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摘 要
:

【目的】探讨应用胚胎干细胞联合羊膜移植治疗早期严重眼化学伤
。

【方法 】将培养的表达绿色荧

光蛋白的胚胎
二

「细胞 (E s
一

G F P 细胞 )接种于羊膜
,

5
一

澳脱氧尿啥吮 (B dr u

)标记后对严重化学伤模型眼行胚胎 l
几

细胞羊膜移植
,

实验共分 3 组
,

对照组
、

单纯羊膜移植
、

羊膜+ E S 细胞移植组
,

每组 12 只 1 2 眼
,

通过荧光示踪
、

病理学
、

免疫组织化学等检查
,

观察胚胎干细胞的生长分化和移植治疗效果
。

【结果】sE
一

G FP 细胞能贴附在羊

膜上呈集落状生长
,

移植治疗术后第 14 天
,

角膜溃疡穿孔
:

对照组 5 眼
、

单纯羊膜移植 2 眼
、

羊膜+ E s 细胞移

植组 0 眼
,

对照组和羊膜 十
ES 细胞移植组比较

,

尸 = .0 03 7 < .0 05 ; 角膜新生血管和角膜混浊
:

对照组
、

单纯羊膜

移植组和羊膜+ ES 细胞移植组得分分别为 3
.
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羊膜+ ES 细胞移植组与对照组和单纯羊膜移植组比较 p 均 < .0 01 ;病理学等检查羊膜十E S 细胞移植组
:
角膜表

面羊膜呈均匀红染的纤维样结构
,

羊膜下多层上皮样细胞
,

角膜基质少量细胞浸润
,

新生血管少见
,

后弹力层

轻度肿胀
,

上皮细胞 AE
一

5 染色阳性
,

细胞核内可见 B记U 阳性颗粒
,

荧光显微镜检查角膜上皮层可见绿色荧

光带
。

[结论】以羊膜为载体培养 E s 细胞
,

移植到早期严重眼化学伤的眼表
,

E S 细胞诱导分化为角膜上皮样细

胞
。

E S 细胞联合羊膜移植能抑制角膜新生血管
、

减轻炎症反应
、

减少角膜溃疡穿孔
。

E S 细胞联合羊膜移植可

能为早期严重眼化学伤的临床治疗提供一条新途径
。
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眼表是由角膜上皮
、

结膜上皮及其表面的泪

膜共同组成的
,

角膜缘干细胞是角膜上皮再生的

来源
,

严重眼化学伤造成角膜缘干细胞缺乏
,

导致

角
、

结膜上皮的坏死
、

脱落
,

角膜持续性上皮缺损
、

多发性角膜上皮糜烂
、

角膜新生血管
、

基质炎症
、

角膜上皮结膜化等
。

严重眼化学伤对眼前段组织

破坏严重
,

是常见的致盲眼病
,

致盲率高达 60 % lt]
,

其治疗已成为 目前临床上十分棘手的问题
。

严重

眼化学伤的早期治疗 目的是为了恢复眼表的完整

性
,

现有的首选治疗方法角膜缘 + 羊膜移植存在

供体材料来源有限和免疫排斥反应致移植的干细

胞不能长期存活等问题
。

胚胎干细胞 e( m b yr on ic

s t e m C e l l
,

E s 细胞 ) 具有生长发育分化的全能性
、

体外培养的无限扩增性和低免疫原性的特点 `2]
。

我们以羊膜为载体
,

将体外培养的 Es 细胞移植

到严重眼化学伤的动物模型上
,

试图通过 E s 细

胞* 角膜缘干细胞一角膜上皮细胞这一途径
,

来

治疗早期严重眼化学伤
,

从而抑制角膜新生血管
、

减轻角膜基质炎症
、

减少角膜溃疡穿孔
,

达到为严

重眼化学伤的早期治疗开辟一条新的干细胞治疗

途径的目的
。

1 材料和方法

1
.

1 严重眼化学伤模型的制作

实验动物由中山大学实验动物中心提供的标

准一级健康新西兰 白兔
,

体质量 .2 5一 3
.

0 k g
,

雌雄

兼有
,

随机选择一只眼为烧伤眼
。

氯胺酮 100 m +g

氯丙嚓 50 m g 大腿肌肉注射
,

or m gm/ L 的卡因滴

眼 2 次
,

吸干结膜囊内泪液
,

用浸有 1 m ol/ L

N a O H 溶液比兔角膜直径大 5 m m 圆形滤纸片
,

置

于兔角膜表面 (包括约 2 m m 的角膜缘 )
,

30
5
后

取下滤纸
,

立即用 50 m L 生理盐水冲洗眼表面
。

滴复方妥布霉素
,

每天 3 次
。

定期观察角膜病变
,

评分标准:ls] ①角膜混浊评分
: 0 分

,

角膜透明
,

无混

浊 ;l 分
,

角膜轻度混浊
,

虹膜纹理可见 ; 2 分
,

角膜中

度混浊
,

虹膜纹理不清口分
,

角膜重度混浊
,

隐见瞳

孔 ;4 分
,

角膜极重度混浊
,

瞳孔不见
。

②角膜新生血

管评分
: 0 分

,

角膜无新生血管 ;l 分
,

新生血管于角

膜缘内 2 m m ;2 分
,

新生血管位于角膜周边
,

〔 1/ 2

象限 ; 3 分
,

新生血管位于角膜周边
,

>l 2/ 象限 ;4

分
,

全角膜可见新生血管生长
。

1
.

2 细胞准备

1
.

2
.

I SE
一 C FP 细胞的培养 该细胞已通过转基

因技术
,

将 G F P 质粒转染到 E S 一 D 3
细胞株

,

使之

能表达绿色荧光蛋白
。

培养基主要成份
: D M E M

(高糖 )培养基
、

l oo m留L 胎牛血清 ( G BI c o 公司

产品 )
,

10 m留L 青雌霉素双抗
,

小鼠白血病抑制

因子 (m
u r i n e l e u km i a i n h ib i to 叮 fa e t o r ,

m L IF )
。

1
.

2
.

2 羊膜制备 选择剖腹产产妇
,

取羊膜
。

产妇

产前检查梅毒
、

免疫缺陷病毒
、

乙型肝炎性病

毒
、

丙型肝炎病毒等均为阴性
,

无菌下操作
,

D M EM 培养液和同等体积的甘油以 :1 1 的比例混

合液
, 一

80 ℃保存
。

1
.

.2 3 SE
一 G F P 细胞在羊膜上 的培养 在无菌环

境下将羊膜剪成直径大约为 3 c m 的圆形
,

上皮面

向上铺于 6 孔培养板
,

取传代培养 48 h 的 E s 细

胞
,

以 1
.

25 m
叭 胰蛋白酶 ED T A 消化液消化

,

按

5 x l 0 5
细胞 /m L接种于 6 孔培养板

,

用无 m L I F 细

胞培养液培养
,

3一4 d 后移植到烧伤兔眼
。

1
.

2
.

4 E S
一

G F P 细胞移植前的 B dr U 标记 E S
一

G F P

细胞移植前
,

将终浓度为 10 林m ol 几 B dr u 的培养

液
,

加人上述培养皿中培养 s h
,

再移植到烧伤兔

眼
。

1
.

3 干细胞羊膜移植治疗

1
.

3
.

1 实验分组 将成功制作成的严重眼化学伤
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模型兔 36 只
,

完全随机设计分成对照组
、

单纯羊

膜移植
、

羊膜 + E s 细胞移植组
,

每组 12 只 12 眼
,

眼烧伤后第 7 天行移植手术
。

1
.

3
.

2 手术步骤 麻醉后沿角膜缘 3 600 环形剪开

结膜
,

清除角膜
、

角膜缘表面坏死组织
,

单纯羊膜

移植组以羊膜上皮面向下
、

羊膜 + E S 细胞移植组

以 E S 细胞面向下
,

将羊膜固定于浅层巩膜上
,

其

边缘超出角膜缘约 2一 3 m m
,

球结膜缝回至羊膜

边缘
。

l
,

.3 3 术后 处理 每天术后滴复方妥布霉素 3 次
,

观察评分同 1
.

1
,

术后第 14 天处死兔
。

取角膜进行

病理学检查
、

荧光显微镜观察和免疫组织化学检

查
,

免疫组织化学检查采用 A B c 法
,

第一抗体分

别 为 A E 一5 (C y t o k e ar ri n 3 / xZ
,

A m e r i e a n R e s e a r e h

p r
od

u e ts
,

I n e
)和 A n t i

一

B r d U ( l
: 1 0 0 0

,

S ig m a
.

)
,

D A B

显色
。

2 结 果

2
.

1 E -S G即 细胞的生长情况

E S
一

G FP 细胞呈集落状贴壁生长
,

边缘清楚
,

表面平滑
,

细胞排列紧密
,

隆起生长
,

细胞间界限

不清楚
,

消化成单细胞后可见细胞小而圆
,

边界

清
,

胞浆少
,

细胞核大
,

核仁大同时表达强的绿色

荧光
。

将 E S一 G F P 细胞接种于铺有羊膜的培养板

上
,

E S一 G FP 细胞贴附在羊膜上呈集落状生长
,

集

落呈圆形或椭圆形
,

边缘清晰 (图 l)
。

.2 2 严重眼化学伤模型

烧伤后角膜即呈白色混浊
,

角膜缘苍白
,

角膜

荧光素染色阳性 (图 2 )
,

烧伤后第 1一 2 天
,

角膜缘

苍白呈缺血状
,

第 3 天开始角膜缘血管扩张
,

第 7

天角膜缘血管网向角膜伸人 毛刷状小血管
,

裂隙

灯下见此小血管呈微细网状结构
,

其走向均垂直

于角膜缘
,

长度约 1
.

0 m m 一 1
.

5 m m
,

第 2 周长度约

3 m m
,

1月时新生血管几乎满布全角膜 (图 3 )
。

印

迹细胞学检查
,

烧伤后 2 周烧伤眼角膜可见少量

P A S 染色阳性的杯状细胞
。

2
.

3 干细胞羊膜移植治疗情况

移植治疗术后第 14 天
,

3 组角膜溃疡穿孔
、

角膜新生血管和角膜混浊得分情况见表 1
。

可见
,

羊膜 + E S 细胞移植组角膜溃疡穿孔较少
,

角膜新

生血管得分较低
,

角膜混浊得分也较低
。

.2 4 病理学等检查

表 1

Ta b l e

3组角膜溃疡穿孔
、

角膜新生血管和角膜混浊得分比较
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羊膜 + E S 细胞移植组
:
角膜表面羊膜呈均匀

红染的纤维样结构
,

羊膜下多层上皮样细胞
,

角膜

基质少量细胞浸润
,

新生血管少见
,

后弹力层轻度

肿胀 (图 4 )
,

上皮细胞 A E 一 5 染色阳性 (图 5)
,

细胞

核内可见 Br d U 阳性颗粒 (图 6 )
,

荧光显微镜检查

角膜上皮层可见绿色荧光带 (图 7 )
。

对照组
:

大部

分角膜上皮脱落
,

基质纤维肿胀
、

变性
,

变薄
,

多量

细胞浸润
,

大量新生血管长人
,

后弹力层水肿变

厚
,

角膜后膜形成
。

羊膜移植组
,

羊膜下可见 l 一 2

层细胞
,

羊膜变薄
、

脱落
,

基质少量细胞浸润
,

少量

新生血管
,

后弹力层轻度肿胀
。

3 讨 论

3
.

1 严重眼化学伤模型

角膜缘干细胞是角膜上皮再生的来源
,

严重

眼化学伤造成角膜缘干细胞缺乏
,

导致角
、

结膜上

皮的坏死
、

脱落
,

角膜持续性上皮缺损
、

多发性角

膜上皮糜烂
、

角膜新生血管
,

基质炎症
,

角膜上皮

结膜化等
。

本研究采用 1 m o l /L N a o H 溶液
,

比角

膜直径大 5 m m 的角结膜烧伤
,

模拟破坏角膜缘

的严重眼化学伤
,

造成了持续性角膜上皮缺损
、

角

膜新生 血管
,

印迹细胞学检查烧伤眼均可见 P A S

染色阳性的杯状细胞 (角膜上皮结膜化 )
,

说明该

模型已造成角膜缘干细胞严重缺乏
。

3
.

2 羊膜移植治疗严重眼化学伤

严重眼化学伤致角膜缘破坏严重
,

角膜缘干

细胞缺乏
,

角膜上皮持续性缺损
,

而角膜上皮延迟

愈合同严重眼化学伤后 的早期或晚期并发症直接

相关 l’J 。

严重眼化学伤的早期治疗
,

应尽早期修复
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,

等
.

胚胎干细胞联合羊膜移植治疗早期严重眼化学伤的实验研究

圈 1 生长在羊膜上的 E S 一G F’I, 细胞
图 2 正常兔角膜和严重眼化学伤模型

图 3 伤后第 4周角膜新生血管长入角膜中央

圈 4 E S细胞+羊膜移植术后两周角膜

圈 S SE 细胞
+羊膜移植组角膜上皮多层 A E一 5阳性细胞

图 6 E S细胞+羊膜移植组角膜上皮细胞核 B r

dU 阳性颗粒

图 , E S 细胞+羊膜移植术后两周角膜上皮荧光

F ig
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角膜上皮的完整性
。

羊膜薄而透明
,

无血管
,

是人 .3 3 E S 细胞联合羊膜移植治疗严重眼化学伤的

体中最厚的基底膜
,

由发育完全的W
、

V 型胶原和 可能机制

板层素 ( la m iin n) 构成
,

构成羊膜基底膜和眼表上 E s 细胞是从着床前胚胎内细胞群分离得到

皮基底层组织成分相近
,

能促使上皮细胞移行
,

增 的
,

能在体外培养的一种高度未分化的细胞
。

E s

强上皮细胞的勃附性
,

推动上皮细胞的分化
,

同时 细胞可在体外诱导分化为属于 3 个胚层的多种细

防止上皮细胞凋亡
。

羊膜的基质中含有抑制 T G F一 胞
,

展现了 E S 细胞广泛的临床应用前景
,

而表达

p (转化生长因子一 p )信号传递的成分
、

能抑制正 转绿色荧光蛋白 ( g
r e e n fl u o r e s e e n t p r o t e i n

,

G F p )的

常人角膜缘成纤维细胞的增殖和分化
,

减少疤痕
。

E S 细胞为活体追踪观察 E S 细胞的诱导分化过 程

羊膜基质也能清除炎症细胞
,

促使他们迅速凋亡
,

创造了条件
,

使人们可以非侵入性地示踪诱导分

同时还含有不同形式的蛋白酶抑制因子
,

能减轻 化的 E S 细胞 171
。

羊膜包绕胚胎形成羊膜囊
,

羊膜囊

基质炎症和抑制角膜新生血管
。

羊膜抗原性低
,

羊 内充满羊水
,

为胎儿在母体内的发育提供了相对

膜移植不引起免疫排斥反应 .ll56
。

稳定的环境
。

羊膜从早期胚泡开始
,

一直包围胚泡
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的外胚层或胚胎的表皮
,

它可能对外胚层或上皮

的分化发育有重要影响
。

研究表明
,

羊膜中的VI 型

胶原具有维护表皮干细胞的干细胞特性并促干细

胞集落形成的作用
,

E S 细胞与羊膜共培养可诱导

分化为表皮样干细胞 8IJ
。

同时羊膜移植能改善干细

胞生存的局部微环境
,

将羊膜移植到角膜和角膜

缘基质的表面
,

同样可能形成一个类似于羊膜囊

的
、

相对稳定的
、

有利于干细胞生存和 E S 细胞 *

角膜缘干细胞。 角膜上皮分化的微环境
。

严重眼

化学伤后
,

单纯行干细胞移植
,

由于术后免疫排

异
、

瘫痕产生
、

干细胞生存的微环境缺乏等原因
,

成功率很低
,

以羊膜为载体培养角膜缘干细胞移

植用于角膜表面重建获得成功
。

我们利用 E S一 G FP

细胞替代角膜缘干细胞
,

体外培养并以羊膜为载

体移植治疗严重眼化学伤
,

通过荧光示踪和 Br dU

双重标记
,

移植后的 E S一 G FP 细胞分化成了表达

单克隆抗体 A E一 5 阳性的细胞
,

而 A E 一 5 所标记的

c K 3 / c K
12
角蛋白被认为是角膜上皮细胞分化程

度较高一种特异性蛋白
,

结膜上皮表达阴性
。

这些

结果说明培养的 E S 细胞联合羊膜移植到严重眼

化学伤表面
,

生长分化成了角膜上皮样细胞
,

并且

E S 细胞联合羊膜移植治疗后
,

能抑制角膜新生血

管
,

减轻角膜基质炎症
,

减少角膜溃疡穿孔
。
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