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� 短 篇 论 著 -

以 兔 自体 结 膜 成 纤 维 细 胞 为 饲 养 细 胞 构 建 上 皮 细 胞 植 片

牟 式 鲁 姚 玉 峰 裘 文 亚

近 年 来 用 以 组 织 工 程 技 术 制 备 的 角 膜 上 皮 或 口 腔 黏 膜 上

皮 细 胞 植 片 成 为 一 种 目 前 治 疗 角 膜 缘 干 细 胞 缺 乏 性 疾 病 的 新

技 术
¨ “

， 能 够 改 善 角 膜 缘 的 功 能 ， 恢 复 角 膜 表 面 的 完 整 性 。

目 前 的 构 建 体 系 常 用 小 鼠 胚 胎 组 织 来 源 的 3 T 3 成 纤 维 细 胞 作

为 饲 养 细 胞 ， 但 这 种 含 异 种 细 胞 的 植 片 可 成 为 异 种 病 原 向 人 体

传 播 的 潜 在 渠 道 ， 也 存 在 异 种 排 斥 反 应 的 可 能 性
。

“

。

因 此 寻 找 更 安 全 的 饲 养 细 胞 成 为 完 善 现 有 技 术 的 一 个

关 键 。 本 研 究 观 察 以 兔 自体 结 膜 成 纤 维 细 胞 为 饲 养 细

胞 、 兔 IS l 腔 黏 膜 上 皮 细 胞 为 种 子 细 胞 构 建 上 皮 细 胞 植 片

的 可 行 性 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 材 料 D M E M ／H a m F 1 2 培 养 液 、 胎 牛 血 清 、 胰 岛

素 、 人 表 皮 生 长 因 子 ( 美 国 G i b c o 公 司 ) 。 噻 唑 蓝

( M T T ) ( 上 海 华 美 生 物 工 程 公 司 ) ；二 甲 基 亚 砜 ( 上 海

生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 ) ；丝 裂 霉 素 C ( M M C )

( 日 本 K y o w a H a k k o K o g y o 公 司 ) ；嵌 入 式 培 养 皿 ( 美 国

C o r n i n g 公 司 ) 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 的 原 代 培 养 新 西 兰 大 白

兔 4 只 麻 醉 后 取 约 4 m w t × 4 m m 的 结 膜 基 质 组 织 ， 剪 成

l m m x l m iT l 大 小 贴 至 直 径 6 0 m m 的 培 养 皿 ， 加 4 m L

含 1 0 ％ 胎 牛 血 清 的 D M E M 培 养 液 3 7 oc 5 ％ C O
： 培 养 。

1 ． 2 ． 2 M T T 比 色 法 筛 选 M M C 对 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 的

1 ． 2 ． 4 去 上 皮 羊 膜 载 体 的 制 备 采 用 一 2 0 ℃ 保 存 的 血 清 学 检

查 阴 性 的 羊 膜 ， 使 用 前 将 其 解 冻 ，
0 ． 0 2 ％ E D T A 3 7 ℃ 处 理 1 h

后 ， 用 棉 签 擦 除 羊 膜 上 皮 。 显 微 镜 下 观 察 直 至 羊 膜 上 皮 完 全 清

除 。 完 成 的 羊 膜 载 体 见 图 1 A 。 将 制 备 好 的 去 上 皮 羊 膜 平 铺 至

嵌 入 式 培 养 皿 ( 图 l B ) 。
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图 1 无 上 皮 羊 膜 载 体 和 兔 口 腔 黏 膜 上 皮 细 胞 培 养 A ：无 上 皮 羊 膜 载 体 B ：第

7 天 时 ， 培 养 的 兔 口 腔 黏 膜 上 皮 细 胞 已 覆 盖 8 0 ％ 的 面 积 C ：融 合 的 兔 口 腔 黏 膜

上 皮 细 胞 大 小 均 一

、 边 界 清 晰 ， 相 互 连 接 紧 密 ( × 1 0 0 ) D ：兔 口 腔 黏 膜 上 皮 细 胞

形 成 4 — 5 层 分 化 良好 的 复 层 上 皮 片 ( H E × 4 0 0 )

安 全 质 量 浓 度 将 第 1 ～ 2 代 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 接 种 于 9 6 孔

板 。 接 近 融 合 的 细 胞 分 别 用 含 0
、 0 ． 5

、
5 、

2 5 、
5 0

、
2 5 0 、 5 0 0 p ~ g ／m L

M M C 的 培 养 液 3 7 ℃ 处 理 2 h
。 移 除 培 养 液 ， 用 P B S 浸 洗 后 加 入

正 常 培 养 液 继 续 培 养 。 7 2 h 后 每 孔 加 入 5 m g ／m L M T T 溶 液

2 0 “ L
， 3 7 ℃ 孵 育 4 h 后 弃 去 上 清 液 。 每 孑L 加 入 1 5 0 斗L 二 甲 基 亚

砜 ， 振 荡 1 0 n �i n 使 结 晶 物 充 分 溶 解 。 选 择 4 9 0 n m 波 长 测 定 各 孔

光 吸 收 值 。

1 ． 2 ． 3 筛 选 抑 制 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 增 生 的 最 佳 M M C 质 量 浓

度 将 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 培 养 于 直 径 6 0 Il l Il l 的 培 养 皿 上 ， 至

9 0 ％ 融 合 时 分 别 加 4 m L 含 有 0
、 0 ． 5 、 5 、

2 5 ~ g ／m L M M C 的 培 养

液 3 7 ℃ 孵 育 2 h 。 移 除 培 养 液 ， 0 ． 2 5 ％ 胰 酶 + E D T A 消 化 ， 离 心

重 悬 后 按 2 × 1 0
。

个 细 胞 ／c m
。

的 密 度 接 种 至 6 孔 板 ． 每 2 d 更 换

培 养 液 1 次 。 每 日 观 察 细 胞 增 生 情 况 。

作 者 单 位 ：3 1 0 0 t 6 杭 州 ， 浙 江 大 学 医 学 院 附 属 邵 逸 夫 医 院 眼 科 浙

江 省 生 物 治 疗 重 点 实 验 室

通 讯 作 者 ：姚 玉 峰 ( E m a i l ：y a o y u f @ m a i l ． h z ． z j ． c n )

1 ． 2 ． 5 上 皮 细 胞 植 片 的 构 建 新 西 兰 大 白兔 ( n = 8 ) 麻 醉 后 剪

取 3 m E x 3 I l l I ll 的 颊 部 口 腔 黏 膜 组 织 。 切 成 1 m n l × 1 B I F I 的 小 块

后 ， 上 皮 面 朝 上 贴 于 羊 膜 载 体 上 。 6 孔 板 中 提 前 接 种 5 斗罢／m L

M M C 处 理 的 饲 养 细 胞 ( 2 × 1 0
。

个 细 胞 ／c m
。

) 。 在 6 孔 板 中 加 入

2 m L 培 养 液 ， 嵌 入 式 培 养 皿 内 暂 时 不 加 。 培 养 液 为 D M E M 和

H a m F 1 2 培 养 液 按 3 ： I 混 合 ， 含 1 0 ％ 胎 牛 血 清 、 5 p ． g ／m L 胰 岛

索 、 1 0 n g ／m L 人 表 皮 生 长 因 子 、 0 ． 5 ％ 二 甲 基 亚 砜 及 抗 生 素 。

3 7 ℃ 5 ％ C O ， 培 养 2 4 h 后 ， 向 嵌 入 式 培 养 皿 中 加 入 l m L 培 养

液 。 此 后 每 2 d 更 换 1 次 培 养 液 直 至 细 胞 融 合 。 融 合 后 每 日 更

换 培 养 液 。 浸 没 培 养 2 周 后 ， 停 止 向 嵌 入 式 培 养 皿 中 加 培 养

液 ， 非 浸 没 培 养 1 周 以 促 进 细 胞 复 层 化 。

1 ． 2 ． 6 组 织 病 理 学 与 电 子 显 微 镜 检 查 样 品 用 10 ％ 中性 甲 醛

周 定 ， 石 蜡 包 埋 。 5 斗 m 厚 切 片 ， 行 苏 木 精 一 伊 红 染 色 ， 光 学 显

微 镜 下 观 察 。 扫 描 电 镜 样 品 以 2 ． 5 ％ 戊 二 醛 溶 液 4 ℃ 同 定 过 夜

后 再 以 1 ％ 锇 酸 溶 液 固 定 ， 经 逐 级 脱 水 后 以 醋 酸 异 戊 酯 处 理 。 临

界 点 干 燥 ， 镀 膜 后 行 扫 描 电 镜 观 察 。 透 射 电 镜 样 品 固 定 方 法 与
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扫 描 电 镜 相 同 。 逐 级 脱 水 后 对 样 本 进 行 包 埋 。 切 取 7 0 ～ 9 0 n m

的 切 片 ， 染 色 后 在 透 射 电 镜 下 观 察 。

2 结 果

2 ． 1 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 的 原 代 培 养 结 果 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞

培 养 后 3 ～ 5 d 开 始 出 现 在 组 织 块 周 围 ， 细 胞 呈 长 梭 形 。 2 周 内

细 胞 达 到 融 合 、 排 列 紧 密 、 呈 现 典 型 成 纤 维 样 细 胞 形 态 。

2 ． 5

2 ． 0

蜊
1 ． 5

』

整
1 ． 0

0 ． 5

0

5 2 5 5 0 2 5 0 5 0 0

M M C 质 量 浓 度 I~ g ／m L

图 2 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 不 同 质 量 浓 度 M M C 处 理 后 M T T 比 色 法

结 果 吸 光 度 值 为 4 次 实 验 的 平 均 值 。 5 0 tz g ／m L M M C 处 理 后 兔 结

膜 成 纤 维 细 胞 活 性 较 对 照 组 明 显 降 低 ( $ P = 0 ． 0 3 4 ) ，
2 5 0 p~ g ／m L 和

5 0 0 ~z g ／m L M M C 处 理 后 细 胞 几 乎 全 部 死 亡

图 3 培 养 的 细 胞 电 镜 检 查 结 果 A ：扫 描 电 镜 下 细 胞 连 接 紧 密 ， 边

界 清 晰 ( 白 箭 头 ) B ：扫 描 电 镜 下 表 层 细 胞 表 面 细 密 的 微 绒 毛 C ：

透 射 电 镜 下 相 邻 细 胞 以 众 多 桥 粒 相 连 接 ( 黑 箭 头 ) D ：透 射 电 镜 下

基 底 细 胞 与 羊 膜 间 可 见 半 桥 粒 ( 黑 箭 头 )

2 ． 2 抑 制 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 增 生 的 M M C 合 适 质 量 浓 度 不

同 质 量 浓 度 M M C 处 理 后 的 结 膜 成 纤 维 细 胞 M T T 比 色 法 结 果

如 图 2 所 示 。 0 ． 5 ~ g ／m L 组 、 5 ~ g ／m L 组 存 活 细 胞 约 占对 照 组

的 8 7 ％ ， 2 5 ~ g ／m L 组 、 5 0 ~ g ／m L 组 分 别 为 7 8 ％ 和 7 3 ％
， 而

2 5 0 ~ g ／m L 组 和 5 0 0 ~ g ／m L 组 仅 为 3 ％ 和 2 ％ 。 5 0 ~ g ／m L 及 以

上 质 量 浓 度 组 存 活 细 胞 与 对 照 组 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 5 ) 。 5 LL g ／m L
、
2 5 p~ g ／m L M M C 处 理 组 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 的 增

生 受 到 明 显 抑 制 ， 在 观 察 的 2 周 时 间 内 未 达 融 合 。 接 种 后 的 细

胞 仍 呈 成 纤 维 样 细 胞 形 态 ，但 胞 体较 原 代 细 胞 扩 大 、 延 展 。 对 照 组

5 8 7

与 0 ． 5 “∥ m L M M C 处 理 组 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 继 续 增 生 并 逐 渐

融 合 。

2 ． 3 兔 口 腔 黏 膜 上 皮 细 胞 生 长 状 况 兔 口 腔 黏 膜 上 皮 细 胞 于

培 养 后 2 ～ 4 d 从 组 织 块 周 边 爬 出 ，
8 ～ 1 0 d 接 近 融 合 ( 图 2 B ) 。

融 合 的 细 胞 呈 现 典 型 的 上 皮 样 细 胞 形 态 、 大 小 均 一

、 排 列 紧 密 、

边 界 清 晰 、 呈 铺 路 石 样 ( 图 2 C ) 。 培 养 3 周 后 兔 口 腔 黏 膜 上 皮

细 胞 呈 现 为 4 ～ 5 层 分 化 良好 的 复 层 上 皮 。 上 皮 基 底 部 细 胞 呈

矮 柱 状 ， 其 上 是 2 ～ 3 层 的 翼 状 细 胞 ， 表 层 细 胞 扁 平 ( 图 2 D ) 。

其 形 态 与 正 常 角 膜 上 皮 和 以 3 T 3 成 纤 维 细 胞 为 饲 养 细 胞 构 建

的 组 织 工 程 角 膜 上 皮 类 似
” ’ 。 “ 0

。

2 ． 4 电 子 显 微 镜 检 查 结 果 扫 描 电 镜 检 查 显 示 ， 构 建 的 组 织

工 程 角 膜 上 皮 表 层 细 胞 呈 多 边 形 、 边 界 清 晰 ， 细 胞 与 细 胞 之 间

连 接 紧 密 ( 图 3 A ) ， 细 胞 表 面 见 明 显 的 微 绒 毛 ( 图 3 B ) 。 透 射 电

镜 显 示 细 胞 间 可 见 较 多 的 桥 粒 连 接 ( 图 3 C ) ， 基 底 细 胞 与 羊 膜

以 大 量 的 半 桥 粒 牢 固 连 接 ( 图 3 D ) 。

3 讨 论

为 尽 量 减 少 M M C 的 残 留 以 及 最 小 化 处 理 后 兔 结 膜 成 纤 维

细 胞 的 死 亡 ， 本 研 究 选 取 各 组 中 能 够 抑 制 兔 结 膜 成 纤 维 细 胞 增

生 的 最 低 质 量 浓 度 ，
5 tz g ／m L M M C 作 为 饲 养 细 胞 的 处 理 质 量 浓

度 ， 与 目前 3 T 3 成 纤 维 细 胞 的 常 用 处 理 质 量 浓 度 接 近
” ’

。

结 膜 成 纤 维 细 胞 可 从 结 膜 下 以 组 织 块 培 养 法 简 单 获 取
” 0

。

本 研 究 以 M M C 处 理 的 兔 自体 结 膜 成 纤 维 细 胞 为 饲 养 细 胞 ， 以

兔 口 腔 黏 膜 上 皮 细 胞 为 种 子 细 胞 ， 以 去 上 皮 人 羊 膜 为 载 体 ， 成

功 构 建 了 大 体 形 态 和 超 微 结 构 均 与 正 常 兔 角 膜 上 皮 相 似 的 上

皮 细 胞 植 片 。 以 自体 细 胞 取 代 3 T 3 细 胞 作 饲 养 细 胞 可 避 免 异

种 来 源 细 胞 的使用 ， 提 高组 织 工 程 角 膜 上 皮 临床应 用 的安 全 性 。

以 自体 结 膜 成 纤 维 细 胞 为 饲 养 细 胞 构 建 上 皮 细 胞 植 片 是

可 行 的 ， 为 该 领 域 技 术 的 完 善 提 供 了 新 的 思 路 和 方 法 。 这 一 技

术 对 细 胞 表 型 表 达 的 影 响 及 活 体 应 用 的效 果 有 待 进 一 步 的研 究 。
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I n a t o m i T ， Qu a n t o c k A J ，
e t a 1 ． A m n i o t i e m e m b r a n e a s a

s u b s t r a t e f o r c u l t i v a t i n g l i m b a l c o r n e a l e p i t h e l i a l c e l l s f o r a u t o l o g o u s

t r a n s p l a n t a t i o n i n r a b b i t s [ J ] ． C o r n e a
，

2 0 0 0
，

1 9 ： 6 5 — 7 1

5 K o i z u m i N
，

I n a t o m i T ， S u z u k i T
，

e t a 1． C u l t i v a t e d c o r n e a l e p i t h e l i a l s t e m

c e l l t r a n s p l a n t a t i o n i n o c u l a r s u rf a c e d i s o r d e r s [ J ] ． O p h t h a l m o l o g y ，
2 0 0 1

，

1 0 8 ： 1 5 6 9 — 1 5 7 4

6 K o i z u m i N
，

I n a t o m i T
，

S u z u k i T
，

e t a 1 ． C u l t i v a t e d c o r n e a l e p i t h e l i a l

t r a n s p l a n t a t i o n f o r o c u l a r s u rf a c e r e c o n s t r u c t i o n i n a c u t e p h a s e o f S t e v e n s —

J o h n s o n s y n d r o m e [ J ] ． A r c h O p h t h a l m o l
，

2 0 0 1
，

1 1 9 ： 2 9 8 — 3 0 0

7 N a k a m u r a T
，

E n d o K
，

C o o p e r L J ，
e t a 1． T h e s u c c e s s f u l c u l t u r e a n d

a u t o l o g o u s t r a n s p l a n t a t i o n o f r a b b i t o r a l m u c o s a l e p i t h e l i a l c e l l s o n

a m n i o t i c m e m b r a n e [ J ] ． I n v e s t O p h t h a l m o l V i s S e i
，

2 0 0 3 ，
4 4 ： 1 0 6 — 1 1 6

8 S o l o m o n A ， S h m i l o w i c h R
，

S h a s h a D
，

e t a 1 ． C o n j u n e t i v a l f i b r o b l a s t s

e n h a n c e t h e s u r v i v a l a n d f u n c t i o n a l a c t i v i t y o f p e r i p h e r a l b l o o d e o s i n o p h i l s

i n v i t r o 『．I ] ． I n v e s t O p h t h a l m o l V i s S c i
，

2 0 0 0
，

4 1 ： 1 0 3 8 — 1 0 4 4
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