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模拟人角膜内皮细胞微环境诱导人胚胎干细胞分化为

角膜内皮细胞的研究进展

孙琳!综述!吴欣怡!审校

!!&摘要'!角膜内皮供体不足成为开展角膜内皮移植等手术的主要问题$生物工程角膜为角膜内皮移植

的开展提供了解决途径( 人胚胎干细胞"9G@1#诱导分化出功能性角膜内皮细胞后可以在一定程度上缓解角

膜供体不足$尤其是角膜内皮供应不足的现状( 目前理想可行的方法是体外模拟角膜内皮细胞的发育过程$

将人 9G@1诱导分化为神经嵴干细胞"Y@G@1#$再利用生长因子和细胞外基质构建细胞生长的微环境$制备适

当的条件培养基以诱导 Y@G@1分化为角膜内皮细胞( 目前 Y@G@1相关的诱导机制尚不十分清楚$有待进一

步研究( 本文就微环境对角膜内皮细胞发育过程的影响$以及诱导人 9G@1分化为角膜内皮细胞等方面的研

究进展进行综述(
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!!角膜病是全球和中国第二位致盲眼病 +%L3, $角膜移植是治

疗严重角膜病的常用方法$中国供体角膜匮乏$因此角膜移植

手术比例不足 %E(C +(, ( 角膜内皮病变为严重的可致盲角膜

疾病之一( 角膜内皮由单层细胞构成$角膜内皮细胞无增生能

力$故细胞数目随年龄的增长而逐渐减少$此外也可受到多种

因素的损伤$出现内皮功能失代偿$形成大泡性角膜病变$最终

出现视力障碍
+7, ( 角膜内皮移植术为治疗角膜内皮病变和内

皮失代偿的首选术式$但目前供体角膜内皮来源缺乏$严重阻

碍了该技术的临床应用
+5L*, ( 寻找新的细胞来源以构建生物工
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程角膜是目前研究的热点之一( 骨髓间充质干细胞可以诱导

分化为角膜内皮细胞$但其更易向骨细胞)软骨细胞和脂肪细

胞等中胚层细胞分化$而跨胚层分化为角膜内皮细胞相对困

难$分化效率较低 +), ( 血管内皮细胞也可作为角膜内皮细胞的

替代物$但动物实验结果并不理想 +8, $主要问题是植片上的血

管内皮细胞排列不规则$缺乏典型的六边形结构$部分植片中

存活的细胞数目不足( 同时由于血管内皮细胞泵功能较差$影

响角膜的透明度( UH>-1>2 等 +4,
证明人胚胎干细胞"I-QO;>20,

1MI-,I::1$9G@1#具有无限的自我更新能力及多向分化潜能$因

此将 9G@1诱导分化为功能性角膜内皮细胞是一种理想的构建

生物工程角膜内皮的方法(

@6鉴定培养的角膜内皮细胞标志物

目前角膜内皮细胞的体外诱导技术取得了一定的进展$但
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诱导率仍然较低( 角膜内皮细胞缺乏特异性标志物$但随着近

些年的不断探索$一些相关标志物逐渐被发现( 闭锁小带蛋

白6%"Z>2S:.>,,:SBI26%$c#6%#是一种与紧密连接有关的蛋白$

细胞间的紧密连接对 c#6% 抗体染色呈阳性反应( 角膜内皮细

胞间形成的紧密连接可阻止房水进入细胞外间隙而发挥角膜L

房水屏障功能( cHS 等 +%&,
用 c#6% 抗体进行免疫荧光染色$显

现出角膜内皮细胞独特的六边形结构$因其可表达于角膜内皮

细胞中而不在角膜基质细胞中表达$故可用作角膜内皮细胞的

标志物( Y钙黏素也是与紧密连接有关的蛋白$可在角膜内皮

细胞中特异性表达
+%%, $且对角膜内皮的功能具有重要意义( Y

钙黏素缺失会导致角膜内皮水肿$光学显微镜下可见紧密连接

紊乱( 角膜内皮细胞以主动运输的方式将基质中的水分从角

膜内皮顶部的细胞质泵入房水中$从而维持角膜的相对脱水状

态$Y.m6em6̂U[酶起到泵的作用( 0̀M.20等 +%3,
检测到角膜内皮

细胞中 Y.m6em6̂U[酶表达阳性$而去除角膜内皮后角膜中则不

表达 Y.m6em6̂U[酶( 孙艺倩等 +%(,
检测到 Y.m6em6̂U[酶在角

膜内皮细胞中的表达水平随着传代而降低$表明 Y.m6em6̂U[酶

与角膜内皮细胞的功能密切相关(

神经元特异性烯醇化酶 " 2ISO>2I61NI,0J0,I2>:.1I$YG9#为

神经细胞中的特异性蛋白$\xH2<I等 +%7,
用抗人 YG9单克隆抗

体可对角膜内皮进行免疫染色$角膜上皮细胞)基质细胞均未

被染色( 孙艺倩等 +%(,
用 YG9抗体检测原代培养的角膜内皮细

胞中存在 YG9的表达$YG9的阳性染色位于核周的细胞质(

YG9抗体染色可特异性地用于角膜内皮细胞的鉴别( 也有一

些其他标志物用于角膜内皮细胞的识别$但由于缺乏角膜内皮

细胞的特异性标志物$目前国内外关于角膜内皮细胞的鉴定尚

无统一标准( 因此$应结合多种标志物的鉴定方法以保证结果

的准确性(

A6微环境对角膜内皮细胞发育过程的影响

细胞生存的环境被称为微环境$由细胞外基质以及一些非

细胞成分共同构成$可对细胞的发育过程产生重要影响( 角膜

内皮细胞所处的微环境可影响其发育过程$对研究人 9G@1向

角膜内皮细胞的分化具有重要意义(

A'@6微环境中生长因子的作用

微环境中的非细胞成分包含生长因子等小分子( 角膜内

皮细胞存在生长因子受体$细胞生存微环境中的生长因子对其

培养)生长)繁殖以及与细胞外和细胞间基质的结合有明显的

促进作用( 碱性成纤维细胞生长因子 " Q.10,J0QO>Q:.1MRO>TMH

J.,M>O$Q_i_#具有有丝分裂原性$能促进角膜内皮细胞的增

生
+%5, ( 邵应峰等 +%*,

的研究表明$Q_i_质量浓度在 (& 2R+-:以

内时以剂量依赖的方式对角膜内皮细胞的生长发挥促进作用$

但当质量浓度达到 %&& 2R+-:时$其促进作用开始下降( 表皮

生长因子 "IN0BIO-.:RO>TMH J.,M>O$9i_#同样具有有丝分裂原

性$可调节角膜内皮细胞的有丝分裂$促进其生长并发挥调节

作用$并促进角膜内皮细胞的迁移 +%)L%8, ( 邵应峰等 +%*,
研究表

明$9i_的质量浓度在 %& 2R+-:以内时对角膜内皮的生长具有

促进作用并表现出剂量依赖性$超过该浓度即失去剂量依赖的

作用方式$当质量浓度达到 %&& 2R+-:时促进作用也会下降(

神经生长因子 " 2IOPIRO>TMH J.,M>O$Yi_#具有较强的促进

细胞分裂的作用$角膜内皮细胞可以合成和释放 Yi_并表达

Yi_受体( 但关于 Yi_对角膜内皮细胞生长是否存在促进作

用目前仍存在争议( G>O2I::0等 +%4,
研究表明$Yi_通过提高

UO<^的表达来促进角膜内皮的生长$其作用呈剂量依赖性$而
Yi_抗体则起到相反的作用( 此外$V>;,I等 +3&,

研究发现$人

角膜内皮细胞上存在转化生长因子6,3 "MO.21J>O-02RRO>TMH

J.,M>O6,3 $Ui_6,3 #受体$房水中存在 Ui_6,3 ( 培养基中添加
Ui_6,3可阻止角膜内皮细胞进入有丝分裂期$抑制角膜内皮细

胞的增生( _S2.<0等 +3%,
在细胞培养基中添加 Ui_6,3拮抗剂

G-.B) 后$Ui_6,3抑制角膜内皮细胞增生的作用被消除$角膜

内皮细胞的增生明显加快$可见生长因子对角膜内皮细胞生长

的作用存在差异$目前认为这种差异可能与房水中生长因子的

质量浓度有一定的关系(

A'A6细胞外基质的作用

细胞外基质为细胞生存的环境$其中包含很多可以影响细

胞活动的有效成分( 细胞外基质中的层黏连蛋白对角膜内皮

细胞的贴壁和增生具有重要作用$硫酸软骨素等与角膜内皮细

胞分化的信号转导通路有关( 李姝燕等 +33,
的研究表明$层黏

连蛋白可以改善体外培养的角膜内皮细胞所处的微环境$促进

角膜内皮细胞的增生并间接提高生长因子的促增生作用( 目

前已知 Ui_6,3及其下游的 G-.B3 信号转导通路与神经嵴向角

膜内皮细胞分化的过程有关$Ui_6,3的异常表达会导致角膜后

部$包括角膜内皮的发育异常 +3(, ( $T.>等 +37,
研究发现细胞外

基质成分硫酸软骨素对于神经嵴 Ui_6,3 +G-.B3 信号转导通路

的正常激活过程必不可少$缺乏硫酸软骨素则 Ui_6,3信号通

路无法开启$神经嵴迁移出现异常$角膜内皮无法正常发育(

VS 等 +35,
最早诱导神经嵴干细胞"2ISO.:,OI1M1MI-,I::1$Y@G@1#

向角膜内皮细胞的分化$证明细胞外基质成分$如硫酸软骨素$

参与角膜内皮细胞分化的信号转导通路(

A'B6房水的作用

房水及房水中的成分对构成角膜内皮细胞的微环境具有

重要 意 义( 房 水 中 的 血 管 活 性 肠 肽 " P.1>.,M0PI02MI1M02.:

NINM0BI$X$[#由角膜内皮细胞产生$又构成角膜内皮细胞所处

的微环境( e>H 等 +3*,
发现房水中 X$[含量与内皮细胞标志物

Y钙黏素含量关系密切$对角膜内皮细胞六边形形态的维持)

角膜内皮细胞分化状态的维持以及防止角膜内皮细胞凋亡有

重要意义( 李善义等 +3),
研究表明$培养液中添加房水有利于

模拟角膜内皮细胞所处的微环境$房水中各种成分共同影响角

膜内皮细胞的增生( %&C的房水对体外培养的牛角膜内皮细

胞的增生)修复损伤的作用最为明显$促进损伤修复的作用可

能与促进角膜内皮细胞增生和迁移有关( 以上微环境对角膜

内皮细胞的生长和发育起重要作用$因此它们对人 9G@1向角

膜内皮细胞分化研究中占据重要地位(

B6诱导人 IM=.向角膜内皮细胞的分化

脊椎动物的神经嵴在胚胎发育过程中可广泛迁移$形成周
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围神经和间充质前体
+38, ( 角膜基质和内皮细胞来源于神经嵴

源性的间充质细胞$神经嵴是角膜内皮细胞的前体 +34, ( 将人

9G@1诱导分化为 Y@G@1$然后再将 Y@G@1诱导分化为角膜内

皮细胞是诱导人 9G@1分化角膜内皮细胞的有效方法$同时可

为角膜内皮细胞的胚胎学发生提供依据(

B'@6诱导人 9G@1向神经嵴的分化

诱导干细胞定向分化的方法大致分为体内诱导和体外诱

导
+(&, ( 体外诱导较常用$包括细胞因子诱导法 +(%, )细胞共培养

诱导法
+(3L((,

和条件培养基诱导法
+(7,
等(

B'@'@6细胞共培养诱导法6用间质细胞作滋养层是最早应用

的诱导方法$常用的滋养层细胞有 [̂ * 细胞系和 ?G65 细胞系

等( 小鼠骨髓间充质 [̂ * 细胞系具有间充质源性细胞诱导活

性$可以诱导 9G@1分化为神经嵴 +(5, ( ?0ZS1I<0等 +(5,
以 [̂ * 细

胞铺底培养鼠和灵长目的 9G@1$促进其向神经嵴分化( [>-N

等
+(*L(),

以 [̂ * 细胞铺底培养人 9G@1$用骨形态发生蛋白"Q>2I

->ONH>RI2IM0,NO>MI021$\?[1#促进其分化$通过荧光激活分选

系统分离出 Y@G@1标志物 N)5 阳性细胞$传代培养分化为神经

嵴( V0.2R等 +(8,
以 [̂ * 细胞铺底培养人 9G@1$也实现了向

Y@G@1分化的目的( dII等 +(4,
用鼠骨髓间充质 ?G65 细胞系共

培养诱导法实现人 9G@1向神经嵴的诱导分化$其进一步的研

究将人 9G@1诱导分化为菊形团后用鸟氨酸和层黏连蛋白铺底

培养菊形团$菊形团外周部分表达 N)5 和 Ỳe6%$其周围细胞表

达神经嵴的 [̂3 标志物 +7&, ( 细胞共培养诱导法应用时间较

早$但诱导周期长$诱导率较低$因此该方法若想取得长足发

展$需考虑缩短诱导周期和提高诱导率(

B'@'A6条件培养基诱导法6\?[1)k2M和维甲酸等可在神经

嵴的 形 成 中 发 挥 作 用( dII等 +(4,
采 用 头 蛋 白 和 小 分 子

G\7(%573 诱导人 9G@1分化的方法抑制 \?[和 Ui_6,3信号通

路$使人 9G@1向神经嵴分化( @H.-QIO1等 +7%,
用 0双 G-.B 抑

制1法诱导产生菊形团$该法也使用了 \?[拮抗剂头蛋白和

G\7(%573 的方法( @SO,H>I等 +73,
用添加了 Q_i_和 9i_的培

养基培养人 9G@1$然后以纤连蛋白铺底培养$最终形成 Y@G@1(

用添加头蛋白的培养基培养人 9G@1产生的细胞可表达神经嵴

标志物 G>W%&) N)5 和 Ỳe6%( @>::I>20等 +7(,
也利用 Q_i_和

9i_诱导菊形团分化为神经嵴( 条件培养基诱导法的出现晚

于细胞共培养诱导法$其诱导周期不长$诱导率较高$但价格较

高$限制了这些方法的应用( 目前将人 9G@1诱导分化为神经

嵴的研究取得了一定进展$对于诱导条件的研究也相对成熟$

但其诱导必须依赖特定滋养层细胞或条件培养基$诱导周期

长$诱导率较低$费用较高$且诱导过程中涉及的相关信号通路

并不完全清楚$难以针对特定的通路进行诱导$相关研究仍存

在较大的提升空间(

B'A6诱导 Y@G@1分化为类角膜内皮细胞

Y@G@1所在的微环境可对其分化过程产生重要影响( 构

建目标组织细胞的微环境并将 Y@G@1培养于该微环境中可以

促进其分化为相应的组织细胞
+77, ( 通常采取条件培养基来构

建特定的微环境$而微环境中的特定成分是构建条件培养基的

关键(

细胞生长和发育微环境中的生长因子等小分子对构建诱

导 Y@G@1分化的微环境起关键作用( 细胞外基质为细胞生存

的环境$包含很多可以影响细胞活动的有效成分$也可对构建

诱导 Y@G@1分化的微环境起重要作用( 因此$用 Q_i_)9i_等

生长因子以及细胞外基质成分制备条件培养基可构建角膜内

皮细胞生长所需的微环境$诱导 Y@G@1分化为角膜内皮细胞(

目前条件培养基诱导法已得到应用( VS 等 +35,
首先完成 Y@G@1

向角膜内皮细胞分化的研究$他们将角膜内皮细胞源性的条件

培养基与 "?9?+_%3 以 ( g%的比例混合$构成 )5C的条件培养

基$并加入体积分数 %&C胎牛血清构成分化培养基$将大鼠
Y@G@1培养于用%& "R+-:层黏连蛋白和 %& -R+-:硫酸软骨素

铺底的六孔板中$以分化培养基进行培养$诱导 3& B 后可将纺

锤形的 Y@G@1诱导分化为六边形的类角膜内皮细胞$分化率为
7&C A5&C$且可正常传代 7 A5 代$获得的诱导类角膜内皮细

胞与天然角膜内皮细胞相似$可表达角膜内皮细胞标志物 Y钙

黏素)c#6% 以及角膜分化相关基因 Q%?"K)!#CRF*诱导的类角

膜内皮细胞移植后附着于后弹力层$形成了单层细胞结构$激

光扫描共焦显微镜检查显示细胞密度约为3 4&&+--3 $且类角

膜内皮细胞具有正常的内皮泵功能$使手术组大鼠角膜水肿减

轻$透明度和厚度恢复正常(

目前常用的细胞培养基多含有血清$主要来源于动物$有

传播动物源性疾病的风险*同时血清所含成分的多样性可激活

角膜基质细胞$导致其向成纤维或肌纤维转化而失去特有功

能
+75, $因此理论上无血清培养基更安全$但无血清培养基缺乏

血清所含的特有的营养物质$导致细胞$尤其是角膜基质细胞

生长缓慢(

E6小结

目前$关于人 9G@1向角膜内皮细胞分化的研究仍然较少$

体外模拟角膜内皮细胞的发生过程并经 Y@G@1阶段向角膜内

皮细胞分化的途径是为较理想的方法( 利用生长因子和细胞

外基质构建微环境以制备适当的条件培养基可以起到有效的

诱导作用( 由于相关研究技术尚未完善$目前该研究领域虽有

一定进展$但研究并不明确$具体条件还在摸索中$相信未来的

研究会有进一步的突破(

参考文献

+%, $:H.26G.O.,#$ <̂NI< 9e'@SOOI2M,>2,INM1 .2B MI,H20sSI1 02
<IO.M>NO>1MHI101+V,'@SOO#N02 #NHMH.:->:$3&&5$%*"7# g37*L35&'

+3, 谢立信'中国角膜病的研究现状+V,'中国科学基金$3&&($%)"(# g
%()L%7&'B>0!%&'(4*4 +/'0112'%&&&683%)'3&&('&('&&('

+(, 李沁华'角膜组织工程的研究进展+V,'中国修复重建外科杂志$
3&&7$%8"(# g334L3(%'

+7, 谢立信$王富华$史伟云'%44) 至 3&&3 年山东省眼科研究所穿透性
角膜移植术的原因分析+V,'中华眼科杂志$3&&*$73"8# g)&7L)&8'

+5, UIOO;?̂ $#S1:I;[V'"IIN :.-I::.OI2B>MHI:0.:<IO.M>N:.1M;02 MHIJ0O1M
q20MIB GM.MI1N.M0I2M1!I.O:;,:020,.:OI1S:M1+V,'@>O2I.$3&&%$3&"(# g
3(4L37('

+*, 洪晶'角膜内皮移植进展简介及其国内现状+V,'中华移植杂志$3&%%$
5"%# g%%L%('B>0!%&'(8))+,-.'/'0112'%*)76(4&('3&%%'&%'&&7'

+), 徐舒怡'骨髓间充质干细胞在组织工程角膜方面的研究进展+V,'
中华实验眼科杂志$3&%($(% "3# g%4*L3&&'B>0!%&'()*& +,-.'/'

%*78% 中华实验眼科杂志 3&%5 年 4 月第 (( 卷第 4 期!@H02 V9WN #NHMH.:->:$GINMI-QIO3&%5$X>:'(($Y>'4

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



0112'3&456&%*&'3&%('&3'&3%'
+8, 孙中华$吴欣怡'组织工程学构建角膜内皮膜相关种子细胞的研究

进展+V,'眼外伤职业眼病杂志$3&%&$(3 "%% # g8)3L8)5'B>0!%&'
()*& +,-.'/'0112'3&456%7))'3&%&'%%'&(&'

+4, UH>-1>2 V̂$$M1<>P0MZ69:B>OV$ GH.N0O>GG$IM.:'9-QO;>20,1MI- ,I::
:02I1BIO0PIB JO>-HS-.2 Q:.1M>,;1M1+V,'G,0I2,I$%448$383 "5(4% # g
%%75L%%7)'

+%&,cHS @$V>;,IY@'[O>:0JIO.M0PIOI1N>21I>J,>O2I.:I2B>MHI:0.:,I::1JO>-
;>S2R.2B >:BIOB>2>O1+V,'$2PI1M#NHMH.:->:X01G,0$3&&7$75 "*# g
%)7(L%)5%'

+%%,jI2I<IOdk$ G0:PIO10BI1"k$ bS d$ IM.:'_>O-.M0>2 >J,>O2I.:
I2B>MHI:0S-01I11I2M0.:J>O.2MIO0>O1IR-I2MBIPI:>N-I2M6.MO.21RI20,
->S1I->BI:>J.2MIO0>O1IR-I2MB;1RI2I101+V,'"IPI:>N-I2M$3&&&$
%3)"(# g5((L573'

+%3, 0̀M.20e$a><>>G$ >̀2B.Y$IM.:'UO.21N:.2M.M0>2 >J.1HIIM>JHS-.2
,>O2I.:I2B>MHI:0.:,I::02 .O.QQ0M->BI:+V,'?>:X01$3&&8$%7 g%L4'

+%(,孙艺倩$洪晶'体外培养的兔角膜内皮细胞生物学特性+V,'中华实
验眼科杂志$3&%%$34"3# g%&)L%%3'B>0!%&'()*& +,-.'/'0112'3&456
&%*&'3&%%'&3'&&('

+%7,\xH2<I?$X>RI:QIORe$92RI:-.22 e'"IMI,M0>2 >J2ISO>2I61NI,0J0,
I2>:.1I02 :>2R6MIO-,S:MSOI1>JHS-.2 ,>O2I.:I2B>MHI:0S-+V,'iO.IJIy1
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