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Abstract
誗AIM: To filter glucose concentration and culture time of
Wistar rat retinal vascular endothelial cells (RVEC) in high
glucose model.
誗METHODS: Primary culture of RVEC of Wistar rats with
1-3d of birth,峪 factor antibody immunohistochemistry to
identify the cells; Establishment 0mmol / L glucose as a
control group (group C), at different concentrations of
glucose intervention in turn divided into 10mmol / L
(group A), 15mmol / L (group B), 25mmol / L (group D),
35mmol / L (group F), MTT assay was used to detect cell
OD values of each group and each group was detected by
flow cytometry apoptosis rate were at three time points:
24,48,72h。
誗RESULTS: RVEC purity was 94%. Effect of different
concentrations of glucose in Wistar rat RVEC by MTT
assay: after 24h culture, OD value of experimental group
decreased, but the difference was not statistically
significant (F = 0. 42, P = 0. 7411); after 48h culture, OD
value of the difference between the groups was
statistically significant ( F = 45. 2, P = 0. 000 ), pairwise
comparison between the five groups, except among
groups A, B, C group no difference was not statistically
significant external (Q48AB = 44. 0427, Q48AC = 36. 4701, Q48BC =

27. 7953, all P > 0. 05 ), the remaining pairwise
comparisons were statistically significant difference
between groups (Q48CD = 11. 0715, Q48AD = 14. 0794, Q48AF =
12. 2964, Q48BD = 23. 4698, Q48BF = 12. 7016, Q48DF = 10. 2013, all
P<0. 05; Q48CF = 6. 4701, P < 0. 01) . After 72h culture, OD
value of each group compared to the difference was
statistically significant ( F = 37. 46, P = 0. 000 ), pairwise
comparisons among five groups, the same A, B, C no
difference among the three groups was not statistically
significant ( Q72AB = 27. 7338, Q72AC = 25. 0054, Q72BC =
33郾 3797, all P > 0. 05), the rest of the group differences
were statistically significant ( Q72AD = 13. 4793, Q72BD =
12郾 7546, both P<0. 05; Q72CD = 7. 3743, Q72CF = 8. 3465, Q72AF =
4. 7455, Q72BF = 3. 9471, Q72DF = 3. 2649, all P<0. 01) . Effect of
different concentrations of glucose on RVEC apoptosis
rate: after 24h culture, Differences between groups was
not statistically significant (P > 0. 05) . After 48h culture,
pairwise comparison among five groups, Q48AB = 31. 1704,
Q48AC = 33. 5947, Q48BC = 29. 3968, Q48AD = 30. 4097, Q48BD =
28郾 8164, both P > 0. 05; Q48CD = 12. 5032, Q48AF = 11. 7531,
Q48BF = 14. 1076, Q48DF = 13. 9372, both P < 0. 05; Q48CF =
7郾 0953, P < 0. 01. After 72h culture, pairwise comparison
among five groups, Q72AB = 26. 3392, Q72AC = 24. 9142, Q72BC =
30. 2976, both P > 0. 05, the rest of the group differences
were statistically significant (where Q72AD = 14. 1983, Q72BD =
12. 9356, both P<0. 05; Q72CD = 6. 8752, Q72CF = 7. 6745, Q72AF =
5. 0545, Q72BF = 4. 0741, Q72DF = 3. 8876, both P<0. 01) .
誗CONCLUSION: Best glucose concentration and the time
is 25 mmol / L and 48h, for RVEC high sugar model.
誗KEYWORDS:rat; retinal vascular endothelial cells; high
glucose model; glucose concentration; incubation time
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摘要
目的:筛选 Wistar 大鼠视网膜血管内皮细胞 ( retinal
vascular endothelial cells,RVEC)高糖模型糖浓度及培养
时间。
方法:取出生 1 ~ 3d 的 Wistar 大鼠,分离 RVEC 进行原代
培养,峪因子抗体免疫组化鉴定细胞;设立葡萄糖浓度
0mmol / L 为正常对照组(C 组),按不同葡萄糖浓度依次分
为 10mmol / L(A 组)、15mmol / L(B 组)、25mmol / L(D 组)、
35mmol / L(F 组),分别在 24、48、72h 的 3 个时间点用 MTT
法检测各组细胞 OD 值,流式细胞仪检测各组细胞凋
亡率。
结果:RVEC 纯度达 94% ;MTT 法检测不同浓度葡萄糖对
Wistar 大鼠 RVEC 的影响:培养 24h,各组的 OD 值比较差
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异无统计学意义(F = 0. 42,P = 0. 7411);培养 48h,五组
OD 值比较差异有统计学意义(F = 45. 2,P = 0. 000),五组
间两两比较,除 A 组、B 组、C 组间差异无统计学意义外
(Q48AB = 44. 0427,Q48AC = 36. 4701,Q48BC = 27. 7953,均 P>
0郾 05),其余各组两两比较差异均有统计学意义(其中
Q48CD = 11. 0715,Q48 A D = 14. 0794,Q48AF = 12. 2964,Q48BD =
23. 4698,Q48BF =12. 7016,Q48DF =10. 2013,均 P<0. 05;Q48CF =
6. 4701,P<0. 01)。 培养 72h 后,五组 OD 值比较差异有统
计学意义(F = 37. 46,P = 0. 000),五组间两两比较,同样
A、B、C 三组间差异无统计学意义(Q72AB = 27. 7338,Q72AC =
25. 0054,Q72BC =33. 3797,均 P>0. 05),其余各组差异均有
统计学意义(其中 Q72AD = 13. 4793,Q72BD = 12. 7546,均 P<
0. 05;Q72CD = 7. 3743,Q72CF = 8. 3465,Q72AF = 4. 7455,Q72BF =
3. 9471,Q72DF = 3. 2649,均 P<0. 01)。 不同浓度葡萄糖在
不同时间点对 RVEC 凋亡率的影响:培养 24h 后各组间差
异无统计学意义(P>0. 05)。 培养 48h 后,五组间两两比
较,Q48AB =31. 1704,Q48AC =33. 5947,Q48BC =29. 3968,Q48AD =
30. 4097,Q48BD = 28. 8164,均 P > 0. 05;Q48CD = 12. 5032,
Q48AF = 11. 7531,Q48BF = 14. 1076,Q48DF = 13. 9372,均 P <
0郾 05;Q48CF =7. 0953,P<0. 01。 培养 72h 后,五组间两两比
较,Q72AB =26. 3392,Q72AC =24. 9142,Q72BC =30. 2976,均 P>
0. 05, 其余各组差异均有统计学意义 ( 其中 Q72AD =
14郾 1983,Q72BD = 12. 9356,均 P < 0. 05; Q72CD = 6. 8752,
Q72CF= 7. 6745,Q72AF = 5. 0545, Q72BF = 4. 0741,Q72DF =
3郾 8876,均 P<0. 01)。
结论:葡萄糖浓度为 25mmol / L 培养 48h 是 RVEC 高糖模
型最佳葡萄糖浓度及干预时间。
关键词:大鼠;视网膜血管内皮细胞;高糖模型;葡萄糖浓
度;培养时间
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变( diabetic retinopathy,DR)是世界
范围内主要的致盲眼病,视网膜血管内皮细胞 ( retinal
vascular endothelial cells,RVEC)的病理变化是视网膜功能
变化的基础,不同器官内的血管内皮细胞有其一些特
性[1],因此不能用大血管内皮细胞来代替。 在体外建立
RVEC 高糖模型,模拟体内糖尿病微环境,排除体内其它
因素的干扰,更直接地观察细胞的变化,是体内动物实验
所不能替代的[2]。 因此本实验筛选适宜的葡萄糖浓度及
培养时间,为后续的改善高糖状态下 RVEC 生理功能的研
究奠定基础。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 出生 1 ~ 3d Wistar 大鼠 20 只(赤峰学院医学院
实验动物学部,SPF 级动物实验室,所有动物相关的实验
过程均在赤峰学院实验动物伦理委员会的监督和指导下
完成,符合实验动物的伦理学要求),D-Hanks 液(美国
Gibco 公司),胰蛋白酶(美国 Gibco 公司),DMEM 培养液
(美国 Gibco 公司),新生牛血清(美国 Gibco 公司),磁珠
(美国 Dynabeads 公司),胰酶(Gibco,US),葡萄糖(美国
Sigma 公司),细胞凋亡试剂盒(美国 Sigma 公司)。 兔抗
大鼠 Factor 峪多克隆抗体(美国 Gibco 公司), FITC 标记

羊抗兔二抗(武汉博士德生物工程有限公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 Wistar 大鼠 RVEC 提取及纯化培养 摇 取出生 1 ~
3d 的 Wistar 乳鼠引颈处死,头部常规消毒,于超净工作台
上迅速摘除眼球,去除晶状体和玻璃体,钝性分离出完整
视网膜组织,在冰 D-Hank 液中展平视网膜,剪除肉眼可
见的视网膜大血管分支及部分色素组织,将剩余视网膜组
织充分剪碎,200 目筛网过滤,收集网上组织置入 15mL 离
心管中,加含 0. 1% EDTA 的胰蛋白酶 3mL,37益水浴 3 ~
5min,800r / min 离心 5min,弃胰蛋白酶再加入 0. 5% 域型
胶原酶 5mL,37益水浴 30min,300 目筛网过滤,磁珠免疫
法分离 RVEC 细胞[3],然后加入 DMEM 完全培养基 8mL
(含 10% FBS,1% ECGs,1% 青链双抗,50滋g / mL 肝素),
反复吹打均匀后,接种于 0. 5% 明胶包被的 T25 培养瓶
中,置入 37益、5% CO2培养箱中培养。 24h 后观察细胞贴
壁情况,换液去除部分不贴壁细胞,重新悬浮细胞并计数,
调整细胞密度至 5伊105,48h 再次换液,倒置相差显微镜下
观察并记录细胞生长情况。 将传代培养 7d 的 RVEC 接种
于放有载玻片的培养血中,至细胞爬满载玻片 80% 时弃
培养液,PBS 液清洗 2 遍,4% 多聚甲醛室温固定 1h,PBS
清洗 3 遍,加封闭液(含 0 . 1% Triton X-100、0 . 05%
吐温-20 和 1% BSA)孵育 2h,滴加 50颐1 兔抗大鼠因子峪
多克隆抗体(1颐50 稀释),阴性对照以 PBS 代替一抗,4益
过夜,PBS 清洗 3 遍,滴加 FITC 标记羊抗兔二抗(1颐50 稀
释),37益孵育 1h,PBS 甘油封片后荧光显微镜下观察[4]。
纯度检测方法在光学显微镜下观察并记录,每张盖玻片随
机连续观察 5 个高倍视野,每处视野计数各细胞中染色阳
性细胞数,计算各视野中阳性细胞率,计算公式为 RVEC
比例=RVEC 数 / 细胞总数。 重复 3 次,求平均值。
1. 2. 2 RVEC高糖浓度分组及检验方法摇 同期原代培养
RVEC 24 孔培养板 5 板,细胞密度均为 5伊105。 分别设立
A 组,培养液葡萄糖浓度为 10mmol / L,B 组培养液葡萄糖
浓度为 15mmol / L,C 组培养液葡萄糖浓度为 0mmol / L(正
常对照组),D 组培养液葡萄糖浓度为 25mmol / L,E 组培
养液葡萄糖浓度为 35mmol / L。 分别在 24、48、72h 的 3 个
时间点,向各孔加入 MTT 溶液(0. 5mg / mL)20滋L 后继续
培养 4h,然后小心吸弃孔内上清,加入 DMSO 100滋L,室温
振荡使结晶完全溶解,在酶标仪上检测 570nm 处的光密
度值(OD 值)。 实验重复 3 次,取其均值。 同样在相应的
时间点在培养孔内加入胰酶 2. 5g / L 胰酶 200滋L,倒置显
微镜下见细胞收缩后 10%胎牛血清终止反应。 轻轻吹打
使细胞脱壁,取出培养基后 1000r / min 离心收集,弃上清,
PBS 洗涤。 再离心,反复 3 次后,细胞沉淀以少量 PBS 反
复吹散成单细胞悬液。 用 250滋L 结合缓冲液重新悬浮细
胞,调节其浓度为 1伊106个 / mL,取 100滋L 细胞悬液于 5滋L
流式管中,加入 1滋L Annexin / PI 和 5滋L 20滋g / mL 的碘化
丙锭溶液,混匀后室温避光孵育 15min,在反应管中加入
400滋L PBS,流式细胞仪分析细胞凋亡[5]。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 16. 0 统计软件包对实验数据

进行统计分析,计量资料采用均数依标准差( 軃x依s)表示。
所有数据在完成方差齐性检验后进行重复测量方差分析,
多个样本均数间采用两两比较的 SNK- q 检验。 以 P <
0郾 05 为差异具有统计学意义。
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2 结果
2. 1 Wistar 大鼠 RVEC原代培养形态学观察摇 倒置显微
镜观察分离培养细胞,大部分细胞于接种 24h 后贴壁,早
期 RVEC 多为平棱形,细胞散在分布,呈单层排列,48h 后
细胞多为梭形、三角形或多角形,边界清楚,少量呈铺路石
样螺旋向外生长,3 ~ 5d 细胞生长融合,多呈簇状单层分
布(图 1)。 经峪因子抗体免疫组织化学染色为阳性(图 2)。
RVEC 比例达 94% 。
2. 2 MTT 法检测不同浓度葡萄糖对Wistar 大鼠 RVEC的
影响摇 对各时间点的五组 OD 值进行方差齐性检验,符合
方差齐性。 结果发现,培养 24h,各组的 OD 值比较差异无
统计学意义(F= 0. 42,P = 0. 7411),培养 48h,五组 OD 值
比较差异有统计学意义(F=45. 2,P=0. 000),五组间两两
比较,除 A 组、B 组、C 组间差异无统计学意义外(Q48AB =
44. 0427,Q48AC = 36. 4701,Q48BC = 27. 7953,均 P>0. 05),其
余各组两两比较差异均有统计学意义 (其中 Q48CD =
11郾 0715,Q48 A D = 14. 0794,Q48AF = 12. 2964,Q48BD = 23. 4698,
Q48BF =12. 7016,Q48DF =10. 2013,均 P<0. 05;Q48CF =6. 4701,
P<0. 01)。 培养 72h 后,五组 OD 值比较差异有统计学意
义(F = 37. 46,P = 0. 000),五组间两两比较,同样 A、B、C
三组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( Q72AB = 27. 7338, Q72AC =
25郾 0054,Q72BC =33. 3797,均 P>0. 05),其余各组差异均有
统计学意义(其中 Q72AD = 13. 4793,Q72BD = 12. 7546,均 P<
0郾 05;Q72CD = 7. 3743,Q72CF = 8. 3465,Q72AF = 4. 7455,Q72BF =
3. 9471,Q72DF =3. 2649,均 P<0. 01,表 1)。
2. 3 不同浓度葡萄糖在不同时间点对 RVEC 凋亡率的
影响 摇 利用 Annexin / PI 荧光双染、流式细胞分析结果表
明,在各个时间点对五组进行方差齐性检验,结果均符合
方差齐性,然后进行方差分析发现,在各个时间点,各组总
体均数均不相等(F24 = 8. 34,F48 = 14. 56,F72 = 22. 03,P<
0郾 05)。 再对组间进行样本均数的两两比较,结果发现培
养 24h 后各组间差异无统计学意义(P>0. 05)。 培养 48h
后,五组间两两比较,Q48AB =31. 1704,Q48AC = 33. 5947,Q48BC

=29郾 3968,Q48 A D = 30. 4097,Q48BD = 28. 8164,均 P>0. 05;
Q48CD = 12. 5032,Q48AF = 11. 7531,Q48BF = 14. 1076,Q48DF =
13郾 9372,均 P<0. 05;Q48CF = 7. 0953,P <0. 01。 培养 72h
后,五组间两两比较,Q72AB =26. 3392,Q72AC =24. 9142,Q72BC =
30. 2976,均 P>0. 05,其余各组差异均有统计学意义(其中
Q72AD = 14. 1983, Q72BD = 12. 9356, 均 P < 0. 05; Q72CD =
6郾 8752,Q72CF = 7. 6745,Q72AF = 5. 0545, Q72BF = 4. 0741,
Q72DF =3. 8876,均 P<0. 01,表 2)。
3 讨论
摇 摇 体内高糖是 DR 的发病过程中一个最重要的因素。
RVEC 在调节血管生理状态、释放血管活性物质以及新生
血管的形成中发挥着重要作用[6],高血糖导致 RVEC 数量
减少及功能紊乱的主要原因,其分子机制可能涉及多条细
胞内信号通路如 PI3K / AKT 通路、 P53 依赖性通路和
p38MAPK 等信号转导途径的异常改变,导致 NADPH 氧化
酶的活性增强,eNOS 生成减少及 NO 生物利用度的降低
等,这些过程影响 RVEC 对过氧化应激的敏感性增高,进
而导致细胞存活能力的下降,并可以导致 RVEC 衰老及内
分泌功能下降等功能障碍[7]。 因此体外分离培养 RVEC
对研究视网膜血管性疾病发生发展的病理生理机制以及
疾病的早期防治具有重要的临床意义。

图 1摇 倒置显微镜下观察Wistar大鼠 RVEC(200伊)。

图2摇 Wistar大鼠 RVEC 峪因子抗体免疫组织化学染色(200伊)。

表 1摇 MTT法检测不同浓度葡萄糖对Wistar大鼠 RVEC的影响

軃x依s

组别
OD 值

24h 48h 72h
A 组 0. 507依0. 040 0. 603依0. 041 0. 372依0. 038
B 组 0. 496依0. 019 0. 476依0. 035 0. 211依0. 018
C 组 0. 513依0. 045 0. 635依0. 052 0. 770依0. 059
D 组 0. 481依0. 022 0. 314依0. 030 0. 180依0. 017
E 组 0. 468依0. 024 0. 246依0. 024 0. 165依0. 018

注:A 组:葡萄糖浓度为 10mmol / L;B 组:葡萄糖浓度为 15mmol / L;
C 组:葡萄糖浓度为 0mmol / L(正常对照组);D 组:葡萄糖浓度
为 25mmol / L;E 组:葡萄糖浓度为 35mmol / L。

表 2摇 不同浓度葡萄糖在不同时间点对 RVEC凋亡率的影响

(軃x依s,% )

组别 24h 48h 72h

A 组 0. 457依0. 054 1. 484依0. 152 4. 364依1. 518
B 组 0. 494依0. 059 3. 467依1. 213 6. 322依2. 138
C 组 0. 392依0. 047 1. 081依0. 097 3. 258依0. 945
D 组 0. 553依0. 057 5. 964依1. 915 20. 587依5. 619
E 组 1. 372依0. 123 18. 432依3. 597 40. 674依10. 547

注:A 组:葡萄糖浓度为 10mmol / L;B 组:葡萄糖浓度为 15mmol / L;C
组:葡萄糖浓度为 0mmol / L(正常对照组);D 组:葡萄糖浓度为
25mmol / L;E 组:葡萄糖浓度为 35mmol / L。

23

国际眼科杂志摇 2017 年 1 月摇 第 17 卷摇 第 1 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



摇 摇 国内外许多学者都关注 DR 中的 RVEC 的病理变化,
做过大量的体外 RVEC 高糖环境下培养实验[8-9],但都没
有把高糖浓度的变化对 RVEC 的影响做详细的实验研究,
仅有学者研究体外培养时 20 ~ 30mmol / L 的高糖浓度可近
似地等同于糖尿病时体内高糖状态[10]。 本实验采用 0 ~
35mmol / L 之间的不同浓度的葡萄糖分别培养 RVEC,选
择 MTT 实验及流式细胞仪观察不同浓度葡萄糖对 RVEC
凋亡率的影响。 结果显示 10mmol / L 葡萄糖组及 15mmol / L
葡萄糖组与对照组各时间点 OD 值比较无差异,其它组随
葡萄糖浓度增加及时间延长 OD 值降低,RVEC 存活率下
降,其中 25mmol / L 葡萄糖浓度培养 48h 的 RVEC 与正常
对照组比较 OD 值差异有统计学意义(P<0. 05),此时细
胞抑制不是非常明显;而 35mmol / L 葡萄糖浓度培养 48h
的 RVEC 与正常对照组比较 OD 值,差异有显著统计学意
义(P<0. 01),细胞凋亡数量明显增加。 通过流式细胞仪
检测凋亡结果显示 10mmol / L 及 15mmol / L 葡萄糖组与对
照组各时间点凋亡率比较无差异,其它组随葡萄糖浓度增
加及时间延长,RVEC 凋亡率明显增加,其中 25mmol / L 葡
萄糖浓度培养 48h 神经元凋亡率与正常对照组比较差异
显著,但细胞凋亡率仅为 6% 左右。 而 35mmol / L 组在培
养 48h 时神经元凋亡率超过 18% ,细胞不利于后续实验
研究。
摇 摇 所以,从培养基葡萄糖浓度上来看,葡萄糖浓度较低
(10mmol / L、15mmol / L)时对细胞影响较小,葡萄糖浓度较
高(35mmol / L)时对细胞凋亡太明显亦不利于后续实验研
究;在干预时间上,24h 细胞生长抑制不明显;在 72h 时,
干预时间太长,细胞生长凋亡太大,亦不利于后续实验。

通过这两种方法检测分析,最后确定葡萄糖浓度为
25mmol / L 培养 48h 是 RVEC 高糖模型最佳葡萄糖浓度及
干预时间。
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