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SU5402抑制人源晶状体 

Inhibitory effect of specific antagonist SU5402 of FGFR1 on growth of 

human LEC．B3 cells 

Xu Qing，Jia Renbing．Department of Dphthalmology，Ninth People’s Hospital，Sh anghai Jiaotong University 

School of Medicine，Shanghai 20001 1，China 

Abstract Objective Posterior capsule opacification(PCO)is a conlnlOn complication after cataract surgery and its 

underlying mechanism remains below understanding．Basic fibroblast growth factor(bFGF)is thought to play a role in the 

development of PCO．This study was designed to explore the effect of SU5402，a specific antagonist of bFGF receptor 1(FGFR1)， 

on cultured human lens epithelial cells(LECs)． Methods LEC·B3 ceils derived from human LECs were cultured in DMEM 

with 10％ fetal bovine serum．Microscope-based evaluation and immunohistochemistry of ecB—crystal protein were used to identify 

LEC—B3 cells derivation．Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed to detect the mRNA 

expression of bFGF and FGFR1 in cultured cells．SU5402 at the concentration of 20 g／mL was added into cultured LEC-B3 cells 

at confusion of 70％ and phosphate buffer solution (PBS)was used as negative contro1．Proliferation cell nuclear antigen 

(PCNA)expression was examined by flow cytometry(FCM)2 days later after administration of SU5402． Results Cultured 

LEC—B3 cells were found to grow as epithelial—like cells with the polygonal shape．Specific B—crystal protein was strongly 

expressed in cytoplasm of LEC—B3 cells．The mRNA level of bFGF and FGFRI in LEC—B3 cells was comparable to that of control 

(GAPDH)．The percentage of PCNA expression in LEC—B3 cells in SU5402 treated group was significantly lower than that in PBS 

treated group(23．95％ ±7，82％ versus 58．86％ ±15．43％ )(t=6．374，P<0．01)． Conclusion SU5402 inhibits the 

growth of LEC-B3 cells ex vivo，which promise to be an effective way to deal with posterior capsule opaeifieation(PCO)． 

Key words posterior capsule opaeification； basic fibroblast growth factor； fibroblast growth factor receptor； LEC—B3 

cells； specific antagonist of fibroblast growth factor receptor 1； SU5402 

摘要 目的 本研究探讨体外应用碱性成纤维细胞生长 因子 (bFGF)受体 1(FGFRI)特 异性 拈抗 剂 SU5402抑 制人 

源晶状体上皮细胞(LECs)增生的影响 。 方法 光镜下观察传代培养的永生化人源 LEC．B3细胞的形态 ，用 d B一晶状体 

蛋 白免疫组织化学法鉴定其性质。采用逆转录聚合酶链反应 (RT—PCR)法检测 LEC—B3细胞中 bFGF和 FGFR1的 mRNA 

表达 。在传代培养 、融合度为 70％的 I Ec．B3细胞 中加 入 SU5402(20／~g／mL)，以磷 酸盐缓 冲液(PBS)作为对照 ，2 d后用 

流式细胞术 (FCM)检测 LEC·B3细胞 中细胞增生核抗原 (PCNA)的表达。 结果 传代培养 的 LEC—B3细胞 呈多边形上 

皮样生长 ，表达特异性的 o【B-品状体蛋 白；LEC—B3细胞 中 bFGF和 FGFR1的 mRNA表 达量 与内参甘油醛一3一磷酸脱氢酶 

(GAPDH)相 当；LEC-B3细胞 中 PCNA 阳性 细胞 的 比例 ，SU5402实验 组为 (23．95±7．82)％ ，PBS对 照组为 (58．86± 

15．43)％ ，差异有统计学意义 (P<0．01)。 结论 LEC．B3细胞丰富表达 bFGF和 FGFR1的 mRNA；体外应用 SU5402可 

显著抑制 LEC—B3增生 ，有望成为防治后囊膜混浊 (PCO)的有效方法。 
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后囊膜混浊 (posterior capsule opacifieation。PCO) 

是影响白内障手术复明效果 的主要并发症 ，其发生 

机制尚未完全清楚。一般认为 ，白内障术后残 留的晶 

状体上皮细胞(1ens epithelial cells，LECs)在后囊膜下 

迁移、增生和间充质化是 PCO形成的细胞学基础。研 

究发现 ，碱 性 成 纤 维细 胞 生 长 因子 (basic fibroblast 

growth factor，bFGF)可能通过促进 LECs增生和间充质 

化，参与 PCO的形成 。具体 的过程可能是 bFGF首 

先与跨细胞膜络氨酸激酶样受体结合 ，引起促有丝分 

裂蛋 白激酶和细胞外信号调节激 酶等激酶磷 酸化 ，进 

而激活下游一系列信号分子 ，发挥其生物学功能。现 

已分 离 出 2种 bFGF受 体 (fibroblast growth factor 

receptor，FGFR)，即 FGFR和 FGFR1，其 中 FGFR1是主 

要受 体。SU5402是 FGFR1特 异性 拮 抗 剂 ，可 阻 断 

bFGF与 FGFRI结合 ，而切断其信号传递 。本研究 

利用人源 LEC B3细胞 ，在确定该细胞大量表达 bFGF 

和 FGFR1的 mRNA的基础上 ，探讨体外应用 SU5402 

特异性拮抗 FGFR1对 LECs增生 的影响，以期 为防治 

PCO提供新的方法。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

LEC—B3细胞 (中山大学 中山眼科 中心 张振平 教 

授惠赠)； B一晶状体蛋 白抗体 (美国 Chemicon公司)； 

Trizol(美国 Invitrogen公 司)；鼠抗人细胞 增生核抗 原 

(proliferation cell nuclear antigen，PCNA)抗体(美国 BD 

公司 )；逆 转 录 聚合 酶 链 反 应 (reverse transcription 

polymerase chain reaction，RT—PCR)试 齐0盒 (日本 

Takara公司)；流式细胞仪(美国 Becton Dickinson公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 光镜观察和 仅B一晶状体蛋 白免疫组织化学鉴 

定 LEC—B3细胞 的来 源 LEC—B3细胞 属 人源 LECs 

系 ，用含 10％胎 牛血清的 DMEM进行常规传代培养。 

免疫组织化学法检测 LEC—B3细胞 B一晶状体蛋 白的 

表达 ，主要步骤 ：PBS漂洗盖玻片上培养 的 LEC—B3细 

胞，室温晾干 ，丙醛浸泡 20 rain，PBS漂洗 ，37℃下用 

3％ H，O，孵 育 10 min，PBS漂洗 ，羊 血 清 37 qC封 闭 

10 min，加抗人 d B一晶状体蛋 白抗体 ，37℃孵育 1 h(以 

PBS代替一抗 作为 阴性 对照 )，加 生物 素标记 二抗 ， 

37 孵育 30 min，PBS漂洗 ，加辣根过氧化物酶标记的 

链霉素卵白素，37 clC孵育 30 min，PBS漂洗，DAB／H 0 

反应染色 ，自来水充分冲洗 ，苏木素复染，常规脱水、透 

明，干燥 、封片、光学显微镜下观察。 

1．2．2 RT—PCR法 检 测 LEC—B3细 胞 中 bFGF和 

FGFR1 mRNA的表达 收集 2×10。传代培养的 LEC—B3 

细胞 ，用 Trizol抽提细胞 总 RNA，进行两步法 RT．PCR 

反应。RT反应体 系：MgC1：2 IxL、10×逆转 录缓 冲液 

1 IAL、无 RNA酶的双蒸水抑制剂 3．75 txL、dNTP混合物 

1 IxL、RNA酶抑制剂 0．25 txL、逆转录酶0．5 L、随机引物 

0．5 L、总 RNA 1 IAL。反应 条件 ：30 oC 10 min、50℃ 

20 min、99℃ 5 min、5℃ 5 min。PCR反应 体系 ：5× 

PCR缓冲液 10 L、双蒸水 28．75 L、Taq酶 0．25 fxL、 

上游引物 0．5 txL、下游引物 0．5 IAL、上述 RT反应产物 

10 txL。bFGF上游引物 ：5’AAGAGCGACCCTCACATCA’ 

3，下游 引物 ：5’TCGTTTCAGTGCCACATACC’3，产物 

长度 225 bp；FGFR1上 游 引 物：5’GACTGGTCTTAG 

GCAAAC’3，下游 引物：5’GCGTCCGACTTCAACA’3， 

产物长度 130 bp。反应 条件 ：94 oC 2 min 1个 循环 ， 

94℃ 30 S、55 qC 30 S、72 oC 2 min，共 35个循环。反应 

结束后 ，取 5 L PCR反应产物进行琼脂糖凝胶 电泳 。 

1．2．3 流式细 胞术 (flow cytometry，FCM)检测应用 

SU5402后 LEC—B3细胞 中 PCNA的表达 在传代培 

养 、融 合 度 为 70％ 的 LEC—B3细胞 中加 入 SU5402 

(20 txg／mL)，以 PBS作为 阴性对照 ，2 d后用 FCM检 

测 2组 LEC—B3细胞 中表达 PCNA的细胞 比例。FCM 

步骤 ：离心收集 LEC—B3细胞(1 000 r／min×5 min)，无 

水乙醇 固定细胞 10 min；PBS洗 涤 2遍 ，0．1％ Triton 

X一100裂解冰浴细胞 5 min；PBS重悬 细胞，室温放置 

30 min并离心收集细胞 ；l mLPBS稀释 20 U FITC标记 

的鼠抗 人 PCNA抗 体，重 悬约 10。个 细胞，室 温孵育 

1 h；PBS重悬洗涤细胞 3遍 ；流式 细胞仪检测分析表 

达 PCNA细胞百分比。 

1．3 统计学方法 

采用 SAS 6．12统计学软件对数据资料进行统计 

学处理。PCNA阳性细胞的百分 比以 ±s表示 ，PCNA 

阳性细胞的百分 比实验组与对照组比较采用独立样本 

的 t检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 光镜观察及 LEC．B3细胞中 o【B一晶状体蛋 白免 

疫组织化学结果 

光镜下见传代培养的 LEC—B3细胞呈多边形上皮 

样细胞生长。免疫组织化学显示 ，LEC—B3细胞浆中大 

量表达特异性 仅B一晶状体蛋 白，证实 LEC—B3细胞来 

源于人 LECs(图 1)。 

2．2 LEC．B3细胞高表达 bFGF和 FGFR1 mRNA 

RT—PCR检测表 明，bFGF、FGFR1的 mRNA均在 

LEC—B3细胞中有表达(图 2)，FGFR1 mRNA的表达量 



较 高 ， 用 G e n e s n a p 软 件 对 R T — P C R 产 物 电 泳 条 带 进 一

步 分 析 时 显 示 ，
b F G F 和 F G F R l 的 m R N A 的 表 达 量 与

内 参 G A P D H 相 当 。

2 ． 3 S U 5 4 0 2 特 异 性 拮 抗 F G F R l 显 著 抑 制 L E C — B 3 细

胞 增 生

S U 5 4 0 2 加 入 L E C — B 3 细 胞 2 d 后 ， 收 集 1 × 1 0
。

L E C - B 3 细 胞 ， 用 F C M 检 测 P C N A 的 表 达 ， 显 示 实 验 组

P C N A 阳 性 细 胞 的 百 分 比 为 ( 2 3 ． 9 5 ％ ± 6 ． 8 2 ％ ) ， 对 照

组 为 ( 5 8 ． 8 6 ％ ± 1 5 ． 4 3 ％ ) ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 1 ) ( 图 3 ) ， 说 明 S U 5 4 0 2 可 在 体 外 明 显 抑 制 L E C — B 3

细 胞 的 增 生 。

3 讨 论

手 术 残 留 的 L E C s 在 后 囊 下 迁 移 、 增 生 和 间 充 质

化 是 P C O 形 成 的 关 键 机 制 ，
b F G F 被 认 为 是 调 控 L E C s

增 生 和 问 充 质 化 的 主 要 因 子 。 研 究 发 现 b F G F 不 仅 可

促 进 L E C s 的 有 丝 分 裂 ， 还 可 促 进 L E C s 向 成 纤 维 细 胞

的 分 化
” 。

；而 b F G F 反 义 寡 核 苷 酸 可 抑 制 L E C s 的 增 生

和 迁 移
” 。

；后 囊 下 L E C s 的 分 裂 能 力 可 被 b F G F 抗 体 抑

制
∽

。 可 见 ，
b F G F 的 作 用 通 路 是 抑 制 L E C s 的 增 生 和

间 充 质 化 ， 防 止 P C O 形 成 有 效 的 靶 点 ， 但 是 目前 的 研

究 大 多 是 直 接 针 对 b F G F 的 ， 围 绕 其 受 体 的 研 究 很 少 。

M F G F R b F G F C A P D H

图 3 体 外 应 用 S U 5 4 0 2 对 L E C - B 3 细 胞 增 生 的 抑 制

S U 5 4 0 2 加 入 L E C — B 3 细 胞 2 d 后 ， 实 验 组 中 P C N A 阳 性 细 胞 比 例 显 著

低 于 对 照 组 ， 图 中 百 分 比 表 示 表 达 P C N A 细 胞 的 比 例 ( t = 6 ． 3 7 4 ，

P < 0 ． 0 1 )

F i g ． 3 T h e i n h i b i t o r y_

e f f e c t o f i n v i t r o a d m i n i s l r a t i o n o f S U 5 4 0 2 o n

g r o w t h o f L E C - � B 3 c e l l s T h e p e r c e n t a g e o f P C N A e x p r e s s i o n i n L E C - - B 3

c e l l s i n S U 5 4 0 2 t r e a t e d g r o u p i s s i g n i fi e a n t l y l o w e r t h a n t h a t i n P B S

t r e a t e d g r o u p ( t = 6 ． 3 7 4
． P < 0 ． 0 1 )

1 3 0 b p

1 2 5 1) p

1 2 7 b p

2

本 研 究 针 对 F G F R l 做 了 一

些 初 步 工 作 。

S U 5 4 0 2 是 一 种 化 学 合

成 物 质 ， 尚 无 合 适 的 中 文

名 ， 英 文 名 为 3 一 [ 3 ． ( 2 一

C a r b o x y e t h y l ) - 4 一 m e t h y l p y r r o l 一

2 - m e t h y l i d e n y l ] 一 2 - i n d o l i n o n e
，

由 M o h a m m a d i 等
∞ 。

首 先 合

成 ， 是 靶 向 F G F R l 的 拮 抗

剂 ， 可 高 效 阻 断 F G F R l 功

能 ， 且 对 胰 岛 素 样 生 长 因 子

受 体 和 表 皮 生 长 因 子 受 体

等 作 用 轻 微 ， 具 有 很 强 的 特

异 性 。 在 肿 瘤 等 疾 病 和 发

育 学 研 究 中 ，
S U 5 4 0 2 应 用

较 为 广 泛 ， 体 现 出 良好 的 生

物 活 性
¨ “ “

。
W o r n a s t o n e

等
⋯ 。

应 用 囊 袋 培 养 的 细 胞

生 长 模 型 ， 首 先 验 证 了

S U 5 4 0 2 可 抑 制 白 内 障 术 后 囊 袋 内 残 留 L E C s 的 生 长 ，

提 出 S U 5 4 0 2 及 其 类 似 物 有 望 在 P C O 的 临 床 防 治 中 发

挥 重 要 作 用 。 本 研 究 结 果 显 示 ， 在 离 体 环 境 中 S U 5 4 0 2

能 够 显 著 抑 制 永 生 化 人 源 L E C — B 3 细 胞 的 增 生 ， 为 上

述 论 断 提 供 了 新 的 实 验 依 据 。

b F G F 在 L E C s 、 囊 膜 、 房 水 中 广 泛 表 达 ， 也 存 在 于

培 养 的 人 L E C s
、 囊 膜 和 手 术 所 获 的 囊 膜 中

” “ “

。 本

研 究 表 明 ， 除 了 b F G F
，

F G F R l 的 m R N A 在 L E C — B 3 细

胞 中 亦 表 达 丰 富 ，
R T — P C R 产 物 电 泳 条 带 灰 度 分 析 显

示 ，
b F G F 和 F G F R l 的 m R N A 表 达 量 与 内 参 基 因 相 当 。

据 此 推 测 L E C — B 3 细 胞 可 能 会 自分 泌 b F G F
， 通 过 与 在

细 胞 表 面 大 量 表 达 的 F G F R l 结 合 ， 以 正 向 循 环 的 方 式

促 进 自身 增 生 。 b F G F 还 可 通 过 F G F R l 以 外 的 受 体 发

挥 生 物 学 作 用 ， 因 此 ， 理 论 上 直 接 阻 断 b F G F 的 作 用 对

眦
2
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抑制 LECs的 增 生更 为有 效。 目前 常 用抗 体 阻断 

bFGF，但潜在 的免 疫性 不 良反应 不容忽 视。SU5402 

是专门针对 FGFR1等 酪氨酸激酶样跨膜受体设计 的 

化合物 ，安全性高于抗体物质 ，更具临床应用前景。此 

外 ，FGFR1是 bFGF的主要受体 ，接受并向细胞内下游 

分子传递大部分 bFGF信号。本研究加入 SU5402 2 d 

后观察到，LEC—B3细胞增生抑制率 >60％，说 明拈抗 

FGFR1可较大程度上消除 bFGF在 LECs增生 巾的促 

进作用。 

考虑到 LEC—B3细胞在传代 培养过程中可能会发 

生性状改变，失去 LECs的特性 ，比如向成纤维细胞分 

化 ，尤其是在多次传代后更易发生 ，从而影响实验的可 

靠性 。因此 ，本研究在加入 SU5402之前 ，分别从形态 

学和组织学角度对 LEC—B3细胞进行 了鉴定 。光镜下 

可见 LEC—B3细胞呈多边形上皮样细胞生 长，免疫组 

织化学结果显示 ，LEC—B3细胞胞浆 中大量表达特异性 

仅B晶状体蛋 白，证明实验所用的 LEC—B3细胞仍维持 

LECs的性状 。PCNA只在增生期细胞 中表达 ，是判断 

细胞增生能力的重要指标之一。以往多用免疫组织化 

学方法检测 PCNA表达 ，该方法简单易行 ，但属定性检 

测方法 ，主观误差较大 ，且不能定量确定细胞的增生能 

力。本研究应用 FCM 检测 LEC—B3细胞 中 PCNA表 

达，可通过直接 比较表达 PCNA细胞 的百分 比，明确 

SU5402对 LEC—B3细胞增生 的抑制程度 ，结果更为直 

观、可靠 。 

本研究表明，人源 LEC—B3细胞大量表达 bFGF及 

其主要 作用受体 FGFR1的 mRNA；体外 应用 FGFR! 

特异性拈抗剂 SU5402可有效抑制 LEC—B3细胞 的增 

生 ，有 望在 以抑 制 LECs增 生 和 问充 质化 为基 础 的 

PCO的防治中发挥重要作用 。当然 ，建立合适的 PCO 

动物模型 ，模拟 PCO形成 的环境和过 程，进一步确 立 

SU5402对 PCO 形 成 的 抑 制 作 用，有 助 于 最 终 将 

SU5402及其类似物应用在 PCO防治的临床研究 中。 
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