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人胚胎角膜上皮细胞系的建立和生物学特性

曾益军*严军杨恬

(第二1军医大学基础部细胞生物学教研室， 重庆 400038)

摘要 为构建角膜基础研究的稳定载体和操作平台，通过合法渠道获得人胚胎，并对角膜

上皮细胞进行了分离培养。经反复传代，初步建主了人胚胎角膜上皮细胞系，并对其生物学特性进

行了研究。结果显示，培养细胞具有较典型的上皮细胞特征。细胞生长较快，最快时两天可传代

一次。 K19 和 PCNA在各代胚胎角膜细胞均有表达， K19 的表达部位位于胞浆，而 PCNA 的表达部

位位于胞核。处于细胞周期中 S 期的细胞比例大约为 11%-23%。染色体核型分析表明各代细胞染

色体的数目和形态相似。因此，人胚胎角膜上皮细胞适合于建立相对稳定的细胞系。培养细胞具

有分化上的幼稚性和较强且稳定的增殖能力，细胞生长状态良好，而且该细胞系的遗传特征较为

稳定。
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角膜在维忏H~球形状和保持健康视力方面发挥

着重要作用，深入研究角膜正常和异常状态下(特

别是创伤愈合过程中)发挥作用的分子机制已成为目

前眼科基础研究的重点之一，但对角膜的研究要受

到材料种属、来源和伦理等因素的制约[1]。角膜上

皮细胞的培养是体外研究角膜功能的第一一步，也是

关系到后续研究能否成功的关键 d步。在这个过程

中，构建合适的角膜上皮细胞系则是顺利进行角膜

体外研究的前期保证。为保证后续研究工作的进

行，我们利用现有条件构建了人胚胎角膜细胞系，

并对其生物学特性进行了研究。

1 材料与方法

1.1 材料

合法渠道获得的人胚胎来自第三军医大学新桥

医院妇产科，系女性， 5 月龄，米索列醇引产。

1.2 角膜上皮细胞的分离、培养和冻存

x菌条件下取胚胎H~球，用手术剪细心剪取

角膜。罩了-培养皿中用 0.01 mol/L PBS 漂洗后，在，

体视显微镜(Leica 公司)下仔细撕去内皮层。 0.25%

膜蛋白酶处理剩余角膜组织 4 0C过夜后，小心撕下

上皮层，再剪成数个 1 mm3 左右的组织块。移入

24 孔板中，加入含 10% 小牛血清的 DMEM-F12 培

养基(Hyclone 公司)， 37 oC 5%C02 培养箱中培养。

常规换液 ， ii~置相差显微镜(Olympus 公司)观察。

待细胞汇合 70%-80% 时，传代至另外孔板中，最

终积累-定数量的细胞传代置 25 ml 培养瓶中。培

养至第 5 代时常规置于一 196 oC液氮中冻存。

1.3 角膜上皮细胞的复苏、培养以及生长曲线

和分裂指数的测定

细胞冻存一年后常规复苏，加入含 10% 小牛血

清的 DMEM-F12 培养基继续培养，反复传代。取复

苏后第 5 ， 10 、 15 、 20 、 25 、 30 代细胞测定生长

曲线和分裂指数，以掌握细胞生长和分裂状况[匀。

1.4 K19 和 PCNA 在角膜上皮细胞中的表达

取复76;后第 5 ， 10 、 15 、 20 、 25 、 30 代细

胞，利用免疫细胞化学(immunocytochemistry， ICC) 

技术检测其中 K19和PCNA的表达情况。鼠抗人K19

和鼠抗人 PCNA 购白武汉博士德生物工程有限公

司，免疫细胞化学染色试剂盒购自北京中山生物技

术有限公司。细胞用丙酣固定后，按无水乙醇、

95% 乙醇、 85% 乙醇、 759毛乙醇、 50% 乙醇和蒸

惰水水合， 0.01 mol/L PBS 漂洗，用含 1%H202 的
甲醇溶液处理以阻滞内源性过氧化物酶。 5% 正常

山羊血清封闭 15 min，分别加入 K19 和 PCNA 一抗

(1 : 150 稀释)4 0C温育过夜。 0.01 mol/L PBS 漂洗

收稿日期: 2005-09-06 接受日期 2006-03-16

重庆市自然科学苯金资助项目 (No.2004BB5251 ) 
*通讯作者。 Tel: 023-68752942 , Fax: 023-68753462 , E-mail: 

zengyijun31d@163.com 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



~; ，~司

后，力11 A. III '(~抗鼠 IgG/Bio ， 37 oC 30 min。漂洗

Ir~加入 S 酌 A/HRP ， 37 oC30 mino DAB(Sigma 公司)

挝色 ι 精i度酒精脱水、二甲苯透明、中性树胶封

片陌观察13 J 0 

1.S 角膜上皮细胞中细胞周期分布的测定

取复 j)J:后第 5 ， 10 、 15 、 20 、 25 、 30 代细

胞，付其基本长满瓶壁后，用 0.25% 膜蛋白酶消

化。弃消化液日加入 0.01 mo l/L PBS ，吹打制成

浓度为 106_107 个 Iml 的细胞悬液， 2 000 r/min 5 

min ，弃 L1F与液。沉淀加入 75% 乙醇泪匀， 4 oC 

保存。 收集才rt样品后送重庆医科大学儿童医院儿

科研究所用流式细胞仪(BD 公司)检测各代细胞中细

胞周期的分布情况。

1.6 角膜上皮细胞中染色体数的测定

耳又复苏后第 5 、 10 、 15 、 20 、 25 、 30 代细

胞，伴其基本长满瓶哇后，用 0.25μg/ml 秋水仙肢

处理 2-3 h ，吹打后 1 500 r/min 10 min，去上清

液。 0.075 mol/L KCl 溶液低海 20 min , 1 500 r/min 

10 min ，去 t消液。加入固定液固定两次，每次

30 min。同样方法离心去 u青液后制片，分别进行

吉姆萨(Giemsa)染色和 G 显带。镜检，每代细胞选

择 30 个分裂相，进行染色体计数和核型分析[4] 。

2 结果

2.1 角膜上皮细胞培养情况的观察

组织块贴壁后 24 h 周围就有生长晕发生。 48 h 

内可见有大量的单层细胞从组织块中游离出来，并

迅速向四周扩展。原代培养物生长 5 天左右即可传

代。移入 25 ml 培养瓶后，细胞呈现较典型的上皮

细胞特征。复苏J8-m 3 代起，细胞生长迅速，最

快时 2-3 天可传代一次，平均 3-4 天可传代一次。

至建系基本完成，己传 30 代(不含冻存前 25 ml 细

胞瓶和孔板内传代)。但细胞的形态有所变化，主

要表现为胞体拉长，呈梭状(图 1 )。

各代细胞的生长曲线表明，整个培养过程中细

胞均表现出较快的生长速度(图 2) 。而各代细胞的

分裂指数范围为 55%-659毛，说明细胞在培养过程

中增殖能力较好 fl稳定。

2.2 角膜上皮细胞 K19 和 PCNA 的表达以及细

胞周期分布情况的观察

ICC 结果显示，各代细胞中 K19 和 PCNA 均有

不同程度的表达，其中 K19 的表达部位主要位于胞

浆，百nPCNA 则主要在胞核中表达(图 3 、图的。

·研究论文·

从表达的阳性程度来看， K19 几乎有在于每代的所

有细胞中， 1且表达量相对较小;而 PCNA 仅在每代

部分细胞中表达， 1目表达量相对较大，每代阳性细

胞数约占总细胞数的 50% 左右。上述结果显示，细

胞具有分化上的幼稚性和较稳定的增殖能力。这在

细胞周期分布情况中也得到证实(图 5) 。后者结果

显示，各代细胞中 Go-G J 期约占总细胞数的 659毛~

68% , S 期占 11 %-23% , G 2-M 期占 18%-21% 。

2.3 角膜上皮细胞遗传学特性的观察

各代染色体计数观察和结果显示，第 5 ， 10 、

15 、 20 、 25 和 30 代染色体分裂相的染色体数目分

别为 44-47 ， 45-47 , 43-48 、 43-46 、 44-48 和

43-47，大部分为正常二倍体，染色体众数为 46(图

6) 。核型分析结果表明，该细胞系染色体总数为

46 ，性别为女性，核型为 46 ， XX 。除个别同源

染色体大小稍有区别外，未见染色体结构畸变。各

分裂相染色体均符合丹佛体制，形态和带型和常规

胚胎细胞染色体相似(图 7) 。因此，可以认为各代

培养细胞的遗传学特征相对稳定。

3 讨论

本研究在角膜创伤愈合作用的体内和体外研究

基础上广泛收集实验材料，并利用其中的一例人胚

胎角膜标本历时→年半左右，基本完成构建人胚胎

角膜上皮细胞系的任务，并直接将该细胞系用于后

续的角膜体外基础研究。结果匡示，利用材料的个

体差异(无意选择)并采用常规的 DMEM-FI2(含 10%

小牛血清)细胞培养方法是可以建立人胚胎角膜上皮

细胞系的。关键技术要点是细心的操作和熟练分离

角膜上皮，并先通过孔板培养提供适合细胞生长的

空间并在短期内获得大量增殖。另外，在细胞培养

的早期，腆蛋白酶的处理时间也非常关键，包括冷

消化阶段和传代阶段，一般作用时间应比正常细胞

培养时间要短，这样才能提高接种后上皮细胞纯度

和成活率。

在体外培养形成细胞系后，特别是复苏后随着

细胞代数的增高，对其生物学特性的分析和鉴定是

确定建系成功与否的关键。本实验采用了多种技术

相结合的方法来确定一个或几个特征[5-7 J 。例如，

K19 反映了胚胎时期细胞低分化的状态，细胞染色

体形态和数目的检测说明了胚胎细胞遗传学特性是

否稳定; PCNA 在各代细胞中的表达和细胞分裂指

数、细胞周期分布等指标-起反映了体外培养的细
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曾益军等 : 人胚胎角膜上皮细胞系的建立和l生物学特性

图 1 复苏后培养的角膜上皮细胞(100 X) 
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图 2 第 25 代角膜上皮细胞的生长曲线

图 3 角膜上皮细胞 K19 免疫细胞化学检;m1j(200 X) 
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图 4 角膜上皮细胞 PCNA 免疫细胞化学检测(100 X) 
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图 5 第 30 代角膜上皮细胞细胞周期分布
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图 6 角膜上皮细胞染色体(1 000 X ， 油镜)
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图 7 角膜上皮细胞染色体核型分析

胞的增殖能力;细胞生长曲线和光镜下观察共同反

映了细胞的生长状态 。 实验结果表明， 培养细胞具

有胚胎阶段的分化特点和稳定的遗传学特征 ， 生长

和l增殖状态均较好 ， 细胞周期的分布特别是 S 期的

细胞数也说明 了这一点 。 而在实验过程中细胞形态
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的变化可能与所取角膜上皮部位以及实验材料的个

体差异有关。因此，体外培养的人胚胎角膜上皮细

胞基本符合成系细胞的要求。

通过对细胞形态、生长曲线、分裂指数、低

分化指标、增殖能力指标、染色体和细胞周期分布

等}f面的综合分析，可以认为人胚胎角膜细胞适合

于建亿相对稳定的细胞系，可以基本保留原有细胞

的|可有生物学特忡。但是，该过程仍然存在着许多

亟待解决的问题。例如:随着代数的继续增加，

该系细胞的生物学特征是否应会有所变化?细胞形

态 L~发午):;:异是否还有其他原因?等等。这些都压

·研究论文·

需要进-步的研究。
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Establishment and Biological Characteristic Analysis of Corneal 

Epithelial Cell Line from a Human Embryo 

Yi-Jun Zeng飞 Jun Yan, Tian Yang 
( Department ol Cell Biology, Basic Medical College, The Third Military Medical Uniνersity， Chongqing 400038, China ) 

Abstract ln order to construct the stable supporter and work platform for corneal basic research , cornea] 

epithelial cells were isolated and cultured from a human embryo acquired by legal way. After human embryo corneal 

epithelial cell line was established through many cell generations , its biological character was researched. The results 

showed that cultured cells had typical character of epithelial cells. The cells grew fast and its maximal subculture 

frequency to go down to the future generation was 2 days. The expressions of K19 and PCNA could be found in 

embryo corneal epithelial cells in every generation. The K19 expression located in cytoplasm while PCNA expression 

located in nucleus. The proportion of cells in S phase of cell cycle was approximately 11 %-239毛. The chromosome 

karyotype analysis manifested that the number and morphous of chromosomes were similar in every generation 

cells. Thus, the human embryo corneal epithelial cells was fit for establishing a relative stable cellline. The cultured 

cells had early stage character in differentiation and reproductive activity with strong and stable character. The good 

condition existed in the course of cell growth. Furthermore, the genetic character of this cellline showed relative 

stable. 

Key words human embryo; corneal epithelial cellline; biological character 
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