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羊膜移植对兔角膜碱烧伤早期MMP-2 

和TIMP-2表达的影响 

王晓辉 韩晓丽 郑永征 徐国兴 

【摘要】 目的 研究羊膜移植在兔角膜碱烧伤早期治疗中的作用机制。方法 对60只新西兰白 

兔随机分为碱烧伤组、羊膜移植组及正常对照组，实验组建立角膜碱烧伤模型，羊膜移植组于烧伤后 

30min实施羊膜移植手术。术后l4、30、60d，观察分析角膜病理组织学改变；并应用计算机图像分析 

系统对角膜组织中基质金属蛋白酶 -2(Matrix metalloproteinase-2，MMP一2)和基质金属蛋白酶组 

织抑制剂-2(Tissue inhibitors of metalloproteinase-2，TIMP一2)的表达进行半定量测定。结果 羊 

膜移植组角膜浸润及角膜基质坏死溃疡程度均较同期碱烧伤组为轻，角膜MMP一2的表达显著降低 (P 

<0．05)，而TIMP一2表达显著升高 (P>0．05)。结论 羊膜移植可提高角膜TIMP-2表达的水平并抑 

制MMP一2的活性，从而在角膜碱烧伤的早期治疗中起到抑制角膜炎症和溃疡的作用。 
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剂一2(TIMP一2) 

The effect of amniotic membrane transplantation on expression of MMP一2 and TIMP一2 after 

alkaline burn of the corneas in rabbit 

WANG Xiao—hut，HAN Xiao—li，ZHENG Yong—zheng，XU Guo—xing．Department of Ophthalmology, e First 

Affiliated Hospital ofFujian Medical University,Fuzhou 35otⅪ5。Fujian China． 

[Abstract] Purpose To investigate the mechanism of amniotic membrane transplantation(AMT)in 

the early comeal alkaline bum in rabbits With comeal alkaline bum．Methods 60 New Zealand white rabbits 

were used and randomly divided into three groups：Normal cOrnea only as control group(C)，corneal alkaline 

bum group(A)，and amniotic membrane transplantation group(AMT)．Comeal alkaline bum models of expert- 

mental groups were made．AMT was perform ed 30 minutes after corneal alkaline bum．Pathohistology and 

computerized corneal analysis on the expression of MMP-2 and TIMP-2 were studied at day 14，30，and 60． 

Results After operation，corneal infiltrate，corneal stroma necrosis and ulcer in AMT were all better than 

those in A．The levels of MMP-2 were lower and the levels of TIMP-2 were higher than those in A by 

immunohistochemistry．Conclusions Amniotic membrane tran splantation could elevate the expression ofTIM P． 

2 and inhibit the expression of M MP-2 in cornea，accordingly anmiotic membrane transplan tation may play a 

critical role on inhibiting corneal ulcer an d inflammation in the early corneal alkaline bum． 
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角膜碱烧伤可导致角膜炎症、基质溶解、坏死 

溃疡甚至穿孔等严重病理改变。近年来大量的临床 

应用和实验研究结果表明羊膜移植在角膜碱烧伤的 

治疗中具有 良好的疗效，但有关其作用的具体机制 
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· 论 著 · 

尚不完全清楚。近年研究发现基质金属蛋 白酶 

(Matrix Metalloproteinases，MMPs)及基质金属 

蛋白酶组织抑制剂 (Tissue inhibitOrS Of 

metalloproteinases，TIMPs)与角膜碱烧伤的一系 

列病理过程密切相关。本试验通过对羊膜移植术后 

碱烧伤角膜表面MMP一2及其抑制剂TIMP-2表达 

的研究，探讨羊膜移植在治疗角膜碱烧伤等眼表疾 

病的过程中抑制炎症、减轻基质溶解、促进溃疡愈 

合的作用机制。 
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二、角膜组织MMP-2和TIMP-2的免疫组织 

化学分析 

1．MMP一2和TIMP-2在角膜中的免疫定位 

正常对照组兔角膜上皮细胞胞浆中可见MMP一2及 

TIMP-2表达，呈淡黄色颗粒状；碱烧伤后 14d，碱 

烧伤组、羊膜移植组角膜上皮细胞、基质中角膜细 

胞、浸润的炎性细胞 (主要为多形核白细胞)胞浆 

中MMP一2及TIMP-2表达均显著增强，尤以溃疡 

坏死区为甚，呈棕黄色颗粒状。见图2、3。 

图2 碱烧伤后 14(1兔角膜MMP一2的表达 (免疫组化 sP法，DAB显色，x 400倍)。(A)对照组{(B)碱烧伤组{(c)羊膜移植组。 

图3 碱烧伤后 14(1兔角膜TIMP一2的表达 (免疫组化sP法，DAB显色，×400倍)。(A)对照组{(B)碱烧伤组{(c)羊膜移植组。 

2．角膜组织MMP-2及 TIMP-2的半定量测 

定： 

(1)MMP-2的测定 碱烧伤后 14d，碱烧伤 

组、羊膜移植组与对照组相比角膜MMP-2表达的 

平均灰度值均显著降低 (均P<0．01)，面密度值均 

显著增高 (均P<0．01)。伤后30、60d各实验组角 

膜MMP-2表达的平均灰度值逐渐增高，面密度值 

逐渐下降，除60d时羊膜移植组角膜MMP-2表达 
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图4 MMP-2在兔角膜中表达的平均灰度值 

(2)TIMP一2的测定 碱烧伤后 14、30d，各 

实验组与对照组相比角膜TIMP-2表达的平均灰度 

的平均灰度值外，其余均较对照组有统计学差异 (均 

P<0．05)。伤后14、30d，羊膜移植组角膜MMP一2表 

达的平均灰度值均明显高于碱烧伤组 (均P<0．05)， 

面密度值均明显低于碱烧伤组 (均P<0．01)；伤后 

60d，羊膜移植组角膜MMP-2表达的平均灰度值及 

面密度值较碱烧伤组均有统计学意义 (均P<0．01)。 

见图4、5。 
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图5 MMP-2在兔角膜中表达的面密度值 

值均显著降低，面密度值均显著增高 (均P<0．01)。 

伤后30d角膜中TIMP-2表达达到最强。伤后60d 
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各实验组角膜TIMP-2表达的平均灰度值逐渐增 

高，面密度值逐渐下降，其中角膜TIMP-2的表达 

较对照组有统计学差异 (均P<0．01)。见图6、7。 

Tiue(Days) 

LSD—t检验：·P<O．05，¨ P<O．O1 VS control group(C) 

# P<O．05，## P<O．O1 AMT VS alkali bum group(A) 

图6 TIMP-2在兔角膜中表达的平均灰度值 

搠 
LSD-t检验：·P<O．05，··P<O．O1 VS control group(C) 

# P<O．05，## P<O．O1 AMT VS alkali bum group(A) 

图7 TIMP-2在兔角膜中表达的面密度值 

讨 论 

角膜碱烧伤是临床上常见的，治疗较为棘手的 

严重眼表疾病，其早期组织病理改变以角膜基质中 

大量的炎症细胞浸润及胶原纤维断裂溶解为特点n】。 

近年来的研究发现MMPs可以溶解角膜中的胶原纤 

维，使角膜组织快速崩解。因此，角膜碱烧伤后的 

非感染性溃疡形成与MMP有直接的关系[21。MMPs 

是由多种能降解细胞外基质的酶类组成，属含锌肽 

链内切酶家族。存在于角膜组织中的MMP主要有 

MMP—l、MMP一2、MMP-3、MMP一9，每一种 

MMP可以降解细胞外基质中的不同成分，导致角 

膜溃疡的形式[3' 1。其中MMP-2又称为明胶酶A， 

作用底物主要是细胞外基质中的Ⅳ型胶原，MMP一 

2几乎能对细胞外基质中所有的结构蛋白成分进行 

降解。本实验结果表明，兔角膜碱烧伤后角膜上皮 

细胞 ，基质中角膜细胞、浸润的炎性细胞 中的 

MMP一2的表达均显著增强。因此推测，角膜中 

MMP-2表达增强在碱烧伤后角膜炎症、溃疡、坏 

死等一系列病理过程中发挥重要作用。TIMPs是 

MMPs的内源性抑制物，可以特异地与MMPs相结 

合并对MMPs的活性进行精确地调节[51。TIMPs与 

MMPs之间的平衡关系在调节胞外基质的降解中发 

挥重要作用。因此，上调角膜组织中TIMP-2的表 

达水平，可以间接地抑制MMP-2的表达，从而达 

到减轻角膜炎症、坏死、溃疡的治疗作用。 

近年来，大量的临床和实验研究结果表明，羊 

膜移植对角膜碱烧伤具有良好的治疗效果。为了进 
一

步探讨其机制，我们建立了兔角膜碱烧伤模型， 

对羊膜移植术后的角膜组织 MMP一2、TIMP一2的 

表达进行了测定。结果表明，羊膜移植术后角膜炎 

性浸润、组织坏死、溃疡形成的程度均明显减轻，而 

角膜MMP-2的表达水平显著降低，TIMP-2的表 

达则明显升高。因此推测羊膜移植对角膜碱烧伤的 

治疗作用是通过提高角膜表达TIMP-2的水平，来 

抑制MMP-2的表达和酶的活性、改变MMP-2与 

TIMP-2之间的平衡状态来实现的。最近研究发现 

新鲜羊膜和保存羊膜组织本身可以表达和分泌 

TIMP—l、TIMP-2、TIMP-3、TIMP-4~ 1，因此推 

测羊膜组织中表达的TIMP一2进入角膜后抑制了角 

膜中MMP-2的活性，这也可能是羊膜移植后角膜 

组织TIMP一2表达增高的机制。 

除了TIMP一2的调节作用外，还有多种因素可 

能参与对角膜 MMP-2表达的调节。有研究表明， 

MMPs的释放和表达受到各种致炎因子的调节，如 

IL-l和 TNF-a等[7，。1。Heiligenhaud 1用羊膜移植 

治疗大鼠单疱病毒性角膜炎的过程中，发现羊膜移 

植术后2d角膜表达IL-l 0c和TNF一0c水平显著减少， 

同时MMP-2、MMP-8、MMP-9的表达也明显减 

少。由此可以看出，羊膜移植引起角膜表达 IL-1、 

TNF一0c减少也是导致角膜MMP一2表达下调的可 

能因素。此外，有研究发现，羊膜组织可以表达和 

分泌IL-10~6]，而IL-10能抑制MMPs的表达[】。1，但 

羊膜移植后IL-10对角膜MMP-2的影响还有待进 
一 步的研究证实。本研究结果表明，羊膜移植术后 

角膜浸润程度明显减轻，而近年的研究[1,111也显示碱 

烧伤行羊膜移植术后 14d左右，角膜组织中多形核 

白细胞或嗜酸性粒细胞等炎症细胞浸润明显减少 ， 

证明羊膜组织能抑制白细胞活化而消除炎症，其机 

制可能是羊膜组织促进白细胞凋亡或分泌多种细胞 

因子抑制白细胞的活化。而碱性烧伤后角膜中的 

MMP-2主要来源于多形核白细胞和再生的上皮细 

胞，本实验结果也表明，在碱烧伤组中角膜炎I生细 

胞 (主要为多形核白细胞)MMP-2表达显著增强， 
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