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膜片移植治疗兔角膜碱烧伤的疗效及其机制
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!!"摘要#!背景!角膜化学烧伤是致盲眼病之一$先前的各种疗法在临床上的应用均受到一定的限制$而
脂肪间充质干细胞)>@RO%*移植疗法受到密切关注&!目的!观察诱导分化的 >@RO%羊膜片移植治疗兔角
膜碱烧伤的疗效及其机制&!方法!无菌条件下剪取兔角膜$用悬浮基质片法分离并培养兔角膜基质细胞
)ORO%*& 取兔腹股沟脂肪组织$以酶消化法)质量分数 C ĤJ`胰蛋白酶*分离及培养兔 >@RO%$并用流式细
胞术鉴定 >@RO%表面抗原的表达& 将 ORO%与 >@RO%共培养$采用免疫荧光技术和逆转录 eO\)\=KeO\*鉴
定 ORO%诱导后 >@RO%向角膜基质样细胞分化的表达$分别将诱导或未诱导的 >@RO%种植于羊膜上制备成细
胞羊膜片& 选择 FC 只新西兰白兔$右眼用浸有质量分数 B`Q';V的滤纸贴敷于角膜中央 JC %制备兔角膜碱
烧伤模型$按随机数字表法将模型眼随机分为诱导 >@RO%k羊膜移植组%未诱导 >@RO%k羊膜移植组%单纯羊
膜移植组及模型组& 分别于术后 B 周%H 周和 B 个月在裂隙灯显微镜下观察各组兔模型眼角膜的混浊程度和
新生血管形成情况$并对角膜炎症进行评分$采用 ?]AR>法检测术后 B 个月角膜组织匀浆中 O@NJ%&干扰素
)ASQK&*%白细胞介素KBC)A]KBC*蛋白及房水中血管内皮生长因子)#?[S*蛋白的质量浓度&!结果!从脂肪
组织分离培养的 >@RO%表面抗原 O@BCJ%O@HI%O@NN 的阳性表达率分别为 IC ĤD`%MM ĴF`%IM M̂M`'分离
培养的 ORO%波形蛋白呈阳性表达'ORO%与 >@RO%共培养后多数细胞双标记染色阳性& 苏木精T伊红染色显
示$>@RO%种植于羊膜后生长良好& 术后 B 个月$模型组角膜混浊呈瓷白色$新生血管面积最大$而诱导
>@RO%k羊膜移植组角膜透明$新生血管最少& 术后 B 个月$诱导 >@RO%k羊膜移植组%未诱导 >@RO%k羊膜移
植组%单纯羊膜移植组和模型组兔角膜混浊程度评分分别为 B F̂JlC B̂M%H ĈJlC B̂E%H F̂MlC ĤJ 和 H ÎCl
C B̂M$新生血管面积分别为)BC ĴIlB ÊM*%)HH ĴMlB F̂D*%)DE ÎMlB ÎC*和 )NJ D̂ElB F̂J*..H $术后 B 周%
H 周及 B 个月 N 个组间角膜混浊程度评分和角膜新生血管)OQ#*面积的差异均有统计学意义)$pHMC M̂HF%
DDC B̂EH%NFJ ÊCE$均 GpC ĈCC'$pFC ĈHC%FEC M̂BB%B JBC ĤDB$均 GpC ĈCC*$其中诱导 >@RO%k羊膜移植组角
膜炎症评分明显低于其他 D 个组$OQ#面积小于其他 D 个组$差异均有统计学意义)均 GmC ĈB*& 术后 B 个
月$N 个组间角膜组织匀浆中 O@NJ%A]KBC%ASQK&质量浓度的差异均有统计学意义 )$pIBF ĴNJ%B EDI D̂JM%
NFH B̂DN$均 GpC ĈCC*$其中与未诱导 >@RO%k羊膜移植组%单纯羊膜移植组和模型组比较$诱导 >@RO%k羊膜
移植组 O@NJ%ASQK&质量浓度明显降低$而 A]KBC 质量浓度明显升高$差异均有统计学意义)均GmC ĈB*& N 个
组兔房水中 #?[S质量浓度的总体比较差异有统计学意义)$pBHI B̂HF$GpC ĈCC*$其中诱导 >@RO%k羊膜移
植组兔房水中 #?[S质量浓度明显低于未诱导 >@RO%k羊膜移植组%单纯羊膜移植组和模型组$差异均有统计
学意义)均 GmC ĈB*&!结论!ORO%诱导的 >@RO%羊膜片移植法治疗兔角膜碱烧伤有较好的疗效$其作用机
制可能是 >@RO%在 O?O%诱导下分化为具有角膜上皮细胞特征的细胞$同时羊膜可减轻免疫炎症反应$抑制
新生血管形成&!

"关键词#!脂肪间充质干细胞' 移植' 羊膜' 眼碱烧伤' 分化' 角膜基质细胞
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!!角膜化学性损伤导致角膜失去透明性$其中以碱
烧伤更为严重$因碱性物质易与组织中的脂质发生皂
化反应$形成既为水溶性又为脂溶性的化合物$使碱性
物质继续破坏角膜上皮$继而溶解基质蛋白$甚至波及
前房结构& 持续的组织细胞分解%前睫状血管的栓塞%
角膜缘干细胞的消失或功能缺陷均会造成角膜不可逆

的组织损伤$导致角膜上皮的反复剥脱%角膜结膜化%
角膜溃疡等& 由于角膜溃疡后期常并发角膜新生血管
))*0,1'(,1*3'%)&('0$W'-$*,$OQ#*$因此角膜移植手术
疗效不佳并易复发& 眼碱烧伤的传统治疗方法有羊膜
移植%自体角膜缘干细胞移植 +BTH, %异体角膜缘干细胞
移植

+D,
等$但由于各种手术本身均有一定的局限性$

其临床应用受到一定的限制$如自体角膜缘干细胞移

植对部分患者有良好的疗效$但到目前为止$尚缺少相
关实验研究的支持$且自体角膜缘植片取自健眼$由于
健眼表面需要的干细胞数量无法确定$因此$从健眼取
多少角膜缘组织才能保证既不影响健眼的眼表稳定$
又能有效治疗患眼仍然是一个尚未解决的问题$而且
当双眼均发生大面积眼表损害时也缺少可供移植的自

体角膜缘干细胞'异体角膜缘干细胞移植手术能提供
足够的角膜缘植片$但供体来源有限$并且角膜缘具有
丰富的毛细血管$因此同种异体移植后$其免疫排斥反
应不容忽视

+N, '羊膜移植治疗眼表疾患目前在临床上
应用较广泛

+J, $但因重度角膜碱烧伤患者角膜缺乏上
皮再生来源的干细胞$因此羊膜移植不能治疗角膜缘
严重受损的眼表损伤& 目前$用体外培养的人骨髓间
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充质干细胞 ) 8*,1.1%1,)26.'(%-1.)1((%$ZYRO%*移
植治疗兔眼表损伤获得了较好的效果$其疗效优于传
统羊膜移植

+NTF, $但是$ZYRO%取材困难且患者依从性
差$故脂肪间充质干细胞 )'4$/*%1K410$314 %-1. )1((%$
>@RO%*移植疗法受到广泛关注& 作为成体干细胞的
重要组成$>@RO%不存在伦理学问题$易于获取$体外
增生迅速$免疫原性低 +E, $克服了上述治疗方法的不
足& 本研究观察 >@RO%移植对角膜碱烧伤的治疗效
果$并探讨角膜的修复机制&

;9材料与方法

;:;9材料
;:;:;9实验动物9清洁级新西兰白兔 FC 只$雌雄不
限$体质量 H Ĉ aH Ĵ <+)实验动物合格证号( ROXd
HCCMKCCCN$武汉大学动物实验中心提供*& 实验动物
的使用和喂养均遵循 >\#;声明&

表 ;9碱烧伤后角膜症状评分标准

症状 C 分 B 分 H 分 D 分 N 分

角膜混浊程度 透明
轻度混浊$能透
见虹膜纹理

中度混浊$虹膜
纹理不清

重度混浊$能隐
约透见瞳孔

极重度混浊$不
能透见瞳孔

新生血管形成 无! 角 膜 缘 附 近

H ..范围内

超出角膜缘附

近 H ..范围$
但 面 积 ! B "H
象限

面积nB"H 象限 全角膜均有

角膜荧光 素

染色
阴性

阳性$ 范 围 !
B "N 象限

阳性$B"N 象限m
范围 ! B "H 象
限

阳性$B"H 象限m
范围 ! D "N 象
限

阳 性$ 范 围 n
D"N象限

;:;:<9主要试剂及仪器9O@HIKSA=O%O@NJKSA=O单
克隆抗体%鼠抗兔 O@DNKe?%O@BCJKe?)美国 Z@公
司*'@?Y?KSBH 培养基%胎牛血清)美国 [$8)*公司*'
逆转录 eO\)01310%1-0',%)0$/-$*, eO\$\=KeO\*试剂
盒%荧光定量 eO\试剂盒)美国 >ZA公司*'兔白细胞
共同抗原)]O>"O@NJ*%兔 &干扰素)$,-10510*,K&$ASQK
&*%兔白细胞介素KBC )$,-10(1&<$,KBC$A]KBC*%兔血管
内皮细胞生长因子)3'%)&('01,4*-21($'(+0*7-2 5')-*0$
#?[S*酶联免疫吸附测定试剂盒)美国 \s@公司*'
荧光)O6D*标记羊抗兔 A+[)武汉博士德生物工程有限
公司*'兔抗细胞角蛋白 D"BH ))6-*<10'-$, D"BH$OdD"
BH*抗体)8%KHDFI\$北京博奥森生物技术有限公司*'
edVHF 试剂盒)美国 R$+.'公司*'质量分数 C D̂`左
氧氟沙星滴眼液)日本参天制药公司*'妥布霉素地塞
米松眼膏)美国 >()*, 公司*& EJCC 型实时荧光 eO\
仪)美国 >ZA公司*'DNID -0',%71((小室 )BH 孔板嵌
套$C N̂ !.$美国 O*0,$,+公司 *'倒置显微镜 )日本
;(6./&%公司*'O;H培养箱)美国 \13)*公司*'流式细
胞仪 )美国 Z?OdY>QKO;r]=?\公司 *'
Y*41(JJC 酶标仪 )美国 ZA;K\>@公司*'
O@NNKe?流式细胞仪)美国Z@公司*&
;:<9方法
;:<:;9兔 >@RO%的分离%培养及鉴定!取
兔腹股沟脂肪组织$参照文献+MTBH,的方法
消化%分离及培养兔 >@RO%$第 D 代 >@RO%
生长约 MC`融合时$用质量分数 C ĤJ`胰蛋
白酶进行消化$eZR 洗 D 遍$然后分别与
O@HIKSA=O%O@NJKSA=O%O@DNKe?%O@BCJKe?%

O@NNKe?共孵育 DC .$,$用流式细胞仪进行分析&
;:<:<9兔角膜基质细胞的分离%培养及鉴定!无菌条
件下沿角膜缘分离兔角膜$悬浮基质片法培养兔角膜
基质细胞))*0,1'(%-0*.'()1((%$ORO%*& 取第 H aD 代
细胞用于实验$采用组织化学法鉴定 ORO%中标志物
波形蛋白的表达&
;:<:=9ORO%与 >@RO%共培养诱导 >@RO%分化!在
-0',%71((共培养系统)孔径 C N̂J !.*中共培养第 H 代
>@RO%和 ORO%$>@RO%置于下层& 将共培养系统置于
体积分数 J`O;H%DE o培养箱中培养 E 4& 隔天更换
B 次培养液& 对诱导后的 >@RO%进行角膜上皮细胞标
志物角化蛋白 ) /',K<10'-$,*荧光染色 +荧光 )O6D*标
记羊抗兔 A+[%OdD"BH,$并于显微镜下观察细胞的形
态变化& 采用 \=KeO\法和免疫荧光技术测定诱导的
>@RO%中 /',K<10'-$, .\Q>的表达$/',K<10'-$, 蛋白
表达阳性细胞表现为蓝色荧光)ORO%*$>@RO%表现为
红色荧光)edVHF 与膜质结合显示为红色*$既有红色
又有蓝色)双阳性*代表是来源于 >@RO%的具有 ORO%

特征的细胞&
;:<:>9>@RO%羊膜片的制备!人羊膜由广州军区武
汉总医院眼科提供$THC o下在甘油中保存$取出后生
理盐水反复冲洗$庆大霉素)B cH CCC*浸泡 DC .$,$置
于消化液)C ĤJ`胰蛋白酶和质量分数 C ĈH`?@=>$

等容积混合*中 DE o水浴 B 2$光学显微镜下轻轻吹下
羊膜上皮细胞层$干燥备用& 将经诱导"未诱导的
>@RO%经胰蛋白酶消化后制成细胞悬液$密度为
BqBCJ ").H$种植于羊膜上$常规培养换液$培养 J 4$备用&
;:<:J9碱烧伤模型的制备及评估9参照文献+BD,的
方法$将浸有质量分数为 B`Q';V的滤纸贴敷于角膜
中央$制备兔角膜碱烧伤模型$均选择右眼为实验眼$
C D̂`左氧氟沙星滴眼液点眼$每日 D 次& B 周后观察
角膜混浊程度%新生血管形成及角膜荧光素染色情况
并评分)表 B*$角膜混浊程度评分"H%新生血管形成
评分"H%荧光染色评分"D 者纳入实验&

!HCJ! 中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F
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;:<:K9实验分组及移植手术9应用随机数字表法将
造模成功的 FC 只兔角膜碱烧伤模型眼随机分为诱导
>@RO%k羊膜移植组%未诱导 >@RO%k羊膜移植组%单纯
羊膜移植组和模型组& 质量分数 D`戊巴比妥钠
)D .("<+*耳缘静脉注射麻醉成功后$手术显微镜下刮
除角膜表面坏死组织$植片细胞面向下用 BCKC 缝线间
断缝合于角膜缘外 H ..球结膜周边$妥布霉素地塞
米松眼膏涂眼$缝合眼睑& 术后用左氧氟沙星滴眼液
点眼$每天 D 次$B 周后拆除眼睑缝线&
;:<:n9术后裂隙灯显微镜观察9于术后 B 周%H 周%
B 个月裂隙灯显微镜下观察角膜混浊度%新生血管生
长情况$记录各组兔 OQ#长出的时间%OQ#的长度和
数量$测量时手术显微镜下以毫米尺测量$取连续弯曲
度小%朝向角膜中央生长的最长血管$计算 OQ#的面
积& >pO"BHqD:BNBF+0HT)0TW* H , +BD, $其中 >为新生
血管面积$O为新生血管累及角膜的圆周钟点数$0为
角膜半径$W为新生血管从角膜缘深入角膜的长度&
;:<:N9?]AR>法测定移植术后角膜组织中炎症相关
因子 A]KBC%O@NJ%ASQK&及房水中 #?[S的质量浓度
!取房水 JCC !(于 B CCC q) 离心 HC .$,$取上清$
?]AR>试剂盒检测房水中 #?[S质量浓度& 取角膜组
织$用预冷的 eZR)C ĈB .*("]$/VE N̂* 冲洗$去除残
留血液以免红细胞裂解影响测量结果$称量后将组
织剪碎& 将剪碎的角膜组织与 eZR)7角膜组织﹕ [eZR p
B cI*加入玻璃匀浆器中$于冰上充分研磨& 对匀浆液
进行超声破碎$或反复冻融& 将匀浆液于J CCCq) 离
心 J aBC .$,$取上清使用 A]KBC%O@NJ%ASQK&?]AR>
试剂盒检测&
;:=9统计学方法

采用 ReRR BD:C 统计学软件进行统计分析$本研
究测试指标的数据资料经 R2'/$0*K_$(< 检验呈正态分
布$以 Ll>表示$组间方差经 ]131,1检验方差齐& 采
用完全随机分组单因素 N 水平实验设计$诱导 >@RO%k
羊膜移植组%未诱导 >@RO%k羊膜移植组%单纯羊膜移
植组和模型组间兔角膜炎症评分%新生血管面积%房水
中 #?[S及角膜组织中炎症相关细胞因子质量浓度的
总体差异比较均采用单因素方差分析$组间两两比较
采用 ]R@K6检验& 采用双尾检验法$检验水准为
"pC ĈJ&

<9结果

<:;9兔 >@RO%和 ORO%的培养及鉴定
<:;:;9>@RO%原代培养及流式细胞仪鉴定!>@RO%
培养 HN 2 内逐渐贴壁$贴壁的细胞呈梭形或多角形$

类似成纤维细胞$培养约 F 4 后细胞融合超过 MC`&
流式细胞仪鉴定培养的细胞显示 O@DN 和 O@NJ 表达
阴性$O@BCJ%O@HI 和 O@NN 表达阳性$O@BCJ%O@HI%
O@NN 阳性率分别为 IC ĤD`%MM ĴF`和 IM M̂M`)图
B$H*&

图 ;97W@D)原代培养第 J 天光学显微镜下细胞形态)qBCC*
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图 <9流式细胞仪检测兔 7W@D)表面抗原 DW=>%DW>J%DW;MJ%
DW<A%DW>> 的表达

<:;:<9ORO%培养及免疫组织化学鉴定!光学显微镜
下培养的细胞呈梭形$免疫组织化学法检测显示波形
蛋白呈阳性表达$细胞质呈棕色或深棕色$细胞核为淡
蓝色)图 D*&
<:<9ORO%共培养诱导 >@RO%中标志物的表达

ORO%与 >@RO%共培养后$>@RO%中 /',K<10'-$,
.\Q>呈弱阳性表达 )图 N *& 免疫荧光染色显示
ORO%诱导的 >@RO%中 /',K<10'-$, 表达阳性$呈蓝色
荧光$而 >@RO%表现为红色荧光$呈双阳性表达的细
胞比例较高)图 J*&
<:=9>@RO%羊膜片的组织学表现

种植于透明羊膜上的细胞呈长梭形$生长良好$排
列整齐$苏木精T伊红染色后细胞核呈蓝色染色$并可
见贴附于细胞下方呈均质淡红染色的羊膜)图 F*&

1DCJ1中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F
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图 =9D@D)的鉴定)@>ZqHCC*!培养的细胞波形蛋白呈阳性表达$细胞质呈棕色或深棕色$细胞核为淡蓝色!图 >9!F5UD!检测 D@D)与
7W@D)共培养后 +$(5B"3$%&(A!V7的表达!B(角蛋白!H(#K')-$,!D(诱导后 >@RO%中 /',K<10'-$, .\Q>的表达!图 J97W@D)特征标志物荧
光染色!>(未诱导 >@RO%呈红色荧光)edVHF qNCC*!Z(ORO%与 >@RO%共培养后的阳性细胞呈双标记染色)O6D qNCC*
!

A B
图 K9诱导的 7W@D)羊膜片的组织学检查!>(光学显微镜下种植
于羊膜的细胞呈梭形)qBCC*!Z(种植于羊膜的细胞核呈蓝色 )箭
头* $羊膜呈淡红色)V?qBCC*

<:>9各组术后不同时间点角膜的表现
术后 B 个月$诱导 >@RO%k羊膜移植组实验眼角

膜基本恢复透明$瞳孔清晰可见$有很少量的新生血

A B C D
图 n9各组术后 ; 个月角膜碱烧伤模型眼的裂隙灯显微镜下表现!>(诱导 >@RO%k羊膜移植组角膜较透明$隐约可见新生血管)箭头*!Z(未诱
导>@RO%k羊膜移植组角膜可见少量较细小的新生血管)箭头*!O(单纯羊膜移植组角膜混浊$可见粗大新生血管)箭头*!@(模型组角膜呈瓷白
色混浊$可见大量新生血管)箭头*

管'未诱导 >@RO%k羊膜移植组实验眼角膜混浊减轻$

仅遗留片状混浊$可见少量新生血管'单纯羊膜移植组
实验眼角膜明显混浊$虹膜窥不见$有中等量新生血
管'模型组实验眼角膜瓷白色混浊$可见大量新生血管
)图 E*&

术后 B 周%H 周及 B 个月 N 个组间角膜混浊程度
评分的差异均有统计学意义)$pHMC M̂HF$GpC ĈCC'
$pDDC B̂EH$GpC ĈCC'$pNFJ ÊCE$GpC ĈCC*$N 个
组间两两比较差异均有统计学意义)均 GpC ĈCC*$且
诱导 >@RO%k羊膜移植组角膜混浊程度评分在不同时

间点均小于其他 D 个组'术后各时间点 N 个组间新生
血管面积的差异均有统计学意义 )$pFC ĈHC$Gp
C ĈCC'$pFEC M̂BB$ GpC ĈCC' $pB JBC ĤDB$ Gp
C ĈCC*$N 个组间两两比较差异均有统计学意义 )均
GmC ĈJ*$且各时间点诱导 >@RO%k羊膜移植组新生血
管面积均明显小于其他 D 个组$差异均有统计学意义
)均 GpC ĈCC*)表 H*&

表 <9各组不同时间点角膜混浊程度评分及DVX面积比较)!O"*

组别
样本

量

不同时间点角膜混浊程度评分 不同时间点 OQ#面积 )..H*

B 周 H 周 B 个月 B 周 H 周 B 个月

诱导 >@RO%k
羊膜移植组

BJ H B̂NlC B̂J H ĈClC ĤD B F̂JlC B̂M HH ĴFlB ĴF BI ĤBlB F̂N BC ĴIlB ÊM

未诱导 >@RO%k
羊膜移植组

BJ H M̂JlC ĤH' H ÊClC B̂N' H ĈJlC B̂E' HF ĤMlB F̂N' HE D̂DlB F̂H' HH ĴMlB F̂D'

单纯羊膜移植组 BJ D D̂NlC B̂E'8 D ĈMlC B̂D'8 H F̂MlC ĤJ'8 HM ĤMlB ÎJ'8 NC ĤNlH ĴJ'8 DE ÎMlB ÎC'8

模型组 BJ D M̂IlC ĤD'8) D ÎIlC B̂J'8) H ÎClC B̂M'8) DC ĈMlB ÎH'8)JC D̂MlB M̂I'8) NJ D̂ElB F̂J'8)

$ HMC M̂HF DDC B̂EH NFJ ÊCE FC ĈHC FEC M̂BB B JBC ĤDB

G C ĈCC C ĈCC C ĈCC C ĈCC C ĈCC C ĈCC

!注(与诱导 >@RO%k羊膜移植组比较$'GmC ĈJ'与未诱导 >@RO%k羊膜

移植组比较$8GmC ĈJ'与单纯羊膜移植组比较$)GmC ĈJ )单因素方差

分析$]R@K6检验*!OQ#(角膜新生血管'>@RO%(脂肪间充质干细胞

<:J9各组术后 B 个月兔角膜组织中炎症相关因子及
房水中 #?[S质量浓度变化

术后 B 个月$诱导 >@RO%k羊膜移植组%未诱导
>@RO%k羊膜移植组%单纯羊膜移植组和模型组兔角膜

!NCJ! 中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F
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组织中 O@NJ% ASQK&质量浓度依次升高$组间总体比
较差异均有统计学意义 )$pIBF ĴNJ$GpC ĈCC'$p
NFH B̂DN$GpC ĈCC*$各组间两两比较差异均有统计学
意义)均 GmC ĈB*& 术后 B 个月诱导 >@RO%k羊膜移
植组%未诱导 >@RO%k羊膜移植组%单纯羊膜移植组和
模型组兔角膜匀浆中 A]KBC 质量浓度依次降低$总体
比较差异有统计学意义)$pB EDI D̂JM$GpC ĈCC*$各
组间两两比较差异均有统计学意义)均 GmC ĈB*'诱
导 >@RO%k羊膜移植组%未诱导 >@RO%k羊膜移植组%

单纯羊膜移植组和模型组实验眼房水中 #?[S质量浓
度依次升高$ 总体比较差异有统计学意义 ) $p
BHI B̂HF$GpC ĈCC*$各组间两两比较差异均有统计学
意义)均 GmC ĈB*)表 D*&

表 =9角膜组织中炎症相关因子及房水中
X?TY质量浓度的比较)!O"*

组别 样本量 O@NJ) ,+".(* A]KBC) /+".(* ASQK&) /+".(* #?[S) /+".(*

诱导 >@RO%k羊膜移植组 BJ C ĴClC ĈF JCI ĤClDH D̂J BE F̂MlB B̂C BMH M̂ElBB ĤI!

未诱导 >@RO%k羊膜移植组 BJ C F̂MlC ĈJ' NHN ÎHlHJ B̂H' HC ĈNlB N̂J' HDM D̂FlBN ĈF'

单纯羊膜移植组 BJ B ĈElC ĈN'8 BEM B̂BlBI ĤD'8 HF ÎBlC ÊD'8 DEB B̂ClNF M̂B'8

模型组 BJ B ĤBlC ĈN'8) BCC B̂MlE ÎD'8) HI B̂FlC M̂C'8)NCI ÊElDB ĈJ'8)

$ IBF ĴNJ B EDI D̂JM NFH B̂DN BHI B̂HF
G C ĈCC C ĈCC C ĈCC C ĈCC

!注(与各自的诱导 >@RO%k羊膜移植组比较$'GmC ĈB' 与各自的未诱

导 >@RO%k羊膜移植组比较$8GmC ĈB'与各自的单纯羊膜移植组比较$
)GmC ĈB)单因素方差分析$]R@K6检验*!#?[S(血管内皮生长因子'

>@RO%(脂肪间充质干细胞'A](白细胞介素'ASQK&(&干扰素

=9讨论

严重眼表损伤患者利用自体或异体来源的细胞进

行眼表重建是重要的治疗途径& 眼表重建需要解决种
子细胞问题$多能干细胞因其增生及分化能力强$且具
有免疫赦免及免疫抑制作用

+BNTBF,
受到研究者的关注$

用于眼表损伤治疗的多能干细胞包括脐带血干细

胞
+BE, %牙髓干细胞 +BM, %ZYRO%+BJ$BE,等& 已有研究将体

外培养的人 YRO%移植于兔眼碱烧伤模型$取得了较
好的效果

+BI, $更有报道指出将鼠 YRO%与鼠 ORO%共
培养$经诱导的 YRO%具有角膜上皮细胞的特征$移植
于鼠碱烧伤模型$对于眼表重建有良好的作用 +HC, & 但
是$由于 YRO%成分复杂$干细胞含量极低$取材困难$

难以广泛应用&
>@RO%具有多向分化的潜能$在一定条件诱导下

可分化为心肌%血管内皮%成骨%软骨%神经%脂肪等组
织细胞

+HB, & 由于其含量丰富$便于取材$>@RO%有望
成为眼表重建的种子细胞& 目前利用 >@RO%移植治
疗眼表损伤的研究甚少$但已证实$培养液中加入适量

的细胞因子可以使 >@RO%定向分化为具有角膜细胞
表型的细胞

+HH, $将人 >@RO%细胞悬液结膜下注射或
者局部点眼$能够治疗角膜碱烧伤$使角膜细胞再生$
加速上皮愈合过程$减轻炎症反应$为 >@RO%移植用
于眼表重建带来了希望

+HDTHJ, &
本研究将分离培养并成功诱导的 >@RO%贴附于

羊膜上$采用羊膜移植手术治疗角膜碱烧伤发现$术后
B 个月诱导>@RO%k羊膜移植组角膜混浊程度较其他 D
个组明显降低$仅残存微量新生血管$各时间点 N 个组
间角膜混浊程度评分及新生血管形成面积差异均有统

计学意义$提示 >@RO%移植能减少碱烧伤后新生血
管$促进角膜组织的修复& 术后诱导 >@RO%k羊膜移
植组和未诱导 >@RO%k羊膜移植组的角膜混浊程度评
分及新生血管面积均小于单纯羊膜移植组和模型组$
可能与 >@RO%能较好地向角膜样细胞定向分化$重建
眼表的功能有关& 虽然诱导 >@RO%k羊膜移植组和未
诱导 >@RO%k羊膜移植组之间上述形态学指标差异均
有统计学意义$但是由于本研究无法确定移植术后 H
个组 >@RO%向角膜细胞的分化情况$而且即使确定干
细胞分化情况$也无法明确具体治疗机制是由于
>@RO%向角膜细胞分化$还是由于干细胞本身的抗炎
及免疫作用$或者存在其他原因& 此外$在移植术后各
时间点诱导 >@RO%k羊膜移植组角膜混浊程度评分均
明显低于其他 D 个组$表明诱导的 >@RO%无论在移植
早期还是后期$均能较好地改善角膜的混浊状态$推测
移植早期已有诱导的角膜样细胞发挥作用$且后期有
更多的 >@RO%向角膜样细胞分化&

研究证实$角膜碱烧伤后除了碱性物质的直接损
伤作用外$免疫系统的参与也起着非常重要的作用$包
括角膜表面抗原的变异及暴露$免疫炎症细胞 )包括
多形核白细胞%淋巴细胞%朗格罕斯细胞等*和免疫分
子)如细胞因子%黏附因子%趋化因子等*的相互联系
和作用$形成复杂的免疫炎症网络$介导角膜碱烧伤的
病理变化$这些机制的参与是病情顽固%长期难愈的原
因

+BH, $而组织炎症及缺血缺氧诱发的新生血管形成是
导致角膜瘢痕%睑球粘连的原因 +HF, & R*-*W*,*等 +HE,

研

究发现$角膜碱烧伤后 A]KB%A]KF%A]KBC%肿瘤坏死因
子K")-&.*0,1)0*%$%5')-*0K"$=QSK"*的 .\Q>表达增
高$而 ZYRO%移植治疗角膜化学烧伤主要是因为其具
有修复组织%抗炎及抗新生血管的功能 +HMTHI, & \*446
等

+DC,
研究证实$人类 YRO%静脉滴注治疗小鼠眼化学

伤的机制可能与其分泌抗炎蛋白 =R[KF$从而减轻炎
症反应的作用有关& 根据 ZYRO%治疗眼表损伤的机
制研究结果$本研究中从炎症及新生血管这 H 个方面
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来揭示 >@RO%可能的作用机制& 此外本研究中探索
了移植后是否存在眼表免疫炎症相关及促血管生成因

子的改变$发现在 ORO%的共培养诱导条件下$>@RO%
可以表达角化蛋白$证明体外 >@RO%确实在一定条件
下可以向角膜样细胞分化$而且移植术后$与未诱导
>@RO%k羊膜移植组及单纯羊膜移植组相比$诱导的
>@RO%能够明显降低 O@NJ%ASQK&及 #?[S的表达$
诱导抗炎因子 A]KBC 的表达&

以上结果表明$诱导的 >@RO%以羊膜为载体移植
到碱烧伤角膜后$角膜混浊程度及新生血管消退效果
均明显优于未诱导 >@RO%k羊膜移植组及单纯羊膜移
植组& 根据所检测的炎症及血管生成因子质量浓度的
改变$推测移植的 >@RO%可分化为具有角膜上皮特征
的细胞$重建眼表正常结构$同时也可减轻炎症反应$
抑制新生血管形成$并通过一些可溶性因子的分泌$调
节局部免疫反应$改善眼表角膜上皮细胞生存的微环
境$从而实现促进角膜修复的效果&

本研究结果显示$诱导 >@RO%k羊膜移植治疗兔
角膜碱烧伤较临床传统治疗方法疗效显著$有望为严
重眼表损伤的治疗提供一种极具临床应用前景的

手段&

参考文献

+B, @&'VR$>W&'0'KZ(',)*>:>&-*(*+*&%($.8'(-0',%/(',-'-$*, $, /'-$1,-%
7$-2 &,$('-10'()*0,1'(%-1.)1((415$)$1,)6+P,:Z0P;/2-2'(.*($HCCC$
MN)D* cHEDTHEM:4*$(BC:BBDF "8G*:MN:D:HED:

+H, O'%/$;$ ]1%.', >$ Z'%13$-)2 U$ 1-'(:=$%%&1 1,+$,110$,+ *5
3'%)&('0$W14 )'04$').&%)(150*.2&.', 1.806*,$)%-1.)1((%+P,:O$0)
\1%$HCCE$BCC )H * cHFDTHEH:4*$(BC:BBFB "CB:\?R:CCCCHJEEEF:
CJFED:55:

+D, P$',+=R$O'$]$P$_U$1-'(:\1)*,%-0&)-$*, *5-21)*0,1'(1/$-21($&.
7$-2 $,4&)14 .'00*7 .1%1,)26.'(%-1. )1((%$, 0'-%+P,:Y*(#$%$
HCBC$BF cBDCNTBDBF:

+N, d*$W&.$Q$ d$,*%2$-' R:;)&('0 %&05')1 01)*,%-0&)-$*,$ '.,$*-$)
.1.80',1$ ',4 )&(-$3'-14 1/$-21($'()1((%50*. -21($.8&%+P,:Z0P
;/2-2'(.*($HCCD$ME)BH* cBNDETBNDI:4*$(BC:BBDF"8G*:ME:BH:BNDEK':

+J, 卢荣强$谭少健:羊膜移植在眼表重建术中的应用+P,:广西医学$
HCCB$HD)B* cFHTFN:4*$(BC:DIFI "G:$%%,:CHJDKNDCN:HCCB:CB:CDJ:

+F, U1P$U'*d$d$.PO:Y1%1,)26.'(%-1.)1((-0',%/(',-'-$*, $, '0'88$-
)*0,1'('(<'($8&0, .*41(( 1,+0'5-.1,-',4 $,3*(31.1,-$, 7*&,4
21'($,++P,:?61)]*,4* $HCCF$HC ) N * cNMHTNIC:4*$(BC:BCDM "%G:
161:FECBIBD:

+E, >,410%*, @P$ ['+1SV$ _1$%%.', A]:O', %-1. )1((%)0*%%($,1'+1
8*&,4'0$1%- +P,:Q'-Y14$HCCB$E)N* cDIDTDIJ:4*$(BC:BCDM"MFNDI:

+M, _'+,10_$_1$, S$R1)<$,+10>$1-'(:O*./'0'-$31)2'0')-10$%-$)%*5
.1%1,)26.'(%-1.)1((%50*. 2&.', 8*,1.'00*7$'4$/*%1-$%%&1$',4
&.8$($)'()*04 8(**4+P,:?9/ V1.'-*($HCCJ$DD)BB* cBNCHTBNBF:

+I, Y16100*%1=?$@1r+'0-1@>$V*5($,+>>$1-'(:A, 3$3*4$%-0$8&-$*, *5
2&.', '4$/*%1K410$314 .1%1,)26.'(%-1.)1((%$, ,*31(91,*-0',%/(',-'-$*,
.*41(%+P,:R-1. O1((%$ HCCE$ HJ ) B * cHHC THHE:4*$( BC:BFDN "
%-1.)1((%:HCCFKCHND:

+BC,李春明$刘毅:体外培养的人脂肪间充质干细胞生物学特性的研
究+P,:中国美容医学$HCCE$BF)H* cBJITBFH:4*$(BC:DIFI "G:$%%,:
BCCMKFNJJ:HCCE:CH:CCJ:

+BB,殷莉波$赵文秀$尹震宇$等:人脂肪间充质干细胞的分离培养及其
鉴定+P,:中国组织工程研究与临床康复$HCBC$BN)DH* cJIIETFCCC:

4*$(BC:DIFI "G:$%%,:BFEDKMHHJ:HCBC:DH:CHD:
+BH,马勇江$杨学义$窦忠英$等:兔脂肪间充质干细胞分离培养及其向

神经细胞分化的特征+P,:中国临床康复$HCCF$BC )DD* cBITHH:
4*$(BC:DDHB "G:$%%,:BFEDKMHHJ:HCCF:DD:CCE:

+BD,周金子$夏晓波$杨卓$等:兔角膜碱烧伤后 #?[S的表达与新生血
管的关系+P,:国际眼科杂志$HCCE$E ) F * cBJND TBJNF:4*$(BC:
DIFI "G:$%%,:BFEHKJBHD:HCCE:CF:CBD:

+BN,=', dZ$V'00*/ P$\1446Y$1-'(:O2'0')-10$W'-$*, *5',*31(=QSK($<1
($+',4 ',4 01)1,-(641%)0$814 =QS($+',4 ',4 =QS01)1/-*0%&/105'.$(6
+1,1%',4 -21$0)*,%-$-&-$31',4 $,4&)$8(119/01%%$*, $, 21.'-*/*$1-$)
',4 ,*,K21.'-*/*$1-$))1((%+P,:[1,1$BIIE$HCN)BTH* cDJTNF:4*$(
BC:BCBF "RCDEMKBBBI)IE*CCJCIKX:

+BJ,[*-210%-0*.O:A..&,*.*4&('-$*, 86.&(-$/*-1,-.1%1,)26.'(%-0*.'(
)1((%+P,:=0',%/(',-'-$*,$HCCE$MN)B R&//(* cRDJTDE:

+BF,Q*1(@$@G*&'4 S$Z*&55$O$1-'(:Y&(-$/*-1,-.1%1,)26.'(%-0*.'(
)1((%',4 $..&,1-*(10',)1+P,:]1&< ]6./2*.'$HCCE$NM)E* cBHMDTBHMI:
4*$(BC:BCMC "BCNHMBICECBDFBMFI:

+BE,P*,1%ZP$Y)='++'0-RP:A..&,*%&//01%%$*, 86.1%1,)26.'(%-0*.'(
)1((%(50*.)&(-&01-*)($,$)+P,:?9/ V1.'-*($HCCM$DF)F* cEDDTENB:

+BM,P*6)1QO$V'00$%@]$Y'0<*3#$1-'(:e*-1,-$'(*52&.', &.8$($)'(
)*04 8(**4 .1%1,)26.'( %-1. )1((% -* 21'( 4'.'+14 )*0,1'(
1,4*-21($&.+P,:Y*(#$%$HCBH$BM cJNETJFN:

+BI,[*.1%P>$[10'(41%Y*,-1$0*Z$Y1(*[Z$1-'(:O*0,1'(01)*,%-0&)-$*,
7$-2 -$%%&1K1,+$,11014 )1((%211-%)*./*%14 *52&.', $..'-&0141,-'(
/&(/ %-1.)1((%+P,:A,31%-;/2-2'(.*(#$%R)$$HCBC$JB)D* cBNCMTBNBN:
4*$(BC:BBFE "$*3%:CIKNCHI:

+HC,Y'U$X& U$X$'*g$1-'(:\1)*,%-0&)-$*, *5)21.$)'((68&0,14 0'-
)*0,1'(%&05')1868*,1.'00*7K410$314 2&.', .1%1,)26.'(%-1.
)1((%+P,:R-1.O1((%$HCCF$HN)H* cDBJTDHB:4*$(BC:BFDN "%-1.)1((%:
HCCJKCCNF:

+HB,O'*U$R&, g$]$'*]$1-'(:V&.', '4$/*%1-$%%&1K410$314 %-1. )1((%
4$55101,-$'-1$,-* 1,4*-21($'()1((%$, 3$-0* ',4 $./0*31 /*%-,'-'(
,1*3'%)&('0$W'-$*, $, 3$3*+P,:Z$*)21. Z$*/26%\1%O*..&,$HCCJ$
DDH)H* cDECTDEI:4*$(BC:BCBF "G:880):HCCJ:CN:BDJ:

+HH,房林$宋维铭:脂肪间充质干细胞多向分化潜能的特征+P,:中国组
织工程研究与临床康复$HCCM$BH)HI* cJECNTJECM:

+HD,@& U$ \*2 @R$ S&,4108&0+2 Y]$ 1-'(:>4$/*%1K410$314 %-1. )1((%
4$55101,-$'-1-*<10'-*)6-1%$, 3$-0*+P,:Y*(#$%$HCBC$BF cHFMCTHFMI:

+HN,@$Q$)*('Y$ O'0(*KR-1(('O$ Y'+,$Y$ 1-'(:V&.', 8*,1.'00*7
%-0*.'()1((%%&//01%%=K(6./2*)6-1/0*($510'-$*, $,4&)14 86)1((&('0*0
,*,%/1)$5$).$-*+1,$)%-$.&($+P,:Z(**4$HCCH$II)BC* cDMDMTDMND:

+HJ,]$, VS$]'$UO$='$OS$1-'(:?551)-%*5)&(-&014 2&.', '4$/*%1K
410$314 %-1. )1((%-0',%/(',-'-$*, *, 0'88$-)*0,1'01+1,10'-$*, '5-10
'(<'($,1)21.$)'(8&0,+P,:d'*2%$&,+PY14 R)$$HCBD$HI)B* cBNTBM:
4*$(BC:BCBF "G:<G.%:HCBH:CM:CCH:

+HF,g1//$10$Y$ R'(31-'-Y]$Z1(-0'.$>e$1-'(:V&.', '4$/*%1K410$314
%-1.)1((%5*0-21-01'-.1,-*5)21.$)'((68&0,14 0'-)*0,1'(/01($.$,'06
01%&(-%+P,:O&00?61\1%$ HCBD$ DM ) N * cNJB TNFD:4*$( BC:DBCI "
CHEBDFMD:HCBH:EFDBCC:

+HE, R*-*W*,*O$V1P$Y'-%&.*-*U$1-'(:O6-*<$,119/01%%$*, $, -21'(<'($K
8&0,14 )*0,1'+P,:O&00?61\1%$BIIE$BF)E* cFECTFEF:

+HM,U'*]$]$g\$R& _\$1-'(:\*(1*5.1%1,)26.'(%-1.)1((%*, )*0,1'
7*&,4 21'($,+$,4&)14 86')&-1'(<'($8&0,+P";],:e]*R ;,1$HCBH$
E)H* c1DCMNH+HCBNTBCTHD,:2--/(""49:/(*%:*0+"BC:BDEB "G*&0,'(:
/*,1:CCDCMNH:4*$(BC:BDEB "G*&0,'(:/*,1:CCDCMNH:

+HI,卞丹梅$顾宏卫$胡楠:骨髓间充质干细胞移植对角膜化学伤后炎
症和血管生成相关因子表达的影响+P,:中华实验眼科杂志$HCBH$
DC)D* cHJDTHJE:4*$(BC:DEFC").':G:$%%,:HCIJKCBFC:HCBH:CD:CBE:

+DC,\*446[_$;2 PU$]11\V$1-'(:>)-$*, '-'4$%-',)1(%6%-1.$)'((6
'4.$,$%-1014 '4&(-%-1."/0*+1,$-*0)1((%)YRO%* 014&)1$,5('..'-*06
4'.'+1-*-21)*0,1'7$-2*&-1,+0'5-.1,-',4 /0$.'0$(686%1)01-$*, *5
=QSK'(/2'%-$.&('-14 +1,1"/0*-1$, F+P,:R-1.O1((%$HCBB$HI )BC * c
BJEHTBJEI:4*$(BC:BCCH "%-1.:ECM:

)收稿日期(HCBJTCBTHN*

)本文编辑(尹卫靖!张宇*

!FCJ! 中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?


	10_yk6ml_PS.pdf
	10_yk6a_PS.pdf
	10_yk6b_PS.pdf



