
·基础研究·

表皮生长因子对 A 系小鼠胚腭突细胞
增殖代谢的影响

孙晋虎 　石 　冰 　王大章

摘要 　目的 :研究不同剂量表皮生长因子 ( EGF) 对 A 系小鼠胚腭突细胞增殖和 DNA、蛋白质及 PGE2 合成的影响。

方法 :实验分为 9 组 ,以平行 4 孔 (瓶) 为一组 ,在每组腭突细胞中分别加入 EGF 使其终浓度为 01005 ng/ ml ,01010

ng/ ml ,01050 ng/ ml ,01100 ng/ ml ,01500 ng/ ml ,11000 ng/ ml ,51000 ng/ ml ,101000 ng/ ml ,501000 ng/ ml ,每组均设空白对

照 ,在加入 EGF并培养第 1、3、5 天后分别检测细胞的OD 值 ,DNA、蛋白质和 PGE2 的含量。结果 : EGF可显著增加腭

突细胞的OD 值 ,促进DNA 和 PGE2 合成 ,增大了细胞指数。EGF含量在 01005～101000 ng/ ml 浓度范围内 ,呈剂量依

赖性 ,101000 ng/ ml 时 EGF对腭突细胞增殖的作用最强。结论 : EGF 显著刺激了 A 系小鼠胚腭突细胞分裂代谢 ,促

进腭突细胞的增殖分化。
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Abstract
Objective : The purpose of this study was to investigate the effects of epidermal growth factors ( EGFs) with different concen2

tration on the OD , DNA , protein , and PGE2 of A/ J mouse embryonic palatal shelves cells (A/ J MEPC) isolated from embryonic

palatal shelves. Methods : The mouse embryonic palatal shelves cells were grown in different 39 pores (or bottles) with 9 gradient

concentrations of EGF (01005 , 01010 , 01050 ,01100 , 01500 , 11000 , 51000 , 101000 , 501000 ng/ ml) , and four pores were

prepared for the same concentration , then the OD , DNA , protein and PGE2 of A/ J MEPC were measured after 1 day , 3 days and

5 days. Results : EGFs stimulated DNA and PGE2 synthesis of A/ J MEPC , and augmented proliferation index (PIX) . Their effects

were very obvious in promoting the proliferation of A/ J MEPC , when the concentration was 101000 ng/ ml. Conclusion : EGF may

be important in regulating proliferation and metabolism of embryonic palatal shelves cells.
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　　细胞生长因子是调节腭突细胞和腭突生长发

育的重要物质 ,了解各种细胞生长因子在腭突细胞

增殖和分化中的作用 ,对阐明腭突生长发育过程、

腭裂发生机制及预防腭裂发生的方法都具有十分

重要的理论和实践意义 1 ～3 。

本研究首次利用 A 系小鼠胚腭突细胞 (腭突上

皮和间充质细胞联合培养) 培养模型 ,通过四唑盐

比色实验、流式细胞光度术及放射免疫测定等实验

技术 ,从剂量及时间效应两个方面 ,探讨了表皮生

长因子 (epidermal growth factor , EGF) 对 A 系小鼠胚

腭突细胞增殖、代谢的作用及特点。

1 　材料和方法

1. 1 　材料

EGF( Gibco ,USA) , 胎牛血清 (fetal bovine serum , FBS)
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(Gibco ,USA) , DMEM/ F-12 ( dulbecco minimum essential medi2
um/ HamF-12) ( Gibco ,USA) 培养基 ,异硫氰酸荧光素 ( FITC ,

Sigma ,USA) , 碘化丙啶 (propidium iodide , PI) (Sigma ,USA) ,

噻唑蓝 MTT , 3- (4 , 5- dimethylthiazol)-2 , 5- diphenyltetrazoliium

bromide (Sigma ,USA) , 牛血清白蛋白 ( Gibco ,USA) , PGE2放

射免疫分析试剂盒 (苏州医学院提供) 。

1. 2 　A 系小鼠胚腭突细胞的培养

取受孕时间 (gestation day , GD) 13 d 的 A 系小鼠胚胎腭

突 ,联合应用剪切及酶消化分离法 ,获得高成活率的单细胞

悬液 ,接种于 DMEM/ F-12 培养基中 ,内含 10 %FBS ,青霉素

100 u/ ml ,链霉素 100μg/ ml ,抗坏血酸 10μg/ ml ,37 ℃ ,5 %

CO2 饱和湿度下培养备用 ,按 3 ×104 cells/ ml ,定量接种于 96

孔培养板或 25 ml 培养瓶 ,待培养 24 h 后 ,更换不含血清培

养基培养 12 h ,使细胞相对同步化。

1. 3 　实验分组

按 EGF 浓度分为 9 组 , 分别用 10 %和 1 % FBS 的

DMEM/ F-12 培养液稀释 EGF ,使其终含量为 01005 ng/ ml ,

01010 ng/ ml , 01050 ng/ ml , 01100 ng/ ml , 01500 ng/ ml , 11000

ng/ ml ,51000 ng/ ml ,101000 ng/ ml ,501000 ng/ ml ,每组平行 4

孔 ,每组均设空白对照组 ,培养 1、3、5 d 后用下列方法检测。

1. 4 　MTT法检测 A 系小鼠胚腭突细胞生长增殖

按各实验组预定的实验时间结束实验时 ,每孔加入 20

μl MTT(5 ng/ ml) ,再培养 4 h 后 ,弃去培养液 ,用无酚红的

Hanks液洗涤培养孔 1 次 ,弃去 Hanks 液 ,每孔准确加入 200

μl 二甲基亚砜 (dimethylsulfoxide , DMSO) ,将培养板振摇 10

min 后 ,用酶标光度仪在 595 nm 波长下测定各孔的吸收光

密度值 (OD 值) ,进行定量分析。

1. 5 　流式细胞光度术检测腭突细胞 DNA 及蛋白质

弃去培养基 ,用磷酸盐平衡液 (phosphate balance solu2
tion ,PBS)洗细胞后 ,加入消化液 ,将细胞制成单细胞悬液 ,

用 PBS洗细胞 1 次 ,250 g 离心 5 min ,弃上清液将细胞重悬

于 5 ml 冰盐水中 ,加入-20 ℃95 %乙醇 15 ml ,冰浴 30 min。

在 37 ℃下 ,用 RNA 酶液处理细胞 30 min ,蒸馏水洗涤 1 次 ,

用 FITC染液染细胞 30 min ,离心 ,弃上清 ,蒸馏水液洗 1 次。

再用 PI染液染 20 min ,冰浴 ,离心弃上清 ,蒸馏水洗 1 次 ,并

重悬于生理盐水中。用流式细胞光度计 ( FCM) 检测 ,氩离

子激光激发波长 488 nm ,DNA 被 PI 着色成红色荧光 ,蛋白

质被异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiacyanate ,FITC) 着色成

绿色荧光。打印出各组细胞周期 DNA 及蛋白质所占百分

比 ,并计算增殖指数 PIX = S + G2M/ G0 ( G1 + S + G2M) ] ×

100 %。

1. 6 　PGE2 放射免疫测定

严格按照 PGE2 放射免疫试剂盒 ( radioimmunoassay kit ,

RIA kit)说明书中的操作步骤进行 ,样本为上述细胞培养液

(100μl) ,均作平行四管。在放射免疫γ计数器上检测其放

射强度 ,放免数据用放免数据软件分析处理 ,应用 SPSS 软

件对实验数据进行统计学分析 ,采用 t 检验 , P = 0105。

1. 7 　统计分析

各实验组及对照组检测结果经统计学方差分析及均数

两两比较 ,分析不同含量组之间及不同处理组间差异是否

有显著性。

2 　结 　　果

2. 1 　EGF 对 A 系小鼠胚腭突细胞生长增殖的作用

在A 系小鼠胚腭突细胞中加入不同浓度的

EGF ,对其增殖的促进作用亦不相同 ,而且培养基

体系中所含的 FBS 浓度不同亦影响 EGF 对腭突细

胞的增殖效应。在含 10 %FBS 的培养基体系中 ,

EGF 在 01005～101000 ng/ ml 浓度范围内 ,对腭突细

胞增殖作用呈剂量 —效应关系 ,超过 101000 ng/ ml

时 ,EGF 促细胞增殖作用减弱。在含有 1 %FBS 培

养基体系中 , EGF 在 01500 ng/ ml 时促细胞增殖作

用最大 ,而且其整体促细胞增殖作用比其在 10 %

FBS培养基体系中要低得多 (图 1) 。

图 1 　EGF 对鼠胚腭突细胞增殖代谢的剂量效应关系
Fig 1 　The dosage-effect of EGF on the proliferation and metabolism of

A/ J MEPC

在鼠胚腭突细胞中加入 EGF 培养 24 h ,EGF 对

腭突细胞增殖影响不大 ,但培养到 3 d、5 d 时 ,可见

细胞的 OD 值迅速增大 ,其作用强度呈时间效应关

系 (图 2) 。

图 2 　EGF 对鼠胚腭突细胞增殖代谢的时间效应关系
Fig 2 　The time-effect of EGF on the proliferation and metabolism of

A/ J MEPC

2. 2 　EGF 对 A 系小鼠胚腭突 DNA 及蛋白质合成

的影响

EGF 使 G1 期腭突细胞百分数降低 ,增大了细
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胞指数 ,促进了 DNA 合成。EGF 促进细胞分裂增

殖 ,使细胞内蛋白质含量较空白对照组降低 (图 3) 。

2. 3 　EGF 对 A 系小鼠胚腭突细胞 PGE2 合成的影

响

加入 EGF 培养 1 d 后 ,细胞液 PGE2 浓度较空

白对照组腭突细胞培养液 PGE2 的浓度显著增大 ,

培养 3 d 细胞液 PGE2 浓度较空白对照组仍增大 ,但

在 EGF 作用 5 d 时 , PGE2 浓度与对照组无显著差

异 ,而空白对照组腭突细胞培养液 PGE2 的浓度随

培养时间增加而增大 (图 4) 。

　　图 3 　EGF 对鼠胚腭突细胞 DNA 和蛋白质含量的影响
A :对照组 B : EGF 组

(PMT2 LOG:蛋白质含量的对数值 ;PMT4 :DNA 含量)

Fig 3 　The effect of EGF on the DNA and protein content of A/ J

MEPC

A :control 　B : EGF(PMT2 LOG:log value of protein content ;

PMT4 :DNA content)

　　图 4 　EGF 对鼠胚腭突细胞培养液 PGE2 浓度的影响 ( 33 P <
0101 , 3 P < 0105)

Fig 4 　The effect of EGF on the concentration of PGE2 of A/ J MEPC
culture medium( 33 P < 0101 , 3 P < 0105)

3 　讨 　　论

在腭突的抬起、融合过程中 ,腭间充质细胞合

成丰富的细胞外基质 ,特别是糖胺聚糖和胶原是腭

突得以抬起的动力库 ,而腭中嵴上皮 (middle edge

epithelial ,MEE) 细胞的正常转归消失 ,是使两侧腭

突间充质细胞融合的关键步骤。

本研究表明 EGF 对腭细胞的增殖作用 ,是受多

种因素制约影响的 ,高浓度血清可为腭突细胞增殖

代谢提供更丰富的营养和其他多肽分子。但在

EGF超过最佳效应浓度时 ,测得细胞 OD 值逐渐下

降 ,这提示 EGF 促生长作用降低 ,这可能与 EGF- R

的结合能力以及 EGF- R 数量调节有关 ,但是亦可能

是由于 EGF 浓度过高 ,抑制了细胞生长因子网络中

其他成员的作用。有研究证实 4 ,人腭间充质细胞

表达 EGF- R ,用 EGF 孵育腭间充质细胞后 ,腭细胞

表面的 EGF- R 发生下降性调节。从 EGF 对腭细胞

增殖的时间效应结果可以看出 ,EGF 作用腭细胞第

3 天时 ,促进腭突细胞增殖的效应显著 ( P < 0101) ,

培养后期 ,这种促增殖效应则明显下降 ,流式细胞

仪检查结果亦证实了 EGF 促进腭突细胞增殖的效

应。Crove 等 5 证实在含有 215 %血清的培养基中

加入 EGF 可阻碍腭中嵴上皮细胞正常的退化转归 ,

干扰腭突的融合导致腭裂畸形。

腭突体外实验表明小鼠腭间充质细胞可自身

合成 PGE2
6 。本实验结果发现在 EGF 作用 1 d 后 ,

腭细胞 PGE2 增加最为显著 ,但随着培养时间的延

长 ,EGF 促进 PGE2 合成作用逐渐减弱。在 PGE2 合

成增加时 ,将导致细胞增殖代谢增强 ,加速腭中嵴

上皮增殖分化 ,有可能阻碍了腭突的正常融合。

总之 ,EGF 对 A 系小鼠胚腭突细胞的增殖及代

谢 ,具有较大的影响 ,但这种影响存在明显的时间

—剂量 —效应关系 ,认识 EGF 的这种生物学特性 ,

将有助于揭示在腭裂发生过程中两侧腭胚突融合

障碍的病理机制。
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