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摘  要 

目的：本研究通过探究异种猪兔角膜基质微透镜作为植入材料的可行性，为角膜微透镜的个性化定制提

供了实验基础。方法：取20只猪角膜基质微透镜植入新西兰白兔角膜基质囊袋中，均选右眼为实验组，

一组10只眼联合角膜交联(CXL组)，另一组10只眼为非CXL组，每个时间段(一周，一个月，3个月，6个
月和1年)每组取两只实验兔进行研究，另选3只新西兰白兔作为空白对照组。裂隙灯检查兔眼角膜的透

明度并照相，病理组织切片分析HE染色、免疫组化及超微电镜结果，观察术后1年猪兔异种角膜基质微

透镜植入后的排斥反应和愈合反应，探究异种微透镜作为基质植入材料的可行性。结果：异种猪–兔角

膜基质透镜植入CXL组和非CXL组术后1年内不同时间点分别观察结果显示：除一例非CXL组兔眼角膜混

浊外，其余19例裂隙灯检查兔眼角膜透明，未见新生血管；眼前节照相可见透镜居中透明；HE染色植入

的微透镜与周围基质组织之间的边界明显，角膜全层未见明显炎性细胞浸润和新生血管形成；免疫组化

CXL组和非CXL组均未观察到I型胶原异常高表达。术后1年CXL组微透镜中I型胶原蛋白的表达较植床明显

减少，也较非CXL组微透镜中Ｉ型胶原蛋白表达少；电镜结果两组植入的微透镜内的胶原纤维排列与对

照组相似，胶原纤维在分界处呈梭形且不规则。结论：异种猪兔角膜微透镜植入可行，猪兔角膜组织相

容性好，未见排斥反应。 
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Abstract 
Purpose: To evaluate the safety and feasibility of xenogeneic intrastromal lenticule inlay in a pig- 
to-rabbit with different interventions. Method: Twenty New Zealand white rabbits were divided 
evenly into experimental group and control group (10 rabbits each group). Corneal intrastromal 
pockets were made by femtosecond laser, and corneal stromal lenticules extracted from porcine 
eyes were implanted into rabbit eyes. Corneal collagen crosslinking (CXL group) and non-CXL 
treated (Non-CXL group) were all performed in right. Two rabbits from each group were eutha-
nized at 1 week, 1 month, 3 months, 6 months and 1 year after surgery, respectively. Another 3 
New Zealand white rabbits were selected as the control group. The structural changes of corneas 
after lenticule implantation were observed by hematoxylin-eosin staining and transmission elec-
tron microscopy. Corneal healing and rejection reactions were observed using immunohistoche-
mistry and immunofluorescence staining. Results: The results showed that except for one case of 
xenogeneic porcine-rabbit corneal stromal lenticule was epinephelos in non CXL group, the cornea 
of the other 19 cases were transparent without cell infiltration by slit lamp examination. Corneal 
collagen was arranged regularly, the boundary between implanted lenticules and surrounding 
stroma was clear, and no inflammatory cell infiltration was detected under light microscopy. The 
collagen fibers at the junction were fusiform while fibers inside the lenticules are arranged regu-
larly. Collagen I inside the implanted lenticules was arranged regularly, and there was no ob-
viously high expression of collagen in both CXL and non-CXL groups. Conclusion: Pig-to-rabbit in-
trastromal lenticule xenotransplantation is safe and feasible. Implanted lenticules are compatible 
with surrounding tissue, with stable wound healing and no rejection reaction. 
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1. 引言 

角膜基质微透镜植入联合角膜交联(Corneal collagen crosslinking, CXL)治疗圆锥角膜，虽然能使薄角

膜的圆锥角膜患者得到救治，但并不能矫正高度的近视散光。如果植入的透镜能同时矫正高度近视散光，

圆锥角膜患者的视觉和生活质量将会大大提高。因此，探索一种相容性好，又能制作成不同屈光度的透

镜值得进行挑战和尝试。 
目前，角膜微透镜材料除了来源于 SMILE 手术的人体角膜组织透镜，还有处于研制阶段的人工材料

透镜[1] [2]。人工材料透镜最早为树脂玻璃镜片，后来发展为聚砜材料、还有目前处于临床试验阶段的水

凝胶透镜和全氟聚醚透镜等。随着新型材料的应用，越来越多不同材质的人工材料透镜开始运用到临床

试验。由于人工材料透镜系人工制作，可根据不同患者的屈光状态生产出不同度数和型号大小的透镜，
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同时可批量生产以满足数量需求，矫正屈光度的预测性好。如果患者术后屈光状态发生改变，透镜可随

时取出或更换[3]。但是由于对透镜材料和制作工艺的要求较高，而且研发和生产成本昂贵[4]；至今人工

角膜的应用仍处于临床试验阶段，还需要更多的证据证实其远期的矫治效果和安全性。 
因此，本研究提出采用异种猪–兔角膜基质透镜作为透镜材料的探索研究。异种角膜基质透镜是一

种生物材料，具有以下特点：角膜基质的抗原性很小，发生细胞免疫和体液免疫的概率都很低；同时异

种角膜基质是一种生物材质材料，本身具有上皮增生和组织修复的能力，与供体组织可以相互交融，基

质纤维结构可以重新长入，同时角膜神经也可重新生长；最重要的一点，异种角膜可以根据要求设计不

同大小，不同厚度，不同直径，不同屈光度及散光，个性化的定制适合受体的不同型号。根据上述优点，

如果异种角膜基质植入有望替代人体角膜基质植入，其可根据不同患者的屈光状态个性化设计角膜植片

大小和厚度，同时矫正离焦与散光，提高术后视觉质量。 
但是要想把异种角膜基质微透镜应用于临床，还需解决一些问题：异种角膜基质植入后，如何避免

受主的排斥反应？供片胶原组织的代谢，是永存还是逐渐被受主所取代？以上这些问题唯有通过动物模

型的建立及相关基础研究，才能明确。本研究将猪角膜基质作为供体植入于兔角膜基质囊袋中，通过建

立两种不同干预方式下的猪–兔异种角膜基质植入模型，观察比较不同干预措施下异种角膜微透镜植入

后受体角膜伤口愈合反应、角膜形态改变、排斥反应，以期获得最佳的异种角膜基质植入方案。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验动物 

实验动物选取成都中医药大学动物实验中心 23 只 8~10 周龄，体重 2.0 千克到 3.0 千克之间的健康雌

性新西兰大白兔以及 20 只 2 月龄，体重 10~15 kg 健康小型猪。本研究中的所有动物，均为发育正常的

健康动物，无过度肥胖、消瘦，皮肤破损，毛发异常。动物实验的具体操作过程已通过成都中医药大学

学校伦理委员会审查，实验流程符合学校相关规定及章程。 

2.2. 实验分组 

取 20 只猪角膜基质微透镜植入新西兰白兔角膜基质囊袋中，均选右眼为实验组，平均分为 2 组，一

组 10 只眼联合角膜交联(CXL 组)，另一组 10 只眼为非 CXL 组，每个时间段(一周，一个月，3 个月，6
个月和 1 年)每组取两只实验兔进行研究，另选 3 只新西兰白兔作为空白对照组。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. 供体猪角膜基质的准备 
将取出的猪眼球置于平衡盐溶液中浸泡 10 分钟。将猪眼固定于眼球固定器上，操作时保证无菌环境。

Zeiss 显微镜下，用机械刮匙刮除猪角膜上皮及前弹力层，用角膜板层刀(Moria，法国)制备厚度大约 200 
μm的猪角膜基质层，即为需要植入的基质微透镜。将制备好的透镜置于无菌器皿内，点数滴生理盐水浸

泡保持湿润，并遮盖防止污染。 

2.3.2. 角膜基质透镜植入的手术方法 
术前一周，所有兔眼均采用左氧氟沙星滴眼液点双眼，每日四次抗感染治疗。手术日采用腹腔注射

8%的水合氯醛来麻醉新西兰白兔(每公斤体重 0.4~0.5 克麻醉剂)。在全身麻醉后，然后将兔子放在手术台

上并采用绑带法确保不动，并选择右眼作为微透镜植入眼。 
采用 Visumax 飞秒激光仪制作开口位于兔角膜上方的囊袋，开口大小为 3 mm，直径为 7.0 mm，角

膜帽厚度为 120 µm，将核黄素(Avedro 公司，美国)浸润过的猪角膜基质微透镜植入兔眼的角膜囊袋中，
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平铺后用平衡液冲洗，调整微透镜位置，使其位于角膜中心。 
CXL 组右侧兔眼继续采用快速跨上皮角膜交联的模式，即先采用 0.25%核黄素溶液裂解液(美国

Avedro 公司，型号：VibeXRapid)浸润角膜组织 4 分钟，再采用 0.25%核黄素溶液(美国 Avedro 公司，型

号：VibeXRapid)浸润角膜 6 分钟。随后采用角膜交联机(美国 Avedro 公司，型号：KXL)发出 365 nm 紫

外光(45 mW/cm2)按 1:1 时间比例间断持续照射 5 分钟 20 秒(总能量 7.2 J/cm2)。非 CXL 组兔眼不采用角

膜交联法。术毕，双眼用典必殊眼膏涂眼一次。 
术后常规用药：术后一月内，每日用 0.1%氟米龙滴眼液点右眼每日四次抗非特异性炎治疗、左氧氟

沙星滴眼液点右眼(4 次/天)抗感染治疗。 

2.4. 实验指标观察 

2.4.1. 术后角膜评估 
裂隙灯检查：术后第 1 天、1 周、1 月、3 月、6 月及 1 年，在裂隙灯下分别观察双眼眼前段情况，

评估实验眼透镜植片是否混浊、双眼囊袋植床的透明度，评估双眼角膜水肿、血管化程度，计算角膜排

斥指数。 
眼前段照相：术后第 1 天、1 周、1 月、3 月、6 月及 1 年，拍摄眼前段照相。 

2.4.2. 病理切片 
术后各观察点(分别为术后 1 周、1 月、3 月、6 月及 1 年)，每个时间点按上述处死动物方法分批处

死新西兰兔，每次每组两只兔子。 
取兔眼球后，首先，采用眼科剪将全层角膜沿角膜缘环形剪开，平衡盐溶液冲洗去掉血液及异物，

浸泡于甲醛固定液中。下一步，对已固定好的的角膜组织进行石蜡包埋，之后组织切片(按照 5 μｍ厚度)，
切片时注意切到角膜基质透镜植入的部分选为标本使用。制片完成后保存于 4℃冰箱，用于 HE 染色和免

疫组化。HE 染色：主要观察角膜基质内胶原纤维的排列形式是否与空白对照组一致。角膜基质内有无成

纤维细胞，植入的猪角膜透镜与周边的兔角膜基质交界处细胞形态与胶原的排列，有无炎症细胞浸润等。 
免疫组化：本研究中分别检测两组角膜 I 型胶原蛋白的水平分析愈合反应。I 型胶原蛋白参与细胞黏

附和增殖过程，与生长和组织修复有关。 

2.4.3. 透射电镜 
先对标本采用 3%戊二醛预固定，然后用 1%四氧化锇固定。第二步，脱水：丙酮逐级脱水，脱水机

浓度梯度为 30% → 50% → 70% → 80% → 90% → 95% → 100% (100%浓度变化 3 次)；浸润包埋：

将脱水后的样品连续通过脱水剂和环氧树脂(型号 Epon812)，比例为 3:1、1:1、1:3，每步 30~60 分钟插入

浸润过的样品块入适当的模具。用嵌入溶液填充它。然后将其加热并聚合以形成固体基质(嵌入块)，为下

一个主题做好准备。超薄切片制备：用超薄切片机制备约 50 nm 厚的超薄切片后，漂浮在刀槽液面上。

然后鱼去铜网。双染法：先用醋酸双氧铀染色，再用柠檬酸铅染色。室温染色 15~20 分钟，透射电镜

JEM-1400PLUS 观察。 

3. 实验结果 

3.1. 兔眼表情况及角膜透明度观察 

以术前所有实验兔眼表的情况作为阴性对照，观察术后 CXL 组和非 CXL 组兔实验眼、对照眼的眼

表情况，观察有无眼前节刺激症状、结膜有无充血水肿、是否存在炎症反应。 
术后 1 周内，所有实验兔在观察时间内均未见眼睑痉挛(0 症状)，未见结膜充血水肿(0 症状)，未见
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炎症反应(0 症状)。因此，本研究显示猪–兔异种角膜透镜植入术后眼前节情况良好，无明显刺激症状，

术源性不良反应术后一周即完全消退。 
术后 1 年的观测时间内，19 只实验眼透镜植片均如术前透明，无排斥，仅非 CXL 组 1 眼在术后 3

个月时出现角膜的混浊，并且有新生血管(图 1)。术后一周内双眼角膜均可见轻度水肿，少量角膜上皮缺

损，一周后恢复。在对所有兔眼排斥反应的评估中，术后 1 年内，19 只实验兔眼未达到排斥反应的水平。

仅 1 只兔眼出现排斥反应。 
 

 
Figure 1. Images of corneas after xenogeneic intrastromal 
lenticule inlay 
图 1. 猪角膜基质微透镜植入新西兰白兔角膜基质层术

后眼前节照像 

 
上方分别为猪–兔角膜基质微透镜植入联合角膜交联眼和猪–兔角膜基质微透镜植入眼，可见猪植

片位于兔角膜中央，植片清亮透明，无细胞浸润，无新生血管。 
下方左图为术后 3 月猪–兔角膜基质微透镜植入眼中唯一 1 例角膜混浊图片，可见角膜混浊，虹膜

组织窥不清，角膜上有新生血管长入；右图为空白对照组。 

3.2. HE 染色 

术后第 1 周、1 月、3 月、6 月和 1 年，以对照眼作为阴性对照，分别对 CXL 组、非 CXL 组双眼兔

角膜切片进行 HE 染色。观察两组不同干预手段的透镜植入组的植片是否移位、溶解，兔角膜基质有无

纤维排列紊乱以及胶原纤维肿胀断裂，全层角膜有无炎症细胞浸润，有成纤维细胞的大量增殖，有无新

生血管出现。 
术后一年内 HE 染色可见角膜基质胶原纤维排列规则。植入的微透镜与周围基质组织之间的边界明

显，但交界处的胶原排列稍不规则。角膜全层未见明显炎性细胞浸润和新生血管形成(图 2)。术后 1 个月，

植入的微透镜与周围组织的交界处以及微透镜内有少量成纤维细胞。随着角膜基质微透镜植入时间的延

长，成纤维细胞的数量逐渐减少，术后 6 个月微透镜与周围组织的交界处几乎没有成纤维细胞出现。在

光学显微镜下，CXL 组和非 CXL 组的兔角膜结构大致相同，无明显差异(图 2)。植入的异种猪–兔角膜

微透镜与兔角膜基质相容性好，无明显溶解或排斥反应。 
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A-E 为微透镜植入联合交联法，分别为术后 1 周、1 月、3 月、6 月及 1 年的 HE 染色结果。F-J 为单纯

微透镜植入法术后 1 周、1 月、3 月、6 月及 1 年的 HE 染色结果，K 为空比对照组。 

Figure 2. Hematoxylin-Eosin staining images postoperatively 
图 2. 猪角膜微透镜植入新西兰白兔角膜基质后 HE 染色结果 

3.3. 免疫组化 

在术后不同时间点，分析兔角膜基质内植入角膜微透镜后全层 I 型胶原蛋白的表达。植入的猪角膜

微透镜内的胶原纤维排列紧密有序。CXL 组和非 CXL 组均未观察到 I 型胶原异常高表达。来源于猪角膜

的基质内微透镜和周围的兔角膜组织之间界限清晰。术后 1 年 A 组(CXL 组)微透镜中 I 型胶原蛋白的表

达较植床明显减少，也较 B 组(非 CXL 组)微透镜中Ｉ型胶原蛋白表达少。交界处 I 型胶原蛋白未见高表

达，植床的 I 型胶原蛋白表达和胶原纤维排列与空白对照眼相似(图 3)。 
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A-E 为微透镜植入联合交联法，分别为术后 1 周、1 月、3 月、6 月及 1 年的 HE 染色结果。F-J 为单纯

微透镜植入法术后 1 周、1 月、3 月、6 月及 1 年的 HE 染色结果，K 为空比对照组。 

Figure 3. Immumohistochemical Staining light microscopy images postoperatively 
图 3. 猪角膜微透镜植入新西兰白兔角膜基质免疫组化结果 

3.4. 电镜结果 

透射电镜下观察兔角膜基质内猪微透镜植入的角膜超微结构。植入的微透镜与周围基质之间的边界

清晰可见。植入的微透镜内的胶原纤维排列(图 4A，图 4B)与对照组相似。胶原纤维在分界处呈梭形且不

规则(图 4D，图 4E)，与空白对照组不同，空白对照组角膜全层有组织的胶原纤维(图 4C，图 4F)。 
 

 

 
A 和 B 显示植入的猪微透镜内胶原纤维的排列。D 和 E 显示植入的猪微透镜与兔基质组织的交界处

有胶原纤维排列。C 和 F 为空白对照组。 

Figure 4. Transmission electron microscopy images postoperatively 
图 4. 猪角膜微透镜植入新西兰白兔角膜基质透射电镜图像 

3.5. 并发症 

在 20 只新西兰大白兔(实验组)中仅观察到 1 例角膜混浊。为探讨角膜混浊的原因，取标本后对兔角

膜进行光镜、电镜和免疫荧光染色。结果显示，植入部位有大量炎性细胞浸润，大部分植入的猪角膜微

透镜溶解消失(图 5)。 
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Figure 5. One case of corneal opacity 
图 5. 1 例混浊角膜的 HE、免疫组化和电镜结果 

4. 讨论 

人工合成或生物材料植入角膜基质层可有效改变人眼的屈光力，也是圆锥角膜、远视、老视和角膜

穿孔的潜在治疗方法[5]。在飞秒激光出现之前，研究者采用机械显微角膜刀对受体的角膜进行板层角膜

切除术制作囊袋，导致屈光效果不理想。在飞秒激光的辅助下，可以制作用于角膜微透镜植入的基质内

袋，它比显微角膜刀制作的囊袋稳定性更好[6]。 
微透镜材料的选择是角膜微透镜植入成功的关键因素之一。人工合成的材料可以根据不同的折射状

态大规模生产。然而，人工角膜透镜植入可能会导致脂质沉积、角膜炎、溃疡、角膜血管化和生物相容

性不良等问题。生产具有较高生物相容性的角膜微透镜的技术成本巨大，其长期安全性尚不清楚[7] [8]。
目前有几项动物和临床研究已经证实，采用 SMILE 辅助的自体和同种异体角膜基质内微透镜植入可用于

矫正远视和老视，以及治疗圆锥角膜、角膜扩张和穿孔[9] [10] [11] [12] [13]。然而，自体或异体角膜移

植供体不能满足大规模的需求。而且，由于角膜组织不适合长期保存，供体和受体需要预先匹配，并尽

快完成移植。因此，使用异种角膜基质微透镜植入可能是一种解决方案。以往的研究表明，猪角膜可能

是异种板层角膜移植的理想来源[14] [15] [16]。基于以上几点，我们的研究提出了使用异种角膜基质内微

透镜植入来扩大微透镜的来源，用于治疗屈光不正和其他眼表疾病，如圆锥角膜和角膜穿孔等。 
在本研究中，我们首次在猪–兔模型中进行不同干预方式下的异种角膜基质内微透镜体植入的动物

模型。在成功建立异种动物模型后，我们评估了该动物模型的可行性和安全性，重点是术后不同时间点

的免疫组化、超微结构变化以及伤口愈合反应。结果表明，植入的微透镜与周围角膜基质相容性好，伤

口愈合反应轻微，无明显排斥反应。 
HE 染色和免疫组化能够对兔角膜标本在猪角膜透镜植入后发生的病理学变化进行对比和分析。我们

首先观察对照组的正常兔角膜，对角膜上皮层与基底膜的细胞结构进行分析。然后再对本实验中两组植

入猪角膜微透镜的兔角膜进行 HE 染色分析，观察联合紫外光/核黄素角膜胶原交联处理的角膜在细胞的

结构上的变化，角膜上皮层与基底膜之间的连接的变化，观察角膜基质水肿、炎细胞浸润程度与位置。

CD11b 是高度糖基化的Ⅰ型跨膜糖蛋白，在介导细胞间黏附作用中起到了重要的作用。在角膜组织中，

CD11b 能够合成角膜基质层中的胶原蛋白，并能够维持这些胶原成分，保持角膜的透明度与机械强度。

本研究中，通过观察 2 个实验组是否会对角膜基质细胞造成损伤，损伤的程度及情况如何，对两种不同

方式的异种角膜为微透镜植入联合紫外光核黄素角膜胶原交联的安全性进行分析和评估。 
我们的结果显示，在术后不同时间点，光学显微镜下未检测到大量炎性细胞浸润，而在微透镜植入

的早期阶段出现了微弱的纤维化反应。免疫组化染色显示，微透镜植入早期有轻微的炎症反应和纤维化

反应，以 CD11b 和 α-SMA 为标志，但伤口愈合反应逐渐消失。移植早期发现的伤口愈合反应主要发生
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在植入的异种微透镜与受体角膜基质周围组织的交界处。这些结果与之前关于自体和同种异体移植的研

究结果相似[11] [12] [13]。早期纤维化反应的可能是，由于制作角膜囊袋的手术过程导致受体角膜组织切

削界面的损伤。虽然损伤不可避免，但与用于制作移植板层角膜移植的旧技术相比，伤口愈合反应已大

大降低[17]。在飞秒激光的帮助下，目前仅需一个小切口就可以形成角膜基质囊袋，所以引起的伤口愈合

反应程度较小且只在早期出现。 
角膜交联技术是一种提高角膜组织生物力学稳定性的有效技术，被广泛应用于圆锥角膜的治疗[18] 

[19]。在以往兔动物模型建立中，与未交联治疗的角膜基质微透镜相比，联合 CXL 的角膜基质微透镜回

退更少，恢复时间更短[20]。在本研究中，我们证实 CXL 是一种安全可行的异种角膜基质内微透镜植入

的联合治疗方法。此外，我们还发现联合角膜交联可以减少早期炎症反应，但同时 CXL 组的细胞凋亡相

对较强。进一步的研究需要更大的样本量来确认联合 CXL 所引起的角膜愈合反应的变化，同时需进一步

研究来证实联合 CXL 后生物力学稳定性的改善。 
实验组 20 只兔中仅有 1 只兔眼出现角膜混浊。光镜、电镜和免疫荧光染色结果表明，角膜有严重的

炎症反应，并且植入的透镜组织溶解大部分。这可能是由于供者角膜携带的感染源所致。在我们的研究

中，从新鲜猪眼睛中提取用于异种移植的角膜基质微透镜，并立即植入兔子的眼睛中。为了减少供体角

膜微透镜引起感染的可能性，猪角膜基质微透镜取出后应当做脱细胞处理，即冷冻于−80 摄氏度一段时

间[21] [22]。另一种可能性是，感染是在手术过程或术后饲养过程中引起的。手术过程中要加强无菌操作，

动物饲养与喂食过程中要注意操作规范。 

5. 结论 

总之，异种猪–兔角膜基质微透镜植入联合角膜交联是安全可行的，猪角膜基质微透镜对兔角膜基

质的生物相容性好，可以作为角膜基质替代物。脱细胞的猪角膜基质未来可应用于异体角膜微透镜的植

入治疗圆锥角膜，角膜扩张等疾病，甚至可以根据需求制作不同屈光度的角膜基质微透镜治疗屈光不正。

进一步研究需要更大样本量和更长时间的观察来确定其长期安全性和有效性。 
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