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目的
!

比较角膜缘干细胞"

68O+

#在不同羊膜上的生长情况!寻求
68O+

体外培养的最佳载体$方法
!

取健康剖宫

产孕妇胎盘的羊膜组织!分别制备保留上皮的新鲜羊膜&去除上皮的新鲜羊膜和冷冻羊膜$消化法分离大鼠
68O+

后将其按相同

浓度分别种植于
'

种事先准备好的羊膜载体和无载体孔中!分为
0

组$实验
$

组'保留上皮的新鲜羊膜组%实验
1

组'去除上皮的

新鲜羊膜组%实验
'

组'去除上皮的冷冻羊膜组%对照组'无羊膜载体组$
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组细胞分别作细胞凋亡检测!

H

)'

&

]OU9

免疫荧光检

测!检测阳性细胞计数$结果
!

培养第
'

天!

'

个实验组培养的细胞排列紧密!融合形成单层!其中可见大小不等的团块状集落!

细胞大小基本一致!多呈圆球形或卵圆形$对照组培养的细胞排列相对稀疏!基本融合!形成单层!可见散在的&大小不等的桑葚

样细胞集落!集落细胞的生长特征及形态特点与实验组相似$实验组的细胞凋亡率均低于对照组!
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阳性率和
]OU9

阳性率均

高于对照组"

!

$

%&%$

#!尤以实验
$

组变化最为明显"

!

$

%&%$

#$结论
!

羊膜载体有利于体外培养大鼠
68O+

的扩增!保留上皮的

新鲜羊膜能更好地维持体外培养
68O+

的特性!是体外角膜缘干细胞培养的理想载体$

"关键词#

!

角膜缘%干细胞%羊膜%染色与标记%角膜%细胞凋亡%
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正常角膜表面由角膜上皮细胞覆盖#表层上皮细胞不断脱

落死亡#同时基底层的细胞不断增殖以取代表层上皮细胞)角

膜上皮的完整性依赖于这一动态平衡过程)体外培养的角膜

缘干细胞$

E#IFBE+;AI<AEE+

#

68O+

%移植被认为是目前针对眼

表疾病最有前景的治疗方法之一&

$.'

'

)大量实验表明羊膜是

68O+

体外培养的良好底物#是干细胞体外培养和临床移植研

究的首选载体&

0.)

'

)卢建民等&

-

'研究报道#将人羊膜上皮细胞

移植到兔角膜缘干细胞缺乏性功能障碍$

68OQ

%模型眼上可抑

制新生血管#减轻角膜混浊)以羊膜为载体的
68O+

体外培养

方法的建立#目前主要集中在新鲜羊膜或低温冷冻保存羊膜的

使用)对于何种羊膜载体在
68O+

培养中更有利于
68O+

的生

长目前尚需进一步研究)故本研究拟探讨用不同羊膜为载体

体外培养
68O+

的方法#比较
68O+

在不同羊膜上的生长情况#

以期寻求
68O+

体外培养的最佳载体#为最终实现以体外培养

的
68O+

移植提供实验依据)
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材料与方法
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实验材料
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健康清洁级
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大鼠#体质量
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!

4%%

:
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基金项目!贵州省优秀科技教育人才省长专项资金项目$黔省专合字&

1%$1

'

0$

号%(贵州省科技厅
.

贵阳医学院联合基金$黔科合
63

字

&

1%$1

'

%1)

号%)
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作者简介!胡蓉$

$(/%Y

%#副教授#博士#主要从事干细胞基础与应用方面研究)

!

#
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通讯作者#
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雌雄不限#由贵州医科大学实验动物中心提供#生产许可证!

8OfT

$黔%

1%$1.%%%$

)孕妇胎盘#产前进行母体血清学检查#

排除一切传染性疾病的感染#由贵州医科大学附属医院提供#

并通过伦理委员会批准)

>&>&?

!

仪器与试剂
!

QP5P

"

2$1

培养基购自美国
3#F<"

公

司#胎牛血清购自杭州四季青生物工程公司#

%&14_?D

LH

+#,.

%&%$_

乙二胺四乙酸$

5Q?9

%购自美国
S

L

<E",A

公司#兔多克

隆抗体
H

)'

购自北京博奥森生物技术公司#小鼠单克隆抗体

]OU9

*细胞凋亡检测试剂盒*免疫荧光试剂盒购自武汉博士

德生物工程有限公司#细胞培养板购自美国
O"+;BD

公司#

OR

1

培养箱购自美国
?CADI"

公司#倒置相差显微镜购自日本
U#.

M",

公司)
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!

方法
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!

羊膜载体的制备
!

取行剖宫产的健康孕妇的胎盘#无

菌条件下#钝性分离获取羊膜#浸泡在含青链霉混合液$

$g$

%

的磷酸盐缓冲液$

]X8

%中
1%I#,

)上皮面向上贴附于无菌硝

酸纤维素膜上#修剪成
1&4<Ih1&4<I

的小块)$

$

%羊膜保

存!将部分羊膜置于
4_

胎牛血清的
QP5P

"

2$1

细胞培养液

中浸泡备用#

0Z

保存#于取材后
$1C

内使用)将剩余羊膜按

培养基和甘油
$g$

混合的溶液浸泡#

0Z

冰箱中放置
1%I#,

#

转
Y/%Z

冰箱保存
1

个月#待使用时取出迅速置于
'-Z ]X8

中解冻
$I#,

#冲去表面甘油#

]X8

水化
'%I#,

后去上皮)$

1

%

羊膜去上皮!含
%&14_

胰蛋白酶*

%&%$_5Q?9

的消化液
'-

Z

消化
04I#,

#细胞刮刀刮除上皮细胞#倒置镜下确认上皮细

胞全部清除#上皮面朝上置于
10

孔培养板内于
'-Z

孵箱中干

燥待用)

>&?&?

!

68O+

的分离与培养
!

取新鲜大鼠角膜缘组织#眼科剪

将组织反复剪碎至
$II

1 大小#消化液
'-Z

消化
1%I#,

#加

适量
1%_

胎牛血清的
QP5P

"

2$1

培养基反复吹打至单细胞

悬液#离心去上清液)适量培养液重悬细胞#计数后以
$&4h

$%

4

"

<I

1 的密度分别接种于平铺
10

孔培养板中#分为
0

组!有

新鲜的保留上皮的羊膜为实验
$

组(新鲜的去除上皮的羊膜为

实验
1

组(经冷冻保存的去除上皮的羊膜及无羊膜载体的为实

验
'

组(无羊膜载体组为对照组)

'-Z4_OR

1

培养#培养液

每
1

!

'

天更换
$

次#每日用倒置相差显微镜观察细胞的生长

状况并拍照记录)

>&?&@

!

细胞凋亡苏木素
.

伊红$

S5

%染色检测
!

取分组培养第

4

天的
68O+

#按照武汉博士德生物工程有限公司提供凋亡检

测试剂盒说明书操作)

>&?&F

!

免疫荧光细胞化学染色检测
!

取分组培养第
4

天的

68O+

#免疫荧光细胞化学染色检测
H

)'

和
]OU9

的表达)实

验严格按照说明书操作#空白对照以
]X8

代替一抗)

>&@

!

统计学处理
!

所有数据均用
8]88$-&%

统计软件进行处

理和作图)在
0

组的每一张玻片上各取
'

个视野计数阳性细

胞个数和阴性细胞个数$每组
$%

张玻片%#计算出细胞阳性率#

计量资料以
CV-

表示#

0

组间比较采用单因素方差分析)检

验水准
$

=%&%4

#以
!

$

%&%4

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

羊膜载体的制备
!

倒置显微镜观察#保留上皮的羊膜上

皮细胞呈立方形#小而密#覆盖整个表面$图
$9

%)去除上皮的

羊膜表面未见细胞成分#可见基底膜网状纤维#纵横交错#见图

$X

)

!!

9

!保留上皮的羊膜(

X

!去除上皮的羊膜)

图
$

!!

羊膜载体制备结果&

h1%%

'

!!

9

!实验
$

组病理切片(

X

!实验
1

组病理切片(

O

!实验
'

组病理切片(

Q

!对照组病理切片(

5

!实验
$

组
S5

染色(

2

!实验
1

组
S5

染色(

3

!实验
'

组
S5

染色(

S

!对照组
S5

染色)

图
1

!!

8Q

大鼠
68O+

体外细胞培养结果&

h0%%

'

?&?

!

大鼠
68O+

的培养体外生长特征
!

倒置镜观察#培养第
'

天#实验
$

组$图
19

%*实验
1

组$图
1X

%*实验
'

组$图
1O

%

'

个

实验组培养细胞排列紧密#融合形成单层#单层之间可见大小

不等的团块状集落#细胞大小基本一致#多呈圆球形或卵圆形#

0'1'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
04

卷第
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期



其中实验
1

组和实验
'

组的细胞集落均多于实验
$

组的细胞

集落#但二者的死细胞数比实验
$

组多)对照组$图
1Q

%培养

细胞排列相对稀疏#基本融合形成单层#可见散在的*大小不等

的桑葚样细胞集落#集落细胞生长特征及形态特点与实验组相

似#死细胞明显比
'

个实验组的死细胞多)

S5

染色观察
0

组

培养细胞的形态特征!实验
$

组$图
15

%*实验
1

组$图
12

%*实

验
'

组$图
13

%

'

个实验组的
68O+

数量均相对较多#对照组

$图
1S

%细胞数较少#

0

组培养细胞的形态基本相同#均呈椭圆

形或不规则形)

?&@

!

免疫荧光细胞化学检测各组
H

)'

蛋白及增殖细胞核抗原

$

]OU9

%的表达
!

培养第
4

天#

'

个实验组中均有大多数细胞

呈
H

)'

阳性反应$细胞核发出橙黄色荧光的细胞则为
H

)'

阳性

细胞%#而
H

)'

阳性细胞则为
68O+

)实验
$

组*实验
1

组*实验

'

组的
H

)'

阳性率均高于对照组$图
'

%)细胞核发出橙黄色荧

光的细胞则为
]OU9

阳性细胞#

'

个实验组中均有大多数细胞

呈
]OU9

阳性反应)实验
$

组*实验
1

组*实验
'

组的
]OU9

阳性率均高于对照组$图
0

%)实验
$

组与实验
1

组的
H

)'

#

]O.

U9

阳性性表达率比较#差异有统计意义$

!

$

%&%$

%(实验
$

组

与实验
'

组的
H

)'

#

]OU9

阳性性表达率比较#差异有统计意

义$

!

$

%&%$

%(实验
1

组与实验
'

组的
H

)'

#

]OU9

阳性性表达

率比较#差异无统计意义$

!

%

%&%4

%#见图
'

*

0

)

!!

9

!实验
$

组免疫荧光染色结果$

h1%%

%(

X

!实验
1

组免疫荧光染

色结果$

h1%%

%(

O

!实验
'

组免疫荧光染色结果$

h1%%

%(

Q

!对照组免

疫荧光染色结果$

h1%%

%(

5

!

H

)'

阳性率柱状图)

图
'

!!

8Q

大鼠
68O+

中
H

)'

免疫荧光染色结果

?&F

!

细胞凋亡检测各组细胞的凋亡率
!

培养第
4

天#

'

个实

验组中均有少数细胞呈细胞凋亡阳性反应#细胞核中有棕黄色

颗粒者为阳性#即发生凋亡的细胞)实验
$

组细胞凋亡率为

$

1$&)'V1&-)

%

_

*实验
1

组细胞凋亡率为$

'$&1$V1&4%

%

_

*

实验
'

组细胞凋亡率为$

'%&0(V0&%$

%

_

#而对照组细胞凋亡

率为$

40&)%V4&1$

%

_

)与对照组比较#实验
$

组*实验
1

组*

实验
'

组均细胞凋亡数量减少$

!

$

%&%$

%)实验
'

组与实验
1

组细胞凋亡率均高于实验
$

组#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#见图
4

)

!!

9

!实验
$

组免疫荧光染色结果$

h1%%

%(

X

!实验
1

组免疫荧光染

色结果$

h1%%

%(

O

!实验
'

组免疫荧光染色结果$

h1%%

%(

Q

!对照组免

疫荧光染色结果$

h1%%

%(

5

!

]OU9

阳性率柱状图)

图
0

!!

8Q

大鼠
68O+

中
]OU9

免疫荧光染色结果

图
4

!!

8Q

大鼠
68O+

细胞凋亡结果

@

!

讨
!!

论

@&>

!

大鼠
68O+

的体外培养及鉴定
!

68O+

位于角膜缘上皮

基底层中#其更新能够保持角膜缘上皮细胞功能和结构的完整

性#对于角膜通透性至关重要)因此
68O+

体外培养及相关分

子鉴定至关重要)直到目前为止#关于
68O+

的鉴定都是间接

的)

8J!CB

等&

/

'发现#

H

)'

局限地位于角膜上皮边缘的基底细

胞#认为
H

)'

是
68O+

的标志物)

]BD;CB+BDB;C

L

等&

(

'研究发现

H

)'

在
68O+

中高表达#而在由干细胞分化而来的短暂扩充细

胞中不表达#认为
H

)'

可作为鉴定
68O+

的标志)近年来#

H

)'

已被广泛用作了
68O+

的鉴定&

$%.$'

'

)

]OU9

是一种在增殖细胞中合成和表达的核内多肽#它的

表达和合成与细胞周期有关#其作为
QU9

聚合酶的辅助蛋白

直接参与了细胞的增殖能力#在含有增殖细胞的组织中#

]O.

U9

呈阳性表达#故
]OU9

可间接地反映细胞的增殖状况&

$0

'

)

]OU9

阳性细胞仅局限于有增殖能力的组织#是评价细胞增殖

能力的可靠指标#多用于细胞的体外培养&

$4

'

)故本研究对
0

组细胞进行了
]OU9

免疫荧光细胞化学染色#各组中均有不

同数量的细胞染色呈阳性#证明了所培养的
68O+

具有较强的

增殖能力)
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@&?

!

最佳羊膜载体的选择
!

目前认为#羊膜是干细胞体外培

养和临床移植研究的首选载体&

0

'

)

X"JD,A

将正常人羊膜组织

自内向外分为
4

层!$

$

%上皮细胞层($

1

%基底膜($

'

%致密层(

$

0

%纤维母细胞层($

4

%海绵层)在制备羊膜载体时#将绒毛膜

去掉#合格的羊膜载体只包括上皮细胞层和基底膜#无血管和

基质成分$如成纤维细胞*胶原和其他非细胞成分%)本实验制

备的羊膜载体成分均符合体外培养载体的要求)

本研究在
'

种羊膜上培养的
68O+

发现所得的克隆细胞

团形态一致#有较高的核质比#说明
'

种培养方法均较好地保

持了培养
68O+

的干细胞特性)倒置镜观察到#羊膜载体上培

养的细胞#

'!

的融合率可达到
-%_

#

4!

可达
$%%_

#明显高于

无载体组$第
4

天左右方可达到
-%_

的融合%#说明在
'

种羊

膜载体上培养的大鼠
68O+

生长速度快#克隆形成率高#具有

较强的增殖能力#均较无载体状态更有利于
68O+

的体外

培养)

目前#关于新鲜羊膜和保存羊膜用于眼表疾病的治疗中孰

优孰劣的问题#众说纷纭)

68O+

在体内增殖分化受神经*内分

泌*体液及微环境等各种因素的影响#其中各种细胞因子的作

用尤为重要)许多研究表明#完整新鲜羊膜的上皮层细胞能够

分泌多种生物活性分子$表皮生长因子*转化生长因子*成纤维

细胞生长因子*神经生长因子等%#在体外培养时#能刺激培养

细胞的增殖*运动#增强黏附#并调节其分化状态&

$).1%

'

)另外#

神经生长因子还可诱导蛋白质合成*刺激免疫球蛋白
P

$

7

:

P

%

分泌*调节胆碱乙酰基转移酶的活性#对调节
68O+

生存的微

环境#促进其增殖具有重要作用)本研究用新鲜完整羊膜培养

的
68O+

数量最多#增殖能力最强#细胞凋亡率最低#在整个培

养过程中#除培养基外#未使用其他任何促进细胞增殖的试剂#

产生这一结果的原因可能与羊膜上皮细胞分泌各种细胞因子#

最好地模拟了
68O+

生长的微环境有关)

羊膜的基底膜是人体中最厚的基底膜#含有
%

型胶原纤维

网$

O"E

%

%*层粘连蛋白$

6U

%和硫肝糖蛋白#可以为细胞黏附

提供支架#引发细胞内信号转导#促进细胞增生和移行&

1$

'

)说

明去上皮的羊膜作为-移植的基底膜.#也可以为
68O+

生长提

供一种健康基质#起到增强
68O+

的黏附#促进其移行和分化#

以及防止凋亡等作用)故本研究用新鲜去上皮的羊膜作
68O+

的体外培养#所获细胞的数量*增殖能力*凋亡率均优于无载

体#提示在羊膜去上皮的情况下#羊膜基质在
68O+

体外培养

过程中也在一定程度上发挥了正面的作用)

针对冷冻去上皮羊膜培养
68O+

的情况#研究表明#冷冻

保存的羊膜中上皮分泌的各种细胞因子效价显著降低#但基底

膜中含有的
O"E

%

和
6U

并无明显变化#故认为在冷冻保存羊

膜中各种生物活性分子的作用很小#甚至没有作用#而发挥主

要作用的是基底膜&

1$

'

)这一观点支持了本实验冷冻去上皮羊

膜组
68O+

体外培养的结果#即由于没有羊膜上皮所分泌的各

种细胞因子的作用#所获
68O+

的数量*增殖能力均低于新鲜

保留上皮的羊膜组#而凋亡率则相对增加(相关指标与新鲜去

上皮羊膜组没有明显的区别#这也是没有设置冷冻保留上皮羊

膜组培养的原因)

综上所述#本研究通过比较大鼠
68O+

在保留上皮的新鲜

羊膜*去除上皮的新鲜羊膜和去除上皮的冷冻羊膜上的生长情

况和生物学特性发现#保留上皮的新鲜羊膜能更好地维持体外

培养
68O+

的干细胞的特性)因此#可认为保留上皮的新鲜羊

膜载体更有利于大鼠
68O+

的体外培养#是体外培养大鼠

68O+

的理想载体#可为建立稳定的
68O+

体外实验细胞模型#

和
68O+

进一步用于角膜损伤修复的研究奠定理论基础)
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种因素相互关联#不同的脱乙酰程度及相对分子质量的大小#

会对其止血性*抗菌性及与炎症反应产生极大影响)低脱乙酰

度的壳聚糖甚至对耐甲氧西林金葡菌有很好的抑制性&

(

'

#而小

相对分子质量的壳聚糖也会提高组织对其降解的速度&

$%

'

)

既往的研究显示#在一定范围内#生物材料的抗菌性能与

纳米银浓度呈正相关#为达到较为优秀的抗菌性能#一般需要

纳米银的添加比例不低于生物材料的
$&4_

&

$$

'

#而在本实验

中#

%&4_

的
8UO

敷料已经显示出优秀的抗菌能力#考虑其为

纳米银与壳聚糖的协同作用所导致的抗菌性能提升)其协同

作用表现为!$

$

%纳米银粒子尺寸小且比表面积大#容易与细菌

发生接触反应#使纳米银粒子黏附到细胞膜上#并渗入到细菌

内部#在细菌细胞内部纳米银粒子通过与酶蛋白中的硫和磷发

生作用#使细菌丧失酶活性#同时也会破坏细菌的呼吸链#导致

细菌死亡&

$1

'

($

1

%纳米银粒子在细菌细胞中可以释放银离子#

从而进一步提高其抗菌能力(再次#壳聚糖上未反应的
YUS

1

质子化生成
YUS

'

k

#能够吸附细菌表面带负电荷的分子基团

而改变其细胞通透性#从而导致细菌细胞内组分如蛋白质与葡

萄糖的泄露#致使细菌死亡($

'

%壳聚糖复合物具有独特的网状

结构#当与细菌接触时#其更易堆积在细菌细胞表面而造成细

胞代谢减弱#从而抑制细菌繁殖&

$'

'

)

现代生物敷料应该是具有良好保湿能力#不粘连新生肉芽

组织#减少更换时患者的痛苦(可以促进上皮细胞再生#提高巨

噬细胞及纤维母细胞活性(保持伤口清洁#减少伤口可能的细

菌感染#促进伤口愈合的新型敷料)本课题组所制作的敷料#

除了其优异的抗菌性外#低于
$_

的
8UO

模型更是无明细的

细胞毒性)且在动物实验中证明本敷料相较传统敷料可以促

进伤口的愈合#也能够保持伤口的湿润)综上所述#本敷料符

合现代生物敷料的要求)

但本实验依然有一些问题尚待解决!$

$

%尽管选择的纳米

银材料是一种目前看来较为优秀的抗菌材料#相关的研究也证

实在短期研究中#未见到银对生物体产生严重不良反应&

$0.$4

'

#

但是其长期影响仍无定论)$

1

%现阶段并未完全理解
8UO

敷

料是如何影响伤口愈合的#其具体机制是为何)有研究提示小

相对分子质量的壳聚糖可以抑制基质金属蛋白酶
1

的活性及

表达#当其相对应分子质量在$

'

!

4

%

h$%

' 时#其可以达到最

大的效应)而过量的基质金属蛋白酶
1

被认为是抑制伤口愈

合的因素之一)但这只是其中一个假设#关于
8UO

敷料如何

促进伤口愈合#还需要进一步研究)

总而言之#

8UO

敷料符合现代新型生物敷料的基本要求#

相较传统敷料有其优越性#值得临床进一步研究)
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