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Abstract
誗 The corneal reconstruction is tosurgial recover the
structure integrity and corneal function after suffered from
various trauma, inflammation and degenerative diseases.
The corneal diseases caused millions of people worldwide
suffering from eyesight damages and even blindness. At
present, the corneal transplant is the main therapy for
corneal blindness. However, the shortage in donor
corneal issue is a worldwide problem and the failure due
to the immunologic rejection of host is common.
Nowadays, with the development of tissue culture and
bioengineering technology, the application prospect of
autologous stem cell transplantation is becoming more
and more popular which might replace the allogeneic
transplantation, becoming an important clinical treatment
of regenerative medicine. Human dental pulp stem cells
(hDPSCs) is a class of adult stem cell divided from the
third molar teeth. Both hDPSCs and corneal cell are from
the cranial nerve in embryonic ectoderm. Extensive
researches show that the hDPSCs have the potentialities in
corneal cell differentiation without causing immunologic
rejection of the recipient. These findings manifested the

potentials of hDPSCs in the clinical applications related to
ocular surface reconstruction. In this paper, the features
and current investigation status of hDPSCs in ocular
surface reconstruction are reviewed.
誗KEYWORDS:cornea; reconstruction; human dental pulp
stem cells
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摘要
角膜重建是对角膜组织遭受各种外伤、炎症、退行性疾病
的影响后,进行角膜结构完整性及角膜功能的手术重建修
复。 角膜疾病在世界范围内造成了上百万人的视力损害
甚至失明。 当前角膜移植是角膜盲的主要治疗措施,然而
供体角膜组织的短缺是一个世界性的难题,治疗后因为移
植物受到宿主免疫排斥而造成的治疗失败也不罕见。 如
今随着组织培养和生物工程技术的进步,自体干细胞移植
在再生医学中的应用前景越来越被人重视,它将有可能取
代异体组织移植成为再生医学的重要临床治疗手段。 人
牙髓干细胞(human dental pulp stem cells,hDPSCs)是一类
从人第三磨牙中分离出的成人干细胞,它和角膜细胞共同
来源于胚胎外胚层的脑神经鞘。 众多研究结果显示牙髓
干细胞拥有向角膜细胞分化的潜能,并且不会引起受体的
免疫排斥。 这些发现显示了牙髓干细胞在眼表重建的相
关临床应用中的潜力。 本文就 hDPSCs 的特性及在角膜
重建中的研究现状进行综述。
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0 引言
角膜是位于眼球最外层的透明纤维组织,它在眼球内

容物和外界环境之间构建了一道至关重要的生物屏障。
同时它也是眼球的屈光介质中不可或缺的一员。 在临床
上,外伤、感染、免疫性疾病或退行性病变等均可能导致角
膜的各层结构受损,如未经妥善治疗,严重者会造成基质
层瘢痕形成、上皮层结膜化甚至角膜溃疡穿孔等不可逆的
严重后果,最终对患者视功能产生永久性的损害。 当前角
膜盲已成为仅次于白内障的第二大致盲眼病,全球有数百
万人因角膜疾病而遭受视力损害[1]。 角膜重建指的是角
膜结构完整性及角膜透明性的恢复,目前最有效的手段之
一是角膜移植手术,然而无论是穿透性角膜移植术还是板
层角膜移植术,手术治疗的推广受到了全球性的角膜供体
短缺、移植物长期保存困难以及移植物排斥反应和伦理冲
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突等难题的多重制约[2]。 随着人类对干细胞的了解进一
步加深,众多学者开始探寻干细胞治疗在角膜重建中的可
行性,当前已有多项研究成果证实干细胞治疗能够不同程
度地恢复受损角膜的功能[3]。 人牙髓干细胞 ( human
dental pulp stem cells,hDPSCs)因其与角膜组织共同来源
于胚胎外胚层的脑神经鞘,具有分化为角膜各层组织细胞
的潜力,且来源广泛,价格低廉,易于存储、分离、增殖,不
易引起免疫排斥,同时也不存在伦理问题,近年来已逐渐
引起众多学者的注意,成为角膜重建方向的研究热点
之一。
1 hDPSCs 特性
1. 1 hDPSCs 的生物学特性摇 hDPSCs 是一种外胚层来源
的成体干细胞,最早由 Gronthos 等[4] 在 2000 年应用酶消
化法对成人第三磨牙的牙髓细胞进行培养时发现。
hDPSCs 与间充质干细胞拥有众多相似的特性,如均具有
成纤维细胞样形态,在培养过程中可粘附并聚集于容器表
面。 更为重要的是 hDPSCs 与间充质干细胞一样具有多
向分化潜能,在适当条件下可诱导分化成多种类型的终末
细胞,如成牙本质细胞、成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞、神
经样细胞、血管内皮细胞等[5]。 甚至在增殖速度和克隆形
成的潜能上优于骨髓间充质干细胞(bone marrow-derived
mesenchymal stem cells,BMSCs) [6]。 研究表明,hDPSCs 在
体外培养超过 6mo 后,仍能保持原有的形态并表达相应
干细胞标记物,在传代中 DPSCs 依旧保持着很好的增殖
能力,从而证明了牙髓干细胞具有高度增殖潜能[7],在进
行角膜重建等临床应用时易于按需求扩增出更多的
hDPSCs 以供利用。 Gronthos 等在 10 周龄的免疫缺陷小鼠
皮下通过 HA / TCP 陶瓷颗粒为载体植入 DPSCs,6wk 后检
测到 牙 本 质 - 牙 髓 样 复 合 体 和 牙 本 质 涎 磷 蛋 白
(dentinsialophosphoprotein,DSPP)的表达。 他们将从中分
离出的骨髓基质干细胞(marrow stromal cells,MSCs)用人
类 aluDNA 探针进行检测,发现大部分细胞呈阳性,将其
在体外进行扩增后,再次移植入裸鼠体内,所形成的成牙
本质细胞也表达人类特异 alu 基因,证实了牙髓干细胞具
有自我更新的能力[8]。 同时,长期在合适的制冷条件下冷
藏的牙体组织能够随时用于分离出可用的 hDPSCs,而无
需使用特殊的冷冻保护剂(如二甲亚砜等),这为牙库的
建设和推广提供了可行性的基础[9]。
1. 2 hDPSCs 的免疫学特性摇 在角膜重建的临床实践中,
机体对外来移植物的免疫排斥反应是导致治疗效果欠佳
的重要原因之一。 干细胞治疗的过程中也同样面对这一
问题的挑战。 众所周知,排斥反应的发生机制主要包括细
胞免疫和体液免疫两个方面,细胞移植后的免疫排斥反应
主要与机体的细胞免疫相关。 在这一过程中,供体细胞表
面的免疫相关分子被受体识别,主要组织相容性复合体
(major histocompatibility complex,MHC)决定了受体效应细
胞的应答方式。 MHC 是编码主要组织相容性抗原的基因
组,主导着异体移植的免疫排斥反应。 MHC 的抗原提呈
作用由 MHC-玉类分子和 MHC-域类分子完成,它们分别
提呈内源性和外源性抗原。 在干细胞移植的过程中,
MHC-域类分子是介导免疫排斥的关键。 聂姗姗等[10] 对
C57BL / 6 小鼠 DPSCs 的检测结果表明,小鼠 DPSCs 表达
MHC-玉类分子,但未检测到 MHC-域类分子阳性表达。
而 MHC-域类分子在 hDPSCs 中的低表达决定了 hDPSCs
的低免疫原性,这一特性为 hDPSCs 在角膜重建的应用提

供了良好的条件。 除此以外,多项研究表明 DPSCs 还具
有负性免疫调节功能。 Yamaza 等[11]发现脱落乳牙中分离
的 hDPSCs 在体外可明显抑制 Th17 细胞的增殖,在体内能
明显逆转系统性红斑狼疮相关性的免疫功能紊乱。 Tang
等[12]的研究结果表明,体外培养后的猪 DPSCs 可明显抑
制由植物血凝素刺激后的 T 淋巴细胞增殖和单向混合淋
巴细胞反应。 而 Zhao 等[13] 的研究成果证实 DPSCs 可诱
导活化 T 细胞凋亡。 Ding 等[14]则发现 DPSCs 可增加淋巴
细胞白细胞介素-10 分泌,抑制白细胞介素-2、-17 及干
扰素-酌 分泌,不影响白细胞介素-6 的分泌量。 在一定程
度上解释了 hDPSCs 免疫调节的机制。 Fatima 等[15] 将
hDPSCs 直接注射至活体小鼠角膜基质层,发现 hDPSCs 的
移植没有引发任何直接的排斥反应,并推测免疫应答缺失
的机制原因可能和间充质细胞的免疫抑制特性相关。 由
此可见,hDPSCs 具有低免疫原性、负性免疫调节作用,让
其具有了逃避受体免疫监视的能力,是角膜重建的临床实
践中十分理想的“种子细胞冶。
1. 3 hDPSCs 的分子标记物摇 当前,对于 hDPSCs 分子标
记物的研究尚处于起步阶段, hDPSCs 尚缺少明确的特异
性的细胞表面标志物,一般需要先进行定向诱导使其分化
为特定类型的终末细胞(如牙本质细胞)后,再通过分析
诱导前后的细胞表面标志物的变化来进行鉴定。 因此现
阶段鉴定时通常采用传统的间充质干细胞标记物。
hDPSCs 能够表达间充质干细胞的标记物,如 CD29、
CD44、 CD59、 CD73、 CD90、 CD146 等,同时不会表达造血
干细胞的表面标记物,如 CD34、 CD45、 CD11b 等[16]。 其
中 hDPSCs 主要依靠中胚层标记物 Stro-1 和 CD146 来鉴
定。 相关研究表明通过 Stro-1 能有效地鉴别出 hDPSCs,骨
形态发生蛋白-2(bone morphogenetic protein -2,BMP-2)
可以增强这一效用[17]。 近来有研究者通过免疫荧光及
RT-PCR 法进行分析,发现体外培养的 hDPSCs 能够表达
同角膜缘干细胞(limbal stem cells,LSCs)相同的分子标记
物,如 ABCG2、 整合素 茁1、 波形蛋白、p63 及连接蛋白 43
等[18]。 而众所周知,LSC 是角膜损伤后重建过程中的关
键细胞。 相关研究还发现未分化的 hDPSCs 能够表达作
为角膜上皮细胞重要特异性标志物的细胞角蛋白 3 和 12
(cytokeratin3 / 12,CK3 / 12),上述特性提示了 hDPSCs 在
LSCs 缺乏的患者的治疗中的应用潜力。
2 hDPSCs 在角膜重建中的研究现状
2. 1 hDPSCs 的获取与增殖 摇 如前所述,hDPSCs 的来源
广泛,从脱落的人类恒牙及乳牙的牙髓组织中均可获取,
传统的分离 hDPSCs 的方法主要有梯度离心法、流式细胞
仪法及贴壁法等。 与前者相比,近年来逐渐兴起的免疫磁
珠法在维持细胞的生理功能方面具有明显优势,且操作相
对简单,故而得到了广泛的应用[19]。 然而,牙髓组织中含
有的 hDPSCs 数量稀少,在实际的临床应用中必须通过体
外扩增的方式来获取足够数量的干细胞。 目前常用的培
养方法包括酶消法、组织块法及结合了二者优点的改良组
织块酶消化法等。 培养过程中国内外常通过在基础培养
基中添加一定浓度的胎牛血清( fetal bovine serum, FBS)
来为 hDPSCs 的扩增提供营养物质及生长因子等,然而因
FBS 成分不明确,可能有携带细菌、病毒的风险,且其中含
有的异种蛋白质可能在临床应用中引起受者体内的免疫
反应,从而导致干细胞治疗失败。 有学者使用浓缩的血小
板裂解物和富血小板血浆作为安全的血清替代物,但此法
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使用过程中需要大量外周血,无法满足大规模扩增的需
求[20]。 近来也有学者采用无血清培养技术体外扩增
hDPSCs,钟萌等[21]分别用有血清培养体系和无血清培养
体系体外扩增 hDPSCs,结果表明同传统的有血清培养相
比,无血清培养的 hDPSCs 细胞外形显得更加纤细、细长,
立体感更强,具有形成克隆的能力,且完全符合 hDPSCs
的干细胞特性,包括自我更新能力(集落形成能力)和多
向分化潜能等,证实了无血清培养技术体外扩增 hDPSCs
的可行性。
2. 2 hDPSCs 在角膜重建中的研究进展摇 hDPSCs 在角膜
重建中的应用当前处于实验阶段,目前尚无明确证据表明
hDPSCs 能够直接分化为各类角膜细胞参与角膜重建。 羊
膜组织因其具有与角膜组织一样的胶原、层粘连蛋白、纤
粘连蛋白等成分,抗原性较低,且含有可促进上皮细胞增
生的生长因子,并能一定程度上抑制炎症细胞浸润,防止
角膜瘢痕形成,故而成为了流行的移植载体[22]。 然而经
羊膜移植需要进行缝合操作,近来研究者还采用了多种非
手术移植方式。 Gomes 等[23] 通过手术去除兔眼碱烧伤模
型的角膜表面的血管翳后,以组织工程细胞片为载体将未
成熟的 hDPSCs 直接放置在暴露的透明角膜基质上,结果
提示移植有 hDPSCs 的实验组角膜的透明度的改善明显
优于对照组。 其中碱烧伤程度较轻的角膜组织移植
hDPSCs 后出现了分化良好的复层角膜上皮组织,且角膜
上皮基底膜复合物的密度及角膜基质的结构均与正常角
膜组织相似。 而碱烧伤程度严重的角膜则因为炎症细胞
浸润及新生血管的生成,未能再生出良好的角膜组织。 与
此同时,实验组中碱烧伤程度较轻的角膜组织还表达出了
CK3、ABCG2 和整合素 茁1 等角膜上皮细胞及角膜干细胞
的标志物,再次证明接种 hDPSCs 后碱烧伤角膜已经形成
了具有功能的角膜上皮组织。 除了羊膜组织以外,研究者
还尝试了更多的移植方式。 Di 等[24]证实了软性角膜接触
镜也可作为干细胞移植治疗角膜损伤的载体。 Evgeny
等[25]单纯使用软性角膜接触镜作为载体,成功将 hDPSCs
移植至离体人角膜组织表面,并检测到移植后的 hDPSCs
表达出了 CK3、CK12 等标志物,证实 hDPSCs 具有向角膜
上皮细胞分化的潜能。 进一步研究还发现 hDPSCs 能够
阻止结膜细胞在角膜表面生长,从而防止角膜上皮结膜化
的发生,其具体机制还有待进一步研究阐明。 除通过分子
标记物的表达来判断移植后 hDPSCs 的分化情况外,
Fatima 等[26]用特定的培养基体外诱导 hDPSCs 向角膜细
胞分化,用实时荧光 PCR 法成功检测到 hDPSCs 表达了角
膜细胞特有的基因片段,如 ALDH3A1、AQP1、CHST6 等。
他们的另一项研究检测了角膜细胞特异性分子在蛋白和
mRNA 水平的表达,证实体外培养的 DPSCs 能够产生和正
常人角膜组织相同的硫酸角质素[15]。 这都为 hDPSCs 能
够向角膜细胞转化提供了切实的证据。
2. 3 牙库的建设与角膜重建 摇 hDPSCs 的获取相对于
LSCs、BMSCs 等其余成人干细胞而言更加便捷,因其不需
要对供者进行任何损伤性的操作,故而在获取的过程中可
以最大限度地规避风险,易于为患者及社会接受。 理论上
每颗牙齿中都含有 hDPSCs,而第三磨牙作为人类最晚萌
出的牙齿,且在生长过程中易成为阻生牙,造成牙冠周围
软组织的炎症,因此在国内外第三磨牙的拔除率均较高。
大多数第三磨牙在拔除时仍处于尚未完全成熟的状态,最
有可能提取出适用的 hDPSCs,并且因其牙髓腔容积较大,

能够提取出更多的牙髓组织用于 hDPSCs 的分离提取。
且利用拔除的牙体组织完全不存在伦理层面的困扰,是提
取 hDPSCs 用于科研及临床实践的最理想来源。 尽管成
人干细胞的数量通常会随着年龄的增长而逐渐减少,但是
有研究表明 hDPSCs 在年长的个体中也依然具有可观的
数量[27]。 而 另 一 方 面, 前 文 已 经 提 到, 具 有 活 性 的
hDPSCs 能够从长期冷藏的离体人类牙齿中提取, Lee
等[28]将离体的人类牙齿在不使用任何保护剂的情况下冷
藏于最低-150益的环境中,而后依然成功提取出了可用
的 hDPSCs。 Azin 等[29] 的研究则从分子标记物的表达和
多向分化的潜能等方面对比了新鲜牙髓组织提取的
hDPSCs 和冷藏牙髓组织提取的 hDPSCs,结果提示两者之
间并没有明显差别。 来源的便捷性和能够长期存储的特
性,为牙库的建设提供了良好的理论基础。 实际上,早在
1966 年即有学者提出了建设牙库的想法[30],近年来不断
有学者在完善相关的理论依据[31]。 相比于因供体稀少而
难以大规模推广的眼库建设,我们有理由相信更具可行性
的牙库的建设,能在将来为 hDPSCs 在角膜重建领域的相
关研究及临床实践提供充足而廉价的干细胞资源。
3 小结

角膜疾病所带来的视力损害在全世界影响着上百万
人的生活质量,尽管目前已有角膜移植等有效的治疗方
案,但供体短缺、移植物排斥反应及伦理问题等依然制约
着治疗效果。 hDPSCs 是一种来源于脑神经鞘的成人干细
胞,其与间充质干细胞拥有众多相似的特性,具有多向分
化潜能,在适当条件的诱导下可分化为多种不同组织的终
末细胞,并拥有自我更新及形成克隆的能力。 研究显示
hDPSCs 具有低免疫原性、负性免疫调节作用,因此具备了
逃避受体免疫监视的能力。 通常情况下,hDPSCs 能够表
达 CD29、 CD44、 CD59、 CD73、 CD90、 CD146 等,阴性表
达 CD34、 CD45、 CD11b 等,有学者发现 hDPSCs 能够表达
同 LSC 相同的分子标记物,如 ABCG2, 整合素 茁1, 波形
蛋白, p63 及连接蛋白 43 等,未分化的 hDPSCs 更能够表
达作为角膜上皮细胞重要特异性标志物的细胞角蛋白 3
和 12(cytokeratin3 / 12,CK3 / 12),这强烈提示了 hDPSCs 能
够向角膜各层细胞分化的潜力。 当前分离 hDPSCs 的方
法主要有梯度离心法、流式细胞仪法及贴壁法等,并在体
外用酶消法、组织块法、改良组织块酶消化法等方法进行
培养扩增。 目前尚无直接证据表明 hDPSCs 能够分化为
各类角膜细胞参与角膜重建,但相关研究证实了移植于角
膜组织的 hDPSCs 能够明显改善受损角膜的透明度,防止
角膜上皮结膜化的发生,并能表达出 CK3、ABCG2 和整合
素 茁1 等角膜上皮细胞及角膜干细胞的标志物。 因
hDPSCs 的理想来源第三磨牙来源广泛、成本低廉且不涉
及伦理问题,且长期在合适的制冷条件下冷藏的牙体组织
能够随时用于分离出可用的 hDPSCs,因而牙库的建设很
有希望在将来为角膜重建相关研究提供重要的帮助。

综上所述,hDPSCs 在多方面均展示出了应用于角膜
重建的巨大潜力,然而 hDPSCs 在角膜组织中的具体分
化,促进受损角膜恢复的确切机制有待进一步探索。
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