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%%$摘要%%目的%利用 M32U 抑制剂联合低氧\常氧培养方式构建基于胚胎干细胞(&BC<)的组织工程角
膜上皮&%方法%应用贴壁培养作为分化方式"用全反式维甲酸(MH)m骨形态发生蛋白 !(LDY!)诱导人源
&BC<细胞系 _7 向角膜上皮样细胞分化& 以 B_&D与 aB D̂培养基 7 e=混合配比作为扩增基础培养基"分别
添加或不添加 M32U 抑制剂 b=89#="扩增 &BC<来源的角膜上皮样细胞& 将诱导后的角膜上皮样细胞接种于
去上皮羊膜载体上"在低氧'常氧'低氧\常氧相结合等不同条件下构建组织工程角膜上皮& 通过形态学'实
时荧光定量 YCM反应(MŴg@YCM)'免疫荧光法检测诱导效果'&BC<来源角膜上皮样细胞的扩增能力及组织
工程角膜上皮表型&%结果%与对照组比较"诱导组诱导后 $ N &BC<标志物52J! 'MAH"A3J2K 信号通路相关
因子 A3J2K7'Z(OOFN7 'MAH以及 S,J信号通路的相关因子 2@'.2和 C.2*), 47 'MAH的相对表达量显著降低"
表皮外胚层标志物 T9# 和 a7$ 'MAH的相对表达量显著增加"差异均有统计学意义(-n7!k9#'="k7?'>#k?"'
77k9"'7>k#"'7$k!!'==k9#"均 To"k"?)& 与 b=89#= 未添加组相比"b=89#= 添加组细胞的 T9#'a7! 'MAH相
对表达量以及 A3J2K 信号通路受体 A3J2K7 和 Z(OOFN7 'MAH相对表达量显著升高"S,J信号通路下游靶向基
因 2@'.2和 C.*),47 'MAH相对表达量明显降低"差异均有统计学意义 (-n="k=>'?>k=='=k>"'#>k?>'?k#='
7"k7!"均To"k"?)*= 个组 a7$ 'MAH的相对表达量无明显变化"差异无统计学意义 (-n7k#$"Tp"k"? )&
b=89#= 添加组用低氧\常氧相结合的方式构建 &BC<来源的上皮片较持续低氧或常氧培养复层化更明显"排
列更紧密"并全层表达上皮细胞标志物 Y(,@Ca和 a7$ 及上皮干细胞标志物 T9# 和 a7!&%结论%b=89#= 的
添加可增加 &BC<来源角膜上皮样细胞的增生能力"激活 A3J2K 信号通路"抑制 S,J信号通路& 采用低氧\常氧
相结合的方式"利用添加 b=89#= 的培养基扩增构建 &BC<来源的组织工程角膜上皮有助于上皮片的复层化&%
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N)RRFGF,J)(JF),J3FT)JKF*)(*@*)UF2F**<P.(NN)J)3, 3RGFJ),3)2(2)N (MH) (,N P3,F'3GTK3OF,FJ)2TG3JF), !(LDY!) ),
JKFN)RRFGF,J)(J)3, 'FN)0'0,NFGJKF(NKFGF,J20*J0GF23,N)J)3,1WKF&BC<NFG)QFN FT)JKF*)(*@*)UF2F**<VFGFFIT(,NFN
), JKF')IFN 'FN)0'3RB_&D(,N aB D̂V)JK JKF')IJ0GFG(J)33R7 e= V)JK 3GV)JK30JM32U ),K)P)J3Gb=89#=1WKF
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F,O),FFGFN 23G,F(*FT)JKF*)0' VFGFFQ(*0(JFN P.'3GTK3*3O)2(*3P<FGQ(J)3," GF(*@J)'FR*03GF<2F,J+0(,J)J(J)QF
T3*.'FG(<F2K(), GF(2J)3, (MŴg@YCM) (,N )''0,3R*03GF<2F,2FJF2K,3*3O.1%&$'3#4'%C3'T(GFN V)JK JKF23,JG3*
OG30T"JKFGF*(J)QFFITGF<<)3,<3R&BC<'(GUFG52J! 'MAH"A3J2K <)O,(*),OT(JKV(.GF*(JFN R(2J3G<A3J2K7 (,N
Z(OOFN7 'MAH"(,N S,J<)O,(*),OT(JKV(.<GF*(JFN R(2J3G<2@'.2(,N C.2*), 47 'MAHVFGF<)O,)R)2(,J*.GFN02FN"
(,N JKFGF*(J)QFFITGF<<)3,<3R20J(,F30<F2J3NFG''(GUFG<T9# (,N a7$ 'MAHVFGF<)O,)R)2(,J*.),2GF(<FN (JN(.$
(RJFG),N02J)3, ), JKF),N02FN OG30T"V)JK <)O,)R)2(,JN)RRFGF,2F<PFJVFF, JKF' (-n7!k9#"="k7?">#k?""77k9""
7>k#""7$k!!"==k9#*(**(JTo"k"?)1C3'T(GFN V)JK JKFV)JK30Jb=89#= OG30T"JKFGF*(J)QFFITGF<<)3,<3RT9# (,N
a7! 'MAH"A3J2K <)O,(*T(JKV(.GF2FTJ3GA3J2K7 (,N Z(OOFN7 'MAHVFGF<)O,)R)2(,J*.),2GF(<FN"(,N S,J<)O,(*),O
T(JKV(.<N3V,<JGF('J(GOFJFN OF,F2@'.2(,N C.*),47 'MAHVFGF<)O,)R)2(,J*.NF2GF(<FN (JN(.$ (RJFG),N02J)3, ),
JKFb=89#= OG30T"V)JK <)O,)R)2(,JN)RRFGF,2F<PFJVFF, JKF' (-n="k=>"?>k=="=k>""#>k?>"?k#="7"k7!*(**(JTo
"k"?)"(,N JKFGF*(J)QFFITGF<<)3, 3Ra7$ 'MAH), JKFJV3OG30T<V(<,3J<)O,)R)2(,J*.2K(,OFN(-n7k#$"Tp"k"?)1
WKF&BC<NFG)QFN FT)JKF*)0' (,N 23,<JG02JFN 0,NFGK.T3I)(@,3G'3I)(20*J0GF23,N)J)3, <K3VFN '3GF3PQ)30<
<JG(J)R)2(J)3, (,N J)OKJFG2F**(GG(,OF'F,J), 23'T(G)<3, V)JK JK3<F2F**<20*J0GFN ), 23,<)<JF,JK.T3I)(20*J0GF
23,N)J)3, 3G,3G'3I)(20*J0GF23,N)J)3,1&T)JKF*)(*'(GUFG<Y(,@Ca(,N a7$ (<VF**(<FT)JKF*)(*TG3OF,)J3G2F**
'(GUFG<T9# (,N a7! FITGF<<FN ), JKFVK3*F2F***(.FG<3RJKF&BC<NFG)QFN FT)JKF*)0'23,<JG02JFN 0,NFGK.T3I)(@
,3G'3I)(20*J0GF23,N)J)3,1%D,.)#3'5,.'%WKF(NN)J)3, 3Rb=89#= F,K(,2F<JKFTG3*)RFG(J)3, (P)*)J.3R_7 NFG)QFN
FT)JKF*)(*2F**<(,N (2J)QF<A3J2K <)O,(*),OT(JKV(.(,N ),K)P)J<S,J<)O,(*),OT(JKV(.1WKF20*J0GF(,N 23,<JG02J)3,
), JKFFIT(,<)3, 'FN)0'V)JK b=89#= 0,NFGJKFK.T3I)(@,3G'3I)(20*J0GF23,N)J)3, 2(, TG3'3JFJKF<JG(J)R)2(J)3, 3R
_7 NFG)QFN F,O),FFGFN 23G,F(*FT)JKF*)0'1%

"8$9 :,%/'#7&'PG.3,)2<JF'2F**<* &,O),FFGFN 23G,F(*FT)JK*)0'* M32U ),K)P)J3G* _.T3I)(@,3G'3I)(20*J0GF
;3./+%,-%(1# A(J)3,(*aF.Mq4YG3OG(' (="7$b̂ H"7"8#"7" ="7$b̂ H"7"8#"! )* A(J)3,(*aF.L(<)2
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%%角膜上皮为复层上皮组织"对维持角膜的生理功
能具有极其重要的作用

+7\=, & 角膜上皮的稳定性与完
整性依赖于角膜缘基底部角膜上皮干细胞的增生与分

化
+#, & 严重的眼表疾病"如眼瘢痕性类天疱疮'化学

烧伤'热烧伤和 BJFQF,<@Z3K,<3, 综合征等"病变常损伤
角膜上皮干细胞"导致角膜上皮干细胞部分或全部丧
失"继而发生结膜上皮侵入角膜和角膜新生血管形成"
造成视力障碍"甚至致盲 +!, & 目前"角膜上皮干细胞
缺乏的治疗方法主要是自体或异体角膜缘组织移植"
或采用体外扩增技术构建组织工程角膜上皮片移植

等"虽能有效治疗角膜缘上皮干细胞缺乏"但均面临着
一定的挑战"如自体角膜缘移植可能引起健眼的角膜
缘干细胞缺乏"异体角膜缘组织移植的免疫排斥风险
很大"且供体组织匮乏"自体角膜缘干细胞体外扩增移
植的干细胞质量难以保证等& 基于此"已有研究者转
而采用其他替代细胞进行治疗"如自体口腔黏膜上皮
细胞'体外培养的结膜上皮细胞'皮肤上皮干细胞以及
胚胎干细胞(F'PG.3,)2<JF'2F**<"&BC<)等& &BC<来
自胚囊内部的细胞团"具有无限自我更新和多向分化
的潜能"可进行大规模组织工程化构建& 此外"&BC<
细胞系的诱导分化过程和操作易于标准化"质量可控
制"便于生产出符合临床需要的组织工程组织或器官&
因此"若限定诱导条件"&BC<细胞系可作为一种治疗
角膜上皮干细胞缺乏的种子细胞& 已有研究团队采用
诱导的方法使 &BC<分化为角膜上皮样细胞 +?\8, "但仍
存在诱导时间长'过程相对复杂等问题& 到目前为止"
尚未建立一个标准化的 &BC<来源组织工程角膜上皮

构建体系& 本研究拟对利用 &BC<细胞系构建组织工
程角膜上皮片的方法进行改良和优化&

<7材料与方法

<1<7材料
<1<1<7细胞来源7人源 &BC<细胞系 _7 由陆军军医
大学阴正勤教授课题组培养和赠送

+$\>, &
<1<1=7主要试剂及仪器7'W&BM7 培养基 (加拿大
BJF'CF**公司 )*4D&D:̂7= 培养基 (美国 )̀P23公
司)*b=89#='H220J(<F消化酶'C3**(OF, 6['4DB5'全
反式维甲酸(GFJ),3)2(2)N"MH)'兔 T9# 多克隆抗体(美
国 B)O'(公司 )*人重组骨形态发生蛋白 ! ( P3,F
'3GTK3OF,FJ)2TG3JF), !"LDY!) (美国 Mq4公司)*兔
多克隆抗体 a7$(<2@=$=9!)'小鼠单克隆抗体 a7!(<2@
?=?=#)(美国 B(,J(CG0-公司)*兔 [)'F,J), 多克隆抗体
(?8!7B)(美国 CF**B)O,(*),O公司)*引物'人重组生长
因子'人重组蛋白表皮生长因子 (FT)NFG'(*OG3VJK
R(2J3G"&̀ )̂'胰 岛 素 \转 铁 蛋 白 \硒 溶 液 ( 6WB )'
H*FI(̂*03G?>! 标记的驴抗鼠二抗(H=7="#)'H*FI(̂*03G
!$$ 标记的驴抗鼠二抗(H=7="=)'H*FI(̂*03G?>! 标记
的驴抗兔二抗(H=7="8)'H*FI(̂*03G!$$ 标记的驴抗兔
二抗(H=7="9)(美国 6,Q)JG3OF, 公司)*鼠二步法免疫组
织化学试剂盒'二氨基联苯胺( N)('),3PF,-)N),F"4HL)
显色试剂盒(北京中杉金桥公司)& 荧光显微镜(A)U3,
W&@="""d"日本尼康公司)*荧光共焦显微镜( [̂7""""
日本 W32K)O)公司)&
<1=7方法
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<1=1<7&BC<分化为角膜上皮样细胞的诱导%采用质
量分数 7j D(JG)OF*包被培养板后"以 !r7"! :2'=

的密

度将 _7 细胞接种于 &BC<正常传代培养基('W&BM7m
7" '3*:]b=89#=)中"次日细胞贴壁后"吸干培养基"换
完全诱导培养基(!"" '*'W&BM7 基础培养基中加入 ?
倍'W&BM7 培养基的添加物)进行诱导分化"每 = 天换液
7 次(图 7)& 以未进行诱导分化的_7 细胞作为对照&

第0天 第1天 第9天 第13天 第27天
H1

细胞系
mTESR1 RA+BMP4诱导 TrypleExpression酶消化

H1来源的上皮样细胞

4d浸没培养 14d气液界面培养

去上皮羊膜
扩增培养基：
KSFM+SHEM
（2∶1）+Y27632

第0天 第1天 第9天 第13天 第27天
H1

细胞系
mTESR1 RA+BMP4诱导 TrypleExpression酶消化

H1来源的上皮样细胞

4d浸没培养 14d气液界面培养

去上皮羊膜
扩增培养基：
KSFM+SHEM
（2∶1）+Y27632

图 <72< 细胞诱导分化及组织工程角膜上皮构建模式图%MH#全
反式维甲酸*LDY#骨形态发生蛋白 !
%

<1=1=7&BC<来源角膜上皮样细胞的扩增%用完全诱
导培养基诱导后 $ N"吸干培养基"加入 7 倍 YLB 漂洗
7 次"轻轻滴加漂洗"防止细胞脱落& 加入 WG.T*F
&ITGF<<!"" %*"于 #8 s培养箱中消化 7? l78 '),& 加
入!"" %*培养基终止消化"用 7 '*吸管轻轻吹打细胞
使细胞完全脱落& 将消化后的细胞悬液转移到 7k? '*
&Y管中"=""r' 离心 # '),& 弃上清"加入 ="" %*扩增
培养基"轻弹管壁"重悬细胞沉淀后"加入 $"" %*扩增
培养基& 细胞计数"以 =k$ r7"! :2'=

的密度接种至

D(JG)OF*铺板的 7= 孔板培养皿"于扩增培养基中进行
培养& 以 B_&D与 aB D̂培养基7 e=混合配比作为扩
增基础培养基"分别在添加或不添加 M32U 抑制剂
b=89#= 的条件下扩增 &BC<来源的上皮样细胞(图 7)&
<1=1>7&BC<来源角膜上皮片的构建%诱导分化的
&BC<来源角膜上皮样细胞按 =k$r7"! :2'=

的密度转

移到去上皮的羊膜环中
+7"\77, "于扩增培养基中进行培

养"环内培养基为 ?"" %*"环外培养基为 7k? '*& 接种
后的羊膜环分别用 # 种培养条件进行培养#(7)低氧
培养#体积分数 =j5=条件下培养后 ! N"转为气液界
面培养模式培养 7! N*(=)常氧培养#="j5=条件下培

养后 ! N 转为气液界面培养模式培养 7! N*(#)低氧\
常氧结合培养#接种后前 ! N 在低氧培养条件下培养"
! N 后转为常氧条件下培养"然后气液界面培养 7! N&
气液界面培养即在环内添加 ?" l8" %*培养基"保持
环内湿润"避免完全干燥"在环外添加 7k? '*培养基&
用虹膜恢复器分别刮取在低氧'常氧和低氧\常氧相
结合培养构建的 &BC<来源上皮片进行形态学观察及
表型检测(图 7)&
<1=1?7实时荧光定量 YCM检测 &BC<和上皮细胞标

志物及相关各因子的基因表达%收集诱导后 $ N 的
&BC<和不同条件下扩增的 &BC<来源上皮样细胞
MAH"按照 F̂G'F,)(<试剂盒提供的实验步骤将 MAH
逆转录成 24AH"配置成 7" %*的反应体系 (含 MAH
7k? %O"? 倍反应缓冲液 ! %*"7" ''3*:]=i@脱氧核苷
酸@?i@三磷酸混合物 = %*"随机六聚体引物 7 %*"核糖
核酸酶抑制剂 7 %*)"引物序列见表 7"循环条件为
>? s预变性 7" <">? s变性 ? <"9" s退火并延伸 #? <"
共 !" 个循环"以 "@(2J), 作为内参照"按 =\&&CJ

法计算

各目的基因的相对表达量&

表 <7荧光定量 ID&目的基因引物序列

基因 上游引物(?2@#2 ) 下游引物(?2@#2 )

1C-F H̀ Ẁ H̀ H̀ C̀HHCCẀ H̀̀ H HCHCWC̀ H̀CCHCHWCCWWC
4NI WH̀ HẀ CCCCCHHHWCWCH̀ CHCẀ Ẁ Ẁ̀ CWCWCCWCHH
*VH C̀H̀ WẀ Ẁ WẀ H̀̀ `̀ HẀ C̀WWC̀ WHCCHWCHCC̀ WWC

!U+C-"# Ẁ HC̀ Ẁ H̀CHWCC̀ CHHH̀ CẀ H̀H̀ Ẁ̀ H̀CH̀ C̀ H̀ `
S/-C%N C̀ CHCHH̀ Ẁ̀ WCWWCCH̀ H̀ H̀WCH̀ Ẁ C̀̀ WC̀ Ẁ
_+''&:N H̀HẀ C̀HHCHHHHCWẀ CHWH̀ CCWẀ WC̀ C̀HHHWH̀ C
CU.3C C̀Ẁ CWWH̀ HC̀ CẀ ` CHCC̀ H̀ WC̀ WH̀ WC̀ H̀ Ẁ
=32"#)N H̀ HCCWWC̀ WẀ CCCWCẀ W H̀ WẀ WẀ `̀ C̀WCCWCH̀

%注#YCM#聚合酶链式反应

<1=1A7&BC<来源角膜上皮样细胞的免疫荧光染色%
取组织标本的冰冻切片和已用质量分数 !j多聚甲醛
溶液固定好的细胞"用 7 倍 YLB 洗 7 次& 未固定的组织
冰冻切片放入冷丙酮中"于\=" s固定 7" '),"用 7 倍
YLB 洗 # 次"每次 ? '),& 吸取 YLB"加入质量分数
"k=jWG)J3, c@7"""透膜"室温孵育 =" '),& 7 倍 YLB 漂
洗 # 次"每次 ? '),& 加入质量分数 =j牛清蛋白
(P3Q),F<FG0'(*P0'),"LBH)封闭液"室温孵育 7 K& 分
别按照比例用含有 7jLBH的抗体稀释液稀释一抗
a7$'a7! 和 Y(,@Ca"吸去封闭液"立即加入稀释好的一
抗"置于湿盒中"! s过夜& 7 倍 YLB 洗 # 次"每次
7" '),"用 7j LBH抗体稀释液稀释荧光二抗(7 e#"")"
避光条件下室温孵育 7 K& 7 倍 YLB 洗涤 # 次"每次
7" '),*用含 4HY6的封片剂封片"避光 ! s保存& 荧光
显微镜及荧光共焦显微镜下观察结果"蓝色代表细胞
核"红色:绿色荧光为阳性表达&
<1>7统计学方法

采用 BYBB ==k" 统计学软件进行统计分析& 本研
究检测指标的计量资料经 BK(T)G3@S)*U 检验证实呈正
态分布"以 Pt8表示& 采用均衡分组单因素干预两水平
研究设计"诱导组与对照组'b=89#= 添加组与 b=89#=
未添加组间各检测因子基因相对表达量差异比较采用

独立样本 -检验& To"k"? 为差异有统计学意义&

!$=$! 中华实验眼科杂志 ="7$ 年 77 月第 #9 卷第 77 期%CK), Z&IT 5TKJK(*'3*"A3QF'PFG="7$"[3*1#9"A3177

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



=7结果

=1<7&BC<向角膜上皮样细胞的诱导分化
倒置显微镜下观察可见"MH联合LDY! 处理_7 细

胞后 = N"_7 细胞克隆形态消失"细胞松散& 诱导后 !
N"诱导组呈现卵形上皮样细胞形态& 诱导后 9 l$ N"卵
形上皮样细胞逐渐增多(图 =)& 将诱导 $ N 的 _7 细
胞消化后与滋养层细胞 #W# 共培养可形成克隆"克隆
中的所有细胞均表达上皮细胞标志物 Y(,@Ca和 T9#
(图 #)& 诱导后 $ N"诱导组 52J!'T9#'a7$'A3J2K7'
Z(OOFN7'2@'.2和 C.2*), 47 'MAH相对表达量分别为
"k"t"k"'77?k"8t7?k7?'#k9!t"k=$'"k=?t"k"8'"k#>t
"k"7'"k"!t"k"7 和 "k=$t"k"8"对照组为 7k""t"k""&
与对照组比较"诱导后 $ N &BC<标志物 52J! 'MAH的
相对表达量"A3J2K 信号通路相关因子 A3J2K7'Z(OOFN7
'MAH的相对表达量以及 S,J信号通路的相关因子
2@'.2和 C.2*), 47 'MAH相对表达量均明显降低"表
皮外胚层标志物 T9# 和a7$ 'MAH相对表达量明显升
高"差异均有统计学意义 (-n7!k9#' ="k7?' >#k?"'
77k9"'7>k#"'7$k!!'==k9#"均 To"k"?)(图 !)&
=1=7b=89#= 对 _7 来源的上皮样细胞体外扩增的
影响

倒置 显 微 镜 下 观 察 发 现" b=89#= 添 加 组 与
b=89#= 未添加组的细胞形态无明显差异& 免疫荧光
染色显示"=个组细胞中a7$'Y(,@Ca的表达差异不明显"
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图 =7mCD'向角膜上皮细胞分化过程中的形态变化(标尺n7"" %')
%H#在分化培养基中培养后 = N"&BC<细胞克隆形态消失"细胞松散
%L#培养后 ! N 呈卵形上皮样细胞形态%C#培养后 9 N 卵形上皮样细
胞逐渐增多%4#培养后 $ N 细胞呈典型上皮样细胞形态"排列紧密

b=89#= 添加组 a7! 阳性细胞稍增加(图 ?)& b=89#=
添加组细胞中 T9#'a7!'a7$'A3J2K7'Z(OOFN7'2@'.2
和 C.*),47 'MAH相对表达量分别为 !k=#t"k#$' #k""t
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图 >7mCD'来源角膜上皮样细胞克隆形成情况 (标尺n="" %')%
H'&#&BC<来源角膜上皮样细胞与 #W# 共培养可形成克隆%Ll4#
克隆细胞中全部表达上皮细胞标志物 Y(,@Ca(绿色荧光)%^l_#
克隆细胞中全部表达上皮祖细胞标志物 T9#(绿色荧光)
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图 ?7诱导分化后 组 /"mCD'中相关基因变
化情 况 % H# = 个 组 &BC<标 志 物 52J!
'MAH相对表达量的比较%L#= 个组表皮
外胚层标志物 T9# 'MAH相对表达量的比
较% C# = 个组表皮外胚层标志物 a7$
'MAH相对表达量的比较%4#= 个组A3J2K
信号通路相关因子 A3J2K7 'MAH相对表达
量的比较%&#= 个组 A3J2K 信号通路相关

因子 Z(OOFN7 'MAH相对表达量的比较% #̂= 个组 S,J信号通路相
关因子 2@'.2'MAH相对表达量的比较% #̀= 个组 S,J信号通路相
关因子C.2*), 47 'MAH相对表达量的比较%注#与对照组比较"(To
"k"?(独立样本 -检验"#n#)
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图 A7倒置显微镜下观察m=MN>= 对2< 来源的上皮样细胞的体外扩
增的影响(标尺n7"" %')%b=9=8= 未添加组与b=89#= 添加组细胞
形态未见明显差异*= 个组细胞中 Y(,@Ca和 a7$ 均有明显表达"
b=89#= 添加组 a7! 表达较 b=9=8= 未添加组稍增强

%

"k"='"k>9t"k""'7k=>t"k7#'?k?$t"k7$'"k$"t"k"8

和 "k=# t"k"7"b=9=8= 未添加组为 7k"" t"k""& 与
b=89#= 未添加组相比"b=89#= 添加组细胞的 T9#'
a7! 'MAH相对表达量以及 A3J2K 信号通路受体
A3J2K7 和 Z(OOFN7 'MAH相对表达量均明显升高"S,J

信号通路下游靶向基因 2@'.2和 C.*),47 'MAH相对
表达量明显降低"差异均有统计学意义 (-n="k=>'
?>k=='=k>"'#>k?>'?k#='7"k7!"均 To"k"?)*= 个组
a7$ 'MAH相对表达量无明显变化"差异无统计学意
义(-n7k#$"Tp"k"?)(图 9)&
=1>7&BC<来源角膜上皮样细胞片特征

低氧组和常氧组上皮片松散"不能形成完整的大
片上皮片"多为细胞碎片*低氧\常氧结合组可形成完
整透明上皮片"并且极易刮取"不易破碎(图 8)&

苏木精\伊红染色显示"低氧组中的上皮细胞片
大部分为单层细胞"少部分为 = 层细胞& 常氧组和低
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图 N7m=MN>= 对 mCD'来源的上皮样细胞
扩增过程中基因表型的影响%b=89#= 添
加组细胞的 T9#'a7! 'MAH相对表达量较
b=89#= 未添加组显著升高"而 a7$ 'MAH
的相对表达量未见明显差异& b=89#= 添
加组的 A3J2K 信号通路受体 A3J2K7 和下游
基因 Z(OOFN7 'MAH相对表达量显著高于

b=89#= 未添加组"而 S,J信号通路下游靶向基因 2@'.2和 C.*), 47
'MAH相对表达量明显低于 b=89#= 未添加组%与 b=89#= 未添加

组比较"(To"k"?(独立样本 -检验"#n#)%7ab="89#= 未添加组%
=ab="89#= 添加组% Ha T9# % Laa7$ % Caa7! % 4aA3J2K7 % &a
Z(OOFN7% â2@'.2% àC.*), 47
%
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图 M7不同培养条件下构建 mCD'来源的上皮片(标尺n?"" %')%
持续低氧组和常氧组的上皮片松散"刮取时不能形成完整的上皮
片*而在低氧\常氧结合组上皮紧密"刮取时可轻易的形成完整上皮
片%Ha持续低氧组%La常氧组%C'4a低氧\常氧结合组

氧\常氧相结合组中的上皮片均为 # l! 层细胞"其中
低氧\常氧相结合组的细胞排列较为紧密& 免疫荧光
和免疫组织化学染色显示"# 个组上皮片全层均表达
上皮细胞标志物 Y(,@Ca和 a7$ 及上皮干细胞标志物
T9#"复层化上皮标志物 a7! 在低氧组'常氧组均未见
表达"在低氧\常氧相结合组的部分细胞表达*# 个组
上皮片均未见基质细胞标志物 [)'F,J), 表达(图 $)&

m"#$m 中华实验眼科杂志 ="7$ 年 77 月第 #9 卷第 77 期%CK), Z&IT 5TKJK(*'3*"A3QF'PFG="7$"[3*1#9"A3177
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图 组7不同培养条件下构建的 mCD'来源的上皮片表型m标尺n7"" %')%苏木精\伊红染色结果显示"低氧
组上皮细胞片无明显复层化"常氧组和低氧\常氧相结合组上皮片复层化明显& 免疫荧光和免疫组织化学染
色显示"全层表达上皮细胞标志物 Y(,@Ca和 a7$ 及复层化上皮祖细胞标志物 T9#"上皮标志物 a7! 在低氧
组和常氧组未见明显表达"而在低氧\常氧相结合组的部分细胞表达& # 个组上皮片均未见基质细胞标志物
[)'F,J), 及眼表上皮特异性转录因子 Y(I9 表达

%

采用低氧\常氧相结合的方式可得到完整'透明的
&BC<来源角膜上皮片"且构建的上皮片有部分干细胞
特性&

>7讨论

>1<7关于 &BC<来源角膜上皮样细胞扩增条件的选择
目前"大部分研究中用于扩增 &BC<或多能干细

胞来源角膜上皮细胞的培

养基主要是 Ĥ4培养基
m4D&D 与 _('< 7̂= 配
比为 # e7)和 aB D̂"主要
添加胎牛血清'&̀ '̂氢化
可的松和胰岛素等可调节

细胞新陈代谢的物质"存
在的主要问题是扩增的上

皮样细胞增生能力比较

弱"分化培养时间较长"通
常需要 7! l#" N"细胞的
增生能力和复层化能力

不高&
b=89#= 是 M32U 信号

通路抑制剂"在体外细胞
的扩增'传代及冻存复苏
中 发 挥 重 要 作 用&
b=89#= 可抑制细胞凋亡"
从而在 &BC<的传代和冻
存中增加其存活率和复苏

后的克隆形成率
+7=, & 在

角膜上皮损伤修复过程

中"b=89#= 可通过促进角
膜上皮细胞的增生而促进

角膜上皮损伤的愈合
+7#, &

在角质细胞培养中加入

b=89#= 可增加传代存活
代数"并使角质细胞维持
上皮干细胞特性"避免分
化

+7!\7?, & D).(<K)J(等 +79,

报道 b=89#= 与角蛋白生
长因子共同作用可促进角

膜上皮复层化"并长时间
保持正常角膜上皮细胞表

型& 此外"b=89#= 还可以
增强细胞与细胞外基质的

黏附作用"从而促进细胞
体外扩增

+78, & 本研究中发现"添加 b=89#= 后 &BC<来
源角膜上皮样细胞增生能力增强"细胞形态未发生明
显变化"继续扩增后细胞可传代"在添加 b=89#= 的条
件下"传代后细胞的存活率升高"因此 b=89#= 可作为
大量扩增 &BC<来源角膜上皮样细胞的有效添加剂&
>1=7信号通路在 &BC<来源角膜上皮样细胞分化及
扩增过程中的作用
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在 &BC<自我更新和分化过程中"伴随着多种信号
通路的调节作用& 一般认为"A3J2K 信号通路处于激活
状态"加入 A3J2K 信号通路抑制剂可促进人 &BC<细胞
系向表皮外胚层分化

+7$\7>, & S,J信号通路对 &BC<发
挥双重性作用"既可以帮助其自我更新"又可以促进其
向各胚层的分化

+="\=#, & 但是目前尚没有明确研究表明
S,J信号通路对 &BC<向上皮方向分化的作用&

A3J2K 和 S,J信号通路也是调节人皮肤上皮及角
膜上皮的发育'增生和分化的重要信号通路& A3J2K
信号通路的激活可以维持角膜上皮干细胞的高度增生

状态
+78, & 胚胎时期敲除 S,J信号通路抑制基因 )44

的小鼠角膜不透明"并可见毛囊的生长'杯状细胞以及
皮肤终末分化指标 a7 出现'角膜上皮特异性角蛋白
a7= 缺失"其角膜上皮细胞有向表皮细胞转化的趋势&

本研究中发现"用 MH和 LDY! 对 _7 细胞进行诱
导时"A3J2K 和 S,J信号通路均受到抑制*对已分化的
角膜上皮样细胞进行扩增过程中加入 b=89#= 促进细
胞增生时"A3J2K 信号通路激活"S,J信号通路仍受到
抑制& 今后的研究中"我们可通过调节 A3J2K 和 S,J
信号通路进一步优化 &BC<来源角膜上皮片的构建体
系"进一步提高诱导率"并更好地维持细胞干性&
>1>7&BC<来源角膜上皮片的构建

有研究报道在低氧条件下(=j 5= )角膜缘上皮
细胞的克隆形成率更高"增生指标表达水平高"可以更
好地维持角膜缘上皮干细胞表型

+=!\=?, & A(U(;)'(
等

+=9,
报道在体外培养过程中"氧体积分数的变化可以

影响角膜上皮细胞片的复层化& 在角膜缘上皮细胞扩
增阶段利用低氧培养条件"在复层化形成上皮片阶段
再转化为常氧培养条件可以缩短上皮片形成时间& 本
研究中也比较了低氧'常氧和低氧\常氧相结合 # 种
培养条件下构建的 &BC<来源角膜上皮片特性"发现
低氧\常氧相结合组可形成完整的上皮片"且具有部
分上皮干细胞特性&

人角膜上皮层数增加过程中也伴随着细胞形态的

变化& 李联祥等 +=8,
研究认为"77 l!" 周胎儿角膜上

皮基底层即可见低柱状或立方形上皮细胞& 与之不同
的是"孙复兴 +=$,

研究发现"#9 l!" 周的胎儿角膜上皮
虽为 # l! 层细胞"但并未见基底柱状细胞& 虽然人角
膜上皮中细胞形态变化时期的报道不一"但都明确了
角膜基底细胞形态是由扁平形到柱状或立体型这一变

化趋势&
本研究中构建的 &BC<来源角膜上皮片全层均为

扁平细胞"未见典型基底层结构"其原因可能为#与角
膜上皮发育过程类似"胚胎外胚层来源的细胞向角膜

上皮发育起始"即形成 7 l! 层细胞时期"细胞形态为
扁平形"推测 &BC<来源的上皮片只是处于一个向角
膜上皮发育起始阶段"并未进入成熟阶段& 此外"
&BC<来源上皮片中 a7! 的表达也并不局限在基底细
胞层"而是全层均有散在表达"这与发育期角膜上皮中
a7! 的表达相似"这个现象也可以证明本研究诱导的
角膜上皮片尚未发育成熟& 未发育成熟的角膜上皮片
全层表达上皮祖细胞标志物 T9#"散在表达干细胞标
志物角化蛋白 a7!"与仅在角膜缘基底层含有干细胞
的成熟角膜上皮比较"本研究中构建的组织工程角膜
上皮片可能含有更多可进一步分化成角膜上皮的干细

胞"移植入体内时在眼表天然微环境的作用下可能更
易于存活并分化为角膜上皮细胞&

本研究中培养的角膜上皮样细胞片不表达眼表上

皮细胞特异性转录因子 Y(I9"其原因可能为#(7)本实
验对 &BC<来源角膜上皮样细胞诱导的培养体系中"
为了 促 进 上 皮 细 胞 的 正 常 生 长" 添 加 了 &̀ &̂
A(U(;)'(等 +=9,

报道在胚胎时期过表达表观遗传学

CCCWC结合因子 CWĈ 的小鼠 Y(I9 的表达量降低"若
敲除 =Q=[基因"Y(I9 的表达水平增加& 随后研究表
明"添加 &̀ ^可激活角膜上皮细胞中的 CWĈ "而
CWĈ 又可抑制 Y(I9 的表达 +=>, & 因此"我们推测本研
究培养体系中的 &̀ ^在一定程度上可能影响 Y(I9 表
达水平& (=)调节角膜上皮干细胞正常分化的微环境
是一个庞大且复杂的系统"需要多种因子共同参与"可
能需要多种调节因素相结合的方式& 由于角膜上皮微
环境的构成仍有很多未知因素"在体外模拟其内环境
是相当困难的& 以后的研究将进一步优化培养条件"
诱导出具有明确角膜上皮分化方向的角膜上皮组织&

本研究结果为相关的后续研究奠定了基础"我们
拟进行体内实验将 &BC<来源的上皮片移植入兔角膜
缘上皮干细胞缺乏模型"希望在体内天然内环境的调
节下"完成向角膜上皮细胞分化的体内实验"为角膜缘
上皮干细胞缺乏的治疗提供新的方法&
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+=>,S(,O]"4F,OBc"]0 ]1M3*F3RCWĈ ), &̀ @̂),N02FN ')OG(J)3, 3R
)''3GJ(*)-FN K0'(, 23G,F(*FT)JKF*)(*2F**<+Z,16,QF<J5TKJK(*'3*[)<
B2)"="7="?#(=) e>!9\>?71456#7"17798 :)3Q<177@$8!81

(收稿日期#="7$\7"\"!)

(本文编辑#刘艳)

广告目次

止血祛瘀明目片%陕西摩美得气血和制药有限公司33封二
同息通 (曲安奈德注射液)%广东省医药进出口公司珠海公司33前插页

普诺特(预装式非球面人工晶状体)% 爱博诺德(北京)医疗科技有限公司33前插页
普罗纳克("k7j溴芬酸钠滴眼液)%千寿制药株式会社33前插页

博士伦治疗用绷带镜(软性亲水接触镜)%博士伦(上海)贸易有限公司33前插页
沃丽汀(卵磷脂络合碘片)%广东泰恩康医药股份有限公司33前插页

拓普康 5CW(全能真彩扫频源 5CW)%北京拓普康医疗器械有限公司33前插页
灵光(复方樟柳碱注射液)%华润紫竹药业有限公司33前插页

普南扑灵(普拉洛芬滴眼液)%千寿制药株式会社33前插页
镜益求清%乐享视界33后插页

爱赛平(盐酸氮卓斯汀滴眼液)%参天制药(中国)有限公司33封三
迈达科技%天津迈达科技股份有限公司33 封底
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