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· 实 验 研 究 · 

CTGF作用于体外培养牛晶状体上皮细胞的研究 

陈 博 曹 阳 胡义珍 

The effects of connective tissue growth factor on bovine lens 

epithelial cells in vitro 

Chen Bo．Cao Yan g．Hu Yizhen．Department o}ophthalmology．Union Hospital Tongji Medical College， 

Huazhong University of Technology and Science，Wuhan 430022，China 

Abstract 0bjective This study was to observe the effects of connective tissue growth factor(CTGF)on migration and 

transdifferentiation of bovine lens epithelial cells(BLECs)． Methods The culture and identification of BLECs adopted the 

method of Hu(reference 1)．The 2—3 passages of BLECs were collected and used in this experiment at the concentration of 

1 x 10。cells／hole．The free～serum DMEM containing 0．1 ng／L
，
0．5 ng／L，1．0 ng／L of CTGF was added into medium for 24 hours 

in different experimental group respectively，and only equal volume of free—serum DMEM was added in control group．Expression of 

oI—smooth muscle actin(ot—SMA)mRNA and protein in the BLECs were examined by semiquantitative RT-PCR and Western blot， 

respectively．The transwell inserts were used to evaluate the migration ability of BLECs． Results The expression of —SMA 

mRNA in cuhrued BLECs was gradually increased in different concentrations of CTGF groups．Compared with control group，the 

expression of 0I—SMA mRNA in experimental group was significantly enhanced(F=66．56，P<0．01)．The expression of 0I—SMA 

protein followed the same pattern(F=65．43，P<0．01)．The migration ability of BLECs was obviously elevated after CTGF 

stimulation under the light microscope．The migration rate of BLECs was considerably increased in experimental group compared 

with blank control group(t=51．7，P<0．01)． Conclusion CTGF promotes the migration and transdifferentiation of BLECs at 

a dose—dependent manner in vitro．CTGF plays an important role in the formation of posterior capsule opacification． 
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摘要 目的 观察结缔组织生长因子(CTGF)在体外培养牛晶状体上皮细胞(LECs)迁移和转分化中的作用。 方 

法 将体外培养的第 2～3代牛 LECs分为对照组和实验组，实验组分别经 0．1 x 10。、0．5 x 10。、1．0×10 ng／L CTGF处 

理24 h后 ，采用半定量 RT—PCR和 Western blot技术检测 一平滑肌肌动蛋白(d—SMA)mRNA以及蛋白表达的变化。迁移 

实验中，利用 transwell小室对 LECs的移行能力进行检测。 结果 与空白对照组相 比，CTGF能够明显促进 d—SMA 

mRNA以及蛋白的表达(F=66．56，P<0．01；F=65．43，P<0．01)。迁移实验发现，CTGF能够促进 LECs的移行，与空白 

对照组相比差异有统计学意义(t=51．7，P<0．01)。 结论 CTGF以剂量依赖的方式促进牛 LECs的分化和迁移，可能 

在后囊膜混浊(PCO)的 LECs移行、转分化以及细胞外基质沉积的过程中发挥重要作用。 
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后囊膜 混浊 (posterior capsule opacification，PCO) 

是白内障囊外摘出术最常见且最主要的并发症，成人 

发病率为30％ ～50％，儿童几乎是 100％。研究发现， 

结缔 组 织 生 长 因 子 (connective tissue growth factor， 

CTGF)在 PCO的发生过程中起着重要的作用，其在细 

胞迁移 、转分化 以及 细胞外基质沉积 的过程 中发挥必 
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不可少 的作用⋯。本实验拟观察 CTGF对牛晶状体上 

皮细胞 (1ens epithelial cells，LECs) 一平滑肌肌动蛋 白 

(仅．smooth muscle actin，仅．SMA)表达及 迁移能力 的影 

响，进一步探讨 PCO的发病机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

CTGF(英国 Peprotech公司)；DMEM培养液(美 国 

Hyclone公司)；Trizol(美国Invitrogen公司)；逆转录试 
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剂盒(日本 Toyobo公司)；PCR扩增仪(德国 Biometra 

公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 牛 LECs的体外培养 牛 LECs的体外培养参 

见文献[1]。 

1．2．2 CTGF对细胞的处理 取 2～3代牛 LECs以 

1×10。个／孔的密度接种于6孑L培养板内，24 h吸出培 

养液，用 D—Hank液洗 3次 ，实验组加入含 CTGF的无 

血清 DMEM培养液 1 mL(质量浓度分别为 0．1×10。、 

0．5×10。、1．0×10。ng／L)，对照组加入不含 CTGF的 

等体积无血清培养液。 

1．2．3 RT—PCR测定 一SMA mRNA的表达 (1)总 

RNA的提取 ：LECs培养 24 h去除培养液后 ，每孔加入 

1 mL Trizol，适当地振荡和吹打。10 min后收集 Trizol， 

加入 200 L氯仿 ，摇匀 ，4 c《=条件下14 000 r／min离心 

15 min。取上清 500 txL加 入等体积 的异丙 醇沉淀总 

RNA，4℃条件下14 000 r／min离心 10 rain，弃去上清 ， 

加入 1 mL 75％乙醇洗涤沉淀，4℃条件下7 500 r／min 

离心 5 min，弃上清 ，加入 20 L DEPC水溶解沉淀 ，低 

温保存备用。(2)逆转录：按照试剂盒说明进行操作： 

RNase 8 L，5×buffer 4 txL，dNTP 2 IxL，RNase inhibitor 

1 L，Oligo(dT)20 1 L，Total RNA 3 L，Rever Tra 

Ace 1 L，共 20 L。放人 PCR扩增仪后，按照 30℃ 

10 min，42 oC 20 min，99 5 min，4 c《=5 min的体系进 

行逆转录制备 cDNA。(3)PCR体外扩增 cDNA：O／．一 

SMA上游弓I物 ：5’一ACGCCTCTGGAC GCACAACT一3’； 

下游引物 ：5’一GATGAACGAGGGCT GGAACA一3’，扩增 

后片 断长度为 374 bp。内参 GAPDH上 游 引物 ：5’- 

ACCACAGTCCATGCCATCAC一3’；下 游 引 物 ：5’一 

TCCACCACCCTGTTGCTGTA一3’，扩增 后 片 断 长 度 为 

452 bp。采用 25 L的 PCR反应体系：ddH：O 14 L， 

10 mmol／L dNTP 1 L，10 × PCR buffer 2．5 L， 

25 mmol／L MgC1：1．5 L，上游 引物1．5 L，下游引物 

1．5 L，模板 cDNA 2 L，Taq酶1 tAL。PCR扩增条件 ： 

94 qC预变 性 5 min，94 oC变性40 S，56 oC( —SMA)、 

58℃(GAPDH)退 火 40 S，72 cc延伸 40 S，31次循 环 

后 ，72 cc延伸 5 min。(4)PCR扩增产物 电泳 ：扩增产 

物经20 g／L琼脂糖凝胶电泳后，于紫外线箱中观察、 

照相并记录，相对分子质量标记物选用北京天为时代 

公司的 DNA MakerII。 

1．2．4 Western blot检测牛 LECs合成 一SMA 48 h 

去除培养液后 ，将 培养板 置 于 0 qC的平 面 上。加 入 

50 L／孑L细胞 裂解 液 (50 mmol／L Tris—HC1，pH 7．2， 

1 mmol／L EDTA。150 mmol／L NaC1，0．1％SDS．0．5％去 

氧胆酸钠，1％ NP-40，1 mmol／L PMSF，10 g／L Aprotinin) 

冰上孵育 30 lnin，期 间给予适 当振荡 和吹打。30 min 

后收集细胞裂解物 ，于 4℃以12 000 r／min离心10 min， 

取上 清 BCA法 测蛋 白浓 度。取 60 g蛋 白上 样 于 

7．5％聚丙烯酰胺凝胶进行 电泳 ，电泳后转移样品蛋 白 

至 NC膜上。随后将膜于 5％脱脂奶粉封闭液中室温 

封闭2 h后，以 1：500抗 ol—SMA抗体 4℃孵育过夜。 

用 TBST(50 mmol／L Tris—HC1，pH 7．6，150 mmol／L 

NaC1，0．3％ Tween20)洗膜 3次，加1：2 000HRP标记的 

二抗室温孵育 1．5 h。TBST洗膜 3次后，浸入增强化学发 

光试剂 ，暗室 x线片压片曝光 2 min，洗片。 

1．2．5 牛 LECs迁移实 验 细胞分为空 白对 照组 和 

实验组，按照 transwell伟帛说明进行实验：选用 24孔 

培养板，加入 650 L台 10％胎牛血清的培养基，将 

transwell小室置于孔中，选取 2～3代牛 LECs消化 ，制 

备成细胞悬液，滴人 transwell小室中，最终使小室内细 

胞悬液量为100 IAL，血清浓度为 l％，细胞量为 1×10 个／ 

孔，同时实验组小室中加入 CTGF因子，终质量浓度为 

1．0×10。ng／L。8 h后将 transwell小室拿出，PBS清洗 

2～3次 ，细胞用 Gimmsa染色 ，然后用棉签将小室上层 

细胞刮掉 ，显微镜下细胞计数 ，随机选取 5个视野计算 

细胞数 。 

1．2．6 图像的采集及分析 Western blot和 RT—PCR 

电泳图片扫描后，经 IMAGE Quant程序对条带中心密 

度进行测定，测定值主要与条带密度及条带周边背景 

色有关。 

1．3 统计学方法 

采用 sPss 13．0统计学软件进行统计学分析。所 

有测试数据均以 ± 表示 ，所有实验均重复 3次。不 

同质量浓 度 CTGF组 和对照组 —SMA mRNA及蛋 白 

在牛 LECs中表达的总体比较采用单因素方差分析， 

组间的多重 比较采用 Turkey HSD检验 ；实验组与对照 

组间牛 LECs迁移 率的 比较采用独立样本 的 t检验。 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 牛 LECs的体外培养 

牛 LECs于培养 48 h内贴壁，细胞形态各异，大小 

不一(图 1)。 

2．2 CTGF对 O／．一SMA mRNA在培养 的牛 LECs中表达 

的影响 

RT—PCR产物 电泳 结_果显示 ，各实 验组在 374 bp 

处出现特异 性 一SMA基 因条带 ，而 空 白对 照组未见 

．SMA表达。与空 白对 照组相 比，仪-SMA／GAPDH条 
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