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Abstract
誗Corneal diseases caused by limbal stem cell deficiency
are common in ophthalmology outpatients. Limbal stem
cell transplantation has become a hot spot in the
treatment of these diseases. According to limbal stem
cell deficiency or not and its degree, we choose different
cell therapy. Therefore, identification of limbal stem cell
deficiency is an important reference for transplant
surgery selection, which also could lay a solid
foundation for the follow-up transplantation experiment.
Here we mainly summarize some research advancement
of identifying limbal stem cell deficiency methods.
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摘要
角膜缘干细胞缺乏引起的角膜疾病是眼科门诊较为常见

的疾病,角膜缘干细胞移植已成为治疗该疾病的研究热
点。 根据角膜缘干细胞是否缺乏以及角膜缘干细胞的缺
乏程度,选择的干细胞治疗方式不同。 因此鉴定角膜缘
干细胞缺乏是选择移植手术的重要依据,能够为后续移
植实验奠定坚实的基础。 本文主要总结了近年来鉴定角
膜缘干细胞缺乏方法的研究进展。
关键词:角膜缘干细胞缺乏;印迹细胞学;免疫组化;光学
相干断层扫描;活体共聚焦显微镜
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0 引言
摇 摇 角膜缘干细胞( limbal stem cells, LSCs)是一类具有
增殖和分化潜能的成体单能干细胞,能够不断增殖、分
化、移行,维持角膜上皮的不断更新,保持角膜完整性及
透明度[1]。 关于 LSCs 的定位被广泛接受的观点是角膜
缘干细胞主要位于角膜缘基底部[2]。 角膜缘仅有上皮细
胞层和基质层,在基底部由放射状纤维血管脊形成特殊
的“栅栏冶样乳头状上皮结构,被命名为 Vogt 栅栏,其中
含有丰富的血管网及色素,被认为是角膜上皮的再生器
官[3-4]。 化学烧伤、热烧伤、Stevens-Johnson 综合征、眼部
类天疱疮、翼状胬肉、角膜缘部位的手术等多种疾病和手
术均 可 导 致 角 膜 缘 干 细 胞 缺 乏 ( limbal stem cell
deficiency, LSCD),使正常角膜上皮稳态遭到破坏[5]。
摇 摇 临床上有许多患者双眼角膜缘完全损伤,也有一些
患者仅有单眼角膜缘损伤而对侧眼角膜缘健康,或双眼
角膜缘部分损伤,不同的损伤类型其角膜缘干细胞的缺
乏程度不同,选择的治疗方法也有差异。 双眼完全 LSCD
患者需要寻找合适的自体异源干细胞,经体外培养诱导
分化为角膜缘干细胞,以解决 LSCs 来源缺乏的问题,目
前处于实验研究阶段的有骨髓间充质干细胞[6-7]、口腔黏
膜上皮细胞[8]、胚胎干细胞[9]、诱导多能干细胞[10-11]。
而单眼 LSCD 和双眼部分 LSCD 患者,可取正常的角膜缘
组织进行原代培养和传代培养,待培养的 LSCs 达到一定
的数量和质量后,再将其移植到患眼角膜缘部位。 这种
角膜缘干细胞体外培养后移植的方式由于取材方便、所
需组织量少、对正常眼损伤小、术后不存在免疫排斥反应
等特点,被认为是单眼 LSCD 和双眼部分 LSCD 患者的理
想干细胞移植方法[12-13]。 还有部分轻度角膜缘干细胞
缺乏的患者,仍有足够数量的干细胞可代偿性地修复损
伤部位,重建眼表缺损组织,此时不需要行角膜缘干细胞
移植术。 因此准确鉴定角膜缘干细胞缺乏以及角膜缘干
细胞缺乏程度,可以通过选择不同的方法有效治疗不同
种类的角膜疾病。 目前在动物实验中和临床上,鉴定角
膜缘干细胞缺乏有多种方法,包括临床眼表形态分析、印
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表 1摇 角膜上皮参数的评分标准

项目 0 分 1 分 2 分 3 分 4 分

角膜混浊
无水肿混浊
角膜透明

轻度混浊可
见虹膜纹理

中度水肿混
浊虹膜纹理不清

重度水肿混
浊瞳孔隐见

极重度混
浊瞳孔不见

上皮荧光素染色
(角膜染色面积)

无着色 臆1 / 4 象限 >1 / 4 且臆1 / 2 象限 >1 / 2 且臆3 / 4 象限 >3 / 4 象限

角膜新生血管 无新生血管 于角膜缘内 2mm 于角膜周边臆1 / 2 象限 于角膜周边>1 / 2 象限 全角膜可见新生血管

迹细胞学、免疫组织化学、活体共聚焦显微镜及光学相干
断层扫描等。
1 临床眼表形态分析方法
摇 摇 角膜缘干细胞缺乏会导致角膜上皮血管化、结膜化,
从而导致角膜混浊影响视功能。 LSCD 最初由单纯的眼表
形态分析来进行鉴定。 为了安全有效地治疗角膜疾病患
者,迄今为止,已有在鼠、兔、猪、牛等动物眼部建立模型进
行相关研究的报道[14-15]。 研究者多选择建模术后在裂隙
灯显微镜下观察,以角膜混浊程度、角膜上皮荧光素染色
面积及新生血管范围为参数评分,3 项参数得分之和为该
模型总分(表 1)。 角膜新生血管评分在 3 分或 3 分以上,
角膜上皮混浊在 2 分或 2 分以上,角膜上皮荧光素染色在
2 分或 2 分以上,综合眼表形态评分达 7 分或 7 分以上被
纳入模型成功组[16]。 但裂隙灯下观察到的眼表形态也可
出现在其他疾病中,不具特异性。 因此仅以此作为鉴别方
法比较片面,不具有说服力。
2 印迹细胞学方法
摇 摇 在临床工作中,进行病理组织切片是不可取的,手术
取病变部位活组织检查对患者的创伤比较大,取活检部位
受术者技术影响,也不一定能获得阳性结果。 所以眼科医
师多采用印迹细胞学方法来诊断 LSCD 疾病患者。 1995
年 Puangsricharern 等[17]提出角膜印迹细胞学是诊断 LSCD
的金标准,他们认为通过印迹法可从细胞水平检测角膜区
域是否存在杯状细胞,从而证明角膜上皮是否结膜化,比
临床眼表形态分析更具有说服力。 由于正常结膜中含杯
状细胞,而角膜和角膜缘不含杯状细胞,当角膜缘干细胞
受损时,角膜上皮不能恢复正常修复功能时,结膜上皮会
长入角膜区,出现角膜结膜化,印迹细胞学方法可以检测
到角膜区域大量的杯状细胞,从而证实 LSCD 的诊断。 此
方法最初被用来诊断干眼症,用醋酸纤维滤膜或生物微孔
膜吸附印取眼表层上皮细胞,收集到的细胞再通过相应的
方法进行处理分析得到细胞学结果,由于对受检部位的组
织不构成明显伤害,也无需特殊抗体,相对于手术活组织
检查,被认为是一种更快速、简便、易行的微创性检查方
法,所以目前干眼症、角膜缘干细胞缺乏、眼表病毒感染、
结膜黑色素瘤等临床眼表疾病的诊断一直依赖于印迹细
胞学,且沿用至今[18-20]。 但由于印迹细胞学只能鉴定出
角膜区域结膜化的杯状细胞,间接地鉴定角膜缘干细胞缺
乏,不能准确鉴定角膜缘干细胞缺乏的程度,因此继印迹
细胞学之后,鉴定角膜缘干细胞缺乏的方法仍在不断改进
之中。
3 免疫组织化学方法
摇 摇 角膜缘干细胞的定位及鉴定有赖于 LSCs 的标记物,
同样角膜缘干细胞缺乏也可通过检测 LSCs 表面标记物提
供 LSCD 有力证据。 转录因子 p63 仅表达在角膜缘基底
细胞,而角膜上皮表面不表达,被认为是识别 LSCs 的一种

重要标记物[21]。 ABCB5 是人类 ATP 结合蛋白家族成员
之一,ABCB5 高表达的角膜缘干细胞 p63 的含量明显增
加,ABCB5 和 p63 共表达对分离和鉴定 LSCs 具有重要作
用[22- 23]。 角蛋白 K3 和角蛋白 K12(CK3 / CK12)被认为是
角膜上皮细胞分化的标记物,仅在角膜上皮细胞中表达,
而角膜缘基底细胞因其未分化的特性并不表达 CK3 /
CK12。 作为阴性标记物,有助于间接分离、鉴别 LSCs[24]。
摇 摇 在国内外报道的文献中,通过制作病理组织切片进行
免疫组织化学或者制作冰冻切片进行免疫荧光组织染色,
观察角膜缘部位 p63 的表达和角膜区域 CK3 / CK12 的表
达,可判断角膜缘干细胞及角膜上皮的缺失情况[25-26]。
若角膜缘部位 p63 无表达,而角膜区域 CK3 / CK12 表达极
低,说明角膜缘干细胞完全缺乏,角膜上皮存在缺损。 对
于角膜疾病的病理诊断,免疫组织化学方法能够对特定组
织抗原进行定位、定性及定量的研究,相对而言具有较高
准确性、可靠性。
4 活体共聚焦显微镜与光学相干断层扫描成像方法
摇 摇 现阶段,随着活体共聚焦显微镜、光学相干断层扫描
仪等先进仪器设备的出现,能够清晰地观察到活体角膜缘
基底部 Vogt 栅栏结构,为诊断 LSCD 提供了客观依据。 常
规裂隙灯显微镜检查能够观察到角膜有无损伤及新生血
管、水肿、瘢痕、透明度,有助于临床眼表形态分析,但由于
设备的局限性,不能观察到角膜缘深部组织结构;而具有
高分辨率的活体共聚焦显微镜能够从不同层面、不同程度
地放大 Vogt 栅栏成像,弥补了这一缺陷[27]。 因此利用活
体激光扫描共聚焦显微镜对正常眼和患眼进行对比分析,
能够对角膜缘干细胞的位置及角膜缘干细胞缺乏的程度
进行深入研究[28]。 2013 年 Lagali 等[29] 利用活体共聚焦
显微镜观察了无虹膜患者的角膜和正常人的角膜 Vogt 栅
栏状况,发现无虹膜患者的角膜栅栏状结构出现了退行性
变化,病变程度越重,角膜浅层和深层退行性变化程度越
明显,且与正常角膜相比,中央角膜上皮细胞减少和角膜
基质层的神经密度降低,由此认为活体共聚焦显微镜有助
于监测从早期到晚期 LSCD 患者的退行性变化。 2015 年
Pedrotti 等[30]比较了移植角膜缘干细胞前后的临床眼表
形态分析、印迹细胞学结果及活体共聚焦显微镜观察结
果,发现临床眼表形态分析与活体共聚焦显微镜观察结果
具有 76. 8% 的相关性,印迹细胞学与活体共聚焦显微镜
结果分析的一致性达到了 62. 9% ,从而得出活体共聚焦
显微镜提供了角膜上皮结构的客观依据,显著提高了角膜
缘干细胞移植疗效评估水平。 除此之外,光学相干断层扫
描成像也能够准确显示角膜缘龛的 Vogt 栅栏结构,通过
在体观察栅栏区的结构,有助于准确获取角膜缘干细胞从
而进行移植试验,术后通过监测栅栏状结构的变化进一步
对患者跟踪随访和分期治疗[31]。 2016 年 Espandar 等[32]

的一项临床病例报告指出,光学相干断层扫描成像提供了
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患者 Vogt 栅栏的具体信息,确认了该患者 Vogt 栅栏的存
在以及有足够的干细胞代偿,避免了行自体角膜缘干细胞
移植手术,大大减少了对患者健康眼的损伤。 因此活体成
像技术应用于临床患者有助于确认角膜缘干细胞缺乏的
程度,从而选择合适的手术方式;应用于动物模型可以准
确鉴定角膜缘干细胞是否完全缺失,也有助于彻底清除受
体残存的 LSCs,减轻排斥反应的发生,提高移植成功率。
5 讨论
摇 摇 目前,通过角膜缘干细胞移植治疗 LSCD,恢复角膜缘
干细胞数量,重建正常眼表结构及功能,已成为眼科临床
医生继药物和手术治疗后根治角膜疾病的新途径。 进行
移植手术前,准确定位角膜缘干细胞及鉴定角膜缘干细胞
缺乏,是至关重要的。 随着活体共聚焦显微镜、光学相干
断层扫描仪在眼科角膜疾病的应用,可通过激光对患者的
角膜解剖结构分层扫描,从活体水平观察到 Vogt 栅栏及
栅栏间形成的钉突结构是否消失,有无瘢痕组织形成,从
而证明角膜缘干细胞的存在场所是否被破坏;从体外水平
根据免疫组织化学或者免疫荧光组织染色,观察角膜缘部
位 p63 有无表达,角膜区域 CK3 / CK12 表达水平,从而进
一步确定角膜缘干细胞是否缺乏及缺乏程度。
摇 摇 综上所述,眼表形态分析可以从眼表体征方面提供依
据,印迹细胞学、病理组织切片、免疫组化可从细胞水平提
供依据,大大提高了建模的成功率;在临床上根据患者眼
表形态分析,再加之活体共聚焦显微镜以及光学相干断层
扫描仪的应用,提供 Vogt 栅栏缺失的客观依据,可准确判
断角膜缘干细胞缺乏范围及程度,为下一步进行角膜缘干
细胞移植手术奠定基础。
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