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Abstract
誗AIM: To observe the expression of proliferating cell
nuclear antigen ( PCNA ) in SD rats corneal limbus
following alkali burns by amniotic membrane
transplantation, and to explore the effect of limbal stem
cells in alkali burned rats.
誗 METHODS: Forty healthy SD rats forty eyes were
randomly divided into experimental and control groups,
with 20 animals in each group. After the preparation of
corneal alkali burn models, cornea of rats in the
experimental groups was given amniotic membrane
transplantation, and control groups received no
treatment. Five rats of each group were killed at weeks 1, 2,
3, 4 after operation. The expression of PCNA in limbal stem
cells was detected with immunohistochemistry and
computer image analysis system at different time points.
誗RESULTS: The expression of PCNA in experimental
groups was higher than the control groups and there was
significant difference (P<0. 05) . The expression of PCNA
gradually decreased as time of alkali burn passed by.
誗 CONCLUSION: Amniotic membrane transplantation
can enhanced limbal stem cells proliferation in rats with
corneal alkali burn and accelerate the healing of corneal
epithelium.
誗KEYWORDS:alkali burn;amniotic membrane transplantation;
limbal stem cell; proliferating cell nuclear antigen
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摘要
目的:观察新鲜羊膜移植对碱烧伤大鼠模型角膜缘干细
胞增 殖 细 胞 核 抗 原 ( proliferating cell nuclear antigen,
PCNA)表达的影响。
方法:SD 大鼠 40 只 40 眼制作眼碱烧伤模型;随机选取
20 只 20 眼行新鲜羊膜移植为实验组,对照组为不处理的
烧伤模型眼。 于术后 1,2,3,4wk 取角膜缘组织,采用免
疫组化技术观察 PCNA 在角膜缘干细胞的表达情况。
结果:PCNA 在实验组和对照组的角膜缘干细胞中均有
表达,位于角膜缘上皮细胞基底层的细胞核内,但羊膜移
植组显著高于对照组,两者比较有统计学意义(P<0. 05);
羊膜移植术后 1,2,3,4wk 时 PCNA 蛋白在角膜缘干细胞
的表达不一致,呈线性趋势,1wk 达到高峰,以后逐渐降低。
结论:眼碱烧伤后行羊膜移植术可促进角膜缘干细胞的
增殖表达,利于角膜上皮的修复。
关键词:碱烧伤;羊膜移植;角膜缘干细胞;PCNA
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2012. 12. 09

引用:刘治容,张悦,王光进,等. 新鲜羊膜移植对碱烧伤大鼠
角膜缘干细胞增殖效应的影响. 国际眼科杂志 2012;12(12):
2280-2282

0 引言
摇 摇 眼部碱烧伤是常见的眼部外伤之一。 严重的碱烧伤
常因眼表大面积组织受损导致结膜组织坏死和缺损、角
膜持续性上皮缺损、角膜血管翳性浑浊甚至角膜穿孔及
睑球粘连等严重并发症。 目前,羊膜移植成为治疗角膜
碱烧伤较为有效的手段之一,但其生物学基础尚不完全
清楚[1]。
摇 摇 近年来研究认为,羊膜具有促进眼表上皮化、减轻炎
症反应和抑制新生血管的作用,已经广泛应用于临床。
学者们从多角度探讨羊膜移植对眼表碱烧伤的修复机
制。 刘治容等[2]通过建立大鼠碱烧伤模型发现,羊膜移
植术后 p63 蛋白在碱烧伤模型大鼠的角膜缘干细胞的表
达明显高于对照组,提示新鲜羊膜对角膜缘干细胞的分
化、增殖有促进效应。 增殖细胞核抗原( proliferating cell
nuclear antigen,PCNA)是增殖性细胞的可靠标志,在角膜
缘上皮基底层有强烈的阳性表达[3]。 本研究通过建立眼
碱烧伤动物模型,采用免疫组织化学技术检测角膜缘组
织中的 PCNA 表达情况,探讨眼碱烧伤后羊膜移植对角
膜缘干细胞增殖的生物学效应。
1 材料和方法
1.1材料摇 取健康 SD 大鼠 40 只,雌雄兼用,体质量 200 ~
250g(四川省人民医院动物实验室提供)。 经眼科检查无
任何眼表疾患,确立所有动物右眼为碱烧伤模型眼。 随
机(单双号)将 40 只大鼠分为两组:实验组(碱烧伤羊膜
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 碱烧伤前眼表。 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 碱烧伤后眼表。

图 3摇 PCNA在角膜缘的表达情况摇 A:实验组;B:对照组;淤:1wk;于:2wk;盂:3wk;榆:4wk。

移植组)20 只 20 眼,对照组(碱烧伤模型组)20 只 20 眼。
主要实验试剂:鼠抗人 PNCA 单克隆抗体(1 颐200,迈新生
物技术开发有限公司提供);Envision 试剂盒、DAB 酶底物
显色试剂盒(Dako 公司提供)。
1. 2 方法
1. 2. 1 SD大鼠眼碱烧伤模型的建立 摇 用 100g / L 水合氯
醛 4mL / kg 行 SD 大鼠腹腔注射,诱导麻醉。 将大鼠固定
于特制的大鼠实验台,以缝线牵拉上下眼睑开睑,充分暴
露眼球,将 1 滴(约 60滋L)1g / L NaOH 直接滴在眼表面,时
间 1min,快速用自来水冲洗结膜囊(模拟自然状况下人眼
碱烧伤)。 烧伤前后眼表情况见图 1,2。
1. 2. 2 羊膜的制备摇 取健康产妇剖宫产后的胎盘(事先取
得胎盘由医院处置委托),确认母体 HBsAg、衣原体、HIV
及梅毒螺旋体均为阴性。 胎盘离体后立即无菌操作钝性
分离羊膜与其下绒毛膜组织,无菌生理盐水充分漂洗;将
取下的羊膜置于溶有 2000U / L 庆大霉素和 2. 5mg / L 二性
霉素 B 的无菌生理盐水内浸泡 15min 后,浸泡于无菌生理
盐水内保存于 4益冰箱,保存时间在 24h 内。
1. 2. 3 羊膜移植手术摇 在显微镜下将新鲜人羊膜平铺于
碱烧伤模型大鼠角膜表面,粗糙面紧贴创面,上皮面朝上;
以 10-0 丝线间断将羊膜缝合于角巩缘;使羊膜紧贴于角
膜表面;剪去边缘多余羊膜。 术毕时结膜囊内涂布左氧氟
沙星眼膏。 以后每日滴妥布霉素眼液 1 次,连续 6d。
1. 2. 4 标本的采集和处理摇 分别于术后第 1,2,3,4wk 处
死 SD 大鼠,每次两组各摘取 5 只右眼。 在眼科显微镜下
切取 2mm伊4mm 角膜缘组织,置 100g / L 中性福尔马林溶

液固定。 待所有实验标本收集齐全后以石蜡包埋后连续
切片(SAKURA 樱花自动脱水机,Leica 切片机,SAKURA
樱花包埋机),登记编号做好标记后制成厚 3滋m 的石蜡切
片,由四川省人民医院病理科完成。
1. 2. 5 免疫组化染色(LDP)法检测 PCNA 的表达摇 将切
片脱蜡至水化, 30mL / L H2O2室温 10min 以灭活内源酶,
微波修复抗原 10min,滴加抗原修复液,置室温 10min 后按
SABC 方法做背景衬染。 每例标本随机抽取切片做 PCNA
免疫组化染色,一抗 44益 孵育过夜,二抗连续 37益 孵育
30min,镜下控制显色时间,脱水、封片;以 PBS 代替一抗做
阴性对照;以已知阳性的标本做阳性对照。 DAB 染色的
阳性反应物质为黄褐色颗粒,PCNA 的染色部位为细胞核
染色,使用四川大学 Mias 图像分析系统计算单位阳性 / 阴
性细胞面积比。
摇 摇 统计学分析:所有数据经 SPSS 15. 0 统计软件处理。
两组单位阳性 / 阴性细胞面积比差异采用重复测量方差分
析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
摇 摇 PCNA 阳性反应物质为黄褐色颗粒,主要分布于细胞
核内。 实验组羊膜移植术后 1 ~ 4wk,角膜缘基底细胞内
大量阳性细胞;对照组 1 ~ 4wk,角膜缘基底细胞内阳性细
胞明显较少(图 3)。 实验组在碱烧伤羊膜移植术后 1 ~
4wk 角膜缘 PCNA 蛋白表达的阳性 / 阴性面积比高于对照
组,两组间差异有统计学意义(F = 40. 12,P = 0郾 000,表 1)。
两组碱烧伤后 1,2,3,4wk 时 PCNA 在角膜缘干细胞的表
达水平不同,呈线性逐渐下降趋势。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 两组碱烧伤后不同时间 PCNA表达结果(阳性 /阴性细胞面积比) 軃x依s
分组 1wk 2wk 3wk 4wk
实验组 0. 1864依0. 00767 0. 1618依0. 00949 0. 1308依0. 01122 0. 0503依0. 01027
对照组 0. 1523依0. 01747 0. 1134依0. 00827 0. 0881依0. 00654 0. 0317依0. 01325

3 讨论
摇 摇 角膜缘干细胞对角膜的创伤愈合及透明性维持等方
面具有重要作用。 Tseng[4]认为,在正常生理条件下,角膜
缘上皮细胞的增殖能力抑制了结膜上皮长入并阻止了角
膜缘部源于结膜的血管长入。 眼部碱烧伤后,角膜缘干细
胞的受损甚至丧失,角膜上皮的增殖能力、抑制结膜组织
和新生血管长入的能力也因此而丧失,从而引起持续性角
膜上皮缺损、结膜化和新生血管形成等。 自 1995 年 Kim
等[5]首次报道对兔化学烧伤模型的角膜表面进行羊膜移
植,促进了角膜的上皮化和角膜蛋白的表达,羊膜移植现
已广泛地应用于眼表烧伤的治疗,并取得了很好的疗效。
目前众多研究均认为羊膜移植能促进角膜上皮的愈合,减
轻角膜瘢痕和新生血管形成[6,7]。 但在探讨羊膜移植对
眼表碱烧伤的修复机制中是否对角膜缘干细胞有影响报
道极少。
摇 摇 角膜缘干细胞的特征之一就是保持高增殖和低分化
状态,这种特殊状态表型表现在某些蛋白的表达上,其中
PCNA 就是其中之一。 PCNA 是 DNA 多聚酶的辅助蛋白,
是细胞 DNA 合成必不可少的因子。 PCNA 阳性细胞仅局
限于有增殖能力的区域[8],是评价细胞增殖状态的可靠指
标之一, 被广泛用于衡量细胞的增殖状态,可作为角膜缘
干细胞的标记物[9,10]。
摇 摇 李红等[11]研究发现,PCNA 的表达部位主要存在角膜
上皮的基底部,在角膜缘的基底部位表达量最高,在角膜
中央基底层也有一定表达,但数量极少,提示 PCNA 在角
膜上皮的标记细胞主要是角膜缘的干细胞和短暂扩充细
胞,即标记处于迅速增殖中的细胞,认为 PCNA 的阳性标
记程度对细胞增殖的反映还是值得肯定的。 本研究采用
免疫组化方法发现,PCNA 主要在角膜缘基底部位表达量
最高,与上述文献报道一致。
摇 摇 眼部碱烧伤后行新鲜羊膜移植,角膜缘基底部细胞
PCNA 的表达较对照组明显高,且具有统计学意义,从蛋
白表达水平上提示新鲜羊膜移植能促进碱烧伤后角膜缘
干细胞的增殖。 这可能与众多的研究均认为羊膜能释放
很多生长因子,如 EGF,TGF,bFGF 和 NGF 等,而促进了角
膜上皮的修复[12,13]有关。 EGF 为重要的有丝分裂原,EGF
可促进角膜缘细胞的增殖状态。 据检测,角膜缘基底细胞
含 EGF 受体较中央角膜基底细胞高 4 ~ 5 倍[14],EGF 与其
受体结合,调节角膜缘干细胞的增殖和分化。 安晓燕
等[15]研究证实,NGF 也具有促进角膜缘干细胞增殖的作
用。 且新鲜羊膜中可能较其他保存羊膜含有更多的生物
活性因子,能更好地促进角膜上皮的修复[16]。 另外正常
角膜缘基质微环境对角膜缘干细胞的增生分化起调控作
用,碱烧伤后这种调控受到破坏,造成了角膜干细胞缺乏,
而羊膜移植能改善碱烧伤后角膜缘基质的微环境[17],促
进角膜缘干细胞的增殖。
摇 摇 碱烧伤羊膜移植术后 1,2,3,4wk PCNA 在角膜缘干
细胞的表达不一致。 1wk 达到高峰,以后逐渐降低,这与
我们的研究碱烧伤羊膜移植术后 p63 蛋白在角膜缘干细
胞不同时间的表达是一致的。 目前对于 PCNA 表达随着
碱烧伤及羊膜移植后时间的变化还未见报道。 推测可能

由于羊膜移植在早期促进了大量的角膜缘干细胞增殖、分
化。 随着终末分化细胞的增多,可能存在一反馈机制,抑
制干细胞的进一步增殖而出现 PCNA 表达的降低。 在对
照组中仍有 PCNA 的表达随碱烧伤时间延长而逐渐下降,
可能是因为碱烧伤后刺激了角膜缘干细胞的短暂增殖,但
因干细胞受损不能进一步增殖分化而 PCNA 表达逐渐减
少。 对于引起碱烧伤及羊膜移植后 PCNA 表达变化的原
因尚不清楚,还需进一步的研究。
摇 摇 本研究眼碱烧伤动物模型的建立,在临床上更贴近于
眼碱烧伤患者的病理生理改变,能进一步提供更贴近于临
床眼碱烧伤的各种研究[2]。 眼部碱烧伤后行羊膜移植,对
角膜缘干细胞能够起到促进其增殖效应的作用,从而为羊
膜的临床应用提供了更进一步的科学实验依据。
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