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!实验研究!

转化生长因子P#G介导的角膜基质细胞外基质

纤维化体外三维培养模型的构建

靳荷(罗世男(范梓晰(李杰(周卫为(李霞

(("摘要#(背景(角膜损伤修复过程中细胞外基质)B̂ S*纤维化是角膜瘢痕形成的基础$转化生长因子P#G

)*VdP#G *可引起角膜基质过度产生 B̂ S% 我们在前期的研究工作中构建了角膜基质三维培养模型$而将

*VdP#G添加于该三维培养体系中是否可达到构建角膜基质 B̂ S纤维化的体外三维培养模型有待研究%(

目的(评估 *VdP#G对该三维培养模型中 B̂ S纤维化相关基因表达的影响$确定该三维培养体系是否可以作

为角膜基质 B̂ S纤维化的体外三维培养候选模型%(方法(分离新鲜成年牛角膜$并在基础培养液)ESBS)

dGMk体积分数 GH]胎牛血清*中进行角膜基质细胞的培养$将 OpGHO
个牛角膜基质细胞收集于 GO 2.离心管

中构建体外三维培养模型 )C&..&9*$根据培养液中添加的 *VdP#G质量浓度的不同分为基础培养液组 )无

*VdP#G *(基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组和基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组$于培养 M 周时用钙黄绿素P

cS)碘化丙啶法 ) +̂.1&'8PcS)C>*法进行细胞活性测定&分别于培养后 XW "(G 周和 M 周应用实时荧光定量

Ĉ Q),&+.P9'2&ĈQ*和 f&09&,8 5.#9法检测各组 C&..&9中 "P平滑肌肌动蛋白 )"P;Sc*('型胶原 ) #̂.'*(

#̂.( 2QTc及其蛋白的表达%(结果(C&..&9模型培养后 XW "$角膜基质细胞开始抱团$培养后 M 周经

+̂.1&'8 cS)C>染色证实绝大多数细胞存活% 培养后 XW "(G 周和 M 周$基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组和基

础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组角膜基质细胞中 "P;Sc( #̂.'和 #̂.( 2QTc的相对表达量均明显高于基础

培养液组$I 个组间的总体差异均有统计学意义 )Z
分组

mKNK\JXO$QnH\HHG&Z
分组

mIO\GKK$QnH\HHG&Z
分组

m

II\KJJ$QnH\HHG*$且随着培养时间的延长$"P;Sc( #̂.'和 #̂.( 2QTc的相对表达量逐渐升高$差异均有

统计学意义)Z
时间

mO\WKI$QnH\HO&Z
时间

mMNW\KGX$QnH\HHG&Z
时间

mKHJ\XJM$QnH\HHG*& #̂.( 2QTc合成速

率均大于 #̂.' 2QTc的合成速率&f&09&,8 5.#9检测发现$培养后 XW " 和 G 周 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(蛋白的

表达量为微量$培养后 M 周基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组 C&..&9模型中 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(蛋白的相对

灰度表达量分别为 H\INOlH\MHW(G\HKHlH\GJO 和 H\KMNlH\IWM$基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组 "P;Sc(

#̂.'和 #̂.(蛋白的灰度表达量分别为 H\JOWlH\MMW(G\MHGlH\GWJ 和 H\JOIlH\XKW$组间总体比较差异均

有统计学意义)"P;Sc'ZmGH\KNG$QnH\HO& #̂.''ZmGX\HNX$QnH\HO& #̂.('ZmGH\NNO$QnH\HO*%(结论(

培养液中添加 *VdP#G和血清促进角膜 B̂ S的纤维化$表现为 C&..&9三维培养模型中牛角膜基质细胞高表达

纤维化特异性标志物% 该培养体系可作为角膜基质 B̂ S纤维化研究的体外三维培养模型%(

"关键词#(角膜基质细胞& 创伤修复& 细胞培养技术)方法& 转化生长因子P#G & 细胞外基质& 纤维化&

'型胶原& (型胶原
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"63#9"&0'0#-9"'009$/67+09#+33.6*VdP#G '8 9"&9",&&P/'2&80'#8+.1$.9$,&0609&29#&09+5.'0" +1#,8&+.09,#2+

B̂ S-'5,#0'02#/&.:( ;%$+#0)( d,&0" 5#<'8&1#,8&+07&,&&49,+19&/ -#,9"&1$.9$,&#-5#<'8&?&,+9#169&0'8

1#809,$19&/ 9",&&P/'2&80'#8 1$.9$,&0609&2:*"&C&..&907&,&1$.9$,&/ '8 9"&ESBS)dGMkGH] -&9+.5#<'8&0&,$2

)dg;* 2&/'$2 7'9" H\O 8=)2.#,G\H 8=)2.*VdP#G #,7'9"#$9*VdP#G $,&03&19'<&.6:̂ +.1&'8 cS)) 3,#3'/'$2

'#/'/&* C>09+'8'8=7+0&23.#6&/ 9#+00+69"&1&..<'+5'.'96M 7&&?0+-9&,1$.9$,&:*"&&43,&00'#80#-"P02##9" 2$01.&

+19'8 )"P;Sc*$963&' 1#..+=&8 ) #̂.'* +8/ #̂.( 2QTc+8/ 3,#9&'8 '8 9"&1&..07&,&/&9&19&/ 56,&+.P9'2&

ĈQ+8/ f&09&,8 5.#9,&03&19'<&.6XW "#$,0$ G 7&&? +8/ M 7&&?0+-9&,1$.9$,&/:*"&,&0$.907&,&09+9'09'1+..6

+8+.6Y&/:(B%),1$)( $̂.9$,&/ -#,XW "#$,0'8 9"&C&..&90609&2$1#,8&+.09,#2+.1&..01.$09&,&/ +8/ 7+0'/&89'-'&/

+.'<&56 +̂.1&'8PcS)C>09+'8'8='8 M 7&&?0:*"&,&.+9'<&&43,&00'#8 .&<&.0#-"P;Sc$ #̂.' +8/ #̂.( 2QTc7&,&

&.&<+9&/ '8 5#9" 9"&H\O 8=)2.+8/ G\H 8=)2.*VdP#G 0$33.&2&89=,#$30'8 1#23+,'0#8 7'9" 9"&#8.6ESBS)dGMk

GH]dg; =,#$3$7'9" 2+,?&/ /'--&,&81&+2#8=9"&9",&&=,#$30)Z=,#$3 mKNK\JXO$QnH\HHG&Z=,#$3 mIO\GKK$Qn

H\HHG&Z=,#$3 mII\KJJ$QnH\HHG*$+8/ 9"&&43,&00'#8 .&<&.0'81,&+0&/ 7'9" 9"&.+30&#-1$.9$,&9'2&)Z9'2&mO\WKI$

QnH\HO&Z9'2&mMNW\KGX$QnH\HHG&Z9'2&mKHJ\XJM$QnH\HHG*:*"&0689"&9'1,+9&#-̂ #.( 2QTc7+0#5<'#$0.6

-+09&,9"+8 9"+9#-̂ #.' 2QTc:f&09&,8 5.#90"#7&/ 9"+9#8.6+9,+1&#-"P;Sc$ #̂.' +8/ #̂.( 7&,&/&9&19&/ XW

"#$,0+8/ G 7&&? +-9&,1$.9$,&:*"&&43,&00'#8 .&<&.0#-"P;Sc$ #̂.' +8/ #̂.( '8 C&..&90609&2'8 H\O 8=)2.

*VdP#G 2&/'$27&,&H\INOlH\MHW$G\HKHlH\GJO +8/ H\KMNlH\IWM$+8/ '8 G\H 8=)2.*VdP#G 2&/'$27&,&H\JOWl

H\MMW$G\MHGlH\GWJ +8/ H\JOIlH\XKW$,&03&19'<&.6M 7&&?0+-9&,1$.9$,&$0'=8'-'1+89/'--&,&81&07&,&0"#78 +2#8=

9"&9",&&=,#$30)"P;Sc'ZmGH\KNG$QnH\HO& #̂.''ZmGX\HNX$QnH\HO& #̂.('ZmGH\NNO$QnH\HO*:(

C#.(1,)'#.)( c//'9'#8 #-*VdP#G +8/ 0&,$2 &8"+81&9"&+00&25.6+8/ -'5,#0'0#-B̂ S$ 0"#7'8=9"&"'="&,

&43,&00'#80#-03&1'-'1-'5,#9'12+,?&,0'8 5#<'8&?&,+9#169&0C&..&9:*"'01$.9$,&0609&,21+8 5&$0&/ +0+1+8/'/+9&

9",&&P/'2&80'#8+.2#/&.-#,1#,8&+.09,#2+B̂ S-'5,#0'0:(

!6%7 /#"0)"5 #̂,8&+.?&,+9#169&& f#$8/ "&+.'8=& &̂..1$.9$,&9&1"8'@$&0)2&9"#/0& *,+80-#,2'8==,#79"

-+19#,P#G & B49,+1&..$.+,2+9,'4& d'5,#0'0& #̂..+=&8 963&'& #̂..+=&8 963&(

((角膜基质瘢痕形成是导致角膜外伤(炎症修复后
的角膜基质失去透明性的组织学基础$寻找减少瘢痕
形成的方法一直是角膜创伤修复的研究热点% 细胞的
体外三维培养技术逐渐发展和成熟

+GbM, $为二维单层
培养细胞方法向动物实验研究的技术转化建立了桥

梁% 目前$三维培养的细胞主要应用于组织工程学研
究及药物的筛选% 近年来$有研究利用不同的体外三
维培养模型进行角膜基质细胞对生长因子反应的研

究
+IbX, % 我们前期的研究建立了牛角膜基质细胞的体

外三维培养模型
+O, $本研究拟在此基础上于培养体系

中添加转化生长因子P#G)9,+80-#,2'8==,#79" -+19#,P#G$
*VdP#G*进行长期培养$评估该培养体系作为角膜基
质纤维化体外三维培养模型的可行性%

85材料与方法

8:85主要试剂
*VdP#G('型胶原)1#..+=&8 963&'$ #̂.'*酶)美

国 V'51#公司*&ESBS)dPGM )G iG*培养基(体积分数
GH]胎牛血清)-&9+.5#<'8&0&,$2$dg;* )美国 D61.#8&
公司 *& 钙 黄 绿 素PcS ) +̂.1&'8PcS*( 碘 化 丙 啶
)3,#3'/'$2'#/'/&$C>*(*,'Y#.试剂 )美国 >8<'9,#=&8 公
司*&*+@ ETc聚合酶(S%̀ 逆转录体系(S*;(Ĉ Q引

物)日本 *+?+,+公司*&总蛋白提取试剂盒(ĝ c蛋白
定量试剂盒)上海碧云天公司*&鼠抗人 "P;Sc抗体
)TgCGPNJJMM$G iO HHH*(兔抗人 #̂.(抗体 )TgKHHb
ONX$G iM HHH* )美国 T#<#$0g'#.#='1+.0公司*&兔抗人
#̂.'抗体)CcgGHGNH$G iG HHH$美国 c58#<+公司*&
兔抗人 VcCED抗体)cg;GK$G iM HHH$美国 S'..'3#,&
公司*&羊抗鼠二抗 )NMKPKWHJH$G iMH HHH$美国 %'1#,
公司*&羊抗兔二抗)HJMPHJPGOPHK$G iGH HHH$美国 AC%
公司*%
8:95方法
8:9:85牛角膜基质细胞的分离5取新鲜成年牛眼球
MH 个$自角膜缘向内 M 22分离角膜$将角膜组织剪碎
成 G 22pG 22大小$用二步胶原酶消化法 +K, $将组织
进行消化% 消化液经 MHH 目细胞滤网过滤$收集细胞
悬液$以 GpGHX )12M

的密度接种于 MO 12M
的细胞培养

瓶中$用基础培养液)ESBS)dGMkGH]dg;*培养%
8:9:95体外三维培养模型的构建5当细胞培养瓶中
细胞达到 WH]融合后$用胰酶进行消化$将 OpGHO

个牛

角膜基质细胞收集于 GO 2.离心管中$离心半径 GO 12$
G HHH ,)2'8 离心 O 2'8$弃上清$加入培养液$G OHH ,)2'8
离心 O 2'8$置于 IJ a(体积分数 O] F̂M培养箱内培养%
8:9::5实验分组与药物干预5取构建好的三维培养
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模型)C&..&9*$将细胞分为基础培养液 )ESBS)dGMk
GH]dg;*组(基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G及基础培

养液kG\H 8=)2.*VdP#G组进行培养$隔天换液 G 次$
分别于培养 XW "(G 周和 M 周后取材进行后续实验%
8:9:D 5细胞活性测定5取培养 M 周的 C&..&9$以
+̂.1&'8PcS孵育 MH 2'8$以 ESBS培养液洗涤 I 次$
加入 C>孵育 O 2'8$以 ESBS培养液洗涤 I 次$在激光
扫描共焦显微镜下观察细胞染色情况$判断细胞活性%
8:9:E5Q&+.P9'2&ĈQ法检测 C&..&9中 "P;Sc( #̂.'
和 #̂.( 2QTc的相对表达取培养 XW "(G 周和 M 周
后的 C&..&9$用 Cg; 冲洗 M 遍$碾碎后用 *,'Y#.试剂提
取总QTc$并做电泳鉴定% 取总QTcO\H !.用逆转录
试剂盒逆转录成 1ETc$进行 ,&+.P9'2&ĈQ检测% 相
关的细胞标志性基因引物见表 G$使用荧光定量试剂
盒)日本 *+?+,+公司$ ;RgQ$ C,&2'4B4*+@*S)$*.'
QT+0&DC.$0*扩增$反应体系为 ;RgQ$ C,&2'4B4*+@
) GH\H !.$Ĉ Q上下游引物各 H\W !.$QFhQ&-&,&81&
E6&)OH 倍*H\X !.$1ETc模板 M\H !.$/DMF)灭菌蒸馏
水*K\H !.$共 MH\H !.% 反应条件为 NO a预变性IH 0$
NO a反应 O 0$KH a反应 IH 0$循环 XH 次% 以 VcCED
为内参基因$各基因 9̂值用 %%̂ 9法计算其相对表
达量%

表 85!CB引物序列

基因 引物序列)O/bI/ *

"B-<I 上游'^̂ VcVc*̂ *̂ ĉ V̂ĉ *ĉ *̂̂ c

下游'V̂ cV*VV̂ ĉ*̂ *̂ c**̂ *̂ cc
K#:' 上游'cVVcc*V̂ *̂VV*Vcĉ Vc

下游' ĉ̂ *̂**VVVĉ ĉV̂ c*̂
K#:( 上游'VVc*̂c*V̂ ĉV*VVVcc*V*c

下游'ĉ VV̂ *̂*V̂ V*V***Vc
CIQ(J 上游'^̂ *V̂ ^̂ V**̂Vĉ cVc*cV

下游'c*VV̂ Vĉ Vc*V*̂ ĉ̂ ***

(注' ;Sc'平滑肌肌动蛋白& #̂.'''型胶原& #̂.('(型胶原&

VcCED'甘油醛PIP磷酸脱氢酶

8:9:F5f&09&,8 5.#9法检测 C&..&9中 "P;Sc( #̂.'和
#̂.(蛋白的表达(取培养 XW "(G 周和 M 周的 C&..&9$

Cg; 冲洗 M 遍$用总蛋白提取试剂盒提取总蛋白$采用
ĝ c蛋白定量试剂盒进行蛋白定量% 质量分数 W]聚
丙烯酰胺凝胶电泳$每孔上样等量总蛋白% 用湿转电
转膜法将蛋白质转印至 C̀ Ed膜$封闭 G\O " 后$加入
相应的一抗$X a孵育过夜$加入二抗$室温下摇床孵
育 G "$用 F/600&6红外扫膜仪进行信号检测% 细胞中
"P;Sc( #̂.' 和 #̂.( 蛋白表达量的检测均以
VcCED作为内参照%

8::5统计学方法
采用 ;C;; GK\H 统计学软件进行统计分析% 经

,&+.P9'2&ĈQ和 f&09&,8 5.#9测定的数据资料经 f检
验呈正态分布$用 Yl3表示% 采用均衡分组单因素三
水平实验设计$基础培养液组(基础培养液kH\O 8=)2.
*VdP#G组和基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组 C&..&9培
养不同时间点的角膜基质细胞中 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(
2QTc相对表达量的总体差异比较采用两因素方差分
析&I 个组培养 M 周后角膜基质细胞中 "P;Sc( #̂.'
和 #̂.(蛋白表达的总体差异比较采用单因素方差
分析% 采用双尾检测法$QnH\HO 为差异有统计学
意义%

95结果

9:85原代培养牛角膜基质细胞的形态
原代牛角膜基质细胞在无血清培养条件中呈树突

状$细胞体较小$可见细胞伸出较长的触角$细胞间连
接稀疏)图 Gc*&GH]dg; 二维单层培养后细胞体积变
大$呈梭形$达到 WH]融合)图 Gg*$取该阶段细胞构
建 C&..&9模型%

A B
图 85牛角膜基质细胞形态观察)pGHH*(c'无血清培养的牛角膜
基质细胞呈树突状$细胞排列较稀疏(g'二维单层培养的牛角膜基
质细胞变大$变扁平$细胞突起更少$细胞呈极化状态

9:95C&..&9模型的生长情况
基础培养液组(基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组

和基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组均在培养后 XW "
C&..&9模型开始成簇生长$振荡后不松散&培养 G 周和
M 周后 C&..&9模型结构稳定)图 Mc[>*% 培养 M 周后
C&..&9模型经 +̂.1&'8PcS)C>染色$在激光扫描共焦显
微镜下可见绝大多数存活细胞呈绿色荧光$密集排列$
散在经 C>染色后的死亡细胞$细胞核呈红色荧光)图
M_*$培养 M 周后 C&..&9生长状态良好%
9::5C&..&9模型中 "P;Sc( #̂.'和 #̂.( 2QTc的
相对表达

培养 XW "(G 周和 M 周后$基础培养液组(基础培
养液kH\O 8=)2.*VdP#G组和基础培养液kG\H 8=)2.
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图 95!%11%$模型生长情
况(各组培养 XW " 后的
C&..&9成簇生长$培养 G
周和 M 周后 C&..&9模型结
构稳定(c'基础培养液
组培养 XW "(g'基础培
养液组培养 G 周( '̂基
础培养液组培养 M 周(
E'基础培养液kH\O 8=)2.
*VdP#G组培养 XW "(B'

基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组培养 G 周(d'基础培养液kH\O 8=)2.

*VdP#G组培养 M 周(V'基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组培养 XW "

D'基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G 组培养 G 周(>'基础培养液k

G\H 8=)2.*VdP#G组培养 M 周(_'激光扫描共焦显微镜下 C&..&9中

存活的细胞呈绿色荧光$细胞间排列紧密$可见散在分布的死亡细
胞$细胞核呈红色荧光) +̂.1&'8PcS)C>pGHH*

*VdP#G组间 "P;Sc( #̂.'和 #̂.( 2QTc相对表达

量的总体比较差异均有统计学意义)Z分组 mKNK\JXO$

QnH\HHG&Z分组 mIO\GKK$QnH\HHG&Z分组 mII\KJJ$Qn

H\HHG*$其中基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组和基础

培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组 "P;Sc的相对表达量均
明显高于基础培养液组$差异均有统计学意义 )"P
;Sc'6mGM\MJG( GG\HWO$ 均 QnH\HO& #̂.'' 6m
IO\HKO( JI\MGN$ 均 QnH\HO& #̂.(' 6mGXN\HWN(
XK\MNI$均 QnH\HO*% 各组 C&..&9模型中 "P;Sc( #̂.'
和 #̂.( 2QTc的相对表达量随着培养时间的不同
总体比较差异均有统计学意义)Z时间 mO\WKI$QnH\HO&

Z时间 mMNW\KGX$QnH\HHG&Z时间 mKHJ\XJM$QnH\HHG*$

基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G 组和基础培养液 k
G\H 8=)2.*VdP#G组 C&..&9模型培养 G 周后与各自的
XW " 比较$"P;Sc( #̂.'和 #̂.( 2QTc相对表达量
差异均无统计学意义$I 个组 C&..&9模型培养 M 周后与
各自培养 XW " 比较$"P;Sc( #̂.'和 #̂.(的表达量
显著增加$差异均有统计学意义)"P;Sc'6mMO WHO\MHO(
MGW\WNJ(GOM\JJX$均 QnH\HO& #̂.'' 6mXHG\WOH(
JN\NGX(JH\IIN$均 QnH\HHG& #̂.('6mM JMN\KII(
XNO\KGO(GMH\NOK$均 QnH\HHG*)表 M [X*% 基础培养
液kH\O 8=)2.*VdP#G 组和基础培养液kG\H 8=)2.
*VdP#G组 #̂.( 2QTc合成速率均快于 #̂.' 2QTc
的合成速率)图 I*%

表 95各组 !%11%$模型培养不同时间点
#IN;3&BS3的相对表达量)!Q"$9Z66C$*

组别 样本量
"P;Sc2QTc相对表达量

XW " G 周 M 周

基础培养液组 N H\HHIlH\HHG H\HOHlH\HGG G\HHHlH\HHH+

基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G 组 N H\HHKlH\HHM5 H\HWXlH\HGN5 G\WXOlH\GMX+5

基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G 组 N H\HHKlH\HHG51 H\HNGlH\HMH51H\HNGlH\HMH+51

(注'Z分组 mKNK\JXO$QnH\HHG&Z时间 mO\WKI$QnH\HO\与各自组内 XW "

值比较$+QnH\HO&与各自的基础培养液组比较$5 QnH\HO&与各自的基

础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组比较$1QnH\HO)区组设计两因素方差分

析$%;EP6检验*(;Sc'平滑肌肌动蛋白&*Vd'转化生长因子

表 :5各组 !%11%$模型培养不同时间点
C#1$ &BS3的相对表达量)!Q"$9Z66C$*

组别 样本量
"P;Sc2QTc相对表达量

XW " G 周 M 周

基础培养液组 N H\HXOlH\HHK H\XXWlH\HJM+ G\HHHkH\HHH+

基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G 组 N H\GNNlH\HXH5 H\JWJlH\GMJ5 G\HJXlH\HKN+5

基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G 组 N H\MKMlH\HXK51 H\NIIlH\GII5 G\MJMlH\GGN+51

(注'Z分组 mIO\GKK$QnH\HHG&Z时间 mMNW\KGX$QnH\HHG\与各自组内

XW " 值比较$+QnH\HO&与各自的基础培养液组比较$5QnH\HO&与各自的

基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G 组比较$1QnH\HO)区组设计两因素方差

分析$%;EP6检验*( #̂.'''型胶原&*Vd'转化生长因子

表 D5各组 !%11%$模型培养不同时间点
C#1% &BS3的相对表达量)!Q"$9Z66C$*

组别 样本量
"P;Sc2QTc相对表达量

XW " G 周 M 周

基础培养液组 N H\HGMlH\HHM H\GMXlH\HIG+ G\HHHkH\HHH+

基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G 组 N H\HIGlH\HHW5 H\MIHlH\HOG5 G\WXOlH\GMX+5

基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G 组 N H\HIGlH\HGH5 H\MWNlH\HOI5 G\NMMlH\MJO+5

(注'Z分组 mII\KJJ$QnH\HHG&Z时间 mKHJ\XJM$QnH\HHG:与各自组内

XW "值比较$+QnH\HO&与各自的基础培养液组比较$5QnH\HO)区组设计

两因素方差分析$%;EP6检验*( #̂.('(型胶原&*Vd'转化生长因子
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基础培养液组
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基础培养液组+1.0ng/mlTGF�β1组

ColⅢ

图 :5C#1$(C#1% &BS3相对表达量对数图(从 XW " 起到 M 周$
#̂.( 2QTc表达速率明显大于 #̂.' 2QTc(*Vd'转化生长因子

9:D5C&..&9模型中"P;Sc( #̂.'和 #̂.(蛋白的相对
表达

C&..&9模型培养 XW " 和 G 周时基础培养液组(基
础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组和基础培养液kG\H 8=)2.
*VdP#G 组均未检测到 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(蛋白的
表达$培养后 M 周基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G组和

基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组检测到这 I 个基因
的表达$而基础培养液组则仍未检测到 I 种蛋白的表
达)图 Xc*% 基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G 组 C&..&9
模型中 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(蛋白的表达分别为
H\INOlH\MHW(G\HKHlH\GJO 和 H\KMNlH\IWM$基础培
养液kG\H 8=)2.*VdP#G组 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(蛋
白的灰度值分别为 H\JOW lH\MMW( G\MHG lH\GWJ 和
H\JOIlH\XKW$组间总体比较差异均有统计学意义
)ZmGH\KNG$QnH\HO&ZmGX\HNX$QnH\HO&ZmGH\NNO$
QnH\HO*)图 Xg*%
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图 D54%)$%".41#$法检测 !%11%$三维培养 9 周后角膜基质细胞中
#IN;3(C#1$和 C#1%蛋白的表达(c'"P;Sc( #̂.'和 #̂.(表
达的蛋白扫膜图(G'基础培养液组&M'基础培养液kH\O 8=)2.*VdP#G

组&I'基础培养液kG\H 8=)2.*VdP#G组(g'各组 C&..&9三维培养后

M 周角膜基质细胞中 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(蛋白表达的量化比较 "P
;Sc'ZmGH\KNG$QnH\HO& #̂.''ZmGX\HNX$QnH\HO& #̂.('Zm
GH\NNO$QnH\HO)单因素方差分析$* mN*(;Sc'平滑肌肌动蛋白&
#̂.'''型胶原& #̂.('(型胶原&VcCED'甘油醛PIP磷酸脱氢酶&

*Vd'转化生长因子

:5讨论

角膜基质主要由含细胞量相对较少的细胞外基质

)&49,+1&..$.+,2+9,'4$B̂ S*构成$角膜基质 B̂ S的组

成成分包括含水的'型胶原纤维(组型胶原纤维)约
占角膜基质湿质量的 GO]*(黏多糖(角质素(硫酸皮
肤素(多种蛋白聚糖(+型胶原及其他各种混杂蛋白
质$角膜基质的功能主要依赖于其纳米结构% 平行的
胶原纤维组成 MOH [XHH 个胶原小薄板$而 M 个邻近胶
原小薄板的胶原纤维近乎呈垂直排列% 角膜受到创伤
后$角膜基质细胞转化为纤维细胞移行到伤口处$一些
类型的创伤还会发生纤维细胞的进一步分化$成为含
平滑肌肌动蛋白的肌成纤维细胞% 纤维细胞和肌成纤
维细胞可合成多种 B̂ S组分$包括'型胶原((型胶
原(纤维连接蛋白及异常蛋白聚糖沉积等$引起 B̂ S
的纤维化$是角膜基质瘢痕形成的病理学基础% 本研
究显示$牛角膜基质细胞在无血清培养液培养下呈树
突状$细胞体较小$细胞突起较少$而在含血清培养液
中培养$角膜基质细胞增大且变扁平$细胞突更少$细
胞呈极化状态$这些细胞为纤维细胞% 角膜基质细胞
的表型决定蛋白聚糖的结构$在角膜基质纤维化中发
挥重要作用

+J, % 我们前期的研究工作中发现$原代牛
角膜基质细胞无法构建体外三维培养模型 C&..&9$而含
血清培养液培养后的第 G 代角膜基质细胞则是较好的
种子细胞

+O, $C&9,#..等 +I,
和 A+,+2'1"#0等 +X,

的研究也

证实了这一点%
角膜基质体外三维培养模型近年来用于角膜病理

生理学的研究领域$这些三维培养模型可分为含支架
及不含支架 M 大类% C&9,#..等 +I,

和 S',#8PS&8/#Y+
等

+W,
以压缩胶原为支架研究了角膜基质细胞在体外

三维培养状态下对生长因子的反应(细胞的移行及细
胞与基质的相互作用等$Q&8 等 +N,

则应用 *,+807&..小
室长期培养角膜基质细胞以获得多层细胞结构% 三维
培养体系中需要特别注意细胞的营养物质及代谢产物

的交换$代谢异常易导致细胞的死亡 +GH, % 研究角膜基
质纤维化的体外三维培养模型需要进行较长时间的培

养$因此需要评估该模型是否能够进行长期培养% 本
研究中在建模后 XW " C&..&9开始抱团$振荡后不松散$
培养后 M 周经 +̂.1&'8PcS)C>染色发现绝大多数细胞
存活$死亡细胞呈散在分布$提示该体系可以进行细胞
的长期体外培养%

角膜创伤修复所形成的瘢痕组织中含有纤维细胞

及肌成纤维细胞$二者可合成杂乱(混浊的角膜基质%
#̂.(和 "P;Sc等是验证基质纤维化的标志物$而

*VdP#G在促进角膜基质细胞及纤维细胞向肌成纤维

细胞的分化中具有重要作用
+GG, % 原位角膜基质细胞

及无血清状态下培养的角膜基质细胞并不表达纤维连

接蛋白受体)整合素 "O#G 和 "<#I*$但血清及 *VdP#G
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却可以明显上调这 M 种整合素受体% *VdP#G介导的

"O#GP"<#I 整合素表达后通过机械化学信号通路对于

下游 "P;Sc的表达及肌成纤维细胞的分化起重要作
用$但上述研究结果是基于二维单层培养模式$培养时
间为 JM "$*VdP#G的质量浓度为 G 8=)2.&而在本研究
中$无论是加入高质量浓度还是低质量浓度的
*VdP#G$其三维 C&..&9培养模型中角膜基质细胞均在
培养后 XW " 检测到 "P;Sc2QTc的表达% 在 _&09&,
等

+GG,
的二维单层培养研究中$用 G 8=)2.*VdP#G诱导

的角膜基质细胞在培养 JM " 后通过免疫荧光技术检
测到 "P;Sc的表达% 这些结果提示角膜基质细胞对
*VdP#G的反应很迅速$在本研究的三维培养体系中$
H\O 8=)2.*VdP#G 即可以刺激角膜基质细胞合成

"P;Sc2QTc$且随着培养时间的推移和 *VdP#G质量

浓度的增加$"P;Sc2QTc的表达逐渐上调$*VdP#G

加速了角膜基质细胞向肌成纤维细胞分化的速度%
角膜基质的 B̂ S组分主要是胶原及少量蛋白聚

糖$成人角膜基质主要的胶原类型是 #̂.'和 #̂.组%
G 根胶原纤维含有这 M 种胶原$在胶原纤维组装时起
着调节胶原纤维直径的作用

+GM, % #̂.(在角膜基质中
占有很低的比例$但是在角膜创伤修复(炎症及一些病
理状态下却显著增加

+GI, % 前胶原分子在细胞内粗面
内质网合成$经高尔基体加工后分泌至细胞外$经蛋白
水解 作 用 后 成 为 胶 原$ 再 被 组 装 成 胶 原 纤 维%
B9"&,&/=&等 +GX,

用 GH 8=)2.*VdP#G刺激二维单层培养

的牛角膜基质细胞$于培养后 GH / 收集培养液并采用
f&09&,8 5.#9法检测到 #̂.'及 #̂.(蛋白的表达% 本
研究中显示$加入 H\O 8=)2.或 G\H 8=)2.*VdP#G进行

三维培养后 G 周均可检测到 #̂.'及 #̂.( 2QTc的
大量合成$培养后 M 周其表达量与 G 周相比显著提高$
#̂.( 2QTc的合成速率较 #̂.' 2QTc更快$而用

f&09&,8 5.#9检测仅在含 *VdP#G的实验组培养 M 周时
检测到 #̂.'及 #̂.(蛋白表达$在未含 *VdP#G的基

础培养液组未检测到相应的蛋白表达$提示在 *VdP#G

作用下$三维培养物中的细胞 #̂.(的表达上调$开始
B̂ S纤维化%

本研究中建立的三维培养模型可以进行长达 M 周
的体外培养$在培养体系中添加 H\O 8=)2.或 G\H 8=)2.
的 *VdP#G XW " 后可以使 "P;Sc( #̂.'和 #̂.(等与
B̂ S纤维化相关因子的转录水平上调$且持续上调至
M 周$培养后 M 周开始在蛋白质水平上表达$且这些因
子的表达量与 *VdP#G具有浓度b效应关系% 该模型可

作为角膜基质 B̂ S纤维化的体外三维培养模型$为体
外研究角膜基质病理生理学提供了新的研究途径%
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