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自体骨髓间充质干细胞移植对兔角膜碱烧伤

炎症反应的抑制作用
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!!"摘要#!背景!眼表碱烧伤可引起角膜溃疡及角膜新生血管形成$导致角膜混浊$目前尚无有效的疗

法% 已有研究认为间充质干细胞)E&D,*移植具有修复角膜损伤的作用$但其在体内对角膜碱烧伤治疗的作

用机制尚不清楚%!目的!研究兔自体骨髓间充质干细胞)QE&D,*对碱烧伤角膜的抗炎机制%!方法!抽取
N aK 月龄日本大白兔骨髓$经体外分离培养得到 QE&D,并进行传代$取第 K 代细胞用于实验$倒置相差显微

镜下观察培养细胞的形态$采用流式细胞仪检测细胞表面标志物的表达$对细胞进行生物学鉴定% 采用角膜

贴敷 [-$#滤纸法在 NR 只日本大白兔的右眼建立中度角膜碱烧伤模型$然后将造模成功的实验兔应用随机

数字表法随机分为 N 个组$于碱烧伤后 I 8 分别在模型眼结膜下注射同种自体 QE&D,悬液 KJJ $+)细胞密度
PcIJM %$+*)QE&D,组*或等容积 XQ&)XQ& 组*$每组各 IN 只% 分别于移植后 K&IR 和 NS 5 于裂隙灯显微镜下

观察角膜的混浊度变化并进行评分$采用组织病理学方法检查角膜组织中炎症反应程度并进行多形核中性

粒细胞)XE[,*计数'采用免疫组织化学染色法定位并检测角膜组织中基质金属蛋白酶9N)EEX9N*的表达%!

结果!体外分离培养的兔 QE&D,贴壁生长$呈长梭形$细胞形态均一$传代后其形态无明显改变% 细胞表面

黏附分子标志物 DHNO 和 DHOJ 阳性表达的细胞比例分别为 OOnIS`和 OLnOR`$而造血细胞标志物 DHKR 和
DHKI 的阳性表达分别为 JnLR`和 JnIP`% 造模后兔右眼出现角膜混浊&上皮脱落&角膜基质水肿和新生血

管形成$移植后 IR 5 和 NS 5 QE&D,组混浊度评分分别为 NnKLqJnPN 和 NnNPqJnPJ$均明显低于 XQ& 组的 KnJJq

JnPK 和 KnNPqJnPJ$差异均有统计学意义)4lNnKLM&NnSNS$均 OoJnJP*'移植后 IR 5 和 NS 5 QE&D,组角膜中
XE[,数目分别为)KRnILqInSP* %IN 个视野和)NPnMRqKnSM* %IN 个视野$明显少于 XQ& 组的)RNnLJqInPR* %

IN 个视野和)KNnMLqInRN* %IN 个视野$差异均有统计学意义)4lIJnJNI&RnSKN$均 OlJnJJJ*'移植后 IR 5 和
NS 5 QE&D,组角膜组织中 EEX9N 蛋白的阳性表达量)^值*分别为 JnKSSqJnJIM 和 JnKSRqJnJJM$明显低于
XQ& 组的 JnRKSqJnJJM 和 JnRINqJnJJP$差异均有统计学意义)4lIJnNJP&IKnPIR$均 OlJnJJJ*%!结论!角

膜碱烧伤后早期行自体 QE&D,移植可减少 XE[,浸润$减轻角膜的炎症反应$下调或抑制 EEX9N 在受损角膜

处的表达$抑制基质胶原纤维的降解$从而减少碱烧伤后角膜溃疡的发生%!

"关键词#!骨髓间充质干细胞移植%方法' 生物分子标志物' 化学烧伤%治疗' 角膜病%治疗' 病理性

新生血管%化学诱导' 炎症%预防和治疗' 基质金属蛋白酶' 动物模型
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!!眼部碱烧伤常导致严重的眼表异常$如角膜溃疡
及新生血管形成$致角膜混浊$危害视力$临床疗效不
理想% 角膜碱烧伤的治疗方法有自体角膜缘干细胞
)+6):1,,'()*(++,$G&D,*移植 +I N̂, &异体 G&D,移植&羊
膜移植等$但上述手术在临床应用中均受到一定的限
制$如自体角膜缘植片取自健眼$从健眼取多少角膜缘
组织既不影响健眼$又能有效治疗患眼的问题仍未解
决'异体 G&D,移植供体来源受限$且免疫排斥反应不
容忽视'羊膜移植仅能治疗一定程度的眼表损伤% 间
充质干细胞))(,(4*8;)-+,'()*(++,$E&D,*移植治疗
眼表损伤取得了一定进展

+K M̂, $但其在体内的具体作
用机制尚不完全清楚

+L, % 目前对于 E&D,修复眼表损
伤的适应证&移植时机&移植剂量&移植途径和远期疗
效等问题均需进一步探讨% 本研究中采用兔自体骨髓
间充质干细胞 ) :04()-..07)(,(4*8;)-+,'() *(++,$
QE&D,*进行体外培养$扩增后的细胞经结膜下注射途
径移植至碱烧伤的角膜$观察移植后的炎症反应$探讨
QE&D,可能的抗炎机制%

96材料与方法

9<96材料
9<9<96实验动物6N aK 月龄日本大白兔 KN 只$体质
量 InS aNnK A/$雌雄不限$购自西安交通大学医学院
动物实验中心%
9<9<:6主要试剂及仪器6HETE9eIN 培养液&质量分
数 JnNP`胰蛋白酶)美国 \6:*0公司*'体积分数 IJ`

胎牛血清 )3('-+:0>64(,(.1)$eQ&* )杭州四季青公
司*'TH=@&HE&$&质量分数 I`苯巴比妥钠 )美国
&6/)-公司*'鼠抗兔 DHNO9eC=D抗体&鼠抗兔 DHKR9
eC=D抗体&鼠抗兔 DHOJ9eC=D和抗 DHKI9eC=D抗体
)美国 &-4'-D.1V公司*'兔抗小鼠基质金属蛋白酶9N
))-'.6B)('-++02.0'(64-,(9N$EEX9N * 多克隆抗体 ) I i
PJ*&&X9JJNK 免疫组织化学试剂盒)北京博奥森生物
技术有限公司*'H@Q显色试剂盒)武汉博士德生物工
程有限公司*'X(.*0++淋巴细胞分离液)美国法玛西亚
公司*'质量分数 JnR`盐酸奥布卡因滴眼液)日本参
天制药株式会社*'妥布霉素滴眼液 )美国 @+*04 公
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司*% 流式细胞仪 )美国 QH公司 *' 滤纸 )英国
"8-')-4 公司*'倒置相差显微镜)日本 $+;)21,公司*%
9<:6方法
9<:<96兔 QE&D,的培养!按 KJ )/%A/的剂量经兔
耳缘静脉注射 I`苯巴比妥钠全身麻醉大白兔% 选取
股骨下端穿刺点$质量分数 I`利多卡因局部注射%
无菌条件下以 IS\骨髓穿刺针接 P )+注射器$内含
K JJJ b%)+)商品单位*肝素 JnN )+$自膝关节间隙上
方 InJ aInP *)处垂直于股骨轴线从外向内后方刺
入$抽取约 R )+骨髓后立即用等容积 XQ& 洗涤 N 次$
弃上清'R )+XQ& 混悬细胞沉淀$缓慢注入含 R )+
X(.*0++淋巴细胞分离液的 IJ )+离心管中$离心半径
IP *)$N JJJ .%)64 离心 NJ )64$吸取分离后的含单核
细胞的乳白色絮状界面层% R )+XQ& 混悬$I JJJ .%)64
离心 P )64$XQ& 洗涤 N 次后弃上清$接种于含 IJ`
eQ&&质量分数 I`双抗 )青霉素&链霉素*的 HETE9
eIN 培养液的 LP )+塑料培养瓶内$置于培养箱中$在
KL p&体积分数 P` D$N&饱和湿度条件下进行细胞培
养% LN 8 后换液$去除非贴壁细胞$即为原代细胞% 此
后每 K 天换液 I 次%

当贴壁细胞生长至 SJ` aOJ`融合后常规传代$
弃去培养基$XQ& 洗涤 N 次$加入 JnNP`胰蛋白酶)含
质量分数 JnJN`TH=@*消化 I )64$显微镜下观察$待
细胞边缘收缩呈椭圆形且即将脱离瓶壁时加入等容积

含 IJ`eQ& 的 HETE9eIN 培养基终止消化后反复吹
打% 收集细胞悬液$室温下 I JJJ .%)64 离心 P )64 后
弃上清$以 I iN 或 I iK 比例传代培养% 每 K 天换液 I
次$待细胞长至 SJ`后再次按上述方法传代培养%
9<:<:6流式细胞术检测兔 QE&D,表面标志物!倒置
相差显微镜下观察原代&第 I aP 代 E&D,细胞的形态
学变化% 收集培养的第 K 代细胞$XQ& 洗涤$含 JnJN`
TH=@的 JnNP`胰蛋白酶消化$I JJJ .%)64 离心 P )64$
弃上清$XQ& 重悬$调整细胞密度至 IcIJM %$+$PJ )/%G山
羊血清 R p下孵育 IP )64 以封闭 e*受体$加入 R $/%)+
鼠抗兔 DHNO9eC=D&鼠抗兔 DHOJ9eC=D&鼠抗兔 DHKR9
eC=D&鼠抗兔 DHKI9eC=D抗体各 P $+$另外 R 管细胞不
加抗体作为阴性对照% R p避光孵育KJ )64$XQ& 洗涤
N 次$加入 KJJ $+XQ& 重悬$行流式细胞仪检测%
9<:<;6兔角膜碱烧伤模型的建立6按 KJ )/%A/的剂
量经兔耳缘静脉注射苯巴比妥钠以全身麻醉大白兔%
JnR`盐酸奥布卡因滴眼液点右眼 K 次$每隔 N 分钟点
眼 I 次% 开睑器暴露眼球$将直径 M ))的滤纸圆片和
直径 M aIR ))的滤纸环浸于 I )0+%G[-$#溶液中
KJ ,$吸去多余液体% 将滤纸圆片和滤纸环置于兔右

眼角膜 )包括角膜缘 * 表面 KJ ,$立即以质量分数
JnO`[-D+溶液 IJJ )+充分冲洗结膜囊$制备角膜碱
烧伤模型% 术后红霉素眼膏涂右眼$每日 N 次% 共 KN
只实验兔用于制备碱烧伤模型$其中 M 只死亡$N 只发
生角膜溃疡$故剔除% 实验动物的喂养和使用遵循视
觉与眼科学研究协会 ) @,,0*6-'604 30.F(,(-.*8 64
Z6,604 -45 $28'8-+)0+0/;$@FZ$*的管理规定执行%
9<:<A6实验分组6将碱烧伤造模成功的实验兔应用
随机数字表法随机分为 QE&D,组和 XQ& 组% 将
PcIJM %$+K aR 代 QE&D,混悬于 KJJ $+XQ& 中$
QE&D,组于兔鼻侧&颞侧&上方&下方结膜下注入
QE&D,细胞悬液各 LP $+$XQ& 组兔以用等容积 XQ& 结
膜下注射% 每组 IN 只实验兔$术后均妥布霉素滴眼液
点眼$每日 K 次%
9<:<K6角膜混浊度评分6移植后 K&IR 和 NS 5 裂隙
灯显微镜下观察各组右眼角膜% 按照文献+S,的标准
对角膜混浊度进行评分并拍照% 角膜混浊度评分标
准(J 分(角膜透明$无混浊'I 分(角膜轻度混浊$可观
察虹膜纹理'N 分(角膜中度混浊$虹膜纹理细节窥不
清'K 分(角膜重度混浊$瞳孔隐约可见'R 分(角膜极重
度混浊$眼内结构窥不清%
9<:<L6组织病理学检查角膜组织的炎症反应情况6
QE&D,移植后 K&IR 和 NS 5$QE&D,组和 XQ& 组任意
选取 R 只实验兔$耳缘静脉推注空气法处死$沿角膜缘
外 N ))剪取完整角膜$快速自鼻侧至颞侧分开$置于
质量分数 IJ`中性甲醛中固定 IN 8% 梯度乙醇脱水$
二甲苯透明 NJ )64$共 N 次$MJ p浸蜡 N 8$石蜡包埋%
石蜡切片机 P aM $)厚切片$每个角膜标本共切片 IJ
张% MJ p烤片 M aS 8% 脱蜡$脱水$苏木素染色 P )64
后冲洗$质量分数 I`盐酸乙醇分化 IJ ,后冲洗$伊红
染色 KJ ,后冲洗$梯度乙醇脱水$二甲苯透明$中性树
胶封片% 每个标本任意选取 K 张切片$每张切片任意选
取 R 个视野$计数多形核中性粒细胞)20+;)0.28041*+(-.
4(1'.0286+,$XE[,*并拍照%
9<:<P6免疫组织化学染色检测细胞中 EEX9N 蛋白的
表达!采用链霉菌抗生物素蛋白 过̂氧化物酶连接法

进行免疫组织化学检测% 将切片浸入 2# MnJ 的
JnJI )0+%G枸橼酸盐缓冲液$微波炉高火加热 K )64$
转低火 IJ )64$P )64 后重复 I 次% 室温静置 KJ )64 后
XQ& 洗涤% 滴加体积分数 K`#N $N作用 IP )64$阻断
内源性过氧化物酶活性$XQ& 洗涤 K 次$每次 K )64%
滴加山羊血清室温孵育 NJ )64'滴加 R $/%)+抗兔
EEX9N 一抗 KJ $+)I iIJJ*$R p过夜% 隔夜取出孵育
湿盒$KL p复温 RP )64$XQ& 洗涤% 滴加 R $/%)+山羊
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抗兔 C/\抗体)I iIJJ*$KL p孵育 KJ )64 后 XQ& 洗
涤% 滴加 PJ $+辣根酶标记链霉卵白素工作液 )I i
IJJ*$KL p孵育 KJ )64 后 XQ& 洗涤% 取 I )+蒸馏水$
加 H@Q试剂盒中 @&Q&D液各 I 滴$混匀后滴加至切
片$显微镜下控制显色时间% 蒸馏水冲洗% 苏木素复
染 JnP aI )64$显微镜下控制染色时间% 蒸馏水冲洗$
梯度乙醇脱水$二甲苯透明$中性树胶封片$显微镜下
观察% 以 XQ& 代替一抗作为阴性对照% 每个 EEX9N
染色标本任意选取 K 张切片$每张切片任意选取 P 个
视野照相% 以细胞膜和细胞质出现棕黄色颗粒为阳性
反应% 采用 C)-/(9X.0X+1,)MnJ 版本*图像分析软件
测得染色后 EEX9N 的吸光度) *̂值%
9<;6统计学方法

采用 &X&& IOnJ 统计学软件 )美国 CQE &X&& 公
司*进行统计分析% 本研究中测量指标的数据资料经
&8-26.09"6+A 检验符合正态分布$以 Rq7表示$组间均
数经 G(>(4(检验证实方差齐% 采用完全随机分组两
水平实验设计$QE&D,组与 XQ& 组在兔眼结膜下注射
后 K&IR 和 NS 5 角膜炎症评分的总体差异比较采用重
复测量两因素方差分析$N 个组在不同时间点兔角膜
中 XE[,细胞计数和 EEX9N 表达的总体差异比较均
采用区组设计两因素方差分析$多重比较采用 &[]9(
检验% 采用双尾检测法$检验水准 !lJnJP%

:6结果

:<96兔 QE&D,的形态观察和鉴定
原代细胞培养 L aS 5 时贴壁$形态呈长梭形$类

似成纤维细胞样$漩涡状排列% 在培养 IN aIR 5 时$
贴壁细胞融合约 OJ`)图 I*$按 I iN aI iK的比例传
代% 传代 K aP 5 时细胞达 OJ`融合$呈排列紧密的漩
涡样结构$可再次进行传代培养% 每 K aP 天传代
I 次$至第 P 代细胞可见形态无明显变化%

BA
图 96培养的兔 EHSJ)形态特征)cIJJ*!@(原代细胞培养 L 5$贴
壁细胞增加$呈短梭状三角形$放射状生长!Q(原代细胞培养 IN 5$
细胞呈长梭形$漩涡状排列$细胞融合达 OJ`

第 K 代兔 QE&D,对表面黏附分子 DHNO 的阳性表
达为 OOnIS`$DHOJ 的阳性表达为 OLnOR`$而对造血

细胞标志物 DHKR 的阳性表达仅为 JnLR`$DHKI 的阳
性表达为 JnIP`%
:<:6兔角膜碱烧伤成模情况

造模后裂隙灯显微镜下可见兔角膜上皮水肿$基
质呈轻度白色混浊$角膜缘缺血$邻近部位的球结膜水
肿$前房内部结构隐约可见$虹膜纹理不清$为中度角
膜碱烧伤)图 N*%

图 :6兔角膜中度碱烧
伤)cIJ*!模型眼角膜
基质层白色混浊$瞳孔
隐约可见$虹膜纹理窥
不清楚

:<;6各组角膜的炎症过程及评分
移植后 K 5$XQ& 组角膜弥漫性水肿$中央角膜基

质呈白色混浊$S 只眼出现上皮缺损$I 只眼前房出血$
K 只眼晶状体混浊'QE&D,组角膜弥漫性水肿$中央角
膜呈雾状混浊$M 只眼出现上皮缺损$瞳孔隐约可见$
K 只眼晶状体轻度混浊% 与 XQ& 组相比$QE&D,组角
膜水肿较轻$眼内并发症少$角膜透明% 移植后 IR 5$
XQ& 组 M 只眼角膜弥漫性混浊$N 只眼中央角膜浅层
溃疡$直径约为 N ))$P 只眼角膜上皮缺损$角膜缘新
生血管累及 L aIN 个钟点'QE&D,组 P 只眼角膜弥漫
性混浊$K 只眼角膜周边透明$N 只眼角膜上皮缺损$角
膜缘新生血管累及 N aS 个钟点% 与 XQ& 组相比$
QE&D,组角膜水肿明显减轻$角膜透明度增加% 移植
后 NS 5$XQ& 组角膜弥漫性混浊$N 只眼角膜白斑$N 只
眼中央角膜浅层溃疡$新生血管累及 S aIN 个钟点$N

只眼角膜满布新生血管'QE&D,组 R 只眼角膜弥漫性
雾状混浊$上皮轻度缺损及角膜新生血管累及 P aL 个
钟点$血管纤细$部分闭塞)图 K*%

移植后随着时间的延长$QE&D,组兔角膜混浊度
评分逐渐较造模后早期下降$而 XQ& 组则逐渐升高$

总体比较差异无统计学意义 ) V时间 lJnPRJ$ Ol
JnPSK*'不同组间角膜混浊度评分的总体比较$差异
有统计学意义 )V分组 lNPnPKI$OlJnJJJ *% 移植后
K 5$N 个组间角膜混浊度评分的差异无统计学意义
)4lJnRKN$OlJnMLJ*'移植后 IR 5 和 NS 5$QE&D,组
角膜混浊度评分值均明显低于 XQ& 组$差异均有统计
学意义)4lNnKLM$OlJnJKN'4lNnSNS$OlJnJKJ*% 移
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植后 NS 5 XQ& 组角膜混浊度评分与移植后 K 5 的 XQ&
组比较$差异有统计学意义)OoJnJP*)表 I*%

BA

C D

E F
图 ;6移植后不同时间点 BES组和 EHSJ)组兔眼的角膜炎症表现
)cIJ*!@(移植后 K 5 可见 XQ& 组角膜弥漫性水肿$角膜基质呈白
色混浊!Q(移植后 K 5 QE&D,组角膜弥漫性水肿$中央角膜呈雾状
混浊!D(移植后 IR 5 XQ& 组角膜弥漫性混浊$中央角膜出现浅层溃
疡!H(移植后 IR 5 QE&D,组角膜弥漫性混浊$可见少量上皮缺损!
T(移植后 NS 5 XQ& 组角膜弥漫性混浊$出现白斑$中央角膜浅层溃
疡!e(移植后 NS 5 QE&D,组角膜雾状混浊$可见上皮轻度缺损

表 96各组移植后不同时间点角膜混浊度评分比较)!T"*

组别 样本量
移植后不同时间点评分

K 5 IR 5 NS 5

QE&D,组 IN NnMLqJnRO NnKLqJnPN- NnNPqJnPJ-

XQ& 组 IN NnPJqJnRP KnJJqJnPK KnNPqJnPJ:

!注(V分组 lNPnPKI$OlJnJJJ'V时间 lJnPRJ$OlJnPSK'V交互作用 l

PnJSR$OlJnJII<与各自时间点的 XQ& 组比较$-OoJnJP'与 XQ& 组内

K 5 值比较$:OoJnJP)重复测量两因素方差分析$&[]9(检验*!QE&D,(

骨髓间充质干细胞

:<A6各组兔角膜组织病理学表现
移植后 K 5$光学显微镜下可见 QE&D,组部分角

膜上皮细胞脱失$角膜基质水肿$同时可见大量炎性细
胞浸润'XQ& 组角膜上皮变性或坏死$角膜上皮细胞严
重脱失$角膜基质轻度水肿&纤维崩解$可见角膜组织
中大量炎性细胞浸润% 移植后 IR 5$QE&D,组角膜上
皮轻度增生$角膜基质内炎症反应较轻$少量纤维增
生$可见散在炎性细胞$角膜新生血管较少$角膜基质

层结构排列较规则$角膜内皮细胞部分丢失'XQ& 组角
膜上皮细胞层数较多$基底细胞由扁平状向柱状转化$
上皮下出现纤维结缔组织$角膜基质层内可见大量新
生血管及炎性细胞$内皮细胞丢失% 移植后 NS 5$
QE&D,组角膜上皮完整$上皮下可见纤维增生$角膜
组织内炎性细胞及角膜新生血管减少$以淋巴细胞&纤
维母细胞浸润为主'XQ& 组角膜上皮脱失$可见浅层基
质大量炎性细胞浸润及纤维增生$基质纤维呈波浪状$
排列疏松)图 R*%

BA

C D

E F
图 A6移植后不同时间点 BES组和 EHSJ)组角膜组织病理学表现
)#TcIJJ*!@(移植后 K 5 XQ& 组角膜上皮变性&坏死)白箭头* $角
膜基质结构排列疏松)黑箭头* $可见大量炎性细胞浸润)绿箭头*!
Q(移植后 K 5 QE&D,组角膜部分上皮细胞脱失)白箭头* $角膜基质
水肿增厚)黑箭头* $可见大量炎性细胞浸润 )绿箭头*!D(移植后
IR 5 XQ& 组角膜上皮下纤维结缔组织)白箭头* $基质层内可见大量
新生血管)黑箭头*及炎性细胞)绿箭头* $内皮细胞脱失)黄箭头*
H(移植后 IR 5 QE&D,组角膜上皮轻度增生$角膜基质散在炎性细胞
)绿箭头* $内皮细胞部分脱失)黄箭头*!T(移植后 NS 5 XQ& 组角
膜上皮部分脱失)白箭头* $浅层基质炎性细胞浸润)绿箭头* $基质
纤维疏松)黑箭头*!e(移植后 NS 5 QE&D,组角膜上皮基本完整$炎
性细胞及角膜新生血管减少
!

:<K6各组兔角膜组织的 XE[,计数
不同时间点各组 XE[,数目的总体比较差异均有

统计学意义)V时间 lIRSnPPP$OlJnJJJ'V分组 lPKnLRL$
OlJnJJJ*% 移植后 K 5$QE&D,组与 XQ& 组间 XE[,
数目的差异无统计学意义)4lJnILM$OlJnSMK*$移植
后 IR 5 和NS 5$QE&D,组角膜组织中 XE[,均明显少
于 XQ& 组$差异均有统计学意义)4lIJnJNI&RnSKN$均
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OlJnJJJ*$XQ& 组移植后 NS 5$XE[,明显少于移植后
K 5$QE&D,组移植后 IR 5 和 NS 5$XE[,均明显少于移
植后 K 5$差异均有统计学意义)均 OoJnJP*% )表 N*%

表 :6各组移植后不同时间点角膜组织中
BH?)数目比较)!T"$m9: 个视野*

组别 样本量
移植后不同时间点 XE[,数目

K 5 IR 5 NS 5

QE&D,组 R RMnJJqJnOR KRnILqInSP-: NPnMRqKnSM-:

XQ& 组 R RPnOJqInKI RNnLJqInPR KNnMLqInRN:

!注(V分组 lPKnLRL$OlJnJJJ'V时间 lIRSnPPP$OlJnJJJ'V交互作用 l

OnNJR$OlJnJJR<与各自时间点的 XQ& 组比较$-OoJnJP'与各自组内

K 5值比较$:OoJnJP)重复测量两因素方差分析$&[]9(检验*!XE[,(

多形核中性粒细胞'QE&D,(骨髓间充质干细胞

:<L6各组角膜组织中 EEX9N 的表达
免疫组织化学染色显示$移植后 IR 5 EEX9N 蛋白

主要表达于碱烧伤角膜组织的上皮细胞&D[Z内皮细
胞及炎性细胞的细胞质中$QE&D,组 EEX9N 蛋白表达
的强度较弱$阳性细胞数较少$而 XQ& 组 EEX9N 蛋白
表达的强度较强$阳性细胞数较多)图 P*% 移植后随
着时间的延长$QE&D,组兔角膜 EEX9N 蛋白的表达量
)^值*逐渐增加$而 XQ& 组增加更为明显$但总体比
较差异无统计学意义)V时间 lInINI$OlJnNMK*'不同
组间角膜 EEX9N 蛋白的表达量)^值*的总体比较$差
异有统计学意义)V分组 lIMnKPM$OlJnJJJ*% 移植后
K 5$QE&D,组与 XQ& 组角膜组织中 EEX9N 蛋白的表
达量)^值*比较$差异无统计学意义 )4lInPKS$Ol
JnIKS*'移植后 IR 5 和 NS 5$QE&D,组角膜组织中
EEX9N 蛋白的表达量均明显低于 XQ& 组$差异均有统
计学意义 )4lIJnNJP&IKnPIR$均 OlJnJJJ*% XQ& 组
移植后 IR 5 与移植后 K 5 比较$差异有统计学意义
)OoJnJP*)表 K*%

BA
图 K6移植后 9A *BES组和 EHSJ)组角膜组织中 HHBC: 的表达
)cRJJ*!@(XQ& 组角膜组织中上皮细胞&D[Z内皮细胞及炎性细
胞的细胞质中 EEX9N 表达较多)箭头*!Q(QE&D,组角膜组织中表
达少量 EEX9N)箭头*
!

表 ;6各组移植后不同时间点角膜组织中
HHBC: 蛋白表达量的比较)!T"$)*

组别 样本量
移植后不同时间点 EEX9N 表达量

K 5 IR 5 NS 5

QE&D,组 R JnKNLqJnJJS JnKSSqJnJIM- JnKSRqJnJJM
XQ& 组 R JnKNNqJnJII JnRKSqJnJJM : JnRINqJnJJP

!注(V分组 lIMnKPM$OlJnJJJ'V时间 lInINI$OlJnNMK<与各自时间点

的 XQ& 组比较$-OoJnJP )重复测量两因素方差分析$&[]9(检验*!

EEX(基质金属蛋白酶'QE&D,(骨髓间充质干细胞

;6讨论

眼部碱烧伤时$碱性物质与眼表组织接触后逐渐
渗透到眼内组织$造成细胞的变性坏死$同时启动免疫
炎症反应$释放大量的 XE[,和淋巴细胞$分泌相关调
节因子以清除坏死物质$其后续效应可造成角膜溃疡$
甚至角膜穿孔% 研究证实$自体 G&D,可用于治疗眼表
疾病$但由于眼表碱烧伤患者 G&D,来源有限$而双眼
G&D,严重缺乏者更无法进行自体移植$此外$异体
G&D,移植容易导致严重的免疫排斥反应$也影响了眼
表碱烧伤的治疗效果$因此寻找新的细胞来源具有重
要的临床意义%

E&D,是来源于中胚层的具有多向分化潜能的干
细胞$在骨髓组织中含量丰富% 研究发现$QE&D,移
植可促进角膜上皮的修复和角膜内皮细胞的扩增$抑
制基质中成纤维细胞的生长$减少角膜的瘢痕化 +O ÎJ, %
有学者将 QE&D,移植到碱烧伤后的兔角膜$发现
QE&D,可部分地表达上皮细胞标志物 +II, $认为在
G&D,缺乏的兔模型中$部分 QE&D,可转分化为角膜
上皮细胞的祖细胞

+IN, % 目前一些体外研究还发现$与
角膜基质细胞共培养的 E&D,可转分化为上皮细胞$
但相关机制仍不清楚

+IK, % 另有研究认为$E&D,移植
后并未分化为角膜上皮细胞$而是通过调节及分泌大
量细胞因子来调节机体的免疫功能$静脉输注 E&D,
可抑制外周免疫反应和促进免疫调节$改善角膜所处
微环境$从而达到-治疗.效果 +IR ÎP, %

角膜碱烧伤后$趋化性细胞因子到达受损角膜处$
同时巨噬细胞及淋巴细胞浸润增加$表达多种免疫分
子$加速炎症反应和免疫反应的进展 +IM, % XE[,吞噬
坏死角膜组织后使其自溶破裂$释放酶颗粒$坏死的角
膜组织又能吸引 XE[,浸润$从而不断加重角膜溃疡$
甚至角膜穿孔$故认为严重碱烧伤后大量 XE[,浸润
是导致无菌性溃疡及穿孔的主要原因% 角膜碱烧伤后
XE[,浸润有 N 个高峰期$分别在角膜损伤后 IN aNR 8
和 IJ aNI 5$第 I 个高峰由碱性物质引起$第 N 个高峰
与机体自身免疫反应相关% 本研究中观察了 QE&D,
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移植后模型眼角膜组织的病理变化$显示移植后 IR 5
角膜上皮增生$角膜基质内炎症反应较轻$新生血管
少$水肿的基质胶原纤维排列整齐'而移植后 NS 5$
QE&D,组角膜基质内炎性细胞浸润明显少于 XQ& 组$
同时相应时间点 QE&D,组角膜中 XE[,计数明显少
于 XQ& 组% 此外$各时间点的角膜组织病理学结果也
显示$QE&D,移植后明显减轻了碱烧伤后角膜的炎症
反应及血管化程度$有利于角膜上皮的修复及减少相
关并发症%

EEX,是 一 组 降 解 细 胞 外 基 质 ) (B'.-*(++1+-.
)-'.6B$TDE*的内源性蛋白水解酶$由巨噬细胞&中性
粒细胞等炎性细胞和成纤维细胞&内皮细胞等合成和
分泌$能够降解 TDE的有效成分$直接或间接参与组
织重塑及创伤修复等生理过程% &-6A-等 +IL,

发现

EEX,可以被过氧化物酶体增生物激活受体下调$减
轻碱烧伤后角膜的炎症反应及新生血管% EEX9N 在
正常角膜组织中角膜上皮&基质及内皮细胞可有少量
表达$]>-4'-等 +IS,

研究发现脉络膜新生血管中 EEX9N
的表达增加$可能通过降解角膜上皮基底膜及 TDE而
参与新生血管形成并进入角膜基质% 冯玉梅等 +IO,

研

究发现$在碱烧伤后 LN 8 免疫组织化学检测显示
EEX9N 在角膜上皮&基质及内皮表达均增强$IJ 5 时
EEX9N 表达明显增强$NJ 5后 EEX9N 表达减弱% 本研
究中免疫组织化学结果显示$移植后 K 5$EEX9N 在角
膜上皮和基质炎性细胞的细胞质及新生血管管腔中均

有表达'移植后 IR 5$EEX9N 表达明显增强$QE&D,组
角膜 EEX9N 的表达量低于 XQ& 组$并持续至移植后
NS 5$提示碱烧伤后 QE&D,可能下调 EEX9N 的表达$
减少角膜炎性创伤% $8 等 +NJ,

也发现大鼠角膜化学伤

后 K 周移植组 EEX9N )F[@的表达低于对照组%
EEX9N 可由炎性细胞分泌% 本研究结果提示$QE&D,
可抑制碱烧伤后角膜中 XE[,浸润$从而间接减少了
EEX9N 的分泌$发挥抗炎作用%

综上所述$E&D,可减轻角膜碱烧伤后 XE[,浸
润$下调 EEX9N 蛋白水平的表达$抑制炎症反应$减少
角膜溃疡的发生$为碱烧伤后的角膜修复提供有利条件%
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