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胚胎干细胞微环境增强人角膜缘干细胞的干性

和抑制凋亡的机制
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(("摘要#(背景(成体干细胞的命运与其生存的微环境密切相关% 研究表明$胚胎干细胞)B; 0̂*微环境

能增强人角膜缘干细胞)%; 0̂*的干性$其作用机制是研究热点%(目的(探讨干细胞微环境增强 %; 0̂的干

性及其抑制细胞凋亡的分子机制%(方法(将 GMN 小鼠 B; 细胞株)BGX 细胞*分别用 8̂*PMH 培养液和 8̂*PMHk

体积分数 MH]B;)B; P̂̂S*培养液进行培养和传代% 采用新鲜供体人角膜缘组织块培养法$分别用 8̂*PMH

培养液和 B; P̂̂S培养液培养和传代 %; 0̂$细胞经固定后于光学显微镜下观察细胞克隆形态并计算克隆形

成率) d̂B*% B; P̂̂S培养组细胞分别转染端粒酶逆转录酶 )*BQ** 0'QTc)GNPMO890'QTc*或 0'QTc)01P

IJHHJ*$流式细胞仪检测转染前后细胞凋亡(线粒体膜电位的改变&采用免疫荧光技术和流式细胞技术检测
0'QTc转染前后细胞中端粒酶的表达和活性氧簇)QF;*的产生情况&采用 Q*PĈQ(免疫荧光技术和 f&09&,8

5.#9法检测细胞中干细胞标志物 3KI(三磷酸腺苷结合转运蛋白 V超家族成员 M)cĝ VM*(整合素 #G)'89&=,'8 #G *

和细胞分化标志物细胞角蛋白 I) ÂI*2QTc及其蛋白的表达&采用 f&09&,8 5.#9法检测细胞中黏着斑激酶
)dcA*(c?9和糖原合成酶激酶 I#)V;AI#*及其磷酸化蛋白以及 3MG 蛋白的改变%(结果(B; P̂̂S培养组
%; 0̂可传至第 W 代$ d̂B为)J\KlH\K*]$ 8̂*PMH 培养组传至第 K 代$ d̂B为)O\KlH\K*]$差异有统计学意

义)6mX\XOX$QmH\HGG*&B; P̂̂S培养组第 M(I(X(O(K 代 %; 0̂的凋亡百分比均明显低于 8̂*PMH 培养组$差异

均有统计学意义)均 QnH\HO*&0'QTcPd转染细胞的凋亡率为)J\JlG\I*]$明显低于 0'QTcP*BQ*转染细胞

的)IM\IlI\G*]$差异有统计学意义)6mbGM\OWW$QmH\HHH*% B; P̂̂S培养组与 8̂*PMH 培养组的原代 %; 0̂

中干细胞标志物 2QTc及其蛋白(*BQ*蛋白的相对表达量差异均无统计学意义)均 QoH\HO*$但 B; P̂̂S培

养组 ÂI 2QTc及其蛋白的相对表达量均明显低于 8̂*PMH 培养组$差异均有统计学意义)均 QnH\HG*&B; P̂

Ŝ培养组第 M 代细胞中干细胞标志物蛋白及 *BQ*蛋白表达量均明显高于 8̂*PMH 培养组$差异均有统计学

意义)均 QnH\HG*% 0'QTcP*BQ*转染组细胞端粒酶活性为 )X\WIlH\KJ*]$明显低于 0'QTcPd转染组的
)XK\JGlG\MM*]$差异有统计学意义)6mOM\GGK$QmH\HHH*% B; P̂̂S培养组培养液中添加了 dcA抑制剂和
V;AI#抑制剂以及转染 *BQ*P0'QTc后$细胞中 3dcA(3c?9(3V;AI#的表达明显减弱$而 3MG 的表达增强%

B; P̂̂S培养组第 M 代 %; 0̂及 0'QTcPd转染组细胞的线粒体膜电位明显高于 8̂*PMH 培养组和 0'QTcP*BQ*

转染组$差异均有统计学意义)均 QnH\HG*&B; P̂̂S培养组原代和第 M 代细胞中及 0'QTcPd转染组细胞中
QF; 表达比例均明显低于 8̂*PMH 培养组及 0'QTcP*BQ*转染组$差异均有统计学意义)均 QnH\HG*% (结论
(B; P̂̂S培养体系可促进 %; 0̂干性的维持$抑制细胞凋亡$其机制可能与端粒酶P3MGP线粒体通路及 dcA)f89

信号通路的激活有关%(

"关键词#(胚胎干细胞& 微环境& 端粒酶& 角膜缘干细胞& 信号通路& 凋亡& 克隆形成单位
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3,&<'#$07#,? -#$8/ 9"+9&25,6#8'109&21&..0)B; 0̂* 2'1,#P&8<',#82&89&8"+81&9"&09&28&00#-"$2+8 .'25+.09&2

1&..0)%; 0̂*$5$9'902&1"+8'02 "+08#95&&8 &.$1'/+9&/:(@4A%($'<%(*"'009$/67+09#&43.#,&9"&2#.&1$.+,

2&1"+8'02#-B;^2'1,#P&8<',#82&89&8"+81'8=9"&09&28&00+8/ '8"'5'9'8=9"&+3#39#0'0#-%; 0̂:(;%$+#0)(

D$2+8 %; 0̂7&,&1$.9$,&/ 56&43.+891$.9$,&2&9"#/ 7'9" 8̂*PMH 2&/'$2+8/ 8̂*PMHkMH]B; 1$.9$,&0$3&,8+9+89

)B; P̂̂S*$,&03&19'<&.6:̂ #.#86-#,2+9'#8 +00+67+0$0&/ 9#+8+.6Y&9"&3,#.'-&,+9'#8 +5'.'96#-1&..0:*&.#2&,+0&

,&<&,0&9,+801,'39+0&)*BQ** 0'QTc)GNPMO890'QTc* #,0'QTc)01PIJHHJ* 7+09,+80-&19&/ '89#9"&1&..0#-B; P̂

Ŝ=,#$3:c3#39#0'0+8/ 2'9#1"#8/,'+.2&25,+8&3#9&89'+.7&,&+00+6&/ 56-.#7169#2&9,6$+8/ 9"&&43,&00'#80#-

9&.#2&,+0&+8/ ,&+19'<&#46=&8 03&1'&0)QF;* '8 *BQ*0'QTcP#,0'QTcPdP9,+80-&19&/ 1&..056'22$8#-.$#,&01&81&

+8/ -.#7 169#2&,6:Q*PĈQ$ '22$8#-.$#,&01&81&09+'8'8=+8/ f&09&,8 5.#97&,&&23.#6&/ 9#/&9&,2'8&9"&

&43,&00'#80#-3KI$c*CP5'8/'8=1+00&99&9,+803#,&,VM )cĝ VM*$'89&=,'8 #G 2QTc+8/ 3,#9&'80+8/ 169#?&,+9'8 I

) ÂI* '8 9"&1&..0:*"&.&<&.0#--#1+.+/"&0'#8 ?'8+0&)dcA*$c?9$=.61#=&8 0689"+0&?'8+0&I#)V;AI#* +8/ 3MG

3,#9&'8 +8/ 3"#03"#,6.+9'#8 3,#9&'80'8 9"&1&..07&,&/&9&19&/ 56f&09&,8 5.#9:(B%),1$)(*"&%; 0̂3,&0&89&/ +8

'81,&+0&/ 3,#.'-&,+9'<&1+3+1'96+8/ 3+00+=&/ 9#9"&&'="9" =&8&,+9'#8 7'9" 9"&1#.#86P-#,2'8=&--'1'&816) d̂B* #-

)J\KlH\K*] '8 B; P̂̂S =,#$3$5$99"&1&..09#9"&0'49" =&8&,+9'#8 7'9" 9"& d̂B#-)O\KlH\K*]$0"#7'8=+

0'=8'-'1+89/'--&,&81&5&97&&8 9"&2)6mX\XOX$ QmH\HGG *:*"&+3#39#9'1,+9&0#-9"&1&..0-,#2 M 9",#$=" K

=&8&,+9'#807&,&.#7&,'8 9"&B; P̂̂S=,#$3 9"+8 9"#0&'8 9"& 8̂*PMH =,#$3 )+..+9QnH\HO*:*"&+3#39#9'1,+9&#-

9"&1&..07+0)J\KJlG\IG*] '8 9"&0'QTcPd9,+80-&19&/ =,#$3$7"'1" 7+00'=8'-'1+89.6.#7&,9"+8 )IM\IIlI\GI*]

'8 9"&0'QTcP*BQ*9,+80-&19&/ =,#$3 ) 6mbGM\OWW$ QmH\HHH *:T#0'=8'-'1+89/'--&,&81&07&,&0&&8 '8 9"&

&43,&00'#8 .&<&.0#-3KI$cĝ VM$'89&=,'8 #G 2QTc+8/ 3,#9&'80+8/ *BQ*3,#9&'8 '8 9"&3,'2+,61&..05&97&&8 9"&

B; P̂̂S=,#$3 +8/ 9"& 8̂*PMH =,#$3 )+..+9QoH\HO*$5$90'=8'-'1+89.6/&1.'8&/ &43,&00'#80#-̂ AI 2QTc+8/

3,#9&'8 7&,&-#$8/ '8 9"&B; P̂̂S=,#$3 1#23+,&/ 7'9" 9"&̂ 8*PMH =,#$3 )+..+9QnH\HG*:D#7&<&,$9"&&43,&00'#80

#-3KI$ cĝ VM$ '89&=,'8 #G 2QTc +8/ 3,#9&'80+8/ *BQ*3,#9&'8 '8 9"&0&1#8/ =&8&,+9'#8 #-9"&1&..07&,&

0'=8'-'1+89.6"'="&,'8 9"&B; P̂̂S=,#$3 1#23+,&/ 7'9" 9"& 8̂*PMH =,#$3 )+..+9QnH\HG*:*"&9&.#2&,+0&+19'<'96

7+0)X\WIlH\KJ* ] '8 9"&0'QTcP*BQ*9,+80-&19&/ =,#$3$7"'1" 7+00'=8'-'1+89.6.#7&,9"+8 )XK\JGlG\MM* ] #-

9"&0'QTcPd9,+80-&19&/ =,#$3 )6mOM\GGK$QmH\HHH *:*"&&43,&00'#8 #-3dcA$ 3c?9$ 3V;AI# 3,#9&'807&,&

7&+?&8&/$5$99"&&43,&00'#8 #-3MG 7+0'81,&+0&/ '8 9"&B; P̂̂S =,#$3 +-9&,+//'9'#8 #-dcA'8"'5'9#,$V;AI#
'8"'5'9#,+8/ *BQ*P0'QTc9,+80-&19&/ =,#$3:S'9#1"#8/,'+.2&25,+8&3#9&89'+.'8 9"&0&1#8/ =&8&,+9'#8 #-1&..07+0

&.&<+9&/ '8 9"&B; P̂̂S=,#$3 '8 1#23+,'0#8 7'9" 9"& 8̂*PMH =,#$3 +8/ 9"&0'QTcP*BQ*9,+80-&19&/ =,#$3 )+..+9

QnH\HG*$+8/ 9"&,+9&0#-QF; 3#0'9'<&.6,&+19'#8 7+0.#7&,'8 9"&B; P̂̂S=,#$3 +8/ 9"&0'QTcPd9,+80-&19&/ =,#$3

9"+8 9"#0&#-9"& 8̂*PMH =,#$3 +8/ 0'QTcP*BQ*9,+80-&19&/ =,#$3 )+..+9QnH\HG*:(C#.(1,)'#.)(B; P̂̂S

1$.9$,&0609&21+8 &--&19'<&.6?&&3 9"&09&28&00#-%; 0̂+8/ '8"'5'9+3#39#0'0:B; P̂̂S1$.9$,&0609&23.+60-$819'#80

3,#5+5.6<'+9&.#2&,+0&P3MGP2'9#1"#8/,'+.+4'0+8/ 9"&+19'<+9'#8 #-9"&dcA)f890'=8+.'8=3+9"7+60:(

!6%7 /#"0)"5 B25,6#8'1 09&2 1&..0& T'1"&& *&.#2&,+0&& %'25+. 09&2 1&..0& ;'=8+.'8= 3+9"7+6&

c3#39#0'0& #̂.#86P-#,2'8=$8'90

((干细胞具有细胞周期长(增生能力强(有自我更新
和多向分化等特性$其在机体修复及疾病治疗方面具
有广阔的应用前景$是近年来研究的热点% 干细胞内
部信号与外部微环境对其干性的维持非常重要

+G, $研
究表明$成体细胞的生物学特性可以被其周围的干细
胞微环境所改变

+MbI, % 无活性的老年鼠肌肉卫星干细
胞可受年轻鼠的同种干细胞产生的一些因子的影响而

恢复活力和功能
+X, $年老牙周干细胞衰减的增生和分

化能力可在青年牙周干细胞条件培养液得到增强
+O, %

胚胎干细胞)&25,6#8'109&21&..0$B; 0̂*条件培养液具
有促进增生及抑制凋亡的作用

+KbW, % 我们先前的研究
发现$B; 0̂微环境具有促进细胞增生的作用$可以减

缓甚至逆转成体细胞的老化
+NbGH, $B; 0̂处理后的兔角

膜上皮细胞在 MM 周内就可以连续传代超过 OO 代$甚
至通常情况下不能增生的人和猫角膜内皮细胞也可获

得较强的增生与传代能力
+GG, % 经过该系统处理的已

分化成体细胞的增生能力明显增强$表现为细胞融合
加快( 倍增时间缩短( 克隆形成率 ) 1#.#86P-#,2'8=
&--'1'&816$ d̂B*增加$而且可使细胞保持原来的生物
学特性% 随着增生传代的进行$成体细胞逐渐恢复其
前体细胞的某些特性$如角膜上皮前体细胞标记 CKI

和三磷酸腺苷结合转运蛋白 V超家族成员 M )c*CP
5'8/'8=1+00&99&9,+803#,&,VM$cĝ VM *等蛋白的表达
水平均明显增高$角膜上皮细胞终末阶段的特异性标
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志物细胞角蛋白 I )169#?&,+9'8I$ ÂI * )̂AGM 表达下
降$更为重要的是$所获得的细胞中并未检测到细胞中
F19PX 的表达% 以上这些研究结果充分说明B; 0̂微环
境作用的细胞具有良好的生物安全性$无向肿瘤转化
的倾向

+N$GG, % 研究表明$角膜缘干细胞 ).'25+.09&2
1&..0$%; 0̂*具有活性端粒酶的表达 +GMbGX, % B; 0̂条件
培养液使角膜上皮细胞获得强大增生能力的作用可能

是通过激活整合素 #G)'89&=,'8 #G *P黏着斑激酶)-#1+.
+/"&0'#8 ?'8+0&$ dcA*PC>IA)c?9而实现的$提示在
B; 0̂微环境培养体系中可能存在端粒酶相关信号通
路来调控成体细胞)成体干细胞的衰老与分化 +GO, % 但
目前对胚胎环境如何延缓$甚至逆转机体及其细胞的
衰老的机制尚缺乏深入系统的研究$本研究在既往研
究的基础上$拟从端粒酶调控机制入手$确立端粒酶信
号通路在 B; 0̂微环境增强成体干细胞增生能力中的
机制%

85材料与方法

8:85材料
GMN 小鼠 B; 细胞株)BGX 细胞*)中山大学干细胞

与组织工程研究中心项鹏教授馈赠*&血清替代物(
A8#1?#$9ESBS 培养基(庆大霉素)链霉素 )美国
V'51#公司*&*,630'8(BE*c(#P二巯基乙醇(明胶 )美
国 ;'=2+Pc./,'1" 公司*&3KI(端粒酶逆转录酶)9&.#2&,+0&
,&<&,0&9,+801,'39+0&$*BQ**多克隆抗体(*BQ*0'QTc
转染试剂)美国 ;+89+ ,̂$Y公司*&大鼠抗小鼠 F19PX
)ScgXIHO*(小鼠抗人 cĝ VM)ScgXGIO*(小鼠抗人
ÂI 单克隆抗体) ĝ%MGW* )美国 "̂&2'1#8 公司*&小
鼠抗人 '89&=,'8 #G单克隆抗体 )+5MNHXM$英国 c51+2
公司 *& 细 胞 凋 亡 试 剂 盒 ) G̀IMXG *( 山 羊 抗 鼠
)IGWHH*(山羊抗兔 )IGWMI*c.&4+d.$#,$偶联的二抗
)美 国 >8<'9,#=&8 公 司 *& 8̂*PMH 培 养 基 ) 瑞 士
B̂%%8*B̂ 公司 *&端粒重复序列扩增法 )9&.#2&,'1

,&3&+9+23.'-'1+9'#8 3,#9#1#.$*QcC*PB%>;c试剂盒 )瑞
士 Q#1"&公司*% 细胞培养皿(K 孔板(离心管 )美国
g&19#8 E'1?'80#8 公司 *&冻存管(细胞计数板 )美国
#̂,8'8=公司*&H\MM !2过滤器)美国 S'..'3#,&公司*&

G\O 2.与 H\O 2.无 QT+0&离心管(无 QT+0&枪头(Ĉ Q
管)美国 c46=&8 公司*%
8:95方法
8:9:85BGX 细胞的培养与上清的获取(将 BGX 细胞
种植于用质量分数 H\G]明胶包被的 GH 12培养皿上$
置于 IJ a(体积分数 O] F̂M培养箱内培养$传代时细

胞密度为 XHH)12M$每日换半量液并收集上清液$

bWH a保存$每 M [I 天按照相同密度进行传代% 在上
清收集前和收集后用大鼠抗小鼠 F19PX 单克隆抗体
)一抗及二抗工作浓度均为 G iGHH*进行免疫组织化学
染色$以确定 B; 0̂处于未分化状态% 将多次搜集的
B; 0̂上清液解冻后充分混匀$离心半径 MH 12$
G HHH ,)2离心 O 2'8$取上清液$用 H\MM !2滤膜过滤除
菌$分装后置bWH a保存备用$用于配制B; P̂̂S培养液%
8:9:95%; 0̂的培养与分组(用人角膜缘组织)广东
省眼库提供*以组织块培养法培养 %; 0̂$供体年龄为
GW [XH 岁$取材时间在 MX " 以内% 将角膜缘组织以环
形剪成 GM [GK 块$每块约 M 22pM 22大小$组织上皮
面朝下贴附于 K 孔板中$每孔放置 M 块% 将分离和培
养的%; 0̂分为 8̂*PMH 培养组和B; P̂̂S培养组$分别以
相应的培养液在 IJ a(O] F̂M培养箱中静置培养M [I /$
换液% 细胞达 WH][NH]融合时加入质量分数 H\MO]
胰蛋白酶kH\HG]BE*c混合消化液$按照 MpGHX )12M

的

密度进行传代% 每日光学显微镜下观察并照相%
8:9::5细胞克隆能力分析5消化对数生长期的细胞$
细胞经离心(计数和重悬后接种到 KH 22pKH 22的培
养皿中$每个培养皿接种 MpGHI

个细胞&细胞培养箱中
静置培养$隔日半量换液% 培养后 G 周吸出培养液$用
Cg; 轻轻漂洗后加入固定液)W甲醇 iW冰醋酸 mI iG*固定
MH 2'8&Cg; 冲洗$行 V'&20+染色)G iGH 稀释*% 光学
显微镜下观察细胞克隆形态$按照文献+GK,的方法计
算细胞克隆数和 d̂B$以oW 个细胞的集落视为 G 个克
隆$ d̂Bm克隆数目)接种细胞数pGHH]%
8:9:D5QTc干扰实验(选择第 M 代 B; P̂̂S培养组
细胞进行实验$密度为 OpGHX )12M$将细胞分为 0'QTcPd
转染组和 0'QTcP*BQ*转染组$根据说明书的步骤分
别转染对照 0'QTc)01PIJHHJ*和 *BQ*0'QTc)GNPMO89
0'QTc*$分别用0'QTcPd和0'QTcP*BQ*孵育 MX [JM "%
8:9:E5流式细胞仪检测
8:9:E:85细胞凋亡检测5用细胞凋亡检测试剂盒
) G̀IMXG*检测各组各代细胞的凋亡情况% 收集细胞$
用冷 Cg; 洗 G 次$G HHH ,)2'8 离心 O 2'8$将细胞重悬
于 G 倍 +88&4'8 结合缓冲液中$与 +88&4'8 `抗体和碘
化丙啶) 3,#3'/'$2'#/'/&$C>*共孵育后用流式细胞仪
检测细胞的凋亡比例%
8:9:E:9 5细胞中 3*BQ*检测(收集各组细胞$
G HHH ,)2'8离心 O 2'8$弃上清$加 GHH !.G 倍 dĉ ; 破
膜液 M 重悬细胞$室温孵育 GH 2'8&用含体积分数 O]
小牛血清)-&9+.1+.-0&,$2$d̂ ;*的 Cg; 洗涤后$加入
GHH !.含兔抗鼠 *BQ*抗体 )G iGHH *的 Cg; 重悬细
胞$X a 孵育 KH 2'8&洗涤后加入 GHH !.含 c.&4+
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d.#$,$偶联羊抗兔 >=V)G iGHH$ONX 82$红色*% 洗涤
后加入 GHH !.含 O]d̂ ; 的 Cg; 重悬细胞$用 dĉ ;
+̂.'5$,流式细胞仪检测$结果用 &̂..e$&09C,#软件进
行分析%
8:9:E::5线粒体膜电位检测5收集细胞$G HHH ,)2'8
离心 O 2'8$以 GpGHK )2.重悬于培养液&加入 H\G !=)2.
罗丹明 GMI 染液$IJ a(O] F̂M细胞培养箱中孵育

IH 2'8&离心$用 Cg; 洗细胞 M 次&用流式细胞仪检测%
8:9:F 5细胞中活性氧簇含量检测5将细胞置于
IO 22的 C&9,'培养皿中进行培养$用含 O 22#.)%葡萄
糖的 Cg; 轻洗细胞 I 次$每毫升培养液滴入 .22#.)%
DMÊ dEcG !.$室温下避光孵育 IH 2'8$G HHH ,)2'8 离
心 O 2'8$收集细胞$用 Cg; 洗涤细胞 I 次$流式细胞仪
检测细胞中活性氧簇),&+19'<&&46=&8 03&1'&0$QF;*水
平% Cg; 洗涤细胞 G 次$加入 GH !2#.)%的 DM Ê dEc
探针染液.2.$室温孵育 XO 2'8$洗涤细胞 G 次&加入无
酚红 ESBS培养液$激光扫描共焦显微镜下观察细胞
的形态及 QF; 水平%
8:9:G5采用 Q*PĈQ法检测细胞中各标志物基因的
表达(采用 *,'Y#.试剂提取细胞的总 QTc$以 VcCED
为内参% 采用 1ETc合成试剂盒 MH !.体系$取 G 2=
的 QTc合成单链 1ETc$采用半定量 Ĉ Q法分别检测
细胞中 %T3KI(cĝ VM('89&=,'8 #G和 ÂI 2QTc的相
对表达量$引物序列见表 G% Ĉ Q反应体系'GH 倍 Ĉ Q
缓冲液 M\M !.$M\O 22#.)%/T*CM\O !.$GH !2#.)%上
下游引物各 H\O !.$*+@BH\O !.$//DMFGI\W !.$逆转
录产物 O\H !.% 反应程序'NX a预变性 X 2'8&NX a变
性 IH 0$OX a退火 IH 0$JM a延伸 IH 0$IH 个循环&
JM a再延伸 K 2'8% 扩增产物经质量分数 G\O]琼脂
糖凝胶 GHH `电泳 XH 2'8$观察并记录结果$利用
%+57#,?0软件计算灰度值%

表 85BHI!CB相关引物

目的基因 引物)O/bI/ * 退火温度

)a*
产物大小

) 53*

%>.EV)cdHJOXIG:G* d'VVcccĉ cc*V̂ ^̂ cVĉ *̂ OX MXM
Q'VccVVĉ ĉ V*̂ Vccĉ *V*V

IXKCU)cRHGJGKW* d'ĉ ĉ**V̂ c*̂ **VV̂ *V*̂ OX GWJ
Q' V̂c*V̂ ^̂ *V̂ ***ĉ ĉcc

5*6&+/'* !G)TSqHHMMGG* d'cc*V*cĉ ĉĉ V̂*cV̂ OM GJX
Q' ĉVV*̂ ĉ*ccVV*cV*cVc

KAV)TSqHOJHWW* d'VV̂ cVcVc*̂ VcVVV*V*̂ KM MMX
Q'*V̂ VV*cVV*VV̂ Vc*̂ *

CIQ(J)SIIGNJ* d'cĉ VVc***VV*̂ V*c**V OX MHW
Q'VVccVc*VV*Vc*VVVc**

(注'cĝ VM'三磷酸腺苷结合转运蛋白 V超家族成员 M&>89&=,'8 #G '整

合素 #G & ÂI'细胞角蛋白 I&VcCED'甘油醛三磷酸脱氢酶

8:9:J5免疫荧光化学法检测细胞中各标志物蛋白的
表达5按照文献+GJ,方法进行细胞免疫荧光化学检
测% 将各组待检测的细胞接种到包被有质量分数 G]
多聚赖氨酸的无菌载玻片上$放入 K 孔板中$IJ a培
养箱中培养 MX "$吸去培养液$取出载玻片$Cg; 漂洗%
滴加质量分数 X]多聚甲醛溶液$室温固定 MH 2'8$
Cg; 漂洗% 质量分数 H\HI] *,'9#8hPGHH 破膜 O 2'8&
山羊血清封闭 MH 2'8% Cg; 漂洗分别滴加 3KI 抗体
)G iOH*(cĝ VM 抗体 )G iOH *('89&=,'8 #G ) G iGHH *(
ÂI 抗体 )G iGHH *(小鼠抗人 F19PX 抗体 ) G iGHH *(

*BQ*抗体)G iGHH*$X a孵育过夜$Cg; 漂洗&然后分
别滴加相应 c.&4+d.#$,$偶联二抗$室温避光孵育 G "$
Cg; 漂洗&滴加稀释浓度为 G iM HHH 的 D#&1"&09
IIIXM$室温避光孵育 O 2'8$Cg; 漂洗&抗荧光衰减封
片剂封片$激光扫描共焦荧光显微镜下观察并拍照%
Cg; 代替一抗作为阴性对照%
8:9:K 5B%>;c法检测 %; 0̂中端粒酶活性(参照
*QcCPB%>;c试剂盒的说明书操作% 将冻存样品于
X a解冻 GH 2'8$将 MHH !.细胞裂解液加入保存细胞
样品的 B33&8/#-管内$与细胞充分混匀$冰水浴
IH 2'8$期间每 O 分钟振荡 G 次$使细胞充分裂解%
X a(GK HHHp+ 离心 MH 2'8$吸取上清待测% 取 MO !.
*QcC反应液于 Ĉ Q反应管内$加入 I !.待测样品'取
相当于检测 OpGHI

细胞量的提取液的端粒酶活性$去
离子水补足至 OH !.$充分混匀$滴加 M 滴石蜡油封盖
反应体系$置于 Ĉ Q循环仪进行 *QcC反应% 循环条
件为 MO a引物延长 XH 2'8&NX a端粒酶失活O 2'8$M
个循环&Ĉ Q反应条件为 NX a变性 IH 0$OH a退火
IH 0$JM a延伸 NH 0$共 II 个循环$JM a再延伸GH 2'8%
取 O !.*QcC反应产物加 MH !.核酸变性液% MHa孵
育 GH 2'8 后加入 MMO !.杂交反应液$充分混匀% 取
GHH !.混合液转移到包被抗地高辛的微孔板)试剂盒
提供*内$IJ a孵育 M "&吸出反应液$洗板液洗 I 次&
加入抗地高辛抗体工作液并与底物显色MH 2'8后终止
反应$混匀后$以 KOH 82为参照波长$测定样品在 XOH 82
的吸光度)I*值% 以试剂盒自带的阳性样品)端粒酶
活性阳性细胞的提取物*为阳性对照$阴性对照为
KO a处理 IH 2'8 的 GH 个阳性样品%
8:9:8L5采用 f&09&,8 5.#9法测定细胞中相关蛋白的
表达(当细胞生长至融合状态时$收集细胞检测细胞
中 3KI( cĝ VM( dcA( c?9( 糖 原 合 成 酶 激 酶 I#
)=.61#=&8 0689"+0&?'8+0&I#$V;AI#*(3dcA(3c?9和
3V;AI#蛋白的表达% 按照检测的目的蛋白分别加入
一抗为小鼠抗 人 3KI( cĝ VM( dcA( c?9( V;AI#(
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3dcA(3c?9(3V;AI#('89&=,'8 #G( ÂI 和 F19PX 抗体以
及兔抗人 *BQ*抗体)均为 G iG HHH*$然后加入 DQC
标记的羊抗小鼠 >=V)G iM HHH*(DQC标记的山羊抗兔
>=V)G iM HHH*二抗%
8::5统计学方法

采用 ;C;; GG\H 统 计 学 软 件 )软 件 序 列 号'
OXWJIHXNMI$清华大学出版社*进行统计分析% 本研究
各测试指标的计量资料的数据以 Yl3表示% 采用均衡
分组单因素干预两水平实验设计$ 8̂*PMH 培养组与
B; P̂̂S培养组间及 0'QTcP*BQ*转染组与 0'QTcPd
转染组间各评价指标的差异比较均采用独立样本 6检
验$采用双尾检测法$QnH\HO 为差异有统计学意义%

ES
C�
CM

培
养
组

Cn
T�
20

培
养

组
传

代
次

数

10

8

6

4

2

0
ESC�CM
培养组

CnT�20
培养组

ESC�CM
培养组

CnT�20
培养组

a
8.00

6.00

4.00

2.00

0.00

CF
E（

%
）

P0 P1 P2 P4 P6 P8

Cn
T�
20

培
养

组
ES

C�
CM

培
养

组 a
A

DB

C
图 95MNCIC;培养组和 C.HI9L 培养组 ONC)培养形态和 CPM的比较(c'B; P̂̂S培养组细胞可传至
第 W 代并保持较小的(鹅卵石样的形态$而 8̂*PMH 培养组细胞则只能传至第 K 代$可见空泡样和凋亡样细

胞(g'B; P̂̂S培养组传代细胞数与 8̂*PMH 培养组的比较(与 8̂*PMH 培养组比较$+QnH\HO)独立样本 6
检验$*mI*( '̂与 8̂*PMH 培养组细胞相比$B; P̂̂S培养组细胞克隆形成较多$克隆形态更小(更圆(E'

B; P̂̂S培养组传代细胞数与 8̂*PMH 培养组 d̂B的比较(与 8̂*PMH 培养组比较$+QnH\HO )独立样本 6
检验$*mI*(B; P̂̂S'胚胎干细胞培养液上清& d̂B'克隆形成率

95结果

9:85各组 %; 0̂增生能力的变化
无血清的条件下添加白血病抑制因子(SBA抑制

剂)CEGWXIOM*和 V;AI 抑制剂 ) D̂>QNNHMG*进行培
养$小鼠 B;PBGX 细胞可以脱离饲养层$并且具有较好
的未分化状态$细胞呈克隆样生长 )图 Gc*% 免疫荧
光化学法检测结果显示$B;PBGX 细胞表达 B; 细胞的
标志物 F19PX )图 Gg*% 8̂*PMH 培养组和 B; P̂̂S培
养组人角膜缘组织块培养 O [K / 可见细胞从组织块
边缘爬出$培养 GH / 左右达 WH] [NH]融合状态$细
胞呈多角形$排列紧密$生长良好$M 个组原代及第 G
代细胞形态无明显区别%
随着传代次数增加$ 8̂*PMH
培养组细胞逐渐出现空泡$
凋亡样细胞较多$第 O 代(K
代细胞悬浮增加$细胞无法
继续传代&B; P̂̂S培养组
细胞传至第 M 代以后空泡
和凋亡样细胞较少$第 W 代
细胞仍然保持较为典型的

多角形$但体积比原代细胞
增大 )图 Mc$g*% B; P̂̂S
培养组细胞克隆数目多$
d̂B为 ) J\K lH\K *]$ 而
8̂*PMH 培养组细胞形成的
克隆则相对较少$ d̂B为
)O\KlH\K *]$差异有统计
学 意 义 ) 6mX\XOX$ Qm
H\HGG* )图 M $̂ E*% B; P̂
Ŝ培养组第 M(X(K 代细胞
的凋亡比例比相应 8̂*PMH

培养组低$差异均有统计学意义 )6mbGO\WOI$Qm
H\HHH&6mW\WHI$QmH\HHG&6mbN\MIJ$QmH\HHG *%
0'QTcPd转染组 %; 0̂凋亡百分率为)J\JlG\I*]$而
0'QTcP*BQ*转染组 %; 0̂凋亡百分率为 ) IM\I l
I\G*]$M 个组间差异有统计学意义)6mbGM\IWW$Qm
H\HHH*)表 M$图 I*%

BA 20μm

图 85MNC)的未分化状态(c'B; 0̂克隆样外观)pGHH*(g'免疫
荧光化学法检测显示 B; 0̂中 F19PX 表达阳性$呈绿色荧光 )标尺m
MH !2*

表 95MNCIC; 培养组与 C.HI9L 培养组间细胞
凋亡率的比较)!Q"$R*

组别 样本量 原代 第 G 代 第 M 代 第 X 代 第 K 代

B; P̂̂S培养组 I I\XlH\O K\HlH\X O\NlH\M K\OlH\X W\HlH\J
8̂*PMH 培养组 I I\NlH\J K\MlH\I N\MlH\I GI\NlG\X GN\IlM\H

6 bG\HHJ bG\JIO bGO\WOI W\WHI bN\MIJ
Q H\IJG H\GOW H\HHH H\HHG H\HHG

(注'B; P̂̂S'胚胎干细胞培养液上清
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图 :5ONC)凋亡率的检测结果(cTB; P̂̂S
培养组原代及第 G(M(X(K 代 %; 0̂凋亡百分
比的流式细胞图(gT0'QTcPd组和 0'QTcP
*BQ*转染组细胞的凋亡百分比的流式细胞
图(C>T碘化丙啶&B; P̂̂ST胚胎干细胞培养
液上清&*BQ*T端粒酶逆转录酶&CHT原代细
胞&CG(CM(CI(CXT分别为 G [X 代细胞

9:95各组 %; 0̂干性标志物的表达
半定量 Q*PĈQ分析显示$ B; P̂̂S 培养组与

8̂*PMH 培养组的原代 %; 0̂中 %T 3KI( cĝ VM 和
'89&=,'8 #G 2QTc的相对表达量差异均无统计学意义
)6mH\KGM$QmH\OJI&6mH\KGM$QmH\OJI&6mM\H$Qm
H\GGK*$而 B; P̂̂S培养组 ÂI 2QTc的相对表达量
明显低于 8̂*PMH 培养组$差异有统计学意义 )6m
bO\IJK$QmH\HHK*)图 X$表 I*%

GAPDH

CK3

Integrinβ1

ABCG2

p63

1 2 3 4 5 6
图 D5各组 ONC)中 6S
2F:(3>CT9('.$%="'."8

和 C6: &BS3的表达
(可见 B; P̂̂S培养组
与 8̂*PMH 培养组间细胞
中 %T 3KI( cĝ VM 和
'89&=,'8 #G 2QTc的表达
强度接近$而 B; P̂̂S培

养组原代和第 M 代细胞中 ÂI 2QTc的表达轻度均弱于 8̂*PMH 培
养组(GT 8̂*PMH 培养组原代细胞(MTB; P̂̂S培养组原代细胞(IT
B; P̂̂S培养组第 M 代细胞(XT 8̂*PMH 培养组第 M 代细胞(OT
0'QTcPd转染组细胞(KT0'QTcP*BQ*转染组细胞(cĝ VT三磷酸
腺苷结合转运蛋白 V超家族成员&'89&=,'8T整合素& ÂT细胞角蛋白&
VcCEDT三磷酸甘油醛脱氢酶
(

表 :5MNCIC; 培养组与 C.HI9L 培养组间
ONC)中标志物 &BS3的表达)!Q"*

组别 样本量
原代 %; 0̂中标志物表达 第 M 代 %; 0̂中标志物表达

3KI cĝ VM '89&=,'8 #G ÂI 3KI cĝ VM '89&=,'8 #G ÂI

B; P̂̂S培养组 I M\HlH\M M\GlH\M G\OlH\G H\KlH\G G\WlH\M G\NlH\M G\JlH\M H\OlH\G
8̂*PMH 培养组 I G\NlH\M M\HlH\M G\XlH\G G\MlH\M G\XlH\G G\XlH\G G\MlH\M G\HlH\M

6 H\KGM H\KGM M\HHH bO\IJK I\HNW I\OHH X\HGH bO\HKH
Q H\OJI H\OJI H\GGK H\HHK H\HIK H\HMO H\HGK H\HGG

(注TB; P̂̂ST胚胎干细胞培养液上清&%; 0̂T角膜缘干细胞&cĝ VT三

磷酸腺苷结合转运蛋白 V超家族成员&'89&=,'8T整合素& ÂT细胞角蛋

白)独立样本 6检验*

((免疫组织化学和流式细胞仪分析显示$M 个组细
胞中干性标志物 3KI(cĝ VM('89&=,'8 #G蛋白表达的

阳性细胞率差异均无统计学意义 ) 6mM\HXM$ Qm
H\GGG&6mG\JXO$QmH\GOK&6mG\JXO$QmH\GOK*$而分
化蛋白 ÂI 阳性细胞率明显低于 8̂*PMH 培养组$差
异有统计学意义)6mbN\XNK$QmH\HHG*% B; P̂̂S培

养组第 M 代细胞中 3KI(cĝ VM('89&=,'8 #G阳性细胞率

明显高于 8̂*PMH 培养组$差异均有统计学意义 )6m
G\NNX$QmH\HMH&6mJ\GKW$QmH\HHM&6mJ\GKW$Qm
H\HHM*% 与 0'QTcPd转染组比较$0'QTcP*BQ*转染

组 3KI(cĝ VM('89&=,'8 #G阳性细胞率明显下降$差异
均有统计学意义)均 QnH\HG*$而 ÂI 阳性细胞率明
显升高$差异有统计学意义)QnH\HO*)图 O$表 X$O*%
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图 E5免疫荧光检测各组 ONC)细胞表型)pGHH*(cTB; P̂̂S培养
组与 8̂*PMH 培养组原代细胞中 3KI(cĝ VM('89&=,'8 #G和 ÂI 阳性

细胞数量和表达强度接近(gTB; P̂̂S培养组第 M 代细胞中 3KI(
cĝ VM 阳性细胞数量多$表达强于 8̂*PMH 培养组$但组间 '89&=,'8
#G和 ÂI 阳性细胞接近( T̂0'QTcPd转染组 3KI(cĝ VM('89&=,'8

#G 阳性表达高于 0'QTcP*BQ*转染组$ ÂI 阳性细胞少于 0'QTcP

*BQ*转染组(cĝ VT三磷酸腺苷结合转运蛋白 V超家族成员&
'89&=,'8T整合素& ÂT细胞角蛋白&B; P̂̂ST胚胎干细胞培养液上清&
*BQ*T端粒酶逆转录酶&CHT原代细胞&CMT第 M 代细胞
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表 D5MNCIC; 培养组与 C.HI9L 培养组间各种标志物阳性细胞率比较)!Q"$R*

组别 样本量
原代阳性 %; 0̂率 第 M 代阳性 %; 0̂率

3KI cĝ VM '89&=,'8 #G ÂI 3KI cĝ VM '89&=,'8 #G ÂI

B; P̂̂S培养组 I KM\MHlM\II KK\GIlG\WK KO\GIlG\WK GM\MIlG\JJ KI\MJlM\HO KO\MJlH\NH KM\MJlH\NH GX\IJlH\JW

8̂*PMH 培养组 I ON\IIlH\JG KX\HJlH\WJ KI\HJlH\WJ MM\MIlH\XH OJ\WIlG\XO ON\GIlG\GJ OK\GIlG\GJ MK\NHlI\MN

6 M\HXM G\JXO G\JXO bN\XNK I\JXJ J\GKW J\GKW bK\XMH

Q H\GGG H\GOK H\GOK H\HHG H\HMH H\HHM H\HHM H\HHI

(注'B; P̂̂S'胚胎干细胞 8̂*PMH 培养液&%; 0̂'角膜缘干细胞&cĝ V'三磷酸腺苷结合转运蛋白 V超家族成员&'89&=,'8'整合素& Â'细胞角蛋白

)独立样本 6检验*

表 E5)'BS3IP转染组与 )'BS3IHMBH转染组间
各种标志物阳性细胞率比较)!Q"$R*

组别 样本量 3KI cĝ VM '89&=,'8 #G ÂI

0'QTcPd转染组 I KG\IJlG\JH KX\NJlG\IG KG\NJlG\IG GM\NlM\MW

0'QTcP*BQ*转染组 I GW\OIlH\JO GO\NHlG\JJ GM\MIlG\JW IN\OIlM\WI

6 IN\WXK IW\KOJ IN\HXJ bGM\KOJ

Q H\HHH H\HHH H\HHH H\HHH

(注'*BQ*'端粒酶逆转录酶&cĝ V'三磷酸腺苷结合转运蛋白 V超家

族成员&'89&=,'8'整合素& Â'细胞角蛋白)独立样本 6检验*

9::5各组 %; 0̂中 *BQ*和端粒酶的表达
B; P̂̂S培养组原代 %; 0̂中 *BQ*蛋白的表达水

平与 8̂*PMH 培养组间差异无统计学 意 义 ) Qm
H\HWJ*% B; P̂̂S培养组第 M 代%; 0̂中*BQ*的表达
量高于 8̂*PMH 培养组$差异有统计学意义)QnH\HG*%
0'QTcPd转染组细胞中 *BQ*蛋白的表达量与 0'QTcP
*BQ*转染组比较差异有统计学意义 )QnH\HG *%
B; P̂̂S培养组原代 %; 0̂中细胞端粒酶活性与 8̂*PMH
培养组的表达值接近$差异无统计学意义 )QoH\HO*
)QoH\HO*&但 B; P̂̂S培养组第 M 代 %; 0̂中端粒酶
活性高于 8̂*PMH 培养组$差异有统计学意义 )6m
OM\GGK$QmH\HHH*)图 K$表 K [W*%

表 F5不同细胞培养组 ONC)中 HMBH
阳性细胞比例及端粒酶活性比例)!Q"$R*

组别 样本量

各代 %; 0̂中 *BQ*阳性
细胞比例

各代 %; 0̂端粒酶活性

原代 第 M 代 原代 第 M 代

B; P̂̂S培养组 I KX\IHlG\HW KN\GJlI\XN OI\HNlI\HN ON\OHlM\IG

8̂*PMH 培养组 I KM\HIlH\WH OI\XIlG\WH OI\MJlH\WN XK\GNlG\JG

6 M\NMO K\NXI bH\NJ W\HMG

Q H\HWJ H\HHM H\NMJ H\HHG

(注'%; 0̂'角膜缘干细胞&*BQ*'端粒酶逆转录酶&B; P̂̂S'胚胎干细
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图 F5HMBH在各组细胞中的表达)pGHH*(c'细胞中 *QB*阳性细
胞呈红色荧光$B; P̂̂S培养组和 8̂*PMH 培养组原代 %; 0̂中 *QB*
阳性细胞数接近&0'QTcPd转染组可见 *BQ*阳性细胞$但 0'QTcP
*BQ*转染组细胞未见 *BQ*表达 )pGH * (g'各组原代和第 M 代
%; 0̂中 *BQ*阳性细胞比例的流式细胞图(*BQ*'端粒酶逆转录
酶&B; P̂̂S'胚胎干细胞培养液上清&CH'原代细胞&CM'第 M 代细胞

胞培养液&)独立样本 6检验*

表 G5不同细胞转染组 ONC)中 HMBH
阳性细胞比例及端粒酶活性比例)!Q"$R*

组别 样本量 *BQ*阳性细胞 端粒酶活性

0'QTcPd转染组 I XN\WHlM\WO XK\JGlG\MM

0'QTcP*BQ*转染组 I K\XIlH\NI X\WIlH\KJ

6 MO\HOJ OM\GGK

Q H\HHH H\HHH

(注'%; 0̂'角膜缘干细胞&*BQ*'端粒酶逆转录酶&B; P̂̂S'胚胎干细

胞培养液上清)独立样本 6检验*

9:D5端粒酶相关信号通路的改变
B; P̂̂S培养组培养液中添加了 dcA抑制剂(

V;AI#抑制剂以及转染 *BQ*P0'QTc后$ 细胞中
3dcA(3c?9(3V;AI#的表达条带明显减弱$而细胞周
期相关蛋白 3MG 的表达条带增强)图 J*%
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图 G 5 4%)$%".41#$检测 ONC)
干性与信号通路相关蛋白的改变

c'B; P̂̂S培养组细胞中 3KI 和
cĝ VM 表达条带强于 8̂*PMH 培
养组&B; P̂̂S培养组细胞转染
0'QTcPd和0'QTcP*BQ*后 3KI 及 cĝVM 的表达强度减弱(G' 8̂*PMH
转染组(M'B; P̂̂S转染组(I'0'QTcPd转染组(X'0'QTcP*BQ*转
染组(g'B; P̂̂S培养组细胞添加了 dcA抑制剂和 V;AI#抑制剂
并转染 0'QTc后$3dcA(3c?9(3V;AI#的表达均明显降低$而细胞周
期相关蛋白 3MG 的表达增强(G'B; P̂̂S(M'B; P̂̂SkdcA抑制剂
I'B; P̂̂SkV;AI#抑制剂(X'B; P̂̂Sk0'QTcP*BQ*(cĝ V'三磷
酸腺苷结合转运蛋白 V超家族成员&dcA'黏着斑激酶&V;A'糖原合
成酶激酶
(

9:E5各组细胞中线粒体膜电位(QF; 与 %; 0̂凋亡的
关系

流式细胞仪的分析结果显示$B; P̂̂S培养组与
8̂*PMH 培养组原代 %; 0̂的线粒体膜电位改变比例分
别为)WW\NlI\OM*]和)WW\GJlI\WX*]$差异无统计
学意义)QmH\WGN*$B; P̂̂S培养组第 M 代 %; 0̂的线
粒体膜电位改变比例为 )NH\GJlI\NO *]$明显高于
8̂*PMH 培养组的)JO\NJlO\GM*]$差异有统计学意义

)6mI\WHI$QmH\HGN*% 0'QTcPd转染组细胞的线粒体
膜电位改变比例为)JX\HIlO\HO*]$明显高于 0'QTcP
*BQ*转染组的)IM\IJlI\IH*]$差异有统计学意义
)6mGG\NKG$QmH\HHH* )图 W*% B; P̂̂S培养组原代
和第 M 代细胞中 QF; 的表达量比相应 8̂*PMH 培养组
低$而 0'QTcP*BQ*转染组 QF; 表达细胞比例比
0'QTcPd转染组有所升高$差异均有统计学意义 )6m
bMW\MGG(bN\IGM(bMH\HJN$均QmH\HHH*)图 N$表 W$N*%

图 J5各组线粒体膜电
位改变的 细 胞 比 例 (
B; P̂̂S培养组与 8̂*P
MH 培养组原代(第 M 代
%; 0̂线粒体膜电位变化
流式细胞图$0'QTcPd转
染组 %; 0̂的线粒体膜
电位 高 于 0'QTcP*BQ*
转染组

表 J5MNCIC; 培养组与 C.HI9L 培养组间
B@N产生细胞比例比较)!Q"$R*

组别 样本量
不同代 %; 0̂QF; 表达细胞比例

原代 第 M 代

B; P̂̂S培养组 I M\WIlH\IM GW\XJlH\XO
8̂*PMH 培养组 I GG\XIlH\XM MX\GJlH\NK

6 bMW\MGG bN\IGM
Q H\HHH H\HHG

(注'B; P̂̂S'胚胎干细胞培养液上清&%; 0̂'角膜缘干细胞&QF;'活性

B

A1 A2 A3

A4 A5 A6

图 K5各组细胞 B@N产生情况)pGHH*(c'各组细胞产生 QF; 的激
光扫描共焦图片$可见 8̂*PMH 培养组和 0'QTcP*BQ*培养组 QF; 的
绿色荧光较强(cG'B; P̂̂S培养组 CH(cM'B; P̂̂S培养组 CM(
cI'0'QTcPd培养组(cX' 8̂*PMH 培养组 CH(cO' 8̂*PMH 培养组 CM
cK'0'QTcP*BQ*培养组(g'各组细胞 QF; 表达流式细胞图(B; P̂
Ŝ'胚胎干细胞培养液上清&*BQ*'端粒酶逆转录酶&QF;'活性氧簇

氧簇)独立样本 6检验*

表 K5)'BS3IP转染组与 )'BS3IHMBH转染组间
B@N表达细胞比例的比较)!Q"$R*

组别 样本量 QF;

0'QTcPd转染组 I MG\JJlM\GG
0'QTcP*BQ*转染组 I XJ\MHlH\KH
6 bMH\HJN
Q H\HHH

(注'*BQ*'端粒酶逆转录酶&QF;'活性氧簇)独立样本 6检验*

:5讨论

%; 0̂是一类小的原始细胞$可表达 3KI(cĝ VM(
'89&=,'8 "N('89&=,'8 #G(上皮生长因子受体(角蛋白 GN
和 "P烯醇酶$而不表达巢蛋白(钙黏蛋白(缝隙连接蛋
白( ÂI 和 ÂGM 等 +GWbMG, $且已证实 8̂*PMH 是通过
f89信号通路 #P1+9&8'8)*1-X)0$,<'<'8 的激活而保持
%; 0̂的干性的 +MM, % 根据上述研究结果$本研究以
3KI(cĝ VM('89&=,'8 #G作为 %; 0̂的干性标志物$并以
ÂI 作为分化标志物$发现在 8̂*PMH 培养体系中$

%; 0̂中干性标志物表达水平较高$而分化标志物表达
水平较低$与 %$ 等 +MM,

的结果一致% 随着细胞的传代$
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B; P̂̂S培养组各代细胞 3KI(cĝ VM('89&=,'8 #G等干

性标志物的水平较为稳定$与 8̂*PMH 培养组相比干性
标志物的表达增强$而分化标志物的表达更低$可见
B; 0̂微环境可在一定程度上维持 %; 0̂的干性% 与
8̂*PMH 培养组相比$B; P̂̂S培养组细胞细胞生长能
力更强$传代数量更多$克隆形成能力更高$说明 B; 0̂
微环境能够维持 %; 0̂的增生能力% 此外$本研究中细
胞凋亡实验发现$B; P̂̂S培养组各代细胞的抗凋亡
能力强于 8̂*PMH 培养组$说明 B; 0̂微环境抑制 %; 0̂
分化(延缓衰老的作用更强%

我们前期的研究表明$B; 0̂微环境对角膜上皮细
胞干性的维持是通过激活 '89&=,'8 #GPdcAPc?9信号通
路而实现的$dcA是 c?9(V;AI#的上游蛋白$在对其
进行抑制之后$这些蛋白磷酸化程度均降低 +GO, %
V;AI#既是 c?9的下游蛋白$又是 #P1+9&8'8 的上游蛋
白$因此阻断 dcA(V;AI#蛋白之后$V;AI#的磷酸化
程度明显降低% dcA与 f89信号通路的激活在对
%; 0̂干性的维持和增生调控方面发挥重要作用%

人 *BQ*是蛋白激酶 g)c?9)CAg*的底物$c?9)
CAg可使人 *BQ*肽链 WMX 位上丝氨酸残基磷酸化$
从而上调端粒酶活性$而 C>IA激酶抑制剂 %RMNXHHM
可抑制 c?9)CAg并下调端粒酶活性$同时此磷酸化也
参与生长因子活化C>IA激酶信号途径$由此可以推测
在细胞衰老和肿瘤形成过程中$端粒酶的作用可能与
C>IA)c?9信号传导通路相关 +MI, % 在鼠上皮细胞中$
诱导 *BQ*表达的开关可以改变 f89与 S61信号通
路

+MXbMO, $这种改变与端粒长度并没有关系% 在癌症细
胞中$敲除端粒酶基因可导致与肿瘤转移(血管生成(
细胞分化等相关基因表达的改变

+MKbMJ, $如细胞周期蛋
白抑制剂 3MG 等$从而调控干细胞的增生和自我更新%
因此$在对端粒酶进行 QTc干扰之后$本研究中检测
了 dcA(c?9(V;AI#磷酸化水平及 3MG 表达的变化$
显示 QTc干扰的细胞中 *BQ*的表达量明显下降$
dcA(c?9(V;AI#的磷酸化水平降低$3MG 的表达量明
显升高&而阻断细胞的 dcA(V;AI#后$dcA(c?9(
V;AI#磷酸化水平与 3MG 的表达也出现了相似的改
变% 由此可见$端粒酶的活性对于 dcA(f89信号通路
和细胞周期蛋白的调控在 %; 0̂干性的维持方面有重
要作用%

经过 B; 0̂微环境诱导的 %; 0̂端粒酶活性有所
增加$同时细胞传代能力的增强% 免疫组织化学法检
测也提示$诱导后细胞的细胞质内有端粒酶的表达$而
这种核质转位表达与抑制细胞的凋亡有关

+MW, % 为了
进一步验证端粒酶在 B; 0̂微环境中所发挥的作用$

本研究中用 QTc干扰的方式下调端粒酶的表达$观察
其是否对细胞的干性和凋亡产生影响$结果显示在端
粒酶表达下调的同时$细胞凋亡的比例增加$线粒体膜
电位下降$QF; 产生增多$更为重要的是$%; 0̂的干性
标志物表达量下调$分化标志物的表达上调%

人 *BQ*蛋白既有核内(核仁定位信号$也有核外
定位信号$在不同细胞的不同亚单位的定位呈现动态
变化$与各种因子$如抗原(生长因子(氧化应激等信号
有关% 核内的端粒酶发挥与端粒相关的某些功能$而
*BQ*及端粒酶的核外定位可能具有其他的非端粒相
关的功能% 近年来的研究发现$在氧化损伤或药物的
作用下$端粒酶可穿梭于核仁与线粒体之间 +MNbIM, %
B; 0̂微环境对于 %; 0̂的作用也证实了这一点% 研究
表明$端粒酶在胚胎脑中表达水平较高$可能对神经组
织的分化及存活发挥重要作用$在培养的胚胎脑神经
组织中$*BQ*的下降可导致相应细胞的凋亡$表明
*BQ*对于胚胎神经元的存活是不可缺少的% *BQ*
的过表达可抑制 Ĉ GM 嗜铬细胞瘤细胞的凋亡$其机
制可能与营养因子缺乏有关

+II, $*BQ*在细胞死亡过
程的早期阶段发挥抗凋亡作用$其作用早于线粒体功
能的障碍及 1+03+0&的激活% 当去除这些细胞中的营
养因子时$端粒酶的过表达可阻止细胞线粒体膜电位
的下降及 QF; 的产生% 可见$端粒酶抗凋亡的机制可
能与促进细胞呼吸( 直接结合或与线粒体 ETc
)2'9#1"#8/,'+.ETc$29ETc*的保护(促进 ETc修复
或者加速阻止 29ETc的退化$从而使线粒体 QF; 的产
生减少有关

+IX, %
线粒体是细胞呼吸及产生 c*C的亚细胞器$也是

产生 QF; 的重要场所$因此成为 QF; 诱导氧化损伤
的靶细胞器% 线粒体功能障碍和氧化应激与细胞的衰
老密切相关$在细胞老化的过程中$伴随着 29ETc的
氧化损伤与突变$线粒体的呼吸功能与 c*C产生能力
下降$在细胞分裂过程中$端粒损伤诱导的线粒体功能
障碍在衰老过程中是一个重要因素$也与多种疾病的
发生有关

+IObIJ, % ;+"'8 等 +IW,
在裸鼠模型中发现$端粒

功能缺陷可激发 3OI 介导的细胞生长停滞(衰老与凋
亡$引起组织萎缩$而在端粒功能障碍的启动中$端粒P
3OIP过氧化物酶体增生物活化受体 &G 辅助活化因
子)3&,#4'0#2&3,#.'-&,+9#,P+19'<+9&/ ,&1&39#,=+22+G
1#+19'<+9#,$CV̂ *影响器官的代谢功能$认为端粒缺陷
诱导的 3OI 抑制 CV̂ PG"和 CV̂ PG#的表达% 纵向研
究表明$营养与生活方式的改善$如减少低密度脂蛋白
的摄入和减轻精神压力可以增加端粒酶的活性

+IN, $稳
定端粒$并减少氧化应激$而 B; 0̂微环境可以给 %; 0̂
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提供良好的营养$改善其生存环境$促进端粒酶活性的维
持$从而减少QF; 的产生$维持线粒体膜电位$下调细胞
中 3MG 的表达$使%; 0̂保持良好的干性%

综上所述$本研究结果表明 B; 0̂微环境可以增
强 %; 0̂的干性并抑制其凋亡$而端粒酶P3MGP线粒体
通路及端粒酶和 dcA(f89信号通路的激活在维持
%; 0̂干性和抑制细胞凋亡方面发挥重要作用$线粒体
端粒酶可发挥端粒酶在核外的非典型功能% 本研究中
对于其基本机制的理解仍较有限$进一步研究端粒酶
与线粒体代谢间的关联性有助于深入理解端粒酶在氧

化应激和衰老过程中发挥的作用%
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眼部出血性带状疱疹治疗一例

张爱雪(姜超(王智群(张阳(孙旭光

A B C

D E F
图 85治疗前后患者右眼裂隙灯显微镜下表现(c'患者右眼额面部
大量疱疹和结痂$上睑皮肤淤血(僵硬(g'右眼角膜水肿$可见角膜
溃疡( '̂治疗后 MH /$右眼角膜溃疡好转$水肿减轻(E'治疗后
MH /$右侧额面部大量疱疹$结痂脱落$色素沉着$右眼上睑下垂(B'
治疗后 X 个月$右眼角膜云翳$药物性瞳孔扩大(d'治疗后 GH 个月$
右眼角膜下部云翳$新生血管长入
(

((患者$男$XG 岁$因右侧面部带状疱疹疼痛(睁眼困难 GH 余

天$于 MHGH 年 G 月 GH 日在北京同仁医院眼科就诊$既往身体健

康% 查体可见患者右侧额面部大量疱疹$部分出血并结痂% 眼

部检查'视力右眼 H\HG$左眼 H\XH% 右眼上睑皮下淤血 )图
Gc*$角膜水肿$角膜上皮溃疡)图 Gg*&前房深度中等$瞳孔直

径为 K 22$对光反射消失$晶状体前囊色素沉着&眼底窥不清%

左眼视盘边界清$色泽正常$黄斑区未见明显异常% 临床诊断'

右眼出血性带状疱疹&右眼带状疱疹病毒性角膜炎% 右眼给予

阿昔洛韦滴眼液点眼$每日 K 次&更昔洛韦眼用凝胶涂眼$每晚
G 次&质量分数 H\G]氟米龙滴眼液点眼$每日 M 次&妥布霉素

地塞米松眼膏涂眼$每日 G 次&复方托吡卡胺滴眼液点眼扩瞳$

每日 G 次&更昔洛韦片口服$每日 I 次% 用药后 MH / 患者自觉

右眼视力好转$角膜溃疡愈合$水肿减轻)图 G $̂E*$但出现动

眼神经麻痹(上睑下垂等症状% 嘱患者停止口服更昔洛韦片$

继续局部治疗% 于 MHGM 年 O 月 MG 日复查$可见右眼角膜云翳

形成)图 GB*$药物性瞳孔扩大$视力右眼 H\GH$左眼 H\XH% 右

眼应用更昔洛韦眼用凝胶点眼$每日 M 次&质量分数 H\O]氯替

泼诺混悬滴眼液点眼$每日 G 次% 于 MHGM 年 GH 月 GO 日再次复

查$可见右眼下方角膜基质浸润及水肿$表面不平$新生血管长

入)图 Gd*$视力右眼 H\HO$左眼 H\XH% 临床诊断'右眼复发性

带状疱疹性角膜炎% 局部应用抗病毒药物(糖皮质激素药物和

复方托吡卡胺滴眼液% 治疗后 M 周角膜浸润和水肿均减轻$但

新生血管仍未消退% 调整治疗方案$右眼给予小牛血去蛋白提

取物眼用凝胶点眼$每日 I 次&普拉洛芬滴眼液点眼$每日 X

次&玻璃酸钠滴眼液点眼$每日 I 次&H\O]氯替泼诺混悬滴眼

液点眼$每日 G 次% 嘱患者定期复查$目前仍在随访中%

讨论'眼部带状疱疹由水痘b带状疱疹病毒引起$初次感染

时表现为水痘样病变$儿童多发$以后病毒长期潜伏于脊髓后

根神经节$当机体抵抗力下降或其他因素诱发后$水痘b带状疱

疹病毒激活$侵犯三叉神经$引起眼部带状疱疹%

水痘b带状疱疹主要侵犯三叉神经眼支所支配的区域$相

关病变占所有带状疱疹的 GH] [MO] +G, % 眼部带状疱疹的并

发症多与炎症反应有关$包括浸润性 )如角膜炎*和血管炎性
)如巩膜炎(虹膜炎(缺血性视盘病变(眼眶血管炎*$其他并发

症有神经受损)如神经麻痹性角膜炎(眼肌麻痹及神经痛*或组

织瘢痕)如眼睑变形(神经痛及脂质性角膜病变* +G, % 带状疱
(((
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疹病毒引起的脊神经炎刺激脊髓侧角细胞$使交感神经兴奋$

引起眼部血管收缩$局部血液循环障碍$可加重角膜炎症状 +M, %

值得注意的是$约 G)I 眼部带状疱疹患者角膜会受累 +I, %

本例患者眼睑和角膜病变严重$治疗后 MH / 症状与体征明

显好转$抗病毒药物联合糖皮质激素药物治疗效果显著$而在

药物减量过程中角膜炎复发$虽经积极治疗$但仍遗留角膜云

翳% 本例患者提示')G*在出血性眼带状疱疹的急性期应适当

延长抗病毒药物的应用时间$否则易复发% 一旦复发应及时就

诊$以免贻误治疗% )M*在抗病毒治疗的同时应早期局部应用

低剂量糖皮质激素药物
+X, % 早期合理联合应用糖皮质激素药

物和抗病毒药物可抑制炎症反应$缓解疼痛$减轻水肿及降低

神经痛的发生率
+O, % )I*重症患者多与免疫力下降有关$如过

度劳累及情绪剧烈波动等% 另外$近年带状疱疹的发病率在老

年人群中呈现升高趋势
+K, $在抗病毒及抗炎治疗的同时应补充

维生素 gM(维生素 gGM 和维生素 %̂
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