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干细胞疗法在治疗角膜缘干细胞缺乏症中的
研究进展
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摘要  角膜缘干细胞缺乏症（LSCD）是由于角膜缘上皮干细胞数量不足或功能障碍而引起的一种病理状态，

以复发性上皮缺损、角膜上皮结膜化和新生血管化为主要表现。目前 LSCD 的治疗策略主要是基于干细胞的修

复，根据是否为角膜上皮干细胞来源以及是否为自体来源可以分为不同类型，本文就目前 LSCD 的治疗方法及其

最新研究进展进行了简要综述。
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Abstract

Limbal stem cell deficiency (LSCD) is a pathological state caused by insufficient quantity or 
dysfunction of the limbal epithelial stem cells.  LSCD is mainly characterized by recurrent defects, 
conjunctivalization, and neovascularization in the corneal epithelium.  The current treatment strategy 
is primarily targeted on the restoration of limbal epithelial stem cells.  The treatment strategies of 
LSCD could be classified as different methods according to whether the applied stem cells are derived 
from limbal epithelial stem cells or from autologous sources.  This review provides an overview of 
different treatment strategies of LSCD and the latest research progress.
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角膜缘干细胞缺乏症（limbal stem cell deficien⁃
cy，LSCD）是一种严重的致盲性角膜病变，由角膜

缘上皮干细胞数量不足或功能障碍而引起，以复发

性上皮缺损、角膜上皮结膜化和新生血管化为主要

表现［1］。LSCD 的一些常见致病因素包括遗传性

（如先天性无虹膜、大疱性表皮松解症）及获得性

（如化学/热烧伤、Stevens⁃Johnson 综合征、眼瘢痕

性类天疱疮、干燥综合征和其他慢性眼表炎症）因

素［2］。这些致病因素引起角膜缘上皮干细胞不可逆

的损伤，从而导致结膜上皮及新生血管侵入角膜，
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引起角膜混浊及视物模糊［3］。目前，LSCD 的治疗

策略（见图 1）主要是基于角膜缘上皮干细胞的修

复，根据角膜上皮干细胞来源，LSCD 的治疗策略可

以分为自体来源的结膜角膜缘干细胞移植、单纯角

膜缘上皮移植、体外培养的自体角膜缘上皮移植，

以及异体来源的同种异体角膜缘干细胞移植、活体

同种异体角膜缘干细胞移植、同种异体单纯角膜缘

上皮移植等不同类型；而非角膜上皮来源干细胞的

修复策略主要包括自体来源的结膜上皮移植、口腔

黏膜上皮移植，此外，关于异体来源干细胞修复的

大量研究正在积极开展中，主要可以分为多能干细

胞、上皮干细胞以及间充质干细胞这三大类型［4］。

本文回顾了不同的治疗策略在 LSCD 应用中的优

点、局限性以及最新研究进展。

1 角膜缘上皮干细胞修复

1. 1　自体结膜角膜缘干细胞移植   自体结膜角膜

缘干细胞移植（conjunctival limbal autograft，CLAU）

最 早 由 BARRAQUER 和 STRAMPELLI 于 1964
年提出，后来由 KENYON 和 TSENG 推广，被认为

是修复单侧 LSCD 患者的最佳术式选择［5］。手术主

要从正常对侧眼中取 2 个角膜缘上皮植片（每个植

片大小约 2~3 个钟点区域，相距 180 °）移植到患眼。

由于角膜缘上皮干细胞位于角膜缘上皮基底层，与

其周围的间充质干细胞、角膜缘血管系统、细胞外

基质及分泌因子共同组成角膜缘微环境，因此剪取

植片时应取至角膜缘上皮下适当深度［6］。由于这种

方法移植的是自体角膜缘干细胞，因此没有发生免

疫排斥反应的风险，并且长期随访效果良好，因此

该术式成为临床上广泛应用的术式之一［5］。但该方

法的使用会对健康眼构成一定的威胁，可能引起医

源性 LSCD，导致健康眼视力不可逆的下降［7⁃8］。

1. 2　同种异体角膜缘干细胞移植   同种异体角膜

缘干细胞移植（keratolimbal allograft，KLAL）采用

已故角膜捐献者的周边角膜和角膜缘进行角膜缘

干细胞移植，主要适用于双侧 LSCD 患者。KLAL
可提供较多的角膜缘上皮干细胞，该术式能够提供

充足的角膜缘上皮干细胞来源（来自供体的 360 °角
膜缘），但移植组织中所含的结膜成分相对有限（通

常仅携带 2~3 mm 的结膜边缘），因此更适用于结

膜功能相对完好的病例，如隐形眼镜相关 LSCD 以

及医源性 LSCD 等。此外，由于 KLAL 通常不进行

人类白细胞抗原（human leukocyte antigen，HLA）配

型，因此术后发生免疫排斥的可能性较高［9］。

活 体 同 种 异 体 角 膜 缘 干 细 胞 移 植（living ⁃
related conjunctival allograft，Lr ⁃ CLAL）流 程 与

CLAU 相似，主要区别是移植的角膜缘和结膜组织

取自患者的在世亲属，移植前可先进行 HLA 配型，

因此该术式相对于 KLAL 发生免疫排斥的风险更

低［10］。“ 辛 辛 那 提 手 术 ”由 BIBERR 等 提 出 ，是

KLAL 与 Lr⁃CLAL 的联合术式，该术式可以提供充

足的角膜缘和结膜组织，适用于严重化学伤、Ste⁃
vens⁃Johnson 综合征等同时具有角膜缘干细胞缺乏

图 1　干细胞疗法在治疗角膜缘干细胞缺乏症中的临床应用策略
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和结膜缺乏的患者，但该术式应用了两种不同类型

的抗原组织，因此发生移植后免疫排斥的可能性

较高［11］。

1. 3　单纯角膜缘上皮移植   2012 年，SANGWAN
等人［12］提出了单纯角膜缘上皮移植（simple limbal 
epithelial transplantation，SLET）。该技术指的是从

对侧健康眼获取自体角膜缘上皮干细胞移植于患

眼，使其在体内扩增，主要适用于单侧 LSCD 患者。

其主要流程包括首先从对侧健康眼活检一大小约

2 mm×2 mm 角膜缘上片组织，将其分成 8~10 块，

用纤维蛋白胶将这些角膜缘组织块均匀分布并固

定于去上皮的新鲜羊膜上，在去除患眼角膜表面新

生血管及结膜上皮后，将覆盖有角膜缘组织块的新

鲜羊膜移植于裸露的角膜表面，完成后表面覆盖一

层新鲜羊膜或绷带镜。AMESCUA 等人［13］对该技

术进行了改进，他们使用低温保存的双层羊膜植片

进行 SLET 来治疗单侧 LSCD，该技术称为“夹心技

术”。距今为止，已报道的 SLET 治疗单侧 LSCD 的

成功率可与 CLAU 相媲美［14⁃15］。SLET 的优点是所

需的供体组织较少，不需要体外培养等烦琐的技

术，既节约了成本，又降低了医源性 LSCD 的风险，

在没有条件进行体外培养技术的地区能够得到广

泛应用［16⁃18］。

而对于双侧 LSCD，同种异体单纯角膜缘上皮

移 植（allogenic simple limbal epithelial transplanta⁃
tion，AlloSLET）也 表 现 出 良 好 的 治 疗 效 果［19］。

AlloSLET 适用于重度 LSCD 患者（Dua 5 级和 6 级、

Roper⁃Hall 4 级）或分级更低的角膜上皮长期未愈

者［20］。AlloSLET 需从新鲜捐献的角膜组织（24~
72 h 内）中剪取角膜缘植片，用纤维蛋白胶将羊膜固

定在去上皮的患眼表面。一般选取 4~6 个钟点区

域、大小约 1 mm×1 mm 的多个角膜缘植片，通过纤

维蛋白胶将这些小植片排列成 2~3 个同心圆固定

于羊膜上，其范围不延伸到角膜缘，同时保留中央

角膜，完成后表面覆盖绷带镜。

1. 4　 组 织 工 程 技 术   由于我国角膜供体数量有

限，每年实施的角膜移植例数远远低于角膜移植需

求数，因此织工程技术在 LSCD 的治疗中逐渐展现

出独特的优势［21］。体外培养的自体角膜缘上皮移

植（cultured limbal epithelial transplantation，CLET）

通过在自体取一少量的角膜缘上皮组织（大小约

1 mm×1 mm），将其在体外进行培养获得完整的角

膜上皮植片，进而移植于患眼。其主要流程包括首

先采用辐照后的 3T3 成纤维细胞作为滋养层细胞

支持角膜缘上皮干细胞生长，通过酶消化法或组织

块培养法，再以羊膜、纤维蛋白或软性接触镜等基

质作为载体，培养 2~3 周后角膜上皮细胞融合为完

整的角膜上皮植片，进而将植片转移于患眼［22］。由

于 3T3 成纤维细胞来源于小鼠，可能带来异种病原

体污染、种间病毒转移等风险［23］。目前，角膜缘间

充质干细胞被报道可用于替代 3T3 细胞作为滋养

层细胞支持角膜缘上皮干细胞生长，且支持能力明

显强于 3T3 细胞［24］。CLET 的主要优点是避免了

术后免疫排斥反应，并且据研究［25］报道，CLET 长

期移植成功率约为 70%，与 CLAU 的移植成功率相

似。相比于 CLAU，CLET 所取的自体角膜缘组织

较少，因而大大降低了发生医源性 LSCD 的风险，并

且所获得的植片可冻存，以备二次手术使用［26］。但

该技术需要有资质的实验室进行体外培养过程，并

且费用昂贵，因此该技术难以得到广泛开展［6， 27］。

2 非角膜上皮来源干细胞用于角膜缘干细

胞缺乏症的研究进展

对于角膜供体严重短缺的地区，例如多数亚

洲、非洲等国家［28］，获取其他来源的细胞进行体外

培养及移植将有助于缓解这一现状。目前研究显

示，自体结膜上皮、口腔黏膜上皮，以及异体来源的

诱导多能干细胞、胚胎干细胞、毛囊干细胞、牙髓干

细胞、骨髓间充质干细胞、脐带干细胞以及角膜缘

间充质干细胞等均可以作为角膜上皮干细胞的替

代来源，为 LSCD 患者的角膜上皮愈合和视觉恢复

提供新的治疗途径。

2. 1　自体来源干细胞   
2. 1. 1　自体结膜上皮　自体结膜上皮移植为双眼

角膜缘干细胞严重缺乏患者提供了一种新的治疗

思路。ANG 等［29］将自体培养的人结膜上皮细胞移

植到角膜缘干细胞缺乏的兔眼，发现移植后的结膜

上皮细胞能表达与角膜上皮相关标志物，并成功修

复兔眼上皮缺陷。JEON 等［30］的研究同样证实培养

的结膜上皮细胞能够获得角膜上皮表型。目前，自

体结膜上皮移植已应用于角膜缘干细胞缺乏患者

的 临 床 治 疗 中 。 RICARDO 等［31］对 10 例 双 眼

LSCD 患者的 12 只眼进行自体结膜上皮移植后，观

察到 10 只眼（83. 3%）的眼表上皮再生，并且视力得

到改善。自体结膜上皮移植避免了免疫抑制剂的

长期使用，在 LSCD 的治疗中具有良好的应用前景。

但在临床应用中，自体结膜上皮移植只适用于没有
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眼睑粘连或严重角化的 LSCD 患者，并且单纯的结

膜上皮移植可能存在着复发的风险，因此自体结膜

上皮移植仍然需要长期的临床研究证据。

2. 1. 2　自体口腔黏膜上皮　对于双眼角膜缘干细

胞缺乏患者，体外培养的口腔黏膜上皮移植（culti⁃
vated oral mucosal epithelial transplantation，COM ⁃
ET）是一种有效的治疗方法。COMET 通过选取少

量的自体口腔黏膜上皮组织进行体外培养 ，为

LSCD 患者提供可替代的上皮来源，有助于促进受

损角膜上皮愈合。COMET 具有供体组织少、操作

方便、无明显口腔不适和疼痛小等优点［32］，因此具

有广泛的临床应用。COMET 手术步骤与 CLET
相似，主要区别是自患者口腔取少量颊黏膜上皮，

将其消化成单个细胞后在羊膜上进行培养，用纤维

蛋白胶将培养的口腔黏膜上皮 ⁃羊膜植片固定并移

植于患眼裸露区域。多项研究［33］显示，COMET 在

LSCD 中的眼表重建中长期随访结果良好。然而，

周边角膜结膜化、新生血管化以及手术费用限制了

这种手术方式的广泛应用［34］。

此外，在结膜下注射口腔黏膜上皮细胞也被证

实能够有效延缓 LSCD 进程。在结膜下注射转分化

为角膜样上皮细胞的口腔黏膜上皮细胞，结果发

现，转分化的口腔黏膜上皮细胞能够逐渐迁移到大

鼠 LSCD 模型的角膜缘上皮基底层，并能维持其角

膜样表型，稳定地存在于角膜缘基底层中，从而有

助于角膜上皮的恢复［35］。

2. 2　异体来源干细胞   目前，多种异体来源干细

胞已被广泛用于 LSCD 的研究中。异体来源干细胞

疗法由于来源充足、自我更新特性以及多向分化潜

能，在 LSCD 眼表再生中展现了巨大的应用潜能。

其中，多能干细胞、上皮干细胞以及间充质干细胞

的眼表应用已成为目前的研究热点。

2. 2. 1　多能干细胞　

2. 2. 1. 1　诱导多能干细胞　诱导多能干细胞（in⁃
duced pluripotent stem cells，iPSC）指通过导入特定

的转录因子（Oct4、Sox2、Klf4 和 c⁃Myc）将终末分化

的体细胞重编程为多能干细胞。多项研究［36⁃37］证实

了 iPSC 治疗 LSCD 的潜能，iPSC 可通过重新编程

以及体外诱导为富含大量干细胞的自体角膜上皮

样细胞，这些细胞可以种植在模拟干细胞微环境的

生物支架上进行移植从而治疗 LSCD［27， 38］。然而，

iPSC 面临着分化控制困难和成瘤性等棘手问题，并

且终末分化的体细胞被重编程为 iPSC 所需要的时

间较长、效率较低。因此，iPSC 在 LSCD 的临床应

用的安全性和可行性仍有待进一步评估。

2. 2. 1. 2　 胚 胎 干 细 胞　 胚 胎 干 细 胞（embryonic 
stem cell，ESC）是早期胚胎（原肠胚期之前）或原始

性腺中分离出来的一类细胞，它具有体外培养无限

增殖、自我更新和多向分化的特性，因此 ESC 能被

诱导分化为机体几乎所有细胞类型。HE 等［39］证明

ESC 能够经诱导分化表达角膜上皮表型，他们将源

自 ESC 的组织工程角膜样上皮移植于 LSCD 兔模

型的眼表后形成全层连续角膜上皮，完全覆盖受损

区域，并能够表达正常的角膜缘和角膜上皮表型。

然而，由于伦理问题，ESC 被许多国家严格禁止应

用。同时，ESC 的免疫原性和致瘤性也限制了它的

进一步应用。

2. 2. 2　上皮干细胞　

2. 2. 2. 1　表皮干细胞　表皮干细胞是位于表皮基

底部具有不断增殖和分化能力的成体干细胞，通过

自我更新以及增殖分化以补充衰老脱落的角质细

胞从而维持表皮的持续再生。研究［40］表明，表皮干

细胞可诱导转分化为角膜上皮样细胞。此外，表皮

干细胞来源的植片已成功重建了眼表损伤猴模型

的眼表上皮［41］，表明表皮干细胞可以作为 LSCD 患

者眼表重建的替代来源。

2. 2. 2. 2　毛囊干细胞　毛囊干细胞是位于人毛囊

外根鞘隆突部中的一种成体干细胞，能够支持毛囊

无限多次的周期性生长。毛囊干细胞具有多向分

化潜能，不仅能增殖分化为毛囊，还能分化为表皮

和皮脂腺。此外，BLAZEJEWSKA 等［42］通过调控

角膜缘特异性微环境因子，实现了毛囊干细胞向角

膜上皮表型的转分化。他们将具有这种角膜上皮

表型的细胞通过纤维蛋白载体移植于 LSCD 小鼠模

型上，结果证实其能够重建眼表，抑制了角膜新生

血管形成和结膜入侵，并能够稳定表达角膜上皮表

型［43］，展示了其对于 LSCD 患者眼表再生的巨大应

用潜能。

2. 2. 2. 3　羊膜上皮细胞　来源于胎盘组织的羊膜

上皮细胞在再生医学领域引起了广泛的关注。羊

膜上皮细胞具有胚胎干细胞样的增殖和分化能力

以及成体干细胞样免疫调节特性。与其他类型的

干细胞相比，羊膜上皮细胞具有易分离、来源充足、

非免疫原性、非致瘤性等优点［44］。许多研究［45］证

实，羊膜上皮细胞可以向角膜上皮方向转分化。将

转分化的羊膜上皮细胞移植于脱上皮兔角膜基质

上可以重建角膜上皮微环境，证明了羊膜上皮细胞

用于 LSCD 患者治疗的能力。
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2. 2. 3　间充质干细胞　间充质干细胞（mesenchy⁃
mal stem cells，MSCs）是一种来源于中胚层的成体

间充质干细胞。目前，研究［46］中使用的 MSCs 主要

来源于骨髓间充质干细胞和脂肪间充质干细胞，但

MSCs 也同样存在于肌肉、软骨、牙髓、脐带、胎盘以

及包括人类在内的哺乳动物眼睛的角膜缘基质中。

MSCs 由于具有多种特性，包括分化为其他细胞类

型的潜力、分泌不同的营养因子、促进再生微环境、

抗炎作用、选择性迁移到受损组织以及非免疫原性

等，目前已被用于多种疾病的治疗当中。

2. 2. 3. 1　骨髓间充质干细胞　骨髓间充质干细胞

可以在体外诱导分化并表达角膜上皮标记物［47］，以

羊膜为载体移植的骨髓间充质干细胞能够治疗大

鼠角膜碱烧伤并能进行眼表重建［48］。研究［49］显示，

结膜下注射骨髓间充质干细胞可显著加速大鼠碱

烧伤模型角膜上皮愈合，减轻炎症及角膜新生血管

形成。在最近的一项研究［50］中，结膜下注射 TNF⁃α
预刺激的骨髓间充质干细胞增强了眼部碱烧伤后

的抗炎和抗纤维化作用。另一项研究［49］证实，结膜

下注射的骨髓间充质干细胞不是通过直接转分化

成角膜细胞，而是通过产生营养因子和免疫调节作

用促进角膜创面愈合。在 16 例急性重度眼烧伤患

者的结膜下注射骨髓间充质干细胞，结果发现 16 只

眼中有 5 只眼（31. 3%）的视力得到改善，7 只眼视力

达到 0. 1，但在 5 只眼中观察到存在部分睑球粘连，

并有 2 只眼眼压升高，随访期间未观察到角膜穿孔、

严重睑球粘连及其他严重并发症，证实了结膜下注

射骨髓间充质干细胞是治疗急性眼烧伤的一种简

便和相对安全的治疗手段，但其相关并发症仍需要

更多、更大样本的临床实验来证明［51］。

2. 2. 3. 2　脂肪间充质干细胞　脂肪间充质干细胞

已被证实具有多能性，能够分化为脂肪细胞、软骨

细胞、成骨细胞和血管内皮细胞等［52］。在眼表再生

方面，也有证据表明脂肪间充质干细胞可以被诱导

而表达紧密连接标记物 ZO ⁃1 和角膜上皮标记物

CK3、CK19［53］。在碱烧伤角膜损伤小鼠模型中，局

部滴用脂肪间充质干细胞可显著促进角膜上皮再

生［54］。而结膜下注射脂肪间充质干细胞同样能够

减轻碱烧伤模型的角膜混浊、再上皮化以及角膜新

生血管［55⁃56］。

2. 2. 3. 3　脐带间充质干细胞　脐带间充质干细胞

是具有抗炎和免疫豁免特性的上皮干细胞，具有多

向分化潜能。在眼表研究中，脐带间充质干细胞已

被证实可诱导分化为角膜上皮细胞、间质细胞和内

皮细胞。体外培养的脐带间充质干细胞能够表达

间充质标志物 CD90、CD105、CD73，上皮标志物

CK⁃8/18 和眼系发育标志物 PAX6 和 WNT⁃7A，在

体外能通过刺激角膜上皮细胞的增殖来促进损伤

角膜上皮修复［57］。此外，脐带间充质干细胞所产生

的外泌体能够通过自噬激活治疗角膜上皮损伤［58］，

为角膜创面愈合和眼表再生提供新的生物疗法。

2. 2. 3. 4　牙髓间充质干细胞　牙髓间充质干细胞

同样能作为角膜上皮干细胞的替代来源。研究［59］

表明，牙髓间充质干细胞能够共表达角膜上皮标记

物 CK3 和 CK12，证明牙髓间充质干细胞在促进角

膜上皮再生中具有巨大潜能。动物研究［60⁃61］证实，

使用由人牙髓干细胞组成的组织工程上皮植片能

够成功在兔 LSCD 模型中进行眼表重建，并能够改

善角膜新生血管和结膜化程度。

2. 2. 3. 5　角膜缘间充质干细胞　角膜缘间充质干

细胞是位于在角膜缘 Vogt 栅栏中与角膜缘上皮干

细胞紧密相连的一类间充质干细胞。角膜缘间充

质干细胞能够异质性地表达间充质标记物 vimentin
以及 Nanog、Sox2、Oct4、N ⁃cadherin 等干细胞标记

物，这些干细胞标记物已被证实是维持角膜缘上皮

干细胞特性的关键［62］。研究者［63］通过在兔 LSCD
模型的结膜下注射角膜缘间充质干细胞，结果证明

结膜下注射的角膜缘间充质干细胞能够有效减轻

碱烧伤诱导的 LSCD。将含有角膜缘间充质干细胞

和角膜缘上皮干细胞的球形体植入于脱细胞角膜

缘组织，可观察到角膜干细胞再生［64］，表明角膜缘

间充质干细胞在眼表再生中具有良好的应用前景。

3 总结

本文就 LSCD 的治疗方法及其最新研究进展进

行了综述，对于 LSCD 患者，需要根据病因、严重程

度和患病眼别来选择治疗方案。总的来说，LSCD
的治疗主要基于干细胞的修复。根据是否为角膜

上皮干细胞来源以及是否为自体来源，LSCD 的治

疗策略可以分为不同的类型。目前，角膜缘上皮来

源的干细胞疗法在临床上应用广泛，其中自体来源

的治疗方式包括 CLAU、SLET、CLET，异体来源

的治疗方式包括 KLAL、Ir⁃CLAL、AlloSLET，本文

回顾了这些术式在临床应用中的优点和局限性。

然而，由于我国角膜供体极度匮乏，非角膜上皮来

源的干细胞疗法将有助于缓解这一现状，其中自体

来源的结膜上皮移植和口腔黏膜上皮移植在临床
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上已开展应用，异体来源的多能干细胞、上皮干细

胞以及间充质干细胞的体外培养和移植也为 LSCD
的治疗提供了新的策略。随着这些技术的不断发

展和改进，干细胞疗法在治疗 LSCD 方面具有极大

的发展前景，然而异体非角膜上皮来源的干细胞疗

法在人体中的安全性和可行性仍有待于进一步的

研究和验证。
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