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家兔(Oryctolagus curiculus)角膜内皮 
细胞系的建立 
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摘要    为了建立兔角膜内皮(RCE)细胞系, 以家兔角膜为实验材料对RCE细胞的体外培养及其

细胞系的建立进行了研究. 取活家兔角膜, 采用内皮面朝下进行贴板培养, 并利用时间梯度连续

揭膜法筛选出仅含有纯净 RCE 细胞的培养孔, 收集纯一的 RCE 细胞悬浮于含有硫酸软骨素氧化

降解物、牛眼生素、表皮细胞生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、家兔角膜基质细胞培养液、

羧甲基壳多糖、N-乙酰葡萄糖盐酸盐和氨基葡萄糖盐酸盐的 DMEM/F12 培养液(20%胎牛血清)
中, 置 CO2培养箱中启动原代培养. 启动培养的 RCE 细胞呈四角形或多角形, 3 周后即可长成单

层. 在随后的继代培养中, RCE 细胞的形状逐渐由多角形变为成纤维样. RCE 细胞生长状态稳定, 
现已被传至 67 代, 已经建成了一个新的连续性 RCE 细胞系. 经鉴定, 该细胞系细胞的群体倍增

时间约为 53.8 h; 第 67代培养细胞的特征性染色体数目为 44条, 但出现了染色体的非整倍性. 综
合特征性染色体数目、抗神经元特异性烯醇化酶(NSE)抗体的免疫细胞化学染色、血管内皮生长

因子(VEGF165)实验和形态回复实验的研究结果, 证明该细胞系确为家兔角膜内皮细胞系, 为哺

乳动物角膜内皮细胞的理论研究及人造角膜内皮的研制奠定了基础. 
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家兔 

哺乳动物角膜内皮由单层六角形内皮细胞镶嵌

而成, 这层细胞在成年后失去了分裂能力, 局部细胞

损伤后只能依靠邻近细胞扩张和移行来填补缺损  
区 [1]. 一旦角膜内皮细胞密度低于维持内皮细胞生理

功能的临界密度 , 角膜将出现不可逆之病变而致  
盲 [2,3]. 这类角膜病是一种常见的致盲眼病, 其患者

绝大多数可以通过角膜移植而复明. 但遗憾的是, 由
于角膜移植材料的高度匮乏, 在我国等待做角膜移

植的 120 万病人中, 只有 3000~4000 人能接受角膜移

植手术, 绝大多数患者因得不到捐献角膜而无法重

见光明 [4]. 近年来角膜组织工程的兴起, 为人造眼角

膜带来了新的希望, 但如何在体外获得大量的角膜

内皮细胞以及如何研制出一种可降解的生物相容性

好的角膜内皮支架材料, 一直是该领域的研究热点

和主攻方向 [5].  
对哺乳动物角膜内皮细胞的体外培养研究开始

于 1960 年. 1965 年, Slick等人 [6]利用酶消化法首次获

得纯的家兔角膜内皮细胞(rabbit corneal endothelial 
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cells, RCE细胞)并成功启动了其体外培养. 随后, 学
者们先后对兔、小鼠、大鼠、牛、猪、猫和人角膜内

皮细胞的体外培养进行了研究 [7~11].  
后来, 学者们又对不同哺乳动物角膜内皮细胞

的体外培养条件进行了摸索, 发现一些生长因子及

角膜间质细胞分泌物对角膜内皮细胞具有一定的促

分裂作用 [12~15]. 1993 年, Wilson等人 [16]首次用猿猴红

疱疹病毒(SV40)大T抗原对人角膜内皮细胞进行了转

染, 获得了可继代培养的角膜内皮细胞. 后来, 许多

学者也纷纷利用SV40, 淋巴瘤病毒, SV40 大T抗原和

不同癌基因等对人、兔和小鼠的角膜内皮细胞 进行

了转染实验, 虽然获得了几个可传代细胞系, 但由于

具有致瘤性而无法用于人工角膜的构建和临床角膜

移植手术 [17~22]. 到目前为止, 仍没有不利用转染技

术而成功建立哺乳动物角膜内皮细胞系的报道.  
近年来越来越多的证据显示, 角膜内皮来源于

神经外胚层, 而不是中胚层 [23,24]. 神经元特异性烯醇

化酶(neuron-specific enolase, NSE)已可被用作鉴定人

眼中神经嵴来源细胞的分子标记 [25,26]. 1998 年 ,  
Böhnke等人 [26]在长期培养的人角膜内皮中鉴定到了

特异性的NSE阳性反应, 得出了可以用NSE鉴定长期

培养角膜内皮细胞的结论, 从而为人们鉴定长期培

养的内皮细胞提供了一个较为理想的方法.  
1980 年, Folkman等人 [27]发现培养在肿瘤条件培

养液中的血管内皮细胞具有自然形成毛细血管样网

络的属性 . 大量的研究表明 , 血管内皮生长因子

(VEGF)及其受体是血管形态发生的主要调控因子 , 
此VEGF体系则在内皮细胞分化、迁移、增殖、血管

形成及血管组装具有重要作用 [28,29]. 2002 年, Chen等
人 [30]用VEGF对培养在重组细胞基底膜上的人脐静

脉内皮细胞进行了处理, 发现这些内皮细胞也能形

成典型的毛细血管样网络. Watanabe等人 [31]则明确指

出, 毛细血管样网络的形成是血管等内皮细胞的特

有功能, 且VEGF在体外能够促进培养在不同凝胶基

质上的血管内皮细胞形成毛细血管样网络. 因此, 在
VEGF作用下能否形成毛细血管样网络已经成为鉴定

内皮细胞的形态学标志之一.  
本文以家兔眼角膜为材料, 对 RCE 细胞进行了

体外培养和建系研究, 旨在建立 RCE 细胞系, 为哺

乳类角膜内皮细胞系的建立和人造角膜内皮的研制

奠定基础.  

1  材料与方法 

1.1  药品与试剂 

胰蛋白酶为 Gibco 公司产品; 碱性成纤维细胞生

长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)、表皮细

胞生长因子(epidermal growth factor, EGF)和硫酸软

骨素(chondroitin sulphate)为 Sigma 公司产品; 血管内

皮生长因子(VEGF165)为 PeProTech公司产品; 眼生素

(extract ocular)为西安博森生物制药公司产品; 庆大

霉素(gentamicin)为山东鲁抗辰欣药业有限公司产品; 
DMEM/F12(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ 
Ham’s Nutrient Mixture F12, 1:1)培养基为 Gibco 公司

产品; 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)和小牛血清

(bovine calf serum, BCS)均为Hyclone公司产品; 兔抗

人神经元特异性烯醇化酶 (neuron specific enolase, 
NSE)多克隆抗体为 Signet 公司产品; 辣根过氧化物

酶(HRP)标记的羊抗兔 IgG (H+L)为 Jackson 免疫研

究实验室产品. 

1.2  动物 

一月龄家兔(Oryctolagus curiculus), 体重约 0.5 
kg, 购自青岛李村动物中心.  

1.3  角膜内皮细胞原代培养的启动 

处死兔子, 取出眼球, 用 0.9%生理盐水冲洗后, 

于无菌室中再用 1:5000 的氯化汞溶液清洗眼球 2 遍. 
用 D-Hanks 平衡盐溶液冲洗 2 遍, 放入含有 1%庆大

霉素的 DMEM/F12 培养液中浸泡 20 min, 分别用

D-Hanks 平衡盐溶液和无血清 DMEM/F12 培养液冲

洗 1~2 遍. 用眼科剪沿角膜的边缘剪下角膜, 将其内

皮面朝上, 加入适量 0.25%胰蛋白酶液消化 2 min 后, 
用含 10% BCS 的 DMEM/F12 培养液终止消化. 用眼

科剪将消化后的角膜剪成 4 片, 内皮面朝下平放于包

被有明胶的 24孔培养板中, 每孔 3~4片角膜, 加入少

量含有 10% FBS 的 DMEM/F12 培养液, 置 5% CO2

培养箱中于 37℃进行贴膜培养. 随后按照 48, 24, 12
和 6 h 的时间梯度依次揭下角膜片再分别转贴于另一

新培养孔中, 重复进行角膜片的贴膜培养, 让尽可能

多的内皮细胞贴于孔底. 选择出仅贴有纯净兔角膜

内皮细胞(RCE 细胞)的培养孔, 收集细胞于 2 个培养

孔中, 补加含有硫酸软骨素(0.8 mg/mL), 硫酸软骨素

氧化降解物(50 μg/mL), 羧甲基壳多糖(50 μg/mL)、
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N-乙酰葡萄糖盐酸盐(50 μg/mL)、氨基葡萄糖盐酸盐

(50 μg/mL)、眼生素(5 ng/mL)、兔角膜基质细胞培养

液 (0.3 mL)、碱性成纤维细胞生长因子 (bFGF, 10 
ng/mL)和表皮生长因子 (EGF, 10 ng/mL)的 20% 
FBS-DMEM/F12培养液至1 mL, 于5% CO2培养箱中

于 37℃继续培养. 每 3 天换液 1 次, 以除去未贴壁的

死细胞. 

1.4  角膜内皮细胞的继代培养 

待 RCE 细胞长成单层后, 去除旧培养液, 加入

D-Hanks 冲洗 2 遍, 加入 0.25%胰蛋白酶液 0.5 mL 消

化至大部分细胞变圆后 , 加入含有 10% FBS- 
DMEM/F12 培养液终止消化, 收获的悬浮细胞经 800 
r/min 离心 5 min 后, 收集细胞接种于培养孔内, 加入

上述完全培养液 1 mL, 置 5% CO2培养箱中于 37℃培

养. 待 RCE 细胞繁殖至一定数量后, 转入 25 cm2 培

养瓶中继续进行继代培养.  

1.5  角膜内皮细胞的生长曲线测定 

收获对数期 RCE 细胞, 用含 20%胎牛血清的

DMEM/F12 培养液悬浮细胞, 计数后按每孔 1mL 细

胞悬液接种于 2 块 24 孔培养板, 每孔接种细胞数为

7.8×104 个, 共接种 48 孔, 每隔 24 h 取 3 孔细胞进行

计数, 取其平均值, 以时间为横坐标, 以每孔平均细

胞数为纵坐标绘制生长曲线.  

1.6  角膜内皮细胞的染色体标本制作 

待 RCE 细胞生长至对数生长期时, 向其培养液

中加入秋水仙素(60 μg/mL), 处理 10 h 后用 0.25%胰

蛋白酶收获培养细胞, 在 3 mL KCl (0.3%)溶液中低

渗处理 30 min, 用 2 mL Carnoy’s液预固定 20 min, 离
心收集细胞, 加入固定液 1 mL, 轻轻悬浮均匀后滴

片 , 室温下自然干燥后 , 用吉姆萨染液室温下染色

40~50 min, 流水冲洗, 文火烤干, 镜检, 照相.  

1.7  角膜内皮细胞的免疫细胞化学鉴定 

取 1.5 mL RCE 细胞悬液均匀铺在干净且无菌的

盖玻片上, 置 37 , 5% CO℃ 2 孵箱中培养. 待 RCE 细

胞长满盖玻片 90%面积后, 取出盖玻片经 PBS 清洗 3
次(每次 1 min)后, 用−20℃甲醇溶液固定 10 min, 文
火烤干. PBS 清洗 3 次(每次 2 min)后, 滴加 0.5% 
Triton X-100 处理 20 min, 用 3% H2O2 溶液处理 15 
min, 再用 PBS 清洗 3 次(每次 2 min), 经 5% BCS 封

闭 30 min, 加入兔抗人神经元特异性烯醇酶(neuron 

specific enolase, NSE)第一抗体(1:100), 37℃湿盒中

孵育 60 min. PBS 清洗 4 次(每次 2 min), 再加入辣根

过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔 IgG(1:100), 37 ℃湿

盒中孵育 90 min. PBS 清洗 5 次(每次 2 min)后, 用
DAB 底物于暗处显色 3~10 min, 蒸馏水清洗 2 次(每
次 2 min)后, 观察, 照相. 以家兔角膜基质细胞按上

述方法进行免疫细胞化学染色, 作为阴性对照.  

1.8  VEGF 对角膜内皮细胞的作用 

收获单层 RCE 细胞, 用分别含有 5, 10, 15 和 20 
ng/mL VEGF165 的 10% FBS-DMEM/F12 培养液进  
行继代培养(37 , 5% CO℃ 2), 每 3 天更换含相同浓度

VEGF165 的培养液, 观察 RCE 细胞的形态变化.  

1.9  角膜内皮细胞的形态回复实验 

收获单层 RCE 细胞, 用分别含有 5%, 10%和

15% BCS 的 MEM, DMEM 和 F12 培养液进行继代培

养(37 , 5% CO℃ 2), 每 3 天换液 1 次, 观察 RCE 细胞

的生长情况和形态变化.  

2  实验结果 

2.1  原代培养的启动 

37℃培养 48 h 揭去角膜时, 孔内有大量 RCE 细

胞, 多为四角形或多角形, 透明度高(图 1(a)). 培养 3
周后, RCE 细胞长成单层, 细胞饱满, 透明度高, 部
分细胞变为多角形的内皮样细胞, 开始出现部分梭

形细胞(图 1(b)).  

2.2  继代培养中兔角膜内皮细胞的生长特性 

长成单层的 RCE 细胞经传代后, 细胞生长与分

裂依然十分旺盛. 随着传代次数的增加, 细胞的形态

也由原来的典型内皮样逐渐转变为梭形和成纤维样

(图 1(c)). 目前, RCE 细胞已传至 67 代, 多为成纤维

样细胞形态(图 1(d)).  

从第 67 代 RCE 细胞的指数期生长曲线(图 2)可

以看出, 贴壁生长的前 2 天为迟缓期, 第 2~5 天为对

数生长期, 第 5~6 天为平稳期, 第 6 天后便进入衰退

期. 此时, RCE 细胞的群体倍增时间为 53.8 h. 说明

继代培养的 RCE 细胞, 其生长与分裂势头依然十分

旺盛.  
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图 1  体外培养的家兔角膜内皮细胞 
(a) 新启动培养的RCE细胞, 示四角形和多角形细胞, ×400; (b) 3周后长成单层的RCE细胞, 示多角形与梭形细胞, ×200; (c) 第 10代RCE细胞, 示

共存的多角形、梭形和成纤维样细胞, ×100; (d) 第 67 代 RCE 细胞, 示成纤维样细胞形态, ×200 

 

 
图 2  第 67 代兔角膜内皮细胞的生长曲线 

迟缓期, 第 1~2 天; 对数生长期, 第 2~5 天; 平稳期, 第 5~6 天; 衰退

期, 第 6~7 天 

2.3  兔角膜内皮细胞的染色体数目 

第 67 代 RCE 胞染色体数目的分布范围在 29~48
条之间, 其中拥有 44 条染色体的细胞数占总细胞数

的 44.2%(图 3(a)). 可见, 该细胞系细胞的特征性染

色体数目仍为 44 条(图 3(b)).  

2.4  兔角膜内皮细胞的免疫细胞化学鉴定 

为了进一步证实所培养细胞是家兔角膜内皮细

胞, 本文还利用 NSE 多克隆抗体对继代培养的 RCE
细胞进行免疫细胞化学鉴定. 实验结果显示, 第 67
代 RCE 细胞均呈现为 NSE 阳性反应, 阳性反应集中

在细胞核部位(图 4(b)), 而作为对照的兔角膜基质细

胞则没有阳性反应(图 4(a)). 

2.5  VEGF 对家兔角膜内皮细胞的作用 

向 DMEM/F12(10%胎牛血清)培养液分别添加终

浓度为 5, 10, 15 和 20 ng/mL 的 VEGF165 后, 第 67 代

RCE 细胞未出现显著的形态变化; 分别用含有相同

浓度 VEGF165 进行继代培养后, 细胞开始伸长; 经含

有相同浓度 VEGF165 进行第 2 次传代后, 添加了 10 
ng/mL VEGF165 的角膜内皮细胞出现了典型的毛细血

管样网络形态(图 5(b)).  
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图 3  第 67 代家兔角膜内皮细胞的染色体分析 

(a) 第 67 代 RCE 细胞的染色体数目; (b) 第 67 代 RCE 细胞的中期染色体 

 

 
 

图 4  第 67 代家兔角膜内皮细胞的免疫细胞化学染色 
(a) 利用 NSE 抗体进行免疫细胞化学染色后的家兔角膜基质细胞; (b) 利用 NSE 抗体进行免疫细胞化学染色后的第 67 代兔角膜内皮细胞 

 

 
 

图 5  VEGF165 对第 67 代家兔角膜内皮细胞系细胞形态的影响作用 
(a) 未用 VEGF 处理的对照组家兔角膜内皮细胞系细胞; (b) 利用 10 ng/mL VEGF165 连续作用 2 代的家兔角膜内皮细胞系细胞, 示体外培养角膜内

皮细胞形成的毛细血管样网络形态 
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图 6  第 67 代兔角膜内皮细胞的形态回复 
(a) 正常传代的第 67 代兔角膜内皮细胞, 示其成纤维样细胞形态; (b) 培养于含 5%小牛血清的 MEM 培养液中的第 67 代角膜内皮细胞, 示其角膜

内皮样细胞形态 
 

2.6  家兔角膜内皮细胞的形态回复实验 

将第 67 代兔角膜内皮细胞分别用含有 5%, 10%
和 15%小牛血清的 MEM, DMEM 和 F12 培养液进行

继代培养发现, 持续培养在含 5%小牛血清的 MEM
培养液中的角膜内皮细胞, 一周后便由原来的成纤

维样细胞形态转变成了内皮样细胞形态(图 6(b)). 

3  讨论 
足量的角膜内皮细胞及其适宜的膜支架材料是

人造角膜内皮研制的两大关键要素, 而在体外获得

大量角膜内皮细胞则是人造角膜内皮的核心问题 , 
也是攻克人造角膜内皮国际难题的希望之所在. 尽
管很多学者作了大量的尝试, 希望获得可在体外长

期培养的角膜内皮细胞, 但就目前来讲, 角膜内皮细

胞体外培养的启动及其成功传代主要存在有两个急

需解决的难题: 一是难以获得纯净单一的角膜内皮

细胞, 二是很难刺激角膜内皮细胞重新恢复分裂能

力. 
1988 年, Pistsov等人 [32]使用刮膜法分离出人角

膜内皮细胞, 培养条件与人血管内皮细胞相同, 添加

了 400 μg/mL的促生长成分, 利用含有 20%人血清的

M199 培养液对人角膜内皮细胞进行了长期培养, 但
始终没能成功进行继代培养. 本文以家兔角膜为材

料, 利用胰酶适度消化和时间梯度依次揭膜法获得

了纯净的角膜内皮细胞. 首先, 控制了酶液的用量, 
将酶液滴加进角膜的凹面, 使酶液仅仅与角膜内皮

接触, 不能接触角膜的手术创伤面, 更不能溢出; 其

次, 严格将酶液处理角膜内皮的时间控制在 2 min之
内; 最后, 采用了时间连续梯度揭膜法严格控制了部

分消化角膜内皮面的贴板培养时间, 即第一次贴板

时间为 48 h, 随后的几次贴板时间依次为 24, 12, 6 h, 
且收集只含有多角形角膜内皮细胞的培养孔内的细

胞, 启动角膜内皮细胞的原代培养. 本文采用这种方

法, 不仅获得了纯净的角膜内皮细胞, 避免了基质细

胞等杂细胞的混入, 而且还最大限度地获得了足量

的角膜内皮细胞, 是本文成功启动角膜内皮细胞培

养的重要前提. 
细胞外基质成分及生长因子的添加对角膜内皮

细胞的贴壁和增殖具有重要的促进作用 [12,33]. 许多

学者在哺乳动物角膜内皮细胞的体外培养中使用了

硫酸软骨素, 发现它能促进角膜内皮细胞的贴壁与

生长 [34~38]; N-乙酰葡萄糖盐酸盐是乙酰化的氨基葡

萄糖盐酸盐, 而氨基葡萄糖盐酸盐是硫酸软骨素的

主要成分, 也具有促进角膜内皮细胞的贴壁与生长

的作用; 羧甲基壳多糖能促进对虾胚胎细胞的贴壁

与生长 [37]; 上述细胞外基质成分的作用机理是, 它
们能通过整联蛋白介导细胞与培养介质之间形成锚

定连接, 因而具有促进角膜内皮细胞贴壁的作用 [38]. 
Samples等人 [35,36,39~41]先后在哺乳动物角膜内皮细胞

的体外培养中使用了EGF和bFGF等生长因子, 发现

这些生长因子具有促进角膜内皮细胞增殖的作用 , 
而这些生长因子主要通过与酪氨酸激酶性受体结合, 
激活了受体的酪氨酸激酶活性, 使ras蛋白被激活, 进
而激活了细胞内MAP激酶的级联反应链, 来刺激细
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胞增殖的 [42]. 1996 年, Senoo研究组 [15]和Johnstone研
究组 [40]均发现角膜抽提物及角膜间质细胞分泌的一

些因子能够刺激角膜内皮细胞的增殖. 尽管这些物

质分别对角膜内皮细胞的贴壁、生长和增殖具有 一
定的促进作用, 但依靠这些添加物至今也未能建立

起哺乳动物角膜内皮细胞系. 为了给角膜内皮细胞

提供一个理想的生长与分裂环境, 本文在培养液中

添加了硫酸软骨素, 牛眼生素, EGF, bFGF, 家兔角膜

基质细胞培养液, 羧甲基壳多糖, N-乙酰葡萄糖盐酸

盐, 氨基葡萄糖盐酸盐等, 这些添加物是本文能够成

功启动角膜内皮细胞培养尤其是成功继代培养的关

键.  
20 世纪 90 年代, 一些学者分别利用SV40 T抗

原、Adeno 12-SV40 杂交病毒和RSV-T质粒等对人 角
膜内皮细胞进行了转染, 获得了可传代的角膜内皮

细胞系 [17~21]. 2004 年, Shin等人 [22]又利用 16 型E6 和

E7 癌基因重组的人乳突淋瘤病毒(HPV)对RCE细胞

进行了转染, 获得了可传 40 代的角膜内皮细胞系. 
转染后的角膜内皮细胞尽管可以传代, 但由于其含

有病毒基因或癌基因而使其在临床应用中存在有潜

在的致癌危险而受到限制. 遗憾的是, 以前一直未见

到有关未经转染而成功建立哺乳动物角膜内皮细胞

系的报道.  
本文利用贴膜培养和时间连续梯度揭膜法成功

启动了RCE细胞的体外培养, 利用多种添加物成功

建立了家兔的角膜内皮细胞系. 该细胞系现已传至

第 67 代, 其生长于分裂状况良好, 细胞的群体倍增

时间约为 53.8 h; 染色体检验结果表明, 该细胞系细

胞尽管出现了染色体的非整倍性但其特征性染色体

数目仍为 44 条. NSE免疫细胞化学检测结果显示, 
RCE细胞出现了NSE阳性反应, 说明这些细胞确为神

经外胚层来源, 根据Böhnke等人 [26]的研究结论, 本
文所建立的RCE细胞系仍然具有角膜内皮细胞的属

性. 本文利用VEGF-165 对RCE细胞进行处理的结果

还发现, 10 ng/mL VEGF-165 持续处理 2 代的RCE细
胞形成了毛细血管样网络. 由于形成毛细血管样网

络是内皮细胞特有的功能 [27,30,31], 因此本文所得RCE
细胞确实具有内皮细胞的属性, 该结论与管利东等

人 [43]在人脂肪间充质干细胞诱导分化为血管内皮细

胞的结果是一致的. 利用不同血清浓度和培养基对

RCE细胞进行形态回复的实验结果显示, 培养在 5% 

BCS-MEM培养液中的RCE细胞, 于第 7 天便由成纤

维样细胞形态变成为多角形内皮样细胞形态, 表明

所建立的RCE细胞系尽管已传 67 代但仍然具有角膜

内皮细胞的性质, 并没有被角膜基质细胞污染. 该形

态回复的结果与Engelmann等人 [44]在体外培养人角

膜内皮细胞中所得出的结论是一致的.  
上述RCE细胞系细胞的特征性染色体数目、NSE

阳性反应、VEGF 处理和形态回复的综合实验结果, 
充分证明了本文所建立的连续性 RCE 细胞系确为家

兔角膜内皮细胞系, 这也是国际上在未经任何肿瘤

病毒或基因转染的条件下所获得的首个家兔角膜内

皮细胞系, 该细胞系的建立为哺乳动物角膜内皮细

胞的理论研究、人角膜内皮细胞系的建立以及人造 
角膜内皮的研制奠定了基础 
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