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!实验研究!

人角膜基质透镜长期超低温保存的可行性评估
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!!$摘要%!目的!观察超低温环境下长期保存后人角膜基质透镜的透明度及结构变化"探讨简单可行且

有效的角膜基质透镜长期保存方案&!方法!收集 $#/"/$#$# 年于中山大学中山眼科中心海南眼科医院行

飞秒激光小切口角膜透镜取出术+T\>V%,$## 眼"手术中获取完整人角膜基质透镜标本 $## 份& 将人角膜基

质透镜标本置于[:# l超低温冰箱中保存"按照保存时间的不同将标本分为 / 个月组)$0 个月组);# 个月组

和 :0 个月组"每组 A# 份& 采用超微量分光光度计测量各组在 "##]:## +&波长范围内角膜基质透镜的透光

率"每个透镜共连续检测 /# 次"每次间隔 A# +&*分别采用苏木精[伊红染色和 \'557+ 染色观察各组角膜基质

透镜的组织学形态变化和胶原纤维结构改变*采用透射电子显微镜观察各组角膜基质透镜中胶原纤维排列

方式及角膜基质细胞的超微结构变化*采用 MiS%V染色法检测各组人角膜基质透镜中角膜基质细胞凋亡情

况&!结果!各组 0A#]:## +&波长范围内角膜基质透镜透光率比较差异均无统计学意义 +均 Qm# #̂A,&

\'557+ 染色结果显示"/ 个月组角膜基质透镜胶原纤维排列整齐)紧密"$0 个月组部分胶原纤维间出现空泡"

;# 个月组胶原纤维排列疏松"空泡增多":0 个月组部分胶原纤维脱落"角膜基质透镜变薄*苏木精[伊红染色

显示角膜基质透镜形态改变与胶原纤维变化相对应& 透射电子显微镜下可见 / 个月组角膜基质透镜胶原纤

维排列规则"角膜基质细胞呈长梭形"核膜完整"胞质丰富*$0 个月组胶原纤维排列稍疏松"角膜基质细胞变

形"核膜不完整*;# 个月组胶原纤维排列疏松)不整齐"细胞核萎缩变形*:0 个月组胶原纤维排列紊乱"角膜基

质细胞皱缩"核膜不连续"核质裂解& MiS%V染色结果显示"/ 个月组)$0 个月组);# 个月组和 :0 个月组透镜

中基质细胞凋亡率分别为+:. :̂#n/ /̂.,_)+ :B Â#n/ #̂A,_)+ :B "̂#n/ Â/,_和+ B# $̂#n/ 0̂.,_"总体比较

差异无统计学意义+Ro0 Â$A"Qo# #̂A",&!结论!人角膜基质透镜超低温环境下保存 :0 个月可见胶原纤维

排列紊乱及角膜基质细胞凋亡"但其透明度和完整性仍较好& 超低温保存技术长期保存角膜基质透镜有效且

简单可行&!

$关键词%!角膜疾病* 角膜移植* 角膜基质* 生物保存* 低温贮藏* 超微结构* 凋亡* 透明度
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&7+HJ5GE53E6H(2E)-'H[:# l '667GK(+,H7,G7I3(+,"*(HJ A# 5'&3)E5(+ E'6J ,G7I34MG'+5&(HH'+6E7FHJE67G+E')

)E+H(6I)E5'H*'2E)E+,HJ 7F"##[:## +&*'5&E'5IGEK *(HJ '+ I)HG'C&(6G753E6HG73J7H7&EHEG'+K E2EG-)E+H(6I)E*'5
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*EGEEX'&(+EK N-JE&'H7X-)(+CE75(+ 5H'(+(+,'+K \'557+ 5H'(+(+,"GE53E6H(2E)-4MJE'GG'+,E&E+H7F67))',E+ F(NEG5'+K
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:## +&*'2E)E+,HJ *'55EE+ '&7+,HJE0 ,G7I35+'))'HQm# #̂A,4\'557+ 5H'(+(+,GE2E')EK HJ'HHJE67))',E+ F(NEG5

(+ HJE)E+H(6I)E5*EGE+E'H)-'GG'+,EK '+K H(,JH)-3'6LEK (+ HJE/C&7+HJ ,G7I34>+ HJE$0C&7+HJ ,G7I3"(+HEGF(NG7I5

2'6I7)E5*EGEF7I+K (+ 57&E67))',E+ F(NEG54MJE'GG'+,E&E+H7FHJE67))',E+ F(NEG5*'5)775E'+K &7GE2'6I7)E5*EGE

K(53)'-EK (+ HJE;#C&7+HJ ,G7I3"'+K HJE)7557F57&E67))',E+ F(NEG5'33E'GEK '+K HJE)E+H(6I)E5*EGEHJ(++EK (+ HJE

:0C&7+HJ ,G7I34>H*'5F7I+K HJG7I,J JE&'H7X-)(+CE75(+ 5H'(+(+,HJ'HHJE&7G3J7)7,(6')6J'+,E57F67G+E')5HG7&')

)E+H(6I)E567GGE537+KEK H7HJE')HEG'H(7+57F67))',E+ F(NEG54MG'+5&(55(7+ E)E6HG7+ &(6G75673-5J7*EK HJ'H(+ HJE

/C&7+HJ ,G7I3"HJE67))',E+ F(NEG57FHJE67G+E')5HG7&')E+H(6I)E5*EGE+E'H)-'GG'+,EK '+K GE,I)'G"'+K HJE67G+E')

5HG7&')6E))5*EGEE)7+,'HEK '+K 53(+K)EC5J'3EK" '+K HJE+I6)E'G&E&NG'+E*'5(+H'6H'+K HJE6-H73)'5& *'5

'NI+K'+H4>+ HJE$0C&7+HJ ,G7I3"HJE67))',E+ F(NEG55J7*EK 5)(,JH)-)775E'GG'+,E&E+H"'+K HJE67G+E')5HG7&')6E))5

*EGEKEF7G&EK *(HJ (+67&3)EHE+I6)E'G&E&NG'+E4>+ HJE;#C&7+HJ ,G7I3"HJE67))',E+ F(NEG5*EGE(+ )775E'+K
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!!角膜供体来源匮乏一直是影响角膜移植手术实施
的主要问题之一& 近年来各国研究者们都在努力探寻
更加安全)高效的移植材料来缓解角膜供体紧张的局
面& 目前有研究将聚甲基丙烯酸甲酯和水凝胶等人工
合成材料植入角膜基质中进行观察"但均有中毒性角
膜基质炎)植片排出和植片溶解等并发症发生 - /[$. "人
工合成角膜移植材料还有待改进& 目前应用异种生物
材料进行角膜移植开始受到关注"但如何有效地通过
化学或者物理方法去除移植组织中的细胞成分"同时
保持组织的固有结构是目前所面临的主要难题之

一
-". & 飞秒激光小切口角膜透镜取出术+5&'))C(+6(5(7+

)E+H(6I)EEXHG'6H(7+"T\>V%,代表着当今角膜屈光手术

的发展趋势"是目前的主流术式之一"其利用飞秒激光
精准聚焦定位的立体切割技术在角膜基质层内特定深

度中切割出一定大小和厚度的透镜"从而达到矫正屈
光不正的目的& 我们前期的研究已证明人角膜基质透
镜在经过 /## d-的 `射线照射或甘油低温处理后
$ 周内仍能保持良好的纤维结构"并且通过飞秒激光
辅助角膜基质透镜移植术在动物实验和临床研究中取

得了良好的效果
- 0[.. & 因此"角膜基质透镜在眼科学

再生领域具有重要的应用潜力"可为角膜基质混浊)老
视)圆锥角膜及角膜扩张等患者提供新的治疗手
段

- :. & 如何能够长期有效且简单地保存角膜基质透
镜仍然是角膜基质透镜移植术推广所面临的主要问题
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之一
- B. & 本研究对超低温环境下保存不同时间的人

角膜基质透镜组织结构变化和透明性进行观察"拟寻
求一种长期有效且简单可行的角膜基质透镜保存方

法"为角膜基质透镜的长期保存及其在眼科疾病治疗
中的应用提供实验依据&

96材料与方法

949!材料
94949!标本来源!纳入 $#/"/$#$# 年在中山大学中
山眼科中心海南眼科医院行 T\>V%的 $## 眼"术中获
取角膜基质透镜标本共 $## 份& 标本来源患者中男
AB 例 //$ 眼"女 0A 例 :: 眼*平均年龄+$# :̂.n/ $̂#,
岁*术眼等效球镜度为+" ;̂"n# ;̂:,<& 本研究中人体
组织样本使用及研究方案经中山大学中山眼科中心海

南眼科医院伦理委员会审核批准+批文号#$#/"C##","
实验过程均符合0赫尔辛基宣言1& 所有患者知晓手
术方法及研究目的"均自愿签署知情同意书&
9494:!主要试剂及仪器!=QM冷冻切片包埋剂 +日
本 T'LIG'公司,*苏木精[伊红染色试剂盒+上海碧云
天生物技术有限公司,*\'557+ 染色试剂盒+北京索莱
宝科技有限公司,*MiS%V试剂盒+瑞士 D76JE公司,&
U7G&'B#$ 超低温冰箱+美国 dZCiVMT 公司,*Z""# 型
超微量分光光度计 +德国 >&3)E+ 公司,*RX(7-)'+$ 型
倒置光学显微镜)VT\::# 激光扫描共焦显微镜+德国
Q'G)hE(55公司,*ME6+'(d$ T3(G(HM*(+ 透射电子显微
镜+美国 U%>公司,&
94:!方法
94:49!T\>V%手术及角膜基质透镜标本收集!手术
由同一经验丰富的主任医师完成& 采用 Y(5I\'X飞
秒激光对屈光不正患者行 T\>V%"术中行角膜基质
内双层同心圆螺旋式扫描以制作角膜基质透镜"用
分离铲自开口处分离角膜基质透镜后表面及前表

面"用显微镊取出完整角膜基质透镜"透镜光学区直
径为 + ; Â# n# /̂", &&"厚度为 + ;A #̂# n/ Â: , !&&
将角膜基质透镜置于[:# l超低温冰箱内保存&
94:4:!角膜基质透镜透明度检测!按照角膜基质透
镜保存时间不同分为 / 个月组)$0 个月组);# 个月组
和 :0 个月组"每组 A# 份& 按照分组时间点将角膜基
质透镜从[:# l超低温冰箱中取出后平放于 B; 孔板
中"在水浴中解冻 /# &(+"加入少量磷酸盐缓冲液
+ 3J753J'HENIFFEG5')(+E"ZbT,完全覆盖角膜基质透镜&
每组取 /# 片角膜基质透镜"采用超微量分光光度计检
测角膜基质透镜透明度"检测波长为 "##]:## +&"每
个透镜共连续检测 /# 次"每次测定的间隔波长为

A# +&"计算每个角膜基质透镜透光率& 将每组透镜
标本平铺于有黑色 %字的白纸上"观察透过角膜基质
透镜标本显示 %字的清晰度"评估其透明性"并在低
倍显微镜下观察每组透镜标本的透明度和完整性&
94:4;!苏木精[伊红染色法观察角膜基质透镜的组
织形态!每组取 /# 片角膜基质透镜"用质量分数 0_
多聚甲醛固定"以质量分数 "#_蔗糖脱水"常规 =QM
混合剂包埋"[$# l下冰冻切片机切片"切片厚度
. !&& 切片以 0_多聚甲醛固定 /# &(+"超纯水冲洗
$ &(+"苏木素染色 A &(+"自来水冲洗 $ 次"每次 A &(+*
吸干切片上水分"用盐酸乙醇分化液分化 /# 5*自来水
冲洗 $ 次"每次 A &(+*伊红染色液染色 / &(+*自来水
冲洗 A &(+*封片剂封片& 倒置光学显微镜下观察切片
组织形态并拍照&
94:4<!\'557+ 染色法观察胶原纤维结构!每组取 /#
片角膜基质透镜"组织固定)脱水)包埋及切片方法同
/4$4"& 切片以铁苏木素染色液染色 A &(+"自来水冲
洗*吸干切片上水分"酸性乙醇分化液分化 /# 5"水洗*
用 \'557+ 蓝化液返蓝 A &(+"蒸馏水浸洗 / &(+*丽春
红酸性品红染色液染色 A &(+*弱酸工作液洗 / &(+*
磷钼酸溶液洗 / &(+*弱酸工作液洗 / &(+"直接置于
苯胺蓝染色液中染色 $ &(+*弱酸工作液洗 / &(+*体
积分数 BA_乙醇快速脱水*无水乙醇脱水 " 次"每次
A 5*二甲苯溶液透明 " 次"每次 / &(+*封片剂封片&
倒置光学显微镜下观察胶原纤维结构变化并拍照&
94:4=!透射电子显微镜下观察角膜基质透镜超微结构
变化!每组取 /# 片角膜基质透镜"置于质量分数 $ Â_
戊二醛溶液中 0 l固定 $0 J"质量分数 /_锇酸固定
$ J"用 "#_)A#_).#_)B#_乙醇及 B#_乙醇与 B#_丙
酮混合液逐级脱水"每次 /A &(+"用 %37+:/$ 包埋树脂
"A l下作用 $ J 以包埋组织"烤箱聚合后制作成 .# +&
厚切片"用铜网捞片"醋酸铀染色 /A &(+"水洗 " 次"硝
酸铅染 /A &(+"水洗 " 次& 透射电子显微镜下观察切片
组织胶原纤维及角膜基质细胞超微结构变化并拍照&
94:4D!MiS%V法检测角膜基质透镜基质细胞凋亡!
每组取 /# 片角膜基质透镜"组织固定)脱水)包埋及切
片方法同 /4$4"& 用 0_多聚甲醛于 /A]$A l下固定
冰冻切片 $# &(+"ZbT 清洗 " 次"每次 /# &(+*体积分
数 "_双氧水 /A]$A l下封闭 /# &(+"ZbT 清洗 " 次"
每次 A &(+"切片浸入通透液中"$ ]: l条件下促渗
$ &(+*以脱氧核糖核酸酶 >在室温下处理 /# &(+ 的切
片作为阳性对照"将 MKM8酶和标记液混合+/ eB,作为
MiS%V反应液"". l湿盒避光孵育 / J"将经固定和通
透处理的细胞与每孔A#!)的标记液一起孵育 "以标

!""#/!中华实验眼科杂志 $#$/ 年 /$ 月第 "B 卷第 /$ 期!QJ(+ W%X3 =3JHJ')&7)"<E6E&NEG$#$/"Y7)4"B"S74/$
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表 96各组角膜基质透镜透光率比较++%.,EFG"H,
I.5(%96C)+*.$/-),)0#$.,-+/##.,1%)01)$,%.((%,#/1"(%-.+),2 &/00%$%,#2$)"*-++%.,EFG"H,

组别

样

本

量

不同波长的透光率

"## +& "A# +& 0## +& 0A# +& A## +& AA# +& ;## +& ;A# +& .## +& .A# +& :## +&

/ 个月组 /# /: Â$n/ .̂/ 0# 0̂.n$ 0̂" A/ "̂#n/ 0̂/ A0 $̂#n/ "̂$ A: #̂.n/ B̂$ ;0 "̂$n# :̂0 ;: 0̂.n/ .̂0 ;B :̂.n/ .̂; .0 /̂#n$ "̂. .0 Â.n/ B̂$ .0 0̂.n$ #̂$

$0 个月组 /# /A /̂An/ $̂; "A "̂#n" "̂. 0A Â#n/ $̂. ;/ #̂.n$ :̂; A/ B̂$n$ ;̂B AB "̂An; "̂B ;0 B̂.n# :̂/ ;: Â#n0 "̂# ;: ;̂#n/ "̂A ;. /̂$nA #̂0 ;. Â$n" Â/

;# 个月组 /# $A /̂An$ B̂0 A/ .̂#n$ $̂A'N AB ;̂$n/ "̂/'N AB #̂$n/ .̂A ;$ ;̂AnA .̂B .$ $̂An" .̂A ;B :̂$n$ Â; .B $̂#n" $̂. .B $̂.n" .̂" :# B̂.n$ B̂; .A .̂$n/ .̂A

:0 个月组 /# /. .̂#n; 0̂$ 0. Â$nA B̂"N AA :̂An" Â"N ;$ #̂/nA B̂" A. .̂#n/ .̂A ;" .̂AnA #̂: ;; $̂$n" .̂A .$ /̂.n: #̂/ .# .̂.nA #̂: .# #̂An0 B̂" .$ .̂$n0 /̂"

R值 ; .̂A# : /̂/: // ;̂0. " Â:0 0 B̂$; " Â.0 " "̂"; $ Â0/ A $̂#: 0 :̂"/ " B̂BB

Q值 # #̂:# # #̂00 # #̂#B # "̂/# # /̂.. # "̂// # "̂0" # 0̂;: # /̂A. # /̂:A # $̂;$

!注#与各自 / 个月组比较"'Qp# #̂A*与各自 $0 个月组比较"NQp# #̂A+单因素方差分析"VT<C2检验,
!S7HE#Q7&3'GEK *(HJ GE53E6H(2E/C&7+HJ ,G7I3"'Qp# #̂A*67&3'GEK *(HJ GE53E6H(2E$0C&7+HJ ,G7I3"NQp# #̂A +=+EC*'-RS=YR"VT<C2HE5H,

BA C D2mm 2mm 2mm 2mm

图 96各组角膜基质透镜的大体组织透明度观察+m/#"标尺o$ &&,!各组角膜基质透镜完整)
透明"可清晰透见其下方的字母!R#/ 个月组!b#$0 个月组!Q#;# 个月组!<#:0 个月组
!/2"$%96J$)--)5-%$'.#/),)01)$,%.(-#$)+.((%,#/1"(%-/,&/00%$%,#2$)"*-+m/#"N'Go$ &&,!
Q7G+E')5HG7&'))E+H(6I)E5*EGE(+H'6H'+K HJE2%3 I+KEGHJE)E+H(6I)E5*'56)E'G)-2(5(N)E(+ 2'G(7I5
,G7I35!R#/C&7+HJ ,G7I3!b#$0C&7+HJ ,G7I3!Q#;#C&7+HJ ,G7I3!<#:0C&7+HJ ,G7I3

记液中无末端转移酶作为阴性对照& 孵育结束后用
ZbT 清洗 " 次"每次 A &(+"<RZ>染色液染核"室温下
湿盒内避光孵育 /A &(+"用ZbT 清洗 " 次"每次 " &(+"
吸干切片水分"封片剂封片*采用激光扫描共焦显微镜
观察基质细胞凋亡及细胞核染色情况"基质细胞呈红
色荧光"细胞核呈蓝色荧光& 采用 >&',EW图像分析软
件计算 MiS%V阳性细胞数量& 计算细胞凋亡率"细胞
凋亡率o阳性细胞数?细胞总数m/##_&
94;!统计学方法

采用 TZTT $" #̂ 统计学软件进行统计分析& 计量
资料经 TJ'3(G7Cc()L 检验满足正态分布者以 &E'+nT<
表示"/ 个月组)$0 个月组);# 个月组和 :0 个月组间
计量资料总体差异比较采用单因素方差分析"组间两
两比较采用 VT<C2检验*非正态分布资料以 &+S/"
S",表示"总体差异比较采用 9GI5L')Cc'))(5/检验"组
间两两比较采用 c()67X7+ 秩和检验& Qp# #̂A 为差异
有统计学意义&

:6结果

:49!各组角膜基质透镜透明度比较
0 个组角膜基质透镜低倍显微镜下均完整)光滑"

未见明显混浊)碎裂和斑块"透过角膜基质透镜的 %
字均清晰可见+图 /,& 在 "A# +&
和 0## +&波长处 0 个组角膜基
质透镜透光率明显不同"总体比
较差异均有统计学意义 + Ro
: /̂/:"Qo# #̂00*Ro// ;̂0."Qo
# #̂#B,"其中 ;# 个月组角膜基质
透镜透光率高于 / 个月组";# 个
月组和 :0 个月组透光率均高于
$0 个月组"差异均有统计学意义
+均 Qp# #̂A,& 波长 0A#]:## +&

范围内各组间角膜基质透镜透光率总体比较差异均无

统计学意义+均 Qm# #̂A,+表 /,&
:4:!各组角膜基质透镜组织学和胶原纤维形态比较

\'557+ 染色和苏木精[伊红染色结果显示"/ 个月
组角膜基质透镜中胶原纤维表面光滑"排列致密整齐"
透镜组织表面完整"结构排列整齐*$0 个月组角膜基
质透镜胶原纤维排列稍疏松"可见部分胶原纤维排列
紊乱"部分纤维间出现空泡*角膜基质透镜表面不光
滑"透镜组织增厚"组织间可见大小不一的空泡& ;#
个月组角膜基质透镜胶原纤维及透镜组织排列疏松

呈网状"纤维间可见大量空泡"透镜表面形态凹凸不
平"但组织仍较厚*:0 个月组角膜基质透镜中部分胶
原纤维脱落"厚度变薄+图 $, &
:4;!各组角膜基质透镜超微结构变化

透射电子显微镜下观察结果显示"/ 个月组角膜
基质透镜胶原纤维排列整齐"角膜基质细胞呈细长梭
形"核膜完整"细胞质丰富*$0 个月组角膜基质透镜胶
原纤维排列较疏松"但仍整齐"角膜基质细胞的细胞核
萎缩变形"核膜不完整*;# 个月组角膜基质透镜胶原
纤维稀疏"排列不整齐"细胞核进一步萎缩变形*:0 个
月组角膜基质透镜胶原维排列紊乱"结构疏松"角膜基
质细胞皱缩"核膜不完整"核质裂解+图 ",&

!0"#/! 中华实验眼科杂志 $#$/ 年 /$ 月第 "B 卷第 /$ 期!QJ(+ W%X3 =3JHJ')&7)"<E6E&NEG$#$/"Y7)4"B"S74/$
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:4<!各组角膜基质透镜中基质细胞凋亡率比较
MiS%V染色结果显示" / 个月组) $0 个月组和

;# 个月组角膜基质细胞荧光强度接近" :0 个月组
MiS%V阳性细胞稍增多& / 个月组)$0 个月组);# 个

月组和 :0 个月组细胞凋亡率分别为+:. :̂#n/ /̂.,_)
+ :B Â# n/ #̂A ,_) + :B "̂# n/ Â/ ,_ 和 + B# $̂# n
/ 0̂.,_"各组间总体比较差异无统计学意义 +Ro
0 Â$A"Qo# #̂A",+图 0,&

20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm

Masson染色 苏木精-伊红染色 Masson染色 苏木精-伊红染色

60
个

月
组

1个
月

组

84
个

月
组

24
个

月
组

图 :6各组角膜基质透镜胶原纤维和组织学形态表现+m$##"标尺o$# !&,!/ 个月组角膜基质透镜胶原纤维和透镜组织结构排列整齐"组织表
面光滑+箭头, 组$0 个月组角膜基质透镜中部分胶原纤维排列紊乱"组织表面不平+箭头, "角膜基质透镜组织中出现空泡+星号, 组;# 个月组角膜
基质透镜胶原纤维排列明显疏松呈网状"透镜组织中有大量空泡+星号, "组织表面不平+箭头, 组:0 个月组角膜基质透镜部分胶原纤维脱落"组织
表面不光滑+箭头, "纤维间空泡变少+星号, "组织变薄
!/2"$%:6K/-#)()2/1.(%L.+/,.#/),)01)$,%.(-#$)+.((%,#/1"(%-/,&/00%$%,#2$)"*-+m$##"N'Go$# !&,!MJE67))',E+ F(NEG57F67G+E')5HG7&')
)E+H(6I)E5*EGE+E'H)-'GG'+,EK '+K H(,JH)-3'6LEK '+K HJE'33E'G'+6E7FHJE)E+H(6I)E5+'GG7*, *'5(+H'6H(+ HJE/C&7+HJ ,G7I34MJE(+HEG)'-EGK(57GKEG5"
2'6I7)E5+5H'G, '+K I+E2E+ 5IGF'6E+'GG7*, *EGEK(53)'-EK (+ HJE67))',E+ F(NEG5'+K )E+H(6I)EH(55IE(+ HJE$0C&7+HJ ,G7I34>+ HJE;#C&7+HJ ,G7I3"'
GEH(6I)'HE5HGI6HIGE*'5F7I+K (+ HJE67))',E+ F(NEG5'+K HJE)E+H(6I)EH(55IE"5J7*(+,)775E+EK 5HGI6HIGE'+K &7GE(+HEG)'-EG2'6I7)E5+5H'G, '+K I+E2E+
5IGF'6E+'GG7*,4>+ HJE:0C&7+HJ ,G7I3")7557F57&E67))',E+ F(NEG5'+K HJ(++(+,7FHJE5HG7&'))E+H(6I)E5"I+E2E+ 5IGF'6E+'GG7*, '+K FE*EG2'6I7)E5+5H'G,
*EGE5EE+

500nm

1μm 1μm 1μm 1μm

500nm 500nm 500nmB C D

E F G H

A

图 ;6各组角膜基质透镜超微结构变化!R#/ 个月组角膜基质透镜胶原纤维排列整齐规则+mA ###"标尺oA## +&,!b#$0 个月组角膜基质透镜
胶原纤维排列较疏松+mA ###"标尺oA## +&,!Q#;# 个月组角膜基质透镜胶原纤维排列疏松+mA ###"标尺oA## +&,!<#:0 个月组角膜基质透
镜胶原维排列紊乱+mA ###"标尺oA## +&,!%#/ 个月组角膜基质细胞呈长梭形"核膜完整"细胞质丰富+箭头, +m/# ###"标尺o/ !&,!U#$0
个月组角膜基质细胞的细胞核形态不规则"核膜不完整+箭头, +m/# ###"标尺o/ !&,!d#;# 个月组角膜基质细胞萎缩"细胞内结构紊乱+箭
头, +m/# ###"标尺o/ !&,!a#:0 个月组角膜基质细胞皱缩"核膜结构不连续"核质裂解+箭头, +m/# ###"标尺o/ !&,
!/2"$%;6M(#$.-#$"1#"$%-)01)$,%.(-#$)+.((%,#/1"(%-/,&/00%$%,#2$)"*-!R#MJE67))',E+ F(NEG5*EGE'GG'+,EK +E'H)-'+K GE,I)'G)-(+ HJE/C&7+HJ
,G7I3 +mA ###"N'GoA## +&,!b#MJE'GG'+,E&E+H7F67))',E+ F(NEG5(+ HJE$0C&7+HJ ,G7I3 *'5')(HH)E)775EGNIH5H())GE,I)'G+mA ###"N'GoA## +&,!
Q#>GGE,I)'G'+K )775E'GG'+,E&E+H7F67))',E+ F(NEG5*'5K(53)'-EK (+ HJE;#C&7+HJ ,G7I3 +mA ###"N'GoA## +&,!<#MJE67))',E+ 'GG'+,E&E+H(+ HJE
:0C&7+HJ ,G7I3 *'5K(57GKEGEK +mA ###"N'GoA## +&,!%#MJELEG'H76-HE5(+ HJE/C&7+HJ ,G7I3 5J7*EK E)7+,'HEK '+K 53(+K)EC5J'3EK"'+K HJE+I6)E'G
&E&NG'+E*'5(+H'6H'+K 6-H73)'5&+'GG7*, *'5'NI+K'+H+m/# ###"N'Go/ !&,!U#MJE6E))I)'G+I6)E((+ HJE$0C&7+HJ ,G7I3 NE6'&EKEF7G&EK '+K
+I6)E'G&E&NG'+E+'GG7*, *'5(+H'6H+m/# ###"N'Go/ !&,!d#MJE6E))5+'GG7*, *EGE'HG73J(EK '+K KEF7G&EK (+ HJE;#C&7+HJ ,G7I3 +m/# ###"N'Go
/ !&,!a#MJE67G+E')5HG7&')6E))5+'GG7*, *EGE*G(+L)EK '+K 'HG73J(EK *(HJ K(567+H(+I7I5+I6)E'G&E&NG'+E'+K )-5EK +I6)E73)'5&(+ HJE:0C&7+HJ
,G7I3 +m/# ###"N'Go/ !&,
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图 <6各组角膜基质透镜中 IMNOP阳性细胞比较+m$##"标尺o$# !&,!细胞核呈蓝色荧光+<RZ>, "MiS%V
阳性细胞为红色荧光 +<Rb, & :0 个月组 MiS%V阳性细胞稍增多!<RZ>#03 ";C二脒基C$C苯基吲哚*MiS%V#
<SR末端转移酶介导的 KiMZ缺口末端标记法
!/2"$%<6C)+*.$/-),)0IMNOPQ*)-/#/'%1%((-/,1)$,%.(-#$)+.((%,#/1"(%-.+),2 '.$/)"-2$)"*-+m$##"N'Go
$# !&,!QE))I)'G+I6)E(5J7*EK N)IEF)I7GE56E+6E+<RZ>, '+K MiS%VC375(H(2E6E))55J7*EK GEK F)I7GE56E+6E+<Rb,4
MJEMiS%VC375(H(2E6E))5*EGE5)(,JH)-(+6GE'5EK (+ HJE:0C&7+HJ ,G7I3 ! <RZ># 0 3 " ;CK('&(K(+7C$C3JE+-)(+K7)E*
MiS%V#MKMC&EK('HEK N(7H(+-)'HEKCKiMZ+(6LCE+K )'NE)(+,

;6讨论

T\>V%手术中取出的健康生物材料'角膜基质透
镜(是位于角膜中央区基质前层的胶原纤维组织& 由
于角膜的硬度主要来自胶原纤维层"角膜基质层厚度
与角膜硬度呈正相关"因此胶原纤维层对维持角膜的
生物力学特性起着主导作用

- /#. "角膜基质透镜应用研
究为眼科部分疾病的治疗拓展了新的途径

- A"//[/$. &

角膜基质透镜的临床应用面临的主要挑战之一是

找到简单)经济且能长期保存角膜基质透镜的有效方
法"使之能够广泛用于药物载体研究)生物移植材料和
眼科疾病的手术治疗

- :[B"/". & 目前的相关研究主要集
中在不同保存液对角膜基质透镜的中短期保存方面"
V('+,等 - /0.

研究发现"0 l条件下短期保存+/]/0 K,

的角膜基质透镜在 =3H(57)角膜保存液中细胞结构变
化较慢& g'&等 - /A.

研究认为"在 $/ 周内经过质量分
数 # /̂_十二烷基硫酸钠处理后的角膜基质透镜仍能
保持稳定的光学特性& 然而"=3H(57)角膜保存液及其
他保存液均存在有效期较短且费用较高"不适合长期
使用的问题& V(I 等 - /;.

研究发现"用不同保存液在
0 l或室温下+约 $# l,保存 0: J 可有效维持角膜基
质透镜的透明度)完整性和低免疫原性"这为新鲜角膜
基质透镜的转运和定点保存提供了方法学依据&

甘油保存法是目前应用较广的长期保存角膜的方

法之一& V('+,等 - /0.
研究发现"无水甘油或硅胶干燥

剂保存的角膜基质透镜更易出现细胞破坏和水肿& 本
课题组前期研究发现"[$# l低温下甘油保存 " 个月
角膜基质透镜中大量胶原纤维断裂且结构排列紊乱"

与其他研究结果相似
- /0"/.. "因此用甘油长期保存角膜

基质透镜具有一定的限制性& 超低温保存法是一种长
期保存生物组织的方法"也可用于角膜的保存"但存在

角膜内皮损 伤 的 缺

点"因此很少用于角
膜长期保存

- /:[/B. & 角
膜基质透镜主要由"
型和#型胶原纤维构
成"保存时除要保持
基质透镜的完整性和

透明度外"无需维持
角膜内皮的生存和完

整性"也可避免后弹
力层皱褶带 来 的 影

响"因此超低温技术
保存角膜基质透镜具

有一定的应用前景& 本研究发现"[:# l环境下长期
保存的角膜基质透镜组织未见混浊)碎裂和斑块"
0A#]:## +&波长范围内保存不同时间组的透镜透光
率接近"但 "A#]0## +&波长范围内 0 个组的透镜透
光率有较大差异"与 g'&等 - /A.

的研究结果近似& 因
0A#]:## +&为可见光"而 "A#]0## +&为紫外光"紫
外光比可见光具有更高的能量".#_].A_的紫外光由
角膜基质层吸收

- $#[$/. "推测保存 ;# 个月的角膜基质
透镜中含水量增多和胶原纤维排列紊乱是导致这种差

异的原因&
规则的胶原纤维排列是保持角膜透明性的必要条

件之一
- $$. & 本研究中对角膜基质透镜的组织形态学

和超微结构进行观察"发现与保存 / 个月相比"保存
$0 个月的角膜基质透镜开始出现部分胶原纤维结构
排列稍疏松"纤维间出现空泡"保存 ;# 个月胶原纤维
排列疏松"部分胶原纤维排列不规则"空泡增多"保存
:0 个月胶原纤维排列紊乱"组织松散脱落& V(I 等 - /;.

研究发现"人角膜基质透镜可经冷冻技术保存"虽然随
着保存时间的延长细胞凋亡率较高"但是对角膜基质
透镜的透明性及其在一些疾病治疗中的临床应用的影

响不大& 本研究发现"虽然角膜基质透镜在超低温环
境下保存时间超过 ;# 个月会出现明显的组织结构变
化"但其透明度和完整性仍良好"这为保存的角膜基质
透镜作为角膜移植材料提供了依据"即超低温保存技
术长期保存角膜基质透镜有效且简单可行& D72EGE
等

- $".
研究发现"超低温保存可降低主要组织相容性复

合体的表达"减少术后免疫排斥反应& 我们推测角膜
基质透镜在超低温环境下长期保存后会形成低免疫原

性角膜基质支架"当受体角膜内皮细胞能够维持正常
的屏障功能和离子泵作用时"即可减轻术后角膜水肿"
保持角膜的透明性& 我们认为保存时间m;# 个月的

!;"#/! 中华实验眼科杂志 $#$/ 年 /$ 月第 "B 卷第 /$ 期!QJ(+ W%X3 =3JHJ')&7)"<E6E&NEG$#$/"Y7)4"B"S74/$
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角膜基质透镜可用于蚕食性角膜溃疡等免疫性角膜疾

病的手术治疗"保存时间p$0 个月的角膜基质透镜适
合于角膜基质混浊)老视和圆锥角膜等的手术治疗&

本实验尚未明确角膜基质透镜胶原纤维结构发生

变化的时间点"也缺乏长期保存角膜基质透镜用于临
床治疗的研究证据& 本课题组根据本研究结果已将各
组角膜基质透镜分别建立角膜移植动物模型"并对移
植受体角膜的各项生理指标和生物力学特性进行监

测"以进一步明确角膜基质透镜胶原纤维结构发生变
化的时间点"为超低温保存下角膜基质透镜治疗角膜
基质混浊)老视和圆锥角膜等疾病的研究提供实验
依据&
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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