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小鼠角膜上皮细胞永生化细胞系的建立及表型鉴定
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[摘要] 目的 探讨小鼠角膜上皮细胞永生化细胞系的建立方法,并鉴定其表型的稳定性。方法 提取小鼠

角膜上皮原代细胞,以猴空泡病毒40大T抗原(SV40-LT)慢病毒感染小鼠角膜上皮原代细胞建立永生化细胞系。

通过 HE染色与免疫荧光染色对角膜上皮组织表型和标记物(K12、Pax6、Ki-67)进行鉴定。提取原代角膜上皮细

胞并对其角膜上皮细胞分层蛋白K14进行鉴定,观察细胞明场视野评估细胞形态学特征。对转染后的P1和P8代

细胞的部分标志物(K12、Pax6、Ki-67、ABCG2、K14)进行鉴定。采用结晶紫染色法观察转染后的P1和P8代细胞

克隆的形成能力。结果 小鼠角膜上皮组织中 K12、Pax6、Ki-67染色阳性;P1、P8代小鼠角膜上皮细胞中 K12、

Pax6、Ki-67、K14和ABCG2染色阳性,上述标志物阳性率比较,差异均无显著性(P>0.05),P1与P8代小鼠角膜

上皮细胞克隆能力无明显差异(P>0.05)。结论 使用SV40-LT慢病毒转染小鼠角膜上皮,成功建立永生化小鼠

角膜上皮细胞系,表型稳定且稳定增殖。
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Establishmentandphenotypicidentificationofanimmortalizedmousecornealepithelialcellline
BAIYing,WANGYihui,GEHuanhuan,BIAN Wenhan,CHENPeng (DepartmentofHumanAnatomy,HistologyandEm-

bryology,SchoolofBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatethemethodforestablishinganimmortalizedmousecornealepithelialcellline,and

toidentifythestabilityofitsphenotype. Methods Primarymousecornealepithelialcellswereextractedandtransfectedwith

SimianVacuolatingVirus40LargeTAntigen(SV40-LT)lentivirustoestablishanimmortalizedcellline.HEstainingandimmu-

nofluorescentstainingwereusedtoidentifythephenotypesandmarkers(K12,Pax6,Ki-67)ofcornealepithelium.Primarycor-

nealepithelialcellswereextractedtoidentifyK14proteinincornealepithelialcelllayer,andbrightfieldobservationwasperformed

toevaluatecellmorphologicalcharacteristics.Severalmarkers(K12,Pax6,Ki-67,ABCG2,K14)wereidentifiedforP1andP8

cellsaftertransfection.Crystalvioletstainingwasusedtoobservethecolony-formationabilityofP1andP8cellsaftertransfection.

Results MousecornealepitheliumwasstainedpositiveforK12,Pax6andKi-67,whiletheP1andP8generationsofmousecor-

nealepithelialcellswerestainedpositiveforK12,Pax6,Ki-67,K14,andABCG2;therewerenosignificantdifferencesintheposi-

tiveratesoftheabovemarkers(P>0.05).Therewasnosignificantdifferenceincolony-formationabilitybetweenP1andP8cells
(P>0.05). Conclusion Theimmortalizedmousecornealepithelialcelllineissuccessfullyestablishedbytransfectionwith

SV40-LTlentivirus,whichhasstablephenotypeandproliferation.
[KEYWORDS] Cellline;Epithelialcells;Cornea;Transfection;Geneticmarkers;Mice,inbredC57BL

  角膜上皮位于角膜前表面,由非角化上皮细胞

有序排列而成,在视觉系统中发挥着重要的作用。
角膜上皮细胞(CECs)不断从角膜缘干细胞或祖细

胞(LSCs)中更新而来,LSCs或CECs缺乏会引起

角膜表面缺损、角膜炎等,最终可能导致失明[1-2]。
原代角膜上皮细胞通常在培养3~4代后即停

止生长,导致每次实验中产生的细胞数量很少,这也

是影响角膜上皮疾病相关实验研究深入开展的瓶颈

问题。因此,建立可以无限增殖,并且表型稳定的角

膜上皮细胞系十分必要[3]。目前,相关研究报道了

原代小鼠角膜上皮细胞的提取方法与应用情况,但

在细胞传代增殖过程中出现的细胞衰老和形态改变

等问题仍然难以解决[4]。海弗利克极限理论提出体

细胞的增殖能力是有限的,不能进行无限的增殖复

制,但在一些特殊条件干预下,细胞也可以实现无限

增殖,且无恶化的表征,即处于正常细胞与癌细胞之

间的一种永生化细胞状态[5]。研究显示,猴空泡病

毒40大T抗原(SV40-LT)片段能与细胞内的p53
及其他相关蛋白结合,所形成的复合体可导致p53
蛋白失活,进一步使抑癌基因失效无法表达,从而防

止细胞出现分裂停滞,达到调整宿主细胞周期使细

胞处于永生化状态的目的[6-8]。研究显示,将SV40-
LT慢病毒转染原代赫特维希上皮根鞘细胞后,能
成功建立棕色脂肪永生化细胞系和上皮根鞘永生化

细胞系[9]。本研究通过将SV40-LT慢病毒转染小
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鼠角膜上皮细胞以构建其永生化细胞系,旨在为角

膜上皮疾病的实验研究提供足够细胞来源,减少实

验动物成本。

1 材料与方法

1.1 动物和材料

8~10周龄雄性C57BL/6小鼠10只,购买于

北京维通利华实验动物技术有限公司。免疫荧光

K12、Ki-67、K14兔单克隆抗体购自美国Abcam公

司;兔单克隆抗体 ABCG2购买于武汉爱博泰克生

物科技有限公司;鼠单克隆抗体Pax6购买于美国

Biolegend公 司。SV40-LT(pGMLV-SV40T-PU-
ROLentivirus,启动子为EF1a,载体类型为慢病

毒,组成型表达方式,嘌呤毒素真核抗性,荧光标记)
购自上海吉满生物科技有限公司。

1.2 角膜组织切片HE染色

10只小鼠适应性喂养3d,异氟烷气体麻醉后

脱颈处死,取出左侧眼球,其中5颗眼球以石蜡包埋

后切片。将切片脱蜡后依次用苏木精、伊红染色,中
性树胶封片后,显微镜明场视野观察角膜组织形态。
剩余5颗眼球置于冰冻组织包埋剂中,-80℃冷冻

后切片。

1.3 角膜上皮原代细胞的提取及培养

剥离出10只小鼠的右侧眼球,置于4℃含有

1500U/LdispaseⅡ的KSFM培养基中,第2天剥

离出角膜,置于48孔板中,加入含1%ITS、1%青

霉素/链霉素和2% B-27补充剂的 KSFM 培养基

(完全培养基),置于含体积分数0.05CO2的培养箱

中进行培养,为原代小鼠的角膜上皮细胞。在培养

48h时使用倒置显微镜明场视野观察原代角膜上

皮细胞的形态。

1.4 永生化细胞系的建立及细胞传代

1.4.1 嘌呤毒素的最低致死浓度测定 将嘌呤霉

素加入完全培养基中,以1mg/L为一个浓度梯度,
配制成0~10mg/L不同浓度的培养基。将原代小

鼠角膜上皮细胞以1×104个/孔接种于48孔板中,
置于培养箱中,当细胞融合度达50%~60%时,将
原培养基替换为含不同浓度嘌呤霉素的培养基继续

培养4d,随时通过显微镜观察,以全部细胞为漂浮

状态且未见贴壁细胞为细胞全部死亡的判断标准,
实验共重复3次。测得嘌呤霉素的最低致死浓度为

2mg/L。

1.4.2 细胞的转染 将原代小鼠角膜上皮细胞以

1×104个/孔接种于48孔板中,待融合度达60%~

70%时,通过细胞计数板计算细胞数目,每孔约为

2.0×105个细胞,按照公式(病毒量=MOI值×细胞

数目÷病毒滴度)计算培养基中需加入SV40-LT的

病毒量,其中病毒滴度为5×108PFU/mL(由上海

吉满生物科技有限公司提供),以 MOI值分别为

20、10、5进行摸索实验。加入按照上面方法计算出

的不同SV40-LT病毒量后再培养48h,更换为完全

培养基,通过荧光显微镜观察,发现当 MOI值为5
时,角膜上皮细胞会出现慢病毒自带的红色荧光,表
示细胞转染成功。将转染成功细胞的培养基更换为

筛选培养基(完全培养基中加入2mg/L的嘌呤霉

素),每48h更换1次。当细胞融合度达85%以上

时,将细胞移至培养瓶中使用完全培养基继续培养。

1.4.3 细胞传代 取培养瓶中的小鼠角膜上皮细

胞,吸出原培养基,PBS清洗细胞后加入2.5g/L胰

蛋白酶500μL消化细胞,后置于含体积分数0.05
CO2的培养箱中观察5min,待细胞呈分散漂浮状态

时,吸出胰蛋白酶,加入完全培养基终止消化。将细

胞收集到15mL离心管当中,以1000r/min离心

5min,吸除上清液,按照吸除上清液的2倍体积重

新加入完全培养基,混匀后置于培养箱中继续培养,
得到P1代小鼠角膜上皮细胞。重复上述步骤,得
到P8代小鼠角膜上皮细胞。

1.5 小鼠角膜上皮细胞和组织的免疫荧光染色

将原代、P1和P8代小鼠角膜上皮细胞分别接

种于24孔板中,待融合度达60%时,吸出原培养

基,PBS洗涤2次后,使用4%多聚甲醛固定20~
25min,以PBS洗涤10min后,正常山羊血清封闭

1h。原代小鼠角膜上皮细胞中加入兔抗K12,P1、

P8代小鼠角膜上皮细胞中均分别加入兔抗K12、鼠
抗Pax6、兔抗 K14、兔抗 Ki-67和兔抗 ABCG2一

抗,4℃条件下过夜,第2天使用PBS洗涤3次后,
避光条件下每孔加入二抗,室温孵育1h,PBS洗涤

3次。以DAPI室温染色5min,PBS洗涤后,于倒

置荧光显微镜下观察原代细胞中K12及P1、P8代

细胞中K12、Pax6、Ki-67、K14和ABCG2的表达情

况,并计算阳性率。取1.2中制备的小鼠角膜组织

切片,按照上述步骤进行免疫荧光染色,荧光显微镜

下观察角膜组织中K12、Pax6、Ki-67的表达情况。

1.6 克隆形成实验

将P1和P8代小鼠角膜上皮细胞分别接种于6
孔板中,待融合度达80%时,吸除培养基,加入4%
多聚甲醛固定细胞20min,PBS清洗5min后,加
入结晶紫溶液染色25min后吸出,以PBS清洗细
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胞3次后,记录克隆形成数,计算克隆形成率。

1.7 统计学处理

使用GraphPadPrism9软件进行数据的统计

分析,符合正态分布的计量资料以􀭺x±s表示,两组

间比较采用非配对t检验。以P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结  果

2.1 小鼠角膜上皮组织表型及标志物鉴定

小鼠角膜组织切片 HE染色结果显示,其角膜

上皮由3~5层细胞构成,角膜上皮复层正常,角膜

基质胶原纤维呈矩形规则排列(图1A)。角膜组织

切片免疫荧光染色显示,K12在整个角膜上皮中的

染色均呈阳性,但在邻近结膜的角膜缘基底上皮中

的染色呈阴性(图1B);Pax6和Ki-67在角膜上皮中

的染色均呈阳性(图1C、D)。

2.2 原代小鼠角膜上皮细胞的表型及明场视野

免疫荧光染色显示,原代小鼠角膜上皮细胞中

K12显著表达,见图2A~B;图2B中绿色为 K12,
蓝色为DAPI。明场视野观察显示,角膜组织碎片

周围有向外增殖的角膜上皮细胞,呈鹅卵石状,见图

2C~D。

2.3 P1和P8代小鼠角膜上皮细胞表型及标志物

鉴定

免疫荧光染色显示,P1、P8代小鼠角膜上皮细

胞中K12、Pax6、Ki-67、K14以及ABCG2染色阳性

(图3)。P1和P8代细胞的上述标志物阳性率比

较,差异均无显著性(P>0.05),见表1。P1和P8
代细胞的明场视野观察显示,角膜上皮细胞形态正

常,呈鹅卵石状,且分布均匀(图4)。

A:小鼠角膜组织切片 HE染色,100倍;B~D:分别为小鼠角膜

组织切片中K12、Pax6、Ki-67表达情况,免疫荧光染色,100倍

图1 小鼠角膜上皮组织表型及标志物鉴定

2.4 克隆形成实验

P1、P8代细胞的克隆形成率分别为(375.70±
10.02)%、(357.30±11.93)%,两者比较差异无显著

性(P>0.05)。

A~B:原代角膜上皮细胞中K12的表达情况,免疫荧光染色,400倍;C~D:原代角膜上皮细胞明场视野,分别为100倍、200倍

图2 原代小鼠角膜上皮细胞表型及明场视野

表1 P1和P8代小鼠角膜上皮细胞中标志物阳性率比较(χ/%,n=10,􀭵x±s)

细胞 K12 Pax6 Ki-67 K14 ABCG2

P1代 91.57±1.10 88.22±1.04 61.14±3.58 17.42±1.99 67.22±2.13
P8代 89.59±1.25 88.50±1.69 57.32±3.24 20.57±2.04 63.98±3.91

3 讨  论

目前全世界约有1000万人由于眼外伤、严重

的感染、神经营养性角膜病变、病原体侵入等原因致

角膜盲[1,10-12]。角膜移植手术与自体或异体角膜缘

移植是治疗角膜盲的最有效手段,但受到全球供体

角膜短缺以及免疫排斥反应发生率过高的限制,导
致目前角膜病治疗依然是一大难题[13-14]。角膜上皮

细胞对于角膜病理学、分子生物学、免疫学相关的实

验研究至关重要,但体外培养的原代小鼠角膜上皮
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A~E分别为P1和P8代细胞中K12、Pax6、Ki-67、K14、ABCG2表达情况,免疫荧光染色,400倍

图3 P1和P8代小鼠角膜上皮细胞表型及标志物鉴定

A、B分别为P1、P8代细胞明场视野,200倍

图4 P1、P8代小鼠角膜上皮细胞明场视野结果

细胞传代次数有限,并且容易衰老,因此实验时需要

大量的实验小鼠,增加了实验成本[15]。

SV40-LT 是具有广谱转化效应的细胞永生化

基因,可以与多种蛋白结合以延长细胞周期,为临床

细胞学研究提供了基础。有研究表明SV40-LT转

染肝细胞后,与肝细胞内的p53和磷酸化视网膜母

细胞瘤蛋白(pRB)结合,致p53和pRB功能丧失,
肿瘤抑制通路失活,促进肝细胞增殖[6-8]。国内外研

究者不断尝试应用永生化技术体外建立角膜上皮细

胞系[16-18],如通过重组的SV40腺病毒载体或编码

端粒酶的逆转录病毒载体转染人角膜上皮细胞成功

构建了永生化人角膜细胞系[19-20]。但是人角膜样本

来源少,目前市场上销售的永生化细胞系价格昂贵,
因此如果能成功培养小鼠角膜上皮永生化细胞系,
将会极大促进角膜病相关研究的开展。

研究显示,K12是角膜上皮细胞的标志物[21],
在整个角膜上皮组织和角膜基底层上缘组织中均有

表达,在永生化角膜上皮细胞中也广泛表达;Pax6
是角膜发育的主要调控基因,可直接与K12启动子

结合[22-23],在永生化角膜上皮细胞系中广泛表达;

Ki-67是细胞增殖的标志物[24]。本研究首先对小鼠

角膜组织切片进行了 HE染色,显示其角膜上皮由

3~5层细胞构成,角膜基质胶原纤维呈矩形规则排

列。免疫荧光染色显示,在整个角膜上皮中均可见

染色阳性的K12、Pax6和Ki-67,提示在小鼠角膜上

皮中均有K12、Pax6和Ki-67表达。然后本研究又

对从角膜组织中提取出来的原代小鼠角膜上皮细胞
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进行培养,免疫荧光染色结果显示,原代小鼠角膜上

皮细胞中K12显著表达,显微镜明场视野观察显示

角膜组织碎片周围有向外增殖的呈鹅卵石状角膜上

皮细胞,提示原代小鼠角膜上皮细胞提取成功。本

研究又对原代小鼠角膜上皮细胞通过梯度摸索实

验,得到其转染SV40-LT的最适 MOI为5,计算加

入培养板中的病毒量;为了让细胞能够稳定转染,又
在培养液中加入最低致死浓度(2mg/L)的嘌呤霉

素,再将细胞进行传代,获得P1、P8代小鼠角膜上

皮细胞。免疫荧光染色结果显示,P8代与P1代细

胞中 K12、Pax6、Ki-67、K14和 ABCG2均染色阳

性,且 K12、Pax6、Ki-67、K14和 ABCG2阳性率比

较,差异均无显著性。K14是上皮细胞分化的标志

物,仅仅表达于角膜缘基底细胞以及角膜上皮基底

层[25-26]。ABCG2又称乳腺癌抵抗蛋白1(BCRP1),
是ABC家族的一员,是许多组织中干细胞的通用标

志物[27],在角膜缘干细胞中也显著表达。最后为了

评估传代细胞的增殖能力,又进行了细胞克隆形成

实验,结果显示P8和P1代细胞的克隆形成率无显

著差异。上述结果表明,转染SV40-LT的原代小鼠

角膜上皮细胞在传代后稳定表达K12、Pax6、Ki-67、

K14和ABCG2,且没有发生衰老或停止增殖等现

象,说明永生化小鼠角膜上皮细胞系建立成功。但

因为SV40-LT介导的细胞转染会改变染色体的结

构和数量,与原代细胞相比,获得的永生化细胞会随

着多次传代出现异常核型,这也是本方法构建的细

胞系局限性的一个方面。
综上所述,本研究通过转染SV40-LT成功建立

了小鼠角膜上皮永生化细胞系,保留了原代小鼠角

膜上皮细胞的特性,并且细胞的克隆能力良好。该

方法获得的小鼠角膜上皮细胞易于培养,稳定增殖,
为解决一直以来实验用原代小鼠角膜上皮细胞数量

少、易衰老等问题提供了可行方法,为角膜致病机

制、药物开发等方面的研究提供了可方便获得的细

胞系。
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