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家兔角膜缘干细胞缺失病理模型的制作
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　　[摘　要 ]　根据角膜缘干细胞定位于角膜缘上皮基底层, 为角膜上皮增殖分化的源泉并保持角膜上皮完整性

的理论。将20 只家兔随机分为4 组, 每组5 只, 分别将角膜缘上皮全周或半周板层手术切除, 或用1 mo löL N aOH 直

接擦除等方法破坏角膜缘干细胞, 探索制作角膜缘干细胞完全缺失病理模型的有效途径。结果表明, 处理后4 周, 全

周角膜缘上皮板层手术切除, 中央角膜上皮层用 1 mo löL N aOH 擦除的 5 只试验家兔角膜表面全部血管化、结膜

化, 未发生睑球粘连, 角膜基质胶原纤维完整未见溃疡、穿孔等病变, 细胞印迹学检查为结膜表型, 可作为实验性角

膜缘干细胞移植的病理模型; 全周角膜缘上皮板层手术切除, 中央角膜上皮用生理盐水擦除的 5 只试验家兔, 有 2

只为结膜表型, 另3 只为角膜表型, 观察期内结果不稳定; 半周角膜缘上皮板层手术切除, 中央角膜上皮层用生理盐

水 擦除的 5 只试验家兔, 角膜表面透明, 全部为角膜表型; 直接用 1 mo löL N aOH 擦除角膜缘和中央角膜上皮的试

验家兔, 有 4 只角膜基质胶原纤维断裂、溶解, 并伴有严重的溃疡、穿孔、睑球粘连等病变, 不能用于移植试验, 另 1

只角膜表面透明, 未见结膜和新生血管长入, 细胞印迹学检查为角膜表型。
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　　Scherm er 等[1 ]于 1986 年首先为角膜缘干细胞

定位于角膜缘上皮基底层提供了间接证据, 也为制

作角膜缘干细胞缺失病理模型提供了理论依据。在

临床上, 多种原因都可引起角膜缘干细胞损害、功能

缺陷或数量不足, 表现为角膜上皮持续性缺损, 角膜

基质溶解溃疡, 角膜表面严重新生血管化和疤痕化

以及角膜上皮结膜化等。

建立理想的角膜缘干细胞缺失的病理模型, 是

研究角膜缘干细胞的生理、病理, 以及体外培养构建

角膜上皮植片观察移植效果的基础工作。但是关于

有效制作角膜缘干细胞缺失的病理模型还未见系统

报道。Seng2E i 等[2 ]在角膜缘上皮细胞培养构建角

膜上皮植片进行移植的试验中, 采用N 2庚醇擦除中

央角膜上皮, 角膜缘上皮全周板层切除的方法制备

角膜缘干细胞的病理模型, 结果发现, 几乎所有的试

验家兔都发生不同程度的眼睑畸形, 30% 的家兔由

于严重的眼睑畸形而发生兔眼症 (lagoph thalmo s)。

本研究比较了不同方法制作角膜缘干细胞缺失病理

模型的效果, 以期为指导角膜上皮干细胞培养后移

植提供一定的试验基础。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与药品

　　眼科手术显微镜、裂隙灯、倒置显微镜、荧光素、

1 mo löL N aOH 和兽用846 合剂等。

1. 2　试验动物及处理方法

家兔20 只购自家兔养殖户, 体重2. 5～ 3. 0 kg,

雌雄不限。将其随机分成A ,B , C,D 4 组, 每组5 只。

右眼为试验组, 左眼为正常对照组。A 组家兔的角

膜缘上皮板层切除, 用 1 mo löL N aOH 棉签轻轻擦

除中央角膜上皮; B 组家兔的角膜缘上皮板层切除,

中央角膜上皮用生理盐水浸湿的棉签尽量擦除; C

组家兔的上半周角膜缘上皮板层切除, 其余角膜缘

和中央角膜上皮用生理盐水浸湿的棉签擦去; D 组

家兔直接用蘸有1 mo löL N aOH 的棉签擦除角膜缘

及角膜上皮。

1. 3　手术过程

家兔用 0. 3～ 0. 4 mL 846 合剂肌注全麻, 眼周
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用碘酒消毒3 m in。侧卧保定家兔, 铺手术洞巾, 开睑

器开睑, 双抗生理盐水 (硫酸青霉素 2×105 IU öL , 链

霉素200 m göL )冲洗眼表和结膜囊, 质量分数2% 盐

酸利多卡因表面麻醉。在眼科手术显微镜下, 将A ,

B , C 组沿角膜缘环形剪开球结膜和结膜下筋膜, 暴

露巩膜,A 和B 组先环形去除角膜缘外1 mm 内的巩

膜和残留结膜及角膜缘和角膜缘内2 mm 的角膜上

皮组织 (深约 100 Λm ) , 烧灼止血后, A 组用蘸有 1

mo löL N aOH 棉签擦除中央角膜上皮至角膜基质

发白, 立即用生理盐水冲洗 5 m in, 而B 组用生理盐

水棉签反复擦除中央角膜上皮, C 组上半周去除 9

至3 点位的上侧角膜缘及其外缘 1 mm , 内缘 2 mm

上皮组织, 烧灼止血后用生理盐水棉签反复擦除中

央角膜及剩余的角膜缘上皮。D 组用棉签吸干泪液

和生理盐水后, 直接用 1 mo löL N aOH 棉签擦除角

膜缘及中央角膜上皮直至基质发白, 立即用生理盐

水冲洗5 m in。各组术后均用氯霉素眼药水滴眼, 每

日2 次。

1. 4　术后观察与评分标准

术后 1 周内每天观察眼前段情况, 以后每周观

察 1 次, 详细记录结膜炎症, 睑球粘连, 角膜基质溶

解、穿孔等情况。观察 4 周后, 根据全国眼科外伤职

业眼病学组的眼部烧伤分度标准[3 ] , 对各试验组进

行综合评分。

(1) 角膜混浊度。角膜透明、无混浊, 0 分; 轻度

混浊, 虹膜纹理可见, 1 分; 中度混浊, 虹膜纹理不

清, 2 分; 明显混浊, 隐见瞳孔, 3 分; 极度混浊, 瞳孔

不见, 4 分。

(2) 上皮荧光素染色。角膜无着色, 0 分; 中央

着色面积≤ 1
4

, 1 分;
1
4

< 中央着色面积≤ 1
2

, 2 分;

1
2

< 中央着色面积≤ 3
4

, 3 分; 中央面积全部着色, 4

分。

(3) 新生血管生长情况。无新生血管, 0 分;
1
4

象限< 新生血管≤ 1
2
象限, 1 分;

1
2
象限< 新生血

管≤ 3
4
象限, 2 分; 新生血管>

3
4
象限, 3 分; 全角膜

为新生血管, 4 分。

1. 5　细胞印迹学检查

4 周观察结束后对所有试验家兔进行细胞印迹

学检查[4 ]。

1. 6　病理学检查

4 周观察结束后, 各组取1 只长入新生血管和结

膜的试验家兔处死, 摘除眼球, 剪下完整角膜, 用

PBS (- ) 洗净血污, 经体积分数 4% 多聚甲醛固定,

用体积分数70% , 80% , 90% 和100% 乙醇梯度脱水、

石蜡包埋, 制作5 Λm 切片, H E 染色, 镜检。

2　结果与分析

2. 1　术后观察

　　手术后第1 天, 各组术眼均见结膜红肿, 眼睑轻

度肿胀, 闭合困难, 眼角流出粘液性、脓性或血性分

泌物, A 组家兔术眼基质混浊、肿胀, 拒绝检查, 第 2

天检查时, 发现角膜缘切除部位生成红色肉芽组织,

并伴随细小血管增生, 1 周后, 这些红色肉芽组织开

始消褪, 角膜缘全周细小血管向角膜中央逐渐长入,

随着血管长入, 结膜上皮也进入角膜区, 混浊的角膜

基质开始透明, 可见瞳孔和虹膜; 2 周后, 长入角膜

的结膜组织完全覆盖角膜, 一些细小血管消褪, 仅见

5～ 7 条较粗大的血管从结膜一直延伸至角膜, 逐渐

分支, 并布满整个角膜; 4 周后, 所有试验家兔角膜

混浊度在 3～ 4 分, 荧光素染色见整个角膜表面着

色, 细胞印迹学检查为结膜表型。A 组家兔角膜表

面新生血管化, 未发生角膜溃疡穿孔、睑球粘连等病

变 (图 1)。可作为角膜缘干细胞完全缺失的病理模

型。

B 组家兔术后角膜基质透明。第 2 天角膜缘切

除部位可见红色肉芽组织生成, 5 只家兔中有2 只的

角膜缘处毛细血管呈毛刷状, 向角膜缘长入, 随着血

管长入, 结膜组织也向角膜长入; 2 周后, 结膜组织

布满角膜表面; 4 周后, 角膜轻度混浊, 完全可见瞳

孔, 虹膜纹理不清, 细胞印记学检查为结膜表型 (图

2)。另3 只家兔仅见上侧角膜缘有结膜组织长入1～

4 mm , 角膜中央完全透明, 细胞印迹学检查为角膜

表型。

C 组家兔术后切除部位有红色肉芽生成, 流泪。

5 只家兔中仅有1 只的术眼有毛刷状毛细血管生成,

并伴生结膜组织长入角膜缘内1～ 2 mm ; 4 周后, 荧

光素染色见其下缘着色。其余家兔荧光素染色全部

未见着色, 细胞印迹学检查为角膜表型。该组家兔角

膜完全透明, 与对侧眼无明显不同 (图3)。

D 组家兔术后基质发白、水肿, 球结膜和睑结膜

红肿, 分泌血性分泌物, 眼睑完全闭合, 拒绝检查; 2

周后, 所有家兔都发生严重睑球粘连, 其中4 只家兔

的中央角膜基质溃疡、穿孔, 虹膜外翻, 房水外流; 4

周后, 角膜表面完全纤维瘢痕化, 严重睑球粘连、不

能打开眼睑, 或角膜外露、不能闭合眼睑, 细胞印迹
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学检查为结膜表型 (图 4) ; 另 1 只家兔在 9 点位到 2

点位可见结膜伴随血管长入瞳孔中央, 角膜轻度混

浊, 细胞印记学检查为角膜表型。

2. 2　病理学检查

术后第4 周,A 组、B 组和C 组试验家兔中有新

生血管和结膜组织长入的角膜, 荧光素染色后整个

角膜表面着色, 细胞印记学检查为结膜表型者, 从组

织病理切片可见角膜基质中有大量的多形核白细胞

浸润, 未见胶原纤维断裂溶解, 部分区域有上皮细胞

覆盖、排列疏松紊乱, 且形态不规则。而D 组家兔角

膜基质胶原纤维断裂、溶解, 角膜中央区变薄。

3　讨　论

本研究根据目前已广泛接受的角膜上皮干细胞

位于角膜缘上皮基底层的理论, 在破坏角膜缘上皮

干细胞的同时保留较完整的角膜基质层, 制作用于

角膜缘干细胞移植的实验动物模型。A 组的制作方

法能较好地达到上述目的, 这是因为用 1 mo löL
N aOH 擦除中央角膜上皮后, 破坏了角膜上皮基底

层, 使残留的角膜缘干细胞不能再次建立完整的角

膜上皮层。B 组通过手术去除了角膜缘上皮层, 但是

由于中央角膜上皮基底层不能用生理盐水浸湿的棉

签破坏, 手术中不可避免地残留有角膜缘干细胞和

角膜上皮细胞, 残留细胞借助于基底层重建了完整

的角膜上皮层, 致使一部分动物模型制作失败。同

样, C 组由于有完整的中央角膜上皮基底层和较丰

富的角膜缘干细胞来源, 完全可以重建完整的角膜

上皮层。D 组的方法与O rm erod 等[5 ]制作角膜碱烧

伤的方法相似, 用 1 mo löL N aOH 完全破坏角膜缘

和角膜上皮及其基底层后, 角膜完全失去了上皮层,

裸露的角膜基质层在各种致炎因子的作用下胶原断

裂, 基质溶解、穿孔。另外, 不确定的碱液会伤及结

膜, 导致睑球粘连等病变, 故此法不适用于制作角膜

缘干细胞缺失的病理模型。

一般认为, 角膜缘干细胞位于角膜缘上皮基底

层, 而角膜上皮基底层细胞为已分化的暂时扩充细

胞 ( t ran sien t amp lifying cells TA C) , 其分裂增殖能

力有限。本研究中,B 组家兔的角膜缘和角膜上皮及

其基底层虽然被切除和擦除掉大部分细胞, 但由于
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这种机械方法很难保证不残留部分较完整的基底层

和分裂能力较强的上皮细胞, 因此残留细胞在短期

内可以重建角膜上皮层, 从而导致一部分模型制作

失败。至于这种方法的长期效果还有待进一步观察。

若在短期内需要角膜缘干细胞完全缺失的病理模

型, 此方法结果极不稳定。

眼部碱烧伤后, 眼表面的修复与角膜缘干细胞

的受损程度密切相关。当角膜缘干细胞尚完好时, 通

过刺激干细胞的分裂, 角膜能够较快地完成上皮化,

恢复正常的角膜表面; 而当角膜缘干细胞遭到不可

逆性损害失去代偿能力后, 会出现角膜再生上皮化

困难, 乃至角膜上皮持续性缺损, 此时周围的结膜上

皮将越过受损的角膜缘侵入角膜区域, 致使角膜表

面结膜化, 并伴有角膜新生血管长入。角膜碱烧伤

后, 烧伤坏死物会释放一种低分子质量的趋化因子,

在其作用下碱烧伤后 12～ 24 h, 角膜组织会第 1 次

出现多形核白细胞的浸润, 炎性细胞吞噬过多的坏

死物质后会发生裂解, 释放出众多细胞因子, 如 IL 2
1Α, IL 21Β, IL 28 以及T GF- Β[6 ]。一般在损伤后的第7

天, 这些因子将刺激更多的炎性细胞侵入损伤区域,

形成第2 次的炎性细胞浸润, 在第14～ 21 天时达到

高峰, 以后开始下降。大量的多形核白细胞所释放的

É 型胶原, 将大大加快胶原的降解, 导致角膜基质溶

解溃疡甚至穿孔[7 ] , 本试验采用观察 28 d 后的角膜

缘干细胞完全缺失的模型, 正是基于这一理论的考

虑, 认为 28 d 后炎症反应已经停止, 并且未发生基

质穿孔的模型, 其较完整的基质层有利于以后用于

角膜缘干细胞的移植。
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P repara t ion of pa tho log ica l m odel of rabb it to ta l co rnea l

lim bal stem cell deficiency

QU L e i1,YANG Xue-y i1,W ANG X in 1, ZHAO M ing2,DOU Zhong-y ing1

(1 S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cell E ng ineering R esearch Cen tre, N orthew est S ci2T ech U niversity of

A g ricu ltu re and F orestry , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina;

2 H osp ita l of Y ang ling D em onstra tion Z one, S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to the theo ry that co rneal ep ithelia l stem cell locates a t lim bu s and serves as the

u lt im ate sou rce fo r m ain tenance and regenera t ion of the co rneal ep ithelium , 20 experim en ta l rabb its w ere

random ly divided in to fou r group s, 5 rabb its in each group. T he w ho le o r upper2half of co rneal lim bal ep2
ithelium lam ella w ere excised by su rgery o r bu rned w ith 1 mo löL N aOH fo r exp lo ring the best crea t ing ap2
p roach of the patho logica l model of co rneal to ta l lim bal stem cell deficiency. T he resu lts show ed, 4 w eek s

after opera t ion, tha t the m ethods of the co rneal lim bal ep ithelium lam ella w ere excised comp letely, and the

cen ter co rneal ep ithelium s bu rned w ith 1 mo löL N aOH cou ld successfu lly crea te the physio logica l model of

lim bal stem cell to ta l deficiency; a ll 5 rabb its co rneal su rface w ere haze w ith neovascu lariza t ion and con2
junct iva liza ion, the co rneal st rom a co llagen w ere in tegran t, sym b lepharon (adhesion s of lid con junct iva to
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globe con junct iva) w ere no t ob served, w h ich cou ld be u sed fo r lim bal stem cells t ran sp lan ts; A t the sam e

t im e, the w ho le co rneal lim bal ep ithelium lam ella w ere excised and the cen ter co rneal ep ithelium s w ere

erased w ith a sw ab soaked in physio logica l sa line, there w ere 2 rabb its co rneal su rface p resen ted co rneal ep2
ithelium pheno type, and the o ther 3 p resen ted con junct iva ep ithelium pheno type. T he resu lts are un su re fo r

experim en ta l u se; T he rabb itπs co rneas that w ere removed w ith upper2half of co rneal lim bal ep ithelium

lam ella and erased the cen ter co rneal ep ithelium s w ere tran sparen t w ith in tact co rneal ep ithelium ; In the

app roach, the co rneal and lim bal ep ithelium s w ere bu rned w ith a co t ton sw ab socked in 1 mo löL N aOH ,

there w ere 4 rabb itsπco rneal st rom a happened perfo ra t ion o r u lcer and sym b lepharon, and the o ther one

p resen ted co rneal ep ithelium pheno type. T h is is an app licab le m ethod to create the patho logica l model of

co rneal lim bal stem cell to ta l deficiency.

Key words: co rnea; co rneal lim bal stem cell to ta l deficiency; patho logica l model; rabb its

　　 (上接第60 页)

Syn thesis of Ep inep helus coioid es grow th ho rm one gene and

its exp ression in A rabid op sis tha liana

X IAO Sheng-ke1, 2,W ANG L e i1, HU Zh i-q iu1, CHEN Y u-quan 2

(1 B iotechnology R esearch Institu te, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences,B eij ing 100081, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In o rder to enhance the exp ression of Ep inep helus coioid es grow th ho rmone gene in A rabid op 2
sis tha liana , the gene w as fu lly modif ied by op t im izing the codon s acco rd ing to the p referen t ia l codon u sage

in p lan ts. T he syn thesized DNA fragm en t w as cloned in to p lan t exp ression vecto r pB I121 and tran sfo rm ed

in to A rabid op sis tha liana by flo ra l d ipp ing. T he tran sgen ic p lan ts ob ta ined w ere analyzed by PCR and sub2
sequen t ly by N o rthern b lo t t ing, and the resu lts show ed that the modif ied gene w as exp ressed in all the

tran sgen ic p lan ts checked w ith differen t exp ression levels. T he b iggest d ifference in gene exp ression level

betw een tw o of the individual t ran sgen ic p lan ts reached as m uch as 43 fo lds.

Key words: Ep inep helus coioid es; f ish grow th ho rmone; t ran sgen ic; A rabid op sis tha liana
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