
􀅰实验研究􀅰

基因修饰诱导骨髓间充质干细胞分化治疗视神经损伤

欧阳明ꎬ刘静雯ꎬ刘　 珂ꎬ刘桂琴ꎬ秦　 波

引用:欧阳明ꎬ刘静雯ꎬ刘珂ꎬ等. 基因修饰诱导骨髓间充质干细
胞分化治疗视神经损伤.国际眼科杂志 ２０１９ꎻ１９(６):９１６－９１９

基金项目:深圳市卫生计生系统科研项目资助(Ｎｏ.２０１６０６０２６)
作者单位:(５１８０４０)中国广东省深圳市眼科医院 深圳市眼科学
重点实验室 暨南大学附属深圳眼科医院
作者简介:欧阳明ꎬ毕业于中南大学湘雅医学院ꎬ硕士研究生ꎬ副
主任医师ꎬ研究方向:眼眶病、眼肿瘤、眼外伤ꎮ
通讯作者:秦波ꎬ毕业于中南大学湘雅医学院ꎬ博士研究生ꎬ主任
医师ꎬ研究方向:眼底病、眼外伤.ｑｉｎｂｏｚｆ＠ １６３.ｃｏｍ
收稿日期: ２０１８－０９－０６ 　 　 修回日期: ２０１９－０５－０７

摘要
目的:探讨基因修饰诱导骨髓间充质干细胞分化治疗视神
经损伤的效果ꎮ
方法:将带有大鼠睫状神经营养因子(ＣＮＴＦ)编码序列的
慢病毒转染进入从大鼠股骨中分离出的骨髓间充质干细
胞ꎮ 将采用钳夹视神经方法构建的视神经损伤模型大鼠
随机分为对照组和研究组ꎬ分别于造模成功后第 ４、７、１０、
１３ｄꎬ研究组术眼玻璃体腔内注入经转染的骨髓间充质干
细胞悬浮液ꎬ对照组术眼玻璃体腔注入等量生理盐水ꎮ 造
模成功后第 １４ｄꎬ观察两组大鼠的光反射情况ꎬ视网膜神
经节 细 胞 数 量 及 胶 质 原 纤 维 酸 性 蛋 白 ( ＧＦＡＰ ) 和
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达水平ꎮ
结果:研究组大鼠光反射恢复率明显高于对照组(８３％ ｖｓ
２５％ꎬＰ<０.０５)ꎬ视网膜细胞结构相对整齐ꎬ可见少量空泡ꎬ
而对照组大鼠视网膜细胞结构欠整齐ꎬ可见明显空泡ꎬ视
网膜神经节细胞数明显减少ꎬ且对照组大鼠视网膜 ＧＦＡＰ
和 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达水平均高于研究组ꎮ
结论:基因修饰诱导骨髓间充质干细胞分化能够有效治疗
大鼠视神经损伤ꎮ
关键词:睫状神经营养因子ꎻ对光反射ꎻ视神经损伤ꎻ
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０引言
视神经损伤又称为外伤性视神经炎病变ꎬ属于颅脑损

伤中最为常见、严重的并发症之一ꎬ占颅脑外伤的 ２％ ~
５％ꎮ 视神经损伤诱因相对较多ꎬ包括车祸伤 (最为常
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见)、坠落伤、打击伤等ꎬ且根据解剖结构、生理学特点ꎬ
９０􀆰 ０％以上患者是由于视神经管段的间接性损伤导致[１]ꎮ
当中枢神经受到不同程度损伤后ꎬ神经轴突将无法再生ꎬ
导致视网膜上的神经节细胞发生凋亡ꎬ成为致盲的重要原
因ꎮ 因此ꎬ加强视神经损伤早期治疗和干预对改善预后具
有重要的意义[２]ꎮ 骨髓间充质干细胞是一种主要分布于
骨髓中的干细胞ꎬ其具有干细胞的特性ꎬ即自我更新、多向
分化ꎬ故已成为基因治疗的较为理想的靶细胞ꎮ 在关于眼
科疾病的相关治疗中ꎬ骨髓间充质干细胞的研究热点主要
在角膜疾病、视网膜疾病方面ꎮ 视网膜疾病的治疗主要有
视网膜下移植与玻璃体腔内注射两种治疗手段ꎮ 目前关
于骨髓间充质干细胞在视网膜疾病治疗中的研究还处于
动物实验阶段ꎮ 本文旨在探讨基因修饰诱导骨髓间充质
干细胞分化治疗视神经损伤的效果ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 实验动物:选取检疫合格、健康无眼疾的 ＳＤ 大
鼠 ２６ 只[动物合格证号:ＳＣＸＫ－(吉)２００７－０００３ꎻ动物质
量检测合格证书号:９５Ａ５０ꎻ购自吉林大学白求恩医学院
动物实验中心]ꎬ８ 周龄ꎬ雌雄不限ꎬ体质量 ２００~ ４２０(平均
３１０􀆰 ６３±１５􀆰 ６６)ｇꎬ常规饲养ꎬ自由摄食、饮水ꎮ 主要试剂:
胶质原纤维酸性蛋白(ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＡＰ)
抗体(上海图赫公司)、异硫氰酸荧光素标记 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋
白抗体(上海西唐生物科技有限公司)、磷酸缓冲盐溶液
(ＰＢＳ)(常德比克曼生物科技有限公司)、４×ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ(上海生工公司)、质粒载体转染试剂盒(北京义翘
神州科技有限公司ꎬ货号 ＳＴＦ０２)、ＢＣＡ 试剂盒[天根生化
科技(北京) 有限公司]、 ＤＭＥＭ 培养基 (美国 Ｓｉｇｍａ －
Ａｌｄｒｉｃｈ)、胰酶(南京华耀医药科技有限公司)、生理盐水
(南京便诊生物科技有限公司)、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ(北京百奥莱
博科技有限公司)ꎮ 主要仪器设备:细胞培养箱(美国
Ｓｈｅｌｌａｂ)、光学显微镜(日本奥林巴斯公司)、电泳仪(长沙
湘仪公司)ꎮ 本研究符合动物管理保护条例ꎬ并经过伦理
委员会批准ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １骨髓间充质干细胞的制备及修饰
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １骨髓间充质干细胞的制备 　 随机选取 ２ 只雄性
ＳＤ 大鼠(８ 周龄)ꎬ颈椎脱臼处死ꎬ用 ７５％乙醇消毒后转移
至超净工作台中ꎬ分离大鼠的股骨ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液冲出股
骨中的骨髓ꎮ 离心后取沉淀于 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２细胞培养箱
中进行贴壁培养ꎬ显微镜下观察细胞增殖到 ７０％ ~ ８０％时
进行传代ꎮ ＰＢＳ 缓冲液洗涤后加入适量胰酶消化ꎬ当细胞
呈圆球形态后加入不含血清的 ＤＭＥＭ 培养基终止消化ꎮ
低速离心后取沉淀ꎬ加入不含血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ吹打
混匀后分入不同的培养瓶中ꎬ继续培养[３]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２骨髓间充质干细胞的修饰 　 将编码睫状神经营
养因子(ｃｉｌｉａｒｙ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＣＮＴＦ)的全基因序列克
隆至 ｐＨＩＶ－ｄＴｏｍａｔｏ 载体中ꎬ鉴定后将质粒载体转染进 Ｔ
细胞中以实现慢病毒的合成[４]ꎮ 分离慢病毒ꎬ将带有
ＣＮＴＦ 编码序列的慢病毒转染进入骨髓间充质干细胞中ꎬ
选择表达 ＧＦＡＰ 的干细胞继续培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２动物模型的建立及分组
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 视神经损伤动物模型建立　 选取 ２４ 只 ＳＤ 大鼠ꎬ
禁食 １２ｈ 后采用钳夹视神经法建立视神经损伤大鼠模型ꎮ

应用 ３％水合氯醛麻醉大鼠ꎬ取俯卧位ꎬ去除左侧眼睑周
围的毛发备皮ꎬ固定四肢后ꎬ将大鼠的头轻微偏向右侧ꎬ在
上眼睑的 １ / ３ 处进刀将眼睑打开约 ０􀆰 ５ｃｍ 长ꎬ游离眼球后
的脂肪与眼直肌ꎬ暴露视神经ꎬ用止血钳夹取视神经约
１０ｓꎬ撤走止血钳ꎬ缝合伤口后局部涂抗生素防止感染[５]ꎮ
建模完毕后立刻利用手电筒直射大鼠的左侧瞳孔ꎬ如观察
到瞳孔立即缩小而移开手电筒后瞳孔大小恢复正常表明
对光具有反射ꎬ建模失败ꎻ如手电筒照射后瞳孔立即缩小
且移开手电筒后瞳孔大小不能恢复ꎬ表明建模成功ꎮ 本研
究 ２４ 只 ＳＤ 大鼠均造模成功ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２动物分组及干预 　 造模成功后将大鼠随机分为
研究组和对照组ꎬ各 １２ 只ꎬ经过 ３ｄ 恢复后ꎬ研究组大鼠于
造模成功后第 ４ｄ 左眼玻璃体腔内注射约 １０μＬ 经修饰的
骨髓间充质干细胞悬液ꎬ对照组大鼠注射等量生理盐
水[６]ꎮ 在造模成功后第 ７、１０、１３ｄ 分别进行同样的注射
操作ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３观察指标
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １光反射恢复情况　 造模成功后第 １４ｄ 检测两组
大鼠对光反射的恢复情况ꎬ手电筒照射后瞳孔立即缩小且
移开手电筒后瞳孔的大小能恢复视为光反射恢复ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２ ＨＥ染色观察大鼠视网膜神经节细胞 　 造模成
功后第 １４ｄꎬ以断颈方式处死大鼠ꎬ取左侧眼球ꎬ分离视网
膜ꎬ制备 ４μｍ 切片ꎬ应用 ＨＥ 染色法观察两组大鼠视网膜
结构ꎬ随机选取 ５ 个视野( ×２００)计数视网膜神经节细胞
(ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌꎬＲＧＣ)数目[７]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＧＦＡＰ和 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达水
平　 ＨＥ 染色的同时收集制备切片沉淀ꎬ向其中加入细胞
裂解液ꎬ１００００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ取上清液 ３０μＬꎬ加入 ４×
ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ １０μＬꎬ加热煮沸ꎬ速度 １２０００ｒ / ｍｉｎ 离心ꎬ
取上清液ꎮ 利用 ＢＣＡ 试剂盒测定样品蛋白含量ꎮ 采用浓
度为 ８％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 完成电泳分离ꎬ每孔上样量为 ２０μｇꎬ
浓缩胶电泳 ８０Ｖ ３０ｍｉｎꎬ分离胶电泳 １２０Ｖ ７０ｍｉｎꎮ 转膜至
ＰＶＤＦ 膜ꎬ 电 压 ８０Ｖꎮ 封 闭 液 封 闭 １ｈꎬ ＧＦＡＰ 抗 体
(１ ∶ ４００)、异硫氰酸荧光素标记 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 蛋白抗体
(１ ∶ ４００)孵育 ２４ｈꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次洗涤 １０ｍｉｎꎬ相应
二抗(１ ∶ ２００) 常温孵育 １ｈꎬ ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次洗涤
１０ｍｉｎꎮ 利用 ＥＣＬ 化学发光法检测结果ꎬ经过显影、定影
后采用扫描仪扫描ꎬ将获得的数据传输到 Ｇｅｌ Ｐｒｏａｎａｌｙｚｅｒ
软件中完成灰度分析定量ꎮ

统计学分析:本研究数据使用 ＳＰＳＳ１８􀆰 ０ 软件进行统

计分析ꎮ 计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用独立样
本 ｔ 检验ꎮ 计数资料采用率表示ꎬ组间比较采用 χ２检验ꎮ
Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １两组大鼠光反射恢复情况　 造模成功后第 １４ｄꎬ对照
组大鼠有对光反射者 ３ 只ꎬ无对光反射者 ９ 只ꎻ研究组大
鼠有对光反射者 １０ 只ꎬ无对光反射者 ２ 只ꎮ 研究组大鼠
光反射恢复率(８３％)明显高于对照组(２５％)ꎬ差异有统
计学意义(χ２ ＝ ９􀆰 ０７２ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２两组大鼠 ＲＧＣ情况　 ＨＥ 染色结果显示ꎬ研究组大鼠
视网膜细胞结构相对整齐ꎬ可见少量空泡ꎻ对照组大鼠视网
膜细胞结构欠整齐ꎬ可见明显的空泡ꎬ且研究组大鼠 ＲＧＣ
细胞数(２０７􀆰 １４±２􀆰 ３ 个)明显多于对照组(１３７􀆰 ８９±１􀆰 ４ 个)ꎬ
差异有统计学意义( ｔ＝ ８９􀆰 ０９２６ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ见图 １ꎮ
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图 １　 两组大鼠视网膜组织 ＨＥ染色结果(×２００)　 Ａ:研究组ꎻＢ:对照组ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测结果ꎮ

２􀆰 ３两组大鼠 ＧＦＡＰ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达水平 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测结果表明ꎬ研究组大鼠视网膜 ＧＦＡＰ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－３
表达水平 ( １６７􀆰 ５４ ± １３􀆰 ７ 和 ７􀆰 ８１ ± ２􀆰 １) 均低于对照组
(２０６􀆰 ８７±１７􀆰 ６ 和 ６９􀆰 ５３±８􀆰 ３)ꎬ差异均有统计学意义( ｔ ＝
６􀆰 １０８６、２４􀆰 ９７２６ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ见图 ２ꎮ
３讨论

视神经受损后发生萎缩以及致盲ꎬ最重要的原因是视
网膜神经节细胞数量减少[８]ꎮ 神经节细胞是一种中枢神
经元ꎬ没有分化能力ꎮ 促使损伤的神经节细胞、视神经得
到修复ꎬ是治疗视神经损伤的一个新思路[９]ꎮ 鉴于神经节
细胞无分化能力的特点ꎬ有学者提出通过补充外源性神经
节细胞来修复视神经的损伤[１０]ꎮ 目前ꎬ由于受到多种技
术条件的限制ꎬ很难在体外培养视神经节细胞ꎬ而且人体
研究存在伦理学问题ꎬ故多选择在动物体内进行相关研
究ꎮ 骨髓间充质干细胞是一种位于骨髓中的干细胞ꎬ可在
一定条件下经诱导分化成三胚层的细胞[１１]ꎮ 除了具有干
细胞共同的多向分化与自我更新的特点以外ꎬ骨髓间充质
干细胞还具有低免疫原性的特点ꎮ 骨髓间充质干细胞可
分 泌 中 等 量 的 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 (ｍａｊｏｒ
ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＭＨＣ)Ⅰ类分子ꎬ不表达 Ｆａｓ 配
体(ＦａｓＬ)(能够结合到死亡受体 ＴＮＦＲＳＦ６ / ＦＡＳ 的细胞因
子)、ＭＨＣⅡ类分子ꎬ能够躲避自身 Ｔ 细胞的识别ꎬ不引起
免疫排斥反应ꎮ 所以ꎬ骨髓间充质干细胞在动物与人体的
移植治疗中具有相当重要的作用[１２]ꎮ 无论是体内培养还
是体外培养ꎬ在一定条件下骨髓间充质干细胞都能分化成
神经元、神经胶质细胞ꎬ表现出修复神经的功能ꎬ呈现向损
伤处迁移的特性[１３－１４]ꎮ 为了进一步提高修复效率ꎬ培养
骨髓间充质干细胞的同时ꎬ本研究将编码大鼠 ＣＮＴＦ 的全
长基因序列借助慢病毒转染至骨髓间充质干细胞ꎬ以提高
ＣＮＴＦ 的表达水平ꎮ

目前对视网膜病变的治疗常采用玻璃体腔移植[１５]ꎮ
研究发现ꎬ当实验动物的视神经处于正常状态时ꎬ注入的
骨髓间充质干细胞并未发挥作用ꎬ仅聚集于玻璃体腔中ꎻ

而当实验动物的视神经受到损伤后ꎬ注入的骨髓间充质干
细胞多分布于内界膜层ꎬ移植 ３０ｄ 或 １ｍｏ 后大量的神经元
特异性烯醇化酶、多种神经营养因子开始表达ꎬ证实玻璃
体腔移植骨髓间充质干细胞能够修复视网膜损伤[１６]ꎮ 本
研究将 ＳＤ 大鼠的视神经暴露后用止血钳夹数秒ꎬ构建单
侧视神经损伤模型[１７]ꎮ 同时体外培养基因修饰过的骨髓
间充质干细胞ꎬ待大鼠恢复一段时间后ꎬ吸取适量含干细
胞的培养液ꎬ注入大鼠的玻璃体腔中ꎮ 从建模成功后第
４ｄ 开始ꎬ每隔 ３ｄ 注射一次干细胞ꎬ对照组则注射等量的
生理盐水ꎮ 建模成功后第 １４ｄꎬ用手电筒进行直接对光反
射检查发现ꎬ对照组大鼠光反射恢复率显著低于研究组大
鼠ꎮ ＨＥ 染色结果显示ꎬ研究组大鼠视网膜结构相对整
齐ꎬ可见少量空泡ꎻ对照组大鼠视网膜结构欠整齐ꎬ可见明
显的空泡ꎬ且研究组大鼠视网膜神经节细胞数明显多于对
照组ꎮ 视网膜神经节细胞在视觉的产生中具有举足轻重
的作用ꎬ其数目的增加ꎬ反映了大鼠视力在一定程度的恢
复ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明ꎬ研究组大鼠 ＧＦＡＰ 和
Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达水平均低于对照组ꎮ ＧＦＡＰ 是参与构成中
间纤维的一种丝状蛋白ꎬ存在于细胞内ꎬ与中枢神经系统
不同ꎬ其作为胶质细胞特异性分布于视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细
胞[１８－１９]ꎮ 正常情况下ꎬＭüｌｌｅｒ 细胞不表达 ＧＦＡＰꎬ当损伤
发生时ꎬ其表达水平升高且与伤势呈正相关ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ－３
是一种凋亡相关分子ꎬ而视神经的损伤与过度的细胞凋亡
有着密切关系[２０]ꎮ

综上所述ꎬ将基因修饰诱导骨髓间充质干细胞分化用
于视神经损伤大鼠能有效恢复损伤的视神经ꎬ为视神经损
伤的临床治疗提供了思路ꎮ 但是ꎬ现阶段关于骨髓间充质
干细胞的研究仅局限于动物实验水平ꎬ距离在人体应用尚
有一段距离ꎮ 此外ꎬ如何获得高纯度干细胞ꎬ如何解决移
植后玻璃体混浊等并发症ꎬ尚需长时间、多中心的研究ꎮ
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