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!!'摘要(!背景!研究证实炎症与干眼的发生和发展相关"其中肿瘤坏死因子Q(#B<ZQ($和 '干扰素
#OZ<Q'$是重要的炎症因子* 胸腺素 !_#B!_$具有促进上皮细胞迁移和抑制炎症反应的作用"但其对干眼眼
表修复的影响及其机制尚未阐明*!目的!观察重组 B!_ 对干眼模型鼠眼中 B<ZQ(和 OZ<Q'表达的调控作
用及其对眼表修复的影响*!方法!选用清洁级雄性成年 RM大鼠 "$ 只"用质量分数 $q&t苯扎氯铵溶液连
续点左眼 D : 以诱导干眼模型"以泪膜破裂时间#1WB$)角膜荧光素染色评分)R.927G*7试验%# R%0$结果评
估造模情况* 将造模成功的 &% 只眼按随机数字表法分为模型对照组)重组人表皮生长因子#79FYZ$点眼组)
B!_ 点眼组及 b1R 点眼组"按照分组分别用 " "3B!_ 溶液 #E "4PG3$)79FYZ滴眼液)无菌 b1R 点眼"每日 &

次"连续 D :"大鼠右眼不进行任何干预作为正常对照组* 各组大鼠均于点眼后 D : 行 1WB)角膜上皮荧光素
染色和 R%0检查* 点眼后 D : 以过量麻醉法处死动物"制备大鼠眼表组织切片"采用苏木精 伊̀红染色法观察

各组大鼠角膜和结膜组织形态学变化%采用过碘酸希夫染色法计数结膜组织中杯状细胞的数目%透射电子显
微镜下观察大鼠角膜和结膜细胞超微结构改变%分别采用实时荧光定量 b8=法和 ^*>0*7; 63-0法检测大鼠结
膜组织中 B<ZQ(G=<\和 OZ<Q'G=<\及其蛋白的表达*!结果!正常对照组)模型对照组)79FYZ点眼组)
B!_ 点眼组和 b1R 点眼组大鼠 1WB分别为##$q_'r$q%%$)#Dq_%r$q_E$)#TqD#r$q"$$)#Eq"Er$q&"$和#Tq%&r
$q%T$>"总体比较差异有统计学意义#Zd"q%""Td$q$$$"其中模型对照组大鼠 1WB明显短于正常对照组"
79FYZ点眼组和 B!_ 点眼组大鼠 1WB明显较模型对照组大鼠延长"差异均有统计学意义#均 Ts$q$"$* 各组
间大鼠 R%0和角膜荧光素染色评分的总体比较差异均无统计学意义 #Zd$q_'"Td$qDE%Zd#&%qDD"Td
$q$$$* 苏木精 伊̀红染色显示"模型对照组大鼠角膜)结膜上皮缺损"角膜基质层水肿%79FYZ点眼组和 B!_

点眼组大鼠角膜)结膜上皮细胞形态不规则"呈过度增生状* 各组大鼠结膜组织中杯状细胞数量的总体比较
差异有统计学意义#Zd&q#%"Td$q$_$"其中模型对照组和 79FYZ点眼组大鼠结膜组织中杯状细胞数量均明
显低于正常对照组"差异均有统计学意义#均 Ts$q$"$"而 B!_ 点眼组大鼠结膜杯状细胞数量与正常对照组
比较差异无统计学意义#Tx$q$"$* 透射电子显微镜下观察可见"模型对照组大鼠角膜)结膜上皮细胞的微绒
毛和微皱襞肿胀)融合)卷曲)断裂和脱落"B!_ 点眼组角膜)结膜上皮细胞微绒毛呈增生修复状态* 各组大鼠
结膜组织中 B<ZQ(G=<\和 OZ<Q'G=<\相对表达量总体比较差异均有统计学意义 #Zd_&q$T)&D#q%E"均
Td$q$$$"各组大鼠结膜组织中 B<ZQ(和 OZ<Q'蛋白表达量总体比较"差异均有统计学意义 #Zd&_q'D)
_&q"'"均 Td$q$$$"其中模型对照组大鼠结膜组织中B<ZQ(G=<\和 OZ<Q'G=<\及其蛋白的表达量均明显
高于正常对照组"而 B!_ 点眼组上述因子的表达量均明显低于模型对照组和 79FYZ点眼组"差异均有统计学
意义#均 Ts$q$"$*!结论!B!_ 局部点眼可通过下调干眼大鼠结膜组织中 B<ZQ(和 OZ<Q'的表达而增加泪
膜的稳定性"促进眼表损伤的修复*!
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!!干眼是由多因素造成的眼表及泪液异常的疾病"

可导致眼部不适和视力下降"破坏泪膜稳定性"进而造
成眼表的损害"并伴有泪液渗透压升高和眼表炎症反
应"严重时还可致眼表上皮鳞状化生)结膜杯状细胞异
常及上皮细胞凋亡

+#, * 研究发现"炎症反应是干眼发
病过程中的关键因素之一"多种免疫细胞和炎症因子
参与干眼的发生和发展

+' &̀, * 肿瘤坏死因子Q(#0+G-7
;*.7->2>?5.0-7Q(" B<ZQ($ 和 '干扰素 # 2;0*7?*7-;Q'"
OZ<Q'$是眼表炎症反应中活跃的炎症因子"具有免疫
调节作用"可诱导炎症介质的产生"调控 B淋巴细胞
的黏附)趋化和迁移等生物学行为"介导细胞程序性死

亡
+_ "̀, * 目前临床上常用糖皮质激素或免疫抑制剂对

干眼伴发的眼表炎症进行治疗"但长期应用这些药物
会引起眼表菌群失调及免疫力下降"甚至有引起眼压
升高及并发白内障的风险* 近年来研究发现"胸腺素
!_#09/G->2; !_"B!_$具有促进上皮细胞迁移)调控炎
症反应)抑制细胞凋亡等多重生物学效应"其用于眼表
组织修复的相关研究尚处于探索阶段

+% T̀, * 本研究拟
观察 B!_ 在干眼模型中对 B<ZQ(和 OZ<Q'的调节作
用及对眼表修复的影响"探讨 B!_ 对干眼眼表修复的
治疗效果和可能的机制"为临床开发干眼的治疗药物
提供理论支持*
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;5材料与方法

;K;5材料
;K;K;5实验动物5健康清洁级雄性成年 RM大鼠 "$
只"体质量#''$r"$4"由北京维通利华实验动物有限
责任公司提供* 大鼠饲养于北京大学医学部实验动物
饲养室"室温为#'"r'$u"湿度为#%$r"$t"自然昼
夜节律* 实验动物的使用遵循国家科学技术部颁布的
/实验动物管理条例0#'$## 修订版$*
;K;K<5主要试剂及仪器5B72H-3试剂#美国 O;U207-4*;
公司$%泪液检测试纸条)荧光素钠眼科检测试纸#天
津晶明新技术开发有限公司$%苯扎氯铵#美国 R24G5
公司$%重组表皮生长因子 #7*.-G62;502-;53*S2:*7G53
47-L09 ?5.0-7"79FYZ$滴眼液#桂林华诺威基因药业有
限公司$%重组 B!_#北京诺思兰德生物技术股份有限
公司$%=<\逆转录试剂盒)实时荧光定量 b8=试剂
盒#美国 B9*7G-公司$%兔抗大鼠 Y\bMA抗体 # 6>Q
'#TT=$)兔抗大鼠 OZ<Q'抗体 # 6>Q$_T$=$ #北京博奥
森生物技术公司$%兔抗大鼠 B<ZQ(抗体#56%%D#"美
国 \6.5G公司$%辣根酶标记山羊抗兔 O4Y#h1Q'&$#"
北京中杉金桥生物技术有限公司$%F8)显色液)显影
液#北京普利莱基因技术有限公司$* bRQD"F裂隙灯
显微镜))*2.5光学显微镜)裂隙灯显微镜)眼前节照相
系统 #日本 B-S.-; 公司 $%透射电子显微镜 #[F@Q
#_$$"日本 [FN)公司$%<5;-M7-S'$$$ #美国 B9*7G-
公司$%\1OD"$$ 实时荧光定量b8=仪#美国\1O公司$*
;K<5方法
;K<K;5苯扎氯铵诱导的大鼠干眼模型的建立5大鼠
左眼用质量分数 $q&t苯扎氯铵溶液点眼"每次 " "3"
每日 & 次"连续点眼 D :+E, "右眼不做任何处理*
;K<K<5实验动物分组5对 "$ 只大鼠进行干眼评估"
将泪液分泌量)泪膜破裂时间 # 67*5,Q+S 02G*-?0*57
?23G"1WB$)角膜荧光素染色各指标数值进行统计分
析"将各项临床指标均值r标准差范围内最接近指标
均值的 &% 只大鼠纳入后续的治疗实验"将造模成功的
&% 只大鼠按照随机数字表法分为模型对照组)79FYZ
点眼组)B!_ 点眼组和 b1R 点眼组"每组 E 只"各组大
鼠右眼作为正常对照组* 将 #$ G4PG3的 B!_ 稀释至
'$ "4PG3储存液"$q'' "G滤膜过滤除菌" '̀$ u储
存"使用前 _ u条件下溶化并稀释至 E "4PG3* 按照分
组各组大鼠分别用 " "3B!_ 溶液)79FYZ滴眼液)b1R
点眼"每日 & 次"连续 D :* 正常对照组不进行任何
干预*
;K<K=5各组大鼠干眼相关指标的检测5各组大鼠分

别 于 造 模 前 及 治 疗 后 腹 腔 内 注 射 盐 酸 氯 胺 酮

#"$ G4P,4$和盐酸赛拉嗪混合液#" G4P,4$行全身麻
醉"并进行以下检查&##$1WB!用 & "3质量分数 #t
的荧光素钠点眼"将大鼠眼睑闭合后打开#瞬目$& 次"
用裂隙灯显微镜钴蓝光进行观察"以末次瞬目至角膜
出现第 # 个黑斑的时间记为 1WB"重复观察 & 次"取平
均值* #'$泪液分泌试验%# R.927G*7% 0*>0"R%0$!
按照文献+#$,描述的方法"将 # GGv&" GG的滤纸一
端于 'q" GG处折叠"置于受检眼下睑结膜囊内侧 #P&
处"其余部分悬垂于皮肤表面"将大鼠眼闭合 " G2;"测
量滤纸被浸湿的长度#不包括反折处$* #&$角膜荧光
素染色评分!结膜囊内荧光素钠点眼 ' G2; 后"在裂
隙灯显微镜钴蓝光下观察大鼠角膜上皮荧光素染色情

况"按照文献+##,描述的方法对角膜荧光素染色进行
分级* 将角膜分成上)下)鼻)颞侧 _ 个象限并分别评
分"无荧光素染色者为 $ 分"点状染色少于 &$ 个者为
# 分"点状染色多于 &$ 个但不弥散者为 ' 分"弥散状
染色但无斑块状者为 & 分"斑块状染色者为 _ 分"各象
限评分之和即为角膜上皮荧光素染色总评分*
;K<K>5各组大鼠眼表组织病理学检查5过量麻醉法
分别处死各组大鼠 ' 只"立即摘除双侧眼球"将整个眼
球置于质量分数 _t多聚甲醛中固定"梯度乙醇脱水"
二甲苯透明"常规石蜡包埋* 制备 " "G厚全眼球切
片"行苏木精 伊̀红染色或过碘酸希夫染色"封片"光
学显微镜下观察并拍照* 每组取 % 张不同位置的切
片"'$$ 倍显微镜下分别计数过碘酸希夫染色阳性杯
状细胞"取平均值*
;K<K?5各组大鼠角膜细胞超微结构观察5过量麻醉
法分别处死各组大鼠 # 只"立即摘除眼球"将整个眼球
置于体积分数 'q"t戊二醛中固定 ' 9"然后用质量分
数 #t锇酸固定"梯度乙醇脱水"环氧树脂包埋"制备
角膜及结膜组织超薄切片"透射电子显微镜下观察并
拍照*
;K<K@5实时荧光定量 b8=法检测各组结膜组织中
B<ZQ(和 OZ<Q'G=<\表达!各组分别过量麻醉法处
死 & 只大鼠后立即摘除眼球"分离角膜)结膜"置于无
=<\酶 FSS*;:-7管内" T̀$ u低温冰箱保存备用* 取
出结膜组织"放入 $q" G3B72H-3中"采用 B72H-3一步法
提取组织总 =<\"以 <5;-M7-S'$$$ 测定 =<\纯度"按
照 =<\ 逆 转 录 试 剂 盒 说 明 书 逆 转 录 成 .M<\*
Y\bMA上游引物&".Q\Y\8\Y88Y8\B8BB8BBYBQ&."下
游引物&".Q8BBY88YBYYYB\Y\YB8\BQ&.%OZ<Q'上游
引物&".QY\88BY88B8\B\8B8\B\\88Q&."下游引物&
".QY88\B88\88BB8B88\\\YQ&.%B<ZQ(上游引物&
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" .Q8BB8B8\BB88BY8B8YBYYQ& ." 下 游 引 物& " .Q
BY\B8BY\YBYBY\YYYB8BYQ&.* 采用\1OD"$$ 实时荧
光定量 b8=进行扩增"扩增反应条件&E" u预变性
#$ G2;%E" u变性 #$ >"%$ u退火 &$ >"%" u延伸 &$ >"
共 _$ 个循环* 反应结束后检测扩增产物的融解曲线"
根据仪器自带软件自动设置阈值"生成 80值* 每个样
品设置 & 个复孔"独立实验至少重复 & 次* 以 Y\bMA
为内参"采用 ' )̀)80

法计算各目的基因的相对表达量*
;K<KM5^*>0*7; 63-0法检测结膜中 B<ZQ(和 OZ<Q'蛋
白的表达!各组分别过量麻醉法处死 & 只大鼠后立即
摘除眼球"分离角膜)结膜"置于无 =<\酶 FSS*;:-7
管内" T̀$ u低温冰箱保存备用* 取低温保存的结膜
组织"加入组织裂解液匀浆收集总蛋白"进行 RMRQ
b\YF电泳并转印至醋酸纤维素膜"质量分数 "t脱脂
牛奶封闭 # 9%分别加入 B<ZQ(# # g"$$ $)OZ<Q'# # g
"$$$一抗"_ u过夜"B1RB漂洗 & 次"每次" G2;%加入
A=b标记的羊抗兔 O4Y二抗## g& $$$$"B1RB漂洗 &
次"每次" G2;%化学发光法曝光显影* 以 Y\bMA为内
参"用 OG54*[软件处理系统分别检测内参和目的蛋白
条带的灰度值"以样品目的蛋白与内参的比值为目的
蛋白的相对含量*
;K=5统计学方法

采用 RbRR '$K$ 统计学软件#美国 O1@公司$进
行统计分析* 本研究检测指标的数据资料经 R95S27-Q
^53, 检验呈正态分布"以 [r7表示* 采用完全随机分
组多水平研究设计"正常对照组)模型对照组)79FYZ
点眼组)B!_ 点眼组和 b1R 点眼组间大鼠 1WB)角膜
荧光素染色评分)R%0)B<ZQ(G=<\和 OZ<Q'G=<\
及其蛋白在结膜中相对表达量的总体差异比较均采用

单因素方差分析"组间两两比较采用 )RMQ.检验* 采
用双尾检测法"Ts$q$" 为差异有统计学意义*

<5结果

<K;5各组大鼠干眼相关检测指标的变化
正常对照组)模型对照组)79FYZ点眼组)B!_ 点

眼组和 b1R 点眼组大鼠 1WB的总体比较差异有统计
学意义#Zd"q%""Td$q$$ $%其中模型对照组大鼠
1WB较正常对照组大鼠明显缩短"差异有统计学意义
#Td$q$$$%79FYZ点眼组)B!_ 点眼组和 b1R 点眼组
较模型组 1WB延长"差异均有统计学意义 #均 Td
$q$$$%B!_ 点眼组均较 79FYZ点眼组及 b1R 点眼组
1WB延长"差异均有统计学意义#均 Td$q$$$%79FYZ
点眼组与 b1R 点眼组 1WB比较"差异无统计学意义
#Td$qD%$* 各组大鼠 R%0比较差异无统计学意义

#Zd$q_'"Td$qDE$%正常对照组)模型对照组)79FYZ
点眼组)B!_ 点眼组和 b1R 点眼组大鼠角膜荧光素染
色评分的总体比较差异有统计学意义#Zd#&%qDD"Td
$q$$$%79FYZ点眼组)B!_ 点眼组和 b1R 点眼组与模
型组比较"角膜荧光素染色评分降低"差异均有统计学
意义 #均 Td$q$$ $%B!_ 点眼组与 79FYZ点眼组及
b1R 点眼组比较"角膜荧光素染色评分降低"差异均有
统计学意义#均 Td$q$$$%79FYZ点眼组与 b1R 点眼
组角膜荧光素评分比较"差异无统计学意义 #Td
$qT$$#表 #$*

表 ;5各组大鼠 BPA)L!)及角膜荧光素染色评分的比较#'Q($

组别 眼数
1WB
#>$

R%0
#GGP" G2;$

角膜荧光素

染色评分

正常对照组 '_ #$q_'r$q%% _qEDr$qT& #q$&r#q#T

模型对照组 % Dq_%r$q_E5 &q%%r$qT&5 #'qDDr#q'_5

79FYZ点眼组 % TqD#r$q"$56 _q_%r$qDT #$q'Er#qD$5

B!_ 点眼组 % Eq"Er$q&"56.: _q'#r#q&% Eq$$r#q%&56.:

b1R 点眼组 % Tq%&r$q%T56 &qE$r#qD_5 #$q_&r#q#&56

Z值 "q%" $q_' #&%qDD
T值 $q$$ $qDE $q$$

!注&与正常对照组比较"5Ts$q$#%与模型对照组比较"6 Ts$q$#%与

79FYZ组比较".Ts$q$#%与 b1R 点眼组比较": Ts$q$# #单因素方差分

析")RMQ.检验$!1WB&泪膜破裂时间%R%0&泪液分泌试验%%79FYZ&

重组人表皮生长因子%B!_&胸腺素 !_

裂隙灯显微镜下可见正常对照组大鼠角膜和结膜

表面光滑"角膜无水肿"结膜无充血"角膜表面未见荧
光素染色* 模型对照组大鼠可见角膜水肿"结膜充血"
角膜荧光素染色弥散着染* 79FYZ点眼组和 B!_ 点眼
组角膜上皮水肿和结膜充血较模型对照组明显减轻"
角膜荧光素染色阳性程度减轻%b1R 点眼组大鼠角膜
上皮水肿"弥漫性荧光素染色"结膜明显充血"与模型
对照组无明显差异#图 #$*
<K<5各组大鼠角膜)结膜组织病理学表现
<K<K;5角膜和结膜组织的常规组织形态学变化5苏
木精 伊̀红染色显示"正常对照组角膜由 ' ]& 层鳞状
上皮细胞构成"细胞排列整齐均匀%结膜由 ' ]D 层非
角化鳞状上皮细胞组成"细胞形态规则)完整"结膜表
面平滑"可见散在分布的杯状细胞* 模型对照组大鼠
角膜)结膜上皮出现缺损"可见炎性细胞浸润"角膜上
皮细胞形态异常"角膜基质层水肿"结膜上皮杯状细胞
明显减少* 79FYZ点眼组角膜和结膜上皮细胞基本完
整"角膜和结膜上皮表面较平整"形态不规则"呈过度
增生状"细胞层数异常增多"可见炎性细胞浸润* B!_
点眼组大鼠角膜)结膜上皮损伤恢复"细胞层数及细胞
形态接近正常"部分组织仍可见上皮表面不连续"偶见
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正常对照组 模型对照组 rhEGF点眼组 Tβ4点眼组 PBS点眼组

图 ;5各组大鼠眼球裂隙灯显微镜下观察!正常对照组大鼠结膜和角膜表面光滑组角膜未见荧光素染
色%模型对照组大鼠角膜上皮水肿组弥漫性荧光素染色组结膜明显充血%79FYZ点眼组和 B!_ 点眼组角
膜上皮水肿和结膜充血较模型对照组明显减轻组角膜荧光素染色阳性程度减轻%b1R 点眼组大鼠角膜
上皮水肿组弥漫性荧光素染色组结膜明显充血组与模型对照组无明显差异!79FYZ&重组人表皮生长因
子%B!_&胸腺素 !_
!

炎性细胞浸润#图 '$*
<K<K<5结膜杯状细胞改变5过碘酸希夫染色显示组正
常对照组大鼠结膜组织中可见较多杯状细胞组呈绛红

色染色%模型对照组大鼠结膜
组织中过碘酸希夫染色阳性细

胞较少%79FYZ点眼组和 B!_
点眼组过碘酸希夫染色阳性细

胞有所增加#图 &$* 正常对照
组)模型对照组) 79FYZ点眼
组)B!_ 点眼组和 b1R 点眼组
大鼠结膜组织中杯状细胞数量

为 # T_q$$ r#$q"D $) # _Tq$$ r
#%qE' $) # "Eq$$ r '&qE" $)
# %_q$$ rEq%# $ 和 # "'q$$ r
Dq&T$个P视野组组间大鼠结膜
杯状细胞数量的总体比较差异

有统计学意义 #Zd&q#%组Td
$q$_ $组与正常对照组比较组
79FYZ点眼组和 b1R 点眼组大

鼠结膜杯状细胞数量均明显减少#均 Ts$q$"$组而 B!_
点眼组结膜杯状细胞数量与正常对照组比较差异无统

计学意义#Tx$q$"$#图 _$*

角
膜

结
膜

正常对照组 模型对照组 rhEGF点眼组 Tβ4点眼组 PBS点眼组

100μm 100μm 100μm 100μm 100μm

100μm 100μm 100μm 100μm 100μm

图 <5各组大鼠角膜)结膜组织形态学表现#AFv'$$组标尺d#$$ "G$!正常对照组大鼠角膜)结膜上皮完整%模型对照组大鼠结膜上皮缺损#箭
头$ 组角膜上皮不光滑%FYZ点眼组角膜上皮层基本完整组结膜上皮细胞呈过度增生状%B!_ 点眼组角膜上皮层基本完整组结膜上皮细胞呈增生状%
b1R 点眼组角膜上皮表现与模型对照组接近组结膜上皮呈增生状!79FYZ&重组人表皮生长因子%B!_&胸腺素 !_

!

A B C100μm 100μm 100μm D E100μm 100μm

图 =5各组大鼠结膜组织中杯状细胞形态变化#b\R v'$$组标尺d#$$ "G$!\&正常对照组结膜杯状细胞#箭头$呈散在分布组呈绛红色染色#箭
头$!1&模型对照组大鼠结膜杯状细胞#箭头$较正常对照组明显减少!8&79FYZ点眼组结膜杯状细胞#箭头$较模型对照组增加!M&B!_ 点眼
组结膜杯状细胞#箭头$较模型对照组增多!F&b1R 点眼组结膜杯状细胞#箭头$较正常对照组明显减少组与模型对照组无明显差异

mT##m 中华实验眼科杂志 '$#D 年 ' 月第 &" 卷第 ' 期!892; [FVS NS90953G-3组Z*67+57/'$#D组X-3K&"组<-K'

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



结
膜

杯
状

细
胞

数（
个

/视
野
）

100

80

60

40

20

0

a

a

a

正常对照组 模型对照组 rhEGF点眼组 Tβ4点眼组 PBS点眼组

图 >5各组大鼠结
膜杯状细胞数量的

比较 ! Zd&q#%组
Td$q$_K与正常对

照组比较组5Ts$q$"
#单因素方差分析组
)RMQ.检 验 $ !
79FYZ&重组人表皮
生长因子%B!_&胸
腺素 !_
!

<K=5各组大鼠角膜和结膜上皮细胞超微结构变化
正常对照组大鼠角膜和结膜上皮表层细胞微绒毛

丰富%模型对照组大鼠角膜和结膜上皮细胞的微绒毛
和微皱襞肿胀)融合)卷曲)断裂和脱落%79FYZ点眼组
角膜和结膜上皮细胞数量及细胞表面微绒毛明显增

加组但仍可见细胞间连接的断裂%B!_ 点眼组大鼠角膜
和结膜上皮细胞微绒毛呈现修复和增生组细胞间连接
出现恢复组与模型对照组比较微绒毛肿胀较轻组密度增
加组细胞肿胀较轻%b1R 点眼组角膜和结膜上皮细胞微
绒毛消失组可见大量细胞间连接断裂#图 "$*

角
膜

结
膜

正常对照组 模型对照组 rhEGF点眼组 Tβ4点眼组 PBS点眼组

1μm 1μm 1μm

1μm

1μm 1μm

1μm1μm 1μm1μm

图 ?5各组大鼠角膜)结膜上皮细胞超微结构改变#v' $$$组标尺d# "G$!正常对照组角膜和结膜上皮细胞表面有丰富的微绒毛结构#红箭头$ 组
细胞连接紧密#蓝箭头$ %模型对照组角膜和结膜上皮细胞微绒毛消失#红箭头$ 组细胞连接断裂#蓝箭头$ %79FYZ点眼组角膜和结膜上皮细胞数
量增加组细胞间连接断裂仍存在#蓝箭头$ %B!_ 点眼组角膜上皮细胞微绒毛明显增多#红箭头$ 组细胞间连接出现恢复#蓝箭头$ %b1R 点眼组角膜
和结膜上皮细胞微绒毛消失#红箭头$ 组细胞间连接断裂明显#蓝箭头$!79FYZ&重组人表皮生长因子%B!_&胸腺素 !_
!

<K>5各组大鼠结膜组织中 B<ZQ(G=<\和 OZ<Q'
G=<\相对表达量比较

各组大鼠结膜组织中 B<ZQ( G=<\和 OZ<Q'
G=<\相对表达量总体比较差异均有统计学意义#Zd
_&q$T)&D#q%E组均 Td$q$$$组其中模型对照组 B<ZQ(
G=<\和 OZ<Q'G=<\相对表达量均明显高于正常对
照组组差异均有统计学意义#均 Ts$q$"$%B!_ 点眼组
B<ZQ(G=<\和 OZ<Q'G=<\的相对表达量均明显低
于模型对照组)79FYZ点眼组和 b1R 点眼组组差异均有
统计学意义#均 Ts$q$#$#表 '$*
<K?5各组大鼠结膜组织中 B<ZQ(和 OZ<Q'蛋白表达
量比较

各组大鼠结膜组织中 B<ZQ(和 OZ<Q'蛋白表达
量总体比较差异均有统计学意义#Zd&_q'D)_&q"'组均
Td$q$$$组其中模型对照组大鼠结膜组织中 B<ZQ(和
OZ<Q'蛋白表达量明显高于正常对照组组差异均有统
计学意义#均Ts$q$# $ %B!_点眼组大鼠结膜组织中

表 <5各组大鼠结膜组织中 Am!J"和 S!mJ#3Fm4
相对表达量的比较#'Q($

组别 样本量 B<ZQ(G=<\ OZ<Q'G=<\

正常对照组 & #q$$r$q$$ #q$$r$q$$

模型对照组 & &q&%r$q'"5 DqE_r$q#"5

79FYZ点眼组 & &q$&r$q#_ Eq&_r$q%%
B!_ 点眼组 & 'q&'r$q_#6.: "q#Er$q&&6.:

b1R 点眼组 & _q&#r$q"& #_q'"r$q%_
Z值 _&q$T &D#q%E
T值 $q$$ $q$$

!注&与正常对照组比较组5Ts$q$"%与模型对照组比较组6 Ts$q$#%与

79FYZ点眼组比较组.Ts$q$#%与 b1R 点眼组比较组: Ts$q$# #单因素方

差分析组)RMQ.检验$!B<Z&肿瘤坏死因子%OZ<&干扰素%79FYZ&重组人

表皮生长因子%B!_&胸腺素 !_

B<ZQ(蛋白表达量明显低于模型对照组)79FYZ点眼
组和 b1R 点眼组组差异均有统计学意义#均 Ts$q$#$%
B!_ 组大鼠结膜组织中 OZ<Q'蛋白相对表达量明显低
于模型对照组和 b1R 点眼组组差异均有统计学意义
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#均 Ts$q$#$"但 79FYZ组与 B!_ 组比较差异无统计
学意义#Td$q#"$#图 %"表 &$*

TNF�α

IFN�γ

GAPDH

1 2 3 4 5 图 @ 5 T+%)+,'
2-")法检测各组
大鼠结膜组 织

中炎性因子 的

表达 ! #&正常
对照组 ! '&模
型对照组 ! &&

79FYZ点眼组!_&B!_ 点眼组!"&b1R 点眼组!B<Z&肿瘤坏死因
子%OZ<&干扰素
!

表 =5各组大鼠结膜组织中 Am!J"和
S!mJ#蛋白表达量的比较#'Q($

组别 样本量 B<ZQ(蛋白 OZ<Q'蛋白

正常对照组 & $q$Tr$q'" $q#&r$q$&

模型对照组 & $q_"r$qD'5 $q%'r$q$"5

79FYZ点眼组 & $q&'r$q&# $q&Dr$q$E
B!_ 点眼组 & $q'Er$q'"6.: $q'Er$q$_6:

b1R 点眼组 & $q_$r$q_# $q"Dr$q$_
Z值 &_q'D _&q"'
T值 $q$$ $q$$

!注&与正常对照组比较"5Ts$q$#%与模型对照组比较"6 Ts$q$#%与

79FYZ点眼组比较".Ts$q$#%与 b1R 点眼组比较": Ts$q$# #单因素方

差分析")RM̂.检验$!B<Z&肿瘤坏死因子%OZ<&干扰素%79FYZ&重组人

表皮生长因子%B!_&胸腺素 !_

=5讨论

苯扎氯铵是滴眼液中常用的防腐剂"其可破坏泪
膜"损伤角膜)结膜上皮细胞间连接蛋白"抑制杯状细
胞分泌功能"诱发眼表炎症等 +E"#', * 苯扎氯铵滴眼液
常用于诱导大鼠干眼模型"这种干眼模型稳定且病理
表现与人干眼类似

+#&, * 本研究中采用苯扎氯铵滴眼
液诱导大鼠干眼模型来探讨 B!_ 对 B<ZQ(和 OZ<Q'
的调节作用及其对眼表损伤修复的影响以及可能的作

用机制*
泪膜中的黏蛋白主要来自结膜杯状细胞"黏蛋白

是维护眼表正常微环境的重要泪膜组成成分* 当角
膜)结膜上皮细胞及杯状细胞受损时"泪膜中的黏蛋白
会出现质或量的异常* 角膜)结膜上皮细胞的微绒毛
结构是泪膜得以涂布于眼表的必需亚细胞结构"当微
绒毛结构异常时"黏蛋白将不能涂布在上皮细胞表面*
以上现象均可导致泪膜异常"1WB缩短"进而发生干
眼"导致炎症发生"眼表损伤加剧"形成恶性循环* 通
过抑制炎症因子的表达可抑制炎症信号通路及抗原递

呈细胞的激活"并可抑制细胞凋亡"减少对杯状细胞及
泪腺腺管细胞的损害"增加泪膜中的黏蛋白)表皮生长
因子等的表达"有利于泪膜功能恢复 +#&, *

B<ZQ(和 OZ<Q'同属炎症因子网络中的核心成
员

+#_ #̀", * B<ZQ(是细胞增生)分化)凋亡和代谢的核

心调控因子"趋化炎性细胞浸润"激活抗原递呈细胞"

诱导淋巴细胞释放更多的炎症因子"参与干眼的病理
生理过程

+#%, %而 OZ<Q'可以阻断杯状细胞的黏蛋白分

泌"抑制细胞增生 +", "诱导细胞发生程序性凋亡 +#D, *

眼表炎症损坏眼表"影响泪液分泌"改变泪膜成分"致
使泪液分泌量减少"泪膜稳定性下降"1WB缩短"最终
导致角膜)结膜上皮鳞状化生"杯状细胞丢失伴有分泌
功能下降* 炎症是干眼发病的核心环节"抑制眼表炎
症是干眼治疗的关键* 近年来"临床中常用糖皮质激
素和免疫抑制剂治疗干眼伴发眼表炎症"但长期应用
这些药物不仅使眼表菌群失调)免疫力下降"还会引起
青光眼)白内障等严重并发症* 研究发现 B!_ 为具有
抗炎)促进损伤愈合等多种生物活性的多肽 +#T #̀E, * 局
部应用 B!_ 可促进细胞的分化)迁移和再上皮化"进
而促进皮肤创伤愈合

+'$, * B!_ 也可促进角膜上皮细
胞增生"调控炎性反应"降低多种细胞因子和趋化因子
的表达"减轻角膜瘢痕形成 +'#, * 体外研究还发现"B!_

可抑制苯扎氯铵导致的角膜)结膜上皮细胞凋亡 +'', *

基于上述特点"B!_ 用于眼表修复的研究是一个热点*

本研究中结果显示 B!_ 点眼组较模型对照组各干眼
指标均明显改善"角膜上皮面更加光滑"结膜充血减
轻%角膜)结膜上皮表面平整"上皮细胞层数和形态接
近正常状态"结膜杯状细胞的数量增加)形态开始修
复"透射电子显微镜下观察可见角膜)结膜上皮细胞微
绒毛有较大修复"细胞内亚细胞器形态饱满"而 B<ZQ(
和 OZ<Q'表达有明显的下调趋势"提示 B!_ 可促进干
眼模型的眼表修复"抑制炎症因子 B<ZQ(和 OZ<Q'的
表达* FYZ点眼组各评估指标也有所改善"角膜)结
膜上皮细胞和杯状细胞均明显修复"与 B!_ 治疗组差
异无统计学意义"但 B<ZQ(和 OZ<Q'蛋白和 G=<\表
达量较 B!_ 治疗组明显升高"说明 FYZ在促角膜)结
膜上皮增生)分化方面有明显的效果"但抗炎作用明显
弱于 B!_*

综上所述"局部应用 B!_ 治疗苯扎氯铵诱导的干
眼可以使结膜组织内 B<ZQ(和 OZ<Q'炎症因子表达
明显降低%同时角膜)结膜上皮以及结膜杯状细胞的功
能和形态得到有效修复"1WB延长"R%0增加"角膜荧
光素染色评分降低* 提示 B!_ 能有效抑制 B<ZQ(和
OZ<Q'的表达"有助于眼表组织的修复和微环境的改
善"最终为泪膜稳定)眼表健康提供有力条件* B!_ 治
疗干眼的具体作用机制还有待于进一步研究*
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