翼状胬肉(-)22 眼,(+)17 眼,(++)6 眼,(+++)
8 眼;进展性翼状胬肉(-)3 眼,(+)7 眼,(++)4 眼,(+++)
5 眼。 单因素方差分析 F = 0. 489,P = 0. 708,提示 TNF-琢
在翼状胬肉不同临床分期中表达强度的差异无统计学意
义(P>0. 05)。 P55 在进展期胬肉的阳性表达率明显高于
静止期胬肉 (字2 = 11. 140,P = 0. 001),表达强度以半定量
积分法计算结果为:静止期翼状胬肉(-)29 眼,(+)11 眼,
(++)5 眼,(+++)8 眼;进展期翼状胬肉(-)2 眼,(+)13 眼,
(++)3 眼,( +++)1 眼。 单因素方差分析 F = 0. 655,P =
0郾 621,提示 P55 在翼状胬肉不同分期中表达强度的差异
无统计学意义。
2.4 TNF-琢表达与翼状胬肉临床病理特征的关系摇 TNF-琢
在复发性胬肉的阳性表达率为 82. 7% (24 / 29),初发性胬
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摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 TNF-琢在复发性翼状胬肉上皮中的阳性表达(PV伊200)。
摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 TNF-琢在静止期翼状胬肉间质中的阳性表达(PV伊400)。
摇 摇 摇 摇 摇 图 3摇 P55 在进展期翼状胬肉上皮中的阳性表达(PV伊200)。

摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 TNF-琢 阳性表达与翼状胬肉临床病理特征的关系

临床病理特征 例数
TNF-琢 表达

阳性 阴性 阳性率(% )
字2 P

性别

摇 男性 33 21 12 67. 7
摇 女性 39 26 13 66. 7

0. 072 0. 788

年龄

摇 臆55 岁 31 19 12 61. 3
摇 >55 岁 41 28 13 68. 3

0. 382 0. 537

病程长短

摇 臆10a 19 13 6 68. 4
摇 >10a 53 34 19 64. 1

0. 113 0. 737

眼别

摇 左眼 24 16 8 66. 7
摇 右眼 48 31 17 64. 6

0. 031 0. 861

工作环境

摇 户内 25 8 17 32. 0
摇 户外 47 39 8 82. 9

18. 710 0. 001

临床分类

摇 初发性胬肉 43 23 20 53. 5
摇 复发性胬肉 29 24 5 82. 7

6. 547 0. 011

临床分期

摇 静止期胬肉 53 31 22 58. 5
摇 进展期胬肉 19 16 3 84. 2

4. 082 0. 043

肉表达率为 53. 5% (23 / 43),两者比较差异具有统计学意
义(字2 = 6. 547,P = 0. 011),提示 TNF-琢 在翼状胬肉中的
表达随发病状态的进展而上升;在进展期胬肉的阳性表达
率为84. 2%(16 / 19),明显高于静止期胬肉58. 5%(31 / 53),
差异具有统计学意义(字2 =4. 082,P= 0. 043),提示 TNF-琢
在翼状胬肉中的表达随临床分期的进展而上升;在户外工
作的患者 TNF-琢 表达率为 82. 9% (39 / 47) ,户内工作的
患者表达率为 32. 0% (8 / 25),差异有显著统计学意义
( 字2 = 18. 710,P<0. 01),提示接受紫外线照射促进了翼
状胬肉组织中 TNF-琢 的阳性表达。 实验结果初步提示
TNF-琢 表达与患者病程( 字2 = 0. 113)、眼别( 字2 = 0. 031)、
性别(字2 =0. 072)、年龄( 字2 = 0. 382)等基本因素无统计学
相关(P>0. 05,表 1)。
2. 5 P55 表达与翼状胬肉临床病理特征的关系 摇 P55 在
复发性胬肉的阳性表达率为 79. 3% (23 / 29),高于初发性
胬肉表达率 41. 9% (18 / 43),差异具有统计学意义( 字2 =
9郾 907,P=0. 002),提示 P55 在翼状胬肉中的表达随发病
状态的进展而上升;在进展期胬肉的阳性表达率为

89郾 5% (17 / 19),明显高于静止期胬肉 45. 3% (24 / 53),差
异具有显著统计学意义(字2 =11. 140,P=0. 001),提示 P55
在翼状胬肉中的表达随临床分期的进展而上升;在户外工
作的患者 P55 表达率为 72. 3% (34 / 47),户内工作的患者
表达率为 28. 0% (7 / 25),差异有显著统计学意义( 字2 =
13郾 087,P<0. 01),提示接受紫外线照射促进了翼状胬肉
组织中 P55 的表达。 本实验也同样发现 P55 表达与患者
病程(字2 =0. 196)、眼别(字2 =0. 113)、性别( 字2 = 0. 010)、年
龄(字2 =0. 631)等基本因素无统计学相关(P>0. 05,表 2)。
3 讨论

摇 摇 TNF-琢 是 P53 下游物质,主要由巨噬细胞产生,其它
组织细胞也可产生一定量的 TNF-琢。 TNF-琢 是多种细胞
因子网络的中心因子,具有多种生物学作用,参与机体细
胞增殖与凋亡、促发炎症反应、调控其它细胞因子的作用、
抗感染、调节免疫应答等,与机体多系统肿瘤的发生有关。
摇 摇 关于 TNF-琢 在翼状胬肉发生发展中的作用,国内外
学者做了一些研究。 程钰等[9] 认为 TNF-琢 和 IL -6 是
P53 下游物质,突变型 P53 基因在翼状胬肉中高表达致
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摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 P55 阳性表达与翼状胬肉临床病理特征的关系

临床病理特征 例数
P55 表达

阳性 阴性 阳性率(% )
字2 P

性别

摇 男性 33 19 14 57. 6
摇 女性 39 22 17 56. 4

0. 010 0. 921

年龄

摇 臆55 岁 31 16 15 51. 6
摇 >55 岁 41 25 16 61. 0

0. 631 0. 427

病程长短

摇 臆10a 19 10 9 52. 6
摇 >10a 53 31 22 58. 5

0. 196 0. 658

眼别

摇 左眼 24 13 11 54. 2
摇 右眼 48 28 20 58. 3

0. 113 0. 736

工作环境

摇 户内 25 7 18 28. 0
摇 户外 47 34 13 72. 3

13. 087 0. 000

临床分类

摇 初发性胬肉 43 18 25 41. 9
摇 复发性胬肉 29 23 6 79. 3

9. 907 0. 002

临床分期

摇 静止期胬肉 53 24 29 45. 3
摇 进展期胬肉 19 17 2 89. 5

11. 140 0. 001

TNF-琢 和 IL-6 含量增多,两者的分泌量反馈信息可产生

自我调节。 此外,机体多种调节物质参与 TNF-琢 分泌,
Liu 等[10]实验发现 IL-17F 复性和纯化后,该重组蛋白可

以向上调节巨噬细胞分泌 TNF-琢、IL-6 和其他相关的细

胞因子。 TNF-琢、IL-6 是一种重要的炎症因子,能促进纤

维母细胞的增殖和新生血管的形成,而纤维母细胞、弹性

纤维、胶原纤维的增殖反之又能促进 TNF-琢 和 IL-6 的分

泌,形成恶性循环,从而促进翼状胬肉的发展。 Hong
等[11]研究发现 TNF-琢 可促进翼状胬肉纤维组织中众多

神经因子特别是睫状神经营养因子( ciliary neurotrophic
factor,CNTF)高表达,从而引发一系列结膜上皮纤维增

殖、血管新生的病理过程。
摇 摇 翼状胬肉组织病理表现为结膜纤维细胞增生、新生血

管形成,与眼表慢性炎症状态下的细胞增殖 / 凋亡失衡、多
种细胞因子共同作用有关。 我们的实验结果表明,TNF-琢
在翼状胬肉组织中高表达,在进展期胬肉和复发性胬肉中

表达比例明显增高,表达部位多见于结膜上皮细胞基底膜

和胞浆,提示 TNF-琢 参与翼状胬肉发生发展的整个病理

过程。 因此,我们大胆推测 TNF-琢 作为细胞因子网络的

非特异性炎症因子,在翼状胬肉病程的进展和复发中起了

重要的作用。 TNF-琢 通过促使 IL-6 等炎性因子发生作

用而促进局部炎症反应,诱导细胞表达组织相容性抗原,
诱导人体组织细胞产生 VEGF,bFGF,PDGF,TGF-茁 等生

长因子,在结膜细胞表面黏附分子的参与下,多因素共同

作用促使角结膜上皮细胞凋亡程序失控、增殖大于凋亡,
成纤维细胞和血管新生,基质增生肥厚,从而促进了翼状

胬肉的发生发展。 但 TNF-琢 在翼状胬肉不同发病状态和

临床分期的表达强度无明显差异,我们就此推测 TNF-琢
对翼状胬肉的促进作用可能与 TNF-琢 的含量无关,可能

TNF-琢 是翼状胬肉发病机制中重要的细胞因子但不是主

要的细胞因子,得到以上结论可能与本次实验样本量偏少

有关。
摇 摇 我们的实验结果表明 P55 在翼状胬肉中有不同比例

的表达,尤其在进展期胬肉和复发性胬肉中高表达,表达

部位多位于基底细胞膜和间质,P55 是 TNF-琢 的玉型受

体,TNF-琢 具有多种生物学作用,P55 介导了 TNF-琢 的大

多数功能。 P55 受 TNF-琢 刺激,与之特异性结合,通过一

系列复杂的信号转导过程发挥生物学作用,我们得到的实

验数据显示 P55 的阳性表达率也是随着翼状胬肉发病状

态和临床分期的进展而上升,这进一步印证了 P55 作为

TNF-琢 发挥功能的主要受体,协同促进了 TNF-琢 生物学

效应的表达。 在翼状胬肉组织中,TNF-琢 由激活的单核

巨噬细胞大量产生,与细胞膜表面的两型受体相结合,
TNF-琢 生物学作用主要由含有死亡结构域的 P55 介导。
TNF-琢 与 P55 结合后形成活化三聚体,诱导 P55 死亡结

构域 DD 结合激活 Fas 相关死亡结构域 FADD,激活的

FADD 活化 FADD 样 ICE 蛋白酶 ( FLICE),Caspase - 8,
Caspase-3,Caspase-6,Caspase-7 次第活化[12];促使 NF-资B
活化[13],调控多种凋亡相关基因,促凋亡基因作用小于抑

制基因;TNF 受体相互作用蛋白激活产生级联反应等[14],
多种 TNF-琢 与受体结合的信号转导途径在眼表产生效

应,最终导致正常结膜细胞的凋亡,细胞凋亡与增殖比例

失调,成纤维细胞增殖、血管新生,结膜结缔组织重构,翼
状胬肉发生与发展。 实验结果也表明 P55 在翼状胬肉不
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同发病状态分类和临床分期的表达强度无明显差异,因此

我们推测 P55 功能的表达可能与含量无明显关系,TNF-琢
信号的传递和生物学效应的产生可能与受体的数目无关,
这个结果的获得可能与样本量偏少有关,留待后续的实验

进一步探讨。
摇 摇 我们的实验初步探讨了 TNF-琢 与 P55 在翼状胬肉发

生发展中的作用及相关性,但具体介导的信号转导通路的

机制目前仍不甚明确,有待于后续的进一步研究。 如何有

效调控 TNF-琢 / P55 通路,从而调控结膜细胞的增殖与凋

亡、抑制翼状胬肉纤维组织增生和新生血管形成,可能是

预防、治疗和减少翼状胬肉术后复发的根本方法。
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