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Abstract
誗 AIM: To explore the feasibility of culturing human
umbilical vein endothelial cells ( HUVEC) on acellular
corneal stroma and performing the posterior lamellar
endothelial keratoplasty ( PLEK ) treating corneal
endothelial decompensation.
誗METHODS: Thirty New- Zealand rabbits were divided
into three groups randomly, 10 rabbits for experimental
group, 10 for stroma group and 10 for control group.
Corneal endothelial cells were removed to establish
animal model of corneal endothelial failure. PLEK was
performed on the rabbits of experimental group and
stroma group, and nothing was transplantated onto the
rabbits of control group with the deep layer excised only.
Postoperative observation was taken for 3mo. The
degree of corneal edema and central corneal thickness
were recorded for statistical analysis.
誗RESULTS: Corneas in experimental group were relieved
in edema obviously compared with that in stroma group
and the control group, and showed increased
transparency 7d after the operation. The average density
of endothelial cells was 2026. 4 依 129. 3cells / mm2, and

average central corneal thickness was 505. 2 依 25. 4滋m in
experimental group, while 1535. 6 依 114. 5滋m in stroma
group and 1493. 5 依 70. 2滋m in control group 3mo after
operation.
誗CONCLUSION:We achieved preliminary success in our
study that culturing HUVEC on acellular corneal stroma
and performing PLEK for corneal endothelial
decompensation. HUVEC transplanted could survive in
vivo, and have normal biological function of keeping
cornea transparent. This study provides a new idea and a
new way clinically for the treatment of corneal
endothelial diseases.
誗 KEYWORDS: human umbilical vein endothelial cell;
acellular corneal stroma; posterior lamellar
endothelial keratoplasty
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摘要

目的:探讨异种脱细胞角膜基质为载体培养人脐静脉内
皮细胞(HUVEC)进行后板层角膜移植(PLEK)治疗角膜
内皮衰竭的可行性。
方法:新西兰白兔 30 只,随机分为 3 组,实验组、基质组
和对照组,每组 10 只,术中去除角膜内皮细胞,建立角膜
内皮衰竭动物模型,实验组和基质组行后板层角膜移植
术,对照组仅去除角膜后板层组织,不进行移植。 术后观
察 3mo,对三组角膜的水肿混浊程度和中央角膜厚度进
行统计学分析。
结果:术后 7d,实验组角膜水肿程度较基质组和对照组
明显减轻,透明度增加。 术后 3mo 时,实验组内皮细胞密
度为 2026. 4依129. 3 个 / mm2,中央角膜厚度平均为 505. 2依
25. 4滋m,基质组中央角膜厚度平均为 1535. 6依114. 5滋m,
而对照组为 1493. 5依70. 2滋m。
结论:实验以异种脱细胞角膜基质为载体培养人脐静脉
内皮细胞,行后板层角膜移植术,治疗角膜内皮衰竭取得
了初步成功。 移植的人脐静脉内皮细胞能够在活体上成
活,并具有一定的角膜内皮细胞的生物学功能,维持角膜
透明,为临床上治疗角膜内皮疾病提供了新的思路和
方法。
关键词:人脐静脉内皮细胞;脱细胞角膜基质;后板层角
膜移植
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0 引言
摇 摇 角膜内皮细胞对于保持角膜脱水状态、正常厚度及
透明性起着关键的作用。 而足够数量的内皮细胞是保障
内皮功能正常的重要条件,当角膜内皮细胞受损超过其
代偿能力时,就会导致角膜水肿,进而发生混浊。 目前,
在进行穿透角膜移植术的病例中,有一半以上仅需要将
病变的角膜内皮层替换掉即可,如人工晶状体植入或其
他内眼手术后角膜内皮失代偿、无晶状体眼导致的大泡
性角膜病变、Fuchs 角膜内皮营养不良等[1,2]。 虽然穿透
性角膜移植术成功率较高,但仍然受到了供体角膜缺乏、
术后排斥反应、角膜供体老龄化等问题的限制。 组织工
程技术的兴起,推动了角膜组织体外重建的研究,但载体
材料的选择、细胞有效增殖、体外细胞凋亡,细胞黏附及
移植术后的安全性等问题使得组织工程化角膜组织的研
究仍停留在实验阶段[3]。 本实验旨在构建一种角膜内皮
样组织,可直接进行移植,以恢复损伤的角膜内皮,达到
不依赖供体角膜而治疗角膜内皮病变的目的。
摇 摇 人脐静脉内皮细胞来源于胎儿脐带,免疫原性低,且
具有祖细胞特性,故将其接种于角膜基质上,并培养于角
膜内皮细胞生长的环境中,可能被诱导为角膜内皮样细
胞。 基于这一思路,本实验以人脐静脉内皮细胞作为种
子细胞,以异种脱细胞角膜基质为支架,构建角膜内皮样
组织,并移植至去除角膜后板层的基质上,通过观察移植
术后的疗效,探讨该方法的可行性,为治疗角膜内皮疾病
提供可能的新途径。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验材料及实验动物摇 新生儿脐带;猪角膜;健康
新西兰白兔 30 只(由大连医科大学实验动物中心提供),
裂隙灯检查确定无眼部疾患,体质量为 2. 5 ~ 3kg,雌雄不
限,饲养温度 20益 ~ 25益,自动摄食和饮水,昼夜自然
光照。
1. 1. 2 实验仪器摇 CO2孵箱:美国 Forma Scientific;超净工
作台:苏净集团安泰公司;倒置及普通显微镜:日本
Nikon;电热恒温干烤箱:上海跃进医疗器械厂;电热鼓风
箱:湖北省黄石市医疗器械厂 DFG801 型;超速离心机:
武汉 科 学 仪 器 厂; 角 膜 内 皮 细 胞 显 微 镜: Topcon
CORPORATION;超声角膜测厚仪:DGH TECHNOLOGY,
Inc;解剖显微镜:Topcon CORPORATION;照相裂隙灯显
微镜:重庆康华科技有限公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 人脐静脉内皮细胞的原代培养摇 健康孕妇剖腹产
后立即取新生儿脐带(长约 20cm 左右)置入含有庆大霉
素(400U / mL)的 PBS 缓冲液中,3h 内行脐静脉内皮细胞
的分离培养。 检查新生儿脐带有无破损及血肿,剪去破
损及血肿部分,分别结扎脐带两端的两条动脉,抽取含
青、链霉素的 PBS 液冲洗静脉管腔至冲洗液呈无色时,用
血管钳夹住一端脐静脉,由另一端向脐静脉内灌注
0郾 1% I 型胶原酶至充盈,再用血管钳夹闭,37益水浴箱
中消化 12min,每隔 1min 轻轻摇动一次,让消化酶与血管
壁充分作用,消化完毕后用手轻轻揉搓脐静脉,收集消化

液,并用温 PBS 液冲洗脐静脉两次,冲洗液并入消化液
中,加入含 10% 胎牛血清的培养基终止消化,1000r / min
离心 8min,用吸管小心吸出上清液,加入含 20% FBS、
10ng / mL VEGF 的 DMEM / F12 (1 颐1)培养基(含青霉素
100U / mL,链霉素 100滋g / mL, L-谷氨酰胺 2mmol / L),吹
打细胞使其分散均匀,以(1 ~ 2) 伊105 个 / mL 密度接种于
培养皿中。 24h 后第一次换液,除去红细胞及未贴壁细
胞,加培养基继续培养,每隔 2 ~ 3d 换液一次,至细胞融
合生长。
1. 2. 2 载体的制备与保存 摇 取新鲜猪眼球,剪去结膜组
织,生理盐水反复冲洗,置于含庆大霉素 (400U / mL) 的
PBS 中浸泡 30min,再用含青霉素、链霉素(各 200U / mL)
的 PBS 冲洗 3 次。 刮除角膜上皮细胞,用刀片进行板层
分离,取 0. 1mm 厚的板层角膜基质,用 Tris-EDTA 浸泡
过夜后,1% Triton 于 4益再过夜。 0. 25% 胰蛋白酶 37益
消化 4h 后,用 1颐1000 浓度 DNA 酶-RNA 酶于 37益消化
4h 进行脱细胞处理,1% Triton 过夜,50mmol / L Tris -
EDTA 三蒸水震荡清洗 3 遍,用直径 7. 5mm 环钻修成正
圆形后放置在 24 孔培养板中,-20益保存。 使用前滴入
少量含 20% 血清的 DMEM / F12(1 颐1)培养基(恰好浸没
基质片为宜),待培养液干燥后,滴血清一滴于角膜基质
上,置于 37益孵箱中,干燥。 接种细胞前将制备的脱细
胞基质用紫外线双面照射各 30min,灭菌备用。
1. 2. 3 脱细胞角膜基质组织学观察摇 取脱细胞角膜基质
一小块,放入中性福尔马林溶液中保存,常规石蜡包埋,
切片进行 HE 染色,观察基质纤维结构及脱细胞情况。
1. 2. 4 细胞的接种摇 待原代培养的细胞融合成单层后小
心吸出培养皿中的培养液,用 PBS 液洗涤 2 次,加入 2mL
0. 25%胰蛋白酶-0. 02% EDTA 消化细胞,倒置显微镜下
见细胞皱缩变圆,间隙变大后加入含 10% 胎牛血清的
DMEM / F12(1颐1)培养基终止消化,用吸管轻轻吹打均匀
成细胞悬液,将细胞悬液移入离心管中,1000r / min 离心
5min,弃上清液,重新加入 DMEM / F12 ( 1 颐 1 ) 培养液
0郾 5mL,吹打,悬浮细胞。 将一滴细胞悬液接种于制备好
的脱细胞角膜基质上,细胞密度约为 2 伊106 个 / cm2,于
37益、5% CO2条件下培养,24h 后细胞完全贴壁后补充培
养基继续培养。 待细胞铺满脱细胞角膜基质表面后用于
移植。
1. 2. 5 移植手术 摇 所有动物均以右眼为手术眼,沿耳缘
静脉缓慢注入 25% 氨基甲酸乙酯溶液 4mL / kg 进行麻
醉,消毒铺洞巾,置开睑器。 实验组:用直径 9mm 环钻做
3 / 4 角膜厚度的切口,以角膜剪伸入角膜层间分离,剪开
270毅,保留鼻侧部分,做成直径 9mm、厚 3 / 4 的鼻侧带蒂
前层角膜瓣,并将其掀置一侧。 再用直径 7. 25mm 环钻
钻除中央后层角膜,造成植孔。 植片为有脐静脉内皮细
胞生长的脱细胞角膜基质,内皮面滴入黏弹剂并向下置
于植床,8-0 可吸收缝线间断缝合植床与植片 8 针,将前
层带蒂角膜瓣复位,8-0 尼龙线间断缝合 8 针。 基质组:
植片为无细胞的单纯脱细胞角膜基质,方法同实验组。
对照组行单纯后板层切除,方法亦同实验组,不进行移
植,直接将角膜瓣复位缝合。 术毕结膜下注射庆大霉素
2 万 U,地塞米松 5mg,结膜囊内涂妥布霉素地塞米松眼
膏。 3-0 丝线水平褥式缝合上下睑,缝线打活结,留长线。
1. 2. 6 术后处理与观察摇 术后抗生素眼药水及激素眼药
膏交替点眼,术后 3d 拆除眼睑缝线,裂隙灯下观察术眼,
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并按角膜混浊程度计分:+1(通过混浊角膜能看清虹膜
纹理);+2(混浊加重,但仍能透见虹膜);+3(混浊严重,
不能透见虹膜)。 于术后 1mo 和 3mo 时,采用超声角膜
测厚仪测量中央角膜厚度,用角膜内皮显微镜测定实验
组白兔角膜内皮细胞密度,并用裂隙灯照相显微镜对三
组白兔手术眼进行照相。
摇 摇 统计学分析:所有资料输入计算机,运用 SPSS 17. 0
for Windows 软件包建立数据库,采用单因素方差分析进
行统计分析,检验水准 琢=0. 05。
2 结果
2. 1 人脐静脉内皮细胞原代培养结果摇 采用胶原酶灌流
方法可成功分离人脐静脉内皮细胞,原代培养细胞生长
3 ~ 6h 见细胞开始贴壁,初为小圆形,24h 内完全贴壁,逐
渐伸展长成短梭形或多角形,5 ~ 6d 细胞铺满培养皿底,
呈单层“鹅卵石样冶或“铺路石样冶,镶嵌状排列生长,大
小均匀,细胞核清晰,呈圆形或卵圆形(图 1)。
2. 2 基质纤维结构及脱细胞情况摇 角膜基质经脱细胞处
理后为半透明的薄膜,具有一定的弹性及韧性。 组织学
观察细胞结构完全消失,胶原纤维排列疏松,弹性纤维保
存良好,网状间隙明显增大,有利于细胞生长(图 2)。
2. 3 细胞接种摇 细胞接种于脱细胞角膜基质上,24h 内完
全贴附生长,开始为梭形,逐渐伸展开形成单层,细胞排
列紧密,与原代培养细胞相似,1wk 时铺满整个基质,外
观呈“铺路石样冶(图 3)。
2. 4 移植术后角膜观察 摇 术后 7d,三组实验动物术眼结
膜充血,角膜水肿,但基质组和对照组混浊较重,随后实
验组角膜水肿逐渐减轻,透明度增加,而基质组和对照组
角膜水肿加重,混浊更加明显(图 4)。 术后 1mo 和 3mo
时分别对三组动物角膜的水肿混浊程度进行计分(表 1),
结果显示实验组角膜明显比基质组和对照组透明。 分别
在术后 1mo 和术后 3mo 时对三组动物测定中央角膜厚度
(表 2)。 进行统计学分析得出组间比较的 P 值(表 3)。
移植术后 1mo 实验组角膜内皮细胞密度为 2471. 4 依
144郾 8 个 / mm2,3mo 为 2026. 4依129. 3 个 / mm2。
3 讨论
摇 摇 角膜内皮细胞通过发挥屏障和主动液泵功能维持角
膜的脱水状态以及透明性。 如果内皮细胞功能因炎症、
创伤、毒素等因素受损超过其代偿限度时,角膜将出现水
肿混浊改变。 内皮细胞受损越多,功能越差,角膜水肿越
重,二者具有正相关关系,故可根据水肿程度对内皮细胞
的损失量进行评估。 本实验结果显示,移植术后 1mo 和
3mo,实验组角膜水肿及混浊程度明显小于基质组和对照
组,实验组与其他两组中央角膜厚度比较具有显著性差
异(P<0. 05)。 该实验结果表明移植术后脐静脉内皮细
胞在活体上可以存活,并且能够在一定程度上发挥角膜
内皮细胞的功能。
摇 摇 组织工程是近几年兴起的边缘学科。 组织工程化角
膜成为当前眼科研究的热点,支架材料和种子细胞则是
构建组织工程化角膜的两大要素。
摇 摇 理想的支架材料需具有良好的生物相容性、可控的
生物降解性、较强的可塑性和一定的机械强度及良好的
材料界面等诸多优点[4]。 随着组织工程技术的发展,人
们不断寻求一种稳定性好,能耐受手术操作的生物支架
作为细胞的载体,但由于各种缺点无法应用于临床。
Hori 等[5]研究发现,在角膜移植排斥反应中起主要作用

图1摇 人脐静脉内皮细胞原代培养,细胞铺满培养皿底,镶嵌状

排列生长,大小均匀,呈单层“鹅卵石样冶或“铺路石样冶(伊400)。

图 2摇 脱细胞角膜基质 HE染色,细胞结构完全消失,胶原纤维

排列疏松,弹性纤维保存良好,网状间隙明显增大(伊400)。

图3摇 人脐静脉内皮细胞接种于脱细胞角膜基质上,细胞伸展,
形成单层,铺满脱细胞角膜基质(伊400)。

图 4摇 移植术后角膜观察摇 A:实验组术后 3mo 时,角膜水肿减
轻,透明度增加;B:基质组术后 3mo 时,角膜水肿,混浊加重。

表 1摇 三组术后 1mo和 3mo角膜混浊程度计分 軃x依s
组别 术后 1mo 术后 3mo
实验组 1. 3依0. 5 1. 2依0. 4
基质组 2. 8依0. 4 3. 0依0
对照组 2. 8依0. 4 3. 0依0

表 2摇 三组术后 1mo和 3mo中央角膜厚度 (軃x依s,滋m)
组别 术后 1mo 术后 3mo
实验组 534. 1依30. 8 505. 2依25. 4
基质组 1328. 1依100. 3 1535. 6依114. 5
对照组 1273. 6依96. 6 1493. 5依70. 2
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表 3摇 术后 1mo和 3mo中央角膜厚度各组比较的 P值

组间对比 术后 1mo 术后 3mo
实验组 vs 基质组 0. 001 0. 001
实验组 vs 对照组 0. 001 0. 001
基质组 vs 对照组 0. 151 0. 243

的是角膜上皮的郎格罕斯细胞,而角膜基质主要成分是
胶原纤维,其中有散在分布的角膜基质细胞,抗原性低。
异种角膜基质来源广泛,经脱细胞处理后,去除了抗原性
和病原性,降低了排斥反应,且保持透明、韧性大,具有天
然角膜基质板层结构,能与受体角膜组织融合生长,保留
的纤维支架有利于种子细胞长入,适于用作内皮细胞培
养的载体[6,7]。 张超等[8] 将脱细胞猪角膜基质材料植入
兔角膜基质囊袋,研究表明脱细胞基质生物相容性良好,
材料逐渐降解吸收,无炎症及排斥反应发生。 本实验利
用异种脱细胞角膜基质作为载体培养细胞并移植,术后
观察 3mo,角膜透明度增加,无排斥反应发生,该结果表
明了脱细胞角膜基质是体外角膜组织构建较为理想的支
架材料。 但异种脱细胞角膜基质能否应用于人以及手术
的远期疗效等问题有待进一步研究。
摇 摇 种子细胞多取自人角膜内皮细胞,但体外培养表明,
人角膜内皮细胞仅在刺激因子存在的条件下才有一定的
增殖能力[9,10],且供体角膜来源有限,因而应用受到限
制。 人脐静脉内皮细胞来源于新生儿脐带,具有祖细胞
特性,可能在一定的诱导条件下向角膜内皮细胞方向分
化。 故本实验采用人脐静脉内皮细胞作为种子细胞进行
移植,术后观察发现兔眼角膜水肿减轻,透明度增加,而
基质组及对照组角膜水肿混浊,并逐渐加重,三组对比表
明人脐静脉内皮细胞能够在活体上成活并发挥了角膜内
皮细胞的功能。 但由于术后观察时间短,远期效果尚不
确定。 实验过程中发现:脐静脉内皮细胞体外培养较困
难,影响因素较多。 通过多次胰蛋白酶和胶原酶的消化
结果对比显示,胰蛋白酶消化下的脐静脉内皮细胞为单
个,数量少不易成活,而胶原酶作用较柔和,对细胞破坏
小,消化的细胞成团,状态好,易贴壁生长。 另外要控制
好消化的时间,一般以 12 ~ 15min 为宜,消化时间短,细
胞数量少,而时间过长则会破坏细胞。 本实验采取 1%
胶原酶玉灌流法消化 12min,获得脐静脉内皮细胞数量多
且状态良好。 脐静脉内皮细胞对培养基条件要求也较
高,在无内皮细胞生长因子存在的情况下,细胞生长非常
缓慢,甚至停滞,而加入生长因子后,细胞生长明显加速,
且细胞状态较好。
摇 摇 后板层角膜移植术是近年来发展起来的治疗角膜内
皮病变的一种新的手术方法[11,12],它保留了术眼的前板
层,仅置换后板层,包括后部基质层、后弹力层和内皮层,

其优点在于损伤小,炎症反应轻,术后散光度数小,视力
恢复快[13,14],尤其是小切口囊袋法使后板层移植术发展
到了一个新的阶段[15,16]。 但因术式复杂,操作难度高,需
要特殊的器械,故本实验采用了 270毅的大切口。 理想的
角膜内皮移植术应达到损伤小,恢复快,术后无散光及排
斥等反应。 随着眼科手术技术及仪器的发展将会推动该
术式的改进。
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