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一种改良的 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ新生大鼠视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞培养方法

杨　梅，范　围，黄　瑶，袁容娣
（中国人民解放军陆军军医大学第二附属医院眼科，重庆　４０００３７）

摘要：　目的　改良ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生大鼠视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞培养方法。方法　取新生１～２ｄ的 ＳＤ，分
２ｄ完成视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞的提取，第１天将眼球浸泡于含体积分数１％双抗的无血清高糖达尔伯克改良伊戈尔培养
基（ＤＭＥＭ）中，置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱内过夜；第２天，去培养基，以２．５ｇ·Ｌ

－１胰蛋白酶消化眼球

１ｈ，分离视网膜组织，加入含体积分数１％双抗和体积分数１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养基，制备细胞悬液接种培
养；２４ｈ后换液，６～８ｄ后传代，传至第４代，细胞免疫荧光染色法鉴定Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度。结果　Ｍüｌｌｅｒ细胞贴壁生长
良好，细胞体宽大，细胞质丰富，细胞核呈圆形或椭圆形，无神经元共生长，Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度＞９５％。结论　改良的ＳＤ
新生大鼠视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞培养方法操作简单，细胞纯度高。

关键词：　细胞培养；ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠；视网膜；Ｍüｌｌｅｒ细胞
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　　Ｍüｌｌｅｒ细胞是视网膜特有的神经胶质细胞，也
是视网膜内最重要的神经胶质细胞，在视网膜的病

理、生理过程中扮演着重要角色［１］。数量上，它是

视网膜内数量最多的胶质细胞；结构上，Ｍüｌｌｅｒ细胞
从光感受器开始至内界膜结束，横跨分布于整个视

网膜，可维持视网膜的正常结构；功能上，其同时具

备星形胶质细胞和少突胶质细胞的功能，可维持细

胞微环境的平衡，还能分泌大量的神经营养因子，对

视网膜神经元起到支持、滋养的作用。Ｍüｌｌｅｒ细胞
的体外培养技术可为视网膜病变的细胞生物学、发

育学和电生理学等研究提供一个重要平台。因此，

在体外建立稳定的 Ｍüｌｌｅｒ细胞培养体系对于研究
Ｍüｌｌｅｒ细胞在视网膜中的生理、病理作用具有重要
意义。Ｍüｌｌｅｒ细胞培养技术的关键是细胞纯化，细
胞纯化方法主要有机械吹打法、恒温摇床法、胰蛋白

酶消化法等［２４］，这些方法均利用了 Ｍüｌｌｅｒ细胞较
视网膜组织中其他细胞贴壁紧的原理。机械吹打法

吹打力度和次数不易掌控，影响细胞的活性；恒温摇

床法需要在摇床震荡 ４～６ｈ，在外界暴露时间过
长，操作繁琐，还有加重污染的风险；而胰蛋白酶消
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化法虽较前２种方法简单，但在试验中发现，单纯用
胰蛋白酶消化存在细胞纯度不高的问题，而过度消

化又会损伤细胞。为了找到一种操作简单、细胞纯

度更高的培养方法，作者结合本实验室条件，改良出

一种ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生大鼠视网膜Ｍüｌｌｅｒ细
胞培养方法，此方法操作简单，获得的细胞纯度高，

现报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物　新生１～２ｄ的 ＳＤ大鼠，雌雄不
限，由陆军军医大学野战外科研究所实验动物中心

提供，本研究经陆军军医大学第二附属医院伦理委

员会批准。

１．２　主要试剂与仪器　高糖达尔伯克改良伊戈尔
培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）
购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清、２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋
白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，小鼠抗 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆
抗体购自英国 Ａｂｃｏｍ公司，荧光二抗（４８８）标记羊
抗小鼠ＩｇＧ购自英国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，小鼠抗 ＮｅｕＮ单
克隆抗体购自美国Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司；离心机、细胞培养
箱、倒置荧光显微镜购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１．３　方法
１．３．１　Ｍüｌｌｅｒ细胞原代培养　将新生 ＳＤ大鼠浸
泡于体积分数７５％乙醇中２ｍｉｎ，断头处死，摘除眼
球，将眼球直接浸泡在含体积分数 １％ 双抗
（１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素及１００ｇ·Ｌ－１链霉素）的高
糖 ＤＭＥＭ培养基中，置于 ３７℃、含体积分数 ５％
ＣＯ２的培养箱中过夜。去除浸泡眼球的培养基，加

入 ２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶溶液，置于３７℃、含体积分
数５％ＣＯ２的培养箱中消化 １ｈ，加入含体积分数
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ终止消化；将眼球移入另一
个无菌培养皿中，在高倍显微镜下分离视网膜，收集

于无菌离心管中，加入含体积分数１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ，反复吹打，制成细胞悬液，用７０μｍ的滤网
过滤细胞悬液，调整细胞密度，按３×１０５Ｌ－１接种于
培养瓶中，置于 ３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养
箱过夜；第２天观察细胞贴壁情况，更换培养液，继
续培养６～８ｄ，细胞密度达到８０％予以传代。
１．３．２　Ｍüｌｌｅｒ细胞传代与纯化　去除培养瓶中的
培养基，加入２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶液１ｍＬ，轻晃培
养瓶，１ｍｉｎ后吸除胰蛋白酶溶液，重复操作２次，以
去除贴附能力较差的杂细胞，纯化Ｍüｌｌｅｒ细胞。再加
入２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶溶液２ｍＬ，反复吹打瓶底，镜

下观察见细胞绝大部分变圆、悬浮，立即加入含体积

分数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ２ｍＬ终止消化；将培养
瓶中的细胞悬液全部转移至无菌离心管中，

１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，去上清液，加入含体积分
数１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ，调整细胞密度，按 ３×
１０５Ｌ－１接种于培养瓶中，置于３７℃、含体积分数５％
ＣＯ２的培养箱中培养４～６ｄ，细胞密度达到８０％时进
行传代。

１．３．３　视网膜神经元纯度鉴定　收集第 ３代
Ｍüｌｌｅｒ细胞，以１．５×１０５Ｌ－１接种于放有载玻片的
２４孔板中，于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱
中培养４８ｈ，去除培养基，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗３次，每次３ｍｉｎ，４０ｇ·Ｌ－１

多聚甲醛室温下固定 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，每次
３ｍｉｎ；体积分数 ０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温透膜
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ；体积分数１０％山羊
血清封闭１ｈ，弃血清；加入一抗小鼠抗 ＮｅｕＮ单克
隆抗体（１５００）；另取一孔用ＰＢＳ代替一抗做阴性
对照，４℃ 孵育过夜。ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ，加入
荧光二抗（４８８）标记羊抗小鼠ＩｇＧ（１３００），室温避
光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ３ｍｉｎ，１２０００的
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染核２ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ。
取出孔底载玻片，防荧光淬灭封片剂封片。分别在

载玻片上、下、左、右、正中５个方向随机取５个视野
拍照，计数ＮｅｕＮ荧光（绿色）染色阳性细胞数目，神
经元纯度 ＝ＮｅｕＮ阳性表达细胞数／Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
核染阳性细胞总数×１００％。。
１．３．４　Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度鉴定　取“１．３．３”项下体
积分数１０％山羊血清封闭１ｈ的细胞，弃血清，加入
一抗小鼠抗Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗体（１１００），ＰＢＳ代
替一抗做阴性对照，４℃孵育过夜。去一抗，ＰＢＳ洗
３次，每次３ｍｉｎ，加入荧光二抗（４８８）标记羊抗小鼠
ＩｇＧ（１３００），室温避光孵育１ｈ，去二抗，ＰＢＳ洗３
次，每次 ３ｍｉｎ，１２０００的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染核
２ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ。取出孔底载玻片，
防荧光淬灭封片剂封片。分别在载玻片上、下、左、

右、正中 ５个方向随机取 ５个视野拍照，计数
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ荧光染色阳性细胞数目，Ｍüｌｌｅｒ细胞纯
度＝Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达细胞数／Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２核染
阳性细胞总数×１００％。

２　结果

２．１　原代及传代培养细胞生长情况　培养 ２４ｈ
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后，部分细胞已贴壁生长，散在分布；培养３ｄ后，细
胞胞体狭长，密度约４０％；培养６～８ｄ后，细胞已形
成融合状态，细胞体变大，细胞质丰富，细胞核呈圆

形或椭圆形，密度约８０％；传至第４代的细胞形态
不一，有突起，细胞体宽大，细胞质丰富，细胞核呈圆

形或椭圆形，见图１。
２．２　神经元纯度鉴定　将传至第４代的原代细胞
行ＮｅｕＮ和 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２免疫荧光染色，各视野均
无阳性表达细胞，提示无神经元共生长。

２．３　Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度鉴定　传至第４代的细胞行
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２免疫荧光双染，镜下可见
大量Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性细胞，Ｍüｌｌｅｒ细胞纯度＞９５％；见
图２。

图１　传代培养至第 ４代的 Ｍüｌｌｅｒ细胞形态（倒置显微

镜，×１００）

Ｆｉｇ．１　Ｍüｌｌｅｒｃｅｌｌｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｆｒｏｍ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｔｏｔｈｅ

ｆｏｕｒｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ（ｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×１００）

Ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２免疫荧光核染；Ｂ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ免疫荧光细胞质染色；Ｃ：Ａ、Ｂ图的融合。

图２　传代培养至第４代的Ｍüｌｌｅｒ细胞荧光鉴定（荧光显微镜，×２００）

Ｆｉｇ．２　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭüｌｌｅｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｔｏｔｈｅｆｏｕｒｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×２００）

３　讨论

Ｍüｌｌｅｒ细胞是视网膜特有的一种神经胶质细
胞，在视网膜中发挥着重要的病理、生理作用，体外

培养Ｍüｌｌｅｒ细胞是研究其病理、生理作用的重要手
段［５６］。然而，ＳＤ大鼠视网膜中细胞成分复杂，除了
Ｍüｌｌｅｒ细胞外，还含有星形胶质细胞、血管内皮细
胞、神经元、少突胶质细胞等，将其中的 Ｍüｌｌｅｒ细胞
分离、纯化培养是该细胞培养方法的核心步骤。目

前，根据 Ｍüｌｌｅｒ细胞比重、贴壁时间、黏着力、细胞
寿命等方面的特性，培养和纯化 Ｍüｌｌｅｒ细胞的方法
较多，但各有优劣。酶消化法［７８］和恒温振荡法［９］

是最常用的Ｍüｌｌｅｒ细胞纯化方法，其原理均是利用
Ｍüｌｌｅｒ细胞较其他细胞容易贴壁的特点，对 Ｍüｌｌｅｒ
细胞进行较好的分离和纯化，但也存在着早期神经

元共生长、分离视网膜操作较困难、暴露于外界时间

长、易污染等不足之处。

本研究对体外培养Ｍüｌｌｅｒ细胞的方法进行了３
个方面的改良。首先，取出眼球后将其浸泡于含体

积分数 １％双抗的无血清 ＤＭＥＭ培养基中，在
３７℃、含体积分数 ５％ＣＯ２的培养箱中孵育过夜。

在这个孵育过程中，眼球组织处于一种缺氧的状态，

神经元和星形胶质细胞因耐受缺氧能力差而受损，

而Ｍüｌｌｅｒ细胞的耐受缺氧能力较强，在孵育过程中
更利于其分裂［１０］。而后，将眼球消化１ｈ，再分离视
网膜，这与其他文献［１１］报道的先分离视网膜，再对

视网膜消化的方法也有所不同。本研究中，眼球被

整个消化，更有利于分离视网膜。由于选取的动物

较小，分离视网膜时较难操作，而眼球消化１ｈ后，
体积有所增大，组织变软、变松，在去除眼前节时眼

球不易滚动，更易操作，而视网膜也更易剥脱。在细

胞传代时，由于 Ｍüｌｌｅｒ细胞的贴附性最强，用胰蛋
白酶反复消化２次，留取最终仍然贴壁的细胞传代，
以达到纯化Ｍüｌｌｅｒ细胞的目的，较恒温震荡法节省
时间，减少了细胞污染的机会，并且比其他酶消化法

多使用一次胰蛋白酶消化，对 Ｍüｌｌｅｒ细胞的筛选更
严格。

视网膜中存在３种胶质细胞，即Ｍüｌｌｅｒ细胞、星
形胶质细胞和小胶质细胞。Ｖｉｍｅｎｔｉｎ是视网膜中
Ｍüｌｌｅｒ细胞的特异性表达蛋白［１２］，因此，本研究采

用Ｖｉｍｅｎｔｉｎ鉴定 Ｍüｌｌｅｒ细胞，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ荧光染色阳
性的细胞为 Ｍüｌｌｅｒ细胞。本研究荧光染色鉴定结
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果显示，视野下无ＮｅｕＮ阳性核染细胞，说明无神经
元共生长情况，而 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性表达细胞占比 ＞
９５％，均为Ｍüｌｌｅｒ细胞。

综上所述。本研究改良的 ＳＤ新生大鼠视网膜
Ｍüｌｌｅｒ细胞培养方法操作简单，纯度高，是一种切实
可行的实验方法。
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