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%%$摘要%%角膜缘干细胞(]BC<)移植是治疗化学眼烧伤'BJFQF,<@Z3K,<3, 综合征等导致的角膜缘干细胞缺
乏的主要方法"也是全身干细胞移植领域临床转化最为成功的移植方法& 近年来"]BC<移植取得了一系列重
要的进展"但仍然存在许多问题"面临多种挑战& 将来应在获取稳定种子细胞来源'寻找新的载体材料'提高
干细胞扩增效率'改善基质微环境'抑制免疫排斥等方向继续努力"进一步提高 ]BC<的临床疗效"开创 ]BC<
移植的新局面&

$关键词%%角膜缘干细胞* 排斥反应* 干细胞壁龛
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%%角膜盲是我国第二大致盲眼病"约占盲人总数的
!"j"其中化学烧伤'热烧伤'BJFQF,<@Z3K,<3, 综合征
和瘢痕性类天疱疮等多种原因导致的角膜缘干细胞缺

乏(*)'P(*<JF'2F**<NFR)2)F,2."]BC4)是导致角膜盲的
主要原因之一& 通过角膜缘干细胞(*)'P(*<JF'2F**<"
]BC<)移植"恢复角膜缘功能及其微环境是治疗此类
疾病的有效手段& 自 =" 世纪 8" 年代 ]BC<的概念被
提出以来"许多研究者进行了大量的基础与临床研究"
并取得了一系列重要的进展&

<7BCD'研究的重要进展

7>87 年"4(Q(,OFG等 +7,
首先发现了角膜周围的乳

头状结构"即 [3OJ栅栏区乳头状结构"其具有增生能
力"并首次提出了 ]BC<假说& 直到 7>$9 年 B2KFG'FG
等

+=,
才证明了 ]BC<主要位于角膜缘基底层"尤其是

[3OJ栅栏区乳头状结构中的角膜缘基底细胞层"为后
续 ]BC<相关研究的开展奠定了基础& 7>$> 年"
aF,.3, 等 +#,

率先开展了多例自体角膜缘移植术治疗

化学烧伤和热烧伤等导致的眼表疾病"并获得成功&
但 BJFQF,<@Z3K,<3, 综合征和瘢痕性类天疱疮等疾病多
累及患者的双眼"限制了自体 ]BC<移植术的应用&
7>>9 年 W(, 等 +!,

尝试开展了异体角膜缘移植治疗双

眼患病者"取得了较好的效果"但存在严重的免疫排斥
和炎症等术后并发症& 随着免疫抑制剂等药物的开发
应用"异体角膜缘移植的成功率逐渐提高& 目前"中国
健康供体角膜缘的数量难以满足临床需求"且这种状
况将会长期存在&

眼科研究者积极探索通过体外培养 ]BC<等方法
来解决角膜缘移植的供体缺乏问题& =""" 年 W<()
等

+?,
获取患者角膜缘细胞"并以羊膜为载体构建自体
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角膜上皮片"用于 ]BC4的治疗"术后 $#j的患者视力
得到提高"且随访期间移植区域未出现复发性血管化&
="7" 年"M('(等 +9,

以纤维蛋白为载体培养自体 ]BC<
并构建角膜上皮片"对 77= 例 ]BC4患者进行移植"术
后 89k9j的患者视力得以恢复& 此外"非 ]BC<来源
的自体细胞培养后也可用于 ]BC4的治疗& =""! 年"
A)<K)N(等 +8,

采用温敏材料为载体构建自体口腔黏膜

上皮"重建 ]BC4动物的眼表"角膜透明性得到明显改
善& 近年来"我国学者应用口腔黏膜上皮细胞片治疗
数例 ]BC4患者"取得了良好效果& 眼科研究者也尝
试使用胚胎干细胞'间充质干细胞'毛囊干细胞等治疗
]BC4的研究+$\7", "拓宽了 ]BC4治疗的种子细胞来源&

=7BCD'研究面临的困难与挑战

=1<7]BC<的培养及鉴定
移植上皮片中的 ]BC<比例与移植效果密切相关"

移植前扩增培养技术直接影响术后 ]BC<的增生和长
期存活能力& 目前许多研究中 ]BC<往往需要以鼠纤
维原细胞作为滋养层进行共同培养"尽管纤维原细胞
分泌的可溶性组分有助于维持 ]BC<的不分化状态"但
会将鼠源蛋白质引入培养体系"并且批次之间的差异
较大& 另外"]BC<的培养也可以在细胞外提取物中进
行"只需补充适宜的鼠纤维原细胞培养基即可& 这种
方法虽然避免滋养层的使用"但培养体系仍含有动物
蛋白和可能的污染物&

]BC<培养基中应该避免使用非人源动物血清"因
为其是异源的不确定物质"且批次之间差异显著& 目
前关于 ]BC<培养条件的明确化方向上已取得显著进
展"但在无外源物质培养体系的发展方面仍然比较滞
后& 血清替代物的使用消除了来自血清等的一些可变
因素"也使得 ]BC<培养基基本实现了.无血清/的目
标& 然而"血清替代物中包含的牛血清白蛋白仍然是
影响 ]BC<临床应用的主要因素之一&

虽然近年来已发现多种 ]BC<的蛋白标志物"但目
前还没有统一的标准来确定培养后上皮细胞中 ]BC<
的数量& 阴性标志物主要有 a#:a7= 和 CI!# +77,

等"根
据其在细胞中的蛋白定位阳性标志物大致分为核蛋白

类(a)98 和 T9# +7=, ) '细胞膜蛋白或跨膜蛋白类(整合
素 "7'!9'!>"转铁蛋白受体 C487'HLC̀ = 等 +7#, )和
角蛋白类(a7?'a7>'!@F,3*(<F等)& 但这些标志物的
特异性尚不足"如 HLC̀ = 除表达于 ]BC<外还表达于
角膜缘基底细胞中"T9# 在角膜部分短暂扩充细胞及
少量的终末分化细胞中也有表达"a#:a7= 作为阴性
标志物"不能直接鉴定 ]BC<+7!, & 本研究团队首次发

现 )'T3GJ),@"家族的新成员 )'T3GJ), 7# 可特异性表达
于人类角膜上皮基底细胞中"并且在维持角膜上皮祖
细胞的表型'高增生潜能'低分化特性中发挥重要作
用"可以作为一种新 ]BC<标志物 +7?, & 但这些干细胞
标志物均非 ]BC<所特有"因此在对 ]BC<的鉴定中还
应同时结合多种干细胞标志物&
=1=7载体材料

适宜的载体材料是开展 ]BC<体外培养的重要基
础& ]BC<载体材料应具备优良的力学性能'良好的组
织相容性'适宜的 ]BC<贴附和增生的三维结构"还应
具有与细胞或组织生长速率相符的降解速度"且降解
过程及产物不会影响细胞或个体的生长

+79, & 羊膜是
目前培养 ]BC<的最佳载体"羊膜材料具有抗炎'抗纤
维化和抗新生血管等生物学特性"且含有多种生长因
子"可促进角膜上皮细胞的增生&

国外临床上应用的羊膜由注册组织库提供"保存
方法基本一致"且经过 9 个月的保存"排除多种致病性
微生物感染后方供临床应用& 我国临床应用的羊膜尚
缺乏统一的处理和保存方法"其潜在的致病感染风险
未能完全排除& 个别医院甚至缺乏严格的应用前的检
测程序"单纯依靠常规血液学检查结果"有可能引发医
源损害和法律纠纷&

通常认为新鲜羊膜与保存羊膜在临床疗效上并无

明显差异"而保存的羊膜应用方便"利于组织库输送&
尽管羊膜上皮细胞表层含有部分生物活性物质"但上
皮层的存在并不利于 ]BC<的扩增培养& XK(,O等 +78,

在去上皮羊膜基础上构建的去上皮超薄羊膜材料具有

更高的光学透射率"将其用于组织工程角膜上皮细胞
片的培养能够更好地维持角膜细胞特性& 目前"关于
羊膜移植术后的转归尚存争议& 多数学者认为它是一
种暂时性的生物覆盖物"在移植术后 7 l= 周"羊膜会
自行溶解脱落"或较长时间贴附于角膜表面"沉积于前
弹力层致轻度雾状混浊"可持续 # 个月之久& 移植后
的羊膜是否能长期存在成为受体组织的组成部分尚需

要更多研究&
近年来脱细胞猪角膜基质的研究较多"它保留了

角膜基质原有的特性'结构和天然成分"为 ]BC<提供
了良好的贴附'增生的三维结构& 但这一材料若用于
临床"仍存在免疫排斥和异源病毒感染等多种风险&
基于现有研究"临床应用的 ]BC<的载体材料仍应优先
考虑使用羊膜&
=1>7移植后相关排斥反应

术后排斥反应是组织:器官移植面临的无法回避
的问题"也是导致移植失败的主要原因& 根据 ]BC4
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移植的供体来源和移植物种类可分为自体角膜缘组织

移植'异体角膜缘组织移植和体外培养的 ]BC<移植 #
种& 对于单侧 ]BC4患者"自体角膜缘组织移植可有
效避免术后排斥反应的发生"而双眼发病的患者则需
采用异体角膜缘组织移植"但这种术式的术后排斥反
应发生率较高"为 7#k7j l!9k#j +7$, & 体外培养的
]BC<移植能有效降低排斥反应发生率"且具有取材范
围小'对于供体损害轻等优点"逐渐在临床中推广应
用"但异体移植始终面临着免疫排斥反应的问题"因此
早期制定合理的免疫抑制剂方案极为重要&

传统的治疗方案中多采用术后开始服用环孢素等

免疫抑制剂方法预防排斥反应& 但从多年的临床实践
来看"施行异体角膜缘移植手术的患者需在术前 7 l=
周即开始服用他克莫司等药物以抑制免疫反应"至术
后 = 周炎症消失'眼表结构稳定后方可逐渐减少给药
剂量& 中国的眼表用药"特别是免疫抑制剂的使用方
法仍不规范"需要相关专家共同制定相对统一且效果
良好的临床用药方案"以减轻免疫抑制剂等相关药物
的不良反应"提高我国医师整体的诊疗水平和规范化
诊疗程度& 此外"临床医师在掌握现有药物使用规范
的前提下"还需及时了解新药的研发及应用"使更多'
更好的免疫抑制药物更快地完成临床转化&
=1?7角膜缘微环境细胞

干细胞壁龛由微环境细胞'细胞外基质和细胞因
子等构成"为干细胞提供遮蔽环境"同时又可通过与干
细胞发生直接或间接的作用来调控干细胞& ]BC<壁
龛位于 [3OJ栅栏"主要由角膜缘微环境细胞 (*)'P(*
,)2KF2F**<"]AC<)(包括角膜缘基质成纤维细胞'黑素
细胞'免疫细胞等)以及基底膜等组成& 通常 ]AC<可
表达骨髓间充质干细胞和部分胚胎干细胞的细胞标志

物"其在角膜缘基质中具有血管生成和作为间充质干
细胞祖细胞的潜能

+7>, & ]AC<和 ]BC<在结构上紧密
相邻"但 ]AC<在 ]BC<的干性维持方面的作用机制尚
不明确"二者的相互间调控作用也需进行全面深入的
研究"眼科医师应及时了解并关注 ]AC<的相关研究
进展"并在手术及用药中注重对 ]AC<的保护"这将为
改善 ]BC<移植的治疗结局起到积极作用&
=1A7]BC<的替代性细胞

中国组织或器官移植率远低于发达国家"主要原
因在于供体严重缺乏"这种状况在眼部组织移植中也
是极为严峻& 目前对于双眼 ]BC4患者除采用异体角
膜缘组移植外"还有 = 种治疗方案#一是使用培养的异
体 ]BC<进行移植*二是使用培养的自体口腔黏膜上皮
细胞进行移植& 前者使用异体细胞"术后需应用免疫

抑制剂"后者使用自体细胞"能够在一定程度上恢复角
膜上皮的功能"但据现有研究看"其无法表达角膜上皮
细胞特有的 a7= 等标志物"远期临床效果不如 ]BC<
移植&

除口腔黏膜上皮细胞外"眼科研究者还发现了其
他可能用于替代 ]BC<的细胞& 间充质干细胞在眼科
研究较多"如脐带间充质干细胞'骨髓间充质干细胞及
牙髓干细胞等"因其来源丰富'致瘤性低等特点受到关
注& 毛囊上皮干细胞与 ]BC<在胚胎发育过程中来源
相同"动物实验发现其移植后易于转分化为角膜上皮
细胞& 胚胎干细胞和诱导多能干细胞因其良好的分化
潜能"同样受到眼科研究者的广泛关注"然而潜在的致
瘤性和伦理争议限制了其临床应用& 在寻找 ]BC<替
代细胞的过程中"眼科研究者应重点关注间充质干细
胞的临床应用研究"建立安全'稳定的提取'纯化和应
用方案"为其最终进入临床应用奠定基础&

>7展望

我国 ]BC<临床应用研究工作虽然取得了一定成
绩"但其存在的问题也十分明显& 如何更好地利用
]BC<移植技术治疗角膜盲患者"改善患者预后"提高
患者的生活质量是每一位眼科工作者努力的方向&

为了实现上述目标"研究人员需要在多方面加以
关注和努力#(7)从行政管理层面上对 ]BC<的临床研
究进行规范管理& 前期国内多家单位都开展了 ]BC<
的临床治疗项目"也取得了一定的进展"但在操作规
程'临床监管等方面仍存在许多问题& 国家各个职能
部门也相继出台了 0干细胞临床实验研究管理办法
(试行)1'0干细胞临床实验研究基地管理办法 (试
行)1和0干细胞制剂质量控制及临床前研究指导原则
(试行)1等法规"以规范干细胞的临床试验"并促进干
细胞研究的良性发展"但其实施和监管仍有待系统加
强和完善解决& (=)]BC<临床治疗需要符合伦理原
则& 临床治疗的终极目标是要最大限度地使患者受
益"在实施过程中需要符合临床试验的伦理原则"保护
受试者'捐献者的生命健康权益"同时要考虑技术自身
的安全性和有效性"使风险性降到最低*真正有效履行
知情同意'保护个人隐私是干细胞临床研究服务公众
健康的基础& (#)]BC<的长期疗效有待进一步研究&
尽管有研究报道 ]BC<治疗后眼表重建得到了不错的
疗效"但是这些报道多为小样本'单中心'开放'单治疗
组的临床试验"要真正获得令人信服的疗效"还需要大
样本'多中心'随访'双盲对照的临床试验加以验证&
(!)如何规范 ]BC<培养方法'植入数量(剂量)和治疗
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疗程"以及明确 ]BC<治疗的适应证和禁忌证对于最终
的疗效评估至关重要& (?)明确 ]BC<移植后的半衰
期'靶器官定位'免疫反应'具体治疗机制等均与其后
续的合理应用相关& (9)]BC<特别是替代性细胞的安
全性(致瘤性)值得关注& 截至目前"利用来源于胚胎
干细胞'诱导多能干细胞以及间充质干细胞等替代细
胞开展临床眼表重建的研究还不多"随着各类替代性
细胞治疗的陆续开展"其安全性最终将得到证实&

关于角膜缘的临床研究机遇与挑战并存"相信通
过广大科研工作者和临床医师的共同努力"中国的
]BC<临床应用研究一定会迈上新的台阶&
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