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44$摘要%4目的4评估 6WR!0 对人脂肪间充质干细胞' ,:=UMB(进行体外标记及眼内标记的可行性&4
方法4体外培养 ,:=UMB#使用 6WR!0 对 ,:=UMB进行体外标记并观察标记结果& 采用抽签法将 M-7ZT@0[
小鼠 "; 只分为正常对照组'0 只(*标记细胞组'$ 只(和未标记细胞组 ' < 只(#标记细胞组和未标记细胞组
M-7ZT@0[小鼠玻璃体腔分别注射 !p"#- @&)标记细胞和未标记细胞各 " %)#注射后 " 个月分别行视网膜铺片
观察荧光标记结果& 取正常对照组及标记细胞组小鼠视网膜进行苏木精a伊红染色及电子显微镜检查判定
毒性反应&4结果4,:=UMB经 6WR!0 体外标记后细胞膜呈红色荧光#标记细胞组小鼠玻璃体腔注射标记细
胞后 " 个月可见视网膜血管前红色强荧光#标记细胞组小鼠视网膜苏木精a伊红染色及电子显微镜检查均未
见细胞变性坏死及增生& ,:=UMB体外*体内标记显影结果显示#未标记细胞组均无荧光显色#显色阳性率均
为 ##标记细胞组均出现红色荧光#显色阳性率均为 "##f&4结论46WR!0 可用于标记 ,:=UMB及眼内示踪#
形态学评估显示其无毒性反应&4
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44近年来#干细胞由于其独特的生物学和免疫学特
性成为眼科学实验研究及临床应用的热点

+ ", & 随着
临床间充质干细胞应用于视网膜变性类疾病的治疗#
给更多不可逆性眼病患者带来了新的希望& 脂肪来源
的间充质干细胞具有获取简单和高分化增生潜能的特

点
+ !, #应用前景广阔& 在干细胞的研究中#如何从受

体辨别移植细胞#有效观察其分化*转归*融合#一直存
有争议& 细胞标记是解决这类问题的手段之一 + <, #可
以对干细胞进行示踪观察& 目前间充质干细胞标记示
踪方法主要有同位素法*抗原法*荧光蛋白法*荧光染
料法等#优缺点不同& 为此#本研究使用标志物
6WR!0 对人脂肪间充质干细胞' ,*&'C 'G(N3BEGEI(JEG
&EBEC2,O&')BFE&2E))B#,:=UMB(进行荧光染料法细胞
标记#观察其体外标记和眼内示踪的可行性及眼内应用
的安全性#为干细胞移植的示踪研究提供方法学基础&

;8材料与方法

;1;4材料
;1;1;4实验动物4U69级 " 月龄 M-7ZT@0[小鼠 ";
只#体质量 ";b!# H#雌雄各半#购自南方医科大学#饲
养于中山大学中山眼科中心实验动物中心的 U69级
环境& 动物实验遵循国家科学委员会颁布的/实验动
物管理条例0&
;1;1?4主要试剂及仪器4=Y%Y@9"! 培养基'美国
(̂L23公司 ()YM=Z培养基*6WR!0*异硫氰酸荧光
素a葡 聚 糖 ' K)*3IEB2E(C (B3F,(32O'C'FEDGE\FI'C# 9?SMD
GE\FI'C('9=!###U('美国 U(H&'D:)GI(2, 公司(& <7 o
恒温*体积分数 -f M>! 细胞培养箱'德国 REI'E*B公
司()微量注射器 '美国 R'&()F3C 公司()荧光显微镜
'德国 gE(BB公司(&
;1?4方法
;1?1;4,:=UMB的提取及鉴定4由北京协和医学院组
织工程中心提取并鉴定#提供冻存的第 ! 代 ,:=UMB&
;1?1?46WR!0 对 ,:=UMB的标记4质量分数 #e!-f
胰蛋白酶消化细胞#细胞密度为 .p"#0 @&)& 离心半径
0 2&#. ### I@&(C 离心 - &(C#无血清培养基清洗 " 次#
再次离心 - &(C#吸去上清液#剩余液体m!- %)& 加入
" &)稀释液 M#重悬细胞保证完全离散& 染色前#.p
"#a0 &3)@T6WR!0 用 " &)稀释液 M稀释#置于离心管
中& 将细胞分为标记细胞组和未标记细胞组#标记细
胞组将待标记细胞移到 6WR!0 稀释液中#吸管均匀*
快速混合& !- o孵育 < &(C#加入等量血清中止染色#
孵育 " &(C& . ### I@&(C 离心 "# &(C#去上清#细胞团
转入新试管#清洗 < 次& 加入培养基#重悬细胞到所需

浓度#使用 0 孔板置于荧光显微镜下观察 ,:=UMB是
否含有标记荧光#细胞膜呈红色荧光为标记成功& 未
标记细胞组将重悬细胞移到 " &)磷酸盐缓冲液
'N,3BN,'FEL*KKEIEG B3)*F(3C#6ZU(中快速混合#方法同
标记组#后使用 0 孔板置于荧光显微镜下观察是否含
有标记荧光#细胞膜呈红色荧光为标记成功& 计算标
记细胞阳性率"标记细胞阳性率q显影细胞数@全部细
胞数p"##f&
;1?1@4实验动物分组及处理4采用抽签法将 M-7ZT@
0[小鼠 "; 只分为正常对照组 ' 0 只(*未标记细胞组
'< 只(和标记细胞组'$ 只(& 未标记细胞组小鼠右眼
玻璃体腔注射未标记细胞 " %)#细胞密度为 !p"#- @&))
标记细胞组小鼠右眼玻璃体腔注射标记细胞 " %)#细
胞密度为 !p"#- @&)& " 个月后分别取未标记细胞组小
鼠 < 只和标记细胞组小鼠 < 只行眶内 9?SMDGE\FI'C 注
射#制备视网膜铺片#观察标记细胞示踪情况& 另取正
常对照组小鼠 0 只和标记细胞组小鼠 0 只#采用颈椎
脱臼法处死小鼠#摘取右侧眼球#< 只眼球采用苏木
精a伊红染色行组织病理学检查#< 只眼球在电子显微
镜下观察视网膜超微结构&
;1?1A4小鼠玻璃体腔注射未标记细胞或标记细胞4
M-7ZT@0[小鼠腹腔内注射质量分数 !e-f水合氯醛
'"e! &)@PH(进行麻醉& 显微镜下沿睑裂分离上下睑
缘#盐酸奥布卡因滴眼液点眼行表面麻醉#复方托吡卡
胺滴眼液扩瞳#暴露眼球#无菌穿刺针头前房穿刺放出
部分前房水#<<^微量注射器角巩膜缘后 " &&行玻璃
体腔穿刺#针头向视神经方向刺入玻璃体腔#推注液体
" %)#停留 <# B出针#还纳眼球闭合眼睑#涂红霉素眼膏&
;1?1G49?SMDGE\FI'C 眶后注射视网膜铺片检测4参照
文献+.,的方法#将 9?SMDGE\FI'C 溶于 6ZU 中#质量浓
度为 -# H@T#. ### I@&(C 离心 - &(C#收集上清液#过滤
器过滤#全程避光& 小鼠 !e-f水合氯醛' "e! &)@PH(
腹腔内注射麻醉& 暴露右眼#!7^注射器呈 .-{从其
鼻侧穿入 !b< &&至眶后静脉窦周围#按照 $ &)@PH的
剂量缓慢注射 9?SMDGE\FI'C& 注射后 "# B#小鼠颈椎脱
臼处死#摘除右侧眼球#质量分数 .f多聚甲醛室温浸
泡 <# &(C#显微镜下沿角巩膜缘剪除角膜*晶状体#分
离视网膜& 沿赤道部至锯齿缘做放射状切开#切成 .
瓣#视网膜平铺于载玻片#抗荧光衰减封片剂封片后荧
光显微镜下观察并拍照#观察标记细胞的走行分布及
其与视网膜是否融合&

?8结果

?1;4体外培养 ,:=UMB的形态学变化
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第 ! 代 ,:=UMB呈分散生长的梭形和紧密生长的
多角形& 传至第 < 代#多角形细胞基本消失#细胞呈梭
形'图 "(&
?1?4,:=UMB体外标记的荧光显微镜下观察

荧光显微镜下观察可见#,:=UMB经 6WR!0 体外
标记后#细胞膜呈红色强荧光#细胞核未着色'图 !(&

2120μm 20μm

图 ;8第 @ 代 /7PMF%形态图'p!##标尺q!# %&(4第 < 代 ,:=UMB
呈梭形4图 ?8荧光显微镜下 /7PMF%的 =9U?H 体外标记'p!##标
尺q!# %&(4,:=UMB细胞膜呈红色强荧光#细胞核未着色
4

?1@4,:=UMB体内标记的视网膜铺片检测
未标记细胞组眼内注射后 " 个月#视网膜铺片可

以检测到 9?SM标记的绿色荧光#为小鼠视网膜血管#
无红色荧光显影'图 <:(& 标记细胞组注射后 " 个月#
视网膜铺片可以检测到 9?SM标记的绿色荧光#以及位
于视网膜血管上方红色荧光标记的 ,:=UMB'图 <Z(&

20μm A B20μm

图 @8视网膜铺片检测 =9U?H 体内标记情况'p.##标尺q!# %&(4
:m未标记细胞组可见 9?SM绿色荧光标示的小鼠视网膜血管4Zm标
记细胞组可见 9?SM绿色荧光标示的小鼠视网膜血管以及位于上方
红色荧光的标记细胞

4

?1A4! 个组视网膜组织病理学变化
正常对照组小鼠视网膜各层结构正常#未见外核

层及视锥*视杆细胞的变性及增生 '图 .:(& 标记细
胞组注射后 " 个月#可见小鼠视网膜各层结构正常#未
见外核层及视锥*视杆细胞的变性及增生#可见注射细
胞位于视网膜表面玻璃体腔内'图 .Z(&
?1G4! 个组视网膜神经节细胞超微结构观察

电子显微镜下检查可见#正常对照组视网膜神经
节细胞较大#细胞核小#核膜清晰#染色质分散均匀#可
见核仁#无变性坏死'图 -:()标记细胞组细胞注射后
" 个月可见视网膜神经节细胞较大#细胞核小#核膜清

50μm A B50μm

图 A8各组视网膜组织病理学变化'R%p.##标尺q-# %&(4:m正
常对照组小鼠视网膜各层结构正常#未见外核层及视锥*视杆细胞变
性及增生4Zm标记细胞组可见小鼠视网膜各层结构正常#未见外核
层及视锥*视杆细胞变性及增生#注射细胞位于视网膜表面玻璃体腔
内'箭头(
4

晰#染色质分散均匀#可见核仁#无变性坏死#与正常对
照组相比无明显变化'图 -Z(&

A B2μm 2μm

图 G8视网膜神经节细胞电子显微镜下检查'标尺q! %&(4:m正常
对照组视网膜神经节细胞较大#细胞核小#核膜清晰#染色质分散均
匀#可见核仁#无变性坏死4Zm标记细胞组视网膜神经节细胞较大#
细胞核小#核膜清晰#染色质分散均匀#可见核仁#无变性坏死
4

?1H4! 个组 ,:=UMB体内外标记显影情况比较
体外标记显影结果显示#未标记细胞组均无荧光

显色#显色阳性率为 ##标记细胞组出现红色荧光#显
色阳性率为 "##f&

体内标记显影结果显示#未标记细胞组未见红色
荧光#显色阳性率为 ##标记细胞组均观察到红色荧
光#显色阳性率为 "##f&

@8讨论

干细胞具有自我更新*多分化潜能等生理学和免
疫学特点#特别是针对疑难病的靶向治疗和免疫治疗#
其意义重大& 随着间充质干细胞应用于视网膜变性类
疾病的临床治疗#间充质干细胞治疗给更多不可逆性
眼病患者带来了新的希望& 更好地进行眼内间充质干
细胞的标记与示踪可以了解其移植入宿主后的走行*
分布*分化情况#从而有助于其深入应用&

目前间充质干细胞标记示踪方法主要有同位素

法*抗原法*荧光蛋白法*Y5?对比增强剂法和荧光染
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料法等
+ -, & 其中#同位素检测方法比较复杂*受干扰

因素较多#同时存在放射性污染隐患)抗原法存在一定
的假阳性率#且最佳标记浓度及时间尚不明确 + 0, #检
测相对费时费力

+ 7, )荧光蛋白法的不足之处是对细胞
有一定毒性*过程繁琐*检测低水平表达比较困难 + ;, )
Y5?对比增强剂法常会受到设备条件的制约#而且同
样会出现假阳性结果

+ $, )荧光染料法易操作#对细胞
的增生和分化影响轻微#有其自身的优势&

荧光染料法是较常用的细胞标记示踪方法#染料
包括 =:6?*=?T*6WR!0 等& =:6?标记细胞核#但存
在荧光淬灭*标记时间短*假阳性的缺点 + "#, & 研究证
实红色荧光染料 6WR!0 是亲脂性膜结合染料#不可逆
地结合细胞膜的脂质双层#6WR!0 染色几分钟后即可
在荧光显微镜下观察到细胞膜均匀染色#当 6WR!0 染
色细胞死亡时#6WR!0 不会被其他细胞吞噬#因此#没
有假阳性现象& 研究证实 6WR!0 毒性较小#对细胞增
生无影响#可用于染色多种细胞#其不能传播到未染色
细胞中#并且可以在体内保留长达 " 年 + "", & U,*'(
等

+ "!,
使用 6WR!0 标记 ,kMYUMB#结果显示体外传代

后#随着细胞通道的增加#荧光强度逐渐降低#第 0 代
,kMYUMB具有最小的荧光强度& 体内研究中#R3*
等

+ "<,
研究表明#经过 6WR!0 标记的 YUMB移植后 .! G

仍可观察到标记细胞#证明其体内标记的有效性& 本
研究中选用 6WR!0 对 ,:=UMB进行标记#并对标记细
胞进行眼内示踪观察& 体外结果显示标记后细胞膜呈
红色高荧光#证实标记成功#眼内移植后 " 个月#可观
察到红色高荧光的标记细胞#同时可以观察到其与宿
主的位置关系#证实其可以应用于 ,:=UMB眼内移植
的标记及示踪&

本研究中同时观察了 6WR!0 标记 ,:=UMB眼内
移植后的毒性反应#眼内移植后 " 个月#苏木精a伊红
染色后光学显微镜及电子显微镜下观察均未发现视网

膜组织结构的异常增生及细胞变性#形态学评估提示
6WR!0 标记细胞短期应用的安全性较好& TEE等 + ".,

研究表明#基质血管成分细胞经 6WR!0 标记后移植到
宿主内 ; 周安全#也证实了标记的安全性& W*I(O'C
等

+ "-,
报道了 < 例年龄相关性黄斑变性患者分别在玻璃

体腔注射干细胞后 !*< 和 7 G 出现玻璃体增生性眼部严
重并发症#虽然不能确定与干细胞本身的增生*分化有
关#但也提示了干细胞在应用中存在风险& 间充质干细
胞移植后的转归分化及其调控仍需进一步研究&

综上所述#本研究证实 6WR!0 可以在体外对
,:=UMB进行细胞标记#标记细胞眼内移植后 " 个月形
态学评估显示无毒性反应#更长时间的毒性反应和功

能学评估及其分化转归还需进一步研究&
利益冲突4所有作者均声明不存在利益冲突
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