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【摘 要】目的；研究I~ (Cisplatin，PDD)．米托蒽西 Mi 瑚 tr0ne， Mit1．阿糖胞营(cytosine Ambinc~ide．Ara-C)对兔晶 

体 卜皮细胞 (rabbitlens epithelial cells．RLECs)增殖的抑制作用。方法：分离兔品体囊膜行组织细胞培养．传代的2～3代 

然后用 同浓度的PDD、Mit2~Ara-c作用细胞24h~．72h．用MTT(methyl thiazolyl tctrazolium)比色 

法进行测定 电镜观察细胞超微结构．流式细胞仪观察细胞周期的变化。结果：PDD及Mit作用 传代培养RLECs 24h lc 分 

别为38．92 g／ml、8,92 g／ml；72h的10，分别为6．71̈ g／ml、2．04 g／ml 蛄论：PDD．~Mit均为剂量依赖型和时问依赖型 

药物，均能有效抑制兔晶体 皮细胞的生长，在此试验条件下Ara·c对兔晶体 卜皮细胞增殖无明显抑制作j{』 
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Effect of Cisplatin，Mitoxantrone and Cytosine Arabinoside on rabbit Iens 

epitheliaI cells 
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【Abstract]0 ective：To study the ability ofCisplatin，Mitoxantrone and Cytosine Arabinoside on inhibiting the 

proliferation of tabbit lens epithelial celIs(RLECs) Methods：Lens epithelium was isolated and cultured,and 2~3 

passage RLECs were placed in 96·well flat bottomed tissue culture plates and incubated for 24 hours,then exposed 

t0 different concentrations ofCisplatin．Mitoxantrone and Cytosine Arabinoside for 24 and 72 hours and the effect 

of RLECs were measured with methyI thiazolyl tetrazolium(MTT)assay．The apoptosis of cells were observed 

with transmission electron microscope frEM)．The changes of eelI period were observed with flow cytometer r 

FCM)．Results：The IC~oofcisplatin and mitoxantrone exposed to RLECs for 24 hours were 38．92 g／ml、8．92 

g／ml an d those of 72 hour were 6．71 g／ml、 2 04 g／ml respec tively
． Conclusion：Cisplatin and Mitoxantrone 

were dose— dependent an d time—depe ndent inhibitors．Both of them inhlbited the proliferation of RLECs 

effectively，Cytosine Arabinoside，however，had no obvious effect o11 RLECs in this experimental condition
．  
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F{内障囊外摘除术后晶体后囊的混浊 (后发性 

白内障)是影响视功能恢复的主要并发症之一。国 

内外研究资料表明，残留的晶体上皮细胞增殖是形 

成后囊混浊的主要原因 一。对后囊混浊的预防，目 

前尚无一种安全、有效的方法。我们通过体外兔品 

体上皮细胞 的培养 (rabbit lens epithelial cells， 

RLECs)，观察顺铂 (Cisplatin．PDD)、米托蒽 

醌 (Mitoxantrone．Mit)及阿 糖 胞 苷 (Cytosine 

Arabinoside，Ara-C)对RLECs生长的抑制，为预防 

后发性白内障提供实验依据。 

作奢介蠕；彭 惠 (1967． )，女， 主溃曛师，硕 生 

材料与方法 

1．I 验动物 

健康新两兰白色家兔．雌雄箍刚，兔龄2～3月，体重1．8 

～ 2 4kg 山重废医科大学实验动物[f]心提供 

1 2 试荆及仪 器 

培养基 为DMEM+ (美GIBC01，加入20％胎牛血清 

(杭州网季清生物 L：程材睾斗有限公刊)，青霉素 (100U／ 

m1)、链霉素 (100 U／m1)，pH值为7．2～7 4。 

网甲草偶氮唑盐 (MTT，Huka)，j{jPBS配成5mg／ml的 

溶液．除苗待用。PDD(齐鲁制约』 生产)：M_it(升和制 

药)； Ara-C(卜海华联制药有限公刊提供 ) 二甲基亚砜 

(苏州 兴化 I：研究所生产) 96孔培养板(美c0丌Iing)．微 

量振荡器WZ-ZA型(北京海淀电子医疗仪器厂生产) 自动酶 
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标读数仪(DⅢl型．莞Bio-Rad)．倒簧显微镜(Nikon13本)。细 

胞培养td温箱 (13本池本理化 刖 抹式会社)．超挣 1‘作台 

(苏州挣化设备J)。 

1．3 实验步骤 

I。3．1 兔晶体 歧细胞的培养 

来埘新鲜兔眼．清除眼球周隔组织．浸入75 酒精消毒 

后．用PBS(磷酸盐缓冲液 )冲洗2淡． 超净 I．作台 

卜，剪，F角膜，分离晶体 囊膜，放入滴有培养液的驶璃皿 

I1l剪跸后Hj巴氏嗷管转穆 $0ml塑料培养瓶底面．使其涂 

靠均匀。并加入4～5mI培养液倒置丁37℃含 ％c0施 和湿度 

的培养箱 内培养3～4h，待 卜攻贴壁后翻转培养敞进行培 

养。 细胞从囊膜周边穆出后视生长情况再适时换渡， 般 

5～7天后 换液 狄 细胞增殖 大片汇合发接近大片汇台 

时．可硝0．25％胰虽白酶消化后按I：2的比例传代培养 

1．3．2 j_ij翻 甲 偶氨畔盐 (mcthy1 thiazolyl tctraz~ium， 

MTT)测定法检测药物埘兔晶体 皮细胞增殖的影响 

以5×104／ml和l×Io'／m1细胞浓度的200 I细胞悬渡接种 

丁％-rE培养板_{】．并簧T-37"C含7 c 饱和湿度的培养箱内 

培养24h后．加入小同浓度的PDD、Mit及Ara-C．其终浓度 

PDD为2．5：5、IO、20、40 mI．Mit为0．5、I、2、4、8 

m】，Ara．C为25、50、100、200、400 u ml，再分别培养24h 

和'72h．加八2o l~f丌 试剂．培养4h，_啦古培养液．加入 

200川二甲颦哑砜溶液．室温下微量振荡器振荡5rain．自动 

酶标读数仪比色(波长600nm)。榆测 同浓度PDD、Mit及 

Ara-C对细胞增硝的影响。 

1．3一 l【：常兔晶体 卜应细胞及PDD、Mit作 后的兔晶体 卜 

皮细胞超微结构的观察 

Hj2～3代已汇合的兔品体 卜皮细胞．Hj0．25％胰蛋白晦 

消化计数为Ix 10／m1．，加入Iml离心管 { HjPBS液洗髑次． 

弃其 卜清澈后． 即加入戊二醛． IU镜观察 l 常兔晶体 卜 

皮细胞、PDD(10 g／m1)和Mit(2 m1)佧J{J24h后兔品体 

应细胞的超微结构。 

I．3．4 流式细胞仪观察细胞周期的变化 

先制成2)<]0／ml细胞怂液，设l1 常对照和分荆加P',PDD 

(10 m1)发Mit(2 u#m1)培养24h的药物组 消化后，Hj 

PBS液洗两狄．离心弃其 清液后．轻轻打匀细胞．用75％ 

己醇 (1~2m1)刚定，钉 流式细他仪分析。 

1．4 统计学方法 

每份标本半{丁渊定6孔．求其— 均值( )，采用SAS软 

件 差分析．q检验．每个药物试验组与J 常对照组比较 

2 结 果 

2．1 米托蒽醌和顺铂对兔晶体上皮细胞的影响 

Mh及PDD均旱现剂晕做赖 和时问依赖型， 

Ara-C存药物浓度组经统汁学分析列RLEC无抑制作 

用 。IC如：24h PDD为38．92 ml，Mit为8 92 

ml，P<0．05；72h PDD为6．7I ml，Mit为2 O4 

m1．P<0．05，见表I。 

2．2 光镜观察 

2．3 超微结构观察结果 

表1 IvITT法测定米托蒽醒、顺铂对兔晶体上皮细胞的作用 

注； 与对照组比较P<0．05 
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一  
图l 第二代RLE 互相汇台形成 “拉网现象”。(×400) 圈5 正常对照的流式细胞仪分析图 

图2 正常RLECs电镜照片，细胞表面有徽绒毛．细胞器 

丰謇，榷形态不很规则，常染色质多，异染色质少， 

细胞生长活跃。(X 5000) 

圈3 药物PDD(10 IJ咖 I)作用24I1后可见明显的凋落小体 

(×I 50OO) 

图4 

2．4 流式细胞仪检查 

表2 正常厦各药物作用24h对RLECs周期的变化 

图6 Mit(21,1 m1)作用RLECs 24h的流式细胞仪图，S期 

细胞减少，出现拥亡蟑 (第一个嶂) 

图7 PDD(10 g／m])作用RLECs24h的流式细胞仪图， 

细胞减少．出现凋亡蟑 (第一个蟑) 

3 讨 论 

体外晶体上皮细胞培养埘研究白内障和后囊混 

浊 (后发性 自内障)形成机理及其防治都有 l‘分重 

要的价值。组织病理学研究己证实，后囊混浊主要 

是山残留品体上皮细胞的移行、增殖和纤维化所致 

。 Yamamoto等及McDonnell等观察抗代谢药物对 

体外培养的动物品体上皮细胞增殖的抑制作用，发 

现5·Fu和氨甲喋呤可有效地抑制兔品体上皮细胞的 

增殖与移行 一。 

Mit是带有氨基的葸醌类化合物．为一种广谱 

的细胞毒类药物，进入细胞后主要聚集胞核．靶 目 

标系DNA和RNA。Mit系非细胞ff剞期特异性药物， 

在体外毫微克级的浓度即可抑制细胞增殖，亚毫克 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


． 28． 重庆鹾科大学学撤2001年第28卷第1期 (Jouma)ofChongq~gMedicalUnive~ty) 

级浓度可使CHO、FL、SCG-790l等细胞株克隆形 

成能力明显下降：PDD是一种广谱抗肿瘤药物，主 

要通过交叉连结与DNA紧密结合而抑制肿瘤细胞 

RNA及蛋自质合成，属细胞周期非特异药物 Ara- 

c为细胞周期特异性药物．作用于s期，并对G／S，S 

／G2边界有延缓作用 

晶体上皮细胞的指数生长期位于传代后的48h 

至6天，我们在实验中将兔品体上皮细胞加入96孔 

板中培养24h后加药细胞小倍增，细胞浓度未变， 

实验的可比性好。研究结果显示，Mit对培养的兔 

晶体上皮细胞24h半效景为8．92 u ml，作用72h为 

2．04 g／ml，PDD作用24h为38．92 ml，72h为 

6．71 g／ml， 作用时阃越长 抑制作用越明显。 

电镜也观察到药物作用后细胞出现凋亡现象，溉式 

细胞仪检查可见Go-G~期细胞明显增多，S期细胞明 

显减少，并出现凋亡峰，细胞周期的变化说明细胞 

活跃程度降低。而Ara--C对兔晶体上皮细胞无明显 

抑制作用，此情况与药物作用不同的细胞类型发作 

用细胞一、两个时间点有关，有待进一步研究 
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使cⅣ合成增加 (3)糖基化终末产物(AGEs)的作 

用。DM时AGEs产生增加，与系膜细胞上特异性受 

体结合后，能增加细胞外基质的产生，还能与一些 

胶原蛋白发生变联，使胶原降解减慢。Striker等用 

PCR方法研究发现 ，正常成年鼠注射AGEs后，肾 

小球cⅣ搜其基囡表达增加，说明AGEs可诱导cⅣ 

合成 第_二是细胞囡子的作用 以转化生长冈_了- 

B i(TGF-B t)的作用最为突出，研究表叫DM状态 

肾基底膜TGF-B t表达增加，可刺激cⅣ合成，同时 

TGF-B t增加cⅣ降解酶抑制物活性，抑制cⅣ降解 

酶合成而减少细胞外cIV的降解 

奉研究认为，2型DM病人尿cⅣ水平可显示基 

底膜中生化成分及结构的变化，反映肾脏损害程 

度，可用来早期诊断DN，监测DlN的发生发展。 
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