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中 文 摘 要 ： 本研究計畫乃針對國內外日趨嚴重之共通代謝疾病:糖尿病

(diabetes mellitus)誘發眼睛病變而進行連續性之研究。糖

尿病引起之高血糖誘發眼睛病變為造成視覺障礙主要原因之

一。本研究計畫目標為建立治療與研究糖尿病誘發眼睛相關

疾病之動物模式(animal model)，並體外分化胚幹細胞成為

視網膜前軀細胞(retinal progenitor cell)，以細胞移植方

式取代受損視網膜細胞。10 周齡雄性紐西蘭白兔以 100 

ml/kg 劑量之四氧嘧啶(Alloxan)誘發第一型糖尿病，並持續

每週測試其血糖、體重與眼球屈光狀態，且每周觀察紀錄其

水晶體與視網膜變化直至試驗結束，並於試驗期間，每 4周

檢查其視網膜電圖(Electroretinography, ERG)。以連續三

週血糖達 200 mg/dl 為成功誘導糖尿病，此試驗之糖尿病動

物成功誘發比例為 85%。此外，結果顯示經誘導糖尿病之動

物(n=20)體重減輕、血糖增加、屈光不正增加相較於健康之

對照組(n=12)具顯著差異(P＜0.001)，患糖尿病動物眼睛出

現白內障比例則為 69%顯著高於對照組之 6%，且視網膜電圖

檢查亦發現糖尿病動物之 a與 b波振幅較對照組降低。另一

方面於研究計畫中建立誘導小鼠與紐西蘭白兔胚胎幹細胞分

化成視網膜色素上皮前軀細胞之分化系統，可偵測到誘導小

鼠胚幹細胞分化後第 3與 9天之視網膜前驅細胞專一性標幟

Pax6 與色素生成 Mitf 表現，而 tight junction protein 相

關 ZO-1 與視覺循環(visual cycle)相關 RPE65 隨之於分化後

第 9與 24 天表現，兔胚幹細胞則僅表現視網膜前驅細胞專一

性標幟 Pax6；同時亦將視網膜色素上皮前驅細胞移植入視網

膜損傷之動物，再以眼球組織切片觀察發現成功移植入視網

膜下。結果顯示此研究成功建立完整糖尿病誘發眼睛相關疾

病之紐西蘭白兔動物模式，且成功誘導小鼠胚幹細胞分化成

視網膜色素上皮前驅細胞，並首次嘗試將兔胚胎幹細胞進一

步誘導分化成視網膜色素上皮前驅細胞之前驅細胞，初步建

立兔胚胎幹細胞體外分化視覺相關細胞之系統，且進行並建

立視網膜細胞移植方式，雖其修復取代損傷細胞仍有待評估

並進一步做後續之研究，但此計畫奠定視網膜色素上皮細胞

體外分化與移植等相關研究之重要基礎。 

中文關鍵詞： 動物模式、細胞移植、糖尿病、分化、眼睛 

英 文 摘 要 ： Hyperglycemia induces eye disorders that cause visual 

lesions. A serial of primary investigations on 

physiologic/morphological parameters of rabbit eye 

disorders induced by diabetes mellitus (DM) are 

carried out in this three-year proposal. The 

objectives of this proposal are to use New Zealand 



White rabbits for establishing a complete diabetic 

animal model on eye disorders and to set up a stable 

differentiation system for rES cells. 10 week-old New 

Zealand White rabbits were induced to Type I DM by a 

100 mg/kg alloxan injection. Body weight, blood 

glucose, refraction, lens and fundus examinations 

were evaluated during the 24 weeks trail. 

Electroretinography (ERG) was recorded every 4 weeks 

as well. The successful rate of diabetic rabbit 

induction was 85% by blood glucose over 200 mg/dl for 

3 weeks. Results showed that increased blood glucose 

and refraction as well as decreased body weight were 

observed in diabetic rabbits when compare to Control 

group (P＜0.001). There was only one eye with 

cataract induced by DM (6%, n=12) in control group to 

compare with the diabetic group (69%, n=20). In 

addition, a retinal function evaluation by ERG showed 

that the amplitude of a- and b-wave in diabetic group 

is lower (P<0.05) than that in Control group. 

Furthermore, the specific marker of retina precursor 

cells, Pax6 and pigment synthesis (Mitf) were all 

observed in mouse embryonic stem (ES) cells on 3 or 9 

days after differentiation. The expressions of tight 

junction protein ZO-1 and visual cycle protein 

(RPE65) of differentiated mouse ES cells were 

detected during days 9 and 24. Only Pax6 expression 

can be detected after rabbit ES cells 

differentiation. Eye histological examination was 

performed after transplantation of differentiated 

cells to retina injured animal. Based on our data, 

the rabbit model of diabetes-related eye disorders as 

well as in vitro retina pigment epithelium 

differentiation and retinal cells transplantation is 

well established for further studies of eye 

disorders. 

英文關鍵詞： animal model, cell transplantation, diabetes 

mellitus, differentiation, eye 
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中文摘要 

本研究計畫乃針對國內外日趨嚴重之共通代謝疾病:糖尿病(diabetes mellitus)

誘發眼睛病變而進行連續性之研究。糖尿病引起之高血糖誘發眼睛病變為造成視

覺障礙主要原因之一。本研究計畫目標為建立治療與研究糖尿病誘發眼睛相關疾

病之動物模式(animal model)，並體外分化胚幹細胞成為視網膜前軀細胞(retinal 

progenitor cell)，以細胞移植方式取代受損視網膜細胞。10 周齡雄性紐西蘭白兔

以 100 ml/kg 劑量之四氧嘧啶(Alloxan)誘發第一型糖尿病，並持續每週測試其血

糖、體重與眼球屈光狀態，且每周觀察紀錄其水晶體與視網膜變化直至試驗結

束，並於試驗期間，每 4 周檢查其視網膜電圖(Electroretinography, ERG)。以連續

三週血糖達 200 mg/dl 為成功誘導糖尿病，此試驗之糖尿病動物成功誘發比例為

85%。此外，結果顯示經誘導糖尿病之動物(n=20)體重減輕、血糖增加、屈光不

正增加相較於健康之對照組(n=12)具顯著差異(P＜0.001)，患糖尿病動物眼睛出

現白內障比例則為 69%顯著高於對照組之 6%，且視網膜電圖檢查亦發現糖尿病

動物之 a 與 b 波振幅較對照組降低。另一方面於研究計畫中建立誘導小鼠與紐西蘭

白兔胚胎幹細胞分化成視網膜色素上皮前軀細胞之分化系統，可偵測到誘導小鼠胚幹細

胞分化後第 3 與 9 天之視網膜前驅細胞專一性標幟 Pax6 與色素生成 Mitf 表現，而 tight 

junction protein 相關 ZO-1 與視覺循環(visual cycle)相關 RPE65 隨之於分化後第 9 與 24

天表現，兔胚幹細胞則僅表現視網膜前驅細胞專一性標幟 Pax6；同時亦將視網膜色素

上皮前驅細胞移植入視網膜損傷之動物，再以眼球組織切片觀察發現成功移植入視網膜

下。結果顯示此研究成功建立完整糖尿病誘發眼睛相關疾病之紐西蘭白兔動物模
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式，且成功誘導小鼠胚幹細胞分化成視網膜色素上皮前驅細胞，並首次嘗試將兔胚胎

幹細胞進一步誘導分化成視網膜色素上皮前驅細胞之前驅細胞，初步建立兔胚胎幹細胞

體外分化視覺相關細胞之系統，且進行並建立視網膜細胞移植方式，雖其修復取代損傷

細胞仍有待評估並進一步做後續之研究，但此計畫奠定視網膜色素上皮細胞體外分

化與移植等相關研究之重要基礎。 

關鍵詞：動物模式、細胞移植、糖尿病、分化、眼睛
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Abstract 

 

Hyperglycemia induces eye disorders that cause visual lesions. A serial of 

primary investigations on physiologic/morphological parameters of rabbit eye 

disorders induced by diabetes mellitus (DM) are carried out in this three-year proposal. 

The objectives of this proposal are to use New Zealand White rabbits for establishing 

a complete diabetic animal model on eye disorders and to set up a stable 

differentiation system for rES cells. 10 week-old New Zealand White rabbits were 

induced to Type I DM by a 100 mg/kg alloxan injection. Body weight, blood glucose, 

refraction, lens and fundus examinations were evaluated during the 24 weeks trail. 

Electroretinography (ERG) was recorded every 4 weeks as well. The successful rate 

of diabetic rabbit induction was 85% by blood glucose over 200 mg/dl for 3 weeks. 

Results showed that increased blood glucose and refraction as well as decreased body 

weight were observed in diabetic rabbits when compare to Control group (P＜0.001). 

There was only one eye with cataract induced by DM (6%, n=12) in control group to 

compare with the diabetic group (69%, n=20). In addition, a retinal function 

evaluation by ERG showed that the amplitude of a- and b-wave in diabetic group is 

lower (P<0.05) than that in Control group. Furthermore, the specific marker of retina 

precursor cells, Pax6 and pigment synthesis (Mitf) were all observed in mouse 

embryonic stem (ES) cells on 3 or 9 days after differentiation. The expressions of 

tight junction protein ZO-1 and visual cycle protein (RPE65) of differentiated mouse 

ES cells were detected during days 9 and 24. Only Pax6 expression can be detected 

after rabbit ES cells differentiation. Eye histological examination was performed after 

transplantation of differentiated cells to retina injured animal. Based on our data, the 

rabbit model of diabetes-related eye disorders as well as in vitro retina pigment 

epithelium differentiation and retinal cells transplantation is well established for 

further studies of eye disorders.  

Keywords: animal model, cell transplantation, diabetes mellitus, differentiation, eye  
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報告內容 

 

前言 

本研究計畫針對國內外日趨嚴重之共通疾病:糖尿病(diabetes mellitus)誘發

眼睛病變進行連續性之研究，建立疾病之完整動物模式以供未來相關研究之基

礎。 

一般將糖尿病區分為第一型糖尿病(Type I，insulin-dependent)與第二型糖尿

病即非胰島素依賴型(Type II, insulin-independent)，其中雖以第二型糖尿病佔多數

(約 90%)，但通常發生於三十歲以上，加上年齡增長、肥胖及家族糖尿病史等危

險因子更提高罹病機率。於西方國家中，肥胖因素更導致第二型糖尿病發生年齡

有逐漸年輕化趨勢，自西元 1995 年所統計之五千一百萬人，預估於西元 2025

年達到七千二百萬人(Negi and Vernon, 2003)。此一複雜之代謝性疾病通常影響小

血管而造成許多身體組織廣泛性損傷，而眼睛則為易受損器官之一，其可能造成

原因不明的視網膜病變、白內障、眼外肌麻痺或視神經病變等眼睛組織病變。糖

尿病誘導視網膜病變(diabetic retinooathy)於目前西方國家為造成失明主要原因

之一，且糖尿病患者相較於同年齡族群其發生失明風險亦高出 29 倍，其因為視

網膜之血管受到影響而導致微血管和血小板病變、紅血球變形使產生微血管阻塞

(microvascular occlusion)，另一則是造成微血管滲漏(microvascular leakage)而使視

網膜出現出血和水腫，進而產生玻璃體出血、黃斑部水腫、新生血管性青光眼或
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視網膜剝離， 後導致視力受損或喪失，故糖尿病視網膜病變為臨床判斷糖尿病

導致眼睛疾病之重要指標。 

糖尿病除引發視網膜病變外，亦發生視神經病變(optic neuropathy)造成視力

喪失與虹膜血管增生(rubeosis iridis)易堵塞房水排出造成較高之眼壓，進而產生

新生血管性青光眼(Mitchell et al., 1997; Negi and Vernon, 2003)。此外，因過量葡

萄糖經醛糖還原酶(aldose reductase)代謝成山梨醇(sorbitol)累積於水晶體，導致水

晶體細胞內滲透壓增加造成細胞脹大，進而改變屈光度(refraction)，故糖尿病患

視力會隨血糖濃度而有所變化(Negi and Vernon, 2003)，且因水晶體細胞受損而使

發生白內障(cataract)機率顯著升高(Ederer et al., 1981; Klein et al., 1985)。 

以兔為多種人類疾病之實驗動物模式相較於其他種類動物具相當之優勢，除

了較一般家畜與小鼠於實驗操作方便外，其適當大小之體型與世代間距短(約 31

天)，加上其生理方面相較下更接近靈長類(Graves and Moreadith, 1993)，故目前

廣泛應用兔為動物模式研究多種人類之疾病，包括人類新血管疾病、神經疾病、

脂蛋白代謝(lipoprotein metabolism)異常與心肌症(cardiomyophathy)等相關疾病

(Chowdhury et al., 1991; Hoeg et al., 1996; Chen et al., 2001)。而兔亦為許多眼科研

究所使用之實驗動物(Toshida et al., 2008; Lodovici et al., 2009)，與小鼠相較之下

更適合未來應用於人類之疾病模式，故紐西蘭白兔為此研究計畫 佳且 具潛力

之動物模式，尤其以研究葡萄糖與胰島素代謝或糖尿病引起之相關疾病較優於小

鼠之模式(Vassilopoulos et al., 2009)。  
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視網膜病變為目前導致失明主因之一，但目前多數視網膜疾病造成不可逆之視覺

損傷仍未有解決方式。胚幹細胞具有無限增值的特性，稱為自我更新(self-renewal)能

力，同時也具有分化成體內各胚層相關細胞之能力，稱為分化多能性(pluripotency)；目

前於體外培養系統可將胚胎幹細胞分化成三個胚層之能力，包括外胚層、中胚層與內胚

層(Evans and Kaufman, 1981)，此特性適合用於探討發育相關疾病與再生醫學研究之模

式。研究指出中央神經系統(central nervous system)病變所造成功能性喪失疾病， 佳的

治療方式為利用細胞移植代替功能喪失之神經細胞，使其部位恢復功能(Zhao et al., 

2008)。 

老年性黃斑部病變為常見導致失明的老化疾病之一，病變的視網膜色素上皮細胞

無法提供感光細胞正常代謝功能，使感光細胞逐漸壞死， 後導致視力受損或喪失

(Rattner et al., 2006)。目前許多研究指出，由猴子或人類胚幹細胞誘導分化為視網膜色

素上皮細胞能夠修復視網膜功能受損之大鼠(Haruta et al., 2004; Lund et al., 2006)。 

自西元1981 年老鼠胚幹細胞(Evans et al., 1981)與 1998 年人類胚幹細胞(Thomson et 

al., 1998)建立以來，胚幹細胞的增殖和分化技術已有很大進展，然而不同物種間進行細

胞移植治療時，因個體間所產生免疫排斥現象(Zhao et al., 2001)，成為再生醫學研究發

展上重大的阻礙。以兔來當作人類疾病之動物模式相較於其他實驗動物具相當之優勢，

不僅在實驗操作上方便於其他家禽與齧齒類動物，其生理方面相較下更接近靈長類

(Graves and Moreadith, 1993)，故目前廣泛應用兔為動物模式研究多種人類之疾病，包

括人類新血管疾病、神經疾病、脂蛋白代謝(lipoprotein metabolism)異常與心肌症

(cardiomyophathy)等相關疾病(Chowdhury et al., 1991; Hoeg et al., 1996; Chen et al., 

2001)。以小鼠胚幹細胞分化為視網膜細胞為基礎，建立兔胚幹細胞分化為視網膜細胞
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之系統，不僅與小鼠相較之下更適合未來應用於人類之疾病模式，故本研究計畫以建立

兔胚幹細胞分化為視網膜相關細胞，提供未來相關研究之基礎。 
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研究方法 

 

第一年度計畫以紐西蘭白兔為此研究計畫之動物模式，配合視光專業之技術

進行兔眼睛相關性狀之評估，目前糖尿病誘發眼睛損傷仍未有良好且完整之動物

模式，此動物模式之建立，為未來此方面相關研究之重要基石。 

本計畫動物之使用與飼養依中山醫學大學動物實驗管理規則進行試驗。 

 

（一）糖尿病兔之血糖與眼睛評估： 

針對經誘導第一型糖尿病紐西蘭白兔進行血糖 (blood sugar)、屈光度

(refraction) 與 裂 隙 燈 生 物 顯 微 鏡 (slit-lamp biomicroscopy) 評 估 前 房 (anterior 

chamber)、角膜(cornea)、虹膜(iris)、水晶體(lens)與視網膜(retina)等一系列檢查，

並觀察評估眼睛結構之組織切片。 

1. 眼屈光度：利用檢影鏡(retinoscopy)動態檢測，了解動物基本屈光度數。

發生高血糖時會產生水晶體屈光度增加，呈現出近視變化

（Javitt JC et al., 1994）。 

2. 眼底檢查：眼底鏡可直接觀察眼睛內部各個組織構造之儀器，包括角

膜、水晶體、玻璃體、視網膜、視網膜血管及視神經等。 

3. 裂隙燈檢查：使用裂隙燈顯微鏡檢查角膜、水晶體、虹膜和前房等部位。

其可在細分不同檢查方式，分別為（1）漫射光照射法：採用

非焦點彌散光照射，光源較強，斜向投射，可對眼前部組織
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進行全面且立體的觀察；（2）直接焦點照射法：裂隙光束經

過角膜、晶狀體時，將角膜、晶狀體切成一灰白色光學六面

體，可觀察角膜、晶狀體的彎曲度、厚度，病變形態、層次

及角膜後沉著物、房水浮游物等；（3）角膜緣分光照射法：

將裂隙光照在角膜緣上，光線於角膜內屈折、反射，可觀察

角膜之細微變化，如薄翳、水泡、沉著物、血管、穿孔、傷

痕等；（4）後部反光照射法：此法燈光的焦點與顯微鏡焦點

非於同一平面，而是把燈光照在被檢查者之後方，用於觀察

角膜內皮和上皮水腫、上皮小泡、角膜後沉著物及晶狀體空

泡；（5）鏡面反光照射法：利用光線照射在角膜或晶狀體表

面所形成的表面反光區，以觀察角膜表面淚液膜、後彈力膜、

內皮細胞，晶狀體前、後囊和晶狀體核等不同部位；（6）間

接照射法：利用裂隙燈光照射病變部位之周圍組織，而顯微

鏡焦點則對準病變部位，可觀察瞳孔括約肌、虹膜上細小出

血和新生血管，角膜上皮水腫和新生血管等。 

4. 視網膜電波圖(electroretinography, 簡稱 ERG)：檢查動物視網膜功能

重要及敏感之技術，為世界動物眼科醫院之標準視網膜功能

檢查方法。動物於局部或短時間全身麻醉下進行非侵入性之

精密視網膜電波圖檢測，以特殊隱形眼鏡式之記錄電極等三
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種進口檢查電極偵測視網膜之電波反應，並以電波圖之波形

及波幅分析動物視網膜之功能。 

 

（二）糖尿病動物模式之誘發與檢測： 

以紐西蘭白兔作為糖尿病動物模式，依據先前初步試驗經驗，以 75 

mg/kg 或 100 mg/kg 之 Alloxan 靜脈注射紐西蘭白兔以誘發第一型糖尿病產

生，對照組則注射生理食鹽水，並於注射前一週與注射後每週採其耳動脈

血，以 GlucoTREND2 (Roche, Indianapolis)試劑分析並記錄其血糖變化，當

其血糖表現高於200 mg/dl 並持續 3 週則將被用來作為糖尿病之動物模式使

用(Sullivan et al., 2002)。 

 

（三）組織切片評估： 

動物於第 24 週之血糖與眼睛評估後犧牲，採集其眼球並經固定、石

蠟包埋、切片再以 H＆E 染色於顯微鏡下進行觀察評估。 

 

第二年度計畫:本實驗室目前已完成兔胚幹細胞之建立，本年度計畫中同時維持所建立

之小鼠與紐西蘭白兔之胚幹細胞株，並依據Osakada等人(2009)誘導小鼠

胚幹細胞分化成視網膜感光細胞與色素上皮細胞之方式，於實驗室建立

小鼠胚幹細胞分化系統，並首次嘗試將兔胚幹細胞進一步誘導分化成視

網膜感光細胞與色素上皮細胞之前驅細胞(precursor cell)，初步建立兔胚

幹細胞體外分化視覺相關細胞之系統。 
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(一) 胚幹細胞培養 

1. 小鼠胚幹細胞培養: 

將小鼠胚幹細胞培養於餵飼層置於37 °C、5% CO2 培養箱中，以 

DMEM/F-12 (Sigma)為基礎培養液添加20% 胎牛血清(FBS)、0.1 mM 

2-mercaptoethanol (Sigma)、2 mM L-glutamine (Sigma)、1000 U/ml murine 

LIF (Chemicon International, Temecula, CA)、100 IU/mL penicillin、100 

mg/mL streptomycin 與1% nonessential amino acids (Invitrogen)進行培

養，並每 4-6 天則將1.5-3.0 x 106個兔胚幹細胞進行繼代(passage)於具

新的餵飼層(feeder layer)之培養皿。 

 

2. 兔胚幹細胞培養: 

依據Graves and Moreadith (1993)與本研究室之胚幹細胞培養方法，將兔

胚幹細胞培養於餵飼層置於38 °C、5% CO2 培養箱中，以 DMEM/F-12 

(Sigma) 為 基 礎 培 養 液 添 加 20% 胎 牛 血 清 (FBS) 、 0.1 mM 

2-mercaptoethanol (Sigma)、2 mM L-glutamine (Sigma)、1000 U/ml murine 

LIF (Chemicon International, Temecula, CA)、100 IU/mL penicillin、100 

mg/mL streptomycin 與 1% nonessential amino acids (Invitrogen)進行培

養，並每4-6天則將 1.5-3.0 x 106個兔胚幹細胞進行繼代於具新的餵飼層

之培養皿。 
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(二) 胚幹細胞分化 

1. 小鼠胚幹細胞體外分化: 

Day 0：將胚幹細胞群落(colony)經酵素處理成單顆細胞狀態移至培養皿以視網膜

前驅細胞分化培養液(另添加DKK-1 100 ng/ml+Lefty-A 500 ng/ml)進行培

養72小時。 

Day 3：將含有類胚體(embryoid bodies, EBs)懸浮液移入15 ml離心管並更換新鮮

視網膜前驅細胞分化培養液與5％FBS，培養24小時。 

Day 4：添加Activin-A ( 後濃度10 ng/ml)培養24小時。 

Day 5：將含有EB的懸浮液移入15 ml離心管中並換成新鮮視網膜前驅細胞分化

培養液再移至新的培養皿培養48小時。 

Day 7：同Day 5步驟。 

Day 9：將10個EBs/well移到4-well培養皿，加入視網膜細胞分化培養液與10％ 

FBS培養24小時。 

Day 10：加入含DAPT(10μM)視網膜細胞分化培養液培養48小時。 

Day 12：加入新鮮視網膜細胞分化培養液培養48小時。 

Day 14：同Day 12步驟。 

Day 16：加入視網膜細胞分化培養液(含10μM DAPT、50 ng/ml aFGF、10 ng/ml 

bFGF、3 nM Shh、500 nM RA與100μM Taurine，培養48小時。 

Day 18, 20, 22：同Day 16步驟。 

Day 24：加入視網膜細胞分化培養液(含10μM DAPT、3 nM Shh、500 nM RA、

100μM Taurine，培養48小時。 
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Day 26, 28：同Day24步驟。 

 

2. 兔胚幹細胞體外分化: 

因目前尚無實驗室嘗試進行兔胚幹細胞體外視覺相關細胞之分化,故以小鼠胚幹

細胞分化視網膜感光細胞與色素上皮細胞系統為基礎,利用懸浮培養(floating 

culture) 方式並於不同階段之培養過程添加DKK-1 (R&D Systems, cat. no. 

1096-DK-010)、Lefty-A (R&D Systems, cat.no. 746-LF-025)、Activin-A (R&D 

Systems, cat. no. 338-AC-025)、 DAPT (Calbiochem, cat. no. 565770)、Acidic FGF 

(aFGF) (R&D Systems, cat. no. 232-FA-025)、Basic FGF (bFGF) (Upstate, cat. no. 

01-106)、Shh (R&D Systems, cat. no. 1314-SH-025)、All-trans retinoic acid (RA) 

(Sigma, cat. no. R2625)、Taurine (Sigma, cat. no. T-8691)以誘導兔胚幹細胞分化為

視網膜感光細胞與色素上皮細胞之前驅細胞。 

 

 

（三）分化細胞之鑑定評估 

經誘導小鼠或兔胚幹細胞分化為視網膜感光細胞與色素上皮細胞之前驅細胞，分

別以細胞型態與細胞專一性標誌物（cell markers）之表現作為分化效率之評估。 

將胚幹細胞分化培養至Day 9、Day 16與Day 28，於不同天數以免疫細胞染色法

評估視網膜前驅細胞（retinal progenitor cell）特定蛋白質Pax6、視網膜感光細胞特定

蛋白Crx與視網膜色素上皮細胞特定蛋白ZO-1之表現。 

 

 

第三年度計畫：主要目的為建立細胞移植技術並瞭解移植後細胞生長情形，提供後續研
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究之基礎，使兔胚胎幹細胞治療糖尿病誘發眼睛相關疾病之動物模式

能夠完整建立，有效連結基礎研究與未來臨床應用。 

 

（一）誘導動物視網膜病變 

以100 mg/kg之NaIO3注射至雷克斯兔耳靜脈以誘導視網膜病變，於注射二週後評

估其眼睛照光之行為反應與視網膜電位圖確認動物視網膜受損。於確認視網膜喪失視覺

功能後移植入經體外誘導分化之視網膜色素上皮前驅細胞（圖1），動物經0.1 ml/kg 

Ziletil 50麻醉後以開眥器撐開眼瞼供23G穿刺刀於鞏膜開孔（圖1A），並置入光纖照明

眼底（圖1B），且藉由40 D（Diopter）直接手術鏡觀察視網膜（圖1C, D），隨後以

微量注射針將經分化之視網膜色素上皮前驅細胞移植入下視網膜（subretina）（圖1E, 

F），完成細胞移植。    
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圖1、動物視網膜細胞移植。A為穿刺刀於鞏膜壁開孔供光纖進入照明眼底（B）；透過

40 Diopter直接手術鏡觀察視網膜（C），D為視神經與血管出入眼球位置（箭號處）；

E為利用微量注射針將經分化之視網膜色素上皮前驅細胞移植入下視網膜（F）。 
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結果與討論 

 

第一年度 

 

（一）體重、血糖與屈光狀態之變化： 

結果顯示經誘導第一型糖尿病之紐西蘭白兔(DM)，其體重減輕、血糖與屈

光不正增加相較於健康對照組(Control)具顯著差異(表 1)。 

 

表 1. 健康與第一型糖尿病紐西蘭白兔之體重、血糖及屈光狀態變化 

組別 N 體重 (kg) 血糖 (mg/dL) 右眼屈光 (D) 左眼屈光 (D) 

Control 12 2.82±0.29 a 111.59±13.96 b 2.48±0.55 c 2.46±0.66 c 

DM 20 2.67±0.30 b 338.15±77.10 a 3.56±1.30 b 3.74±1.40 b 

Value, mean ± SD. 

a, b, c: P<0.001  
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（二）水晶體之變化： 

結果顯示第一型糖尿病紐西蘭白兔之水晶體通透度隨誘導時間增長而逐

漸降低，進而產生白內障(圖 2)。各組間白內障發生比例為 Control 組 6%、DM

組 69%，顯示兔之糖尿病動物模式亦可成功誘發白內障(圖 3)。 

 

圖 2. 眼球前部外觀檢查。A 為正常眼睛外觀， B, C 為初期白內障，D 為後

期白內障。 
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圖 3. 經誘導第一型糖尿病兔之白內障發生率。 

a, b: P<0.05 

以裂隙燈顯微鏡觀察水晶體發現其血糖值維持在 200-399 mg/dL 產生

白內障比率為 25%，400 mg/dL 以上為 78%，白內障之程度達 Grade 3 以上

者，Control 組為 0%，DM 組則為 50% (圖 4)，顯示血糖濃度會影響白內障

發生率。 

 

 

A B C D E 

F G H I J 

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

Optic 
Sectio

Retro- 
Illuminatio

圖4. 裂隙燈顯微鏡水晶體檢查。A-E為光切片觀察水晶體白內障進程，F-J則以背面
反射照射法觀察水晶體白內障進程
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（三）視網膜功能評估： 

 

ERG 結果顯示 DM 組振幅低於 Control 組，結果顯示糖尿病會導

致紐西蘭白兔之視網膜功能(圖 5)。 

 

 

 

圖 5. 視網膜電圖(ERG)評估糖尿病對視網膜之影響。 

DM 
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（四）組織切片檢查： 

比較健康與糖尿病兔眼睛組織切片，可明顯觀察其水晶體病變與

視網膜組織增生及細胞異常(圖 6)。 

 

 

 

 

圖6. 組織切片檢查。NL1-3為正常水晶體纖維規則排列；AL1-3為水晶體纖維與晶格損
壞導致白內障發生 NR1 3為正常視網膜 AR1 3為視網膜組織增生 細胞發生變異

 A.  正常組織切片 
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第二年度 

 

（一）分化細胞型態與細胞專一性蛋白質表現評估： 

1.小鼠胚幹細胞- 

本試驗結果先以建立小鼠胚幹細胞視網膜分化系統，做為誘導兔胚幹細胞

分化之基礎。  

於分化培養第 10 天觀察發現神經細胞出現（圖 7A & D），接續於第 16 天

觀察到神經細胞（圖 7B）並發現部分細胞開始有上皮細胞型態（圖 7E）；於

分化培養 後階段（第 28 天），神經細胞陸續出現（圖 7C），而類似視網膜色

素上皮細胞之六角形細胞亦趨增加（圖 7F）。 

將小鼠胚幹細胞分化培養出之神經細胞以表現於外胚層與早期視網膜前

驅細胞（retinal progenitor cell）之特定蛋白質 Pax 6 進行免疫細胞染色，結果

顯示 Pax 6 可於體外分化出之神經細胞表現（圖 8）。小鼠胚胎幹細胞經體外誘

導分化 16 天後之細胞可表現出視網膜前驅細胞特定蛋白質 Pax 6（圖 9A-D），

並更進一步表現出視網膜感光前驅細胞之專一性蛋白質 Crx（圖 10A-D）；此

外也觀察到視網膜色素上皮前驅細胞之專一性蛋白質 Mitf （圖 9E-H）與 ZO-1

（圖 10E-H）之表現。 
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圖 7、不同階段之小鼠胚胎幹細胞體外分化情形。A, D 為小鼠胚胎幹細胞經體外分

化 10 天形成神經細胞（箭號處）。B, D 分別為分化 16 天之神經細胞型態與類視網

膜色素上皮細胞（箭號處）。C, F 分別為分化 28 天之神經細胞型態與類視網膜色素

上皮細胞（箭號處）。比例尺=100 μm。 

 

(A) 
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圖 8、由小鼠胚胎幹細胞分化出神經細胞以早期視網膜前驅細胞（retinal progenitor 

cell）之特定蛋白質 Pax 6 進行細胞免疫染色。A, D 以 DAPI 進行細胞核染色（箭頭

處）。B, D 觀察到 Pax 6 可於體外分化出之神經細胞表現（箭頭處）。C, F 為免疫染

色之對照組。比例尺=100 μm。 
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圖 9、小鼠胚胎幹細胞經體外誘導分化 16 天進行視網膜前驅細胞特定蛋白質 Pax 6

與視網膜色素上皮前驅細胞之專一性蛋白質 Mitf 表現評估。A, E 為可見光下之細

胞型態。B, F 以 DAPI 進行細胞核染色。C, G 細胞分別表現出 Pax 6 與 Mitf。D, H
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為免疫染色之對照組。比例尺=100 μm。 
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圖 10、小鼠胚胎幹細胞經體外誘導分化 26 天進行視網膜感光前驅細胞之專一性蛋

白質 Crx 與視網膜色素上皮前驅細胞之專一性蛋白質 ZO-1 表現評估。A, E 為可見

光下之細胞型態。B, F 以 DAPI 進行細胞核染色。C, G 細胞分別表現出 Crx 與



 
 
 

30

ZO-1。D, H 為免疫染色之對照組。比例尺=100 μm。
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2.兔胚幹細胞- 

依據小鼠胚幹細胞視網膜相關細胞分化系統，做為誘導兔胚幹細胞分化之

基礎，結果發現兔胚幹細胞於體外分化培養第 4 天，觀察發現神經細胞出現（圖

11A & E），並於第 9 天將兔胚幹細胞分化培養出之細胞聚落（colony）進行免

疫細胞染色，觀察於外胚層與早期視網膜前驅細胞（retinal progenitor cell）之

特定蛋白質 Pax 6（圖 11B-D）與視網膜色素上皮前驅細胞之專一性蛋白質 Mitf

之表現（圖 1F-H），結果顯示於經體外分化 9 天之兔胚幹細胞皆僅能觀察到微

弱之 Pax 6（圖 11C）與 Mitf 表現（圖 11G），推測應與供偵測用 Pax 6 與 Mitf

之抗體有關，因目前用來偵測兔蛋白質表現之抗體不多，需進一步尋求此一共

通問題之解決方式，除繼續尋找適用抗體評估蛋白質表現外，亦針對特定專一

表現之基因表現先予以評估。 
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圖 11、兔胚幹細胞經體外分化 4 天形成神經細胞（A, E）。B, F 以 DAPI 進行細胞

核染色。C, G 分化細胞以免疫染色評估視網膜感光前驅細胞之專一性蛋白質 Crx

與視網膜色素上皮前驅細胞之專一性蛋白質 ZO-1，皆未能明顯觀察到其蛋白質表
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現。D, H 為免疫染色之對照組。比例尺=100 μm。 
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第三年度 

 

以 NaIO3 導致動物視網膜受損進而喪失視覺，以光照方式觀察其視覺功能喪

失與否，發現動物對光照射眼睛已無任何反應，更進一步評估其視網膜電位反應

亦無 a 或 b 波反應，此動物則可供視網膜色素上皮前驅細胞移植用。 

經細胞移植後，於每二週以視網膜電位圖方式予以評估其視覺恢復情況，但

皆仍未有明顯無 a 或 b 波反應，於二個月後將動物犧牲以組織切片觀察視網膜色

素上皮細胞。結果發現作為對照組之健康雷克斯兔，其介於感光細胞與脈絡膜間

之視網膜色素上皮細胞平均分布（圖 12A 箭頭處），相較於經誘導視網膜損傷一週

（圖 12B）與二週（圖 12C）之視網膜色素上皮細胞隨著經誘導時間明顯減少（箭

頭處），經細胞移植二個月後雖經視網膜電位圖評估無反應，但於下視網膜處

（subretina）可觀察到經移植入之細胞（圖 12D 箭號處）。 
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圖 12、雷克斯兔經誘導視網膜色素上皮細胞損傷與經細胞移植後之組織切片。A

為對照組之視網膜切片，其視網膜色素上皮細胞平均分布於感光細胞層與脈絡膜

間（箭頭處）；B 為經 NaIO3 誘導視網膜損傷後一週，可明顯觀察到視網膜色素上

皮細胞已逐漸減少並分布不均（箭頭處）；C 則為視網膜受損二週後，其視網膜色

素上皮細胞明顯減少（箭頭處）；D 為經細胞移植二個月後之視網膜切片圖，箭號

指出下視網膜處（subretina）可觀察到經移植入之細胞。 
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結論 

 

綜合此三年計劃結果顯示，此研究成功建立完整糖尿病誘發眼睛

相關疾病之紐西蘭白兔動物模式，包括水晶體、視網膜等應用於此動

物模式之評估方式，以及正常與病變組織之差異性；同時也本年度計

畫結果已於實驗室建立小鼠胚幹細胞分化為視網膜神經細胞與色素上皮細

胞，亦同時獲得於體外分化視網膜之經驗，並進行兔胚幹細胞分化視網膜相

關細胞之系統建立。目前依據小鼠視網膜分化系統可將兔胚幹細胞分化為神

經細胞，但仍須進一步確認其為視網膜相關細胞，目前尚未有兔胚幹細胞分

化為視網膜細胞相關文獻，雖此為一複雜過程，但透過此研究進行已掌握兔

胚幹細胞分化視網膜相關細胞之線索與經驗，也成功建立動物視網膜細胞移

植系統，雖細胞移植後之取代受損細胞功能仍有待評估，但奠定後續相關

研究進行之重要基礎，可藉由此動物模式進行相關人類視網膜疾病之

探討並尋求有效解決策略。 
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此學術研究結合視光臨床與視覺科學，將臨床技術應用於基礎研究，並將此研究成果有機

會應用於人類視網膜相關疾病之治療方式。此研究成功建立完整糖尿病誘發眼睛相關疾病

之紐西蘭白兔動物模式，將臨床檢查技術應用於動物之水晶體、視網膜等之評估，完整建

構未來應用此動物模式之平台，相較於小鼠，實驗用兔更接近人類，更可直接應用人類眼

睛相關檢查儀器，不需另行為小鼠量身訂做相關儀器，讓眼睛相關研究容易進行；同時也

建立小鼠胚幹細胞分化為視網膜神經細胞與色素上皮細胞，亦將獲得之經驗進行兔胚幹細

胞分化視網膜相關細胞之系統建立，進一步成功建立視網膜細胞移植系統，雖細胞移植後

之取代受損細胞功能仍有待評估，需藉由後續計畫繼續深入探討，但已奠定後續相關研究

進行之重要基礎，能提供國內視覺相關研究之良好動物模式與胚幹細胞分化為視網膜相關

細胞之系統，可藉由此動物模式進行相關人類視網膜疾病之探討並尋求有效解決策略。 

 


