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!!$摘要%!角膜移植是目前治疗角膜盲最有效的方法#但角膜供体材料不足及角膜移植术后的免疫排斥

反应限制了角膜移植的临床应用) 构建具有良好生物相容性和正常生物学功能的组织工程角膜替代物是解

决当前角膜供体不足最为有效的方法) 近些年来#随着生物材料(细胞培养及组织工程技术的发展#组织工程

角膜在支架材料(种子细胞及组织的三维构建等方面都取得了较大进展#部分组织工程产品及技术也已经应

用于临床) 人们有望通过组织工程技术构建出具有良好机械强度(透光性及生物相容性的组织工程角膜#真

正解决临床上角膜供体缺乏及移植术后免疫排斥等问题) 羊膜(脱细胞猪角膜基质(胶原(丝素蛋白及壳聚糖

等是目前较常用的支架材料) 组织工程角膜较常用的种子细胞主要有永生化和原代培养的角膜细胞(胚胎干

细胞及成体多能干细胞) 本文就组织工程角膜的支架材料(种子细胞及三维构建进行综述)
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!!组织工程角膜的构建是利用组织工程技术将角膜的种子

细胞接种于支架材料上进行体外培养#建立细胞和生物材料的

三维复合体#即重建与正常角膜功能相同或相似#且具有正常

生理功能(可用于体内移植的角膜替代品#以取代人体供体角

膜#从根本上解决角膜供体来源缺乏的问题) 种子细胞的来

源(支架材料和三维构建是组织工程角膜研究的主要内容) 本

文就组织工程角膜的支架材料(种子细胞及三维构建进行

综述)

C6组织工程角膜支架

合适的支架材料是构建组织工程角膜的关键环节之一)

理想的支架材料应具有良好的生物相容性(生物可降解性(可

塑性(机械强度以及良好的透光(屈光(透氧等特性) 目前#常

用作支架的材料有羊膜(脱细胞猪角膜基质(胶原(丝素蛋白及
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壳聚糖等)

C4C6羊膜

羊膜是目前广泛应用的(成熟的组织工程角膜支架材料#

具有易获取(生物相容性好(移植后几乎不发生排斥反应(利于

种子细胞生长(基底膜利于上皮细胞分化移行以及抗炎(抗新

生血管等优点
+/, ) F7X'(+'等 +$,

以羊膜为支架联合骨髓间充质

来源的角膜缘干细胞 &)(&̂ ')5ZY&6Y))5#CAH5'重建角膜上皮#

移植术后角膜新生血管减少#透明度增加) E'+ 等 +",
以脱细胞

羊膜为支架#构建组织工程角膜内皮#并移植于剥除后弹力层

的猫角膜#术后角膜可维持透明#表明羊膜是组织工程角膜构

建的良好支架材料#可用于组织工程角膜缘(角膜上皮及角膜

内皮的构建) 但因新鲜羊膜的透明度欠佳#目前羊膜基底膜更

为常用) 因羊膜厚度及生物力学强度的限制#难以应用于组织

工程全层角膜的构建#主要作为成分角膜的支架材料)

C4D6脱细胞猪角膜基质

脱细胞角膜植片是目前较理想的组织工程角膜支架材料#

其胶原纤维排列整齐#具有自然间隙及与人体角膜同等屈光指

数#含有表皮生长因子(成纤维细胞生长因子及其受体#能促进

角膜细胞的黏附(生长(增生和分化#具有良好的生物力学性能

和组织相容性(免疫原性低(来源广泛等特点#且抗张强度及应

力应变曲线与人角膜相似
+0, ) 脱细胞的方法也是当前研究的

热点#目前较常用的方法有冷冻(振荡(曲拉通(十二烷基磺酸

钠(脱氧胆酸钠(HaJdA(各种酶类消化及酸碱(低渗(高渗溶液

处理法等)

冷冻和机械振荡均可将猪角膜上皮及内皮细胞去除#但基

质细胞成分难以完全去除) 各种去污剂#如曲拉通(十二烷基

磺酸钠(脱氧胆酸钠(HaJdA 等也是脱细胞猪角膜基质常用的

制备方法) 8M 等 +?,
研究发现#曲拉通(脱氧胆酸钠及 HaJdA

可去除猪角膜的上皮及内皮细胞#但常有基质细胞成分残留*

质量分数 #O?Q十二烷基硫酸钠 &57N(M& N7NY6-)5M)[7+'ZY#

A8A'脱细胞效果较好#可完全去除猪角膜的细胞成分#几乎无

细胞碎片残留#但 A8A 可降低角膜上皮基底膜中糖胺聚糖

&,)-675'&(+7,)-6'+#nJn'的含量#损伤基底膜) 酶消化法也是

目前较为常用的脱细胞方法#常用的酶有胰蛋白酶(中性蛋白

酶(磷脂酶等#但单独使用时效果欠佳#难以将细胞脱除干净#

常与其他方法联合使用)

为改善脱细胞效果#减少角膜中非细胞成分的损伤#很多

学者采用了联合脱细胞的方法) kM 等 +;,
通过中性蛋白酶#(

DL(5@aH)(曲拉通(质量分数 #O$?Q胰蛋白酶@%8DJ(脱氧核糖

核酸酶及核糖核酸酶的方法脱除猪角膜基质细胞#结果显示该

方法可完全脱除角膜细胞#但基质片透明度欠佳) iM 等 +.,
使

用磷脂酶 J$ 与 #O?Q脱氧胆酸钠结合的方法脱除猪角膜细

胞#结果显示该方法 8_J的脱除率达 >/Q#对基底膜成分损伤

较小#但有少量脱氧胆酸钠和磷脂酶残留#透明度欠佳#术后

&P0R//'N 脱细胞角膜移植片才恢复透明) AX'7等 +P,
使用人血

清联合 0 v电泳法进行脱细胞处理#证实该方法可完全去除角

膜细胞#并保持角膜透明性) 但该方法需要大量新鲜人血清#

成本较高#难以推广) 目前#脱细胞的方法很多#但均不够理

想) 联合脱细胞的方法可在脱除角膜细胞的情况下#减少角膜

原有的组织结构损伤#保留角膜片的透明性#是当前主要的研

究方向)

C4E6胶原

胶原纤维有良好的生物相容性#是目前研究较多的组织工

程角膜的支架材料
+>, ) 胶原纤维是正常角膜基质的主要组成

成分#构成角膜基质板层) B(&ML'等 +/#,
首先使用胶原作为支

架构建了组织工程角膜内皮植片) D7L̂YZ等 +//,
以磁性排列的

胶原为支架重建角膜基质#证实蛋白聚糖可提高胶原支架的透

明度#但因胶原纤维韧性差(强度不足(降解过快(透明性差限

制了其临床应用) 当前#国内外学者通过交联(形成复合物等

方式对胶原纤维进行了改良) WX'+,等 +/$,
使用交联剂 _@&"@二

甲氨基丙基'@_4@乙基@碳二亚胺盐酸盐和 _@羟基琥珀酰亚胺

与$型胶原混合#提高了支架的机械强度#但透明度下降) B(

等
+/",
使用紫外线交联可塑性压缩胶原凝胶#交联后的胶原支

架有较好的机械强度及生物相容性#可耐受缝线牵拉) C(

等
+/0,
也使用多孔的胶原e壳聚糖e玻璃酸钠复合体作为支架材

料#发现该支架可促进角膜基质细胞的增生) 经改良后#胶原

纤维支架的性能明显改善#但其机械强度(透明度等与天然的

角膜成分仍有较大差距#还需进一步改进)

C4N6丝素蛋白

丝素蛋白具有良好的生物相容性(光学透明性和可降解

性#移植后不影响受体角膜的生物力学特性#且移植术后患者

的屈光效果佳
+/?, ) 近年来#丝素蛋白开始成为组织工程角膜

支架材料研究的热点) C(M 等 +/;,
以丝素蛋白作为支架培养人

角膜上皮细胞#发现丝素蛋白可支持人角膜上皮的生长*

B'NNY+ 等 +/.,
研究中发现#丝素蛋白也可支持人角膜内皮细胞

的生长#表明丝素蛋白可作为组织工程角膜上皮和内皮重建的

支架材料) 近年来#国内外学者还将丝素蛋白和壳聚糖或胶原

合成复合材料#用于组织工程角膜基质的重建#该复合材料具

有良好的透明度#但其生物力学强度与正常角膜相比仍存在较

大差距
+/P, )

C4O6其他材料

还有学者报道使用聚乳酸e羟基乙酸共聚物 + 37)-&)'6Z(6@

67@,)-67)(6'6(N'#dCnJ,(壳聚糖(角蛋白(温敏材料等作为角膜

支架材料) 但是#角蛋白(dCnJ及温敏材料因机械强度差#只

能用于板层角膜的构建#难以成为组织工程全层角膜构建的支

架材料*壳聚糖因较为致密#角膜基质细胞难以种植于其内部#

一般作为合成复合材料的成分)

D6种子细胞

种子细胞是组织工程角膜构建中又一不可缺少的组成部

分) 目前#组织工程角膜的种子细胞主要有 " 个来源"成体细

胞直接培养(转染的永生化细胞和干细胞诱导分化)

D4C6永生化及原代培养的角膜细胞

转染的永生化细胞有致瘤性#难以应用于临床) 培养的成

体细胞因其细胞表型确定且具有良好的生物学功能而受到国

内外众多研究者的青睐#是组织工程种子细胞的重要来源
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之一)

D4C4C6CAH5!CAH5是组织工程角膜上皮构建的良好种子细

胞#部分学者也已将体外培养 CAH5应用于临床#治疗 CAH5缺

乏#取得良好疗效 +/>, ) CAH5主要分布于角膜缘基质微环境内#

在体内终生保持强大的增生能力#但目前体外培养的 CAH5增

生能力有限#难以持续传代#限制了其临床应用) 体外保持

CAH5特性也是当前研究的难点)

D4C4D6角膜基质干细胞6近年来研究发现#人角膜基质干细

胞定位于角膜缘基质微环境中#靠近 CAH5#一般认为其与 CAH5

特性的维持有关
+$#, ) 人角膜基质细胞在体外有增生能力#但

在有血清的培养基内会向成纤维细胞转化#如何抑制体外培养

的角膜基质细胞向成纤维细胞转化仍需要进一步研究)

D4C4E6角膜内皮细胞6人角膜内皮细胞培养是当前研究的热

点#在组织工程角膜内皮的构建中具有良好的前景) K'M&

等
+$/,
首先报道了人角膜内皮细胞的培养方法) 后来#部分学

者对该培养方法进行了改良#通过改变培养基成分(添加 FX7

抑制剂及转化生长因子@%抑制剂提高角膜内皮细胞的增生及

黏附能力
+$$, ) 现在研究多认为人角膜内皮周边部存在角膜内

皮干细胞#且周边部角膜内皮的增生能力强于中央部#体外培

养的角膜内皮细胞也多来自于周边角膜) 因体外培养的人角

膜内皮细胞增生能力仍较为有限(角膜内皮干细胞定位及定性

不准确(内皮移植支架材料(前房注射潜在的风险(术后的免疫

排斥反应以及长期培养的角膜内皮细胞表型转化等限制了培

养人角膜内皮细胞的临床应用) 随着研究的深入和技术的改

进#原代培养的人角膜内皮细胞有望应用于临床治疗角膜内皮

细胞失代偿)

D4D6干细胞

因角膜成体细胞增生能力有限#连续传代容易出现表型的

改变#现在研究中更倾向于使用干细胞诱导方法来获得种子细

胞) 目前常用的干细胞有胚胎干细胞 &Y&̂ L-7+(65ZY& 6Y))5#

%AH5'和间充质干细胞&&Y5Y+6X-&')5ZY&6Y))5#BAH5')

D4D4C6%AH5!%AH5具有体外无限增生和高度自我更新能

力
+$", #可向 " 个胚层细胞和组织分化的多向分化潜能) 理论

上可分化为机体的任何组织细胞#%AH5的这种特性使其成为

组织工程构建中良好的种子细胞来源#受到国内外学者的

关注)

WXM 等 +$0,
使用 .?QCAH5条件培养基在体外将 %AH5诱导

分化为 CAH5#诱导的 CAH5表达特异性标志物 JKHn@$ 和 3;"'#

将该方法诱导的细胞移植于兔 CAH5缺乏模型#可重建正常眼

表) a7&&'等 +$?,
将小鼠的 %AH5接种于&型胶原#将 %AH5诱

导分化为角膜上皮祖细胞#细胞表面表达 H8"0 和 %@钙黏素#

体内移植后使受伤角膜完全再上皮化) _7Z'L'等 +$;,
的研究也

证实#%AH5可诱导分化为角膜上皮样细胞#修复创伤猪角膜)

HX'+ 等 +$.,
将 %AH5诱导分化为角膜基质细胞#并表达角膜基质

特异性标志物 Jld/(K"n_D.(dD8nA 和 JC8a"J/#表明 %AH5

可诱导分化为角膜基质细胞#而该细胞可用于治疗角膜基质混

浊) 近年来#也有将 %AH5诱导分化为人角膜内皮细胞的报

道
+$/#$P, #表明人 %AH5可作为组织工程角膜构建的种子细胞在

体外被分化为人 CAH5(角膜基质细胞及角膜内皮细胞#但因
%AH5潜在的致瘤性限制了其临床应用)

D4D4D6BAH5!目前组织工程研究中较为常用的 BAH5主要有

骨髓 间 充 质 干 细 胞 & ^7+Y&'LL7* &Y5Y+6X-&')5ZY& 6Y))5#

KBAH5'和脂肪间充质干细胞&'N(375Y&Y5Y+6X-&')5ZY&6Y))5#

JBAH5'#也是角膜种子细胞的研究热点 +$>, ) B'等 +"#,
将

KBAH5诱导分化为角膜上皮细胞#用于组织工程角膜上皮的重

建) AX'7等 +"/,
在体外把人 KBAH5诱导分化成角膜内皮样细

胞) 还有学者将 JBAH5诱导分化为角膜上皮样细胞和角膜基

质细胞#表明 BAH5具有分化为 " 种角膜细胞的潜能 +"$e"0, )

BAH5获取方便#有较强的增生能力#如果在细胞分化率及分化

细胞功能方面取得突破#有望实现自体细胞移植#并解决移植

术后免疫排斥问题)

此外#脐带 BAH5(皮肤来源的前体细胞及皮肤成纤维细胞

也可作为组织工程的种子细胞来源#诱导为角膜上皮细胞#但

经诱导后细胞标志物与角膜上皮细胞仍有差别
+"?e";, ) BM5Y细

胞也是近年来新发现的组织工程种子细胞的来源) 目前#干细

胞诱导分化仍限制于模拟角膜细胞体内基质微环境#具体的分

化机制仍不明确#还需要进一步研究)

E6三维构建

组织工程角膜的三维构建也是当前的研究热点#将 $ 种或

" 种细胞同时接种于角膜支架材料#通过体外立体培养(构建形

态及功能与正常角膜类似的角膜植片#作为角膜移植的供体用

于角膜疾病的治疗) 角膜三维构建是目前治疗各种原因引起

的角膜白斑(角膜溃疡穿孔及角膜内皮功能失代偿等较为有前

途的方法)

d'+,等 +".,
以脱细胞猪角膜基质为支架#将角膜上皮及基

质细胞种植于其上#成功构建成组织工程角膜前板层#构建物

因长期浸泡在培养基中#植片水肿#为半透明状#但经甘油脱水

后可恢复透明) WXM 等 +$0,
将 %AH5成功诱导为 CAH5#以脱细胞

猪角膜缘基质为支架构建了人角膜缘替代物#移植于去除 CAH5

的兔眼后 / 个月#角膜透明度明显改善#荧光素染色阴性) VM

等
+"P,
将大鼠神经脊干细胞诱导分化为角膜内皮细胞#表达角

膜内皮细胞标志物 _型钙黏素(紧密连接蛋白 W9@/ 及 _'x<

cx@JDd酶*诱导的大鼠角膜内皮细胞与培养的兔角膜基质细

胞共同接种于脱细胞猪角膜基质#构建大鼠组织工程角膜#以

构建的角膜为植片行穿透角膜移植#但术后出现了明显的免疫

排斥反应*并与未接种基质细胞的植片对照#发现角膜基质细

胞可促进角膜上皮细胞的愈合) kM 等 +;,
以脱细胞猪角膜基质

为支架#以培养的兔角膜缘上皮(基质及内皮细胞为种子细胞#

构建组织工程全层角膜#各层细胞在脱细胞猪角膜基质支架上

形成融合的细胞层#可检测到细胞分别表达 c"(波形蛋白及水

通道蛋白 J等标志物) EM 等 +">,
以脱细胞猪角膜基质为支架(

兔角膜细胞为种子细胞#通过动态培养构建了包含上皮(内皮

及基质细胞的组织工程角膜等效替代物#上皮细胞形成复层结

构#并检测到角膜上皮特异性标志物 Hc"*内皮细胞于内面形

成单层结构#并表达水通道蛋白 /) j7YLMYb 等 +0#,
也以脱细胞

!$./! 中华实验眼科杂志 $#/. 年 $ 月第 "? 卷第 $ 期!HX(+ V%]3 93XZX')&7)#EŶLM'L-$#/.#I7)4"?#_74$

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



猪角膜基质为支架#将人 CAH5(角膜基质细胞及角膜内皮细胞

分别接种于脱细胞猪角膜基质上皮面(基质及内皮面#术后/0 N

及 "# N 观察时发现#角膜各层细胞生长良好#细胞数目增加)

很多学者还以胶原为支架#构建了全层组织工程角膜)

B(+'&(等 +0/,
首先应用三维培养技术#以胶原蛋白凝胶基质及

硝酸纤维素膜为支架构建了组织工程全层角膜#其先将培养的

牛基质细胞加入纤维胶原凝胶#然后置于$型胶原包被的硝酸

纤维素膜上#将内皮细胞种植于翻转后的硝酸纤维素膜#再次

翻转后置于支架上#上表面种植角膜上皮细胞#通过气e液界面

法培养#可形成 ? f; 层上皮细胞#细胞间形成桥粒连接) 基质

细胞与支架表面平行#这与基质细胞在体内的分布相似#但其

形状变为梭形) W(Y5bY等 +0$,
也将兔角膜上皮细胞(基质细胞及

永生化的鼠角膜内皮细胞种植于胶原支架上#通过三维培养构

建了组织工程全层角膜) nL([[(ZX 等 +0",
利用病毒转染法建立了

上皮(基质及内皮永生化细胞系#以戊二醛交联的$型胶原和

硫酸软骨素复合材料为支架#通过三维培养#得到形态(透明

性(生物化学(离子和液体通道(基因表达与正常人角膜相似的

替代物#后来又用醛交联聚合的胶原蛋白@nJn为支架材料#构

建了组织工程全层角膜) 研究证实重建组织均具有健康的细

胞和活跃的细胞代谢功能#机械强度高#可耐受手术缝合#且具

有良好的透明性和较低的光散射性#但细胞系有潜在的致瘤

性#不能应用于临床) 也有学者将培养的人角膜上皮细胞(基

质细胞及转染的人角膜内皮细胞种植于胶原e硫酸软骨素支架

上#构建了全厚的组织工程角膜#证实胶原e硫酸软骨素支架有

良好的韧性(可长期培养角膜细胞及方便处理等性质#适于组

织工程角膜的构建#但构建的角膜缺乏前弹力层和后弹力层)

分析原因可能与角膜内皮细胞表型改变(支架表面相对多孔(

粗糙及角膜内皮培养时间较短有关) 目前#虽然国内外对组织

工程成分角膜的研究已经取得一定进展#但尚无文献报道可同

时支持角膜三层细胞生长且保持表型不变的稳定培养方法)

建立可用于组织工程全层角膜构建的系统也是目前研究的

难点)

N6展望

应用组织工程技术重建人角膜是角膜盲患者有效的治疗

方法#也是从根本上解决角膜移植供体缺乏和术后免疫排斥反

应等问题的关键) 体外培养的 CAH5和角膜内皮细胞因增生能

力和转分化的限制#目前还难以应用于临床) 干细胞体外增生

能力强#经体外诱导可分化为角膜各层细胞#是较为理想的组

织工程角膜种子细胞的来源) 羊膜(丝素蛋白因厚度较薄#仍

只用于成分角膜构建的研究#如要用于全层角膜的构建#还需

要进一步改良) 胶原等材料因透明度欠佳(机械强度较差且不

能形成角膜曲率等原因#距临床应用还有一定的距离) 脱细胞

猪角膜基质是目前较为理想的组织工程角膜的支架材料#目前

已有产品在中国上市#用于板层角膜移植) 虽然经过国内外学

者不懈的钻研#组织工程角膜取得了快速发展#但目前可应用

于临床的产品种类还很少#且疗效欠佳#远远不能满足临床需

要) 构建具有良好透光性(机械强度(生物相容性#且免疫排斥

反应轻(拥有类似自然角膜曲率的组织工程角膜仍是我们进一

步研究的方向)
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