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摘要
目的:构建基于视网膜微血管内皮细胞(ＥＣｓ)和周细胞
(ＲＭＰｓ)的大鼠视网膜血管新生体外三维模型ꎮ
方法:分离、纯化、培养大鼠视网膜微血管内皮细胞及视网
膜微血管周细胞ꎬ选用第 ３ ~ ７ 代经鉴定后的细胞用于研
究ꎬ采用细胞示踪剂对细胞进行染色ꎬ混合后按表面培养
法接种于 Ｍａｔｒｉｇｅｌꎬ动态观察ꎬ并检测血管新生期间血管内
皮生长因子 Ａ(ＶＥＧＦ－Ａ)的表达ꎮ
结果:培养 １２ｈ 时ꎬＲＭＰｓ 被 ＥＣｓ 招募ꎬ聚集成大小不等细
胞团块ꎻ２４ｈ 时ꎬＥＣｓ / ＲＭＰｓ 共同形成复杂的三维血管样条
索网ꎻ４８ｈ 时ꎬ网状结构出现明显崩解ꎬ仅保持少量不完整
的简单网状结构ꎻ７２ｈ 时ꎬ血管样条索网完全崩解ꎮ 在三
维模型发生过程中ꎬＶＥＧＦ －Ａ 的表达量升高ꎻ退化时ꎬ
ＶＥＧＦ－Ａ 的表达量下降ꎮ
结论:成功基于视网膜微血管全成分细胞 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ 构
建了大鼠视网膜血管新生体外三维模型ꎮ
关键词:视网膜微血管ꎻ内皮细胞ꎻ周细胞ꎻ血管新生ꎻ三维
模型
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０引言
视网膜新生血管性疾病是临床常见的眼病ꎬ如糖尿病

视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)、早产儿视网膜病变
(ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙꎬＲＯＰ)、年龄相关性黄斑病变
(ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)等ꎬ其病理过程
中均涉及由视网膜微血管内皮细胞 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ＥＣｓ) 和 视 网 膜 微 血 管 周 细 胞 ( ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｐｅｒｉｃｙｔｅｓꎬＲＭＰｓ)共同参与的血管新生(ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ)ꎮ 构
建体外血管新生模型是探索血管新生的生理病理过程、研
究新生血管性疾病重要的工具ꎮ 截至目前ꎬ已有不少学者
建立了体外三维血管模型[１－２]ꎬ但是大都仅以单一的血管
ＥＣｓ 为基础ꎬ未能充分模拟 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ 相互配合的血管
新生过程ꎮ 本研究拟采用 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ 在内的全微血管
成分细胞构建大鼠视网膜血管体外三维培养模型ꎬ以便为
视网膜新生血管性疾病的机制研究提供一个有力的工具ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 实验动物　 ３ 周龄健康清洁级雄性初断乳 ＳＤ 大鼠
２０ 只ꎬ体质量 ４０±５ｇꎬ购买自上海斯莱克实验动物有限责
任公司[许可证号 ＳＣＸＫ(沪)２００７－０００５]ꎮ 饲养环境温度
为 ２１℃ ~２５℃ꎬ相对湿度为 ５０％ ~ ５５％ꎮ 普通颗粒饲料喂
养ꎬ自由饮水ꎬ１２ｈ / １２ｈ 明暗交替光照ꎮ 实验动物的使用
遵循国家科学技术委员会 １９８８ 年颁布的«实验动物管理
条例»ꎬ并经过福州大学生物科学与工程学院实验动物伦
理委员会批准ꎮ
１.１.２主要试剂及仪器　 内皮细胞专用培养基(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍꎬＥＣＭꎬ美国 Ｓｃｉｅｎ Ｃｅｌｌ 公司)ꎻＤＭＥＭ 培养基、
胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)、青霉素－链霉素双抗
(１０ｋＵ / ｍＬ 青霉素 ＋ １０ｍｇ / ｍＬ 链霉素ꎬ美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公
司)ꎻ细胞示踪剂(美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司)ꎻⅠ型胶原
酶(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ人工基质胶 Ｍａｔｒｉｇｅｌ(美国 ＢＤ 公
司)ꎻ血管内皮生长因子 Ａ ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ Ａꎬ ＶＥＧＦ－Ａ)抗体(武汉爱博泰克生物)ꎻ２４ 孔板及
培养皿(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎻ倒置荧光显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ
公司)ꎻＣＯ２细胞培养箱(美国 ＮＵＡＲＥ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＥＣｓ 分离培养 　 按参考文献[３] 描述方法分离、纯
化、培养、鉴定大鼠视网膜微血管 ＥＣｓꎮ 大鼠经乙醚麻醉
后用颈椎脱臼法处死ꎬ摘取眼球转移至 ７５％乙醇中浸泡
１ｍｉｎꎬ用预冷的 ＰＢＳ(含有 １％青霉素－链霉素双抗)洗 ３
遍ꎮ 分离剥出视网膜ꎬ剪成 １ｍｍ３大小的组织块ꎮ 先用含
有质量分数 ０.２５％胰蛋白酶消化 １０ｍｉｎꎬ然后再用含有质
量分数０.２％ Ⅰ型胶原酶消化 ２０ｍｉｎꎮ 用 ＥＣＭ 培养基重悬
组织接种于培养瓶中ꎬ接种在明胶包被的培养瓶中ꎬ每 ３ｄ
换液 １ 次ꎮ 选用第 ３ ~ ７ 代经鉴定验证的 ＥＣｓ 开展后续
实验ꎮ
１.２.２ ＲＭＰｓ 分离培养 　 按照我们之前研发的方法分离、
纯化、培养、鉴定大鼠 ＲＭＰｓ[４]ꎮ 如前述ꎬ将 １ｍｍ３大小的视
网膜组织块先用含有质量分数 ０. ２５％ 胰蛋白酶消化
１０ｍｉｎꎬ然后再用含有质量分数 ０. ２％ Ⅰ型胶原酶消化
１５ｍｉｎꎮ 用含有体积分数 ２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ－Ｌ 培养基重
悬组织接种于培养瓶中ꎬ每 ３ｄ 换液 １ 次ꎮ 选用第 ３ ~ ７ 代
经鉴定后的 ＲＭＰｓ 开展后续实验ꎮ
１.２.３三维共培养　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ、移液管和 ２４ 孔培养板放
置 ４℃冰箱ꎬ预冷过夜ꎮ 按照说明书稀释细胞示踪剂ꎬ分

别用红色和绿色细胞示踪剂孵育 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ ２４ｈꎮ 将
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 用 ＥＣＭ 培养基按照 １∶ １ 进行稀释ꎬ２４ 孔板每个孔
加入 ４００μＬ 稀释后的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶ꎬ置入细胞培养箱孵育
３０ｍｉｎ 以上ꎬ待 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶凝固后备用ꎮ 将标记后的细胞
用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ消化成细胞悬液ꎬ将细胞浓度调至 ２×
１０５ｃｅｌｌ / ｍＬꎮ 将 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ 按 ９∶ １ 进行混合ꎬ每孔加入
４００μＬ 细胞悬液ꎬ置于细胞培养箱培养ꎮ 倒置显微镜下动
态观察ꎮ
１.２.４ 酶联免疫法检测 　 在 ＥＣｓ / ＲＭＰｓ 共培养体系培养
１２、２４、４８ｈ 后ꎬ收集细胞培养的上清ꎬ按照酶联免疫检测
试剂盒说明书操作ꎬ检测上清液中 ＶＥＧＦ－Ａ 的表达水平ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ ２１.０ 进行数据处
理ꎬ采用单因素重复测量方差分析进行检验ꎬ两两比较采
用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＥＣｓ / ＲＭＰｓ 三维培养生长情况 　 混合接种培养 １２ｈ
时ꎬ可以观察到 ＲＭＰｓ 能被 ＥＣｓ 招募ꎬ聚集成为大小不等
的细胞团块ꎬ并有部分 ＥＣｓ 增殖与 ＲＭＰｓ 共同形成简单的
条索样结构ꎮ ２４ｈ 时ꎬＥＣｓ / ＲＭＰｓ 共同形成具有复杂结构
的血管样条索网ꎮ 观察时ꎬ条索网各部分处于不同的焦平
面ꎬ提示为三维立体网状结构ꎮ 之后ꎬ血管样条索网逐渐
出现崩解ꎮ ４８ｈ 时ꎬ网状三维结构已经出现明显崩解ꎬ仅
保持少量不完整的简单的网状结构ꎮ 至 ７２ｈ 时ꎬ血管样条
索网完全崩解ꎬ仅残留少量小的离散的细胞团ꎬ见图 １ꎮ
２.２三维培养时 ＶＥＧＦ－Ａ 的表达水平　 在血管网逐渐发
育完善过程中ꎬＶＥＧＦ－Ａ 表达量上升ꎮ 血管网出现崩解
时ꎬＶＥＧＦ－Ａ 表达量下降ꎮ 检查显示ꎬ培养 １２、２４、４８ｈ 时
的上清液中 ＶＥＧＦ－Ａ 表达量分别为 １.７５７±０.２４９、３.２１６±
０.５１０、０.７００±０.２５７μｇ / Ｌꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ８２.８０２ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎮ 培养 ２４ｈ 时的上清液中 ＶＥＧＦ－Ａ 表达量较 １２ｈ
表达量显著增高ꎬ４８ｈ 时的上清液中 ＶＥＧＦ－Ａ 表达量较
１２、２４ｈ 表达量均显著降低ꎬ差异均有统计学意义 (Ｐ <
０.０１)ꎬ见图 ２ꎮ
３讨论

血管新生指在原有小静脉或其他毛细血管的基础上ꎬ
ＥＣｓ 以芽生或非芽生的形式并在周细胞的配合下生成新
生血管的过程ꎬ其一般包括基质降解、ＥＣｓ 移行、ＥＣｓ 增
殖、ＥＣｓ 管道化分支形成血管环和新的基底膜形成等步
骤[５－６]ꎮ 血管新生是血管从少到多的生物学过程ꎬ常见于
人体各种组织器官的生理或病理活动中ꎬ如视网膜、角
膜等ꎮ

视网膜是人体微血管密度最高的组织之一ꎬ常因缺
血、缺氧或其他因素诱发血管新生ꎬ导致视网膜新生血管
性疾病ꎬ如 ＤＲ、ＲＯＰ、ＡＲＭＤ 等ꎮ 视网膜新生血管性疾病
是眼科临床的致盲性疾病ꎬ相关研究是目前眼科研究的热
点方向之一ꎮ 在体内研究中ꎬ动物模型存在直接观察不便
等不利因素ꎬ研究观察难度大ꎮ 而体外三维培养既能够模
拟 ＥＣｓ 出芽、移行、增殖、分化等体内血管生成具体过
程[７]ꎬ又具有易于观察的优势ꎬ更具有研究价值ꎮ 因此ꎬ构
建简便、可靠、稳定的血管新生体外三维培养模型对于开展
视网膜新生血管性疾病的基础研究工作具有重要的意义ꎮ

体外血管新生三维模型构建起始于 １９８０ 年代ꎮ 在
１９８０ 年ꎬＦｏｌｋｍａｎ 等[８]首次观察到 ＥＣｓ 在体外培养系统中
能够形成血管样条索的趋势ꎮ Ｍａｒｔｉｎｓ 等[９] 证实三维培养
中的 ＥＣｓ 生长与体内血管生成更为类似ꎮ 其在硬度适中
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图 １　 ＥＣｓ / ＲＭＰｓ三维共培养　 Ａ:ＥＣｓ / ＲＭＰｓ 以 ９∶ １ 比例接种于三维共培养系统ꎬＥＣｓ 以红色细胞示踪剂标记ꎬＲＭＰｓ 以绿色细胞示
踪剂标记ꎻＢ、Ｃ:１２ｈ 时ꎬＥＣｓ(黄色箭头)能招募 ＲＭＰｓ(白色箭头)成为细胞团ꎬ并有部分形成简单的条索样结构ꎻＤ:２４ｈ 时ꎬＥＣｓ / ＲＭＰｓ
能形成广泛复杂的具有腔隙的三维网状结构ꎬ三维结构以 ＥＣｓ(黄色箭头)为主ꎬＲＭＰｓ(白色箭头)镶嵌其中ꎻＥ:４８ｈ 时ꎬ三维结构出现
明显崩解ꎬ仅保持少量不完整的简单网状结构ꎻＦ:７２ｈ 时ꎬ三维结构完全崩解ꎬ仅残留少量小的离散的细胞团ꎮ

图 ２　 三维培养不同时间点上清液中 ＶＥＧＦ－Ａ的表达水平　 ａＰ<
０.０５ ｖｓ ４８ｈꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ １２ｈꎮ

的胶原类基质中可以分化形成静态管状[１０]ꎮ 鼠尾胶、血
浆凝块、纤维蛋白、水凝胶、Ｍａｔｒｉｇｅｌ 等均可以用于 ＥＣｓ 三
维培养的基质[１１－１２]ꎮ 其中 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 是一种从 ＥＨＳ 小鼠肿
瘤中提取的细胞外基质混合物ꎬ含有层黏连蛋白、Ⅳ型胶
原、巢蛋白、肝素糖蛋白、生长因子和基质金属蛋白酶等多
种成分[１３]ꎮ 其在低温状态下呈液态ꎻ在 ３７℃条件下ꎬ能聚
合形成具有生物学活性的三维基质ꎬ模拟体内细胞基底膜
的结构、组成、物理特性和功能ꎮ 由于 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 成分与哺
乳动物细胞基底膜成分类似ꎬ故常为体外三维培养研究所
选用ꎮ

在种子细胞来源方面ꎬ学者们已经开发了多种来源的
ＥＣｓ 用于血管新生体外三维模型的培养ꎬ如源自人、啮齿
类动物、牛、犬等ꎻ所取 ＥＣｓ 的血管如脐静脉、颈静脉、主动
脉等处大血管及真皮等处微血管[２]ꎮ 其中ꎬ人脐静脉 ＥＣｓ
因为来源广泛、分离简单而被广泛应用ꎮ 此外ꎬ内皮祖细
胞见诸于培养报道[１４]ꎮ 然而需知ꎬ不同组织血管来源的
ＥＣｓ 的生物学行为存在差异ꎬ在血管生成的潜能、血管张
力和免疫耐受等方面表现不同[１５]ꎬ需要合理、审慎地选择
培养种子细胞以适用不同研究目的需要ꎮ 同时ꎬ血管新生
所形成的成熟新生血管除了 ＥＣｓ 这一主体细胞之外ꎬ还有
一种重要的细胞成分———周细胞ꎮ 周细胞是正常微血管

管壁的构成细胞ꎬ在体内血管新生时具有血管基质降解、
控制 ＥＣｓ 增殖、调控新生血管生长的功能[１６]ꎮ 在血管新
生体外三维培养模型构建时ꎬ我们需要考虑周细胞对血管
新生复杂而多样的作用ꎬ合理、完善的血管新生体外三维
培养模型应该包含以上两种细胞ꎬ而这正是既往研究所欠
缺的———其往往仅采用单一的 ＥＣｓ 作为种子细胞ꎮ 在本
次研究中ꎬ我们首次基于实验室最常用实验动物大鼠的视
网膜微血管 ＥＣｓ 作为主要种子细胞进行培养ꎬ以适用视网
膜新生血管性疾病模型的需要ꎮ 并加入了适量的 ＲＭＰｓ
进行联合培养ꎬ种子细胞较既往研究更为全面ꎮ 本次研究
结果显示 ＥＣｓ 在培养的过程中能招募 ＲＭＰｓꎬ彼此共同形
成血管样条索结构ꎮ 这一现象与体内血管新生时 ＥＣｓ 招
募 ＲＭＰｓ 形成新生血管的生物学行为类似[５－６]ꎬ提示这种
三维培养方式或将能更充分地模拟体内视网膜血管新生
的真实生理或病理过程ꎮ

在培养方法方面ꎬ学者们既往提出了多种不同的方
案ꎬ如动脉环培养法、表面培养法、夹心培养法、混和培养
法、微载体培养法等ꎬ各种方法具有各自的优缺点[１]ꎬ需要
根据研究目的选择适用的方法ꎮ 其中表面培养法指将种
子细胞添加在凝固的基质凝胶表面进行培养的方法ꎬ能够
较好模拟体内微血管成分细胞降解基质、相互招募形成新
生血管的过程ꎬ具有形成管状、网状结构快的特点ꎮ 本次
研究选用表面培养法进行了培养ꎬ研究发现孵育后 １２ｈ 即
可以形成简单的血管样条索ꎬ与既往单纯采用 ＥＣｓ 作为种
子细胞的约 ４８ｈ 才能检测到管腔样结构的研究[１７] 要快ꎬ
能够满足快速实验的需要ꎮ

如何判定模型的有效性是血管新生体外三维培养模
型一个关键的所在ꎮ 从生理学角度而言ꎬ理想的血管新生
体外三维模型应能诠释体内有代表性的血管新生过程:原
有微血管充血ꎬＥＣｓ、周细胞激活ꎻ基底膜降解ꎻＥＣｓ 移行ꎬ
穿过基底膜ꎬ向刺激原运动ꎻＥＣｓ 和周细胞迁移、分裂、增
生ꎻ形成新的毛细血管腔ꎬ由周细胞围绕ꎻ新的基底膜形
成ꎬ层黏连蛋白发育ꎻ毛细血管袢及网形成[５－６]ꎮ Ｆｏｌｋｍａｎ
在体外首次观察到血管新生时ꎬ发现 ＥＣｓ 形成的毛细血管
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样结构中存在腔隙[８]ꎬ这种现象能被光镜所观察ꎮ 后续血
管新生体外三维培养研究报道参考了该报道ꎬ均以毛细血
管样结构中是否存在腔隙来判定培养模型的有效性ꎮ 在
本次研究中ꎬ我们观察到 １２ｈ 时ꎬＥＣｓ 能招募 ＲＭＰｓ 成为
细胞团ꎬ并形成简单的条索样结构ꎮ 之后进程明显加速ꎬ
在 ２４ｈ 时能形成广泛复杂的具有腔隙的三维网状结构ꎮ
三维结构以 ＥＣｓ 为主ꎬＲＭＰｓ 镶嵌其中ꎬ这种细胞构架与
体内视网膜微血管结构类似ꎮ 这表明本研究基于全微血
管细胞成分(ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ)所构建的血管新生体外三维
培养模型具有充分的有效性ꎮ

同时ꎬ我们也观察到本次研究中三维网状血管样条索
持续的时间较短ꎬ在孵育的第 ２４ｈ 达到顶峰状态ꎬ之后开
始出现崩解ꎬ４８ｈ 时只保持少量不完整的简单的网状结
构ꎬ７２ｈ 后仅残留少量小的离散的细胞团ꎮ 这一现象除与
培养基内供细胞生存、增殖使用的营养物质有限相关外ꎬ
还可能与 ＶＥＧＦ 等促血管生成的细胞因子含量下降相
关[１８]ꎮ ＶＥＧＦ 是一种分泌型蛋白ꎬ可由 ＥＣｓ 分泌ꎬ是血管
新生过程中重要的细胞因子[１９]ꎮ 本研究观察到ꎬ随着
ＥＣｓ / ＲＭＰｓ 三维血管样条索网的发生ꎬＶＥＧＦ－Ａ 的表达量
升高ꎮ 网状结构退化时ꎬＶＥＧＦ－Ａ 的表达量下降ꎮ 这一结
果表明 ＶＥＧＦ－Ａ 在三维培养模型构建中参与了血管样条
索网的生成过程ꎮ 但是血管新生是受多重因素共同影响
的复杂过程ꎬ如何维持三维血管样条索网的存在时间有待
进一步研究ꎮ

本研究成功基于微血管全成分细胞 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ 构
建了大鼠视网膜血管新生体外三维培养模型ꎬ可以作为视
网膜新生血管相关性疾病体外研究的工具ꎮ
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