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Abstract
誗AIM: To study the effect of bone mesenchymal stem
cells ( BMSCs ) and chondroitinaseABC ( ChABC ) on
photoreceptor apoptosis in the retina of sodium iodate-
induced rats.
誗METHODS: Forty Sprague Dawley rats (SD rats) were
intraperitoneally injected with NaIO3 (30g / L, 100mg/ kg)
to establish the retinal degeneration models (postnatal
28d) . These rats were devided into 4 groups. Group A
was not injected, group B was injected with BMSCs,
group C was injected with BMSCs and ChABC, and
group D was injected with phosphate buffer saline
( PBS ) . After 28d, subretinal injection were applied.
Hematoxyln - eosinstaining ( HE ), tunel and
immunohistochemistry were performed at 21d after
subretinal injection.
誗 RESULTS: Photoreceptor number and photoreceptor
apoptosis rate of B and C groups were more than those
of A and D groups, and there was significant difference
statistically ( P < 0. 05 ) . Photoreceptor number and

photoreceptor apoptosis rate of group B were compared
with those of group C, and there was no statistical
significance between B and C groups ( P > 0. 05) . Glial
fibrillary acidic protein (GFAP) was expressed by BMSCs
after intraocular injection.
誗 CONCLUSION: BMSCs and ChABC injected into
subretinal space may alleviate photoreceptor apoptosis
so as to protect retinal photoreceptor cells in
degenerated rats.
誗 KEYWORDS: bone mesenchymal stem cells;
chondroitinaseABC; retinal degeneration; apoptosis
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摘要

目的:研究骨髓间充质干细胞 ( bone mesenchymal stem
cells,BMSCs) 联合硫酸软骨素酶 ( chondroitinaseABC,
ChABC)行视网膜下腔注射对碘酸钠诱导的视网膜变性
大鼠光感受器细胞凋亡的影响。
方法:选取 40 只 SD 大鼠行腹腔注射碘酸钠(NaIO3,30g / L,
100mg / kg)造视网膜变性模型,分为 A 组不干预组,B 组
BMSCs 注射组,C 组 BMSCs+ChABC 注射组,D 组 PBS 注
射组。 造模后 28d 将 ChABC 处理或未处理的 BMSCs 注
射入大鼠视网膜下腔,对照组注射 PBS 液,21d 后处死大
鼠并取出眼球,行视网膜 HE 染色、视网膜细胞凋亡及免
疫组化检测。
结果:B 组凋亡率、外核层细胞数与 A 组、D 组比较,差异
均有统计学意义(P<0. 05)。 C 组凋亡率、外核层细胞数
与 A 组、D 组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 B
组凋亡率、外核层细胞数与 C 组相比,差异无统计学意义
(P>0. 05)。 免疫组化显示 BMSCs 在眼内表达 GFAP 抗原。
结论:BMSCs 联合 ChABC 行视网膜下腔注射可缓解视网
膜变性大鼠光感受器细胞的凋亡,延缓细胞数目的减少,
从而保护视网膜光感受器细胞。
关键词:骨髓间充质干细胞;硫酸软骨素酶;视网膜变性;
凋亡
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0 引言
摇 摇 视网膜变性是一类难治性疾病,其中最常见的有视
网膜色素变性( retinitis pigmentosa,RP)。 骨髓间充质干
细胞(bone mesenchymal stem cells,BMSCs)因其具有取材
容易,无伦理限制,有多向分化潜能等特点成为近年研究
的热点。 已证实,BMSCs 在体外可分化为视网膜神经元
细胞[1],眼内注射可以延缓 RCS 鼠光感受器变性的过
程[2],可抑制青光眼大鼠神经节细胞的凋亡[3],因而近年
来成为干细胞移植治疗视网膜变性的一种重要的细胞来
源[4]。 相关研究已证实,硫酸软骨素酶(chondroitinaseABC,
ChABC)玻璃体腔注射可缓解视网膜变性大鼠光感受器
细胞的凋亡[5]。 本实验旨在研究 BMSCs 联合 ChABC 视
网膜下腔注射对于视网膜变性大鼠光感受器细胞凋亡的
影响,寻找提高 BMSCs 缓解视网膜变性功效的方法。
1 材料和方法
1. 1 材料

1. 1. 1 主要仪器与试剂摇 NaIO3(上海生工生物技术服务
有限公司),ChABC 酶(美国 Sigma 公司),溴脱氧尿嘧啶
BrdU(SIGMA),小鼠抗溴脱氧尿嘧啶 BrdU 单克隆抗体
(SIGMA),小鼠抗 GFAP 单克隆抗体(SIGMA),CO2细胞
培养箱 ( NAPCO),原位凋亡检测试剂 (瑞士 Roche 公
司),8-0 可吸收缝线(美国强生公司),5滋L 微量进样器
(北京鼎国生物技术公司)。
1. 1. 2 实验动物及分组 摇 BMSCs 培养采用健康成年 SD
雄性大鼠 2 只,验证 NaIO3注射造 RP 模型采用健康清洁
级 SD 大鼠 15 只,造 RP 模型并纳入试验采用健康清洁级
SD 大鼠 40 只(上海斯莱克实验动物有限责任公司提
供),4 周龄,体质量约 150 ~ 200g。 将 40 只 SD 大鼠随机
分为 4 组, A 组不干预组, B 组 BMSCs 移植组, C 组
BMSCs+ChABC 酶移植组,D 组 PBS 注射组,每组各 10 只
大鼠。 饲养条件遵照视觉与眼科学研究协会(ARVO)关
于眼科和视觉研究饲养和使用动物的标准[6],动物饲养
于 50 lrn、12h 明 / 12h 暗循环光照的动物房内,给予适量
食物和饮水。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验动物模型的制备摇 15 只 SD 大鼠腹腔注射新
配制的 30g / L NaIO3溶液(按 100mg / kg 的注射剂量),通
过 NaIO3特异性地破坏 RPE 细胞,建立视网膜变性模

型[7],分别于注射后 7,14,28d 过量麻醉处死 5 只,行病
理学切片,观察视网膜形态验证造模情况。 造模成功后,
另对 40 只 SD 大鼠腹腔注射新配制的 30g / L NaIO3溶液
(按 100mg / kg 的注射剂量)造实验模型。
1. 2. 2 大鼠 BMSCs 的分离、培养、鉴定和标记摇 取 SD 大
鼠 2 只,麻醉后,无菌条件下取出大鼠双侧股骨、胫骨,用
PBS 液反复冲洗骨髓腔, 将冲洗液以 1000r / min 离心
5min。 弃去上清收集细胞,加入含 100g / L 胎牛血清
(Hyclone 公司)的 DMEM / F12 培养基(Hyclone 公司),制
成细胞悬液,接种于培养瓶,在 37益、体积分数 50g / L 的
CO2、饱和湿度条件的培养箱中培养,24h 后首次换液,以
后每 3d 换液 1 次,原代细胞 7 ~ 9d 融合,1颐2 或 1颐3 传代。
P3 代 BMSCs 进行流式细胞仪检测,细胞标志包括 CD34,
CD44,CD45,CD90。 P3 代 BMSCs 加入含 BrdU( SIGMA
公司)10滋mol / L 的 DMEM 培养液,48h 后行 BMSCs 细胞
免疫化学鉴定。 取细胞爬片,PBS 冲洗 3 次,40g / L 多聚

甲醛固定 15min,PBS 洗 3 次,滴加小鼠抗溴脱氧尿嘧啶
BrdU 单克隆抗体(1 颐200,SIGMA),4益孵育过夜,PBS 洗
3 次,滴加生物素化二抗工作液,37益孵育 40min,PBS 洗
3 次,Olympus 显微镜拍照。
1. 2. 3 BrdU 标记的 BMSCs 行视网膜下移植 摇 100g / L
水合氯醛(360mg / kg)腹腔注射麻醉,复方托吡酰胺散
瞳,在手术显微镜下,行前房穿刺放液降低眼压。 利用北
京鼎国生物技术公司 5滋L 微量注射器,前端连接拉细的
硅胶毛细管,以巩膜缝线为标记,经右眼颞侧巩膜向视网
膜下腔注射 4滋L 细胞悬液或 PBS 液[8](注射后眼底镜观
察视网膜青灰色隆起)。 B 组 BMSCs 注射组注射的细胞
浓度为 2 伊104 / 滋L,C 组 BMSCs +ChABC 酶注射组加入
ChABC(0. 01U / 滋L) [8]后 BMSCs 浓度为 2伊104 / 滋L(注射
ChABC 的量为 0. 02U),D 组鼠的视网膜下腔注入 4滋L
PBS 液作为阴性对照。
1. 2. 4 视网膜病理切片摇 视网膜下腔注射后 21d 将大鼠
过量麻醉处死,快速取眼球,置于多聚甲醛中固定 1h,
300g / L 蔗糖溶液 4益过夜脱水,沿巩膜缝线标志与视神
经所成平面将眼球剖开,行冰冻切片。 HE 染色,镜下观
察各组切片的视网膜变性情况,取正常 SD 大鼠作为对
照。 同时计算外核层细胞数目,方法为高倍镜下观察计
数 4 个或 5 个 100滋m 长度视网膜外核层细胞数目,计算
平均数。 每次随机选取 10 个视野计数,平行重复 3 次。
1. 2. 5 Tunel法检测视网膜细胞凋亡摇 眼球冰冻切片以
5g / L 胃蛋白酶消化 30min,PBS 冲洗,加 Tunel 反应液
50滋L 于孵育盒中 37益,60min, PBS 冲洗,加 50滋L 的碱
性磷酸酶抗体,孵育盒中 37益,30min, PBS 冲洗,加
BCIP / NBT,室温下孵育 30min,冲洗,核快红复染 15min,
水性封片剂封片,60益烘干。 结果判定:凋亡细胞细胞核
呈棕褐色,普通光学显微镜随机选取 10 个高倍视野,计
算外核层凋亡细胞数,并算出凋亡细胞数与外核层总细
胞数的比值,即凋亡率,平行重复 3 次。
1. 2. 6 免疫组化检测摇 冰冻切片于室温下凉干,加 30g / L
过氧化氢室温下孵育 10min,山羊血清封闭 10min,加
50滋L 抗 GFAP 抗体(1颐100),室温下孵育 60min。 PBS 冲
洗 3 次,加 50滋L 即用型 MaxVisionTM室温下孵育 15min。
PBS 洗 3 次,每次 3min,DAB 显色,显微镜下观察。 荧光
显微镜下观察,照相,红色为阳性染色。 观察 BMSCs 在
视网膜上是否表达 GFAP。
摇 摇 统计学分析: 数据以均数依标准差表示,采用 Excel
统计学方法对数据进行统计学处理,多组比较采用单因
素方差分析,组间两两比较采用 LSD 法,琢 = 0. 05,P <
0郾 05 表示差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 造模后大鼠视网膜形态摇 健康成年 SD 大鼠的视网
膜结构清晰,RPE 细胞,视杆视锥层,外核层及内核层各
层均排列整齐。 造模后 SD 大鼠视网膜 HE 染色发现
RPE 细胞变形、萎缩,视杆视锥层出现空泡样改变,结构
紊乱,外核层细胞呈波浪状改变,见图 1。
2. 2 大鼠 BMSCs 的培养、鉴定和标记摇 BMSCs 为梭形贴
壁细胞 (图 2A)。 流式细胞仪鉴定 P3 代后 > 95% 的
BMSCs 的表面标志表达 CD44、CD90,不表达 CD34、CD45
等造血干细胞标志物。 BrdU 染色后行免疫细胞化学检
测,示细胞核呈棕黄色,胞浆未着色,未做标记的细胞不
着色(图 2B)。

804

国际眼科杂志摇 2015 年 3 月摇 第 15 卷摇 第 3 期摇 摇 摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



图 1摇 视网膜(HE伊10) 摇 A:正常视网膜; B:造模后 7d;C:造模后 14d;D:造模后 28d。

图 2摇 大鼠 BMSCs的培养、鉴定和标记摇 A:培养的 BMSCs; B:
BrdU 免疫染色图。

2. 3 视网膜下腔注射后动物观察 摇 术后 1d,30 只鼠眼轻
度结膜充血,2 眼视网膜出血,2 眼前房大量积血,予以剔
除,余角膜透明,晶状体透明,无玻璃体积血,后极部视网

膜轻度白色隆起。 术后 6 ~ 8d,所有眼结膜充血减轻,角
膜、晶状体透明,局限性视网膜脱离已恢复。
2. 4 视网膜外核层细胞计数摇 以巩膜缝线作为标记,移植

部位附近的视网膜外核层细胞数分别为 A 组 83. 9 依
6郾 52 个 / 100滋m, B 组 104. 8 依 6. 46 个 / 100滋m, C 组
110郾 3依8. 9 个 / 100滋m,D 组 92. 6 依7. 09 个 / 100滋m。 其

中,B 组与 A 组、D 组比较,差异均有统计学意义( P<
0郾 05),C 组外核层细胞数分别与 A 组、D 组比较,差异
均有统计学意义(P<0. 05)。 B 组与 C 组相比,差异无统计

学意义(P>0. 05),见图 3。
2. 5 视网膜细胞凋亡检测摇 视网膜细胞凋亡检测显示,凋
亡细胞以外核层为主(图 4),各组凋亡率分别为 A 组不干

预组(45. 5依3. 87)%、B 组 BMSCs 注射组(37. 4依3. 95)%、C
组 BMSCs+ChABC 酶注射组(35. 3依3. 43)% 、D 组 PBS 注
射组(43. 3依2. 45)% 。 B 组与 A 组、D 组比较,差异均有
统计学意义(P<0. 05)。 C 组与 A 组、D 组比较,差异均有

统计学意义(P<0. 05)。 B 组与 C 组相比,差异无统计学
意义(P>0. 05),见图 5。
2. 6 免疫组化检测摇 视网膜下腔注射 BMSCs 21d 后,免疫

组化检测发现 B、C 组切片中迁移至视网膜外核层的
BMSCs 在眼内表达 GFAP(图 6)。
3 讨论

摇 摇 视网膜色素变性的动物模型有自然模型和人工模型。
碘酸钠是一种无机氧化剂,大剂量碘酸钠(100mg / kg)体
内注射 6h 后出现 RPE 坏死,24h 后出现外核层细胞出现

凋亡[7]。 本实验的视网膜病理切片显示,腹腔注射碘酸钠

后 RPE 细胞变形、萎缩,视杆视锥层出现空泡样改变,结
构紊乱,外核层细胞呈波浪状改变,符合视网膜变性的形
态改变[7]。 由于碘酸钠注射造动物模型容易通过控制剂量

图 3摇 BMSCs 注射后 21d 各组每 100滋m 视网膜外核层细胞

数目 摇 A 组:不干预组;B 组:BMSCs 注射组;C 组:BMSCs +
ChABC 酶注射组;D 组:PBS 注射组。

图 4摇 视网膜细胞凋亡图(伊20) 摇 A:不干预组;B:BMSCs 注射
组;C:BMSCs+ChABC 酶注射组;D:PBS 注射组。

和时间来改变视网膜变性的程度,也适用于大中小型动
物,因此我们应用碘酸钠诱导的视网膜变性大鼠作为本实
验的动物模型。
摇 摇 将视网膜变性的果蝇和具有凋亡抑制基因(p35)的
果蝇杂交,结果发现杂交后的果蝇不发生视网膜变性,从
而证实了视网膜变性疾病中 RPE 细胞和感光细胞的死亡
主要通过凋亡的形式来完成[10]。 视网膜变性时发生了神
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图 5摇 各组凋亡率 摇 A 组:不干预组 (45. 5 依 3. 87)% ;B 组:
BMSCs 注射组(37. 4依3. 95)% ;C 组:BMSCs+ChABC 酶注射组
(35. 3依3郾 43)% ;D 组:PBS 注射组(43. 3依2. 45)% 。

图 6摇 BMSCs移植 21d后免疫组化检测。

经胶质激活和神经胶质瘢痕形成的过程[11],硫酸软骨素
蛋白多糖(chondroitin sulfate proteoglycans ,CSPGs)是神经
胶质瘢痕中的一种重要成分,对神经轴突生长起抑制作
用[9,12]。 本课题前半部分已证实,NaIO3 诱导的视网膜变
性大鼠视网膜上存在异常沉积的 CSPGs,而玻璃体腔注射
ChABC 酶可有效降解视网膜上的 CSPGs,缓解视网膜细胞
的凋亡[5]。 已有实验表明,BMSCs 注射至 RCS 鼠视网膜
下腔可以延缓其光感受器细胞的变性[3],能否进一步提高
BMSCs 缓解视网膜变性的功效呢? 我们考虑 BMSCs 联合
硫酸软骨素酶(ChABC 酶)行眼内注射。 本实验在眼内注
射后 21d 应用 Tunel 法观察到,视网膜变性时细胞凋亡主
要发生在外核层, B 组 BMSCs 注射组和 C 组 BMSCs +
ChABC 注射组外核层细胞凋亡率比 A 组和 D 组有显著性
下降,B 组及 C 组的外核层细胞数目多于 A 组及 D 组,说
明 BMSCs 联合 ChABC 行视网膜下腔注射可缓解视网膜
变性大鼠光感受器细胞的凋亡,延缓细胞数目的减少,从
而在一定程度上起到保护光感受器的作用。 但同时也发
现,B 组和 C 组的外核层细胞凋亡率无显著性差异,提示
BMSCs 联合 ChABC 注射虽然能够减轻外核层细胞的凋
亡,但浓度为 0. 01U / 滋L 的 ChABC 不能对 BMSCs 起到协
同增强作用。 其原因可能是 ChABC 酶浓度太小或在视网
膜下腔降解太快,可以考虑调整 ChABC 酶的浓度或者设
计理想的持续给药的方式,以探寻提高 BMSCs 缓解视网
膜变性功效的方法。

摇 摇 已证实 BMSCs 能分泌多种营养因子,包括脑源性神
经营养因子(BDNF)、成纤维母细胞生长因子(bFGF)、神
经生长因子(NGF)等[13],从而促进神经细胞的存活。 对
于本实验外核层细胞凋亡率下降的原因,我们推测与
BMSCs 分泌的神经营养因子有关[14],可在今后的进一步
实验中检测这些神经营养因子加以验证。
摇 摇 Tomita 等[15]将 BMSCs 移植入视网膜损伤大鼠的玻璃
体腔,发现 BMSCs 表达星形胶质细胞的表面抗原 GFAP
和光感受器细胞的表面抗原 rhodopsin。 本实验也发现
BMSCs 在眼内具有分化潜能,能够表达 GFAP, 提示
BMSCs 在视网膜变性的微环境中可向神经胶质细胞方向
分化。 至于 BMSCs 在眼内保持分化潜能的时间能持续多
久,能否在功能上对视网膜起到修复作用,须进一步摸索。
摇 摇 综上所述,BMSCs 联合 ChABC 行视网膜下腔注射可
缓解视网膜变性大鼠光感受器细胞的凋亡,延缓细胞数目
的减少,从而保护视网膜光感受器细胞。
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