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正常球结膜与翼状胬肉成纤维细胞 

生长增殖状况的对比观察 

安美霞 吴开力 林少春 李岱 潘竹娟 胡世兴 

【摘要l 目的 对比观察相同的培养条件下翼状胬肉与正常结膜成纤维细胞的生长增殖状况，对 

两种成纤维细胞的生长增殖特性作出评价。方法 用 10％胎生牛血清的 RPMI 1640培养液，在相同 

的培养条件下分别培养正常球结膜与初发翼状胬肉组织成纤维细胞 倒置相差显微镜下观察培养的两种 

成纤维细胞的特点及生长增殖状况。对传第 3代的两种成纤维细胞，分别于接种后2、5、8d行噻唑蓝 

【3- (4，5-dimethyl-2thiazo1)-2，5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid，MTT】比色试验，检 

测细胞增殖活力 (细胞数)。结果 翼状胬肉成纤维细胞较正常结膜成纤维细胞生长快，增殖旺盛 MTT 

检测结果显示：5d翼状胬肉成纤维细胞的细胞总数多于正常结膜成纤维细胞 (P<O．05)，8d更明显 (P 

<0．O1)。结论 体外翼状胬肉成纤维细胞的生长、增殖特性明显强于正常结膜成纤维细胞。提示治疗 

翼状胬肉药物的筛选和疗效评价的实验研究应直接应用翼状胬肉成纤维细胞为研究对象，才能作出较为 

符合客观实际的评价。 
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Comparison of growth characteristics of fibroblast strains from pterygial and normal conjunctiva 

in vitro 
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Ophthalmology,Zhongsha n Ophtha lmic Center,Sun Yat—sen University,Guangzhou 5loo6o．China 

[Abstract] 0hiective To compare the growth and proliferative characteristic of cultured fibroblast 

cells taken from pterygial and normal conjunctival specimens．Methods Human conjunctival(HCF)and pri— 

mary pterygium fibroblast cells(HPF)were cultured in medium RPMI 1640 enriched containing 10％ fetal 

bovine serum．The growth characteristics of two kind cells were evidenced by phase microscope．The third 

passage ofboth HCF and耶 F were measured by 3-(4'5一dimethyl一2thiazo1)一2，5一diphenyl-2H—tetrazolium bromi d 

(MTT)at various days of culture．Results In contrast to HCF，HPF grows much quicker under the same 

experimental conditions．The number of HPF showed significantly increases than that of HCF after 5th day of 

culture(P<O．05)．Conclusion Th e proliferating characteristic of fibroblast of pterygium is different from that 

of normal conjunctiva in vitro． 

[Key words] Pterygium；Conjunctiva；Fibroblast 

翼状胬肉为临床常见病、多发病，流行病学调 

查表明其发生与紫外线辐射密切相关【”，但确切的 

病因和发病机制尚未完全清楚，也无有效的治疗药 

物。病理研究显示，病变组织的主要成份是异常增 

生的成纤维细胞，并表现出一定侵袭性，因而有人 
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· 论 著 · 

提出了翼状胬肉成纤维细胞转化的观点，认为成纤 

维细胞核中DNA被紫外线照射后致细胞生长特性 

发生变化而具有侵袭性【 。也有研究显示，翼状胬肉 

样本与正常结膜组织的细胞增殖率基本一致，提出 

翼状胬肉的病变可能代表着细胞凋亡的异常【 。本 

实验对比观察在相同的培养条件下来自翼状胬肉与 

正常结膜的成纤维细胞的生长增殖状况，对两种成 

纤维细胞的生长增殖特性作出评价，为进一步研究 

其发生机制、寻找治疗翼状胬肉药物的实验研究提 

供依据。 
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材料和方法 

1．实验仪器 主要实验仪器设备有CO，培养箱 

(wTB Binder)、超净工作台(苏净集团安泰公司)、 

倒置显微镜 (ZEISS Axiovert200)、高速冷冻离心 

机 (德国Universal 32R)、酶联免疫检测仪 

(Multiskan mk3)。 

2．主要试剂：主要试剂包括RPMI1640培养基 

(Gibco公司)、胎生牛血清 (杭州四季青生物工程 

材料有限公司)、胰蛋白酶 (生工生物工程上海有限 

公司)、小鼠抗人Vi mentin相关抗原抗体 (博士德 

公司)、即用型SABC试剂盒(博士德公司)、DAB显 

色试剂盒(博士德公司)、四噻唑蓝 3-(4，5一dim— 

ethyl一2thiazo1)-2，5-diphenyl- 2H-tetrazolium 

bromid，MBCHEN公司。 

3．正常球结膜及初发翼状胬肉组织成纤维细胞 

的体外培养 

(1)原代培养 翼状胬肉组织标本取自中山眼科 

中心手术的原发翼状胬肉患者，术前无特殊用药史。 

正常球结膜组织来自本院角膜移植的供体眼球(无眼 

疾)，年龄匹配。取材后尽量去净结膜上皮组织，用0． 

01mol／L PBS洗去血渍，然后用t~~4／J,剪刀将组织 

块剪碎，加入大约5倍体积的按 l：3稀释的0．25％ 

胰蛋白酶，室温消化约8min。加入含l0％胎生牛血 

清的培养液中止消化，将组织小块及液体成分移入 

离心管，以lO00／min离心8min后去除上清。将沉 

淀的组织小块及细胞成分接种入培养瓶中，后将培 

养瓶瓶底朝上放置，向瓶内注入适量l0％胎生牛血 

清的培养液，培养于37E，5％CO，培养箱中。24h 

待组织小块贴附后，将培养瓶慢慢翻转平放，静置 

培养。RPMI 1640培养基内含l0％胎生牛血清及100 

U／mL青霉素和l00U／mL链霉素。原代接种后第5 

天换培养液1次，后平均3天更换1次。在倒置相差 

显微镜下观察接种组织块及培养液情况。 

(2)传代培养：培养的原代细胞生长至80％汇 

合时，以适量的0．25％的胰蛋白酶消化细胞，倒置 

相差显微镜下观察，见胞质回缩，细胞间隙增大后， 

立即加入适量的含 l 0％胎牛血清的培养液中止消 

化 ，并用吸管轻轻吹打培养瓶壁制成细胞悬液 ， 

lO00／min离心 10min后去除上清，再加入适量含 

10％胎生牛血清的RPMI 1640培养液，混匀制成细 

胞悬液，按 l：3分瓶接种，完成一次细胞传代。 

4．培养的成纤维细胞的纯化：利用上皮细胞 

和成纤维细胞对胰蛋白酶的耐受性不同，即常是成 

纤维细胞先脱壁，而上皮细胞要消化相当长的时间 

才脱壁，加入胰蛋白酶后显微镜下观察，见成纤维细 

胞胞质回缩，细胞间隙增大后，中止消化，用吸管轻 

轻吹打成纤维细胞生长的区域 (事先在培养瓶上划 

出记号)，使制成的细胞悬液中尽量不含上皮细胞， 

加之成纤维细胞的增殖优势，第二代即可基本纯化。 

5．成纤维细胞的鉴定：倒置相差显微镜观察 

细胞生长不同时期的细胞生长特点及形态，拍照记 

录。结合链酶亲和素一生物素一过氧化物酶复合物 

技术(streptavidin—biotin peroxidose complex 

technique，SABC)进行抗原波形蛋白检测及细胞鉴 

定 (按试剂盒说明操作)。 ． 

6．正常球结膜与翼状胬肉成纤维细胞生长增殖 

状况的对比观察 

(1)倒置相差显微镜观察体外培养的两种成纤 

维细胞的特点及生长增殖状况。 

(2)MTT比色法分析细胞增殖活性：取传第三 

代的翼状胬肉与正常结膜成纤维细胞，用含10％胎生 

牛血清的RPMI 1640培养液制成细胞悬液，以1．2× 

l0 个／mL的细胞密度分别接种于3块96孔板中， 

每孔200gl，不含细胞只加培养液的作为空白对照 

孔，每组5个孔，分别于接种后第2、5、8天行MTT 

检测(期间按正常细胞培养更换培养液)：每~：LJJI入 

5mg／mL的MTT 20gL，培养箱中继续孵育4h，吸 

弃各 孔 中的液体 ，相应各 孔加入二 甲基亚砜 

(DMSO)150gl，振荡 10min，以空白对照孔调零， 

于酶联免疫检测仪上选双波长模式 (570nm、630 

nm)测各孔吸光度A值 ，检测细胞的生长情况。吸 

光度值与细胞数成正比。 

7．统计分析：统计学分析采用SPSS l1．0统 

计软件进行，结果均以 (-／±S)表示。结果分析用 

两独立样本t检验，计算P值，检验水准取a=0．05。 

结 果 

1．显微镜下体外培养的两种成纤维细胞的特 

点：两种组织块分别接种后5d左右见少量散在的细 

胞由组织块边缘游出，细胞多为长梭形、三角形，然 

后细胞数量逐渐增多，此时细胞以细长梭形为主， 

细胞完全汇合时排列紧密，可呈漩涡状、放射状排 

列，细胞间边界不清 (图l，A)。比较观察发现，在 

相同的培养条件下翼状胬肉成纤维细胞生长快，旺 

盛，于传代接种后4d左右即可形成单层，而正常结 

膜成纤维细胞生长、增殖较慢，相同数量传代接种 

后一般6d左右才可形成单层。传第3代的同样数量 
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tor-like growth factor，HB-EGF)的变化，结果 

显示紫外线照射 6小时后，HB—EGF mRNA表达 

增加了6．8倍，且在细胞培养上清液中的HB—EGF 

含量也明显上升，这种现象没有在培养的正常角膜 

缘上皮细胞中出现。他们也观察到了HB-EGF对翼 

状胬肉上皮细胞和成纤维细胞的生长增殖有显著促 

进作用【 。Maini等【研研究发现，组胺和EGF受体广 

泛表达于翼状胬肉成纤维细胞表面。这些研究结果 

说明了紫外线照射通过眼表组织细胞因子及其受体 

的过渡表达，最终使翼状胬肉成纤维细胞异常增生。 

胰岛素样生长因子结合蛋白-2(Insulin—like 

growt h factor—binding protein，IGFBP)的高表 

达见于许多肿瘤细胞，它们通过调节IGF发挥促进 

肿瘤细胞的生长、抑制凋亡、诱导转化和转移的作 

用，Solomon等c71发现与正常结膜成纤维细胞相比， 

其在翼状胬肉成纤维细胞的表达明显增高，结合 

TGF-~、血小板衍生生长因子 (platelet-derived 

growt h factor，PDGF)、肿瘤坏死因子仪(tumor 

necrosis factor仪，TNF一仪)、bFGF等在翼状胬 

肉及其成纤维细胞表达增强【8】的现象，该学者认为 

这些发现都进一步解释了翼状胬肉成纤维细胞的转 

化性质。亦有学者认为翼状胬肉的发病机制是凋亡 

控制失调所致，他们的实验提示翼状胬肉的形成是 

由于正常组织细胞凋亡过程的破坏，使得细胞凋亡 

与细胞增殖失衡导致的病变。本实验所使用MTT法 

是一种快速、简便、准确的测定方法，可间接反映 

活细胞数目，结果显示翼状胬肉成纤维细胞的增殖 

活性比正常结膜的明显增强。本实验只单独观察了 

翼状胬肉成纤维细胞的生长增殖特性，如果加上来 

自病变细胞周围环境中增多的生长因子、细胞因子 

等刺激，其生长增殖能力的加强可想而知。 

实验结果说明翼状胬肉成纤维细胞的生长、增 

殖特性与正常结膜成纤维细胞不同，其生长增殖明 

显强于正常结膜成纤维细胞。该结果提示我们进行 

抑制翼状胬肉成纤维细胞增殖的药物的筛选和疗效 

评价的实验研究时，应直接以翼状胬肉成纤维细胞 

为研究对象，才能作出较为符合客观实际的评价。 
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