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摘要
目的:探讨兔角膜基质细胞(ＣＳＣｓ)体外移植兔角膜后的
存活时间ꎮ
方法:体外培养原代兔 ＣＳＣｓꎬ并行细胞免疫组化鉴定ꎬ利
用慢病毒载体(ＬＶ)携带标记基因增强型绿色荧光蛋白
(ＥＧＦＰ)转染兔 ＣＳＣｓꎬ倒置荧光显微镜下观察转染后细胞
生长状态及荧光强度ꎬ体外动物实验ꎬ随机分为 ２ 组ꎬ实验
组行 ＬＶ－ＥＧＦＰ 标记的兔 ＣＳＣｓ 细胞悬液角膜基质注射ꎬ
对照组等量生理盐水角膜基质注射ꎬ转染后 １ｗｋꎬ１ｍｏ 取
材冰冻切片观察移植的 ＣＳＣｓ 荧光ꎬ石蜡切片行苏木素－
伊红(ＨＥ)染色观察组织形态ꎮ
结果:ＬＶ－ＥＧＦＰ 转染兔 ＣＳＣｓ 在倒置荧光显微镜下 ２４ｈ 后
可见少量荧光ꎬ９６ｈ 和 １１０ｈ 荧光较强ꎬ转染后的 ＣＳＣｓ 与
正常 ＣＳＣｓ 细胞形态无明显差异ꎻ转染后 １ｗｋꎬ１ｍｏ 实验组
中角膜基质层中可见绿色荧光ꎬ对照组中无绿色荧光ꎻ石
蜡切片 １ｗｋ 实验组见明显上皮细胞增生及角膜轻微水肿ꎬ
少量炎症细胞浸润ꎬ转染后 １ｍｏ 实验组上皮细胞增生减
弱ꎬ未见角膜层水肿ꎻ对照组 １ｗｋꎬ１ｍｏ 均未见明显异常ꎮ
结论:ＬＶ－ＥＧＦＰ 标记的兔 ＣＳＣｓ 行体外角膜基质移植ꎬ可
在角膜中至少存活 １ｍｏꎬ且与邻近组织相容性较好ꎮ
关键词:角膜基质细胞ꎻ慢病毒ꎻ增强型绿色荧光蛋白ꎻ细
胞移植
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.１.０７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＬＶ－ＥＧＦＰ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

Ｌｕ Ｚｈａｎｇꎬ Ｙａｎ Ｌｉꎬ Ｍｅｎｇ －Ｙｉ Ｌｉꎬ Ｘｉ －Ｔｏｎｇ Ｗａｎｇꎬ
Ｎａｎ－Ｙｕ Ｌｉꎬ Ｚｉ－Ｗｅｎ Ｓｕｎꎬ Ｚｈｕ－Ｌｉｎ Ｈｕ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ:Ｙｕｎｎａｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｋｅｙ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ (Ｎｏ.２０１７ＤＧ００８)ꎻ Ｙｕｎｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ｎｏ.２０１７ＩＣ０６４)ꎻ
Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ Ｐｌａｎ Ｔａｓｋ (Ｎｏ.２０１７ＨＣ０１０)
Ｆｏｕｒｔｈ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｙｕｎｎａｎ
Ｓｅｃｏｎｄ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎻ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００２１ꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｚｈｕ － Ｌｉｎ Ｈｕ. Ｆｏｕｒｔｈ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ｓｅｃｏｎｄ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ
Ｙｕｎｎａｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎻ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ
６５００２１ꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｈｕ－ｚｈｕｌｉｎ＠ １６３.ｎｅｔ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１８－１１－１９　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０１９－１１－２８

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｒａｂｂｉｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ (ＣＳＣｓ) ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｂｂｉｔ ＣＳＣｓ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. ｕｓｉｎｇ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ( ＬＶ ) ｗｉｔｈ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＥＧＦＰ) ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｂｂｉｔ ＣＳＣｓꎬ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｎ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ２ ｇｒｏｕｐｓ. ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｌｉｎｅｓ
ｏｆ ＬＶ － ＥＧＦＰ ｔａｇ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ＣＳＣｓ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｓｔｒｏｍａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａꎬ Ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ １ｗｋ ａｎｄ １ｍｏ
ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ
ＣＳＣｓꎬ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ (ＨＥ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ
ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐａｒａｆｆｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: ＬＶ－ＥＧＦＰ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｒａｂｂｉｔ ＣＳＣｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ ２４ｈ ｕｎｄｅｒ ａｎ ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ａｔ ９６ｈ ａｎｄ
１１０ｈ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＣＳＣｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ＣＳＣｓ.
Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｏｍａｌ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｒｎｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ １ｗｋ ａｎｄ １ｍｏꎬ ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.
Ｐａｒａｆｆｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ １ｗｋ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｓｌｉｇｈｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｄｅｍａ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ. １ｍｏ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｗａｓ ｗｅａｋｅｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ａｎｄ ｎｏ ｃｏｒｎｅａｌ ｌａｙｅｒ ｅｄｅｍａ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ
ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｆｏｒ １ｗｋ
ａｎｄ １ｍｏ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａ

２３

国际眼科杂志　 ２０２０ 年 １ 月　 第 ２０ 卷　 第 １ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＶ － ＥＧＦＰ ｌａｂｅｌｅｄ ｒａｂｂｉｔ ＣＳＣｓ ｃａｎ
ｓｕｒｖｉｖｅ ａｔ ｌｅａｓｔ １ｍｏ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ａｎｄ ｉｓ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｗｉｔｈ
ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓꎻ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｌｉ Ｙꎬ Ｌｉ ＭＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＬＶ－ＥＧＦＰ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(１):３２－３６

０引言
角膜基质细胞( ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓꎬＣＳＣｓ)是来源于

神经脊的一种纤维细胞[１]ꎬ在不同的外界刺激下能转换为
成纤维细胞或肌成纤维细胞ꎮ 研究表明角膜基质细胞还
有干细胞特性[２]ꎬ能向脂肪细胞及成骨细胞转换[３]ꎮ 且
ＣＳＣｓ 在正常静止状态下ꎬ对角膜基质纤维层的排列及角
膜透明的维持有十分重要的作用[４－６]ꎻ在病理及应激状态
下ꎬ参与角膜的损伤修复、瘢痕形成及多种角膜疾病[７－８]ꎮ
因此 ＣＳＣｓ 作为三大种子细胞之一ꎬ是未来角膜组织工程
的研究热点之一ꎮ 本实验通过慢病毒载体 ( ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓꎬ
ＬＶ)携带标记基因增强型绿色荧光蛋白( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＥＧＦＰ) 标记 ＣＳＣｓꎬ观察不同时间点
ＥＧＦＰ 的表达及周围组织的炎症反应ꎬ判断 ＣＳＣｓ 的存活
时间ꎬ为后期相关人工角膜的动物实验奠定基础ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １主要试剂和设备　 ＤＭＥＭ / Ｆ１２(１∶ １)培养基(美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清(ＦＢＳꎬ美国 ＧＩＢＣＯ 公司)ꎻ胶原
酶Ⅱ ( 美 国 Ｓｉｇｍａ )ꎻ ０􀆰 ２５％ 胰 蛋 白 酶—ＥＤＴＡ ( 美 国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻ抗荧光衰减封片剂(含 ＤＡＰＩ)(北京索莱
宝生物科技有限公司)ꎻｅＧＦＰＬｅｎｔｉｆｅｃｔＴＭ慢病毒颗粒(杭州
复能生物科技有限公司)ꎻ聚凝胺 ＤＮＡ 转染增强剂
(ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ)(北京索莱宝生物科技有限公司)ꎻ波形蛋白
单克隆抗体(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻＤＡＢ 免疫组化试剂盒
(北京中杉金桥生物公司)ꎻ通用二步法检测试剂盒(北京
中杉金桥生物公司)ꎻ曲拉通 Ｘ－１００(北京索莱宝生物科
技有限公司)ꎻＳＭＺ１５００ 体视显微镜及光学照相系统(日
本 Ｎｉｋｏｎ 公司)ꎻＣＯ２恒温培养箱(美国 Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公
司)ꎻＴＣ 处理 ６ 孔细胞圆形爬片(上海晶安)ꎻＴ２５ 细胞培
养瓶、１２ 孔培养板(无锡耐思生物科技有限公司)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２试剂配制　 兔 ＣＳＣｓ 细胞培养液:１０％ＦＢＳ＋１％双抗＋
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ꎻＰｏｌｙｂｒｅｎｅ 的配置:用兔 ＣＳＣｓ 细胞培养液以
１ ∶ １０００稀释ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３实验动物及分组　 健康、成年新西兰大白兔 １６ 只ꎬ
均为雌性ꎬ由昆明医科大实验动物中心提供ꎮ 新西兰大白
兔随机分为 ２ 组ꎮ 实验组:经 ＬＶ－ＥＧＦＰ 转染后的兔 ＣＳＣｓ
细胞悬液ꎬ１００μＬ 角膜基质注射ꎻ对照组:０􀆰 ９％的生理盐
水 １００μＬ 角膜基质注射ꎮ 实验方案获得伦理委员会通过
(２０１４－Ｙ０２)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １兔 ＣＳＣｓ 的原代分离培养、传代　 无菌条件下摘除
兔眼角膜ꎬ获取全程角膜片ꎬ在显微镜下ꎬ刮除角膜上皮ꎬ
完整撕下角膜后弹力层及内皮层ꎬ得到角膜基质片ꎮ 经含
双抗的 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次后ꎬ角膜剪剪碎ꎬ１％的 ２ 型胶原酶
３７℃ 中震荡消化 ７０ｍｉｎꎬ含血清的培养基终止消化ꎬ

１ ０００ｒ / ｍｉｎ、５ｍｉｎ、离心 ２ 次ꎮ 弃上清ꎬ收集细胞悬液ꎬ接种
于 Ｔ２５ 培养瓶中ꎬ置 ３７℃、体积分数 ５％ ＣＯ２饱和湿度培
养箱中培养ꎬ３ｄ 后第 １ 次半量换液ꎬ以后每 ２ ~ ３ｄ 换液 １
次ꎮ 细胞铺满培养瓶 ８０％ ~ ９０％后ꎬ以 １∶ ２ ~ １∶ ３ 传代ꎬ传
至第 ２ 代ꎬ备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２兔 ＣＳＣｓ 的鉴定 　 取第 ３ 代 ＣＳＣｓꎬ消化后接种于
盖玻片ꎬ进行细胞爬片ꎬ倒置显微镜下观察细胞铺满玻片
７０％~８０％时的细胞爬片最佳ꎮ 用 ４％的多聚甲醛常温固
定 ２０ｍｉｎ 后ꎬ ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ ０􀆰 ３％ 的 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００透膜 １０ｍｉｎ 后ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ３ｍｉｎꎻ滴加 ３％
过氧化氢去离子水ꎬ室温孵育 １０ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次
３ｍｉｎꎻ１０％山羊血清封闭 ２０ｍｉｎꎬ勿洗ꎻ加一抗(波形蛋白单
克隆抗体 １∶ ２００ 稀释)ꎬ４℃过夜ꎻ其余步骤按照免疫组化
试剂盒说明书操作ꎮ 同时设立阴性对照组ꎬ以 ＰＢＳ 缓冲
液代替一抗ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３兔 ＣＳＣｓ 的 ＬＶ－ＥＧＦＰ转染　 兔 ＣＳＣｓ 取第 ２ 代细
胞ꎬ复苏ꎬ铺满培养瓶 ８０％ ~ ９０％后ꎬ０􀆰 ２５％胰蛋白酶 －
ＥＤＴＡ 消化ꎬ细胞计数仪计数ꎬ以 ０􀆰 ５×１０５个 / ｍＬ 的细胞密
度接种在 １２ 孔板中ꎬ每孔 ５００μＬꎻ２４ｈ 后吸出细胞培养液ꎬ
ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ加入病毒(ＬＶ－ＥＧＦＰ 的 ＭＯＩ 值为 ４００)及
稀释的 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅꎻ１２ 孔板以划 ８ 字的方式混匀ꎬ混匀后ꎬ
置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养ꎻ１２ ~ １６ｈ 后吸出病毒培
养液ꎬ换用含 ５％ＦＢＳ 的培养液ꎬ观察吸出病毒液后 ２４、
４８、７２、９６、１１０ｈ 的荧光强度及细胞形态ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４兔 ＣＳＣｓ 的体外移植　 新西兰大白兔经耳缘静脉
麻醉后(３％戊巴比妥钠、１ｍＬ / ｋｇ)ꎬ置于手术显微镜下ꎬ盐
酸奥布卡因点右眼ꎬ开睑器开睑ꎻ提前制备 ＬＶ－ＥＧＦＰ 转
染后的兔 ＣＳＣｓ 细胞悬液(本次实验中使用的细胞为转染
ＬＶ－ＥＧＦＰ 后 ９６ｈ)ꎬ密度为 ５ × １０５ 个 / ｍＬꎬ抽取 １００μＬ 于
１ｍＬ 注射器中备用ꎻ左手持显微镊夹住兔右眼眼结膜ꎬ起
到固定作用ꎬ右手持 １ｍＬ 注射器(将针头换为 ３０Ｇ)ꎬ缓慢
进入角膜基质层ꎬ切勿进入前房ꎻ对照组同上ꎬ将注射器中
细胞悬液换为 ０􀆰 ９％生理盐水ꎮ 实验中实验组及对照组兔
均对右眼进行操作ꎬ左眼不做处理ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５术后眼前段照相　 术后数小时及术后第 １ｄ 将新西
兰大白兔送至科室行裂隙灯下眼前段照相ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６冰冻切片制作及石蜡 ＨＥ 染色 　 冰冻切片观察细
胞存活ꎬ转染后 １ｗｋꎬ１ｍｏ 分别处死新西兰大白兔ꎬ无菌条
件下摘除眼球ꎬ眼球不经任何处理(切勿固定或冲洗)ꎬ立即
送往病理科ꎬ取下眼角膜ꎬ用刀片切成小块ꎬ１ / ２ 做冰冻切
片ꎬ切片厚度为 ６μｍꎬ切好的冰冻切片不染色ꎬ滴含 ＤＡＰＩ 抗
荧光的封片剂封片ꎬ置于黑盒内自然风干后ꎬ荧光显微镜下
观察ꎮ 石蜡切片 ＨＥ 染色ꎬ普通显微镜下观察角膜形态及炎
症反应ꎬ剩下 １ / ２ 固定、包埋做成石蜡切片ꎬ常规脱蜡ꎬ依次
放入二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各 １０ｍｉｎꎻ１００％乙醇Ⅰ、１００％乙
醇Ⅱ、９５％乙醇Ⅰ、９５％乙醇Ⅱ、８５％乙醇各 ５ｍｉｎꎬ水洗ꎻ放
入苏木素染色 ５ｍｉｎꎬ水洗ꎻ１％盐酸－乙醇分化数秒ꎬ自来
水冲洗返蓝ꎻ伊红染色数秒ꎻ常规不同浓度的酒精梯度脱
水ꎻ二甲苯透明ꎻ中性树胶封片ꎬ显微镜下观察ꎮ
２结果
２􀆰 １兔 ＣＳＣｓ 细胞培养、鉴定及 ＬＶ－ＥＧＦＰ 转染兔 ＣＳＣｓ
后生长形态观察　 原代分离兔 ＣＳＣｓꎬ部分细胞 ２４ｈ 即可
贴壁ꎬ７ｄ 后即可见细胞散落在培养瓶中ꎬ细胞呈梭形ꎬ胞
核居中ꎬ胞浆清亮ꎬ１０ｄ 后细胞铺满培养瓶 ８０％左右ꎬ未
见上皮或其它杂质细胞ꎬ兔 ＣＳＣｓ 以 １∶ ２ ~ １∶ ３ 传代ꎬ３ｄ 即
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图 １　 兔 ＣＳＣｓ原代培养(×１００)　 Ａ:ＰＯ 第 ８ｄꎻＢ:ＰＯ 第 １０ｄꎻＣ:Ｐ２ 第 ３ｄꎮ

图 ２　 兔 ＣＳＣｓ波形蛋白免疫组化(×２００)　 Ａ:波形蛋白免疫组化见细胞质棕色着色ꎬ细胞核淡蓝色着色ꎻＢ:阴性对照组见细胞核及
细胞浆均为淡蓝色ꎮ

图 ３　 不同时间点经慢病毒转染的兔 ＣＳＣｓ(×１００)　 Ａ:病毒吸出后 ２４ｈꎻＢ:病毒吸出后 ４８ｈꎻＣ:病毒吸出后 ７２ｈꎻＤ:病毒吸出后 ９６ｈꎻ
Ｅ:病毒吸出后 １１０ｈꎻＦ:转染 ＬＶ－ＥＧＦＰ 的 ＣＳＣｓꎮ

可传 １ 代(图 １)ꎮ 波形蛋白免疫组化结果:在培养出的细
胞中阳性表达ꎬ胞浆为棕色ꎬ阴性对照组未见表达(图 ２)ꎮ
　 　 荧光倒置显微镜下观察兔 ＣＳＣｓꎬ吸出病毒液后 ２４ｈ
后可见少量绿色荧光ꎬ随着时间的延长ꎬ荧光强度逐渐增
强ꎬ连续观察 ４８、７２、９６、１１０ｈ 时间点ꎬ发现 ９６ｈ 和 １１０ｈ 时
荧光强度在倒置显微镜下较前增强ꎬ但两者无明显差异ꎬ
考虑 ９６ｈ 时间短ꎬ故选 ９６ｈ 为转染的时间ꎻ在不同的显微
镜下观察ꎬＬＶ－ＥＧＦＰ 转染兔 ＣＳＣｓ 后ꎬ细胞贴壁生长良好ꎬ
呈现梭形ꎬ细胞形态清楚(图 ３)ꎮ
２􀆰 ２ ＬＶ－ＥＧＦＰ 标记兔 ＣＳＣｓ 后细胞移植的观察 　 实验
中进行角膜基质的细胞移植时ꎬ在手术显微镜下观察到:

３０Ｇ 针头进入角膜基质层ꎬ推入细胞悬液或生理盐水后出
现明显的灰白色混浊ꎮ 灰白色混浊数小时即可消失ꎬ转染
后 １ｄ 行裂隙灯下眼前段照相未见角膜水肿、未见白色混
浊(图 ４)ꎮ
２􀆰 ３冰冻切片及 ＨＥ 染色结果　 荧光显微镜下ꎬ１ｗｋꎬ１ｍｏ
后实验组中角膜基质层中均可见绿色荧光ꎬＤＡＰＩ 染色可
见细胞核为蓝色ꎬ发出绿色荧光的细胞即实验中 ＬＶ －
ＥＧＦＰ 标记的细胞ꎻ对照组中未见绿色荧光细胞ꎬＤＡＰＩ 染
色可见细胞核为蓝色(图 ５)ꎮ 石蜡切片 ＨＥ 染色ꎬ转染后
１ｗｋ 实验组见明显上皮细胞增生及角膜水肿ꎬ炎症细胞浸
润ꎬ转染后 １ｍｏ 实验组上皮细胞增生减弱ꎬ未见角膜水
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图 ４　 兔角膜基质注射图(均为右眼) 　 Ａ:正常角膜图片ꎻＢ:实验组角膜基质注射ꎻＣ:对照组角膜基质注射ꎻＤ:实验组转染后 １ｄꎻ
Ｅ:对照组转染后 １ｄꎮ

图 ５　 冰冻切片(×１００)　 Ａ:实验组转染后 １ｗｋꎬ荧光显微镜下见角膜组织中有绿色荧光(箭头示)ꎻＢ:ＤＡＰＩ 染细胞核(箭头示)ꎻ
Ｃ:对照组转染后 １ｗｋꎬ荧光显微镜下角膜组织中未见绿色荧光ꎻＤ:ＤＡＰＩ 染细胞核(箭头示)ꎻＥ:实验组转染后 １ｍｏꎬ荧光显微镜下见
角膜组织中有绿色荧光(箭头示)ꎻＦ:ＤＡＰＩ 染细胞核(箭头示)ꎻＧ:对照组转染后 １ｍｏꎬ荧光显微镜下角膜组织中未见绿色荧光ꎻ
Ｈ:ＤＡＰＩ染细胞核(箭头示)ꎮ

肿ꎻ对照组 １ｗｋꎬ １ｍｏ 角膜 ＨＥ 染色均未见明显异常
(图 ６)ꎮ
３讨论

角膜疾病是继白内障后第二大严重影响人类生活质
量的疾病ꎬ而目前唯一有效方法是角膜移植ꎬ但角膜植片
匮乏ꎬ因此角膜组织工程日益发展ꎮ 角膜移植主要分为穿
透性角膜移植、板层角膜移植等ꎬ板层角膜移植术的成功
率较穿透性角膜移植术高ꎬ主要是因为在 ３ 层含细胞的角
膜组织中角膜基质的免疫原性最低[９]ꎻ王智崇等[１０] 通过
体液免疫、细胞免疫对角膜 ３ 层含细胞的组织进行免疫原
性的相对量化分析ꎬ认为角膜基质有进行异种移植的免疫
基础ꎮ ＣＳＣｓ 是角膜基质层中的主要细胞ꎬ也是角膜组织
工程三大种子细胞之一ꎬ能分泌合成多种细胞外基质
(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬＥＣＭ)及蛋白ꎬ与角膜基质层纤维的
排列、角膜透明度及瘢痕的形成密切相关[４－６]ꎬ但 ＣＳＣｓ 体
外培养ꎬ如:高浓度血清、生长因子及外伤等条件下易转为
成纤维细胞及肌成纤维细胞[１１－１３]ꎬ如何维持 ＣＳＣｓ 的表型
也是目前研究的难点ꎮ 本次实验中体外行 ＣＳＣｓ 的移植ꎬ
为判断移植进入角膜内的细胞是否存活及存活的时间ꎬ需
要对移植进去的 ＣＳＣｓ 进行标记ꎬ以方便与新西兰大白兔

原有的 ＣＳＣｓ 区分ꎮ ＧＦＰ 是来源于水母体内的能发光的绿
色荧光蛋白ꎬ１９６２ 年首次由 Ｓｈｉｍｏｍｕｒａ 等[１４] 从多母水管
(ａｅｑｕｏｒｅａ ｖｉｃｔｏｒｉａ)中分离得到ꎮ 由于 ＧＦＰ 发出的绿色荧
光灵敏度高、检测方便ꎬ且荧光稳定ꎬ能耐受高温ꎬ甲醛固
定、石蜡包埋等处理都不会影响其荧光性质[１５]ꎬ因此目前
越来越多的使用于标记细胞以及体内细胞追踪ꎮ ＧＦＰ 标
记细胞需要载体ꎬ常见的病毒载体有慢病毒、腺病毒
(ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ)、腺相关病毒( ａｄｅｎｏ －ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎬＡＡＶ)
等[１６－１７]ꎮ 慢病毒是一种逆转录病毒ꎬ能同时转染分裂或
非分裂的细胞、安全性能高、能长期表达ꎬ并且能发生相对
免疫赦免即免疫反应小[１８－１９]ꎬ慢病毒的这些特点使得其
在眼科研究中的使用较为广泛ꎬ不会导致、引发眼内炎
症[２０－２１]ꎮ 综上考虑ꎬ本次实验中为标记兔 ＣＳＣｓꎬ选择 ＬＶ－
ＥＧＦＰ 标记ꎮ 有研究示ꎬ新西兰大白兔眼角膜是与人类角
膜指标最为相近ꎬ是角膜动物模型的合适选择[２２]ꎮ 尽管
兔眼角膜与人眼角膜指标相似最多ꎬ但兔眼角膜厚度仍与
人眼角膜厚度相隔较远ꎬ大约在 ３５０~４００μｍ[２３]ꎬ体外行兔
ＣＳＣｓ 角膜基质注射时易刺进前房中ꎬ本实验中ꎬ注射进入
基质层后肉眼可见角膜由透明变为灰白色混浊ꎬ术后 １ｄ
裂隙灯下见角膜已恢复透明ꎮ 实验中 １ｗｋ 及 １ｍｏ 实验结
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图 ６　 角膜 ＨＥ染色　 Ａ:实验组转染后 １ｗｋ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示角膜上皮细胞增生、水肿ꎬ炎性细胞浸润(×１００)ꎻＢ:实验组转染
后 １ｗｋ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示角膜上皮细胞增生、水肿ꎬ炎性细胞浸润(×２００)ꎻＣ:实验组转染后 １ｍｏ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示角膜上
皮增生减弱ꎬ炎性细胞减少(×１００)ꎻＤ:实验组转染后 １ｍｏ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示角膜上皮增生减弱ꎬ炎性细胞减少(×２００)ꎻＥ:对照
组转染后 １ｗｋ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示未见角膜明显变化(×１００)ꎻＦ:对照组转染后 １ｗｋ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示未见角膜明显变化
(×２００)ꎻＧ:对照组转染后 １ｍｏ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示未见角膜明显变化(×１００)ꎻＨ:对照组转染后 １ｍｏ ＨＥ 染色ꎬ图中箭头所示未见
角膜明显变化(×２００)ꎮ

果表明注射进入的 ＣＳＣｓ 仍有活力ꎻ ＬＶ－ＥＧＦＰ 标记的兔
ＣＳＣｓ 在角膜中可以存活 １ｍｏꎬ且与邻近组织的炎症反应
较轻ꎬ组织相容性好ꎮ

本次实验目的是探讨兔 ＣＳＣｓ 异体移植能否在角膜中
存活及存活的时间ꎬ为后期角膜组织工程的细胞移植奠定
基础ꎬ争取早日解决人工角膜缺乏生物活性等问题ꎮ 实验
组与对照组冰冻切片的差异能说明兔 ＣＳＣｓ 在角膜中可以
存活至 １ｍｏꎬ但不足之处是实验周期较短ꎬ样本量不够大ꎬ
后期应增大样本量ꎬ延长观察时间ꎮ 总之ꎬ本实验为体外
移植 ＬＶ－ＥＧＦＰ 修饰的兔 ＣＳＣｓ 奠定了初步的实验基础ꎬ
但移植后兔 ＣＳＣｓ 的功能及其转化还需进一步的研究ꎮ
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