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""%摘要&"目的"探讨纤维蛋白粘合剂(\T)与全飞秒激光小切口透镜取出术(T_Lb1)来源的人角膜成纤
维细胞(HB\))的生物相容性'"方法"人角膜组织取自 #/!, 年 D.0 月于广西医科大学第一附属医院行
T_Lb1患者 !# 例 #0 眼术中取出的角膜基质透镜"体外分离培养 HB\)"观察 HB\)在 \T 表面的生长状态' 将
HB\)分为 # 倍浸提液组和正常对照组"分别与 # 倍浸提液和完全培养基共培养"采用吖啶橙(=K) M溴化乙锭
(1f)双染色法观察并比较各组细胞凋亡情况' 将 HB\)分为 D 个组"# 倍浸提液组和正常对照组细胞每孔分
别加入 # 倍浸提液和完全培养基各 !// %4"空白对照组无细胞"每孔加入 !// %4完全培养基"采用四甲基偶氮
唑蓝(_<<)法检测并比较 D 个组 HB\)的细胞增生能力"并进行细胞毒性分级' 将 HB\)分为 ! 倍浸提液组*
# 倍浸提液组和正常对照组"分别用 ! 倍浸提液*# 倍浸提液和完全培养基培养"采用 =++%Y(+ 'O\L<BMZL流式
细胞术检测并比较 D 个组细胞凋亡率'"结果"HB\)在 \T 表面生长良好"形态正常' _<<法检测结果显
示"# 倍浸提液组与正常对照组的 HB\)具有相似的增生趋势"# 倍浸提液组 HB\)的 / .̂# 8 毒性评级为 / !̂
级' =KM1f染色结果显示"# 倍浸提液组和正常对照组的 HB\)状态均正常"仅可见极少量早期凋亡细胞'
流式细胞术检测结果显示"正常对照组*! 倍浸提液组和 # 倍浸提液组的细胞凋亡率分别为(0dFEn!d/F)]*
(DdEEn!dD-)]和(#d,,n/dEE)]"差异无统计学意义([l#d,F"Rl/d!D)'"结论"\T 无体外细胞毒性"与
HB\)有良好的生物相容性'"
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""角膜病是中国仅次于白内障的第二大致盲眼病"

各种生物或理化因素均可引起角膜损伤*溃疡及穿孔"

严重影响患者的视功能' 周边板层角膜移植或深板层
角膜移植是角膜盲的主要治疗手段"但角膜供体来源
不足一直是亟待解决的问题' 角膜的供体来源大致可
分为天然生物材料和组织工程角膜材料"天然生物材
料包括异体角膜*羊膜*脱细胞猪角膜基质等 + !, "组织

工程角膜是将体外扩增的种子细胞种植于支架材料

上"三维构建的角膜类似物' 随着全飞秒激光小切口
透镜取出术()2344(+;()(*+ 4%+9(;&4%%Y9@3;9(*+"T_Lb1)

的兴起"有学者开始采用 T_Lb1术中取出的角膜基质
透镜修补角膜溃疡及穿孔"或利用角膜基质透镜构建
组织工程角膜基质支架' 由于单层角膜基质透镜中央
厚度仅为 E/ !̂-/ %2"缝合时容易扭曲*脱位"且在修
补较大角膜穿孔时单层透镜难以承受眼压"因此可用
纤维蛋白粘合剂(S(X@(+ )%343+9"\T)将多层角膜基质透
镜粘合后叠加使用' 尽管 \T 已在国外眼科临床广泛
应用"但对其细胞毒性作用的研究鲜有报道' 本研究
从细胞的形态*增生及凋亡 D 个方面综合评价 \T 与人
角膜成纤维细胞(8&23+ ;*@+%34S(X@*X43)9)"HB\))的生
物相容性"以期为 \T 的临床应用提供依据'

<7材料与方法

<:<"材料
<:<:<"主要试剂及仪器"\T(上海莱士血液制品股
份有限公司)#$型胶原酶(美国 T(523公司)#胎牛血
清*eZ_LO!E0/ 培养基 (美国 G(X;*公司 )#吖啶橙
(3;@(?(+%*@3+5%"=K) M溴化乙锭 (%98(?(&2 X@*2(?%"
1f)双染色试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)#四甲
基偶氮唑蓝 (2%98P498(3[*4P49%9@3[*4(&2"_<<)试剂盒

(杭州联科生物技术股份有限公司)#=++%Y(+ 'O\L<BM
ZL细胞凋亡检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限公
司)' TQ3@V!/_型酶标分析仪 (美国 <8%@2*公司)#
<(#Ò 荧光显微镜(日本 $(V*+ 公司)#BP9*\b1>型流
式细胞仪(美国 f%;V23+ B*&49%@公司)'
<:<:="组织来源"人角膜基质组织取自 #/!, 年 D.0

月于广西医科大学第一附属医院眼科行 T_Lb1的患者
!# 例 #0 眼"其中男 - 例"女 . 例#年龄 !F #̂. 岁' 排除
有圆锥角膜*眼部炎症*肿瘤及自身免疫性疾病等患者'

组织从供体取下至分离培养时间不超过 ! 8' 所有患者
手术前均签署知情同意书且通过血液传染病学检查'

本研究经广西医科大学第一附属医院医学伦理委员会

审核批准+批文号$(医伦)快审 #/!, 第(/##)号,'
<:="方法
<:=:<"HB\)的体外分离及培养"将角膜基质组织用
磷酸盐缓冲液冲洗 # D̂ 遍"置于 !d- 5Mb$型胶原酶
溶液中 D. q消化 # D̂ 8"离心半径 !E ;2"! /// @M2(+

离心 - 2(+"弃上清"将细胞稀释后接种于培养瓶"置于
培养箱中"静置 #0 8 后全量换液"以后 # D̂ ? 换液
! 次"约 . ? 后按 ! jD接种传代' 考虑到细胞的稳定性
及活性"仅选用第 # 代和第 D 代细胞'
<:=:="\T 浸提液的配置"D. q预热装有冻干纤维蛋
白原粉末的产品瓶与 # 24灭菌注射用水"将二者混合
为纤维蛋白原溶液(=液)' 室温下将 # 24氯化钙溶
液注射入装有冻干人凝血酶的产品瓶中"混合制成溶
液(f液)' 取 #/ %4=液与 #/ %4f液混合"使其凝
固"加入 !- 24完全培养基"置于 D. q恒温箱中 .# 8"

制成 ! 倍浸提液' 取 0/ %4=液与 0/ %4f液用上述
方法混合制成 # 倍浸提液'
<:=:>"\T 与 HB\)的复合培养"在 FE 孔板中加入
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- %4=液和 - %4f液"静置 !/ )凝固后"将 HB\)悬液
以 E /// 个M孔的密度均匀接种于孔底" D. q培养
0, 8"观察细胞的生长情况'
<:=:?"_<<法检测 HB\)的生存率"将处于对数生
长期的 HB\)以 D /// 个M孔的密度均匀接种于 FE 孔
板"D. q静置 #0 8"弃去每孔培养液"按照 _<<试剂
盒的说明将细胞分为 D 个组$# 倍浸提液组细胞每孔
加入 # 倍浸提液 !// %4#正常对照组细胞每孔加入
!// %4完全培养基#空白对照组无细胞"每孔加入
!// %4完全培养基' 每组设 - 个复孔"并于换液后
#0*DE*0,*E/*.# 8 检测各组在波长 -./ +2处的吸光
度(B)值"计算细胞相对生存率 (@%439(R%5@*698 @39%"
eGe)"并绘制细胞生长曲线' 细胞 eGe(])l(# 倍
浸提液组平均 B值i空白对照组平均 B值) M(正常对
照组平均 B值i空白对照组平均 B值)r!//]' 细胞
毒性分级标准见表 !' 按照美国药典的毒性评级标
准"eGe",/]即可认为材料无毒'

表 <7细胞毒性分级
T)6$/<7J.&#&#L'3'&. ;-)*'(;

等级
eGe
(])

细胞形态
细胞增

生能力

毒性

作用

/ "!// 细胞形态完整"贴壁良好"无细胞溶解 优 i

!
"

,/iFF
"

o#/]的细胞呈圆形"贴壁松散"无
胞浆颗粒"偶见细胞溶解

优

"
i
"

#
"

-/i.F
"

#/]i0F]的细胞呈圆形"无胞浆颗
粒"可见明显细胞溶解

良

"
m
"

D D/i0F -/]iEF]的细胞呈圆形或溶解 中 mm

0 /i#F "./]细胞结构不完整 差 mmm

"注$eGe$相对生存率
"$*9%$eGe$@%439(R%5@*698 @39%

<:=:@"HB\)细胞核 =KM1f染色观察细胞凋亡"取
处于对数生长期的 HB\)"以 !r!/0

个M孔的密度接种
于 E 孔板"D. q培养 #0 8 后"将细胞分为 # 倍浸提液
组和正常对照组"分别与 # 倍浸提液和完全培养基共
培养' 0, 8 后每孔依次加入 =K染液(终质量浓度为
# %5M24)和 1f染液(终质量浓度为 # %5M24)"室温下
避光放置 - 2(+"于荧光显微镜下观察细胞核的染色情
况' =K能透过完整细胞膜使细胞核呈绿色荧光"1f
使受损细胞的细胞核呈橙红色荧光"正常细胞和早期
凋亡细胞核呈现绿色荧光"晚期凋亡和死亡细胞核呈
现橙红色荧光'
<:=:A"流式细胞仪 =++%Y(+ 'O\L<BMZL双染色法检测
细胞凋亡情况"取处于对数生长期的 HB\)"以 !d#r
!/-
个M孔的密度接种于 E 孔板上"于培养箱中静置

#0 8"弃去每孔培养液"将细胞分为 ! 倍浸提液组*# 倍
浸提液组和正常对照组"分别用 ! 倍浸提液*# 倍浸提
液和完全培养基培养细胞 0, 8"待细胞铺满孔底
./] ,̂/]时"收集每孔细胞"并按照试剂盒的说明"依
次加入结合缓冲液* =++%Y(+O\L<B和 ZL避光染色
!/ #̂/ 2(+"上机检测细胞凋亡率'
<:>"统计学方法

采用 TZTT ##:/ 统计学软件进行统计分析"计量
资料的数据经 k 检验证实呈正态分布"以 2%3+nTJ
表示"组间均数经 b%R%+%检验证实方差齐"正常对照
组*! 倍浸提液组和 # 倍浸提液组细胞凋亡率的总体
比较采用单因素方差分析' Ro/d/- 为差异有统计学
意义'

=7结果

=:<"HB\)的形态特征
接种后 #0 8"部分原代 HB\)已贴壁"约 0, 8 后可

见 HB\)伸展为长梭形或三角形"细胞核为圆形或椭
圆形"核仁清晰"贴壁紧密"排列整齐"呈漩涡状生长
(图 !=)'
=:="\T 与 HB\)复合培养

接种后 0, 8"HB\)附着于 \T 表面生长"呈长梭
形"排列整齐"核仁清晰(图 !f)'

BA
图 <7UJ:4的形态特征(r#//)"=$原代培养的 HB\)呈长梭形或
纺锤形"核仁清晰"贴壁紧密"排列整齐"呈漩涡状生长"f$HB\)与
\T 复合培养后 0, 8"HB\)附着于 \T 底部生长"呈长梭形或纺锤形"
排列整齐"核仁清晰(箭头) ' \T 凝固时吸收了部分培养基"故呈现
出培养基的颜色

:';%-/< 7 H#-01#$#;'3)$31)-)3&/-'4&'34#,UJ:4( r#// ) " =$
Z@(23@P;&49&@%? HB\)6%@%)Q(+?4%O)83Q%? *@S&)(S*@2 6(98 ;4%3@
+&;4%*4(";4*)%3?8%@%+;%9*98%;&49&@%2%?(&2" +%393@@3+5%2%+93+?
5@%6(+ )Q(@34"f$=S9%@0, 8*&@)*S;*O;&49&@%6(98 \T"HB\)3?8%@%? 9*
98%X*99*2*S\T 3+? 5@%6(+ +*@234)Q(+?4%O)83Q%? *@S&)(S*@2"6(98 +%39
3@@3+5%2%+93+? ;4%3@+&;4%*4((3@@*6):\T 3X)*@X%? Q3@9*S98%;&49&@%
2%?(&268%+ (9)*4(?(S(%?")*(9)8*6%? 98%;*4*@*S98%;&49&@%2%?(&2

=:>"各组细胞生存率比较
倒置相差显微镜下观察可见 # 倍浸提液组和正常

对照组均具有正常的细胞形态"细胞贴壁良好且形态
完整"无胞浆颗粒' _<<法检测结果显示"/ .̂# 8 内
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# 倍浸提液组和正常对照组细胞具有相似的增生趋势
(图 #)' # 倍浸提液组 DE 0̂, 8 细胞毒性评级为 /
级"#0 8 内及 E/ .̂# 8 细胞毒性评级为 ! 级"/ .̂# 8
细胞 eGe均hF/](表 #)'

1.40

1.20

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

A
值

24 36 48 60 72
时间（h）

2倍浸提液组
正常对照组

图 =7UJ:4在 :R作用下的生长曲线"/ .̂# 8 内 # 倍浸提液组和
正常对照组细胞具有相似的增生趋势

:';%-/=7T1/;-#9&13%-"/#,UJ:4%(*/-&1/)3&'#(#,:R"L9
)8*6%? 983998%;%44)(+ 98%#OS*4? 4%3;8(+5)*4&9(*+ 5@*&Q 3+? 98%+*@234
;*+9@*45@*&Q 83? 3)(2(43@Q@*4(S%@39(*+ 9@%+? 6(98(+ /i.# 8*&@)

表 =7= 个组细胞在不同时间段的 组值及细胞毒性评级
T)6$/=7564#-6)(3/")$%/)(*3.&#&#L'3'&. ;-)*'(;

'(/)31;-#%0)&*',,/-/(&&'2/0#'(&4

培养时间

( 8)
样本

量

# 倍浸提液组
(2%3+nTJ)

正常对照组

(2%3+nTJ)
eGe
(])

评级

(级)
细胞

毒性

#0 !- /d-!Dn/d/0. /d-#0n/d/,/ F.d,/ ! i

DE !- /d.#Dn/d/-E /dEE#n/d/-. !/Fd0# / i

0, !- /d,,/n/d!/# /d,00n/d!/. !/0d-. / i

E/ !- /dF0En/d/F, !d/0/n/d/.- F!d/0 ! i

.# !- !d!/Fn/d/-- !d#/0n/dD0D F#d!D ! i

"注$eGe$相对生存率#i$无毒性
"$*9%$eGe$@%439(R%5@*698 @39%#i$+*+9*Y(;(9P

=:?"各组细胞凋亡情况比较
荧光显微镜下可见"# 倍浸提液组和正常对照组

均可见大量核染色质着绿色的活细胞"仅有极少量着
黄绿色的凋亡细胞"凋亡细胞的核固缩*核染色增强"
还可见有膜包裹的凋亡小体芽生突出于细胞表面'
(图 D)'

200μm 200μm BA
图 >7荧光显微镜下 = 个组细胞凋亡情况比较 (=KM1f"标尺 l
#// %2)"# 倍浸提液组和正常对照组均可见大量核染色质着绿色
的活细胞"仅有极少量着黄绿色的凋亡细胞"凋亡细胞的核固缩*核
染色增强"还可见有膜包裹的凋亡小体芽生突出于细胞表面"=$#
倍浸提液组"f$正常对照组
:';%-/>7J#20)-'4#(#,)0#0&#4'46/&9//(&1/&9# ;-#%04%(*/-
,$%#-/43/(3/2'3-#43#0/(=KM1f"X3@l#// %2)"=43@5%+&2X%@*S
4(R(+5;%44)6(98 5@%%+ ;8@*239(+ 3+? *+4P3)2344+&2X%@*S3Q*Q9*9(;
;%44)6(98 P%44*6O5@%%+ +&;4%3@;8@*239(+ 6%@%S*&+? (+ 98%#OS*4?
4%3;8(+5)*4&9(*+ 5@*&Q 3+? 98%+*@234;*+9@*45@*&Q:<8%+&;4%(*S98%
3Q*Q9*9(;;%44)63)QPV+*9(;" 98%+&;4%3@)93(+(+563)%+83+;%?" 3+?
3Q*Q9*9(;X*?(%)6@3QQ%? (+ 2%2X@3+%Q@*9@&?%? *&9)(?%98%;%44)&@S3;%
"=$#OS*4? 4%3;8(+5)*4&9(*+ 5@*&Q"f$+*@234;*+9@*45@*&Q

=:@"各组细胞凋亡率比较
流式细胞术检测结果显示"正常对照组*! 倍浸提

液组和 # 倍浸提液组的细胞凋亡率分别为 ( 0dFEn
!d/F)]*(DdEEn!dD-)]和( #d,,n/dEE)]"D 个组细
胞凋亡率总体比较差异无统计学意义 ([l#d,F"Rl
/d!D)(图 0)'
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1倍浸提液组 2倍浸提液组 正常对照组

图 ?7流式细胞术检测 > 个组细胞的凋亡率"=$正常对照组流式细胞图"f$! 倍浸提液组流式细胞图"B$# 倍浸提液组流式细胞图"J$D 个组

细胞凋亡率比较"[l#d,F"Rl/d!D(单因素方差分析"#lF)

:';%-/?7J/$$)0#0&#4'4-)&/4#,&1-//;-#%04*/&/3&/*6. ,$#93.&#2/&-."=$\4*6;P9*2%9@P@%)&49*S98%+*@234;*+9@*45@*&Q"f$\4*6;P9*2%9@P

@%)&49*S98%!OS*4? 4%3;8(+5)*4&9(*+ 5@*&Q"B$\4*6;P9*2%9@P@%)&49*S98%#OS*4? 4%3;8(+5)*4&9(*+ 5@*&Q"J$g&3+9(939(R%;*2Q3@()*+ *S;%443Q*Q9*)()@39%)

32*+598%98@%%5@*&Q)"[l#d,F"Rl/d!D (K+%O63P=$K'="#lF)
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>7讨论

\T 在国内尚处于临床试验阶段"但在国外眼科临
床已广泛应用

+ #, ' \T 在翼状胬肉手术中的应用已超
过 D/ 年"大量临床研究表明用 \T 代替缝线固定羊膜
或其他结膜移植物能缩短手术时间"减轻术后不适感"
并且能有效减少翼状胬肉复发

+ D, #'u4(2uV(+ 0,使用 \T
封闭 !! 眼青光眼引流阀植入术后渗漏"结果显示 F 眼
的眼 压 从 D- 22H5( ! 22H5l/d!DD VZ3) 下 降 至
## 22H5及以下"并长期维持稳定#一些学者用 \T 辅
助治疗视盘凹陷相关黄斑脱离"术后患者未出现炎症
反应"且视网膜下积液减轻"治疗效果可持续 !0 个
月

+ -iE, #将 \T 应用于飞秒激光辅助的准分子激光角膜
原位磨镶术"可有效减少角膜上皮向内生长的发
生

+ ., #将 \T 应用于白内障手术中封闭巩膜切口"能减
少创面渗漏和发生眼内炎的风险

+ ,, ' 此外"临床研究
表明 \T 对角膜溃疡及穿孔也有很好的治疗效果#
T83@23等 + F,

认为与其他类型的组织粘合剂比较"\T 在
修补直径 D 22以下的角膜穿孔时"不仅术后愈合时
间更短"而且角膜新生血管更少"并且对于直径 D 22
以上的角膜穿孔"也可用 \T 粘贴羊膜等植片进行修
补"这提示无论直径 D 22以下的小穿孔"还是直径
D 22以上的大穿孔"使用 \T 进行修补均是一种安全*
有效的治疗方式'

角膜移植术是角膜病重要的复明及治疗手段"传
统角膜移植的供体多为遗体捐献"来源匮乏"如何扩增
角膜供体来源一直是临床亟待解决的问题' 随着
T_Lb1的兴起"术中取出的角膜基质透镜逐渐被尝试
应用于角膜溃疡和穿孔的治疗' A(3+5等 + !/,

采用角膜

基质透镜对 !0 例角膜溃疡和 E 例角膜穿孔进行修补"
术后角膜损伤愈合良好#=X? 143[([等 + !!,

采用角膜基

质透镜联合单层羊膜覆盖技术修补 . 例角膜穿孔"术
后前房形成良好#临床研究提示"角膜基质透镜可用于
紧急情况下角膜穿孔的修补'

随着此类研究的深入"部分学者发现与传统缝合
方法相比"用 \T 将角膜基质透镜固定在损伤角膜表
面"不仅操作简便"而且可以减少缝合对角膜组织的刺
激' f83+?3@(等 + !#,

采用 \T 将单层角膜基质透镜粘合
在 . 例角膜小穿孔*角膜撕裂及角膜缺损的角膜表面"
术后植片透明且角膜愈合良好' 但是由于单层角膜基
质透镜的中央厚度仅约为 !// %2"在治疗较大*较深
的角膜溃疡或穿孔时"无论采用缝合还是粘合的方式"
单层透镜均难以承受眼压"植片可能发生扭曲*滑动"
甚至脱落"因此需将多层角膜基质透镜叠加使用"而

\T 即为良好的粘合叠加方式' C(+ 等 + !D,
采用 \T 粘合

双层角膜基质透镜构建角膜植片用于兔的前板层角膜

移植"术后角膜完成上皮化且植片透明' 此类研究提
示"对于较大*较深的角膜穿孔"用\T 粘合多层角膜基
质透镜作为植片可能是一种安全*有效的修补手段'

此外"有学者设想可采用\T 层间粘合多层角膜基
质透镜建立具有一定厚度和强度的角膜基质支架"联
合不同的种子细胞构建组织工程角膜"作为角膜移植
术的供体使用"C(+ 等 + !D,

采用 \T 粘合多层角膜基质
透镜联合人角膜缘上皮细胞构建组织工程角膜"结果
表明该种组织工程角膜与正常的角膜组织具有相似的

表型和结构"且\T 粘合的多层角膜基质透镜支架足以
维持角膜上皮细胞的黏附*增生和复层结构的形成'
尽管该组织工程角膜尚未在临床应用"但为角膜供体
来源提供了另一种可能'

以往关于\T 的研究多侧重于临床应用方面"对其
生物相容性"尤其是细胞毒性的研究较少' 有学者认
为\T 粘合虽然可降低手术难度"但可能存在增加排斥
反应的风险"因此有必要证实 \T 是否影响体内微环
境' 材料对体内微环境的影响即为材料的生物相容
性"即生物材料在宿主特定的环境和部位"能够耐受宿
主各系统作用而保持相对稳定"不发生排斥反应的特
性"包括组织相容性和血液相容性 + !0, ' 关于 \T 的血
液相容性"有研究表明\T 经腹腔内注射不会影响大鼠
的凝血时间和凝血酶活性

+ !-, #同时也有研究表明连续
!0 ? 给予大鼠腹腔内注射\T 浸提液"高剂量组较低剂
量组凝血时间明显延长"脏器系数明显升高"这一结果
提示高剂量的\T 可能有潜在的免疫毒性"其靶器官为
凝血系统和免疫系统的脾脏' 组织相容性一般通过体
外细胞毒性实验评定"通过模拟细胞生存环境"观察材
料对细胞的生长*增生及代谢的影响' 本研究采用国
际标准化组织 LTK!/FFD(GfM<!E,,E)推荐的 _<<法
及细胞膜完整性测定方法 (=KM1f染色法)"从形态
学*细胞生长及凋亡 D 个角度评估 \T 对 HB\)的
影响'

本研究结果显示"=KM1f染色后 # 倍浸提液组及
正常对照组荧光显微镜下均可见大量呈绿色荧光的活

细胞"仅有极少量细胞呈现早期凋亡的黄绿色荧光"说
明在\T 浸提液中生长的细胞形态正常"未出现异常凋
亡"少量早期凋亡细胞很可能与细胞衰老有关#_<<
法证实 # 倍浸提液组与正常对照组具有相似的增生趋
势"DE 0̂, 8 浸提液组细胞生长速度略高于正常对照
组"说明在一定程度上 \T 可促进细胞增生"这与 c@&5
等

+ !E,
及 H*QS+%@等 + !.,

报道的结果一致' 我们推测可
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能是 \T 的某些成分"如凝血因子*#给细胞生长提供
了一定的营养支持"刺激细胞增生#细胞凋亡是机体对
有害因素的自卫反应"通过流式细胞仪 =++%Y(+'MZL
双染色法检测证实 \T 并未诱导 HB\)凋亡"不同剂量
组间细胞凋亡率比较差异无统计学意义"说明\T 对细
胞的凋亡无明显影响'

本研究中采用的 HB\)来源于角膜基质组织"是
角膜基质微环境成分中重要的调控细胞"参与调控角
膜新生血管的形成*炎症反应及修复过程 + !,, ' 角膜基
质层约占角膜全层的 F/]"在一定程度上能模拟体内
的角膜环境"适用于研究 \T 对角膜的影响' 本研究
中"考虑到 T_Lb1是直接在角膜基质层做预设深度的
切削"取出的组织仅有角膜基质组织"而角膜基质组织
主要由大量的胶原纤维和成纤维细胞构成"因此用胶
原酶$消化取出的角膜基质组织"将得到的细胞悬液
进行体外培养后"得到的细胞即是基质层来源的
HB\)"因此未做细胞鉴定' 此外"本课题组前期已建
立稳定的从牛角膜基质组织中分离培养 HB\)的技术
方法"并对培养出的 HB\)进行了细胞鉴定 + !F, ' 本研
究参照文献 + !F,的方法"并利用了相同型号的胶原
酶*相同的细胞培养条件等对人角膜基质组织进行分
离培养' 本研究中利用 T_Lb1术中取出的角膜基质
组织在体外分离培养 HB\)"不仅取材方便*原料充足"
而且方法非常简便"培养周期短"获得的细胞纯度很
高' 由于屈光手术患者普遍比较年轻"因此获得的细
胞具有很强的细胞活性和增生能力' 由于 \T 具有一
定黏度"在与细胞共培养时会粘掉部分已经贴壁的细
胞"造成细胞数目减少"引起 B值降低' 为避免这种
影响"本研究中采用浸提液法研究 \T 的细胞毒性 + #/, '

本研究从细胞形态*增生及凋亡 D 个方面证实在
体外环境下 \T 与 HB\)具有良好的生物相容性"不同
浓度的 \T 对 HB\)的形态*增生及凋亡均无显著影
响"但 \T 是否影响 HB\)的细胞分泌功能仍需要进一
步研究' 本研究结果表明"\T 无体外细胞毒性且与
HB\)有良好的生物相容性"为其广泛应用于角膜溃疡
及穿孔的修补提供了实验依据'
利益冲突"所有作者均声明不存在利益冲突
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