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!实验研究!

骨髓间充质干细胞条件培养基对人自发永生化

9l)),H细胞系增生)黏附和分化的促进作用
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77$摘要%7目的7探讨骨髓间充质干细胞&c9̂ <*'来源的条件培养基对人永生化 9l)),H细胞系 9A@>92
细胞增生)黏附和分化的作用(7方法7c9̂ <*传至第 " 代进行成骨)成软骨及成脂诱导培养基诱导分化"并
分别使用茜素红)阿利辛蓝及油红 @染色进行分化鉴定*采用流式细胞仪检测细胞中间充质干细胞标志物
<?!")<?D# 和 <?2#$ 以及造血干细胞标志物 <?"Z)<?Z$ 和人类白细胞 ?=抗原&8;G>?='表达( 采用免疫
荧光染色法检测 9A@>92 细胞中 9l)),H细胞标志物 ^@aD)谷氨酰胺合成酶&Û ')N(&,-J(- 和胞内视黄醛结合
蛋白 &<=G;cb'"视网膜干细胞标志物 ^@aF) -,*J(- 和 <8a2#"以及细胞增生标志物细胞周期蛋白
?"&<<O?"'的表达( 将 9A@>92 细胞分为标准培养基组)FD"S条件培养基组和 c9̂ <条件培养基组"分别在
标准培养基)FD"S培养上清液和 c9̂ <培养上清液中培养( 定量分析各组细胞面积)圆度)伸长系数)周长等
形态参数*采用流式细胞仪检测细胞周期"采用成球实验和 $>乙炔基>Fp脱氧尿嘧啶核苷&%In'染色法检测细
胞增生情况( 采用酶联免疫吸附测定&%;ÂG'法检测各组培养上清液中血管细胞黏附分子 2&Y<G9>2'的表
达*采用荧光定量 b<=法检测各组细胞中 Y<G9>2 &=OG表达( 采用免疫荧光染色法和荧光定量 b<=法分
别检测各组细胞诱导分化培养后视网膜神经元标志物蛋白激酶 <&be<$')=+6I6L*(-)微管相关蛋白 F
&9GbF'和 %>微管蛋白 &S0C2'的表达变化(7结果7培养的 c9̂ <*高表达 <?!")<?D# 和 <?2#$"低表达
<?"Z)<?Z$ 和 8;G>?="并可成功诱导分化为成骨细胞)软骨细胞和脂肪细胞( 9A@>92 细胞表达 ^@aD)Û )
N(&,-J(-)<=G;cb)^@aF)<8a2#)-,*J(- 和 <<O?"( 与标准培养基和 FD"S条件培养基组比较"c9̂ <条件培
养基组的 9A@>92 细胞形态发生改变"形成细长的纺锤形或多极形态"且细胞面积减少"伸长系数增加"圆度
降低"差异均有统计学意义&Rq3_D!")2F_"!#)3_"22"均 F:#_#2'*与标准培养基和 FD"S条件培养基组比较"
不同时间点 c9̂ <条件培养基组 9A@>92 细胞形成的神经球面积明显增大"差异均有统计学意义 &R

组别
q

2"Z_"##"Fq:#_##2*R
时间

qEF_D2#"F:#_##2'*与标准培养基和 FD"S条件培养基组比较"c9̂ <条件培养基组
9A@>92 细胞的 %In阳性率和细胞增生指数均显著提高"差异均有统计学意义 &Rq3_D!") !Z_22#"均
F:#_#$'*与标准培养基和 FD"S条件培养基组比较"c9̂ <条件培养基组的细胞上清液中 Y<G9>2 蛋白质量
浓度和细胞中的 Y<G9>2 &=OG相对表达量均显著升高"差异均有统计学意义 &Rq2"_!F#) !_ED3"均
F:#_#$'*9A@>92 细胞在分化条件下"c9̂ <条件培养基组的 9A@>92 细胞在 &=OG水平的 be<$)
=+6I6L*(-)S0C2 和 9GbF 相对表达量较标准培养基组和 FD"S条件培养基组均明显升高"差异均有统计学意
义&Rq2Z_ZD#)$_ZFZ)2Z_""#)!_Z#$"均F:#_#$' (7结论7c9^<条件培养基可以改变 9l)),H细胞的形态"
并促进其增生)黏附和向视网膜神经元的分化(7

$关键词%7骨髓间充质干细胞* 干细胞* 细胞增生* 细胞分化* 9l)),H细胞
基金项目! 国家自然科学基金项目 &"2D"##3E) E2E!"3EE'
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#'.'-9,+'#1.&00-,-'"&#"&+'+0&))+,"#1&D-.%9)#'BE11-,$-111&'-
)#7-$%(-$%"7-V-Y-*$"7-K-43'")' &-*$(-*$%"6'*$% &-*3$*"M*3P'-"&' 6*-Z#-
O#0*.12#$13[/0"1"*(23(3%4" !3'1"Z#+163+0-1*(\!3'1"Z#+1>4#63+0-1*("M"-.5 H-(-1*.4H#5-D*(U$-]#.+-14&,.24
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"!4/",#$"#5F4G-$"&H-5S6,/L)6H,J+,,QQ,5J*6Q56-I(J(6-,I &,I(0& 6Q+0&'- M6-,&'HH6P&,*,-5+K&')
*J,&5,))*&c9̂ <*' 6- J+,LH6)(Q,H'J(6-"'I+,*(6- '-I I(QQ,H,-J('J(6- 6Q(&&6HJ')(X,I +0&'- 9l)),H5,)))(-,&9A@>
92'47B-"%+./7S+,I(QQ,H,-J('J(6- P'*(-I05,I (- J+,J+(HI>L'**'.,c9̂ <*P(J+ 6*J,6.,-(5"5+6-IH6.,-(5'-I
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'I(L6.,-(5&,I(0& '-I (I,-J(Q(,I MK')(X'H(- H,I"')5('- M)0,'-I 6()H,I @*J'(-(-."H,*L,5J(N,)K4S+,,/LH,**(6-
),N,)*6Q&,*,-5+K&')*J,&5,))&'HR,H*<?!""<?D# '-I <?2#$ '-I +,&'J6L6(,J(55,))&'HR,H*<?"Z"<?Z$ '-I
+0&'- ),0R65KJ,'-J(.,->?= &8;G>?=' P,H,'**'K,I MKQ)6P5KJ6&,JHK4S+,,/LH,**(6-*),N,)*6Q9l)),H5,))
&'HR,H*̂ @aD".)0J'&(-,*K-J+,J'*,& Û '"N(&,-J(- '-I 5,))0)'HH,J(-')I,+KI,>M(-I(-.LH6J,(- &<=G;cb'"H,J(-')
*J,&5,))&'HR,H*̂ @aF"-,*J(- '-I <8a2#"'-I 5,))LH6)(Q,H'J(6- &'HR,H5K5)(- ?" &<<O?"' (- 9A@>92 5,))*P,H,
I,J,5J,I MK(&&0-6Q)06H,*5,-5,*J'(-(-.4S+,9A@>92 5,))*P,H,I(N(I,I (-J6*J'-I'HI &,I(0& .H60L" FD"S
56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L"'-I c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0& .H60L '-I P,H,(-50M'J,I (- J+,&,I(0& '556HI(-.J6
.H60L(-.4S+,5,))0)'H'H,'"5(H50)'H(JK",)6-.'J(6- Q'5J6H'-I L,H(&,J,HP,H,'-')KX,I T0'-J(J'J(N,)K4S+,5,))5K5),P'*
I,J,5J,I MKQ)6P5KJ6&,JHK"'-I J+,5,))LH6)(Q,H'J(6- P'*I,J,H&(-,I MK-,0H6*L6H',/L,H(&,-J'-I $>,J+K-K)>Fp>
I,6/K0H(I(-,&%In' *J'(-(-.4S+,,/LH,**(6- 6QN'*50)'H5,))'I+,*(6- &6),50),2 &Y<G9>2' 'JLH6J,(- '-I &=OG
),N,)*(- J+,50)J0H,*0L,H-'J'-JP'*I,J,5J,I MK,-XK&,)(-R,I (&&0-6*6HM,-J'**'K&%;ÂG' '-I T0'-J(J'J(N,H,')>
J(&,b<=&T=S>b<='"H,*L,5J(N,)K4S+,,/LH,**(6- 6QH,J(-')-,0H6- &'HR,H*LH6J,(- R(-'*,<&be<$'"=+6I6L*(-"
&(5H6J0M0),>'**65('J,I LH6J,(- F &9GbF' '-I %>J0M0)(- &S0C2' P'*I,J,5J,I MK(&&0-6Q)06H,*5,-5,*J'(-(-.'-I
T=S>b<=47I-/91"/7<?!""<?D#"<?2#$ *+6P,I '- ,-+'-5,I ,/LH,**(6-"'-I <?"Z"<?Z$ '-I 8;G>?=*+6P,I
P,'R,-,I ,/LH,**(6- (- J+,c9̂ <*4S+,c9̂ <*I(QQ,H,-J('J,I (-J66*J,6M)'*J*"5+6-IH65KJ,*'-I 'I(L65KJ,*4%/LH,**(6-
6Q̂@aD"Û "N(&,-J(- '-I <=G;cb"^@aF"<8a2#"-,*J(- '-I <<O?" P'*Q60-I (- J+,9A@>92 5,))*4<6&L'H,I P(J+
*J'-I'HI &,I(0& .H60L '-I FD"S56-I(J(6-,I &,I(0& .H60L"9A@>92 5,))*50)J0H,I (- c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&
.H60L 5+'-.,I (-J6'- ,)6-.'J,I *L(-I),>*+'L,I 6H&0)J(L6)'H&6HL+6)6.KP(J+ H,I05,I 5,))'H,'"(-5H,'*,I ,)6-.'J(6-
(-I,/'-I I,5H,'*,I 5(H50)'H(JK"*+6P(-.*J'J(*J(5'))K*(.-(Q(5'-JI(QQ,H,-5,*'&6-.J+,& &Rq3_D!""2F_"!#"3_"22*'))
'JF:#_#2'4S+,H,P,H,(-5H,'*,I -,0H6*L+,H,*Q6H&,I MK9A@>92 5,))*(- c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L 56&L'H,I
P(J+ *J'-I'HI &,I(0&.H60L '-I FD"S56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L 'JI(QQ,H,-JJ(&,L6(-J*&R.H60L q2"Z_"##"F:#_##2*
RJ(&,qEF_D2#"F:#_##2'4<6&L'H,I P(J+ J+,*J'-I'HI &,I(0&.H60L '-I FD"S56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L"J+,%In>
L6*(J(N,H'J,'-I LH6)(Q,H'J(6- (-I,/6Q9A@>92 5,))*(- c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L P,H,*(.-(Q(5'-J)K(-5H,'*,I"
P(J+ *J'J(*J(5'))K*(.-(Q(5'-JI(QQ,H,-5,*&Rq3_D!""!Z_22#*'))'JF:#_#$'*J+,Y<G9>2 LH6J,(- ,/LH,**(6- (- 5,))
*0L,H-'J'-J'-I J+,H,)'J(N,,/LH,**(6- ),N,)6QY<G9>2 &=OG(- c9̂ <56-I(J(6,I &,I(0&.H60L P,H,*(.-(Q(5'-J)K
(-5H,'*,I &Rq2"_!F#"!_ED3*'))'JF:#_#$'*J+,&=OG,/LH,**(6- ),N,)*6Qbe<$"=+6I6L*(-"S0C2 '-I 9GbF P,H,
+(.+,H(- 9A@>92 5,))*6Qc9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L 0-I,HJ+,56-I(J(6- 6QI(QQ,H,-J('J(6- &Rq2Z_ZD#"$_ZFZ"
2Z_""#"!_Z#$*'))'JF:#_#$'47J+'$19/&+'/7c9̂ <*56-I(J(6-,I &,I(0&5'- 5+'-.,J+,&6HL+6)6.K6Q9A@>92
5,))*'-I LH6&6J,J+,(HLH6)(Q,H'J(6-"'I+,*(6- '-I I(QQ,H,-J('J(6- (-J6H,J(-')-,0H6-*4

"6-2 7+,./#5c6-,&'HH6P&,*,-5+K&')*J,& 5,))** ^J,& 5,))** <,))LH6)(Q,H'J(6-* <,))I(QQ,H,-J('J(6-*
9l)),H5,))

89'.*,+(,#)# O'J(6-')O'J0H')̂5(,-5,V60-I'J(6- 6Q<+(-'&"2D"##3E" E2E!"3EE'
?@A#2#4"!3#B5&'4C45-22$DED>F#F2#!#F>##"E3

77视网膜变性疾病是包含视网膜色素变性)年龄相
关性黄斑变性和糖尿病视网膜病变等在内的一类疾

病"可导致视力障碍"严重影响患者的生活质量( 该类
疾病的主要特点是视网膜神经元功能障碍和丧失"继
而导致视觉功能不可逆的损害"目前尚无有效的治疗
方法

+ 2, ( 细胞替代治疗是恢复异常视网膜视觉功能
一种潜在的有效方法"已成为视网膜再生研究的重要
方向( 通过干细胞移植可再生损伤的视网膜神经元"
但存在增生能力偏低)难以向特定神经元优先分化等
问题"成为有效修复视网膜的技术瓶颈 + F, ( 9A@>92
细胞是自然筛选的人源永生化 9l)),H细胞系"具有自
我更新的干细胞特性"并有分化成为各种视网膜神经
元的潜能

+ "WZ, ( 研究表明"9A@>92 细胞能够与视网膜
神经元进行细胞整合和分化

+ ZW$, "取代退化的视网膜
细胞"是一种理想的移植细胞来源"但 9A@>92 细胞同
样存在上述增生能力和定向分化问题( 有研究报道间

充质干细胞条件培养基可以提高细胞增生和分化的潜

力
+ 3W!, ( 骨髓间充质干细胞& M6-,&'HH6P&,*,-5+K&')

*J,&5,))*"c9̂ <*'是骨髓内存在的一类非造血干细
胞"可以通过成熟的技术获得"因此受到广泛关注( 前
期有研究表明"c9̂ <*能通过产生神经营养因子促进
神经干细胞&-,0H')*J,&5,))*"Ô <*'的增生和分化"具
有较强的神经保护作用

+ EWD, ( 在视网膜的研究中"
c9̂ <*分泌的神经营养因子)抗炎细胞因子和外囊泡
对青光眼和光损伤视网膜模型有较好的治疗效

果
+ DW2Z, ( 本实验室前期研究发现"c9̂ <*和视网膜祖

细胞&H,J(-')LH6.,-(J6H5,))*"=b<*'联合移植于视网膜
变性大鼠的视网膜下腔"较单独移植一种细胞&c9̂ <*
或 =b<*'能更好地维持视网膜功能"并提高 =b<*向
感光细胞分化的比率

+ 2$W23, ( 此外"既往研究也表明"
c9̂ <*与 Ô <*体外共培养可促进 Ô <*分化和轴突
发育

+ 2!, ( 然而 c9̂ <*对 9A@>92 细胞增生能力和定
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fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

向分化的影响尚未明确( 本研究中拟探索 c9̂ <*来
源的条件培养基对 9A@>92 细胞增生和分化的作用(

:5材料与方法

:4:7材料
:4:4:7细胞来源7c9̂ <*由陆军军医大学第一附属
医院生物样品库提供

+ 2E, *FD"S细胞购自美国 GS<<细
胞库*9l)),H细胞系 9A@>92 细胞由上海交通大学附
属第一人民医院眼科张敬法教授馈赠(
:4:4;7主要试剂及仪器7高糖 ?9%9)?9%9BV2F
培养基)质量分数 #_F$\胰蛋白酶)磷酸盐缓冲溶液
&L+6*L+'J,M0QQ,H*6)0J(6-"bĉ '&美国 8K<)6-,公司'*
特级南美胎牛血清 &Q,J')M6N(-,*,H0&"Vĉ ' &乌拉圭
;6-*,H'公司'*兔抗 ^@aD 单克隆抗体&'M2E$D33')兔
抗 =+6I6L*(- 单克隆抗体 &'MFF233Z')小鼠抗胞内视
黄醛结合蛋白 &5,))0)'HH,J(-')I,+KI,>M(-I(-.LH6J,(-"
<=G;cb'单克隆抗体 &'M2$#$2')兔抗 9GbF 多克隆
抗体&'M2E"E"#')兔抗 ^@aF 多克隆抗体 &'MD!D$D'
&美国 GM5'&公司 '*小鼠抗 N(&,-J(- 单克隆抗体
&^<3F3#')小鼠抗 <8a2# 单克隆抗体 & ^<"3DD2$ '
&美国 ^'-J'<H0X公司 '*小鼠抗谷氨酰胺合成酶
&.)0J'&(-,*K-J+,J'*,"Û '单克隆抗体 &9Gc"#F')小
鼠抗 S0C2 单克隆抗体&S$#!3' &美国 ^(.&'>G)IH(5+ 公
司'*兔抗 <<O?" 多克隆抗体 &bG$>E3FFZ ' &美国
A-N(JH6.,- 公司'*流式检测抗体 <?"Z>VAS<& 22>#"ZD>
Z2')<?Z$>VAS<&98<?Z$#2')人类白细胞 ?=抗原
& +0&'- ),0R65KJ, '-J(.,->?=" 8;G>?= '>VAS<
&98;?=#2 ') <?!">b%& 2F>#!"D>Z2 ') <?D#>b%& 2F>
#D#D>ZF') <?2#$>b%& 2F>2#$!>ZF ' &美国 S+,H&6公
司'*G),/'V)06HZEE 标记山羊抗小鼠 A.U&G>22#FD')
G),/'V)06H$3E 标记山羊抗小鼠 A.U& G>22#"2 ')
c,K6<)(5RS9$>乙炔基>Fp脱氧尿嘧啶核苷 & $>,J+K-K)>Fp>
I,6/K0H(I(-,"%In'>ZEE 细胞增生检测试剂盒&上海碧
云天生物科技有限公司'*@H(<,))成人 c9̂ <成骨)成
脂)成软骨诱导分化培养基试剂盒+赛业&苏州'生物
科技有限公司,*人源表皮生长因子&,L(I,H&').H6PJ+
Q'5J6H"%UV') 碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 & M'*(5
Q(MH6M)'*J.H6PJ+ Q'5J6H"MVUV'&美国 b,LH6S,5+ 公司'*
血 管 细 胞 黏 附 分 子 2 & N'*50)'H 5,))'I+,*(6-
&6),50),>2"Y<G9>2'酶联免疫吸附测定&,-XK&,)(-R,I
(&&0-6*6HM,-J'**'K"%;ÂG'试剂盒&武汉云克隆科技
股份有限公司'*牛血清白蛋白&M6N(-,*,H0&')M0&(-"
ĉG' &北京索莱宝科技有限公司 '*逆转录试剂盒
&==#Z!G')实时荧光定量试剂盒&==EF#G' &宝日医

生物技术有限公司'( G<%GO6N6<KJ,流式细胞仪&杭
州艾森生物有限公司'*@;j9bn̂ >Aa!# 型生物显微镜
&日本 @)K&L0*公司'*;̂9EE# 型激光扫描共聚焦显
微镜&德国蔡司公司'*S+,H&6^5(,-J(Q(5S9 ^JH'J6*S9 离
心机)酶标仪&美国 S+,H&6公司'(
:4;7方法
:4;4:7c9̂ <*的培养及鉴定7c9̂ <*用含体积分数
2#\Vĉ 和质量分数 2\青链霉素的 ?9%9BV2F 培养
基培养"光学显微镜下观察细胞生长情况*待细胞生长
至 E#\dD#\融合度时进行传代"取第 "d$ 代 c9̂ <*
用于后续实验( 使用成骨)成软骨及成脂诱导培养基
诱导培养第 " 代 c9̂ <*"使用茜素红)阿利辛蓝及油红
@进行染色( 制备 2r2#3

个B&)的 c9̂ <*单细胞悬
液"使用流式抗体对细胞进行避光孵育 "# &(-"
2 ### HB&(- 离心 $ &(- 收集细胞"bĉ 漂洗后进行流

式细胞仪检测分析(
:4;4;7FD"S细胞和 9A@>92 细胞的培养7FD"S细胞
和 9A@>92 细胞用含 2#\Vĉ 和 2\青链霉素的高糖
?9%9培养基于 "! s)体积分数 $\<@F 培养箱中培

养*待细胞生长至融合度为 D#\"用 #_F$\胰蛋白酶
消化进行传代(
:4;4<7免疫荧光法鉴定 9A@>92 细胞特性7取常规
培养的 9A@>92 细胞"采用免疫荧光染色法检测
9l)),H细胞标志物 ^@aD)Û )N(&,-J(- 和 <=G;cb蛋
白的表达以及视网膜干细胞标志物 ^@aF) -,*J(- 和
<8a2# 的表达( 将 9A@>92 细胞以 2 ### 个B5&F

接

种于含去分化培养基 &含体积分数 F\cF!)F# -.B&)
%UV)2# -.B&)MVUV)2\青链霉素的 ?9%9BV2F 培养
液'的低黏附培养板中"于 "! s)$\<@F 培养箱中培

养*取培养 " I 的神经球滴于包被多聚赖氨酸的细胞
爬片上"继续培养 2 I 后采用免疫荧光染色法检测神
经球中干细胞标志物 ^@aF)<8a2# 和细胞增生标志
物 <<O?" 的表达(
:4;4=7FD"S细胞)c9̂ <培养上清的收集及实验分组
7将 c9̂ <*和 FD"S细胞接种至直径 2# 5&培养皿中
培养"待融合度至 !#\dE#\时"弃去培养液并用 bĉ
洗 " 次"换为含 2\青链霉素的基础培养基 &?9%9B
V2F'*培养 FZ + 收集培养上清液"F ###r% 离心 2# &(-
后"取培养上清液用 #_FF &&滤器过滤"WE# s保存(
将 9A@>92 细胞分为标准培养基组)FD"S条件培养基
组和 c9̂ <条件培养基组"分别在标准培养基)FD"S
培养上清液和 c9̂ <培养上清液中培养 !F +(
:4;4>79A@>92 细胞形态学分析和细胞计数7将标
准培养基组)FD"S条件培养基组和 c9̂ <条件培养基

!2#F!中华实验眼科杂志 F#FF 年 " 月第 Z# 卷第 " 期7<+(- [%/L @L+J+')&6)"9'H5+ F#FF"Y6)4Z#"O64"
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组的 9A@>92 细胞免疫标记 N(&,-J(- 和 ?GbA"并在激
光扫描共聚焦显微镜下观察并拍照( 使用 A&'.,[软
件对细胞的形态学进行计算分析( 形态学参数包括细
胞面积)周长)圆度+Z'&细胞面积'B&细胞周长' F ,和
伸长系数&细胞长轴与短轴的比值'( 细胞计数是至少
计数 $ 个独立区域共 "# 个细胞中 ?GbA染色的细胞核(
:4;4?79A@>92 神经球形态学分析7将标准培养基
组)FD"S条件培养基组和 c9̂ <条件培养基组的神经
球在光学显微镜下观察并拍照( 使用 A&'.,[软件对
细胞面积进行计算分析( 2## 倍视野下"随机选取 F#
个神经球进行统计分析(
:4;4@7%In染色法检测细胞增生7将 9A@>92 细胞
接种于细胞爬片上分组培养 FZ +"将 "! s预热的%In
&终浓度为 2# &&6)B;'加入细胞中"继续孵育 Z +(
%In标记细胞完成后"去除培养液"并加入质量分数
Z\多聚甲醛固定"用 #_$\SH(J6-a>2## 室温破膜
2# &(-"bĉ 洗 涤 " 次" 每 次 $ &(-( 然 后 根 据
c,K6<)(5RS9 %In>ZEE 细胞增生检测试剂盒的说明书进
行实验"加入现配的 <)(5R 反应液室温下避光孵育
"# &(-"bĉ 洗涤 " 次"每次 $ &(-*滴加 ?GbA室温下避
光孵育 2# &(-"bĉ 洗涤 " 次"每次 $ &(-*最后用抗荧
光淬灭剂进行封片"利用激光扫描共聚焦显微镜于波长
ZEE -&和 Z#$ -&分别检测 %In和细胞核染色情况(
:4;4K7流式细胞仪检测细胞周期7将标准培养基组)
FD"S条件培养基组和 c9̂ <条件培养基组的细胞制
备成单细胞悬液"用 bĉ 洗 2 次"2 $## HB&(- 离心
$ &(- 收集细胞"调整细胞浓度为 2r2#3

个B&)*取 2 &)
单细胞悬液"离心后"去上清"用少许 bĉ 重悬细胞"
再加入 $## &)体积分数 !#\预冷乙醇 Z s固定过夜*
用 bĉ 洗 2 次"加入 2## &)=O'*,G溶液重悬细胞"
"! s水浴 "# &(-*再加入 F## &)bA染色液"Z s避光
孵育 "# &(-"直接流式细胞仪上机检测*计算细胞增生
指数"细胞增生指数 q+& ^ tUFB9' B& U#BU2 t̂ t
UFB9',r2##\(
:4;4L7%;ÂG法检测细胞培养上清液中 Y<G9>2 质
量浓度7取各组培养 FZ + 的上清液"F ### r% 离心
2# &(- 后"用 #_FF &&滤器过滤( 按照 Y<G9>2 的
%;ÂG试剂盒说明书进行检测"分别设空白孔)标准品
孔)待测样品孔"除空白孔外每孔加入 $# &)对应样
本"用封板膜封板后 "! s温育 "# &(-"洗涤 $ 次"甩
干*每孔加酶标试剂 $# &)后用封板膜封板后 "! s温
育 "# &(-"洗涤 $ 次"甩干*每孔先后加入显色液 G和
c各 $# &)"轻轻震荡混匀""! s避光显色 2$ &(-"最后
加入终止液 $# &)终止反应"在酶标仪 Z$# -&波长下

测量各孔的吸光度 &,'值( 根据标准品测定结果"计
算各组上清液中 Y<G9>2 质量浓度(
:4;4:M79A@>92 细胞诱导分化7将 9A@>92 细胞接
种于包被纤连蛋白的分化培养基+含有体积分数 2\
OF) F &&6)B;谷氨酰胺) 2\青链霉素) $\Vĉ 和

2_F -.B&)MVUV的标准培养基&?9%9BV2F')FD"S条
件培养基或 c9̂ <条件培养基 , 的培养板中"置于
"! s)$\<@F 中培养 ! I( 收集不同培养条件下的细
胞进行实时荧光定量 b<=检测(
:4;4::7实时荧光定量 b<=检测细胞中各视网膜神
经元标志物基因的表达7取各组培养细胞"弃去培养
基"用 bĉ 洗细胞 2 次"加入 SH(X6)裂解液提取细胞总
=OG( 按照逆转录试剂盒说明书将 =OG逆转录为
5?OG( 以 5?OG为模板"检测 ">磷酸甘油醛脱氢酶
&.)K5,H')I,+KI,>">L+6*L+'J,I,+KIH6.,-'*," UGb?8')
蛋白激酶 <& LH6J,(- R(-'*,<"be<'$)=+6I6L*(-)%>微
管 蛋 白 & %>J0M0)(-" S0C2 ' 和 微 管 相 关 蛋 白 F
&&(5H6J0M0),>'**65('J,I LH6J,(- F"9GbF'的 &=OG相
对表达水平"本研究使用的引物均由生工生物工程
&上海'股份有限公司合成"引物序列见表 2( 聚合酶
链式反应 & L6)K&,H'*,5+'(- H,'5J(6-"b<='反应体系#
^jc=UH,,- !_$ &))双蒸水 $_$ &))正向和反向引物各
#_$ &))5?OG2_# &)"总反应体系 2$_# &)( 扩增条件
为 D$ s变性 $ *)3# s退火 "# *)!F s延伸 "# *"共 Z#

个循环( 以 UGb?8为内参照"采用 FW((<J
法计算各基

因相对表达量(

表 :5各基因 CJI引物序列
N#41-:5CJI*,&)-,/-O9-'$-+0(-'-/

基因名称 引物序列&$2W"2 ' 产物长度& ML'

),FO6 正向#<<GSUSS<US<GSUUUSUSUG 2Z#

反向#<GSUGUS<<SS<<G<UGSG<<G

FI=! 正向#U<<SGSUU<US<<SUSSUSG F!2

反向#USUU<SUUGS<S<<<SUSS<

E"3530+-$ 正向#<SG<USU<<<SS<S<<GGSU F2"

反向#U<SGUUSSUGU<GUUGSUSGUSSU

M'YA 正向#<GU<GGUUSU<USUGUUGUSG 2E$

反向#SU<UUGGU<GUGSUS<USGUG

H,FL 正向#<GSG<GUUUGUUGSUGGUGUU F33

反向#SUUGUGGUUGUU<GUGSSGU

_=,HcA 正向#US<GGSUSSU<<<<<GUGUG 22F

反向#SSSS<UUGU<GUUGGGU<<<

7注#UGb?8#">磷酸甘油醛脱氢酶*be<#蛋白激酶 <*S0C2#%>微管蛋
白*9GbF#微管相关蛋白 F*Y<G9#血管细胞黏附分子
7O6J,#UGb?8#.)K5,H')I,+KI,>">L+6*L+'J,I,+KIH6.,-'*,*be<# LH6J,(-
R(-'*, <* S0C2# %>J0M0)(-* 9GbF# &(5H6J0M0),>'**65('J,I LH6J,(- F*
Y<G9#N'*50)'H5,))'I+,*(6- &6),50),
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:4;4:;7免疫荧光染色观察细胞中各视网膜神经元标
志物蛋白的表达7将细胞接种于细胞爬片上"用 Z\
多聚甲醛固定 2# &(-"#_$\SH(J6-a>2## 破膜 2# &(-"
并用 $\ĉG封闭 2 +*分别滴加 ^@aD 抗体&2 fZ##')
<=G;cb抗体&2 fF##')N(&,-J(- 抗体&2 fF##')Û 抗

体&2 f$##')9GbF 抗体&2 fF##')S0C2 抗体&2 fF##')
=+6I6L*(- 抗体&2 fF##')^@aF 抗体&2 fF##')<8a2#
抗体&2 fF##')<<O?" 抗体&2 fZ##'于 Z s条件下孵
育过夜*bĉ 洗涤 " 次"滴加相应二抗室温孵育 2 +*
bĉ 漂洗 " 次"加入 ?GbA染液室温孵育 2# &(-*bĉ
漂洗 " 次"抗荧光淬灭剂封片"激光扫描共聚焦显微镜
下采集荧光图像(
:4<7统计学方法

采用 UH'L+b'I bH(*&$ 软件进行统计分析( 各计
量资料数据经 ^+'L(H6>̀ ()R 检验证实呈正态分布"以?u+
进行表达( 采用均衡分组三水平研究设计"" 个组间细
胞形态学相应指标)细胞增生率)不同细胞周期细胞比
例)细胞黏附特性和细胞分化能力相应指标的总体差异
比较均采用单因素方差分析"各组细胞培养不同时间点

细胞面积的总体差异比较采用两因素方差分析"多重比
较均采用S0R,K检验( F:#_#$为差异有统计学意义(

;5结果

;4:7c9̂ <*细胞形态及鉴定
光学显微镜下可见第 " 代 c9̂ <*贴壁生长"形态

均匀一致"呈纺锤形 &图 2G'( c9̂ <*成骨诱导后
" 周"中心细胞发生钙化"茜素红染色阳性*成脂诱导分
化后 " 周"细胞内出现融合的脂肪滴"油红 @染色阳性*
成软骨诱导分化后 Z 周"细胞内出现酸性黏多糖"阿利
辛蓝染色阳性&图 2cd?'( 上述结果表明"c9̂ <*可成
功诱导为成骨细胞)脂肪细胞和成软骨细胞(

流式细胞术鉴定结果显示"第 " 代 c9̂ <*中造
血干细胞相关的表面抗原 <?"Z)<?Z$ 和 8;G>?=
呈低表达"百分率分别为 #_FZ\)#_Z$\和 #_2$\"
表面抗原 <?!")<?D# 和 <?2#$ 呈高表达"百分率分
别为 D!_D#\)D$_DD\和 D3_D!\"符合 c9̂ <*的生
物学特性"提示第 " 代 c9̂ <*纯度较高"可用于后续
实验&图 F' (

BA C D200μm 100μm 100μm 100μm

图 :5mBQJ/细胞形态及鉴定7G#光学显微镜下细胞形态&r2##"标尺qF## &&'7第 " 代 c9̂ <*呈纺锥形7c#c9̂ <*细胞成骨诱导分化鉴定
&茜素红 rF##"标尺q2## &&'7细胞发生钙化"茜素红染色阳性&箭头'7<#c9̂ <*细胞成脂诱导分化鉴定&油红 @rF##"标尺q2## &&'7细
胞内出现融合的脂肪滴"油红 @染色阳性&箭头'7?#c9̂ <*细胞成软骨诱导分化鉴定&阿利辛蓝 rF##"标尺q2## &&'7细胞内出现酸性黏多
糖"阿利辛蓝染色阳性
8&(9,-:5B+,*%+1+(2 #'.&.-'"&0&$#"&+'+0mBQJ/7G#<,))&6HL+6)6.K0-I,H)(.+J&(5H6*56L,&r2##"M'HqF## &&'7S+,&6HL+6)6.K6QJ+,J+(HI>
L'**'.,+0&'- c9̂ <*P'**L(-I),>*+'L,I7c#AI,-J(Q(5'J(6- 6Q6*J,6.,-(5I(QQ,H,-J('J(6- 6Qc9̂ <*&G)(X'H(- H,I rF##"M'Hq2## &&'7S+,5,))*P,H,
5')5(Q(,I '-I ')(X'H(- H,I *J'(-(-.P'*L6*(J(N,&'HH6P' 7<#AI,-J(Q(5'J(6- 6Q'I(L6.,-(5I(QQ,H,-J('J(6- 6Qc9̂ <*&@()H,I @ rF##" M'Hq2## &&'7
A-J,.H'J,I Q'J.H'-0),*P,H,Q60-I (- J+,5,))*'-I 6()H,I @*J'(-(-.P'*L6*(J(N,&'HH6P'7?#AI,-J(Q(5'J(6- 6Q5+6-IH6.,-(5I(QQ,H,-J('J(6- 6Qc9̂ <*&G)5('-
M)0,rF##"M'Hq2## &&'7G5(I &056L6)K*'55+'H(I,P'*Q60-I (- J+,5,))*'-I ')5('- M)0,*J'(-(-.P'*L6*(J(N,
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数

细
胞

数

细
胞

数
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图 ;5第 < 代 mBQJ/的表面抗原流式细胞检测7c9̂ <*的造血干细胞相关表面抗原 <?"Z)<?Z$ 和 8;G>?=呈低表达"表面抗原 <?!")<?D# 和
<?2#$ 呈高表达78;G>?=#人类白细胞 ?=抗原
8&(9,-;5!//#2 +0/9,0#$-#'"&(-'+0C< mBQJ/42 01+7$2"+)-",27S+,,/LH,**(6- 6Q+,&'J6L6(,J(5*J,&5,))>'**65('J,I *0HQ'5,'-J(.,-*<?!""<?D#
'-I <?2#$ P'*,-+,-5,I"'-I J+,,/LH,**(6- 6Q<?"Z"<?Z3 '-I 8;G>?=P'*P,'R,-,I78;G>?=#+0&'- ),0R65KJ,'-J(.,- ?=
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40μm C DA B40μm 40μm 40μm

图 <5BmF3B: 细胞中 BE11-,细胞标志物免疫荧光染色图&rF##"标尺qZ# &&'7G#^@aD 蛋
白免疫荧光染色7细胞核呈红色荧光&G),/'V)06H$3E'7c#Û 蛋白免疫荧光染色7细胞质呈
绿色荧光&G),/'V)06HZEE'7<#Y(&,-J(- 蛋白免疫荧光染色7细胞骨架呈红色荧光&G),/'V)06H
$3E'7?#<=G;cb蛋白免疫荧光染色7细胞质和细胞核呈红色荧光&G),/'V)06H$3E'7Û #谷
氨酰胺合成酶*<=G;cb#胞内视黄醛结合蛋白
8&(9,-<5m))9'+019+,-/$-'$-/"#&'&'( +0BE11-,$-11)#,S-,/&'BmF3B: $-11/&rF##"M'Hq
Z# &&'7G#A&&0-6Q)06H,*5,-5,*J'(-(-.6Q̂ @aD LH6J,(-7O05),(*+6P,I H,I Q)06H,*5,-5,&G),/'
V)06H$3E'7c#A&&0-6Q)06H,*5,-5,*J'(-(-.6QÛ LH6J,(-7<KJ6L)'*& LH,*,-J,I .H,,- Q)06H,*5,-5,
&G),/'V)06HZEE'7<#A&&0-6Q)06H,*5,-5,*J'(-(-.6QN(&,-J(- LH6J,(-7<KJ6*R,),J6- ,/+(M(J,I H,I
Q)06H,*5,-5,&G),/'V)06H$3E'7?#A&&0-6Q)06H,*5,-5,*J'(-(-.6Q<=G;cbLH6J,(-7<KJ6L)'*&'-I
-05),(M6J+ *+6P,I H,I Q)06H,*5,-5,&G),/'V)06H$3E'7Û #.)0J'&(-,*K-J+,J'*,*<=G;cb#5,))0)'H
H,J(-')I,+KI,>M(-I(-.LH6J,(-

;4;79A@>92 细胞的 9l)),H细胞及干细胞特征鉴定
9A@>92 细胞中 9l)),H细胞标志蛋白 ^@aD 和 Û

染色呈阳性表达"细胞骨架蛋白 N(&,-J(- 染色阳性"细
胞质和细胞核 <=G;cb染色阳性&图 "'( 同时贴壁培
养的9A@>92细胞中视网膜干细胞标志物 ^@aF )

-,*J(- 和 <8a2# 表达阳性*在干细胞诱导培养基中
9A@>92 细胞可形成神经球"同时表达干细胞标志物
^@aF)<8a2# 和细胞增生标志物 <<O?"&图 Z'"提示
9A@>92 细胞具有干细胞特性(
;4<7各组 9A@>92 细胞形态学特征比较

标准培养基组和 FD"S条件培
养基组细胞维持扁平细胞形状"
c9̂ <条件培养基组细胞形成细
长的纺锤形或多极形态&图 $G'(
定量形态学分析表明"各组细胞面
积)圆度)伸长系数总体比较差异
均 有 统 计 学 意 义 & Rq3_D!""
Fq#_##F*Rq2F_"!#"F:#_##2*
Rq3_"22"Fq#_##"'*与标准培养
基组和 FD"S条件培养基组比较"
c9̂ <条件培养基组细胞面积减
少"圆度降低"伸长系数升高"差异
均有统计学意义 &均 F:#_#$ '
&图 $cd?'( 各 组 细 胞 周 长 总
体比 较" 差 异 无 统 计 学 意 义
&Rq2_33D"Fq#_2D!'&图 $%'(

E

FC
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B

A40μm 40μm

40μm 40μm

40μm 40μm

图 =5BmF3B: 细胞干细胞标志物免疫荧光染色图&rF##"标尺qZ# &&'7Gd<#贴壁培养的 9A@>92 细胞表达干细胞标志物 ^@aF&G),/'V)06H

ZEE' )-,*J(-&G),/'V)06H$3E'和 <8a2#&G),/'V)06H$3E'7?dV#9A@>92 神经球表达细胞增生标志物 <<O?"&G),/'V)06HZEE'和干细胞标志物
^@aF&G),/'V)06HZEE' )<8a2#&G),/'V)06H$3E'7<<O?"#细胞周期蛋白 ?"

8&(9,-=5m))9'+019+,-/$-'$-/"#&'&'( +0/"-)$-11)#,S-,/&'BmF3B: $-11/&rF##"M'HqZ# &&'7GW<#S+,*J,&5,))&'HR,H*̂ @aF &G),/'V)06H

ZEE' "-,*J(- &G),/'V)06H$3E' '-I <8a2# &G),/'V)06H$3E' "*+6P,I 'L6*(J(N,,/LH,**(6- (- 'I+,H,-J)K(-50M'J,I 9A@>92 5,))*7?WV#S+,5,))

LH6)(Q,H'J(6- &'HR,H<<O?" &G),/'V)06HZEE' '-I *J,&5,))&'HR,H*̂ @aF &G),/'V)06HZEE' '-I <8a2# &G),/'V)06H$3E' P,H,L6*(J(N,)K,/LH**,I (-

9A@>92 -,0H6*L+,H,*7<<O?"#5K5)(- ?"

mZ#Fm 中华实验眼科杂志 F#FF 年 " 月第 Z# 卷第 " 期7<+(- [%/L @L+J+')&6)"9'H5+ F#FF"Y6)4Z#"O64"
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图 >5各组 BmF3B: 细胞形态变化7Ga各组细胞骨架蛋白 N(&,-J(- 免疫荧光染色图&G),/'V)06H$3E rF##"标尺qZ# &&'7c9̂ <条件培养基组
细胞形成细长的纺锤形或多极形态7cd%a各组细胞面积)圆度)伸长因子和周长定量分析7细胞面积aRq3_D!""Fq#_##F4圆度aRq2F_"!#"

F:#_##2_伸长因子aRq3_"22"Fq#_##"4周长aRq2_33D"Fq#_2D!4与 c9̂ <条件培养基组比较"'F:#_#$&单因素方差分析"S0R,K检验"$q"#'7
c9̂ <a骨髓间充质干细胞
8&(9,->5B+,*%+1+(&$#1$%#'(-/+0BmF3B: $-11/7GaA&&0-6Q)06H,*5,-5,*J'(-(-.6Q5KJ6*R,),J6- LH6J,(- N(&,-J(- (- N'H(60*.H60L*&G),/'V)06H$3E r
F##"M'HqZ# &&'7S+,5,))*(- c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L P,H,*),-I,H*L(-I),>*+'L,I 6H&0)J(L6)'H7cW%ak0'-J(J'J(N,'-')K*(*6QJ+,&6HL+6)6.(5')
L'H'&,J,H*7<,))0)'H'H,'aRq3_D!""Fq#_##F*<(H50)'H(JKa Rq2F_"!#"F:#_##2*%)6-.'J(6- Q'5J6Ha Rq3_"22"Fq#_##"*b,H(&,J,HaRq2_33D"Fq#_2D!4

<6&L'H,I P(J+ c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L"'F:#_#$ &@-,>P'KGO@YG"S0R,KJ,*J" $q"#'7c9̂ <aM6-,&'HH6P&,*,-5+K&')*J,&5,))
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图 ?5各组 BmF3B: 细胞去分化诱导培养不同时间点神经球大小变化&r2##"标尺qF## &&'7
c9̂ <条件培养基组各时间点形成的神经球面积较相应时间点标准培养基组和 FD"S条件培养
基组大7c9̂ <a骨髓间充质干细胞
8&(9,-?5J%#'(-/+0'-9,+/*%-,-/&D-+0BmF3B: $-11/#".&00-,-'""&)-*+&'"/&'.&00-,-'"
(,+9*/#0"-,.-.&00-,-'"&#"&+'&'.9$"&+' & r2##" M'HqF## &&' 7 GJI(QQ,H,-JJ(&,L6(-J*6Q
I,I(QQ,H,-J('J(6- (-I05J(6-"J+,'H,'6Q-,0H6*L+,H,*6Q9A@>92 5,))*Q6H&,I (- c9̂ <56-I(J(6-,I
&,I(0&.H60L P'*(-5H,'*,I J+'- *J'-I'HI &,I(0& .H60L '-I FD"S56-I(J(6-,I &,I(0& .H60L7
c9̂ <aM6-,&'HH6P&,*,-5+K&')*J,&5,))

;4=7各组 9A@>92 细胞增生能
力变化

在去分化培养条件下"各组
不同时间点神经球面积总体比较

差异均有统计学意义 & R组别 q
2"Z_"##" F : #_##2* R时间 q
EF_D2#"F:#_##2'*c9̂ <条件培
养基组培养 2)" 和 $ I 时细胞形
成的神经球面积均较标准培养基

组和 FD"S条件培养基组大"差异
均有统计学意义 &均 F:#_#2 '
&图 3"表 F 'd 标准培养基组)
FD"S条件培养基组和 c9̂ <条
件培养基组 %In阳性细胞率分
别为 & Z"_"Eu"_F$'\) & Z$_"# u
D_D"'\和 & 3!_3Du2$_3$'\"总
体比较差异有统计学意义 &Rq
3_D!""Fq#_##F'"其中 c9̂ <条
件培养基组 %In阳性细胞率明
显高于标准培养基组和 FD"S条
件培养基组"差异均有统计学意
义&均 F:#_#$'&图 !'d

!$#F!中华实验眼科杂志 F#FF 年 " 月第 Z# 卷第 " 期7<+(- [%/L @L+J+')&6)"9'H5+ F#FF"Y6)4Z#"O64"
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表 ;5各组不同时间点神经球面积比较&!T""!);'
N#41-;5J+)*#,&/+'+0'-9,+/*%-,-#,-# #"H#,&+9/"&)-*+&'"/#)+'(

.&00-,-'"(,+9*/&!T""!);'

组别 样本量
不同时间点神经球面积

培养 2 I 培养 " I 培养 $ I

标准培养基组 F# Z #FDuF 2Z! 23 Z22u! 2"" 2! !DZu3 2F#

FD"S条件培养基组 F# " E"Fu2 !F$ 2$ $E$u" $3F 23 FE3uZ Z2$

c9̂ <条件培养基组 F# 22 ZD!u3 23Z'M F3 Z#!u3 !3$'M "Z F2ZuD "Z$'M

7注#R组别 q2"Z_"##"F:#_##2*R时间 qEF_D2#"F:#_##24与同时间点标准培养基组比较"'F:#_#2*

与同时间点 FD"S条件培养基组比较"MF:#_#2&两因素方差分析"S0R,K检验'7c9̂ <#骨髓间充质
干细胞

7O6J,# R.H60L q2"Z_"##"F:#_##2*RJ(&,qEF_D2#"F:#_##24<6&L'H,I P(J+ *J'-I'HI &,I(0& .H60L"
'F:#_#2*56&L'H,I P(J+ FD"S56-I(J(6-,I &,I(0& .H60L"MF:#_#2 &SP6>P'KGO@YG"S0R,KJ,*J' 7
c9̂ <#M6-,&'HH6P&,*,-5+K&')*J,&5,))
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图 @5各组细胞 m.V染色比较&rF##"标尺qZ# &&'7c9̂ <条件培养基组 %In阳性细胞较标准
培养基组和 FD"S条件培养基组多7 %In染色呈绿色荧光 &GX(I,ZEE ' "细胞核呈蓝色荧光
&?GbA'7%In#$>乙炔基>Fp脱氧尿嘧啶核苷*?GbA#Zp"3>二脒基>F>苯基吲哚二盐酸盐*c9̂ <#骨髓
间充质干细胞

8&(9,-@5J+)*#,&/+'+0m.V3*+/&"&H-$-11/#)+'( .&00-,-'"(,+9*/&rF##"M'HqZ# &&'796H,
%In>L6*(J(N,5,))*P,H,*,,- (- c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L 56&L'H,I P(J+ *J'-I'HI &,I(0&.H60L
'-I FD"S56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L7%In*J'(-(-.*+6P,I .H,,- Q)06H,*5,-5,&GX(I,ZEE' (- 5KJ6L)'*&
'-I M)0,Q)06H,*5,-5,&?GbA' (- J+,-05),(7%In#$>,J+K-K)>Fp>I,6/K0H(I(-,*?GbA#Zp"3>I('&(I(-6>F>
L+,-K)(-I6),I(+KIH65+)6H(I,*c9̂ <#M6-,&'HH6P&,*,-5+K&')*J,&5,))

77各组 9A@>92 细胞增生指数总体比较"差异有统
计学意义&Rq!Z_22#"F:#_##2'"其中 c9̂ <条件培
养基组 9A@>92 细胞的增生指数均高于标准培养基组
和 FD"S条件培养基组"差异均有统计学意义 &均
F:#_#$'&图 E"表 "'(
;4>7各组 9A@>92 细胞贴壁能力及 Y<G9>2 表达
比较

细胞接种于未包被的培养

瓶中培养 Z +"光学显微镜下可
见 c9^<条件培养基组贴壁细
胞较标准培养基组和 FD"S条件
培养基组多 &图 DG' ( c9^<条
件培养基组 )F D "S条件培养基
组和 标 准 培 养 基 组 培 养 上 清

液中 Y<G9>2 质量浓度分别为
&2 $3E_##u2"$_!#') & 2 "2"_##u
!"_FD'和&2 2##_##u222_F#'L.B&)"

总体比较差异有统计学意义&Rq

2"_!F#"Fq#_##3'"其 中 c9^<

条件 培 养 基 组 培 养 上 清 液 中

Y<G9>2 质量浓度明显高于标准
培养基组和 FD"S条件培养基
组"差 异 均 有 统 计 学 意 义 &均
F:#_#$' &图 Dc' ( c9^<条件
培养基组) FD"S条件培养基组
相 对 于 标 准 培 养 基 组 细 胞

Y<G9>2 &=OG相对表达量分别
为 2_E# u#_Z3 和 2_#Eu#_#E"

总体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

& Rq!_ED3" Fq#_#F2 ' * c9^<

条件 培 养 基 组 Y<G9>2 &=OG

相对表达量明显高于标准培养

基组和 FD"S条件培养基组"差
异 均 有 统 计 学 意 义 & 均 F:
#_#$' &图 D<' (
;4?7各组 9A@>92 细胞分化能力
比较

9A@>92 细胞诱导分化 ! I"

各组细胞均表现出神经元形态"免
疫荧光染色结果显示分化细胞表

达视网膜神经元标志物 be<$)
=+6I6L*(-) 9GbF 和 S0C2 & 图
2#' ( 各组间 be<$)=+6I6L*(-)

S0C2 和 9GbF &=OG相对表达量总体比较差异均有
统计学意义 &Rq2Z_ZD#"Fq#_##$*Rq$_ZFZ"Fq

#_#Z$*Rq2Z_""#"Fq#_##$*Rq!_Z#$"Fq#_#FZ' *
c9̂ <条 件 培 养 基 组 be<$) =+6I6L*(-) S0C2 和
9GbF &=OG相对表达量明显高于标准培养基组和
FD"S条 件 培 养 基 组"差 异 均 有 统 计 学 意 义 &均
F:#_#$' &表 Z' (

!3#F! 中华实验眼科杂志 F#FF 年 " 月第 Z# 卷第 " 期7<+(- [%/L @L+J+')&6)"9'H5+ F#FF"Y6)4Z#"O64"
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图 K5不同培养基中 BmF3B: 细胞周期图7c9̂ <条件培养基中细胞 ^ 期和 UFB9期比率之和较标准培养基和 FD"S条件培养基更高7G#标准
培养基组7c#FD"S条件培养基组7<#c9̂ <条件培养基组
8&(9,-K5BmF3B: $-11$2$1-&'.&00-,-'"(,+9*/77S+,*0&6Q̂ >L+'*,'-I UFB9>L+'*,5,))*LH6L6HJ(6- (- c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L P'*
+(.+,HJ+'- J+'J(- *J'-I'HI &,I(0& .H60L '-I FD"S56-I(J(6-,I &,I(0& .H60L7G# ^J'-I'HI &,I(0& .H60L7c# FD"S56-I(J(6-,I &,I(0& .H60L7
<#c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L

表 <5不同培养基培养后 BmF3B: 细胞增生指数比较&!T""W'
N#41-<5J+)*#,&/+'+0*,+1&0-,#"&+'&'.-X +0BmF3B: $-11/#)+'( .&00-,-'"(,+9*/&!T""W'

组别 样本量
细胞周期的各时期占比

U#BU2 期 ^ 期 UFB9期
增生指数

标准培养基组 " 3"_D"u2_FD FF_$"u E_"E 2"_$ZuE_33 "3_#!u2_FD'

FD"S条件培养基组 " 3#_E2u#_#" F3_D2u E_$# 2F_FEuE_#! "D_2Du#_#"'

c9̂ <条件培养基组 " $$_$#u#_!Z "$_$Fu2#_F2 E_DEuD_Z! ZZ_$#u#_!Z

R值 !Z_22#

F值 :#_##2

7注#与 c9̂ <条件培养基组比较"'F:#_#2&单因素方差分析"S0R,K检验'7c9̂ <#骨髓间充质干细胞
7O6J,#<6&L'H,I P(J+ c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L"'F:#_#2 &@-,>P'KGO@YG"S0R,KJ,*J'7c9̂ <#M6-,&'HH6P&,*,-5+K&')*J,&5,))
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图 L5各组 BmF3B: 细胞贴壁及 mJ!B3: 表达水平比较7G#各组培养 Z + 细胞光学显微镜下观察&r2##"标尺q2## &&'7c9̂ <条件培养基组
贴壁细胞数较标准培养基组和 FD"S条件培养基组多7c#各组培养上清液中 Y<G9>2 质量浓度比较7Rq2"_!F#"Fq#_##Z4与 c9̂ <条件培养基
组比较"'F:#_#$&单因素方差分析"S0R,K检验"$q"'7<#各组细胞 Y<G9>2 &=OG相对表达量比较7Rq!_ED3"Fq#_#F24与 c9̂ <条件培养基
组比较"'F:#_#$&单因素方差分析"S0R,K检验"$q"'7c9̂ <#骨髓间充质干细胞*Y<G9>2#血管细胞黏附分子>27图 :M5mBQJ条件培养基培
养 @ .BmF3B: 细胞各视网膜神经元标志物免疫荧光染色图&rF##"标尺qZ# &&'7G#be<$7c#=+6I6L*(-7<#S0C27?#9GbF
8&(9,-L5J+)*#,&/+'+0BmF3B: $-11#.%-/&+'#'.mJ!B3: -X*,-//&+'1-H-1#)+'( .&00-,-'"(,+9*/7G#@M*,HN'J(6- 6Q9A@>92 5,))*6QI(QQ,H,-J
.H60L*'QJ,HZ>+60H50)J0H,0-I,H'- 6LJ(5')&(5H6*56L,&r2##"M'Hq2## &&'7S+,H,P,H,&6H,'I+,H,-J9A@>92 5,))*(- c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0&
.H60L J+'- *J'-I'HI &,I(0&.H60L '-I FD"S56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L7c#<6&L'H(*6- 6QY<G9>2 &'**56-5,-JH'J(6- (- 9A@>92 5,))50)J0H,*0L,H-'J'-J*
'&6-.I(QQ,H,-J.H60L*7Rq2"_!F#"Fq#_##Z4<6&L'H,I P(J+ c9̂ <56-I(J(6-,I &,I(0& .H60L"'F:#_#$ &@-,>P'KGO@YG"S0R,KJ,*J" $q"'7
<#<6&L'H(*6- 6QY<G9>2 &=OG H,)'J(N,,/LH,**(6- ),N,)(- 9A@>92 5,))*'&6-.I(QQ,H,-J.H60L*7 Rq!_ED3" Fq#_#F24<6&L'H,I P(J+ c9̂ <
56-I(J(6-,I &,I(0&.H60L"'F:#_#$ &@-,>P'KGO@YG"S0R,KJ,*J"$q"'7c9̂ <#M6-,&'HH6P&,*,-5+K&')*J,&5,))*Y<G9>2#N'*50)'H5,))'I+,-*(6-
&6),50),>278&(9,-:M5 m))9'+019+,-/$-'$-/"#&'&'( +0,-"&'#1'-9,+')#,S-,/&'BmF3B: $-11/#0"-,@3.#2 $91"9,-+0mBQJ $+'.&"&+'-.
)-.&9)&rF##"M'HqZ# &&'7G#be<$7c#=+6I6L*(-7<#S0C27?#9GbF

!!#F!中华实验眼科杂志 F#FF 年 " 月第 Z# 卷第 " 期7<+(- [%/L @L+J+')&6)"9'H5+ F#FF"Y6)4Z#"O64"
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表 =5不同分化培养基培养后 BmF3B: 细胞各基因的 )IZ!相对表达量比较&!T"'
N#41-=5J+)*#,&/+'+0)IZ!,-1#"&H--X*,-//&+'1-H-1/+0H#,&+9/(-'-/

&'BmF3B: $-11/$91"9,-.#)+'( .&00-,-'"(,+9*/&!T"'

组别 样本量
各基因 &=OG相对表达量

be<$ =+6I6L*(- S0C2 9GbF

标准培养基组 " 2_##777 2_##777 2_##777 2_##777

FD"S条件培养基组 " 2_#Du#_2" 2_F2u#_"! 2_F$u#_#D #_!!u#_2!

c9̂ <条件培养基组 " 2_DFu#_2D'M 2_D!u#_$Z3 !'M F_2Eu#_ZD'M F_2$u#_3D'M

R值 2Z_ZD# $_ZFZ 2Z_""# !_Z#$

F值 #_##$ #_#Z$ #_##$ #_#FZ

7注#与标准培养基组比较"'F:#_#2*与 FD"S条件培养基组比较"MF:#_#2&单因素方差分析"S0R,K
检验'7c9̂ <#骨髓间充质干细胞*be<#蛋白激酶 <*S0C2#%>微管蛋白*9GbF#微管相关蛋白 F
7O6J,# <6&L'H,I P(J+ *J'-I'HI &,I(0& .H60L"'F:#_#2* 56&L'H,I P(J+ FD"S 56-I(J(6-,I &,I(0&
.H60L"MF:#_#2 & @-,>P'KGO@YG" S0R,KJ,*J' 7 c9̂ <# M6-,&'HH6P &,*,-5+K&')*J,& 5,))*
be<#LH6J,(- R(-'*,<*S0C2#%>J0M0)(-*9GbF#&(5H6J0M0),>'**65('J,I LH6J,(- F

<5讨论

9A@>92 细胞是取自人类视网膜的一株永生化的
9l)),H细胞系"具有 9l)),H细胞和干细胞的特性"但低
表达胶质纤维酸性蛋白"表明其在体外未被激活 + ", (
9A@>92 细胞在体外具有较强的增生能力"能够分化
为多种视网膜神经元

+ Z, ( 已有研究证明 9A@>92 细胞
可以整合到视网膜变性大鼠视网膜中并分化

+ 2D, ( 此
外"成人来源的视网膜细胞系避免了从胚胎或胎儿组
织分离细胞的伦理问题( 这些特性使 9A@>92 细胞和
相关细胞系成为视网膜神经退行性疾病细胞替代疗法

中极具吸引力的候选者( 有研究报道"9A@>92 细胞
在大鼠青光眼模型中具有与视网膜整合并分化为视网

膜神经元的潜力
+ $"23, ( 在本研究中"c9̂ <条件培养

基处理的 9A@>92 细胞在相同时间内形成的神经球面
积较标准培养基和 FD"S条件培养基更大"%In阳性率
更高"与细胞周期的增生指数一致"表明 c9̂ <条件培
养基对 9A@>92 细胞增生有显著促进作用(

微环境中相邻分化细胞和细胞分泌因子的信号对

干细胞的自我更新和多谱系分化起着重要作用
+ F#WF", (

有研究报道 c9̂ <*可能通过旁分泌细胞保护因子和
有丝分裂因子对神经元产生影响

+ FZWF$, ( 同时"本研究
发现"c9̂ <条件培养基处理的 9A@>92 细胞可分泌
更多的 Y<G9>2( 既往有研究表明 Y<G9>2 除了促进
细胞黏附外"还在促进细胞增生中发挥作用 + F3, ( 推测
c9̂ <条件培养基可能通过有丝分裂因子和黏附因子
促进 9A@>92 细胞黏附"有利于细胞生长(

视网膜神经退行性疾病细胞替代治疗的最佳目标

是诱导干细胞或祖细胞分化成高比例的视网膜神经

元( 本研究结果显示"c9̂ <条件培养基组细胞诱导
分化后高表达中间神经元标志物 be<$和 9GbF"视

网膜神经节细胞标志物 S0C2 和
感光细胞标志物 =+6I6L*(-"说明
c9̂ <条件培养基可刺激 9A@>
92 细胞向视网膜神经元细胞分
化( 这些结果与以往的研究结果
一致"即 c9̂ <*与 Ô <*体外共
培养或 c9̂ <条件培养基处理
=b<时" 均 可 以 促 进 Ô<*或
=b<*的增生和神经元分化+3W!"F!, (
此外"有研究表明在 c9̂ <条件培
养基中加入睫状神经营养因子

&5()('HK-,0H6JH6L+(5Q'5J6H"<SOV'
和 MVUV抗体"=b<向神经元分化

的能力减弱"而在标准分化培养基中加入 <OSV"=b<*
视网膜神经元标志物 9GbF)cH-"'和 =+6I6L*(- 的表达
水平明显升高"推测 c9̂ <条件培养基对 9A@>92 细胞
分化的影响可能是由 <OSV介导的+3"F2, (

综上所述"本研究结果表明 c9̂ <条件培养基促
进 9l)),H细胞系 9A@>92 细胞增生)黏附及神经元的
分化( 该研究结果为提高视网膜祖细胞的活力和向神
经元分化的能力提供了一种新的策略"有利于视网膜
干细胞的治疗(
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