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摘 要 :【目的】观察人骨髓间充质干细胞 ( mesenchymal stem cells, MSCs)在保存人羊膜及兔眼表结膜基

质上分化的情况。【方法】24 只新西兰兔随机分为 2 组。实验组 :培养有人 MSCs 的羊膜移植组 , 将人 MSCs 接

种在保存人羊膜上培养 4 d, 用 5-溴脱氧尿嘧啶 ( BrdU)标记后移植到兔眼表结膜缺损区 ;对照组 , 单纯羊膜移

植组。分别于移植后 1, 2, 3, 4, 6 和 8 周 , 摘取各组实验眼行组织学和免疫组织化学检查 , 组织学检查移植到兔

结膜基质的 MSCs 的存活、形态变化以及移植局部的反应等情况 ; 免疫组织化学检测移植到结膜基质的带有

BrdU标记的细胞角蛋白 3/12( CK3/CK12)和角蛋白 13( CK13)的表达。【结果】MSCs 接种到羊膜后能在羊膜

上生长 , 与羊膜共培养 4 d 后 , MSCs 贴附羊膜生长迅速 , 组织学特征无明显改变。用羊膜负载 MSCs 移植到兔

结膜缺损区, 术后免疫组织化学检测结膜上皮层 CK13 表达阳性 , CK3/CK12 表达阴性 , 在重建的结膜上皮层

可检测到 BrdU核阳性细胞 , 未见异常增殖细胞。【结论】人羊膜可作为 MSCs 的载体 , 采用人羊膜负载 MSCs

行兔结膜移植 , MSCs 能在兔结膜上皮层存活并增殖。
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Preliminary Study on Differentiation of Human Mesenchymal Stem Cells

Induced by Conjunctival Stroma of Rabbits
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Abstract:【Objective】To investigate the differentiation of human mesenchymal stem cells (MSCs) induced by

human amniotic membrane and conjunctival stroma of rabbits.【Methods】Twenty- four New Zealand albino rabbits

were equally and randomly divided into 2 groups: the experimental group was the human MSCs combined with

amniotic membrane transplantation group and the control group was the amniotic membrane transplantation group.

The MSCs were cultured on preserved human amniotic membrane for 4 days and labeled with 5′- Bromo - 2′-

deoxyuridine (BrdU), then they were transplanted on the scleral area of New Zealand albino rabbits. The eyeballs

were taken off after 1, 2, 3, 4, 6, and 8 weeks. The growth and differentiation of human MSCs were observed by

histopathological and immunohistochemical examination.【Results】The MSCs grew well on amniotic membrane. The

histological characters of MSCs did not changed. When the MSCs cultured on amniotic membrane were transplanted

on the scleral area of rabbits, Immunohistochemical examination revealed that the conjunctival epithelial were

positive in cytokeratin 13 staining and negative in CK3/CK12 staining. The BrdU positive cells in reconstructive

conjunctival epithelial were found. There were no abnormal proliferative cells. 【Conclusions】 The MSCs may be

cultured on human amniotic membrane in vitro. When they were cultured on amniotic membrane and transplanted

onto the scleral area of rabbits they could survive, proliferate without abnormal proliferation.
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眼表疾病是一组高发病率的难治性眼病, 严

重眼表疾病的治疗 , 一直是眼科学者面临的非常

棘手的问题。对于双眼大面积结膜缺损或损伤 ,现

有的治疗方法不能完全解决结膜移植的材料来

源 , 采用组织工程学方法构建生物结膜是解决大

面积结膜缺损的一个重要途径。而构建生物结膜

最重要的是获取种子细胞。随着种子细胞的进一

步研究 , 骨髓间充质干细胞 ( mesenchymal stem

cell, MSCs)已逐渐成为目前研究的热点。MSCs 是

存在于骨髓基质系统中一种具有多向分化潜能的

干细胞。最近的研究表明 MSCs 具有强大的增殖力

和多向分化潜能 , 不仅具有向中胚层间质细胞分

化的能力 , 还具有向外胚层和内胚层细胞分化的

能力。已有报告将 MSCs 诱导分化为多种细胞如成

骨细胞、软骨细胞、肌肉细胞、脂肪细胞以及神经

细胞等 , MSCs 是否具有分化为结膜上皮细胞的潜

能 ,国内外文献尚未见报道。为了探索 MSCs 作为

结膜上皮种子细胞的可能性 ,本文研究 MSCs 在人

羊膜和兔眼表结膜基质微环境下的分化方向 , 希

望为以后构建生物结膜提供合适的细胞来源。

1 材料与方法

1.1 实验材料

胎儿骨髓 :取自孙逸仙纪念医院妇产科 , 经米

索前列腺醇引产的 5～7 月无病理情况胎儿的股骨

和胫骨。深低温保存人羊膜 :由本中心眼库提供。

实验动物:普通级新西兰白兔 , 体质量 2.0～3.0 kg,

由中山大学动物实验中心提供。试剂 :低糖 DMEM

培养基 ,胎牛血清 ,均为 GBICO/BRL产品。聚蔗糖

( Ficoll) 1.077 g/mL, 天津。单克隆抗体 : AE5, 角蛋

白 cytokeratin3/12 抗 体 ; DE - K13, 角 蛋 白

cytokeratin10/13 抗体 , 均 为 American Research

products, Inc. ARP 公司产品。 5- 溴脱氧尿嘧啶

( 5’- Bromo- 2’- deoxyuridine, BrdU)和 BrdU抗体 :

Sigma 公司。免疫组化二抗试剂盒 , DAB显色试剂

盒 : 武汉博士德公司。荧光标记小鼠抗人抗体 :

Ancell 公司和 PharMingen 公司。

1.2 MSCs 的分离和培养

骨髓用 L- DMEM 培养液 2 倍稀释后 , 按常规

分离方法 ( 1.077 g/mL Ficoll 分离液 )制备单个核

细胞 (MNC)。多次洗涤后以骨髓 MNC 2×106/mL

密度分别接种于 25 cm2的塑料培养瓶 , 加入含 L-

DMEM的完全培养基 , 置 37 ℃、体积分数 5%CO2,

饱和湿度培养箱中 , 3～5 d 后全量换液 , 去除未贴

壁细胞 , 以后每 3 天换液 1 次 , 倒置相差显微镜逐

日观察细胞形态、贴壁情况及生长情况 , 待细胞融

合达 80%～90%, 用 2.5 g/L胰蛋白酶消化 , 进行传

代、扩增培养。

1.3 MSCs 表面标志的检测

将不同来源的 MSCs 用 PBS 多次洗涤后 , 分

别加入荧光标记的抗体 , 4 ℃孵育 30 min, PBS洗

去未标记抗体 , 10 g/L 多聚甲醛固定 , 应用

FACScan 流式细胞仪分析样本中 1×104 个细胞的

相应标记抗原的阳性表达率 , 每个样本都用 FITC

或 PE 标记 ,同型 IgG作为相应的阴性对照。

1.4 人羊膜的制备

无菌条件下取健康足月剖腹产产妇的羊膜 ,

将羊膜铺平 , 按上皮面朝上 , 基底面朝下平铺在硝

酸纤维素膜上 , 浸泡在 1 000 U/mL庆大霉素生理

盐水中 , 30 min 后 , 在超净工作台中将其移入盛有

DMEM培养基的平皿中。存放在纯甘油加 DMEM

( 1∶1)保存液 , - 80 ℃下保存备用。

1.5 MSCs 接种于羊膜表面培养

无菌条件下将羊膜剪成 4 cm的圆形小块 , 将

羊膜按上皮面朝上铺于 6 孔培养板 , 取传代培养

48 h 的 MSCs 细胞 , 接种于铺好的羊膜表面 , 加足

量 L- DMEM完全培养基每日半量换液 1～2 次。荧

光倒置相差显微镜下观察 MSCs 形态。将在羊膜上

培养 4 d 的 MSCs 分为两组 , 一组以 1.25 g/L蛋白

酶- EDTA消化液消化为单细胞 , 离心 , 弃上清后

行 MSCs 表面标志测定。另一组培养 4 d 后移植到

实验动物结膜缺损区 , MSCs 移植前 , 将 BrdU加入

到培养液中 ,使终浓度为 10 μmol/L。

1 .6 细胞移植实验

实验兔随机分为 2 组 , 每组 12 只 , 右眼为实

验眼。实验组 : 培养有 MSCs 的羊膜移植组 ;对照

组 ,单纯羊膜移植组。实验兔麻醉后 ,按常规洗眼 ,

消毒铺巾 ,开睑器开睑。实验组:剪去上部( 10:00～

2:00)的长方形球结膜后 , 将负载 MSCs 的羊膜上

皮面向下覆盖到结膜缺损区 , 10- 0 缝线紧密缝

合 , 将羊膜固定于巩膜浅层。对照组 :将羊膜上皮

面向下 ,覆盖到结膜缺损区后缝合。

1.7 动物处死方法、时间与取材

分别于术后 1、2、3、4, 6, 8 周处死动物 , 每组

2 只 , 取出眼球 , 切下术区 , 用 100 mL/L中性甲醛
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固定 24 h 以上 ,制备石蜡切片 , 分别作 HE 染色和

AE5、DE- K13、BrdU抗体免疫组化染色 , 观察移植

细胞的存活、生长、分化情况。

1.8 免疫组织化学检查:

组织切片常规脱蜡后 , 用 PBS冲洗 3 次 , 采用

S- P 法 , 按免疫组织化学试剂盒的通用方法依次

加入 A溶液、B溶液、第一抗体 (包括 AE5、DE-

K13 及 BrdU)、C 溶液 (二抗 )、D 溶液 , 检测 BrdU

前标本先用 2NHCL作用 25 min, 使 DNA变性(因

Anti- BrdU 只能结合单链上的 BrdU) , 采用 DAB

显色 ,本实验采用棕色 ,苏木素复染 ,脱水后封片。

2 结 果

2.1 MSCs 的培养和鉴定

骨髓 MSCs 接种于塑料培养瓶后 , 72 h 完全

换液 , 去除未贴壁细胞 , 此时贴壁的细胞呈长梭

形 ; 5～7 d 可见由几十个或数百个细胞组成的集

落 , 细胞形态均一。每个集落中的细胞不断增殖 ,

呈“漩涡状”,辐射状, 培养 2～3 周左右每个小集落

形成约数百至上千个细胞的大集落 。HE 染色后 ,

细胞呈梭形 , 多角形 , 胞浆淡蓝色 , 核圆形或椭圆

形 , 可见深蓝色的核仁 , 染色体疏松。经胰蛋白酶

消化后的 MSCs 呈圆形 , 胞体较大 , 传代 24 h 后完

全贴壁、伸展 ,仍呈长梭形 ,传代后的 MSCs 生长迅

速 ,细胞形态光镜下亦无明显区别。

取 P3 代细胞行流式细胞仪检测, 结果显示 ,

MSCs 易纯化 , P3 代细胞均一性达 95%以上。

CD29 、CD44、CD105 和 CD166 的抗原表达均为阳

性 ( 图 1) ; 造血细胞表面标志 : CD34、CD8 、

CD19、CD45、CD14、CD33 等 表 达 均 为 阴 性 ; 与

GVHD发生密切相关的表面标志 : HLA- DR、B7- 1

( CD80)、B7- 2( CD86)、CD40 和 CD40L均为阴性。

2.2 MSCs 在人羊膜上的分化情况

MSCs 接种在 HAM的基质面后很快贴附生

长 ,细胞呈梭形 , 胞核大 , 细胞活力好 , 48 h 后融合

成单层, 第 4 天可见 MSCs 在 HAM的基质面密集

生长 , 细胞形态难以辨认。免疫组化检测羊膜上

MSCs的表面标志, 流式细胞仪结果显示, 羊膜上

MSCs 的表面标志与未接种于羊膜上的 MSCs 细胞

一致。

2.3 羊膜负载人 MSCs移植到兔结膜基质后观察

两组术后改变基本一致 :术后第 7 天 , 植片开

始出现轻度水肿。第 2 周 , 植片水肿逐渐消退 , 见

新生血管长入植片 , 羊膜植片与植床周边结膜愈

合良好 , 未见瘢痕增生 , 植片与周边结膜难以分

辨。第 4～8 周 ,植片呈半透明 ,无睑球粘连 ,眼球运

动正常。

2.4 组织学检查

组织学改变基本一致 , 术后 2 周 :羊膜植片开

始溶解 , 基底膜上见 2～4 层上皮细胞 (图 2) ;术后

4 周 : 羊膜植片大部分溶解 , 上皮细胞 2～3 层 , 连

续整齐排列 ; 术后 6～8 周 : 植床上见上皮细胞连

续 , 细胞 2～3 层 , 细胞小而圆 , 大量杯状细胞分布

在表层上皮细胞间。两组均未见异常增殖细胞。

2.5 免疫组织化学检查

两组 DE- K13 染色结膜上皮层呈棕黄色 (图

3) , AE5 染色阴性。实验组: BrdU染色在结膜上皮

层以及羊膜下可见核阳性细胞 (图 4) , 胞核阳性

细胞比例为 10%。对照组: BrdU染色未见核阳性

细胞。

3 讨 论

3.1 MSCs 的分离和鉴定

MSCs 是存在于骨髓基质系统中一种具有多

向分化潜能的干细胞 , 它可以分化形成多种中胚

层组织 , 包括骨、软骨、肌腱、肌肉和脂肪组织及骨

图 1 流 式 细 胞 仪 检 测 人 MSCs CD29、CD44、CD105、

CD166 阳性图

Fig.1 The human MSCs showed positive in CD29,

CD44, CD105, CD166 by flow cytometry
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图 2 人 MSCs +羊膜结膜移植术后 2 周组织学

图 3 人 MSCs +羊膜结膜移植组结膜上皮 DE- K13 染色结果

图 4 人 MSCs +羊膜结膜移植组结膜上皮 BrdU 染色结果

Fig.2 The conjunctiva at the 14th day post transplantation of MSCs cultured on amniotic member (×200)

Fig.3 DE- K13 dyed conjunctival epithelial of exper imental group (×200)

Arrow: K13 positive cell

Fig.4 BrdU dyed conjunctival epithelial of exper imental group (×200)

Arrow:BrdU positive cell

髓基质结缔组织 , 还可向来自外胚层的神经细胞

分化。Liechty等 [1]利用人的 MSCs 移植绵羊 , 证实

异基因移植的 MSCs 不仅具有多向分化的能力 ,而

且具有特殊的免疫特点 , 能够在异基因环境中存

活 ,所以 MSCs 的研究受到广泛的关注。

我们采用密度梯度离心法分离 MSCs, 取含

MSCs 的低密度层进行 MSCs 的分离 , 将大部分造

血细胞和单个核细胞分离开来 , 再经过多次换液

和传代 , 去除悬浮生长的造血细胞 , 获得高纯度的

MSCs,流式细胞仪结果显示 , MSCs P3 代细胞均一

性达 95%以上。对 MSCs 的鉴定至今未找到特异

性抗原标记 [2- 5], 主要依靠细胞形态和表面标志物

鉴定。我们培养的 MSCs 形态均一 , 为梭形 , 成纤

维细胞样 , 反复传代后细胞形态不变 , 增殖速度不

减 , 细胞表面物流式细胞仪结果显示 , 所培养的

细胞 CD29 、CD44、CD105 和 CD166 的抗原表达

均为阳性 , 而造血细胞表面标志 CD34、CD8 、

CD19、CD45、CD14、CD33 等 表 达 均 为 阴 性 , 与

GVHD发生密切相关的表面标志 : HLA- DR、B7- 1

( CD80)、B7- 2( CD86)、CD40 和 CD40L均为阴性 ,

说明所培养的细胞不是骨髓中的另一大类细胞—

造血干细胞 , Prockop 等 [6]认为 , 骨髓来源的贴壁

粘附细胞就是 MSCs。表明本实验培养的细胞为

MSCs。

3.2 人羊膜和兔结膜基质对 MSCs 的诱导作用

将 MSCs 接种到保存人羊膜上培养 4 d 后 ,

MSCs 能在羊膜上贴附生长 , 羊膜可作为 MSCs 的

载体 , 流式细胞仪检测 MSCs 表面标志未发生改

变 , 说明保存羊膜对 MSCs 无明显诱导分化作

用。

本实验采用的免疫组化试剂 CK13 主要是识

别结膜上皮细胞 , AE5 主要是识别角膜上皮细胞 ,

而 BrdU是一种胸腺嘧啶核苷类似物 , 处于 DNA

合成期的细胞可摄取它作为合成 DNA的原料。当

它被整合在 DNA链以后 , 可作为半抗原与 BrdU

抗体结合 ,从而被免疫细胞化学法检测出来。利用

BrdU标记技术可以识别外源性 MSCs 细胞 , 观察

其在兔结膜基质的存活和增殖情况 , 本实验结果

显示: 结膜上皮层 CK13 阳性 , AE5 阴性 , 实验组

在重建的结膜上皮层上检测到细胞核抗 BrdU 阳

性细胞 ,说明人 MSCs 能在兔结膜上皮层存活和增

殖 , 参与了结膜上皮的重建。已有研究表明人

MSCs 植入到大鼠的纹状体内 , 可存活并分化为星

形胶质样细胞 , 且这些细胞与脑内神经干细胞有

相似的迁移方式[7~10]。将培养的 MSCs 植入体内 ,它

可在多种造血以外的组织如肺、骨、软骨、皮肤等

处定位和分化 , 并表现出相应组织细胞的表型 [11]。

本文的研究结果与上述实验的结果一致 , 充分说

明了骨髓间质干细胞在分化的过程中 , 其所处的

体内微环境起重要的作用 [11~13]。
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3.3 人 MSCs 作为结膜上皮种子细胞的可能性

人 MSCs 能在兔结膜基质存活并增殖 , 同时

在重建的结膜上皮层可检测到 MSCs 来源的细胞 ,

推测有部分 MSCs 分化为结膜上皮细胞 ,我们可以

通过模拟结膜微环境诱导 MSCs 分化为结膜上皮

细胞 ,从而实现将 MSCs 作为结膜上皮细胞种子细

胞这一目标 , 这些有待于进一步的研究。MSCs 不

同于其它干细胞的优点在于不但具有惊人的分化

可塑性 , 可以跨越胚层的界限 , 而且来源丰富 , 取

材方便 , 容易分离和纯化 , 在体外可迅速扩增 , 可

通过自体移植克服伦理和免疫排斥问题 , 所以

MSCs 具有更重要的应用前景。

3.4 人 MSCs 在异体环境存活和分化的机制

本实验采用人 MSCs 移植到兔结膜基质 , 属于

异种移植 , 存在免疫排斥反应 , 人 MSCs 在移植后

短期内能存活 , 说明人 MSCs 能在异基因环境存

活 , 与 Azizi[7]和 Liechty等 [1]的研究结果一致 , 其长

期的转归有待于进一步的观察研究。人 MSCs 能在

异基因环境存活、增殖和分化 , 推测其原因有 : 第

一 ,异基因环境可刺激 MSCs 的生存和分化;第二 ,

由于人 MSCs 表达人类白细胞抗原Ⅰ,不表达人白

细胞抗原Ⅱ , 因而避免了免疫反应的发生 ; 第三 ,

MSCs 能改变淋巴细胞对异体靶细胞和组织的反

应。研究表明 [14]:体外培养的 MSCs 可抑制淋巴细

胞的增殖 ,体内应用 MSCs 可延长异体皮肤植片的

存活时间 , MSCs 对于淋巴细胞具有免疫调节功

能 ,这种特性对于 MSCs 应用于组织工程中具有重

要的意义。本实验 MSCs 在移植后 8 周内能存活和

增殖 ,其长期的转归有待于进一步的观察研究。

(衷心感谢中山大学孙逸仙纪念医院儿科黄绍

良教授、周敦华博士为本实验提供人骨髓间质干

细胞 , 以及在骨髓间质干细胞培养和鉴定上给予

的大力支持)
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