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恒河猴骨髓间充质干细胞在体外向角膜 
上皮前体细胞的诱导分化 
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摘要  组织工程生物角膜是角膜的理想替代物, 为严重眼表疾病的治疗带来了希望. 然而, 足量种子细
胞的获得是构建生物角膜的瓶颈. 骨髓间充质干细胞(MSC)具有多向分化潜能. 为探讨 MSC 能否分化
为角膜上皮细胞, 将分离培养的灵长类动物恒河猴 P3代 MSC在体外基质微环境中通过 3种方案诱导, 
对诱导前后的 MSC 用形态学观察、免疫组织化学技术和流式细胞仪检测评价其分化情况. 结果显示, 
Ⅲ组 MSC 表现出角膜上皮前体细胞的形态特征, 检测出角膜上皮前体细胞的标志, 包括 integrinβ1, 
Cx43, Pax6和 P63的表达. 这说明, 在适宜条件下, MSC能够诱导分化为角膜上皮前体样细胞, 有可能
作为构建生物角膜的种子细胞来源, 进行眼表修复.  
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角膜上皮细胞(corneal epithelial cell, EC)的稳定
对维持角膜的透明性至关重要. 其中, 角膜上皮再生
的来源是角膜缘干细胞 , 干细胞缺乏常常严重损伤
眼表, 造成视力下降, 甚至致盲. 对此类疾病, 传统
的异体板层角膜移植供体来源受限 . 采用自体角膜
缘干细胞移植 [1~5]或角膜缘干细胞体外培养后移植
[6~9]对部分患者有良好疗效, 但无法适用于双眼角膜
病患者. 采用唇黏膜移植重建眼表虽有报道 [10], 但
临床效果较差. 近几年, 组织工程生物角膜为解决眼
表重建难题带来了希望 . 生物角膜的核心问题是获
得具有生物活性的种子细胞 . 胚胎干细胞具有分化
全能性 [11~17], 是替代治疗的理想种子细胞, 但因其
存在伦理争议及致瘤性等问题而受到严重制约.  

最近 , 采用骨髓间充质干细胞 (mesenchyaml 
stem cell, MSC)移植治疗眼表损伤在动物实验中取得
了良好效果 [18~20]. MSC存在多潜能性, 在合适的条件
下可诱导细胞向特定方向分化. 与胚胎干细胞相比, 
这类细胞取材方便, 易于体外分离培养, 避免了伦理
争议, 且可来自自体组织, 避免了免疫排斥反应, 具
有更广阔的应用前景 . 因此 , 本研究探索了MSC向

EC分化的可能性, 目的在于为构建生物角膜提供有
效的、来源丰富的种子细胞.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 实验动物.  选用 2 岁龄健康雄性恒河猴, 

由中山眼科中心实验动物中心提供 , 经检疫符合实
验动物标准 . 本研究获得中山大学道德伦理委员会
批准.  

(ⅱ) MSC的分离及培养 [21].  无菌条件下用含肝
素(6000 U)的注射器抽取骨髓 5~15 mL, 将细胞悬液
按 1 1∶ 比例加入到Percoll (1.073 g/mL)密度梯度离
心(2000 r/min, 25 min), 离心后小心吸取富含有核细
胞的界面层, 洗涤 1~2次, 离心, 去上清, 用 1 mL培
养液重悬细胞. 将此混悬液接种于 25 cm2 培养瓶中

37℃, 5% CO2培养箱中培养, 每 3 d换液 1 次. 培养
液为L-DMEM (Gibco), 内含 10% FBS (Gibco)、100 
U/mL青霉素、100 mg/mL链霉素、2.4 mg/mL HEPES
和 3.7 mg/mL NaHCO3. 原代细胞达 80%~90%以上融
合时进行传代. 传代细胞经成骨、成脂诱导实验检测
其多向分化潜能 [22]. 
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(ⅲ ) MSC的体外标记 .  用荧光染料 cM-DiI 
(Leiden, the Netherlands)标记MSC[23,24]. 标记前用
PBS清洗细胞, 将 3 μg/mL的cM-DiI加入培养细胞, 
5% CO2培养箱中 37℃孵育 5 min, 再置入 4℃孵育 15 
min, 弃去荧光染液, 洗涤 3次后, 加入新鲜培养基于
培养箱内培养, 次日在共聚焦显微镜(Zeiss, Germany)
下观察细胞标记情况.  

(ⅳ) EC原代培养.  无菌条件下分离恒河猴角膜
板层 , 将角膜缘上皮面朝上平铺于培养皿中 , 加入
Dispase (1.2 U/mL)消化 2 h分离角膜上皮层与角膜基
质, 然后加入 0.1%胰蛋白酶和 0.01% EDTA消化上皮
层 15 min, 终止消化后收集细胞离心, 弃上清, 用培
养液重悬细胞 , 计数 , 按 5×103 个/cm2 密度接种到

Transwell6 孔培养系统的插入子中, 加入角膜上皮细
胞专用培养液 [25]放置于 100 mm培养皿中培养, 每日
观察细胞生长情况.  

(ⅴ) 去细胞羊膜基质.  无菌状态下取保存的羊
膜组织 [26,27]. 使用前, 将羊膜浸泡在含抗生素的PBS
中, 清洗后剪成比 6 孔培养板孔径稍大的圆形, 上皮
面朝上贴在培养皿底壁, 加入 0.02% EDTA, 37℃条
件下消化 2 h, 然后用细胞刮小心刮除上皮层 , 用
PBS洗净刮下的上皮碎片 . 将去上皮羊膜平铺在
Transwell6 孔培养板底部, 过夜待稍干燥后加入少许
培养基备用.  

(ⅵ) MSC 向 EC 的诱导.  (1) 共孵育体系的制
备. 将标记 MSC 接种至预置有去上皮羊膜的 6 孔板
中, 加入基础培养基培养, 当细胞达 80%融合时, 与
Transwell6 孔培养系统的插入子(含 80%融合的 EC)
汇合, 进行 MSC-EC 非接触共培养(图 1). 按汇合时
记为 0 d, 分 3组进行实验: Ⅰ组加入基础培养液, 由
90% L-DMEM 和 10%FBS组成; Ⅱ组加入条件培养
液, 由基础培养液添加 10 μg/mL胰岛素、8 μg/mL维
甲酸、10 ng/mL表皮细胞生长因子和 10 ng/mL碱性
成纤维细胞生长因子(Sigma)组成; Ⅲ组加入条件培
养基, 由Ⅱ组条件培养液添加 1 μg/mL 脂多糖 (LPS, 
Sigma)组成. 培养液每隔 1 d换液 1次. 10 d后收集标
本检测. (2) 形态学观察. 10 d后, 相差显微镜下观察
细胞的形态变化. 进行电子显微镜检测前, 将组织块
取出放置平皿中, 用 PBS漂洗 3次, 切成 3×1×1的小
条加入 4%戊二醛 1 mL固定, PBS清洗后梯度酒精脱
水. 进进行扫描电子显微镜检测时, 将组织放入醋酸
异戊酯中 15 min, 临界点干燥 3 h 左右后金属镀膜, 

在扫描电子显微镜下观察; 进行透射电子显微镜检
测时, 组织用环氧树脂Epon812包埋, 常规超薄切片, 
醋酸双氧铀及枸橼酸铅双染色 , 透射电子显微镜下
观察. (3) 免疫荧光检测. 10 d后, 取各组组织标本进
行冰冻切片, 采用兔抗 Integrinβ1, Cx43 (Boster)和鼠
抗 Pax6, P63 (Chemicon)单克隆抗体免疫组织化学鉴
定. 组织切片用纯丙酮固定 10 min, PBS清洗, 0.2% 
Triton X-100孵育 10 min, 2%牛血清白蛋白阻断非特
异性染色, PBS 清洗后分别滴加 4 种抗体 4℃过夜, 
PBS清洗, FITC荧光标记二抗 37℃孵育 45 min, PBS
清洗, 荧光抗淬灭剂封片, 4℃避光保存, 共焦显微镜
下观察. 阴性对照用非免疫血清代替一抗. (4) 流式
细胞检测. 10 d后, 消化离心收集细胞, PBS清洗后制
成细胞悬液 , 破膜 . 破膜后的细胞分别加入单抗
Integrinβ1, Cx43, Pax6和 P63, 避光孵育 30 min, 实
验管洗涤后, 分别加入相应 IgG-FITC二抗各 100 μL, 
避光孵育 30 min. 各管洗涤后, 各加入 PBS 300 μL, 
流式细胞仪检测, Cell-Quest 软件分析计算阳性细胞
数. 阴性对照采用 IgG-FITC二抗单独孵育.  

 
 

图 1  Transwell共孵育体系示意图 
EC培养至插入子内, cM-DiI标记的MSC培养至预置有羊膜的 6孔板内 

 
(ⅶ) 统计学方法.  实验至少重复 3 次, 结果采

用 SPSS13.0 软件分析. 计量资料均采用 x s± 表示, 
检验水准α = 0.05.  

2  结果 

2.1  MSC培养 

原代MSC接种的最初数日 , 培养液中悬浮的血
细胞成分随时间延长逐渐崩解 , 并随换液次数而被
清除. 3 d后可见红细胞中间有少量贴壁的单个散在
梭形细胞. 6 d后细胞数目增多, 成集落式生长. 10~13 
d, 细胞长满瓶底. 经传代后, 细胞生长较快, 细胞呈
长梭形, 有突起, 4~7 d即可汇合成单层, 原代和传代
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MSC形态及生长特点无明显改变. 传代细胞经成骨、
成脂诱导后能成功分化为骨细胞和脂肪细 胞, 证实
细胞具有多向分化潜能(图 2). 

 
图 2  MSC经成骨、成脂诱导实验证实有多向分化潜能 
 

用cM-DiI标记MSC后共焦显微镜下可见胞膜呈
红色荧光, 形态保持良好. 标记早期, 细胞形态呈荧
光环状, 培养数天后, 细胞中荧光颗粒增多, 荧光增
强, 细胞核未染荧光. 其阳性率达到 98%以上(图 3). 

2.2  MSC向 EC的诱导分化 

(ⅰ) 形态学检测.  相差显微镜下可见去上皮羊
膜表面平滑. 诱导 10 d后, Ⅰ组与Ⅱ组羊膜表面的
MSC呈典型长梭形, 与诱导前细胞无明显变化; Ⅲ组
MSC可见部分细胞呈多角形 (图 4). 扫描电子显微镜
下可见去上皮羊膜基质表面为丝状胶原纤维 (图 5(a)). 
诱导 10 d后, Ⅰ组和Ⅱ组可见丝状胶原纤维上的细胞
为细长梭形, 细胞表面有短而粗的微绒毛突起, 梭形
细胞胞浆向两极伸出长突起相互连接 (图 5 

(b)和(c)); Ⅲ组细胞呈多角形, 排列紧密, 紧贴于其
下的纤维状基质 (图 5(d)). 透射电子显微镜下可见去
上皮羊膜基质板层纤维排列规则 , 相邻板层间纤维
走向相互垂直 (图 5(e)). 诱导 10 d后, Ⅰ组和Ⅱ组细
胞呈梭形, 胞核较大, 染色质分布稀疏, 电子致密度
较低, 胞浆内线粒体、高尔基器、内质网等细胞器发
达, 这种特征符合典型MSC的超微结构特点(图 5(f)
和(g)); Ⅲ组细胞呈多角形, 细胞间伸出突起相互连
接 , 细胞间还可见到类似上皮细胞之间特征性的胞
膜局部电子密度增高的缝隙连接(图 5(h)).  

(ⅱ ) 免疫荧光检测 .  诱导前 MSC 表达

Integrinβ1, 不表达 Cx43, Pax6和 P63 (图 6). 诱导 10 
d后, Integrinβ1在 3组细胞中均有阳性表达, 以Ⅰ组
最强; Cx43, Pax6和 P63在Ⅰ组细胞中均未检测到明
显表达; Cx43 和 Pax6 在Ⅱ组细胞中有微弱表达, 在
Ⅲ组表达较明显; P63 在Ⅱ组细胞中未检测到明显表
达, 在Ⅲ组有弱表达(图 7).  

(ⅲ) 流式检测.  诱导 10 d后, Ⅱ和Ⅲ组细胞中
Integrinβ1 阳性细胞百分率较Ⅰ组显著下降; Ⅱ和Ⅲ
组细胞中 Cx43 和 Pax6 阳性细胞百分率则较Ⅰ组显
著增加; Ⅱ组细胞中 P63阳性细胞百分率较Ⅰ组无显
著差异, 而Ⅲ组细胞中 P63阳性细胞百分率较Ⅰ和Ⅱ
组显著增加(图 8). 这说明, Ⅲ组更适合诱导 MSC向
EC 分化 ; Ⅱ组虽有一定诱导作用 , 但效果不明显 ; 
Ⅰ组则无明显诱导效果. 

3  讨论 
MSC是一类存在于骨髓的非造血类的原始胚胎

样细胞群 , 在合适的条件下可诱导细胞向特定方向
分化. 早期的研究已证实, MSC可以向骨细胞、软骨
细胞、脂肪细胞等多种中胚层细胞分化 [22,28]. 跨胚层

 

 
 

图 3  Transwell共孵育体系中的细胞 
(a)和(b) MSC经 cM-DiI标记后, 胞膜呈红色荧光; (c) 相差显微镜下观察原代 EC呈多角形或卵圆形 (×200) 

http://ajprenal.physiology.org/cgi/content/full/289/1/F31#F1#F1
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1410720&rendertype=figure&id=f2-pg143
http://www.iovs.org/cgi/content/full/45/1/93#F3#F3
http://www.iovs.org/cgi/content/full/45/1/93#F3#F3
http://www.iovs.org/cgi/content/full/45/1/93#F8#F8
http://www.iovs.org/cgi/content/full/45/1/93#F8#F8
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图 4  去上皮羊膜的肉眼形态(a)和光学显微镜下形态((b), ×200) 
MSCs与 EC共孵育培养 10 d后Ⅰ组(c)、Ⅱ组(d)和Ⅲ组(e)细胞在光子显微镜下的形态(×100) 

 

 
 
图 5 

扫描电子显微镜下可见去上皮羊膜基质表面由丝状胶原纤维组成(a); 诱导 10 d 后, Ⅰ组(b)和Ⅱ组(c)可见羊膜表面的细胞(箭头所示)呈长梭形; 
Ⅲ组(d)细胞(箭头所示)呈多角形; 透射电子显微镜下可见羊膜基质板层规则排列的胶原纤维(e); 诱导 10 d后, Ⅰ组(f)和Ⅱ组(g)细胞呈梭性, 胞
核较大 , 胞浆内细胞器丰富; Ⅲ组(h)细胞呈多角形 , 与基质连接紧密 , 细胞间可见胞膜局部电子密度增高的缝隙连接 . 放大倍数 : (a)和(b), 

×7000; (c), (d), (g)和(h), ×5000; (e), ×8000; (f), ×10000 

 

 
 

图 6  诱导前 MSC integrin β1(a)、Cx43(b)、Pax6(c)和 P63(d)的免疫荧光检测 
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图 7  诱导 10 d后Ⅰ组、Ⅱ和Ⅲ组 MSC的纵切面观(1~3)和横切面观(4~6) 
1和 4, cM-DiI标记的 MSC; 2和 5, MSC标记蛋白染色; 3和 6, MSC的 cM-DiI和蛋白双标记 

 
 

图 8  流式细胞仪检测Ⅰ(a)、Ⅱ(b)和Ⅲ组(c)细胞表达 integrin β1, Cx43, Pax6和 P63的流式图 
红色显示阴性对照. 直方图显示各组阳性细胞数统计学差异(d). *, P < 0.001, 与Ⅰ组比较; △, P < 0.01, 与Ⅰ组比较; §, P < 0.001, 与Ⅱ组比较; 

▲, P < 0.05, 与Ⅰ组比较; ▼, P < 0.05, 与Ⅱ组比较 
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分化被认为违背了发育过程中的生物学常识. 然而, 
近几年的研究显示, MSC在特定的情况下能够表现出
其他胚层组织细胞特有的表达谱和功能表型 [29~31], 
并能表达 3个胚层细胞的mRNA转录特点 [32], 体现了
干细胞的多向性. 目前, 关于MSC分化为EC的研究
报道甚少. 本研究通过一种新的体外共孵育体系, 研
究了MSC向EC分化. 

MSC 作为细胞治疗具有获取方便、易分离培养
和扩增等优势. 然而, 在体外扩增培养过程中, 由于
细胞生存环境的改变有可能影响其生理特性 . 为了
尽可能避免传代过程对细胞的影响, 本研究选用 P3
代细胞 , 并经多向分化实验证实细胞能成功分化为
骨细胞和脂肪细胞, 确定所用的细胞符合 MSC特征.  

MSC 标记是进行分化实验的一个重要步骤 . 
cM-DiI 是一种发橘红色荧光的亲脂性膜染料, 能很
好地长期示踪细胞. 本研究证实, cM-DiI标记后荧光
在胞内表达稳定, 阳性标记率达 98%以上, 标记细胞
形态良好 , 能有效地观察细胞在体外的诱导分化情
况.  

羊膜是一种天然的高分子生物材料 , 含有与角
膜基质相似的胶原、糖蛋白、蛋白多糖、整合素等多

种成分, 能为细胞的增殖、分化提供丰富的营养成分
[33,34]. 羊膜经去上皮细胞处理后, 既能消除上皮细胞
成分的免疫源型 , 又能增强细胞黏附及促进细胞分
化, 是体外诱导细胞分化的良好载体.  

关于MSC在体外向EC分化的研究, 关键问题是
如何创造符合体内环境的诱导条件及如何鉴定其向

EC分化 , 对此我们在总结预实验的基础上 , 设计了
一种体外共孵育体系, 这种体系允许MSC与EC进行
信息交流而避免直接接触. 采用不同条件诱导, 发现
用基础培养液培养时出现与MSC可塑性的阴性报道
类似的结果. 当加入一类与调节细胞增殖、分化密切
相关 [35~39]的生长因子培养时, 细胞形态虽无明显改
变 , 但标志蛋白表达改变 , 显示出一定的转分化效 
果 , 推测这种有限的诱导能力可能与培养环境中生
长因子的量或细胞种属来源有关 . 当添加LPS时 , 
MSC发生较明显的表型转变 . LPS是重要的致炎因 
子, 能介导实质细胞激活, 诱导多种细胞因子、生长
因子等的合成和释放, 引起细胞生物学特性改变, 这
种作用通过细胞间和细胞-细胞外基质的相互作用而
影响干细胞的增殖、分化及迁移 [40,41].  

在标记物选择方面, Cx43 表达于成熟角膜上皮
细胞及角膜TAC细胞 [42]; P63在角膜缘基底细胞表达
[43]. 诱导后的MSC表达Cx43和P63, 提示细胞在适宜
的条件下能分化为不成熟的角膜上皮样细胞 . Pax6
是一种转录调控因子, 在成体角膜上皮细胞、角膜缘
干细胞广泛表达 , 对角膜上皮组织发育和角膜上皮
细胞表型维持起到关键作用 [44], 并能有效启动细胞
黏附蛋白和角蛋白K12 的转录 [45]. 诱导细胞Pax6 的
表达上调提示Pax6 可能通过调节MSC与EC及羊膜的
相互作用而促进其转分化过程. Integrinβ1 是一组介
导细胞间和细胞-细胞外基质间黏附的跨膜蛋白, 其
表达丧失或改变提示干细胞的分化或凋亡 [46,47]. 诱
导细胞integrinβ1 表达下调, 推测细胞可能通过调控
细胞间或细胞-细胞外基质的结合而调控细胞的分化
命运. 总之, 本研究结果显示, MSC在适宜的条件下
可能分化为接近角膜上皮前体细胞性质的细胞群 , 
这一结果与体内组织损伤后干细胞通过分化依赖机

制进行组织修复的生理现象相符 [48]. 但MSCs的诱导
分化是一个复杂的过程 , 多种因素包括年龄都可能
影响分化结果 . 进一步的实验需要针对不同年龄层
次的MSC进行诱导实验 , 并对分化后细胞表型的维
持及分化机制等问题进行深入探讨.  

另外, 研究中还发现, 诱导中的 MSC 较诱导前
增殖缓慢, 推测可能与细胞的旁分泌有关. 细胞间及
细胞-细胞外基质的相互作用可促进细胞合成和分泌
多种生长因子和细胞因子 , 这些因子又通过调节细
胞间与细胞-细胞外基质的相互作用而抑制干细胞增
殖、促进分化. 关于何种信号转导途径参与了这种增
殖与分化的调控, 目前正在研究中.  

总之, 本研究结果显示, 在适宜条件下, 灵长类
动物恒河猴 MSC 能够诱导分化为角膜上皮前体样细
胞, 有可能作为构建生物角膜的种子细胞来源, 进行
眼表修复. MSC由于其取材容易、在体外易分离和扩
增培养, 在长期培养过程中, 始终保持其多向分化潜
能, 遗传背景稳定, 自体移植可避免免疫排斥反应, 
是组织工程学和创伤愈合研究中的理想种子细胞 , 
在眼组织工程中具有广泛的应用前景.  
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