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兔角膜缘和13腔粘膜上皮细胞羊膜种植及生物学特性研究 

徐 梅 ，赵 敏 ，夏 凉 

(重庆医科大学附属第一医院眼科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究兔角膜缘和口腔粘膜上皮细胞在羊膜上种植的方法及生物学特征。方法：将兔角膜缘上皮细胞分别种植于 

去上皮羊膜和完整羊膜、口腔粘膜上皮细胞种植于去上皮羊膜进行体外培养 ，对获得的复合组织进行组织学、超微结构观察和 

免疫组化检测。结果：两种上皮细胞在去上皮羊膜基底膜面都能黏附生长 、增殖、汇合成片并分层，细胞表达角蛋白3。结论：兔 

角膜缘和口腔粘膜上皮细胞种植于去上皮羊膜获得的复合物具有分层的类角膜上皮结构 ，为解决眼表重建供体来源不足的矛 

盾带来了新的希望。 
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Planting and biological character of corneal and oral epithelial cells 

cultivated on amniotic membrane 

U Mei．et al 

(Department of ophthdmology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the cultivation and boilogical char-acter of corneal epithelial cells(ECs)and oral ECs 

planted on amniot—ic membrane (AM)as a substrate．Methods：Rabbit limbus ECs we陀 planted on denuded AM and intact 

AM respectively， Oral Ecs were p-lanted on denuded AM．肠 e cultivated epithelial sheet was examined by HE staining 

pathological section and electronmicroscopy(EM)，also immunohistechemically labeled with AE5 monoconal antibody to identify 

the expression of cytokeratin 3 (CK3)．Resu／ts：Rabbit corlleal ECsgrew slowly and were difficult to stick and confluence on 

intact AM，while both rab bit corneal and oral ECs were easy to grow an d proli-ferate on denuded AM wheather using tissue 

pieces or single cells．T—he resulted tissure Was composed of the basement membrane of AM and multiple layers of ECs showing 

the presence of CK3．Conclus~ms：The stratification of corneal an d oral epithelium layers attaching to the basement membrane 

of AM are similar to engineering tissue mak-ing a fundam ent to ocular SUl~ace reconstruction． 

【Key words】Tissue engineering；Epi山e1ia1 cells；Amniotic membrane 

构建工程化角膜上皮用于眼表重建已成为 目 

前的热点【lJ。工程化角膜上皮需要选择合适的支架 

即载体以及种子细胞[21。大量研究表明羊膜与眼表 

可能享有共同的基底膜成分[31，但羊膜作为载体是 

上皮细胞发挥作用还是利用其基底膜成分我们还 

知之甚少。对于双眼同时发生角膜缘受损的患者我 

们能否寻求来源丰富的、自体的、非眼表来源的种 

子细胞以解决来源不足和术后排斥反应的问题是 

摆在眼科界的新课题。因此本研究将兔角膜缘上皮 

细胞种植于去上皮羊膜和完整羊膜、口腔粘膜上皮 

作者介绍：徐 梅(1973一 )，女，硕士生， 

主要研究方向：角膜及眼表疾病。 
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细胞种植在去上皮羊膜 ，摸索利用羊膜作为载体培 

养上皮组织的最佳方法；探索非眼表来源的粘膜上 

皮在羊膜上能否构建工程化角膜样上皮 ，力图为眼 

表重建寻求有效的、来源丰富的组织工程化移植材 

料。 

1 材料和方法 

1．1 载体 的制备 

选择产前血清学检查排除乙肝、丙肝 、梅毒及获得性免 

疫缺陷综合征的健康剖腹产产妇 ，产后立即取出胎盘 ，无菌 

条件下用生理盐水反复冲洗去除血凝块 ，通过羊膜与绒毛膜 

之间的潜在间隙钝行分离获取羊膜。含青霉素、链霉素(各 

100U／mU的 PBS浸泡 、漂洗后超净工作台上剪成 3 X 3cm2 
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2．4 培养的复合组织的超微结构观察 

羊膜一角膜片在透射电镜下表现为羊膜基底膜 

上有 4～5层细胞 ，内含细胞器和上皮细胞所富含的 

张力微丝，细胞核呈椭圆形，核膜清晰，基底层细胞 

较表层细胞高大，且与羊膜之间有半桥粒连接，细 

胞之间可见桥粒连接(图 8)。 

图8 去上皮羊膜上生长的兔角膜缘上皮细胞。 

细胞间有桥粒(xTEM5000) 

羊膜一口腔上皮片在透射电镜下表现为羊膜基 

底膜上有 2～3层细胞，内含细胞器和上皮细胞所富 

含的张力微丝，细胞核大，呈圆形或卵圆形，含有 2 

个核仁，核膜清晰，上皮细胞表面覆盖着微绒毛，基 

底层细胞与羊膜之间有半桥粒连接，细胞之间可见 

桥粒连接，但细胞连接较在羊膜上培养的兔角膜缘 

细胞少，细胞较扁平(图 9)。 

图9 去上皮羊膜上生长的兔口腔上皮细胞。 

细胞内有张力微丝、细胞表面有微绒毛(xTEM8000) 

3 讨 论 

本研究采用了在完整羊膜和去上皮羊膜上种 

植兔角膜缘上皮细胞，结果表明兔角膜缘上皮细胞 

在完整羊膜上生长慢 、很难汇合形成片，进一步证 

实了去上皮羊膜是上皮细胞生长的良好载体。细胞 

在羊膜上的种植采用了组织块法和消化法，结果表 

明无论哪种方法细胞在去上皮羊膜基底膜上都能 

较好的黏附生长并增殖形成复合上皮，但两种方法 

各有优缺点。 

CK3在角膜缘表层和角膜中央上皮细胞阳性表 

达，是角膜上皮高度分化的特异性标志蛋白嗍，其单 

克隆抗体为 AE5。角膜缘基底细胞 CK3表达为阴 

性，间接证实角膜缘基底细胞为较原始的细胞即角 

膜缘干细胞。本研究中盖玻片上培养的角膜缘上皮 

细胞免疫细胞化学检测仅一部分为 AE5阳性细胞， 

推测我们所取材的角膜缘上皮包含了一部分干细胞。 

口腔粘膜上皮与皮肤角化细胞相比处于较低 

的分化阶段，在眼科它常作为结膜替代物用于眼表 

重建。它有如下特点：有较短的细胞周期因而体外 

培养需要的时间短，在培养条件下能长时间的保持 

非角化状态；口腔粘膜的取材容易，取材部位形成 

的瘢痕较小 ；角蛋白 3是角膜表型分化的可靠标 

记，在正常体内的一些口腔上皮细胞内也有表达。 

对双眼同时发生角膜缘受损的患者，取 自身口腔粘 

膜上皮细胞进行培养移植可避免术后排斥反应的 

发生。这些特征都表明口腔上皮细胞在眼表重建方 

面是角膜上皮细胞的理想替代物【6．7】。 

本研究中兔角膜缘上皮细胞在去上皮羊膜上 

种植获得的羊膜一角膜上皮片与生理状态下的角膜 

上皮相似，由复层上皮组成，AE5抗体阳性，基底细 

胞以半桥粒附着于羊膜基底膜 ，细胞间有桥粒连 

接。但该体外构建的复层角膜上皮仅能形成 4～5层 

且基底层细胞为立方形或扁平细胞 ，与正常兔角膜 

上皮由5-6层组成、基底层细胞为柱状不同。 

体外构建的羊膜一口腔上皮片也由羊膜基底膜 

和复层上皮细胞构成，免疫组化也有 CK3的表达。 

基底细胞以半桥粒附着于羊膜基底膜，细胞间有桥 

粒连接。与正常兔角膜上皮和体外培养获得的羊 

膜一角膜上皮片相似，而与正常兔 口腔复层鳞状上 

皮由较大的差异。但细胞形成的层数较少、细胞较 

扁平、细胞排列也欠规则。这提示我们一方面需要 

改进培养技术，探索更好的能促进 口腔上皮细胞分 

化的载体或是寻求更能代替角膜缘上皮细胞的种 

子细胞；另一方面也表明尽管口腔上皮细胞在羊膜 

上培养后不能成为角膜上皮细胞，但它可能在一定 

的培养条件下有成为角膜样上皮的潜在能力。它是 

否有角膜上皮相似的功能，还需进一步的动物试验 

和临床证实。 

本研究的结果表明去上皮的羊膜基底膜是角 

膜缘上皮细胞(含干细胞)、口腔粘膜上皮细胞种植 
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构建组织工程化上皮组织的良好载体；两种细胞种 

植于去上皮羊膜获得的复合物具有分层的类角膜 

上皮结构，为解决眼表重建供体来源不足的矛盾带 

来了新的希望。但复合上皮的构建方法、技巧以及 

培养条件有待进一步摸索、改进以使培养的复合组 

织更接近生理状态下的角膜上皮组织；羊膜一口腔 

上皮复合物能否作为组织工程化角膜样上皮用于 

眼表重建尚需进一步的动物试验和临床验证。 

(通讯作者：赵 敏 ，联 系方式：重庆医科大学附属第一 

医院眼科，邮编 ：400016，E—mail：minzhao2002@yahoo．corn．cn) 
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差异。以上结果都说明：他们执行功能下降。 

网络成瘾者的执行功能障碍究竟是网络成瘾 

的因还是果，有待进行前瞻性的研究和长期随访。 

其执行功能障碍的机制、不同类型网络成瘾者执行 

功能的差异等也都有待进一步深入研究。 

(通讯作者：蒙华庆，重庆 医科大学附属第一医院心理卫 

生中心，400016；E—mail：mhq99666@sina．corn) 
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