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!!'摘要(!目的!评价壳聚糖<明胶静电纺丝膜对球结膜损伤后组织的促修复作用及抗瘢痕化作用)!
方法!利用静电纺丝技术制备壳聚糖<明胶静电纺丝膜%采用钨灯丝扫描电子显微镜观察静电纺丝膜纤维表
征) 采用随机数字表法将 "% 只新西兰白兔随机分为模型组*羊膜修复组和静电纺丝膜修复组%每组 $% 只)
各组实验兔右眼均接受手术切除 # ))uA ))的球结膜%用弱酸灼伤损伤部位和角膜缘%制备兔球结膜损伤动
物模型%羊膜修复组和静电纺丝膜修复组均于术中在伤口处结膜与巩膜之间平铺生物膜) 分别于术后 E*A*
$E*&A 5 行裂隙灯显微镜检查%观察兔眼手术伤口炎症反应及球结膜修复情况)!结果!扫描电子显微镜下可
见静电纺丝膜纤维呈立体网状结构%与生物羊膜空间结构相似%纺丝直径均匀%为 %_$ %̀_' !)) 裂隙灯显微
镜下观察发现%术后 E 5 各组兔实验眼均未见明显炎症反应$术后 A 5 模型组兔眼球结膜水肿*糜烂%黏性分泌
物较多%羊膜修复组和静电纺丝膜修复组兔球结膜轻度充血$术后 $E 5 模型组兔球结膜水肿*充血%羊膜修复
组和静电纺丝膜修复组兔球结膜均未见炎症反应$术后 &A 5 模型组兔球结膜可见新生血管%羊膜修复组和静
电纺丝膜修复组兔球结膜完全修复) 组织病理学观察结果显示%模型组兔眼在术后 E 5 时伤口处球结膜组织
游离%术后 A 5 球结膜根部贴附巩膜%术后 $E 5 球结膜组织增厚%术后 &A 5 大量纤维组织填充伤口%结膜上皮
化) 羊膜修复组兔眼术后 E 5 羊膜贴附于巩膜与球结膜之间%术后 A 5 羊膜开始消融%术后 $E 5 纤维组织生长
且球结膜上皮化%术后 &A 5 球结膜组织修复%瘢痕组织填充较少) 术后 E 5 静电纺丝膜修复组可见静电纺丝
膜孵育于结膜与巩膜之间%静电纺丝膜消融%术后 A 5 球结膜上皮沿巩膜长入损伤部位%术后 $E 5 结膜下组织
生长%术后 &A 5 结膜完全修复)!结论!与单纯球结膜损伤缝合相比%羊膜或壳聚糖<明胶静电纺丝膜修补
对损伤的球结膜有促进修复的作用%且可减轻组织瘢痕化%壳聚糖<明胶静电纺丝膜的促组织修复作用优
于羊膜)!
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!!结膜是由复层柱状上皮和少量结缔组织形成的透
明薄膜%其与外界接触%易受外界各种因素刺激和微生
物感染) 结膜疾病主要表现为结膜炎*化学烧伤*热烧
伤*结膜溃疡等%如不及时治疗可影响视力%甚至致盲)

严重的球结膜烧伤或溃疡一直是眼科的棘手问题%目前
主要的治疗方法为生物羊膜或自体球结膜移植

+$ZE, )

作为一种与人眼结膜组织结构相似的异体生物膜%羊膜
具有很好的支持细胞生长的作用%是一种比较理想的医
用生物辅料

+'Z#, ) 然而%目前羊膜来源有限%不同个体
来源的羊膜差异较大%标准很难统一%且其具有传播疾
病或病原体的潜在风险%制备和保存方法也比较繁
琐

+;, %因此探索一种安全*有效*来源广泛*能够标准化
生产的生物修复膜对于相关眼病的防治研究具有重要

意义) 静电纺丝是高分子流体经静电雾化的特殊形式
聚集成微小射流在高温下固化形成的纤维%静电纺丝膜
具有独特的微观结构和适宜的力学性能%为生物组织工
程支架*缓释材料等的研究提供了理想的平台+&%AZ?, )

此外%研究表明壳聚糖是一种生物相容性好*抑菌能力
强*免疫原性低的骨架材料+$%Z$$, %目前在医学领域制备
壳聚糖<明胶静电纺丝膜复合材料已成为研究热点%但
其在眼科的应用尚属于起步阶段) 本研究中利用静电
纺丝技术制备壳聚糖<明胶静电纺丝膜并分析其表征%

探讨其在兔球结膜缺损修复中的应用价值)

;5材料与方法

;3;5实验动物
健康无眼疾新西兰白兔 "% 只%雌雄不限%体质量

为 &_' "̀_% c/%由中国北方眼科疾病动物平台"辽宁
何氏医学院#提供%实验期间在清洁环境下饲养) 实
验动物的使用遵循辽宁何氏医学院动物实验中心动物

实验伦理守则) 本研究方案经辽宁何氏医学院眼科动
物实验伦理审查委员会审核批准"批文号&&%$#%$&%%$#)
;3<5方法
;3<3;5壳聚糖<明胶静电纺丝膜的制备与检测!将壳

聚糖<明胶"质量比为 # f$#溶解于三氟乙酸<二氯甲烷
"体积比为 ? f$#溶液中%采用 dS@$$%" 型静电纺丝仪
"北京富友马科技有限责任公司#制备静电纺丝膜) 静
电纺丝喷嘴直径为 %_; ))%正负电极之间的距离为 ; `
$% 6)%正负电压差为 '% c\%接收器转速设定为
$&% I<)+7%喷头平移速度为 %_& ))<>%纺丝空间温度为
;% C%相对湿度为 E%]%参照文献+;ZA,描述的方法以
连续静电纺丝技术制备静电纺丝膜%得到静电纺丝膜后
用体积分数 "]戊二醛溶液蒸汽交联%真空干燥
"$%% C#%用环氧乙烷灭菌后备用) 取静电纺丝膜样
品%表面喷金*固定%钨灯丝扫描电子显微镜"U@"A%%%日
本日立公司#下观察静电纺丝膜纤维表面形态)
;3<3<5球结膜损伤模型的制备及动物分组!将 "% 只
实验兔采用随机数字表法分为模型组*羊膜修复组和静
电纺丝膜修复组%每组 $% 只) 均取右眼为实验眼%以
%_& ),<c/的剂量肌内注射速眠新"注射液进行麻醉%采
用盐酸奥布卡因滴眼液点眼行表面麻醉%碘伏冲洗结膜
囊) 参照文献+$&Z$",的方法%手术切除外直肌与上直
肌间 # ))uA ))的球结膜组织和 E ))u' ))的结膜下
筋膜组织%暴露巩膜%局部用棉签蘸取 %_' )0,<a氢氧化
钠溶液"$ ),#进行处理%然后切除 # ))uA ))巩膜缘组
织%缝合 E 个角结膜与浅层巩膜%作为伤口的标记$羊膜
修复组在制备模型过程中将 $% ))u$% ))羊膜平铺于
伤口处%羊膜边缘铺垫于结膜下%生物羊膜与结膜和浅
层巩膜缝合固定$静电纺丝膜修复组动物术中用 $% ))u
$% ))壳聚糖<明胶静电纺丝膜平铺于伤口处结膜下%

静电纺丝膜与结膜和浅层巩膜缝合固定) 术后用氧氟
沙星滴眼液点眼%每天 & 次%连续 " 5)
;3<3=5裂隙灯显微镜下观察球结膜修复情况5各组
实验兔分别于术后 E*A*$E*&A 5 行裂隙灯显微镜检
查%观察兔眼术后伤口是否存在红肿*分泌物增多等炎
症反应)
;3<3>5球结膜伤口的组织病理学检查5分别于术后
E*A*$E*&A 5 戊巴比妥钠过量麻醉处死实验兔并摘取
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实验眼眼球%质量分数 E]多聚甲醛溶液中固定 &E H%
二次取材眼球结膜损伤修复部位%E]多聚甲醛溶液中
二次固定 &E H) 经乙醇脱水%二甲苯透明%常规石蜡切
片%行苏木精Z伊红染色%光学显微镜下检查球结膜手
术部位的形态学变化)

<5结果

<3;5静电纺丝膜的表面超微结构
扫描电子显微镜下可见静电纺丝膜具有空间立体

网状结构%制备的静电纺丝膜纺丝直径均匀%为直径
%_$ %̀_' !)的纳米纤维%呈纵横交叉排列"图 $#)

A B
S340025.0kV12.7mm?500SE 100μm S340025.0kV12.4mm?4.00SE 10.0μm

A B
S340025.0kV12.7mm?500SE 100μm S340025.0kV12.4mm?4.00SE 10.0μm

图 ;5扫描电子显微镜下静电纺丝膜表征!emu'%%!FmuE %%%

<3<5术后不同时间点各组兔球结膜手术部位表现
裂隙灯显微镜下可见%术后 E 5%" 个组兔眼球结

膜轻度充血%局部组织无糜烂%结膜囊无分泌物) 术后
A 5%模型组兔结膜充血明显%局部轻微水肿%结膜伤口
处轻微糜烂%可见黏稠状分泌物$羊膜修复组兔球结膜
无明显充血%组织轻微水肿%无分泌物%羊膜平整$静电
纺丝膜修复组兔球结膜无明显充血%结膜轻微水肿%无
分泌物%静电纺丝膜平整) 术后 $E 5%模型组兔充血减
轻%结膜水肿消失%糜烂组织愈合%无分泌物$羊膜修复
组羊膜吸收%球结膜轻微充血%无分泌物$静电纺丝膜
修复组静电纺丝膜吸收%球结膜水润%略显黄色%无分
泌物) 术后 &A 5%模型组兔球结膜轻微隆起%新生血管
增生明显$羊膜修复组球结膜组织结构完整$静电纺丝
膜修复组球结膜修复完整) " 个组兔球结膜均于术后
A 5 开始修复%模型组兔球结膜修复过程较慢%手术
部位周围轻微水肿%具有较多的黏性分泌物$羊膜修
复组和静电纺丝膜修复组球结膜修复过程较快
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图 <5裂隙灯显微镜下各组兔眼手术部位球结膜修复情况!e$m术后 E 5 模型组兔实验眼结膜组织完整%轻度充血"箭头#!e&m术后 A 5 模型组
兔实验眼伤口处结膜糜烂"箭头#!e"m术后 $E 5 模型组兔实验眼结膜糜烂处愈合"箭头#!eEm术后 &A 5 模型组兔实验眼局部轻度隆起%无水肿
"箭头#!F$m术后 E 5 模型组兔实验眼伤口处结膜无明显炎症反应"箭头#!F&m术后 A 5 羊膜修复组兔实验眼伤口处结膜轻度水肿"箭头#!F"m
术后 $E 5 羊膜修复组兔实验眼结膜组织充血%无水肿"箭头#!FEm术后 &A 5 羊膜修复组兔实验眼结膜组织完整平复"箭头#!W$m术后 E 5 静电
纺丝膜修复组兔实验眼伤口处无明显炎症反应"箭头#!W&m术后 A 5 静电纺丝膜修复组兔实验眼伤口处结膜轻度水肿"箭头#!W"m术后 $E 5 静
电纺丝膜修复组兔实验眼伤口处结膜略呈黄色%无明显炎症反应"箭头#!WEm术后 &A 5 静电纺丝膜修复组兔实验眼伤口处球结膜修复完整"箭头#
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<3=5各组兔眼术后伤口处球结膜组织形态学变化
模型组兔眼在术后 E 5 时伤口处球结膜边缘开始

上皮化%球结膜组织游离%与结膜下组织结合疏松$术
后 A 5 球结膜根部贴附巩膜$术后 $E 5 球结膜组织基
本修复%但较为增厚%增生较为严重$术后 &A 5 球结膜
大量纤维组织填充伤口%结膜上皮化) 羊膜修复组兔
眼术后 E 5 羊膜贴附于巩膜与球结膜之间%周围结膜
组织沿巩膜生长%上皮开始长入$术后 A 5 羊膜开始消

融%局部组织轻度纤维化$术后 $E 5 纤维组织生长%球
结膜上皮化$术后 &A 5 球结膜组织修复%瘢痕组织填
充较少%球结膜完全上皮化) 静电纺丝膜修复组术后
E 5 可见静电纺丝膜贴附于结膜与巩膜之间%静电纺丝
膜消融$术后 A 5 球结膜上皮沿巩膜长入损伤部位%上
皮化速度较快$术后 $E 5 结膜下组织生长$术后 &A 5
结膜完成修复%轻度瘢痕化"图 "#)
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图 =5光学显微镜下各组兔眼伤口处球结膜超微结构表现"S(u$%%%标尺b$% !)#!e$m术后 E 5 模型
组结膜边缘与巩膜游离"箭头#!e&m术后 A 5 模型组结膜根部贴附巩膜"箭头#!e"m术后 $E 5 模型组结
膜修复%大量结缔组织增生"箭头#!eEm术后 &A 5 模型组结缔组织填充损伤部位"箭头#!F$m术后 E 5
羊膜修复组羊膜黏附于巩膜上%结膜沿羊膜生长"箭头#!F&m术后 A 5 羊膜修复组羊膜开始消融"箭头#
!F"m术后 $E 5 羊膜修复组纤维组织开始生长"箭头#!FEm术后 &A 5 羊膜修复组球结膜修复%纤维组织
较少"箭头#!W$m术后 E 5 静电纺丝膜修复组静电纺丝膜贴附于巩膜与结膜之间诱导球结膜沿巩膜生长
"箭头#!W&m术后 A 5 静电纺丝膜修复组球结膜与巩膜贴附紧密%结缔组织生长"箭头#!W"m术后 $E 5
静电纺丝膜修复组结膜下结缔组织大量生长"箭头#!WEm术后 &A 5 静电纺丝膜修复组球结膜组织紧密%
可见静电纺丝膜降解"箭头#!8m正常兔眼球结膜组织致密%排列规则

=5讨论

外伤*化学烧伤*自身免疫性疾病*感染*手术等均
可造成结膜组织的损伤%结膜损伤后自行修复的最终
结局是结膜瘢痕形成) 目前%抗结膜瘢痕化的主要方
法为结膜下注射 '@氟尿嘧啶*丝裂霉素*生物膜替代
等%其中生物膜以其较好的生物相容性和较高的生物

活性而备受关注) 研究表明%羊膜和生物视膜均具有
球结膜修复作用和抗瘢痕化作用

+$EZ$', %具有支撑组织
生长的能力%可作为干细胞横向生长的支架而促进球
结膜的平整修复%瘢痕化增生较少%为球结膜的修复提
供了一种良好的组织敷料

+$#Z$;, ) 但是由于羊膜和生
物视膜来源于异体动物%一方面其来源有限%另一方面
其应用过程中存在着传播疾病*免疫原性等潜在风险%
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同时其处理和保存过程要求较高%步骤繁琐) 目前%临
床上迫切需要新型抗瘢痕材料以解决上述难题%本研
究中对球结膜损伤后壳聚糖静电纺丝膜的促球结膜修

复和抗瘢痕化作用进行探讨)
本研究中发现%利用静电纺丝技术制备的壳聚糖

静电纺丝膜具有网格状空间结构%与羊膜空间结构相
似

+$AZ$?, %术后同时间点生物羊膜与壳聚糖静电纺丝膜
对球结膜的修复作用相似%兔球结膜损伤后 &A 5 静电
纺丝膜组球结膜表皮恢复平整%仅有轻度瘢痕化现象%
且可保持球结膜囊形态的完整%具有促进球结膜修复
作用和抗瘢痕化作用%间接说明壳聚糖静电纺丝膜具
有与生物羊膜相似的生物功能%可为周围组织的横向
生长提供理想的支架%促进组织的生理性恢复%避免病
理性恢复%而且壳聚糖静电纺丝膜的效果优于羊膜)
壳聚糖静电纺丝膜中 ?%]以上的成分为壳聚糖%而壳
聚糖是天然碱性生物多糖%具有促进凝血*促进伤口愈
合*促进伤口渗出物吸收及不易脱水收缩等特点)

综上所述%本研究结果表明壳聚糖<明胶静电纺丝
膜对球结膜具有较好的修复作用%移植后在兔球结膜
损伤后 &A 5 时可见球结膜表皮恢复平整%仅有轻度瘢
痕化现象%且可保持球结膜囊形态的完整) 本研究的
球结膜损伤造模和修复方法与球结膜修复的自然过程

相似%且治疗操作简单%疗效较好%可为球结膜损伤的
修复提供新的途径)
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