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摘  要 

原代人视网膜色素上皮细胞(hRPE)的体外培养是探索视网膜生理与病理机制、进行药物研发的关键模型，

其研究进展对眼科领域具有重要意义。本文系统阐述了hRPE细胞的分离与培养技术，以及维持其体内表

型的关键策略，重点剖析了不同培养条件对细胞极化、功能及基因表达谱的调控作用。文章结合前沿研

究，探讨了hRPE模型在年龄相关性黄斑变性、视网膜血管病变等疾病研究中的应用，通过总结现有体外

培养体系的优势与局限性，旨在为优化hRPE培养技术、深化相关眼病机制认识及推动转化应用提供参考。 
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Abstract 
The in vitro culture of primary human retinal pigment epithelial cells (hRPEs) serves as a crucial 
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model for exploring the physiological and pathological mechanisms of the retina and conducting 
drug research and development, and its research progress is of great significance in the field of oph-
thalmology. This article systematically elaborates the isolation and culture techniques of hRPE cells 
as well as key strategies for maintaining their in vivo phenotypes, and emphatically analyzes the 
regulatory effects of different culture conditions on cell polarization, cellular functions and gene 
expression profiles. Combined with cutting-edge studies, this paper discusses the applications of 
hRPE models in researches on age-related macular degeneration, retinal vasculopathy and other 
ocular diseases. By summarizing the advantages and limitations of current in vitro culture systems, 
it aims to provide references for optimizing hRPE culture protocols, further clarifying the mecha-
nisms of related retinal diseases and promoting translational clinical applications. 
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1. 引言 

视网膜色素上皮(RPE)细胞是位于视网膜神经上皮与脉络膜之间的单层色素上皮细胞，构成了视觉功

能的关键结构基础。其生理功能复杂且重要，为光感受器提供结构性支持、参与视黄醛循环以再生视觉

色素、形成外血–视网膜屏障以维持视网膜内环境的稳定，以及吞噬并降解光感受器外节盘膜，确保视

觉信号的正常传导[1]。这些功能的正常运转对于维持光感受器的存活和视觉稳态至关重要。一旦 RPE 细

胞发生损伤或功能障碍，将直接导致光感受器发生退行性病变，引发一系列严重的视网膜疾病。其中，

年龄相关性黄斑变性(AMD)和糖尿病视网膜病变(DR)是两种最常见的、以 RPE 功能障碍为病理核心的致

盲性眼病[2]。在 AMD 中，RPE 细胞功能衰退导致脂褐质等代谢废物堆积、氧化应激加剧以及炎症反应

激活，最终引发脉络膜新生血管或地图样萎缩[3]。糖尿病视网膜病变中，高糖环境诱导的 RPE 细胞代谢

异常和屏障功能破坏，是导致视网膜水肿和新生血管形成的关键因素[4]。因此，深入研究 RPE 的生理与

病理机制，对于研发治疗这些疾病具有重要意义。 
为了探究 RPE 生理和病理状态，构建能够准确模拟体内环境的体外模型至关重要。原代人视网膜色

素上皮(hRPE)细胞在体外培养时能够更好地保留其其关键特性，包括六边形铺路石样形态、极性分布、

色素沉着、高跨上皮电阻(TEER)以及吞噬功能等[5]。这使得 hRPE 细胞成为研究 RPE 功能、疾病机制、

药物筛选以及细胞替代疗法开发的理想模型系统[6]。近年来，随着细胞分离纯化技术的不断优化、培养

基成分的精细化设计以及三维培养系统的兴起，hRPE 细胞的体外培养体系得到了显著完善。 
本综述将系统性阐述原代人视网膜色素上皮细胞体外培养的研究进展。首先，将详细阐述 hRPE 细

胞的各种分离方法及技术。接着，综述 hRPE细胞模型在黄斑疾病及视网膜疾病研究中的具体应用[7] [8]。
最后，结合干细胞技术、组织工程和类器官等前沿领域的最新成果，展望 hRPE 细胞体外培养模型的未

来发展方向及其在转化医学中的广阔前景。 

2. 原代人视网膜色素上皮细胞的分离与培养技术 

2.1. 组织来源与细胞分离方法 

原代人视网膜色素上皮细胞(hRPE)的体外培养研究高度依赖高质量的组织来源。目前，hRPE 细胞主
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要来源于捐献的人眼组织，包括成年和胎儿眼球[9]。除了人源组织，研究人员也探索了其他物种作为替

代来源。猪眼因其解剖结构与人类相似且易于获取，成为一种经济有效的 hRPE 细胞替代来源[10]。狨猴

作为一种与人类视觉系统相似的灵长类动物，其原代 RPE 细胞也被成功分离和培养[11]。这些多样化的

组织来源为不同研究目的提供了可能，但人源组织因其与人类疾病的直接相关性，仍然是基础和转化研

究的金标准。 
从眼组织中高效、高纯度地分离出具有活性和功能的 RPE 细胞是体外培养成功的第一步。常用的方

法是酶解法结合机械分离，酶解法通常使用胰蛋白酶、胶原酶等蛋白酶来消化和松解 RPE 细胞与基底膜

(Bruch 膜)及脉络膜之间的连接[12]。在酶解之后，辅以温和的机械剥离来收集细胞。整个分离过程需在

严格的无菌条件下进行，尽可能缩短组织处理时间，最大限度保持细胞活性。 
组织处理的时间及条件对分离所得 RPE细胞存活率、纯度以及后续培养中的功能维持具有显著影响。

标准化的组织获取流程、精确控制酶解时间与温度，及适宜的初始培养条件，是确保原代 hRPE 细胞成

功分离并维持其体内特性的基础，为后续疾病建模、药物筛选和机制研究提供了可靠的细胞模型。 

2.2. 培养基配方与培养条件优化 

培养基是维持原代人视网膜色素上皮细胞体外存活、增殖与功能表达的基础。典型的培养基通常包

含基础营养物质，如葡萄糖、氨基酸和维生素，并需添加血清或血清替代品以提供必要的生长因子和激

素。在建立用于氧化应激和炎症研究的猪单眼 RPE 培养模型时，发现 5%的血清含量在维持细胞活力和

功能方面表现出良好的平衡[13]。对于旨在研究屏障功能和极性的极化培养，使用 5%血清配合层粘连蛋

白包被的 Transwell 小室，证实可提高培养成功率[14]。这些优化工作更好地模拟体内环境，为细胞提供

稳定的营养支持。 
氧浓度、pH 和温度等培养条件，对 RPE 细胞的功能表达具有精细的调控作用。常规 RPE 培养中培

养基体积会限制氧气向细胞的扩散，从而触发缺氧，激活缺氧诱导因子 1α，限制氧消耗率，并改变细胞

代谢[15]。因此，涉及氧化代谢类疾病(如年龄相关性黄斑变性)研究时，须优化培养条件以确保 RPE 处于

允许氧化代谢的常氧环境。有研究引入了名为 Resipher 的新系统，可以在数周内持续监测高分化、极化

RPE 培养物的氧消耗率，同时维持细胞在最佳生长基底和生理培养基中，这为了解 RPE 生理和疾病状态

下的线粒体代谢提供了强大工具[16]。此外，pH 和温度的稳定对于维持酶活性和细胞稳态同样重要，需

要在标准细胞培养箱内严格控制。 

3. 原代人 RPE 细胞的表型特征及功能维持 

3.1. 细胞极化与紧密连接形成 

在体外培养体系中，原代人视网膜色素上皮(RPE)细胞能否建立并维持高度极化的单层结构，是评估

功能成熟度的核心指标。因此，在体外重建这种极化状态，形成完整的紧密连接，对于获得功能性的 RPE
细胞模型至关重要。成功的体外培养必须使 RPE 细胞实现并维持其固有的极化表型，这是其模拟体内生

理功能、应用于疾病建模和再生治疗的前提[17]。 

3.2. 吞噬功能与自噬过程 

视网膜色素上皮细胞对光感受器外节的吞噬是维持视网膜稳态的核心功能之一[18]。在体外培养模

型中，通过向 RPE 细胞提供分离的光感受器外节片段，可以成功诱导并评估其吞噬功能，从而模拟生理

状态下的关键细胞活动[19]。 
利用体外培养模型，可以深入研究调节自噬以保护 RPE 功能的潜在治疗策略。多种化合物已被证明
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能够通过激活自噬来保护 RPE 细胞免受氧化应激等损伤。小檗碱通过激活 AMPK/mTOR/ULK1 信号通

路刺激自噬，从而抵抗过氧化氢诱导的氧化损伤[20]。二甲双胍同样通过 AMPK 通路激活自噬，保护 RPE
细[21]。这些研究共同表明，通过体外模型靶向调节吞噬和自噬过程，是研究和治疗视网膜变性疾病的重

要方向。 

4. 体外培养 hRPE 细胞在疾病机制研究中的应用 

4.1. 黄斑变性(AMD)相关研究 

在黄斑变性(AMD)的病理机制研究中，利用原代人视网膜色素上皮(RPE)细胞体外培养模型模拟氧化

应激及炎症环境，是探究 RPE 细胞损伤机制的关键策略。AMD 的进展与 RPE 细胞长期处于高氧化环境

密切相关，衰老和累积的氧化应激会触发 RPE 功能障碍和最终死亡[22]。在体外模型中，使用过氧化氢

(H2O2)或碘酸钠(NaIO3)等试剂诱导氧化应激，可以模拟 AMD 相关的 RPE 损伤[23] [24]。蓝光暴露也被

证实是 AMD 的风险因素，能诱导 RPE 细胞发生氧化应激、内质网应激和细胞死亡[25]。炎症环境同样

至关重要，AMD 相关的细胞因子如 TNFα、TGF-β2、IL-6 和 IL-1β可以诱导 RPE 细胞发生代谢重编程，

包括乳酸产生增加和糖酵解抑制被解除，这可能与疾病进展有关[26]。这些体外模型为阐明氧化应激和

炎症在 AMD 发病中的核心作用，以及筛选潜在的保护性药物(如抗氧化剂、自噬增强剂)提供了重要平

台。 

4.2. 视网膜血管病变与炎症反应 

视网膜血管病变，如糖尿病视网膜病变、早产儿视网膜病变、年龄相关性黄斑变性及视网膜血管阻

塞等，其共同的病理生理机制涉及血管生成因子表达失调与慢性炎症反应的恶性循环[27]。血管内皮生长

因子(VEGF)是这一过程中的关键分子[26] [28]。研究表明，VEGF 与促炎细胞因子如肿瘤坏死因子-α (TNF-
α)、白细胞介素-1β (IL-1β)和 IL-6 之间存在复杂的相互作用，共同破坏血–视网膜屏障，促进白细胞募集

和血管不稳定[27] [29]。此外，血管生成素-2 (Ang-2)在病理状态下表达增加，通过拮抗 Ang-1/Tie2 信号

通路，导致血管周细胞丢失、血管失稳，并与 VEGF 协同加剧血管渗漏和炎症[28] [30]。这种血管生成与

炎症的紧密耦合，使得针对单一通路的治疗(如抗 VEGF 疗法)在部分患者中效果有限，提示需要同时靶

向血管生成和炎症的双重策略[27] [31]。因此，深入研究并干预 RPE 细胞与免疫细胞之间的相互作用及

炎症介质分泌网络，对于开发更有效的视网膜血管疾病治疗策略具有重要意义。 

5. 体外培养 hRPE 细胞面临的挑战与未来发展方向 

5.1. 细胞衰老与表型稳定性问题 

原代人视网膜色素上皮(RPE)细胞在体外培养中面临的核心挑战之一是固有的有限增殖能力及在长

期培养过程中表型稳定性的丧失。原代 RPE 细胞在体外经过有限次数的传代后，会逐渐进入复制性衰老

状态，这不仅限制了其可用于实验或治疗的时间窗口，更伴随着关键细胞功能的退化。这种表型丧失的

风险在模拟年龄相关性黄斑变性(AMD)等疾病的研究中尤为突出。研究表明，在 AMD 的病理过程中，

RPE 细胞内会积累脂褐素等脂质丰富的沉积物，这些沉积物本身就会诱导细胞衰老并破坏细胞间的紧密

连接，从而损害 RPE 的屏障和吞噬功能[32]。这种由病理刺激诱发的细胞衰老，叠加复制性衰老，共同

加速了体外培养 RPE 细胞功能的衰退，使得长期维持其体内原代表型变得异常困难。 
因此，发展能够延长原代 RPE 细胞功能维持时间的优化培养体系至关重要。因此，未来的优化培养

体系可能需要整合抗炎或免疫调节成分，以模拟更健康的局部环境，从而在体外更长久地维持 RPE 细胞

的表型稳定性和功能完整性。 
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5.2. 模型的标准化与可重复性 

原代人视网膜色素上皮(RPE)细胞体外培养模型的标准化与可重复性是当前研究领域面临的核心挑

战之一。不同实验室在培养条件上的显著差异，直接影响了研究结果的可比性，阻碍了基础研究发现向

临床应用的有效转化。例如，在模拟年龄相关性黄斑变性(AMD)等疾病时，所使用的 RPE 模型种类繁多

[33]。这些模型在关键的表型特征上，因实验室采用的培养条件不同而存在巨大差异[33]。这种不一致性

使得评估特定模型是否能够准确复现 AMD 的特定病理生理过程变得困难，从而直接影响了其在研究不

同疾病生物学方面的可用性。因此，建立一套统一的、从细胞分离、培养到表型评价的标准操作程序(SOP)
体系，对于提升不同研究机构间数据的可比性和可重复性至关重要。 

为了应对这一挑战，学术界正积极推动建立标准化的评价体系。这首先要求对 RPE 细胞的表型进行

严格且一致的鉴定[33] [34]。通过结合明确的表型评价标准、标准化的操作流程以及自动化技术的应用，

是推动原代 RPE 细胞培养模型走向标准化、提高研究可重复性和结果可比性的必由之路。 

5.3. 模拟复杂体内环境的三维与共培养模型 

为了更精确地模拟体内复杂的视网膜微环境，研究者们正致力于开发超越传统二维单层培养的先进

模型。构建包含多种细胞类型的共培养系统是其中的核心策略之一。例如，有研究利用甲基丙烯酰化明

胶(GelMA)为基础的三维水凝胶，创建了一个包含视网膜色素上皮细胞和 Müller 胶质细胞的多重共培养

平台[35]。这种设计通过限制一种细胞的移动性来预测和增强细胞间相互作用的可能性，为大规模组织建

模和筛选提供了更复杂的类组织替代方案[34]。这些共培养模型对于研究因细胞间有序结构破坏而引发

的多种视网膜病变至关重要[34]。另一项研究则聚焦于模拟外血–视网膜屏障这一功能单元，该特定方案

能够模拟 oBRB 的生理结构，生成一个无孔表面用于培养人诱导多能干细胞来源的 RPE 单层，同时其内

部的三维多孔结构则用于构建脉络膜血管网络[36]。结果表明，这种内部多孔结构促进了内皮细胞和周细

胞的生理性自组织[36]。这种一体化的功能性材料允许 RPE 和脉络膜两个区室在保持各自定位的同时紧

密邻近培养，从而有利于细胞间的相互作用，为 oBRB 组织建模提供了生理相关且易于使用、可大规模

低成本生产的生物材料[36]。 

6. 未来展望：原代人视网膜色素上皮细胞培养技术的创新与临床转化 

6.1. 结合基因编辑和干细胞技术，实现定制化 RPE 细胞模型 

基因编辑技术与干细胞技术的结合，为构建高度定制化的原代人视网膜色素上皮细胞模型开辟了革

命性的途径。通过利用诱导多能干细胞技术，可以从患者体细胞重编程获得 iPSC，进而分化为视网膜色

素上皮细胞，这为建立患者特异性的“疾病在培养皿”模型奠定了基础[37]。研究人员能够构建从基因型

到表型都高度可控的 RPE 细胞模型，极大地推动了视网膜疾病机制研究、药物筛选和个性化治疗策略的

开发。 

6.2. 开发更接近体内环境的动态培养系统，提升模型生理相关性 

为了提升原代人视网膜色素上皮细胞体外培养模型的生理相关性，研究者们正致力于开发更接近体

内环境的动态培养系统。传统的二维单层培养模型在模拟复杂的视网膜外屏障结构方面存在显著局限，

无法充分再现视网膜色素上皮、Bruch 膜和脉络膜毛细血管之间的动态相互作用[38]。因此，构建能够整

合这些关键组件的三维微生理系统成为当前研究的前沿。该系统能够模拟糖尿病环境，诱导出紧密连接

完整性下降、屏障功能丧失和血管收缩等与体内病理变化相似的表现，为研究视网膜和脉络膜血管疾病

提供了一个有价值的体外平台[39]。 
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6.3. 推动体外模型在新药研发、基因治疗及细胞替代疗法中的应用，促进视网膜疾病治疗 
进步 

原代人视网膜色素上皮(RPE)细胞的体外培养模型，在新药研发方面被广泛用于评估候选药物的疗效

与安全性。一项研究开发了他克莫司纳米胶束(TAC-NMF)，展现了其在治疗新生血管性年龄相关性黄斑

变性(nvAMD)中的潜力[23]。这些基于 RPE 细胞的体外筛选模型，极大地加速了新型眼用制剂从实验室

到临床的转化进程。 
在基因治疗领域，原代 RPE 细胞模型为疾病机制研究和治疗策略验证提供了不可或缺的平台。研究

者利用患者来源的诱导多能干细胞(iPSC)分化为 RPE 细胞(iRPE)，成功构建了多种遗传性视网膜疾病的

“盘中疾病”模型。例如，来自 NPHP5 基因突变所致莱伯先天性黑蒙(LCA)患者的 iPSC-RPE 细胞，再

现了纤毛轴突异常延长的表型，并通过腺相关病毒(AAV)介导的基因增补疗法成功挽救了疾病表型[5]。
这些研究凸显了原代 RPE模型在验证基因治疗靶点、评估基因编辑效率及预测临床疗效方面的核心价值。 

此外，为了提升移植细胞的存活与整合，生物材料支架与细胞递送技术也得到了同步发展。研究将

原代人 RPE 细胞培养在聚乳酸共聚物(PDLLA)纳米纤维膜上，形成具有极性和功能的细胞层，并成功将

其移植到小型猪的视网膜下腔，证明了该载细胞支架在动物模型中的可行性与初步整合[40]。这些技术与

体外细胞培养模型的结合，正共同推动着视网膜疾病治疗从概念走向临床现实的革命性进步。 

7. 结论 

体外培养的原代人视网膜色素上皮细胞作为研究视网膜生理与病理的核心工具，其价值在于最大程

度地模拟了体内细胞的生物学特性，为超越传统细胞系模型的局限性提供了关键途径。通过对细胞分离、

纯化与培养体系的持续优化，现代技术已能更好地维持 hRPE 细胞的极性、屏障功能及吞噬活性等关键

表型，从而构建出用于解析年龄相关性黄斑变性等疾病机制、以及进行高通量药物筛选的可靠平台。这

一进展不仅深化了我们对视网膜色素上皮在视觉维持中核心作用的认识，也直接推动了针对脉络膜新生

血管、炎症微环境等病理过程的干预策略探索。 
当前，该领域仍面临若干核心挑战。原代细胞的体外衰老问题限制了长期实验的可行性，而培养体

系的标准化缺失则影响了研究结果的可重复性与跨实验室比较。更为根本的是，现有的静态二维培养模

型难以复现体内复杂的细胞外基质结构、血–视网膜屏障的动力学特征以及系统性的免疫与代谢交互。

这些挑战恰恰指明了未来的创新方向：通过整合组织工程、微流控器官芯片、类器官培养以及多组学分

析等多学科前沿技术，构建更接近生理状态的动态三维共培养体系。此类下一代模型有望在空间结构与

微环境信号上实现突破，从而更精准地模拟疾病发生发展过程。 
综上所述，体外 hRPE 细胞培养技术的持续演进，其最终目标远不止于建立一个完美的“培养皿中

的视网膜”。它的根本使命在于搭建一座坚实的桥梁，一端连接着对视网膜疾病分子与细胞机制的深刻

基础认知，另一端则通向具有转化潜力的临床解决方案。随着模型系统的日益复杂与精准，将在发现新

的治疗靶点、评估基因与细胞疗法的安全性及有效性、以及推动个体化治疗策略的开发中，发挥越来越

重要的作用，最终为攻克致盲性视网膜疾病奠定坚实的理论基石。 
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