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两种消化酶在培养晶状体上皮细胞中的消化作用

王真艳１，汤永强２（１．重庆市渝北区人民医院眼科　４０１１２０；２．重庆医科大学附属第二医院眼科，

重庆　４０００１０）

　　【摘要】　目的　分析Ⅰ型胶原酶和胰酶在晶状体上皮细胞体外培养中的不同消化作用，以寻找更好的实验方

法。方法　采用胰酶消化培养法，Ⅰ型胶原酶消化培养法，分别进行晶状体上皮细胞的原代培养，设立对照组和实

验组，倒置相差显微镜观察细胞的生长情况，并通过台盼蓝染色观察经消化酶解后游离细胞的存活数量，判别两组

间消化作用的差异。结果　Ⅰ型胶原酶消化的组织片更容易贴壁，生长速度更快，其游离细胞台盼蓝不着色率为

（７８．８５±６．７８）％，胰酶消化法为（２７．２０±３．２８）％，两种酶消化后细胞存活率比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　Ⅰ型胶原酶消化法培养晶状体上皮细胞的成功率远优于传统改良的胰酶消化法。
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　　成功的晶状体上皮细胞体外培养可以模拟体内的各种病

理状态，为探讨年龄相关性白内障的发病机制，白内障术后晶

体后囊混浊（ＰＣＯ）形成机制，白内障防治药物的筛选等方面的

研究提供重要的理论依据。但是传统的组织块培养法、胰酶消

化法以及一些改良的培养方法都有很大的局限性，费时费力而

且成功率比较低，对于培养技师的操作能力要求较高［１］，目前

常用的动物来源有兔、鼠、牛等［２］。本文介绍一种简便、快捷、

成功率较高的原代培养方法，通过对家兔晶状体上皮细胞原代

培养，并将其同改良的胰酶消化培养法进行比较分析。现将结

果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料来源　成年家兔６０只，体质量２００～２５０ｇ，由重庆

医科大学实验动物中心提供。

１．２　仪器与试剂　ＤＭＥＭ＋Ｆ１２、胎牛血清、Ⅰ型胶原酶，胰

蛋白酶均为美国ＧＩＢＣＯ公司产品。德国 ＨＥＲＡＥＵＳ公司二

氧化碳恒温培养箱；日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置相差显微镜和照相

系统。

１．３　方法

１．３．１　截取囊膜　将取得的兔眼球浸泡在７５％乙醇中４ｍｉｎ

后取出，从角膜缘偏后３ｍｍ处与角膜缘平行剪开眼球，去除

虹膜，充分暴露晶状体前表面。用囊膜剪沿赤道部尽可能多的

截取前囊膜，用巴士管移入到５０ｍＬ培养瓶内。动作轻柔，不

要牵拉或用巴士管搓揉拖动囊膜片，囊膜的细胞面朝向瓶壁。

１．３．２　两种消化酶方法　通过查阅文献，并行预实验确定胰

酶的浓度为０．２５％，Ⅰ型胶原酶的浓度为２ｍｇ／Ｌ。在两个培

养瓶内分别加入１ｍＬⅠ型胶原酶和胰酶溶液，使组织块浸入

酶解消化。常温下约５～１５ｍｉｎ，组织块逐渐变得疏松发白，在

倒置显微镜下观察，可见组织块周边游出较多的圆形折光度好

的单个细胞和细胞团块。消化时间不能太长，一旦出现较多体

积增大，即水肿的细胞，则表示已经消化过度，应该立即终止。

适当消化后，轻轻晃动培养瓶，让两片囊膜分散在瓶内适当位

置，再将培养瓶竖立，吸出其中的消化酶溶液置于离心管中，

８００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ后，再用无血清培养液清洗２次以去除

剩余的消化酶。注意不要过分吹打，以免打散细胞团，细胞团

较单个细胞更易存活增殖。离心后的消化酶溶液全部种入６

孔板中培养。消化后的组织块处理：将培养瓶２０°～３０°倾斜，

用无血清培养液冲洗瓶底以及囊膜片２次，注意动作轻柔，让

培养液缓慢流经组织片，冲洗掉剩余的消化酶但不要使组织片

移位，最后在培养瓶内加入８～１０滴含胎牛血清的培养液，使

其刚好覆盖瓶底为宜，最后放入３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中孵育。

１．３．３　细胞存活率的判定　分别取一滴经不同酶消化后相应

６孔板的细胞悬液与一滴０．４％的台盼蓝溶液混合，放盖玻片，

静置３ｍｉｎ后显微镜观察。活细胞对台盼蓝拒染，损伤及死亡

细胞可染成蓝色，光镜下计算每１００个细胞的着色数量即台盼
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蓝染色阳性，未着色为台酚蓝阴性，即细胞存活。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件对数据进行处理及统

计学分析，计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验。

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　倒置相差显微镜观察游离细胞及组织片的生长情况

２．１．１　游离原代细胞生长情况的观察　分散的细胞和细胞团

在原代操作完成２４ｈＣＶＲＮＡ后，细胞及细胞团变形贴壁，初

次换液可以洗去部分死细胞和细胞碎片，促进细胞生长，然后

每３～５ｄ换液，约７～１０ｄ可以长满一孔。

２．１．２　Ⅰ型胶原酶消化的组织块　在原代操作完成８～１２ｈ

后，将培养瓶取出观察，可以见到囊膜片的周边出现一些细胞

的突起，甚至可以看到一些已经游出一半的胞体。通过Ⅰ型胶

原酶消化后的组织片贴壁较其他方法更快、更稳定，此时组织

片已经基本贴附完全，轻柔的晃动、换液等操作不会使组织片

脱落。经４８～７２ｈ后大量细胞快速从组织块中游出并在组织

块周围融合成片，７２ｈＣＶＲＮＡ后细胞向外生长形成新的群

落，并逐渐融合成片，约５～７ｄ可以形成大片的细胞融合

区域。

２．１．３　胰酶消化的组织块　在原代操作完成４８～７２ｈ后，将

培养瓶取出观察，可以见到囊膜片的周边出现一些细胞的突

起，３～５ｄ细胞向组织片外移动增多形成细胞群落，并逐渐融

合成片，约１５ｄ左右可形成大片的细胞融合区域。

２．２　两种消化法中游离细胞存活率的比较　Ⅰ型胶原酶消化

法的游离细胞台盼蓝不着色率为（７８．８５±６．７８）％，胰酶消化

法为（２７．２０±３．２８）％，两种酶消化后细胞存活率比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

不管是人类还是动物的晶状体前囊膜组织都非常稀少，取

材困难，用常规消化法难以获得大量细胞，而体外培养细胞数

较少时，细胞增殖缓慢或不增殖，容易出现空泡形态改变等一

系列老化的表现，这与群体依赖性（ＰＤ）即细胞增殖需依赖一

定的细胞密度有关。人的晶状体上皮细胞来源尤其困难，体外

存活能力较差。Ｒｅｄｄａｎ等
［３］和 Ｍｃｄｏｎｎｅｌｌ等

［４］采用胰酶消化

法来获取动物原代晶体上皮细胞，但存在操作繁琐、消化时间

和条件难以掌握以及细胞中混杂了大量晶体皮质等缺点。笔

者曾大量尝试用不同方法做兔晶状体上皮细胞的原代培养，因

为囊膜片取下后容易皱缩，并且只有一层单层上皮细胞，任何

操作甚至过多的巴士管吸取都会损害组织块中的细胞，使不少

细胞因为机械力量而从组织块上脱落，这些细胞因为机械损伤

通常会死亡。传统的组织块培养法的难点在于囊膜贴壁困难，

易漂浮，如囊膜长时间不能贴壁可导致细胞死亡。即使组织块

贴壁后通常也要在７２ｈ后才能看到明显的细胞游出，细胞长

满融合的时间至少需要２～３周，在第一周内因为爬出细胞数

目少，组织块贴附不牢靠很容易发生脱落导致原代培养失败，

原代培养时间太长，发生污染以及其他意外的风险也随之增

大。而且因为单只兔子的两片囊膜片组织少，成功率太低，所

以不得不把数只兔子的囊膜片一起剪碎培养，这样的培养结果

始终不如单只兔子的细胞那么有意义。笔者曾用组织块法培

养原代晶状体上皮细胞，２０只兔中只有一次成功养出２个组

织块，但是因为２周仍然没有满瓶，最终因污染而失败。部分

文献也曾报道采用胰酶消化法培养晶体原代细胞，成功率也很

低，而且胰酶对脆弱的晶体上皮细胞损害较大，而且对组织消

化的效果也较差，细胞爬出组织块的时间明显延后，而且速度

也较Ⅰ型胶原酶消化法慢，消化下来的单细胞和细胞团几乎全

部丢失死亡，对于组织材料来源本就很少的晶体上皮培养极为

不利。采用Ⅰ型胶原酶消化法，消化疏松囊膜片效果好、时间

短、对细胞损害较小、组织片贴壁时间明显缩短（部分组织片终

止消化后数分钟即可贴壁），贴壁更牢固，成功率在９０％以上，

细胞爬出较快，２４ｈＣＶＲＮＡ内即有明显的细胞游出现像，３ｄ

可见细胞成片游出，７～１０ｄ可见细胞大片融合，进而传代，大

大减少了操作难度，节约了时间，减少了污染以及失败相关的

风险。

体内的晶体上皮细胞具有合成晶体所特有的晶体蛋白和

囊膜的生物学特性。体外长期培养观察也证实，晶体上皮细胞

不但能够合成α、β、γ晶体蛋白，还能合成构成基底膜主要成分

的Ⅳ型胶原、层粘连蛋白，以及少量的硫酸乙酰肝素、硫酸软骨

素［５］。目前对晶体上皮细胞是否能够合成纤维性胶原，即Ⅰ、

Ⅲ型胶原，也进行了研究。Ｂａｒｎａｒｄ等
［６］在应用Ｘ射线衍射技

术对牛晶体囊膜进行观察时发现，晶体囊膜上有Ⅰ、Ⅲ型胶原

的存在。随后有人采用免疫组化方法直接对人晶体囊膜进行

检测，也同样发现有Ⅰ、Ⅲ型胶原的存在
［７］；而采用同样的实验

技术对体外培养的人白内障晶体上皮细胞的研究，仅发现有Ⅰ

型胶原存在，并未检测到Ⅲ型胶原。Ｌａｕｒｅｎｔ等也以体外培养

的牛晶体上皮细胞作为研究对象，观察发现早期培养的牛晶体

上皮细胞不能检测到Ⅰ、Ⅲ型胶原，而当细胞经长期培养后可

检测出Ⅰ、Ⅲ型胶原，以Ⅰ型胶原为主。所以笔者尝试了Ｉ型

胶原酶消化法来消化细胞，疏松囊膜片，实验结果也证实了晶

体上皮细胞之间，晶体上皮与晶体囊膜之间的相互连接中，Ｉ

型胶原蛋白是具有重要作用的，也是因为这样，Ｉ型胶原酶在

晶体上皮原代培养中的应用才有了一定的理论根据。

本研究进一步改良了晶体上皮细胞原代培养的方法，在国

内率先采用Ｉ型胶原酶进行消化，探索了晶体上皮原代细胞爬

片的制法，对进一步揭示晶体上皮细胞的生物学特性，对深入

探讨白内障发病机制，术后后囊膜混浊发生的病理机制以及白

内障药物筛选具有重要的意义。

参考文献

［１］ 熊全臣，张璐琰，郑玉萍，等．鼠晶状体上皮细胞的体外培

养［Ｊ］．国际眼科杂志，２００８，８（３）：４９４４９５．

［２］ 张桂兰，ＮｉｎｇＨ，张海江．原代培养兔晶状体上皮细胞的

环境和细胞状态的变化［Ｊ］．国际眼科杂志，２００８，８（８）：

１５６３１５６５．

［３］ ＲｅｄｄａｎＪＲ，ＤｚｉｅｄｚｉｃＤＣ，ＭｏｓｔａｆａｐｏｕｒＭＫ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔａｂ２

ｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ

ｆｒｏｍａｎｅｉｇｈｔｙｅａｒｓｏｌｄｒａｂｂｉｔ［Ｊ］．ＣｕｒｒＥｙｅＲｅｓ，１９８２，２

（９）：６３３６３９．

［４］ ＭｃｄｏｎｎｅｌｌＰＪ，Ｋｒａｕｓｅｗ，ＧｌａｓｅｒＢＭ．Ｉｎｖｉｔｒｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｐｈ

ｔｈａｌｍｉｃＳｕｒｇ，１９８８，１９（１）：２５３０．

［５］ ＡｒｉｔａＴ，ＭｕｒａｔａＹ，ＬｉｎＬＲ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｌｅｎｓｃａｐ

ｓｕｌｅｉｎｌｏｎｇｔｅｒｍｃｕｌｔｕｒｅｏｆｈｕｍａｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，１９９３，３４（２）：３５５３６２．

［６］ＢａｒｎａｒｄＫ，ＧａｔｈｅｒｃｏｌｅＬＪ，ＢａｉｌｅｙＡＪ．Ｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅ

ｃｏｌｌａｇｅｎｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｎｏｖｅｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｃｋｉｎｇ［Ｊ］．ＦＥＢＳ

Ｌｅｔｔ，１９８７，２１２（６）：４９５２．

［７］ＳｈｉｇｅｍｉｔｓｕＴ，ＭａｊｉｍａＹ，ＩｓｈｉｇｕｒｏＫ．Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄ

ｉｎｇｓｏｆｃａｐｓｕｌａｒｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅｔｒａｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ

ｌｅｎｓｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｐｎＪＣｌｉｎＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，１９９１，４６（６）：

５０２５０３．

（收稿日期：２０１４０２１８　　修回日期：２０１４０７１７）

·８３８２· 检验医学与临床２０１４年１０月第１１卷第２０期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２０




