
· 14 · 

· 论 

丕直旦堕垦堑兰 ! 至 箜 鲞箜!塑 Military Medical Journal of Southeast China，Vo1．13，No．1，Jan．2011 

胰岛素对兔视网膜 Mailer细胞生长活性的影响 

过贵元，胡淑鸾，刘小朋 

[摘要] 目的 通过观察不同浓度的胰岛素对视网膜 Miiller细胞生长活性的影响，探讨其在眼底 

病变中所起的作用。方法 运用组织块贴壁培养法培养兔视网膜 Mtiller细胞，利用 MTF法测定其在不 

同浓度胰岛素及作用时间下培养板中各孔的光吸收值。结果 当高浓度胰岛素作用时间≥3 d，光吸收 

(OD)值均明显下降，并随着浓度的增高及作用时间的延长而进一步减小。结论 当高浓度胰岛素作用 

达到一定时间时，对兔视网膜 Mfiller细胞生长活性起着显著的抑制作用。 
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Effects of insulin on the proliferation of rabbit retinal M filler cells 
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[Abstract] 0bjective To investage the role of Mailer cells du6ng the course of ocular fundus disea— 

ses by observe the effect of different concentrations of insulin on the proliferation of rabbit Muller cells．Meth- 

ods Rabbit Mailer cells were cultured by the explant tissue culture method．MTY assay was used to detect the 

OD value of 96一well plate containing different concentrations of insulin．Results The OD value was lower than 

that of the control group when the acting time of insulin was longer than three days，and was decreased with the 

increasing of insuling concentration and acting time．Conclusion High concentration of insulin could signifi— 

candy inhibit the proliferation of Mailer cells when having appropriate acting time． 

[Key words] oculopathy with diabetes；MUller cell；insulin；cell culture；MrITr assay 

糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy，DR) 

是一种常见且严重的糖尿病并发症。胰岛素是糖尿 

病的主要药物治疗手段，但有研究提出胰岛素是促 

进 DR进展的危险因素⋯。MUller细胞是视网膜主 

要的神经胶质细胞，起支架、保护神经细胞及供能等 

作用 J，同时也参与增殖性糖尿病视网膜病变等各 

种病变 J。本研究通过观察不同浓度的胰岛素作 

用下 Moiler细胞生长活性的变化，探讨胰岛素在眼 

底病变中所起的作用，现将实验结果报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 Mailer细胞的培养 取成年大耳白兔(雄性)， 

由福建省连江玉华山自然生态农业试验场提供，2 

，约 14周龄。静脉空气栓塞处死，无菌取出眼球， 

去除眼前节及玻璃体，放射状剪开球杯，用预热 
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床部 

DMEM／F12培养液(美国Hyclone公司)于球杯内轻 

轻吹打，使视网膜神经上皮层分离漂浮，将剪取的视 

网膜剪成 1 rflm×1 B1TI大小后置于一次性无菌培养 

瓶中，间隔约 5 mm，拧紧瓶盖，竖立置于 5％CO 、 

37 培养箱中约 1 h，加入少量的含有 20％胎牛血 

清 (美国Hyclone公司)的 DMEM／F12培养液进行 

培养(刚好覆盖组织块)，置于5％CO，、37~(2培养箱 

中静置培养，第 2天加入足量含 20％胎牛血清的 

DMEM／F12培养液，第7天使用弯头吸管轻轻反复 

吹打培养液，使组织块完全解体后弃培养液，加入新 

鲜含20％胎牛血清的DMEM／F12培养液继续培养， 

以后每4 d换液，直至细胞达 80％以上融合后进行 

消化、离心，加入含 20％胎牛血清的 DMEM／F12培 

养液制成细胞悬浮液，按 1：2进行传代或直接接种 

于96孔培养板或已经铺上多聚赖氨酸处理过的玻 

片的12孔培养板。 

1．2 兔视网膜 MUller细胞鉴定 ①倒置相差显微 

镜每天观察培养的细胞；②荧光免疫组织化学标记： 

取培养于 12孔板的细胞爬片，磷酸盐缓冲液(PBS) 

清洗，4％多聚甲醛固定 30 min，0．1％TritonX一100 
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作用 10 min，0．3％H 0 甲醇溶液处理 30 min， 

10％正常山羊血清封闭 20 min后，甩弃；加入兔抗 

(glia fibrillary acidic protein，GFAP)抗体或小 鼠抗 

(cellular retinaldehyde—binding protein，CRALBP)抗 

体(美国Santa Cruz公司)(稀释度 1：100)，对照组 

加 PBS，37~C，孵育 1h，清洗；加入相应 的荧 光 

(TRITC)标记或荧光(FITC)标记二抗 (武汉博士 

德)，室温避光 1 h，PBS清洗后，用含有4，6一二脒-2一 

苯胺(DAPI)抗荧光催灭封片剂 (碧云天生物技术 

研究所)进行封片。荧光显微镜(Et本 Olympus公 

司)下观察及拍照；③透射电镜 ：取原代细胞，经消 

化离心后制成一细胞 团，3％戊二醛一1．5％多聚甲 

醛-0．1M PBS(pH7．2)固定，1％锇酸一1．5％亚铁氰 

化钾后固定，618包埋剂包埋，超薄切片机(瑞士 

LKB公司)切70～80 nm的薄片；醋酸铀、柠檬酸铅 

分别染色后清洗；在透射电镜(13本 13立公司)下观 

察并摄片。 

1．3 四甲基偶氮唑盐比色法(M I]r)测定 当96孔 

培养板上 Maller细胞达 70％左右融合时置换上无 

血清的 DMEM／F12培养液培养 1 d，第 2、4、6天分 

别换置入 100 l含有不同浓度胰岛素的 DMEM／ 

F12培养液，每组设置 4个平行孑L；胰岛素浓度分别 

为0、1、4、8、12 U／ml的 5个组，相应称为 A组、B 

组、C组、D组及 E组；第7天于各孔加入20 I M1Tr 

溶液(5 mg／'m1)(美国Sigma公司)，于5％CO 、37~C 

培养箱中继续培养 4 h后取出，轻轻吸弃上清液，加 

入 100 l(dimethyl sulfoxide，DMSO)，振荡以促进 

沉淀物充分溶解，置于酶联免疫检测仪(美国 Bio— 

BAD公司)，设定波长为490 nm，测量各孑L的光吸收 

(OD)值，OD值代表细胞的活力和增殖能力，实验 

重复 3遍。 

1．4 统计学处理 计量数据用均数 ±标准差( ± 

s)表示，应用 SPSS 11．0统计软件包统计处理，组别 

之问的比较采用单因素方差分析，尸<0．05为差异 

有统计学意义。 
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2 结 果 

2．1 兔视网膜 Mailer细胞的鉴别 组织块培养 2 

～ 3 d后，周围即可见有部分细胞突起伸出，第 7天 

可见组织块周围呈放射状长满细胞，约3周后，可见 

细胞几乎铺满整个瓶底，细胞形态基本一致。荧光 

免疫组织化学染色见兔 Mtiller细胞细胞核呈蓝色 

荧光，CRALBP、GFAP呈绿色和红色荧光标记，两者 

阳性率均 95％以上。在透射电镜下可见 Mailer细 

胞胞体较大，细胞膜不规则，表面有微绒毛，胞浆丰 

富，含有较多的糖原颗粒、线粒体、核糖体、粗面内质 

网等细胞器，内含有丰富的 8～10 nm的微丝，胞核 

大，常见2个或2个以上核仁。 

2．2 不同胰岛素浓度下 Mailer细胞的生长活性比 

较 当Mailer细胞培养时间为 1 d时，不同浓度胰 

岛素组内测量的OD值与正常对照组比较无显著性 

差异(P>0．05)；培养时间为 3 d及 5 d时，不同浓 

度胰岛素与对照组的OD值对比有显著性差异(P< 

0．05或 P<0．01)，且随着浓度的增加，平均值表现 

出递减性下降。在不同浓度胰岛素各组中，培养天 

数为3 d或5 d明显低于天数为 1 d所测得的 OD值 

(P<0．05或 P<0．01)，并随着培养时间的延长，平 

均值呈逐渐性下降。见表 1。 

3 讨 论 

视网膜 Mailer细胞是视网膜主要的神经胶质 

细胞，其体外培养技术为研究 Mailer细胞在各种眼 

底疾病变中的作用机制提供了一个重要的平台，本 

实验采用组织块贴壁培养法，取材时利用视网膜色 

素上皮细胞与视网膜神经上皮层容易分离的特点， 

吸取适量培养液于眼球杯内轻轻吹打，使视网膜上 

皮层 自动漂浮出来，同时只取周边视网膜组织块进 

行培养，以减少色素上皮细胞、星形胶质细胞和少 

突胶质细胞 等的混入，由于视网膜各种神经细胞 

无增殖能力，经多次换液吹打后可去除。本实验培养 

表 1 五组兔 Mtiller细胞的 OD值比较( ±s) 

注：在同一时间组内，与 A组 比较 P<0．05，一 P<0．01；同浓度胰岛素组内，与 A组 比较 ， P<0．05， P<0．01 
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的细胞扁平，胞体较大，形状不规则，折光性暗，常可 

见2个或2个以上核仁；荧光免疫组织化学标记显 

示培养的细胞呈 GFAP、CRALBP阳性达 95％以上； 

并在透射电镜下，可见胞浆内含有大量 8～10 nm直 

径的微丝，细胞表面有微绒毛结构，胞浆内还含有大 

量糖原颗粒、粗面内质网等细胞器，其与文献报告一 

致 ，表明本实验培养的细胞为 MUller细胞。 

DR是一种常见的糖尿病并发症，最终常发展 

为黄斑病变、增殖性视网膜病变及视野缺损等 

等 J。目前胰岛素是糖尿病的主要药物治疗方法 

之一，研究证明在应用胰岛素早期可引起周细胞收 

缩，减少血流，导致视网膜缺血、缺氧，从而促进 DR 

进展 j̈。在胰岛素对 Miiller细胞研究中，王越晖 

等 提出高浓度胰岛素能促进 Mtiller细胞中血管 

内皮生长 因子 (vascular endothelial growth factor， 

VEGF)的表达，从而促使新生血管的形成；亦有报 

道[8 高浓度胰岛素可导致 MUller细胞内谷氨酸、谷 

氨酰胺合成酶、谷氨酰胺及谷胱甘肽含量下降，提出 

其谷氨酸一谷氨酰胺循环及谷胱甘肽的合成减弱而 

降低了对神经元的保护功能等等。 

本研究 结果提示，不 同浓 度的胰岛素均对 

Mtiller细胞的生长起着抑制作用，随着胰岛素作用 

时间的延长，其抑制作用更为显著。因此认为，高浓 

度胰岛素作用时间达到一定程度后，可导致 Mtiller 

细胞的生长活性下降，甚至凋亡，影响它在视网膜中 

所起的保护神经元、支架等作用，从而加速了糖尿病 

性视网膜的各种病变。 
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2010年度军队卫生工作十件大事揭晓 

南京军区七项工作榜上有名 

★圆满完成上海世博安保卫勤保障任务，实现了“零中暑、零疫情、零减员”目标，受到党和人民的高度 

赞誉。 

★出色完成海地地震国际人道主义医学救援，赢得国际社会广泛赞誉 ，受到四总部通报表彰。 

★有效实施闽赣抗洪抢险卫勤支援保障，为夺取抗洪抢险胜利作出重要贡献。 
-k日遗化武南京移动式销毁卫勤保障正式启动。 

★数字化卫勤工程全面启动，承办全军数字化医院建设研讨会，军区坚持“四个面向”、创新“四种模 

式”、提升“四种能力”的经验做法在全军推广。 

★黎介寿院士领衔完成的“肠功能障碍的治疗”项 目获国家科技进步一等奖，实现了各大军区、军兵种 

“零”的突破。 

★中央军委给福州总医院孟卫平追记一等功。 

(郭 琪 供稿) 


