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Abstract Objective Our previous research demonstrated that trkA and p75 receptors of nerve growth factor(B—NGF)are 

expressed in human pterygium fibroblasts(HPF)，and trkA is expressed only in conjunctiva．The purpose of present study was to 

investigate the effects of B—NGF on proliferation of HPF and analyse the pathogenesis mechanism of pterygium． Methods The 

HPF specimen was obtained from Union Hospital of Tongji Medical College，Huazhong University of Science and Technology 

during the surgery．Explant culture technique was used for the primary culture of HPF tissue．The cells of confluenting 80％ were 

collected and digested using 0．25％ tripsin+0．02％ EDTA(1：1) and the third to fifth generation of cells were utilized in the 

experiment．Different concentrations of 8一NGF was added in medium．Cultured cells were identified using vimentin，keratin and 

d-SMA．MTT was used to determine the proliferation of HPF after addition of B—NGF．The expression of trkA and p75 in HPF was 

detected by immumofluorescence method．Cell proliferation also was semi—quantitatively analyzed by detect of expressions of PCNA 

protein and mRNA in HPF using W estern blot and RT—PCR． Results Cultured HPF cells showed the positive responses for 

vimentin， 一SMA，trkA and p75 but absent reaction for keratin．MTT revealed that the OD value of HPF cells was gradually 

enhanced with the increase of B—NGF concentration in 12，24，48，72 and 96 hours after p—NGF action with the maximum 

stimulation at 48 hours．The expression of PCNA protein and mRNA in HPF was significantly different among various 

concentrations of 3-NGF groups(F⋯ =24．980，尸=0．000；F RNA=64．490，P=0．000)and increased from 5 ng／mL 13-NGF 

group through 50 ng／mL p—NGF group in comparison with 0 and 1 ng／mL B—NGF group(P<0．05)． Conclusion The findings 

demonstrate the potential proliferative effect of B—NGF binding to trkA and p75 on HPF． 
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摘要 目的 观察神经生长因子 p(p．NGF)对体外培养的人翼状胬肉成纤维细胞(HPF)增生的影响，探讨翼状胬 

肉的发病机 制。 方法 对翼状胬 肉组织标本 行组织块培 养。待细胞 生长 汇合至 80％ 后 以 0．25％胰 蛋 白酶 + 0．02％ 

EDTA 1：1混 合消化细胞 ，取 3～5代 细胞用于实验 。通过细胞 中波形 蛋 白、角蛋 白及 n平 滑肌肌 动蛋白的表达鉴定培养 

的细胞 ，免疫荧光法检测 HPF中 —NGF受 体 trkA、p75的表达 ，MTT法检测不同质量浓度 —NGF对 HPF的作用 ，Western 

blot及 RT—PCR法 半定 量检测 细胞核抗 原 (PCNA)来评 估 HPF的增生 。 结果 波形 蛋 白、0l平 滑肌肌 动蛋 白、trkA和 

p75在 HPF中呈 阳性 表达 ；MTT结果显示 ，在 B—NGF作用 12、24、48、72和 96 h后 ，48 h为 p—NGF促增 生的高峰期 ；在不 

同质量浓度 B—NGF(5～50 ng／mL)作用下 ，HPF中 PCNA蛋 白及 mRNA的表 达与 0和 1 ng／mL p—NGF作用组之 间比较差 

异均有统计学意义 (F。⋯ =24．980，P=0．000；F R A=64．490，P=0．000)。 结论 NGF可 能通过结合 两受体 trkA、p75 

促进 了 HPF的增生 。 
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膜的一种疾病 ，但 目前发病机制 尚不完全清楚 。最近 

有研究发现 ，翼状胬肉的生长形态与 P物质具有相关 

性⋯ ，因 此 我 们 推 测 神 经 生 长 因 子 (nerve growth 

factor，NGF)可能影 响翼状 胬 肉的增生。我们前期实 

验研究发现 ，翼状 胬 肉组织 中成纤维细胞表 达 trkA、 



p75，而正常结膜组织成纤维细胞仅表达 trkA 。NGF 

结合高亲和力受体 trkA，在低亲和力受体 p75的成熟 

形式辅助作用下可放大 trkA效应使细胞存活或增生， 

p75可单独与 NGF结合发挥作用 ，优先激活 p75介导 

凋亡的发生 。本实验通过在体外培养的人翼状胬 

肉成纤维细胞(chuman pterygium fibroblasts，HPF)，研 

究 B．NGF对 HPF增 生的影响 ，探讨翼状 胬肉的发病 

机制。 

1 材料与方法 

1，1 材 料 

13神经生 长因子 (B nerve growth factor，13-NGF) 

(美国 Peprotech公司)；小 鼠抗 人角蛋 白及波形蛋 白 

单克隆抗 体 、小 鼠抗 人 PCNA单 克 隆抗 体 、兔 抗人 

0【．SMA、trkA及 p75多克隆抗体 (武汉博 士德公司)； 

Hoehst33258、羊抗兔 罗丹 明荧光二抗 、兔抗 鼠罗丹 明 

荧光二抗及噻唑蓝(MTT)(美 国 Sigma公司)；DMEM 

培养基及新生牛血清(美国 Gibco公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 3-NGF储存 液的配制 加入 DMEM 配制成 

200 ng／mL的贮存液，一20 qC避光分装保存。使用时 

用 DMEM培养液稀释至所需质量浓度 ，4℃保存 】周 

有效。 

1．2．2 HPF的培养、鉴定与传代及免疫荧光检测 翼 

状胬肉组织标本为华中科技大学同济医学院附属协和 

医院眼科手术切除组织，采用组织块培养法原代接种， 

每 3—4 d更换 1次培养液 ，待细胞生长汇合至 80％ 

后 以0．25％胰蛋 白酶 +0．02％EDTA l：1混合消化细 

胞 ，按 1：3分种传代 ，取 3～5代细胞用于实验。 

取传代细胞接种于预置盖玻片的24孔板，待细胞 

长满盖玻片，取出用无水 乙醇 +冷丙酮 1：1混合固定 

15 min，按照试剂盒说 明完成免疫荧光步骤 ，通过荧光 

显微镜(Leica DFC3OOFX)检测 HPF巾波形蛋白、角蛋 

白、trkA、p75和 一SMA的表达。 

1．2．3 B-NGF对 HPF增生的影 响 采用 MTT法检 

测。取处于对数 生长期 的 HPF，以 10％ 小牛血清 的 

DMEM制备为 1×10 个／mL细胞悬液 ，每孔 100 L分 

别接种于 5块 96孔培养板中(置于 37℃、5％CO，及饱 

和湿度的培养箱中培养)，分别在细胞中加入质量浓 

度为 2、10、20、100、200 ng／mL的 p—NGF 100 L，空 白 

对照组加入 10％小牛血清 1O0 txL，同时设立只加培养 

液的空白对 照，每组设 4个复孑L。分别培养 】2、24、 

48、72、96 h后每孔中加入 20 IxL MTT继续培养4 h，弃 

上清，加入 150 L DMSO振荡 10 min，于 自动酶标读 

数仪 490 nln处测定各孑L OD值。实验重复 3次。 

I．2．4 Western blot法检测 PCNA 以 10％小牛血清 

的 DMEM配制终 质量浓度为 l、5、1O、50、100 ng／mL 

的 13一NGF加入细胞培养瓶中48 h，对照组为 10％小牛 

血清的 DMEM，收获细胞 ，提取总蛋 白，考马斯亮蓝蛋 

白定量分析后分装 ，一7O℃保存 。10％十二烷基硫酸 

钠 一聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋 白后 ，4℃下 90 V电 

转移 75 Inin至硝酸纤维素滤膜 ，7％ 脱脂奶粉封闭过 

夜 ，加小鼠抗人 PCNA单克隆抗体一抗 (1：400)稀释， 

37 cIc孵育 2 h，加碱性磷酸酶标记的羊抗 鼠二抗 ，37℃ 

孵育 l h，氮蓝四唑盐／5溴 4氯 3吲哚磷酸(NBT／BCIP) 

显色 20 rain，用 SQ9636扫描 系统及 HPIAS21000型全 

自动图像分析仪分析硝酸纤维素膜上蛋白条带吸光度 

(4)值，并用相应的 B—actin吸光值与其作比较。 

1．2．5 RT—PCR检测 PCNA RT—PCR检 测 HPF中 

PCNA的表达 ，用一步法提取总 RNA，检测总 RNA浓 

度。取 2 g总 RNA，按逆转录试剂盒说明合成 cDNA， 

以 cDNA为模板进 行 PCR扩 增。PCR反应参 数为： 

94 qc预变性 5 min，94 oC 30 S，55 oC退火 55 S，72℃延 

伸 60 S，32个循环 ，72℃后延伸 10 min。PCNA sense： 

5 ’一CCTGCTGGGACATCAGTTCG一3 ’， antisense： 5 ’- 

GGAGACAGTGGAGTGGC TTT一3’，产物 长度 592 bp； 

B—actin sense：5’一ACACTGTGCCCATCTACGAGG一3’， 

antisense：5’一AGGGGCCGGACTCGTCATACT．3’，产物 

长度 252 bp。 

取各扩增产物 5 L，加 6×上样缓冲液 l IxL，1．5％ 

琼脂糖凝胶 电泳，溴化乙锭染色，鉴定 RT—PCR产物。 

结果用 Gel—ProAnalyzer凝胶成像系统照相，BIO2RAD 

QualityOne数据分析 软 件分析光 密度值。以各组 的 

PCNA的 PCR产物条带与其相应 的 B．actin条带的光 

密度 比值作为 PCNA表达的相对量。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 13．0统计学软件对实验结果进行统计 

学分析。实验检测指标均以 ±S表示 ，各组 间测定指 

标的数据资料采用 Levene法进行方差齐性检验 ，证实 

方差齐 (P>0．05)。各质量浓度 B．NGF作用后不 同 

时间 HPF的增生比较采用两因素方差分析 ，组间的两 

两比较采用 SNK—g检验。各质量浓度 B．NGF作用 

48 h后 PCNA蛋 白和 mRNA在成纤维细胞 中表达的半 

定量检测比较采用单因素方差分析 ，组 间的两两 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 免疫组织化学检测结果 



图 1 H P F 鉴 定 ( × 1 0 0 ) A ：原 代 培 养 细 胞

波 形 蛋 白 和 H o e h e s t 双 染 色 D ：原 代 培 养 细 胞

白 和 H o e h e s t 双 染 色

的 波 形 蛋 白 表 达 呈 阳 性 B ：为 H o c h e s t 染 色 以 示 核 C ：

角 蛋 白 表 达 呈 阴 性 E ：为 H o e h e s t 染 色 以 示 核 F ：角 蛋

F i g ． 1 I d e n t i f i c a t i o n o f p t e xT g i a l f i b r o b l a s t s ( × 1 0 0 ) A ：V i m e n t i n i s s t a i n e d b y T R I T C — l a b e l l e d r e d c o l o r u n d e r

t h e i m m u n o f l u o r e s e e n e e m i c r o s c o p y B ： N u c l e i a r e s t a i n e d b y H o c h e s t — l a b e l l e d b l u e c o l o r u n d e r t h e

i n x m u n o f l u o r e s c e n e e m i c r o s c o p y C ：T h i s p a n e l s h o w s m e r g e d i m a g e o f d o u b l e — s t a i n i n g o f v i m e n t i n a n d H o e h e s t

D ：K e r a t i n i s a b s e n t l y e x p r e s s e d i n p r i m e r y c u l t u r e d c e l l s E ：N u c l e i a r e s t a i n e d w i t h H o c h e s t — l a b e l l e d b l u e c o l o r u n d e r

t h e i m m u n o fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y F ：T h i s p a n e l s h o w s m e r g e d i n a a g e o f d o u b l e — s t a i n i n g o f k e r a t i n a n d H o c h e s t

0
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图 2 B - N G F 受 体 在 成 纤 维 细 胞 中 的 表 达 ( × 4 0 0 ) A ：成 纤 维 细 胞 中 t r k A 表 达 呈 阳 性 B ： 为

H o e h e s t 染 色 以 示 核 C ：A
、

B 合 成 图 D ：成 纤 维 细 胞 中 p 7 5 表 达 呈 阳 性 E ：为 H o e h e s t 染 色 以 示 核 F ：

D
、 E 合 成 图 G ：成 纤 维 细 胞 中 Ot — S M A 表 达 呈 阳 性 H ：为 H o c h e s t 染 色 以 示 核 I ：G

、
H 合 成 图

F i g 2 E x p r e s s i o n o f B 。 N G F r e c e p t o r s ( × 4 0 0 ) A ：t r k A i n H P F i s s t a i n e d b y T R I T C — l a b e l l e d r e d c o l o r u n d e r

t h e i m m u n o fl u o r e s e e n e e m i c r o s c o p y B ： N u c l e i a r e s t a i n e d b y H o c h e s t — l a b e l l e d b l u e c o l o r u n d e r t h e

i m m u n o fl u o r e s e e n e e m i c r o s c o p y C ：T h i s p a n e l s h o w s m e r g e d i m a g e o f A a n d B D ：p 7 5 i n H P F i s s t a i n e d b y

T R I T C — l a b e l l e d r e d e o l o r u n d e r t h e i m n x u n o f l u o r e s e e n e e m i c r o s c o p y E ： N u c l e i a r e s t a i n e d b y H o e h e s t - l a b e l l e d

b l u e c o l o r u n d e r t h e i m n x u n o f l u o r e s c e u c e m i c r o s c o p y F ：T h i s p a n e l s h o w s m e r g e d i m a g e o f D a n d E G ：d — S M A

i s s t a i n e d b y T R I T C — l a b e l l e d r e d c o l o r u n d e r t h e i n x m u u o f l u o r e s e e n e e m i c r o s c o p y H ： N u c l e i a r e s t a i n e d b y

H o c h e s t ． Ia b e l l e d b l u e e o l o r u n d e r t h e i m m u n o fl u o r e s e e n c e m i c r o s c o p y l ：T h i s p a n e l s h o w s m e r g e d i m a g e o f G a n d H

通 过 荧 光 显 微 镜 观 察 ，

胞 浆 罗 丹 明 染 红 色 代 表 阳

性 ， 不 染 色 代 表 阴 性 ；细 胞

核 H o c h e s t 染 为 蓝 色 。 波

形 蛋 白 阳 性 ， 角 蛋 白 阴 性 证

明 原 代 培 养 的 细 胞 为 成 纤

维 细 胞 ( 图 1 ) 。 t r k A 和 p 7 5

阳 性 说 明 H P F 中 存 在 N G F

的 受 体 ， 仅 一 S M A 阳 性 证 明

H P F 为 肌 成 纤 维 母 细 胞

( 图 2 ) 。

2 ． 2 M T T 检 测 结 果

不 同 质 量 浓 度 组 在

B — N G F 作 用 4 8 h 后 O D 出

现 峰 值 ，
4 8 h 后 O D 值 呈 下

降 趋 势 ， 表 明 4 8 h 为 B — N G F

促 H P F 母 细 胞 增 生 的 最 佳

时 间 点 ( 表 1 ) ；B — N G F 作 用

4 8 h 时 ， 在 5 0 n g ／m L 的 质 量

浓 度 范 围 ， 随 着 质 量 浓 度 的

增 加 ， 其 促 肌 成 纤 维 母 细 胞

增 生 的 效 应 加 强 ， 超 过 此 质

量 浓 度 范 围呈 现 饱 和 动 力 学

特 征 ， 促 增 生 效 应 不 再 增 强 。

B — N G F 质 量 浓 度 0 n g ／m L
、

1 n g ／m L f~,J 2 组 间 差 异 无 统

计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) ，

5 0 n g ／m L 与 10 0 n g ／m L 2 组

间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P >

0 ． 0 5 ) ， 其 余 各 组 间 比 较 均

差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 5 ) ( 表 1 ) 。

2 ． 3 W e s t e r n — b l o t 和 R T —

P C R 检 测 结 果

2 ． 3 ． 1 W e s t e r n b l o t 法 检

测 B — N G F 在 1 0 n g ／m L 时

出 现 了 促 肌 成 纤 维 母 细 胞

增 生 的 效 应 ， 并 在 5 0 n g ／m L

质 量 浓 度 范 围 内 P C N A 蛋

白 表 达 量 呈 递 增 趋 势 ( F =

2 4 ． 9 8 0
，

P = 0 ． 0 0 0 ) 。 空 白

对 照 组 与 l n g ／m L 组

P C N A ／B — a c t i n 值 比 较 差 异

无 统 计 学 意 义 ( q
= 0 ． 6 4 6

，



P > 0 ． 0 5 ) ，
5 0 n g ／m L 组 与 1 0 0 n g ／m L 组 P C N A ／~ � a c t i n

值 的 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 ( q
= 0 ． 5 9 2

，
P > 0 ． 0 5 ) ， 其

余 各 组 与 0 质 量 浓 度 组 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( 图

3 A
、

B )

表 1 p - N G F 促 H P F 增 生 的影 响 ( x ± s
，

O D 值 )

T a b l e 1 P r o l i f e r a t i v e e ~ e t s o f 3 - N G F o n

p t e r y g i u m fi b r o b l a s t s ( ；± s ． O D )

F
。⋯

= 1 1 9 ． 9 0 0
，

P ： 0 ． 0 0 0 ；F
⋯ 。 。 。 。，。 。．。 。

= 6 2 ． 4 7 0
，

P = 0 ． 0 0 4 ；F
．。 t 。 ，。。t 。

：

3 ． 2 5 2
， P = 0 ． 0 3 3 ( T w o - w a y A N O V A

，
S N K —

q t e s t )

2 ． 3 ． 2 P C N A m R N A 的 表 达 ( R T ． P C R 法 ) 空 白对 照

组 中 P C N A m R N A 表 达 量 较 低 ， 在 质 量 浓 度 5 0 n g ／m L

以 内 随 着 [3 - N G F 质 量 浓 度 的 递 增 P C N A m R N A 表 达

量 增 加 ( F = 6 4 ． 4 9 0
，

P = 0 ． 0 0 0 ) 。
P C N A m R N A 和 P C N A

蛋 白的 P C N A ／B — a c t i n 值 在 整 体趋 势 上 一 致 ( 图 3 c 、
D ) 。

3 讨 论

翼 状 胬 肉作 为 一 种 可 能 包 含 了 眼 表 疾 病 中所 有 关

键 机 制 的 疾 病 ， 国 内外 众 多 学 者 对 其 进 行 了 大 量 研 究 ，

认 为 紫 外 线 、 干 燥 、 风 沙 、 粉 尘 、 人 类 乳 头 状 病 毒 与 其 发

生 、 发 展 具 有 相 关 性 。 目前 研 究 认 为 ， 翼 状 胬 肉发 病 的

可 能 原 因 为 角 膜 缘 干 细 胞 微 环 境 变 化 ， 出 现 端 粒 酶 的

表 达 增 高 ， 促 进 细 胞 增 生 ；有 学 者 在 翼 状 胬 肉 中检 测 到

可 引 起 细 胞 增 生 的 一 些 因 子 ， 如 成 纤 维 生 长 因 子 、 表 皮

生 长 因 子 、 肿 瘤 坏 死 因 子 O／． 、 胰 岛 素 样 生 长 因 子 结 合 蛋

白 、 生 长 转 化 因 子 等 ；另 有 研 究 发 现 基 质 金 属 蛋 白 酶

( M M P s ) 可 溶 解 细 胞 间 半 桥 粒 连 接 ， 使 翼 状 胬 肉 细 胞

易 于 移 行
" 。

。

翼 状 胬 肉侵 犯 角 膜 ， 必 然 引 起 角 膜 缘 以 及 角 膜 微

环 境 的 变 化 。 角 膜 富 含 神 经 组 织 ，
N G F 存 在 其 中 对 于

维 持 角 膜 生 理 平 衡 起 着 重 要 作 用
∞ 。

。 有 研 究 发 现

N G F 在 非 神 经 源 性 细 胞 ， 如 上 皮 细 胞 、 角 膜 细 胞 及 平

滑 肌 细 胞 中均 有 表 达
∽ “ 。

， 提 示 N G F 在 神 经 系 统 以 外

可 起 作 用 。 N G F 在 不 同 物 种 是 一 高 度 保 守 的 分 子 ， 包

括 3 个 亚 单 位 ( 0 【： 、 p 、 1 ： ) 。 p — N G F 具 有 对 N G F 生 物

激 活 效 应 ， 1
一 N G F 是 一 种 高 效 特 异 性 激 活 蛋 白酶 ， 能 够

使 N G F 前 体 转 化 为 成 熟 形 式 ， d — N G F 在 静 止 期 出 现 。

图 3 不 同 质 量 浓 度 13 - N G F

作 用 4 8 h 时 对 肌 成 纤 维 母 细

胞 P C N A 表 达 的 影 响 A ：

W e s t e r n b l o t 检 测 表 明 13 - N G F 质

量 浓 度 越 高 ，
P C N A 蛋 白 表 达 越

强 B ：6 个 组 间 P C N A 蛋 白 在 肌

成 纤 维 母 细 胞 中 的 表 达 比 较 差 异

有 统 计 学 意 义 ( F ： 2 8 ． 6 0 ，

P = 0 ． 0 0 ) 。 与 13 - N G F 质 量 浓 度 组

比 较 ，
$ P < 0 ． 0 5

．
$ $ P < 0 ． 0 1

c ：R T ． P C R 检 测 表 明 B — N G F 质 量

浓 度 越 高 ， P C N A m R N A 表 达 越

强 D ：6 个 组 间 P C N A m R N A 在

肌 成 纤 维 母 细 胞 中 的 表 达 比 较 差

异 有 统 计 学 意 义 ( F ： 2 8 ． 0 8
，

P = 0 ． 0 0 ) ． 0 n g ／m L 与 l ri g ／m L

B ． N G F 组 间 的 表 达 差 异 无 统 计 学

意 义 ( 9 = 1 ． 1 6
， P ： 0 ． 3 】) 。 与

B — N G F 组 比 较 ，
$ P < 0 0 5

，

$ } |p < 0 ． 0 l

F i g ． 3 T h e e x p r e s s i o n o f P C N A i n

H P F i n 4 8 h o u r s a f t e r 13 - N G F
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NGF具有介导 2种不同受体(高亲和力受体 trkA和低 

亲和力受体 p75)特异性／单独地激活细胞的特性 。 

NGF触发细胞活性包括迁移 、增生、分化、生存甚 至凋 

亡 ，这些效应和 NGF受体关系密切 。B．NGF促增生的 

机制可能是 NGF促有丝分裂需要 trkA的存在，p75能 

促进 NGF对 trkA的选择性识别 ，或在 NGF和 trkA共 

同存在的条件下提 高 trkA的反应性 ，促进 细胞增 生。 

NGF介导的生物激活 (从分化／激活到增生／存 活)配 

体依赖的 trkA 自动磷酸化和几个信 号转导级联反应 

的并 发 激 活，通 过 MAPK-Ras-Erk通路 促 进 细 胞 增 

生 。目前关于 B—NGF促 HPF增生 的研究 国内外 

尚未见报道。 

我们先前研究发现 HPF细胞 中 NGF、trkA和 p75 

表达阳性 ；而在正常结膜组织成纤维 细胞 中 p75表达 

阴性。有研究发现 ，NGF不诱导角膜 和结膜成纤维细 

胞的增生  ̈ 。本研究显示 ：p75在 HPF增生的病理 

变化中可能起到重要作用。 

本实验 首 先 培 养 鉴 定 HPF，检 测 发 现 HPF 中 

trkA、p75表达呈 阳性 ，为 NGF促进 HPF增生提供 了 

实验基础 。有研究发现 ，成纤维细胞可分化为肌 成纤 

维母细胞 ，分泌大量纤维结合素 ，进一步促进细胞黏附 

并为胶原纤维定向沉积提供合适条件 ，并且他们 产生 

的 MMPs和 TIMPs参 与了基质 的降解 。此理论 

符合翼状胬肉的病理变化。肌成纤维母细胞作为翼状 

胬肉的特征性细胞 已经得 到证 实  ̈。本研究通过免 

疫组织化学发现 ，培养细胞表达 仅．SMA 阳性 ，说 明翼 

状胬肉增生的细胞为肌成纤维母细胞 。 

MTT结果显示 ，B．NGF对 HPF增 生在 48 h出现 

高峰，并且 0～50 ng／rnL呈质量浓度依赖关系。本研 

究通过 Western blot及 RT-PCR法检测 HPF PCNA表 

达变化 ，发现不同质量浓度的 B—NGF作用48 h时 ，0～ 

50 ng／mL PCNA表达呈质量浓度依赖关系 ，50 ng／mL 

与 100 ng／mL比较差异无统计学意义。PCNA是一种 

核内蛋白，是 DNA复制 时 6聚合酶 的辅酶 ，直接参与 

核内 DNA的合成，主要表达在细胞增生周期 的 s期 ， 

与细胞增生活动密切相关 ，可作为一种准确、简便 、直 

观地研究细胞增生状况 的指标  ̈。另外本实验 中发 

现，传代 6代以后的细胞在 p—NGF的作用下细胞增生 

效应下降，甚至出现相 反趋势。其 机制可能是细胞 中 

p75的表达发生了变化 ，影响细胞的增生。 

基于以上实验结果显示在一定质量浓度范围 内， 

959 · 

3-NGF可能通 过介 导其受体促进翼状胬 肉中肌成纤 

维母 细胞 的增生 ，p75的表达变化可能是细胞增生或 

凋亡的决定性 因素，关于 p75调控变化的具体机制 尚 

需进一步深入研究 。 
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