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ＴＮＦ￣α 诱导的人脐带间充质干细胞培养基对小鼠角膜缘干细
胞缺乏的治疗作用

于浩南１ꎬ钟莹莹２ꎬ王新萌１ꎬ张敏３ꎬ姜清敏２ꎬ李娜２ꎬ李艳２
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２.潍坊医学院附属医院 眼科中心ꎬ山东 潍坊 ２６１０４１
３.暨南大学番禺校区第一临床医学院ꎬ广东 广州 ５１１４３６

摘要:目的　 探讨局部应用肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａꎬ ＴＮＦ￣α)诱导的人脐带间充质干细胞条件培养基(ｃｏｎ￣
ｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ)对小鼠角膜缘干细胞缺乏( ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ ＬＳＣＤ)的修复作用ꎮ 方法　 应用组织块贴壁培养技术培育原代人脐带间充质干细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎ￣
ｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｈＵＣＭＳＣｓ)ꎮ 用 ＴＮＦ￣α 诱导第 ４ 代 ｈＵＣＭＳＣｓ 得到 ＴＮＦ￣α 诱导的人脐带间充质干细胞条件培养基(ｃｏｎｄｉ￣
ｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＮＦ￣αꎬ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ)ꎮ ４８ 只健康 ６ 周龄 Ｃ５７ 雄

性小鼠ꎬ随机分为对照组(Ｎ 组)和 ＬＳＣＤ 实验组ꎬＬＳＣＤ 实验组模型采取角膜缘碱烧伤方式建立ꎬ依据造模后结膜下注射的成

分不同ꎬ分为 ＰＢＳ 注射阴性对照组(Ａ 组)、ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 注射治疗组(Ｂ 组)及 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ 注射治疗组(Ｃ 组)ꎬ结膜下注

射为每天 １ 次ꎬ连续 ７ ｄꎮ 于 ＬＳＣＤ 造模后第 ３、７ 天裂隙灯显微镜下观察角膜上皮缺损程度并评分ꎬ于 ＬＳＣＤ 造模后第 ７、２１
天裂隙灯显微镜下观察角膜新生血管情况并评分ꎮ 于 ＬＳＣＤ 造模后第 ７、２１ 天应用免疫组织化学染色法检测 α￣平滑肌肌动

蛋白(α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬ α￣ＳＭＡ)和眼表黏蛋白 ５ＡＣ(ｍｕｃｉｎ ５ＡＣꎬ Ｍｕｃ￣５ＡＣ)的表达情况ꎮ 结果　 造模后 ３ ｄꎬＡ 组小鼠

见角膜上皮大片缺失ꎻ７ ｄ 见角膜缘血管扩张充血ꎬ角膜上皮缺损面积大于 ２ / ３ 角膜ꎻ２１ 天见角膜缘较多新生血管长入ꎬ部分

可及 ２ / ３ 角膜直径ꎮ Ｂ、Ｃ 各时间点在减少角膜新生血管和修复角膜上皮缺损方面都有明显改善ꎬ且 Ｃ 组效果强于 Ｂ 组ꎮ 免

疫组织化学染色观察发现ꎬ对照组角膜基质中均无 α￣ＳＭＡ 表达ꎬ角膜上皮层未见 Ｍｕｃ￣５ＡＣ 表达ꎮ 造模后 ７、２１ ｄꎬ各实验组 α￣
ＳＭＡ 表达均为阳性ꎬＢ 组和 Ｃ 组均低于 Ａ 组ꎮ 三个实验组第 ７ 天的 Ｍｕｃ￣５ＡＣ 平均光密度值组间异无统计学意义ꎬ而第 ２１ 天

组间两两比较均具有统计学意义ꎮ 结论　 结膜下注射 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ 或 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 可以增强角膜缘干细胞功能ꎬ促进角

膜上皮修复ꎬ保护眼表组织ꎻ且 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ 对小鼠角膜缘干细胞缺乏的修复和治疗作用强于 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭꎮ
关键词:肿瘤坏死因子 αꎻ间充质干细胞ꎻ角膜缘干细胞缺乏ꎻ条件培养基
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ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＹＵ Ｈａｏｎａｎ１ꎬ ＺＨＯＮＧ Ｙｉｎｇｙｉｎｇ２ꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｎｍｅｎｇ１ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎ３ꎬ ＪＩＡＮＧ Ｑｉｎｇｍｉｎ２ꎬ ＬＩ Ｎａｎ２ꎬ ＬＩ Ｙａｎ２
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３. Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｊｉｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｐａｎｙｕ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｃａｍｐｕｓꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１１４３６ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ (ＴＮＦ￣α) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕ￣
ｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ (ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ) ｏｎ ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ (ＬＳＣＤ) ｉｎ ｍｉｃｅ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｈＵＣＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＴＮＦ￣αꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＮＦ￣α￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎ￣

􀅰１４１􀅰



山东大学耳鼻喉眼学报 ２０２５ 年 ５ 月 第 ３９ 卷 第 ３ 期
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３９ꎬ Ｎｏ.３ꎬ ２０２５

ｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ (ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ) ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ. Ｆｏｒｔｙ￣ｅｉｇｈｔ ｈｅａｌｔｈｙ ６￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ Ｃ５７ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎ￣
ｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ Ｎ) ａｎｄ ＬＳＣＤ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＬＳＣＤ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂ￣
ｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｌｉｍｂａｌ ａｌｋａｌｉ ｂｕｒｎ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｅｇａｔｉｖｅ ＰＢＳ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ Ａ)ꎬ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ (ｇｒｏｕｐ Ｃ) ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｓｕｂｃｏｎ￣
ｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ. Ｏｎ ｔｈｅ ３ｒｄ ａｎｄ ７ｔｈ ｄａｙｓ
ａｆｔｅｒ ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｅｆｅｃｔ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｓｃｏｒｅｄ ｂｙ ｓｌｉｔ￣ｌａｍｐ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｏｖａｓ￣
ｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｎｄ ｓｃｏｒｅｄ ｂｙ ｓｌｉｔ￣ｌａｍｐ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｉｎｇ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ ( α￣ＳＭＡ) ａｎｄ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｕｃｉｎ ５ＡＣ (Ｍｕｃ￣５ＡＣ) .
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ｓｈｏｗｅｄ ｌａｒｇｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｅｆｅｃｔ ｏｎ ｄａｙ ３ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎻ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｏｎｇｅｓｔｅｄ ｌｉｍｂａｌ
ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ ｄａｙ ７ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ. Ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｅｆｅｃｔ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ２ / ３ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ. Ｏｎ ｔｈｅ
２１ｓｔ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｍｏｒｅ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｌｉｍｂｕｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄꎬ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｈ ２ / ３ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕ￣
ｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｅｆｅｃｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｕｒａｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｔｈａｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉ￣
ｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣ＳＭＡ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａ ａｎｄ ｎｏ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｕｃ￣５ＡＣ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ. Ａｔ ７ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ ｏｆ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ α￣ＳＭＡ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣ＳＭＡ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｂ ａｎｄ Ｃ ｔｈａｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ. Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｍｕｃ￣５ＡＣ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｓｕｂ￣
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ ｏｒ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｒｅｐａｉｒꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ
ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｔｈａｎ ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａꎻ Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ Ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙꎻ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ
ｍｅｄｉｕｍ

　 　 角膜缘干细胞缺乏( ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ
ＬＳＣＤ)是由于各种原因导致角膜缘干细胞丢失ꎬ影
响角膜上皮的正常更新ꎬ从而出现角膜延迟愈合、新
生血管形成、角膜表面结膜化等病理改变[１]ꎮ 重度

ＬＳＣＤ 患者可使用间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬ ＭＳＣｓ)的方法重建受损眼表:经炎性细胞因

子预处理后的 ＭＳＣｓ 可增强旁分泌作用和免疫调节

功能来减轻组织损伤ꎬ达到治疗效果[２]ꎮ 肿瘤坏死

因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)作为促炎

因子ꎬ通过改变旁分泌因子的组成成分ꎬ增强 ＭＳＣｓ
的免疫抑制能力ꎬ达到角膜修复的目的[３]ꎮ 先前研

究发现ꎬ结膜下注射 ＴＮＦ￣α 诱导的骨髓间充质干细

胞条件培养基可显著减轻小鼠 ＬＳＣＤ 症状[４]ꎬ人脐

带间充质干细胞对 ＬＳＣＤ 是否有较好的治疗作用还

有待于进一步研究ꎮ 本研究通过角膜缘碱烧伤的方

式构建小鼠 ＬＳＣＤ 模型ꎬ利用 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ 和

ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 行结膜下注射ꎬ比较两组培养基注射

后对 ＬＳＣＤ 小鼠的修复和治疗作用ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 实验动物与主要试剂

实验动物为 ＳＰＦ 级雄性 ６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小

鼠ꎬ体重 ２０ ~ ３０ ｇꎬ共 ４８ 只ꎮ 实验动物饲养潍坊医

学院动物房ꎬ６ 只 /笼ꎬ实验期间自由饮水进食ꎮ 本

实验遵循«实验动物管理条例»ꎮ ＴＮＦ￣α、羊抗兔

ＩｇＧ(中国北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎻＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培养基

(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清(中国浙江天杭生

物科技股份有限公司)ꎻＡｎｔｉ￣ａｌｐｈａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
Ａｃｔｉｎ 抗体 (兔单克隆抗体 α￣ＳＭＡꎬ ａｂ１２４９６４)、
Ａｎｔｉ￣Ｍｕｃｉｎ ５ＡＣ 抗体ꎻ(兔单克隆抗体 Ｍｕｃ￣５ＡＣꎬ
ａｂ３６４９)(英国 ａｂｃａｍ 公司)ꎻ３ｋＤ 超滤离心管(美国

Ｍｉｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎻ眼科裂隙灯显微镜(日本 Ｔｏｐｃｏｎ 公

司)ꎻ生物组织包埋机(中国天津航空机电公司)ꎻ病
理石蜡切片机(中国江苏世泰实验器材有限公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ｈＵＣＭＳＣｓ 的培养及诱导

无菌条件下取足月生产新生儿脐带 １５ ｃｍꎬ去
除血管ꎬ剥离表皮ꎬ残余部分即为华通氏胶ꎬ在华

通氏胶上滴加微量 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 完全培养基ꎬ将其

剪成 １ ｍｍ３ 的组织块ꎬ采用组织块贴壁培养法进

行 ｈＵＣＭＳＣｓ 培养ꎮ 通过诱导 ｈＵＣＭＳＣｓ 分化成

骨细胞和成脂细胞ꎬ以鉴定其多向分化的能力ꎮ
准备细胞融合达 ７０％的第 ４ 代 ｈＵＣＭＳＣｓꎬ分为

ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 组(加入 ５ ｍＬ ＤＭＥＭ 低糖培养基)
和 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ 组(加入 ５ ｍＬ 浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ
的 ＴＮＦ￣α 完全培养基)ꎮ 培养 ４８ ｈ 后收集细胞上

清液ꎬ经超滤浓缩后ꎬ－８０ ℃冰箱冻存ꎬ以备结膜下

注射用ꎮ
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１.２.２　 小鼠分组、ＬＳＣＤ 模型建立及干预

实验动物在适应性饲养 １ 周并排除眼前节疾

患后随机分为 ４ 组ꎬ每组 １２ 只ꎬ分别是空白对照组

(Ｎ 组)、ＰＢＳ 注射阴性对照组(Ａ 组)、ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ
注射组(Ｂ 组)及 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ 注射组(Ｃ 组)ꎮ
实验组小鼠按 ０.０１ ｍＬ / ｇ 的剂量腹腔注射 ５％水

合氯醛溶液进行麻醉ꎬ右眼滴盐酸奥布卡因滴眼

液进行眼表麻醉ꎮ 制备内径为 ３ ｍｍ、外径为 ４ ｍｍ
的环形滤纸片并使用 ２ ｕＬ １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液充

分浸润ꎬ将滤纸片贴附于小鼠右眼角膜缘处ꎬ３０ ｓ
后去除ꎬ用生理盐水快速清洗眼表及结膜囊１ ｍｉｎꎮ
造模成功后 １ ｈ 行首次球结膜下注射ꎬ分别用微量

进样 针 抽 取 无 菌 ＰＢＳ 缓 冲 液、 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ、
ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ各 ８ μＬꎬ分别缓慢推注至 Ａ、Ｂ、Ｃ
组小鼠球结膜下ꎬ注射后用加替沙星眼用凝胶包

眼ꎮ 每天给药 １ 次ꎬ连续给药 ７ 天ꎮ
１.２.３　 角膜新生血管情况及角膜上皮缺损面积的

统计

在裂隙灯显微镜下观察造模后眼前段表现并拍

照ꎬ记录第 ７、２１ 天的角膜新生血管情况并评分ꎬ０
分表示角膜正常ꎻ１ 分表示周边 １ / ３ 角膜直径范围

内有新生血管ꎻ２ 分表示周边 ２ / ３ 角膜直径范围内

有新生血管ꎻ３ 分表示全角膜可见新生血管[５]ꎮ 评

分需经 ３ 人各自评定后取平均值ꎮ
分别于第 ３、７ 天对小鼠角膜行荧光素钠染色ꎬ

观察角膜上皮愈合程度ꎮ 用染色的面积评分×密度

评分计算得出角膜上皮荧光素染色评分ꎬ来定义角

膜上皮缺损面积大小ꎬ面积评分结果为ꎬ１ 分表示面

积小于 １ / ３ 角膜ꎻ２ 分表示面积介于 １ / ３ ~ ２ / ３ 角膜

之间ꎻ３ 分表示面积超过 ２ / ３ 角膜ꎮ 密度评分为:０
分表示无点状着染ꎻ１ 分表示密度稀疏ꎻ２ 分表示密

度中等ꎻ３ 分表示密度高且病变重叠[６]ꎮ 评分需经 ３

人各自评定后取平均值ꎮ
１.２.４　 免疫组织化学染色

分别于第 ７、２１ 天均随机选 Ａ、Ｂ、Ｃ 组小鼠各 ６
只取材ꎬ且对 Ｎ 组 ６ 只正常小鼠取材ꎮ 用麻醉过量

的方式处死小鼠ꎬ完整取下右眼眼球ꎬ４ ℃眼球固定

液中固定ꎬ按标准流程脱水处理ꎬ制备厚度为 ４ μｍ
的石蜡切片ꎮ 各组取石蜡切片进行抗原修复ꎬ消除

过氧化物酶活性ꎬ羊血清封闭ꎬ分别加入一抗兔单克

隆抗体 α￣ＳＭＡ 和Ｍｕｃ￣５ＡＣ(稀释 １ ∶２００)ꎬ在 ４ ℃湿

盒中孵育过夜ꎬ加入相应的二抗孵育ꎬ滴加 ＤＡＢ 显

色ꎬ苏木素复染ꎬ封片ꎬ随机选择 ５ 个高倍视野拍照

记录ꎮ 对角膜 α￣ＳＭＡ、 Ｍｕｃ￣５ＡＣ 阳性染色运用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算平均光密度值( ＩＯＤ / ａｒｅａ)ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２６.０ 及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 进行分析ꎮ
非正态分布的计量资料用 Ｍ(Ｑ２５ꎬＱ７５)表示ꎬ组间

多重比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验ꎬ组间两两比

较采用 Ｄｗａｓｓ￣Ｓｔｅｅｌ￣Ｃｒｉｔｃｈｌｏｗ￣Ｆｌｉｇｎｅｒ 方法ꎮ 正态分

布的计量资料(平均光密度值)用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ检验方

差齐性后采用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验进行组间多重

比较ꎬ应用 ＬＳＤ￣ｔ 法进行组间两两比较ꎮ 检验水准

α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＬＳＣＤ 造模观察

ＬＳＣＤ 造模后即刻见小鼠角膜缘血管扩张ꎬ与
滤纸环接触的区域角膜水肿明显ꎻ造模后第 １ 天出

现大范围角膜上皮缺失ꎬ伤及前弹力层ꎬ深达基质

层ꎬ角膜缘血管明显扩张充血(图 １Ａ)ꎻ造模后第 ３
天ꎬ角膜缘缺血苍白ꎬ角膜基质水肿(图 １Ｂ)ꎻ造模

后第 ７ 天ꎬ角膜缘新生血管长入ꎬ角膜混浊ꎬ出现角

膜结膜化(图 １Ｃ)ꎮ

图 １　 造模后第 １、３、７ 天小鼠角膜情况
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｄａｙｓ １ｓｔꎬ ３ｒｄꎬ ａｎｄ ７ｔｈ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

２.２　 角膜新生血管评分

ＬＳＣＤ 造模后第 ７、２１ 天裂隙灯下观察各组角

膜新生血管情况ꎬ结果见图 ２ꎮ 第 ７ 天ꎬ对照组小

鼠角膜透明ꎬＡ 组小鼠角膜缘见较多新生血管长
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入ꎬ部分可及 ２ / ３ 角膜直径ꎬＢ 组小鼠角膜缘少量

毛刷样新生血管长入ꎬ小于 １ / ３ 角膜直径ꎬＣ 组小

鼠角膜缘充血明显ꎬ少数可见角膜缘有极少量分

布稀疏的新生血管ꎮ Ａ、Ｂ、Ｃ 组角膜新生血管评分

分别为 １.８４(１ꎬ２)、０.６７(０ꎬ１)、０(０ꎬ０.６７)分ꎬ组
间两两比较均具有统计学意义(Ｈ ＝ １３.１２１ ６ꎬＰ ＝

０.００１ ４)ꎻ第 ２１ 天ꎬＡ 组小鼠可见粗大的新生血管

遮盖瞳孔区ꎬＢ 组小鼠角膜缘细长的新生血管向

角膜中央长入ꎬＣ 组小鼠有少量血管突破角膜缘

长入角 膜ꎮ Ａ、 Ｂ、 Ｃ 组 评 分 分 别 为 ３ ( ３ꎬ ３ )、
２(１.３４ꎬ２)、１.５(１ꎬ２)分ꎬ组间两两比较均具有统

计学意义(Ｈ ＝ １５.１５８ ５ꎬＰ<０.００１)ꎮ

图 ２　 小鼠 ＬＳＣＤ 造模后第 ７、２１ 天裂隙灯下观察角膜新生血管
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｓａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｌｉｔ ｌａｍｐ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

２.３　 角膜上皮缺损面积评分

分别于 ＬＳＣＤ 造模后第 ３、７ 天测定各组角膜

上皮缺损面积ꎬ结果见图 ３ꎮ 第 ３ 天ꎬ对照组小鼠

角膜上皮完整无缺损ꎬＡ、Ｂ、Ｃ 组可见不同程度的

角膜上皮缺损ꎬＡ 组小鼠全角膜上皮缺损ꎬ染色密

度高ꎬＢ、Ｃ 组角膜上皮均呈大片团块状缺损ꎮ
Ａ、Ｂ、Ｃ组角膜上皮缺损面积评分分别为 ９( ８.５ꎬ
９)、９(６.５ꎬ９)、９(６ꎬ９)分ꎬ组间比较无统计学意义

(Ｈ ＝ １.３７１ ７ꎬＰ ＝ ０.５０３ ７)ꎻ第 ７ 天ꎬＡ 组小鼠角膜

上皮缺损面积大于 ２ / ３ 角膜ꎬ染色密度高ꎬＢ 组角

膜上皮呈片状缺损ꎬ缺损面积约 １ / ２ 角膜ꎬ染色密

度中等ꎬＣ 组小鼠角膜小片状缺损ꎬ缺损面积小于

１ / ２ 角膜ꎬ染色密度稀疏ꎮ Ａ、Ｂ、Ｃ 组评分分别为

５(４ꎬ６)、３(１.８４ꎬ４)、２(１.５ꎬ２)分ꎬ组间两两比较均

具有统计学意义(Ｈ ＝ １４.８９２ １ꎬＰ<０.００１)ꎮ

图 ３　 小鼠 ＬＳＣＤ 造模后第 ３、７ 天荧光素钠染色后观察角膜上皮缺损
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ３ｒｄ ａｎｄ ７ｔｈ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ
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２.４　 角膜免疫组织化学染色测定结果

２.４.１　 α￣ＳＭＡ 的表达

α￣ＳＭＡ 是角膜纤维化的标志ꎬ伤口愈合后

α￣ＳＭＡ即停止表达ꎮ 正常对照组无 α￣ＳＭＡ 的表

达ꎮ 在 ＬＳＣＤ 造模后第 ７ 天、第 ２１ 天ꎬＡ、Ｂ、Ｃ 各组

均有不同程度的 α￣ＳＭＡ 表达(图 ４)ꎮ 虽然 Ｃ 组与

Ｂ 组相比无统计学意义ꎬ但呈现出 Ｃ 组较 Ｂ 组减少

的趋势(表 １)ꎮ

图 ４　 小鼠 ＬＳＣＤ 造模后第 ７、２１ 天免疫组织化学染色法检测角膜组织中 α￣ＳＭＡ(箭头所示)表达
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣ＳＭＡ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ

ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

表 １　 小鼠 ＬＳＣＤ 造模后角膜基质 α￣ＳＭＡ 平均光密度值
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｅａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ α￣ＳＭＡ ａｆｔｅｒ ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ

时间 Ａ 组 Ｂ 组 Ｃ 组 Ｆ Ｐ
第 ７ 天 ０.３１１±０.０４９ ０.２５５±０.０２８ ０.２４０±０.０３２ ８.１２９ ０.００２
第 ２１ 天 ０.３２０±０.０５９ ０.２４１±０.０２９ ０.２１８±０.０３２ １２.７７８ <０.００１

２.４.２　 Ｍｕｃ￣５ＡＣ 的表达

结膜上皮细胞富含杯状细胞且高度血管化ꎬＭｕｃ￣
５ＡＣ 是由结膜杯状细胞分泌的ꎬ可通过检测Ｍｕｃ￣５ＡＣ

来证明结膜上皮在角膜的生长ꎮ 正常对照组无

Ｍｕｃ￣５ＡＣ的表达ꎮ 在 ＬＳＣＤ 造模后 ７、２１ ｄꎬＡ、Ｂ、Ｃ 各

组均有不同程度的Ｍｕｃ￣５ＡＣ 表达(图 ５ꎬ表 ２)ꎮ

图 ５　 小鼠 ＬＳＣＤ 造模后第 ７、２１ 天免疫组织化学染色法检测角膜组织中 Ｍｕｃ￣５ＡＣ(箭头所示)表达
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｕｃ￣５ＡＣ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ

ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

表 ２　 小鼠 ＬＳＣＤ 造模后 Ｍｕｃ￣５ＡＣ 平均光密度值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｕｃ￣５ＡＣ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ＬＳＣＤ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ

时间 Ａ 组 Ｂ 组 Ｃ 组 Ｆ Ｐ
第 ７ 天 ０.０３０±０.００３ ０.０３０±０.００２ ０.０２９±０.００２ ０.４９５ ０.６９１
第 ２１ 天 ０.３１４±０.０４５ ０.２３３±０.０２２ ０.１７１±０.０２２ ３１.１９５ <０.００１
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３　 讨　 论

ＬＳＣＤ 是由于角膜缘干细胞数量减少(和)或功

能下降而导致角膜缘干细胞正常动态平衡不能维持

的眼表疾病[７]ꎬＬＳＣＤ 的体征主要包括角膜结膜化、
血管化、瘢痕化ꎬ眼表新生血管形成等[８￣９]ꎮ 眼表外

用 ＮａＯＨ 制备碱烧伤处理的 ＬＳＣＤ 模型是现有的标

准方案[１０]ꎬ当碱烧伤方式处理角膜缘干细胞后ꎬ其
屏障功能被破坏ꎬ会出现结膜组织向角膜中央迁移

的结膜化过程ꎬ这被认为是 ＬＳＣＤ 的标志[１１]ꎮ 在本

研究中ꎬＬＳＣＤ 小鼠在造膜后第 ７ 天即发生角膜缘

新生血管长入ꎬ角膜混浊ꎬ免疫荧光染色显示角膜组

织中 α￣ＳＭＡ 及 Ｍｕｃ￣５ＡＣ 的表达均明显增多ꎬ表明

出现角膜结膜化ꎬＬＳＣＤ 模型建立成功ꎮ
角膜移植是治疗 ＬＳＣＤ 最有效的方法ꎮ 但目前

由于供体组织缺乏、培养后的角膜缘干细胞发生变

化等一系列问题ꎬ仍是临床亟待解决的难题ꎮ 间充

质干细胞常见的来源包括骨髓、脂肪组织、牙髓等ꎬ
该来源具有一定的侵入性ꎬ且相对具有伦理问

题[１２]ꎬｈＵＣＭＳＣｓ 的获得方式简单、无创ꎬ可冷冻保

存以供后续使用[１３]ꎬ且相比于其他来源的干细胞具

有更强的增殖能力、免疫调节活性及可塑性[１３]ꎮ 研

究证明ꎬｈＵＣＭＳＣｓ 可促进角膜上皮细胞和角膜缘

干细胞的增殖[１４]ꎬ抑制碱烧伤后角膜炎症[１５]ꎬ加速

角膜伤口愈合ꎮ 研究发现 ｈＵＣＭＳＣｓ 可以通过抗纤

维化来减少角膜瘢痕形成ꎬ提高角膜透明度[１６]ꎬ从
而缓解 ＬＳＣＤ 症状ꎮ 本实验中ꎬｈＵＣＭＳＣｓ 处理后

的 α￣ＳＭＡ 表达减少ꎬ表明了 ｈＵＣＭＳＣｓ 在 ＬＳＣＤ 中

起到了抗纤维化的作用ꎮ
ｈＵＣＭＳＣｓ 的治疗效果归功于其分泌的因子ꎬ

ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 可以通过一个已建立完成的细胞系ꎬ
在急性损伤时快速提供旁分泌因子ꎬ增强治疗效果ꎬ
提供一种“及时的” 替代异体干细胞治疗[１７]ꎮ 而

且ꎬ使用 ＭＳＣｓ￣ＣＭ 注射相比于 ＭＳＣｓ 注射安全性

更高[１８]ꎮ ＭＳＣｓ￣ＣＭ 的优点在于可快速分泌因子、
可长期储存且无功效损失、较少的伦理问题等ꎬ并
得到了国内外研究人员的广泛关注[１９] ꎮ 本研究发

现ꎬ与阴性对照组相比ꎬｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 注射治疗组

角膜新生血管减少、角膜上皮缺损面积减小ꎬ表明

ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 结膜下注射对 ＬＳＣＤ 具有一定的修

复作用ꎮ
静息状态的间充质干细胞具有较低的免疫调节

活性ꎬ而炎症因子刺激的间充质干细胞可分泌大量

的可溶性介质ꎬ并发挥其充分的免疫抑制潜能[２０]ꎮ
ＴＮＦ￣α 作为炎症因子的代表ꎬ其刺激后的 ＭＳＣｓ 可

增强其组织修复能力[２１]ꎮ 据研究ꎬ２０ ｎｇ / ｍＬ 浓度

的 ＴＮＦ￣α 诱导细胞ꎬ并不会引起细胞坏死、加速凋

亡、改变形态学ꎬ其生物学特性和生长情况也未影

响[２２]ꎬＴＮＦ￣α 可以刺激 ＭＳＣｓ 中 ＴＳＧ￣６ 的表达ꎬ
ＴＳＧ￣６ 在减少角膜伤口的炎症和疤痕方面具有重要

作用ꎬ是 ＭＳＣｓ 发挥免疫调节的生物标志物[２３]ꎮ 此

外ꎬＴＮＦ￣α 可以直接诱导人角膜上皮细胞中 ＴＳＧ￣６
的表达来促进角膜恢复[２４]ꎮ ＴＮＦ￣α 也可以通过增

加 ＩＤＯ、ＰＧＥ２、ＴＧＦ￣β１ 等免疫因子的表达进而加强

ｈＵＣＭＳＣ 免疫调节能力[２５]ꎮ 在本实验中ꎬｈＵＣＭＳＣ￣
ＣＭＴ 治疗组较 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭ 治疗组在促进角膜上

皮修复、减少角膜新生血管生成以及减少基质成纤

维细胞增生方面具有更明显的效果ꎬ但其具体的作

用机制仍需要进一步实验研究ꎮ
本实验成功将 ｈＵＣＭＳＣ￣ＣＭＴ 通过结膜下注射

的给药方式应用于小鼠 ＬＳＣＤ 的治疗ꎬ并取得显著

的治疗效果ꎬ有望为临床治疗 ＬＳＣＤ 提供有价值的

理论基础ꎮ
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ＩＬ￣１Ｒａ ａｃｔｉｖｉｔｙ[Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ２１(１): １３０￣
１４１. ｄｏｉ:１０.１１１１ / ｊｃｍｍ.１２９４７

[４] Ｄｉ ＧＨꎬ Ｑｉ Ｘꎬ Ｘｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｃｒｅ￣
ｔｏｍｅ ｆｒｏｍ ＴＮＦ￣α ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｆｉ￣
ｃｉｅｎｃｙ[ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０２１ꎬ １４ ( ２): １７９￣１８５.
ｄｏｉ:１０.１８２４０ / ｉｊｏ.２０２１.０２.０１

[５] Ｓａｃｃｈｅｔｔｉ Ｍꎬ Ｒａｍａ Ｐꎬ Ｂｒｕｓｃｏｌｉｎｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ: ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｌｉｍｉｔｓꎬ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃ￣
ｔｉｖｅｓ[ Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｉｎｔꎬ ２０１８: ８０８６２６９. ｄｏｉ:１０.１１５５ /
２０１８ / ８０８６２６９

[６] Ｏｈ ＪＹꎬ Ｋｉｍ ＭＫꎬ Ｓｈｉｎ ＭＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ａｎｄ ａｎｔｉ￣ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｏｒ￣
ｎｅａｌ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｊｕｒｙ[ Ｊ] . Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌｓꎬ ２００８ꎬ ２６(４): １０４７￣１０５５. ｄｏｉ:１０.１６３４ / ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ.
２００７￣０７３７

[７] Ｄｅｎｇ ＳＸꎬ Ｂｏｒｄｅｒｉｅ Ｖꎬ Ｃｈａｎ ＣＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｏｂａｌ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ
ｏｎ ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎꎬ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｓｔａｇｉｎｇ ｏｆ
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３９ꎬ Ｎｏ.３ꎬ ２０２５

ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ[ Ｊ] . Ｃｏｒｎｅａꎬ ２０１９ꎬ ３８(３):
３６４￣３７５. ｄｏｉ:１０.１０９７ / ＩＣＯ.００００００００００００１８２０

[８] 李典睿ꎬ 周善璧. 角膜缘干细胞研究新进展[Ｊ] . 国际眼

科杂志ꎬ ２０１９ꎬ １９(１): ６３￣６５. ｄｏｉ:１０.３９８０ / ｊ. ｉｓｓｎ.１６７２￣
５１２３.２０１９.１.１３
ＬＩ Ｄｉａｎｒｕｉꎬ ＺＨＯＵ Ｓｈａｎｂｉ. Ｌａｔｅｓｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｅｓ ｏｆ ｌｉｍｂａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ[ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｅｙｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１９ꎬ １９(１):
６３￣６５. ｄｏｉ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２￣５１２３.２０１９.１.１３

[９] 梁庆丰ꎬ 王乐滢. 解读角膜缘干细胞缺乏诊疗的国际共

识[Ｊ] . 中华眼科杂志ꎬ ２０２１ꎬ ５７(２): ９５￣９９. ｄｏｉ:１０.
３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｃｎ１１２１４２￣２０２００８１６￣００５３７
ＬＩＡＮＧ Ｑｉｎｇｆｅｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｌｅｙｉｎｇ. Ａｎ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ｇｌｏｂａｌ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｍ￣
ｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌ￣
ｍｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ５７ ( ２ ): ９５￣９９. ｄｏｉ: １０. ３７６０ / ｃｍａ. ｊ.
ｃｎ１１２１４２￣２０２００８１６￣００５３７

[１０] Ｋｅｔｈｉｒｉ ＡＲꎬ Ｒａｊｕ Ｅꎬ Ｂｏｋａｒａ ＫＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎬ
ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＬＳＣＤ: Ｖａｌ￣
ｉｄａｔｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ａｌｋａｌｉ ｂｕｒｎｓ[ Ｊ] . Ｅｘｐ
Ｅｙｅ Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ １８５: １０７６６５. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｅｘｅｒ.２０１９.
０５.００５

[１１] Ｎａｋａｍｕｒａ Ｔꎬ Ｉｎａｔｏｍｉ Ｔꎬ Ｓｏｔｏｚｏｎｏ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｒｕｍ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｖｅｒｅ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒ￣
ｆａｃｅ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ ] . Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １１３ ( １０ ):
１７６５￣１７７２. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｏｐｈｔｈａ.２００６.０４.０３０

[１２] Ｓａｌｅｈ Ｒꎬ Ｒｅｚａ ＨＭ. Ｓｈｏｒｔ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｃｏｒｄ ｌｉｎｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒꎬ ２０１７ꎬ ８(１): ２２２.
ｄｏｉ:１０.１１８６ / ｓ１３２８７￣０１７￣０６７９￣ｙ

[１３] Ａｚｍｉ ＳＭꎬ Ｓａｌｉｈ Ｍꎬ Ａｂｄｅｌｒａｚｅｇ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉ￣
ｃａｌ ｃｏｒｄ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ: ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ
ｆｏｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄꎬ
２０２０ꎬ １５(３): １３８１￣１３９７. ｄｏｉ:１０.２２１７ / ｒｍｅ￣２０１９￣０１０３

[１４] Ｓｒｉｒａｍｕｌｕ Ｓꎬ Ｂａｎｅｒｊｅｅ Ａꎬ Ｄｉ Ｌｉｄｄｏ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｃｉｓｅ ｒｅ￣
ｖｉｅｗ ｏｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ (ＵＣ￣ＭＳＣｓ) [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｈｅｍａｔｏｌ Ｏｎｃｏｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ
Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ １２(３): ２３０￣２３４

[１５] Ｋａｃｈａｍ Ｓꎬ Ｂｈｕｒｅ ＴＳꎬ Ｅｓｗａｒａｍｏｏｒｔｈｙ ＳＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕ￣
ｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｒｅｐａｉｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌｓꎬ ２０２１ꎬ
１０(５): １２５４. ｄｏｉ:１０.３３９０ / ｃｅｌｌｓ１００５１２５４

[１６] Ｃｈｅｎ ＭＸꎬ Ｃｈｅｎ ＸＮꎬ Ｌｉ ＸＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｂｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ａｄ￣
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｏｃｕｌａｒ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ａｌｋａｌｉ ｂｕｒｎ
[Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓꎬ ２０２３ꎬ ４１(６): ５９２￣６０２. ｄｏｉ:１０.１０９３ /
ｓｔｍｃｌｓ / ｓｘａｄ０２７

[１７] Ｚｈａｎｇ Ｎꎬ Ｌｕｏ ＸＨꎬ Ｚｈａｎｇ ＳＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｂｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α ｐｒｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ａｎｔｉ￣
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｏｃｕｌａｒ ａｌｋａｌｉ ｂｕｒｎｓ[ Ｊ] .
Ｇｒａｅｆｅｓ Ａｒｃｈ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０２１ꎬ ２５９ ( ４):
９２９￣９４０. ｄｏｉ:１０.１００７ / ｓ００４１７￣０２０￣０５０１７￣８

[１８] Ｒａｓｉａｈ ＰＫꎬ Ｊｈａ ＫＡꎬ Ｇｅｎｔｒｙ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓａｆｅｔｙ
ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｒｅｐｏｒｔ ｏｎ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ａｄｉｐｏｓｅ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ ｏｎ ｖｉｓｕａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ
ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ [ Ｊ ] . Ｔｒａｎｓｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０２２ꎬ １１
(１０): １. ｄｏｉ:１０.１１６７ / ｔｖｓｔ.１１.１０.１

[１９] Ｂｏｕｃｈｅ Ｄｊａｔｃｈｅ ＷＨꎬ Ｚｈｕ ＨＭꎬ Ｍａ ＷＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ /
ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ ａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｏｐｔｉｏｎ ｆｏｒ ｏｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ[Ｊ] .
Ｒｅｇｅｎ Ｍｅｄꎬ ２０２３ꎬ １８ ( １０): ７９５￣８０７. ｄｏｉ: １０. ２２１７ /
ｒｍｅ￣２０２３￣００８９

[２０] Ｌｉ ＷＱꎬ Ｌｉｕ ＱＱꎬ Ｓｈｉ ＪＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＴＮＦ￣α ｉｎ
ｔｈｅ ｆａｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｏｆ ｍｅｓ￣
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ￣
ｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０２３ꎬ １４: １０７４８６３. ｄｏｉ:１０.
３３８９ / ｆｉｍｍｕ.２０２３.１０７４８６３

[２１] Ｂｒｏｅｋｍａｎ Ｗꎬ Ａｍａｔｎｇａｌｉｍ ＧＤꎬ ｄｅ Ｍｏｏｉｊ￣Ｅｉｊｋ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.
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