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【关键词】　羊膜匀浆提取液；共聚焦显微镜；角膜瘢痕；碱烧伤
【摘要】　目的　观察大鼠角膜碱烧伤使用羊膜匀浆提取液（ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｍ
ｂｒａｎｅ，ＥＡＭ）后角膜瘢痕的变化，探讨羊膜匀浆提取液应用于角膜碱烧伤的临床价值及作

用机理。方法　取ＳＤ大鼠４０只随机分为ＥＡＭ组（２０只）和对照组（２０只），所有大鼠通过１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ溶液建立右眼
角膜碱烧伤模型。ＥＡＭ组行ＥＡＭ滴眼，每天４次，对照组用ＰＢＳ缓冲液滴眼。通过裂隙灯显微镜下观察大鼠角膜透明性，角
膜共聚焦显微镜动态观察大鼠角膜超微结构的变化，计算肌成纤维细胞的数量。结果　碱烧伤后２８ｄ，ＥＡＭ组的角膜透明度
评分明显好于对照组，两组分别为２．３６±０．８１和３．３６±１．１２（Ｐ＜０．０１）。碱烧伤后第９天、第１１天、第１４天ＥＡＭ组肌成纤维
细胞密度均小于对照组，各时间点 ＥＡＭ组、对照组分别为（２０１±３９）个·ｍｍ－２、（２９１±４８）个·ｍｍ－２，（２４８±８４）个·ｍｍ－２、
（３４９±１０５）个·ｍｍ－２，（１０８±５７）个·ｍｍ－２、（１７５±６２）个·ｍｍ－２，两组之间差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。结论　新
鲜ＥＡＭ可以有效抑制碱烧伤后肌成纤维细胞的激活和增殖，减少角膜瘢痕的形成。
［眼科新进展，２０１４，３４（３）：２２２２２５］

　　角膜的透明性是角膜发挥正常生理功能的基
础［１］。眼表化学伤，尤其眼表碱烧伤是一种常见的

眼科急诊疾病。在角膜碱烧伤的愈合过程中，由于

角膜新生血管和角膜瘢痕的形成，严重破坏了角膜

透明性，影响患者视力，甚至导致角膜盲［２］。因此在

角膜伤口愈合过程中，不仅要修复其受伤部位，更重

要的是尽量维持角膜透明性。目前临床上的治疗方

法主要是角膜移植等手术治疗。但是由于角膜移植

供体匮乏，以及角膜植片的异体性，极易发生角膜排

斥反应，从而限制了角膜移植手术在临床上的广泛

应用。传统的羊膜移植术，虽然可以抑制角膜新生

血管，促进角膜上皮愈合，但是手术操作复杂，羊膜

·２２２· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０１４年３月　第３４卷　第３期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３４Ｎｏ．３Ｍａｒｃｈ２０１４



保存困难［３４］。本次我们通过使用羊膜匀浆提取液

（ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆａｍｎｉｏｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ，ＥＡＭ），观察在碱烧
伤愈合中其对角膜瘢痕形成的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　大鼠角膜碱烧伤模型的制作　取 ＳＤ大鼠４０
只（南京军区南京总医院比较医学科提供），体质量

１８０～２００ｇ，清洁级，雌雄不限。用０．６ｍｏｌ·Ｌ－１水
合氯醛 ＋安定腹腔注射（３ｍＬ·ｋｇ－１）麻醉大鼠后，
在裂隙灯显微镜下检查见大鼠角膜透明。随机分为

ＥＡＭ组和对照组各２０只，表面麻醉２次后，将直径
为３ｍｍ圆形滤纸片浸入１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶液２０
ｓ，滤纸吸去过多碱液，将其贴敷于右眼角膜中央４０
ｓ。立即用生理盐水冲洗烧伤区及结膜囊直至 ｐＨ＝
７，涂红霉素及硫酸阿托品眼膏预防感染并散瞳预防
虹膜后粘连。损伤后 ＥＡＭ组行 ＥＡＭ滴眼，对照组
行ＰＢＳ滴眼，每天４次。
１．２　ＥＡＭ的制备　新鲜人羊膜来源于我院产科健
康剖宫产孕妇，排除艾滋病、乙肝、梅毒等传染性疾

病。用含５０μｇ·ｍＬ－１青霉素、５０μｇ·ｍＬ－１庆大霉
素和２．５μｇ·ｍＬ－１两性霉素 Ｂ的生理盐水冲洗羊
膜３遍，钝性分离后剪成５ｃｍ×５ｃｍ大小，在ＰＢＳ液
中清洗３次，称质量后置于１０ｍＬ离心管中，按１１
加入ＰＢＳ液，放入匀浆机中（５０００ｒ·ｍｉｎ－１，３０ｓ），
匀浆后按１５加入无菌ＰＢＳ液，离心后取上清液（２
ｈ内使用）。ＥＡＭ蛋白含量为８００μｇ·ｍＬ－１。
１．３　裂隙灯显微镜观察及眼前节照相　碱烧伤后
每日行裂隙灯显微镜观察大鼠角膜上皮的愈合情

况，是否存在前房积血、角膜溃疡、角膜穿孔等并发

症，并行眼前节照相，观察并记录角膜透明度及混浊

情况。

角膜混浊评分标准：分为０分：全角膜透明、眼
内结构清晰可见；１分：轻微角膜表层混浊；２分：角
膜浅层基质混浊，瞳孔缘和虹膜纹理可见；３分：中度
角膜基质混浊，只可见瞳孔缘；４分：重度角膜基质混
浊，前房可见；５分：角膜混浊严重，前房模糊［５］。

１．４　角膜共聚焦显微镜观察　实验大鼠麻醉后，右
眼行开睑器开睑，滴用 ｖｉｄｉｓｉｃ眼凝胶。调整操纵台
高度和ＣＣＤ摄像头位置，在物镜头表面滴１滴ｖｉｄｉｓ
ｉｃ眼凝胶，盖上一次性无菌角膜接触帽。将鼠眼固
定于物镜上，观察角膜基质层肌成纤维细胞的数量

和形态。观察视野为４００μｍ×４００μｍ，分辨率为１
μｍ，放大倍数为８００。通过Ｒｏｓｔｏｃｋ操作软件对同层
图像中的细胞进行计数［６］。

１．５　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行
统计分析。所有数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用独
立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　裂隙灯显微镜观察　角膜碱烧伤后，两组均出

现角膜变白，角膜上皮缺失。对照组碱烧伤后第 １
天角巩膜缘血管网充盈，浅层基质水肿；第３天角膜
缘可见毛刷状新生血管生长，并向透明角膜伸入，形

成环状和袢状；第４天角膜上皮基本愈合；第１１天
可见大量密集粗乱的新生血管长入角膜，此时新生

血管面积最大，随后新生血管生长速度明显减慢，角

膜斑翳形成；第２８天角膜新生血管逐渐减退，角膜
透明性明显下降。ＥＡＭ组碱烧伤后第３天角膜上皮
基本愈合；第８天新生血管面积最大，但比对照组分
布局限且稀疏；第９天新生血管基本停止生长，角膜
云翳形成，但透明性较对照组好。

２．２　碱烧伤后２８ｄ两组角膜透明性评分比较　碱
烧伤后２８ｄ，对照组角膜斑翳明显，透明性下降，瞳
孔缘模糊可见，角膜评分为（３．３６±１．１２）分，ＥＡＭ
组角膜白斑较薄，评分为（２．３６±０．８１）分，两组之间
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．３　角膜共聚焦显微镜观察结果　角膜共聚焦显
微镜观察角膜基质层结构的改变：碱烧伤后第３天，
对照组浅层基质细胞水肿，细胞体积变大，胞体变

形，细胞边界模糊，胞核反光减弱（图１Ａ）。ＥＡＭ组
的角膜上皮快速愈合，其缺损的角膜上皮细胞小于

对照组（图２Ａ）。烧伤后第４天对照组在细胞形态
模糊不清的基质细胞背景中，出现数量不等、分布不

均、胞体较小、胞核反光明亮的炎症细胞。基质内神

经发生较多分叉，神经分支走行不平行伴屈曲，粗细

不均，并见异常交通支，这些炎症细胞多分布于神经

周围（图１Ｂ）。此时 ＥＡＭ组基质细胞界限欠清，胞
体呈多角形突起，排列紊乱，且密度低于正常，胞体

反光较强，细胞核很难分辨，炎症细胞数量明显小于

对照组（图２Ｂ）。碱烧伤后第９天，对照组基质胶原
纤维断裂溶解，胶原纤维排列紊乱，板层纤维结构疏

松。基质层可见大量肌成纤维细胞，胞质丰富，胞体

呈多角形突起，伴有炎症细胞浸润，多个成纤维细胞

相互连接成蜂窝状，逐渐形成纤维化（图１Ｃ）。ＥＡＭ
组基质层细胞间隙暗区扩大，可见细小炎性细胞呈

点状浸润，肌成纤维细胞胞质丰富，细胞边界尚清

晰，排列较为规则（图２Ｃ）。碱烧伤后第１１天，对照
组整个角膜区域几乎均有角膜新生血管形成，角膜

下方最为明显，管腔粗大并相互交织成网状，管壁界

限清晰，动态连续扫描模式可见血管内血细胞流动

（图１Ｄ）。ＥＡＭ组新生血管稀疏，分支以及迂曲程
度较少（图２Ｄ）。碱烧伤后第２８天，对照组基质内
神经纤维走行方向呈放射状，基质细胞胞核拉长，细

胞间隙加宽，基质内大量无细胞结构的高反光区域，

瘢痕形成范围较大（图１Ｅ）。ＥＡＭ组基质内炎症细
胞几乎不可见，角膜新生血管消退明显，高反光的无

结构区域较对照组明显较少（图２Ｅ）。
２．４　两组基质层肌成纤维细胞计数比较　碱烧伤
后第 ９天，对照组基质层肌成纤维细胞密度为
（２９１±４８）个·ｍｍ－２，ＥＡＭ组为（２０１±３９）个·
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ｍｍ－２，两者之间差异有统计学意义（ｔ＝５．４５，Ｐ＜
００１）；碱烧伤后第１１天，对照组肌成纤维细胞密度
达到最大值，为（３４９±１０５）个·ｍｍ－２，此时 ＥＡＭ组
为（２４８±８４）个·ｍｍ－２，两者之间差异有统计学意

义（ｔ＝２８１，Ｐ＜０．０１）；碱烧伤后第１４天，两组角膜
基质层肌成纤维细胞密度均减少，但是对照组的细胞

密度仍然大于 ＥＡＭ组，两组分别为（１７５±６２）个·
ｍｍ－２、（１０８±５７）个·ｍｍ－２（ｔ＝２．９８，Ｐ＜０．０１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．Ａ：Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎｓ，ｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｆｅｃｔｅｄｉｎｓｏｍｅａｅｒａ；Ｂ：Ｆｏｕｒｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉ
ｂｕｒｎｓ，ｍｏｒｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｗｉｔｈｈｉｇｈｒｅｆｌｅｃｔｉｖｅｎｕｃｌｅｉａｐｐｅａｒｅｄ；Ｃ：Ｓｅｖｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎｓ，ｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｓｔｒｏｍａｗａｓａｒｒａｎｇｅｄｉｒｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｗｉｔｈｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；Ｄ：Ｅｌｅｖｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎｓ，ｔｈｅａｒｅａｏｆｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｓｔｒｏｍａｌａｙｅｒｗａｓｍａｘｉ
ｍｕｍ；Ｅ：Ａｔ２８ｄａｙａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎｓ，ｃｏｒｎｅａｌｓｃａｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｈｅｓｔｒｏｍａｌａｙｅｒ．Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥＡＭｇｒｏｕｐｓ．Ａ：Ｔｈｒｅｅｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎ，
ｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｅｆｅｃｔｅｄａｒｅａｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｆｏｕｒｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎ，ｌｅｓｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓａｐ
ｐｅａｒｅｄ；Ｃ：Ｓｅｖｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎ，ｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｓｔｒｏｍａｗａｓａｒｒａｎｇｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｗｉｔｈｎｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；Ｄ：Ｅｌｅｖｅｎｄａｙｓａｆｔｅｒｃｏｒ
ｎｅａｌａｌｋａｌｉｂｕｒｎ，ｔｈｅａｒｅａｏｆｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｓｔｒｏｍａｌａｙｅｒｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｗａｓｌｏｗｅｒ；Ｅ：Ａｔ２８ｄａｙａｆｔｅｒｃｏｒｎｅａｌａｌｋａｌｉ
ｂｕｒｎ，ｌｅｓｓｃｏｒｎｅａｌｓｃａｒｅｘｉｓｔｅｄｉｎｔｈｅｓｔｒｏｍａｌａｙｅｒ　图１　对照组角膜激光共聚焦显微镜观察结果。Ａ：碱烧伤后第３天，部分区域角膜上皮细
胞缺损；Ｂ：碱烧伤后第４天，大量炎症细胞出现；Ｃ：碱烧伤后第７天，基质层纤维排列紊乱，肌成纤维细胞激活并增殖；Ｄ：碱烧伤后第１１天，
基质层新生血管面积达到最大；Ｅ：碱烧伤后第２８天，基质层角膜瘢痕形成。图２　ＥＡＭ组角膜激光共聚焦显微镜观察结果。Ａ：碱烧伤后
第３天，角膜上皮细胞缺损区域小于对照组；Ｂ：碱烧伤后第４天，可见少量炎症细胞出现；Ｃ：碱烧伤后第７天，基质层肌成纤维细胞呈静止
状态；Ｄ：碱烧伤后第１１天，基质层可见新生血管，面积和密度较对照组小；Ｅ：碱烧伤后第２８天，基质层可见少量角膜瘢痕形成

３　讨论

角膜碱烧伤是眼科常见急症之一。主要通过以

下途径对眼表造成病理损害，引起角膜血管化、角膜

瘢痕化以及对眼表组织结构造成严重的破坏。首先

碱性离子具有强渗透性以及强腐蚀性，可以迅速扩

散到眼部深层组织，引起广泛的组织坏死，破坏角膜

透明性；其次碱性物质具有角膜酶作用，可以溶解角

膜细胞内外的酶蛋白，阻碍胶原形成，导致角膜基质

愈合延迟；而且碱性离子可以破坏角巩膜缘血液循

环，影响角膜上皮的血液供应，导致持续性角膜上皮

缺损；最后碱性物质可引起白细胞大量浸润，释放多

种蛋白酶，引起强烈的炎症反应，破坏稳定的角膜微

循环［７８］。

角膜基质中胶原纤维板的有序排列是维持角膜

透明的基础，损伤后不能再生，由瘢痕代替；角膜基

质创伤后，角膜细胞被激活、增殖、分化［９］。而角膜

细胞是一种纤维细胞，可分泌角膜纤维并激活成纤

维细胞，这些成纤维细胞具有肌成纤维细胞的结构

特征，是瘢痕形成中起重要作用的细胞，其激活、增

殖、分化是瘢痕形成中的重要因素［１０］。碱烧伤后成

纤维细胞大量增殖且凋亡受抑制，角膜的合成与降

解失衡，大量细胞因子的产生。原来相对惰性的角

膜实质细胞变的细长，呈纺锤形，于是静止的成纤维

细胞被激活，分泌大量不规则的前胶原和胶原纤维

以促进角膜基质层伤口的愈合［１１］。纤维组织虽然

填满角膜缺损，但是新的胶原纤维排列不规则，其直

径和纤维之间间隙改变，失去原先的交联结构，引起

角膜透明度下降，形成角膜瘢痕。同时如果角膜中

央神经走行不规则，也可以影响中央角膜的透光性。

本研究中 ＥＡＭ组角膜透明性明显好于对照组。使
用激光共聚焦显微镜发现，碱烧伤后第７天，对照组
可见大量成纤维细胞增殖，碱烧伤后第１１天，可见
纤维排列紊乱，碱烧伤后第２８天，对照组基质层和
内皮细胞层可见大量无细胞结构的瘢痕组织。而

ＥＡＭ组成纤维细胞数量明显少于对照组，角膜基质
层纤维排列较规则，瘢痕组织较少。说明羊膜匀浆

提取液可以抑制成纤维细胞的增殖和激活，促进胶

原纤维的有序排列，减少角膜瘢痕的形成。ＥＡＭ抑
制角膜瘢痕形成的机制尚不明确，可能与其在角膜

创伤愈合过程中，抑制角膜成纤维细胞的增殖和生

长有关。已有研究证实，人ＥＡＭ可以通过抑制兔角
膜成纤维细胞中 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达，从而抑制角膜
成纤维细胞增殖，并且其抑制作用随 ＥＡＭ所含蛋白
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浓度的增加而增强［１２１３］。因此推测 ＥＡＭ中所含的
肝细胞生长因子及受体等细胞因子具有抑制 ＴＧＦβｌ
ｍＲＮＡ表达，减少结缔组织生长因子表达的作
用［１４１５］。也有学者认为 ＥＡＭ中的生物活性因子通
过单一或网络的作用促进基质金属蛋白酶的合成和

分泌，从而使 ＭＭＰ降解细胞外基质的作用增强，起
到抑制术后纤维化、瘢痕形成的作用。于是猜测，

ＥＡＭ可能通过其中的活性成分对影响成纤维细胞表
达的各种细胞因子发挥调节作用，同时通过抑制转

化生长因子的活性，调节成纤维细胞的分化和表达。

综上所述，ＥＡＭ可以通过抑制大鼠碱烧伤后角
膜炎症细胞浸润，抑制成纤维细胞增殖，抑制大鼠碱

烧伤后角膜瘢痕形成以及新生血管形成。ＥＡＭ有可
能应用于临床角膜化学烧伤患者，但是其作用机理

以及临床应用的最佳浓度和作用时间有待进一步开

展基础研究和临床试验研究。
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