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Abstract 

·AlM ：TO explore the expression of nestin in rat retina 

following optic nerve transection and its significance． 

·METHODS：Optic nerve transection m ode was m ade to 

exam ined the reactive changes of M凸Iler gliaI cells．Three 

rats were kiIled at each of the points at 1．3．7days post— 

operation for sagital sections． Double labeled lmm uno— 

fIuorescence was used to ascertain the cellular localization 

and the change of nestin in retina． Total RNA was 

extracted fr0m the retina from the experim ental and 

control rats for Real—time PCR analysis． 

· RESULTS： Nestin—positive staining was negligible in 

M c】Iler glial cells of the adult rat retina．After 1 day．the 

M cjIler cells appeared induced nestin expression：After 3 

days．nestin in M c】ller cells furt：her enhanced： After 1 

week．nestin in M c】ller ceIls remained at a relatively high 

leveI．Real—time PCR sem i-quantitative analysis with the 

above resu Jts． 

·C0NCLUSlON：Present results suggest that the induced 

expression of nestin in M c】ller gIjaI cells is a reactive 

change in retinae subjected to optic nerve transection． 

The induced expression of nestin in M 0ller glial cells 

especially at their end—feet suggests a potential 

neuroprotective mechanism in neuronaI degeneratiOn． 

·KEYW ORDS：optic nerve transection；M 0ller celI；nestin 

Xue LP，Ding P，Wu KL，et ．Nestin expression in MUller glial 

cells in rat retina following optic nerve transection．／nt J Ophthalmol 

u Yanke Zazhi 2009；9(3)：433—436 

摘要 

目的：探讨中间丝蛋白 nestin在视神经横断大鼠视网膜神 

经胶质细胞中的表达情况及可能的意义。 

方法：制作大鼠视神经横断模型，分别于术后 1，3，7d取材， 

制作视网膜矢状位冰冻切片，进行 GS／nestin，免疫荧光双 

标。提取视网膜总RNA行nestin Real—time PCR半定量分析。 

结果：正常大鼠视网膜中几乎看不到 nestin阳性染色。术 

后 1d，在 Mailer细胞上出现 nestin的诱导表达，术后 3d， 

nestin在 Mailer细胞上的表达进一步增强，术后 1wk，nes— 

tin在 Mailer细胞上 的表达保持 在较高水平 ，Real—time 

PCR半定量分析与以上结果吻合。 

结论：视神经横断后nestin在Mtiller细胞上的诱导表达是 

Mailer细胞对视网膜损伤产生的一种反应，Nestin的表达 

量在一定时间内与病程进展相一致。Nestin在 Mailer细 

胞上的诱导表达尤其在足板处的强烈表达可能对视网膜 

神经节细胞具有保护作用。 

关键词：视神经横断；Maller细胞 ；nestin 
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薛黎萍，丁鹏 ，吴 开力，等．Nestin在视神经 横断大 鼠视 网膜 

Mtiller细胞上的诱导表达．国际眼科杂志2009；9(3)：433-436 

0引言 

视网膜属中枢神经系统(central nervous system，CNS) 

的一部分 ，哺乳动物中枢神经系统包括两种细胞 ：神经元 

和神经胶质细胞。Mailer细胞是视网膜特有的一种神经 

胶质细胞，在视网膜各层之间构成精细的网状结构，维持 

视网膜的正常结构，营养神经元，参与构成血 一视网膜屏 

障等多种功能，其足板与视网膜神经节细胞在解剖和功能 

上具有密切的关系。Mfiller细胞 中含有大量的中间丝蛋 

白。Nestin(巢蛋白)属第六类中间丝蛋 白，主要在神经干 

细胞／神经前体细胞上表达 ，当神经干细胞分化成神经 

元或神经胶质细胞后 ，其表达下调并逐渐被其他特异性中 

间丝蛋白NF／GFAP代替 。因此，在中枢神经系统研究 

中，它被作为神经干细胞的标记物被广泛应用。我们的前 
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期 研 究 已 经 证 明 ， 大 鼠生 后 视 网 膜 中分 化 中和 分 化 成 熟 的

M a l l e r 细 胞 表 达 n e s t i n
， 随 视 网 膜 日益 成 熟 其 表 达 逐 渐 减

少 ， 正 常成 年 大 鼠视 网膜 中几 乎 没 有 n e s t i n 表 达 。 由 此 我

们设 计 了 本 实 验 ， 制 作 视 神 经 横 断 模 型 ， 探 讨 在 视 网 膜 神

经 节 细 胞 急 性 大 量 死 亡 时 n e s t i n 视 网 膜 中 的 表 达 情 况 以

及 M t i l l e r 细 胞 的 反 应 ， 探 讨 是 否 如 人 们 所 推 测 M t i l l e r 细 胞

就 是 一 种 特 殊 的 神 经 前 体 细 胞 或 者 在 特 定 情 况 下 出 现 转

分 化 ， 成 为 一 种 类 似 神 经 前 体 细 胞 的 细 胞 。 如 果 确 实 如

此 ， 意 味着 视 网膜 具 有 终 生 再 生 能 力 ， 这 将 对 临 床 治 疗 一

些 疾 病 如 晚期 青 光 眼 、 视 神 经 损 伤 等 具 有 重 要 的 意 义 。

1 材 料 和 方 法

1 ． 1 材 料 健 康 S D 大 鼠 2 1 只 ， 雌 雄 不 限 ( 1 8 0 ～ 2 4 0 g ，

2 to o ) ， 购 自新 加 坡 国 立 大 学 实 验 动 物 中 心 。 实 验 动 物 均

排 除 眼 部 及 全 身 疾 病 ， 所 有 实 验 操 作 方 案 遵 循 A R V O
“

眼

科 和 视 觉 科 学 实 验 动 物 使 用 规 范
”

。 其 中 3 只 作 为 正 常 对

照 ，
1 8 只 制 作视 神 经 横 断模 型 ， 操 作 中尽 量 减 少 动 物 痛 苦

及 意 外 致 动 物 死 亡 。

1 ． 2 方 法 视 神 经 横 断 动 物 模 型 制 作 ：7 0 ∥ L 水 合 氯 醛 按

3 5 0 m g ／k g 的 剂 量 腹 腔 麻 醉 大 鼠 ， 沿 眶 上 缘 做 皮 肤 切 口 ， 向

下 翻 转 眼 球 ， 暴 露 视 神 经 ， 沿 纵 轴 剪 开 硬 脑 膜 ， 在 球 后

3 ra m 处 完 全 剪 断 视 神 经 ， 注 意 勿 损 伤 眼 动 脉 ， 避 免 牵 拉 视

神 经 。 所 有 视 神 经 切 断 点 尽 量 有 一 个 一 致 的 定 位 。 6 - 0

尼 龙 线 缝 合皮 下 组 织 及 皮 肤 切 口 。 另 1 跟 同 样 的 操 作 仅

暴 露 视 神 经 后 即 关 闭 组 织 切 口 作 为 假 手 术 组 。 所 有 大 鼠

均 在 右 眼 行 视 神 经 横 断 ， 左 眼 行 假 手 术 作 为 对 照 。 大 鼠眼

球 冰冻 切 片及 免 疫 荧 光 染 色 ：分 别 取 术 后 l
，

3
，

7 d 大 鼠 ， 每

组 3 只 ， 腹 腔 麻 醉 后 ，
4 0 g ／L 的 多 聚 甲 醛 灌 注 固 定 ， 迅 速 取

眼 球 ，
4 0 g／L 多 聚 甲醛 中 4 ℃ 浸 泡 过 夜 ，

2 0 0 g ／L 蔗 糖 4 qC 浸

泡 3 ～ 4 h
，

O C T 包 埋 ， 矢 状 位 冰 冻 切 片 ， 片 厚 2 0 ¨m
， 切 取 部

位 出 现 视 神 经 后 随 机 取 6 片 ， 每 片 裱 在 明胶 处 理 过 的 载 玻

片 上 ， 自然 风 干 后 置 一 2 0 ℃ 冰 箱 保 存 备 用 。 取 各 组 切 片

0 ． 0 1 m o l ／L P B S 洗 3 次 ， 滴 加 正 常 羊 血 清 室 温 1 h
， 甩 干 ， 按

照 实 验 设 计 一 抗 为 小 鼠 抗 大 鼠 N e u N
， 兔 抗 大 鼠 G S ／／b 鼠

抗 大 鼠 n e s t i n
，

4
0

C 过 夜 ， 各 一 抗 浓 度 分 别 是 G S ( 1 ： 1 6 0 0 ) ，

N e u N ( 1 ：2 0 0 ) ，
n e s t i n ( 1 ： 2 0 0 ) 。 P B S 洗 3 次 ， 二 抗 是 羊 抗

小 鼠 I g G — C y 3 ( 1 ： 2 0 0 ) ／羊 抗 兔 I g G — F I T C ( 1 ： 2 0 0 ) ， 室 温 暗

盒 中孵 育 1 h
，

P B S 洗 3 次 ， 封 片 ， 共 聚 焦 激 光 显 微 镜 ( O l y m —

p u s F V l 0 0 0 ) 读 片 记 录 。 R e a l ． t i m e P C R 分 析 ：分 别 取 术 后

1
，

3
，

7 d 大 鼠 ， 每 组 3 只 过 量 水 合 氯 醛 处 死 大 鼠 ， 迅 速 取 眼

球 置 冰 上 ， 撕 开 眼 球 后 剥 出视 网 膜 组 织 置 小 试 管 中迅 速 放

入 液 氮 中 。 按 R N e a s y M i n i K i t ( QI A G E N ) 说 明 抽 提 视 网

膜 总 R N A ；抽 提 液 在 分 光 光 度 仪 上 定 量 及 检 测 R N A 纯 度 。

A
，。

／A
。 比 值 在 1 ． 6 ～ 2 ． 1 之 间 认 为 R N A 纯 度 较 高 ， 可 以

作 为 逆 转 录 反 应 模 板 。 引 物 由 P r i m e r
— P r e m i e r 5 ． 0 软 件

设 计 ， 并 经 N C B I B L A S T 向 基 因 库 检 索 验 证 ， 与 其 他 基 因

无 同源 性 ， 由 T a K a Y a 生 物 公 司 合成 。

基 因 引 物 序 列 片 段 长 度

n e s t i n 5 一 C A A C C A C A G G A G T G G G A A C T 一 3 2 2 0 b p

5 一 T CT G G C A T I
'

G A C T G A G C A A C 一 3

GF A P 5 - G A A G A A A A C C G C A T C A C C A T 一 3 1 9 0 b p

5 一 G C A C A C C T C A C A T C A C A T C C 一 3

将 视 网膜 总 R N A 提 取 液 按 M — M L V R T 试 剂 盒 要 求 行

反 转 录 反 应 ， 反 应 步 骤 如 下 ：2 tx g R N A
，

l ¨L O l i g o — d T p r i m —

e r
， 加 R N a s e ． f r e e w a t e r 定 容 至 1 5 斗L

，
7 0 ℃ 反 应 5 m i n

， 反 应

结 束 后 置 冰 上 。 配 置 反 转 录 反 应 体 系 如 下 ：5 × M — M L V R T

R e a c t i o n B u f f e r 5 Ix L
，

M — M L V R T 1 “ L
，

R N a s e i n h i b i t o r

4 3 4

l

卜。 一 。 。 ； ，

， 1
§≯ - 挚 蜘 ? 吣 黔 嗨 ‘静 ：∥ 薯≯ 静 《

* �，刊一
B

图 1 视 神 经 横 断 后 N e u N 在 视 网 膜 中 的 表 达 ( 图 A 标 尺

1 0 0 p m
， 图 B

， C
，

D 标 尺 为 5 0 u m ) A ：正 常 大 鼠 ；B ：术 后 l d ；C ：

后 3 d ；D ：术 后 1 w k

三 2 0

一

坚 1 5

童

塞 m

捌
霹 5

型

薹 。

口 假 手 术 纰 囹 视 神经 横 断 纠

术 肝 时 问

图 2 视 神 经 横 断 后 视 网膜 神 经 节 细 胞 计 数 (
。

尸≤ O ． 0 1 )

0 ． 6 2 5 Ix L
，

1 ． 2 5 tx L d N T P
， 加 R N a s e — f r e e w a t e r 至 2 5 斗L

， 将

述 混 合 物 加 于 1 5 Ix L R N A 混 合 物 中 置 4 2 ℃ 反 应 1 h
， 反 ．

结 束 后 置 一 2 0 ℃ 保 存 。 R e a l — t i m e P C R 反 应 体 系 如 下 ：5 ‘

反 转 录 产 物 ，
5 tx m o l ／L 目的 基 因 引 物 各 l “L

，
5 × 反 应 混

物 4 汕 L
， 加 水 定 容 至 2 0 1x L 。 9 5 qC 预 热 10 m i n 后 ， 以 9 5

o

C

性 5 S
，

6 1
o

C 退 火 1 0 s ( n e s t i n 和 G S ) 或 6 0 ℃ 退 火 5 s ( G F A P
，

7 2 ℃ 延 伸 4 s
， 反 应 3 5 循 环 。 R N A 定 量 以 C t 值 表 示 ，

P C R 产 物 到 达 指 数 增 长 期 的 循 环 数 ， 同 时 以 样 本 中 内 ，

照 G A P D H 的 量 来 标 化 ， 实 验 结 果 以 相 对 于 正 常 视 网 ，

R N A 量 的 2 倍 为 有 统 计 学 显 著 性 差 异 。

统 计 学 分 析 ： 应 用 配 对 t 检 验 ，
S P S S 1 1 ． 5 统 计 软 件 ．

行 统 计 学 分 析 ， 以 P ≤ 0 ． 0 5 认 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 视 神 经 横 断 后 神 经 节 细 胞 计 数 我 们用 N e u N 来 标

视 网 膜 内侧 R G C
， 参 考 X u e 等

” 。

方 法 取 视 神 经 颞 侧 I r r

处 计 数 3 个 高 倍 镜 下 0 ． 1 7 3 m m 长 度 中 N e u N 阳 性 细 雕

正 常 大 鼠 R G C 基 数 为 1 6 ． 2 4 ± 2 ． 6 8 个 ( 图 1 A ) ， 术 后 1 �

R G C 即 出现 显 著 减 少 ( 图 1 B ) ， 术 后 3 d
， R G C 数 量 进 一

减 少 ( ㈦ l C ) ， 至 术 后 1 w k ( 图 1 D ) 。 和 对 照 组 相 比 差 异 有

著性 ， 水后 1 w k R GC 只有假手 术组 R G C 的 4 0 ％ 左 右 ( 图 2 ：

2 ． 2 视 神 经 横 断 后 n e s t in 表 达 情 况 术 后 l d
，

n e s t i n 表 ：

即 有 增 加 ， 主 要 呈 栅 栏 状 分 布 于 G C L 和 I P L
， 位 于 内界 J

的 M i i l l e r 细胞 足 板 处 n e s t i n 染 色 强 ， 向 I N L 方 向染 色 强 ，

减 弱 ( 冈 3 A — C ) 。 术 后 3 d
，

n e s t i n 在 M t i l l e r 细 胞 上 的 表 ．

进 一 步增 强 ( 图 3 D — F ) 。 术 后 1 w k
，

n e s t i n 在 M a i l e r 细 胞 ．

的表 达 保 持 在 较 高 水 平 ( 图 3 G — I ) 。 所 有 n e s t i n 阳性 细 J

同 时 表 达 G S ( 冈 3 C ，
F

，
I ) 。 G S 标 记 的 M a i l e r 细 胞 从 术 一

1 d 到 术 后 1 w k 数 量 上 未 见 明显 改 变 ， 但 G S 的表 达 位 置 j

更 集 中于 M i i l l e r 细 胞 足 板 处 ( 图 3 A
，

D
，

G ) 。
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图 3 视 神 经 横 断 后 n e s t in 在 M e lle r 细 胞 上 的诱 导 表 达 ( 标 尺 为 5 0 p m )

进 一 步 增 强 ；G — I ：术后 1 w k
， n e s t i n 表 达 保 持 在 较 高 水 平

术 Jr I II卅 iJ

图 4 视 神 经 横 断 后 n e s t in m R N A R e a l — t im e P C R 半 定 量 分 析

结 果 (
“

尸 ≤ O ． 0 1 )

2 ． 3 视 神 经 横 断 后 n e s t in m R N A 表 达 情 况 R e a l — t i m e

P C R 分 析 结 果 显 示 视 神 经 横 断 后 检 测 到 2 2 0 b p 的 n e s t i n

m R N A
， 术 后 表 达 呈 上 升趋 势 ， 术 后 】w l( 表 达 水 平 最 高 ， 各

时 问 点 实 验 组 和 对 照 组 差 异 有 显 著性 ( 图 4 ) 。

3 讨 论

M a i l e r 细 胞 是 视 网 膜 特 有 的 主 要 的 神 经 胶 质 细 胞 ， 它

和 神 经 节 细 胞 有 密 切 的 关 系 ， 能 识 别 多 种 神 经 信 号 ， 并 能

敏 感 地 感 受 和 调 控 细 胞 外 K
’

，
H

’

，
N a

’

和 神 经 递 质 浓 度

的 改 变 ， 它 在 视 网 膜 损 伤 后 早 期 就 具 有 明 显 的 病 理 改

变
⋯

。 已 有 研 究 证 实 M t i l l e r 细 胞 参 与 神经 元 损 伤 、 变 性 和

再 生
∞ “ ’

。
N e s t i n 属 第 六 类 中 间 丝 蛋 白 ， 以 往 的 研 究 认 为

它 只 出现 在 C N S 发 育 过 程 的 神 经 干 细 胞 中 ， 干 细 胞 分 化

成 成 熟 的神 经 元 或 伸 进 胶 质 细 胞 后 即 不 再 表 达 n e s t i n
， 因

此 ， 它 被 用 来 作 为 神 经 干 细 胞 的 标 记 物
” ⋯

。 最 近 的 研 究

对 这 种 观 点 提 出 的 质 疑 ，
F r i s e n 等

引
提 出大 脑 和 脊 髓 外 伤

后 ， 反 应 性 星 形 胶 质 细 胞 表 达 n e s t i n 。 中枢 神 经 系 统 肿 瘤

中也 发 现 了 n e s t i n 阳 性 细 胞 ， 并 且 随 着 恶 性 程 度 的 升 高 ，

其 表 达 也 要 更 强 烈 一 些
‘⋯ 。

。 在 成 年 纹 状 体 和 体 外 培 养 的

纹 状 体 细 胞 中也 发 现 了 n e s t i n 阳 性 细 胞
⋯ J

。 在 眼 科 方 面

的 研 究 巾 ， 视 网 膜 毒 性 损 伤 、 激 光 损 伤 和 眼 压 升 高 后

M a i l e r 细 胞 出现 n e s t i n 的诱 导 表 达
" ’ ” ’ ” 0

。 人 胎 儿 视 网 膜

分 化 成 熟 和 未 分 化 的 M a i l e r 细 胞 表 达 n e s t i n
14 ]

。 对 于 视

网 膜 中 出现 的这 些 n e s t i n 阳 性 细 胞 人 们 提 出 了 不 同 的 解

释 ， 大 部 分 人 认 为 在 特 定情 况 下 表 达 n e s t i n 的 M t i l l e r 细 胞

可 能 代 表 一 种 神 经 前 体 细 胞 ， 或 具 有 神 经 干 细 胞 特 点 的 一

类 细 胞 ， 在 特 定 情 况 下 可 以 }}J 现 去 分 化 或 转 分 化
。

’� ” '
” J

，

另 外 也 有 人 提 出 它 仅 仅 是 一 种 胶 质 化 反 应
‘’ ‘

。 我 们 的 前

期研 究 发 现 ， 正 常 大 鼠视 网 膜 M t i l l e r 细 胞 几 乎 不 表 达 n e s —
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tin，在青光眼模型中可以检测到 nestin和 GFAP在 Mtiller 

细胞上的诱导表达。本实验中，我们发现视神经横断后 

MUller细胞上出现了nestin，随病程进展 RGC数量仍然急 

剧减少。因此我们认为病理情况下，Nestin在 MUller细胞 

上的诱导表达是 MUller细胞针对损伤发生的一种反应性 

改变。而不是说明MUller细胞具有了干细胞的特性。视神 

经横断后，Nestin在 Mtiller细胞上的诱导表达的原因和意 

义尚不是很明确 ，实验中我们发现 nestin在 MUller细胞上 

的诱导表达在足板处尤其强烈，MUller细胞足板包绕 RGC 

与其功能的完整性有着密切的关系，当 RGC的轴浆流突 

然中断后，MUller敏感 的感受到外环境的改变，胞浆 中的 

细胞骨架蛋 白 nestin发生改变，这种改变可能通过活化 

MUller细胞释放一系列生长因子如神经生长因子(NGF)， 

碱性成纤维 细胞 生长 因子 (bFGF)，胰 岛素样生长 因 

子 (IGF)和睫状生长因子(CNTF)等对神经节细胞有保护 

作用。 
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