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人角膜内皮细胞自体再生的研究进展
陈 瑾， 傅 瑶

上海交通大学医学院附属第九人民医院眼科，上海市眼眶病眼肿瘤重点实验室，上海  200011

［摘要］ 人角膜内皮细胞（human corneal endothelial cells，HCECs）对于维持角膜透明性非常重要，但胚胎发育后该细胞停

滞于细胞周期G1期，常无法进行增殖与再生。伴随着角膜的发育与年龄的增长，HCECs密度不断下降，且全身性因素及

眼部疾病又可进一步加剧HCECs的缺失，造成角膜混浊与水肿，最终进展为视力损害。因此，HCECs的再生一直是角膜

内皮研究领域的热点。目前，细胞疗法介导的外源性角膜内皮功能重建与内源性HCECs自体再生均已取得了卓有成效的进

展，其中HCECs自体再生则是更加便捷且更符合生理学的治疗方案。基于此，该文从手术治疗、基因治疗以及药物治疗这

三方面对HCECs自体再生的策略及与之相关的技术进行汇总与分析。
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Research progress in autologous regeneration of human corneal endothelial cells

CHEN Jin, FU Yao
Department of Ophthalmology, Shanghai Ninth People's Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine; Shanghai Key 

Laboratory of Orbital Diseases and Ocular Oncology, Shanghai 200011, China

[Abstract] Human corneal endothelial cells (HCECs) are very important for maintaining corneal transparency, but HCECs remain 

arrested at the G1 phase after embryonic development and could not proliferate and regenerate in vivo. The density of HCECs 

decreases spontaneously with corneal development and aging, while systemic factors and corneal diseases can further cause a 

massive loss to HCECs, lead to corneal opacity and edema and ultimately induce vision impairment. Therefore, the regeneration of 

HCECs has always been a heated topic in the field of corneal endothelial research. Currently, function restoration of exogenous 

corneal endothelium mediated by cell therapy and autologous regeneration of endogenous HCECs have made amazing 

breakthroughs, with endogenous HCECs autologous regeneration being a more convenient and physiological treatment option. This 

review summarizes and analyzes the strategies and related techniques that are currently applied to the autologous regeneration of 

HCECs in aspects of operative treatment, gene therapy and pharmacological treatment.

[Key words] human corneal endothelial cell (HCEC); cell proliferation; autologous regeneration; operative treatment; gene therapy; 

pharmacological treatment

人角膜是眼球壁外层前部的透明部分。从组织学

的角度来讲，角膜从外向内可分为 5层，包括上皮细

胞层、前弹力层、基质层、后弹力层及内皮细胞层；

其中，内皮细胞层由单层的六边形人角膜内皮细胞

（human corneal endothelial cells，HCECs） 组成。虽

然仅为单层细胞，但 HCECs 致密的排列可发挥屏障

作用，且能够承担泵水功能，对维持角膜透明状态有

着举足轻重的作用［1］。

HCECs在胚胎发育后停滞于细胞周期的G1期，继

而无法在体内增殖、再生，且目前该机制尚未被完全

阐明；相关研究［1］显示，HCECs周期阻滞的影响因素

可能包括细胞接触抑制、房水中的生长抑制因子［如

转化生长因子 β（transforming growth factor-β，TGF-

β）］及角膜内皮细胞负性周期调节因子（如细胞周期

综述
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蛋白依赖性激酶抑制因子 1b） 的表达等。同时，随

着角膜的发育与年龄的增长HCECs密度会不断降低，

如孕 6 个月胎儿的 HCECs 密度约达 10 840 个/mm2，

长至 1 岁时约为 4 252 个/mm2，10 岁时约为 （2 697±

246）个/mm2，20~39岁时约为 3 000个/mm2，此后该

细胞的密度将按照每年约 0.3% 的速度下降［2］。除了

个体的生长发育和衰老等客观因素，全身性因素（如

糖尿病、高血压等）、眼部疾病（如角膜内皮营养不

良、青光眼等） 以及一些眼内手术等均可导致

HCECs 损伤。由于该细胞无法增殖，使得其损伤修

复只能依靠未损伤的健康 HCECs 的形变及移行至损

伤区进行。然而，当 HCECs 密度减少至 500 个/mm2

以下时［3］，细胞形变与移行均无法维系正常的屏障

和泵功能，继而不可避免地出现角膜内皮功能失代

偿，引起角膜混浊与水肿，最终进展为视力损害。

事实上，HCECs 是否具有再生能力一直存在争

议。研究［4］表明，HCECs在角膜内皮层位置的不同

会呈现出不同的特征；总的来说，相比于中央

HCECs，外围 HCECs 的密度更高、有丝分裂活性更

强、分化程度更低，且形态更偏向于球形。新加坡研

究团队［5］ 通过进一步研究发现，在小梁网与外围

HCECs中间的移行区存在着如巢蛋白、碱性磷酸酶、

端粒酶等干性标志物表达的细胞，且提示这些细胞可

能具有内皮前体样细胞的特性。基于此，研究人员提

出了许多促进 HCECs 自体再生的策略并取得了一定

的成果。本文即是针对目前 HCECs 自体再生的技术

及其作用机制进行汇总，以期为开展相关基础和临床

研究提供参考。

1　手术治疗

角膜移植手术是目前角膜内皮功能失代偿唯一有

效的治疗方法，主要包括传统穿透性角膜移植术

（penetrating keratoplasty，PKP）与内皮移植术，其中

后者又可分为后弹力层剥除自动角膜内皮移植术

（Descemet stripping automated endothelial keratoplasty，

DSAEK） 和后弹力层角膜内皮移植术 （Descemet's 

membrane endothelial keratoplasty， DMEK）［1］。 研

究［6］显示，PKP 可有效提高患者的视力，但免疫排

斥反应及并发症的发生概率均较高。相对而言，

DSAEK及DMEK的移植排斥率较低，术中、术后的

并发症较少，患者视力恢复更快。但尽管如此，

DMEK 仍存在植片脱落的风险，对手术操作的要求

较高［7］。

近年来，研究人员发现部分 Fuchs角膜内皮营养

不 良 （Fuchs endothelial corneal dystrophy， FECD）

患者行 DMEK 后，虽有移植物脱落，但仍出现了角

膜水肿自发清除的现象，而后研究人员又报道了剥离

患者角膜后弹力层后，其角膜水肿自发清除的病

例［8-9］。鉴于此，临床上提出仅剥离后弹力层而无角

膜 内 皮 移 植 的 手 术 （Descemetorhexis without 

endothelial keratoplasty， DWEK）［2］。 目 前 ， 有 关

DWEK 的治疗机制尚不明确，研究观点多集中于周

围 HCECs 的迁移及细胞接触抑制的解除方面。就其

疗效而言，DWEK在治疗中轻度FECD患者时可有效

减轻角膜水肿，但患者的恢复期显著延长；且中央后

弹力层剥离大小、遗传因素、环境因素及全身性疾病

都会影响DWEK的疗效［10］。目前，有关DWEK研究

的样本量较少，随访周期较短，所获结论尚存在一定

的局限性，仍需大样本量的临床研究对其机制及最佳

适应证进行探索。

2　基因治疗

基因突变是角膜内皮疾病的重要病因，且基因的

改变可影响正常 HCECs 的功能。目前已发现了 4 类

具有明确遗传原因的角膜内皮营养不良，分别为后部

多形性角膜营养不良、先天性遗传性角膜内皮营养不

良、 X 连锁性角膜内皮营养不良以及最常见的

FECD［1］。以 FECD 为例，其最常见的遗传学改变是

转录因子 4 （transcription factor 4，TCF4）中 CTG 的

重复扩增［11］。研究［1-2］显示，临床上常用的基因疗

法 包 括 基 因 修 饰 、 反 义 寡 核 苷 酸 （antisense 

oligonucleotide，ASO） 技术、成簇规律间隔短回文

重 复 序 列 （clustered regularly interspaced short 

palindromic repeat，CRISPR） 相关蛋白 9 （CRISPR-

associated nuclease 9，CRISPR/Cas9） 基因编辑等。

该疗法可通过纠正相应的基因突变或避免其相关影响

来促进HCECs再生，具有良好的临床应用前景。

2.1　基因修饰

基因修饰又称基因增补，是将目的基因通过各类

载体（通常为病毒载体）导入病变细胞或其他细胞，

利用目的基因的表达产物对缺陷细胞的功能进行修饰
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或使其原有的某些功能加强。部分研究发现，通过对

供体角膜组织行基因修饰，可促进 HCECs 再生并提

高角膜移植的成功率。FUCHSLUGER 等［12］ 发现，

将 B 细胞淋巴瘤因子 2 xL （human B-cell 2 xL，Bcl-

xL） 及 p35 基因导入人角膜组织，可提高 HCECs 的

存活率并能够较长时间地维持该细胞的正常形态。

KAMPIK 等［13］ 在人角膜组织中过表达闭锁小带蛋

白-1相关性核酸结合蛋白，可成功提高HCECs密度。

在角膜内皮病变方面，TOYONO等［14］在角膜组织中

通过慢病毒过表达微核糖核酸-29b，以减少细胞外基

质的过度沉积（即 FECD 的主要病理表现之一），从

而为FECD的治疗提供新思路。目前，对于载体系统

的优化仍需要更多的基础与临床研究加以支持，包括

提高载体的基因装载能力、增强载体的特异性与靶向

性、减轻载体对机体的免疫原性等方面，从而提高基

因修饰的效率。

2.2　ASO技术

ASO 技术是将一类人工或生物合成的与目的

DNA或RNA互补的特异序列导入细胞，通过特异性

结合来抑制甚至阻断目的基因的转录和/或翻译，达

到人工调控基因表达的目的。该基因治疗方法适用于

由 RNA 重复翻译产生有毒肽链引起的遗传疾病［1］，

且相关研究人员已利用该技术开展了针对 CTG 碱基

序列重复扩增导致的 FECD 的治疗［15-17］。而 ASO 技

术的部分缺点，如 ASO 难以精准靶向 HCECs，体内

降解速度较快导致患者需终身用药，可能与基因组其

他 CTG 重复区域结合从而对细胞的正常生理功能产

生未知的影响等，也限制了其在临床上的使用［1］。

2.3　CRISPR/Cas9基因编辑

CRISPR/Cas9 基因编辑的过程是将 Cas9 由特异

性向导RNA序列引导至靶序列处，剪切双链DNA以

实现对基因组 DNA 序列的编辑。作为一个相对较新

的技术手段，CRISPR/Cas9基因编辑应用于治疗角膜

内皮营养不良的研究报道仍相对较少［1］。RONG

等［18］使用该技术对 CTG 碱基序列异常扩增导致的

FECD患者角膜内皮细胞开展了体外实验，结果发现

经基因编辑后 CUG 碱基序列重复的异常 mRNA 有显

著减少，细胞状态得以改善。UEHARA等［19］在Ⅷ型

胶原 a2 （collagen Ⅷa2，Col8a2）突变导致的早发性

FECD 小鼠模型中，利用这一技术靶向 COL8A2的起

始密码子来阻断其表达，结果显示其可有效恢复小鼠

角膜内皮细胞功能，减轻角膜的水肿程度。以上结果

均提示了CRISPR/Cas9基因编辑在治疗角膜内皮营养

不良中的应用前景，但目前尚未开发出将 Cas9 和向

导 RNA 序列靶向传递至 HCECs的途径，且 CRISPR/

Cas9基因编辑的安全性还有待考究［2］。

3　药物治疗

相对于手术治疗和基因治疗，药物治疗是一种更

为便捷的途径。一方面该治疗可以局部给药的方式避

免可能出现的全身并发症或手术相关并发症，另一方

面在治疗时可实时观察效果，若无效则可及时采取其

他补救措施。目前，研究较为广泛的药物为生长因子

及 Rho 相关蛋白激酶 （Rho-associated protein kinase，

ROCK）抑制剂［1］。此外，研究人员还针对 FECD的

病 理 特 征 ［ 如 HCECs 发 生 内 皮 - 间 质 转 化

（endothelial-to-mesenchymal transition，EndMT）、氧

化应激的增加导致HCECs凋亡等］，利用TGF-β抑制

剂、抗氧化剂来发挥治疗作用。

3.1　生长因子

相关研究已证实多种生长因子可用于促进

HCECs的增殖和迁移，如表皮生长因子［20］、血小板

衍生生长因子［21］和成纤维细胞生长因子［22］等。目

前，生长因子的应用形式主要有 2种：一是作为供体

角膜保存或细胞培养液中的添加剂，减少细胞失活；

二是作为临床上的治疗剂，促进 HCECs 的再生及损

伤修复［23］。尽管生长因子能够发挥促HCECs再生的

作用，但其过度使用易引起 EndMT［1］，导致角膜透

明度下降。除了上述提到的 3种常见生长因子外，近

期有研究开发出了一种工程成纤维细胞生长因子 1分

子，该药物在体内外均可有效且安全地促进 HCECs

的增殖、再生，目前其在美国已处于Ⅰ、Ⅱ期临床试

验阶段［24］。

3.2　Rho/ROCK通路及ROCK抑制剂

ROCK 是一种丝/苏氨酸蛋白激酶，也是目前功

能研究最为详细的 Rho 下游靶效应分子；其包含有

2 种亚型即 ROCKⅠ、ROCKⅡ，二者均参与了细胞

的有丝分裂、黏附、骨架调整等一系列重要的细胞生

命过程。研究［25］显示，ROCK的高表达或过度激活
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均可影响细胞的正常生长，而ROCK抑制剂则能有效

调节该激酶的活性，促进细胞增殖。

近年来，ROCK 抑制剂在促进 HCECs 再生的研

究中已取得了较大进展。4- ［（1R）-1-氨基乙基］

-N- （吡 啶 -4- 基） 环 己 烷 -1- 甲 酰 胺 二 盐 酸 盐

（Y-27632）是一种选择性蛋白激酶抑制剂，对ROCKⅠ、

ROCKⅡ亚 型 的 活 性 均 有 抑 制 作 用［26-27］。 基 于

Y-27632在兔、猴角膜内皮损伤模型中表现出明显的

修复效果，日本学者随即开展了相关临床研究。即

4 名 FECD 患者及 4 名大疱性角膜病变患者被纳入研

究，以局部滴眼的形式连续 7 d 给药，每日 6 次、每

次 10 mmol/L Y-27632；在治疗后的 6 个月随访期间，

FECD 患者中央角膜的厚度下降、水肿有明显改善，

而大疱性角膜病变患者的治疗效果则不明显［28-29］。

随后，OKUMURA等［30］调整了 Y-27632的使用剂量

及治疗持续时间，在另外 3名白内障术后的大疱性角

膜病变患者中进行了试验，结果显示 3个月后患者的

角膜水肿有明显改善。这些研究均说明Y-27632具有

促进 HCECs 再生、修复角膜内皮损伤的作用，但其

治疗效果与患者的疾病情况、药物使用剂量和治疗时

间有关。（2S） -1- ［（4-氟-5-异喹啉基）磺酰基］六

氢-2-甲基-1H-1, 4-二氮杂䓬单盐酸盐二水合物（瑞舒

地尔） 也是一类 ROCK 抑制剂，其对 ROCKⅠ、

ROCKⅡ亚型的亲和力高于 Y-27632，可有效促进细

胞的增殖、黏附及迁移，以实现HCECs再生［31］。在

澳大利亚的一项研究［32］ 中，瑞舒地尔用于治疗

DWEK后的 FECD患者；结果显示，1个月后患者的

角膜中央内皮重新生长，角膜水肿减轻。以上结果均

表明，ROCK 抑制剂在治疗角膜内皮疾病、促进

HCECs 再生与功能恢复中有一定的成效。但上述研

究的受试者数量较少，因此仍需要更多的研究者开展

更大规模的临床试验，以明确ROCK抑制剂的治疗剂

量、疗程及适应证等。

3.3　TGF-β通路与TGF-β抑制剂

TGF-β具有广泛的生物学功能，如参与细胞生长

及分化、创伤修复、机体免疫、调节基质合成等。

HCECs表面可同时表达TGF-β的3种受体，且房水中

的 TGF-β与 HCECs自身合成的 TGF-β均可对 HCECs

产生重要的影响［33-34］。研究［35］发现，在兔角膜内皮

细胞中，TGF-β能够降低细胞周期蛋白依赖性激酶 4

（cyclin-dependent protein kinase，CDK4）的表达，从

而阻止兔角膜内皮细胞进入S期，干扰其细胞周期的

进 展 。 此 外 ， TGF- β 还 可 刺 激 内 皮 细 胞 发 生

EndMT［36］。有研究［37-38］ 显示，在体外 TGF-β信号

通路抑制剂 4- ［4-（1, 3-苯并二氧戊环-5-基）-5-（2-吡

啶基） -1H-咪唑-2-基］ 苯甲酰胺 （SB431542） 可促

进细胞的增殖并降低 EndMT 的发生。基于上述研究

我们发现，TGF-β作为普遍存在的多功能细胞因子，

可参与机体的众多生理过程；且 TGF-β信号通路抑

制剂具有一定的治疗潜力，但尚缺少临床研究，使用

时需慎重考量。

3.4　氧化应激与抗氧化剂

随着对FECD病理机制的不断深入，有学者认为

FECD患者角膜氧化应激的增加可导致内皮细胞DNA

氧化损伤、内皮细胞形态学改变和细胞凋亡［11］。在

紫外线小鼠角膜内皮损伤动物模型［39］以及 COL8A2

敲除的 FECD小鼠模型［40］中，活性氧清除剂N-乙酰

半胱氨酸能够显著降低角膜内皮细胞的死亡率。萝卜

硫素是存在于多种蔬菜的天然抗氧化剂，可磷酸化激

活核因子 E2 相关因子 2 （nuclear factor-erythroid 2-

related factor 2，Nrf2）；而 Nrf2则是维持细胞内氧化

还原稳态的中枢调节因子，在相关体外实验中萝卜硫

素的抗氧化、保护内皮细胞的作用得到了证实［41］。

此外，选择性胆碱能M2受体激动剂氧特莫林和非甾

体抗炎药甲芬那酸也在部分研究中被证实能够通过减

少氧化应激来提高HCECs的存活率［42］。以上研究均

表明，氧化应激参与 FECD 的发生，与 HCECs 损伤

息息相关；而抗氧化剂则有望成为角膜内皮损伤的治

疗药物，其适应证、使用剂量、给药方式等也有待在

更多的临床实验中加以探究。

4　总结与展望

基于 HCECs 特殊的增殖特性，实现其损伤修复

及再生一直是角膜内皮研究领域的难点和热点。随着

手术技术的不断提升，成分角膜移植的革新大幅提高

了角膜移植的成功率，但全球角膜供体稀缺依旧是无

法逾越的鸿沟。目前，尽管组织工程角膜内皮植片的

突破性成功已为治疗角膜内皮疾病带来了新的希望，

基于手术治疗、基因治疗及药物治疗的 HCECs 自体

再生仍是最符合生理学、创伤更小、临床操作更方

便、更为患者所接受的治疗方案。然而，在广泛应用
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于临床治疗前，HCECs 自体再生的治疗效果与安全

性还需大量的实验进行验证，同时也有必要对

HCECs的增殖特性、再生机制等进行更深入的探索，

从而为今后角膜内皮疾病的治疗提供新方向。
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2023年6月，上海交通大学医学院附属瑞金医院于颖彦教授团队在国际癌症研究权威刊物Cancer Letters发表

题目为 Patient-derived organoids in translational oncology and drug screening综述文章。该综述全面阐述了患者源性

类器官 （patient-derived organoid，PDO） 从构建到发病机制以及药物筛选研究中的最新进展，在生物医药领域

PDO模型日益受到重视的当下具有重要参考价值。该文指出同一类型癌症对于治疗反应的多样性与肿瘤细胞异质

性密切相关；PDO 是药物敏感性评价的良好实验模型；PDO 培养过程中需要根据来源组织类型的不同调整培养

基成分；研发PDO与其他成分的共培养体系有助于拓展其应用领域。
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