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ＮＧＦ对角膜缘干细胞体外扩增的影响
刘　强，苏　敏，胡　蓉，黄　悦，李　红　（贵阳医学院组织学与胚胎学教研室，贵州 贵阳 ５５０００４）

　　［摘　要］　目的　观察神经生长因子（ＮＧＦ）对体外培养角膜缘干细胞（ＬＳＣｓ）增殖的影响。方法　体外培养ＬＳＣｓ，分对照组
和ＮＧＦ组传代培养，分别选取各组培养２４ｈ、７２ｈ和５ｄ的细胞，免疫组化检测ｐ６３，免疫荧光检测增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达，
ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡率。结果　ＮＧＦ组在２４ｈ、７２ｈ和５ｄ时间点ｐ６３表达平均灰度值明显低于对照组各个时间点（Ｐ＜０．０５）。
而ＮＧＦ组在相应的各时间点ＰＣＮＡ表达平均灰度值高于对照组（Ｐ＜０．０５）。凋亡检测显示ＮＧＦ组在２４ｈ、７２ｈ和５ｄ的时间点细
胞凋亡率要低于对照组的凋亡率（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＧＦ可促进和维持ＬＳＣｓ的体外扩增和生长，降低凋亡发生，有维持ＬＳＣｓ干细
胞特性的作用。
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　　神经生长因子（ＮＧＦ）是一种沉降系数为７Ｓ的分
泌型糖蛋白［１］。蛋白质由α、β、γ三种肽链组成；β链
为ＮＧＦ的活性区。ＮＧＦ在胚胎期具有促进神经生长
发育的作用，维持交感神经和感觉神经的生长发育及

功能，促进神经细胞分化，决定轴突的伸长方向。有研

究表明角膜及其周围组织的神经可以通过增加分泌神

经生长因子，来调节多种细胞因子的分泌从而间接的

参与角膜损伤的修复过程［２］。角膜缘干细胞（ＬＳＣｓ）
位于角膜缘上皮基底层［３］，具有不断增殖分化和向心

性移动的能力，能够修复替代衰老死亡的角膜上皮细

胞，在角膜上皮的更新和角膜疾病的治疗中起着不可

替代的作用。ＬＳＣｓ在体内增殖分化受神经内分泌、体
液及微环境等各种因素的影响，其中细胞因子在 ＬＳＣｓ
的体外扩增中也起着非常重要的作用。体内实验表

明，角膜处神经对维持ＬＳＣｓ功能起作用，ＮＧＦ的表达

与这一作用具有很强的相关性［４］。但 ＮＧＦ能否直接
作用于角膜缘干细胞，促进其扩增及其子代细胞迁移，

在角膜损伤修复中发挥作用，还是有争议的问题［２］。

因此，本实验通过体外传代培养 ＬＳＣｓ时添加 ＮＧＦ，观
察其与对照组（未添加ＮＧＦ）在细胞形态、ｐ６３、增殖细
胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达及细胞凋亡率等变化，为 ＮＧＦ
对体外培养ＬＳＣｓ影响的研究提供实验资料。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂、仪器
　　ＳＤ大鼠健康清洁级，体质量１２０～１５０ｇ，雌雄不限（贵阳
医学院实验动物中心提供）。重组人βＮＧＦ蛋白（北京义翘神
州生物技术有限公司）；ＨＤＭＥＭ培养基（ＧＩＢＣＯ公司，美国）；
兔多克隆抗体ｐ６３（北京博奥森）；鼠单克隆抗体 ＰＣＮＡ、ＳＡＢＣ
ｃｙ３免疫荧光试剂盒、细胞凋亡检测试剂盒（武汉博士德）；免
疫组化试剂盒、ＤＡＢ试剂盒（北京中杉金桥）。

１．２　大鼠ＬＳＣｓ的分离培养及传代
　　大鼠股动脉放血处死，碘伏消毒眼周，无菌 ＰＢＳ结膜囊冲
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洗，止血钳对称固定眼球，用刀片在半透明角膜缘与巩膜交界

处做一小切口，用眼科剪从切口处沿半透明角膜缘与巩膜交界

处环行剪下角膜瓣，去除粘连的晶体及眼球外结膜和筋膜，去

除角膜中央部分，将剩下的１～２ｍｍ角膜缘组织放入抗生素溶
液（青霉素、链霉毒１００００Ｕ／ｍＬ），浸泡１５ｍｉｎ。转入超净工作
台内，将角膜缘组织放入青霉素小瓶，用注射器抽吸 ＰＢＳ充分
洗涤后转入无菌平皿中，ＰＢＳ漂洗３次，转入青霉素小瓶并置
于一角。用眼科剪将上述角膜缘组织反复剪碎至１ｍｍ３大小
的小块，ＰＢＳ冲洗２次，加入０．２５％胰蛋白酶消化液，３７℃恒温
箱中作用２０ｍｉｎ（消化时每隔５ｍｉｎ摇晃１次），吸去消化液，加
入适量培养液反复吹打至单细胞悬液，静置片刻让未消化的组

织自然下沉，然后将上层细胞悬液移入离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，去除上清。用适量培养液重新悬浮细胞，计数后以
１．５×１０５／ｃｍ２的密度分别接种于２４孔培养板中，置于３７℃，
５％ＣＯ２的湿润培养箱中培养３ｄ。每天在倒置显微镜下观察
细胞的生长情况。原代培养第３天细胞铺满培养板底部，去除
上层培养液，对照组加原培养基，ＮＧＦ组加 ＮＧＦ终浓度为
５ｎｇ／ｍＬ含ＤＭＥＭ／Ｆ１２的培养基，计数后以１．５×１０５／ｃｍ２的密
度分别接种于 ２４孔培养板中，３ｄ后换液，培养环境同原代
培养。

１．３　免疫组化检测ｐ６３
　　传代培养２４ｈ、７２ｈ和５ｄ时重悬培养孔中的 ＬＳＣｓ，１０００
ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，去上清，ＰＢＳ冲洗２次，４％多聚甲醛４℃固
定２４ｈ，ＰＢＳ重悬后，滴加到经铬矾明胶处理过的载玻片上，
３７℃烤箱１ｈ烤干，９５％酒精固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ；０．２％
Ｔｒｉｔｏｎ１００破膜１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗；含３％Ｈ２Ｏ２的ＰＢＳ溶液室温覆
盖１５ｍｉｎ后去掉３％Ｈ２Ｏ２ＰＢＳ溶液，ＰＢＳ冲洗加山羊血清封闭
液室温孵育３０ｍｉｎ，去封闭液；兔抗ｐ６３（１∶１００）４℃孵育过夜；
ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ；ＰｏｌｙｍｅｒＨｅｌｐｅｒ（免疫试剂盒）３７℃孵
育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗；山羊抗兔二抗 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗；
ＤＡＢ显色；自来水终止，烤干封片，镜下观察。

１．４　免疫荧光检测ＰＣＮＡ
　　传代培养２４ｈ、７２ｈ和５ｄ时重悬培养孔中的 ＬＳＣｓ，１０００
ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，去上清，ＰＢＳ冲洗２次，４％多聚甲醛４℃固
定２４ｈ，ＰＢＳ重悬后，滴加到经铬矾明胶处理过的载玻片上，
３７℃烤箱１ｈ烤干，９５％酒精固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ；０．２％
Ｔｒｉｔｏｎ１００破膜１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗；含３％Ｈ２Ｏ２的ＰＢＳ溶液室温覆
盖１５ｍｉｎ后去掉３％Ｈ２Ｏ２ＰＢＳ溶液，ＰＢＳ冲洗加山羊血清封闭
液室温孵育３０ｍｉｎ，去封闭液；小鼠抗ＰＣＮＡ（１∶１００）４℃孵育
过夜；ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ；生物素化山羊抗小鼠抗体３７℃
孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ；滴加ＳＡＢＣｃｙ３，３７℃孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次３ｍｉｎ，甘油封片，荧光显微镜观察，
摄片。

１．５　ＴＵＮＥＬ法细胞凋亡检测
　　传代培养２４ｈ、７２ｈ和５ｄ时重悬培养孔中的 ＬＳＣｓ，１０００
ｒ／ｍｉｎ，离心５５ｍｉｎ，去上清，ＰＢＳ冲洗２次，４％多聚甲醛４℃固
定２４ｈ，ＰＢＳ重悬后，滴加到经铬矾明胶处理过的载玻片上，
３７℃烤箱１ｈ烤干，９５％酒精固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗，新鲜配制

３％Ｈ２Ｏ２室温处理１０５ｍｉｎ，蒸馏水洗涤２５ｍｉｎ×３次；每张滴
片加标记缓冲液（ＬａｂｅｌｉｎｇＢｕｆｆｅｒ）２０μｌ，每张滴片取 ＴｄＴ和
ＤＩＧｄＵＴＰ各１μｌ，加入１８μｌ标记缓冲液中混匀，甩去切片上
多余液体后加混合的标记液２０μｌ；置样品于湿盒中，３７℃标记
２ｈ；０．０１ｍｏｌ／ＬＴＢＳ（ｐＨ７．５）洗２５ｍｉｎ×３次；每片加封闭液
５０μｌ，室温孵育３０５ｍｉｎ，甩掉封闭液，不洗；每片滴加生物素化
抗地高辛抗体（１∶１００）５０μｌ，置湿盒中，３７℃反应６０５ｍｉｎ，ＴＢＳ
洗２５ｍｉｎ×３次；每片滴加 ＳＡＢＣＡＰ（１∶１００）５０μｌ，３７℃反应
６０５ｍｉｎ，ＴＢＳ洗５５ｍｉｎ×４次；每片滴加 ＢＣＩＰ／ＮＢＴ（１∶２０）１０
μｌ，避光显色３０５ｍｉｎ，充分水洗；核固红复染，甘油封片，显微
镜观察，摄片。

１．６　图像分析
　　每项指标选取５组滴片观察，使用 Ｍｉａｓ软件采集免疫组
化ｐ６３阳性细胞 ＤＡＢ染色灰度值，使用 Ｎｉｓｅｌｅｍｅｎｔ软件采集
免疫荧光ＰＣＮＡ阳性细胞灰度值（荧光强度），Ｍｉａｓ软件分析凋
亡检测的图片，每组选取５张图片，计数视野内细胞数和阳性
细胞数，计算细胞凋亡率。

１．７　统计分析
　　ＰＡＳＳ１８．０软件对阳性细胞灰度值和细胞凋亡率进行统计
学分析，单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　体外培养ＬＳＣｓ形态学观察
　　原代培养ＬＳＣｓ悬浮生长，位于培养板底部，圆形，体积小，
核质比高，传代２４ｈ后，细胞数量增多，细胞形态无明显改变。
细胞排列紧密，融合形成单层，细胞大小基本一致，多呈圆球形

或卵圆形。传代培养 ＬＳＣｓ形态无明显改变，圆形或椭圆形，
ＮＧＦ组较对照组细胞数量增加，集落明显增多、变大（图１）。

ａ：对照组；ｂ：ＮＧＦ组
图１　ＬＳＣｓ传代培养倒置相差显微镜观察（×２００）

２．２　ｐ６３和ＰＣＮＡ染色
　　对照组和ＮＧＦ组不同时间点均有ｐ６３阳性表达，阳性产物
表达于胞质内，呈棕黄色，ＮＧＦ组与对照组相比，在传代后不同
时间点ｐ６３阳性细胞较多，染色反应较强（图 ２）。对照组和
ＮＧＦ组不同时间点均有ＰＣＮＡ阳性表达，胞核呈红橙色荧光为
阳性细胞（图３）。

２．３　ＴＵＮＥＬ法细胞凋亡检测
　　可见镜下细胞圆形或椭圆形，形态规则，大小一致，核质比
高；有少量细胞核内有蓝色颗粒存在为凋亡细胞（图４），对照
组较ＮＧＦ组多。

·８２１·
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ａ：对照组ＬＳＣｓ传代培养；ｂ：ＮＧＦ组ＬＳＣｓ传代培养２４ｈ；ｃ：ＮＧＦ组ＬＳＣｓ传代培养７２ｈ；ｄ：ＮＧＦ组ＬＳＣｓ传代培养５ｄ
图２　免疫组化ＤＡＢ显色ｐ６３阳性细胞（×４００）

ａ：对照组ＬＳＣｓ传代培养；ｂ：ＮＧＦ组ＬＳＣｓ传代培养２４ｈ；ｃ：ＮＧＦ组ＬＳＣｓ传代培养７２ｈ；ｄ：ＮＧＦ组ＬＳＣｓ传代培养５ｄ
图３　免疫荧光ｃｙ３显色ＰＣＮＡ阳性细胞（×２００）

２．４　统计分析
　　由表１可知，随着时间延长，ＮＧＦ组 ｐ６３阳性细胞平均灰

度值逐渐增高，在同一时间点相比，低于对照组（Ｐ＜０．０５）；

ＰＣＮＡ荧光强度逐渐升高，在同一时间点与对照组相比，高于对

照组（Ｐ＜０．０５）；计算２组各时间点 ＬＳＣｓ凋亡率，与同一时间

点对照组相比，ＮＧＦ组细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０５）。

ａ：对照组（↑示凋亡细胞）；ｂ：ＮＧＦ组

图４　ＬＳＣｓ传代培养细胞凋亡检测ＡＰ染色（×４００）

表１　ｐ６３、ＰＣＮＡ阳性ＬＳＣｓ平均灰度值及凋亡率（珔ｘ±ｓ）

组别 类型 ２４ｈ ７２ｈ ５ｄ

对照组

ｐ６３　　 １３４．８０±１．６６ １２３．３４±１．５８ １１９．４７±１．２７

ＰＣＮＡ　 ６１．４０±２．０５ ６２．２７±１．９７ ６３．５０±１．８１

　凋亡率（％） １４．７６±１．４１ １８．３６±４．７９ ２１．１２±３．６２

ＮＧＦ组

ｐ６３　　 １０４．５８±１．１６ １０６．７２±１．０１ １０８．１５±１．０５

ＰＣＮＡ　 ６６．５５±２．１０＃ ６９．４４±２．１１＃ ６８．６７±２．８９＃

　凋亡率（％） １２．６０±２．２０ １３．３５±１．７６△ １３．９１±２．９５△

：与对照组同一时间点 ｐ６３比较，Ｐ＜０．０５；＃：与对照组同一

时间点ＰＣＮＡ比较，Ｐ＜０．０５；△：与对照组同一时间点凋亡率

比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　ＬＳＣｓ体外培养作为临床治疗角膜损伤等引起的

角膜缘干细胞缺乏症的供体，体外培养需要为ＬＳＣｓ营
造与体内相同的龛环境，最常使用的是羊膜或饲养层

细胞，这些方法已经较为成熟，但面临伦理问题，为推

广应用带来困难。目前，在ＬＳＣｓ体外扩增方面已取得
了较大的进展，很多研究表明，ＬＳＣｓ能较好地进行体
外扩增［５６］，但仍存在一些问题，比如长期传代不理想、

凋亡增多等。

　　ＮＧＦ作为最早发的细胞营养因子，已被证明能促
进角膜损伤愈合［７］；在使用去上皮羊膜作为载体培养

ＬＳＣｓ时，可以观察到羊膜上存在的 ＮＧＦ能促进 ＬＳＣｓ
增殖［８］；有实验表明 ＮＧＦ能促进心梗后心肌的修复，
ＮＧＦ与受体 ＴｒｋＡ结合能增加抗凋亡因子 Ｂｃｌ２表达
来预防凋亡发生，与受体 ｐ７５结合通过 ＪＮＫ、ＮＦκＢ等
因子的表达，增加凋亡发生［９１０］；通过对淋巴瘤的研究

表明，ＮＧＦ／ＴｒｋＡ通路能提高恶性肿瘤细胞的存活能
力，并抵抗化疗药物利妥昔引起的凋亡发生［１１］。对麻

风病人的研究证实，ＮＧＦ的缺乏能引起外周神经损伤，
是麻风病人皮损的主要原因［１２］。因此，ＮＧＦ具有促进
细胞扩增、提高生存、抵抗凋亡的功能。针对 ＬＳＣｓ体
外扩增目前存在的问题而言，我们考虑用 ＮＧＦ来提高
ＬＳＣｓ的体外增殖能力期望达到体外培养获得更多干
细胞的目的。

　　转录因子 ｐ６３蛋白是肿瘤抑制因子 ｐ５３的同系
物，高表达于多种上皮组织的基底部和生发层，对再生

性增生非常重要，在角膜缘基底部有特异性表达，可作

为鉴定 ＬＳＣｓ表型的标志［１３１５］；有实验表明，ｐ６３阳性
细胞具有向复层上皮细胞分化的能力［１５］；有体外实验

表明，ｐ６３阳性的角膜缘基底层细胞在体外培养时能

·９２１·
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保持干细胞特性，并维持较长的生长状态［１６］；对人

ＬＳＣｓ的研究表明，提高 ｐ６３表达能促进损伤角膜愈
合［１７］。本实验中对２组ＬＳＣｓ各时间点进行了 ｐ６３免
疫组化染色，实验组的细胞ｐ６３表达明显高于对照组，
表明ＮＧＦ能促进体外培养 ＬＳＣｓ的 ｐ６３表达增加、增
强，因此我们推测，ＬＳＣｓ具有维持体外培养 ＬＳＣｓ的干
细胞特性的能力。

　　ＰＣＮＡ是一种在增殖细胞中合成或表达的核内多
肽，其表达和合成与细胞周期有关，ＰＣＮＡ作为 ＤＮＡ
聚合酶的辅助蛋白直接参与了细胞的增殖活性［１８］，被

广泛用于衡量细胞的增殖状况；在角膜组织中，ＰＣＮＡ
主要在角膜缘干细胞及短暂扩充细胞中表达［１９］。本

实验对各组各时间点细胞进行了 ＰＣＮＡ免疫荧光细胞
化学染色，实验组 ＬＳＣｓ的 ＰＣＮＡ荧光强度高于对照
组。另外，本实验对 ２组 ＬＳＣｓ的各时间点进行了
ＴＵＮＥＬ检测，实验组各时间点细胞凋亡率均低于对照
组，由此推测 ＮＧＦ可以有效降低体外培养 ＬＳＣｓ发生
凋亡，并促进体外培养ＬＳＣｓ增殖的作用。
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［１５］郭光金．神经生长因子与移植脾组织神经再生的关系［Ｊ］．局解手

术学杂志，２００８，１７（２）：７５－７６．
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ｏｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ：Ａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１２，２２７（５）：

２０３０－２０３９．

［１８］ＬｕＲ，ＱｕＹ，ＧｅＪ，ｅｔａｌ．ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＴＣＦ４ｍａｉｎｔａｉｎｓｔｈｅｐｒｏｐ

ｅｒｔｉｅｓｏｆｈｕｍａｎｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，２０１２，３０

（４）：７５３－７６１．

［１９］ＦｏｘＪＴ，ＬｅｅＫＹ，ＭｙｕｎｇＫ．ＤｙｎａｍｉｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＣＮＡｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｏｎ／
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（编辑：左艳芳）

本刊热忱欢迎基金课题论文

　　《局解手术学杂志》为了更好地为作者构建学术交流与成果展示平台，以促进国内外学术交流，推动医药卫
生事业发展，热忱欢迎广大作者将基金课题项目产生的论文投向我刊，编辑部将开辟快速通道。基金项目论文需

注明基金名称及编号。

《局解手术学杂志》编辑部　
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