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转化生长因子 p2对牛角膜内皮细胞增生的影响 
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Inhibitory effect of transforming growth factor· on the proliferation of 

bovine corneal endOthelial cells in vitro 
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Union Hospital，Tongji Medical College，Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430022，China 

Abstract Objective Human corneal endothelial cell has little capacity of cell division．Endothelial repair is limited to 

enlargement and sliding of existing cells，and failure of endothelial function leads to corneal edema．Present study was to observe 

the inhibitory effect of transforming growth factor一132(TGF-132)on the bovine corneal endothelial cells． Methods The corneal 

endothelial cells were isolated from novel bovine and digested and cultured in DMEM containing 10％ fetal bovine serum．The 

second or the third passages of the bovine corneal endothelial cells were treated with different concentrations of TGF—p2(0。1，1， 

10，100 p~g／L)．The biologic activities of TGF-p2 in different time period and different doses of TGF一132 group were detected with 

CCK一8．The flow cytometer was used to evaluate the cell cycle of negative control group and TGF-p2-treated groups． Results 

The cultured cells presented the confluence in the 72nd hour．The A value of the cultured cells by CCK-8 assay was significantly 

decreased in 0．1．1．10 p~g／L groups．The A value was most significantly decreased in al1 groups in the 48th hour．The inhibition 

effects were most significant in 0．1 g／L and 1 p~g／L groups in the same time group(F =17．916，P<0．05；Fllm =22．551， 

P<0．05)．The cell cycle of the negative control group and TGF-B2 groups were examined by the Flow cytometer(FCM) 

48 hours after TGF—p2 treatment．G0 cells in 0．1 p~g／L and 1 g／L TGF一132 groups were significantly increased in comparison with 

negative control group(P<0．05)． Conclusion TGF·132 can inhibit the proliferation of bovine corneal endothelial cells from 

24 through 72 hours at the concentration of 0．1 txg／L and 1 p~g／L． 
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摘要 目的 体外培养 牛角膜 内皮细胞(CECs)，观察不同质量 浓度 的外 源性 转化生长 因子 p (TGF一13 )对 牛 CECs 

的增生抑制作用。 方法 0．1、1、10、100 L的 TGF一13 作用于体外培养的牛 CECs，于 24、48、72 h观察不同质量浓度 的 

TGF-B：对 牛 CECs的影响 。采用 CCK一8检测法测定各孔吸光度 (』4值)，采用流式细胞检测仪对 各组细胞周期进 行检测。 

结果 O．1、1、10 g／L的 TGF—B 作用后各时间点，均能使牛CECs的吸光度发生改变。在同一时间点，0 1 g／L、1 g／L 

的 TGF—p：抑 制效果最为显著。各质量浓 度 的 TGF·13。对 牛 CECs作用 48 h，其 吸光 度改 变最 明显。48 h时 ，0．1 p~g／L、 

1 L的 TGF一13 对牛 CECs的增生抑制作用明显。各质量浓度组作用 48 h后 ，0．1 p~g／L、1 p~g／L组牛 CECs的 G。周期细胞 

所占比例与阴性对照组 比较，差异均有统计学意义 ，而 1O L、100 g／L组的牛 CECs的 G 期细胞百分比与阴性对照组 比 

较 ，差异均无统计学意义 。 结论 0．1 g／L、1 p~g／L的 TGF-13：作用 24、48、72 h对牛 CECs均具有明显的增生抑制作用 。 
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角膜 内皮细胞 (cornea]endothelial cell，CECs)形 

态的完整和功能的健全 ，在维持角膜的正常功能 ，尤其 

是角膜的透明性方面，起着重要的作用㈩。人 CECs在 

胚胎期具有分裂增生能力 ，在出生后将停止增生 。 
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人角膜内皮对于细胞的损失只能通过周边细胞的扩大 

和移行而不是通过细胞增生来补偿 。所有眼前节 

的手术，均将损伤部分 CECs，导致细胞密度下降。如 

果损失达到一定程度 ，超过周边细胞的代偿能力 ，即可 

发生角膜内皮失代偿，引起角膜水肿，严重者可发生大 

泡性角膜病变。转化生长因子 8(transforming growth 

factor—p，TGF—p)家族是一组调节细胞生长和分化的蛋 
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白质 ，其中 TGF—p：是人眼房水 中 TGF—B的主要亚 

型H 。有 研 究 证 实 ，内源 性 和 外 源 性 的 TGF—B，对 

CECs的增生均有抑制作用 。而 TGF．B 对细胞生长 

的抑制作用主要是阻止 细胞进入 s期 ，使细胞停滞在 

G ／S的交 界 。本 实 验 即 是 研 究 不 同质 量 浓 度 的 

TGF—B，在不同作 用时间下，对牛 CECs增 生抑制 的影 

响，为研究对 CECs增生抑制 的影响因素，寻找阻断影 

响 CECs增生影响因素的药物，提供研究基础。 

1 材 料与 方法 

1．1 材 料 

1．1．1 材料来源 新生小牛来 自武汉市吴家 山奶 牛 

场 ，于宰杀后立即摘除眼球 ，用无菌 的 1：2 000的庆大 

霉素及生理盐水混合溶液 冲洗后 ，于 2 h内用 冰瓶 运 

回进行组织培养。 

1．1．2 主要试剂及仪器 TGF．8，(武汉贝尔生物 技 

术有限公司)；胎牛血清 、DMEM培养基 (美国 Gbico公 

司)；胰蛋 白酶(美国 Sigma公司)；CCK一8试剂盒 (cell 

eounting Kit一8)、碘化丙啶(pro—pidium iodide，PI)(上海 

同仁化学研究所)；Elx一800型酶标仪 (美 国 Bio—Tek公 

司)；流式细胞仪 (Becton Dickinson FACS Calibur)；倒 

置相差显微镜(日本 Olympus公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 新生小 牛 CECs的原代培 养及传代 将新鲜 

牛眼球取出，剪除结膜及周围结缔组织后 ，再次用无菌 

的 1：2 000的 庆 大霉 素 及 生 理 盐 水 混 合 溶 液 浸 泡 

30 rain后移入无菌操作台，用 D．Hanks液漂洗 2次 。 

无菌条件下去除角膜前板层 (避免上皮细胞 混入 )。 

距角膜缘内 1 him取下全周角膜 片，内皮面 向上 置于 

眼杯中。用 D—Hanks液轻轻漂洗 2次。用微量加样器 

吸取 2．5 g／L胰蛋 白酶与 0．2 g／L EDTA溶液 的混合 

液 25 L于角膜内皮面上 ，使 内皮面充分接触到混合 

消化液。将眼杯放入 37 cIC含 5％CO，的培养箱 内孵育 

10 rain，用微量加样器将上述混合液吸出 ，再加入 1 mL 

含有 10％胎牛血清 的 DMEM细胞培养液，中止消化 。 

用微量加样器枪头在角膜上轻轻刮除内皮细胞。随后 

将细胞悬液吸出，加入 1．5 mL EP管中，l 200 r／rain离 

心 5 rain后 ，弃去上清 。再 加入 1 mL含有 10％胎 

牛血清的 DMEM细胞培养液，重新悬浮细胞 ，将细胞 

悬液加入 25 mL培养瓶 中。再 向瓶 中加入一定 量含 

10％胎牛血清的 DMEM细胞培养液至刚好覆盖瓶底。 

加盖后将培养瓶放入 37℃ 、含 5％CO，、湿度为 95％的 

培养箱内孵育。待原代细胞长满瓶底后 (72 h)，按1：3 

比例 ，用 2．5 g／L胰蛋 白酶消化传代。倒置 相差显微 

镜观察原代培养的牛 CECs细胞形态学特征 ，并拍照。 

1．2．2 CCK一8法  ̈测定外源性 TGF—p 对牛 CECs增 

生抑制 的影 响 取 第 3～4代 CECs细 胞 悬 液 ，用 

0．25％胰蛋白酶消化制备成细胞悬液 。调整细胞密度 

为 5 X 10 个／mL，接种于一次性 96孔板中。将细胞分 

为 6个组 ，分别为空白对照组、阴性对照组及 4个实验 

组 ，每组设 4个复孔 。空 白对照组每孔只加 100 IxL不 

含细胞的培养液，其余5个组每孔加入 100 L细胞悬 

液 。将 96孔板置于 37 qC、5％CO，的恒温培养箱中培 

养 24 h，弃去培养液 ，每孔加入不含胎牛血清的 DMEM 

培养液各 200 IxL，继续培养 24 h，使细胞 同步化。弃去 

培养液 ，空 白对照组和阴性对照组加入不含胎牛血清 

的 DMEM培养液 200 IxL，实验组中分别加入含不同终 

质量浓度 TGF—p 分别为 0．1、1、10、100 Ixg／L的不含 

胎牛血清的 DMEM培养液 200 L。培养 48 h后 ，每孔 

加入 CCK一8 10 L／孔 ，于 37℃培养箱 中继续孵育3 h 

后 ，用 Elx800酶标仪测吸光度 (A值)。测定各孔 的吸 

光度(4值)后，根据公式算出各质量浓度 TGF—p：对牛 

CECs的增生的抑制率。细胞抑制率％ =1一(实验组 

吸光度 一空白对照组吸光度)／(阴性对照组 吸光度 一 

空白对照组吸光度 )×100％。 

1．2．3 流式细胞仪 检测细胞周期 准备第 3代牛 

CECs共 10瓶 ，于 50 mL的培养瓶 中即将长满瓶底的 

时候 ，吸出原有培养液 ，其 中 8瓶分别加 入含有 0．1、 

1、10、100 Ixg／L的 TGF．p：的培养 液，另 2瓶设 置为阴 

性对照组 ，只加不含 TGF—p 的 DMEM 培养液。培养 

48 h后 ，吸出瓶 内液体 ，用 D—Hanks液洗 2遍 ，加人少 

量 的0．25％胰蛋 白酶。将 培养瓶置于倒置显微镜下 

观察 ，见细胞间隙变大 、细胞变 圆时 ，弃去胰蛋 白酶并 

以 PBS液洗 2遍 ，加入适 量磷 酸盐缓 冲液 (phosphate 

buffered saline，PBS)充 分 吹打 ，制备 成单 细胞悬 液。 

将单细胞悬液移入离 心管 ，1 200 r／rain离心 5 min，弃 

去上清 ，复加 PBS液 ，重新悬浮细胞成单细胞悬液 ，迅 

速注入 4℃的 70％乙醇 ，一20℃过夜。将冰乙醇细胞 

悬液离心后弃去 乙醇 ，以 PBS溶液 清洗 2次，调整细 

胞密度为 10 个／mL，移入流式管内离心。弃去上清 ， 

加入 PI 100 L染色 ，置于 4℃冰箱中。20 min后 ，用 

流式细胞仪分析细胞周期。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 13．0统计 学 软件 对 数据 进行 分 析。 

CCK 8检测法测 出 TGF— 对牛 CECs增 生 的抑制 率 

以％表达 ，数据以 ±s表示。不 同质量浓度 TGF—B 

作用不 同时间后细胞 CCK一8吸光度 (A值)均值 的总 

体 比较采用 两 因素 方差分 析，组 问 的多 重 比较采 用 



SNK—q检 验。流式 细胞 仪检 测法 检测 不 同浓 度 的 

TGF．B：作用 下 G。期 细 胞百 分 比 比较采 用 X。检验。 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 牛 CECs的原代及传代培养 

8 h时可见细胞贴壁，细胞生长旺盛、轮廓清晰、胞 

体透亮。72 h后 ，细胞基本长满瓶底 ，大部分细胞呈融 

合状态，细胞轮廓欠清晰，呈多边形，胞质清亮。 

2．2 外源性 TGF．B：对牛 CECs增生抑制的影响 

0．1、1、10 p,g／L的 TGF．B：作用后各时间点，均能 

使牛 CECs的 吸 光 度 发 生 改 变。在 同一 时 间 点 ， 

0．1 g／L、1 ixg／L的 TGF—p：抑制效果最为显著。各质 

量浓度的 TGF．B 对牛 CECs作用 48 h，其 吸光度改变 

最明显 (表 1)。48 h时，0．1 g／L、1~xg／L的 TGF一132 

对牛 CECs的增生抑制作用明显(表 2)。 

表 1 TGF-p2处理后 牛 CECs的吸光度 ( ±S，A值 ) 

Table 1 The optic absorbance(A value)of bovine CECs in 

different treating time of TGF—B2( ±s，A value) 

(trmol／L) 24 h 48 h 72 h 

， g = 17．916，P < 0．05；F 
⋯

= 22 551，P < 0 05；bP < 0
． 05 US 

respective 0 concentration group； P<0．05：intergroup comparison(dosage)； 

P<0．05：intergroup comparison(time)(Two，way ANOVA，SNK—q test) 

表 2 TGF-B：对牛 CECs增生的抑制率(％) 

Table 2 The inhibitory rate of TGF-p2 on 

proliferation of bovine CECs f％ ) 

Coneentrati。n Inhibit。ry raIe of TGF‘B 2 o“prolifeTation of boVine CECs in different lime 

(gmol／L) —— ———— __——— —— 

2．3 外源性 TGF—p 对细胞周期的影响 

各质量浓度组作用 48 h后，0．1 Ixg／L、1 g／L组 

牛 CECs的 G。周期细胞所 占比例与 阴性对照组 比较 ， 

差异均有统计学意义(P<0．05)，而 10 I~g／L、100 p~g／L 

组的牛 CECs的 G。期细胞百分 比与 阴性对照组 比较 ， 

Chin Ophthal Res，June 2009，Vo1．27，No．6 

差异均无统计学意义 (P>0．05)(表 3)。 

表 3 流式细胞检测仪结果分析(％) 
Table 3 The result of flow cytometer 

analysis(％) 

TGF-B2(p~g／L) Cell rate of Go phase 

0 

O．1 

1 

10 

lOO 

49．56 

53．37 

37．56 

39．2l 

3 讨论 

TGF．B家族是一组调节细胞生长和分化的蛋白质 

家族 ，目前认为 TGF一13包括 TGF—B，、TGF-p：、TGF—B，、 

TGF—B 4个亚型。TGF—p在体内外具有广泛的生物学 

功能，包括调控细胞生长 、调节细胞 表型 、抑制肿瘤生 

长等作用。TGF—p 是人眼房水中TGF—B的主要亚型， 

质量浓度为 0．41—2．24 ng／mL 12]。体外实验证实，外 

源性和 内源性 的 TGF—p 对 CECs的增生均有抑制作 

用。而 TGF—p 对细胞生长 的抑制作用主要是阻止细 

胞进入 S期 ，使细胞停滞在 G ／S的交界。 

细胞周期是指连续分裂细胞的有丝分裂从一次分 

裂结束到下一次分裂完成所经历的整个连续过程。完 

整的细胞周期 由 G。／G 期 、S期 、G 期和 M期构成 ，流 

式细胞仪可测定并计算出 1个群体中各时期细胞的比 

例，以了解细胞的增生活性。对细胞周期规律 的研究 

可深入了解其各 自的生长特性 、受外界 因素作用的特 

点和影响程度。本研究流式细胞仪分析表明，在体外 

不同质量浓度的 TGF p 作用 下，G。／G 期细胞百分 比 

升高。说明 TGF—B 对体外培养的牛 CECs具有抑制增 

生的作用。 

本研究通过 CCK一8检测法测定外源性 TGF—B：对 

牛 CECs增生抑制的影响。CCK一8利用 Dojindo(日本 

同仁公司)的四唑盐——wsT．8[2一(2一甲氧基_4-硝苯 

基)一3一(4一硝苯基)一5．(2，4一二磺基苯)一2H一四唑单钠 

盐]，它在电子载体 1．Methoxy PMS存在的情况下能够 

被还原成水溶性的甲臌染料 。CCK．8法是用于测定细 

胞增生或毒性试验中活细胞数 目的一种高灵敏度、无 

放射性的比色检测法。WST．8被细胞内脱氢酶生物还 

原后生成的橙色甲躜染料能够溶解在组织培养基中， 

生成的甲臌量与活细胞数量成正比。WST．8法检测细 

胞增生实验的灵敏度较其他四唑盐如 MTT、XTT、MTS 

或 WST一1高 。检测结果发现 ，0．1、1、10 I-tg／L的 TGF-B 

作用后 24、48、72 h，均能使 牛 CECs的吸光度发生改 
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变。100 p~g／L的 TGF—B 作用后 ，细胞 的吸光度与阴性 

对照组相比，无明显 改变 。在 同一时间点 ，0．1 Ixg／L、 

1 p~g／L的 TGF—p：作用后 ，抑制作用 明显。各质量浓度 

的 TGF—B，对 牛 CECs作 用 48 h时，吸光 度改 变最 明 

显 。48 h时 ，0．1 g／L、1 p~g／L的 TGF·p：对牛 CECs增 

生抑制作 用 明显 (P<0．05)，0．1 tzg／L组 抑制 率为 

63．27％ ，1 jxg／L组抑制率为 65．22％。流式细胞仪检 

测细胞周期 的结果表明，各质量浓度组作用 48 h后 ， 

0．1 txg／L、1 p~g／L组牛 CECs的 G 期细胞所 占比例与 

阴性对照组 比较 ，差 异有统计 学意 义 (P<0．05)，而 

10 p~g／L、100 Ixg／L组牛 CECs的 G 期细胞百分 比与阴 

性对照组 比较，差异无统计学意义(P>0．05)。因此 ， 

可以认为，0．1 g／L、1 p~g／L的 TGF—p：对牛 CECs的增 

生起抑制作用 ，10 I．zg／L、100 jxg／L的 TGF—B ，对 细胞 

的抑制作用没有低质量浓度组作用 明显。 

本研究结果 以牛 CECs为研究对象 ，研究外 源性 

TGF—p：不同质量浓度组在不 同时间段对其增生抑制 

的影响。利用 CCK一8酶标 技术检测法和流式 细胞 检 

测法发现 ，在 24～72 h，0．1 txg／L、1 p~g／L的 TGF— 作 

用后 ，对 牛 CECs的增 生起 抑制作用。有研究 表 明， 

TGF—B，阻止 CECs进入 s期主要是通过 Smad蛋 白介 

导的胞内信号通路作用于 CECs的细胞周期 ，而 CDK4 

和 p27可能是主要的靶 蛋白 。本研究 为今后对 

CECs增生抑制影响 因素的分子水平相关因素的研究 

提供了依据。 
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· 临 床 经 验 · 

白内障小切 口非超声乳化与超声乳化手术对角膜 内皮细胞的影响 

刘晓玲 刘彦才 缪爱红 梁仲琪 

为探讨 白内障不同手术方式 对角膜 内皮 细胞 的影 响 ，对我 

院年龄相关性 白内障患 者 65例 (72眼 )患者 术前 术后 角膜 内 

皮细胞计数 、六角形细胞 比例 及角 膜水肿 情况 进行 比较分 析 ， 

报告 如下 。 

1 资料与方法 

1．1 一 般资料 收 集 2007年 5月一20O8年 5月在我 院眼科 

行 白内障手术 的 100例患者 的病 历资料 ，其 中 65例 (72眼 )临 

床资料完整，均无青光眼、葡萄膜炎 、外伤等影响角膜内皮的眼 

病 。其 中 24例 (26眼 )行小切 口非 超声乳 化 白内障摘 出术 ，晶 

状体核硬度 Ⅲ ～Ⅳ级 ，年龄 (73±5)岁 ；41例 (46眼)行超 声乳 

化 白内障摘 出术 ，晶状体 核硬度 Ⅱ ～Ⅲ级 ，年龄(67±7)岁 。 
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1．2 手术方法 非超声乳化组：术前 3 d点抗生素滴眼液，术 

前托 吡咔胺 滴眼液散瞳 ，2％利多卡因眼球周 围注射麻 醉 ，在角 

膜缘 11：O0处与角 膜缘 反方 向弧形 板层 切开 巩膜 5．5 mill(巩 

膜厚度 1／2)，其顶点距角膜缘 2 mm，向前分离达透 明角膜缘 内 

1 inn穿刺至前房 ，前 房注入 黏 弹剂 ，环行撕 开 晶状体 前囊 ，水 

分离 晶状 体核 及皮质 ，扩 大切 口至 5．5～6．0 mn'l，必 要时 选择 

3：00、6：00、9：00、12：00处扩 大前囊 膜 口，旋转 晶状 体核 至前 

房，在晶状体核前方及后方注入透明质酸钠，将晶状体圈伸入 

晶状体核后将核娩出(核大硬者机器碎核后娩出)，注吸残余皮 

质，植人人工晶状体于囊袋内，冲洗出黏弹剂及残余皮质，检查 

巩膜切 口密闭不漏 水。超声 乳化组 ：术前 处理及巩膜 切 口同非 

超声乳化组 ，原位超声 乳化 吸出 品状体 核 ，清 除皮 质扩大 切 口 

至5．5 133ill(折叠晶状体不扩大切 口)，植入人工晶状体于囊袋 

内，冲洗出黏弹剂及残余皮质，检查巩膜切 口密闭不漏水。 

1．3 角膜 内皮细 胞的观察 均采用非接 触角膜 内皮 显微 镜于 


