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组织工程角膜上皮种子细胞的研究进展

曹静洁!综述!张琛!赵少贞!审校

!!&摘要'!对于角膜缘干细胞"dG@1#缺乏导致的眼表疾病$角膜移植是较好的治疗方法$传统角膜移植术
的开展受供体来源匮乏)术后排斥反应等因素的影响( 构建组织工程角膜上皮进行移植很大程度上解决了供
体来源和术后免疫排斥的问题$成为重要和有效的治疗方法$而种子细胞的选择是手术成功的关键( 随着组
织工程技术和细胞培养技术的不断发展$组织工程角膜种子细胞方面的研究越来越多$种子细胞的可选择性
也越来越大$如胚胎干细胞"9G@1#)dG@1等研究已经逐步展开( 就目前体外重建组织工程角膜上皮研究中使
用的种子细胞及其近年来的相关研究进展进行综述(
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膜上皮
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!!角膜病是主要的致盲眼病之一$角膜移植是严重角膜病变

的有效治疗方法$但目前角膜捐献数量不足$供体角膜匮乏$因

此组织工程角膜成为相关研究的热点( 构成组织工程角膜的

三大要素包括支架材料)种子细胞和三维构架$由体外培养扩

增的种子细胞种植于载体支架材料构建而成$该构建物具有正

常角膜的结构特征及生物学功能
+%, ( 选择有效的种子细胞成

为目前组织工程人工角膜研究的焦点和难点问题之一( 角膜

上皮由 5 A* 层细胞组成$表层为 3 A( 层无角化的鳞状细胞$

中间 3 A( 层为体积较大的翼状细胞$最底层为基底细胞层$通

过半桥粒结构与基底膜紧密连接( 相邻的上皮细胞间通过桥

粒结构紧密连接$发挥上皮屏障作用$对维持角膜透明性起重

要作用( 角膜上皮再生能力强$角膜缘干细胞 ":0-Q.:1MI-

,I::1$dG@1#可通过移行来覆盖上皮损伤区$对损伤的角膜上皮

进行修复( 严重的感染)化学烧伤或热烧伤)长期配戴角膜接
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触镜)眼部多次手术及 GMIPI216V>H21>2 综合征等均可引起角膜

缘干细胞的损伤$临床上表现为角膜上皮结膜化)角膜溃疡迁

延不愈)慢性角膜炎等 +3L(, ( 本文就目前组织工程角膜上皮体

外重建研究中种子细胞相关的研究进展进行综述(

@6干细胞

@'@6胚胎干细胞

胚胎干细胞"I-QO;>20,1MI-,I::1$9G@1#具有无限增生)分

化和自我更新的特点$近年来的相关研究已经由单纯诱导 9G@1

分化为上皮样细胞的研究转为对其在动物模型上应用的在体观

察( cHS 等 +7,
将 9G@1诱导为 dG@1$从而构建组织工程角膜并移

植于 dG@1缺乏模型兔眼中$发现其能重建损伤的眼表并抑制角

膜新生血管的生长( 但是 9G@1的诱导效率较低$有致瘤的可能

且受伦理学等方面的制约$其临床应用受到限制(

@'A6dG@1

dG@1是角膜上皮增生)分化和移行的来源( dG@1具有其

他干细胞所具有的生物学特性$并通过向心性移动和角膜上皮

基底细胞的分裂)迁移来补充角膜表面脱落的上皮细胞$完成
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上皮细胞更新过程的动态平衡( dG@1在体外培养时可能会失

去部分抗原性$故免疫排斥性低$是理想的组织工程角膜种子

细胞( [O.QH.1.T.M等+%,
将 dG@1种植到羊膜上构建组织工程角膜

上皮$并移植于 %4眼$其中 %3眼接受自体角膜缘上皮移植$) 眼接

受异体角膜缘上皮移植$术后 %7 眼视力改善*在接受组织工程角

膜上皮移植的 %4 眼中$%7 眼在术后平均 3*E% 个月后并未出现中

央结膜化或严重炎症$5 眼在术后平均 3&E7 个月角膜依然保持透

明( jI2B.:6X{ZsSIZ等+5,
评估移植到不同面羊膜上的 dG@1生长情

况$发现移植于羊膜上的 dG@1可以表达 Û[结合盒转运亚型 i63

" Û[6Q02B02R,.11IMMIMO.21N>OMIO1SQM;NIi63$ \̂@i63#及 N*($表明

dG@1有分化为角膜上皮样细胞的潜能( ?I::IO等+*,
取少量的

dG@1来源细胞诱导成上皮细胞$移植于dG@1缺乏的患病眼后取得

了一定的成功( a02等+),
用 XI2S1标记的 dG@1在脱细胞人羊膜上

培养 3% B$发现其形成角膜上皮细胞层$移植至 dG@1缺乏症的羊

模型眼 (个月后发现模型眼的眼表明显修复( 皮裕琍等+8,
将dG@1

作为种子细胞构建组织工程角膜上皮$对兔角膜碱烧伤模型眼行

组织工程角膜上皮移植术$结果显示眼表恢复较快$证明 dG@1作

为种子细胞是可行的$认为对于 dG@1缺乏患者用 dG@1重建的组

织工程角膜可有效修复眼表$降低免疫排斥反应$但是对于双眼

dG@1缺乏患者$其材料来源受到自体提供的限制$因此应致力于寻

找其他种子细胞(

@'B6间充质干细胞

间充质干细胞"-I1I2,H;-.:1MI-,I::1$?G@1#由于其多能

性和增生活跃$在组织再生研究中受到广泛关注( 姜廷帅等 +4,

将分离提纯的鼠骨髓 ?G@1与角膜基质细胞共培养$并在体外

对其进行诱导分化$通过免疫荧光技术可见角膜上皮细胞特异

性标志物角蛋白 %3"<IO.M02%3$e%3#的表达$表明在角膜基质细

胞诱导下体外培养的骨髓 ?G@1可横向分化成角膜上皮细胞(

侯光辉等
+%&,
体外分离人骨髓 ?G@1并进行提纯和扩增培养$将

传代的骨髓 ?G@1种植到猪角膜前弹力层$形成单层细胞后用

.0O6:0JM02R培养法进行培养$以形成多层细胞( 诱导培养后 7 周

可见部分骨髓 ?G@1表达细胞角蛋白 %3",;M><IO.M02%3$@e%3#

和 @e%4$苏木精L伊红染色和免疫荧光染色显示其形成 % A3

层上皮样细胞$证实骨髓 ?G@1可分化成角膜上皮样细胞( 徐

舒怡等
+%%,
将人脐带 ?G@1接种至去上皮猪角膜基质$培养后

7 B对实验组兔行板层角膜移植$对照组单纯移植去上皮猪角膜

基质$术后在激光扫描共焦显微镜下可见新生的角膜上皮样细

胞$说明人脐带 ?G@1构建的组织工程角膜上皮可以增生)分化

为角膜上皮样细胞$可用于修复甚至重建损伤的角膜表层(

jI021H.RI2 等 +%3,
将 3% 只 dG@1缺乏症兔模型分成 7 个组$其中

对照组 * 只眼$羊膜移植组 5 只眼$羊膜和 dG@1移植组 7 只眼$

另 * 只眼在羊膜下注射大量自体骨髓 ?G@1( 骨髓 ?G@1移植

后 38& B 检测到 \̂@i63)整合素 ,% 和黏蛋白 7( 的表达$证实

其具有分化为角膜上皮样细胞的潜能( ?G@1可在特定的诱导

条件下进行分化且增生能力强$大量研究证明骨髓 ?G@1在角

膜组织工程方面应用上的前景$骨髓 ?G@1在未来可能成为组

织工程角膜上皮种子细胞的一个选择$但分化的上皮细胞是否

具有相应的功能仍有待研究(

@'E6毛囊上皮干细胞

毛囊上皮干细胞取材较容易$增生能力强$已用于组织工程角

膜上皮研究中( \:.ZI/IT1<.等+%(,
从鼠口角毛囊膨隆区分离出上

皮样细胞$体外扩增后加入不同培养基$研究毛囊干细胞在角膜或

角膜缘微环境下是否能分化成角膜上皮样细胞$通过观察细胞的

形态和分化情况$发现成年毛囊上皮干细胞在角膜缘特有的微环

境下进行体外培养后有分化成角膜上皮样细胞的能力(

@'F6脂肪来源干细胞

成人脂肪来源干细胞 ".B0N>1I6BIO0PIB 1MI- ,I::1$ "̂G@1#

容易获得$操作方便$组织损伤较小$并具有多能性$其分化为

上皮样细胞方面的研究较多( ?.OMv2IZ6@>2I1.等 +%7,
发现成人

"̂G@1可表达 @"4&) \̂@i3)[*()@e%3 和 @e)*$提示成人
"̂G@1有自我更新能力和内在可塑性$具备获得某些上皮样细

胞的特性$认为成人 "̂G@1有分化成角膜上皮样细胞的能力(

d0等 +%5,
对三维培养体系中体外培养的兔 "̂G@1分化成上皮样

细胞的能力进行研究$显示在上皮细胞特有的微环境下体外培

养的兔 "̂G@1可诱导分化为上皮样细胞( a.2 等 +%*,
通过体外

培养人 "̂G@1证实成人 "̂G@1可分化为上皮样细胞并仍能保

持干细胞的大部分特性( 上述研究均致力于证实 "̂G@1可以

分化为上皮样细胞$但其能否发挥正常角膜上皮功能有待进一

步研究证实(

A6诱导多能干细胞

诱导多能干细胞"02BS,IB N:SO0N>MI2M1MI-,I::1$0[G@1#通常

是在培养基中添加合适的转录因子后将体细胞去分化成多能

干细胞样( #,M(+7) G>W3),6?;,和 e:J7 在体细胞诱导成为
0[G@1的过程中起关键作用( 在角膜研究方面$G.<SO.0等 +%),

研

究发现$0[G@1可以成功地分化成上皮起源细胞$并表达 N*( 及

维持角膜再生的转录因子和 e%7$证明鼠 0[G@1可以诱导出上

皮样细胞( a>1H0B.等 +%8,
研究表明$由 0[G@1分化成的 ejU%7

和 N*( 双阳性上皮样细胞可产生极化多层细胞层(

.̀;.1H0等 +%4,
将人真皮成纤维细胞来源的 0[G@1和人角膜

缘上皮细胞来源的 0[G@1进行分化$培养后 %3 周细胞分化成视

网膜色素上皮样细胞和晶状体细胞$并开始分化成 [.W*m+e%3m

角膜上皮细胞群( aS 等 +3&,
将鼠 0[G@1与角膜缘基质组织共培

养$同时添加碱性成纤维细胞生长因子)表皮生长因子和神经

生长因子等$发现其能表达角膜上皮细胞的标志物 e%3$显示

鼠 0[G@1可分化为角膜上皮样细胞( 虽然 0[G@1的产生效率

低$但开辟了新的干细胞来源途径$且 0[G@1不涉及伦理方面的

问题$体细胞来源相对容易$可分化成多种细胞$为组织工程角

膜上皮的构建提供更多选择(

B6成体细胞

B'@6人羊膜上皮细胞

人羊膜上皮细胞".-20>M0,IN0MHI:0.:,I::1$ 9̂@1#具有某些

干细胞特性且无致瘤性$同种异体移植后无免疫排斥反应$有

作为组织工程角膜上皮种子细胞的潜能( 金玲等 +3%,
研究发

现$用 增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 " I2H.2,IB ROII2 J:S>OI1,I2,I
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89%:4*&$@$Q!#基因修饰的人 9̂@1构建的组织工程角膜上皮

可以较好地重建 dG@1缺损的兔眼角膜表层$人 9̂@1可能成为

组织工程角膜上皮新的种子细胞( 卢建民等 +33,
研究发现$移

植至兔 dG@1缺损模型的兔 \?G@1和人羊膜上皮细胞均能分化

为角膜上皮样细胞$但羊膜细胞是否可分化成有功能的各种细

胞还需进一步研究$这也限制了其在组织工程角膜方面的应用(

B'A6口腔黏膜上皮细胞

口腔黏膜上皮细胞分化程度较低$细胞周期短$体外培养

时能够保持非角质化状态$在种子细胞研究方面具有优势( 近

年针对口腔黏膜上皮的研究逐渐增加$已有研究利用口腔黏膜

上皮细胞来构建组织工程角膜上皮并移植到兔眼模型上$探讨

其作为组织工程角膜构建的种子细胞的可能性( Y.<.-SO.

等
+3(,
选取成年白化病兔进行板层角膜切除术来构建角膜损伤

模型$取白化病兔和人口腔黏膜上皮细胞层在脱细胞羊膜支架

上培养 3 A( 周$构建组织工程角膜上皮$通过组织学观察发现

培养的口腔黏膜上皮细胞外观与体外正常角膜上皮细胞相似$

免疫组织化学分析证实其可表达 e7)e%( 和 e($将构建的组织

工程角膜上皮移植至兔眼损伤模型后可达到角膜上皮化并且

保持角膜的透明性( e02>1H0M.等 +37,
将培养的口腔黏膜上皮细

胞移植至兔眼模型$结果表明口腔黏膜上皮细胞作为种子细胞

有很好的研究前景(

临床研究方面$Y01H0B.等 +35,
在 (U( 支架细胞上培养口腔

黏膜上皮细胞 3 周$并添加丝裂霉素 @$构建组织工程角膜上

皮$对双侧 dG@1缺乏症患者行眼表结膜化的维管组织移除后

行角膜移植术$术后 % 周术眼均有上皮再生$角膜透明$术后视

力提高$随访 %7 个月后所有术眼仍保持透明且无并发症(

G.M.<I等 +3*,
将培养的自体口腔黏膜上皮细胞层移植至 (* 例

dG@1缺乏症患者的眼表$* 个月后移植的口腔黏膜上皮稳定性

下降$之后保持相对稳定$重建的眼表无上皮缺损和眼表新生

血管$因此认为移植口腔黏膜上皮在重建稳定的眼表方面是可

行且安全的( 此外$\SO0::>2 等 +3),
用 qN,I::6$21IOM技术培养自

体口腔黏膜上皮细胞$然后移植至 3( 例 dG@1缺乏症患者角膜

基质并配戴软性角膜接触镜进行保护$观察 (*& B 后 33 例角膜

未发生溃疡$%4 例角膜点状上皮损害的严重程度减轻*3( 例患

者中有 %* 例移植后疗效较好( 0̀O.;.-.等 +38,
对无基底的口

腔黏膜上皮细胞层移植和以羊膜为支架的口腔黏膜上皮细胞

层移植的临床效果进行比较$发现术后 %3 个月无基底移植的

成功率为 *3E5C$羊膜为支架移植的成功率为 7(E8C$前者的

移植成功率和术后最佳矫正视力均明显优于后者( G>M>Z>2>

等
+34,
对 7* 例 dG@1缺乏症患者进行口腔黏膜上皮板层移植$

包括 GMIPI216V>H21>2 综合征 3% 例$眼表瘢痕性类天疱疮 %& 例$

热烧伤和化学烧伤 ) 例及其他疾病 8 例$发现 GMIPI216V>H21>2

综合征患者术后 37周最佳矫正视力显著提高$而眼表瘢痕性类天

疱疮患者术后 7 周视力有所提高$术后有 %*眼存在角膜上皮缺损$

3例有轻或中度角膜感染$但无角膜穿孔( 口腔黏膜上皮移植可有

效改善晚期严重的眼表疾病伴严重泪液缺乏患者的视力( 口腔黏

膜血液供应丰富$将其移植至角膜可导致角膜新生血管形成$存在

不同程度的免疫排斥反应$因此限制了其临床应用(

E6建立角膜上皮细胞系

随着体外诱导技术的不断提高$诱导干细胞分化的方法也

越来越多$细胞因子诱导法最为常用$即在培养液中添加各种

生长因子以诱导细胞分化$有模拟角膜上皮细胞生长的微环境

在体外进行细胞诱导分化者( 近年来基因培养技术的发展也

非常迅速$目前的研究多集中于对细胞的形态和结构观察方

面$而对细胞是否可保持正常角膜上皮功能的研究较少$因此

与 ?G@1和 "̂G@1等一样$其应用受到限制( 干细胞具备增

生)分化能力强的优点$但均有自身的限制$与其他干细胞相

比$dG@1的免疫排斥性较低$但双眼 dG@1缺乏患者的取材是自

体移植的主要问题( 9G@1能无限增生$具有成瘤性$此外也受

到伦理学方面的制约$是 9G@1临床应用中的难题( ?G@1等成

体细胞取材较容易$对于其能否发挥正常角膜上皮的功能尚待

进一步研究证实( 因此除了干细胞的诱导外$建立非转染的人

角膜上皮细胞系为解决种子细胞的来源问题提供了新思路(

建立未转染的角膜上皮细胞系可以减轻干细胞移植带来

的免疫排斥反应$又能解决诱导的细胞长期保持角膜上皮细胞

正常功能的问题( _.2 等 +(&,
和 bS 等 +(%,

通过体外培养人角膜

上 皮 细 胞 建 立 了 未 转 染 的 角 膜 上 皮 细 胞 系$ 命 名 为

SM̀@9[@&%$作为种子细胞$用于组织工程角膜上皮的体外重

建$通过鉴定其上皮的形态和结构$证实 @̀9[来源于原上皮

细胞$ @̀9[细胞系无致癌性$可以和 B ?̂形成细胞间连接$因

此认为重建的组织工程角膜上皮与体内的角膜上皮细胞在形

态和结构上基本相似
+(&L(%, (

F6小结

组织工程角膜的关键问题之一是选择合适的种子细胞(

随着细胞培养和体外诱导技术的不断提高和完善$许多细胞均

可体外诱导分化成角膜上皮样细胞$但这些技术也存在一定的

问题$如干细胞移植至体内后能否长期保持上皮细胞形态及其

是否存在致癌问题等( 在未来对于种子细胞的研究中应致力

于其长期疗效的评估及对研究方法的改进(
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+3, GMINN ?̂ $c0I1<IV"'UHI,>O2I.:IN0MHI:0.:1MI-,I::20,HI+V,'#,S:
GSOJ$3&&5$("%# g%5L3*'
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消!息

河南省第二十一次眼科学学术年会征文通知

!!为了进一步推动河南省眼科事业的发展$加强各地区之间的学术交流$展示河南省眼科领域的新进展)新动态和新成果$河南

省医学会定于 3&%5 年 %& 月在郑州召开河南省第二十一次眼科学学术年会( 本次会议将邀请多位中国知名眼科专家进行专题学

术讲座$设有大会论文发言)病例讨论专场)学科风采展示)眼科管理论坛等诸多环节( 本次会议为国家级继续医学教育项目$授予

国家级&类学分 %& 分$诚邀广大眼科医师和相关人员积极参会(

征文内容!眼科领域相关基础研究)临床研究$临床诊断治疗新技术的开展$特殊病例报道等(

征文要求!提供 ( &&& 字以内全文或约 *&& 字摘要均可$摘要包括目的)材料)结果和结论( 论文要求具有科学性)实用性$论据

充分)文字精练)重点突出$

且未在省级以上学术会议或杂志上公开发表(

投稿方式!论文请发送至电子邮箱!JH-&7%&=%*(',>-$主题请注明0河南省第 3% 次眼科学术年会1(

截稿日期!3&%5 年 4 月 3& 日

联系人!河南省医学会!范惠敏!!联系电话!&()%6*55353)%!!会议召开的具体时间)地点届时将另行通知(
"河南省医学会#

%&*8% 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?




