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在大鼠玻璃体内移植猕猴神经前体细胞的方法探索 
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摘要：探索一种简单、可行的异种神经前体细胞眼内移植方法。采用机械性损伤方法造成大鼠视网膜局部受

损, 然后在损伤眼及对照眼玻璃体内移植绿色荧光蛋白(green fluorescence protein, GFP)标记的猕猴神经前体细胞, 
观察细胞能否存活。结果显示：经激光共聚焦显微镜检查发现移植细胞在损伤眼及对照眼内均可存活并整合至损

伤眼视网膜。实验表明, 玻璃体内异种移植 GFP 标记的猕猴神经前体细胞可以存活并整合, 是一种可行的移植  
方法。  
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Abstract: To investigate a simple and effective intraocular xenotransplant technique of rhesus monkey neural 
progenitor cells to rats, mechanical injury was induced in the rat’s right retina. And the GFP-labeled rhesus monkey 
neural progenitor cells suspension was slowly injected into the vitreous space of the right injured and left control eye. 
Confocal image suggested that the xenografted cells survived in both the injured and control eye, meanwhile the cells 
integrated in the injured right retina. The results demonstrated that intravitreal xenotransplant could be adopted as a 
simple and reliable method. 
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玻璃体是一种高度水化的细胞外基质成分, 呈
无色透明凝胶状态，主要由水(＞95%)、胶原纤维、

透明质酸和可溶性蛋白组成。 此外，还含有白蛋

白、硫酸软骨素、葡萄糖、氨基酸、脂肪酸及无机

离子等成分，pH 值接近中性，构成眼内最大容积

(Bishop, 2000; Kleinber et al, 2011 )。玻璃体的胶冻

状结构是一种理想的培养基, 可以给细胞提供一个

良好的眼内代谢微环境, 为移植细胞的长期存活及

广泛迁移提供营养支持(Coles et al, 2004)。以往的研

究显示, 将成年大鼠海马来源的神经前体细胞移植

至成年大鼠玻璃体腔内, 移植细胞至少可以存活 8
周(Takahashi et al, 1998); 增强型绿色荧光蛋白

(enhanced green fluorescence protein, EGFP)标记的

转基因小鼠脊髓来源的神经前体细胞细胞移植到

成年小鼠玻璃体内可以存活 6 个月(Pressmar et al, 
2001)。 



86 动  物  学  研  究 33 卷 

视网膜由胚胎时期神经外胚层形成的视杯发

育而来, 是高度特化的神经组织。作为中枢神经系

统的外延部分, 视网膜组织结构相对简单, 细胞呈

清晰而明显的分层状排列(Klassen et al, 2004)。视网

膜在神经干细胞移植研究中具有独特的部位优势。

由于眼底可以直视, 当以GFP标记的细胞作为移植

供体时, 应用眼底荧光照相或长波紫外线可以对

GFP 发出的荧光直接进行活体重复观察, 即可通过

非侵入性的方法获取和追踪移植细胞的存活、迁移

及与宿主的联系等情况(Bennett et al, 1997)。此部位

实验操作、取材方便, 不需要进入脑内观察供、受

体神经细胞之间的联系及整合, 且充分体现出外延

的优势, 因此，在干细胞移植研究中得到广泛的应

用。 
猕猴在进化上是与人类非常相近的动物, 其生

理学、解剖学、遗传学、系统发育学等方面与人类

非常相似(Calhoun et al, 2003; Kuai et al, 2009), 有
关非人灵长类神经前体细胞的研究不仅可以加深

对干细胞生物学的基础理论理解, 而且对实现干细

胞替代治疗具有重要意义。Li et al（2005）前期的

研究工作表明，将猕猴胚胎干细胞诱导分化而来的

神经前体细胞异种移植到成年大鼠脑内, 移植细胞

能够在受体脑内存活并且分化为神经元和神经胶

质细胞。猕猴神经前体细胞作为替代治疗的上选细

胞株能否异种移植至啮齿类动物玻璃体, 目前尚未

见相关报道。近年来的研究表明, 受损伤的视网膜

可以易化眼内移植局部微环境, 有利于移植细胞的

存活及整合(Bull et al, 2008; Young et al, 2000)。为此, 
本研究采用机械性损伤方法建立大鼠视网膜局部

损伤模型, 损伤后将GFP标记的猕猴神经前体细胞

异种移植入玻璃体, 观察细胞在玻璃体内能否存活, 
从而探索一种可行的移植方式, 为细胞替代治疗视

网膜疾病提供实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及分组 
成年 SPF 级雄性 Sprague-Dawley 大鼠, 体重

180～200 g, 购于昆明医学院实验动物中心, 许可

证编号 SCXK(滇)2011-0004。所有实验用鼠自购买

后, 在本实验室至少适应一周。大鼠饲养在动物笼

内, 自由进水、取食, 12 小时明：暗交替, 室温(23
±2) ℃, 操作符合动物实验管理条例。大鼠分为 2
组：损伤组(右眼)(n=25); 对照组(左眼)(n=25)。 

1.2  模型建立及细胞移植 
硫酸阿托品注射液(天津金耀氨基酸有限公司) 

0.3 mL/只，10%水合氯醛(国药集团化学试剂有限公

司)400 mg/kg 体重腹腔注射致动物麻醉后, 将大鼠

固定在脑立体定位仪上(深圳瑞沃德生命科技有限

公司)。碘伏消毒结膜囊及睑裂周围皮肤，结膜囊内

滴贝诺喜眼液(Alcon Laboratories, Inc) 1 滴行表面

麻醉，复方托吡卡胺滴眼液(Alcon Laboratories, Inc) 
1 滴散大瞳孔。GFP 标记的猕猴神经前体细胞由中

科院昆明动物所王正波博士惠赠 (GFP 标记的猕猴

胚胎干细胞团块悬浮培养, 形成的胚体贴壁培养, 
诱导分化形成具有玫瑰花环结构的神经前体细胞, 
备用)。用 5 μL 的微量进样器吸取 3 μL (约含细胞 1
×105 个/μL)GFP 标记的猕猴神经前体细胞悬液备

用。眼科镊提起球结膜, 暴露大鼠角巩膜缘, 在其

后约 4 mm 处 12:00 位置进针。注意保持与地面垂

直的角度, 继续进针到玻璃体内, 将对侧 6:00 处视

网膜划伤, 造成视网膜机械性损伤, 具体实验模型

制作方法参照文献(Nisbida et al, 2000)进行。稍退针

至玻璃体内注射猕猴神经前体细胞悬液 3 μL。手术

结束时，结膜囊内涂红霉素眼药膏预防感染。术后

继续采用预防感染措施 3 d, 白天滴氯霉素眼药水, 
晚上涂红霉素眼药膏。 
1.3  移植后处理 

移植细胞后 7 周, 将大鼠深度麻醉后，经左心

室插管分别使用 0.9%氯化钠溶液和 4%多聚甲醛溶

液灌注固定，仔细分离出鼠左右眼球后，将其固定

于 4%多聚甲醛溶液, 置于 4 ℃冰箱过夜保存。经

20%、30% PBS 蔗糖溶液梯度脱水后，使用冰冻切

片机(LEICA CMI850)切片, 片厚 20 μm。激光共聚

焦显微镜 (ZEISS LSM 510 META)观察移植细胞存

活及分布情况。 

2  结  果   

2.1  动物眼球观察 
猕猴神经前体细胞移植后，观察大鼠双侧眼球, 

可见角膜透明, 玻璃体腔内可见点状、条索状或网

状灰白色混浊物, 各组均未见眼内感染。 

2.2  组织学检查 
切片经 HE 染色显示, 右眼视网膜由于机械性

损伤造成视网膜结构紊乱, 结构层次被破坏, 神经

上皮层扭曲, 断裂, 部分细胞萎缩消失。 损伤灶周

围可见成簇红细胞(图 1)。 
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图 1  机械性损伤大鼠右眼局部视网膜 
Fig.1  Mechanical injury in the right retina of rat 

HE 染色法，×100。箭头示视网膜结构破坏，细胞排列紊乱。

Hematoxylin-Eosin staining, ×100)(Arrow indicates the retinal structure 

was disordered and the cells of the injured sites are in disarrangement. 

 

2.3  细胞移植后观察 
冰冻切片后, 在激光共聚焦显微镜下观察发现,  

对照眼(左眼)玻璃体内有大量移植 GFP 阳性细胞存

活(图 2)，损伤眼(右眼)局部视网膜上出现 GFP 阳性

细胞整合(图 3)。 

3  讨  论 

判断局部微环境是否适合移植细胞生存以及

移植方法是否切实可行是移植工作的重要组成部

分。在移植工作中要尽量做到对宿主组织、供体细

胞或组织自身损伤小, 从而确保移植细胞的有效存

活, 因此，选择更适合、更可靠、更行之有效的异

种神经前体细胞移植方法仍需探索 (Lund et al, 
2001)。本研究采用机械性损伤方法造成大鼠右眼视

网膜局部损伤后, 在玻璃体内移植细胞观察存活情

况。与此同时, 以正常左眼作为对照亦系移植细胞, 
观察神经前体细胞在两者中的存活情况。结果发现, 
无论在损伤眼还是对照眼内猕猴神经前体细胞均

可存活。该结果与 Grozdanic et al (2006)研究相似。 

 

图 2  GFP 标记的猕猴神经前体细胞移植至大鼠对照眼玻璃体内 
Fig.2  GFP positive rhesus monkey neural progenitor cells xenotransplant in the left eye of rat  

A）GFP 阳性细胞；B）对照眼玻璃体；C）A、B 叠加图。 
A) GFP positive cells; B) vitreous space C) A & B merged image. 

 
图 3  GFP 标记的猕猴神经前体细胞整合至大鼠损伤眼视网膜 

Fig.3  GFP positive rhesus monkey neural progenitor cells integrated in the injured retina of the rat  
A）GFP 阳性细胞；B）损伤眼视网膜；C）A、B 叠加图。 

                A) GFP positive cells; B) retina of the right eye; C) A & B merged image. 
 

目前常用的眼内移植干细胞的方法有经玻璃

体和经巩膜 2 种途径。经巩膜通路(视网膜下移植)
对技术及设备要求相对更高且操作复杂, 手术时，

术野暴露有限, 会破坏脉络膜血管和Bruch’s膜, 导
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致视网膜内外层之间分离以及血眼屏障破坏、受体

早期致敏等并发症(Al-Amro et al, 1999; Lund et al, 
2001)。经玻璃体通路术野清晰，容易操作, 可控制

性更好, 损伤相对小, 并不破坏视网膜的屏障解剖

结构, 而且玻璃体可以为移植细胞长期存活和广泛

迁移提供营养支持, 故经玻璃体通路更具优势(Baker 
& Brown, 2009; Coles et al, 2004; Meyer et al, 2004)。
本研究采用经玻璃体通路法进行移植, 手术过程中

通过散大的瞳孔可以清晰看到微量注射器针头的

走向及注射部位。这种近似直视下的操作对移植靶

组织造成的损伤相对更小，且感染发生率低(本实验

无一只眼球术后出现感染)。移植后方便观察, 可同

时进行双侧对比, 透过瞳孔可见白色点状物和絮状

物在玻璃体内生长。本研究采用机械性损伤方法造

成大鼠视网膜受损后, 在损伤眼及正常眼内经玻璃

体通路异种移植 GFP 标记的猕猴神经前体细胞, 观
察细胞存活情况。结果显示 GFP 标记的猕猴神经前

体细胞在玻璃体腔内至少能存活 7 周, 表明经玻璃

体异种移植猕猴神经前体细胞是一种可行的移植方

式。本研究为探索更佳的动物模型建立方法及可行

的细胞移植方法奠定了基础, 为进一步探索视网膜

疾病的干细胞移植研究和治疗提供了技术支持。 
另外, 前人的工作提示, 成年大鼠海马源性神

经前体细胞移植至成年大鼠玻璃体后可形成一个

紧邻视网膜神经纤维层的连续的细胞薄层, 该薄层

主要生长在靠近内界膜处, 其间有少量移植细胞可

整合到宿主视网膜, 但并不破坏宿主的视网膜结构

(Takahashi et al, 1998)，将胚胎小鼠脊髓源性神经前

体细胞移植到成年野生型小鼠及视网膜营养不良

突变型小鼠玻璃体内, 无论是正常成年小鼠的视网

膜还是营养不良的视网膜内, 异位移植的细胞均可

存活、分化及整合。移植细胞胞体多位于视网膜的

内网状层, 细胞突起可伸入神经纤维层(Pressmar et 
al, 2001)。目前本实验的工作只是初步证明了 GFP
标记的猕猴神经前体细胞能够在大鼠玻璃体内存

活, 并发现少量移植细胞可整合至宿主视网膜。移

植细胞能否在形态上向视网膜样细胞分化，以及是

否具有视网膜细胞功能还需进一步进行研究。 
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