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摘要

目的:研究纤维蛋白粘合剂(ＦＳ)粘贴的双层角膜基质透

镜体内生物相容性ꎬ探讨使用该种材料行角膜移植的可

行性ꎮ
方法:选取健康清洁级新西兰白兔 １５ 只ꎬ采用自身对照ꎬ
以兔右眼为实验眼ꎬ左眼为对照眼ꎮ 实验眼使用 ＦＳ 粘贴

的双层角膜基质透镜作为移植材料行板层角膜移植手术ꎬ
对照眼不进行人工干预ꎮ 分别于术后 ７、１４、２８ｄ 使用手持

裂隙灯观察双眼角膜情况ꎬ并进行生物相容性评分ꎬ同时

取双眼角膜行 ＨＥ 染色进行组织病理学检测ꎬ观察角膜恢

复情况ꎮ
结果:裂隙灯观察结果显示ꎬ至角膜移植术后 ２８ｄꎬ实验眼

角膜上皮生长情况良好ꎬ角膜透明度基本恢复ꎬ水肿程度

减轻ꎬ新生血管生长至角膜缘后未加重ꎬ未见上皮、内皮排

斥线等排斥反应ꎻ对照眼角膜透明ꎬ角膜上皮光滑ꎮ 生物

相容性评分结果显示ꎬ角膜移植术后实验眼角膜植片水肿

程度逐渐减轻ꎬ透明度逐渐恢复ꎬ排斥反应较小ꎬ角膜植片

的生物相容性较好ꎻ至术后 ２８ｄꎬ实验眼和对照眼角膜透

明度、水肿程度及新生血管生长程度均无差异(Ｐ>０.０１)ꎮ
组织病理学检测结果显示ꎬ至角膜移植术后 ２８ｄꎬ实验眼

植片表面有 ４~ ５ 层角膜上皮细胞覆盖ꎬ角膜胶原排列整

齐、规则ꎬ植片内未见明显炎性细胞浸润ꎬ双片透镜间分界

消失ꎬ层间 ＦＳ 被机体完全吸收ꎬ植片与植床融合ꎬ未见明

显分界ꎮ
结论:使用 ＦＳ 粘贴的双层角膜基质透镜作为植片行板层

角膜移植术后恢复较好ꎬ排斥反应较小ꎬ生物相容性较好ꎬ
可用于板层角膜移植ꎮ
关键词:角膜基质透镜ꎻ纤维蛋白粘合剂ꎻ角膜移植材料ꎻ
兔板层角膜移植ꎻ生物相容性
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ｍａｎｕａｌ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ａｔ ７ꎬ １４ꎬ ａｎｄ ２８ｄ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ａ
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ｒｅｃｏｖｅｒｙꎬ ｌｅｓｓ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｅｔｔｅｒ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙꎬ ａｎｄ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｌａｍｅｌｌａｒ ｋｅｒａｔｏｐｌａｓｔｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｅｎｓꎻ ｆｉｂｒｉｎ ｓｅａｌａｎｔꎻ
ｃｏｒｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌꎻ ｒａｂｂｉｔ ｌａｍｅｌｌａｒ ｃｏｒｎｅａｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎻ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｊｉ ＪＹꎬ Ｗｅｉ ＬＱꎬ Ｚ.Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｒａｂｂｉｔ
ｌａｍｅｌｌａｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ － ｌａｙｅｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ
ｌｅｎｓ ａｔｔａｃｔｃｈｅｄ ｂｙ ｆｉｂｒｉｎ ｓｅａｌａｎｔ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)
２０２２ꎻ２２(５):７７５－７７９

０引言
角膜病是我国第二大致盲眼病ꎬ也是除白内障之外唯

一可通过手术治疗提高视力而脱离盲状态的眼病[１]ꎬ角膜
移植手术是角膜病最重要的治疗手段ꎬ然而角膜供体来源
匮乏ꎬ使得角膜移植手术开展受到限制ꎮ 因此ꎬ寻找合适
的角膜移植材料成为治疗角膜病的关键ꎮ 全飞秒激光小
切口微透镜摘除术(ｓｍａｌｌ ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｌｅｎｔｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎬＳＭＩＬＥ)
来源的角膜基质透镜ꎬ透明度好ꎬ且完整保留了角膜基质
原有的胶原纤维排列顺序ꎬ是一种理想的角膜替代物ꎮ 但
单层角膜基质透镜较薄ꎬ中央厚度仅约 ６０ ~ １５０μｍꎬ周边
更薄ꎬ无法应用于治疗较大较深角膜溃疡ꎬ而使用多层角
膜基质透镜进行角膜移植虽然可行ꎬ但缝合时容易发生相
对滑动ꎬ增加手术难度ꎬ因此考虑使用生物粘合剂粘贴多
层角膜基质透镜来弥补以上不足ꎮ 纤维蛋白粘合剂
(ｆｉｂｒｉｎ ｓｅａｌａｎｔꎬＦＳ)来源于人的血浆ꎬ由纤维蛋白原及凝血
酶两部分组成ꎬ其工作原理是通过模拟血液凝固过程的最
后一步ꎬ起到止血及组织粘合的作用ꎬ具有良好的生物降
解性[２]ꎮ 近年来ꎬＦＳ 被广泛应用于眼科手术中ꎬ包括眼科
手术缝线的替代、翼状胬肉手术中进行自体结膜瓣的固
定[３－６]ꎬ以及人工晶状体巩膜固定术、黄斑脱离相关视盘
凹陷手术和视网膜手术[７－１１]等ꎮ 因此考虑使用 ＦＳ 作为生
物粘合剂粘贴双层角膜基质透镜作为角膜移植材料ꎬ但该
种角膜移植材料生物相容性未知ꎬ可能会有增加排斥反应
的风险ꎬ故需要检测其生物相容性ꎮ 本课题组此前对 ＦＳ

的体外生物相容性进行实验研究ꎬ使用 ＦＳ 浸提液与角膜
成纤维细胞共培养ꎬ从形态学、细胞生长及凋亡 ３ 个角度
评估 ＦＳ 与角膜成纤维细胞的生物相容性ꎬ研究结果显示ꎬ
ＦＳ 体外生物相容性良好ꎬ可应用于粘贴双层角膜基质透
镜[１２]ꎮ 因此ꎬ本研究应用 ＦＳ 粘贴的双层角膜基质透镜作
为植片ꎬ对兔行板层角膜移植ꎬ通过观察兔板层角膜移植
术后角膜恢复情况并进行组织病理学检测ꎬ评估该种角膜
移植片的体内生物相容性ꎬ进而探讨使用其行板层角膜移
植的可行性ꎬ为进一步临床应用提供一定的实验依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 实验动物 　 健康清洁级新西兰白兔 １５ 只ꎬ雌雄不
限ꎬ体质量约 ２.０~２.５ｋｇꎬ由广西医科大学实验动物中心提
供ꎬ本研究已通过广西医科大学动物伦理委员会审查ꎮ
１.１.２角膜基质透镜组织　 角膜基质透镜为广西医科大学
第一附属医院眼科 ＳＭＩＬＥ 手术患者捐献ꎬ捐献者年龄
１８~２７岁ꎬ无供体捐献禁忌疾病ꎮ 角膜透镜厚度 ８０ ~
１５０μｍꎬ术中取出后展平贴于 １.５ｍＬ 灭菌离心管壁ꎬ－２０℃
冰箱冻存待用ꎮ
１.１.３主要试剂与设备　 显微手术器械(苏州六六视觉有
限公司)ꎻ手术显微镜 (德国 Ｚｅｉｓｓ 公司)ꎻ手持裂隙灯
(苏州六六视觉有限公司)ꎻ外用冻干人纤维蛋白粘合剂
(上海莱士血制品有限公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１实验动物分组　 本实验采用自身对照ꎬ以兔右眼为
实验眼ꎬ左眼为对照眼ꎮ 实验眼以 ＦＳ 粘贴双层角膜基质
透镜为移植材料ꎬ行兔板层角膜移植术ꎻ对照眼不采取任
何干预措施ꎮ
１.２.２纤维蛋白粘合剂的配制　 按照产品说明ꎬ将装有纤
维蛋白原粉末及灭菌注射用水的玻璃瓶置于 ３７℃水浴预
热后ꎬ使用注射器吸取 ２ｍＬ 灭菌注射用水注入高浓度纤
维蛋白原瓶后继续水浴加热至粉末完全溶解ꎻ更换注射
器ꎬ吸取 ２ｍＬ 浓度为 ４０ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２溶液注入装有凝血
酶冻干粉的玻璃瓶中ꎬ配制浓度为 ５００ＩＵ / ｍＬ 的凝血酶
溶液ꎮ
１.２.３角膜移植片的制备　 将两片角膜基质透镜从离心管
中取出后置于 １０ｍＬ 生理盐水中室温情况下复温复水
５ｍｉｎꎬ复水结束后使用 ４.２５ｍｍ 环钻于角膜基质透镜中央
钻切ꎬ留取透镜中央部分ꎬ使用 ＦＳ 粘贴双片后置于冰盒
待用ꎮ
１.２.４兔板层角膜移植术　 手术由同一术者在相同实验环
境下进行ꎮ 术前 ３ｄꎬ实验眼滴左氧氟沙星滴眼液预防感
染ꎻ术前使用体积分数为 １％的戊巴比妥钠按 ４０ｍｇ / ｋｇ 耳
缘静脉注射进行全身麻醉ꎬ麻醉满意后将兔用无菌手术铺
单包裹置于手术台上ꎬ滴用丙美卡因滴眼液 ２ 次行局部表
面麻醉ꎬ常规消毒、铺巾、开睑器开睑ꎮ 使用直径 ４.０ｍｍ
的角膜环钻于兔角膜中央垂直钻切植床ꎬ使用宝石刀进行
板层剖切ꎬ深度约 ２５０~３００μｍꎬ将植床边缘及底部修至规
整ꎮ 将步骤 １.２.３ 制备好的角膜植片覆盖至植床表面ꎬ使
用 １０－０ 尼龙线间断缝合 ６ 针固定ꎬ线结隐蔽(图 １)ꎮ 手
术结束后ꎬ结膜下注射地塞米松ꎬ实验眼涂小牛血去蛋白
提取物眼用凝胶及妥布霉素地塞米松眼膏ꎮ 术后单笼饲
养ꎬ左氧氟沙星滴眼液、小牛血去蛋白提取物眼用凝胶滴
术眼ꎬ每日 ３ 次ꎻ妥布霉素地塞米松眼膏涂眼ꎬ每日 １ 次ꎻ
术后 ２ｗｋ 改用妥布霉素地塞米松滴眼液滴眼ꎬ每日 ３ 次ꎮ
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图 １　 兔板层角膜移植过程示意图　 Ａ:ＦＳ 粘贴双层角膜基质透镜ꎬ制备角膜移植片ꎻＢ:制备板层角膜移植植床ꎻＣ:间断缝合 ６ 针固
定植片ꎮ

１.２.５术后观察指标
１.２.５.１ 裂隙灯观察及生物相容性评分 　 术后 ７、１４、２８ｄ
使用裂隙灯观察双眼角膜透明度、角膜水肿程度、新生血
管生长情况、角膜上皮生长情况及排斥反应发生情况并行
眼前节照相记录ꎻ参照文献[１３]的评分方式对前 ３ 项观
察项目进行评分ꎬ评分标准见表 １ꎬ并计算排斥指数
(ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＲＩ)ꎬＲＩ＝植片透明度评分＋植片水肿程度
评分＋新生血管生长情况评分ꎬ若角膜移植术后 ２８ｄ 内
ＲＩ<６ 分视为生物相容性良好[１４]ꎮ
１.２.５.２组织病理学检测 　 角膜移植术后 ７、１４、２８ｄ 使用
戊巴比妥钠行过量麻醉法各处死 ５ 只兔ꎬ取兔双眼角膜固
定、包埋、制作石蜡切片、ＨＥ 染色ꎬ对全层角膜恢复情况
进行形态学观察ꎮ 观察内容包括角膜上皮覆盖情况、角膜
植片内胶原纤维排列情况、炎性细胞浸润情况、双片透镜
间 ＦＳ 吸收情况、植片－植床的融合情况等ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 统计学软件进行分析ꎮ
非正态分布数据采用中位数(四分位间距)[Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)]
进行统计描述ꎬ采用广义估计方程进行统计分析ꎮ Ｐ<０.０１
为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１裂隙灯观察角膜情况　 移植术后 ７ｄꎬ实验眼角膜轻度
水肿ꎬ移植区角膜欠透明ꎬ有少许新生血管生长至角膜缘ꎬ
但未达植片ꎬ移植区角膜上皮尚未覆盖移植片ꎬ移植区角
膜荧光素染色着色ꎻ移植术后 １４ｄꎬ实验眼角膜水肿程度
减轻ꎬ移植区角膜透明度提高ꎬ有少许新生血管生长至角
膜缘未达植片ꎬ移植区角膜上皮基本覆盖移植片ꎬ荧光素
染色除缝线处外无着色ꎻ移植术后 ２８ｄꎬ实验眼新生血管
生长至角膜缘后未加重ꎬ角膜透明度较好ꎬ角膜上皮生长
情况良好ꎬ无上皮及内皮排斥线等排斥反应ꎬ荧光素染色
少许点状着色ꎮ 对照眼全程维持角膜透明ꎬ角膜上皮光滑
(图 ２)ꎮ
２.２生物相容性评分　 生物相容性评分结果显示ꎬ使用 ＦＳ
粘贴的双层角膜基质透镜行板层角膜移植术后ꎬ实验眼角
膜透明度逐渐恢复ꎬ角膜水肿程度逐渐减轻ꎬ新生血管生
长至角膜缘后未加重ꎬ至角膜移植术后 ２８ｄꎬＲＩ<６ 分ꎬ角膜
植片的生物相容性较好ꎻ对照眼全程维持角膜透明ꎮ 角膜
移植术后 ７、１４ｄꎬ实验眼和对照眼角膜透明度、水肿程度、
新生血管生长情况评分差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ
角膜移植术后 ２８ｄꎬ实验眼和对照眼角膜透明度、水肿程
度及新生血管生长情况评分差异均无统计学意义(Ｐ >
０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ

２.３组织病理学检测结果　 实验眼角膜移植术后 ７ｄꎬ角膜
上皮尚未覆盖植片ꎬ角膜胶原纤维排列紊乱ꎬ植片内有少
许中性粒细胞浸润ꎬ双片透镜间分界明显ꎬ层间 ＦＳ 尚未吸
收ꎬ植片与受体角膜贴合良好 (图 ３Ａ)ꎻ角膜移植术后
１４ｄꎬ可见有 １~２ 层扁平状角膜鳞状上皮细胞覆盖植片ꎬ
角膜胶原纤维排列紊乱ꎬ植片内有少许中性粒细胞浸润ꎬ
双层透镜大部分融合ꎬ层间 ＦＳ 大部分吸收ꎬ植片与受体角
膜贴合(图 ３Ｂ)ꎻ角膜移植术后 ２８ｄꎬ植片表面有 ４~５ 层角
膜上皮细胞覆盖ꎬ其中表面 １~ ３ 层为扁平状上皮细胞ꎬ基
底层细胞为柱状上皮细胞ꎬ角膜胶原排列整齐、规则ꎬ植片
内未见中性粒细胞浸润ꎬ双片透镜间分界消失ꎬ层间 ＦＳ 完
全吸收ꎬ植片与受体角膜融合ꎬ未见明显分界(图 ３Ｃ)ꎮ 对
照眼角膜形态正常ꎬ角膜表面可见多层角膜上皮细胞覆
盖ꎬ角膜胶原纤维排列整齐ꎬ无炎性细胞浸润(图 ３Ｄ)ꎮ
３讨论

角膜移植是治疗角膜盲的关键手段ꎬ但现有角膜供体
无法满足临床需求ꎬ而现有角膜供体替代物包括脱细胞猪
角膜、羊膜及人工角膜等仍有许多缺点:(１)脱细胞猪角
膜是异种角膜组织ꎬ存在异种免疫排斥反应及传播动物源
性疾病的风险ꎻ(２)羊膜组织的承压能力较弱ꎬ对于溃疡
已接近后弹力层或已出现后弹力层膨出的患者治疗无效ꎻ
(３)人工角膜材料的研发技术尚未成熟ꎬ可应用的适应证
较少ꎬ术后出现的并发症多ꎮ 因此寻找合适的角膜替代物
具有重要的临床意义ꎮ 本研究以 ＦＳ 粘贴双层角膜基质透
镜构建新型角膜移植材料ꎬ并应用于兔角膜进行板层角膜
移植ꎬ评估其在体内的安全性、生物相容性及角膜移植术
后的恢复情况ꎮ

本研究结果显示ꎬ使用该种移植片进行板层角膜移植
术后ꎬ角膜移植片可以在眼内稳定存在ꎬ可以完全贴合于
宿主原有角膜组织ꎬ即移植片对生物体产生的反应较小ꎬ
具有良好的生物稳定性ꎻ实验眼角膜在术后 １４ｄ 后逐渐恢
复透明ꎬ水肿程度逐渐减轻ꎬ新生血管生长至角膜缘后未
加重ꎬ术眼未出现眼内感染即上皮、内皮排斥线等排斥反
应ꎻ到实验期末ꎬ实验眼角膜透明度、水肿程度恢复情况与
正常眼角膜差别不大ꎬ即该种角膜移植片在实验观察期间
可被机体所耐受ꎮ 组织病理检测结果显示ꎬ实验眼角膜于
术后 １４ｄ 即可形成 １~２ 层扁平状鳞状角膜上皮细胞覆盖
角膜移植片ꎬ此后植片表面的上皮细胞继续增殖ꎬ形成正
常角膜上皮的复层结构ꎮ 此外ꎬ角膜移植术后 １４ｄꎬ实验
眼可见双层透镜间 ＦＳ 大部分被机体吸收ꎬ术后 ２８ｄꎬ双层
透镜间 ＦＳ 完全被吸收ꎬ即 ＦＳ 可在角膜移植术后 １４ ~ ２８ｄ
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图 ２　 裂隙灯下兔眼前节照相　 实验眼角膜移植术后 ７ｄꎬ结膜轻度充血ꎬ角膜植片欠透明ꎬ角膜植片中度水肿ꎬ角膜移植区上皮缺损ꎬ荧
光素染色着色ꎬ有少许新生血管生长至角膜缘ꎬ但未达角膜移植片ꎻ实验眼角膜移植术后 １４ｄꎬ结膜充血消退ꎬ角膜植片较前透明ꎬ角膜植
片水肿减轻ꎬ角膜移植区上皮细胞基本覆盖移植材料ꎬ荧光素染色无着色ꎬ有少许新生血管生长ꎬ较前加重ꎬ新生血管生长至角膜缘ꎬ但
未达角膜移植片ꎻ实验眼角膜移植术后 ２８ｄꎬ角膜植片基本恢复透明ꎬ角膜植片几乎无水肿ꎬ角膜上皮基本覆盖植片ꎬ新生血管未见加重ꎮ

图 ３　 兔角膜切片 ＨＥ染色　 Ａ:实验眼角膜移植术后 ７ｄ 全层角膜切片ꎬ角膜上皮未覆盖植片ꎬ角膜胶原纤维排列紊乱ꎬ植片内有少
许中性粒细胞浸润ꎬ层间 ＦＳ 尚未吸收ꎬ植片与植床贴合良好ꎻＢ:实验眼角膜移植术后 １４ｄ 全层角膜切片ꎬ单层角膜上皮覆盖植片ꎬ角
膜胶原纤维排列紊乱ꎬ植片内有少许中性粒细胞浸润ꎬ层间 ＦＳ 大部分吸收ꎬ植片与植床贴合ꎻＣ:实验眼角膜移植术后 ２８ｄ 全层角膜切
片ꎬ植片表面有 ２~３ 层角膜上皮细胞覆盖ꎬ角膜胶原排列整齐、规则ꎬ植片内未见中性粒细胞浸润ꎬＦＳ 完全吸收ꎬ植片与植床融合ꎻ
Ｄ:对照眼全层角膜切片ꎮ 白色箭头示角膜基质透镜ꎻ白色三角示未被吸收的 ＦＳꎮ

表 １　 生物相容性评分标准

评分 角膜透明度 角膜水肿程度 新生血管生长情况

０ 分 完全透明 无水肿 角膜缘无新生血管

１ 分 轻度混浊ꎬ虹膜纹理清晰可见 轻度水肿ꎬ基质轻度增厚 新生血管长入角膜周边

２ 分 虹膜纹理模糊ꎬ但瞳孔可见 中度水肿ꎬ弥漫性基质水肿 新生血管长入植片边缘部

３ 分 混浊加重ꎬ瞳孔仍可识别 重度水肿ꎬ弥漫性基质水肿伴上皮小水泡 新生血管长入植片中周部

４ 分 完全混浊ꎬ前房看不清 大泡性角膜病变 新生血管长入植片中央

表 ２　 双眼角膜移植术后生物相容性评分比较 [Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)ꎬ分]

眼别
角膜透明度

术后 ７ｄ 术后 １４ｄ 术后 ２８ｄ
角膜水肿程度

术后 ７ｄ 术后 １４ｄ 术后 ２８ｄ
实验眼 ２.００(１.００ꎬ２.００)∗ １.００(１.００ꎬ２.００)∗ ２.００(１.００ꎬ２.００)∗ １.００(１.００ꎬ２.００)▲ １.５０(０.７５ꎬ２.００)▲ １.００(０.５０ꎬ１.５０)▲

对照眼 ０ ０ ０ ０ ０ ０

眼别
新生血管生长情况

术后 ７ｄ 术后 １４ｄ 术后 ２８ｄ
ＲＩ

术后 ７ｄ 术后 １４ｄ 术后 ２８ｄ
实验眼 １.００(１.００ꎬ１.００) １.００(１.００ꎬ１.００) １.００(１.００ꎬ１.００) ４.００(３.００ꎬ５.００)△ ４.００(２.００ꎬ５.００)△ ４.００(２.５０ꎬ４.５０)△

对照眼 ０ ０ ０ ０ ０ ０
注:∗:角膜透明度评分<２.５ 分ꎬ表明实验眼术后角膜透明度较好ꎻ▲:角膜水肿程度评分<２ 分ꎬ表明实验眼术后角膜轻至中度水肿ꎬ
植片对邻近角膜组织刺激反应较小ꎻ△:ＲＩ<６ 分ꎬ表明实验眼植片生物相容性良好ꎮ
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被机体自行吸收ꎮ 由此可见ꎬ本研究构建的角膜移植片具
有良好的生物相容性ꎬ免疫原性低ꎬ术后恢复情况良好ꎮ
但作为可替代角膜供体的角膜移植材料ꎬ除具有良好的生
物相容性外ꎬ还必须具有足够的生物力学强度ꎬ并可以支
持细胞在材料表面粘附、增殖和迁移[１５]ꎮ 本研究发现ꎬ角
膜移植术后 ２８ｄꎬ实验眼角膜未出现凸出等形态改变ꎬ说
明构建的角膜植片可承受一定程度的眼内压ꎬ具有一定的
生物力学强度ꎮ 角膜移植术后 ７ｄꎬ实验眼尚无角膜上皮
细胞覆盖角膜移植片ꎻ术后 １４ｄꎬ已形成 １ ~ ２ 层扁平状角
膜鳞状上皮细胞覆盖植片ꎻ术后 ２８ｄꎬ植片表面有４~５层角
膜上皮细胞覆盖ꎬ上皮细胞结构与正常角膜上皮相似ꎬ由
此可见ꎬ角膜上皮细胞可以在此种角膜移植片表面增殖、
生长及迁移良好ꎮ 上述结果表明ꎬ本研究所构建的角膜
移植片应用于体内的安全性良好ꎬ具有低免疫原性ꎬ生
物相容性良好ꎬ所使用的 ＦＳ 可被机体完全吸收ꎬ具有足
够的生物力学强度ꎬ并可以支持细胞在材料表面粘附、
增殖和迁移ꎬ适用于角膜损伤的修复ꎬ理论上可以作为
角膜供体的替代物应用于小直径角膜溃疡穿孔及角膜
皮样瘤的治疗ꎮ

既往本课题组对 ＦＳ 粘贴双层角膜基质透镜构建的角
膜移植材料的保存条件进行了研究ꎬ将构建的角膜移植材
料分别置于无水甘油、玻璃酸钠、胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)及湿房环境中保存ꎬ观察保存后角膜移植材
料的状态ꎬ结果显示置于甘油和湿房环境内的角膜移植材
料稳定性较好ꎻ随后对使用甘油保存的温度条件进行研
究ꎬ发现置于－２０℃环境中的角膜移植材料状态较好ꎬ无
变黄及卷曲[１６]ꎮ 而本研究中采用－２０℃无介质冷冻法对
取出的角膜基质透镜进行保存ꎬ在使用时对单层角膜基质
透镜进行复温复水后再进行粘贴ꎬ既降低了双层角膜基质
透镜在复温复水的环节发生开裂的风险ꎬ又较易实现、操
作简单ꎬ更易于临床应用ꎻ而且角膜基质透镜仅由胶原纤
维及少量角膜基质细胞构成ꎬ无上皮细胞及内皮细胞成
分ꎬ在无保存介质的条件下进行冻存对角膜基质透镜成分
活性影响不大ꎮ

然而ꎬ本研究仍存在一些问题需要进一步研究:(１)
本研究仅对使用角膜移植材料进行板层角膜移植后 １ｍｏ
内角膜的恢复情况进行了观察ꎬ观察时间较短ꎬ仅能排除
该种角膜移植材料的短期排斥风险ꎬ而无法排除该种角膜
移植材料的长期排斥风险ꎮ 既往研究发现ꎬ使用单纯双层
角膜基质透镜为角膜溃疡患者进行治疗性板层角膜移植
手术ꎬ术后角膜基质透镜会发生溶解现象ꎬ但本研究中尚
未观察到角膜基质透镜的溶解现象ꎬ考虑角膜基质透镜的
溶解可能是由于角膜溃疡疾病过程中释放的基质金属蛋
白酶 ( ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬ ＭＭＰ )ꎬ尤其是 ＭＭＰ － １、
ＭＭＰ－９ꎬ导致角膜基质胶原纤维溶解ꎮ (２)本研究采用空
白对照眼与该种角膜移植材料行板层角膜移植的实验眼
进行对照ꎬ仅检测了该种角膜移植材料对宿主角膜组织的

反应及宿主角膜组织对角膜移植材料的反应ꎬ即角膜移植
材料的生物相容性ꎬ未与使用其他角膜移植材料进行板层
角膜移植手术后的情况进行对比ꎮ (３)本研究中构建的
角膜移植材料成分仅为角膜基质ꎬ对于伴有双眼角膜缘干
细胞缺乏的角膜病患者ꎬ自身角膜缘干细胞无法满足移植
或体外扩增的需求ꎬ即使使用双层角膜基质透镜进行角膜
移植也未必成功ꎮ 我们将在下一步的实验研究中ꎬ对上述
问题进行后续研究ꎮ
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