
were measured，then the optimum preparation condition was achieved by employing the orthogonal test． The in vitro
release characteristics of microspheres were investigated by using PBS as the release medium． Ｒesults The drug
loaded microspheres with 400 r /min stirring rate，2% PVA concentration and 400 mg /ml PLGA concentration had
the best drug loading and encapsulation efficiency，which were 6. 21 × 10 －7 and 75. 10%，respectively． Besides，
in vitro release test showed that the drug loaded microspheres had a good sustained-release effect which sustained
release time of 30 days． Conclusion The OPG-PLGA microspheres prepared by the optimized conditions has high
drug loading and encapsulation efficiency，and has good sustained-release effect，which provide the basis for the
study of the sustained release drugs used in alveolar ridge preservation．
Key words osteoprotegerin; poly lactic acid glycolic acid; drug loading; encapsulation efficiency; preparation
process

网络出版时间: 2017 － 9 － 8 12: 37 网络出版地址: http: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20170908． 1237． 018． html

改构型酸性成纤维细胞生长因子
对体外培养肝细胞增殖活性的影响

徐雅玲1，黄巨恩2

摘要 目的 探讨改构型酸性成纤维细胞生长因子( MaF-
GF) 对 体 外 培 养 大 鼠 肝 细 胞 增 殖 的 影 响。方 法 采 用

“0. 25%胰酶 + 0. 1%胶原酶”消化法分离培养大鼠肝细胞并

传代纯化扩增，取第 3 代细胞鉴定后实验: ① 形态学法观察

在不同浓度 MaFGF 组中细胞的形态变化; ② 将实验随机分

为对照组和 MaFGF 组，MaFGF 组加入一系列浓度的 MaF-
GF，MTT 法测定不同浓度 MaFGF 组作用于肝细胞 24、48、72
h 的促增殖活性;③ MTT 法筛选出最适的 MaFGF 浓度，用此

浓度和不加生长因子 2 种方式培养细胞，并绘制细胞生长曲

线。结果 ① MaFGF 对体外培养的肝细胞有一定的促增殖

作用，但是与浓度不成正比; 且实验表明 24 h 的增殖率较其

它时间点显著增高( P ＜ 0. 05) ; 比较对照组和各组( 4. 68 ×
10 －3 ～ 7. 80 × 10 －3 mg /L MaFGF 组) 均差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) ，但各组间对肝细胞的促增殖作用的差异无统计学

意义;② 最适浓度( 6. 24 × 10 －3 mg /L) MaFGF 的第 4 天细

胞数量较对照组明显增加( P ＜ 0. 05) ; MaFGF 组的第 10 天

细胞数 ( 12. 4 × 104 ) 是 对 照 组 ( 6 × 104 ) 的 2. 1 倍 ( P ＜
0. 05) 。结论 在适宜浓度和时间内，MaFGF 对肝细胞具有
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改构型酸性成纤维细胞生长因子( modified a-
cidic fibroblast growth factor，MaFGF) 是通过人工改

构酸性成纤维细胞生长因子( acidic fibroblast growth
factor，aFGF) 所致的变构体 aFGF。虽然这种突变体

失去了促分裂的性能，但是依然能够结合成纤维细

胞生长因子( fibroblast growth factor，FGF) 受体，且将

FGF 受体作为媒介，使供体转移给受体表达 c-fos 发

生酪氨酸磷酸化，保留其非促分裂活性 ［1］。Johnson
et al［2］证实 MaFGF 在促分裂检测中，拥有比 aFGF
更稳定的三维结构。至于 MaFGF 是否具有促增殖

性尚存在疑问。刘华伟 等［3］报道在体外培养条件

下，MaFGF 不能刺激脾细胞增殖; 刘华钢 等［4］研究

证明 MaFGF 对肾小管上皮细胞及胃癌细胞有促增

殖活性，但比 aFGF 弱。对于 MaFGF 是否对肝细胞

有促增殖作用，至今国内外尚未有报道。该文应用

3-( 4，5-二甲基噻唑-2 ) -2，5-二苯基四氮唑溴盐法

( 3-( 4，5-Dimethylthiazol-2-yl ) -2，5-diphenyltetrazoli-
um bromide，MTT) 结合形态学观察法，探究 MaFGF
对肝细胞增殖作用的影响，为进一步探讨 MaFGF 在

肝细胞增殖分化中的作用提供了实验依据。
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1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 清洁级 Wistar 大鼠 4 只，约 60
g，由广西医科大学实验动物中心提供。
1． 1． 2 试剂 DMEM-HG、胎牛血清、胰蛋白酶、胶
原酶( 美国 Gibco 公司) ; MaFGF( 批号: 20050618，暨

南大学生物工程研究所) ; MTT( 美国 Sigma 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 分离、消化肝组织 无菌提取 Wistar 大鼠肝

脏于盛装 PBS 平衡盐溶液的培养皿中，剥离肝被膜

后将肝脏剪成大约 1 mm3 的组织块。先用 0. 25%
胰酶消化 3 min，再用 0. 1% 胶原酶消化 10 min，而

后用 10%胎牛血清的 DMEM-HG 终止消化，800 r /
min 离心 5 min，弃上清液，加入 10% 胎牛血清的

DMEM-HG 培养基洗涤，用吸管轻柔吹打 2 ～ 3 min
促使消化后的组织分散呈絮状，此过程避免产生气

泡，减少分离消化下来肝细胞的损伤。自然沉淀 5
min，弃上清液，取中下 2 /3 细胞悬液，1 000 r /min
离心 5 min，重悬洗涤 2 次，弃上清液，下层即为肝细

胞。
1． 2． 2 培养肝细胞 将上述离心管中分离获取的

肝细胞用含 10% 胎牛血清的 DMEM-HG 培养液 5
ml 重悬，轻柔吹打至细胞悬液。采用台盼蓝活细胞

计数，活细胞率在 85% 以上，而后将细胞悬液接种

于 96 孔细胞培养板中，使细胞密度大约为 1 × 107

个 /L，静置于 37 ℃、5%CO2、饱和湿度培养箱培养。
1． 2． 3 鉴定肝细胞 肝细胞的鉴定采用糖原染色

法即过碘酸 － 雪夫染色法( periodic acid-schiff stain，

PAS) 。随机分为两组: 对照组( 预处理: 1% 淀粉酶

液在 37 ℃恒温下消化 1 h) 和 MaFGF 组。分别取对

照组和 MaFGF 组贴壁率达 ＞ 85% 的 96 孔板，依次

用 PBS 清洗、4% 多聚甲醛浸泡、固定各 15 min; 预

处理对照组后在两组中同时加入 0. 5% 高碘酸水溶

液，使其发生氧化反应 5 ～ 8 min。而后滴入无色品

红液 ( Schiff 试剂) 遮光加盖染色约 20 min; 再 用

0. 5%偏重亚硫酸钠液、流水冲洗各 2 min。着色后

用 0. 25%胰酶消化 2 ～ 3 min，再用含 10%胎牛血清

的 DMEM-HG 培养基重悬细胞，并吸取 20 μl 计数。
1． 2． 4 MTT 法分组 将实验随机分为对照组( 不

含 MaFGF) 和 MaFGF 组( 含有不同浓度的 MaFGF) 。
依次 是 含 有 不 同 浓 度 的 MaFGF ( 0、3. 12 × 10 －3、

4. 68 × 10 －3、6. 24 × 10 －3、7. 80 × 10 －3 mg /L) 共 5 组

( n = 12) ，此 5 组分别培养 24、48、72 h 后加入 MTT
试剂检测其吸光度值( optical density，OD) 。以上各

组均取自原代培养 3 d 的细胞。重复实验 3 次。
1． 2． 5 生长曲线法检测肝细胞增殖活性 将细胞

重悬液接种于 24 孔培养板中( 2 × 104 个 /孔) ，静置

于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养箱培养 6 h 至细胞

完全贴壁。吸弃培养基，加入含 10% 胎牛血清的

DMEM-HG 的培养液继续培养 24 h。随机分为两

组: ① 对照组用含 10%胎牛血清的 DMEM-HG 培养

液培养; ② MaFGF 组: 用 6. 24 × 10 －3 mg /L MaFGF
培养。于第 2、4、6、8、10 d 分别对 MaFGF 组和对照

组的细胞用血细胞的计数板计数并绘制其生长曲

线。
1． 2． 6 观察检测目标 ① 在倒置相差显微镜下分

别观察培养不同时间的肝细胞、PAS 染色后以及

MTT 法处理后的肝细胞形态; ② MTT 检测法: 用含

有不同浓度的 MaFGF 处理细胞后，滴入 20 μl 的

MTT 培养 3 h，置于酶标仪( 检测波长 490 nm) 进行

检测并记录 OD 值; ③ 应用 EXCEL 绘制并比较各

组的生长曲线图。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析。
不同浓度不同时间的 MaFGF 作用于各组肝细胞所

得计量数据采用 珋x ± s 表示，运用单因素方差分析比

较多组样本间均值; 运用独立样本 t 检验比较两组

样本间均值。α = 0. 05 为检验标准，以 P ＜ 0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 细胞形态观察 培养 5 d 的原代肝细胞( 不含

MaFGF) 形态呈铺路石样，体积较大、折光性强、透

明度高( 图 1A) ; 低浓度( 3. 12 × 10 －3 mg /L) MaFGF
组培养 24 h ( 总时间仍然为 5 d，下同) ，观察到细胞

数量增多不明显 ( 图 1B) ; 中浓度 ( 4. 68 × 10 －3 mg /
L) MaFGF 组培养 24 h 可显示肝细胞呈多角型上皮

样且似岛屿状，向周围逐渐扩增，数量增多较明显，

且细胞与细胞之间紧密相连，轮廓也比较清晰 ( 图

1C) ; 高浓度( 6. 24 × 10 －3 mg /L) MaFGF 组培养 24 h
后可观察到多角型上皮样细胞互相衔接、紧密相连，

几乎铺满整个视野，并融合成片出现复层生长( 图

1D) 。
2． 2 肝细胞鉴定 采用 PAS 法对体外原代肝细胞
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鉴定可见: 阳性细胞的胞质被着色，呈现出粉红色糖

原颗粒，其细胞核呈空泡状且没有被着色 ( 图 2A) ;

阴性细胞的胞质不显色呈无色( 图 2B) 。经计数其

阳性细胞约占 95%，符合实验要求。可用于实验。

图 1 不同浓度的 MaFGF 作用肝细胞 24 后的形态变化 × 200

A: 对照组; B: 3. 12 × 10 －3 mg /L MaFGF 组; C: 4. 68 × 10 －3 mg /L

MaFGF 组; D: 6. 24 × 10 －3 mg /L MaFGF 组

图 2 肝细胞经 PAS 染色法后在倒置相差显微镜下的变化 × 200

A: 阳性细胞; B: 阴性细胞

2． 3 MaFGF 的促增殖作用 不同浓度 MaFGF 组

对体外培养正常肝细胞作用后的 OD 值及细胞增殖

率测定结果见表 1。MTT 结果显示: MaFGF 在一定

范围内可以促进肝细胞的增殖，但其促增殖作用不

具有浓度 － 效应特性。与对照组相比，3. 12 × 10 －3

mg /L MaFGF 组在各时间段对体外培养的肝细胞增

殖的效果均不明显，差异无统计学意义。随着 MaF-
GF 浓度的增高，对肝细胞增殖的作用效果增强( P
＜ 0. 01) 。其中，6. 24 × 10 －3 mg /L MaFGF 组作用

24 h 时促增殖作用达到峰值，半数抑制浓度值为

6. 24 × 10 －3 mg /L，因此选用浓度为 6. 24 × 10 －3 mg /
L 的 MaFGF 用于后续实验。各组作用 48、72 h 后，

增殖率较 24 h 减少，即 24 h 的增殖率明显高于其它

时间点( P ＜ 0. 05) 。
2． 4 绘制肝细胞的生长曲线 第 4 天开始，加入

6. 24 × 10 －3 mg /L MaFGF 组细胞数量比对照组的细

胞数量明显增多( P ＜ 0. 05 ) ; 细胞培养至第 10 天，

MaFGF 组的细胞是对照组的 2. 1 倍( P ＜ 0. 05 ) ，表

明 MaFGF 可有效促进肝细胞增殖。见图 3。

图 3 在对照组和 MaFGF 组中肝细胞的生长曲线

3 讨论

本课题组前期采用 WST-8 法检测不同浓度的

MaFGF 分别作用于肾小管上皮细胞、胃癌细胞 48 h
后的促增殖活性，以往的实验显示 MaFGF 对肾小

管上皮细胞及胃癌细胞有较弱的促分裂活性。研

表 1 不同浓度不同时间 MaFGF 作用于肝细胞 OD 值、增殖率( n = 12)

组别
24 h

OD( 珋x ± s) 增殖率( % )

48 h
OD( 珋x ± s) 增殖率( % )

72 h
OD( 珋x ± s) 增殖率( % )

F 值 P 值

对照 0． 731 ± 0． 202 — 0． 721 ± 0． 118 — 0． 729 ± 0． 197 — 179． 268 0． 03
MaFGF( mg /L)

3． 12 × 10 －3 0． 733 ± 0． 163 10． 41 0． 543 ± 0． 118 － 9． 97 0． 724 ± 0． 136 － 7． 08 382． 962 0． 00
4． 68 × 10 －3 0． 737 ± 0． 138* 18． 56 0． 624 ± 0． 145* 15． 60 0． 796 ± 0． 110* 16． 71 257． 935 0． 02
6． 24 × 10 －3 0． 825 ± 0． 109* 50． 02## 0． 731 ± 0． 169* 41． 81 0． 863 ± 0． 149* 43． 48 412． 012 0． 00
7． 80 × 10 －3 0． 799 ± 0． 132* 48． 61## 0． 679 ± 0． 161* 37． 53 0． 945 ± 0． 182* 46． 25 438． 147 0． 00

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 48、72 h 比较: ##P ＜ 0. 01
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究［5］表明，虽然 MaFGF 经过改构去除了促分裂活

性，但其仍然保留有一定的促分裂性。然而，亦有研

究报道 MaFGF 对某些细胞失去了促分裂活性，比如

Johnson et al［2］就曾报道了 MaFGF 不能刺激体外培

养的脾细胞增殖。但是 MaFGF 是否能够促进体外

培养的肝细胞增殖的研究目前仍为空白。本研究采

用形态学观察法、MTT 法和生长曲线绘制法揭示了

MaFGF 对体外培养的肝细胞有一定的促增殖活性

作用，但是其作用不呈浓度 － 效应特点。在 24 h，随

着 MaFGF 浓度的增高，尤其是在 6. 24 × 10 －3 mg /L
时，增殖作用强，这与形态学观察结果是一致的。超

过 48 h 则作用减弱，可能与 MaFGF 浓度的衰减有

关。推测 MaFGF 的促增殖活性可能具有一定的选

择性。
曹定国 等［6］研究发现 MaFGF 即使不能通过细

胞核发挥促分裂活性，但是仍然能进入细胞质并发

动 FGF 受体激活胞内信号级联反应。揭示了 MaF-
GF 需要依赖 FGF 受体，只是和未改构前与 FGF 受

体的结合方式可能发生了变化，其将 FGF 受体作为

媒介，将供体转移给受体表达 c-fos; 并使之发生酪

氨酸磷酸化，从而能够开启其它的信号途径或者转

化信号强度，这或许就是致使 MaFGF 与原型 aFGF
效能不同的原因所在［7 － 8］。此外，这种效能差异除

了与 FGF 受体激活胞内信号级联反应有关外，也可

能与 MaFGF 自身能够进入细胞质，并且能够聚积在

细胞质中且能够改变细胞质内的功能相关［9］。据

查阅文献［10］得知，目前研究者在 MaFGF 的 FGF 受

体结合和有关信号级联反应方面只停留在研究的初

级阶段。因此，有关于 MaFGF 在如何改变信号转导

途径或者转化信号强度等方面需要进一步深入进行

探索和研究。
MaFGF 是通过人工改构 aFGF 所致的变构体

aFGF，其采用基因工程技术剔除了关于分裂活性的

核转位序列，虽然失去了促进细胞分裂的活性，但是

仍然还具有非促分裂的活性，发挥其对细胞的损伤

保护作用。从而，MaFGF 才能够避开促分裂活性带

来的肿瘤发生的危险，可以帮助人类解决在体内用

药时所担心的毒副作用，因而可以发挥其临床用药

的价值［11］。已有研究揭示 MaFGF 能够发挥其对细

胞损伤的保护作用，胡文娟 等［12］通过建立大鼠肾

缺血 /再灌注致急性肾衰竭模型，初步探讨了 MaF-

GF 对肾缺血 /再灌注损伤的保护作用及量效关系;

徐雅玲 等［13］通过建立白花丹素致体外培养肝细胞

的损伤模型，证实了 MaFGF 对白花丹素损伤的原代

培养肝细胞有一定的保护作用。MaFGF 是多功能

生长因子，具有多种生物活性作用。为此，深入开展

MaFGF 对肝细胞增殖分化的作用，对于阐明肝细胞

增殖分化的调节机制，以及对以后的体内用药具有

深远的意义。
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Effects of modified acidic fibroblast growth factor
on the proliferation activity cultured hepatocytes in vitro

Xu Yaling1，Huang Ju’en2

( 1Dept of Health Assessment of Medical College，Guangxi University of Science and Technology，Lizhou 545006;
2College of Life Science，Guangxi Medical University，Nanning 530021)

Abstract Objective To explore effects of modified acidic fibroblast growth factor ( MaFGF) on the growth of hep-
atocytes cultured in vitro． Methods Hepatocytes of SD rats were isolated，cultured in vitro and subculture for three
generations． After being identified，the cells were used in the experiment:① Hepatocytes was observed by inverted
phase contrast microscope; ② The experiment were randomly divided into control and experimental group，MaFGF
with different concentration were added into the culture medium of hepatocytes，after 24，48，72 h，the mitogenic
effects were measured by the MTT test; ③ The MTT test was used to detect the effects of MaFGF on the prolifera-
tion of the hepatocytes in 24 h． The growth curve was plotted． Ｒesults ① MaFGF potentiated the proliferation of
hepatocytes，which was no significant effect with dose increased． The proliferative rate of 24 h were higher than that
of the other time points ( P ＜ 0. 05) ． there was statistical difference between the MaFGF group( 4. 68 × 10 －3 ～ 7. 80
× 10 －3 mg /L) and the control group ( P ＜ 0. 05) ． However，the mitogeoic activities of each MaFGF group were in-
significant;② Four days after MaFGF( 6. 24 × 10 －3 mg /L) added into the medium，the population of the hepato-
cytes was larger than that of the control ( P ＜ 0. 05) ． The number of the hepatocytes incubated with MaFGF ( 12. 4
× 104 ) was 2. 1 times as large as the control( 6 × 104 ) in the 10th day( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion MaFGF has a
certain role in promoting the proliferation of the hepatocytes at the appropriate concentration and time． However，the
effects don’t have concentration dependent manner．
Key words MaFGF; hepatocytes; cell culture; proliferation
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PAF 通过 PKCβ途径对系膜细胞分泌细胞外基质的影响
肖艳华1，何笑云1，韩 晴1，胡小文2，周素娴1

摘要 目的 探讨血小板活化因子( PAF) 是否通过高糖可

激活蛋白激酶 C-β( PKCβ) 途径调节高糖高脂环境下细胞外

基质( ECM) 的分泌。方法 将人肾小球系膜细胞分成 6

组: 正常对照组、PAF 组、PAF + LY333531 组、高糖高脂组、高
糖高脂 + PAF 组、高糖高脂 + PAF + LY333531 组; ELISA 法

测定各组中纤维联接蛋白( Fn) 及Ⅳ型胶原( Col Ⅳ) 含量，实

时定量 PCＲ 测定 PKCβ Ⅰ mＲNA 表达水平。结果 与正常

对照组比较，其他 5 组 Fn、Col Ⅳ、PKCβ Ⅰ mＲNA 表达增加
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( P ＜ 0. 05) ; 与 PAF 组比较，PAF + LY333531 组 Fn、
Col Ⅳ、PKCβ Ⅰ mＲNA 表达减少( P ＜ 0. 05 ) ; 与高

糖高脂 + PAF + LY333531 组比较，高糖高脂组、高

糖高脂 + PAF 组 Fn、Col Ⅳ、PKCβ Ⅰ mＲNA 表达显

著增加( P ＜ 0. 05) 。结论 高糖高脂环境下 PAF 通

过促进 PKCβ Ⅰ表达刺激 Fn、Col Ⅳ分泌; 当加入

LY333531 时，ECM 分泌减少，PKCβ Ⅰ抑制剂对肾

脏可能具有一定的保护作用。
关键词 血小板活化因子; 细胞外基质; 高糖高脂;

PKCβ Ⅰ
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糖尿病肾病( diabetic nephropathy，DN) 是糖尿
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