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摘  要 

目的：研究球结膜下注射人脐带血来源的间充质干细胞悬液治疗角膜碱烧伤新生血管的有效性。方法：

本研究将30只新西兰家兔制备右眼碱烧伤模型，随机分实验组和对照组各15只(15眼)。实验组球结膜下

注射脐带血来源间充质干细胞悬液，对照组不给予球结膜下治疗。采用裂隙灯生物显微镜观察并拍照记

录注射后第5天，14天角膜新生血管情况，计算角膜新生血管面积。取两组角膜进行HE染色，观察角膜

上皮愈合情况。结果：实验结果显示，第5天实验组和对照组之间的角膜新生血管面积差异没有显著性

统计意义(P > 0.05)，但第14天实验组的新生血管面积显著小于对照组(P < 0.05)。结论：本研究结果证

明，球结膜下注射人脐带血间充质干细胞可抑制角膜新生血管并促进碱烧伤角膜上皮的修复。 
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Abstract 
Objective: To study the effectiveness of subconjunctival injection of mesenchymal stem cell sus-
pension derived from human umbilical cord blood in the treatment of neovascularization in cor-
neal alkali burns. Methods: In this study, 30 rabbits in New Zealand were prepared right eye alka-
line burn models and randomly divided into experimental and control groups (15 eyes). Subcon-
junctival injection of umbilical cord blood derived mesenchymal stem cell suspension in the expe-
rimental group was not followed by subconjunctival treatment in the control group. New corneal 
blood vessels were observed and photographed using a fissure biopsy 5 and 14 days after injec-
tion. Two groups of corneas were taken for HE staining to observe the healing of corneal epithe-
lium. Results: There was no statistically significant difference in the area of new corneal vessels 
between day 5 and control group (P > 0.05), but the area of new corneal vessels was significantly 
smaller in day 14 group than in control group (P < 0.05). Conclusion: Our results demonstrate that 
subconjunctival injection of human umbilical cord mesenchymal stem cells inhibits new corneal 
vessels and promotes repair of alkali burned corneas. 
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1. 引言 

角膜化学伤是一种严重的眼外伤之一，占所有眼外伤的 15%，其中碱烧伤是最常见的[1]。角膜碱烧

伤引起的一种常见的病理改变是角膜新生血管的形成，它可以显著改变角膜的屈光状态，从而降低视觉

质量，甚至可能导致失明[2]。角膜碱烧伤临床上的药物治疗方法有给予类固醇激素、非甾体抗炎药、免

疫抑制剂等。手术方式有羊膜移植、角膜移植等，然而，供体资源有限，术后高排斥反应等原因此方法

在临床上可能受限。因此发现一种高效的治疗方法来抑制病理性新生血管形成至关重要。 
间充质干细胞(MSC)是从脂肪组织、骨髓、脐带及脐带血等组织分离出来的一种多能细胞。最近，

越来越多的证据表明 MSC 具有从组织修复、再生到免疫调节，抗炎功能的多功能特性[3]。研究表明，

间充质干细胞技术可能成为一种有效的角膜烧伤治疗方法，并且具有巨大的潜力[4] [5]。人脐带血间充质

干细胞(Human Umbilical Cord Blood-Derived Mesenchymal Stem Cells, hUCB-MSCs)与其他组织来源的

MSC 相比其增殖率高达 1000 倍以上[6]，而且不会引发免疫排斥反应，也不会涉及伦理学问题。目前

hUCB-MSCs 在治疗 I 型糖尿病[7]、骨关节炎[8]、急性移植物抗宿主病[9]、下肢血管闭塞等难治性疾病

中取得了良好的效果[10]。鉴于上述问题，本研究旨在探讨结膜下注射脐带血来源的间充质干细胞对碱烧

伤兔角膜上皮的愈合和新生血管的影响。 

2. 方法与材料 

2.1. 材料 

2.1.1. 动物及分组 
新西兰白兔 30 只，均符合健康标准，并经过裂隙灯下检查眼前节正常，雌雄各半，体重介于 2.0~2.5 
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kg，(购自新疆医科大学实验动物中心)，并随机分为实验组和对照组，每组 15 只，在同一个饮食和环境

下饲养。两组实验兔均建立右眼角膜碱烧伤模型。实验组兔右眼建模后球结膜下立即注射 hUCB-MSCs
细胞悬液；对照组兔右眼建模后未进行处理。 

2.1.2. 脐带血的采集 
本实验经医院伦理委员会许可，获得产妇同意并签署知情同意书，共采集 50 例脐带血样本，标本均

来源于新疆四七四医院妇产科，标本溶血弃之不用，产妇无妊娠合并症，无血液传染性疾病、家族遗传

性疾病和血液系统疾病并年龄控制在 20~32 岁。无菌条件下，采用 200 ml 一次性塑料采血袋进行脐带血

的采集。采血完毕立即将血袋封口，放置于 4℃的环境保存。所有标本均在收集后 6~8 小时内开始进行

分离和培养。 

2.2. 方法 

2.2.1. hUCB-MSCs 的分离和培养 
密度梯度离心法分离脐带血单核细胞首先，将脐带血与 0.9% NaCl 溶液按照 1:2 的比例稀释并充分

混合，然后在 3000 r/min 转速下离心 10 分钟，将上清液倒掉。接下来，加入 NaCl 溶液并重悬，将细胞

收集在 50 ml 离心管中并进行充分混合，总体积控制在 30 ml 以内。然后，通过 200 目的不锈钢筛网过滤

细胞，并将其叠加在 15 ml 淋巴细胞分离液上，确保稀释脐带血与淋巴细胞分离液的比例小于 2:1。接下

来，将以 2000 r/min 转速下离心 20 分钟，以便吸取界面层的白色云雾状单个核细胞层。随后，将用 NaCl
溶液进行重悬，并以 2000 r/min 转速下进行离心洗涤。然后，以 1500 r/min 转速下进行离心洗涤。最后，

在 1000 r/min 转速下进行离心洗涤。光学显微镜下应用细胞计数板计数，调整细胞密度制备细胞悬液，

并用盼蓝染色了解细胞活性。 
对脐带血间充质干细胞进行培养的步骤如下：首先，将脐带血单核细胞加入 Dulbecco’s 培养基中，

制成单核细胞悬液。然后，吸取 50 ul 的稀释液，将其混匀后进行细胞计数。根据细胞密度的要求，调整

细胞密度为 1 × 106 细胞密度，并将其接种于 T25 培养瓶中。将培养瓶放置于 37℃、含有 5% CO2 和饱和

湿度的培养箱中进行培养。在贴壁培养 3 天后，更换新鲜的培养液。其余的操作方法与之前相同。当细

胞达到 80%融合时，使用 0.25%胰酶和 0.02% EDTA 混合液进行消化。在显微镜下控制消化的时间，并

按照 1:2 的比例进行传代培养。以培养出均一、梭形的成纤维样细胞并呈漩涡状排列作为脐带血间充质

干细胞(hUCB-MSCs)初步培养成功的标志。每天使用倒置相差显微镜观察原代和传代细胞的生长情况和

形态特征，并拍照(图 1)。 
 

 
Figure 1. (A) Mononuclear cells after centrifugation of umbilical cord blood; (B) third-generation umbilical cord blood me-
senchymal stem cells 
图 1. (A)脐带血离心分离后的单个核细胞；(B)第三代脐带血间充质干细胞 
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2.2.2. 角膜碱烧伤模型的建立、球结膜下注射 hUCB-MSCs 和观察 
建立角膜碱烧伤模型把滤纸剪成直径大约为 6 mm 的圆形滤纸片，然后将其放入浓度为 1 mol/L 的

NaOH 溶液中浸泡，再用镊子小心取出并在空气中轻轻晃动以去除仍滴落的水滴。随后，把纸片放在兔

子的右眼角膜中央，并计时。30 秒过后，立即将纸片取出并迅速用充足的生理盐水冲洗角膜和结膜囊，

持续 3 分钟。在模型构建完成后，实验组的兔子给予球结膜下注射 hUCB-MSCs 细胞悬液，而对照组不

给予球结膜下注射治疗。记录每组兔子角膜新生血管面积以及上皮细胞恢复情况。每日间隔 4 小时两组

均给予局部滴眼治疗，使用左氧氟沙星滴眼液，每天总共进行四次。 

2.2.3. HE 染色观察 
将兔眼角膜组织样本置于 4%多聚甲醛液中固定，并随后进行石蜡包埋处理。使用苏木精和伊红对切

片进行染色处理。观察角膜上皮的恢复情况，检测角膜基质的水肿变化，并评估角膜基质中炎症细胞的

浸润程度。 

2.2.4. 统计学分析 
数据将被用于在 SPSS 28.0 软件中进行统计分析，并使用夏皮罗一威尔克检验来进行正态性检验。

对于方差齐性的检验，可以使用 Levene 检验进行采样。计量资料的均值和标准差表示，符合正态分布且

具有方差齐性的数据，采用独立样本 t 检验来比较对照组和实验组之间的差异，检验水准为双侧 α = 0.05。 

3. 结果 

3.1. UCB-MSCs 对角膜新生血管的影响 

经过角膜碱烧伤模型的建立，可以观察到角膜烧伤病灶。建模 3 d 后，在角膜缘可见新生血管；对

照组 7 d 时可见新生血管长人角膜烧伤区，对照组与实验组相比角膜新生血管生长快；14 d 时，实验组

与对照组相比生长角膜新生血管的面积小(图 2)，两组总体差异具有统计学意义(P < 0.05，见表 1)。 

 
Table 1. Corneal neovascularization area in each group at different times after establishment of rabbit corneal alkali burn 
model (S/mm2) 
表 1. 兔角膜碱烧伤模型建立后各组不同时间的角膜新生血管面积(S/mm2) 

组别 Day 5 Day 14 

实验组 52.98 ± 2.91 84.46 ± 6.65 

对照组 51.45 ± 4.42 95.40 ± 12.87 

t 1.42 2.29 

P >0.05 <0.05 

3.2. 组织病理学 

实验组碱烧伤后 3 d 观察角膜基质层水肿，炎症细胞少量浸润，随后 7 d、14 d 水肿和炎症细胞都逐

渐减少。两组角膜组织造模后的第 14 d 取下来的角膜 HE 染色发现实验组角膜组织各层可见炎症细胞，

角膜基质轻中度的水肿，而对照组可见大量的炎症细胞浸润，基质层明显水肿，实验组角膜上皮相对对

照组修复显著快。图 3(A)为实验组；图 3(B)为空白对照组。 

4. 讨论 

角膜新生血管的发生机制尚不明确。角膜新生血管形成过程中的关键血管因子有 VEGF，是一种功 

https://doi.org/10.12677/acm.2024.143959


阿布都萨塔尔·艾山 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2024.143959 2172 临床医学进展 
 

 
Figure 2. Fourteen days after subconjunctival injection of UCB-MSCs, the area of corneal neovascularization in the experi-
mental group was significantly reduced compared with the control group (A: experimental group, B: control group) 
图 2. 球结膜下注射 UCB-MSCs 后 14 d，实验组与对照组相比角膜新生血管面积显著减少(A：实验组，B：对照组) 

 

 
Figure 3. HE staining of corneal tissue 14 days after alkali burn (A: experimental group, B: control group) 
图 3. 碱烧伤后 14 d 角膜组织 HE 染色(A：实验组，B：对照组) 

 
能最显著的促血管形成因子[11]。角膜碱烧伤导致的新生血管形成可能与炎症细胞的侵入有关[12]。Yang
等研究者提出，角膜碱烧伤早期能减少炎症反应，可减少角膜新生血管形成[13] [14] [15]。本研究结果也

提示，实验组角膜基质炎症细胞明显减少，角膜新生血管的面积也显著减少，可推测早期控制炎症细胞

可减少角膜新生血管。间充质干细胞具有分泌多种因子比如：生长因子、趋化因子和细胞因子等[16] [17]。
间充质干细胞移植已采用不同的给药途径用于角膜疾病，例如基质内注射、结膜下给药和使用纳米纤维

支架及全身给药。研究发现，羊膜作为支架材料面临着羊膜来源有限、加上无菌条件以及疾病传播的问

题[18]。Ghazaryan Zhang [19]的研究表明，结膜下注射可以避免上述的羊膜的局限性，降低了 VEGF 水

平，从而在角膜碱烧伤的诊疗取得了更好的效果。本研究结果同于上述研究者提出的结论，球结膜下给

药虽然是一种创伤性给药方式，本实验结果也提示与其他给药方式相比球结膜下注射是一种相对安全并

有效的方法。hUCB-MSCs 具有低免疫原性、用非侵入性方法收集等优势。本实验将制备好的 hUCB-MSCs
细胞悬液注射于角膜碱烧伤动物模型右眼的球结膜下，在 14 d 的观察中，实验组的角膜新生血管的生长

面积明显小于对照组，推测 hUCB-MSCs 减少角膜新生血管可能与降低 VEGF 水平有关。总之脐带血来

源的间充质干细胞可以作为角膜碱烧伤的干细胞治疗中的良好的选择。 

5. 结论 

从实验结果来看，hUCB-MSCs 与其他来源的间充质干细胞作用效果相似。这为角膜碱烧伤治疗提供
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了新的方法，并拓宽了这种基于干细胞疗法的前景。 
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