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(('摘要((背景(目前角膜移植仍是治疗严重角膜疾病的主流方法&但角膜供体的不足使角膜移植疗法

的应用受到限制) 组织工程角膜上皮为角膜移植研究提供了新的途径&其中组织工程角膜的支架研究也是研

究热点之一) 细菌纤维素膜已作为生物材料广泛用于医药领域&其在组织工程角膜的支架研究方面的应用值

得关注)(目的(以细菌纤维素膜作为支架&研究体外培养的兔角膜上皮细胞在细菌纤维素膜上生长情况&评

估细菌纤维素膜的生物相容性)(方法(收集 ) 月龄的新西兰白兔角膜上皮组织&采用组织块培养法对角膜

上皮细胞进行培养和传代&采用免疫荧光技术检测细胞中 W35E 的表达对培养的细胞进行鉴定) 将第 I 代兔

角膜上皮细胞消化后分别接种于细菌纤维素膜和培养皿&光学显微镜下观察和比较两组细胞的生长情况) 于

接种后第 E 天角膜上皮细胞在细菌纤维素膜上贴壁达到融合时加入 )9 :<含 - *<钙黄绿素 K̂]eI9 *<溴乙

非啶同二聚体的无菌 Ld7"%D[4G14K1细胞活性毒性检测#&评估 I 种培养法细胞的活性率) 细菌纤维素膜

上培养的细胞固定后&扫描电子显微镜下检查角膜上皮细胞的表面超微结构)(结果(兔角膜上皮细胞原代

培养后 ) 周左右细胞生长良好&呈铺路石样排列并融合&免疫荧光检测显示培养的细胞 W35E 表达阳性) 接种

于细菌纤维素膜上的细胞生长状态良好&呈圆形或椭圆形&呈铺路石样排列&%D[4G14K1染色后活细胞细胞

核呈绿色荧光&细胞存活率为 )99a) 扫描电子显微镜下细菌纤维素膜上培养的兔角膜上皮细胞呈椭圆形&

可见膜表面丰富的页状突起*丝状伪足及细胞间连接&并可观察到处于分裂相的细胞) 上皮细胞通过丝状伪

足紧密贴附于细菌纤维素膜)(结论(兔角膜上皮细胞在细菌纤维素膜上生长状态良好&细菌纤维素膜有较

好的生物相容性&可作为构建组织工程角膜上皮的一种新型生物学材料)(
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((眼外伤*感染性角膜炎以及遗传性角膜病等均是
致盲角膜病&角膜病是全球第二大致盲眼病&仅次于白
内障) 角膜移植仍是治疗角膜盲的主要方法&但目前
角膜移植疗法存在较多局限性&如角膜植片供体不足*

移植失败*免疫排斥反应等 +) Î, ) 因此&组织工程角膜
的研究受到越来越多的关注&构建组织工程角膜上皮
为角膜盲患者提供了新的治疗途径) 组织工程角膜上
皮的体外重建除了需要理想的种子细胞外&支架材料
也是至关重要的) 组织工程支架是种子细胞生长*增
生及分化的载体&必须满足材料透明*有良好的生物相
容性*有合适的降解速率*无毒性且有一定韧性的要
求) 目前应用于组织工程角膜上皮的支架材料较多&
但都存在不同程度的缺陷) 细菌纤维素膜是一种天然
的纳米生物材料&具有纯度高*弹性模量高*生物相容
性良好*透明度高*可降解等特点&已用于人造皮肤*医
用敷料以及组织工程等研究并取得了很大进展

+E *̂, &

但其在角膜组织工程中的研究鲜有报道) 本研究中以
细菌纤维素膜作为支架材料进行组织工程角膜上皮研

究&探讨其作为组织工程角膜上皮支架的可行性及应
用前景)

96材料与方法

9>96材料
9>9>96实验动物6健康 ) 月龄新西兰白兔 I9 只&购
于北京维通利华实验动物技术有限公司) 实验动物的
使用和喂养遵循美国 K_[C声明)
9>9>:6主要试剂61]4]培养液*Ld7*标准胎牛血
清"Q&O;<P#M'/&@&A$:&Zd7#*胰酶替代物"美国 \'P'B#

公司#$W3E 免疫荧光试剂盒 "美国 KPB;:公司 #$
%D[4G14K1染色试剂盒"美国 d'#M'@'#/ 公司#) 细菌

纤维素膜由天津大学材料科学与工程学院提供)
9>:6方法
9>:>96兔角膜上皮细胞的培养及鉴定6取 ) 月龄幼
兔肌内注射氯胺酮和盐酸赛拉嗪注射液 "[氯胺酮 i
[盐酸赛拉嗪 k* i8#进行麻醉&剂量为 9lE f9l8 :<GR0&然
后用空气栓塞法处死&摘取眼球&浸泡于 15T;/R@液中
+含青霉素 )99 2G:<"商品单位#&链霉素 )99 *0G:<,&
8 o冰盒保存运送至细胞培养室) 无菌条件下用培养
液冲洗眼球 E 次&用角膜剪沿角膜缘分离角膜并将角
膜分成 8 等份&解剖显微镜下用有齿镊分离角膜上皮
组织&用角膜剪将角膜上皮剪成 ) ::p) ::的组织块
并接种于培养皿&加入含有体积分数 -a Zd7 的
1]4]培养液&置于 EF o*体积分数 -a WCI培养箱

中培养&次日上皮细胞从组织块中爬出后每 I 天换液
) 次) 选取第 I 代角膜上皮细胞用于实验&按照 W35E

免疫荧光试剂盒说明书行免疫荧光检测以鉴定细胞)
9>:>:6细菌纤维素膜上培养的角膜上皮细胞细胞活
性G毒性测定(采用钙黄绿素5K]"B;<B&'/5K]# G溴乙
非啶同二聚体 "&O"'N'$: "#:#N':&A&4T#染色法对培
养的细胞进行活性测定) 取第 I 代兔角膜上皮细胞消
化后分别接种到细菌纤维素膜和培养皿&次日于光学
显微镜下观察细胞是否贴壁&待接种后第 E 天角膜上
皮细胞在细菌纤维素膜上贴壁并达到融合时加入现配

的荧光染液"- *<钙黄绿素5K]eI9 *<4T溶于 )9 :<
无菌 Ld7#&暗室内室温下孵育 I9 :'/&Ld7 洗涤&荧光
显微镜下观察并拍照) 培养皿中的角膜上皮细胞及乙
醇灭活的角膜上皮细胞分别作为活细胞及死亡细胞的

阳性对照)
9>:>;6扫描电子显微镜观察细菌纤维素膜培养的角
膜上皮细胞6将第 E 代兔角膜上皮细胞消化后接种到

!II)! 中华实验眼科杂志 I9)* 年 I 月第 E8 卷第 I 期(W"'/ X4YV CV"O";<:#<&Z&PA$;ASI9)*&[#<>E8&6#>I

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



细菌纤维素膜上&将构建的组织工程角膜上皮标本用
质量分数 Il-a的戊二醛固定 I8 "&Ld7 漂洗 E 次&然
后用质量分数 )a锇酸固定 I "&乙醇梯度脱水&再经
醋酸异戊酯置换&WCI临界真空干燥&经 dK%5J4W离
子溅射后进行扫描电子显微镜检测&观察角膜上皮细
胞的生长情况*细胞表面的超微结构以及细菌纤维素
膜的生物相容性)

:6结果

:>96体外培养的兔角膜上皮细胞的生长状态及鉴定
结果

角膜上皮细胞于培养第 I 天开始从组织块边缘贴

壁爬出&细胞呈圆形&培养后 E N 细胞生长速度较快&
培养 ) 周左右细胞基本爬满培养皿"图 )K#) 光学显
微镜下观察细胞生长良好&细胞呈铺路石状&细胞彼此
融合) 免疫荧光检测显示培养的细胞 W35E 表达阳性
"图 )df1#)
:>:6细菌纤维素膜上角膜上皮细胞的形态及活性

将兔角膜上皮细胞接种到细菌纤维素膜上后观

察&角膜上皮细胞在细菌纤维素膜上生长状态良好&细
胞呈圆形或椭圆形&排列紧密&呈铺路石样 "图 I #)
%D[4G14K1染色后&活细胞呈绿色&死亡细胞呈红色
荧光&定位于细胞核) 细菌纤维素膜上的角膜上皮细
胞存活率为 )99a"图 E#)

A B C D10μm 10μm 10μm10μm

图 96培养的兔角膜上皮细胞的形态及鉴定"标尺k)9 *:#(Km兔角膜上皮细胞原代培养后 ) 周&细胞逐渐融合&生长旺盛(dm免疫荧光检测显
示培养的细胞 W3E 表达阳性&细胞质呈绿色荧光"ZDJW#(Wm免疫荧光检测显示细胞核染色为蓝色"LD#(1md图与 W图的合成图

3C3B3A210μm 10μm 10μm 10μm

图 :6接种后的角膜上皮细胞形态"标尺k)9 *:#(兔角膜上皮细胞接种于细菌纤维素膜后细胞生长状态良好(图 ;6TWUSmCS4C染色后荧
光显微镜下观察"B;<B&'/5K]G4T(标尺k)9 *:#(Km培养皿中的活性角膜上皮细胞呈绿色荧光(dm培养皿中乙醇灭活的死亡上皮细胞呈红色
荧光(Wm细菌纤维素膜上的上皮细胞均呈绿色荧光&细胞存活率为 )99a

A B C
图 <6扫描子显微电镜下细菌纤维素膜上培养的兔角膜上皮细胞形态(Km细胞
呈椭圆形&表面有丰富的叶状突起"p+ 999#(dm细胞表面有丰富的丝状伪足及细
胞间连接"p* 999#(Wm细菌纤维素膜上处于分裂期的细胞"p)9 999#
(

:>;6细菌纤维素膜上培养的兔角膜上皮细胞
的超微结构

扫描电子显微镜下细菌纤维素膜上培养

的兔角膜上皮细胞呈椭圆形&与正常角膜上皮
细胞形态相似&可见膜表面丰富的页状突起
"图 8K#*丝状伪足及细胞间连接"图 8d#&并
可观察到处于分裂相的细胞"图 8W#&细胞生
长活跃) 角膜上皮细胞通过丝状伪足紧密贴
附于细菌纤维素膜)

;6讨论

角膜供体来源的匮乏仍然是角膜移植术治疗严重

角膜疾病的难题&组织工程角膜研究是解决角膜供体
的主要方法之一) 目前作为组织工程角膜上皮构建的
支架材料有很多&如胶原及其复合材料*羊膜*脱细胞
角膜基质*壳聚糖*人工合成高分子材料等&但其都存
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在许多问题) 胶原*壳聚糖等材料的生物相容性良好&
但其力学性能欠佳&且降解速度过快) 脱细胞角膜基
质*羊膜等来源于体内&其机械性能和生物相容性都很
好&但是存在着来源不规范*有传播疾病的风险及制备
工艺不成熟等缺点&还有一些高分子生物合成材料的
降解产物有细胞毒性&不利于细胞的生长) 因此&寻找
适宜的支架材料是角膜组织工程研究的热点之一)

近年来&细菌纤维素膜逐渐成为组织工程角膜支
架研究的焦点) 细菌纤维素膜最早是在 ),,* 年由
dA#U/ 发现并报道 +F, &它是由木醋杆菌等产生的天然
生物纳米材料&是由超微纤维构成的天然的纤维网状
结构&透明度高&有良好的生物相容性&无细胞毒性&机
械性能好&亲水性强&含水量高达 FEa&与天然角膜的
含水量"F,a#非常接近&对可见光具有良好的透光
率&透光率可达 +9a以上&同时对紫外光有一定的吸
收作用&目前已广泛应用到生物医学材料中&可用于制
备医用敷料&促进伤口的快速愈合 +, +̂, ) 此外&细菌纤
维素膜还可制备人工皮肤*药物载体材料*人造软骨*
人造血管等) h'VV&A:;// 等 +)9,

将中空的细菌纤维素

植入猪体内代替其颈动脉&植入 E 个月后观察发现管
状细菌纤维素的畅通率达到 ,Fl-a&细胞平滑地向管
腔内表面移行&发生内皮化&且无明显的排斥反应和炎
症反应&验证了细菌纤维素在人造血管方面应用的可能
性) J;='等+)),

在 细 菌 纤 维 素 添 加 羟 基 磷 灰 石

""SNA#YS;V;O'O&&TK#制备细菌纤维素膜GTK复合材料&
并分别在单纯细菌纤维素膜上和细菌纤维素膜GTK
复合材料上接种成骨细胞&结果显示成骨细胞在细菌
纤维素膜膜上生长良好&细胞能很好地黏附于细菌纤
维素膜&细菌纤维素膜生物相容性良好&可促进成骨细
胞的生长&证实细菌纤维素膜及其复合材料均可应用
于骨组织工程支架材料) 本研究中以细菌纤维素膜作
为支架材料接种上皮细胞&初步构建了组织工程角膜&
结果显示角膜上皮细胞在细菌纤维素膜上生长良好&
与正常的上皮细胞生长情况相似) 钙黄绿素5K]是一
种膜通透性的活细胞荧光染料&本身无荧光&活细胞内
的酯酶能将钙黄绿素5K]水解成具有荧光的钙黄绿
素&将活细胞标记为绿色荧光&此外当细胞膜受损&细
胞膜通透性增加时&溴乙非啶同二聚体进入细胞&与核
酸结合&发出红色荧光) 这 I 种物质可以鉴定活细胞
和死亡细胞

+)I, ) 本实验选用%D[4G14K1染色证实细
胞存活率达 )99a&且扫描电子显微镜结果显示接种
的角膜上皮细胞超微结构正常&大量的微绒毛结构证
实细胞结构和功能正常&细胞间通过伸出的丝状伪足
相互连接&并且可以看到处于分裂时期的上皮细胞&说

明细胞生长状态活跃) 扫描电子显微镜结果还显示种
植的角膜上皮细胞的丝状伪足与细菌纤维素膜紧密交

联&细胞向膜内部凹陷并有内部生长的趋势&证实细菌
纤维素膜的生物相容性好&细胞与细菌纤维素膜的结
合紧密)

综上所述&细菌纤维素膜作为构建组织工程角膜
上皮的支架材料是可行的&其良好的透明性*较好的生
物相容性*对细胞无毒性*良好的强度和韧性等特点在
生物支架材料的研究中具有很大的优势) 本研究的结
果为角膜组织工程支架材料的研究提供了新的思路和

方法)
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