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成人眼小梁网内皮细胞具有干细胞/祖细胞的属性 
 
万尚韬，李永平，张  平，高欢欢，张文忻，林健贤(中山大学中山眼科中心，眼科学国家重点实验室，眼病理科，广东省广州市  510060) 

 
文章亮点： 
实验特点在于现有的研究大多是在体外进行实验证明小梁网的干细胞存在，仅凭现有研究认定此细胞为小梁

网干细胞理由并不充分，而实验结果显示小梁网内皮细胞均表达 nestin蛋白，说明小梁网内皮细胞均具有干
细胞/祖细胞的属性，小梁网 nestin蛋白阳性的内皮细胞相似于表达 nestin的血管内皮祖细胞。  
关键词： 
干细胞；培养；祖细胞；nestin；人眼；小梁网；分子标记物；免疫组化；内皮细胞；CD31；CD34 
主题词： 
干细胞；眼；内皮细胞；小梁网 
 
摘要 
背景：干细胞/祖细胞的研究为干细胞治疗疾病提供了可能，寻找正常人眼内小梁网干细胞/祖细胞，探究小梁
网干细胞的属性能为原发性开角型青光眼的干细胞/祖细胞治疗提供新的思路。  
目的：探索小梁网内皮干细胞/祖细胞的属性。 
方法：选取成人眼球 20例，其中 10例眼球标本来源于因急性外伤大失血死亡后摘除的眼球，眶内容物剜除
的眼球 7例，3例来源于眼后段黑色素瘤患者手术摘除眼球。所有标本行苏木精-伊红染色以及免疫组化染色
观察。 
结果与结论：小梁网内皮细胞中阳性表达 nestin，阴性表达凝血因子Ⅷ，CD31和 CD34，而角膜内皮细胞中
弱阳性表达 nestin，Schlemm 管内皮细胞未见 nestin 阳性表达，但凝血因子Ⅷ，CD31，CD34 均呈强阳性
表达。表明小梁网内皮细胞均具有干细胞/祖细胞的属性，小梁网 nestin蛋白阳性的内皮细胞相似于表达 nestin
的血管内皮祖细胞。 
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The stem/progenitor cell characteristics of trabecular meshwork endothelia cells in the 
adult human eye   

 

Wan Shang-tao, Li Yong-ping, Zhang Ping, Gao Huan-huan, Zhang Wen-xin, Lin Jian-xian (State Key 
Laboratory of Ophthalmology, Pathology Department, Zhongshan Ophthalmic Center, Sun Yat-sen 
University, Guangzhou 510060, Guangdong Province, China) 
 

Abstract 
BACKGROUND: The study of stem/progenitor cells provides the possibility of stem cell therapy, and 
identification and characterization of stem/progenitor cells in human trabecular meshwork can put new thoughts 
on treatment of primary open-angle glaucoma.  
OBJECTIVE: To study the characteristics of stem/progenitor cells in trabecular meshwork in the adult human 
eye.  
METHODS: Hematoxylin and eosin staining and immunohistochemistry staining of nestin, Factor VIII-related 
antigen, CD31 and CD34 were applied in 20 enucleated adult human eyes were selected, among which, 10 
normal eyes had enucleation due to sudden death for serious trauma, 7 eyes were from the patients who had 
orbital exenteration, and 3 eyes were diagnosed as posterior segment choroidal malignant melanoma.  
RESULTS AND CONCLUSION: The trabecular meshwork endothelial cells in the human eye were all positive for 
nestin, but negative for the other three anti-bodies. The corneal endothelial cells were weakly positive for nestin. 
Schlemm’s canal endothelial cells were negative for nestin, but strongly positive for the Factor VIII-related antigen, 
CD31 and CD34. These findings indicate that the trabecular meshwork endothelial cells in the human eye all 
express nestin with stem/progenitor cell characteristics, and they are similar to the vascular progenitor cells with 
nestin expression. 
 
Subject headings: stem cells; eye; endothelial cells; trabecular meshwork 
 
Wan ST, Li YP, Zhang P, Gao HH, Zhang WX, Lin JX. The stem/progenitor cell characteristics of trabecular 
meshwork endothelia cells in the adult human eye. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2014;18(14):2213-2218. 
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0  引言  Introduction 
干细胞/祖细胞的研究在近些年正如火如荼的进行，干

细胞/祖细胞治疗为当下很多疾病带来了治愈的曙光，干细
胞治疗的核心思想是利用干细胞来替代组织内因某些原因

(病理状态或者生理上的老化)所缺失或者受损的细胞[1]
。青

光眼是眼部第二大致盲眼病，其发病率仅次于白内障，但

青光眼是全球第一不可逆致盲眼病，各种原因引起的房水

流出路径受阻造成病理性的眼压升高
[2-4]
。青光眼的病变部

位多集中在房角处，以房角小梁网的改变为主。小梁网内

皮细胞随着年龄的增加，细胞密度逐渐下降，间质纤维化

增加，房水流出阻力增加，会引起眼压的升高；而在开角

型青光眼患者的小梁网内可见到小梁带纤维增生硬化，增

粗融合并可出现透明样变，小梁网内出现斑块，网孔变小

或者阻塞，小梁带内皮细胞变性脱落[5]
。青光眼的治疗方

法有：药物治疗，如：拟胆碱药物毛果芸香碱、β受体阻断
剂噻吗洛尔和倍他洛尔、前列腺素衍生物拉坦前列素、碳

酸酐酶抑制剂布林佐胺、脱水机甘露醇等，多种抗青光眼

的药物的出现能起到在一定程度上控制眼压的作用；手术

治疗，使用小梁切除、房水引流阀植入等方法降低升高的

眼压，解除房水流通的阻滞；以及其他的治疗方法如激光

小梁成形、Ex-Press微型引流器植入等[6-13]
。 

近些年随着干细胞的发现，研究者们提出可以使用干

细胞/祖细胞治疗青光眼的视神经损害，多数研究者希望通
过干细胞来保护或修复青光眼病理性高眼压损害的视网膜

神经节细胞
[14-16]
，也有人从原发性开角型青光眼的发病部

位-小梁网着手，尝试使用间充质干细胞修复受损的小梁网

组织
[17]
。在成人组织内残留的干细胞在创伤后能起到增殖及

修复的作用
[18]
。 

实验拟通过对20例正常人眼球标本行免疫组化染色，
探索成人眼球正常小梁网内皮细胞的干细胞/祖细胞属性。
现有国内外研究认为小梁网干细胞位于小梁网最前端靠近

Schwalbe’s 线附近，认为小梁网的干细胞属于间充质干细
胞

[19-20]
。nestin常被用来作为干细胞的标记物[21-24]

，有研究

发现在新生血管内皮内存在有nestin表达，认为nestin可作
为血管内皮祖细胞标记物

[25]
。因而实验使用免疫组化方法

检测人眼中nestin的表达，来探索人眼球小梁网内皮细胞
的干细胞属性。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：细胞学研究。 
时间及地点：实验于2013年11月20日完成于中山大学

中山眼科中心病理科。 
材料： 
组织材料：对中山大学中山眼科中心眼病理科眼球石

蜡标本复习苏木精-伊红染色切片，选取前房角开放、结构

清楚的成人眼球标本20例。20例眼球标本中：10例眼球标
本来源于因急性外伤大失血死亡后摘除的眼球，眶内容物

剜除的眼球7例，3例来源于眼后段黑色素瘤患者手术摘除
眼球。 

 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

苏木精-伊红染色观察正常人眼的形态：所有眼球标本

均采用连续切片，切片厚度约为4 μm。行苏木精-伊红染

色，石蜡切片脱蜡至水30 min，置Harris苏木精中染色    
10 min，1%盐酸乙醇中分化3 s，流水冲洗20 min，置伊
红染液中反应1 min，梯度乙醇脱水后使用石炭酸-二甲苯

脱水透明1 min，中性树胶封固，光学显微镜观察摄片。 
免疫组织化学染色观察正常人眼中nestin，CD31，

CD34和凝血因子Ⅷ的表达：所有眼球标本均采用连续切
片，切片厚度约为4 μm。免疫组织化学染色试剂盒中包含
有免疫组织化学二抗为辣根过氧化物酶标记抗小鼠/兔IgG
聚合物；免疫组织化学一抗为小鼠抗人nestin单克隆抗体
(1∶200)、小鼠抗人CD31单克隆抗体(1∶200)、小鼠抗人
CD34单克隆抗体(1∶200)和兔抗凝血因子Ⅷ多克隆抗体
(1∶200)。使用CD34抗体的组织使用110 ℃下枸橼酸钠抗
原修复2 min，使用CD31抗体的组织在EDTA(pH 9.0)中
110 ℃高温修复2 min，使用凝血因子Ⅷ抗体的组织选择
0.25%的胃蛋白酶消化液作抗原修复10 min，使用nestin
抗体的组织不做抗原修复；免疫组化一抗37 ℃孵育    
50 min；使用DAB溶液显色8 min，阴性对照使用PBS溶液
替代一抗，免疫组化4种抗体均以光学显微镜下观察到细胞
胞浆内出现棕黄色颗粒判定为染色阳性，着色强度按照阳

性细胞颜色判断：淡黄色为弱阳性，棕黄色为中等阳性，

棕褐色为强阳性，无着色为阴性。 
主要观察指标：成人眼球小梁网及邻近组织内nestin，

CD31，CD34和凝血因子Ⅷ的表达情况。 
 

2  结果  Results  
2.1  正常人眼球的房角结构  苏木精-伊红染色显示，所

有的眼球均可观察到子午线方向的眼球前房角结构，角膜

内皮完整，房角结构清楚，可见到小梁网为筛网状结构，

由小梁带交织围成网孔形状，近房水一侧的小梁网结构疏

松网眼较大，向外逐渐密集，近角巩膜侧的小梁网结构致

密网眼小；可见小梁网前端有3-5层小梁带，小梁带向后方
逐渐增多约可见到15-20层小梁带(图1A)。小梁网区域未
见到炎症细胞以及异常物质沉积，虹膜组织未见色素脱失

及粘连(图1B)。

免疫组化检测成人眼小梁网的内皮细胞使用的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

ElivisionTM plus试剂盒(KIT-9902)  加拿大Dako公司 

小鼠抗人nestin单克隆抗体，小鼠抗人CD31单克隆

抗体，小鼠抗人CD34单克隆抗体，兔抗凝血因子Ⅷ

多克隆抗体  

美国Biovision公司 

BX51型光学显微镜  Olympus 
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2.2  正常人眼中nestin，CD31，CD34和凝血因子Ⅷ的表
达  免疫组织化学染色显示，人眼小梁网内皮细胞nestin 
表达阳性而凝血因子Ⅷ，CD31，CD34表达阴性；角膜内
皮细胞nestin表达阳性，凝血因子Ⅷ，CD31，CD34表达
阴性；Schlemm管内皮细胞nestin表达阳性，凝血因子Ⅷ，
CD31，CD34表达强阳性(图2)；角膜实质层nestin，凝血
因子Ⅷ，CD31表达均为阴性，CD34表达强阳性(图3)。 

3  讨论  Discussion 
干细胞/祖细胞是能产生至少一种高度分化的子代细

胞，并具有无限或较长期的自我更新能力的细胞。在人体

发育不同阶段及成体不同组织内均发现干细胞的存在。干

细胞/祖细胞的最重要的特点就是能自我更新的能力，使其
在体内能够维持一定的数量。在以往的研究中在全身各种

组织内均发现有干细胞/祖细胞的存在，这些干细胞是组织

图 1  正常成人眼房角结构(苏木精-伊红染色) 
Figure 1  Normal anterior chamber angle of human adult eye (hematoxylin-eosin staining) 
图注：图 A中可见正常人眼房角中小梁网(★)，Schlemm管(▲)以及外上方的巩膜(黑色箭头)和下方的虹膜组织(红色箭头)(×100)；图 B中小梁
网(★)及 Schlemm管(▲)内未见异常物质沉积及炎症细胞(×200)。 

图 2  小梁网及 Schlemm管内皮细胞中 nestin，CD31和 CD34的表达(免疫组织化学染色，×200) 
Figure 2  The expression of nestin, CD31 and CD34 in endothelial cells of trabecular meshwork and Schlemm’s cannal in the adult human 
eye (immunohistochemistry staining, ×200) 
图注：图 A中小梁网内皮细胞(黑色箭头)及 Schlemm管内皮细胞(红色箭头)中 nestin表达均呈阳性；图 B中小梁网内皮细胞中 CD31表达阴
性，Schlemm管内皮细胞中 CD31表达强阳性(黑色箭头)；图 C中小梁网内皮细胞中 CD34表达阴性，Schlemm管内皮细胞中 CD34表达强
阳性(黑色箭头)。 

图 3  角膜内皮及角膜实质细胞中 nestin，CD31和 CD34的表达(免疫组织化学染色，×200) 
Figure 3  The expression of nestin, CD31 and CD34 in corneal endothelial cells and stromal keratocytes in the adult human eye 
(immunohistochemistry staining, ×200) 
图注：图 A中角膜内皮细胞 nestin表达呈阳性(黑色箭头)，角膜实质细胞 nestin表达阴性；图 B中角膜内皮细胞和角膜实质细胞中 CD31表达
阴性；图 C中角膜内皮细胞中 CD34表达阴性，角膜实质细胞中 CD34表达强阳性(黑色箭头)。 

A 

A B 

A B C
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内的一些未分化的细胞，能够在某些情况下分化为该组织

内的具有特定形态及功能的细胞，又叫做成体干细胞。成

人体内的干细胞往往存在于那些形成于胚胎时期、血管丰

富、位置隐蔽的区域。干细胞的发现为疾病的治疗提供了

一个新的方向
[26-31]
。 

在眼部，有很多组织的细胞是难以再生的，比如：视

网膜神经节细胞、角膜内皮细胞和小梁网内皮细胞。小梁

网的位置隐蔽，血管丰富，并且形成于胚胎时期，符合干

细胞所处的位置。Raviola[32]
在1982年发表文章报道其在小

梁网最前端靠近Schwalbe’s 线附近发现了一个环形的条
带样结构，该结构内的细胞形态与小梁网细胞和角膜内皮

细胞均不相同，这些细胞可能是小梁网的干细胞；之后人

们发现了在人眼房角处可能存在有小梁网干细胞，Acott[33]

在1989年观察发现，接受了激光小梁成型术的患者在术后
小梁部位细胞细胞坏死区出现了细胞增生，而在体外实验

中发现激光小梁成型术后细胞增生集中在靠近Schwalbe’s
线附近的非滤过区小梁网。其他研究者针对Schwalbe’s线
附近的小梁网干细胞进行了相关的研究，Nadri等[34]使用手

术取出人眼Schwalb’s线附近角巩膜环，包含Schwalb’s线
附近的小梁网以及部分角膜内皮，体外培养，得到CD105，
CD90，CD44，CD166阳性，CD34，CD45，CD31和CD133
阴性的细胞，他们认为小梁网的干细胞属于间充质干细胞。

另外，Tay等 [35]
使用类似Samad Nadri的方法也得到了

CD73，CD90和CD105阳性的间充质干细胞。Du等[36]
也使

用手术方法体外培养得到小梁网间充质干细胞后，使用荧

光DiO对培养的小梁网干细胞以及纤维母细胞染色标记，
之后将这些着色的小梁网干细胞及纤维母细胞分别注入小

鼠正常眼球前房，其观察到小梁网干细胞主要聚集在小梁

网处，在小梁网至少停留了4个月，而且检测到该细胞表达
小梁网标记蛋白CHI3L1蛋白，而纤维母细胞注入前房后主
要聚集在角膜内皮面、晶状体上皮表面以及小梁网区域，

并且并不表达CHI3L1，他们认为该分离出的小梁网干细胞
能够定向回归到小梁网部位，并分化为小梁网细胞。

McGowan等[37]在人眼球进行免疫荧光染色也证实了在小

梁网存在干细胞。Manuguerra-Gagné等[17]
将间充质干细

胞使用琥珀酰亚胺脂染色标记间充质干细胞示踪，发现间

充质干细胞在注入已使用激光光凝前房角组织的大鼠眼球

内，发现间充质干细胞能够恢复房角的结构，在组织形态

上修复的房角结构与未被光凝的眼内房角结构相似，但对

照组显示在没有注入间充质干细胞的激光光凝眼球光凝处

的房角被疤痕组织占据，并可见到色素细胞长入，该实验

小组还将间充质干细胞与小梁网细胞在体外共培养，使用

荧光染料标记间充质干细胞，他们发现间充质干细胞在与

小梁网细胞直接接触后并不会分化成小梁网内皮细胞。 
以上研究大多是在体外进行实验证明小梁网的干细胞

存在，由于以下原因并不能真正反映小梁网的客观情况：

体外培养的状态其实是一种模拟外伤的过程，并不能反映

体内真实的状况；角巩膜缘存在着多种干细胞，小梁网内

皮细胞尚缺乏特异性的标记物，鉴定培养的细胞为小梁网

干细胞非常的困难；分离培养的Schwalbe’s线上的细胞确
定为干细胞，该细胞可能是角膜内皮的干细胞，也不排除

为小梁网内皮干细胞，但仅凭现有研究认定此细胞为小梁

网干细胞理由并不充分。因此，何为小梁网内皮细胞的干

细胞仍然不清楚。 
近些年来， 干细胞分子标签的不断发现大大促进了干

细胞生物学及其临床转化应用的进展，例如胚胎干细胞分

子标记物：Oct-4、碱性磷酸酶、阶段特异性胚胎抗原等大
大促进了诱导干细胞技术的发展和应用

[38-41]
。现有的干细

胞标记物常为干细胞向某一方向特定分化后的细胞标记

物，如间充质干细胞标记物有nestin，CD73，CD105，
CD45，CD34，CD133等等[34-36]

。本研究直接应用人小梁

网组织来鉴定小梁网干细胞的可能分子标签。 
Nestin常被用来作为胚胎干细胞分化出来的祖细胞的

标记物
[42-45]
。通常nestin是作为神经干细胞的标记物，但研

究者们发现nestin可作为多种祖细胞的标记物[18]
。而且在

多种成体正常组织中存在有表达nestin蛋白的细胞，如：
视网膜干细胞、皮肤真皮来源的祖细胞、消化道caja间质
细胞、乳腺来源腺体干细胞等

[46-48]
。研究认为在成体内表

达nestin的细胞属于干细胞/祖细胞群体[18]
。nestin是一个

大于1 600个氨基酸残基的中间丝蛋白，其在成熟分化好的
神经细胞内常常不表达

[49-50]
。现发现在新生血管内皮细胞

内nestin蛋白阳性表达[51-52]
，Mokrý等[53]

研究发现鼠的胚胎

的所有血管内皮均表达nestin蛋白，而且在分化成熟血管
内皮中不表达nestin。血管的生成主要是在血管内皮生长
因子等因子的作用下血管母细胞形成初级血管丛再在血管

生成1等因子影响下血管丛出芽形成不完整的管腔，之后血
管壁逐渐完整在血小板衍生生长因子的作用下间充质干细

胞分化为血管周围平滑肌细胞或者血管周细胞，头部的间

充质干细胞文献报道是由神经嵴细胞分化而来，但血管内

皮细胞仍然是由来自中胚层的血管母细胞分化而来，在脉

管生成早期血管内皮生长因子结合内皮中血管内皮生长因

子受体3还能诱导血管内皮向淋巴管内皮分化[54]
。Abdul 

Rahman等[55]
在EDM50培养液培养人绒毛膜干细胞，使用

碱性成纤维生长因子和血管内皮生长因子诱导血管生成，

他们发现在人绒毛膜干细胞中nestin基因mRNA表达上调。
2010年Hwang等[56]

使用western blot分析比较了正常胎盘
以及先兆紫痫患者胎盘组织中nestin蛋白的表达差异，结
果显示在先兆紫痫患者胎盘组织中nestin表达比正常胎盘
明显升高，免疫组化显示在所有胎盘组织内nestin只表达
在胎盘绒毛膜绒毛的内皮细胞内，在间充质组织、结缔组

织、细胞滋养层和合体滋养层以及蜕膜细胞内均未见

nestin表达。在肿瘤组织内Kim等[57]
发现在人类消化道腺鳞

癌组织内的新生血管内皮中同时表达CD34和nestin蛋白；
相似的Matsuda等[52]

也观察到消化道肿瘤特别是胰腺癌中
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肿瘤新生血管nestin蛋白阳性表达；Yamahatsu等[58]
在裸

鼠移植瘤内使用针对nestin基因的小干扰RNA成功抑制了
肿瘤内新生血管的生长。以上研究结果均显示，nestin可
作为血管内皮祖细胞的标记物。有人研究提出小梁网在发

育继发于由静脉演变而来的Schlemm管[59]
，有人使用淋巴

管内皮标记物标记青光眼患者小梁网细胞提示小梁网细胞

可能起源于脉管组织[60]
。 

实验结果显示小梁网内皮细胞nestin染色阳性，该细
胞凝血因子Ⅷ，CD31，CD34阴性。小梁网内皮细胞均表
达nestin说明小梁网内皮细胞均具有干细胞/祖细胞的属
性，小梁网nestin蛋白阳性的内皮细胞相似于表达nestin的
血管内皮祖细胞。 
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