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!!$摘要%!背景!了解动物或人的角膜神经分布和发育过程对于角膜疾病的临床和基础研究具有重要意
义#目前关于动物角膜神经发育和特异性定位的研究结果已有发表#但是有关胚胎发育阶段角膜神经纤维的
分布规律和角膜神经纤维的定量研究结果尚少见'!目的!了解鸡胚发育过程中角膜神经纤维的分布#并定
量评价随着鸡胚龄增长其角膜神经纤维长度和密度的变化规律'!方法!选取胚胎期 # [&% 4)'# ['&%*的
鸡胚作为角膜胚胎发育模型#获取相应胚期的带有角膜缘的完整鸡角膜#使用 %@C-I-+*6 *抗体进行角膜免疫
荧光染色#以标记角膜神经#将角膜上皮面朝上做角膜上皮的放射状切开#制备全角膜铺片#用含 7_̂ 9抗荧
光淬灭缓冲甘油封片' 利用正置荧光显微镜拍摄获取整个角膜的神经纤维图像#使用 Ĝ/C/=G/H NSU 测量不
同胚龄的鸡胚角膜表面积和神经纤维束数量#采用 9()D*=1#U :2U2& 软件测量不同胚龄的鸡胚角膜神经纤维
总长度和密度'!结果!全角膜铺片显示#鸡胚 '# ['A 可见神经束从颞侧巩膜进入角膜缘#'> ['$% 时神经
纤维在角膜缘呈环状分布#'$$ ['$? 时延伸进入角膜中央#'$# ['&% 时角膜形成神经纤维丛' '# ['&% 期
间#鸡胚角膜表面积&角膜神经纤维长度&角膜神经纤维密度均随着胚龄的增长而逐渐增加#总体比较差异均
有统计学意义))k$&:X%%:&&&:X%?$&#:X:UA#均 Ml%X%$*#鸡胚角膜表面积与角膜神经纤维长度间呈强正相
关)0k%XA#"#Ml%X%$*' 鸡胚角膜神经纤维束从 '$" 开始出现#为)?>X%%j$X$U* ;((& #此后缓慢增加#至 '$A
达到高峰#数量为)?:#X:?j&>X$#* ;((& #至 '&% 时角膜神经纤维束数量减少#为)&>>X#:j&?XU#* ;((& #不同
胚龄期鸡胚角膜神经纤维束数量的总体比较差异有统计学意义))k$"X:?>#Mk%X%%%*'!结论!鸡胚角膜神
经发育从 '> 开始#随着发育鸡胚角膜表面积&角膜神经纤维总长度及密度均快速增加'!
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!!角膜是无血管的透明组织#有神经纤维的密集分
布#角膜功能的完整性主要依赖于神经纤维释放促角
膜稳态的营养物质或刺激泪腺产生泪液' 角膜神经具
有保护和营养角膜的功能#角膜上皮的新陈代谢&细胞
的黏附和创伤的愈合等均与角膜神经的分布及其正常

的功能密切相关
+$Y&, ' 此外#角膜神经还可诱导瞬目

反射以维持角膜的水润状态#并可分泌神经肽以促进
角膜上皮细胞的有丝分裂

+", ' 因此#角膜神经缺损会
引起神经营养缺失性角膜炎#导致角膜感觉消退及上
皮细胞新陈代谢异常

+$, ' 目前已有关于角膜神经发
育的研究#且已证实成年动物角膜神经的分布不存在
种属间的差异

+UY#, ' 研究发现#来自巩膜的神经束首
先在角膜缘形成神经环#随后神经束缓慢进入角膜中
央并布满角膜

+:, ' 关于角膜神经特异性定位的研究
也相继出现#如鸡胚角膜神经在发育形成神经环路过
程中表现出位置的高度同源性

+A, (鸡胚角膜神经分布
定位的机制是基于等间距的神经纤维

+>, ' 目前关于胚
胎发育过程中角膜神经纤维总长度及密度的定量分析

研究鲜有报道' 鸡胚是胚胎发育和器官形成机制研究
中常用的模型

+$%, ' 本研究中使用免疫荧光技术对鸡胚
发育过程中完整角膜的所有神经纤维进行定量分析#以
了解鸡胚发育中角膜神经纤维长度和密度的变化规律#
为人角膜神经发育及损伤修复研究提供参考依据'

<8材料与方法

<2<8材料
<2<2<8鸡胚的准备8新鲜鸡蛋 $%% 个购于华南农业
大学禽类养殖场#置于 "A o&相对湿度 :%Z的数显电
热恒温培养箱)上海一恒科学仪器有限公司*孵育 +$$, '
<2<2= 8主要试剂及仪器8牛血清白蛋白 ) I/J*63
=3D-()+I-(*6#QS_* )广州捷倍斯公司*(PD*C/6 a@$%%
)北京国奥公司 *( 抗鼠 %@C-I-+*6 * 单克隆抗体
)c_Q$$>?#$ ?̀%#美国 dn7公司*(7_̂ 9)美国 S*.()
公司*' Qa?" 型正置荧光显微镜 )日本奥林巴斯公
司*(M\@>>P9型解剖显微镜)桂林桂光仪器公司*'
<2=8方法

<2=2<8免疫荧光检测和鸡角膜铺片!参照文献+$&Y$",
中的方法#解剖镜下将鸡胚 # [&% 4)'# ['&%*时期鸡
胚单侧整个眼球取出放入含体积分数 &Z甲醛 Q̂S 中
固定 U% (*6#然后修剪去除眼球中巩膜和视网膜等组
织#获得具有角膜缘结构的完整角膜' Q̂S 洗 " 次#每
次 ? (*6#质量分数 &Z QS_封闭处理 $? (*6#加入体
积分数 %X&Z PD*C/6 a@$%%)9&ZQS_ 9̀$%ZPD*C/6 a@$%% k?% $̀*

透膜 $? (*6#加入%@C-I-+*6 *抗体#U o孵育过夜#进行免
疫荧光标记角膜神经' Q̂S 冲洗 " 次#每次? (*6#将角膜
上皮面朝上#放射状将角膜上皮切割成U 部分铺片#用含
7_̂9抗荧光淬灭缓冲甘油封片#避光保存'
<2=2=8图像获取和定量分析8使用正置荧光显微镜
获取鸡胚角膜神经图像' 鸡胚角膜在 '# 形成 +$U, #因
此选取 '# ['&% 时期鸡胚#每个时期至少选取 # 个角
膜#使用 Ĝ/C/=G/H NSU 测量鸡胚角膜表面积并计数全
角膜神经纤维束数量' 采用 9()D*=1#U :2U2& 软件测
量角膜神经纤维总长度和密度'
<2>8统计学方法

采用 S ŜS &$2% 统计学软件进行统计分析' 本研
究中测量指标的数据资料经正态性检验符合正态分

布#以 Kj:表示' 采用独立分组单因素干预多水平实
验设计#不同胚期鸡胚角膜表面积&角膜神经纤维总长
度&角膜神经纤维密度及全角膜神经纤维束数量的总
体差异比较均采用单因素方差分析#不同胚期间多重
比较采用 SRe@W检验' '# ['&% 时角膜面积与神经
纤维总长度关系采用 3̂)D=/6 相关分析' 采用双尾检
测法#Ml%X%? 为差异有统计学意义'

=8结果

=2<8鸡胚发育过程中角膜神经的分布
'# ['A 时可见神经束从颞侧巩膜进入角膜缘#但

未进入角膜('> ['$% 时神经纤维围绕角膜在角膜缘
呈环状分布#少数神经纤维从角膜缘进入周边角膜(
'$$ ['$?时神经纤维从周边角膜延伸进入角膜中央(
'$# ['&% 时角膜神经纤维互相重叠#形成较致密的神
经纤维丛)图 $*'
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图 <8角膜整铺片免疫荧光染色观察 VH mV=Y 角膜神经纤维的分布
)%@C-I-+*6 *#标尺kU%% #(*

=2=8鸡胚角膜表面积随胚龄的变化
'# ['&% 鸡胚角膜表面积分别为)%XA"j%X%?*&

)$X&&j%X$> *&)$X:"j%X?? *&)&X"#j%XU> *&)&X?#j
%XU#*&)UX?%j$X%U*&)?X?$j%X#" *& )#X>%j%X?% *&
)AX"?j%X?& *&)AXU?j%XU& *&)AX##j%XA$ *&)>X#%j
$XU?*& ) $%X"" j%X%A *& ) $$XU& j%X$# * 和 ) $&X$% j
%X&"*((&#随着鸡胚胚龄的增长#角膜的表面积逐渐
增加#不同胚龄间角膜表面积的总体比较差异有统计
学意义))k$&:X%%:#Mk%X%%%*)图 &_*'
=2>8鸡胚角膜神经纤维总长度随胚龄的变化

'# ['&% 期间鸡胚角膜神经纤维长度随胚龄的增
长而增加#总体比较差异有统计学意义))k&&:X%?$#
Ml%X%$*' 鸡胚早期角膜神经纤维的发育分为 & 个阶
段' 第一阶段是 '> ['$?#角膜神经纤维总长度分别
为)$X:#j%X$U*&)$X>&j%X%?*&)"X$#j%X$%*&)"X#Uj

%XUU*&)UX:%j%X?U*&)?X#&j%X$?*和)#XU&j%X#$*(
)图 &Q*#不同胚龄间角膜神经纤维总长度的总体比
较#差异有统计学意义 ))kU>X%#A#Mk%X%%%*(这一
阶段主要表现为角膜神经纤维开始并逐渐进入角膜

缘&角膜周边及角膜中央)图 $*#且角膜神经纤维的总
长度也逐渐增加' 第二阶段是 '$# ['&%#其角膜神经
纤维总长度分别为 ) $"X:% j$X?: *& ) $?X#: j%X$& *&
)$#X%Uj%X%:*&)$#X":j%X$&*和)$:X:%j$X$:*()图
&Q*(不同胚龄间角膜神经纤维总长度的总体比较#差
异有统计学意义))k?XU"A#Mk%X%U#*#表现为角膜
神经纤维快速生长#相互重叠#形成致密的神经纤维
丛' '# ['&% 时鸡胚角膜表面积与神经纤维总长度均
逐渐增加#呈强正相关)0k%XA#"#Ml%X%$*)图 &N*'
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图 =8角膜表面积和神经纤维
总长度随胚龄的变化曲线!
_"'# ['&% 角膜表面积随胚
龄的变化!)k$&:X%%:#Mk
%X%%%2与其相邻的前 $ 个胚龄

组比较#)Ml%X%?#IMl%X%$)单
因素方差分析#SRe@W检验*!

Q"'> ['$? 期间角膜神经纤维总长度的变化总体比较#差异有统计
学意义))kU>X%#A#Mk%X%%%* ('$# ['&% 期间角膜神经纤维总长度
变化总体比较#差异有统计学意义))k?XU"A#Mk%X%U#*2与前 $ 个

胚龄组相比#)Ml%X%?#I Ml%X%$ )单因素方差分析#SRe@W检验*!
N"'# ['&% 时角膜面积与神经纤维总长度关系的散点图!0k
%XA#"#Ml%X%$) 3̂)D=/6 相关分析#(k$?*

=2?8鸡胚角膜神经纤维长度随胚龄的变化
'> ['&% 时单位面积角膜神经纤维长度值分别为

)%X#:j%X%" *&)%X#Aj%X%U *&)%X:%j%X$% *&)%X:Uj
%X&%*&)%X:?j%X%?*&)%X:#j%X%U *& )%XA%j%X%& *&
)$XU"j%X%A *&)$XU#j%X%" *&)$X??j%X%$ *&)$X?Aj
%X%U*和)$X#"j%X%U*(;((&#总体比较差异有统计学
意义))k#:X:UA#Mk%X%%% *' 鸡胚发育过程中角膜
神经纤维长度的变化呈 & 个快速增长期#分别为'> 和
'$# 时期#而 '$% ['$# 时角膜神经纤维几乎无增长#
'$: ['&% 呈缓慢增长趋势)图 "*'
=2G8鸡胚角膜神经纤维束的数量随胚龄的变化

免疫荧光检测显示#'# ['$& 时鸡胚角膜中无神
经纤维束#从 '$" 时开始角膜中神经纤维束的数量持
续缓慢增加#'$A 时达高峰#至 '&% 时角膜神经纤维束
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图 >8VH mV=Y 期间单位面积
内角膜神经纤维长度随胚龄

的变化曲线!)k#:X:UAaMk
%X%%%2与相邻的前 $ 个胚龄组

比较a)Ml%X%$)单因素方差分
析aSRe@W检验a(k$?*

数量减少' '$" 时神经纤维束多数仅有节点a随着胚
龄的增加a'$# 时角膜神经纤维束体积变大a且神经纤
维束周围的神经纤维更密集' 鸡胚 '$" ['&% 时角膜
神经纤维束数量分别为 ) ?>X%% j$X$U *& ) &U?X%% j
&XA"*&) &A%X%% j&X&$ *& ) ">%X%% jAXU> *& ) U$%X%% j
&UX?>*& ) ?:#X:? j&>X$# *& ) "?$X%% j:$X"> * 和
)&>>X#:j&?XU#* ;((&a随着胚龄的增加a角膜神经纤

维束数量逐渐增多a总体比较差异有统计学意义))k
$"X:?>aMk%X%%%*)图 Ua?*'
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图 ?8V<> mV=Y 时鸡胚角膜神经纤维束的分布)%@C-I-+*6 *a标尺k
&%% #(*!'$" ['$? 时鸡胚角膜神经纤维束开始生长并逐渐延伸出
周围细丝状神经纤维('$# ['&% 时鸡胚角膜神经纤维束节点体积变
大a且周围神经纤维逐渐密集并互相重叠a形成较致密的神经纤维丛
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图 G8V<> mV=Y 时鸡胚角膜
神经纤维束随胚龄的变化曲

线!'$" ['&% 时角膜神经纤
维束 数 量 变 化 趋 势 ! )k
$"X:?>aMk%X%%%2与相邻的前
$ 个胚龄组比较a)Ml%X%?a
IMl%X%$ )单因素方差分析a
SRe@W检验a(k$?*

>8讨论

研究表明a不同动物间角膜神经的发育过程无明
显差别a为了解角膜神经的发育过程a本研究中观察随
着发育鸡角膜神经的生长情况a以便为人角膜神经发
育的生理病理研究提供依据' 本研究揭示了鸡胚角膜
神经纤维的发育过程以及角膜神经纤维总长度和密度

的变化规律b)$*鸡胚角膜表面积随着胚龄的增加而
增大a且角膜纤维总长度的变化与角膜表面积呈正相
关' )&*角膜神经纤维密度随着鸡胚胚龄的增加而增

加a并在 '> 和 '$# 期间呈现 & 个快速增长期' )"*鸡
胚角膜神经纤维束数量从 '$" 持续缓慢增加a'$A 达
高峰后减少'

文献报道鸡胚发育过程中眼球在 'U 形成a眼内
有色素沉积a'# 可见角膜组织 +$U, ' 近年来a也有不同
动物模型中角膜神经纤维的分布及其功能的研

究
+$?Y$A, a其中 c5e366)等 +$A,

研究发现a小鼠 '$&X? 时
眼球出现神经纤维a'$"X? ['$#X? 时神经纤维进入角
膜基质和角膜上皮' b3等 +$:,

对 $ [&U 周龄小鼠角膜
神经纤维的分布过程进行观察a发现小鼠出生后 $ ["
周a角膜基质层神经网络已形成a第 U 周螺纹状结构或
涡流样神经逐渐增多a出生后 A 周角膜神经已完全形
成' 本研究结果显示鸡胚角膜神经纤维的发育过程如
下b'# ['A 时来源于巩膜的神经束从颞侧进入角膜
缘('> ['$% 时神经束在角膜缘形成神经环a且有少数
神经纤维进入角膜周边('$$ ['&% 时环绕在角膜缘的
神经纤维进入角膜a继而形成较致密的神经纤维丛a该
结果 与 \E*.)+3等 +$>,

的 研 究 结 果 一 致' 此 外a
e*C)6/+&%,

研究发现a人角膜神经的发育与鸡胚角膜神
经发育过程类似a首先神经束到达角巩膜缘两端a分出
神经干a形成环形的角巩膜缘神经丛a然后角巩膜缘神
经丛开始分层a分化为不同形态的角巩膜缘浅神经丛
和角巩膜缘深神经丛'

鸡胚角膜表面积和神经纤维总长度随胚龄的增长

而增加a角膜神经纤维密度随着鸡胚胚龄的增长而增
加a并在 '> 和 '$# 呈 & 个快速增长期' 免疫荧光检
测结果显示a': ['A 时角膜尚无神经纤维a而 '> 时
角膜缘少数神经纤维进入角膜周围a与角膜神经纤维
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密度增长趋势一致' 此外#本研究发现 '$# 时鸡胚角
膜神经纤维束出现快速增长#其体积变大且纤维束周
围形成较致密的神经丛' K)6.等 +&$,

研究发现#$ 4 [
& 个月小鼠角膜表面积与角膜基底神经纤维密度均随
鼠龄的增长而增大' 许多疾病与神经纤维长度&密度
及其分布密切相关#近期有研究发现#纤维肌痛综合征
患者的角膜神经纤维长度和密度明显偏低

+&&Y&", ' _+@
_L)I)等 +&U,

研究发现#接受穿透角膜移植术眼术后 "%
年其基底神经纤维密度仍不能恢复#且角膜基底神经丛
形态出现异常' 可见角膜神经的生长&分布&长度和密度
等发育规律与角膜神经损伤再生和修复密切相关'

综上所述#本研究通过鸡胚模型观察角膜神经胚
胎发育过程#揭示了鸡胚角膜神经纤维的分布&长度&
密度及神经纤维束的发育规律#可为进一步阐明角膜
神经的发育过程提供有用信息#为临床治疗角膜神经
相关疾病提供新的思路'
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