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!!$摘要%!角膜内皮层由角膜内皮细胞构成"可起到离子泵和屏障的作用"维持角膜正常生理功能( 成人

角膜内皮细胞受损后由周边细胞移行扩展代偿"过度损伤则可发生角膜内皮失代偿"引起角膜水肿*视力下

降( 目前角膜内皮失代偿常用的治疗方式是角膜内皮移植手术( 近年来"国内外研究者对内皮细胞增殖分化

机制进行研究"许多角膜移植的替代治疗方法也被提出"包括内皮细胞再生*干细胞分化*细胞移植疗法*组织

工程技术*人工合成内皮( 细胞移植疗法和人工合成内皮已有研究获批进入临床试验阶段"其他方法仍在基

础研究阶段"临床治疗效果尚未可知( 本文综述了角膜移植替代疗法的研究进展"以期寻找因为供体缺乏而

导致角膜内皮失代偿手术治疗受限的解决办法"早日实现科研成果的临床转化(
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!!人角膜高度透明"是眼球正常屈光系统的一部分( 角膜组

织学上由外到内分为上皮细胞层*前弹力层*基质层*后弹力

层*内皮细胞层 ,"- ( 内皮细胞层直接与房水接触"具有主动转

运的离子泵功能"防止角膜水肿或混浊 ,5L6- ( 另外"内皮细胞之

间的紧密连接复合体可以阻挡房水"选择性透过小分子营养物

质和代谢产物"维持角膜的新陈代谢 ,$- ( 角膜内皮细胞
&23A+-')-+Y3*@-)(')2-))0"Q%Q'没有再生能力"内皮细胞计数正

常值为 6 ###h9 ###S&&5"炎症*损伤或衰老引起的内皮细胞

丢失通常由周边细胞的重组*扩展和移行来代偿( 当细胞计数

降至临界密度&约 9##S&&5'时"可能引起严重的角膜内皮失代
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偿"出现角膜水肿"甚至大泡性改变"影响患者视力和生活 ,9LJ- (

角膜移植术是治疗角膜内皮失代偿常用且有效的方法( 传统

的角膜移植术式是穿透角膜移植术"然而术后的免疫排斥反应

等眼表并发症均较为严重( 角膜内皮移植术 & -+Y3*@-)(')

_-A'*3X)'0*U"%e'保留了完整的角膜基质层"仅更换病变的内皮

层和后弹力层( 当前国际主流的 %e术式包括角膜后弹力层剥

除角膜内皮移植术和后弹力层角膜内皮移植术 &;-02-&-*

&-&bA'+--+Y3*@-)(')_-A'*3X)'0*U";E%e'"但目前国内供体受

限"内皮植片制备难度大"术后并发症"如植片脱位*高眼压*排

斥反应的发生
,.- "限制了国内 %e手术的大范围开展 ,7LI- ( 世

界各地的眼库均面临供体短缺问题"许多研究都在寻找替代角

膜移植新的治疗方法"如内皮细胞再生*干细胞分化*细胞移植

疗法*组织工程移植技术*材料合成人工内皮等"本文主要对以

上新技术在角膜内皮失代偿治疗中的应用进行综述(

A8内皮细胞再生

出生后"角膜内皮细胞停留在有丝分裂的 j" 期"在房水中

转化生长因子 &&*A'+0W3A&(+,,A3Z*@ W'2*3A?&"BjP?&'作用下"抑

制有丝分裂"诱导接触抑制"阻止内皮细胞进入 4 期"所以内皮

细胞再生能力有限
,"#- ( 在进行原代细胞体外培养时"细胞很

难持续增殖并保持原有特性"而是伴随内皮L间充质化改变

&-+Y3*@-)(')?&-0-+2@U&')*A'+0(*(3+"%+EB'"它们会像间充质细

胞一样增殖*迁移*分泌 <型胶原"改变细胞的浸润和黏附能

力"失去其原本的内皮细胞特性( 这些改变也是内皮细胞失代

偿疾病"如 P]2@0角膜内皮营养不良的发病机制 ,""- (

在引起 %+EB的细胞外信号和因子中"BjP?&和成纤维细

胞生长因子 & W(bA3b)'0*,A3Z*@ W'2*3A"PjP' 较受关注( d'+,

等
,"5-
发现 QG<RII#5""一种 j4e6 抑制剂和 d+*激活剂"可以

抑制 BjC?&" 诱导的人角膜内皮细胞发生 %+EB( QG<RII#5"

和 BjC?&" 共同作用促进内皮细胞增殖"将内皮细胞功能标志

物 8'|Se|?\B='0-和紧密连接蛋白 "&V3+])'322)]Y-+?""o:?"'

维持在与正常对照相当的水平( 4] 等 ,""-
发现 bPjP通过基质

金属蛋白酶&&'*A(F&-*'))3XA3*-(+'0-"EE='使猪角膜内皮细胞

发生 %+EB( 这是由于 EE=对 8?钙粘蛋白的剪切作用"8?钙

粘蛋白被分为胞内和胞外 5 段"5 个肽段发挥不同的生理功能"

胞内段与 b?联环素结合"使其活化入核调控 %+EB+胞外段则可

以与受体结合"促进细胞增殖( 研究者们仅合成促增殖的胞外

段"通过体内外实验证明这些合成的胞外肽段可以在促进细胞

增殖的同时"避免 %+EB带来的细胞性状改变(

BjP?&引起的接触抑制和阻止细胞分裂的机制是研究者

们感兴趣的另一个方向( 体外实验发现"X5.e(X" 在 BjP?&5

维持接触抑制中起到重要作用"同时也保证内皮细胞只能发育

成单层结构( 而当受到损伤"单层细胞间失去接触时"BjP?&5

维持成熟内皮处于非复制状态
,"6- ( o@'+,等 ,"$-

研究了降低

X5.e(X" 表达的方法"他们用一种细胞周期调控蛋白"磷酸酶及

张力蛋白同源物的小分子抑制剂 bXc& X(2'作用于人和小鼠角

膜内皮细胞"发现其可以减轻 X5.e(X" 细胞核积聚和降低

X5.e(X" 总表达"j" 期阻滞因而被逆转( 此外"体外实验还发

现 bXc&X(2'可促进内皮细胞迁移"帮助损伤修复( n(等 ,"9-
发

现 BjP?&处理诱导线粒体氧自由基产生"使角膜内皮细胞发生

衰老"而线粒体氧自由基清除剂可挽救这一现象(

除了原代内皮细胞体外培养"角膜内皮细胞祖细胞的分离

培养也被研究( 角膜内皮细胞起源于神经嵴细胞""I75 年"

42@Z')b-系细胞被发现"这些细胞在小梁网前部和角膜内皮过

渡区形成一条不连续的线"这些细胞可以增殖"有内皮祖细胞

样特性
,"J- ( 它们表达特殊的标志物"如端粒酶*碱性磷酸酶*

人自然杀伤因子 " 和 X.9 神经营养因子受体& X.9 +-]A3*A3X@(+

A-2-X*3A"X.98BR'( G'A'等 ,".-
用 X.98BR分离人角膜内皮祖

细胞"发现该细胞有强增殖能力"且分化得到的细胞片表现出

的六边形性状和泵功能与直接培养的原代细胞片之间没有显

著差异"后将分离所得内皮祖细胞片材移植到内皮失代偿兔模

型中"结果显示兔角膜变薄"角膜水肿改善并恢复透明( O'&

等
,"7-
利用超微结构分析*三维重建技术等描述了角膜周围过

渡区内的角膜内皮祖细胞特性"过渡区内带含有丰富的内皮祖

细胞"表达性别决定区盒 5*Q;6$*富含亮氨酸重复序列 j蛋白

偶联受体 9 和端粒酶逆转录酶等祖细胞标志物"然后用猪角膜

过渡区内带祖细胞向单层内皮细胞分化的实验证实了内皮祖

细胞的再生能力(

以上结果说明"应用药物维持细胞形态并促进细胞增殖*

对细胞周期进行干预和内皮祖细胞分离培养在促进内皮细胞

再生方面有较为充分的实验研究基础( 但是目前的研究仍然

停留在基础研究和动物实验阶段"药物剂量的控制*不良反应

和促增殖作用是否会导致其他系统的异常仍需进一步研究(

内皮细胞再生依然是目前角膜内皮失代偿治疗的瓶颈和重要

的突破点(

B8干细胞分化

除了原代内皮细胞和内皮祖细胞"研究人员还探索了诱导

多能干细胞&(+Y]2-Y X)]A(X3*-+*0*-&2-))0"(=4Q'和胚胎干细胞

&-&bAU3+(20*-&2-))"%4Q'分化形成人类角膜内皮样细胞的能

力( 相比原代细胞"干细胞更容易量产"且避免了对供体组织

的需求"但是对培养基的选择却是一大难点( 目前的策略是通

过两阶段分化"先将多能干细胞分化为中间细胞"再进行二次

诱导"最终形成内皮样细胞 ,"I- (

4@'3等 ,5#-
研究了 Q;6$ 免疫纳米磁性颗粒标记脐带血来

源的内皮祖细胞 & ]&b()(2')23AY b)33Y -+Y3*@-)(')XA3,-+(*3A

2-))0"DCQ%=Q'"体外实验表明"标记纳米颗粒不影响 DCQ

%=Q的增殖"磁铁可以定向吸引纳米颗粒标记的细胞( 接着将

经纳米颗粒标记的 DCQ%=Q移植至兔眼内"发现在磁场的作

用下"DCQ%=Q贴附生长于后弹力层"角膜水肿基本消失(

o@'+,等 ,5"-
研究表明"R:Qe通路抑制剂 O?5.J65 可以促进

DCQ%=Q增殖"用加入 O?5.J65 的内皮细胞条件培养基培养后

可诱导 DCQ%=Q向 Q%Q分化( O?5.J65 联合 DCQ%=Q的前房

注射可以加速角膜透明度恢复*角膜水肿消退和角膜内皮创面

愈合"实现角膜内皮的损伤修复( Q@-+ 等 ,55-
在体外利用胚状

体&-&bAU3(Y b3YU"%C'分化步骤中的视黄酸促进小鼠 %4Q和
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(=4Q分化为神经嵴细胞"再用内皮细胞或晶状体上皮细胞条件

培养基处理进行第 5 次诱导"小鼠 %4Q和 (=4Q经过两步诱导

后表达内皮细胞分化标志物"包括 o:?"*8'|Se|?\B='0-*水通

道蛋白?"*8?钙粘蛋白*血管内皮钙黏蛋白*胶原蛋白+*波形

蛋白和碳酸氢钠协同转运蛋白 $?\$( 也有研究用视黄酸和角

膜基质条件培养基诱导胚胎干细胞分化为眼周间充质前体"再

由晶状体上皮细胞和角膜基质细胞条件培养基中的信号因子

激活 BjP?&5SP:rQ" 信号通路"促进间充质前体细胞向内皮细

胞分 化
,56- ( a('等 ,5$-

先 利 用 BjP?& 信 号 传 导 阻 滞 剂

4C$6"99$5 和 QG<RII#5" 调节 BjP?&和 d+*信号通路"并通过

含有以上 5 种抑制剂和无血清培养基的体外诱导方法促进人

(=4Q分化为神经嵴细胞( 随后"通过在角膜内皮细胞培养基中

添加 C5.*血小板衍生生长因子 CC和 d+*通 路 抑 制 剂

r\cI6I"诱导神经嵴细胞进一步分化为内皮细胞样细胞(

j3+,等 ,59-
将人类 (=4Q衍生的神经嵴细胞注射入家兔前房后"

. Y 内角膜厚度和清晰度迅速恢复"但 "$ Y 后发生角膜水肿"这

可能是由于移植细胞的不适当成熟和 %+EB导致的( 而 n(

等
,5J-
发现用人类 (=4Q分化的角膜内皮前体细胞和烟酰胺联

合治疗可以阻止房水中 BjP?&诱导的 %+EB和细胞衰老"在兔

和非人灵长类动物模型体内实现了角膜透明度和厚度的长期

修复(

(=4Q和 %4Q是目前眼科领域主要应用的干细胞( %4Q拥

有较强的增殖更新能力"弥补内皮细胞不能增殖的缺陷+(=4Q

相比于 %4Q"来源于患者自身"可以避免免疫排斥和伦理学问

题"且细胞来源丰富"操作相对简单( 但是如何提高干细胞分

化效率*避免干细胞向其他角膜细胞分化*分离出内皮细胞后

合适的移植方法等是在进行下一步研究前尚需解决的问题(

用干细胞分化的方法处理细胞供体来源缺乏*治疗内皮细胞失

代偿难题仍有很大发展空间(

C8细胞移植

为了增加角膜供体的利用率"体外培养可供移植并代替受

损角膜的内皮细胞注射至眼内的细胞移植治疗方法也是目前

的一大研究热点"而细胞移植的难点在于诱导注射至前房内的

细胞进行定向黏附"同时保证其发挥正常功能(

R@3是一种由鸟嘌呤核苷酸交换因子激活的小 jB=酶"与

jB=结合的 R@3\激活 R@3激酶 & R@3?'0032('*-Y 23()-Y?23()

W3A&(+,XA3*-(+ _(+'0-"R:Qe'"可以使许多底物磷酸化 ,5.- (

R@3SR:Qe信号通路可调节细胞多种功能"包括调控细胞的局

部黏附和运动
,57- ( O?5.J65 已被证明可用于角膜内皮细胞移

植治疗"并且在兔和灵长类动物体内实验中获得证实"同时注

射内皮细胞与 O?5.J65 可以促进角膜内皮细胞迁移*增殖*黏

附和生物学标志物的表达及六边形结构的恢复
,5I- ( 此外"有

研究通过转录组分析证明 R:Qe抑制剂可以促进牛角膜内皮

细胞中氧化磷酸化基因的富集"通过上调 \E=活化蛋白激酶

表达增强线粒体呼吸"诱导过表达呼吸链电子传递产物"增加

片状足肌动蛋白组装和细胞突起"促进细胞黏附 ,6#- ( 所以"在

合适的环境下完成角膜内皮细胞体外扩增后"可以将其注射至

前房"保持俯卧位"加入 R:Qe抑制剂帮助内皮细胞黏附(

e(+30@(*'等 ,6"-
进行了第 " 个基于细胞的治疗角膜内皮功

能障碍的人体临床试验"结果显示 "" 例大泡性角膜病变患者

注射补充 R:Qe抑制剂的人角膜内皮细胞后 5$ 周内皮细胞密

度增加"角膜恢复正常"角膜上皮水肿消退( 术后 9 年""" 眼中

有 "# 眼内皮功能恢复正常"中央角膜内皮细胞密度平均值为

&" 59.m$J.' S&&5"证实了细胞注射疗法在术后 9 年内的安全

性和有效性( 下一步研究需要进一步提高用于注射的体外培

养内皮细胞的质量"精确模拟体内的角膜内皮细胞 ,65- (

利用磁性细胞是另一种诱导黏附的方法( r('等 ,66-
将体

外培养扩增的人内皮细胞装载超顺磁性纳米颗粒"之后注射至

内皮失代偿模型兔的眼前房"并在角膜上方闭合的眼睑外面粘

贴钕磁铁"在全身麻醉下"兔维持注射眼朝下与磁铁接触的形

态 6 @"结果显示"磁性细胞治疗可降低角膜厚度和混浊度"有

助于修复角膜水肿+随访 6 个月后"发现移植的细胞有与正常

人内皮细胞相似的特征"包括六边形外观和功能蛋白的表达(

该研究证明了磁性内皮细胞移植重建角膜结构的安全性和有

效性( 该成果已获批临床试验"并进入早期受试者招募阶

段
,6$- (

将内皮细胞在体外培养并通过注射的方式移植至前房的

方法提供了一种全新的角膜内皮失代偿治疗策略"其随访结果

也较好( 但该技术因为还有许多问题尚未解决"所以仍未达到

可以在临床上推广的阶段
,69- ( 内皮细胞供体的年龄*细胞浓

度*细胞扩增代数等移植参数需规定标准"移植细胞对角膜微

环境的安全性和远期转归也需要全面评估( 不可否认的是"细

胞移植作为角膜移植的替代疗法"为解决角膜内皮失代偿的问

题提供了一种颇有前景的治疗选择(

D8组织工程技术

组织工程角膜内皮的构建需要将供体的角膜内皮细胞进

行单个分离"体外消化*扩增"在合适的培养基中培养作为种子

细胞
,6J- ( =-@ 等 ,6.-

提出的增殖|维持双介质方法有助于提高

培养人角膜内皮细胞的能力"并维持细胞形态( 处理供体角膜

后将分离出的细胞接种于维持培养基中附着和稳定过夜"再将

其转移至增殖培养基中培养约 5 周"待扩增的内皮细胞完成

7#g融合后"重新用维持培养基培养约 " 周( 这种方法能最大

程度保留内皮细胞形态*基因和标志物的表达"同时可获得足

够多的细胞(

培养好的种子细胞需接种于具有生物相容性的支架材料

上"构建细胞和生物材料的复合体"才能最终移植入患者眼内(

传统的支架材料分为天然材料和聚合物类材料"后者可再分为

生物衍生*合成材料和两者组合的半合成材料"这些不同材料

的作用都是模仿后弹力膜来为内皮细胞维持完整屏障和离子

泵的功能创造有利条件
,67- ( 研究报道的天然材料有后弹力

膜*羊膜*人晶状体前囊*脱细胞角膜基质和鱼鳞等( 后弹力膜

作为内皮细胞层的基底膜"是最好的天然材料( 研究者将人角

膜内皮细胞种于猪后弹力膜上"通过 ;E%e将内皮片移植到猫

体内后 6 个月"角膜厚度*透明度及内皮细胞计数均与正常角

!9.6!中华实验眼科杂志 5#59 年 $ 月第 $6 卷第 $ 期!Q@(+ a%FX :X@*@')&3)"\XA()5#59"c3)1$6"831$
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膜相似"并且内皮细胞能长时间紧密黏附在后弹力膜上"并表

达功能蛋白"发挥内皮细胞功能 ,6I- ( 天然材料的细胞毒性低"

免疫原性较低"细胞相容性好"但是大多机械强度不确定"难以

批量处理"缺乏大规模制造的潜力"还有污染*炎症和传染病传

播的风险"在移植前需要经过严格的处理和评估(

聚合物类材料包括天然聚合物&如壳聚糖等'*合成聚合物

&如聚已内酯' ,$#L$"- *半合成聚合物&如甲基丙烯酸明胶'"表 "

列出了材料类型和代表材料
,$5L$6- ( 合成材料的优点是可以严

格控制其特性"机械性能和透明度均支持定制和修改"但是有

的可能存在细胞毒性+半合成材料综合了聚合物类材料和合成

材料的优点"并在促进细胞增殖和黏附方面表现颇佳"然而目

前仅有体外实验支持(

表 A8常见的角膜内皮支架材料种类 ,DBSDC-

材料 种类

天然材料 后弹力膜*羊膜*人晶状体前囊*鱼鳞*脱细胞角膜
基质

聚合物类材料

!天然聚合物 壳聚糖*胶原*明胶*丝素蛋白
!半合成聚合物 甲基丙烯酸明胶*壳聚糖加聚己内酯*壳聚糖加聚

乙二醇*明胶加聚己内酯
!合成聚合物 聚己内酯*聚甲基丙烯酸甲酯*聚乙二醇*聚乳酸L

羟基乙酸共聚物*聚对苯二甲酸乙二酯*外消旋聚
乳酸

溶剂铸造*纺丝涂层*静电纺丝和 6;生物打印等新兴技术

也正在用于合成以上材料的各类研究中
,$$- ( 但这些新兴技术

仍在起步阶段"离真正的临床转化距离尚远 ,67- (

许多研究着眼于支架材料的选择"这也是组织工程内皮临

床应用的主要突破点"结合种子细胞的提取*内皮细胞再生"合

理运用生物相容性支架材料解决人角膜内皮组织重建和治疗

内皮失代偿具有广阔的发展前景(

E8人工合成内皮

5#5" 年"\]WW'A*@ 等 ,$9-
设计了人工合成的角膜内皮层

%+Y3\A*"同时获得 P;\突破性器械认证和中国国家药品监督

管理局的创新医疗器械认定"并已在欧盟获得 Q%认证(

%+Y3\A*是一种与角膜后曲率相匹配的圆顶形植入物"由人工

合成的甲基丙烯酸羟乙酯和甲基丙烯酸甲酯的共聚物组成(

这是一种光学透明材料"也用于构成商用人工晶状体"具有良

好的生物相容性和生物稳定性( %+Y3\A*能提供不透水的屏

障"取代患者角膜内皮作为人工屏障"减少房水的流入"减轻角

膜水肿"重建角膜稳态( 目前已有相关临床案例发表"结果显

示"人工内皮可以显著降低中央角膜厚度"并且患者的中央角

膜厚度在 ". 个月的随访检查中保持稳定"整体视觉质量提升"

角膜厚度及眼压维持相对稳定"但随访的 5 例患者均出现术后

植片移位和一过性角膜水肿"经过调整后症状改善( 5#5" 年

"" 月 6# 日"北京大学第三医院眼科中心洪晶教授团队完成中

国首例人工角膜内皮移植手术"使用的正是 %+Y3\A*人工角膜

内皮"术后 5 周"患者中央角膜厚度变薄"角膜水肿明显好转"

这为我国的角膜内皮移植手术开展开创了先河(

人工合成内皮由于是合成材料"不需要在眼库进行前期加

工"也易于拆卸和更换"不受道德法律或伦理的严格限制"因此

其临床应用转化较为便利( 目前需要解决的是植片移位的技

术问题"远期治疗效果也待长时间随访研究"相信会有更多国

内外研究探讨人工合成内皮植入缓解角膜内皮失代偿的治疗

效果和可行性(

F8总结与展望

角膜内皮细胞因其泵功能和屏障功能对维持角膜透明性

和正常生理功能发挥重要作用"因此角膜内皮损伤会导致角膜

内皮失代偿*角膜内皮细胞密度降低和形态改变"引发角膜水

肿和大泡性病变"使患者视力下降"严重影响患者生活质量(

由于供体稀缺"越来越多的研究致力于找到角膜移植手术的替

代方法来维持内皮细胞原有的生理功能"用来延缓"甚至逆转

内皮细胞失代偿( 内皮细胞再生*诱导多能干细胞分化*细胞

移植*组织工程技术*人工合成内皮等是几个主要的研究方向(

R:Qe抑制剂联合磁性内皮细胞注射疗法*人工合成内皮植入

手术等已经进入临床试验阶段"但是更多的研究结果仍停留在

前期试验阶段( 要有效解决角膜内皮失代偿的问题"需要足够

重视角膜内皮损伤原因"从多角度研究角膜内皮细胞的增殖*

分化和黏附机制"加快实验室研究结果的临床转化"使更多患

者获益(
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