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&&(摘要) 背景&大鼠#小鼠 !"##$%细胞在体外能诱导分化为表达视网膜光感受器细胞特异标记的细胞&但
目前有关成年猪 !"##$%细胞分化为视网膜光感受器细胞的研究鲜有报道*&目的&研究成年猪 !"##$%细胞
于体外定向诱导后分化成视网膜第一级传导神经元光感受器细胞*&方法&消化成年猪眼视网膜组织&分离
!"##$%细胞行体外继代单层贴壁培养* 使用定向分化培养基对 N>#N2 和 N= 代 !"##$%单层贴壁细胞及先形成
细胞球悬浮培养 > O2 A&然后再对贴壁细胞进行诱导分化&最后结合细胞形态和免疫荧光染色结果鉴定
!"##$%细胞以及诱导分化效果*&结果&免疫荧光染色结果显示&N>&N2 和 N= !"##$%细胞均能表达 !"##$%细
胞特异蛋白分子标记&即谷氨酸合成酶"PQ$&N2 !"##$%细胞还同时表达另一种 !"##$%细胞特异蛋白分子标
记&神经胶质纤维酸性蛋白 "PRSN$* 免疫荧光染色分析并计算视网膜光感受器细胞特异标记视紫质
TU(A(V,4. 阳性率&N> !"##$%单层贴壁分化细胞为">1WKKXHWL2$Y&N> 悬浮细胞球分化为"/HWL=X2W=0$Y*
N> 悬浮细胞球诱导分化后形态更趋向神经元&而 N> 代 !"##$%单层贴壁细胞分化后形态仍趋向于成纤维细
胞* 随着培养代数的增加&细胞球定向分化 TU(A(V,4. 阳性表达程度逐渐减弱&N>#N2 和 N= TU(A(V,4. 阳性率分
别为"LHW>2X1W2>$Y#"2LW>HXZWLL$Y和"/>WHZX2W/Z$Y&差异无统计学意义"![>WH/Z&"[0W0KK$* 同代
细胞随着诱导时间的延长&TU(A(V,4. 阳性表达有所减弱&差异无统计学意义""[0W0KK$&但分化细胞形态更
为细长*&结论&成年猪 !"##$%细胞离体培养后可定向分化为表达视网膜光感受器样细胞特异标记的细胞*

细胞球悬浮培养 > O2 A&以及延长诱导分化时间都能使得分化细胞形态更为细长*&
(关键词)&视网膜% !"##$%细胞% 干细胞% 神经球% 细胞分化% 视网膜光感受器% 猪
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&&视网膜 !"##$%细胞是人和哺乳动物视网膜中主
要的神经胶质细胞&广泛分布于各种神经元细胞之间&

参与视网膜各种生理和病理变化过程
+/, * 在正常情

况下&!"##$%细胞无干细胞特性&主要为视网膜神经元
提供营养支持&维持细胞外环境的稳定&调节血_视网
膜屏障%而在病理情况下&!"##$%细胞一方面可介导视
网膜神经元损伤的信号传递&另一方面也可保护视网
膜神经元&甚至可以去分化而具有一定的干细胞性质&

从而部分地替代损伤的视网膜神经元
+>, * 研究表明&

!"##$%细胞具有干细胞特性&可以分化为不同类型的
视网膜神经细胞&提示其可以成为神经元再生的潜在
来源&因而利用 !"##$%细胞进行细胞移植是治疗视网
膜变性相关疾病极具潜力的新策略

+2, * 目前 !"##$%

细胞干细胞特性相关的基础研究多集中于啮齿类动

物&但啮齿类动物视网膜的解剖结构与人类有区别&研
究结果在灵长类动物上难以重复* 猪眼解剖结构与人
眼十分接近&且 T(,,等 +=,

于 >0/> 年通过转基因技术
生成了模拟人原发性视网膜色素上皮变性 "%$74.474,
V4*@$.7(,+&TN$模型猪&因此有关猪视网膜研究结果
对临床试验具有更重要的借鉴意义* 本研究中拟对成
年猪眼视网膜 !"##$%细胞进行体外分离和培养&并研
究其定向诱导分化成视网膜光感受器细胞的可行性*

C6材料与方法

CEC6材料
CECEC6材料来源6新鲜成年猪眼取自北京屠宰厂&冰
冻条件下运送至实验室*
CECED6主要试剂6'!?!培养基"美国 -FTdGdP公
司$%体积分数 /0Y胎牛血清"美国 Û$%@(公司$%质
量分数 /Y青链霉素"NIQ$#L0 倍 f>1 Q)VV#$@$.7#/00
倍 d> Q)VV#$@$.7"美国 P4\8(公司$%小鼠 d(**4#'99M/
"A4899(VCU(@(#(*/$#人胰岛素样生长因子 / " U)@+.

4.,)#4.M#49$*%(]7U C+87(%M/&UGPRM/$"美国 T;'公司$%
碱性成纤维细胞生长因子 " \+,48C4\%(\#+,7*%(]7U
C+87(%&\RPR$"美国 N$V%(̂$8U 公司$%视磺酸#牛磺酸#
小鼠抗猪胶质纤维酸性蛋白 " *#4+#C4\%4##+%:+84A48
V%(7$4.&PRSN$ 单克隆一抗 " g P2ZK2& / hL00&美国
Q4*@+公司$%兔抗大鼠谷氨酰胺合成酶多克隆一抗
"g+\=KZ12&/ hL00&美国 S\8+@公司 $%小鼠抗大鼠
d$,74. 抗体" gH//HLZ&/ h>00&美国 f'公司$%小鼠抗
大鼠!M"M7)\)#4. 单克隆一抗" g!SfLLH=&/ hL00$#兔
抗鼠 N+aH 多克隆一抗 " gSf>>21& / h=00 $#兔抗人
T$8(5$%4. 多克隆一抗 " gSfLLZL&/ hL00 $#小鼠抗牛
TU(A(V,4. 单克隆一抗 " g !SfL2LH& / hL00 $ "美国
!4##4V(%$公司$%抗 dT3多克隆一抗"gL=0L&/ hL00&美
国 N%4@@f4(7$8U 公司$%山羊抗小鼠 S#$a+R#)(%# LHZ
G*P二抗"ij3$" gS//00=&/ h/ 000$#山羊抗兔 S#$a+
R#)(%# LHZ G*P"ij3$ " gS//0//&/ h/ 000$#山羊抗小
鼠 S#$a+R#)(%# =ZZ G*P"ij3$ " gS//0/1&/ h/ 000 $
"美国 G.547%(*$. 公司$%e(%7U4.*7(. 木瓜蛋白酶分离
试剂盒"美国 e(%7U4.*7(. 生物化学公司$*
CED6方法
CEDEC6猪 !"##$%细胞分离及培养&去除猪眼眼球周
围结缔组织&置于含有青链霉素及质量分数 0W/Y庆
大霉素的NfQ 中浸泡 /0 @4.* 在无菌操作台内沿睫状
体平坦部切开&去除角膜和晶状体等前节部分&分离神
经视网膜组织至视神经处&将其剪断* 将神经视网膜
组织置于青链霉素及 0W/Y庆大霉素的 NfQ 中漂洗 >
遍&然后切碎并用 e(%7U4.*7(. 木瓜蛋白酶分离试剂盒
进行消化&收集细胞悬液及少量组织碎片&置于含胎牛
血清和 /Y青链霉素的 '!?!培养基中培养 /> O/= A&
培养皿用 0W/Y*$#+74. 包被* 每 > O2 天换液 / 次&每
L O1 天传代 / 次&传代比例为 / hL O/ h1&取 > O= 代细
胞重新接种于 0W/Y *$#+74. 包被的 Z 孔板中&待细胞
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融合约 Z0Y时进行固定&用免疫荧光染色法对培养的
细胞进行鉴定*
CEDED6成年猪 !"##$%细胞的成球悬浮培养&> O= 代
!"##$%细胞在 /00 @@培养皿中培养&细胞单层生长汇
合至 KLY及以上时进行成球悬浮培养* 去除含胎牛
血清和 /Y青链霉素的 '!?!培养基&NfQ 漂洗 > 次&
加入 / @#悬浮培养基"含胎牛血清和 /Y青链霉素的
'!?!培养基$* 准备 H0 @@k/L @@的低贴敷培养
皿&加入 / @#相同的悬浮培养基* 将单层生长的细胞
刮下后反复吹打 /0 O>0 次&加入贴敷培养皿中&置于
21 l#体积分数 LY-F>的培养箱中培养 > O2 A*
CEDEE6成年猪 !"##$%细胞的诱导分化过程&用多聚M
'M赖氨酸"/L $#溶于 /WH @#NfQ 中&21 l&20 @4. 后
去除多聚M'M赖氨酸和 NfQ 的混合液&NfQ 漂洗 2 次$
及 !+7%4*$#" / h/H0 溶于 NfQ 中&21 l&20 @4. 后去
除$* 将第 > O= 代的成年猪 !"##$%单层细胞及经过
成球悬浮 > O2 A 后的细胞球重新接种于包被完毕的 Z
孔板中& 加入诱导 分 化 培 养 基 "含 L0 倍 的 f>1
Q)VV#$@$.7#/00 倍的 d> Q)VV#$@$.7#/00 $*I@#的小
鼠 d(**4.#/00 $*I@#的 '99M/#/00 $*I@#的 GPRM/#
/0 $*I@#的 \RPR#/0 @@(#I3的视磺酸#L0 @@(#I3的
牛磺酸和 /Y青链霉素的 '!?!MR/> 培养基$置入
21 l#LY-F>的培养箱中&分别进行定向诱导分化培
养 /Z#"/ZjH$和 => A&用质量分数 =Y多聚甲醛固定
并行免疫荧光染色法鉴定* 定向诱导分化期间&每
> O2天半量换液 / 次&其中 /Z A 和 => A 诱导分化方案
为连续使用诱导分化培养基&而 >= A 诱导分化方案为
前 /Z A 连续使用诱导分化培养基&后 H A 使用在诱导
分化培养基的基础上添加 /Y胎牛血清*
CEDEF6免疫荧光染色法鉴定细胞6将成年猪 !"##$%
单层贴壁细胞以及单层贴壁和成球悬浮培养 > O2 A
后的细胞球行定向诱导分化后&用免疫荧光染色法行
细胞鉴定* 吸出培养板内培养基&加入质量分数 =Y
多聚甲醛&常温下静置 /L @4.%NfQ 漂洗 2 次&加入含
质量分数 =Y山羊或兔血清#质量分数 LY牛血清白蛋
白的 0W/Y ]̂$$.M>0 封闭液&常温下封闭 / U%用此封
闭溶液稀释一抗后滴加相应一抗&于 = l冰箱孵育过
夜%0W0LY ]̂$$.M>0 NfQ 漂洗 / 次&NfQ 溶液漂洗 >
次%NfQ 稀释二抗并滴加相应二抗&常温下孵育 / U&
NfQ 漂洗 2 次&AAi>F漂洗 / 次&用 SmnSM!Fnd̂ 封

闭液封片* 激光扫描共焦显微镜下观察细胞中 !"##$%
细胞特异蛋白分子标志物谷氨酸合成酶"PQ$和胶质
纤维酸性蛋白 "*#4+#C4\%4##+%:+84A48V%(7$4.&PRSN$的
表达&并计算任意 2 个视野中阳性细胞数与总细胞数

比例*
CEE6统计学方法

采用 QNQQ >0E0 统计学软件对测量指标的数据
资料进行分析* 本研究测量指标的数据资料经
QU+V4%(Me4#9 检验呈正态分布&以 VX0表达* 采用均
衡分组单因素干预多水平实验设计&组间培养细胞
中表达阳性率的总体差异比较采用单因素方差分

析&组间多重比较采用 3Q'M7检验* "o0W0L 为差异
有统计学意义*

D6结果

DEC6培养的猪眼视网膜 !"##$%细胞的形态学表现
成年猪原代 !"##$%细胞呈多角形#星形或梭形&

细胞质丰富&细胞膜清晰&细胞核呈椭圆形&多位于细
胞中央%培养 1 O/0 A 后&贴壁单层细胞长满培养皿&
成镶嵌样紧密排列* 传代培养的 !"##$%细胞分裂增
生速度减慢&直至完全停止&!"##$%细胞形态明显平
坦&细胞扩张变大&细胞间连接减少&细胞核大而暗&呈
现细胞衰老特征"图 /$* 免疫荧光染色显示&第 > O=
代 !"##$%细胞均能表达 PQ&且第 2 代 !"##$%细胞还同
时表达 PRSN"图 >$*

A B

C

200μm 200μm

200μm

图 C6光学显微镜下观察体外培
养的猪眼视网膜 /011&*细胞"标
尺[>00 $@$&Sm原代培养 1 O
/0 A 的猪视网膜 !"##$%细胞呈多
角形或梭形&细胞质丰富&细胞中
央的细胞核呈椭圆形&fm传至
第 / 代的细胞形态与原代细胞基
本一致&-m第 // 代细胞体积变
大&形态平坦&细胞间连接减少

A B200μm 200μm

图 D 6体外培养的猪 /011&*细胞免疫荧光染色鉴定 "标尺 [
>00 $@$&Sm培养的细胞 PQ 标记阳性&细胞质内显示红色荧光&
fm培养的细胞 PRSN标记阳性&细胞质内显示绿色荧光
&
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DED6成年猪 !"##$%细胞单层贴壁培养定向分化
培养的细胞中对神经祖细胞特异蛋白分子标志物

N+aH&神经细胞特异蛋白分子标记 !MGGGM7)\)#4. 及视网
膜光感受器特异蛋白分子标记 TU(A(V,4. 阳性"图 2$*
第 > 代单层贴壁细胞定向诱导分化的阳性率平均为
">1WKKXHWL2$Y&而其成球悬浮培养 > O2 A 后的定向
诱导分化阳性率平均为"/HWL=X2W=0$Y&> 种培养细
胞对 TU(A(V,4. 的阳性均表达均较强&第 > 代细胞球
悬浮培养 > O2 A 诱导分化后形态更趋向于神经元&而
第 > 代单层贴壁细胞诱导分化后形态仍趋向于成纤维
细胞*

A B C

D E F

G H I

100μm 200μm 200μm

200μm 200μm 200μm

200μm 200μm 200μm

图 E6荧光相差显微镜下观察体外培养的成年猪 /011&*细胞诱导
分化&'SNG显示蓝染的细胞核&TiF显示红色的细胞质&绿色荧光
显示相应抗体阳性表达的细胞蛋白标志物&SmTU(A(V,4. 标记阳性
的野生型猪眼视网膜切片& Fd"蓝色$代表视网膜外核层&FQ"红
色$代表视网膜外节层&'SNG显示外核层细胞核的蓝色荧光&TiF
显示外节的 TU(A(V,4. 标记阳性"标尺[/00 $@$&fm猪 !"##$%细胞
单层诱导分化培养"/ZjH$ A&!MGGGM7)\)#4. 标记阳性&细胞质内显示
绿色荧光"标尺[>00 $@$&-m猪 !"##$%细胞单层诱导分化培养"/Zj
H$ A"标尺[>00 $@$&PQ 标记阳性&细胞质内显示红色荧光&'m猪
!"##$%细胞单层诱导分化培养"/ZjH$ A&N+aH 标记阳性&细胞核内
显示红色荧光"标尺[>00 $@$&?m猪 !"##$%细胞单层诱导分化培
养"/ZjH$ A&TU(A(V,4. 标记阳性&细胞质内显示红色荧光 "标尺[
>00 $@$&Rm猪 !"##$%细胞成球悬浮培养 > O2 A 后诱导分化培养
"/ZjH$ A&!MGGGM7)\)#4. 标记阳性&细胞质内显示绿色荧光 "标尺[
>00 $@$&Pm猪 !"##$%细胞成球悬浮培养 > O2 A 后诱导分化培养
"/ZjH$ A "标尺[>00 $@$&PQ 标记阳性&细胞质内显示红色荧光
im猪 !"##$%细胞成球悬浮培养 > O2 A 后诱导分化培养 "/ZjH $ A&
N+aH 标记阳性&细胞核内显示红色荧光 "标尺 [>00 $@$ &Gm猪
!"##$%细胞成球悬浮培养 > O2 A 后诱导分化培养 " /Z jH $ A&
TU(A(V,4. 标记阳性&细胞质内显示红色荧光"标尺[>00 $@$
&

DEE6猪 !"##$%细胞成球悬浮培养定向分化后的形态
及鉴定

DEEEC6定向分化 /Z A 的细胞形态及鉴定&性质稳定
且活力良好的第 > O= 代猪 !"##$%细胞经过 > O2 A 悬
浮培养的细胞球进行 /Z A 和 => A 的定向诱导分化培

养* 培养 /Z A 后&细胞形态似成纤维细胞%培养 => A
后&细胞形态似神经元细胞"图 =$* 免疫荧光技术检
测表明&仅在第 > 代细胞中可见神经细胞特异蛋白分
子标志物!MGGGM7)\)#4. 以及d$,74. 的阳性表达&而神经
祖细胞特异蛋白分子标志物 N+aH 仅在第 > 代细胞中
表达&!"##$%细胞特异蛋白分子标志物 PQ#视网膜光
感受 器 特 异 蛋 白 分 子 标 志 物 dT3# T$8(5$%4. 和
TU(A(V,4. 在第 > O= 代细胞中均有阳性表达* 但随着
传代代数的增加&PQ#dT3和 TU(A(V,4. 的表达强度逐
渐减弱* 免疫荧光观察结果显示 TU(A(V,4. 在定向诱
导分化 /Z A 时"/ZjH$A 时减弱"图 L$*

200μm

200μm 200μm

200μm200μm

200μm 200μm

4

5B

5A

5C

5D 5E

5F 5G

200μm

图 F6光学显微镜下猪视网膜 /011&*细胞成球悬浮培养形态 "标
尺[>00 $@$&第 > 代悬浮 > O2 A 成球培养后细胞呈细胞团簇状&
图 m6细胞球诱导分化 CH #荧光相差显微镜下体外培养的成年猪
/011&*细胞的鉴定 "标尺[>00 $@$&Sm多数细胞 !MGGGM7)\)#4. 反
应阳性&细胞质内呈绿色荧光&fm细胞 PQ 反应阳性&细胞质内呈红
色荧光&-md$,74. 在细胞中呈阳性表达&细胞质内显示绿色荧光&
'm细胞中 dT3表达阳性&细胞质内显示红色荧光& ?m细胞中
T$8(5$%4. 表达阳性&细胞质内显示红色荧光&Rm细胞中 TU(A(V,4.
表达阳性&细胞质内显示绿色荧光&Pm细胞中 N+aH 表达阳性&细胞
核内显示红色荧光
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DEEED6定向分化 => A 的细胞形态及鉴定&定向诱导
分化 => A 时&!MGGGM7)\)#4. 仅在第 > 和 2 代细胞中表
达&PQ#T$8(5$%4. 和 TU(A(V,4. 在第 > O= 代细胞中均
呈阳性表达&但 TU(A(V,4. 的表达阳性率明显低于诱
导分化 /Z A* 与诱导分化 /Z A 的细胞比较&诱导分化
=> A 后细胞体更显得细长"图 H$*
DEEEE6定向分化不同时间细胞中 TU(A(V,4. 表达阳
性率的比较&不同传代代数细胞悬浮培养 > O2 A 形
成细胞球后定向诱导分化不同时间细胞的 TU(A(V,4.
阳性率明显不同&差异无统计学意义 "![>WH/Z&"[
0W0KK$&其中第 > O2 代细胞定向诱导分化 /Z A 的
TU(A(V,4. 阳性率明显高于单层细胞定向分化 >= A#第
> 代悬浮球细胞定向分化 >= A 和及第 = 代悬浮球

细胞定向分化 /Z A&但差异无统计学意义 "均 "[
0W0KK$"表 /$*

表 C6不同代数 /011&*细胞在不同分化方式及分化
时间的 <3,#,-2("阳性率"'I($

细胞初代代数 分化方式 分化时间" A$ TU(A(V,4. 阳性率"Y$

> 单层细胞 >= >1WKKXHWL2+\

> 悬浮细胞球 >= /HWL=X2W=0+\

> 悬浮细胞球 /Z LHW>2X1W2>
2 悬浮细胞球 /Z 2LW>HXZWLL
= 悬浮细胞球 /Z />WHZX2W/Z+\

! >WH/Z
" 0W0KK

&注'与第 > 代悬浮细胞球定向分化 /Z A 比较&+"p0W0L%与第 2 代悬浮

细胞球定向分化 /Z A 比较&\"p0W0L"单因素方差分析&3Q'M3检验$

A B C D200μm 200μm 200μm 200μm

图 m6荧光相差显微镜下观察体外培养的猪眼视网膜 /011&*细胞"标尺[>00 $@$&悬浮成球培养 > O2 A 后&诱导分化 => A 图像免疫荧光染色&
红色为 PQ#T$8(5$%4.#!MGGGM7)\)#4. 和 TU(A(V,4. 染色&S'细胞成球后诱导分化培养 => A 细胞 PQ 标记阳性&细胞质内显示红色荧光&f'细胞
T$8(5$%4. 标记阳性&细胞质内显示红色荧光&-'细胞 !MGGGM7)\)#4. 标记阳性&细胞质内显示红色荧光&''细胞 TU(A(V,4. 标记阳性&细胞质内显
示红色荧光

E6讨论

遗传性视网膜变性相关疾病可导致不可逆性盲&
尽管其病因不同&但病理过程和结局相同&即光感受器
细胞逐渐丢失&导致视功能障碍&甚至致盲* 细胞替代
治疗可以为视网膜提供种子细胞&是目前较有前景的
研究方向* 光感受器细胞丢失引起的视觉缺损是永久
性的&置换变性退化的光感受器细胞并与受体视网膜
进行整合后有望重获视力* 近年来相继发表了关于视
网膜光感受器细胞的细胞替代治疗研究报告&虽然尚
未涉及临床治疗领域&但是相关的动物实验研究已经
证实种子细胞可部分整合进入宿主视网膜&且表现出
一定的感光功能

+L_/>, * 干细胞具有多方向分化潜能&
能够终生自我更新及在特定条件下定向分化成各种细

胞&因而成为近年来的热点* 关于胚胎干细胞#诱导多
潜能干细胞#部分成体干细胞及类似干细胞的前体细
胞等向视网膜光感受器细胞定向分化以及移植已有相

继报道
+Z_/K, &如果能利用视网膜来源的干细胞定向诱

导分化形成视网膜光感受器细胞&既能避免干细胞的
成瘤性及伦理争议问题&也能避免免疫排斥问题* 已
有研究表明来源于鼠类视网膜的 !"##$%细胞具有干

细胞特性&有分化为不同的视网膜神经细胞的潜
能

+2&L_1, *
我们前期的研究中对成年猪 !"##$%细胞进行分

离和培养&发现培养的细胞在形态上具有 !"##$%细胞
的特征&且绝大多数细胞可以表达 !"##$%细胞的特异
蛋白分子 PQ 和 PRSN&本研究中我们使用成球悬浮培
养 > O2 A 的方法 +>0,

进一步培养成年猪视网膜 !"##$%
细胞并进一步对细胞球进行定向诱导分化*

关于 !"##$%细胞与视网膜光感受器定向诱导分
化的研究表明&!"##$%细胞在与视网膜神经祖细胞共
培养时&视网膜神经祖细胞在连续传代后仍能保持分
裂增生的潜能&维持干细胞特性&并能够诱导 !"##$%
细胞向视网膜光感受器细胞定向分化

+L, &关于小鼠以
及人类 !"##$%细胞定向诱导分化成视网膜光感受器
细胞的研究也表明其有视网膜光感受器细胞特异性标

志物 T$8(5$%4. 的阳性表达 +H_1, &与本研究结果一致*
此外&我们对成年猪 !"##$%细胞的定向诱导分化过程
中还出现了另一种更为成熟的视网膜光感受器细胞特

异性标志物 TU(A(V,4. 的阳性表达&且 !"##$%细胞本
身也发生了近似神经元形态上的改变*

我们在实验中发现成年猪 !"##$%细胞能向视网
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膜光感受器细胞定向分化&因此进一步以不同代数的
成年猪 !"##$%细胞分化前状态以及定向诱导分化的
时间来评估视网膜光感受器的定向诱导分化效率&其
中以 TU(A(V,4. 阳性表达强度以及百分率来评估不同
的分化前状态以及定向诱导分化时间对视网膜光感受

器细胞形成的影响* 本研究中对第 > 代猪眼视网膜
!"##$%细胞单层以及成球悬浮培养 > O2 A 后再进行定
向诱导分化培养 >= A&发现TU(A(V,4. 均于细胞质内均
表达较强&但阳性的百分率并不高* 随后对第 > O= 代
悬浮培养 > O2 A 的细胞球分别行 /Z A 和 => A 的定向
诱导分化&发现随着培养代数的增加&悬浮培养 > O2 A
的细胞球定向诱导分化后TU(A(V,4. 在细胞质内的表达
强度逐渐减弱&但是阳性百分率较高&并且 TU(A(V,4. 阳
性表达强度以及分布百分率并未随着定向诱导分化培

养时间的延长而增加&而是相对减弱的&此外随着定向
诱导分化时间延长&细胞体的形态更为细长*

综上所述&体外分离和培养的成年猪 !"##$%细胞
传第 > 代后进行定向诱导分化可获得一定数量的
TU(A(V,4. 阳性细胞&表明成年猪 !"##$%细胞在一定培
养条件下可向视网膜光感受器方向分化* 使用悬浮成
球培养 > O2 A 后继续定向诱导分化&表达 TU(A(V,4.
的分化细胞数量稍有减少&但形态更趋向于神经元&延
长定向诱导分化时间&分化细胞形态更为细长&故
!"##$%细胞向视网膜光感受器的定向分化过程分为 >
个阶段&即分化的细胞首先表达 TU(A(V,4.&随后虽
TU(A(V,4. 阳性表达的百分率逐渐减弱&但组间差异无
统计学意义&但分化细胞胞体更为细长&我们进一步的
研究方向是探讨如何提高成年猪 !"##$%细胞的去分
化能力*
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