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Abstract
誗With the report on successful application of amniotic
membrane transplantation in clinical ophthalmology,
especially in the treatment of ocular surface diseases, the
basic research on the application of amniotic membrane
in ophthalmology field also gained more attention. In this
paper, the histological, immunological, and biological
characteristics of amniotic membrane in the field of
ophthalmology clinical application were reviewed.
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摘要

随着羊膜移植在眼科临床,特别是在治疗眼表疾病中应用

的成功报道,羊膜在眼科领域应用的基础研究也进一步受

到关注。 本文就羊膜的组织学、免疫学、生物学特性及其

在眼科领域的临床应用进行综述。
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0 引言

摇 摇 羊膜( amniotic membrane,AM)从细胞滋养层衍化而

来,是人两层胎膜的内层,正常羊膜薄而透明,无血管、神
经和淋巴管。 羊膜在眼科的应用最早始于 1940 年,De
Rotth[1]将带有绒毛膜的新鲜人羊膜移植到眼球表面修复

结膜缺损,但是因含有抗原性很强的绒毛膜,移植片发生

排斥溶解,导致手术失败,所以使得羊膜应用停止了很长

时间。 1995 年,Kim 等[2]重新将羊膜引入眼科治疗领域,
采用低温保存羊膜移植使化学性损伤后眼表得以重建,自
此羊膜成为眼科的研究和应用热点。
1 羊膜的组织学特性

摇 摇 正常羊膜薄而透明,无血管及神经,厚度为 0. 02 ~
0郾 05mm。 光镜下自外向内分 5 层:(1)上皮层:由外胚层

衍化而来,与角膜上皮来源相同,大部分为单层立方上皮,
有合成、分泌和沉积基底膜和细胞外间质成分的能力。
(2)基底膜:全身最厚的基底膜,约 0. 1mm 厚,含郁型胶原

纤维网、层粘连蛋白和硫肝糖蛋白。 (3)致密层:无细胞,
致密,由网状纤维组成,对母体的细胞浸润有一定阻力;羊
膜的张力决定于此层结构。 (4)纤维母细胞层:由纤维母

细胞和网状纤维组成。 (5)海绵层:由波浪状网织纤维束

组成,具有伸展性。 致密层、纤维母细胞层和海绵层共同

构成基质层,含玉型、芋型胶原及纤维粘连蛋白。 V 型及

喻 型胶原分布在层间。 透射电镜下[3],羊膜上皮细胞内

含有丰富的吞饮小泡,泡质丰富,含有大量内质网池和高

尔基体。 核仁大而不规则,核膜有切迹,上皮细胞之间通

过桥粒连接。 细胞表面还有许多微绒毛。 基底膜上有分

化成熟的半桥粒,并有羊膜上皮细胞间组成复杂的迷路,
成为沟通羊膜腔和羊膜基质的通道[4,5]。 基底膜上的半

桥粒高度发达,并有层上纤维穿过进入基质层。
2 羊膜的免疫学特点

摇 摇 羊膜的免疫学特性是它能够成为临床理想移植材料

的基础。 在正常环境条件下保存人羊膜不表达人类白细

胞抗原,因此不发生免疫排斥反应[6]。
摇 摇 羊膜具有低免疫原性的机制包括如下几个方面:(1)
羊膜上皮细胞通常不表达 HLA-A,B 和 DR 抗原,因此不

会引起机体针对羊膜植片的免疫排斥反应。 此外,羊膜中

表达 HLA-E,G 基因,1995 年 Houlihan 等[7] 首次用 RNA
探针进行原位杂交,证明人羊膜和滋养层细胞中有HLA-E,
G 的 mRNA 片段,以后用免疫组织法证明羊膜和滋养层细

胞膜上有 HLA-E,G 的蛋白分子表达。 HLA-E,G 是重要

的负向免疫调节因子,对维持羊膜的低免疫原性起重要作

用。 但是,Jenkins 等[8] 和 SuRon 等[9] 研究报道证实羊膜

上皮层下有少量细胞表达 HLA-DR 阳性,Kubo 等[10]亦研

究表明羊膜成纤维细胞中表达 HLA-II 类抗原。 推测其
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原因可能为病灶局部的炎性反应释放的干 扰 素 酌
(interferon-酌,IFN-酌)等细胞因子诱导 HLA-II 类抗原表

达或者羊膜供体来自自身免疫性疾病患者,致使其细胞表

达 HLA-DR。 因此,羊膜植片发生排斥的现象虽然极少

见,但其发生的机制需要重视,有待更深入的研究进行验

证。 (2) 多形核中性粒白细胞 ( polymorphonuclear cels,
PMN)是参与炎性反应的主要炎性细胞,眼表烧伤等急性

炎性反应时角膜中大量中性粒细胞浸润,释放胶原酶和其

他基质金属蛋白酶等蛋白水解酶,引起角膜基质的进行性

溶解,激活的多形核白细胞还释放或刺激粒细胞一巨噬细

胞克隆刺激因子(granulocytic macrophage colony stimulating
factor,GM-CSF)、IL-1、血管内皮细胞生长因子( vascular
endothehum growth factor,VEGF)炎性因子的表达。 Zhou
等[11] 研 究 发 现 新 鲜 羊 膜 可 以 分 泌 表 皮 生 长 因 子

(epidermal growth factor,EGF)、碱性成纤维细胞生长因子

(basic fibroblast growth factor,bFGF)、IL-1ra、IL-10 和基

质金属蛋白酶抑制剂等活性因子促进多形核白细胞的凋

亡,羊膜上皮还可以合成并释放溶酶体以帮助清除凋亡的

PMN 细胞,从而减轻免疫炎性反应。 (3)羊膜分泌的可溶

性蛋 白 中 含 有 丰 富 的 色 素 上 皮 衍 生 因 子 ( pigment
epithelium-derived factor,PEDF),研究表明可抑制人脐静

脉内皮细胞和牛视网膜微血管内皮细胞增殖[12]。 因此,
羊膜移植于眼表后产生的 PEDF 可抑制角膜新血管生成,
改善局部的炎性反应微环境。
3 羊膜的生物学特点

摇 摇 羊膜的生物学特性一直是研究的热点。 羊膜在眼科

应用的优点,主要是以下三方面[2,13-16]。
3. 1 羊膜作为基底膜促进上皮化摇 羊膜基底膜与眼表上

皮基底膜组织成分相似。 眼表上皮细胞的正常增生和分

化有赖于上皮下正常基底膜的存在。 基底膜主要由郁型

胶原、喻型胶原和层粘连蛋白组成,可以促进上皮细胞移

行和分化,增强基底上皮细胞黏附,防止上皮细胞凋亡。
羊膜内同样含有郁型胶原、吁型胶原、整合素、板层体等[2]

多种成分。 而层粘连蛋白(Laminin,LN)是由不同的蛋白

质分子组成的一个蛋白质家族,是细胞外基质(ECM)中

的非胶原糖蛋白。 它广泛分布于基底膜的透明层,紧贴细

胞基底部,与郁型胶原结合形成基底膜的骨架,影响细胞

的黏附、运动,调节细胞的生长和分化。 Fukuda 等[17]用间

接免疫荧光检验出羊膜和结膜、角膜内喻型胶原是完全一

样的,其差别仅在于角膜内含郁型胶原为 琢5 型,而羊膜和

结膜为 琢2 型;羊膜和结膜、角膜内玉及吁型层粘连蛋白是

完全相同。
摇 摇 目前已在羊膜中发现多种细胞生长因子,如碱性成纤

维细胞生长因子( basic fibroblast growth factor,bFGF)、表
皮生长因子(epidermal growth factor,EGF)、转化生长因子

( transforming growth factor, TGF )、 肝 细 胞 生 长 因 子

(hypatocyte growth factor, HGF)、角蛋白细胞生长因子

(keratinocyte growth factor,KGF)等生长因子及其相应的

mRNA。 这些生长因子有利于上皮细胞分化移行,增强上

皮细胞黏附性,促进上皮生长。 生长因子在眼表创伤愈合

和维持角膜透明性中起重要作用[18]。

摇 摇 碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fibroblast growth
factor,bFGF)是哺乳动物和人体组织中存在的一种微量蛋

白质,能诱导神经外胚层和中胚层来源的细胞增殖与分

化,其分子量约为 16ku。 与 EGF 不同 bFGF 主要是促进基

质成纤维细胞的增殖、移行和分化,其对术后伤口愈合的

影响持续时间较长,贯穿于伤口愈合的全过程。 实验研究

已证实,它能有效地刺激体外培养的动物及人的眼表及视

网膜色素细胞的增殖[19]。
摇 摇 表皮生长因子( epidermal growth factor,EGF)是美国

学者 Cohen 1962 年于小鼠颌下腺中首先发现的一种多肽

类细胞激素,由 53 个氨基酸组成,分子量为 6ku。 EGF 是

哺乳动物眼中最强的细胞因子之一, 能刺激机体内多种

类型组织细胞的分裂和增生,在相同条件下刺激角膜、结
膜上皮细胞增殖的能力是 KGF,HGF 的 10 倍[20]。
摇 摇 转化生长因子( transforming growth factor,TGF)分为 2
大类:TGF-琢 和 TGF-茁。 在羊膜组织中 TGF-琢 的含量较

正常角膜组织低,仅为 0. 7ng / g。 目前,它作为一种反映角

膜上皮细胞健康状态的指标因子,在移植中所起作用的大

小还需要进一步实验证明。 而 TGF-茁 是由 112 个氨基酸

残基组成的以多肽为单位,通过二硫键相连的二聚体分

子。 TGF-茁 至少有 5 个亚型,在人羊膜内仅检出 TGF-茁1、
茁2,其中以 TGF-茁1 为主。 TGF-茁 本身对角膜上皮细胞

的移行没有影响,却能抑制 EGF 对角膜上皮细胞移行的

刺激作用,提示 TGF-茁 可能在角膜上皮细胞的愈合过程

中起修饰作用。 临床和实验室研究表明羊膜可通过有效

地抑制 TGF-B 信号系统的表达,抑制肌纤维细胞分化,从
而抑制瘢痕形成[21]。
摇 摇 肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor,HGF)是一

种生物作用尚未完全明了的多向性因子,能刺激各种靶细

胞的生长,包括肝细胞、上皮细胞、内皮细胞、角质化细胞

和造血细胞。 它可增加细胞的能动性,有利于眼表上皮

修复。
摇 摇 角质细胞生长因子(keratinocyte growth factor,KGF)是
一条具有 163 个氨基酸残基的单链多肽,有促进上皮来源

细胞增生的作用。
摇 摇 此外,羊膜含有的神经生长因子和 P 物质,对角膜神

经有营养作用。 羊膜作为遮盖物使用时,还能够保护新生

上皮组织免受瞬目时眼睑的刮擦,减少炎性细胞和泪液蛋

白与角膜基质的接触。
3. 2 抑制炎症和新生血管摇 炎症和新生血管形成是两个

紧密相关的病理过程,新生血管往往是各种炎症长期刺激

的结果。 临床研究发现羊膜具有抑制炎症、减少新生血管

形成的作用。
摇 摇 羊膜中含有各种蛋白酶及蛋白酶抑制因子,如基质金

属蛋白酶、金属蛋白酶组织抑制因子、琢1-抗胰蛋白酶、
琢2-巨球蛋白、琢2-抗糜蛋白酶等。 其中,基质金属蛋白酶

(MMP)是由多种细胞产生的一组由钙离子激活的含锌离

子的内肽酶家族,具有高度同源性,几乎能降解细胞外基

质的所有成分,为新细胞的生长提供空间。 金属蛋白酶组

织抑制因子(TIMP)是一种生物大分子物质,可促进成纤

维细胞增生及胶原合成,致细胞外基质沉积并抑制其降
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解。 Hao 等[22]通过 RT-PCR 已分别从羊膜上皮细胞及基

质中检出所有 4 种 TIMP,其对眼表组织内的 MMP 的抑制

作用可以解释羊膜移植后的抗纤维化和抗新生血管化的

作用。 TIMP 和 MMP 二者相互作用、相互抗衡,两者间的

相互作用在抗新生血管化和间质纤维化过程中发挥重要

作用。 研究表明羊膜上皮还可以合成神经生长因子如脑

源性神经生长因子(BDNF)、神经生长因子(NGF)等,可
释放乙酰胆碱、儿茶酚胺等神经递质[23]。 这些神经营养

因子和递质可以刺激和促进受伤角膜中的残存三叉神经

末梢得以再生,进而影响角膜细胞的代谢活性,如减少合

成胶原酶和基质金属蛋白酶等。
摇 摇 羊膜还可以抑制白细胞介素的表达、调整炎性趋化因

子表达、诱导多核白细胞凋亡,降低角膜基质金属蛋白酶

1,2,9 的表达,从而减轻角膜炎性反应,抵抗角膜溶解。
羊膜中所含的抗新生血管化蛋白,对新生血管有一定的抑

制作用。 Kobayashi 等[24]用羊膜上皮和间质细胞培养上清

液治疗由 bFGF 诱导的角膜新生血管的形成明显减少,说
明羊膜中含有新生血管抑制因子,抑制血管内皮细胞的迁

移和生长。 又进一步通过 RT-PCR 和免疫组化发现羊膜

上皮和间质细胞可以表达多种抗血管形成和抗炎蛋白,如
IL-1RA,IL-10、胶原 X峪(内皮抑素前体蛋白)、金属蛋白

酶组织抑制因子(TIMP)和血小板反应蛋白-1 等,这些因

子对抑制眼部炎症和新生血管形成均有直接或间接的

作用。
3. 3 抑制纤维化摇 在各种不同病理损伤过程中,瘢痕形成

和纤维化是伤口愈合的共同途径,为细胞-细胞间、细胞-
基质间各种细胞因子相互作用调节的复杂生理过程。 在

这一过程中, TGF-茁 是控制纤维化发生的原始型细胞因

子,它使细胞和基质的相互作用增强,促进纤维形成。 同

时,TGF-茁 还可以调高成纤维细胞对 琢5茁1-整合素和 琢-SM
肌动蛋白的表达,而后者的表达升高是成纤维细胞活化,
转化为肌成纤维细胞的标志。 肌成纤维细胞与瘢痕形成

有关。 通过抑制 茁 转化生长因子的 mRNA 表达,来抑制

纤维母细胞的活性,减少角膜瘢痕形成。
4 羊膜在眼科临床中的应用

4. 1 用于多种眼表疾患的重建手术[25,26] 摇 各种原因导致

的角膜上皮缺损或溃疡,药物治疗无效时,用羊膜移植有

明显的优越性或较好的疗效,如角膜深层溃疡,羊膜移植

可采用一层或多层覆盖溃疡表面治疗,效果良好[27,28]。
顽固性角膜上皮缺损导致的无菌性角膜溃疡[29]。 对于角

膜缘干细胞缺乏伴有持续性角膜上皮缺损、角膜血管翳、
白斑、溃疡溶解或穿孔等疾病,采用角膜缘移植可以从根

本上重建眼表,如 Steven-Johnson 综合征等致的角膜缘干

细胞缺乏征[30]。 对于大泡性角膜病变患者行角膜基质羊

膜充填,减轻角膜水肿,改善眼部刺激症状[31]。
摇 摇 羊膜用于热烧伤、化学烧伤引起的眼表疾病,尤其是

双眼结膜大片瘢痕、睑球粘连以及穹隆部缩窄分离松解后

等创面的修复术[32]。 羊膜能提供含基底膜和基质成分的

胶原支架,以使受体及结膜或角膜表型的上皮细胞扩展移

行于其上达到真正的结膜及角膜眼表的重建。 对于轻、中
度损伤,急性期使用羊膜能加快角膜和结膜修复,减少瘢

痕形成,减轻炎性反应;对于严重的眼表烧伤,在急性期往

往会导致角膜和结膜坏死、融解,甚至角膜穿孔,治疗的策

略主要是去除坏死的组织,促进眼表上皮化,减轻炎症和

阻止结、角膜的融解等[33],使用羊膜能减少瘢痕形成和粘

连发生,但不能预防角膜缘干细胞缺乏,对于有角膜干细

胞缺乏者,需结合角膜干细胞移植[34,35]。 Solomon 等[36] 将

羊膜移植用于睑球粘连 17 眼的结膜穹隆重建,有 12 眼获

得了成功,睑球粘连完全解除,2 眼获得部分穹隆重建,睑
球粘连得到改善;3 眼睑球粘连复发。 由此认为,羊膜能

有效的解决睑球粘连症状。 眼表疾患经手术治疗留下的

大片结膜缺损,如:较大面积的翼状胬肉[37],疗效较好。
激光角膜上皮磨镶术术后[38],降低角膜混浊发生率,提高

手术质量[39]。 难治性青光眼、新生血管性青光眼及原发

性闭角性青光眼等。 长期以来,滤过手术后眼球外改变

(结膜下瘢痕化)是手术失败的主要原因,抗纤维药物、丝
裂霉素和 5-氟尿嘧啶常用来抑制瘢痕形成,但并发症的

发生率也随之提高[40]。 Fujishima 等[41] 报道了羊膜在难

治性青光眼小梁切除术中的应用,并联合应用丝裂霉素来

抑制瘢痕形成和促进滤过,将羊膜放置于巩膜瓣下,效果

满意。 但 Anderson 等[42]报道,将羊膜用于眼表疾病治疗

时出现角膜钙化,发生率为 12. 8% ,认为角膜钙化可能与

手术部位、对侧眼有钙化及术后使用含磷酸盐的眼药水

有关。
4. 2 羊膜在生物组织工程移植膜构建中的作用 摇 羊膜是

一种理想的支持上皮细胞生长的物质,可延长其生命,维
持其克隆性生长。 Lee 等[43]将其用于构建人工角膜,发现

用羊膜培育人工角膜保留时间较其他材料平均长于

24wk,且抗房水渗漏压最小达 250mmHg。 研究显示[44]:还
可以通过在羊膜上负载培养角膜缘干细胞、结膜干细胞、
口腔黏膜上皮细胞等,进行三维培养可体外构建复合型上

皮移植膜,重建角、结膜眼表。 最新一项研究使用分散酶

处理过的羊膜为基底膜,成功的培养出人视网膜色素上皮

( RiPE)细胞。 用这种方法培养的人视网膜色素上皮细胞

的 RPE65 ,酪氨酸相关蛋白-2 等的基因表达上调[45], 色

素上皮细胞中血管内皮生长因子、色素上皮衍生因子明显

增高。 这项研究使羊膜在眼科的应用有了新的发展方向,
为视网膜移植提供了新的移植载体。
4. 3 药物缓释系统摇 羊膜作为潜在的控释给药系统在眼

科具有极大的应用前景。 羊膜基底膜富含胶原纤维和网

状纤维,交织排列成网状,网孔间隙约 0. 5 ~ 15滋m,能容纳

大量药物分子,可吸附药液作为“药库冶,羊膜可自行降

解,在较长时间内逐步释放出药物,维持局部有效药物浓

度,成为良好的膜控半定量释药系统[46]。 Kim 等[47] 将羊

膜用于药物缓释系统,试验予局部点用氧氟沙星眼液每

15min 一次点 4 次,由于羊膜自身组织结构特点,使房水

及泪水中药物在 0. 5,1,2,4,6h 内浓度均高于对照组,为
羊膜应用于药物缓释系统研究提供了新的思路。
4. 4 羊膜在义眼座植入中的应用摇 羟基磷灰石义眼座是

眼球摘除术后首选的眶内植入材料。 但作为一种可引起

巨细胞反应的永久性异物,其粗糙的表面增加了与机体的

接触面积,增加了异物反应的可能性。 刘文斌等[48] 将 7
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例常规眼球摘除术后患者应用羊膜包裹义眼座,减少排斥

反应的发生,效果较好。
5 羊膜的缺点

摇 摇 羊膜在眼表损伤重建领域中有重要作用,可用来重建

结膜表面以修复正常基质,提供健康的基底膜以便新生的

上皮增殖和分化。 但单纯羊膜移植对于角膜缘干细胞缺

乏患者的治疗效果不佳。 印迹细胞学研究[26] 证实,某些

疾病单纯行羊膜移植治疗后,结膜及角膜上皮表型全部结

膜化,具体表现在被覆盖羊膜及角膜上皮细胞全部变小变

致密,而且含有大量杯状细胞,角膜上皮缺失干细胞。 因

此,对于角巩膜缘遭到完全破坏的患者,应把羊膜移植看

作是眼表重建的第一步,同时联合自体或异体角膜缘干细

胞移植,提供干细胞来源重建健康眼表功能。 单纯羊膜移

植对于泪液分泌量最大量为零的严重干眼症也不能达到

理想效果,术后人工泪液的应用或异位分泌腺(如颌下

腺、腮腺)的移植,都可以提高手术成功率。
摇 摇 综上所述,羊膜是一种透明、有韧性又无神经、血管、
淋巴管的组织,它是人体最厚的基底膜。 羊膜材料易获

得,免疫原性低,具有抗微生物的特性和较强的抗黏附性。
无血管基质可以防止纤维瘢痕组织形成、控制排斥反应的

发生,而厚的基底膜有利于上皮细胞移行,增加基底上皮

细胞的黏附,促进上皮化,防止上皮细胞凋亡,可用于严重

眼表疾病发挥治疗作用或作为联合角膜缘移植重建健康

眼表的第一步。 羊膜中生物活性物质种类繁多,一些可能

还未被查明,已知活性成分的作用也不完全清楚,这些成

分间相互作用的研究还未开展。 由于羊膜来源广泛,制备

成本低,加之具有独特的优点,因此对羊膜进行生物学改

良成为未来的趋势。 改变羊膜的结构(去羊膜上皮细胞

或改变上皮细胞性质)及成分(吸附特殊的药物,使羊膜

固有化学成分发生变化),在保持羊膜基本生理特性的同

时赋予其更多的生物学功能[49],必然成为现代眼科学中

密切关注的领域,并有进一步深入研究的价值及更广泛的

开发前景。
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