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摘要: 针对眼表上皮疾病的基础及临床方面进行了系统研究,包括角膜上皮干细胞的生理, 眼表免疫,眼表上皮细胞黏

蛋白表达及功能,眼表鳞状上皮化生的发病机制, 干眼的诊断与治疗, 角膜组织工程,新生血管性眼病的发生机制与治疗

等,并在这些方向取得了一系列研究成果.
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眼表( ocular surface)的概念系由 Thof t和 Friend

于 1977年提出 [ 1] .在解剖学上, 眼表上皮指上、下睑缘

间的所有眼表面上皮组织,包括角膜缘、角膜和结膜的

上皮组织.眼表上皮细胞作为眼的首道屏障, 对维持眼

表面的健康发挥关键作用.此外,眼表上皮细胞表面的

泪膜、泪腺、睑板腺以及角结膜基质等组织共同构成眼

表的整体功能单位, 参与眼表健康的维持,任何原因引

起的眼表上皮细胞结构异常和/或功能障碍, 将导致眼

表上皮疾病.

在角膜上皮干细胞研究方面, 目前认为 p63 和

ABCG2是可以作为成体干细胞的标记物之一,但这两

种表面标记物存在一定的非特异性, p63不仅表达于

角膜上皮干细胞, 也表达于角膜上皮瞬时增殖细胞,

ABCG2也表达于角膜基质干细胞 [ 2 3] .因此,寻找特异

性更高的角膜上皮干细胞表面标记物十分必要.

鳞状上皮化生( squamous metaplasia)是一种由分

泌型非角化复层上皮转变为非分泌型角化鳞状上皮的

病理过程,是机体对慢性刺激、慢性炎症、病毒感染以

及维生素 A 缺乏等的一种适应性反应,常发生在上皮

组织,包括角结膜、气管和支气管、肾盂、胆囊及宫颈等

组织的黏膜上皮.病理学上认为鳞状化生是一种癌前

病变.鳞状上皮化生见于多种严重眼表面疾病,如酸碱

化学烧伤、热烧伤、先天性无虹膜、Sj g ren s 综合征、

Stevens Johnson 综合征、眼瘢痕性类天疱疮等, 严重

危及视力甚至致盲. 鳞状上皮化生与角膜缘干细胞缺

乏一起被认为是眼表面衰竭的两种主要表现.

早在 1989 年, Cotsarelis等通过电子显微镜发现

在正常小鼠角膜缘上皮基底层, 除了上皮细胞外还含

有少量的色素上皮细胞和 Langerhans 细胞
[ 4]

. Lange

r hans细胞是角膜上皮内唯一表达主要组织相容复合

II 型抗原( M H C II)的 职业 抗原递呈细胞,在角膜上

皮免疫反应过程中起重要作用.多年来,角膜缘上皮基

底层 Lang erhans细胞的免疫学特性及其与位于角膜

缘上皮基底层的角膜上皮干细胞的关系没有得到明确

的阐明.

羊膜( amniot ic membrane)是包在胚体外的第一

层胎膜,来源于羊膜腔顶部的细胞滋养层,其组织结构

可分为上皮层、基底膜层以及基质层.羊膜因为其特殊

的生物学特性和很弱的免疫原性, 近 10余年来在眼科

及其他组织工程领域得到广泛应用.在眼科, 羊膜组织

主要用于眼表与角膜疾病的治疗. 大量的临床应用研

究发现羊膜具有抗炎症、抗疤痕形成、抗新生血管, 以

及促进眼表面上皮损伤愈合作用.

我们针对眼表上皮疾病的基础及临床问题进行了

系列研究,本文就该研究方向取得的进展进行综述.

1 眼表上皮生理的基础研究

1. 1 角膜上皮干细胞标志物

角膜上皮干细胞( corneal epithelial stem cell) ,亦

即角膜缘干细胞,位于角膜缘上皮基底部,它们是角膜

上皮的唯一细胞来源. 一定数量的角膜上皮干细胞对

维持角膜上皮的动态稳定和角膜组织的透明性发挥极

其重要的作用. 严重眼表面疾病如眼瘢痕性类天疱疮、



Stevens Johnson综合征、眼部化学伤及热烧伤、严重

干眼症等常导致角膜上皮干细胞部分或全部缺失, 眼

表组织广泛破坏, 发生持续性角膜上皮缺损、慢性炎

症、角膜上皮结膜化和新生血管侵入,引起角膜透明度

下降,造成患者严重视力障碍甚至失明.

由于缺少特异性的标志物, 关于角膜上皮干细胞

生理的研究受到限制. 我们的研究发现核质转运受体

蛋白( import in13, IPO13)特异性表达于角膜缘基底层

细胞以及体外克隆培养的人及小鼠角膜上皮干细胞

中,可以作为一种新的角膜上皮干细胞标志物,且特异

性较已报道的标记物高(图 1) [ 5] .

对角膜缘和中央角膜上皮培养后, RT P CR结果显示仅角

膜缘上皮细胞表达 I PO13、P63及 ABCG2 的 mRN A ,

而中央角膜上皮细胞不表达这 3种 mRN A, 而表达

成熟角膜上皮标志物 K 12 和 Cx 43.

图 1 I PO13、P63、ABCG2、K12 和 Cx43在正常人角巩缘

和中央角膜上皮的表达情况

F ig . 1 IPO13, P63, A BCG2, K 12 and Cx43 ex pressed no rmal

human limbal epithelium and centr al cor neal epithelium

1. 2 角膜上皮干细胞增殖与分化的调控机制

认识角膜上皮干细胞增殖与分化的调控机制对阐

明干细胞缺乏性疾病的致病机理, 优化干细胞体外扩

增条件,以及实施干细胞移植具有重要意义. 在我们的

研究中,发现抑制 IPO13的表达可以明显抑制角膜上

皮干细胞的增殖并促进其分化,说明 IPO13在调节角

膜上皮干细胞生理中发挥重要作用 [ 5] .此外,我们还发

现应用 p38MAPK 抑制剂可以明显增强角膜上皮干

细胞体外扩增效率, 并抑制体外培养时角膜上皮干细

胞的终末分化[ 6] .系统提出了角膜缘微环境对角膜上

皮干细胞进行调控的理论,为角膜上皮干细胞体外扩

增方法的改进以及角膜上皮干细胞缺乏治疗技术的改

进提供了重要的理论基础
[ 7 8]

.

1. 3 黏蛋白 19(MUC19)在眼表上皮细胞的

表达及其功能

泪膜由脂质层、水液层及黏蛋白层组成, 其中黏蛋

白层与眼表面上皮细胞相接触, 是维持泪膜在眼表面

完整覆盖的重要因素. 泪膜异常导致角膜上皮细胞直

接暴露于空气中的时间延长,上皮细胞非正常脱落增

多,从而引起干眼等多种眼表上皮疾病.我们以前的研

究发现了眼表上皮细胞也分泌涎腺蛋白, 参与构成泪

膜的黏蛋白层, 改变了过去认为黏蛋白仅由杯状细胞

分泌的传统观点. 最近我们又发现 MU C19这一黏蛋

白家族新成员在正常泪腺组织、结膜的杯状细胞及角

膜、结膜上皮细胞大量表达; 而干燥综合征的患者

MU C19表达明显下降(其下降的量与已知的最重要

的黏蛋白M UC 5A C相同) ( 图2, 3 ) , 证明了M U C19

图 2 M U C5A C 和 M U C19 在正常人以及干燥

综合征( SS)患者的 mRN A 水平

F ig. 2 mR NA ex pr ession of M U C5AC and M U C19 in

no rmal per so ns and patients w ith SS

A . M U C5A C 和 M U C19 在正常结膜组织共表达;

B. SS 患者结膜的 M U C19 和 M U C5AC 表达明显下降;

C. 正常结膜印迹细胞检查可及 M U C5A C 和 M U C19 表达;

D. SS 患者印迹细胞检查标本 M U C5A C 及 M U C19 表达阴性.

图 3 M U C5A C 和 M U C19 在正常人以及干燥

综合征( SS)患者的表达

Fig . 3 Expressio n o f M U C5A C and M U C19 in no rmal

persons and patients wit h SS
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人角膜缘体外培养 14 d 后鳞状上皮化生模型建立成功, 正常角膜上皮标志物 K 12( A)持续表达,

角化上皮标志物 K10( B)在体外培养第 4 天时开始表达, 14 d 时角膜上皮全层表达.

图 4 K 10 和 K 12在空气暴露组的表达情况

Fig. 4 K 10 and K 12 ex pressed in airlift g roups

为正常眼表黏蛋白层中的重要组成部分.我们的研究

不仅丰富了泪膜中黏蛋白层的来源和成分的认识, 进

一步证实了眼表上皮细胞在维持泪膜稳定的重要作

用,而且揭示了 M UC19在干眼发病中的作用[ 9] .

1. 4 Langerhans细胞参与眼表上皮免疫及

炎症反应

我们通过对大鼠角膜缘上皮干细胞和 Lang er

hans细胞的研究发现, 在正常的、非炎症的角膜缘上

皮内存在具有干细胞特性的 Lang erhans细胞 [ 10] . 在

进一步的研究中 , 通过建立动物角膜炎症模型 , 证

明角膜中央炎症可以诱导角膜缘上皮基底层 Lang er

hans细胞快速成熟并向中央角膜迁移,确立了角膜缘

上皮基底层不仅是角膜上皮的增殖中心, 而且是角膜

上皮免疫反应中心的观点[ 11] . 我们的研究还发现,

Langerhans细胞同样存在于中央及周边角膜上皮,干

眼症时上皮内 Lang er hans细胞明显增加,且与临床表

现明显相关
[ 12]

.

2 眼表上皮疾病发病机理的研究

2. 1 眼表鳞状上皮化生的体外组织模型

目前,除通过维生素 A 治疗维生素 A缺乏症患者

外,还没有针对其他原因引起的眼表鳞状上皮化生的

有效治疗方法. 我们建立了角膜、结膜鳞状上皮化生的

体外组织培养模型(图 4) ,此模型是迄今为止唯一可

以研究单因素在眼表鳞状上皮化生中作用的体外模

型
[ 13]

.

2. 2 眼表鳞状上皮化生的分子机制

眼表鳞状上皮化生的分子机制尚不明朗,我们利

用体外组织培养模型以及人体疾病标本进行了大量研

究,初步阐明了 p38 M APK, Pax6,以及 Notch等信号

通路在眼表鳞状上皮化生中的作用.

2. 2. 1 p38有丝分裂原激活的蛋白激酶(MAPK)

通路

利用人角膜缘液气界面培养的体外模型, 我们发

现与炎症及应激相关的 p38MAPK 信号传导通路在

角膜缘上皮暴露于空气后被激活, 并引起鳞状上皮化

生(图 5) .通过特异性抑制剂 SB203580抑制这一信号

通路,可以完全阻断角膜上皮细胞向皮肤上皮细胞的

异常分化,但不影响细胞的增殖
[ 13]

(图 6) .

人角膜缘组织在液气界面培养法下体外培养 14 d,上皮

细胞以及基质细胞内 p38M A PK 信号传导通路激活

磷酸化 p38 染色阳性, 而正常角膜、对照组以及

加入 p38抑制剂组均未见阳性 p p38核内染色.

图 5 p p38 在不同组的表达情况

Fig. 5 p p38 ex pressed in different g roups

2. 2. 2 Pax 6 基因表达

Pax 6是胚胎眼发育的重要调控基因, 但在眼表

上皮细胞分化调控中的作用尚不清楚. 我们发现, 在以

角膜上皮干细胞缺乏为特征的严重眼表面疾病中, 角

膜缘组织的鳞状上皮化生伴随着角膜上皮 Pax 6基

因表达的下降或完全缺乏,而且这一异常发生于干细

胞水平.本研究揭示了 Pax 6 基因在眼表鳞状上皮化

生发生机制中的作用.通过外源性Pax 6基因导入可
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人角膜缘组织在液气界面培养法下体外培养 14 d 上皮细胞

出现大量 K 10 染色阳性细胞(表层上皮大量浅色着染) ,

而正常角膜、对照组以及加入 p38 抑制剂组均未见

K 10 阳性染色.

图 6 K 10 在不同组的表达情况

Fig . 6 K 10 ex pressed in different g roups

以使异常分化的眼表上皮恢复正常的表型, 角膜上皮

细胞鳞状化生现象发生逆转[ 7] .

2. 2. 3 氧张力在鳞状上皮化生中的作用

氧张力在调节不同类型干细胞的增殖与分化中发

挥重要作用.研究发现,低氧环境培养可以促进角膜上

皮干细胞的增殖, 提高克隆形成率
[ 14]

. 我们在研究中

发现低氧培养可以抑制空气暴露培养诱导的角膜上皮

细胞异常分化, 这与低氧培养激活了 N otch 信号通

路,抑制了 p38M APK信号通路有关
[ 15]

.

3 眼表上皮疾病的诊断

3. 1 干眼诊断标准

由于种族、地区以及发病率之间的区别, 目前国际

上尚无统一的干眼诊断标准和分类标准, 给干眼的临

床诊疗造成了不便. 我们通过大量的临床观察,结合其

他国家的诊断标准, 提出了我国干眼的诊断标准, 这一

诊断标准已在我国各地临床医疗机构广泛使用
[ 16]

.

3. 2 干眼严重程度及疗效判断的新指标

干眼严重程度的判断对临床治疗方案的确定具有

重要指导意义, 而严重程度的判断需要结合患者症状

及临床体征进行综合分析.我们应用激光共焦角膜显

微镜对不同类型、不同严重程度干眼患者角膜上皮进

行观察,发现干眼患者角膜上皮内免疫炎症细胞的分

布和活化状态与疾病严重程度呈明显相关性,参与疾

病的发生发展, 提出应用共焦角膜显微镜观察炎症细

胞密度及活化程度可以作为干眼的病情严重程度和治

疗效果的客观指标
[ 12]

.

4 眼表上皮疾病的治疗

4. 1 不同类型干眼的治疗原则

引起干眼的病因众多,因而治疗十分复杂.虽然用

于干眼治疗的方法及药物较多(如人工泪液有近 30余

种) , 但治疗效果仍欠理想.一些严重的干眼患者因为

缺乏有效的治疗措施, 出现严重的眼表新生血管和鳞

状上皮化生, 而导致失明. 基于大量的临床观察与分

析,我们系统提出并规范了我国各类型干眼的治疗策

略及治疗重点, 提出:针对蒸发过强型干眼强调病因治

疗及脂质替代疗法; 针对水液不足型干眼强调补充泪

液治疗;针对黏蛋白异常型干眼强调恢复眼表上皮细

胞功能;针对泪液动力学异常型干眼强调恢复其动力

学正常的相关治疗; 对混合型干眼则更强调综合治疗

和治疗的先后顺序[ 17 18] .

4. 2 治疗角膜新生血管性疾病的 K5滴眼液

角膜新生血管常见于眼表化学伤、角膜感染、严重

干眼等,常导致明显视力下降.目前尚未发现治疗眼表

新生血管性疾病的有效药物.我们利用眼表化学伤动

物模型发现 K5 滴眼液对角膜新生血管的抑制作用,

其主要机制是抑制新生血管发生过程中血管内皮细胞

的增殖.我们的研究发现 K5滴眼液可以显著降低化

学伤后眼表组织内血管内皮细胞生长因子的水平, 从

而抑制角膜新生血管的发生[ 19] .

4. 3 治疗眼表上皮疾病的羊膜蛋白提取液

羊膜因为其特殊的生物学特性和弱免疫原性, 近

年来广泛应用于眼表及其他组织工程领域. 我们发现

羊膜适用于传统治疗无效的严重干眼等眼表上皮疾

病,通过体内和体外试验,证实羊膜具有明显抑制眼表

炎症和新生血管作用,并促进眼表上皮愈合, 其机制与

抑制炎症细胞因子 T NF 和 IL 6的产生, 促进抗炎

症细胞因子 IL 10的产生,降低与巨噬细胞抗原提呈

相关的细胞表面分子 CD80、CD86、以及 M H C II类抗

原的表达有关
[ 20]

.我们进一步的研究还发现羊膜基质

提取液可以诱导炎症细胞凋亡, 阻止成纤维细胞向纤

维母细胞方向的分化, 诱导纤维母细胞逆向分化为成

纤维细胞,以及调节间充质细胞分化中的作用,解释了

羊膜的抗疤痕形成作用[ 7, 21] .

我们同时用蛋白提取法获得了羊膜蛋白提取液并

应用于临床试验,与传统羊膜移植手术相比较,羊膜提

取液减轻炎症、促进眼表上皮愈合的效果更佳,而且避

免了传统的羊膜移植等手术创伤, 为眼表上皮疾病的
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治疗提供了新的手段
[ 22]

.

4. 4 抑制眼表非感染性炎症的强力霉素

滴眼液

眼表上皮疾病患者往往病程很长, 为了抑制眼表

炎症需要长时间应用激素,而激素的长期使用会引起

较多的副作用, 因而寻找具有激素样抗炎作用而无明

显副作用的药物一直是眼表上皮疾病治疗的关键问

题.我们发现,强力霉素可以抑制体外培养的人角膜上

皮细胞白细胞介素 IL 1 的表达, 诱导人单核细胞系

TH P 1细胞凋亡, 从而达到良好的抗炎效果, 但强力

霉素的长期全身应用亦存在副作用.鉴于此, 我们研制

出强力霉素滴眼液, 并通过动物试验证明,局部应用强

力霉素滴眼液不仅可减轻眼表面炎症, 且其抑制炎症

的效果与激素类似, 同时无明显副作用.此研究为各类

眼表上皮疾病的局部抗炎治疗提供了一种较为理想的

药物
[ 23]

.

4. 5 组织工程角膜

2008年第二次全国残疾人抽样调查统计, 中国当

时共有视力残疾 1 691万人,其中角膜病致盲患者约

400万人. 大部分角膜病致盲患者可以通过角膜移植

手术而重见光明,然而,由于角膜供体的极度匮乏, 目

前我国每年只能实施角膜移植手术 3 000 余例, 绝大

部分患者得不到及时治疗.角膜组织替代物, 亦即组织

工程角膜( t issue eng ineered cornea)的研制与应用,将

在很大程度上缓解角膜供体的供需矛盾, 因此在我国

受到越来越多的关注.

我们致力于角膜组织工程研究, 在组织工程角膜

上皮、异种组织工程角膜基质以及组织工程角膜内皮

的构建方面均进行了大量的研究. 通过研究不同的异

种角膜基质脱细胞的方法,获得了较为理想的脱细胞

方案,并对这种组织工程材料进行了初步动物试验,取

得了良好的效果 [ 24] .

5 结束语

通过对眼表上皮疾病系统的研究, 进一步明确了

眼表上皮的生理功能和眼表上皮疾病的发病机制, 为

治疗该类眼表上皮疾病提供了新的依据和方向.对眼

表疾病的诊断和治疗提出了新的标准, 通过将基础研

究成果与临床应用相结合,提出了有效治疗眼表上皮

疾病的新方法. 这些研究成果的推广和应用, 解除了广

大眼表疾病患者的痛苦, 取得了明显的社会效益和经

济效益.
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Basic and Clinical Research Progress on Ocular Surface

Epithelial Diseases

LIU Zu guo* , L IU J ing, CHEN Wen sheng, LI Wei

( Eye Institute, A ffiliated Xiamen Eye Center , F ujian Pr ovincia l K ey L abo rato ry of O phthalmo lo gy and

V isual Science, M edica l Colleg e, Xiamen U niver sity, Xiamen 361005, China)

Abstract: We have focused studies on basic and clinical research of ocula r surface epithelial diseases. A ser ies of pr ojects have been

co nduct ed related to phy siolog y o f co rneal epithelial stem cells, immunity of the o cular surface, mucin ex pression and its functio n in

ocular surface epithelial cells, the mechanism of ocular surface epithelial squamous metaplasia, the diag no sis and tr eat ment of dr y eye,

co rneal tissue eng ineering , and the mechanism and t reatment of angiog enic ey e diseases. M any sig nificant prog resses hav e been made

in these research fields, w hich gr eatly pr omoted bot h basic and clinic research of ocular surface diseases in China, and made considera

ble co ntr ibut ion to the Chinese o phthalmo lo gy so ciety.

Key words: ocular surface; o cular surface epithlium; o cular surface epithlelial disease; basic research; clinic research
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