
国际眼科杂志 2009年 6月 

电话：029~2245172 83085628 

第 9卷 第 6期 www．IJO．cn 

电子信箱：IJO．2000@163．corn 

TG F一132体外抑制牛角膜内皮细胞增殖的研究 

陆秀兰，张明昌 

· 实验论著 · 

作者单位：(430022)中国湖北省武汉市，华中科技大学同济医学 

院附属协和医院眼科 

作者简介：陆秀兰，女，硕士研究生，研究方向：角膜病。 

通讯作者：张明昌，男，主任医师，教授，博士研究生导师，眼科主 

任兼眼科准分子激光中心执行主任，全国学组委员，武汉市眼科 

学会副主任委员，省激光医学会副主任委员，研究方向：角膜病， 

主要成果：在国内首先开展准分子激光治疗性切削术联合屈光 

性切削治疗角膜混浊合并近视、眼球震颤合并近视等．mingchan— 

gzhang@ hotmail．corn 

收稿13期：2009—03—30 修回13期：2009—05—19 

Inhibitory effect of transforming growth 

factor-132 on bovine corneal endothelial 

cells／n vitro 

Xiu·Lan Lu，Ming-Chang Zhang 

Department of Ophthalmology，Union Hospital of Ton~i Medical 

College and Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 

430022，Hubei Province，China 

Correspondence to：IⅥiI1g_Chang Z}1ar培．Department of Ophthalmology， 

Union Hospital of Ton~i Medical College and Huazhong University of 

Science and Technology，Wuhan 430022，Hubei Province ，China． 

mingchangzhang@ hotmail．con 

Received：2009—03—30 Accepted：2009—05—19 

Abstract 

·AIM ：To observe the inhibitory e仟ect of transforming 

growth factor一132(TGF一132) on the bovine corneal 

endothelial cells(bCECs) in vitro and investigate its 

possible molecular mechanism． 

·METHODS：M-i F assay：the 3 nd passage bCECs were 

treated with different concentrations of TGF-13，(0．1，1，1O， 

1OOng／L)．The cells were cultured in three 96一wells plates 

for 24 ，48 ，72 hours respectively．There were 6 g roups 

including a vacant control group and a negative control 

group in each plate．The inhibitory effect of TGF一13 2 on the 

bCECs growth was m easured by the value of absorption 

0f 3一(4，5一dimethylthiazozy1)一2，5一diphenyl tetrazodium 

bromide(MTT)24，48。72 hours after the treatment．Flow 

cytometer(FCM )：The celf cycle of each g roup were 

tested by FCM 48 hours after the treatment．RT．PCR：the 

bCECs were cultured in vitro and incubated for 48 hours ， 

then collected for RNA extraction and reserve trans— 

cription。The primer was designed for bovine p27Kipl 

based on its gene sequence．The expression of gene 

p27Kip1 was detected by RT．PCR． 

·RESULTS：The 0。1—1 ng／L g roup represented signifi—cant 

difference compared with the negative control group and 

the other groups at the same testing tim e．FCM ：the 0．1 

and 1 ng／L group represented significant difference of the 

G0／G1 phase cells ration com pared with the negative 

control g roup．The 1 ng／L g roup represented the signifi— 

cant difference with the 10 and 100ng／L group．while there 

was no significant difference between the 0．1 and 1 ng／L 

group．The expression of p27Kip1 is stronger in all the 

TGF一132 groups，while the 0．1 and 1 ng／L group show the 

significant difference compared with the negative control 

grouP- 

·CONCLUSION：TGF—p2 at the concentration of 0．1—1 ng／L 

can inhibit the proIiferation of bCECs significantly after 48h 

incubation ，and it m ight be associated with the upgrading 

expression of p27Kip1． 

·KEYWORDS：TGF—B2；bovine corneal endothelial cells； 

inhibition；p27Kip1 
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摘 要 

目的：观察体外不同浓度的转化生长因子 13，(transforming 

growth factor—p2，TGF—p2)对牛角膜内皮细胞(bovine corneal 

endothelial ceils，bCECs)的抑制作用 ，探讨其可能的分子 

机制 。 

方法：培养新生小牛的角膜内皮细胞，将第 3代内皮细胞 

转移至96孔培养板 ，实验分 6组 ，每组设定4个复孑L。1， 

2组分别为只含有培养液不含细胞和 TGF一13，的空 白对照 

组 ，和只含细胞和培养液不含 TGF一8，的阴性对照组，3～6 

组分别加入含0．1，1，10，100ng／L TGF一6 的培养液。作用 

24，48，72h后用 MTI"检测法测定各孔吸光度 值。作用 

48h后，用流式细胞检测仪对各组 细胞周期进行检测。 

RT—PCR法测定不 同浓度的 TGF—B，组 p27Kipl基因的表 

达情况。 

结果：TGF—p 浓度为 0．1～lng／L，作用 24—72h，能明显的 

使 bCECs的吸光度发生改变，作用 48h抑制效果最明显。 

0．1和 1ng／L浓度组吸光度与阴性对照组相 比有显著差 

异性，作用48h可使 bCECs的G。／G，周期细胞所占比例与 

阴性组对比有显著差异，其 p27Klp1表达较其他组 明显 

增强。 

结论：0．1～1ng／L TGF—B 作用 48h对 bCECs具有显著增 

殖抑制作用，其抑制作用可能是通过上调细胞周期蛋白 

p27来实现的。 

关键词：转化生长因子 13，；牛角膜内皮细胞；抑制；p27K~p1 
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0引言 

角膜内皮细胞在维持角膜的正常功能，尤其是其透明 
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性 方 面 ， 起 着 至 关 重 要 的 作 用 。 传 统 观 点 认 为 ， 人 角 膜 内

皮 细 胞 在 胚 胎 期 具 有 分 裂 增 殖 能 力 ， 在 出 生 后 将 不 再 增

殖 ， 其 损 失 只 能 通 过 周 边 细 胞 的扩 大 和 移 行 来 补 偿 。 当 角

膜 内皮 细 胞 的损 失 超 过 其 周 边 细 胞 的代 偿 能 力 时 ， 就 可 能

发 生 角 膜 内皮 失 代 偿 ， 引 起 角 膜 水 肿 ， 甚 至 会 发 生 大 泡 性

角膜病 变 。 对 于 角 膜 内皮 失 代 偿 ， 目前 的保 守 治 疗 方 法 主

要 是 通 过 使 用 高 渗性 药 物 脱 水 治 疗 角 膜 水 肿 提 高 视 力 ， 其

效 果 多 不 明 显 ， 失 败 后 只 能 行 角 膜 移 植 手 术 。 目前 移 植

术 后 排 斥 的 问 题 尚 未 得 到 很 好 的 解 决 。 转 化 生 长 因 子

13 ( t r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r — p ，
T G F — p ) 家 族 是 一 组 调 节 细

胞 生 长 和 分 化 的 蛋 白质 家族
⋯

，
T G F — p ， 人 眼 房 水 中 T G F — p

的 主 要 亚 型 。 经 研 究 证 实 ， 内 源 和 外 源 性 的 T G F — B ， 对 角

膜 内皮 细 胞 都 有 抑 制 增 殖 作 用
心 0

。 本 实 验 通 过 研 究 不 同

浓 度 T G F — p ：在 不 同作 用 时 问 下 ， 对 牛 角 膜 内 皮 细 胞 的 增

殖 抑 制 的 影 响 ， 进 一 步 研 究 对 角 膜 内 皮 细 胞 增 殖 抑 制 影

响 的 分 子 水 平 的 相 关 因 素 ， 以 期 为 今 后 寻 找 阻 断 影 响 角

膜 内皮 细 胞 增 殖 的 相 关 药 物 ， 及 进 一 步 实 验 提 供 研 究

基 础 。

1 材 料 和 方 法

1 ． 1 材 料 新 生 小 牛 ( 武 汉 吴 家 山 奶 牛 场 ) 宰 杀 后 立 即

将 牛 眼 取 出 ， 用 无 菌 的 0 ． 5 U ／L 庆 大 霉 素 及 生 理 盐 水 混

合 溶 液 冲 洗 后 ， 于 2 h 内 用 冰 瓶 运 回 进 行 原 代 培 养 。 胎

牛 血 清 ( G b i c o 公 司 ) ，
D M E M 培 养 基 ( G b i c o 公 司 ) ， 胰 蛋

白酶 ( S i g m a 公 司 ) ，
M T T ( S i g m a 公 司 ) ， 二 甲 基 亚 砜

( d i m e t h y l s u l f o n e
，

D M S O ) ( 广 州 新 港 化 工 有 限 公 司 ) ，
T G F —

B 2 ( 武 汉 贝 尔 生 物 技 术 有 限 公 司 ) ，
E L X 自动 酶 标 读 数 仪

( 美 国 B D 公 司 ) ，
E L X 一 8 0 0 流 式 细 胞 仪 ( 美 国 B D 公 司 ) ，

倒 置 显 微 镜 ( 日本 O l y m p u s 公 司 ) ，
P C R 仪 ( 德 国 e p p e n d o r f

公 司 ) ， 电 泳 仪 ( 北 京 六 一 厂 ) 。 R T — P C R 试 剂 盒 及 P C R 反

应 试 剂 均 购 自武 汉 凌 飞 公 司 。 P C R 扩 增 所 用 引 物 由 上 海

英 骏 生 物 公 司 完 成 。

1 ． 2 方 法 用 胰 酶 消 化 法 进 行 原 代 培 养 ， 倒 置 相 差 显 微 镜

观 察 细 胞 形 态 学 特 征 。

1 ． 2 ． 1 细 胞 增 殖 的检 测 取 第 3 ～ 4 代 b C E C s 悬 液 ， 调 整

细 胞 密 度 为 5 X 10
’

／L
， 均 匀 接 种 于 9 6 孑L板 中 。 分 为 6 组 ，

1 为 空 白组 ，
2 为 对 照 组 ，

3 ～ 6 为 实 验 组 ( T G F 一 13 ， 0 ． 1
，

1
，

1 0 ，
1 0 0 n g ／L 组 ) ， 每 组 设 4 个 复 孔 。 1 组 每 孔 只 加 不 含 细

胞 的 培 养 液 2 0 0 IA L
， 其 余 5 组 每 孔 加 入 细 胞 悬 液 2 0 0 ~ L 。

将 9 6 孔 板 置 于 3 7 cc
，

5 0 m L ／L C O ， 恒 温 培 养 箱 中 培 养 2 4 h

后 ， 弃 去 培 养 液 及 未 贴 壁 细 胞 ， ， 实 验 组 分 别 加 入 0 ． 1
，

1
，

1 0
，

1 0 0 n g ／L T G F —

p 2 的 不 含 F B S 的 D M E M 培 养 液 2 0 0 ¨L
，

空 白组 和 对 照 组 中 加 入 等 体 积 的 培 养 液 2 0 0 ~ L
。 培 养

4 8 h 后 ， 每孔 加 入 5 ∥ L 的 M 1 vr l O m L
， 继 续 培 养 3 h

， 吸 出培

养液后 每 孔 加 入 D M S O I OO tL L
， 于 3 7 ℃ 培 养 箱 中 孵 育 10 m i n

后 ，漩 涡混 合 器 上 充 分 震 荡 后 于 用 自动 酶 标 读 数 仪 上 检 测

4 9 0 ri m 吸 光 度 4 值 。 通 过 A 值计算 各 组 的细 胞抑 制 率 。 细 胞

抑 制率 ( ％ ) = 1 一 ( 实 验 组 吸 光 度 一 空 白对 照 组 吸 光 度 )／( 阴性

对 照组 吸光 度 一 空 白对 照组 吸 光度 ) X 10 0 ％ 。 重 复 5 次 。

1 ． 2 ． 2 细 胞 周 期 的 检 测 实 验 分 5 组 ， 分 别 为 阴 性 对 照 组

及 T G F — B ，0 ． 1
，

1
，

1 0
，

l OO n g ／L 组 。 各 组 培 养 4 8 h 后 ， 吸 除

培 养 基 ， 用 P B S 液 洗 涤 两 遍 ， 加 入 少 量 的 2 ． 5 g ／L 胰 蛋 白

酶 消 化 。 将 培 养 瓶 置 于 倒 置 显 微 镜 下 观 察 ， 见 细 胞 间 隙 变

大 ， 细 胞 变 圆 时 ， 吸 除 胰 蛋 白 酶 并 以 P B S 液 洗 两 遍 后 ， 加

入 适 量 P B S 充 分 吹 打 ， 制 备 成 单 细 胞 悬 液 。 将 单 细 胞 悬

液 移 入 离 心 管 ，
l 2 0 0 r ／m i n

， 离 心 5 ra i n
， 弃 上 清 后 ， 加 P B S

液 悬 浮 细 胞 成 单 细 胞 悬 液 ， 快 速 注 入 4 ℃ 的 7 0 0 m L ／L 乙

p 2 7 K z
,
b 1

B ． a c t i n

n g ／L 0 0 1 1

图 1 不 同 浓 度 T G F 一 13 2 组 p 2 7 K ip l 的 表 达

0 0 ． 1 l 1 0 1 0 0

(n g ／L )

图 2 不 同 浓 度 T G F - 13 2 组 p 2 7 K ip l m R N A 的相 对 表 达 量

醇 ，

- 2 0 ℃ 过 夜 。 将 冰 乙 醇 细 胞 悬 液 离 心 后 弃 酒 精 ， 再 次 以

P B S 溶 液 清 洗 两 次 ， 调 整 细 胞 密度 为 1 0
’

／L
， 后 移 人 流式 管

内离 心 ， 弃 上 清 ， 加 入 P I 1 0 0 ~ L 染 色 ， 置 于 4 ℃ 冰 箱 中

2 0 m i n 后 ， 上 流 式 细 胞 仪 检 测 。 重 复 3 次 。

1 ． 2 ． 3 p 2 7 K ip l 的 表 达 参 照 T r i z o l 试 剂 说 明 分 别 提 取 不

同浓 度 T G F — p ，组 及 阴 性 对 照 组 总 R N A
， 用 紫 外 分 光 光 度

仪 检 测 纯 度 及 浓 度 ， 取 总 R N A 2 tz g ， 用 R T — P C R 试 剂 盒 进

行 反 转 录 ，
P C R 扩 增 p 2 7K i p 1

， 同 时 扩 增 B — a c t i n 作 为 内参

照 。 p 2 7K ip l 引 物 设 计 和 P C R 反 应 条 件 ( 上 游 引 物 序 列

5
'

- A G C C A A C A G A A C A G A A G A A A 一 3
’

， 下 游 引 物 序 列 5
’

-

A G T G G G A T G A A G G C A G A C 一 3
’

， 扩 增 片 段 长 4 9 6 b p ；内参 照

牛 B — a c t i n 上 游 引 物 为 ：5
'

- A G G A C C T C T A C G C C A A C A 一 3
’

， 下

游 引 物 ： 5
’

． C C T T C A C C G
‘

r r C C A G l TI TI’一 3
’

， 扩 增 片 段 长

4 0 6 b p 。 ) P C R 反 应 条 件 9 5 ℃ 5 m i n
，

9 4 qC 6 0 s
，

5 6 ℃ 6 0 s
，

7 2 cC 1 ． 5 m i n
， 共 3 5 个 循 环 ， 最 后 7 2 0C 延 伸 10 m i n 结 束 。

P C R 产 物 5 “L + S y r b r G r e e n 荧 光 染 料 2 斗L 混 匀 后 ，
2 0 ∥ L

的琼 脂 糖 电 泳 4 0 m i n
， 凝 胶 成 像 系 统 摄 像 。 重 复 4 次 。 结

果 用 Qu a n t i S c a n 软 件 进 行 分 析 。

统 计 学 分 析 ：S P S S 1 3 ． 0 软 件 进 行 方 差 分 析 ( S — N — K 检

验 ) 和 ∥分 析 。

2 结 果

b C E C s 形 态 ：1 2 h 左 右 开 始 细 胞 贴 壁 ， 细 胞 生 长 好 ， 轮

廓 清 晰 ， 胞 体 透 亮 呈 多 边 形 。 约 7 2 h 后 ， 细 胞 基 本 长 满

2 5 m L 瓶 底 ， 细 胞 成 融 合 状 态 ， 轮 廓欠 清 晰 呈 六 边 形 及 多 边

形 M T T 法 显 示 ：b C E C s 在 作 用 2 4 ～ 7 2 h 后 ，
0 ． 1 ～ l OOn g ／L

T G F — B ， 均 能 使 b C E C s 的 吸 光 度 发 生 改 变 ，
0 ． 1

，
1 n g ／L 组

作 用 4 8 h
， 抑 制 效 果 最 明 显 ， 作 用 7 2 h 抑制效 果 下 降 ( 表 1 ) 。

细 胞 周 期 ：各 浓 度 组 均 作 用 4 8 h 后 ，
0 ． 1

，
1 n g ／L 组 G

。
／G

，期

细 胞 比 例 较 其他 组 明 显 增 加 ( P < 0 ． 0 5 ) ，
1 0 n g ／L 组 与 相 邻

低 浓 度 组 相 比 有 统 计 学 差 异 。
1 0

，
1 0 0 n g ／L 组 与 阴性 对 照

1 0 5 9
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组相比无统计学意义(P>0．05)。p27Kip 1的表达：作用 

48h后，0．1，1．g／L浓度组 p27Kipl的表达显著增加，条带 

最亮(图 1)。10，100ng／L浓度组与阴性组对比无统计学 

差异。5组 的分别如下：0．426±0．005，0．652±0．021， 

0．731±0．032，0．443±0．015和 0．497±0．050(P<0．05， 

图2)。 

3讨论 

角膜内皮细胞在维持角膜正常功能，保持角膜的透明 

性方面起着至关重要的作用。人角膜内皮细胞在胚胎期 

具有分裂增殖能力 ，出生后将不再增殖。其损失只能通过 

周边内皮细胞的扩大和移行来代偿，而这种代偿作用是相 

当有限的。几乎所有进入眼前节的手术及很多眼病都可 

能损伤角膜内皮细胞，导致其密度下降或是形态不规则 ， 

损伤超过其周边细胞的代偿能力时，出现角膜内皮失代偿 

而导致角膜混浊。其治疗 目前尚无良好的方法，因此对内 

皮细胞周期的调控机制及诱导其增殖的研究具有重要意 

义。转化生长因子 B家族是一调节细胞生长和分化的蛋 

白质家族，在体内外具有调控细胞生长 、调节细胞表型、抑 

制肿瘤生长等多种生物学功能。TGF—B，是人眼房水中 

TGF—B的主要亚型，浓度约为 0．41～2．24ng／L。实验证 

实，内源性和外源性的 TGF．B：都对角膜内皮细胞有增殖 

抑制作用。p27Kip1是一个调控细胞周期的重要基因，作 

为非特异的 CKI基因，它几乎可抑制所有 cycli~WCDK复 

合物的激酶活性，这其 中包括 G 期的限速因子 cyclin E／ 

CDK2和 eyelin D／CDK4 。Rivard等 发现，p27Kip1通 

过与 Cyclin D-CDK复合物结合抑制其活性使细胞停留在 

G。／S期，提出p27Kip1可能是影响 G．／S限制点最直接的 

调控因子。p27Kip 1对 CDK的抑制作用可能在以下两方 

面：首先 p27Kip l抑制与 cyclin结合并被激活了的 CDK的 

活性；其次 p27Kip1也可直接作用使 CDK不被激活 。 

在房水中 TGF一13 对内皮细胞生长的抑制作用是通过阻止 

p27Kip 1降解并提高 p27Kip 1合成，从而阻止细胞进入 s 

期来实现 的 ’ 。Funaki等 实验发现高表达的 Smad7 

可通过抑制 p27Kip 1的表达来阻断 TGF—B，对角膜内皮细 

胞的抑制作用。Joyce等 的研究也表明，随着角膜内皮 

细胞间的接触形成 TGF．B，通过 p27Kip 1介导的级联效应 

抑制增殖。以上均提示 p27Kip l高表达很可能是抑制角 

膜内皮细胞增殖的重要原因。Lee等 对人角膜内皮细 

胞中p27Kip 1的检测发现其表达明显高于角膜的其他部 

分组织。因此我们可以推断 p27K~o 1对于角膜内皮细胞 

周期的干预可能是使内皮细胞重新获得有丝分裂能力的 

关键。 

我们通过 MTF检测法测定 TGF．B，在浓度为 0．1～ 

100ng／L之间，作用 24～72h，均能明显的使 bCECs的吸光 

1 0f 

度 A值发生改变。在同一时间段内，在浓度为0．1～1ng／L 

之间，抑制效果最为明显，其中，作用 48h后，抑制效果最 

明显。而 10～100ng／L浓度组与上一时间段比，抑制效果 

没有明显的差异。所以，我们可以推断，TGF-p 在 0．1～ 

1．g／L组浓度的作用下，对抑制 bCECs的增殖呈时间剂量 

依赖性。作用 48h后，0．1～lng／L浓度组可使 bCECs的 

Go／G 期细胞所占比例与阴性组有显著差异，并且 p27K／p1 

的表达明显增强 ，而 10～100n-g／L浓度组与阴性组则无显 

著差异。因此 ，可以认为，TGF—p 在0．1～1．g／L浓度作用 

下，对 bCECs的增殖有明显的抑制作用。将浓度提高到 

10～lOOng／L，对细胞的抑制作用反而没有低浓度组明显 ， 

且其潜在的细胞毒性可能增加。我们的实验通过研究体 

外不同浓度的 TGF一13，对牛角膜 内皮细胞 的抑制增殖作 

用，初步探讨其在体外作用的最佳浓度及时间及可能的分 

子机制 ，以期为后期信号通路实验和临床应用打下基础。 
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