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摘要
目的:探究用全飞秒激光小切口微透镜摘除术(Ｓｍｉｌｅ)来
源的角膜基质透镜构建组织工程角膜基质支架的可行性
及最佳保存条件ꎮ
方法:从 Ｓｍｉｌｅ 来源的角膜基质透镜中分离培养人角膜基
质细胞(ＨＣＦｓ)ꎬ采用 ＭＴＴ 法检测人纤维蛋白粘合剂(ＦＳ)
对细胞的毒性作用ꎻ将 ＦＳ 粘贴双层角膜基质透镜构建的
双层透镜支架分别置于不同介质(无水甘油、透明质酸
钠、胎牛血清、模拟湿房环境) 及不同温度 (常温、４℃、
－２０℃)中保存ꎬ对比支架透明度及硬度ꎮ
结果:ＭＴＴ 检测结果显示ꎬＦＳ 作用 ０~ ７２ｈꎬＨＣＦｓ 与正常培
养细胞具有相似的增殖趋势ꎬ细胞毒性评级为 ０ ~ １ 级ꎬ相
对生存率均超过 ９０％ꎮ ＦＳ 粘贴的双层基质透镜支架表面
平整、贴合紧密、透明度良好且硬度适宜ꎮ ４℃ 保存 １４ｄ
后ꎬ无水甘油中 ９ 枚支架复水后均未出现开裂情况ꎬ透明
度良好ꎻ透明质酸钠中 ９ 枚支架中 ３ 枚出现开裂ꎬ剩余 ６
枚完整ꎬ透明度尚可ꎻ模拟湿房环境中 ９ 枚支架均无开裂
现象ꎬ但皱缩严重ꎻ胎牛血清中 ９ 枚支架全部开裂ꎬ水肿严
重ꎮ 保存 １４ｄ 后ꎬ常温无水甘油中的 １５ 枚支架其中 ２ 枚
保持无色透明ꎬ５ 枚轻微变黄但透明度尚可ꎬ８ 枚严重变黄
且透明度明显降低ꎻ４℃无水甘油中的 １５ 枚支架其中 ５ 枚
无色透明ꎬ１０ 枚轻微变黄且透明度良好ꎻ－２０℃无水甘油
中的 １５ 枚支架均保持无色透明状态ꎬ未出现变黄情况ꎮ
结论:ＦＳ 是一种安全无毒的生物胶ꎬ可利用 ＦＳ 粘贴 Ｓｍｉｌｅ
来源的角膜基质透镜构建稳定性好、透明度高且硬度适宜
的角膜基质支架ꎬ且－２０℃无水甘油是角膜基质透镜支架
的较佳保存条件ꎮ
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ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔꎬ ８ ｙｅｌｌｏｗｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ ｗｉｔｈ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙ. Ｏｕｔ ｏｆ ｔｈｅ １５ ｂｉｌａｙｅｒ ｌｅｎｓ
ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａｎｈｙｄｒｏｕｓ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｔ ４℃ꎬ ５
ｒｅｍａｉｎｅｄ ｃｏｌｏｕｒｌｅｓｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔꎬ ａｎｄ １０ ｓｌｉｇｈｔｌｙ
ｙｅｌｌｏｗｅｄ ｗｈｉｌｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ. Ｏｆ ｔｈｅ １５ ｂｉｌａｙｅｒ
ｌｅｎｓ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａｎｈｙｄｒｏｕｓ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｔ － ２０℃ꎬ
ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｙｅｌｌｏｗｅｄꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ
ｃｏｌｏｕｒｌｅｓｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＦＳ ｉｓ ａ ｓａｆｅ ａｎｄ ｎｏｎ － ｔｏｘｉｃ ｂｉｏ － ｇｅｌ. Ｉｔ
ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｇｌｕｅ Ｓｍｉｌｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｅｎｓｅｓ
ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎬ
ｈｉｇｈ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙ ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｈａｒｄｎｅｓｓ. Ａｎｈｙｄｒｏｕｓ
ｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｔ － ２０℃ ｉｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｅｎｓ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｔｉｓｓｕｅ－ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｃｏｒｎｅａꎻ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ
ｌｅｎｓꎻ ｆｉｂｒｉｎ ａｄｈｅｓｉｖｅꎻ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙꎻ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｙｅ Ｑꎬ Ｚｉｃｏꎬ Ｊｉ ＪＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｓｍｉｌｅ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｌｅｎｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ
２０(４):５９４－５９８

０引言

角膜病是世界第四大致盲性疾病[１]ꎬ角膜移植是角膜
病重要的复明及治疗手段ꎮ 角膜存在的“免疫赦免”机

制ꎬ使得角膜移植术成为成功率最高的器官移植手术ꎬ但
角膜病变时常伴有强烈且持续的炎症反应ꎬ因此角膜移植
术后仍可出现免疫排斥反应ꎮ 近年来ꎬ关于角膜移植的热

点问题主要集中在两个方面:(１)如何扩增角膜供体来
源ꎻ(２)如何减轻或避免移植后排斥反应ꎮ 角膜供体的缺
乏使得研究者致力于开发角膜替代物ꎮ 组织工程角膜利
用生物学、材料学、临床医学等知识ꎬ 构建具有良好生物

相容性的种子细胞－生物材料支架的复合体ꎮ 在多种生
物支架材料中ꎬ猪角膜基质由于仅表达少量异种糖原抗
体ꎬ且胶原的物种差异较小ꎬ因此成为目前研究最多的支

架材料之一[２]ꎮ 但猪角膜基质存在宗教或伦理道德的限

制ꎬ以及感染异种疾病的风险ꎬ临床实际应用受限ꎮ 随着
全飞秒激光小切口微透镜摘除术( ｓｍａｌｌ ｉｎｃｉｓｉｏｎ ｌｅｎｔｉｃｕｌｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎬＳｍｉｌｅ)的兴起ꎬ术中取出的光滑平整的人角膜
基质透镜ꎬ为组织工程角膜提供了更优的同种角膜基质组

织材料来源ꎮ 本研究利用人纤维蛋白粘合剂 ( ｆｉｂｒｉｎ
ｓｅａｌａｎｔꎬＦＳ)粘贴 Ｓｍｉｌｅ 术中取出的角膜基质透镜ꎬ构建双
层角膜基质透镜支架ꎬ探究不同保存方式对支架硬度、稳
定性、透明度的影响ꎻ此外ꎬ从细胞生长、增殖等方面评估

ＦＳ 对人角膜基质细胞(ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬＨＣＦｓ)的
毒性作用ꎬ以期为临床提供一种安全无毒、简单易得的组
织工程角膜支架材料ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １主要试剂和仪器 　 纤维蛋白粘合剂(ＲＡＡＳ)ꎬΙ 型

胶原酶(Ｓｉｇｍａ)ꎬ胎牛血清、ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基(Ｇｉｂｃｏ)ꎬ
ＭＴＴ 试剂盒(Ｍｕｌｔｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)ꎬ无水甘油(Ｓｏｌａｒｂｉｏ)ꎬ透明质
酸钠 ( Ｓａｎｔｅｎ )ꎻ 酶 标 分 析 仪 ( Ｔｈｅｒｍｏ )ꎬ 荧 光 显 微 镜

(Ｎｉｋｏｎ)ꎬ眼科手术显微镜(Ｚｅｉｓｓ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２组织来源　 人角膜基质透镜取自 ２０１９－０１ / ０３ 于广
西医科大学第一附属医院眼科行 Ｓｍｉｌｅ 术的近视患者 ９７
例 １９４ 眼ꎬ其中男 ４６ 例ꎬ女 ５１ 例ꎬ年龄 １９ ~ ３６ 岁ꎬ均排除

其他眼部及全身疾病ꎮ 角膜基质透镜取出后立即置于无
菌 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基ꎬ于 ２ｈ 内转移至超净台ꎮ 编号并记
录患者的姓名、性别、年龄、术前屈光度、角膜基质透镜的

直径及中央厚度ꎮ 本次研究已通过广西医科大学第一附
属医院伦理委员会审查ꎮ
１􀆰 ２方法

１􀆰 ２􀆰 １ ＨＣＦｓ 体外分离和培养　 由于 Ｓｍｉｌｅ 手术是直接在
角膜基质层做预设深度的切削ꎬ取出的组织仅有角膜基质
组织ꎬ而角膜基质组织主要是由大量的胶原纤维和成纤维

细胞构成的ꎬ因此用 Ι 型胶原酶消化取出的角膜基质组
织ꎬ将得到的细胞悬液进行体外培养后ꎬ得到的细胞即是
基质层来源的角膜成纤维细胞ꎮ 将术中取出的角膜基质

透镜置于 ＰＢＳ 缓冲液中洗涤 ２~３ 次ꎬ用 １􀆰 ５ｇ / Ｌ Ⅰ型胶原
酶溶液于 ３７℃消化至组织块溶解ꎬ１０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ
弃上清ꎬ将细胞稀释后接种于培养瓶ꎬ２ ~ ３ｄ 换液 １ 次ꎬ约
７ｄ 后按 １∶ ３ 接种传代ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＭＴＴ 法检测细胞生存率　 将纤维蛋白粘合剂置于
１５ｍＬ 完全培养基(含 １０％胎牛血清)中ꎬ于 ３７℃恒温箱中
７２ｈꎬ收集浸提液ꎮ 以 ３ ０００ 个 / 孔的密度将 ＨＣＦｓ 接种于

９６ 孔板ꎬ于 ３７℃培养ꎮ ２４ｈ 后按以下分组全量换液:(１)
浸提液组:每孔 １００μＬ 浸提液ꎻ(２)完全培养基组:每孔
１００μＬ 完全培养基ꎻ(３)空白对照组:无细胞ꎬ每孔 １００μＬ
完全培养基ꎮ 分别于换液 ２４、３６、４８、６０、７２ｈ 后检测各组
在 ５７０ｎｍ 波长处的吸光度值(ＯＤ 值)ꎬ计算细胞相对生存
率(ＲＧＲ)ꎬ绘制细胞生长曲线ꎬ并参照细胞毒性分级标准

(表 １)进行细胞毒性评级ꎮ 每组设 ５ 个复孔ꎮ 细胞相对
生存率 ＲＧＲ(％)＝ (实验组平均 ＯＤ 值－空白对照组平均
ＯＤ 值) / (正常对照组平均 ＯＤ 值－空白对照组平均 ＯＤ
值)×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 角膜基质支架的制备　 将术中取出的同一患者来
源的两片角膜基质透镜平铺于清洁盖玻片上ꎬ吸除周围残
留的 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基ꎮ 于手术显微镜下ꎬ先后滴加等

量(３~５μＬ)纤维蛋白粘合剂、凝血酶溶液于其中一片角
膜基质透镜表面ꎬ并迅速将另一片透镜覆盖其上ꎬ于 １０ｓ
内调整至两片透镜完全重叠ꎮ

５９５

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.４ Ａｐｒ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



表 １　 细胞毒性分级

等级 ＲＧＲ(％) 细胞形态 细胞增殖能力 毒性作用

０ ≥１００ 细胞形态完整ꎬ贴壁良好ꎬ无细胞溶解 优 －
１ ８０~９９ 少于 ２０％的细胞呈圆形ꎬ贴壁松散ꎬ无胞浆颗粒ꎬ偶见细胞溶解 优 －
２ ５０~７９ 少于 ５０％的细胞呈圆形ꎬ无胞浆颗粒ꎬ可见明显细胞溶解 良 ＋
３ ３０~４９ 少于 ７０％的细胞呈圆形或溶解 中 ＋＋
４ ０~２９ 几乎所有细胞结构均不完整 差 ＋＋＋

表 ２　 培养不同时间浸提液组与完全培养基组细胞的 ＯＤ值与细胞毒性评级

培养时间 浸提液组(􀭰ｘ±ｓ) 完全培养基组(􀭰ｘ±ｓ) ＲＧＲ(％) 等级 毒性作用

２４ｈ ０􀆰 ５１３±０􀆰 ０４７ ０􀆰 ５２４±０􀆰 ０８０ ９７􀆰 ８０ １ －
３６ｈ ０􀆰 ７２３±０􀆰 ０５６ ０􀆰 ６６２±０􀆰 ０５７ １０９􀆰 ４２ ０ －
４８ｈ ０􀆰 ８８０±０􀆰 １０２ ０􀆰 ８４４±０􀆰 １０７ １０４􀆰 ５７ ０ －
６０ｈ ０􀆰 ９４６±０􀆰 ０９８ １􀆰 ０４０±０􀆰 ０７５ ９１􀆰 ０４ １ －
７２ｈ １􀆰 １０９±０􀆰 ０５５ １􀆰 ２０４±０􀆰 ３４３ ９２􀆰 １３ １ －

１􀆰 ２􀆰 ４不同保存介质对支架的影响　 将 ３６ 枚双层角膜基

质透镜支架转移至 ６ 孔板中ꎬ按照保存介质不同分为以下

４ 组:无水甘油组、透明质酸钠组、胎牛血清组及模拟湿房

环境组(生理盐水浸湿的棉球)ꎮ 每组设置 ３ 个复孔ꎬ每
孔放置 ３ 枚基质透镜支架ꎮ 将 ６ 孔板置于 ４℃环境保存

１４ｄꎬ观察并评价透镜支架的硬度、透明度及稳定性(以开

裂情况作为稳定性判断标准)ꎬ硬度和透明度均在眼前段

相机下进行直观评判ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５不同保存温度对支架的影响　 将 ４５ 枚双层角膜基

质透镜随机分为 ３ 组ꎬ置于无水甘油中脱水ꎬ其中 １５ 枚支

架于常温(２５℃)环境保存(常温组)ꎬ１５ 枚支架于 ４℃环

境中保存(４℃组)ꎬ１５ 枚支架于－２０℃环境中保存( －２０℃
组)ꎮ １４ｄ 后复水ꎬ并观察比较 ３ 种温度保存的支架硬度、
透明度及稳定性ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行统计学分析ꎮ
计数资料的组间比较采用 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法ꎻ等级资料的

组间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验ꎬ若组间存在差异ꎬ再
采用 Ｎｅｍｅｎｙｉ 检验进行各组间的两两比较ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义ꎮ
２结果

２􀆰 １ ＨＣＦｓ 的形态特征　 细胞种瓶后 ２４ｈꎬ大部分 ＨＣＦｓ 贴
壁ꎬ约 ４８ｈ 后可见 ＨＣＦｓ 伸展为长梭形或三角形ꎬ细胞核

为圆形或椭圆形ꎬ核仁清晰ꎬ贴壁紧密ꎬ排列整齐ꎬ呈涡旋

状生长ꎮ
２􀆰 ２ ＭＴＴ 法检测细胞生存率　 倒置相差显微镜下可见浸

提液组和完全培养基组细胞均具有正常的细胞形态ꎬ细胞

贴壁良好、形状完整ꎬ无胞浆颗粒ꎮ ＭＴＴ 检测结果显示ꎬ
０~７２ｈ内浸提液组与完全培养基组细胞具有相似的增殖

趋势ꎮ 浸提液组细胞培养 ３６ ~ ４８ｈ 细胞毒性评级为 ０ 级ꎬ
２４ｈ 内及 ６０~７２ｈ 细胞毒性评级为 １ 级ꎬ０ ~ ７２ｈ 细胞相对

生存率均超过 ９０％(表 ２ꎬ图 １)ꎮ 按照美国药典的毒性评

级标准ꎬＲＧＲ≥８０％即可认为材料无毒ꎮ
２􀆰 ３双层角膜基质支架的构建　 用纤维蛋白粘合剂粘贴

后的双层角膜基质透镜支架表面平整光滑ꎬ厚度及硬度增

加ꎬ透明度良好ꎬ双层透镜间贴合紧密ꎮ
２􀆰 ４不同保存介质对双层透镜支架的影响　 ４℃保存 １４ｄ

　 　

图 １　 ＨＣＦｓ在纤维蛋白粘合剂作用下的生长曲线ꎮ

后ꎬ无水甘油组 ９ 枚双层基质透镜支架复水后均未出现开

裂情况ꎬ透明度良好ꎬ硬度较甘油保存前增加ꎬ厚度稍增加
(图 ２Ａ)ꎻ透明质酸钠组 ９ 枚支架中ꎬ３ 枚出现开裂ꎬ剩余 ６
枚完整ꎬ透明度尚可ꎬ硬度较保存前下降ꎬ支架略呈水肿状

态ꎬ厚度增加(图 ２Ｂ)ꎻ模拟湿房环境组 ９ 枚支架均无开裂
现象ꎬ但存在不同程度的皱缩ꎬ表面粗糙不平ꎬ厚度及透明
度均较保存前降低(图 ２Ｃ)ꎻ胎牛血清组 ９ 枚支架全部开
裂ꎬ单层基质透镜质软且水肿严重ꎮ 以 ４℃保存 １４ｄ 后双

层角膜基质透镜支架开裂情况为判断标准ꎬ比较 ４ 种保存
方式的稳定性ꎬ无水甘油和湿房保存的支架稳定性最高ꎬ
均优于透明质酸钠ꎬ而胎牛血清保存的支架稳定性最低
(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ表 ３)ꎮ
２􀆰 ５不同保存温度对双层透镜支架的影响 　 于常温、４℃
及－２０℃的无水甘油中保存 １４ｄ 后ꎬ各组双层角膜基质透
镜复水后硬度相似ꎬ但透明度及颜色出现明显差异ꎮ 于常

温无水甘油中保存的 １５ 枚双层透镜支架ꎬ其中 ２ 枚保持
无色透明ꎬ５ 枚轻微变黄但透明度尚可ꎬ８ 枚严重变黄且透
明度明显降低ꎻ于 ４℃无水甘油中保存的 １５ 枚双层透镜
支架ꎬ其中 ５ 枚保持无色透明ꎬ１０ 枚轻微变黄且透明度良

好ꎻ于－２０℃无水甘油中保存的 １５ 枚双层透镜支架均保持
无色透明状态ꎬ未出现变黄情况ꎮ 以保存 １４ｄ 后双层角膜
基质透镜支架透明度情况为判断标准ꎬ比较 ３ 种保存温度
的保存效果ꎬ不同温度的无水甘油对双层角膜基质透镜支

架的保存效果差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ其中常温组
和 ４℃组间差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ－２０℃组与其余
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图 ２　 不同保存介质对双层透镜支架的影响　 Ａ:无水甘油组ꎬ双层角膜基质透镜支架复水后ꎬ未出现开裂情况ꎬ透明度良好ꎬ硬度较

保存前增加ꎬ厚度稍增加ꎻＢ:透明质酸钠组ꎬ透明质酸钠中保存 １４ｄ 的双层角膜基质透镜透明度尚可ꎬ硬度较保存前降低ꎬ支架呈水肿

状态ꎬ厚度增加ꎻＣ:模拟湿房环境组ꎬ模拟湿房环境保存 １４ｄ 的双层角膜基质透镜透明度欠佳ꎬ存在不同程度皱缩ꎬ表面粗糙不平ꎬ厚
度及硬度均较保存前降低ꎮ

表 ３　 不同保存介质对双层角膜基质透镜支架稳定性的影响 枚

组别 ｎ 开裂 未开裂

无水甘油组 ９ ０ ９
透明质酸钠组 ９ ３ ６
模拟湿房环境组 ９ ０ ９
胎牛血清组 ９ ９ ０

表 ４　 不同保存温度对双层角膜基质透镜支架透明度的影响 枚

组别 ｎ － ＋ ＋＋
常温组 １５ ２ ５ ８
４℃组 １５ ５ １０ ０
－２０℃组 １５ １５ ０ ０

注:－:无色透明ꎻ＋:透明但轻微变黄ꎻ＋ ＋:严重变黄且透明度

降低ꎮ

两组差异均有统计学差异意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明－２０℃组的

保存效果最佳(表 ４)ꎮ
３讨论

角膜基质是维持角膜透明性的关键结构成分ꎬ因此ꎬ
寻找具有类似天然角膜基质结构和生化成分的角膜基质

替代物是组织工程角膜研发的重点之一[３]ꎮ 理想的角膜

基质支架材料应具有材料透明、良好的生物相容性、适宜

的强度、良好的稳定性ꎬ可供细胞黏附、增殖和迁移等特

点[４]ꎮ 目前研究最多的支架材料主要有胶原及其复合物、
脱细胞角膜基质、丝素蛋白、纤维蛋白、壳聚糖等[５]ꎮ 在多

种支架材料中ꎬ脱细胞角膜基质来源于天然的角膜组织ꎬ
既保留了角膜组织的结构及组成成分ꎬ还保留了上皮细胞

和内皮细胞的附着位点ꎬ因此成为支架材料的理想选择ꎮ
但传统的脱细胞基质主要来源于猪的角膜组织ꎬ存在一定

的宗教及伦理学争议ꎬ且存在感染异种疾病的风险ꎬ因此

临床实际应用受限ꎮ
Ｓｍｉｌｅ 术的兴起为角膜基质材料提供了新的来源ꎮ

Ｓｍｉｌｅ 是在角膜基质层进行两次预设深度和弧度的扫描切

削ꎬ分离透镜前后表面后ꎬ将透镜从小切口完整取出ꎮ 取

出的角膜基质透镜前后表面光滑平整ꎬ因直接取自于人的

角膜基质层ꎬ理论上保留了正常角膜基质的胶原结构、光
学透明度、生物力学强度及生物相容性ꎮ 单层角膜基质透

镜厚度约 １００μｍꎬ可承受的眼内压有限ꎬ因此对于 ３ｍｍ 以

上(<５ｍｍ)的较大角膜穿孔ꎬ可叠加使用多层角膜基质透

镜作为支架材料ꎬ以提高支架材料的抗张强度ꎮ ＦＳ 是从

健康人的血浆中提取出的一种天然的生物蛋白粘合剂ꎬ呈
透明凝胶状ꎬ多用于手术中喷洒创面使组织黏附并止

血[６－９]ꎬ因此可选用 ＦＳ 粘贴多层角膜基质透镜ꎬ以适应不

同程度角膜穿孔的抗张强度需求ꎮ 为探究 ＦＳ 对角膜基质

细胞的毒性影响ꎬ本研究将 Ｓｍｉｌｅ 来源的角膜成纤维细胞

与 ＦＳ 浸提液共同培养 ７２ｈꎬ通过 ＭＴＴ 法检测细胞的增殖

情况ꎬ证实 ＦＳ 对角膜成纤维细胞无毒性作用ꎬ具有良好的

生物相容性ꎬ可用于构建组织工程角膜基质支架ꎮ ＦＳ 粘

贴的双层角膜基质透镜支架表面光滑平整ꎬ硬度增加ꎬ透
明度良好ꎬ两片透镜贴合紧密ꎬ不易移位ꎮ

传统的角膜保存方法主要分为短期、中期、长期及超

长期保存法[１０]ꎮ 短期保存一般采用湿房保存的方式ꎬ保
存时间较短ꎬ一般为 ２４~４８ｈꎻ中期保存主要是用角膜中期

保存液将角膜保存 ４~１４ｄꎬ中期保存液中一般添加有硫酸

软骨素、透明质酸钠、自体或受体血清、青霉素及皮质类固

醇等添加剂以延长保存时间ꎻ长期保存多采用器官培养

法ꎬ但此法操作复杂ꎬ价格昂贵ꎬ国内应用较少ꎻ超长期保

存则多采用甘油保存法ꎬ操作简便、成本低廉ꎬ且可将保存

时间延长至数年[１１]ꎮ 综合考虑上述保存方式ꎬ本研究选

择无水甘油、透明质酸钠、胎牛血清及模拟湿房环境作为

角膜支架的保存介质ꎬ以探究角膜支架的适宜保存方式ꎮ
通过对比不同保存介质中支架的透明度、开裂情况、硬度

及厚度ꎬ证实无水甘油是双层角膜基质支架的较佳保存介

质ꎮ 通过进一步对比常温、４℃ 及－２０℃ 无水甘油中保存

的透镜支架的透明度ꎬ证实－２０℃ 是较佳保存温度ꎮ 在
－２０℃无水甘油中保存的角膜基质透镜支架复水后ꎬ其硬

度、厚度、透明度及稳定性均较好ꎮ
综上所述ꎬ本研究利用 ＦＳ 粘贴 Ｓｍｉｌｅ 来源的角膜基

质透镜构建双层角膜基质透镜支架ꎬ为组织工程角膜支架

材料提供了新的来源途径ꎮ 将 Ｓｍｉｌｅ 来源的角膜基质细

胞与 ＦＳ 浸提液共培养ꎬ通过 ＭＴＴ 法证实 ＦＳ 对角膜基质

细胞无毒性作用ꎬ可用于构建组织工程角膜基质支架ꎮ
通过对比不同保存介质、不同保存温度下透镜支架的稳

定性、硬度及透明度ꎬ证实－２０℃无水甘油是双层角膜基

质透镜较为理想的保存条件ꎮ 不仅扩充了角膜支架材

料的来源ꎬ可直接用于修补 ３ｍｍ 以下的角膜穿孔ꎬ而且

为下一步联合种子细胞构建组织工程角膜提供了前期

实验依据ꎮ
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