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大鼠角膜缘干细胞分离培养及其横向分化能力初探
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［摘　要］　目的　体外分离培养大鼠角膜缘干细胞（ＬＳＣｓ），并探讨在细胞因子ＥＧＦ、ｂＦＧＦ联合ＲＡ作用下，ＬＳＣｓ体外横向分
化为神经干细胞样细胞的能力。方法　体外分离培养ＬＳＣｓ并进行ｐ６３免疫组化鉴定。在原代培养的ＬＳＣｓ中，设立２个诱导组进
行分化实验，诱导组１加入ＥＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）和ｂＦＧＦ（１０ｎｇ／ｍＬ），诱导组２加入ＥＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）、ｂＦＧＦ（１０ｎｇ／ｍＬ）和ＲＡ（２５ｎｇ／ｍＬ），
同时设立空白对照组。培养７ｄ后，收集各组细胞作神经元标志物Ｎｅｓｔｉｎ的免疫组化检测及阳性细胞计数，收集各组细胞蛋白做蛋
白免疫印迹分析各组Ｎｅｓｔｉｎ蛋白表达情况，相关数据作统计学分析。结果　免疫组化结果显示，体外分离培养的ＬＳＣｓｐ６３呈阳性，
诱导分化的２组细胞Ｎｅｓｔｉｎ呈阳性表达，阳性率分别为（７７．０１±６．３２）％和（８４．０１±５．４３）％，诱导组２的诱导率高于诱导组１，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；对照组细胞Ｎｅｓｔｉｎ呈阴性表达。蛋白免疫印迹结果显示，２个诱导组在２４０ｋＤａ处可见 Ｎｅｓｔｉｎ蛋白
条带，诱导组２Ｎｅｓｔｉｎ蛋白表达略高于诱导组１，对照组未见 Ｎｅｓｔｉｎ蛋白条带。结论　成功分离培养大鼠 ＬＳＣｓ，在细胞因子 ＥＧＦ、
ｂＦＧＦ作用下，ＬＳＣｓ具有横向分化为神经干细胞样细胞的能力，同时联合使用ＲＡ有促进ＬＳＣｓ向神经干细胞样细胞分化的作用。
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　　角膜缘干细胞（ｌｉｍｂａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＬＳＣｓ）位于角膜
缘上皮基底层，是一种成体干细胞，具有不断增殖分化

和向心性移动的能力，能够修复替代衰老死亡的角膜

上皮细胞，是角膜上皮再生的源泉，在角膜上皮的更新

和角膜疾病的治疗中起着不可替代的作用［１］。角膜

缘干细胞和神经干细胞均来源于胚胎外胚层［２］。Ｚｈａｏ
等［３４］研究表明，在表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）和碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）参与下体外培养的角膜缘干
细胞具有向神经干细胞样细胞分化的潜能，但分化比

例低，需要进一步证实和寻找更高效的诱导方案，为角

膜缘干细胞分化为神经干细胞样细胞提供有力的证

据。本实验拟通过改变ＬＳＣｓ培养条件，探讨在细胞因
子ＥＧＦ、ｂＦＧＦ联合ＲＡ作用下，ＬＳＣｓ体外横向分化为
神经干细胞样细胞的能力，为研究ＬＳＣｓ的分化潜能提
供一定的参考资料，从而为进一步认识角膜缘干细胞

的生物学特性提供更多的实验依据，也为神经系统疾

病的治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂、仪器
清洁级 ＳＤ大鼠，体质量 １００～１５０ｇ，雌雄不限

（贵州医科大学实验动物中心提供）。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基（ＧｉＢＣＯ，ＵＳＡ），胎牛血清（ＦＢＳ）（杭州四季青，
ＧｉＢＣＯ，ＵＳＡ），ＥＧＦ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，ＵＳＡ）和 ｂＦＧＦ（Ｐｅｐｒｏ
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ｔｅｃｈ，ＵＳＡ），全反式维甲酸 （ＲＡ）（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），兔多
克隆抗体Ｐ６３和 Ｎｅｓｔｉｎ（武汉博士德），免疫组化试剂
盒（ＳＡＢＣ）（武汉博士德）、ＤＡＢ显色试剂盒（武汉博
士德）。

１．２　ＳＤ大鼠ＬＳＣｓ体外分离培养及分组诱导
取健康清洁级大鼠，颈椎脱臼处死后，碘伏消毒大

鼠眼周，酒精棉球擦拭脱碘，无菌 ＰＢＳ冲洗结膜囊，眼
科镊固定眼球，用眼科剪沿半透明角膜缘与巩膜交界

处环行剪下角膜瓣，放入青霉素、链霉毒溶液中

（１００００Ｕ／ｍＬ）浸泡１５ｍｉｎ，转入超净工作台内。无
菌ＰＢＳ冲洗３次，眼科剪剔除中央角膜、虹膜、巩膜、
角膜内皮、结膜和眼球筋膜囊，将剩余的角膜缘组织无

菌ＰＢＳ冲洗后置于１．５ｍＬＥＰ管中，用眼科剪将组织
块剪碎至 １ｍｍ２，加 ２Ｕ／ｍＬ的 ＤｉｓｐａｓｅⅡ分散液，
３７℃恒温箱分散３０ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ吹打１次使组织充
分分散，弃上清，加入０．２５％胰蛋白酶，３７℃恒温箱中
消化１５ｍｉｎ，每５ｍｉｎ吹吸１次使消化完全，加入适量
培养液反复吹打终止消化，静置５ｍｉｎ，将上层细胞悬
液转移入１５ｍＬ离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上
清，用适量完全培养液（８０％ＤＭＥＭ／Ｆ１２，２０％ＦＢＳ，ＰＳ
１００Ｕ／ｍＬ）重悬细胞，计数后以１×１０５／ｍＬ接种入２４孔
板，３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养。原代培养第３天，倒置
相差纤维镜观察细胞生长状态。分组进行诱导：诱导

组 １培 养 基 中 添 加 ＥＧＦ（２０ ｎｇ／ｍＬ）、ｂＦＧＦ
（１０ｎｇ／ｍＬ）；诱导组２培养基中添加ＥＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）、
ｂＦＧＦ（１０ｎｇ／ｍＬ）、ＲＡ（２５ｎｇ／ｍＬ）；并设立空白对照组
（完全培养基），隔日换液，继续培养４ｄ。
１．３　免疫组化鉴定

原代细胞培养第 ７天，收集细胞作角膜缘干细
胞标记物Ｐ６３的免疫组化鉴定；分组诱导培养第４天，
收集各组细胞作神经元标志物 Ｎｅｓｔｉｎ的免疫组化
检测。

重悬各组培养孔中的 ＬＳＣｓ，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心
５ｍｉｎ，去上清，ＰＢＳ冲洗 ３次，４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，重悬后，将细胞悬液滴加到经多聚赖氨酸包被
过的载玻片上，置３７℃烤箱１ｈ烤干，９５％酒精固定
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；０．２％Ｔｒｉｔｏｎ１００穿
透１５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；含３％ Ｈ２Ｏ２的
ＰＢＳ溶液室温孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；
加山羊血清封闭液室温孵育３０ｍｉｎ，去封闭液；加兔抗
ｐ６３（１∶１００）４℃孵育过夜做 ＬＳＣｓ细胞鉴定，兔抗
Ｎｅｓｔｉｎ（１∶１００）４℃孵育过夜做分组诱导鉴定；ＰＢＳ漂
洗３次，每次 ５ｍｉｎ；ＰｏｌｙｍｅｒＨｅｌｐｅｒ（免疫试剂盒）
３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；山羊抗兔二抗３７℃孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；ＤＡＢ显色；自来水

终止，烤干封片，镜下观察。

１．４　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析
收集分组诱导培养第７天的各组细胞，提取细胞

蛋白并用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行定量；取２０μｇ蛋
白上样，经 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后，采用转移电泳装
置，于５００ｍＡ恒流条件下电转６０ｍｉｎ，将蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜上；将膜用 ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，将膜转
移至含有封闭液的平皿中，室温下脱色摇床上封闭２～
３ｈ，膜用ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ。将用封闭液稀释的
兔多克隆抗体Ｎｅｓｔｉｎ（１∶２００）４℃孵育过夜。用ＴＢＳＴ
洗３次，每次１０ｍｉｎ。室温下用封闭液稀释的二抗抗
体（１∶５０００）室温孵育 ２ｈ；ＴＢＳＴ洗膜３次，每次
１０ｍｉｎ，用ＥＣＬ试剂盒曝光获得显示条带的胶片，扫
描图像保存，用 βａｃｔｉｎ（１∶８０００）作内参验证蛋白含
量。以上实验重复３次。
１．５　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析。在诱导组１
和诱导组２的每张玻片上各随机取２个视野计数阳性
和阴性细胞数（每组１０张玻片），计算细胞阳性率，数
据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用 ｔ检
验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　体外培养ＳＤ大鼠 ＬＳＣｓ的形态观察及 Ｐ６３免疫
组化鉴定结果

培养第３天，细胞聚集形成许多小集落，集落细胞
排列紧密，相互聚集呈桑椹样，细胞呈圆球形（图１ａ）。
培养第７天，培养细胞集落体积变大，数量增多，集落
细胞生长特征及形态特点与培养第３天相似（图１ｂ）。
收集培养第７天做免疫组化鉴定，多数细胞呈 ｐ６３阳
性反应，棕黄色表达产物出现在细胞核（图２）。
２．２　分组诱导Ｎｅｓｔｉｎ免疫组化检测

空白对照组所有细胞 Ｎｅｓｔｉｎ呈阴性反应；诱导
组１多数细胞呈 Ｎｅｓｔｉｎ阳性反应，棕黄色表达产物出
现在细胞核（图３ａ）；诱导组２多数细胞呈Ｎｅｓｔｉｎ阳性
反应，棕黄色表达产物出现在细胞核（图３ｂ）。
２．３　细胞计数结果
　　诱导组１诱导后Ｎｅｓｔｉｎ阳性率为（７７．０１±６．３２％），
诱导组２的Ｎｅｓｔｉｎ阳性率为（８４．０１±５．４３％），２组比
较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，诱导组１（ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ）和
诱导组２（ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＲＡ）在２４０ｋＤａ处可见Ｎｅｓｔｉｎ
蛋白条带，诱导组２Ｎｅｓｔｉｎ蛋白表达略高于诱导组１，
对照组未见Ｎｅｓｔｉｎ蛋白条带（图４）。
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ａ：培养第３天；ｂ：培养第７天
图１　倒置相差显微镜观察分离培养的ＬＳＣｓ（×４００）

ａ：×１００；ｂ：×４００
图２　免疫组化ＤＡＢ显示Ｐ６３阳性细胞

ａ：诱导组１（ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ）；ｂ：诱导组２（ＥＧＦ＋ｂＦＧＦ＋ＲＡ）
图３　细胞培养第７天细胞Ｎｅｓｔｉｎ免疫细胞化学染色（×４００）

图４　各组细胞蛋白表达结果

３　讨论

角膜缘细胞具有神经的潜能是基于以下事实：

①角膜缘和神经干细胞都由外胚层分化而来；②角膜
缘干细胞可能具有残余的神经潜能，因为神经系统在

胚胎外胚层通过缺省途径分化为神经系统。角膜上皮

与神经上皮共同表达调控基因 Ｈｏｘ８．１和 ｐａｘ６［４］。有

研究发现，当把角膜上皮细胞移出其所在的龛，在含有

分裂素的培养基中培养时，ＬＳＣｓ开始表达神经前体的
标记物Ｎｅｓｔｉｎ，这些细胞首先表达Ｎｏｔｃｈ１，随后 Ｎｏｔｃｈ１
阳性细胞的子集获得表达Ｎｅｓｔｉｎ［５］。

转录因子 ｐ６３是 ｐ５３家族成员之一，是表皮干细
胞再生与增殖的关键基因，在上皮组织的基底部和生

发层均高表达，具有维持基底层表皮干细胞增殖潜能。

研究显示，ｐ６３在人表皮干细胞和角膜上皮细胞有特
异性的表达，可作为鉴定ＬＳＣｓ表型的标志［６７］；神经巢

蛋白Ｎｅｓｔｉｎ是一种中等纤维蛋白，它在哺乳动物神经
前体细胞中高表达，是神经前体细胞的标志分子。全

反式维甲酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＲＡ）是维生素 Ａ的
衍生物，在调控多种组织和细胞的形态发生、增殖、生

长发育、代谢以及维持内环境稳定等方面具有广泛的

生物学作用［８］。ＲＡ能调节对ＥＧＦ有反应的神经干细
胞的分化，增加神经元和星形胶质细胞的形成［９］。目

前ＲＡ已经被用于体外诱导胚胎干细胞和间充质干细
胞向神经干细胞分化［１０１１］。有研究表明ＲＡ主要通过
上调转录因子 ＮｅｕｒｏＤ，使受体 ＴｒｋＡ、ＴｒｋＢ、ＴｒｋＣ和
ｐ２１的表达增加，使神经干细胞向神经元方向分
化［１２１３］。ＥＧＦ是一种由 ５３个氨基酸组成的单链多
肽，其受体属于酪氨酸激酶受体，当其与酪氨酸激酶受

体结合后，刺激细胞内酪氨酸活化，发生一系列反应，

调节细胞的增殖和分化。在体外培养，ＥＧＦ刺激角膜
上皮细胞增殖、运动并调节其分化状态［１４］。ｂＦＧＦ是
一种细胞分裂原，体外细胞培养中具有很强的促细胞

分裂增殖活性，是重要的促有丝分裂因子，也是形态发

生和分化的诱导因子［１５］。

本实验成功建立了体外分离培养大鼠 ＬＳＣｓ的实
验方法，并用 ＥＧＦ、ｂＦＧＦ联合 ＲＡ稳定地诱导大鼠角
膜缘干细胞向神经干细胞样细胞分化。实验结果表

明，加入ＲＡ诱导角膜缘干细胞向神经干细胞样细胞
分化的阳性率比单独使用 ＥＧＦ和 ｂＦＧＦ高，差异有统
计学意义。ＲＡ促进 ＬＳＣｓ向神经干细胞样细胞分化
的机理尚待进一步研究。
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肾上腺髓质素对肠上皮细胞缺氧／复氧损伤后屏障功能的影响
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［摘　要］　目的　研究肾上腺髓质素（ＡＭ）在缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）条件下对肠上皮细胞屏障功能的影响，对其机制进行了初步
探讨。方法　建立单层肠上皮Ｃａｃｏ２细胞缺氧／复氧损伤模型，实验分为３组：正常细胞培养（Ｎ）组、缺氧／复氧损伤模型（Ｈ／Ｒ）
组、缺氧／复氧损伤＋肾上腺髓质素（Ｈ／Ｒ＋ＡＭ）组。检测跨上皮细胞电阻（ＴＥＥＲ）值，使用激光共聚焦显微镜观察紧密连接的变
化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测细胞紧密连接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１的表达及核因子κＢ（ＮＦκＢｐ６５）蛋白表达水平。结果　与Ｈ／Ｒ组相
比，Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的紧密连接破坏明显减少；Ｎ组，Ｈ／Ｒ组和 Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的 ＴＥＥＲ值分别为（１５７．６８±５．５４）、（９６．０６±３．４２）、
（１３４．５６±４．７２）Ｏｈｍ／ｃｍ２，Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组较Ｈ／Ｒ组升高了４０．００％（Ｐ＜０．０５）。Ｎ组，Ｈ／Ｒ组和Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１蛋
白表达量分别为（０．４３±０．０３）和（０．２７±０．０４）、（０．２０±０．０３）和（０．１５±０．０７）、（０．３２±０．１５）和（０．２１±０．０３），Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１蛋白表达量较Ｈ／Ｒ组分别升高６０．００％、４０．００％（Ｐ＜０．０５），Ｎ组、Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的ＮＦκＢｐ６５蛋白表达量
分别为（０．５３±０．３０）、（２．８９±０．１６）、（１．７５±０．２５），Ｈ／Ｒ＋ＡＭ组的ＮＦκＢｐ６５蛋白表达量较Ｈ／Ｒ组降低了４０．００％。结论　ＡＭ
可通过减少Ｈ／Ｒ损伤诱导的紧密连接的破坏来保护肠上皮屏障，其机制可能与抑制ＮＦκＢ信号通路有关。
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