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$$&摘要 '$目的$探讨重组胶原蛋白滴眼液 ">;%B#对兔角膜碱烧伤模型中角膜损伤修复的治疗效
果 )$方法$将 c7!7 细胞分为空白对照组 (阳性对照组 (阴性对照组和 >;%B组 %分别采用正常细胞培
养液 (6"e二甲基亚砜溶液(高密度聚乙烯膜浸提液和 >;%B培养 !< K%采用噻唑蓝实验检测各组细胞毒性)
将永生化人角膜上皮细胞 "P;%@_#分为空白对照组和 >;%B组%分别采用正常细胞培养液和 >;%B培养
!< K%采用细胞计数试剂盒 9";;m@9#实验和细胞划痕实验检测 >;%B对 P;%@_细胞增殖和迁移能力的影
响) 选取 6! 只新西兰白兔%采用随机数字表法将其随机分为正常对照组(模型对照组(阳性对照组和 >;%B
组%每组 5 只) 正常对照组未做任何处理,模型对照组(阳性对照组(>;%B组建立角膜碱烧伤模型%造模成功
当日分别采用生理盐水溶液(硫酸软骨素滴眼液(>;%B治疗%连续给药 6< 2) 治疗后 6< 2 进行兔角膜混浊
度评分和荧光素钠染色%并在裂隙灯显微镜下拍照记录角膜愈合情况%计算角膜上皮愈合率) 采用苏木精b
伊红染色法观察各组兔角膜结构及炎症情况,采用免疫组织化学染色法检测各组 )@平滑肌肌动蛋白
")@̂F?#(肿瘤坏死因子 )"_A[@)#和白细胞介素 E"Dc@E#的表达情况)$结果$体外细胞实验结果显示%阴
性对照组细胞吸光度值与空白对照组比较差异无统计学意义"T}"d"##,>;%B组细胞增殖率和细胞迁移率
分别为"65#d6:~66d:##e和"5#d69~:d95#e%明显高于空白对照组的"6""d""~"d""#e和"6Ed"5~5d7E#e%
差异均有统计学意义"&w:d55(5d:9%均 T|"d"##) 在体动物实验证实%治疗后 6< 2%阳性对照组和 >;%B组
愈合率均高于模型对照组%差异均有统计学意义"均 T|"d"##,模型对照组角膜透明度评分高于正常对照组%
阳性对照组和 >;%B组角膜透明度评分均低于模型对照组%差异均有统计学意义"均 T|"d"##) 苏木精b伊
红染色结果证实%>;%B可增加兔角膜上皮细胞的完整性%基质胶原纤维排列更规则%减轻角膜充血和炎症细
胞浸润) 免疫组织化学染色结果证实%与正常对照组相比%模型对照组 )@̂F?(_A[@)和 Dc@E 表达明显上调%
阳性对照组和 >;%B组 )@̂F?(_A[@)和 Dc@E 表达较模型对照组明显下降%其中 >;%B组下降更明显%差异
均有统计学意义"均 T|"d"##)$结论$>;%B对 c7!7 细胞无潜在细胞毒性%可显著促进 P;%@_细胞的增殖
和迁移) 在兔角膜碱烧伤的修复治疗中%>;%B可明显促进角膜愈合%改善角膜透明度%降低组织内的纤维化
和炎症水平)$
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_U1)Q1A1U 1̀')'42 L'RR(HNU1L1L'42I&)+2(Q(212 (4HI'4IL&')3I4HLI)GLI/MO'&I21)3I4HLI)GLI/MO'MIN(H(Q1
3I4HLI)GLI/M '42 '4 >;%BGLI/M R+HK1L'42I& 4/&R1LH'R)1&1HKI2OU(HK 5 L'RR(HN(4 1'3K GLI/M0_K14IL&')
3I4HLI)GLI/M L131(Q12 4IHL1'H&14H0;IL41')')T')(R/L4 &I21)NU1L11NH'R)(NK12 (4 HK1&I21)3I4HLI)GLI/MOMIN(H(Q1
3I4HLI)GLI/M '42 >;%BGLI/M0C4 HK12'+IJN/331NNJ/)&I21)(4GOHK1L'RR(H1+1N(4 HK1&I21)3I4HLI)GLI/MO
MIN(H(Q13I4HLI)GLI/M '42 >;%BGLI/M U1L1HL1'H12 U(HK 4IL&')N')(41NI)/H(I4O3KI42LI(H(4 N/)J'H11+12LIMN'42
>;%BJIL6< 3I4H(4/I/N2'+NOL1NM13H(Q1)+0?JH1L6< 2'+NIJHL1'H&14HO3IL41')H/LR(2(H+N3IL1'42 NI2(/&
J)/IL1N31(4 NH'(4(4GU1L1M1LJIL&12 (4 '))GLI/MNO'42 3IL41')K1')(4GU'NL13IL212 R+MKIHIGL'MK(4G/421L'N)(H
)'&MO'42 HK13IL41')1M(HK1)(')K1')(4GL'H1U'N3')3/)'H120P1&'HI-+)(4@1IN(4 NH'(4(4GU'NM1LJIL&12 HIIRN1LQ1HK1
M'HKI)IG(3')NH'(4(4GIJ'))GLI/MN'42 HK11-ML1NN(I4 2(JJ1L1431NIJ)@N&IIHK &/N3)1'3H(4 X)@̂F?YOH/&IL413LIN(N
J'3HIL@)X_A[@)YO'42 (4H1L)1/T(4@E XDc@EYU1L121H13H12 R+(&&/4IK(NHI3K1&(NHL+0_K(N1-M1L(&14HU'N3I42/3H12
'HHK1;14H1LJILA1UBL/Ĝ 'J1H+%Q')/'H(I4 '42 >1N1'L3KOP1R1(F12(3')t4(Q1LN(H+O'42 HK11-M1L(&14H')MLIHI3I)
U'NL1Q(1U12 '42 'MMLIQ12 R+HK1c'RIL'HIL+?4(&')%HK(3N;I&&(HH11IJHK1;14H1LJILA1UBL/Ĝ 'J1H+%Q')/'H(I4
'42 >1N1'L3KOP1R1(F12(3')t4(Q1LN(H+XAI0D?;t;@P1R+2 ?=@!"!5"69Y0$Q'-.0)-$_K1L1N/)HNIJ2. O2&%(31))
1-M1L(&14HN3I4J(L&12 HK'HHK1L1U'N4IN(G4(J(3'4H2(JJ1L1431(4 31))'RNILR'431Q')/1NR1HU114 HK1R)'4T 3I4HLI)
GLI/M '42 HK141G'H(Q13I4HLI)GLI/M XT}"d"#Y]HK131))MLI)(J1L'H(I4 L'H1'42 31))&(GL'H(I4 L'H1(4 HK1>;%BGLI/M
U1L1X65#d6:~66d:#Ye '42 X5#d69~:d95YeON(G4(J(3'4H)+K(GK1LHK'4 HK1R)'4T 3I4HLI)GLI/M X6""d""~"d""Ye
'42 X6Ed"5~5d7EYeONKIU(4GNH'H(NH(3'))+N(G4(J(3'4H2(JJ1L1431NX&w:d55O5d:9]RIHK T|"d"#Y0V. O2O('4(&')
1-M1L(&14HN3I4J(L&12 HK'H'JH1L6< 2'+NIJHL1'H&14HOHK1K1')(4GL'H1NIJHK1MIN(H(Q13I4HLI)GLI/M '42 HK1>;%B
GLI/M U1L1RIHK K(GK1LHK'4 HKIN1IJHK1&I21)3I4HLI)GLI/MOU(HK NH'H(NH(3'))+N(G4(J(3'4H2(JJ1L1431NXRIHK T|"d"#Y0
_K13IL41')HL'4NM'L143+N3IL1IJHK1&I21)3I4HLI)GLI/M U'NK(GK1LHK'4 HK'HIJHK14IL&')3I4HLI)GLI/MO'42 HK1
3IL41')HL'4NM'L143+N3IL1IJHK1MIN(H(Q13I4HLI)GLI/M '42 HK1>;%BGLI/M U1L1RIHK )IU1LHK'4 HKIN1IJHK1&I21)
3I4HLI)GLI/MOU(HK NH'H(NH(3'))+N(G4(J(3'4H2(JJ1L1431NX'))T|"d"#Y0_K1K1&'HI-+)(4@1IN(4 NH'(4(4GL1N/)HN3I4J(L&12
HK'H>;%BHL1'H&14H3I/)2 (43L1'N1HK1(4H1GL(H+IJ3IL41')1M(HK1)(')31))N(4 L'RR(HNO&'T1HK1'LL'4G1&14HIJ&'HL(-
3I))'G14 J(R1LN&IL1L1G/)'LO'42 L12/313IL41')3I4G1NH(I4 '42 (4J)'&&'HIL+31))(4J()HL'H(I40_K1(&&/4IK(NHI3K1&(3')
NH'(4(4GL1N/)HN3I4J(L&12 HK'HHK11-ML1NN(I4NIJ)@̂F?O_A[@)'42 Dc@E (4 HK1&I21)3I4HLI)GLI/M U1L1N(G4(J(3'4H)+
/ML1G/)'H12 3I&M'L12 U(HK HK14IL&')3I4HLI)GLI/MO'42 HK11-ML1NN(I4NIJ)@̂F?O_A[@)'42 Dc@E (4 HK1MIN(H(Q1
3I4HLI)GLI/M '42 HK1>;%BGLI/M U1L1N(G4(J(3'4H)+213L1'N12 3I&M'L12 U(HK HK1&I21)GLI/M0?&I4GHK1&OHK1
1-ML1NN(I4NIJ)@̂F?O_A[@)'42 Dc@E (4 HK1>;%BGLI/M 213L1'N12 &IL1N(G4(J(3'4H)+O'42 HK12(JJ1L1431NU1L1
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$$角膜由上皮细胞(基质细胞和内皮细胞组成%是一
种透明的无血管组织%是眼光学系统的重要组成部分%

并为眼球内部结构提供保护作用
- 6b!. ) 角膜的神经支

配较为密集%主要包含了与疼痛有关的感觉神经元%因
此角膜损伤往往会造成剧烈疼痛

- 5. ) 角膜损伤可能
由外伤(角膜发育异常(感染(眼干燥症(角膜炎等原因
引起) 化学碱烧伤是造成严重眼部损伤的原因之一%
眼部化学烧伤是需要立即治疗的眼科急症%其发生率
为 66d#ef!!d6e- <. ) 角膜损伤后会造成角膜上皮细
胞脱落%导致角膜透明度下降%影响患者视觉功能%还
可能引发角膜溃疡或角膜穿孔%严重影响患者的生活
质量

- #. ) 角膜损伤的病理机制复杂%并发症多且病程
长

- E. ) 重要的是%角膜损伤常导致视力受损%甚至致
盲%给患者和社会带来沉重负担 - :b9. ) 目前%治疗角膜

损伤的常用药物包括预防感染的抗生素(抗炎的类固
醇(保持眼表湿润的人工泪液等) 但长期使用抗生素
可导致耐药性和眼表毒性,类固醇会延迟伤口愈合且
因免疫抑制而增加感染风险,人工泪液仅能提供暂时
的缓解作用%而不能从根本上解决角膜损伤问题 - 7. )

因此%寻找更加有效的药物治疗方法对于角膜上皮损
伤具有重要意义)

胶原蛋白是角膜细胞外基质中的主要蛋白成分%
占角膜干重的 :"e%其中含量最高的胶原蛋白类型是
-型胶原蛋白 - 6". ) 碱烧伤可严重损害眼表%导致角膜
透明度丧失%视力明显下降 - 66. ) 角膜透明度取决于胶
原原纤维窄而均匀的直径及其在角膜基质内的有序排

列
- 6!. ) 目前%多数胶原蛋白提取自动物%存在免疫反

应和潜在病原体污染等生物安全风险
- 65. ) 重组人源
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化胶原蛋白基于人体胶原蛋白序列%经优化设计后通
过合成生物学技术获得与人体自身胶原蛋白高度一致

的序列%具有高产能(批次稳定和低病毒传播风险) 重
组胶原蛋白可用于制作伤口敷料%由其制备的敷料具
有理想孔径%有利于水分的吸收和保留%保证营养物质
和氧气的进入以及代谢废物的清除%为皮肤伤口提供
湿润的环境%促进创面愈合 - 6<. ) 重组胶原蛋白能够模
拟天然胶原蛋白的功能%促进细胞再生与迁移(血管生
成和伤口愈合%在皮肤再生修复(药物递送(软骨及牙
周韧带组织工程领域具有显著应用潜力

- 6#. )
本研究将重组人源化胶原蛋白开发为重组胶原蛋

白滴眼液 "L13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN%>;%B#%用
于治疗角膜炎(角膜溃疡(角膜损伤等) 通过体外细胞
实验探究其生物相容性和对永生化人角膜上皮细胞

"K/&'4 3IL41'1M(HK1)(')31))@HL'4NJIL&12%P;%@_#增殖
和迁移能力的影响) 此外%通过建立兔角膜碱烧伤模
型%观察 >;%B对兔角膜损伤修复的潜在影响%明确治
疗效果%旨为角膜损伤修复治疗提供新的方案)

E?材料与方法

E0E$材料
E0E0E$实验细胞及动物来源$c7!7 细胞购自中国科
学院上海生命科学研究院细胞资源中心,P;%@_购自
武汉普诺赛生命科技有限公司) <f# 月龄健康新西兰
白兔 6! 只%雌雄兼用%体质量 !d6f!d< TG%购自辽宁
长生生物技术股份有限公司) 本实验在河北医科大学
新药安全评价研究中心进行 "许可证号$^ksm-冀.
!"!5@""9#%实验动物的喂养和使用遵循 5>原则%实验
方案获得河北医科大学新药安全评价研究中心实验动

物伦理委员会审核批准 "批文号$D?;t;@P1R+2 ?=@
!"!5"69#)
E0E0! $主要试剂及仪器$复配型 >;%B"批号$
>;%B!"!56""6%河北纳科生物科技有限公司#,硫酸
软骨素滴眼液"批号 !!"56E"!%山东博士伦福瑞达制
药有限公司#,氯霉素滴眼液"批号 !5"96!%邯郸康业
制药有限公司#,细胞计数试剂盒 9"31))3I/4H(4GT(H@
9%;;m@9#试剂盒(F%F培养液(P;%@_细胞专用培养
基"武汉普诺赛生命科技有限公司#,异丙醇"天津市
永大化学试剂有限公司#,胎牛血清"以色列生物产业
百特哈艾迈克有限公司 #, 二甲基亚砜 " 2(&1HK+)
N/)JI-(21%BF̂ C#溶液(苏木精b伊红染色试剂盒"北京
索莱宝科技有限公司#,盐酸利多卡因注射液"湖南科
伦制药有限公司#,戊巴比妥钠"德国默克生物科技公
司#,生理盐水注射液"石家庄四药有限公司#,鼠抗兔

)平滑肌肌动蛋白")@N&IIHK &/N3)1'3H(4%)@̂F?#抗
体(鼠抗兔肿瘤坏死因子 )"H/&IL413LIN(NJ'3HIL@)%
_A[@)#抗体(鼠抗兔白细胞介素 E"(4H1L)1/T(4@E%Dc@E#
抗体"美国 D&&/4IU'+公司#,B?W显色试剂盒"武汉
博士德生物技术有限公司#) 高密度聚乙烯膜"日本
P'H'4I研究所#,荧光素钠眼科检测试纸"天津伊诺新
康医疗器械科技有限公司 #, 荧光显微镜 "日本
C)+&M/N公司#,二氧化碳培养箱"美国 _K1L&I公司#,
酶标仪"美国 FI)13/)'LB1Q(31N公司#,注射泵"保定兰
格恒流泵有限公司#,冷冻切片机"德国 c1(3'公司#,
烘片机(摊片机"中国天津航利达公司#,脱水机(包埋
机"上海徕卡仪器有限公司#)
E0!$方法
E0!0E$噻唑蓝法检测 >;%B对 c7!7 细胞的毒性$按
照 VW8_ 6E99E0#@!"6: 中 规 定 的 噻 唑 蓝 " &1HK+)
HK('*I+)H1HL'*I)(/&%F__#实验方法进行 >;%B样品细
胞毒性检测%选择 c7!7 细胞为实验细胞) 将细胞接种
至 7E 孔板内%细胞密度为 6z6"#

个8&)%每孔接种体积
为 6"" (),在细胞培养箱培养 !< K 后%弃掉细胞培养
液%将细胞分为空白对照组(阴性对照组(阳性对照组(
>;%B组%分别加入 6"" ()正常细胞培养液(高密度聚
乙烯膜浸提液"高密度聚乙烯膜按 5 3&! 8&)的比例加
入含 6"e胎牛血清的 F%F培养液%5: g浸提 !< K#(
6"e BF̂ C溶液和 >;%B,培养 !< K 后%加入 #" ()
F__溶液%继续在培养箱内培养 ! K%弃掉孔内 F__
溶液%加入 6"" ()异丙醇溶液,孔板涡旋混匀后%检测
各孔在 #:" 和 E#" 4&双波长下的吸光度值)
E0!0!$;;m@9 法检测 >;%B对 P;%@_细胞增殖能力
的影响$P;%@_细胞按 #z6"5

个细胞8孔密度接种在
7E 孔板内%细胞接种体积为 6"" (),培养 !< K 后%弃
掉原有培养液%将细胞分为空白对照组和 >;%B组%分
别加入正常细胞培养液和含体积分数 6"e>;%B的细
胞培养液,培养 !< K 后%每孔加入 6" ();;m@9 试剂%
5: g孵育 ! K,使用酶标仪检测 <#" 4&处的吸光度%
计算细胞增殖率) 细胞增殖率"e#w">;%B组吸光
度值b空白对照组吸光度值# 8空白对照组吸光度值z
6""e)
E0!0F$细胞划痕法检测 >;%B对 P;%@_细胞迁移能
力的影响$P;%@_细胞按 6"E

个细胞8孔密度接种在
E 孔板内) 将细胞分为空白对照组和 >;%B组%待其
细胞密度约为 9"e时%使用枪头进行细胞表面划痕%
拍照%记录此时的划痕面积 l6,分别加入无血清细胞
培养液和含体积分数 6"e>;%B的无血清培养液%培
养 !< K 后记录划痕面积 l!) 各组细胞迁移率 w
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"l6bl!# 8l6z6""e)
E0!0G$实验动物分组及碱烧伤模型建立$采用随机
数字表法将 6! 只新西兰白兔随机分为正常对照组(模
型对照组(阳性对照组(>;%B组%每组 5 只) 正常对
照组未进行特殊处理%其他各组以 6d! &G8TG在兔耳
缘静脉注射 5e戊巴比妥钠麻醉%辅以利多卡因进行
眼部局部麻醉,使用直径 6" &&角膜环钻轻轻置于角
膜中央%需保持环钻与角膜面垂直%避免倾斜%将
6 &I)8c氢氧化钠溶液倒入环钻中%使其浸没角膜
6 &(4,用棉签吸去氢氧化钠溶液%移除环钻%迅速用无
菌生理盐水冲洗角膜碱烧伤区域 6 &(4%制备兔双眼
角膜碱烧伤模型) 造模即刻%角膜迅速出现瓷白色混
浊%经荧光素钠染色和裂隙灯显微镜下蓝光观察%角膜
部位出现大面积黄色损伤%即为造模成功) 造模成功
后%各组每日常规给予氯霉素滴眼液 ! 滴预防感染)
造模成功当日%模型对照组(阳性对照组(>;%B组分
别采用生理盐水溶液(硫酸软骨素滴眼液(>;%B点
眼%< 次82%连续给药 6< 2)
E0!0#$兔角膜碱烧伤愈合效果评价$造模当日和造
模后 6< 2 行兔双眼角膜荧光素钠染色%在裂隙灯显微
镜下拍照记录角膜情况) 采用 D&'G1Z软件测量染色
面积%并计算角膜上皮愈合率%角膜上皮愈合率w"造
模当日染色面积b造模后 6< 2 染色面积# 8造模当日染
色面积z6""e)
E0!0W$兔角膜透明度评分$造模后每日观察角膜情
况%如有无炎症(瞳孔边缘变化和角膜混浊度变化等%
于造模后 6< 2 进行角膜透明度评分 - 6E. $角膜透明为 "
分,极轻度角膜混浊为 6 分,轻度角膜混浊%可见瞳孔
边缘和虹膜血管为 ! 分,中度角膜基质混浊%仅可见瞳
孔边缘为 5 分,重度角膜基质混浊%可见前房为 < 分,
最大角膜基质混浊%前房完全模糊为 # 分) 各实验组
的兔角膜透明度评分越高%表明角膜透明度越差)
E0!0X$苏木精b伊红染色法观察兔角膜结构及炎症
情况$过量麻醉法处死新西兰白兔并摘除眼球%使用
<e多聚甲醛固定%石蜡包埋,沿矢状面切片%切片厚度
为 # (&,二甲苯中脱蜡 ! 次%每次 9 &(4,在梯度浓度
乙醇 " 6""e( 7#e( 9#e和 :#e# 中复水%每个浓度
5 &(4%蒸馏水浸泡 ! &(4,苏木素染色 # &(4%蒸馏水清
洗,分化液分化 5" N%滴加蒸馏水清洗 ! 次%每次
< &(4,滴加伊红染色液染色 6 &(4%弃去多余染色液%
梯度浓度乙醇":#e(9#e(7#e和 6""e#中脱水%二甲
苯中透明 ! 次%每次 6 &(4,中性树胶封片%在显微镜下
拍照)
E0!0Y$免疫组织化学染色法评估兔角膜中 )@̂F?(

_A[@)和 Dc@E 的表达$取 60!0: 部分石蜡切片%样品
进行脱蜡和抗原修复%山羊血清封闭 <# &(4%一抗孵
育过夜,用辣根过氧化物酶标记的二抗孵育 < K,用
B?W显色处理后用苏木精染色液复染%中性树胶封
片%在显微镜下拍照) 采用 D&'G1Z软件分析 )@̂F?(
_A[@)和 Dc@E 染色强度的积分光密度值)
E0F$统计学方法

采用 ^=̂ ^ !"0" 统计学软件进行统计分析) 计量
资料经 ^K'M(LI@l()T 检验证实符合正态分布%以 "~/

表示%! 个组各指标比较采用独立样本 &检验,< 个组
各指标总体比较采用单因素方差分析%两两比较采用
_/T1+检验) 采用双尾检验%T|"d"# 为差异有统计学
意义)

!?结果

!0E$>;%B对 c7!7 细胞的毒性评价
空白对照组(阴性对照组(阳性对照组(>;%B组

吸光度值分别为 "d<7~"d"#("d#"~"d"9("d"<~"d"6
和 "dE! ~"d"7%总体比较差异有统计学意义 "^w

9#d!E%T|"d"6#%其中阳性对照组较空白对照组明显
降低(>;%B组较空白对照组明显升高%差异均有统计
学意义"均 T|"d"##,阴性对照组与空白对照组比较
差异无统计学意义"T}"d"##"图 6#)
!0!$各组细胞增殖能力比较

空白对照组和 >;%B组细胞增殖率分别为
"6""d""~"d""#e和"65#d6:~66d:##e%>;%B组细胞
增殖率较空白对照组显著升高%差异有统计学意义
"&w:d55%T|"d"6#"图 !#)

空白对照组 阴性对照组 阳性对照组 RCED组

a

a
0.8

0.6

0.4

0.2

0

吸
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度
值

图 E?不同处理组 ]Z!Z 细胞毒性比较$^w9#d!E%T|"d"60与空白

对照组比较%'T|"d"#"单因素方差分析%_/T1+检验,.w5#$>;%B$
重组胶原蛋白滴眼液

B15.('E ? 7+3&4(1-+,+6]Z!Z *'00*/)+)+%1*1)/ 43+,5 2166'(',)
)('4)3',)5(+.&-$^w9#d!EOT|"d"60;I&M'L12 U(HK R)'4T 3I4HLI)

GLI/MO'T|"d"# XC41@U'+?AC\?O_/T1+H1NH]. w5Y$ >;%Ba
L13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN
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正常对照组 模型对照组 阳性对照组 RCED组
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图 G?各组兔角膜愈合率分析$?组各组兔角膜荧光素钠染色图$W组各组角膜愈合率比较$ ŵ7:d:#%T|"d""60与模型对照组比较%'T|"d"#"单
因素方差分析%_/T1+检验,.wE#$>;%B,>;%B组重组胶原蛋白滴眼液
B15.('G? <,40/-1-+6*+(,'408'401,5 (4)'-1,'4*85(+.&+6(4==1)-$ ?a;IL41')J)/IL1N31(4 NI2(/& NH'(4(4GL1N/)HN(4 2(JJ1L14HGLI/MN$ Wa

;I&M'L(NI4 IJ3IL41')K1')(4GL'H1'&I4G2(JJ1L14H1-M1L(&14H')GLI/MN$^w7:d:#OT|"d""60;I&M'L12 U(HK &I21)3I4HLI)GLI/MO'T|"d"# XC41@U'+
?AC\?O_/T1+H1NH].wEY$>;%BaL13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN
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图 F?空白对照组和 Q7$H组 J7$NU细胞迁移率比较$?组细胞划痕实验结果 "z<"%标尺 w
!"" (&#$W组细胞迁移率比较$与空白对照组比较%'T|"d"#"独立样本 &检验%.w5#$>;%B组重
组胶原蛋白滴眼液

B15.('F?7+3&4(1-+,+6315(4)1+,(4)'-+6J7$NU*'00-=')A'',=04,a*+,)(+05(+.&4,2Q7$H
5(+.&$?a;1))N3L'H3K 'NN'+L1N/)HXz<"ON3')1R'Lw!"" (&Y$ Wa;I&M'L(NI4 IJ31))&IR()(H+
R1HU114 HUIGLI/MN$;I&M'L12 U(HK R)'4T 3I4HLI)GLI/MO'T|"d"# XD421M14214HN'&M)1N&@H1NHO. w
5Y$>;%BaL13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN

空白对照组 RCED组
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图 !?空白对照组与 Q7$H组 J7$NU细胞增殖率比较$与空白对

照组比较%'T|"d"#"独立样本 &检验%.w5#$>;%B组重组胶原蛋白
滴眼液

B15.('! ? 7+3&4(1-+, +6)8'&(+016'(4)1+,(4)'+6J7$NU *'00-
=')A'',*+,)(+05(+.& 4,2 Q7$H 5(+.&$ ;I&M'L12 U(HK R)'4T

3I4HLI)GLI/MO'T|"d"# XD421M14214HN'&M)1N&@H1NHO. w5Y$>;%Ba
L13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN

!0F$各组细胞迁移能力比较
空白对照组和 >;%B组细胞迁移率分别为

"6Ed"5~5d7E#e和" 5#d69~:d95#e%>;%B组较空白
对照组显著升高%差异有统计学
意义"&w5d:9%T|"d"##"图 5#)
!0G$各组兔角膜碱烧伤愈合效
果比较

造模后第 6< 天%正常对照组
兔角膜荧光素钠染色阴性%未见
损伤,模型对照组兔角膜仍有较
大面积的黄色染色区域%角膜愈
合率为"E:dE:~#d#:#e,阳性对
照组黄色染色区域减小%角膜愈
合率为 " :#d95~!d<9 #e,>;%B
组黄色染色区域明显减小%角膜
愈合率为 "9:d#"~5d57 #e) 各

组角膜愈合率总体比较差异有统计学意义 "^w
7:d:#%T|"d""6# %阳性对照组和 >;%B组愈合率均
高于模型对照组%差异均有统计学意义"均 T|"d"##
"图 <# )
!0#$各组兔角膜透明度评分比较

造模后第 6< 天%模型对照组结膜囊内分泌物增
加%角膜白色分泌物蓄积严重%角膜重度混浊,阳性对
照组角膜中度混浊%可见瞳孔边缘,>;%B组角膜轻度
混浊%可见瞳孔边缘和虹膜血管) 模型对照组和阳性
对照组角膜透明度差%影响新生血管的观察%但在
>;%B组仅观察到少量新生血管) 模型对照组(阳性
对照组( >;%B组角膜透明度评分分别为 " 5dE: ~
"d#!#("!d95~"d<6#("!d6:~"d<6#分%总体比较差异
有统计学意义" ŵ79d#!%T|"d""6#%其中阳性对照组
和 >;%B组角膜透明度评为均低于模型对照组%差异
均有统计学意义"均 T|"d"##"图 ##)
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正常对照组 模型对照组 阳性对照组 RCED组

100μm 100μm 100μm 100μm

图 W?各组兔角膜组织病理染色图像mP%z!""%标尺w6"" (&#$>;%B$重组胶原蛋白滴眼液
B15.('W?7+(,'4081-)+&4)8+0+51*40-)41,1,5 1345'-+6(4==1)-1,'4*85(+.&XP%z!""ON3')1
R'Lw6"" (&Y$>;%BaL13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN

正常对照组 模型对照组 阳性对照组 RCED组
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图 X?各组兔角膜 mNKO<(U0BNm和 P]NW 免疫组织化学染色图 mB?Wz!""%标尺 w6"" (&#$
>;%B$重组胶原蛋白滴眼液,)@̂F?$)@平滑肌肌动蛋白,_A[$肿瘤坏死因子,Dc$白细胞介素
B15.('X ? P33.,+81-)+*8'31*40-)41,1,5 +6mNKO<bU0BNm 4,2P]NW 1,(4==1)*+(,'4-+6
2166'(',)5(+.&-mB?Wz!""%N3')1R'Lw6"" (&#$>;%BaL13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN])@̂F?a
)@N&IIHK &/N3)1'3H(4]_A[aH/&IL413LIN(NJ'3HIL]Dca(4H1L)1/T(4
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图 #?各组兔角膜透明度评分比较$ ŵ79d#!%T|"d""60与模型对

照组比较%'T|"d"#m单因素方差分析%_/T1+检验,.wE#$>;%B$重
组胶原蛋白滴眼液

B15.('# ? <,40/-1-+6*+(,'40)(4,-&4(',*/ 1, '4*8 5(+.& +6
(4==1)-?^w79d#!OT|"d""60;I&M'L12 U(HK &I21)3I4HLI)GLI/MO
'T|"d"#XC41@U'+?AC\?O_/T1+H1NH]. wEY$>;%BaL13I&R(4'4H
3I))'G14 1+12LIMN

!0W$各组兔角膜组织苏木精b伊红染色结果比较
治疗第 6< 天%正常对照组兔角膜上皮细胞完

整%基质胶原纤维排列规则清晰%基质细胞横向排列
于胶原板层之间%无充血和炎性细胞浸润情况,模型
对照组兔角膜上皮细胞断裂%基质胶原纤维排列紊
乱%存在充血和炎性细胞浸润,阳性对照组兔角膜上

皮细胞较为完整%基质胶原纤维排列基本规则%充血
和炎性细胞浸润较模型对照组减轻,>;%B组兔角膜
上皮细胞完整%接近正常对照组%基质胶原纤维排列
规则%充血和炎性细胞浸润较阳性对照组明显减少
m图 E# 组
!0X$各组兔角膜组织 )@̂F?(_A[@)和 Dc@E 染色结
果比较

治疗第 6< 天%模型对照组角膜组织中 )@̂F?(
_A[@)和 Dc@E 阳性着色较正常对照组深,阳性对照组
和>;%B组中%)@̂F?(_A[@)和 Dc@E 阳性着色较模型
对照组减少m图 :#组 各组 )@̂F?(_A[@)和 Dc@E 光密
度值总体比较差异均有统计学意义m^w7!dE5(##d#E(
:"d<"%均 T|"d""6#%其中与正常对照组相比%模型对照
组 )@̂F?(_A[@)和 Dc@E表达明显上调%阳性对照组和
>;%B组 )@̂F?(_A[@)和 Dc@E表达较模型对照组明显
下降%差异均有统计学意义m均 T|"d"##m表 6#组

F?讨论

角膜上皮细胞的增殖和迁移能力是角膜伤口愈合

的基础%有助于恢复角膜结构和
功能的完整性

- 6:. 组 )@̂F?被用
作活化肌成纤维细胞的标志物%
可反映角膜基质中纤维化的活化

程度
- 69. 组 角膜基质细胞转化为

肌成纤维细胞并发生纤维化反

应%会导致角膜透明度丧失组 炎
症因子 Dc@E 在碱烧伤早期产生%
主要位于再生的角膜上皮基底细

胞组 在角膜中%Dc@E 与角膜神经
功能障碍有关%会导致角膜神经
退化

- 67. 组 >;%B中含有的重组胶
原蛋白%是具有促进眼表组织修
复功能的生物合成材料

- !". ,与动
物胶原相比%其可大幅降低病毒
传播风险和免疫反应发生率%生
物相容性良好组 本研究首先采用
细胞实验证实 >;%B对 c7!7 细
胞无潜在细胞毒性%安全性良好组
眼球长期暴露在大气环境中%易
受到环境中各种污染物的影响组
角膜位于眼球前端%因直接与外
界接触且缺乏保护结构更易受到

感染和损伤%进而引发常见的眼
科疾病

- !6. 组P;%@_是人眼的第
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表 E?各组兔角膜组织 mNKO<(U0BNm和
P]NW 积分光密度值比较".c-#

U4=0'E?7+3&4(1-+,+6*+(,'40mNKO<% U0BNm4,2P]NW
1,)'(5(4)'2+&)1*402',-1)/ 1,(4==1)*+(,'4-

43+,5 2166'(',)5(+.&-".c-#

组别 样本量 )@̂F? _A[@) Dc@E

正常对照组 E 6d6!~"d": 6d6<~"d": 6d65~"d"#

模型对照组 E 5d"!~"d6!' !d:9~"d!E' !dEE~"d"9'

阳性对照组 E !d<E~"d56R 6dE9~"d<"R 6d:5~"d"6R

>;%B组 E 6d9"~"d!<R 6d!<~"d6"R 6d57~"d"7R

^值 7!dE5 ##d#E :"d<"

T组 |"d""6 |"d""6 |"d""6

$注$与正常对照组比较%'T|"d"#,与模型对照组比较%RT|"d"#"单因
素方差分析%_/T1+检验#$)@̂F?$)@平滑肌肌动蛋白,_A[$肿瘤坏死
因子,Dc$白细胞介素,>;%B$重组胶原蛋白滴眼液
$AIH1a;I&M'L12 U(HK 4IL&')3I4HLI)GLI/MO'T|"d"#]3I&M'L12 U(HK
&I21)3I4HLI)GLI/MORT|"d"# XC41@U'+?AC\?O_/T1+H1NHY$)@̂F?a
)@N&IIHK &/N3)1'3H(4] _A[a H/&IL413LIN(NJ'3HIL] Dca (4H1L)1/T(4]
>;%BaL13I&R(4'4H3I))'G14 1+12LIMN

一道屏障%主要发挥保护作用 - !!. ) 本研究中;;m@9 实
验和细胞划痕实验结果证实%>;%B可以显著促进
P;%@_细胞的增殖和迁移能力%因此在角膜损伤修复
方面可发挥保护作用)

兔角膜整体结构与人角膜结构相似%是研究角膜
损伤的常用动物模型

- !5. ) 碱性溶液等化学物质接触
到角膜组织时%会对角膜深层组织造成严重的病理性
损伤且难以治愈%导致不可逆的视力丧失%甚至致
盲

- !<b!#. ) 碱烧伤能够渗透到深层角膜基质中%造成角
膜基质坏死%并引起严重的炎症反应) 此外%碱烧伤会
产生大量蛋白水解酶%破坏蛋白多糖和胶原蛋白%引发
角膜混浊(新生血管等并发症 - !E. ) 为了证实 >;%B对
角膜碱烧伤的修复效果%本研究建立兔角膜碱烧伤模
型%应用 >;%B进行治疗) 动物实验结果证实%>;%B
可明显缓解角膜碱烧伤的病理程度%有效恢复角膜上
皮细胞的完整性%改善基质胶原蛋白纤维的排列%同时
减轻充血和炎症细胞的浸润) 角膜新生血管形成是角
膜碱烧伤后的一种自我修复过程%但其形成会影响角
膜的透明度% 是造成患者盲的重要病理因素之
一

- !:b!9. ) 在角膜碱烧伤动物模型中%>;%B组兔角膜
新生血管数目少%角膜透明度高%提示 >;%B在一定程
度上具有抑制角膜新生血管形成的作用) )@̂F?反
映了肌成纤维细胞水平以及组织中的纤维化和瘢痕程

度
- !7. ) 角膜基质细胞转化为肌成纤维细胞并发生纤

维化反应%会导致角膜透明度的丧失) >;%B组

)@̂F?表达水平降低%表明 >;%B具有控制角膜纤维
化和瘢痕形成的能力%有助于恢复角膜透明度) 炎症
反应是角膜碱烧伤的重要病理变化过程%在角膜碱烧
伤预后中起着主导作用) _A[@)和 Dc@E 是反映炎症
反应程度的常用标志蛋白%其表达下降%证实角膜组织
中炎症水平明显改善

- 5". ) 碱烧伤后%炎症因子 _A[@)
表达水平显著升高%会延缓角膜损伤的恢复进程) 过
度的炎症反应会造成继发性损伤%延迟和加重角膜创
面的修复进程) >;%B治疗后角膜组织中 _A[@)和
Dc@E 表达水平明显下降%表明其可以减轻角膜碱烧伤
后的炎症反应%有助于角膜损伤的修复) 胶原蛋白通
过与免疫细胞表达受体结合%能够调节免疫细胞活性%
从而为角膜损伤修复提供有利的愈合微环境) 上述结
果证实 >;%B治疗能够调节角膜纤维化和瘢痕形成%
有效降低炎症水平%调节角膜新生血管形成%有助于角
膜上皮细胞修复%增加角膜透明度%避免角膜混浊和盲
的发生)

综上所述%本研究开发的 >;%B对角膜损伤有明
显修复效果%可用于角膜碱烧伤后的治疗%在角膜损伤
修复领域具有重要的应用价值) 但本研究仍存在一定
局限性%如样本量较小%实验周期有限) 未来需扩大样
本量%延长观察时间%深入探讨其对角膜损伤的修复作
用及其机制%并开展临床试验验证其临床疗效与安
全性)
利益冲突$本研究中所使用的仪器与试剂均由河北医科大学新药安全

评价研究中心提供) 除此之外%无其他机构为本研究提供支持) 在研

究过程中%所有作者均遵循学术规范%未出现任何可能干扰研究结果公

正性的行为
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