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Abstract
誗AIM: To investigate the effects of pirfenidone (PFD) on
the proliferation and transfomring growth factor-茁1(TGF-茁1)
expression in vitro culture rat corneal stromal cells.
誗METHODS: Corneal stromal cells from 8 to 10wk SD
rats were isolated, cultured and treated with different
concentrations of PFD 0mg/ mL (control group), 0. 15mg/ mL
(experimental group玉), 0. 3mg/ mL (experimental group域),
1mg/ mL (experimental group 芋) for 48h. CCK-8 assay
was performed to assess cell proliferation, while
immunocytochemistry and Western Blot were used to
detect the expression of ki- 67 and TGF- 茁1 expression,
respectively.
誗 RESULTS: Compared with control group, PFD
significantly inhibited the proliferation in a dose -
dependent manner ( all P < 0. 05 ), so was protein
expression of ki - 67. PFD significantly down - regulated
the expression of TGF-茁1 in a dose-dependent manner
(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: Pirfenidone can significantly inhibit the
proliferation of rat corneal stromal cell by down
regulating TGF-茁1 expression, therefore, it has potential
prospect in lightening the corneal wound healing
reaction.
誗KEYWORDS:pirfenidone; corneal stromal cells; TGF-茁1;
proliferation
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摘要

目的:探讨吡非尼酮(Pirfenidone,PFD)对体外培养大鼠

角膜基质细胞增殖的抑制效果及其对转化生长因子-茁1

(transforming growth factor-茁1,TGF-茁1)表达的影响。
方法:分离培养大鼠角膜基质细胞,根据 PFD 用药的不
同浓度分为对照组(0mg / mL)、实验组玉(0. 15mg / mL)、
实验组域(0. 3mg / mL)、实验组芋(1mg / mL),加药 48h 后
应用 CCK-8 法检测其对角膜基质细胞增殖能力的影响,
免疫细胞化学和 Western-blot 分别检测 ki-67 和 TGF-茁1

表达的变化。
结果:CCK-8 结果显示,相比对照组,各实验组对角膜基
质细胞的增殖均有明显的抑制作用,且随浓度的增大其
抑制作用明显增强(均 P<0. 05);免疫细胞化学显示 PFD
能明显降低 ki-67 阳性指数(P<0. 05);Western-blot 结
果显示,PFD 能降低 TGF-茁1的表达,且呈剂量依赖关系
(P<0. 05)。
结论:PFD 对大鼠角膜基质细胞的增殖具有明显抑制作

用,抑制机制与下调 TGF-茁1表达密切相关,在减轻角膜
创伤愈合方面具有潜在的运用前景。
关键词:吡非尼酮;角膜基质细胞;转化生长因子-茁1;
增殖
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0 引言

摇 摇 角膜损伤后会引起复杂的创伤愈合反应,这种反应
有助于维持角膜的完整性,并随后恢复角膜结构和透明
度。 然而,当创伤愈合反应过度时会引起过度纤维化而
导致瘢痕形成,降低角膜透明度,最终影响视功能。 角膜
透明度是受到多种复杂因素的影响,包括角膜上皮细胞、
基质 细 胞、 多 种 生 长 因 子 如 转 化 生 长 因 子 - 茁1

(transforming growth factor-茁,TGF-茁1)等,都参与了纤维

化的过程[1,2]。 研究表明,角膜过度创伤愈合反应引起的
纤维化与各器官纤维化疾病具有相同的组织病理学基

础[2-4],吡非尼酮作为新型广谱抗炎抗纤维化药物,在动
物实验和临床试验中被证明具有广泛的抗纤维化作

用[5-8]。 本研究运用类比的方法,通过观察吡非尼酮对大

鼠角膜基质细胞增殖活性的抑制作用,探讨其作用及对
TGF-茁1表达的影响,以图寻找到抑制角膜过度创伤愈合
的有效潜在药物。
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1 材料和方法

1. 1 材料摇 健康 SPF 级 SD 大鼠购自中山大学中山医学
院实验动物中心,8 ~ 10 周龄,体质量 198 ~ 255g,雌雄不
限;胎牛血清及 DMEM / F12 培养基购自美国 Hyclone 公
司;即用型鼠抗人广谱 CK(细胞角蛋白)、Vimentin(波形
蛋白)、ki-67 抗体、快捷型免疫组化试剂盒、DAB 显色
剂、PBS 及柠檬酸盐抗原修复液均购自福州迈新公司;兔
抗人 GAPDH 单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记 IgG 购自
中杉金桥;兔抗人 TGF-茁1多克隆抗体购自北京博奥森生
物技术有限公司;Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂盒、
SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、超敏 ECL 化学发光试剂盒、
蛋白提取试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天
生物技术;吡非尼酮购自美国 Sigma(编号 P2116,固体,
纯度逸99. 8% )。
1. 2 方法

1. 2. 1 细胞培养 摇 取新鲜大鼠角膜,显微镜下撕掉上皮
层及内皮层,剪成 6 ~ 8 块置于 50mL 培养瓶中,进行角膜
基质细胞原代培养并传代,将处于对数生长期的细胞分
为对照组和实验组。 实验组分为实验组玉、实验组域、实
验组芋,分别加入 0. 15,0. 3,1mg / mL 的吡非尼酮处理
48h,对照组以 PBS 处理相同时间。
1. 2. 2 细胞增殖活性实验检测吡非尼酮对角膜基质细胞

增殖能力的影响摇 将大鼠角膜基质细胞接种至 96 孔板,
分组设置同上述,每组设 6 个复孔,处理后培养 48h 后,
每孔加 10滋L 的 CCK-8,置于 37益,50mL / L CO2培养箱中
避光孵育 2h,后置于酶联免疫检测仪 450nm 处测定吸光
度(A),计算抑制率(% )= (A对照组-A实验组) / A对照组伊100% 。
1. 2. 3 免疫细胞化学鉴定大鼠角膜基质细胞和检测其

ki-67 表达的变化 摇 盖玻片置于六孔板,接种细胞后待
其贴壁后,取出盖玻片用 95%酒精固定 15min,免疫细胞
化学检测按照说明书检测 CK 及 Vimentin 表达,对细胞
进行鉴定;另外按分组对细胞进行相应处理 48h 后,免疫
细胞化学检测 ki-67 的表达,随机计算 10 个高倍视野阳
性细胞数,计算 ki-67 阳性指数(% )= 阳性细胞数 / 细胞
总数伊100% 。
1. 2. 4 Western-blot 检测大鼠角膜基质细胞中 TGF-茁1

表达的变化摇 收集四组细胞,按照蛋白提取试剂盒说明
提取蛋白,并测定蛋白浓度。 每泳道等质量加入 40滋g 蛋
白,进行 SDS-PAGE 凝胶电泳,GAPDH 及 TGF-茁1的稀释
度分别为 1颐1000 和 1颐500,一抗 4益孵育过夜,辣根过氧
化物酶标记 IgG 按 1颐5000 稀释孵育 1h,ECL 化学发光法
检测蛋白表达,GAPDH 为内对照,Image J 软件进行灰度
值分析比较,灰度值比率 = TGF-茁1 灰度值 / GAPDH 灰
度值。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计软件,四组抑制
率、ki-67 阳性指数和 TGF-茁1灰度值的数据均进行方差
齐性检验和单因素方差分析,双变量相关分析采用
Spearman 检验,P<0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果

2. 1 细胞鉴定结果 摇 倒置显微镜下见细胞呈梭形、纺锤
形或星型,有突触。 免疫细胞化学显示细胞 Vimentin 表
达阳性,CK 表达阴性,说明获得的细胞为大鼠角膜基质
细胞。

表 1摇 各组大鼠角膜基质细胞生长的抑制情况

分组 孔数 A 值(軃x依s) 抑制率(% )
对照组 6 0. 907依0. 048
实验组玉 6 0. 639依0. 065 29. 19a

实验组域 6 0. 329依0. 045 63. 94a,b

实验组芋 6 0. 081依0. 0009 90. 51a,b,c

注:aP<0. 05 vs 对照组;bP<0. 05 vs 实验组玉;cP<0. 05 vs 实验组域。

2. 2 吡非尼酮对角膜基质细胞增殖活性的影响摇 CCK-8
检测结果显示,吡非尼酮对大鼠角膜基质细胞的增殖有
明显抑制作用(表 1),三个实验组的抑制率均明显高于
对照组(均 P<0. 05),并且吡非尼酮对细胞抑制率的效应
随着药物浓度的升高逐渐增加,即实验组域抑制率高于
实验组玉(P<0. 05)、实验组芋高于实验组域(P<0. 05)。
2. 3 吡非尼酮对角膜基质细胞 ki-67 表达的影响摇 ki-67
阳性表达细胞的核呈棕褐色(图 1A),统计分析显示,实
验组细胞 ki-67 阳性指数均较对照组减低(均 P<0. 05),
在三个实验组中随着药物浓度升高 ki-67 阳性指数明显
减低(组间比较均 P<0. 05,图 1B)。
2. 4 吡非尼酮对角膜基质细胞 TGF-茁1表达水平的影响

摇 Western-blot 结果显示,全部实验组的 TGF-茁1表达均
比对照组减低,且实验组中随着吡非尼酮浓度升高,
TGF-茁1表达逐渐减低(图 2A)。 Image J 软件分析条带灰
度值,实验组玉与对照组比较、实验组域与实验组玉比
较、实验组芋与实验组域比较,差异均有统计学意义(P<
0郾 05,图 2B)。 双变量相关分析 Spearman 检验结果显示,
吡非尼酮浓度与 TGF-茁1表达量存在显著正相关关系,且
相关关系密切( rs = -0. 612,P = 0. 000),说明随吡非尼酮
浓度升高,TGF-茁1表达量下降且呈剂量依赖关系。
3 讨论

摇 摇 由机械损伤、手术及感染等原因造成的角膜损伤是
一种常见的眼表疾病,当损伤深及角膜基质层,为填充过
大的缺损,角膜基质细胞会增生活跃,产生大量胶原纤
维,这种反应一方面能促进伤口愈合,保持角膜完整性;
但另一方面其过度的基质成纤维细胞增殖会引起角膜纤
维化、瘢痕形成而严重损害视力。 目前对角膜损伤或角
膜屈光手术后常规使用糖皮质激素以防止角膜纤维化,
但糖皮质激素长时间及高浓度的应用对眼副作用大,严
重时可造成永久性的视觉损失[9]。 因此,寻求安全有效
的抗角膜基质细胞增殖药物以保持角膜透明度具有重大
临床价值。
摇 摇 吡非尼酮已被众多动物实验和临床试验证实是一种
新型的具有广谱抗纤维化作用的药物,其抗纤维化作用
机制尚未研究清楚,初步认为其通过调节与纤维化有关
的生长因子和细胞因子的表达,包括 TGF -茁,TNF 和
PDGF 等,从而抑制成纤维细胞的增殖和胶原基质的合
成[10]。 TGF-茁 包括 TGF-茁1,TGF-茁2和 TGF-茁3等,已被
证实是多种器官纤维化过程的中枢因子,可以促进成纤
维细胞的增殖和生长,增加胶原合成,阻止细胞外基质的
降解[11],其高表达与眼部疾病瘢痕形成具有密切关
系[12]。 大量研究表明,吡非尼酮能减少肺和肾等器官的
成纤维细胞 TGF-茁 包括 TGF-茁1的表达,从而发挥抗纤

维化作用[13,14]。
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摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 吡非尼酮对大鼠角膜基质细胞 ki-67 表达的影响摇 A:各组细胞 ki-67 免疫细胞化学染色(Envision 法伊200);
摇 摇 摇 摇 摇 B:各组细胞 ki-67 阳性指数比较。

图 2摇 吡非尼酮对大鼠角膜基质细胞 TGF-茁1 表达的影响摇 A:
Western-blot 检测各组细胞 TGF-茁1 表达;B:各组细胞 TGF-茁1

灰度值比率比较。

摇 摇 眼部很多增殖性病变的病理基础也是纤维化,吡非尼
酮对角膜过度创伤愈合反应的纤维化是否具有安全有效
的抗纤维化作用未见报道。 本研究根据各器官纤维化疾
病具有相同的组织病理学基础[2-4],推测吡非尼酮可以抑
制角膜基质细胞增殖。 实验结果显示,对体外培养的大鼠
角膜基质细胞加入吡非尼酮处理后,CCK-8 法检测显示
大鼠角膜基质细胞的增殖在三个实验组均受到明显抑制,
并且吡非尼酮对细胞抑制率呈剂量依赖关系。 Ki-67 是
细胞增殖的标记物,可以判断细胞增殖程度与细胞分裂成
正比;本研究免疫细胞化学检测各组细胞 ki-67 表达,进
一步证实了吡非尼酮能抑制角膜基质细胞增殖。 我们初

步探讨了吡非尼酮抑制角膜基质细胞增殖的可能机制,实
验结果显示实验组细胞的 TGF-茁1蛋白表达均减低,并且
随吡非尼酮浓度升高,TGF-茁1蛋白表达量下降且呈明显

剂量依赖相关关系。 TGF-茁1是 TGF-茁 家族成员之一,是
公认的最重要的致纤维化因子,抑制其水平能减低成纤维
细胞的增殖和胶原合成,起到抗纤维化的作用[15,16]。 根
据文献报道,吡非尼酮在肺和肾等器官发挥抗纤维化作用

是通过减少成纤维细胞 TGF-茁(包括 TGF-茁1)表达实现

的[13,14]。 结合本研究结果,可以得出吡非尼酮能抑制大

鼠角膜基质细胞增殖活性与下调 TGF-茁1蛋白表达有密切
关系。
摇 摇 综上所述,本研究初步得出吡非尼酮对体外培养大鼠
角膜基质细胞具有明显抑制作用,机制可能是通过下调
TGF-茁1蛋白表达,减少细胞外基质沉积,抑制纤维化。 我
们下一步将建立角膜纤维化动物模型,深入研究吡非尼酮
抑制角膜创伤愈合反应的作用机制及安全性,以寻找抑制
角膜过度创伤愈合的有效潜在药物。
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2015 IJO 部分编委会议在西安召开,
樊代明院士出席并作重要讲话

本刊讯摇 2015 年元月 13 日,《国际眼科杂志》英文刊 IJO 部分编委会议在第四军医大学樊代明院士办公室成

功召开。 本刊总顾问 / 中国工程院副院长、第四军医大学前任校长樊代明院士出席会议并作重要讲话。 樊院

士首先对本刊入选“中国国际影响力优秀学术期刊冶表示热烈祝贺,并表示将大力支持 IJO 国际化发展,进一

步提升国际影响力,努力争创世界一流期刊。 惠延年主编主持会议,胡秀文总编作 2014IJO 工作报告。 报告

指出:2014 年 IJO 影响因子由 0. 119 提升到 0. 5,他引率为 0. 9(90% ),并入选了“中国国际影响力优秀学术期

刊冶。 全年收稿 822 篇共来自 40 个国家。 全年 6 期共刊文 200 篇,接受率为 24. 33% 。 国际论文 110 篇占

55% ;基金项目论文 69 篇占 35% 。 2014 年审稿人共 55 个国家 551 人,包括许多世界著名眼科专家。 IJO 近

期目标是两年内 JCR 影响因子达到 1. 0 以上,并尽早入选中国最具国际影响力学术期刊。 本刊编委、第四军

医大学唐都医院眼科主任严宏教授,航空航天医学系张作明教授以及国际眼科杂志编辑部主任彭娟编辑和总

编助理 / 电子版主任胡新越编辑参加了会议。 会议结束时樊代明院士怀着喜悦的心情分别为惠延年主编、胡
秀文总编等签名赠书———《医学发展考》。 胡秀文总编向樊代明院士赠送 IJO / IES 最新一期样刊请樊院士指

导。 会议在轻松愉快、团结向上的气氛中进行,本次会议对 IJO 的发展具有重要意义。

IJO / IES 编辑部
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