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摘  要 

角膜缘干细胞缺乏症(limbal stem cell deficiency, LSCD)可破坏角膜上皮稳态，导致角膜结膜化、新生

血管形成、慢性炎症及视功能损害；现有角膜缘移植虽可重建眼表，但仍受供体来源、健眼损伤风险、

同种异体免疫排斥及长期免疫抑制等因素限制。人羊膜上皮细胞(human amniotic epithelial cells, 
hAECs)来源相对充足，具有低免疫原性、免疫调节、旁分泌活性及较低致瘤风险，并具备上皮谱系特征

和多向分化潜能，是角膜上皮再生研究中具有潜力的替代种子细胞。已有体外诱导和动物实验提示hAECs
可获得角膜上皮样表型并参与眼表修复，但其分化效率、表型稳定性及功能成熟仍依赖复杂的分子调控

和微环境支持。本文围绕hAECs向角膜上皮方向分化的研究进展，重点综述Wnt/β-catenin、TGF-β/BMP、
p38MAPK、STAT3/PI3K/AKT、EGFR/MAPK等信号通路，PAX6及p63在诱导分化与功能成熟中的作用，

并进一步系统总结TEER、屏障通透性实验、细胞迁移/创面愈合实验及体内移植模型等功能性评估方法，

分析功能结果与CK3/CK12、PAX6、p63、E-cadherin、ZO-1等分子标志物之间的对应关系，以期为基

于hAECs的组织工程角膜及眼表再生治疗研究提供参考。 
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Abstract 
Limbal stem cell deficiency (LSCD) disrupts corneal epithelial homeostasis and may lead to conjunc-
tivalization of the cornea, neovascularization, chronic inflammation, and visual dysfunction. Alt-
hough current limbal transplantation strategies can restore the ocular surface to some extent, their 
clinical application remains limited by donor tissue availability, the risk of injury to the contrala-
teral healthy eye, immune rejection after allogeneic transplantation, and the need for long-term 
immunosuppression. Human amniotic epithelial cells (hAECs) are considered a promising alterna-
tive cell source for corneal epithelial regeneration because of their abundant availability, low im-
munogenicity, immunomodulatory capacity, paracrine activity, relatively low tumorigenic risk, ep-
ithelial lineage characteristics, and multilineage differentiation potential. Existing in vitro induc-
tion studies and animal experiments have shown that hAECs can acquire corneal epithelial-like phe-
notypes and contribute to ocular surface repair. However, their differentiation efficiency, pheno-
typic stability, and functional maturation are governed by complex molecular regulatory networks 
and microenvironmental cues. This review summarizes recent advances in the differentiation of 
hAECs toward a corneal epithelial lineage, with particular emphasis on the roles of Wnt/β-catenin, 
TGF-β/BMP, p38MAPK, STAT3/PI3K/AKT, and EGFR/MAPK signaling pathways, as well as PAX6 and 
p63 in promoting lineage specification and functional maturation, and systematically discusses func-
tional assessment methods for hAEC-derived corneal epithelium, including transepithelial electri-
cal resistance (TEER), barrier permeability assays, cell migration/wound-healing assays, and in vivo 
transplantation models, and relates functional outcomes to molecular markers such as CK3/CK12, 
PAX6, p63, E-cadherin, and ZO-1. This review aims to provide a theoretical reference for the devel-
opment of hAEC-based tissue-engineered corneas and regenerative therapies for ocular surface dis-
eases. 
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1. 引言 

角膜上皮是维持角膜透明性、屈光功能和眼表屏障完整性的关键结构，其持续更新主要依赖位于角

巩膜缘区域的角膜缘干细胞[1]。角膜缘干细胞及其微环境一旦因化学烧伤、热损伤、感染、慢性炎症、

自身免疫性疾病、长期接触镜相关损伤或先天性无虹膜症等因素受损，便可能发生角膜缘干细胞缺乏症

(limbal stem cell deficiency, LSCD)；LSCD 的典型病理改变包括持续性上皮缺损、角膜结膜化、新生血管

形成、角膜混浊、炎症反应及瘢痕形成，严重者可导致显著视力下降甚至功能性失明[2]。 
近年来在羊膜载体上培养自体角膜缘干细胞，诱导分化为角膜上皮细胞已进行临床实践[3] [4]。人羊

膜上皮细胞(human amniotic epithelial cells, hAECs)来源于羊膜的最内层，由胚泡内细胞团发育而来[5]。与

骨髓间充质干细胞、脂肪来源干细胞及胚胎干细胞相比，hAECs 兼具取材非侵入性、来源充足、伦理争

议较少、免疫原性低及非致瘤性等优点[6]。同时，hAECs 来源于早期胚胎发育阶段的上胚层，保留了 OCT4、
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SOX2、NANOG 等多能性相关分子的表达，并在体外诱导条件下可向神经细胞、肝样细胞、胰岛样细胞、

色素上皮样细胞等方向分化[7] [8]。值得注意的是，hAECs 本身为上皮来源细胞，可表达 CK 序列等上皮

相关标志物，且羊膜长期被用于眼表疾病治疗，提示其与角膜上皮修复之间具有天然联系[9]。hAECs 向
角膜上皮方向分化并非简单的标志物表达转换。成熟、可用于修复的角膜上皮样细胞不仅应表达 CK3、
CK12、PAX6 等角膜上皮相关分子，还应具备稳定的细胞连接、屏障功能、分层能力及损伤修复能力[1]。
此外，角膜缘微环境中的细胞外基质、旁分泌因子、力学信号及细胞间相互作用，对角膜缘干细胞静息、

自我更新和分化平衡具有重要影响[10]。对于 hAECs 而言，如何在体外诱导体系中模拟角膜缘生态位，

精确调控 Wnt/β-catenin、TGF-β/BMP、Notch、MAPK、STAT3/PI3K/AKT 等信号强度和作用时序，并进

一步评价诱导细胞的功能成熟程度，是其走向临床转化前必须解决的问题[11]。 
因此，本文拟从 hAECs 的生物学特征、角膜上皮分化基础、关键信号通路、转录因子与表观遗传调

控，以及 TEER 等功能性评估方法等方面进行综述，重点讨论 hAECs 获得角膜上皮样表型的可能机制及

当前研究局限，为后续构建稳定、功能成熟且可转化应用的 hAECs 来源组织工程角膜提供理论参考。 

2. 角膜缘干细胞缺乏症目前面临的临床困境 

严重眼表疾病如重度眼化学伤、Stevens-Johnson 综合征和眼类天疱疮等是常见的难治性眼病，也是

当今主要致盲眼病之一。这些眼表疾病都会导致角膜缘干细胞缺陷，从而导致眼表的结构和功能损害。

角膜缘干细胞存在于角膜缘 vogt 栅栏区，角膜缘干细胞分化成有限增殖潜能的上皮细胞，向心性地从角

膜周边向中心移行，取代正常脱落的上皮细胞。角膜缘干细胞缺乏导致角膜上皮糜烂和持续的角膜溃疡，

从而严重影响视功能。临床上进行的同种异体角膜移植存在供体来源缺乏及免疫排斥反应。对于单侧角

膜缘干细胞缺乏者已进行培养的自体角膜缘干细胞移植[12]，但对于双侧角膜缘干细胞缺乏者，这种方法

显然存在不足。由自体口腔黏膜上皮细胞构建的组织工程化角膜上皮细胞片是有益的，然而长期效果仍

有待观察[13]。然而，类天疱疮、Stevens Johnson 综合征患者口腔粘膜上皮细胞通常也不健康。在这种情

况下，很难使用患者自己的口腔黏膜上皮进行重建。这类疾病的治疗非常棘手，新的组织工程角膜技术

为这类疾病的治疗带来了新的希望。 

3. hAECs 的生物学特点及角膜上皮分化基础 

研究表明，hAECs 具有类似胚胎干细胞的分化能力，具有向三个胚层分化的潜能[14]，可用作胚胎干

细胞的替代物[15]。羊膜是胎盘最靠近胎儿的一层无血管膜，由上皮层、基底膜和基质层组成。hAECs 位
于羊膜最内层，直接面对羊水环境，在胚胎发育早期即形成。新鲜分离的 hAECs 多呈圆形或多角形，细

胞质较丰富，体外贴壁后可形成上皮样铺路石状形态。其表型上表达上皮标志物 CK19、E-cadherin 等，

也可表达部分多能性相关分子，同时不表达或低表达主要组织相容性复合体 II 类分子及共刺激分子，从

而具有较低免疫原性[6]。hAECs 可分泌多种生长因子、抗炎因子和免疫调节分子，这些因子有助于减轻

局部炎症反应、促进上皮修复和改善受损组织微环境。透明质酸可通过调节 CD44 亚型转换并激活

AKT/mTOR 信号，延缓 hAECs 衰老，维持其增殖和分化潜能[16]。这提示在长期培养或组织工程构建过

程中，维持 hAECs 的年轻状态和上皮特征，对提高角膜上皮诱导效率具有实际意义。 
角膜上皮的分化并不是单一标志物转换过程，而是由干性维持、谱系指定、增殖迁移、分层成熟和

屏障建立等环节组成。成熟角膜上皮细胞通常表达 CK3、CK12、E-cadherin、ZO-1 等标志物，而角膜缘干

细胞则富集 p63、ABCG2、KRT14 等分子[1]。体外诱导 hAECs 向角膜上皮分化时，常以 CK3、CK12 和

PAX6 表达升高作为角膜上皮表型获得的依据[17]，但这些分子并不足以完全证明其功能成熟。理想的角

膜上皮样细胞还应具有良好的细胞间连接、较高屏障功能、稳定的增殖分层能力以及体内修复损伤角膜的

能力。因此，hAECs 的角膜上皮分化研究应同时关注形态学、分子标志物、细胞功能和体内修复效果。 
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4. PAX6、p63 与角膜上皮特异性转录网络 

角膜上皮分化的核心在于特异性转录程序的启动与稳定。PAX6 是眼发育和角膜上皮身份维持的关

键转录因子，在成体角膜上皮中仍持续发挥抑制结膜化、维持透明上皮表型的作用[18]。多种角膜上皮疾

病中 PAX6 表达下降，并伴随 DSG1 等细胞连接相关蛋白降低，提示 PAX6 不仅是发育因子，也与角膜

上皮屏障和细胞身份稳定有关[19]。对于 hAECs 向角膜上皮分化而言，PAX6 的表达升高是较为重要的

谱系转变指标，但更合理的解释是，PAX6 激活代表细胞进入角膜上皮转录程序，后续仍需通过 CK12、
E-cadherin、ZO-1、occludin/claudin 以及功能性屏障指标来判断其成熟程度。 

p63，尤其是 ΔNp63，是角膜缘干/祖细胞的重要标志物。其高表达与上皮干性、增殖能力和多层上皮

结构维持密切相关[20] [21]。在组织工程角膜上皮中，维持 ΔNp63 阳性细胞比例被认为有利于获得可扩

增、可分层的上皮片。p38MAPK 抑制可维持 p63 表达并减轻异常分化[20]，角膜缘微环境诱导角质形成

细胞祖细胞转分化时，p63 阳性细胞比例上升也是分化成功的重要表现[22]。然而，成熟角膜中央上皮细

胞并不以持续高 p63 表达为特征，因此 hAECs 分化过程中 p63 也应被看作阶段性指标：早期 p63 有助于

形成角膜上皮祖细胞样群体，后期则需逐步提高 CK3/CK12 和屏障相关分子表达，完成由前体状态向成

熟功能状态转变。 
谱系定向还受到上游信号和表观遗传状态共同制约。Wnt、BMP、RA、TGF-β抑制及 EGFR/MAPK

信号可在不同阶段影响 PAX6、p63 和角膜上皮角蛋白表达[11] [20] [22]-[24]。此外，在角膜上皮细胞中，

PAX6、OTX2、FOXC1 等特异性转录因子高表达，而多数 Hox 基因处于沉默状态；在角质形成细胞中，

Hox 蛋白可结合 Gtl2 启动子附近位点，激活 Gtl2-Dio3 区域 miRNA 表达，进而靶向下调 PAX6、OTX2
等角膜上皮关键转录因子[25]。该发现提示，hAECs 转分化不仅涉及诱导因子对角膜标志物的上调，也可

能需要解除原有表观遗传障碍并重建角膜上皮增强子网络。未来若能明确 hAECs 中 Hox 基因、Gtl2-
Dio3miRNA 及 PAX6 调控网络的起始状态，可能有助于提高诱导分化的特异性。 

5. Wnt/β-Catenin 信号通路对角膜上皮命运的调控 

在正常角膜上皮中，Wnt7a 等配体对维持上皮增殖和修复能力具有一定作用；糖尿病角膜病变模型

中，Wnt7a、β-catenin、cyclinD1 及 p-GSK-3β等表达下降，角膜上皮愈合延迟，而氯化锂通过抑制 GSK-
3β激活 Wnt/β-catenin 通路后，可促进角膜上皮创面愈合[26]。YTHDF3 作为 m6A 阅读蛋白，可通过促进

THBS2 表达并上调 Wnt/β-catenin 通路，改善糖尿病角膜上皮修复受损状态[27]。这些结果说明，适当激

活 Wnt 通路有利于受损角膜上皮增殖和迁移。 
然而，Wnt/β-catenin 信号对角膜上皮并非单向有益。在诱导 hAECs 向角膜上皮分化时，过度维持增

殖状态可能妨碍成熟分化，而适时抑制 Wnt 活性则有助于谱系推进。因此，Wnt 通路在 hAECs 分化中更

可能呈现阶段依赖性：早期适度维持细胞扩增，随后通过 RA 或 Wnt 抑制剂降低经典 Wnt 活性，使细胞

从增殖状态转向角膜上皮分化状态。 

6. TGF-β/BMP、p38MAPK 的协同作用 

TGF-β 超家族在角膜上皮命运调控中具有复杂作用。一般而言，TGF-β/Smad2/3 通路倾向于促进上

皮–间充质转化和纤维化，而 BMP4 通过 Smad1/5/8 参与眼表外胚层分化。WJ-MSCs 向角膜上皮样细胞

分化的研究显示，BMP4 单独处理效果有限，需与 RA、TGF-β抑制剂 SB505124 和 EGF 联合使用，才能

显著提高 CK12 表达[11]。这说明 BMP 信号本身并不是独立的“分化开关”，而需建立在 TGF-β被限制、

RA 促进上皮分化、EGF 支持增殖迁移的综合背景下。对于 hAECs 而言，这种多因子组合比单一诱导因

子更接近角膜缘微环境，可能有助于提高分化效率和表型稳定性。p38MAPK 通路在炎症、应激和上皮异
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常分化中具有重要作用。组织工程角膜上皮研究显示，下调 p38MAPK 信号可维持 ABCG2、p63、KRT14、
Wnt7a 等干性相关标志物表达，同时降低 KRT12、PAX6、KRT10 及 ACTA2、SNAI1 等分化或转分化标

志物水平，从而改善组织工程角膜上皮质量[20]。严重干眼可通过激活 p38MAPK 造成角膜缘干细胞功能

障碍[28]，中性粒细胞胞外诱捕网也可通过 p38MAPK 抑制 hAECs 增殖并促进凋亡[29]。这些结果提示，

炎症和应激环境中的 p38MAPK 过度激活，可能是 hAECs 分化及移植后存活的不利因素。临床转化中，

若将 hAECs 用于 LSCD 或慢性炎症眼表，单纯移植细胞可能不足，还需结合抗炎或 p38 调控策略改善受

体微环境。 
因此，TGF-β/BMP 与 p38MAPK 在 hAECs 诱导中的关键不是单一路径激活或抑制，而是建立“促谱

系定向、保留适度祖细胞性、抑制纤维化和炎症应激”的平衡。具体而言，早期可通过限制过强 TGF-
β/Smad2/3 和应激性 p38 活化减少 EMT 倾向；中期通过 BMP/RA 促进眼表外胚层和角膜上皮命运指定；

后期再通过基底膜、气液界面或三维支架支持分层成熟和屏障形成。 

7. STAT3/PI3K/AKT、EGFR/MAPK 及其他修复相关通路 

PI3K/AKT 是细胞存活、增殖、迁移和代谢调节的重要信号通路。角膜缘微环境诱导角质形成细胞祖

细胞向角膜上皮细胞转分化的研究显示，STAT3 位于 PI3K/AKT 上游，STAT3 抑制可阻断 PI3K/AKT 激

活并削弱转分化效率，说明 STAT3/PI3K/AKT轴可能是替代细胞获得角膜上皮命运的重要驱动通路[22]。
hAECs 外泌体中富集的功能性 miRNA 也可通过 PI3K-AKT-mTOR 相关通路发挥促修复作用[30]。 

EGFR/MAPK 信号在角膜上皮创面修复中研究较多。EGF 可激活 EGFR/ERK1/2 和 PI3K/AKT 通路，

促进角膜上皮细胞增殖、迁移和再上皮化[31]。Lumican/lumikine 可通过与 TGF-β I 型受体/ALK5 结合，

激活非经典Smad非依赖性TGF-β/TBRs信号，上调EGFR配体表达并促进角膜上皮区上皮损伤愈合[32]。
这说明 TGF-β受体相关信号并不总是导致纤维化，其不同分支可在特定背景下促进上皮修复。且 NEAT1
缺失可激活 cAMP 信号，促进角膜上皮和神经再生[33]；FEZ1-DKK1 轴则被单细胞转录组学研究认为与

角膜上皮细胞增殖和抗衰老密切相关[34]。 

8. hAECs 来源角膜上皮的功能性评估方法及相关分子标志物 

8.1. 体外屏障功能：TEER 与屏障通透性实验 

跨上皮电阻(transepithelial electrical resistance, TEER)是评价上皮或内皮单层紧密连接完整性的常用

无损定量方法，可实时反映细胞层对离子通过的阻抗[35]。在 hAECs 来源角膜上皮研究中，TEER 可用

于判断诱导细胞是否形成连续、致密且可维持的屏障；且 TEER 随培养时间和分层成熟升高，并应与 ZO-
1、occludin、claudin、E-cadherin 等连接蛋白的连续膜定位相互印证。 

屏障通透性实验通常使用 FITC-dextran、荧光素钠或 Lucifer yellow 等示踪分子，通过 Transwell 或类

似插入式培养系统检测示踪物从顶端侧向基底侧的通量[36]。与 TEER 主要反映离子通透性不同，荧光示

踪物实验可评价不同分子量物质的旁细胞通透性。理想的 hAECs 来源角膜上皮应表现为 TEER 升高、

FITC-dextran 或荧光素通透性降低，并伴随 ZO-1/occludin/claudin 在细胞边界呈连续环状分布。两类实验

联合使用可更全面地证明诱导细胞具有屏障功能，而不是仅具备角膜上皮标志物。 

8.2. 细胞迁移与创面修复：划痕实验、去上皮模型和再上皮化速度 

角膜上皮的另一项核心功能是损伤后的快速迁移和再上皮化。体外划痕实验可用于评价 hAECs 或

hAECs 来源角膜上皮样细胞在标准化缺损区域内的迁移速度，并可结合 EdU/Ki67 检测区分迁移与增殖

贡献。EGFR/MAPK、STAT3/PI3K/AKT 和 Wnt/β-catenin 等通路与角膜上皮创面修复密切相关[26] [27] 
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[31]，因此功能实验结果应与相关通路激活状态相结合。若诱导细胞表达 CK12 但划痕闭合缓慢，提示修

复执行能力不足；若划痕闭合快速但 CK12、PAX6、ZO-1 表达不足，则可能代表非特异性增殖迁移，而

非角膜上皮样成熟修复。 
LSCD 主要病理症状之一就是持续性角膜上皮缺损[37]，所以在离体或体内去上皮模型中，荧光素染

色面积、上皮缺损闭合时间、角膜表面平整度和组织学上皮连续性等是用来评估再上皮化速度的主要指

标。对于 hAECs 来源细胞，可同时评估荧光素染色面积变化与 CK12/PAX6 阳性上皮覆盖范围、p63 阳

性基底细胞比例及炎症/新生血管程度，避免仅以“缺损变小”推断细胞分化成功。 

8.3. 体内移植模型：疗效、来源追踪和安全性评价 

体内移植模型是判断 hAECs 来源角膜上皮转化价值的重要环节。常用模型包括兔角膜缘干细胞缺乏

模型、碱烧伤模型、机械去上皮模型及层板/全层角膜损伤模型。主要观察指标应包括上皮缺损闭合时间、

荧光素染色评分、角膜透明度、角膜混浊和水肿、新生血管面积、炎症细胞浸润、角膜结膜化程度以及

移植物存活情况[9] [37]。 
本课题组已构建 hAECs-兔角膜基质组织工程角膜，并在三种兔角膜损伤/移植模型中评价其眼表重建

效果。结果显示，组织工程角膜移植组角膜上皮愈合天数显著短于对照组，新生血管出现时间延后；在中

央板层角膜模型和全层角膜移植模型中，移植组角膜新生血管、浑浊度和上皮荧光素染色均低于对照组[9]。
该研究为 hAECs 参与角膜上皮修复提供了重要的体内功能证据，但未来仍需进一步报告长期随访中的上皮

屏障稳定性、结膜化标志物(如 MUC5AC、K13/K19)抑制情况、免疫排斥风险和移植细胞长期命运。 

8.4. 功能结果与分子标志物的关联 

功能性评估的核心价值在于将分子标志物表达转化为可解释的生物学功能。PAX6 上调提示角膜上

皮身份建立，CK3/CK12 上调提示终末分化方向增强，p63/KRT14/ABCG2 保留提示祖细胞样增殖储备[21]，
E-cadherin/ZO-1/occludin/claudin 连续表达则提示细胞间连接和屏障结构形成[38] [39]。相应地，TEER 升

高和通透性降低应与连接蛋白连续膜定位一致；再上皮化速度加快应与 EGFR/MAPK、STAT3/PI3K/AKT
等修复通路激活和适度 Ki67/EdU 阳性比例相符；体内透明度改善和新生血管减少则应与炎症因子下降、

结膜化标志物降低及角膜上皮标志物稳定表达相关联。 

9. 总结与展望 

hAECs 由于来源广泛、免疫原性低、非致瘤性和上皮分化基础较好，在角膜上皮再生研究中具有较

大潜力。现有研究表明，hAECs 向角膜上皮方向分化受到 Wnt/β-catenin、TGF-β/BMP、p38MAPK、

STAT3/PI3K/AKT、EGFR/MAPK 等多通路共同调节，并依赖 PAX6、p63 修饰及细胞外基质微环境的协

同作用。 
未来可在机制层面明确 hAECs 分化的关键节点，明确 PAX6、p63、Wnt、BMP/RA、EGFR/MAPK、

STAT3/PI3K/AKT 和 p38MAPK 的时序关系，建立可重复的阶段化诱导方案，将 TEER、通透性、划痕/
创面修复、分层结构、体内透明度、新生血管和结膜化抑制纳入核心终点，结合去细胞羊膜、仿生基底

膜、三维打印支架[40]、外泌体递送和抗炎微环境调控，提升移植后存活、分层成熟和长期稳定性；并在

工程化体系中实现对信号通路和微环境的精确调控，以基于 hAECs 的组织工程角膜和无细胞治疗有望为

LSCD 及其他眼表损伤性疾病提供新的治疗选择。 
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