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TNF一0c和VEGF在羊膜移植 

治疗兔眼碱烧伤中的表达 

孔丽萍 吴剑波 

【摘要】 目的 研究羊膜移植术在不同手术时期用不同的羊膜治疗兔眼表碱烧伤过程中肿瘤坏死 

因子 (TNF一0【)和血管内皮生长因子 (VEGF)表达形式。方法 建立32只健康实验兔碱烧伤模型， 

随机分急性期新鲜羊膜移植组、急性期保存羊膜移植组、恢复期新鲜羊膜移植组和恢复期保存羊膜移植 

组，各组在术后4w取出眼房水、角膜，做肿瘤坏死因子 (TNF一0【)和血管生长因子 (VEGF)的测定。 

结果 TNF一0【和VEGF在新鲜羊膜移植组的表达明显低于保存羊膜移植组，急性期手术组的表达也 

低于恢复期手术。结论 新鲜羊膜具有抑制角膜肿瘤坏死因子(TNF一仪)和血管内皮生长因子(VEGF) 

的表达。碱烧伤急性期较恢复期行羊膜移植有效。 
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近年来，羊膜移植治疗眼碱烧伤的报道逐渐增 

多，有成功的也有失败的。为了了解眼碱烧伤在伤 

后何时间采用何种手术方法能取得较好的疗效，我 

们建立了活体兔眼碱烧伤的模型，并应用新鲜或保 

存的羊膜在不同阶段进行手术治疗，术后 4w取下 

角膜和房水给予组织免疫学检查，现将结果报道如 

下并对相关问题进行讨论。 

资料和方法 

1．实验对象 32只成年新西兰大白兔，(2．2 
～ 3．0)kg，雌雄不拘，由温州医学院动物研究所提 

供，检查无眼疾，随机分4组，每组8只。所有兔 

均右眼用来制备碱烧伤模型。A组在急性期 (烧伤 

后1w内)行新鲜羊膜移植术 B组在急性期行保存 

羊膜移植术；C组在恢复期 (烧伤后 2周)行新鲜 

羊膜移植术；D组在恢复期行保存羊膜移植术。 

2．实验方法 

(1)羊膜的取材与保存 所有羊膜均取自健康剖 

腹产妇的胎盘。先用无菌生理盐水冲洗羊膜组织， 

然后放人含有抗生素 (50gg／mL青霉素，50gg／mL 

链霉素，100gg／mL新霉素和2．5gg／mL两性霉素 

B)的无菌生理盐水中浸泡10min，于4℃冰箱内保 

存，12h内用于手术，此为新鲜羊膜。将已处理的 

羊膜放在无水甘油内，在 -25℃冰箱内保存，此为 
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保存羊膜，在 lm内用于手术。 

(2)兔碱烧伤模型制作 0．5％地卡因表面麻醉， 

置开睑器充分暴露眼表，将浸有 1．5mol／L NaOH 

液的 16mm圆形滤纸片置于角膜表面，lmin取下， 

用30mL生理盐水彻底冲洗眼表面，滴妥布霉素滴 

眼液和涂迪克罗眼膏。 

(3)手术方法 以肌肉注射氯胺酮 (5OOmg／kg· 

b．w．)+氯丙嗪 (25mg／kg·b．w．)麻醉实验兔，麻 

醉成功后，开睑器充分暴露眼表，角膜缘后2mm环 

行剪开球结膜，并向后级部分离。将羊膜上皮面朝上 

平铺于眼表，在角膜缘后 (3-4)rnII1处用10—0无损 

伤缝线间断固定于巩膜浅层，剪去多余的羊膜组织。 

再将球结膜游离缘被覆在羊膜上，用8-0可吸收缝线 

固定于巩膜浅层。术后托百士眼药一日三次点眼。 

(4)动物眼的取材与免疫学检查 于术后4w处 

死实验兔，抽取房水做肿瘤坏死因子 (TNF一 )的 

测定。测定的具体方法如下 应用双抗体夹心ABC— 

ELISA法，以自动酶标仪492nm波长检测，并绘制 

标准曲线求出兔房水TNF一0【浓度 (兔TNF一0【定量 

ELISA试剂盒购自上海森雄公司)。取下羊膜移植 

术后4周的角膜组织，做VEGF测定。常规石蜡包 

埋，垂直于角膜表面连续切片，厚约5g m。免疫组 

织化学染色 (由北京技术有限公司提供的SP试剂 

盒)具体方法如下：石蜡切片，O．3％过氧化氢孵育 

30min，PBS浸泡，加入10％正常山羊血清 (PBS稀 

释)10min，加人 VEGF(1：30)一抗，PBS冲洗， 

滴加广谱生物素标记的二抗37~C孵育，AB C显色剂 
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显色，复染，封片。染色结果分5级：一级：细胞 

和细胞介质不着色；+级：标本内大多数细胞可疑 

阳性；++级标本内大部分阳性细胞清楚可辩；+ 

++级：细胞染色典型，呈鲜艳的棕色；++++ 

级：超过 10％阳性细胞染色呈棕黑色。 

5．统计学处理：数据以均数±标准差 (叉±S) 

表示，组间差异采用两样本均数t检验。 

结 果 

1．角膜 VEGF检测结果 VEGF蛋白在角膜 

上皮层、基质层、内皮层内的炎性细胞胞浆里有不 

同的表达。4个试验组中，A组 (急性期新鲜羊膜移 

植组)在三层内的VEGF表达最低，而D组 (恢复 

期保存羊膜移植组)在三层内的VEGF表达最高。其 

中A组与D组、A组与 C组比较差异均有非常显著 

性意义 (p<O．001)，A组与B组、C组与D组间比 

较有显著性差异 (p<O．05)，而B组与 C组间比较 

无显著意义 (p>O．05)。VEGF在不同组不同角膜 

层次的表达情况见表 1。 

表1 各角膜各层中VEGF的表达 

2．房水内 TNF-a的测定结果 A组房水中 

TNF一仅平均值最低，而D组房水中TNF一仅平均值 

最高。4组之间房水TNF一仅含量相互比较在统计学 

上有差异。其中A组与D组比较差异有统计学意义 

(p<O．001 A组与C组比较差异也有统计学意义(P 

<0．002)：A组与B组、C组与D组间比较差异有统 

计学意义(p<O．05)，而B组与C组间比较无显著意 

义 (p>O．05)。4组各8只眼房水中TNF一仅平均值见 

表 2。 

表2 各组房水中TNF-a的平均值 

(-x±s,n=5．90×10 ·L-1 1 

讨 论 

眼前碱烧伤后由于房水屏障的破坏，大量炎症细 

胞侵入前房，可以引起眼前节一系列炎症反应。细胞 

因子TNF一仅是天然免疫和特异性免疫的重要介质， 

又是特异性炎症和免疫反应间联系的重要因子。碱烧 

伤后期在房水中的水平与眼内炎症反应的严重程度有 

密切的关系。有学者研究【11，碱烧伤后大量炎症细胞 

侵入前房，房水中TNF-a含量4小时急剧升高，24 

小时达到高峰，48小时后维持在教高水平，7一l4天 

后房水中的单核细胞达到高峰，活化的单核细胞分泌 

大量的TNF-a，加重眼内的炎症反应。因此对细胞 

因子的分泌进行有效的调控，对眼前段碱烧伤的治疗 

具有重要的临床意义。本试验提示，在碱烧伤急性期 

手术组和新鲜羊膜移植组兔眼房水中TNF-a的含量 

明显比碱烧伤恢复组和保存羊膜移植组要低。 

正常人或动物角膜透明无血管，角膜新生血管 

是与角膜化学伤密切相关的病理现象。VEGF是目 

前新确定的一种最直接的眼球内新生血管形成因子， 

能特异性刺激血管内皮细胞增殖及新生血管形成[21。 

VEGF的生物学效应取决于VEGF的表达，而它的 

表达被认为与白细胞趋化作用有关，在本文观察中 

发现VEGF大量表达于炎性细胞的胞浆中，当采用 

新鲜羊膜移植或急性期手术治疗时，白细胞浸润和 

VEGF水平下降。 

根据大量的实验研究和临床观察，Hughes131将 

碱烧伤的组织病理过程分为三期：急性期——从接 

触碱性物资至伤后一周。此期的主要病理改变是组 

织缺血水肿和广泛坏死。恢复期一一大约在伤后 

1～2周。此期的组织学的变化是各层眼组织逐渐进 

入再生修复期。并发症期——此期为时最久。它是 
一 个组织再生和溃疡加深扩大交错的病理生理过程。 

目前，我们在临床实践中也发现，早期对碱烧伤的 

病人行手术治疗，可取得可喜的治疗效果。本试验 

结果也再次证明不管采用新鲜或保存的羊膜，在碱 

烧伤的急性期手术兔角膜内VEGF和房水内TNF一 

仅的含量均比在恢复期手术要低。 

近年的临床研究证实，羊膜具有抑制炎症的作 

用，羊膜基质能促进白细胞凋亡而消除炎症，羊膜上 

皮细胞能分泌的细胞因子能减少炎f生介质的产生及抑 

制其活化，促进上皮生长并抑制新生血管形成[4l。而保 

存的羊膜上皮细胞已经灭活，内含的各种活性成分 

可能出现效价衰减[51。本实验的数据显示，采用新鲜 

羊膜移植组兔眼房水中TNF-a的含量比采用保存羊 

膜移植手术组的含量低，而角膜血管生长因子在角 

膜内的表达也明显降低。此两组间的数据有显著的 

统计学意义。因此，我们有理由认为：采用新鲜羊膜 

治疗眼碱烧伤比采用保存羊膜有更好的治疗效果。 

结 论 

通过对VEGF、TNF一仅在本试验中含量的测 
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定，我们得出以下结论：1．在碱烧伤急性期行羊膜 

移植手术比恢复期手术要有效。2．对碱烧伤的病人 

选择新鲜羊膜移植比选择保存羊膜移植要有效。 
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额肌瓣悬吊治疗重度上睑下垂42例分析 

马俊 徐学东 

上睑下垂是眼部较常见的畸形，因上睑部分或全部遮挡 

瞳孔，既影响美观，又影响视觉功能，固主张尽早手术。1998 

年起，我科采用额肌瓣悬吊治疗重度上睑下垂42例，取得 

满意效果，现报告如下： 

临床资料：本组42例，其中男 30例，女 12例，年龄3 

岁～46岁，单侧下垂33例，双侧下垂9例，均为重度上睑 

下垂，提上睑肌肌力在4ram以下。 

手术方法： 

(1)若儿童即给予氯氨酮静脉复合麻醉加局部浸润麻醉， 

成人局部浸润麻醉。 

(2)按重睑成形术在距睑缘(5～6)inm处切开上睑皮肤， 

剪除切口下一条眼轮匝肌，于眼轮匝肌下向上睑剥离达眉下 

缘水平，在眼轮匝肌与额肌交界处切开额肌，在额肌下向眉 

上剥离，达眉上2cm，宽约1．5cm，在额部皮下剥离同样大 

小范围，形成1．5cm ×2．0cm大小额肌筋膜瓣，将此筋膜瓣 

两端用0／1丝线水平褥氏缝合2针，做牵引线牵拉，将额肌 

筋膜瓣于眼轮匝肌深面牵拉至睑板上缘水平，根据其松紧程 

度，纵向劈开额肌筋膜瓣中央下端约 (5～8)mm，用0／3 

丝线将额肌筋膜瓣与睑板上褥氏缝合3针，观察上眼睑上抬 

高度达角膜上缘水平，0／5丝线间断缝合重睑切口，术后涂 

红霉素眼膏，局部加压包扎。 

结果： 

42例重度上睑下垂患者，满意40例，满意率95．2％。平 

视上睑缘位于角膜上缘下 1～2ram，重睑形态自然美观。2 

例不满意，上睑缘位于瞳孔上缘水平。一年后，再次修复， 

效果满意。 

讨论： 
一

、 额肌组织瓣其蒂阔而具有神经支配和血供丰富，是 
一 个有活力的组织瓣，保持了额肌的收缩功能，所以术后提 

睑活动或作用可靠而持久，而且额肌经剥离形成组织瓣与上 
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睑缝合固定后较在原位动度增加，术后患者睁眼时无明显抬 

眉皱额现象，外形美观自然 】。采用此方法治疗重度上睑下 

垂效果满意【2】。 ’ 

二、儿童先天陆重度上睑下垂于全麻下施术时对眼睑高度 

的判断较为困难。在全麻下，双眼均呈10度之外展和轻度 匕转 

位[]】，也就是说全麻术中牵拉眼睑达角膜上缘水平时，较比清 

醒状态下要高lmm左右，所以术中制作额肌瓣悬吊上睑时，上 

睑缘应位于角膜上缘或角膜上缘下 lmm水平，而不是位于角 

膜上1—2mm，这样形成的重睑上睑缘不至于过高而矫枉过正。 

三、额肌筋膜瓣比较薄弱，术中剥离筋膜瓣时动作一定 

要轻柔，避免剥破筋膜瓣。牵拉额肌筋膜瓣时，用两根0／1 

丝线水平褥氏缝合筋膜瓣两端做牵引线，避免用止血钳钳夹 

筋膜瓣，尽量减少对筋膜瓣的损伤，同时也防止筋膜瓣撕脱。 

术中一般不必纵行切开筋膜瓣两侧，即可使筋膜瓣牵拉下移 

至睑板上缘水平，若下移较困难，也只纵行切开内侧，外侧 
一 般不切开，因外侧有面神经额支进人额肌，若外侧切开超 

过0．5cm以上有损伤面神经额支的可能，而导致手术失败【4】。 

四、额肌筋膜瓣牵拉下移与睑板缝合前，将筋膜瓣下端 

中央纵行向上劈开约5～8ram，再与睑板上缘缝合。这样可 

将悬吊上睑的力量均匀地分散到三个固定点上，而不是原来 

的一个点，减少了手术后固定点的脱落或筋膜延长而出现上 

睑下垂的复发，同时可保持上睑的正常弧度，增加手术的成 

功率和优良率 】。 
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