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【关键词】　角膜内皮细胞；细胞培养；体外
【摘要】　角膜内皮功能失代偿引起的失明可通过角膜移植来治疗。人们通过体外培养角
膜内皮细胞并使其增殖，进行角膜内皮细胞移植和角膜组织工程学研究。目前常用的分

离角膜内皮细胞的方法是从供体上撕除后弹力层和角膜内皮层，利用酶消化作用使角膜

内皮细胞分离。常用的培养基为基础培养基加各种生长因子。这些生长因子在一定程度

上促进细胞增殖，但培养的角膜内皮细胞长期传代后仍难以维持正常的细胞形态和功能。

基因转染技术建立了永生化角膜内皮细胞系，有关细胞周期、信号通路和离子通道的研究

成果也促进了角膜内皮细胞体外培养的研究进展。本文综述了角膜内皮细胞体外培养各

个环节的最近进展。

角膜维持透明的关键在于角膜内皮细胞（ｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＣＥＣ）
拥有正常的屏障功能和泵功能。成年人的ＣＥＣ不具备有丝分裂的能力，损伤
修复的方式是正常细胞移行和代偿。当受到各种物理化学因素的严重损伤导

致细胞密度小于３００～５００ｍｍ－２时，会出现角膜内皮功能失代偿、角膜水肿混
浊，甚至失明。常规的治疗方法是穿透性角膜移植和角膜内皮移植，但由于角

膜供体来源受限，且有限的角膜供体中内皮细胞质量严重影响治疗的效果。

因此体外培养ＣＥＣ并促其增殖，用于 ＣＥＣ移植或作为组织工程学角膜构建
的种子细胞，一直是研究的热点。本文就 ＣＥＣ体外培养的研究进展综述
如下。

１　种子细胞的提取

体外培养ＣＥＣ首先要提取种子细胞，方法包括机械刮除法、组织贴块法、
揭膜法、揭膜消化两步法［１１０］。目前最常用的方法

是揭膜消化两步法，即在显微镜下从供体角膜周边
到中央部完整撕除后弹力层和角膜内皮层，然后利

用胶原酶、分散酶或胰蛋白酶／ＥＤＴＡ等［４８］进行消

化，在显微镜下观察到细胞变圆、间隙变大时加入血

清终止消化，经过漂洗、离心后获得种子细胞进行接

种培养。该法优点是效率较高，缺点是揭膜时需要

熟练的操作技巧，且可能会有角膜基质细胞混入。

由于不同的供体角膜后弹力层厚度有差异，特别薄

或粘连很紧的后弹力层很难揭下，甚至可能出现部

分撕裂［９］。因此有学者将揭膜的方法进行改进，利

用类似于后弹力层角膜内皮移植术中使用的真空吸
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引器进行分离，可以提高分离效率和降低操作难

度［３４］。

２　ＣＥＣ的纯化

在种子细胞提取过程中，可能会混入基质层的

角膜细胞，可以采用以下方式进行纯化。（１）Ｅｎ
ｇｅｌｍａｎｎ等［１１］使用不含有 Ｌ缬氨酸的选择性培养
基，添加Ｄ缬氨酸进行培养，在培养过程中去除角膜
成纤维细胞。（２）磁性细胞分选术：该法的基本原理
是在磁性微球或磁纳米颗粒表面修饰具有生物活性

的抗体，在外加磁场的作用下利用抗体和细胞的特

异性结合，快速有效地将细胞分离，包括阳性分选和

负性耗尽两种方法。Ｐｅｈ等［１２］利用抗成纤维细胞抗

体磁珠标记的负性消耗法将混入 ＣＥＣ的大部分成
纤维细胞耗尽，可以增加细胞的获取量，分离效率较

高。（３）应用转化生长因子受体抑制剂：Ｏｋｕｍｕｒａ
等［１３］应用一种选择性 ＴＧＦβ受体抑制剂 ＳＢ４３１５４２
可以清除成纤维细胞，促进培养的 ＣＥＣ形成接触抑
制单层细胞。

３　ＣＥＣ的鉴定

３．１　细胞形态学　用相差显微镜或电子显微镜进
行观察，并进行茜素红染色，细胞呈现六边形是原代

ＣＥＣ的典型表现，培养的ＣＥＣ多呈现多边形外观。
３．２　标志性蛋白和表面分子的检测　ＣＥＣ缺乏特
异性标志物，通常采用多种标志物联合检测来鉴定。

（１）细胞标志物：包括胶原Ⅷ α１、内皮细胞特异性底
物神经元特异性烯醇化酶、Ⅳ型胶原 α１和 α２、基
底膜蛋白聚糖（ｐｅｒｌｅｃａｎ）。（２）ＣＥＣ功能蛋白：ＣＥＣ
具有紧密的细胞连接和泵功能，可以通过一些细胞

连接和通道的关键性蛋白检测来确定 ＣＥＣ的功能，
包括水通道蛋白、Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶和间隙连接蛋白
４３等，目前最常用的是水通道蛋白和 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ
酶。Ｃｈｅｏｎｇ等［１４］认为 ＧＰＣ４（Ｇｌｙｐｉｃａｎ４）和 ＣＤ２００
是可以将 ＣＥＣ和基质成纤维细胞相鉴别的细胞表
面标志物。

３．３　基因水平鉴定　通过 ＰＣＲ检测总 ＤＮＡ、ＲＴ
ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ鉴定是否ＣＥＣ。Ⅳ型胶原是内皮源
性的特异性基因，检测Ｋ３和Ｋ１２可排除角膜上皮细
胞的污染。Ｃｈｎｇ等［１５］认为 ＳＬＣ４Ａ１１、ＣＯＬ８Ａ２、
ＣＹＹＲ１这组基因是鉴别ＣＥＣ的可靠的基因标记。

４　培养基的选择

ＣＥＣ生长需要的培养基由基础培养基加不同的
营养物质和生长因子混合而成，不同的实验室有不

同配方的培养基［４，８，１６２２］。近年来报道的基础培养基

包括：ＤＥＭＥ、ＯｐｔｉＭＥＭ１、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ｈａｍ’ｓＦ１２／
Ｍ１９９、ＣＥＭ。添加的营养成分包括：胎牛血清、胰岛
素、转铁蛋白、硒、抗生素等。内皮素１加入培养基
可促进ＣＥＣ增殖，而氯通道阻断剂５硝基２（３苯丙

胺）苯甲酸对内皮素１有浓度依赖性抑制作用［２３］。

Ｌｉ等［８］发现用于上皮细胞培养的 ＳＨＥＭ培养基在
ＣＥＣ培养中也能使 ＣＥＣ有效扩展。来源于鼠细胞
的ＮＩＨ３Ｔ３的条件培养基（ＮＩＨ３Ｔ３ＣＭ）培养 ＣＥＣ
效率较高，但存在异种抗原干扰的问题［２４］。

Ｐｅｈ等［２］比较了四种不同配方的培养液（Ｍ１：
ＤＥＭＥ、Ｍ２：ＯｐｔｉＭＥＭ１、Ｍ３：ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ｍ４：Ｈａｍ’ｓ
Ｆ１２／Ｍ１９９），发现 Ｍ２和 Ｍ４能显著促进细胞增殖，
并能促使细胞中Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶和水通道蛋白特异
性膜蛋白的表达，而Ｍ１和Ｍ３培养的细胞分别只能
在第一代和第三代以内保持增殖能力。ＣＥＣ在 Ｍ２
和Ｍ４中培养时三代以内可以维持特殊的细胞形
态［２５］。

在培养基中加入细胞外基质成分可促进体外培

养ＣＥＣ黏附和增殖。这些成分包括胶原、硫酸软骨
素、层粘连蛋白、纤连蛋白等人工基质，以及骨髓间

充质干细胞［３，８９，２６２７］、鼠胚胎干细胞、牛 ＣＥＣ分泌的
细胞外基质［２７２８］，羊膜［２２］及羊水［２９］。Ｃｈｏｉ等［３０］发

现壳聚糖包被培养板亦能促进增殖。

５　影响体外培养的ＣＥＣ增殖的因素

５．１　供体的条件　供体的年龄、全身健康状况、死
亡原因、ＣＥＣ细胞密度、供体死亡到保存的时间和供
体角膜的保存期都会影响ＣＥＣ的培养［２７３３］。

由于ＣＥＣ具有随年龄变化的特征，年龄越大
ＣＥＣ细胞密度降低越明显。来自人类胚胎和２０岁
以下供体的ＣＥＣ体外更容易长期培养，且年轻供体
的ＣＥＣ相比高龄供体来源的ＣＥＣ反应更迅速，进入
细胞周期时间更短，具有有丝分裂象的细胞数量更

多［２９，３１３２］。

５．２　细胞来源的解剖位置　大多数学者认为与来
自中央的ＣＥＣ相比，来自周边角膜的ＣＥＣ保留着更
高的复制潜能，是分离 ＣＥＣ进行体外培养的最佳解
剖位置［７，３３］。而Ｋｏｎｏｍｉ等［３４］则认为中央与周边角

膜取材的 ＣＥＣ无论是细胞形态还是增殖能力都没
有明显差别。

５．３　接种的细胞密度　Ｐｅｈ等［３５］将第二代 ＣＥＣ按
照 ２５００ｃｍ－２、５０００ｃｍ－２、１００００ｃｍ－２和 ２００００
ｃｍ－２的细胞密度进行接种培养，发现低密度组增殖
率高于高密度组，但在统计学上无显著性差异，他们

认为最理想的细胞接种密度是１００００ｃｍ－２，可以在
第三代获得（１．０～２．５）千万个细胞，且细胞能维持
ＣＥＣ特有的形态。Ｐａｔｅｌ等［３６］认为培养的 ＣＥＣ细胞
密度低于２０００ｃｍ－２时细胞增殖明显。Ｓｉｎｇｈ等［３７］

将牛ＣＥＣ以 ＜１０００ｃｍ－２、≥１０００～２０００ｃｍ－２和 ＞
２０００ｃｍ－２密度培养，发现细胞密度低时会出现膜屏
障功能降低，对小分子物质通透性增加。

６　促进ＣＥＣ增殖的方法

６．１　带温度反应性的培养表面　带温度反应性的
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培养表面ＰＩＰＡＡｍ能促进 ＣＥＣ的黏附和生长，可获
得较高的细胞密度和细胞活性，估计与 ＣＥＣ存在温
度敏感性瞬时受体电位通道有关［２１］。

６．２　半胱氨酸　Ｓｈｉｎ等［３８］发现高浓度的半胱氨酸

可以抑制ＲＯＳ生成，减少氧化损伤介导的ＣＥＣ细胞
死亡，然而半胱氨酸对于无氧化应激的 ＣＥＣ有毒性
作用。

６．３　Ｒｈｏ激酶抑制剂　Ｒｈｏ激酶抑制剂Ｙ２７６３２通
过抑制Ｒｈｏ／ＲＯＣＫ信号，可改变 ＣＥＣ的静息电位和
回路，促进食蟹猴ＣＥＣ的黏附，抑制细胞凋亡，增加
细胞数量［３９４１］。

６．４　基因转染技术的应用　近年来，利用基因转染
的方式，将一些特定的基因转染到 ＣＥＣ上，建立细
胞系进行培养，可以抑制细胞凋亡和促进增殖，显著

延长了传代代数和增殖能力。转染的基因包括逆转

录病毒ｐＬＸＳＮ１６Ｅ６Ｅ７、Ｃｄｋ４Ｒ２４、端粒酶逆转录酶
基因、ＨＩＶ１、鼠白血病毒、疱疹性口腔炎病毒糖蛋白
基因、改良的泡沫病毒膜蛋白基因和原型泡沫病毒

假型等［４２４５］，可建立“永生化”ＣＥＣ细胞系。

７　问题与展望

ＣＥＣ在很多实验室体外培养均获得成功，基因
转染技术可以建立“永生化”细胞系。Ｆａｎ等［４６］应用

非基因转染技术也可以将人ＣＥＣ培养传代长达２２４
代。尽管如此，ＣＥＣ体外长期培养并应用于临床仍
面临许多挑战。（１）大部分长期培养的培养基配方
中都需要加入牛血清，存在病原体污染的风险。（２）
ＣＥＣ增殖能力有限，长期培养后易出现细胞形态改
变，趋向于成纤维细胞形态、功能蛋白表达减少等问

题。（３）大部分培养的人 ＣＥＣ来源于年老供体，传
代时间短和增殖能力差，更容易出现不规则形细胞。

（４）基因转染技术建立的细胞系存在成瘤的风险和
病毒的细胞毒性问题。

如何更优化长期培养，使 ＣＥＣ传代后仍能良好
地保持细胞形态、功能表型和增殖能力，避免潜在的

感染、成瘤和细胞毒性成为未来的研究热点。关于

ＣＥＣ细胞周期、信号通路和离子通道的研究将进一
步促进ＣＥＣ体外培养的研究进展，使体外培养长期
传代的ＣＥＣ在临床上的应用变为现实。
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