
􀅰实验论著􀅰

骨髓间充质干细胞玻璃体腔移植对大鼠青光眼模型视神
经的保护作用

田洪益１ꎬ谢碧华２ꎬ罗清礼１

引用:田洪益ꎬ谢碧华ꎬ罗清礼. 骨髓间充质干细胞玻璃体腔移
植对大鼠青光眼模型视神经的保护作用. 国际眼科杂志 ２０２０ꎻ
２０(１１):１８６６－１８７０

基金项目:四川省科技计划项目(Ｎｏ.１８ＹＹＪＣ０６０５)
作者单位:１(６１００００)中国四川省成都市ꎬ成都华厦眼科医院ꎻ
２(６１００００)中国四川省成都市第一人民医院眼科
作者简介:田洪益ꎬ男ꎬ毕业于重庆医科大学ꎬ硕士研究生ꎬ主治
医师ꎬ研究方向:玻璃体视网膜疾病ꎮ
通讯作者:罗清礼ꎬ男ꎬ毕业于四川大学华西临床医学院ꎬ硕士研
究生ꎬ主任医师ꎬ研究方向:眼眶病. ２８３９３１５０７＠ ｑｑ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０１９－０９－０９ 　 　 修回日期: ２０２０－０９－２８

摘要
目的:探讨骨髓间充质干细胞玻璃体腔移植对大鼠青光眼
模型的神经保护作用ꎮ
方法:提取大鼠原代骨髓间充质干细胞并进行鉴定ꎻＬｅｗｉｓ
大鼠分别随机分为 ３ 组:对照组、青光眼模型组和骨髓间
充质干细胞组ꎬ并制作青光眼大鼠模型:左眼为实验眼
(青光眼)ꎬ右眼为对照眼ꎬ并进行鉴定ꎻ然后进行骨髓间
充质干细胞玻璃体腔移植ꎻＨＥ 染色观察视网膜组织形
态ꎻ免疫荧光法检测视网膜神经节细胞数量ꎻＴＵＮＥＬ 染色
观察视网膜神经节细胞凋亡情况ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测视网
膜组织中 ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表达情况ꎮ
结果:大鼠实验眼的眼内压均明显高于对照眼(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ
表明青光眼大鼠模型均建造成功ꎻ青光眼模型组大鼠视网
膜神经纤维排列不整齐ꎬ视网膜神经节细胞数量和视网膜
厚度显著低于对照组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ视网膜神经节细胞凋亡
数量显著高于对照组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ骨髓间充质干细胞组大
鼠视网膜神经纤维细胞排列较整齐ꎬ视网膜神经节细胞数
量和视网膜厚度明显高于青光眼模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ视网
膜神经节细胞凋亡数量明显低于青光眼模型组 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ青光眼模型组大鼠视网膜中 ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表
达量明显低于对照组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ骨髓间充质干细胞组大
鼠的视网膜中 ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表达量高于青光眼模型
组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:骨髓间充质干细胞玻璃体腔移植能改善大鼠青光
眼ꎬ可以保护视网膜神经节细胞ꎮ
关键词:骨髓间充质干细胞ꎻ玻璃体腔移植ꎻ青光眼ꎻ视神
经ꎻ保护作用
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０引言
青光眼(ｇｌａｕｃｏｍａ)是老年人群中常见的眼科疾病ꎬ具

有不可逆性[１]ꎮ 青光眼的特征是视网膜神经节细胞
(ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬＲＧＣｓ)的进行性退化和不能分裂或
再生ꎬ被视为神经干细胞生成性疾病ꎬ与其他疾病如阿尔
茨海默氏症或帕金森病一样ꎬ最终由神经功能缺陷引
起[２]ꎮ 青光眼的临床治疗主要有药物和手术治疗ꎬ但其治
疗效果不是很理想ꎬ不能有效阻止视网膜神经节细胞凋
亡[３]ꎮ 间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣｓ)是一
种能够自我更新的多能干细胞ꎬ具有多向分化潜能和免疫
调节作用ꎬ包括脐带间充质干细胞、骨髓间充质干细胞
(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＢＭＭＳＣｓ)等[４]ꎮ 其
中ꎬ骨髓间充质干细胞是具有自我更新的非造血干细胞ꎬ
具有多系分化潜能ꎬ能够分化为多种细胞谱系ꎬ如:脂肪细
胞、成骨细胞、表皮细胞等[５－６]ꎮ 因此ꎬ本实验研究骨髓间
充质干细胞玻璃体腔移植是否对大鼠青光眼模型有改善
作用ꎬ是否对视网膜神经节细胞有保护作用ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 ３５ 只体质量 １８０~ ２２０ｇ Ｌｅｗｉｓ 大鼠购自中国科
学院上海斯莱克实验动物有限公司ꎮ ＩＭＤＭ 培养基和胎
牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎮ Ｐｅｒｃｏｌｌ 分离液、ＰＢＳ 溶液、
茜素红 Ｓ、油红 Ｏ 和葡聚糖四甲基罗丹明购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司ꎮ ｐＧＦＰ －Ｎ 试剂购自美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司ꎮ ＣＤ２９ 抗
体、ＣＤ４５ 抗体、 ＣＤ４４ 抗体、 ＣＤ９０ 抗体、 ＣＤ１０６ 抗体和
ＣＤ１４ 抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ ＨＥ 试剂盒购自北京中
杉金桥公司ꎮ ＲＩＰＡ 裂解液购自北京索莱宝公司ꎮ ＩＧＦ１
抗体、ＢＤＮＦ 抗体、β－ａｃｔｉｎ 抗体和山羊抗兔(鼠) ＩｇＧ 二抗
购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎮ ＰＶＤＦ 膜购自美
国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养　 取 ５ 只雄性 Ｌｅｗｉｓ 大鼠ꎬ采用麻醉处死ꎬ
立即用 ７５％乙醇浸泡ꎬ移入超净工作台内ꎬ固定大鼠四肢
于工作台面的泡沫板上ꎮ 酒精棉球擦拭ꎬ无菌条件下用灭
菌消毒后的镊子和剪刀分离出大鼠股骨ꎬ剔除骨头表面肌
肉ꎬＰＢＳ 溶液冲洗两遍ꎮ 将股骨两端剪断ꎬ用 ２ｍＬ 无菌注
射器吸取 ＩＭＤＭ 培养基冲出股骨中的骨髓于离心管中ꎬ反
复冲洗几次ꎮ 将冲出的骨髓吹打成悬液ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心
５ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ ＩＭＤＭ 培养基重悬细胞ꎬ将悬液加入到装
有等体积 Ｐｅｒｃｏｌｌ 分离液的离心管中ꎬ用吸管吹打成细胞
悬液ꎬ２０００ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ２０ｍｉｎꎮ 吸取中间骨髓基质细胞层
(白色混浊状)ꎬＩＭＤＭ 培养基洗 ３ 次ꎮ 用含 １５％胎牛血
清、１００Ｕ / ｍＬ 青霉素、１００Ｕ / ｍＬ 链霉素的 ＩＭＤＭ 培养基重
悬ꎮ 以 １×１０６ / ｍＬ 接种于细胞培养瓶中ꎬ置于 ３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱中培养ꎮ ４８ｈ 后弃去培养基ꎬＰＢＳ 溶液冲洗

２~３次去除未贴壁细胞ꎬ加入完全培养基继续培养ꎮ 以后
每 ３ｄ 换液 １ 次ꎬ以保证细胞所需的营养成分ꎬ并于倒置显
微镜下观察细胞生长的形态变化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２骨髓间充质干细胞的体外分化　 对于成骨分化ꎬ将
骨髓 间 充 质 干 细 胞 在 含 有 １００ｎｍｏｌ / ｍＬ 地 塞 米 松ꎬ
０􀆰 ０５ｍｍｏｌ / ｍＬ 抗坏血酸－２－磷酸和 １０ｍｍｏｌ / ｍＬ β－甘油磷
酸酯的完全培养基中培养 ４ｗｋꎬ进行成骨分化ꎮ 通过用
２％茜素红 Ｓ(ｐＨ ４􀆰 １ ~ ４􀆰 ３)染色评估ꎮ 对于成脂分化ꎬ通
过在含有 ０􀆰 ５ｍｍｏｌ / ｍＬ 异丁基－甲基黄嘌呤ꎬ１００ｎｍｏｌ / Ｌ 地
塞米松ꎬ１０ｍｇ / ｍＬ 胰岛素和 ２００μｍｏｌ / ｍＬ 吲哚美辛的完全
培养基中培养骨髓间充质干细胞ꎬ进行脂肪形成分化
２ｗｋꎮ 通过用 ０􀆰 ５％油红 Ｏ 染色细胞内脂滴来显示脂肪形
成分化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３流式细胞术 　 在第 ３ 代后ꎬ收获骨髓间充质干细
胞ꎮ 每 １ｍＬ 细胞悬液中加入 ２０μＬ 抗体 ( ＣＤ２９ 抗体、
ＣＤ４５ 抗体、ＣＤ４４ 抗体、ＣＤ９０ 抗体、ＣＤ１０６ 抗体、ＣＤ１４ 抗
体)ꎬ室温、避光孵育 ３０ｍｉｎ 后ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ弃去
上清液ꎮ ＰＢＳ 清洗细胞后加入培养基重悬细胞ꎬ使用
ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 仪器进行流式细胞术分析ꎮ 用 Ｃｅｌｌ Ｑｕｅｓｔ 软
件分析数据ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４动物分组及给药　 将 ３０ 只 Ｌｅｗｉｓ 大鼠饲养在有锯
屑垫料的标准塑料笼中ꎬ室内温度为 ２１℃ ±２℃ꎬ动物可以
不受限制地获得食物和水ꎬ保持 １２ｈ 光照 / １２ｈ 黑暗循环ꎬ
并且在实验之前使大鼠适应环境至少 ２ｗｋꎮ 将大鼠分别
随机分为 ３ 组:(１)对照组:建模后第 ７ｄ 向玻璃体腔内注
射 ３μＬ ＰＢＳ 溶液ꎻ(２)青光眼模型组:建模后第 ７ｄ 向玻璃
体腔内注射 ３μＬ ＰＢＳ 溶液ꎻ(３)骨髓间充质干细胞组:在
建模后第 ７ｄ 向玻璃体腔内注射 ３μＬ 骨髓间充质干细胞
悬浮液(含有 １×１０５个细胞)ꎬ连续给药 ３０ｄꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５模型制作 　 按照文献[７]进行青光眼模型制作ꎮ
Ｌｅｗｉｓ 大鼠经戊巴比妥钠全身麻醉ꎬ将每只大鼠的左眼为
实验眼(青光眼)ꎬ右眼为对照眼ꎮ 实验前测量每只眼的
眼内压ꎬ在裂隙灯下ꎬ从 ５３２ｎｍ 二极管激光器向左眼施加
０􀆰 ７５Ｗ 脉冲(直径 ５０μｍꎬ０􀆰 ５ｓ)ꎬ经过 ５０ 个激光脉ꎮ 在第
７、１４、２１、３０ｄ 测双眼眼内压ꎬ实验眼内压比对照眼内压大
于 １０ｍｍＨｇ(１ｍｍＨｇ＝ ０􀆰 １３３ｋＰａ)为青光眼模型制作成功ꎮ
对照组只麻醉大鼠ꎬ不进行手术ꎮ 动物实验设计计划严格
经过成都市第一人民医院伦理委员会审查ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ ＨＥ染色　 将视网膜组织快速在 １０％福尔马林溶
液中固定 ２４ｈꎮ 固定后ꎬ视网膜组织样品包埋于石蜡中
并进行切片(切片的厚度 ５μｍ)ꎮ 将 ５μｍ 厚的组织固定
在带正电荷的载玻片上ꎬ然后进行脱水－再水化ꎬ切片进
行苏木精 －曙红染色ꎮ 所有切片均用光学显微镜进行
拍摄ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７视网膜神经节细胞计数 　 葡聚糖四甲基罗丹明
(ＤＴＭＲ)盐溶液(终浓度 １ｍｇ / ｍＬ)从大鼠玻璃体腔注入ꎬ
给予 ＤＴＭＲ ４８ｈ 后ꎬ将进行免疫荧光分析的动物处死ꎬ并
摘除眼球ꎮ 将眼球在甲醛中固定 ２ｈꎬ然后将视网膜移出
并平放ꎬ使用 ＰＢＳ / 甘油(１∶ １)将 ＲＧＣ 层置于最上方ꎬ并标
记上视网膜的方向ꎮ 将平置的视网膜放置在显微镜载玻
片上ꎬ并使用适当的滤光片套件立即用免疫荧光显微镜进
行检查ꎬ通过图像分析软件 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 对图像进行
计数ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８ ＴＵＮＥＬ染色　 视网膜组织经固定、ＯＣＴ 包埋ꎬ并
制作成 ６μｍ 厚的冰冻切片ꎮ 切片滴加蛋白酶 Ｋ 工作液
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图 １　 骨髓间充质干细胞形态(×１００)　 Ａ:第 ０ 代ꎬ第 ５ｄꎻＢ:第 ３ 代ꎬ第 ４ｄꎮ

图 ２　 骨髓间充质干细胞的体外分化　 Ａ:成骨分化(×１００)ꎻＢ:成脂分化(×２００)ꎬ蓝色表示细胞核ꎮ

图 ３　 流式细胞术检测 ＢＭＭＳＣｓ的免疫表型特征ꎮ

(２０μｇ / ｍＬ)ꎬ３７℃温育 １０~３０ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎮ 接着切
片在 ４％的多聚甲醛溶液中室温固定 ５ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３
次ꎮ 然后切片上滴加 ＤＮｓｅ Ｉ 反应液ꎬ３７℃温育 ３０ｍｉｎꎬＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎮ 用吸水纸小心吸去样本区域周围的多余液体ꎬ
滴加 ＴｄＴ 酶反应液于样本区域上ꎬ于 ３７℃ 湿盒中孵育
６０ｍｉｎ(避光)ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎮ 用吸水纸小心吸去样本周
围的液体ꎬ每个样本上滴加 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ 标记
液ꎬ放入温盒中ꎬ３７℃反应 ３０ｍｉｎ(避光)ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎮ
最后 ＤＡＰＩ 染色液复染细胞核ꎬ室温避光反应 １０ｍｉｎꎬＰＢＳ
洗涤ꎬ加适量封片剂ꎬ荧光显微镜观察并拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 视网膜组织中加入 １ｍＬ 制备好的
ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 法测定总蛋白含量ꎮ 用
１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶分离蛋白质并转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ
用含有 ５％脱脂牛奶的 ＰＢＳ 封闭膜 １ｈꎬ之后加入稀释后的
胰岛素样生长因子 １( ｉｎｓｕｌｉｎ － ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＩＧＦ１)
(１ ∶ １ ０００ )、 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 ( ｂｒａｉｎ － ｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)(１∶ １０００)和 β－ａｃｔｉｎ(１∶ １０００)一
抗ꎬ４℃摇床上孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎬ加
入对应于一抗种属来源的 ＨＲＰ 标记的二抗(１∶ ２０００)ꎬ在
室温摇床上孵育 １ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎮ 使用 ＥＣＬ
化学发光液显色发光ꎬ凝胶成像系统拍照ꎬＩｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 图
像分析系统对蛋白条带进行分析ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 进行分析ꎬ至

少取 ３ 次独立实验结果ꎬ以平均值±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ重
复测量实验采用重复测量数据的方差分析ꎬ多组间数据比
较采用单因素方差分析ꎬ两组间的两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检
验ꎬ率的比较采用 χ２ 检验ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 表示差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２􀆰 １骨髓间充质干细胞的形态　 如图 １ 所示ꎬ原代培养第
５ｄ 出现小集落ꎬ细胞形状为类圆形ꎻ传至第 ３ 代时ꎬ细胞
呈现出大的ꎬ扁平的或成纤维细胞样的形态ꎮ
２􀆰 ２骨髓间充质干细胞的体外分化　 如图 ２ 所示ꎬ成骨诱
导后ꎬ用茜素红 Ｓ 染色将矿物结节染色为阳性ꎻ成脂诱导
后ꎬ用油红 Ｏ 染色发现中性脂质空泡ꎻ提示所提取的原代
细胞为骨髓间充质干细胞ꎮ
２􀆰 ３流式细胞术实验　 如图 ３ 所示ꎬ流式细胞术分析数据
表明 ＢＭＭＳＣｓ 表达 ＣＤ２９ꎬＣＤ４４ꎬＣＤ９０ 和 ＣＤ１０６ꎬ但不表达
ＣＤ４５ 和 ＣＤ１４ꎬ并且它们在随后的传代中保持其表型ꎮ
２􀆰 ４大鼠青光眼模型鉴定　 由表 １ 可以看出ꎬ２０ 只大鼠对
照眼、实验眼的眼内压在各时间点比较差异均有统计学意
义( Ｆ时间 ＝ ２０􀆰 ４５ꎬＰ时间 < ０􀆰 ０１ꎻＦ组间 ＝ ２４􀆰 ７８ꎬＰ组间 < ０􀆰 ０１ꎻ
Ｆ组间×时间 ＝ １８􀆰 ３４ꎬＰ组间×时间 <０􀆰 ０１)ꎮ 在术后第 ７、１４、２１、３０ｄ
时大鼠实验眼的眼内压均明显高于对照眼ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明青光眼大鼠模型均建造成功ꎮ
２􀆰 ５视网膜组织形态表现　 如图 ４ 所示ꎬ对照组、青光眼
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图 ４　 ＨＥ染色观察各组大鼠视网膜厚度变化(×２００)　 单箭头:视网膜神经节细胞ꎻ双箭头:视网膜厚度ꎮ Ａ:对照组ꎻＢ:青光眼模型
组ꎻＣ:骨髓间充质干细胞组ꎻＤ:三组大鼠视网膜厚度比较ꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 青光眼模型组ꎮ

表 １　 对照眼和实验眼术后第 ７、１４、２１、３０ｄ的眼内压

(􀭰ｘ±ｓꎬｍｍＨｇ)
组别 术后 ７ｄ 术后 １４ｄ 术后 ２１ｄ 术后 ３０ｄ
对照眼 １４􀆰 １２±０􀆰 ９８ １４􀆰 ５６±１􀆰 ７８ １４􀆰 ４３±０􀆰 ９７ １４􀆰 ５４±１􀆰 １２
实验眼 ２８􀆰 ３４±１􀆰 ２３ａ ３２􀆰 ３２±１􀆰 １５ｂ ３５􀆰 １４±１􀆰 ０１ｂ ３８􀆰 ８７±１􀆰 ３２ｂ

　 　 　 　 　 　
ｔ ２􀆰 ５４ ４􀆰 ２０ ４􀆰 ４８ ５􀆰 ３２
Ｐ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０１

注:实验眼:每只大鼠的左眼ꎬ青光眼ꎻ对照眼:右眼ꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬ
ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照眼ꎮ

模型组、骨髓间充质干细胞组大鼠视网膜厚度分别为
３４５􀆰 ６７±２３􀆰 １２、２０３􀆰 ４５±１３􀆰 ５６、２８７􀆰 ８９±１８􀆰 ２３μｍꎬ差异有
统计学意义(Ｆ ＝ １８􀆰 ２１ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 对照组大鼠视网膜神
经纤维排列整齐ꎬ视网膜神经节细胞数量多ꎬ视网膜厚度
正常ꎻ与对照组比较ꎬ青光眼模型组大鼠视网膜神经纤维
排列不整齐ꎬ视网膜神经节细胞数量明显减少ꎬ视网膜厚
度变薄(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ骨髓间充质干细胞组大鼠视网膜神经
纤维细胞排列较整齐ꎬ视网膜神经节细胞数量和视网膜厚
度高于青光眼模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ６视网膜神经节细胞计数 　 如图 ５ 所示ꎬ对照组、青光
眼模型组、骨髓间充质干细胞组大鼠视网膜神经节细胞数
量分别为 １２６７􀆰 ３４±６７􀆰 ３２、６３２􀆰 ５６±３４􀆰 ７８、１０５７􀆰 ２１±５８􀆰 ３２
个 / ｍｍ２ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２１􀆰 ７４ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 青光
眼模型组大鼠视网膜神经节细胞数量明显低于对照组
(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＢＭＭＳＣｓ 组大鼠的视网膜神经节细胞数量高
于青光眼模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ７视网膜神经节细胞凋亡 　 如图 ６ 所示ꎬ对照组、青光
眼模型组、骨髓间充质干细胞组大鼠视网膜神经节细胞凋
亡数量分别为 ０􀆰 ６８±０􀆰 １０、５􀆰 ７５±１􀆰 １３、３􀆰 ３４±０􀆰 ７８ 个ꎬ差异
有统计学意义(Ｆ＝ ６７􀆰 ５８ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 青光眼组大鼠视网
膜神经节细胞凋亡数量显著高于对照组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ骨髓
间充质干细胞组大鼠的视网膜神经节细胞凋亡数量明显
低于青光眼模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ８ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 如图 ７ 所示ꎬ对照组、青光眼模型组、
骨髓间充质干细胞组大鼠视网膜中 ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表
达差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２５􀆰 ６２、２８􀆰 ６０ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 青
光眼模型组大鼠视网膜中 ＩＧＦ１ ( ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０７) 和 ＢＤＮＦ
(０􀆰 １８±０􀆰 ０４)蛋白表达量明显低于对照组(０􀆰 ５７±０􀆰 １１ꎬ
０􀆰 ４９±０􀆰 １２)(均 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ骨髓间充质干细胞组大鼠视网
膜中 ＩＧＦ１(０􀆰 ３８±０􀆰 ０６)和 ＢＤＮＦ(０􀆰 ２９±０􀆰 ０５)蛋白表达量
高于青光眼模型组(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
３讨论

青光眼是一种视神经病变ꎬ其特征在于视网膜神经节
细胞的进行性退化ꎮ 青光眼影响全球 ７０００ 多万人ꎬ其中

图 ５　 免疫荧光显微镜下视网膜神经节细胞数量变化 　 ｂ Ｐ<
０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 青光眼模型组ꎮ

图 ６　 ＴＵＮＥＬ染色观察各组大鼠视网膜神经节细胞凋亡变化
　 ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 青光眼模型组ꎮ

约 １０％是双眼失明ꎬ使其成为不可逆转性失明的主要原
因[８]ꎮ 青光眼可分为两大类:开角型青光眼和闭角型青光
眼ꎮ 在美国ꎬ超过 ８０％的病例是开角型青光眼ꎻ然而ꎬ闭角
型青光眼是造成严重视力丧失的重要原因ꎮ 开角型和闭
角型青光眼均可作为原发性疾病ꎮ 继发性青光眼可由创
伤ꎬ某些药物如皮质类固醇ꎬ炎症ꎬ肿瘤或诸如色素分散或
假去角质的病症引起[９]ꎮ 因此ꎬ早期诊断和治疗可以预防
视力丧失ꎮ 青光眼的神经保护治疗宗旨在预防视网膜神
经节细胞的死亡ꎮ 在某种程度上ꎬ降低眼压可以在一定程
度上保护神经ꎬ从而防止神经元的破坏和减少神经节的不
可逆损失[１０]ꎮ 然而ꎬ目前没有保护视网膜神经节细胞的
预防性治疗ꎮ

干细胞已经用于医学领域的神经保护治疗ꎮ 研究发
现ꎬ视网膜干细胞移植对青光眼视网膜神经节细胞有保护
作用[１１]ꎬＭＳＣｓ 在神经保护疗法中具有吸引力[１２]ꎮ 间充质
干细胞分泌 ＢＤＮＦꎬ神经生长因子ꎬ神经胶质细胞源性神
经营养因子(ＧＤＮＦ)ꎬ睫状神经营养因子(ＣＮＴＦ)ꎬＩＧＦ１ 等
各种细胞因子和神经营养因子[１３]ꎮ 这些由 ＭＳＣｓ 分泌的
因子已被证明可对缺血[１４]、脑缺血再灌注[１５] 等疾病具有
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图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组大鼠视网膜中 ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ蛋白变化　 Ａ:三组大鼠视网膜中 ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表达ꎻＢ:三组大鼠视
网膜中 ＩＧＦ１ 蛋白表达ꎻＣ:三组大鼠视网膜中 ＢＤＮＦ 蛋白表达ꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 青光眼模型组ꎮ

神经保护作用ꎮ 研究表明ꎬ涉及青光眼治疗中 ＭＳＣｓꎬ
ＢＭＭＳＣｓ 在动物模型中有效维持视网膜神经节细胞活
力[７]ꎬ并且 ＢＭＭＳＣｓ 治疗青光眼被广泛研究ꎮ 在本研究
中ꎬ我们将大鼠 ＢＭＭＳＣｓ 用于大鼠青光眼模型中来研究其
对视网膜神经的神经保护和整合能力ꎬ是否对青光眼有保
护作用ꎮ

本实验探究骨髓间充质干细胞是否对青光眼大鼠模
型有保护作用ꎬ我们先提取了大鼠原代骨髓间充质干细胞
并进行了鉴定ꎬ得到纯度高的骨髓间充质干细胞ꎮ 接着ꎬ
我们制作了大鼠青光眼模型ꎬ并检测了大鼠眼内压ꎬ结果
表明青光眼大鼠模型均建造成功ꎮ 为了进一步探究骨髓
间充质干细胞经玻璃体腔移植后的作用ꎬ进行了如下实
验:ＨＥ 染色结果表明ꎬ对照组大鼠视网膜神经纤维排列
整齐ꎬ视网膜神经节细胞数量多ꎬ视网膜厚度正常ꎬ青光眼
组大鼠视网膜神经纤维排列不整齐ꎬ视网膜神经节细胞数
量明显减少ꎬ视网膜厚度变薄ꎬ骨髓间充质干细胞组大鼠
视网膜神经纤维细胞排列较整齐ꎬ视网膜神经节细胞数量
和视网膜厚度明显高于青光眼组ꎻ视网膜神经节计数结果
表明ꎬ青光眼模型组大鼠视网膜神经节细胞数量明显低于
对照组ꎬ骨髓间充质干细胞组大鼠的视网膜神经节细胞数
量明显高于青光眼组ꎬ但低于对照组ꎻＴＵＮＥＬ 染色结果表
明ꎬ青光眼模型组大鼠视网膜神经节细胞凋亡数量显著高
于对照组ꎬ骨髓间充质干细胞组大鼠的视网膜神经节细胞
凋亡数量明显低于青光眼模型组ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ
青光眼模型组大鼠视网膜中 ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表达量明
显低于对照组ꎬ骨髓间充质干细胞组大鼠的视网膜中
ＩＧＦ１ 和 ＢＤＮＦ 蛋白表达量高于青光眼模型组ꎮ 因此ꎬ骨
髓间充质干细胞玻璃体腔移植能治疗大鼠青光眼ꎬ可以保
护视网膜神经节细胞ꎮ

综上所述ꎬ骨髓间充质干细胞的玻璃体腔移植可以在
体内抑制视网膜神经节细胞凋亡ꎬ对视网膜神经节细胞具
有保护作用ꎬ其中间充质干细胞分泌多种细胞因子和生长
因子ꎬ在青光眼病理过程中对神经节细胞的保护起关键
作用ꎮ
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１４ Ｄｅｎｇ ＹＢꎬ Ｙｅ ＷＢꎬ Ｈｕ ＺＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ＢＭＳＣｓ
ｒｅｄｕｃｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ
ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ ｉｎ ｒａｔｓ. Ｎｅｕｒｏｌ Ｒｅｓ ２０１０ꎻ３２(２):１４８－１５６
１５ Ｌｉ Ｎꎬ Ｌｉ ＸＲꎬ Ｙｕａｎ ＪＱ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｏｎｅ－ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｔｏ ｖｉｔｒｅｏｕｓｃａｖｉｔｙ ｏｆ ｒａｔ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ｉｓｃｈｅｍｉａ /
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ. Ｇｒａｅｆｅｓ Ａｒｃｈ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２００９ꎻ２４７(４):５０３－５１４
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