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Abstact 0bjective Present study was to investigate the proliferation inhibition of rabbit keratocyte in vitro after 

intervention of dracorhodin perehlorate and the effect of dracorhodin perchlorate on the cell apoptosis，thus to supply a new method 

for the clinical prevention and management of corneal scar． M ethods The eyeballs were obtained from 1 8 New Zealand white 

rabbits．Rabbit keratocytes were cultured by tissue explant culture technique in DMEM／F12 medium containing 10％ fetal bovine 

serum and passaged in trypsase containing EDTA．10，20，40，80 ~zg／mL of dracorhodin perehlorate was added in medium for the 

inhibiting rate of cells proliferation using MTT colorimetry．The apoptosis of the keratocytes were examined under the electron 

microscope 24 hours after exposure to dracorhodin perchlorate．Flow cytometry was used to analyze the apoptosis rate of 

keratocytes． Results The third generation of corneal stromal cells showed the positive response for vimentin antibody，showing 

the red fluorescence．The corneal epithelial ceils presented the positive response for cytokeratin 12 antibody，showing the green 

fluorescence．The IC50 of dracorhodin perchlorate was 47．72，41．40 and 32．Ol in 24，48 and 72 hours after intervention of 

dracorhodin perchlorate respectively． MTT colorimetry showed that the inhibitory rate of dracorhodin perchlorate was obviously 

increased in a concentration—dependent manner．Apoptotic keratocytes were seen under the electron microscope．Flow cytometry 

showed the apoptosis rate of cells was gradually raised with concentration increase of dracorhodin perchlorate in 24，48 and 72 

hours after intervention of dracorhodin perchlorate(P <0．01)．The significant correlations were seen between concentration of 

dracorhodin perchlorate and inhibitory rate in 24，48 and 72 hours(r=0．984，P<0．01；r=0．947，P：0．007；r=0．920，P= 

0．03)． Conclusion Dracorhodin perchforate inhibits the proliferation of rabbit keratocyte in vitro at a concentration— 

dependent manner． 
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摘要 目的 观察天然药物血竭素高氯酸盐(Dp)对离体兔角膜基质细胞增生的抑制作用，探讨其对细胞凋亡的影 

响 ，为临床上角膜瘢痕的防治提供新思路 。 方法 新西兰 白兔 18只 ，采用组织块培养法 ，在含 10％胎 牛血清 的 DMEM／ 

F12培养液 中培养兔角膜基质 细胞 ，通过含有 EDTA的胰蛋 白酶 消化进行传 代 。采用 四 甲基偶 氮唑盐 (MTT)比色法 检 

测不 同质 量浓 度 Dp(10～80 Ixg／mL)对 细胞 生 长 的抑 制率 ，电镜 观察 Dp作用 后 角膜 细胞 的凋 亡情 况 ，流 式 细胞 术 

(FCM)检测 Dp作用后细胞凋亡率 。 结果 第 3代角膜基质细胞呈 现对波形蛋 白单克 隆抗体 阳性 反应 和对角蛋 白 12 

多克隆抗体的阴性反应。角膜上皮细胞对角蛋白 l2抗体呈现绿色的荧光反应。Dp作用 24、48、72 h后，其 Ic 。分别为 

47．721、41．40、32．01 g／mL。MTT比色法显示 Dp对角膜基质细胞 的抑制率呈现 明显 的质量浓度 依赖性 ；电镜可观察 到 

角膜细胞 的凋亡 ；FCM检测 Dp作用 24 h的细胞凋亡率呈 剂量依赖性 升高(P<0．01)。在 Dp作用后 24、48、72 h，Dp质 

量浓度与抑制率呈正相关 (r=0．984，P<0．01；r=0．947，P：0．007；r：0．920，P：0．03)。 结论 Dp对兔 角膜基质 细胞 

的增生具有显著的抑制作用，且呈量效关系促进角膜基质细胞发生凋亡。 
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角膜瘢痕是影响视力的重要原因之一。各种原因 

如炎症 、外伤 、手术等损伤至角膜基质层 时，最终均形 

成角膜瘢痕。研究表明 ，角膜基质细胞在角膜 的创伤 



愈合中发挥极其重要的作用 。当损伤至角膜基质 

层时，上皮基底膜断裂，从上皮细胞分泌的相关细胞因 

子进入基质层 ，促进基质层中角膜基质细胞的活化、增 

生 、移行及向成纤维细胞的转化，同时分泌大量细胞外 

基质及不规则排列的粗大胶原纤维，造成瘢痕形成，角 

膜透明度下降 ，致使患者视力减退。有报道从天然药 

物血 竭 中提 取 的 一 种 活 性 成 分 血 竭 素 高 氯 酸 盐 

(dracorhodin perchlomte，Dp)对体外培养 的瘢 痕成纤 

维细胞 (fibroblast，FB)的增生 和胶原合成 具有 明显 

的抑制作 用 。本研究将 Dp作用于体外 培养 的 

兔角膜基质 细胞 ，观察其 对角膜基质 细胞 增生的影 

响，为角膜瘢痕防治的可行性提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 健康新西兰白兔 18只(许可证号 ： 

SCXK(沪)2003—0003，上海斯莱克实验动物有限责任 

公司)，体重 2．0～2．5 kg，雌雄兼用 ，无明显眼部疾患。 

1．1．2 主要试剂及仪器 Dp(中国药品生物制品检 

定所)；胎牛血 清 (杭州 四季青生物工程材料有 限公 

司)；DMEM／F12培养基(北京海克隆生物化学制品有 

限公司)；二甲基亚砜 (dimethylsulfnxide，DMSO)(美 国 

Sigma公司)；四甲基偶 氮唑盐 (MTT)(上海华舜生物 

公司)；胰蛋 白酶(深圳市赛泰克生物科技有限公 司)； 

鼠抗兔波形蛋 白单克隆抗体 (V 2258，美 国 Sigma公 

司)；抗小鼠 IgG．CY3(上海碧云天生物技术研究所)； 

羊抗兔细胞角蛋 白 12(N-16)多克隆抗体(SC一17098)、 

驴抗羊 IgG-FITC(SC一2024)(美国 Santa Cruz公 司)；细 

胞周期 流式细 胞分析试 剂盒 (美 国 Beckman—Coulter 

公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 兔角膜基质细胞的培养 、传代及鉴定 采用 

“组织块法”进行原代培养 。即通过耳缘静脉注射 

空气将兔致死 ，无菌条件下摘除眼球 ，乙醇浸泡 5 S，平 

衡盐液(PBS)冲洗 3次，沿角膜缘内 1 mm处剪下角膜 

(不含角巩膜缘)，在解剖显微镜下取基质层 ，并将其 

剪成约2 mill 大小的组织片，放入 6孔板中，每孔约 5 

块 ，加入 DMEM／F12培养 液 (内含 10％ 胎 牛血 清、 

100 U／mL青霉素、50 U／mL庆大霉素)。8～10 d后 ， 

见角膜基质细胞从组织块长出。原代培养的细胞在生 

长至融合度约为 80％时，0．25％含有 EDTA的胰蛋白 

酶消化传代。将传至第 3代的细胞采用鼠抗兔波形蛋 

白单克隆抗体(一抗)、小 鼠 IgG—CY3(二抗 )以及羊抗 

兔角蛋 白12(N一16)多克隆抗体 (一抗)、驴抗羊 IgG— 

FITC(二抗)的免疫细胞化学鉴定。 

1．2．2 MTT比色法检测 Dp对角膜基质细胞增生的 

影响 将传至第 3代的兔角膜基质细胞接种于 96孑L 

培养板中，每孔的细胞数约为 10 个 ，每孔体积200 p,L。 

于接种后的第 2天 ，弃去培养液 ，分别加入终质量浓度 

为 10、20、40、80~zg／mL的 Dp培养液，同时设空 白对 

照组和阴性对照组 ，各组设 6个复孔。分别培养 24、 

48、72 h后，进行常规 MTT法测定光吸收值(A)，计算 

抑制率。抑制率(％)=[(阴性对照组 A值 一实验组 

4值)／阴性对照组 A值 ]×100％。同时利用 回归方 

程求出 Dp的中效 抑制质 量浓度 (IC )。实验 重复 

3次。 

1．2．3 角膜基质细胞凋亡形态学检查 将细胞接种 

于 100 mL的培养瓶中，共4瓶。至细胞融合度为60％ 

时，弃去培 养液 ，实 验组 加人终 质量 浓度 为 10、20、 

40 I．zg／mL的Dp培养液 ，对照组仅加培养液 ，培养 24 h 

后收集细胞。经 3％戊二醛一1．5％多聚甲醛前 固定数 

日(或数小时)(4℃)，1％锇酸一1．5％亚铁氰化钾后固 

定 1．5 h，PBS漂洗；70％乙醇饱和醋酸铀染液块染 ，乙 

醇 一丙酮梯度脱水 ，环氧树脂 618包埋剂包埋。超薄 

切片 80 nm，醋酸铀、柠檬 酸铅各染 色 5 min；在 日立 

Hu一12A型或飞利浦 EM 208型透射电镜下观察、摄影。 

1．2．4 流式细胞仪检测细胞凋亡 将角膜基质细胞 

接种于 100 mL的培养瓶 中，共 5瓶。至细胞的融合度 

为 60％时，弃去培养液 ，实验组分别加入终质量浓度 

为 10、20、40、60 p~g／mL Dp的培养液 ，对照组仅加培养 

液 ，培养 24 h后收集细胞 ，按照 Annexin v—FITC凋亡试 

剂盒的说明书进行操作 ，流式细胞仪检测。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 11．5统计学软件进行统计学分析，各 

测试指标的数据资料以 ±s表示 ，各组数据资料 的方 

差齐性检验采用 Levene分析。若方差齐，采用单因素 

方差分析 ，组问的两两比较用 LSD-t检验；方差不齐的 

数据资料采用 Kruskal—Wallis秩和检验 ，组间的两两比 

较采用 Tamhane检验 ；两变量间的相关关系采用直线 

相关回归分析。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 角膜基质细胞 的形态学观察及鉴定 

组织块接种后 8～l0 d，见细胞从组织块边缘游离 

出来 ，单层 、长短不等的数个突起 ，核椭 圆、居 中(图 

1A)。细胞长出后 5 d基本融合，呈漩涡状、束状排列 

(图 1B)。抗波形蛋 白单克隆抗体 (图 1C)、抗角蛋 白 

12多克隆抗体鉴定阳性(图 1D)。 
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图 1 角 膜 基 质 细 胞 的 原 代 培 养 及 鉴 定 A ：角 膜 基 质 细 胞 从 组 织 块 游 离 出
B ：角 膜 基 质 细 胞 原 代 培 养 C ：角 膜 基 质 细 胞 波 形 蛋 白 免 疫 荧 光 化 学 染 色 鉴 定 D

角 膜 上 皮 细 胞 角 蛋 白 1 2 免 疫 荧 光 化 学 染 色 鉴 定
F i g ． 1 P r i m a r y c u l t u r e a n d i d e n t i f i c a t i o n o f k e r a t o c y t e A ：K e r a t o c y t e s m i ~ a t e f r o m c u h u r e d

t i s s u e B ：p r i m a r y c u h m
'

e o f k e r a t o c y t e C ：K e r a t o c y t e s s h o w r e d f l u o r e s c e n c e f o r v i m e n t i n

D ：C o r n e a l e p i t h e l i a l c e l l s p r e s e n t g r e e n fl u o r e s c e n c e f o r C K l 2

2 ． 2 D p 对 角 膜 基 质 细 胞 增 生 的 影 响

M T T 比 色 法 检 测 D p 对 兔 角 膜 基 质 细 胞 的 抑 制 作

用 ， 表 明 在 作 用 后 2 4
、

4 8
、

7 2 h 不 同 质 量 浓 度 的 D p 对

角 膜 基 质 细 胞 抑 制 率 的 总 体 差 异 均 有 统 计 学 意 义

( F = 1 0 4 7 ． 2 8 5
，

P < 0 ． 0 l ；F = 2 4 4 1 ． 1 4 4
，

P < 0 ． 0 l ；F =

3 2 8 7 ． 5 7 2
，

P < 0 ． 0 1 ) 。 各 质 量 浓 度 间 的 两 两 比 较 差 异

均 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ( 表 1 ) 。 根 据 公 式 计 算 出

抑 制 率 ， 显 示 出 明 显 的 剂 量 一 效 应 及 时 问 一 效 应 依 赖

关 系 。 3 个 时 间 点 的 D p 质 量 浓 度 与 抑 制 率 的 相 关 系

数 及 回 归 方 程 分 别 为 ：2 4 h 时 l ，= 一 1 5 ． 3 2 8 + 1 ． 3 6 9 X

( r = 0 ． 9 8 4
，

P < 0 ． 0 1 ) ：4 8 h 时 矿： 一 1 0 ． 4 7 9 + 1 ． 4 6 1 x

( r = 0 ． 9 4 7
，

P = 0 ． 0 0 7 ) ；7 2 h 时 矿= 9 ． 0 9 6 + 1 ． 2 7 8 X

， ．

1 0 0

岜 8 0
里
￡ 6 0

宝4 0
蔓

{ 2 0

， 一
1 2 0

§ 1 0 0

营 8 0

} 6 0

． 善 4 0

量 2 0
“

0

7 5 7

( r = 0 ． 9 2 0
，

P = 0 ． 0 3 ) ( 图 2 ) 。 同 时 利 用 回

归 方 程 求 出 3 个 时 问 点 D p 的 I C
，。 ， 分 别 为

4 7 ． 7 2 1
、

4 1 ． 4 0 、 3 2 ． 0 1 Ix g ／m L
。

表 1 不 同 质 量 浓 度 D p 作 用 于 角 膜 基 质 细 胞
2 4

、
4 8

、 7 2 h 的 抑 制 率 比 较 ( x ± s ， ％ )

T a b l e 1 I n h i b i t o r y r a t e o f d r a c o r h o d i n p e r e h l o r a t e

o n c e l l g r o w t h i n d i ff e r e n t t i m e ( i - 4-

s
， ％ )

4 ． 4 3 ± 2 30

8 4 8 ± 3 ． 6 2

15 0 2 ± 3 2 2

4 2 ． 8 2 ± 2 7 7

5 8 ． 4 6 ± 2 7 7

6 8 3 1 ± 2 ． 5 5

8 0 17 ± 】5 3

9 2 ． 3 7 ± 1 4 0

0 4 7 2 8 5

< 0 0 1

4 7 7 2

4 ． 4 7 ± 2 5 6

¨ 22 ± 2 ． 94

17 ． 2 8 ± l 6 7

6 7 4 0 ± 1 ． 6 5

74 ． 6 8 ± 1 6 3

83 ． 6 6 ± 1 6 5

8 7 9 7 ± l J 6

9 5 ． 50 ± O． 82

2 4 4 I 14 4

< 0 0 l

4 1 4 0

15 19 ± 0 9 3

30 ． 4 0 ± 1 4 8

3 3 ． 4 9 ± I ． 9 7

83 2 7 ± I 5 3

8 6 9 4 ± 1． 9 3

9 1 ． 5 9 4 - 1． 0 7

94 ． 9 2 ± 】3 8

9 7 ． 0 2 ± 0 ． 8 8

3 2 8 7 ． 57 2

< 0 ． 0 1

3 2 ． 0 1

2 ． 3 电 镜 观 察 细 胞 凋 亡

透 射 电 镜 下 可 见 随 D p 质 量 浓 度 的 增 高 ， 细 胞 凋

亡 增 多 。 镜 下 可 见 凋 亡 细 胞 体 积 变 小 ， 细 胞 质 浓 缩 ， 细

胞 核 的 染 色 质 高 度 凝 聚 、 边 缘 化 ( 图 3 A ) ， 以 及 细 胞 凋

亡 小 体 形 成 ( 图 3 B ) 。

0 O 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 0 10 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0

C o n c e n t r a t i o n o f d r a c o r h o d i n p e r e h l o r a t e (Ix g ／m L ) C o n c e n t r a t i o n o f d r a e o r h o d i n p e r e h l n r a t e ox g ／m L )

一 1 2 0

孽 1 0 0

琶 8 0

昏 6 0

．善 4 0

皇 2 0
“

0

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0

C o n c e n t r a t i o n o f d r a c o r h o d i n p e r c h l o r a t e (tx g ／m L )

图 2 D p 质 量 浓 度 与 D p 对 细 胞 生 长 抑 制

率 的 直 线 回 归 关 系 散 点 图 A ：D p 作 用 2 4 h

B ：D p 作 用 4 8 h C ：D p 作 用 7 2 h

F i g 2 S c a t t e r p l o t o f r e g r e s s i o n a n a l y s i s o f

c o n c e n t r a t i o n o f d r a c o r h o d i n p e r c h l o r a t e a n d i n h i b i t o “

r a t e A ： d r a c o r h o d i n p e r c h l o r a t e fo r 2 4 h o u r s f r =

0 ． 9 8 4
，

P < 0 ． 0 1 ) B ： d r a c o r h o d i n p e r c h l o r a t e fo r 4 8

h o u r s ( r = 0 ． 9 4 7 ，
P = 0 ． 0 0 7 ) C ： d r a c o r h o d i n

p e r e h l o r a t e f o r 7 2 h o u r s ( r = 0 ． 9 2 0 ． P = 0 0 3 )

图 3 透 射 电 镜 下 可 见 角

膜 基 质 细 胞 凋 亡 ( × 6 3 0 0 )

A ：凋 亡 细 胞 ( 箭 头 ) B ：凋 亡

小 体 ( 箭 头 )

F i g ． 3 K e r a t o c y t e a p o p t o s i s i s

s e e n u n d e r t h e t r a n s m i s s i o n

e l e c t r o n m i c r o s c o p e ( × 6 3 0 0 ) A ：

a p o p t o t i c c e l l ( a r r o w ) B ：

a p o p t o t i e b o d i e s ( a ~
'

o w )

2 ． 4 流 式 细 胞 仪 检 测 D p

作 用 后 的 细 胞 凋 亡 率

流 式 细 胞 仪 检 测 D p 作

用 后 的 细 胞 凋 亡 情 况 ， 将 3

次 流 式 结 果 的 数 据 进 行 统

计 分 析 。 实 验 组 与 各 D p 质

量 浓 度 组 总 凋 亡 率 的 差 异
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有 统 计 学 意 义 。 在 D p 质 量 浓 度 为 1 0 Ix g ／m L 时 ， 细 胞

总 凋 亡 率 与 阴 性 对 照 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P =

0 ． 6 0 9 ) ， 而 2 0
、

4 0 、 6 0 Ix g ／m L D p 质 量 浓 度 组 ， 细 胞 凋 亡

率 较 阴 性 对 照 组 高 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 且

随着 D p 质量 浓 度 的增 高 ， 细 胞 凋 亡 率增 加 ( 表 2
， 图 4 ) 。

表 2 D p 作 用 2 4 h 后 兔 角 膜 基 质 细 胞 凋 亡 率 ( x ± S
， ％ )

T a b l e 2 A p o p t o s i s r a t e o f c o r n e a l s t r o m a l ( ：e l l s a f t e r e x p o s u r e t o

d r a e o r h o d i n p e r e h l o r a t e f o r 2 4 h o u r s (
一

X ± s ． ％ )

D r a c o r h o d i “

p e r c h l o r a t e ( “g／m L )

A p o p t o s i s r a t e o f c o r n e a l s t r o m a l ( ：e l l s

E a r l y s t a g e L a t e r s t a g e T o t a l

。

P < 0 ． 0 1 t ) S r e s p e c t i v e 0 c o n c e n t r a t i o n d r a e o r h o d i n p e r c h l o r a t e g r o u p

( K r u s k a l - W a l l i s r a n k s u m t e s t
，

T a m h a n e t e s t )
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图 4 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞

凋 亡 率 A ：阴 性 对 照 的 细 胞 凋

亡 率 B ： 1 0 u g ／m L D p 作 用 于

角 膜 基 质 细 胞 的 细 胞 凋 亡 率

C ：2 0 Ix g ／m L D p 作 用 于 角 膜 基

质 细 胞 的 细 胞 凋 亡 率 D ：

4 0 lx g ／m L D p 作 用 于 角 膜 基 质 细

胞 的 细 胞 凋 亡 率 E ：6 0 “ g ／m L

D p 作 用 于 角 膜 基 质 细 胞 的 细 胞

凋 亡 率

F i g ． 4 C e l l a p o p t o s i s r a t e b y fl o w e y t o m e t r y A ： a p o p t o s i s r a t e o f

n e g a t i v e c o n t r o l B ： a p o p t o s i s r a t e o f k e r a t o c y t e f o r 1 0 Ix g ／m L

d r a c o r h o d i n p e r e h l o r a t e C ： a p o p t o s i s r a t e o f k e r a t o e y t e fo r 2 0 Ix g ／m L

d r a c o r h o d i n p e r c h l o r a t e D ： a p o p t o s i s r a t e o f k e r a t o e y t e f o r 4 0 u g ／m L

d r a c o r h o d i n p e r c h l o r a t e E ： a p o p t o s i s r a t e o f k e r a t o c y t e fo r 6 0 t．L g ／m L

d r a c o r h o d i n p e r e h l o r a t e

3 讨 论

正 常 情 况 下 角 膜 基 质 细 胞 分 泌 组 成 基 质 层 的 成

分 ， 维 持 角 膜 的 透 明 ， 但 当 角 膜 基 质 细 胞 受 刺 激 后 ，

细 胞 死 亡 或 者 从 静 止 状 态 转 化 为 修 复 表 型 ， 这 些 修

复 表 型 在 促 进 再 生 的 同 时 诱 导 纤 维 变 性 以 致 瘢 痕 形

成 ， 且 修 复 表 型 的 角 膜 基 质 细 胞 产 生 大 量 粗 大 且 排

列 紊 乱 的 胶 原 纤 维 ， 对 前 弹 力 层 和 基 质 缺 损 处 进 行

瘢 痕 组 织 修 复 。

细 胞 各 组 成 部 分 在 不 断 发 展 变 化 的 基 础 上 不 断 增

生 ， 产 生 新 细 胞 ， 以 代 替 衰 老 、 死 亡 和 创 伤 所 损 失 的 细

胞 ， 这 是 机 体 新 陈 代 谢 的 表 现 ， 也 是 机 体 不 断 生 长 发

育 、 赖 以 生 存 和 延 续 种 族 的 基 础 。 细 胞 以 分 裂 的 方 式

进 行 增 生 ， 每 次 分 裂 后 所 产 生 的 新 细 胞 必 须 经 过 生 长

增 大 ， 才 能 再 分 裂 。 当 细 胞 在 分 裂 过 程 中 ， 某 个 途 径 受

到 抑 制 ， 细 胞 增 生 将 受 到 抑 制 。 如 抑 制 有 丝 分 裂 原 激

活 的 蛋 白 激 酶 信 号 通 路 抑 制 细 胞 生 长
旧 。

。 有 研 究 显

示 D p 以 剂 量 、 时 间 依 赖 性 的 方 式 抑 制 F B 生 长
¨ ’

。

R T ． P C R 检 测 见 D p 抑 制 F B 的 I 型 、 Ⅲ 型 前 胶 原

m R N A 的 表 达
H 0

， 同 时 促 进 瘢 痕 成 纤 维 细 胞 的 凋

亡
¨

。

。 本 实 验 M T T 的 结 果 显 示 ， 同 一 时 间 段 各 实 验 组

的 A 值 较 正 常 对 照 组 低 ， 且 随 着 药 物 质 量 浓 度 的 增

加 ，
4 值 下 降 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) 。 通 过 A

值 计 算 各 药 物 质 量 浓 度 的 抑 制 率 ， 显 示 出 明 显 的 剂 量

一 效 应 依 赖 关 系 及 时 间 一 效 应 关 系 ， 进 一 步 证 实 该 药

具 有 抑 制 角 膜 基 质 细 胞 增 生 的 作 用 。

凋 亡 一 般 是 机 体 细 胞 在 发 育 过 程 中或 在 某 些 因 素

作 用 下 ， 通 过 细 胞 内 基 因 及 其 产 物 的 调 控 而 发 生 的 一

种 程 序 性 细 胞 死 亡 。 细 胞 凋 亡 信 号 转 导 的 最 终 途 径 是

D N A 降解 ， 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 为 细 胞 凋 亡 效 应 酶 ， 通 过

降 解 细 胞 外 基 质 和 骨 架 蛋 白 以 及 激 活 核 酸 酶 裂 解

D N A 修 复 的 相 关 分 子
¨ 。

。 主 要 有 2 条 途 径 ：通 过 胞 外

信 号 激 活 细 胞 内 的 凋 亡 酶 c a s p a s e 及 线 粒 体 释 放 凋 亡

酶 激 活 因 子 激 活 c a s p a s e 。 这 些 活 化 的 c a s p a s e 可 将 细

胞 内 的 重 要 蛋 白 降 解 ， 引 起 细 胞 凋 亡 。 研 究 发 现 体 外

培 养 的 瘢 痕 成 纤 维 细 胞 ， 加 入 含 有 D p 的 培 养 液 后 ， 随

着 药 物 质 量 浓 度 的增 加 、 作 用 时 间 延 长 ， 活 细 胞 数 量 逐

渐 减 少 ， 细 胞 间 隙 增 宽 、 细 胞 突 起 明 显 缩 短 或 消 失 ；细

胞 变 圆 ， 胞 体 缩 小 ， 细 胞 质 减 少 ， 有 的 呈 空 泡 状 ；染 色 质

浓 缩 边 聚 ， 胞 核 模 糊 或 断 裂 成 块 状
。⋯

。 在 本 实 验 中 ，

于 加 药 后 2 4 h 倒 置 相 差 显 微 镜 下 观 察 细 胞 的 形 态 变

化 ， 发 现 角 膜 基 质 细 胞 生 长 速 度 较 对 照 组 慢 ， 且 随 着 药

物 质 量 浓 度 的 升 高 ， 部 分 贴 壁 细 胞 出 现 皱 缩 、 变 圆 甚 至

脱 落 。 透 射 电 子 显 微 镜 观 察 发 现 ， 随 药 物 质 量 浓 度 的
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增加 ，细胞出现凋亡 ，且凋亡的细胞数量增加 ，说 明该 

药物具有促进细胞凋亡的作用。流式细胞仪检测 Dp 

作用 后 的 细 胞 凋 亡 ，结 果 显 示 在 Dp质 量 浓 度 为 

10 Ixg／mL时，细胞总凋亡率与阴性对照组差异无统计 

学意义(P：0．609)，而当 Dp≥20 I~g／mL时，其细胞凋 

亡率 较 阴 性 对 照 组 高 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义 

(P<0．01)，且随着 Dp质量浓度的增高，细胞凋亡率 

增加。有研究表 明，Dp通过改变 bcl一2家族蛋 白的表 

达，即 Bax表达增加 、Bcl—X 表达下降 ，而促进 细胞 凋 
[9—12’ L 

。 

本研究将 Dp作 用于体外 培养 的兔 角膜基质 细 

胞 ，发现其对细胞 的增生有抑制作用 ，且随 Dp质量浓 

度的增加 ，细胞凋亡率增加 ，为探讨角膜瘢痕 防治的可 

行性提供理论依据 。 
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