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姜黄素对人翼状胬肉成纤维细胞增殖和凋亡及迁移的
影响
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引用:曹莉ꎬ袁雪ꎬ张飞娥ꎬ等. 姜黄素对人翼状胬肉成纤维细胞

增殖和凋亡及迁移的影响. 国际眼科杂志 ２０２３ꎻ２３(５):７３１－７３７

基金项目:乌鲁木齐市卫生健康委科技计划项目(Ｎｏ.２０２１４１)ꎻ
新疆军区总医院北京 路 医 疗 区 重 点 培 育 科 研 项 目 ( Ｎｏ.
２０２１ｊｚｂｊ１０３３)
作者单位:１(８３２００２)中国新疆维吾尔自治区石河子市ꎬ石河子

大学医学院ꎻ２(８３００５４)中国新疆维吾尔自治区乌鲁木齐市ꎬ新
疆医科大学研究生学院ꎻ３(８３００９９)中国新疆维吾尔自治区乌鲁

木齐市ꎬ新疆军区总医院全军眼科中心

作者简介:曹莉ꎬ在读硕士研究生ꎬ住院医师ꎬ研究方向:眼表疾

病、白内障ꎮ
通讯作者:蔡岩ꎬ毕业于第四军医大学ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ硕士研

究生导师ꎬ研究方向:眼表疾病、白内障. ｗｌｍｑｒｅｎ１０１＠ １２６.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２２－１０－１５ 　 　 修回日期: ２０２３－０４－１８

摘要
目的:探讨姜黄素对体外培养的人翼状胬肉成纤维(ＨＰＦ)
细胞增殖和凋亡及迁移的影响ꎮ
方法:收集我院 ２０２１－１１－２４ / １２－１６ 手术切除的翼状胬肉
组织 ７ 例ꎬ进行原代成纤维细胞体外培养ꎬ并采用免疫荧
光染色法进行细胞鉴定ꎮ 采用含等量二甲基亚砜的 ０、
１０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素处理 ＨＰＦ 细胞 ２４ｈ 后ꎬ用
ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖情况ꎮ 根据 ＣＣＫ８ 检测结果将细胞
分为对照组(不含姜黄素)、２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组、４０μｍｏｌ / Ｌ
姜黄素组ꎬ每组分别处理 ＨＰＦ 细胞 ２４ｈꎮ 采用流式细胞仪
检测细胞凋亡ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验检测细胞迁移ꎬ实时荧
光定量 ＰＣＲ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂａｘ、Ｂｃｌ － ２、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 及 ＭＭＰ２ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达ꎮ
结果:与对照组相比ꎬ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组和 ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜
黄素组均能抑制 ＨＰＦ 细胞的增殖和迁移ꎬ并诱导其凋亡
(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组能下调
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 ＭＭＰ２ꎬ上调 Ｂａｘ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ下调Ｂｃｌ－２的
蛋白表达(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素
组能下调 Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 ＭＭＰ２ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表
达ꎬ上调 Ｂａｘ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达 (均 Ｐ < ０.０５)ꎮ 与
２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组相比ꎬ ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组能下调
ＭＭＰ２ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ下调 Ｂｃｌ－２ 的蛋白表达ꎬ上调 Ｂａｘ
的 ｍＲＮＡ 与蛋白表达(均 Ｐ< ０.０５)ꎮ
结论:姜黄素可通过抑制 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达抑制 ＨＰＦ 细胞
的增殖ꎬ通过下调 Ｂｃｌ－２ 并上调 Ｂａｘ 的表达来诱导 ＨＰＦ
细胞的凋亡ꎬ通过下调 ＭＭＰ２ 的表达来抑制 ＨＰＦ 细胞的
迁移ꎮ
关键词:姜黄素ꎻ翼状胬肉ꎻ成纤维细胞ꎻ增殖ꎻ凋亡ꎻ迁移
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.５.０４

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

Ｌｉ Ｃａｏ１ꎬ Ｘｕｅ Ｙｕａｎ２ꎬ Ｆｅｉ－Ｅ Ｚｈａｎｇ２ꎬ Ｊｉｎ－Ｍｅｉ Ｑｉａｎ１ꎬ
Ｘｉａｏ－Ｌｉｎｇ Ｚｈａｎｇ３ꎬ Ｙａｎ Ｃａｉ３

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ:Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｕｒｕｍｑｉ
Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ( Ｎｏ. ２０２１４１)ꎻ Ｋｅｙ Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｉｎ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｒｏａｄ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｅｎｅｒａｌ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｒｅｇｉｏｎ (Ｎｏ.２０２１ｊｚｂｊ１０３３)
１Ｓｈｉｈｅｚｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈｉｈｅｚｉ ８３２００２ꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｕｒｕｍｑｉ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｕｒｕｍｑｉ ８３００５４ꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｕｒｕｍｑｉ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ａｒｍｙꎬ Ｇｅｎｅｒａｌ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｕｒｕｍｑｉ ８３００９９ꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ
Ｕｒｕｍｑｉ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｙａｎ Ｃａｉ. Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ａｒｍｙꎬ
Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｕｒｕｍｑｉ ８３００９９ꎬ
Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｕｒｕｍｑｉ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎａ. ｗｌｍｑｒｅｎ１０１ ＠
１２６.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２２－１０－１５　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－０４－１８

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ (ＨＰＦ) ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ７ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅ
ｒｅｍｏｖｅｄ ａｔ ｏｕｒ ｈｏｓｐｉｔａｌ ｆｒｏｍ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２４ꎬ ２０２１ ｔｏ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ １６ꎬ ２０２１ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅｎꎬ ｐｒｉｍａｒｙ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. ＨＰＦ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ０ꎬ
１０ꎬ ２０ꎬ ４０ꎬ ８０ ａｎｄ １６０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｑｕａｌ
ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ ｆｏｒ ２４ｈꎬ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ
ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ８ꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ２０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ４０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｆｏｒ ２４ｈ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ
ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｂ－ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ－ ２
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｂａｘ)ꎬ Ｂ－ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ－２ (Ｂｃｌ－２)ꎬ
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ２ (ＭＭＰ２) .
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｏｔｈ

１３７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



２０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ４０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ
ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＰＦ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅ ｉｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ２０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ ｃａｎ ｄｏｗｎ －
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ＭＭＰ２ꎬ
ｕｐ－ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘꎬ ａｎｄ ｄｏｗｎ －
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ － ２ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ４０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｇｒｏｕｐ ｃａｎ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｂｃｌ－ ２ꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ａｎｄ ＭＭＰ２ꎬ ａｎｄ ｕｐ－ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｂａｘ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２０ μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ４０ μｍｏｌ / Ｌ
ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ ｃａｎ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＭＭＰ２ꎬ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ－２ꎬ
ａｎｄ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ
(ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＨＰＦ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ꎬ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＰＦ ｂｙ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｂｃｌ － ２ ａｎｄ ｕｐ －
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＰＦ ｂｙ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＭＭＰ２.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｕｒｃｕｍｉｎꎻ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍꎻ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎻ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃａｏ Ｌꎬ Ｙｕａｎ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ ＦＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(５):７３１－７３７

０引言
翼状胬肉是一种常见的眼表疾病ꎬ世界范围内发病率

为 １.３％ ~５３％ [１]ꎮ 手术是治疗翼状胬肉的主要方式ꎬ但翼
状胬肉术后复发率高ꎮ 有研究表明翼状胬肉的发生发展
与翼状胬肉细胞的增殖、凋亡和迁移有关[２]ꎮ 临床上通过
术中使用丝裂霉素等抗代谢药物降低翼状胬肉的术后复
发率ꎬ但这些药物可能会引起巩膜溶解等一系列严重并发
症[３]ꎮ 因此ꎬ需要寻找更加安全有效的药物来治疗翼状胬
肉和降低翼状胬肉术后复发率ꎮ 姜黄素( ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬＣｕｒ)
是从姜黄等植物的根茎中提取得到的疏水性多酚化合物ꎬ
具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、抗纤维化等作用ꎬ而无明显毒
副作用[４－７]ꎮ 故本研究用姜黄素对人翼状胬肉成纤维
(ｈｕｍａｎ ｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬＨＰＦ)细胞进行干预ꎬ观察姜
黄素对 ＨＰＦ 细胞增殖、凋亡和迁移的影响ꎬ以及对Ｂｃｌ－２
相关 Ｘ 蛋白 ( Ｂ － ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ － ２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
Ｂａｘ)、Ｂ 细胞淋巴瘤 / 白血病 － ２ ( Ｂ － ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ － ２ꎬ
Ｂｃｌ－２)、细胞周期蛋白 Ｄ１(Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ꎬＣＣＮＤ１)、基质金属
蛋白酶 ２ (ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ２ꎬＭＭＰ２)的 ｍＲＮＡ 与蛋
白表达的影响ꎬ以期为翼状胬肉的治疗提供新思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１取材　 收集新疆军区总医院全军眼科中心在 ２０２１－
１１－２４ / １２－１６ 手术切除的翼状胬肉组织 ７ 例ꎮ 纳入标准:
(１)按照诊断标准确诊的位于鼻侧的原发性翼状胬肉ꎻ
(２)头部平坦ꎬ体部菲薄ꎬ无明显充血的静止期翼状胬肉ꎻ
(３)头部侵入角膜 ２~４ｍｍꎮ 排除标准:(１)复发性翼状胬
肉ꎻ(２)活动性眼部炎症ꎻ(３)假性翼状胬肉ꎻ(４)单眼多发

的翼状胬肉[８]ꎮ 本研究遵守«赫尔辛基宣言»ꎬ通过新疆
军区总医院伦理委员会审批(Ｎｏ.２０２１０３０１００７)ꎮ 所有患
者知情并签署知情同意书ꎮ
１.１.２主要试剂与仪器 　 姜黄素(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)、胎牛
血清(ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)、ＤＭＥＭ /
Ｆ１２(１∶ １)液体培养基(美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司)、二甲基亚砜
(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)、ＣＣＫ８ 试剂盒(北京博奥森生物技术
有限公司)、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒(北
京博奥森生物技术有限公司)、动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂
盒(成都福际生物技术有限公司)、兔抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体
(ａｂ９２５４７ꎬ 美国 Ａｂｃａｍ 公司)、兔抗人 Ｐａｎ Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ 抗
体( ａｂ２３４２９７ꎬ 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司 )、 兔 抗 人 Ｂａｘ 抗 体
( ａｂ１８２７３３ꎬ 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司 )、 兔 抗 人 Ｂｃｌ － ２ 抗 体
(ａｂ１８２８５８ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公司)、兔抗人 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 抗体
( ａｂ１３４１７５ꎬ 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司 )、 兔 抗 人 ＭＭＰ２ 抗 体
(ａｂ９２５３６ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公司)、兔抗人 β－Ａｃｔｉｎ 抗体( ｂｓ－
００６１Ｒꎬ北京博奥森生物技术有限公司)、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８
标记驴抗兔 ＩｇＧ 二抗(ａｂ１５００７３ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公司)、ＨＲＰ
标记羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(ｂｓ－４０２９５Ｇ－ＨＲＰꎬ北京博奥森生物
技术有限公司)、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)、酶标
仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)、流式细胞仪(美国 ＢＤ 公司)、实时
荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)、电泳仪及电转仪
(美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＨＰＦ 细胞的体外培养　 将手术切除的翼状胬肉头、
体、颈部组织保存于含 １００Ｕ / ｍＬ 青霉素、１００ｍｇ / Ｌ 链霉素
的磷酸盐缓冲液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬＰＢＳ)中ꎬ在
超净工作台上用 ＰＢＳ 冲洗翼状胬肉组织 ３ 次ꎬ将翼状胬肉
剪成约 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ 大小的组织块ꎬ将剪碎的组织块
平铺于细胞培养皿ꎬ等待 ３０ｍｉｎꎬ待组织块贴壁后向培养
皿中加入含 １００Ｕ / ｍＬ 青霉素、１００ｍｇ / Ｌ 链霉素及 １０％ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基ꎬ将培养皿放置于 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２

细胞培养箱中ꎬ每 ２ ~ ３ｄ 换液一次ꎬ待细胞密度生长到
８０％~９０％时采用 ０.２５％胰蛋白酶消化传代ꎬ取 ３ ~ ６ 代细
胞用于后续实验ꎮ
１.２.２细胞鉴定　 将 ＨＰＦ 细胞接种于激光共聚焦培养皿
中ꎬ待细胞密度生长到 ８０％后吸除培养基ꎬＰＢＳ 浸洗ꎬ４％
多聚甲醛室温固定细胞 １５ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 浸洗ꎬ０.５％曲拉通
Ｘ－１００室温通透细胞 ３０ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 浸洗ꎬ５％牛血清白蛋白
(ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬＢＳＡ)室温封闭 １ｈꎮ 弃封闭液ꎬ分
别加入 ５％ＢＳＡ、用 ５％ＢＳＡ 稀释的兔抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体
(１ ∶ ２５０)、用 ５％ＢＳＡ 稀释的兔抗人 Ｐａｎ Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ 抗体
(１∶ ２５０)ꎬ４℃孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 浸洗ꎬ加入用 ５％ＢＳＡ 稀释的
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记驴抗兔 ＩｇＧ 二抗(１∶ ２００)ꎬ室温避光孵
育 １ｈꎮ ＰＢＳ 浸洗ꎬ加入 ＤＡＰＩ 避光孵育 １０ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 浸洗ꎬ
使用荧光显微镜观察发射波长为 ４８８ｎｍ 时蛋白的表达
情况ꎮ
１.２.３ ＣＣＫ８法检测 ＨＰＦ 细胞增殖情况及细胞分组　 使用
二甲基亚砜将姜黄素粉剂配制成 １００ｍｍｏｌ / Ｌ 的浓储液储
存于－２０℃ꎬ使用时用完全培养基稀释成相应浓度ꎬ并且
各个浓度的姜黄素中均含有等量的二甲基亚砜ꎮ 将 ＨＰＦ
细胞以 ５×１０３个 / 孔的密度接种于 ９６ 孔板ꎬ设置 ３ 个复孔ꎮ
ＨＰＦ 细胞贴壁过夜后吸除培养基ꎬ向培养孔中加入分别
含 ０、 １０、 ２０、 ４０、 ８０、 １６０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素的完全培养基

２３７

国际眼科杂志　 ２０２３ 年 ５ 月　 第 ２３ 卷　 第 ５ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２０５９０６　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



１００μＬꎮ 姜黄素处理 ＨＰＦ 细胞 ２４ｈ 后吸除培养基并用
ＰＢＳ 清洗细胞 １ 次ꎬ向培养孔中加入 １０μＬ ＣＣＫ８ 反应液
与 ９０μＬ ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基ꎬ于 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２孵箱中孵育
１.５ｈ 后使用酶标仪测量各孔在 ４５０ｎｍ 处的吸光度ꎮ 计算
细胞活力ꎬ并使用 ＧｒａｐｈＰａｄ ７.０ 软件筛选出细胞活力为
５０％的姜黄素浓度ꎬ即半数抑制浓度ꎮ 以细胞活力为 ５０％
左右的姜黄素浓度为高浓度处理组(４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素
组)ꎬ浓度递减 ５０％为低浓度处理组(２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素
组)ꎬ同时设对照组(不含姜黄素)ꎬ每组用相应浓度姜黄
素处理 ＨＰＦ 细胞 ２４ｈꎮ
１.２.４流式细胞仪检测 ＨＰＦ 细胞凋亡情况　 各组 ＨＰＦ 细
胞经相应浓度姜黄素处理 ２４ｈ 后收集细胞ꎬ用 ５００μＬ １×
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞ꎬ加入 ５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 和 ５μＬ
ＰＩꎬ避光孵育 １５ｍｉｎ 后用流式细胞仪检测细胞凋亡情况ꎮ
１.２.５ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验检测 ＨＰＦ 细胞迁移情况 　 将
ＨＰＦ 细胞以 １×１０５个 / 孔的密度接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上
室ꎬ并在上室中加入相应浓度的姜黄素(用无血清培养基
配制) ２００μＬꎬ在下室中加入含 ２０％ ＦＢＳ 的完全培养基
６００μＬꎮ 将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室放置于 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２细胞培养箱
中ꎬ２４ｈ 后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室ꎮ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ４％
多聚甲醛固定细胞 ２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ０.１％结晶紫染
色 ２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ用棉签擦去上室中未迁移的细
胞ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ晾干后在显微镜下观察迁移细胞并随
机选取 ５ 个视野计数ꎮ
１.２. ６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测各组 ＨＰＦ 细胞 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１及 ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ 表达　 各组 ＨＰＦ 细胞
经相应浓度姜黄素处理 ２４ｈ 后按照动物组织总 ＲＮＡ 提取
试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡꎬ按照 Ｔａｋａｒａ 反转录试剂
盒说明书将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ按照 Ｔａｋａｒａ 荧光定量试
剂盒说明书进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎮ 使用 ２－△△Ｃｔ法
计算目标基因的相对表达量ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
１.２.７ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组 ＨＰＦ 细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ －２、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１及 ＭＭＰ２的蛋白表达　 各组 ＨＰＦ 细胞经相应
浓度姜黄素处理 ２４ｈ 后用 ＰＢＳ 浸洗 ３ 次ꎮ 弃 ＰＢＳ 后用
ＲＩＰＡ 裂解液冰上裂解细胞 ３０ｍｉｎꎬ４℃ １２０００ｒ / ｍｉｎ 离心
１５ｍｉｎ 后收集上清液ꎮ 以 ＢＣＡ 法对蛋白定量ꎬ上清液中加
入适量体积的 ＰＢＳ 和蛋白上样缓冲液使得最终蛋白浓度
为 ２μｇ / μＬꎬ１００℃ 蛋白变性 １０ｍｉｎ 后于 － ８０℃ 保存ꎮ 行
１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ上样量为 ２０μＬꎬ８０Ｖ 电泳 ３０ｍｉｎ 后
改为 １００Ｖ 继续电泳 １ｈꎮ 采用湿转的方式(１００ｍＡꎬ１ｈ)将
蛋白电转到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ５％脱脂牛奶封
闭 ２ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ分别加入用抗体稀释液稀释的兔
抗人 Ｂａｘ 抗体(１∶ １０００)、兔抗人 Ｂｃｌ－２ 抗体(１∶ １０００)、兔
抗人 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 抗 体 ( １ ∶ １０００ )、 兔 抗 人 ＭＭＰ２ 抗 体
(１ ∶ １０００)、兔抗人 β－Ａｃｔｉｎ 抗体(１∶ ５０００)ꎬ４℃孵育过夜ꎮ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ加入用抗体稀释液稀释的 ＨＲＰ 标记羊
抗兔 ＩｇＧ 二抗(１ ∶ ５０００)室温孵育 ２ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ
滴加 ＥＣＬ 后进行显色ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 计算各个条带的灰
度值ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ２４.０ 对数据进行统计学分析ꎬ
计量资料符合正态分布者采用均数±标准差表示ꎮ 组间比
较采用单因素方差分析ꎻ方差齐时ꎬ组间两两比较使用
ＬＳＤ－ｔ 法ꎻ方差不齐时ꎬ组间两两比较使用 Ｔａｍｈａｎｒ􀆳ｓ Ｔ２
法ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２结果
２.１ ＨＰＦ 细胞的培养与鉴定 　 组织块培养第 ３ ~ ５ｄ 开始
出现少量长梭形细胞从组织块边缘爬出(图 １Ａ)ꎮ 传代至
第 ３ 代后ꎬ细胞为形态均一的长梭形(图 １Ｂ)ꎮ 免疫荧光
染色显示细胞波形蛋白表达阳性(图 １Ｃ)ꎬ广谱细胞角蛋
白表达阴性(图 １Ｄ)ꎮ 结合标本组织来源、细胞形态学观
察及免疫荧光染色结果ꎬ可证明本研究培养的细胞为 ＨＰＦ
细胞ꎮ
２.２姜黄素对 ＨＰＦ 细胞增殖的影响　 与对照组相比ꎬ浓度
为 １０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ / Ｌ 的姜黄素均能抑制 ＨＰＦ 细胞
的增殖ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ 并且 ＨＰＦ
细胞活力随姜黄素浓度的增加逐渐降低ꎮ ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄
素处理 ２４ｈ 后 ＨＰＦ 细胞活力为 ５４.１８％±３.７１％ꎬ该浓度接
近姜黄素的半数抑制浓度(４６.３８μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ故将高浓度组
设为 ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎬ低浓度组设为 ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素
组ꎬ同时设对照组(不含姜黄素)ꎮ
２.３三组 ＨＰＦ 细胞凋亡情况比较 　 对照组凋亡率为
９.１８％±０. ７７％ꎬ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组凋亡率为 １１. ３７％ ±
０.８７％ꎬ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组凋亡率为 ３１.７３％ ±０.６８％ꎬ三
组间比较差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ７７１. ７７ꎬ Ｐ < ０. ０５)ꎬ
２０μｍｏｌ / Ｌ 和 ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组与对照组比较差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组与 ２０μｍｏｌ / Ｌ
姜黄素组比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３ꎮ
２.４三组 ＨＰＦ 细胞迁移情况比较　 对照组迁移细胞数为
８８.８０±２.４６ 个ꎬ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组迁移细胞数为 ７０.００±
２.９１ 个ꎬ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组迁移细胞数为 ４３.６７±８.０３ 个ꎬ
三组间比较差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ５８. ５８ꎬＰ < ０. ０５)ꎬ
２０μｍｏｌ / Ｌ 和 ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组与对照组比较差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组与 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
姜黄素组比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ４ꎮ
２.５三组 ＨＰＦ 细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ
表达比较　 三组间促凋亡基因 Ｂａｘ、抗凋亡基因 Ｂｃｌ－２、增
殖调控相关基因 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、迁移相关基因 ＭＭＰ２ 的 ｍＲＮＡ
表达比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜
黄素组 Ｂｃｌ－２ 的 ｍＲＮＡ 表达与对照组比较差异无统计学
意义(Ｐ>０.０５)ꎬ与对照组比较ꎬ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组能上
调 Ｂａｘ、下调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ 表达ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组能
上调 Ｂａｘ、下调 Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ 表达ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ４０μｍｏｌ / Ｌ 与 ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄
素组 Ｂｃｌ－２ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的 ｍＲＮＡ 表达比较差异均无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ与 ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组相比 ４０μｍｏｌ / Ｌ
姜黄素组能下调 ＭＭＰ２ 和上调 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ５ꎮ
２.６三组 ＨＰＦ 细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ 蛋白表
达比较　 三组间 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ 的蛋白表达
水平差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素
组 Ｂａｘ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 ＭＭＰ２ 的蛋白表达与对照组比较差异
均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组与对照组
比较能下调 Ｂｃｌ － ２ 蛋白表达ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ ４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组与对照组比较能下调 Ｂｃｌ－２、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 ＭＭＰ２ 的蛋白表达ꎬ上调 Ｂａｘ 的蛋白表达ꎬ差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ４０μｍｏｌ / Ｌ 与 ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜
黄素组 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 ＭＭＰ２ 的蛋白表达比较差异均无统计
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图 １　 ＨＰＦ细胞的培养及鉴定　 Ａ:组织块法培养的 ＨＰＦ 细胞ꎻＢ:第 ３ 代 ＨＰＦ 细胞ꎻＣ:ＨＰＦ 细胞波形蛋白表达阳性ꎻＤ:ＨＰＦ 细胞广
谱细胞角蛋白表达阴性ꎮ

表 １　 引物序列

Ｇｅｎｅ Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ(ｂｐ)
Ｂａｘ Ｆｏｒｗａｒｄ ５􀆳－ＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＧＴＡＡＣＡＴＧＧＡＧ－３􀆳 １５７

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５􀆳－ＣＡＧＴＴＴＧＣＴＧＧＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＡ－３􀆳
Ｂｃｌ－２ Ｆｏｒｗａｒｄ ５􀆳－ＧＡＣＴＴＣＧＣＣＧＡＧＡＴＧＴＣＣＡＧ－３􀆳 １２９

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５􀆳－ＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＴＣ－３􀆳
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ Ｆｏｒｗａｒｄ ５􀆳－ＧＴＣＣＴＡＣＴＴＣＡＡＡＴＧＴＧＴＧＣＡＧ－３􀆳 ２２８

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５􀆳－ＧＧＧＡＴＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＡＧ－３􀆳
ＭＭＰ２ Ｆｏｒｗａｒｄ ５􀆳－ＡＴＴＧＴＡＴＴＴＧＡＴＧＧＣＡＴＣＧＣＴＣ－３􀆳 ２０２

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５􀆳－ＡＴＴＣＡＴＴＣＣＣＴＧＣＡＡＡＧＡＡＣＡＣ－３􀆳
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ ５􀆳－ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ－３􀆳 ８７

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５􀆳－ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ－３􀆳

图 ２　 姜黄素对 ＨＰＦ细胞增殖的影响(ｎ＝３)　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照

组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎮ

学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与 ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组相比ꎬ４０μｍｏｌ / Ｌ
姜黄素组能下调 Ｂｃｌ－２ 的蛋白表达水平ꎬ上调 Ｂａｘ 的蛋白
表达水平ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎬ图 ６ꎮ
３讨论

翼状胬肉是一种以局部球结膜纤维血管组织增生并
侵犯角膜为特点的常见眼表疾病ꎬ可引起视力下降、进行
性散光、眼表不适等症状[９]ꎮ 紫外线照射、抑癌基因失活、

上皮—间质细胞转化等是目前公认的翼状胬肉发病的原
因ꎬ但各因素的具体作用机制有待进一步研究[１０]ꎮ 尽管
学者们提出了翼状胬肉切除＋自体结膜瓣移植术、翼状胬
肉切除＋结膜瓣转位术、翼状胬肉切除＋自体角膜缘干细
胞移植术、翼状胬肉切除＋羊膜移植术等新型手术方式ꎬ
翼状胬肉术后复发率仍高[１１]ꎮ 传统中药姜黄最早记载于
«新修本草»ꎬ有破血行气ꎬ通经止痛的功效[１２]ꎮ 姜黄素作
为中药姜黄发挥药理作用的主要活性成分ꎬ因其良好的抗
肿瘤、抗纤维化等作用而无明显毒副作用受到广泛关
注[６－７]ꎮ 现有的研究表明姜黄素能诱导前列腺癌成纤维
细胞的 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞和细胞凋亡ꎬ能抑制心脏成纤维细胞
的增殖、迁移和胶原生成ꎬ能降低 ＴＧＦ－β１ 诱导的眼眶成
纤维细胞分化并减弱眼眶成纤维细胞的促血管生成活
性[１３－１５]ꎮ 本研究发现姜黄素能抑制 ＨＰＦ 细胞的增殖和迁
移ꎬ并诱导其凋亡ꎬ提示姜黄素可能通过抑制 ＨＰＦ 细胞增
殖与迁移ꎬ及诱导 ＨＰＦ 细胞凋亡来阻碍翼状胬肉的发展ꎮ

姜黄素能通过抑制细胞增殖来抑制肺癌、乳腺癌等多
种恶性肿瘤的发生发展[１６]ꎮ 翼状胬肉与具有恶性增殖能
力的肿瘤有着某些相同的特性ꎮ 与边芳等[１７] 的研究结果
相似ꎬ本研究也发现姜黄素能抑制 ＨＰＦ 细胞的增殖ꎮ
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 可以通过正向调控细胞周期进程来促进癌细胞
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图 ３　 三组 ＨＰＦ细胞凋亡情况比较(ｎ＝３) 　 Ａ:对照组ꎻＢ:２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎻＣ:４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎻＤ:柱状图ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照

组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎮ

图 ４　 三组 ＨＰＦ细胞迁移情况比较(ｎ＝３) 　 Ａ:对照组ꎻＢ:２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎻＣ:４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎻＤ:柱状图ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照

组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎮ

表 ２　 三组 ＨＰＦ细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ表达比较 􀭰ｘ±ｓ
分组 Ｂａｘ Ｂｃｌ－２ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ＭＭＰ２
对照组 １.００±０.０８ １.０１±０.１９ １.０５±０.３５ １.００±０.０９
２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组 ２.１７±０.３９ａ ０.８１±０.１３ ０.６０±０.１０ａ ０.８５±０.０８ａ

４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组 ３.８８±０.８２ａꎬｃ ０.６２±０.０７ａ ０.３７±０.０９ａ ０.５９±０.０２ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２２.５６ ５.７８ ７.５２ ２７.０５
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:对照组:不含姜黄素ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎮ
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图 ５　 三组 ＨＰＦ细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ表达比较(ｎ＝３)　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎮ

图 ６　 三组 ＨＰＦ细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ 蛋白表达比较(ｎ＝３) 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果ꎻＢ:柱状图ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<
０.０５ ｖｓ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎮ

表 ３　 三组 ＨＰＦ细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ＭＭＰ２ 蛋白表达比较 􀭰ｘ±ｓ
分组 Ｂａｘ Ｂｃｌ－２ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ＭＭＰ２
对照组 １.００±０.１１ １.００±０.０８ １.００±０.０８ １.００±０.０９
２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组 １.０９±０.０６ ０.７０±０.０７ａ ０.８４±０.０７ ０.８０±０.２２
４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组 １.４９±０.２５ａꎬｃ ０.４７±０.０３ａꎬｃ ０.６８±０.１７ａ ０.５５±０.１１ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ７.８９ ５８.７８ ５.８１ ６.７７
Ｐ <０.０５ <０.０５ <０.０５ <０.０５

注:对照组:不含姜黄素ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎮ

增殖ꎬ而 Ｓａｒｅ 等[１８] 研究表明姜黄素能通过下调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
的表达来抑制肝癌细胞的增殖ꎮ 与此类似ꎬ本研究证实姜
黄素能抑制 ＨＰＦ 细胞的增殖ꎬ并能下调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达
水平ꎮ

细胞凋亡是由基因控制的细胞程序化死亡ꎬ抗凋亡基
因 Ｂｃｌ－２ 的下调和促凋亡基因 Ｂａｘ 的上调可以诱导细胞
的凋亡ꎮ 姜黄素能上调人永生化角质形成细胞 Ｂａｘ /
Ｂｃｌ－２的比率ꎬ并能通过 ｃａｓｐａｓｅ 依赖途径和非 ｃａｓｐａｓｅ 依
赖途径诱导人永生化角质形成细胞的凋亡[１９]ꎮ 本研究发
现姜黄素能诱导 ＨＰＦ 细胞的凋亡ꎬ还能下调 Ｂｃｌ－２ 的表
达水平及上调 Ｂａｘ 的表达水平ꎮ

与肿瘤有向邻近组织侵犯的倾向相似ꎬ翼状胬肉有自
结膜逐渐向角膜中央侵犯的倾向ꎮ ＭＭＰ２ 可通过降解Ⅳ
型胶原蛋白使基底膜形成缺损进而促进细胞的迁移[２０]ꎮ
翼状胬肉组织和翼状胬肉成纤维细胞中 ＭＭＰ２ 和基质金
属蛋白酶 ９(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ９ꎬＭＭＰ９)的表达高于
正常结膜组[２１] ꎮ 紫外线照射可以增强 ＨＰＦ 细胞的移行
能力ꎬ而姜黄素可以抑制紫外线照射后翼状胬肉上皮细
胞中 ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 的表达[２２－２３] ꎮ 本研究结果表明姜

黄素能抑制 ＨＰＦ 细胞的迁移ꎬ还能下调其 ＭＭＰ２ 的表达
水平ꎮ

综上ꎬ本研究发现姜黄素可通过抑制 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表
达来抑制 ＨＰＦ 细胞的增殖ꎬ通过下调 Ｂｃｌ－２ 并上调 Ｂａｘ
的表达来诱导 ＨＰＦ 细胞的凋亡ꎬ通过下调 ＭＭＰ２ 的表达
来抑制 ＨＰＦ 细胞的迁移ꎬ这为姜黄素成为一种临床治疗
翼状胬肉的药物提供了一定理论依据ꎮ
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