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生物角膜用于人角膜板层移植术后的临床疗效

及激光扫描共焦显微镜动态观察
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!!$摘要%!背景!近年来由于角膜供体材料的缺乏#异种角膜移植研究逐渐受到研究者的关注#猪角膜脱
细胞基质构建的生物角膜支架具有良好的生物相容性并已制备成生物角膜材料#但其用于人眼角膜移植后
的临床效果及其组织形态学变化特征尚不清楚&!目的!观察用生物角膜进行人板层角膜移植术后的临床
效果#并利用激光扫描共焦显微镜进行活体动态观察#评估生物角膜作为新型角膜替代材料进行人眼角膜板
层移植的可行性&!方法!采用前瞻性系列病例观察研究方法#于 1$0" 年 1'? 月在河南省立眼科医院纳入
药物治疗无效的感染性角膜炎或陈旧性角膜白斑患者 0# 例 0# 眼#包括真菌性角膜炎 " 例#细菌性角膜炎 0
例#混合感染性角膜炎 = 例#陈旧性角膜白斑 0 例& 采用猪角膜脱细胞基质构建的生物角膜行患眼生物角膜
板层移植术#以术眼的对侧正常眼作为对照& 分别于术后 % @(9 @(0 个月(% 个月(2 个月(= 个月和 01 个月对
术眼进行随访#对植片愈合情况进行评分#随访时间为 0 年& 疗效指标主要包括角膜透明度(新生血管形成(
角膜植片有无溶解或感染复发(最佳矫正视力)*5-ABC*& 分别于术后 %(2(= 和 01 个月利用激光扫描共焦显
微镜对角膜进行动态观察#记录和分析移植后角膜上皮和内皮细胞的形态和密度(角膜基质的形态特征以及
角膜上皮下神经纤维的恢复情况&!结果!术眼术后 % @ 早期出现角膜水肿等炎症反应#术后 9 @ 炎症反应消
退& 术后 0 个月植片透明#随访期间未出现角膜溶解(感染复发现象& 术后 2 个月时 0 例患者出现青光眼#术
后 01 个月时 0 例患者发生排斥反应& 术眼术前及术后不同时间点间 *5-ABC(角膜透明度评分(角膜新生血
管评分的总体比较差异均有统计学意义)!1 D=1E2%(#=E%9(0$E#$#均 !F$E$#*#其中术后视力(角膜透明度均
较术前明显改善#差异均有统计学意义)均 !F$E$#*& 激光扫描共焦显微镜检查结果显示#术眼术后受体角
膜上皮细胞逐渐覆盖植片#完成正常的上皮化#角膜上皮细胞形态接近对侧正常眼#但角膜内皮细胞体积大于
对侧眼#而植片角膜基质中无细胞生长#明显与对侧眼角膜基质不同+术后 2 个月时 ? 例患者植片内有上皮下
神经纤维长入#但神经纤维走形弯曲#密度明显低于对侧正常眼& 术后不同时间点角膜上皮细胞密度总体比
较差异均无统计学意义)"D0E"?#!D$E11*& 对侧正常眼(术眼术后 %(2(= 和 01 个月角膜内皮细胞密度分别
为)1 #"1G00=*()0 ?=#G01=*()0 ?2=G0%#*()0 ?#"G0$0*和)0 ?""G0$%*个:''1 #术眼术后各个时间点角膜内
皮细胞密度均明显低于对侧正常眼#差异均有统计学意义)均 !F$E$#*+术后 2(= 和 01 个月角膜上皮下神经
纤维密度值分别为)0E12G$E0%*()%E21G$E?0*和)#E=?G$E""*'':''1 #均明显高于前 0 个时间点的测定值#
差异均有统计学意义)#HDI?E02(I9E1"#均 !D$E$$*&!结论!用生物角膜行人眼角膜板层移植术后植片即
可长期存活#重建眼表结构#改善患者视力#可替代人角膜供体材料&!
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!!角膜病是世界上仅次于白内障的主要致盲眼病之
一#统计数据表明#全世界约 "$$ 万人罹患角膜盲 ,0- #

其中感染性角膜病是致盲的主要原因之一& 感染性角
膜炎在发展中国家的发病率和致盲率很高#每年由角
膜感染引起的单眼盲患者约 0#$ 万例#主要病原体包
括细菌(真菌(病毒和棘阿米巴 ,1I%- & 感染性角膜炎在
药物治疗无效的情况下及时行角膜移植术是重建眼表

的重要治疗措施#角膜移植术对 ?$b的角膜盲患者有
重要的治疗价值

,"- & 目前角膜供体主要来源于同种
异体角膜#角膜供体的匮乏使多数患者延误治疗& 因
此#近年来异种角膜移植材料一直是眼科研究的热点&
目前的研究表明#猪来源的生物角膜在去细胞和去抗
原处理后可降低其免疫原性#并可保留其天然角膜三
维立体结构#具有良好的生物相容性#然而生物角膜作
为异种材料在移植到人眼后存活情况(移植后受体角
膜的组织结构变化(患者的视力改善与否等一系列临
床应用问题尚不清楚& 本研究中应用生物角膜对感染

性角膜病患者行角膜板层移植术#观察术后临床效果
及激光扫描共焦显微镜动态观察#评价生物角膜做为
异种材料进行人眼角膜移植的可行性&

A8资料与方法

A3A8一般资料
采用前瞻性系列病例观察研究设计#收集 1$0" 年

1'? 月在河南省立眼科医院就诊并诊断为单眼感染
性角膜炎或陈旧性角膜白斑的患者 0# 例 0# 眼#其中
男 9 例#女 ? 例+年龄 %% c22 岁#平均)#$E1?G?E9?*

岁& 纳入患者的基线情况见表 0& 所有患者术前均经
裂隙灯显微镜(激光扫描共焦显微镜以及角膜刮片检
查进行确诊& 纳入标准")0*诊断为感染性角膜炎或
陈旧性角膜白斑者& )1*术前接受规范的药物抗感染
治疗 病 情 无 明 显 好 转 者& ) % * 术 前 裸 眼 视 力
)*5-ABC*为光感 c%E2 者& 排除标准")0*经裂隙灯
显微镜(眼前节 7W]检查病灶累及后弹力层者& )1*对
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侧眼有角膜炎(干眼(青光眼(屈光不正等眼部疾病者&
以术眼为实验组#对侧眼为对照& 本研究经河南省立
眼科医院伦理委员会批准#伦理号",1$0%-眼伦审械
临字第)9*号#患者入组前均签署知情同意书&

表 A8纳入患者的基线资料

序号 性别
年龄

)岁* 眼别 术前诊断 术前视力
随访时间

)月*

0 男 %% 7a 陈旧性角膜白斑 %E2 *5-ABC 01
1 男 "9 7a 真菌性角膜炎 手动:1$ 4' 01
% 男 22 7a 真菌性角膜炎 手动:%$ 4' 01
" 女 #0 7a 真菌性角膜炎 数指:#$ 4' 01
# 女 "1 76 真菌性角膜炎 手动:0# 4' 01
2 男 2% 76 细菌性角膜炎 数指:%$ 4' 01
9 男 #9 7a 混合感染性角膜炎 手动:0$ 4' 01
? 男 21 76 混合感染性角膜炎 手动:0# 4' 01
= 男 #$ 7a 混合感染性角膜炎 %E2 *5-ABC 9
0$ 男 "= 7a 混合感染性角膜炎 手动:%$ 4' 01
00 女 "" 76 混合感染性角膜炎 手动:0$ 4' 01
01 女 "" 7a 混合感染性角膜炎 数指:"$ 4' 01
0% 女 #0 76 混合感染性角膜炎 光感)d* 01
0" 女 #$ 7a 混合感染性角膜炎 光感)d* 01
0# 男 "# 76 混合感染性角膜炎 数指:%$ 4' 0%

!注"7a"左眼+76"右眼

A3B8方法
A3B3A8生物角膜材料来源8生物角膜是由广州优得
清生物科技有限公司提供的猪角膜脱细胞基质&
A3B3B8手术步骤8手术均由同一位经验丰富的医师
完成& 术眼用质量分数 1b的布比卡因和质量分数
$E9#b的利多卡因 0 e0混合剂行球后麻醉#置开睑器#
固定上(下直肌#用庆大霉素稀释液充分冲洗结膜囊#
根据病灶直径选择合适的角膜环钻制作角膜植床#用
手术刀片逐层剖切病变角膜#至病灶完全清除#选择大
于病灶角膜直径 $E# c0E$ ''的环钻制作角膜植片#
采用 0$>$ 尼龙线将植片间断对位缝合于角膜植床#线
结转埋& 术后用质量分数 $E#b左氧氟沙星滴眼液(
妥布霉素地塞米松滴眼液(他克莫司滴眼液点眼#均每
日 % 次&
A3B3C8主要疗效指标8分别于术后 % @(9 @(0 个月(%
个月(2 个月(= 个月和 01 个月对患者进行随访#在裂
隙灯显微镜下观察移植后植片愈合情况#并进行评分&
评分标准")0*植片混浊程度!透明度好#无混浊(无
云翳者为 0 分+透明度较好#轻度雾状混浊#虹膜清晰
可见者为 1 分+角膜浅层混浊#透过角膜可见瞳孔及虹
膜者为 % 分+角膜全层致密混浊者为 " 分& )1*植片
新生血管长入!无明显新生血管增生者为 0 分+角膜
缘少量新生血管#仅累及角膜周边者为 1 分+新生血管

长入植片者为 % 分& )%*植片脱落(溶解!植片脱离
植床者为 # 分& )"*感染复发!角膜出现溃疡(积脓(
穿孔坏死者为 # 分& 记录角膜移植后最佳矫正视力
)*5-ABC*&
A3B3D8激光扫描共焦显微镜成像及分析8术后 %(2(
=(01 个月对术眼进行激光扫描共焦显微镜)VC]% 和
C5<L54S 角膜模块组成* )德国海德堡公司*检查#放大
倍数为 ?$$ 倍#分辨率为 0 !'& 受检眼用质量分数
$E"b盐酸奥布卡因滴眼液点眼 0 次进行表面麻醉#在
显微镜探头表面涂抹眼用凝胶#在探头前套上一次性
角膜接触帽#用开睑器撑开受检者眼睑#嘱受检者下颌
放于显微镜托架上#额部顶紧上方头带#保持头正位#
双眼固视前方#移动手柄#使角膜接触帽定位在受检者
角膜中央部位#调节成像焦点平面#使角膜各层图像通
过计算机屏幕同步显示#采集图片并保存& 利用内置
\B[8a 软件对各层细胞形态(组织结构进行综合分
析#用 8'(-KX软件计量角膜神经纤维密度#即神经纤
维的长度:''1&
A3C8统计学方法

采用 a_aa 093$ 统计学软件进行统计分析& 本研
究中视力(角膜混浊度和新生血管评分的数据资料经
f检验不符合正态分布#以 Q)RL#RF*表达#角膜上皮
细胞密度(角膜内皮细胞密度及神经纤维密度测定的
数据资料经 f检验呈正态分布#以 SG;表达#其中角
膜上皮细胞密度和角膜内皮细胞密度的方法经gKUK,K
检验显示方差齐#角膜上皮下神经纤维密度经 gKUK,K
检验显示方差不齐& 采用自身对照系列病例观察试验
设计#手术前后不同时间点视力(角膜混浊度和新生血
管评分的总体差异比较采用 ZM)K@'(, 检验#多重比较
采用 f)*45Y5, 符号秩检验+各时间点间角膜上皮细
胞(内皮细胞及神经纤维密度的总体差异比较均采用
重复测量单因素方差分析#角膜上皮细胞及内皮细胞
密度各个时间点间的多重比较采用 ga6>#检验#上皮
下神经纤维密度各个时间点间的多重比较采用校正 #H
检验& !F$E$# 为差异有统计学意义&

B8结果

B3A8术眼术后临床表现
裂隙灯显微镜下可见术后 % @ 角膜严重水肿#角

膜缘血管充血#术后 9 @ 角膜水肿稍减轻#术后 0 个月
时角膜水肿减退#植片透明#完全上皮化& 0 眼于术后
2 个月发生青光眼#出现持续性眼压增高(结膜充血(
眼球胀痛(视力模糊症状+0 眼于术后 01 个月发生免
疫排斥反应#患眼充血(视力下降(植片水肿(上皮下浸
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润+0% 眼随访期间植床与植片愈合良好#角膜透明#无
植片溶解以及感染复发现象)图 0*& 所有术眼术前及
术后不同时间点间 *5-ABC总体比较差异有统计学意
义)!1 D=1E2%#!D$E$$*#与术前相比较#术眼术后 % @
*5-ABC无明显提高#差异无统计学意义 )+DI$E90#
!D$E"?*+术后 9 @(0 个月(% 个月(2 个月(= 个月术眼
*5-ABC分别高于前一时间点#差异均有统计学意义
)+DI1E00( I%E%1( I%E11( I1E=2( I1E$2#均 !F
$E$#*+术后 = 个月 *5-ABC相对稳定#与术后 01 个月
比较差异无统计学意义)+DI0E$$#!D$E%1*& 术前
及术后不同时间点间角膜混浊度评分的总体比较差异

有统计学意义)!1 D#=E%9#!D$E$$*#术后 0 个月角膜
混浊度评分与术前相比明显下降#差异有统计学意义
)+DI%E%9#!D$E$0*#之后趋于稳定& 术前及术后不
同时间点间角膜新生血管评分之间的总体比较差异有

统计学意义)!1 D0$E#$#!D$E$1*#其中术后 % @ 角膜
新生血管评分值明显低于术前#差异有统计学意义
)+DI1E1"#!D$E$%*#之后新生血管评分无显著变化
)表 1*& 随访期间未发现角膜溶解及病变复发者&

A B
图 A8混合感染性角膜炎患者术前及术后 AB 个月裂隙灯显微镜照
B"术前角膜中央可见灰白色溃疡灶#视力为手动 "$ 4'!T"术后 01
个月角膜透明#视力为 $E#
!

表 B8患者术前及术后不同时间点视力(角膜混浊和
新生血管评分比较,%)&' #&( *-

时间 眼数 视力)*5-ABC* 角膜混浊度 新生血管

术前 0# %E%)%E%#%E%* "E$)"E$#"E$* 0E$)0E$#1E$*

术后 % @ 0# %E%)%E9#%E%* %E$)%E$#%E$*( 1E$)0E$#1E$*(

术后 9 @ 0# %E%)%E?#"E$* R %E$)%E$#%E$* 1E$)0E$#1E$*

术后 0 个月 0# "E%)"E1#"E"*4 0E$)0E$#0E$*4 0E$)0E$#1E$*

术后 % 个月 0# "E%)"E1#"E"* @ 0E$)0E$#0E$* 0E$)0E$#1E$*

术后 2 个月 0# "E%)"E2#"E9*K 0E$)0E$#0E$* 0E$)0E$#1E$*

术后 = 个月 0" "E%)"E2#"E9*P 0E$)0E$#0E$* 0E$)0E$#1E$*

术后 01 个月 0" "E%)"E2#"E9* 0E$)0E$#0E$* 0E$)0E$#1E$*

!1 =1E2% #=E%9 0$E#$
! $E$$ $E$$ $E$1

!注"与各自的术前值比较#(!F$E$#+与各自的术后 % @ 值比较#R !F

$E$#+与各自的术后 9 @ 值比较#4!F$E$#+与各自的术后 0 个月值比

较#@!F$E$#+与各自的术后 % 个月值比较#K!F$E$#+与各自的术后 2 个

月值比较#P!F$E$#)ZM)K@'(, 检验#f)*45Y5, 符号秩检验*

B3B8术眼术后不同时间点角膜上皮细胞(内皮细胞及
神经纤维密度与对侧眼的比较

术眼术后不同时间点上皮细胞密度值稳定#均稍
低于对侧眼#但总体比较无统计学意义)"D0E"?#!D
$E11*#内皮细胞密度总体比较差异有统计学意义
)"D=?E#$#!D$E$$*#术眼术后 %(2(= 和 01 个月角膜
内皮细胞密度均明显低于对侧眼#差异均有统计学意
义)#D0"E?$(0#E#9(0#E=%(02E09#均 !F$E$#*+术眼
术后 %(2(= 和 01 个月之间内皮细胞密度随时间延长
轻度下降#但差异均无统计学意义 )!D$E##($E9%(
$E?0*& 术后不同时间点及对侧眼间角膜上皮下神经
纤维密度的总体比较差异有统计学意义)"D#%#E%1#
!D$E$$*#术眼术后 2(= 和 01 个月角膜上皮下神经纤
维密度均明显低于对侧眼)#HD"1E??(1#E=1(1"E9$#均
!F$E$#*#其中术眼术后 = 个月角膜上皮下神经纤维
密度明显低于术后 2 个月#术后 01 个月角膜上皮下神
经纤维密度明显低于术后 = 个月#差异均有统计学意
义)!D$E$$($E$$*)表 %*&

表 C8术眼术后不同时间点及对侧眼角膜上皮细胞(
内皮细胞和上皮下神经纤维密度值的比较))E**

时间 眼数
上皮细胞密度

) :''1 *
内皮细胞密度

) :''1 *
上皮下神经纤维

密度)'':''1 *

正常对侧眼 0# 2 1$1G020 1 #"1G00=! 0"E"0G0E09

术后 % 个月 0# 2 000G0%" 0 ?=#G01=( I

术后 2 个月 0# 2 00%G00" 0 ?2=G0%#! 0E12G$E0%

术后 = 个月 0" 2 001G0$1 0 ?#"G0$0! %E21G$E?0R

术后 01 个月 0" 2 00%G01$ 0 ?""G0$%! #E=?G$E""4

" 0E"? =?E#$ #%#E%1
! $E11 $E$$ $E$$

!注"I"无!与正常对侧眼比较#(!D$E$$+与术后 2 个月相比#R !D

$E$$+与术后 = 个月相比#4!D$E$$ )重复测量单因素方差分析#ga6>#

检验*

B3C8术后术眼与对侧眼角膜激光扫描共焦显微镜下
形态学比较

术后 %(2(= 和 01 个月激光扫描共焦显微镜下可
见术眼角膜植片上皮基底细胞形态规则#呈蜂窝状紧
密排列#细胞呈多边形#细胞边界呈高反光#未显示任
何细胞核结构#术眼基底细胞与对侧眼细胞形态相似
)图 1B*+术眼角膜基质为高反光无结构物质#未显示
任何细胞成分#而对侧眼基质细胞核呈扁平状#细胞核
呈高反光#细胞边界呈低反光)图 1T*& 术眼角膜内皮
细胞较对侧眼体积大#排列规则#细胞体呈中高度反
光#细胞边界呈低反光)图 1W*& 术后 2 个月可见 ? 眼
植片内有上皮下神经纤维长入#但较对侧眼稀疏#走形
弯曲)图 16*&
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图 B8激光扫描共焦显微镜下术眼角膜植片与对侧眼角膜各层细胞

的形态学比较!B"上皮基底细胞形态接近对侧眼!T"术眼基质层

未显示细胞结构#而对侧眼基质细胞核呈扁平状!W"术眼角膜内皮

细胞较对侧眼体积增大!6"术眼角膜上皮下神经纤维较对侧眼稀疏

C8讨论

角膜移植是治疗角膜盲的主要手术方法#但人类
捐献角膜的数量远远不能满足患者的需求#尤其是在
亚洲地区#因此用异种来源的角膜移植材料作为人类
角膜替代物的研究受到许多研究者的关注

,#I9- &
研究证实#猪角膜与人角膜在解剖学(生理学以及

生物力学特性上有很多相似之处#理论上猪角膜可以
作为人角膜移植的理想材料#且符合伦理学的要
求

,?I00- & 自 0=?% 年研究者已经开始尝试异种角膜移
植研究

,01- & 角膜是无血管组织#对异种角膜移植有一

定程度的免疫赦免作用#但异种角膜移植仍面临着排
斥反应和生物安全性方面的挑战#移植的成功率与手
术方式本身也密切相关

,0%I0#- & 有研究表明#异种角膜
移植后的排斥反应主要是由 W6"d]细胞介导的细胞
免疫#当 W6"d]细胞缺乏或功能受到抑制时主要由
W6?d]细胞和自然杀伤细胞介导 ,02I09- & 也有研究证
实#角膜内皮的免疫原性最强#其次依次是角膜上皮和
基质#因此可用脱细胞的角膜基质作为支架进行角膜
移植

,0?- & 脱细胞基质通过生物化学方法去除了细胞
成分#但仍可保持正常的细胞外基质结构#并降低角膜
的免疫原性#减轻异种移植的排斥反应 ,0=- & 已有研究
表明#与完整新鲜角膜相比较#脱细胞的猪角膜透明性
更好#免疫原性显著降低 ,1$- & 体内研究表明#脱细胞
的猪角膜植片进行异种移植时比完整新鲜猪角膜植片

存活时间长
,10- & 此外#脱细胞的角膜组织仍保留其天

然的三维立体结构#并具有良好的生物相容性#优于合
成的角膜植片替代物

,11I1%- & 一项实验研究显示#把猪
角膜移植到非人类灵长类动物模型上后应用糖皮质激

素进行抗排斥反应治疗#植片存活时间不超过 01$ @#
而使用强效免疫抑制剂治疗后#植片存活时间超过 2
个月#因此加强异种角膜移植后的免疫移植治疗对移
植物的存活应该是相当重要的

,1"- & 本研究中将猪角
膜脱细胞基质移植到人感染性角膜病患眼#术后立即
使用妥布霉素地塞米松滴眼液和他克莫司滴眼液点

眼#术后初期发现术眼炎症反应较重#随着术后时间的
延长#炎症反应逐渐消退#到术后 0 个月时角膜透明#
患者视力明显提高#术后 = 个月术眼视力相对稳定#发
现猪角膜脱细胞基质在人眼中组织相容性好#随访期
间未发生植片溶解或感染复发现象& 本研究中 0 眼术
后 = 个月时植片透明#最佳矫正视力达到 $E2#但停止
应用抗排斥药物后于术后 01 个月时出现严重的排斥
反应#经再次加强抗排斥治疗后无效#导致角膜完全混
浊#分析其原因可能与停用抗排斥药物有关& 另有 0
例患者在术后 2 个月时发生青光眼#药物降眼压治疗
无效后行小梁切除术#其发生青光眼的原因尚不清楚&

激光扫描共焦显微镜是一种新型的无创(高分辨
率(高放大倍数的显微镜#可对活体角膜进行四维)三
维空间和时间*水平扫描#直接观察活体角膜的各层
细胞形态#为角膜移植术后角膜的细胞形态(结构变化
的动态评估提供了新的手段

,1#- & 利用激光扫描共焦
显微镜对兔角膜进行活体观察#发现其上皮细胞(基质
细胞(内皮细胞均可在猪角膜脱细胞基质内生长和增
生

,12- & 本研究中对异种角膜移植术后 % 个月的患者
进行激光扫描共焦显微镜检查#发现受体角膜上皮细
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胞能够生长至猪脱细胞基质植片上并逐渐上皮化#受
体角膜内皮细胞密度与对侧眼比较有一定程度的下

降#并在 0 年内保持稳定#说明猪脱细胞基质的生物相
容性较好#但观察还显示#移植的猪脱细胞基质内并未
出现基质细胞#推测猪角膜基质本身并不适合人角膜
基质细胞的生长#此外我们也不能排除所用的猪角膜
脱细胞基质存在一定缺陷的可能性#值得进一步研究&

综上所述#用生物角膜板层移植法治疗感染性角
膜炎后#移植的生物角膜能够在人眼存活较长时间#患
者的视力得到很大程度提高#在同种异体角膜供体匮
乏的情况下#可考虑作为替代材料对患者进行角膜移
植& 但本研究观察的样本量较少#观察时间较短#其确
切疗效(远期效果及安全性评价还需更大样本量的长
期观察和研究&
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