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翼状胬肉是眼科较为常见的眼表面疾病之

一。根据流行病学的调查结果显示[1],它与阳光、风

尘等各种外界因素的慢性刺激和局部慢性炎症反

应有关。目前关于翼状胬肉发病机制有多种理论

和学说,但均未得到公认。本研究从组织病理学出

发 , 结合免疫组化及免疫荧光共聚焦显微镜对翼

状胬肉进行研究 , 旨在探讨间充质干细胞在翼状

胬肉发生过程中的可能机制。

翼状胬肉纤维组织起源于间充质干细胞的证据
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摘 要 : 【目的】研究翼状胬肉组织病理学特征 , 探讨多能干细胞在翼状胬肉发生过程中的作用。【方法】

对 218 例手术切除翼状胬肉标本, 进行形态学、免疫组织化学和免疫荧光共聚焦显微镜观察其形态学变化及

CD34、波形纤维蛋白( VIM)、平滑肌肌动蛋白( SMA) , S- 100在翼状胬肉中的表达。【结果】纤维组织增生及新生

血管形成为翼状胬肉的主要病理改变。增生的纤维组织不同区域变化不一 , 主要呈现两类变化 : 一为排列致

密 , 类似巩膜纤维组织 ;另外就是疏松区 :仅见一些梭形、多角形、星状具有一些突起的纤维母细胞样的细胞 ,

疏松排列 , 之间无明显的胶原纤维存在。免疫组织化学和免疫荧光显示一些增生活跃的纤维母细胞明显表达

CD34, 成熟的纤维组织内的纤维细胞 CD34 则为阴性。此外 , 218 例中 56 例显示了平滑肌的存在 , 44 例有脂肪

组织。【结论】翼状胬肉组织中的纤维组织源自于间充质干细胞 , 并可向平滑肌及脂肪组织分化。
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Evidence of Fibrous Tissue in Pterygium Originated from Mesenchymal Stem Cells
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Abstract: 【Objective】 To investigate the histopathological feature of pterygium and the significance of

multipotent stem cells in pterygium. 【Methods】 A total of 218 cases of pterygium were collected after the clinic

operation, and these specimen were studied under the light microscope by HE, PAS, immunohistochemical stain and

confocal scanning laser ophthalmoscope by immunofluorescent staining with CD34, VIM, VEGF, SMA, S- 100.

【Results】 Fibroplasia and neovascularization were the main changes in pterygium. Fibroplasia varied in different

region, two main presentation were observed: First, the tissue arrange compactly like the scleral fibre; Second, in

some ramified and loose region, a few of spindle- shape, polygonal, asteroid fibroblast- like cells could be seen only,

and arranged loosely. No apparent collagen fibers were identified between them. Immunohistochemistry and

immunofluorescence illustrated that CD34 were positively detected in some region where the fibroblast actively

proliferated, but the fibrocyte in mature fibrous tissue were negatively expressed. Besides, 56 cases had smooth

muscle and 44 cases had adipocyte in pterygium. 【Conclusion】 The fibrous tissues in pterygium originated from

mesenchymal stem cells ,they can differentiate into smooth muscle and adipose tissue.
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1 材料和方法

1.1 标本

218 例经临床及病理诊断为翼状胬肉的石蜡

标本 ,均来自中山大学中山眼科中心病理室。其中

50 例标本进行了免疫组织化学染色。另外 , 新近

收到的新鲜标本除一半进行常规的石蜡处理外 ,

另一半改用多聚甲醛固定 , 冰冻切片 , 免疫荧光染

色共焦显微镜观察。

1.2 主要试剂

一抗 SMA、VIM、CD34, S- 100, 迈新公司。荧

光抗体 FITC抗鼠 , Dako公司。Hoechst, 碧云天公

司。

1.3 染色方法

1.3.1 PAS染色 常规连续切片脱蜡至水 , 5 g/L

高碘酸氧化 10 min,蒸馏水稍洗 ,雪夫试剂( Schiffs

液) 避光染色 20 min, 5 g/L 偏重亚硫酸钠滴洗 3

min ×3 次 , 蒸馏水稍洗 , 苏木素复染 5 min, 流水

浸洗 ,脱水、透明、常规中性树胶封片。阳性表现为

紫红色。

1.3.2 石蜡切片免疫组织化学染色 标本经 100

g/L 甲醛固定 , 常规脱水 , 石蜡包埋 , 作 4 μm 连续

切片。切片脱蜡至水 ,抗原修复 95 ℃ 10 min, PBS

3 min ×3 次 , 30 mL/L H2O2, 37 ℃ 10 min, PBS 3

min ×3 次 , 正常山羊血清封闭 10 min, 擦干后加

一抗 , 37 ℃孵育 60 min, PBS 3 min ×3 次 , Post-

blocking 37 ℃ 20 min, PBS 3 min ×3 次 , poly -

HRP Anti- Ms/Rb IgG 37 ℃ 30 min, PBS 3 min ×3

次 , DAB显色, 苏木素复染 5 min, 流水浸洗 , 脱

水、透明、常规中性树胶封片。阳性表现为棕色。

1.3.3 免疫荧光染色共聚焦显微镜观察 标本经

40 g/L 多聚甲醛固定 , 经过 100 g/L、200 g/L、300

g/L 的蔗糖溶液各 8 h 梯度脱水后 , 作 8 μm 连续

切片。冰冻切片复温入水 , 30 mL/L H2O2 ,37 ℃ 10

min, PBS 3 min ×3 次 , 正常山羊血清封闭 10

min, 擦干后加一抗 , 37 ℃孵育 60 min, 二抗 FITC

37 ℃水育箱中孵育 40 min。Hoechst 染核 ,室温 5

min, PBS 3 min ×3 次 , 透明 , 体积分数为 75%的

甘油封片 , 激光共聚焦显微(Zeiss,510 Meta)镜下观

察。阳性表现为苹果绿色。

2 结 果

翼状胬肉在组织学上主要由纤维血管组织构

成 ,其上为来自结膜或角膜的鳞状上皮覆盖。一些

表面上皮内能见到杯状细胞 , 故主要来自结膜上

皮 ;一些上皮细胞内生 , 植入到其下增生的纤维结

组织中 , 在纤维组织内形成上皮条索或上皮团 , 并

围成一些上皮衬里的囊腔。

218例翼状胬肉中均能见到增生的纤维组织 ,

不同病例增生纤维组织的量变化不完全相同 , 同

一病例不同区域变化也不完全一致。一些纤维排

列排列密 , 较为成熟 , 类似巩膜中的纤维结缔组织

(图 1A) ;一些区域表现为增生活跃 , 为梭形、多角

形、星状具有一些突起的纤维母细胞样的细胞 (图

1B) ,疏松排列 ,其间无明显的胶原纤维存在。在成

熟的巩膜样纤维与增生活跃区间可有过渡区 , 即

纤维母细胞样细胞伴有少量纤维小束或散在的纤

维存在。一些纤维呈嗜碱性样变性 ,这些变性的纤

维多分布在上皮下 ; 纤维组织中的纤维及血管所

占的比例可因人而异 , 血管的性质不同病例也不

完全一致 : 218 例中除 1 例未见到明显的血管外 ,

所有病例均出现新生的毛细血管。毛细血管形态

大小极不一致 , 有单个细胞围成的血管、小毛细血

管和中毛细血管 , 95 例能见到静脉性血管 , 31 例

尚有一些动脉性血管存在(图 1C)。

此外 , 翼状胬肉组织中 56 例尚能见到一些粉

红色、略带嗜碱性的小团状、梭形或不规则形的细

胞束(图 1D) , 束中细胞呈长梭形、两端略圆钝 , 细

胞边界欠清晰 , 核也呈两端钝圆的短梭形。44 例

组织中出现分化好、典型的脂肪细胞(图 1E)。4 例

组织中能见到神经纤维束。

VIM免疫组织化学染色在大部分纤维细胞

(图 2A)、血管内皮细胞、血管壁及周细胞呈阳性

反应。CD34 免疫组织化学染色 :增生活跃区的纤

维母细胞样细胞呈阳性反应(图 2B) , 但成熟的纤

维组织为阴性反应。血管内皮细胞及周细胞呈阳

性反应 , 内皮细胞与周细胞间的血管壁则为阴性。

S- 100 染色神经纤维丝及脂肪细胞均呈阳性反

应。SMA染色显示上述 HE 染色中略带嗜碱性的

小团状、梭形或不规则形的细胞束呈阳性反应 (图

2C) ,证明为平滑肌。各种上述抗体免疫荧光染色

共聚焦显微镜进一步证明增生活跃的细胞为阳性

反应 ,呈现为苹果绿色(图 2D、E)。

3 讨 论

3.1 翼状胬肉病变性质
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图 2 翼状胬肉组织的免疫组化及免疫荧光染色

Fig.2 Immunohistochemical and immunofluorescent stain of pterygium (×200)

A: VIM immunohistochemical stain (brown) . Fibrous tissue in pterygium were positive expressed with VIM; B: CD34 immunohistochemical

stain (brown) . Fibroblast - like cells were CD34- positive in meshwork region of pterygium; C: SMA immunohistochemical stain (brown) .

Proliferative smooth muscles were positive with SMA in pterygium; D: CD34 immunofluorescence stain (green). The cells of loose meshworks were

stained into apple- green; E: CD34 immunofluorescence stain (green) . Endothelial cells (△)of blood vessels, perivascular cells (Arrow showed) were

stained into apple- green, the vessel walls were negative expressed with CD34

图 1 翼状胬肉组织的 HE 染色

Fig.1 HE stain of pterygium

A: Sclera- like fibrous tissues in pterygium (×200); B: Some loose region in pterygium (×200); C: Some proliferative artery- like vessels in

pterygium (Arrow showed,×100); D: Proliferative smooth muscle in pterygium (Arrow showed, ×200); E: Mature adipocyte in pterygium (×200)

1A 1B 1C 1D 1E

2A 2B 2C 2D 2E

翼状胬肉病变是一种增生和变性并存、以纤

维血管组织增生为主的病变 [2], 表现为睑裂区呈三

角形增厚的灰白色组织, 其头部能越过角膜缘 , 向

角膜内侵袭生长 , 重者达中央或遮盖整个角膜 , 影

响视力。手术切除仍是主要的治疗措施,但病变复

发率较高 , 且术后生长能力更强[3]。有关翼状胬肉

病变的性质 , 有两种截然不同的观点 : ( 1)翼状胬

肉为一种增生性、变性疾病 ; ( 2)翼状胬肉不仅表

现为纤维血管组织的大量增生 , 同时又具有较强

的侵袭能力 , 破坏角膜缘的完整结构侵入角膜内

呈进行性生长 ,故为一种肿瘤性病变[2,4]。炎症介质

或生长因子参与了这个病变形成过程。近年来注

意到翼状胬肉的发生与干细胞有关 [5- 7]。 Coroneo

等[8]提出翼状胬肉发病的两阶段假说, 将翼状胬肉

的发病过程分为两个阶段。第一阶段:角膜缘上皮

干细胞减少、消失或功能丧失 , 角结膜屏障功能发

生障碍;第二阶段:角膜的结膜化。结膜上皮、结膜

下成纤维细胞增生活跃 , 侵入角膜上皮下 , 并发炎

症 , 新生血管形成 , 结缔组织重塑 , 从而胬肉形成。

Dushku[9]指出改变的角膜缘上皮干细胞的移位是

翼状胬肉的病因之一 , 而血管纤维增生是对这种

改变的细胞发出信号的反应 , 因此角膜缘上皮基

底干细胞可能也参与了翼状胬肉组织的发生。覆

盖翼状胬肉组织表面的角膜缘上皮的病理性变化

有可能有助于其纤维组织向角膜内侵入生长 , 但

毕竟角结膜上皮复层鳞状上皮并非翼状胬肉组织

的主体 , 故上述观点并没有较合理解释翼状胬肉

病变过程中增生的纤维血管组织的来源。

3.2 翼状胬肉与间充质干细胞的关系

病理形态学观察表明纤维组织增生及新生血

管形成为翼状胬肉的主要病理改变 , 增生的纤维

组织不同区域变化不一 , 主要呈现两类变化 :一为

排列排致密 , 类似角巩膜纤维结组织 , 组织中的纤

维细胞少、长梭形 ; 另外就是疏松区 : 仅见一些梭

形、多角形、星状具有一些突起的纤维母细胞样的

细胞 , 疏松排列 , 间无明显的胶原纤维存在。免疫
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组织化学显示一些增生活跃地纤维母细胞明显表

达 CD34, 成熟的纤维组织内的纤维细胞 CD34 则

为阴性。培养的翼状胬肉组织中的一些细胞也表

达 CD34[10]。CD34 的表达提示翼状胬肉的发生具有

更深层次的复杂机理。CD34 抗原是一种阶段特异

性白细胞分化抗原。它选择性的表达于人类造血

干细胞(HSC)、祖细胞( PC)和血管内皮细胞( EC)表

面[11]等。它是分子量为 105～120ku 的高度糖基化Ⅰ

型跨膜蛋白。CD34 阳性细胞(表达 CD34 抗原的细

胞)既含有造血干细胞也存在不同分化阶段的各系

造血祖细胞,并随着造血细胞逐渐成熟 , CD34 的表

达量逐渐减少,直至消失。CD34 在正常及肿瘤性的

小血管内皮中都有表达,是一种与新生小血管相关

的抗原[12],由于其在新生血管内皮中表达远大于非

新生血管内皮 ,提示其作用与血管生成有关; CD34

还是最敏感的血管内皮标记物 , 它作为内皮细胞

的表面受体在发育的早期就出现。翼状胬肉组织

中增生活跃的梭形细胞表达 CD34, 提示多分化潜

能的干细胞可能是由间充质干细胞分化而来。

间充质干细胞是多潜能干细胞 , 在脐血、外周

血、脂肪、皮肤等多种组织中都有分布。在成体的

很多器官和组织中存在着间充质干细胞 , 以备修

复和再生所用[13]。间充质干细胞形似成纤维细胞而

不同于成纤维细胞 [14], 在于其具有增殖分化潜能。

间充质干细胞来源于早期中胚层和外胚层的一类

多能干细胞 , 理论上可分化为所有中胚层来源的

细胞 , 在发育的不同阶段和特定环境条件下 , 可向

骨、软骨、肌肉、神经、血管及血液细胞等多种方向

分化。本研究形态学观察除增生的纤维血管组织

外 , 218 例病例中还发现 56 例中纤维组织内存在

平滑肌成分 , 44 例病变中有灶性成熟的脂肪组织 ,

这些成分在正常的结膜下组织均不能见到 , 表明

胬肉组织中具有向肌肉、脂肪等组织分化的多潜

能干细胞,提示该干细胞可能是间充质干细胞。

3.3 翼状胬肉组织中间充质干细胞的来源

至于翼状胬肉组织中间充质干细胞来源何处

并不十分清楚 , 有人 [5, 6]提出骨髓源性间充质干细

胞可能参与到了翼状胬肉的病因学当中, 环境因

素比如紫外线、炎症和破损的细胞等激起了诸如

TGF-β、IL- 1β、b- FGF、MMPs 等这类生长因子和

细胞因子的增生 , 这些介质和细胞因子对角膜缘

的损伤作为信号传到骨髓刺激了多能干细胞和祖

细胞的多阶修复和再生反应 , 一旦多能干细胞和

祖细胞被激活便可通过外周血迁移至角膜缘区 ,

在这种特殊的眼表微环境中 , 多能干细胞和祖细

胞通过表达 AC133、CD34、C- KIT和 STRO- 1 的受

体 , 然后与相应的配体结合而被充分激活 , 同时它

们还分泌诸如 IL- 6、IL- 11、SCF 和 GM- CSF 等因

子。已有研究发现从翼状胬肉中分离出来的纤维

母细胞显示出一种转化的细胞型 [15], 说明间充质

干细胞在受到外在因素作用后趋向分化为纤维母

细胞。

我们通过免疫组织化学等在一些纤维增生活

跃区发现一些胞质丰富、具有突起的星形、梭形、

不规则形的细胞呈明显的 CD34 阳性反应 ,而成熟

的纤维组织区 CD34 表达是阴性的。基于这些

CD34 阳性细胞周围并未见到明显的炎症细胞 , 我

们认为这些翼状胬肉组织中的间充质干细胞可能

是发育过程中潜伏在巩膜上或结膜上皮下的间充

质干细胞。
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