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氧化石墨烯对人胚胎干细胞诱导的视网膜色素上皮细胞活性的影响
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　　［摘要］　目的　探索氧化石墨烯（ｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅ，ＧＯ）对人胚胎干细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，
ｈＥＳＣ）诱导的视网膜色素上皮细胞（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）活性的影响。方法　ｈＥＳＣｓ通过自发
分化法诱导为ＲＰＥ细胞，通过免疫荧光法和透射电镜对其进行鉴定后，将 ｈＥＳＣＲＰＥ细胞与浓度分别
为０、１２．５、２５、５０和 １００μｇ／ｍＬ的 ＧＯ共培养 ２４ｈ，采用 ＣＣＫ８试剂盒检测其细胞活力，与浓度为
５０μｇ／ｍＬ的ＧＯ共培养２４ｈ，流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞内反应性活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）水平。结果　ｈＥＳＣ分化的ＲＰＥ细胞，呈典型的铺路石样形态，细胞间连接紧密，胞浆富含色素颗
粒；免疫荧光检测表达ＲＰＥ细胞早晚期及紧密连接的标记，并具有吞噬感光外节能力；电镜观察到顶端
的微绒毛，细胞呈单层；ＧＯ经原子力显微镜检测，说明制备的氧化石墨烯溶液以单层为主；经紫外可见
吸收以及拉曼光谱测试表明石墨经过强氧化之后，其有序的结构遭到破坏，产生了许多缺陷和出现了大

量的无序结构；ＣＣＫ８细胞活性检测结果显示各组均无统计学差异；细胞凋亡和氧化应激实验中与空白
组之间差异没有统计学意义。结论　ＧＯ对于 ｈＥＳＣＲＰＥ细胞生物相容性好，提示其有望作为 ＲＰＥ细
胞的纳米载体。
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　　视网膜色素上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）
细胞是位于视网膜神经层和脉络膜之间的单层细胞，

主要参与视循环、形成血视网膜屏障、分泌营养因子、
吞噬感光细胞脱落的外节等［１］。ＲＰＥ的损伤会导致
如视网膜色素变性（ｒｅｔｉｎｉｔｉｓｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ，ＲＰ）和年龄相
关性黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）
等致盲性疾病，这类疾病尚无有效治疗措施。研究发

现ＲＰＥ细胞移植有望替代受损的 ＲＰＥ细胞［２］，但

ＲＰＥ细胞的来源仍然是移植的最大瓶颈。
　　人胚胎干细胞 （ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，
ｈＥＳＣ）由于具有无限的自我更新能力，并且能够分化
成为体内的任何细胞类型，从而成为了治疗各类疾病

的新希望。最近 Ｓｃｈｗａｒｔｚ等［３－４］报道利用 ｈＥＳＣ衍生
的ＲＰＥ细胞（ｈＥＳＣＲＰＥ）治疗 ＡＭＤ和 Ｓｔａｒｇａｒｔ’ｓ患
者，证实了ｈＥＳＣＲＰＥ细胞临床移植不仅是安全的，而
且能显著改善视功能。但目前采用的是细胞悬液移植

方式，使得ＲＰＥ细胞在视网膜下腔聚集成团，不利于
ＲＰＥ细胞的存活，而且影响 ＲＰＥ细胞间的紧密连接，
若在体内不能形成极性单层就不能很好发挥其全部功

能，所以如何结合生物材料将ＲＰＥ细胞形成单层成为
了研究的热点。

　　石墨烯（ｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅ，ＧＯ）是一种新型碳纳米材
料，石墨烯薄膜具备独特的化学结构和优异的电学性

质，对多种细胞具有很高的亲和性，可支持细胞的黏

附、增殖及分化［５］。文献［６－７］报道石墨烯对细胞具有

较大的毒性作用。目前尚不清楚石墨烯是否适合于构

建组织工程化 ＲＰＥ细胞。为此我们初步探索了氧化
石墨烯对ｈＥＳＣＲＰＥ细胞的毒性作用，并为今后制作石
墨烯薄膜用于和ＲＰＥ细胞复合形成单层结构打基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　细胞来源：人胚胎干细胞株 Ｈ１由协和医科大学
基础医学研究所黄粤教授惠赠。ＧＯ来源：中科院高
能物理研究所晏亮惠赠。主要试剂和仪器：Ｈ１细胞培
养基（ｓｔｅａｍｃｅｌｌ公司），Ｙ２７６３２（Ｓｉｇｍａ公司），基质胶
Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ公司），ＫＳＲ（Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＣＫ８试剂盒
（日本同仁公司），ＤＣＦＨＤＡ（Ｓｉｇｍａ公司），共聚焦显

微镜（Ｌｅｉｃａ公司），酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司），流式细胞仪
（ＢＤ公司）。
１．２　方法
１．２．１　Ｈ１细胞培养与传代　　Ｈ１细胞每天换液，细
胞至７０％～８０％融合后按１∶６比例单细胞传代，细胞
悬液加入Ｙ２７６３２（终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ），２４ｈ后换液，
以克隆聚集生长。

１．２．２　Ｈ１细胞向 ＲＰＥ细胞分化　　采用自发分化
法［８］诱导 ｈＥＳＣ细胞分化为 ＲＰＥ细胞，具体方法为
ｈＥＳＣ细胞传代后，使大约１周的时间细胞生长至超级
融合；去除ＢＦＧＦ生长因子，在２０ｄ左右色素灶开始
出现；继续培养２周，将色素灶单独挑出，移到铺有基
质胶的培养皿里；接着培养４周后传代，可以看到清楚
的ＲＰＥ细胞从色素灶单层爬出。
１．２．３　ｈＥＳＣＲＰＥ细胞免疫荧光鉴定　　将诱导的
ＲＰＥ细胞（Ｐ３）接种在细胞玻片上，４％多聚甲醛
（ＰＦＡ）４℃固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３遍后加入０．２５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００，室温１０ｍｉｎ，封闭液［５％山羊血清、１％
牛血清蛋白 （ＢＳＡ）］室温孵育１ｈ，吸干封闭液后分别
加入一抗Ｐａｘ６、ＭＩＴＦ、Ｂｅｓｔｒｏｐｈｉｎ、ＺＯ１（均为Ａｂｃａｍ公
司）４℃孵育过夜。再加入对应的二抗（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ公司），３７℃孵育１ｈ后，ＤＡＰＩ核染色，最后封片，
共聚焦显微镜下观察。

１．２．４　ｈＥＳＣＲＰＥ细胞吞噬实验　　将诱导的 ＲＰＥ
细胞（Ｐ３）接种在２４孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养小室培养２周，
取出大鼠视网膜剪成梅花状，展平后置于 ｈＥＳＣＲＰＥ
细胞上方，使视网膜感光外节层直接接触 ｈＥＳＣＲＰＥ
细胞，共培养４８ｈ后，取出视网膜，按上述细胞免疫荧
光染色方法，一抗为 ｒｏｄｏｐｓｉｎ，ｈＥＳＣＲＰＥ细胞轮廓用
Ｆａｃｔｉｎ染色标记。
１．２．５　ｈＥＳＣＲＰＥ细胞透射电镜观察　　将诱导的
ＲＰＥ细胞传至３代，用２．５％戊二醛固定后，ＰＢＳ漂洗
２次，３０ｍｉｎ／次，１％锇酸后固定２ｈ，ＰＢＳ漂洗，丙酮梯
度脱水，环氧树脂６１８包埋，半薄切片定位后，超薄切
片，铀染，铅染，最后用 ＴＥＣＮＡＩ１０透射电子显微镜
观察。

１．２．６　ＧＯ制备及表征检测方法　　以石墨为原料，
利用改进的Ｈｕｍｍｅｒｓ法制备氧化石墨［９］。首先，分别

取２５ｍＬ浓硫和０．５０００ｇ石墨于烧杯室温搅拌２ｈ，
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加入１．５０００ｇ高锰酸钾粉末，待混匀后３７℃反应２ｈ
后向反应液中缓慢加入２０ｍＬ去离子水搅拌３０ｍｉｎ，
依次加入５０ｍＬ去离子和双氧水（Ｈ２Ｏ２，３０％），待产
物由棕色变为亮黄色，离心，用５％的 ＨＣｌ溶液离心洗
涤数次后，将沉淀转入透析袋，透析１周除去残留的金
属离子和酸，最后得到黑色的氧化石墨溶液。取

１０ｍＬ氧化石墨溶液，超声剥离４ｈ，得到黄棕色的悬
浮液，即为氧化石墨烯。最后得到的氧化石墨烯分别

做原子力显微镜、紫外可见吸收以及拉曼光谱测试。
１．２．７　ｈＥＳＣＲＰＥ细胞与 ＧＯ共培养２４ｈ后细胞毒
性检测　　采用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活力，具体方
法为将ＲＰＥ细胞接种到９６孔板（６×１０４／孔）中，２４ｈ
后用ＤＭＥＭ洗２遍，根据实验设计加入浓度分别为０、
１２．５、２５、５０和１００μｇ／ｍＬ的ＧＯ（用ＤＭＥＭ稀释），孵
育２４ｈ，ＤＭＥＭ洗２遍，按照１００∶１０（ＤＭＥＭ∶ＣＣＫ８）
的比例加入ＣＣＫ８，３７℃孵育１ｈ后，分光光度仪检测
（双波长法：４５０ｎｍ＋６５５ｎｍ参考波长）。
１．２．８　ｈＥＳＣＲＰＥ与 ＧＯ共培养２４ｈ后凋亡检测　
　ＲＰＥ细胞接种到６孔板２４ｈ后，待细胞密度达９０％
左右时，去上清，ＰＢＳ洗３遍后，加入５０μｇ／ｍＬ的ＧＯ，
并设空白组，孵育２４ｈ后洗３遍，消化细胞用 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，加入５μＬＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ和５μＬＰＩ
室温避光孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测（使用４８８ｎｍ
激发波长，５２５ｎｍ发射波长）。
１．２．９　ｈＥＳＣＲＰＥ与 ＧＯ共培养２４ｈ后 ＲＯＳ检测　
　ＲＰＥ细胞接种到 ６孔板，待细胞密度达 ９０％左右
时，去上清，ＰＢＳ洗３遍后，加入５０μｇ／ｍＬ的ＧＯ，孵育
２４ｈ后洗３遍，加入终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ
（ＰＢＳ稀释）３７℃孵育３０ｍｉｎ后洗３遍，消化细胞后，
用ＰＢＳ重悬细胞，流式细胞仪检测（使用４８８ｎｍ激发
波长，５２５ｎｍ发射波长）。
１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，两组数据采用独立样
本ｔ检验，多组之间使用单因素方差分析。Ｐ＜００５
被认为具有统计学差异。

２　结果

２．１　ｈＥＳＣ及 ＲＰＥ细胞的形态学观察
　　ｈＥＳＣ以单细胞传代后逐渐聚集生长，呈现典型的
克隆样生长（图１Ａ）。ＥＳ超级融合后更换去除 ｂＦＧＦ
的培养基，２０ｄ左右可出现肉眼可见的色素灶
（图１Ｂ），该色素灶呈棕褐色，随着培养时间增多增
大，且色素颜色会不断加深，单独挑出色素灶后可贴壁

伸展并有ＲＰＥ细胞从边缘呈单层片状爬出（图１Ｃ），
形态较规则并富含色素颗粒，传代至３代后细胞呈典
型的六角鹅卵石样上皮细胞形态，细胞间连接紧密

（图１Ｄ）。
２．２　ｈＥＳＣＲＰＥ细胞鉴定结果
　　将ｈＥＳＣＲＰＥ细胞传至 Ｐ３代行细胞免疫荧光染
色和透射电镜观察：可见ＰＡＸ６和ＭＩＴＦ染色表达在细
胞核，阳性率高达９９％以上（图２Ａ、Ｂ）；Ｂｅｓｔｒｏｐｈｉｎ染
色主要在胞膜和散在的胞浆里（图２Ｃ）；ＺＯ１是上皮
细胞紧密连接的标记，可见较规则的紧密网状结构

（图２Ｄ）；细胞内可见吞噬的红色标记的大鼠视网膜
感光外节（图２Ｅ）；透射电镜中观察到 ＲＰＥ细胞的微
绒毛只位于顶端，胞浆中富含色素颗粒，细胞呈单层，

细胞与细胞之间出现紧密连接，与体内ＲＰＥ细胞结构
相似（图２Ｆ）。
２．３　ＧＯ的物理化学特征
　　经原子力显微镜检测，氧化石墨烯的尺寸约为
１００ｎｍ，厚度约为１．２ｎｍ，且表面平整，说明制备的氧
化石墨烯溶液以单层为主（图３Ａ）。经紫外可见光谱
分析，可见ＧＯ在约２２７ｎｍ处有一显著的吸收峰（π→
π），并且在约３００ｎｍ处有一肩峰（π→σ）（图３Ｂ）。
经拉曼光谱分析，可知ＧＯ在１３５５ｃｍ－１和１５９３ｃｍ－１

处出现两个特征峰（图３Ｃ），其中１３５５ｃｍ－１处的特征
峰表明石墨经过强氧化之后，其有序的结构遭到破坏，

产生了许多缺陷和出现了大量的无序结构。Ｒａｍａｎ光
谱显示天然石墨的表征（图３Ｄ）。
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Ａ：ｈＥＳＣ呈克隆样生长；Ｂ～Ｄ：ｈＥＳＣ向ＲＰＥ细胞诱导生长，先出现色素灶（Ｂ），ＲＰＥ细胞从色素灶爬出（Ｃ），经过
传代细胞呈六角鹅卵石样，细胞间连接紧密（Ｄ）

图１　ｈＥＳＣ及ｈＥＳＣＲＰＥ细胞生长形态观察
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Ａ、Ｂ：荧光免疫细胞化学染色ＰＡＸ６和ＭＩＴＦ表达在细胞核；Ｃ、Ｄ：荧光免疫细胞化学染色Ｂｅｓｔｒｏｐｈｉｎ和ＺＯ１主要
表达在胞膜；Ｅ：细胞内可见吞噬的红色荧光外节；Ｆ：透射电镜可见与体内 ＲＰＥ细胞结构相似：微绒毛只位于顶
端，胞浆中富含色素颗粒，细胞呈单层，细胞与细胞之间出现紧密连接

图２　ｈＥＳＣＲＰＥ细胞Ｐ３免疫荧光检测和透射电镜观察
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Ａ：ＧＯ的原子力显微镜观察；Ｂ：ＧＯ的紫外可见光谱检测，内置图片为 ＧＯ溶解在 ｄｄＨ２Ｏ后的大体照片；Ｃ：ＧＯ
的拉曼光谱检测；Ｄ：天然石墨的拉曼光谱表征

图３　ＧＯ的物理化学特征

２．４　ＣＣＫ８细胞活性检测结果
　　将 ｈＥＳＣＲＰＥ细胞与浓度分别为 ０、１２．５、２５、
５０μｇ／ｍＬ和 １００μｇ／ｍＬ的 ＧＯ共培养 ２４ｈ后加入
ＣＣＫ８检测，结果显示１２．５～１００μｇ／ｍＬ的 ＧＯ处理
后与空白组（０μｇ／ｍＬ）相比均无统计学差异（图４）。
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图４　ＣＣＫ８检测不同浓度ＧＯ对ｈＥＳＣＲＰＥ细胞
活性的影响

２．５　细胞凋亡检测结果
　　将ｈＥＳＣＲＰＥ细胞与浓度为５０μｇ／ｍＬ的 ＧＯ液
共培养２４ｈ后，通过细胞流式仪凋亡检测，可见空白
组与ＧＯ组差异无统计学意义（图５）。
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图５　流式细胞仪检测ＧＯ对ｈＥＳＣＲＰＥ细胞凋亡的影响

２．６　氧化应激实验结果
　　将ｈＥＳＣＲＰＥ细胞与浓度为５０μｇ／ｍＬ的 ＧＯ共
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培养２４ｈ后检测两组的ＲＯＳ水平，通过流式细胞仪检
测结果显示ＧＯ处理后对ｈＥＳＣＲＰＥ细胞的ＲＯＳ水平
没有显著影响（图６）。
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Ａ：两组细胞ＲＯＳ荧光强度检测结果；Ｂ：两组细胞荧光强
度统计结果

图６　流式细胞仪检测ＧＯ对ｈＥＳＣＲＰＥ细胞ＲＯＳ水平的影响

３　讨论

　　Ｓｃｈｗａｒｔｚ等［３－４］首次报道应用 ｈＥＳＣ分化而来的
ＲＰＥ细胞作临床移植取得了成功，这对人胚胎干细胞
衍生的细胞运用于眼科临床具有非常重要的意义。由

ｈＥＳＣ分化为ＲＰＥ细胞有自发分化和诱导分化两种，
本实验采用让 ｈＥＳＣ过度融合生长后进行自发分化，
经过２０ｄ去除ＢＦＧＦ培养基的培养，可以观察到少量
棕褐色的色素灶出现，随着继续的培养色素灶会增多

增大，颜色会由浅至深，实验证明该方法是成熟稳定

的。并且在促进ＲＰＥ细胞形成中，未添加相关信号通
路，这对于今后的临床应用提供了一定的安全保障。

本实验发现由ｈＥＳＣ分化的 ＲＰＥ细胞，呈六角鹅卵石
样上皮细胞形态，细胞间连接紧密，胞浆中富含色素颗

粒，具有吞噬功能，电镜观察到微绒毛只位于顶端，细

胞呈单层，细胞与细胞之间出现紧密连接，这些表现都

与体内ＲＰＥ细胞结构非常相似。
　　目前ＲＰＥ细胞移植主要为两种方法：一种是将细
胞悬液直接注入视网膜下腔；另一种是将长有单层

ＲＰＥ细胞的载体放入视网膜下［１０］。但是这种载体多

为不降解的膜，进入体内势必影响移植效果。如果能

结合组织工程材料，增加或携带神经营养因子的分

泌［１１］，且具有高度降解功能［１２］，这些条件对于今后

ＲＰＥ细胞的移植是非常有益的。本实验中拟选用氧
化石墨烯作为ＲＰＥ细胞的培养基质，但它对ＲＰＥ细胞
的生物相容性是我们研究首先需要考虑的问题。Ｙａｎ
等［１３］将人ＲＰＥ细胞系（ＡＲＰＥ１９）暴露于５～１００μｇ／ｍＬ
的ＧＯ，研究ＧＯ的生物相容性。但这种细胞系与体内
ＲＰＥ细胞具有较大差异［１３］，并不能真实地反应出 ＧＯ
的生物毒性。而 ｈＥＳＣＲＰＥ细胞与体内 ＲＰＥ细胞十
分接近［１４］，并且 ｈＥＳＣＲＰＥ细胞更接近临床实际需
求，因此使用 ｈＥＳＣＲＰＥ细胞来研究 ＧＯ的生物相容
性更具有说服力。

　　石墨烯纳米材料在生物医学领域中具有巨大的潜
在应用，它拥有独特的物理、化学和力学特性，可支持

成纤维细胞、骨髓间充质干细胞和神经干细胞等多种

细胞的生长［１５－１７］，目前ＧＯ在生物医学领域的研究主
要集中在功能化修饰、靶向治疗、药物缓释、生物传感

器和生物监测等方面，有关 ＧＯ对细胞毒性作用研究
少见报道，对眼部细胞影响的相关报道甚少。本研究

将ｈＥＳＣＲＰＥ细胞暴露于１２．５～１００μｇ／ｍＬ的 ＧＯ来
研究ＧＯ的生物相容性，发现该浓度的ＧＯ对于ｈＥＳＣ
ＲＰＥ细胞无显著细胞毒性，而既往研究发现５０μｇ／ｍＬ
的 ＧＯ已诱发皮肤成纤维细胞、骨髓间充质干细胞等
细胞的生物毒性，这可能与ＲＰＥ细胞具有抗氧化应激
能力有关［１８］，同时也提示 ＧＯ诱发的细胞毒性具有细
胞选择性。经过本研究的初步探索，可见 ＧＯ对于
ｈＥＳＣＲＰＥ细胞具有较好的生物相容性，有望作为
ｈＥＳＣＲＰＥ细胞的移植载体，用于构建基于石墨烯薄
膜的组织工程化ＲＰＥ，使ＲＰＥ细胞单层生长到载体上
再移植入体内能发挥其最大的作用，从而挽救视功能。

参考文献：

［１］ＭａｒｃｈｅｓｅＣ，ＦｅｌｉｃｉＡ，ＶｉｓｃｏＶ，ｅｔａｌ．Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ１０ｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐｒｉ
ｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２００１，
１１６（４）：６２３－６２８．ＤＯＩ：１０．１０４６／ｊ．００２２２０２ｘ．２００１．
０１２８０．ｘ

［２］ＢｉｎｄｅｒＳ，ＳｔａｎｚｅｌＢＶ，ＫｒｅｂｓＩ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆ
ＲＰＥｉｎＡＭＤ［Ｊ］．ＰｒｏｇＲｅｔｉｎＥｙｅＲｅｓ，２００７，２６（５）：５１６－
５５４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｐｒｅｔｅｙｅｒｅｓ．２００７．０２．００２

［３］ＳｃｈｗａｒｔｚＳＤ，ＨｕｂｓｃｈｍａｎＪＰ，ＨｅｉｌｗｅｌｌＧ，ｅｔａｌ．Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒｉａｌｓｆｏｒｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ：ａｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｒｅｐｏｒｔ
［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０１２，３７９（９８１７）：７１３－７２０．ＤＯＩ：１０．１０１６／
Ｓ０１４０６７３６（１２）６００２８２

［４］ＳｃｈｗａｒｔｚＳＤ，ＲｅｇｉｌｌｏＣＤ，ＬａｍＢＬ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙ

４１４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄＳｔａｒｇａｒｄｔ’ｓｍａｃｕ
ｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ：ｆｏｌｌｏｗｕｐｏｆｔｗｏｏｐｅｎｌａｂｅｌｐｈａｓｅ１／２ｓｔｕｄｉｅｓ
［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０１５，３８５（９９６７）：５０９－５１６．ＤＯＩ：１０．１０１６／
Ｓ０１４０６７３６（１４）６１３７６３

［５］ＡｒｙａｅｉＡ，ＪａｙａｔｉｓｓａＡＨ，ＪａｙａｓｕｒｉｙａＡＣ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｇｒａｐｈｅｍｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｏｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄＭａｔｅｒＲｅｓＡ，２０１４，１０２（９）：３２８２－
３２９０．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｂｍ．ａ．３４９９３

［６］王洁，刘加强，房兵，等．氧化石墨烯对大鼠骨髓间充质
干细胞生物活性的影响［Ｊ］．组织工程与重建外科杂志，
２０１３，９（６）：３０６－３１０，３１４．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３
０３６４．２０１３．０６．００２

［７］ＷａｎｇＫ，ＲｕａｎＪ，ＳｏｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｇｒａｐｈ
ｅｍｅｏｘｉｄｅ［Ｊ］．ＮａｎｏｓｃａｌｅＲｅｓＬｅｔｔ，２０１１，６（１）：８．ＤＯＩ：
１０．１００７／ｓ１１６７１０１０９７５１６

［８］ＶｕｇｌｅｒＡ，ＣａｒｒＡＪ，ＬａｗｒｅｎｃｅＪ，ｅｔａｌ．Ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇｔｈｅｐｈｅ
ｎｏｍｅｎｏｎｏｆＨＥＳＣｄｅｒｉｖｅｄＲＰＥ：ａｎａｔｏｍｙｏｆｃｅｌｌｇｅｎｅｓｉｓ，ｅｘ
ｐａｎｓｉｏｎａｎｄｒｅｔｉｎａｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２００８，
２１４（２）：３４７－３６１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｘｐｎｅｕｒｏｌ．２００８．０９．
００７

［９］ＺｈａｎｇＷ，ＹａｎＬ，ＬｉＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎｓｔａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｇｒａ
ｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｏｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２０１５，２３７
（２）：６１－７１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｏｘｌｅｔ．２０１５．０５．０２１

［１０］ＨｕＹ，ＬｉｕＬ，ＬｕＢ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｓｕｂｒｅｔｉｎａｌ
ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｕｌｔｒａｔｈｉｎｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅ
ｒｉｖｅｄｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｍｏｎｏｌａｙｅｒ［Ｊ］．Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ
Ｒｅｓ，２０１２，４８（４）：１８６－１９１．ＤＯＩ：１０．１１５９／０００３３８７４９

［１１］ＮｉｓｈｉｄａＥ，ＭｉｙａｊｉＨ，ＴａｋｉｔａＨ，ｅｔａｌ．Ｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｃｏａｔ
ｉｎｇｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｔｈｅｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｃａｆｆｏｌｄｍａｔｅｒｉａｌｆｏｒｔｉｓｓｕｅ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．ＪｐｎＪＡｐｐｌＰｈｙｓ，２０１４，５３（６Ｓｕｐｐｌ）：

０６ＪＤ０４．ＤＯＩ：１０．７５６７／ＪＪＡＰ．５３．０６ＪＤ０４
［１２］ＹａｎＬ，ＷａｎｇＹ，ＸｕＸ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｃａｕｓｅ

ｄａｍａｇｅｔｏｅｙｅｓｉｇｈｔ？［Ｊ］．Ｃｈｅｍ ＲｅｓＴｏｘｉｃｏｌ，２０１２，２５
（６）：１２６５－１２７０．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｔｘ３００１２９ｆ

［１３］ＰｒｏｕｌｘＳ，ＬａｎｄｒｅｖｉｌｌｅＳ，ＧｕｅｒｉｎＳＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｇｒｉｎａｌｐｈａ５
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔｈｅＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｌｉｎｅ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｐｒｉ
ｍａｒｙＲＰＥｃｕｌｔｕｒｅｓａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｆｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉｕｍｏｎｔｈｅａｌ
ｐｈａ５ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｔｒｅｎｇｔｈ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，２００４，７９
（２）：１５７－１６５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｘｅｒ．２００４．０３．００４

［１４］ＫｌｉｍａｎｓｋａｙａＩ，ＨｉｐｐＪ，ＲｅｚａｉＫＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｒｉｖａｔｉｏｎａｎｄ
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ［Ｊ］．Ｃｌｏｎ
ｉｎｇＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，２００４，６（３）：２１７－２４５．ＤＯＩ：１０．１０８９／ｃｌｏ．
２００４．６．２１７

［１５］ＲｙｏｏＳＲ，ＫｉｍＹＫ，ＫｉｍＭＨ，ｅｔａｌ．ＢｅｈａｖｉｏｒｓｏｆＮＩＨ
３Ｔ３ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｏｎｇｒａｐｈｅｎｅ／ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ：ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ，ａｎｄｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＡＣＳ
Ｎａｎｏ，２０１０，４（１１）：６５８７－６５９８．ＤＯＩ：１０．１０２１／
ｎｎ１０１８２７９

［１６］ＡｋｈａｖａｎＯ，ＧｈａｄｅｒｉＥ，ＡｂｏｕｅｉＥ，ｅｔａｌ．Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｔｏｎｅｕｒｏｎｓｏｎｇｉｎｓｅｎｇｒｅ
ｄｕｃｅｄｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｓｈｅｅｔｓ［Ｊ］．Ｃａｒｂｏｎ，２０１４，６６：３９５－
４０６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｒｂｏｎ．２０１３．０９．０１５

［１７］ＫａｌｂａｃｏｖａＭ，ＢｒｏｚＡ，ＫｏｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｇｒａｐｈｅｎｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
ｐｒｏｍｏｔｅａｄｈｅｒｅｎｃｅｏｆｈｕｍａｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｎｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃａｒｂｏｎ，２０１０，４８（１５）：４３２３－４３２９．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｒｂｏｎ．２０１０．０７．０４５

［１８］ＳｔｒａｕｓｓＯ．Ｔｈｅｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｉｎｖｉｓｕａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＲｅｖ，２００５，８５（３）：８４５－８８１．ＤＯＩ：１０．
１１５２／ｐｈｙｓｒｅｖ．０００２１．２００４

（收稿：２０１６０２０４；修回：２０１６０３１７）

（编辑　黄　超）

５１４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）


