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Abstract
誗AIM: To explore the primary culture conditions for four
kinds of lens epithelial cells (LECs) of rat, rabbit, dog,
and human, and measure their growth characteristics.
誗METHODS: The lens capsule or anterior capsular tissue
of rat, rabbit, dog and patient were removed by different
methods, and they were cut into tiny pieces for primary
culture by modified tissue adherent method. The
morphological features of four kinds of LECs were
observed under an inverted microscope.
誗RESULTS: Four kinds of LECs of rat, rabbit, dog and
human could be cultured primarily by tissue adherent
method. With the evolution of tissue source, the
adherent capacity of LECs gradually strengthened, cells
form were changed from irregular polygon to oval,
nucleus rounded and cytoplasm enriched gradually. Four
kinds of LECs had fibrotic changes after several
passages.
誗 CONCLUSION: LECs of rat, rabbit, dog and human
can be primarily cultured. This method lays the

foundation for the mechanism research of caratact and
related fields on the cellular and molecular levels.
誗 KEYWORDS: lens epithelial cell; primary culture;
fibrosis
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摘要
目的:探索大鼠、兔、犬及人四种不同种属晶状体上皮细
胞(lens epithelial cells, LECs)的原代培养条件,并观察其
生长特性。
方法:采用不同方法取出四种晶状体囊或前囊组织,改良
组织块法进行原代培养,并在倒置显微镜下观察四种
LECs 的形态学特征及变化。
结果:大鼠、兔、犬及人四种 LECs 均可采用改良组织块贴
壁法进行原代培养。 随着种属级别的升高,LECs 贴壁能
力逐渐增强,细胞由不规则的多角形向卵圆形发展、胞核
渐渐圆润、胞浆越来越丰富,经多次传代后四种 LECs 均
有向纤维化发展的趋势。
结论:成功改良了大鼠、兔、犬及人 LECs 的原代培养方
法,在细胞及分子水平为白内障及其相关领域的研究提
供了技术支撑。
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0 引言
摇 摇 晶状体具有良好的透光性与适度的折光性,是一个
近乎完美的视觉器官,晶莹剔透,能够将透过角膜的光恰
好聚焦在视网膜上,引起视觉。 它来源于表皮外胚叶,由
外向内依次为晶状体囊、皮质与核。 晶状体上皮细胞位
于前囊下方,单层立方排列,是整个晶状体唯一具有生命
活性的细胞[1,2]。 它不仅分泌郁型胶原形成外层晶状体
囊,并在赤道部衍化为纤维细胞,构成皮质与核;而且提
供了晶状体代谢所需的全部能量,是整个晶状体的“生命
中枢冶 [1,2]。 晶状体上皮细胞(lens epithelial cells, LECs)
担负着晶状体的生长、分化和修复损伤的功能,在晶状体
的发育及各种白内障的发生中都占有重要地位[3,4],而原
代 LECs 能够在最大程度上呈现在体状态,因此 LECs 成
为了白内障领域在细胞水平研究的重点和热点[5-8]。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 DMEM 培养基(1. 0g / L 葡萄糖)和胎牛血清
(fetal bovine serum,FBS)均购自美国 GIBCO 公司,胰蛋
白酶购自北方同正生物公司,EDTA·2Na 购自华美公
司,其余均为国产分析纯试剂。 仪器:维纳斯剪(苏州六
六视觉公司),无齿显微外科镊(上海医疗器械公司) ,超
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图1摇 原代培养大鼠 LECs形态,晶状体囊取自1 ~2周龄 SD大鼠,改良组织块培养法进行原代培养,LECs触角较多,形态不规则,不易贴
壁,传代过程易丢失(伊200)摇 A:P1:第 1 代大鼠 LECs;B:P3:第 3 代大鼠 LECs;C:P5:第 5 代大鼠 LECs;D:P7:第 7 代大鼠 LECs。

图2摇 原代培养新西兰兔 LECs形态,晶状体前囊组织取自成年新西兰兔,细胞黏附力及增殖力有所增强,细胞触角减少,形态较规则
摇 A:P1(伊100):第 1 代兔 LECs;B:P4(伊200):第 4 代兔 LECs;C:P7(伊200):第 7 代兔 LECs;D:P12(伊200):第 12 代兔 LECs。

净工作台(北京半导体设备一厂),倒置相差显微镜(日本
Olympus 公司),CO2培养箱(NAPCO 5100),低温高速离心
机(德国 Sigma 公司)。 动物:(1)大鼠:购自北京市维通
利华实验动物有限公司,1 ~ 2 周龄,雌雄不限,裂隙灯下
观察晶状体完全透明,无任何混浊,且无其它眼疾。 (2)
新西兰兔:成年雄性,体质量约 2kg,一般情况良好,裂隙
灯下见晶状体完全透明。 (3)Beagle 犬:成年雄性,体质量
约 10kg,一般情况良好,裂隙灯下见晶状体完全透明。
(4)患有先天性白内障的 6 月龄男性患者,身体其它状况
良好。
1. 2 方法
1. 2. 1 四种晶状体囊或前囊组织获取摇 大鼠[9]:断头处死
后立即取出整个眼球,生理盐水清洗 3 次,浸泡于 75% 乙
醇 10min,然后转至超净台内操作。 左手持纱布固定眼
球,后囊向上,在视神经周边做一小切口,维纳斯剪将切口
逐渐扩大,后囊法取出整个晶状体,迅速轻柔剥离晶状体
囊。 新西兰兔[8,10]:空气栓塞法处死后立即取出整个眼
球,生理盐水清洗 3 次,浸泡于 75%乙醇 10min,然后转至
超净台内操作。 由赤道部做一切口,侧囊法取出晶状体,
迅速并仔细剥离晶状体前囊。 Beagle 犬[11,12]:处死后
30min 内取出整个眼球,75% 乙醇中浸泡 10min 后转至超
净台内操作。 前极做一切口,剪断睫状肌,前囊法取出晶
状体,迅速轻柔剥离晶状体前囊组织。 患有先天性白内障
的 6 月龄男性患者[13,14]:在临床超声乳化吸除手术中,将
连续环形撕囊的晶状体前囊膜收集于预冷的灭菌人工房
水中,冰浴下尽快转至超净台内。
1. 2. 2 原代培养摇 将上述所取的晶状体囊或前囊组织转
至培养皿中,灭菌人工房水清洗 3 次,加入适量 FBS 浸润
组织块,用维纳斯剪将组织块细细剪碎并转至培养瓶中,
轻轻晃动,使组织块均匀平铺在底部。 为增强贴附能力,
需要在 37益 5% CO2无菌条件下站立培养,4h 后然后缓
慢放平并继续培养。 24h 后在倒置显微镜下观察组织块
周围是否有新生细胞爬出,并及时添加含 15% FBS 的低
糖 DMEM 培养基继续培养,培养初期应尽量避免晃动培
养瓶[8-14]。
1. 2. 3 传代培养摇 当组织块周围有大片细胞堆积呈复层
样生长,或培养瓶底部细胞基本完全融合时,应及时传代。

PBS 清洗 2 次后加入 0. 25% 胰酶消化(室温下静置 1 ~
2min),倒置显微镜下见大部分细胞收缩、边缘光亮,甚至
分离呈流沙状改变时,立即倒掉消化液终止消化,用吸管
轻轻吹打,将细胞悬液收集于 10mL 离心管内,离心
(800r / min伊10min),弃上清后加入 2mL 培养基,轻轻吹匀
细胞,并按 1颐3 比例进行分瓶培养。
2 结果
2. 1 原代培养大鼠 LECs 的生长特点摇 大鼠晶状体囊轻
薄,极易漂浮,最难贴壁。 原代培养 48h 后可见组织块底
部开始有细胞贴壁生长,60h 可见少量细胞从组织块周围
爬出,此后细胞生长速度加快。 大鼠 LECs 形态不规则,触
角较多,大小均匀,胞浆不丰富,呈透明状态,胞核圆形或
卵圆形,核仁明显,色暗(图 1)。 传代时细胞极易丢失,贴
壁仍然较困难。 细胞培养至第 7 代以后可见部分上皮细
胞呈纤维状生长。
2. 2 原代培养兔 LECs 的生长特点摇 与大鼠晶状体囊相
比,兔晶状体前囊组织变厚,培养 24h 时就可见组织块周
围有数量不等的细胞爬出,48h 后组织块周围细胞已非常
密集,聚集生长的细胞呈细长梭形,散在生长细胞呈不规
则多角形,胞核较大,核仁明显,胞浆稍丰富,呈透明状
(图 2)。 传代过程中细胞容易丢失,但贴壁较好,生长迅
速。 随着传代次数的增多,约从第 10 代开始出现细长纤
维细胞。
2. 3 原代培养犬 LECs 的生长特点摇 Beagle 犬晶状体前囊
组织明显增厚,细小的前囊组织块比较容易贴壁,48h 后
可以见到组织块底部 LECs 紧密贴壁生长,数量不等的
LECs 在组织块周围爬行生长,状态良好,细胞呈卵圆形或
不规则的多角形,触角很少,胞核较大,核仁清晰可见,胞
浆较丰富(图 3)。 传代过程中细胞贴壁能力较强,非常牢
固,生长迅速,传至 7 代以后可见到细长的纤维细胞。
2. 4 原代培养人 LECs 的生长特点摇 人晶状体前囊膜中
心部位最厚,剪碎后组织块容易贴壁。 培养 24 h 后即可
见组织块底部有细胞紧密贴壁生长,48h 后有 LECs 从组
织块周边爬出生长。 细胞基本呈六角形或卵圆形,胞核较
大,核仁清晰,胞浆很丰富、透明,细胞增殖速度非常快
(图 4),传至 7 代后逐渐有细长的纤维细胞出现,且胞浆
中出现丝状物或颗粒状结构。
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图3摇 原代培养 Beagle犬 LECs形态,晶状体前囊组织取自正常成年 Beagle犬,组织块易贴壁,细胞 LECs 呈卵圆形,胞浆渐丰富
摇 A:P1(伊100):第 1 代犬 LECs;B:P3(伊200): 第 3 代犬 LECs;C:P4(伊200): 第 4 代犬 LECs;D:P8(伊200)第 8 代犬 LECs。

图4摇 原代培养人 LECs形态,晶状体前囊膜来自6月龄先天性白内障的患儿,组织块贴壁紧密,细胞状态良好,增殖力旺盛,圆润饱满,呈规
则卵圆形摇 A:P1(伊100):第 1 代人 LECs;B:P3(伊200):第 3 代人 LECs;C:P4(伊200):第 4 代人 LECs;D:P5(伊200):第 5 代人 LECs。

3 讨论
摇 摇 研究所取晶状体前囊组织是 LECs 所分泌的郁型胶
原,下方仅有 LECs 单一细胞单层立方排列生长[1,2]。 这
种特殊的组织结构极大方便了 LECs 的原代培养,但晶状
体前囊下方的 LECs 数量极其有限,且前囊膜菲薄,难以
紧密贴壁,实验中发现传统的胰酶消化法及组织块法进行
原代培养都困难重重[15]。
摇 摇 在晶状体上皮细胞原代培养过程中,我们也曾多次尝
试采用胰酶消化原代培养 LECs,但由于 48h 后大部分细
胞不能贴壁,且已贴壁细胞的增殖能力极弱,均没有成功。
随后参考多种组织块培养法并加以改良[8-14],发现晶状体
细小的前囊片利于附着的 LECs 紧密贴壁和快速生长,一
般 48h 后可见组织块底部 LECs 已经贴壁生长,且有 LECs
爬出。 但在组织块种植时要避免用力吹打等机械损伤,早
期培养过程中动作一定要轻柔,尽量较少培养皿 / 瓶的晃
动。 为了使组织块快速贴壁,仅滴加少量 FBS 并保持培
养瓶竖立培养,这样组织块与培养瓶之间没有多余的液
体,组织块利用 FBS 的粘性会紧紧粘附在培养瓶底部,4h
后缓慢放平培养瓶使 FBS 刚刚浸没组织块而不能使其漂
浮起来,FBS 能够提供足够的营养,利于 LECs 原代细胞的
增殖和快速生长。 24h 后添加适量含 15% FBS 的培养基
继续培养。 后续使用的培养基中 FBS 的含量均不能低于
15% ,否则细胞会停止生长或者生长非常缓慢甚至死亡。
大鼠、兔、犬及人四种细胞种属不同,形态上存在一定的差
异,大鼠 LECs 触角较多,细胞相对单薄,随着种属级别的
提高,LECs 形态逐渐规则,由不规则形向多角形、卵圆形
和圆形发展,细胞的触角逐渐减少,表面变得圆润光滑,体
积逐渐增大,胞核越来越明显,核仁清晰可见,胞浆渐渐丰
富起来,细胞形态逐渐饱满,并且细胞贴壁能力逐渐增强。
体外培养过程中发现,随着传代次数的增加(大约 7 代以
后),多角形、卵圆形的 LECs 中会逐渐出现纤维细胞样改
变,即细胞体积增大而扁平,呈楔形或条形,胞浆比例增
大,出现细丝状或细颗粒状结构,并且核内有时会出现颗
粒状改变,整个细胞颜色变浅,呈纤维细胞样外观。 因此,
如果利用原代培养 LECs 进行后续研究,建议选用第 3 ~ 4
代 LECs。 原代培养的四种 LECs 在-80益冻存数月后仍然
能够复苏培养,细胞形态基本同前,但是细胞活力和增殖
能力均有明显下降。

摇 摇 在本研究中,我们将组织块培养法进行改良,完成对
大鼠、兔、犬及人四种 LECs 的原代培养。 结果显示此方法
的成功率高,稳定性好,四种细胞的生长特性之间有一定
的相似性,但也存在差异,实验中可根据具体情况选择。
此方法的为研究 LECs 之间的细胞连接、上皮细胞纤维化
过程以及药物研发等提供了实际可行的原代细胞平台。
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