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角膜缘干细胞的研究进展 

陆雯娟 傅瑶 范先群 
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健康的角膜上皮是维系完整的眼表以及 良好视 

功能的前提条件，角膜上皮的稳定是由一群位于角 

膜缘基底部的干细胞实现的。 
一

、 角膜缘干细胞的概念 

Davang~r和Evensen[ I于1971年首次观察到角膜 

缘色素样细胞作水平向心运动，推测角膜上皮细胞 

更替源于角膜缘，提出了角膜缘干细胞(1hnbal stem 

cell，LSC)的概念。1986年，Schemer等[21观察到角 

膜缘基底细胞是所有角膜上皮细胞中唯一不表达角 

蛋白K3的细胞，证实了角膜缘干细胞的存在。角膜 

缘Vogt栅栏 (palisades of Vogt)区中的某些基底 

细胞就是角膜缘干细胞。角膜缘细胞密集，在基底部 

形成特殊的栅栏状上皮结构，称为Vogt栅栏[31。Vogt 

栅栏是环绕角膜呈放射状平行排列的长柱状或索状 

结构。栅栏区的上皮细胞呈典型的立方形，细胞核位 

于细胞中央，上皮细胞中散在分布色素细胞，无杯状 

细胞存在，因而与角膜、结膜上皮都不同。 

(一)角膜缘干细胞的存在依据：角膜缘干细 

胞存在的依据有 ：(1)角膜缘上皮细胞的增生能 

力明显高于角膜中央上皮细胞，其移动方式是从周 

边向中央、从基底向表浅。(2)角膜缘基底细胞处 

于缓慢的细胞周期，是一种标志保留细胞。(3)角 

膜缘基底细胞的损伤导致角膜上皮缺损，而角膜缘 

移植可以恢复角膜上皮的完整性。(4)在同样培养 

条件下，结膜上皮细胞不表达角蛋白K3，而角膜缘 

和角膜上皮细胞均表达，因此否定了结膜上皮转化 

为角膜上皮的假说。 

(二)角膜缘干细胞的生物学特性：干细胞都 

具有分化程度低，有丝分裂度低，不对称细胞分裂 

和应激增殖的特点。角膜缘干细胞既具有一般干细 

胞的特性，又有其自身的独特之处 ：(1)位于角 

膜缘基底部，占整个角膜上皮细胞0．5％～10 (2) 
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增殖能力高，细胞周期长，分化程度低，不对称细 

胞分裂；(3)作水平向心运动和垂直向上运动；(4) 

不表达角质蛋白K3；(5)含有丰富的蛋白酶；(6) 

角膜缘上皮细胞正常处于G1晚期，细胞富含周期蛋 

白A、D、E和增殖细胞核心抗原。 

角膜缘干细胞的转化过程经历三个阶段眨1。第 
一

阶段，干细胞分裂成为两个子细胞群，一部分成 

为新的干细胞，另一部分则转化为短暂扩增细胞 

(transient amplifying cells，TAC)。TAC位于角膜 

缘和周边基底部，该细胞增殖能力高，分化程度高 

并表达角质蛋白K3。第二阶段，TAC经过数次有 

丝分裂，分化为有丝分裂后细胞(post-mitotic cells， 

PMC)。PMC为角膜非表浅上皮细胞，细胞分化 

成熟，仅有极低的增殖力，占角膜上皮细胞的绝大 

多数。第三阶段，PM C发育成为终末分化细胞 

(terminally differentiated cells，TD C)。TD C为 

角膜表浅上皮细胞，该细胞无增殖能力，细胞完全 

分化。Thoft[6l提出的 “X、Y、Z”理论是对这些细 

胞代谢过程的数学描述。X表示角膜上皮基底细胞 

分裂，Y表示角膜缘干细胞供应，Z表示角膜上皮 

脱落。对于正常角膜上皮，应该是X+Y=Z，衰 

亡细胞被等量补充，维持角膜表面稳定。一旦这一 

平衡被打破，Z增加或X、Y减少，就必然破坏角膜 

表面稳定，引起眼表疾患。角膜上皮细胞在受到刺 

激时，可以通过三种方法快速修复缺损 ：(1)诱导 

角膜缘干细胞分裂，产生更多地TAQ (2)增加TAC 

分裂的次数 (3)缩短TAC的细胞周期以增加细胞分 

裂的效率。 

(三)角膜缘干细胞的分子标志物及其鉴定 目 

前尚无特异的角膜缘干细胞分子标志物。干细胞的 

分子标记物大致可分为三类 ：A．核蛋白，如转录 

因子p63；B．细胞膜蛋白或跨膜蛋白，包括整联蛋 

白 (整联蛋白p1、0c6、0c9)，受体 (表皮生长因子 

受体EGFR，转铁蛋白受体CD71)，和耐药转运体 

(ABCG2)；C．胞质蛋白，如细胞角蛋白 (CK19)， 
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巢蛋白和 ～烯醇化酶。 

转录因子p63可标记角膜缘干细胞[9]，但运用抗 

原修补技术研究发现，p63在大多数中央角膜的基 

底细胞中也有表达【加】。因此，p63更有可能是干细胞 

和 TAC的共同标记物。 

ABCG2是ABC转运体中的一员，作为乳腺癌 

抵抗蛋白(BCRP)而正式为人所知，曾被认为是骨 

髓干细胞的分子标记物【̈】。进一步研究发现ABCG2 

是干细胞的通用标记物【挖】，它的存在保护干细胞不受 

药物和毒素的侵害。Paivaẗ】等人使用流式细胞仪 

结合ABCG2单克隆抗体检测角膜缘细胞群，发现 

2．5％～3％的细胞为ABCG2阳性，这些ABCG2阳 

性细胞被证实具有干细胞的特性。 

有人尝试用造血干细胞标记物，如CD34和 

CD 1 33的抗体来鉴别角膜缘干细胞，但未取得成 

工力【H】。Kim等人【 】用各种角蛋白和其它标记物(P63， 

整联蛋白p～1及表皮生长因子受体等)来研究培养 

的人角膜上皮细胞，但是也未发现任何单个或联合 

的标记物可以用来鉴别角膜缘干细胞。 

迄今为止，人们为寻找角膜缘干细胞分子标志 

物做了很多工作，不少分子标志物被提出来【 ，但是 

它们在鉴别角膜缘干细胞的作用方面仍有争议。 

Chent’】等人的试验结果表明，干细胞的可能的表型 

是：p63、ABCG2、整联蛋白 9阳性，巢蛋白、E一 

钙粘着蛋白、连接蛋白43、内旋蛋白、K3和K12阴 

性，整联蛋白pl、EGFR、K19及 一烯醇化酶相对 

高表达。 

由于缺乏直接标志物，目前所有确认角膜缘干 

细胞的方法均是间接的。根据角膜缘干细胞的生物 

学特性，可以采用以下方法鉴定获取的角膜缘上皮 

细胞是否为干细胞。(1)细胞的分化特性：干细胞不 

表达角蛋白K3。(2)细胞的增殖能力：干细胞比其它 

上皮细胞具有更强的增殖能力，细胞群体倍增时间 

短。(3)细胞的克隆化培养 【 ：在体外克隆化培养获 

取的角膜缘上皮细胞，确定克隆的形态。有迹象表 

明单个细胞培养为“全克隆”集落的都是干细胞，而 

形成较小的 “部分克隆”的细胞和主要流产的 “旁 

克隆”则是代表了TAC的不同阶段。 

(四)角膜缘干细胞的微环境：干细胞处于一 

种能够阻止其分化的微环境中。微环境包括干细胞 

与周围细胞及胞外基质的相互作用、局部环境，以 

及角膜缘基质释放的可溶性生长因子等，这些因素 

共同形成和维持干细胞的多种特性。角膜缘富含色 

素细胞，保护干细胞不受紫外线损伤；角膜缘基底 

459 

细胞的基底面呈波浪状突起，深入Vogt栅栏乳头之 

间的小间隙，呈嵴样增厚，在角膜缘微微隆起，这 

种特殊的结构增加了基底细胞的表面积，使基底细 

胞与基质中的血管更接近，有利于干细胞从血管区 

得到更多的营养支持因子；波浪状的结构使干细胞 

承载了不同数量的上皮细胞，更加有效的识别角膜 

上皮不同深度的损伤【 。 

Schofield最先提出干细胞 “壁龛”假说，所谓 

“壁龛”就是能够维持干细胞特性且具有一定保护功 

能的一个特殊部位。实质器官的细胞通常由某一处 

开始向远处移行，然后在邻近部位脱落，干细胞的 

壁龛就位于起始端，其位置一般比TAC深。Duatl，】 

等人将来 自5位供者的一系列5 ～7 角膜缘片 

段用HE或普鲁士染色，再用CK14和ABCG2转运 

蛋白检测，发现了角膜缘干细胞的 “壁龛”，将其命 

名为角膜缘上皮隐窝llimbal epithelial crypt， 

LEC)。 

二、角膜缘干细胞功能障碍 

角膜缘对于维持角膜上皮的完整性与稳定性起 

重要作用。角膜缘上皮细胞不断增殖，为取代脱落 

细胞和修复缺损区提供细胞来源；同时，角膜缘上 

皮细胞高度分裂形成的增殖压力为细胞的向心性运 

动提供动力，也为阻止结膜上皮及新生血管长人起 

屏障作用。许多因素都可导致角膜缘干细胞的损害， 

达到一定程度和范围，即可导致角膜缘干细胞功能 

障碍 (1imbal stem cell dysfunction，LSCD)，表 

现为结膜上皮长人、新生血管形成、角膜的慢性炎 

症、反复角膜上皮缺损、持续溃疡、基底膜的破坏 

和假性胬肉形成等。 

依病因可将角膜缘干细胞功能障碍分为两类【螺 ： 

(1)角膜缘干细胞本身缺乏引起的功能障碍：A．由 

于手术破坏导致的角膜缘干细胞数量丧失；B．角膜 

缘的多次冷冻：C．化学伤或热烧伤；D．Stevens- 

Johnson综合征或毒性物质引起的角膜缘干细胞破 

坏；E．抗代谢药物(5-FU)的毒性作用；F．长期佩戴 

角膜接触镜导致的角膜病变；G．严重的微生物感 

染；H．免疫原性引起的角膜缘病变；I．局部药物引 

起的角膜缘干细胞损害。(2)角膜缘基质微环境异常 

导致的角膜缘干细胞失代偿：A．先天性无虹膜症； 

B．遗传性内分泌功能障碍合并的角膜炎；C．神经营 

养性角膜病变(神经陛或缺血性)；D．放射导致的角 

膜病变；E．周边性角膜炎症和溃疡或慢性角膜缘 

梵 F．翼状胬肉和假性翼状胬肉；G．特发性角膜病。 

Schwartz[19】将角膜缘干细胞功能障碍分为两 
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期： I期疾病是指干细胞总量丧失<50％。包括接 

触镜相关l生角膜病变、轻度碱烧伤、翼状胬肉和轻 

度Stevens-Johnson综合征等。Ⅱ期疾病是指干细 

胞总量丧失>5O％。包括：先天性无虹膜、重度 

Stevens—Johnson综合征、严重碱烧伤、眼部瘢痕 

性类天疱疮、特应性角结膜炎等。 

三、角膜缘干细胞的临床应用 

近年来，角膜缘移植术(1imbal transplantation， 

LT)被认为是一种促进角膜损伤愈合、稳定角膜表 

面、修复角膜上皮糜烂和持续性角膜上皮缺损、减 

少角膜血管侵入、阻止假性胬肉形成、增进视力、提 

高角膜移植成功率的有效方法。角膜缘移植术就是 

用健康的自体或同种异体角膜缘组织替换受损伤或 

功能不良的角膜缘组织，通过供体的干细胞的增殖、 

分化及细胞的向心性移行来修复、稳定受损角膜表 

面，阻止新生血管的侵入及假性胬肉的形成。 

(一)自体角膜缘移植术：在单眼角膜缘功能障 

碍病人，从健眼分离部分角膜缘板层组织缝合于病 

变角膜缘，可以取得满意的效果，是一种理想的手 

术选择。通过自体角膜缘干细胞移植治疗后，患者 

角膜的正常免疫屏障功能得到恢复，受体角膜缘干 

细胞增殖后逐渐代替供体角膜上皮细胞并防止结膜 

上皮长入，且能够保持角膜上皮的特性。 

1989年，Kenyon和Tseng~ 。1基于角膜缘干细胞 

的概念，首次利用结膜角膜缘自体移植(conjuntival 

limbal autograft，CLAU)治疗单侧角膜缘干细胞缺 

乏。随访6个月以上的2l例病人中，l7例视力增进， 

l9例角膜上皮迅速得到愈合，20例上皮粘附稳定， 

没有复发上皮糜烂和上皮缺损，l5例角膜新生血管 

减退。自体角膜缘移植已能成功地重建一些角膜缘 

干细胞功能障碍患者的角膜表面，如无虹膜、原位 

癌、化学或热烧伤、Stevens—Johnson综合征、眼 

表瘢痕性类天疱疮、角膜上皮淀粉样变、翼状胬肉、 

角膜接触镜相关性角膜炎，以及慢性角结膜炎等。 

自体角膜缘移植不存在排斥反应，但是只能用 

于单眼受损或双眼局限性角膜缘受损的病例，而双 

眼广泛角膜缘缺陷者无 自体角膜缘组织可被利用， 

因此临床上此手术开展受到限制。且目前尚无法鉴 

定干细胞功能，取用一些亚健康的自体角膜缘部缺 

陷组织作供体，手术难获成功。若健眼供体组织片 

取材面积过大，也可能导致供体缘部干细胞失代偿， 

有继发健眼角膜缘干细胞缺乏症的可能。 

(二)异体角膜缘移植术：对于那些有双侧和 

广泛角膜缘缺乏的病人，角膜表面重建有赖于异体 

来源，供体可以来自HLA配型合适的亲属或尸眼， 

手术包括亲属结膜角膜缘异体移植(1iving related 

conjuntival limbal allograft，Lr—CLAL)、供体结 

膜角膜缘异体移植(donor conjuntival limbal 

allograft，C—CLAL)和供体角膜角膜缘异体移植 

(donor keretolimbal allograft，KLAL)等三种方 

式。Tsai等【2‘1(1994年)成功地应用了同种异体的 

角膜缘移植术，l6只眼经过6—25个月的随访，l3 

只眼视力增进，l0只眼上皮迅速愈合，l2只眼角膜 

新生血管消失，4只眼新生血管减少。2O世纪9O年 

代以后，各国学者相继获得同种异体角膜缘移植的 

成功【 1。 

角膜缘移植术是一种有效的重建角膜表面的方 

法，但是也有其不足之处。众所周知，角膜缘具有 

丰富的毛细血管，而无角膜的免疫赦免，同时又是 

Langerhan氏细胞分布的地方，它能递呈抗原给T 

淋巴细胞，能表达MHC-1I类抗原。临床上，角膜 

缘同种异体移植的排斥反应已有描述【231，表现为植片 

炎症反应、出血、球结膜水肿等，这可能是由于严 

重的水样泪液缺乏性干眼、眼睑异常，以及慢性炎 

症导致的。因此角膜缘移植后，其排斥反应不应忽 

视，术后应给予皮质类固醇激素和环孢霉素A预防。 

(三)体外培养的角膜缘干细胞移植术：近年 

来角膜缘干细胞培养技术的发展和完善，为使用培 

养的角膜缘干细胞进行移植 (1imbal stem cell 

transplantation，LS CT)提供了平台。Lindberg~ 1 

(1993年)从 lmm ×lmm大小的人眼角膜上皮活检 

组织标本，用组织培养的方法，获得角膜上皮细胞， 

然后将其移植于裸鼠的背侧皮下，经过4天，发现 

形成了5～6层角膜缘上皮细胞，并且牢固地粘附于 

植床上，用免疫组化方法，在基底膜的部位检测出 

了正常人角膜上皮基底膜所具有的胶原蛋白Ⅳ和Ⅶ 

型以及层粘连蛋白。1997年，Pellegrinit 1报道了2 

例严重碱烧伤的患者，其角膜缘干细胞完全丧失， 

用取自健眼角膜缘 lmm～2mm全层组织片与3T3 

成纤维细胞共同培养，所形成的细胞层移植到患眼 

角膜表面，成功地实现了眼表重建。研究显示，培 

养的角膜缘干细胞形成的细胞层结构层次与角膜上 

皮接近，具有典型的上皮组织层次。这就表明，只 

要有适宜的基质，培养的角膜缘上皮细胞可以作为 

移植材料，用于重建角膜表面。 

对于一眼角膜缘上皮受严重损伤而基本破坏， 

而另一眼角膜缘上皮仍正常的患者，可取正常跟的 

角膜缘上皮细胞进行培养，待培养的角膜缘上皮细 
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胞生长到一定的数量后，再将其移植到受损眼角膜 

缘部位。像这样用少许角膜缘组织培养出大量的同 
一 性质干细胞来进行移植，既解决了自体干细胞来 

源不足的困难，又避免了同种异体移植的排斥反应。 

对于双眼角膜缘干细胞损伤的患者，可通过异体角 

膜缘干细胞培养后移植的方法重建眼表，培养出的 

角膜缘干细胞丧失部分免疫性。目前，人们用人工 

培养的角膜缘组织移植获得成功，为大批双侧角膜 

缘功能衰竭的患者开辟了光明的前景【26】。 

近几年来，人们尝试在不同的载体上体外培养 

角膜缘干细胞来构建角膜上皮移植片，所选用的载 

体有胶原【： 、羊膜【： 、纤维蛋白【29】等。试验表明，羊 

膜基底膜具有促细胞粘附增殖，抗新生血管，低免疫 

性等特征，有利于扩增角膜缘上皮干细胞，在临床上 

取得了不错的效果I 。 

四、问题与展望 

角膜缘移植术是目前治疗眼表疾病最有效的方 

法之一。培养角膜缘干细胞移植不仅解决了角膜缘 

移植材料供应不足的问题，而且大大降低了移植排 

斥反应的发生。关于角膜缘干细胞的基础和临床研 

究正方兴未艾，仍有许多问题亟待解决：干细胞的 

鉴别和纯化，培养后的角膜缘干细胞生理、生化以 

及移植后的生物学性状，更有效的载体等。 
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