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摘 要 :【目的】观察半边旗二萜类化合物 5F( 5F)对体外培养的人翼状胬肉成纤维细胞 ( HPF)增殖和胶

原合成及结缔组织生长因子(CTGF)表达的影响。【方法】利用手术切除的人翼状胬肉组织进行原代细胞培养,

即得到 HPF。将不同质量不同浓度( 0、8、32、128)μg /mL的 5F 作用于HPF 24 h, 通过噻唑蓝比色法 ( MTT)检测

5F 对细胞增殖的作用 ;用逆转录聚合酶链反应(RT- PCR)和蛋白质印迹 (Western blot)检测 5F 对细胞中 CTGF

mRNA及蛋白表达水平的影响 ;用化学比色法检测 5F 对细胞胶原蛋白含量的影响。【结果】在 HPF 中加入不

同质量浓度 ( 0、8、32、128)μg /mL的 5F 作用 24 h,各组剂量的 5F 均可以明显抑制 HPF 的增殖(P< 0.01),其半

数抑制率(IC50)为 32.12μg/mL。在 8～128μg/mL的剂量范围内,5F 能显著地下调 CTGF mRNA(0.69±0.05, 0.38±

0.06,0.19±0.04,与对照组 0.82±0.09 比较 , P< 0.05 或 P< 0.01)和 CTGF 蛋白 (82.34±5.16, 31.46±4.98, 23.28±

2.65, 与对照组 98.12±7.20 比较, P< 0.05 或 P< 0.01)的表达水平 , 能显著地降低胶原蛋白的含量﹙13.95±1.49,

12.53±0.51, 5.89±0.80,与对照组 16.19±1.02 比较, P< 0.05 或 P< 0.01), 且均有明显的剂量—效应关系。【结论】

半边旗二萜类化合物 5F 能显著地抑制体外培养的 HPF 的增殖和胶原蛋白的含量 , 使细胞的 CTGF mRNA及

蛋白表达明显下调 , 并且呈显著的量效关系 , 表明半边旗 5F 具有体外抗纤维化作用 , 这为寻找有效治疗 HPF

的药物提供了新的思路。
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Tissue Growth Factor and Collagen Synthesis in Human Pterygium Fibroblasts

LIN Yi-ling1, WU Ping2, LIAO Hai-lan1, ZHANG Pei-hua3, HE Hui-juan2, JIANG Li-ming4 , LIANG Nian-ci4

( 1. Department of Ophthalmology ,The Affiliated Hospital; 2. The Central Laboratory, The Affiliated Hospital; 3. The Institute of

Reparative Surgery ; 4. The Institute of Biochemistry and Molecular Biology, Guangdong Medical College, Zhanjiang 524001, China )

Abstract:【Objective】To observe the effect of diterpenoid compound 5F from Pteris semipinnata L. (5F) on the

cell proliferation, collagen synthesis and the expression of connective tissues growth factor(CTGF) in human pterygium

fibroblasts (HPF) cultured in vitro. 【Method】 HPF used were primary cell culture with exairesis human pterygium

tissues. HPF cells were treated with different mass concentrations ( 0, 8, 32, 128 μg/mL) of 5F for 24 h. The effect of

5F on cell proliferation was measured by 3- [4,5 - dimethylthiazol - 2 - yl]- 2,5 - diphenyl tetrazolium bromide method.

The expression of CTGF mRNA and protein were detected by RT- PCR and Western blot, and the content of collagen

protein of cells were determined by chemistry chromatometry.【Result】HPF cell proliferation was significant depressed

(P< 0.01) after the cells were treated with 5F for 24 h (the IC50 was 32.12 μg/mL). 5F in concentration range of 8～128

μg/mL markedly inhibited the expression of both CTGF mRNA (0.69±0.05, 0.38±0.06, 0.19±0.04, P< 0.05 or P<0.01)

and CTGF protein (82.34±5.16, 31.46±4.98, 23.28±2.65, P< 0.05 or P< 0.01), and the synthesis of collagen protein

(13.95±1.49, 12.53±0.51, 5.89±0.80, P< 0.05 or P< 0.01) of the cells and both showed the dependent relation with

dose.【Conclusion】A diterpenoid compound 5F from Pteris semipinnata L. could depress the cell proliferation and
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人翼状胬肉是以成纤维细胞异常增殖、胶原大

量合成、细胞外基质过度沉积为组织学特点的眼

科较常见和多发的眼病之一。手术虽然能切除胬

肉 , 但复发率较高 , 其确切的发病机制目前尚未完

全清楚。近年来国内外的研究[1- 3]发现 ,结缔组织生

长因子 ( connective tissues growth factor , CTGF)是

转化生长因子( transforming growth factorβ,TGF-β)

发挥生物效应的下游因子 , 对纤维细胞的分化增

生及细胞外基质的合成和降解具有很强的调控作

用 , 其在各种类型的纤维化疾病中的过度异常表

达可能是引起组织纤维化的重要机制之一。半边

旗 (Pteris semipinnata L.)是一种中草药 , 民间用于

治疗蛇伤、外伤出血、抗菌痢和肝炎等。梁念慈发

现[4, 5],半边旗中的有效成分二萜类化合物 5F[化学

名为 : 11α-羟基- 15-氧- 16-烯-对映贝壳杉烷- 19

酸 (ent- 11alpha- hydroxy- 15- oxo- kaur- 16- en- 19-

oic acid), 简称 5F], 具有显著的体内外抗肿瘤活

性 , 并且毒副作用小 , 但目前它对翼状胬肉的治疗

及细胞凋亡作用机制的研究尚鲜有报道。本研究

用人翼状胬肉成纤维细胞 (human pterygium body

fibroblast, HPF)体外原代培养模型 , 选用不同浓度

的半边旗 5F 对细胞作用的影响 , 并从基因和蛋白

水平初步探讨半边旗 5F 对 HPF 的增殖和 CTGF

的影响及其可能的机制 , 以期为下一步寻找治疗

HPF 的有效药物提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材 料

半边旗 5F 由广东医学院生物化学与分子生

物学研究所梁念慈教授提供。Trizol、SuperScriptTM

First- Strand Synthesis System for RT- PCR 试剂盒、

Tag DNA 聚 合 酶 、Marker、DMEM (Dulbeccos

Modified Eagle Medium)培养基、胰蛋白酶均购自

GIBCO公司 , 新生牛血清为杭州四季青生物制品

公司产品 , 二甲基亚砜 ( DMSO)、四甲基偶氮唑蓝

( Td-T-mediated Dutp end labeling [ 3-4, 5-dimethyl-

2-thiazolyl] 2, 5-diphengltetrazolium bromide,MTT)均

为 Sigma 公司产品。山羊抗人 CTGF 多克隆抗体购

自 Santa Gruz公司;辣根酶标记兔抗山羊 IgG购自

北京中山生物技术有限公司 ; DAB system for

western blot 试剂盒购自珠海百奥生物技术有限公

司。

1.2 标本来源及细胞培养

培养组织取自本院眼科手术切除的原发性翼

状胬肉标本 , 12 病例术前均未接受过药物治疗 ,组

织块原代培养参考 Solomon 等 [6]的方法进行细胞

原代及传代培养 , 经显微镜及细胞生物学鉴定 , 证

实为成纤维细胞 ,实验选用第 4～9 代细胞。

1.3 噻唑蓝比色法 (MTT) 测定不同浓度 5F 对

HPF 增殖的影响

参照文献[7]方法进行 , 取对数生长期的成纤

维细胞用质量浓度 2.5 g/L的胰蛋白酶消化后 , 将

细胞以 1×108/L密度接种于 96 孔培养板中 , 每孔

200μL, 于 37 ℃、体积分数 5%的 CO2 孵箱中培养

24 h, 更换体积分数 10%的 FBS DMEM培养基并

加入5F,使药物终浓度分别为(0、8、16、32、64 、128

μg/mL, 每一浓度重复 6 孔。孵箱培养 24 h 后 , 每

孔加入 MTT( 5 mg/mL) 20 μL, 继续培养 4 h, 吸去

培养液 , 每孔加入 DMSO 100μL, 于微量振荡器上

振荡 10 min, 待紫色结晶完全溶解后 , 立即用酶联

免疫测定仪 (美国 BioRad550 型 )测定 570 nm 处

的吸光度值 A, 求出增殖抑制率( inhibition rate,IR,

%)。抑制率 ( IR) =( 1- 用药组 A 值 /对照组 A 值 )

×100% 。 按 改 良 Karber 式 计 算 半 数 抑 制 率

( IC50) : lg IC50=Xm- i [P- ( 3- Pm- Pn) /4], 其中 i=lg

(最大剂量 /相邻剂量 ) , Xm=lg 最大剂量 , P=阳性

反应率之和 , Pm=最大阳性反应率 , Pn=最小阳性

反应率。

1.4 RT- PCR 检测 5F 对 HPF CTGF mRNA 表

达的影响

用 PBS 洗涤实验各组细胞 , 在培养瓶中加

TrizolRNA提取液提取细胞总 RNA。制备的细胞总

RNA用紫外分光光度计测定读数 A260/A280 为 1.8～

collagen synthesis, induce the down-regulation of the expression of CTGF mRNA and protein in HPF with the

significant dose- effect relationship( P< 0.05) . It shows that 5F have the function of antifibrosis in vitro, which provides

new thought of finding effective drug for HPF.

Key words: Pteris semipinnata L.; diterpeniod; pterygium; fibroblasts; connective tissue growth factor;

collagen

[J SUN Yat-sen Univ(Med Sci), 2006, 27(4):369- 373]

中山大学学报(医学科学版) 第 27 卷370



2.0, 调整 RNA 浓度为 1 g/L 后即作 RT- PCR 反

应。引物设计参考人 CTGFcDNA序列 ,进行特异性

CTGF 引物设计 , 同时选用 β- actin 作为内参照。

CTGF: 上游 5′- AAC TAT GAT TAG AGC CAA

CTG CCT G- 3′, 下游 5′- TCA TGC CAT GTC TCC

GTA CAT CTT C- 3′, 用这对引物可扩增出长度为

475 bp 的 CTGF cDNA片段;β- actin:上游 5′- CCG

CGA GAA GAT GAC CCA GAT - 3′, 下游 5′- GAA

GCA TTT GCG GTG GAC GA - 3′,用这对引物可扩

增出长度为 781 bp 的 β- actin cDNA片段。引物均

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

RT- PCR 反应采用 Gibco 公司提供的 RT- PCR 试

剂盒按说明书严格进行操作, 细胞总 RNA反应量

均为 4μg, 总反应体积为 50μL。反应条件为 :①

cDNA的合成和预变性:42℃,50 min,94℃ 3 min;②

PCR 扩增 :94 ℃ 45 s,55 ℃ 45 s,72 ℃ 1 min 共 28

个循环 ,循环完毕后 72℃延伸 7 min。扩增产物用

质量浓度 15 g/L的琼脂糖凝胶电泳 , 稳压电泳 5

V /cm约 1.5 h, 0.5 μg /mL溴乙锭染色 20 min 后 ,

紫外灯观察、拍照。在 UVP 凝胶成像系统中扫描 ,

并分析电泳带灰度。以特异性 CTGF 扩增带吸光

度值 A与 β- actin 扩增带吸光度值 A之比半定量

代表 CTGF mRNA的表达水平。

1.5 Western blot 分析 HPF CTGF 蛋白的表达

将 10×105细胞接种于 90 mm培养皿 , 培养 48

h, 待细胞生长至体积分数 90%的融合状态后 , 各

实验组加入不同浓度的 5F 继续培养 24 h, 然后每

组用预冷的 PBS冲洗 2 次 , 收集细胞 , 1 000 r/min

离心 5 min, 弃上清 , 加入 100μL裂解缓冲液(50

mmol/L Tris- HCl pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 6.25

mmol/L NaN3,100 μg/mL PMSF,体积分数 1% Triton

X- 100), 放置 20 min, 每个样品取 50 μL的蛋白质

行 SDS- PAGE 电泳。制备 80 g/L的聚丙烯酰胺分

离胶 , 50 g/L的聚丙烯酰胺浓缩胶。在蛋白样品中

加入等体积的加样缓冲液 , 煮沸 5 min 后 , 取 20

μL上样 , 130 V 电压电泳 ; PVDF 膜电转移 , 350

mA, 50 min。封闭缓冲液(100 g/L的脱脂奶粉 ,体积

分数 0.5% Tween- 20, 6.25 mmol/L NaN3, pH 7.4),

作用 1 h;加入稀释度为 1 ∶100 的山羊抗人 CTGF

多克隆抗体 , 37 ℃孵育 60 min; PBS +体积分数

1‰Tween 20 洗膜 3 次 , 每次 10 min; 加入稀释度

为 1 ∶5 000 的辣根酶标记兔抗山羊 IgG, 37 ℃孵

育 1 h; PBS +体积分数 1‰Tween 20 洗膜 3 次 , 每

次 10 min;显色系统显色。拍照 , 进行条带灰度扫

描 , 分析电泳带灰度 , 以 CTGF 的条带吸光度值 A

代表蛋白质含量。

1.6 半边旗 5F 对 HPF 胶原合成的影响

将细胞接种于 24 孔培养板 , 细胞密度 5×104/

孔 ,每孔加入 1 mL培养基。接种 48 h 后更换培养

基 , 同时加入不同浓度 5F, 每一浓度设计 4 个平

行孔。药物作用 48 h, 从每孔各吸取 0.5 mL培养

基 , 按羟脯氨酸检测试剂盒说明书方法测定培养

基中羟脯氨酸的含量。用酶标仪 540 nm 检测 A

值 , 样品中羟脯氨酸浓度 (μg/mL) =测定管 A 值±

标准管浓度/标准液 A值 ;样品中胶原浓度样品羟

脯氨酸浓度×7.46×稀释倍数 ( 7.46 是从羟脯氨酸

换算为胶原时的计算常数)。

1.7 统计学方法

用 SPSS11.0 统计软件进行统计分析。数据以

均数±标准差(x±s)表示 , 多组比较如果方差齐同 ,

采用单因素方差分析 ( one- way- ANOVA) , 两两比

较采用最小显著差异法( LSD法 )检验 , P< 0.05 差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 半边旗 5F 对 HPF 增殖的抑制作用

不同浓度的半边旗 5F (0、8、16、32、64 、128

μg/mL)分别处理细胞 24 h 后,用 MTT比色法检测

其对细胞的增殖抑制率 ( IR, %)分别为 0, 13.24±

0.73, 28.23±0.81, 47.63±1.24, 69.82±1.31, 88.93±

1.92。在 8～128μg/mL的剂量范围内,5F 的抑制作

用均有明显的剂量—效应关系。与对照组相比,差

异具有统计学意义( F=2646.1,P < 0.01,图 1)。5F对

细胞的半数抑制率( IC50)为 32.12μg/mL。

图 1 半边旗 5F 对 HPF 的生长抑制作用。

Fig.1 Inhibitory effect of Pteris semipinnata L. of 5F on

HPF growth.

n=6, x±s; vs control group, P< 0.01
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2.2 5F 对 HPF CTGF mRNA 表达的作用

RT- PCR 产物电泳结果显示, 各组细胞 CTGF

mRNA 在 475 bp 和 781 bp 位置上均出现特异性

条带,与预期扩增片断的长度相符(图 2)。半边旗

5F 不同药物浓度组(0、8、32、128μg/mL) 处理细胞

24 h 后 , 细胞 CTGF mRNA表达量的相对吸光度

值 A为:0.82±0.09, 0.69±0.05, 0.38±0.06, 0.19±

0.04。在 8～128 μg/mL的剂量范围内,随着半边旗

5F 作用浓度的增加, 细胞的 CTGF mRNA表达相

对量遂渐减少(图 2), 与 0μg/mL对照组相比,差异

均有统计学意义( F=62.6,P < 0.01)。

2.3 半边旗 5F 对 HPF CTGF 蛋白质表达的作用

Western blot 结果如图 3 所示 ,经半边旗 5F 0、

8、32、128 μg/mL作用 24 h 后 , 细胞 CTGF 蛋白表

达量的吸光度值 A 为 :98.12±7.20, 82.34±5.16,

31.46±4.98, 23.28±2.65。在 8～128μg/mL的剂量范

围内 , 随着半边旗 5F 作用浓度的增加 , 细胞的

CTGF 蛋白表达量遂渐减少 (图 3), 与 0 μg/mL 对

照组相比 , 差异均有统计学意义 ( F=149.0,P <

0.01)。

2.4 半边旗 5F 对 HPF胶原蛋白合成的作用

结果如表 1, 可见半边旗 5F 0、8、32、128 μg/

mL对 HPF胶原蛋白合成有显著的抑制作用 , 随着

用药浓度增加 , 细胞的羟脯氨酸、胶原蛋白含量逐

渐减少 , 胶原蛋白各组与 0 μg/mL对照组相比 , 差

异均有统计学意义( F=56.2,P< 0.05 或 P< 0.01)。

3 讨 论

CTGF 最早从人脐静脉内皮细胞分离出来 , 它

是一种富含半胱氨酸的长度为 349 个氨基酸的多

肽,分子质量约为 36～38 ku,是即刻早期基因 CCN

(CTGF、Cef10、cyr61 和 Nov)家族成员 ,可由成纤维

细胞、平滑肌细胞、部份血管内皮细胞和软骨细胞

等分泌。研究发现,在 CTGF 启动子序列 128～162

位置上存在着一个重要的 TGFβ1 调控元件, 其点

突变可以导致 TGFβ1 活性完全丧失,故认为 CTGF

是 TGFβ1 致纤维化作用的直接下游效应介质 [8]。

Igarashi 等 [9]用原位杂交方法先后发现在系统性和

图 2 5F 对 HPF CTGF mRNA 表达的影响

Fig.2 Effect of 5F on CTGF mRNA expression

HPF were treated with 5F 0, 8, 32, 128μg/mL

Compared with 0μg/mL group,* P < 0.05,* * P < 0.01

图 3 5F 对 HPF CTGF 蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of 5F on CTGF protein expression

HPF were treated with 5F (0, 8, 32, 128)μg/mL

Compared with 0μg/mL group,* P < 0.05,* * P < 0.01

表 1 不同浓度半边旗 5F 对 HPF 胶原蛋白的影响

Table 1 Effects of Pteris semipinnata L. of 5F with different

concentration on collagen in HPF (n=6, x±s,μg/mL)

!(μg /mL)
0

8

32

128

Hydroproline

2.17±0.13

1.87±0.16

1.68±0.14

0.79±0.10

Collagen

16.19±1.02

13.95±1.49 1)

12.53±0.51 2)

5.89±0.80 2)

vs control group, 1) P< 0.05, 2) P< 0.01
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[1]

局限性硬皮病皮损中均有 CTGF mRNA 的表达 ,

而在同一患者正常皮肤或正常人对照组皮肤中则

呈阴性。国内学者郭长梅等 [10] 用免疫组化方法发

现在增生性玻璃体视网膜病变增生膜中也有

CTGF 表达上调 , 表明 CTGF 参与了增生性玻璃体

视网膜病变增生膜的形成和发展。

有研究表明敲除 TGF-β1 基因的小鼠因失去

对炎症的抑制而在出生后很快死于严重的全身性

炎症[11]。与 TGF-β1相比,在生理状态下 CTGF 主要

在间质细胞中低水平表达,其作用范围也主要局限

于结缔组织, 因此在创伤修复或者纤维化过程中,

CTGF 是一种特异性更强的、选择性干预结缔组织

形成过程的靶细胞因子。阻断其表达可能更特异、

更有效、更安全地治疗纤维化疾病。我们的实验研

究表明 , 半边旗 5F 在一定浓度范围内可以抑制体

外培养的 HPF 的增殖和胶原合成, 当药物浓度高

于 8μg/mL时,细胞呈现抑制状态,随药物浓度增高,

作用效果愈明显, 药物浓度在 16～128μg/mL时,与

对照组相比,细胞抑制率呈显著性增加(P < 0.01) ,

验证半边旗 5F对细胞呈剂量依赖性抑制。

为进一步证明半边旗 5F 抑制 HPF 胶原合成

的作用是由于其有效抑制了 HPF 内 CTGF 的基因

转录和蛋白合成, 我们分别用 RT- PCR 和 Western

blot 技术检测了 HPF 中 CTGF mRNA及蛋白的表

达, 结果表明 , 半边旗 5F 在一定浓度范围内 ( 8～

128)μg/mL 可 以 使 体 外 培 养 的 HPF 中 CTGF

mRNA及蛋白的表达水平下调, 说明半边旗 5F 能

从转录和翻译水平对 HPF 的抑制作用。这表明半

边旗 5F 具有体外抗人翼状胬肉纤维化的作用。此

发现为进一步探索其对人翼状胬肉纤维化的防治

作用和作用机制提供了实验依据 , 并且提示半边

旗 5F 有可能成为抗人翼状胬肉的可行药物。

作为祖国传统中药材的半边旗具有资源丰

富、价格低廉等优点,因此其在治疗人翼状胬肉方

面具有良好的应用前景,有望成为临床防治人翼状

胬肉的有效药物。其具体确切的作用机制和疗效

仍有待进一步深入的动物实验研究和临床验证。
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