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胶原酶二步消化法分离培养牛角膜基质成纤维细胞*★ 
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Isolation and cultivation of bovine corneal stromal fibroblasts by two-step collagenase digestion 
method    

Liu Man-li1, Zou Wen-jin1, Huang Ming-han2, Zeng Jing1 

Abstract 
BACKGROUND: Obtaining corneal stromal fibroblasts with high purity, activity and biological characteristics closer to in vivo 
state is the foundation of corneal restoration research. 
OBJECTIVE: To develop a new culture method for bovine corneal stromal fibroblasts in vitro. 
METHODS: The bovine corneal stroma was digested by type collagenase using twoⅠ -step digestion method to prepare 
suspension. The cell suspension was transferred into culture bottles for cultivation. Cells in good growth status were subcultured. 
Cell survival rate was measured by trypan blue staining immediately after digestion. The growth status of bovine corneal stromal 
fibroblasts was dynamically observed using inverted phase-contrast microscope. Immunohistochemical staining with vimentin 
was used to identify the bovine corneal fibroblasts. Cell proliferation was detected using MTT assay. Bovine corneal stromal 
fibroblasts in logarithmic growth phase were obtained for growth curves and doubling time. 
RESULTS AND CONCLUSION: Bovine corneal stromal fibroblasts were successfully isolated and cultured in vitro. Microscopic 
examination and immunohistochemical staining with vimentin confirmed that the cultured cells were bovine corneal stromal 
fibroblasts. According to trypan blue staining, the immediate survival rate of bovine corneal stromal fibroblasts was 93.5%. Cell 
growth curve approximated the "S" shape, and cell population doubling time was 38.70 hours. These findings demonstrate that 
the cell culture method of two-step digestion is a simple, economic and efficient method for the primary culture of bovine corneal 
stromal fibroblasts. 
 
Liu ML, Zou WJ, Huang MH, Zeng J. Isolation and cultivation of bovine corneal stromal fibroblasts by two-step collagenase 
digestion method. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(7): 1201-1205.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：获得纯度高、活性强、生物学特性更接近体内状态的角膜基质成纤维细胞是角膜损伤后修复研究的基础。 
目的：探索体外培养牛角膜基质成纤维细胞的新方法。 
方法：用Ⅰ型胶原酶对牛角膜基质层进行二步消化分离后制成细胞悬液转入培养瓶中培养，取生长良好的细胞进行传代培

养。采用锥虫蓝染色检测消化分离后细胞即刻存活率；倒置相差显微镜动态观察细胞的生长状态；波形蛋白免疫组织化学

染色鉴定角膜成纤维细胞；MTT 法检测细胞增殖情况；取处于对数生长期的细胞，绘制细胞生长曲线并计算细胞群倍增时

间。 
结果与结论：在体外成功分离培养牛角膜基质成纤维细胞，显微镜下观察及波形蛋白免疫组织化学染色后证实所培养的细

胞为角膜基质成纤维细胞。锥虫蓝染色，细胞即刻成活率达 93.5%。细胞生长曲线近似“S”形，其群体倍增时间为        
38.70 h。说明二步消化法细胞培养技术简便、经济、高效，为原代培养角膜基质成纤维细胞提供了有效渠道。 
关键词：角膜；成纤维细胞；细胞原代培养；细胞形态；生物学特性；消化法 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.07.015 
 
刘曼丽，邹文进，黄明汉，曾静. 胶原酶二步消化法分离培养牛角膜基质成纤维细胞[J].中国组织工程研究，2012，
16(7):1201-1205.      [http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 

 
 
0  引言 
 

角膜病是一种常见的致盲性眼病，其患病

率高，治疗困难[1]。角膜独特的解剖结构使其充

当着眼睛的第1个折射媒介，完成了90%以上的

屈光功能，对形成视觉极其重要，任何眼部疾

患一旦影响了角膜的透明性即可造成视力障

碍。因此，维持角膜的透明性是视力正常的重

要保证。当角膜因各种内外因素(如炎症、感染、

眼外伤，自身免疫性疾病或肿瘤等)损伤后，在

愈合过程中常常因改变了角膜结构的有序性而

导致角膜透明性的改变[2]，从而进一步影响视

力。角膜从结构上可分为5层：上皮细胞层、

Bowman层、角膜基质层、Descemet膜及内皮

细胞层。其中基质层占角膜厚度的90%，主要

由胶原纤维、黏合物质和角膜基质细胞组成[3]。

其胶原纤维规则、均匀，主要由Ⅰ型、Ⅳ型胶

原纤维构成[4]。正常角膜细胞之间通过缝隙连接

相互作用[3, 5-6]，当角膜上皮细胞受损后将引起

角膜基质细胞活化、蛋白质的新合成以及各种

细胞因子的释放，使原本处于静止状态的角膜

基质细胞活化，转变为修复表型细胞即角膜基

质成纤维细胞。在角膜修复过程中，角膜基质
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成纤维细胞将移行到受损伤的角膜基质附近，

大量合成及分泌细胞外基质，促进角膜愈合。

如果细胞在外刺激下进一步激化，将转化为具

有收缩特性的角膜肌成纤维细胞，它是角膜损

伤后透明度下降和瘢痕形成的重要因素[7-9]。因

此在角膜损伤修复及在修复过程中保持角膜透

明性的过程中角膜成纤维细胞是一重要的调定

点。为深入研究角膜损伤后的修复机制及影响

因素，在体外构建角膜基质成纤维细胞模型是

关键一步。本实验通过体外培养的方法对角膜

基质成纤维细胞的生物学性状进行初步研究，

旨在探索一种简便、高效的角膜基质成纤维细

胞培养技术。 
 
1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察。 
时间及地点：于2010-11/2011-05在广西医

科大学实验中心完成。 
材料： 
实验动物：两三岁成年健康牛3头，雌雄不

拘，体质量(500±20) kg，购自南宁市郊养殖基

地。在行安乐死前进行眼前段检查，以排除患

有眼表疾病。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
角膜提取：成年健康牛行静脉推注过量戊巴

比妥钠安乐死后取牛眼6只置于冰上。在净化工

作台内，将所获得的新鲜牛眼球转移到无菌培

养皿中用体积分数1%碘聚乙烯吡咯烷酮液洗

涤后，用无菌眼科尖刀片、角膜剪和眼科镊切

取完整的角膜，不带任何房角或巩结膜组织，

在体积分数1%碘聚乙烯吡咯烷酮液中漂洗一

两次后(角膜呈棕色)放入PBS(含100 U/mL青霉

素，100 g/L链霉素)中漂洗浸泡至棕色褪去。在

PBS中用无菌刀片刮除角膜上皮层、内皮层、

前弹力层及后弹力层后，用眼科剪将角膜周边

不透明部分剪去，取中央部位透明的角膜组织。

将所取的角膜组织剪碎成约1 mm3的组织块，

用浓度为1 g/LⅠ型胶原酶置于37 ℃水浴箱中

消化1.5 h候后取出，静置，吸除上清。继续用

2 g/LⅠ型胶原酶同等条件下消化4.0~5.0 h至
角膜组织块被完全消化。显微镜观察细胞即刻

成活率。 
牛角膜成纤维细胞的原代培养：将消化好的组

织块悬液用不锈钢筛网过滤，用离心管收集滤

液于1 000 r/min，低速离心5 min后，弃上清。

用RPMI-1640培养液(含体积分数15%胎牛血

清，100 U/mL青霉素，100 mg/L链霉素)制成

细胞悬液。取适量于细胞计数板上计数，计算

细胞浓度，将细胞稀释至1.0×109 L-1接种到培

养瓶中进行原代培养。同时取适量稀释好的细

胞悬液行锥虫蓝染色检测并计算角膜基质细胞

存活率[10]。 
 
 
 
牛角膜成纤维细胞的传代培养：待细胞汇合成

片后，用浓度为 0.25%胰蛋白酶将细胞消化后

制成细胞浓度为1×108 L-1的细胞悬液，接种于

50 mL的培养瓶中进行传代培养。放于37 ℃、

体积分数5%CO2 培养箱中培养。静置24 h后
换液，4 d后细胞汇合可再次传代[10]。 

角膜成纤维细胞的鉴定：免疫组化染色法检

测波形蛋白相关抗原：选用第2或3代细胞进行

试验。将细胞消化后接种于放置有盖玻片的培

养皿中，待细胞汇成单层后，取出培养皿中盖

玻片，PBS漂洗，5 min×3次；40 g/L多聚甲醛

室温固定漂洗后的细胞30 min，再用PBS漂洗，

5 min×3次；滴加兔抗人波形蛋白单克隆抗体

(1∶100)4 ℃过夜；PBS漂洗5 min×3次后按山

羊抗兔二步法免疫组化快速检测试剂盒说明书

进行检测，再用PBS漂洗5 min×3次；最后经

DAB溶液显色，苏木精复染，封固，显微镜下

观察[11]。  
细胞生长曲线的绘制及细胞群倍增时间的计

算：收集处于对数增殖期的第2代角膜成纤维细

胞，以1×108 L-1的细胞浓度接种于96孔培养板

中，设8个平行孔，每孔接种200 μL，共11块培

养板，放于37 ℃，体积分数5%CO2的培养箱中

培养。自培养伊始取第1块培养板，小心吸弃培

养液，每孔加入MTT(5 g/L) 20 μL后继续培养  
4 h ，再次吸弃孔内培养上清液，加入       
150 μL DMSO，置于iMark 10963型酶标检测 

试剂及仪器 来源 

PBS、MTT、DMSO、锥虫蓝 
胎牛血清 
Ⅰ型胶原酶 
兔抗人波形蛋白单克隆抗体 
山羊抗兔二步法免疫组化快速

检测试剂盒 
倒置相差显微镜 
iMark 10963 型酶标检测仪 

美国 Sigma 公司 
杭州四季青生物工程公司

美国 invitrogen 公司 
武汉博士德公司 
北京中杉金桥公司 
 
日本 OLYMPUS 公司 
美国 BIO-RAD 公司 

细胞存活率(%)=(细胞计数板内 4 个大方格非蓝染 
细胞数÷细胞计数板内 4 个大方格细胞总数)×100% 
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仪上，设定弱振荡5 min，吸收波长为570 nm测出各孔

的吸光度值。用同样的方法，每隔24 h取出1块培养板

测定各孔的吸光度值。以培养时间为横坐标，吸光度值

为纵坐标，绘制细胞生长曲线，计算倍增时间[10]。 
 
 
 
 
 
主要观察指标：①细胞收获情况。②细胞培养结果。

③波形蛋白免疫组织化学染色鉴定。④细胞生长曲线。 
统计学分析：采用SPSS13.0统计分析软件进行统

计学分析，计量资料用平均值表示。 
   

2  结果 
 
2.1  牛角膜基质成纤维细胞收获数量及成活率测定  
采用机械分离法获取牛角膜基质层(6只眼)，经Ⅰ型胶原

酶二步消化分离后制成细胞悬液，取少量稀释后用锥虫

蓝染色，3 min内滴入细胞计数板中在显微镜下计数。

死亡细胞因细胞膜完整性破坏，被锥虫蓝染成蓝色，而

正常细胞染色阴性。经多次实验后发现，采用Ⅰ型胶原

酶二步消化法分离提取牛角膜基质成纤维细胞所获细

胞总数约为11.3×106个，即刻成活率达93.5%，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  牛角膜基质成纤维细胞的原代培养结果  刚消化

下来的细胞呈圆亮、轮廓清晰的球形，有单细胞，也有

3~5个成群细胞，后者更易贴壁且生长增殖较快。细胞

接种12 h后贴壁，24 h后向两极伸展，形成梭形，3 d
后细胞呈放射状、胞浆均匀、胞膜清晰。5 d左右细胞

融合，并出现复层生长。在50倍倒置相差显微镜下见细

胞形态多为纺锤形，并呈典型的放射状或漩涡状生长，

细胞折光性强，轮廓清晰，镜下易观察，但难直接观察

到细胞核，见图1a。转高倍镜下观察，发现黏附铺展的

细胞有丰富的“树枝”状黏着结构或“鸭蹼”状黏着斑，

见图1b。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
 

2.3  牛角膜成纤维细胞传代培养结果  传代细胞比原

代细胞分裂增殖更旺盛，在传代3.0~4.0 h后细胞可贴

壁，两三天后可进行再次传代。经过20次传代后，发现

角膜成纤维细胞形态逐渐改变，细胞变圆，胞浆内出现

空泡结构，“树枝”状黏着结构减少，贴壁困难，增殖

速度减慢，细胞难以继续传代，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
 

2.4  波形蛋白相关抗原免疫组织化学染色法鉴定结果  
见图3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
 
显微镜下可见细胞呈梭形或多边形，细胞浆内围绕

细胞核呈棕褐色改变，见图3，证实所培养的细胞为角

表 1  牛角膜基质成纤维细胞即刻存活率测定 
Table 1  Immediate survival rate of bovine corneal stromal 

fibroblasts 

Experiment 
times 

Number of dead 
cells (×104) 

Total cell 
number (×104) 

Immediate survival 
rate (%) 

 
 1 

 
7 

 
110 

 
93.6 

 2 6 109 94.5 
 3 9 108 91.7 
 4 8 113 92.9 
 5 7 108 93.5 
 6 6 107 94.4 
 7 9 115 92.2 
 8 8 113 92.9 
 9 5 107 95.3 
10 7 114 93.8 

DT =Δt×lg2/(lgNt-lgN0 )； 
DT: 细胞群倍增时间；Δt：细胞在对数生长期的一段时间； 
Nt：对数生长期任一点的细胞数吸光度值；N0：为对数生长

期细胞数初始吸光度值。 

Figure 1  Primary cultured bovine corneal stromal 
fibroblasts exhibited typical spindle shape 
(Inverted phase contrast microscope) 

图 1  牛角膜成纤维细胞原代培养结果：成典型的纺锤形
(倒置相差显微镜) 

a: ×50                             b: ×100 

Figure 2  Bovine corneal stromal fibroblasts of the 20th 

generation (Inverted phase contrast microscope, 
×100) 

图 2  第 20 代角膜基质成纤维细胞(倒置相差显微镜，
×100) 

Figure 3  Cytoplasm of bovine corneal stromal fibroblasts 
was brown after immunohistochemical staining 
with vimentin (×100) 

图 3  波形蛋白免疫组化染色在牛角膜基质成纤维细胞
胞浆中显示棕色 (×100) 
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膜基质成纤维细胞。 
2.5  MTT法测生长曲线  光吸收值越高，表示活细胞

数越多。以培养时间为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘

制细胞生长曲线：牛角膜成纤维细胞的生长曲线近似

“S”形，在传代后的前期细胞生长比较缓慢，经过一

两天的适应期后，进入对数生长期，第六七天后因接触

性抑制而使细胞达到平台期，并逐渐下降，进入生长停

滞期，见图4。经计算得出其群体倍增时间为38.70 h。 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

3  讨论 
 
继1965年由Mannagh等[12-13]报道体外培养角膜细

胞后，有关角膜细胞体外培养的研究已经过了一个长期

的探索阶段[3, 14-18]。角膜基质细胞的培养方法主要有3
种：组织块培养法，酶消化法及机械分离获取细胞    
法[19-26]。组织块培养法不需要特殊的仪器和试剂，操作

程序少，成本较低，简单易行，但是培养周期较长，易

受其他细胞污染，难以获得纯细胞培养，同时还存在植

块浮起不贴壁的问题。而酶消化法培养的周期短、获取

的细胞纯度高，一般在血清的刺激下于一两天后细胞增

殖并活化为角膜基质成纤维细胞，1周左右即可汇合进

行传代培养。单纯机械分离获取细胞易造成细胞损伤，

所获取的活细胞数较少。现如今采用组织块培养法用于

角膜基质细胞培养的报道已越来越少，逐渐被消化法所

取代。 
消化法培养的关键是选用适宜的消化酶、掌握酶的

消化浓度及消化时间。对角膜细胞的消化分离有报道用

胰酶、胶原酶及多种酶联合等[22, 24, 27]，消化时间上多采

用消化过夜。由于消化时间过长且不好掌握，明显削减

了细胞的活力，影响了细胞的生长。且胰蛋白酶对细胞

膜的损伤较大，培养成活率低。经过长期的研究后发现，

胶原纤维是角膜基质中最丰富的结构大分子，占角膜干

质量的71%[28]，采用胶原酶来消化分离角膜基质更有利

于保护基质细胞而被更广泛的采纳。 
正常成熟角膜组织中存在Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、

Ⅷ、Ⅸ、Ⅻ、ⅩⅣ、ⅩⅦ型胶原蛋白[4, 29-30]。理论上用

多种胶原酶混合液对角膜基质进行消化分离是最理想

的。但从相关的报道中发现，因角膜基质中各胶原纤维

所占比例不同，使得在用多种胶原酶混合液消化时需将

不同种胶原酶按一定浓度进行配比，与此同时，由于各

胶原纤维消化所耗时间相差各异，使得在消化过程当中

大大增加了操作难度[27]。与使用单一酶消化法相比因需

多种胶原酶参与使耗资增加，也不利于推广。 
本实验中采用Ⅰ型胶原酶对角膜基质进行二步消

化以获取角膜基质细胞，在很大程度上解决了上述提到

的相关难题：①选用的酶单一、对角膜基质细胞保护性

好，易于把握酶的浓度及消化时间。②先用1 g/L较低浓

度的胶原酶在比较短的时间内消化，使角膜组织块表面

未得以彻底清除的非角膜基质细胞消化分离，从而保证

了角膜基质细胞的提取纯度。③消化采用了2 g/L较高浓

度的胶原酶消化，这一浓度既保证了细胞的活力，又促

使在较短时间内将组织块完全消化。在实验过程中我们

发现，在4~6 h内将组织消化完全时提取的细胞活性最

强，贴壁时间也最短，8~12 h就可出现细胞贴壁现象。

当消化时间超过7 h后，细胞活性呈逐渐下降趋势。采

用二步消化法消化，一方面保证了细胞提取的纯度，另

一方面又提高了组织的消化效率。在取材后10 h内即可

获得活细胞数较高的细胞悬液进行培养，4 d后细胞基

本汇合可进行传代培养。 
近年也有学者用Ⅱ型胶原酶分离培养角膜成纤维

细胞，但用Ⅰ型胶原酶消化基质组织效果更好[3]。2种胶

原酶消化分离得到的成纤维细胞贴壁时间和达到融合

的时间基本相同，细胞均呈典型的梭形。不同的是，用

Ⅰ型胶原酶消化得到的成纤维细胞可长期培养，培养到

第10代，细胞形态仍成典形的梭形。考虑其原因，可能

是Ⅰ型胶原主要分布于角膜基质中，占胶原总量的  
64%[32]，使用Ⅰ型胶原酶可能更有利于角膜基质成纤维

细胞的分离和保护。 
本实验改良了过去单一消化的培养方法,探索相对

简单、高效的牛角膜基质成纤维细胞的原代培养方法和

体系。体外培养的角膜基质成纤维细胞保留了其在体时

的形态结构和某些功能特点，同时去除了体内外各种限

制因素的影响，具有精确和重复性好等优点，可广泛用

于病理生理、电生理、药理及毒理、受体及作用机制、

体外构建组织工程角膜、角膜损伤模型等基础性研究。

为眼部相关研究提供了有效稳定的实验模型，在医学上

有着广泛的应用前景。 
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