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!实验研究!

人羊膜间充质干细胞体外构建组织工程角膜

上皮层的实验研究

肖盼!陈剑

!!#摘要$!背景!目前角膜移植手术是治疗严重角膜病变的主要方法"角膜供体来源的匮乏限制该疗法
的应用( 组织工程角膜为角膜疾病的治疗开辟了新的途径(!目的!探讨人羊膜间充质干细胞% /HUNE-&构
建组织工程角膜上皮层的可能性(!方法!新鲜羊膜组织剪成 P 5.yP 5.大小的组织块后用胰蛋白酶tBOCH
消化液消化"将人羊膜上皮细胞 %HBE-&刮除干净"然后将羊膜组织剪碎"用胶原酶$进行消化"分离原代
/HUNE-并进行培养( 分离新西兰白兔的角膜基质片后按随机数字表法分为 I 个组"实验组将培养至第 $ 代
的 /HUNE-以 8y8;R Q.+的密度种植于去角膜上皮细胞的兔角膜基质片上进行培养"空白对照组为不种植细
胞的空白角膜基质片( 待细胞达 @;^a9;^融合时再将兔角膜基质片移至插入式培养皿中进行气液界面诱
导分化培养"培养至 8S 4 时将兔角膜基质片在质量分数 S^多聚甲醛中固定"制备组织切片"行苏木精Z伊红
染色"观察兔角膜基质片的形态( 采用免疫组织化学染色和免疫荧光技术检测兔角膜基质片上诱导分化的
/HUNE-中细胞角蛋白 $%Ed$&和 Ed8I 的表达(!结果!实验组 /HUNE-种植于去角膜上皮细胞的兔角膜基
质片上气液界面培养 8S 4 后可形成 $ aR 层的复层细胞"可见兔角膜基底膜的 /HUNE-细胞核呈椭圆形"表层
的 /HUNE-细胞核呈长梭形"形态与正常角膜上皮层相似)而空白对照组兔角膜基质上无细胞生长( 免疫组
织化学染色显示兔角膜基底膜上的 /HUNE-对 Ed$'Ed8I 呈阳性反应"为细胞质中棕黄色染色"而阴性对照
组未见 Ed$'Ed8I 染色( 免疫荧光检测显示兔角膜基底膜上的 /HUNE-细胞质中可见 Ed$'Ed8I 呈绿色荧
光"而阴性对照片细胞质荧光缺失(!结论!/HUNE-在兔角膜基质片气液界面上可成功诱导分化为角膜样
上皮细胞(!
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!!世界每年有 8R; 万 aI;; 万角膜溃疡和眼外伤致
盲的新增病例

,8- ( 传统眼表重建手术存在供体来源
匮乏和免疫排斥反应等问题"自体角膜缘移植或体外
培养自体角膜缘干细胞移植是目前治疗角膜缘干细胞

缺乏的主要手段"但其来源有限且会对健眼造成损伤"
对于双眼角膜缘广泛损伤者更不可行( 组织工程角膜
将为角膜疾病的治疗开辟新的途径"而构建组织工程
角膜的主要问题之一是种子细胞( 角膜组织含有角膜
上皮细胞'基质细胞和角膜内皮细胞 $ 种细胞成分"目
前组织工程角膜重建主要在于上皮层'基质层和内皮
层"其中角膜上皮层的重建是当前研究的热点和难
点

,IZ$- ( 成体干细胞是存在于机体内各种组织器官中
的具有自我更新和分化能力的专能或多能干细胞

,S- "
包括角膜缘干细胞'口腔黏膜上皮细胞'皮肤干细胞'
造血干细胞'间充质干细胞等( 人羊膜间充质干细胞
%/<.,( ,.(')&'5.%-%(5/2.,+-&%.5%++-"/HUNE-&来源
于人胎盘组织的羊膜"具有来源丰富'含量高'免疫原
性低'取材方便'无创并且不受伦理学限制等特点"可
用于探讨利用角膜基质作为载体将 /HUNE-体外诱导
分化为角膜样上皮细胞进行眼表重建的可能性(

97材料与方法

9697材料
969697实验动物7S@ 只普通级新西兰大白兔"购自
广东省医学实验动物中心"室温为%IIp$&q"相对湿
度为 :;^p8;^"光照 8I / 明暗交替"均自由采食和饮水(
9696< 7主要试剂及仪器7胶原酶$'胶原酶!'
OUBU%美国 W'*5)公司 &)O(,-%) %瑞士 ")5/%公
司&)胎牛血清%美国 F25+)(%公司&)小鼠抗人细胞角
蛋白 $ %52&)M%0,&'($"Ed$&'Ed8I 一抗 %,*P@IP;& %英
国 H*5,.公司&)羊抗小鼠二抗试剂盒'OH#显色液
%福建迈新公司&)羊抗小鼠 7?WL]7CE二抗 % *-L;I9P"
北京博奥森公司&);b8 "?Q.+OHJ7%美国 N'?.,公
司&)青霉素'链霉素%山东鲁抗医药股份有限公司&(
U'++'5%++LEU插入式培养皿%美国 U'++'1)0%公司&)TNU
R8; UBCH激光扫描共焦显微镜 %德国 m%'--公司&)
B5+'1-%CBI;;;L< 倒置相差显微镜%日本 \'M)( 公司&)

#FLI 型显微镜%日本 K+2.1<-公司&(
9696=7羊膜的取材7无菌条件下收集%$@p8&周孕妇
剖宫产后 S / 内胎盘组织"用钝性分离法将新鲜羊膜
和绒毛膜机械地与胎盘分离"取脐部外周大片羊膜"放
入含有双抗的 J#N 中反复洗涤"去除血液和残片( 本
研究经暨南大学附属第一医院伦理委员会批准"产妇
及其家属均签署知情同意书( 孕妇无肝炎'梅毒'获得
性免疫缺陷综合征等传染性疾病(
96<7方法
96<697/HUNE-的提取和体外培养!参照文献,R-的
方法进行人 /HUNE-的提取和培养( 将漂洗干净的羊
膜剪成 P 5.yP 5.的羊膜片"用质量分数 ;bIR^胰蛋
白酶t质量分数 ;b;I^BOCH消化液在 $: q恒温箱中
消化 8 /"用细胞刮将人羊膜上皮细胞 % ,.(')&'5
%1'&/%+',+5%++-"HBE-&刮除干净"J#N 清洗 $ 遍"再将羊
膜片剪成 8 ..y8 ..的碎片"置于含 I .?Q.+胶原酶
$t;b;R .?Q.+O\H,-%)t体积分数 8;^胎牛血清的
OUBU消化液中"$: q条件下置于体积分数 R^ EKI'
饱和湿度培养箱中消化"直至羊膜碎片消失"在 I;; 目
的细胞筛网中过滤未消化的组织碎片"收集滤过液
R;;y+ 离心 R .'("弃上清( 用含 8;; VQ.+%商品单位&
青霉素'链霉素和 8;^胎牛血清 TWLOUBU培养基重
悬细胞"按 8 y8;P Q.+密度制备细胞悬液并接种于
IR 5.I

的细胞培养瓶中"置于 $: q'R^EKI'饱和湿度
培养箱( 培养第 $ 天细胞全量换液"弃去未贴壁的细
胞后"每 I a$ 天全量换液 8 次( 待细胞达 @;^ a
9;^融合时"用 ;bIR^胰蛋白酶t;b;I^BOCH进行消
化"按 8 cI a8 c$比例进行传代"并记为 J8 代(
96<6<7兔角膜基质片的制备7质量分数 ;bR^碘伏
冲洗新西兰大白兔结膜囊"处死动物并立即取新鲜眼
球 S@ 只"剪除球结膜和筋膜"将眼球置于含双抗的
J#N 中于 S q冰箱内浸泡 $; .'("取出后放入超净台
内"最后置于无菌 J#N( 用无菌纱布包裹兔眼球"仅暴
露角膜"将浸有正庚醇的小棉片贴敷在兔角膜上 $; -
后除去"用消毒棉签拭去松解的角膜上皮细胞( 用消
毒的尖刀片于角巩膜缘内侧 8 ..处作一环形小切
口"插入虹膜恢复器至前弹力层与角膜基质之间"钝性
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分离出板层角膜"包括前弹力层和大部分角膜基质(
环形剪下分离的板层角膜"前弹力层朝上置于无菌
J#N 中浸泡 $ .'( 后取出"再置于新鲜无菌 J#N 中浸
泡 $ .'("重复 $ aS 次( 兔角膜基质片前弹力层朝上
置于少量完全培养基或胎牛血清中再漂洗 $ .'("将角
膜基质片贴附在无菌 S@ 孔板底"晾干(
96<6=7兔角膜基质片上 /HUNE-的种植及诱导分化
!将 /HUNE-分为 I 个组"实验组生长状态良好的第 $
代 /HUNE-消化后以 8y8;R Q.+的密度滴到 S@ 孔培养
板内的兔角膜基质片上 $ aS 滴"共 S; 片"加入适量完
全培养基"混匀后置于 $: q'R^EKI'饱和湿度培养
箱中 培 养( 细 胞 达 @;^ a9;^ 融 合 时" 将 接 种
/HUNE-的兔角膜基质片移入 U'++'5%++LEU插入式培
养皿中"加入适量完全培养基"使兔角膜基质片与培养
基接触"/HUNE-与空气接触%图 8&"再置于 $: q'R^
EKI'饱和湿度培养箱中进行气液界面培养"隔日换
液"共培养 8S 4( 空白对照组其余 @ 片兔角膜基质片
上不种植 /HUNE-"其他步骤同实验组(

图 97种植 *!B）I6
的兔角膜基质片在

B40041#00TIB 插 入

式培养皿中培养

96<6>7兔角膜基质片的组织病理学检查及 /HUNE-

鉴定检测!取出实验组诱导分化 8S 4 的 /HUNE-的兔
角膜基质片和空白对照组兔角膜基质片"J#N 漂洗
I a$遍"每次 $ .'(( 质量分数 S^多聚甲醛固定并洗
涤"角膜基质片经脱水'透明'浸蜡'包埋和切片"然后
切片进行脱蜡及水化"行苏木精Z伊红染色( 免疫组
织化学法检测切片中 Ed$'Ed8I 的表达( 切片滴加小
鼠抗人 Ed$'Ed8I 一抗%8 cR;&"然后滴加羊抗小鼠二
抗试剂盒"OH#显色"以 J#N 代替一抗作为阴性对照"

光学显微镜下观察"以细胞质中出现棕色颗粒为染色
阳性( 免疫荧光技术检测切片中 Ed$'Ed8I 的表达(

切片滴加小鼠抗人 Ed$tEd8I 一抗%8 cR;&"滴加羊抗
小鼠 7?WL]7CE二抗 %8 c8;;&";b8 "?Q.+OHJ7染核"
$; q作用 8R a$; .'(( 用 J#N 代替一抗作为阴性对
照"激光扫描共焦显微镜下观察"]7CE激发波长为

S@@ (."发射波长为 RIR (."OHJ7激发波长为 S;R (."
发射波长为 S:; (.(

<7结果

<697/HUNE-的提取和培养情况
培养 : 4 后"/HUNE-呈长梭形'星形和多角形"其

中混有椭圆形人 HBE-( 培养 8S 4 后"/HUNE-呈长梭
形编织样"旋涡样排列( /HUNE-在兔角膜基质片上
生长"细胞达 @;^ a9;^融合%图 I&(

A B

C

图 < 7*!B）I6在培养皿及兔
角膜基质片上生长形态! H+
/HUNE-培养 : 4"倒置相差显微
镜下可观察到细胞呈长梭形'星
形和多角形"其中混杂有椭圆形
的人 HBE-%yR;&!#+培养8S 4"
/HUNE-达 @;^ a9;^融合"细
胞呈长梭形编织样"旋涡样排列

%yR;&!E+/HUNE-在兔角膜基质片上生长"细胞达 @;^a9;^融合
%y8;;&

<6<7兔角膜基质片气液界面培养复层 8S 4后组织形态
培养 8S 4 后实验组 /HUNE-在兔角膜基质片上气

液界面形成 $ aR 层复层细胞"接触到兔角膜基底膜的
/HUNE-细胞核呈椭圆形"表层 /HUNE-细胞核呈长梭
形"形态类似于正常角膜上皮层 %图 $H&( 空白对照
组上无细胞生长%图 $#&(

A B
图 =7培养 9> (后各组 *!B）I6在兔角膜基质片上气液界面形态
%FByI;;&!H+实验组 /HUNE-在兔角膜基质片上气液界面形成
$ aR层复层细胞"兔角膜基底膜的 /HUNE-细胞核呈椭圆形"表层的
/HUNE-细胞核呈长梭形!#+空白对照组兔角膜基质片上无细胞生长
!

<6=7兔角膜基质片气液界面培养复层 8S 4 后 Ed$'
Ed8I 的表达

免疫组织化学法检测结果显示"实验组兔角膜基
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质片上气液界面 /HUNE-细胞质中可见 Ed$'Ed8I 呈
棕黄色颗粒染色%图 SH&"而阴性对照组未见棕黄色
颗粒"仅见蓝紫色的细胞核%图 S#&( 免疫荧光检测结
果显示"实验组 /HUNE-细胞质中可见 Ed$'Ed8I 呈
绿色荧光"细胞核呈 OHJ7蓝染荧光"兔角膜基质无荧
光%图 SE&( 阴性对照组仅见蓝染的细胞核%图 SO&(

20μm

20μm 20μm

20μm 20μm D

A B

20μm

20μm 20μm C

图 >7兔角膜基质片 *!B）I6中角膜上皮特异性标志物的表达!
H+免疫组织化学法检测可见 /HUNE-中 Ed$'Ed8I 呈阳性表达"细
胞质中有棕黄色颗粒%OH#yI;;&!#+免疫组织化学法检测阴性对
照片可见 /HUNE-中 Ed$'Ed8I 阴性表达"仅可见蓝紫色的细胞核
%OH#yI;;&!E+免疫荧光检测人 HUNE-细胞质中可见 Ed$'Ed8I
呈阳性表达"对 ]7CE呈绿色荧光"细胞核对 OHJ7呈蓝色荧光%标尺l
I; ".&!O+免疫荧光检测显示阴性对照组仅见 OHJ7蓝染的细胞
核%标尺lI; ".&

=7讨论

干细胞具有增生'自我更新'产生大量分化子代细
胞和组织再生能力( 成体干细胞具有多向分化的潜
能"但既往研究认为其分化和再生潜能受限于其来源
组织

,S- "但后续研究改变了该观点( 骨髓间充质干细
胞% *)(%.,00)=.%-%(5/2.,+-&%.5%++-"#ULUNE-&具
有分化成不同细胞系的能力"不仅能向血细胞分化"还
能转分化为脂肪细胞'骨细胞和心肌细胞等 ,PZ:- "目前
证实其还可转分化为角膜上皮样细胞"用于角膜损伤
的修复

,@- "这为修复眼表损伤提供了非常好的自体干
细胞"还可避免同种异体移植带来的免疫排斥反应(
但研究表明"成人 #ULUNE-含量较少"且含量和分化
能力随着年龄的增长而减少

,9- "其获得途径是有创
的"会增加感染的发生率"因此寻求来源丰富'含量高'
取材方便'无创并且不受伦理学限制的 UNE-成为研
究的重点(

/HUNE-来源于胎盘组织中的羊膜"相对容易获
得"其应用不存在伦理学争议( 国内外研究表明"胎盘
来源的细胞具有免疫原性低的特性

,R"8;- "这些细胞能
向内胚层'中胚层和外胚层多个细胞系分化 ,88Z8S- "且
作为同种异体的种子细胞用来修复受损组织或器官不

易引起免疫排斥反应( /HUNE-和 #ULUNE-等成体
干细胞可跨系'跨胚层分化为不同来源的细胞 ,S- ( 干
细胞可塑性是通过它所处的局部微环境或各种内在和

外在因素的相互作用而实现的
,8R- "其微环境来自邻近

细胞和细胞外基质的信号大分子和生长因子"可通过
细胞Z基质间的相互作用来影响改变干细胞的表型和
行为

,8P- (
不同组织来源细胞的微环境也不尽相同"角膜基

质是角膜上皮细胞生长的微环境"亦是角膜缘干细胞
定向分化的诱导环境"角膜缘基质含多种自分泌和旁
分泌细胞因子及其受体"如表皮生长因子受体"共同组
成角膜缘干细胞所处的微环境

,8:- "角膜基质中的基底
膜也是组成角膜微环境的重要组成部分

,8@- "将 Ed$
和 Ed8I 表达阴性的结膜上皮与其接触共培养 8; 4 后
可见 Ed$ 和 Ed8I 转为阳性表达 ,89ZI;- ( 本研究中认
为文献中提及的角膜基质的基底膜是指前弹力层相邻

近的结构( 体外实验表明"胚胎干细胞 ,I8- '皮肤干细
胞

,II- '毛囊干细胞 ,I$-
在角膜基质的诱导下都可以转

分化为角膜上皮样细胞"因此本研究中将 /HUNE-种
植在去角膜上皮但基底膜完整的兔角膜基质片上进行

诱导分化"培养 8S 4 后显示接触到兔角膜基底膜的
/HUNE-细胞核呈椭圆形"而表层 /HUNE-细胞核呈长
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梭形"说明与兔角膜基底膜密切接触的 /HUNE-最先
也最易被诱导成正常角膜上皮层样组织"这也说明了
角膜基质微环境对被诱导细胞的重要性(

组织工程角膜上皮层的构建除合适的种子细胞和

局部微环境外"还需构建诱导分化的外部环境( 体外
培养条件越接近上皮组织赖以生存的体内生理环境"
诱导分化的上皮样细胞就越类似于正常上皮细胞

,IS- (
d,=,M'&,等 ,IR-

模拟角膜微环境在气液界面下培养角

膜缘上皮细胞"与传统液面下培养相比"气液界面环境
可显著促进上皮细胞的复层化'移行'增生并向基质中
生长( 本研究中模拟角膜上皮细胞所处的外部环境"
利用 C0,(-=%++系统制作气液界面培养体系"待细胞达
@;^ a9;^融合时"将种植 /HUNE-的兔角膜基质片
移入 U'++'5%++LEU插入式培养皿中"加入适量的完全培
养基"使兔角膜基质片与培养基接触"以获取细胞生长
所需养分"/HUNE-与空气接触利于形成复层细胞"培
养 8S 4 后组织形态学检查发现基质片上形成 $ aR 层
的复层细胞"免疫组织化学染色和免疫荧光检测可见
角膜上皮特异性Ed$ 和Ed8I 阳性表达"证实 /HUNE-
可成功体外构建组织工程角膜上皮层" 但这种
/HUNE-诱导的复层角膜上皮样细胞是否具有正常角
膜上皮细胞的生物学功能尚待进一步研究(

综上所述"/HUNE-在兔角膜基质片上体外气液
界面诱导分化下可向角膜上皮样细胞转化"推测
/HUNE-可能成为眼表疾病患者重建角膜上皮层更方
便'更理想的种子细胞(
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