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!!$摘要%!目的!探讨压力对与兔视网膜神经节细胞)CbBL*共培养的视网膜干细胞 )C?BL*分化的影

响&!方法!选取 ?[W级新西兰孕 "" 5 兔"取出胚胎"获取视网膜睫状缘色素上皮组织"培养原代 C?BL& 选

取 ?[W级新生新西兰大白兔 < 只"分离视网膜神经上皮层组织"培养原代 CbBL& 采用巢蛋白)V6L7)1*抗体免

疫荧光染色法'溴脱氧核苷尿嘧啶)E85c*流式细胞术分析'C?BL自发分化细胞免疫荧光检测及流式细胞术

分析鉴定体外培养的兔 C?BL"采用免疫荧光染色法以 E81$M 抗体及 P/K%_% 抗体鉴定 CbBL(将 CbBL和 C?BL

分别放在 P8(1LN6**的上下层培养"构建共培养体系& 分别采用实时荧光定量 [BC法和 i6L7681 M*07法检测
#'"#'=#'<#'9# ''@2)% ''@2n#_%$$ T[(*压力条件下室 C?BL及分化所得细胞的 V6L7)1 和 P/K%_% 'CVR

和蛋白表达变化&!结果!体外培养的兔 C?BL特异性标志物 V6L7)1 抗体染色阳性(E85c流式细胞术分析结

果显示"E85c阳性细胞占分离 C?BL细胞的):"_"<r$_"9*](免疫荧光检测结果显示"C?BL分化细胞中"部分

细胞 E81$M 抗体表达阳性"部分细胞 b? 抗体表达阳性& 流式细胞术双色分析结果显示"E81$M 和 b? 阳性细

胞率分别为)%$_##r$_#<*]和)$%_<#r$_<;*]& 免疫荧光染色结果显示"体外培养的兔 CbBLE81$M 抗体及
P/K%_% 抗体染色阳性& 不同压力条件下 C?BL及分化所得细胞的 V6L7)1'P/K%_% 'CVR和蛋白相对表达量比

较差异均有统计学意义)'CVR#=n%";_<##'%$;_=##"均 Ks#_#%(蛋白#=n9"_=9#'%D9_;##"均 Ks#_##%*"其

中与 # ''@2相比""#'=#'<#'9# ''@2条件下"V6L7)1 'CVR及蛋白相对表达量降低"P/K%_% 'CVR及蛋白相

对表达量增加"差异均有统计学意义 )均 Ks#_#D*& =# ''@2时"V6L7)1 'CVR和蛋白相对表达量最低"

P/K%_% 'CVR和蛋白相对表达量最高&!结论!在一定范围内"压力能够促进与 CbBL共培养的 C?BL分化成

视网膜神经节样细胞"压力过大会抑制 C?BL的分化&!

$关键词%!视网膜( 干细胞( 视网膜神经节细胞( 压力( 细胞分化( 青光眼
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!!青光眼是世界上主要的致盲眼病"可导致视盘凹
陷性萎缩和视野缺损"研究表明病理性眼压升高是其
主要危险因素

+ %, & 青光眼可引起视网膜神经节细胞
)867)1(*2(12*)01 I6**L"CbBL*凋亡"导致视功能不可逆
损害& CbBL的病理改变和凋亡机制在青光眼的发病
过程中发挥着重要作用"CbBL的丢失率可以更好地
评估青光眼进展

+ ", & 如果能够找到有效的方法保护
CbBL或促进其再生"对于青光眼的治疗具有重要意
义& 既往认为"成年哺乳动物视网膜损伤后无再生和
修复能力& 近来研究发现"成年哺乳动物眼中存在未
分化 的 视 网 膜 干 细 胞 ) 867)1(*L76' I6**L" C?BL*&
R/'(5 等 + $,

首先从成年 &%; 大鼠的视网膜中分离出

C?BL"其显示出许多神经干细胞的特征#) %*可以增
生"并表达神经外胚层标志物巢蛋白 )V6L7)1*及视网
膜细胞胚胎发育阶段的特异性标志物 B/,J%#() "*具
有多能性()$*可以自我更新 + $ D̀, & 这些干细胞可以在
一定条件下被激活和分化"修复受损的视网膜神经
元

+ <, & 然而"C?BL的定向诱导分化机制十分复杂"主
要受细胞外微环境因素和内在细胞因子的共同调控&
本课题组既往研究发现"?A大鼠 CbBL的条件培养基
增加了大鼠 C?BL向视网膜神经节样细胞的分化"并
且在一定压力范围内分化程度随着周围压力的升高而

增加
+ ;, & 为了进一步揭示压力对与 CbBL共培养的

C?BL分化的影响"本研究拟探讨在压力升高的情况
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下"C?BL与 CbBL共培养是否能够促进 C?BL分化为
神经节样细胞&

:6材料与方法

:.:!材料
:.:.:!实验动物!选取 ?[W级新生新西兰大白兔及
孕 "" 5 兔 < 9̂ 只+昆明医科大学实验动物中心提供"
许可证号#?>h\)滇*\"#%DJ###",& 实验动物的饲养
和使用符合国家科学技术委员会颁布的1实验动物管
理条例2& 本研究经云南大学附属医院实验动物伦理
委员会审核批准)批文号#\[CBJGRBcB%;##9*&
:.:.;!主要试剂及仪器!胎牛血清 )467(*M0Q)16
L68-'"WE?*'AZ&ZHW%" )含 E";'V"'肝素'谷氨酰
胺*'质量分数 #_"D]胰蛋白酶)美国 b)MI0公司*(上
皮生长因子)6O)7/6*)(*280N7/ 4(I708"&bW*'碱性成纤维
细胞生长因子)M(L)I4)M80M*(L7280N7/ 4(I708"MWbW* )美
国 ?)2'(公司*(免疫荧光试剂盒)上海碧云天生物技
术有限公司*(溴脱氧核苷尿嘧啶) M80'0560,K-8)5)16"
E85c*细胞增生检测试剂盒)南京凯基生物科技发展
有限公司*(CVR提取试剂盒'CPJe[BC试剂盒)日本
P(\(C(公司*(P8(1LN6**培养皿)美国 B081)12公司*(
小鼠抗 V6L7)1 抗体 )LIJ"$:";*'小鼠抗 E81$M 抗体
)LIJD%==;=*'小鼠抗 P/K%_% 抗体)LIJ%:<%=*'小鼠抗
b? 抗体 )LIJ;==$#*'小鼠抗 bR[A@抗体 )LIJ=;;"=*
)美国 ?(17(B8-U公司*()W*-08=99 标记羊抗小鼠二抗
)%<;$D"美国 RRPE)0e-6L7公司 *(羊抗小鼠二抗
)(M<;9:"英国 RMI('公司*& 解剖显微镜) ?:*'荧光
显微镜 ) Z)I("德国 a6)I(公司 *(离心机 ) aBJahJ
@aC"D#A"上海力辰仪器科技有限公司*(血压计 )江
苏鱼跃医疗设备及用品有限公司*(BF" 培养箱'[BC
仪)?76O F16[*-L*)美国 P/68'0W)L/68公司*&
:.;!方法
:.;.:!兔 C?BL和 CbBL的培养及鉴定
:.;.:.:!兔 C?BL的培养!取孕龄 "" 5 新西兰大白
兔"耳缘静脉注入空气处死"取出胚胎 < 9̂ 只& 在解
剖显微镜下取出视网膜睫状缘色素上皮组织"用剪刀
剪成糜状"加入质量分数 #_%]胰蛋白酶 $; u消化
%# ')1"终止消化"加入 #_#% 2HaAVR酶"反复轻轻吹
打制成单细胞悬液"离心半径 "% I'"% D## 8H')1 离心
D ')1"弃上清"用含 &bW和 MWbW的 AZ&ZHW%" 培养
基重悬沉淀"过 "## "'筛网"接种于 "D I'"

细胞培养

瓶"置于 $; u'体积分数 D] BF" 培养箱中培养"之后
每 $ 天半量换液"每 D ;̂ 天传代 % 次"传至第 $ =̂ 代"
进行后续实验&

:.;.:.;!免疫荧光法及流式细胞术鉴定兔 C?BL!
)%* V6L7)1 免疫荧光染色鉴定!采用 V6L7)1 抗体
)% j"##*检测培养的 C?BL"按免疫荧光试剂盒说明书
进行免疫荧光染色鉴定"V6L7)1 呈绿色荧光"细胞核均
采用 AR[G染色"呈蓝色()"*E85c流式细胞术分析!
参照 E85c细胞增生检测试剂盒使用说明书"在兔
C?BL的培养体系中加入 E85c至终浓度为 D# "'0*Ha"
孵育 "= /& 对细胞进行固定'通透和 AVR变性处理
后"加入 WGPBJE85c抗体 D "*) #_%"D "2*进行标记"
= u条件下避光孵育 $# ')1"采用流式细胞仪检测(
)$*C?BL自发分化细胞免疫荧光检测及流式细胞术
分析!将正常培养的兔 C?BL放入多聚赖氨酸包被的
培养板中"并换为含体积分数 %] E"; 和 %] V" 的
AZ&ZHW%" 分化培养基"每 $ 天换液 % 次& 分化 %# 5"
获取并重悬细胞(按免疫荧光试剂盒说明书进行操作"
采用 E81$M 抗体)% j"##*和 b? 抗体) % j"##*检测分
化所得细胞"荧光显微镜下观察& 分别采用红色及绿
色荧光的二抗对分化细胞进行免疫荧光染色"采用流
式细胞术双色分析检测 E81$M 阳性细胞及 b? 阳性细
胞在分化细胞中所占的比例&
:.;.:.<!兔 CbBL的原代培养及免疫荧光染色法鉴
定!取出生 % "̂ 5 的新西兰大白兔 < 只"颈椎脱臼法
处死& 无菌条件下取出眼球"漂洗 $ 次& 在显微镜下
分离出视网膜神经上皮层组织& 漂洗 $ 次"置于
#_D 2Ha胰蛋白酶中"$; u消化 $# ')1"加入含体积分
数 %#] WE? 的 AZ&Z终止消化& =# "'滤网过滤&
离心半径 "% I'"% D## 8H')1 室温离心 D ')1"弃上清"
加入 AZ&Z完全培养基& 调整细胞密度后"接种至细
胞培养瓶中& 置于 $; u'D] BF" 培养箱中培养 ; ^
%# 5& 获取细胞"采用 E81$M 抗体 ) % j"##*及 P/K%_%
抗体)% j"##*进行免疫荧光染色鉴定"E81$M 阳性表现
为细胞核内出现绿色荧光"P/K%_% 阳性表现为细胞核
及细胞质内出现绿色荧光&
:.;.;!C?BL与 CbBL在不同压力下共培养!C?BL与
CbBL置于 P8(1LN6**培养皿上下层构建共培养体系进
行培养"接种 %v%#D

个 CbB至上室培养皿中"Dv%#D

个 C?BL至下室培养皿中& 用剪刀将装有 D## '*生理
盐水的袋子底部剪开"倒出生理盐水& 将培养皿放入
空袋中"并使用塑料信封机将底部密封& 利用血压计
将空气泵入袋中"并使用该仪器测量压力& 使用该方
法在 $; u'BF" 培养箱中以不同压力 ) #'"#'=#'<#'
9# ''@2*)% ''@2n#_%$$ T[(*处理细胞 =9 /&
:.;.<!实时荧光定量 [BC法检测不同压力下实验兔
C?BL及分化所得细胞 V6L7)1 和 P/K%_% 的表达!采用

!<$%%! 中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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BA200μm 200μm 200μm 200μm

Nestin DAPI 融合图光学显微镜

图 :6V.%*&'抗体免疫荧光染色鉴定兔 BLC%!R#光学显微镜下可见分离的兔 C?BL聚集成细胞球形态"悬浮于培养基中)v"##"标尺n"## "'*
E#免疫荧光染色鉴定显示"细胞球内大部分细胞均显示 V6L7)1 阳性"呈绿色荧光"细胞核均呈 AR[G蓝染)WGPBv"##"标尺n"## "'*!V6L7)1#巢
蛋白(AR[G#二脒基苯基吲哚
!&($-.:6W//$'"03$"-.%#.'#.%*)&'&'( "0'.%*&')'*&5",1 *" &,.'*&01 -)55&*BLC%!R#P/6)L0*(765 8(MM)7C?BL(22862(765 )170I6**LO/686L(15
L-LO61565 )1 7/6'65)-')v"##"M(8n"## "'*!E#Z0L7I6**L)1 7/6I6**LO/686LN68616L7)1JO0L)7)Q6(15 O86L61765 28661.P/61-I*6)L7()165 N)7/ AR[G
L/0N65 M*-6)WGPBv"##"M(8n"## "'*!AR[G#5)(')5)16O/61K*)150*6

P8)U0*提取液提取各组细胞总 CVR"按逆转录试剂盒
说明将 #_D "2总 CVR逆转录为 IAVR"反应条件为
=" u水浴 <# ')1";# u加热 %# ')1& 将获得的 IAVR
模板与实时荧光定量 [BC引物进行扩增& 引物设计
见表 %"引物由上海生工生物有限公司提供& [BC反
应条件#:D u预变性 " ')1(:D u变性 %D L"D9 u退火
%D L";" u延伸 =# L"以上 $ 步循环 =" 次& [BC在
BWh:< P0-I/PZ 86(*J7)'6[BC检测系统中完成& 以
bR[A@为内参"检测各基因的相对表达量& 实验重复
$ 次"结果取平均值&

表 :6引物序列
!&($-.:60-&/.-%.X$.'#.%

引物 引物序列)DS̀$S*
扩增片段

长度) MO*
V6L7)1

P/K%_%

bR[A@

正向#RRbRPbbRbRRRBbbPbRBb
反向#PBBPbbPPBPBBPPPPbPbb
正向#BRPbRbRRBRBBRBbRbBbP
反向#bPRBBPbBPbbPbRRbPPbbP
正向#PbbPbRRbbPBbbRbPbRRB
反向#PbBBbPbbbPbbRRPBRPRB

"#9

%D<

%$D

!注#V6L7)1#巢蛋白(P/K#胸腺嘧啶(bR[A@#甘油醛J$J磷酸脱氢酶
!V076#P/K#7/K')16(bR[A@#2*KI68(*56/K56J$JO/0LO/(7656/K580261(L6

:.;.=!i6L7681 M*07法检测不同压力下实验兔 C?BL
及分化所得细胞 V6L7)1 及 P/K%_% 的表达!加入蛋白
抽提裂解液充分裂解各组细胞"进行物理超声后"采用
EBR法蛋白定量试剂盒进行蛋白定量& 并采用 % 倍
磷酸盐缓冲液将蛋白浓缩至 D "2H"*& 以 =# "2总蛋
白H孔上样"用 %#]?A?J[Rb&凝胶电泳"将蛋白转移
至 [YAW膜& 室温封闭 " /"一抗 % jD## 稀释"= u孵
育过夜& 内参 bR[A@抗体 % j% ### 稀释& @C[标记
的二抗 % j" ### 稀释"室温下孵育 " /& 清洗膜后"将
其暴露在暗室中并显影& 采用 G'(26X软件分析各条
带灰度值"目的蛋白相对蛋白表达量n目的蛋白灰度
值HbR[A@灰度值& 实验重复 $ 次&

:.<!统计学方法
采用 b8(O/[(5 [8)L' ;_# 统 计 学 软 件 )美 国

b8(O/[(5 ?047N(86公司*进行统计分析& 计量资料数
据经 \0*'02080QJ?')810Q检验证实呈正态分布"以 (r<
表示& 不同压力条件下各目的基因 'CVR和蛋白相
对表达量总体比较采用单因素方差分析"两两比较采
用 a?AJ2检验& Ks#_#D 为差异有统计学意义&

;6结果

;.:!兔 C?BL的培养及鉴定
;.:.:!V6L7)1 免疫荧光染色鉴定!分离的兔 C?BL聚
集成细胞球形态"细胞球内大部分细胞均显示 C?BL
特异性标志物 V6L7)1 阳性)图 %*&
;.:.;!兔 C?BL增生细胞数!流式细胞术分析结果
显示"E85c阳性细胞占分离的 C?BL细胞的 ) :"_"<r
$_"9*])图 "*&
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图 ;6Y-,Z流式细胞术分析检测实验兔 BLC%增生细胞数!E85c
阳性细胞率为):"_"<r$_"9*]!R#培养体系中加入 E85c!E#培养
体系中未加入E85c!WGPB#异硫氰酸荧光素(E85c#溴脱氧核苷尿嘧啶
!&($-.;60-"3&0.-)*&"'"0#$3*$-.,-)55&*BLC%,.*.#*.,51 Y-,Z
#.339-"3&0.-)*&"')%%)1 O&*!P/6O68I617(2604E85cJO0L)7)Q6C?BLN(L
):"_"<r$_"9 *]! R#C(MM)7C?BLI-*7-865 N)7/ E85c! E#C(MM)7
C?BLI-*7-865 N)7/0-7E85c! WGPB#4*-086LI6)1 )L07/)0IK(1(76(E85c#
M80'0560,K-8)5)16

;.:.<!C?BL自发分化所得细胞免疫荧光检测及流式
细胞术分析!免疫荧光检测结果显示"C?BL分化细胞

!;$%%!中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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中"部分细胞 E81$M 抗体表达阳性"部分细胞 b? 抗体
表达阳性"均呈绿色荧光& 流式细胞术双色分析结果
显示"E81$M 阳性细胞率为 )%$_##r$_#<*]"b? 阳性
细胞率为)$%_<#r$_<;*])图 $*&
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图 <6BLC%自发分化细胞免疫荧光检测及流式细胞术分析!R#部
分细胞 E81$M 抗体表达阳性"呈绿色荧光 ) WGPB v"##"标尺 n
%## "'*!E#部分细胞 b? 抗体表达阳性"呈绿色荧光)WGPBv"##"
标尺n%## "'*!B#流式细胞术双色分析显示"E81$M 阳性细胞率为
)%$_##r$_#<*]"b? 阳性细胞率为)$%_<#r$_<;*]!AR[G#二脒基
苯基吲哚

!&($-.< 6 W//$'"03$"-.%#.'#.%*)&'&'( )', 03"8 #1*"/.*-1 "0
%9"'*)'."$%31 ,&00.-.'*&)*.,-)55&*BLC%!R#?0'6I6**LN686E81$MJ
O0L)7)Q6(15 L/0N65 28661 4*-086LI61I6)WGPBv"##"M(8n"## "'*!
E#?0'6I6**LN686b?JO0L)7)Q6(15 O86L61765 28661 4*-086LI61I6)WGPBv
"##"M(8n"## "'*!B#PN0JI0*084*0NIK70'678K(1(*KL)LL/0N65 7/(7
7/6O80O087)01 04E81$MJO0L)7)Q6I6**LN(L) %$_## r$_#< *]"(15 7/6
O80O087)01 04b?JO0L)7)Q6I6**LN(L)$%_<#r$_<;*] )1 7/65)4468617)(765
I6**L!AR[G#5)(')5)16O/61K*)150*6

;.;!CbBL的培养及鉴定
原代分离的兔 CbBL可见多个树突状突起& 大部

分培 养 的 细 胞 E81J$M 及 P/K%_% 抗 体 染 色 阳 性
)图 =*&
;.<!不同压力条件 C?BL及分化所得细胞 V6L7)1 和
P/K%_% 'CVR相对表达量比较

不同压力条件下室 C?BL及分化所得细胞的
V6L7)1 和 P/K%_% 'CVR相对表达量总体比较差异均
有统计学意义 )=n%";_<##"Kn#_##D(=n%$;_=##"
Ks#_##% *" 其 中 与 # ''@2组 相 比" "#' =#' <#'
9# ''@2条件下 V6L7)1 'CVR相对表达量降低"
P/K%_% 'CVR相对表达量升高"差异均有统计学意义

)均 Ks#_#D*& =# ''@2时"V6L7)1 'CVR相对表达量
最低"P/K%_% 'CVR相对表达量最高)表 "*&

100μm

光学显微镜

光学显微镜 Thy1.1

Brn3b

100μm

100μm 100μm

图 =6BmC%的培养及鉴定)WGPBv"##"标尺n%## "'*!体外培养
的兔 CbBL可见多个树突状突起"大部分培养的细胞 E81$M 抗体)细
胞核内出现绿色荧光*和 P/K%_% 抗体)细胞核及细胞质内出现绿色
荧光*染色阳性!P/K#胸腺嘧啶
!&($-.=6C$3*$-.)',&,.'*&0&#)*&"'"0BmC%)WGPBv"##" M(8n
"## "'*!Z-*7)O*656158)7)IO8078-L)01LI0-*5 M6L661 )1 8(MM)7CbBL
I-*7-865 &# @&21"" (15 '0L7I6**LN686E81$MJO0L)7)Q6L/0N)1228661
4*-086LI61I6)1 7/61-I*6-L" (15 7/6P/K%_%JO0L)7)Q6L/0N)1228661
4*-086LI61I6)1 7/61-I*6-L(15 IK70O*(L'!P/K#7/K')16

表 ;6不同压力条件 BLC%及分化所得细胞 V.%*&'和
T>1:\: /BV4相对表达量比较)!S"*

T)53.;6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'%"0'.%*&')',
T>1:\: /BV4&'BLC%)',,&00.-.'*&)*.,#.33%)/"'(

,&00.-.'*9-.%%$-.%)!S"*

压力)''@2* 样本量
V6L7)1 'CVR
相对表达量

P/K%_% 'CVR
相对表达量

# $ %_##$r#_#DD %_##$r#_#9D

"# $ #_=:#r#_#$D( $_9$$r#_"9#(

=# $ #_"D;r#_#%D( D_$$#r#_=DD(

<# $ #_DD#r#_#"<( "_";;r#_"%%(

9# $ #_<D#r#_#<<( %_$<#r#_%$D(

=值 %";_<## %$;_=##

K值 #_##D s#_##%

!注#与 # ''@2相比"(Ks#_#D)单因素方差分析"a?AJ2检验*!C?BL#
视网膜干细胞(V6L7)1#巢蛋白(P/K#胸腺嘧啶!% ''@2n#_%$$ T[(
!V076#B0'O(865 N)7/ # ''@2"(Ks#_#D )F16JN(KRVFYR"a?AJ276L7*
C?BL#867)1(*L76'I6**L(P/K#7/K')16!% ''@2n#_%$$ T[(

;.=!不同压力条件 C?BL及分化所得细胞 V6L7)1 和
P/K%_% 蛋白相对表达量比较

随压力升高"V6L7)1 蛋白表达条带减弱"=# ''@2
时最弱"P/K%_% 蛋白表达条带增强"=# ''@2时最强
)图 D*& 不同压力条件下室 C?BL及分化所得细胞
V6L7)1 和 P/K%_% 蛋白相对表达量总体比较差异均有

!9$%%! 中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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统计学意义)=n9"_=9#'%D9_;##"均 Ks#_##%*"其中
与 # ''@2相比""#'=#'<#'9# ''@2条件下 V6L7)1 蛋
白相对表达量降低"P/K%_% 蛋白相对表达量升高"差
异均有统计学意义)均 Ks#_#D*& =# ''@2时"V6L7)1
蛋白相对表达量最低"P/K%_% 蛋白相对表达量最高
)表 $*&

Nestin

Thy1.1

GAPDH

0 20 40 60 80mmHg

图 D6不同压力条件 BLC%及分化所得细胞 V.%*&'和 T>1:\: 蛋白
表达电泳图!随压力升高"V6L7)1 蛋白表达条带减弱"=# ''@2时最
弱"P/K%_% 蛋白表达条带增强"=# ''@2时最强!V6L7)1#巢蛋白(
P/K#胸腺嘧啶(bR[A@#甘油醛J$J磷酸脱氢酶!% ''@2n#.%$$ T[(
!&($-.D6M+9-.%%&"'"0'.%*&')',T>1:\: 9-"*.&'%&'BLC%)',
,&00.-.'*&)*.,#.33%$',.-,&00.-.'*9-.%%$-.%,.*.#*.,51 ].%*.-'
53"*! RL7/6 O86LL-86 )1I86(L65" 7/6 16L7)1 O8076)1 M(15L N686
N6(T6165"(15 7/6P/K%_% O8076)1 M(15LN686L786127/6165.i/61 7/6
O86LL-86N(L=# ''@2"7/616L7)1 O8076)1 M(15 N(L7/6N6(T6L7"(15 7/6
P/K%_% O8076)1 M(15 N(L7/6 L780126L7! P/K# 7/K')16( bR[A@#
2*KI68(*56/K56J$JO/0LO/(7656/K580261(L6!% ''@2n#.%$$ T[(

表 <6不同压力条件 BLC%及分化所得细胞 V.%*&'和 T>1:\:
蛋白相对表达量比较)!S"*

T)53.<6C"/9)-&%"'"0-.3)*&2..+9-.%%&"'"0'.%*&')',
T>1:\: 9-"*.&'%&'BLC%)',,&00.-.'*&)*.,#.33%)/"'(

,&00.-.'*9-.%%$-.%)!S"*

压力)''@2* 样本量
V6L7)1 蛋白
相对表达量

P/K%_% 蛋白
相对表达量

# $ %_#"#r#_#9D #_="#r#_#D#

"# $ #_D9#r#_#$#( #_9#;r#_#$9(

=# $ #_":$r#_#D"( %_$#$r#_#9;(

<# $ #_=D#r#_#$D( #_9"9r#_#;=(

9# $ #_<D$r#_#::( #_<;"r#_%%%(

=值 9"_=9# %D9_;##

K值 s#_##% s#_##%

!注#与 # ''@2相比"(Ks#_#D)单因素方差分析"a?AJ2检验*!C?BL#
视网膜干细胞(V6L7)1#巢蛋白(P/K#胸腺嘧啶!% ''@2n#_%$$ T[(
!V076#B0'O(865 N)7/ # ''@2"(Ks#_#D )F16JN(KRVFYR"a?AJ276L7*
C?BL#867)1(*L76'I6**L(P/K#7/K')16!% ''@2n#_%$$ T[(

<6讨论

近年来"干细胞成为神经节细胞再生研究的一种
新趋势

+ 9 %̀#, & 根据移植细胞的来源不同分为 " 种#
)%*眼组织干细胞"包括视网膜神经干细胞'视网膜
Zy**68细胞去分化的前体细胞()"*非眼组织干细胞"

包括胚胎干细胞'骨髓间充质干细胞'脑源性神经干细
胞"及近年展开研究的脂肪干细胞 + %% %̀$, & %::9 年"
C6/ 等 + %=,

提出哺乳动物睫状体色素上皮中可能存在

C?BL"多年来"C?BL已成为细胞移植治疗视网膜病变
的研究重点& C?BL是具有自我更新能力和多方向分
化潜能的神经干细胞"其可分化为多种视网膜细胞"表
达神经细胞和神经胶质细胞特异性标志物

+ %D, & 本研
究从孕龄 "" 5 的孕兔胚胎中分离了 C?BL进行原代培
养"分离的兔 C?BL聚集成细胞球形态"可以传代多
次"传代后对新细胞球进行鉴定"仍然表达 V6L7)1"表
明这些细胞具有神经干细胞特性& 采用 E85c流式细
胞术分析检测发现"培养的兔 C?BL在体外具有良好
的增生能力"同时进行自发分化鉴定"发现部分兔
C?BL分化为神经节样细胞和神经胶质细胞"表明本研
究成功分离得到兔 C?BL&

既往研究表明"视网膜损伤可能会刺激 C?BL自
我修复的潜力

+ %< %̀;, & 有研究发现"干细胞抗原可在人
胚胎的视网膜部分表达 %# %̂$ 周"并且可以在体外分
化为视网膜细胞

+ %9, & R0T)等 + %:,
已将 C?BL应用于视

网膜损伤的治疗& @-(12等 + "#,
从胚胎大鼠分离出

C?BL"移植到视神经损伤大鼠左眼视网膜下腔后"植
入的细胞可以迁移并整合到视网膜中"甚至可以分化
为视网膜细胞& 本研究在体外构建了 C?BL和 CbBL
的共培养体系"使用一种简单的方式施加外周压力"通
过压力计保证量化和压力的重复性"模拟眼压升高时
压力对与 CbBL共培养的 C?BL分化的影响"结果发现
随着压力的升高"C?BL中 V6L7)1 表达水平下降"说明
C?BL分化增多& 分化所得细胞中 CbBL的标志物
P/K%_% 表达逐渐增多"=# ''@2时 C?BL分化程度最
大"V6L7)1 'CVR及蛋白表达量最低"分化所得细胞中
P/K%_% 'CVR及蛋白表达量最高& 但当压力超过
=# ''@2时"分化细胞P/K%_% 'CVR及蛋白表达逐渐
减少& 这表明压力升高会诱导 C?BL分化为神经节样
细胞& 然而"长期或过高的压力不仅会对 CbBL造成
不可逆转的损害"还会损害 C?BL"使其分化能力下降&
说明在一定范围内"压力能够促进与 CbBL共培养的
C?BL分化"压力过大会损害 C?BL并抑制其分化& 然
而"分化所得的视网膜神经节样细胞虽然能够表达
CbBL的特异基因"但是否具备 CbBL的功能以及在青
光眼模型中 C?BL移植中具体将会发生何种作用"都
值得我们进一步研究&

综上所述"本研究表明"在一定压力范围内"压力
能够促进与 CbBL共培养的 C?BL分化为神经节样细
胞"压力过大会损害 C?BL并抑制其分化& 如果能够
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通过移植 C?BL"促进其向有功能的 CbBL分化"补充
缺失的 CbBL"同时修复视网膜功能"这将给青光眼未
来的治疗带来希望&
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