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小鼠角膜新生血管内皮细胞的分离培养

及其趋化因子受体的表达
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(('摘要((背景(研究角膜新生血管生成的病理机制对角膜新生血管的治疗具有重要意义&但目前的相

关研究多采用非角膜新生血管来源的血管内皮细胞&研究结果的可靠性受到一定影响)(目的(探索从碱烧

伤诱导实验性小鼠角膜新生血管组织中分离和培养血管内皮细胞的方法&并检测新生血管内皮细胞中趋化

因子受体的表达&为角膜新生血管内皮细胞的生物学特性研究奠定基础)(方法(F f, 周龄 7LZ级健康雄性
dK%dGB小鼠 )9 只&采用 6;CT碱烧伤法构建小鼠实验性角膜新生血管模型&采用免疫荧光技术检测 W1E) 在

角膜新生血管中的表达) 在碱烧伤后 I 周摘取眼球分离角膜组织&眼科手术剪剪碎角膜组织后应用胶原酶 1

消化获取单个细胞&使用包被 W1E) 抗体的磁珠分选获取血管内皮细胞) 采用免疫组织化学染色法检测

W1E) 在细胞中的表达以鉴定培养的细胞&采用逆转录 LW_法检测血管内皮细胞中趋化因子受体基因的表

达)(结果(碱烧伤后 F N 裂隙灯显微镜下可见小鼠左眼角膜出现新生血管&碱烧伤后 I 周角膜新生血管的

形成达高峰&免疫荧光检测可见角膜组织内特异性 W1E) 染色的血管网) 角膜新生血管血管内皮细胞培养后
I " 贴壁生长&形态呈扁平多边形&体积较大&传代培养后细胞生长速度明显加快) 培养的角膜新生血管内皮

细胞 W1E) 表达阳性&细胞质中呈棕黄色染色&而角膜基质细胞中 W1E) 表达阴性) 逆转录 LW_结果显示分

离培养的血管内皮细胞中 WW_)*WW_I*WW_E 和 WW_8 :_6K相对表达量最高&WcW_E*WW_**WW_)9 和

WcEW_) :_6K呈中等强度表达&WW_-*WW_, :_6K相对表达量较低&而 WW_+*WcW_8 和 WcW_- :_6K表

达未检测到)(结论(W1E) 抗体的磁珠分选法可有效分离纯化小鼠角膜新生血管内皮细胞&并可进行体外培

养且培养的细胞可表达趋化因子受体)(
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((新生血管形成是一个复杂的病理生理过程&其中
包括血管内皮细胞的分化成熟*增生*迁移和管腔形成
等&任何影响血管内皮细胞生物学行为的因素均能影
响新生血管形成

+) Ê, ) 正常情况下&角膜是无血管的
透明组织&但在炎症*化学烧伤*感染等病理状态下&角
膜组织的结构和屏障功能受损&导致病变组织的炎症
细胞和血管内皮祖细胞浸润&最终引起角膜新生血管
形成

+8, ) 研究角膜新生血管的发生因素有助于理解
角膜新生血管的发病机制&为临床治疗相关疾病提供
理论依据&也为其他新生血管性眼病发病机制的研究
提供参考) 近年来&有关角膜新生血管的研究多采用
局部或全身药物干预后的在体观察&但药物干预常对
组织和机体产生系统性和综合性的影响&无法直接获
得对新生血管内皮细胞的直接作用和独立影响的结

果&体外实验时对细胞的选择成了关键问题) 从新生
血管组织中分离和培养血管内皮细胞用于体外生物学

功能的研究将弥补体内研究的不足
+-, ) 由于对新生

血管组织来源的内皮细胞进行分离和培养的难度较

大&故目前多采用其他组织来源的血管内皮细胞系&因
此相关干预因子对角膜新生血管内皮细胞作用机制研

究的可靠性受到一定的影响) 基于以上因素&本研究
拟构建实验性角膜新生血管模型&应用磁珠分选法分
离角膜新生血管组织来源的血管内皮细胞&通过特殊
的培养条件进行培养&并检测血管相关因子受体在细
胞中的表达&为进一步研究其生物学功能和相关干预
实验提供基础)

96材料与方法

9>96材料
9>9>96实验动物6F f, 周龄 7LZ级健康雄性dK%dGB

小鼠以及动物饲料购自上海中科院斯莱克动物中心&

体质量 I- fE9 0) 实验动物的使用遵循 K_[C声明&

并通过苏州大学实验动物伦理委员会批准)
9>9>:6主要试剂6引物由南京金思瑞生物科技有限
公司合成$:_6K]'/'抽提试剂盒 "美国 D̀K\46公
司#$AJ;j 酶*逆转录试剂盒"日本 J;3;_;生物技术公
司#$1]4] 培养基*胎牛血清 " Q&O;<P#M'/&@&A$:&
Zd7#*Ld7"美国 \DdWC公司#$胶原酶 1"德国 _#B"&

公司#$肝素*内皮细胞生长因子 "美国 7'0:;公司#$

小鼠重组 "干扰素 "'/O&AQ&A#/5"&DZ65"#蛋白 "美国
_s1公 司 #$ 纤 连 蛋 白* 大 鼠 抗 小 鼠 W1E) 一 抗
"--9IF8#*明胶包被培养皿 "美国 d1L";A]'/0&/ 公
司#$7KdW组化试剂盒 "美国 [4WJC_公司#$小鼠
W1E) 抗体包被磁珠*多聚甲醛*K<&Y;Q<#$A8,, 驴抗大
鼠荧光二抗"K5I)I9,#"美国 D/M'OA#0&/ 公司#$1Kd显
色试剂盒*苏木精"美国 1K3C公司#)
9>:6方法
9>:>96角膜碱烧伤新生血管模型的构建(取 dK%dGB

小鼠&用质量分数 )l,a的 KM&AO'/ 腹腔内注射进行麻
醉) 将直径约 I ::的滤纸片浸泡在 ) :#<G%的 6;CT

溶液中 )- @&饱和后&置于 dK%dGB小鼠左眼中央角膜
8- @后用 )9 :<生理盐水冲洗眼球&清除残留的
6;CT) 用角膜刮铲刮除中央角膜上皮&结膜囊内涂红
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霉素眼膏以预防感染)
9>:>:6免疫荧光化学法检测角膜中 W1E) 的表达(
参照文献+*,方法&分别于造模后 F N*)8 N 在裂隙灯
显微镜下观察小鼠角膜碱烧伤状况以及新生血管形成

情况&拍照并记录) 于造模后 )8 N&颈椎脱臼法处死 -
只小鼠&迅速取角膜&置于丙酮中固定 )9 :'/&滴加驴
血清进行封闭&滴加一抗") i)-9#室温孵育 ) "&Ld7
洗涤 E 次后滴加荧光二抗") i)I9#&室温避光孵育) "&
Ld7 洗涤 E 次后封片&于荧光显微镜下观察并拍照&观
察角膜新生血管中 W1E) 的表达)
9>:>;6角膜新生血管组织血管内皮细胞的分离6于
造模后 I 周用颈椎脱臼法处死模型小鼠&摘取左眼&解
剖显微镜下分离角膜&Ld7 漂洗 I 次&聚维酮碘中浸泡
- :'/&再用 Ld7 清洗&完全清除聚维酮碘) 将角膜组
织置于无血清 1]4]培养液中&用眼科剪剪碎) 离心
半径 )8lF8 B:&) *99 AG:'/ 离心 - :'/ 后收集细碎组
织&置于 - :0G:<胶原酶 1工作液中&于 EF o*转速为
)-9 AG:'/ 恒温摇床上消化 I ") 添加体积分数 I9a
的 Zd7 终止消化&离心半径 )8lF- B:&) I99 AG:'/离心
- :'/ 后收集细胞) 将细胞重悬于 1]4]培养液中&
*9 *:孔径无菌尼龙膜过滤&形成 )l- :<单细胞悬液)
将细胞悬液与 W1E) 抗体包被的磁珠混合&EF o水浴
锅内孵育 ) " 进行亲和反应&使 W1E) 阳性细胞与磁珠
充分结合$将混合液置于磁柱中&然后将磁柱插入配套
的分选磁铁) 倒出液体&加入无血清 1]4]培养液洗
涤磁柱 8 f- 次&倒出多余液体) 磁柱中加入 )l- :<
含 I9a Zd7 1]4]培养液&脱离磁铁取出磁柱&吹打
贴壁细胞&将获得的细胞置于明胶包被的培养板中进
行培养)
9>:><6角膜新生血管组织来源血管内皮细胞的培养
6细胞培养后 I " 贴壁&于培养液中添加 -- 2G:<"商
品单位#肝素*)99 *0G:<内皮细胞生长因子及 88 2G:<
小鼠重组 DZ65"蛋白) 将细胞置于 EE o*体积分数
-a WCI恒温培养箱中培养&每隔 E 日换液 ) 次) 与细
胞结合的磁珠在培养后 I N 大部分与细胞分离&更换
培养基时通过洗涤清除磁珠) 贴壁细胞生长 I 周后达
+9a融合时进行传代)
9>:>=6角膜新生血管组织来源血管内皮细胞的鉴定
6参照文献+F,的方法&细胞重悬后经过甩片机甩片&
细胞贴于载玻片上) 将载玻片上的细胞用质量分数
8a的多聚甲醛固定 )9 :'/&Ld7 洗涤每次 - :'/&共 E
次$丙酮处理 )9 :'/&Ld7 洗涤 - :'/&体积分数 9lEa
TICI处理 I9 :'/&蒸馏水洗涤 - :'/&Ld7 洗涤 - :'/$
加封闭液封闭 ) "&一抗 8 o孵育过夜&Ld7 洗涤每次

- :'/&共 E 次$加羊抗大鼠二抗孵育 ) "&Ld7 洗涤每次
- :'/&共 E 次$滴加 7KdW工作液孵育 ) "&Ld7 洗涤每
次 - :'/&共 E 次$滴加 1Kd工作液显色&在光学显微
镜下观察并控制反应时间$苏木素复染 89 @&洗涤清除
残留染剂&封片) 以角膜组织内同时分离获取的角膜
基质细胞作为阴性对照&光学显微镜下观察并拍照)
9>:>> 6逆转录 LW_法检测细胞中趋化因子受体
:_6K的表达(参照文献 +,,的方法&收集培养的细
胞&Ld7 洗涤 I 次&每次 - :'/$应用:_6K]'/'试剂盒
抽提细胞总 _6K&使用 16;@&试剂盒清除残留的 16K

后逆转录成 B16K) 应用各趋化因子受体引物扩增相
应基因&引物序列见表 )) 质量分数 )l-a琼脂糖凝胶
电泳扩增产物& 4d染色&凝胶成像仪拍照) 使用
D:;0&X软件分析其条带灰度值) 以 \KL1T为内参&

计算各趋化因子受体 :_6K相对表达量)

表 96!KJ引物序列

基因 引物序列
退火温度

"o#
产物长度

" PV#

JJ1C Z%-25JJJJKK\\WWWK\J\\\K\JJWKWJ\KWW\5E2
_%-25J\\JKJK\WWKWKJ\WWJJJ\KKKWK\WJ\5E2

-, 8-F

JJ1Z Z%-25K\K\\JWJW\\JJ\\\JJ\J5E2
_%-25KJWKJKKW\JJWJ\\\WKWW5E2

-F EF*

JJ1_ Z%-25WKWKK\\WWKJWW\JWJJKJ5E2
_%-25J\WWWKKWJKKKKWKWWKWK5E2

-, EFE

JJ1L Z%-25K\KWJKW\WWKJWWK\\WJK5E2
_%-25WJJ\WWKJ\\JWJJ\\JJJJ5E2

-, E*-

JJ1G Z%-25J\J\JKKK\JKJJWKWK\\J\JWJ5E2
_%-25WWJKWK\W\KKKWK\\\J\J5E2

-, EFF

JJ1D Z%-25\J\\J\KJ\KWWJJJ\WWJJ5E2
_%-25K\\\WJJ\K\KJ\KJ\KJ\\5E2

-, E8-

JJ1F Z%-25JWWJJJJWK\KWWWKWKKWW5E2
_%-25\WJJWWKWWJWKKK\KWJ\W5E2

-, EIE

JJ1E Z%-25WWWK\JJJWJ\JJKWJJWK\KJWJ\5E2
_%-25\JK\WK\\\K\WWJWK\KK\\KKK\\WW5E2

-F -+E

JJ1CM Z%-25\JWJWWJ\\\\KWJJJKW5E2
_%-25\WJ\KKKK\\K\W\WK\\5E2

-F -)*

JS_J1C Z%-25WWJ\JJKJJJ\\\W\KWKJJ5E2
_%-25KW\WWWK\KWJKKJ\\J\KW5E2

-, 899

JSJ1Z Z%-25\\JW\JKWJ\W\JKJWWJ\WWJWK\5E2
_%-25JK\WWKJ\KJWJJ\K\KK\JWWKJ5E2

-, E*,

JSJ1_ Z%-25KJWK\W\WWJWKKJ\WWKW5E2
_%-25J\\WJJJWJW\KWWKWK\JJ5E2

-, E9)

JSJ1L Z%-25JJJ\WW\KW\JWK\WWK\\\5E2
_%-25\\KJ\KW\KJ\WW\\\WK\\5E2

-, )8I

JSJ1G Z%-25KJ\KKWJKWWWKWJKKWWWJ\5E2
_%-25K\\J\KKWWK\\WJWJK\JJJ5E2

-* *-,

BHQ(I Z%-25KWWKWK\JWWKJ\WWKJWKW5E2
_%-25JWWKWWKWWWJ\JJ\WJ\JK5E2

-F -*I

:6结果

:>96角膜碱烧伤后角膜新生血管的形成
碱烧伤后 F N 可见小鼠左眼角膜组织充血&出现
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新生血管$碱烧伤后 I 周&角膜新生血管的形成达到高
峰$碱烧伤后 E f8 周&新生血管逐渐减退&但在碱烧伤
后 8 周仍可见少量角膜新生血管) 新生血管沿角膜缘
向角膜中心延伸) 免疫荧光结果检查可见角膜组织内
特异性 W1E) 染色的血管网"图 )#)

A B
图 96造模后 : 周角膜碱烧伤新生血管的形成(K%裂隙灯显微镜下
可见模型眼角膜大量新生血管(d%免疫荧光检测可见 W1E) 阳性染
色的血管网"ZDJWp899#

:>:6培养细胞的形态及鉴定
角膜新生血管组织来源的血管内皮细胞培养后

I "贴壁&形态由圆形逐渐展开&呈扁平多边形状&体积
较大"图 I#) 初期细胞生长速度较慢&I fE 周后细胞
生长融合至 ,9a) 传代培养后细胞生长速度明显加
快&无明显细胞悬浮现象&传代能力为 I fE 代) 培养
细胞的 W1E) 蛋白表达阳性&而对照组角膜基质细胞
W1E) 表达阴性"图 E#)

3B

3A2
图 :6血管内皮细胞培养后 : 0细胞
形态" pI99#(培养细胞呈扁平不规
则形&体积较大(图 ;6培养的角膜
新生血管内皮细胞和角膜基质细胞

中 KC;9 的表达"1Kdp)99#(K%角
膜新生血管内皮细胞中W1E) 呈阳性
表达"箭头#(d%角膜基质细胞中
W1E) 表达阴性

:>;6角膜新生血管内皮细胞中各趋化因子受体基因
的相对表达

逆转录 LW_结果显示&角膜新生血管内皮细胞中
WW_)* WW_I* WW_E* WW_8* WW_-* WW_** WW_,*
WW_)9*WcEW_)*WcW_I 和 WcW_E :_6K的相对表
达量分别为 )lEIm9lI)*9lFFm9l)+*)l),m9lE9*9l8+m
9l)8*9l)-m9l9+*9lE*m9l)-*9lI-m9l)E*9lI-m9l)F*

9lI)m9l)-* 9lE9 m9l)* 和 9lE, m9l)8&其中 WW_)*
WW_I*WW_E 和 WW_8 :_6K的相对表达量较高&
WcW_E*WW_**WW_)9 和 WcEW_) :_6K具有中等程
度的表达&WW_- 和 WW_, :_6K的相对表达量较低&
未检测到WW_+*WcW_8 和WcW_- :_6K的表达"图 8#)

A

B

8 9 10 11 12 13 14 15 16 171 2 3 4 5 6 7

趋
化

因
子

基
因

相
对

表
达
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0.0
8 9 10 11 12 131415 16172 3 4 5 6 7

图 <6小鼠角膜新生血管组织来源血管内皮细胞趋化因子受体的相
对表达(K%LW_扩增产物凝胶电泳图(d%D:;0&X灰度分析结果(
)%16K:;AR&A(I%WW_)(E%WW_I(8%WW_E(-%WW_8(*%WW_-(
F%WW_*(,%WW_,(+%WW_+()9%WW_)9())%WcEW_)()I%WcW_I
)E%WcW_E()8%WcW_8()-%WcW_-()*%\KL1T()F%空白对照

;6讨论

角膜新生血管模型是研究角膜以及眼部其他部位

新生血管病理过程以及发病因素的重要工具
7*&+, ) 角

膜新生血管的形成涉及角膜新生血管内皮细胞的分

化*增生*迁移以及管腔形成等过程 7)9, &因此&角膜新
生血管内皮细胞是在血管形成过程中发挥主要作用)
目前少有对此细胞进行体外研究&可能与角膜新生血
管内皮细胞分离纯化困难以及培养条件要求相对苛刻

等因素有关) 本研究中构建了小鼠碱烧伤角膜新生血
管模型&采用角膜组织块培养法分离纯化血管内皮细
胞&并摸索出细胞培养的适宜条件)

研究表明&角膜碱烧伤后 I 周新生血管形成最为
旺盛&此时血管内皮细胞处于增生最活跃*生长最旺盛
的时期

7)), &理论上分选出的细胞存活率高&因此本研
究中选取造模后 I 周的角膜组织进行分离培养) 而碱
烧伤后 E f8 周&角膜组织新生血管逐渐退化&血管内
皮细胞明显减少&凋亡细胞数目也相对增加&不利于新
生血管内皮细胞的生长) 细胞培养发现&血管内皮细
胞状态饱满*透亮&死亡细胞较少) 由于角膜基质胶质
成分较多&细胞难以脱离组织形成单个细胞&因此在细
胞与组织分离的实验中&我们选用对基质敏感而对细
胞损伤较小的胶原酶 1进行消化&对消化时间和消化

!-E)!中华实验眼科杂志 I9)* 年 I 月第 E8 卷第 I 期(W"'/ X4YV CV"O";<:#<&Z&PA$;ASI9)*&[#<>E8&6#>I
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条件进行优化&充分保证了消化效率以及细胞的存活
率&有利于后续的纯化实验) 在细胞分选纯化实验过
程中&我们选用抗小鼠 W1E) 抗体包被的磁珠进行阳
性选择) 细胞培养后发现磁珠对细胞损伤作用不明
显&细胞培养 I8 " 后&磁珠与细胞完全脱离&更换培养
基时可将磁珠清除) 细胞培养是实验过程中关键的步
骤) 我们对培养条件进行了多次摸索和改进&明确了
培养角膜新生血管内皮细胞最佳的培养条件) 细胞需
要生长在明胶包被的培养皿中&培养基中添加一定浓
度的内皮细胞生长因子*纤连蛋白*肝素以及小鼠重组
DZ65"蛋白&培养温度保持在 EE o左右&并对培养基
更换时间也进行严格的控制&从而最终保证新生血管
内皮细胞稳定的生长以及传代) 获得的细胞能够稳定
传代达 I fE 代&基本满足体外研究的要求) 由于新生
血管内皮细胞不属于干细胞&细胞生长 I fE 代后其生
长速度以及增生能力受到明显抑制) 为进一步验证分
离培养细胞的特异性&鉴于培养的细胞数目有限&不宜
采用流式细胞技术方法&本研究中改用细胞甩片结合
细胞免疫组织化学法&通过抗小鼠 W1E) 抗体标记以
及 1Kd显色等步骤检测细胞表面 W1E) 分子的表达)
细胞免疫组织化学法证实了培养的细胞表达 W1E) 分
子&其为血管内皮细胞)

趋化因子可通过与受体结合来调控血管内皮细胞

的生物学功能&在新生血管发生及发展过程中发挥重
要的作用) 本研究结果发现&分离纯化的新生血管内
皮细胞不同程度地表达 JJ1C*JJ1Z*JJ1_*JJ1L*
JSJ1_*JJ1D*JJ1CM*JS_J1C*JJ1G 和 JJ1F) 该结
果为后续研究其对内皮细胞的作用提供参考)

总之&本研究中成功分离*纯化并培养角膜新生血
管组织来源的血管内皮细胞&并对其趋化因子受体的
表达进行基因水平的检测&为研究血管内皮细胞的生
物学功能以及进一步揭示新生血管性眼病的发病机制

奠定了一定的基础)
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((如果作者稿件中包含有组织病理图*免疫荧光染色图*免疫组织化学图*电子显微镜图片&为了反映组织标本大小的最精确尺

度&请在电子版图片的左下方附注标尺)
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