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Influence of alkaline burned rat corneal limbus microenvironment by 

transplantati0n of amniotic membrane and mitomycin C 
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Abstract 0hjective Destruction of corneal limbus microenvironment may induce limbal stem cells deficiency．It is 

important to recovery limbus microenvironment when reestablish ocular surface．Present study was to examine the influence of 

transplantation of amniotic membranes and mitomycin C on alkaline burned rat corneal limbus microenvironment． M ethods 

The model of alkaline cauterization of corneal limbus was established in 16 Sprague—Dawleg(SD)rats by covering the cornea 

limbus with filter soaking 1 mol／L NaOH for 1 5 seconds．The rats were divided into 5 groups randomly．Group A was normal 

rats(4 rats)，and transplantation of amniotic membrane was performed after alkaline cauterized in group B，and combination of 

transplantation of amniotic membrane with mitomycin C was used in group C．Group D and E was alkaline asteriated for l week 

and 2 weeks respectively．The change of pathology was observed by HE dyeing under the light microscope．The myel。peroxidase 

(MPO)and hepatocyte growth factor(HGF)positive cell numbers were evaluated by immunohistochemistry． Results 

Integrated corneal epithelium ，less vascularity and stromal infiltration in group B and C compared with group D and E．Pathological 

examination verified that the limbal and peripheral corneal epithelium was composed of muhilayer cells，and the neovascularization 

and stromal inflammatory cells were decreased in group B and C．The immunohistochemistry showed that the positive cell numbers 

of MPO and HGF were decreased obviously after transplantation of amniotic membrane and usage of mitomycin C in comparison to 

the untreated group D and E．However，there was no remarkable difference in MPO positive cell numbers between group B and 

C(P>0．05)．Less expression of HGF and layers of epithelial cells were found in group C than B． Conclusion Amniotic 

membrane and amniotic membrane combined with mitomycin C can inhibit the inflammatory reaction in alkaline burned corneal 

limbus．Mitomyein C inhibit desmoeyte to excrete HGF and therefore influent the proliferation and migration of epithelial cells． 

Key words limbus stroma；microenvironment；alkaline cauterization； anmiotic membrane transplantation； mitomycin C 

摘要 目的 观察羊膜移植及丝裂霉素 c(MMC)对碱烧伤大 鼠角膜缘基 质微 环境的影响。 方法 采用 SD大 鼠角 

膜缘碱烧伤模型。将大鼠随机分为 5个组：A组为正常组，B组为羊膜移植组，c组为羊膜移植联合 MMC组，D组、E组为 

未干预组(D组为碱烧伤 1周组，E组为碱烧伤 2周组)。通过苏木精 一伊红染色观察病理学改变，免疫组织化学技术观察 

髓过氧化物酶(MPO)、肝细胞生长因子 (HGF)免疫 染色 阳性 细胞数的变化 。 结果 干预组 (B组、C组 )较未干预组 (D 

组、E组)角膜上皮完整、基质细胞浸润减轻、新生血管减少，组织病理学染色证实角膜缘及其周边上皮细胞为多层结构，角 

膜新生血管减少及基质中炎性细胞浸润减轻。免疫组织化学结果显示 MPO及 HGF含量明显减少 ，B组 、c组之间 MPO含 

量差别不明显，c组中的 HGF含量明显减少，上皮细胞层数轻微减少。 结论 羊膜移植和羊膜移植联合MMC可以改善角 

膜缘碱烧伤大鼠模型中的角膜缘基质微环境，MMC可能通过抑制成纤维细胞分泌HGF而影响上皮细胞的增生和移行。 
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多种损伤因素均可引起角膜缘干细胞功能缺乏 

(1imbal stem cell deficiency，LSCD) ，其原 因分为两 



大类，角膜缘干细胞直接受损与角膜缘基质微环境破 

坏使干细胞凋亡。正常角膜缘基质微环境对角膜缘干 

细胞的增生分化起调控作用 ，一旦失去这种调控 ，将会 

造成 LSCD。所 以，眼表的重建包括补充干细胞和恢复 

微环境两个方面。临床上许多较为严重烧伤的患者实 

行干细胞联合羊膜移植后仍不能达到好的效果 。鉴于 

丝裂霉素 C(mitomycin C，MMC)具有抑制纤维化 、抗 

炎的作用，本实验采用羊膜移植联合 MMC的方法，观 

察其对角膜缘基质微环境的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组 

SD大鼠 20只(北京大学第一医院动物实验室提 

供)，雄性，12周龄；体重 200～250 g。应用随机数字 

表法将大鼠分为 5个组 ：A组为正常组；B组为羊膜移 

植组 ；C组为羊膜移植联合 MMC组 ；D组为碱烧伤 1 

周组 ；E组为碱烧伤 2周组。 

1．2 大鼠角膜缘碱烧伤模型的建立 

以水合氯醛0．2～0．4 mL／100 g腹腔注射麻醉 sD 

大鼠，倍诺喜滴眼液点右眼行表面麻醉。将外径为 

8 mrn、内径 为 4 mm 的环 形 滤纸 片 浸入 1 mol／L的 

NaOH溶液里，然后将环形滤纸置于大鼠眼覆盖角膜 

缘 15 S，取出环形 滤纸并 迅速用 生理盐 水 冲洗跟表 

20 rain。术毕结膜囊涂红霉素眼膏 ，术后泰利必妥滴眼 

液点眼 ，每 日3次。 

1．3 保存羊膜的制备 

新鲜羊膜取 自健康剖宫产产妇的胎盘。将羊膜用 

生理盐水冲洗干净，钝性剥离，抗生素生理盐水浸泡(含 

庆大霉素1 000 U／mL、两性霉素B 2．5 g／mL)20 min。 

平铺于手术粘贴巾上，剪成 3．5 cm×3．5 CITI小块，放入 

装有消毒纯甘油的羊膜容器 中，24 h后取出羊膜片，转 

移到另一纯甘油瓶中，封闭瓶 口置于 4℃冰箱中保存。 

1。4 手术方法 

B组于碱烧伤后第 7 d将保存羊膜复水 30 min。 

麻醉大鼠后切除角膜表面新生血管 ，将羊膜上皮面向 

上平铺于角膜表面 ，距角膜缘 1 mm 间断缝合于浅层 

巩膜，共 6针。术毕结膜囊内涂红霉素眼膏，以5-0丝 

线缝合 眼睑。术后 3 d拆除眼睑缝线 ，泰利必妥滴眼 

液点眼，每日3次。C组准备方法同B组，羊膜移植之前 

先用外径 8 mm内径4mm的环形滤纸片浸入 0．2 mg／mL 

MMC溶液 ，然后将滤纸置于角膜缘 ，1 min后取出滤纸 

迅速用 10 mL生理盐水冲洗 眼表 ，共 3次。再行羊膜 

移植和术后处理(同 B组 )。 

1．5 角膜缘组织学观察 
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于碱烧伤第7 d时将 A组和 D组，碱烧伤第 14 d 

时将 B组 、C组和 E组大 鼠过量麻醉处死 ，摘除右眼 ， 

用 1 mL注射器抽取少量 10％甲醛自视神经旁注入眼 

球内，然后浸入 10％ 甲醛溶液 固定 1周。石蜡包埋、 

常规切片。行苏木精 一伊红染色、免疫组织化学染色。 

1．6 免疫组织化学染色 

将厚度 5 m切片置于 APES胶处理的载玻片上 ， 

3％H O：室温孵育 10 min，蒸馏水 冲洗，PBS浸泡 

5 min。微波炉抗原修复，10％正常山羊血清封闭，室温 

孵育 10 rain。倾去血清，滴加兔抗鼠髓过氧化物酶 

(MPO)单克隆抗体(1：300)或兔抗鼠肝细胞生长因子 

(HGF)单 克 隆抗 体 (1：100)，4 oC过夜 ，PBS冲洗 ， 

5 min×3次 ，滴加生物素化羊抗兔 IgG二抗(1：200)， 

室温孵育 1 h，PBS冲洗 ，5 rain X 3次，滴加 1：200辣根 

素过氧化氢酶标记链亲和素 ，室温孵育 30 min，PBS冲 

洗 ，5 rain×3次，DAB显色 ，脱水 ，复染 ，封片。阳性细 

胞为胞浆棕黄色染色。结果采用半定量分析，高倍镜 

下每张片计数 6个视野中阳性细胞数。 

1．7 统计学方法 

采用 SAS 8．2统计学软件对数据进行统计 学处 

理。各组 MPO和 HGF阳性细胞数之间的 比较用单 因 

素方 差 分 析 ，组 问 的 多 重 比较 采 用 SNK—q检 验。 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 眼表观察 

碱烧伤后第 7 d角膜上皮局限性缺损 ，角膜缘可 

见新生血管长入 ，球结膜颜色变 白，角膜缘处环形血管 

断离或缺损，虹膜面血管呈弯曲杂乱状，瞳孔散大。 

14 d时，全角膜布满新生血管，角膜缘组织结构不清 ， 

甚至发生角膜溃疡。羊膜移植后 7 d角膜上皮较移植 

前明显恢复 ，角膜缘新生血管相对静止 ，无侵入角膜中 

央趋势。羊膜移植联合 MMC后 7 d角膜上皮无明显 

缺失 ，角膜缘新生血管较术前增生不明显。 

2．2 病理学改变 

A组 ：角膜缘为 7～8层复层上皮覆盖，排列规则 。 

基质层纤维排列整齐 ，无新生血管，未见炎性细胞浸 

润。B组 ：角膜缘上皮及基质与正常相比无明显变化 ， 

有少量炎性细胞浸润 ，角膜浅基质层 内可见新生血管 ， 

由单层内皮细胞围绕 ，管腔 内无红细胞 ，且管径较小 ， 

分布较稀疏。c组：角膜缘为 3～4层复层上皮覆盖， 

排列欠规则，基质层纤维排列尚整齐 ，浅基质层可见少 

量新生血管及炎性细胞浸润。D组 ：角膜缘上皮细胞 

层次明显减少 ，排列不规则 ，部分缺损。基质层纤维排 
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图 1 不 同 组 的 角 膜 缘 病

理 改 变 ( X 4 0 0 ) A ： 正 常 角

膜 缘 B ： 角 膜 缘 有 少 量 炎 性

细 胞 侵 入 ， 角 膜 浅 基 质 层 内 可

见 新 生 血 管 ， 管 径 较 小 ， 分 布 较

稀 疏 C ： 角 膜 缘 上 皮 层 数 减

少 ， 排 列 欠 规 则 ， 浅 基 质 层 少 量

新 生 血 管 及 炎 性 细 胞 侵 入 D ：角 膜 缘 上 皮 层 数 明 显 减 少 ， 排 列 不 规 则 ， 部 分 缺 损 ；大 量 新 生 血 管 及 炎

性 细 胞 侵 入 E ：角 膜 缘 上 皮 层 数 明 显 减 少 ， 排 列 不 规 则 ， 部 分 缺 损 。 基 质 中 大 量 中 性 粒 细 胞 浸 润 ， 可

见 大 量 成 熟 新 生 血 管 ， 管 腔 内 有 成 熟 红 细 胞

F i g ． 1 T h e p a t h o l o g i c a l c h a n g e o f c o r n e a l l i m b a l i n d i f f e r e n t g r o u p s ( × 4 0 0 ) A ：n o r m a l l i m b u s B ：F e w

i n fl a m m a t o r y c e l l s i n fi l t r a t i o n i s s e e n i n l i m b u s
， a n d t h i n a n d a r r a n g e d l o o s e l y n e w v e s s e l s a r e s e e n i n c o r n e a l

s u p e r f i c i a l s t r o m a C ：T h e l a y e r s o f l i m b u s e p i t h e l i a l c e l l s a p p e a r t o b e d e c r e a s e d a n d a ~ a n g e d i r r e g u l a r l y ． A

f e w i n f l a m m a t o r y c e l l s a n d n e o v a s c u l a r i z a t i o n a r e e x h i b i t e d D ： T h e l a y e r s o f l i m b u s e p i t h e l i a l c e l l s a r e

d e c r e a s e d o b v i o u s l y a n d a r r a n g e d i r r e g u l a r l y ． M a n y i n f l a m m a t o r y c e l l s a n d n e o v a s c u l a r i z a t i o n a r e f o u n d E ：

T h e l a y e r o f l i m b u s e p i t h e l i a l c e l l s i s d e c r e a s e d s i g n i fi c a n t l y a n d a r r a n g e d i n d i s o r d e r ． T h e i n f i h r a t i o n 0 f m a n v

n e u t r o p h i l i c g r a n u l o c y t e s a n d l o t s o f n e o v a s c u l a r i z a t i o n w i t h m a t u r e r e d b l o o d c e l l s a r e s e e n i n t h e s t r o m a

列 紊 乱 、 水 肿 、 结 构 不 清 ， 大 量 新 生 血 管 及 炎 性 细 胞 浸

润 。 E 组 ：角 膜 缘 上 皮 细 胞 层 次 明 显 减 少 ， 排 列 不 规

则 ， 部 分 缺 损 。 基 质 中有 大 量 的 中性 粒 细 胞 浸 润 ， 基 质

层 胶 原 纤 维 排 列 紊 乱 ， 粗 细 不 均 ， 纤 维 间 出 现 明 显 间

隙 。 可 见 大 量 成 熟 新 生 血 管 ， 管 腔 扩 大 ， 管 壁 由单 层 平

滑 肌 构 成 ， 管 腔 内 有 成 熟 红 细 胞 ( 图 1 ) 。

2 ． 3 免 疫 组 织 化 学 结 果

M P O 免 疫 组 织 化 学 显 示 ：A 组 未 见 阳 性 细 胞 ；B 组

及 C 组 可 见 少 量 阳 性 细 胞 ；D 组 及 E 组 可 见 大 量 阳 性

细 胞 。 H G F 免 疫 组 织 化 学 显 示 ：A 组 未 见 阳 性 细 胞 ；B

图 2 各 组 M P O ( 左 ) 和 H G F ( 右 ) 免 疫 组 织 化 学 染 色 ( x 4 0 0 )

A ：A 组 未 见 阳 性 细 胞 B
、 C ：B 组 及 C 组 可 见 少 量 阳 性 细 胞 D

、 E ： D

组 及 E 组 可 见 大 量 阳 性 细 胞

F i g ． 2 I m m u n o h i s t o c h e m i s t 。y o f M P O ( 1e f t ) a n d H G F ( r i g h t ) ( X 4 0 0 )

A ：N o M P O a n d H G F p o s i t i v e c e i l i s f o u n d i n g r o u p A B a n d C ：F e w M P C

a n d H G F p o s i t i v e c e l l s a r e s e e n i n g r o u p B a n d C D a n d E ：A l o t o f M P C

a n d H G F p o s i t i v e c e l l s a r e o b s e r v e d i n g r o u p D a n d E

组 可 见 少 量 阳 性 细 胞 ；C 组 阳

性 细 胞 更 少 ；D 组 及 E 组 可 见

大 量 阳 性 细 胞 ( 图 2 ) 。 阳 性 细

胞 计 数 结 果 见 表 l 。

表 1 H G F
、

M P O 免 疫 组 织 化 学

染 色 结 果 ( x ± S ， c e l l s ／H P F )

T a b l e 1 T h e i m m u n o h j s 【0 c h e m i s t r v

o f M P O a n d H G F ( ；± S
，

c e l l s ／H P F )

Gr o u p

Po s it iv e c e l ts

MPO HGF

“
Jp < 0 ． 0 5 ∞ r e s p e c t i v e n o r m a l g r o u p ．

。

P < 0 ． 0 5 V S r e s p e c t i v e a l k a l i n e f o r 1 w e e k

g r o u p a n d 2 w e e k g r o u p ．

h
P < 0 ． 0 5 F s

r e s p e c t i v e a l k a l i n e f o r 1 w e e k g r o u p a n d 2

3 讨 论

3 ． 1 碱 烧 伤 对 角 膜 缘 基 质 微 环 境 的 影 响

碱 烧 伤 后 炎 症 反 应 是 导 致 组 织 损 伤 的 重 要 因 素 。

M P O 是 白 细 胞 浸 润 的 敏 感 标 志 ， 可 以 反 映 嗜 中 性 粒 细

胞 浸 润 的 程 度 和 分 布
怛 。

。 本 实 验 发 现 除 A 组 外 的 各

组 均 可 见 M P O 阳 性 细 胞 浸 润 ， 表 明 角 膜 缘 碱 烧 伤 后 炎

症 反 应 普 遍 存 在 。 另 外 ， 碱 烧 伤 引 发 的 炎 症 反 应 还 能

导 致 微 环 境 中 一 系 列 细 胞 因 子 的 改 变 ， 这 些 细 胞 因 子



又可调控干细胞的增生和分化，其中HGF是机体间质 

细胞和上皮细胞之 间的信息交换分子 。组 织受损 

时 HGF分泌增加，并通过内分泌或旁分泌途径，在组 

织局部发挥其促细胞分裂及分化等作用 ，从而使受损 

组织修复、重建。本研究中正常组未检测到 HGF，而 

B、C、D、E各组可检测到HGF，且其量随炎症反应程度 

而改变 ，证明 HGF与炎性反应之间存在一定的关系。 

3．2 羊膜移植对碱烧伤角膜缘基质微环境的改善 

碱烧伤造成了角膜缘基质微环境 的改变，如何进 

行修复是临床关注的重点。因羊膜具有抑制炎症和新 

生血管、抑制纤维化、促进上皮形成 的作用 ，所以羊膜 

移植是 目前常用 的改善微环境的手段。周世有 等 

体外实验研究表明，羊膜可以促进多形核 白细胞 的凋 

亡，进而影响其功能 ，从而减轻炎症反应 。本实验 的 B 

组 、C组 7 d眼表情况明显优于 D组。术后 14 d病理 

学检查发现 B组、C组角膜缘上皮损伤及炎症反应均 

较 D、E组轻。免疫组织化学检测同时发现 B组 、C组 

中 MPO、HGF阳性细胞数的含量明显低于 D组 、E组。 

上述结果表明本研究 中羊膜发挥 了抑制炎性反应 、改 

善微环境、促进眼表重建的作用。 

3．3 羊膜移植联合 MMC对碱烧伤角膜缘基质微环 

境的作用 

临床上许多较为严重烧伤的患者实行羊膜联合干 

细胞移植后常常不能取得好 的效果 ，可能与羊膜移植 

不能完全恢复干细胞生存 的微环境有关 。鉴于 MMC 

具有抑制纤维化、抗炎的作用，且在微环境损害造成的 

疾病翼状胬肉的治疗中广泛使用，并取得良好疗效，因 

此在本实验 中尝试使用羊膜 移植 联合 MMC的方法 ， 

了解其对角膜缘基质微环境的影响。然而本研究发现 

羊膜移植联合 MMC并没有比单纯羊膜移植更好地抑 

制基质炎症，分析其原因可能为：(1)样本小，两组间 

的差异未能真实体现；(2)MMC的浓度及作用时间不 

足。此外本研究还发现 C组 HGF含量较单纯羊膜移 

植组低。推测 MMC通过抑制成纤维细胞而抑制了 

HGF的分泌 ，而 HGF具有刺激角膜上皮细胞增生 和 

移行的作用 ，所 以在缺乏 HGF的情况下上皮细胞 

的增生和移行受到影响 ；也可能是 MMC直接抑制 了 

干细胞的有丝分裂而造成上皮细胞数 目减少。 

由此可以看出羊膜和 MMC在作用原理上存在差 

异。羊膜之所以能改善微环境，不仅依赖其抗炎、抗纤 

维化的作用 ，而是众多因素共 同作用 的结果 ：(1)羊膜 

作为眼表上皮基底膜的替代物，为病变组织提供健康 

的上皮下基质环境 ，促进上皮形成 。(2)羊膜可 以 

诱导与之接触的组织细胞表达生长因子 。(3)羊膜 

提取物中，发现有神经生长因子存在 。(4)羊膜既 

可以抑制炎性反应又可以产生保护 因子，如 HGF。而 

MMC没有这些方面的作用 ，且其在抑制炎性细胞的同 

时也可能抑制了保护因子的产生。 

总之 ，角膜缘碱烧伤可造成角膜缘基质微环境的 

改变 ，羊膜移植和羊膜移植联合 MMC的使用可以改 

善角膜缘碱 烧伤大 鼠模 型 中的角膜缘基 质微环境 ， 

MMC可能通过抑制成纤维细胞分泌 HGF而影响上皮 

细胞的增生和移行。 
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