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Abstract
誗 AIM: To investigate the earlier period pathology
changes after high air pressure wave traumatic injury in
cultured retinal M俟ller cell.
誗 METHODS: A model of high air pressure wave
traumatic injury in cultured retinal M俟ller cell was
established, the expression of glial fibrillary acidic
protein ( GFAP ) after cell injury was tested by
immunochemistry. The change of lactate dehydrogenase
(LDH) activity and cell apoptosis rate after cell injury
were observed.
誗RESULTS: Increased expression of GFAP changes was
observed 3 hours after injury. Then it maintained high
level of expression within 24 hours, the results were
related with injury degree ( P < 0. 05 ) . LDH release
increased within 30 minutes after injury. The apoptosis
rate had non - significant difference within 30 minutes
after injury (P>0. 05) . The percentage of apoptotic cells
increased 3 hours after injury and reached the highest 6
hours after injury.

誗CONCLUSION: The changes of M俟ller cell shape and
the permeability of cell membrane maybe one of factors
to trigger the increasing expression of GFAP.
誗KEYWORDS:M俟ller cell; cell culture; in vitro model of
trauma; glial fibrillary acidic protein; apoptosis
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摘要

目的:研究体外培养 M俟ller 细胞致伤后早期细胞发生的

一系列损伤性变化和发生反应性胶质化的规律。
方法:新生 SD 大鼠视网膜进行体外 M俟ller 细胞的培养并

建立高压气体冲击损伤模型,检测细胞致伤后早期胶质

纤维酸性蛋白 ( GFAP) 表达变化, 以及乳酸脱氢酶

(LDH)的释放量和细胞凋亡率的变化。
结果:致伤后 3h 左右 GFAP 的表达量明显增强,以后 24h
内持续性高表达,并与损伤强度呈正比(P<0. 05);LDH
的释放增加主要出现在损伤后 30min 内;损伤后 30min
各组致伤细胞凋亡率呈非显著性差异(P>0. 05),3h 后

细胞凋亡率增高,6h 后细胞凋亡率最高。
结论:M俟ller 细胞形态的改变和细胞膜通透性的改变可

能是触发 GFAP 表达增强的因素之一。
关键词:M俟ller 细胞;细胞培养;体外创伤模型;胶质纤维

酸性蛋白;细胞凋亡
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0 引言

摇 摇 研究发现,M俟ller 细胞在视网膜损伤后的修复和再

生中起关键作用[1,2]。 视网膜损伤后,M俟ller 细胞出现反

应性星形胶质细胞增生,是重要的组织病理学标志,其特

征性表现为胶质细胞纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic,
GFAP)表达的明显上调[3]。 然而 M俟ller 细胞在损伤后发

生 GFAP 变化的规律和作用并不清楚。 本研究采用体外

高压气体冲击模型对培养的 M俟ller 细胞致伤,动态观察

致伤后细胞早期的反应性改变及 GFAP 表达的变化,分
析 GFAP 表达变化的规律及其与各因素的相关性,探讨

M俟ller 细胞反应性星形胶质化的始动因素及其在视网膜

创伤与修复中的作用。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 不同驱动力致伤后 24h M俟ller细胞 GFAP的表达(DAB伊400) 摇 A:对照组;B:50kPa
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 驱动力组;C:100kPa 驱动力组;D:200kPa 驱动力组。

1 材料和方法

1.1材料摇 DMEM/ F12培养基(Hyclone),小牛血清(Hyclone),台
盼蓝(Sigma),LDH 测试盒(南京建成),兔抗大鼠胶原纤

维酸性蛋白(GFAP)单克隆抗体(北京中山公司),免疫组

织化学试剂盒(北京中山公司),6 孔培养板(Nicon)。 健

康的 1 周龄 SD 大鼠 30 只,雌雄不限,体质量约 50g,由第

三军医大学大坪医院实验动物中心提供。 高压气体损

伤装置,由第三军医大学野战外科研究所四室研制。
1. 2 方法

1. 2. 1 模型建立与分组摇 无菌操作下摘除 SD 大鼠眼球,
按文献方法[4]培养视网膜 M俟ller 细胞并经过纯化鉴定后,
传代接种于 6 孔培养板中,随机分为致伤组和对照组,生
长 7d 左右待细胞融合后进行实验。 按照文献方法[5]制作

体外培养 M俟ller 细胞高压气体冲击模型,其中致伤组,按
冲击气体驱动压力值分为 50kPa 组、100kPa 组和 200kPa
组(每组 6 孔),并依据冲击损伤后不同时间分别取样(每
个不同的时间点 6 孔)。 对照组在相同的条件和时间下培

养,不做致伤(n=6)。
1 . 2 . 2 免疫组织化学检测 M俟ller 细胞中 GFAP 的表

达 摇 取样后 0. 01mol / L PBS 洗 2 次,常规 20mL / L 戊二醛

固定。 一抗滴加 1颐100 的兔抗大鼠 GFAP 单克隆抗体,空
白对照加 PBS,4益过夜,二抗滴加生物素化山羊抗兔 IgG,
SABC 法免疫组织化学染色, DAB 室温下显色。 光学显微

镜下观察结果,棕黄色为阳性染色。 通过与电脑相连的显

微镜将采集到的免疫组织化学图像存入电脑,用 Tiger920
图像分析软件分析,半定量测定 GFAP 染色的积分光密度

值和平均光密度值。
1. 2. 3 LDH 释放量的检测摇 按文献方法[5] 检测不同驱动

压力下(50kPa, 100kPa, 200kPa),致伤后 15,30min; 1,6h
细胞 LDH 的释放量。

1. 2. 4 细胞凋亡原位检测细胞凋亡率 摇 不同驱动力下

(50kPa, 100kPa, 200kPa)致伤细胞的凋亡原位检测,分别

取伤后 30min; 3,6,8h 共 4 个时相点。 采用 Roche 公司

TUNEL 试剂盒检测,DAB 显色,棕黄色为阳性染色,以
Label solution 作阴性对照。 随机取 5 个高倍视野计数,阳
性细胞 / 总细胞记为细胞凋亡率。

摇 摇 统计学分析:所得数据用均数依标准差(軃x依s)表示,统
计学分析采用 SPSS 12. 0 软件进行,组间采用单因素方差

分析进行检验,两两比较采用 SNK-q 检验。 P<0. 05 表示

差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 M俟ller 细胞损伤后早期的形态变化 摇 倒置显微镜下

观察:对照组 M俟ller 细胞胞体较大呈长圆型或不规则形

状,其细胞质丰富,折光性较强,细胞核大呈椭圆型,位于

细胞中央,带有粗大突起,细胞胞体相互连接紧密、细胞之

间界限不清。 不同驱动力冲击作用下,当压力达到 50kPa
时本融合的 M俟ller 细胞间出现间隙,损伤中心区域的细胞

折光性暗,随着驱动压力的增大,细胞间的间隙也随之增

大,但压力达到 200kPa 时,细胞仍附着于培养皿并不脱

落。 随着时间的改变,损伤中心区域部分细胞形态丧失、
脱壁,其余细胞明显肿胀变性,细胞内可见颗粒增多。
2. 2 M俟ller 细胞损伤后早期 GFAP 表达的变化 摇 免疫组

织化学观察:对照组 M俟ller 细胞,有少量 GFAP 的表达,染
色均匀,阳性染色颗粒位于细胞胞浆,呈浅棕黄色。 GFAP
的表达在致伤后即时到损伤后 1h 内并不明显升高,各致

伤组与对照组比较无统计学差异(P>0. 05)。 至致伤后

3h GFAP 的表达明显增高,与对照组比较存在显著性差异

(P<0. 05),之后在 24h 内呈逐渐增高趋势,且 GFAP 的表

达与细胞损伤的严重程度有关(图 1),200kPa 组在 3,6,
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表 1摇 M俟ller细胞冲击损伤后 GFAP的表达 軃x依s

分组 对照组
伤后

30min 1h 3h 6h 12h 24h
积分光密度值

摇 50kPa 18. 26依1. 03 20. 70依2. 75 21. 24依3. 20 30. 57依3. 10a 36. 99依3. 09a 41. 58依2. 90a 48. 91依2. 79a

摇 100kPa 18. 05依2. 81 21. 49依2. 09 21. 96依3. 95 32. 74依3. 96a 41. 40依1. 34a 45. 91依2. 71a 55. 86依1. 38a

摇 200kPa 18. 49依1. 74 22. 64依1. 73 23. 29依1. 20a 37. 26依1. 99a,c 43. 85依1. 56a,c 50. 44依2. 25a,c 58. 24依1. 90a,c

平均光密度值

摇 50kPa 1. 53依0. 13 1. 68依0. 04 2. 02依0. 27 3. 50依0. 29a 4. 06依0. 20a 4. 87依0. 44a 5. 48依0. 18a

摇 100kPa 1. 56依0. 14 1. 62依0. 16 2. 52依0. 16 4. 11依0. 29a 4. 56依0. 20a 5. 05依0. 12a 6. 10依0. 09a

摇 200kPa 1. 51依0. 18 1. 90依0. 14 2. 86依0. 19 4. 47依0. 12a,c 4. 76依0. 13a,c 5. 46依0. 20a,c 6. 78依0. 26a,c

aP<0. 05 vs 对照组;cP<0. 05 vs 50kPa 组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 致伤后 M俟ller细胞 LDH的释放量 (軃x依s,U / L)

分组 对照组
伤后

15min 30min 1h 6h
50kPa 13. 14依1. 27 18. 33依1. 17a 21. 18依1. 41a 17. 57依1. 57a 15. 17依1. 23a

100kPa 12. 99依1. 45 23. 40依1. 80a 22. 80依1. 33a 19. 08依1. 41a 16. 62依2. 19a

200kPa 12. 71依1. 66 34. 67依1. 49a 48. 36依2. 16a 25. 71依2. 59a 18. 14依1. 42a

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP<0. 05 vs 对照组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 3摇 致伤后 M俟ller细胞凋亡率 (軃x依s,% )

分组 对照组
伤后

30min 3h 6h 8h
50kPa 0. 77依0. 31 1. 21依0. 20 3. 25依0. 57a 8. 09依0. 24a 8. 99依0. 08a

100kPa 1. 01依0. 13 1. 20依0. 07 4. 70依0. 81a 13. 31依0. 63a,c 14. 93依1. 39a,c

200kPa 1. 28依0. 20 1. 10依0. 20 5. 67依0. 56a 20. 32依1. 94a,c 22. 00依0. 11a,c

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP<0. 05 vs 对照组;cP<0. 05 vs 50kPa 组。

12,24h 各时间点与 50kPa 组相同时间点比较均存在统计

学差异(P<0. 05,表 1)。
2. 3 致伤后 M俟ller 细胞 LDH的释放量摇 损伤后 15min 即

可检测到细胞 LDH 释放量增多,各致伤组 LDH 的释放量

均显著高于对照组(P<0. 05),随着驱动力的增加,LDH 的

释放也呈上升趋势,释放高峰在 30min 以内(表 2)。
2. 4 致伤后 M俟ller 细胞的凋亡率摇 TUNEL 法测定致伤后

30min; 3,6,8h 细胞的凋亡率,结果示损伤后 30min 各组

细胞凋亡率无显著性差异(P>0. 05),3h 后细胞凋亡率增

高,6h 达到最大值,与对照组相比有统计学差异 ( P <
0郾 05),6h 后细胞凋亡率在 100kPa 和 200kPa 组与 50kPa
组相同时间点比较均存在统计学差异(P<0. 05),表明损

伤细胞的凋亡率随损伤强度的增加而明显增加 (表 3)。
3 讨论

摇 摇 本实验主要研究培养的视网膜 M俟ller 细胞高压气体

冲击损伤后早期的反应过程。 在细胞形态学方面显示,当
压力达到 50kPa 时本融合的 M俟ller 细胞间即出现间隙,损
伤中心区域的细胞折光性暗,随着驱动压力的增大,细胞

间的间隙也随之增大,但压力达到 200kPa 时,细胞仍附着

于培养皿并不脱落。 随着时间的改变,损伤中心区域部分

细胞形态丧失、脱壁,其余残存活细胞明显肿胀变性。 致

伤后 GFAP 表达变化的结果显示,冲击损伤后细胞 GFAF
的表达量在损伤即时并不明显升高,至 3h 时开始急剧升

高,之后在 24h 内呈逐渐增高趋势,并与损伤的严重程度

有关。
摇 摇 LDH 是一种胞质酶,是广泛存在于神经原及神经胶

质细胞胞浆内的氧化还原酶,正常情况下释放很少,当细

胞膜的通透性增高或完整性丧失时,LDH 扩散到胞外介

质[6]。 以 LDH 的释放量作为细胞膜损伤的标志,观察

M俟ller 细胞损伤后细胞膜通透性的变化。 本研究中发现,
在损伤后 15min 即可检测到 M俟ller 细胞释放的 LDH 增

多,各组 LDH 释放的峰值均发生在损伤后的 30min。
摇 摇 前期实验[5]中我们发现,致伤组的细胞电镜下出现了

明显的细胞核的变化,染色质浓缩呈斑块状,大部分于核

的周边凝集;多数细胞线粒体肿大,脊排列疏松,内质网扩

张等,于是我们用 TUNEL 法检测了致伤后细胞的凋亡率。
结果显示,致伤后 3h 细胞凋亡率开始增加,6h 达到最大

值,200kPa 组达(20. 32依1. 94)% ,以后慢慢稳定。
摇 摇 故此,我们推断培养 M俟ller 细胞在冲击损伤后早期的

反应过程如下:冲击后导致部分 M俟ller 细胞的坏死,残存

活细胞的细胞膜通透性改变,出现 LDH 的漏出;Na+,K+,
Ca2+内流;细胞内水分增多引起细胞肿胀。 伴随一些因子

的释放,包括释放谷氨酸(glutamate)等神经递质[7],而过

量的谷氨酸可以诱导 M俟ller 细胞内 c-fos 等表达增强并

继续以细胞凋亡的方式引起细胞的死亡[8]。 同时过量的

Ca2+在细胞内的堆积加重了细胞损伤和细胞凋亡。 损伤
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后的数小时细胞缺氧继发了应急反应,M俟ller 细胞的能量

代谢转变为糖原的无糖酵解,乳酸产生增多,引起细胞内

pH 值下降,并影响细胞的渗透压,进一步加重细胞水肿。
在这一系列早期反应后面,多种因素或具体的某几种因子

(如 bFGF 等) [8-10] 触发了残存活细胞 GFAP 反应性的增

强,M俟ller 细胞开始表现出肥大和增殖。
摇 摇 综上所述,M俟ller 细胞在高压气体冲击致伤后早期即

时反应为出现细胞肿胀和细胞膜通透性的改变,发生在损

伤后数秒钟至数分钟内,进而于损伤后数小时内,M俟ller
细胞的某些特征被改变,获得了一些新的特征,其中最显

著的改变是 GFAP 的免疫活性增强。
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