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　 　 【摘要】　 目的　 研究离体猪眼行异体角膜基质透镜植入( SLAK)联合角膜胶原交联术( CXL)后角膜生

物力学的变化。　 方法　 获取 5~ 7 月龄杜洛克猪死亡后 3
 

h 内的猪眼 139 只。 选取其中 24 只猪角膜,采用随

机数字表法分为正常对照组、SLAK 组、CXL 组、SLAK-CXL 组,采用单轴拉伸试验检测各组抗拉强度和弹性模

量;选取 100 只离体猪角膜,分为 SLAK 组、SLAK 联合核黄素浸泡(RNF)组(SLAK-RNF 组)、分别交联供体受

体后 SLAK 组(CXL-CXL-SLAK 组)、SLAK 联合单纯紫外线 A( UVA)照射组( SLAK-UVA 组)、SLAK-CXL 组,
采用搭接剪切试验检测各组最大力搭接剪切强度;选取 15 只离体猪角膜,分为 SLAK 组、SLAK-RNF 组、
SLAK-CXL 组,采用苏木精-伊红染色和 Masson 染色观察各组受体基质角膜及供体基质透镜的超微结构;
采用裂隙灯显微镜和角膜地形图仪 Sirius 观察正常对照组、SLAK 组、CXL 组、SLAK-CXL 组受试眼的临床体

征。　 结果　 单轴拉伸试验结果显示,正常对照组、SLAK 组、CXL 组和 SLAK-CXL 组在 50%应变下的抗拉强

度分别为(0. 60± 0. 15)、( 0. 45 ± 0. 19)、( 1. 56 ± 0. 27)、( 1. 22 ± 0. 24) MPa,弹性模量分别为( 2. 01 ± 0. 69)、
(1. 69±0. 52)、(4. 16± 1. 28)、 ( 3. 82 ± 0. 68)MPa,总体比较差异均有统计学意义( F = 29. 39、11. 01,均 P <
0. 001),其中 CXL 组和 SLAK-CXL 组抗拉强度和弹性模量均明显高于正常对照组和 SLAK 组,差异均有统计

学意义(均 P<0. 001)。 搭接剪切试验结果显示,SLAK 组、SLAK-RNF 组、CXL-CXL-SLAK 组、SLAK-UVA 组、
SLAK-CXL 组搭接剪切强度总体比较差异有统计学意义( F = 18. 45,P<0. 001),其中 SLAK-RNF 组、CXL-CXL-
SLAK 组搭接剪切强度明显低于 SLAK 组,SLAK-UVA 组明显高于 SLAK 组,SLAK-CXL 组明显高于 CXL-CXL-
SLAK 组,差异均有统计学意义(均 P<0. 05)。 苏木精-伊红染色和 Masson 染色结果显示,各组胶原纤维排列

有序。 SLAK-CXL 组前部基质和基质透镜胶原纤维直径和胶原纤维化面积占比均大于 SLAK 组,差异均有统

计学意义(均 P<0. 05)。 裂隙灯显微镜和角膜地形图结果显示,SLAK 组和 SLAK-CXL 组植入的透镜与受体

吻合,透镜边界可见,透明度降低,其周围基质明显水肿。　 结论　 SLAK-CXL 可在增加角膜厚度的同时增加

角膜生物力学强度,这可能是交联使基质纤维直径及面积增加的结果。 但术后角膜有轻微水肿,交联不能使

透镜与受体角膜之间即刻结合。　
【关键词】　 角膜胶原交联; 角膜生物力学; 角膜基质透镜植入联合角膜胶原交联术; 基质透镜
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 Abstract 　 Objective　 To

 

investigate
 

the
 

changes
 

in
 

corneal
 

biomechanics
 

of
 

isolated
 

porcine
 

eyes
 

after
 

stromal
 

lenticule
 

addition
 

keratoplasty
 

 SLAK 
 

combined
 

with
 

corneal
 

collagen
 

cross-linking
 

 CXL .
 

　 Methods　 A
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total
 

of
 

139
 

porcine
 

eyes
 

from
 

5-
 

to
 

7-month-old
 

Duroc
 

pigs
 

were
 

collected
 

within
 

3
 

hours
 

after
 

death.
 

Twenty-four
 

eligible
 

eyes
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

a
 

normal
 

control
 

group 
 

SLAK
 

group 
 

CXL
 

group
 

and
 

SLAK-CXL
 

group 
 

and
 

the
 

tensile
 

strength
 

and
 

elastic
 

modulus
 

of
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

via
 

uniaxial
 

tensile
 

test.
 

One
 

hundred
 

eligible
 

eyes
 

were
 

assigned
 

to
 

the
 

SLAK
 

group 
 

SLAK
 

combined
 

with
 

riboflavin
 

soaking
 

 RNF  
 

group
 

 SLAK-RNF
 

group  
 

SLAK
 

after
 

cross-linking
 

of
 

both
 

donor
 

and
 

recipient
 

group
 

 CXL-CXL-SLAK
 

group  
 

SLAK
 

combined
 

with
 

simple
 

ultraviolet
 

A
 

 UVA  
 

irradiation
 

group
 

 SLAK-UVA
 

group   
 

and
 

SLAK-CXL
 

group 
 

and
 

the
 

maximum
 

lap
 

shear
 

strength
 

of
 

each
 

group
 

was
 

measured
 

via
 

the
 

lap
 

shear
 

test.
 

The
 

remaining
 

15
 

eligible
 

eyes
 

were
 

divided
 

into
 

SLAK
 

group 
 

SLAK-RNF
 

group
 

and
 

SLAK-CXL
 

group 
 

and
 

the
 

ultrastructure
 

of
 

recipient
 

corneal
 

stroma
 

and
 

donor
 

stromal
 

lens
 

in
 

each
 

group
 

was
 

observed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

staining
 

and
 

Masson
 

staining.
 

Slit-lamp
 

microscope
 

and
 

Sirius
 

corneal
 

topographer
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

clinical
 

features
 

of
 

the
 

tested
 

eyes
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 

SLAK
 

group 
 

CXL
 

group
 

and
 

SLAK-CXL
 

group.
 

All
 

experiments
 

were
 

performed
 

in
 

compliance
 

with
 

the
 

guidelines
 

specified
 

in
 

the
 

Association
 

for
 

Research
 

in
 

Vision
 

and
 

Ophthalmology
 

Statement
 

for
 

the
 

Use
 

of
 

Animals
 

in
 

Ophthalmic
 

and
 

Vision
 

Research.
 

The
 

experimental
 

protocol
 

was
 

approved
 

by
 

the
 

Biomedical
 

Ethics
 

Committee
 

of
 

Xi 'an
 

Jiaotong
 

University
 

Health
 

Science
 

Center
 

 No.
 

XJTUAE2024-2042 .
 

　 Results　 The
 

tensile
 

strength
 

of
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 

SLAK
 

group 
 

CXL
 

group
 

and
 

SLAK-CXL
 

group
 

at
 

50%
 

strain
 

was
 

 0. 60±0. 15   
 

 0. 45±0. 19   
 

 1. 56±
0. 27 

 

and
 

 1. 22±0. 24  MPa 
 

respectively 
 

and
 

the
 

elastic
 

modulus
 

was
 

 2. 01±0. 69   
 

 1. 69±0. 52   
 

 4. 16±
1. 28 

 

and
 

 3. 82± 0. 68  MPa 
 

respectively 
 

showing
 

statistically
 

significant
 

differences
 

 F = 29. 39 
 

11. 01 
 

both
 

P<0. 001 .
 

The
 

tensile
 

strength
 

and
 

elastic
 

modulus
 

of
 

the
 

CXL
 

group
 

and
 

SLAK-CXL
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

 all
 

P<0. 001 .
 

There
 

was
 

a
 

significant
 

overall
 

difference
 

in
 

lap
 

shear
 

strength
 

among
 

the
 

SLAK
 

group 
 

SLAK-RNF
 

group 
 

CXL-CXL-SLAK
 

group 
 

SLAK-UVA
 

group
 

and
 

SLAK-CXL
 

group
 

 F =
18. 45 

 

P< 0. 001  .
 

The
 

lap
 

shear
 

strength
 

of
 

the
 

SLAK-RNF
 

group
 

and
 

CXL-CXL-SLAK
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

SLAK
 

group 
 

and
 

the
 

lap
 

shear
 

strength
 

of
 

the
 

SLAK-UVA
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

SLAK
 

group 
 

and
 

the
 

lap
 

shear
 

strength
 

of
 

the
 

SLAK-CXL
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

CXL-CXL-SLAK
 

group
 

 all
 

P<0. 05 .
 

Hematoxylin-eosin
 

staining
 

and
 

Masson
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

collagen
 

fibers
 

in
 

each
 

group
 

were
 

arranged
 

orderly.
 

The
 

diameter
 

of
 

collagen
 

fibers
 

and
 

the
 

proportion
 

of
 

collagen
 

fibrosis
 

area
 

in
 

the
 

anterior
 

corneal
 

stroma
 

and
 

stromal
 

lenticule
 

in
 

the
 

SLAK-CXL
 

group
 

were
 

greater
 

than
 

those
 

in
 

the
 

SLAK
 

group 
 

and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

 both
 

P<0. 05 .
 

Slit
 

lamp
 

microscope
 

and
 

corneal
 

topography
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

implanted
 

lenticule
 

in
 

the
 

SLAK
 

group
 

and
 

SLAK-CXL
 

group
 

was
 

anastomosed
 

with
 

the
 

recipient 
 

with
 

a
 

visible
 

lens
 

boundary 
 

reduced
 

transparency 
 

and
 

obvious
 

edema
 

in
 

the
 

surrounding
 

stroma.
 

　 Conclusions　 SLAK-
CXL

 

can
 

increase
 

corneal
 

thickness
 

and
 

corneal
 

biomechanical
 

strength 
 

which
 

may
 

result
 

from
 

cross-linking
 

increasing
 

the
 

diameter
 

and
 

area
 

of
 

matrix
 

fibers.
 

However 
 

slight
 

corneal
 

edema
 

may
 

occur
 

after
 

surgery 
 

and
 

cross-
linking

 

can
 

not
 

achieve
 

immediate
 

bonding
 

between
 

the
 

lenticule
 

and
 

the
 

recipient
 

cornea.
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　 　 角膜基质透镜植入术 ( stromal
 

lenticule
 

addition
 

keratoplasty,SLAK)是近年来快速发展的一种角膜移

植手术,其以飞秒激光近视手术中获得的角膜基质透

镜为供体,植入远视、散光或角膜扩张性疾病(包括圆

锥角膜)患者的角膜基质囊袋中,以改善患者视力、角
膜曲率与厚度[1-5] 。 考虑到角膜移植的需求巨大,但
供体数量仍有限,而角膜屈光性透镜取出术获取的角

膜基质透镜不仅数量充足,而且能够在体内保留其结

构特性和功能[6] ,其透光率、生物力学性能和光学反

射特性均优于人工角膜等其他角膜移植物产品[7-8] 。
然而,对于诸如圆锥角膜这种进行性、扩张性角膜

疾病,其发病机制包括角膜进行性变薄及角膜生物力

学功能减退等[9-12] 。 从理论上讲,植入透镜能增加角

膜厚度,但无法改善角膜生物力学参数,甚至可能会进

一步使其恶化[13] 。 角膜胶原交联术( corneal
 

collagen
 

cross-linking,CXL)是通过紫外线( ultraviolet
 

A,UVA)
照射使核黄素光敏化,进而诱导角膜基质胶原纤维交

联的过程[14-15] 。该过程可改变角膜生物力学特性,导
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图 1　 SLAK-CXL 手术示意图及原理 　 SLAK:角膜基质透镜植入术;CXL:角膜胶原交联术;
UVA:紫外线 A
Figure

 

1 　 Schematic
 

illustration
 

and
 

mechanism
 

of
 

SLAK
 

surgery 　 SLAK 
 

stromal
 

lenticule
 

addition
 

keratoplasty 
 

CXL 
 

corneal
 

collagen
 

cross-linking 
 

UVA 
 

ultraviolet
 

A

致角膜硬度增加[16-18] 。 近年来,CXL 已成为公认的抑

制角膜生物力学下降的治疗方法[19-20] ,但其开展受角

膜厚度的限制[11] 。
基于以上认识, 本研究假设 SLAK 联合 CXL

(SLAK-CXL)在增加角膜厚度的同时可以提升角膜生

物力学强度,从而达到稳定圆锥角膜等扩张性角膜疾

病进展的效果。 此外,该术式可减少角膜移植后的护

理问题和高额医疗费用[21] 。 近年来,本课题组及国内

外相关研究团队的临床病例研究发现,SLAK-CXL 可

有效阻止角膜扩张,改善视力[22] ,成为治疗角膜扩张

性疾病的新策略。 关于 SLAK-CXL 术后角膜结构的具

体变化,以及供体透镜经交联处理后是否可以与受体

基质有效黏附,这些问题目前尚未明确。 因此,本研究

旨在通过体外猪角膜 SLAK-CXL 模型,探索术后角膜

生物力学的变化及可能机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 猪角膜来源 　 5 ~ 7 月龄杜洛克猪死亡后 3
 

h
内的猪眼 139 只,购自西安方欣食品有限公司。 所有

实验均按照视觉和眼科研究协会关于在眼科和视觉研

究中使用动物的声明指南进行。 实验方案经西安交通

大学医学部生物医学伦理委员会批准 ( 批文号:
XJTUAE2024-2042)。
1. 1. 2　 主要试剂及仪器　 0. 1%核黄素( VibeX

 

Xtra,
美国 Avedro 公司);固定液( G2350)、苏木精-伊红染

色试剂( G1120)、Masson 染色试剂( G1340,北京索莱

宝科技有限公司)。 超声波测厚仪( U930S,重庆里博

仪器有限公司);数显游标卡尺(110-203,桂林广陆数

字测控有限公司);万能拉力试验

机(CMT1103,广东三思科技有限

公 司 ); 数 字 病 理 系 统 ( 3D
 

HISTECH, 匈 牙 利 Pannoramic
 

MIDI 公司);裂隙灯显微镜(SLM-
6E,重庆康华瑞明科技有限公

司);角膜地形图仪 Sirius(意大利

CSO 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 手术方法 　 (1) SLAK　
囊袋制备及透镜制作均由同一位

熟练角膜移植术的眼科医师于手

术显微镜下完成。 以视轴为中

心,用 5. 5
 

mm 环形角膜标记器

轻压角膜,形成压痕,标记基质囊

袋分离边界,同时在角膜 12 点位用无菌记号笔描记宽

度为 3
 

mm 的侧切切口轮廓。 预先用深度规校准手动

板层刀头,使其暴露长度为 150
 

μm;取 15°角膜侧切

刀,对准角膜 12 点位的预标记切口位置,使刀头与角

膜表面呈 45°角斜行刺入,严格控制进刀深度至角膜

基质层 150
 

μm 平面,制作长度为 3
 

mm 的斜行自闭性

切口,避免切穿浅层上皮或因进刀过深损伤深层基质。
随后将宽度为 3

 

mm 的钝头角膜基质隧道分离刀从切

口伸入,沿 150
 

μm 基质平面,平行于角膜表面向四周

钝性潜行分离,直至完全覆盖 5. 5
 

mm 标记边界,操作

全程需动作轻柔,若遇阻力应及时调整进刀角度,避免

穿破囊袋前后壁;分离完成后用平衡盐溶液( balanced
 

salt
 

solution,BSS)冲洗囊袋,清除残留基质碎屑。 将供

体角膜片固定于角膜剖切枕,上皮面朝上,用 5
 

mm 环

形角膜标记器标记中央剖切范围,用深度规校准手动板

层刀,设定剖切深度为(300±50)μm 后,沿标记边缘,平行

于角膜表面匀速进行板层剖切,切取直径 5
 

mm 的圆形

基质透镜。 用超声波测厚仪测量透镜中央及周边 4 个

位点的厚度,确认厚度误差在±50
 

μm 范围内,不符合要

求则重新剖切;合格的透镜置于 BSS 中暂存,明确标记

正反面,避免植入时倒置。 (2)CXL　 0. 1% 核黄素

VibeX
 

Xtra 采用囊袋内给药方式,分别浸泡角膜基质

透镜与受体角膜 10
 

min,将角膜基质透镜植入基质囊

袋后,采用波长 370
 

nm,照射强度 30
 

mW / cm2 的 UVA
照射 20

 

min,总能量 36
 

J / cm2(图 1)。
1. 2. 2　 力学性能检测

1. 2. 2. 1　 单轴拉伸试验检测各组抗拉强度和弹性模

量　 取 24 只离体猪角膜,采用随机数字表法分为正常

对照组、SLAK 组、CXL 组和 SLAK-CXL 组,每组 6 只,
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其中正常对照组不接受任何手术干预;SLAK 组仅实

施基质囊袋制备+异体基质透镜植入;CXL 组仅实施

标准上皮保留型 CXL;SLAK-CXL 组实施 SLAK 联合

CXL 手术。 (1)力学试件制备　 所有组干预完成后统

一计时,全程 20
 

min 浸润在 BSS 中操作;沿角膜长轴

裁剪为宽度 10
 

mm、长度约 20
 

mm 的条状试件,确保

试件中央完全覆盖透镜移植区;用数显游标卡尺测量

试件中央宽度(记为横截面长),超声波测厚仪测量试

件中央厚度(记为横截面宽),计算原始横截面积,原
始横截面积=横截面长×横截面宽,试件制备全程避免

脱水、机械牵拉损伤。 (2)单轴拉伸测试 　 将条状试

件两端夹持于万能拉力试验机夹具,夹持端垫湿滤纸

避免滑脱,预加载应力设为 0. 01
 

N 以消除试件松弛。
首先以 1

 

mm / min 速度完成 3 次 0 ~ 10%应变的预调

循环, 消除角膜黏弹性滞后效应; 预调结束后以

10
 

mm / min 恒定位移速度匀速拉伸至 50%应变水平,
试验机自动记录全程力-位移曲线,测试过程中持续

滴加 BSS 保持试件湿润,剔除滑脱、断裂于夹持区的

无效样本,补测后保证每组有效样本量为 6(图 2)。
(3)力学参数计算　 基于采集的力-位移数据计算核

心力学指标。 50%应变抗拉强度=试件达 50%应变时

的线应力 / 试件原始横截面积;弹性模量=试件达 50%
应变时的线应力 / 50%应变。

图
 

2　 单轴拉伸试验及搭接剪切试验样品的准备和操作示意图

Figure
 

2 　 Schematic
 

illustration
 

of
 

sample
 

preparation
 

and
 

operation
 

procedures
 

for
 

uniaxial
 

tensile
 

test
 

and
 

lap
 

shear
 

test

1. 2. 2. 2　 搭接剪切试验检测各组最大力搭接剪切强

度　 取 100 只离体猪角膜,采用随机数字表法分为

SLAK 组、 SLAK 联合核黄素浸泡 ( riboflavin
 

soaking,
RNF) 组 ( SLAK-RNF 组)、 SLAK-UVA 组、 CXL-CXL-
SLAK 组和 SLAK-CXL 组,每组 20 只,其中 SLAK 组仅

完成基质囊袋制备 + 透镜植入; SLAK-RNF 组完成

SLAK 操作,仅予囊袋+透镜 RNF
 

10
 

min;SLAK-UVA
组完成 SLAK 操作,仅予 UVA 照射 20

 

min;CXL-CXL-
SLAK 组为供体透镜、受体囊袋分别单独完成 RNF +
UVA 照射后,再植入透镜;SLAK-CXL 组实施 SLAK 联

合 CXL 手术。 (1)试件制备　 所有组干预完成后统一

静置 20
 

min,全程浸润在 BSS 中操作,修除角膜周边

多余组织,精确裁剪透镜与受体基质的重叠粘合区域

为统一的 5
 

mm×10
 

mm 矩形,保证各组粘接面积完全

一致,操作过程避免牵拉、挤压粘合界面,制备完成后

立即送检,防止试件脱水。 (2)搭接剪切试验 　 用无

齿镊夹持试件边缘,将试件两端分别固定于万能拉力

机夹具,一端夹受体基质层游离端,另一端夹供体透镜

游离端,保证拉力方向与粘合面完全平行,夹持端垫湿

滤纸避免滑脱,预加载 0. 01
 

N 绷直试件消除松弛;首
先以 1

 

mm / min 速度完成 3 次 0 ~ 10%应变的预调循

环,消除角膜黏弹性滞后效应,随后以 10
 

mm / min 恒

定位移速度匀速拉伸,直至透镜与受体基质完全剥离,
测试过程中持续滴加 BSS 保持试件湿润;若出现试件

滑脱、撕裂部位不在粘合界面的情况则判定为无效样

本,予以补测,保证每组有效样本量为 20 ( 图 2)。
(3)参数计算　 基于拉力机采集的力-位移曲线提取

最大剥离力,计算核心指标,最大力搭接剪切强度

(MPa)= 最大剥离力( N) / 预设统一粘接面积,其直接

反映透镜与受体角膜基质的界面粘接强度。
1. 2. 3　 组织学染色观察各组受体基质角膜及供体基

质透镜的超微结构　 取 15 只离体猪角膜,采用随机数

字表法分为 SLAK 组、SLAK-RNF 组、SLAK-CXL 组,每
组 5 只。 所有组干预完成后立即取材,沿角巩膜缘剪

取中央术区 10
 

mm 范围的角膜组织,去除虹膜、内皮

等多余组织,立即投入固定液(甲醛 ∶ 冰醋酸 ∶ 80%乙

醇体积比 = 1 ∶ 1 ∶ 8)中,4
 

℃ 固定 24
 

h;后续按标准流

程完成梯度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡浸蜡包埋,取
角膜中央术区矢状面连续切片,切片厚度为 3

 

μm。 所

有切片统一脱蜡至水化后分别进行苏木精-伊红染色

和 Masson 染色;苏木精-伊红染色常规流程染细胞核

和细胞质,用于观察角膜全层结构、细胞分布及胶原纤

维整体排布;Masson 染色按试剂盒标准流程操作,胶
原纤维特异性呈蓝染,用于区分胶原与其他组织成分,
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清 晰 显 示 胶 原 结 构 特 征。 采 用 3D
 

HISTECH
 

Pannoramic
 

MIDI 数字病理系统对所有切片行全景扫

描,统一扫描参数,分别采集受体基质层、供体透镜层、
受体-供体交界面 3 个区域的 200、400 倍放大图像。
采用 ImageJ 软件进行盲法定量分析:(1)胶原纤维直

径　 每张切片随机选取 10 个无褶皱高倍视野,每视野

随机测量 50 根胶原纤维的横截面直径,取均值为该样

本的纤维直径;(2)纤维化面积占比　 对 Masson 染色

图像进行阈值分割,计算蓝染胶原区域占总视野面积

的比例,反映胶原增生程度;同时定性评价胶原纤维排

列有序性、受体-供体界面融合情况。
1. 2. 4　 临床评估　 采用裂隙灯显微镜和角膜地形图

仪 Sirius 断层成像观察正常对照组、SLAK 组、CXL 组

和 SLAK-CXL 组透镜边界及在位情况,测量层间间隙

宽度;检测全层角膜厚度、受体-透镜复合层厚度较基

线的变化值,客观量化水肿程度;记录角膜前表面曲

率、散光值变化,间接反映基质水肿、透镜对位对角膜

规则性的影响。
1. 3　 统计学方法

采用 Graphpad
 

Prism
 

8. 2 软件进行统计分析。 计

量资料经 Shapiro-Wilk 检验证实符合正态分布,以 x±s
表示。 各组抗拉强度、弹性模量、搭接剪切强度总体比

较采用单因素方差分析,两两比较采用 Tukey 检验;各
组前部基质和基质透镜胶原纤维直径、纤维化面积占

比总体比较采用两因素方差分析, 两两比较采用

Tukey 检验和 Sidak 多重比较检验。 P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组抗拉强度、弹性模量和最大力搭接剪切强度

比较

单轴拉伸试验结果显示,正常对照组、SLAK 组、
CXL 组和 SLAK-CXL 组在 50%应变下的抗拉强度分别

为(0. 60±0. 15)、(0. 45 ± 0. 19)、(1. 56 ± 0. 27)、(1. 22 ±
0. 24) MPa,弹性模量分别为 ( 2. 01 ± 0. 69)、 ( 1. 69 ±
0. 52)、(4. 16±1. 28)、(3. 82±0. 68) MPa,总体比较差异

均有统计学意义(F = 29. 39、11. 01,均 P<0. 001),其中

CXL 组和 SLAK-CXL 组抗拉强度和弹性模量均明显高

于正常对照组和 SLAK 组,差异均有统计学意义(均 P<
0. 001)(图 3)。 各组应力-应变曲线见图 4。

搭接剪切试验结果显示,SLAK 组、SLAK-RNF 组、
CXL-CXL-SLAK 组、SLAK-UVA 组、SLAK-CXL 组搭接

剪切强度分别为 ( 0. 181 ± 0. 103)、 ( 0. 082 ± 0. 048)、
( 0. 090 ± 0. 049 )、 ( 0. 306 ± 0. 118 )、 ( 0. 220 ±

BA
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弹
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模
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图 3　 各组抗拉强度和弹性模量比较 　 F = 29. 39、 11. 01,均 P <
0. 001. 与正常对照组比较,a P < 0. 001;与 SLAK 组比较,b P < 0. 001
(单因素方差分析,Tukey 检验;n = 6)　 A:抗拉强度　 B:弹性模量　
SLAK:角膜基质透镜植入术;CXL:角膜胶原交联术

Figure
 

3 　 Comparison
 

of
 

tensile
 

strength
 

and
 

elastic
 

modulus
 

among
 

each
 

group　 F = 29. 39 
 

11. 01 
 

both
 

P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 a P < 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

SLAK
 

group 
 

b P<0. 001
 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test 
 

n = 6 　 A 
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strength　
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图 4　 各组应力-应变曲线　 A:正常对照组　 B:SLAK 组　 C:CXL
组　 D:SLAK-CXL 组　 SLAK:角膜基质透镜植入术;CXL:角膜胶原

交联术

Figure
 

4　 Stress-strain
 

curves
 

of
 

different
 

groups　 A 
 

Normal
 

control
 

group　 B 
 

SLAK
 

group 　 C 
 

CXL
 

group 　 D 
 

SLAK-CXL
 

group 　
SLAK 

 

stromal
 

lenticule
 

addition
 

keratoplasty 
 

CXL 
 

corneal
 

collagen
 

cross-linking

0. 140)MPa,总体比较差异有统计学意义( F = 18. 45,
P<0. 001),其中 SLAK-RNF 组和 CXL-CXL-SLAK 组搭

接剪切强度明显低于 SLAK 组,SLAK-UVA 组明显高

于 SLAK 组, SLAK-CXL 组明显高于 CXL-CXL-SLAK
组,差异均有统计学意义(均 P<0. 05)(图 5)。
2. 2　 各组受体基质角膜及供体基质透镜的超微结构

比较

苏木精-伊红染色和 Masson 染色结果显示,各组

胶原纤维排列有序。 SLAK 组、SLAK-RNF 组和 SLAK-
CXL 组前部基质胶原纤维直径分别为(22. 60±2. 70)、
(22. 00±2. 24)、(33. 00±6. 16) nm,基质透镜纤维直径

分别为 ( 25. 40 ± 2. 19 )、 ( 25. 40 ± 3. 51 )、 ( 36. 00 ±
3. 67)nm,各组胶原纤维直径总体比较差异有统计学
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图 6　 各组受体基质角膜及供体基质透镜的超微结构比较　 A:各组苏木精-伊红(HE)染色图( ×200,标尺= 50
 

μm)　 B:各组 Masson 染色图　 前

部基质和基质透镜
 

×500,标尺= 20
 

μm;供体受体接触面
 

× 100,标尺 = 100
 

μm;箭头所示为胶原纤维 　 C:各组不同部位胶原纤维直径比较 　

F组别 = 28. 06,P<0. 001;F部位 = 5. 23,P<0. 001;F交互作用 = 0. 02,P = 0. 98. 与 SLAK 组比较,a P<0. 05(两因素方差分析,Sidak 多重比较检验;n = 5)　

D:各组不同部位胶原纤维化面积占比比较　 F组别 = 21. 04,P<0. 001;F部位 = 0. 09,P = 0. 76;F交互作用 = 1. 01,P = 0. 38. 与 SLAK 组比较,a P<0. 05(两

因素方差分析,Tukey 检验;n = 5)　 SLAK:角膜基质透镜植入术;CXL:角膜胶原交联术;RNF:核黄素浸泡

Figure
 

6　 Comparison
 

of
 

ultrastructure
 

between
 

recipient
 

stromal
 

cornea
 

and
 

donor
 

stromal
 

lens
 

in
 

each
 

group 　 A 
 

Hematoxylin-eosin
 

 HE  
 

staining
 

images
 

of
 

each
 

group
 

 × 200 
 

scale
 

bar = 50
 

μm  　 B 
 

Masson
 

staining
 

images
 

of
 

each
 

group 　 The
 

the
 

anterior
 

corneal
 

stroma
 

and
 

stromal
 

lenticule
 

×500 
 

scale
 

bar = 20
 

μm 
 

The
 

the
 

donor-recipient
 

interface
 

× 100 
 

scale
 

bar = 100
 

μm.
 

Arrows
 

indicated
 

collagen
 

fibers 　 C 
 

Comparison
 

of
 

collagen
 

fiber
 

diameter
 

at
 

different
 

sites
 

in
 

each
 

group　 Fgroup = 28. 06 
 

P<0. 001 
 

Fsite
 = 5. 23 

 

P<0. 001 
 

Finteraction = 0. 02 
 

P = 0. 98.
 

Compared
 

with
 

the
 

SLAK
 

group 
 a P<0. 05

 

 Two-way
 

ANOVA 
 

Sidak
 

multiple
 

comparison
 

test 
 

n = 5 　 D 
 

Comparison
 

of
 

the
 

proportion
 

of
 

collagen
 

fibrosis
 

area
 

at
 

different
 

sites
 

in
 

each
 

group　 Fgroup = 21. 04 
 

P<0. 001 
 

Fsite
 = 0. 09 

 

P = 0. 76 
 

Finteraction = 1. 01 
 

P = 0. 38.
 

Compared
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group 
 a P<0. 05
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图 5　 各组搭接剪切强度比较　 F = 18. 45,P<0. 001. 与 SLAK 组比

较,a P<0. 05;与 CXL-CXL-SLAK 组比较,b P < 0. 05( 单因素方差分

析,Tukey 检验;n = 20)　 SLAK:角膜基质透镜植入术;CXL:角膜胶

原交联术;RNF:核黄素浸泡;UVA:紫外线 A
Figure

 

5 　 Comparison
 

of
 

lap
 

shear
 

strength
 

among
 

different
 

groups　 F = 18. 45 
 

P< 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

SLAK
 

group 
 a P<

0. 05 
 

compared
 

with
 

the
 

CXL-CXL-SLAK
 

group 
 b P< 0. 05

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test 
 

n = 20  　 SLAK 
 

stromal
 

lenticule
 

addition
 

keratoplasty 
 

CXL 
 

corneal
 

collagen
 

cross-linking 
 

RNF 
 

riboflavin
 

soaking 
 

UVA 
 

ultraviolet
 

A

意义( F组别 = 28. 06,P < 0. 001),其中 SLAK-CXL 组前

部基质和基质透镜胶原纤维直径均大于 SLAK 组,差
异均有统计学意义(均 P<0. 05)。 不同部位胶原纤维

直径总体比较差异有统计学意义( F部位 = 5. 23, P =
0. 03)。 SLAK 组、SLAK-RNF 组和 SLAK-CXL 组前部

基质胶原纤维化面积占比分别为( 34. 02 ± 5. 17)%、
(43. 96±7. 39)%、(63. 32±10. 02)%,基质透镜胶原纤

维化面积占比分别为 ( 38. 87 ± 5. 83 )%、 ( 47. 14 ±
9. 17)%、(58. 13 ± 11. 38)%,各组胶原纤维化面积占

比总体比较差异有统计学意义 ( F组别 = 21. 04, P <
0. 001),其中 SLAK-CXL 组前部基质和基质透镜胶原

纤维化面积占比均大于 SLAK 组,差异均有统计学意义

(均 P<0. 05)。 不同部位胶原纤维化面积占比总体比较

差异无统计学意义(F部位 = 0. 09,P = 0. 76)(图 6)。
2. 3　 各组眼前节结构和角膜地形图比较

裂隙灯显微镜观察结果显示,正常对照组角膜全

层透明、形态规则,无水肿、混浊,层间无异常间隙;
CXL组无透镜结构,仅角膜基质浅层可见轻微雾状水
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弥
散

光
裂

隙
灯

CXL组正常对照组 SLAK组 SLAK�CXL组

图 7　 术后各组裂隙灯显微镜图像　 箭头及圆圈指示植入的透镜植片　 SLAK:角膜基质

透镜植入术;CXL:角膜胶原交联术

Figure
 

7 　 Postoperative
 

slit-lamp
 

microscopy
 

images
 

of
 

different
 

groups 　 Arrows
 

and
 

circles
 

indicated
 

the
 

implanted
 

stromal
 

lens
 

grafts 　 SLAK 
 

stromal
 

lenticule
 

addition
 

keratoplasty 
 

CXL 
 

corneal
 

collagen
 

cross-linking

CXL组正常对照组 SLAK组 SLAK�CXL组

图 8　 术后各组角膜地形图　 箭头指示植入的透镜植片　 SLAK:角膜基质透镜植入术;
CXL:角膜胶原交联术

Figure
 

8 　 Postoperative
 

corneal
 

topography
 

of
 

different
 

groups 　 Arrows
 

indicated
 

the
 

implanted
 

stromal
 

lens
 

grafts 　 SLAK 
 

stromal
 

lenticule
 

addition
 

keratoplasty 
 

CXL 
 

corneal
 

collagen
 

cross-linking

肿,无深层基质水肿表现;SLAK 组和 SLAK-CXL 组植

入的供体透镜与受体基质囊袋对位吻合、贴合良好,透
镜边界清晰可辨,透明度较正常对照组角膜下降,透镜

周围基质可见明显水肿(图 7)。 角膜地形图结果显

示,正常对照组角膜全层信号均匀,结构规则无异常;
SLAK 组浅基质层可见边界清晰的高反射透镜条带,
透镜在位贴合,全层角膜增厚,提示基质水肿、透镜透

明度下降;CXL 组浅基质轻度信号升高、厚度略增加;
SLAK-CXL 组浅基质层高反射透镜清晰在位,全层角

膜更明显增厚(图 8)。

3　 讨论

在临床中,约 50%圆锥角膜患者因角膜厚度不足

而放弃 CXL[23] 。 近年来,飞秒激光近视手术数量显著

增加[24] 。 手术产生的角膜基质薄透镜是一种安全的

可镶嵌同种异体材料[25-26] ,这使得通过 SLAK 重建角

膜基质结构和功能的同时,解决角膜基质病变并改善

角膜屈光状态这一设想成为可能。 然而,目前尚无证

据表明手术治疗进行性圆锥角膜的绝对有效性。 本研

究采用离体猪眼行 SLAK-CXL,观察其角膜生物力学

改变、植入透镜与受体角膜之间的结合状态、角膜基质

胶原纤维微观结构的变化及临床指标的恢复效果,以

期为圆锥角膜等扩张性角膜疾病的治疗提供参考。
为了测量角膜的整体生物力学强度,在植入透镜

后,进行了单轴拉伸试验[27-28] 。 结果显示,在应变

50%时,与正常对照组相比,SLAK 组角膜抗拉强度和

弹性模量没有明显变化,CXL 组与 SLAK-CXL 组角膜

抗拉强度、弹性模量明显增加,而 CXL 组与 SLAK-CXL
组差异无统计学意义,与 Zhang 等[29] 观点一致。 此

外,本研究探索了交联处理后,供体透镜与受体角膜之

间是否会发生强烈的交联反应,从而增加接触面的粘

度,结果显示 SLAK-UVA 组搭接剪切强度较 SLAK 组

增加了约 1. 5 倍。 SLAK-CXL 组搭接剪

切强度虽稍高,但与 SLAK 组比较差异

无统计学意义。 体外研究证明交联即

刻完成后,供体与受体之间没有粘合。
粘附力增加可能是由于水分减少后氨

基酸非共价结合引起。 另外,核黄素剂

型具有水润作用,为了排除所有的干扰

因素,搭接剪切试验进行了详细的控制

变量分组,每个独立实验设计对照组略

有区别。 然而,在临床实践中,当植入

的透镜在手术后 6 个月被移除时,有明

显的剥落感,目前未找到病例报告或研

究支持,需要在后续的体内实验中进一

步验证。
此外,交联后猪角膜出现基质水

肿,透明度降低。 Scheimpflug 分析仪的

结果表明,SLAK 组、SLAK-CXL 组透镜

的透 光 度 均 降 低。 然 而, CXL 组 和

SLAK-CXL 组的角膜前基质透光率在交

联后降低,与文献报道一致[30] 。 但离体

猪眼角膜地形图及前节光学相干断层

扫描成像技术尚不成熟,本研究未做定

量分析。 基质胶原纤维决定角膜的透明度和强

度[26,31] 。 在本研究中,与 SLAK 组和 SLAK-RNF 组相

比,SLAK-CXL 组胶原纤维化面积占比和纤维直径均

增加。 与文献报道的 CXL 术后胶原直径增加,间隙缩

小一致[32] 。 但也有研究报道交联反应后出现单位面

积纤维数量减少,纤维间距增加[26] 。 然而,本研究未

观察到该现象,可能与交联方法、观察时间和物种不同

有关。
本研究样本均取自离体猪眼角膜,缺少体内生化

反应的参与,因此关于 SLAK-CXL 有效性的证据仍不

充分。 虽然本研究结果表明 SLAK-CXL 通过增加角膜

厚度及胶原纤维直径改善了角膜生物力学强度,但还
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需进一步的实验来阐明所涉及的具体生化反应机制,
验证其对进展期圆锥角膜等疾病的安全性和有效性。
此外,本研究测量角膜生物力学的方式较为单一,后续

应开发更符合角膜生理特性的多向拉伸检测方法。
综上,本研究表明,SLAK-CXL 用于提高角膜生物

力学强度是可行的。 新鲜异体透镜在体内的安全性和

透明度与天然角膜相似。 SLAK-CXL 增加了角膜的弹

性模量,但体外数据表明,该术式不能在供体与受体之

间产生即时粘结。 术后 SLAK-CXL 组受体角膜前表面

和供体透镜的纤维着色面积和纤维直径增加。 因此,
SLAK-CXL 是增加角膜厚度并提高角膜生物力学强度

的有效治疗策略,本研究为角膜过薄而无法进行常规

CXL 的患者实施 SLAK-CXL 手术提供了新的理论

支撑。
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