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摘要
目的:探讨模拟角膜缘干细胞(ＬＳＣｓ)微环境诱导人多潜
能干细胞(ｈｉＰＳＣｓ)分化为角膜上皮细胞的可行性ꎮ
方法:体外建立 ｈｉＰＳＣｓ 细胞系ꎬ利用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 体系将
ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质细胞共培养模拟角膜缘干细胞微环
境ꎬ添加小分子骨形态发生蛋白 ４(ＢＭＰ４)和特异性转化
生长因子 β 抑制剂(ＳＢ４３１５４２)ꎬ诱导 ｈｉＰＳＣｓ 向角膜上皮
细胞分化ꎮ 采用免疫荧光染色、流式细胞方法检测角膜上
皮细胞特异标志物 ＣＫ３ 和 ＣＫ１２ꎬ角膜上皮细胞前体
ＣＫ１５ꎬ角膜缘干细胞标志物 ＡＢＣＧ５ 的表达ꎮ
结果:ｈｉＰＳＣｓ 体外培养增殖活跃ꎬ免疫荧光染色显示干细
胞特异性标志物 ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＴＲＡ－１－ ６０、ＮＡＮＯＧ 呈阳
性ꎮ 采用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 体系将 ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质细胞共培
养ꎬ免疫荧光染色结果显示角膜缘干细胞标志物 ＡＢＣＧ５
及角膜上皮细胞前体标志物 ＣＫ１５ 阳性ꎬ角膜上皮细胞标
志物 ＣＫ３ 及 ＣＫ１２ 阴性ꎻ在共培养的基础上添加小分子
ＢＭＰ４ 和 ＳＢ４３１５４２ꎬ免疫荧光染色及流式细胞检测结果显
示角膜上皮细胞特异性标志物 ＣＫ３ 阳性表达ꎬ且随分化
时间延长表达比例增高ꎮ
结论: 模 拟 角 膜 缘 干 细 胞 微 环 境 同 时 添 加 小 分 子
ＳＢ４３１５４２ 及 ＢＭＰ４ꎬ可成功诱导体外培养的 ｈｉＰＳＣｓ 向角
膜上皮细胞分化ꎮ
关键词:诱导人多潜能干细胞ꎻ角膜上皮细胞ꎻ诱导分化
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０引言
角膜是眼球重要的屈光介质ꎬ是外界光线进入眼内在

视网膜上成像的必经通路ꎬ完整的结构维持角膜透明性ꎮ
角膜上皮再生的来源是角膜缘干细胞( ｌｉｍｂａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ＬＳＣｓ) [１－２]ꎬＬＳＣｓ 缺失会导致严重的眼表异常ꎬ包括新生血
管、结膜化、溃疡穿孔以及带状角膜病变等[３－４]ꎬ从而引起

角膜盲ꎮ 目前ꎬ角膜缘干细胞缺失的治疗方式有自体或异
体角膜缘移植、体外培养的 ＬＳＣｓ 移植、体外培养的口腔黏
膜细胞移植、自体或异体结膜移植等[５]ꎮ 总的来说ꎬ虽然

这些治疗具有一定疗效ꎬ但是 ＬＳＣｓ 移植自体角膜缘组织
来源有限ꎬ异体移植存在排斥的潜在风险ꎬ免疫排斥反应
常常影响手术的成功率ꎬ且对于双侧 ＬＳＣｓ 缺失的患者来

说ꎬ不能进行自体组织或细胞移植ꎮ 若进行体外培养的口
腔黏膜细胞移植ꎬ移植体新生血管长入的风险明显高于
ＬＳＣｓ 移植[６]ꎮ

２００６ 年ꎬ日本 Ｔａｋａｈａｓｈｉ 等[７] 通过逆转录病毒介导基
因转染入鼠成纤维母细胞ꎬ得到具有多分化潜能的干细

胞ꎬ并将该类干细胞命名为诱导性多潜能干细胞( ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｉＰＳＣｓ)ꎮ ｉＰＳＣｓ 来源确切、充足ꎬ取
材方便ꎬ避免了胚胎干细胞可能面临的伦理学问题ꎬ并且
因为是自体组织ꎬ所以不存在排斥反应ꎬ具有更加良好的

应用前景[８]ꎮ 干细胞微环境可能对 ｉＰＳＣｓ 的定向分化有
重要意义[９－１１]ꎮ 本研究拟建立人诱导多潜能干细胞

(ｈｕｍａｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬｈｉＰＳＣｓ)细胞系ꎬ通
过模拟角膜缘微环境进行诱导 ｈｉＰＳＣｓ 向角膜上皮细胞分
化的研究及鉴定ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 ｈｉＰＳＣｓ 培养:取商品化人皮肤成纤维细胞来源
的 ｈｉＰＳＣｓ(北京赛贝生物)ꎬ在无饲养层、化学成分明确、
并且无动物源成分的人多潜能干细胞培养基(ＰＳＣｅａｓｙꎬ北
京赛贝生物) 中培养ꎬ培养基成分:转化生长因子 － β
(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－βꎬＴＧＦ－β)、成纤维细胞生长因
子 ２(ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ２ꎬＦＧＦ２)、胰岛素、维生素 Ｃ、转
铁蛋白、ＤＭＥＭ / Ｆ１２、小苏打、硒ꎻ１∶ ６－１∶ １０ 传代ꎬ传代时间

３－６ ｄꎬ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ꎬ９０％湿度ꎮ 取传代至第 ２０－５０ 代的
ｈｉＰＳＣｓ 用于本研究ꎬ并经免疫荧光染色鉴定(ｈｉＰＳＣｓ 特异
性标志物:ＳＯＸ２ꎬＯＣＴ４ꎬＮＡＮＯＧꎬＴＲＡ－１－６０ 染色阳性)维
持干细胞特性ꎮ
１.２方法

１.２.１实验分组 　 人皮肤成纤维细胞来源的 ｈｉＰＳＣｓ 接种
于 ０.１％明胶包被的下层 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ６ 孔板( ｃｏｒｎｉｎｇ)中ꎬ接
种密 度 为 １. ７ × １０４ / ｃｍ２ꎬ 在 人 多 潜 能 干 细 胞 培 养 基

(ＰＳＣｅａｓｙꎬ北京赛贝生物)中培养 ３ ｄ 后分组替换为诱导
分化培养基:组 １ 为对照组ꎬ将干细胞培养基替换为角膜
基质细胞培养液 (赛百糠)ꎻ组 ２ 在对照组的基础上ꎬ
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 板上层接种角膜基质细胞(赛百糠)ꎬ接种密度为

１.７×１０４ / ｃｍ２ꎻ组 ３ 在组 ２ 的基础上ꎬ诱导分化培养基中加
入小 分 子 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＳＢ４３１５４２ ( ３０１８３６ － ４１ － ９ ) 及
１０ ｎｇ / ｍＬ ＢＭＰ４(ＰＨＣ９５３４)ꎮ 共培养体系上、下层细胞被

隔开ꎬ培养液和可溶性因子可以自由通过ꎮ 每日半量换
液ꎬ置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中共培养 ７ｄꎬ每日倒置像差
显微镜观察细胞生长状况ꎬ至第 ７ｄ 更换为Ⅳ型胶原

(ｓｉｇｍａ)包被的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 板并培养至 １４ｄꎮ 每个分化组分
别设置 ３ 个技术重复和 ３ 个生物重复ꎮ
１.２.２免疫荧光染色　 将诱导分化细胞接种于载玻片上ꎬ
４ ℃ ４％甲醛固定ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ０.２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００(ｓｉｇｍａ)
破膜ꎬ 山 羊 血 清 ( Ｇｉｂｃｏ ) 封 闭ꎬ 加 一 抗 ＴＲＡ － １ － ６０
( ａｂ１６２８８ꎬ ａｂｃａｍ )、 ＯＣＴ４ ( ａｂ１８９７６ꎬ ａｂｃａｍ )、 ＮＡＮＯＧ
( ａｂ１０６４６５ꎬ ａｂｃａｍ )、 ＳＯＸ２ ( ａｂ９７９５９ꎬ ａｂｃａｍ )、 ＣＫ１４
(ａｂ７８００ꎬａｂｃａｍ)、ＣＫ１２(ａｂ１８５６２７ꎬａｂｃａｍ)、ＣＫ３(ａｂ７７８６９ꎬ
ａｂｃａｍ)、 ＣＫ１５ ( １０１３７ － １ － ＡＰꎬ ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ )、 ＡＢＣＧ５
(ａｂ８７１１６ꎬａｂｃａｍ)ꎬ阴性对照不加一抗ꎬ置湿盒 ４ ℃过夜ꎬ
复温ꎬ洗片ꎬ加入二抗(Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ －Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ ＦＩＴＣꎬ
Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ － Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ ＦＩＴＣꎬ ａｂｃａｍ)ꎬ 洗 片ꎬ ＤＡＰＩ
(Ｃ１００６ꎬＢｅｙｏｔｉｍｅ)染核ꎬ滴抗淬灭荧光封片剂封片ꎬ指甲

油封闭边缘ꎮ 荧光显微镜观察、拍片ꎮ
１.２.３流式细胞术　 将样品置于合适的容器中ꎬ３００ ×ｇ 离
心 ５ ｍｉｎꎬ弃去上清ꎬ加入适量 ＰＢＳ 缓冲液ꎬ充分重悬洗涤
细胞ꎬ最后一次洗涤时ꎬ弃去上清ꎬ根据细胞量用适量 ＰＢＳ
缓冲液完全重悬细胞ꎬ制成细胞悬液待用ꎻ细胞免疫荧光
染色:根据试验需求及样品数量ꎬ预先对流式管进行标记ꎮ
标记好的检测管中分别加入对应的荧光标记抗体ꎻ同型对

照管中加入对应的同型对照抗体ꎬ抗体添加量均按照试剂
说明书要求添加ꎮ 加样前需涡旋混匀细胞悬液ꎬ使自然沉
降的细胞充分重悬ꎮ 分别用移液器移取 １００ μＬ 细胞悬

液ꎬ加入到已经加好抗体的检测管与同型对照管底部ꎬ避
免粘到管壁ꎬ涡旋混匀ꎮ 剩下的细胞悬液均加入到未染色
管中ꎬ并用 ＰＢＳ 缓冲液稀释 １－２ 倍ꎮ 盖好试管盖ꎬ用锡纸

覆盖ꎬ置于 ４ ℃冰箱中避光孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 孵育后洗涤及上
机检测ꎬ孵育时间结束后ꎬ取出检测管与同型对照管ꎬ
３００ ×ｇ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃去上清ꎬ加约 ２００ μＬ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ涡
旋重悬ꎻ同上操作再离心一次ꎬ弃去上清ꎬ加入 ３００ －
５００ μＬ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ涡旋重悬ꎮ 未染色管不需经过任何
处理ꎬ与上述检测管与同型对照管共同进行上机检测ꎮ
２结果

２.１ ｈｉＰＳＣｓ 的培养和鉴定 　 人皮肤成纤维细胞来源的
ｈｉＰＳＣｓ 接种后 ２４ ｈ 贴壁ꎬ４－１０ 个细胞团块生长ꎬ培养 ３ ｄ
细胞基本融合后传代(图 １)ꎬ取 Ｐ２１ 代细胞行细胞表面标

志物免疫荧光染色ꎬ结果显示干细胞特异性标志物:ＳＯＸ２
(图 ２Ａ)、ＯＣＴ４ (图 ２Ｂ)、ＮＡＮＯＧ (图 ２Ｃ)、 ＴＲＡ － １ － ６０
(图 ２Ｄ)均呈阳性ꎮ
２.２三组细胞 ｈｉＰＳＣｓ 诱导分化情况
２.２.１单纯添加角膜基质细胞培养液培养 ｈｉＰＳＣｓ 情况　
对照组将干细胞培养基替换为角膜基质细胞培养液后ꎬ
ｈｉＰＳＣｓ 开始出现分化ꎬ在倒置显微镜下观察ꎬ分化细胞形
态多样ꎬ免疫荧光染色见干细胞特异性标志物 ＮＡＮＯＧ 染
色逐渐减弱ꎬ角膜上皮细胞标志物 ＣＫ３、ＣＫ１２ 染色均呈

阴性ꎮ
２.２.２ ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质细胞 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 共培养情况 　
ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质细胞 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 共培养 ７ ｄ(图 ３)和 １４ ｄ
(图 ４)后的细胞经免疫荧光染色鉴定发现ꎬ角膜上皮细胞

标志物 ＣＫ３ 及 ＣＫ１２ 染色阴性ꎬ角膜缘干细胞标志物
ＡＢＣＧ５ 染色阳性ꎬ角膜上皮细胞前体标志物 ＣＫ１５ 染色
阳性ꎮ
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图 １　 人皮肤成纤维细胞来源的 ｈｉＰＳＣｓ培养与扩增　 Ａ:培养第 １ ｄꎻＢ:培养第 ２ ｄꎻＣ:培养第 ３ ｄꎮ

图 ２　 人皮肤成纤维细胞来源的 ｈｉＰＳＣｓ免疫荧光染色鉴定结果 　 Ａ:ＳＯＸ２ꎻＢ:ＯＣＴ４ꎻＣ:ＮＡＮＯＧꎻＤ:ＴＲＡ－１－６０ꎮ

图 ３　 ｈｉＰＳＣｓ与角膜基质细胞共培养 ７ ｄ后免疫荧光染色结果　 Ａ:ＣＫ３ꎻＢ:ＣＫ１２ꎻＣ:ＣＫ１４ꎻＤ:ＣＫ１５ꎻＥ:ＡＢＣＧ５ꎮ

２.２.３ ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质细胞 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 共培养联合小分
子(ＢＭＰ４ 和 ＳＢ４３１５４２)诱导情况 　 ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质
细胞 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 共培养ꎬ培养基添加小分子 ( ＢＭＰ４ 和
ＳＢ４３１５４２)诱导 ７ ｄ 和 １４ ｄꎮ 免疫荧光染色显示组
３ ｈｉＰＳＣｓ在诱导第 ７ ｄ(图 ５)、１４ ｄ(图 ６)角膜上皮细胞特
异性标志物 ＣＫ３、角膜上皮细胞前体标志物 ＣＫ１５ 及皮肤
角质细胞标志物 ＣＫ１４ 均呈阳性表达ꎬ同时可观察到在诱

导第 ７ ｄ 角膜缘干细胞标志物 ＡＢＣＧ５ 呈阳性表达ꎬ流式
细胞术显示共培养 １４ ｄ 的 ｈｉＰＳＣｓ ＣＫ３ 表达(３３.８％)高于
７ ｄ(２９.０％)ꎬ见图 ７ꎮ
３讨论

寻找可以替代角膜缘干细胞的种子细胞成为近年来
角膜组织工程研究领域的热点ꎮ 骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＢＭＭＳＣｓ)是骨髓中的非造

２３
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图 ４　 ｈｉＰＳＣｓ与角膜基质细胞共培养 １４ ｄ免疫荧光染色结果　 Ａ:ＣＫ３ꎻＢ:ＣＫ１２ꎻＣ:ＣＫ１４ꎻＤ:ＣＫ１５ꎮ

图 ５　 ｈｉＰＳＣｓ与角膜基质细胞共培养联合小分子诱导 ７ ｄ后免疫荧光染色结果　 Ａ:ＣＫ３ꎻＢ:ＣＫ１２ꎻＣ:ＣＫ１４ꎻＤ:ＣＫ１５ꎻＥ:ＡＢＣＧ５ꎮ

血性细胞ꎬ在角膜上皮再生中有很大的潜力[１２－１３]ꎮ 本研

究组前期工作也发现[１４－１６]ꎬＢＭＭＳＣｓ 可在体外经诱导转分

化为角膜上皮样细胞ꎬ分化后的细胞以羊膜为载体构建移

植片可以重建碱烧伤大鼠眼表ꎮ 然而 ＢＭＭＳＣｓ 取材有创ꎬ
细胞数量有限ꎬ转分化为角膜上皮细胞的效率不高及用于

人体的安全性不确切ꎬ也限制了其在临床的应用[１７]ꎮ 寻

找来源方便、增殖能力强、免疫原性低ꎬ同时能够高效、定
向分化为角膜上皮细胞的种子细胞ꎬ对于治疗角膜缘干细

胞缺失导致的角膜盲具有重要的临床意义ꎮ 目前已有大

量研究探索了将 ｉＰＳＣｓ 诱导分化为角膜上皮细胞的方

法[１８－２１]ꎬ为重建眼表提供了新的种子细胞和临床治疗提

供了新方向ꎮ 尽管取得了很多进展ꎬ目前 ｉＰＳＣｓ 分化方法

得到的角膜上皮样细胞仍然存在很多问题ꎬ如细胞转化率

不高ꎬ存在未分化细胞和其他类型的细胞ꎬ分化时间较长ꎬ
限制了角膜上皮样细胞的临床应用ꎻ另诱导获得的角膜上

皮样细胞是否具有人体内角膜上皮细胞的生物学功能ꎬ其
安全性、致瘤性以及移植到体内模型中的存活率、免疫排

斥反应、抗血管生成作用等都是必须考虑和解决的

问题[２２]ꎮ
角膜缘 ｎｉｃｈｅ 主要通过血清源性和基质细胞源性细

胞因子与 ＬＳＣｓ 表达的受体结合ꎬ以及基质细胞分泌的

ＥＣＭ 组分与 ＬＳＣｓ 表达的黏附分子结合ꎬ引发干细胞胞内

特定的信号通路ꎬ最终调节干细胞的增殖、分化及凋亡ꎮ
Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路是在组织形态发生中关键性的、也是

ＬＳＣｓ 相关研究中被了解最为清晰的信息通路ꎮ Ｗｎｔ /
β－ｃａｔｅｎｉｎ通路的激活将抑制 ＬＳＣｓ 向角膜上皮细胞分化ꎬ

３３
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图 ６　 ｈｉＰＳＣｓ与角膜基质细胞共培养联合小分子诱导 １４ｄ免疫荧光染色结果　 Ａ:ＣＫ３ꎻＢ:ＣＫ１２ꎻＣ:ＣＫ１４ꎻＤ:ＣＫ１５ꎮ

图 ７　 ｈｉＰＳＣ 与角膜基质细胞共培养联合小分子诱导后流式细胞计数检测 ＣＫ３ 阳性表达率 　 Ａ:诱导 ７ ｄꎬ ＦＩＴＣ－Ａ＋(２９.０％)ꎻ
Ｂ:诱导１４ ｄꎬ ＦＩＴＣ－Ａ＋(３３.８％)ꎮ

从而保持干细胞特征ꎮ Ｋｒｕｓｅ 等[２３] 进一步研究了多种血

清来源因子ꎬ发现 ＥＧＦ、ＦＧＦ、ＮＧＦ 可引起上皮细胞增生ꎬ
而不引起其终末分化ꎻＴＧＦ－β１ 则抑制 ＥＧＦ、ＦＧＦ 对细胞

增生的刺激作用ꎬ引起细胞分化ꎬ并表达上皮细胞标志物

Ｋ３ꎮ 外源性小分子化合物ꎬ因其调节作用单一和操作简

单的优点ꎬ作为干细胞调节药物的潜力越发受到人们重

视[２４]ꎮ Ａｒｋｅｌｌ 等[２５]研究表明ꎬ在胚胎发育过程中ꎬ角膜上

皮来源于头(眼)表面外胚层的分化ꎬ并且此过程的完成

必须阻断 ＴＧＦ－β / 节点和 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路ꎬＭｉｋｈａｉｌｏｖａ
等[２６]使用小分子抑制剂(ＴＧＦ－β 抑制剂:ＳＢ－５０５１２４ꎬＷｎｔ
抑制剂:ＩＷＰ－２)和 ｂＦＧＦꎬ阻断人 ｉＰＳＣｓ 的 ＴＧＦ－β / 节点和

Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ通路ꎬ并且激活 ＦＧＦ 信号ꎬ将 ｈｉＰＳＣｓ 分化

为 ＣＥＣ 样细胞ꎮ 此外ꎬ研究人员发现 ｈｉＰＳＣｓ 细胞系分化
成角膜上皮样细胞的能力的差别ꎬ主要是取决于内源性骨

形成蛋白(ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＢＭＰ)的信号水平ꎬ
可通过培养基添加 ＢＭＰ 或特异性转录生长因子 β 抑制剂

(ＳＢ４３１５４２)激活该信号从而修复[２７－３０]ꎮ
本研究在体外采用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 体系 ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质

细胞共培养的方式ꎬ模拟体内角膜缘干细胞微环境ꎬ同时

在共培养体系中添加小分子 ( ＳＢ４３１５４２ ＋ ＢＭＰ４) 诱导

ｈｉＰＳＣｓ 向角膜上皮细胞定向分化ꎮ 实验结果初步证实:
ｈｉＰＳＣｓ 与角膜基质细胞在 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 体系共培养 ７ ｄ 后

ＣＫ１５ 及 ＡＢＣＧ５ 表达呈阳性ꎬ而角膜上皮的标记物 ＣＫ３
及 ＣＫ１２ 表达阴性ꎮ 添加小分子 ＳＢ４３１５４２ 及 ＢＭＰ４ 后ꎬ免
疫荧光染色和流式细胞检测结果显示 ｈｉＰＳＣｓ 诱导 ７ ｄꎬ角
膜上皮细胞标志物 ＣＫ３、角膜上皮细胞前体 ＣＫ１５、角膜缘

干细胞标志物 ＡＢＣＧ５ 均呈阳性ꎬ说明 Ｗｎｔ / β－ｃａｔｅｎｉｎ 通路

阻断和 ＢＭＰ 信号传导的水平影响着 ｈｉＰＳＣｓ 分化为角膜

上皮样细胞的能力ꎮ 既往研究[２６]通过阻断 ＴＧＦ－β 和 Ｗｎｔ
信号通路产生角膜上皮样祖细胞能够 ４４ ｄ 内向成熟角膜

上皮样细胞终末分化ꎻ而本研究中 ７ ｄ 即出现角膜上皮样

细胞ꎬ大大缩短了分化时间ꎬ但分化效率仍较低下ꎬ仍需进

一步优化实验方案提高分化效率ꎮ 其次ꎬＬＳＣｓ 的微环境

是由角膜基底膜和胞外基质组成ꎬ包含胶原、非胶原蛋白

和蛋白多糖ꎬ还有多种自分泌和旁分泌细胞因子及其受

体[２８]ꎮ 在胶原成分中ꎬ最重要的是Ⅳ型胶原ꎬ维持 ＬＳＣｓ
４３
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的正常分化和增殖ꎮ 共培养 ７ ｄ 后行Ⅳ型胶原包被ꎬ１４ ｄ
时检测角膜上皮细胞标志物 ＣＫ３ 阳性表达(３３.８％)高于
７ ｄ(２９.０％)ꎬ说明角膜缘干细胞微环境中各因素共同决
定着干细胞的分化方向ꎮ

本次实验结果提示模拟角膜缘干细胞微环境同时添
加小分子 ＳＢ４３１５４２ 及 ＢＭＰ４ꎬ可诱导体外培养的 ｈｉＰＳＣｓ
向角膜上皮细胞分化ꎻ本结果采用 ｈｉＰＳＣｓ 作为种子细胞ꎬ
为替代角膜缘干细胞进行角膜上皮细胞移植提供了新思
路ꎮ 未来实验需进一步研究诱导 ｈｉＰＳＣｓ 向角膜上皮细胞
分化的机制ꎬ探讨如何获取更多纯化的角膜上皮细胞ꎬ构
建具有生物活性的角膜上皮替代物ꎬ从而为眼表组织工程
重建开辟新的途径ꎮ
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