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!!%摘要&!由于角膜供体材料严重短缺"穿透角膜移植术及角膜内皮移植术的临床广泛开展受到严重制

约"其根本原因在于健康角膜内皮的增生能力有限) 随着组织工程技术和细胞工程技术不断发展"组织工程

角膜研究已取得一定进展"应用组织工程技术体外培养高密度*具备健康内皮功能的角膜内皮细胞进行移植

是当前研究的热点) 组织工程角膜内皮技术研发的关键在于种子细胞*载体材料和移植方式的选择) 目前"

国内外大量研究的种子细胞来源包括人角膜内皮细胞*干细胞*血管内皮细胞及人羊膜上皮细胞等) 常见的

载体材料包括羊膜*脱细胞角膜基质*后弹力层*晶状体前囊膜等) 体外培养的细胞采用穿透角膜移植术*角

膜内皮移植术或前房注射细胞的方式进行移植) 本文从角膜内皮种子细胞来源*移植载体选择以及角膜内皮

移植方法等方面就组织工程角膜内皮移植研究进展进行综述"总结目前研究面临的问题并展望其前景)

%关键词&!角膜内皮# 移植# 组织工程# 种子细胞# 载体

基金项目! 国 家 自 然 科 学 基 金 ' B".&&B""* B"A&&B$' (# 山 东 省 自 然 科 学 基 金 ' []#&"A[6$.*

[]#&#$4<"B.(# 泰山学者攀登计划 'FHPJ#&"-"&%A(

6=8$"&1$.-&>2)*1?12@""%ABAC#&#&&A""C&&-'#

!,I&)%/*$)'3/'$**+/J/).$)//-/,%(-)/&#/),('3/#$&#'-&)*"#&)'&'$()

K(" $"##("L/&* )(#,M*#"N/(O0(+*#

C+0J#74(4*40&2N/"#5&#, P(<74Q05(I"3:#(;0<7(4+"C+0!&78(4"3&2N/"#5&#, P(<74Q05(I"3:#(;0<7(4+'N/"#5&#, C+0

!&78(4"3("N4"40R0+S"%&<"4&<+A*34(;"4(&# B"70" N/"#5&#, T<&;(#I("3R0+S"%&<"4&<+&2U8/4/"36&3&,+" NI/&&3&2

U8/4/"36&3&,+"N/"#5&#, P(<74Q05(I"3:#(;0<7(4+"K(#"# ->??-'"A/(#"

A&<<078&#5(#, "*4/&<$N/(O0(+*#"C6"(3$V0(+*#7/(F'D=HI&6

"!5*'-&%'#66NEF3FIEHED+3NHHI3DF*ME3K23D@E*,J3@3D"FIEJEOE,3P)E@F3KPE@EFD*F+@MWED*F3P,*HFG*@J

23D@E*,E@J3FIE,+*,FD*@HP,*@F*F+3@ +HHEOEDE,GDEHFD+2FEJ +@ 2,+@+2*,PD*2F+2E1RIED33F2*NHE+HFIE,+)+FEJ PD3,+KED*F+3@

2*P*2+FG3KIE*,FIG23D@E*,E@J3FIE,+*,2E,,H1T+FI FIE23@F+@N3NHJEOE,3P)E@F3KF+HHNEE@M+@EED+@MFE2I@3,3MG*@J

2E,,E@M+@EED+@MFE2I@3,3MG"FIEDEHE*D2I 3KF+HHNECE@M+@EEDEJ 23D@E*I*H)*JEH3)EPD3MDEHH1J# ;(4<&2N,FNDE3K

23D@E*,E@J3FIE,+*,2E,,HS+FI I+MI JE@H+FG*@J IE*,FIGE@J3FIE,+*,KN@2F+3@ K3DFD*@HP,*@F*F+3@ +H*I3FF3P+2+@ 2NDDE@F

F+HHNEE@M+@EED+@MDEHE*D2I1RIEWEGH3KF+HHNECE@M+@EEDEJ 23D@E*,E@J3FIE,+*,FE2I@3,3MG+@2,NJEHEEJ 2E,,H"OE2F3D

)*FED+*,H*@J FIEHFD*FEMG3K2E,,FD*@HP,*@F*F+3@17FPDEHE@F")*@GDEHE*D2I FE*)HJ3)EHF+2*@J *LD3*J I*OEDEP3DFEJ

FI*FFIEH3ND2E3KHEEJ 2E,,H+@2,NJEHIN)*@ 23D@E*,E@J3FIE,+*,2E,,H"HFE)2E,,H"O*H2N,*DE@J3FIE,+*,2E,,H*@J IN)*@

*)@+3F+2EP+FIE,+*,2E,,H1̀E2F3D)*FED+*,H+@2,NJE*)@+3F+2)E)LD*@E"*2E,,N,*D23D@E*,HFD3)*"P3HFED+3DE,*HF+2,*GED"

*@FED+3D2*PHN,*D)E)LD*@E*@J O*D+3NHL+3)*FED+*,H1RIE2N,FNDEJ 2E,,H*DEFD*@HP,*@FEJ LGPE@EFD*F+@MWED*F3P,*HFG"

23D@E*,E@J3FIE,+*,FD*@HP,*@F*F+3@ 3D*@FED+3D2I*)LED+@?E2F+3@1RI+HDEO+ESHN))*D+UEJ FIE,*FEHFPD3MDEHH+@ FIE

DEHE*D2I 3@ FIEH3ND2E3K23D@E*,E@J3FIE,+*,HEEJ 2E,,H"FIEHE,E2F+3@ 3KOE2F3DH*@J FIE)EFI3JH3K23D@E*,E@J3FIE,+*,

FD*@HP,*@F*F+3@"*@J HN))EJ NP FIEPD3L,E)HK*2EJ +@ FIE2NDDE@FDEHE*D2I *@J ,33WEJ K3DS*DJ F3+FHPD3HPE2FH1

"7/1 2(-,*#6(@J3FIE,+N)" 23D@E*,# RD*@HP,*@F*F+3@# R+HHNEE@M+@EED+@M# YEEJ 2E,,H# È2F3DH

8+),"-(.-&4$ X*F+3@*,X*FND*,Y2+E@2E;3N@J*F+3@ 3K̂ I+@*'B".&&B""" B"A&&B$'(# YI*@J3@MZD3O+@2+*,

X*FND*,Y2+E@2E;3N@J*F+3@ '[]#&"A[6$." []#&#$4<"B.(# R*+HI*@ Y2I3,*DZD3MD*) 'FHPJ#&"-"&%A(

6=8$"&1$.-&>2)*1?12@""%ABAC#&#&&A""C&&-'#
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!!角膜组织构成眼球壁外层的前 ">-"是眼球的首道屏障)

眼球屈光系统中 .&d以上的屈光功能由角膜完成) 角膜内皮

细胞是位于角膜后弹力层与房水之间紧贴于后弹力层后面的

一层单层细胞"其是由神经嵴分化产生的单层扁平六边形细

胞"细胞间存在缝隙连接"构成了角膜基质和房水之间的通透

屏 障) 细 胞 膜 上 存 在 的 X*r>frC7RZ*HE* 水 通 道 蛋 白 "

'*0N*P3D+@ ""7pZC"(以及离子通道共同发挥作用来维持角膜

透明) 随着年龄增长"正常人的角膜内皮细胞中规则六边形细

胞所占比例逐渐下降"同时内皮细胞密度逐渐降低) 人角膜内

皮细胞属于分化终末期细胞"细胞间存在的接触c抑制以及前

房中存在的转化生长因子 $# 'FD*@HK3D)+@MMD3SFI K*2F3DC$#"

R5;C$#(发挥负性调节作用"从而导致细胞始终停留在 5" 期"

在体内增生和再生能力极为有限
+", ) 外伤*炎症*白内障手术*

急性闭角型青光眼等造成的内皮细胞损伤和丢失不能再生"只

能依靠周围细胞的扩大和移行来填补"细胞功能急剧衰减 +#, )

当人角膜内皮细胞密度下降到其生理临界值'约 %&& 个>))# (

时"会造成角膜内皮细胞功能失代偿"出现角膜水肿混浊及上

皮下水泡"严重者造成视力丧失导致角膜内皮盲) 目前因角膜

内皮功能失代偿而需要行角膜移植手术治疗的疾病主要包括

大泡性角膜病变和 ;N2IH角膜内皮营养不良等) 穿透角膜移植

术由于目前尚无法克服移植后的免疫排斥反应*术后高度散

光*角膜缝线带来的新生血管以及感染风险等并发症"严重制

约了其在临床上的广泛开展) 角膜内皮移植术通过移植健康

有功能的角膜内皮细胞"取代受损或病变的角膜内皮细胞从而

恢复角膜透明度"相对而言"单纯内皮细胞层的移植可以降低

术后免疫排斥反应的发生率
+$, ) 但角膜内皮移植术目前存在

的主要问题仍然是移植供体材料严重不足"因此开发组织工程

角膜具有极高的应用前景) 理想的组织工程角膜应包括角膜

上皮*基质和内皮"但从临床治疗和产品研发的角度考虑"组织

工程角膜上皮*基质和内皮等组织工程成分角膜研发的科学性

与可行性更高"且已取得显著进展 +'c%, ) 针对角膜内皮功能失

代偿"应用组织工程技术体外培养具备规则六边形形态和健康

内皮功能的高密度角膜内皮种子细胞来替代供体角膜内皮是

目前研究的热点) 本文就组织工程角膜内皮移植的研究进展

进行综述)

…6角膜内皮种子细胞的来源

种子细胞是构建组织工程角膜内皮的核心要素"也是组织

工程角膜内皮相关研究的难点"选择的种子细胞要能够形成单

层角膜内皮细胞) 当前研究的种子细胞的主要来源包括人原

代角膜内皮细胞*胚胎>诱导多能干细胞*成体干细胞*血管内

皮细胞和人羊膜上皮细胞等)

…1…!人角膜内皮细胞

人角膜内皮细胞的再生能力有限
+-, "虽然人角膜内皮细胞

在体内环境中难以增生"但其自身的增生能力仍然保留"在离

体条件下加入细胞外基质或生长因子能促进其增生) 已报道

的生长因子包括纤维母细胞生长因子*表皮生长因子*神经细

胞生长因子*血小板衍生生长因子 \*白细胞介素 "$及胰岛素

样生长因子 " 等 +., ) 93W33等 +B,
通过成球实验对人角膜内皮细

胞进行体外培养"在添加生长因子的无血清培养基中培养形成

细胞球"在包含层黏连蛋白及胎牛内皮细胞外基质的培养基中

对细胞球继续进行诱导分化实验) 细胞球传代贴壁培养后可

以分化为成熟的角膜内皮细胞"与人角膜内皮细胞具有相似的

形态及功能"因此这些克隆细胞被命名为 -角膜内皮前体细

胞.) Î3+等 +A,
在组织培养板上涂覆胶原%*纤维连接蛋白或

纤维连接蛋白c胶原复合涂层混合物来改善体外培养过程中角

膜内皮细胞的初始附着状态) 通过改良细胞外基质及细胞培

养液可能有利于内皮细胞的扩增) ÎE@ 等 +"&,
研究发现"在角

膜内皮损伤模型中角膜后弹力层对于角膜内皮细胞的再生有

促进作用) ZEI 等 +"",
和 f3+UN)+等 +"#,

研究证明"]=̂ f信号通

路的抑制剂 9C#.-$# 能够促进细胞增生*抑制凋亡和增加细胞

黏附) 由于-接触c抑制.人角膜内皮细胞在体内的增生能力有

限"这一特性阻碍了人角膜内皮细胞用于移植的可能性) :+N

等
+"$,
和 [IN 等 +"',

发现"激活 :8;C_7f"CYR7R$ 信号通路或激活

P"#&>f*+H3信号调节 ]=̂ f信号通路能够解除-接触c抑制."

从而促进角膜内皮细胞扩增)

…1B!胚胎>诱导多能干细胞和其他成体干细胞

研究显示"胚胎干细胞具有分化多能性的特点和无限增生

的能力"是组织工程角膜内皮种子细胞的理想来源"然而伦理

问题*免疫排斥和畸胎瘤的风险限制了其在临床试验中的应

用) 42̂*LE等 +"%,
在体外将胚胎干细胞在 R5;C$信号通路抑

制剂 X3MM+@ 和 Y\'$"%'# 的作用下诱导分化为神经嵴细胞后"

加入 T@F信号通路抑制剂 6ff#"进一步诱导分化为角膜内皮

样细胞"诱导的细胞能够表达角膜内皮细胞标志物 [=C" 及

X*r>frC7RZ*HE"同时能够分泌后弹力层的主要胶原蛋白&#"

和&##) [I*@M等 +"-,
采用角膜基质细胞作为滋养层细胞将其

诱导分化为眼周间充质前体"再分化为角膜内皮样细胞"体外

检测其功能) 将诱导的细胞种植于脱细胞猪角膜后基质构建

组织工程角膜内皮"该内皮植片移植于角膜内皮失代偿的兔模

型实验显示"术后角膜逐渐恢复透明"术后 #B J 角膜厚度基本

恢复正常) 但目前的诱导方案存在诱导时间长*分化效率低*

体内功能差*移植存活时间较短或无法维持稳定等不足"仍需

进一步优化)

诱导多能干细胞是通过导入外源基因使体细胞去分化形

成自体来源的多能干细胞"具有分化出多种组织细胞的潜能)

与人胚胎干细胞相比"具有低免疫原性"从而避免了移植后的

免疫排斥问题) [I*3等 +".,
发现将人多能干细胞体外改变培养

环境分期诱导分化的角膜内皮样细胞能够表达明显的内皮细

胞标志物 XĈ*JIED+@ 和 X*r>frC7RZ*HE"可作为一个快速体外

诱导角膜内皮细胞来源) 4E@E@JEU等 +"B,
采用 5Yf$ 和 Y)*J 的

抑制剂诱导多能干细胞向神经嵴细胞分化"考虑 5Yf$ 的抑制

剂激活了 T@F信号通路"而 Y)*J 的抑制剂抑制了 R5;C$信号

通路"从而发挥了作用) T*M3@ED等 +"A,
在此基础上将神经嵴细

胞诱导为角膜内皮样细胞"表达紧密连接蛋白'U3@N,*322,NJE@H

""[=C"(*钙粘蛋白 'XĈ*JIED+@(*7pZC" 及 X*r>frC7RZ*HE等

内皮细胞的标志物) 混合共培养体系也是诱导细胞分化的一

!$A"!中华实验眼科杂志 #&#' 年 # 月第 '# 卷第 # 期! Î+@ _(VP =PIFI*,)3,";ELDN*DG#&#'" 3̀,a'#"X3a#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

种常见方法"招志毅等 +#&,
将多能干细胞与兔原代角膜内皮细胞

共培养"结果显示其能够促进多能干细胞在细胞超微结构形态

上向角膜内皮细胞方向分化) 但由于来自体细胞的表观遗传

记忆﹑生物安全因素和相关的肿瘤发生"目前多能干细胞的临

床试验应用仍十分有限)

9N 等 +#",
研究发现"成体干细胞存在于周围角膜内皮与小

梁前部的过渡区域"将该区域的细胞通过成球实验培养发现其

表达干细胞的标志物"具有较强的增生能力) 8@*M*W+等 +##,
将

人角膜基质细胞和人皮肤细胞体外反向诱导为类神经嵴细胞

的前体细胞"再将其诱导为角膜内皮样细胞"在兔角膜内皮失

代偿的模型体内可见术后角膜透明度有所恢复"角膜水肿部分

缓解"但术后观察时间较短"长期疗效有待进一步研究) 角膜

内皮细胞前体和角膜基质及皮肤前体成球实验培养可能成为

角膜内皮细胞的潜在来源)

其他来源的干细胞还包括脐带血间充质干细胞﹑脂肪源

性干细胞﹑骨髓间充质干细胞等
+#$c#%, ) 在眼发育的早期阶段"

来源于神经嵴的间充质细胞受到晶状体上皮产生的胞外信号

的影响发育分化为角膜内皮细胞"脐带血中含有原始的间充质

干细胞) _3G2E等 +#$,
研究证明"脐带血间充质干细胞在模拟晶

状体上皮细胞条件的培养基中可定向诱导分化为具有人角膜

内皮表型的细胞"在体外角膜培养模型中能够逐渐填补损伤或

缺失的角膜内皮细胞) 成年人脂肪组织已经被证明是自体干

细胞的理想来源"具备干细胞的特性且易于获得"被称为-人体

脂肪成体干细胞."可以分化为多种类型的细胞"如成骨细胞*

成软骨细胞*神经元*成肌细胞*肝细胞等 +#-, ) 7,+3等 +#.,
将人

脂肪成体干细胞诱导分化的角膜内皮样细胞以脱细胞人角膜

基质为载体行兔角膜内皮移植"术后观察 $ 个月角膜植片仍维

持透明) 骨髓间充质干细胞是骨髓内的一种未分化细胞"可多

向分化为间叶细胞'如视网膜细胞*成骨细胞及成纤维细胞等(

和其他胚层细胞) YI*3等 +#%,
将人骨髓间充质干细胞体外诱导

分化为角膜内皮样细胞"以脱细胞猪角膜基质为载体"在猫的

内皮细胞损伤的模型体内可见术后角膜水肿逐渐减轻"角膜恢

复透明并维持稳定)

…1C!血管内皮细胞

血管内皮细胞和角膜内皮细胞的胚胎期来源不同"但是具

有相似的结构与功能$'"(它们均是位于液体面与实质面之间

的单层内皮细胞"血管内皮细胞介于血液与血管基质之间"承

受血压#角膜内皮细胞介于房水与角膜基质之间"承受眼压"二

者均可阻止过多水分进入实体组织#'#(二者都具有液泵功能"

从液体层中获取养分和清除代谢产物"并且二者细胞膜上都具

有维持细胞内外水平衡功能的离子泵结构基础"即 X*r>frC

7RZ*HE和 "*' 型 7pZ) 此外"二者也具有各自的特殊性"人角

膜内皮细胞是非再生细胞"而血管内皮细胞属于可再生细胞)

吴小莉等
+#B,
取体外培养的第 $ 代人脐静脉血管内皮细胞"以处

理过的人羊膜为载体在猫眼内皮失代偿模型上行细胞移植"大

部分角膜均在移植后 $ J 内逐渐恢复透明"水肿逐渐消退"" 周

后完全透明) 术后 # 周取材植片"可见移植的内皮细胞呈单层

连续排列"羊膜与基质贴附紧密"基质可见轻度炎细胞浸润"无

明显水肿"说明移植的内皮细胞在前房内发挥泵水功能和物理

屏障作用) 此实验表明"以人脐静脉血管内皮细胞行角膜内皮

移植具有一定的可行性)

…1F!人羊膜上皮细胞

人羊膜上皮细胞具有干细胞的某些特性"具有多向分化潜

能"而且其无致瘤性*免疫原性低*不引起伦理争议"可能可以

作为角膜内皮细胞体外培养的种子细胞
+#Ac$&, )

B6载体的来源

正常的角膜内皮为单层细胞"其易脆性决定了单纯移植内

皮细胞层手术操作困难"选择合适的支架材料作为内皮细胞的

载体进行移植能够减少手术操作的难度) 理想的支架材料需

满足以下特性$'"(良好的组织生物相容性#' #(具有与人角膜

基质相似的理化性能"如透明性*一定的机械性等#' $(材料的

降解>溶解速率与移植的内皮细胞发挥功能的速率相匹配)

B1…!羊膜

羊膜基底膜具有透明度好*无免疫原性的特点"其包含纤

维粘连蛋白*层粘连蛋白*%型胶原及碱性成纤维细胞生长因

子等成分"能够促进细胞黏附生长) 将角膜内皮细胞种植于羊

膜基底膜培养"细胞融合后大部分细胞呈现大小均匀的六边形

铺路石样规则形态) 羊膜能维持人角膜内皮细胞的形态和功

能"可以作为载体用于人角膜内皮细胞的移植 +$", ) 但羊膜基底

膜作为载体材料的缺点是韧性差*无曲率"在板层结构和光学

特性方面不能替代占角膜主要厚度的基质层)

B1B!脱细胞角膜基质片

天然的角膜基质层具有生理曲度"异体角膜片作为载体材

料是较为理想的来源"但其缺点是移植的角膜内皮细胞容易被

异体角膜片的上皮细胞及基质细胞污染"同时发生免疫排斥反

应的危险性大大增加) 因此不少研究者开始应用灭活的角膜

基质片作为细胞载体进行研究"以减少细胞污染的可能和免疫

排斥反应的发生) 通过理想的脱细胞过程可彻底清除异种移

植材料的细胞和抗原分子"降低宿主免疫反应) 脱细胞角膜基

质具有生物相容性好*易于神经的再生*良好的力学特性和透

光性等优点) 脱细胞猪角膜基质和牛角膜基质片来源广泛"可

能成为替代人角膜基质的载体材料"以猪角膜基质为首选) 鹿

晓燕等
+$#,
采用小鼠胚胎干细胞培养基培养人角膜内皮细胞"种

植于磷脂酶 7# 和碳酸氢盐溶液脱细胞法制备的脱细胞猪角膜

基质角膜内皮植片"能够发挥角膜内皮细胞的内皮泵功能"可

考虑作为角膜移植的良好供体) [I*@M等 +$$,
采用新鲜猪角膜

基质经十二烷基硫酸钠溶液处理后获得脱细胞猪角膜基质作

为支架三维构建组织工程角膜用于兔穿透角膜移植"术后角膜

透明度逐渐恢复"术后 ' 周角膜几乎完全恢复透明) 但此实验

仅观察了移植后短期内的效果"其长期效果尚需进一步的实验

观察) 本课题组采用一种保护性脱细胞策略"在一定胶体渗透

压的保护介质中用去垢剂和内皮酶处理角膜制备脱细胞猪角

膜基质片"目前已应用于临床需行板层角膜移植患者的手术治

疗
+$', "采用该脱细胞方式制备的内皮载体基质片的长期有效性

仍需进一步研究)
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B1C!后弹力层

后弹力层紧贴角膜内皮细胞"由其分泌形成"含有层粘连

蛋白和%型胶原"对病理损害及化学物质的抵抗力较强) 后弹

力层是角膜内皮细胞的天然底物"具有过滤液体和引导细胞分

化的作用) 以角膜后弹力层作为载体材料具有术后散光小的

优点"而且符合角膜内皮细胞的生理解剖 +$%, ) 该载体有望成为

培养角膜内皮细胞应用于临床移植的供体材料) 但后弹力层

相对较薄"操作困难"对手术医师操作技巧要求较高"目前临床

移植的广泛开展受到限制)

B1F!晶状体前囊膜

93EDNEW 等 +$-,
将人角膜内皮细胞接种到晶状体前囊膜进行

培养"发现移植的细胞在晶状体前囊膜上呈单层生长"细胞形

态以多边形为主"细胞平均密度约为'$ &"#e"&A(个>))#"免疫

组织化学特性与正常角膜内皮细胞相似"实验过程中所有的晶

状体前囊膜保持透明"说明人晶状体前囊膜是体外培养角膜内

皮细胞的良好天然载体) 目前关于以晶状体前囊膜为载体构

建植片体内移植的研究较少"需要进一步研究将带有内皮细胞

的晶状体前囊膜移植到体内的情况)

B1G!生物材料

生物材料是用于人体组织和器官的诊断*修复或增强其功

能的一类高技术材料"可用于取代*修复活体组织) 42:*NMI,+@

等
+$.,
将 #C甲基丙烯酰氧乙基磷酰胆碱作为细胞外基质的模拟

物替代天然角膜基质"通过穿透角膜移植的方式将其作为全层

移植物植入豚鼠模型"结果显示植入物促进了角膜细胞*神经

和泪膜的再生"同时保持了光学清晰度) 丝素蛋白具有良好的

生物相容性"但力学性能较差#聚乳酸c己内酯具有良好的力学

性能"但生物相容性较差) ÎE@ 等 +$B,
将丝素蛋白与聚乳酸c己

内酯共混制备的支架"既保持了这 # 种材料的优点"又克服了

其缺点) 该支架具有较好的透射率和促进细胞增生的作用"这

些特性进一步说明了该支架在角膜内皮移植中的潜在应用

价值)

C6角膜内皮细胞移植方法

C1…!穿透角膜移植术

穿透角膜移植术是通过移植构建的全层组织工程角膜"取

代受损或病变角膜来恢复角膜透明度的手术方法"将培养的角

膜内皮样细胞种植于载体上以达到治疗的目的) [I*@M等 +$$,

将人胚胎干细胞诱导分化的角膜内皮样细胞以脱细胞猪角膜

基质为载体构建组织工程角膜行兔穿透角膜移植术"术后角膜

水肿逐渐减轻"术后 ' 周角膜厚度基本恢复至正常角膜厚度"

但角膜植片部分仍混浊) 但穿透角膜移植手术创伤较大"术后

植片发生免疫排斥的风险较高"而且载体的稳定性*生物安全

性及光学性直接影响手术后的效果"限制了其在临床上的

应用)

C1B!角膜内皮移植术

将培养的角膜内皮样细胞种植于载体构建内皮移植片"行

角膜内皮移植术治疗角膜内皮失代偿是目前组织工程角膜内

皮研究中的主要移植手术方式) 93HI+J*等 +$A,
将培养的成体人

角膜内皮细胞种植于胶原玻璃凝胶载体上"构建了透明且生物

相容的可移植的人工内皮移植物) f3+UN)+等 +"#,
将成体猴角膜

内皮细胞于体外培养扩增"以带后弹力层的人后板层薄基质片

为载体"细胞在载体后弹力层面贴附生长良好) 将植片移植于

猴角膜内皮功能失代偿的模型后 # 周角膜恢复透明"基质水肿

逐渐消退"观察 B 个月角膜未见明显排斥反应) 角膜内皮移植

术手术创伤较穿透角膜移植术小"术后发生免疫排斥反应的风

险也明显降低"但其手术技巧要求较高"术中操作不当可能造

成内皮细胞大面积丢失"而且对载体的透明度*弹性及韧性也

有较高要求)

C1C!细胞前房注射术

细胞前房注射术是将培养的角膜内皮细胞通过前房注射

的方法移植"移植的受体需刮除自体的内皮细胞"移植的细胞

贴附于角膜后弹力层发挥内皮功能) 该手术方式的关键在于

如何使内皮细胞在前房内迅速贴附于后弹力层) 4+)ND*等 +'&,

利用铁离子在磁场中具有良好的控制性能来定位移植的细胞

贴附于后弹力层"体内外研究结果显示标记铁离子的内皮细胞

很容易整合到受体的后弹力层表面"术后 "# 个月角膜透明度

保持良好) 但这种方法术后需保持眼球朝下位 #' I"其临床开

展需进一步行试验验证) Z*FE,等 +'",
利用超顺磁性微球来定位

培养的人角膜内皮细胞于后弹力层的体外模型"但其体内动物

模型需进一步研究) f3+UN)+等 +"#,
研究发现"]I3激酶抑制剂

9C#.-$# 可促进培养的猴角膜内皮细胞贴壁"具有抑制凋亡和

促进细胞增生的作用"同时也有利于兔角膜内皮创伤的愈合)

将培养的兔角膜内皮细胞联合 9C#.-$# 制作兔眼前房注射模

型"术后保持眼部朝下位 $ I 促进细胞贴附"结果显示与对照组

相比"加入 9C#.-$# 能够明显促进细胞的贴附并发挥功能"促进

角膜水肿消退) 后续实验对角膜内皮失代偿的猴模型分别进

行猴角膜内皮细胞联合 9C#.-$# 及人角膜内皮细胞联合 9C

#.-$# 前房注射"均验证了该手术方式的可行性 +'#, ) 该研究组

最新的临床试验将人角膜内皮细胞体外扩增后以前房注射的

方式移植给大泡性角膜病变的患者"结果显示术后 #' 周"角膜

厚度基本恢复至正常水平"术后视力有不同程度提高 +'$, ) 该手

术方式未破坏前房免疫偏离状态"减少了术后免疫排斥的发

生) 但研究结果显示"前房内注射的细胞只有 '&dg%&d贴附

于后弹力层"其余的细胞有可能贴附于虹膜及晶状体表面"甚

至沉积于小梁网处增生造成眼压升高"需进一步研究观察) 该

手术方式具有不需要载体的优点"但细胞移植后需要在体内重

新形成细胞连接从而发挥内皮功能) 本课题组将细胞前房注

射移植的手术方式进行了改良"采用 722NF*HE细胞消化液将培

养的兔内皮细胞离解为主要包含 'g"& 个细胞的迷你植片"通

过前房注射的方式移植于刮除角膜内皮细胞的新西兰大白兔

模型) 以单细胞前房注射移植的兔模型作为对照"结果显示与

对照组相比"迷你植片能够促进移植细胞贴附于后弹力层*形

成细胞连接及发挥角膜内皮泵的功能"迷你植片前房注射的手

术方式结合了目前传统角膜内皮移植术与单细胞前房注射移

植的优点
+'', ) 同时"本课题组目前研究还发现在角膜内皮细胞

前房注射移植的过程中加入层粘连蛋白 %"" 能够促进移植细
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胞贴附及发挥内皮细胞功能
+'%, )

目前"组织工程角膜内皮的基础与应用研究成为研究热

点"角膜内皮重建与移植研究发展迅速"其相关研究成果若成

功应用于临床"将解决目前存在的角膜供体来源不足*供体角

膜老龄化等若干问题"为角膜盲患者带来希望) 但其临床应用

还存在着许多问题亟待解决"需要进一步的实验和临床研究)

组织工程角膜内皮移植目前多处于实验阶段"真正应用于临床

尚需时间"主要原因有很多"如合理选择种子细胞*高效率地培

养角膜内皮细胞*正确选择载体及手术技术的改良等) 筛选来

源广泛*易于诱导为能够发挥功能的人角膜内皮细胞"又能降

低免疫排斥反应的发生和避免致瘤性的种子细胞"也是组织工

程角膜内皮研究的重点) 在载体的研究上"需要考虑材料的降

解及溶解性*免疫原性以及在人体内的长期效应"选择的载体

能最大程度模拟体内环境"同时要求载体在体内微环境中能保

持性状稳定) 角膜内皮细胞种植后密度达不到临床治疗的要

求"细胞种植后在载体上增生缓慢"需借助其他措施"如改善培

养条件和环境来增加角膜内皮细胞的贴附力*提高种植密度*

增加种植次数*尽量降低角膜内皮细胞来源供体年龄*利用基

因转染技术促进细胞的增生和贴附等"相关问题仍需进一步研

究) 另外"需深入研究如何在不损害材料的结构和光学特性的

同时降低载体材料的免疫原性) 材料降解过早可能会导致移

植细胞贴附不良甚至脱落死亡"而降解过晚则可能诱发免疫排

斥反应) 也需要进一步的实验研究来调控材料的降解速率)

前房注射细胞法进行角膜内皮移植是组织工程内皮移植手术

的巨大变革"该手术方式的改进可能将组织工程角膜的研究从

种子细胞和载体 # 个方面转向于只考虑种子细胞的研究"加速

了相关领域的研究进程) 未来通过国内外研究者的不断努力"

这些问题会逐步解决"具有正常角膜功能的组织工程角膜在临

床治疗中的应用"将使角膜内皮功能失代偿患者能够重见
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