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!实验研究!

温度敏感性材料培养的脂肪源性干细胞作为

眼表重建种子细胞的可行性研究

韦巧玲!徐建江

!!"摘要#!背景!组织工程角膜学的发展为角膜盲的治疗提供了新的选择$但目前暂未发现培养方法简
单&可行性好的角膜上皮种子细胞和理想的支架材料% 研究表明$脂肪源性干细胞)@H&D,*具有自我更新能
力同时也具有类上皮的特质$而温度敏感性材料)=F&,*作为支架进行干细胞培养也为细胞层片技术的进步
提供了技术支撑%!目的!研究兔 @H&D,在 =F&,上的培养特性$并与经典的口腔黏膜上皮细胞)$ETD,*特
性进行比较$探讨 @H&D,作为眼表重建种子细胞的可行性%!方法!异丙基丙烯酰胺溶于二丙醇后均匀涂于
直径KP ))的聚苯乙烯培养皿表面$利用电子束照射制备 =F&,$兔颈背部皮下脂肪组织 N aK /经消化培养后
获得 @H&D,$同时取出兔口腔黏膜组织进行消化培养$获得 $ETD,% 将 N 种干细胞均接种于 =F&,上继续培
养$比较 N 种细胞形态&生长速度&脱附时间和成活细胞的总计数$将 @H&D,层片和 $ETD,层片行组织病理
学检查$观察 N 种细胞的形态特征'采用免疫组织化学法检测 N 种细胞中干细胞标志物和上皮细胞标志物的
表达'应用扫描电子显微镜检查 N 种细胞层片的表面超微结构%!结果!自制 =F&,透明性和光滑度与普通培
养皿接近$任意观察的 P 个样品中有 R 个水接触角rIJu$成功率为 SJ`% =F&,上培养的 @H&D,呈长梭形$
$ETD,呈不规则圆形% @H&D,生长周期在 =F&,上为 IN aIR 5$脱附时间为)RMnJ !OnM*)64$细胞总计数为
)LnO !InI*cIJP %片$而 =F&,培养的 $ETD,生长周期为 IR aIM 5$脱附时间为)OInO !IJnO*)64$细胞计数为
)RPnS !NMnP*cIJP %片$N 种细胞间层片脱附时间和细胞计数的差异均有统计学意义)OlJnJJN&JnJNS*% 组
织病理学检查显示$=F&,上的 @H&D,呈 I aK 层排列$而 $ETD,呈 R aP 层覆层结构% 免疫组织化学染色显
示$@H&D,和 $ETD,细胞层片细胞角蛋白 IN)D]IN*及干细胞标志物 2MK&@=X结合转运蛋白 \超家族成员 N
)@QD\N*均呈阳性表达% 扫描电子显微镜下观察可见 @H&D,和 $ETD,表面均有致密的上皮微绒毛结构$细
胞间连接紧密%!结论!自制的 =F&,可作为脂肪干细胞的培养支架$@H&D,取材广泛$=F&,上培养的 @H&D,
层片细胞活力好$可操作性强$可作为眼表重建新的种子来源%!
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层片技术' 眼表重建' 兔
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!!角膜病是全球范围内主要的致盲原因之一$组织
工程角膜研究的进步和发展为角膜盲患者开辟了新的

治疗途径% 近年来$角膜上皮种子细胞的研究获得了
巨大进展$自体角膜上皮细胞&角膜缘干细胞)G6):-+
,'()*(++,$G&D,*&口腔黏膜上皮细胞 )0.-+)1*0,-+
(26'8(+6-+*(++,$$ETD,*&胚胎干细胞&骨髓间充质干细
胞及表皮来源的干细胞等均可作为角膜上皮重建的来

源$其中自体角膜上皮细胞&G&D,和 $ETD,已用于临
床并取得了较理想的疗效

+I M̂, % 目前角膜上皮细胞&
G&D,及 $ETD,的体外培养均需要鼠 K=K 细胞作为滋
养层提供促生长&上皮分化的营养因子 +I K̂, $存在伦理
问题$同时 K 种细胞的体外培养条件较苛刻$技术要求
较高$因此限制了其临床应用% 体外培养的脂肪源性
干细胞)-5620,(95(.6>(5 ,'()*(++,$@H&D,*可表达多功
能干细胞标志物及角蛋白$提示 @H&D,具有自我更新
能力$同时也具有类上皮的特质 +L, $这为 @H&D,应用
于眼表重建提供了理论基础% 与种子细胞研究的长足
发展不同$支架材料一直制约着组织工程角膜研究的
发展% 细胞层片技术)*(++,8((''(*840+0/;$D&=*的应
用实现了不需支架即可成功移植植片的目标$避免了
传统支架材料联合植片移植引发的免疫排斥&炎症反
应&光学干涉等问题% 将细胞接种于异丙基丙烯酰胺
)20+;9[96,02.02;+-*.;+-)65($ X[CX@@)* 处理%辐射接
枝过的培养皿表面$并在 KL p温箱中培养数日$待细
胞汇合成片时$调控培养温度$细胞和细胞外基质
)(B'.-*(++1+-.)-'.6B$TDE*可从材料表面完整脱附$此
时 X[CX@@)仍可完整贴附在皿表面$体外培养的角
质细胞&角膜上皮细胞及 $ETD,在 NJ p时脱附$细胞

层片完整&连续且保存原有的结构和功能 +S, % TDE可
维持细胞的活力$促进黏附&增生和分化$同时加快植
片与宿主的整合以及植片与植片间的叠加

+S Ô, % 本研
究中在自制温度敏感性材料 )'()2(.-'1.(9.(,204,6>(
,*-330+5,$=F&,*上培养 @H&D,及 $ETD,$比较 N 种细
胞体外培养的生长特性$探讨 @H&D,作为眼表重建种
子细胞的可能性%

96材料与方法

9<96材料
9<9<96实验动物6雌性新西兰大白兔 IJ 只$体质量
NnJ aNnP A/)上海中科院实验动物研究所*%
9<9<:6主要试剂及仪器6体积分数 PP`异丙醇)上
海试剂一厂*'CX@@))日本东京化成工业株式会社*'
体积分数 IJ`甲醛溶液)上海试剂一厂*'鼠抗兔细胞
角蛋白 IN)*;'0A(.-'64 IN$D]IN*一抗&鼠抗兔 @=X结
合转运蛋白 \超家族成员 N )@=X9:64564/*-,,(''(
,12(.3-)6+;\)():(.N$@QD\N*一抗&鼠抗兔 2MK 一
抗 )美国 &-4'-公司 *'$D=冰冻切片包埋剂 )美国
&@]bF@公司*% 聚苯乙烯培养皿)美国 QH公司*'倒
置相差显微镜)日本 $+;)21,公司*'激光扫描电子显微
镜)日本日立公司*'环氧乙烷灭菌器)美国 KE公司*%
9<:6方法
9<:<96温度敏感性支架材料的制备6将 CX@@)单体
溶解于异丙醇后均匀涂于直径 KP ))的聚苯乙烯培养皿
表面$KcIJP\;电子束照射$蒸馏水清洗培养皿表面未
反应的单体或未接枝的聚合物$样品室温下真空干燥%
单个培养皿密封后用环氧乙烷消毒备用

+S ÎK, % 任意选
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择 P 个处理后的材料进行大体观察和表面结构观察$
KL p与 R p时测量的水接触角度数均值的差值即为
样品的表面温度敏感性$差值rIJu即说明其符合温度
敏感性材料要求%
9<:<:6脂肪细胞的取材及培养6兔按 I )/%A/氯胺
酮联合 JnP )/%A/地西泮肌内注射麻醉后取颈背部皮
下脂肪组织 N aK /$放入装有 XQ&&青霉素&链霉素的
灭菌离心管中浸泡 KJ )64$XQ& 清洗后加入!型胶原
酶 KL p摇床中消化 MJ )64$离心半径 IK *)$I PJJ .%)64
离心 IJ )64% 接种至普通培养皿$原代 @H&D,加入
HETEf体积分数 IJ`eQ& 培养液置于 KL p&体积分
数 P`D$N&饱和湿度条件下培养至第 N 代$按 InNc

IJP %)+的细胞密度接种于 =F&,上 +IR, %
9<:<;6$ETD,的取材及培养!在口腔 R 个部位各取
N ))cN ))口腔黏膜组织$放入装有 XQ&&青霉素&链
霉素的灭菌离心管中浸泡 KJ )64$放入含质量分数
JnNP` H6,2-,("P )+的离心管中$R p下浸泡 IP aNJ 8$
超净台中撕下黏膜上皮$置入加有质量分数 JnJP`胰
蛋白酶和 TH=@的培养皿于 KL p摇床中消化 IP a
NJ )64$I PJJ .%)64 离心 IJ )64% 去上清液$加角化细
胞培养基混匀% 原代 $ETD,按 NnJcIJP %)+密度接种
于鼠 K=K 细胞滋养层黏附的 =F&,上 +R, $然后置于
KL p&P`D$N&饱和湿度条件下培养%
9<:<A6观察 @H&D,及 $ETD,生长速度及细胞层片
脱附时间!倒置相差显微镜下观察细胞形态变化$记
录 KL p&P`D$N&饱和湿度条件下 @H&D,和 $ETD,
从接种于 =F&,到覆盖至 IJJ`所需时间% 将覆盖率
达 IJJ`的细胞置于 NJ p温箱中$记录细胞成片脱附
的时间% 获取细胞层片后$将各个层片用显微剪刀一
分为二$其中一部分用于消化$获取单细胞悬液后放入
血球计数板中计数'另一部分层片用于组织病理学观
察&免疫组织化学染色和扫描电子显微镜观察%
9<:<K6细胞层片的组织病理学观察6将细胞层片标
本置于 IJ`甲醛溶液中固定 NR aRS 8 后$常规脱钙$
脱水$浸蜡$包埋$P $)厚切片$苏木精 伊̂红染色后光

学显微镜下观察细胞形态及层片厚度%
9<:<L6免疫组织化学染色检测细胞中干细胞标志物
和角蛋白的表达6细胞层片用质量分数 R`多聚甲醛
液固定 KJ )64 后$放入质量分数 NJ`蔗糖溶液中浸泡
KJ )64$再放入 KJ`蔗糖溶液中浸泡 KJ )64$取出层
片$在支承器中放平摆好组织$周边滴 $D=包埋剂$迅
速冰冻$制作冰冻切片$取之贴附在涂胶载玻片上% 冰
冻切片室温放置 KJ )64 后$R p丙酮固定 IJ )64$XQ&
洗 K 次$每次 P )64% 体积分数 K`过氧化氢孵育 P a

IJ )64 后$XQ& 洗 N 次$每次 P )64$加封闭血清$室温
孵育 IJ )64% 倾去血清$分别滴加相应一抗$R p过
夜$XQ& 冲洗 K 次$每次 P )64$加生物素化二抗工作
液$KL p孵育 KJ )64$XQ& 漂洗 K 次$每次 P )64$加新
鲜配制的 H@Q溶液显色$以细胞质出现黄棕色为阳
性$最后苏木素复染$脱水$透明$封片%
9<:<P6扫描电子显微镜检查细胞层片的超微结构6
取小于 I *)N

细胞层片$生理盐水或蒸馏水清洗后固
定$再清洗$脱水置换$干燥$样品粘贴于样品台上喷
镀$扫描电子显微镜下观察细胞形态并拍照%
9<;6统计学方法

采用 &X&& IMnJ 统计学软件 )美国 CQE &X&&
&'-'6,'6*,公司*进行统计分析% 本研究中测量指标的
计量资料以 Rq7表示% =F&,上培养的 @H&D,与
$ETD,间细胞层片脱附时间及细胞层片细胞总计数
的差异比较均采用独立样本 4检验% OoJnJP 为差异有
统计学意义%

A B

C D
图 96: 种培养皿肉眼外观和扫描电子显微镜下所见!@(普通培养
皿无色透明!Q(=F&,呈淡黄色$透明!D(扫描电子显微镜下可见
普通培养皿表面光滑)cLJJ*!H(扫描电子显微镜下可见 =F&,擦
痕处有材料状和丝状物)cLJJ*

:6结果

:<96培养皿外观及表面结构特性
=F&,与普通培养皿均透明$可见接枝反应后培养

皿不影响细胞的生长观察 )图 I@$Q*'扫描电子显微
镜下见普通培养皿表面光滑$=F&,擦痕处可见材料状
和丝状物$其他部位光滑$与普通培养皿的形态无明显
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区别)图 ID$H*% 任意观察的 P 个 =F&,样品中符合
温度敏感性材料要求者占 SJ`)表 I*%

表 96温度敏感性材料样品的水接触角度数)[*

样品号
不同温度下水接触角值

KL p Rp 差值

样品 I LNnPJ PPnJJ ILnPJ

样品 N MSnPJ PPnLP INnLP

样品 K MInNP RSnJJ IKnNP

样品 R POnPJ PKnPJ MnJJ

样品 P MPnRJ PKnIJ INnKJ

:<:6@H&D,和 $ETD,在 =F&,上的形态及细胞层片
脱附时间

培养的第 N 代 @H&D,呈长梭形$局部呈漩涡状排
列$细胞形态单一$活性较好$传代培养过程中细胞内
未见脂滴$=F&,上细胞覆盖率达 IJJ`的时间为 IN a
IR 5% 放置 P )64 后$@H&D,周边层片卷曲脱附$完全
脱附的时间约为 RP )64% @H&D,平均脱附时间为
)RMnJ !OnM*)64)图 N@aD*% 原代培养的 $ETD,呈
扁平的卵圆形$大小均一$细胞核清晰$细胞覆盖率达
IJJ`所需时间为 IR aIM 5% 放置 P )64 后$$ETD,周

边细胞变钝圆$卷曲$约 OJ )64 可获取完整的细胞层
片% $ETD,平均脱附时间为 ) OInO !IJnO * )64 )图
NHae*$@H&D,脱附时间明显短于 $ETD,$差异有统
计学意义)OlJnJJN*%
:<;6@H&D,和 $ETD,层片细胞总数的比较

@H&D,和 $ETD,层片细胞总数分别为 ) LnO !
InI*cIJP %片和)RPnS !NMnP*cIJP %片$$ETD,层片细胞总
数明显多于@H&D,层片$差异有统计学意义)OlJnJNS*%
:<A6@H&D,和 $ETD,细胞层片的组织学表现

@H&D,层片多呈 I aK 层细胞核$细胞间排列较疏
松'而 $ETD,层片多呈 R aP 层细胞核$细胞核排列紧
密)图 K*%
:<K6@H&D,和 $ETD,细胞层片中干细胞标志物和角
蛋白的表达

@H&D,层片中 @QD\N&D]IN 及 2MK 在细胞质中
均呈黄棕色染色'$ETD,层片中也可见 @QD\N&D]IN
及 2MK 在细胞质中均呈黄棕色染色)图 R*%
:<L6@H&D,和 $ETD,细胞层片的表面超微结构

@H&D,层片细胞呈长梭形$细胞间连接紧密$可
见致密微绒毛'$ETD,层片细胞呈鹅卵石样外观$细
胞间连接紧密$表面有微绒毛)图 P*%

A B C

D E F

图 : 6培养的 4NSJ)和

>HOJ)在 !IS)上的形

态以及生长情况!@(第 N

代 @H&D,呈梭形$漩涡状

排列)cIJJ*!Q(NJ p温

箱 放 置 P )64 后 可 见

@H&D,层片周边卷曲脱附

D(NJ p温箱放置 RP )64

后即可获取完整 @H&D,

层片!H(原代 $ETD,呈

扁平的卵圆形$细胞核清

晰)cIJJ*!T(NJ p温箱

放置 P )64 后可见 $ET层

片周 边 卷 曲 脱 附 ! e(

NJ p温箱放置 IJJ )64 后

即可获得 $ET层片

A B C D
图 ;64NSJ)和 >HOJ)细胞层片的组织病理学观察!@(@H&D,层片呈 I aK 层排列$细胞核间排列疏松)#TcIJJ*!Q(@H&D,层片呈 I aK 层

排列$细胞核间排列疏松)#TcRJJ*!D($ETD,层片多覆层排列$细胞核间排列致密)#TcNJJ*!H($ETD,层片呈多覆层排列$细胞核间排列

致密)#TcRJJ*
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C

A

B

D E F

A

图 A 6 4NSJ) 和

>HOJ)细胞层片的免
疫组织化学染色AcIJJ*
@( @H&D,细 胞 层 片

@QD\N 染色阳性$细胞
核呈淡蓝色$@QD\N 呈
棕色!Q(@H&D,细胞层
片 D]IN 呈阳性表达$细
胞核呈淡蓝色$D]IN 在
细胞质中呈棕色 ! D(
@H&D,细胞层片 2MK 呈
阳性表达$细胞核呈蓝
色$2MK 在细胞质中呈棕
色染色!H($ETD,细胞
层片 @QD\N 呈阳性表
达$细 胞 核 呈 淡 蓝 色$
@QD\N 在细胞质呈棕色

染色!T($ETD,细胞层片 D]IN 呈阳性表达$细胞核呈淡蓝色$D]IN 在细胞质中呈棕色染色!e($ETD,细胞层片 2MK 呈阳性表达$细胞核呈淡
蓝色$2MK 呈棕色染色$位于细胞质

A B
图 K 6 4NSJ)和 >HOJ)细胞层片的扫描电子显微镜下观察
AcI JJJ*!@(扫描电子显微镜下可见 @H&D,层片细胞排列规则$细
胞表面有致密微绒毛!Q($ETD,层片细胞间连接紧密$表面有微绒毛

;6讨论

角膜组织分为覆层上皮细胞层&透明基质层和内
皮细胞层% 长期以来$穿透角膜移植 A 2(4('.-'64/
A(.-'02+-,';$ X]X* 或 板 层 角 膜 移 植 A +-)(++(.
A(.-'02+-,';$G]X*是治疗角膜盲的有效方法$但面临供
体匮乏&免疫排斥等难题$而且理想的移植方法应单纯
替换病变角膜部位而不损伤正常的角膜组织$故操作
方面有一定的技术难度% 细胞疗法为角膜疾病的治疗
带来了新的希望% @H&D,是具有多功能分化潜能的
成体干细胞$可分化为前生骨细胞&脂肪细胞&软骨细
胞&造骨细胞及肌原细胞 +IP, % 同时$应用 @H&D,进行
治疗避免了伦理&免疫排斥或细胞癌变等问题$且移植
至体内后有效性较好$稳定性较高% 研究证实$@H&D,
移植至角膜基质缺损兔模型的体内可促进基质层修

复$移植后仍保持细胞活力$未见明显的免疫反应 +IM, %

研究证实$体外诱导条件下的 @H&D,具有自我更新能
力$同时也具有类上皮特质 +L, $自体 @H&D,制备成滴

眼液可有效治疗持续角膜上皮脱落
+IL, $这些研究结果

为 @H&D,用于角膜上皮的重建奠定了基础%

有形支架材料联合细胞移植疗法可诱导剧烈的炎

症反应% 几乎所有聚合物材料均可导致非特异性炎症
反应$聚合物周边的细胞大部分比较健康$形态也与受
体细胞相似$但聚合物中央区的细胞常坏死$从而导致
疗效欠佳

+IS, % 研究者建议用细胞悬液取代细胞支

架
+IO, $该方法避免了材料诱发的不良反应$但泪液的

冲刷缩短了细胞悬液与组织接触的时间$导致疗效降
低% 细胞层片技术可以解决上述问题$采用 =F&,仅
需调整细胞培养的温度即可获得高活力的细胞层片$

自体细胞层片移植可避免免疫排斥$同时有利于角膜
透明性的恢复$在角膜组织工程中具有重要意义%

细胞层片技术的原理是 X[CX@@)及其聚合物的
亲水相和疏水相可在约 KN p时快速转变$此温度即低
临界 溶 解 温 度 A +07(.*.6'6*-+,0+1'604 '()2(.-'1.($
GD&=*% 当温度高于 GD&=时$X[CX@@)呈疏水相$培
养的细胞在分子表面黏附&增生'当温度低于 GD&=

时$X[CX@@)呈亲水相$促使细胞和 TDE脱附% 利用
仪器技术评估嫁接后 XCX@@)的性质$如厚度&密度&

不同温度下水接触角等$是判断嫁接是否成功的重要
指标$其中测量不同温度下材料的水接触角是较简便&

直观和有效的方法
+NJ, % 普通 =DX& 材料的水接触角在

IJ p下是 OJu$KP p下是 OIu$不同温度下水接触角差
别极小$提示未经嫁接的 =DX& 在不同温度下均表现
出疏 水 性% 与 普 通 =DX& 材 料 不 同 的 是$ 经 过
X[CX@@)嫁接过的 =DX& 材料在不同温度下显示不同
的水接触角$在 R p下显示亲水性$当温度上升到 NP p

时亲水性下降$当温度提高到 KJ p时基本为疏水性$
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性质接近于 KP p下未嫁接的 =DX& 材料$KL p时均值
与 R p时差值即为该样品的表面温度敏感性$差值r
IJ p即说明符合温度敏感性材料要求% 本研究中任
意选取样本进行测试$符合温度敏感性材料要求的样
品占 SJ`$证实本研究样品符合要求%

既往研究通过多种方法评估并比较人 @H&D,和
人 G&D,中干细胞标志物及上皮细胞标志物的表达情
况$免疫组织化学法检测显示人 @H&D,可表达特异性
上皮分化标志物 D]K 和 D]LM$但不表达特异性覆层
上皮标志物$如 D]I&D]P&D]IJ 和 D]IR$人 G&D,可
表达 D]K 和 D]LM$又可表达 D]I& D]P& D]IJ 和
D]IR'流式细胞仪检测显示人 @H&D,表达 DHKR 和
DHOJ$分别占 IRnM`和 ORnK`$证实该细胞具有间充
质干细胞特性'"(,'(.4 :+0'法检测结果显示人 G&D,
表达 2MK&D]K&D]LM&D]I&D]P&D]IJ&D]IR&D]IN 和
D]IO$而人 @H&D,可表达 D]K&D]LM 和 D]IN'逆转录
XDF进一步证实人 @H&D,表达 @QD\N&2MK&D]IN 和
D]LM )F[@+S, % 本研究中显示$在 =F&,上培养的
@H&D,可表达干细胞标志物 2MK 和 @QD\N$同时也表
达角膜上皮特异性标志物 D]IN$与上述实验结果相吻
合$说明 =F&,不影响 @H&D,特性% 此外$扫描电子显
微镜下检查显示 @H&D,上皮微绒毛结构与 $ETD,相
似$细胞间连接紧密$为移植后细胞与受体面的黏附以
及细胞功能的发挥奠定了基础%

与经典 $ETD,相比$@H&D,取材广泛$对患者健
康条件要求低$患者痛苦少$用少量组织即可获得大量
活力强&增生快的活细胞$在 F=&,上脱附时间短$脱
附的 @H&D,层片能保存较高的活性$且 @H&D,体外培
养条件及技术要求低$易于操作和推广$有望作为眼表
重建的新途径% 本研究目前仅处于体外实验阶段$需
待进一步的动物体内实验证实%
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)本文编辑(尹卫靖!杜娟*

!MSL! 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?




