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ＳＤ 大鼠视网膜神经节细胞体外分离培养及高糖模型
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基金项目:国家自然科学基金资助项目(Ｎｏ.８１６６０１６２)ꎻ贵州省
科技计划项目{Ｎｏ.黔科合基础[２０２０]１Ｙ３２７}ꎻ贵州省健康委科
学技术基金项目(Ｎｏ.ｇｚｗｊｋｊ２０２０－１－１５５)ꎻ国家眼部疾病临床医
学研究中心遵义分中心培育项目[Ｎｏ.遵市科合平台 ＺＨ(２０１９)２
号]ꎻ沪遵眼病防治临床医学科技创新中心项目[Ｎｏ.遵市科合
(２０１８)４ 号]
作者单位:(５６３０００)中国贵州省遵义市ꎬ遵义医科大学第三附属
医院眼科 遵义市眼科临床医学中心
作者简介:杨曼ꎬ在读硕士研究生ꎬ研究方向:糖尿病视网膜
病变ꎮ
通讯作者:谭薇ꎬ毕业于中国人民解放军第三军医大学ꎬ博士ꎬ主
任医师ꎬ主任ꎬ博士研究生导师ꎬ研究方向:青光眼、视网膜疾病.
ｔａｎｗｅｉ９５０１１８＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２１－０３－０８ 　 　 修回日期: ２０２１－０９－３０

摘要
目的:体外分离新生 ＳＤ 大鼠视网膜神经节细胞(ＲＧＣｓ)ꎬ
建立新生 ＳＤ 大鼠 ＲＧＣｓ 体外原代培养方法及高糖模型ꎮ
方法:取 １５~２０ 只出生 １~３ｄ ＳＤ 大鼠的视网膜组织ꎬ分离
纯化 ＲＧＣｓ 进行原代培养ꎮ 甲苯胺蓝法及免疫荧光细胞
染色法进行鉴定ꎮ 细胞连续培养 ４８ ~ ７２ｈ 后ꎬ随机分为 ６
组并分别加入含不同葡萄糖浓度 ５. ５、 ２０、 ２５、 ３０、 ３５、
４０ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养基培养 ２４、 ４８、 ７２ｈꎬ采用 ＣＣＫ８ 法及
ＴＵＮＥＬ 凋亡检测法分析各组细胞存活率及凋亡率ꎮ
结果:离体纯化原代培养的 ＲＧＣｓ 具有典型的细胞形态且
生长良好ꎬ细胞之间呈小片状融合聚集生长ꎬ轴突相互交
错成网络状ꎬ胞体周围可见细胞光晕ꎮ 甲苯胺蓝着染细胞
胞质中可见结构清晰的尼式小体ꎬ神经元率达 ９５％以上ꎮ
ＲＧＣｓ 特异性抗体 Ｔｈｙ－１、Ｂｒｎ－３ａ 定体外纯化培养细胞ꎬ
阳性率达 ９０％以上ꎮ ＣＣＫ８ 检测发现随着时间及葡萄糖
浓度的增加ꎬ各组细胞的存活率降低ꎻ在不同葡萄糖浓度
干预细胞 ２４ｈ 时ꎬ各分组之间 ＯＤ 值均小于正常对照组ꎬ
但与正常对照组相比较 ＯＤ 值大小无差异(均 Ｐ>０.０５)ꎻ
随着时间延长ꎬ３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖浓度干预 ＲＧＣｓ ４８ｈꎬ
３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ 干预 ＲＧＣｓ ７２ｈ 时的 ＯＤ 值较正常对照组
ＯＤ 值明显降低(均 Ｐ<０.０５)ꎮ ＴＵＮＥＬ 检测发现随着葡萄
糖浓度及时间的增加ꎬＲＧＣｓ 凋亡率增加ꎮ 其中葡萄糖浓
度为 ３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ 培养 ＲＧＣｓ ４８、７２ｈ 后 ＲＧＣｓ 细胞凋
亡率与正常对照组相比较有差异(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:本研究建立的 ＲＧＣｓ 体外原代培养方法能获得典型
且纯度较高的 ＲＧＣｓꎬ随着葡萄糖浓度的增加ꎬ体外纯化培
养的 ＲＧＣｓ 存活率降低ꎬ凋亡率增加ꎮ ３５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖
浓度干预 ＲＧＣｓ ４８ｈ 可为有效诱导 ＲＧＣｓ 建立高糖模型最
佳干预浓度及时间ꎮ
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ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎꎬ ｆｒｏｍ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ＲＧＣｓ ｗｅｒｅ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｆｏｒ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) .
ＴＵＮＥＬ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＲＧＣｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｉｍｅꎬ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＲＧＣｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ３０ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ３５ｍｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ
４０ｍｍｏｌ / Ｌ ｆｏｒ ４８ｈ ａｎｄ ７２ｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ＲＧＣｓ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｔｙｐｉｃａｌ
ＲＧＣｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｕｒｉｔｙ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＲＧＣｓ
ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ.
Ｎｏｔａｂｌｙꎬ ｔｈｅ ３５ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ４８ｈ ｃａｎ
ｂｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｉｍｅ ｔｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｕｃｅ ＲＧＣｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｏｄｅｌ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎻ Ｓｐｒａｇｕｅ － Ｄａｗｌｅｙ
ｒａｔｓꎻ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｙａｎｇ Ｍꎬ Ｔａｎ Ｗꎬ Ｌｉｕ Ｃ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ
ＳＤ ｒａｔ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｈｉｇｈ － ｇｌｕｃｏｓｅ
ｍｏｄｅｌ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(１１):１８４８－１８５４

０引言
视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬＲＧＣｓ)是视

网膜的唯一输出神经元ꎬ对于视觉功能和昼夜节律至关重
要[１]ꎮ ＲＧＣｓ 及其视神经轴突神经退行性改变是引起严重
视觉损害的多种疾病的基础ꎬ探索 ＲＧＣｓ 的病理改变和简
单高效的 ＲＧＣｓ 体外原代培养模型的建立尤为重要ꎮ

糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)可导致
严重的视力丧失ꎮ 有研究已经证实ꎬ在 ＤＲ 发展早期ꎬ没
出现视网膜微血管病变之前就已经出现糖尿病性视神经
病变[２－３]ꎮ 因此ꎬ探索 ＤＲ 早期视网膜神经元的变化对 ＤＲ
的病理发生发展过程有着重要意义ꎮ 与糖尿病动物模型
实验相比ꎬ在体外建立原代 ＲＧＣｓ 高糖模型ꎬ不仅可以排
除机体可能存在的其他干扰因素ꎬ还可以更直观地观察高
糖诱导特定阶段的 ＲＧＣｓ 的变化ꎮ ＲＧＣｓ 为高度分化细
胞ꎬ不会增殖ꎬ所以只能进行原代培养ꎬ使得 ＲＧＣｓ 体外培

养难度加大ꎮ 目前针对 ＲＧＣｓ 细胞培养方法以及高糖处
理的细胞模型建立仍十分有限ꎬ本文旨在通过体外实验探
索出更为简单有效的 ＲＧＣｓ 细胞培养方法以及高糖处理
的细胞模型建立ꎬ为研究 ＤＲ 导致的 ＲＧＣｓ 病变体外细胞
建模提供一定基础ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 实验中使用的所有新生(１ ~ ３ｄ)ＳＤ 大鼠
均由遵义医科大学实验动物中心提供ꎬ实验 ＳＤ 大鼠饲养
湿度:５０％~６５％ꎬ温度:２０℃ ~２５℃ꎬ环境安静ꎬ避免强光照
射ꎬ通风换气:每小时 ８~１２ 次ꎬ雌雄不限ꎬ符合国家医用动
物使用标准ꎬＳＰＦ 级ꎬ遵守«ＡＲＶＯ 眼科和视觉研究中动物
的使用声明»并通过«遵义市第一人民医院动物伦理审查»ꎮ
１. １. ２ 主要试剂 　 磷酸缓冲盐溶液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)、Ｌ －谷氨酰胺、４ꎬ６ －二脒基 － ２ －苯基吲哚
(ＤＡＰＩ) 均 购 于 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司ꎻ Ｂ － ２７ Ｓｅｒｕｍ － Ｆｒｅｅ
Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ( 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 )ꎻ Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍ、
０.２５％胰蛋白酶均购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ１００×青霉素 / 链霉
素、甲苯胺蓝染液购于北京索莱宝公司ꎻ胸腺细胞抗原－１
(Ｔｈｙｍｕｓ ｃｅｌｌ ａｎｔｉｇｅｎ－１ ꎬＴｈｙ－ｌ)抗体、Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ Ｂｒｎ－３ａ
ｍｏｎｏｃｌｏａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ(Ｂｒｎ－３ａ)、ＣＤ１１ｂ 抗体、荧光二抗[荧光
(Ｃｙ３)标记羊抗小鼠 ＩｇＧ]均购于英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ多聚
赖氨酸－Ｄ(大连美仑生物技术有限公司)ꎻ７５％乙醇(南京
医用试剂)ꎻ浓缩型正常山羊血清(封闭) (武汉博士德生
物工程有限公司)ꎻ一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒
(绿色 ＦＩＴＣ 标记检测法)(南京凯基生物科技发展有限公
司)ꎻＣＣＫ８ 试剂盒(南京凯基生物科技发展有限公司)ꎻ抗
荧光淬灭封片剂(美国 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ 公司)ꎻ０.３％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００(上海碧云天公司)ꎮ 主要试剂配制见表 １ꎮ
１.２方法
１.２.１器械准备　 将实验操作所需的显微手术器械进行高
压灭菌消毒ꎻ细胞培养间、光学显微镜、耗材、超净工作台
等提前并不低于 ３０ｍｉｎ 紫外灯照射灭菌ꎮ
１.２.２ 培养板 /培养瓶及爬片的包被 　 用 ＣＤ１１ｂ 溶液、
Ｔｈｙ－１抗体(稀释比为 １∶ ５００)及 ０.０１％多聚赖氨酸－Ｄ 室
温下包被培养瓶或预先放好无菌爬片的培养板ꎬ放入
３７℃恒温箱 ２ｈ(或者放入 ３７℃恒温箱包被过夜ꎬ包被好的
培养板可放于 ４℃冰箱ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎬ超净工
作台晾干备用ꎮ
１.２.３ ＲＧＣｓ 的分离和接种及纯化培养 　 (１)细胞分离:
取出生后 １ ~ ３ｄ 的 ＳＤ 大鼠ꎬ用 ７５％乙醇浸泡消毒 １５ ~
２０ｍｉｎ 后在显微镜下无菌取眼球ꎬ并将眼球放于加入适量
１００×青霉素 / 链霉素的 ＰＢＳ 液玻璃培养皿中ꎬ浸泡 １５ｍｉｎ
后ꎬ在解剖显微镜下用眼科显微剪沿角膜缘后 ０.５ｍｍ 剪
开眼球ꎬ用眼科显微镊去除新生鼠晶状体和玻璃体ꎬ剥离
视网膜神经层组织并用显微剪剪碎ꎬ加入适量 ０.２５％胰蛋
白酶(１０ 只眼球约需 ３ｍＬ)放入 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２恒温箱消化
１５~２０ｍｉｎ(每隔 ３~５ｍｉｎ 拿出来用玻璃吸管轻轻吹打悬液
５~８ 次)ꎬ待大鼠视网膜组织完全消化后ꎬ１５００ｒ / ｍｉｎ 离心
５ｍｉｎꎬ去除上清液ꎮ 加入与胰蛋白酶等量的 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ
Ｍｅｄｉｕｍ 溶液震荡 １~２ 次ꎬ终止消化ꎬ１５００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ
去除上清液ꎮ (２)细胞纯化:终止消化离心去上清液后加
入 ２ｍＬ 配制好的 ＣＤ１１ｂ 溶液ꎬ轻轻振荡 ３ ~ ５ｍｉｎꎬ使胶质
细胞等充分与抗体结合ꎬ１５００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ 去除上清
液ꎮ 加入适量 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍꎬ４０μｍ 滤网过滤细胞到

９４８１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１１ Ｎｏｖ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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　 　表 １　 主要试剂配制

试剂名称 配制方法

细胞培养基
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍ 培养基ꎬＢ－２７ Ｓｅｒｕｍ－Ｆｒｅｅ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ 浓度为 ２％ꎬＬ－谷氨酰胺浓度为 １％ꎬ青链双抗
浓度为 １％ꎬ４℃保存备用ꎮ

ＰＢＳ 溶液
ＮａＣｌ ８.０ｇꎬＫＣｌ ０.２ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４Ｈ２Ｏ １.５６ｇꎬＫＨ２ＰＯ４０.２ｇꎬ容量瓶中精确定容至 １０００ｍＬꎬ摇匀ꎮ 高压灭菌

后备用ꎮ
多聚赖氨酸－Ｄ 溶液 用灭菌的超纯水稀释多聚赖氨酸－Ｄꎬ使用浓度 ０.０１％(注意:１ｍｏ 后因稀释多聚赖氨酸－Ｄ 降解应丢弃)ꎮ

ＣＤ１１ｂ 溶液
ＣＤ１１ｂ 和脱氧核糖核酸酶溶于 ０.１５％胰蛋白酶抑制剂中ꎬ其中大鼠抗小鼠 ＣＤ１１ｂ 稀释(１∶ ５００)ꎬ脱氧核

糖核酸酶 ６６６ Ｕ[４] ꎮ

预先用山羊抗大鼠 ＩｇＧ 抗体包被过的培养瓶中ꎬ３７℃ꎬ５％
ＣＯ２恒温孵育 ２０ ~ ２５ｍｉｎꎬ使细胞悬液中结合了 ＣＤ１１ｂ 抗
体的细胞通过抗原抗体反应沉积在培养瓶底部ꎮ 再将细
胞悬液倒入预先用 Ｔｈｙ－１ 抗体(稀释比为 １∶ ５００)包被过
的培养瓶ꎬ３７℃ꎬ５％ＣＯ２恒温孵育 ３０ｍｉｎꎬ让 ＲＧＣｓ 充分与
抗体结合ꎬ吸出上清液ꎬＰＢＳ 漂洗培养瓶 ３ ~ ５ 次ꎬ适量
０.２５％胰蛋白消化 ５~ １０ｍｉｎꎬ等量的 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍ 溶
液震荡 １~２ 次ꎬ终止消化ꎬ１５００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ 去除上清
液ꎬ完成细胞纯化ꎮ (３)细胞接种:细胞纯化后加入适量
的配置的培养基ꎬ使用细胞滤网(７０μｍ)均匀的接种于培
养板中ꎬ在加入适量培养液ꎬ调整细胞数为 １×１０５ｃｅｌｌ / ｍＬꎬ
并对培养板做好标记后放入 ５％ＣＯ２细胞孵育箱(３７℃)中
孵育ꎮ 每天在倒置显微镜下观察细胞生长情况(细胞大
小、形状、轴突长短等)并拍照ꎬ３ｄ 左右对其进行培养基全
量换液ꎮ
１.２.４甲苯胺蓝染色鉴定视网膜神经元　 提取 ３ ~ ５ｄ 在体
外纯化培养的细胞ꎬ将已长有细胞的爬片用 ＰＢＳ 浸洗 ３
次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ加入适量 ４％多聚甲醛刚好浸没爬片ꎬ固定
３０ｍｉｎ 后用 ＰＢＳ 浸洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ加入尼式染色试剂
后将爬片置于 ５０℃ ~ ６０℃干燥箱浸染 ３０ ~ ４０ｍｉｎꎬＰＢＳ 浸
洗爬片 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎬ９５％乙醇分化脱水 ３ ~ ５ｓꎬＰＢＳ 浸
洗爬片 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎬ显微镜下观察采集图像ꎮ
１.２.５体外纯化培养细胞的鉴定　 细胞在体外培养 ３ ~ ５ｄ
后ꎬ在培养板中将已长有细胞的爬片用 ＰＢＳ 浸洗 ３ 次ꎬ每
次 ５ｍｉｎꎻ用 ４％多聚甲醛固定爬片 ３０ｍｉｎꎬＰＢＳ 浸洗爬片 ３
次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 固定完成后的爬片用配制好的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－
１００ 对细胞进行通透 ２０ｍｉｎ(室温)后用 ＰＢＳ 浸洗爬片 ３
次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 细胞完成通透后ꎬ室温下在玻片上滴加足
量的封闭液(山羊血清)对爬片进行封闭 ３０ｍｉｎꎻ吸水纸吸
干每张爬片上的山羊血清后在滴加足已浸没爬片的一抗
(稀释比为 １∶ ５０)放入湿盒ꎬ４℃孵育过夜ꎮ 第 ２ｄ 加荧光
二抗:ＰＢＳ 浸洗爬片 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎬ吸水纸吸干爬片上多
余液体后滴加稀释好的荧光二抗ꎬ湿盒中 ３７℃ 孵育 １ｈꎬ
ＰＢＳ 浸洗切片 ３ 次ꎬ每次 ３ｍｉｎ(注意:从加荧光二抗起ꎬ后
面所有操作步骤都尽量在较暗处进行)ꎻ适量 ＤＡＰＩ 浸染
爬片 ５ｍｉｎ 后 (注意避光) 用 ＰＢＳ 浸洗爬片 ３ 次ꎬ每次
５ｍｉｎꎻ吸水纸吸干爬片上多余的 ＰＢＳꎬ用抗荧光淬灭剂的
封片液封片ꎬ在荧光显微镜下观察采集图像ꎮ
１.２.６ ＲＧＣｓ 高糖模型的建立 　 细胞培养 ２ ~ ３ｄ 时ꎬ对细
胞进行换液并随机将细胞分为正常对照组(５.５ｍｍｏｌ / Ｌ)
及不同葡萄糖浓度(２０、２５、３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ)干预的高糖
模型组ꎮ 分别用 ＣＣＫ８ 及 ＴＵＮＥＬ 检测换液后连续培养
２４、４８、７２ｈ 细胞的活力及凋亡率ꎬ根据实验结果ꎬ确定葡
萄糖干预的最适浓度及干预时间ꎬ为后续实验提供依据ꎮ

１.２.７ ＣＣＫ８ 法检测原代 ＲＧＣｓ 的存活率 　 (１)实验分
组:正常对照组(５.５ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ不同浓度高糖组(２０、２５、
３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎮ (２)ＣＣＫ８ 检测细胞存活率:原代分离
细胞ꎬ以 ５×１０３个 / 孔ꎬ接种在 ９６ 孔板上ꎬ同时设空白组ꎬ
３７℃培养过夜(在细胞孔周围孔内加入 １００μＬ 无菌 ＰＢＳ
减少检测液挥发)ꎮ 细胞培养 ３ｄ 左右ꎬ按照实验分组加入
不同浓度的葡萄糖ꎬ空白组加入等体积的细胞培养基ꎬ设
置 ３ 个复孔ꎬ在细胞孔周围加入 １００μＬ ＰＢＳꎻ分别处理 ２４、
４８、７２ｈꎮ 加入 １０μＬ ＣＣＫ８ꎬ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养
２~４ｈꎮ 加入 １０μＬ ＣＣＫ８ꎬ ３７℃ꎬ ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养
２~３ｈꎮ 酶标仪测定在波长为 ４５０ｎｍ 下各组的吸光光度值
(ＯＤ 值)ꎬ重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ 按照存活率公式:细胞存
活率＝[(Ａｓ－Ａｂ) / (Ａｃ－Ａｂ)] ×１００％(Ａｓ:实验孔ꎻＡｃ:对
照孔ꎻＡｂ:空白孔)进行计算ꎮ
１.２.８ ＴＵＮＥＬ法检测原代 ＲＧＣｓ 的凋亡率 　 (１)在培养
板中将已长有细胞的爬片用 ＰＢＳ 浸洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎻ用
４％多聚甲醛固定爬片 ３０ｍｉｎ(室温)ꎬＰＢＳ 浸洗爬片 ３ 次ꎬ
每次 ５ｍｉｎꎮ 细胞浸入 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 通透液ꎬ通透 ５ｍｉｎ(室
温)ꎻ随后ꎬＰＢＳ 浸洗爬片 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ 配制 ＴｄＴ 酶反
应液:每张爬片用量 ４５μＬ(Ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 加入 １.０μＬ
ｂｉｏｔｉｎ－１１－ｄＵＴＰ 和 ４.０μＬ ＴｄＴ Ｅｎｚｙｍｅꎬ即用即配ꎬ注意避
光)ꎮ (２)样本周围用吸水纸吸干ꎬ每个样本上滴加 ５０μＬ
ＴｄＴ 酶反应液ꎬ放入温盒中ꎬ３７℃ꎬ避光反应 ６０ｍｉｎꎬ随后用
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎮ (３)细胞爬片周围吸水纸吸
干ꎬ每张爬片滴加 ５０μＬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ － Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ 标记液
(Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ － Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ 试剂按每张爬片 ５μＬ 用量与
４５μＬ Ｌａｂｅｌｉｎｇ－Ｂｕｆｆｅｒ 混匀ꎬ计算所需的总量后ꎬ即用即配ꎬ
注意避光)放入湿盒ꎬ３７℃ꎬ避光反应 ３０ｍｉｎꎬ随后用 ＰＢＳ
漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ｍｉｎꎬ注意避光ꎮ (４)用含抗荧光淬灭剂
的封片液封片ꎬ然后在荧光显微镜下 (激发波长 ４５０ ~
５００ｎｍꎬ发射波长 ５１５ ~ ５６５ｎｍ)观察采集图像ꎮ 荧光显微
镜下组织切片上凋亡的细胞呈绿色荧光ꎬ细胞核呈蓝色荧
光ꎮ 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对细胞凋亡数目进行计数ꎬ最终通过公
式计算出各组细胞凋亡率ꎮ 凋亡率(％)＝ 阳性细胞凋亡
数 / 所有细胞总数×１００％ꎮ

统计学分析:本实验数据用 ＳＰＳＳ１８.０ 进行统计学分

析ꎬ所有数据若满足正态性用 ｘ±ｓ 表示ꎮ 组间比较采用
单因素方差分析、重复测量数据的方差分析ꎬ进一步的两
两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 表示差异具有统计学
意义ꎮ
２结果
２.１成功培养 ＳＤ 大鼠原代 ＲＧＣｓ　 离体培养的 ＲＧＣｓ 接
种在包被好的培养基或培养瓶中立即观察ꎬ细胞呈圆形或
椭圆形ꎬ可见部分细胞聚集成团ꎬ４ ~ ６ｈ 细胞开始贴壁ꎬ大
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图 １　 倒置显微物镜下体外培养 １~８ｄ的细胞图片　 Ａ:ＲＧＣｓ 体外培养 １ｄꎻＢ~ Ｅ:ＲＧＣｓ 体外培养 ３~ ５ｄꎻＦ:ＲＧＣｓ 体外培养 ６ｄꎻＧ、Ｈ:
ＲＧＣｓ 体外培养 ７~８ｄꎮ

图 ２　 细胞甲苯胺蓝染色染色图片ꎮ

约 １ｄ 后细胞基本完全贴壁ꎮ ＲＧＣｓ 培养 １ｄ 后可见部分胞
体聚集生长ꎬ并开始渐长出几十微米的轴突 (图 １Ａ)ꎻ
ＲＧＣｓ 培养第 ２~５ｄꎬ细胞生长状态良好ꎬ细胞胞体明显ꎬ可
见相互交错成网络样的轴突ꎬ小片状融合聚集生长ꎬ胞体
周围可见神经细胞特有的光晕(图 １Ｂ ~ Ｅ)ꎻ培养至 ６ｄ 左
右发现细胞开始凋亡(图 １Ｆ)ꎻ第 ７~８ｄ 可见较多 ＲＧＣｓ 凋
亡ꎬ胞质中可见呈凋亡改变的细胞核ꎬ存活下来的胞体可
见较长的轴突ꎬ长度约细胞胞体的 ５~ ６ 倍ꎬ轴突之间相互
交错(图 １Ｇ、Ｈ)ꎮ
２.２体外纯化培养细胞鉴定
２.２.１神经元鉴定　 甲苯胺蓝着染的细胞胞体中可见神经
细胞特征性的清晰地着染成蓝紫色结构清晰的结节为尼
式小体ꎬ非神经元细胞胞体不着色ꎬ着染神经元阳性率达
９５％以上(图 ２)ꎮ
２.２.２体外纯化培养细胞的特异性免疫荧光染色 　 采用
ＲＧＣｓ 特异性抗体 Ｔｈｙ－１ 对离体纯化培养的细胞进行免
疫荧光鉴定ꎬ见图 ３ꎬ荧光显微镜下可见 Ｔｈｙ－１ 特异性阳
性表达于细胞的轴突(红色荧光)ꎬＤＡＰＩ 着染于细胞细胞
核(蓝色荧光)ꎬ并且同一视野高倍镜下(４００×)大部分细

　 　表 ２　 不同葡萄糖浓度在体外纯化培养 ＲＧＣｓ不同时间点的ＯＤ值

ｘ±ｓ
葡萄糖浓度 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
５.５ｍｍｏｌ / Ｌ １.４８８±０.０１２ １.４６１±０.０４８ １.４５１±０.０２７
２０ｍｍｏｌ / Ｌ １.４７５±０.０４３ １.４３１±０.０５３ １.４０１±０.０４７
２５ｍｍｏｌ / Ｌ １.４５５±０.０１０ １.３９８±０.０２６ １.３７７±０.０１５
３０ｍｍｏｌ / Ｌ １.４５４±０.０２５ １.３６４±０.０４０ １.２２９±０.０４７ｂ

３５ｍｍｏｌ / Ｌ １.４５３±０.０１２ １.２６９±０.０４９ｂ １.１１０±０.０６０ｂ

４０ｍｍｏｌ / Ｌ ０.４４８±０.０１６ １.００４±０.０９６ｂ ０.９００±０.０５８ｂ

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ ５.５ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

胞呈红蓝双色着染ꎮ 荧光标记细胞占荧光显微镜视野细
胞总数的 ９０％以上ꎮ 采用 ＲＧＣｓ 特异性抗体Ｂｒｎ－３ａ对离
体纯化培养的细胞进行免疫荧光鉴定ꎬ见图 ４ꎮ 荧光显微
镜下可见 Ｂｒｎ－３ａ 特异性阳性表达于细胞核(红色荧光)ꎬ
ＤＡＰＩ 着染细胞核(蓝色荧光)ꎬ并且同一视野高倍镜下
(４００×)大部分细胞呈红蓝双色着染ꎮ 荧光标记后的细胞
占荧光显微镜视野细胞总数的 ９０％以上ꎮ
２.３ ＣＣＫ８检测细胞存活率　 不同浓度葡萄糖分别作用于
体外纯化培养的 ＲＧＣｓ ２４、４８、７２ｈ 后ꎬ用 ＣＣＫ８ 法检测纯
化培养的 ＲＧＣｓ 的 ＯＤ 值ꎻ不同葡萄糖浓度在不同时间体
外纯化培养 ＲＧＣｓ 的 ＯＤ 值差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ
随着时间及葡萄糖浓度的增加ꎬ各组细胞的存活率降低
(ＯＤ 值下降)ꎮ 在不同葡萄糖浓度干预细胞 ２４ｈ 时ꎬ各分
组之间 ＯＤ 值均小于正常对照组ꎬ但与正常对照组相比较
ＯＤ 值大小的差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ但随着时间
延长ꎬ３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖浓度干预 ＲＧＣｓ ４８ｈ 和 ３０、３５、
４０ｍｍｏｌ / Ｌ 干预 ＲＧＣｓ ７２ｈ 时的 ＯＤ 值较正常对照组 ＯＤ 值
明显降低ꎬ且与正常对照组相比差异具有统计学意义(均
Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ
２.４ ＴＵＮＥＬ 检测细胞凋亡 　 通过对 ＴＵＮＥＬ 结果分析
(图 ５)可见随着葡萄糖浓度增加及时间延长ꎬＲＧＣｓ 的凋
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图 ３　 特异性抗体 Ｔｈｙ－１ 染色结果　 Ａ:Ｔｈｙ－１ 阳性表达于细胞轴突(红色荧光)ꎻＢ:ＤＡＰＩ 着染细胞核(蓝色荧光)ꎻＣ:细胞形态呈典
型的神经元细胞结构ꎬ可见轴突相互交错生长ꎬ大部分细胞呈红蓝双色着染ꎮ

图 ４　 特异性抗体 Ｂｒｎ－３ａ染色结果　 Ａ:Ｂｒｎ－３ａ 阳性表达于细胞核(红色荧光)ꎻＢ:ＤＡＰＩ 着染细胞核(蓝色荧光)ꎻＣ:大部分细胞呈
红蓝双色着染ꎮ

图 ５　 随着时间延长不同浓度葡萄糖对 ＲＧＣｓ凋亡影响　 绿色荧光为着染的凋亡细胞ꎮ

亡数量明显增加ꎮ 不同浓度葡萄糖干预细胞 ４８ｈ 时ꎬ如图
浓度为 ３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ 细胞凋亡数量(凋亡率)较浓度
为５.５ｍｍｏｌ / Ｌ细胞凋亡数量(凋亡率)明显增加(图 ５)ꎬ且
差异具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５ꎬ图 ６ꎬ表 ３)ꎮ 同理ꎬ不同
浓度葡萄糖干预细胞 ７２ｈ 时如图浓度为 ３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ
细胞凋亡数目(凋亡率)较浓度为 ５.５ｍｍｏｌ / Ｌ 细胞凋亡数
目(凋亡率) 明显增加ꎬ且差异均具有统计学意义 (Ｐ <
０.０５)ꎬ见图 ６ꎬ表 ３ꎮ
３讨论

视网膜发育遵循脊椎动物中保守的神经源性程序ꎬ以 图 ６　 各组细胞凋亡率　 ａＰ<０.０５ ｖｓ ５.５ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
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表 ３　 不同浓度不同时间下细胞凋亡率 (ｘ±ｓꎬ％)
葡萄糖浓度 ４８ｈ ７２ｈ
５.５ｍｍｏｌ / Ｌ ０.１７±０.０１０ ０.１９±０.０１２
３０ｍｍｏｌ / Ｌ ０.２３±０.００７ ０.２６±０.００７
３５ｍｍｏｌ / Ｌ ０.２８±０.００８ ０.３２±０.０１４
４０ｍｍｏｌ / Ｌ ０.３３±０.００７ ０.３９±０.０２８
　 　 　 　 　 　 　 　

Ｆ ２０４.５８５ ７６.１７８
Ｐ <０.０１ <０.０１

连续但重叠的波协调多能视网膜祖细胞产生特定类型的
细胞ꎮ 在该程序中ꎬＲＧＣｓ 是第一个生成的细胞类型[１ꎬ５]ꎮ
在视网膜中ꎬＲＧＣｓ 是视网膜神经细胞中唯一输出神经元ꎬ
主要将视觉信息进行整合传到大脑视觉中枢[６]ꎮ 在哺乳
动物中ꎬＲＧＣｓ 及其视神经轴突神经退行性改变是引起严
重视觉损害的多种疾病的基础ꎮ 研究已经发现在糖尿病
性视网膜病变早期ꎬ在出现视网膜血管病变之前就已经出
现了 ＲＧＣｓ 的变性[７]ꎮ 青光眼、外伤性视神经损伤ꎬ缺血
性损伤ꎬ脱髓鞘和遗传性视神经病变等这些病变均会损伤
ＲＧＣｓ 导致不可逆的视力丧失[８－１０〗ꎮ ＲＧＣｓ 作为多种疾病
的靶细胞ꎬ为探索各种疾病的发病机制ꎬ简单高效的 ＲＧＣｓ
体外培养模型的建立尤为重要ꎮ 在小鼠中ꎬＲＧＣｓ 是最不
丰富的视网膜细胞类型之一ꎬ仅包含约 ５００００ 个细胞[１１]ꎬ
且 ＲＧＣｓ 为高度分化细胞不会增殖ꎬ只能进行原代培养ꎬ
因此ꎬ使得 ＲＧＣｓ 体外培养难度加大ꎮ

有学者在 ＲＧＣｓ 培养中发现[１２]ꎬ出生后 ３ ~ ５ｄ 大鼠的
ＲＧＣｓ 存活率低ꎬ建议采用胚胎期、生后早期大鼠来进行体
外 ＲＧＣｓ 提取培养ꎬ胚胎或新生期组织的神经元连接较
弱ꎬ因此可以在不造成细胞严重损伤的情况下进行分离和
培养ꎮ 且胚胎期及新生期ꎬ细胞增殖和分化能力强ꎬ但胚
胎期的胎鼠ꎬ需对孕鼠进行剖腹取胚胎鼠ꎬ整个过程无菌
操作难度较大ꎬ操作及取材困难ꎬ因此本实验选择 １ ~ ３ｄ
新生 ＳＤ 大鼠来提取 ＲＧＣｓꎮ

原代培养常用的方法有组织块直接培养法和胰酶消
化分散细胞法ꎬ其中胰酶消化分散细胞法是目前原代培养
ＲＧＣｓ 是最常用的方法ꎬ尹小磊等[１３] 采用 １.２５ｇ / Ｌ 胰蛋白
酶浓度对分离的视网膜进行消化 ２０ｍｉｎꎮ 本实验采用
０.２５％胰蛋白酶消化 １５ ~ ２０ｍｉｎꎬ胰蛋白酶浓度更小ꎬ对细
胞伤害小ꎬ且操作简单方便ꎮ

尼式体或尼式小体是分布于神经细胞胞质内的三角
形或者椭圆形小块状物质ꎬ能被碱性染料如甲苯胺蓝、硫
堇、亚甲蓝和焦油紫等燃料染成紫色ꎬ尼式染色常用于神
经元的染色ꎬ尼式小体的存在和消失是神经细胞是否受损
的重要指标ꎮ 尼式染色也是区别神经细胞及非神经细胞
的染色方法ꎮ 神经元的胞体和树突中均有尼氏小体ꎬ但轴
突和轴丘中没有ꎮ 在我们离体纯化培养的细胞胞体中可
看到着染成蓝紫色的尼式小体ꎬ余轴突为蓝色ꎬ非神经细
胞细胞质几乎不着染ꎬ神经元阳性率在 ９５％以上ꎬ证实我
们离体纯化培养的细胞为神经细胞ꎮ

Ｔｈｙ－ｌ 可特异表达在啮齿动物视网膜的 ＲＧＣｓ 上ꎬ而
在其他神经元上不表达ꎮ Ｔｈｙ－ｌ 表达的差异可能反映了
ＲＧＣｓ 和其他视网膜神经元的功能差异ꎮ ＲＧＣｓ 与其他视
网膜神经元的不同之处在于ꎬ它们的轴突是有髓鞘的(尽
管啮齿类动物的轴突不在眼睛内)ꎬ它们投射的距离更
远ꎬ并且它们能传导动作电位ꎮ Ｔｈｙ－ｌ 为 ＲＧＣｓ 阳性和阴

性选择的有用标记物[１４]ꎮ 目前 Ｔｈｙ－ｌ 已广泛用于 ＲＧＣｓ
标记鉴定及分离纯化ꎮ Ｂｒｎ － ３ａ 是 ＰＯＵ( Ｐｉｔ －Ｏｃｔ －Ｕｎｅꎬ
ＰＯＵ) 家族的转录因子ꎬ又称为转录因子 － １ꎬ Ｂｒｎ－３ꎬ
ＰＯＵ４Ｆ１ꎮ Ｂｒｎ－３ａ 在鼠类视网膜的发育过程中ꎬ尤其无论
在体内、体外的神经元分化ꎬ均有高表达ꎬＢｒｎ－３ａ 在 ＲＧＣｓ
的存活、分化及轴突延伸发挥着关键作用ꎬ是 ＲＧＣｓ 可靠
的标记物[１５]ꎮ 总之ꎬ无论是 Ｔｈｙ－ｌ 还是 Ｂｒｎ－３ａ 均可证实
我们离体纯化培养的细胞为 ＲＧＣｓꎬ是比较理想的实验
模型ꎮ

长期高血糖ꎬ是 ＤＲ 发生发展的重要致病因素ꎬ研究
表明ꎬ体外培养时 ２５~３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖浓度ꎬ可近似地
等同于糖尿病时体内的高糖状态[１６]ꎮ 国外研究建立的神
经元高糖模型[１７]ꎬ葡萄糖浓度多为 １５~ ３５ｍｍｏｌ / Ｌꎬ张凤久
等[１８]通过 Ｗｉｓｔｅｒ 大鼠视网膜神经元高糖模型建立ꎬ最终
选择葡萄糖浓度为 ２５ｍｍｏｌ / Ｌꎬ与本研究均稍有差异ꎬ可能
是由实验动物种属、使用的培养基、视网膜神经元的纯度、
实验环境及条件的不同所导致ꎮ 本实验对提取的 ＲＧＣｓ
在体外培养采用 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基ꎬＬｉｕ 等[１９] 研究同样使
用 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基培养视网膜神经元干预ꎬ他们最终选
择的葡萄糖最佳干预浓度为 ３５ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 这与本研究结果
是一致的ꎮ 本研究还考虑到神经元的自然死亡ꎬ故在细胞
培养长至 ３ｄ 左右ꎬ予以不同浓度葡萄糖对细胞进行干预ꎬ
干预时间不超过 ７２ｈꎬ保证整个实验观察过程都处于神经
细胞活性最佳的时候ꎬ实验数据更具说服力ꎮ

本实验不同葡萄糖浓度的分别干预培养细胞 ２４、４８、
７２ｈꎬＣＣＫ８ 检测结果提示ꎬ随着时间及葡萄糖浓度的增
加ꎬ各组细胞的存活率降低ꎮ 在不同葡萄糖浓度干预 ２４ｈ
时ꎬ各分组之间 ＯＤ 值均小于正常对照组ꎬ但与正常对照
组相比较差异无统计学意义 (均 Ｐ > ０. ０５)ꎻ但在 ３５、
４０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖浓度干预 ＲＧＣｓ ４８ｈꎬ３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡
萄糖浓度干预 ７２ｈ 时细胞活力与正常对照组细胞活力相
比ꎬ差异均具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 随着葡萄糖浓
度及时间的增加ꎬＲＧＣｓ 凋亡率增加ꎬ且与正常对照组相
比ꎬ葡萄糖浓度为 ３０、３５、４０ｍｍｏｌ / Ｌ 干预培养 ＲＧＣｓ ４８、
７２ｈꎬＲＧＣｓ 的凋亡率差异均具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
过高的葡萄糖浓度和长时间高糖干预都有可能对培养的
细胞产生不可预计的影响ꎬ故本实验通过对两种检测方法
的进行数据分析ꎬ最终确定 ３５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖浓度干预
ＲＧＣｓ ４８ｈ 可为有效诱导 ＲＧＣｓ 建立高糖模型最佳干预浓
度及时间ꎮ
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２０１５ꎻ２０１５:３６４９２４
１８ 张凤久ꎬ 张丽敏ꎬ 林安岭ꎬ 等. Ｗｉｓｔａｒ 大鼠视网膜神经元高糖模型

葡萄糖浓度和培养时间的筛选. 眼科新进展 ２０１６ꎻ ３６ ( １２):
１１１３－１１１５
１９ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｘｕ ＸＬꎬ Ｔａｎｇ ＲＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ａ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ. Ｎｅｕｒａｌ Ｒｅｇｅｎ Ｒｅｓ ２０１３ꎻ８ ( ５):
４１０－４１９

４５８１
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