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Long Evans大鼠视网膜神经节细胞培养与鉴定

王艳华 ,王　一 ,刘　勇 ,王仕军 ,曾玉晓　　(第三军医大学西南医院全军眼科中心 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　建立 Long Evans大鼠视网膜神经节细胞(RGCs)体外培养的方法 ,为 RGCs 的体外实验研究奠定基

础。方法　出生后 1 ～ 3 d的 Long Evans 大鼠视网膜神经上皮层 ,胰蛋白酶+透明质酸酶消化制成单细胞悬液 , 用 DMEM

培养液进行培养 ,观察细胞生长规律 , 图像分析系统分析有突起的 RGCs 数目 、胞体面积和最长的突起长度 , Thy1.1 单克

隆抗体和微管相差蛋白 2多克隆抗体荧光双标法鉴定 RGCs。结果　Long Evans 大鼠 RGCs体外培养存活 4 d;荧光双标

显示 RGCs 纯度为 80%～ 90%。结论　在普通培养基中 Long Evans大鼠 RGCs 体外培养能获成功。胰蛋白酶+透明质酸

酶联合消化较单独用胰蛋白酶消化效果好。
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Culture and identification of retinal ganglion cells in Long Evans rats
WANG Yan-hua , WANG Yi , LIU Yong , WANG Shi-jun , ZENG Yu-xiao (Ophthalmology Research Center , Southwest Hospital ,

Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To establish a culture method for in vitro culture of retinal ganglion cells (RGCs)in

Long Evans rats.Methods　Epithelium of neurosensory retina of Long Evans rats(postnatal 1-3 d)were digested

by trypsin and hyaluronidase and cultured in DMEM.The growth of RGCs in vitro was observed under phase con-

trast microscope.The number of RGCs with processes , cell body area , and length of the longest processes of RGCs

were measured by image analysis system.RGCs were identified with fluorescent double labeling method.Results　

RGCs of Long Evans rats could survive for 4 d in DMEM.The purity of RGCs in the experiment was 80%-90%.

Conclusion　The cultured RGCs of Long Evans rats can survive in DMEM.Trypsin combined with hyaluronidase is

better than trypsin used alone in digesting epithelium of neurosensory retina.

　　Key words:retinal ganglion cell;cell culture;Long Evans rats

　　视神经损伤 、青光眼及视网膜疾病均可直接损伤

视网膜神经节细胞(retinal ganglion cells , RGCs),严重

影响患者的视力 ,建立 RGCs体外培养的方法是研究

它们发生的机制及相应药物作用的理想模型 。Long

Evans大鼠是一种封闭群非白化鼠 ,与白化鼠相比 ,其

双眼位置靠前 ,视交叉比例低 ,双眼视觉好 ,且视网膜

色素上皮层含大量色素 ,视网膜结构更接近于人的视

网膜 ,因此近年来在眼科学研究中应用较多 ,但对其

RGCs的体外培养国内少见报道 。本实验借鉴钟一

声[ 1] 、吴永青[ 2]及胡竹林等[ 3] 培养白化鼠 RGCs的方
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法 ,通过调整培养液和消化酶 ,建立 Long Evans大鼠

RGCs体外培养及鉴定的方法 ,为眼科疾病的体外实

验研究奠定基础 。

1　材料和方法

1.1　实验动物
　　出生后 1～ 3 d Long Evans 大鼠 18只(分 6 次实验 , 每次 3

只),由第三军医大学实验动物中心提供 , 符合国家医用动物

使用标准 ,标准号为清洁级。

1.2　鼠尾胶原的制备及培养板的处理
　　参照文献[ 4] 方法制备鼠尾胶原 ,无菌条件下抽出 Long E-

vans大鼠尾腱 , 于平皿中剪碎 , 以每克尾腱 50 ml的比例 , 加入

0.1%醋酸溶液 , 4 ℃放置 1 周后离心(4 000 r/ min , 20 min), 取

上清液分装保存。用前涂于预置盖玻片的直径为 35 mm 的培

养皿 , 37 ℃烘干。

1.3　视网膜神经细胞悬液的制备
　　出生 1～ 3 d Long Evans 大鼠断头处死 ,无菌条件下摘出眼
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球 , 于冰浴D-Hank液(含青霉素100 U/ml ,链霉素 100μg/ml)内

漂洗 3 次 ,显微镜下沿角巩膜缘剪开眼球 ,钝性分离视网膜神

经上皮层 , 冰浴 D-Hank 液漂洗 2 次。 用 0.125%胰蛋白酶和

0.2%透明质酸酶 37 ℃消化 , 30 min后加入含 10%新生牛血清

的 DMEM 培养液终止消化 , 离心(1 000 r/min , 5 min), 弃上清

液 , 加入 DMEM 培养液(90%DMEM、10%新生牛血清 、100 U/ml

青霉素 、100μg/ml链霉素和 15 mmol/L HEPES), 钝头吸管吹打

成单细胞悬液。行细胞计数 ,调整细胞密度为 1×106 个/ml。

1.4　视网膜神经节细胞的培养
　　将制好的细胞悬液接种于经鼠尾胶原包被的直径 35 mm

培养皿中 , 每个培养皿中细胞悬液约为 3 ml , 置于 5%的 CO2

培养箱内 , 37 ℃恒温培养。 12 ～ 24 h 后加入 5-溴-2′脱氧尿苷

抑制非神经细胞的生长 , 48 h 更换培养液。

1.5　视网膜神经节细胞的形态学观察
　　每天在相差显微镜下观察细胞生长规律 , 以培养皿中央

为中心 , 取上 、下 、左 、右 、中共 5个显微镜拍照视野框(目镜 10

倍 , 物镜 20倍 , 框面积为 0.267 98 mm2), 每次实验取 2 个培养

皿记数 , 用 Leica QWin 图像分析系统分析有突起的细胞数 、胞

体面积和最长突起长度 ,取均值进行统计学处理。

1.6　视网膜神经节细胞的免疫组化鉴定及纯度检测
　　取培养 2 、3 d 的覆有细胞的盖玻片 ,以 4%多聚甲醛固定 ,

参照蔡文琴
[ 5]
方法行免疫荧光细胞化学检测。采用的第一抗

体为抗大鼠 Thy1.1 单克隆抗体(1∶200 , PBS 稀释 , CHEMICON

公司)和抗大鼠微管相关蛋白 2(microtubule-assciated proterns2 ,

MAP2)多克隆抗体(1∶1 000 , PBS 稀释 , SANTA公司), 相应荧光

标记的第二抗体为 TRITC 标记的羊抗鼠 IgG(1∶100 , PBS 稀释)

和 FITC 标记的兔抗羊 IgG(1∶100 , PBS 稀释), 阴性对照组以

PBS 代替第一抗体。用 Leica Florou 图像处理系统进行双荧光

图像合成。荧光显微镜下双标阳性的 RGCs , 与相应光镜视野

中的细胞总数之比为 RGCs 纯度 , 视野选取方法同形态学观

察。

1.7　统计学处理方法
　　应用 SPSS10.0 统计软件 , 不同培养时间有突起的 RGCs

数 、最长突起长度及 RGCs 胞体面积的测量数据求  x ±s , 采用

单因素方差分析(LSD- t检验)。

2　结果

2.1　形态学观察
　　相差显微镜下观察细胞生长规律 , 细胞于培养 4 ～ 6 h 开

始贴壁 , 24 h后基本完全贴壁 , 呈单层排列 , 部分细胞聚集成

团 , 胞体呈圆形 、椭圆形或星形 ,光晕明显。 24 h 后少数细胞长

出短小突起 , 多为单个;48 h 后有突起的细胞增多 , 胞体增大 ,

突起增长增多(为 1～ 3个),细胞间突起相互连接 ,末端可见生

长锥(图 1);72 h 后胞体进一步增大 , 突起进一步增长 , 细胞间

突起相互连接明显(图 2);96 h 后细胞光晕减弱 ,胞体缩小 , 突

起开始短裂 , 有突起的细胞减少(图 3);5 d 后 , 大部分细胞崩

解死亡。

　　培养 48 h 与24 h 比较 ,有突起的 RGCs 增多(P<0.01), 胞

体面积增大(P<0.01),突起增长(P<0.01)。培养 72 h 与 48

h 比较 , 有突起的 RGCs无明显增多 , 胞体面积增大(P<0.05),

突起增长(P<0.01)。培养 96 h 与 72 h 比较 , 有突起的 RGCs

减少(P <0.01), 胞体面积变小(P <0.01), 突起变短(P <

0.01)。结果见表 1。

图 1　培养 48 h细胞突起增长且相互连接　(相差显微镜×200)

Fig 1　The processes became longer and linked to each other after

culture for 48 h　(Phase contrast microscope×200)

图 2　培养 72 h细胞突起进一步增长 ,相互连接

明显　(相差显微镜×200)

Fig 2　The processes kept growing and linked to each other obviously

after culture for 72 h　(Phase contrast microscope×200)

图 3　培养 96 h细胞开始死亡 ,突起断裂　(相差显微镜×200)

Fig 3　Some cells died and their processes broke after culture for

96 h　(Phase contrast microscope×200)
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表 1　不同培养时间有突起的 RGCs数目 、胞体面积及最长

突起长度比较( x±s)

Tab 1　Comparison of the number of RGCs with processes , cell

body area , and length of the longest processes at 24 , 48 ,

72, and 96 h after culture( x±s)

Culture time(h)

24 48 72 96

Length of RGCs 20.477 2±1.604 7 32.514 6±1.515 6＊ 58.731 4±2.199 6＊■ 19.276 0±1.373 6■#

Area of RGCs 50.618 0±4.013 6 68.787 9±1.568 1＊ 73.510 2±1.628 1＊■■55.521 4±2.666 9■#

Numbers of RGCs 　3.2±0.29 　12.5±1.46＊ 15.0±1.09＊ 　3.7±0.33■#

＊:P<0.01 , vs culture for 24 h;■:P<0.01 , vs cul-

ture for 48 h , ■■:P<0.05 , vs culture for 48 h;#P<

0.01 , vs culture for 72 h

2.2　免疫细胞化学检测
　　用抗大鼠MAP2多克隆抗体和抗大鼠 Thy1.1单克隆抗体对

培养的细胞进行免疫荧光细胞化学检测。抗大鼠MAP2 多克隆

抗体标记视网膜神经元细胞, 胞体和突起呈绿色荧光;抗大鼠

Thy1.1单克隆抗体标记 Thy1.1阳性细胞, 胞体和突起呈红色荧

光;双标阳性细胞为 RGCs ,胞体和突起呈黄色荧光。染色后,荧

光显微镜下双标阳性的 RGCs ,与相应光镜视野中的细胞总数相

比 ,得RGCs 纯度为80%～ 90%。结果见图4～ 6。

图 4　MAP2多克隆抗体标记的细胞显示绿色　(免疫荧光×200)

Fig 4　Cell s labeled by MAP2 polyclonal antibody were green　

(FITC×200)

图 5　Thy1.1单克隆抗体的细胞显示红色　(免疫荧光×200)

Fig 5　Cells labeled by Thy1.1 monoclonal antibody were red　

(FITC×200)

图 6　MAP2多克隆抗体和 Thy1.1单克隆抗体双标记的 RGCs

显示黄色　(免疫荧光×200)

Fig 6　RGCs labeled by MAP2 and Thy1.1 monoclonal antibodies

were yellow　(FITC×200)

3　讨论

　　视神经损伤 、青光眼及视网膜疾病导致的不可
逆性视功能损害 ,其原因在于损害了 RGCs。因此 ,
建立 RGCs体外培养的方法是研究它们发生机制及

相应药物作用的有效手段。近年钟一声[ 1] 、吴永
青[ 2]及胡竹林[ 3]先后进行了 RGCs体外原代培养 ,但
因 RGCs是高度分化细胞 ,出生后不能进行有丝分
裂 ,不能传代 ,成活条件要求高 ,所以 ,目前 RGCs的

原代培养均采用胎牛血清 。本实验用 DMEM培养基
中加入 10%新生牛血清成功地使 Long Evans大鼠

(出生后 1 ～ 3 d)RGCs 在体外存活 4 d ,与钟一声
等[ 1]采用 DMEM培养基和 20%的胎牛血清培养 SD

大鼠(出生后 2 ～ 3 d)RGCs 存活时间相似 ,可用于
RGCs的体外实验研究。
　　视网膜神经细胞悬液的制备有完全消化法和部
分剥脱法两种 , 本实验采用 0.125%胰蛋白酶和
0.2%透明质酸酶将视网膜神经上皮层完全消化为
单细胞悬液。取材时 ,是否能获得较多的 RGCs ,消
化酶很关键 。吴永青[ 2]用 0.125%胰蛋白酶 37 ℃消
化 20 min , Aline

[ 6]
用 0.2%胰蛋白酶 37 ℃消化 20

min ,而 Yasumasa[ 7]用 15 U/ml木瓜蛋白酶和 70 U/ml

胶原酶 37 ℃消化 30 min。我们采用 0.125%胰蛋白
酶和 0.2%透明质酸酶 37 ℃消化 30 min ,较单独使
用胰蛋白酶 ,更能有效地制备单细胞悬液获得较多
的 RGCs ,胰蛋白酶作用于蛋白质中的碱性氨基酸 ,
使细胞间起连接作用的结构蛋白水解而离散细胞 ,
但在分离视网膜神经上皮层时 ,很难避免粘附粘稠
的玻璃体 ,玻璃体中的透明质酸可引起细胞的聚集 ,
加用透明质酸酶可分解残留在视网膜上的透明质
酸 ,从而有效地防止细胞的聚集 。
　　Thy1.1抗原是啮齿类动物许多细胞表面的一种

糖蛋白 ,在大鼠的脑和胸腺呈高浓度表达。Barnsta-

ble等[ 8]发现在视网膜中 ,Thy1.1 抗原是 RGCs的特

异性标记 ,也是 RGCs成熟的标记 ,因此 ,Thy1.1单克
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隆抗体广泛用于鼠 RGCs的鉴定与分离纯化[ 9] 。但

Holger[ 10]发现在体外培养中 ,特别是培养 1周后 ,一

种类成纤维细胞也表达 Thy1.1抗原 。而作为神经

元的 RGCs也表达成熟神经元的标记物-MAP2 ,所

以本实验采用 Thy1.1单克隆抗体联合MAP2多克隆

抗体对 RGCs进行双标记 ,较单独用 Thy1.1单克隆

抗体标记 RGCs 更科学 ,更准确 。染色结果未显示

Thy1.1单克隆抗体标记的类成纤维细胞及 MAP2多

克隆抗体标记的非 RGCs神经元(感光细胞和双极细

胞),可能因为:①培养时间短(4 d),尚无类成纤维

细胞的出现。 ②出生后 1 ～ 3 d的大鼠视网膜神经上

皮层只有 RGCs层和视网膜母细胞层 ,感光细胞和双

极细胞尚未发育成熟[ 11 ,12]而不表达 MAP2 ,但需进

一步论证 。

　　本实验采用的 Long Evans大鼠(新生 1 ～ 3 d)是

一种封闭群有色素鼠 ,与白化鼠相比 ,其双眼位置靠

前 ,视交叉比例低 ,双眼视觉好 ,视网膜结构更接近

于人的视网膜 ,是眼科研究较理想的实验动物 。在

分离视网膜神经上皮层时 ,因其视网膜色素上皮层

含大量色素 ,与无色素的神经上皮层对比显明 ,较白

化鼠更易于分离神经上皮层 ,减少色素上皮细胞的

污染 ,而粘附的色素颗粒通过漂洗可大部分去除 ,少

量色素颗粒混杂于培养的细胞中 ,也不影响细胞的

生长与观察。
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　　(上接 411页)
疗 , 伤口清创缝合 , 多次胸腔穿刺抽液 , 患者心肺功能逐渐恢
复 , 痊愈出院。

2　讨论

　　本例病人术前无风湿活动, 未合并冠心病等其他心脏病 ,术
中冷停跳液灌注良好 ,无冠状动脉气栓 ,复跳后无电解质紊乱,
无明显酸中毒 , 但术中心脏复跳困难 、反复室颤 ,术后出现顽固
性心律失常 、低心排出量综合征等。考虑主要原因为二尖瓣和
主动脉瓣重度狭窄 ,左心室向心性肥厚 ,左心室腔萎缩 ,甚至部
分心肌纤维化 , 使心脏的收缩和舒张功能严重受限 ,且心肌过度
肥厚 ,术中冷停跳液灌注不均, 导致心肌保护不良, 长时间室颤,
反复电除颤, 又加重心肌损害 ,导致术后心肌酶谱明显增高[ 1] 。
　　顽固性心律失常 , 尤其是快速性室性心律失常是瓣膜置
换术后的主要并发症。此患者术后的顽固性心律失常 , 对心
外膜临时起搏和利多卡因 、心律平等药物反应不佳 , 及时应用
可达龙后 , 心律失常得以控制[ 2] 。可达龙属Ⅲ类抗心律失常
药 , 同时还具有增加冠脉血流 , 减少心肌耗氧 , 及轻度周围血
管扩张作用 , 其负性肌力作用弱 , 因此对于紧急救治心脏术后
合并血液动力学不稳定 、顽固性 、恶性快速心律失常和重度心
衰 , 疗效十分显著 ,且安全性好 ,副作用小。

　　低心输出量综合征是瓣膜置换术后的常见并发症。 在排
除低血容量 、酸碱失衡 、心律失常 、心包填塞 、肺不张等诱因 ,
应用多巴胺 、西地兰 、米力农等正性肌力药物强心 ,硝普钠 、硝
酸甘油等扩血管药物降低后负荷后 , 若低心输出量综合征仍
不能改善 ,小剂量应用肾上腺素可收到意想不到的效果 , 且因
剂量小 ,对肾血管影响不大。
　　ARDS 是心脏术后的严重并发症。 早期正确行呼吸机辅
助呼吸是治疗成功的关键 , 呼吸模式设置为 SIMV+PSV+
PEEP , PEEP 8～ 10 cmH2O ,吸氧浓度在 60%～ 90%以上 , 吸呼比
1.5∶1 , 增加氧合机会 , 维持 SPO2 在 95%以上。同时尽早 、大
量 、短程应用甲基强的松龙 , 保护毛细血管内皮细胞 , 降低毛
细血管渗透性 ,保护肺Ⅱ型细胞分泌表面活性物质 , 抗炎和促
进肺间质液体吸收 ,抑制后期肺纤维化等。
　　关键词:瓣膜置换术;室颤;心律失常;ARDS
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