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""%摘要&"目的"建立简便的小鼠原代视网膜微血管周细胞)[O]1*分离(纯化(培养方法'"方法"在体
视显微镜下机械分离获取小鼠视网膜$并碎化(胶原酶消化(过滤处理$收集视网膜碎片$预孵 #& 3 后用接种
于含有体积分数 #%\胎牛血清的低糖型 :O(O' 孔板进行培养$并采用差异消化法纯化原代 [O]1' 通过倒
置相差显微镜观察细胞形态$免疫荧光法鉴定周细胞标志物$周细胞7内皮细胞共培养系统鉴定周细胞的功
能'"结果"经预孵的视网膜碎片再次孵育 #& 3 后$细胞开始从视网膜碎片中迁移出$逐渐增生形成大小不
一的细胞集落' 原代或子代细胞胞体呈不规则三角形$多个长突触$无接触性抑制' 免疫荧光显示第 8 代细
胞绝大部分 %平滑肌肌动蛋白)%?QO@*(血小板源性生长因子受体 &)]:̂ R[?&*表达阳性$极少部分胶质纤
维酸性蛋白) R̂@]*表达阳性$L4. `+,,ADB*.E 因子) L̀ R*表达阴性$[O]1纯度达 9$\以上' 体外培养的小
鼠 [O]1能被血管内皮细胞所募集$共同形成微血管样条索'"结论"本实验成功建立了一种简便的小鼠原
代 [O]1分离(纯化(培养方法$所培养的小鼠原代 [O]1为功能性 [O]1'"
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""视 网 膜 微 血 管 周 细 胞 ) BA0+.*,)+6B4L*16H,*B
FAB+6-0A1$ [O]1* 是 血 U视 网 膜 屏 障 ) D,44E BA0+.*,
D*BB+AB$b[b*的主要组成成分$其与内皮细胞(基底膜
共同构成视网膜微血管壁$成为当前研究关注的热点
之一' 既往原代 [O]1体外研究多基于牛源性细胞进
行$少部分基于人源或猴源性细胞 +!, ' 由于取材(伦
理(培养等限制$[O]1原代细胞相关体外研究的开展
受到一定影响' #%%> 年后$原代大鼠 [O]1的体外培
养方法得到了开发和优化$扩大了 [O]1体外培养的
来源

+!U8, ' 然而$当前尚未见有基于小鼠原代[O]1的
体外应用研究或体外分离培养报道' 建立简便(可行
的小鼠原代 [O]1细胞模型$有助于进一步探讨 [O]1
在 b[b生理和病理过程中的作用'

;8材料与方法

;5;8材料
;5;5;8实验动物8清洁级健康 8 周龄昆明小鼠 #%
只$体质量)!'m>*J' 饲养环境温度为 #! S#> n$相
对湿度为 >%\ S>>\' 普通颗粒饲料喂养$自由饮
水$!# 37!# 3 明暗交替光照' 实验动物的处理及使用
遵循国家科学技术委员会颁布的0实验动物管理条例1'
;5;5<8主要试剂及仪器8低糖)! J7Z*型 :O(O培
养基(胎牛血清 )CA0*,D4L+.A1ABH)$RbQ*(青霉素U链
霉素双抗+!% _f7),)商品单位*青霉素o!% )J7),链
霉素,)美国 Y-K,4.A公司*"内皮细胞专用培养基)美
国 Q6+A.KA,,公司*"二甲基亚砜):OQ;*($型胶原酶
)美国 Q+J)*公司*"血管性血友病因子)L4. G+,,ADB*,,E
C*604B$LGR*羊多克隆抗体 )编号 *D!!$!8$工作浓度
! c# >%%*( %型平滑肌肌动蛋白 ) %?1)4403 )H16,A
*60+.$%?QO@*兔多克隆抗体 )编号 *D>'9&$工作浓度
! c!%%*)美国 @D6*)公司*"血小板源性生长因子受
体?&)F,*0A,A0?EAB+LAE JB4G03 C*604BBA6AF04B?&$]:̂ R[?&*
小鼠单克隆抗体 )编号 16?8$&>$8$工作浓度! c#>%*(
胶质 纤 维 酸 性 蛋 白 ) J,+*,C+DB+,,*B-*6+E+6FB40A+.$
R̂@]*小鼠单克隆抗体 )编号 16?$!!&8$工作浓度

! c#>%*(M[<MK标记的山羊抗兔荧光二抗 )编号
*D'$!$$工作浓度 ! c# >%%*(R<MK标记的山羊抗小鼠
荧光二抗)编号 *D'$/'$工作浓度 ! c# >%%*(R<MK标
记的兔抗山羊荧光二抗 )编号 *D'$8$$工作浓度
! c# >%%*)美国 Q*.0*KBHN公司*"人工基质胶 O*0B+JA,
)美国 b:公司*"细胞示踪剂 )美国 O4,A6H,*B]B4DA1
公司*"& 2$'?二脒基?#?苯基吲哚 ) & 2$'?E+*)+E+.4?#?
F3A.-,+.E4,A$:@]<*)美国 K4B.+.J公司*"四甲基偶氮
唑蓝))A03-,03+*N4,-,0A0B*N4,+H)$OMM* )南京凯基生物

技术有限公司*"抗荧光淬灭封片液)上海碧云天生物技
术研究所*' ' 孔板及培养皿)美国 K4B.+.J公司*"体视
显微镜)江西凤凰光学集团有限公司*"倒置荧光显微镜
)日本 P+_4. 公司*"ZQO$!% 型激光扫描共焦荧光显微
镜)德国 eA+11公司*"K;#细胞培养箱)美国 Pf@[(公
司*"O4EA,>>% 酶标仪)奥地利 MA6*. 公司*'
;5<8方法
;5<5;8[O]1分离培养"所有操作均在无菌环境下
进行$所用器具事先均经高温灭菌处理' 小鼠颈椎脱
臼法处死后摘取双侧眼球$浸入含质量分数 !\青霉
素U链霉素双抗的 ]bQ 中漂洗 ! )+.$移至体积分数
$>\乙醇中浸泡 8% 1$取出再次浸入 ]bQ 漂洗 ! )+.'
将眼球置于含 ]bQ 的直径 ' 6)培养皿中$在体视显微
镜的辅助下沿角巩膜缘处全周剪开$用显微虹膜恢复器
自视神经端向切口端轻轻推离出完整视网膜' 取出视
网膜后置于 ]bQ 中$轻轻漂洗 8 次以去除残留玻璃体'

将取出的视网膜组织置于含少量 ]bQ 的单孔皿
中$使用显微角膜剪将视网膜反复剪切直至均匀糊状'
加入 # J7Z$型胶原酶 8 ),$8$ n下消化 !% )+.' 过
直径 >> ')滤网$翻转滤网$用 :O(O冲洗滤网沉积
的视网膜碎片$收集含视网膜碎片的洗脱液$& n条件
下 8%%p& 离心 > )+.' 吸除上清液$加入 #%\RbQ 的
:O(O将下方沉淀轻轻吹打混匀$接种于 ' 孔板中'

将接种视网膜组织碎片的 ' 孔板置于体积分数
>\K;#的细胞培养箱中 8$ n下预孵 #& 3' 将完成预
孵的组织碎片连同培养基转移至新的 ' 孔板$培养
&/ 3$期间禁止移动培养板' 培养后 $# 3 从培养孔边
缘吸除含有未沉底组织碎片的培养基$加入新培养基'
换液时$避免吹打孔底$以免影响细胞贴壁$每 8 天换
液 ! 次' 当原代细胞长满孔底约 /%\时$吸除旧培养
基后$]bQ 漂洗 ! 遍$加入质量分数 %T#>\胰蛋白酶
8$ n条件下消化 ! S# )+.$待杂质细胞开始收缩变圆
而 [O]1变化尚不明显时$加入 :O(O终止消化并轻
轻吹打孔底致杂质细胞脱落$弃 :O(O$]bQ 清洗 #
遍' 再次加入胰蛋白酶消化 # S8 )+.$[O]1回缩变圆
时$加入 :O(O终止消化$吹打致细胞脱壁' 将消化
下来的 [O]1转入离心管$& n条件下 8%% p& 离心
> )+.$弃上清$以 :O(O按 ! c8的比例进行传代培养'
;5<5<8细胞鉴定8在倒置显微镜下观察细胞形态及
生长$依据大体形态及生长特征进行初步鉴定$细胞胞
体呈不规则三角形(生长无接触性抑制者即初步判断
为 [O]1' 选取周细胞标志物 %?QO@(]:̂ R[?&作为
阳性标志物$内皮细胞标志物 L̀ R(胶质细胞标志物
R̂@]作为阴性标志物$参照文献+!,方法对第8代细
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图 ;8小鼠原代?GB)培养m标尺l!%% ')*"@#视网膜经碎化(酶消化后预孵$可见大量
大小不均匀的视网膜碎片"b#正式接种后 #& 3$可见体积微小的细胞从视网膜碎片中迁
移出m白箭头*"K#接种后 > E$细胞围绕视网膜碎片增生成细胞集落$并混杂有异质细胞
m黄箭头*":#原代细胞重叠生长$生长无接触性抑制$其中伴有胞体细小的异质细胞m黄
箭头*"(#第 # 代细胞$无接触性抑制生长的细胞为优势细胞$存在少量异质细胞m黄箭
头*"R#第 # 代细胞$细胞体宽大呈不规则三角形$细胞内肌丝浅染$细胞核深染$细胞核
位于细胞中央m:@]<*
"
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图 <8第 = 代小鼠 ?GB)免疫荧光染色鉴定m标尺l>% ')*"@#光学显微镜下 [O]1细胞胞体宽大扁平"b#:@]<染色见细胞核居于细胞体中央
K#细胞 %?QO@染色阳性$肌丝清晰可见mR<MK*":#细胞 ]:̂ R[?&染色阳性$表达于细胞膜mM[<MK*"(#b(K和 :融合图"R#光学显微镜下可
见少量杂质细胞$细胞体较小" #̂:@]<染色可见少量杂质细胞$细胞核较小"Y#细胞 R̂@]表达阳性mR<MK*"<#细胞 L̀ R表达阴性mM[<MK*"
V# (̂Y和 <融合图$表明杂质细胞为胶质细胞

胞进行免疫荧光鉴定$激光扫描共焦显
微镜下观察m
;5<5=8功能学鉴定8参照文献 +&U>,
的方法获取(培养小鼠视网膜微血管内
皮细胞mA.E403A,+*,6A,,1$(K1*$并进行相
关鉴定$确认为 (K1m 参照文献+',$将
第 8 代 [O]1和 (K1用细胞示踪剂标记
后$按 ! c!% 的比例混匀接种于 O*0B+JA,$
进行 [O]17(K1三维成管试验$荧光显
微镜下观察并拍照m
;5<5@8细胞生长规律"取细胞密度为 ,p
!%&
的单细胞悬液 !%% ',$接种于 9' 孔板

中进行培养$每 8 天换液 ! 次m 每日相同
时间点收集细胞$加入 > J7ZOMM溶液
#% ',$8$ n条件下培养 & 3m 弃上清液$每
孔加入 !>% ',:OQ;振荡 !% )+.$于酶标
仪上测定波长 &9% .)处各孔吸光度m?*值$连续 !# E$
绘制 [O]1生长曲线m

<8结果

<5;8[O]1生长及形态学表现
经碎化(酶消化(过滤后$获得大量含微血管的活

性视网膜碎片m图 !@*m 这些经预孵的碎片再次孵育
#& 3 后$即可见细胞从视网膜碎片中溢出$以碎片为中
心向外迁徙$贴壁生长m图 !b*m 细胞逐渐增生$围绕
碎片形成大小不等的细胞集落m图 !K*m 原代细胞和
子代细胞均不存在接触性抑制$细胞可重叠生长$具有

明显的周细胞特征性m图 !:$(*m 原代及子代 [O]1
细胞胞体绝大部分均呈不规则三角形或类三角形$伴
多个长突触$与既往报道的周细胞形态一致m 原代细胞
胞体相对细小$子代细胞的细胞体稍大$特别是接种密
度低者$细胞体宽大扁平m图 !R$#@*m 培养的细胞中杂
质细胞数量少$细胞体积小$或伴细小突触m图 !KS(*m
<5<8[O]1细胞免疫荧光染色

绝大部分细胞均周细胞标志物%?QO@和]:̂ R[?&
表达双阳性m图 #@S(*$证实为 [O]1m 极少量细胞
R̂@]表达阳性$为视网膜胶质细胞"未见 L̀ R阳性表
达的细胞m图 #RS<*m [O]1细胞纯度达 9$\以上m
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图 =8?GB)AI!)三维共培养成管试验)标尺l!% ')*"[O]1与 (K1在 O*0B+JA,培养基质中能共同形成
毛细血管样条索"@#绿色细胞示踪剂标记的 [O]1$绿色的 [O]1)箭头*位于条索的外周"b#红色细胞
示踪剂标记的 (K1$(K1构成条索的主体"图 @8小鼠 ?GB)生长曲线"第 8 代 [O]1于培养的第 > 天进
入对数生长期$持续 > S' E$培养的第 !% 天进入平台生长期
"

<5=8[O]17(K1三维共培
养成管试验

在 O*0B+JA,三维培养系
统中$[O]1与 (K1共培养
后 &/ 3 可在O*0B+JA,中形成
微血管条索样$其中 [O]1
位于条索的外周 )图 8@*$
(K1构成条索的主体 )图
8b*' 条索后期可以相互融
合成大的聚合物'
<5@8[O]1生长规律

第 8 代 [O]1约在培养的第 > 天进入对数生长
期$持续 > S' E$约在第 !% 天进入平台生长期)图 &*'

=8讨论

[O]1是 b[b的重要组成部分$其参与视网膜微
血管的生理活动$如能够调节 b[b的通透性(调控内
皮细胞的增生(参与生理性血管新生等 +$U9, ' 研究发
现$[O]1参与视网膜微血管的病理过程$在病理性新
生血管形成中扮演重要角色$与糖尿病视网膜病变等
视网膜新生血管性疾病密切相关

+9U!%, ' 基于常用的模
型动物$分离培养原代 [O]1$建立简便(可行的原代
细胞模型$有助于促进 [O]1体外研究的开展'

迄今$已从人(猴(牛等视网膜组织材料中分离培
养出原代 [O]1应用于体外研究 +!!U!8, ' 受伦理道德(
组织材料稀少或获取不易等原因的影响$这些 [O]1
分离培养方法的应用受到了限制

+!, ' #%%> 年$王应利
等

+#,
首次将大鼠视网膜作为组织材料应用于原代

[O]1培养$采用免疫磁珠法成功地分离(纯化(培养
出了大鼠原代 [O]1' 由于该方法复杂(昂贵$未能得
到有效推广' #%!& 年$杨密清等 +8,

和刘光辉等
+!&,
对

大鼠原代 [O]1的分离(培养(纯化方法进行了优化$
扩大了原代 [O]1体外培养组织原料的来源$简化了
分离(纯化过程$推动了 [O]1体外研究的发展' 小鼠
是实验室常见的模型动物$也是常用的糖尿病模型动
物$基于小鼠分离(纯化(培养的 [O]1用于视网膜新
生血管性疾病的体外研究无疑具有重大的意义$但目
前国内外尚未见原代小鼠 [O]1的分离(纯化(培养方
法报道'

本研究中采用简便的方法自小鼠视网膜中分离培

养出了原代 [O]1' 幼龄鼠 [O]1增生能力较成年鼠
强

+8, $因此本研究中选用 8 周龄小鼠视网膜用于取材'
小鼠眼球较小$在视网膜分离获取过程中$需要借助体
视显微镜' 体视显微镜下操作获取的视网膜组织相对

纯净$夹杂的玻璃体等杂质组织较少$有利于 [O]1的
培养纯化'

细胞纯化是 [O]1体外培养中的关键问题' 视网
膜组织是多细胞成分的组织$在获取的小鼠视网膜组
织碎片中含大量活性的 [O]1(内皮细胞和胶质细胞'
内皮细胞和胶质细胞是 [O]1培养过程中主要的贴壁
生长型杂质细胞

+#$!>, ' 视网膜组织碎片消化时间越
长$杂质细胞污染越多 +!', ' 本研究中优化了小鼠视网
膜组织碎片的消化时间' 小鼠视网膜组织较薄$本研
究中发现将胶原酶消化时间控制在 !% )+.$可保留良
好的细胞活力$又可避免因消化过度带来过多的杂质
细胞' 杂质细胞多处于视网膜碎片的外层$本研究中
发现胶质细胞之类杂质迁移出视网膜碎片的时间早$

贴壁时间快' 针对这一特点$本研究中创新性地提出
了预孵法用于 [O]1的纯化培养$即在培养起始阶段$

将视网膜组织碎片预孵 #& 3$再孵育培养 [O]1$经过
预孵处理$去除溢出(贴壁时间更早的胶质细胞$减
少后续培养中胶质细胞的数量' 培养使用的孔板未
进行明胶等包被(培养基亦非专用型内皮细胞培养
基$不利于内皮细胞移行(贴壁和存活$故内皮细胞
数量也较少' 本研究在细胞传代时应用了差异消化
法进行除杂' 研究表明$[O]1细胞体宽大(扁平$突
起多$可重叠生长$消化时需要较长的时间才能脱
壁$而消化内皮细胞和胶质细胞需要的时间较短$进
行差异消化法可以去除消化耗时较少的杂质细胞$

提高培养的 [O]1纯度 +!, ' 经过上述处理$即获得相
对纯净的原代 [O]1$免疫荧光法证明经差异消化法
处理的子代细胞无内皮细胞污染$仅可见极少量胶
质细胞污染' 纯净度接近既往免疫磁珠法纯化培养
的原代大鼠 [O]1+#, '

免疫学方法是 [O]1体外鉴定的主要方法之一'

目前$已经发现大量周细胞的分子标志物$如 %?QO@(
]:̂ R[?&( P̂ #(:A1)+.(K:!8( [̂ Q>( Qf[#(d+B'5!(
(.E41+*,+.(:Zd!(h,*6e& 和 P̂ #E1[(:等 +!$, ' 这些周
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细胞标志物在不同的组织器官中表达不同$其表达水
平还会随着周细胞发育(病理状态及体外培养情况等
的变化而波动' 因此$并非所有的标志物在 [O]1的
鉴定中都具有实际应用价值' %?QO@被视为周细胞
内存在收缩蛋白(具有收缩功能的一线证据 +!/, ' %?
QO@常表达于体内血管重建处周细胞 +!9, ' $ 日龄大
鼠体外原代 [O]1几乎完全 %?QO@表达阳性 +#%, ' 因
此$%?QO@作为一种细胞内结构蛋白已被视为周细胞
常规性标志物

+#!, ' ]:̂ R[?&是周细胞在血管生成的
生理活动和新生血管的病理活动中重要的功能蛋白'
]:̂ R[?&表达于周细胞表面$周细胞通过 ]:̂ R?b与
(K1发生应答$在血管发生及成熟过程中被募集参与
此类生理病理活动

+##, '
本研究中选择 %?QO@(]:̂ R[?&作为主要的阳性

标志物$L̀ R和 R̂@]作为阴性标志物$采用双重标记
法及高分辨率激光扫描共焦显微镜用于 [O]1的鉴
定$结果显示所培养的子代 [O]1纯度达 9$\以上$无
内皮细胞污染$仅有少量胶质细胞' %?QO@阳性表明
所培养的小鼠 [O]1在体外培养中仍然保留有收缩能
力"]:̂ R[?&阳性表明所培养的小鼠 [O]1可以应用
于体外视网膜新生血管的研究'

功能学鉴定也是体外 [O]1培养鉴定中不可缺失
的环节' 周细胞7(K1共培养试验是确认体外培养周
细胞功能的有效方法

+', ' 共培养体系中 [O]1能够被
(K1所募集$在三维系统中共同形成毛细血管条索样
组织' 采用本研究方法所培养的小鼠 [O]1在体外仍
然保留了与 (K1密切联系的能力$是功能性 [O]1'

本研究中成功建立了一种简便的小鼠 [O]1分
离(纯化(培养方法$所培养的原代小鼠 [O]1为功能
性 [O]1$将能够作为体外视网膜新生血管相关性疾
病研究的有力工具'
利益冲突"所有作者均声明不存在利益冲突
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