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体外诱导翼状胬肉成纤维细胞向平滑肌细胞的分化*★◆ 
石颖颖，李永平，张文忻，郑建樑，林建贤 

Induced differentiation of pterygium fibroblasts into smooth muscle cells in vitro    

Shi Ying-ying, Li Yong-ping, Zhang Wen-xin, Zheng Jian-liang, Lin Jian-xian 

Abstract 
BACKGROUND: Our previous findings have demonstrated that smooth muscle exists in pterygium, but its origin remains unclear.   
OBJECTIVE: To investigate the origin of smooth muscle in pterygium. 
METHODS: Pterygial tissue was harvested from 26 patients. Cells were primary cultured and identified. Cells in good growth 
state were divided into two groups after first reproducement, and then subcultured in the medium with or without  
20 μg/L basic fibroblast growth factors (induction group and control group). Morphological change of cells in two groups was 
observed through the use of inverted microscope. The expression of vimentin and α-smooth muscle actin in cells in two groups 
was detected by immunofluorescence.  
RESULTS AND CONCLUSION: Immunohistochemical staining showed that all cells expressed vimentin and were identified as 
fibroblasts. Under inverted microscope, cells from the control group exhibited shuttle-shaped appearance and weaved together, 
and cells from the induction group became plump with large cytones and grew in a “peak-valley” way. Confocal microscopy 
showed that in the control group, cells expressed vimentin, but did not express α-smooth muscle actin; in the induction group, 
cells expressed α-smooth muscle actin to different extents besides vimentin and exhibited myofilament in the cytoplasm, 
confirming smooth muscle cells. These findings indicate that fibroblasts from pterygium can differentiate into smooth muscle cells 
after induced by basic fibroblast growth factors in vitro. 
 
Shi YY, Li YP, Zhang WX, Zheng JJ, Lin JX. Induced differentiation of pterygium fibroblasts into smooth muscle cells in 
vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(14): 2589-2592.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：作者前期研究发现翼状胬肉组织中存在平滑肌成分，但此平滑肌的来源并不清楚。 
目的：探讨翼状胬肉组织中平滑肌成分的起源。 
方法：组织块法对 26 例翼状胬肉进行原代细胞培养及鉴定。生长状态较好的原代细胞传代后分为诱导组和对照组，分别置

于含或不含 20 μg/L 碱性成纤维细胞生长因子的培养基中培养。倒置显微镜下对比观察两组细胞的形态学变化；共聚焦显

微镜下观察免疫荧光染色波形纤维蛋白和 α-平滑肌肌动蛋白在两组细胞中的表达情况。 
结果与结论：免疫组织化学染色显示所有细胞均表达波形纤维蛋白，鉴定为成纤维细胞。倒置显微镜下观察:对照组细胞呈

长梭形，编织状排列；诱导组细胞饱满，胞体增大，呈“峰-谷样”生长。共焦显微镜观察：对照组细胞均表达波形纤维蛋

白，不表达 α-平滑肌肌动蛋白；诱导组细胞除表达波形纤维蛋白外，还不同程度地表达 α-平滑肌肌动蛋白，胞浆内可见伸

向细胞两极的肌动蛋白丝，证实为平滑肌细胞。结果表明翼状胬肉来源的成纤维细胞在体外经碱性成纤维细胞生长因子诱

导可以向平滑肌细胞分化。 
 
关键词：翼状胬肉；成纤维细胞；碱性成纤维细胞生长因子；平滑肌；起源 
缩略语注释：bFGF：basic fibroblast growth factor，碱性成纤维细胞生长因子 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.14.025 
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0  引言 
 

翼状胬肉发病与紫外线、风尘等外界环境及

遗传因素相关[1-3]，但发病机制目前尚不清楚[4-5]。

作者之前的研究已发现翼状胬肉组织中存在平

滑肌成分，为了进一步探讨翼状胬肉中平滑肌细

胞的起源，本实验取翼状胬肉组织进行成纤维细

胞的体外培养，同时向平滑肌细胞诱导分化。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外观察 

时间及地点：实验于2010-07/2011-09在
中山大学中山眼科中心病理室完成。 

材料：  
 
 
 
 
 
 
 
 
26例翼状胬肉组织收集于中山大学中山眼

科中心门诊手术切除者，供者对实验知情同意。 

试剂 来源 

碱性成纤维细胞生长因子(basic 
  fibroblast growth factor，bFGF) 
荧光抗体 FITC 
Hoechst、抗荧光衰减灭剂 
波形蛋白(VIM)、α-平滑肌肌动蛋白 

(α-SMA)、NSE、CK、S-100、Desmin、
SY、LYA、免疫组织化学试剂盒  
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所有标本均在术后离体1 h内进行处理。标本一

半用于细胞培养，另一半进行常规病理检查。 
实验方法： 

原代培养翼状胬肉：组织块法对翼状胬肉进行

原代培养。新鲜组织用无菌PBS清洗3次，反复

剪切成1.0 mm×1.0 mm×1.0 mm大小，弯头吸管

吸取若干组织小块并将其均匀分布在培养瓶底

部。轻轻翻转培养瓶使瓶底朝上，静置于37 ℃细

胞培养箱中2 h，取出培养瓶，加入含体积分数

10%胎牛血清的高糖DMEM培养液使其慢慢覆

盖瓶壁的组织小块，再放于培养箱中培养。倒置

显微镜下观察到有细胞爬出时，补加培养液，3 d
换液。细胞达80%融合时进行传代继续培养。 

诱导翼状胬肉成纤维细胞向平滑肌细胞分化：取

6例生长状态良好的原代细胞进行诱导分化。已

消毒的盖玻片置于培养皿中。细胞传代后接种

于不同的培养皿中进行爬片，分别用含或不含

20 μg/L bFGF的高糖DMEM培养液(含体积分数

10%胎牛血清)培养并标记为诱导组和对照组，细

胞接种终浓度均为1×108 L-1，置于37 ℃、体积分

数5%CO2的细胞培养箱中继续培养观察。 
免疫荧光染色：细胞分组培养15 d后，取出

爬片，PBS洗，40 g/L多聚甲醛室温固定细胞  
20 min，PBS洗，0.3%TritonX-100破膜10 min，
PBS洗，血清封闭20 min，一抗波形蛋白、

α-SMA 4 ℃过夜，PBS清洗，FITC 37 ℃避光

孵育30 min，PBS洗，Hoechst染核20 min，抗

荧光衰减淬灭剂封固，共聚焦显微镜下观察细

胞。阳性结果判定以胞核染成深蓝色，胞质出

现绿色荧光为标准。 
免疫组织化学染色：细胞爬片用PBS洗，40 g/L

多聚甲醛室温固定30 min，PBS洗，0.3% 
TritonX-100破膜10 min，PBS洗，体积分数3% 
H2O2室温孵育15 min，PBS洗，血清封闭20 min，
一抗波形蛋白、α-SMA、NSE、S-100、CK、

Desmin、SY、LYA  37 ℃孵育1 h，PBS清洗，

增强剂A液37 ℃孵育15 min，PBS洗，B液孵育

20 min，DAB室温下显色9 min，水洗，Mayer
苏木精复染2 min，水洗，晾干，中性树胶封固。

阳性表达的细胞胞浆染成棕黄色，胞核呈蓝色。 
细胞α-SMA阳性表达率的计算：采用半定量方

法判断细胞α-SMA染色结果，将细胞爬片置于

200倍光镜下观察，每个爬片随机取等距的5个
视野，以胞浆染成绿色荧光判为阳性细胞，计

算阳性细胞占视野细胞总数的百分率。以5个视

野阳性细胞百分率的算术平均数为该例细胞

α-SMA的阳性表达率。 

主要观察指标：观察翼状胬肉原代培养细

胞的形态、生长特性及波形蛋白表达情况。对

比观察对照组和诱导组细胞形态学变化及波形

蛋白、α-SMA表达情况。 
   

2  结果 

 
2.1  翼状胬肉原代培养  培养的第3~5天，细

胞以单个出芽方式从组织块的边缘底层爬出，

呈现为梭形、星状，胞体较肥，排列稀疏。随

着培养时间的延长，长出的细胞越来越多，细

胞由单层转向多层重叠，并以组织块为中心呈

星芒状向周围生长，见图1a。细胞多呈长梭形，

胞质均匀透亮，胞核圆形或椭圆形。约15 d细胞

长满瓶底，排列密集，见图1b。波形纤维蛋白免

疫组织化学染色显示细胞浆均匀染成棕黄色，胞

核蓝色，表明所有细胞均表达波形纤维蛋白，见

图1c。其他免疫组织化学α-SMA、NSE、S-100、
CK、Desmin、SY、LYA均呈现阴性反应。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  传代后对照组细胞的观察及鉴定  细胞

贴壁后呈长梭形或星状，胞体纤细，中央圆形

或椭圆形的结构为细胞核，细胞胞体透亮，见图

2a。细胞于接种后第15天长满瓶壁，平行排列

呈编织状，见图2b。细胞经免疫荧光染色在共聚

焦显微镜下观察可见所有细胞均表达波形纤维

蛋白，见图2c；细胞经α-SMA免疫荧光染色仅

胞核染成蓝色，胞体未见绿色荧光，见图2d。

a: Primary culture for 7 d 
(×100) 

Figure 1  Morphology and growth pattern of primary 
pterygium cells and immunohistochemical 
staining of vimentin   

图 1  翼状胬肉原代细胞的形态、生长方式及波形
蛋白免疫组织化学染色 

b: Primary culture for 15 d 
(×100) 

c: Positive vimentin staining as determined by 
immunohistochemistry (× 200) 
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2.3  传代后诱导组细胞的观察及鉴定  见图3。    

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 

 

细胞经诱导培养后胞体变肥大、饱满，呈短梭形、

星状、卵圆形，见图3a。细胞密集处与稀疏处交错，呈

“峰-谷样”生长，见图3b。继续生长部分细胞体积明

显变大，多角形、不规则形或蝶翼形。免疫荧光染色发

现6例细胞均表达波形蛋白，见图3c，同时不同程度地

表达α-SMA，见图3d，阳性表达率分别为85.7%，87.5%，

64.5%，33.7%，44%，59.6%。阳性细胞多为上面提

到的一些体积较大的细胞，一些梭形细胞胞质也见阳性

表达。共聚焦显微镜高倍下观察细胞可见胞质内大量条

丝状物向两极放射并与细胞长轴平行，即α-肌动蛋白

丝，见图3e，一些肌丝可延伸至细胞突起内。对这部分

细胞进行α-SMA免疫组织化学染色，胞质同样也呈现强

阳性，见图3f，鉴定为平滑肌细胞。 
 

3  讨论 

 
翼状胬肉在组织病理学上主要表现为纤维血管组

织的异常增生[6-8]。李永平等[9]对218例翼状胬肉进行免

疫组织化学染色时发现其中56例翼状胬肉的纤维血管

组织中还存在一些胞质嗜伊红、略带嗜碱性的梭形细胞

束并且表达α-SMA，证实为平滑肌细胞或组织，但其起

源并不清楚。 
近年来，翼状胬肉成纤维细胞由于表达多种干细胞

标记而成为研究的热点[10-13]。bFGF作为一种多肽类的

有丝分裂原，其主要的生物学作用是促进细胞(如成纤维

细胞)的增殖分化，对干细胞的定向分化也有良好的促进

作用[14-16]。桑爱民等[17]利用免疫组织化学方法比较bFGF
在翼状胬肉和正常结膜中的表达，发现bFGF在前者中的

表达明显高于后者。有研究在培养基中添加25 μg/L 
bFGF、25 μg/L血管内皮生长因子诱导人骨髓间充质干

细胞表达α-SMA，向平滑肌细胞分化，但其研究中因血

管内皮生长因子的浓度过高，掩盖bFGF的生物学作  
用[18]。考虑到bFGF和血管内皮生长因子在诱导平滑肌

生成过程中作用类似、相互协同的特点，本实验在此基

础上做了适当调整：诱导组添加20 μg/L bFGF培养翼状

胬肉来源的成纤维细胞，与在体翼状胬肉组织中高

bFGF状态相对应。结果显示与对照组成纤维细胞相比，

诱导组细胞呈“峰-谷样”生长，不同程度地表达α-SMA, 
胞质内还可见伸向细胞两极的α-肌动蛋白丝，为平滑肌

细胞的典型表现。因此作者认为体外条件下翼状胬肉组

织来源的成纤维细胞经bFGF诱导可以获得α-SMA的表

达并向平滑肌细胞分化。 
Krai等[19]发现多种生长因子如bFGF、转化生长因

子、血小板衍生生长因子等在翼状胬肉组织中异常高表

达，提出翼状胬肉来源的成纤维细胞不同于正常结膜成

纤维细胞，其细胞型已发生转化。Ye等[10]认为翼状胬肉

的发病是由于外界环境因素损伤角膜缘，刺激骨髓间充

Figure 2  Morphological observation of cells and 
immunofluorescence staining of vimentin and 
α-smooth muscle actin in cells in the control group 

图 2  对照组细胞的形态学观察及波形蛋白、α-平滑肌肌动
蛋白免疫荧光染色 

a: Cell morphology after passage 
(× 200)  

b: Cell arrangement (×100)  

c: All cells were positive for 
vimentin (×200)     

d: No positive expression of 
α-smooth muscle actin in the cells 
(×200)  

Figure 3  Morphological observation of cells and vimentin and 
α-smooth muscle actin expression in cells in the 
induction group 

图 3  诱导组细胞的形态学观察及波形蛋白、α-平滑肌肌动蛋
白表达情况 

a: Morphological change of cells 
under the microscope (×200)  

b: Cell arrangement (×100)   

c: All cells were positive for 
vimentin (×200)  

d: A large amount of α-smooth 
muscle actin positive cells (×200) 

e: Myofilament in cells under laser 
scanning confocal microscope (×400) 

f: Myofilament in cells under 
microscope (×400)  
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质干细胞和一些前体细胞激活并迁移到受损部位进行

组织修复，在各种异常高表达的细胞因子作用下分化为

成纤维细胞、上皮细胞和血管内皮细胞从而构成翼状胬

肉。但考虑到上皮起源于表面外胚层组织[20]，翼状胬肉

的主体是纤维血管组织[21]，其表面上皮为结膜表面上皮

的增生和延伸，所以作者认为上述观点并不十分准确。

本实验中翼状胬肉来源的成纤维细胞体外经诱导向平

滑肌分化，说明其分子生物学已经发生改变并具有分化

特性，直接证实翼状胬肉组织中的成纤维细胞具有分化

成平滑肌细胞的能力，提示翼状胬肉实体组织观察到的

平滑肌为组织中成纤维细胞分化而来。 
翼状胬肉具有向角膜侵袭生长的能力，复发后其侵

袭能力更强[22-24]。这种良性非肿瘤的增生性病变表现出

类似恶性肿瘤的侵袭性生长方式，其原因并不是十分清

楚，关于这方面的研究也是空白[25-26]。眼肿瘤病理学家

早就观察到发生于眼内睫状体的平滑肌瘤，是一种以平

滑肌增生为主的良性肿瘤，肿瘤细胞可以侵及局部巩膜

或穿透角巩膜缘组织向眼外生长[27-29]。本实验揭示翼状

胬肉的成纤维细胞体外诱导可向平滑肌细胞分化，不仅

证明了作者前期实体组织研究所发现的平滑肌成份源

自于成纤维细胞的分化，而不是来源于血管壁的平滑肌

扩展，同时也提示翼状胬肉组织中的平滑肌细胞或组织

为翼状胬肉具有向角膜侵袭生长能力的形态学基础。 
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伦理要求：翼状胬肉组织采集患者均知情同意。 

文章概要： 

文章要点：翼状胬肉组织来源的成纤维细胞在体外经诱

导可表现出分化特性，进一步证实其干细胞特性。 

关键信息：实验结果表明翼状胬肉来源的成纤维细胞在

体外经碱性成纤维细胞生长因子诱导可以向平滑肌细胞分

化。  

研究的创新之处与不足：关于成纤维细胞表现干细胞特

性参与翼状胬肉发病的具体机制仍需进一步研究。 


