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摘　要：目的：观察增殖细胞核抗原 (PCNA) 在初发性翼状胬肉及复发性翼状胬肉组织中表达情况及用药后的变化。方法：

100 例翼状胬肉（包括 55 例初发性翼状胬肉，45 例复发性翼状胬肉）和 10 例正常结膜组织对照组，随机分为五组 : Ⅰ组

对照组 10 例，Ⅱ组初发性胬肉 28 例，Ⅲ组复发性胬肉 24 例，Ⅳ组初发性翼状胬肉 27 例术前局部应用双氯芬酸钠滴眼液，

Ⅴ组复发性翼状胬肉 21 例术前局部应用双氯芬酸钠滴眼液。5 组标本均采用免疫组化法（ICH）进行 PCNA 检测。结果：

Ⅰ组 PCNA 阳性率为 20%，Ⅱ组为 64.29%，Ⅲ组为 87.50%，Ⅳ组为 29.63%，Ⅴ组为 61.90%。结论：翼状胬肉组织中有

PCNA 的表达，且 PCNA 在复发性胬肉中的表达高于初发性胬肉，术前应用双氯芬酸钠滴眼液可抑制 PCNA 表达，以初发

性翼状胬组织中 PCNA 阳性表达率下降较为明显。
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翼状胬肉是一种眼表结膜炎症性疾病，其具有增殖性

和侵袭性，且鼻侧发病多见。当病变累及视轴时可严重影响

视力及美观，在赤道附近地域发病率最高。早期的它无明显

症状，若翼状胬肉生长较大，侵入角膜，则会出现患眼发红、

发干、异物感、散光及不同程度的视力低下，可以对患者眼

部健康造成影响 [1]。PCNA 是一种在真核生物中，是细胞增

殖的关键核抗原，也是 DNA 聚合酶 delta 的辅因子 [2]-[3]。它

对于 DNA 的复制、DNA 的损伤修复、染色质结构的维持以

及细胞周期进展位点都是必不可少的。我们应用免疫组织化

学方法观察翼状胬肉中 PCNA 的表达及用药后改变 。报告

如下。

1	资料和方法

1.1 对象

被纳入研究的对象选自牡丹江医学院附属红旗医院眼

科 2017 年 - 2019 年 100 例 (100 只眼 ) 住院接受单侧翼状胬

肉切除的患者，均为静止期，这项研究排除标准是任何眼科

或全身疾病或使用局部或全身药物。对于参与本研究的所有

合格参与者均获有知情同意。手术切除翼状胬肉组织，而在

10 例患有结膜松弛症的囊外白内障摘除手术中，在 12 点钟

位置从角膜缘周围结膜获得正常结膜组织。选择这个区域是

因为上盖保护它不受紫外线照射。55 名接受初发翼状胬肉

切除术的患者 (31 名男性和 24 名女性，年龄 71.4 ± 6.2 岁 ( 平

均标准差 )）及 45 名接受复发翼状胬肉切除术的患者 (24 名

男性和 21 名女性，年龄 78.4 ± 5.4 岁 ( 平均标准差 )) 和 10 

名接受囊外白内障手术但患有结膜松弛症的健康个体 (7 名

男性和 3 名女性，年龄 74.5 ± 8.2 岁 ( 平均标准差 )）被纳

入研究。

1.2 方法

用药组分别在术前 2 周于翼状胬肉眼应用 0.1% 双氯芬

酸钠 50 微升，日 4 次，一次 1 滴。( Ⅱ组 )( Ⅲ组 )。

1.3 标本处理

取得标本为翼状胬肉和正常结膜，福尔马林固定，石

蜡包埋系列切片使用 PCNA 多克隆抗体进行免疫染色、HE

染色。柠檬酸盐抗原修复液微波抗原修复（温度在 95℃ -

98℃，时间 10min），冷却室温后，在避光、室温环境下

加入 1 滴过氧化物酶阻断溶液，孵育 10 min，滴山羊血清
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工作液作封闭用，在 37℃恒温箱中 1 h（上海博迅 GZX-

9070MBE），组织切片滴加稀释为 1:100 的 50 微升 PCNA

多克隆抗体 ( 一抗 ,SAB 公司提供 )，4℃冰箱冷藏过夜（约

12 h）。然后在加入生物素化的山羊抗兔二抗体之前，在 

PBS 缓冲液 (pH 7.3) 中广泛洗涤它们，DAB 显色后于光镜下

观察 5 S，用自来水冲洗，苏木素复染 2 分钟 ( 兔 SP 试剂盒、

DAB 由北京中杉金桥公司提供 )。免疫染色后，使用光学显

微镜仔细检查组织切片。该技术的阴性对照在没有第一抗体

的情况下完成随后对提取的数据进行了分析。

1.4 染色结果判断

光镜下观察到，PCNA 阳性细胞的细胞核染色呈浅黄或

深棕色；假染色情况为细胞浆或细胞膜呈浅黄或深棕色，

PCNA 阴性细胞为无棕黄色染色。在高倍显微镜下（200 倍）

每张切片随机选取 5 个视野，计算每个视野阳性细胞率，取

平均值作为该标本的阳性细胞率。表达结果分为：阴性（-）：

未见阳性细胞；弱阳性（+）：阳性细胞率 ＜ 50%；强阳性

（++）：阳性细胞率 ＞ 50%。

1.5 统计学处理

应用 SPSS21.0 统计软件，计数资料采用 χ2 检验，以 P ＜ 

0.05 为差异有显著性。

2	结果

2.1 形态学观察

正常对照组：即正常结膜，分为上皮层和基质层。上

皮层的表层是扁平细胞，中层是多边形细胞，基底层为立方

形或柱形细胞，一般上皮层由 3-5 层细胞构成。基质层由

散在的毛细血管，少量成纤维细胞、淋巴细胞和中性粒细胞

构成，为疏松结缔组织（图 1）。

翼状胬肉组：在翼状胬肉组织的上皮层及纤维组织中，

均能见到不同程度的增生，较厚的上皮层可达十余层，厚薄

不均。上皮下组织可见增生活跃的成纤维细胞、且含有丰富

的毛细血管，并见上皮囊肿，符合翼状胬肉病理改变（图 2、3）。

2.2 PCNA 在翼状胬肉及正常结膜中的表达

与正常结膜相比，PCNA 在翼状胬肉组织中的表达增

加。更具体地说，相比于正常结膜，免疫组化研究提供了

64.29% 初发及 87.50% 复发胬肉组织标本中 PCNA 蛋白表达

增加的证据，高于正常结膜组，三组间比较，差异有统计学

意义（P = 0.001）( 表 1)。在所有研究的样品中，观察到正

常结膜的上皮基底部散在分布 PCNA 阳性细胞（图 4），在

初发胬肉中增多，且向表层发展（图 5），而在复发胬肉的

上皮全层显著增多，且染色深（图 6）。目前的发现并不归

因于翼状胬肉患者和正常结膜患者的年龄差异，因为两组患

者的平均年龄没有统计学上的显著差异。

图 1		正常结膜HE染色（x400）

图 2		初发性翼状胬肉组织HE染色（x400）

图 3		复发性翼状胬肉组织HE染色（x400）

表 1		PCNA在翼状胬肉及正常结膜的表达情况

例数 - + ++ 阳性率（%） χ2 P

Ⅰ组 10 8 2 0 20.00

Ⅱ组 28 10 11 7 64.29 14.436 0.001***

Ⅲ组 24 3 8 13 87.50

注：** 显著性为 0.05   *** 显著性为 0.001
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图 4		IHC 观察正常结膜组织中 PCNA的表达（x200）

图 5		IHC 观察初发性翼状胬肉中 PCNA的表达（x200）

图 6		IHC 观察复发性翼状胬肉中 PCNA的表达（x200）

2.3 用药后改变

见表 2、3、4 及图 7、8。经统计学分析，初发性翼状

胬肉组（Ⅱ组）与用药后初发性翼状胬肉组（Ⅳ组）比较 ,

差异有显著性 (χ2 = 6.623，P = 0.010)；复发性翼状胬肉组

PCNA（Ⅲ组）与用药后复发性翼状胬肉组（Ⅴ组）比较 ,

差异有显著性 (χ2 = 3.973，P = 0.046)；用药后初发性翼状

胬肉组（Ⅳ组）与用药后复发性翼状胬肉组（Ⅴ组）比较，

差异有显著性 (χ2 = 5.000，P = 0.025)。

表 2.PCNA在初发胬肉及用药后的初发胬肉的表达情况

例数 - + ++ 阳性率（%） χ2 P

Ⅱ组 28 10 11 7 64.29 6.623 0.010**

Ⅲ组 27 19 6 2 29.63

注：** 显著性为 0.05  *** 显著性为 0.001

表 3		PCNA在复发胬肉及用药后的复发胬肉的表达情况

例数 - + ++ 阳性率（%） χ2 P

Ⅲ组 24 3 8 13 87.50 3.973 0.046**

Ⅴ组 21 8 7 6 61.90

注：** 显著性为 0.05  *** 显著性为 0.001

表 4		PCNA在用药后的初发胬肉和用药后复发胬肉的表达情况

例数 - + ++ 阳性率（%） χ2 P

Ⅳ组 27 19 6 2 29.63 5.000 0.025**

Ⅴ组 21 8 7 6 61.90

注：** 显著性为 0.05  *** 显著性为 0.001

图 7		IHC 观察初发性翼状胬肉用药后 PCNA的表达（x200）

图 8		IHC 观察复发性翼状胬肉用药后 PCNA的表达（x200）

3	讨论

翼状胬肉是角膜球结膜在外界刺激下产生的一种慢性
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疾病，它通过光毒效应及其导致的氧化应激损伤、细胞凋亡

及增殖失衡、炎症反应及免疫机制、角膜缘干细胞缺陷等有

关 [4-6]。目前为止，其具体发病机制尚不是很清楚，没有公

认的理论。一些研究者认为翼状胬肉的发生与上皮细胞的增

殖有关，其发生和发展的关键因素可能是增殖因素，如凯西
[7] 等人研究认为翼状胬肉的发生和发展是上皮细胞的增殖所

致。 聂聪 [8] 等人研究结果认为翼状胬肉上皮的增殖潜能高

于正常结膜上皮。因此寻找安全、有效的抗增殖药是许多学

者所面临的研究课题。PCNA 是一种环绕着脱氧核糖核酸的

环状蛋白质，它在脱氧核糖核酸复制、细胞分裂和增殖中起

着重要作用，PCNA 的表达可作为细胞增殖状态的指标。众

多研究表明，许多肿瘤细胞的异常增殖跟 PCNA 的表达有明

显的相关性，PCNA 的紊乱可能是部分肿瘤发生的内在机制。

Smith 等 [9] 通过研究证明，可通过靶向 PCNA 抑制胰腺癌的

进展。Cardano 等 [10] 认为靶向 PCNA 对于抑制肿瘤细胞增殖

是一个灵敏而有效的治疗策略。这些研究结果提示，PCNA

可促进肿瘤的增殖和发展。非甾体消炎镇痛药物中的双氯芬

酸钠滴眼液属苯乙酸类，可抑制引起眼内炎症介质前列腺素

释放，降低血－房水屏障生化及机械刺激，可改善眼内炎症

已被证实 [11]。分析认为双氯芬酸钠滴眼液可通过抑制嗜酸

性粒细胞的趋化作用及前列腺素合成，稳定细胞膜，减轻机

体变态炎症反应，促进结膜炎症消退及血管扩张，利于泪膜

修复 [12]。但也有多项研究显示，环氧酶抑制剂具有显著的

抗肿瘤细胞增殖作用，认为非甾体抗炎药可能通过环氧化酶

依赖性和环氧化酶非依赖性途径发挥抗癌作用，可以抑制细

胞的增殖，阻断细胞周期，从而诱导细胞的凋亡 [13]。  

本研究发现，翼状胬肉组织中 PCNA 阳性率显著高于正

常对照组的结膜组织，且在复发性胬肉中的表达高于初发性

胬肉，表明细胞增殖及其活跃的物质合成在翼状胬肉内明显

存在；术前术眼滴双氯芬酸钠滴眼液，PCNA 在翼状胬肉组

织中的表达受抑制，且 PCNA 阳性表达率在复发性胬组织中

下降较为显著，提示双氯芬酸钠具有抑制 PCNA 表达的作用。

但到目前为止，对于双氯芬酸钠抑制翼状胬肉中 PCNA 表达

的机制尚不清楚，因此进一步研究双氯芬酸钠如何对 PCNA

介导的信号通路进行干扰，在已有的初步成果的基础上继续

进行深入系统的探讨，为探究其病因和发病机制提供理论依

据，也对翼状胬肉的预防、治疗及防治术后复发有重要的研

究、参考价值。
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