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摘要
目的:对生物工程角膜移植术后发生免疫排斥反应患者进
行激光共焦显微镜观察和免疫病理研究ꎬ初步探究生物工
程角膜移植排斥反应的发生机制ꎮ
方法:回顾性病例研究ꎮ 纳入 ２０１８－０９ / ２０２０－１２ 我院收
治的感染性角膜炎行生物工程角膜移植术后发生免疫排
斥患者 ５ 例 ５ 眼ꎮ 裂隙灯检查角膜透明度、角膜新生血
管ꎻ激光共焦显微镜对角膜进行动态观察ꎬ记录免疫排斥
反应后角膜上皮下朗格罕氏细胞和基质炎症细胞密度ꎬ并
以对侧眼作为对照进行统计分析ꎮ 行同种异体角膜移植
时取下生物工程角膜ꎬ免疫组织化学染色后对 ＣＤ４＋细胞
和 ＣＤ８＋细胞及炎症细胞的浸润和分布进行观察ꎮ
结果:激光共焦显微镜显示ꎬ术眼角膜上皮下可见大量活
化郎格罕氏细胞ꎬ其活化比例与对侧眼比较有差异( χ２ ＝
３８.２９ꎬＰ<０.００１)ꎮ 基质层大量炎症细胞ꎬ与对侧眼比较具
有差异( ｔ＝ ３２.５ꎬＰ<０.０５)ꎮ 对生物工程角膜组织进行免
疫组织化学染色和 ＨＥ 染色ꎬ角膜基质层均可见 ＣＤ４＋细
胞和 ＣＤ８＋细胞ꎬ仅 １ 眼角膜基质层可见大量嗜酸性粒
细胞ꎮ
结论:生物工程角膜移植术后免疫排斥反应经免疫病理证
实以 Ｔ 细胞介导的细胞免疫在发病机制中具有重要作用ꎬ
对异种抗原的超敏反应可能参与其中ꎮ
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０引言
角膜病是我国主要致盲眼病之一ꎬ其中角膜盲占盲人

总数的 １ / ４ꎬ而感染性角膜炎是角膜盲的主要原因[１－２]ꎮ
发展中国家每年由角膜感染引起的单眼盲患者约 １５０ 万
例ꎬ主要病原体包括细菌、真菌、病毒和棘阿米巴原虫[３]ꎮ
角膜移植仍然是治疗感染性角膜炎的最有效的方法ꎬ能够
治愈 ８０％以上的角膜炎患者ꎮ 近年来ꎬ因为同种异体角膜
供体的缺乏ꎬ所以猪来源的生物角膜因在去细胞和去抗原
处理后可降低其免疫原性并保留角膜的三维立体结构ꎬ具
有良好的生物相容性而应用于临床ꎬ解决了部分角膜供体
来源缺乏的窘境ꎮ 然而生物角膜作为异种材料在移植到
人眼后是否有免疫排斥反应的发生ꎬ免疫排斥反应的临床
表现和病理机制等一系列问题目前较少报道ꎮ 本研究在
此方面进行了探索ꎬ对生物工程角膜移植术后排斥反应的
临床表现、体征、激光共焦显微镜及免疫组织化学染色等
方面进行了一系列的观察ꎬ对生物工程角膜移植排斥发生
机制进行初步的探究ꎬ为进一步的临床治疗提供依据ꎮ
１对象和方法
１.１对象　 采用回顾性系列病例观察研究ꎬ收集 ２０１８－０９ /
２０１９－１２ 在西安市第一医院就诊并确诊为感染性角膜炎
患者 １８０ 例 １８０ 眼中术后发生免疫排斥患者 ５ 例 ５ 眼ꎮ
纳入标准:(１) 诊断为感染性角膜炎患者ꎬ行生物工程角
膜移植手术并发生免疫排斥反应ꎬ判断标准参照 Ｈｏｌｌａｎｄ
评分(表 １) [４]方法ꎬ以角膜混浊、水肿、新生血管 ３ 项评分
之和定义为角膜免疫排斥反应指数( ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＲＩ)ꎬ
当 ＲＩ≥６ 时即认为发生免疫排斥反应ꎮ (２)术前接受规
范的抗免疫排斥治疗病情无明显好转者ꎮ (３)角膜植片
严重混浊或者基质溶解ꎬ须行同种异体角膜移植ꎮ 排除标
准:(１)既往原发及继发干燥综合征、糖尿病及其他自身
免疫性疾病ꎮ (２)上皮型、基质型及内皮型等各型病毒性
角膜炎ꎮ (３)对侧眼有角膜炎、青光眼、高度近视等眼部
疾病者ꎮ 本试验通过西安市第一医院伦理委员会批准和
国家食品药品监督局(国家药品监督管理局)医疗器械技
术审评中心备案ꎬ患者入组前均签署知情同意书ꎮ
１.２方法
１.２.１手术步骤　 手术均由同一位经验丰富的医师完成ꎮ
术眼使用 ２％的布比卡因和 ０.７５％的利多卡因 １∶ １ 混合剂
行球后麻醉ꎬ置开睑器ꎬ固定上、下直肌ꎬ用妥布霉素稀释
液充分冲洗结膜囊ꎬ根据病灶直径选择合适的角膜环钻制
作角膜植床ꎬ用手术刀片逐层剖切病变角膜ꎬ至病灶完全
清除ꎬ选择与病灶角膜直径等大的环钻制作植片ꎬ采用
１０－０尼龙线将生物工程角膜植片间断对位缝合于角膜植
床ꎬ线结转埋ꎮ
１.２.２术后治疗　 所有患者均在术后 １、３、６、９、１２ｍｏ 进行
随访观察ꎮ 参照 Ｈｏｌｌａｎｄ 评分方法ꎬ以角膜混浊、水肿、新
生血管 ３ 项评分之和定义为免疫排斥反应指数( ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ
ｉｎｄｅｘꎬＲＩ)ꎬ当 ＲＩ≥６ 时即认为发生免疫排斥反应ꎬ应用
１％醋酸泼尼松龙滴眼液、０.１％他克莫司滴眼液、０.１％玻
璃酸钠滴眼液点眼ꎬ均每日 ４ 次ꎬ妥布霉素地塞米松眼膏
睡前点眼 １ 次ꎬ给予静脉滴注地塞米松 １０ｍｇ 并逐渐减量

治疗ꎮ 观察 ２ｗｋ 患者病情无缓解ꎬ再行同种异体穿透角膜
移植手术ꎬ并对生物工程角膜组织进行免疫病理检查ꎮ
ＲＩ≤６患者给予 １％醋酸泼尼松龙滴眼液、０.１％他克莫司
滴眼液、０.１％玻璃酸钠滴眼液点眼ꎬ均每日 ３ 次ꎬ角膜植
片逐渐透明ꎮ
１.２.３激光共焦显微镜检查　 应用 ＨＲＴ３ 激光共焦显微镜
(分辨率为 １μｍꎬ放大倍数为 ８００ 倍)对所有生物工程角
膜移植术后出现免疫排斥反应患者术眼及对侧眼进行检
查ꎬ应用 ０.４％盐酸奥布卡因滴眼液点眼 ２ 次进行表面麻
醉ꎬ嘱咐患者下颌放于显微镜托架上ꎬ保持头正位ꎬ移动手
柄ꎬ使角膜接触帽定位在受检者角膜中央部位ꎬ调节成像
焦点平面ꎬ使角膜各层图像通过计算机屏幕同步显示ꎬ采
集各层角膜图片并保存ꎮ 利用 ＮＡＶＩＳ 软件对角膜各层细
胞形态、组织结构进行综合分析ꎬ尤其是角膜上皮下朗格
罕氏细胞的活化程度[又名树突状细胞( ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓꎬ
ＤＣｓ)ꎬ静止期形态为短棒状ꎬ活化期有明显突起]和基质
层内炎症细胞(表现为圆形或椭圆形细胞ꎬ体积较角膜基
质细胞略小)密度ꎮ
１.２.４免疫组织化学染色及 ＨＥ 染色实验　 石蜡切片免疫
组化染色采用 Ｓ－Ｐ 法ꎮ 以正常羊血清孵育替代一抗孵
育ꎬ作为阴性对照ꎻ以 ＰＢＳ 孵育替代一抗孵育ꎬ作为空白
对照ꎮ 采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ－ＢＸ４３ 光学显微镜观察并摄片ꎮ 试
剂:ＣＤ４、ＣＤ８ 单克隆抗体 (即用型)ꎬ即用型免疫组化
ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭ ｐｌｕｓ 广谱试剂盒ꎬ抗原修复液(ＥＤＴＡ 法)ꎬ
正常羊血清ꎬＤＡＢ 显色液ꎮ 以上试剂均购自福州迈新生
物技术开发有限公司ꎮ ＨＥ 染色步骤如下:脱蜡ꎬ脱蜡二
甲苯Ⅰ、Ⅱ各 １０ｍｉｎꎬ事先准备好盖玻片ꎻ覆水ꎬ１００％(Ⅰ、
Ⅱ)、９０％、８０％、７０％酒精各 ５ｍｉｎꎬ自来水冲洗 ５ｍｉｎ×３ꎻ苏
木精染色 ５ｍｉｎꎬ流水冲洗ꎻ５％乙酸分化 １ｍｉｎꎬ流水冲洗ꎬ
用吸管滴加乙酸ꎬ布满玻片上的组织即可ꎬ分化后颜色变
浅了一些ꎬ成为蓝色ꎻ伊红染色 １ｍｉｎꎬ流水冲洗ꎻ脱水:
７０％、８０％、９０％、１００％酒精各 １０ｓꎬ二甲苯 １ｍｉｎꎬ可以在通
风橱自然晾干再封片ꎬ约 ５ｍｉｎꎻ滴上中性树胶ꎬ封片ꎬ用吸
管滴上一滴即可ꎬ尽量少滴ꎬ但压片后要将组织全部覆盖
完ꎬ避免中间有气泡ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１７.０ 统计学软件进行统计分
析ꎮ 术眼与对侧眼出现角膜上皮下活化的朗格罕氏细胞
比例的比较采用卡方检验ꎮ 角膜基质中炎细胞密度术眼
与对侧眼比较采用配对样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 纳入患者一般资料情况 　 本研究共收集生物工程角
膜移植术后患者 １８０ 眼ꎬ其中发生免疫排斥反应患者 ５
眼ꎬ免疫排斥反应发生率为 ２.８％ꎮ 其中男 ４ 例ꎬ女 １ 例ꎬ
年龄 ４５~６１ 岁ꎮ ５ 眼中细菌性角膜炎 ２ 眼(１ 眼因角膜异
物导致细菌性角膜炎ꎬ１ 眼为眼部碱烧伤后继发细菌性角
膜炎)ꎻ真菌性角膜炎 ３ 眼ꎮ
２.２裂隙灯及激光共焦显微镜检查　 病例 １ꎬ男ꎬ６１ 岁ꎬ术
前 ＢＣＶＡ:数指 / ４０ｃｍꎬ临床诊断为右眼细菌性角膜炎ꎬ行
生物工程角膜板层移植术ꎬ术后 ６ｍｏ 角膜植片高度水肿ꎬ
可见角膜上皮缺损ꎬ鼻侧新生血管长入ꎬＲＩ 评分 １２ 分ꎻ激
光共焦显微镜检查显示上皮下及浅基质层存在大量活化
的朗格罕氏细胞(具有短树突或长树突的细胞)ꎬ基质层
可见大量圆形高反光的炎症细胞ꎬ见图 １ꎮ 病例 ２ꎬ女ꎬ５０
岁ꎬ术前 ＢＣＶＡ:手动 / ３０ｃｍꎬ右眼真菌性角膜炎ꎬ角膜移植
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图 １　 病例 １ 术眼前节和激光共焦显微镜照片及免疫病理图片 　 Ａ ~ Ｃ:眼前节照片ꎻＤ、Ｅ:激光共焦显微镜照片ꎻＦ:ＨＥ 染色ꎻＧ、
Ｈ:Ｓ－Ｐ 染色ꎮ

图 ２　 病例 ５ 术眼前节和激光共焦显微镜照片及免疫病理图片　 Ａ、Ｂ:眼前节照片ꎻＣ、Ｄ:激光共焦显微镜照片ꎻＥ:ＨＥ 染色ꎻＦ、Ｇ:Ｓ－Ｐ
染色ꎮ

表 １　 角膜移植各项观察指标评分标准

观察项目 ０ 分 １ 分 ２ 分 ３ 分 ４ 分

角膜水肿 无水肿 轻度上皮水肿 上皮和基质轻度水肿 上皮和基质明显水肿 大泡性角膜病变

角膜混浊 无混浊 虹膜纹理可见 虹膜纹理不清 重度浸润ꎬ隐见瞳孔 完全混浊ꎬ前房不清

角膜新生血管 无新生血管 角膜植床新生血管 进入角膜植片小于 ２ｍｍ 或
角膜缘小于 １ 个象限

进入角膜植片大于 ２ｍｍ 或
角膜缘大于 １ 个象限

新生血管布满角膜

术后 ５ｍｏ 发生免疫排斥反应ꎬＲＩ 评分 １０ 分ꎻ激光共焦显
微镜检查显示浅基质层活化的朗格罕氏细胞及炎症细胞ꎮ
病例 ３ꎬ男ꎬ４５ 岁ꎬ术前 ＢＣＶＡ:数指 / ５０ｃｍꎬ右眼碱烧伤继
发细菌性角膜炎ꎬ角膜移植术后 ９ｍｏ 发生免疫排斥反应ꎬ
ＲＩ 评分 ９ 分ꎻ激光共焦显微镜检查亦可见活化的朗格罕
氏细胞和炎症细胞ꎮ 病例 ４ꎬ男ꎬ５６ 岁ꎬ术前 ＢＣＶＡ:手动 /
２０ｃｍꎬ左眼真菌性角膜炎ꎬ术后 ６ｍｏ 发生排斥反应ꎬＲＩ 评
分 ９ 分ꎻ角膜基质层可见朗格罕氏细胞和炎症细胞ꎮ 病例
５ꎬ男ꎬ５３ 岁ꎬ术前 ＢＣＶＡ:０.１ꎬ左眼真菌性角膜炎ꎬ术后 ７ｍｏ
发生免疫排斥反应ꎬＲＩ 评分 １０ 分ꎻ激光共焦显微镜可见
朗格罕氏细胞和炎细胞ꎬ见图 ２ꎮ

术眼的 ＲＩ 为 ９~１２(平均 １０±１.１)分ꎮ 激光共焦显微

镜检查显示术眼角膜上皮下可见活化郎格罕氏细胞ꎬ其活
化比例 ７４.２％ꎬ与对侧眼 １５.２％比较差异有统计学意义
(χ２ ＝ ３８. ２９ꎬ Ｐ < ０. ００１)ꎮ 基质层大量炎症细胞 １６４１ ±
１６０ / ｍｍ２ꎬ与对侧眼 ７８±２３ / ｍｍ２ 比较差异有统计学意义
( ｔ＝ ３２.５ꎬＰ<０.０５)ꎮ
２.３免疫病理检查结果　 病例 １ 在角膜全层 ＨＥ 染色均可
见炎症细胞及嗜酸性粒细胞(图 １Ｆ)ꎬ在角膜基质深层及
浅层均可见 ＣＤ４＋细胞的表达(图 １Ｇ)ꎬ同样可见 ＣＤ８＋细
胞的表达(图 １Ｈ)ꎮ 病例 ２、３、４ 及 ５ 的患者 ＨＥ 染色角膜
基质全层可见炎症细胞ꎬ未见嗜酸性粒细胞ꎬ在角膜基质
层可见 ＣＤ４＋细胞的表达ꎬ亦可见 ＣＤ８＋细胞的表达ꎬ病例 ５
免疫病理图片见图 ２ꎮ
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３讨论
目前临床主要应用的生物工程角膜是猪角膜脱细胞

基质ꎬ这是一种基于细胞组织工程学的角膜替代材料ꎬ在
同种异体角膜供体材料缺乏的今天ꎬ在一定程度上缓解了
角膜供体匮乏的局面ꎬ为临床感染性角膜患者保留了眼
球ꎬ并恢复部分患者视力ꎮ 然而即使是脱细胞的角膜基质
降低了移植术后的免疫排斥反应[５－７]ꎬ我们在临床应用中
仍可见免疫排斥反应的发生ꎮ 本研究收集我院生物工程
角膜移植术后发生免疫排斥反应患者作为研究对象ꎬ对其
进行裂隙灯检查、激光共焦显微镜和免疫组织病理研究ꎬ
以期从临床体征、活体细胞观察、免疫病理等方面深入揭
示生物工程角膜移植免疫排斥反应发生的机制ꎬ为临床治
疗提供依据ꎬ提高手术的成功率ꎮ

本研究发现生物工程角膜移植术后免疫排斥反应表
现为角膜植片的水肿、混浊、新生血管的长入ꎬ早期还存在
角膜上皮缺损ꎮ 如果此时未能得到及时诊治ꎬ角膜植片的
溶解和混浊加重ꎬ会严重影响患者术后视力ꎮ 同时ꎬ角膜
植片溶解进展的后果是严重的ꎬ可能会发生角膜穿孔等并
发症ꎮ 因此ꎬ对于行生物工程角膜移植术的患者需要更加
严密的随访与观察ꎮ 另外ꎬ除了术后糖皮质激素和免疫抑
制剂的应用外ꎬ术前对生物工程角膜移植适应证的选择、
术中植床植片的对合良好及术后及时拆除缝线等对预防
术后免疫排斥反应亦是至关重要的影响因素ꎮ 术前患者
角膜溃疡直径较大、溃疡偏位、溃疡深度达到角膜厚度的
１ / ２ 以上、睑板腺功能障碍及睑缘炎等均会导致术后免疫
排斥反应率增加ꎮ 根据生物工程角膜移植术后免疫排斥
反应机制的观察及研究ꎬ治疗仍以糖皮质激素及免疫抑制
剂等药物治疗为主[８]ꎬ若进行性进展ꎬ则须再次行同种异
体角膜移植手术ꎮ

激光共焦显微镜是一种高分辨率、高放大倍数并且无
创的显微镜ꎬ为我们进一步了解生物工程角膜移植术后免
疫排斥反应发生时角膜的细胞形态和结构变化的动态评
估提供了重要的工具[９]ꎮ 本研究对患眼的共焦显微镜检
查发现ꎬ角膜上皮下及基质层可见大量活化的朗格罕氏细
胞及炎症细胞ꎬ这点与同种异体角膜移植排斥相同[１０]ꎬ推
测是由于细胞免疫在角膜移植免疫排斥反应中的作用ꎬ多
种细胞参与其中ꎬ如辅助性 Ｔ 细胞、细胞毒性 Ｔ 细胞及巨
噬细胞等重要的免疫活性细胞和效应细胞ꎮ 同样在生物
工程角膜移植术后免疫排斥反应中ꎬ角膜上皮下及基质层
活化的树突状细胞仍然是重要的抗原呈递细胞ꎬ能够介导
细胞免疫的发生ꎮ ＤＣｓ 是目前已知的功能最强的抗原呈
递细胞ꎬ也是活化初始 Ｔ 细胞最有效的细胞ꎬ未成熟的
ＤＣｓ 刺激初始 Ｔ 细胞活化的能力很弱ꎬ但成熟的 ＤＣｓ 能有
效刺激活化初始 Ｔ 细胞ꎬ对免疫反应进行启动、调控及
应答[８]ꎮ

为进一步证实在共焦显微镜下炎症细胞的性质ꎬ我们
对所有患者再次手术时取下的生物工程角膜组织进行免
疫组化和 ＨＥ 染色ꎬ研究发现所有生物工程角膜移植术后
排斥反应患者角膜基质浅层、深层及全层均有不同程度的
ＣＤ４＋细胞和 ＣＤ８＋细胞的表达ꎬ由此推断细胞免疫参与生

物工程角膜移植术后免疫排斥反应ꎬ多种细胞因子介导下
的 ＣＤ４＋细胞引起的迟发型超敏反应和 ＣＤ８＋细胞所致的
细胞毒作用会对移植片造成组织损伤ꎮ 这与以往文献报
道的生物工程角膜移植动物试验中结果一致[１１]ꎮ 另外ꎬ
在我们的研究中有 １ 眼角膜组织经 ＨＥ 染色后发现了大
量的嗜酸性粒细胞ꎮ 嗜酸性粒细胞是淋巴细胞活化因子
ＲＡＮＴＥＳ 与 ＩＬ－１６ 的主要来源ꎬ通过上调黏附分子的表面
表达增强跨内皮移动ꎬ从而刺激细胞脱颗粒ꎬ进而参与免
疫反应ꎻ同时ꎬＲＡＮＴＥＳ 与 ＩＬ－１６ 对淋巴细胞、单核细胞、
嗜酸性粒细胞有很强的趋化作用ꎬ会进一步加重组织的炎
症和损伤[１２]ꎮ 在生物工程角膜移植免疫排斥中发现的大
量嗜酸性粒细胞ꎬ可能是因为异种抗原移植而诱发的超敏
反应ꎬ进一步机制有待探索和研究ꎮ

生物工程角膜应用于板层角膜移植治疗感染性角膜
炎ꎬ不仅可以有效控制感染ꎬ提高患者视力ꎬ而且其免疫排
斥反应与同种异体人角膜移植机制类似ꎬ但术后糖皮质激
素和免疫抑制剂等药物的应用对于减少免疫排斥反应仍
属必要ꎮ 生物工程角膜移植术后的免疫排斥反应需要从
围手术期的各环节进行防控ꎬ以保证生物工程角膜植片良
好的透明性恢复角膜视觉功能ꎮ 生物工程角膜有效缓解
了角膜供体来源不足的现状ꎮ
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