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!!(摘要)!背景!研究表明角膜上皮中的囊性纤维跨膜电导调节因子#S_OB%是重要的阴离子和水分泌

通道"S_OB激动剂可促进泪液分泌"对干眼的治疗具有一定的意义* 曾有研究认为 S_OB通路是 3D>A=AdD

依赖通路而没有钙信号参与* 然而"升高 3D>A并不能促进角膜上皮 S_OB通路的分泌"钙信号在角膜上皮
S_OB分泌通道中是否发挥作用尚不清楚*!目的!从生理学角度探讨 S_OB在兔角膜上皮分泌功能的实现

与钙信号之间的关系*!方法!采用计算机随机数字分配法将 "1 只健康新西兰白兔随机分为 : 个组"每组各
& 只* 动物全身麻醉下取双眼角膜"然后处死* 角膜上皮面朝向正向电流方向置于尤氏小室"奇数组兔右眼

角膜仅给予单纯 DOA刺激#DOA刺激组%"左眼角膜用 S_OB特异性抑制剂 S_OB*.-="$:预处理后给予 DOA刺激
#S_OB*.-="$:预处理组%&偶数组兔右眼角膜用于原代角膜上皮细胞培养并采用激光扫描共焦显微镜进行单个

细胞胞质内钙离子荧光强度测定"左眼角膜组织用细胞内钙离子螯合剂 >̀AOD8D>预处理后给予 DOA刺激

# >̀AOD8D>预处理组%"采用短路电流装置记录各组兔角膜上皮的短路电流变化*!结果!DOA刺激组$

S_OB*.-="$:预处理组和 >̀AOD8D>预处理组角膜上皮电流值分别为 #<[$%b"[%1%$#"[%#b#[;<%和 #:[Z$b

#[<<%"D83(: "S_OB*.-="$:预处理组和 >̀AOD8D>预处理组角膜上皮电流值均低于单纯 DOA刺激组"差异均

有统计学意义#6g""[:#"$<[<#&"均 Mm#[##"%* 单细胞的细胞内钙离子检测发现"DOA刺激后细胞内钙离子

荧光强度迅速升高至 DOA刺激前的 %[:< 倍*!结论!DOA可引起兔角膜上皮细胞分泌增加"S_OB*.-="$:抑制

整个 S_OB通路中 DOA促发的角膜短路电流"而 >̀AOD8D>消除了细胞内游离的钙离子"提示兔角膜上皮细

胞分泌的 S_OB通道功能的实现与细胞内钙信号释放有关*!
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!!角膜上皮的分泌功能对于维持泪液分泌及眼表的
稳定和健康具有重要作用"与角膜上皮的损伤及多种
眼表疾病密切相关"如干眼的发生和发展以及角膜感
染等* 囊性纤维 跨 电 导 调 节 因 子 # 3M,@*3G*JF4,*,
@F).,(?(JF).?34.IK3@).3?F?/K+)@4F"S_OB%是由 " Z&#

个氨基酸组成的跨膜蛋白"其表达于角膜上皮细胞的
顶膜面"可介导氯离子跨膜转运"同时伴随水分的运
输"激活 S_OB可促进泪液的分泌" 缓解干眼症
状

-"Y:. * 然而"S_OB在角膜上皮的分泌究竟是基于何
种电流通路目前尚未阐明"了解相关通路有助于干
眼发病机制的研究* 本研究拟采用电生理的研究方
法探讨角膜上皮细胞中 S_OB所介导的生理分泌机
制"为进一步研究 S_OB通路参与干眼发病机制奠定
基础"并讨论 S_OB受体激动剂治疗干眼的电生理
基础*

><材料与方法

>2><材料
>2>2><实验动物<"1 只健康新西兰大白兔购自广州
花东信华实验动物养殖场"体质量 :[# \:[< R/"普通
级环境中饲养于中山大学中心眼科中心实验动物中

心* 实验动物的使用遵循视觉与眼科学研究协会
#D,,43*)@*4. G4FB?,?)F3- *. X*,*4. ).I 6E-@-)+(4+4/M"
DBX6%制定的实验动物使用条例*
>2>2?<主要试剂及仪器<荧光素钠#中山大学中山
眼科中心药房提供%&泪液检测滤纸条#天津晶明新技
术开发有限公司%&DOA#德国 C*/()=D+IF*3- 公司 %$
S_OB*.-="$:$钙离子螯合剂 >̀AOD8D>#德国 C*/()=

D+IF*3- 公司%&水合氯醛#广州化学试剂厂%&钙离子荧
光指示剂 _+K4=Z8D>#美国 >4+?3K+)FAF4J?公司 %&
5>'>8_": 培养基#美国康宁公司%&胎牛血清#美国
南美 BuC 公司%&质量分数 #[:<c OFME,*.='5OD#美
国 h*J34公司%* 1 孔板适用盖玻片#中国 W?,@公司%*

短路电流装置#北京泰盟科技有限公司%&CA< 型激光
扫描共焦显微镜 #德国徕卡公司%&裂隙灯照相系统
#日本 O4E34. 公司%*
>2?<方法
>2?2><兔角膜组织样本的采集和分组<实验前所有
新西兰兔行泪液分泌实验"结膜囊点荧光素"然后于裂
隙灯显微镜下观察角膜染色情况并评分"纳入 "1 只泪
液分泌量为 "# \:< ((8< (*. 及角膜无荧光素染色的
兔"雌雄各半* "1 只新西兰兔先按性别连续编号为
" \"1#雄兔编号为 " \&"雌兔编号为 ; \"1%"然后通
过 CACC :#[# G4Fe*.I4N,软件建立对应的随机数字
#种子数 :#"<#%#1%将兔分为奇数组和偶数组* 实验
兔用质量分数 "#c水合氯醛耳缘静脉注射进行麻醉"

剂量为 :[# \:[< (+8R/"" (*. 后切取兔角膜"取材结
束后采用股动脉放血法处死* 奇数组 & 只新西兰兔右
眼角膜用于单纯 DOA刺激的短路电流实验#DOA刺激
组%"左眼角膜用于 S_OB*.-="$:作用的短路电流实验

#S_OB*.-="$:预处理组%&偶数组 & 只新西兰兔右眼角膜
缘用于角膜上皮细胞的培养以检测细胞内钙离子含

量"左眼角膜用于 >̀AOD8D>作用的短路电流实验
# >̀AOD8D>预处理组%*
>2?2?<角膜上皮短路电流记录<短路电流装置简易
图如图 " 所示* 实验前将短路电流装置的电流8电压
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钳制仪器输出连接 T̀Z:#'v生物机能实验系统"将
T̀Z:#'v生物机能实验系统连接于计算机* 实验时对
短路电流装置进行预热"连接好电极和盐桥"向尤氏小
室内灌入适量 d=P溶液#表 "%"调零电流和电压值"
稳定后吸除尤氏室中的 d=P溶液"取下钳夹组织的尤
氏小室"将角膜快速钳夹于 : 个尤氏小室之间"角膜上
皮面与记录装置的正向电流方向一致* 向角膜组织分
隔的 : 个独立小室"各注入 1 (+d=P溶液"排出气泡"
继续通入含体积分数 ;<c 6:和体积分数 <c S6:的

混合气体"以维持 EP值在 $[Z* 设置电流记录参数"
采样率为 "# PL"扫描速度为 Z#[# ,8I*H"增益为 :"时
间常数 5S"滤波为 #[% PL* 记录角膜组织的膜阻抗后
开始电流记录"< \"# (*. 后电流达到平衡时向 d=P
溶液中加入药物进行刺激"观察并记录电流的变化情
况* DOA刺 激 组 的 d=P 浴 液 中 加 入 终 浓 度 为

"## "(4+8T DOA" 观 察 电 流 曲 线 的 变 化 情 况&
S_OB*.-="$: 预 处 理 组 的 d=P 浴 液 中 加 入 浓 度 为

Z# "(4+8TS_OB*.-="$:"作用"# \"< (*.后再加入 DOA
#终浓度为 "## "(4+8T%"观察电流曲线的变化情况&
>̀AOD8D>预处理组的 d=P浴液中加入终浓度为

"## "(4+8T >̀AOD8D>"作用 "# \"< (*. 后再加入
DOA#终浓度为 "## "(4+8T%"观察电流曲线的变化情况*

电流电极

通入混合气体

电流电极

电压电极

K�H溶液

入水

出水

图 ><短路电流装置示意图
<

表 ><=:m溶液的组成成分及浓度#))+.水S%

成分 终浓度

W)S+ ""$[#
dS+ Z[$
S)S+: :[<
W)PS6% :Z[&
>/C6Z "[:
dP:A6Z "[:

葡萄糖 ""["

!注'通入含 ;<c 6:和 <c S6:的混合气体"维持溶液的 EP值于 $[Z

>2?2）<兔角膜上皮细胞的培养<参照文献-%.的方
法行兔角膜上皮细胞培养* 剪取宽度为 "[< \:[# ((
的兔角膜缘"用含青霉素8链霉素的 À C 冲洗 : \%
次"解剖显微镜下用灭菌刀片刮去角膜内皮层"剪成约
" ((宽的组织块"角膜上皮面朝下贴在含有盖玻片的
1 孔板中"每孔 % \Z 块"常温下放置 "# \"< (*."使组
织块与盖玻片贴附"然后每孔加入 " (+含体积分数
:#c胎牛血清的 5>'>8_": 培养基"轻轻放入 %$ l$
<c S6:的恒温培养箱"待细胞长到 :#c \%#c时取
出组织块继续培养"隔天换液*
>2?2@<细胞内钙离子含量测定<将 _+K4=Z8D>配制
成 " ((4+8T的储存液"于Y:# l容器中保存"使用时
与 正 常 生 理 盐 溶 液 # .4F()+E-M,*4+4/*3)+,)+*.?
,4+K@*4."WACC%#表 :%按照容积比 " i"## 混合成工作
液"避光保存备用* 当盖玻片上培养兔角膜上皮细胞
生长到 Z#c \<#c时取出盖玻片"用 WACC 轻柔润洗
: \%次"每次 " (*."轻轻吸干水分"覆盖 "## "+工作
液"避光"%$ l培养箱中孵育 Z# \1# (*."WACC 润洗
: \%次"每次 " (*."吸除工作液"用自制装置嵌住盖玻
片并置于底部"使细胞面朝上"向装置内加入约 : (+
WACC"测定钙离子含量* 采用徕卡 CA< 激光扫描共焦
显微镜进行检测"氩激光光源激发波长为 Z;Z .("发
射波长为 <"1 .("采用 VM@记录方式* 荧光显微镜下
选取细胞生长散在的区域"在实时显示的计算机画面
上任意选取视野中 :# 个独立细胞"在波长为 <"1 .(

处测定荧光强度* 荧光强度曲线趋于平稳时加入
DOA"使终浓度 "## "(4+8T"记录细胞质内钙离子含量
的变化"每个细胞质内的绿色荧光强度代表一个数据"
计算荧光强度百分比* 荧光强度百分比g药物刺激后
达到的荧光强度峰值8加药前的荧光强度n"##c* 参
照文献-Z.的方法"_+K4=Z8D>工作液孵育后"于激光
扫描共焦显微镜下观察细胞中钙离子荧光强度的变化*

表 ?<P066成分及浓度#))+.水S%

成分 终浓度

W)S+ "%$[#
dS+ <[#
P'A'C "#[#
>/S+: "[#

葡萄糖 "#[#
S)S+: :[<

!注'W)6P调节 EP值至 $[Z!WACC'正常生理盐溶液&P'A'C'羟乙基

哌嗪乙磺酸

>2）<统计学方法
采用 CACC :#[# 统计学软件进行统计分析"采用
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6F*/*. &[# 软件绘图* 本研究中测量指标的数据资料
经 e检验呈正态分布"以 \b8表示* 采用单因素干预
两水平研究设计"S_OB*.-="$:预处理组与 DOA刺激组间
以及 >̀AOD8D>预处理组与 DOA刺激组间角膜上皮
短路电流强度的差异比较采用独立样本 6检验* 采用
双尾检测法"Mm#[#< 为差异有统计学意义*

?<结果

?2><不同药物干预引起的短路电流变化
DOA刺激组单纯 DOA作用后角膜上皮细胞电流

快速上升"随后电流稳定进入平台期#图 :D%"加药前
后电流变化值为#<[$%b"[%1%"D83(:&S_OB*.-="$:预处

理组细胞电流微弱"电流变化值为#"[%#b#[;<%"D83(:"
: 个组电流变化值比较差异有统计学意义#6g""[:#""
Mm#[##"% #图 : "̀S%* >̀AOD8D>预处理组兔角膜
上皮细胞电流变化值为#:[Z$b#[<<%"D83(:"显著低
于 DOA刺激组"差异有统计学意义 #6g<[<#&"Mm
#[##"%#图 :5"'%*
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图 ?<不同药物干预引起的短路
电流变化!D'DOA刺激后角膜上
皮细胞电流快速上升"然后转入
平台期#箭头指示加药点%! '̀角
膜 上 皮 面 d=P 溶 液 中 加 入

S_OB*.-="$:作用 "# \"< (*. 后添

加 DOA仅见角膜上皮细胞的微小
电流变化#双斜线代表 S_OB*.-="$:作用过程中省略的电流变化曲线"

箭头指示加药点%!S'DOA刺激组与 S_OB*.-="$:预处理组电流变化

值比较!与 DOA刺激组比较")Mm#[##"#独立样本 6检验"&g&%!
5'角膜上皮面的 d=P溶液中加入 >̀AOD8D>作用 "# \"< (*. 后加
入 DOA"角膜上皮细胞对 DOA刺激的反应明显减弱 #双斜线代表
S_OB*.-="$:作用过程中的省略的电流变化曲线"箭头指示加药点%!

''DOA刺激组与 >̀AOD8D>预处理组电流变化值比较!与 DOA刺

激组比较")Mm#[##"#独立样本 6检验"&g&%!S_OB'囊性纤维跨电
导调节因子
!

?2?<兔角膜上皮细胞的培养形态
组织贴壁第 : 天即可观察到角膜上皮细胞长出

#图 %D%"呈圆形"透明"大小一致&培养至第 < 天时"细
胞密度达到 Z#c #图 % %̀ "细胞形态呈椭圆形$多边
形"透明"以膜样向周边生长*

A B
图 ）<兔角膜缘组织块培养的角膜上皮细胞的生长情况!D'组织块
贴附后第 : 天细胞呈圆形"透明"大小一致#n"##"标尺g"# "(%!
'̀组织块贴附后第 < 天细胞呈椭圆形或多边形"透明"以膜样向四
周贴附生长#nZ##"标尺g:[< "(%
!

?2）<DOA刺激前后兔角膜上皮细胞中钙离子荧光强
度变化

_+K4=Z8D>工作液孵育后"激光扫描共焦显微镜下
可见细胞中钙离子荧光强度发生动态变化"荧光强度值
在 " Z## (,前趋于平稳"荧光强度值为 :# 左右"添加
DOA后细胞中钙离子荧光强度快速上升"在" Z<# (,时
荧光强度达高峰"荧光强度值为 &<"为 DOA刺激前的
%[:< 倍"随后细胞中钙离子荧光强度值迅速下降"未促
发细胞外钙离子内流维持细胞质内的钙浓度#图 Z%*
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图 @ <%C0刺激前后
兔角膜上皮细胞中钙

离子荧光强度变化!
终浓度 "## "(4+8T的
DOA刺激后细胞中钙
离子荧光强度快速增

加"至 " Z<# (,达峰"
然后快速下降#箭头示
DOA添加时间%

）<讨论

早在 ";;" 年">)F,-)++等 -<.
即采用膜片钳技术检

测出原代培养的角膜上皮细胞顶膜面中存在阴离子通

道* 最近的研究发现"筛选 S_OB通道的小分子激动
剂可增加泪液的分泌而减轻泪腺切除所引起的干眼症

状
-:. "但 S_OB在角膜上皮中通过何种通路来发挥分

泌功能尚未完全明了* 研究发现"地瓜磷酸可通过升
高角膜上皮细胞内钙信号来调节 'Bd信号通路"从而
促进角膜上皮的分泌

-1. * 以往的研究认为 S_OB功能
的实现是建立在 3D>A=AdD的基础上"即通过升高胞
内 3D>A的含量而激活 S_OB的分泌 -$. * 然而"S).I*)

等
-&.
研究发现"可明显升高细胞内 3D>A含量的 S_OB

激动剂 _4F,R4+*. 不但不能促进角膜上皮分泌 S_OB"

反而明显抑制其分泌* 本研究探讨相关的 S_OB功能
通路"发现真正参与角膜上皮 S_OB分泌调节的细胞
内关键信号转导机制是细胞内钙离子浓度的变化*
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短路电流实验主要用于记录上皮组织#细胞%的
跨上皮电解质转运"离子的定向转运可产生电流变化"
并伴随着水分的跨膜共转运"因而常可用于检测上皮
细胞的功能状态"实验中添加不同的抑制剂可以检测
有关通路调控关键点对上皮细胞电解质及水分跨上皮

转运的影响* DOA作为体内常见的自分泌或旁分泌物
质"可作用于体内上皮细胞表面的受体"从而在上皮分
泌的过程中发挥着不可替代的作用"是检测上皮组织
分泌情况的主要指标* 根据角膜上皮细胞的形态学特
性

-;Y"".
及角膜组织来源的单一性#不混杂其他组织并

已刮去内皮%"可确定本研究中所培养的上皮细胞为
角膜上皮细胞* 本研究中采用 S_OB特异性抑制剂
S_OB*.-="$:预处理兔角膜上皮"发现兔角膜上皮不能被
DOA所活化"说明 DOA诱导的兔角膜上皮分泌主要由
S_OB所介导* 采用钙离子螯合剂 >̀AOD8D>预处
理兔角膜上皮"发现细胞内大量钙离子被螯合"同时
S_OB的分泌受到抑制"故本研究认为钙信号是调控
兔角膜上皮 S_OB分泌过程的关键点*

_+K4=Z8D>为 " 种由可见光#<"1 .(%激发的钙离
子探针"其未与钙离子结合时不会激发荧光"其中 D>
基团增加了 _+K4=Z 的脂溶性而容易进入细胞内"而
_+K4=Z 与细胞胞质内钙离子结合而被可见光激发并发
出绿色荧光* 单个兔角膜上皮细胞钙离子测定的结果
显示"DOA刺激细胞质内钙荧光信号的增强"进一步证
实细胞质内质网钙信号的释放参与了兔角膜上皮

S_OB分泌过程的调控*
综上所述"S_OB可能为介导兔角膜上皮细胞分

泌的主要通道"其功能的实现建立在细胞内钙信号释
放的基础上* 本研究从生理学的角度阐释了 S_OB在
兔角膜上皮的分泌机制"可为干眼相关机制的研究提
供实验依据"本研究中的方法可用于各种干眼的动物
实验和基础研究"并为进一步的临床研究提供方法学
基础* 然而"关于钙信号是通过何种方式和途径来活
化 S_OB的"仍需进一步研究*
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