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44$摘要%4目的4评价载左氧氟沙星脱细胞角膜基质透镜的体外药物释放特点"并探讨 "A)8A二甲氨基*丙
基二亚胺5WA羟基琥珀酰亚胺)%;M5WPX*交联对其载药的影响'4方法4收集重庆爱尔眼科医院屈光科在飞
秒激光辅助的角膜小切口基质透镜取出术)Xb=̀%*中获取的角膜基质透镜"采用高质量浓度氯化钠)W'M)*
联合核酸酶制备脱细胞角膜基质透镜' 采用随机数字表法将脱细胞角膜基质透镜随机分为正常组&# !̂h左
氧氟沙星组&8h左氧氟沙星组和 !h左氧氟沙星组"每组 : 个"正常组未进行任何处理"载药各组将脱细胞角
膜基质透镜分别浸泡于质量分数 # !̂h&8h&!h左氧氟沙星溶液中 8 D 进行载药实验' 采用 %;M与 WPX ! c"
混合液对脱细胞角膜基质透镜进行交联"用随机数字表法将脱细胞角膜基质透镜随机分为非交联组&
# #̂" &&/)%;M组&# #̂! &&/)%;M组和 # 6̂! &&/)%;M组"按照分组将脱细胞角膜基质透镜浸入不同浓度
%;M5WPX 中交联 : D"然后浸于 8h左氧氟沙星溶液中进行载药实验' 采用高效液相色谱法)PÙM*测定各
组载药角膜基质透镜缓释的药物质量浓度(以光谱扫描法测定各组角膜基质透镜透光率(采用扫描电子显微
镜观察各组脱细胞角膜基质透镜的表面超微结构'4结果4载药后 "&>&":&6" ."# !̂h&8h&!h左氧氟沙星脱
细胞角膜基质透镜释放的药物浓度总体比较差异有统计学意义)Ei# #̂!*(# #̂"&# #̂! 和 # 6̂! &&/)%;M组释
放的药物浓度均高于非交联组"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂"*"其中 # #̂! &&/)%;M组各时间点释放的
药物质量浓度最高' 所有交联组的药物缓释时间可达 6" ."随时间延长各组释放的药物质量浓度呈缓慢下降
趋势"差异有统计学意义)Ei# #̂!*' 非交联组和正常组透镜平均透光率分别为)@@ $̂@j" "̂9*h和) 9" !̂!j
" "̂$*h"差异无统计学意义)Ek# #̂!*(载药脱细胞角膜基质透镜的平均透光率较正常组下降"差异有统计学
意义)Ei# #̂!*' 扫描电子显微镜观察结果显示"交联后透镜的胶原纤维间空隙缩小"纤维排列紧密"以
# 6̂! &&/)%;M组最明显'4结论4%;M5WPX 交联能提高脱细胞角膜基质透镜载药效果"可能与胶原纤维空
隙缩小有关' 载药交联脱细胞角膜基质透镜具有良好的体外药物缓释效果'4
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'+. CDE+ (+ 8h )EO/F)/R'2(+ I/)HC(/+ F/KCDKEED/HKI3<+)-8h )EO/F)/R'2(+ I/)HC(/+ I/'T(+,*'I2'KK(E. (+ CDE+/+A
2K/II)(+T(+,,K/HG3P(,D GEKF/K&'+2E)(QH(. 2DK/&'C/,K'GD-) PÙM* *'IE&G)/-E. C/.ECE2CCDE.KH,KE)E'IE
2/+2E+CK'C(/+ /FCDE)E+C(2H)EI"'+. IGE2CK')I2'++(+,&ECD/. *'IGEKF/K&E. C/&E'IHKE)(,DCCK'+I(CC'+2E/FCDE
)E+C(2H)EI3dDEIHKF'2EH)CK'ICKH2CHKE/FCDE.E2E))H)'K(1E. )E+C(2H)EI'&/+,.(FFEKE+C2K/IIA)(+T(+,,K/HGI*'IER'&(+E.
'+. 2/&G'KE. *(CD I2'++(+,E)E2CK/+ &(2K/I2/GE3dDEHIE/FCDEDH&'+ 2/K+E'))E+C(2H)EI*'I'GGK/OE. L-'+ %CD(2I
M/&&(CCEE/FMD/+,Q(+,7(EK<GDCD')&/)/,-P/IG(C'))W/36#"9#"6*3BK(CCE+ (+F/K&E. 2/+IE+C*'I/LC'(+E. FK/&
E'2D G'C(E+CLEF/KEIHK,EK-34E*+30%+4dDEKE)E'IE2/+2E+CK'C(/+I/F.E2E))H)'K(1E. 2/K+E')ICK/&')E+C(2H)EI*EKE
I(,+(F(2'+C)-.(FFEKE+C'C" .'-">"":"'+. 6" .'-I'&/+,# !̂h"8h"'+. !h )EO/F)/R'2(+ ,K/HG )Ei# #̂!* /K')I/
'&/+,CDE# #̂" &&/)%;M"# #̂! &&/)%;M"'+. # 6̂! &&/)%;M2K/IIA)(+TE. ,K/HGI)Ei# #̂"*3dDE.KH,KE)E'IE
2/+2E+CK'C(/+I(+ # #̂! &&/)%;M,K/HG *EKECDED(,DEIC'CO'K(/HIC(&EG/(+CI"'+. CDEKE)E'IEC(&E/FCDECDKEE
2K/IIA)(+TE. ,K/HGI)'ICE. H+C()6" .'-I'FCEKKE)E'IE2/+2E+CK'C(/+I/F.E2E))H)'K(1E. 2/K+E')ICK/&')E+C(2H)EI3dDE
.KH,KE)E'IE2/+2E+CK'C(/+I(+ 2K/IIA)(+TE. ,K/HGI'+. +/+A2K/II)(+T(+,,K/HG *EKE,K'.H'))-.E2)(+E. *(CD CDEGK/)/+,
/F.KH,A)/'.(+,C(&E"ID/*(+,'I(,+(F(2'+C.(FFEKE+2E'C.(FFEKE+CC(&EG/(+CI)Ei# #̂!*3dDECK'+I&(CC'+2E/FCDE
)E+C(2H)EI*'I)@@ $̂@j" "̂9*h '+. )9" !̂!j" "̂$*h (+ CDE+/+A2K/II)(+T(+,,K/HG '+. +/K&'),K/HG"KEIGE2C(OE)-"
*(CD +/I(,+(F(2'+C.(FFEKE+2E)Ek# #̂!*3dDE'OEK',ECK'+I&(CC'+2E/FCDE)E+C(2H)EI*'II(,+(F(2'+C)-KE.H2E. (+ CDE
.KH,A)/'.E. ,K/HGI2/&G'KE. *(CD CDE+/K&'),K/HG )Ei# #̂!*3dDEI&'))EK2/))',E+ F(LEKO/(.I'+. 2)/IE)-'KK'+,E.
2/))',E+ F(LEKI*EKE.(IG)'-E. (+ CDE2K/IIA)(+T(+,,K/HGIH+.EKCDEI2'++(+,E)E2CK/+ &(2K/I2/GE*(CD CDELEICEFFE2C
(+ CDE # 6̂! &&/)%;M,K/HG34 F#'-03+&#'+4 %;M5WPX 2K/IIA)(+T(+,2'+ (&GK/OECDE.KH,A)/'.(+,EFFE2C/F
.E2E))H)'K(1E. 2/K+E')ICK/&'))E+C(2H)EIGK/L'L)-L-)EIIE+(+,2/))',E+ F(LEKO/(.I3dDE.KH,A)/'.E. 2K/IIA)(+TE.
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44眼表疾病治疗的常用给药方式为滴眼液的局部点
眼"但存在药物局部保留时间短&角膜渗透性差&生物
利用度低&患者舒适度及依从性差等缺点' 作为新兴
的给药方式"药物缓释系统以其可延长药物在局部组
织中的作用时间&减少局部点药频次而受到临床关
注

+ "\:, "目前眼表药物缓释系统的研究主要有载药羊
膜和载药角膜接触镜的研发

+ 8\$, ' 载药羊膜有透明性
差及易溶解的特点"远期效果较差"而角膜接触镜装载
药物能有效提高药物的生物利用度"但易出现药物突
释现象"造成眼内药物毒性作用的增加"且难达到长期
释药的目的

+ >\"#, ' 飞秒激光辅助的角膜小切口基质透
镜取出术)I&'))(+2(I(/+ )E+C(2H)EERCK'2C(/+"Xb=̀%*来
源的角膜基质透镜取自屈光不正患者的健康角膜"由
高度有序的胶原纤维组成"经脱细胞后具有生物活性
良好&透明&组织相容性好及免疫原性低等优点 + ""\"6, "

是药物缓释的理想载体"但目前国内外关于角膜基质
透镜作为药物缓释载体的研究少见' 研究发现""A)8A
二甲氨基 * 丙基二亚胺5WA羟基琥珀酰亚胺 + "A) 8A
.(&ECD-)'&(+/* GK/G-)(&(+E5WAD-.K/R-IH22(+-)" %;M5
WPX,可增加胶原纤维间的共价连接"从而增加组织材
料的生物力学强度

+ "8, "但通过 %;M5WPX 交联达到增
加载体或材料的载药能力的研究鲜见报道' 本研究将
角膜基质透镜脱细胞后行 %;M5WPX 交联处理"将交
联脱细胞角膜基质透镜作为眼部药物缓释载体以负载

左氧氟沙星"探讨 %;M5WPX 交联对脱细胞角膜基质
透镜载药能力的影响"对角膜疾病"尤其是细菌性角膜
溃疡的局部治疗研究提供新思路'

;6材料与方法

;3;4材料
;3;3;4角膜基质透镜来源4角膜基质透镜由重庆爱
尔眼科医院屈光科在行 Xb=̀%手术过程中获取"厚度
为) "8$ 8̂8j6 8̂!* !&"直径为 ) $ :̂>j# "̂!* &&' 本
研究中人体组织样本的使用及研究方案经重庆爱尔眼

科医院伦理委员会审核批准)批文号#6#"9#"6*"样本
的收集和再利用均获得患者书面知情同意'
;3;3<4主要试剂及仪器4盐酸左氧氟沙星注射液
)江苏扬子江药业集团有限公司*(左氧氟沙星标准
品&%;M&WPX&吗啉乙磺酸 )&/KGD/)(+EECD-)IH)F/+(2
'2(."b%X*)上海恒熹生物科技有限公司*(;W'IE)美
国 dDEK&/Y(IDEK公司*(]W'IE&V)HC'固定液)电子显
微镜专用"6 !̂h*)北京天根生化科技有限公司*' 高
效液相色谱仪)德国安捷伦科技有限公司*(生化培养
箱)上海森信实验仪器有限公司*(X-+EK,-db Pdf多功
能酶标仪)美国伯腾仪器有限公司*(Z%<̀ $8@# [̀场
发射扫描电子显微镜)日本电子株式会社*'
;3<4方法
;3<3;4脱细胞角膜基质透镜的制备4采用高质量浓
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度 W'M)联合核酸酶脱细胞法 + "6,
将 Xb=̀%来源的角膜

基质透镜用 " 倍磷酸盐缓冲液 ) GD/IGD'CELHFFEKE.
I')(+E"USX*清洗 8 次"然后浸泡在质量分数 " !̂h
W'M)溶 液 中 :@ D( 以 ! !,5&);W'IE和 !# !,5&)
]W'IE混合溶液处理角膜基质透镜 :@ D"USX 清洗角
膜基质透镜 >6 D"上述过程均在室温下进行"并置于
"## K5D 的摇床上匀速振荡"每 6: 小时更换溶液 " 次'
;3<3<4脱细胞角膜基质透镜 %;M5WPX 交联4将吗
啉乙磺酸配制成 b%X 酸性溶液) GPl$ #̂*"脱细胞角
膜基质透镜用 USX 清洗"烘干"称量' 按照 # #̂"&# #̂!
和 # 6̂! &&/)%;M5&,脱细胞角膜基质透镜称量
%;M"WPX 按 %;McWPXl! c"称量 + ":, "然后将两者溶
解于 ! &)b%X 溶液中"室温下将脱细胞角膜基质透镜
交联 : D+ "!, "USX 清洗'
;3<3=4体外药物缓释实验
;3<3=3;4脱细胞角膜基质透镜载药实验4采用随机
数字表法将脱细胞角膜基质透镜随机分为正常组&
# !̂h左氧氟沙星组&8h左氧氟沙星组和 !h左氧氟沙
星组"每组 : 个"正常组未进行任何处理"载药各组脱
细胞角膜基质透镜参照文献+"$,的方法常温下分别
在 # !̂h&8h或 !h左氧氟沙星溶液中浸泡 8 D 进行载
药处理' 取出载药透镜"USX 快速清洗表面药物"然后
浸于 " &)USX) GP > :̂*溶液在 8> m恒温箱中孵化'
分别于载药后 "&>&":&6" . 各取样 "## !)"同时加入
"## !)USX 保持总体积不变' 采用 PÙM法检测样品
药物质量浓度'
;3<3=3<4脱细胞角膜基质透镜交联及载药实验4采
用随机数字表法将脱细胞角膜基质透镜 +厚度为
)"8> 8̂!j8 :̂$* !&"直径为)$ 8̂$j# "̂@* &&,随机分
为非交联组&# #̂" &&/)%;M组&# #̂! &&/)%;M组和
# 6̂! &&/)%;M组"每组 : 个"各交联组脱细胞角膜基
质透镜依据分组分别将脱细胞角膜基质透镜浸于

# #̂"&# #̂! 和 # 6̂! &&/)%;M中交联 : D"然后在常温
8h左氧氟沙星溶液中浸泡 8 D 进行载药处理"非交联
组脱细胞角膜基质透镜不进行交联处理"仅进行载药
处理' 取出各组载药透镜"USX 快速清洗表面药物"然
后分别置于 " &)USX) GP > :̂*中"在 8> m恒温箱中
孵化' 分别于载药后 "&>&":&6" . 各取样 "## !)"同
时加入 "## !)USX 保持总体积不变' 采用 PÙM检
测样品中药物质量浓度'
;3<3=3=4PÙM法测定载药透镜中左氧氟沙星质量
浓度4采用 PÙM法测定左氧氟沙星的紫外吸收光
谱' 色谱条件#色谱柱为 7,()E+C_<]S7f %2)(GIE
f;SAM"@ 柱): $̂n6!# &&"! !&*"流动相为 # #̂! &/)5̀

eP6U<:)P8U<: 调至 GPl8 #̂*"乙腈l@"c"9"流速为
" #̂ &)5&(+"柱温为 8! m"检测波长为 6@@ +&"进样量
为 6# !)"运行时间为 @ &(+' 建立标准曲线#配制
! &,5&)左氧氟沙星甲醇溶液"用 USX 将左氧氟沙星
逐级稀释成 6&!&"#&6#&!#&"##&6##&:## !,5&)的标
准溶液"按照上述方法进样分析' 以左氧氟沙星的质
量浓度)M*为横坐标&峰面积 )g*为纵坐标绘制标准
曲线"得到左氧氟沙星的回归方程为#%l@: $̂8Io
"!" !̂9"F6 l# 9̂99 !)图 "*'
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图 ;6左氧氟沙星的标准曲线
:&(3"*;6）%,'.,".-3"/*#20*/#20#H,-&'

;3<3>4不同处理组角膜基质透镜透光率测定4采用
多功能酶标仪对正常组角膜基质透镜&载药脱细胞角
膜基质透镜及交联脱细胞角膜基质透镜进行光谱扫

描"每组 "# 只"测定不同方法处理后透镜的吸光度
)L*值' 设定的测量波长范围为 :##p@## +&"扫描波
长间距为 "# +&' 将角膜基质透镜置于 :@ 孔板平铺"
将酶标仪插入酶标仪室测得 L""设置空白对照孔测得
L#"透光率l"#\) L" \L# * n"##h'
;3<3I4不同处理组角膜基质透镜表面超微结构观察
4采用扫描电子显微镜对交联和非交联脱细胞角膜基
质透镜表面超微结构进行观察"对各组脱细胞角膜基
质透镜胶原纤维结构及间隙变化进行比较'
;3=4统计学方法

采用 XUXX ">3# 统计学软件进行统计分析' 计量
资料经 !检验证实呈正态分布"以 &E'+jX;表示"经
方差齐性检验证实各组数据方差齐' 采用完全随机分
组多水平分组依时序分析研究设计"各组间不同时间
点脱细胞角膜基质透镜释放的药物质量浓度总体差异

比较采用重复测量两因素方差分析"各组脱细胞角膜
基质透镜平均透光率总体差异比较采用单因素方差分

析"多重比较采用 X̀;7-检验' Ei# #̂! 为差异有统计
学意义'

!$##"! 中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6
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<6结果

<3;4不同载药组脱细胞角膜基质透镜释放药物质量
浓度比较

# !̂h&8h和 !h左氧氟沙星组脱细胞角膜基质透
镜在载药后 "&>&":&6" . 释放的药物质量浓度总体比
较差异均有统计学意义)U分组 l9 >̂99"El# #̂"8(U时间 l
!" #̂>6"Ei# #̂"(U交互作用 l$ 9̂6@"El# #̂#"*"其中 8h
左氧氟沙星组与 !h左氧氟沙星组各时间点释放的药
物质量浓度比较差异均无统计学意义)均 Ek# #̂!*"
其余 8 个组释放的药物质量浓度两两比较差异均有统
计学意义)均 Ei# #̂!*' 8 个组角膜基质透镜随时间
的延长释放的药物质量浓度逐渐下降"不同时间点间
比较差异均有统计学意义)均 Ei# #̂!*)表 ""图 6*'

表 ;6各组脱细胞角膜基质透镜不同时间点释放的药物质量浓度比较)$*,'J）K"!(L$0*
M,4*0;6F#$1,"&+#'#2."3( "*0*,+*-#'-*'%",%&#'+#2.*-*0030,"&A*.-#"'*,0+%"#$,

0*'%&-30*+,%/,"&#3+%&$*1#&'%+,$#'( .&22*"*'%("#31+)$*,'J）K"!(L$0*

组别 样本量
不同时间点释放的药物质量浓度

" . > . ": . 6" .

# !̂h左氧氟沙星组 : 6$ !̂"j> !̂9 68 !̂$j$ @̂6' 6# @̂$j! :̂!'L "@ 9̂>j! #̂8'L2

8h左氧氟沙星组 : ":! @̂"j6! >̂:. "86 !̂#j6: $̂"'. ""> !̂8j6# 9̂#'L. "#$ >̂$j"9 @̂#'L2.

!h左氧氟沙星组 : 69: "̂$j"88 9̂". 6$" 9̂:j"6@ @̂9'. 6:8 :̂8j""6 :̂6'L. 666 8̂#j"#8 6̂:'L2.

4注#U分组 l9 >̂99"El# #̂"8(U时间 l!" #̂>6"Ei# #̂"(U交互作用 l$ 9̂6@"El# #̂#"3与各自组内 " . 值比较"'Ei

# #̂!(与各自组内 > . 值比较"LEi# #̂!(与各自组内 ": . 值比较"2Ei# #̂!(与各自时间点 # !̂h左氧氟沙星组比
较".Ei# #̂!)重复测量两因素方差分析" X̀;A-检验*
4W/CE#U,K/HG l9 >̂99"El# #̂"8(UC(&El!" #̂>6"Ei# #̂"(U(+CEK'2C(/+ l$ 9̂6@"El# #̂#"3M/&G'KE. *(CD (+CK',K/HG

" .'-"'Ei# #̂!(2/&G'KE. *(CD (+CK',K/HG > .'-I"LEi# #̂!(2/&G'KE. *(CD (+CK',K/HG ": .'-I"2Ei# #̂!(2/&G'KE. *(CD
KEIGE2C(OE# !̂h )EO/F)/R'2(+ ,K/HG".Ei# #̂! )KEGE'CE. &E'IHKE&E+CC*/A*'-7W<[7" X̀;A-CEIC*
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图 <6随载药时间延长载药脱细胞角膜基质透镜药物释放曲线

:&(3"*<6 K"3( "*0*,+*-3"/*#2.*-*0030,"&A*.-#"'*,0+%"#$,

0*'%&-30*+#/*"."3( 0#,.&'( %&$*

<3<4交联组与非交联组脱细胞角膜基质透镜释放的
药物质量浓度比较

非交联组及 # #̂"&# #̂! 和 # 6̂! &&/)%;M组载药
后 "&>&":&6" . 释放的药物质量浓度总体比较差异均
有统计学意义 ) U分组 l"6 @̂96" El# #̂#"( U时间 l
8> :̂:!"Ei# #̂"(U交互作用 l! #̂##"El# #̂#" *"其中
# #̂" &&/)%;M 组& # #̂! &&/)%;M 组& # 6̂! &&/)
%;M组释放的药物质量浓度均明显高于同时间点的
非交联组" 差异均有统计学意义 )均 Ei# #̂! *(
# #̂" &&/)%;M组和 # 6̂! &&/)%;M组间各时间点释
放的药物质量浓度比较差异均无统计学意义)均Ek
# #̂!*(随缓释时间延长"各组释放的药物质量浓度均
逐渐下降"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂!* )表 6"
图 8*'

<3=4各组脱细胞角膜
基质透镜透光率比较

非交联组与正常组

角膜基质透镜的透光率

分别为)@@ $̂@j" "̂9*h
和) 9" !̂!j" "̂$*h"组
间比较差异无统计学意

义 )Ek# #̂! *' # !̂h&
8h和 !h左氧氟沙星脱
细胞角膜基质透镜透

光率 分 别 为 ) >> #̂@ j
! 6̂8*h&)>$ :̂"j: 8̂8*h
和) >8 #̂6j! @̂6*h"组
间总体比较差异无统计

学意义 )Ul6 6̂6#"El
# "̂9#*' # #̂"&# #̂! 和 # 6̂! &&/)%;M脱细胞角膜基
质透镜的平均透光率分别为)@" :̂#j6 !̂:*h&)@! "̂6j
6 :̂6*h和)@! $̂6j6 @̂:*h"组间总体比较差异无统
计学意义)Ul# !̂6$"El# $̂"$* ' 载药脱细胞角膜
基质透镜的平均透光率低于正常组"差异有统计学
意义 )Ei# #̂!* "靠近紫外光透光率降低更为明显
)图 :* '
<3>4各组角膜基质透镜表面超微结构变化

扫描电子显微镜观察结果显示"与非交联组比
较"# #̂"&# #̂! 和 # 6̂! &&/)%;M组角膜基质透镜表
面纤维间隙缩小"其中 # 6̂! 交联组纤维间隙最小'
各组角膜基质透镜均可见纤维间隙大小不均匀现

象"提示 %;M5WPX 交联可缩小脱细胞角膜基质透镜
纤维间隙"胶原纤维间网状分支增多"排列更紧密
)图 !* '
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表 <6各组脱细胞角膜基质透镜不同时间点释放的药物质量浓度比较)$*,'J）K"!(L$0*
M,40*<6F#$1,"&+#'#2."3( "*0*,+*-#'-*'%",%&#'+#2.*-*0030,"&A*.-#"'*,0+%"#$, 0*'%&-30*+,%/,"&#3+%&$*1#&'%+,$#'(

.&22*"*'%("#31+)$*,'J）K"!(L$0*

组别 样本量
不同时间点释放的药物质量浓度

" . > . ": . 6" .

非交联组 : """ !̂8j69 "̂: "#! "̂>j68 #̂@ 98 #̂9j"9 @̂# @8 >̂6j"> :̂9

# #̂" &&/)%;M组 : "$$ 8̂6j6# 9̂8' "!: @̂"j $ 9̂>'L ":" 6̂>j @ 8̂8'L2 "6: 6̂@j > >̂#'L2.

# #̂! &&/)%;M组 : 688 #̂6j:> !̂6' 6#6 9̂8j86 !̂>'L "@# @̂6j69 "̂!'L2 "$8 6̂6j8! :̂!'L2.

# 6̂! &&/)%;M组 : ">@ !̂9j"8 !̂:' "$$ :̂@j"@ $̂>L ":> $̂$j 9 8̂#'L2 "69 $̂"j"! 6̂>L2.

4注#U分组 l"6 @̂96"El# #̂#"(U时间 l8> :̂:!"Ei# #̂"(U交互作用 l! #̂##"El# #̂#"3与各自非交联组比较"'Ei# #̂!(与各自组内 " . 比较"LEi# #̂!(与

各自组内 > . 比较"2Ei# #̂!(与各自组内 ": . 比较".Ei# #̂!)重复测量两因素方差分析" X̀;A-检验*4%;M#"A)8A二甲氨基*丙基二亚胺
4W/CE#U,K/HG l"6 @̂96"El# #̂#"(UC(&El8> :̂:!"Ei# #̂"(U(+CEK'2C(/+ l! #̂##"El# #̂#"3M/&G'KE. *(CD KEIGE2C(OE+/+A2K/IIA)(+TE. ,K/HG"'Ei# #̂!(

2/&G'KE. *(CD (+CK',K/HG " .'-"LEi# #̂!(2/&G'KE. *(CD (+CK',K/HG > .'-I"2Ei# #̂!(2/&G'KE. *(CD (+CK',K/HG ": .'-I".Ei# #̂! )KEGE'CE. &E'IHKE&E+CC*/A
*'-7W<[7" X̀;A-CEIC*4%;M#"A)8A.(&ECD-)'&(+/* GK/G-)(&(+E
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图 =6交联与非交联组脱细胞角膜基质透镜药物释放曲线4
%;M#"A)8A二甲氨基*丙基二亚胺
:&(3"*= 6 K"3( "*0*,+*-3"/*#2-"#++?0&'@*./*"+*'#'?-"#++?
0&'@*..*-*0030,"&A*.-#"'*,0+%"#$, 0*'%&-30*+#/*"%"*,%*.%&$*4
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图 >6多功能酶标仪测定的随波长增加各组角膜基质透镜透光率
曲线4%;M#"A)8A二甲氨基*丙基二亚胺
:&(3"*>6K*%*"$&',%&#'#2%",'+$&%%,'-*-3"/*#2.*-*0030,"&A*.
-#"'*,0+%"#$, 0*'%&-30*+#/*"9,/*0*'(%)48 ）8'*"(8MD 组MO
D30%&?D#.*D&-"#10,%* E*,.*"4 %;M# "A) 8A.(&ECD-)'&(+/*
GK/G-)(&(+E
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图 I6不同处理组角膜基质透镜表面超微结构比较)标尺l" !&"
n"! ###*47## #̂" &&/)%;M组可见较多的网状纤维分支"纤维
间隙较小)箭头*4S## #̂! &&/)%;M组可见角膜基质透镜纤维间
隙较小)箭头*4M## 6̂! &&/)%;M组角膜基质透镜网状纤维分支
较多且排列紧密"纤维间隙较小)箭头*4;#非交联组可见角膜基
质透镜网状纤维分支少"纤维间隙大)箭头*
:&(3"*I 6 m0%",+%"3-%3"*#2-#"'*,0+%"#$, 0*'%&-30*++3"2,-*&'
.&22*"*'%("#31+) L'Kl" !&"n"! ###*47#b'+-KEC(2H)'KLK'+2DEI
*EKEIEE+ '+. O/(.I/FF(LEKI)'KK/** *EKE)EIIE+E. (+ CDE# #̂" &&/)
%;M,K/HG 4 S# [/(.I/FF(LEKI*EKE)EIIE+E. ) 'KK/** (+ CDE
# #̂! &&/)%;M,K/HG4M#b'+-KEC(2H)'KLK'+2DEI"2)/IE)-'KK'+,E.
F(LEKI*EKE.(IG)'-E. '+. O/(.I/FF(LEKI*EKE)EIIE+E. )'KK/** (+ CDE
# 6̂! &&/)%;M,K/HG4;#YE*KEC(2H)'KLK'+2DEI'+. )'K,EF(LEKO/(.I
*EKE.(IG)'-E. )'KK/** (+ CDE+/+A2K/IIA)(+TE. ,K/HG

=6讨论

Xb=̀%术后获得的角膜基质透镜的再利用是目前
临床治疗远视&老视&圆锥角膜及角膜微穿孔等的研究
热点

+ ">\6#, ' 本实验将脱细胞角膜基质透镜和交联脱
细胞角膜基质透镜作为载体"负载经典抗菌药物左氧
氟沙星进行体外药物缓释研究' 研究发现"脱细胞角
膜基质透镜释放的药物质量浓度与其浸泡的药物质量

浓度有关"浸药的质量浓度越高"释放的药物质量浓度

!@##"! 中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



越高"药物释放时间可达 6" ."释放的药物质量浓度随
时间延长呈缓慢下降趋势' e/*')IT(等 + 6"\66,

通过对

人体外抑菌实验发现"左氧氟沙星对葡萄球菌的最低
抑菌浓度 ) &(+(&')(+D(L(C/K-2/+2E+CK'C(/+" b=M* k
6 !,5&)" 抑 制 9#h细 菌 生 长 的 药 物 浓 度 ) 9#h
&(+(&H& (+D(L(C/K-2/+2E+CK'C(/+" b=M9# * k"$ !,5&)'
本研究中载 # !̂h左氧氟沙星脱细胞角膜基质透镜第
6" 天释放的药物质量浓度为)"@ 9̂>j! #̂8* !,5&)"推
测体内实验释放的药物浓度可能达不到临床上有效治

疗浓度' %;M5WPX 能增加胶原纤维间的共价连接"具
有对材料纤维结构无破坏&对细胞活力无毒性等优点"
目前广泛用于增强材料的生物力学强度&光学性能等
研究

+ "!"68\6:, ' 本实验通过 %;M5WPX 对脱细胞角膜基
质透镜进行交联"发现交联脱细胞角膜基质透镜释放
的药物质量浓度明显高于非交联脱细胞角膜基质透

镜"以 # #̂! &&/)%;M组释放的药物质量浓度最高'
本研究还发现"%;M5WPX 可通过缩小脱细胞角膜基质
透镜胶原纤维间隙增加脱细胞角膜基质透镜的药物负

载量"但 # 6̂! &&/)%;M组释放的药物质量浓度有下
降趋势"推测与交联剂量过大"使胶原纤维间隙过度缩
小"进而降低了透镜药物负载量有关'

脱细胞可降低角膜基质透镜的免疫排斥反应风

险"常用的脱细胞方法有酸碱溶解及 # "̂h十二烷基
硫酸钠脱细胞法"前者易使胶原纤维及蛋白发生变性"
后者可有效去除细胞成分"同时使胶原纤维结构遭到
破坏

+ 6!, ' 本研究选用高浓度 W'M)联合核酸酶脱细胞
法"该方法属于生物脱细胞法"可有效去除基质内的细
胞成分"且对胶原纤维无明显破坏作用 + "6, '

g'+,等 + 6$,
体外研究显示" 载药角膜接触镜

8# &(+ 内释放的药物量达载药量的 9#h以上"易出现
药物突释现象且达不到长时间缓释的目的' P'KHT(
等

+ 6>,
研究表明"喹诺酮类药物的杀菌效力呈浓度依赖

性"但左氧氟沙星质量浓度k!## !,5&)则会抑制细胞
活性"对角膜内皮细胞产生明显的毒性作用' 本研究
结果发现"载药角膜基质透镜体外药物释放时间可持
续 6" ."呈缓慢释放趋势"实现了延长药物作用时间并
长时间维持局部有效药物浓度的目的' 羊膜存在透光
率低及易于降解等缺点"使其临床应用受到一定的限
制' '̀(等 + "!,

测得羊膜的平均透光率为 6! !̂h"经
%;M5WPX 交联可使透光率增加至 !:h' 7&K等 + 6@,

将

负载药物的纳米颗粒装载于角膜接触镜中"测得角膜
接触镜透光率为 @>h' 本研究结果显示"脱细胞及交
联处理后角膜基质透镜仍保持良好透明性"但载药脱
细胞角膜基质透镜的平均透光率下降明显"考虑与实

验中未行任何脱水处理且左氧氟沙星溶液本身呈黄色

有关'
本研究发现"经过 6" . 的体外药物缓释载药交联

脱细胞角膜基质透镜仍保持结构完整而未发生溶解现

象"因此可考虑将此药物缓释载体用于局部点药效果
不佳的感染性角膜溃疡及角膜微穿孔患者"其优点是
既可达到长时间的药物缓释效果"也可作为一种优质
补片材料替代羊膜移植或角膜移植手术' 但载药角膜
基质透镜的缺点是#)"*该材料的大小及厚度有一定
限度"不适用于角膜病变范围大的患者()6*载药使角
膜基质透镜的透光率降低"可能对患者术后视力恢复
产生影响()8*考虑眼表多方面因素的影响"载药交联
脱细胞角膜基质透镜作为载体在眼表的药物缓释效果

及抗菌性能尚需进一步验证' 本实验的不足在于体外
药物缓释实验样本量较小"此外本研究为体外实验研
究结果"尚未进行体内实验以进一步证实该药物缓释
系统的体内释药特点及对角膜上皮及内皮细胞的毒性

作用'
本研究结果表明"脱细胞角膜基质透镜可作为药

物缓释载体"且经 %;M5WPX 交联后可增强其载药能
力"该材料不会降解且具有良好的生物学性能和功能
特征"可同时作为一种优质补片材料' 本研究团队拟
开展载药交联脱细胞角膜基质透镜治疗细菌性角膜溃

疡动物模型的体内研究"为采用载药交联脱细胞角膜
基质透镜治疗角膜基质损伤或微穿孔的临床研究提供

实验依据'
志谢4衷心感谢爱尔眼科研究所提供实验平台(感谢崔泽凯博士后指

导 %;M5WPX 化学交联方法(感谢李申阳博士指导实验仪器的使用所提

供的帮助
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