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Abstract
誗 AIM: To understand the relation between the
penetrating keratoplasty rejection and the methods of
cornea preservation.
誗METHODS: The 30 Wistar rats as donator and 60 SD
rats as receptor were used to establish the animal
models of penetrating keratoplasty rejection. And 60 SD
rats were randomly divided into 3 groups. Donor cornea
of Wistar rats preserved in different methods were used
separately in 3 groups. The penetrating keratoplasty
rejection index ( RI), means survival time (MST) of
corneal grafts and pathological changes in post -
operation were analyzed.
誗RESULTS: The MST was ( 10. 4 依 1. 70 ) d in moist -
chamber- preserved group ( 玉 ), ( 12. 9 依 1. 81 ) d in
medium-term-preserved group (域) and (16. 1依2. 57)d
in cryopreserved group ( 芋 ) . The MST in the
cryopreserved group was evidently prolonged, showing
a significant correlation compared with other two groups
(P< 0. 01) . The sections with HE staining revealed that
the severity of inflammation in 芋 group was reduced
compared with that of 玉, 域 group after 10d of
keratoplasty.
誗 CONCLUSION: The postoperative rejection of
penetrating keratoplasty in rats is decreased and rejection
time is delayed in cryopreserved cornea.
誗 KEYWORDS: preserving methods; penetrating
keratoplasty rejection; rats
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摘要
目的:探讨角膜不同保存方法与术后免疫排斥反应的
关系。
方法:随机用 Wistar 大鼠 30 只作为供体,SD 大鼠 60 只
作为受体。 建立角膜移植排斥反应动物模型。 将 SD 大
鼠随机分 3 组,各组分别使用不同保存方法的 Wistar 鼠
眼为供体角膜。 观察 3 组角膜移植术后排斥反应指数
(RI)、植片存活时间(MST)和植片的病理变化。
结果: MST 湿房保存组(玉组)为 10. 4依1. 70d,中期保存
液保存组(域组)为 12. 9依1. 81d,深低温保存组(芋组)为
16. 1依2. 57d。 芋组 MST 明显延长,与其他两组比较均有
显著性(P<0. 01)。 角膜移植术后 10d 时 HE 染色显示芋
组炎性反应较玉组、域组明显减轻。
结论:深低温保存的大鼠角膜移植术后排斥反应发生率
降低,发生时间延迟。
关键词:保存方法;角膜移植排斥;大鼠
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0 引言

摇 摇 角膜移植手术是治疗角膜病患者脱盲最有效的方
法,术后角膜排斥反应是角膜移植手术失败的主要原因。
我们采用大鼠穿透性角膜移植模型,通过对不同保存方
法的角膜进行移植来探讨术后排斥反应的发生率并分析
其原因,为提高角膜移植的成功率减少排斥反应的发生
探索新的途径。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康清洁级 SD 大鼠 60 只,Wistar 大鼠 30 只。
月龄 2 个月,体质量 180 ~ 200g,均为雌性。 购于中国医
科大学实验动物中心。 动物分组:选用 Wistar 鼠 30 只 60
眼随机用 3 种不同方法保存(每组 20 眼)。 实验均选不
同保存方法 Wistar 鼠眼为供体,SD 大鼠为受体(术眼均
选为右眼),将受体 SD 大鼠 60 只随机分为 3 组,每组 20 只。
1. 2 方法摇 实验玉组为异体湿房保存组:供体为湿房保
存 12h Wistar 鼠眼角膜(摘取 Wistar 大鼠眼角膜置 4益冰
箱保存 12h);实验域组为异体中期保存组:供体为中期
保存液保存 7d Wistar 鼠眼角膜[角膜配置简易中期保存
液,以细胞培养基 MEM 作为基础液,加入 10g / L 的低分
子右旋糖苷、2郾 5g / L 的硫酸软骨素;用碳酸氢钠调节 pH
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值为 7. 2 ~ 7郾 4,过滤器过滤除菌;分装。 用前加入庆大霉
素使之浓度为 100 ~ 200U / mL ( 10滋L)。 4益 冰 箱 保
存[1]]。 角膜植片的制备:处死后尽早取材,用庆大霉素
生理盐水冲洗;在超净台上减取带 1mm 巩膜环的角膜
片,小心取出色素膜组织,注意整个过程勿伤及角膜内
皮。 将制备好的角膜植片(10 片)内皮面向上置于分装
好的中期保存液中保存 7d;实验芋组为异体长期保存
组:供体为深低温长期保存 12wk Wistar 鼠角膜。 制备冷
冻保存液:按成分(%),V / V 配制:淤号液:20% 人血清白
蛋白 92% ;DMSO 5. 5% ;硫酸软骨素 2. 5% 。 于号液:
20%人血清白蛋白 90%;DMSO 7. 5%;硫酸软骨素 2. 5%。
摇 摇 微机监控程序降温及深低温保存:将配制好的抗冻
剂装入高压灭菌的 EP 管中,每管 1. 5mL,将无菌条件下
制备好的角膜植片(10 片)内皮面向上置于预冷备用的
淤号液中,4益冰箱平衡 10min;再将角膜片放入于号液
中,4益冰箱再平衡 10min;将于号液从冰箱中移出,置于
微机监控的程序化降温仪(Cryomed Freezer, U. S. A. )。
所设程序为:设一个装有同样冷冻剂的对照瓶,将角膜标
本温度探子插入保护剂中,以测定标本中的温度变化。
降温时以角膜保护剂的温度为标准,先从 4益以 1益 / min
降至-10益,稳定 2min;再以 2益 / min 降至-30益 (这期间
当温度降至-5益左右时,可见有 3益 ~ 5益的温度回升的
释放热曲线),稳定 5min;最后以 5益 / min 降至-80益,稳
定 4min。 此时将角膜容器连同角膜片直接浸泡于液氮
中,并做好标记,贮存时间为 12wk。 复温具体操作技术:
将 EP 管从液氮中取出,待管内渗存的液氮自然喷蒸后,
迅速放入 50益水浴箱中自轻轻飘动,待瓶内冷冻保护液
融化,角膜片周围仅存留一层薄冰时,从水浴箱中取出,
用无齿镊夹取角膜片外缘的巩膜环,立即移入 4益 冰箱
预冷的白蛋白中,10min 后可以供实验所用[2]。
摇 摇 药品:碘伏消毒液,10% 水合氯醛,美多利-P 滴眼
液,倍诺喜滴眼液,10g / L 阿托品滴眼液(锦州医学院附
属第一医院药剂科),硫酸庆大霉素注射液,复方氯化钠
注射液,12500U 肝素。
摇 摇 角膜移植方法:按文献[3,4]报道方法,术前 30min
SD 大鼠用美多丽-P 和阿托品散瞳共点眼 3 次(防止术后
虹膜后粘连),100g / L 水合氯醛腹腔麻醉(4mL / kg)。
摇 摇 手术在严格无菌的条件下进行,常规碘伏消毒铺巾,
术眼庆大霉素复方氯化钠溶液冲洗,清洁结膜囊。 在手
术显微镜下,5-0 尼龙线牵引上下眼睑固定,3. 5mm 直径
环钻钻切保存角膜做成植片(实验域组和芋组术中取出
角膜,轻轻吸出表面的液体,于内皮面涂适量的透明质酸
钠制作角膜植片)),植于植床直径为 3. 0mm 的受体角膜
上。 10-0 尼龙线间断缝合 8 针,线结不埋藏。 前房注消
毒空气以形成前房,结膜下注射庆大霉素 2000U,金霉素
眼膏涂眼,眼睑缝合[5]。
摇 摇 术后 1d 右眼睑缝线拆除,每日术眼点 10g / L 阿托品
眼药水 2 次,2. 5g / L 氯霉素眼药水 4 次,以防虹膜粘连和
术后感染。 不拆除角膜缝线。 每日裂隙灯下观察,直到
排斥反应为止。 按照 Larkin 等建立的临床观察评分标准
(表 1),以角膜混浊、水肿、新生血管 3 项之和为角膜移
植排斥反应指数(rejection index, RI),每日纪录 RI,当 RI
逸5 时为排斥反应已经发生。 记录角膜存活时间 (means
survival time, MST)。 术后 3d 内有严重前房出血,虹膜广
泛前粘连,白内障,植片感染等并发症者剔除[6]。

表 1摇 角膜植片指数评分标准

角膜植片的临床观察 评分

角膜植片混浊 0 ~ 4
摇 植片完全透明 0
摇 植片透明度轻度丢失 1
摇 植片透明度中度丢失,虹膜血管可见 2
摇 虹膜血管轮廓不清,但瞳孔轮廓可见 3
摇 瞳孔轮廓窥不清 4
角膜植片水肿 0 ~ 2
摇 无水肿 0
摇 中度水肿 1
摇 伴有植片增厚的显著水肿 2
角膜植片新生血管 0 ~ 4
摇 无新生血管 0
摇 新生血管在任何象限深入达到植片半径的 25% 1
摇 新生血管达到植片半径的 50% 2
摇 新生血管达到植片半径的 75% 3
摇 新生血管达到植片的中央 4

总分 10

摇 摇 组织学检查:角膜植片取材:分别于术后 20d,将各
组 SD 大鼠麻醉,取材时剪下全部角膜组织及少许巩膜,
于 10%中性甲醛液固定,常规石蜡包埋,切片,苏木素-
伊红染色,Olympus 显微镜下观察,摄像。 观察角膜排斥
反应的程度,炎性细胞浸润情况及炎性反应程度。
摇 摇 统计学分析:所得数据均根据数据正态性,采用
SPSS 17. 0 方差分析及 LSD 两组间比较方法 t 检验进行
统计分析,以 P<0. 05 为有统计学意义。
2 结果
2. 1 不同组别角膜移植术后植片的情况 摇 在 60 只大鼠
角膜移植术后,56 只用于对比研究,4 只因各种原因而排
除,其中包括麻醉死亡 1 只;术后白内障 1 只;术后角膜
溃疡 1 只;术后虹膜前粘连 1 只。
2. 2 术后每日裂隙灯观察结果摇 术后每日裂隙灯观察结
果见表 2。
2. 3 实验组角膜移植片存活时间摇 记录出现角膜移植排
斥反应指数 RI逸5 的天数,RI逸5 即为角膜发生排斥反
应。 玉组角膜移植片于术后 8d 开始发生免疫排斥反应,
10d 达到高峰,存活时间最长者达 13(平均 10. 4依1郾 70)d。
域组角膜移植片于术后 11d 开始发生免疫排斥反应并达
到高峰,存活时间最长者达 16(平均 12. 9依1郾 81)d,与玉
组比较有统计学意义(P<0. 05)。 芋组角膜移植片于术
后 13d 开始发生免疫排斥反应,14d 达到高峰,存活时间
最长者达 20(平均 16. 1依2. 57) d,与玉组、域组比较均有
统计学意义(P 均<0. 01)。
2. 4 各组术后 20d 时的情况 摇 玉组角膜植片均明显水
肿,上皮糜烂,前房窥不清,有大量新生血管(图 1A,B);
域组角膜植片均有中度水肿,混浊不明显仍可见瞳孔,前
房深浅正常。 周边植床见新生血管(图 1C,D);芋组角膜
植片有轻度水肿,混浊轻微可看清虹膜纹理,前房深浅正
常,偶见植床新生血管(图 1E,F)。
2. 5 病理学检查 摇 玉组角膜发生急性排斥反应,角膜上
皮糜烂,组织水肿增厚,缝线周围出现大量单核细胞和淋
巴细胞浸润, 见大量的新生血管(图 2A)。 域组角膜植
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摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 大鼠角膜 20d时情况(伊16)摇 A,C,E:玉~芋组大体像;B,D,F:玉~芋组裂隙像;A,B:玉组;C,D:域组;E,F:芋组。

摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 三组大鼠 20d时角膜情况(HE 40伊10) 摇 A:玉组;B:域组;C:芋组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 术后各组 10d时角膜植片临床参数比较 (軃x依s, 分)
分组 n 透明性 水肿 新生血管 RI
玉 19 2. 33依0. 50 1. 44依0. 53 2. 89依0. 34 6. 67依0. 87
域 18 1. 75依0. 71 1. 25依0. 46 1. 37依0. 52 4. 38依0. 51a

芋 19 1. 54依0. 54 1. 22依0. 45 1. 33依0. 50 4. 10依0. 51b

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP<0. 05,bP<0. 01 vs 玉组。

片可见上皮及基质层有水肿,血管,淋巴细胞浸润均较少

(图 2B)。 芋组角膜植片水肿轻微,植床及植片交接处见

少量血管及淋巴细胞(图 2C)。
3 讨论

摇 摇 角膜移植术后排斥反应是角膜移植失败主要原因,占
33% ~ 60% 。 该反应是一个多因素参与,极其复杂和高度

调节的过程[7]。 本研究发现,在大鼠同种异体角膜移植术

中,从平均 RI 的结果可以看出:长期保存组的角膜 4. 10依
0. 51 优于中期保存的角膜 4. 38依0. 51,中期保存的角膜又

优于湿房保存的角膜 6. 67依0. 87。 Yamagami 等动物实验

报告,角膜移植片在没有抗排斥反应药物治疗的情况下,
MST 为 5. 8依0. 8d,而且体液免疫和细胞免疫在初期异种

角膜移植的免疫排斥反应中起着重要作用[8]。 我们的实

验结果显示湿房保存的角膜材料行异种角膜移植术后植

片 MST 为 10. 4依1. 70d,湿房保存角膜材料行角膜移植术

后出现排斥反应的时间较早,而且发展快、反应重,RI 较

高。 深低温保存的角膜行异种角膜移植术后植片 MST 为

16. 1依2. 57d,深低温保存的角膜材料行角膜移植术后出

现排斥反应的时间较晚,且发展慢、反应较轻,RI 最低。
中期保存组 MST 12. 9 依 1. 81d 则界于两者之间。 这与

Ardjomand 等结果显示的 HLA-DR 抗原的丧失主要与保

存时间有关的结果相一致。 各实验组结果对比显示:长期

保存与短期保存在穿透角膜移植术后,其排斥反应出现的

时间有明显差别(P<0. 01) [9]。 长期保存方法和中期保存

方法以及中期保存方法和短期保存方法在穿透角膜移植

术后,其排斥反应出现的时间均有明显差别(P<0. 01)。
湿房保存的角膜材料术后出现排斥反应的时间较早,与
HLA 抗原的未丢失有关[10]。 动物实验也证实,大部分保

存 2 ~ 3wk 的供体角膜没有朗格汉斯细胞(Langerhan蒺cell,
LC),同时发现 LC 的丢失与供体角膜上皮细胞的状况直

接相关,其丢失的 LC 在脱落的角膜上皮层内[11,12]。 因此

可以说明保存 2 ~ 3wk 以上的角膜材料比湿房保存角膜材

料行同种异体角膜移植术后出现排斥反应的时间晚、发展

慢且反应轻[13,14]。 Nguyen 等也报道长期保存方法与短期

7001

Int Eye Sci, Vol. 14, No. 6, Jun. 2014摇 摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



保存方法在穿透角膜移植术后,长期保存的供体角膜术后

有一个较低的移植片失败发生率[15]。 总之,我们发现保

存的角膜时间越长,大鼠角膜移植术后排斥反应降低,发
生时间延长,期望对于临床工作有一定的指导意义。
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科技期刊对论文题名的要求

摇 摇 题名,是论文的总纲,是能反映论文最主要的特定内容的最恰当、最简明的词语的逻辑组合。
摇 摇 首先,题名应准确得体。 应以最恰当的词语反映论文的特定内容,把论文的主题明白无误地告诉读者,并
且使之起到画龙点睛、启迪读者阅读兴趣的作用。 题名的用词十分重要,它直接关系到读者对论文取舍的态

度,务必字字斟酌。 题名不能使用笼统和华而不实的词语,一般也不用主、谓、宾齐全的完整句子,而用以名词

性词组做中心语的偏正词组并切忌写成标语口号似的“题名冶。
摇 摇 其次,题名应简短精练。 GB / T 7713-1987 规定,论文题名一般不超过 20 个汉字。 在拟定题名或编辑加

工时,应删去多余的词语,避免存在无用的字和词。 这是为了醒目,便于记忆和引用。 使用简短的题名而语意

未尽时,或系列工作分篇报道时,可借助于副题名,以补充题名之不足。
摇 摇 第三,题名应便于检索。 题名所用的词语必须有助于选定关键词和编制题录、索引等二次文献,以便为检

索提供特定的实用信息。 这就要求题名中一定要有反映论文特定内容的关键词,关键词多一些更好。
摇 摇 第四,题名应容易认读。 题名中应当避免使用数学公式、化学结构式,以及非共知共用的缩略词、首字母

缩写字、字符、代号等。

摘自《科学技术期刊编辑教程》
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