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Abstract
誗 AIM: To investigate the cobalt chloride ( CoCl2 )
simulated hypoxic environment蒺s effect on the gene
expression and protein secretion of vascular endothelial
growth factor (VEGF) of rats蒺 retinal progenitor cells (RPCs).
誗 METHODS: RPCs were separated, cultured and
identified by the use of neurospheres-adhesive culture.
RT- PCR and ELISA were used to detect the change of
RPCs VEGF蒺s expression after 24 - hour intervention of
CoCl2with different concentration (0, 50, 100, 150滋mol / L
and 200滋mol / L), and detect the change of RPCs VEGF蒺s
expression in 150滋mol / L CoCl2 for different period (0, 12,
24, 36, 48, 72 hours) .
誗 RESULTS: The RPCs cultured by neurospheres -
adhesive culture system could highly express the
specificity of stem cells (Nestin), and express mature
retinal neuron after natural differentiation. After culturing
them in the hypoxic environment for the same period,
the gene express of VEGF gradually increased and then
decreased with the increasing concentration of CoCl2,
and peaked (P臆0. 05) when the concentration of CoCl2
was 150滋mol / L. When the concentration of CoCl2 was

150滋mol / L, the gene expression of VEGF also gradually
increased and then decreased with the increasing
hypoxia intervention period, and peaked (P臆0. 05) when
the hypoxia intervention period was 36 hours, the change
of protein and gene expression were consistent.
誗CONCLUSION: The RPCs cultured by neurospheres -
adhesive culture system can better express the specificity
of stem cells. Under CoCl2 simulated hypoxic environment,
hypoxia strengthens RPCs VEGF蒺s secretion and
dependent on the time and dose.
誗KEYWORDS:hypoxia; retinal progenitor cell; vascular
endothelial growth factor; CoCl2
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摘要

目的:探讨氯化钴(CoCl2) 模拟缺氧环境下对大鼠视网

膜前体细胞 ( RPCs) 中血管内皮生长因子 ( vascular
endothelial growth factor, VEGF) 基因表达及蛋白分泌的

影响。
方法:全神经球贴壁法分离、培养、鉴定 RPCs。 应用 RT-PCR
及 ELISA,检测不同浓度 CoCl2(0,50,100,150,200滋mol / L)
干预 24h 后 RPCs 中 VEGF 表达的变化,检测 150滋mol / L
CoCl2作用不同时间(0,12,24,36,48,72h)RPCs 中 VEGF
表达的变化。
结果:全神经球贴壁法培养的 RPCs 高表达神经干细胞特

异性标记(Nestin),自然分化后表达视网膜细胞标志性

抗原 Rhodopsine,MAP-2 和 GFAP,在缺氧培养时间相同

的情况下,VEGF 基因的表达随着 CoCl2浓度的增加而逐

渐增加而后降低,CoCl2 为 150滋mol / L 时达到峰值(P臆
0郾 05) 。 当 CoCl2浓度为 150滋mol / L 培养不同时间时,随
着缺氧干预时间的延长,VEGF 基因的表达亦是逐渐增

加而后降低,于 36h 时达到峰值(P臆0. 05),蛋白与基因

表达的变化基本一致。
结论:全神经球贴壁法培养 RPCs 能较好地表达其干细胞

特性。 CoCl2模拟缺氧环境下,缺氧使 RPCs 中 VEGF 的

分泌增强并具有时间和剂量依赖性。
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0 引言

摇 摇 视网膜缺血缺氧是糖尿病性视网膜病变等多种视网

膜疾病的主要病理特征,以视网膜新生血管形成及纤维

化为特点,迄今没有满意的治疗方法。 视网膜前体细胞

(retinal progenitor cells, RPCs)具有神经干细胞特性,具
有多系分化和趋化能力,存在于胚胎大鼠视网膜以及成

人睫状体区,玻璃体腔内干细胞移植被认为是治疗视网

膜疾病最有前景的方法之一,将给不可逆性致盲眼病患

者带来新的希望。 此外,血管内皮生长因子 ( vascular
endothelial growth factor,VEGF)被认为是最重要的眼内新

生血管生长因子,是促进糖尿病性视网膜病变等多种以

新生血管形成为病理特点的眼部疾病发生发展的关键介

质。 本实验通过氯化钴(CoCl2)模拟缺氧,研究 RPCs 在

不同程度缺氧条件下 VEGF 表达的变化,为进一步探讨

其作用机制及动物实验和临床应用提供理论依据。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 孕龄 17d 的 SD 大鼠(广东省动物实验中心提

供)、流式细胞仪(美国,Beckman 公司)、酶标仪(芬兰

Labsystems 公司)、荧光 PCR 仪(美国,ABI 公司) 、视网

膜前体细胞培养液[DMEM / F12,1 伊N2 添加剂(Gibco)、
100U / mL 青 霉 素、 100滋g / mL 链 霉 素、 20ng / mL EGF
( PeproTech )、 20ng / mL bFGF ( PeproTech )、 2mmol / L
GlutaMAX (Gibico)]、CoCl2(Sigma )、上下游引物(英潍

捷基公司) 、ELISA 试剂盒(依科赛生物公司)、Nestin,
Rhodopsine,MAP-2 和 GFAP 抗体(Santa Cruz)。
1. 2 方法

1. 2. 1 RPCs 的分离和培养与鉴定摇 无菌条件下取出胎

龄 17d 的 SD 大鼠眼球,D-Hanks 平衡盐液冲洗 3 次,在
解剖显微镜下仔细剪除眼球周围结缔组织及视神经,沿
角巩缘剪开眼球,去除角膜、虹膜、晶状体、巩膜及脉络

膜,剪除视盘部分,将分离出的视网膜置于装有 D-Hanks
液的培养皿中,用显微剪剪碎组织,加 2. 5g / L 胰酶(含
0. 3g / L EDTA)37益消化 15min,吸管反复吹打,制成密度

为(5 ~ 10) 伊106 / mL 单细胞悬液,接种于 25cm2 培养瓶

中,3d 换 1 次液,培养 1wk 后,部分细胞形成大神经球样

结构并悬浮生长,将低速离心(700r / min,5min)后分离出

的神经球接种于预先包被 poly-D-lysine 的培养瓶中,细
胞呈贴壁生长。 取对数生长期的细胞行免疫组化染色及

流式细胞术检测细胞 Nestin 阳性率(具体操作步骤按试

剂说明书进行)。 加入 100mL / L 胎牛血清进行分化培养

7d,免疫组化法鉴定视网膜细胞标记抗原 Rhodopsine,
MAP-2 和 GFAP(具体操作步骤按试剂说明书进行)。
1. 2. 2 实验分组 摇 不同浓度组(分别含 0,50,100,150,
200滋mol / L CoCl2的干细胞液培养 RPCs 24h),以 0滋mol / L
CoCl2组为对照组,余为实验组;不同时间组(含 150滋mol / L
CoCl2的干细胞液培养 RPCs 0,12,24,36,48,72h),以 0h
组为对照组,余为实验组。
1. 2. 3 VEGF mRNA 表达的 RT-PCR 检测摇 当贴壁生

长良好的 RPCs 进入对数生长期,换等量新鲜干细胞培养

液后,按上述分组条件加入 CoCl2,严格无菌条件下,提取

细胞总 RNA,用分光光度计测定抽提的 RNA 浓度和纯

度,逆转录为 cDNA(步骤严格按 TaKaRa 试剂盒说明进

行)。 采用 Premier 5. 0 设计荧光定量 PCR 引物,VEGF
上 游 引 物: TGCAACGCGAGTCTGTGTTT; 下 游 引 物:
GCGGGCTGCTGCAATG。 GAPDH 上游引物:TGCCACTCA
GAAGACTGTGG;下游引物:TTCAGCTCTGGGATGACCTT,
引物均由 Invitrogen 公司合成。 PCR 的反应条件为:
Cycle 1:( 伊1) 94益,3 ~ 4min;Cycle 2:( 伊30)94益 30s,
60益 30s,72益 30s;Cycle 3:(伊1)72益 10min,16益 5min。
采用 SYBRGREN 荧光定量 PCR 检测 VEGF 基因的表达,
用 2-驻驻CT的方法对 CT 值进行分析。
1. 2. 4 VEGF 蛋白表达的 ELISA检测摇 当贴壁生长良好

的 RPCs 进入对数生长期,换等量新鲜干细胞培养液后,
按上述分组条件加入 CoCl2,完全收集细胞的培养上清,
每组设 3 个复孔,严格按照 ELISA 试剂盒的说明书进行

操作。 用酶标仪在 450nm 波长下测定吸光度(OD 值),
用标准物的浓度与 OD 值计算出标准曲线的直线回归方

程式,将样品的 OD 值代入方程式,计算出样品浓度,再
乘以稀释倍数,即为样品 VEGF 的实际浓度。

摇 摇 统计学分析:所有实验的数据均以 軃x依s 表示,数据

采用 SPSS 13. 0 软件分析。 各组间的比较用单因素方差

分析,以 P臆0. 05 为差异具有统计学意义。
2 结果

2. 1 SD大鼠中 RPCs 的形态学观察及鉴定摇 从胎龄 17d
SD 大鼠分离、扩增 RPC。 自由悬浮培养 3d 后,部分细胞

形成单克隆神经球样形态,随着培养天数的增加,神经球

逐渐增大,培养至第 7d,低速离心得到的神经球接种到

预先用 poly-D-lysine 包被的细胞瓶中,神经球逐渐变得

扁平,伸出触角并相互融合,5 ~ 7d 后细胞长满瓶底。 贴

壁培养 7d 后,流式细胞学及免疫组织化学显示,RPCs 高

表达 nestin(阳性率>90% ,图 1)。 加入 100mL / L 胎牛血

清进行分化培养 7d,免疫组织化学法鉴定视网膜细胞

标记抗原 Rhodopsine,MAP-2 和 GFAP,均为阳性反应

(图 2) 。
2. 2 SD大鼠 RPCs 中 VEGF mRNA的表达摇 CoCl2模拟

缺氧环境下 RT - PCR 法检测 VEGF,0,50,100,150,
200滋mol / L CoCl2作用 24h,随着 CoCl2浓度的增加,VEGF
的表达逐渐增高后降低,150滋mol / L 时达高峰(图 3)。
150滋mol / L CoCl2作用 0,12,24,36,48,72h,随着作用时

间的延长,VEGF 的表达逐渐增高后降低,36h 时达高峰

(图 4)。
2. 3 SD大鼠 RPCs 中 VEGF 蛋白的表达摇 CoCl2模拟缺

氧环境下 ELISA 法检测 VEGF,VEGF 蛋白的变化趋势基

本同基因的表达,0,50,100,150,200滋mol / L CoCl2 作用

24h,随着 CoCl2浓度的增加,VEGF 的表达逐渐增高后降

低,150滋mol / L 时达高峰(图 5)。 150滋mol / L CoCl2 作用

0,12,24,36,48,72h,随着作用时间的延长,VEGF 的表达

逐渐增高后降低,36h 时达高峰(图 6)。
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图1摇 SD大鼠中 RPCs的培养与鉴定摇 A:悬浮培养 3d(伊100);
B:悬浮培养 7d(伊100); C:神经球贴壁法培养 3d(伊100);D:神
经球贴壁法培养 7d(伊100);E:流式细胞学检测 nestin 阳性率

>90% ;F:免疫组化法检测 nestin 阳性率>90% (伊100)。

图 2摇 SD 大鼠中 RPCs 的分化 摇 A:nestin 神经干细胞标记

(激光共聚焦显微镜,伊200);B:MAP2 视网膜神经元细胞标记

(伊200);C:Rhodopsin 视杆细胞标记(伊200); D:GFAP 胶质细

胞(m俟ller 细胞)标记(伊200)。

3 讨论

摇 摇 本实验培养 RPCs 所应用的全神经球贴壁法,是将单

纯的悬浮培养及贴壁培养法结合,既克服了悬浮培养神

经球中心细胞营养缺乏的弊端,又改善了贴壁培养 RPCs
易分化的缺憾,全神经球培养法获得的细胞高表达神经

干细胞标记 nestin,能够较好地保持其干细胞的未分化状

图 3摇 不同浓度 CoCl2处理 24h后 VEGF mRNA表达的变化。

图4摇 150滋mol / L CoCl2处理不同时间后 VEGF mRNA表达变化。

图 5摇 不同浓度 CoCl2处理 24h后 VEGF蛋白表达的变化。

图6摇 150滋mol / L CoCl2处理不同时间后 VEGF蛋白表达的变化。

态,经自然分化后表达视网膜细胞标志性抗原 nestin,
Rhodopsine,MAP-2 和 GFAP,从而此种方法成为一种更

为理想的获得高质量 RPCs 的培养方法,为后续实验提供

充足、状态良好的的实验细胞[1]。 而 RPCs 也被认为在细

胞治疗方面具有独特的优越性[2,3]。
摇 摇 新生血管形成是缺血性视神经病变基本病理变化之

一,VEGF 被认为是最重要的眼内新生血管生长因子,其
生物学效应是通过与其特异性受体结合而发挥作用
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的[4,5]。 VEGF 受体主要有 VEGFR-1(Flt-1)和 VEGFR-2
(Flk - 1 / KDR) [4],具体包括:内皮细胞的存活 (通过

PI3K / Akt 通路)、迁移(通过 p38MAPK 通路)和增殖(通
过 Raf / MEK / Erk 通路) [5-8]。 另外研究表明,在视网膜的

发育过程中,血管发育和视网膜神经组织发育相互偶

联[9]。 RPCs 既表达神经类细胞标记,又分泌 VEGF 等血

管相关因子[10]。 因此,研究缺氧状态对 RPCs 中 VEGF
表达的影响,对进一步探寻新生血管性眼病的新型治疗

方法奠定理论基础。
摇 摇 CoCl2化学性模拟低氧的机制主要是 Co2+ 可取代传

感器原卟啉环上含铁血红蛋白的 Fe2+,螯合于血红蛋白

中,钴原卟啉与氧的亲和力很低,破坏细胞对缺氧状态的

感受能力,上调缺氧诱导因子的表达,继而模拟缺氧环

境[11],另外适当浓度的 CoCl2 预处理可上调干细胞的抗

凋亡蛋白 Bcl-2 的表达,下调凋亡前蛋白 Bax 表达,从而

发挥保护细胞的作用[12]。 因此,CoCl2模拟细胞缺氧环境

操作简单易控制,体外实验与体内缺氧状态下的研究结

果具有很强的可比性[13]。
摇 摇 本实验利用 CoCl2预处理模仿缺氧环境,比较不同浓

度 CoCl2作用相同时间以及相同浓度 CoCl2作用不同时间

后,RPCs 中 VEGF 的表达变化。 结果表明,在缺氧培养

时间相同的情况下,VEGF 基因的表达随着 CoCl2浓度的

增加而逐渐增加而后降低,CoCl2为 150滋mol / L 时达到峰

值(P<0. 05)。 当 CoCl2浓度为 150滋mol / L 培养不同时间

时,随着缺氧干预时间的延长,VEGF 基因的表达亦是逐

渐增加而后降低,于 36h 时达到峰值(P<0. 05),蛋白与

基因表达的变化趋势基本一致。 值得一提的是,从本实

验可以看出, 在 150滋mol / L CoCl2 处理 72h 后, VEGF
mRNA 的表达量有下降趋势,甚至低于对照组。 本研究

表明 VEGF 的表达对 CoCl2 模拟的缺氧环境具有时间和

浓度依赖性,并呈现出表达量先增多后减少的趋势,其机

制可能是缺氧环境下,在基因转录水平缺氧诱导因子 1琢
(HIF-1琢)与 VEGF 5蒺 增强子相互作用而实现,使 VEGF
转录和表达增强[14,15];在肿瘤的研究中发现 SEMA3A 和

VEGF 竞争性与 NRP - 1 结合,相互间可被视为拮抗

剂[16]。 在氧诱导的缺血性视网膜病变模型中,视网膜细

胞分泌 SEMA3A,可消退已形成的新生血管,并能阻止缺

氧的视网膜组织形成新的新生血管[17,18]。 本实验两组数

据推段,VEGF 表达量的逐渐减少有可能和上述机制有

关,亦有可能较长时间处在缺氧状态下,细胞活性会受到

一定程度的影响,还有待进一步实验证实。
摇 摇 总之,本实验通过全神经球贴壁培养法获得了高纯

度 RPCs,在 CoCl2诱导缺氧环境下 VEGF 基因和蛋白的

表达量逐渐增高后降低,并具有时间和浓度依赖性,为以

后探讨其作用机制及后续动物实验奠定了实验基础,并
为缺血性视网膜疾病的治疗提供了理论依据。
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