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摘要
目的:研究人脐带间充质干细胞(ｈＵＣＭＳＣｓ)移植治疗兔
角膜碱烧伤的疗效ꎬ分析多形核中性白细胞(ＰＭＮｓ)的浸
润和血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)的表达变化ꎮ
方法:将 ７５ 只健康日本白兔随机分成 Ａ、Ｂ、Ｃ 组ꎬ每组 ２５
只ꎬ均建立右眼角膜碱烧伤模型ꎮ Ａ 组兔右眼角膜碱烧伤
后立即行角膜病灶区羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 覆盖术ꎻＢ 组兔
右眼角膜碱烧伤后立即行角膜病灶区羊膜覆盖术ꎻＣ 组兔
右眼角膜碱烧伤后未进行处理ꎮ 角膜碱烧伤后 ３、７、１４、
２１、２８ｄꎬ裂隙灯下观察实验兔角膜恢复情况并照相ꎬ对角
膜新生血管(ＣＮＶ)生长情况进行评分ꎬ并分离角膜组织
制作病理切片ꎬ通过苏木素－伊红(ＨＥ)染色观察 ＰＭＮｓ 浸
润情况ꎬ采用免疫组化染色法测定 ＶＥＧＦ 的表达ꎮ
结果:角膜碱烧伤后 １４ｄ 时ꎬＡ 组 ＣＮＶ 较 Ｂ 组生长明显缓
慢ꎬＡ 组病灶区周围 ＣＮＶ 生长评分明显低于 Ｂ 组(Ｐ <
０.０５)ꎮ 碱烧伤后 ３ｄ 时ꎬ角膜 ＰＭＮｓ 数量增加ꎬ浸润角膜
基质层ꎬ７ｄ 时稍有下降ꎬ１４ｄ 时达到峰值ꎬ后渐进性下降ꎬ
碱烧伤后早期浸润在病灶区角膜基质内ꎬ后期浸润范围与
溃疡面积相同ꎬ碱烧伤后各时间点 Ａ 组和 Ｂ 组角膜 ＰＭＮｓ
密度均明显低于 Ｃ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ且 １４、２１ｄ 时ꎬＡ 组均明
显低于 Ｂ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ 碱烧伤后各组角膜 ＶＥＧＦ 表达水
平均在 ７~１４ｄ 时达到峰值ꎬ２８ｄ 时明显降低ꎬ碱烧伤后各
时间点 Ａ 组和 Ｂ 组 ＶＥＧＦ 表达水平均明显低于 Ｃ 组(Ｐ<
０.０５)ꎬ且 ７、１４、２１ｄ 时ꎬＡ 组均明显低于 Ｂ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 移植治疗兔角膜碱烧伤可减少
ＣＮＶ 形成ꎬ抑制碱烧伤后角膜血管化ꎬ角膜病理损伤及血
管化与 ＰＭＮｓ 和 ＶＥＧＦ 密切相关ꎮ
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ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｔ １４ ａｎｄ ２１ｄ ( Ｐ < ０. ０５ ) . Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ＶＥＧＦ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ａｌｋａｌｉ
ｂｕｒｎ ｒｅａｃｈｅｄ ｐｅａｋ ａｔ ７~ １４ｄ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔ
２８ｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶＥＧＦ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ
ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｔ ａｌｌ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ａｌｋａｌｉ ｂｕｒｎ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ａｎｄ
ｇｒｏｕｐ Ａ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｔ ７ꎬ
１４ ａｎｄ ２１ｄ (Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈＵＣＭＳＣｓ ａｆｔｅｒ
ａｌｋａｌｉ ｂｕｒｎ ｃｏｒｎｅａ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＮＶ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｒｅｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ａｌｋａｌｉ ｂｕｒｎ. Ｔｈｅ
ｃｏｒｎｅａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｒｅ
ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＰＭＮｓ ａｎｄ ＶＥＧＦ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎻ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎻ ａｌｋａｌｉ － ｂｕｒｎｅｄ ｃｏｒｎｅａꎻ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎻ ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｓｏｎｇ ＤＹꎬ Ｇａｏ ＭＨꎬ Ｌｉ ＤＭ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｌｋａｌｉ － ｂｕｒｎｅｄ ｃｏｒｎｅａ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ
Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(５):７１７－７２２

０引言
角膜碱烧伤是比较常见的化学性眼外伤ꎬ由于碱具有

较强的渗透性ꎬ能够对角膜深层组织造成严重的病理性损
伤且难以治愈[１]ꎮ 角膜烧伤的病理损伤进程中会有严重
的炎症反应和新生血管生长ꎬ大量细胞因子和酶类参与ꎬ
其中多形核中性白细胞 ( ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓꎬ
ＰＭＮｓ)浸润和血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)在病理损伤区内新生血管的生长中发
挥重要作用[２]ꎮ 角膜碱烧伤的病理损伤机制复杂ꎬ对于重
度角膜碱烧伤的诊治较为棘手ꎬ尚无较为理想的治疗方
法ꎮ 人 脐 带 间 充 质 干 细 胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬｈＵＣＭＳＣｓ)具有分化增殖快ꎬ能力
较强、易于制备、易于保存等优点[３]ꎬ目前在角膜碱烧伤的
治疗中已有应用ꎬ但具体的治疗机制及疗效亟待深入研
究ꎬ鉴于此ꎬ本研究对兔角膜碱烧伤病灶区进行 ｈＵＣＭＳＣｓ
移植并观察角膜新生血管 ( ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬ
ＣＮＶ)生长情况ꎬ为临床治疗严重角膜碱烧伤提供依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物及分组　 选取健康日本白兔 ７５ 只(首都医
科大学基础实验中心提供)ꎬ１２ 月龄ꎬ体质量 ２.０ ~ ２.５ｋｇꎬ

雌雄各半ꎬ以右眼为实验眼ꎬ分组前采用裂隙灯检查排除
眼部疾病ꎬ依据体质量和性别随机分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 组ꎬ每组 ２５
只ꎬ相同饮食及环境下饲养ꎮ 三组实验兔均建立右眼角膜
碱烧伤模型ꎮ Ａ 组兔右眼在碱烧伤后立即行角膜病灶区
羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 覆盖术ꎻＢ 组兔右眼在碱烧伤后立即
行角膜病灶区羊膜覆盖术ꎻＣ 组兔右眼在角膜碱烧伤后未
进行处理ꎮ 本研究遵循国家科技部颁布的«实验动物管
理条例»和中国医学科学院医学实验动物研究所编制的
«实验动物安乐死指南»ꎬ并获得首都医科大学附属北京
同仁医院伦理委员会批准ꎮ
１.１.２主要试剂和仪器　 主要试剂:鼠抗兔 ＶＥＧＦ 多克隆
抗体、山羊抗鼠 ＩｇＧ(Ａｂｃａｍ)ꎬＳＡＢＣ 试剂盒、过氧化酶、过
氧化酶阻断剂(Ｂｉｏｓｓ 公司)ꎬ硝酸纤维素滤纸(武汉博士
德科技公司)ꎮ 主要仪器:切片机(ＨＭ３２５ꎬ日本)、漂烘处
理器(ＰＨＹ－３ꎬ广州)、恒温箱(ＺＤ６００ꎬ泉州)、实验净化台
(ＳＷ－ＣＪ－ＩＦＤꎬ北京)、振荡器(ＴＨＺ－８２ 型ꎬ沈阳)、分析图
像系统(Ｉｍａｇｅ８０００ꎬ澳大利亚)、裂隙灯(ＳＬ－２ＧꎬＴｏｐｃｏｎ)、
生物显微镜(ＣＫ×５３ꎬＯｌｙｍｐｕｓ)和 ＩｍａｇｅＰｌｕｓ６.０ 分析系统ꎮ
１.２方法
１.２.１兔角膜碱烧伤模型的建立 　 实验兔右眼表面麻醉
(１５ｍＬ ∶ ７５ｍｇ 盐酸丙美卡因滴眼液)ꎬ将浸泡在 １ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＯＨ 溶液中的直径 ８.０ｍｍ 的圆形单层滤纸片取出ꎬ贴附
在角膜中央区ꎬ碱烧伤 １ｍｉｎ 后取下ꎬ使用 ５００ｍＬ 生理盐水
冲洗兔角膜表面和结膜囊ꎬ２.５ｇ / Ｌ 氯霉素滴眼液及 １０ｇ / Ｌ
阿托品滴眼液点眼ꎬ制作Ⅲ级角膜碱烧伤动物模型ꎮ 裂隙
灯下观察角膜烧伤区透明度、角膜基质烧伤深度ꎬ依据中
华医学会眼外伤学组发布的烧伤标准进行评估ꎬ符合Ⅲ级
角膜碱烧伤程度即为模型制作成功[４]ꎮ 兔右眼角膜碱烧
伤造模后ꎬ为避免角膜溃疡穿孔均给予右眼药物治疗ꎬ
２.５ｇ / Ｌ左氧氟沙星滴眼液(每天 ３ 次)、１０ｇ / Ｌ 阿托品滴眼
液(每天 ２ 次)、红霉素眼膏(每晚 １ 次)点眼ꎬ均连续用
药 ３ｄꎮ
１.２.２羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 植片的制备　 本研究应用首都
医科大学基础实验中心制备的羊膜负载 ３ 代 ｈＵＣＭＳＣｓ 植
片成品进行实验研究ꎬ羊膜基质的 ｈＵＣＭＳＣｓ 细胞密度为
５０００ｃｅｌｌｓ / ｃｍ２(图 １)ꎮ
１.２.３手术方法　 实验兔进行腹腔注射麻醉(４ｍＬ 浓度为
１０ｇ / Ｌ 的戊巴比妥钠注射液)ꎬ将头部固定于显微镜下的
手术 台 上ꎮ Ａ 组 兔 右 眼 碱 烧 伤 后 立 即 行 羊 膜 负 载
ｈＵＣＭＳＣｓ 植片移植ꎬ右眼置开睑器ꎬ２０ｇ / Ｌ 盐酸丙美卡因
滴眼液表面麻醉ꎬ手术显微镜下以负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 的羊膜
上皮面朝上平铺于角膜表面ꎬ在角膜缘将羊膜与结膜、表
层巩膜用 １０－０ 尼龙缝线间断缝合 ４ 针ꎬ剪去边缘多余羊
膜ꎮ Ｂ 组兔右眼碱烧伤后立即进行单纯羊膜移植ꎬ方法同
前ꎮ Ｃ 组兔右眼碱烧伤后不做手术处理ꎮ 实验过程中发
生严重眼内出血或角膜溶解穿孔则予以剔除ꎮ
１.２.４观察指标
１.２.４.１裂隙灯显微镜观察 ＣＮＶ 情况　 角膜碱烧伤后 ３、
７、１４、２１、２８ｄꎬ各组随机选取 ５ 只实验兔ꎬ应用裂隙灯检查
右眼ꎬ进行眼前节照相ꎬ并对角膜碱烧伤病灶周围新生血
管长入情况进行评分ꎮ ＣＮＶ 评分标准:０ 分:角膜无 ＣＮＶ
生长ꎻ１ 分:ＣＮＶ 生长位于角膜缘 ２ｍｍ 以内ꎻ２ 分:ＣＮＶ 位
于角膜周边ꎬ范围≤１ / ２ 象限ꎻ３ 分:ＣＮＶ 位于角膜周边ꎬ
范围>１ / ２ 象限ꎻ４ 分:全角膜均见 ＣＮＶ 生长ꎮ
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图 １　 第 ３ 代人脐带间充质干细胞　 脐带间充质干细胞多为长
梭形纤维细胞结构ꎬ拟负载至羊膜基质ꎮ

１.２.４.２角膜组织切片的制备　 角膜碱烧伤后 ３、７、１４、２１、
２８ｄꎬ各组随机选取 ５ 只实验兔进行大剂量麻醉处死(经耳
缘静脉注射 １０ｇ / Ｌ 的戊巴比妥钠注射液ꎬ１５０ｍｇ / ｋｇ)ꎬ立
即用手术剪沿右眼球角膜缘环形剪开球结膜ꎬ剪断眼外肌
和视神经ꎬ完整摘除眼球ꎬ切取带有少量巩膜的整个角膜
组织ꎬ置于 １０％甲醛溶液中固定 ４８ｈꎬ之后使用不同浓度
的乙醇溶液进行梯度脱水ꎬ二甲苯溶液透明化切片ꎬ石蜡
包埋后以 ４μｍ 厚度进行连续切片[１]ꎮ
１.２.４.３ ＨＥ 染色观察 ＰＭＮｓ 浸润情况　 随机选取每只实
验兔角膜组织切片 ５ 张ꎬ脱蜡后行苏木素－伊红(ＨＥ)染
色ꎬ２００ 倍光镜下观察每张切片ꎬ随机选取病灶区的 １０ 个
视野进行照相ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ ８０００ 分析图像系统和 Ｉｍａｇｅ
Ｐｌｕｓ６.０ 分析图像仪对图片进行分析ꎬＰＭＮｓ 为细胞核蓝色
深染ꎬ记录细胞数ꎬ取平均值ꎮ
１.２.４.４免疫组化染色观察 ＶＥＧＦ 的表达　 随机选取每只
实验兔角膜组织切片 ５ 张ꎬ常规脱蜡ꎬ０.３％过氧化氢溶液
孵育 １５ｍｉｎ 后ꎬ修复抗原ꎬ血清封闭ꎬ滴入稀释后 １∶ １００ 浓
度的鼠抗兔 ＶＥＧＦ 多克隆抗体ꎬ ３７℃ 下孵育 １ｈꎬ加入
１ ∶ １００浓度的山羊抗鼠 ＩｇＧ 和过氧化物酶标 ＳＡＢＣ 溶液ꎬ
ＤＡＢ 显色ꎬ于 ４００ 倍显微镜下观察ꎬ细胞浆含有棕黄色颗
粒的细胞即为 ＶＥＧＦ 染色阳性细胞[４]ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ ８０００ 图
像分析系统分析获得的图像ꎬ在 ２０ 倍物镜下输入图像采
集系统ꎬ每张切片随机选取 １０ 个视野ꎬ获取 ＶＥＧＦ 阳性细
胞的光密度值ꎬ取平均值ꎮ

统计学分析:应用 ＳＰＳＳ ２０.０ 和 Ｏｒｉｇｉｎ ８.０ 软件对数据
进行统计分析ꎮ 服从正态分布的计量资料采用均数±标
准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ三组间比较采用单因素方差分析ꎬ进一
步组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ不服从正态分布的计量
资料采用中位数(四分位间距)[Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)]表示ꎬ三组
间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验ꎬ进一步组间两两比较
采用 Ｎｅｍｅｎｙｉ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１裂隙灯显微镜观察 ＣＮＶ 情况　 碱烧伤后即可见到角
膜中央区有瓷白色边界清晰的烧伤病灶ꎬ病灶直径约为
８ｍｍꎬ深达角膜基质ꎬ窥视不清瞳孔及虹膜组织ꎮ 随着损
伤进展ꎬ角膜缘均见明显充血ꎬ碱烧伤后 ３ｄ 时角膜缘可见
毛刷样新生血管芽ꎻ７ｄ 时可见 ＣＮＶ 长入角膜烧伤区ꎬＡ 组
和 Ｂ 组兔眼 ＣＮＶ 均呈环绕式沿病灶边缘长入基质层ꎬ
Ｂ 组兔眼 ＣＮＶ 生长稍快ꎻ１４ｄ 时 Ａ 组兔眼角膜病灶周围存

在较大范围的无 ＣＮＶ 长入区ꎬＢ 组与 Ａ 组相比病灶区无
ＣＮＶ 生长的面积较小ꎬＡ 组、Ｂ 组、Ｃ 组兔眼角膜病灶区
ＣＮＶ 评分分别为 ０(０ꎬ０)、１.５０(１.２５ꎬ１.７５)、２.５０(２.２５ꎬ
２.９２)分ꎬ三组总体差异具有统计学意义( χ２ ＝ ４０.３１ꎬＰ<
０.０１)ꎬＡ 组与 Ｂ 组比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ２１ｄ
时 Ａ 组兔眼 ＣＮＶ 较前期明显回退ꎻ２８ｄ 时 Ｂ 组兔眼 ＣＮＶ
较前期明显回退ꎬ且 Ａ 组较 Ｂ 组、Ｃ 组兔眼 ＣＮＶ 生长较
少ꎬ相对应的角膜病灶区也更加透明(图 ２)ꎮ
２.２ ＨＥ染色观察 ＰＭＮｓ 浸润情况　 碱烧伤后 ３ｄ 时 Ａ 组
和 Ｂ 组兔眼角膜病灶区损伤明显较轻ꎬＰＭＮｓ 数量较少ꎬ
基质层胶原纤维排列清晰平整ꎬ羊膜尚未与角膜上皮层融
合ꎬ较易分离ꎬＣ 组兔眼角膜中央溃疡ꎬ上皮剥脱ꎬ病灶区
存在 ＰＭＮｓꎬ基质水肿ꎬ胶原纤维紊乱ꎻ１４ｄ 时 Ａ 组和 Ｂ 组
羊膜已与角膜上皮基质层大部分黏连融合ꎬ胶原纤维排列
较整齐ꎬ水肿较轻ꎬ且增厚均匀一致ꎬＡ 组 ＰＭＮｓ 浸润和基
质层中 ＣＮＶ 生长均较少ꎬＣ 组兔眼角膜上皮层部分修复ꎬ
细胞肿胀ꎬ基质肥厚ꎬ胶原纤维断裂水解ꎬ尤其是角膜溃疡
病灶和邻近病灶的上皮细胞下有大量 ＰＭＮｓ 浸润ꎬ大量
ＣＮＶ 生长ꎬ基质层胶原纤维明显紊乱无序(图 ３)ꎮ

角膜碱烧伤后各时间点三组兔角膜 ＰＭＮｓ 密度随时
间变化波动显著ꎬ碱烧伤后 ３ｄ 时即有大量 ＰＭＮｓ 产生ꎬ７ｄ
时有所下降ꎬ随后快速增加并在 １４ｄ 时达到峰值ꎬ后逐渐
下降ꎬ２８ｄ 时降到接近 ７ｄ 时的量值水平ꎬ各时间点组间差
异均有统计学意义(Ｐ<０.０１ꎬ表 １)ꎮ 碱烧伤后 ３、７、１４、２１、
２８ｄ 时ꎬＡ 组和 Ｂ 组兔角膜 ＰＭＮｓ 密度均明显低于 Ｃ 组
(Ｐ<０.０５)ꎬ且 １４、２１ｄ 时ꎬＡ 组兔角膜 ＰＭＮｓ 密度均明显低
于 Ｂ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ但 ３、７ｄ 时ꎬＡ 组和 Ｂ 组兔角膜 ＰＭＮｓ 密
度差异无统计学意义(均Ｐ>０.０５)ꎬ提示在控制炎症反应
方面羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 与羊膜覆盖角膜病灶短期内
(<７ｄ)的疗效无明显差异ꎬ７ｄ 后 ｈＵＣＭＳＣｓ 成活后促进上
皮细胞修复ꎬ可明显减少炎症反应ꎮ 碱烧伤后 ２８ｄ 时(修
复后期)ꎬＡ 组和 Ｂ 组兔角膜 ＰＭＮｓ 密度均低于 Ｃ 组(Ｐ<
０.０５)ꎬ且 Ａ 组仍低于 Ｂ 组(Ｐ>０.０５)ꎬ提示 ２８ｄ 时 Ａ 组和
Ｂ 组兔角膜上皮均已修复ꎬ炎症得到控制ꎮ 上述结果表明
羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 移植治疗能够促进角膜上皮较好地修
复ꎬ疗效确切ꎮ
２.３免疫组化染色观察 ＶＥＧＦ 的表达 　 三组兔角膜碱烧
伤后病灶区均有 ＶＥＧＦ 阳性表达ꎬ碱烧伤后 ３ｄ 时ꎬ角膜上
皮层缺损ꎬ角膜缘 ＣＮＶ 和 ＰＭＮｓ 数量增多ꎬＰＭＮｓ 周围
ＶＥＧＦ 呈弱阳性表达ꎬ在角膜病理损伤进程中ꎬＶＥＧＦ 表达
逐渐升高ꎬ从角膜边缘到病灶区中央 ＶＥＧＦ 表达逐渐升
高ꎻ７ ~ １４ｄ 时 ＶＥＧＦ 分布于角膜上皮和基质层ꎬＶＥＧＦ 表
达位于 ＰＭＮｓ 周围较明显(图 ４)ꎻ２８ｄ 时ꎬＶＥＧＦ 在修复的
角膜组织中表达很弱ꎮ

角膜碱烧伤后三组兔角膜中 ＶＥＧＦ 表达水平均在 ７~
１４ｄ 时达到峰值ꎬ２８ｄ 明显降低ꎬ各时间点三组组间差异均
有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬ表 ２)ꎮ 碱烧伤后 ３、７、１４、２１、２８ｄ
时ꎬＡ 组和 Ｂ 组兔角膜 ＶＥＧＦ 表达水平均明显低于 Ｃ 组
(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ７、１４、２１ｄ 时ꎬＡ 组兔角膜 ＶＥＧＦ 表达水平均
明显低于 Ｂ 组 ( Ｐ < ０. ０５)ꎮ 上述结果表明羊膜负载
ｈＵＣＭＳＣｓ 移植治疗角膜碱烧伤疗效确切ꎮ
３讨论

角膜碱烧伤早期溃疡区就有大量炎症细胞浸润ꎬ随病
程进展可见持续性损伤、角膜上皮剥脱、基质水肿溃疡和
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图 ２　 裂隙灯显微镜观察角膜碱烧伤情况　 Ａ:角膜碱烧伤负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 羊膜移植治疗后 ２８ｄꎻＢ:角膜碱烧伤单纯羊膜移植治疗后

２８ｄꎻＣ:角膜碱烧伤后未处理 ２８ｄꎮ 角膜碱烧伤负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 羊膜移植治疗后角膜表面新生血管最少ꎬ角膜碱烧伤后未处理角膜表

面新生血管最多ꎬ角膜透明度最差ꎮ

图 ３　 ＨＥ染色观察 ＰＭＮｓ浸润情况　 Ａ:角膜碱烧伤负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 羊膜移植治疗后 １４ｄꎻＢ:角膜碱烧伤单纯羊膜移植治疗后 １４ｄꎻＣ:
角膜碱烧伤后未处理 １４ｄꎮ 角膜碱烧伤负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 羊膜移植治疗后角膜表面新生血管最少ꎬ角膜碱烧伤后未处理角膜表面新生

血管最多ꎬ角膜基质纤维更为紊乱ꎮ 三角示 ＰＭＮｓꎻ箭头示新生血管ꎮ

图 ４　 免疫组化染色观察 ＶＥＧＦ 的表达　 Ａ:角膜碱烧伤负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 羊膜移植治疗后 １４ｄꎻＢ:角膜碱烧伤单纯羊膜移植治疗后

１４ｄꎻＣ:角膜碱烧伤后未处理 １４ｄꎮ 角膜碱烧伤负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 羊膜移植治疗后角膜基质 ＶＥＧＦ 表达最少ꎬ角膜碱烧伤后未处理角膜基

质 ＶＥＧＦ 表达最多ꎮ 细胞浆呈棕黄色为 ＶＥＧＦ 阳性细胞ꎮ

表 １　 兔角膜碱烧伤后各组不同时间点角膜 ＰＭＮｓ密度 (􀭰ｘ±ｓꎬｃｅｌｌｓ / １０００μｍ２)

组别 碱烧伤后 ３ｄ 碱烧伤后 ７ｄ 碱烧伤后 １４ｄ 碱烧伤后 ２１ｄ 碱烧伤后 ２８ｄ
Ａ 组 ３４.４３±３.３１ ３０.５２±２.４３ ４６.４３±３.３５ ４０.５８±２.１２ ３４.３４±３.２１
Ｂ 组 ３８.１３±３.８３ ３２.７８±３.５６ ６０.１３±４.６４ａ ５４.５４±２.３４ａ ３６.２３±３.４３
Ｃ 组 ５８.３４±４.６７ａꎬｃ ４６.３４±２.３６ａꎬｃ ９０.０７±５.６７ａꎬｃ ８３.２３±３.３１ａꎬｃ ４３.２８±３.４５ａꎬｃ

　 　
Ｆ ５２.３８ ４５.４７ １１８.１０ ３３８.９３ ９.８０
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:Ａ 组:角膜碱烧伤后立即行角膜病灶区羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 覆盖术ꎻＢ 组:角膜碱烧伤后立即行角膜病灶区羊膜覆盖术ꎻＣ 组:角膜

碱烧伤后未进行处理ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ Ａ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ Ｂ 组ꎮ
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表 ２　 兔角膜碱烧伤后各组不同时间点角膜中 ＶＥＧＦ阳性细胞平均光密度 􀭰ｘ±ｓ
组别 碱烧伤后 ３ｄ 碱烧伤后 ７ｄ 碱烧伤后 １４ｄ 碱烧伤后 ２１ｄ 碱烧伤后 ２８ｄ
Ａ 组 ０.１１４±０.０２１ ０.９２１±０.０４３ １.０３１±０.０３５ ０.６５８±０.０１２ ０.１００±０.０２１
Ｂ 组 ０.１２０±０.００１ １.４８３±０.０５６ａ １.４２７±０.０２５ａ ０.９４０±０.０３４ａ ０.１０３±０.０４３
Ｃ 组 ０.１３９±０.０１１ａꎬｃ １.６５１±０.０６２ａꎬｃ １.８２５±０.０２１ａꎬｃ １.２３１±０.０１５ａꎬｃ ０.２８７±０.１０２ａꎬｃ

　 　
Ｆ ４.５４ ２４８.３２ １０３１.９２ ８０７.４３ １３.５６
Ｐ ０.０３ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:Ａ 组:角膜碱烧伤后立即行角膜病灶区羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 覆盖术ꎻＢ 组:角膜碱烧伤后立即行角膜病灶区羊膜覆盖术ꎻＣ 组:角膜

碱烧伤后未进行处理ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ Ａ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ Ｂ 组ꎮ

ＣＮＶ 生成等ꎬ在病理损伤修复进程中炎症反应和 ＣＮＶ 起
着重要作用[１ꎬ５]ꎮ ＭｃＣｕｌｌｅｙ 将眼表化学伤的病程分为 ４ 个
时期ꎬ即烧伤期、急性期(０ ~ ７ｄ)、修复早期(１ ~ ３ｗｋ)和修
复晚期(>３ｗｋ) [４ꎬ６]ꎮ 本研究涉及角膜烧伤期、急性期、修
复早期和修复晚期ꎬ碱烧伤后角膜病灶区的溃疡修复和碱
性物质的浸润损伤进程同时存在ꎮ

角膜碱烧伤的治疗较为棘手ꎬ治疗方法很多ꎬ其中干
细胞移植治疗角膜碱烧伤的方法包括 ｈＵＣＭＳＣｓ 结膜下注
射、骨髓间充质干细胞移植和人间充质干细胞滴眼液点眼
等[７]ꎮ Ａｌｍａｌｉｏｔｉｓ 等[８] 研究向角膜基质内和结膜下同时注
射间充质干细胞ꎬ结果证实间充质干细胞具有抑制 ＣＮＶ
生长和保持角膜透明度的功能ꎮ 关于羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ
移植治疗角膜碱烧伤的疗效报道较少ꎮ Ｌｉｕ 等[９] 向大鼠
角膜基质内注射 ｈＵＣＭＳＣｓꎬ证实移植的 ｈＵＣＭＳＣｓ 能在角
膜基质中成活和增殖ꎬ移植的 ｈＵＣＭＳＣｓ 成功表达角膜基
质蛋白标记物ꎬ角膜基质内的胶原纤维可以重排ꎬ并可增
加基质厚度、改善角膜透明度ꎬ提高角膜基质细胞的功能
且未诱发免疫应答ꎬ同时 Ｃａｌｌ 等[１０]和 Ｇａｌｉｎｄｏ 等[１１]将注射
ｈＵＣＭＳＣｓ 应用于角结膜损伤治疗的研究也获得了较好的
治疗效果ꎮ 本研究移植羊膜负载的 ｈＵＣＭＳＣｓꎬ较角膜基
质注射更简单易行ꎬ且能对角膜碱烧伤中更大面积的病灶
区进行 ｈＵＣＭＳＣｓ 移植ꎬ从而促进角膜基质和上皮修复ꎮ
以往研究证实间充质干细胞能改善角膜透明度ꎬ本研究也
证实了这一理论ꎮ 角膜透明度改善的生物机制尚不清楚ꎬ
分析可能与 ｈＵＣＭＳＣｓ 调控成纤维细胞活性和抑制基质细
胞凋亡等相关[１０ꎬ１２]ꎮ Ａｌｍａｌｉｏｔｉｓ 等[８] 观察到成功移植间充
质干细胞 ３０ｄ 后角膜基质透明度明显改善ꎬ而本研究移植
ｈＵＣＭＳＣｓ １４ｄ 后观察角膜混浊程度已有明显改善ꎬ基质混
浊减轻ꎬ能观察到虹膜和瞳孔ꎬ这可能与羊膜负载的
ｈＵＣＭＳＣｓ 更易成活并快速发挥修复作用有关ꎮ 　 　

目前关于 ＣＮＶ 生长机制的解释主要有缺氧理论和炎
症理论ꎬ研究认为 ｈＵＣＭＳＣｓ 移植对角膜碱烧伤后炎症相
关性血管化具有抑制作用[１３]ꎮ 本研究中ꎬ角膜碱烧伤后
病灶区移植 ｈＵＣＭＳＣｓ 可明显抑制溃疡灶周边 ＣＮＶ 的生
长ꎬ证实移植 ｈＵＣＭＳＣｓ 具有抑制 ＣＮＶ 生长及炎症反应的
双重作用ꎮ 羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 移植可以形成“角膜上皮
化”ꎬ保护角膜基质ꎬ抑制胶原蛋白酶、铁蛋白酶及溶解酶
的损伤作用ꎬ减轻角结膜炎症因子的应激反应ꎬｈＵＣＭＳＣｓ
可促进角膜上皮和基质层的修复ꎬ运送生长因子至溃疡
灶ꎬ增强眼表抗炎修复作用ꎬ抑制 ＰＭＮｓ 的深层浸润ꎬ减慢
溃疡进展ꎬ促进溃疡修复ꎮ 角膜碱烧伤病灶区既有 ＰＭＮｓ
浸润又有 ＶＥＧＦ 表达ꎬＶＥＧＦ 能够促进内皮细胞分泌蛋白
酶及蛋白酶原活化因子ꎬ诱导血管基底膜的降解ꎬ促进细

胞侵入周围基质ꎬ并迁移、增生和分化成一个新的含有管
腔的血管[１４－１６]ꎮ 角膜 ＣＮＶ 生成的早期ꎬＶＥＧＦ 在角膜缘
的表达明显增加ꎬ逐渐向中央溃疡灶迁移ꎬ在 ＰＭＮｓ 浸润
部位 ＶＥＧＦ 表达更明显ꎬ可见 ＶＥＧＦ 的表达与 ＰＭＮｓ 的浸
润具有一致性ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[１７]在动物实验中也证实角膜病灶
区 ＶＥＧＦ 主要来自角膜缘侵入基质层的 ＰＭＮｓꎮ 吴联群
等[１８]也提出 ＶＥＧＦ 的表达增强与炎性细胞特别是 ＰＭＮｓ
的关系密切ꎬＶＥＧＦ 的表达促进了 ＣＮＶ 的生成ꎬ这与相关
实验中利用结膜瓣遮盖治疗角膜碱烧伤抑制 ＰＭＮｓ 的浸
润ꎬ并减少 ＣＮＶ 生长的结果一致[６ꎬ１９]ꎮ 本研究各观察时
间点 Ａ 组和 Ｂ 组角膜 ＰＭＮｓ 浸润细胞数均低于 Ｃ 组ꎬ且角
膜碱烧伤后 １４、２１ｄ 时 Ａ 组与 Ｂ 组角膜 ＰＭＮｓ 浸润量值存
在明显差异ꎬ差异具有统计学意义ꎬ充分说明角膜碱烧伤
后 １４ｄ 前羊膜移植具有治疗作用ꎬ １４ｄ 后羊膜负 载
ｈＵＣＭＳＣｓ 移植成活ꎬ在促进角膜基质和上皮修复方面发
挥了明显作用ꎻ角膜碱烧伤后 ７、１４、２１ｄ 时 Ａ 组与 Ｂ 组
ＶＥＧＦ 的表达量存在明显差异ꎬ差异具有统计学意义ꎬ但
２８ｄ 时 Ａ 组与 Ｂ 组角膜组织 ＶＥＧＦ 的表达量差异无统计
学意义ꎬ提示角膜碱烧伤后 ７ｄ 后羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 移植
即发挥了明显的修复作用ꎬ在实验晚期(２８ｄ 时)Ａ 组与 Ｂ
组均已完成角膜病灶区的上皮化ꎬＶＥＧＦ 的表达无明显差
异ꎮ 本研究结果为临床治疗角膜碱烧伤的 ｈＵＣＭＳＣｓ 移植
提供了理论依据ꎬ为临床选择抗炎及抑制血管生成的最佳
治疗时机提供参考ꎮ

根据本研究中 ＰＭＮｓ 和 ＶＥＧＦ 的变化趋势ꎬ角膜碱烧
伤后 ３ｄ 眼表即需要频点抗生素滴眼液ꎬ可以稀释残留的
化学物质ꎬ有效减轻炎症反应ꎬ而 ７~ ２１ｄ 是角膜溃疡溶解
期ꎬ在抗炎同时要抑制 ＶＥＧＦ 的活性ꎬ减少新生血管的生
成ꎬ确保角膜透明度ꎮ 碱烧伤 １４ｄ 后ꎬ眼表可以应用促进
上皮和基质修复的眼膏和眼液ꎬ促进修复的同时抑制角膜
血管翳[４ꎬ６ꎬ１９－２１]ꎮ 在临床诊治上ꎬ炎症反应和 ＶＥＧＦ 促进
ＣＮＶ 生成关系密切ꎬ角膜碱烧伤的病理损伤和修复过程
复杂ꎬ炎症反应与 ＶＥＧＦ 的相关性ꎬ羊膜负载 ｈＵＣＭＳＣｓ 移
植抑制 ＣＮＶ 生长和减轻角膜混浊的机制ꎬ尚需实验深入
研究ꎮ
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