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新鲜羊膜与保存羊膜中 HGF、bFGF表达的对照研究 

鲁 静，赵 敏，张 琪，胡 柯，秦应祥 

(重庆医科大学附属第一医院眼科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究肝细胞生长因子(HGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)在新鲜和两种保存羊膜中的表达，探讨新鲜和 

保存羊膜的生物学活性差异。方法：取健康剖宫产产妇胎盘羊膜，随机分成三组 ：新鲜组、DMEM／甘油 一80℃保存组、纯甘油 

4℃保存组(保存 1、3个月)，应用免疫组织化学方法，检测 HGF、bFGF在各组羊膜中的表达。结果：HGF、bR 主要分布于羊膜 

上皮层。HGF在 DMEM／甘油组和纯甘油组保存 1、3个月时的表达明显低于新鲜羊膜组，统计学上差异有显著性(P<0．0001)， 

bFGF在两组保存 3个月时的表达明显低于新鲜羊膜组，统计学上差异有显著性(P<0．01)。结论：羊膜经 DMEM／甘油 一 

80℃、纯甘油 4"C保存后 ，HGF、bFGF减少，并随保存时间的延长活性逐渐下降。 
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Comparative study on the expressions of HGF and bFGF between 

fresh and preserved amniotic membranes 

LUJing，et al 

(Department of Ophthalmology，the First A liated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the expr~s,sions of hepatocyte growth factor(HGF)and basic fibroblast growth factor(bFGF)in 

fresh and two preserved amniotic membranes(AM)，and to explore their biological vitality．Methods：The amniotic membranes from 

the healthy puerperia with abelominal delivery were randomly divided into three groups：fresh group，DMEM ／glycerol preserved group 

at一80℃ and glycerol preserved group at 4C (for 1 and 3 months)．Immunohistochemical method was used to investigate the 

changes in the expressions of HGF and bFGF among the three groups．Results：HGF and bFGF were distributed in the epithelium of 

AM．s mostly．The expressions of HGF in both preserved aMs for 1 and 3 months decreased significantly compared with fresh AM (P 

<0．0001)，and the expressions of bFGF in both preserved AMs for 3 months decreased significantly compared with fresh AM (P< 

0．01)．Conclusion：HGF and bFGF both decrea~ in AMs preserved in DMEM／glycerol at一80℃ and in glycerol at 4℃ 。and their 

vitality declines gradually with preserving time． 

【Key words】Fresh amniotic membrane；Preserved ananiotic membrane；HGF；bFGF；Immunohistochemical 

羊膜移植是近年来治疗眼表疾病的新兴疗法， 

临床上已广泛应用，在基础研究方面也是眼科界的 

研究热门。关于新鲜羊膜和保存羊膜孰优孰劣的问 

题，一直以来观点不一，众说纷纭。二者的最大区别 

体现在羊膜上皮细胞及其细胞冈子质与量的关系 

L。在冻存过程中，保存羊膜的上皮细胞已经灭活， 

其所含有的各种活性成分可能出现效价衰减。故人 

们推测新鲜羊膜可能比保存羊膜具有更强的生物活 

性作用。本研究采用免疫组织化学厅法，检测肝细 
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胞生长因子(hepatocyte growth factor，HGF)、碱性 

成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor， 

bFGF)分别在新鲜羊膜、DMEM／甘油 一80℃和纯甘 

油 4℃保存后 1、3个月的羊膜中的表达，比较新鲜 

和保存羊膜的生物学活性 ，探讨 HGF、bFGF在眼表 

重建中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 新鲜羊膜的制备 

新鲜羊膜取 fj健康剖宫产产妇的胎盘，产前血清学检查 

排除乙肝、丙肝 、梅毒及获得性免疫缺陷综合征。取材均在 
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巾的纸片 L．I坡 棚上 盯『此3 5e rii 3 i 小块 谴同纸 

¨驶^犍有 衙 浒泄晌 帷容器 丌_经商J E消f n {r 硅 

瞳璃帆 )．4h 删 

1 2 传 存羊膜 的 制母与 存 

将 述剪成小块的瑚 ，按 种疗法进f?保仔 

I 2 I L)MEM／甘油罐豫蕊保存法 

将 H成人装有火菌的【)MI'：M／ 油渣(DMEM：计 

m1 {比为 1：1)的 雌弃器 j r J．1制州瓶II置 81f{ 

深低温冰筘嘿荇 用前宣出自然解 JI在 F衡盐溶渍il 社 

随复水 

I 2 2 lJ 4r保 『上： 

将 膜片救^装冉消 纯1十油 构羊膜容措-l一(卜_j上)． 

24h后取i“羊膜片 转移剁H 纯 m r̈l封闭』IfLn置 j 

4t保存 用前 衡特游I吐巾浸泡艇啦 

!j SA ’浩 免疫 组织 化学 潦 色 

新鲜羊嘴 4l1 怀行 媵保仃 1、3个川对．取山抽、 

乖．保停 膜 r衡盐挤液巾浸泡复水 j(h-⋯1．将单膜 n纸 

片 ．捣下．剪成4 块后 4t II 日定．“蜡也埋 jⅢ一连绩圳 
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2 结 果 

2 l 羊膜 组地 巾14GF、bFGF免疽组 化检测结 罪 
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图 l～4 

图 I HI 3F在 新鲜 羊膜 中的 表达 

圉 2 I r 在 I)MFM／甘油 保存 1月 羊膜 中的 表选 

． 、 ． 

一 ／ 一  

圉j hFI，I、在新鲜羊膜中的表达 

图 4 j,FI- 在纯 甘油 保存 3月羊膜 中的 表达 
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表 2 H(jF、bFGF表达在两种保存方法及不同保存时间间的相互比较( ± ，I()I)／lm~2) 

HGF的表达在各组均明显低于新鲜羊膜组，统 

计学』-差异有 著性(P<0．0001)。但 bFGF的表 

达在两种办法保存 1个月时与新鲜羊膜组比较差异 

无显著性(P>0．05)，在保存 3个Jj时才明显低于 

新鲜羊膜组，差异有显著性(P<0．01)。 

HGF的表达在两种保存法保存 3个月时明显 

低于保存 1个Jj时，相同时问内纯Lf 油组亦明显低 

于DMEM／tj|油组，差别均有显著性(P<0．0001)。 

但 bFGF的表达尢论在两种保存法保存 1个月与 3 

个月之I'／I】还是在相同时间内不 保存法之间差别均 

无显著性(P>0．05)。 

3 讨 论 

羊膜以其独特的组织学结构，特殊的免疫学特 

性，以及复杂的生物学特性在眼科领域，尤其是眼表 

重建中发挥_r重要作用。许多学者提出，羊膜不仅 

可作为理想的牛物支架，而且其有活性的上皮细胞 

还可发挥更多的积极作用。新鲜 膜带有完整的 E 

皮层，町立即重建眼表上皮，而Ij‘ 发生免疫排斥反 

应，有活性的羊膜本身叮以表达多种生长因子_l_， 

其中 HGF和 bFGF足较主要的两种 生长因子。 

HGF具有刺激上皮细胞生长，增加细胞的能动性有 

利于眼表 卜皮修复的重要作用。Koizumi测得 HGF 

是其检测的羊膜牛长冈子巾含世最高的，从而推断 

羊膜上皮细胞产牛的 HGF可能是影响角膜伤 []愈 

合的最主要【大1素[2j。bFGF对角膜上皮细胞、角膜 

基质细胞、角膜内皮细胞的增殖移行趋化有促进作 

用，对术后伤口愈合的影响持续时问较长，贯穿于术 

后伤口愈合的全过程，对眼表损伤促修复作用显著。 

Koizum 2 J等在 DMEM／~油 80℃保存 1月的羊 

膜中检测到 HGF和 bFGF的mRNA表达。 

奉研究选取两种晕要的生长l大J子(HGF、bFGF) 

作为检测目标，检测其在新鲜 膜和两种常Hj的保 

存羊膜中的表达，结果显示， 膜中的 HGF在经两 

种方法保存后，其表达均 著低于新鲜羊膜 ，且随保 

存时间韵延长，表达下降更明 ，统计学 E有非常显 

著意义(P<0．0001)；不过两种保存法之间比较， 

DMEM／甘油组比纯甘油组 F降程度要低得多(P< 

0．0001)，说明前者对羊膜的保存效果好砦。bFGF 

在保存 3个月时才与新鲜羊膜Hj现统计学上的显著 

差异(P<0．O1)，而在两种方法之问无论是 1月还 

是 3月，差别均无显著意义(P>0．05)。这一方面 

说明冻融过程对保存羊膜 I 皮的生长因子有破坏作 

Hj，另一方面提示 H( 较 bFGF更容易受到破坏。 

但因为 HGF和 bFGF的检测采用 r 同的实验操 

作程序，其中可能仔在误 ，这 一结论尚有待证实。 

我们的结果更进一步印证_r Sato~ J和 Koizumil j的 

研究。本研究还观察到牛长l太l子 仪表达于羊膜上 

皮层，基质层也有少量表达。 

羊膜在H艮表重建中发挥重要作用，新鲜羊膜比 

保存羊膜更有优势 3。但也有学者提出或许羊膜 

在移植中仪起到基底膜的作用，对生长因子在羊膜 

的疗效中是否起了作用表示怀疑，认为 尚有待确 

定_4 J。一些临床观察也表明：在重建眼表过程中， 

新鲜和冻存 羊膜移植的作用、病程及颅后基本一 

致_5 J。我们在临床也曾使用 DMEM／~油和纯甘 

油两种保存法的羊膜做眼表移植，均(Tg-~；551页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2005年第30卷第 4期 (Journal of Ohongqing Medical University 2005 Vo1．30№ 4) 一 551 一 

取如下防治措施：(1)维持有效循环血量：液体以胶 

体为主，如出血多叮输血；加快输液，扩容维持中心 

静脉压 l0～14cmH，O，尤其是在下腔静脉和门静脉 

阻断前应快速扩容。(2)适当应用血管活性药物以 

维持血压在正常或稍高水平：可在开放血管前持续 

输入多巴胺 3～5ug／(kg·r)或去甲肾上腺素 0．0l～ 

0．03ug／(kg·h)。(3)及时发现和纠正酸碱平衡及 

电解质紊乱。(4)无肝期间可减少麻醉药用量，以防 

止麻醉过深而引起血压下降。 
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收到较好效果。奉实验结果显 牛长【大】子在保存羊 

膜中效价 著下降，这至少町以认为在保存羊膜中 

生长因子的作用极其有限 至小起作jH。由于目前 

临床上大多应用保存羊膜作为移植材料，保存羊膜 

重建眼表的作用机制是否取决于其他的活性成分， 

需要我们做进一步的研究。 

(通讯作者：赵敏 ，联 系方式：重庆医科大学附属第一医 

院眼科，邮编：400016；E mail：minzhao2002@yahoo．corn． 

cn) 
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