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【实验研究】

人脐带间充质干细胞对大鼠视网膜光损伤的保护作用△
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１．３２）μｍ］，ｔｈｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｔｈｅＯＮＬｏｆｒｅｔｉｎａｗｅｒｅｔｈｉｎｎｅｒｂｏｔｈｉｎｔｈｅｈＵＣＭＳＣｓｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ［（３１．２８±１．７９）μｍ］，ＰＢＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ［（１７．２１±１．０２）μｍ］ａｎｄｔｈｅ
ｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅｇｒｏｕｐ［（１２．６８±１．４２）μｍ］（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｉｇｈｔｄａｍ
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ｔｅｇｒａｔｅｉｎｔｏｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄｒｅｔｉｎａａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｏｔｈｅｖｉｔｒｅｏｕｓｃａｖｉｔｙｏｆｒａｔｓｗｉｔｈ
ｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅ．ＴｈｅｖｉｔｒｅｏｕｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｈＵＣＭＳＣｓｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅ．
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ｌｉｇｈｔｉｎｄｕｃｅｄｒｅｔｉｎａｌｄａｍａｇｅ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｒａｔｓ

【摘要】　目的　观察体外人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＭＳＣｓ）能否由视网膜匀浆上清液诱导分化为神经样细胞及移植到视网膜光损伤
大鼠玻璃体内后存活、迁移、整合及分化的情况。方法　无菌条件下采集健康足月剖宫产
胎儿的正常脐带组织，经２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶和１ｇ·Ｌ－１胶原酶消化、贴壁培养获得ｈＵＣ
ＭＳＣｓ。将ＣＭＤｉｌ标记的ｈＵＣＭＳＣｓ注入光损伤大鼠玻璃体内，观察眼内整合分化情况，对
正常对照组、光损伤组、ＰＢＳ治疗组和ｈＵＣＭＳＣｓ治疗组大鼠视网膜外核层层数和厚度进行
对比分析。结果　ｈＵＣＭＳＣｓ培养４８ｈ后贴壁生长，呈长梭形，１４ｄ后可见细胞融合成片。
光损伤后大鼠视网膜外核层结构紊乱、细胞层数减少，厚度变薄，与正常对照组［（４０．７３±
１．３２）μｍ］相比，ｈＵＣＭＳＣｓ治疗组［（３１．２８±１．７９）μｍ］与 ＰＢＳ治疗组［（１７．２１±１．０２）
μｍ］及光损伤组［（１２．６８±１．４２）μｍ］的视网膜外核层厚度均变薄（均为Ｐ＜０．０５）。与光
损伤组相比，ＰＢＳ治疗组和ｈＵＣＭＳＣｓ治疗组视网膜外核层层数显著增加。结论　ＨＵＣＭ
ＳＣｓ移植到光损伤大鼠玻璃体内后能存活、迁移及整合到受损伤视网膜，ｈＵＣＭＳＣｓ玻璃体
内移植可抑制光损伤大鼠光感受器的凋亡。

【关键词】　视网膜光损伤；脐带间充质干细胞移植；大鼠
【中图分类号】　Ｒ７７４．１

　　年龄相关性黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）主要是由于老化及视网膜光损伤而

导致的一种进行性致盲性眼病，现全球范围大约有

１７０万人因ＡＭＤ而致盲［１］，然而目前临床上仍没有
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理想的治疗药物，因此急需一种有效的预防或治疗

措施，尤其对于老龄化严重的国家。人脐带间充质

干细胞 （ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｈＵＣＭＳＣｓ）作为一种新型细胞治疗手段近来广
泛应用于临床及基础研究［２４］。Ｓｗａｍｉｎａｔｈａｎ等［５］研

究显示，ｈＵＣＭＳＣｓ移植可以减轻急性及慢性肾脏损
伤，并促进其功能恢复；还有实验表明，ｈＵＣＭＳＣｓ移
植可以促进神经损伤修复［６］。因此，本研究通过视

网膜光损伤模型及消化法培养 ｈＵＣＭＳＣｓ，观察玻璃
体内注射 ｈＵＣＭＳＣｓ对视网膜光损伤组织形态变化
的影响，为ＡＭＤ的治疗提供新的思路及方向。

１　材料与方法

１．１　材料　健康无眼疾成熟雄性 ＳＤ大鼠（购自潍
坊医学院实验室）２４只，鼠龄８周，体质量２５０～３００
ｇ。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），ＣＭＤｉｌ
（活细胞染色剂）、ＮＳＥ抗体、ＮＦ抗体（美国 Ｓａｎｔａ），
流式细胞仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司），荧光显微镜
（ＢｉｏＲａｄ公司）等。
１．２　分组方法　以大鼠右眼作为实验眼，随机分为
正常对照组、光损伤组、ＰＢＳ治疗组及 ｈＵＣＭＳＣｓ治
疗组，每组６只。光损伤组、ＰＢＳ治疗组及 ｈＵＣＭＳＣｓ
治疗组的大鼠于暗环境饲养 ２４ｈ后放入光损伤仪
中（北京大学医学部仪器厂制作）饲养２４ｈ，光照强
度为 （９５０±５０）ｌｘ，波长为 ４８０～５２０ｎｍ，随后置于
黑暗中 ３ｄ，正常环境中再饲养７ｄ后进行玻璃体内
注射手术，１４ｄ后摘除眼球用于实验。
１．３　ｈＵＣＭＳＣｓ的提取、培养和鉴定　无菌取健康
足月剖宫产胎儿脐带１０ｃｍ，分离脐带外膜和血管组
织，即可获得脐带 Ｗｈａｒｔｏｎ胶组织，在无菌平皿内将
其剪碎至约１ｍｍ３大小，加入２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶
和１ｇ·Ｌ－１Ⅱ型胶原酶消化液２０ｍＬ，当其消化至半透
明状态时使用移液管吹打，细胞悬液均过２００目铜网，
室温１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，细胞沉淀重悬
于２５Ｔ培养瓶中培养，将第３代ｈＵＣＭＳＣｓ用流式细胞
仪进行鉴定，结果为 ＣＤ３４－、ＣＤ４５－、抗 ＨＬＡＤＲ阴
性，ＣＤ７３＋、ＣＤ１０５＋、抗ＨＬＡＡＢＣ阳性。
１．４　ＣＭＤｉｌ标记 ｈＵＣＭＳＣｓ　将 ＣＭＤｉｌ（每管５０
μｇ）用５０μＬ的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解分装，－２０℃
避光保存，培养的第３代ｈＵＣＭＳＣｓ贴壁融合达８０％
时加入含４ｍｇ·Ｌ－１ＣＭＤｉｌ的培养基中避光孵育８
ｍｉｎ，再于４℃、含体积分数５％ＣＯ２条件下避光孵育
２０ｍｉｎ，２ｍＬＰＢＳ冲洗细胞３次，再用台盼蓝按１
１０比例稀释后在细胞计数板上计数细胞，观察拒染
率即细胞的生存率。细胞生存率（％）＝活细胞总
数／（活细胞总数＋死细胞总数）×１００％。
１．５　ｈＵＣＭＳＣｓ移植　ＰＢＳ治疗组及 ｈＵＣＭＳＣｓ治
疗组大鼠在光损伤后７ｄ，分别于角膜缘后０．５ｍｍ
处先用１ｍＬ的注射器做一浅穿刺，然后用５μＬ的
微量注射器向眼球后面视神经盘的方向进入玻璃体

内，从瞳孔区观察到针尖后，分别注入灭菌ＰＢＳ５μＬ
及ＣＭＤｉｌ标记的ｈＵＣＭＳＣｓ混悬液５μＬ（２×１０６个
细胞），术后所有实验眼使用红霉素眼膏涂眼，氯霉

素眼液滴眼，每天３次，所有实验眼未见感染发生。
１．６　视网膜病理改变的观察　玻璃体内注射２周
后各组大鼠麻醉处死，摘取实验眼，体积分数４％甲
醛固定液固定１周，制作蜡块、切片，免疫荧光和苏
木素伊红（ＨＥ）染色，光镜下观察视网膜各层组织
结构损伤变化情况并照相，荧光显微镜下观察 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ移植后在光损伤大鼠玻璃体内的存活和迁移
情况。应用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０专业图像分析软件系
统测定各组大鼠眼视网膜外核层厚度。

１．７　统计学处理　本研究应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行
统计分析，所有计量数据采用 珋ｘ±ｓ表示。所有数据
进行方差齐性检验后，采用两样本均数比较的ｔ检验
和单因素方差分析并行两两比较。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ｈＵＣＭＳＣｓ生长情况　ｈＵＣＭＳＣｓ接种于培养
液中４８ｈ可见个别细胞开始贴壁，经原代培养３～５
ｄ后细胞数量明显增多，呈长梭形，形态较为均一
（图１）。１０～１４ｄ后可见细胞铺满瓶底，完全融合
时形成紧密排列的漩涡状结构 （图２）。传代后细胞
增殖旺盛，２～３ｄ后可见细胞铺满瓶底，仍呈梭形及
漩涡状排列。

图１　接种后第４天半量换液后的ｈＵＣＭＳＣｓ（×４０）。图２　原代
达融合的贴壁细胞，呈漩涡状排列（×４０）

２．２　ＣＭＤｉｌ标记ｈＵＣＭＳＣｓ　ＣＭＤｉｌ标记的ｈＵＣ
ＭＳＣｓ在荧光显微镜下发红色荧光，标记率达９０％以
上（图３），染色后的细胞呈现红色荧光，细胞形状表
现为三角形、椭圆形，细胞膜和细胞质着染，细胞核

未被染色。

２．３　光损伤大鼠视网膜组织病理学变化　ＨＥ染色
结果显示，视网膜光损伤后光感受器细胞外节和内

节变短甚至消失，外核层细胞明显减少。正常对照

组外核层平均１３层细胞（图４）。ｈＵＣＭＳＣｓ治疗组
外核层平均约１０层细胞（图５），视网膜各层完整，
结构清晰；外核层排列整齐，厚度较正常对照组变

薄，但厚于光损伤组及ＰＢＳ治疗组；感光细胞内节、外
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节排列规则，无明显空泡。光损伤组外核层仅约３层
细胞（图６），且外核层结构疏松，分界不清，细胞排列
紊乱。ＰＢＳ治疗组外核层平均约４层细胞（图７），视
网膜各层排列较不规则，也可见核层排列紊乱，但各

层间分界隐约可见。正常对照组外核层厚度为

（４０７３±１３２）μｍ，而光损伤组［（１２．６８±１．４２）μｍ］、
ＰＢＳ治疗组［（１７．２１±１．０２）μｍ］及ｈＵＣＭＳＣｓ治疗组
［（３１２８±１．７９）μｍ］均有不同程度变薄，各组间比
较，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５），表明ｈＵＣ
ＭＳＣｓ玻璃体内移植明显减轻了光损伤导致的视网膜
细胞的丢失，对视网膜起到了保护作用。

图３　细胞标记率近１００％ＣＭＤｉｌ标记ｈＵＣＭＳＣｓ（×４０）

图４　正常对照组大鼠视网膜ＨＥ染色结果（×４０）。外核层细胞规整、排列紧密。图５　ｈＵＣＭＳＣｓ治疗组大鼠视网膜ＨＥ染色结果
（×４０）。外核层细胞轻度变薄，细胞排列规整。图６　光损伤组大鼠视网膜ＨＥ染色结果（×４０）。外核层细胞减少，结构疏松。图７
　ＰＢＳ治疗组大鼠视网膜ＨＥ染色结果（×４０）。外核层变薄，细胞排列尚规整

２．４　ｈＵＣＭＳＣｓ在眼内整合情况　移植到光损伤大
鼠玻璃体内的ｈＵＣＭＳＣｓ至少可以存活２周，而且存
活的 ｈＵＣＭＳＣｓ发生了迁移，ＣＭＤｉｌ标记的 ｈＵＣＭ
ＳＣｓ主要迁移到视网膜表面并沿内界膜分布，并且部
分ｈＵＣＭＳＣｓ整合到视网膜神经纤维层中（图８），这
说明少数移植到光损伤大鼠玻璃体内的 ｈＵＣＭＳＣｓ
在某种因素诱导下可以向视网膜神经细胞分化或整

合入视网膜组织，进而参与对损伤视网膜的修复。

图８　Ｄｉｌ标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ玻璃体内整合入光损伤的视
网膜神经纤维层中（×１００）

３　讨论

ｈＵＣＭＳＣｓ是从人脐带获取的具有增殖和多向分
化潜能的干细胞［７］，免疫原性低，容易获取且不存在

伦理道德问题［８９］，现日趋成为细胞再生研究的热

点。相关报道显示，ｈＵＣＭＳＣｓ可以修复多种原因引

起的组织器官损伤［１０１２］，国内外已有许多研究证明

通过不同途径移植 ｈＵＣＭＳＣｓ可以治疗多种眼部疾
病［１３１４］，如Ｋｏｎｇ等［１５］研究发现，ｈＵＣＭＳＣｓ玻璃体内
移植可以明显改善糖尿病视网膜的功能，对视网膜

起到一定的保护作用；ｈＵＣＭＳＣｓ可分泌多种细胞因
子抑制细胞的凋亡，并促进损伤神经的修复［１６］。

Ｓｃａｌｉｎｃｉ等［１７］将ｈＵＣＭＳＣｓ注入鼠玻璃体内后检测发
现，玻璃体内及视网膜中多种神经营养因子的含量

升高，如脑源性生长因子、神经生长因子等，可以推

测ｈＵＣＭＳＣｓ能够分泌神经营养因子，营养受损的视
网膜。ｈＵＣＭＳＣｓ还可以被诱导分化为神经样细胞、
视网膜神经节细胞、胶质细胞和光感受器细胞［１８１９］，

使其具有应用于修复受伤或病变神经组织的能

力［２０２１］。这些研究为 ｈＵＣＭＳＣｓ眼内移植治疗提供
了理论基础，但目前还未见关于视网膜光损伤保护

的相关报道，故本研究分析 ｈＵＣＭＳＣｓ玻璃体内移植
对视网膜光损伤的保护作用。在本研究中，我们采

用酶消化法成功分离获得 ｈＵＣＭＳＣｓ，证实其具有贴
壁生长特征且表达间充质干细胞表型，结果显示：

ＣＤ３４－、ＣＤ４５－、抗 ＨＬＡＤＲ阴性，ＣＤ７３＋、ＣＤ１０５＋、
抗ＨＬＡＡＢＣ阳性，说明本研究通过反复换液和传代
可以获得高纯度的ｈＵＣＭＳＣｓ。

我们发现，视网膜光损伤后视盘上方 ２～３ＰＤ
损伤最重，因此我们用这部分视网膜作为进一步研

究对象，结果发现，光损伤后视网膜外核层细胞损伤

严重，细胞减少，结构破坏，而 ｈＵＣＭＳＣｓ移植可显著
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减少视网膜光感受器细胞凋亡，减轻外核层损伤，增

加细胞数量，优化视网膜结构，从而对光损伤视网膜

起保护作用。而且本实验发现，单纯注射 ＰＢＳ也可
一定程度减少光感受器凋亡，其作用机制有待进一

步研究。

玻璃体内注射 ｈＵＣＭＳＣｓ后２周，荧光显微镜下
观察见玻璃体内红色荧光，表明细胞能够较长时间

存活于玻璃体，移植到光损伤大鼠玻璃体内的 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ能存活并向视网膜迁移且整合到受损伤视网
膜。说明移植后的 ｈＵＣＭＳＣｓ可能参与了视网膜损
伤的修复，推测其原因可能是细胞本身具有抑制细

胞凋亡及促进神经损伤修复的作用，加强了抑制神

经细胞凋亡的作用，并能进一步减少和修复细胞损

伤，亦有可能通过分泌细胞因子参与视网膜细胞的

修复。Ｋｏｎｇ等［１５］研究也发现，玻璃体内注射ｈＵＣＭ
ＳＣｓ后可以减轻糖尿病视网膜病变的细胞损伤，并检
测到了神经生长因子表达的增加。

综上所述，移植到玻璃体的 ｈＵＣＭＳＣｓ能够存活
及迁移，并能整合到受损伤视网膜中且可抑制光感

受器细胞的凋亡，说明在视网膜受损伤状态下 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ可能受到某种因子趋化而整合到视网膜中，通
过刺激分泌细胞因子发挥其营养支持作用，亦有可

能转化为神经细胞从而对光感受器细胞产生保护

作用。
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