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[摘  要] 目的：评估抑癌基因p53蛋白和转化生长因子β(TGF-β)在翼状胬肉中的表达,并探讨它们之

间的关系。方法：在20例翼状胬肉、10例正常结膜的研究样本中,进行组织蜡块包埋切片,使用免疫组织

化学染色的方法观察p53和TGF-β的表达。结果：在我们的研究中,45%翼状胬肉标本的p53表达呈阳

性;40%翼状胬肉标本TGF-β染色呈阳性;所有正常结膜均未显示p53或TGF-β染色。翼状胬肉组的p53

和TGF-β反应性均大于正常结膜组(P<0.05)。Fisher精确检验分析证实了TGF-β与p53表达之间存在高

度统计学意义的相关性(P<0.05)。结论：p53和TGF-β翼状胬肉中过表达,它们之间存在相关性。 
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[Abstract] Objective: To assess the expression of the oncogenes p53 protein and transforming growth factor β 

(TGF-β) in pterygium and to explore the relationship between them. Methods: In the study samples of 20 

pterygium and 10 normal conjunctiva, tissue wax block embedded sections were performed to observe the 

expression of p53 and TGF-β using immunohistochemical staining. Results: In our study, 45% of the 

pterygium specimens were positive for p53 expression; 40% of the pterygium specimens stained positively for 

TGF-β; and all normal conjunctivae showed no p53 or TGF-β staining. Both p53 and TGF-β reactivity were 

greater in the pterygium group than in the normal conjunctiva group (P<0.05). analysis by Fisher's exact test 

confirmed a highly statistically significant correlation between TGF-β and p53 expression (P<0.05). 

Conclusion: p53 and TGF-β were overexpressed in pterygium and there was a correlation between them. 
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引言 

翼状胬肉是一种常见的良性纤维血管性眼部疾病。它的特

点是结膜组织的肉质三角形侵入角膜。翼状胬肉的发病机制尚

不完全清楚。最近的数据提供的证据表明,遗传成分[1]、病毒感

染、免疫机制、细胞因子、生长因子、细胞外基质重塑、抗凋

亡机制和几种血管生成因子可能在这种疾病的发病机制中发挥

作用[2]。翼状胬肉长期以来一直被认为是一种慢性退行性疾病。

最近,在翼状胬肉中发现了轻度异型增生、局部侵袭性和高复

发率等肿瘤样特征。翼状胬肉标本上皮中p53的发现进一步证

明翼状胬肉是一种与UV相关的肿瘤生长障碍,而不是退行性

过程。p53蛋白是一种由TP53基因编码的肿瘤抑制蛋白,位于17

号染色体的短臂上[3]。p53对于调节细胞分裂和防止肿瘤形成至

关重要。在正常细胞中,p53蛋白的寿命很短,并且维持在较低水

平,通常无法检测到；但p53基因的突变导致其蛋白质在细胞中

的稳定性增加,这可以通过针对p53的几个表位的抗体来检测。

许多研究人员发现原发性和复发性翼状胬肉的上皮中p53蛋白

水平异常。免疫组化报道的翼状胬肉p53阳性染色的患病率为

7.9%至100%[4]。此外,许多纤维血管生成生长因子与翼状胬肉发

病机制有关,例如肿瘤坏死因子-a(TNF-a)、碱性成纤维细胞生

长因子(β-FGF)、血小板源性生长因子(PDGF)和转化生长因子-

β(TGF--β)[5],野生型p53的表达与各种细胞类型中TGF-β启

动子的强烈抑制有关[6,7]。一些研究人员提出了翼状胬肉发病机

制的过敏和免疫学基础[8]。在光折射角膜切除术后的恢复期间,

在角膜中鉴定出几种生长因子、细胞因子和金属蛋白酶。这些

由迁移性白细胞产生的生物因子被认为在翼状胬肉的形成中起

着重要作用[9]。此外,已经证明UV可能会激活翼状胬肉上皮细胞
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中的信号通路,从而导致细胞因子和生长因子的产生[10]。然

而,TGF-β在翼状胬肉中的作用以及TGF-β与p53表达的差异尚

不清楚。本研究的目的是进一步研究翼状胬肉中TGF-β和p53

蛋白的表达以及这两种蛋白之间的可能联系。 

1 材料和方法 

1.1病人 

从20例患者(11例男性和9例女性)中采集翼状胬肉组织,年

龄从40岁到76岁不等(平均57.15±9.816)岁。从10例患者(5例

男性和5例女性)中采集正常结膜组织,年龄从43岁到67岁不等

(平均53.0±8.781)岁。所有翼状胬肉患者均在承德医学院附

属医院接受了翼状胬肉切除术切除。所有病灶均位于鼻侧,仅

以原发性翼状胬肉头部作为翼状胬肉样本。从10例接受视网

膜脱离手术时无翼状胬肉和睑裂膜的患者(6例男性和4例女

性)的内侧球结膜中收集正常结膜样本作为对照,这些患者年

龄为40至62岁(平均48.5±7.619)岁。表1总结了患者的相关

临床特征。患者术前接受3g/L左氧氟沙星滴眼液,每天4次,持

续2-3d,术前接受0.4g/100mgBenoxil局部麻醉剂。手术过程

中未使用药物或化学制剂。该研究方案得到了当地研究和伦

理委员会的批准,并根据赫尔辛基宣言获得了本研究中所有

受试者的知情同意。 

表1 样本相关性 

样本 变量 患者人数

翼状胬肉(20)

年龄(岁) >55 11

≤55 9

性别 男性 11

女性 9

TGF-Β表达 阳性 8

阴性 12

P53表达 阳性 9

阴性 11

正常结膜(10)

年龄(岁) >55 2

≤55 8

性 男性 6

女性 4

 

1.2方法 

组织段用40%多聚甲醛固定过夜,并包埋在石蜡中。如前所

述,使用过氧化物酶偶联方法切割4μm的切片并处理p53和TGF-

β的免疫组织化学证明[11]。简而言之,所有玻片均经过脱蜡处

理,并用乙醇浓度和磷酸盐缓冲盐水(PBS)的梯度再水化。在室

温下将内源性过氧化物酶活性浸泡在30mL/LH2O2中10分钟,以

阻断内源性过氧化物酶活性。通过在10mmol/L柠檬酸盐缓冲溶

液(pH6.0)中微波加热15分钟进行抗原修复。用10%正常山羊血

清的PBS溶液处理切片10分钟。以1：50稀释的即用型兔抗人TGF-

β多克隆抗体和小鼠抗人p53单克隆抗体用作一抗,并在室温下

孵育60分钟。使用生物素化的山羊抗兔和抗小鼠IgG作为二抗,

并在室温下孵育15分钟。将样品在辣根过氧化物酶链霉亲和素

中于RT下进一步孵育15分钟。在5分钟内用与3,3'-二氨基联

苯胺四氯化物(DAB)和过氧化氢混合物孵育产生的棕色色原

观察到抗体-抗原反应的位点。用苏木精复染载玻片并封片于

中性香脂。显微照片由数码相机Zeisscoolpix4200在显微镜

OLYMPUSPM-10AK上拍摄,并由Photoshop软件处理。结果由3名观

察者在5个高倍(×400)显微镜视野中独立评估,并对上皮免疫

反应细胞的百分比进行评分。测量值被平均。那些细胞染色超

过10%的细胞被认为是阳性的。 

1.3统计分析 

通过SPSS统计软件包25.0版,通过Fisher精确检验评估

TGF-β和p53表达之间以及翼状胬肉和结膜之间表达差异之间

的可能相关性。P 值<0.05被认为具有统计学意义。 

2 结果 

2.1 p53表达 

45%(20个中的9个)(图1A)翼状胬肉标本p53表达呈阳性。染

色仅限于上皮细胞中的细胞核;在上皮下纤维血管层中未观察

到免疫染色。在正常结膜组中,所有标本染色均呈阴性(图1B)。

翼状胬肉组(P=0.012)的p53免疫反应性大于正常结膜组。 

  

图1 翼状胬肉和正常结膜P53免疫组化表达 

2.2 TGF-β表达 

在我们的研究中,40%(图2A)翼状胬肉标本TGF-β染色呈阳

性。染色仅限于上皮细胞中的细胞质;在上皮下纤维血管层中未

观察到免疫染色。在正常结膜组中,所有标本染色均呈阴性(图

2B)。翼状胬肉组(P=0.043)的TGF-β免疫反应性大于正常结膜组。 

  

图2 翼状胬肉和正常结膜TGF-β免疫组化表达 

2.3 p53与TGF-β的关系 

与p53阴性病例相比,TGF-β的表达与p53阳性翼状胬肉明

显分离,如表2所示。Fisher精确检验分析证实了TGF-β与p53

表达之间存在高度统计学意义的相关性(P=0.035)。 
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表2 TGF-β与p53表达之间的关系 

P53 TGF-β 总

阳性 阴性

阳性 8 6 14

阴性 3 13 16

总 11 19 30

 

3 讨论 

在我们的研究中,45%的原发性翼状胬肉标本的p53表达呈

阳性,而这些蛋白质在正常人结膜中的表达为阴性。p53是一种

已知的肿瘤抑制蛋白,在细胞增殖和细胞凋亡的调节中发挥作

用。翼状胬肉的流行病学显示与紫外线暴露有关,假设是通过自

由基氧(ROS)的形成。Perra等人[12]观察到8-OHdG免疫反应细胞

中同时存在改变的p53,进一步证明了导致明显p53遗传不稳定

性的氧化应激在翼状胬肉的发展中起着重要作用。TGF-β在肿

瘤发生中的作用,如早期抑制肿瘤细胞增殖[13]、诱导细胞凋亡
[14]、促进细胞外基质沉积与抑制免疫监视、功能失衡与肿瘤进

展等,在肿瘤发生发展过程中,TGF-β和p53的关系较为复杂。正

常情况下,TGF-β和p53作为肿瘤抑制因子发挥作用,但在肿瘤

进展过程中,癌细胞可能通过多种机制破坏TGF-β和p53的正常

功能,使其失去对肿瘤生长的抑制作用。一些肿瘤细胞中存在

TGF-β信号通路的异常激活或p53基因突变,导致二者之间的协

同抑制肿瘤生长的作用失衡,从而促进肿瘤的发展[15]。在我们

的研究中,35%的40%翼状胬肉标本TGF-β染色呈阳性,而这些蛋

白质在正常人结膜中的表达为阴性。几篇报道显示,野生型p53

的表达与各种细胞类型中TGF-β启动子的强烈抑制有关[16,17]。 

在我们的研究中,与p53阴性病例相比,TGF-β的表达与p53

阳性翼状胬肉明显分离,证实了TGF-β和p53表达之间存在高度

统计学意义的相关性。TGF-β的过表达可能与紫外线诱导的p53

遗传不稳定性有关。这些发现表明,抗凋亡机制可能不是翼状胬

肉复发的原因。总之,我们的研究表明,p53对TGF-β的调节在翼

状胬肉的抗凋亡机制中发挥作用。 
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