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!实验研究!

人脂肪间充质干细胞向视网膜色素上皮样

细胞的诱导分化及其在体应用研究

郭凯!罗燕!李涛!田景毅!孙伟!林少芬!唐仕波

!!"摘要#!背景!目前$干细胞疗法治疗视网膜变性疾病是眼科研究的热点之一% 研究已证实骨髓间充

质干细胞)E&D,*可以体外诱导分化为视网膜色素上皮)FXT*样细胞$但由于取材困难$临床应用受到了一定

的限制% 人脂肪间充质干细胞)@H&D,*与 E&D,有类似的特性且容易获取$但人 @H&D,能够诱导分化为 FXT

细胞的研究尚不多见%!目的!评估人 @H&D,向 FXT样细胞诱导分化的可行性及其在体应用的安全性%!

方法!将体外培养的第 K 代人 @H&D,接种于 M 孔板进行培养$IN 8 后于实验组培养液中加入 IJJ 4/%)+表皮

生长因子)T\e*&PJ $)0+%G牛磺酸和 PcIJ L̂ )0+%G视黄酸进行诱导$常规培养的细胞作为对照组% 采用 FXT

细胞标志物 X-4 细胞角蛋白)X-49D]*单克隆抗体进行免疫荧光检测$对诱导的细胞进行鉴定$采用细胞膜示

踪剂 X]#NM 标记法示踪诱导细胞$将诱导后的 FXT样细胞悬液 I $+注入 M 只 Q@GQ%*裸鼠的右眼玻璃体腔$

另 M 只裸鼠玻璃体内注射等容量 XQ&% 于注射后 I 个月摘取实验动物右眼眼球$各组中 K 只眼球用于组织病

理学检查$在光学显微镜下观察玻璃体视网膜的形态学改变$另 K 只眼球在透射电子显微镜下观察玻璃体视

网膜超微结构的改变$评估诱导细胞在体应用的安全性%!结果!体外培养的第 K 代人 @H&D,呈细长多角

形$生长良好% 对照组细胞 X-49D]表达缺失$而诱导细胞的细胞膜 X-49D]表达阳性$呈红色荧光% 诱导的

细胞经 X]#NM 标记后细胞膜呈红色荧光% 诱导的细胞悬液于裸鼠玻璃体内注射后 I 个月$光学显微镜下可

见诱导细胞位于视网膜表面$视网膜各层组织结构排列清晰'透射电子显微镜下可见视网膜神经节细胞

)F\D,*细胞膜完整$线粒体结构正常$染色质均匀%!结论!人 @H&D,体外诱导后可分化为 FXT样细胞$

X]#NM 可对诱导后细胞进行细胞示踪$分化的细胞玻璃体腔注射后短期内未发现视网膜的不良反应%!

"关键词#!细胞分化' 脂肪间充质干细胞' 眼色素上皮%细胞学' 干细胞移植' 视网膜%病理' 超微结

构' Q@GQ%*小鼠

S(%*+ 1'"%3,',*0/1)#3#)#'$"+3,-)(#3 $#--)*022#&#'(0,(0'. 0'(1 &#(0',-/0.3#'(#/0("#-0,-C-0D#$#--),'*
0()%'$%$& ,//-0$,(01'!]820-"$)82!-#$)"C-2$C"-# ,"#'+"$*8# Q&"$)"# *%-25&#$C-#' *%"12/:&>-34;&#425
@>%4%-9;292'+$[##&3D2#'29"- D&<"E-9?299&'&7̂ 55"9"-4&< B27>"4-9$B2%%24ITIIW_$?%"#-
?233&7>2#<"#' -84%23(C-#' *%"12$L;-"9(4-#'7%"12NG">/TUJ/E2;

!45)(&,$("6E,$D.&1%'*6 &'() *(++'.-4,2+-4'-'604 .(2.(,(4',-2.0)6,64/'.(-')(4'02'604 30.2-'6(4',
,133(.64/3.0)5(/(4(.-'6>(56,0.5(.,<@**1)1+-'64/(>65(4*(,6456*-'('8-')(,(4*8;)-+,'()*(++,)E&D,* -.(-:+(
'05633(.(4'6-'(64'0.('64-+26/)(4'(26'8(+6-+)FXT* 9+6A(*(++,<#07(>(.$E&D,-.(56336*1+''00:'-64<#1)-4 -5620,(
)(,(4*8;)-+,'()*(++,)@H&D,* -.(2.0>(5 '08->(,6)6+-.2.02(.'6(,'0E&D,$ :1'.(+(>-4','15;6,+(,,<!
>5F#$(0G#!=86,,'15;7-,'0-,,(,,'8(3(-,6:6+6';0381)-4 @H&D,5633(.(4'6-'64/64'0FXT9+6A(*(++,-45 '8(,-3(';
036',-22+6*-'604 "# G"G2<!H#("1*)!=8('86.5 /(4(.-'604 0381)-4 @H&D,7(.(64*1:-'(5 64'0M97(++2+-'($-45
IJJ 4/%)+(26'8(+6-+/.07'8 3-*'0.$PJ $)0+%G'-1.64(-45 PcIJ L̂ )0+%G.('6406*-*65 7(.(-55(5 64'0'8()(561)IN
801.,-3'(.*1+'1.(5 '06451*('8(*(++,$-45 *04>(4'604-+*1+'1.(5 *(++,7(.(1,(5 -,'8(*04'.0+/.012<C451*(5 *(++,
7(.('.-*(5 76'8 X]#NM$-45 X-49*;'0A(.-'64 )X-49D]* )040*+04-+-4'6:05;7-,1,(5 '065(4'63;'8(*(++,145(.'8(
3+10.(,*(4*()6*.0,*02(<C451*(5 FXT9+6A(*(++,1,2(4,604 03I $+7-,64'.->('.(-++;64?(*'(5 64 '8(.6/8'(;(,03M
Q@GQ%*)6*($-45 (U1-+>0+1)(03XQ& 7-,1,(5 64 '8(,-)(7-;64 -40'8(.M )6*(<=8(-46)-+,7(.(,-*.636*(5
I )04'8 -3'(.64?(*'604$-45 '8(.('64-+)0.280+0/;7-,(B-)64(5 :;86,'02-'80+0/;145(.'8(02'6*-+)6*.0,*02(<=8(

!ROL! 中华实验眼科杂志 NJIP 年 O 月第 KK 卷第 O 期!D864 YTB2 $28'8-+)0+$&(2'():(.NJIP$Z0+<KK$[0<O

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



1+'.-,'.1*'1.(03.('64-+/-4/+604 *(++,)F\D,* 7-,(B-)64(5 :;'8('.-4,)6,,604 (+(*'.04 )6*.0,*02(<=8(1,(-45
*-.(03'8(-46)-+,*0)2+6(5 76'8 F(/1+-'604,30.'8(@5)646,'.-'604 03@33-6.D04*(.464/TB2(.6)(4'-+@46)-+,:;
&'-'(&*6(4*(-45 =(*840+0/;D0))6,,604<!I#)%-()!D1+'1.(5 81)-4 @H&D,/.(77(++76'8 '8(,+(45(.20+;/04(
,8-2(<D(++)():.-4(,,807(5 '8(.(5 3+10.(,*(4*(30.X]#NM -3'(.6451*(5<C4 -556'604$X-49D]7-,(B2.(,,(5 64
'8(*(++)():.-4(,76'8 '8(.(5 3+10.(,*(4*(64 '8(6451*(5 *(++,$:1''8(.(,204,(7-,-:,(4'64 '8(*04'.0+*(++,<
$4()04'8 -3'(.64'.->6'.(-+64?(*'604$6451*(5 *(++,+0*-'(5 04 '8(.('64-+,1.3-*($-45 '8(.('64-+)0.280+0/;7-,*+(-.
145(.'8(02'6*-+)6*.0,*02(<[0-:40.)-+6';64 F\D,7-,,((4 145(.'8('.-4,)6,,604 (+(*'.04 )6*.0,*02(<!
J1'$-%)01')!#1)-4 @H&D,*-4 5633(.(4'6-'(64'0FXT9+6A(*(++,-3'(.6451*'604<X]#NM *-4 )-.A 6451*(5 *(++,
7(++<=8(.(6,40-5>(.,((33(*'036451*(5 *(++,04 .('64--3'(.64'.->6'.(-+64?(*'604 64 -,80.'9'(.)51.-'604 64 )6*(<!

!7#+ 81&*)"6D(++5633(.(4'6-'604' @5620,(95(.6>(5 )(,(4*8;)-+,'() *(++,' X6/)(4'(26'8(+61) 03(;(%
*;'0+0/;' &'()*(++,'.-4,2+-4'-'604' F('64-%2-'80+0/;' b+'.-,'.1*'1.(' E6*($ Q@GQ%*

!!年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ) -/(9.(+-'(5 )-*1+-.
5(/(4(.-'604$@EH*是老年人盲的主要原因之一$随着
社会人口的老龄化$@EH的发病率逐年提高 +I, % 抗新
生血管药物的应用能够缓解 @EH的进展$但目前尚
未发现明确的治疗手段可以根治 @EH% @EH的主要
病 理 改 变 是 视 网 膜 色 素 上 皮 ) .('64-+26/)(4'
(26'8(+61)$FXT*细胞的损伤$导致光感受器变性 +N, %

近年来$@EH的细胞疗法成为研究的热点$其研究的
关键问题是如何获取足够数量的自体 FXT细胞以进
行细胞移植$以及细胞治疗后抑制免疫反应和肿瘤发
生的可能性

+K, % 干细胞来源广泛$具有细胞替代&环
境再生&旁分泌&无免疫排斥等优势$是目前用于治疗
@EH的主要研究方向 +R P̂, % 骨髓间充 质 干 细 胞
))(,(4*8;)-+,'()*(++,$E&D,*可以体外诱导分化为
FXT样细胞$并具有治疗视网膜退行性疾病的潜在能
力

+M, $但是其获取时需骨髓穿刺$因此临床应用受到
了一 定 的 限 制% 人 脂 肪 间 充 质 干 细 胞 ) -5620,(
)(,(4*8;)-+,'()*(++,$@H&D,*具有与E&D,类似的特
性且容易获取$但人@H&D,诱导分化为FXT细胞的研
究尚不多见% 本研究中对人 @H&D,进行体外诱导$观
察其表达 FXT样细胞特性的可能性$并研究其体内应
用的安全性$为视网膜疾病的治疗提供理论基础%

96材料与方法

9<96材料
9<9<96实验对象6&Xe级 Q@GQ%*裸鼠 IN 只$体质
量 IS aNJ /$雌雄各半$购自广州南方医科大学$饲养
于广州中山大学中山眼科中心实验动物中心% 实验动
物的使用和管理遵循国家科学委员会颁布的3实验动
物管理条例4%
9<9<:6主要试剂及仪器6人 @H&D,)北京协和医学
院组织工程中心赠予$冻存第 N 代*'HETE%eIN 培养
基)美国 \6:*0公司 *'EDHQ培养基&X]#NM )美国
&6/)-9@+5.6*8 公司*'表皮生长因子 )(265(.)-+/.07'8

3-*'0.$T\e*& 小 鼠 抗 人 X-4 细 胞 角 蛋 白 ) X-49
*;'0A(.-'64$X-49D]*单克隆抗体 )ED@IOJL$I iIJJ*&
eC=D标记羊抗小鼠二抗 ) NIPKS$ I iI JJJ * )美国
E6++620.(公司*'牛磺酸&视黄酸&H@XC)武汉博士德公
司*% 细胞培养箱 )德国 #(.-(1,公司*'微量注射器
)美国 #-)6+'04 公司*'@B602+-4N 6)-/64/型荧光显微
镜&G&ELIJ 型激光扫描共焦显微镜)德国 g(6,,公司*%
9<:6方法
9<:<96人 @H&D,向 FXT细胞分化的诱导及分组!按
照文献+L ,的方法$将培养至第 K 代的人 @H&D,按
IcIJP %孔的密度接种于 M 孔板进行培养$待细胞贴壁
后 IN 8$于实验组培养液中加入 IJJ 4/%)+T\e&
PJ $)0+%G牛磺酸和 PcIJ L̂ )0+%G视黄酸$在对照组培
养液中加入等容量 XQ&$继续培养 N 5 后半量换液$培
养后第 IJ 天采用免疫荧光染色法进行观察%
9<:<:6诱导后细胞的免疫荧光鉴定6细胞诱导后用
质量分数 R`多聚甲醛进行固定$XQ& 洗 N 次$每次
P )64% 加入 PJ $+X-49D]单克隆抗体$室温孵育
MJ )64% XQ& 洗 K 次$每次 P )64% 加入 PJ $+eC=D标
记的羊抗小鼠二抗$室温下避光孵育 KJ )64% XQ& 洗 K

次$每次 P )64% H@XC复染细胞核$室温下避光孵育
K )64% XQ& 洗 K 次$每次 P )64$于激光扫描共焦显微
镜下观察细胞中 X-49D]的表达并拍照%
9<:<;6采用细胞膜示踪剂 X]#NM 标记法示踪诱导细
胞!质量分数 JnNP`胰酶消化后诱导细胞$细胞密度
为 RcIJM %)+% 离心半径 IP *)$RJJ .%)64 离心 P )64$

以无血清培养基清洗'RJJ .%)64 离心 P )64$弃上清
液'加入 I )+稀释液 D$重悬细胞使细胞完全离散$细
胞密度为 RcIJM %)+$置于离心管% 将细胞移至 X]#NM

稀释液中$用吸管均匀快速混合% 在 NP uD下孵育
K )64后$加入等容量血清中止染色$孵育 I )64%
RJJ .%)64离心 IJ )64$弃上清% 将细胞团转入新试管$

清洗 K 次% 加入培养基$重悬细胞至所需浓度%
9<:<A6实验动物的分组处理6采用随机数字表法将
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Q@GQ%*裸鼠分为实验组和对照组$每组各 M 只% 按
IN )+%A/的剂量腹腔内注射质量分数 NnP`水合氯醛
麻醉裸鼠$显微镜下沿睑裂分离上下睑缘$质量分数
JnP`丁卡因滴眼液点眼表面麻醉$用复方托吡卡胺滴
眼液点眼扩瞳% 暴露眼球$无菌穿刺针头前房穿刺释
放部分房水$用 KK\微量注射器于角巩膜缘后 I ))
处行玻璃体腔穿刺$针头沿视神经方向刺入玻璃体腔
后推注 I $+N cIJM %)+X]#NM 标记的诱导后人
@H&D,$对照组裸鼠玻璃体腔注射等容量 XQ&$KJ ,后
出针$闭合眼睑$涂红霉素眼膏% I 个月后颈椎脱臼法
处死裸鼠$每组任意取 K 只右侧眼球行组织病理学检
查$另 K 只右眼经戊二醛固定后行透射电子显微镜
检查%

:6结果

:<96体外培养的人 @H&D,形态
第 K 代人 @H&D,生长良好$呈细长的梭形和多角

形排列% 细胞传代后多角形细胞转化成梭形)图 I*%
:<:6细胞诱导后 X]#NM 的标记情况

细胞经诱导后可见X]#NM 表达$X]#NM 主要标记
于细胞膜$呈红色荧光$而细胞核未着色)图 N*%

21 20μm

图 96第 ; 代人 4NSJ)的形态)cNJJ*!@H&D,呈梭形和多角形!
图 :6诱导后细胞 B7=:L 的标记)标尺lNJ $)$cNJJ*!X]#NM 可
在诱导后的细胞中标记$主要定位于细胞膜$呈红色荧光$细胞核未
着色

:<;6各组细胞中 X-49D]的表达
对照组细胞中X-49D]表达缺失$而实验组 M 个孔

中细胞 X-49D]均呈阳性表达$为细胞膜上的红色荧
光$阳性率为 IJJ`)图 K*%
:<A6裸鼠玻璃体腔注射诱导细胞后眼球的组织病理
学表现

裸鼠玻璃体腔诱导细胞注射后 I 个月$光学显微
镜下可见注射的细胞位于视网膜表面$视网膜各层组
织结构清晰$排列规则$未发现异常改变 )图 R@*$透
射电子显微镜下见视网膜神经节细胞).('64-+/-4/+604
*(++,$F\D,*的细胞膜完整$线粒体结构正常$染色质
均匀)图 RQ*%

BA C

D E F诱
导
分
化
后
细
胞

AD
SC

s

DAPI Pan�CK 融合

图 ;6诱导后人 4NSJ)的免疫荧光染色鉴定结果)H@XC$cRJJ*!
@aD(@H&D,细胞中无 X-49D]表达!HaT(诱导分化后 @H&D,中
X-49D]表达阳性$细胞膜呈红色荧光!@H&D,(脂肪间充质干细胞'
X-49D](X-4 细胞角蛋白

BA10μm 2μm

图 A6裸鼠玻璃体腔注射后组织病理学表现!@(光学显微镜下可见
注射的细胞位于视网膜表面)箭头* $视网膜各层组织结构无异常改
变)#T$标尺lIJ $)*!Q(透射电子显微镜下未发现 F\D,超微结
构异常)标尺lN $)*

;6讨论

视网膜变性疾病的治疗是当今世界性难题$寻找
有效的治疗手段具有重要的意义% 干细胞具有自我更
新m多向分化潜能m无伦理学争议等特点$无疑给视网
膜疾病的治疗提供了新的希望$其中获取 @H&D,时组
织损伤小m培养后细胞数量多m并发症少$同时具有多
向分化潜能m稳定的扩增能力和干细胞表型$具有较好
的临床应用前景

+S, % 本研究中对人 @H&D,进行体外
诱导$结果显示其可以表达 FXT样细胞标志物% 目前
干细胞的诱导方法包括诱导和共培养

+O, $诱导是将干
细胞置于诱导因子中进行培养$方法简单$可以表达目
标因子% 共培养是将干细胞与人或其他动物的目标细
胞共同培养$诱导干细胞向目标细胞转化% 研究显示$
与 FXT细胞共培养后的干细胞可以表达 FXT细胞标
志物$但神经营养因子等功能性因子的分泌低于 FXT
细胞

+IJ, $二者各有优缺点% 本研究中对人 @H&D,进
行体外诱导$发现诱导后的细胞可表达 FXT细胞标志
物 X]#NM$说明使用 T\em视黄酸和牛黄酸对人

!MOL! 中华实验眼科杂志 NJIP 年 O 月第 KK 卷第 O 期!D864 YTB2 $28'8-+)0+$&(2'():(.NJIP$Z0+<KK$[0<O

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



@H&D,进行诱导可以表达 FXT样细胞特性$为干细胞
诱导分化及其进一步用于视网膜变性疾病的防治提供

了新的思路%
细胞标志物标记是细胞应用研究中非常重要的环

节$可对细胞的分化进行示踪观察% 荧光染色法是常
用的细胞标记示踪方法$常用的有 H@XC&HCG&X]#NM
染色% H@XC存在荧光淬灭&标记时间短&假阳性的缺
点

+II, $HCG和 X]#NM 同是细胞膜标志物$同样存在荧
光丢失的可能$但是结果相对满意% X0+V(.等 +IN,

研究

表明$X]#NM 标记的 E&D,移植后 RN 5 仍可观察到示
踪细胞$证明 X]#NM 标志物在体内标记是有效的% 本
研究中选用 X]#NM 标志物对诱导后的人 @H&D,进行
标记$结果显示细胞膜呈红色荧光$证实示踪是成功
的$同时还发现随着 X]#NM 浓度的增加$细胞的死亡
率升高$因此其安全性值得注意%

研究显示$人 @H&D,能够表达主要组织相容性复
合体 ))-?0.86,'0*0)2-'6:6+6';*0)2+(B$E#D*9!类抗
原$但很少表达 E#D9"类抗原$且仅有不到 I`的细
胞表达 #G@9HF$证实人 @H&D,的抗原性很低 +IK, % 有
研究报道$同种异体 @H&D,移植不会引起免疫反
应

+IR, $这些研究均为人 @H&D,移植奠定了理论基础%
本研究中将诱导后的人 @H&D,移植到裸鼠玻璃体内$
观察移植后 I 个月的视网膜毒性反应$结果未发现视
网膜组织结构的异常和 F\D,的变性和坏死$提示诱
导后细胞的短期应用是安全的$但应用后远期是否存
在毒性反应尚需进一步观察%

综上所述$本研究中证实人 @H&D,体外定向诱导
后可向 FXT样细胞分化$X]#NM 可用于诱导后细胞的
示踪观察$诱导后的细胞短期内未发现眼内毒性反应$
其远期组织毒性反应情况有待进一步研究证实%
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+K, #-.1'-E<T):.;046*,'()*(++,(20'(4'6-+,01.*(30.0*1+-..(2-6.+Y,<
&()64 $28'8-+)0+$NJJP$NJ)I* iIL N̂K<506(IJ<IJSJ%JSSNJPKJPOJONISRM<

+R, D-2+-4 @C<"8;-.(E&D,'8(.-2(1'6*0 [(75-'-( 4(764,6/8'+Y,<Y
X-'80+$NJJO$NIL)N* iKIS K̂NR<506(IJ<IJJN %2-'8<NRMO<

+P, [-1'-@Y$ e6::("T<C))140)051+-'0.;2.02(.'6(,03)(,(4*8;)-+
,'.0)-+*(++,+Y,<Q+005$NJJL$IIJ)IJ* iKROO K̂PJM<

+M, &*87-.'V&H$#1:,*8)-4 YX$#(6+7(++\$('-+<T):.;046*,'() *(++
'.6-+,30.)-*1+-.5(/(4(.-'604(-2.(+6)64-.;.(20.'+Y,<G-4*('$NJIN$
KLO)OSIL* iLIK L̂NJ<506(IJ<IJIM %&JIRJ9MLKM)IN*MJJNS9N<

+L, @.480+5 &$#(651,*8A-X$]+(64 #$('-+<@5(40>6.-++;'.-4,51*(5 :04(
)-..07,'.0)-+*(++,5633(.(4'6-'(64'026/)(4'(26'8(+6-+*(++,-45
6451*(.(,*1((33(*',64 FD& .-',+Y,<C4>(,'$28'8-+)0+Z6,&*6$NJJM$
RL)O* iRINI R̂INO<506(IJ<IIML %60>,<JR9IPJI<

+S, &*8w33+(.@$Qh*8+(.D<D04*6,(.(>6(7(-5620,('6,,1(95(.6>(5 ,'.0)-+
*(++,9:-,6*-45 *+646*-+6)2+6*-'604,30.40>(+*(++9:-,(5 '8(.-26(,+Y,<&'()
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第八届亚洲神经眼科大会暨第四届全国神经眼科学术会议通知

!!亚洲神经眼科协会)@&[$&*于 NJJN 年在日本东京成立$每 N 年主办 I 次$是大型国际神经眼科会议$代表了亚洲神经眼科基

础研究及临床研究的最高水平% 历届会议均有数百名各国神经眼科专业人士进行学术交流$对国际神经眼科新技术及学术前沿进

行介绍及讨论% 在大会著名的病例讨论版块-"-+,8 64 @,6-.中$我们会选取各国典型病例深入剖析$非常具有挑战性%

第八届 @&[$& 暨第四届全国神经眼科学术会议)D[$&*将于 NJIP 年 IJ 月 NN/NP 日在北京召开% 本次会议将邀请国内外著

名神经眼科&眼科&神经内科及神经外科等专家莅临$就神经眼科疾病在诊断学&遗传学&影像学&流行病学&低视力康复等研究领域

作专题介绍及神经眼科病例讨论% 热忱期待您的关注和参与2

网址(8''2(777<NJIP-,40,<*0)!T)6-+(6430WNJIP-,40,<*0)!联系人(王京凤)IKOIJIIRIRP*&赖梦莹)ISMJJNSSSNN*
)第八届亚洲神经眼科大会组委会*
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