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摘要 
角膜在眼球屈光系统中起着重要作用，角膜基质是角膜的主要组成部分，角膜基质的损伤可能导致永久性的视力损害，角膜移植术是目前治疗角膜基质疾病最有效的方法，但供体缺乏，长期免疫抑制治疗以防止排斥反应，以及移植物存活的限制阻碍了其进一步发展。此外，还可利用角膜基质内源性再生能力使角膜基质的胶原细胞外基质在合适的条件下能自我更新。然而，角膜基质复杂的超微结构难以在体外模拟。因此，再生医学被应用来克服这些挑战。这些方法涉及多个领域，包括干细胞诱导分化、组织工程技术、基因编辑等。本文就相关的角膜基质再生与修复技术、研究进展和存在的问题进行了归纳总结，并为未来角膜基质再生与修复的临床应用提供可能的途径。
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Abstract  Corneal stromal is a significant part of the cornea and plays a significant role in the eye's refractive system. Although corneal transplantation is now the most successful treatment for corneal stromal disease, its advancement has been constrained by a shortage of donors, the need for prolonged immunosuppressive medicine to prevent rejection, and low graft survival rates. An alternate strategy is to use the corneal stroma's natural capacity for regeneration to create the ideal conditions for the collagenous extracellular matrix of the stroma to self-renew. However, it is challenging to replicate the intricate ultrastructure of the corneal stroma in vitro. Regenerative medicine has so been used to address these issues. These approaches combine numerous disciplines, including stem cell-induced differentiation, tissue engineering and gene editing. This article provides potential directions for future clinical applications of corneal stromal regeneration and repair while summarizing pertinent techniques, research progress, and issues.
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角膜是眼部的一个透明、无血管的组织，其中基质层是角膜最主要的组成部分，厚度占整个角膜的90%以上，在维持角膜物理学特性、形态的稳定和透明性等方面起到关键的作用。因此，任何由于损伤或疾病引起的角膜基质损害都会导致视力不同程度的下降，当这种视力损害进行性加重且不可逆转时，往往需要通过角膜移植手术来恢复角膜透明度和视力[1]。角膜移植手术是目前最常见和最成功的器官移植手术，大致分为穿透性角膜移植、板层角膜移植、角膜内皮移植和其他方式移植。尽管角膜移植的总体成功率高达85%-90%，但接受角膜移植术的患者中出现免疫排斥反应和不可预测的散光等术后并发症的概率大约为18%-21%，而对于有炎症和合并其他病症（例如化学烧伤、自身免疫性疾病）的高危患者，并发症和失败率高达49%。并且，随着角膜移植需求的日益增长，全球人类角膜供体组织已经无法满足这一日益增长的需求[2, 3]。因此，本文就角膜基质再生技术研究进展和存在的问题做一综合分析，期望为角膜基质再生医学的研究提供新的思路。
1干细胞诱导的角膜基质再生
干细胞是存在于胚胎和成体生物体中的未分化细胞，具有多向分化的潜能和自我更新的能力。由于干细胞的增殖潜力和可塑性，已在包括眼睛在内的许多组织和器官中探索用于组织再生，如利用胚胎干细胞或诱导多能干细胞进行干细胞治疗，替代丧失的视网膜细胞并改善视力[4]。目前已有多项干细胞治疗角膜疾病的临床试验，包括使用间充质干细胞、角膜基质干细胞等进行基质再生[5]。
1.1 间充质干细胞  间充质干细胞（mesenchymal stem cells, MSC）具有分化为多种角膜结构细胞的能力，通过免疫调控、减轻炎症和抑制新生血管在组织结构修复中发挥重要作用[6]。MSC可以从许多人体组织中获得，包括骨髓、脐带、脂肪组织、牙髓、毛囊和胎盘等[7]。有研究表明，所有类型的MSC在体内可能具有相似的行为，因此能够实现角膜细胞分化并通过免疫调节特性调节角膜基质[8]。既往研究已经证明骨髓间充质干细胞可以转化为角膜细胞样细胞，并有可能恢复角膜基质的透明度[9]。在另一项研究中，使用人类脐带间充质干细胞（umbilical mesenchymal stem cells, UMCS）直接注射到角膜基质中，结果显示它们能够恢复异常胶原蛋白的生成，增加角膜厚度并提高角膜透明度。此外，注入的细胞减少了炎症细胞因子，减轻了排斥反应[10]。Aghamollae等[11]研究则进一步证实了使用人脐带沃顿胶间充质干细胞的再细胞化人角膜透镜的安全性。一项基于脂肪干细胞（adipose-derived stem cells，ADSC）的I期临床试验证明，使用自体ADSC对人角膜基质进行细胞治疗是安全有效的[12]。此外，另一项涉及11例晚期圆锥角膜病患者的临床研究表明，无论是否使用脱细胞供体角膜基质植片，ADSC移植后都能产生良好的疗效。术后3mo内，所有患者都完全恢复了角膜透明度[13]。但是要验证这种治疗方法的有效性，还需要更多的参与者和更长时间的随访。牙髓干细胞（dental pulp stem cells, DPSC）与角膜基质细胞具有相同的神经嵴谱系起源，并且与角膜基质细胞具有相似的蛋白多糖分泌特征，将人类DPSC移植到小鼠角膜内，可导致I型胶原蛋白和角膜蛋白聚糖的表达，并表现出与角膜基质细胞相似的表型，同时保持角膜透明度和基质体积[14]。尽管上述MSC都在治疗角膜基质疾病中展示出良好的前景，但是，最近的一些研究表明MSC不仅直接与癌细胞相互作用，促进肿瘤生长和转移，还能协调肿瘤微环境的形成，因此应谨慎在临床治疗中使用MSC[15]。
然而，受损组织中MSC的治疗效果并不总是与MSC的直接分化相关，因为多种机制可能同时促成这种治疗作用，例如，干细胞在组织微环境中的旁分泌作用[16]。MSC可以通过产生包括生长分化因子、外泌体和微囊泡在内的可溶性因子来发挥治疗作用，这些因子有助于调节组织愈合、炎症反应、血管生成和免疫反应[17]。Jiang等[18]用MSC条件培养基处理原代培养的兔角膜细胞来检测MSC的旁分泌因子对角膜基质细胞功能的影响。结果表明在培养基中检测到多种促伤口愈合介质，包括血管内皮生长因子、血小板源性生长因子、肝细胞生长因子、转化生长因子-β1、白细胞介素-8、白细胞介素-6和单核细胞趋化蛋白-1。这表明MSC通过旁分泌作用以改善细胞活力、迁移和细胞外基质形成，促进角膜基质再生。最近，Mittal等[19]报道了MSC可以通过分泌肝细胞生长因子调节角膜同种异体免疫并促进移植物存活。由此可见，间充质干细胞的旁分泌在受损角膜基质的修复与再生中同样起着关键作用。
1.2 角膜基质干细胞  角膜基质干细胞（corneal stromal stem cells, CSSC）是位于角膜缘干细胞（limbal stem cells，LSC）基底层下特定干细胞小凹。LSC和CSSC都起源于神经嵴来源的MSC，但二者在角膜中具有不同的特性和功能。LSC在角膜上皮再生中起着重要的作用，而CSSC则用于角膜基质的再生[20]。CSSC可以表达Pax6和MSC标记物（CD90、CD73），具有修复和再生透明基质组织以及降低角膜炎症反应和减少瘢痕生成的能力[10]。相较于其他类型的干细胞，CSSC表现出更强的分化为基质细胞的潜力，并在体外具有更高的抗炎特性[21]。Jhanji等[22]证明基质内注射外源性CSSC能够减轻角膜混浊，并且在基质内注射基质细胞沉积的胶原蛋白和硫酸角质素蛋白多糖可以协助天然细胞外基质重塑。Ghoubay等[23]建立了液氮诱导的角膜基质瘢痕小鼠模型。将小鼠或人类角膜基质干细胞直接注射到损伤的角膜可改善角膜基质的超微结构，角膜混浊度降低、炎症反应减弱，进一步证实了CSSC具有促进透明基质组织再生和逆转瘢痕形成过程的能力。
2组织工程诱导的角膜基质再生
组织工程是再生医学中一个迅速兴起的领域，通过创建替代组织来恢复、维持或改善组织功能，为许多疾病提供解决方案具有巨大潜力。目前，组织工程已被应用于生成不同复杂程度的角膜组织等效物，其中的一些表现出与天然人类角膜的高水平仿生性，为治疗角膜疾病提供了新的替代方案。
2.1 3D生物打印技术  3D生物打印是一种制作生物级角膜的新兴方法，它能够制造出具有与天然角膜相似光学特性的半透明角膜基质组织，同时保持植入基质组织中细胞的表型[24]。目前，主要应用于生物和医学的3D打印技术包括：基于VAT聚合、材料挤出和材料喷射的打印技术。生物打印能否成功取决于生物墨水的可印刷性和生物活性，目前，无细胞水凝胶或载细胞生物材料的生物墨水已经被应用在眼科领域[25]。Isaacson等[26]利用气动挤出式生物打印机，以海藻酸钠和由甲基丙烯酸盐化的胶原蛋白为生物墨水，通过扫描病人眼部定制角膜的形状，成功打印出人类眼角膜。在打印成型之后第一天角膜基质细胞保持了92%的活性，七天后仍旧有83%的高细胞活性。Campos等[27]以按需滴墨的方式利用胶原水凝胶制造出与天然角膜基质组织相似的角膜基质等效物，并在体外培养7天后保持其天然角膜细胞表型。甲基丙烯酸酯化明胶（ methacrylate gelatin, GelMA）具有可调的理化性质及良好的生物相容性，尤其与天然细胞外基质的性质高度相似，是3D打印中使用最广泛的墨水之一。Mahdavi等[28]利用立体光刻3D生物打印，将GelMA和角膜基质细胞混合用作生物墨水，打印出与人角膜基质透明度和含水量相似的穹顶状结构。I型胶原蛋白、硫酸角质素、人基膜聚醣表达的上调表明了支架内细胞的附着、生长和整合。最近，He等[29]提出了用于角膜再生的仿生上皮/基质双层植入物的3D生物打印技术。将GelMA和长链聚乙二醇二丙烯酸酯[poly (ethylene glycol) diacrylate, PEGDA]混合制成生物墨水以提高GelMA的机械性能。利用数字光处理技术打印的植入物由带有兔角膜上皮细胞的上皮层和装载兔脂肪来源间充质干细胞的纤维基质层组成。将这种载有双层细胞的角膜支架应用于兔角膜移植模型，结果显示其可以有效地通过再上皮化和基质再生促进角膜再生，为角膜的多层再生提供了新的途径。尽管3D生物打印技术在医学领域的方面已经取得了巨大成就，但在制造眼部组织和保存相关生物学功能方面的应用仍有待进一步研究，未来的发展必须要优化技术和组件，以匹配人类角膜基质的复杂性。
2.2原位成型水凝胶  水凝胶具有透明度好、含水量高、渗透性强等优点，特别是由胶原及其衍生物制成的水凝胶，具有良好的生物相容性和生物活性。目前，预成型水凝胶和原位成型水凝胶已被广泛应用于角膜再生。预成型水凝胶因需要精确的尺寸和机械强度来承受手术缝合，并且术后并发症多（伤口渗漏、微生物残留、高度散光、角膜新生血管和移植物排斥反应等），正逐渐被原位成型水凝胶替代[30]。原位成型水凝胶具有胶前流动性和组织黏附性的特点，可以渗透到角膜缺损处后再凝胶化，以促进角膜再上皮化和基质再生。Shen等[31]通过非竞争性双交联过程开发了一种由猪脱细胞角膜基质和甲基丙烯酸化透明质酸组成的复合水凝胶。该复合水凝胶不仅保留了猪脱细胞角膜基质的生物活性成分，而且具有与人角膜相似的透明度和力学性能。在兔角膜基质缺损模型中，经复合水凝胶处理的实验眼保持透明，并与基质紧密黏连，加速了角膜上皮化和基质再生。Li等[32]基于GelMA、F127DA、AF127和I型胶原蛋白制备了一种光固化水凝胶。使用紫外线照射5分钟后即可形成透明、高韧性和高生物黏附性能的水凝胶贴片，该贴片可在兔模型中再生深部角膜基质缺损，并在4wk内整合到角膜组织中。具有生物活性的多交联水凝胶可以在无需缝合的情况下快速修复角膜缺损和实现组织的再生，未来需要进一步的研究来评估长期的伤口愈合特征，包括长期的生物反应和光学清晰度，以验证其长期有效性和安全性。
2.3丝素蛋白  丝素蛋白因具有良好的生物相容性、生物可吸收性、柔韧性和抗拉伸性等特点，被看作是一种优良的制作角膜支架的生物聚合物[33]。与不加入丝素蛋白相比，加入丝素蛋白组成的聚ε-己内酯-丝素蛋白复合支架具有更高的透明度、亲水性、细胞相容性和体外降解率[34]。利用丝素蛋白、京尼平交联的多孔聚乙烯醇和纳米羟基磷灰石制备成的复合水凝胶表现出良好的物理和生物特性。复合水凝胶在改善了水凝胶网络结构完整性的同时，还保持了人角膜成纤维细胞的活性[35]。Sahi等[36]使用丝素蛋白和明胶制备出丝素蛋白-明胶复合支架。该复合支架具有良好的透明度、细胞生物相容性以及与天然角膜相当的机械稳定性，并且支持小鼠和兔角膜成纤维细胞的增殖。利用静电纺丝蛋白可将支架透明度提高到接近天然人类角膜的水平，加入明胶可以进一步改善细胞材料的相互作用。Bhattacharjee[37]等利用不同比例的丝素蛋白和聚丙烯酰胺制备出半互穿网络水凝胶，可在37℃下快速凝胶化，高孔隙率促进角膜细胞在愈合过程中迁移，改善细胞黏附且没有细胞毒性。丝素蛋白的加入增强了半互穿网络水凝胶中的细胞增殖，并增加了角膜细胞基因的表达。
3基因治疗诱导的角膜基质再生
基因治疗是治疗角膜疾病的一种有前途的方法。基因治疗需要将载体和基因传递到角膜的目标组织细胞中，替代或编辑有缺陷的基因，以预防或治疗角膜疾病。将足量的治疗基因引入相对应的细胞是基因治疗的关键。目前，部分病毒和非病毒载体被应用于角膜瘢痕化和新生血管的基因治疗。
3.1病毒载体的基因治疗  目前角膜基因治疗中常见的病毒载体包括腺病毒（adenovirus, AV）、腺相关病毒（adeno-associated virus, AAV）、逆转录病毒（retrovirus, RV）、慢病毒（lentivirus, LV）、单纯疱疹病毒（herpes simplex virus, HSV）。而针对角膜基因治疗载体的研究主要集中在AAV载体上[38]。AAV载体可以感染角膜的三种主要细胞，不同的血清型具有独特的细胞趋向性和传导效率。使用酪氨酸突变的AAV载体，如AAV2、AAV8和AAV9，可进一步提高其传导和表达效率。AAV载体的优点包括可以转导不同类型的组织细胞，不受靶细胞是否为分裂细胞所限，基因表达的时间长，可进行指定部位的特异性整合，但其缺点是运载的基因尺寸较小，高滴度生产所需要的技术较困难，人体对病毒的获得性和先天免疫反应会影响基因的表达和治疗效果[39]。核心蛋白聚糖（decorin, Dcn）分别通过拮抗转化生长因子-β和血管内皮生长因子-A发挥抗纤维化和抗血管生成分子的作用。Mohan等[40]使用局部AAV5-Dcn基因疗法显著缓解了模型兔眼的角膜基质纤维化和新生血管形成，并且在为期6个月的治疗中证实了其安全性。分化抑制因子3（inhibitor of differentiation 3, ID3）基因是一种转录抑制因子，可在体外有效抑制角膜基质细胞向肌成纤维细胞的分化。Gupta等[41]使用AAV5载体介导ID3基因来治疗模型兔的角膜瘢痕。局部AAV5-ID3基因治疗显著抑制兔角膜基质纤维化，降低了促纤维化基因mRNA的表达水平，包括α-平滑肌激动蛋白、纤连蛋白、胶原蛋白I和胶原蛋白III，并且局部AAV5-ID3递送不会在兔眼中引起临床相关的眼部症状或角膜细胞毒性。 
3.2非病毒载体的基因治疗  纳米颗粒（nanoparticle, NP）是指直径在10-100nm的微型颗粒，具有颗粒尺寸小、比表面积大、表面能高、表面原子所占比例大等特点，可通过吞噬作用、胞饮作用、网格蛋白或细胞膜穴样凹陷依赖或非依赖途径等将大量的配体输送到细胞中[42]。目前已有多种纳米颗粒作为载体用于角膜药物的输送，如脂质体、树状大分子、聚合物纳米粒、非离子表面活性剂囊泡、纳米混悬剂和水凝胶[43]。Gupta等[44]使用聚乙烯亚胺偶联黄金纳米颗粒，在体外人角膜和体内兔角膜中低毒性递送骨形态发生蛋白-7+肝细胞生长因子基因能够治疗角膜基质纤维化，并在长达7mo的治疗期间，没有产生眼部毒性。
其他非病毒基因载体治疗还包括：基因枪，电穿孔，离子电渗疗法，超声波，显微注射等。尽管这些物理方法可以递送更大尺寸的治疗基因并具有低免疫原性，但非特异性转基因传递的随机性和低转染率限制了其更广泛的应用[39]。
4总结与展望
目前已经开发了众多角膜基质修复及再生的新方法。传统的角膜移植依然被视为治疗严重角膜疾病的有效方法，但始终受到角膜组织供体短缺和移植后免疫排斥反应的限制。因此，需要新的方法来突破这些限制。细胞移植、干细胞治疗、人工角膜、生物工程支架、3D生物打印等技术正在迅速发展。各种类型的角膜和非角膜干细胞可以分化为具有角膜基质细胞特性的细胞，并分泌促进角膜基质细胞再生的因子。虽然许多研究证实了干细胞在再生角膜表面方面的有效性，但干细胞系存在先天变异，且在治疗角膜广泛损伤方面不足，促使研究人员使用支架作为支撑结构。天然或合成的生物材料与各种类型的干细胞相结合，可以再生受损的角膜。选择合适的干细胞是角膜组织工程中的关键因素。支架的存在可以加强再生过程。但是，很难模拟角膜高度复杂的超微结构，既不能匹配正常角膜的力学性能，也不能重建局部的纳米结构组织，从而重建正常角膜的透明度和光学特性。因此，目前还没有一个替代品能够完全复制这种复杂性。部分干细胞治疗的方法工序复杂、价格昂贵且涉及伦理问题，不能被广泛应用于临床治疗。并且，在将这些细胞用于角膜修复之前，应对其长期安全性进行评估，以确保不会出现排斥、感染和炎症等不良反应。目前与临床最相关的方法是使用脱细胞的角膜基质，但仍然受限于供体角膜。基因疗法虽然还在早期发展阶段，但已经可以成功地预防、治疗和治愈角膜盲，具有很高的人类应用潜力。新兴的3D生物打印技术，如双光子聚合技术、激光辅助生物打印、熔丝制造成型技术等将推动角膜再生技术的迅速发展。此外，了解患者伤口愈合和移植物排斥反应的免疫细胞生物学可能对设计新的治疗策略至关重要。揭示这些方法的机制将产生新的和有效的角膜再生治疗方法，最终应用于人类临床治疗角膜疾病。
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