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!! $摘要%!背景!视网膜 Rx))4+细胞是视网膜重要的胶质细胞#也是视网膜干细胞的来源之一#研究
Rx))4+细胞的生物学行为对研究视网膜的各种生理病理过程和视网膜干细胞治疗研究具有重要意义#而建立
稳定的视网膜 Rx))4+细胞培养体系是相关研究的基础&!目的!优化分离培养和纯化人视网膜 Rx))4+细胞
的方法#为相关的实验研究提供良好优质的 Rx))4+细胞来源&!方法!分离人供体眼视网膜组织#然后将剪
碎的视网膜组织置入质量分数 #]"?[胰蛋白酶i9## d透明质酸酶混合溶液中进行消化#添加含体积分数
9#[胎牛血清的 6R%R=X9" 培养液 9 q" &)终止消化#然后加入含体积分数 "#[胎牛血清的 ZSR89<T# 培养
液培养 ;" B#行半量换液#再以含 9#[胎牛血清的培养液进行传代& 光学显微镜下根据细胞的形态特征进行
细胞鉴定#并分别采用免疫荧光技术和免疫组织化学法检测胶质细胞标志物胶质纤维酸性蛋白 0gXAS1和
Rx))4+细胞特异性标志物谷氨酰胺合成酶0gQ1的表达#对培养的细胞进行鉴定&!结果!应用 #]"?[胰蛋白
酶i9## d0商品单位1透明质酸酶的混合酶消化法可成功获取人视网膜 Rx))4+细胞#原代培养后 "T B 细胞贴
壁#培养后 > q9# * 细胞融合& 培养的细胞胞体呈长圆形#细胞质丰富#部分细胞体两端锥状长突起#末端膨
隆#细胞核大& 传代后的细胞胞体大#呈扁平多角形#符合 Rx))4+细胞的形态& 细胞免疫组织化学和免疫荧
光技术检测显示 >?[以上的细胞中 gXAS呈阳性表达#>#[以上的细胞中 gQ 呈强阳性表达&!结论!应用
透明质酸酶和胰蛋白酶混合液消化法可以成功分离人视网膜 Rx))4+细胞#分别用含 "#[胎牛血清和含 9#[
胎牛血清的 ZSR89<T# 培养液培养和传代的人视网膜 Rx))4+细胞产量高且纯度好&!
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!!视网膜胶质细胞的体外培养是增生性玻璃体视网
膜病变0 H+C)(K4+'2(C. E(2+4C+42(.CH'2BF#SVZ1'增生性糖
尿病视网膜病变 0 H+C)(K4+'2(C. *('J42(5+42(.CH'2BF#
S6Z1以及视网膜黄斑水肿'视网膜脱离'视网膜色素
变性等视网膜疾病发病机制研究的必要过程

)9 <̀* & 近
年来的研究表明#人视网膜胶质细胞是视网膜干细胞
的来源之一#其培养方法'生物学行为及其治疗作用已
成为视网膜源性干细胞研究领域的热点之一#成功建
立 Rx))4+细胞的培养方法对视网膜干细胞的进一步
研究具有重要意义

); >̀* & 目前大多数研究者主要通过
培养鼠视网膜 Rx))4+细胞来进行相关研究#但鼠源性
与人来源的 Rx))4+细胞的生物学特性存在一定的差
异#容易导致研究结果的偏差& 本研究拟建立简便可
行的分离纯化原代视网膜 Rx))4+细胞的方法&

84材料与方法

8384材料
角膜移植术取材后的人来源供体眼0中山眼科中

心眼库1(透明质酸酶0德国默克公司1(胰蛋白酶0美
国 Q(D&'公司 1( 胎牛血清 0杭州 四 季 青 公 司 1(
ZSR89<T# 培养液0美国 g(J(5C公司1(鼠抗人胶质纤
维酸性蛋白0D)(')K(J+())'+F'5(*(5H+C24(.#gXAS1抗体'
鼠抗人谷氨酰胺合成酶0D)-2'&(.40F.2B42'04#gQ1抗体
0美国8.E(2+CD4. 公司1(X8OG荧光二抗0丹麦6Ah7公
司1(6AS8染色剂0美国 GB4&(5C. 公司1(即用型非生
物素 %)(E(0(C.OR S)-0免疫组织化学检测试剂盒0福州
迈新公司1& Â 877eQ%ZV%Z活细胞动态观察系统'
普通正置荧光显微镜0德国 b4(00公司1(超净工作台
0苏州安泰空气技术有限公司1(G7"培养箱 0德国
Y4+'4-0公司1(离心机 0广州飞域实验室设备有限公
司1(倒置相差显微镜0德国 \4(5'公司1&
8394方法
839384Rx))4+细胞的原代及传代培养!无菌条件下
于超净工作台内#按 9 _9## 配制双抗 SeQ 溶液#浸泡
人供体眼球 9? &(.& 于角巩膜缘后 < &&处环形剪开

巩膜#去除眼前节结构#将与玻璃体紧密相连的视网膜
与巩膜分离#并用显微剪剪下视盘粘连处视网膜#在玻
璃体表面从左到右剥离视网膜组织& 将视网膜组织放
入灭菌培养皿中#用 6@Y'.P0漂洗 " 次#以去除视网膜
色素上皮细胞等杂质& 用囊膜剪剪碎视网膜组织#添
加质量分数 #]"?[胰蛋白酶i9## d0商品单位1透明
质酸酶混合溶液 9 q" &)#将含有视网膜组织的混合液
转移至离心管中并吹打#:; p消化 :# &(.#添加含体
积分数 9#[胎牛血清的 6R%R=X9" 培养液 9 q" &)
终止消化#离心半径 9# 5&#9 "## +=&(. 离心 9# &(.#弃
去上清(加入含 "#[胎牛血清的 ZSR89<T# 培养液#轻
轻吹打混匀#制成细胞悬液#接种至培养皿中培养
;" B#倒置相差显微镜下观察细胞形态及生长情况#行
半量换液& 待细胞融合成单层后##]"?[胰蛋白酶消
化#待细胞变圆时终止消化#离心弃去胰蛋白酶#直接
添加质量分数 9#[ 6R%R=X9" 培养液吹打#按 9_"传代&
839394培养细胞的鉴定
83939384形态学观察4应用倒置显微镜观察原代及
传代细胞的形态&
83939394培养细胞的组织学观察4将细胞接种在培
养皿中已灭菌的盖玻片上进行细胞爬片#待细胞开始
融合后#将盖玻片取出#用 6@B'.P0液冲洗 " 次#置甲
醇中固定 9# &(.#苏木精 伊̀红染色#中性树胶封片#光
学显微镜下观察&
839393:4%)(E(0(C.OR S)-0免疫组织化学法鉴定细胞!
取爬片置于丙酮与甲醇等体积混合的固定液中固定#
滴加质量分数 ?[O+(2C. @̂9###在 :; p恒温水箱中孵
育 :# &(.(SeQ 漂洗 : 次#每次 ? &(.(滴加体积分数
:[过氧化氢溶液 9# &(.(SeQ 漂洗 : 次#每次? &(.(滴
加一抗#:; p恒温水箱孵育 <# &(.#以 SeQ 代替一抗
作为阴性对照(SeQ 漂洗 : 次#每次 ? &(.(添加 ?# &)
聚合物增强剂 0试剂 A1后滴加酶标抗鼠=兔聚合物
0试剂 e1#分别置于 :; p恒温水箱孵育 9# &(. 及
"# &(.(滴加 6Ae显色液#显微镜下观察 : q9# &(.#检
测细胞中 gXAS和 gQ 的表达#细胞质呈棕黄色染色者
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为阳性细胞&
839393;4免疫荧光染色法鉴定细胞4取细胞爬片#用
质量分数 T[多聚甲醛固定 "# &(.#SeQ 洗 : 次#每次
: &(.(滴加 ?[O+(2C. @̂9###室温下孵育 :# &(.#甩干
载玻片上的液滴#滴加封闭液 ?# &)#室温下孵育
:# &(.(甩干载玻片上的封闭液#加一抗 ?# &)#室温孵
育 9 B(SeQ 洗 : 次#每次 ? &(.(加入 X8OG荧光二抗
?# &)0工作浓度 9 _:#1#室温下避光孵育 T# &(.(SeQ 洗
: 次#每次 ? &(.(加入 ?# &)6AS80工作浓度9 _9 ###1#
室温下避光孵育 ? &(.(SeQ 洗 " 次#每次: &(.(防止荧
光淬灭封片剂封片#荧光显微镜下观察并拍照&

94结果

9384Rx))4+细胞的形态
细胞培养过夜后可见少许细胞贴壁#细胞培养

"T B后可见大量细胞贴壁#细胞形态多样(培养 : * 后
细胞贴壁完全#细胞质丰富#并长出突起#以后突起逐
渐增长& 细胞培养 > q9# * 后呈融合状态#相邻的细

胞连接成网状#此时细胞胞体狭长#细胞质丰富#两端
突起& 细胞的长轴呈平行排列#有的排列成典型的菊
花形(部分细胞的胞体中间狭长#两端呈扇形#细胞质
丰富(部分细胞胞体上伸出轴突向四周伸展(部分细胞
呈多角形#细胞质丰富#细胞核呈圆形或椭圆形 0图
9A1(部分细胞体两端有锥状长突起#末端膨隆#细胞
核大& 细胞长轴呈平行排列#个别排列成典型的菊花
瓣样结构0图 9e#G1& 细胞以 9 _"比例传代培养#传代
后 > * 可达 9##[融合#传代后细胞胞体增大#呈扁平
多角形0图 96#%1& 苏木精 伊̀红染色显示#细胞呈椭
圆状'圆形'不规则形或多角形#细胞质丰富#呈淡红
色(细胞核呈圆形#轮廓清楚#呈蓝色0图 9X1&
9394培养细胞中特异性标志物的表达鉴定

免疫组织化学检测显示#>?[以上的培养细胞中
可见 gXAS表达阳性#>#[以上的培养细胞 gQ 表达阳
性#细胞质中均呈棕黄色染色0图 "A#e1& 免疫荧光
染色显示#大部分细胞表达 gXAS和 gQ#细胞质呈绿
色荧光#细胞核呈蓝色荧光0图 "G#61&

1C 1D 1E

1F

1B1A

2C 2D2B2A

图 84光学显微镜下人 @U//*%细胞的形态0j9##1!AA原代培养的细胞贴壁完全#细胞质丰富#并长出突起#以后突起逐渐增长!eA传代的细胞
胞体中间狭长#两端呈扇形#细胞质丰富!GA传代培养的细胞个别排列成典型的菊花瓣样结构#部分细胞体两端有锥状长突起#末端膨隆#细胞核
大!6A传代 > * 的 Rx))4+细胞达到 9##[生长融合!%A传代 > * 的 Rx))4+细胞排列整齐#致密!XA苏木精 伊̀红染色显示传代的细胞呈椭圆形'
圆形'不规则形或多角形#细胞质呈淡红色#细胞核呈蓝色!图 94培养细胞的鉴定!AA免疫组织化学检测显示培养细胞中 gXAS表达阳性#细胞
质呈黄棕色染色06Aej9##1!eA免疫组织化学检测显示培养细胞中 gQ 表达阳性#细胞质呈黄棕色染色06Aej"##1!GA免疫荧光化学检测技
术显示培养细胞中 gXAS表达阳性#细胞质呈绿色荧光0X8OGj"##1 #细胞核呈蓝色荧光06AS8j"##1!6A免疫荧光化学检测技术显示培养细胞
中 gQ 表达阳性#细胞质呈绿色荧光0X8OGj"##1 #细胞核呈蓝色荧光06AS8j"##1

!

:4讨论

视网膜胶质细胞是独立的神经元输出细胞#可将
视网膜信号传输到高级中枢#具有非常重要的作用&
视网膜含有许多种细胞成分#人类视网膜组织中的胶
质细胞主要为 Rx))4+细胞'星形细胞和小胶质细胞
等#其中最主要和最重要的是 Rx))4+细胞& Rx))4+细
胞具有调节细胞外间质中的离子浓度'调节视网膜内
酸碱平衡'支持视网膜内各种细胞代谢'维持视网膜内

谷氨酸的平衡'保持视网膜的完整性'对神经元起支架
作用'调节视网膜神经递质'传递神经细胞信号等重要功
能#在维持视网膜的正常功能方面具有关键作用)9# 9̀:* &
此外#近年来研究表明#Rx))4+细胞是视网膜干细胞的来
源之一#已成为干细胞研究领域的热点之一); >̀* &

本研究中采用混合酶消化法对 Rx))4+细胞进行
分离培养并对培养技术进行优化(首先#取材是 Rx))4+
细胞原代培养及纯化成功与否的关键& 视网膜星形胶
质细胞和少突胶质细胞主要分布于视盘区及有髓纤维
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放线区#而 Rx))4+细胞则主要位于视网膜周边部#因
而取材范围主要为视网膜周边区域

)9T* & 我们课题组
研究认为应用 #]"?[的胰蛋白酶i9## d透明质酸酶
9 q" &)消化视网膜为宜#消化时间不宜过长或太短#
以:# &(.为宜 )9? 9̀<* & 其次#"#[胎牛血清可有效地减
少血管内皮细胞的混入#因此原代细胞的培养过程中
使用含 "#[胎牛血清的 ZRS89<T# 培养液#传代培养
时则将血清浓度降为 9#[#在满足细胞营养的同时#
尽量降低血清浓度以减少血清中对细胞生长不利的因

素
)9<* & 再次#第 9 次换液时间宜在取材后 ; *#第 9 次

全量或者于取材后 : * 半量换液#尽量维持 Rx))4+细
胞微环境的稳定#使得 Rx))4+细胞呈优势生长状态#
更有利于淘汰其他细胞#同时又可以提供细胞充足的
营养支持#以便于纯化 Rx))4+细胞 )9<* &

由于视网膜细胞的组成成分复杂#因此对培养的
细胞进行鉴定尤为关键& 目前 Rx))4+细胞的鉴定方
法主要是形态特征的评估及一些胶质细胞特异性标志

物表达的检测& 生理条件下#视网膜中的 Rx))4+细胞
具有特殊的形态#如狭长的或呈扇形的胞体'部分细胞
的胞体两端呈锥状长突起且末端膨隆'细胞质丰富'细
胞核大及有的细胞排列成典型的菊花形等& 体外培养
早期的细胞具有上述结构特征#因而可借助光学显微
镜进行观察#但随着传代的增加#Rx))4+细胞的典型形
态可发生改变& 本研究中培养和纯化的细胞符合上述
形态特点&

除了根据细胞形态特点进行鉴定外#还可根据特
殊的细胞酶学'免疫学特征对 Rx))4+细胞加以鉴定&
Rx))4+细胞是一种存在于视网膜中的特殊星形胶质细
胞#而 gXAS是胶质细胞的标志物& gXAS既存在于正
常成熟的星形胶质细胞中#又见于增生的星形胶质细
胞中#随着星形胶质细胞的发育成熟其表达增强& 本
研究中通过免疫组织化学染色和免疫荧光检测技术发

现#>?[以上培养的细胞中 gXAS呈阳性表达& 但也
有研究者认为#gXAS不能作为 Rx))4+细胞的标志物#
认为正常情况下 Rx))4+细胞中 gXAS表达强度较低#
而视网膜中的星形胶质细胞 gXAS表达较强 )9;* #因
此#gXAS检测阳性难以确定培养的细胞究竟是星形
胶质细胞还是 Rx))4+细胞& 但目前多数研究倾向于
把 gXAS作为 Rx))4+细胞的标志物之一&

由于 gXAS在鉴定 Rx))4+细胞中存在争议#我们
同时应用免疫组织化学染色和免疫荧光技术检测 gQ
在细胞中的表达& gQ 仅存在于视网膜的 Rx))4+细胞
中#因此目前普遍认为 gQ 可作为 Rx))4+细胞的特异
性标志物

)9$* & 本研究中的结果表明#>#[以上培养的

细胞中 gQ 呈阳性表达#结合光学显微镜下的细胞形
态特征'细胞中 gXAS及 gQ 的阳性表达情况#证实本
实验中培养的细胞 >#[以上为 Rx))4+细胞#为后续的
相关研究提供了研究方法和研究工具&
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