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Abstract
誗LSCs ( limbal stem cells) are one of the adult unipotent
stem cells located in the Vogt palisade area of the limbal
cornea. It can supplement the repair of corneal
epithelium by self renewal and play an important role in
maintaining normal corneal epithelial integrity, corneal
transparency and maintaining normal vision. The lack of
corneal limbus stem cells caused by various reasons will
lead to corneal turbid, ocular surface vascularization,
and final blindness. The main methord to treat related
diseases is to cultivate corneal limbal stem cells in vitro
and retransplantation. How to effectively expand the
limbal stem cells in vitro is the key to the success of the
treatment. The location, acquisition methods and
expansion methods of limbal stem cells were reviewed.
誗 KEYWORDS: limbal stem cells; 3D cell culture; in
vitro expansion
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摘要

角膜缘干细胞是位于角膜缘 Vogt 栅栏区的一种成体单

能干细胞,其可通过自我更新以补充角膜上皮的损伤修

复,在维持正常角膜上皮完整性、角膜透明度以及维持正

常视力中发挥着重要作用。 各种原因造成的角膜缘干细

胞缺失将导致患者角膜混浊、眼表血管化,最终失明,目
前治疗相关疾病的主要方法为体外培养角膜缘干细胞后

再行移植治疗,其中如何高效地体外扩增角膜缘干细胞

成为治疗成功与否的关键,本文就角膜缘干细胞定位、获
取方法以及体外扩增方式等进行综述。
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DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2018. 9. 12

引用:周瑛,高晓唯. 角膜缘干细胞体外培养的研究进展. 国际

眼科杂志 2018;18(9):1612-1615

0 引言

角膜的正常结构和功能的维持依赖于角膜缘干细胞

的不断增殖、分化和移行,角膜缘干细胞一旦受到损伤,
如化学烧伤、热损伤等会引起部分或完全的角膜缘干细

胞缺失,角膜上皮的自我更新能力随之下降,从而导致结

膜上皮和新生血管向角膜生长、角膜慢性炎症以及纤维

组织内生等病理改变[1],临床可表现为角膜上皮的反复

缺失、角膜结膜化和血管化等症状,最终导致角膜失去透

明性和屈光功能。 角膜缘干细胞缺失是导致角膜混浊以

及各类角膜移植手术失败的主要原因,临床主要采用角

膜缘干细胞移植的方法治疗角膜缘干细胞缺失,近些年

研究人员对角膜缘干细胞的体外培养、鉴定、移植技术等

方面做了大量研究,其中如何高效体外扩增角膜缘干细

胞成为研究的重点与焦点,本文就角膜缘干细胞定位、获
取方法以及体外扩增方式等进行综述。
1 角膜缘干细胞的定位及培养

1. 1 角膜缘干细胞定位摇 角膜缘为透明角膜与不透明巩

膜的移行区,宽约 1. 5 ~ 2. 0mm,从解剖学上看,其前界位

于连接角膜前、后弹力层止端的平面,后界位于经房角内

的巩膜突或虹膜根部并垂直于眼表的平面。 1971 年

Davanger 等[2]首次提出角膜上皮存在干细胞,角膜缘存

在 Vogt 栅栏区。 1986 年 Schermer 等[3] 首次通过实验证

实了除角膜缘基底细胞外的所有角膜上皮细胞均表达角

蛋白 K3 / K12,认为此角蛋白是已分化的角膜上皮细胞的
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标志,而角膜缘基底细胞不表达此蛋白,说明其分化程度

较低,为角膜缘干细胞的定位提供了间接证据。 许中中

等[4]利用活体激光扫描角膜共焦显微镜及免疫荧光染色

技术观察发现角膜缘干细胞位于 Vogt 栅栏以及栅栏间

的钉突结构中,有关角膜缘干细胞定位的研究为角膜缘

干细胞的取材提供了理论依据。
1. 2 角膜缘干细胞的获取方法摇 目前使用较多的方法包

括组织块培养法、细胞悬液法。 组织块法是直接将取到

的角膜缘组织在含双抗的平衡液漂洗后,剪成大小均匀

的组织块,上皮面朝下培养在培养皿表面,培养的角膜缘

干细胞就会向外迁移扩增,其优点在于培养出的细胞可

以较好地保持其自身生物学特性,细胞生长旺盛;缺点在

于培养过程中杂质细胞尤其是成纤维细胞的污染率较

高。 细胞悬液法是将取自角膜缘的组织经过消化酶消化

成单个细胞,配成细胞悬液后进行培养,现今多采用中性

蛋白酶 Dispase域、胰蛋白酶、玉型胶原酶等,其中中性蛋

白酶 Dispase域消化作用温和快速并且可获得完整的角

膜上皮层,成纤维细胞污染的发生率低,而胰蛋白酶消化

作用强,单独使用时需要控制消化时间以获得更好的效

果。 王朵朵等[5] 采用 Dispase域4益、胰蛋白酶 - EDTA
37益冷热交替进行消化分离细胞并且未经过高速离心,
证明此方法获取的角膜缘干细胞具有较高的增殖能力,
这是一种新的 LSCs 体外培养的方法,既能减少原代细胞

培养中的杂质细胞,同时又能减轻对细胞的损伤。
1. 3 角膜缘干细胞体外培养全培养基的选择摇 角膜缘干

细胞在体外单独培养时具有无限增殖的潜能,但由于应

用不同培养基、生长微环境的不同,其增殖的潜能以及干

性的维持也有不同表现。 应用于角膜缘干细胞培养的基

础培 养 基 包 括 DMEM、 DMEM / F12、 KSFM 等, 其 中

DMEM / F12 能较好地维持细胞的形态及促进细胞增

殖[6]。 胎牛血清的主要成分是胎球蛋白,其有助于细胞

贴壁,Rama 等[7]认为胎牛血清中也包含许多细胞生长必

需的生长因子,比如氨基酸、糖类、bFGF、NGF、多肽血小

板促生长因子等,能与干细胞结合从而发挥促细胞增殖

效应,因此胎牛血清在细胞培养中促进细胞生长的作用

是肯定的。
1. 4 调控角膜缘干细胞生长的微环境 摇 以往研究证实,
角膜缘干细胞的体外培养较为困难,学者多采用添加各

种生长因子促进其增殖分化及维持干性,比如神经生长

因子(NGF)是一种沉降系数为 7S 的分泌型糖蛋白,在胚

胎期具有促进神经生长发育的作用,有研究表明角膜及

其周围组织的神经可以通过增加分泌神经生长因子来调

节多种细胞因子的分泌,从而间接地参与角膜损伤的修

复过程,刘强等[8]在培养角膜缘干细胞过程中添加 NGF,
证明其可促进和维持 LSCs 的体外扩增和生长,降低凋亡

发生,有维持 LSCs 干细胞特性的作用。 多数学者通过添

加饲养层的方法促进细胞增殖,它的作用机制包括饲养

层可分泌多种促有丝分裂因子,如成纤维细胞因子、胰岛

素生长因子等,同时饲养层所提供的细胞接触有助于细

胞粘附,从而更好地通过与细胞外基质蛋白相互作用实

现细胞间的信息传递。

2 角膜缘干细胞体外扩增方式

2. 1 角膜缘干细胞 2D培养摇 目前,角膜缘干细胞体外培

养的标准方法是直接以小鼠成纤维细胞作为饲养层细胞

培养扩增,形成二维(2D)集落[9]。 但是这种扩增方式存

在几个问题:(1)角膜缘干细胞和饲养层细胞之间的距

离变化。 饲养层细胞通过分泌或者通过细胞-细胞接触

分泌可溶性小分子支持角膜缘干细胞的体外扩增,包括

生长因子和细胞因子[10]。 由于集落中心与饲养层细胞

之间存在一定的距离,营养物质形成梯度,角膜缘干细胞

标记物,包括 N-钙黏蛋白、p63、ABCG2 在克隆团的边缘

高表达,而分化标记物 K12 最接近克隆团中心高表达,这
就意味着与饲养层细胞保持合适的距离,有助于维持角

膜缘干细胞的未分化状态;(2)角膜缘干细胞和饲养层

细胞之间存在竞争;(3)NIH-3T3 饲养层由于其鼠源性

来源在临床治疗中会带来诸多隐患如伦理学问题、免疫

排斥 反 应、 未 知 感 染 源 感 染 等, Mendoza 等[11] 认 为

NIH-3T3细胞含有内源性逆转录病毒,其包含与人前列

腺癌和慢性疲劳综合征相关的异嗜性小鼠白血病病毒相

关病毒(XMRV)的 3 600bp 区域,为了解决这些问题,国
内外学者展开了进一步研究及实验。
2. 2 寻找能替代 NIH-3T3 的饲养层的人源性饲养层细

胞摇 有关人源性饲养层的研究已经取得了较多成果:人
骨髓来源的间充质干细胞[12]、人胎盘成纤维细胞[13]、人
胚胎干细胞自身分化的细胞可作为饲养层进行人胚胎干

细胞的培养;Scafetta 等[14]通过实验证实 Tenon 囊成纤维

细胞可优化角膜缘干细胞的生长,有助于其表型的维持;
王慧娴等[15]做出假设并通过实验证实牙周膜干细胞可

替代 NIH-3T3 饲养层用以体外培养 LSCs 并取得较好效

果;Shirzadeh 等[16]利用人脐带成体干细胞(Husscs)代替

NIH-3T3 与角膜缘干细胞共同培养,通过流式细胞技术

检测 CD105、CD90、CD166 等细胞表面标记物以及成脂、
成骨分化能力对脐带干细胞进行评价,同时检测角膜缘

干细胞克隆形成率、阳性标志物 ABCG2 表达情况以及利

用实时定量 PCR(qRT-PCR)和免疫细胞化学测定蛋白

表达证实人脐带成体干细胞(Husscs)利于促进细胞增

殖、维持角膜缘干细胞干性;Gonz佗lez 等[17]将骨髓间充质

干细胞替代 NIH-3T3 作为饲养层细胞,用于 3D 细胞培

养系统,结果表明骨髓间充质干细胞可以有效地支持角

膜缘干细胞在 3D 培养系统的增殖。 然而,体内细胞的增

殖、分化是在一定内环境条件下进行的,传统的二维培养

所提供培养是平面的,并不能提供细胞正常发育所需的

环境条件,因而细胞在形态学上会发生改变,从而影响其

分化、基因表达。 三维细胞培养作为一种新的体外细胞

培养技术[18],保留体内细胞微环境的同时又能体现细胞

培养的直观性及条件可控性,为角膜缘干细胞体外培养

提供了良好的培养方向。
2. 3 三维细胞培养技术 摇 20 世纪中叶,Holtfreter[19] 研究

多细胞球形聚集体的体外培养方法为三维细胞培养技术

开始的标志;1972 年 Elsdale 等[20] 用人胚肺成纤维细胞

和 SV40 病毒转染的鼠胚肺成纤维细胞以及鼠尾胶原交

联形成的胶原凝胶共培养并进行相关研究,为组织工程
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体外三维培养技术奠定了基础;1993 年 Minami 等利用胶

原成功重建体外角膜组织,开启三维细胞培养技术在眼

科领域应用的新历程。 三维细胞培养是通过细胞聚集建

立细胞团或者将细胞嵌入支架或支架内来模拟体内的内

环境,从而在一定程度上模拟体内环境。 支架是三维细

胞培养中最常用的材料,它的主要作用是模拟体内细胞

外基质为细胞提供支持,也作为可溶性因子扩散的媒介,
保证其粘附、迁移、增殖、分化以及细胞的长期生存。 三

维细胞培养所用支架一般应具有以下特征:(1)生物相

容性和生物降解性;(2)三维和高度多孔结构,从而适应

细胞间附着、扩散和细胞外基质的沉积;(3)具有相互关

联的网状结构,以保证营养物质及代谢废物的交换;(4)
具有一定的力学强度,以支持细胞增殖、分化[21]。 常见

的三维细胞培养支架分为 3 种:生物材料、人工材料和合

成材料。 生物材料包括羊膜、脱细胞基质、纤维蛋白等。
羊膜具有来源广泛、生物相容性好等优点,其基质层含有

大量玉、郁、吁型胶原、纤维黏连蛋白以及层黏连蛋白等

成份,有助于角膜缘干细胞增殖、角膜上皮细胞的移行,
同时可抑制新生血管形成,具有抗炎、抗菌等功能,Shortt
等[22]研究发现,完整的冷冻保存的非去细胞羊膜是角膜

缘干细胞生长迁移的最佳支架,同时可有效治疗角膜缘

干细胞缺乏,在治疗碱烧伤及眼表重建方面具有重要的

临床应用价值;纤维蛋白凝胶具有组织相容性,无毒副作

用、透明度良好,作为可降解生物材料在临床上已广泛应

用;脱细胞角膜基质具有天然角膜的板层纤维结构、韧性

及厚度,其微环境接近体内生理状态,有利于细胞粘附、
移行、增生,促进组织再生等,同时由于去除了脂质膜、膜
相关抗原和可溶性蛋白质,免疫原性大大下降[23],因此

脱细胞角膜基质在治疗眼表疾病方面具有良好的应用前

景。 人工材料包括聚乙二醇二丙烯酸酯、纳米纤维等,
Ya觡ez-soto 等[24]用聚乙二醇二丙烯酸酯(PEG-DA)与整

合素结合的精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸(RGD 环肽)合成

水凝胶,利用合成的水凝胶培养人角膜上皮细胞,实验证

明能够在水凝胶上形成紧密的上皮细胞层,有助于促进

角膜的修复;Sharma 等[25]利用 10%聚己内酯(PCL)通过

电纺丝的加工方法制备纳米纤维, 通过实验证明此种纳

米纤维可作为人羊膜替代物,是一种新型的组织工程角

膜支架材料,其能够增强细胞粘附和分化能力。 合成材

料包括壳聚糖-聚己内酯、纤维蛋白-琼脂糖等,合成材

料将两种或两种以上的天然或人工的材料混合,综合两

种的优点,既有良好的生物相容性等优势又有生物降解、
透明性等特性,其作为三维细胞培养支架具有独特的优

越性,但是不同材料的制备以及相互作用、临床应用可行

性方面还需进一步研究。
2. 4 三维细胞培养技术在眼科的应用摇 Kim 等[26]以胶原

为支架,构建兔角膜基质体外三维培养模型,证实生长因

子对角膜细胞迁移有影响作用;Garzon 等[27] 利用琼脂糖

凝胶纤维蛋白为支架对人间充质干细胞、角膜上皮细胞、
角膜基质进行三维细胞共培养,证明人间充质干细胞可

以向角膜上皮细胞和角膜基质分化;Sato 等[28] 通过免疫

组织化学技术以及蛋白质免疫印迹技术,证明三维培养

的视网膜色素上皮细胞克隆团表面可形成基底膜、Bruch
膜样结构;Mei 等[9]利用 3D 培养的方法将角膜缘干细胞

和饲养层细胞分别培养在多孔膜两侧,以促进角膜缘干

细胞的增殖同时避免饲养层细胞的污染;2017 年杨于力

等利用改良的丝素膜作为角膜缘干细胞体外培养的载体

重建兔角膜缘干细胞缺乏症的眼表功能[29]。
3 展望

近几年国内外学者对眼科相关的三维细胞培养方法

进行了相关探索,也取得了一定的研究成果。 但是,目前

缺乏标准化的三维细胞培养体系,多是对各自设计的三

维细胞培养模型进行可行性验证,三维细胞培养还面临

着许多难题,例如三维细胞培养中相关细胞的蛋白质表

达、基因分析及信号通路等方面的研究不完善、构建三维

培养环境与生物体内的环境仍存在显著差异、如何找到

适合体外扩增角膜缘干细胞的培养三维模型正处在研究

的初级阶段等。 如果这些问题能得到圆满的解决,相信

三维细胞培养技术在治疗角膜缘干细胞缺乏症方面的前

景必将十分光明。
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