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!!$摘要%!角膜缘干细胞是角膜上皮细胞再生的来源"是维持眼表稳态的关键( 近年来"随着对成体干细

胞认识的加深以及组织工程*生物材料及细胞培养技术的发展"体外培养的细胞膜片移植"包括角膜缘和口腔

黏膜上皮细胞膜片移植进行眼表重建的基础研究获得了一定的进展"在临床应用中也得到了较好的治疗效

果"但对眼表重建的临床效果和移植细胞的体内转归方面仍无定性的结论( 本文主要对利用组织工程技术构

建的自体或异体角膜缘上皮细胞*口腔黏膜上皮细胞膜片移植重建眼表的基础研究进展*临床应用情况及移

植细胞体内转归的进展进行介绍和比较"以期为该领域的研究提供有益的探索方向(

$关键词%!角膜缘) 上皮细胞" 角膜) 口腔黏膜上皮细胞) 眼表重建) 角膜缘干细胞缺乏
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!!角膜上皮的完整性是维持角膜稳定及正常视觉功能的关

键"位于角巩膜交界处的角膜缘干细胞 &*)'S(*:LQ' 2Q**:"L

B̂C:'是角膜上皮细胞再生的来源 +/, ( 严重眼表疾病"包括

BLQPQ;:>\3K;:3; 综合征*化学伤*热烧伤*眼瘢痕类天疱疮及先

天性无虹膜症等常引发部分或全部的角膜缘干细胞缺乏

&*)'S(*:LQ'2Q**VQR)2)Q;2," B̂C4'或功能障碍"进而导致角膜

上皮缺损*进行性角膜结膜化*新生血管*慢性炎症*角膜混浊"

甚至致盲等一系列病变"严重影响患者的生活质量 +<, ( 以上病

因导致的 B̂C4患者多伴有干眼或眼表慢性炎症"单纯药物干

预或角膜移植手术难以获得较好疗效( 因此"对于 B̂C4患者

眼表重建的关键是重建 B̂C:的功能( 早期用于 B̂C重建的方

法主要为同种异体的角膜缘板层移植 & ZQM(L3*)'S(**('Q**(M

(**3NM(RL"ê ?̂ '*带 B̂C:的自体结膜移植 &23;9+;2L)P(*>*)'S(*

(+L3NM(RL:"Ĉ ?W' 及亲属结膜移植 &*)P);N>MQ*(LQV 23;9+;2L)P(*>

*)'S(*(**3NM(RL:"*M>Ĉ ?̂ '"手术需要取较大的角膜缘组织"因而

存在着破坏健眼眼表的潜在风险及双眼损伤患者供体缺乏的

!7%%!中华实验眼科杂志 <#/% 年 // 月第 $0 卷第 // 期!CK); \&YU 5UKLK(*'3*"O3PQ'SQM<#/%"I3*1$0"O31//

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



问题
+$[", ( 自 /--7 年"DQ**QNM);)等 +=,

首次报道了体外培养的人

角膜缘上皮细胞膜片移植治疗 B̂C4取得成功以来"利用组织

工程技术构建的角膜缘上皮细胞移植&2+*L+MQV *)'S(*QU)LKQ*)(*

LM(;:U*(;L(L)3;"Ĉ &G'及口腔黏膜上皮细胞移植 &2+*L+MQV 3M(*

'+23:(*QU)LKQ*)(*LM(;:U*(;L(L)3;"C5A&G' 已在美国*日本*印

度*意大利*中国台湾地区和韩国等获得批准应用于临床"并取

得了良好的治疗效果
+0[7, ( 本文主要对 Ĉ &G和 C5A&G移植

重建眼表的基础研究*临床应用情况及移植细胞体内转归的进

展进行介绍和比较"以期为临床工作提供参考(

A8组织工程细胞膜片的基础研究

近年来"基于组织工程技术体外培养的细胞膜片移植重建

眼表功能的进展着重于选择合适的种子细胞来源*优化细胞培

养载体及细胞片培养体系方面(

A1A8种子细胞来源

目前"临床上常用的 B̂C4治疗方式为基于组织工程技术

体外培养的自体或异体的 Ĉ &G及自体 C5A&G"总的来说"这

些治疗方法具有一定的疗效"但是自体 B̂C:来源有限"同种异

体细胞移植术后免疫排斥反应和慢性炎症降低了手术成功率(

非角膜缘上皮来源的干细胞中"口腔黏膜上皮细胞 & 3M(*

'+23:(*QU)LKQ*)(*2Q**:"5A&C:'和结膜上皮细胞是唯一实验室

培养的用于临床研究的干细胞类型( 5A&C是迄今为止研究

最多的自体来源细胞( 但是"培养的自体 C5A&G临床效果不

如 Ĉ &G"也不清楚移植后的 5A&C是否能真正转化并长期维

持角膜上皮表型( 因而寻找合适的种子细胞来源成为当前基

于组织工程技术体外构建细胞膜片移植重建眼表功能研究的

关键( 近 年 来" 皮 肤 干 细 胞* 毛 囊 干 细 胞* 胚 胎 干 细 胞

&Q'SM,3;)2:LQ' 2Q**:" &BC:'* 诱 导 多 能 干 细 胞 & );V+2QV

U*+M)U3LQ;L:LQ'2Q**:")DBC:'*骨髓间充质干细胞*牙髓干细胞

等多种干细胞来源已经被探讨用于重建眼表功能"但尚处于动

物实验阶段(

皮肤干细胞与角膜上皮干细胞同样起源于胚胎发育期的

外胚层"具有相似的复层上皮形态"更具有分化为角膜上皮细

胞的潜能( 研究发现"在模拟体内角膜缘成纤维细胞的诱导环

境下"人皮肤角质形成细胞*毛囊干细胞均分化成角膜上皮样

形态"并表达角膜上皮细胞标志物 e$8e/< +%[-, ( 皮肤干细胞取

材方便"可进行自体移植"具有重要的临床应用价值( e)L(j(T(

等
+/#,
研究表明"将 -#YO 基因转染入皮肤上皮样细胞"可重编

程为角膜上皮样细胞"移植后可治疗兔受伤眼表( 此外"

B(:('3L3等 +//,
提出"-#YO 基因也可将 5A&C重编程为角膜上

皮样细胞( e:(;VQM等 +/<,
研究发现"3SGŜ 与 -#YO 基因类似"

在角膜上皮发育和修复中具有非常重要的作用"或许能在体外

培养的干细胞向角膜上皮样细胞的诱导分化中起作用( 因此"

调控 D(Y0 或其他信号分子的表达有可能实现非角膜缘上皮细

胞来源干细胞转分化为角膜上皮样细胞(

最近"X(,(:K)等 +/$[/",
研发的新型培养系统可以利用人类

)DBC产生一种 <4结构"称为自发形成的外胚层自主性多区

&:Q*R>R3M'QV Q2L3VQM'(*(+L3;3'3+:'+*L)>j3;Q"B&?A'"来模拟整

个眼的发育过程"而且不同区内的细胞位置指示着眼睛中的多

种细胞系"如眼表面外胚层细胞*晶状体细胞*神经视网膜细胞

和视网膜色素上皮细胞( 他们从 B&?A的第 $ 个区域中分离

出角膜上皮干细胞"并制造出功能性的角膜上皮细胞膜片"移

植到兔角膜盲动物模型中"成功地恢复了视力( 该培养系统不

添加饲养层细胞及胎牛血清"提高了安全性"有望成为 )DBC在

角膜盲疾病治疗中未来研究的主流方向"也为其他非角膜缘上

皮细胞来源干细胞转分化为角膜上皮样细胞提供了新的思路(

A1C8干细胞培养载体

体外干细胞培养的载体包括羊膜*无载体的温度敏感材

料*纤维蛋白凝胶*丝蛋白*角蛋白*角膜接触镜及其他合成材

料( 目前"临床研究中羊膜已经用作体外干细胞培养构建的常

规载体
+/=[/0, ( 无载体的温度敏感培养法及纤维蛋白胶原培养

法已广泛地用于体外培养 5A&C"并在多项临床研究中证明了

其可行性
+/7[/%, ( 无载体的 5A&C片能够与角膜基质直接接

触"上皮[基质间的相互作用可以显著提高细胞片的存活率"减

少新生血管的生成"并能提高患者术后视力 +/-[<#, (

A1E8细胞膜片培养体系

目前较多采用鼠 $G$ 成纤维细胞饲养层及胎牛血清培养

体系来体外扩增干细胞
+/="<#, "$G$ 共培养系统似乎是目前体外

扩增干细胞较理想的方法"并且在更为理想的替代方法出现之

前被允许用于临床( 这种细胞培养体系中含有动物来源的成

分"增加了人畜共患传染病传播及免疫排斥反应的风险"并且

达不到生产质量管理规范的要求( 近年来" )̂等 +</,
提出人皮

肤成纤维细胞可以在细胞传代时维持其干细胞特性"有效性好

于 $G$ 细胞"可以替代 $G$ 细胞作为饲养层体外扩增干细胞(

细胞治疗的主要目标是尽量用人来源的等价成分来替代

动物来源产品( e3**)等 +<<,
提出自体血清能够维持上皮细胞的

未分化状态及促进干细胞标志物的表达"有效性好于胎牛血

清( 推测有可能是人类血清中所含有的生长因子使干细胞表

型得以维持"但其具体机制仍需进一步探索( 但自体血清在使

用时也存在着传播病毒感染的潜在风险"而且血清成分的多样

性使细胞培养条件的标准难以统一化"影响了所培养细胞特点

的检测"降低了临床治疗效果的可比性 +<$, ( 最近"有研究者提

出无血清的确定型培养基体外扩增 5A&C的可行性 +<"[<=, "但

尚处于探索研究阶段"仍需大规模动物实验*临床试验及临床

应用研究证实(

C8组织工程细胞膜片的临床应用研究

体外培养的干细胞移植是治疗 B̂C4很有前景的方法( 目

前"广泛报道的基于组织工程技术体外培养的用于临床眼表重

建的干细胞主要包括角膜缘上皮细胞及 5A&C:+<0, (

C1A8体外培养的自体 Ĉ &G

/--7 年"DQ**QNM);)等 +=,
首次体外构建了自体角膜缘上皮细

胞膜片"移植治疗 < 例完全 B̂C4的严重碱烧伤患者"为利用体

外培养的自体干细胞膜片移植治疗 B̂C4开辟了先河( 随后"

G:()等 +<7,
以羊膜为载体体外培养自体角膜缘上皮细胞膜片"移

植治疗 0 例单侧 B̂C4患者"术后 < H" V"角膜表面完全上皮
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化"其中 = 例患者视力明显改善( 整个随访期内"无角膜新生

血管及角膜炎症等并发症出现( <#/# 年"E('(等 +<%,
报道了以

纤维蛋白胶为载体构建自体角膜缘上皮细胞膜片移植治疗 //<

例 B̂C4患者"平均随访 & <]-/ p/]-- ' 年"最长 /# 年"结果

70]0b的患眼角膜恢复了透明性( <#/= 年 < 月"欧洲药品管理

局&&A?'批准干细胞疗法产品 X3*32*(M&包含人自体角膜缘上

皮细胞的活组织产品'用于物理或化学因素所致眼部灼伤导致

的成人中重度 B̂C4+<-, ( <#/7 年"F(:3*3等 +$#,
采用羊膜为载

体"$G$ 饲养层体外培养角膜缘上皮细胞"移植治疗 B̂C4"其

术后 0 年的成功率约为 00b(

C1C8体外培养的同种异体 Ĉ &G

对于双侧 B̂C4患者"没有自体角膜缘上皮细胞可用"多采

用亲属或异体角膜缘上皮细胞体外培养移植( O(Z('+M(等 +$/,

以羊膜为载体"体外构建同种异体的角膜缘上皮细胞膜片"移

植治疗完全 B̂C4患者"证实术后经适当的抗排斥治疗"移植的

角膜缘上皮细胞可以在角膜表面存活很长一段时间"同时保持

眼表完整性( o)等 +$<,
采用羊膜为载体构建异体角膜缘上皮细

胞膜片"提出同种异体 Ĉ &G对完全 B̂C4的治疗是有效的"虽

然术后排斥反应的发生率为 <$]%b &/#8"<'( 排斥反应常在

术后 0 个月内发生"表明异体细胞移植到眼表至少存活了半

年"因此术后积极合理的抗排斥治疗有望提高异体细胞移植的

成功率(

C1E8体外培养的 C5A&G

体外培养的自体 C5A&G治疗 B̂C4是研究较多的自体来

源细胞( O):K)V(等 +$$,
采用温度敏感型材料为载体体外构建

5A&C片"移植治疗 " 例完全 B̂C4患者"术后 / 周内"所有患

者角膜表面实现完全上皮化"角膜透明性和术后视力均获得显

著改善( 对患者平均随访 /" 个月"发现所有治疗眼角膜新生

血管逐渐长入外周角膜处的基质层( B(L(ZQ等 +$",
对 "# 例

C5A&G术后患眼平均随访 <=]= 个月"发现术后 / 年时"0"]%b

的患者眼表稳定&角膜透明*上皮完整'"术后 < 年时为 =-b"$

年时为 =$]/b( 同时"BQ; 等 +$=,
研究表明培养的 5A&C片能够

表达黏蛋白"可以改善眼表黏液缺损状态"具有缓解眼表疾病

相关的干眼状态的潜能( B3L3j3;3等 +/%,
提出 C5A&G能显著提

高 BLQPQ;:>\3K;:3; 综合征患者术后视力"并且 %%]<b的无虹膜

患者 C5A&G术后患眼视力有所提高 +$0, ( O(Z('+M(等 +$7,
对

C5A&G术后 /- 眼至少随访 $0 个月"发现其中 /# 眼视力有所

恢复"并提出 C5A&在重建穹隆功能和解除睑球粘连方面也非

常有效( WLKQ)'等 +$%,
研究报道"<"< 例 B̂C4患者 C5A&G术

后"以恢复稳定的眼表为标准的手术成功率为 7<b(

C1C8临床疗效比较

体外培养的细胞膜片移植是重建眼表很有应用前景的方

法( 现有的报道多是采用自体角膜缘细胞体外培养移植治疗

单侧 B̂C4"利用组织工程技术体外构建的自体角膜缘上皮细

胞膜片"仅取健眼少量组织"不会造成明显的损伤"术后也无需

使用免疫抑制剂"对角膜化学伤*热烧伤治疗效果较好"但是对

于急性或慢性阶段 BLQPQ;:>\3K;:3; 综合征*眼瘢痕类天疱疮等

伴有持续性炎症"或者有严重干眼*结膜或眼睑异常的患者"移

植成功率较低
+$#"$-, (

对于双侧严重 B̂C4患者"急性期同种异体 Ĉ &G的主要

目的为保护角膜表面和缓解眼表炎症"慢性期着重于提高患者

视力
+"#, ( 但是"体外培养的同种异体 Ĉ &G术后需要使用免疫

抑制剂"不良反应比较明显(

体外培养的 5A&C为自体来源"可用于双侧 B̂C4"避免了

异体移植带来的免疫排斥及术后使用免疫抑制剂伴随的并发

症( 虽然报道的 C5A&G和 Ĉ &G治疗双侧 B̂C4成功率相似"

约为 7#b +$%""/, "但 C5A&G术后存在角膜新生血管及持续的角

膜上皮缺损发生的风险
+$""$7[$%, ( e(;(,('(等 +"<,

研究发现"可

溶性血管内皮生长因子受体&:3*+S*QP(:2+*(MQ;V3LKQ*)(*NM3TLK

R(2L3MMQ2QUL3M>/":F*L>/'表达降低可能与 C5A&G术后新生血管

有关( 我们实验室研究发现"与角膜缘上皮细胞相比"5A&C

抗氧化能力弱*黏附相关分子表达低"这可能是造成 C5A&G术

后持续角膜上皮缺损的机制( 因此需要结合患者的综合情况

制定适宜的个体化治疗方案(

C1G8临床研究进展

体外培养扩增干细胞是一个复杂*耗时且昂贵的过程(

<#/< 年"B(;NT(; 等 +"$,
首次报道了一种治疗单侧 B̂C4的新技

术"即 简 单 的 角 膜 缘 上 皮 移 植 & :)'U*Q*)'S(*QU)LKQ*)(*

LM(;:U*(;L(L)3;"B &̂G'( 在 B &̂G手术中"一小片健眼角膜缘组

织&约 < ''d< '''被分成若干小片"均匀地分布在羊膜上"最

后移植到眼表面( <#/0 年"@(:+ 等 +"/,
报道了 /<= 例因化学或

热烧伤引起单侧 B̂C4患者 B &̂G术后结果"其中 -= 例 &占

70b'患者获得一个完全上皮化*无血管的角膜表面"-" 例&占

7=]<b'患者视力得到改善( 有趣的是"与儿童 Ĉ &G的成功

率相比"Ĉ &G成功率更高 &7/b与 $7b' +""["=, ( 最近"一项多

中心研究对 B &̂G的结果进行了进一步评估"指出其临床成功

率为 %$]%b&=780%'""" 例 &占 0"]7b'视力改善 +"0, ( 这项手

术完全消除了对细胞培养的需要"B &̂G是治疗 B̂C4很有前途

的方法"仍需进一步进行大量的队列研究*异体移植和长期

随访(

E8移植细胞在体内的转归

根据已有的研究报道"Ĉ &G和 C5A&G治疗 B̂C4多数是

有效的"但其具体机制在很大程度上是未知的( 总体来说"有 <

种可能#&/'移植的细胞取代了宿主的干细胞)&<'移植细胞通

过分泌生长因子或趋化性刺激激活了宿主残留干细胞"尽管某

些患者表现出 B̂C4的症状"但仍可能存在休眠的干细胞(

多数关于供体细胞转归的研究报道均发现"在术后较短时

间内均未能检测到供体细胞的存在( 4(,(等 +"7,
通过 4O?分

析发现"Ĉ &G术后 - 个月未检测到供体 4O?的存在"而 CKQ;

等
+"%,
提出 Ĉ &G术后 $ 个月未发现供体 4O?存在( o)等 +"-,

以羊膜为载体构建同种异体的角膜缘上皮细胞膜片"移植重建

/0 眼化学伤或热烧伤患者眼表"推测移植排斥反应引起的慢性

炎症可能是加速羊膜降解*促使移植干细胞凋亡的关键因素(

E('(等 +<%,
研究发现"在培养的角膜缘上皮细胞膜片中"表达

U0$ 阳性干细胞的比例与移植效果密切相关"如果干细胞比例

!-%%!中华实验眼科杂志 <#/% 年 // 月第 $0 卷第 // 期!CK); \&YU 5UKLK(*'3*"O3PQ'SQM<#/%"I3*1$0"O31//

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



超过 $b"移植成功率可达 7%b)但若比例低于 $b"移植成功

率仅为 //b"虽然没有干细胞存在与否的直接证据"但也表明

眼表重建后角膜上皮可能是依赖于移植物中干细胞的长期存

活和增生"而不是移植物*载体或手术等原因引起残存干细胞

的再生( CKQ; 等 +=#,
通过比较角蛋白表达的差异"发现 C5A&G

术后 5A&C可以在角膜表面持续存在"并且在 / 例角膜周边局

部观察到角膜上皮特异性标志物 e/< 的表达( B+N),('(等 +=/,

研究发现"模型 C5A&G术后"仅 / 例 5A&C在不同位置观察到

角膜上皮特异性标志物 e/< 表达"提示培养的 5A&C在移植到

眼表后获得了角膜上皮样特征( 因此"鉴于临床伦理问题的限

制"应选择合适的示踪技术"进行动物干细胞移植治疗的基础

研究"对移植后干细胞的转归问题进行长期研究(

C8展望

培养的 Ĉ &G和 C5A&G是临床眼科领域广泛应用的治疗

B̂C4的方法"均能有效地改善 B̂C4患者的眼表状态"但是

C5A&G术后色素上皮脱离发生率高"严重影响了眼表稳定性"

而且也不确定移植后的 5A&C能否真正转化并长期维持角膜

上皮表型( 鉴于 C5A&G重建眼表是治疗严重眼表疾病的一个

新途径"因此"进一步优化诱导分化条件"建立符合 _AD标准

的*无载体的*确定型培养基培养的 5A&C片)结合合适的细胞

示踪技术"研究 5A&C在宿主体内的转归情况)深入探讨能否

在基因水平将体外培养的 5A&C彻底转化为角膜上皮细胞"将

会为进一步提高临床 5A&C移植治疗效果提供新的理论依据

和策略(
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本刊对实验研究中动物使用方面的要求

!!为了提高实验研究论文中实验动物这个基础环节在国际上的认可度"本刊要求作者投稿时提供以下相应信息#&/'实验动物的
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