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新鲜羊膜与不同保存方式羊膜眼表移植后转归的实验研究

赵+ 敏，胡+ 柯，张+ 琪，李+ 鸿+ + （重庆医科大学附属第一医院眼科，重庆 %"""!)）

+ + 摘+ 要：目的+ 观察比较新鲜羊膜（ ,-./0 12345647 2.28-13.，9:;）、甘油保存羊膜（ <=>7.-5=#?-./.-@.A 12345647 2.2#
8-13.，BC:;）、!""D乙醇保存羊膜（1=7505=#?-./.-@.A 12345647 2.28-13.，:C:;）、真空干燥羊膜（@17EE2 ?-./.-@.A 123456#
47 2.28-13.，FG:;）移植于碱烧伤的兔眼表后在眼表的变化及其最终结局。方法+ 建立兔角膜碱烧伤模型，将 *) 只新
西兰大白兔随机分为 9:;、BC:;、:C:;、FG:; % 组，每组 H 只，术后裂隙灯显微镜观察眼表治疗效果及羊膜植片变化情
况；术后 !"、!%、*" A作组织病理 IJ染色。结果+ 9:;组治疗效果最好，:C:; 组治疗效果不明显。移植后植片 !" A左
右开始溶解，至 !% A左右全部溶解脱落。:C:;组羊膜溶解时间较晚，9:; 组溶解最快。溶解后在各时间点各组组织切
片标本中均未找到羊膜组织。BC:;及 FG:;间治疗效果相似。结论 + 羊膜移植后最终溶解脱落，不能与受体组织融
合，角膜上皮在其下生长。羊膜眼表移植严格意义上只能叫做羊膜敷贴术。
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+ + 近年来羊膜移植在眼科得到快速发展，成为治疗
眼表疾病较为有效的手段之一，但其生物学基础尚不

完全清楚，不同学者的观点也不太一致。有学者提出

羊膜在移植中主要起到基底膜的作用，使新生的角膜

上皮有附着的“土壤”，而其所含生物活性物质起到辅

助作用［!］，也有学者［&］认为羊膜中生物活性成分主要
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发挥促进修复的作用。羊膜移植后是与组织愈合融为

一体还是溶解脱落至今尚无肯定回答。本实验建立标

准的碱烧伤动物模型，通过新鲜羊膜（ $%&’( )*+,-.,/
*&*0%)+&，123）、甘油保存羊膜（ 456/&%-578%&’&%9&:
)*+,-.,/ *&*0%)+&，;<23）、真空干燥羊膜（ 9)/==*
8%&’&%9&: )*+,-.,/ *&*0%)+&，>?23）、@AAB乙醇保存
羊膜（ )5/-(-578%&’&%9&: )*+,-.,/ *&*0%)+&，2<23）移
植，判断各组羊膜移植治疗早期角膜碱烧伤的疗效，观

察羊膜在眼表的变化，追踪其最终归宿。

!" 材料与方法

@# @" 羊膜的制备
@# @# @" 123制备" " 常规方法制备［C］。
@# @# D " ;<23 制备 " " 在装有羊膜的中性硅玻璃瓶中用
DA *5空针缓慢注入 @AAB无菌纯甘油，甘油尽量倒满，盖上橡
皮塞，置入 EF冰箱中保存。DE (后取出，在净化工作台上消毒
瓶口后用无菌镊将羊膜片取出，置于另一瓶中，再加入 @AAB纯
甘油，加盖后用 @ *5注射器将瓶内残留气体吸出，瓶塞自动盖
严，蜡封无菌瓶口。用标签标记制作日期，置入 E F冰箱中保
存 CA :后使用。
@# @# C" >?23制备" " 将小瓶去盖置于可调温真空干燥器中
低温真空干燥 @ (，加盖蜡封置于 E F冰箱中保存 CA :使用（此
羊膜的制备由重庆医科大学药学系教研室协助制作）。

@# @# E" 2<23制备" " 如上法先后用 !GB乙醇及无水乙醇处
理保存羊膜，CA :后使用。实验用羊膜均采用硝酸纤维素滤膜
作为载体，旋转冲压式羊膜环切刀切割。

@# D" 碱烧伤动物模型的制备与分组
@# D# @" 兔角膜重度碱烧伤模型的制备 " " 新西兰大白兔 CH
只，体质量 D# G I C# G J4，清洁级，雌雄不拘（重庆医科大学实验
动物中心提供），右眼为实验眼，裂隙灯显微镜检查眼前段无病

变。用氯胺酮和异丙嗪按 @K @混合 E *5臀肌注射，将直径 L **
的圆形滤纸用 @ *-5 M N O)PQ溶液浸透贴于角膜中央 CA ’，立即
用 CA *5生理盐水冲洗（烧伤程度根据全国眼外伤职业眼病学组
通过的烧伤标准判定）。移植组于烧伤 DE (后行羊膜移植手术。
@# D# D" 实验动物分组" " 实验兔以数字表法随机分成 E 个羊
膜移植组：123、;<23、>?23、2<23组，每组 L 只。

@# C" 手术方法
" " 麻醉生效后剪去第三眼睑，沿角膜缘全周剪开球结膜，用
烧灼器止血，用剃须刀片彻底刮除角膜表面坏死组织及角膜上

皮（保留角膜缘处）。除新鲜羊膜组外，各组羊膜均于术前在室

温下用 @ AAA R M *5庆大霉素生理盐水复水 CA *,+，上皮面朝上
铺于角膜表面，其边缘超出角膜缘约 G **。用 @A7A 缝线（爱尔
康公司）间断缝合固定于浅层巩膜，使羊膜紧贴角膜创面，其间

不能有血肿存留，然后将球结膜缝回角膜缘，盖于羊膜之上。

对照组在切除第三眼睑。

@# E" 临床观察
" " 术后 D I D@ :每日，D@ :后每 C 日，用裂隙灯显微镜观察兔
眼表角膜混浊度、角膜新生血管生长情况，羊膜植片贴附及溶

解吸收情况，记录比较各移植组眼表修复情况。

@# G" 组织病理标本的制作与观察
" " 各组分别于术后 @A、@E、CA :，把兔经耳缘静脉空气栓塞处
死，每组 D 只，立即沿角膜缘将角膜取下分别置于 @AB多聚甲
醛溶液中固定，按常规方法制作组织病理标本。

#" 结果

D# @" 羊膜植片情况
" " 术后 G : >?23组羊膜植片脱落 @ 眼，其余各组无脱落；术
后 ! :，;<23植片脱落 @ 眼，123 脱落 @ 眼，2<23 组无脱落，
其余羊膜植片无溃烂、溶解、排斥、层间积液，周边未见卷起，羊

膜平整紧贴角膜；术后 @A :左右各组羊膜出现不同程度溶解，
多由上方角膜缘处开始逐渐扩大，123 组发展最快，2<23 组
存留时间最长，中央区羊膜最长可存留至术后 @S :；术后 @E :
各移植组角膜中央区羊膜植片基本溶解，周边仍残留部分羊

膜；术后 DA :，各移植组残留羊膜已不可见。

D# D" 烧伤后角膜形态学变化
D# D# @" 角膜混浊度" " 碱烧伤后兔眼角膜即刻出现肉眼可见
的明显混浊、水肿，呈毛玻璃状，但仍可隐见虹膜及瞳孔。行羊

膜移植术后 ! : 内 123、;<23、>?23 角膜呈!度混浊，虹膜
隐约可见，2<23呈! I"度混浊，且有 @ 眼出现角膜溶解变
薄，并于第 DA 天发生穿孔。123、;<23、>?23组术后 @E :角
膜水肿有所消退，但混浊改变不明显（图 @2）。CA : 角膜中央
绝大部分变透明，无瘢痕形成。2<23 组术后第 @E 天角膜中
央均为白色混浊，部分出现溶解溃疡（图 @T）。术后各个时间
段，123、;<23、>?23均比 2<23角膜混浊度轻。

!! !"
2：;<23组；T：2<23组

图 !" 术后 !$ %羊膜移植组角膜混浊度观察"（裂隙灯显微镜 U @A）

D# D# D" 角膜新生血管的生长情况" " 第 ! 天各组均可见新生
血管芽从角膜缘向中央逐渐生长，组间无明显差异。@D I DA :
新生血管生长最为旺盛，顶端分叉相互连接成网状在羊膜下向

角膜中央生长，2<23几乎满布整个角膜（图 D2），其余 C 组程
度较轻，此后新生血管停止生长，并开始不同程度消退。CA :
时 123血管明显较前稀疏；;<23 和 >?23 新生血管在角膜
缘 D I G **范围内呈稀疏毛刷状（图 DT）；2<23组消退缓慢，
大于 C M E 象限被 VO>占据。

GCH



!! !"
!：!"!#组；$：%&!#组

图 !" 术后 #$ %羊膜移植组新生血管生长情况

’( )* 组织病理学改变
* * +, -时 !"!#组眼表面及角膜基质中有大量的多形核白
细胞浸润，胶原纤维断裂溶解，角膜缘可见较密集的新生血管。

* * +. - 时 /"!# 和 %&!# 角膜下有中量的 "#0 浸润（图
)!），而 1!#角膜基质内多形核白细胞浸润最少，胶原排列较
整齐，部分角膜表面有上皮覆盖，排列规则，角膜缘可见少量新

生血管，!"!#有大量的 "#0浸润，上皮细胞及胶原纤维排列
紊乱在各组均未见到任何羊膜组织。

* * ), - 时 !"!# 基质内大量新生血管（图 )$），/"!# 和
%&!#可见少许 "#0浸润，角膜表面已有 ’ 2 ) 层上皮细胞覆
盖，基底细胞扁平，排列不规则，而 1!# 角膜内炎性细胞浸润
明显减少，上皮细胞排列较规则，其基底细胞呈柱状排列。

!! !"
!：+. -时 %&!#组（34 5’,,）；$：), -时 !"!#组（34 5.,,）

图 #" 术后羊膜移植组病理观察

#" 讨论

* * 羊膜是半透明、光滑的薄膜状组织，主要由类似角
膜的基底膜和无血管的基质构成，无免疫原性，含有大

量细胞因子和蛋白酶抑制剂，具有生物学特性［.］。临

床发现羊膜具有抑制炎症、促进上皮细胞增殖和减轻

新生血管化的作用［6 7 8］，其作用机制尚不清楚，其最终

归宿更是鲜有报道［6 7 9，:］。

* * 本实验设立 1!#、/"!#、%&!# 及 !"!# . 个羊
膜移植组来探讨羊膜在眼表移植后的转归过程。有研

究认为羊膜光滑，可以作为一种生物半透膜覆盖在碱

烧伤后的眼表面，有效的减轻角膜刺激症状，减少眼睑

活动对角膜烧伤创面的再损伤。从本实验看来虽然

!"!#覆盖于眼表的时间最长，但各个时间段 1!#、
/"!#和 %&!#促进角膜上皮修复速度上均明显优
于 !"!#组，所以羊膜是否有物理保护作用还有待进
一步研究。

* * 实验中各组羊膜均在 +, - 左右开始溶解脱落，
+. - 时中央区基本完全溶解，’, - 时周边区残存羊膜
也完全溶解，在各时间点的组织病理标本内均未见羊

膜组织。8 -时尝试将带有未溶解羊膜组织的眼球整
个取下作全眼球的病理切片，希望能观察到眼表羊膜

与角膜的形态学关系变化，但羊膜仍在制片过程中脱

落，故羊膜最终的归宿是溶解脱落，羊膜作为外源性材

料相对于机体而言都是异物，不能与角膜组织融合起

到上皮细胞修复的支架作用，上皮细胞是在羊膜之下

生长的。这也与同组实验中将羊膜植片埋入小鼠皮

下，结果产生异物肉芽肿反应，羊膜被成纤维细胞包裹

吸收得到的结论一致。由于羊膜无免疫原性，其在眼

表的存在方式也只是覆盖眼表，而不是埋植于组织之

中，故而不会诱发机体产生强烈的排斥反应，其在眼表

的溶解脱落也只是组织自溶的结果。!"!#由于酒精
的固定作用减慢了组织的自溶过程，故存留于眼表的

时间稍长。

* * 羊膜移植的效果与其所含生长因子和酶类的种类
数量有关。羊膜最终在眼表溶解脱落，不能与受体角

膜组织融合，因为羊膜移植不是基底膜移植。羊膜移

植严格意义上讲只能叫做羊膜敷贴。
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