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EGF与 bFGF单独及联合应用对原代培养的兔角膜缘干细胞克隆形成率的影响
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　　提　要:目的　了解单独及联合应用表皮生长因子(epidermal growth factor , EGF)和碱性成纤维细胞生长因子(b-fibrob-

last growth factor , bFGF)对原代培养的兔角膜缘干细胞体外增殖的促进作用。方法　进行兔角膜缘干细胞原代培养 , 用克

隆形成率和蛋白质免疫印迹方法检测单独及联合应用不同质量浓度 EGF与 bFGF对干细胞增殖力的影响。结果　角膜缘

干细胞在本培养条件下能够正常生长。单独应用时 , 质量浓度为 10 ng/ml的 EGF和 20 ng/ml的 bFGF 对干细胞的促增殖

作用最强(P<0.01), 10 ng/ml的 EGF与 20 ng/ml的 bFGF联合应用可达到最佳的促干细胞增殖作用。蛋白质免疫印迹检

测也得到了相符的结果。结论　体外单独及联合应用 EGF 与 bFGF对原代培养的兔角膜缘干细胞的增殖能力有明显的促

进作用 ,为提供大量的角膜缘干细胞以治疗眼表疾病提供了实验基础。
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　　Abstract:Objective　To study the effects of application of epidermal growth factor (EGF)or basic fibroblast

growth factor(bFGF)alone and the combined application on the proliferation of primary cultured rabbit corneal limbal

stem cells.Methods　The suspension of rabbit corneal limbal stem cells was prepared with the mixed culture liquid

DMEM/F12(1∶1), 20% fetal bovine serum , and EGF and bFGF at different concentrations.The proliferation of

the cultured cells was studied by colony forming efficiency (CFE), immunohistochemistry , and Western blotting.

Results　The proliferative capacity of rabbit corneal limbal stem cells in every concentration group of EGF(5 ng/ml

to 100 ng/ml)was significantly stronger than that of the controls , and that in the group at the concentration of 10 ng/

ml was more significantly stronger than that in other groups.The proliferative capacity of corneal limbal stem cells in

every concentration group of bFGF(5 ng/ml to 160 ng/ml)was significantly stronger than that of the controls , espe-

cially the group at the concentration of 20 ng/ml.The effect of EGF at the concentration of 10 ng/ml together with

bFGF at the concentration of 20 ng/ml on the proliferation was most significantly stronger than that in all other

groups.Western blotting confirmed the results.Conclusion　Application of EGF or bFGF alone and their combined

application in vitro can strengthen the proliferation of cultured corneal limbal stem cells.
　　Key words:corneal limbal stem cell;EGF;bFGF;colony forming efficiency , Western blot

　　角膜缘干细胞对角膜创伤的愈合具有重要作用 ,

角膜上皮完整性的维持依赖于表浅细胞不断脱落和基

底层细胞不断增殖以取代脱落细胞 ,上皮细胞持续不
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断的水平向心运动和垂直向上运动源于角膜缘基底层

干细胞的增殖和分化
[ 1]
。通过对体外培养的角膜缘干

细胞增殖分化及其影响因素的研究 ,可以加深对干细
胞的认识 ,为临床进行干细胞移植准备条件。EGF 、

bFGF均为多肽类活性物质 ,和其它细胞因子一样是细
胞之间的传导信号 ,在角膜损伤修复过程中起着十分

重要的作用。本研究采用克隆形成率检测及蛋白质免
疫印迹法着重探讨细胞生长因子 EGF 、bFGF 单独及联

合应用时对原代培养的兔角膜缘干细胞增殖能力的影
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响 ,为体外大量扩增角膜缘干细胞并将其应用于研究

或临床工作提供实验依据 。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　实验动物　　采用第三军医大学大坪医院实验动物中

心提供的正常新西兰白兔 25 只 , 体质量 1.5 ～ 2.0 kg , 雌雄不

限。

1.1.2　实验试剂　　①培养液:采用 DMEM和 HamsF12(美国

Gibco公司)混合培养基(1∶1),并加 5μg/ml胰岛素 , 抗生素(青

霉素 、链霉素), 20%胎牛血清。 ②外源性细胞因子 EGF、bFGF

购自美国 Sigma公司。

1.2　方法
1.2.1　兔角膜缘干细胞原代培养　　培养液与消化液配制的

具体细节和方法 、兔角膜缘干细胞的制备及原代培养参照史伟

云等[ 2]介绍的方法。调节细胞浓度为5×104 ,接种在 96 孔培养

板中 ,在 37 ℃, 5%CO2 饱和湿度孵育箱中进行培养。

1.2.2　干细胞的细胞克隆形成率观察　　原代培养的细胞消

化成单个细胞 , 2%台盼蓝染色测定活细胞活力 , 按每孔 1×103

细胞数接种于 24孔培养板 , 每 6孔为1 组。

1.2.3　实验分组与影响因素　　①未加任何影响因素的正常

对照组:设 1 个组 6个孔 , 每孔加上述细胞悬液 0.1 ml。 ②实验

组 ,设 3个组:在上述培养基中分别加 EGF、bFGF 及 EGFbF 与

FGF混合液各 1 组;每组细胞生长因子每种浓度加 6孔 , 每孔加

各组细胞悬液 0.1 ml , 每组细胞生长因子的浓度分别设立如

下。EGF组:5、10、20 、40、80、100(ng/ ml);bFGF组:5、10、20、40、

80 、100、160(ng/ml);及 EGF 与 bFGF 混合液组:采用 EGF 、bFGF

单独使用时各浓度数值的排列组合数值。接种后第 2 天分别

加入 EGF、bFGF , 第 4天开始在倒置显微镜下观察 ,以细胞团超

过 4 个细胞为一个克隆形成[ 3] 。CFE%=克隆数/接种细胞数

×100%。

1.2.4　免疫组化染色　　一抗为抗角质蛋白 K3 鼠单抗 AE5

(美国 Biogenesis 公司), 二抗为辣根过氧化物酶标羊抗鼠 IgG ,

3 , 3二氨基联苯胺显色。根据方阵滴定法测得最适浓度。质量

浓度为 1%甲基绿复染 , 镜检摄像。

1.2.5　Western Blot分析　　常规裂解细胞 ,用超声细胞处理仪

对DNA进行剪切, 收集上清液进行蛋白电泳 ,电转移蛋白至硝酸

纤维素膜。用AE5进行抗原抗体反应 ,设 PBS 为阴性对照。

1.3　统计学处理
　　实验数据以 x±s表示 , 采用SPSS 11.0 统计软件行单因素

方差分析及均数间多重比较。

2　结果

2.1　细胞培养结果
　　接种 24 h 后即有单个细胞及细胞团贴壁。 2～ 4 d 时 ,由组

织块长出的细胞围绕组织块形成细胞晕 , 细胞排列紧密 , 内紧

外松 , 相互连接呈膜状 , 细胞轮廓淡 ,呈多边形典型上皮细胞形

态;培养至 6～ 7 d 达到 80%汇合状态。8 ～ 10 d时 , 可见大部分

组织块已形成良好的单层细胞。

2.2　免疫组化染色结果
　　用单克隆抗体AE5(最佳工作浓度:1∶50)染色检测原代培

养的兔角膜缘干细胞分化程度。原代培养的角膜缘干细胞中 ,

绝大部分细胞为未分化细胞 , 单克隆抗体 AE5 染色为阴性 , 仅

偶见0 ～ 3个染色阳性的成熟细胞 ,染色位于胞浆内 , 高倍镜下

可见纤维丝。

2.3　干细胞的细胞克隆形成率观察结果
　　统计学分析显示 , 不同质量浓度的 EGF和 bFGF对 CFE 均

有影响。EGF的 5～ 80 ng/ml各浓度组促增殖效应均明显大于

对照组(P<0.05), 100 ng/ml组促增殖效应下降 , 10 ng/ml组明

显大于其它各浓度组(P<0.05);bFGF各浓度组从 5 ～ 100 ng/

ml各组均明显大于对照组(P<0.05), 160 ng/ml组促增殖效应

下降 , 20 ng/ ml 组明显大于与其它各浓度组(P <0.05);其中

EGF浓度为 10 ng/ml+bFGF浓度为 20 ng/ml组合时(即分别为

二者的最佳浓度), 促 CFE 形成效应非常显著地增强(P <

0.001), 见表 1。

2.4　蛋白质免疫印迹检测分析
　　在每一个原代培养的角膜缘干细胞克隆中都能够检测到

角质蛋白K3 的表达 ,即形成的克隆数越多 ,能够检测到的角质

蛋白K3的表达就越强。在不同质量浓度的EGF和FGF 单独或

联合作用下 ,检测到的角质蛋白 K3 的表达强度不同。 EGF 质

量浓度为 10 ng/ml及 FGF 质量浓度为 20 ng/ml时角质蛋白 K3

的表达强度明显增强 , EGF 浓度为 10 ng/ ml+bFGF 浓度为 20

ng/ ml组合时 ,角质蛋白 K3的表达强度最强(图 1)。

M:Marker;1-6:Different concentrations of EGF (ng/ml):5, 10 , 20 ,

40 , 80 and 100;7-13:Different concentrations of bFGF(ng/ml):5, 10 ,

20 ,40 ,80 , 100 and 160;14:Combination of EGF (10 ng/ml)and bFGF

(20 ng/ml);15:Negative control of PBS

图 1　兔角膜缘干细胞表达角质蛋白 K3的蛋白质印迹

Fig 1　Western blot analysis of cornifin K3 expressed by cultured

rabbit corneal limbal stem cells

表 1　不同质量浓度 EGF 、bFGF对角膜缘干细胞 CFE的影响( x±s)

Tab 1　Effects of different concentrations of EGF or bFGF on colony forming efficiency of the cultured corneal stem cells( x±s)

Concentration(ng/ml)
F P

0 5 10 20 40 80 100 160

EGF 3.12±1.06 5.11±2.24 6.35±1.19＊ 5.96±1.08 5.71±2.32 4.99±1.56 3.86±1.79 0 17.86 0.00

bFGF 3.12±1.06 5.36±2.32 6.77±2.19 7.26±1.78＊ 5.88±2.65 5.37±1.97 4.87±1.66 3.49±1.89 27.90 0.00

＊:P<0.05 , vs other concentration groups
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3　讨论

　　干细胞的功能是产生具有分化功能的细胞 ,而其

本身不具有执行已分化细胞功能的能力 。在组织再生

的情况下 ,为满足组织分化的需要 ,干细胞的总数将被

损耗而难于恢复 。为保证干细胞对组织分化时的代偿

性需求 ,必须寻找能够影响干细胞增殖行为的调控机

制。多种生长因子可调节干细胞的生长 、增殖与分化 ,

我们将研究的目标放在目前临床上已经开始应用的

EGF和 bFGF 上 ,以期探讨这两种生长因子单独及联

合应用时对角膜缘干细胞 CFE 形成的影响 ,并寻找最

佳的应用浓度。

　　角膜缘干细胞原代培养中含有较多干细胞 ,随着

细胞增殖的传代 ,干细胞逐渐分化 ,故采用原代培养法

研究 。而通过细胞克隆化形成的细胞形态来判断细胞

的增殖力较为准确 ,全克隆是一种生长快速的大细胞

克隆团 ,仅有小于5%的细胞团脱落或发生终分化 ,代

表极高的增殖力 ,可以认为是干细胞。角膜缘上皮细

胞可以形成全克隆 ,并且可多次传代 ,我们借鉴造血干

细胞的脾 CFE 细胞增殖率测定方法来检测角膜缘干

细胞的增殖能力 。

　　多肽类生长因子通过自分泌 、旁分泌 、内分泌作用

于角膜缘靶细胞 ,与细胞表面受体相结合 ,激活细胞内

蛋白激酶 ,最终诱导细胞的增殖和分化 。EGF 是一种

很强的 、可刺激多种细胞在体内和体外增殖的由 53个

氨基酸组成的单链多肽 ,其受体属于酪氨酸激酶受体。

Liu等
[ 4]
研究发现 ,角膜缘基底上皮细胞中含有丰富的

酪氨酸激酶受体 ,EGFR在角膜缘呈强染色 。Zieske[ 5]

也认为其能够永存于角膜缘而不进入终末分化途径的

内部原因是角膜缘干细胞表面具有多于中央角膜基底

细胞 4 ～ 5 倍的 EGFR ,这表明高水平的 EGFR可协助

干细胞维持在未分化状态 。

　　EGF 通过两个配体结合区结合酪氨酸激酶受体 ,

刺激干细胞内酪氨酸活化 ,发生一系列反应 ,进而调节

干细胞的增殖和分化。国内外类似研究表明 , EGF 所

调节的是剂量依赖下调性细胞的增生 ,但并不引起细

胞的终末分化[ 6] 。本实验结果显示:在 EGF 的作用

下 ,角膜缘干细胞的增殖能力得到明显提高 。与对照

组相比 ,其有效作用范围为 5 ～ 80 ng/ml之间 ,尤其是

在作用峰值为10 ng/ml时与各组间存在明显差异 。而

在质量浓度为 100 ng/ml时促 CFE形成作用则相对下

降 ,说明 EGF在体外对角膜缘干细胞的促 CFE形成作

用呈量效依赖关系。提示我们在应用 EGF 促进角膜

缘干细胞分化时 ,应该选择其最佳作用浓度 ,而非越大

越好 。

　　bFGF是一种高效的神经营养因子 ,其结构为多肽

单链 ,可以促进细胞有丝分裂 ,提高增殖力 。Hoppen-

reijs
[ 7]
发现较低剂量的 bFGF 能促进 DNA活动 ,而较高

浓度则可刺激线粒体活动 ,从而促进细胞增殖 。本研

究结果表明 ,不同浓度的 bFGF与对照组相比 ,有效浓

度在 5 ～ 100 ng/ml之间 ,其作用峰值在 20 ng/ml ,对角

膜缘干细胞有促进增殖的作用 ,与对照组比较差异有

显著性(P<0.05),而达到 160 ng/ml时反而未显出明

显的促增殖作用 ,作用趋势也呈剂量依赖性 。我们推

测 bFGF 对角膜缘干细胞有促增殖作用 ,可能是刺激

了细胞线粒体的活动 ,从而引起干细胞增殖 。另有研

究报道 bFGF 在角膜缘干细胞的移植中 ,除对干细胞

的增殖有重要的促进作用外 ,同时还可抑制体内不同

类型干细胞的分化[ 8] ,它在体外抑制干细胞分化的确

切机制尚不清楚 。

　　本研究的结果还显示:将能够发挥最佳促 CFE形

成即促增殖作用的 EGF(10 ng/ml)与FGF(20 ng/ml)混

合后 ,其对角膜缘干细胞增殖的促进作用显著大于单

独应用以上浓度的 EGF 和 bFGF。这个现象是否可用

简单的药物累加效应来解释或是还存在复杂的作用机

制 ,还需进一步的实验来加以探讨 ,但为眼表泪液疾病

的临床用药及制药提供了一定的启示 。同时 ,我们可

以应用这一结果对数量有限的原代培养角膜缘干细胞

进行体外大量扩增 ,从而为干细胞的科研及临床应用

提供实验基础。
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