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bFGF 不能调节人结膜下 Tenon's 囊

成纤维细胞表型改变

谢冰叶纹1* 钟一声沈笠

(七海交通大学附属瑞金医院眼科，上海 200025; 1 复旦大学附属华山版院H时斗， t海 200040)

摘要 探讨了碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)能否对人结膜

下 Tenon's 囊成纤维细胞(human subconjunctival Tenon's capsule fibroblast, HTCF)表型改变起诱导

作用。在 5 例白内障手术中取人结膜下 Tenon's 囊组织块培养成纤维细胞。用不同浓度 bFGF(O 、

5 、 10 、 20 ng/ml)诱导 HTCF 48 h。免疫细胞化学技术、蛋白质印记免疫技术检测其平滑肌肌动

蛋白(α-smooth muscle actin ， α-SMA)表达与正常 HTCF有否差异。实验结果表明用不同浓度(0-20

ng/ml) bFGF诱导 HTCF 48 h，虽能明显促进 HTCF 细胞的生长，但均不能上调细胞内 α-SMA 的

表达。在 0-20 ng/ml 范围内，体外用 bFGF诱导 HTCF 48 h，不能诱导其改变为月几成纤维细胞。

关键词 碱性成纤维细胞生长因子:人结膜下 Tenon's 囊成纤维细胞:平滑肌肌动蛋白:

肌成纤维细胞:表型改变

碱性成纤维细胞生民因子(basic fibroblast growth 

factor , bFGF) ，是一种与肝素相结合的生长因子，

17.2kDa 大小，由 155 个氨基酸组成的多肤。成

纤维细胞(fibroblast ， FB)则是来源于问充质的细胞，

对 r局部创伤后的组织重塑有重要作用。 bFGF 具

有剌激细胞牛长和增殖的作用己得到广泛认可，这

些细胞包括来源于问充质，中外胚层和内胚层的细

胞。在同部土LI织主塑过程中，除了局部损伤组织的

FB 增附和l迁移外， FB 在细胞因子和细胞外基质共

同作用 F表型改变为肌成纤维细胞(myofibroblast ，

MF)也在组织重塑过程中起到重要作用。转化生长

队) f - ßl (transforming growth factor-ßl , TGF-ßl) 在

体外 i元可人约膜下Tenon's 囊成纤维细胞(human sub

conjunctival Tenon's capsule fibroblast, HTCF)改变为

MF，并特异'内的表达 α- 平滑肌肌功蛋白(α-smooth

muscle actin ， α-SMA) 己得到肯定，但 bFGF 是否

也具有 111J样作用尚有争论[11 。

1 材料与方法

1. 1 材料及样本来源

边白人Rl~白内阵子术中所取的人结膜rTenon's

4主m 织，共 5 例(句例单独培养 HTCF) ，其中男 2

例，共 3 例，年龄 59-75 岁，平均 65 岁，所取

m织均为 4 mm X 6 mm 大小，厚约 1 mm 。

1.2 主要试剂与仪器

(1)DMEM 培养液(Gibco BRL 公司) 0 (2)重组

人 bFGF (PeproTech EC Ltd) 0 (3)重组人 TGF-ßl

(PeproTech EC Ltd) 0 (4) 鼠抗人 α-SMA 单克隆抗体

(Clone lA4, A2527)( Sigma) 0 (5)羊11c 鼠 IgG(Sigma) 。

(6)辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG(Santa Cruz) 0 (7) 

DAB 试剂盒(武汉博士德公司机

1.3 HTCF 培养、分组及观察细胞增殖情况

采用文献报道的组织贴块沾121进行细胞原代培

养，无菌人~lI!白内障手术中取人生占1民~- Tenon's 囊

组织 4 mm X 6 mm大小，置于 DMEM 培养液中，

使用直慑分离结缔组织和血迹，将 Tenon's 囊组织

剪成 1 mm2 大小的组织，置于 24 孔培养板 (Gibco

BRL 公司)中加入含 20% 阶牛血洁的 DMEM培养液

进行贴壁培养，何细胞长至 11二合状态，用

。.259毛腆蛋白酶(Trypsin-EDTA ， Gibco BRL 公司)

消化、传代、扩增，实验取第 5 'Í~第 9 代 HTCF ，

n=5 。取对数生长期 HTCF 悬液，密度为 1 X 10 6 

个 Iml ， 接种于 5 个六孔板中，何孔 2.5 ml; 1乎组设

6 个复孔，接种 6 h 仔细胞贴EE后，加入不同浓度

的 bFGF (0 、 5 、 10 、 20 ng/ml); 培养 48 h ，采用
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图 1 HTCF细胞生长

a 到 I Ý~~ υ\~WìAll'(:J/I~ 1í、约 5-7 )(( >< 2(0); b: HTCF f', l' é:月 3 代 hi 5-7 λ(X 2(0); c: 传咐 tín 代 )，f )11110 ng/rnl bFGF 处JIII.3-斗代(X 1(0) 。

细胞计数法圳缤 bFGF )(-] HTCF 细胞l'i~ {l'[ 的影响。

1.4 细胞分组及表型鉴定

士自 fi二HTCF， t'l: Lr-:7个60 mmJl~养lfTI. (Corning Ltd) 

r!'的 HTCF 达到 70 %~80 % ?I 台度 ， J甘 bFGF 剌

激 60 mm 的异 Ilrlll'Jl~í kir 11: 长并已静 11:(小含血泊

DMEM J;'i养液)48 h (内 HTCF，分别设问 l性对 ß:ç、人lÍIL

~' (~;平时!川出 11胞(vascular smooth muscle cell, VSMC)及

10 ng/ml TGF-ßI ~Y' 48 h)口的 HTCF; 以注终浓

山为 o ng/ml , 1 ng/ml , 5 ng/ml , 10 ng/ml , 20 ng/ml 的

bFGF，何个扣养IIlL' l' J)fl 入的 DMEM 量为 3 ml ，贝rj

i币川入的 bFGF 分 }JIJ 0 ng , 6 ng , 15 ng , 30 ng , 

60 ng，以此终浓)豆剌激 48 h 0 

1.4.1 免疫细胞化学技术鉴定细胞表型 将HTCF

忌液 ìl)'J;f'I' f ,X; J!Jυ" 1: , flll胞Wîkl，-ì今于破片后 95 %冰

乙四字 4 0C[ ， 'r[ 击， 20 oC1~~有.; 0.25 % Triton X-IOO 

覆盖 4 min , {VHl lI 胞!出; 111 丰血清京剧卡封闭 30

min; .+/1:来 J tJ 1 : 100 l乱打LαSMA rp. ~C:隆抗体:
..t;'L 采川J 1 : 200 J刺l~过年L化物嗣f/J; ì~ '(.打Lrl~ IgG; 

DAB 显色; 'i;;;)~注明 m~水:叶l 性树月旨主J 片保存。

1.4.2 蛋白质免疫印记检测(Western blotting)细胞中

α-SMA 的表达 细胞总茧 (1 j由m和定量，考马斯

先JEI二 G-250 挝、 ~lj! rJ{~J ~Ji !' I J页浓度(μg/μ1) 。 每 个 l剧本

村!小.0'1 1' 1 质 ))1 川、'( ill:川.J 5μg 0 SDS- 聚丙烯毗肢凝胶

i.[Jj;Ì\ (SDS-PAGE); 4川l旦( IIU { '[i {'Jx蛋白质电泳戊转眼

装宜， Bio-Rad); 染包， .H I￥ J; 免伎杂交:化学

发 Yt检测杂/;( 1j" '，~; lI i'i J占 X jt)J，"!1岳元。

1.5 统计学方法

川 lti-数扑;以均数士 f'J;ì1Ë 夕'{~~/J~。应用 SAS 6.04 

版统川软件ill 1r ff~ 川分析。州细['i 'J ;平异用 I 检验，

多 rll/"'J 比较川心 I 分析。

表 1 加入不同浓度 bFGF 对 HTCF生长的增殖作用

bFGF (ng/rn l) fHI 胞数(个)

o 103000 士 10400

l 155000 土 10500

5 164000 土 12400

10 224300 士 24300

20 145000 土 11000

大 IIJ以见到梭形的 HTCF 从细织块，山绿长 111(1刽 1 a); 

经 1 : 2 传代，约 3~4 天长满J击养 JUi}点:约 5~7 尺

HTCF 可达到1/ 合状态(民1I b); fU才~ ))11终 j农地为 10

ng/ml 的 bFGF 盯，细胞生长和达到1仆的边度 ))11

快，约 3~4 天(罔 lc) 。

2.2 bFGF 对 HTCF 增殖的影响

HTCF 1)11 入小川浓度 bFGF (0 、 l 、 5 、 10 、

20 ng/ml) J j 术力11 bFGF(O ng/ml bFGF)HTCF 比较，

加 bFGF 细细胞咱殖加快，其 I卡 10 ng/ml bFGF 处

理 HTCF fhl刑响最为明臣， P<O.OI , n=5 , X~ Jf. It 

常 U著(去 1 )。

2.3 兔疫细胞化学检测 HTCF 细胞中 α-SMA 表达

α-SMA ck达的细胞免疫fll1七 fit 已!，J 小:对 !!(i

细胞人由于1'外 VSMC ， α-SMA '，'归 1;/1性丘，达( 1冬j

2a)。用 10 ng/ml 的 TGF-ßI 处Jl I'. HTCF flll胞 48 h , 

明 JIA i宠导 HTCF 细胞去达 αSMA([冬[2b) ， !血浆|忖 I'J

见到 α-SMA 表达的怀黄色 15/1 性染包:才"t'í'处 IIJl(l甘

HTCF 细胞(罔 2c)λ~I)fl'n 染已 c l ， i]UHii 民M/Ji: l 

ng/ml, 5 ng/ml , 10 ng/r时， 20 ng/ml bFGF ì~ y' HTCF 48 

h 币， HTCF 细胞λ汁;1黄色染包， kα-SMA -k达( 1答|

2d~ Dtl 2g)(n=5) 。

2 .4 蛋白质兔疫印迹(Western blotting)检测细

胞中 α-SMA 的表达

因 3M衍， VSMC ~!1\.&i6 α-SMA: 小 1 ， iJ ì农 Jll

2 结果 bFGF (0 、 l 、 5 、 10 、 20 ng/ml) 射iJ ì版 HTCF 48 

2.1 HTCF 细胞生长 h 后，斗才能民导 α-SMA <<.达 (n=5)c I(U 10 ng/ml 

人生lijj且r--. Tenon' s ;K~~~ 织JR PlI~~tJ:古养，约 5~7 TGF- ßI 处理 HTCF 细胞， Iljj!U!: 的 L去 αSMA <<J丰。
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图 2 对照人血管外 VSMS 、 HTCF、 α-SMA 表达检测及 TGF- 1 、 bFGF 作用后 HTCF 细胞中 α-SMA 表达检;ý!IJ (X 200) 

a : α-SMA 表达阳性; b: 10 ng/ml TGF-ß 1 处理 48 h HTCF细胞; c : HTCF对照 。 d-g 分别为用终浓度为 1 ng/ml bFGF, 5 ng/ml bFGF, 10 

ng/ml bFGF, 20 ng/ml bFGF 处理 48 h HTCF。

(+) 

VSMC 

(d) 

‘· 
..,.. 

' --

(- ) (- ) (- ) (一) (- ) (+) 

TGF-ßl 
10 ng 48 h 

图 3 Western 印迹检测 VSMC、不同浓度 bFGF 及 10 nglml T GF- 1 诱导 HTCF 48 h 后 α-SMA 的表达

bFGF bFGF bFGF 
20 ng 48 h 10 ng 48 h 5 ng 48 h 

bFG F. bFG F 
1 ng 48 h 0 ng 48 h 
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结果表明 bFGF 在 0-20 ng/ml 的浓度范围内不具有

诱导 HTCF 表型改变为 MF 的作用。

3 讨论
青光眼滤过于术失败的主要原因是非功能性滤

过泡和滤过道撒痕形成，主要由于人结膜下 Tenon's

囊组织在手术创伤后胶原纤维增多和过度癫痕化[2] 。

研究证实，青光眼滤过术后滤过道癫痕形成的病理

机制与局部组织重塑有关。近年来通过抗代谢药物

如丝裂霉素 C 、 5- 氟尿略、l史以及干扰素等在手术中

的应用，减少术后滤过道癫痕形成，但术后汩的

失败率依然高达 15%-25%[叫。本文从细胞表型着

手，探索 HTCF 表型转化与组织重塑关系的分子生

物学基础;以期对有效治疗人结膜下 Tenon's 囊手术

或损伤后过度搬痕化提供理论参考。

结膜下组织损伤后， HTCF 山收缩表型改变为

合成表型，并在细胞因子和细胞外基质的共同作用下

改变为 MFo MF 是一种介 fFB 和平滑肌细胞之间

具有平滑肌样细胞特点的特殊细胞，其识别特点是

胞浆中出现 α-SMA。细胞因子在这」损伤修复过

程中起重要作用 15-7] 0 

细胞表型与行为调节决定于细胞因子和细胞外

基质的共同作用，由此产牛伞的细胞内信号控制基因表

达、细胞增生、明亡，以及细胞骨架动力学改

变[8 ，川。 许多生长 ~I -f， 如血小板衍生生长囚子

(PDGF) , TGF-ß 1 ，肿赔?坏死园子 (TNF-α) 和 bFGF

等参与了这 过杠。 这些细胞I*J-f通过彼此之间的

相互作用，并凸细胞外基质的共同作用下 i秀导 FB 改

变为 MPIO， ll]o TGF-ßl 在-定范围内剂量和时间依

赖性用加 α-SMA 的表达，并由于剂量的不同而且有

双向性已得到 ilf实 1121 bFGF 促进细胞的分裂与增

殖，对成纤维细胞奋很强的促有丝分裂及剌激增

生、卢i主化移行的作用 [1 坷， {IJ bFGF 是否也能单独民

导 FB 改变为 MF 向后定论。

|恰i床 1'， 昨疾病，如月F{J史化、肾和 JJ市纤维化

以及各种撒痕的产生，也引起人们对 MF 歧相关细

胞因f在夜病及创伤修复过程巾对组织收缩和重塑

所起的作用进行深入研究1141 0 Rao 寺 [15[ 发圳兔~~角

膜在准分f激光切削术后服痕的愈介过程中，成纤

维细胞分泌产生 bFGF 、 TGF-ßl ，并参与促进成纤

维细胞活化和增殖的过杠。但是该研究对 j二局部创

作]~R 织 FB 衣型改变的作川j 没{j'lH: h深入地研究。

Rieck 寺 [16 1 7'!:兔角膜激光tJJì~1j术后同部片jbFGF 与对

·研究论文·

照组比较，组织切片显示较多活跃的成纤维细胞。

Cheng等[川在创伤组织研究中用免疫组织化学方法发

现在 bFGF 组中成纤维细胞表达 α-SMA 有明显提

高，但是否由于成纤维细胞本身在一些诱导因素下

分泌了 TGF回归，或者细胞外其他细胞园子对成纤

维细胞表型改变起到作用尚不能完全确定。 Khouw

等[18]在对猪表皮成纤维细胞增殖和表型改变的研究

中发现:体外培养的猪表皮 FB 予以静止无血清培

养，可以改变为 MF; 而用含有 TGF-ßl 的含血清

培养液培养的处于增殖状态的 FB 对于 α-SMA 的表

达却是阴性的。同时这些处于增殖状态的 FB 能够

产生 TGF-ßl ，而不产生 bFGFo 而 tl发现 bFGF 能

抑制 α-SMA 的表达，甚至超过抗 TGF-ßl 抗体的作

用。 Kato 等[19]指出 bFGF x-j 血管 FB 表型改变的影响

并不依赖其对细胞增殖的作用 1 与含血洁培养相比

较，单纯加入 bFGF 无血清培养的成纤维细胞对 α

SMA 的表达显著下降;加入抗 bFGF 抗体后， FB 

对 αδMA 的表达没有显著变化:他们压发现 bFGF

能抑制胶鼠的合成，减少培养液中 bFGF 的含量能

剌激胶原的合成。这些不同结果是否由于细胞的异

质性，以及 FB 与细胞外基质相互作用和细胞因子

之间相E作用等因素尚不能完全肯Æo

我们通过对 HTCF 培养， jfl不同浓度的 bFGF

予以诱导并进行细胞鉴定，发现 bFGF 能明显促进

HTCF增殖，但并没有发现 bFGF 在 ;屯的浓度范围

内对 HTCF表型改变及上调 α-SMA 表达1且作用。在

组织创伤后，启动局部组织修复和J ifUt'的机制巾哪

些细胞因于是启动因子，分别起到什么作用，以及

彼此之间如何相互作用，如何与细胞外界J质相11:f~ 

用尚有待进一步研究。
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Human Basic Fibroblast Growth Fador may Have No Effed on the 

Phenotype Converse of Human Tenon's Capsula Fibroblast 

Bing Xie，刑Ten Ye1*, Yi-Sheng Zhong, Xi Shen 

(Department olOphthalmology, Shanghai Jiaotong University A庐liated Ruυin Hospital, Shanghai 200025, China; 

lDepartment olOphthalmology, Fudan University At声liated Huashan Hospital, Shanghai 200040, China) 

Abstract The pu叩ose of the present study was to explore whether human basic fibroblast growth factor 

(bFGF) had the effect on phenotypic transition of human subconjunctival Tenon' s capsular fibroblast (HTCF) after 

operation or trauma. Cultured HTCF derived from 5 human cataract operation cases were induced by bFGF of 

different concentration (0, 5 , 10, 20 ng/ml) for 48 h. Then α-smooth muscle actin (α-SMA) was detected by 

immunocytochemistry and Western blot procedure, and it could be observed whether there was differential expres

sion in comparison with normal HTCF. Cultured HTCF stimulated with different concentration of bFGF for 48 h 

induced that bFGF could not up-regulate the expression of α-SMA. bFGF from 0-20 ng/ml for 48 h could not 

induce HTCF transit to myofibroblast in vivo. 

Key words human basic fibroblast growth factor; human subconjunctival Tenon's capsular fibroblast;α-

smooth muscle actin; myofibroblast; phenotypic transition 
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