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摘要

目的:探讨吡非尼酮(ＰＦＤ)浸泡生物羊膜在兔青光眼模型

中的应用ꎬ评价其对兔青光眼模型的抗瘢痕效果及毒副

作用ꎮ
方法:健康新西兰白兔 ７２ 只右眼采用前房注射复方卡波

姆溶液的方法建立青光眼模型后随机分为 ０.５％ＰＦＤ＋生
物羊膜组、单纯生物羊膜组、丝裂霉素 Ｃ(ＭＭＣ)组和空白

对照组ꎬ每组 １８ 只ꎬ均行小梁切除术ꎬ其中 ０.５％ＰＦＤ＋生
物羊膜组在巩膜瓣下放置 ０.５％ＰＦＤ 溶液浸泡的生物羊

膜ꎬ单纯生物羊膜组在巩膜瓣下放置生理盐水浸泡的复水

生物羊膜ꎬＭＭＣ 组在巩膜瓣下放置浸有 ＭＭＣ 的棉片

３ ｍｉｎ后立即采用生理盐水冲洗ꎬ空白对照组制作巩膜瓣

后不放入任何植入物ꎮ 评估眼压、滤过泡及毒副作用和并

发症情况ꎬ并采用苏木精－伊红(ＨＥ)、Ｍａｓｓｏｎ 染色及免疫

组织化学染色法观察滤过区组织病理变化ꎮ
结果:小梁切除术后 １４、２１、２８ ｄ 各组眼压比较ꎬ０.５％ＰＦＤ＋
生物羊膜组<ＭＭＣ 组<单纯生物羊膜组<空白对照组(均
Ｐ<０.０５)ꎮ 小梁切除术后 ２８ ｄꎬ０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组抗

炎性增生及抑制胶原纤维增生效果最优ꎬ滤过泡存活率最

高ꎬ且前房炎症反应轻ꎮ
结论:吡非尼酮浸泡生物羊膜对兔青光眼模型有较明显的

抗瘢痕作用ꎬ且毒副作用少ꎬ安全性好ꎮ
关键词:吡非尼酮ꎻ生物羊膜ꎻ复方卡波姆ꎻ青光眼模型ꎻ小
梁切除术ꎻ滤过泡ꎻ抗瘢痕
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０引言
青光眼滤过术是目前治疗青光眼的主要方式之一ꎬ尽

管近年来青光眼滤过术有了很大进步与改良ꎬ但术后过度
纤维增殖、瘢痕形成引起滤过通道堵塞而导致的手术失败
仍屡见不鲜ꎮ 术中应用抗增殖药物是防止青光眼滤过术
后滤过通道纤维瘢痕化的重要手段[１]ꎮ 临床常用的术中
抗增殖药物主要有丝裂霉素 Ｃ (ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ ＣꎬＭＭＣ) 和
５－氟尿嘧啶(５－Ｆｕ) [２－３]ꎬ但这些药物的抗增殖作用持续时
间较短ꎬ且局部应用所引起的术后并发症不容忽视ꎬ术后
低眼压、滤过泡漏、术后感染甚至眼内炎导致失明等严重
并发症时有发生[４－６]ꎮ 因此ꎬ寻求一种安全有效又毒副反
应小的药物或更优给药方式以延长抗增殖作用的持续时
间ꎬ从而达到更高的手术成功率仍是临床上期待解决的问
题ꎮ 吡非尼酮(ＰｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅꎬＰＦＤ)是一种新型的广谱抗纤
维化药物ꎬ能够有效防止和控制瘢痕的形成[７]ꎮ 作为一种
新型小分子抗代谢药物ꎬ其具有广谱的抗炎抗纤维化作
用ꎬ能抑制胶原合成ꎬ下调多种细胞因子的产生ꎬ以及阻止
成纤维细胞增殖ꎬ从而达到抗瘢痕的效果[８]ꎮ Ｋａｓａｒ 等[９]

研究发现 ＰＦＤ 可作为青光眼滤过术中抗增殖药物 ＭＭＣ
的有效替代药物ꎬ而 Ｗｅｓｔｅｒｍｅｙｅｒ 等[１０] 研究则表明 ０.５％
ＰＦＤ 可以有效对抗青光眼滤过术后结膜的纤维化ꎬ且副作
用很小ꎬ可以长期应用ꎮ 羊膜作为眼科常用的生物材料ꎬ
在多种角结膜眼病的治疗中应用广泛[１１]ꎮ 近年来ꎬ羊膜
在青光眼滤过术中的应用愈发成熟[１２]ꎬ而羊膜移植联合
小梁切除术是其在青光眼滤过术中最常见的应用[１３]ꎬ且
安全性与有效性均得到很好验证[６]ꎮ 然而ꎬ目前对于羊膜
在青光眼滤过术中的应用研究多集中在促进上皮生长、抗
炎、抗纤维化、抗菌及低免疫源性等生物学方面ꎬ而对于其
机械结构相关的应用则鲜有报道ꎬ其 ５ 层海绵状的微观结
构ꎬ使其可以像海绵一样吸附容纳一定的药物ꎬ成为优良
的释药系统[１４]ꎮ 目前ꎬ关于 ＰＦＤ 浸泡生物羊膜在青光眼
滤过术中的抗瘢痕作用尚不明确ꎬ本研究拟将 ＰＦＤ 浸泡
生物羊膜用于兔青光眼模型滤过术中ꎬ评价其在滤过术后

的抗瘢痕效果及安全性ꎬ探讨青光眼滤过区瘢痕化治疗给
药的新途径ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物和分组 　 ７２ 只清洁级成年同种系新西兰
白兔ꎬ雌雄不限ꎬ体质量 ２.５－３.０ ｋｇꎬ８－１２ 周龄ꎬ裂隙灯显
微镜检查眼前节排除眼部疾病ꎬ由福建医科大学实验动物
中心提供ꎬ在相同环境下适应性饲养 １ ｗｋꎬ动物饲养房和
清洁级环境均达标准条件(湿度 ４０％ꎬ温度 １８－２５ ℃ꎬ光
照与黑暗时间分别是 １２ ｈ)ꎮ 以右眼为实验眼ꎬ７２ 只实验
兔全麻下右眼(７２ 眼)前房注入 ０.３％卡波姆溶液 ０.１ ｍＬ
诱导青光眼模型ꎬ造模成功后随机分为 ０.５％ＰＦＤ＋生物羊
膜组、单纯生物羊膜组、ＭＭＣ 组和空白对照组ꎬ每组实验
兔 １８ 只 １８ 眼ꎮ 实验遵循国家科学技术委员会发布的«实
验动物管理条例»ꎬ遵从«善待实验动物的指导性意见»的
相关伦理学规定ꎬ经福建医科大学附属第一医院医学伦理
委员会医学研究与临床技术应用分会审核批准{批文号:
闽医大附一伦理医研[２０１９]０６０ 号}ꎮ
１.１.２主要试剂和仪器　 主要试剂:ＰＦＤ 粉末(美国 Ｓｉｇｍａ
公司)ꎻ生物羊膜(江西瑞济生物工程技术有限公司)ꎻ卡
波姆 ９４０(山东正大福瑞达药业集团)ꎻ戊巴比妥钠粉末
(德国 Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎬ用生理盐水制成 ３％戊巴比妥钠溶液
备用ꎻＭＭＣ 粉末 (日本协和发酵工业株式会社)ꎬ配成
０.２ ｍｇ / ｍＬ备用ꎻ转化生长因子(ＴＧＦ) －β１ 亲和纯化兔抗
体(ｓｃ－１４６ꎬ美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎮ 主要仪器:回弹式眼
压计(ＳＷ５００ꎬ天津索维电子科技有限公司)ꎻ光学显微镜
(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ裂隙灯显微镜(苏州六六视觉股份
有限公司)ꎻ石蜡组织包埋机与切片机(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１兔青光眼模型的制备　 采用前房注射复方卡波姆溶
液的方法建立兔青光眼模型[１５]ꎮ 将 １５０ ｍｇ 卡波姆 ９４０ 粉
末与 １２.５ ｍｇ 地塞米松磷酸钠粉末溶于 ５０ ｍＬ 生理盐水
中ꎬ制成含 ０.３％卡波姆和 ０.０２５％地塞米松的复方卡波姆
溶液ꎮ 采用 ３％戊巴比妥钠注射液 ４－５ ｍＬ 肌肉注射全麻
成功后ꎬ以右眼为实验眼ꎬ于颞上方位角膜缘处用 １ ｍＬ 注
射器针头进针ꎬ抽取 ０.１ ｍＬ 房水然后在前房瞳孔区注入
等量的 ０.３％复方卡波姆溶液ꎬ术毕氧氟沙星眼膏点眼ꎮ
操作均由同一位医生完成ꎮ 造模成功的标准[１５]:眼压稳
定升高(>２２ ｍｍＨｇ)ꎬ持续时间>１ ｗｋ 视为造模成功ꎬ期间
眼压下降者可重复注射 ０.３％复方卡波姆溶液 １ 次ꎮ
１.２.２兔青光眼模型滤过术的实施 　 青光眼滤过术前取
１０ ｍｇ ＰＦＤ 粉末溶于 ２ ｍＬ 超纯水中ꎬ制成浓度为 ５ ｍｇ / ｍＬ
(０.５％)ＰＦＤ 溶液ꎬ将干燥生物羊膜(４ ｍｍ×５ ｍｍ)于无菌
操作下浸泡于 ２ ｍＬ ＰＦＤ 溶液中 ５－１０ ｍｉｎꎮ 所有实验兔均
在造模成功后进行小梁切除术ꎮ 麻醉方法同青光眼模型
的制备ꎬ无菌生理盐水冲洗后常规消毒铺巾ꎬ开睑器开睑ꎬ
上直肌缝线固定ꎬ制作以穹窿部为基底的结膜瓣及 ３ ｍｍ×
４ ｍｍ １ / ２ 厚度的巩膜瓣ꎬ分离至角膜透明区内 １ ｍｍꎬ穿
刺进入前房ꎬ缓慢放出房水ꎬ剪除约 １ ｍｍ×２ ｍｍ 相当于小
梁的深层巩膜组织ꎬ并行虹膜根部切除ꎬ０.５％ＰＦＤ＋生物羊
膜组在巩膜瓣下放置上皮层朝上 ４ ｍｍ×５ ｍｍ 大小的 ＰＦＤ
溶液浸泡的生物羊膜ꎬ单纯生物羊膜组在巩膜瓣下放置上
皮层朝上 ４ ｍｍ×５ ｍｍ 大小的生理盐水浸泡的复水生物羊
膜ꎬ羊膜前端距小梁切口后缘 １ ｍｍꎬ１０－０ 尼龙线将羊膜
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在巩膜瓣两角各缝合 １ 针ꎬＭＭＣ 组在巩膜瓣下放置浸有
０.２ ｍｇ / ｍＬ ＭＭＣ 的棉片 ３ ｍｉｎ 后立即采用生理盐水冲洗ꎬ
空白对照组制作巩膜瓣后ꎬ不放入任何植入物ꎬ后续依次
缝合巩膜瓣与结膜瓣完成手术ꎬ术后氧氟沙星眼膏涂眼ꎮ
手术均由同一位医生完成ꎮ
１.２.３临床观察指标
１.２.３.１眼压情况　 分别于造模前、造模后 １、３、７、１０ ｄꎬ滤
过术后 １、３、７、１４、２１、２８ ｄ 于清醒状态下采用回弹式眼压
计测量术眼眼压ꎬ测量 ３ 次取平均值ꎮ
１.２.３.２滤过泡情况　 根据 Ｋｒｏｎｆｅｌｄ 滤过泡形态和功能分
型法[１６]ꎬ将滤过泡分为 ４ 型:Ⅰ型(微小囊泡型):薄壁、无
血管、多呈微囊状ꎻⅡ型(扁平弥散型):扁平、弥散、苍白
状、相对壁厚ꎻⅢ型(瘢痕型):无滤过泡ꎬ结膜充血微隆
起ꎬ结膜下广泛黏连ꎬ在巩膜表面多血管外观ꎻⅣ型(包裹
型):局部圆顶状隆起ꎬ呈囊状增生ꎬ成为致密的球筋膜空
腔ꎮ Ⅰ、Ⅱ型为功能性滤过泡ꎬⅢ、Ⅳ型无功能滤过泡ꎬ记
录功能性滤过泡的生存时间ꎮ
１.２.３.３ 毒副作用和并发症情况 　 滤过术后 １、３、７、１４、
２８ ｄ采用裂隙灯显微镜检查术眼情况ꎬ观察有无结膜漏、
角膜溃疡、浅前房、低眼压等并发症ꎮ 为便于准确观察ꎬ将
前房内炎症反应予以分级ꎬ分级标准:０ 级为无细胞或光
斑ꎻ１ 级为轻度ꎬ轻度到中度细胞或光斑ꎻ２ 级为中度ꎬ大量
细胞和光斑ꎬ但无纤维素渗出ꎻ３ 级为显著ꎬ纤维素渗出较
多ꎻ４ 级为重度ꎬ纤维素渗出非常多ꎮ 浅前房定义为术后
１ ｄ未形成前房或前房形成数天后又消失ꎮ 前房深度分级
标准[１７]:浅Ⅰ级ꎬ全周前房极浅ꎬ周边前房呈裂隙状小于
１ / ５ 角膜厚度ꎻ浅Ⅱ级:可分 ａ、ｂ 两型ꎬⅡａ 级:仅虹膜小环
以内有极浅前房ꎬⅡｂ 级:仅瞳孔区内有极浅前房ꎻ浅Ⅲ
级:虹膜、晶状体全部与角膜相贴ꎬ前房完全消失ꎮ
１.２.４病理学检查
１.２.４.１ 组织标本的制备　 滤过术后 ２８ ｄꎬ各组随机选取
６ 只实验兔于耳缘静脉注射过量戊巴比妥钠溶液实施安
乐死ꎬ立即摘除右眼眼球放入福尔马林液中固定 ４８ ｈꎬ剪
取滤过区组织(结膜、巩膜)４ ｍｍ×２ ｍｍ 后依次浸入 ７０％、
８０％、９５％、９５％、１００％、１００％乙醇各 ４０ ｍｉｎ 进行梯度脱
水ꎬ并垂直角膜缘方向石蜡包埋后以 ４ μｍ 厚连续切片ꎬ
制成石蜡切片ꎬ４ ℃保存备用ꎮ
１.２.４.２ ＨＥ染色　 取石蜡切片按照福建医科大学附属第
一医院病理科标准操作流程在不同浓度二甲苯及无水乙
醇中固定脱蜡后进行苏木精－伊红(ＨＥ)染色ꎬ并脱水透
明树胶封片ꎬ在 １００ 倍光学显微镜下观察滤过区增生情
况ꎬ炎症细胞为球形ꎬ成纤维细胞为长条状ꎬ细胞核蓝色深
染ꎬ每张切片随机选择 ５ 个视野ꎬ记数成纤维细胞和炎症
细胞数量ꎬ取平均值ꎬ拍照并记录数据ꎮ
１.２.４.３ Ｍａｓｓｏｎ染色 　 取石蜡切片同 ＨＥ 染色步骤脱蜡
后进行苏木精、丽春红及苯胺蓝染色ꎬ脱水透明树胶封片ꎬ

在 １００ 倍光学显微镜下观察胶原纤维增生情况ꎬ蓝色为胶
原纤维ꎬ细胞质、肌纤维和红细胞呈红色ꎬ细胞核呈蓝褐
色ꎬ拍照采集图像ꎮ
１.２.４.４ 免疫组织化学染色　 取石蜡切片同 ＨＥ 染色步骤
脱蜡后进行磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)冲洗、抗原修复、血清封
闭、滴入稀释后的兔抗兔 ＴＧＦ－β１ 多克隆抗体(工作浓度
１∶ １００)ꎬ室温孵育后滴加 ＤＡＢ 显色剂显色ꎬ并脱水透明树
胶封片ꎮ 每张切片随机选取 ５ 个视野ꎬ在 ４００ 倍光学显微
镜下观察 ＴＧＦ－β１ 抗原表达情况ꎬ以细胞浆显深棕色为强
阳性反应ꎬ淡黄色为弱阳性反应ꎬ呈细颗粒状或弥漫性分
布ꎬ拍照并采集图像ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析系统获取
ＴＧＦ－β１阳性细胞光密度值ꎬ取平均值ꎮ

统计学分析:统计分析采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 统计软件ꎮ 服

从正态分布的计量资料采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ多
组间比较采用单因素方差分析ꎬ不同时间点多组间比较采
用重复测量数据的方差分析ꎬ进一步组间两两比较采用
ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 多组间等级资料的比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ
Ｈ 检验ꎮ 各组滤过泡存活率比较采用 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ 生存
分析ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１眼压情况　 造模前ꎬ４ 组实验兔右眼眼压基本一致ꎬ差
异无统计学意义(Ｆ＝ ０.４１７ꎬＰ ＝ ０.７４１)ꎮ 造模后 １ ｄꎬ４ 组
实验兔右眼眼压即开始升高ꎬ于造模后 ２、４ ｄ 分别有 ５、
３ 只实验兔右眼眼压较前降低ꎬ且前房白色絮状混浊反应
消失ꎬ故分别给予重复注射 ０.３％复方卡波姆溶液 １ 次ꎬ继
续监测所有实验兔右眼眼压ꎬ造模后 １０ ｄ 眼压皆可达 ２６－
３１ ｍｍＨｇꎬ且 ４ 组实验兔右眼眼压基本一致ꎬ差异无统计
学意义(Ｆ＝ ０.１０７ꎬＰ＝ ０.９５６ꎬ表 １)ꎬ表明造模成功ꎮ

滤过术后 １、３、７、１４、２１、２８ ｄꎬ４ 组实验兔右眼眼压比
较ꎬ具有时间差异性、组间差异性及交互效应 ( Ｆ时间 ＝
４０５.１４５ꎬＦ组间 ＝ ４１７.８６ꎬＦ时间×组间 ＝ ９.４０５ꎬ均 Ｐ<０.００１ꎬ表 ２)ꎮ
滤过术后 １、３、７ ｄꎬ４ 组实验兔右眼眼压比较ꎬＭＭＣ 组
<０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组<单纯生物羊膜组<空白对照组ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ滤过术后 １４、２１、２８ ｄꎬ
４ 组实验兔右眼眼压比较ꎬ０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组<ＭＭＣ
组<单纯生物羊膜组<空白对照组ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.２滤过泡情况　 滤过术后 １ ｄꎬ４ 组实验兔右眼滤过泡均
呈现扁平弥散外观ꎬ而随着观察时间的延长ꎬ各组实验兔
右眼滤过泡出现不同变化ꎮ ０. ５％ ＰＦＤ ＋生物羊膜组与
ＭＭＣ 组于滤过术后 ２８ ｄ 时仍可见功能性滤过泡ꎬ且 ０.５％
ＰＦＤ＋生物羊膜组较 ＭＭＣ 组隆起更明显ꎬ新生血管更少ꎬ
而空白对照组与单纯生物羊膜组分别于滤过术后 １４、２１ ｄ
变为无功能滤过泡ꎮ Ｋａｐｌａｎ －Ｍｅｉｅｒ 生存分析曲线显示ꎬ
４ 组实验兔右眼滤过术后滤过泡存活率具有明显统计学
差异(ｌｏｇ ｒａｎｋ＝ １６.８０３ꎬＰ＝ ０.０１ꎬ图 １)ꎮ

表 １　 各组造模前后眼压比较 (ｘ±ｓꎬｍｍＨｇ)
组别 眼数 造模前 造模后 １ ｄ 造模后 ３ ｄ 造模后 ７ ｄ 造模后 １０ ｄ
０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组 １８ １２.６１±１.６５ １７.６７±１.０８ ２４.００±１.３３ ２６.０６±１.３９ ２８.５６±１.２９
单纯生物羊膜组 １８ １２.７８±１.５２ １７.８３±１.２９ ２４.１１±１.４１ ２５.８３±１.６２ ２８.５０±１.７９
ＭＭＣ 组 １８ １２.３３±１.３３ １７.６１±１.２８ ２３.５６±１.２０ ２５.７８±１.０６ ２８.３３±１.６８
空白对照组 １８ １２.８３±１.３８ １７.８９±１.２３ ２３.８３±１.２９ ２５.５６±１.４６ ２８.６１±１.４２
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表 ２　 各组滤过术后眼压比较 (ｘ±ｓꎬｍｍＨｇ)
组别 眼数 滤过术后 １ ｄ 滤过术后 ３ ｄ 滤过术后 ７ ｄ 滤过术后 １４ ｄ 滤过术后 ２１ ｄ 滤过术后 ２８ ｄ
０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组 １８ １０.７８±０.８８ｂꎬｄꎬｆ １１.６７±１.０８ｂꎬｄꎬｆ １２.３９±０.８５ｂꎬｄꎬｆ １３.４２±０.７９ａꎬｃꎬｅ １５.１７±１.１７ａꎬｃꎬｅ １６.５０±１.０５ａꎬｃꎬｅ

单纯生物羊膜组 １８ １２.９４±１.１１ｂꎬｆ １３.９４±０.９４ｂꎬｆ １５.５６±０.９２ｂꎬｆ １７.２５±１.０６ａꎬｅ １８.５０±１.０５ａꎬｅ ２０.８３±０.７５ａꎬｅ

ＭＭＣ 组 １８ ９.７８±０.９４ｂ １０.３９±０.７０ｂ １１.３３±０.９１ｂ １４.５０±１.１７ａ １７.００±１.４１ａ １８.３３±１.０３ａ

空白对照组 １８ １３.８９±１.０２ １５.２２±１.００ １６.６７±０.９７ １９.０８±１.００ ２１.６７±１.２１ ２５.５０±１.０５

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ 单纯生物羊膜组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ ＭＭＣ 组ꎮ

图 １　 各组滤过术后滤过泡的 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ生存分析曲线ꎮ

２.３毒副作用和并发症情况　 滤过术后 ２８ ｄ 内ꎬ４ 组实验
兔右眼结膜均可见不同程度的充血及角膜混浊与水肿ꎬ但
均未出现明显的结膜漏、角膜溃疡及浅前房等并发症ꎬ前
房存在不同程度的炎症反应ꎬ各组间炎症反应情况差异无
统计学意义(Ｈ＝ ２.２５０ꎬＰ＝ ０.５２２ꎬ表 ３)ꎮ
２.４病理学检查情况　 ＨＥ 染色结果显示ꎬ滤过术后 ２８ ｄꎬ
４ 组实验兔右眼滤过区炎症细胞和成纤维细胞数量差异
均有统计学意义(Ｐ<０.００１ꎬ图 ２ꎬ表 ４)ꎬ其中 ０.５％ＰＦＤ＋生
物羊膜组实验兔右眼滤过区成纤维细胞和炎症细胞数量
均较单纯生物羊膜组、ＭＭＣ 组与空白对照组更少ꎬ差异均
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ单纯生物羊膜组与 ＭＭＣ 组、空
白对照组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻＭＭＣ 组
与空白对照组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示ꎬ滤过术后 ２８ ｄꎬ０.５％ＰＦＤ＋生
物羊膜组实验兔右眼滤过区可见中等量的胶原纤维增生ꎬ
颜色浅ꎬ胶原之间排列整齐ꎻ单纯生物羊膜组可见大量胶
原纤维组织增生ꎬ颜色深ꎬ胶原之间排列密集ꎻＭＭＣ 组可
见较多量胶原纤维增生ꎬ颜色略深ꎬ胶原之间排列仍规则ꎬ
稍紧密ꎻ空白对照组可见大量胶原纤维增生ꎬ颜色深ꎬ胶原
纤维紊乱排列ꎬ并形成密集瘢痕(图 ２)ꎮ

免疫组织化学染色结果显示ꎬ滤过术后 ２８ ｄꎬ０.５％
ＰＦＤ＋生物羊膜组实验兔右眼滤过区着染 ＴＧＦ－β１ 细胞浆
面积小ꎬ颜色浅ꎻ单纯生物羊膜组可见较多量细胞浆着染
ＴＧＦ－ β１ꎬ 颜 色 深ꎻ ＭＭＣ 组 可 见 细 胞 浆 中 等 量 着 染
ＴＧＦ－β１ꎬ颜色较深ꎻ空白对照组可见细胞浆大量着染
ＴＧＦ－β１ꎬ颜色深ꎮ ４ 组实验兔右眼滤过区 ＴＧＦ－β１ 阳性细
胞光密度值差异有统计学意义(Ｐ<０.００１ꎬ图 ２ꎬ表 ４)ꎬ其中
０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组实验兔右眼滤过区 ＴＧＦ－β１ 阳性细
胞光密度值较单纯生物羊膜组、ＭＭＣ 组与空白对照组更

　 　 表 ３　 滤过术后 ２８ ｄ内各组前房炎症反应情况比较 眼

组别 眼数 ０ 级 １ 级 ２ 级 ３ 级 ４ 级

０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组 １８ １３ ３ ２ ０ ０
单纯生物羊膜组 １８ １２ ３ ３ ０ ０
ＭＭＣ 组 １８ ８ ３ ３ ２ ２
空白对照组 １８ ９ ３ ３ １ ２

表 ４　 滤过术后 ２８ ｄ 各组滤过区炎症细胞和成纤维细胞数及

ＴＧＦ－β１ 阳性细胞光密度比较 ｘ±ｓ

组别
炎症细胞及成纤维
细胞(个 /高倍视野)

ＴＧＦ－β１ 阳性
细胞光密度值

０.５％ＰＦＤ＋生物羊膜组 ３０.００±３.１６ｂꎬｄꎬｅ ０.３１４±０.０１３ｂꎬｄꎬｅ

单纯生物羊膜组 ４７.８０±７.０１ｂꎬｅ ０.３７４±０.０１１ａꎬｆ

ＭＭＣ 组 ３８.６０±５.０１ｂ ０.３３１±０.０１０ｂ

空白对照组 ６２.００±６.９６ ０.３９３±０.０１２
　 　 　 　 　 　 　 　

Ｆ ２８.１７８ ４９.９８７
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 单纯生物羊膜

组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ ＭＭＣ 组ꎮ

小ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ单纯生物羊膜组与
ＭＭＣ 组、空白对照组比较ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０.０５)ꎻＭＭＣ 组与空白对照组比较差异有统计学意义(Ｐ<
０.００１)ꎮ
３讨论

研究表明ꎬ青光眼滤过术后滤过通道堵塞的主要原因
是滤过区成纤维细胞持续增殖ꎬ以葡萄糖胺聚糖和胶原为
主的细胞外基质的形成与沉积ꎬ导致结膜下组织纤维发生
瘢痕化ꎬ最终引起滤过术所建立的外引流通道变得狭窄甚
至完全关闭[１８]ꎮ 而 ＴＧＦ－β、血小板衍化生长因子(ＰＤＧＦ)
和血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)等细胞因子的过度表达在
青光眼滤过术后瘢痕形成过程中扮演关键作用ꎬ这些细胞
因子可以诱导成纤维细胞的活化与增殖ꎬ并向受损组织迁
移ꎬ导致纤维化的产生[１９]ꎮ Ｚｈｕ 等[２０] 研究通过分离青光
眼滤过术后结膜囊成纤维细胞进行培养ꎬ证实 ＴＧＦ－β 可
促进成纤维细胞过度活化ꎬ导致细胞增殖、迁移和细胞外
基质合成ꎬ瘢痕出现ꎬ而通过对 ＴＧＦ－β 进行调控则可抑制
其对成纤维细胞的激活作用ꎮ Ｍｉｌｌá 等[２１] 发现青光眼滤
过术后滤过区增殖明显的患者结膜囊成纤维细胞培养液
中 ＶＥＧＦ 与 ＴＧＦ－β 浓度比正常人明显升高ꎮ 而 Ｓｕｎ 等[２２]

发现在青光眼滤过术后结膜下注射抗 ＶＥＧＦ 药物康柏西
普可提高滤过泡存活率ꎮ 因此ꎬ通过抑制 ＴＧＦ－β、ＰＤＧＦ
及 ＶＥＧＦ 等细胞因子进而抑制成纤维细胞增殖和向受损
组织迁移将减少纤维化及瘢痕的形成ꎬ达到抗青光眼滤过
术后滤过区瘢痕化的效果ꎮ 临床实践与研究发现ꎬ建立青
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图 ２　 各组滤过术后 ２８ ｄ滤过区病理变化　 黑箭头示炎症细胞ꎬ黄箭头示成纤维细胞ꎬ红箭头示 ＴＧＦ－β１ 阳性细胞ꎮ

光眼滤过术的实验模型有助于了解术后切口愈合过程ꎬ进
而揭示瘢痕形成的原因ꎬ而兔是青光眼滤过术实验模型最
常用的动物ꎬ因其角膜平均水平径与人眼非常接近ꎬ可以
在兔眼上进行与人眼一样的青光眼滤过术[２３]ꎬ且在滤过
术中或术后应用抗增殖药物、滤过术中在结膜瓣与巩膜瓣
下植入生物材料机械隔离滤过区结膜与巩膜及对给药方
式进行改良让抗增殖药物在滤过区存留时间尽可能延长
是对抗青光眼滤过术后滤过区瘢痕形成的有效措施[１９]ꎮ
故本实验对兔进行青光眼造模后施行经典的小梁切除术ꎬ
观察青光眼滤过术后眼压、滤过泡、毒副作用及并发症等
指标ꎬ并对滤过区组织进行病理检查[２４]ꎮ

ＰＦＤ 作为有效的细胞因子抑制剂ꎬ其可通过下调肝、
肾、肺等多种器官纤维化过程中成纤维细胞生长因子
(ｂＦＧＦ)、ＴＧＦ－β、结缔组织生长因子(ＣＴＧＦ)、ＰＤＧＦ 等多
种细胞因子的活化与表达ꎬ从而降低成纤维细胞的生物学
活性ꎬ引起基质胶原合成被抑制与细胞增殖的减少ꎬ进而
发挥抗瘢痕作用[２５－３１]ꎬ并可通过抑制白介素( ＩＬ) －６ 等炎
性介质及肿瘤坏死因子 ( ＴＮＦ) －α 的分泌发挥抗炎效
果[３２]ꎮ ＰＦＤ 还可通过抑制Ⅰ型与Ⅲ型胶原蛋白的表达达
到抗纤维化的作用[３３]ꎮ 特发性肺纤维化是其目前主要临

床适应证ꎬ研究亦证实 ＰＦＤ 对心脏、肾脏及肝脏的纤维化
和多发性硬化症等纤维化疾病有较好的疗效[２９]ꎮ 在眼科
领域ꎬＰＦＤ 也被证实可通过上述途径发挥其优良的抗纤维
化作用[３４]ꎮ 陈旭等[３５]进行的体外实验结果显示ꎬ通过下
调 ＴＧＦ－β / Ｓｍａｄ 通路中 ＴＧＦ－β３ 的表达ꎬＰＦＤ 可以抑制兔
Ｔｅｎｏｎｓ 囊成纤维细胞增殖ꎮ Ｊｕｎｇ 等[３６] 将 ＰＦＤ 应用于
Ａｈｍｅｄ 青光眼引流阀植入术后的兔眼ꎬ通过对滤过泡组织
进行 ＨＥ 染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色及免疫组织化学染色发现 ＰＦＤ
可以抑制 ＴＧＦ－β 及 ＣＴＧＦ 的活化ꎬ减少胶原沉积ꎬ并提出
ＰＦＤ 可作为青光眼术后抗增殖的有效手段ꎮ Ｓｕｎ 等[３７] 对
兔眼局部使用 ＰＦＤ 后发现 ０.５％的 ＰＦＤ 是一个比较安全
有效的浓度ꎮ Ｚｈｏｎｇ 等[３８] 发现在兔青光眼模型滤过术后
滴用 ０.５％的 ＰＦＤ 滴眼液可提高小梁切除术后滤过泡的
存活率ꎬ进一步证明 ＰＦＤ 可能成为青光眼滤过术中有效
且安全的抗瘢痕药物ꎮ

羊膜存在于胎盘的最内层ꎬ薄且透明ꎬ不含神经、血管
和淋巴组织ꎬ不产生明显免疫源性ꎬ无同种异体排斥反应ꎬ
组织相容性高ꎬ故具有良好的安全性[３９]ꎮ 得益于冷冻与
干燥技术的发展ꎬ羊膜的获取变得更加容易ꎬ价格也更加
低廉ꎬ且在保证其生物、物理和组织学特性的条件下ꎬ羊膜
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还可以进行长时间保存[４０]ꎮ 羊膜的多层细胞结构与富含
的多种细胞因子使其具有抗炎、抗瘢痕、抗菌及促进组织
再生修复等优良特性[４１－４２]ꎮ 因此ꎬ将羊膜应用于青光眼
小梁切除术中ꎬ达到了良好的抗瘢痕效果ꎮ 本研究结果显
示ꎬ与空白对照组相比ꎬ单纯生物羊膜组滤过泡存活率提
高ꎬ可维持更低的术后眼压ꎬ减轻炎症细胞与成纤维细胞
增生ꎬ抑制 ＴＧＦ－β１ 表达ꎬ减少青光眼滤过术后滤过区胶
原纤维的沉积ꎬ且对组织刺激性小ꎬ毒副作用轻ꎬ无明显并
发症ꎬ安全性高ꎮ Ｙａｄａｖａ 等[４３] 在原发性青光眼患者小梁
切除术中植入羊膜并进行为期 １ ａ 的随访观察ꎬ发现羊膜
组在维持更低的眼压、提高滤过泡存活率方面有明显优
势ꎬ且无明显并发症ꎮ

在电子显微镜下可见羊膜由上皮细胞层、基底膜、致
密层、成纤维细胞层和海绵层构成ꎬ而网状纤维和胶原纤
维布满基底膜ꎬ这些纤维之间相互缠绕形成网状结构ꎬ网
孔之间直径大小约为 ０.５－１５ μｍ[６]ꎬ类似海绵结构ꎬ故可
以像海绵一样吸附定量的药液ꎬ容纳定量的药物ꎬ成为一
种“药库”ꎬ任何直径小于羊膜网孔的微粒物质均能储存
其中ꎮ 由于杰出的组织支架作用ꎬ生物羊膜在口腔和牙周
手术、眼科、心脏等领域已经得到广泛应用[１４]ꎮ Ｚｏｕ 等[４４]

曾将 ＰＦＤ 与 ５－５００ ｎｍ 的纳米颗粒脂质体相结合制成平
均粒径为 ３４６.６±６２.２１ ｎｍ 的 ＰＦＤ 脂质体ꎬ故将生物羊膜
浸泡于 ０.５％的 ＰＦＤ 溶液中ꎬ羊膜将会包含一定量的 ＰＦＤꎮ
Ｌｉｎｇ 等[４５]研究描述了生物羊膜在 ＰＢＳ 中降解的过程ꎬ从
第 １ ｗｋ 到第 ４ ｗｋꎬ生物羊膜重量逐渐减少至 ８％ꎬ且胶原
纤维不断变薄ꎬ密度不断降低ꎬ最后微绒毛丢失ꎬ失去结构
的完整性ꎬ呈现出空心与多孔的外观ꎬ表明随着时间推移ꎬ
其微观结构可逐渐降解ꎬ故储存于纤维支架内的药物颗粒
可以被逐渐释放ꎬ是一个持续而缓慢的动态过程ꎮ 研究发
现ꎬ青光眼术后约 １４ ｄꎬ羊膜将于巩膜组织内溶解ꎬ对羊膜
进行交联ꎬ则可延长羊膜的溶解时间[４６]ꎬ而青光眼滤过术
后滤过区瘢痕形成通常在术后 １４ ｄ[４７]ꎮ 本研究中ꎬ单纯
生物羊膜组、ＭＭＣ 组与空白对照组三组眼压在滤过术后
１４ ｄ 后升高幅度较大ꎬ这与切口的瘢痕愈合机制有关ꎬ切
口在滤过术后约 １４ ｄ 愈合ꎬ瘢痕形成ꎬ其后滤过通道不断
被堵塞ꎬ故随着时间延长眼压出现明显升高ꎬ而 ０.５％ＰＦＤ
±生物羊膜组在术后各观察时间点眼压变化较平稳ꎬ波动
较小ꎬ能在更长时间保持更低的眼压ꎬ提示储存于羊膜组
织中的 ＰＦＤ 可随着羊膜胶原纤维的逐渐降解而被缓慢地
释放出来ꎬ在术后瘢痕形成期内不断维持局部有效的药物
浓度ꎬ效果优于一次性给药ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[４８] 通过 ２ ａ 时间随
访观察 ５－Ｆｕ 浸泡生物羊膜联合小梁切除术在原发性开
角型青光眼患者中的疗效发现ꎬ５－Ｆｕ 浸泡生物羊膜可以
长时间维持滤通道的通畅、降低术后眼压、减轻相关并发
症ꎬ从而提高小梁切除术的成功率ꎬ这与本研究方法大致
相同ꎬ不同之处在于生物羊膜负载药物不同ꎬ但研究结果
基本相似ꎮ

此外ꎬ本研究进行组织病理检查结果证明ꎬ０.５％ＰＦＤ
浸泡生物羊膜组可以在兔青光眼模型滤过术后一定时间
内抑制滤过区胶原纤维的沉积ꎬ维持滤过通道的开放ꎬ具
有明显且持久的抗瘢痕作用ꎮ Ｆａｙｚｕｌｌｉｎ 等[４９] 在动物实验
中将聚乳酸和 ＰＦＤ 结合制成药物输送系统并通过 ＨＥ 染
色与免疫组织化学染色等方法观察到持续的抗纤维化作
用ꎬ本研究也用类似方法得出相同结论ꎮ 本研究还发现

０.５％ＰＦＤ 浸泡生物羊膜对兔眼组织刺激性小ꎬ毒副作用
少ꎬ无明显并发症ꎬ安全性高ꎬ这与 Ｚｈｏｎｇ 等[３８] 关于 ＰＦＤ
对兔眼的毒性反应研究结果相一致ꎮ

综上ꎬ本研究发现 ＰＦＤ 浸泡生物羊膜在兔青光眼模
型滤过术后的抗瘢痕效果是多重的ꎬ其既可以利用羊膜的
物理学特性机械隔离滤过区结膜与巩膜起到机械屏障的
抗纤维化作用ꎬ又能够通过羊膜自带的多种细胞因子而发
挥抗炎、抗瘢痕的生物学特性ꎬ还可以利用羊膜的组织学
特性成为一种优良的缓释系统ꎬ以增加抗瘢痕药物在局部
的存留时间ꎬ达到持久的抗瘢痕效果ꎮ 这种将抗瘢痕药物
与缓释系统相结合的方法有望成为青光眼滤过术后抗瘢
痕治疗的新方向与新希望ꎮ 然而ꎬ该方法的长期疗效和安
全性及更优的给药组合还需要更多的实验与研究证实ꎬ如
通过交联的方式延长羊膜的降解时间ꎬ通过纳米技术将
ＰＦＤ 制成更稳定安全的脂质体ꎬ并进行多中心、大样本的
临床试验进一步确定其在临床实践中的作用ꎮ
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