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角膜胶原交联方法联合那他霉素抗真菌效果研究

潘士印ꎬ安　 娜ꎬ肖湘华ꎬ程　 燕ꎬ王养正ꎬ刘先宁ꎬ朱秀萍ꎬ吴　 洁

基金项目: 陕 西 省 自 然 科 学 基 金 项 目 ( Ｎｏ. ２０１２ＪＭ４０２３ꎬ
２０１１ＪＥ００５)ꎻ陕西省社会发展科技攻关项目(Ｎｏ.２０１８ＳＦ－２４９)ꎻ
陕西省卫生计生委科研基金项目(Ｎｏ.２０１６Ｃ００４)
作者单位:(７１０００２)中国陕西省西安市第一医院眼科 陕西省眼

科研究所 陕西省眼科学重点实验室 陕西省眼科疾病临床医学

研究中心 西北大学附属第一医院

作者简介:潘士印ꎬ男ꎬ毕业于中国科学院成都有机化学研究所ꎬ
硕士ꎬ副研究员ꎬ研究方向:眼用药物及眼科基础研究ꎮ
通讯作者:吴洁ꎬ女ꎬ毕业于西安交通大学医学院ꎬ硕士ꎬ主任医

师ꎬ副院长ꎬ研究方向:角膜、眼表疾病.ｗｕｔｕ６３＠ １６３.ｃｏｍ
收稿日期: ２０１８－０６－２８ 　 　 修回日期: ２０１８－１２－０６

Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ
ａｎｄ ｎａｔａｍｙｃｉｎ

Ｓｈｉ－Ｙｉｎ Ｐａｎꎬ Ｎａ Ａｎꎬ Ｘｉａｎｇ－Ｈｕａ Ｘｉａｏꎬ Ｙａｎ Ｃｈｅｎｇꎬ
Ｙａｎｇ－Ｚｈｅｎｇ Ｗａｎｇꎬ Ｘｉａｎ－Ｎｉｎｇ Ｌｉｕꎬ Ｘｉｕ－Ｐｉｎｇ Ｚｈｕꎬ
Ｊｉｅ Ｗｕ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ:Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
( Ｎｏ. ２０１２ＪＭ４０２３ꎬ ２０１１ＪＥ００５ )ꎻ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｓｏｃｉａｌ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ｎｏ.２０１８ＳＦ－２４９)ꎻ
Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｈｅａｌｔｈ
(Ｎｏ.２０１６Ｃ００４)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｎｏ. １ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ Ｓｈａａｎｘｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ
Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１０００２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｊｉｅ Ｗｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ
Ｎｏ. １ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｓｈａａｎｘｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ Ｓｈａａｎｘｉ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１０００２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
ＰｒｏｖｉｎｃｅꎬＣｈｉｎａ.ｗｕｔｕ６３＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１８－０６－２８　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０１８－１２－０６

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ Ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ａｎｔｉ－ｆｕｎｇａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｃｒｏｓｓ－ ｌｉｎｋｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ
ｖｉｔｒｏꎬ ｓｏ ａｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｆｕｎｇａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ
( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓꎬ Ｆｕｓａｒｉｕｍ Ｓｏｌａｎｉ ａｎｄ Ｃａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ) ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｎａｔａｍｙｃｉｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ＵＶＡ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎａｔａｍｙｃｉｎ
ｇｒｏｕｐ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ｓａｂｏｕｒａｕｄ ｄｅｘｔｒｏｓｅ ａｇａｒ ( ＳＤＡ ) ｐｌａｔｅ
ｃｏａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｑｕｉｄ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｆｕｎｇａｌ ｓｐｏｒｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｍａｉｄ ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ ｏｆ １.５. Ｔｅｎ ｍｉｎｕｔｅｓ ｌａｔｅｒꎬ ｉｔ ｗａｓ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｆｏｒ １０ｍｉｎ ａｎｄ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ ２８℃ ｆｏｒ ３６ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｓｉｚｅ
ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ. Ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ Ｓｏｌａｎｉ ｃｏｒｎｅａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ. Ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｎａｔａｍｙｃｉｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｎａｔａｍｙｃｉｎ
ｇｒｏｕｐꎬ ５ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ａｎｄ ａｎｏｔｈｅｒ ５ ｎｏｒｍａｌ
ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ａｎｄ ｆｉｖｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ
ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ －
ｌｉｎｋｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｓｅｇｍｅｎｔ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｃｒａｐｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｎｆｏｃａｌ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｌｔｒａ ｍｉｃｒｏ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｒｎｅａｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ａｌｏｎｅ ｈａｄ
ｓｈｏｗｎ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｅａｃｈ ｆｕｎｇｕｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｐｒｏｄｕｃｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｔｉ－ｆｕｎｇａｌ ｅｆｆｅｃｔ (Ｐ<０.０５) . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ａｎｔｉ－
ｆｕｎｇａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｌｉｇｈｔ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ> ０.０５) ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｆｕｎｇａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ
ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｗａｓ ａｂｏｕｔ １４ｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＸＬ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ２１ｄ ｉｎ
ＣＸＬ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ａｌｌ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｈｅａｌｅｄ.
Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ｎｏ
ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｓꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｓｅｇｍｅｎｔ
ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ
ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ｆｅｗｅｒ ｓｃａｒ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｂｅｔｔｅｒ ｃｏｒｎｅａｌ
ｈｅａｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｈｏｒｔ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ
ａｎｔｉ－ｆｕｎｇａｌ ｅｆｆｅｃｔꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｈｅａｌｉｎｇꎬ ａｎｄ ｓｈｏｒｔｅｎ
ｔｈｅ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｓｏ ｉｔ ｉｓ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇꎻ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎻ ｎａｔａｍｙｃｉｎꎻ ｆｕｎｇａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｐａｎ ＳＹꎬ Ａｎ Ｎꎬ Ｘｉａｏ ＸＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ － ｌｉｎｋｉｎｇ ａｎｄ
ｎａｔａｍｙｃｉｎ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０１９ꎻ１９(１):１４－２０
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摘要

目的:研究角膜胶原交联方法联合那他霉素应用时的体内

外抗真菌效果ꎬ为临床真菌性角膜炎的治疗提供治疗方法
及实验基础ꎮ
方法:采用黄曲霉菌、茄病镰刀菌、白色念珠菌三种常见致

病真菌ꎬ实验组分为交联联合那他霉素组、那他霉素联合

核黄素组、那他霉素联合紫外照射组、交联组ꎬ并用那他霉

素组作为对照ꎮ 将药物涂到有 １􀆰 ５ 麦氏浊度的真菌孢子

悬液的沙堡弱琼脂培养皿的中心ꎬ１０ｍｉｎ 后使用胶原交联

仪照射 １０ｍｉｎꎬ之后 ２８℃培养 ３６ｈꎬ测量抑菌圈并进行统

计学分析ꎮ 制备兔眼茄病镰刀菌感染模型ꎬ按随机数字

表法将模型兔随机分为模型对照组、交联治疗组、那他

霉素治疗组、交联联合那他霉素治疗组ꎬ每组 ５ 只ꎻ另取

５ 只正常兔按照角膜胶原交联疗法进行照射ꎬ５ 只正常

对照ꎮ 通过前节照相、角膜刮片、共焦显微镜等观察各

组治疗结果ꎬ并在治疗结束后采用电镜观察角膜超微结

构改变情况ꎮ
结果:体外单独应用角膜胶原交联术ꎬ对三种真菌均无效ꎻ
当交联与那他霉素联合应用时ꎬ抗真菌效果均优于对照

组ꎬ且差异具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ那他霉素与核黄

素、那他霉素与紫外线分别联合应用时ꎬ抗菌效果与对照

组比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 针对兔真菌感

染模型ꎬ那他霉素治疗组及交联联合那他霉素治疗组病程

约 １４ｄꎬ交联治疗组病程约 ２１ｄꎻ经治疗后ꎬ各治疗组均已

愈合ꎬ各组角膜上皮均无缺损ꎬ新生血管较多ꎬ角膜内无菌

丝ꎻ前节照相结果显示ꎬ交联联合那他霉素治疗组治疗结

果优于其它各治疗组ꎬ瘢痕组织较少ꎬ角膜愈合较好ꎬ病程

相对短ꎮ
结论:角膜胶原交联方法联合那他霉素ꎬ可促进角膜愈合ꎬ
缩短病程ꎬ增强抗真菌效果ꎬ有望为眼科临床真菌性角膜

炎的治疗提供一种新的治疗技术ꎮ
关键词:角膜胶原交联ꎻ联合ꎻ那他霉素ꎻ真菌性角膜炎

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０１９.１.０３

引用:潘士印ꎬ安娜ꎬ肖湘华ꎬ等. 角膜胶原交联方法联合那他霉

素抗真菌效果研究.国际眼科杂志 ２０１９ꎻ１９(１):１４－２０

０引言

真菌性角膜炎( ｆｕｎｇａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＦＫ)是一种严重的致

盲性眼病ꎬ严重者可致角膜溶解穿孔ꎬ目前临床应用的抗

真菌药物眼部通透性差ꎬ疗效不佳ꎬ最终患者甚至丧失眼

球ꎮ 相关统计研究均表明ꎬ真菌性角膜炎有逐年增加的趋

势ꎮ 据我所微生物检验室统计分析自 ２０００ 年以来ꎬ真菌

性角膜炎的检出率也呈上升趋势ꎮ 目前临床常见真菌性

角膜炎的致病菌为曲霉菌、镰刀菌、白色念珠菌等[１－４]ꎮ
针对真菌性角膜炎ꎬ抗真菌药物往往因穿透性差ꎬ疗效不

佳或无效ꎬ甚至影响穿透或板层角膜移植手术治疗ꎬ是目

前真菌性角膜炎治疗的难题ꎬ相关药物及治疗方法ꎬ一直

是眼科研究的热点[５－６]ꎮ 核黄素－紫外线 Ａ 角膜胶原交联

方法(ｃｏｒｎｅａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇꎬＣＸＬ)ꎬ是以核黄素作

为光敏剂ꎬ通过紫外线 Ａ 引起的光化学反应ꎬ产生活性

氧ꎬ通过赖氨酰氧化通路诱导ꎬ产生共价键或者基质内胶

原的物理交联[７]ꎮ ＣＸＬ 作为最新的治疗技术ꎬ在国内外

已成功应用于圆锥角膜的治疗[８－９]ꎬ但在真菌性角膜炎领

域ꎬ尚处于探索阶段ꎮ 本文通过考察 ＣＸＬ 联合那他霉素

体外及体内眼部应用抗真菌效果ꎬ拟为该技术在临床真菌

性角膜炎的治疗中的应用ꎬ提供实验基础ꎮ
１材料和方法

１􀆰 １材料

１􀆰 １􀆰 １实验用真菌标准菌株　 黄曲霉菌、茄病镰刀菌、白
色念珠菌标准菌株ꎬ购于陕西省微生物研究所ꎮ 接种于沙
堡弱培养基在 ２８℃恒温培养 ４８ｈ 后生长良好ꎬ用液体沙
堡弱培养基制备 １􀆰 ５ 麦氏浊度的真菌孢子悬液用于实验ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２实验动物　 ８ 周龄清洁级健康无眼疾新西兰白兔

３０ 只ꎬ体质量 １􀆰 ５~２􀆰 ０ｋｇ(西安交通大学医学院动物中心
提供)ꎮ 实验动物饲养与使用符合«中华人民共和国标准
发布 ２００１ 年第 １０ 号»标准ꎬ并通过陕西省眼科研究所伦
理委员会审核ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３主要仪器与试剂 　 胶原交联仪(瑞士 ＩＲＯＣ ＡＧ 公
司ꎬ Ｖｅｒｓｉｏｎ２０００ 型ꎬ 波 长 ３６５ｎｍꎬ 紫 外 线 光 照 能 量

８􀆰 ８１ｍＷ/ ｃｍ２ꎬ光圈大小 ９ｍｍ)ꎬ德国 Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ 公司ＨＲＴ－Ⅲ
激光扫描共聚焦显微镜ꎬ日本日立 Ｈ－７６５０ 透射式电子显微
镜ꎬＴｏｐｃｏｎ ＤＣ－３ 裂隙灯前节照相系统ꎮ 那他霉素滴眼液

(华北制药股份有限公司ꎬ批号 １２０４０１)ꎬ１ｇ / Ｌ 核黄素(德国
ＭｅｄｉｏＣＲＯＳＳ 公司ꎬ批号 １１０５０２１５)ꎬ沙堡弱琼脂及液体培养
基(北京奥博星生物技术有限责任公司ꎬ批号 ２０１００９０２)ꎮ
１􀆰 ２方法

１􀆰 ２􀆰 １体外抗真菌效果研究

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １核黄素与那他霉素比例对抗真菌效果的影响 　
取 １􀆰 ５ 麦氏浊度白色念珠菌悬液 １００μＬꎬ加入到沙堡弱琼
脂培养基上ꎬ在培养皿上涂布均匀ꎮ 分别于培养皿中心加
入 ３０μＬ 那他霉素－核黄素混合溶液(那他霉素滴眼液 ∶核
黄素溶液＝ １ ∶ ０ꎻ１ ∶ ３ꎻ１ ∶ １ꎻ３ ∶ １ꎻ０ ∶ １)ꎬ１０ｍｉｎ 后用胶原交联
仪照射 １０ｍｉｎꎬ再放入培养箱 ２８℃恒温培养 ３６ｈ 后ꎬ测量

抑菌圈并与未照射对照组比较ꎬ进行统计学分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２照射时间对抗菌效果的影响　 取 １􀆰 ５ 麦氏浊度
白色念珠菌悬液 １００μＬꎬ加入到沙堡弱琼脂培养基上ꎮ 分
别于培养皿中心加入 ３０μＬ 那他霉素－核黄素混合溶液
(那他霉素滴眼液 ∶核黄素溶液 ＝ １ ∶ １)ꎬ１０ｍｉｎ 后用胶原交

联仪分别照射 １０、２０ｍｉｎꎬ ２８℃恒温培养 ３６ｈ 后ꎬ测量抑菌
圈并进行统计学分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３胶原交联联合那他霉素体外抗真菌效果 　 实验
分组:采用黄曲霉菌、茄病镰刀菌、白色念珠菌三种常见致
病真菌ꎬ取 １􀆰 ５ 麦氏浊度真菌悬液 １００μＬꎬ加入到沙堡弱

琼脂培养基上ꎬ在培养皿上涂布均匀ꎮ 每种菌分为实验组
和对照组ꎮ 对照组:于培养皿中心加入 ３０μＬ 那他霉素ꎬ
２８℃培养 ３６ｈ 后ꎬ测量抑菌圈直径ꎮ 实验组 １:交联联合
那他霉素组ꎬ于培养皿中心加入 ３０μＬ 那他霉素－核黄素
混合溶液(１ ∶ １)ꎬ１０ｍｉｎ 后用胶原交联仪照射 １０ｍｉｎꎬ２８℃
培养 ３６ｈ 后ꎬ测量抑菌圈直径并与对照组比较ꎬ进行统计

学分析ꎮ 实验组 ２:那他霉素联合紫外照射组ꎬ于培养皿
中心加入 ３０μＬ 那他霉素ꎬ１０ｍｉｎ 后用胶原交联仪进行紫
外照射 １０ｍｉｎꎬ２８℃培养 ３６ｈ 后ꎬ测量抑菌圈直径并与对照
组比较ꎬ进行统计学分析ꎮ 实验组 ３:那他霉素联合核黄
素组ꎬ于培养皿中心加入 ３０μＬ 那他霉素－核黄素混合溶

５１
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　 　表 １　 核黄素与那他霉素比例对抗菌效果的影响

实验分组 加入药量(μＬ) 药物比例(那他霉素 ∶交联剂) 照射时间(ｍｉｎ) 抑菌圈(􀭰ｘ±ｓꎬｍｍ) ｔ Ｐ
１ 对照组 ３０ １ ∶ ０ ０ ２５􀆰 ５３３±０􀆰 ９８０

实验组 ３０ １ ∶ ０ １０ ２５􀆰 ２８３±０􀆰 ９８５
０􀆰 ６２３ ０􀆰 ５４０

２ 对照组 ３０ ３ ∶ １ ０ ２４􀆰 ３７５±１􀆰 ２２３
实验组 ３０ ３ ∶ １ １０ ２５􀆰 ７８３±０􀆰 ４１３

－３􀆰 ７８０ ０􀆰 ００１

３ 对照组 ３０ １ ∶ １ ０ ２５􀆰 １５６±０􀆰 ９４１
实验组 ３０ １ ∶ １ １０ ２６􀆰 ５７５±０􀆰 ９４１ －３􀆰 ３９１ ０􀆰 ００３

４ 对照组 ３０ １ ∶ ３ ０ ２４􀆰 ６１１±０􀆰 ６５８
实验组 ３０ １ ∶ ３ １０ ２６􀆰 １２２±１􀆰 ６４２

－２􀆰 ５６２ ０􀆰 ０２１

５ 对照组 ３０ ０ ∶ １ ０ ０
实验组 ３０ ０ ∶ １ １０ ０

液(１ ∶ １)ꎬ２８℃培养 ３６ｈ 后ꎬ测量抑菌圈直径并与对照组
比较ꎬ进行统计学分析ꎮ 实验组 ４:单独交联组ꎬ于培养皿

中心加入 ３０μＬ 核黄素溶液ꎬ１０ｍｉｎ 后用胶原交联仪照射

１０ｍｉｎꎬ２８℃培养 ３６ｈ 后ꎬ测量抑菌圈直径并与对照组比

较ꎬ进行统计学分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２兔眼部应用抗真菌效果研究

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １兔眼真菌性角膜炎模型的制备 　 按随机数字表

法随机选取 ２０ 只兔制备真菌性角膜溃疡模型ꎮ 干燥保存

的异种脱细胞角膜片复水备用ꎬ速眠新 ０􀆰 ４ｍＬ 肌内注射

麻醉兔ꎬ右眼结膜囊内用盐酸奥布卡因滴眼液点眼 ２ 次ꎬ
间隔 ５ｍｉｎꎮ 铺无菌洞巾ꎬ开睑器开睑ꎬ直径 ７􀆰 ５ｍｍ 环钻行

角膜中央压痕ꎬ刮除中央角膜上皮ꎬ无菌针头在其上划痕

后涂抹 １􀆰 ５ 麦氏浊度的镰刀菌孢子悬液(陕西省眼科研究

所提供)ꎮ 复水后的异种脱细胞角膜片修剪为直径

７􀆰 ５ｍｍ 的圆片ꎬ对位平铺于兔角膜中央ꎬ１０－０ 尼龙线间断

固定缝合角膜片ꎬ角膜片下再注射 １􀆰 ５ 麦氏浊度的镰刀菌

孢子悬液 ０􀆰 １ｍＬꎬ黑丝线缝合眼睑ꎮ ３ｄ 后拆除眼睑缝线ꎬ
行裂隙灯显微镜、眼前节照相和激光扫描共聚焦显微镜检

查ꎬ观察角膜镰刀菌的感染情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２实验分组　 (１)正常对照组:５ 只健康兔作为正

常对照组ꎮ (２)交联对照组:另取 ５ 只健康兔ꎬ１ｇ / Ｌ 核黄

素溶液点眼ꎬ５ｍｉｎ / 次ꎬ持续 ３０ｍｉｎꎬ在裂隙灯显微镜的钴

蓝光照射下确认核黄素已经进入前房ꎮ 将实验兔置于兔

夹ꎬ开睑ꎬ使用胶原交联仪照射角膜中央 １０ｍｉｎꎮ (３)模型

对照组:随机选取 ５ 只真菌性角膜炎模型兔ꎬ作为模型对

照组ꎮ (４)交联治疗组:随机选取 ５ 只真菌性角膜炎模型

兔ꎬ１ｇ / Ｌ 核黄素溶液点眼ꎬ５ｍｉｎ / 次ꎬ持续 ３０ｍｉｎꎬ在裂隙灯

显微镜的钴蓝光照射下确认核黄素已经进入前房ꎮ 将实
验兔置于兔夹ꎬ开睑ꎬ使用胶原交联仪照射角膜中央

１０ｍｉｎꎮ (５)那他霉素治疗组:随机选取 ５ 只真菌性角膜炎

模型兔ꎬ那他霉素滴眼液点眼ꎬ１０ｍｉｎ / 次ꎬ持续 ２ｈꎬ之后 ４
次 / ｄꎮ (６)交联联合那他霉素治疗组:随机选取 ５ 只真菌

性角膜炎模型兔ꎬ那他霉素滴眼液点眼ꎬ１０ｍｉｎ / 次ꎬ３０ｍｉｎ
后加点核黄素 ５ｍｉｎ / 次ꎬ持续 ３０ｍｉｎꎬ在裂隙灯显微镜的钴

蓝光照射下确认核黄素已经进入前房ꎮ 将实验兔置于兔

夹ꎬ开睑ꎬ使用胶原交联仪照射角膜中央 １０ｍｉｎꎬ之后继续

使用那他霉素滴眼液点眼ꎬ１０ｍｉｎ / 次ꎬ共计 ５ 次ꎬ累计治疗
时间 ２ｈꎬ之后那他霉素滴眼液点眼 ４ 次 / ｄꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３激光扫描共聚焦显微镜检查 　 治疗后第 ３、７、
１４、２１ｄ 分别行眼前节照相和共聚焦显微镜检查ꎬ观察角

膜情况ꎮ 盐酸奥布卡因滴眼液点眼 ２ 次ꎬ在显微镜探头表
面涂布 ２ｇ / Ｌ 卡波姆凝胶ꎬ在探头前套上 １ 个一次性无菌
帽ꎬ开睑器开睑ꎬ助手固定兔头部ꎬ通过调节主机上的手柄
使戴有无菌帽的探头与兔受检眼角膜接触ꎬ调节成像焦点

平面ꎬ通过 ＣＣＤ 摄像头取像使角膜各层图像通过计算机
屏幕快速显示并保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ４各组角膜胶原纤维的超微结构检测 　 治疗 ２ｗｋ
后空气栓塞法处死所有实验兔ꎬ剪取角膜组织ꎬ行扫描电
子显微镜检测ꎮ 透射电镜样品制作及镜下观察:将角膜组
织切成 １ｍｍ×１ｍｍ×３ｍｍ 的小条ꎬ经过 ２５ｇ / Ｌ 戊二醛固定、
０􀆰 １ｍｏｌ / Ｌ 磷酸缓冲液浸洗、１０ｇ / Ｌ 四氧化锇固定液固定、
乙醇梯度脱水、环氧树脂浸透包埋聚合后切片ꎬ切片美兰
染色后进行超薄切片 ５０ ~ ７０ｎｍꎬ醋酸铀、柠檬酸铅染色

后ꎬ日本日立 Ｈ－７６５０ 透射式电子显微镜下观察、拍照ꎮ
统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 统计软件ꎬ本研究中的抑

菌圈直径测量值以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ经 Ｌｅｖｅｎｅ 检
验方差齐ꎬ两组之间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎻ多组间比
较采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ Ｐ<
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果

２􀆰 １体外抗真菌效果

２􀆰 １􀆰 １ 核黄素与那他霉素比例对抗菌效果的影响　 通过
抑菌圈大小及统计学分析ꎬ结果显示:ＣＸＬ 单独应用时对
白色念珠菌无效ꎻ在不加入交联剂ꎬ单独应用紫外照射与

那他霉素联合应用时ꎬ两组抗菌效果接近ꎬ差异无统计学
意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻＣＸＬ 与那他霉素联合应用时ꎬ各实验组抗
白色念珠菌效果优于未照射对照组ꎬ且差异均具有统计学

意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见表 １ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２照射时间对抗菌效果的影响 　 根据 ２􀆰 １􀆰 １ 的实验
结果ꎬ为保证抗菌效果ꎬ同时平衡那他霉素与核黄素的用

量ꎬ因此选用那他霉素 ∶ 核黄素 ＝ １ ∶ １ 的混合溶液进行下
述实验ꎮ 向涂有真菌菌液的培养皿中加入 ３０μＬ 那他霉
素－核黄素混合溶液(１ ∶ １)ꎬ当使用角膜胶原交联仪照射

时间为 ２０ｍｉｎ 时抑菌圈大小(２７􀆰 ３４０±０􀆰 ７８２ｍｍ)与照射
１０ｍｉｎ 组(２７􀆰 ３２５±０􀆰 ８５７ｍｍ)比较ꎬ差异无统计学意义( ｔ ＝
０􀆰 ９４７ꎬＰ＝ ０􀆰 ３７１)ꎮ 从实验结果可看出ꎬ照射时间长并不
能增加抗菌效果ꎬ参照文献及实验结果ꎬ后续实验照射时

间均为 １０ｍｉｎꎮ
２􀆰 １􀆰 ３ 角膜胶原交联术联合那他霉素体外抗真菌效果　
针对黄曲霉菌、茄病镰刀菌、白色念珠菌三种实验菌ꎬ通过
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图 １　 兔眼茄病镰刀菌感染模型　 Ａ:前节照相照片ꎻＢ:角膜共焦显微照片(×８００)ꎻＣ:角膜刮片检查(×４００)ꎻＤ:内皮检查(×８００)ꎮ

表 ２　 交联联合那他霉素体外抗黄曲霉菌效果

实验分组 药物比例 照射时间(ｍｉｎ) 抑菌圈(􀭰ｘ±ｓꎬｍｍ) Ｐ
对照组 那他霉素 ０ １９􀆰 ６±３􀆰 ５
实验组 １ 那他霉素 ∶核黄素＝ １ ∶ １ １０ ２８􀆰 ０±３􀆰 ９ <０􀆰 ０１
实验组 ２ 那他霉素 １０ ２０􀆰 ７±０􀆰 ６ ０􀆰 ８９０
实验组 ３ 那他霉素 ∶核黄素＝ １ ∶ １ ０ ２０􀆰 ６±２􀆰 ２ ０􀆰 ８９２
实验组 ４ 核黄素 １０ ０

注:Ｐ 值表示各实验组与对照组之间抑菌圈大小的统计学分析结果ꎮ

表 ３　 交联联合那他霉素体外抗茄病镰刀菌效果

实验分组 药物比例 照射时间(ｍｉｎ) 抑菌圈(􀭰ｘ±ｓꎬｍｍ) Ｐ
对照组 那他霉素 ０ ２８􀆰 ３±１􀆰 ０
实验组 １ 那他霉素 ∶核黄素＝ １ ∶ １ １０ ３３􀆰 ４±１􀆰 ２ <０􀆰 ０１
实验组 ２ 那他霉素 １０ ３０􀆰 ６±０􀆰 ６ ０􀆰 ０５２
实验组 ３ 那他霉素 ∶核黄素＝ １ ∶ １ ０ ２９􀆰 ４±０􀆰 ９ ０􀆰 １０２
实验组 ４ 核黄素 １０ ０

注:Ｐ 值表示各实验组与对照组之间抑菌圈大小的统计学分析结果ꎮ

表 ４　 交联联合那他霉素体外抗白色念珠菌效果

实验分组 药物比例 照射时间(ｍｉｎ) 抑菌圈(􀭰ｘ±ｓꎬｍｍ) Ｐ
对照组 那他霉素 ０ ２６􀆰 ７±１􀆰 ０
实验组 １ 那他霉素 ∶核黄素＝ １ ∶ １ １０ ２７􀆰 ６±１􀆰 １ ０􀆰 ０３３
实验组 ２ 那他霉素 １０ ２７􀆰 ０±０􀆰 ４ ０􀆰 ８２３
实验组 ３ 那他霉素 ∶核黄素＝ １ ∶ １ ０ ２７􀆰 ４±１􀆰 １ ０􀆰 １１２
实验组 ４ 核黄素 １０ ０

注:Ｐ 值表示各实验组与对照组之间抑菌圈大小的统计学分析结果ꎮ

测量抑菌圈直径观察抗菌效果(表 ２ ~ ４)ꎮ 实验组 １ 与对

照组相比ꎬ抗真菌效果均明显增强ꎬ且差异具有统计学意

义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ实验组 ４ 对三种菌均无效ꎻ当那他霉素与核

黄素、那他霉素与紫外线分别联合应用时ꎬ即实验组 ２、３
抗菌效果与对照组比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２兔眼真菌感染模型抗真菌效果

２􀆰 ２􀆰 １ 兔眼茄病镰刀菌感染模型　 角膜划痕联合异种脱

细胞角膜片覆盖后 ３ｄꎬ裂隙灯显微镜下可见角膜病灶区

呈灰白色混浊ꎬ角膜上皮缺失ꎬ荧光素染色(＋)ꎬ角膜基质

水肿ꎻ激光扫描共聚焦显微镜下可见角膜混浊灶呈坏死样

高反光ꎬ其间见较多炎性细胞和真菌孢子ꎬ局部见短棒样、
豆荚样菌丝ꎬ角膜刮片后显微镜下可见真菌菌丝及孢子ꎬ
角膜后基质细胞肿胀、体积增大ꎬ呈多边形蜂窝状的激活

状态ꎬ角膜内皮细胞肿胀失去规则六边形形态、边界不清ꎬ
局部见炎性细胞浸润(图 １)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２ 交联联合那他霉素对兔眼真菌性角膜炎的治疗效

果　 那他霉素治疗组及交联联合那他霉素治疗组病程约

１４ｄꎬ单独交联组病程约 ２１ｄꎻ经治疗后ꎬ各治疗组均已愈

合ꎬ各组角膜上皮均无缺损ꎬ新生血管较多ꎬ浅基质层均见

瘢痕形成ꎬ各组深基质层均无水肿ꎬ角膜内无菌丝ꎻ前节照

相结果显示ꎬ交联联合那他霉素治疗组治疗结果优于其它

各治疗组ꎬ瘢痕组织较少ꎬ角膜愈合较好ꎬ病程相对短ꎻ模
型对照组病程约 ２８ｄꎬ上皮尚未完全愈合ꎬ瘢痕较深ꎬ新生

血管密集ꎬ基质局部轻度水肿ꎬ角膜内无菌丝(图 ２、３)ꎮ
各组兔角膜的超微结构改变:治疗后扫描电子显微镜检测

结果显示:模型对照组未见上皮细胞ꎬ胶原纤维间有数量

较多的细胞ꎬ成纤维细胞呈扁平状伸出较长的突起ꎬ细胞

密度较高ꎬ可见发达的粗面内质网和线粒体ꎻ其余各组均

见上皮细胞ꎬ正常对照组和交联对照组少见成纤维细胞ꎻ
其余各模型治疗组有少量成纤维细胞ꎬ形状多不规则ꎬ有
突起(图 ４ꎬ表 ６)ꎮ
３讨论

真菌性角膜炎的治疗往往比较困难ꎬ早期诊断、及时

治疗对真菌性角膜炎患者具有重要的意义ꎮ 药物治疗和
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图 ２　 兔真菌感染模型治疗前后前节照相　 Ａ:治疗前模型对照组ꎻＢ:治疗后模型对照组ꎻＣ:治疗前交联治疗组ꎻＤ:治疗后交联治疗

组ꎻＥ:治疗前那他霉素治疗组ꎻＦ:治疗后那他霉素治疗组ꎻＧ:治疗前交联联合那他霉素治疗组ꎻＨ:治疗后交联联合那他霉素治疗组ꎻ
Ｉ:治疗前交联对照组ꎻＪ:治疗后交联对照组ꎮ

图 ３　 治疗后兔真菌感染模型角膜共焦显微镜结果(×８００)　 Ａ:模型对照组ꎻＢ:交联治疗组ꎻＣ:那他霉素治疗组ꎻＤ:交联联合那他霉

素治疗组ꎻＥ:交联对照组ꎮ

图 ４　 治疗后各组角膜组织扫描电子显微镜检测结果(×５００００)　 Ａ:正常对照组ꎻＢ:交联对照组ꎻＣ:模型对照组ꎻＤ:交联治疗组ꎻＥ:

那他霉素治疗组ꎻＦ:交联联合那他霉素治疗组ꎮ
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表 ６　 治疗后各组角膜组织扫描电子显微镜检测结果

分组 上皮细胞 胶原纤维束 纤维束直径(􀭰ｘ±ｓꎬｎｍ) 周期性横纹 成纤维细胞

正常对照组 可见
大量致密ꎬ横纵交错ꎬ

排列整齐
２４􀆰 ６±１􀆰 ８ 明显 少见

交联对照组 可见 排列紊乱ꎬ横纵交错 ３０􀆰 ７±２􀆰 １ 明显 未见

模型对照组 未见
大量致密ꎬ排列整齐ꎬ

较均匀
２５􀆰 ２±１􀆰 ４ 明显

较多ꎬ扁平状伸出

较长突起

交联治疗组 可见
大量致密ꎬ横纵交错ꎬ

扭曲明显
４３􀆰 ６±６􀆰 ４ａꎬｃ 明显

少量ꎬ体积较小ꎬ
形状不规则

那他霉素治疗组 可见
大量致密ꎬ横纵交错ꎬ

扭曲明显
３２􀆰 ０±３􀆰 ０ 明显

少量ꎬ扁平状ꎬ
有细长突起

交联联合那他霉素

治疗组
可见 大量ꎬ排列稍有紊乱 ４６􀆰 ０±４􀆰 ６ａꎬｃ 明显

少量ꎬ体积较大ꎬ梭型ꎬ
突起较长

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型对照组ꎮ

手术治疗往往同时进行ꎬ相辅相成合理应用ꎬ才能达到提

高治愈率的目的ꎮ 研制理想的抗真菌药物ꎬ寻找更好的治

疗手段是真菌性角膜炎治疗的重要方向ꎮ
　 　 核黄素－紫外线 Ａ 胶原交联术除了在圆锥角膜领域

广泛应用以外ꎬ近年来在眼部其它疾病治疗方面的应用研

究也越来越多ꎬ如 Ｆｕｃｈ 角膜营养不良[１０]、大疱性角膜病

变及细菌感染性角膜炎等[１１－１４]ꎮ 针对真菌性角膜炎ꎬ
Ａｎｗａｒ 等[１５]、Ｈａｏ 等[１６] 报道了角膜胶原交联术联合两性

霉素 Ｂ 治疗曲霉菌感染的角膜炎ꎬ联合应用后ꎬ病程缩

短ꎬ上皮缺损面积减小ꎬ角膜浸润面积减小ꎬ避免了角膜穿

孔的危险ꎮ 但在 Ｍａｒｔｉｎｓ 等[１７] 关于角膜胶原交联术抗体

外细菌和真菌的效果研究中发现ꎬ胶原交联术对体外培养

的白色念珠菌没有明显的抗菌效果ꎬ但与两性霉素 Ｂ 联

合应用ꎬ则可显著提高其抗菌效果ꎮ Ｓａｕｅｒ 等[１８] 进一步的

研究报道称ꎬ胶原交联术联合两性霉素 Ｂ 体外抗白色念

珠菌、镰刀菌、曲霉菌ꎬ与单独应用两性霉素 Ｂ 相比ꎬ抑菌

效果具有显著的差异ꎮ
本文针对黄曲霉菌、茄病镰刀菌、白色念珠菌三种实

验真菌ꎬ实验结果显示ꎬ单独应用 ＣＸＬ 无效ꎻ但 ＣＸＬ 可增

强那他霉素的抗真菌效果ꎬ二者具有相加作用ꎮ 实验结果

显示ꎬ相比单独应用那他霉素ꎬ核黄素－紫外线 Ａ 联合那

他霉素应用后ꎬ抗真菌效果显著增强ꎬ但是单独应用核黄

素－紫外线 Ａꎬ则无任何抗菌作用ꎬ从而考虑其机制为:多
烯类抗真菌药物在真菌微膜上形成微孔ꎬ从而促进核黄素

进入真菌细胞内ꎬ在紫外作用下影响真菌 ＤＮＡ 的合成ꎬ从
而产生协同抗菌作用ꎬ加强抗菌效果ꎮ 如果单独应用核黄

素与紫外照射ꎬ核黄素无法进入真菌细胞内对 ＤＮＡ 产生

影响ꎬ则无抗菌作用ꎮ 那他霉素是通过在真菌胞浆膜上形

成一个水溶性的孔道ꎬ同时改变胞浆膜的通透性ꎬ引起菌

体细胞内容物外渗、导致真菌停止生长ꎬ最终死亡ꎮ 文献

报道[１９]ꎬ核黄素在紫外线的作用下ꎬ可以对细菌、病毒及

白细胞的 ＤＮＡ 产生影响ꎮ 说明核黄素除了可进行胶原交

联反应之外ꎬ还可以干扰 ＤＮＡ 的合成ꎮ
采用角膜划痕联合异种脱细胞角膜片覆盖法制备真

菌感染动物模型ꎬ裂隙灯显微镜、激光扫描共聚焦显微镜

及角膜刮片等检查ꎬ均显示真菌感染动物模型成功ꎬ相比

传统划痕法、角膜基质层间注射法等模型动物制备方法ꎬ
成功率高ꎬ症状明显ꎮ 那他霉素治疗组及交联联合那他霉

素治疗组病程约 １４ｄꎬ单独交联组病程约 ２１ｄꎬ模型对照组

病程约 ２８ｄꎻ经治疗后ꎬ实验组愈合较好ꎬ可见ꎬ交联联合

那他霉素体内治疗兔真菌性角膜炎ꎬ可促进角膜愈合ꎬ缩
短病程ꎬ增强抗真菌效果ꎬ减少药物的使用周期ꎮ 文献报

道:在体治疗时ꎬ核黄素－紫外线 Ａ 胶原交联术可通过提

高胶原的物理交联ꎬ抑制角膜溶解ꎬ提高基质强度ꎬ在阻

止真菌向组织内部生长的过程中ꎬ同时阻止了多烯类抗

真菌药物的垂直扩散ꎬ提高了多烯类抗真菌药物的表层

药物浓度ꎬ在联合杀菌的基础上进一步提升了抗菌

效果[１６] ꎮ
综上所述ꎬ角膜胶原交联联合那他霉素的治疗方

法ꎬ在抗菌机制上ꎬ具有相加作用ꎬ那他霉素改变胞浆膜

的通透性ꎬ核黄素从而更好地进入体内ꎬ在紫外线的作

用下ꎬ联合产生更好的抗菌作用ꎻ在联合治疗真菌性角

膜炎时ꎬ通过交联的作用ꎬ角膜胶原增大ꎬ基质强度增

强ꎬ阻止了真菌向组织内部扩散ꎬ提高表层药物浓度ꎮ
因此ꎬ从抗菌机制及物理改变方面ꎬ角膜胶原交联联合

那他霉素共同治疗真菌性角膜炎ꎬ可促进角膜愈合ꎬ缩
短病程ꎬ增强抗真菌效果ꎬ减少药物的使用周期ꎬ具有更

好的应用前景ꎮ
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