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表皮生长因子诱导骨髓间充质干细胞向视网膜神经细胞分化
的体外研究 *
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摘要 目的：研究表皮生长因子诱导骨髓间充质干细胞向视网膜神经细胞分化的可能性。方法：体外培养骨髓间充质干细胞，利用

流式细胞仪分析其细胞表型。采用含 EGF的培养液诱导骨髓间充质干细胞向视网膜神经细胞分化，并利用免疫荧光法进行鉴定。
结果：从骨髓中分离培养的细胞具有成纤维细胞样形态，贴壁生长，表型相对均一，表面标志为 CD90、CD44、CD147阳性；而
CD34、CD38、CD45、CD14、HLA-DR阴性。体外诱导后可以得到神经干细胞标志物 nestin、神经胶质细胞标志物 GFAP和视网膜
光感受器细胞标志物 Rhodopsin呈阳性表达的细胞。结论：从骨髓中分离培养得到的间充质干细胞具有向视网膜神经细胞分化的
潜能。
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Experimental Research on the Differentiation of Human Bone Mesenchymal
Stem Cells into Retinal Cells in vitro*

To study the differentiation of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells into retinal cells in vitro.
HMSCs were isolated from human bone marrow after Ficoll density gradient centrifugation. The adherent cells after cultivation

at least 3 passages were used for study. Immunophenotype of the cells was analyzed by Flow cytometer, and cellular differentiation
was i dentified by immunofluorescence labeling technique. The target cells derived from human bone marrow adhered to the
plate with fibroblastic-like morphology, whose surface markers were similar as mesenchymal stem cells. Major cells were positive for
CD90, CD44 and CD147, while they were all negative for CD34, CD45 and HLA-DR. In the differentiation study, HMSCs were cultured
in induced medium can differentiate into nestin positive cell, GFAP positive glial cells and retina-specific neurons expressing Rhodopsin
with CD90 negative. : HMSCs are capable of differentiating into the retinal neural cells in vitro.

Bone marrow mesenchymal stem cells; Retina; Cellular differentiation

*基金项目：国家重点基础研究发展计划（973计划）(2013CB967001)

作者简介：陈泽华，E-mail：enhance741@126.com

△通讯作者：阴正勤，E-mail: qinzyin@yahoo.com.cn

（收稿日期：2014-06-10 接受日期：2014-06-30）

前言

目前，我国失明和视力低下的发病率逐年增高，且越来越

倾向于年龄偏低的青少年人群，严重影响身心健康。引起低视

力的原因很多，且不同年龄患者的病因也不同，临床通常认为

视网膜疾病、弱视、视神经病变、青光眼及角膜疾病等均可导致

视力减退，甚至失明[1,2]。其中，视网膜神经细胞病变引起的视力

减弱是目前研究的热点。神经细胞损伤后无法再生，因此大多

数致盲疾病尚未制定可靠的治疗方法。随着干细胞研究的发

展，使得干细胞可能为那些视网膜神经细胞病变导致疾病的治

疗提供一个新突破[3-5]。本实验拟用优化的方法从人骨髓中分离

间充质干细胞、进行体外培养，并诱导其向视网膜终末细胞分

化。

1 材料与方法

1.1 标本来源
正常成人骨髓，无先天性视网膜遗传疾病。均签署知情同

意书。

1.2 主要试剂及仪器
小鼠抗人 Nestin单克隆抗体 (美国 BD公司)，小鼠抗人

Rhodopsin单克隆抗体、小鼠抗人 CD90单克隆抗体(美国 San-
ta-Cruz公司)，兔抗人 GFAP多克隆抗体(Chemicon公司)，羊抗
鼠抗体、羊抗兔抗体(北京中山试剂公司)，流式细胞仪(Becton
Dicksinson)。
1.3 实验方法
1.3.1 细胞的分离及培养 将抽取的骨髓用 PBS冲洗，1000
r/min× 10 min，2-3次，用 Ficoll密度梯度离心法分离获得单细
胞。2％台盼兰染色，计数活细胞，以 3× 105/cm2接种于 75 cm2

培养瓶中，置于 37℃、5％ CO2饱和湿度的恒温培养箱内。培养
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基为含 10％胎牛血清的低糖 DMEM培养液，24-48 h后换液。
以后每 3-4天换液一次，当细胞达 80-90%融合时，用 0.25%胰
酶 -0.02%EDTA消化以 1:2比例进行传代。实验选取第 5代以
上的细胞。

1.3.2 细胞表型分析 细胞经 0.25％胰酶 -0.02％ EDTA消化
后，用 PBS洗 2次，以每管 4× 105个细胞分装到流式管。使用

标记有鼠单克隆藻红蛋白 (PE) 的 CD44，CD90，CD38抗体和
FITC 标 记 的 CD34，CD14，CD45，CD147，HLA-DR (Becton
Dicksinson) 抗体，使用鼠 IgG1k-PE，IgG1k-FITC，IgG2ak-PE，
IgG2bk-PE (Becton Dicksinson)，IgG2ak-FITC (Chemicon)等抗
体作为对照。4℃孵育 30 min，洗涤，固定。用流式细胞仪
(Becton Dicksinson)的 CellQuest软件采集数据并分析细胞表面
不同抗原的相对含量。

1.3.3 骨髓间充质细胞的体外诱导分化 将体外扩增的人骨

髓间充质细胞分为观察组和对照组，分别接种于六孔板内，并

置于含 1％胎牛血清的 琢 MEM培养液中。每 3天换液一次，观
察组加入 EGF诱导，对照组使用人骨髓间充质细胞继续培养。
均在 37℃、5％CO2饱和湿度的恒温培养箱内培养 14天。
1.3.4 免疫荧光染色鉴定 将细胞爬片用 PBS缓冲液洗涤 3
次，每次 5 min；4％多聚甲醛固定 15 min；PBS缓冲液洗涤 3

次，每次 3分钟；10%BSA 37℃封闭半小时；分别加入一抗，
37℃孵育 30 min；0.1%Tween20-PBS缓冲液洗涤 3次，每次 5
min；分别加入 FITC和 TRITC标记的二抗，室温孵育 1 h；0.1%
Tween20-PBS缓冲液洗涤 3次，每次 5 min；二蒸水洗涤后封
片，荧光显微镜下观察。

2 结果

2.1 细胞形态学观察
接种后细胞悬浮于培养液中，形态不一，种类较多。1天后

有少量成纤维样细胞贴壁，此后贴壁细胞渐渐增多，折光性强，

1周后成纤维样细胞汇聚到 80～ 90%，呈栅栏状或漩涡状排
列。细胞经传代逐渐纯化，在体外至少可传 15～ 16代，且增殖
能力、细胞形态、大小与颗粒度保持不变。

2.2 细胞表面标记物检测
培养细胞表面标志的表达与间充质干细胞表面标志均不

表达造血系统的标志 CD34、CD38、CD45、CD14 和 HLA-DR，
而表达多种粘附分子 CD44、CD90和 CD147。说明体外培养的
骨髓间充质细胞表面标志的表达物与间充质干细胞表面标志

物的表达基本一致。

图 1 细胞表面标记物检测结果

Fig.1 Detective results of targets in cells

2.3 体外诱导分化
2.3.1 光镜下观察 骨髓来源的细胞在诱导液中培养后，细胞

形态发生变化，细胞胞体向细胞核收缩，渐渐地大多数细胞均

转变为类似神经元的形态，形成不规则的锥形、三角形，有的细

胞有多个突起，而且发出分支，终末端有类似神经元细胞的终

结；有的突起逐渐伸长，形成圆锥状终末端，而对照组细胞形态

无改变。

2.3.2 免疫荧光染色结果 在 1％胎牛血清的 琢 MEM培养液
不加 EGF组中，诱导 2周后可以得到神经干细胞标志物 nestin
和神经胶质细胞标志物 GFAP表达阳性的细胞；在 1％胎牛血
清的 琢 MEM培养液加 EGF组中，不仅可以得到以上两种细
胞，还可以诱导得到光感受器细胞 Rhodopsin 表达阳性的细
胞，同时，骨髓间充质细胞的标志物 CD90转为阴性。而对照组
均无阳性细胞出现。说明诱导细胞可以分化，且表达神经细胞

甚至视网膜光感受器细胞的表面标志物。

3 讨论

近年来，干细胞研究已经为神经元损伤性疾病开拓了新的

思路，且自体移植可以避免移植细胞与宿主间的免疫排斥[14]。

细胞移植替代治疗正在成为有效治疗神经系统损伤和退行性

病变的新途径[6]。既往研究表明，胚胎干细胞和神经干细胞在眼

内移植后可以整合到宿主视网膜并分化为形态类似视网膜细

胞的神经细胞[7-9]。动物实验证实，在成年小鼠眼内存在视网膜

干细胞[10]。然而，无论是胚胎干细胞、神经干细胞，还是视网膜

干细胞的标本都非常困难，而且受到社会伦理道德的制约，限

制了其在临床治疗中的应用。

间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)起源于中胚
层的具有自我更新和多向分化潜能的一种多能干细胞，该干细
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胞分布广泛，主要存在于骨髓，也可以见于肌肉、脂肪、胎盘、脐

带、骨、软骨及韧带等[11-13]。间充质干细胞在体外培养条件下能

够自我复制、大量增殖，具有多向分化的潜能，甚至可以跨越胚

层限制而分化为外胚层来源的神经元细胞，从而保证移植细胞

的数量充足[15]。

间充质干细胞的表面标志具有非单一性的特性，它可以表

达间质细胞、内皮细胞及表皮细胞等的表面标志。目前一般认为

CD29、CD44、CD90、CD147、CD166 是 MSC 的重要标记物 [16]。

国内外研究证实，体外培养或体内移植的 MSCs可定向分化为
表达神经元表面标志的细胞[17]。有学者通过流式细胞仪研究细

胞表面抗原发现，MSCs不表达造血细胞的表面抗原，如造血
前体细胞的表面标志 CD34、CD38，白细胞的标志抗原 CD45，
抗原呈递细胞的标志抗原 HLA-DR和单核细胞 /巨噬细胞表
面抗原 CD14，而整合素家族成员 CD29、粘附分子 CD44、
CD166、CD90均为阳性[18]。本实验中，我们对体外培养的骨髓

来源的间充质细胞应用流式细胞仪进行鉴定后发现，细胞表达

CD44、CD147、CD90，而不表达 CD34、CD45、CD38、HLA-DR、
CD14，证明它们的表面标志与文献报道的骨髓来源间充质干
细胞的表面标志基本一致，基本上可以肯定我们从成人骨髓中

获得的细胞是间充质干细胞。

国外相关实验将 PKH-67标记的富含干细胞的骨髓来源
细胞注射到经机械损伤视网膜的玻璃体腔内，两周后这些细胞

整合到损伤视网膜区域，并分化表达成熟视网膜细胞标记物，

延长一年仍能检测到 BMSC来源的神经细胞[19,20]。本研究利用

骨髓分离得到的间充质干细胞，经体外诱导后，分化细胞不再

表达间充质干细胞的表面标志物，而表达神经细胞及光感受器

细胞的表面标志物，说明这些间充质干细胞具有分化为视网膜

神经细胞的能力，如果将其注射到玻璃体或视网膜下腔，可能

有助于修复损伤的视网膜细胞。

综上所述，从人骨髓中分离、培养得到的间充质干细胞具

有向视网膜神经细胞分化的潜能，本实验为细胞移植治疗视网

膜疾病的可能性奠定了实验基础。
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