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bFGF在体外培养的正常人及自内障 

患者 LECs中的表达△ 

夏朝霞 吴 艺 蓝育青 穆 剑 肖剑晖 

ExpreSSion of bFGF in lens epithelia_cells of 

norm al people and cataract patients jh vitro 
XlA Zhao-Xia，WU Yi，LAN Yu-Qing．MU Jian．XlA0 Jian-Hui 

【Key words】 lens epithelial cells；basic fibroblast growth factor；immunohis． 
tochemistry；W estern b10t 

【Abstract】 objective To detect the expression ofbasic fibroblast growth 
factor(b】 F)in lens ep ith elial cells(I正Cs)ofnormal person and cataract pa． 

tients cultured in vitro respe ctively．Methods U of normal an d cataract 

pe rsons were cultured in vitro an d rmssaged．The expression ofbFGF protein in 

U ofnorm al pe rson an d cataractpatients cultured in vitro at different passa． 

ges were detectd by immunohistochemical stat／l~ an d Western blots meth ． 

ods．Results Th ere was no obvious morphological differen ce between  th e cells 

ofprim ary passage m ca taract patien ts an d th ose m  th e norm al pe rson． 

Only tw o tinles later of passage．the U of cataract group appeared th e 

change of aging com pared with  norm al gr oup．No express ion or only faint ex． 

presston ofbFGFwas found in the primary pa ssage or in subcultured pa ssage． 

Th e expression of啪 F increased obviously in U ofcataract patien ts than  in 

norm al group．Th e results showed thatthe bFGFprotein ofMr l7 000 could be  i． 

den tifled in U ofcataractpatien t．Conclusion U ofnorm al peoplehave 

be tter proliferation ability th an  th ose of senile cataract．Th ere was no express． 

sion or only faint expression ofbFGF in the Drimary pa ssage or in subcultured 

pa ssage ofnorm al pe rson cultured in vitro．Th e expression ofbFGF increase ob． 

viously in U ofcataract pa tien ts．Th e re~ ts U ofpostoperation Call a． 

roLlse danmiflcation an d rehabilitation eolyxSes．in which b=[iGF was synth esized 

an d relea sed．Th us the proliferation．metaplasia．an d myofibroblast of U are 

induced，which may be  one rea son ofposterior capsule opaciflcation． 
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【关键词】 晶状体上皮细胞；碱性成纤维细胞生长因子；免疫组织化学；Western blot 
【摘要】 目的 体外培养正常人及白内障患者晶状体上皮细胞(1ens epithelial cells， 
LECs)。分别检测碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)在体外培 

养的正常人及白内障患者LECs中的表达，以探讨 bFGF在白内障患者LECs中的作用。 

方法 体外培养正常人及 白内障患者 LECs并传代；利用免疫组织化学法和免疫印迹法， 

检测bFGF在体外培养的正常人及白内障患者LECs不同阶段的蛋白水平的表达。结果 

原代培养的正常人及 白内障患者 LECs无明显差异，但在传代过程 中白内障患者的 

LECs出现 了较早的细胞衰老现象；在 正常人原代培养细胞和传代的 LECs中检测不到 

bFGF的表达，或仅有微弱表达，而在白内障患者的原代培养细胞和传代的LECs中，bFGF 

的表达较正常人明显增多，并明确表达了相对分子质量为 17 000的蛋白。结论 老年性 

白内障 LECs相对正常 LECs而言，生长缓慢，容 易出现细胞衰老现象，且有丝分裂能力 

差 ；白内障患者术后残留的 LECs引起损伤修复过程，合成并释放 bFGF，造成 LECs的增 

生、移行和纤维化，并可能成为后囊混浊的原因之一。 

[眼科新进展 2008；28(1)：21_25] 

白内障的病因及发病机制和用 

非手术方法防治仍为白内障基础研 

究的重点课题。晶状体上皮层是由 

杯状细胞组成的单层上皮，是晶状 

体代谢最活跃的部分。具有参与晶 

状体的生长、发育、分化和损伤修复 

的功能。对于维持晶状体内环境的 

稳定和晶状体的透明性具有重要作 

用。因此研究晶状体发育过程中起 

决定性作用的基因和因子的正常表 
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达及其与白内障的关系，对进一步了解 白内障发病 

机制及后发性白内障的防治均具有重要的意义。从 

病理角度来看，白内障手术本身对晶状体是一种创 

伤，为进行修复可引起以晶状体上皮细胞(1ens epi— 

thelial cells，LECs)增生为中心的创伤愈合反应、合 

成和释放各种细胞因子，如白细胞介素 I(inferleu． 

kin一1，IL一1)、前列腺素 E2(prostaglandin E2，PGE2) 

以及 碱性 成纤维 细胞生 长 因子 (basic fibroblast 

growth factor，bFGF)等  ̈。其中关于 bFGF的研究越 

来越引起人们的关注 。 。以往的研究发现，多种眼 

组织中均存在 bFGF，并证实 1～100 I．Lg·L bFGF 

可促进 LECs增生。但 目前国内外仍缺乏 bFGF本 

身在 LECs内的表达情况及其对 LECs的细胞周期影 

响的研究。本研究针对此问题进行了初步探讨。 

1 材料与方法 

1．1 试剂与仪器 选用美国 Gibco公司的 DMEM 

培养基和 Trizol，杭州四季青生物制品公司的胎牛血 

清，上海生工的 HEPES(N-2一hydroxyethyl piperazine— 

N’一2一thanesulfonic acid)和胰蛋 白酶，R&D Systems 

的 bFGF人抗羊多克隆抗体，福州迈新生物技术开发 

公司的链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶免疫组织 

化学染色超敏试剂盒，Roche Molecular Biochemicals 

生产的 Phototope-HRP Westem Blot检测试剂盒，英 

国Roche Molecular Biochemicals的PVDF膜，Bio-Rad 

的 Mini-PROTEAN垂直平板电泳，美国 NAPCO公司 

的 CO 培养箱，苏州净化设备公司 YJ-1450的超净 

工作台。 

1．2 LECs的体外培养 

1．2．1 取材 正常成人 LECs材料来源：取 自角膜 

移植术后的供体眼球(中山眼科中心角膜病室提 

供)，在超净工作台内无菌条件下剪开角膜缘部，撕 

掉虹膜，游离出晶状体，用显微剪环形剪开晶状体赤 

道部囊膜，小心撕下前囊；老年性白内障 LECs来源： 

取 自白内障患者 Phaco术中环形前囊膜撕囊片(中 

山眼科中心白内障复明中心提供)。 

1．2．2 LECs培养 (1)囊膜收集后，放入消毒培 

养皿内，滴加少许培养液，在培养液中将晶状体囊膜 

剪为约 1 mm×1 mm碎片，用吸管将囊膜碎片移入 

培养瓶中，均匀分散贴于瓶底。(2)浅培养液培养 

法：向培养瓶内加少许含 1 mL 200 g·L 胎牛血清 

的 DMEM培养液浸润囊膜，不使囊膜漂浮为宜。将 

培养瓶放人体积分数 5％CO：、温度 37~C、湿度 98％ 

的培养箱中培养。(3)培养第 3天倒置显微镜下观 

察，开始有少数 LECs游离出晶状体囊膜，贴附在囊 

膜周围生长。(4)培养 1周后，从囊膜长出的细胞逐 

渐增多，并继续分裂增生。正常成人 LECs平均每3 
～ 4 d更换培养液 1次；老年性白内障LECs平均每5 
～ 7 d更换 1次。(5)细胞基本长满瓶壁时进行传代 

培养 ，消化传代比例为 1：1．5～2。 

1．2．3 生物学特性检查 倒置显微镜下形态学观 

察及细胞 生长状况观察；利用流式 细胞仪，分析 

LECs增生的过程和处于各期的比例，以期了解老年 

性白内障LECs的生长规律。 

1．3 bFGF免疫组织化学染色 将体外培养的原 

代、传第 1代、传第 2代人 LECs分别消化后，加 

DMEM培养液少许，按每孔 100×10 个细胞接种于 

6孔培养板内，将盖玻片铺于孔底，继续培养2～3 d， 

使细胞在玻片贴壁生长。待细胞长满后 固定：取出 

盖玻片，冰 PBS洗 2遍，室温下干燥，纯冰丙酮固定 

10 min，干燥备用(一70℃)。将细胞分为2组：(1) 

实验组：将玻片取出，冰 PBS洗 2次，每次 5 min，丙 

酮液固定 10 rain；过氧化酶 阻断剂，室温孵育 10 

min；用含体积分数 0．05％ Tween-20浓度的 PBS液 

10 mL漂洗 3次，每次5 min；滴加正常山羊血清封闭 

液(即用型)，作用 10 min；甩去血清，加 1滴一抗 

(bFGF抗体原液)，4℃过夜孵育；PBS／Tween-20 

(体积分数 0．05％)洗 3次，每次 5 min；滴加生物素 

标记的二抗，室温孵育 10 min；PBS／Tween-20(体积 

分数 0．05％)洗 3次，每次 5 min；博士德公司 AEC 

显色试剂盒显色，苏木素复染，中性树胶封片，显微 

镜下观察。(2)对照组：以 PBS代替一抗作为阴性对 

照组。取bFGF染色切片，正常对照组和实验组，每张 

切片在 100倍的视野下，对视野内全部 bFGF染色阳 

性细胞做图像分析处理。bFGF染色：细胞核呈界限 

清楚的红色为阳性。结果用 bFGF标记指数(1abelling 

index，BI)表示，每张玻片随机观察 4个高倍视野，每 

个视野计数 100个 LECs，将每张玻片获得的阳性细胞 

数相加，计算 BI=(bFGF阳性细胞数／400)×100％． 

1．4 bFGF Western blot 将体外培养的人 LECs 

在不同阶段用细胞裂解液(含7．7 g·L Dithiothreit 

<DTY二硫苏糖 >)处理后，4℃，以3 000 r·min 

离心 15 min。取上清，沸水浴 10 min，以 10 000 r· 

min 离心 10 min。将上清转至干净的 Eppendorf管 

中，一20℃保存备用。进行电泳和 Western blot分 

析 j。上样等量浓度的蛋白样品和标准蛋白后进行 

电泳，恒压 150 V，约50 min。蛋白印迹转至聚偏氟乙 

烯膜上，恒压 11 V，共计3 h。TBS(Tris-buffered saline 

三羟甲基氨基甲烷缓冲盐)洗膜 3次后，在 5 g·L 

牛血清白蛋白一TBST(TBS和体积分数 0．10％Tween一 

20)的阻断液中孵育 1 h，然后转至含有 bFGF抗体原 

液的TBST溶液中，4℃孵育过夜。第 2天 TBST液 

洗膜 3次，在含有辣根过氧化物酶标记的小鼠抗兔 

抗体(体积比 1：2 000)和抗生物素抗体 (体积比 

1：1 00o)的双抗TBST液中孵育 1 h。洗膜 3次后， 

将聚偏氟乙烯膜与 10 mL LumiGLO液(0．5 mL 20× 

LumiGLO发光试剂、0．5 mL 20×过氧化物及 9 mL 

去离子水)作用 1 min。沥干后保鲜膜包裹，暗室内 

x线曝光、显影、定影。应用 KONTRONIBAS2．0，德 

国全 自动图像分析系统进行半定量分析。 
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显。扫描电镜可观察细胞表面光滑，有明显的伪足 

和微绒毛结构，细胞之间的连接结构不清。细胞骨 

架结构增加对细胞形态、细胞运动、信息交换及细胞 

分化等方面有重要影响。这可能与老年性白内障的 

形成相关。老年性白内障 LECs在传代培养中，其生 

长能力大大下降。这与我们观察到的结果一致，细 

胞中酸性糖蛋白的含量明显升高，同时溶酶体系统 

紊乱。同时我们测定了晶状体前囊上皮细胞密度， 

老年性白内障的晶状体前囊上皮细胞密度平均为 

3 200—4 500 mm一，较正常人低，与年龄无明显的相 

关性。应用多焦显微镜可以清晰观察到各种老年性 

白内障患者中，核性白内障的 LECs密度最高，而后 

囊下及皮质性白内障的LECs密度则明显降低。细 

胞密度也随白内障的成熟而下降。因此，老年性白 

内障LECs的体外培养较正常成人及胎儿困难 ，适应 

性差，生长速度缓慢，且易老化、死亡。这都表明了 

老年性白内障 LECs相对正常 LECs而言，有丝分裂 

能力差。 

3．2 bFGF在体外培养的人LECs中的表达 有学 

者于白内障术中取直径6 mm的前囊膜，分离晶状体 

细胞后培养，采用酶联免疫吸附试验在培养的晶状 

体细胞中检测出bFGF，发现第 1天为470×10一g· 

L一，第2天和第 1周分别为 310×10一g·L 和 

269×10一g·L一，这些结果说明了bFGF可由LECs 

合成。同时生成的 bFGF又能刺激 LECs增生。林 

信人等 研究发现未手术眼赤道部生发区细胞中 

bFGF可见极少量免疫染色，但在白内障术后第 12 

天，bFGF沿晶状体后囊膜内侧分布，前囊膜未见染 

色，术后 2个月染色皆呈阴性。原位杂交法研究表 

明晶状体、结膜、角膜的上皮细胞、虹膜、睫状体、脉 

络膜、光感受器细胞等表达 aFGF基因，而 bFGF的 

基因仅于光感受器细胞中产生 。 

本文研究结果结合以往研究结果提示 bFGF在 

体外培养的小鼠 LECs中的表达较人 LECs中的表达 

明显 J，这也从另一个角度说明了动物的 LECs较人 

类 LECs有较高的增生能力。研究显示 bFGF在体 

外培养的正常人LECs中不论是原代还是继代都只 

有微弱表达或没有表达，而在体外培养的老年性白 

内障的 LECs中表达增强。这是因为白内障和人工 

声明 

晶状体植人术中，由于抽吸皮质等机械性操作，造成 

LECs的损伤，术后残留的 LECs即引起损伤修复过 

程，合成并释放 bFGF；同时晶状体囊膜损伤可使储 

存于细胞外间质的 bFGF释放 ，局部高浓度的 bF． 

GF 将促使残留的 LECs增生、移行及纤维化生，为 

后发性白内障的形成提供条件。其释放可能是修复 

过程中动员生长因子的一种快速途径。释放的 bF— 

GF以及房水、玻璃体中存在的bFGF与 LECs表面的 

高亲和性受体结合，促进 LECs的增生、移行和纤维 

化，并可能成为后囊混浊的原因之一。 

鉴于 bFGF在后发性白内障形成过程中的重要 

作用，以及其促 LECs增生作用由受体及受体后调节 

水平控制，我们可以从阻断 bFGF与其受体结合及控 

制 bFGF与受体结合后效应 2条途径，寻找预防 

LECs增生的方法及治疗后发性白内障的药物，为临 

床治疗提供参考依据。 
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