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!!$摘要%!目的!分离(培养并鉴定人圆锥角膜相关成纤维细胞+\ZJ?,'!方法!采用组织块贴壁法培
养 \ZJ?和 正常人角膜成纤维细胞+\JU?,#倒置相差显微镜和电子显微镜下分别观察细胞形态和超显微结
构#细胞计数试剂盒BS+JJZBS,法检测细胞增生#M5?F5G8 2)EF法检测成纤维细胞标志性蛋白 !B平滑肌肌动蛋
白+!BXb̀ ,及 !"B" 型胶原蛋白+J;_" "̀,和 !"B- 型胶原蛋白+J;_- "̀,蛋白的表达水平'!结果!与 \JU?
相比#\ZJ?生长速度较快#胶原纤维变细减少#线粒体肿大#嵴消失#高尔基体明显扩张#内质网严重肿胀'
培养后不同时间点 @ 种角膜成纤维细胞 K值比较#差异均有统计学意义 +L

组间
fA #@-g"-#*h#g#"&L

时间
f

-S A"Sg"9#*h#g#",#其中同一时间点 \ZJ?细胞 K值均明显大于 \JU?细胞 K值#差异均有统计学意义+均
*h#g#",' \ZJ?和 \UJ?中 !BXb̀ 的相对表达量分别为 "@#g##iAg== 和 "##g##i#g###J;_- "̀ 的相对表达
量分别为 "ASg--iRgR" 和 "##g##i#g###J;_" "̀ 相对表达量为 SSg--i"g9= 和 "##g##i#g###\ZJ?中 !BXb̀
和 J;_- "̀ 的相对表达量均较 \JU?明显升高#\ZJ?中 J;_" "̀ 的相对表达量较 \JU?明显降低#差异均有
统计学意义+1fP-gR9#*h#g#A&1fP"-g@-#*h#g#"&1f=g###*h#g#A,'!结论!成功培养并鉴定 \ZJ?#该细
胞适用于建立体外圆锥角膜细胞模型'!
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!!圆锥角膜是一种急性或持续性角膜扩张性疾病#
最终导致高度散光或角膜瘢痕#严重时可致盲' 圆锥
角膜发病通常始于青春期#随着年龄的增长逐渐进展#
也可急性发病' 由于圆锥角膜早期不易诊断#往往被
误诊为近视#并且早期病变组织极难获得#关于其发病
机制的研究较少#发病机制尚不清楚 )"* ' 圆锥角膜患
者角膜超微结构变化提示该病的原发病变可能在角膜

基质层#主要是肌成纤维细胞的出现和细胞外基质的
合成与降解异常#使角膜胶原蛋白成分和代谢发生改
变

)@* ' 因此#成功分离培养人圆锥角膜相关成纤维细
胞+7EG85')I(2GE2)'?F?IGE&,+&'8 05G'FE7E8+?*'F(58F?#
\ZJ?,成为进一步明确圆锥角膜发病机制的基础' 本
研究旨在探索有效分离培养 \ZJ?的方法#并将 \ZJ?
与正常人角膜成纤维细胞 + 7EG85')I(2GE2)'?F?IGE&
,+&'8 ,5')F,/7E8FGE)?#\JU?,的生物学特性进行比较'

:7材料与方法

:4:7材料
:4:4:7标本来源7收集西安市第一医院 @#"9 年 " 月
至 @#"= 年 " 月收治的 "# 例急性圆锥角膜患者行角膜
移植术后的角膜标本#标本获取前均获得患者本人同
意#并签署知情同意书' 正常角膜组织来源于西安市
第一医院眼库' 本研究经西安市第一医院医学科研伦
理委员会批准+批文号""A#R,' 在无菌条件下切取组
织标本#置于预冷磷酸盐缓冲液 + *,E?*,'F52+II5G56
?')(85#aeX,中#于-# &(8内移回实验室'
:4:4;7主要试剂及仪器7最低必需培养液 +%'H)5j?
&(8(&+& 5??58F(')&56(+&# %b%b, +美国 C̀JJ公
司,&胰蛋白酶(胎牛血清 +美国 \/J)E85公司,&小鼠
抗人 !平滑肌肌动蛋白 +!B?&EEF, &+?7)5'7F(8#!B
Xb̀ ,单克隆抗体+ À@@S,(小鼠抗人 !"B" 型胶原蛋
白 + 7E))'H58 F/*5" ')*,'"# J;_" "̀ , 单克隆抗体
+X è"R#@"A",(小鼠抗人 !"B- 型胶原蛋白 +7E))'H58
F/*5- ')*,'"#J;_- "̀ ,单克隆抗体 +J=S#A , +美国
X(H&'公司,&辣根过氧化物酶+ ,EG?5G'6(?, *5GEN(6'?5#
\Oa,标记羊抗小鼠多克隆抗体 +北京中杉金桥生物
技术有限公司,&细胞增生检测试剂盒 +75))7E+8F(8H
0(FBS#JJZBS,(电化学发光 +5)57FGE7,5&()+&(85?75875#
%J_,显色试剂盒+上海生工生物工程公司,' J;@培

养箱+上海力申科学仪器有限公司 ,&酶标仪 +美国
C,5G&EU(?,5G公司,&;6/??'/双色红外荧光成像系统
+美国 _<BJ;O公司,'
:4;7方法
:4;4:7\ZJ?和 \JU?的分离(培养及传代!无菌条

件下#将圆锥角膜患者病变角膜组织和来自眼库的正
常角膜组织分别置于含" ### k>&)+商品单位,青链霉
素 aeX 中#清洗 @ 次' 显微镜下用刀片分别刮掉上皮
和内皮层#基质组织剪成@ &&l@ &&大小#均匀平铺于
细胞培养皿中#加入约@ &)%b%b培养基 +含体积分
数 "#Y UeX(质量分数 "Y青链霉素,#置于 -= m的
J;@培养箱内培养#每日倒置显微镜下观察细胞生长
情况#每周换液 @ Q- 次' 待上述原代细胞长满培养皿
底部面积约 S#Y#进行 " @̂传代培养' 用 aeX 洗涤细
胞 - 次#加入质量分数 #g@AY胰蛋白酶约" &)进行消
化' 显微镜下见细胞质回缩(细胞趋向圆形时#立即加
入完全培养基终止消化#吹打混匀制成细胞悬液' 离
心半径$ 7&#" ### G>&(8离心A &(8#去胰蛋白酶后分 @
个培养皿置于@ &)%b%b培养基+含 "#Y UeX("Y青
链霉素(#gA &&E)>_维生素 J,中培养#每周换液 @ Q-
次#持续 R 周'
:4;4;7\ZJ?和 \JU?的形态学观察!倒置相差显微
镜下观察原代及传代细胞的大小(形态' 第 @ 代 \ZJ?
和 \JU?培养后 R 周#培养细胞已贴壁成膜状#弃去培
养液#aeX 清洗 @ 遍#用细胞刮铲刮下贴壁细胞置于小
离心管中#" ### G>&(8离心"# &(8#使细胞成团#戊二醛
固定#制备电子显微镜超薄切片#透射电子显微镜下观
察细胞的超微结构'
:4;4<7JJZBS 法检测细胞增生!取培养 R 周的第 @
代 \ZJ?和 \JU?#制备细胞悬液#细胞计数调整密度
为 Rl"#- >孔#接种于 $9 孔板#每孔"## ")' 细胞贴壁
后经同步化@R ,#每孔加入 JJZBS 试剂"# ")#继续孵
育- ,#用酶标仪于波长RA# 8&处检测各孔吸光度+K,
值#连续= 6同一时间点进行观察#每组均设 9 个复孔#
重复测量取平均值'
:4;4=7M5?F5G8 2)EF法检测细胞标志物!取培养 R 周
的第 @ 代 \ZJ?和 \JU?#细胞裂解液裂解细胞提取总
蛋白#eJ̀ 法测定蛋白浓度' A# "H总蛋白进行质量分
数 "#Y X:XBà [%凝胶电泳#随后进行 aV:U转膜'
以 !BXb̀ +" @̂ ###,(J;_" "̀ +" @̂ A##,和 J;_- "̀
+" @̂ ###,小鼠抗人单克隆抗体为一抗#\Oa标记山
羊抗小鼠为二抗+" Â ###,#采用 %J_法显色#;6/??5/
双色红外荧光成像系统检测#并以 #B'7F(8 为内参#计
算各目的蛋白相对表达量'
:4<7统计学方法

采用 XaXX "$4# 统计学软件+美国 <eb公司,和
[G'*,a'6 aG(?&Ag#+美国 [G'*,*'6 公司,进行统计分
析' 计量数据资料经 X,*(GEBM'))(?检验证实呈正态分
布#以 &5'8iX:表示#组间比较采用独立样本 1检验'
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图 :7光学显微镜下培养细胞的形态学表现Cl@##,! "̀培养= 6原代 \JU?!e"培养"R 6
原代\JU?!J"培养 R 周第 @ 代 \JU?!:"培养= 6原代 \ZJ?!%"培养"R 6原代 \ZJ?!U"培
养 R周第 @ 代 \ZJ?
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图 ;7透射电子显微镜下细胞超微结构表现ClR- ###,!与 \JU?相比G\ZJ?胶原纤维变
细(数目减少G线粒体肿大(嵴消失G高尔基体明显扩张G内质网严重肿胀! "̀\JU?胶原纤
维!e"\JU?线粒体!J"\JU?内质网!:"\JU?高尔基体!%"\ZJ?胶原纤维!U"\ZJ?
线粒体!["\ZJ?内质网!\"\ZJ?高尔基体

表 :7培养后不同时间点 ; 种角膜成纤维细胞 !值比较C/#+*JKL,

细胞

类型

样本

量

培养后不同时间点角膜成纤维细胞 K值
第 " 天 第 @ 天 第 - 天 第 R 天 第 A 天 第 9 天 第 = 天

\JU? "# #g-=i#g#" #gA"i#g#" #g="i#g#@ #g$Si#g#@ "gR9i#g#@ "gS@i#g#@ "gSAi#g#@
\ZJ? "# #gR#i#g#"' #g9@i#g#-' #g=$i#g#@' "gA-i#g#@' "g$#i#g#@' @g"9i#g#@' @g"9i#g#@'

!注"L组间 fA #@-g"-G*h#g#"&L时间 f-S A"Sg"9G*h#g#"4与\JU?比较G'*h#g#"C重复测量两因素

方差分析G_X:B1检验,!\JU?"正常人角膜成纤维细胞&\ZJ?"人圆锥角膜相关成纤维细胞

培养后不同时间点 @ 种角膜成纤维细胞 K值比较采用
重复测量两因素方差分析G两两比较采用 _X:B1检验'
@ 种角膜成纤维细胞中 !BXb̀ (J;_" "̀ 和 J;_- "̀ 相
对表达量的比较采用独立样本 1检验' *h#g#A 为差
异有统计学意义'

;7结果

;4:7培养细胞的形态学表现

原代培养= 6G组织片周围有新生细胞长出G\JU?
仅伸出少许细胞伪足G\ZJ?已有细胞迁移&培养"R 6G
细胞几乎铺满培养皿G\ZJ?稍显肿胀G边缘不规则G
有突起G\JU?边缘规则G排列有一定的方向性C图 ",'

与 \JU?相比G第 @ 代 \ZJ?胶原纤维变细G数量
减少G线粒体肿大(嵴消失G高尔基体明显扩张G内质网
严重肿胀C图 @,'
;4;7人角膜成纤维细胞生长曲线

第 @ 代 \ZJ?与 \JU?在同样的培
养条件下G种植细胞数目相同和观察时
间相同G培养" Q@ 6细胞增生较少G为细
胞适应生长期&- Q9 6细胞量明显增多G
为细胞对数生长期G第 9 天后G细胞 K
值出现平台期G细胞数不变C图 -,' 培
养后不同时间点 @ 种角膜成纤维细胞 K
值比较G差异均有统计学意义 CL组间 f
A #@-g"-G*h#g#"&L时间 f-S A"Sg"9G*h
#g#",G其中同一时间点 \ZJ?细胞 K
值均明显大于 \JU?细胞 K值G差异均
有统计学意义C均 *h#g#",C表 ",'
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图 <7人角膜成纤维细胞生长曲线!培养 " Q@ 6
细胞增生较少G- Q9 6细胞量明显增多G第 9 天
后G细胞 K值出现平台期G细胞数不变!\ZJ?"
人圆锥角膜相关成纤维细胞&\JU?"正常人角膜
成纤维细胞

;4< 7 @ 种细胞中 !BXb̀ (J;_" "̀ 和
J;_- "̀ 相对表达量的比较

;6/??5/软件测定 !BXb̀ (J;_" "̀
和 J;_- "̀ 相对灰度值结果显示G\ZJ?
和 \JU?中 !BXb̀ 的相对表达量分别

为 "@#g## iAg== 和 "##g## i#g##G
J;_- "̀ 的相对表达量分别为 "ASg--i
RgR" 和 "##g##i#g##GJ;_" "̀ 相对表
达量为 SSg-- i"g9= 和 "##g## i#g##G
\ZJ?中 !BXb̀ 和 J;_- "̀ 的相对表达
量均较 \JU?明显升高G\ZJ?中 J;_" "̀

sASs中华实验眼科杂志 @#"$ 年 @ 月第 -= 卷第 @ 期!J,(8 T%N* ;*,F,')&E)GU52G+'G/@#"$GVE)4-=GWE4@
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的相对表达量较 \JU?明显降低#差异均有统计学意
义+1fP-gR9#*h#g#A&1fP"-g@-#*h#g#"&1f=g###*h
#g#A,+图 R,'
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图 =7aBI0和a8B0
细胞标志物表达比较

! "̀ \JU?和 \ZJ?
细胞标志物 !BXb̀ (
J;_" "̀ 和 J;_- "̀
表达电泳图!""\JU?
!@"\ZJ?!e"\JU?
和\ZJ?细胞标志物
!BXb̀ ( J;_" "̀ 和
J;_- "̀ 相对表达量
比较 ! 与 \JU?比

较#'*h#g#A+独立样
本 1检验,!#B'7F(8"
#B肌 动 蛋 白& !B
Xb̀ "!B平滑肌肌动

蛋白&J;_" "̀"!"B" 型胶原蛋白&J;_- "̀"!"B- 型胶原蛋白&\JU?"
正常人角膜成纤维细胞&\ZJ?"人圆锥角膜相关成纤维细胞

<7讨论

圆锥角膜主要发生于青少年群体#会引起致盲致
残的严重后果' e/0,ED?0'/'等 )-*

报道#圆锥角膜的发
病率约为 ">@ ####中国尚缺乏相关的流行病学资料'
北京地区圆锥角膜的发病率为">@ A## )R* &谢立信等 )A*

调查结果显示#自 @### 年起#山东省眼科研究所收治
的圆锥角膜患者呈直线增多#位居角膜移植术第 @ 位'
圆锥角膜患眼早期可通过配戴近视镜片或硬性透气性

角膜接触镜加以控制#然而并不能完全阻止疾病发展&
近年来#国际上应用核黄素紫外光胶原交联术治疗圆
锥角膜取得了一定的疗效#但急性发作期及晚期圆锥
角膜患者发生角膜水肿或瘢痕形成#造成视力障碍#只
能通过角膜移植手术恢复#术后视力往往不佳 )9P$* #加
之角膜移植材料匮乏#患者不能得到及时治疗#是临床
上棘手的眼病之一' 圆锥角膜的发病机制一直是临床
上多年尚未解决的难题#其相关的发病机制(预防疾病
进展的措施等均待深入研究

)"#* '
圆锥角膜动物模型尚不成熟#目前采用的圆锥角

膜小鼠模型是基因突变造成的角膜炎引起的继发性角

膜扩张#与圆锥角膜的发病机制(疾病进展过程等方面
有很大不同#并不能被认为是真正的圆锥角膜动物模
型

)""* ' 从新鲜的活体组织分离培养获得的细胞抗原
丢失少#仍保留原来的遗传特性#与体内细胞微环境更
接近#因此#从圆锥角膜患者角膜组织中分离纯化
\ZJ?是研究该病发病机制的基础 )"@P"-* ' 本研究从圆
锥角膜患者角膜组织和正常人角膜组织中分别成功分

离(培养了 \ZJ?和 \JU?' 由于成纤维细胞需要附着
因子黏附#并且在表面生长扩散#其生长密度很低#不
需要高浓度的营养物#因此本研究中采用含 "#Y胎牛
血清的 %b%b培养基' 成纤维细胞合成和分泌胶原
蛋白#维生素 J不仅是主要的抗氧化剂#也是胶原合
成的辅助因子' 胶原蛋白富含羟脯氨酸和羟赖氨酸#
维生素 J参与脯氨酸羟化#因此#本研究在培养基中
加入维生素 J+终浓度#gA &&E)>_, )"R* '

本研究中光学显微镜下观察结果显示#"# 例圆锥
角膜患者角膜组织分离培养出的 \ZJ?与 "# 例正常
人角膜组织分离培养的 \JU?形态差异不大' 尽管
JJZBS 测定结果显示#同一时间点 \ZJ?的细胞增生
率高于 \JU?#但透射电子显微镜观察发现 \ZJ?胶原
纤维变细(减少#线粒体肿大(嵴消失#高尔基体明显扩
张#内质网严重肿胀#提示圆锥角膜主要是细胞微环境
的改变' 角膜基质损伤修复时#部分角膜成纤维细胞
转化为肌成纤维细胞#肌成纤维细胞是介于成纤维细
胞和平滑肌细胞之间的一种终末分化细胞#含有特殊
的骨架蛋白 !BXb̀ #该蛋白是肌成纤维细胞收缩表型
的标志

)"A* ' \ZJ?高表达 !BXb̀ #证明圆锥角膜成纤
维细胞活化为肌成纤维细胞#导致细胞外基质异常分
泌#活化的肌成纤维细胞与新合成的细胞外基质构成
细胞P细胞外基质网络#参与角膜基质重建#同时其具
有的收缩特性使角膜瘢痕收缩#严重影响视功能 )"9* '
正常角膜胶原占角膜干质量的 ="Y#角膜基质主要由
$型和%型胶原构成#$型胶原主要起支架作用#是保
持角膜机械张力的重要因素

)"=P"$* ' :5)'(H+5等 )@#*
报

道了圆锥角膜患者与正常人角膜相比#" 型胶原蛋白
含量与 - 型胶原蛋白含量比值下降' 本研究中
M5?F5G8 2)EF检测发现#\ZJ?与 \JU?相比#J;_" "̀
表达下降#J;_- "̀ 表达上升#与 :5)'(H+5等 )@#*

的研究

结果一致#结合透射电子显微镜检查结果#进一步提示
细胞微环境的改变导致角膜胶原蛋白成分改变#使得
角膜机械抵抗力降低#从而使相应部位的角膜前突(变
薄#引发圆锥角膜'

综上所述#本研究中成功分离培养了 \ZJ?#并鉴
定了其生物学特性#这一体外细胞模型的建立对进一
步研究圆锥角膜的发病机制具有重要意义'
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

!!根据国际医学期刊编辑委员会提供的-生物医学期刊投稿统一要求.的表述#本刊对作者撰写稿件时关于-知情同意.和-医学

伦理学.的描述提出如下要求"
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不应该以文字(图片或家系信息的方式在出版物上公开#除非这些信息对于本研究是必需的#如需在出版物上显示#应征得患者+或

者父母(监护人,签署的书面同意书'

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息#但难以做到完全匿名时+如在照片中掩盖患者的眼部#不足以保护患者的隐私

权,#应提供知情同意的信息' 如果用改变患者的身份特征+如遗传家系等,以保护患者隐私权的方法#作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性#并且编辑应在文中对此予以说明'

+@,医学伦理学!以人体为实验对象的研究#作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构(国家委员会或 "$=A 年赫尔辛

基宣言+@##A 年修订,的医学伦理学标准' 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题#作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性#提交已通过审查机构的批准情况' 以动物为实验对象的研究#作者应当说明是否遵循当地的相关机构(

学会+国内或国外,及国家实验动物保护和使用指南'
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