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!实验研究!

兔角膜穿通伤愈合过程中角膜强度的变化

及 ^+3"85?"'的表达
刘金玲.连玲艳.刘欢.张晓融

..#摘要$.背景.角膜穿通伤缝合术后的角膜白斑是角膜伤口过度愈合的结果"控制角膜创伤或手术后
过度的愈合反应"抑制瘢痕过度增生是角膜创伤愈合研究的重点'.目的.研究兔角膜穿通伤缝合术后不同
时间点的角膜强度和角膜基质细胞标志物 ^+3"85?"' 的变化及二者间的关系"确定角膜缝线拆除最佳时机'.
方法.选择 / 月龄新西兰大白兔 VO 只"于角膜中央区沿垂直径作一长约 U 77的全层切口"然后用 NO(O 尼龙
缝线间断缝合伤口 P 针"制作兔角膜中央穿通伤缝合术模型' 分别于术后 N(S(P(2(U(/(Q(V 周任意处死 2 只
实验兔并摘除实验眼"取伤口中央区角膜制备长 Q 77(宽 U 77的角膜组织试件"在 +:+?835;53?+PSSO(BG生物
力学机上进行单轴拉伸破坏试验"测定角膜穿通伤缝合术后角膜强度' 分别于术后 N(S(P(2(U(/(Q(V 周任意
处死 / 只实验兔并摘除实验眼"沿角膜缘分离取完整角膜"采用逆转录 0)D%DG(0)D&法检测角膜中 ^+3"85?"'
7DYB表达量的动态变化' 所有操作严格遵循 BD]L对眼科及视觉科学研究动物使用的规定'.结果.术后
N _/ 周角膜强度分别为 O(%N ÒOQpO Ò2N&(%N T̀TNpO ÒP2&(%S ÙNSpO ÒPO&(%P /̀POpO Ò2T&和 %2 T̀PUp
O ÒO2&J0""术后 P _/ 周时角膜强度值均大于相邻的前一时间点值"差异均有统计学意义 % q̂/ P̀U(Q Ù2(
V S̀N(U V̀/"均 !tO ÒN&"/ 周后兔角膜强度稳定' 术后 N 周角膜中 ^+3"85?"' 7DYB即出现高表达"术后 N(S(
P(2(U(/ 周角膜中 ^+3"85?"' 7DYB表达量 %Q值&分别为 O V̀/TpO ÒNU(O Q̀QTpO Ò/U(O /̀SNpO ÒSQ(O 2̀/Op
O ÒNV(O P̀TPpO ÒUQ 和 O S̀UUpO Ò2U"各时间点 ^+3"85?"' 7DYB表达量均低于相邻的前一时间点值"差异均
有统计学意义% q̂U S̀2(U /̀N(Q 2̀T(2 Q̀U(U 2̀Q"均 !tO ÒN&"/ 周后角膜中 ^+3"85?"' 7DYB表达量趋于稳定'
.结论.角膜穿通伤术后角膜强度的变化与角膜中 ^+3"85?"' 下调有关' 兔角膜穿通伤缝合术后 / 周角膜基质
细胞的转化趋于稳定"已达到较大的角膜强度"是拆线的最佳时机'.
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..角膜的屈光力占眼球总屈光力的 QOd"其中基质
层是承载负荷的主要组织结构

+NZS, ' 研究表明"角膜
内部胶原纤维的排列模式会影响角膜伤口修复的形状

及承载能力
+PZU, ' 在角膜创伤的愈合过程中"邻近的

角膜基质细胞向伤口移行并生成新的胶原纤维"新生
的胶原纤维排列不规则"使得角膜的承载能力逐渐增
强"同时角膜透明性也下降"进而导致角膜瘢痕形成"
影响视功能' 角膜屈光手术后角膜上皮下雾状浑浊
%*"i+&形成(屈光回退和角膜穿通伤缝合术后的角膜
白斑都是角膜伤口过度愈合的结果"控制角膜创伤或
术后的过度愈合反应并抑制瘢痕增生是角膜创伤愈合

研究的重点' 本研究中探讨角膜穿通伤后瘢痕形成过
程和角膜生物力学变化及两者的关系'

=9材料与方法

=>=9材料
=>=>=9主要试剂及仪器9质量分数 SUd乌拉坦%湖
北盈和化工有限公司&)盐酸丙美卡因滴眼液%美国爱
尔康公司&)盐酸左氧氟沙星滴眼液%日本参天制药株
式会社能登工厂&)质量分数 N Ùd琼脂糖凝胶%西班
牙 K$5E+68公 司 &) J(J-] 逆 转 录 试 剂 盒 % 英 国
a+37+'8"6公司&)焦磷酸二乙酯% %$+8*<:=<35=*56=*"8+"
!I0)& %加拿大 K$57"8$̂公司&)溴化乙锭 %+8*$%$97
4357$%+"IK& %美国 X$,7"(B:%3$?* 公司 &)G3$i5:试剂
%北京艾德莱生物科技公司&' 紫外分光光度计%上海
分析仪器厂&)+:+?835;53?+PSSO(BG生物力学试验机%美
国 KLXI公司&)HNSB微调型超声波工业加湿器 %北
京海美钜电器有限公司&)0)D仪%美国 0I公司&)游
标卡尺%东莞奥科仪器有限公司&)手术显微镜%德国
蔡司公司&)前房穿刺刀 %美国爱尔康公司&)眼科剪
%上海医疗器械集团有限公司手术器械厂&'
=>=>>9实验动物9/ 月龄健康清洁级新西兰大白兔
%河北医科大学实验动物中心&VO 只"体质量为 S Ò _
S Ù ^,"饲养于河北医科大学第三医院实验动物中心'
本研究中所有操作严格遵循 BD]L对眼科及视觉科
学研究动物使用的规定'
=>>9方法
=>>>=9动物模型的建立9按 P 7:R̂,的剂量用 SUd
乌拉坦沿兔耳缘静脉注射行全身麻醉"以盐酸丙美卡
因滴眼液点眼行表面麻醉' 实验兔固定于手术显微镜

下"常规术前局部消毒后"按参考文献 +/ ,描述的方
法"依据角膜胶原排列的走行方向"用前房穿刺刀于兔
角膜中央区沿垂直径纵向作一长约 U 77的板层切
口"再从切口的一端刺入前房"从切口一端连续切到另
一端"勿伤及虹膜和晶状体' 用 NO(O 尼龙缝线间断缝
合 P 针"观察前房成形好"术后用盐酸左氧氟沙星滴眼
液点眼"每日 2 次"每次 N 滴%图 N&'

图 =9兔角膜穿通伤缝合术后外观
9

=>>>>9角膜条带的制作9分别于术后 N(S(P(2(U(/(
Q(V 周任意各选取 2 只兔"过量麻醉法处死后摘除实
验眼眼球"用眼科剪沿角膜缘完整分离角膜' 制作一
长为 Q 77(宽为 U 77的半透明硬塑料模具"用游标卡
尺测量其长度和宽度"垂直放于角膜伤口的中央"于角
膜的中央区作一长为 Q 77(宽为 U 77的长方形试件'
=>>>?9生物力学试验9将试件夹在专门夹具上"在
+:+?835;53?+PSSO(BG生物力学试验机上测量' 试验在
常温下进行"用 HNSB微调型超声波工业加湿器加湿
以模拟组织环境"试件以 O Ò/ 77R6的负荷加载"以
O ÒS Hi的频率单轴拉伸直至试件断裂"在每个时间
点测得角膜所承受的最大抗拉力"除以角膜条带中央
的横面积得到角膜强度" 用 &$'G+68软件 %美国
J$?3565;8公司&收集数据和图形'
=>>>@9DG(0)D法检测角膜组织中 ^+3"85?"' 7DYB
的表达.分别于术后 N(S(P(2(U(/(Q(V 周时任意各选
取 / 只兔"过量麻醉法处死后摘除实验眼眼球' 用眼
科剪沿角膜缘完整分离角膜"用 G3$i5:试剂提取总
DYB"实验步骤严格按照试剂盒说明书进行' 紫外分
光光度计检测波长为 S/O '7和 SVO '7处的吸光度
%Q&值"用 QS/O RQSVO评价 DYB质量并计算 DYB含量"
琼脂糖凝胶电泳法检测 DYB的完整性' 使用 J(J-]
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逆转录试剂盒进行逆转录反应' 采用随机引物合成法
合成?!YB"取 P %:总 DYB"5:$,5%%G& NV引物 N %:"补充
体积至 SO %:"QO s反应 U 7$'"迅速置入冰水中冷却'
再加入 J(J-]逆转录酶 N %:DYB酶抑制剂 SO c%商
品单位&"NO 775:R-%YG07$1S %:"U 倍反应缓冲液
2 %:"无 DYB酶水 V %:"总体积 SO %:' SO s反应
NO 7$'"2S s反应 N *"TU s反应 NO 7$' 后终止反应'
从 Y)KM(Y9?:+58$%+数据库中查找目的基因 7DYB序
列"采用 03+7$+3U Ò 和 L:$,5/ Ò 软件设计 0)D引物"
由北京赛百盛基因技术有限公司合成引物"以 "("?8$'
为内参' g+3"85?"' 上游引物为 U0(BBCB)GC))BC))
BBGB)(P0)下游引物为 U0(BC)BB))GGBC)G)))GB(P0"
产物大小 2QT 4="退火温度 US s' "("?8$' 上游引物为
U0(CC)BG))B)CBCB))B))G(P 0)下游引物为 U 0(
GCCBC))C))CBGG)B)B(P0"产物大小 SNQ 4="退火温度
为 UT s' 0)D扩增体系为 SO Ò %:"包括 NO =75:R%:上下
游引物各 N Ò %:"?!YBN Ù %:"J$1NO Ò %:"无DYB酶
水 / Ù %:' 扩增反应条件*T2 s预变性 U 7$'"T2 s变
性 PO 6"退火 PO 6"QS s延伸 2U 6"SU _PO 个循环)QS s
延伸 NO 7$'' 0)D产物经 N Ùd琼脂糖凝胶电泳"IK
染色后采用 K$5(=3$'8成像系统 %法国 ]$:4+3公司&成
像' 使用 j9"'8$8<L'+数码分析软件%美国 K$5(D"% 公
司&对图像进行分析' 在每个时间点检测角膜基质细
胞标志物 ^+3"85?"' 7DYB的表达量'
=>?9统计学方法

采用 X0XX NQ Ò%美国 X0XX 公司&统计学软件进
行统计分析' 本研究中测量指标的计量资料经
X*"=$35(&$:̂检验符合正态分布"以 #p7表示' 角膜穿
通伤缝合术后不同时间点角膜强度和角膜中 ^+3"85?"'
7DYB表达量的总体差异比较采用单因素方差分析"
各时间点间的多重比较采用 XYg(̂检验' !tO ÒU 为
差异有统计学意义'

>9结果

>>=9角膜穿通伤缝合术后角膜强度的变化
术后 N(S(P(2(U(/(Q(V 周随着时间的延长"伤口

区角膜强度从术后开始逐渐增强"/ 周内角膜强度增
加明显"术后 P _/ 周各时间点分别与其前一时间点比
较角膜强度的差异均有统计学意义 % q̂/ P̀U(Q Ù2(
V S̀N(U V̀/"均 !tO ÒN &' / 周以后角膜强度增加缓
慢"趋于稳定"术后 Q(V 周与其前一时间点比较差异均
无统计学意义 % q̂N ǸS( S P̀/"均 !oO ÒU & %图 S"
表 N&'
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图 >9兔角膜穿通伤缝合术后角膜强度随时间的变化趋势
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表 =9兔角膜穿通伤缝合术后角膜强度的变化%#Q%"D/*&

术后时间 样本量 平均最大强度

N 周 2 O
S 周 2 N ÒOQpO Ò2N
P 周 2 N T̀TNpO ÒP2"

2 周 2 S ÙNSpO ÒPO 4

U 周 2 P /̀POpO Ò2T?

/ 周 2 2 T̀PUpO ÒO2 %

Q 周 2 2 T̀UVpO ÒOT+

V 周 2 2 T̀QVpO ÒO2;

N / P̀V
! tO ÒU

.注*与术后 S 周比较""!tO ÒN)与术后 P 周比较"4 !tO ÒN)与术后 2

周比较"?!tO ÒN)与术后 U 周比较"% !tO ÒN)与术后 / 周比较"+!o

O ÒU)与术后 Q 周比较";!oO ÒU%单因素方差分析"XYg(̂检验&

>>>9角膜穿通伤缝合术后角膜中 ^+3"85?"' 7DYB表
达量的变化

术后 N 周可见角膜中 ^+3"85?"' 7DYB呈高表达"
随着时间的延长"^+3"85?"' 7DYB表达量逐渐下降"/
周内下降比较明显' 术后 S _/ 周各时间点角膜中的
表达量均明显低于相邻的前一时间点"差异均有统计
学意义% q̂U S̀2(U /̀N(Q 2̀T(2 Q̀U(U 2̀Q"均 !tO ÒN&"
/ 周后角膜中 ^+3"85?"' 7DYB的表达量趋于稳定"术
后 Q 周和 V 周分别于相邻的前一时间点比较"角膜中
^+3"85?"' 7DYB的表达量差异均无统计学意义 % q̂
O S̀N(S P̀/"!oO ÒU&%图 P"表 S&'

术后1周

术后2周

术后3周

术后4周

术后5周

术后6周

术后7周

术后8周

M keratocan β�actin

图 ?9角膜穿通伤缝合
术后 ;#'*)-8*"2IM!
表达.可见术后 N _2
周 ^+3"85?"' 7DYB表达
强度逐渐减弱"U 周后
表达基本消失
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表 >9角膜穿通伤缝合术后 ;#'*)-8*"2IM!
表达量的变化%#Q%"&值&

术后时间 样本量 ^+3"85?"' 7DYB表达量

N 周 / O V̀/TpO ÒNU
S 周 / O Q̀QTpO Ò/U"

P 周 / O /̀SNpO ÒSQ 4

2 周 / O 2̀/OpO ÒNV?

U 周 / O P̀TPpO ÒUQ %

/ 周 / O S̀UUpO Ò2U+

Q 周 / O S̀UNpO Ò2/;

V 周 / O S̀2/pO ÒSU,

N / T̀N
! tO ÒU

.注*与术后 N 周比较""!tO ÒN)与术后 S 周比较"4 !tO ÒN)与术后 P

周比较"?!tO ÒN)与术后 2 周比较"% !tO ÒN)与术后 U 周比较"+!t

O ÒN)与术后 / 周比较";!oO ÒU)与术后 Q 周比较",!oO ÒU)%单因素方

差分析"XYg(̂检验&

?9讨论

?>=9角膜穿通伤愈合过程中角膜强度的特点
角膜是一种具有生物力学特性的生物组织

+Q, "其
结构特异性对维持角膜的透明性及整个眼球的屈光力

有重要作用' 杨坚等 +V,
对人角膜缘组织进行研究"测

定角膜强度为%P V̀N2 /pO 2̀OP&J0"' 曾衍钧等 +T,
对

猪角膜缘组织进行了生物力学研究"认为猪角膜的生
物力学参数与人角膜不同' 杨坚等 +V,

研究的是角膜

的边缘组织"将角膜边缘剪开后角膜本身受力的方向
发生改变"且样本的平均厚度为 N S̀ 77"大于正常的
角膜缘平均厚度"考虑与培养液浸泡造成的角膜水肿
有关"因而造成角膜强度的下降"故该研究无法真正反
映人角膜的受力情况' 郑广瑛等 +NO,

研究发现"兔的角
膜直径(前后表面高度(角膜屈光状态均与人角膜的相
关参数接近' 本研究中采用兔角膜进行检测"探讨穿
通伤术后角膜的生物力学特性和透明性的变化' 角膜
组织通过排列规则的胶原纤维来维持角膜的透明性"
角膜穿通伤后伤口愈合过程中胶原纤维排列紊乱并形

成瘢痕
+NN, "影响角膜的承载能力' 本研究中根据角膜

基质层胶原纤维极性分布特点做纵向角膜伤口"横向
拉伸中央区角膜试件"从生物力学角度观察兔角膜穿
通伤缝合术后角膜强度的变化"发现随着时间的延长"
伤口区角膜强度从术后开始逐渐增强"/ 周时伤口区
角膜强度达到%2 T̀PUpO ÒO2&J0""小于我们前期研究
的正 常 兔 中 央 区 的 角 膜 强 度 +% Q Q̀2P pO /̀NO &
J0", +NS, "/ 周后强度缓慢增大并趋于稳定'
?>>9角膜穿通伤愈合过程中 ^+3"85?"' 的表达

正常状态下"来源于神经鞘的成纤维样角膜基质
细胞呈网状分布于排列规则的胶原纤维之间"维持角
膜基质中胶原的代谢和角膜内环境' 角膜基质细胞分

泌的细胞外基质包括胶原纤维和蛋白多糖"其中
^+3"85?"' 参与对胶原纤维结构和功能的调节"对维持
角膜的透明性起重要作用' 角膜基质细胞是研究角膜
创伤愈合的靶细胞' I6="'"等 +NP,

研究发现 ^+3"85?"'
是角膜基质细胞的标志物之一' 角膜受损后"角膜基
质细胞促进愈合"同时也形成角膜瘢痕"^+3"85?"' 的表
达也降低"这是伤口区出现混浊的原因之一 +N2, '

本研究中发现"角膜穿通伤缝合术后 N 周时角膜
中 ^+3"85?"' 7DYB即出现高表达"角膜基质细胞被激
活"修复反应在 N 周内最活跃"随着伤口愈合时间的延
长"^+3"85?"' 7DYB的表达量逐渐降低"说明活化的角
膜基质细胞转化为成纤维细胞或者肌成纤维细胞"/
周后 ^+3"85?"' 7DYB表达逐渐平缓"说明 / 周后由角
膜基质细胞的转化而进行的修复过程趋于稳定"推测
此时伤口区细胞转化活动减弱"伤口纤维化修复稳定'
?>?9角膜穿通伤愈合过程的特点

本研究结果证实"随着角膜穿通伤缝合术后时间
的延长"^+3"85?"' 的表达逐渐减少"角膜基质细胞向成
纤维细胞或者肌成纤维细胞的转化伴随着角膜强度的

增大"细胞排列紊乱"角膜透明性下降"从生物力学角
度说明肌成纤维细胞对角膜伤口的承载能力起关键作

用' 术后 / 周时兔角膜强度值及 ^+3"85?"' 7DYB的
表达均趋于稳定"认为这个时间点伤口基本愈合"伤口
处组织纤维化"伤口区角膜强度接近正常"是拆除缝线
的较好时机"此后角膜强度不再进一步增加"而缝线长
期存在会引起异物刺激"导致角膜瘢痕增生"影响角膜
的屈光状态和患者的视力'
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!病例报告!

白内障超声乳化术后发生视网膜中央动脉阻塞一例

李娟.王云枫.陈丽娟.张旸

图 =9术后第 ? 天患者左眼眼底检查.
视盘色淡"边界不清"后极部视网膜灰
白色水肿"黄斑中心凹反射%Z&

..患者"女"QS 岁"因双眼视物不清渐进性

加重 T 年"于 SON2 年 2 月 T 日在牡丹江医学

院附属红旗医院眼科住院治疗' 患者既往有

高血压病史 2 年(脑梗塞病史 N 年(右侧面瘫
/ 年' 眼部检查*视力右眼 O S̀O"左眼 O ǸU)

双眼前房略浅"晶状体皮质混浊"玻璃体轻度

混浊"眼底视盘界清"色淡"动脉细且反光强"

动静脉交叉压迹征 %[&)眼压右眼 SP 77H,

%N 77H,qO ǸPP ^0"&"左眼 SN 77H,)超声

生物显微镜检查提示双眼房角窄*"晶状体

膨胀' 双眼视野缺损' 临床诊断*双眼白内

障)双眼慢性闭角型青光眼' 后于 SON2 年 2

月 SN 日在盐酸奥布卡因点眼表面麻醉下行左眼白内障超声乳

化吸出联合人工晶状体植入术"手术顺利' 术后第 N 天患者出

现恶心(呕吐等反应"血压最高达 NQORNNO 77H,' 左眼视力*

数指RNU ?7"角膜水肿较重"左眼眼压 PO 77H,"眼底窥不清'

给予降血压(止吐和降眼压药物对症治疗' 术后第 S 天患者症

状消失"血压正常"左眼视力*数指RNU ?7"角膜轻度水肿"左眼眼

压 SS 77H,"眼底窥不清' 术后第 P 天角膜透明"但视力未提高'

眼底检查*视盘色淡"边界不清"后极部视网膜灰白色水肿"黄

斑中心凹反射消失"未出现樱桃红斑%图 N&' 患者主诉对荧光

素钠注射液过敏"故未进行荧光素眼底血管造影' 临床诊断*

左眼视网膜中央动脉阻塞' 立即给予高压氧(舌下含服硝酸甘

油 O S̀U 7,(静脉滴注大株红景天注射液 U 7:(尿激酶 / 万 c%商

品单位&及体积分数 SOd甘露醇 SUO 7:' 颞侧皮下注射复方樟

柳碱注射液 S 7:"左眼球后注射 /U2(S 注射液U 7,"用拉坦前列

素滴眼液点眼"每日 N 次' 治疗后患者视力无改善"眼底视盘苍

白"动脉呈银丝样"黄斑区出现樱桃红斑"中心凹光反射%Z&' 出

院后 P 周复诊"可见视盘色淡"动脉壁出现白鞘' 后极部视网膜

水肿吸收"黄斑区色素紊乱"中心凹光反射消失'

..!LM*NO>PQ/OR?7">F>$66'>SOTU(ON/O>SONU>OQ>OOT
作者单位*NUQONN 牡丹江医学院附属红旗医院眼科
通信作者*王云枫"I7"$:*UVUOTP2UWAA>?57

..讨论*白内障超声乳化吸出术是微创手

术"安全性较高"术后很少发生视网膜中央动

脉阻塞' 本例患者术后角膜水肿"眼底窥不

见"延误了诊断"未能及时治疗"最终视功能严

重受损' 分析病因*%N&患者年龄较大"存在

与视网膜中央动脉阻塞有关的全身疾病"如

高血压(脑梗塞)患者本身血管异常"血流动力

学改变"术后早期对麻醉药物反应也引起血

压波动' %S&在白内障超声乳化吸出术中"眼

压改变影响眼部血管功能"引起视网膜血液循

环障碍"也可诱发视网膜中央动脉阻塞+N, '

视网膜中央动脉阻塞是临床眼科常见急

症"严重影响视功能' 目前治疗方法有很多"但疗效均不确切"

及时给予溶栓(改善微循环(高压氧等对症处理是挽救视功能

的关键
+SZP, '

易发生视网膜中央动脉阻塞的高危人群在行白内障超声

乳化吸出术前应详细进行相关检查"术中麻醉医师应密切监测

血压"术前应采用表面麻醉"避免球后麻醉引起球后出血(眶压

增高等并发症' 术者应有熟练的技巧和丰富的经验"手术操作

时维持眼压稳定"减少对角膜的刺激' 该患者术后角膜水肿"

掩盖了眼底病情"错过了最佳治疗时机"导致视功能严重受损'

术后应严密观察"尽早发现"及时治疗'
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