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 摘要! � 目的 � 探讨以可降解高分子材料聚羟基乙醇( po ly lactic�co�g ly colic acid, PLGA )为支架,复合自体脂肪

干细胞构建组织工程角膜基质修复角膜基质层缺损的可行性。方法 � 兔脂肪干细胞( r abbit adipose derived

stem cells, rASCs)培养至第 4 代接种在 PLGA 载体支架上, 扫描电镜观察细胞在支架上生长黏附情况。体外

培养 7 天后将 rASCs� PLGA 复合物回植到角膜基质缺损模型的兔角膜基质层间,术后第 12 周和 24周取材行组

织学和透射电镜超微结构观察。未接种细胞的 PLGA 材料移植基质层间作为对照组。结果 � 细胞在 PLGA 支

架上生长增殖良好,实验组移植术后 12 周材料降解, 角膜基本恢复透明。组织学检查显示移植后 24 周新生角

膜基质样组织与正常角膜基质组织相似, 电镜下胶原纤维直径与正常角膜基质组织比较, 差异无统计学意义

(P > 0. 05)。结论 � 脂肪干细胞可作为种子细胞来源用于构建组织工程角膜基质。
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 Abstract! � Objective � To explore the f easibilit y of us ing autologous rabbit adipose derived st em cells

( rASCs) f or corneal s tromal def ect repairing with biodegradable polylactic�co�g lycolic acid ( PLGA ) as

scaffold. � Methods � ASCs isolat ed f rom rabbit lipoaspirate w ere cultured t o passage 4 and seeded on

PLGA to fabricate cell�PLGA construct s. Scanning electron microscope w as used to observe the

adhesion and proliferation of cells on scaffold. A ft er 1 week of cult ivat ion in v i tro, the construct was

implanted int o rabbit corneal stroma. T he tissue engineered cornea w as observed and harvest ed for

histological evaluation and t ransmission elect ron microscopy ( TEM) examination at 12 weeks and 24

weeks aft er transplant at ion. T he rabbit s implanted with PLGA scaffold alone without cells w ere served

as control. � Results � rASCs attached firmly and grew well on the scaffold in vitro. T he PLGA material

was degraded and the cornea was nearly transparent at 12 weeks aft er transplantat ion in v ivo. Histological

structure of tissue engineered cornea was relatively similar to that of normal cornea at 24 weeks after

surgery. T he diameter of collagen fibrils observed by transmission electron microscopy showed no significant

difference with that of normal stroma. � Conclusions � Autologous rabbit adipose derived s tem cells

( rASCs) could be seed cells for const ruct ing tissue engineered corneal st roma.

 Key words! � adipose derived st em cells; � tissue engineering; � cornea; � st roma; � polylactic�co�glycolic
acid; � rabbit

� � 角膜病是目前主要的致盲性疾病之一,角膜移植

手术是当前治疗重症角膜疾病的有效方法,但是角膜

供体的严重匮乏限制了角膜移植的广泛开展。随着

组织工程技术的日新月异,组织工程角膜已成为眼科

研究领域中的热点 [1] 。角膜基质是角膜组织的重要

组成部分,约占角膜厚度的 90%,是维持角膜透明的

重要组织结构。虽然我们曾利用角膜基质细胞作为

种子细胞成功构建了组织工程化角膜基质 [2] ,但角膜
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基质细胞来源有限, 难以获得大量有活性的种子细

胞,寻找新的种子细胞来源已成为角膜组织工程的研

究热点。脂肪干细胞 ( adipose derived stem cells,

ASCs)作为来源于脂肪组织的一种成体干细胞,与骨

髓基质干细胞一样,具有不断自我更新和多向分化的

潜能,已被证明具有向脂肪、骨、软骨、肌肉、内皮、造

血和神经等多种细胞方向分化的多分化潜能[ 3- 7] ,是

一种理想的种子细胞。本研究采用兔脂肪干细胞作

为种子细胞, 复合可降解生物材料 PLGA ( rASCs�
PLGA)构建组织工程兔角膜基质,观察其对兔角膜基

质缺损的修复情况,旨在为角膜基质的组织工程修复

提供新的种子细胞来源和实验依据。

材料 和 方法

实验动物 � 3月龄雌性新西兰大白兔 24只,体

重1. 5~ 2. 5 kg,由上海交通大学农学院提供。随机

分为 2组,每组 12只。实验组:每只兔选取 1眼植入

rASCs�PLGA复合材料;对照组:植入未接种细胞的

PLGA材料。由计算机产生随机数, 若< 0. 5,则左眼

植入,若> 0. 5,则右眼植入。实验前裂隙灯显微镜检

查兔眼前节无异常。

主要实验仪器和试剂 � CO2 细胞培养箱(美国

Forma公司) ; 培养皿 (美国 Co rning 公司) ; 50 mL

离心管 (美国 Falcon 公司 ) ; 低速离心机 (美国

Biofuge公司) ; 倒置相差显微镜 (日本 Olympus 公

司) ; 扫描电镜( Philips Quanta 200 FEI) ;透射电镜

( H2500, 日本 Hitachi公司) ; DMEM 培养液(美国

Gibico 公司) ;胎牛血清 FBS(澳大利亚 JRH 公司) ;

L�谷氨酰胺 300 g/ mL、胰蛋白酶(上海实生生物技

术有限公司) ; 抗坏血酸 50 mg/ mL、氯仿、NaCl(国

药集团化学试剂有限公司) ;青、链霉素各 100 IU /

mL(华北制药有限公司) ; #型胶原酶(美国 Sigma

公司) ; PLGA(济南健宝开元生物材料有限公司)。

自体兔脂肪干细胞( rASCs)的分离培养 � 新西兰

大白兔 12只,雌性,体重1. 5~ 2. 5 kg。戊巴比妥钠( 30

mg/ kg)麻醉,无菌条件下取兔颈背部皮下脂肪, PBS冲

洗后剪碎, 0. 1%的 #型胶原酶 37 ∃ 震荡消化 45

min, 2 000 r/ min离心 10 min并倾去上清液,将细胞

重悬于含 10% FBS的DMEM培养基,接种于培养皿

中。置于 37 ∃ 、CO 2 体积分数为 5%、湿度为 100%

的培养箱中孵育, 48 h后首次换液,以后每 3天更换

一次培养液。待细胞生长达到 80% ~ 90%融合时,

PBS液洗涤,加入 0. 25%胰蛋白酶 1. 0 mL, 37 ∃ 下消

化约3 min,在倒置相差显微镜下观察到多数细胞皱

缩变圆后,终止消化作用, 1 500 r/ min离心 5 min,加

入新的含10% EBS的 DMEM 液,平均分配至多个新

的培养皿继续培养。细胞传代至第 4代待用。

制备 PLGA 材料 � 以氯仿为溶剂, 配制 0. 05

g/ mL PLGA溶液,充分溶解后以 9%1( NaCl%PLGA)

的比例加入 NaCl颗粒,充分搅拌使 NaCl均匀分散,

所得悬浮液快速倒入模具中,常温干燥 48 h,脱模后

用蒸馏水洗去多孔膜中的 NaCl,空气干燥 48 h,再放

入 40 ∃ 烘箱干燥 24 h。美康硬性隐形眼镜两片,夹

持盐析膜, 放置于 37 ∃ 烘箱静置 24 h, 裁剪成直径

7 mm的圆形材料备用。

制备细胞�材料复合物 � 将第 4 代 rASCs 用

0. 25%胰蛋白酶+ 0. 02% EDTA 消化后收集在 50

mL 离心管, 1 500 r/ m in离心 5 min, 弃上清, 10%

FBS 的 DMEM 培养基重悬, 计数。按 1 & 107 / mL

的密度接种细胞到已制备的 PLGA 材料上, 使细胞

悬液均匀浸满于支架材料上, 置于细胞培养箱中,

4 h后添加含 10% FBS 的 DMEM 培养液。ASCs

接种于 PLGA后,每天倒置相差显微镜观察细胞在生

物支架中的生长、增殖、基质分泌和细胞形态变化。

取培养第7天的细胞�PLGA复合物, PBS洗涤, 2. 5%

的戊二醛固定 24 h, 50%、70%、80%、90%及100%乙

醇溶液梯度脱水,醋酸正戊酯置换, CO2 临界点干燥,

离子喷射仪喷金,扫描电镜观察。

制作兔角膜基质缺损模型并构建组织工程角膜

基质 � 兔耳缘静脉注射戊巴比妥钠( 30 mg/ kg)全

麻平稳后,常规消毒铺巾, 开睑器开睑, 手术显微镜

下使用眼科角膜隧道刀制作直径 8 mm、1/ 3角膜厚

度的带蒂角膜基质瓣, 切除其下直径 7 mm、1/ 3厚

度的角膜基质层, 植入直径 7 mm 的 rASCs�PLGA

复合物,复位基质瓣并予 10�0缝线间断缝合。手术
由同一经验丰富的眼科医师操作完成。术后 2周

林可霉素滴眼液点术眼,每日 3次,每晚红霉素眼膏

涂眼,术后持续观察 6个月。对照组采用与实验组

相同的手术方法, 在角膜基质缺损层间植入未接种

细胞的空白 PLGA 材料,同样观察 6个月。

活体和组织学动态观察 � 术后 1~ 7天、2周、1

个月、3个月、6个月裂隙灯显微镜观察兔眼角膜愈

合情况,注意角膜新生血管生长、植片有无脱落、角

膜透明度恢复情况。分别于术后 3个月和 6个月处

死实验组和对照组兔并取材, 取兔角膜固定于 4%

多聚甲醛溶液 24 h, 常规脱水后, 石蜡包埋封片,行

组织学切片,苏木精�伊红( HE)染色。

超微结构观察 � 分离获取第 6个月实验组新生

角膜基质组织和正常兔角膜基质组织, 分别置于

2. 5%戊二醛液中固定 24 h、1%锇酸液固定 1 h 后,

乙醇溶液梯度脱水,环氧树脂( EPON)包埋,行超薄切

632



� 鲍慧婧,等. 脂肪干细胞构建组织工程化角膜基质组织

片透射电镜观察。随机(将胶原纤维编号 1~ 600,每

个编号由计算机产生随机数, 将随机数字按大小排

序,抽取较小的 300个随机数对应的胶原纤维,测定

其直径)抽取兔正常角膜胶原纤维 300次和组织工程

化角膜组织胶原纤维 300次,测量胶原纤维直径。

统计学分析 � 采用 SPSS 11. 5软件统计, 实验

组与对照组胶原直径的数据用 x
∋ ( s表示,采用方差

分析和 t检验, P< 0. 05为差异有统计学意义。

结 � � � 果

rASCs生长特性 � 初分离的原代细胞形态呈小

圆形,色深,接种 3~ 4 h开始贴壁, 48 h细胞完全贴

壁,开始伸展, 5~ 6天细胞可达到 90%的融合, 传代

后细胞呈成纤维细胞样梭形外观(图 1A ) , 形态均

一,生长活跃, 3~ 4天即可达到融合。

rASCs在PLGA支架材料上的生长,增殖 � 扫描

电镜观察,细胞接种材料后第 1天可见细胞较均匀黏

附在生物支架上,由圆形逐渐向两级伸展,呈梭形或

多角形(图 1D)。第 3天可见细胞呈长梭形,分泌基

质向邻近纤维支架伸展,邻近细胞相互连接,形成拉

网状结构(图 1E)。第 7天细胞相互连接紧密, 细胞

表面分泌大量的细胞外基质,填充于支架材料的微孔

中, 细胞基质纤维支架连接成片, 呈膜样结构

(图 1F)。细胞在 PLGA支架上生长良好,增殖明显。

图 1 � rASCs, PLGA形态观与 rASCs�PLGA复合物扫描电镜观

Fig 1� Morphology of rASCs, PLGA and SEM view of rASCs�PLGA complex

A: Fibr oblas t�lik e uniform shape of rASC s at pass age 4 ( & 100) ; B: Gross view of PLGA scaf fold w ith 7 mm in diameter;

C: S canning elect ronic microg raph ( SEM) of PLGA material ( & 500) ; D�F: T he SEM view of rASCs on PLGA scaf fold at 1, 3, 7

days af ter seedin g ( & 500) .

� � rASCs�PLGA复合物在角膜基质缺损修复中的

变化 ( 图 2 ) � 术中刚移植到角膜基质层间的

rASCs�PLGA 复合物位于角膜中央,白色不透明, 1

周后复合物呈现半透明, 2 周时见新生血管从角膜

缘开始向角膜的中央复合物方向生长, 并逐渐增多。

4周后可见 PLGA 材料逐渐开始降解, 12周时材料

几乎全部降解, 新生血管基本消失,角膜基本恢复透

明。在材料降解吸收的整个过程未见引起周围角膜

组织水肿及炎性反应, 眼内未见其他反应。观察至

24周角膜仍保持透明, 与正常角膜无显著差异。

PLGA 组材料降解速度比实验组略慢, 12周时仍有

部分材料残余, 24周角膜恢复透明。

组织学检查 � rASCs+ PLGA 组术后第 12周,

PLGA 支架材料降解完全吸收, HE 染色可见新生

角膜基质样组织形成, 植入的 ASCs 分散分布于新

生胶原间,沿胶原方向伸展,新生胶原与角膜表面基

本平行,排列较为整齐,新生组织与周围组织染色相

似(图 3A1)。PLGA 组缺损区域可见明显空缺,极

少量新生角膜基质组织生成(图 3B1)。术后 24周,

rASCs+ PLGA组新生角膜基质样组织排列更为规

则,板层胶原纤维与前后或上下邻近的纤维相互吻

合,形成交叉网状结构(图 3A2) ,与正常角膜几乎无

差异。新生组织周围基质未见明显炎症细胞浸润,

无角膜水肿。PLGA 组损伤部位边缘有少量纤维

生成,仍有明显缺损区存在(图 3B2)。

透射电镜检查结果(图 4) � 术后第 12周 rASCs

+ PLGA组新生胶原排列基本规则,部分区域可见胶

原间距增大(箭头所示) ,第 24周新生胶原纤维直径

均一,排列规则,呈典型板层排列,与正常角膜纤维排

列无明显差别。PLGA组第 12周可见部分未降解材
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料残存于新生角膜纤维间, 24周时可见缺损周围胶

原纤维排列方向改变,无规则板层结构。随机抽取每

组角膜纤维各300次,测得 rASCs�PLGA组胶原纤维
直径平均为( 31. 4 ( 4. 0) nm, PLGA组胶原纤维直径

平均为( 33. 3 ( 5. 5) nm,正常兔角膜胶原纤维直径为

( 30. 9 ( 3. 3) nm, t 检验进行统计学分析, 结果提示

rASCs�PLGA组胶原纤维直径与正常兔角膜胶原纤
维直径分布差异无统计学意义( P= 0. 08) , PLGA组

胶原纤维直径与正常角膜胶原纤维直径差异有统计

学意义( P< 0. 05)。

图 2 � 术后 0、12、24周兔角膜大体观

Fig 2� Gross view of rabbit cornea at 0, 12 and 24 weeks post� implantation

0 w eek: Whit ish opaque disk of graf t s w ithin the cornea; 12 w eeks : PLGA material w as most ly degraded an d the corn ea

b ecame n early t ransparent in rASCs+ PLGA group w hile part ial material retained in PLGA alone group; 24 w eek s: T he cornea of

b oth groups b ecame t ransparen t.

图 3� 移植 12 和 24 周后组织形态学观察(黑色箭头示手术区域)

Fig 3 � Histological evaluation of the engineered corneal stroma at 12 and 24 weeks after transplantation

A1, A2: E ngineered corn ea in rASCs+ PLGA group at 12 ( A1) and 24 w eeks ( A2) af t er t ransplantat ion; B1, B2: Engineered

cornea in PLGA grou p at 12 ( B1) and 24 w eeks ( B2) af t er t ran splantat ion. Arrow s show operat ion area.

图 4 � 移植 12 和 24 周后的透射电镜观和胶原纤维直径检测( & 12 000)

Fig 4 � TEM evaluation of diameter of collagen fibrils in each group at 12 weeks ( A1, B1)

and 24 weeks ( A2, B2) after implantation ( & 12 000)

A1: Few er incr eased inter�fib ril s pacing in r ASCs�PLGA g rou p at 12 w eeks af ter t ransplantation ; A2: Nearly n ormal collagen

f ibril s di st ribut ion in rASCs�PLGA group at 24 w eek s af ter t ransplan tat ion; B1: PLGA material am on g collage f ibril s in PLGA

gr ou p at 12 w eeks after t ransplantation; B2: Interlaced col lagen f ibrils in PLGA group at 24 w eeks af ter t ransplantat ion;

C: N orm al corn ea; D: Average diam eter s of collagen f ibrils in each group.
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讨 � � � 论

组织工程的核心是建立由细胞和生物材料构成

的三维空间复合体。针对角膜的结构特点, 构建组

织工程角膜的方法是将体外培养扩增的细胞植附于

一种可降解、生物相容性好的生物材料上形成复合

物, 将细胞�生物材料复合物植入受体眼角膜内, 角

膜细胞在生物材料逐渐被机体吸收降解的过程中,

形成具有正常角膜形态和功能的新生组织工程角

膜,从而实现对病损角膜的修复和重建[ 8] 。

近年来诸多文献报道,临床上已经应用组织工程

角膜上皮治疗角膜缘干细胞缺乏症
[ 9- 11]

。同时,能够

维持正常角膜透明度的组织工程角膜内皮细胞层也已

在动物模型上构建成功[ 12- 15] ,而有关构建组织工程角

膜基质的报道相对较少。角膜基质细胞曾被用于尝试

构建组织工程角膜基质组织[16] ,术后角膜能够维持较

好的透明度,但角膜基质细胞来源有限, 增殖能力不

强,且对供体角膜损伤较大。骨髓间充质干细胞由于

其具有多向分化功能成为人们研究的焦点
[ 17- 18]

。2006

年Yamagami等[ 19]研究显示,正常人角膜基质中存在

骨髓来源细胞,尽管该研究并未明确骨髓来源细胞存

在的意义,但至少说明了骨髓来源细胞参与了角膜基

质的构成。2006年国内郭彤等
[20]
报道人骨髓间充质

干细胞移植治疗兔眼表损伤可诱导出人角膜上皮样细

胞,同时,兔角膜基质中有骨髓源性细胞存在,从侧面

反应了骨髓干细胞向角膜基质细胞转化的可能。但是

骨髓间充质干细胞来源有限,易造成供区损伤。

ASCs由于其取材方便、来源广泛,且具有与骨

髓干细胞几乎同等的多向分化能力,成为另一可供

选择的种子细胞对象。Francisco 等
[ 21]
尝试将人

ASCs直接注入活体兔角膜内,发现移植术后 12 周

仍可检测到人 ASCs的存在,无免疫排斥现象发生,

并且免疫学检测发现在体内微环境诱导下人 ASCs

向角膜基质细胞转化, 表达角膜基质细胞特异性蛋

白聚糖 keratocan。本实验室也曾应用 ASCs 作为

种子细胞成功构建组织工程骨软骨和血管组

织
[ 22- 23]

。PLGA为聚乳酸与聚羟基乙酸的共聚物,

是一种可降解的微孔高分子材料,曾多次被作为支

架材料构建组织工程化膀胱、气管等,并取得较好的

效果
[ 24- 2 6]

。Hadlock 等
[ 27]
也曾应用 PLGA 培养视

网膜色素上皮细胞和角膜内皮细胞,在共聚物膜上

得到单层人视网膜色素上皮细胞和兔角膜内皮细

胞,并在细胞间检测到紧密连接蛋白,证实这种可降

解材料可作为载体支架培养角膜组织的有关细胞。

本实验中我们尝试利用 rASCs 与可降解生物材料

PLGA 构建复合物修复角膜基质缺损, 期望能建立

与正常角膜相似的组织工程角膜基质。

我们采用胶原酶消化法分离培养 ASCs, 最初

从脂肪组织中分离获取的细胞团块中并不是单一的

ASCs,尚含有少量其他细胞及结缔组织, 其中红细

胞、白细胞、淋巴细胞、内皮细胞可以于换液时逐步

除去,成纤维细胞可以应用细胞差速贴壁培养法除

去。经过 3次传代换液后,基本可使 ASCs得到纯

化。在这一过程中, ASCs 也不断扩增, 考虑到本实

验需要数量充足、功能完善的 ASCs 作为种子细胞,

我们选择了第 4代细胞构造组织工程角膜基质。为

了进一步确定该方法所获得细胞是否 ASCs, 我们

对第 4代细胞进行了多向分化功能的鉴定。通过诱

导 rA SCs向成骨、成脂和成软骨 3 个方向分化成

功, 证实我们得到的细胞确实是脂肪组织中存在的

干细胞,具有多向分化功能,可以用于进一步实验。

本研究将 ASCs接种到 PLGA材料上, 体外构

建细胞�PLGA 复合物, 光学显微镜和扫描电镜观察

结果显示, 细胞能与 PLGA 牢固结合, 细胞在

PLGA 材料上生长增殖良好, 材料对细胞没有毒

性。PLGA 在活体角膜内的降解始于术后 1个月,

降解过程中出现角膜新生血管, 但新生血管随着材

料降解而逐渐消退。材料降解过程中周围角膜组织

未出现水肿和排斥反应, 我们推测新生血管的产生

可能与手术操作的刺激因素以及材料本身有关, 另

外 PLGA 降解过程中会产生一定量的乙醇酸和乳

酸,也会刺激新生血管生成。PLGA 虽然具有组织

相容性好、无毒、无免疫性和可降解的特性,但其作

为组织工程角膜的支架材料有待于进一步改良。

角膜基质由大量胶原纤维及散在分布于胶原纤维

间的角膜基质细胞构成,角膜胶原板层排列整齐,胶原

纤维均一,直径约 30 nm,这对维持角膜透明性具有重

要作用。在本实验中, 我们以未接种 rASCs 的空白

PLGA材料为对照组, 将 rASCs�PLGA 复合物回植于
新西兰大白兔角膜基质缺损层,借助正常角膜所提供

的上皮和内皮以及局部微环境,尝试进行角膜基质缺

损的修复。结果发现:基质缺损区形成了与正常角膜

类似的组织工程化角膜基质组织,并且维持了接近正

常的角膜透明度。组织学检查证实,移植后第 24周

时, PLGA材料全部降解,新生角膜基质样组织形成,

与正常角膜无明显差别。同时,应用透射电镜进一步

观察显示:实验组新生角膜基质组织的胶原纤维排列

规则,其直径与正常角膜基质组织差异无统计学意义。

而未接种ASCs的对照组在第24周末仍未完成对缺损

区的修复,遗留大部分空白缺损,只在缺损区边缘有少

量胶原生成。说明新生角膜胶原主要来源于植入的
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ASCs而不是损伤区域周围角膜基质细胞的迁移。对

照组缺损区周边新生胶原纤维直径比正常角膜直径略

大, 我们推测这可能与缺损区周围蛋白聚糖含量的明

显降低导致部分新生胶原产生融合有关。

本研究结果提示: 以自体 ASCs为种子细胞与

可降解生物材料 PLGA 复合可以构建与正常角膜

类似的组织工程角膜基质,维持角膜的透明度。我

们猜测其可能的机制是角膜局部的微环境诱导

ASCs 分化成为角膜基质细胞, 并分泌大量蛋白聚

糖及胶原,从而形成具有正常功能的组织工程化角

膜基质组织。而进一步明确细胞的来源以及是否发

生诱导分化,尚需更深入的研究。

综上所述, 以 ASCs 复合可降解材料可实现组

织工程角膜基质构建并修复角膜基质缺损。ASCs

来源广泛,取材方便, 并可取自自体,有望成为组织

工程角膜基质组织新的种子细胞来源。
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