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Abstract
誗AIM: To research the effects of lithium chloride on
transforming growth factor beta (TGF-茁) and connective
tissue growth factor (CTGF) in cultured human Tenon
capsule fibroblasts (HTFs) and explore its mechanism.
誗 METHODS: HTFs were cultured and identified by
vimentin staining with immunofluorescence and the
morphological characteristics. The experimental group
was processed 48h with LiCl in concentration of 80mmol /
L, the control group without LiCl. The mRNA expression
of TGF- 茁 and CTGF in two groups were analyzed with
real - time fluorescent quantitative polymerase chain
reaction ( real time - qPCR) and the protein expression
was detected with Western blot.
誗RESULTS: The cultured HTFs expressed TGF - 茁 and
CTGF. The mRNA expression of TGF - 茁 and CTGF

significantly decreased compared with the control group
( t= 20. 042, 14. 995, P< 0. 05) . the protein expression of
TGF-茁 and CTGF also decreased significantly compared
with the control group( t= 46郾 058、12. 452, P<0. 05)
誗CONCLUSION: The cultured HTFs can express TGF-茁
and CTGF in mRNA and proteins蒺 level. LiCl can reduce
the expression of TGF - 茁 and CTGF both in gene and
proteins蒺 level. LiCl has the potential to modulate wound
healing for glaucoma filtration surgery.
誗 KEYWORDS: transforming growth factor beta;
connective tissue growth factor; Tenon蒺s capsule;
fibroblasts; lithium chloride
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摘要

目的:研究氯化锂(lithium chloride,LiCl)对体外培养的人

眼 Tenon 囊 成 纤 维 细 胞 ( human Tenon蒺s capsule
fibroblasts,HTFs) 转化生长因子 茁 ( transforming growth
factor-茁,TGF-茁)及结缔组织生长因子(connective tissue
growth factor,CTGF)表达的影响并探讨其作用机制。
方法:体外培养 HTFs 并通过 vimentin 免疫荧光染色技术

及细胞形态特征观察鉴定细胞;将 HTFs 分为实验组

(80mmol / L LiCl 处理 48h)和对照组(未用药)。 用实时

荧 光 定 量 PCR ( Real - time fluorescent quantitative
polymerase chain reaction, Real time-qPCR)检测两组细胞

内 TGF-茁 及 CTGF 基因的表达,Western blot 检测两组细

胞内 TGF-茁 及 CTGF 蛋白的表达。
结果:体外培养的 HTFs 能够表达 TGF-茁 及 CTGF。 与对

照组比较,实验组中 TGF-茁、CTGF 基因表达下降,差异

均具有统计学意义( t= 20. 042、14. 995,P<0. 05);与对照

组比较,实验组中 TGF-茁、CTGF 蛋白表达下降,差异均

具有统计学意义( t=46郾 058、12. 452, P<0. 05)。
结论:体外培养的 HTFs 在基因和蛋白水平表达 TGF-茁
及 CTGF,LiCl 能够抑制该过程,其可能通过该机制抑制

HTFs 增殖,此研究为 LiCl 用于青光眼滤过术后瘢痕化调

控提供了实验依据。
关键词:转化生长因子 茁;结缔组织生长因子;Tenon 囊;
成纤维细胞;氯化锂
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0 引言

人眼 Tenon 囊成纤维细胞 ( human Tenon蒺s capsule
fibroblasts,HTFs)过度增殖导致瘢痕化是青光眼滤过手

术失败的主要原因,因此对 HTFs 增殖的适度调控可提高

青光眼滤过术成功率并减少术后并发症。 缝隙连接细胞

间通讯( gap junctional intercellular communication,GJIC)
在创伤愈合过程中具有重要作用[1]。 研究表明,体外培

养的 HTFs 具有较强的 GJIC 功能[2],而作为 GJIC 上调剂

的氯化锂 ( lithium chloride, LiCl) 能够抑制 HTFs 的增

殖[3-4]。 此外,还有研究表明在体外培养的 HTFs 能够表

达转化生长因子 茁(transforming growth factor-茁,TGF-茁)
及结缔组织生长因子 ( connective tissue growth factor,
CTGF),而两者都是创伤愈合的重要介质,是术后瘢痕化

的重要参与因子[5-6]。 目前尚未见国内外关于 LiCl 上调

GJIC 功能,抑制 HTFs 细胞增殖,影响细胞自身 TGF-茁
和其下游效应介质 CTGF 表达以及彼此之间关系的报

道。 本研究通过观察 GJIC 上调剂 LiCl 作用于体外培养

的 HTFs 后对 TGF-茁 及 CTGF 表达的影响,探讨其作用

机制,为 LiCl 应用于青光眼滤过术后瘢痕化调控提供实

验依据。
1 材料和方法

1. 1 材料 摇 主要试剂:高糖型 DMEM 培养基 (美国

Hyclone 公司);胎牛血清 (浙江天杭生物科技有限公

司);LiCl(美国 Sigma 公司);鼠抗人波形蛋白(vimentin)
单克隆抗体、FITC 标记的兔抗鼠 IgG 二抗(北京中杉公

司);TGF-茁 抗体(美国 Proteintech 公司);CTGF、内参 茁-
actin 抗体(上海 Santa Cruz 公司)。 主要设备:CO2培养箱

(美国 Thermo Forma 公司);TH4-200 型光学倒置显微镜

(日本 Olympus 公司);Muhiskan Ascent 酶标仪 (美国

Thermo 公司);BiospectrumAC 凝胶成像分析系统(美国

UVP 公司);Real time-qPCR 仪(澳大利亚 Corbett 公司);
Bio-Rad Mycycler PCR 仪(美国 Bio-Rad 公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 细胞培养及鉴定摇 将斜视矫正手术中所取的人眼

Tenon 囊组织剪成 1. 5mm伊1. 5mm伊1. 5mm 大小组织块,
贴于培养皿中,周围滴少许 DMEM 培养基(含 15% 胎牛

血清、100U / mL 青霉素、100U / mL 链霉素),将其放入

37益、50mL / L CO2培养箱中培养 4h 左右后,待组织块贴

壁牢固,向培养皿中加入少量培养液,使组织块浸入其

中,继续培养,待细胞生长到 80%左右时,用 2. 5g / L 胰蛋

白酶1 颐1传代。 通过在倒置显微镜下观察细胞形态特征

及 vimentin 免疫荧光染色鉴定细胞。
1. 2. 2 实验分组摇 将处于对数生长期 3 代的成纤维细胞

接种于 6 孔板中,待细胞密度达 90%时,参照本课题前期

实验结果[3],采用浓度为 80mmol / L 的 LiCl 处理细胞 48h

摇 摇表 1摇 引物序列

基因名称 基因序列

TGF-茁1 F:5蒺AGCCCTGGACACCAACTATT3蒺
R:5蒺TCCTTGCGGAAGTCAATGT3蒺

CTGF-1 F:5蒺ACACTGTTCAGGAATCGGAA3蒺
R:5蒺CACACACACACACACACACAA3蒺

GAPDH F:5蒺CCATGTTTGTGATGGGTGTGAACCA3蒺
R:5蒺ACCAGTGGATGCAGGATGATGTTC3蒺

作为实验组,只加培养基溶剂作为对照组。
1. 2. 3 Real time-qPCR法检测 TGF-茁和 CTGF 基因表

达摇 按 Trizol 试剂盒说明书提取细胞总 RNA,溶于 DEPC
水中,-80益保存备用。 SYBR Green玉荧光定量 PCR 检

测两组 TGF - 茁、CTGF 基因表达量,内参为管家基因

GAPDH。 实验中阴性对照为超纯水(无 RNA 酶,PCR
级)。 按 2-驻驻Ct计算各组的扩增效率。 基因引物由宝生物

工程(大连)有限公司设计合成,引物序列见表 1。
1. 2. 4 Western blot 法检测 TGF-茁 和 CTGF 蛋白表达

摇 按照试剂使用说明书提取细胞总蛋白。 配制 12% 分

离胶和 5% 浓缩胶。 加入蛋白样品和上样缓冲液的混合

溶液。 电泳 3. 5h,200mA 恒流转膜 1. 5h,5% BSA 封闭 1h,
一抗(1颐 1000)4益孵育过夜。 TBST 洗涤 3 次,10min / 次。
二抗(1颐 1500)孵育 1h,TBST 洗涤 3 次,10min / 次。 配置

ECL 发光剂(A、B 液等体积混匀),固定膜,暗室取胶片,
曝光,显影、定影后流水冲洗,风干。 Gel-Pro analyzer 对

目的条带进行扫描和密度分析。
统计学分析:采用 SPSS 22. 0 进行统计分析。 实验

数据以均数依标准差(軃x依s)表示。 两组间比较采用独立

样本 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 HTFs 鉴定摇 原代细胞培养 7 ~ 10d,组织块周边可见

少量细胞萌出,逐渐由细胞晕成长为细胞集落,多为突起

的纺锤形或星形扁平状结构,细胞核呈规则的卵圆形

(图 1A),17d 细胞融合,细胞呈长梭形,呈典型极性排列

(图 1B)。 体外培养的 HTFs 经 vimentin 免疫荧光检测,
呈均匀的绿色荧光,胞核区为无荧光暗区,细胞呈边界清

晰的狭长梭形(图 1C)。 根据取材部位、细胞形态特征及

vimentin 免疫荧光鉴定,确定培养的细胞为 HTFs。
2. 2 LiCl 对 TGF -茁 和 CTGF 基因表达的影响 摇 LiCl
(80mmol / L)溶液作用于 HTFs 48h 后进行 Real time-qPCR
检测,对照组 TGF-茁 与 CTGF 基因相对表达量为1,实验组

TGF-茁 基因相对表达量为 0. 2630依0郾 0061,CTGF 基因相对

表达量为 0. 0704依0. 0063,与对照组比较差异均具有统计

学意义(t=20. 042、14. 995,P<0. 05)。
2. 3 LiCl 对 TGF-茁 和 CTGF 蛋白表达的影响摇 对照组

TGF-茁 和 CTGF 蛋白表达量分别为 0. 712 依 0. 003 和

0郾 418依0. 003,实验组 TGF-茁 和 CTGF 蛋白表达量分别为

0. 400依0. 005 和 0. 301依0. 008,较对照组均明显降低,差异

均具有统计学意义(t=46. 058、12. 452,P<0. 05,图 2)。

0461

国际眼科杂志摇 2017 年 9 月摇 第 17 卷摇 第 9 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



图 1摇 HTFs鉴定摇 A:HTFs 原代培养 7 ~ 10d 组织块周边可见少量细胞萌出(伊100);B:HTFs 原代细胞传代后其细胞核呈规则的卵

圆形(伊100);C:免疫荧光示成纤维细胞胞浆呈均匀的绿色荧光,胞核区为无荧光暗区(伊400)。

图2摇 LiCl 抑制 HTFs细胞内 TGF-茁和 CTGF蛋白的表达摇 实

验组: 80mmol / L LiCl 处理 48h;对照组:未用药。

3 讨论
青光眼是一种以特征性视神经萎缩和视野缺损为共

同特征的不可逆性致盲眼病,据预测截止到 2020 年全球
范围内可能会有超过 1 100 万人因青光眼双目失明[7]。
目前青光眼滤过术是降低眼压、控制病情进展的主要手
段,而术后手术区的过度瘢痕化是该手术失败的最主要原
因。 目前临床上应用抗代谢药物(如 MMC、5-FU 等)抑制
瘢痕形成,但由此产生的毒副作用使临床应用受到限
制[8-9]。 寻求毒副作用小、靶向性强、作用强度及时间可
控的生物学制剂是眼科界面临的巨大挑战。 青光眼滤过
术的伤口愈合过程包括组织修复、细胞因子释放、成纤维
细胞增殖移行、胶原物质产生与积聚、纤维瘢痕组织形成。
因此,控制细胞因子释放,进而控制细胞纤维化,成为滤过
术后调控瘢痕化的重要靶点。

TGF-茁 是一种强效的促进成纤维细胞增殖和胶原合
成的诱发因子,能够促进成纤维细胞向肌成纤维细胞转
化[10]。 研究表明,TGF-茁 可能通过增加连接蛋白 Cx-43
在细胞质中的表达,提高磷酸化水平,进而显著下调大鼠
肝星形细胞间的 GJIC 功能[11-12]。 CTGF 是继 TGF-茁 之后
发现的又一重要的促纤维化因子,被认为是 TGF-茁 的下
游作用元件及纤维化进程的启动因子[13]。 实验证明,
CTGF 可以直接诱导 HTFs 活化、增殖并且分泌胞外基质,
而减少 CTGF 表达能诱使 HTFs 周期停滞[14]。 因此,CTGF
可能是一个相对于 TGF-茁 更安全、高效地调控滤过术后
手术区瘢痕化的因子[15]。

摇 摇 目前 LiCl 抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡的机制尚未

完全阐明。 Moyer 等[16] 发现 LiCl 可以上调 GJIC,进而促

进大鼠肉芽组织成熟,加速瘢痕化的形成。 本实验室前期

研究结果显示,体外培养的 HTFs 具有丰富的 GJIC,并发

现 LiCl 能够增强 Cx-43 mRNA 及其蛋白表达,上调 GJIC
抑制 HTFs 增殖,并将细胞周期阻滞于 G2 / M 期,其中

80mmol / L LiCl 对成纤维细胞增殖的抑制作用最为显

著[2]。 本研究参照以往研究的显效浓度采用 80mmol / L
LiCl 处理 HTFs 48h,结果显示细胞内 TGF-茁 及 CTGF 的

mRNA 和蛋白表达水平均显著降低,LiCl 可能通过这一过

程显著抑制了 HTFs 的增殖。 另外,有研究表明 LiCl 可通

过抑制外源性 TGF-茁 诱导的 琢-SMA 的表达抑制 HTFs 向
肌成纤维细胞的转化[4],而 LiCl 是否能够抑制 HTFs 细胞

内 琢-SMA 的表达仍有待进一步研究。 活体的整个愈合

过程是一个连续动态的进程,各种愈合因素的交互作用在

不同时间窗中处于不断变化中,因此愈合过程更加复杂。
目前,关于 LiCl 在青光眼滤过手术后对伤口愈合的影响

以及有关作用机制仍在实验研究阶段,还有待于进一步

探讨。
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中国科技核心期刊眼科学类期刊 2015 年主要指标及排名

刊名
总被引频次

数值 排名

影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 核心版 2037(扩展版 3690) 2(2) 核心版 1. 075(扩展版 1. 408) 1(1) 75. 52 1
国际眼科杂志 核心版 2292(扩展版 4693) 1(1) 核心版 0. 505(扩展版 0. 988) 7(2) 47. 46 2
眼科新进展 核心版 1184(扩展版 2151) 4(4) 核心版 0. 573(扩展版 0. 961) 4(3) 42. 69 3
中华眼底病杂志 核心版 809(扩展版 1348) 6(6) 核心版 0. 729(扩展版 0. 928) 2(4) 42. 30 4
中国实用眼科杂志 核心版 1527(扩展版 3336) 3(3) 核心版 0. 548(扩展版 0. 791) 6(6) 40. 04 5
中华实验眼科杂志 核心版 928(扩展版 1508) 5(5) 核心版 0. 412(扩展版 0. 615) 9(8) 39. 05 6
临床眼科杂志 核心版 485(扩展版 1179) 9(7) 核心版 0. 467(扩展版 0. 791) 8(6) 32. 23 7
中华眼视光学与视觉科学杂志 核心版 613(扩展版 927) 7(8) 核心版 0. 549(扩展版 0. 783) 5(7) 26. 20 8
眼科 核心版 497(扩展版 905) 8(9) 核心版 0. 386(扩展版 0. 483) 10(9) 17. 19 9
中国斜视与小儿眼科杂志 核心版 295(扩展版 631) 10(10) 核心版 0. 579(扩展版 0. 891) 3(5) 16. 88 10
10 种期刊平均值 1067 0. 582
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