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人脐带间充质干细胞对光诱导视网膜色素上皮

细胞损伤的保护作用
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44$摘要%4目的4体外观察脐带间充质干细胞'kMYUMB(对光诱导视网膜色素上皮'56%(细胞损伤是否
具有保护作用&4方法4培养扩增人 kMYUMB#对 kMYUMB的免疫表型进行流式检测鉴定& 原代分离培养人
眼 56%细胞#制备蓝光损伤的 56%细胞模型& 利用 SI'CBQE))小室建立光损伤 56%细胞与 kMYUMB的非接触
共培养体系& 56%细胞分为正常对照组*模型对照组和 kMYUMB共培养组& 正常对照组不予处理#模型对照
组采用蓝光照射诱导 56%细胞损伤#kMYUMB共培养组为光损伤 56%细胞dkMYUMB共培养& 光损伤 56%细
胞与 kMYUMB共培养后 !. , 和 .; ,#采用四甲基偶氮唑盐 'YSS(法检测各组 56%细胞增生活力)共培养
.; ,#收集各组细胞培养上清液#酶联免疫吸附测定'%T?U:(法定量检测色素上皮衍生因子'6%=9(*碱性成
纤维细胞生长因子 ' L9̂ 9(质量浓度#并进行 56%细胞吞噬感光细胞外节段膜盘 '6>U(试验&4结果4
kMYUMB形态呈梭形#细胞表面抗原 M=!$*M=..*M=$# 和 M="#- 呈阳性表达#同时细胞表面抗原 M=<. 和
M=.- 呈阴性表达& 56%细胞呈多边形#阳性表达特异性标志物 56%0- 蛋白& 各组共培养后不同时间点 56%

细胞增生能力'7值(总体比较#差异均有统计学意义'5
组别

q"<!e<;;#Nq#e###)5
时间

q!<"e..##Nq#e###(#

其中培养后 !. ,*.; ,#模型对照组和 kMYUMB共培养组的细胞 7值均较正常对照组明显下降#差异均有统计
学意义'均 Nm#e#"()kMYUMB共培养组细胞在相应时间点的细胞 7值显著高于模型对照组#差异均有统计学
意义'均 Nm#e#"(& 56%细胞 6>U 吞噬试验的量化计算结果显示#< 个组 56%细胞平均吞噬 6>U 颗粒数总
体比较#差异有统计学意义'5q!;e#;7#Nq#e###(#其中模型对照组 56%细胞平均吞噬 6>U 颗粒数较正常对
照组明显减少#kMYUMB共培养组 56%细胞平均吞噬 6>U 颗粒数较模型对照组明显增加#差异均有统计学意
义'均 Nm#e#"(& %T?U:法检测结果显示#正常对照组*模型对照组和 kMYUMB共培养组 56%细胞上清液中
6%=9质量浓度分别为 ' ";e;l"e$(*' "#e#l"e7(和 ' !#e!l0e#( CH@&)#L9̂ 9质量浓度分别为 ' !-e!l"e-(*
'!0e<l<e0(和'0"e$l".e<( NH@&)#总体比较差异均有统计学意义 '5q;e0-.#Nq#e##;)5q!<e0$;#Nq

#e###(& 模型对照组 6%=9质量浓度较正常对照组明显下降#kMYUMB共培养组 6%=9质量浓度较模型对照
组明显升高#差异均有统计学意义'均 Nm#e#"()kMYUMB共培养组 L9̂ 9质量浓度较正常对照组和模型对照
组均明显升高#差异均有统计学意义'均 Nm#e#"(&4结论4与 kMYUMB非接触共培养可以改善光损伤 56%

细胞的增生能力和吞噬功能#促进 56%细胞分泌 6%=9& kMYUMB可能通过旁分泌的方式分泌 L9̂ 9#减轻
56%细胞的光损伤&4

$关键词%4视网膜) 脐带间充质干细胞) 光损伤) 视网膜色素上皮细胞) 神经营养作用
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'kMYUMB( 3C )(H,FDG'&'HEG IEF(C')N(H&ECFEN(F,E)(')'56%( 2E))B"% ?"-,/K4E('/".%4R*&'C kMYUMBQEIE
2*)F*IEG#'CG F,EC (GECF(K(EG LOK)3Q2OF3&EFIO1R*&'C 56%2E))BQEIE(B3)'FEG 'CG 2*)F*IEG#'CG F,EC F,E&3GE)3K
)(H,FDG'&'HEG 56%2E))BQ'BNIEN'IEG1S,EC3C23CF'2F23D2*)F*IEBOBFE&3K)(H,FDG'&'HEG 56%2E))B'CG kMYUMB
Q'BEBF'L)(B,EG LOSI'CBQE))2,'&LEI156%2E))BQEIEG(J(GEG (CF3C3I&')23CFI3)HI3*N#&3GE)23CFI3)HI3*N 'CG
kMYUMB23D2*)F*IEHI3*N156%2E))B(C F,EC3I&')23CFI3)HI3*N QEIEC3FFIE'FEG156%2E))B(C F,E&3GE)23CFI3)
HI3*N QEIEFIE'FEG Q(F, L)*E)(H,FF3(CG*2E56%2E))G'&'HE1M3D2*)F*IEBOBFE& 3K)(H,FDG'&'HEG 56%2E))B'CG
kMYUMBQ'BEBF'L)(B,EG (C F,EkMYUMB23D2*)F*IEHI3*N1S,ENI3)(KEI'F(JE'L()(FO3K56%2E))BQ'B&E'B*IEG LO
&EF,O)F,('_3)O)FEFI'_3)(*& 'YSS( 'BB'O'F!. ,3*IB'CG .; ,3*IB'KFEI23D2*)F*IE1%T?U: P(FBQEIE*BEG F3
+*'CF(F'F(JE)O&E'B*IEF,E)EJE)B3KN(H&ECFEN(F,E)(*&DGEI(JEG K'2F3I'6%=9( 'CG L'B(2K(LI3L)'BFHI3QF, K'2F3I
'L9̂ 9( (C F,E2*)F*IEB*NEIC'F'CF'F.; ,3*IB'KFEI23D2*)F*IE1:CG F,EN,3F3IE2ENF3I3*FEIBEH&ECFB'6>U (
N,'H32OF3B(B'BB'O3K56%2E))BQ'B')B323CG*2FEG14<(%$*'%4 kMYUMBG(BN)'OEG BN(CG)EDB,'NEG &3IN,3)3HO#
N3B(F(JE)OE\NIEBBEG M=!$#M=..#M=$# 'CG M="#-#Q,()ECEH'F(JE)OE\NIEBBEG M=<. 'CG M=.-156%2E))BQEIE
N3)OH3C')(C &3IN,3)3HO'CG N3B(F(JEK3IF,EBNE2(K(2&'IPEI56%0- NI3FE(C1S,ENI3)(KEI'F(JE'L()(FO'7J')*E( 3K56%
2E))B(C F,EF,IEEHI3*NB'FG(KKEIECFF(&EN3(CFBQEIEB(HC(K(2'CF)OG(KKEIECF'5HI3*N q"<!e<;;#Nq#e###)5F(&Eq

!<"e..##Nq#e### (# F,E7J')*EB3K56% 2E))B(C &3GE)23CFI3)HI3*N 'CG kMYUMB23D2*)F*IEHI3*N QEIE
B(HC(K(2'CF)O)3QEIF,'C F,'F(C F,EC3I&')23CFI3)HI3*N#F,E7J')*E3K56%2E))B(C kMYUMB23D2*)F*IEHI3*N Q'B
B(HC(K(2'CF)O,(H,EIF,'C F,'F(C F,E&3GE)23CFI3)HI3*N#'CG F,EG(KKEIEC2EBQEIEBF'F(BF(2'))OB(HC(K(2'CFL3F, 'F
!. ,3*IB'CG .; ,3*IB'KFEI23D2*)F*IE''))'FNm#e#"(16>U N,'H32OF3B(BFEBFB,3QEG F,'FF,EIEQ'B'B(HC(K(2'CF
G(KKEIEC2E(C F,E'JEI'HEC*&LEI3K6>U N'IF(2)EBN,'H32OF(_EG LO56%2E))B'&3CHF,EF,IEEHI3*NB'5q!;e#;7#Nq

#e###(1S,E'JEI'HEC*&LEI3K6>U N'IF(2)EBN,'H32OF(_EG LO56%2E))B(C &3GE)23CFI3)HI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O
)3QEIF,'C F,'F(C C3I&')23CFI3)HI3*N#'CG F,E'JEI'HEC*&LEI3K6>U N'IF(2)EBN,'H32OF(_EG LO56%2E))B(C
kMYUMB23D2*)F*IEHI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O&3IEF,'C F,'F(C &3GE)23CFI3)HI3*N ''))'FNm#e#"(1%T?U:B,3QEG
F,'FF,E23C2ECFI'F(3CB3K6%=9(C 56%2E))B*NEIC'F'CF3KC3I&')23CFI3)HI3*N#&3GE)23CFI3)HI3*N 'CG kMYUMB23D
2*)F*IEHI3*N QEIE'";e;l"e$(#'"#e#l"e7( 'CG '!#e!l0e#(CH@&)#IEBNE2F(JE)O1S,E23C2ECFI'F(3CB3KL9̂ 9(C 56%
2E))B*NEIC'F'CFQEIE' !-e!l"e-(# ' !0e<l<e0( 'CG ' 0"e$l".e<( NH@&)#IEBNE2F(JE)O1S,EIEQEIEB(HC(K(2'CF
G(KKEIEC2EB(C 6%=9'CG L9̂ 923C2ECFI'F(3CB'&3CHF,EF,IEEHI3*NB'5q;e0-.#Nq#e##;)5q!<e0$;#Nq

#e###(1S,E23C2ECFI'F(3C 3K6%=9(C F,E&3GE)23CFI3)HI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O)3QEIF,'C F,'F(C F,EC3I&')23CFI3)
HI3*N#'CG F,E23C2ECFI'F(3C 3K6%=9(C F,EkMYUMB23D2*)F*IEHI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O,(H,EIF,'C F,'F(C F,E&3GE)
23CFI3)HI3*N ''))'FNm#e#"(1S,E23C2ECFI'F(3C 3KL9̂ 9(C kMYUMB23D2*)F*IEHI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O,(H,EIF,'C
F,'F(C F,EC3I&')23CFI3)HI3*N 'CG &3GE)23CFI3)HI3*N ''))'FNm#e#"(14F"&#*$%4"&%4M32*)F(J'F(3C Q(F,
kMYUMB2'C (&NI3JEF,ENI3)(KEI'F(3C 'L()(FO'CG N,'H32OF3B(BK*C2F(3C 3K)(H,FDG'&'HEG 56%2E))B#'CG NI3&3FEF,E
BE2IEF(3C 3K6%=9LO56%2E))B1kMYUMB&'ONI3FE2F56%2E))BKI3&)(H,FG'&'HEF,I3*H, N'I'2I(CEBE2IEF(3C 3K
L9̂ 91

"9(2 :"0.%#85EF(C') k&L()(2')23IG &EBEC2,O&')BFE& 2E))B) T(H,FG'&'HE) 5EF(C')N(H&ECFEN(F,E)(')
2E))B) VE*I3FI3N,(2EKKE2F

!$&.10"50-)" V'F(3C')WEOZ'B(25EBE'I2, 6I3HI'&3KM,(C''$7< 6I3HI'&( '!#"<MZ$07-#<() V'F(3C')
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44视网膜变性疾病包括年龄相关性黄斑变性和视网
膜色素变性等#会导致严重视觉障碍#是世界范围内主
要的不可逆性致盲眼病& 视网膜变性以进行性感光细
胞死亡和视网膜色素上皮'IEF(C')N(H&ECFEN(F,E)(*&#
56%(细胞病变为特征#目前尚缺乏有效的治疗手段&

近年来#干细胞技术的兴起为视网膜变性的治疗带来
曙光

+ ", & 间 充 质 干 细 胞 ' &EBEC2,O&')BFE& 2E))B#

YUMB(是起源于中胚层的多能干细胞#可来源于骨髓*

脐带等组织& YUMB具有多向分化的潜能#并可以规避

使用胚胎干细胞带来的伦理争议和成瘤风险& 既往研
究证实#YUMB可以跨胚层分化为神经外胚层细胞#比
如神经元样细胞或者视网膜细胞

+ !a., & 因此许多研究
者尝试应用 YUMB治疗视网膜变性等神经退行性疾
病

+ -a;, & YUMB的另一个重要特性是细胞旁分泌功能#

从而发挥神经保护和免疫调节作用
+ $a"#, & 已有研究表

明#YUMB可通过旁分泌的方式分泌多种神经营养因
子#包括碱性成纤维细胞生长因子 ' L'B(2K(LI3L)'BF
HI3QF, K'2F3I# L9̂ 9(*脑源性神经营养因子 ' LI'(CD
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GEI(JEG CE*I3FI3N,(2 K'2F3I# Z=V9( 等 + ""a"<, & RB(E,
等

+".,
比 较 分 析 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 ' L3CE&'II3Q

&EBEC2,O&')BFE&2E))B#ZYUMB(和脐带间充质干细胞
'*&L()(2')23IG &EBEC2,O&')BFE&2E))B#kMYUMB(的神经
保护作用#发现 ZYUMB和 kMYUMB均具有保护皮层神
经元的作用#而 kMYUMB可以更好地促进神经元突触生
长和减少缺氧神经元的死亡& 既往研究表明#kMYUMB
具有神经营养作用#并且脐带组织较骨髓组织取材方
便

+"!a"., & 然而#关于 kMYUMB对于 56%细胞功能的影
响并不明确#目前仅有个别研究报道+"-, & 本实验将建
立 kMYUMB与 56%细胞的非接触共培养体系#观察
kMYUMB是否可以起到保护光损伤 56%细胞的作用&

;8材料与方法

;1;4材料
=Y%Y@9"! 培养基*胎牛血清 'KEF')L3J(C BEI*&#

9ZU(*质量分数 #e!-f胰蛋白酶'美国 (̂L23公司()
流式检测抗体 M=!$D6%' --7<<!(*M=..D异硫氰酸荧
光素'K)*3IEB2E(C (B3F,(32O'C'FE#9?SM('---.7;(*M=$#D
6% ' -0"$7# (* M="#-D:6M ' -0!.#; (* M=<.D6%
'--#70"(*M=.-D6EIM6DMO-1- ' -0."#-( '美国 ZE2F3C
=(2P(CB3C 公 司 () 小 鼠 抗 人 56%0- 单 克 隆 抗 体
'VZ"##D<--('美国 V3J*B公司():)E\'9)*3I.;; 标记
山羊抗小鼠 ?Ĥ 二抗':#.!;( '美国 ?CJ(FI3HEC 公司()
核酸荧光染料 =:6?'美国 Y3)E2*)'I6I3LEB公司 ()
9?SM*四甲基偶氮唑盐 '&EF,O)F,('_3)O)FEFI'_3)(*&#
YSS(*二甲基亚砜 ' G(&EF,O)B*)K3\(GE#=YU>( '美国
U(H&'公司()色素上皮衍生因子 ' N(H&ECFEN(F,E)(*&D
GEI(JEG K'2F3I# 6%=9( 酶联免疫吸附测定 ' EC_O&E
)(CPEG (&&*C3B3ILECF'BB'O#%T?U:(试剂盒 'M8S.!#(
'美国 YEI2P Y())(N3IE公司 () L9̂ 9%T?U:试剂盒
'=9Z-#('美国 5=公司(& 细胞培养板*SI'CBQE))小
室'美国M3IC(CH公司()体积分数 -f M>! 细胞培养箱

'上海精宏实验设备有限公司()倒置相差显微镜*荧
光显微镜'德国 TE(2'公司()UOCEIHOR" 多功能酶标
仪'美国 Z(3SEP ?CBFI*&ECFB公司(&
;1?4方法
;1?1;4kMYUMB的培养与鉴定4kMYUMB由课题组所
在实验室前期从人脐带华通氏胶中分离获得

+ !, &
kMYUMB采用含体积分数 "#f 9ZU 的 =Y%Y@9"! 培
养基培养#倒置显微镜下观察细胞生长情况& 细胞生
长至 ;#fb$#f融合时#进行传代培养& 取第 <b- 代
kMYUMB用于后续实验& 取第 < 代 kMYUMB进行细胞
免疫表型的鉴定& 制备 "p"#0 @&)的 kMYUMB单细胞

悬液# 分 别 加 入 M=!$D6%* M=..D9?SM* M=$#D6%*
M="#-D:6M*M=<.D6%*M=.-D6EIM6DMO-1- 荧光标记
抗体'抗体浓度均为 " h-##(#避光孵育 <# &(C#离心半
径 "! 2&# " ### I@&(C 离心 - &(C#磷酸缓冲盐溶液
'N,3BN,'FEL*KKEIEG B')(CE#6ZU(充分洗涤后#立即进行
流式细胞仪检测分析&
;1?1?4原代 56%细胞的分离培养及鉴定4用于原代
分离 56%细胞的眼球来自复旦大学附属眼耳鼻喉科
医院眼库#为角膜移植术后的供体眼球& 无菌条件下#
用眼科剪环形剪除眼球前段组织#轻柔去除玻璃体和
视网膜神经上皮层#保留剩余眼杯& 向眼杯内加入
#e!-f胰蛋白酶#<7 o条件下消化 <# &(C#吸除消化
液#用小牛血清终止消化#并用吸管轻轻吹打眼球内壁
促使 56%细胞脱落#获得 56%细胞悬液& 用培养液
调整 56%细胞密度至 -p"#. @&)#接种于细胞培养瓶
中#用含 "#f 9ZU 的 =Y%Y@9"! 继续培养#"# b". G
后 56%细胞汇合#进行传代培养扩增& 取第 < b0 代
56%细胞用于后续实验& 采用 56%细胞特异性标志
物 56%0- 进行免疫荧光染色#对分离得到的 56%细
胞进行鉴定& 细胞用质量分数 .f多聚甲醛固定后#
体积分数 #e!f SI(F3C D̀"## 透膜处理#山羊血清封闭
<# &(C& 滴加小鼠抗人 56%0- 单克隆抗体 ' " h!##(
. o孵育过夜#滴加 :)E\'9)*3I.;; 标记山羊抗小鼠
?Ĥ 二抗'" h-##(避光孵育 " ,#滴加 =:6?复染细胞
核& 抗荧光淬灭剂封片#荧光显微镜下观察到 56%细
胞发绿色荧光鉴定为阳性表达 56%0- 蛋白&
;1?1@456%细胞实验分组4将 56%细胞分为正常对
照组*模型对照组和 kMYUMB共培养组& 正常对照组
不予处理#模型对照组采用蓝光照射诱导 56%细胞损
伤#kMYUMB共培养组为光损伤 56%细胞dkMYUMB共
培养#通过 SI'CBQE))小室建立光损伤 56%细胞与
kMYUMB非接触共培养体系&
;1?1A456%细胞光损伤模型的制备4采用自制直排
蓝光灯管照射装置#蓝光波长为 .-#b-## C&#在 <7 o
恒温细胞培养箱中照光#以维持细胞培养的温度和湿
度等条件& 对照组的 56%细胞培养板用锡箔纸完全
包裹避光#放置于同一细胞培养箱中& 56%细胞的蓝
光照射光强度为 - ### )\#光照时长为 " ,&
;1?1G4光损伤 56%细胞与 kMYUMB非接触共培养4
采用 SI'CBQE))小室建立光损伤 56%细胞与 kMYUMB
的非接触共培养体系& SI'CBQE))膜孔径为 #e. %&#细
胞不能迁移通过#但允许可溶性蛋白分子自由通过&
将 56%细胞按照 !e-p"#. @2&!

密度接种于细胞培养

板#同时将 kMYUMB按照 "e-p"#. @2&!
密度接种于
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SI'CBQE))小室#! 种细胞分别培养 " G 后#对 56%细胞
行蓝光照射 " ,& 然后将含有 kMYUMB的 SI'CBQE))嵌
套小室插入含有光损伤 56%细胞的培养板内#实行 !
种细胞的非接触共培养'图 "(&

上室

多孔膜

Transwell

下室

UCMSCs

RPE细胞

图 ;8? 种细胞非接触共培养模式图4注"kMYUM"脐带间充质干细
胞)56%"视网膜色素上皮
4

;1?1H4YSS法检测 56%细胞增生活力4光损伤 56%
细胞与 kMYUMB共培养后 !. , 和 .; ,#采用 YSS法检
测各组56%细胞增生活力& 在56%细胞培养孔内加入
含质量分数 "#f YSS的培养液#<7 o恒温细胞培养箱
中继续培养 . ,#轻轻吸去含 YSS的培养液#加入等量
的=YU>#在摇床上低速振荡 "# &(C#使紫色结晶物完全
溶解& 在酶标仪上测定波长 -7# C&处吸光度'7(值&
;1?1I4感光细胞外节段膜盘分离提取与 56%细胞吞
噬试验4光损伤 56%细胞与 kMYUMB共培养后 .; ,#
收集各组细胞培养上清液并进行 56%细胞吞噬试验&
根据 6'NEI&'BFEI等 + "0,

描述的方法#分离提取猪眼视
网膜 感 光 细 胞 外 节 段 膜 盘 ' N,3F3IE2ENF3I3*FEI
BEH&ECFB#6>U(& 由于分离提取 6>U 的过程包括剧烈
振荡和超速离心等步骤#最终得到的 6>U 呈细小颗粒
状& 采用 " &H@&)9?SM染液'发绿色荧光(标记分离
提取的 6>U& 将含有 "p"#7 @&)6>U 的细胞培养液加
入 56%细胞培养孔内#<7 o细胞培养箱内孵育 "! ,&
吸除含 6>U 的细胞培养液#以 6ZU 漂洗 ! 次#终止
56%细胞吞噬 6>U 的过程& 用质量分数 #e!f锥虫兰
处理细胞 "# &(C#以猝灭结合于 56%细胞表面的 6>U
荧光颗粒& 6ZU 漂洗 < 次后#用 =:6?染核& 荧光显
微镜下#任意选择 "# 个 !## 倍镜视野#拍照记录图片&
6>U 颗粒发出绿色荧光#细胞核 =:6?染色发出蓝色
荧光& 采用?&'HE[图像软件#自动分析每个视野图片
中细胞内吞噬的 6>U 颗粒#以及 =:6?标记的细胞核
总数& 每个 56%细胞的平均吞噬 6>U 颗粒数'颗粒
数@细胞(q吞噬总颗粒数@细胞核总数&
;1?1J4%T?U:法检测细胞上清液中细胞因子质量浓
度4收集细胞培养上清液#采用 %T?U:试剂盒定量检
测上清液中 6%=9和 L9̂ 9质量浓度& 根据试剂盒说

明书进行加样*洗板*加酶结合抗体*洗板和显色& 在
终止反应 <# &(C 内读板#在酶标仪上测定波长 .-# C&

处 7值& 按照梯度稀释的标准品 7值#绘制细胞因子
浓度的标准曲线& 根据标准曲线#计算样本上清液中
6%=9*L9̂ 9质量浓度&
;1@4统计学方法

采用 U6UU "$1# 统计学软件'美国 U6UU 公司(进
行统计分析& 定量资料数据经 U,'N(I3Dc()P 检验证实
呈正态分布#以 &E'ClU=表示& 正常对照组*模型对
照组和 kMYUMB共培养组培养后不同时间点细胞 7值
的总体差异比较采用两因素方差分析#两两比较采用
TU=D-检验& < 个组 56%细胞平均吞噬 6>U 颗粒数*
6%=9质量浓度*L9̂ 9质量浓度的总体差异比较均采
用单因素方差分析#两两比较采用 TU=D-检验& Nm
#e#- 为差异有统计学意义&

?8结果

?1;4kMYUMB与 56%细胞的形态特征与鉴定
kMYUMB贴壁生长#大部分细胞呈梭形'图 !:(&

汇合后的梭形 kMYUMB呈漩涡状生长'图 !Z(& 细胞
免疫表型流式细胞术检测结果显示#实验中使用的
kMYUMB阳性'r$-f(表达细胞表面抗原 M=!$*M=..*
M=$# 和 M="#-#同时阴性表达 'm!f(细胞表面抗原
M=<. 和 M=.-'图 !M(#符合 YUMB的免疫表型特点&
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图 ?8mFEMF%形态观察与免疫表型流式细胞术鉴定4:"kMYUMB呈梭
形4Z"kMYUMB汇合后呈漩涡状生长'标尺q!## %&(4M"kMYUMB
细胞免疫表型流式鉴定4kMYUMB阳性表达细胞表面抗原 M=!$*
M=..*M=$# 和 M="#-#同时阴性表达细胞表面抗原 M=<. 和 M=.-
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BA C100μm 100μm 100μm

图 @8<=>细胞形态观察及免疫荧光染色鉴定m标尺q"## %&(4:"刚贴壁的原代 56%细胞富含色素颗
粒4Z"汇合时的 56%细胞呈铺路石样生长#细胞呈多边形4M"56%细胞阳性表达特异性标志物 56%0-
m:)E\'9)*3I.;; 标记二抗呈绿色荧光( #=:6?染色的细胞核呈蓝色荧光

44倒置显微镜下可见刚贴壁的原代 56%细胞富含
棕黑色的色素颗粒#细胞核呈清晰透明状 m图 <:(&
56%细胞在传代过程中色素颗粒逐渐脱失& 56%细
胞汇合后呈典型铺路石样生长#细胞呈多边形 m图
<Z(& 56%细胞免疫荧光染色鉴定显示#56%细胞均
阳性表达特异性标志物 56%0- 蛋白m图 <M(&
?1?4各组 56%细胞增生情况比较

各组共培养后不同时间点 56%细胞增生能力m7
值(总体比较#差异均有统计学意义m5组别 q"<!e<;;#
Nq#e###)5时间 q!<"e..##Nq#e###(#其中培养后 !.
,*.; ,#模型对照组和 kMYUMB共培养组细胞 7值均
较正常对照组明显下降#差异均有统计学意义m均 Nm
#e#"()kMYUMB共培养组细胞在相应时间点的 7值显
著高于模型对照组#差异均有统计学意义 m均 Nm
#e#"(m表 "(&

表 ;8各组共培养后不同时间点细胞增生能力比较
m)(-&OMP#!值(

组别 样本量
不同时间点细胞 7值

!. , .; ,

正常对照组 - #e-!.l#e#!! #e7<"l#e#!-

模型对照组 - #e<7"l#e#"$' #e.$"l#e#!#'

kMYUMB共培养组 - #e."<l#e#".'L #e--<l#e#!#'L

4注"5组别 q"<!e<;;#Nq#e###)5时间 q!<"e..##Nq#e###1与各自时间

点正常对照组比较#'Nm#e#")与各自时间点模型对照组比较# LNm#e#"

m两因素方差分析#TU=D-检验(4kMYUMB"脐带间充质干细胞

?1@4各组 56%细胞吞噬 6>U 情况比较
分离提取的 6>U 经 9?SM标记后#在荧光显微镜下

发出绿色荧光m图 .:(& 56%细胞吞噬 6>U 颗粒后#胞
内 6>U 发绿色荧光#=:6?染核呈蓝色荧光m图 .Z(&

56%细胞 6>U 吞噬试验量化计算结果显示#正常
对照组*模型对照组和 kMYUMB共培养组 56%细胞平
均吞噬 6>U 颗粒数分别为m"!e-l"e"(*m7e7l#e0(和
m"!e;l"e.(个@细胞#< 个组总体比较差异有统计学意
义m5q!;e#;7#Nq#e###(#其中模型对照组 56%细胞

BA100μm 100μm

图 A8!mSF标记 =CM及 <=>细胞吞噬 =CM颗粒的荧光显微镜观
察m标尺q"## %&(4:"9?SM标记的 6>U 颗粒4Z"吞入 56%细胞
内的 6>U 颗粒m绿色荧光(围绕于 =:6?染色的细胞核m蓝色荧光(
周围

4

平均吞噬 6>U 颗粒数较正常对照组明显减少#
kMYUMB共培养组 56%细胞平均吞噬 6>U 颗粒数较
模型对照组明显增加#差异均有统计学意义 m均 Nm
#e#"()kMYUMB共培养组 56%细胞平均吞噬 6>U 颗
粒数与正常对照组比较#差异无统计学意义mNr#e#-(
m图 -(&

1 2 3

a

b15
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5

0平
均

吞
噬

PO
S颗

粒（
颗

粒
数

/细
胞
） 图 G8@ 个组 <=>细胞平均吞噬

=CM颗粒数比较4与正常对照组

比较#'Nm#e#")与模型对照组比

较#LNm#e#" m单因素方差分析#
TU=D-检验#%q.(4""正常对照组
!"模型对照组4<"kMYUMB共培养
组4注"6>U"感光细胞外节段膜盘

4

?1A4各组细胞上清液中 6%=9*L9̂ 9质量浓度比较
%T?U:法检测结果显示#正常对照组*模型对照

组和 kMYUMB共培养组 56%细胞上清液中 6%=9质
量 浓 度 分 别 为 m ";e; l"e$ ( * m "#e# l"e7 ( 和
m!#e!l0e#( CH@&)#总体比较差异有统计学意义m5q
;e0-.#Nq#e##;(#其中模型对照组 6%=9质量浓度较
正常对照组明显下降#kMYUMB共培养组 6%=9质量
浓度较模型对照组明显升高#差异均有统计学意义

m均Nm#e#"()kMYUMB共培
养组 6%=9质量浓度与正
常对照组比较#差异无统计
学意义mNr#e#-(m图 0:(&

正常对照组*模型对照
组 和 kMYUMB共 培 养 组
L9̂ 9 质 量 浓 度 分 别 为
m!-e!l"e-(* m !0e<l<e0(
和m0"e$l".e<( NH@&)#总体
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比较差异有统计学意义'5q!<e0$;#Nq#e###(#其中
正常对照组和模型对照组 56%细胞上清液中均仅检
测到低质量浓度 L9̂ 9#! 个组间比较差异无统计学意
义'Nr#e#-()kMYUMB共培养组 L9̂ 9质量浓度较正
常对照组和模型对照组均明显升高#差异均有统计学
意义'均 Nm#e#"('图 0Z(&
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图 H8@ 个组 <=>细胞培养上清液中细胞因子质量浓度比较4:）
< 个组 56%细胞培养上清液中 6%=9质量浓度比较4与正常对照组

比较#'Nm#e#")与模型对照组比较#LNm#e#" '单因素方差分析#
TU=D-检验#%q-(4Z）< 个组 56%细胞培养上清液中 L9̂ 9质量浓

度比较4与正常对照组比较#'Nm#e#")与模型对照组比较#LNm#e#"
'单因素方差分析#TU=D-检验#%q-(4"）正常对照组4!）模型对照
组4<）kMYUMB共培养组4注）6%=9）色素上皮衍生因子)L9̂ 9）碱
性成纤维细胞生长因子

4

@8讨论

56%细胞具有营养支持感光细胞的作用#包括参
与视色素循环*吞噬消化 6>U 等& 如果 56%细胞发
生功能障碍#会继发视网膜感光细胞变性死亡#造成视
网膜变性发生和发展

+ "7, & 视网膜变性的治疗应考虑
如何维持和恢复 56%细胞的生理功能& kMYUMB具
有旁分泌功能#可分泌多种神经营养因子#包括 L9̂ 9*
Z=V9等 + "!a"., & 因此本研究中尝试观察 kMYUMB对于
光损伤 56%细胞的影响&

通常认为蓝光照射引起 56%细胞光化学损伤#可
能与氧化应激反应有关

+ ";, & 56%细胞的损伤程度与
蓝光照射剂量有直接关系& 在前期预实验的基础上#
本研究中采用蓝光照射光照度为 - ### )\#光照时长为
" ,& 在前期预实验中#我们曾检测 56%细胞光照后
凋亡@坏死情况#发现该光照剂量下 56%细胞凋亡@坏
死的比率均低于 !f#说明该蓝光照射剂量虽未达到
致死剂量#但会造成 56%细胞增生能力下降和吞噬功
能障碍& 本研究中发现#与 kMYUMB共培养后#光损伤
56%细胞的增生能力和 6>U 吞噬能力得到显著改善&

6%=9是 56%细胞生理性分泌的一种保护性细胞
因子#且具有抑制病理性新生血管的作用 + "$, & 56%细
胞在受到光损伤后#会出现 6%=9分泌量下降#而血管

内 皮 生 长 因 子 ' J'B2*)'IECG3F,E)(')HI3QF, K'2F3I#
]%̂ 9( 分泌量上升 + !#, & 何广辉等 + "-,

研 究 发 现#
kMYUMB外泌体可有效降低光损伤 56%细胞的 ]%̂ 9
表达量& 本研究着重观察 kMYUMB对光损伤 56%细
胞 6%=9分泌量的影响#结果发现与 kMYUMB共培养
后#光损伤 56%细胞的 6%=9分泌量明显升高#提示
kMYUMB对 56%细胞发挥保护作用&

L9̂ 9是一种重要的神经营养因子#可以促进神经
细胞的存活和分裂增生

+ !", & 本研究中发现#光损伤
56%细胞与 kMYUMB共培养后#共培养体系上清液中
L9̂ 9质量浓度明显升高& 可能是由于 kMYUMB通过
旁分泌的方式分泌 L9̂ 9#从而提高 ! 种细胞共培养体
系上清液中的 L9̂ 9质量浓度#对 56%细胞发挥保护
作用&

综上所述#本研究结果表明蓝光照射会造成 56%
细胞增生能力下降和吞噬功能障碍#与 kMYUMB非接
触共培养可以改善光损伤 56%细胞的增生能力和吞
噬功能#促进 56%细胞分泌 6%=9& kMYUMB可能通
过旁分泌方式分泌 L9̂ 9#保护 56%细胞减轻光损伤&
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本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

44根据国际医学期刊编辑委员会提供的-生物医学期刊投稿统一要求.的表述#本刊对作者撰写稿件时关于-知情同意.和-医学

伦理学.的描述提出如下要求"

'"(知情同意4在未事先获得知情同意的情况下#患者有隐私不被侵犯的权力& 患者的身份信息#包括姓名*来源*住院号等均

不应该以文字*图片或家系信息的方式在出版物上公开#除非这些信息对于本研究是必需的#如需在出版物上显示#应征得患者'或

者父母*监护人(签署的书面同意书&

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息#但难以做到完全匿名时'如在照片中掩盖患者的眼部#不足以保护患者的隐私

权(#应提供知情同意的信息& 如果用改变患者的身份特征'如遗传家系等(以保护患者隐私权的方法#作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性#并且编辑应在文中对此予以说明&

'!(医学伦理学4以人体为试验对象的研究#作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构*国家委员会或 "$7- 年赫尔辛

基宣言'!##- 年修订(的医学伦理学标准& 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题#作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性#提交已通过审查机构的批准情况& 以动物为实验对象的研究#作者应当说明是否遵循当地的相关机构*

学会'国内或国外(及国家实验动物保护和使用指南&
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