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细菌纤维素作为新型角膜基质替代物的研究
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摘　要：本文采用细菌纤维素与脱细胞猪角膜基质行兔板层角膜移植术，探究细菌纤维素作为角膜基质替代物的可行性。

术后 4 周两组材料术眼均可实现上皮覆盖，术后 8 周 aPCS 组动物角膜透明，移植区域基质细胞迁入并表达，BC 组动物角

膜透明度较低，移植区域未见基质细胞迁入。试验过程中两组角膜基质替代物均未出现排斥、脱落及明显炎症反应，故而

细菌纤维素仍具备作为角膜基质替代物的潜力。
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背景介绍

角膜移植在临床上面临的最大困难就是供体角膜来源

不足，因此构建组织工程化角膜为临床提供适用的移植材料

一直是眼科学研究的热点之一 [1,2]。细菌纤维素作为一种新

型生物材料，凭借良好的组织相容性、优越的力学性能、持

水透气性等性能 [3-5]，逐渐被用于组织工程领域。近年来有

学者指出，细菌纤维素有用作角膜基质替代物的潜力，Cao

等 [6] 指出角膜上皮细胞可以在细菌纤维素上增殖并表达，

Jia 等 [7] 利用细菌纤维素与角膜基质细胞构建了角膜基质替

代物并证明其在体内具有良好的相容性，不会引起排异及明

显炎症反应。本文利用细菌纤维素进行兔角膜板层移植，并

与脱细胞猪角膜基质形成对比，探究细菌纤维素作为角膜基

质替代物的可行性。

1 材料与方法

1.1 细菌纤维素角膜基质替代物制备

细菌纤维素膜环切成直径 0.8cm 的圆片，经碱洗去除内

毒素后冻干，使用前置于超纯水复水，高压蒸汽灭菌后备用。

1.2 脱细胞猪角膜基质的制备

取新鲜猪眼球，微型板层角膜刀环切厚度约为 450um

的角膜片，置于纯化水中溶胀 1h，除去上皮层，剩余角膜

基质反复冻融 3 次，随后将角膜片置于 DNase（10μg/mL）

和 RNase（5μg/mL）溶液中振荡处理 4 h，再用无菌超纯水

反复漂洗，随后风干 12 h，经电离辐照（25KGy）灭菌后置

于 -20℃冰箱中保存备用。

1.3 兔角膜板层移植术

本动物试验经实验室实验动物福利与伦理审查委员会

审查通过后实施 , 符合实验动物福利与伦理的要求。

共选用 6 只健康新西兰兔，雄性，体重 3.0-3.5kg，动

物左眼选用 BC 行板层角膜移植术，右眼为对照眼，选用

aPCS 进行板层角膜移植术，见图 1。

图 1  兔板层角膜移植手术（以 aPCS 板层移植为例）

术后一周典必殊眼膏涂眼，每日 3 次，术后第二周开

始加环孢素滴眼液，术后第三周开始加百利特滴眼液，并按

时观察照相、记录，及时处理不良反应。

动物术后每周行荧光素钠、裂隙灯及共聚焦显微镜检

查，观察角膜上皮覆盖、新生血管长入及基质修复情况，分

别于第 4 周及第 8 周各处死 3 只动物，取全层角膜进行 HE

染色，观察植入部位的组织病理学变化。同时取全层角膜对

角膜基质细胞的标志性蛋白波形蛋白行免疫荧光染色，通过

荧光显微镜观察细胞在 BC 及 aPCS 内的增殖及表达情况。

2 结果与讨论

图 2  （a）脱细胞猪角膜基质替代物；（b）细菌纤维素角膜基质

替代物，厚度 =300um
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细菌纤维素与猪角膜均有较高的吸水性，在处理过程

中由于持水量较高，植片整体呈乳白色，最终经脱水后，脱

细胞猪角膜基质变透明，细菌纤维素支架呈半透明状，透光

率小于 aPCS（图 2）。检查可见细菌纤维素膜经冻干后厚

度明显减小，由原先的 4mm 左右降至 80-120um，且复水能

力大幅下降，经湿热灭菌后膜厚度维持在 250-300um 之间。

纤维素分子是大分子，完全溶胀的细菌纤维素在冻干时，随

着内部水分子的升华，分子逐渐取向结晶，最终得到一层致

密纤维膜，这种致密的纤维结构使水分子难以扩散进入，因

而细菌纤维素在冻干后吸水性大幅减弱 [8]。这种复水性能的

丢失，使得细菌纤维素膜在相对湿润的眼表环境下不至于过

度溶胀，增加了其作为角膜基质替代物的可能性。

兔板层角膜移植术后所有动物植片与植床均贴合良好，

未见脱落。术后 1 周检查可见，BC 组术眼出现明显水肿并

伴有结膜充血，上皮覆盖尚不完整，植片不透明；aPCS 组

术眼伴有水肿、结膜充血及新生血管长入，除植片与植床连

接缝合部位，大部实现上皮覆盖，植片未变透明。术后 4 周

BC 组术眼水肿仍未消退，可见新生血管长入，基本实现上

皮覆盖，植片未变透明；aPCS 组术眼伴有轻微水肿及新生

血管，植片开始变透明。术后 8 周，BC 组水肿消失，所有

动物均实现上皮覆盖，伴有轻微新生血管长入，植片仍不透

明；aPCS 组术眼水肿消失，完全实现上皮覆盖，新生血管

大部退去，植片透明度较高。

图 3  裂隙灯与荧光素钠检查

图 4  术后共聚焦显微镜观检查（×800 倍）

术后术眼行共聚焦显微镜检查，观察角膜各层细胞长

入及分布情况。术后 4 周内两组动物角膜移植区域材料内未

见角膜基质细胞迁入，术后 8 周 aPCS 组材料内出现角膜基

质细胞，而 BC 组仍未见基质细胞迁入。同时由免疫荧光染

色结果可知，术后 8 周 aPCS 组材料内角膜基质细胞的标志

蛋白波形蛋白表达阳性，BC 组波形蛋白表达呈阴性，由此

我们可以推断，术后 8 周 aPCS 组角膜移植区材料内角膜基

质细胞迁入并表达活性，继而使角膜恢复透明，而 BC 组几

乎没有基质细胞迁入表达，移植区基质未恢复活性，故而透

明度较低。

图 5 术后 8 周角膜基质波形蛋白免疫荧光染色结果（A：aPCS 组，

B：BC 组）

图 6 角膜 HE 染色结果（a：新生上皮层；b：角膜基质替代物；c：

深基质层）
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术后 4 周 HE 染色结果显示两种植片均完成了再上皮化，

BC 组上皮代偿性增生剧烈，上皮层较厚（图 6a），植片内

未见基质细胞迁入（图 6b），植片与深板层基质交界处似

有基质细胞迁移，未见炎症细胞浸润；aPCS 组上皮则处于

再上皮化后期，上皮趋于规整紧密，植片与植床融合紧密，

可见少许基质细胞长入，未见炎症细胞浸润。术后 8 周 BC

组上皮厚度变薄，较为致密，植片内仍未见基质细胞迁入，

植片与深板层基质交界处似有轻微降解，并开始长入角膜基

质细胞；aPCS 组角膜上皮层完整，植片内大量基质细胞迁入，

融合较好。

3 讨论

试验发现，细菌纤维素作为角膜基质替代物不会引起

明显排异与炎症反应，植片植入后与自体基质融合良好，无

溶解脱落现象。但相比 aPCS，细菌纤维素的促进再上皮化

能力及角膜透明度要差一些，这与两者的组成及结构有关，

细菌纤维素内部是由 40-60nm 的纤维束相互交织组成的超

精细网络结构 [9]，相对致密且无序，而 aPCS 主要由 I 型胶

原蛋白构成，其内部由胶原纤维以一种独特的排列方式排列

成网格状结构，角膜基质层胶原纤维单层中呈平行排列，层

与层间又呈垂直分布，如此形成一种特殊的平行正交排列方

式，该特殊排列方式使其保持了良好的力学性能与透光率。

脱细胞猪角膜基质在处理过程中也最大可能的保持了原有

的纤维结构，也正是这种特殊的胶原结构使其更有利于细胞

迁入增殖，为更快地实现再上皮化、基质内细胞迁入以及角

膜透明提供了条件 [10-12]。

脱细胞猪角膜基质虽取得了良好的临床应用效果，但

其制备工艺较为复杂、可能携带免疫源性及病毒、效期短保

存困难及受伦理问题约束等问题，一定程度上限制了其在临

床上的应用。细菌纤维素由于自身结构特点，作为角膜基质

替代物仍存在不足，接下来我公司将通过改造细菌纤维素结

构来改善其作为角膜基质替代物的性能。

4 结论

细菌纤维素用作角膜基质替代物不会产生明显排异反

应及炎症反应，但相比于脱细胞猪角膜基质替代物仍存在上

皮修复较慢，基质细胞迁入困难，角膜透明度低等问题。
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