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Abstract
誗AIM: To investigate the inhibitory effect of Lithium
chloride on human Tenon蒺s capsule fibroblasts (HTFs)
and explore its mechanism.
誗METHODS: The SRB and BrdU methods were used to
observe the activity of HTFs after treated with Lithium
chloride in vitro, apoptosis percentage and cell cycle
were analyzed by flow cytometry (FCM) . Morphological
changes in apoptotic cells were observed by Hoechst
33258 fluorescence staining.
誗RESULTS: The cultured HTFs were significantly inhibited
by Lithium chloride in concentration of 40, 80, 160mmol / L
compared with the control group and it was dose鄄
dependent and time鄄dependent. It was demonstrated that
Lithium chloride could evoke G2 / M cell cycle arrest and
induce apoptosis,especially in the high concentration groups.
誗CONCLUSION: Lithium chloride could restrain growth
of HTFs by evoke G2 / M cell cycle arrest and induce
apoptosis.
誗 KEYWORDS: Lithium chloride; human Tenon蒺s
capsule; fibroblasts; growth inhibition
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摘要

目的:观察氯化锂(Lithium chloride)对人眼 Tenon 囊成纤
维细胞(human Tenon蒺s capsule fibroblasts, HTFs)体外生
长的抑制效应,并探讨其作用机制。
方法:磺基罗丹明(SRB)法和 BrdU 法检测细胞生长抑制
率;采用流式细胞技术(FCM)检测细胞凋亡和细胞周期
的变化;Hoechst 33258 染色后荧光显微镜观察细胞形态
学的改变。
结果:在 40 ~ 160mmol / L 范围内,氯化锂能够抑制 HTFs
的增殖,且呈剂量与时间依赖性。 氯化锂使 HTFs 阻滞于
G2 / M 期,且能诱导细胞凋亡,高浓度组尤为明显。
结论:氯化锂能抑制 HTFs 增殖,机制为诱导细胞凋亡,并
将细胞阻滞于 G2 / M 期。
关键词:氯化锂;人眼 Tenon 囊;成纤维细胞;生长抑制
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0 引言

摇 摇 青光眼在全球是仅次于白内障的、导致视力丧失的
主要病因。 病理性眼压升高是导致视功能损害的主要原
因,滤过性手术仍然是降低眼压、保护视功能的有效治疗
方法,而术后滤过道的过度纤维瘢痕化是造成手术失败
的最主要原因。 目前临床上采用抗代谢药物,如丝裂霉
素 C(MMC)和 5鄄氟尿嘧啶(5鄄FU)等抑制瘢痕化以达到
提高手术成功率的目的,但存在可控性及预测性差、用药
繁琐且产生并发症等较多弊病,使临床应用不尽人意。
因此,迫切要求新的解决途径。 锂是一种具有高度活性
的单价阳性离子,与钾、钠同族。 锂盐能抑制多种细胞增
殖,包胚胎瘤细胞[1]、骨肉瘤细胞[1]、前列腺癌细胞[2]、肝
癌细胞[3]等。 早在 30a 前就有报道,锂盐对肿瘤细胞有
抑制作用,最近临床调查显示锂的服用与恶性肿瘤发生
呈负性关系[4]。 目前,氯化锂对人眼 Tenon 囊成纤维细
胞(human Tenon蒺s capsule fibroblasts, HTFs)的作用尚未
见报道,本研究观察氯化锂对体外培养的 HTFs 抗增殖作
用,为用于青光眼滤过手术提供依据。
1 材料和方法

1. 1 材 料 摇 DMEM 培 养 基 ( Hyclone ), 胎 牛 血 清
(Hyclone),氯化锂( Sigma 公司),磺基罗丹明 B( Sigma鄄
Aldrich 公司),鼠抗人波形蛋白单克隆抗体(北京中杉公
司),FITC 标记的兔抗鼠 IgG 二抗(北京中杉公司),流式
凋亡试剂盒(上海贝博生物),流式周期试剂盒(南京凯
基生物科技发展有限公司)。 CO2培养箱(Thermo Forma,
美国),光学倒置显微镜(Olympus TH4鄄200,日本),酶标
仪(Labsystems),流式细胞仪(Beckman Coulter,美国)。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 HTFs的原代培养(伊100) 摇 A:培养 8d;B:培养 3wk。

1. 2 方法
1. 2. 1 HTFs 的培养摇 将斜视手术中所取的人眼球结膜下
Tenon 囊组织剪成 1mm伊1mm伊1mm 大小组织块(经医院
伦理委员会同意),贴于培养皿中,周围滴少许 DMEM 培
养基(含 150mL / L 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 3h 左
右后,组织块贴壁牢固,向培养皿中加入培养液,使组织块
浸入其中,继续培养,取第 3 ~ 5 代细胞用于实验。
1. 2. 2 HTFs 的鉴定摇 将生长良好的成纤维细胞接种于 6
孔板中,生长达 85%融合后,用 0. 01mol / L PBS 洗涤 2 遍,
40mL / L 多聚甲醛固定 60min,PBS 洗 3min 伊3 次,3mL / L
TritonX鄄100 室温孵育 20min,PBS 洗 3min伊3 次,100mL / L
正常山羊血清封闭液 37益孵育 30min,弃掉封闭液,加入
稀释的鼠抗人波形蛋白单克隆抗体(1颐200)4益过夜,PBS
洗 3min伊3 次,加入稀释的 FITC 标记的兔抗鼠 IgG 二抗
(1颐100)37益孵育 2h,PBS 洗 3min伊3 次,荧光显微镜下观
察照相。 用 PBS 代替一抗作为阴性对照。
1. 2. 3 磺基罗丹明 B (SRB)法测定细胞增殖能力摇 将生
长良好的细胞按 1伊104 / 孔的密度接种至 3 块 96 孔板中,
每组设 4 个复孔,孵育过夜后加入不同浓度的氯化锂(0,
20,40,80,160mmol / L)后继续培养,于 24,48 和 72h 分别
取一块 96 孔板,每孔加入预冷的三氯醋酸 25滋L,静置
5min 后,置于 4益 1h,去离子水洗 5 遍,空气干燥后,加入
4g / L SRB 染色 15 ~ 30min,用 10mL / L 醋酸洗涤 5 遍,空气
干燥,最后加入 10mmol / L Tris 液 150滋L 溶解,在酶联免疫
检测仪上 560nm 波长测 OD 值。 实验共重复 3 次。
1. 2. 4 BrdU掺入法检测细胞增殖状态摇 将生长良好的细
胞接种 6 孔板中,孵育过夜后,加入各浓度的氯化锂(0,
40,80mmol / L),同时加入终浓度为 10滋g / L BrdU,继续培
养 48h 后,弃掉培养液,PBS 洗涤细胞 2 次,40mL / L 多聚
甲醛固定 60min, PBS 洗 3min 伊 3 次,胃酶消化 10min,
37益,2mol / L HCl 孵育 30min,37益,PBS 洗 3min 伊 3 次,
3mL / L TritonX鄄100 室温孵育 15min,PBS 洗 3min伊3 次,正
常羊血清封闭 10 ~ 15min,弃掉封闭液,加入稀释的小鼠
抗 BrdU 抗体 4益 过夜,PBS 洗 3min 伊 3 次,加入稀释的
FITC 标记的兔抗鼠 IgG 二抗 37益孵育 2h,PBS 洗 3min伊3
次,荧光显微镜下观察照相,同一个视野分别拍荧光和普
通光镜两张照片,计算 BrdU 标记率。
1. 2. 5 Hoechst 33258 染色法观察细胞凋亡的形态学变
化摇 将生长良好的细胞接种 6 孔板中,孵育过夜后,加入
各浓度的氯化锂(0,40,80mmol / L),继续培养 48h 后,弃
掉培养液, PBS 洗涤细胞 2 次,40mL / L 多聚甲醛固定
60min,PBS 洗 3min 伊 3 次,终浓度为 5mg / L 的 Hoechst

33258 染色 15min,PBS 洗 3min伊3 次,荧光显微镜下观察
照相。
1. 2. 6 流式细胞技术检测细胞周期的变化摇 将成长良好
的细胞接种于 6 孔板中,孵育过夜后,加入各浓度的氯化
锂(0,40,80mmol / L),作用 48h 后,弃掉培养液,PBS 洗涤
细胞 1 次,收集细胞,再用 PBS 洗涤细胞 1 次 (离心
2000r / min,5min) 收集并调整细胞浓度为 1 伊 106 / mL,
700mL / L 乙醇固定,4益保存过夜,PBS 洗去固定液,加入
100滋L RNase 37益 水浴 30min,再加入 400滋L PI 染色混
匀,4益避光 30min,上机检测。
1. 2. 7 流式细胞术检测细胞凋亡摇 将生长良好的细胞接
种于 6 孔板中,孵育过夜后,加入各种浓度的氯化锂(0,
40,80,160mmol / L),作用 72h 后,弃掉培养液,收集细胞,
PBS 洗涤细胞 2 次(离心 2000r / min,5min)收集并调整细
胞浓度为 1伊105 / mL,加入 400滋L 的 Binding Buffer 悬浮细
胞,加入 5滋L AnnexinV鄄FITC 混匀后 4益避光 10min,再加
入 10滋L Propidium Iodide 混匀后 4益避光 5min,最后室温、
避光反应 5 ~ 15min 后流式细胞仪检测。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 19. 0 统计软件进行分析。 实

验数据用均数依标准差(軃x依s)表示。 多组均数间用单因素
方差分析,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 HTFs 的形态特征和生长特性摇 HTFs 组织块接种后,
倒置显微镜下观察,约第 8d 可见细胞由组织块周围游离
出来(图 1A),细胞呈典型的长梭形,胞体透亮,胞浆丰富,
胞核圆形或椭圆形。 成纤维细胞繁殖较快,3wk 左右长满
融合,细胞呈单层放射状或涡旋状贴壁生长(图 1B) 。
2. 2 HTFs 的免疫细胞荧光鉴定摇 体外培养的 HTFs 经免
疫荧光,可见胞浆中波蛋白阳性,呈均匀的绿色荧光,胞核
区为无荧光暗区(图 2)。 根据取材部位、细胞形态及免疫
荧光鉴定,可以确定培养的细胞为 HTFs。
2. 3 SRB 法检测氯化锂对 HTFs 增殖能力的影响 摇 SRB
法测定结果显示,氯化锂从浓度 40mmol / L 开始,对 HTFs
表现出增殖抑制作用,并随药物浓度的升高和时间的延
长,氯化锂对 HTFs 抑制作用逐渐增强(表 1,图 3)。
2. 4 Hoechst 33258 染色观察 HTFs 的凋亡形态学变化结
果摇 荧光显微镜下观察,氯化锂组细胞数目减少,部分细
胞核体积变小,核固缩,细胞核出现碎裂,呈现致密的蓝色
颗粒状荧光,表现为典型的凋亡形态学改变;0mmol / L 氯化
锂组细胞核呈圆形或椭圆形,大小及染色均匀,荧光染色
较浅(图 4)。 0mmol / L 氯化锂组细胞核呈圆形或椭圆形,
大小及染色均匀,荧光染色较浅;氯化锂组与阴性对照组
相比,细胞数目减少,部分细胞核体积变小,核固缩,细胞
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表 1摇 不同浓度氯化锂对 Tenon囊成纤维细胞增殖的影响 軃x依s
氯化锂浓度
(mmol / L)

24h
OD 值 生长抑制率(% )

48h
OD 值 生长抑制率(% )

72h
OD 值 生长抑制率(% )

0 0. 497依0. 005 鄄 0. 848依0. 022 鄄 0. 986依0. 032 鄄
20 0. 451依0. 004 0. 089 0. 847依0. 016 0. 001 0. 885依0. 015 0. 102
40 0. 386依0. 010a 0. 223 0. 611依0. 013a 0. 279 0. 569依0. 026a 0. 422
80 0. 315依0. 015a,c 0. 366 0. 502依0. 007a,c 0. 408 0. 369依0. 022a,c 0. 625
160 0. 265依0. 013a,e 0. 534 0. 332依0. 019a,e 0. 608 0. 068依0. 019a,e 0. 931

aP<0. 05 vs 0mmol / L 组;cP<0. 05 vs 40mmol / L 组;eP<0. 05 vs 80mmol / L 组。

摇 摇 摇 图 2摇 细胞波形蛋白的免疫荧光(伊400)。 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 3摇 不同浓度氯化锂对 HTFs的抑制率变化。

摇 摇 摇 摇 图 4摇 各组 HTFs的 Hoechse 33258 染色(伊400) 摇 A:0mmol / L 氯化锂组;B:40mmol / L 氯化锂组;C:80mmol / L
摇 摇 摇 摇 氯化锂组。

核出现碎裂,呈现致密的蓝色颗粒状荧光,表现为典型的
凋亡形态学改变,高浓度组尤为明显。
2. 5 BrdU检测 HTFs 增殖的结果摇 BrdU 是一种胸腺嘧啶
类似物,在细胞合成期可以代替胸腺嘧啶掺入到 DNA 双
链中,通过 BrdU 标记可显示新增殖的细胞,从而检测细胞
的增殖能力。 不同浓度氯化锂 (0,40,80mmol / L) 作用
HTFs 48h 后 BrdU 的标记率分别为(87. 86 依0. 632)% ,
(57. 32依3. 942)% ,(23. 48依4. 472)% ,各组之间均有统计
学意义(P<0. 05,图 5)。
2. 6 氯化锂对 HTFs 周期及凋亡的影响 摇 经氯化锂处理
48h 后,细胞周期发生变化,G0 / G1 期细胞含量减少,S 期
和 G2 / M 期细胞增加,呈剂量依赖性,差异均有统计学意
义(P<0. 05,表 2,图 6)。 氯化锂使 HTFs 发生凋亡,呈剂
量依赖性,0,40,80,160mmol / L 组作用 72h 后,细胞的凋
亡率分别为(4. 77依0. 21)% ,(15. 24 依1. 35)% ,(22. 91 依
1郾 86)%和(41. 38依2. 57)% ,各组之间的差异均有统计学
意义(P<0. 05)。 根据不同浓度氯化锂组在 48h 后对细胞
的凋亡率绘制剂量、效应图(图 7,8)。
3 讨论
摇 摇 据 WHO 统计,全球约有 7 千万青光眼患者,青光眼
是导致视力丧失的主要原因,减少青光眼导致的盲和视力
损害是防盲的重要内容[5]。 目前,滤过性手术仍是青光眼
治疗的重要措施之一,但术后伤口的纤维瘢痕化是导致手

术失败的最主要原因。 青光眼术后瘢痕形成过程是一个
相当复杂的病理生理过程[ 6鄄8],一般认为主要是成纤维细
胞大量增殖和凋亡抑制、部分细胞因子大量产生、细胞外
基质中胶原合成与降解失衡及三者的关系构成了病理性
瘢痕的生物学基础,而其中成纤维细胞是主要的功能细
胞,若能有效地抑制成纤维细胞的增殖,便可控制手术区
的瘢痕化。
摇 摇 锂盐作为一种情绪稳定剂应用于临床已有 50a 的历
史,据报道,它不仅具有稳定的抗抑郁作用,而且对许多细
胞的增殖也具有抑制作用,如胎瘤细胞、骨肉瘤细胞、前列
腺癌细胞、肝癌细胞等。 本实验观察到氯化锂对 HTFs 也
有增殖抑制作用,并诱导细胞凋亡,将细胞阻滞于
G2 / M 期。
摇 摇 SRB 是一种蛋白结合染料,可与细胞中的碱性氨基酸
结合,其颜色变化与活细胞成正比。 SRB 法实验前先用
TCA 固定细胞,再进行 SRB 染色蛋白测定,其稳定性相对
较好,所测的 OD 值与实际细胞数目有相当好的相关
性[9]。 本实验应用 SRB 法测定氯化锂对 HTFs 的增殖能
力,结果显示,氯化锂在逸40mmol / L 时,可以抑制 HTFs 增
殖,在 24 ~ 72h 范围内,呈时间和剂量依赖关系。 BrdU 是
一种胸腺嘧啶的衍生物,可以代替胸腺嘧啶在 DNA 合成
期掺入到新增殖的细胞中,客观地显示细胞增殖情况,有
荧光染料的细胞为发生分裂增殖的细胞,此技术已经越来
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摇 摇 摇 摇 图 5摇 HTFs经氯化锂作用 48h后的 BrdU荧光(伊200) 摇 淤:普通光镜下细胞图像;于:同一视野的 BrdU 荧光
摇 摇 摇 摇 图片新增殖细胞的胞核表现为绿色荧光。 A:0mmol / L 氯化锂组;B:40mmol / L 组氯化锂; C:80mmol / L 氯化锂组。

摇 摇 摇 图 6摇 不同浓度氯化锂对 HTFs增殖周期影响摇 A:0mmol / L 氯化锂组;B:40mmol / L 氯化锂组;C:80mmol / L 氯化锂组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 不同浓度氯化锂对 HTFs增殖周期影响 (軃x依s,% )
组别 G0 / G1期 S 期 G2 / M 期

0mmol / L 氯化锂组 75. 490依1. 576 8. 209依0. 364 16. 431依0. 578
40mmol / L 氯化锂组 63. 751依1. 893a 12. 161依0. 209a 25. 087依0. 492a

80mmol / L 氯化锂组 44. 861依3. 051a ,c 23. 389依0. 175a ,c 32. 750依0. 437a ,c

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP<0. 05 vs 0mmol / L 组;cP<0. 05 vs 40mmol / L 组。

图 7摇 不同浓度氯化锂作用细胞 72h 后的细胞凋亡率 摇 a P<
0郾 05 vs 0mmol / L 组;c P < 0. 05 vs 40mmol / L 组;e P < 0. 05 vs
80mmol / L 组。

越多地应用到细胞增殖动力学的检测中[10]。 流式周期检
测发现,氯化锂可使成纤维细胞的周期发生改变,G0 / G1

期细胞比例减少,S 和 G2 / M 期细胞比例增加。 锂盐诱导

G2 / M 期阻滞的现象此前也有报道[1,11],但都没有深入探
讨其机制。 王晓明等研究表明,氯化锂诱导 G2 / M 期阻滞
的机制为通过 Chkl 诱导 G2 期阻滞,而且无需 Chkl 磷酸
化,氯化锂诱导 G2期阻滞的另一个机制是下调 edc25C 磷
酸酶。 凋亡是细胞在基因调控下的一种主动死亡,大部分
抗增殖的药物都能引起细胞的凋亡,本实验中流式凋亡检
测发现,氯化锂可以诱导细胞凋亡,呈剂量依赖性; Hoechst
33258 染色发现显著增多的凋亡小体,其从形态学上进一
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 8摇 不同浓度氯化锂作用细胞 72h 后的流式凋亡散点图 摇 A:0mmol / L 氯化锂组;
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 B:40mmol / L 氯化锂组;C:80mmol / L 氯化锂组;D:160mmol / L 氯化锂组。

步验证了细胞流式凋亡的结果,提示氯化锂可通过诱导凋
亡而抑制 HTFs 的增殖。
摇 摇 本研究结果表明,阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡可能
是氯化锂抑制 HTFs 生长的机制之一。 是否还存在其他
作用机制有待于进一步深入研究。 Moyer 等[12] 应用划痕
负荷的方法观察了 LiCl 对体外培养的成纤维细胞间具有
上调 GJIC 的功能,并同时发现 LiCl 促进了种植海绵的大
鼠肉芽的成熟,并且肉芽组织成纤维细胞间的 GJIC 的水
平影响着伤口愈合过程中肉芽组织沉积物的质量和数量。
王继兵等[13]也已证实,HTFs 间存在丰富的 GJIC。 氯化锂
对 HTFs 的增殖抑制是否与上调 GJIC 这一机制有关,目前
研究正在进行中。
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