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骨髓间充质干细胞移植对视网膜病变
新生大鼠视网膜细胞凋亡的影响
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　　［摘　要］　目的　探讨早产儿视网膜病变（ＲＯＰ）大鼠玻璃体内注射骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）对视网膜细
胞凋亡及视网膜中神经营养素３（ＮＴ３）、睫状神经营养因子（ＣＮＴＦ）表达的影响。方法　４０只７日龄 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ新生大鼠随机分为正常对照组、ＲＯＰ模型组、骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）移植组与磷酸缓冲液组（ＰＢＳ组），
每组１０只。采用高氧法制成 ＲＯＰ模型，持续高氧５ｄ后分别给予ＢＭＳＣｓ移植组与ＰＢＳ组玻璃体内注射ＢＭＳＣｓ和
ＰＢＳ。移植７ｄ后，采用 ＴＵＮＥＬ／ＤＡＰＩ、ＮＴ３／ＤＡＰＩ、ＣＮＴＦ／ＤＡＰＩ免疫荧光双标法观察 ＢＭＳＣｓ移植对视网膜细胞凋
亡及ＮＴ３、ＣＮＴＦ表达的影响。结果　移植７ｄ后，正常对照组视网膜几乎未见ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞，ＢＭＳＣｓ移植
组视网膜可见少量ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞，显著低于ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０１），而ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ组差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；正常对照组视网膜可见极少量的ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋与ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞，ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ
组大鼠视网膜可见少量ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋与ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞，较正常对照组增多，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
ＢＭＳＣｓ移植组大鼠视网膜ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋与ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞数均显著多于 ＲＯＰ模型组与 ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０１），而
ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＢＭＳＣｓ移植可减轻 ＲＯＰ大鼠视网膜细胞的凋亡，其
机制可能与其促进ＲＯＰ大鼠视网膜细胞ＮＴ３与ＣＮＴＦ的表达有关。
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　　早产儿视网膜病变（ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙｏｆｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙ，
ＲＯＰ）是早产儿和低出生体重儿视网膜毛细血管发
育异常甚至致盲的一种视网膜病变，以往研究多侧

重于增生的新生血管，却忽视了ＲＯＰ在导致视网膜
新生血管形成的同时，视网膜神经细胞也发生凋亡

而导致视功能损害［１］。因此，在治疗ＲＯＰ新生血管
的同时，也应减轻或抑制高氧状态下视网膜细胞凋亡

的发生，从而改善视网膜功能。骨髓间充质干细胞

（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）眼内
移植后可减轻青光眼视网膜细胞及视神经截断性损

伤细胞凋亡［２３］，且可分泌多种细胞因子和生长因子、

多种黏附分子等［４５］，因而备受人们关注。故本研究

体外培养ＢＭＳＣｓ，采用高氧法制成ＲＯＰ大鼠模型，玻
璃体腔内移植ＢＭＳＣｓ，观察ＢＭＳＣｓ对ＲＯＰ新生大鼠
视网膜细胞凋亡的影响并进行其机制探讨，以期为

ＲＯＰ视网膜损伤寻求新的治疗方案。

１　材料与方法

１．１　实验分组及模型制作
健康７日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生大鼠４０只，

雌雄不限，体重１２．１～１５．５ｇ，随机分为正常对照
组、ＲＯＰ模型组、ＢＭＳＣｓ移植组和磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）组，每组 １０只。采用高氧法制成 ＲＯＰ模
型［６］：将７日龄ＳＤ大鼠及母鼠放入氧浓度为７５％
的高浓度常压氧舱（ＤＹＣＩＩ型，中国船舶重工集团
公司７０１研究所）５ｄ，后放入正常氧环境５ｄ，制成
ＲＯＰ模型。
１．２　大鼠ＢＭＳＣｓ的分离、培养及标记

采用密度梯度离心法培养 ＢＭＳＣｓ。无菌条件
下分离大鼠股骨、胫骨，冲出骨髓离心１０ｍｉｎ，弃上
清，用低糖 ＤＭＥＭ培养液制成骨髓细胞悬液，加入
装有等体积１．０７３ｇ／ｍＬｐｅｒｃｏｌｌ分离液的离心管中，
２０００ｒ／ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ。吸取界面层细胞，收集细
胞种瓶。待细胞生长接近融合后按１∶２传代。收集
传３～５代的 ＢＭＳＣｓ行 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３２４标记，并于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中放置２４ｈ后移植

［７］。

１．３　大鼠ＢＭＳＣｓ玻璃体内移植及眼内检测
ＲＯＰ大鼠持续吸入高浓度氧 ５ｄ后，腹腔麻醉，

采用５μＬ微量注射器，从鼻侧角膜缘进针，依次穿过
巩膜、脉络膜，于周边玻璃体腔内注入２×１０６个活细

胞（细胞悬液浓度为１×１０６／μＬ）［８］；同时滴加抗生素
眼药水防止外伤感染。移植７ｄ后，处死大鼠，制成
１６μｍ的冰冻切片，正置荧光显微镜下检测 Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ３３３２４阳性细胞。ＰＢＳ组用 ２μＬＰＢＳ替代
ＢＭＳＣｓ注入ＲＯＰ大鼠玻璃体内，其他操作与 ＢＭＳＣｓ
移植组同。

１．４　标本的采集与切片制作
各组于移植后７ｄ腹腔麻醉，取左眼去角膜，４％

多聚甲醛固定后过夜，常规石蜡包埋，平行于视神经矢

状轴且以其为平面的视网膜进行切片，厚度为４μｍ。
１．５　视网膜细胞凋亡的检测

石蜡切片脱蜡至水，新鲜配置３％ 的 Ｈ２Ｏ２室
温孵育２０ｍｉｎ，双蒸水洗涤，加入０．０１ＭＴｒｉｓＨＣｌ
缓冲盐溶液（ＴＢＳ）新鲜稀释 ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ（１∶２０），
３７℃消化１０ｍｉｎ，０．０１ＭＴＢＳ洗涤，加入标记缓冲
液，置标本于湿盒中，３７℃标记，０．０１ＭＴＢＳ冲洗
后，室温封闭３０ｍｉｎ，加入生物素化地高辛 ＦＩＴＣ抗
体（１∶１００），３７℃孵育３０ｍｉｎ，０．０１ＭＴＢＳ冲洗后，加
含ＤＡＰＩ的防淬灭封片剂（Ｆ６０５７，Ｓｉｇｍａ）封片。每只
大鼠取４～５张非连续（每隔５片取１片）的视网膜切
片计数 ＴＵＮＥＬ阳性细胞，每张切片随机取 ５个视
野，计算其平均数。采用计算机图像分析系统软件

（ＩｍａｇｅＴｏｏｌＶｅｒｓｉｏｎ１．０）计数视网膜神经节细胞
层、内核层ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞数。
１．６　神经营养素３／ＤＡＰＩ、睫状神经营养因子／
ＤＡＰＩ的免疫荧光双标

石蜡切片脱蜡至水，微波修复抗原，正常山羊血

清封闭 １ｈ，分别加入神经营养素（ＮＴ３）一抗 （１∶
２００，ＳａｎｔａＣｒｕｚ）与睫状神经营养因子（ＣＮＴＦ）一抗
（１∶２００，ＣＳＴ），４℃冰箱过夜，０．０１ＭＰＢＳ冲洗，滴
加 ＴＲＩＴＣ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶１００，北京中杉金
桥生物试剂有限公司），３７℃避光孵育 ６０ｍｉｎ，冲洗
后滴加含ＤＡＰＩ的防淬灭封片剂封片，正置荧光显微
镜下（ＢＸ５１，Ｏｌｙｍｐｕｓ）观察，每只大鼠取４～５张非连
续视网膜切片，每张切片随机选取５个视野计数ＮＴ
３＋ＤＡＰＩ＋、ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞。
１．７　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计学分析。
所有计量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间
比较行单因素方差分析，组间两两比较采用ｑ检验；
ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞数比较采用 Ｂｒｏｗｎｆｏｒｓｙｔｈｅ法分
·２７９·
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析，组间两两比较采用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

ＢＭＳＣｓ移植７ｄ后，移植组大鼠移植侧视网膜
下可见 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３２４阳性细胞，细胞核染色蓝色，
证明ＢＭＳＣｓ移植成功。
２．１　视网膜ＴＵＮＥＬ／ＤＡＰＩ染色结果

ＢＭＳＣｓ移植７ｄ后，各组视网膜节细胞层、内核
层可见 ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞，各组 ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋

细胞数比较差异有统计学意义（Ｆ＝７２８．６，Ｐ
＜０．０１），正常对照组视网膜神经节细胞层、内核层
仅可见极少量ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞（５±２个／ｍｍ２），
ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ组视网膜神经节细胞层、内核层
均可见大量 ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞（分别为 ３９５±
２９个／ｍｍ２和 ３８９±２８个／ｍｍ２），明显多于正常对
照组（均 Ｐ＜０．０１）；ＢＭＳＣｓ移植组视网膜神经节细
胞层、内核层均可见 ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞（１３６±
１９个／ｍｍ２），显著少于ＲＯＰ模型组与 ＰＢＳ组（均 Ｐ
＜０．０１）；ＲＯＰ模型组与 ＰＢＳ组差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见图１～２。

　　图１　视网膜 ＴＵＮＥＬ／ＤＡＰＩ免疫荧光双标染色结果（×４００）　Ａ：正常对照组，可见极少量 ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞；
Ｂ：ＲＯＰ模型组，可见大量 ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｃ：ＢＭＳＣｓ移植组，可见少量 ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｄ：ＰＢＳ组，可见大量 ＴＵＮＥＬ＋

ＤＡＰＩ＋细胞。ＧＣＬ为神经节细胞层；ＩＰＬ为内丛状层；ＩＮＬ为内核层；ＯＮＬ为外核层。ＴＵＮＥＬ标记凋亡细胞，核染呈绿色；ＤＡＰＩ标记

细胞核，染色呈蓝色。图中箭头所指为ＴＵＮＥＬ＋ＤＡＰＩ＋细胞，即凋亡细胞。
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　　图２　各组视网膜凋亡细胞数比较（ｎ＝１０）　ａ：与对照组
比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与 ＲＯＰ模型组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与 ＢＭＳＣｓ组比

较，Ｐ＜０．０１。

２．２　视网膜ＮＴ３／ＤＡＰＩ免疫荧光双标结果
移植后７ｄ，各组视网膜神经节细胞层、内核层均

可见 ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞，各组ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞数比较
差异有统计学意义（Ｆ＝１５５．６４，Ｐ＜０．０１），正常对照组
视网膜神经节细胞层、内核层仅可见极少量 ＮＴ３＋

ＤＡＰＩ＋细胞（１１８±１９个／ｍｍ２），ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ组
视网膜神经节细胞层、内核层均可见少量ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋

细胞（分别为１３５±２１和１４０±２１个／ｍｍ２），与正常对

照组比较差异均无统计学意义（分别 ｑ＝２．５５４２和
３．３０５４，Ｐ＞０．０５）；ＢＭＳＣｓ移植组视网膜神经节细胞
层、内核层可见大量 ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞（２９６±
２３个／ｍｍ２），显著多于ＲＯＰ模型组（ｑ＝２４．１８９３，Ｐ
＜０．０１）和ＰＢＳ组（ｑ＝２３．４３８１，Ｐ＜０．０１）；ＲＯＰ模
型组与 ＰＢＳ组差异无统计学意义（ｑ＝０．７５１２，Ｐ
＞０．０５）。见图３～４。
２．３　视网膜ＣＮＴＦ／ＤＡＰＩ免疫荧光双标结果

移植后 ７ｄ，各组视网膜神经节细胞层、内核层
均可见 ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞，各组ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞
数比较差异有统计学意义（Ｆ＝１１４．６８，Ｐ＜０．０１），
正常对照组视网膜神经节细胞层、内核层仅可见极

少量 ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞（１０５±１８个／ｍｍ２），ＲＯＰ模
型组与ＰＢＳ组视网膜神经节细胞层、内核层均可见
少量 ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞（分别为 １１５±２０个／ｍｍ２

和１２７±２１个／ｍｍ２），与正常对照组比较差异无统
计学意义（分别 ｑ＝１．５５７５和 ３．４２６４，Ｐ＞０．０５）；
ＢＭＳＣｓ移植组视网膜神经节细胞层、内核层可见大
量 ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞（２５２±２２个／ｍｍ２），显著多于

·３７９·



第１４卷第１２期
２０１２年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．１２
Ｄｅｃ．２０１２

ＲＯＰ模型组（ｑ＝２１．３３７３，Ｐ＜０．０１）与 ＰＢＳ组（ｑ
＝１９．４６８４，Ｐ＜０．０１）；ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ组差异无

统计学意义（ｑ＝１．８６９０，Ｐ＞０．０５）。见图５～６。

　　图３　各组ＮＴ３／ＤＡＰＩ免疫荧光双标染色结果（×４００）　Ａ：正常对照组，可见极少量 ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｂ：ＲＯＰ模型
组，可见少量ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｃ：ＢＭＳＣｓ移植组，可见大量ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｄ：ＰＢＳ组，可见少量ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞。ＧＣＬ为神

经节细胞层；ＩＰＬ为内丛状层；ＩＮＬ为内核层；ＯＮＬ为外核层。ＮＴ３标记神经营养素３，胞浆染色呈红色；ＤＡＰＩ标记细胞核，染色呈蓝

色。图中箭头所指为ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞。
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　　图４　各组视网膜 ＮＴ３＋ＤＡＰＩ＋细胞数比较（ｎ＝１０）　
ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＲＯＰ模型组相比，Ｐ＜０．０１；ｃ：与

ＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５。
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　　图５　各组视网膜ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞数比较（ｎ＝１０）　
ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＲＯＰ模型组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与

ＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５。

　　图６　各组ＣＮＴＦ／ＤＡＰＩ免疫荧光双标染色结果（×４００）　　Ａ：正常对照组，可见极少量ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｂ：ＲＯＰ模
型组，可见少量ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｃ：ＢＭＳＣｓ移植组，可见大量 ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞；Ｄ：ＰＢＳ组，可见少量 ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞。ＧＣＬ

为神经节细胞层；ＩＰＬ为内丛状层；ＩＮＬ为内核层；ＯＮＬ为外核层。ＣＮＴＦ标记睫状神经生长因子，胞浆染色呈红色；ＤＡＰＩ标记细胞

核，染色呈蓝色。图中箭头所指为ＣＮＴＦ＋ＤＡＰＩ＋细胞。

３　讨论

目前越来越多的研究发现 ＢＭＳＣｓ具有自分泌
与旁分泌功能，其中，ＢＭＳＣｓ不仅自身可分泌一些

神经生长因子，如 ＮＴ３、ＣＮＴＦ、成纤维细胞生长因
子（ｂＦＧＦ）、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）等［９］，而

且眼内移植后可促进视网膜 ｂＦＧＦ、ＣＮＴＦ等神经生
长因子的分泌，具有神经保护作用。研究发现视网

膜损伤后 ＢＭＳＣｓ移植可促进视网膜 ｂＦＧＦ、ＢＤＮＦ、

·４７９·



第１４卷第１２期
２０１２年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．１２
Ｄｅｃ．２０１２

ＣＮＴＦ等营养因子的分泌，对视网膜损伤起到神经
营养和保护作用［１０１１］。因此，本研究将ＢＭＳＣｓ作为
处理因素应用到ＲＯＰ模型中，并探讨其可能的保护
机制。

早产儿视网膜病变可发生视网膜神经细胞的凋

亡，导致视网膜功能损害。本研究采用高氧法制成

ＲＯＰ大鼠模型，发现ＲＯＰ模型组大鼠视网膜大量细
胞凋亡，这与Ｄｏｒｆｍａｎ等［１２］报道一致。ＢＭＳＣｓ作为
一种多分化潜能干细胞，具有细胞替代与神经营养

作用，广泛用于视网膜疾病的治疗［１３］，但是 ＢＭＳＣｓ
对ＲＯＰ大鼠视网膜细胞凋亡的影响目前尚无报道。
本研究发现大鼠视网膜高氧损伤后给予 ＢＭＳＣｓ治
疗，视网膜神经节细胞层与内核层ＴＵＮＥＬ阳性细胞
较 ＲＯＰ模型组减少，而 ＲＯＰ模型组与 ＰＢＳ组
ＴＵＮＥＬ阳性细胞差异无统计学意义，进一步证明
ＢＭＳＣｓ可减轻 ＲＯＰ视网膜细胞的凋亡，但机制不
清，弄清其机制对于 ＢＭＳＣｓ临床上治疗 ＲＯＰ具有
重要意义。

ＢＭＳＣｓ玻璃体内移植后可减轻 ＲＯＰ大鼠视网
膜细胞的凋亡，其机制可能与这些神经营养因子有

关，因此我们进行了进一步研究。ＣＮＴＦ存在神经
系统的非神经组织中，可减轻细胞凋亡，具有神经保

护作用［１４］；ＮＴ３是一种多功能的神经营养因子，对
神经系统发育及维持其正常生理功能有重要意义，

可促进神经元的存活，具有在损伤条件下抑制凋亡

的保护作用［１５］，因而，在神经系统疾病和神经损伤

中有着广泛的临床应用前景。本研究发现，ＢＭＳＣｓ
移植后视网膜神经节细胞层与内核层细胞 ＣＮＴＦ与
ＮＴ３表达均显著多于 ＲＯＰ模型组与正常对照组，
而ＲＯＰ模型组与ＰＢＳ组在ＣＮＴＦ与ＮＴ３的表达上
差异无统计学意义，说明 ＢＭＳＣｓ可促进 ＲＯＰ大鼠
视网膜细胞ＣＮＴＦ与ＮＴ３的表达，而ＣＮＴＦ和ＮＴ３
与凋亡密切相关，提示 ＢＭＳＣｓ减轻 ＲＯＰ大鼠视网
膜细胞的凋亡可能与 ＢＭＳＣｓ移植后视网膜 ＣＮＴＦ
与ＮＴ３表达增加有关。

总之，ＢＭＳＣｓ可减轻ＲＯＰ大鼠视网膜细胞的凋
亡，其机制可能与其促进 ＲＯＰ大鼠视网膜细胞 ＮＴ
３与ＣＮＴＦ的表达增加有关。
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