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Abstract 0bjective It have been well—known that the lack of limbal stem ceils(LSCs)results in the abnormality of 

ocular surface．The study on the in vitro culture of LSCs for the treatment of ocular surface diseases has been concerned．The 

purpose of this study was to establish a method for cuhivating rabbit LSCs primarily and investigate the influence of aging on 

ANp63 protein expression in LSCs． M ethods New Zealand white rabbits with the age 3 months，1．5 years and 3 years were 

selected in this study and 10 rabbits for each group．The lameller corneal limble tissue was isolated and cultured in medium 

containing 10％ fetal bovine serum (FBS)using mass cultivation method．LSCs were collected and identified by ANp63 

immunofluorescence stain．RT—PCR technique and indirect immunofluorescence were performed to assess the change of expression 

of ANp63 protein with aging． Results Cultured LSCs adhered and grew within 3 days and formed a confluent layer 6 days later 

with the shape similar to LSCs and presented the green fluorescence in the cell nucleus for ANp63．The fluorescence intensity of 

ANp63 protein expression was 1 27±24，96 4-22 and 48±1 5 in 3一month—old，1．5一year—old and 3-year—old rabbits respectively， 

showing a statistically significant difference among these three groups(F=2O．535，P<0．05)．The gray scale value of ANp63 

mRNA expression was 0．763 3±0．013 6．0．634 0±0．013 4 and 0．365 5 4-0．011 6 in 3-month—old．1．5-year-old and 3一year—old 

rabbits respectively，indicating a obvious difference in an age—dependent manner(F=1 45 1．222，P<0．05)． Conclusion 

10％ FBS culture medium can be used as the basic medium for LSCs culture．The expression of ANp63 protein in LSCs is 

associated with age，which suggest that ANp63 protein may play an important role in the aging process of LSCs． 
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摘要 目的 建立兔角膜缘干细胞(LSCs)原代培养体系，了解年龄的增长对兔 LSCs的 ANp63蛋白表达的影响。 

方 法 选 取 3月龄 、1．5年龄 及 3年龄新西兰 白兔各 10只 ，用含 10％胎牛血清的 DMEM／F12培养液对 LSCs的细胞悬液 

进行体外原 代培养。应用逆转录聚合酶链反应 (RT—PCR)技术和间接免疫荧 光法分别 检测培养 细胞 中 ANp63蛋 白的表 

达量。 结果 接种 3 d后大部分细胞贴壁，6 d左右形成良好的细胞单层 ，细胞呈圆形 、椭圆形或多边形，类似角膜上皮 

细胞。年龄越大，ANp63的表达量越低。不同年龄组之间 ANp63表达量的差异有统计学意义(P<0．05)。 结论 含 

10％胎牛血清 的 DMEM／F12培养液能作为 LSCs培养 的基础液 ；ANp63蛋 白的表达 具有 明显 的年龄相关 性 ，随年龄 的增 

长 ANp63表达量的下调可能是 LSCs老化 的分子机 制之一 。 
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角膜缘干细胞(1imbal stem cells，LSCs)是位于角 

膜缘基底层的一种特殊类型的上皮细胞 。正常情况下 
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LSCs增生、分化形成角膜上皮细胞，以取代表层衰老 

死亡的细胞 ；同时还具有上皮屏障作用，能阻止结膜上 

皮及血管向角膜 内生长 。LSCs缺乏可导致眼表功 

能异常。随着细胞培养技术 的发展 ，LSCs体外培养后 

移植用于治疗由于 LSCs缺乏或者功能不全 引起 的眼 



表疾病 已成为研究的热点。本研究通过体外培养不同 

年龄兔 LSCs，探讨相对完善的LSCs体外培养体系，为 

LSCs的基础与临床研究提供 足够的细胞储备 ；同时检 

测 ANp63表达量随年龄 的变化，探讨其 与 LSCs老化 

的关系 ，为进一步揭示视觉 功能衰退 的成 因开辟新 

途径。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 主要试剂 DMEM／F12(美国 Gibco公 司)；胎 

牛血清(杭州四季青公司)；DispaseⅡ(瑞士 Roche公 

司)；鼠抗人 p63单克隆抗体 (美国 Santa Cruz公 司)； 

FITC标记山羊抗小鼠 lgG(北京 中衫金桥公 司)；Oligo 

(crr)9及 B．actin引物(上海生物工程公司)。 

1．1．2 动物来源与分组 选择 3月龄、1．5年龄 、3年 

龄健康新 西兰 白兔各 10只 (山西省 畜牧 研 究所 提 

供)，雌雄不限。 

1．2 方法 

1．2．1 取材 动物麻醉后 ，侧卧位固定。青链霉素双 

抗水冲洗结膜囊 ，眼周碘伏消毒。铺手术洞 巾，眼球表 

面麻醉。沿角膜缘环形剪开球结膜和结膜下筋膜后 ， 

环形剪取角膜缘外 1 mm、角膜缘和角膜缘 内2 mm 的 

角膜上皮组织 (深约 150 Izm)。 

1．2．2 细胞 培 养 与鉴 定 板 层 角 膜缘 组 织 置 于 

1．2 U／mL的 DispaseⅡ中消化 1．5 h，剥离上皮层 。用 

吸管反复吹打 、离 散细胞 。1 000 r／min离 心 5 min， 

收集细胞。细胞计数板 下计数 总细胞数 ，加培 养液 

(DMEM／F12+10％FBS，5 Ixg／mL胰 岛素 ，0．5~g／mL 

氢化 可 的松 ，20 ng／mL EGF，10 ng／mL bFGF)制 成 

2×10 个细胞／mL的细胞悬 液。台盼蓝测 定细胞活 

性后 ，接种于经多聚赖 氨酸处 理的培养瓶 ，置 CO，培 

养箱中 37 培养 。当细胞达 80％ ～90％融合时 ，行 

ANp63免疫荧光染色 ，鉴定 LSCs。同期 细胞分别采 

用间 接 免 疫 荧 光 法 和 RT—PCR技 术 半 定 量 检 测 

ANp63。 

1．2．3 间接免疫荧光法半定量检测 ANp63 取第 1 

代细胞爬 片，4％ 多聚 甲醛 固定 30 min，0．3％Triton— 

X100破膜 10 rain，5％BSA封闭 30 rain。鼠抗人 p63 

单克隆抗体在湿盒中4 cC过夜，次 日加入 FITC标记山 

羊抗小鼠 IgG二抗避光孵育 1．5 h，90％ 甘油一PBS封 

片。利用 Olympus BX51T荧 光 显 微 镜 观 察 并 采 集 

ANp63免疫荧光图像，随机选取每组 l0个视野，计算 

出每个视野的荧光强度平均值。 

1．2．4 RT—PCR半定量检测 ANp63 (1)总 RNA的 

Chin Ophthal Res，March 2009，Vo1．27，No．3 

提取 ：采用 Tripure分离试 剂一步法 ，具体步骤按说 明 

书进行。紫外分光光度计测定总 RNA的 OD： 。／OD 。 

比值，判定其纯度。(2)逆转录：RT反应体系总量为 

10 L，步骤如下 ：样本 RNA 5 L与 Oligo(dT)91 jxL， 

DEPC．水 6 L离心混匀 ，70 o【二孵育 5 min后置于冰上 ； 

加入 5×buffer 4 L，RNA inhibitor 1 L及 dNTP 2 L 

离心混匀，25℃孵育 5 min；再加反转录酶 1 IzL，25 Cc 

孵育 10 rain，42℃孵育 60 rain，95℃孵育 5 rain，4℃ 

孵育 5 min，产物用于 PCR反应。(3)PCR扩增反 

应 ：引 物 序 列 如 下 ：ANp63 上 游 序 列 为 5’- 

AACAGCATGGACCAGCAGATC．3’；ANp63下 游 序 列 

为 5’一TCTGTGCGTGGTCTGTGTTGT-3’，扩增片段长度 

为 74 bp。为保证逆转录的稳定性，以 B．actin为内参照， 

B．actin上游序列为 5’一CGTGCGGGACATCAAGGA一3’；p— 

aetin下游序列为 5’一AGGAAGGAGGGCTGGAACA一3’， 

扩增片段长度为 177 bp。PCR：cDNA 10 tzL加入 10× 

buffer 5 IxL，dNTP 0．5 L，MgC12 4 IxL，Taq酶 2 IxL，弓l 

物各 0．5 L，最后加 H：O 27．5 L至总体积 25 L。 

扩增条件为：94℃变性 30 S，56℃退火 30 S，72 oC延伸 

30 S，进行 35个循环。(4)电泳及结果分析 ：取 10 L 

PCR扩增产物行 1％琼脂 糖凝胶 电泳 ，图像采集系统 

采集 RT—PCR电泳凝胶图像 ，再用 Quantity One软件分 

析各条 带 灰 度 值 ，ANp63／13一aetin的灰 度 比值 即为 

ANp63 mRNA的相对表达值。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 13．0统计学软件对数据进行统计学分 

析 ，计量资料以 ±s表示 ，各组检测数据 的方差齐性 

检验采用 Levene法 ，3个组 间 ANp63蛋 白及其 mRNA 

表达 的总体 比较采 用单因素方差分 析，各年龄组 间 

ANp63蛋 白及其 mRNA表达 的两两 比较采用 SNK—q 

检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 原代 LSCs细胞形态观察及鉴定 

刚接种的细胞呈圆形 ，胞浆透 明，48 h后少数细 

胞开始贴壁 ，3 d时大部分 细胞 贴壁 ，可见 细胞 散在 

或几个聚集在一起生长。培养 6 d左右，细胞即可达 

到 80％ 一90％融 合 ，形成 典 型 的 “铺 路 石状 ”改 变 

(图 1)。原代培养 的细胞可见 3种形态 ：圆形、椭圆 

形 ，类似基 底 的柱状 细胞 ；多边 形 ，类似 翼状 细胞 ； 

大而扁平状 ，类似表层上皮 细胞 。培养 的 LSCs在荧 

光显微镜 下 可见 细胞 呈 ANp63表 达 阳性 ，荧 光 遍 

及胞核 ，胞核染成翠绿色 ，且细胞形态 较小 ，核质 比 

≥ 1 
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2．2 免疫荧光法检测 ANp63蛋 白表达 

3个组均可检测到 ANp63蛋白的表达，其中尤以 

3月龄组细胞胞核 中 ANp63染 色最强(图 2)，3年龄 

组染色微弱(图 3)，1．5年龄组介于两者之间(图 4)。 

3个组 ANp63免疫荧光强度均 值差异 有统计学意 义 

(F=20．535。P<0．05)(表 1) 

表1 ANp63蛋白及其mRNA在不同年龄兔LSCs中的表达(；±s1 

Fable I Expression of p63 protein and mRNA in LSCs in different ages of rabbits(x± 

2．3 RT—PCR检测 ANp63 mRNA 

177 bp处 为 内 参 B—actin，74 bp处 为 ANp63 

mRNA。随着年龄的增长，ANp63表达逐渐降低(图 

3)。3月龄、1．5年龄 、3年龄 3个组 ANp63 mRNA灰 

度 比 均 值 差 异 有 统 计 学 意 义 (F = 1 451．222， 

P<0．05)(表 1)。 

177 bp 

B—actin 

1 2 3 

LSCs 

4 5 6 

图 3 RT—PCR检 测 ANp63 

mRNA 1 77 bp处 为 内参 B． 

actin．74 bp 处 为 ANp63 

74 bp r̈RNA
， 随 着 年 龄 的 增 长， 

ANp63表达逐渐降低 l、4： 

3年龄 兔 2、5：I．5年龄兔 

3、6：3月龄兔 

Fig．3 RT-PCR detection of ANp63 mRNA Tbere is an obvious 

decrease in expression of ANp63 mRNA upon age(F=1 451．222，P‘ 

0．05) 1 and 4：3一year—old rabbits 2 and 5：1．5一year—old rabbits 3 

and 6：3一month．old rabbits 

”P <0．05 respective 3一month group． P <0．05 s respective 

5·year group(ANOVA，SNK—g test) 

3 讨论 

3．1 LSCs原代培养体系的确立 

原代培养的 LSCs与体 内 LSCs具有相似 

的特征 ，即增 生能 力强 、具有 干细胞固有 的分 

化特征 ，更适合于进行角膜干细胞移植治疗角 

膜缘功能衰竭症 ，以及作为药物筛选的细胞模 

型 。因此 ，LSCs原代培养体 系的建立具有更 

为重要 的意义。在 LSCs的原代 培养 中，保证 

培养体系中含有一定数量的干细胞 ，并能较好 

地维持其原始细胞 的特性 至关重要 。我们以 

此为原则从多方面进行了积极的探索 ，成功地 

建立 了兔 LSCs体外原代培养体系。(1)用于 

LSCs培养的营养液种类很多 ，我们选用 了适 

合上皮细胞生长 的 DMEM／F12(1：1)并且添 

加了生长 因子的培养基 ，培养结果显示细胞生 

长迅速，状态良好，非常适合在此培养基中生 

长。(2)目前大多数学者采用 组织块法进行 

LSCs的培养 ～ ，但 张晓敏 等 认 为采用组 

织块法培养 ，干细胞不能很好地从组织块上迁 

移出来 ，从组织块游 出的细胞很可能大部分为短暂扩 

增细胞 ，且组织块法常有纤维细胞污染。本研究采用 

消化培养法对角膜缘组织进行培养。培养细胞形态多 

样 ，类似于角膜上皮的不同分化时期 ，约在 6 d左右即 

可达到 80％ ～90％ 的融 合状 态 ，表现 出较 强增 生能 

力 ，说明细胞悬液法能够保 证在培养体系 中有一定 的 

干细胞含量 ，最终可获 得较好 的培养效 果。(3)Dua 

等 和 Hemandez等 。研究发现，p63表达于具有增生 

能力的干细胞和早期短暂扩增细胞 ，虽不是干细胞所 

特有，但仍可作为角膜上皮细胞中较原始细胞的标志。 

最近，Arpitha等 根据 p63表达阳性，结合小细胞、高 

核质 比，成功鉴定 了人 LSCs。据此 ，本实验采用特异 

性识别核蛋白p63的单克隆抗体，经免疫荧光染色，结 

合小细胞 、高核质比来鉴定 LSCs。细胞鉴定的结果表 

明用 p63标记 ，结合小细胞 、高核质 比鉴定 LSCs的方 

法具有较好的客观性和可靠性 ，因此可以作 为一种可 
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行的 LSCs检测手段 。 

3．2 ANp63与衰老 

p63基 因是 最近 发现 的 p53家族 的一员 ，编 码 

TAp63型和 ANp63型两种异构体 。p63主要表现为 

ANp63的功能 ，即促进转化细胞生长 ，抑制细胞周期 

的停滞和凋亡 。 

Yang等 和 Parsa等 曾报道 ANp63在上皮细 

胞呈高表达 ，主要是选择性地表达在各种上皮组织 的 

基底层，提示 ANp63对维持以上各种组织干细胞的一 

定数量和功能，以及促进上皮细胞的新陈代谢起着不 

可或缺的作用。Koster等⋯ 也具体指 出，ANp63异构 

体具有维持上皮干细胞不 分化状态，并使其保持高度 

增生潜能和阻止其分化 的功能。因此，ANp63的表达 

量可间接反映 LSCs的增生潜力。2003年 Wang等  ̈

发现 ANp63在兔 LSCs也具有上述作用。 

本研究结果显示：ANp63无论是 在 mRNA水平还 

是在蛋白质水平各年龄段兔 LSCs的胞核均有 明显不 

同的表达，存在 规律性 的变化 ，即随着 年龄 的增长 ， 

ANp63的表达量呈降低 的趋势。综上所述 ，此结果也 

间接反映了 LSCs的增生潜力也随年龄的增长有不断 

降低 的趋势。据报道角膜上皮细胞随着年龄的增长发 

生老化 ，细胞渗透性增加 。那么年龄的增长是否也 

会造成 LSCs本身的退化 ，进而导致其增生分化的上皮 

细胞减少 ，不足以补充脱落的细胞?ANp63蛋 白是否 

介导了 LSCs的衰老过程?最近 ，p63作为一种 “衰老 

因子”，重新引起了国内外专家关注，也为我们的疑问 

做出了相应的解释。William等  ̈运用 p63基因缺陷 

的小鼠模型发现，p63可调节有增生能力 的细胞／干细 

胞老化介导的衰老 ，p63基 因的丢失会加速小 鼠的衰 

老，推测 p63基因可能在衰老过程中起到一种基础性 

的生物功能。由此可见 ，p63在细胞老化和器官衰老 

过程中均发挥着重要的调节作用 ，那么 ANp63在各年 

龄段兔 LSCs的这种规律性变化究竟与 LSCs的老化有 

无关系及关系如何 ，是否是干细胞衰老可能的分子机 

制。这个问题的提出与进一步探究 ，为我们今后研究 

年龄的增长对 LSCs的影响，提供 了新思路，也必将成 
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为一条揭示视觉功能衰退成因的新途径。 

培养的 LSCs，最终应用 于临床是我们 的 目标，原 

代培养的 LSCs无疑为那些角膜缘功能衰竭患者带来 

希望，并且为临床眼科药物筛选提供细胞模型，将具有 

广阔的应用前景。 
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