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摘要

目的：观察以明胶为载体培养的角膜缘上皮细胞移植治疗

角膜缘干细胞缺乏症的疗效。

方法：大鼠角膜缘上皮细胞在铺有明胶载体的细胞培养板

上进行培养５ｄ后，角膜上皮细胞移植术前２４ｈ用３Ｈ胸腺
嘧啶核苷标记培养的角膜缘上皮细胞，培养标记的角膜缘

上皮细胞对角膜缘干细胞缺乏的大鼠动物模型行角膜缘

上皮细胞同体移植术，对移植术后角膜进行观察、病理学

检查及同位素检测。

结果：大鼠角膜缘上皮细胞可以在明胶载体上培养、增殖、

分化为密集角膜上皮细胞层；角膜缘上皮细胞移植术后角

膜上皮完整、基质细胞浸润减轻、新生血管减少。病理学

检查角膜缘及周边部上皮细胞为多层结构，角膜新生血管

消失及基质中炎性细胞浸润减轻。角膜缘上皮细胞移植

术后４ｗｋ受眼角膜仍可测到３Ｈ胸腺嘧啶核苷。
结论：角膜缘上皮细胞移植治疗角膜缘干细胞缺乏症可恢

复角膜缘干细胞缺乏病变角膜上皮结构的完整性，减少角

膜新生血管的形成，维持角膜缘干细胞的屏障功能，为角

膜移值提供更好的条件。

关键词：角膜缘；干细胞；明胶；培养；同体移植
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０引言
　　角膜缘干细胞是一种位于角膜缘基底层的特殊细胞。
角膜上皮的完整性源于浅表层上皮细胞不断死亡、脱落，

角膜缘干细胞不断分化增殖，通过向心性运动形式来取代

脱落细胞的代谢过程［１］。临床常见眼部化学烧伤、手术创

伤及药物毒性等各种原因导致角膜缘干细胞数量减少和

功能低下，表现为角膜上皮反复剥脱、角膜结膜上皮化、新

生血管形成及角膜混浊，对该类疾病的治疗比较困难，疗

效较差［２，３］。此类眼表疾病行角膜移植术因术后免疫排斥

反应的发生高达６０％ ～７０％左右，很难保证手术成功和
治疗效果。角膜缘干细胞的高增殖潜力在角膜上皮细胞

缺损的修复过程中保证了角膜样上皮细胞的特征［４］，抑制

角膜结膜上皮化，防止新生血管的形成及角膜混浊。我们

采用培养角膜缘上皮细胞对角膜缘干细胞缺乏动物模型

进行同体角膜缘上皮细胞移植术，观察其治疗效果，为临
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床上治疗干细胞缺乏相关眼表疾病提供实验依据。

１材料和方法
１．１材料　ＳＤ大鼠４２只，雌雄不限，体质量２００～３００ｇ，
昆明医学院实验动物中心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ
（滇）２００５０００８。主要试剂：ＤＭＥＭ＋Ｆ１２（１∶１）（Ｇｉｂｉｃｏ公
司），小牛血清（成都华西生化制剂），５ｍＬ／Ｌ二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司），谷胺酰胺０．３ｍｇ／ｍＬ（Ｓｉｇｍａ公司），
青霉素１００Ｕ／ｍＬ，链霉素１００Ｕ／ｍＬ，氢化可的松０．５μｇ／ｍＬ，
胰岛素０．１Ｕ／ｍＬ，５０～７０ｋＤ角蛋白（Ｍａｘｉｍ公司），中性蛋
白酶 ＤｉｓｐａｓｅⅡ（ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司，Ｇｅｒｍａｎｙ），胰
酶，２４孔塑料培养板（Ｇｉｂｃｏ公司），四氮唑（ＭＴＴ，晶美公
司），３Ｈ胸腺嘧啶核苷（３ＨＴＤＲ，上海生化制剂厂），明胶
（市售化学纯）。主要实验仪器：眼科显微手术器械，手术

显微镜（苏州），倒置显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ），细胞培养箱（德
国ｔＥＡＲＩＪＥＡ），ＦＪ２１０７Ｐ型微机控制液体闪灼计数仪（西
安２６２厂），照像纸上光机。
１．２方法
１．２．１明胶载体的制作　明胶０．２ｇ，用１０ｍＬ双蒸水加热
溶解，采用照像纸上光机加工。将制备好的溶液涂于电镀

的上光板上，大小与厚薄取决于涂料的范围和多少，可按

需要来选择，晾干后通电烘烤。此时明胶膜如同像纸一样

自然翘起，可轻轻剥下，置入密闭器皿内，用２５０ｍＬ／Ｌ戊
二醛或４００ｍＬ／Ｌ甲醛薰２ｈ即可。用时剪成需要的大小，
与铺病理石蜡切片方法相同，在水中漂浮铺片。采用２４
孔塑料培养板，将载体片切成３ｍｍ×６ｍｍ大小，铺在培养
板上，晾干，用紫外线照射２ｈ灭菌备用。
１．２．２角膜缘干细胞缺乏动物模型的制备　大鼠４２只用
打耳洞法分别标记，右耳洞数表示十位数，左耳洞数表示

个位数。将所有大鼠 ｉｐ１００ｇ／Ｌ苯巴比妥钠（１００ｍｇ／ｋｇ）
进行麻醉，在无菌显微手术下作全周３６０°角膜缘上皮组
织切除术，切除宽度为０．５～１．０ｍｍ，包括０．５ｍｍ的角膜
上皮，右眼切除的角膜缘组织用手术缝线标志所有切除的

角膜缘上皮上下内外方向后，上皮面朝上放置在培养皿

中，待细胞培养取材用。然后采用直径１０ｍｍ滤纸片放入
０．２５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液内浸润，取出后与干滤纸片接触
以吸去过多的可溢出的溶液，用棉拭子吸去角膜周围的泪

液。将滤纸片置于角膜表面，其中央与角膜中央重合，紧

贴附于眼表面，持续３０ｓ后去除，用生理盐水冲洗烧伤区
及结膜囊。术后每晚结膜囊涂四环素可的松眼膏１次，每
日用双氟（氟哌酸和地塞米松）眼液滴眼。定期观察角膜

病变，并进行评分、记录。评分标准：（１）角膜混浊：０分：
角膜透明，无混浊；１分：角膜轻度混浊，虹膜纹理可见；２
分：角膜中度混浊，虹膜纹理不清；３分：角膜重度混浊，隐
见瞳孔；４分：角膜极重度混浊，瞳孔不见。（２）角膜上皮
荧光素染色：０分：角膜无着色；１分：角膜染色面积≤１／４
象限；２分：角膜染色面积＞１／４象限，但≤１／２象限；３分：
角膜染色面积＞１／２象限，但≤３／４象限；４分：角膜染色
面积＞３／４象限。（３）角膜新生血管：０分：角膜无新生血
管；１分：新生血管位于角膜缘内２ｍｍ；２分：新生血管位于
角膜周边，但≤１／２象限；３分：新生血管位于角膜周边，并
大于＞１／２象限；４分：全角膜可见新生血管生长。
１．２．３细胞培养及同位素标记　右眼切除的角膜缘组织
中，无菌条件下取上、下角膜缘０．５～１．０ｍｍ上皮及部分
基质层，置于培养皿中，上皮细胞面朝上，加入２．５ｇ／Ｌ胰
酶，浸没整个组织块后立即置于４℃冰箱中冷消化１４ｈ。

用小牛血清终止消化，置于平皿中，用一钝器轻轻刮取角

膜缘基底层细胞，Ｈａｎｋｓ液冲洗，收集细胞，离心制成细胞
悬液。用移液枪移到铺有明胶载体的２４孔塑料培养板
中，置于３７℃，５０ｍＬ／ＬＣＯ２，９５０ｍＬ／Ｌ空气培养箱中培养。
第２ｄ换液，以后２～３ｄ换液１次。倒置显微镜下观察细
胞生长的详细情况并记录。培养至第６ｄ（移置前２４ｈ）在
培养液中加入３ＨＴＤＲ，浓度为７．４×１０４Ｂｑ／ｍＬ，对培养的角
膜缘上皮细胞进行同位数标记。

１．２．４细胞移植　将４２只大鼠８４眼角膜缘干细胞缺乏
动物模型中左眼作同体移植受眼，右眼作对照。麻醉实验

大鼠后沿角膜缘剪开结膜，分离角膜和角膜缘血管翳，暴

露角膜缘后２ｍｍ处的巩膜，局部烧灼止血，将角膜缘后
２ｍｍ处行板层切除，分段将１．５ｍｍ×２．０ｍｍ生长有角膜缘
上皮细胞的明胶（４片）缝合于角膜及巩膜上，细胞面朝
上，用游离的结膜覆盖外周部分的明胶，结膜下注射地塞

米松１ｍｇ，局部涂四环素可的松眼膏，缝合眼睑。术后每
天局部滴双氟液，裂隙灯下观察、评分、记录（评分标准同

前）。术后４ｗｋ处死实验大鼠，移植眼行 ＨＥ染色病理学
检查，并用 ＦＪ２１０７Ｐ型微机控制液体闪烁计数仪（西安
２６２厂）检测移植眼角膜的同位素３ＨＴＤＲ含量。
　　统计学分析：数据以 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＳＰＳＳ１３．０统计
软件行配对资料ｔ检验，Ｐ＜０．０１为有显著统计学差异。
２结果
２．１角膜缘上皮细胞生长情况　将含有角膜缘干细胞的
角膜缘上皮细胞悬液接种于铺有明胶的塑料培养板中，

２４ｈ可见大部分细胞贴壁，３ｄ后细胞融合成单层，７ｄ后可
见明胶上细胞密集，大小一致，呈多角形，部分显示多层细

胞结构。

２．２角膜缘干细胞动物模型状况　大鼠角膜缘周边切除
术后第２ｄ，角膜缘缺损大部份修复，荧光染色可见点染；
１ｗｋ后角膜缘可见新生血管逐渐长入；２ｗｋ后新生血管进
入角膜中央区；４ｗｋ后全角膜可见新生血管，基质有明显
浸润，部分上皮细胞剥脱和结膜上皮化。

２．３角膜缘上皮细胞移植治疗的表现　明胶角膜缘上皮
细胞移植术后第５ｄ，拆除眼睑缝合线，可见角膜表面平
整，荧光素染色部分点染，仍可见新生血管、结膜充血。术

后２ｗｋ，角膜新生血管明显减少，４ｗｋ时结膜上皮长入，可
见新生血管已退至角膜缘。病理学检查，角膜缘可见复层

上皮形成，基质浸润减轻，新生血管减少，少量的炎性细胞

浸润。同位素检测可以测到３ＨＴＤＲ。术后角膜病变总评
分值：移植组平均为６．０２±１．０２，对照组为９．０６±１．３３，两
组比较差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。说明干细胞移
植可以显著减轻角膜病变。

３讨论
　　按再生能力的不同可将人体组织细胞分为三类：（１）
永久性细胞：这类细胞如神经细胞在出生后都不能分裂增

生，一旦遭受破坏则成为永久性缺失。（２）稳定细胞：在
生理情况下，这类细胞增殖现象不明显。（３）不稳定细
胞：这类细胞总在不断地增殖，以代替衰亡或破坏的细胞，

如表皮细胞再生能力相当强。干细胞的存在是这类组织

不断更新的必要条件，干细胞每次分裂以后，子代之一继

续保持干细胞的特性，另一个子代细胞则分化为相应的成

熟细胞。干细胞是个体发育过程中产生的具有无限或较

长时间自我更新和多项分化能力的一类细胞，根据来源和
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个体发育过程中出现先后秩序不同，干细胞可分为胚胎干

细胞和成体干细胞。胚胎干细胞为起源于着床前胚胎内

细胞群的全能干细胞，具有向三个胚层分化的能力，可以

分化为成体所有类型的成熟细胞。成体干细胞存在于各

类组织器官中，是具有自我更新和一定分化能力的不成熟

细胞。在角膜缘和结膜移行区，即角膜缘基底部存在角膜

缘干细胞，角膜缘干细胞不仅可以分化增殖为上皮细胞，

而且在保持角膜的理化环境、完整性和维持绝不免疫反应

中占有重要的地位。更重要的是，干细胞像一道屏障，阻

止结膜上皮细胞移行至角膜上皮表面，这对保持角膜的透

明性与正常生理功能有重要意义。

　　角膜缘干细胞是一种寿命长并且具有强大细胞增殖、
分裂潜力的细胞，能自行繁衍，引起角膜上皮细胞和角膜

组织的更新。近年来人们通过对角膜上皮损伤愈合机制

的研究，发现角膜上皮的愈合是通过细胞移行和增殖来完

成的。细胞增殖主要发生于角膜缘，以角膜缘干细胞为源

泉，永不停息地进行垂直向上运动和水平向心性运动来维

持角膜上皮的完整与稳定［５，６］。临床上一些角膜上皮缺损

的疾病，人们常常把注意力集中到缺损面上，即终末分化

细胞状态，而忽略了其根源在角膜缘干细胞数量不足或功

能低下。如化学性眼伤、先天性无虹膜等，由于角膜缘干

细胞缺乏或功能不良导致角膜结膜化，伴有角膜新生血管

形成，基底膜破坏及炎性细胞浸润。细胞学检查证实受累

角膜表面布满杯状细胞及结膜上皮细胞。由于角膜光学

面不规则、张力和糖原含量降低，患者可出现角膜上皮复

发性糜烂、视力下降等临床表现。在评价化学性眼伤的严

重程度时，角膜缘血液供应及破坏范围是判断预后重要指

标［７，８］。角膜缘干细胞缺乏症的病因治疗只有通过角膜缘

干细胞移植来完成。有研究证实通过自体角膜缘干细胞

移植术后，患者的正常免疫屏障功能得到维持，干细胞增

殖后，逐渐形成角膜上皮的完整结构并防止新生血管及结

膜上皮的长入，并且能保持角膜上皮的特性［９，１０］。本实验

对角膜缘干细胞损伤大鼠动物模型同体角膜缘干细胞移

植治疗进行了初步研究。

３．１明胶载体　关于载体的研究较多的是胶原罩，国外已
有产品，但价格昂贵，实际运用受到限制。本实验采用市

售明胶，系高分子水溶性蛋白质的混合物，为无色透明的

粗粉，溶于热水。以倒模干燥法制成的胶原罩，具有价格

低廉、毒性小、生物容性好，具有一定曲度和韧性、角膜缘

上皮细胞在其上生长良好、能转移到受眼表面、同位素标

记容易的优点［９］，不失为一种理想的细胞移植的载体。

３．２角膜缘干细胞损伤动物模型　本实验采用的动物模
型，经手术切除全周３６０°角膜缘上皮及部分基底层组织，
角膜中央上皮经碱烧伤处理。破坏角膜缘干细胞的解剖

部位、血液供应，使角膜上皮细胞的再生来源、角膜缘屏障

功能和角膜的免疫赦免功能受到彻底破坏，造成角膜炎性

反应的长期反复发生、结膜上皮细胞长入和新生血管形

成。这样制作的动物模型，比临床上常见的角膜缘干细胞

缺乏症更严重、更彻底、更典型。

３．３体外培养角膜上皮细胞特性　体外培养的兔和人角
膜缘干细胞在培养的初期（传第１～２代）与体内角膜缘
干细胞具有相似的生物学特征，增殖能力高、具有干细胞

固有的分化特征，适合于角膜缘干细胞移植［９］。

３．４角膜缘干细胞移植效果　培养角膜缘干细胞同体移
植，治疗后无免疫排斥反应发生，大鼠角膜缘上皮恢复完

整，新生血管减少，基质炎性细胞浸润减轻，透明性增加，

说明移植的角膜缘干细胞在受体角膜中成活、增殖、分化，

形成角膜上皮细胞。

３．５移植角膜缘干细胞同位素含量检测　本实验在行细
胞移植前２４ｈ对培养的角膜缘干细胞进行３ＨＴＤＲ标记，
根据角膜干细胞为长周期细胞的特点，术后４ｗｋ，受眼仍
可测到同位素３ＨＴＤＲ，说明移植角膜缘干细胞在植床上成
活、分裂、增殖。该方法具有标记容易、持久、直观和易检

测的优点。

　　角膜缘干细胞移植治疗角膜缘干细胞缺乏症为目前
角膜病学研究的一个热点。细胞培养、移植技术、细胞载

体及移植细胞在植床上的黏附、成活等方面因素的影响，

直接关系到角膜缘干细胞移植的成败。随着医学科学不

断发展，研究不断深入，这些问题将会得到逐步解决，为临

床上角膜缘干细胞缺乏症的治疗提供新的途径。本实验

由于观察时间较短，只是一个初步的动物实验，旨在为临

床治疗角膜缘干细胞缺乏症提供实验依据，其尚需进一步

研究完善。

参考文献

１刘先宁，朱秀萍，银勇，等．以干燥脱水法保存的异种角膜基质为载
体构建人工生物角膜上皮组织．国际眼科杂志 ２００８；８（１１）：２２１４
２２１６
２ＮｉｓｈｉｄａＫ．Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆｔｈｅｃｏｒｎｅａ．Ｃｏｒｎｅａ２００３；２２（７
Ｓｕｐｐｌ）：Ｓ２８Ｓ３４
３ＷａｎｇＤＹ，ＨｓｕｅｈＹＪ，ＹａｎｇＶＣ．Ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｒａｂｂｉｔｌｉｍｂａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｏｎａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ．Ｉｎｖｅｓｔ
ＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ２００３；４４（１１）：４６９８４７０４
４ＢｏｒｅｎｅＭＬ，ＢａｒｏｃａｓＶＨ，ＨｕｂｅｌＡ．Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌａｎｄｃｅｌｌｕｌａｃｈａｎｇｅｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｍｐａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｌｌａｇｅｎｓｐｏｎｇｅｂａｓｅｄ ｃｏｒｎｒｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ
ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ．ＡｎｎＢｉｏｍｅｄＥｎｇ２００４；３２（２）：２７４２８３
５ＮｉｓｈｉｄａＫ，ＹａｍａｔｏＭ，ＨａｙａｓｈｉｄａＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｎｅａｌｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈ
ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｃｅｌｌｓｈｅｅｔｓｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｏｒａｌｍｕｃｏｓａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ２００４；３５１（１２）：１１８７１１９６
６ＨｓｕｅｈＹＪ，ＷａｎｇＤＹ，ＣｈｅｎｇＣＣ．Ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐ６３ａｎｄ
ｏｔｈｅｒｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓｔｅｍｃｅｌｌｍａｒｋｅｒｓｉｎｒａｔｃｏｒｎｅａ．ＢｉｏｍｅｄＳｃｉ２００４；１１
（５）：６４１６５１
７董蕊，金岩，刘源．人角膜缘干细胞体外筛选及鉴定的实验研究．中
国修复重建外科杂志２００３；１７（５）：３５１３５４
８ＣｈｅｎＺ，ｄｅＰａｉｖａＣＳ，ＬｕｏＬ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｕｔａｔｉｖｅｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎｈｕｍａｎｌｉｍｂａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａ．ＳｔｅｍＣｅｌｌｓ２００４；２２（３）：
３５５３６６
９张超，金岩，刘建民，等．异种脱细胞角膜基质材料的生物相容性研
究．国际眼科杂志２００５；５（２）：２５０２５２
１０ＬａｖｋｅｒＲＭ，ＴｓｅｎｇＳＣ，ＳｕｎＴＴ．Ｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｔｔｈｅ
ｌｉｍｂｕｓ：ｌｏｏｋｉｎｇａｔｓｏｍｅｏｌｄｐｒｏｂｌｅｍｓｆｒｏｍａｎｅｗａｎｇｌｅ．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ
２００４；７８（３）：４３３４４６

１３８

ＩｎｔＥｙｅＳｃｉ，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．５，Ｍａｙ２０１２　 ｗｗｗ．ｉｅｓ．ｎｅｔ．ｃｎ
Ｔｅｌ：０２９８２２４５１７２　８２２１０９５６　 Ｅｍａｉｌ：ＩＪＯ．２０００＠１６３．ｃｏｍ


