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Abstract Objective This study was to investigate the property of scaffold of transglutanfinase cross—linked collagen gel 

and the change of seeded keratocytes in order to provide a new way of enhance of the mechanical strength of tissue engineering 

corneal stroma． Methods Primary rabbit corneal keratocytes were obtained by digesting corneal stoma using type Ⅱ 

collagenase．The suspension of the third passage of keratocytes was mixed with collagen solution on an ice bath at a densitv of 5×1O 

cells／mL，and three-dimensional corneal stroma was reconstructed．The collagen gel was prepared with transglutaminase and 

crosslinker in experimental group，and collagen gel without transglutaminase was used as control group
．
Phase contrast microscope 

examination was performed to observe the state of cell—seeded scaffolds daily．The proliferation of keratocytes was assessed at 1
，2， 

3，5 days separately by Alamar—Blue reduction assay．Immunohistochemistry was carried out to examine the cellular response to 

vimentin antibody under the confocal microscope．Transmittance of the collagen samples was evaluated at 2 and 3 weeks
． The 

cross-linked statue of cell—seeded collagen substrates was observed to assess the digestion procedure． Results Keratocytes 

elongated and showed triangle or dendritic shape with a stronger ability of forming network in CROSS—linked collagen compared with 

spindle—shape cells in the native collagen without transglutaminase．Proliferation ability of the ceils was increased in both groups 

after culture．The keratocytes showed the positive response for vimentin after 14一day culture in both groups
，
and the cellular 

pseudopods were abundant in experimental group．Light transmission of transglutaminase crosslinked cell—seeded scaffold was 

lower than that of native collagen cell-seeded scaffold，but the stability was superior to control group
． The transglutaminase—treated 

collagen substrates showed a stronger resistance to collagenase in comparison with untransglutaminase—treated collagen substrates
． 

Conclusion The cellular morphology and activity of keratocytes within transglutaminase crosslinked collagen are similar to 

natural cornea．The scaffold of transglutaminase cross—linked collagen gel is favorable for the three—dimensional corneal stroma 

reconstruction． 
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摘要 目的 检测转谷氨酰胺酶交联胶原凝胶对三维培养 的角膜基质细胞 的影响 ，探 讨可提高 机械性能 的组织工 

程角膜基质层新途径。 方法 胶原酶消化法 获取原 代兔角 膜基质 细胞 ，以加入转谷 氨酰胺酶 与胶 原凝胶交 联为实 验 

组 ，不加酶交联为对照组 。倒置显微镜下每 日观察细胞生长情况 、Alamar—Blue试剂检测 细胞增生 、免疫荧光法检 测凝 胶 

内细胞波形蛋 白、检测 透光度 、酶消化法检测胶原凝胶抗消化能力 。 结果 实验 组细胞胶原凝 胶 内附着 和生长优 于对 

照组 ，细胞在凝胶 内呈树枝状生长 。2组细胞均随培养时间延长 明显 增生 (P=0．000)。共焦显 微镜下见 2组细胞胞 浆 

波形蛋白均阳性表达，实验组细胞伪足更丰富。实验组透光度稍差于对照组。实验组抵抗胶原酶消化的能力显著增强。 

结论 酶交联的胶原凝 胶对 角膜 基质细胞 无毒性 作用 ，重构 的基质层结构更加稳定 ，有利于组织工程角膜基质层的构建。 
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角膜基质层占角膜厚度的 90％，角膜的透明性与 

基质层有规则 、精密排列的结构密切相关 ，组织工程角 

膜三维构建的难点主要在于基质层的重构。经典组织 

工程角膜基质层的构建是利用以 I型胶原为主的可降 

解生物材料为支架与角膜基质种子细胞共同体外培养 

获得。Mimami等  ̈以 I型胶原凝胶培养角膜基质细 

胞重构角膜基质层 ，并在重构角膜基质层两面分别培 

养角膜上皮细胞和内皮细胞构建全层角膜 ，但存在透 

明性差和抗拉力弱等 问题。Griffith等 构建 的角膜 

也有强度不足等问题。本研究参考骨组织工程最新的 

研究成果 ，采用胶原凝胶与基质细胞混合三维培养 

重建基质层，添加转谷氨酰胺酶 (transglutaminase，TG) 

交联胶原凝胶 ，观察三维构建的效果。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪器及试剂 

DMEM、胎牛血清(美国 Gibico公司)；I1型胶原蛋 

白酶、TG、羊抗小 鼠一FITC二抗 (美国 Sigma公司)；I 

型胶原(广州红十字会创伤研究所 )；小 鼠抗兔波形蛋 

白抗体(武汉博士德生物公司)。DM I L倒置显微镜 、 

解剖显微镜(德国 Leica公司)；3111型 CO，培养箱(美 

国 Forma公司)；共焦显微镜 (德 国 Zeiss公 司)；全波 

长多功能酶标仪(奥地利 Tzcan公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 兔角膜基质细胞的培养 采用 Ⅱ型胶原蛋 白 

酶消化法。无菌条件下板层分离兔角膜组织，弃上板 

层 ，纤维镊撕去后弹力层，剪碎组织块 ，加人 1％ Ⅱ型 

胶原蛋白酶。37℃消化约 1 h，收集消化液于离心管 

中，1 000 r／min离心 5 rain，弃上清 ，反复吹打 、洗涤、离 

心 3次。用 含 1％ 青 霉 素／链 霉 素 和 10％ FBS的 

DMEM悬浮细胞接种于培养瓶 中，37℃、5％CO，孵箱 

中培养，隔日换液。每天用倒置显微镜观察 ，记录细胞 

生长特性。待细胞融合至 70％ ～80％时，消化传代 ， 

2—5代用于实验。 

1．2．2 TG储存液配制 1 U的 TG(3．5 U／mg的蛋白 

质 )溶 于 l0 mmol／L Tris一醋 酸、160 mmol／L KC1、 

1．0 mmol／L EDTA、2．0 mmol／L DTT的缓 冲液 (pH= 

8．0)中，一70℃保存备用 。TG依赖性钙离子缓冲 

液中含有 100 mmol／L Tris—HCL(pH=8．0)，5 mmol／L 

的 CaC1 ，2 mmol／L的 DTT，取 10 mL过滤分装 ，4 qC保 

存备用 。 

1．2．3 胶原凝胶的制备 细胞用胰蛋白酶消化离心 

收集 ，在无血清的 DMEM中制成悬液。胶原凝胶制备 

前 10 min，取一定体积的 TG储存液 (按胶原蛋 白／TG 

=5 000：1，质量比) 和等体积的 Ca“缓冲液混合反 

应 ，使其充分激活 TG的活性。然后取 7份酸溶性 I 

型胶原(3．32 mg／mL)、2份 5×DMEM(浓缩的)、1份 

配伍的缓冲液(0．05 mol／L NaOH，0．26 mol／L NaHCO3 

和 0．2 mol／L HEPES，pH为 7．3)、1份细胞悬液 (5× 

10 个／mL)在冰块中轻轻快速混匀 。 

1．2．4 倒置显微镜下观察 第 7、14、21、28天分别取 

实验组和对照组基质片，倒置显微镜下照相进行动态 

观察。 

1．2．5 Alamar—Blue法检测细胞增生 将实验组和对 

照组凝 胶分 别 与细 胞悬 液 混合 ，调整 细胞 密度 为 

4×10 个／mL，48孔板中每孑L加入 0．3 mL的细胞凝 

胶 ，每孔约4 800个细胞，每组设 3个复孔 ，分别在接种 

细胞后 的第 l、2、3、5天加入 10％ Alamar-Blue试剂测 

定细胞的代谢活性评价 TG对细胞 的毒性。37℃，5％ 

CO，培 养箱 内孵 育 3 h，在激 发 光 570 nm，发 射 光 

600 nm处测定吸光度值。 

1．2．6 免疫荧光染色 第 7、14、21、28天分别取实验 

组和对照组基质片各 2块 ，10％中性 甲醛固定 ，PBS漂 

洗标本 ，Triton—xl00破膜 15 rain，PBS漂洗 ，封闭液封 

闭，加小鼠抗兔波形蛋白抗体一抗(1：100)湿盒内4℃ 

避光 孵 育 过 夜，再 加 FITC标 记 的 羊 抗 小 鼠二 抗 

(1：50)室温避光孵育 1 h；最后加入 DAPI(1：1 000)暗 

环境下染胞核，室温孵育 45 rain。共焦显微镜扫描观 

察凝胶内细胞。 

1．2．7 透光度的测定 在实验的第 l4天和 21天 ，分 

别取实验组和对照组基质片各 2块，用多功能酶标仪 

在可见光(390—780 IIlTI)内扫描测定。 

1．2．8 胶原酶消化耐受性检测 在培养的第 28天， 

分别取实验组和对照组基质片各 3块 ，吸去表面培养 

基，PBS漂洗 2次，弃去，每组内的基质片滴加 100 ILL 

的 1 mg／mL胶原酶消化 ，比较 2组的剩余面积。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 13．0统计学软件进行统计学分析。培 

养细胞的增生率以 4-s表示，不同培养时间在对照组 

和实验组细胞增生率的比较采用析因设计 的方差分 

析。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 倒置相差显微镜观察 

在胶原凝胶形成及角膜基质细胞培养早期，实验 

组与对照组细胞的形态差别不大。实验组细胞在24 h 

内角膜基质细胞即与凝胶相互黏附，并在三维凝胶 内 

呈树枝状伸展 ，第 7天可见细胞周 围伪足纤细而丰富， 



且伪 足 与 邻 近 的 细 胞 相 连 ( 冈 1 ) 。 对 照 组 细 胞 在 凝 胶

为黏 附 较 慢 ， 细 胞 周 围 伪 足 少 ， 多 呈 梭 形 生 长 ( 图 2 ) 。

2 ． 3 细 胞 增 生 率

培 养 的 第 1
、 2

、
3

、 5 天 测 定 细 胞 的 代 谢 活 性 发 现

图 1 实 验 组 培 养 第 7 天 角 膜 基 质 细 胞 在 胶 原 凝 胶 内 呈 树 枝 状 生 长 ， 伸 展 性 较 好 ( × 1 0 0 )

图 2 对 照 组 培 养 第 7 天 角 膜 基 质 细 胞 较 少 ， 在 胶 原 凝 胶 内 呈 梭 形 生 长 ( × 1 0 0 )

F i g ． 1 M o s t s e e d e d k e r a t o c y t e s i n c r o s s ． 1i n k e d c o l l a g e n s h o w e d d e n d r i t i c a p p e a r a n c e a n d D r o ie c t e d

a d e n d r i t i c — l i k e n e t w o r k o f e x t e n s i o n s i n t e r c o n n e c t i n g w i t h n e i g h b o u r i n g c e l l s a f f e r 7 ． d a v c u I t u r e

( × 1 0 0 ) F i g ． 2 K e r a t o c y t e s W fl S s p i n d l e — s h a p e i n t h e n a t i v e c o i l a g e n w i t h o u t t r a n s g l u t a m i n a s e

a f t e r 7 ． d a y C U It u r e f × 1 0 0 1

2 ． 2 免 疫 荧 光 染 色

体 外 构 建 角 膜 基 质 层 第 1 4 天 ， 凝 胶 内 的 角 膜 基 质

细 胞 经 波 形 蛋 白单 克 隆 抗 体 免 疫 荧 光 染 胞 浆 和 D A P I

衬 染 胞 核 ， 共 焦 显 微 镜 扫 描 发 现 ， 实 验 组 与 对 照 组 的 细

胞 胞 浆 波 形 蛋 白 染 成 绿 色 ， 均 为 阳 性 表 达 ；D A P I 衬 染

的 胞 核 为 蓝 色 。 实 验 组 胶 原 凝 胶 内 不 同 层 面 可 见 细

胞 ， 伪 足 丰 富 并 向 各 个 方 向 伸 展 ， 有 呈 树 枝 网 状 结 构 生

长 的 趋 势 ( 图 3 ) ；对 照 组 不 同 层 面 也 可 见 细 胞 ， 细 胞 多

呈 梭 型 ， 伪 足 较 少 ( 图 4 ) 。

实 验 组 与 对 照 组 的 细 胞 均 随 培 养 时

间 延 长 而 明 显 增 生 ( F = 2 3 8 ． 9 1 5 ．

P = 0 ． 0 0 0 ) ， 而 组 间 的 比 较 差 异 无 统

计 学 意 义 ( F = 0 ． 6 8 1
， P = 0 ． 4 1 7 )

( 图 5 ) 。

2 ． 4 胶 原 凝 胶 透 光 度 的 测 定

在 培 养 的 第 1 4 天 和 第 2 1 天 ， 多

功 能 酶 标 仪 在 可 见 光 波 长 ( 3 9 0 ～

7 8 0 n m ) 范 围 内测 量 实 验 组 和 对 照 组

的 透 光 度 。 实 验 组 透 光 度 稍 差 于 对

照 组 ， 但 随 着 培 养 时 间 的 延 长 ， 实 验

组 透 光 度 下 降 减 少 ， 稳 定 性 较 好

( 图 6 ) 。

2 ． 5 胶 原 酶 消 化 耐 受 性 检 测

在 角 膜 基 质 类 似 物 培 养 的 第 2 8

天 ， 胶 原 酶 消 化 0 ． 5 h 后 ， 实 验 组 与 对 照 组 的 基 质 片 剩

余 面 积 几 乎 相 等 ；5 0 ra i n 后 ， 实 验 组 剩 余 面 积 约 为 原 来

的 8 0 ％
， 对 照 组 约 为 原 来 的 5 0 ％ ；1 h 后 ， 对 照 组 的 基

质 片 已 全 部 消 化 ，
1 ． 5 h 后 实 验 组 全 部 消 化 。

3 讨 论

角 膜 移 植 一 直 存 在 供 体 缺 乏 和 免 疫 排 斥 反 应 2 个

主 要 问 题 。 目前 最 主 要 的 解 决 办 法 在 于 寻 找 与 活 体 组

织 类 似 的 角 膜 替 代 物 ， 而 如 何 用 组 织 工 程 构 建 活 性 人

图 3 实 验 组 培 养 第 1 4 天 ， 共 焦 湿 微 镜 观 察 凝 胶 内 细 胞 ， 胞 浆 波 形 蛋 白表 达 阳 性 ， 细 胞 伪 足

富 ( X 4 0 0 ) ，
D A P I 衬 染 胞 核 图 4 对 照 组 波 形 蛋 白 表 达 F13 性 ， 伪 足 少 ， 细 胞 呈 梭 型 ( × 4 0 0 )

F i g � 3 K e r a t o e y t e s w i t h i n t h e c r o s s — l i n k e d c o l l a g e n g e l s h o w e d t h e p o s i t i v e r e s p o n s e f o r v i m e n l

a f t e r 1 4 一 d a y c u l t u r e u n d e r t h e e o n fo c a l

( × 4 0 0 ) F i g ． 4 K e r a t o c y t e s p r e s e n t e d

2 0 n t r o I g r o u p u n d e r t h e c o n f o c a l m i c r o s e o p

3 s e u d o r~ o d w a s r a r e ． a n d c e l l s s h o w e d S D i n

c r o s e o p e
，

a n d t h e c e l l u l a r p s e u d o p o d s w e r e a b u n d a n t

【。 p o s i t i v e s t a i n i n g f o r v i m e n t i n a f t e r 1 4 - d a y c u l t u r e i n

C o m p a r e d w i t h t h e c r o s s — l i n k e d c o l l a g e n g e l
， t h e c e l l u l a r

! s h a p e ( × 4 0 0 )

工 角 膜 已 成 为 研 究 热 点 ， 构 建 的 活 性

人 工 角 膜 要 求 透 明 性 好 和 机 械 强 度

高 等 与 自然 角 膜 相 近 的 特 性 。 尽 管

组 织 工 程 的 研 究 有 近 3 0 年 的 历 史 ，

组 织 工 程 人 工 皮 肤 以 及 人 工 骨 等 已

经 成 功 地 应 用 于 临 床 。 但 是 ， 全 层 组

织 工 程 角 膜 仍 未 能 用 于 临 床 ， 其 中 最

大 的 难 点 在 于 角 膜 基 质 层 的 构 建 。

主 要 的 原 因 ： ( 1 ) 人 角 膜 基 质 层 厚 约

5 0 0 ¨ m
， 基 质 层 主 要 由 角 膜 基 质 细

胞 和 I 型 胶 原 组 成 。 基 质 细 胞 为 静

止 的 树 枝 网 状 结 构 ， 占 3 ％ ～ 1 0 ％ 基

质 层 容 量 ， 基 质 层 结 构 大 部 分 由 排 列

整 齐 、 高 度 有 序 ， 且 直 径 为 ( 3 2 ±

0 ． 7 ) r i m 的 I ／V 型 胶 原 纤 维 束 组 成

3 0 0 ～ 5 0 0 个 板 层 ， 基 质 层 为 角 膜 组

织 提 供 大 多 数 主 要 的 功 能 ， 重 建 的 角

膜 基 质 类 似 物 要 求 高 机 械 强 度 ， 高 透
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图5 实验组和对照组细胞增 生检测(OD值)(F ⋯ =238．915， 

P=0．000；F p=0．681，P=0．417)(Two—way ANOVA) 

Fig 5 OD value of cell proliferation in experimental group and control 

group(F =238．915，P=0．000；F p：0．68I，P=0．417)(Two—way 

ANOVA) 
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图 6 实验组和对照组胶原凝胶分别在培养的 

第 l4天和 21天的透光度 

Fig．6 The transmittance of the collagen samples was tested 

at 14，21 days in control group and experimental group 

光性等特性。(2)基质层是 由纳米级结构组成，使得 

组织工程原料的问题较复杂。到目前为止还没有适合 

的方法能重建与自然角膜基质结构与功能一致的组织 

工程基质层 。 

经典的组织工程角膜是将种子细胞接种在可降解 

材料上，Minami等  ̈在人工合成基质材料(胶原)上培 

养角膜细胞，虽然获得了三维角膜类似物 ，但是由于所 

用人工基质不透明和抗拉力弱，不能用于角膜移植 。 

Griffith等 利用双向重组逆转录病毒载体转基因和 

醛交联胶原蛋白体外聚合技术，建立了角膜上皮、基质 

和内皮细胞永生系并成功在体外培养出功能性类人角 

膜组织，但是病毒和醛交联对正常细胞均有毒性。胶 

原是很好的生物材料 ，现已普遍用于组织工程支架的 

研究 ；但是胶原支架材料因缺乏机械强度而很少利用。 

为了解决这个难题 ，国内外学者采用交联来加强其机 

械 性 能，如 用戊 二 醛 。 、酰 基 叠 氮 、缩水 甘 油 

醚 、二异氰酸酯 。。等交联，这些方法交联后 也能减 

少生物降解 ，但是对接种的细胞具有毒性 。 

TG是钙离子依赖性酶⋯ ，分布在体内外的各处， 

通过化学交联形成高分子量的合成体，维护组织的稳 

定性。TG已被实验证实催化 ￡一(-y-谷氨酸)赖氨酸的 

交联以形成氨基化合物 。国外已报道 TG被用于骨 

组织工程的研究 ，并发现一定量 TG交联后的凝胶对 

接种其上的细胞有促增生作用 ，同时构建的骨管型结 

构爆破压 比未加 TG组提高很多 。本实验采用 TG 

转酰氨基的作用来交联酸溶性胶原 I，提高胶原凝胶 

机械性能 ，同时对接种的细胞无毒性。 

本实验在用 Alamar-Blue试剂检测细胞增生时发 

现，实验组和对照组比较差异无统计学意义，但实验组 

分别在 以上各检 测时 间段 的 OD值均 比对照组 大。 

AlaITlar-Blue法检测细胞增生时，用荧光值更准 ，考 

虑本实验条件的限制 ，用吸光度代替荧光值。在检测 

角膜基质类似物透光度时 ，实验组 比对照组在各个波 

长处透光度都稍差 ；随着培养时间的延长 ，2组透光度 

都有所下降 ，但是实验组透光度下降幅度 比对照组显 

著减小 ，可以推断加 TG交联后，角膜基质类似物的结 

构更加稳定。 

Chau等 研究表明，TG交联的胶原凝胶，能显著 

抵抗细胞分泌的蛋 白酶 ，从而减少因细胞引起 的降解 ； 

本实验在胶原与细胞共培养第 28天时，实验组和对照 

组分别用同一低浓度 的胶原酶消化，发现实验组完全 

被胶原酶消化需要 1．5 h，对照组只需 1 h，交联后的胶 

原凝胶抵抗酶消化的能力较强，此结果进一步证 明了 

TG交联有利于组织结构的稳定。 

本实验检测 TG交联胶原凝胶对三维培养的角膜 

基质细胞的影响 ，发现酶交联的胶原凝胶对培养角膜 

基质细胞无毒性作用 ，细胞生长 良好 ，呈树枝状，更接 

近于生理状态，胶原凝胶性能稳定 ，机械性能提高 ，有 

利于组织工程角膜基质层的构建。 
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