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??$摘要%?背景?研究表明胸腺基质淋巴细胞生成素)cTRQ*为类白细胞介素)6R*>17 的炎性细胞因子#

在多种变应性疾病的发生和发展中发挥关键作用#但是尚未见到关于 cTRQ是否参与中国常见变应原诱导的

变应性结膜炎的报道'?目的?研究 cTRQ和 6R>A 在由中国常见的黄花蒿诱导的变应性结膜炎小鼠模型眼表

组织和颈部淋巴结中的表达变化#探讨 cTRQ和 6R>A 在变应性结膜炎发病中的作用'?方法?采用随机数字

表法将 " k@ 周龄雌性 ŜR̂ 83小鼠 !# 只随机分为正常对照组和模型组' 将 A## #)黄花蒿花粉提取液溶解

于 A## #)变应原)抗原*溶媒中制备成抗原溶液#将 =# #)抗原溶液注射于模型组小鼠足底皮垫下初次致敏#

于注射后第 1# k1! 天用黄花蒿花粉提取液局部点右眼再次致敏#每日点眼 1 次(正常对照组小鼠未做任何处

理' 于造模后第 1$ 天采用颈椎脱臼法处死小鼠并摘取眼球#在眼科显微镜下各组分别取 1" 只小鼠 $! 只眼

角膜上皮&结膜和颈部淋巴结组织#采用实时定量 QOC法检测各种靶组织中 cTRQ&CUS及 6R>A &CUS的相

对表达量#另每组各取 A 只小鼠 @ 只眼眼睑及眼球制备石蜡切片#采用免疫组织化学法检测角膜&结膜及结膜

下组织中 cTRQ和 6R>A 蛋白的表达'?结果?模型组小鼠第 ! 次致敏后 #m= . 可见小鼠眼睑水肿&结膜充血水

肿&溢泪&搔抓眼睑等症状#症状持续 " k!A .#造模成功率为 @#g' 实时定量 QOC结果显示#模型组与正常对

照组小鼠角膜上皮均未发现 6R>A 表达' 模型组小鼠角膜上皮&结膜组织和颈部淋巴结组织中 cTRQ&CUS表

达量分别是正常对照组的 )1m"$l#m!#*&)!m71l#mA@*和 )1mA@l#m#=*倍#差异均有统计学意义 )-hAmAA&

1Am1"&=m#1#均 Ip#m#=*(模型组小鼠结膜和颈部淋巴结中 6R>A &CUS表达量分别是正常对照组的 )!m<Al

#m$<*倍和)1m7Al#m#<*倍#差异均有统计学意义)-h<m<!&1Am=A#均 Ip#m#=*' 免疫组织化学法检测显示#正

常对照组小鼠角膜上皮和结膜上皮细胞中 cTRQ蛋白表达强度微弱#模型组小鼠 cTRQ蛋白表达增强' 模型

组小鼠结膜下组织中可见 6R>A 呈强阳性表达#正常对照组小鼠结膜下组织中未发现 6R>A 表达'?结论?cTRQ

主要表达于变应性结膜炎小鼠的角膜&结膜和颈部淋巴结组织#提示其参与变应性结膜炎角膜和结膜的炎症

反应(6R>A 主要表达于变应性结膜炎小鼠结膜下组织中#提示其主要参与结膜的炎症反应#cTRQ和 6R>A 共同

参与变应性结膜炎的发生和发展过程#这 ! 种炎症因子为变应性结膜炎的临床治疗提供了新的靶点'?

$关键词%?变应性结膜炎8免疫( 变应原8不良反应( 胸腺基质淋巴细胞生成素( 白细胞介素>A( 眼上

皮细胞( 动物模型( 近交系 ŜR̂ 83小鼠

基金项目! 山西省科技厅攻关项目 )!#1=#$1$#1#><*

A/%#)**)("0.O&0"*"(+/- 0"#$1"%('.*+,1(0"*)##.*&'"&"+$(+/)/2+/($0#$9H+/O= +/)##$0-+,,"/J9/,(+F+(+1

*+,$?S'/3 @"#/"&'#!"*/3 ['#$0*/#K'Q'/3

H"#/Z'A4*7$8+'-#2#T#'4&#/ >?>>><#@"'/#

@$,,*8+$/6'/3 #&-"$,"K'Q'/3#A.#'2"2'M'/3*4*CD<=EF$.

"341(0),(#5G),H-0"9/25CJ:J'I3.J::./eJK G.'GG.H&(3:GI/&'))H&F./F/(JG(; )cTRQ* (:'; (;GJI)J+\(;>

17>)(\J(;M)'&&'G/IHM'3G/I';K F)'H:(&F/IG';GI/)J:(; G.JF'G./*J;J:(:';K KJLJ)/F&J;G/M'))JI*(3K(:J':J:2

D/eJLJI#G.J:G+KHe.JG.JIcTRQF)'H:I/)J:(; '))JI*(33/;9+;3G(L(G(:(:I'IJ2? I4J$,(+F$? c.(::G+KHe':G/

(;LJ:G(*'GJG.JJPFIJ::(/; 3.';*J/McTRQ';K 6R>A (; /3+)'I:+IM'3JG(::+J';K 3JIL(3'))H&F. ;/KJ(; G.J&(3Je(G.

'))JI*(33/;9+;3G(L(G(:(;K+3JK NH'IGJ&(:('';;+'#'3/&&/; F)';G(; O.(;'#';K G/JPF)/IJG.JI/)J/McTRQ';K 6R>A

(; G.JF'G./*J;J:(:';K KJLJ)/F&J;G/M'))JI*(33/;9+;3G(L(G(:2?K$('"21?ceJ;GHMJ&')J ŜR̂ 83&(3J'*JK "]@
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??变应性结膜炎是临床上常见的眼部炎性疾病之
一#由眼部组织对变应原产生超敏反应所引起#病变可
累及结膜&眼睑&角膜和泪膜#出现瘙痒&畏光&溢泪&异
物感等症状

+1]$, ' 环境的变化&空气污染&长期佩戴角
膜接触镜等均为变应性结膜炎的发病诱因' 变应性结
膜炎包括病程短暂&炎症轻微的季节性变应性结膜炎
和常年性变应性结膜炎#以及炎症较重&持续时间较长
的春季角结膜炎和遗传性变应性角膜结膜炎

+A]=, ' 变
应性结膜炎的发病原因复杂#是由 6*%或 c淋巴细胞
介导的免疫反应' 抗原特异性c.! 淋巴细胞能产生白
细胞介素)(;GJI)J+\(;#6R*>A 等细胞因子#这些细胞因
子参与 6*%的产生及嗜酸粒细胞的激活#从而在变应
性结膜炎的发病中起关键作用' 胸腺基质淋巴细胞生
成素)G.H&(3:GI/&'))H&F./F/(JG(;#cTRQ*是一种类 6R>
17 的细胞因子#在哮喘及变应性皮炎的发病和变应性
反应的持续过程中起关键作用

+"]7, ' 但是关于 cTRQ

是否参与变应性结膜炎的研究报道少见#显示由一种
美国常见的草类植物短豚草 ):./IG>I'*eJJK#TC[*诱

发的变应性结膜炎患者角膜&结膜组织中 cTRQ表达
量升高

+@]1#, #但目前由中国北方常见植物诱导的变应
性结膜炎的相关研究鲜见报道' 本实验建立以中国北
方常见植物为变应原诱导的变应性结膜炎动物模型#

研究相关炎症因子的动态变化#探讨变应性反应的发
病机制#为变应性结膜炎的治疗提供新的思路'

:5材料与方法

:2:5材料
:2:2:5实验动物5鼠龄为 " k@ 周的清洁级雌性
ŜR̂ 83小鼠 !# 只#购于山西医科大学实验动物中
心#饲养于山西省眼科医院中心实验室动物中心#小鼠
自由饮水&进食#饲养环境为光8暗周期 1! .81! .#背
景噪音为)$=l1#*K #̂室温为 1< k!$ n' 实验动物的
使用和管理遵循国家科学技术委员会颁布的0实验动
物管理条例1'
:2:2;5主要试剂及仪器5黄花蒿花粉提取液 1 a1#
)北京新华联协和药业有限责任公司*(变应原)抗原*
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溶媒 )山西太原药业有限公司 *( %>巯基乙醇 ) %>
&JI3'FG/JG.';/)#%>̀%* )美国 T(*&'公司 *(缓冲液
CRc) +̂MMJICRc RH:(:N+MMJI*& CUJ':H (̀3I/W(G&
E+';G(cJ3GCJLJI:JcI';:3I(FG(/; W(G& E+';G(GJ3GQI/NJ
QOCW(G)美国 E('*J; 公司*(c', '̀; dJ;J%PFIJ::(/;
S::'H:" 6R>A ) &̀##AA=!=< *& cTRQ) &̀##A<@7$< *&
dSQ4D) &̀<<<<<<1= * )美国 SFF)(JK (̂/:H:GJ&:公
司*(兔抗鼠 6R>A 抗体) N:>#=@1C#工作浓度 1 a1##*&
兔抗鼠 cTRQ抗体)N:>!<"A#工作浓度 1 a1##*)北京博
奥森生物技术有限公司*(通用型二步法检测试剂盒
)聚合物辅助剂#辣根酶标记山羊抗兔8小鼠 6*d多聚
抗体*)北京中杉金桥生物技术有限公司*(4Ŝ 显色

液)南京凯基生物科技发展有限公司 *' 实时定量
QOC仪)TGJF 5;JQ)+:#美国 Ŝ 6公司*(超低温冰箱)中
国海尔集团*(RJ(3'4̀ A###^型生物显微镜)德国莱卡
公司*'
:2;5方法
:2;2:5变应性结膜炎小鼠模型的建立5参照文献
+1#]1!,描述的研究方法#将 A## #)黄花蒿花粉提取
液溶解于 A## #)变应原)抗原*溶媒中制备成抗原溶
液' 采用随机数字表法将 !# 只 ŜR̂ 83小鼠随机分
为正常对照组和模型组#模型组每只小鼠足底皮下注
射 =# #)抗原溶液进行初次致敏#于注射后第 1# k1!
天用 1# #)抗原溶液每日 1 次点右眼#正常对照组小鼠
未做任何处理' 于造模后第 1$ 天采用颈椎脱臼法处
死小鼠并摘取眼球#1" 只小鼠 $! 只眼在眼科显微镜
下用手术刀及显微剪取其角膜上皮&结膜和颈部淋巴
结#分别置于装有 $=# #)%>̀%和 CRc缓冲液的离心
管#用眼内剪将组织剪碎#使组织充分裂解#然后放入
]@# n冰箱备用' A 只小鼠 @ 只眼取眼睑及整个眼球#
用质量分数 Ag多聚甲醛 $ &)进行固定#制备石蜡切片'
:2;2;5采用实时定量 QOC法测定小鼠角膜上皮&结
膜和淋巴结中 6R>A 和 cTRQ&CUS的相对表达量?根
据 CUJ':H (̀3I/W(G试剂盒提供的操作说明提取备用
的小鼠角膜上皮&结膜和颈部淋巴结中的总 CUS#再
根据 E+';G(cJ3GCJLJI:JcI';:3I(FG(/; W(G操作说明逆
转录为4US进行QOC扩增#总的反应体系为 !#m# #)#包
括探针 1m! #)&反应混合液 1!m# #)&34US!m# #)和游
离水 <m@ #)' 反应条件"<= n预变性 1= &(;#<A n变
性 1= :#"# n退火 1 &(;#以 dSQ4D作为内参#进行阈
值周期比较' 定量的 QOC结果分析运用相对 Oc法#
即目标 3.';*JM/)Kh!]))OG#其中]))OGh)OG模型组中
目的因子]OG模型组中内参*])OG对照组中目的因子]
OG对照组中内参*' 分析结果通过 dSQ4D的 OG值进

行标准化校正#未处理的对照组的相关 &CUS水平将
作为校准值#测定小鼠角膜上皮&结膜和淋巴结中 6R>A
和 cTRQ&CUS的相对表达量'
:2;2<5免疫组织化学法检测和定位小鼠眼睑和眼球
中 6R>A 和 cTRQ蛋白的表达?将 12!21 中制备的石蜡
切片在二甲苯和梯度乙醇中脱蜡至水#用体积分数
$gD!5!处理 $# &(; 以阻断内源性过氧化物酶#用体
积分数 !g牛血清蛋白封闭 1 .' 加入相应一抗#阴性
对照用 Q̂ T 替代一抗#在 A n冰箱中孵育过夜#复温
$# &(; 后用 Q̂ T 清洗#再加入聚合物辅助剂 $7 n孵育
!# &(;#添加相应二抗孵育 $# &(;#4Ŝ 显色#梯度乙
醇脱水#二甲苯透明#中性树胶封片#A## 倍光学显微
镜下观察并拍照' 结膜及结膜下组织中出现棕褐色颗
粒为阳性染色' 每组 A 只眼#每只眼任取 A 张切片#每
张切片任取 = 个视野#采用 6&'*J>QI/Q)+:彩色图像分
析系统进行分析#细胞质及细胞膜染成棕褐色颗粒为
表达阳性'
:2<5统计学方法

采用 TQTT 172# 统计学软件进行统计分析' 本研
究中检测指标的数据资料经 T.'F(I/>[()\ 检验证实呈
正态分布)均 Ir#m#=*#均以Zl8表示' 采用完全随机
分组单因素干预两水平研究设计#模型组与正常对照
组间小鼠角膜&结膜和颈部淋巴结中 cTRQ&CUS和
6R>A &CUS相对表达量的差异比较均采用独立样本 -
检验' 采用双尾检测法#Ip#m#= 为差异有统计学意义'

;5结果

;2:5模型组小鼠的眼部炎症症状
模型组小鼠初次足底皮下注射后第 1# 天眼局部

发生致敏反应#第 ! 次致敏后 #m= . 可见小鼠眼睑水
肿&结膜充血水肿&溢泪&搔抓眼睑等症状&体征和行为
改变#症状持续 " . 左右#A 只小鼠症状可持续 !A .'
造模成功率约为 @#g)图 1*'

A B
图 :5各组小鼠眼部表现的比较?S"正常对照组小鼠眼部无炎症反
应? "̂模型组小鼠第 ! 次致敏后 #m= . 可见眼睑水肿&肥厚和结膜
水肿
?

;2;5各组小鼠角膜上皮&结膜和颈部淋巴结中 6R>A
和 cTRQ&CUS的表达

!$1@!中华实验眼科杂志 !#17 年 < 月第 $= 卷第 < 期?O.(; Y%PF 5F.G.')&/)#TJFGJ&NJI!#17#Z/)2$=#U/2<

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



模型组与正常对照组小鼠角膜上皮均未发现 6R>A
&CUS的表达#与正常对照组比较#模型组小鼠角膜上
皮&结膜和淋巴结中 cTRQ&CUS的相对表达量均明
显增加#差异均有统计学意义 )-hAmAA&1Am1"&=m#1#
均 Ip#m#=*(模型组小鼠结膜和淋巴结中 6R>A &CUS
的相对表达量均明显增加#差异均有统计学意义)-h
<m<!&1Am=A#均 Ip#m#=*)表 1*'

表 :5各组小鼠角膜上皮&结膜&颈部淋巴结中 A0O=
和 ?A0@*!E3相对表达量的比较)#Y$*

组别 样本量
不同组织中 cTRQ&CUS相对表达量

角膜上皮 结膜 颈部淋巴结

不同组织中 6R>A &CUS相对表达量

结膜 颈部淋巴结

正常对照组 $ 1m##l#m## 1m##l#m## 1m##l#m## 1m##l#m## 1m##l#m##

模型组 $ 1m"$l#m1! !m71l#m!@ 1mA@l#m#= !m<Al#m$< 1m7Al#m#<
-值 AmAA 1Am1" =m#1 <m<! 1Am=A
I值 p#m#= p#m#= p#m#= p#m#= p#m#=

?注"6R"白细胞介素(cTRQ"胸腺基质淋巴细胞生成素)独立样本 -检验*

;2<5各组小鼠角膜&结膜及结膜下组织中 cTRQ和
6R>A蛋白的表达和定位

免疫组织化学法检测显示#模型组小鼠角膜上皮
和结膜上皮细胞中均可见 cTRQ的阳性表达#为淡棕
色染色#正常对照组小鼠角膜上皮和结膜上皮细胞中
cTRQ表达强度微弱' 模型组小鼠结膜下可见 6R>A 强
阳性表达#呈棕褐色颗粒#正常对照组小鼠结膜下组织
中未发现 6R>A 表达)图 !*'

<5讨论

花粉变应原是导致变应性反应疾病的主要因素之

一' 蒿属植物在中国的地域分布广泛#其对环境适应
能力强#野生资源丰富#是华北地区&西北地区&东北地
区&华南地区&西南地区主要的致敏花粉' 蒿属植物花
粉诱发的变应性反应疾病近些年来引起了研究者的重

视
+1$]17, #因此#本研究中选用黄花蒿花粉提取液作为

小鼠的变应原进行研究#具有代表性' 本研究所用的
变应性结膜炎动物模型制作方法属于常用的造模方

法
+1#]1!, '

cTRQ是类 6R>17 细胞因子#主要是由肺脏&肠道&
皮肤的上皮细胞产生#成纤维细胞&平滑肌细胞&肥大
细胞也有产生 cTRQ的潜力 +<, ' 研究表明#哮喘患者
的气道组织中 cTRQ大量表达#cTRQ可以聚集 c.! 相
关因子#促进 c.! 型免疫反应 +1@]1<, ' 此外#变应性皮
炎患者的上皮细胞#尤其是角质细胞大量表达 cTRQ#

但正常人角质细胞中则不表达 cTRQ+!#, ' 哮喘&变应
性皮炎和变应性结膜炎常伴随发生#形成一个 6*%依

赖的变应反应体系
+!1, #提示这 $ 种疾病发生的同源

性' 近年来#国外一些学者对 cTRQ在变应性结膜炎
中的作用进行了研究#发现角膜上皮细胞和结膜上皮
细胞可以大量表达 c/))样受体 )c/))>)(\JIJ3JFG/I:#
cRC:*#后者可快速识别外界抗原#进而启动免疫反
应#使上皮细胞产生大量 cTRQ+!!]!$, #与树突状细胞
)KJ;KI(G(33J)):#4O:*表面的 cTRQ受体结合并激活

4O:#进而产生大量 5fA# 配体#后者与
O4Aqc淋巴细胞表面 O4A# 结合#诱导
O4Aqc淋巴细胞向 c.! 分化#c.! 细胞分
泌大量 6R>A&6R>= 和 6R>1$ 等变应性反应前
细胞因子#从而诱导 c.! 免疫反应#并启动
变应性反应

+1##!$]!", '
关于 c.! 免疫反应#近年来很多学者

做了更广泛&深入的研究#6R>$$ 通过结合 c
细胞受体 Tc! 也可以引起以 c.! 免疫反应

A B

C D

E F

50μm 50μm

50μm

50μm

50μm

50μm 50μm

图 ;5免疫组织化学法检测各组小鼠眼球中 ?A0@和 A0O= 蛋白的表
达)4Ŝ ?标尺h=# #&*?S"正常对照组小鼠角膜上皮)白箭头*及
结膜上皮细胞中)黑箭头*可见 cTRQ的弱阳性表达#为淡棕色染色
"̂模型组小鼠角膜上皮)白箭头*及结膜上皮细胞中)黑箭头*可见

cTRQ呈强阳性表达#为棕褐色染色?O"正常对照组小鼠结膜下组织
中未见 6R>A 的表达?4"模型组小鼠结膜下组织中)黑箭头*可见 6R>
A 呈阳性表达?%&V"阴性对照
?

为主导作用的变应性结膜炎
+1@#!7]!@, (趋化因子受体 "

对 c.! 变应性结膜炎的产生也起着重要作用 +!<, ' 而

mA1@m 中华实验眼科杂志 !#17 年 < 月第 $= 卷第 < 期?O.(; Y%PF 5F.G.')&/)#TJFGJ&NJI!#17#Z/)2$=#U/2<
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超氧化物歧化酶 $&6R>!@S能减弱变应性结膜炎的
c.! 免疫反应 +$#]$1, ' 众多研究探索 c.! 免疫反应的
作用机制及影响因素#致力于明确变应性结膜炎的免
疫机制#为今后的进一步研究奠定基础'

本研究结果表明#与正常对照组比较#模型组小鼠
角膜上皮&结膜及颈部淋巴结等靶组织中 cTRQ的表
达量显著升高#模型组小鼠结膜和颈部淋巴结中 6R>A
的表达量明显升高(说明黄花蒿花粉提取液作为变应
原启动了免疫反应的发生#导致 cTRQ在靶组织中表
达上调#诱导 c.! 免疫反应#6R>A 表达增加#证明 c.!
免疫反应在变应性结膜炎的炎症反应中发挥重要作

用#cTRQ和 6R>A 对炎症反应的发生和发展起到至关
重要的作用'

综上所述#黄花蒿作为变应原可刺激角膜上皮细
胞及结膜上皮细胞产生 cTRQ#cTRQ作为一种重要的
免疫反应调节因子在启动和维持变应性结膜炎的过程

中发挥重要作用' cTRQ可能成为眼表变应性炎症反
应干预的重要靶点#为临床药物的研发提供新的思路'
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