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改良M-K液中添加透明质酸钠对角膜保存时间影响的研究
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　　提　要:目的　探讨在改良 M-K液中加入透明质酸钠(SH), 对提高保存角膜质量和延长保存时间的作用。方法　参

考M-K液配方进行改良 , 自制中期保存液(MMK液),另加入 SH 制成保存液Ⅰ(0.05%SH)、Ⅱ(0.03%SH)、Ⅲ(0.01%SH),

对照组为MMK 液 ,在保存 3、5、7、10 d 时 ,对保存兔角膜片行大体形态观察 , 台盼蓝-茜素红联合染色 、SDH、G-6-P酶活性检

测及超微结构观察。结果　各组在保存后不同时间点大体形态观察均有较明显差异;实验Ⅰ组(0.05%SH)与同期各组比

较 ,其角膜片的透明度最好 , 水肿最轻。台盼蓝-茜素红染色活性内皮细胞百分率比较 ,实验Ⅰ 组最高 , 对照组最低 , 各组

间比较有显著差异(P<0.01);SDH 和 G-6-P酶染色平均透光密度值比较 , 各组间有显著性差异(P<0.01)。结论　在改

良M-K液中加入 SH 可延长角膜保存时间 , 保存效果与 SH 的浓度有关。
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　　Abstract:Objective　To investigate the roles of sodium hyaluronate (SH)in the preservation of corneas.

Methods　Referred to M-K prescription Preserving liquid MMK was employed as the control.Different concentra-
tions of SH added into the preserving liquidMMK were employed as the experiment groups:group Ⅰ (0.05%SH),

group Ⅱ(0.03%SH), and group Ⅲ(0.01%).At 3 , 5 , 7 , and 10 d after preservation in the preserving liquids ,
the ultrastuctures of the rabbit corneas were observed by scan electron microscopy and light microscopy , the corneas

were stained by typan blue alizarin red staining , and the activities of SDH and G-6-P were detected by enzymohisto-

chemistry.Results　There was difference in macrostructure of the corneas in each group.Morphological changes in

group Ⅰ were not obvious , but those in the control group were remarkable.Trypan blue-alizarin red staining indicat-

ed the highest vitality of corneal endothelial cells(CECs)in group Ⅰ , but the lowest in the control group.In addit-
ion , the activities of SDH andG-6-P in each group were significantly different.Conclusion　The addition of SH in

reformed M-K liquid can prolong the duration of the mid-term preserved corneas and the protective effect is in a dose-
dependent manner.
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　　为了适应我国角膜移植手术的发展 ,提高角膜移

植手术的成功率 ,必须保证高质量的角膜供体材料 ,如
何提高保存角膜质量和延长保存时间已成为角膜保存

研究的重点。透明质酸钠作为一种重要的生物医学材
料 ,不但具有独特的流变学特性 ,而且具有良好的生物

相容性 ,对细胞生长 、移行 、增殖 、分化等过程均有重要
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的调节作用 。本研究在保存液中加入SH ,通过对角膜

内皮细胞形态学 、细胞活性 、超微结构等检测 ,探讨 SH

在保存液中对延长保存时间和提高角膜质量的作用。

1　材料与方法

1.1　角膜保存液的配制
　　自制中期保存液MMK(参考 M-K 液配方), 主要成分有 M-

199 ,葡聚糖 ,HEPES ,庆大霉素 , 硫酸链霉素等。将 MMK液分装

成 20 ml 瓶 , 密封置于 4 ℃冰箱内备用。

1.2　角膜片的制备与保存
　　2 ～ 3 月龄新西兰大白兔 24 只(重庆医科大学实验动物中
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心提供),耳缘静脉注入空气致死 , 眼部消毒后行全眼球摘除 ,

在1∶2 000庆大霉素生理盐水中浸泡 20 min后 , 切取带 2 mm 巩

膜缘的全角膜片。将保存液从 4 ℃冰箱取出复温后 , 加入 SH

(山东正大福瑞达制药有限公司)制成浓度为 0.05%(Ⅰ液)、

0.03%(Ⅱ液)、0.01%(Ⅲ液), 3 组均为实验组 , 对照组为未加

SH 的 MMK 液 , 将取下的角巩膜片迅速放入各组保存液中 , 密

封置于 4 ℃保存。

1.3　检测内容
　　在保存3 、5、7 、10 d , 对角膜片进行:①大体形态观察。 ②台

盼蓝-茜素红联合染色 , 计算活性内皮细胞百分率。 ③透射电

镜和扫描电镜观察。 ④酶组织化学染色检测 SDH 、G-6-P 酶活

性 ,定量测定酶染色的透光密度值。

1.4　统计学处理
　　所有数据用 SAS8.2 统计软件包处理 , 采用两因素重复测

定的方差分析。

2　结果

2.1　角膜大体形态观察
　　各组保存液均澄清 ,无混浊污染现象。保存 3、5 d:实验组

角膜均透明 ,无水肿增厚 , 而对照组角膜已出现轻微水肿;第 7、

10 天:实验组角膜出现轻度水肿 ,对照组则较明显水肿 ,透明度

差;实验Ⅰ组(0.05%SH)与同期各组比较 , 其角膜水肿增厚最

轻 ,保存时间最长 , 保存效果最好。

2.2　台盼蓝-茜素红联合染色光学显微镜观察(表 1)
　　在保存的4 组中 , 实验 Ⅰ组 CEC 活性细胞百分率最高(图

1), 而对照组 CEC活性细胞百分率最低(图 2)。统计结果显示

各组间比较有显著性差异(P<0.01), 各时间点比较也有显著

性差异(P<0.01)。

表 1　台盼蓝-茜素红联合染色内皮细胞活性细胞百

分率比较(n=6 ,  x±s)

Tab 1　Comparison of the percentages of cel l vitality by trypan blue-

alizarin red staining in CECs(n=6 ,  x±s)

Preserving time(d)
Group

3 5＊＊ 7＊＊ 10＊＊

Ⅰ liquid 97.62±1.49 92.97±2.62 87.60±3.41 84.25±6.49

Ⅱ liquid＊ 93.67±3.43 89.65±4.98 82.45±5.45 76.80±3.89

Ⅲ liquid＊ 90.57±1.71 83.82±4.35 74.38±6.36 65.38±4.74

MMK liquid＊ 83.08±6.40 65.17±4.97 55.18±8.21 33.37±4.48

＊:F =140.10, P <0.01 , vs Ⅰ liquid;＊＊:F=143.96 ,

P<0.01 , vs 3 d

图 1　Ⅰ液保存 7 d , CEC形态正常 ,核染色细胞少　(LM×200)

Fig 1　Normal morphology of CECs and fewer nuclei stained in group

Ⅰ at 7 d after preservation　(LM ×200)

图 2　对照组保存 7 d , CEC形态差 ,核染色细胞多　(LM×200)

Fig 2　Morphological changes of CECs at 7 d after preservation in

the control group　(LM ×200)

2.3　酶组织化学染色检测角膜内皮细胞 SDH 和G-6-

P酶的活性(表 2)
　　所有阴性对照为无色;阳性对照 SDH 为蓝紫色沉淀 , G-6-P

为棕黄色沉淀。保存 3 , 5 , 7 , 10 d 4 组角膜内皮细胞行 SDH 和

G-6-P酶组织化学染色后 , 经生物医学图像分析系统测定 ,实验

Ⅰ组角膜内皮细胞 SDH 和 G-6-P 酶活性最高 , 对照组角膜内皮

细胞酶活性最低 ,统计分析 4 组之间 SDH 和 G-6-P酶染色平均

透光密度值比较有显著性差异(P<0.01);各时间点比较也有

显著性差异(P<0.01)。

表 2　角膜内皮细胞 SDH和 G-6-P染色平均透光密度值比较(n=6 ,  x±s)

Tab 2　Comparison of the average optical density values in CECs stained with SDH and G-6-P enzyme in the 4 groups(n=6,  x±s)

SDH(d) G-6-P(d)
Group

3 5＊＊ 7＊＊ 10＊＊ 3 5ΔΔ 7ΔΔ 10ΔΔ

Ⅰ liquidΔ 5.37±0.19 5.19±0.33 4.82±0.37 4.72±0.31 3.26±0.27 3.16±0.30 3.03±0.18 2.65±0.26

Ⅱ liquid＊Δ 4.96±0.18 4.78±0.34 4.17±0.41 3.63±0.42 3.19±0.38 3.00±0.25 2.68±0.38 1.96±0.38

Ⅲ liquid＊Δ 3.21±0.26 3.02±0.43 2.28±0.35 1.72±0.38 1.73±0.50 1.24±0.58 0.95±0.37 0.39±0.18

MMK liquid＊Δ 2.42±0.47 1.33±0.52 0.83±0.34 0.92±0.47 0.48±0.21 0.38±0.20 0.24±0.16 0.35±0.26

＊:F=691.83 , P<0.01 vs Ⅰ liquid;＊＊:F=62.65 , P<0.01, vs 3 d;Δ:F=404.31, P<0.01 , vs Ⅰ liquid;

ΔΔ:F=34.46, P<0.01 , vs 3 d
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2.4　超微结构观察
　　保存 5 d , 实验Ⅰ组扫描电镜见角膜内皮细胞连接紧密 , 细

胞边界清晰 ,细胞表面微绒毛较长 , 数量丰富 ,而对照组的角膜

内皮细胞边界不规则 ,形态有变异 , 细胞表面微绒毛短 , 数量稀

少。透射电镜发现该组同期角膜内皮细胞的胞膜完整清晰 , 胞

体较大 , 胞浆丰富 , 线粒体和内质网多 , 无水肿扩张 , 常染色质

多 ,胶原纤维排列整齐 , 而对照组保存后的角膜内皮已出现明

显的衰老现象 ,核质显颗粒状聚集 , 细胞质有空泡形成 , 线粒体

肿胀 ,内质网扩张 , 胶原纤维排列不整。实验Ⅰ组保存 7 d 时角

膜内皮细胞胞膜完整 , 胞质内有少量空泡 , 可见少量线粒体水

肿 ,内质网轻度扩张 , 常染色质较多异染色质较少;而对照组的

角膜内皮凋亡坏死现象很明显 , 胞膜不整 , 细胞质有大量空泡

形成 , 线粒体严重水肿 , 内质网扩张 , 胞质内可见髓样结构 , 细

胞核固缩等 ,说明内皮细胞已严重受损 , 细胞活性明显下降。

3　讨论

　　虽然 SH 在眼科临床中的应用已十分广泛
[ 1 ,2]
,但

SH用于角膜保存的研究甚少。为了寻求出一种理想

的角膜保存方法 ,即达到保存时间长 ,角膜内皮细胞活

性高的目的 ,国内外学者进行了大量的实验研究
[ 3, 4]
,

虽然取得了一些成绩使保存效果得到提高 ,但还有诸

多问题 ,如:角膜内皮细胞在一定条件下是否可能分

裂 ,角膜保存的极限时间有多长 ,还有哪些介质对保存

角膜内皮细胞活性会更好 ,仍需进一步研究 。本实验

正是基于这一思路 ,将生物活性物质———SH加入中期

保存液中 ,通过对保存后角膜内皮细胞形态学和超微

结构的观察以及台盼蓝-茜素红联合染色检测 CEC 活

性和酶组织化学染色检测 SDH 、G-6-P 活性
[ 5]
,来证明

SH在延长保存角膜内皮细胞活性中的作用。

SH是一种天然的生物活性物质 ,广泛存在于动物

组织细胞中 ,在体内构成多种基质 ,起到维持细胞及组

织结构的完整性 、调节渗透压 、调控大分子物质的转

运 、调节细胞功能 、保持内环境稳定等作用。通过其溶

液的粘弹性 ,聚集在细胞表面形成保护膜 ,可减少氧自

由基对细胞的损害。体外和体内实验均证实HA溶液

可保护动物CEC ,明显降低 CEC的丧失率
[ 6]
。SH对细

胞增殖和分化的作用至少受 3 个因素的影响———浓

度 ,粘弹性和被作用的细胞。本实验中以 Ⅰ组(0.05%

SH)效果最好 ,但何为最佳浓度还值得探讨。SH 对细

胞生成有促进作用 ,当基质 SH 浓度提高时 ,细胞合成

SH能力明显加快 ,说明 SH 对合成细胞的作用为正反

馈调节机制
[ 7]
。SH 通过纤维连接蛋白与 CD44受体结

合后 ,可增强角膜细胞的有丝分裂活性
[ 8]
。

　　中期保存法是目前眼库应用较多的一种角膜保存

方法 ,其保存 CEC活性 4 ～ 14 d。现在各国眼库最常

用的中期保存液是 Optisol 液
[ 9]
, 我国也主要依靠进

口 ,由于价格昂贵 ,数量很少 ,不能满足角膜移植的需

求 ,急需研制出一种适合我国国情的中期保存液。本

实验参考M-K液配方 ,把外源性的 SH 加入到此保存

液中 ,在保存3 、5 、7 、10 d 分别对角膜内皮细胞进行多

种生物活性指标检测 。结果显示:在加入SH 的3组保

存液中CEC各项指标均好于对照组 ,统计学处理有显

著性差异(P <0.01);3个实验组比较差异有显著性

(P<0.01),保存效果与 SH 在保存液中的浓度有关 ,

实验 Ⅰ组(0.05%SH)保存效果最好 ,角膜透明度最高 ,

SDH 、G-6-P 酶和 CEC 活性均最高 。其可能机制在于

SH在细胞周形成物理屏障 ,同时调节细胞多种功能 ,

促进 CEC有丝分裂 、减少内皮细胞的丧失 、,通过胶渗

作用维持角膜相对透明 ,减轻角膜水肿以及保存液中

其他成分的协同或联合作用有关 。实验结果证明 SH

加入中期保存液中 ,可提高和增强该保存液对角膜的

保存效果 ,延长保存时间 。
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