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人眼组织小梁网细胞的体外培养及鉴定的新方法

范宇晨1,郭摇 涛2

[摘要]目的:探讨人原代小梁网细胞的体外培养,以及利用其特性建立一种鉴定小梁网细胞的新方法。 方法:从眼球破裂伤

病人的眼球以及角膜移植后剩余的角膜环分离出小梁网组织,利用组织块贴壁法以及消化法对人原代小梁网细胞进行体外

培养。 倒置显微镜下观察细胞生长状态并利用 CCK8 法检测其生长速率。 利用细胞免疫荧光技术对所培养的细胞进行纤维

连接蛋白、郁型胶原蛋白、层黏连蛋白、水通道蛋白鄄1 等蛋白的染色鉴定。 并利用 100 nmol / L 地塞米松对所培养的细胞诱导

10 d,通过荧光定量 PCR 和 western blotting 方法检测 myocilin 的表达水平以确定所培养的细胞是否为小梁网细胞。 结果:小梁

网组织块贴壁培养 1 ~ 2 周后,开始有细胞从组织块旁向外长出,并逐渐增多。 传代后小梁网细胞在第 1 ~ 4 天生长较快,第 5
~ 7 天生长速度有所减慢,但依然显著高于第 4 天(P < 0. 01)。 所培养的细胞纤维连接蛋白、郁型胶原蛋白、层黏连蛋白、水通

道蛋白鄄1 的免疫荧光染色均呈阳性。 地塞米松诱导后,与对照组相比,小梁网细胞中 myocilin mRNA 和蛋白表达水平均明显

上升(P < 0. 01)。 结论:本实验中所培养的细胞通过对其特点进行检测,确定所培养的细胞为人原代小梁网细胞。
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A new method of culture and identification
of human eye trabecular meshwork cells in vitro

FAN Yu鄄chen1,GUO Tao2

(1. Department of Ophthalmology,The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030;2. Department of
Phthalmology,The Ninth People忆s Hospital Affiliated to The School of Medicine,Shanghai Jiao Tong University,Shanghai 200001,China)

[Abstract] Objective: To explore the culture of human eye trabecular meshwork cells in vitro, and establish a new method of
identifying cells according to its characters. Methods:The trabecular meshwork tissue was isolated from the eyeballs of patients with
ocular rupture injury,and corneal ring left after corneal transplantation,and the human primary trabecular meshwork cells were cultured
in vitro using tissue block adherence and digestion methods. The cell growth was observed under an inverted microscope,and the growth
rate was measured using CCK8. The fiber connection protein, type 郁 collagen protein, layer adhesion protein and water channel
protein鄄1 were identified using cell immunofluorescence staining. The cultured cells were induced using 100 nml / L of dexamethasone for
10 d,and the mRNA and protein expression levels of myocilin were detected using fluorescence quantitative PCR and western blotting,
respectively. Results:After culturing for 1 to 2 weeks, the cells began to grow out from the side of the trabecular meshwork, and
gradually increased. After passaging,the trabecular meshwork cells grew faster on 1 - 4 days,and slower on 5 - 7 days,which still
significantly higher than that on day 4(P < 0. 01). The staining of fibronectin,collagen鄄郁,laminin and aquaporin 1 in cultured cells
were positive using immunofluorescence. After dexamethasone inducing,the myocilin mRNA and protein expression levels in trabecular
meshwork cells significantly increased compared with the control group(P < 0. 01). Conclusions:The primary trabecular meshwork
cells can be identified by detecting their characteristics.
[Key words] primary glaucoma;trabecular meshwork;primary cell;culture;identification

摇 摇 青光眼是全球第一大不可逆性致盲眼病,而原

发性青光眼是其主要的类型之一[1]。 眼压升高被

认为是导致青光眼发生发展的主要危险因素[2]。
目前原发性青光眼的发病机制尚不明确,大部分研

究表明是由于青光眼病人小梁网组织及其周围环境

异常所致,使小梁网细胞外基质蛋白( extracellular
matrixc, ECM), 例如纤维连接蛋白 ( fibronectin,
FN)、郁型胶原蛋白( collagen鄄郁,COL鄄郁)、层粘连

蛋白( laminin,LN)等之间的产生与降解关系被打

破[3],造成 ECM 异常累积导致其纤维化,引起房水

外流受阻,病理性眼压升高,而眼压增高继而将导致

视网膜上的节细胞发生凋亡与死亡,最终导致病人
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不可逆性失明[4 - 6]。 研究[7] 表明,myocilin 是第一

个被确认与原发性开角型青光眼相关的基因,且在

小梁网和睫状体等眼部组织中大量存在。 据报

道[8],4%的青光眼病人存在 myocilin 基因的变异,
突变的 myocilin 不能分泌到房水当中,从而积聚在

小梁网的内质网中,造成内质网应激反应,造成眼压

升高。 在 Tg鄄MYOCy437h 小鼠中,小梁网的内质网

也发生应激反应,慢性和持续性内质网应激与

Tg鄄MYOCy437h小鼠小梁网细胞的死亡和眼压升高

有关[7]。 而且 myocilin 的表达同时也受糖皮质激素

的调控,所以又被称为小梁网诱导性糖皮质激素反

应蛋白[9],相邻组织或细胞不受这一调控反应[10]。
由于直接在人眼组织中观察小梁网组织的生理特性

和生物学功能十分困难,因此体外成功培养小梁网

细胞尤为重要。 另外,小梁网组织靠近虹膜、角膜等

组织[11],且目前 IOVS 等眼科影响力较高的杂志对

人小梁网细胞鉴定的要求越来越严格,既往报道关

于人小梁网细胞的鉴定方法已不能完全满足审稿人

的要求。 本文将利用小梁网的特性,介绍一种小梁

网细胞培养与鉴定的新方法,为更好地满足审稿人

对于人小梁网细胞的鉴定提供依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料来源摇 人小梁网细胞取材来源于眼球破

裂伤病人的眼球以及角膜移植后剩余的角膜环,破
裂伤的眼球一般在摘除后 24 h 之内取材,但由于角

膜移植手术一般于角膜捐献 4 d 后进行手术,手术

后 24 h 之内进行取材。
1. 2摇 取材方式摇 破裂伤眼球取材:在细胞房的超净

工作台中放入正置显微镜,将眼球置于显微镜操作

台上。 在无菌条件下,用手术剪沿着角巩膜缘后

3 ~ 5 mm 处环形将眼球剪开,将眼球后节、晶状体、
虹膜等弃去,保留角膜环。 在显微镜下寻找到自透

明角膜终点向外 0. 5 mm 左右,是突起的睫状突,两
者之间的网状具有色素的组织是小梁网组织,用显

微镊将其镊起,然后环形撕取整个小梁网组织。 角

膜移植手术后角膜环取材:将角膜环置于显微镜下

后,其余步骤同上。
1. 3摇 细胞培养摇
1. 3. 1摇 原代培养 摇 将取下的小梁网组织在 pH 值

为 7. 2 的 无 菌 PBS 溶 液 ( 美 国 ThermoFisher
Scientific 公司) 中漂洗 3 次后,剪成 1. 5 mm 伊
1. 5 mm组织块,种于 10 cm 皿中 (美国 Costar 公

司),在组织块上滴加一滴小梁网细胞培养液[含有

10%胎牛血清、1% 双抗、1% 谷氨酰胺的 DMEM 液

体(美国 ThermoFisher Scientific 公司)],放入 37 益、
CO2 体积分数为 5% 的培养箱(美国 ThermoFisher
Scientific 公司)中,待其贴壁,4 h 后加入 10 mL 小

梁网培养液继续培养。 1 周后进行第 1 次换液,之
后每周换液 2 次,换液前置于显微镜下观察。
1. 3. 2摇 细胞传代摇 当细胞生长融合至 80%或者组

织块附近细胞密度过大时,需进行细胞传代。 首先

将原先旧的培养液去除,用 pH 值为 7. 2 的无菌 PBS
溶液清洗 3 次,加入 1. 5 mL 0. 25%的胰蛋白酶(美
国 ThermoFisher Scientific 公司)进行消化,消化时仍

置于培养箱中。 等待 2 ~ 3 min 后,将培养皿置于显

微镜下观察,待细胞形态开始收缩变圆时加入 3 倍

胰蛋白酶体积的小梁网细胞培养液终止消化,并轻

轻吹打整个液体,使其充分融合。 然后将液体移入

15 mL 离心管中,800 r / min 离心 4 min。 最后将保

留离心管中的细胞沉淀,用 1 mL 的小梁网培养液进

行重悬,按照 1颐 3 的比例进行传代,在每个小梁网细

胞的培养皿中加入培养液使最终培养液的体积为

10 mL。
1. 4摇 小梁网细胞的生物学观察及鉴定摇
1. 4. 1摇 小梁网细胞的生物学观察摇 将长出的小梁

网细胞的培养皿置于显微镜下对小梁网的形态进行

观察。 将培养至第 3 代的人小梁网细胞按照前述方

法进行消化,铺种于 96 孔板,采用细胞计数 Kit鄄8
(CCK8,美国 MedChemExpress 公司)方法对小梁网

细胞的增殖速度进行检测。
1. 4. 2摇 小梁网细胞的鉴定摇 将培养至第 3 代的人

小梁网细胞按照前述方法消化下来,分别铺种于 6
孔板、24 孔板(在板中放置爬片)中加入培养液后置

于培养箱中培养,待其生长融合至 80%后进行细胞

鉴定。 用浓度为 10 - 7 mol / L 地塞米松(DEX)对铺

种于 6 孔板中的人小梁网细胞进行处理,10d 后

PCR、WB 检测 myocilin 表达水平的变化。 利用细胞

免疫荧光技术( ICC 法)对铺种于 24 孔板中爬片上

的小梁网细胞进行水通道蛋白鄄1 ( aquaporin 1,
AQP1)、FN、COL鄄郁、LN 染色。
1. 5摇 细胞活性检测 摇 采用 CCK8 法评价人小梁网

细胞的活性。 按照 103 个 /孔小梁网细胞置于 96 孔

板中,然后加入 CCK8 试剂。 细胞在 37 益下继续孵

育 4 h。 采用 microplate reader 测量 450 nm 处的吸

光度值来表示细胞活性。
1. 6摇 细胞免疫荧光摇 将人小梁网细胞铺种于 24 孔

板(板中放置爬片)中。 待其长满后,弃去培养液,
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PBS 溶液清洗 3 次,4% 多聚甲醛固定 30 min,PBS
溶液清洗 3 次,每次 5min,加入封闭液,室温封闭

1 h,最后加入一抗,4 益过夜,第 2 天回收一抗,加
入 PBS 溶液清洗 3 次,再向其中加入二抗,温孵育

1 h。PBS 溶液洗涤细胞后,用含有 4忆,6鄄二氨基鄄2鄄
苯基吲哚(DAPI)试剂(美国英潍捷基公司)进行

封片。 免疫染色抗体,一抗:兔多克隆 AQP1 抗体

(1颐 200,美国 Abcam 公司)、 兔多克隆 FN 抗体

(1颐 200,美国 Abcam 公司)、兔多克隆 COL鄄郁抗体

(1颐 100,Abcam)、兔多克隆 LN 抗体(1 颐 200,美国

Abcam 公司)。 二抗:羊抗兔 alexa鄄488(1颐 200,美国

英潍捷基公司)。
1. 7摇 RNA 提取及荧光定量 PCR摇 待细胞处理完毕

后,吸出旧的培养液,加入 PBS 溶液清洗 3 次,再向

每孔 加 入 1 mL Trizol 试 剂 ( 美 国 ThermoFisher
Scientific 公司),按照试剂盒(美国 Takara 公司)说

明进行 RNA 的提取。 最后在核酸定量仪中测量其

浓度,按照反转录试剂盒说明,将 RNA 最终反转录

为 1 滋g cDNA 进行后续实验。 按照荧光定量 PCR
的要求配置总管,每个 3 个复孔。 每孔包含 5 滋L
Mix、2 滋L DEPC 水、1 滋L cDNA、1 滋L 引物正义链及

1 滋L cDNA 引物反义链。
1. 8摇 细胞总蛋白提取以及 Western blotting 实验 摇
待细胞处理完毕后,弃去旧的培养液,加入 PBS 溶

液清洗 3 次,再向每孔加入 200 滋L 蛋白裂解液,按
照试剂盒(美国 ThermoFisher Scientific 公司)说明进

行细胞总蛋白的提取,再根据 BCA 法对蛋白进行定

量。 取 20 滋g 蛋白与 5 滋L 上样缓冲液进行混匀,再
放在 95 ~ 100 益的金属浴中加热 5 min 后,开始电

泳,80 V、30 min,120 V、40 min 后再进行根据蛋白

大小进行转膜,结束后将 PVDF 膜泡在 5% BSA 中

封闭 2 h,一抗 4 益孵育过夜,次日用 TBST 溶液洗

3 次,每次 10 min,二抗室温孵育 2 h,TBST 溶液洗

3 次,每次 10 min。 在膜上滴加 ECL 发光液孵育

1 min后,放入扫膜机器中扫膜,最后利用 imagej 软
件进行灰度值分析。
1. 9 摇 统计学方法 摇 采用 t 检验、方差分析和 q
检验。

2摇 结果

2. 1摇 小梁网细胞的生物学观察摇 显微镜下观察:小
梁网组织块贴壁培养 1 ~ 2 周后,开始有细胞从组织

块旁向外长出,并逐渐增多(见图 1),细胞形态呈椭

圆形、梭形等,类似于成纤维细胞,细胞核呈椭圆形

或者圆形,含有大量的细胞质,并含有少量色素颗粒

(见图 2)。 细胞生长较慢,一般 7 ~ 10 d 细胞发生

融合,传代后细胞生长速度与细胞密度有关。 CCK8
法检测结果显示:传代后小梁网细胞在第 1 ~ 4 天生

长较快,第 5 ~ 7 天生长速度有所减慢,但依然显著

高于第 4 天(P < 0. 01)(见表 1)。

1 2

! "#$%&'()*, +,-./01234
! 56*, "#$%+,-./1234

1
2

表 1摇 CCK8 法检测小梁网细胞增殖情况(x 依 s)

分组 n 细胞生存率 / % F P MS组内

第 1 天 4 99. 97 依 2. 77摇

第 4 天 4 188. 45 依 3. 42** 1 147. 65 < 0. 01 11. 045

第 7 天 4 摇 204. 50 依 3. 71**##

摇 摇 q 检验:与第 1 天比较**P < 0. 01;与第 4 天比较##P < 0. 01

2. 2摇 细胞免疫荧光染色结果摇 培养至第三代的人

小梁网细胞 FN、COL鄄IV、LN 及 AQP1 染色均呈阳性

(见图 3)。
2. 3摇 DEX 处理后人小梁网细胞中 myocilin 表达量

情况摇 与对照组相比,DEX 可使人小梁网细胞中

myocilin mRNA 水平升高 ( P < 0. 01 ) (见表 2 )。
DEX (100 滋mol / L) 刺激人小梁网细胞 10 d 后,与
对照组相比,myocilin 的蛋白表达明显增加 (P <
0. 01)(见表 3)。

摇 表 2摇 小梁网细胞中 myocilin mRNA 及 myocilin 蛋白水平

的表达情况(x 依 s)

分组 n myocilin mRNA myocilin 蛋白

对照组 3 1. 03 依 0. 52 1. 01 依 0. 17

DEX 组 3 4. 98 依 0. 77 1. 75 依 0. 20

t — 7. 36 4. 88

P — <0. 01 < 0. 01

3摇 讨论

摇 摇 人小梁网细胞的原代培养主要分为组织块贴壁

法和组织块消化法。 通过本实验室多株人小梁网细

胞培育成功的经验来看,如果材料取自于新鲜眼球

采用组织块贴壁法培养细胞成功率较高,如果材料

来源于放置数天后再行角膜移植术后的角膜环,采
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用组织块消化法较为妥当。 在培养原代细胞期间,
尽量避免移动培养皿,以防止组织脱离培养皿底,造

成组织块游离,最终大大降低细胞长出率。

A B C D

A FN; B COL- C LN; D AQP1: : Ⅳ; : :

" #$%&'()*+,-./3

摇 摇 本研究中,人小梁网细胞细胞免疫荧光染色显

示 FN、COL鄄郁、LN、AQP1 染色均呈阳性。 角膜内皮

细胞与巩膜成纤维细胞等无分泌 FN、LN 的功能,但
这可以作为鉴别小梁网细胞的一个重要特征[12]。
目前尚未有人小梁网细胞特异性标志物可用来作为

鉴定标准,但另有报道[13] 可以利用 AQP1 蛋白作为

区分标志物。 人小梁网细胞表达 AQP1,将小梁网

细胞与其附近的组织细胞进行区分。
本研究还采用了一种具有更大意义的鉴定方

法。 Myocilin 是第一个被确认与原发性开角型青光

眼相关的基因, > 4%的原发性开角型青光眼病人存

在 myocilin 基 因 的 变 异。 小 梁 网 组 织 可 分 泌

myocilin,而且受糖皮质激素的调控,所以又被称为

小梁网诱导性糖皮质激素反应蛋白,相邻组织或细

胞不受这一调控反应[14],故本研究同时利用小梁网

这一特性对其进行鉴别。
人小梁网细胞的培养是研究青光眼发病机制和

针对发病机制寻找有效治疗药物的关键基础,而成

功且严谨地对所培养出的人小梁网细胞进行鉴定更

是关键所在。
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