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!实验研究!

以聚乙二醇水凝胶膜为载体构建的角膜上皮

移植片对 a?BA治疗的可行性
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!!$摘要%!目的!探讨聚乙二醇水凝胶膜)[@WL*是否能作为角膜上皮细胞)B&BL*体外扩增的载体以及

其能否用于角膜缘干细胞缺乏症)a?BA*的治疗&!方法!利用癸二酰氯'聚氧乙基甘油醚'聚已酸内酯二醇

人工合成 [@WL"检测其厚度'透光度和机械拉伸性能& 取清洁级新西兰大白兔 = 只"培养原代角膜缘上皮细

胞"荧光显微镜下观察培养细胞中角蛋白标志物 R&%HR&$ 和干细胞标志物 O<$ 的表达(将细胞分为阴性对照

组'阳性对照组和 [@WLgB&BL组"其中将阴性对照组细胞直接种植在培养皿底"加入普通细胞培养液"将阳性

对照组细胞种植在培养皿后加入含有 %## "'0*Ha@"F" 的普通细胞培养液"将 [@WgB&BL组细胞种植在铺有

[@WL的培养皿中用普通细胞培养液培养"各组培养 "= /& 采用 ZPP和 PcV&a染色法分别观察 $ 个组细胞

增生和细胞凋亡情况& 采用随机数字表法将清洁级新西兰大白兔 %D 只分为对照组'[@WL组和 [@WLgB&BL

组"每组 D 只& 其中对照组造模后不给予任何处置([@WL组将空 [@WL膜置于 a?BA实验兔角膜表面([@WLg

B&BL组为将 B&BL传代后种植于 [@WL上构建组织工程移植片后将移植片置于 a?BA兔模型的角膜表面& 采

用荧光素染色法检测各组实验兔角膜缺损面积大小并评分(采用苏木精 伊̀红染色法检测各组实验兔角膜上

皮组织学特点&!结果![@WL厚度不超过 %D# "'"能承受约 < Z[(的拉力"在 =## ;̂## 1'可见光范围内透

过率q::]& 角膜缘原代培养的大多数细胞 R&%HR&$ 染色和 O<$ 染色阳性& ZPP实验结果显示"[@WLgB&BL

组'阴性对照组和阳性对照组 M=:# 值分别为 #_D:r#_#%'#_<Dr#_#; 和 #_#<r#_#="总体比较差异有统计学意

义)=n%"_"D"Ks#_#D*"其中 [@WLgB&BL组和阴性对照组 M=:# 值明显大于阳性对照组"差异有统计学意义

)均 Ks#_#D*& PcV&a检测结果显示"[@WLgB&BL组'阴性对照组和阳性对照组 PcV&a阳性细胞率总体比较

差异有统计学意义)=n%$_=D"Ks#_#D*"其中 [@WLgB&BL组和阴性对照组 PcV&a阳性细胞率明显低于阳性

对照组"差异均有统计学意义)均 Ks#_#D*& 荧光素染色结果显示"随着术后时间的延长"各组角膜荧光素钠

染色评分均降低"对照组'[@WL组和 [@WLgB&BL组角膜荧光素钠染色评分依次降低& 苏木精 伊̀红染色结果

显示"对照组存在较少形状不规则的角膜上皮细胞"[@WL组一些区域出现单层稀疏的角膜上皮细胞([@WLg

B&BL组角膜上皮覆盖范围最大"细胞层数增加到 $ D̂ 层"形态较规则"排列较紧密&!结论![@WL韧性强'

透光度高且能够体外扩增角膜上皮"适合做角膜上皮移植片"并能促进 a?BA兔模型角膜上皮的修复&!

$关键词%!角膜上皮细胞( 角膜缘干细胞缺乏症( 聚乙二醇水凝胶膜( 角膜上皮细胞再生( 角膜上皮

移植片
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"45%*-)#*#6?5@.#*&2.6P0)1Q6L7)2(76N/67/68O0*K67/K*6162*KI0*/K58026*4)*'L)[@WL* I(1 M6-L65 (L(

I(88)684087/66,O(1L)01 04I0816(*6O)7/6*)(*I6**L)B&BL* &# @&21"(15 N/67/68[@WLI(1 M6-L65 )1 7/6786(7'61704

*)'M(*L76'I6**564)I)61IK)a?BA*.!A.*>",%!?6M(I0K*I/*08)56"5)/K580,K*[Ba(15 2*KI680*67/0,K*(76N686

-L65 70LK17/6L)U6[@WL.P/67/)IT16LL"78(1L')77(1I6(15 '6I/(1)I(*761L)*6O80O687)6L04[@WLN686'6(L-865.W0-8

I*6(1J28(56V6Nk6(*(15 N/)768(MM)7LN686L6*6I765 70I-*7-86O8)'(8K*)'M(*6O)7/6*)(*I6**L.P/66,O86LL)01 04

T68(7)1 '(8T68R&%HR&$ (15 L76' I6**'(8T68O<$ )1 7/6I-*7-865 I6**LN6860ML68Q65 -1568(4*-086LI61I6

')I80LI0O6.P/6I6**LN6865)Q)565 )170162(7)Q6I01780*280-O I-*7-865 N)7/ I0''01 I6**I-*7-86L0*-7)01"O0L)7)Q6

I01780*280-O I-*7-865 N)7/ I6**I-*7-86L0*-7)01 I017()1)12%## "'0*Ha@"F""(15 [@WLgB&BL280-O *)165 N)7/

[@WLI-*7-865 N)7/ I0''01 I6**I-*7-86L0*-7)01 408"= /0-8L.P/6O80*)468(7)01 (15 (O0O70L)L04I6**L)1 7/67/866

280-OLN6860ML68Q65 MKZPP(15 PcV&aL7()1)12"86LO6I7)Q6*K.W)47661 I*6(1J28(56V6Nk6(*(15 N/)768(MM)7LN686

5)Q)565 )170I01780*280-O"[@WL280-O (15 [@WLgB&BL280-O MK8(150'1-'M687(M*6'67/05"N)7/ D 8(MM)7L)1 6(I/

280-O.a?BA'056*N(LI01L78-I765 )1 7/67/866280-OL.P/6I01780*280-O N(L1072)Q61 (1K786(7'617(4768'056*)12.

G1 [@WL280-O"6'O7K[@WLN686O*(I65 01 7/6I0816(*L-84(I6048(MM)7L.G1 [@WLgB&BL280-O"7)LL-6J612)166865

28(47LI01L78-I765 N)7/ B&BL(4768O(LL(26)'O*(1765 01 [@WLN686O*(I65 01 7/6I0816(*L-84(I6048(MM)7L.P/6

I0816(*5646I7(86(048(MM)7LN(L5676I765 (15 LI0865 MK4*-086LI6)1 L05)-'L7()1)12.P/6/)L70*02)I(*I/(8(I768)L7)IL

048(MM)7LI0816(*6O)7/6*)-'N(L0ML68Q65 MK/6'(70,K*)1J60L)1 L7()1)12.P/6-L6(15 I(8604(1)'(*LI0'O*)65 N)7/

b-)564087/6B(86(15 cL604a(M08(708KR1)'(*LMK7/6c.?.V(7)01(*C6L6(8I/ B0-1I)*.P/66,O68)'617(*O8070I0*

N(L(OO80Q65 MK7/6C6L6(8I/ (15 B*)1)I(*P8)(*&7/)ILB0'')776604P/6W)8L7R44)*)(765 @0LO)7(*04@(8M)1 Z65)I(*

c1)Q68L)7K)V0_"#"%##<*.!B.%$3*%!P/6LK17/67)I[@WLN686N)7/ (7/)IT16LL!%D# "'"(761L)*6L786127/ (M0-7

< Z[("(15 (78(1L')77(1I60Q687/(1 ::] )1 7/68(12604=##J;## 1'.Z0L7047/6I6**L480' O8)'(8KI-*7-8604

*)'M(*7)LL-6N686O0L)7)Q6408R&%HR&$ (15 O<$.ZPP76L786L-*7LL/0N65 7/(77/6M=:# Q(*-604[@WLgB&BL280-O"

162(7)Q6I01780*280-O (15 O0L)7)Q6I01780*280-O N(L#_D:r#_#%"#_<Dr#_#; (15 #_#<r#_#="86LO6I7)Q6*K"L/0N)12(

L7(7)L7)I(**KL)21)4)I(170Q68(**5)446861I6)=n%"_"D"Ks#_#D*.P/6M=:# Q(*-6L04[@WLgB&BL280-O (15 162(7)Q6

I01780*280-O N686L)21)4)I(17*K/)2/687/(1 7/(704O0L)7)Q6I01780*280-O" (15 7/65)446861I6LN686L7(7)L7)I(**K

L)21)4)I(17) M07/ (7Ks#_#D*.PcV&a76L786L-*7LL/0N65 7/(77/686N(L(L)21)4)I(175)446861I6)1 7/6PcV&aJ

O0L)7)Q6I6**8(76('0127/67/866280-OL)=n%$_=D"Ks#_#D*"(15 7/68(76L04PcV&aJO0L)7)Q6I6**L)1 [@WLgB&BL

280-O (15 162(7)Q6I01780*280-O N686L)21)4)I(17*K*0N687/(1 7/(7)1 O0L)7)Q6I01780*280-O ) M07/ (7Ks#_#D*.

W*-086LI6)1 L05)-'L7()1)1286L-*7LL/0N65 7/(7N)7/ 7/66,761L)01 04O0L70O68(7)Q6O68)05"7/6I0816(*4*-086LI6)1

L05)-'L7()1)12LI086047/67/866280-OL56I86(L65"N/)I/ 56I86(L65 L-II6LL)Q6*K)1 I01780*280-O"[@WL280-O (15

[@WLgB&BL280-O.@6'(70,K*)1J60L)1 L7()1)12L/0N65 46N68)8862-*(8*KL/(O65 I0816(*6O)7/6*)(*I6**L)1 7/6I01780*

280-O"(15 LO(8L6L)12*6*(K6804I0816(*6O)7/6*)(*I6**L)1 L0'6(86(L047/6[@WL280-O.G1 [@WLgB&BL280-O"7/6

I0816(*6O)7/6*)-' I0Q68(26N(L7/6*(826L7"(15 7/6I6***(K68L)1I86(L65 70$ D̀"(15 7/6I6**LN686N)7/ 862-*(8

'08O/0*02K(15 )1 I*0L6(88(126'617.!C"'#3$%&"'%![@WL/(Q6610-2/ 70-2/16LL"/)2/ 78(1L')77(1I6(15 I(1 6,O(15

I0816(*6O)7/6*)-'&# @&21".[@WL(86L-)7(M*6408I0816(*6O)7/6*)(*78(1LO*(17(7)01 (15 I(1 O80'0767/686O()804I0816(*

6O)7/6*)-')1 8(MM)7'056*04a?BA.
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!!角膜缘干细胞移植是治疗角膜缘干细胞缺乏症
)*)'M(*L76'I6**564)I)61IK"a?BA*的有效办法"但是由
于自体移植取材受限和异体移植排斥反应等问题"移植

手术受到较大限制& 角膜缘干细胞)*)'M(*L76'I6**L"
a?BL*可分化成角膜上皮细胞)I0816(*6O)7/6*)(*I6**L"
B&BL*"但手术'外伤'感染等因素损伤 a?BL后可引起
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a?BA"导致角膜完整性和透明性的丧失"最终出现角膜
结膜化'血管化等眼表慢性炎症改变+% "̀, & 目前"a?BL
移植手术被认为是恢复 a?BL储备'重建眼表结构和治
疗 a?BA的有效办法& 其中"自体角膜缘干细胞移植不
存在免疫排斥"移植成功率高"但是仅适合单眼小范围
损伤的患者"而且也有因手术操作导致健侧眼出现不可
逆损害者& 异体角膜缘干细胞移植治疗适合双眼大范
围损伤的患者"但存在供体角膜源不足'免疫排斥反应
等问题

+$, & 近年来"随着组织工程学的发展"利用组织
工程的方法体外扩增 B&BL'构建上皮移植片为治疗
a?BA提供了新的途径"可以有效解决自体和异体角膜
缘干细胞移植的相关问题"为治疗 a?BA提供了新途
径& 载体的正确选择对组织工程的成功具有决定意义"
目前常用的 B&BL载体包括羊膜'丝素蛋白膜'胶原水凝
胶'壳聚糖水凝胶等+= D̀, "这些载体均有透光度较差'供
体间差异大'不稳定'机械强度差等缺点+< ;̀, "因此寻找
一种合适的B&BL组织工程载体势在必行& 研究团队前
期的实验已经证明"聚乙二醇水凝胶膜 ) O0*K67/K*616
2*KI0*/K58026*4)*'L"[@WL*作为一种新型扩增载体"具
有透光度高'韧性强'免疫排斥反应小'制作成本低'可
批量生产等优点

+9, "推测其可作为载体实现 B&BL的体
外扩增"进而构建工程化角膜上皮"但目前鲜见相关研
究报道& 本研究拟以 [@WL为载体在体外构建工程化
角膜上皮移植片并进行 a?BA治疗的在体研究"评估该
工程化角膜上皮移植片重建眼表结构的可行性"为临床
上治疗 a?BA提供实验依据&

:6材料与方法

:.:!材料
:.:.:!实验动物!健康清洁级新西兰白兔 %: 只"雌雄
不限"体质量 " $̂ T2"兔龄 D <̂ 个月"哈尔滨医科大学
附属第一医院动物中心提供& 本实验方案经哈尔滨医
科大学附属第一医院科研和临床试验伦理委员会批准

)批文号#"#"%##<*& 实验动物的使用遵守美国国立卫
生研究院颁布的实验动物使用和护理原则&
:.:.;!主要试剂及仪器!癸二酰氯)L6M(I0K*I/*08)56"
?B*'聚氧乙基甘油醚)2*KI680*67/0,K*(76"b&*'聚已酸
内酯 ) O0*KI(O80*(I7016"[Ba*二醇 )美国 ?)2'(JR*58)I/
公司*(甲基噻唑基四唑 )'67/K*7/)(U0*K*7678(U0*)-'"
ZPP"美国 ?)2'(JB/6')I(*公司*(PcV&a检测试剂盒
)美国 CtA ?KL76'L公司 *(荧光素钠 )天津晶明公
司*(小鼠抗角蛋白)R&%HR&$*抗体)北京中山金桥公
司*(AR[G)美国 ?(17(B8-U公司*(小鼠抗 O<$ 抗体
)(M%%##$9"英国 RMI('公司*(山羊抗小鼠 G2b抗体

)%D9$%$9 *'猴抗鼠 G2b抗体 ) %<#9<== * )美国 a)46
P6I/10*02)6L公司*(妥布霉素地塞米松眼膏)瑞士诺华
公司*& 扫描电子显微镜)[/(80Lb%"荷兰飞纳公司*(
手术显微镜)hPJhJ9R"湖南梅溪湖新城医疗投资有限
公司*(光学显微镜 )a6)I(AZ%###"德国徕卡公司*(
裂隙灯显微镜)?aJ$b"日本拓普康公司*&
:.;!方法
:.;.:![@WL的合成!将 [Ba二醇)#_%#= 2"%# N7]
[Ba*溶解在二氯甲烷)%D '**中合成二羟基聚己内酯
)5)/K580,KO0*KI(O80*(I7016"A[Ba*溶液"将 b&)#_<" '*"
#_;# ''0*Ha*' ?B) #_$# '*" %_=" ''0*Ha* 添加到
A[Ba溶液中"充分混合"室温静置 % /& 取 ;_D '*溶
液加入直径 %# I'玻璃培养皿中"置于真空烤箱中
<# u加热 $# ')1"取出冷却 % / 至室温& 用无菌手术
刀将膜的周边切除"并在培养皿中加入去离子水
"# '*"浸泡 %D ')1"用四氢呋喃水代替去离子水)% j%"
=# '**继续浸泡& 将薄膜取出置于 "D# '*蒸馏水中"
每 %D ')1 更换 % 次洗液"重复 $ 次"将 [@WL在 "D TbK
的 (辐照下灭菌&
:.;.;![@WL理化性质检测! ) %*[@WL厚度!在低
真空条件下"将 [@WL安装在碳片上"通过扫描电子显
微镜观察薄膜的水化厚度& 使用样品架调整倾斜度"
观察 [@WL的横截面& )"*[@WL透光度!将 [@WL在
磷酸盐缓冲液) O/0LO/(76M-446865 L(*)16"[E?*中浸泡
% / 后置于紫外下照射"记录在 "D u条件下 ":# ^
;D# 1'的透光度& )$*[@WL机械拉伸性能!将 [@WL
置于 [E? 溶液中膨胀至平衡"切成 " I'v" I'大小'
骨头形状的薄膜以评价其拉伸性能& 在 $D u水浴温
度下"用 D#JV测压元件以 #_% ''HL速率拉伸被夹住
的样品"直至在测量区域发生断裂& 所有计算均假设
泊松比为 #_D&
:.;.<!角膜缘上皮细胞的原代培养!取清洁级新西
兰大白兔 = 只"以过量戊巴比妥钠麻醉处死实验兔"无
菌条件下迅速摘取 9 只眼球"用 [E? 反复冲洗后浸泡
于含质量分数 $]青链霉素双抗的 [E? 中& 手术显微
镜下"按照无菌操作原则"再次将角膜组织用含 $]青
链霉素双抗的 [E? 冲洗数次"去除残留结膜组织"切
取包括 Y027栅栏区大小约 % ''宽的角膜缘组织"移
入超净台内"再次用含双抗的 [E? 冲洗数次"用眼科
显微剪切成约 % ''v% ''v% ''大小的组织块"正面
朝下贴在 "= 孔板内"置于 $; u'体积分数 D] BF" 培

养箱内原代培养"隔日换液& 待细胞爬满孔底"进行传
代培养"倒置显微镜下观察并记录细胞每日生长情况&
:.;.=!光学显微镜下观察细胞黏附情况!将细胞分

!;"%%!中华实验眼科杂志 "#"" 年 %" 月第 =# 卷第 %" 期!B/)1 X&,O FO/7/(*'0*"A6I6'M68"#"""Y0*.=#"V0.%"
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为对照组和 [@WLgB&BL组"分别种植于普通 :< 孔板
和带有 [@WL的 :< 孔板中"细胞密度均为 $#]""= /
后在普通光学显微镜下观察并拍照"随机选取 $ 个相
同面积视野计数贴壁细胞数"取平均数&
:.;.D!荧光显微镜下观察培养细胞中角蛋白标志物
R&%HR&$ 和干细胞标志物 O<$ 的表达!为了确定原
代细胞培养纯度和角膜上皮干性"选择 R&%HR&$ 和
O<$ 染色进行验证& 待细胞长至约 9#]时"弃去培养
液"[E? 冲洗(质量分数 =]多聚甲醛中固定 %D ')1"
[E? 冲洗(封闭液)[E?g质量分数 %#]E?Rg体积分数
#_%] P8)701 hJ%##*封闭 % /(加入一抗 )R&%HR&$'
O<$*"= u湿盒过夜"[E? 冲洗(加入荧光二抗"室温下
避光孵育 % /"[E? 冲洗(加入AR[G染核 %D ')1"[E? 冲
洗(甘油封片"荧光显微镜下观察并记录& 阳性率根据
荧光染色阳性细胞百分比进行统计"采用免疫组织化学
@?BFC&定量法进行计算& 实验重复 $ 次"取平均值&
:.;.E!ZPP法检测角膜上皮在 [@WL上的增生情
况!将细胞分为阴性对照组'阳性对照组和 [@WLg
B&BL组"其中阴性对照组将细胞直接种植在培养皿
底"加入普通细胞培养液"阳性对照组将细胞种植在培
养皿后加入含有 %## "'0*Ha@"F" 的普通细胞培养

液"[@WgB&BL组将细胞种植在铺有 [@WL的培养皿
中用普通细胞培养液培养"各组培养 "= /& 将相同密
度和体积的角膜上皮细胞悬液分别接种于 :< 孔板内"
每组设 < 个复孔":< 孔板周围用 [E? 填充"$; u'D]
BF" 培养箱内培养 "= /"加入ZPP溶液 %# "*H孔"培养箱
内避光孵育 = /"弃去培养液"加入二甲基亚砜 "## "*H孔"
室温下置于低速摇床 %# ')1"测定波长 =:# 1'处的吸
光度)M=:#*值& 每组实验重复 $ 次"取平均值&
:.;.F!PcV&a法检测角膜上皮在 [@WL上的凋亡情
况!细胞分组处理同 %.".<& 将细胞用 [E? 冲洗
$ 次"=]多聚甲醛固定 $# ')1"体积分数 $] @"F" 封

闭 %# ')1"#_%] P8)701 在 = u穿透 $ ')1"加 PcV&a
反应混合液)R液和 E液体积比为 % j:*于 $; u避光
孵育 % /"AR[G避光染核 %D ')1"荧光显微镜下扫描并
拍照"根据 PcV&a阳性细胞数HAR[G阳性细胞数计算
PcV&a阳性细胞率& 实验重复 $ 次"取平均值&
:.;.G!构建 a?BA兔模型及动物实验分组!取清洁
级新西兰大白兔 %D 只"在文献+:,方法的基础上加以
改良建立 a?BA模型& 以戊巴比妥钠)=# '2HT2*全身
麻醉实验兔"每 $# ')1 补充 " =̂ '2HT2& 麻醉后置开
睑器"用显微剪环形剪去全周角巩膜缘组织)内 " ''
至外 " ''"深度 %## %̂D# "'*"并用角膜刮匙刮除直
径 < ''范围的中央角膜上皮& 采用随机数字表法将

建模成功的实验兔分为 $ 个组"每组 D 只"均取右眼
为实验眼& 对照组为空白对照"造模后不给予任何
处置([@WL组为阴性对照"造模后将直径为 %" ''
的空 [@WL膜置于 a?BA兔模型的角膜表面([@WLg
B&BL组将 B&BL传代后同时种植于 D 个直径为
%" ''的 [@WL上构建组织工程移植片"细胞密度为
)" %%9r$"*个HI'""随后将移植片置于 a?BA兔模型
的角膜表面& 所有实验动物完成处置后在上下眼睑正
中置褥式牵引缝线"并用活结结扎行暂时性眼睑缝合&
各组术后给予左氧氟沙星滴眼液和地塞米松磷酸钠滴

眼液点眼"每天 $ 次"连续 %= 5&
:.;.H!荧光素钠染色法检测各组实验兔角膜缺损面
积大小!于手术当日)# 5*及术后 $'D';'%= 5 行角膜
荧光素钠染色& 实验兔麻醉后"松开褥式缝线的线结"
用质量分数 #_"]荧光素钠溶液 %# "*滴加到实验兔
角膜表面"$# L后使用裂隙灯显微镜的钴蓝光观察染
色面积"并行眼前节照相& 荧光素钠染色评分标准#无
损伤为 # 分"s%H9 损伤面积为 % 分""%H9 ŝ%H= 损伤
面积为 " 分""%H= ŝ%H" 损伤面积为 $ 分""%H" 损
伤面积为 = 分 + %#, & 实验重复 $ 次"取平均值& 完成操
作后拉拢褥式缝线继续闭合眼睑&
:.;.:I!苏木精 伊̀红染色检测各组实验兔角膜上皮

组织学特点!%= 5 后取下实验兔角膜行苏木精 伊̀红

染色"将组织块用质量分数 %#]中性甲醛固定后"依
次在 %##]'%##]':D]'9#]乙醇"以及二甲苯中脱
水'透明& 石蜡包埋"切片"然后依次在二甲苯'乙醇中
脱蜡'水化"用苏木素和伊红染色& 接着在不同浓度梯
度)%##]'%##]':D]'9#]*的乙醇'二甲苯中脱水透
明"甘油封片"光学显微镜下观察并拍照&
:.<!统计学方法

采用 ?[?? "$_# 统计学软件进行统计分析"采用
b8(O/[(5 [8)L' <_# 软件绘图& 计量资料数据经
?/(O)80Ji)*T 检验证实呈正态分布"以 (r<表示&
[@WLgB&BL组和对照组贴壁细胞数比较采用独立样
本 2检验([@WLgB&BL组'阴性对照组和阳性对照组
M=:# 值'PcV&a阳性细胞率总体比较采用单因素方差
分析"两两比较采用 a?AJ2检验& 对照组'[@WL组和
[@WLgB&BL组不同时间点角膜荧光素钠染色评分总
体比较采用重复测量两因素方差分析"两两比较采用
a?AJ2检验& Ks#_#D 为差异有统计学意义&

;6结果

;.:![@WL的理化特性
[@WL是一种人工合成的透明水凝胶薄膜 "由
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图 :60K!%的合成过程及理化特性!R#[@WL合成过程!E#[@WL厚度 )标尺 n"## "'* !
B#[@WL透光度!A#[@WL的拉伸能力![Ba#聚已酸内酯(ABa#二氯甲烷([@WL#聚乙二醇水凝胶膜
!&($-.:6L1'*>.%&%)',9>1%&#"#>./&#)39-"9.-*&.%"00K!%!R#?K17/6L)L04[@WL!E#P/)IT16LL
04[@WL) M(8n"## "'* ! B# P8(1L')77(1I604[@WL! A# P61L)*6L786127/ 04[@WL! [Ba#
O0*KI(O80*(I7016(ABZ#5)I/*080'67/(16([@WL#O0*K67/K*6162*KI0*/K58026*4)*'L

12.5μm 12.5μm 12.5μm CA B
图 ;6原代培养角膜上皮中角蛋白 4M:N4M< 的表达)v=##"标尺n%"_D "'*!R&%HR&$ 染色后"
大部分细胞的细胞质呈红色!R#R&%HR&$ 染色!E#AR[G染色!B#融合图
!&($-.;6M+9-.%%&"'"0O.-)*&'4M:N4M< &'9-&/)-1 #$3*$-.,#"-'.)3.9&*>.3&$/ )v=##"M(8n
%"_D "'* !C65 R&%HR&$ L7()1)12N(LL661 )1 IK70O*(L' 04'0L7I6**L!R#R&%HR&$ L7()1)12!
E#AR[GL7()1)12!B#FQ68*(K

12.5μm 12.5μm 12.5μm CA B
图 <6原代培养角膜上皮中角蛋白 9E< 的表达)v=##"标尺n%"_D "'*!R&%HR&$ 染色后"大部
分细胞的细胞核呈绿色!R#O<$ 染色!E#AR[G染色!B#融合图
!&($-.<6M+9-.%%&"'"0O.-)*&'9E< &'9-&/)-1 #$3*$-.,#"-'.)3.9&*>.3&$/ )v=##"M(8n%"_D "'*
b8661 O<$ L7()1)12N(LL661 )1 1-I*6)04'0L7I6**L!R#O<$ L7()1)12!E#AR[GL7()1)12!B#FQ68*(K

A[Ba'b&和 ?B$ 种物质在 <# u
下交联而成 )图 %R*& 扫描电子
显微镜下可见"[@WL表面光滑'
截面均一"厚度不超过 %D# "'
)图 %E*& 紫外可见光透过率观
察进一步显示"当光线从紫外光
谱移动到可见光光谱时"[@WL在
增加透光率方面与人眼角膜相

似"在 =## ;̂## 1'具有q::]的
透过度)图 %B*& 此外"拉伸测试
表明"[@WL拉伸度好"能承受约
< Z[(的拉力)图 %A*"可满足手
术操作要求&
;.;!角膜上皮中角蛋白和干细
胞标志物的表达

原代细胞培养纯度和角膜上

皮干性检测结果显示"R&%HR&$
染色后"大部分细胞的细胞质呈
红色"阳性率为 ) :9_<#r"_=#*]
)图 "*(O<$ 染色后"多数细胞的细胞核呈绿色"阳性
率为)<%_"#r$_<#*])图 $*&
;.<!各组 [@WL上的细胞黏附情况比较

细胞贴壁结果显示"[@WLgB&BL组和对照组贴

壁细 胞 数 分 别 为 ) " "9"_$$ r%==_## * 个HI'"
和

)" %=9_##r;;_<#* 个HI'""差异无统计学意义 )2n
%_;#"Kq#_#D*& 继续培养 $ 5"可见 " 个组细胞均呈
圆形或椭圆形"排列紧密"细胞形态及大体数目均无明

显差异)图 =*&
;.=!各组 [@WL的细胞毒性比较

ZPP实验结果显示"[@WLg
B&BL组'阴性对照组和阳性对照
组 M=:# 值 分 别 为 #_D: r#_#%'
#_<Dr#_#; 和 #_#<r#_#="总体比
较差异有统计学意义)=n%"_"D"
Ks#_#D*"其中 [@WLgB&BL组和
阴性对照组 M=:# 值明显大于阳性

对照组"差异有统计学意义 )均
Ks#_#D *& PcV&a检测结果显
示"[@WLgB&BL组和阴性对照组
无 PcV&a阳性细胞"阳性对照组
可见 较 多 PcV&a阳 性 细 胞&
[@WLgB&BL组'阴性对照组和阳
性对照组 PcV&a阳性细胞率分别
为)%_<9r#_"D*]')%_%;r#_$<*]
和) <"_$Dr$_<9*]"总体比较差
异有 统 计 学 意 义 ) =n%$_=D"
Ks#_#D* "其中 [@WLgB&BL组
和阴性对照组PcV&a阳性细胞
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BA200μm 200μm

图 =60K!%mCMC%组与对照组细胞黏附情况比较 )v%##"标尺 n
"## "'*![@WLgB&BL组细胞贴壁数目与对照组相比无明显差异
R#对照组!E#[@WLgB?BL组
!&($-.=6C.33),>.%&"'&'*8" (-"$9%)v%##"M(8n"## "'*!P/686
N(L10L)21)4)I(175)446861I6)1 7/61-'M6804(5/68617I6**LM67N661
I01780*280-O (15 [@WLgB&BL280-O!R#I01780*280-O!E#[@WLgB?BL
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图 D6各组 0K!%的细胞毒性情况比较!R#$ 个组 M=:# 值比较!=n%"_"D"Ks#_#D.与阳性对

照组比较"(Ks#_#D)单因素方差分析"a?AJ2检验"# n$*!E#$ 个组细胞凋亡率比较!=n

%$_=D"Ks#_#D.与阳性对照组比较"(Ks#_#D)单因素方差分析"a?AJ2检验"# n$*!B#各组
PcV&a染色情况)v=##"标尺nD# "'*![@WLgB&BL组和阴性对照组均未见细胞核着染为绿
色)PcV&a阳性细胞* "阳性对照组可见较多细胞核着染为绿色(所有细胞核着染为蓝色"$ 个
组蓝色细胞核数量接近![@WL#聚乙二醇水凝胶膜(B&BL#角膜上皮细胞
!&($-.D6C"/9)-&%"'"0#1*"*"+&#&*1 "00K!%)/"'( *>-..(-"$9%!R#B0'O(8)L01 04M=:#

Q(*-6L!=n%"_"D"Ks#_#D.B0'O(865 N)7/ O0L)7)Q6I01780*280-O"(Ks#_#D )F16JN(KRVFYR"
a?AJ276L7"#n$*!E#B0'O(8)L01 04(O0O70L)L8(76L!=n%$_=D"Ks#_#D.B0'O(865 N)7/ O0L)7)Q6
I01780*280-O"(Ks#_#D )F16JN(KRVFYR"a?AJ276L7"#n$*!B#PcV&aL7()1)12!)v=##"M(8n
D# "'*!b8661 1-I*6(8L7()1)1204PcV&aJO0L)7)Q6I6**LN(L107L661 )1 [@WLgB&BL280-O (15
162(7)Q6I01780*280-O"(15 N(L0ML68Q65 )1 O0L)7)Q6I01780*280-O.P/61-I*6)04(**I6**LN686L7()165
M*-6"(15 7/61-'M6804M*-61-I*6))1 7/67/866280-OLN(LL)')*(8![@WL# O0*K67/K*6162*KI0*
/K58026*4)*'L(B&BL#I0816(*6O)7/6*)(*I6**L

率明显低于阳性对照组 "差异
均有统计学意义 )均 Ks#_#D *
)图 D * &
;.D!各组 a?BA实验兔角膜缺损
面积和角膜上皮组织学特点比较

荧光素染色结果显示"造模
前"$ 个组实验兔眼表均未见荧光
染色(手术当日)# 5* "$ 个组实验
兔眼表满布绿色荧光"证明 a?BA

模型造模成功& 随着术后时间的
延长"各组角膜荧光素钠染色评
分均 降 低" 对 照 组' [@WL组 和
[@WLgB&BL组角膜荧光素钠染色
评分依次降低"$ 个组不同时间点
荧光素钠染色评分总体比较"差
异均有统计学意义)=分组 n=%_9%"

Ks#_#%(=时间 n="_D""Ks#_#%* "

其中对照组术后 ; 5 角膜荧光素
钠染色评分明显低于术后 $ 5"
[@WL组术后 #'$';'%= 5 角膜荧
光素钠染色评分均较前一时间点

明显降低"[@WLgB&BL组荧光素
钠染色评分术后 $ 5 较术后 # 5'

术后 ; 5 较术后 $ 5 均明显降低"

差 异 均 有 统 计 学 意 义 ) 均
Ks#_#D* (术后 $';'%= 5"[@WLg

B&BL组荧光素钠染色评分均明
显低于对照组和 [@WL组"差异均
有统计学意义 )均 Ks#_#D * )图
<R"表 %* &

裂隙灯显微镜普通光照下观

察可见"%= 5 时对照组结膜重度水肿"出现大量分
泌物"角膜混浊呈白色"虹膜窥不清([@WL组结膜
轻度水肿"角膜弥漫水肿"虹膜轻度充血([@WLg
B&BL组 结 膜 无 水 肿"角 膜 局 部 水 肿"虹 膜 正 常
)图 <E* &

苏木精 伊̀红染色结果显示"对照组存在较少形
状不规则的角膜上皮细胞"甚至一些区域未再上皮化"
与上述荧光素结果一致([@WL组一些区域出现单层稀
疏的角膜上皮细胞"再上皮化不明显([@WLgB&BL组
角膜上皮的覆盖范围最大"细胞层数增加到 $ D̂ 层"
形态较规则"排列较紧密)图 <B*&
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图 E6各组 mLCR兔角膜缺损面积和角膜上皮组织学特点比较!R#造模前"$ 个组实验兔眼表均未见荧光染色(手术当日) # 5* "$ 个组实验兔眼

表布满绿色荧光"随着术后时间的延长"各组角膜荧光染色逐渐减少!E#对照组结膜重度水肿"出现大量分泌物"角膜混浊呈白色"虹膜窥不清(

[@WL组结膜轻度水肿"角膜弥漫水肿"虹膜轻度充血([@WLgB&BL组结膜无水肿"角膜局部水肿"虹膜正常!B#苏木精 伊̀红染色结果显示"对照

组存在较少形状不规则的角膜上皮细胞"[@WL组一些区域出现单层稀疏的角膜上皮细胞([@WLgB&BL组角膜上皮覆盖范围最大"细胞层数增加

到 $ D̂ 层"形态较规则"排列较紧密)v%##"标尺n%D# "'*![@WL#聚乙二醇水凝胶膜(B&BL#角膜上皮细胞

!&($-.E6C"/9)-&%"'"0#"-'.)3,.0.#*)-.) )',>&%*"3"(&#)3#>)-)#*.-&%*&#%"0#"-'.)3.9&*>.3&$/ &'mLCR -)55&*%!R#E64086'056*)12" 10

*-I)468)1 L05)-'L7()1)12N(L0ML68Q65 01 7/60I-*(8L-84(I6048(MM)7L)1 7/67/866280-OL.F1 7/65(K040O68(7)01 )# 5* "7/60I-*(8L-84(I6048(MM)7L)1 7/6

7/866280-OLN(L4-**04*-I)468)1 L05)-'L7()1)12"(15 7/6L7()1)1256I86(L65 28(5-(**KN)7/ 7/66,761L)01 04O0L70O68(7)Q67)'6!E#G1 I01780*280-O"L6Q686

I01+-1I7)Q(*656'("(*(826('0-1704L6I867)01L"7-8M)5 (15 N/)76I0816((LN6**(L-1I*6(8)8)LN6860ML68Q65.G1 [@WL280-O"')*5 I01+-1I7)Q(*656'("

5)44-L6I0816(*656'((15 ')*5 )8)LI0126L7)01 N686L661.G1 [@WLgB&BL280-O"I01+-1I7)Q(*656'(N(L10740-15"(15 *0I(*I0816(*656'(N686L661 (15 )8)L

N(L108'(*!B#@6'(70,K*)1J60L)1 L7()1)1286L-*7LL/0N65 7/(77/686N68646N68)8862-*(8*KL/(O65 I0816(*6O)7/6*)(*I6**L)1 7/6I01780*280-O"N/)*6(L)12*6

*(K6804LO(8L6I0816(*6O)7/6*)(*I6**L(OO6(865 )1 L0'6(86(L047/6[@WL280-O.G1 7/6[@WLgB&BL280-O"7/6I0816(*6O)7/6*)-'I0Q68(26N(L7/6*(826L7"

(15 7/6I6***(K68L)1I86(L65 70$ D̀.P/6'08O/0*02KN(L862-*(8(15 7/6(88(126'617N(LI*0L6)v%##"M(8n%D# "'*![@WL#O0*K67/K*6162*KI0*/K58026*

4)*'L(B&BL#I0816(*6O)7/6*)(*I6**L

表 :6各组 mLCR实验兔不同时间点角膜荧光素钠染色评分比较)!S""分*
T)53.:6C"/9)-&%"'"0#"-'.)303$"-.%#.&'%",&$/ %*)&'&'( %#"-.%"0mLCR

-)55&*%)/"'( ,&00.-.'*(-"$9%)*,&00.-.'**&/.9"&'*%)!S""%#"-.*

组别 样本量

不同时间点荧光素钠染色评分

# 5 $ 5 ; 5 %= 5

对照组 D =_##r#_## $_<#r#_DD "_<#r#_DDM "_##r#_;%

[@WL组 D =_##r#_## $_=#r#_DD( "_"#r#_=DM %_<#r#_DDI

[@WLgB&BL组 D =_##r#_## %_9#r#_=D(56 #_<#r#_DDM56 #_"#r#_=D56

!注#=分组 n=%_9%"Ks#_#%(=时间 n="_D""Ks#_#%(=交互作用 n#_%$"Kn#_:;_与同组 # 5 比较"(Ks

#_#D(与同组 $ 5 比较"MKs#_#D(与同组 ; 5 比较"IKs#_#D(与同时间点对照组比较"5Ks#_#D(与同
时间点 [@WL组比较"6Ks#_#D)重复测量两因素方差分析"a?AJ2检验*!a?BA#角膜缘干细胞缺乏
症([@WL#聚乙二醇水凝胶膜(B&BL#角膜上皮细胞
!V076#=280-O n=%_9%"Ks#_#%(=7)'6n="_D""Ks#_#%(=)1768(I7)01 n#_%$"Kn#_:;.B0'O(865 N)7/ 7/6L('6

280-O (75(K#"(Ks#_#D(I0'O(865 N)7/ 7/6L('6280-O (75(K$"MKs#_#D(I0'O(865 N)7/ 7/6L('6280-O
(75(K;"IKs#_#D(I0'O(865 N)7/ I01780*280-O (7I0886LO015)127)'6O0)17L"5Ks#_#D(I0'O(865 N)7/ [@WL
280-O (7I0886LO015)127)'6O0)17L"6Ks#_#D )PN0JN(K86O6(765 '6(L-86LRVFYR"a?AJ276L7*!a?BA#
*)'M(*L76'I6**564)I)61IK([@WL#O0*K67/K*6162*KI0*/K58026*4)*'L((B&BL#I0816(*6O)7/6*)(*I6**L

<6讨论

组织工程为角膜上皮移植片

提供了批量生产的途径"并且克
服了自体移植取材受限和异体移

植的排斥反应问题"是目前较优
越的治疗方法& 但是不同的载体
各有优缺点"目前组织工程学常
用的载体是羊膜"但羊膜作为一
种天然生物材料"各批次之间差
异大'存在疾病传播风险等 + %%, &

合成生物材料领域中研究较热的

载体包括胶原'丝素蛋白'角蛋
白'温敏材料'壳聚糖等"但存在
韧性差'降解过快'透明度差'强
度不足等问题

+ %", & 所以"寻找并
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构建一种更适合角膜上皮种子细胞生长'生物相容性
更高'免疫排斥反应更小的载体支架势在必行&

本实验制备了一种超薄 [&b水凝胶膜 [@WL"从
体外和体内水平研究了其作为角膜上皮细胞体外扩增

的载体并移植用于治疗兔 a?BA的可行性"结果显示
[@WL较薄'韧性强'透光度高'安全无毒'生物相容性
好"适合用作角膜上皮移植片([@WL能够体外扩增'移
植角膜上皮并促进兔 a?BA角膜的再上皮化&

水凝胶是一种具有网络结构的亲水性多聚物"与
细胞外基质成分相似"既能保持一定的形状"又能吸收
大量的水分

+ %$ %̀=, & 这种结构使其具有良好的生物相
容性"并且对水溶性代谢产物"如葡萄糖'氧气等有很
高的通透性

+ %D, "目前已经广泛应用于组织工程支架'
药物释放系统'软组织替代物等生物领域& 水凝胶可
分为天然水凝胶和合成水凝胶"天然水凝胶主要包括
海藻酸'透明质酸'壳聚糖'胶原'纤维素等 + %<, "合成水
凝胶主要包括聚乙二醇) O0*K67/K*6162*KI0*"[&b*'聚
丙烯酸'聚甲基丙烯酸羟乙酯'聚丙烯酸J"J羟乙酯
等

+ %; "̀#, & [@WL最重要的组成部分 [&b水凝胶具有
无毒'透明'稳定'生物相容性好'免疫原性低'抑制非
特异性蛋白吸收'融合生物物理和生物化学特性等优
点

+ "% "̀$, & 我们前期利用 [@WL体外扩增了角膜内
皮

+ 9, "为进一步扩增角膜上皮提供了充分的研究基
础& 本研究中通过对 [@WL的理化特性分析可知"合
成的 [@WL厚度较薄'表面光滑'韧性强'透明度高"满
足了成为合格的眼表载体所需要的物理条件& 此外"
用于合成 [@WL的 $ 种化学成分癸二酰氯'聚氧乙基
甘油醚'聚已酸内酯二醇均无化学毒性& 癸二酰氯是
一种二酸"来自于天然的癸二酸 + "=, & 聚氧乙基甘油醚
是一种无毒的亲水性支状聚合物"由 $ 个聚乙二醇臂
组成"广泛用于纺织工业'润滑油'金属清洗'造纸工
业'印染工业'石油工业等& 聚已酸内酯二醇是一种可
生物降解的无毒性脂肪族聚酯"可赋予材料高拉伸伸
长率性能"已获得美国食品药品监督管理局批准用于
人体

+ D, & 本研究体外细胞毒性和凋亡实验结果证实"
[@WL及其降解产物不会对细胞增生产生影响&

水凝胶能使细胞黏附及生长是其可以用于组织工

程材料领域的关键& 本研究角膜缘细胞黏附测试结果
表明"在 [@WL上和普通培养皿上细胞贴壁能力相似&
以往用 [&b作为细胞载体的研究"由于 [&b的抗蛋
白特性"在使用 [&b材料时必须加入胶原或其他黏着
剂以利于细胞黏附和贴壁

+ "$, &
构建角膜移植片的关键"除了制备具有优良特性

的载体外"提供优质的供体细胞也至关重要& 本实验

通过角膜缘组织的原代培养"提供具有更高干性的角
膜上皮细胞& 为了验证供体细胞的种类和计算干细胞
比例"使用荧光颜料进行角蛋白和干细胞标志物的观
察& R&%HR&$ 能特异性地识别包括 B\$ 在内的一组
酸性角蛋白"在角膜缘处的角膜上皮中呈阳性反应"在
角膜中央处的角膜上皮中呈阴性反应

+ "=, & O<$ 是一
种触发角化细胞分化的核转录因子"在角膜中主要表
达于角膜缘上皮的基底层"被认为是 a?BL的特异性标
志物

+ "D, & 本实验获得的供体细胞是纯度较高'干性较
强的角膜上皮细胞"为今后实验兔眼表角膜上皮的再
生可以提供充足的来源&

a?BL是角膜上皮细胞再生的来源"若角膜干细胞
保存完好"则角膜上皮在 " $̂ 5 内可恢复完全& 因
此"本研究选择在刮除角膜上皮的基础上"进一步剪除
部分角膜缘组织"延缓角膜上皮修复"利于实验观察&
体内实验中"携载角膜上皮的 [@WL移植片对上皮缺
损的恢复十分有利"%= 5 后角膜缺损面积大幅度缩
小"剩余约 D]"证明角膜上皮细胞再生能力较强"能
覆盖整个眼表"形态正常& 此外"角膜水肿'角膜透明
度'新生血管程度较对照组均有所改善"由此证明
[@WL是携载及移植角膜上皮细胞的优良载体"并且对
眼部无毒性& 我们前期将 [@WL角膜内皮移植片移植
到 a?BA实验兔角膜内表面"经过 "9 5 的裂隙灯显微
镜下观察"亦发现 [@WL内皮移植组的角膜依然保持
透明"无角膜水肿等毒性表现 + 9, & 由于在合成生物材
料领域中"尚无已上市'公认的眼科材料可以作为阳性
对照"所以本研究体内实验仅选择空白 [@WL作为阴
性对照& 结果显示"无上皮细胞携载的 [@WL移植片
虽然对角膜上皮的恢复影响不大"但是与对照组相比"
仍能起到一定的修复作用"推测与该膜减少了眼睑摩
擦对角膜上皮再生的损害有关&

本研究 [@WL动物实验结果为日后进一步开展
a?BA患者的临床试验提供了基础& [@WL的使用将
在一定程度上缓解角膜供体资源紧张的压力"扩宽角
膜移植手术的思路& 此外"[@WL载体的合成为角膜组
织工程学提供了新的依据"[@WL不仅可以作为其他实
验细胞移植的载体"还可以作为人工合成载体材料的
模板& 关于 [@WL的研究尚有很多问题有待解决"如
[@WL的镜片含水量'透氧率是否能够满足要求"[@WL
的降解产物进入血液循环后是否会影响其他器官的功

能'工程化角膜上皮移植片的免疫排斥等相关问题"我
们将在后续研究中进一步探讨&
利益冲突!本研究所有作者均声明与任何组织或实体无任何相关的利

益冲突
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更!正

关于1!U分泌酶抑制剂对视网膜新生血管形成的抑制作用及 V"#*>: 信号
通路调控机制2一文的更正

1中华实验眼科杂志2"#"" 年第 =# 卷第 %% 期1(J分泌酶抑制剂对视网膜新生血管形成的抑制作用及 V0I7/% 信号通路调控机

制2一文第 %#$% 页中文标题中-V0I7/%.应为-V07I/%."特此更正&
)本刊编辑部*
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