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Abstract Objective Our previous studies have determined that protection of taurine against hypoxia—induced retinal 

damage is associated with the function of Mtiller cells．Present study was to explore the effects of taurine on characterized skeleton 

proteins of retinal Mailer cell cultured in hypoxia． M ethods Retinal Maller cells were isolated from the SD rats aged 7 days． 

The cells were digested in 0．1 25％ and 0．25％ trypsin respectively and passaged 3 days later．Cultured ceils were identified by 

the detect of expression of glial fibrillary acidic protein(GFAP)，Vimentin and S-100，the components of cytoskeleton using 

immumofluoreseenee．Mailer cells were cultured in incubator without air and divided into hypoxia cells group，hypoxia+0．1 mmol／L 

taurine group，hypoxia+1 mmol／L taurine group，hypoxia+10 mmol／L taurine group，and the cells under the normxia condition 

were divided into four groups at the saine way．Flow eytometry was used to detect the cell cycle of the Mfiller cells．The 

eytoskeleton change was studied after 24 hours of hypoxia culture using immunofluoreseene． Results Cultured ceils showed the 

green or red fluorescene for GFAP．Vimentin respectively and green +red fluoreseene for GFAP +S-100 and Vimentin+S-100． 

The cell cycle distribution under the normxia was 72．57％ in G0／Gl phase，18．32％ in S phase and 9．12％ in G2／M phase； 

while the cells was obviously increased，and that of S and G2／M phase was decreased under the hypoxia condition．The ceils was 

obviously proliferated in S and G2／M phase but cells was significant decreased in G0／G1 phase after treatment of taurine．The 

positive cells for GFAP and Vimentin increased but the expression ratio of nuclear—cytoplasmic of S-100 decreased in hypoxia 

group．The overexpression of GFAP and Vimentin in the cells was amended and expression of returned to normal level gradually 

after pretreated with 0．1，1 and 10 mmol／L of taurine respectively． Conclusion The in vitro study suggests that taurine could 

decrease or inhibit change of specific protein of M tiller ceils induced by hypoxia． 
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摘要 目的 观察 牛磺酸对低氧培养 的视 网膜 Maller细胞特 征性骨架 蛋 白的影 响。 方 法 体外纯 化培养并 鉴定 

大 鼠视 网膜 Mailer细胞 ，流式细胞技术检测 低氧培养时牛磺酸干预对细胞周期 的影 响 ，免疫荧光法观察细胞 中的胶 质纤 

维酸性蛋白(GFAP)、波形蛋白和 S-100的变化。 结果 低氧降低 Mailer细胞 24 h活性，牛磺酸促进阻滞于 G。／G 期的 

细胞进入 s期和 G，／M期。低氧引起 Mailer细胞 GFAP和波形蛋白表达增强，S-100表达核质比降低。0．1、1、10 mmol／L 

的牛磺酸预处理减弱低氧引起 的 GFAP和波形 蛋白的过表达 。S-100表达核质 比在牛磺酸处理 后趋于正 常。 结论 低 

氧导致 的 Mailer细胞特征性蛋 白表达变化 可被 牛磺 酸减轻或阻止。 
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前期实验已证实在体 内牛磺酸防护视网膜低氧损 

伤与 Mtiller细胞功能相关 -21。MCiller细胞是视网膜 

代谢的中心 -4 3，在视 网膜感染 、糖尿病视网膜病变 、 

视网膜缺血低氧等病变 中起主要作用 。体外研究 



证明，低氧时 Mtiller细胞对神经细胞有保护作用 ，提 

示 MUller细胞不仅是代 谢 中心 ，还参 与低氧适 应调 

节。本实验以纯化 Mtiller细胞为研究对象，探讨低氧 

对其 功能 的影 响及 牛 磺酸 的保 护效 应。通 过 观察 

MUller细胞的生长特性及周期变化，Mtiller细胞特征 

蛋白胶质纤维酸性蛋 白(glial fibrillary acidic protein， 

GFAP)、波形蛋 白和 S一100的表达 ，进一步揭示牛磺酸 

促进 MUller细胞低氧适应的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验细胞 原代混养的 SD大 鼠视网膜细胞 

与纯化培养的 Mtiller细胞。 

1．1．2 主要试剂 DMEM培养基 (德 国 Hyclone公 

司)；胎牛血清 (fetal bovine serum，FBS)(奥地利 PAA 

公司)；鼠抗大鼠波形蛋 白抗体 、兔抗大鼠 S-100抗体、 

兔抗大 鼠 GFAP抗 体 (武 汉 博 士 德公 司 )；羊 抗 鼠 

FITC、羊抗兔 FITC、羊抗兔 TRITC(美 国 Santa Cruz公 

司)；其余试剂均购 自美国 Sigma公司。 

1．1．3 主 要 仪器 Shel Lab 2300培 养 箱 (美 国 

Sheldon公司)、SW—CJ—IC型超净工作 台(苏州安泰公 

司)、ELx800酶标仪 (美 国 Bio TeK公司 )、FACS-440 

流式细胞仪(美 国 BD公司)、TCS—NT型激光共焦扫描 

显微镜(德国 Leica公司)。 自制低氧罐：具有开 口盖 

子的直径为 30 em的干燥器 ，开 口处以橡皮塞密封 ，通 

过 2根管子与外界相通 ，干燥器下层为硫酸铜溶液 ，上 

层用于放置细胞培养瓶和培养板。2根管子各接 2个 

出口，管子分别与配制的混合气体罐 和真空泵相连。 

抽气时关闭混合气管，充气时关闭真空泵管。 

1．2 方 法 

1．2．1 大鼠视网膜 Mtiller细胞的纯化培养 无菌条 

件下取生后 7 d的 SD大鼠的眼球 ，青霉素和链霉素双 

抗 PBS漂洗 2次，剥离视网膜，置于 0．125％胰蛋白酶 

(含 DNA酶)中，37℃孵育 15～20 min。充分吹打 ，含 

血清的培 养基 终止 消 化，不锈 钢滤 网过滤。800～ 

1 000 r／min离心 5 min×2次，培养基重悬。调节细胞 

悬液密度为 3 X 10 个／mL并接种到培养皿 中，37℃贴 

壁 30 min后将未贴壁的细胞重悬 ，接种到 50 mL培养 

瓶。培养到 第 9天 ，将 培养 瓶密 封，放人 恒温 摇床 

200 r／min振摇 24 h。弃去培养基，PBS漂洗细胞 ，加入 

0．25％胰蛋白酶消化 15 min，以 1：2进行首次传代 ，6 h 

细胞贴壁，更换培养基 ，3 d后进行第 2次传代，作为低 

氧实验细胞 。 

1．2．2 低氧模型的建立和实验分组 低氧处理参照 

王培勇等 的方法进行。将培养细胞置于低氧罐中， 

密封好后用真空泵抽出罐内空气，然后灌注 95％N：、 

5％CO，混合气体，如此反复多次后罐 内 0 含量在 1％ 

以下 ，将低氧罐放人 37℃培养箱进行培养。根据实验 

设计的低氧时间进行低氧处理。实验分为 8组 ：(1)正 

常对照 组；(2)牛 磺 酸低 剂 量组 ：牛磺 酸终 浓 度 为 

0．1 mmol／L；(3)牛磺 酸 中剂 量组 ：牛磺酸 终浓度 为 

1 mmol／L；(4)牛 磺 酸 高 剂 量 组：牛 磺 酸终 浓 度 为 

10 mmol／L；(5)低氧组；(6)低氧 +牛磺酸低 剂量组 ： 

牛磺 酸终浓度为 0．1 mmol／L；(7)低氧 +牛磺酸中剂 

量组：牛磺酸终浓度为 1 mmol／L；(8)低氧 +牛磺酸高 

剂量组 ：牛磺酸终浓度为 10 mmol／L。 

1．2．3 Mailer细胞 的形态观察及鉴定 每 日以倒置 

显微镜观察细胞形态 ，观察细胞突起长度及细胞贴壁 

情况 。MUller细胞鉴定用标志物 GFAP、波形蛋 白、S一 

100联合 ，免疫细胞荧光双染鉴定。具体步骤：细胞爬 

片以4％多聚甲醛固定 30 min；0．3％H，0，甲醇溶液室 

温处理 3O min，灭活内源性过氧化物酶；5％ ～1O％正 

常山羊血清封闭 10 min；弃血清，爬片分为 3组，均滴 

／f／1：140 L的一抗，分别为鼠抗波形蛋白抗体 、鼠抗 S-100 

抗体、兔抗 GFAP抗体(阴性对照实验以 PBS代替一 

抗)，37℃孵育 l h或室温振摇 30 rain后 ，4 qC过夜； 

PBS漂洗 3次后 ，滴加 100 IxL第一种荧光素标记的二 

抗工作液，分别是羊抗 鼠 FITC、羊抗鼠 FITC、羊抗兔 

FITC 37℃ ，孵育 30 min；PBS漂洗 ，滴加 40 L第二抗 

体 的一抗 ，分别是兔抗 GFAP抗体 、兔抗 S-100抗体、 

兔抗 S-100抗体 ，37℃孵育 l h或室温振摇 30 min后 ， 

4℃过夜；PBS漂洗 3次后 ，滴加 100 L第二种荧光素 

标记的二 抗工 作液 ，均 是 羊抗兔 TRITC，37℃ 孵育 

30 min；PBS充分漂洗后 10％甘油封片 ，激光共焦显微 

镜观察照相(最大激发波长 ：490～500 nm，最大发射波 

长 510～520 nm)。 

1．2．4 流式细胞术 检测细胞周期 以纯化 的 MUller 

细胞制备细胞密度为 3 X 10 个／mL的细胞悬液 ，接种 

于 50 mL培养瓶，每瓶接种5 mL，6 h后换液分组，处理 

组加人牛磺酸处理 24 h后换液 ，加入新培养基和牛磺 

酸，立即进行低氧处理 。24 h后取出培养瓶，消化收集 

各组细胞，800～1 000 r／min离心 5 min，PBS漂洗 ，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。以 一20。【=的70％冷乙醇吹打，继续置于4℃ 

冰箱固定 12 h以上，期间颠倒混合细胞数次，制得单细 

胞悬液 ，密度调整至 l0 个／mL。加入 RNase 37℃反应 

30 min，冰浴中止反应 ，碘化丙啶 4℃闭光染色 30 min， 

用 300目尼龙 网过滤后上流式细胞仪，测定10000个细 
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胞 D N A 含 量 和 G
。

／G
， 、

S 及 G
：

／M 期 细 胞 比 例 。

1 ． 2 ． 5 免 疫 细 胞 化 学 荧 光 染 色 方 法 检 测 骨 架 蛋 白

低 氧 2 4 h 后 M t i l l e r 细 胞 特 征 蛋 白 G F A P
、 波 形 蛋 白 和

S - 1 0 0 表 达 ， 方 法 同 1 ． 2 ． 3 。 分 析 5 0 个 细 胞 的 相 对 荧

光 值 。

1 ． 3 统 计 学 方 法

采 用 S P S S 1 0 ． 0 统 计 学 软 件 对 数 据 进 行 统 计 学 处

理 。 计 量 资 料 所 有 数 据 均 以 z ± s 表 示 ， 对 所 有 数 据 资

料 的 方 差 齐 性 检 验 进 行 L e v e n e 分 析 示 方 差 齐 。 不 同

浓 度 牛 磺 酸 处 理 后 低 氧 培 养 的 M a i l e r 细 胞 在 不 同 细

胞 周 期 的 分 布 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 不 同 浓 度 牛

磺 酸 处 理 组 间 的 多 重 比 较 采 用 L S D — t 检 验 。
P < 0 ． 0 5

为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 M t i l l e r 细 胞 的 纯 化 培 养

原 代 视 网 膜 细 胞 培 养 2 4 h 后 ， 细 胞 聚 集 并 贴 壁 。

接 种 第 3 天 ， 细 胞 逐 渐 爬 出 细 胞 团 。 第 7 天 ， 细 胞 分 散

生 长 ， 下 层 细 胞 平 铺 于 培 养 瓶 表 面 ， 上 层 细 胞 有 大 量 突

起 长 出 ( 图 1 A ) 。 混 养 的 视 网 膜 细 胞 培 养 至 第 9 天 ， 经

过 振 摇 2 4 h 后 ， 上 层 细 胞 减 少 至 5 ％ 以 下 ， 培 养 基 中 含

有 大 量 细 胞 碎 片 和 小 细 胞 ；下 层 细 胞 分 布 均 匀 ， 生 长 良

好 。 经 过 消 化 传 代 ， 细 胞 贴 壁 快 ，
3 0 m i n 细 胞 开 始 贴

壁 ， 并 且 很 快 铺 展 长 出 突 起 ，
4 h 有 8 0 ％ 细 胞 贴 壁 ，

6 h

有 9 0 ％ 细 胞 贴 壁 ， 更 换 培 养 基 后 继 续 培 养 至 细 胞 长 至

铺 满 瓶 底 ， 继 续 传 代 ， 得 到 第 2 代 细 胞 ( 图 1 B ) 。 以

M t i l l e r 细 胞 特 征 性 标 识 物 波 形 蛋 白 、
S - 1 0 0 和 G F A P 对

细 胞 进 行 鉴 定 ， 结 果 所 有 细 胞 的 3 种 抗 体 染 色 均 呈 阳

性 ( 图 1 C
，

D
，

E ) ， 证 明 经 过 纯 化 处 理 后 的 细 胞 是

M t i l l e r 细 胞 。

2 ． 2 纯 化 M t i l l e r 细 胞 的 生 长 特 性 及 牛 磺 酸 对 低 氧 下

细 胞 活 性 的 影 响

纯 化 的 M t i l l e r 细 胞 在 传 代 1 ～ 3 d 处 于 增 生 期 ，
4

～ 7 d 处 于 稳 定 生 长 期 ， 继 续 培 养 1 周 后 开 始 衰 退 。 我

们 采 用 第 2 代 细 胞 进 行 低 氧 实 验 ， 低 氧 时 间 处 于 细 胞

的 增 生 期 。 流 式 细 胞 术 检 测 分 析 表 明 ， 正 常 氧 条 件 下

M a i l e r 细 胞 增 生 活 跃 ， 其 周 期 分 布 ： G
。

／G
． 期 为

7 2 ． 5 7 ％ ，
S 期 为 1 8 ． 3 2 ％ ，

G
，

／M 期 为 9 ． 1 2 ％ 。 低 氧 可

导 致 M a i l e r 细 胞 增 生 严 重 受 抑 ，
G

。
／G 1 期 细 胞 显 著 增

加 ，
S 期 和 G ，

／M 期 细 胞 大 大 减 少 。 牛 磺 酸 处 理 组 处

于 s 期 和 G
：

／M 期 的 细 胞 明 显 增 多 ，
G

。
／G

．期 的 细 胞 随

着 牛 磺 酸 剂 量 的 增 加 而 减 少 ， 由 低 氧 时 的 9 0 ． 8 8 ％ 降

为 8 5 ． 2 8 ％ 、
8 0 ． 2 5 ％ 和 7 7 ． 9 3 ％

， 但 仍 然 高 于 正 常 对

照 。 牛 磺 酸 处 理 组 s 期 细 胞 分 别 提 高 至 1 0 ． 8 1 ％ 、

1 3 ． 7 7 ％ 和 1 5 ． 4 0 ％
， G ，

／M 期 细 胞 分 别 提 高 至 3 ． 9 1 ％ 、

5 ． 9 8 ％ 和 6 ． 6 7 ％ ( 表 1 ) 。 低 氧 使 细 胞 周 期 阻 滞 于 G
。

／

图 1 M i i l l e r 细 胞 的 培 养 及 鉴 定 A ：原 代 视 网 膜 混 养 细 胞 培 养 7 d B ：纯 化 的

第 2 代 M o i l e r 细 胞 C ： V i m e t i n ( 绿 色 ) 联 合 G F A P ( 红 色 ) 鉴 定 M O i l e r 细 胞 D ：

V i m e t i n ( 绿 色 ) 联 合 s ． 1 0 0 ( 红 色 ) 鉴 定 M t i l l e r 细 胞 E ： G F A P ( 绿 色 ) 联 合 S - 1 0 0 ( 红

色 ) 鉴 定 M O i l e r 细 胞

F i g ． 1 C u l t u r e a n d i d e n t i f i c a t i o n o f M o i l e r c e l l A ：7 d a y s a n e 0 p r i m a r y c u l t u r e o f M fi l l e r

c e l l s B ：P u r i f i e d M O i l e r c e l l s C ： C u l t u r e d c e l l s s h o w t h e g r e e n a n d r e d fl u o r e s c e n e f o r

V i m e t i n + G r A P D ：C u l t u r e d c e l l s s h o w t h e g r e e n a n d r e d f l u o r e s c e n e fo r V i m e t i n + S 一 1 0 0

E ：C u l t u r e d c e l l s s h o w t h e g r e e n a n d r e d fl u o r e s e e n e f o r G F A P + S 一 1 0 0

G
．期 ， 牛 磺 酸 使 阻 滞 于 G

。
／G

。期 的 细 胞 减 少

而 S 期 和 G
：

／M 期 细 胞 增 多 ， 细 胞 增 生 能 力

得 到 提 高 ， 但 仍 低 于 正 常 水 平 。

表 1 牛 磺 酸 对 低 氧 M i i l l e r 细 胞 周 期 的 影 响 ( n = 3 )

T a b l e 1 E f f e c t o f t a u r i n e o n c e l l c y c l e u n d e r

t h e h y p o x i a c o n d i t i o n ( n = 3 )

西 “ ”
—

i G 石／G

— — — —

S

— — — —

G 历／M
0 l 2

“
P < 0 ． 0 5 ∥s r e s p e c t i v e c o n t r o l v a l u e ：

。

P < 0 ． 0 5 " s h y p

v a u l e ( O n e - w a y A N O V A
，

L S D — t t e s t )

H y p ： h y p o x i a g r o u p ．
H y p + L — T a u ： h y p o x i a + 0 ． 1 m m o l ／L

t a u r i n e g r o u p ． H y p + M — T a u ： h y p o x i a + 1 m m o I ／L t a u r i n e

g r o u p ，
H y p + H — T a u ：h y p o x i a + 1 0 m m o lf L t a u r i n e g r o u p

2 ． 3 低 氧条件 下 M t i l l e r 细 胞 特 征 蛋 白的变 化

G F A P
、 波 形 蛋 白 、

S - 1 0 0 为 M t i l l e r 细 胞



的 细 胞 骨 架 成 分 。 免 疫 细 胞 化 学 荧 光 染 色 结 果 显 示 ，

低 氧 后 胞 浆 G F A P 的 表 达 均 增 强 ， 牛 磺 酸 预 处 理 后 ， 其

表 达 下 降 ，
0 ． 1 m m o l ／L 、 1 m m o l ／L 的 牛 磺 酸 使 G F A P 下

降 至 正 常 水 平 ，
1 0 m m o l ／L 的 牛 磺 酸 降低 G F A P 至 正 常

水 平 以 下 。 低 氧 使 G F A P 表 达 强 度 提 高 了 0 ． 5 6 ％
，

0 ． 1 m m o l ／L
、

1 m m o l ／L 的 牛 磺 酸 使 低 氧 后 的 G F A P 荧 光

强 度 与对 照 组 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义 ；10 m m o lf L 的

牛 磺 酸 低 氧 组 荧 光 强 度 减 至 正 常 的 0 ． 8 4 ％ ( 图 2 A ) ，

表 明 牛 磺 酸 能 明 显 降低 低 氧 诱 导 的 M a i l e r 细 胞 G F A P

的 过 表 达 。 波 形 蛋 白 为 M t i l l e r 细 胞 中 间 丝 成 分 ， 正 常

氧 条 件 下 ， 牛 磺 酸 使 波 形 蛋 白 的 表 达 略 有 降 低 ，
0 ． 1

、 1 、

1 0 m m o l ／L 的 牛 磺 酸 仅 使 V i m e n t i n 表 达 下 降 了

1 ． 2 5 ％ 、 5 ． 0 3 ％ 和 8 ． 2 2 ％ 。 低 氧 使 波 形 蛋 白 表 达 明 显

提 高 ， 为 对 照 组 的 2 ． 3 2 倍 ， 牛 磺 酸 使 升 高 的 波 形 蛋 白

下 降 ， 下 降 程 度 与 牛 磺 酸 剂 量 有 关 ，
0 ． 1

、
l

、
1 0 m m o l ／L

占 6 0

重 5 0

童 4 0

2 3 0
皇

l 2 0

§ 10

主 0

言
c

- 6

7

。

0

．i 4

5

：
l 3 0

l
2

。。

0

乞 0

的 牛 磺 酸 使 波 形 蛋 白表 达 下 降 了 1 8 ． 2 0 ％ 、
3 0 ． 8 8 ％ 和

3 7 ． 6 5 ％ ( 图 2 B ) ， 明 显 高 于 正 常 氧 条 件 下 的 表 达 ， 提 示

牛 磺 酸 在 低 氧 时 降 低 波 形 蛋 白表 达 的 作 用 更 强 ， 但 无

论 是 否 加 入 牛 磺 酸 ， 低 氧 使 波 形 蛋 白 表 达 增 强 的 作 用

是 显 著 的 。 S - 1 0 0 在 胞 浆 、 胞 核 中 均 有 表 达 ， 胞 核 中 表

达 较 强 。 低 氧 和 牛 磺 酸 对 其 表 达 的 影 响 主 要 是 引 起 表

达 部 位 出 现 了 改 变 ， 表 现 为 低 氧 后 胞 浆 中 表 达 增 强 ， 在

胞 核 中 表 达 减 弱 ， 即 核 质 比 降 低 ， 牛 磺 酸 的 作 用 使 核 质

比 上 升 。 定 量 分 析 结 果 表 明 ， 低 氧 2 4 h 后 ，
S - 1 0 0 核 质

比 降 低 到 正 常 对 照 的 6 5 ． 3 9 ％ 。 正 常 氧 条 件 下 0 ． 1 、
1

、

1 0 m m o l ／L 的 牛 磺 酸 使 S - 1 0 0 的 核 质 比 提 高 了

2 ． 2 8 ％ 、 3 ． 3 3 ％ 和 5 ． 3 2 ％
， 低 氧 下 则 使 核 质 比 提 高 了

2 9 ． 0 0 ％ 、
3 1 ． 9 5 ％ 和 3 3 ． 2 0 ％ ( 图 2 C ) ， 提 示 牛 磺 酸 提

高 S - 1 0 0 核 质 比 的 作 用 在 低 氧 时 更 强 。 就 剂 量 对 核 质

比 的 影 响 来 说 ， 实 验 设 定 的 3 个 剂 量 的 效 果 差 别 不 大 。

h
1 ．

i 1 ．

至 1 ．

� 量

罟 0 ．

1 0 ．

墨0 ．

呈 0 ．

_工

图 2 牛 磺 酸 对 低 氧 下 M i i l l e r 细 胞 特 征 蛋 白 的 影 响 A ：G F A P 表 达 B ：波 形 蛋 白 表 达 C ：S - 1 0 0 表 达 * P < 0 ． 0 5 m 各 自的

c o n t r o l 值 ，
# P < 0 ． 0 5 " 5 各 自的 h y p 值 ( A ：F = 4 3 ． 0 1 0

，
P = 0 ． 0 3 2 B ：F = 1 0 2 5 4 0

，
P = 0 ． 0 0 1 C ：F = 3 9 ． 5 4 0

，
P = 0 ． 0 3 8 )

F i g 2 E f f e c t o f t a u r i n e O h c h a r a c t e r i s t i c p r o t e i n o f M a i l e r c e l l i n h y p o x i a A ：G F A P e x p r e s s i o n B ：V i m e n t i n e x p r e s s i o n C ：S - 1 0 0 e x p r e s s i o n

} P < 0 ． 0 5 z U r e s p e c t i v e c o n t r o l v a l u e ；# P < 0 ． 0 5 v s r e s p e c t i v e h y p v a l u e ( A ：F = 4 3 0 1 0
，

P = 0 ． 0 3 2 B ： F ： 1 0 2 ． 5 4 0
，

P = 0 ． 0 0 1 C ： F =

3 9 5 4 0 ． 尸 = 0 0 3 8 )

3 讨 论

视 网 膜 节 细 胞 死 亡 是 视 神 经 疾 病 的 最 后 通 路 ， 低

浓 度 的 谷 氨 酸 ( 2 5 ~ m o l ／L ) 即 可 降 低 节 细 胞 的 存 活

率 ， 当节 细 胞 与 M i i l l e r 细 胞 共 培 养 时 ， 其 存 活 率 有 所

提 高 。 研 究 发 现 M t i l l e r 细 胞 不 仅 对 神 经 元 起 营 养 支

持 作 用 ， 同 时 还 参 与 了 视 网 膜 内 神 经 递 质 ／抑 质 的 调

节 ， 其 本 身 也 可 能 产 生 兴 奋 性 作 用 。 低 氧 引 起 神 经 细

胞 代 谢 紊 乱 ， 进 而 刺 激 M t i l l e r 细 胞 分 泌 细 胞 活 性 物

质 ， 为 了 避 免 视 网 膜 神 经 细 胞 的 影 响 ， 单 独 研 究 M O i l e r

细 胞 对 低 氧 的 反 应 及 牛 磺 酸 对 M a i l e r 细 胞 的 直 接 作

用 。 本 实 验 通 过 三 步 法 制 备 纯 化 的 M t i l l e r 细 胞 进 行

低 氧 研 究 。 即 利 用 成 纤 维 细 胞 的 快 速 贴 壁 性 、
M a i l e r

细 胞 在 成 熟 期 具 有 的 强 贴 壁 性 和 神 经 细 胞 在 体 外 不 增

生 、 不 能 传 代 的 特 性 ， 通 过 1 次 短 时 贴 壁 ，
1 次 振 摇 ，

2

次 传 代 获 得 纯 化 的 M O i l e r 细 胞 ， 经 过 鉴 定 获 得 的

M ~i l l e r 细 胞 纯 化 度 极 高 ， 在 传 代 第 2 ～ 5 代 性 能 稳 定 ，

存 活 时 间 长 ， 细 胞 形 态 理 想 ， 适 于 评 价 牛 磺 酸 的 抗 低 氧

效 应 。 在 猪 肾 细 胞 的 低 氧 实 验 中 加 人 1
、

1 0
、

2 0 m m o l ／L

的 牛 磺 酸 时 ， 以 台 盼 蓝 染 色 评 价 细 胞 存 活 率 和 复 氧 后

的 能 量 状 态 ， 发 现 预 先 在 培 养 介 质 中 加 入 牛 磺 酸 的 细

胞 活 性 呈 现 剂 量 一 效 应 关 系 ， 在 低 氧 后 加 入 牛 磺 酸 则

无 效
‘⋯

。 因 此 ， 牛 磺 酸 给 药 时 间 在 低 氧 前 2 4 h
。 对 细

胞 周 期 的 分 析 发 现 ， 低 氧 使 大 部 分 细 胞 滞 留 于 G
。

／G
．

期 ，
s 期 和 G ， ／M 期 细 胞 大 量 减 少 ， 牛 磺 酸 以 剂 量 依 赖

方 式 促 进 细 胞 进 入 s 期 和 G
，

／M 期 ， 牛 磺 酸 促 进 了

M ~i l l e r 细 胞 的 增 生 。 因 此 ， 牛 磺 酸 可 能 通 过 改 变 细 胞

周 期 而 提 高 细 胞 的 活 性 。

G F A P
、 波 形 蛋 白 、

S - 1 0 0 为 M t i l l e r 细 胞 的 特 征 蛋

白
” ” “

。

。 在 视 网 膜 病 理 改 变 中 可 见 其 表 达 异 常 。 链

尿 佐 菌 素 诱 导 的 糖 尿 病 大 鼠 5 ～ 6 周 可 发 现 M O i l e r 细

胞 的 G F A P 表 达 上 升 。 糖 尿 病 时 毛 细 血 管 周 围 胶 质 细

? I

岬I

—

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ，
． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

L
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胞反应性增强 ，同时伴有 S-100表达 的明显上升。但 

当毛细血管堵塞时 ，周 围胶质细胞 S-100表达则无 明 

显变化 j。波形蛋 白为 Mailer细胞 的骨架成分之 
一

，对 Mailer细胞起支持作用。GFAP、S-100在细胞浆 

和细胞核中均有表达 ，S-100在细胞核 中表达高 ，说 明 

GFAP和 S-1O0参与构成 Mailer细胞的基本形态 ，可能 

与 Muller细胞多种生理活 动有关。本 实验 中观察 到 

在 MUller细胞细胞浆 中波形蛋 白大量表达，波形蛋 白 

在 Mtiller细胞突起 中含量丰富 ，其分布方 向与突起伸 

展方向一致 ，可能与参与 了突起 的位置定 向。在细胞 

核中未见波形蛋 白表达 ，说 明波形蛋 白不参与核内活 

动。低氧对 Mailer细胞特征蛋 白的影 响为 ，低氧引起 

GFAP和波形蛋 白表达增强 ，表明 MUller细胞低氧 时 

GFAP和波形蛋 白反应性增强。波形蛋 白的荧光染色 

可见细胞 中间丝排列紊乱 ，说明低 氧对 Mtiller细胞骨 

架系统造成损伤。S-100表达核质 比降低 ，S-100在细 

胞核 中表达下 降提示低 氧也影响到 MUller细胞 核 内 

某些活动 。0．1、1、10 mmol／L的牛磺酸引起 GFAP和 

波形蛋 白表达增强减弱 ，S-100表达核质 比在 0．1、1、 

10 mmol／L的牛磺酸处理后增强。这些结果提示牛磺 

酸可影 响 Mailer细胞 核内的活动，而 HIF．1的激活是 

在核内进行的 ，前期的体 内实验证实牛磺酸能够调控 

HIF．1通路 的某 些 因子 ，因 此，牛 磺 酸 对低 氧 时 

MUller细胞 GFAP、波形 蛋 白、S-1O0的调节 与 Mailer 

细胞的低氧适应有关 。 
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