
·文献综述·

视网膜微血管内皮细胞的体外分离和培养方法新进展

杨摇 敏1,罗向霞2,王摇 晗1,冯玉沛1

基金项目:国家自然科学基金项目(No. 81460685)
作者单位:1 ( 730000 ) 中国甘肃省兰州市,甘肃中医药大
学;2(730050)中国甘肃省兰州市,甘肃省中医院眼科
作者简介:杨敏,在读硕士研究生,研究方向:中医中药治疗眼
底病。
通讯作者:罗向霞,博士,主任医师,硕士研究生导师,研究方
向: 中医中药治疗眼底病. jessica_lxx@ 163. com
收稿日期:2016-12-12摇 摇 修回日期:2017-03-01

Progress on separation and cultivation of
retinal microvascular endothelial cells
in vitro

Min Yang1, Xiang - Xia Luo2, Han Wang1, Yu -
Pei Feng1

Foundation item: Natural Science Foundation of China ( No.
81460685)
1Gansu University of Traditional Chinese Medicine, Lanzhou
730000, Gansu Province, China; 2Department of Ophthalmology,
Gansu Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine,
Lanzhou 730050, Gansu Province, China
Correspondence to: Xiang - Xia Luo. Department of
Ophthalmology, Gansu Provincial Hospital of Traditional Chinese
Medicine, Lanzhou 730050, Gansu Province, China. jessica_lxx@
163. com
Received:2016-12-12摇 摇 Accepted:2017-03-01

Abstract
誗There are a variety of ways for isolation and selective
cultivation of retinal microvascular endothelial cells in
vitro, in which the newly reported tissue culture with
collagenase digestion method are widely used for
simple, economical, high purity and good activity of
obtained endothelial cells. As a result of the limitation of
person eye donor, researchers often use rat retinal
microvascular endothelial cells that are highly
homologous to human beings to experiment in vitro. In
this paper, the methods of culturing retinal
microvascular endothelial cells in vitro will be elaborated
from the aspects of animal species, added factors, cell
purification and identification in vitro. At the same time,
the advantages and disadvantages of these methods in
the process of operation are briefly described, which can
provide a reference for the researchers to select suitable
cultivation methods.
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摘要
体外分离与选择性培养视网膜微血管内皮细胞的方法有
多种,其中新报道的组织块培养结合胶原酶消化法因操
作简便、经济,获得的内皮细胞纯度较高、活性良好等优
点而被广泛应用。 受人眼球供体的限制,研究者通常会
选用分离与人高度同源的鼠视网膜微血管内皮细胞
(retinal microvascular endothelial cell,RMVEC)进行体外
实验。 本文就目前常用的视网膜微血管内皮细胞体外培
养方法从不同动物种属、添加因子、细胞纯化、体外鉴定
等方面进行阐述,同时简要说明众多方法在操作过程中
的优缺点,为研究人员选择合适的培养方法提供参考。
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0 引言
摇 摇 血管内皮细胞是位于血管内壁的单层扁平细胞,主
要参与血管通透性和凝血功能的调节[1],与全身血管性
疾病的发生发展息息相关,而视网膜微血管内皮细胞是
糖尿病视网膜病变、视网膜动脉硬化、高血压的眼底改变
等病中各种生理、病理性因素的靶细胞[2-4]。 近年来,有
学者已经成功在体外培养出脐静脉、脑血管、主动脉、视
网膜血管等不同组织来源的血管内皮细胞[5]。 为了更好
地研究视网膜血管性病变,采用视网膜微血管内皮细胞
(retinal microvascular endothelial cell,RMVEC)作为模型
细胞更具说服力[6]。 目前,已有研究人员成功培养出人、
鼠、牛、恒河猴、羊等动物的视网膜微血管内皮细胞,现就
国内外学者报道的视网膜微血管内皮细胞体外分离和培
养的可靠方法与原代培养经验做一系统综述。
1 不同物种视网膜微血管内皮细胞的提取和培养的方法
摇 摇 目前报道的可供选择的实验对象有人、鼠、牛、羊、恒
河猴等,其中鼠视网膜微血管内皮细胞基因组与人有较
大同源性,因其来源简单且经济而被广泛采用[6]。 可采
用的培养方法有经典分离法、胰蛋白酶、胶原酶消化分离
法、组织块培养结合胶原酶消化法、混合酶分离法。
1. 1 人视网膜微血管内皮细胞的提取与培养
1. 1. 1 经典分离法摇 使用机械分离获取人视网膜微血管
内皮细胞,通过制备视网膜匀浆和细胞筛来获得血管碎
片。 经机械或剪碎人视网膜,进行胶原酶水浴消化后依
次通过不同直径尼龙筛网,将细胞芽接种于明胶包被的
培养瓶以获得内皮细胞,置于培养箱进行培养[7-9]。
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1. 1. 2 胰蛋白酶、胶原酶消化分离法 摇 采用质量分数
20g / L 胰蛋白酶和质量分数 1. 33g / L 胶原酶 I,用二步消
化法获取人视网膜微血管内皮细胞,并在培养液中添加
内皮细胞生长因子(茁-ECGF)、胎牛血清和肝素钠,接种
于纤维黏连蛋白包被的培养皿,置于培养箱进行培养。
此选择性培养法获得的内皮细胞纯度,高于经典分离法
所获得的细胞纯度[10-12]。
1. 2 鼠视网膜微血管内皮细胞的提取与培养
1. 2. 1 经典分离法结合酶二步消化法摇 陈焓等将经典分
离法及胰蛋白酶、胶原酶二步消化法综合运用,采用机械
除杂法进行细胞分离而在传代时利用选择性消化和贴壁
法分离以获得较纯的鼠视网膜微血管内皮细胞,方便简
单,具有良好的重复性[10,13]。
1. 2. 2 组织块培养结合胶原酶消化法摇 崔铮等[14]对传统
的机械分离法进行改良,提出组织块培养结合胶原酶消化
法,即用眼科剪剥取大鼠视网膜并将其剪碎成 1mm伊1mm
的组织块,经 PBS 冲洗、离心后取沉淀组织,用 1g / L域型
胶原酶消化 20min,制备细胞悬液,接种于纤维粘连蛋白
(FN)包被的培养瓶进行培养。 因机械分离法对细胞的
损伤较大,胰蛋白酶消化对视网膜细胞会产生较大的毒
性,此经改良的组织块培养结合胶原酶消化法获得细胞
贴壁良好,活性较强,再经高选择性的血管内皮细胞培养
基和 FN 促贴壁培养,获得的内皮细胞成活率明显高于单
纯的组织培养法,在实际操作中多被研究者采用。
1. 3 牛视网膜微血管内皮细胞的提取与培养摇 混合酶消
化法:牛视网膜微血管内皮细胞的体外培养方法与人、鼠
等物种的培养方法类似[15-20]。 王征等[21] 通过在细胞消
化的过程中添加胶原酶、DNA 酶及蛋白酶 E 进行混合消
化,得到了一种高效、高选择性的培养牛视网膜微血管内
皮细胞的方法。 这种方法避免了以往的胶原酶消化产生
的大量 DNA 黏液而使组织成团,影响细胞贴壁及生长,
而 DNA 酶会及时将释放的 DNA 分解,蛋白酶可以消化
分解血管周围的内皮细胞以得到纯度较高的内皮细胞,
简化了实验过程。
1. 4 羊视网膜微血管内皮细胞的提取与培养摇 关于羊视
网膜微血管内皮细胞的提取与培养,国内学者暂未进行
相关报道,国外学者 Haribalaganesh 等[22] 成功提取并培
养了羊视网膜微血管内皮细胞,通过体外剪碎羊视网膜
微血管,添加生长因子促进内皮细胞增殖,抑制周细胞生
长,获得的内皮细胞生长状况良好,纯度高,建立了一种操作
简便、效果良好的羊视网膜微血管内皮细胞的培养方法。
摇 摇 以上四个物种是学者们进行内皮细胞体外培养实验
的常用物种,此外亦有学者采用恒河猴、兔、猪等进行此
实验研究[23-26]。
2 添加不同生长因子对体外培养视网膜微血管内皮细胞
生长的影响
摇 摇 研究者往往通过在培养基中加入不同的生长因子和
各种添加物来促进内皮细胞的贴壁和生长,文献中提到
常用的有血管内皮生长因子(VEGF)、胎牛血清(FBS)、
肝素钠、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、表皮生长因
子(EGF)、胰岛素-转铁蛋白-硒添加物( ITS)、肝素等,
这些因子中内皮细胞生长添加剂(ECGS)和纤维粘连蛋
白(FN)包被的培养瓶获得了较多的认可[27-28]。
摇 摇 据文献报道,VEGF 等生长因子、转铁蛋白、肝素、维
生素 C、纤维粘连蛋白等能提供足够营养,适量的肝素可

有效抑制成纤维细胞和峪因子免疫反应细胞增生,转铁
蛋白、维生素 C 等能显著促进内皮细胞的生长,有利于
得到纯度较高且活性良好的内皮细胞[14]。
3 细胞纯化的不同方法
摇 摇 以往进行细胞纯化多采用过滤-离心法、磁珠标记
法、物理刮除法、等密度沉降分离法、生长特性选择法、更
换培养液法及单克隆增殖法等[29-30]。 其中等密度沉降
分离法需要较多的组织和细胞[31];磁珠标记法操作复
杂、成本较高;机械除杂法需要根据细胞的形态特征刮除
杂细胞,主观性强不易操作,易对细胞产生不可逆的损
伤,并造成二次污染等缺点[32];免疫磁珠法分离细胞方
法复杂、价格高昂,需专用仪器设备,并且磁珠与细胞结
合后难以分离,对细胞的生长有一定影响[17],以上诸方
法均存在缺陷而难以广泛应用。 目前研究者多采用添加
高选择性的生长因子进行细胞纯化,此方法简化了实验
步骤,可多次重复,并获得贴壁良好的内皮细胞。
摇 摇 此外,在传代过程中,亦可采用差速黏附处理法进行
细胞纯化:利用 1. 25g / L 胰蛋白酶和 0. 2g / L EDTA 溶液
进行细胞消化, 在消化过程中内皮细胞较周细胞敏感,
脱壁变圆所需时间较短,该特点可用于内皮细胞进一步
纯化,传代后均可获得高纯度的微血管内皮细胞[18]。 该
培养技术便于掌握、费用较低,实验结果理想。
4 关于体外鉴定
摇 摇 通常采用倒置相差显微镜观察细胞形态及生长状
况,待接种的细胞爬满载玻片后,用多聚甲醛固定,加封
闭液孵育,采用峪因子相关抗体、血小板内皮细胞黏附分
子(CD31、CD34)免疫进行细胞鉴定。
摇 摇 CD34 是一种在淋巴造血干细胞 / 祖细胞、胚胎期部
分间质细胞和血管内皮细胞中进行表达的单链跨膜糖蛋
白,这种糖蛋白主要表达于小血管或新生血管的内皮细
胞中。 据文献报道,外伤或肿瘤后的新生血管中 CD34
呈高表达,反映出血管内皮处于增生活跃状态[10]。 以往
的研究发现,峪因子作为血管内皮细胞的特征标志物之
一,在培养的人视网膜血管内皮细胞中可稳定表达,因此
常用于视网膜微血管内皮细胞的识别和鉴定[33]。
摇 摇 经峪因子与 CD31、CD34 免疫荧光染色后,内皮细胞
会呈现特异性黄绿色荧光反应,其中峪因子染色以细胞
核周围的反应最明显,CD31、CD34 因子染色以胞浆着色
为主[11]。
5 小结
摇 摇 对于不同实验动物、实验人员及选用的不同操作方
法,实验结果不尽相同,我们认为这种结果与实验动物的
个体差异及实验设备、实验人员的操作息息相关。 从本
文提到的关于视网膜微血管内皮细胞体外分离和培养的
4 个方面综合考量,我们发现:(1)虽然内皮细胞有一个
共同的形态,但不同种属的视网膜内皮细胞培养方法也
略有不同,采用人视网膜微血管内皮细胞研究人类微血
管疾病不存在种间差异,但其材料来源有限,且在分离过
程中可获得的视网膜较眼球体积大的物种量少,因此为
了获得较多的内皮细胞,应适量增加同浓度的胶原酶以
进行消化,另外,研究者需明确不同动物种属各自的特征
及局限性,应根据实验要求、研究意义等实际情况,选择
合适的实验动物。 (2)为了获得较多微血管内皮细胞,
往往需要对视网膜进行彻底消化,而控制胶原酶的浓度
和消化时间对实验结果影响较大,因此采用温和消化法
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并添加高选择性生长因子是实验成功的关键。 (3)以往
对视网膜内皮细胞分离培养的报道多采用经典分离法及
胰蛋白酶、胶原酶二步消化法,但所采用的经典分离法会
对培养的细胞造成不可逆的损伤;胰蛋白酶消化视网膜
组织对细胞会产生较大的毒性[14],而胶原酶的消化作用
温和且其消化能力不受钙、镁等离子的影响,故学者们多
采用胶原酶消化结合组织块培养以获得活性较强的内皮
细胞,而最新报道的混合酶消化法相较于其他几种培养
方法操作简便,实验结果理想,但此方法未见其他研究者
报道,故还需大量实验数据给予支持。 相信在未来有关
视网膜微血管内皮细胞分离与培养的研究中,组织块培
养结合胶原酶消化法、混合酶消化法以及其他新的分离
培养方法会被更多地应用于实验中,以获取最佳可用于
研究的视网膜微血管内皮细胞。
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