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摘要院目的 改进兔角膜基质细胞培养技术袁观察其生物学特性遥方法 先同时消化角膜上皮及内皮层袁然后刮去上皮尧内

皮尧前弹力和后弹力层袁接着将剩余的基质层剪碎消化尧接种袁采用 MTT 法观察细胞生长情况袁并对比有尧无血清培养

基对细胞生长的影响遥结果 角膜基质细胞 1 0 d 后形成细胞单层袁增殖旺盛遥有血清培养基培养到第 8 天左右达到生长

高峰袁无血清培养基培养的细胞生长较慢袁第 9 天左右达到生长高峰遥结论 改进的角膜细胞培养技术简便尧成功率高袁
培养出的角膜基质细胞生长良好遥血清对角膜基质细胞生长有一定的影响遥
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Abstract: Objective Toimprovethetechniqueforculturingrabbitkeratocytes in vitro andinvestigatethebiologicalcharac-

teristicsofthesecells. Methods Freshrabbitcorneaswereobtainedandtheepithelialandendothelialcellswereremovedaf-

terdigestionwithtrypsin.Thestromawasrinsed,minced,andincubatedinDMEM/F12mediumsupplementedwith10%fetal

bovineserumandthebiologicalcharacteristicsofthekeratocyteswereobservedwithMTTassayandcomparedwiththoseof

thecellsinserum-freeculturemedia. Result Onaboutthethirddayofincubation,somekeratocytesgerminatedfromthestro-

maltissuesandmigratedontotheflasksurfacepresentingfibroblast-likearrangementwithspindle-shapedappearance. The

keratocytesbecameconfluentafter10day'sincubationandthepeakofcellproliferationoccurredonday8inthepresenceof

seruminthemedia,whileintheabsenceofserum,thepeaktookplaceonday10. Conclusion Themethodimprovedfor in
vitro keratocytecultureisconvenientandeffective, and the presenceofseruminthemediamaytosomedegreeaffectthe

growthofthekeratocytes.
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角膜基质层是角膜的主要组成部分袁由角膜基质

细胞和细胞外基质构成遥角膜基质层缺损的修复主要

由角膜基质细胞的增殖并分泌细胞外基质完成袁因此

角膜基质细胞对角膜损伤的修复具有重要意义遥在体

研究角膜基质细胞有较大难度袁本实验通过体外培养

的方法对角膜基质细胞的生物性状进行初步研究袁旨

在对角膜基质细胞培养技术进行改进遥

1 材料与方法

1.1 动物与试剂

1 月龄新西兰大白兔袁由第一军医大学实验动物

中心提供遥所用 DMEM/F12尧胰蛋白酶尧D-hanks 液尧
MTT 液(Sigma)尧胎牛血清渊Hyclone冤尧抗生素液尧二甲

亚砜等均为常规试剂遥

1.2 方法

1.2.1 角膜基质细胞分离及原代培养 无菌条件下摘

取兔眼球袁自角膜缘内侧 1mm 剪下角膜全层组织

片遥D-hanks 液冲洗 2 遍 袁0.25%胰 酶 37 益消 化 12

min遥解剖显微镜下刮去上皮层尧前弹力层尧后弹力层

及内皮层遥将剩下的基质层剪碎成 1mm 大小的组织

片袁接种于培养皿中袁加入 1.5ml 含 10%胎牛血清的

DMEM 培养基遥置于 37 益尧5%CO2 恒温培养箱中培

养遥每天换液 1 次袁每次换 2/3 培养基遥用 Olympus 相

差显微镜观察细胞生长情况遥
1.2.2 角膜基质细胞传代培养 待细胞生长基本铺满

培养皿底部时袁吸去培养基袁D-hanks 液冲洗 2 遍遥加

入 0.125%胰 酶 1 ml袁1~2 min 后终止消化袁吹 打 5

min遥将细胞悬液以 1000r/min 离心 10min袁弃去上

清袁加入培养基袁吹打混匀袁接种于 2 个 35 ml 培养

瓶遥共传 20 代遥
1.2.3 MTT 法检测细胞生长情况 选用传 2~3 代的

细胞制备细胞悬液袁分 2 组实验遥1 组用含 10%胎牛
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图 1 培养 8 d 的兔角膜基质细胞 渊伊200冤
Fig.1 Rabbit keratocytes cultured in vitro for 8 d 渊伊200冤

图 2 有无血清培养基培养的兔角膜基质细胞的生长曲线

Fig.2 Growth curve of rabbit keratocytes cultured in
the medium with or without serum
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血清的 DMEM 培养基稀释至 1.0伊104/ml袁接种于 96

孔板袁每孔 200 滋l袁分 14 组袁每组 5 孔遥于 37 益尧5%

CO2 恒温培养箱中培养遥接种后第 1 天袁吸出第1 组

5 孔中的培养基袁D-hanks 液冲洗 2 遍曰加入 MTT 液

20 滋l袁培养 4 h 后弃去 MTT 液曰加入 150 滋l 二甲亚

砜渊DMSO冤袁振荡 10min 后用酶标仪测定各孔 D(姿)

值袁最大吸收波长 570nm遥第 2 天对第 2 组进行检

测袁直至第 14 天遥另 1 组用无血清培养基培养袁余实

验步骤相同遥将 2 组测得的 D(姿)值进行配对 t 检验遥

2 结果

2.1 相差显微镜观察

接种后 3 d 左右少量细胞从组织块中长出袁呈梭

形或纺锤形遥生长旺盛袁胞浆清亮袁胞核居中遥8 d 左右

细胞形成密集单层袁排列非常整齐袁呈纤维走行外观

渊图 1冤遥

2.2 传代细胞观察

传代细胞接种 1 h 后贴壁袁呈梭形或纺锤形袁与

原代相似遥每视野可见 5~6 个分裂相遥4 8 h后基本融

合形成细胞单层袁可传下一代遥传 20 代细胞增殖速度

及外观与原代细胞无明显差别遥20 代之后的细胞形

态不规则袁体积增大袁细胞核增大袁分裂相减少遥细胞

增殖过程中可以合成胶原基质袁肉眼观呈胶冻状覆盖

于培养瓶表面遥
2.3 细胞增殖检测

MTT 检测显示袁有血清培养基培养的细胞自传

代开始就进入对数生长期袁旺盛增殖至第 8 天左右达

到生长高峰袁此后迅速下降曰无血清培养基培养的细

胞传代早期生长缓慢袁自第 2 天起进入对数生长期袁
至第 9 天左右达到生长高峰后缓慢下降(图 2)遥统计

学处理显示袁2 组数值有显著性差异渊P<0.01冤遥
3 讨论

角膜基质细胞的主要功能是参与修复基质层的

缺损遥此外袁还可以分泌酶类降解胶原袁分泌多种细胞

因子介导炎症反应袁调节上皮及内皮细胞的生长代谢

等遥角膜基质细胞培养技术早已有报道袁但比较繁琐遥
因为角膜基质细胞在角膜基质层内数量相对较少袁因

此消化法很难成功遥有用分层消化的办法袁即根据上

皮层较厚而内皮层较薄的特点袁分别消化上皮层尧内

皮层袁两层的消化时间不同遥但是袁由于角膜基质细胞

在基质层的分布为从前至后数量依次减少咱1袁2暂袁因此

同时消化上皮层与内皮层袁对角膜基质细胞的数量影

响不明显遥我们的工作也证明了这一点遥操作过程中可

能残留部分上皮细胞袁如果数量较少袁在培养过程中

会逐渐消失袁原因是培养条件不适合上皮细胞增殖咱3暂遥
角膜基质细胞的鉴定一直没有特异的方法袁现在

的方法是根据细胞形态来确定咱4暂遥由角膜组织块长出

的成纤维细胞样外观的细胞就是角膜基质细胞遥
传 5 代以内的角膜基质细胞形态尧结构和生物性

状与体内细胞相近袁适合于体外实验遥当细胞传至 5

代以上时袁细胞的某些性质就会发生变化遥所以袁本研

究采用了 2~3 代细胞袁既能保证实验所需细胞数量袁
又排除了细胞性质改变带来的影响遥

在角膜基质细胞体外培养中袁细胞传代第 2 天即

开始旺盛增殖袁进入指数增生期遥此时细胞合成

DNA尧RNA 和蛋白质的能力很强遥在这一时期进行实

验袁可以获得最大信息量遥观察增生期细胞的生长情

况以往常用克隆形成实验尧3H- 胸腺嘧啶核苷掺入法

渊3H-Tdr冤等袁但这些方法存在操作复杂和放射性污染

等缺点遥而用胰酶消化进行细胞计数又有主观判断和

消化不充分等缺点遥故本研究采用 MTT 法遥
血清是常用的天然培养基成分之一袁含有多种生

物活性物质袁有些物质对细胞生长具有明显影响遥角

膜基质细胞在无血清培养基中培养袁其形态尧分泌糖

蛋白的能力与角膜组织中的角膜基质细胞相近曰而在

有血清培养基中培养则不同袁说明血清从根本上改变
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了角膜基质细胞袁使其成为活跃细胞袁类似在损伤修

复中观察到的情况咱5暂遥因此袁本研究对比了无血清培

养和有血清培养的细胞生长情况袁证实了血清对细胞

的增殖尧代谢有较大影响遥因此在一些实验中应采用

无血清或低浓度血清培养基袁以期在维持细胞正常代

谢基础上减少血清对实验的影响遥
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根据所测 D(姿)值计算每份标本的瘦素浓度遥每一份

标本重复测量至少 3 孔袁取平均值遥
1.4 统计学分析

数据录入和统计分析均在 SPSS9.0 软件上进行遥
绝经后妇女与月经周期正常妇女血清瘦素水平比较

采用成组 t 检验袁激素替代治疗前后比较采用配对 t
检验遥
2 结果

27 位绝经期妇女血清瘦素水平平均为 (20.75 依
2.80)ng/ml袁显著高于月经周期正常妇女[渊17.11依1.24冤
ng/ml袁P约0.01]遥27 位妇女接受激素替代治疗疗程均

超过半年袁治疗后的血清瘦素水平平均为 渊17.46依
1.71冤ng/ml袁与治疗前相比显著降低渊P约0.05冤袁与月

经周期正常妇女血清瘦素水平无显著差异渊P跃0.05冤遥
3 讨论

研究表明袁血清瘦素水平在女性不同生育时期具

有不同的变化规律遥在青春期前袁血清瘦素水平较低袁
进入青春期后袁瘦素水平显著升高咱2暂遥有人发现怀孕

期妇女血清瘦素水平升高袁并与雌激素尧绒毛膜促性

腺激素水平呈正相关袁在怀孕前 3 个月和产后 3 个月

相关性最为显著袁同时子宫内瘦素受体 mRNA 也有

升高咱3暂遥还有研究发现袁正常育龄妇女血清瘦素水平

在月经周期中具有一定的变化规律袁在黄体期明显高

于卵泡期袁但血清瘦素水平与雌尧孕激素水平并无明

显的相关性咱4暂遥
关于绝经期妇女血清瘦素水平的变化袁目前尚未

得出一致的结论院国外有人发现妇女血清瘦素水平与

是否绝经并无关系袁而与是否肥胖具有显著的相关

性咱5袁6暂袁也有研究表明绝经后妇女与围绝经期相比袁血

清瘦素水平明显升高袁但经多因素线性回归分析提示

绝经对妇女血清瘦素水平与绝经并无明显关系咱7暂袁

Rosenbaum 等咱8暂研究发现绝经后妇女血清瘦素水平

较绝经前有所降低遥
为进一步探讨这一问题袁我们观察了27 例绝经

期妇女接受激素替代治疗前后的血清瘦素水平袁并与

35 例月经周期正常妇女比较遥发现绝经期妇女血清

瘦素水平显著高于月经周期正常妇女袁接受激素替代

治疗超过半年后袁在临床症状得到改善的同时袁血清

瘦素水平也有所下降袁接近于月经周期正常妇女水

平遥关于血清瘦素水平升高的机制目前尚不清楚袁有

待于进一步深入研究遥但这一发现提示我们袁在绝经

期妇女袁血清瘦素水平可以作为评估病情及激素替代

疗效的监测指标之一遥
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