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人眼 Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞体外培养及生长特性的比较

朱晓燕１，李　磊２，鲜光军１，李海军１，谢　琳１　（第三军医大学大坪医院野战外科研究所：１．眼科；２．第一研究室，重庆
４０００４２）

　　［摘　要］　目的　观察在相同培养条件下不同组织来源的人眼Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞的生长特性，探讨不同组织来源对细胞培
养的影响。方法　分别取正常人、青光眼患者及翼状胬肉患者Ｔｅｎｏｎ囊组织，均采用组织块贴壁法培养成纤维细胞，用含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养基，于相同培养条件下进行离体培养，倒置显微镜下观察细胞生长情况并拍照记录，分别取传代第３、４、５代的成
纤维细胞，于接种后第３天行ＭＴＴ试验检测细胞增殖活力。结果　青光眼组、翼状胬肉组较正常人组Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞离体培
养细胞生长无明显差异，培养细胞２ｄ至６ｄ处于对数生长期。结论　青光眼、翼状胬肉患者Ｔｅｎｏｎ囊组织离体培养成纤维细胞的
生长及增殖特性较正常人无明显差异，提示对相关疾病的研究及药物治疗的评价应以体内实验为主要参考，才能准确进行评估。

　　［关键词］Ｔｅｎｏｎ囊；成纤维细胞；翼状胬肉；青光眼
　　［中图分类号］Ｒ３２９．２１；Ｒ８５６．７７　 ［文献标识码］Ａ　［文章编号］１６７２５０４２（２０１２）０３０２３３０３

　［基金项目］国家自然科学基金资助项目（８１１７０８５２）；重庆市自然科
学基金一般项目资助（ＣＳＴＣ，２０１０ＢＢ５１９９）；军队十二五项目资助

（ＣＷＳ１１Ｊ１３７）

　［作者简介］朱晓燕（１９８６－），女，重庆市梁平县人，硕士，主要从事

青光眼方面的研究。电话：（０２３）６８７５７７９８

　［通讯作者］谢　琳，Ｅｍａｉｌ：ｘｉｅｌｉｎ７９５＠ｙａｈｏｏ．ｃｎ

　［收稿日期］２０１２０２２０　　［修回日期］２０１２０３０１

ＣｕｌｔｕｒｅｔｈｅｈｕｍａｎＴｅｎｏｎｃａｐｓｕｌｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｂｓｅｒｖｅｄ
ＺＨＵＸｉａｏｙａｎ，ＬＩＬｅｉ，ＸＩＡＮＧｕａｎｇｊｕｎ，ＬＩＨａｉｊｕｎ，ＸＩＥＬｉｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＳｕｒｇｅｒｙＲｅｓｅａｒｃｈ，
ＤａｐｉｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００４２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｕｌｔｕｒｅｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｕｍａｎＴｅｎｏｎｃａｐｓｕｌｅｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｉｒｇｒｏｗｔｈｐｒｏｐｅｒｔｙ．Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　Ｇｅｔｈｕｍａｎｔｅｎｏｎｃａｐｓｕｌｅｔｉｓｓｕｅｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｐｅｏｐｌｅ，ｇｌａｕｃｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｐｔｅｒｙｇｉｕｍｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｇｒｏｗｎ
ｉｎＤＭＥＭｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｔ３７℃，５％ＣＯ２，ａｎｄｔｈｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｃｈａｎｇｅｄｅｖｅｒｙｔｗｏｄａｙ．Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓ
ａｓｓａｙｅｄｂｙｃｏｕｎｔｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒａｎｄＭＴＴｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅｄｒａｗｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍ
ｇｒｏｗｔｈｐｅｒｉｏｄｆｒｏｍ４８ｈｏｕｒｓｔｏ６ｄａｙｓａｆｔｅｒｓｅｅｄｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｅ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｐｅｏｐｌｅ，ｇｌａｕｃｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｐｔｅｒｙｇｉｕｍｐａ
ｔｉｅｎｔｓｔｉｓｓｕｅｓｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｏｆｇｌａｕｃｏｍａａｎｄｐｔｅｒｙｇｉｕｍｓｈｏｗｅｄ
ｎｏｏｂｖｉｏｕｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈａｔｏｆｎｏｒｍａｌＴｅｎｏｎｃａｐｓｕｌｅｔｉｓｓｕｅｉｎｖｉｔｒｏ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｅｎｏｎｃａｐｓｕｌｅ；ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ｇｌａｕｃｏｍａ；ｐｔｅｙｇｉｕｍ

　　眼表伤口的愈合与结膜及结膜下细胞的增殖是密
切相关的，但瘢痕形成主要是由于结膜下成纤维细胞

过度增殖，大量胶原纤维合成所致。在青光眼滤过术

中，瘢痕的形成是其失败的重要原因［１３］；翼状胬肉也

与结膜下成纤维细胞的大量增殖相关［４］。本文主要探

讨几种不同组织取材对细胞培养的影响，为相关疾病

的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　标本来源
本研究经第三军医大学大坪医院野战外科研究所伦理委

员会批准，并获得病人及其家属的知情同意。组织来源：①斜

视矫正术中取Ｔｅｎｏｎ囊组织（正常人组），年龄４～２５岁；②青
光眼小梁切除术中取 Ｔｅｎｏｎ囊组织（青光眼组），年龄 ２～３５
岁；③翼状胬肉切除术中取 Ｔｅｎｏｎ囊组织（翼状胬肉组），年龄
２０～３０岁。每例患者手术取 Ｔｅｎｏｎ囊组织约４ｍｍ×５ｍｍ，取
材后无菌冰盒中保存。

１．２　主要试剂和仪器
ＤＭＥＭ培养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）；胎牛血清 ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美

国）；胰蛋白酶（中杉，北京），ＨＢＳＳ液（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ＭＴＴ（ｓｉｇｍａ，美
国），倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本），ＣＯ２细胞培养箱（Ｈｅｒａｅ
ｕｓ，德国），酶标仪（ＢＩＯＲＡＤ，Ｍｏｄｅｌ４５０，美国）。

１．３　方法
１．３．１　组织块贴壁培养法　　将斜视矫正术中无菌取材的
Ｔｅｎｏｎ囊组织标本放于４℃冰盒内带回实验室，浸泡于生理盐水
中（内含青霉素３００Ｕ／ｍＬ，链霉素３００Ｕ／ｍＬ）３０ｍｉｎ，在超净台
中用ＨＢＳＳ液冲洗组织３次，以去除血污，用无菌显微手术剪将
其剪成１～２ｍｍ２大小组织块，用显微剪和无齿小镊子将组织
小块接种于１２孔培养板中，组织小块间隔约５ｍｍ，注意操作过
程中保持组织小块的湿润度，接种好后将培养板置于 ３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱，待组织块贴附牢固，再将培养板取出，加入少
量ＤＭＥＭ培养液（１０％胎牛血清），组织块刚刚浸入培养基中为
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宜，再放入培养箱静置培养。

１．３．２　细胞计数法观察成纤维细胞生长状态　　分别将正常
人组、青光眼组、翼状胬肉组细胞悬液以２×１０４／ｍＬ接种于６
孔板中，每组各６个孔，每孔各加入２ｍＬ细胞悬液，每４８ｈ更
换培养液一次，分别于２、４、６ｄ将各组的２个孔细胞消化下来，
离心去除培养液，加入１ｍＬ培养液，用血细胞计数板进行计
数，根据各组计数绘制细胞生长曲线。

图１　组织块贴壁培养成纤维细胞（３ｄ，×２００）
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图２　细胞计数法生长曲线

１．３．３　ＭＴＴ法检测成纤维细胞　　将第３～５代正常人组、青
光眼组、翼状胬肉组成纤维细胞以６×１０４／ｍＬ及３×１０４／ｍＬ浓
度接种于９６孔板中，每孔１００μＬ，于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内
培养不同时间，每４８ｈ更换培养液一次，分别于２、４、６ｄ向孔内
加入２０μＬＭＴＴ溶液，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内孵育６ｈ，每孔
加入１００μＬ２０％ＳＤＳ５０％ＤＭＦ，室温振荡３０ｍｉｎ，酶标仪测定
各孔吸光度（ＯＤ值）。将各组测定值绘制成曲线。

２　结果

　　组织块贴壁后３～５ｄ可见细胞从组织块周边生长，细胞呈
长梭形、三角形（图１），１～２周生长逐渐达到融合状态，呈放射
状或漩涡状排列。成纤维细胞对胰酶敏感，用０．２５％胰酶消化
２～３ｍｉｎ，细胞即收缩变圆，从培养瓶上游离下来，传代细胞接
种后３～５ｄ生长达融合状态。细胞计数法观察成纤维细胞生
长情况（图２），可见各组细胞在２～６ｄ处于对数生长期，６ｄ细
胞生长已达到完全融合状态，显示正常人组、青光眼组、翼状胬

肉组成纤维细胞生长曲线无明显差异。

　　ＭＴＴ法检测正常人组、青光眼组、翼状胬肉组成纤维细胞
第２代、第４代及第６代，传代接种后第２～６ｄ的增殖活性，结
果显示三组细胞同时段的 ＯＤ值相比较无统计学差异
（Ｐ＞０．０５），不 同 时 间 段 的 细 胞 ＯＤ值 具 有 显 著 差 异
（Ｐ＜０．０５），说明随着培养时间延长细胞具有明显的增殖。
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图３　成纤维细胞ＭＴＴ检测结果

３　讨论

本研究采用相同条件和方法对取材来源不同的组

织块分别进行成纤维细胞的培养，从实验结果中可以

得出不同来源组的细胞生长无明显差异。在实验过程

中，我们发现细胞的生长状态受实验条件影响较大，如

取材组织培养基的 ｐＨ值、有无污染等［５］。本实验分

别取正常人、青光眼患者和翼状胬肉患者的 Ｔｅｎｏｎ囊
进行成纤维细胞的体外培养，通过细胞观察，细胞计数

法、ＭＴＴ法进行检测，结果提示各组之间细胞的生长情
况无明显差异。

青光眼滤过术后瘢痕形成一直是影响手术治疗效

果的主要因素，滤过泡瘢痕形成主要是巩膜表层、

Ｔｅｎｏｎ囊和球结膜之间成纤维细胞过度增殖从而胶原
合成增加所致［１］。瘢痕形成与致纤维化因子如

ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ＦＧＦ、ＶＥＧＦ等的活性密切相关，其中转
化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）占了
主要地位［６７］，在青光眼滤过术后瘢痕形成中亦起着重

要作用。在本实验中发现青光眼组Ｔｅｎｏｎ囊组织体外
培养的成纤维细胞与正常组相比，其生长特性无明显

差异，由此可以推测滤过术后瘢痕的形成与术后切口

的愈合及该过程的生长因子和炎症反应密切相关。

目前翼状胬肉的发病确切机制尚不清楚，多数研

·４３２·
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究表明，其主要诱因是环境因素，如紫外线照射与翼状

胬肉发生密切相关，还有遗传因素、过敏反应等，角膜

缘上皮屏障破坏，继而结膜变性增生，免疫因素参与的

成纤维细胞转化在此过程中起重要作用［８］。ＤｉＧｉｒｏｌａ
ｍｏ等［９］发现基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）在翼状胬肉及培
养的胬肉上皮细胞中表达，进一步实验研究体外培养

的翼状胬肉上皮细胞暴露于紫外线下，检测ＭＭＰ１的
表达变化，结果显示翼状胬肉上皮细胞中 ＭＭＰ１表达
增加，而正常结膜、角巩膜缘上皮细胞中表达变化不明

显［１０］。研究表明紫外线照射也可引起组织中生长因

子和细胞因子的表达变化，与翼状胬肉的形成密切相

关。翼状胬肉主要成分是前弹性纤维和变性纤维，多

数研究认为其来源于成纤维细胞，可能是成纤维细胞

转化表达过量和异常所致，并且大量炎性介质或生长

因子参与了这个过程［１１］。人眼成纤维细胞体外培养

为眼表相关疾病如（翼状胬肉），以及青光眼滤过术后

抗瘢痕的研究提供体外实验基础。青光眼患者与翼状

胬肉患者Ｔｅｎｏｎ囊组织离体培养成纤维细胞的生长及
增殖特性较正常人无明显差异，提示对相关疾病的研

究及药物治疗的评价应以体内实验为主要参考，才能

较为准确的进行实际评估。
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（上接第２３２页）
接触患儿的医务人员手做细菌培养，以结果指导感控措施。

１．３．３　ＣＲＲＴ治疗的配合　　管道的维护管理要求：①勤于观
察，常规抗凝，有效固定，消毒无菌等保护措施班班落实，确保

通畅。保持穿刺肢体稍外展，抬高角度小于３０°，防止剧烈前
倾，导管受压折损而重新置管。②固定。在治疗过程中必须妥
善固定血管通路，确保整个管道连接密闭完好并在可视范围

（未被遮盖），防止患儿翻身、吸痰或进行其它操作时扭曲、脱

落。③皮肤护理。保持置管部位皮肤干燥清洁，用碘伏消毒后
无菌纱布覆盖，每次透析后均换药。④置管口的护理。每次透
析前拧下肝素帽和透析完封管均用碘伏消毒管口。⑤防止血
栓的形成。在透析前拧下肝素帽用碘伏消毒管口，用含稀释好

肝素液的空针抽吸封管液，观察是否有血栓形成，如回抽阻力

大，勿加压冲洗，防血栓进入血管内。应反复回抽多次，使肝素

液与血栓充分接触溶解。

２　结果

　　分离后存活患儿体重约２．４ｋｇ，并于术后反复出现心脏功
能衰竭，停跳三次均抢救复苏成功，在出现急性肾衰的情况下，

我科运用ＣＲＲＴ等多项生命辅助技术延长了患儿生命时间，但
患儿终因多器官功能衰竭于术后３０ｄ死亡。

３　讨论

　　本例患者伤口护理进行了创新与改进，并应用了开放式辐
射床，定期按摩、清洁患儿皮肤，增加了患儿的舒适感；ＣＲＲＴ管
道与输液治疗管道共用，减少了反复穿刺等诊疗操作，减轻患

儿的痛苦，减少感染几率［２３］，使医用成本得到有效控制，符合

伦理学原则；感染得到有效控制，伤口愈合良好，适应了新生儿

的心理生理成长各方面的需求。胸腹联体婴儿分离术后的监

护技术将在今后指导临床工作中低体重患儿心脏术后的急重

症护理，如呼吸道的管理、血流动力学监测、肝肾功能监测、感

染控制、营养支持、伤口皮肤护理，ＣＲＲＴ体外循环治疗中的生
命体征的监测及管道维护、开放式辐射床的操作运用等。
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