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Abstract
誗Corneal endothelial cell(CEC) is the most critical part
for the cornea, of which activity can influence the
postoperative vision. It is very important for the clinical
cornea preservation considering the function and its self-
purification of donor cornea. There are a variety of
classical methods, which can significantly prolong the
saving time of donor cornea with its good quality of CEC.
We reviewed the published papers about present
preservation methods of cornea, which can give us many
suggestions for the clinical cornea preservation.
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摘要
角膜内皮细胞(corneal endothelial cell, CEC) 是保证角膜
正常生理功能的基础,角膜移植术后患者的视力恢复与
角膜内皮细胞的活性有很大关系,保持供体角膜正常的
自净状态和角膜内皮细胞的功能状态具有重要的临床意
义。 国内外目前有多种经典的角膜保存方法,明显延长
了角膜保存的时间,提高了供体角膜的质量。 本文将就
供体角膜的保存方法的现状及其进展进行综述。
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0 引言
捐赠者逝去后房水生成突然停止,导致养分和氧气

供应至眼睛的时间变长,并在室温下逐渐耗尽,继而导致
角膜细胞的自溶,造成角膜的初始损伤[1]。 从捐赠者死
亡到取出并存储供体期间,尸体基本暴露于室温,因此,
要尽可能缩短这段时间,从而保证初始的供体角膜健康
完整,内皮细胞功能良好。 目前用于角膜移植的角膜保
存技术有两个主要的目标:(1)维持内皮生存能力和完
整性,有足够的活的角膜内皮细胞并保持粘附于后弹力
层,从而保持内皮细胞的“液泵冶功能完好;(2)延长角膜
存储的安全时间,以便有效地利用供体角膜。 国外角膜
保存主要分为短期保存、中期保存、长期保存和超长期角
膜保存。
1 短期保存

短期存储角膜供体材料数天,主要是指湿房保存。
自 20 世纪 30 年代, 由前苏联医生 Filotov 首先创立 4益
湿房保存眼球,并沿用至今,也是发展中国家眼库保存角
膜的基本技术。 其保存时间较短,在 24 ~ 48h 之内,有研
究表明[2],湿房保存 2d 后内皮细胞的活性将下降 50% 。
进行湿房保存时,整个供体眼睛经消毒处理后放置在无
菌罐中,并置于 4益 的湿润环境中。 如果供体的死亡和
眼球摘除之间的时间短于 4 ~ 6h,供体眼睛一般可存放
在湿房 2d。 当然,存储的时间越短,对角膜内皮细胞的
影响就越小,接受角膜移植的患者术后恢复越好。 此方
法存储的是一个完整的眼球,自眼球取出后角膜内皮层
就暴露于捐赠者死后的房水中,随着时间延长,房水中的
少量养分消耗殆尽,同时产生许多有害代谢产物。

湿房保存是目前所有角膜存储技术中最简单、最便
宜的,正因如此,更适合使用于发展中国家。 但国内多数
地方缺乏眼库,或缺少专业眼库管理人员,因此多数的眼
科医生在取到供体后都是尽可能在最短的时间内,为患
者进行手术。 许多外地或偏远地区需要手术的角膜患者
无法及时到达医院,从而角膜移植术也由择期手术变成
了急诊手术。
2 中期保存

中期角膜保存主要是使用角膜保存液在 4益条件下
保存角膜片达到 4 ~ 14d 的角膜保存方法。 角膜保存时
间的延长,为手术患者争取更多的时间,对医生来说,手
术时间得以灵活调整,甚至满足了血液测试和角膜运输
的时间。
2. 1 M-K液摇 自 1973 年 McCarey 等[3]使用 M-K 液保存
角膜,延长角膜的存储时间至 96h,开创了角膜中期保存
的先河,为角膜移植手术赢得了足够的时间。 M-K 液是
组织培养基(Tc-199)和 5%葡聚糖的混合物[4]。 Tc-199
是一种早期的细胞培养基,含有 69 种成分, 所含营养物
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质繁多。 将角膜片放置于此混合物中,并置于 4益 环境
下,避免了将角膜内皮直接暴露于大量毒性代谢产物的
房水中[5]。 葡聚糖作为胶体渗透剂,有效防止角膜片在
液态培养基中发生基质过度肿胀[6],从而保持角膜的透
明度。
2. 2 中期保存液的成分 摇 随着保存技术的改进,角膜保
存液的成分不断改变,保存的角膜内皮细胞的活性也逐
渐提高。 在 M-K 液的基础上,除了葡聚糖,许多其它添
加剂,例如,HEPES[2-4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl
ethanesulfonic acid,羟乙基哌嗪乙硫磺酸]缓冲液[1]、硫酸
软骨素(chondroitin sulfate,ChS)、透明质酸钠、受体血清、
青霉素、皮质类固醇、抗氧化剂以及生长因子、庆大霉素
和多粘菌素抗生素的组合等被添加入角膜保存液中。
ChS 是构成角膜内皮细胞间质的主要成分之一,对维持
细胞内环境的相对稳定性和正常功能有非常重要的作
用。 近年 ChS 被广泛用于眼科,尤其是眼外科手术、角膜
保存、角膜损伤治疗、角膜病等方面[7]。 20 世纪 60 年代
ChS 开始用于保存角膜,由日本学者 Mizukawa 等[8] 率先
添加入角膜保存液。 研究证实,角膜中期保存液含有
ChS,对角膜内皮细胞有显著的保护作用[9]。 ChS 是渗透
剂,同时由于它带有较多负电荷,并在 CEC 表面形成一
层硫酸软骨素薄膜,可以清除组织中所产生的自由
基[10],保护细胞免受细胞毒素等物质的毒性作用,且由
于 ChS 具有减缓机械拖拽的作用,故也可以减轻运输或
处理过程中机械震动造成的物理损伤,长期保持 CEC 活
性[11],作为膜稳定剂和抗氧化剂[12],它可以减轻内皮细
胞的组织自溶[13]。 透明质酸钠与 ChS 一样具有胶渗作
用和角膜保护作用[14-15],是眼组织的成分之一,存在于
角膜、房水以及玻璃体中。 在眼科手术中,其合剂具有高
粘滞性以及良好的涂敷作用,较好地维持前房并保护
CEC。 自体血清在眼表角膜疾病中的使用已经体现出其
对角膜良好的修复作用[16],它含有大量活性因子:维生
素 A、细胞因子、微量元素和激素,具有抗氧化作用从而
减少角膜内皮细胞的凋亡,应用于角膜中期保存, 延长
角膜内皮细胞存活时间[17]。 我国的研究人员已经将人
血清用于兔角膜的中期保存[18-19],并取得良好的效果,
30%浓度的人血清角膜保存液可保存兔角膜 7 ~ 10d[19]。
皮质类固醇最初是由 Basu 等[1] 提出利用其减轻组织自
溶性的特性用于角膜保存,继而减少保存过程中角膜的
自溶作用。 并且随后和他们的团队提出许多证据,确定
了类固醇类物质对存储角膜的效果,明确表明含类固醇
介质对于角膜保存是有利的。 Hull 等[20-21]也在角膜超微
结构水平上证明了其用于角膜中期保存有利于增强角膜
内皮细胞的活力。 皮质类固醇成本较低,制备简便,已经
从试验阶段进入临床应用阶段,成为某些角膜培养基的
基础成分。
2. 3 中期角膜保存液的发展摇 K-液、GSM 液是改良的角
膜保存液,即在 M-K 液中加入一定浓度的硫酸软骨素,
从而能减轻角膜保存过程中出现的肿胀状态。 Dexsol 角
膜保存液是一种在 GSM 保存液中加入低分子右旋糖酐
而产生的保存液,由于同时含有硫酸软骨素和右旋糖酐,
更加强了对角膜的“去肿胀作用,保持供体角膜片处于无
水肿、半透明状态冶 [22]。 Optisol 角膜中期保存液自 20 世
纪 90 年代初由 Lindstrom 等[23] 提出后,已成为美国眼库
最为常用的角膜活性保存液,其主要是 K-液和 Dexsol 液

的混合物,含有葡聚糖,2. 5% 硫酸软骨素、维生素、三磷
酸腺苷前体(腺苷、肌苷和腺嘌呤)等。 Optisol 保存液不
仅延长角膜安全保存时间至 2wk 以上,还保证了良好的
角膜保存效果:角膜的厚度稳定,内皮细胞保持单层结
构,极少有异常形态改变。 国内相关研究表明[24],山东
省眼科研究所研制的 DX 液,以细胞培养基为基础液,
添加了皮质类固醇,去除了多种维生素及上皮细胞生
长因子等复杂成分,降低了角膜保存过程中的代谢,减
少增殖,同时皮质类固醇可稳定各种生物膜,增强了细
胞对外界毒素的抵御力,其保存 1wk 内的角膜内皮细
胞形态与 Optisol 保存的角膜内皮细胞形态及功能无明
显差异,是比较理想的价格低廉且适合国内国情的角
膜保存液。
3 长期保存

角膜的长期保存主要是指角膜的器官培养法(organ
culture storage)。 1973 年 Sumerlin 等[25] 提出并应用器官
培养技术保存角膜片, 可以较好地保存内皮细胞活性。
目前,器官培养法已经成为欧洲眼库最常用的角膜保存
法,主要是模拟人正常的角膜存在环境,在 30益 ~ 37益环
境下使用培养液进行培养,并定时换液,继而达到保持角
膜活性的目的。 角膜器官培养法将保存时间延长 5wk 左
右,角膜透明度和内皮细胞功能仍能保持良好。 角膜的
基质层主要由 I 型、郁型胶原纤维构成,厚约 500滋m,占
整个角膜厚度的 90% 。 Smith 等[26]培养角膜基质金属蛋
白酶的一项研究表明, 角膜含有活性金属蛋白酶, 其活
性随培养时间而增强, 能导致角膜基质的玉型胶原断裂
和角膜上皮基底膜损伤, 认为角膜器官培养时间不应超
过 4wk。 角膜 Langerhans 细胞(LCS)具有很强的抗原递
呈功能,与免疫排斥反应的发生密切相关。 用器官培养
方法保存角膜可以减少 LCS,并同时减少捐献角膜的
HLA-DR 抗原但不影响 HLA-A,-B,-C 抗原[27],使得移
植后排斥率大大降低[28]。 但是器官培养保存角膜对设
备及检测要求较高、操作复杂、易发生感染,且费用较高,
因此在我国现阶段环境下较难推广。
4 超长期角膜保存

角膜的超长期保存主要包括甘油保存角膜法和深低
温保存法。
4. 1 甘油保存法 摇 该方法是将整个眼球浸泡于甘油中,
再冰冻保存的一种方法,将保存时间延长至数月甚至数
年。 但由于脱水作用,这种无活性的角膜保存方法保存
的角膜一般仅用于做板层移植或角膜溃疡穿孔和破裂伤
时短时间无法获得新鲜角膜材料的急诊角膜修补术,较
少用于穿透移植术。 此法保存的角膜是我国急诊角膜手
术时常用的角膜来源,为许多患者免除了眼球摘除之苦。
且由于保存方法操作简单易行,价格便宜,在我国许多基
层医院仍为实用性较强的保存方法。
4. 2 深低温保存法 摇 1954 年,Eastcott 等[29] 第一次用
15%甘油预处理后,进行冷冻保存全层角膜。 此方法一
般是将角膜在冷冻剂保护下, 降低温度到-80益, 再贮
存于-196益液氮中, 使角膜内皮细胞处于“休眠状态冶,
使用时进行适当的复温处理,恢复角膜活性。 此法可完
全抑制细胞的代谢,免除了因代谢产物积聚所带来的毒
性作用,也避免了器官培养过程中必须进行换液以维持
代谢所需,此外,深低温保存时,亦会抑制微生物的繁殖,
使角膜免遭微生物侵犯而受污染。 目前的角膜冷冻保护
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剂中常含有的成分有二甲亚砜(DMSO)、丙二醇、ChS、蔗
糖等。 DMSO 是较稳定的保护剂,可保持角膜细胞的完
整性[30],而蔗糖分子在角膜保护中起到缓冲剂的作用,
ChS 能改善深低温保存的角膜内皮细胞活性[31-32]。 超低
温保存法克服了许多其它角膜保存方法的弊端,使角膜
保存时间明显延长,也减少了污染,避免了自身代谢物质
的毒性作用。 但是该方法保存的设备昂贵,过程复杂,
技术要求较高,而且复温时易造成 CEC 损伤。 在中国一
般患者难以负担, 医院也难以开展。 但尽管如此,随着
冷冻保护剂的开发和利用,在未来的中国医疗环境中,超
低温保存角膜有广阔的发展前景。
5 小结

随着角膜保存技术的发展,在保存时间和保持角膜
活性方面不断进行突破,以上角膜保存方法均在不同程
度上延长了角膜保存时间,是目前国际上常用的保存方
法,各有优缺点。 鉴于我国的国情,湿房保存是目前我国
最常使用的角膜保存方法,此保存方法简单易学,所需保
存要求较低,易于推广,但保存时间短,许多偏远地区患
者无法及时接受治疗;角膜中期保存是美国眼库最常用
的角膜保存方法,可明显延长角膜保存时间并保持良好
的角膜活性,是比较理想的角膜保存方法,目前国内无药
监局规定的商品角膜保存液,且国外进口的角膜保存液
价格偏高,难以在基层医院进行推广。 器官培养和超低
温保存法可将角膜内皮细胞活性保存数周甚至数年,解
决了角膜保存时间和角膜内皮细胞活性变差的难题,但
设备复杂,价格昂贵,并且不易运输,技术支持困难,且器
官培养法易污染,不符和我国现阶段国情。

内皮细胞的功能状态和角膜透明状态在角膜保存的
发展过程中一直具有重要的评价意义。 随着研究者对角
膜内皮细胞功能和特性的认识逐渐深入,也会使我们不
断尝试并发现更有利于角膜保存的方法和介质,从而找
到操作简单、价格合理、减少角膜的抗原性、保持角膜免
受微生物污染的保存技术;找到真正实现角膜的长期有
效地保持活性,并且适合我国现阶段眼库和医疗情况的
角膜保存方法。
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