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大鼠视网膜干细胞的增殖和多向分化** 
余德立1，余资江2 

Proliferation and multi-differentiation of retinal stem cells in rats    

Yu De-li1, Yu Zi-Jiang2 

Abstract 
BACKGROUND: Domestic studies on in vitro isolation and identification of retinal stem cells are still in the preliminary exploration 
stage. 
OBJECTIVE: To isolate, culture and identify the retinal stem cells from newborn rats in vitro and to investigate the cell 
multi-differentiation capacity.  
METHODS: The cells derived from the ciliary marginal zone (CMZ) of newborn 24-hour SD rats were isolated and cultured in vitro. 
The proliferating capacity and differentiating properties of the cultured cells were studied by using immunocytochemistry 
methods.  
RESULTS AND CONCLUSION: The isolated cells derived from CMZ cultured in serum-free medinum could give rise to neural 
spheres in the presence of basic fibroblast growth factor and epidermal growth factor. These cells could proliferate successively 
and generate secondary neural spheres, thus displaying potential to self-renew. These neural spheres could be expanded for up 
to 8 passages and could express constantly the neuroectodermal marker Nestin and Chx-10, a retinal stem cell marker, showing 
the undifferentiated stem cells properties in vitro. Analysis of the differentiation potential of the cultured cells in vitro showed that 
the cultured cells derived from CMZ were multipotential. Upon withdrawal of basic fibroblast growth factor and epidermal growth 
factor, and by addition of serum, the stem cells expressed cell type specific markers corresponding to neurons and glia, such as 
NSE, GFAP, Opsin, PKC, and β-tubulin. 
 
Yu DL, Yu ZJ. Proliferation and multi-differentiation of retinal stem cells in rats.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(6): 
1015-1018.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：国内对视网膜干细胞的体外分离培养及鉴定仍处于初步探索阶段。 
目的：体外分离、培养及鉴定新生大鼠视网膜干细胞，探讨其多向分化潜能。 
方法：用神经干细胞无血清培养方法分离和培养新生 24 h 的 SD 大鼠睫状体细胞，第 6 代视网膜干细胞经胎牛血清诱导分

化，应用免疫细胞化学方法检测视网膜干细胞的分化特性。 
结果与结论：体外培养的细胞球具有连续克隆能力，Nestin 抗原阳性，BrdU 标记结果显示悬浮细胞团主要由分裂增殖的

细胞组成，并表达胚胎发育早期视网膜内原始细胞的特异性抗原 Chx-10；诱导分化后的细胞表达星形胶质细胞特异性标志

物 GFAP、神经元特异性标志物 NSE、感光细胞标志物 Opsin、双极细胞特异性抗原 PKC 和节细胞特异性抗原 β-tubulin，
实验初步证实培养的视网膜干细胞具有神经干细胞特性，能自我更新和增殖分化成为感光细胞类型的细胞。 
关键词：视网膜干细胞；细胞培养；无血清；细胞分化；大鼠 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.06.015 
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0  引言 
 

视网膜变性疾病如年龄相关性黄斑变性、视

网膜色素变性、Stargardt病等已成为世界范围内

的主要致盲眼病之一，此类疾病发生机制复杂，

感光细胞的丧失和凋亡是视网膜变性的共同特

征，造成永久性的视力丧失。目前在这类疾病的

治疗中感光细胞的再生和视功能重建等根本问

题一直未能取得突破性进展[1]。 
近年来发现哺乳动物的睫状缘区(Ciliary 

marginal zone，CMZ)存在视网膜干细胞(retinal 
stem cells，RSCs)[2-3]，其在体外培养、分化与

移植方面的研究为有效治疗致盲性眼病带来了

希望[4]。本实验拟在体外分离培养新生SD大鼠

睫状缘区视网膜干细胞，探讨其多向分化潜能，

以期为视网膜变性疾病的细胞移植提供实验基

础。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外实验。 
时间及地点：于2010-10/2011-06在贵阳

医学院人体解剖学实验室完成。 
材料：  
实验动物：新生24 h内的SD大鼠20只，由贵

阳医学院实验动物中心提供，合格证号：SCXK 
(黔)2002-0001。实验过程中对动物的处置参照

国家科学技术部2006年发布的《关于善待实验

动物的指导性意见》。 
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实验方法： 

SD大鼠睫状缘区的分离及培养：新生24 h内的

SD大鼠，断颈处死后，置于体积分数为75%乙

醇中消毒5 min，取出眼球，浸泡于D-Hank’s液
中，在解剖显微镜下，首先剔除眼球外组织及

视神经，在角巩膜缘后3.0~4.0 mm处环形剪开

眼球，仔细去除晶状体、玻璃体及视网膜，取

出睫状体组织，置于另一清洁玻璃皿内，剪碎，

胶原酶(100 U/mL)消化1 h后，0.25%胰酶消化

15 min。200目不锈钢滤网过滤，制成单细胞悬

液。采用锥虫蓝染色细胞计数后以5×107 L-1浓

度接种于25 mL培养瓶，完全培养基成分为：

DMEM/F12 (1∶1)、1% B27、bFGF (20 μg/L)、
EGF(10 μg/L)，于37 ℃、体积分数为5%CO2

细胞培养箱中培养。培养7~9 d 后，原代悬浮细

胞团传代，以后每隔5~7 d传代1次。传代方法：

首先胶原酶消化1 h ，然后用无菌注射器(带5号
针头)反复吹打，以1∶2 或1∶3的比例传代。 

BrdU 标记：将BrdU溶于DMEM/F12(1∶1)，
过滤除菌后备用。第4，7代细胞传代完成后，

培养瓶内加入BrdU，其终浓度为5 μmol/L。培

养5 d的第5，8代细胞团行FITC免疫荧光检测。

方法：40 g/L多聚甲醛PB液固定20 min，PBS
冲洗。0.4%Triton X-100处理30 min，冲洗，细

胞涂片，冷风吹干。滴加兔抗BrdU IgG (1 80)∶ ，

按照博士德公司SABC-FITC 染色系统染色，荧

光显微镜观察。 
Nestin 免疫荧光鉴定：培养5 d的第5，8代细

胞团行Nestin免疫荧光检测。方法：取出玻片

后以0.1 mol/LPBS 冲洗后，40 g/L多聚甲醛PB
液固定20 min，以PBS冲洗5 min×3次，0.4% 

Triton X-100处理30 min，PBS冲洗，加入血清

室温封闭20 min，倾去血清，加入免抗Nestin 
IgG(1∶100)孵育过夜(4 )℃ ，PBS洗3次，每次

5 min。空白对照用PBS代替一抗。加入

SABC-Cy3，避光室温放置30 min，0.1 mol/L 
PBS洗3次，每次5 min，缓冲甘油封固，荧光

显微镜下观察并照相。 
Chx-10 免疫荧光鉴定：培养5 d的第5，8代

细胞团行Chx-10免疫荧光检测。滴加兔抗

Chx-10，过夜。PBS冲洗，吹干。滴加即用型

羊抗兔IgG-FITC，60 min，PBS冲洗，50%缓

冲甘油封固，荧光显微镜观察。 
胎牛血清诱导细胞分化及鉴定：选取第6代细

胞，离心、冲洗，重新接种于培养瓶，培养条

件：DMEM/F12+体积分数为5%胎牛血清。 7 d 
后，大部分细胞集落经血清诱导形成放射状贴

壁生长的分化细胞。选取1瓶细胞用0.25%的胰

酶消化、冲洗，均匀接种于6孔板中(预置有多聚

赖氨酸处理过的盖玻片)，接种浓度5×107 L-1，

培养条件不变。2 d后，收集长有细胞的盖玻片，

分别进行下列鉴定：抗NSE、抗GFAP、抗

Opsin、抗β-tubulin、抗PKC免疫细胞或免疫荧

光染色(方法同抗BrdU荧光染色)。以上实验均

用0.01 mol/L PBS 替代一抗设阴性对照。 
主要观察指标：①体外培养视网膜干细胞

的形态学观察。②第8代培养的视网膜干细胞团

BrdU、Nestin、Chx-10免疫组化染色鉴定。③

细胞分化后NSE、GFAP及感光细胞标志物

Opsin、β-tubulin、PKC免疫细胞或免疫荧光染

色鉴定。 
   

2  结果 

 
2.1  体外培养细胞团的形态观察  原代细胞

培养48 h后，未见明显的细胞团形成，仍为折

光性强的单细胞。培养3 d后，可见悬浮的细胞

出现分裂现象，并可见到数量较少的细胞团

(2~8个细胞)形成。至第5天，仍可见到单个细

胞的分裂象，悬浮生长的细胞团形态增大、数

量增多。随着不断的适时传代，新生的细胞团

不断增多。到第8代，形成的细胞生长活力良好，

细胞折光性强，细胞团边缘的细胞界限清楚，

见图1a。随传代次数增加，某些细胞团内可发

现黑色或棕黄色色素细胞。第6代细胞诱导分化

7 d后，大部分细胞集落经血清诱导有细胞自细

胞团周围移出，形成放射状贴壁生长的分化细

胞，见图1b。

主要试剂 来源 

DMEM/F12(1∶1)培养液、B27、 
碱性成纤维细胞生长因子(basic
fibroblast growth factor，bFGF)
和表皮细胞生长因子(epidermal
growth factor，EGF)  

100 U/mL 青霉素和 100 mg/L 
链霉素  

胎牛血清  
抗 GFAP IgG、抗 β-tubulin IgG、 
抗 IgG-FITC、Ⅳ型胶原酶、 
胰蛋白酶、抗 PKC  

抗 Nestin IgG、抗 Chx-10 IgG、 
抗 NSE IgG、SABC-Cy3 免疫荧

光试剂盒  
BrdU 及抗 BrdU IgG  
抗 Opsin IgG   

美国 Gibco 公司 
 
 
 
 
北京华美生物工程公司 
 
杭州四季青 
美国 Sigma 公司 
 
 
武汉博士德公司 
 
 
北京中山公司 
福建迈新公司 
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2.2  细胞团的荧光检测结果  分别对BrdU、Nestin、
Chx-10抗原荧光染色，镜下可见不同培养阶段细胞团形

态不一，均为明亮荧光。阴性对照组无荧光显示。Nestin 
抗原SABC-Cy3染色显示红色荧光，BrdU、Chx-10抗原

IgG-FITC 染色显示绿色荧光，见图2。并且3种抗原表

达经多次分离传代后无明显衰减。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  分化细胞NSE、GFAP、Opsin、PKC、β-tubulin
抗原免疫细胞化学检测结果  分化细胞经常规苏木精-

伊红染色示神经元样细胞形态，细胞呈梭形、多极形，

见图3a；NSE是神经元特异性烯醇化酶，常作为鉴定神

经元的特异性标记，镜下可见较多细胞表达NSE，见图

3b；GFAP为胶质细胞纤维酸性蛋白，作为星形胶质细

胞的特异性标志物，在分化细胞中明显表达，诱导4周
后可见胶质细胞相互间连成片状，胞体较大，细胞核明

显，见图3c；Opsin为感光细胞中表达的视蛋白，可作

为鉴定感光细胞的特异性抗原。镜下阳性细胞数极少，

发红色荧光，见图3d；PKC在视网膜研究中常作为双极

细胞的特异性抗原。荧光显微镜下发现PKC阳性细胞形

态清晰，发红色荧光，见图3e。视网膜中β-tubulin可在

节细胞的胞体和轴突内特异表达，见图3f。以上细胞染

色和荧光检测的阴性对照均为阴性结果。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

3  讨论 
 
2000年加拿大科学家Tropepe等 [2]发现成年小鼠

睫状体边缘区的视网膜色素上皮层内存在视网膜干细

胞，为视网膜损伤或变性疾病的治疗带来了希望。从

神经发育上来看，来源于视杯内部的神经上皮层被认

为是哺乳动物眼发育中神经发生的位置。通过对睫状

体区视网膜干细胞的成功分离，显示了眼源性组织与

脑的某些部位的相似性，后者存在静止的神经干细胞

群，在特定生长因子作用下可增殖及自我更新[3,5]。本

实验显示，来自大鼠睫状缘区的分离细胞体外培养可

维持强烈的增殖潜能并表达神经干细胞特异性抗原

Nestin。经过多次传代，这种增殖潜能及Nestin的表达

无明显衰减。 
研究显示，神经干细胞体外培养必须依赖有丝分裂

a: Primary culture of passage 8 
retinal stem cells sphere 

Figure 1  Retinal stem cells cultured in vitro under inverted 
phase microscope (×200) 

图 1  体外培养的视网膜干细胞(倒置相差显微镜，×200) 

b: Retinal stem cells 
differentiated for 7 d 

a: BrdU-positive cell spheres 
(SABC-FITC ×200) 

Figure 2  Immunofluorescence-positive cell spheres of the 8th 
passage 

图 2  第 8 代培养细胞团的 BrdU、Nestin、Chx-10 免疫组
化染色鉴定 

b: Nestin-postive cell spheres 
(SABC-Cy3, ×200) 

c: Chx-10-positive cell spheres ( SABC-FITC, ×100) 

a: Hematoxylin-eosin staining 
of differentiated cells (×200) 

Figure 3  Immunocytochemical detection of retinal stem cells 
after induction of differentiation 

图 3  诱导分化后的视网膜干细胞 NSE、GFAP、opsin、PKC
和 β-tubulin 免疫细胞化学检测 

b: NSE-positive cells (SP, 
×200) 

c: GFAP-positive cells (SABC, 
×200) 

d: Opsin-positive cells 
(SABC-Cy3, ×200) 

e: PKC-positive cells 
(SABC-FITC, ×100) 

f: β-tubulin-positive cells 
(SABC, ×100) 
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原的持续刺激作用。有丝分裂原可模拟干细胞的体内环

境，在一定程度上维持干细胞的增殖及自我更新潜能。

bFGF和EGF是啮齿类动物神经干细胞的有丝分裂原，

这些神经干/前体细胞可来自胚胎视网膜、皮质、海马、

纹状体、脊髓以及室下区，bFGF在视网膜中的含量较

为丰富，对视网膜的神经元起支持营养作用，EGF可以

促进视网膜干细胞长期存活，bFGF除了可以支持营养

神经元细胞，还可促进细胞向一定方向分化。二者联合

可延缓细胞衰老，减少细胞分化，保持分裂能力[6-8]。本

实验显示在bFGF作用下来自睫状缘区的细胞培养8代
后，Nestin及Chx-10仍有较高表达，表达培养细胞仍然

维持较原始的未分化状态，另外可以看出培养细胞传代

后增殖及自我更新能力没有衰减。 
利用细胞在分裂增殖过程中可以吸收BrdU而合成自

身核苷酸的原理验证视网膜干细胞的增殖能力，结果显示

大部分细胞BrdU染色阳性，为分裂增殖而产生的新生细

胞，且在不断分裂增殖过程中依旧维持了这种能力[8]。 
Nestin属第Ⅳ类中间丝，是一个中等纤维骨架蛋白，

它的表达起始于神经胚形成时，当神经细胞的迁移基本

完成后，表达量开始下降，并随着神经细胞分化的完成

而停止表达，由于视网膜来源于神经外胚层，因此Nestin
的表达是检测视网膜干细胞的特异性标志。本实验发现

不管是原代还是传代培养细胞都呈Nestin阳性表达。考

虑这些细胞处于视网膜前体细胞向终末分化的中间阶

段，在此阶段这些细胞胞质内的神经元物异性抗体合成

尚未完成，因而细胞仍继续表达Nestin，具有分化潜能，

说明分离的细胞具有神经干细胞属性[9-10]。 
Chx-10是视网膜胚胎发育阶段原始细胞表达的特

异性标记，在视觉上皮的发育过程中，Chx-10严格地表

达在视泡或视杯可生成视网膜神经感觉区的部位，而在

视网膜色素上皮中则不表达，因此，Chx-10的表达说明

从睫状缘区分离的培养细胞具有视网膜细胞的特性，可

分化成视网膜各类神经元 [8,11-13]。实验发现增殖细胞

Chx-10 的表达均为阳性，且经多次传代荧光无明显衰

减。体外培养的视网膜干细胞在无外源性有丝分裂原并

添加血清时，可诱导细胞改变细胞周期增殖循环，进入

自主分化状态。 
Opsin是一种视蛋白，可作为视网膜感光细胞特异

性标志物，对第6代细胞采取血清诱导的方法使其贴壁

分化生长，分别检测了Opsin、β-tubulin、PKC呈阳性

表达[14-18]。这些具有增殖潜能及保持未分化的细胞可沿

着神经元及胶质细胞途径分化，并分别表达感光细胞、

节细胞及双极细胞的特异性抗原，说明分离培养的细胞

具有多向分化潜能。 
本实验成功分离培养了大鼠视网膜干细胞，初步证

实其具有自我更新和多向分化潜能，为后续实验提供了

实验依据。 
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