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!!$摘要%!背景!目前角膜供体来源短缺"且体外培养的人角膜内皮细胞.]@&@</难以再生和扩增"为临

床上角膜移植的开展带来了很大困难"组织工程角膜的构建仍是研究的主要课题' 前期研究已证实"小鼠胚

胎干细胞条件培养基.&_@>@L/能够促进体外 ]@&@<的增生"脱细胞猪角膜基质.QM@_/是较好的支架材料"

但 &_@>@L培养的 ]@&@<是否能在 QM@_ 上融合成单层细胞鲜见研究'!目的!研究 &_@>@L培养的 ]@&@<

在 QM@_ 上是否能够形成单层细胞'!方法!用小鼠 &_@>@L培养液培养小鼠 &_>&#O 细胞"收集培养上清

液"离心后按体积比 # X8与人角膜内皮细胞培养液.@&L/混合"制备体积分数 ="U&_@>@L液' 取穿透角膜

移植术后剩余的供体人角巩膜缘组织"采用组织块培养法用 &_@>@L对 ]@&@<进行培养和传代"采用逆转录

M@a法检测 ]@&@<中,型胶原蛋白.@,*,/与神经元特异性烯醇化酶.S_&/的表达以鉴定细胞' 取猪角

膜"利用磷脂酶 Q= 和碳酸氢盐溶液脱细胞法制备 QM@_"将第 = 代 ]@&@<混合液按照 ?$$:''=
的密度种植于

灭菌的 QM@_ 上进行培养"于倒置相差显微镜下观察细胞形态"采用苏木精N伊红染色法观察培养细胞的组织结

构(采用免疫荧光法检测构建的 ]@&@<单细胞片中闭锁小带蛋白>#.Y6>#/和 S(m>em>Q\M酶的表达'!结果!

体外培养的 ]@&@<呈典型的六角形"内皮特异性标志物 @,*,和 S_&'aSQ表达阳性' 脱细胞 QM@_ 呈白色

透明状"苏木精N伊红染色显示 QM@_ 中无角膜细胞"但角膜胶原纤维排列规则' 第 = 代 ]@&@<复水后可在

QM@_ 上生长并贴附"培养后 9 H 融合成单层细胞片"细胞片上 ]@&@<的细胞密度为.= %0Oo#O8/ :''= ' 构建

的 ]@&@<片中内皮细胞泵功能相关蛋白 Y6># 和 S(m>em>Q\M酶均呈阳性表达"呈红色荧光'!结论!="U

&_@>@L可促进 ]@&@<的生长并维持细胞的正常形态"QM@_ 可为 ]@&@<片的构建提供支架和较好的生存微

环境' 在 QM@_ 形成的 ]@&@<单细胞片可表达 ]@&@<泵功能"是角膜移植的良好供体'!
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,D4,E-C(**)'G(*I)AB 5C<4C'CAg<'C'GE(-C"(-H ABC4C**<ICEC)HC-A)D)CH G+2<)-.ECJCE<C>AE(-<4E)/A),- M@aA,

HCACE')-CABCCF/EC<<),-<,D4,**(.C- , .@,*,/ 'aSQ(-H -C2E,-></C4)D)4C-,*(<C.S_&/ 'aSQ)- ABC4C**<3

QM@_ I(</EC/(ECH G+HC4C**2*(E)h(A),- I)AB /B,</B,*)/(<CQ= (-H G)4(EG,-(AC<,*2A),-"(-H ABC<C4,-H .C-CE(A),- ,D

]@&@<ICEC)-,42*(ACH ,- ABC<ACE)*)hCH QM@_ (A(?$$:''= HC-<)A+3\BC',E/B,*,.+,DABC4C**<I(<,G<CEJCH G+
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C-.)-CCE)-.:'CAB,H<( \)<<2C<4(DD,*H<( @2*A2EC'CH)(" 4,-H)A),-CH( &'GE+,-)4<AC' 4C**<" ',2<C( Q4C**2*(E
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!!根据世界卫生组织 =$$# 年的统计结果"全球每年
约有 # 千万患者需要行角膜移植术"但角膜供体的来
源远远不能满足患者的需求"角膜材料的短缺使部分
患者遭受角膜盲

)#* ' 自从 #000 年 WE)DD)AB 等 )=*
使用细

胞株成功进行组织角膜的构建"很多实验室一直致力
于组织工程角膜的研究' 目前组织工程角膜内皮细胞
.4,E-C(*C-H,ABC*)(*4C**<"@&@</片的研究存在 = 个瓶
颈问题"一是如何在短期内实现具有 @&@<泵功能的
人角膜内皮细 胞 . B2'(- 4,E-C(*C-H,ABC*)(*4C**<"
]@&@</的体外大量扩增(二是寻找既能为角膜细胞提
供良好微环境"又具有较好的透光性及生物力学&适合
体内移植的低免疫原性的支架材料' 目前已有角膜胶
原及后弹力层&微粒凝胶&新型明胶&温敏材料等
]@&@<片"但 ]@&@<体外培养效率均较低"且 ]@&@<
片仅适用于有 @&@<损伤的疾病"对一些严重疾病导
致的全层角膜损伤来说"需要一种生物相容性更好&更
适合各种角膜细胞生长的细胞支架' 我们前期的研究
证实"小鼠胚胎干细胞条件培养基 .',2<CC'GE+,-)4
<AC' 4C**4,-H)A),-CH 'CH)2'" &_@>@L/ 可 以 促 进
]@&@<的增生并能维持 ]@&@<的功能和形态 )8NO* "脱
细胞猪角膜基质 . (4C**2*(E/,E4)-C4,E-C(*<AE,'("
QM@_/作为一种支架材料"具有较强的生物力学强度
和较高的透明度"应用后可在角膜缘区域保留角膜缘
干细胞的细胞龛结构"有利于角膜细胞的增生 )"N9* "但
&_@>@L培养的 ]@&@<能否在 QM@_ 上较好地生长并
融合鲜见报道' 本研究中拟观察 &_@>@L 培养的
]@&@<在 QM@_ 上是否能够形成适合全层移植的具有

@&@<功能的 ]@&@<片'

:7材料与方法

:3:7材料
:3:3:7细胞来源7&_>&#O 细胞由中山大学眼科中心
干细胞实验室提供"角膜供体材料来自于中山眼科中
心"为符合临床使用标准的捐赠角膜行穿透角膜移植
术术后剩余的角膜环' 供体年龄 =# V%? 岁"平均
.8"T%o##T=/岁' ]@&@<密度为= 9$$ V8 8$$:''="

取材时间小于 =O B"角巩膜缘保存在进口保存液
6/A)<,*中' 术后 #= B 内"取细胞密度高于# $$$:''=

组织进行原代培养' 本研究经中山大学中山眼科中心
伦理委员会审批'
:3:3;7主要试剂!6/A)L&L>#培养液.美国 7-J)E,.C->
W)G4,公司/(胎牛血清.DCA(*G,J)-C<CE2'" b̀_/&表皮
生长因子.C/)HCE'(*.E,IAB D(4A,E"&Ẁ /&碱性成纤维
细胞生长因子. G(<)4D)GE,G*(<A.E,IAB D(4A,E"G Ẁ̀ /&神
经生长因子 . -CEJC.E,IAB D(4A,E"SẀ /&硫酸软骨素
.4B,-HE,)A)- <2*D(AC"@_ /&维生素 @.美国 W)G)4,公
司/(庆大霉素&链霉素&两性霉素 b&@(@*=&S(@*&e@*&

L.@*=&S(]@68&葡萄糖& aML7>#%O$ 培养液 .美国

_).'(公司/(鼠抗人 S(m>em>Q\M酶抗体&鼠抗人闭锁
小带蛋白># . h,-2*(,44*2HC-<>#" Y6># / 抗体 .英国
QG4('公司 /( 羊抗鼠 7̀\@二抗 .美国 7-J)AE,.C-

公司/'
:3;7方法

!%$9! 中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



:3;3:7&_@>@L培养液的收集!小鼠 &_>&#O 细胞以
O$$:4'=

密度种植在包被有质量分数 #U明胶的培养
皿中"使用小鼠 &_@培养液"每日半量换液"收集培养
上清液"离心备用' 参照文献)?*的方法配制人角膜
内皮细胞培养液 .4,E-C(*C-H,ABC*)2' 'CH)2'"@&L/
.表 #/' 将离心后的 &_@培养液与 @&L培养液按照
体积比 # X8制备成体积分数 ="U&_@>@L培养液'

表 :7FMD 的配制

成分 含量 终浓度

6/A)L&L># 培养液 ! ??T" '*
b̀_ ?T$ '* ?U!!!

&Ẁ #$$ !* " -.:'*
G Ẁ̀ #$$ !* O$ -.:'*
SẀ #$$ !* =$ -.:'*
@_ #T$ '* $T$?U

维生素 @ #$$ !* =$ !.:'*

三抗 #T$ '* #$$ ^:'*.商品单位/ &#$$ !.:'*
@(@*= #$$ !* O$$ !.:'*
aML7>#%O$ 培养液 #T$ '* #U!!!

!注#@&L#角膜内皮细胞培养液( b̀_#胎牛血清(&Ẁ #表皮生长因子(

G Ẁ̀ #碱性成纤维细胞生长因子(SẀ #神经生长因子(@_#硫酸软骨素

:3;3; 7 ]@&@<的培养!取角巩膜缘材料用含有
"$ '.:'*庆大霉素和 #T=" '.:'*两性霉素 b的
6/A)L&L># 培养液冲洗 8 次"平均分成 = 份"显微镜下
撕取带有后弹力层的角膜内皮组织"剪成大小一致的
小块"放入含有培养液的 #= 孔板中"置入 89 l培养箱
中培养 O H 后换液"之后隔日换液 # 次' 细胞融合时
使用 =T" .:d胰蛋白酶和 $T= .:d的 &5\Q按照体积
比 # X#混合进行消化"按照 0n#$O :孔的密度接种至
#= 孔板中' 每日倒置相差显微镜下观察 = 个组细胞
的生长情况并拍照'
:3;3<7逆转录 M@a法对培养细胞进行鉴定!参照文
献)O*的方法"采用逆转录 M@a法检测培养细胞中,
型胶原蛋白.4,**(.C- ,"@,*,/和神经元特异性烯醇
化酶. -C2E,-</C4)D)4C-,*(<C"S_&/的表达"以 WQM5]
作为内参照'
:3;3H7QM@_ 的制备!配制脱细胞碳酸氢盐混合溶液
./]?T8/"成分见表 =' 脱细胞溶液-是碳酸氢盐混
合溶液&=$$ ^:'*.商品单位/磷脂酶Q=./B,</B,*)/(<C
Q="MdQ=/及质量分数 $T"U脱氧胆酸钠的混合溶液'

脱细胞溶液'是 =$$ ^:'*MdQ= 和碳酸氢盐的混合溶
液' 取原始猪角膜.-(A)JC/,E4)-C4,E-C("SM@/于碳酸
氢盐混合溶液中漂洗 8 次"每次 #$ ')-"将 SM@浸泡
在#$ l去离子水中 # B"然后浸泡在 89 l的脱细胞溶

液-中 % B"碳酸氢盐混合溶液漂洗 8 次"每次 #$ B(将
样品浸入 89 l的脱细胞溶液'中 = B"#$ l的碳酸氢
盐混合溶液漂洗 % 次"每次 8$ ')-"以除去残留的
MdQ= 和脱氧胆酸钠"所有步骤进行连续摇晃恒温控制
水浴' 脱细胞的 SM@在 89 l烘干机中烘干 9= B 至初
始重量' 用无菌塑料封套密封"=" KW+(射线照射进
行灭菌"O l保存备用'

表 ;7碳酸氢盐混合溶的配制

成分 终浓度

S(@* #$" '',*:d !

e@* "T" '',*:d

@(@*= #T? '',*:d

L.@*= $T? '',*:d

葡萄糖 =" '',*:d!

S(]@68 8" '',*:d!

青霉素 ! !#$$ ^:'*.商品单位/

链霉素 #$$ '.:'*!!

两性霉素 $T%=" -.:'*

:3;3I7]@&@<片的构建及功能测定!取消毒灭菌后
的 QM@_"在 ="U&_@>@L培养液中复水 =O B"培养未
见微生物生长后用于 ]@&@<构建' 将复水后的 QM@_

内皮面向上置于培养皿中"按照 ?$$:''=
的密度将第

= 代 ]@&@<加入培养皿中"充分混匀后在 89 l培养箱
中培养"每日换液"倒置相差显微镜下观察细胞形态"
待 ]@&@<融合成片时用苏木精N伊红染色法及核染色
法检测 ]@&@<片形成情况"采用免疫荧光法检测内皮
细胞泵功能相关蛋白"即 Y6># 和 S(m>em>Q\M酶的表
达(采用 7'(.CME,M*2<软件进行细胞计数'

;7结果

;3:7]@&@<的生长情况及鉴定
角膜缘组织培养后 = H 内可见细胞贴壁"培养后

O H细胞进入快速增长期"培养后 #$ H 融合成片'
]@&@<形态呈典型的六角形.图 #Q/(可见内皮特异
性标志物 @,*,和 S_&'aSQ呈阳性表达.图 #b/'
;3;7QM@_ 的组织学结构

脱细胞灭菌处理后的 QM@_ 呈白色透明状"经
&_@>@L复水后颜色与培养液相同"呈粉红色 .图
=Q/(苏木精N伊红染色后光学显微镜下显示 QM@_ 中
无角膜细胞"但可见角膜基质纤维排列整齐"无断裂空
泡等.图 =b/'
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A B

NSE

GAPDH

ColⅧ

图 :7PFMF4的生长状况及鉴定!Q#角膜缘组织块培养后 #$ H 可
见细胞融合.n#$ / !b#培养的 ]@&@<内皮特异性标志物 @,*,
'aSQ和 S_&'aSQ表达阳性!@,*,#,型胶原(S_&#神经元特异
性烯醇化酶

200nmA B
图 ;7复水后 5!FT的组织结构!Q#在 &_@>@L培养液中复水 O B
后的 QM@_!b#光学显微镜下脱细胞后的猪角膜基质中未见角膜细
胞"角膜基质纤维排列整齐"无断裂空泡等.]&"标尺i=$$ -'/

;3<7]@&@<片的形态及功能
种植在 QM@_ 上的第 = 代 ]@&@<与 QM@_ 载体密

切贴附"培养后 9 H 经苏木精N伊红染色于光学显微镜
下可见 ]@&@<形成单层细胞片"细胞排列整齐 .图
8Q/(],C4B<A核染色法显示细胞核呈蓝色荧光 .图
8b/' 免疫荧光检测可见 QM@_ 上构建的 ]@&@<单层
中Y6># 和S(m>em>Q\M酶均呈阳性表达"均呈红色荧光
.图 O/"细胞片上]@&@<密度为.= %0Oo#O8/:''='

A B
图 <7PFMF4单层结构的观察!Q#光学显微镜下显示 QM@_ 上
]@&@<形成单层细胞片.n#$$/!b#免疫荧光 ],C4B<A核染色法显
示单层 ]@&@<细胞核呈蓝色荧光.n#$$/

<7讨论

本研究验证了 ="U&_@>@L培养的第 = 代 ]@&@<
可较好地在 QM@_ 上形成细胞片"并可表达 ]@&@<泵
功能相关蛋白' 研究表明"体内的 ]@&@<生长停滞在
细胞分裂的 W#期"因此难以再生 )0N#8* "其原因为前房
内存在抑制细胞分裂的因子"且这些因子随年龄的增

A B

C D

20μm

20μm 20μm

20μm

图 H 7 PFMF4单层中 mB?: 和 a"Y?8Y?5W!酶的表达 .标尺 i
=$ !'/!Q#荧光显微镜下可见 Y6># 呈红色荧光. 7̀\@/!b#核染

色与 Y6># 检测的融合图!@#荧光显微镜下可见 S(m>em>Q\M酶呈

红色荧光. 7̀\@/!5#核染色与 S(m>em>Q\M酶检测的融合图

长而逐渐增多
)#ON#9* ' 因此"若要刺激 ]@&@<的增生"

则须促使其从W#期进入到W=期"目前已报道的措施有
病毒转染(细胞培养液中添加促进细胞增生的细胞因
子"如 &Ẁ &G Ẁ̀ 和 S̀ W(使用乙二胺四乙酸破坏细
胞间的紧密连接"并使用动物源性 @&@<分泌的基质
做基底膜等

)#?N#0* ' 但以上方法均存在各自的不足"如
病毒转染存在病毒感染的风险"添加细胞因子促细胞
增生的能力有限且细胞分化效率低等' &_@<不仅可
以长期保持未分化状态"还有促进其他类型细胞增生
及抑制细胞凋亡的作用

)=$N=#* ' 本研究证实"="U&_@>
@L可以促进 ]@&@<的短期大量扩增并维持 ]@&@<
典型的六角形形态"保持细胞中功能相关蛋白 Y6># 和
S(m>em>Q\M酶的表达"其可能与 &_@<在生长过程中
可分泌大量 &Ẁ &G Ẁ̀ &成纤维细胞生长因子>0&制瘤
素 L&干细胞因子&血管内皮细胞生长因子&(干扰素&
胰岛素&白血病抑制因子&肿瘤坏死因子>%等促细胞
生长的因子有关"这些细胞因子不仅在维持 &_@<自
身未分化状态与生长方面起重要作用"还能促进其他
细胞的增生

)==* '

我们前期的研究结果表明
)"* "使用 MdQ= 和脱氧

胆酸钠的脱细胞方法可以去除所有的角膜细胞"而对
角膜的胶原成分影响甚小"并能保留足量的蛋白多糖
和角膜基质的超微结构"此方法制备的 QM@_ 拥有良
好的生物相容性"无免疫原性"具有足够的力学强度&
高透明度和长期稳定性' QM@_ 具有天然的基底膜成
分"包括 @,**&层黏连蛋白&纤连蛋白&@,*.和 ?$U
总葡糖胺聚糖"这些结构非常适合角膜细胞的生长'
本研究中将 ]@&@<种植于经 &_@>@L浸泡的 QM@_"
发现 QM@_ 可以作为一个缓释系统"吸取培养液中的
生长因子后缓慢作用于 ]@&@<"使 ]@&@<在 QM@_ 上
较好地生长并形成适合全层移植的具有 @&@<功能的
]@&@<片'
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综上所述"QM@_ 是一种理想的角膜支架材料"
="U&_@>@L可以促进 ]@&@<在 QM@_ 上的生长"因
此 QM@_ 作为 ]@&@<片理想的培养载体"可在短期内
培养出表达 ]@&@<泵功能相关蛋白的 ]@&@<片"是
角膜移植良好的供体来源'
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.本文编辑#尹卫靖!张宇/

!病例报告!

青光眼合并真菌性鼻窦炎一例

李婧!张磊
=$$$0$ 上海市杨浦区中心医院眼科

通信作者#张磊"&'()*#<2--+*C)%91(*)+2-34,'
567##$389%$:4'(3;3)<<-3=$0">$#%$3=$#%3$?3$$?

!!患者"男"?O 岁"因左眼眶痛伴左侧偏头痛 # 周于上海市杨

浦区中心医院就诊"就诊前曾口服止疼药物.具体药名不详/"

病情未见好转' 患者否认发病前有情绪波动史"否认眼部手术

史及外伤史"患者无高度近视&糖尿病&高血压&脑梗死等病史'

眼科检查#视力右眼 $TO"左眼 $T""矫正视力不提高(双眼晶状

体核性混浊' 双眼底视盘边界清"右眼杯盘比 .42/ H)<4E(A),"

@:5/约为 $TO"左眼约为 $T? .图 # /' 右眼眼压 #" ''].

.# ''].i$T#88 KM(/"左眼 8" ''].' 房角镜及超声生物显

微镜检查显示双眼中央前房深度正常"房角未见明显异常' 视

野检查可见右眼上方周边敏感度轻度下降"左眼上方及鼻侧视

野弓形缺损.图 =/' 6@\检查显示右眼视神经纤维层厚度为

?# !'"左眼为 %# !'.图 8/' 临床诊断#.#/左眼开角型青光眼(

.=/双眼年龄相关性白内障' 左眼用盐酸卡替洛尔滴眼液点眼"

每天 = 次(给予甲钴胺片 $T" '.口服"每天 8 次' 治疗后 " H 左

眼眼压降至正常"但左眼眶痛及偏头疼无好转' 患者血糖&血

脂&肝肾功能检查均未见明显异常"@反应蛋白为 #8T$$ '.:d"

血常规检查均未见异常' 头颅 @\检查发现两侧基底节区&半

卵圆区腔隙性梗死病灶' La7检查发现左侧大脑前动脉及双

侧大脑后动脉硬化' 神经内科专家会诊后应用扩张血管及神

经营养药物治疗"治疗后未好转' 进一步行鼻旁窦 @\检查"显
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