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(('摘要((背景(感染性角膜炎是中国常见的致盲眼病&临床上常见炎症失控反应的发生&其发病机制及
治疗方法尚不明确)(目的(研究兔角膜铜绿假单胞菌性感染性炎症失控反应的临床表现和发生机制&探讨
多西环素对兔角膜炎症失控反应的治疗作用)(方法(选取 *9 只 ) 月龄新西兰白兔&采用铜绿假单胞菌液兔
右眼角膜基质内注射法感染动物角膜&采用加替沙星滴眼液频繁点眼 E N 后&选取 8I 只角膜炎症不能缓解或
加重的眼作为角膜炎症失控反应动物模型) 采用抽签法将模型眼随机分为加替沙星点眼组")- 眼#*联合点
眼组"加替联合多西环素点眼组&)- 眼#和平衡盐溶液"d77#对照组")I 眼#&分别于分组后第 ) 天用相应溶
液点眼&) 次GI "&每日 , 次&连续用药 )8 N) 裂隙灯显微镜下观察各组兔眼点眼后 )*E*F 和 )8 N 的眼部表现
并进行炎症评分&计算角膜浸润面积$在上述各时间点获取各组兔眼角膜组织&采用常规组织病理学检查观察
兔角膜组织的炎症细胞浸润情况$采用免疫组织化学法检测各组角膜组织中基质金属蛋白酶5I"]]L5I#和
]]L5+ 的表达$采用 4%D7K法测定各组角膜匀浆中肿瘤坏死因子 !"J6Z5!#和白细胞介素 )#"D%5)##质量浓
度的变化)(结果(加替沙星点眼组和联合点眼组兔眼点眼后 F N 眼部炎症评分明显低于点眼前&角膜浸润
面积明显较点眼前缩小&差异均有统计学意义"均 Qn9l9-#$点眼后 F N&加替沙星点眼组和联合点眼组眼部炎
症评分明显低于 d77 对照组&角膜浸润面积明显小于 d77 对照组&差异均有统计学意义"均 Qn9l9-#) 组织
病理学研究显示&联合点眼组兔眼点眼后 )8 N&角膜组织中炎症细胞浸润明显少于点眼后 - N&可见角膜胶原
纤维增生和重新排列) 免疫组织化学染色显示&联合点眼组点眼后 - N 可见角膜组织中 ]]L5I*]]L5+ 呈强
阳性表达&随着点眼时间延长其表达强度减弱&点眼后 )8 N 角膜组织中 ]]L5I*]]L5+ 表达量明显低于点眼
后 - N 和 d77 对照组&差异均有统计学意义"均 Qn9l9-#) 4%D7K测定显示&点眼后 - N&联合点眼组兔角膜组
织中 J6Z5!及 D%5)#质量浓度明显低于 d77 对照组&差异有统计学意义"Qk9l99*9l9E#&点眼后 )8 N 角膜中
J6Z5!及 D%5)#质量浓度明显低于点眼后 - N 和 F N&差异均有统计学意义"均 Qn9l9-#)(结论(采用铜绿假
单胞菌角膜基质内注射并用加替沙星滴眼液频繁点眼法可成功建立角膜炎症失控反应动物模型) 多西环素
点眼可抑制炎症失控反应模型眼角膜中促炎因子及 ]]L@的释放&从而促进角膜组织的修复&对感染性角膜
炎症失控反应损伤发挥治疗作用)(
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((感染性角膜炎是眼科的多发病&常严重损害眼组
织结构和视功能&目前仍是发展中国家致盲的重要原
因之一

+), ) 近年来经过大量感染性角膜病诊疗的基
础研究及临床实践&我们已逐步建立了标准化的感染
性角膜炎的实验室诊断方法&同时随着抗菌药物的不
断更新及抗生素滴眼液局部应用方法的推广&大部分
眼表病原微生物能在较短时间内得到清除

+I Ê, ) 然而
由病原体激发的角膜炎症反应却可长期存在&对角膜
及眼内组织造成极大损害&如角膜溶解*角膜溃疡不愈
合甚至穿孔等&临床上称此为失控性炎症反应 +8, ) 所
以&治疗感染性角膜炎不应局限于控制感染及对症支
持疗法&而阻断或减轻过度炎症反应导致的自身组织
损害及防止角膜组织的进一步损伤将为角膜感染的治

疗提供有效途径) 目前&关于失控性炎症反应的相关
研究正逐渐引起关注) 本研究通过制备兔铜绿假单胞
菌角膜炎症失控反应模型&明确角膜炎症失控反应的临
床表现及发生机制&探讨多西环素对角膜炎症失控反应
的治疗作用&为感染性角膜炎的防治提供新的思路)

96材料与方法

9>96材料
9>9>96病原菌6铜绿假单胞菌菌株"KJWWIF,-E#由

北京市眼科研究所分离后低温保存&解冻后接种于普
通血平皿培养基&置于 EF o温箱中进行培养 I8 f8, "&
菌落生长后转种) 用无菌生理盐水冲刷菌落&将菌落
制备至 )l9 麦氏单位"]BZ;A<;/N @O;/N;AN#&然后再用
无菌生理盐水稀释为 )p)9*

菌落形成单位G:<"B#<#/S
Q#A:'/0$/'O@G:<&WZ2G:<#&无菌 4L管分装&置 8 o冰
箱保存 I8 " 以上)
9>9>:6实验动物6普通级 ) 月龄新西兰白兔 *9 只
"购自北京医学实验动物中心 #&雌雄不限&体质量
Il9 fIl- R0) 所有实验动物行常规眼科检查&排除眼
部疾患) 实验动物的使用和喂养遵循 K_[C声明&经
北京同仁医院实验动物伦理委员会批准)
9>9>;6主要试剂及仪器6注射用盐酸多西环素粉
"国药准字 TI99*989-&海南通用康力公司#$盐酸地
塞米松注射液"郑州卓峰制药有限公司#$盐酸奥布卡
因滴眼液"日本参天制药株式会社#$盐酸氯胺酮注射
液"江苏恒瑞医药股份有限公司#$吉姆萨染色剂*革
兰染色剂"北京天星普信生物医药有限公司#$4%D7K
试剂盒"上海希美生物科技有限公司#$鼠抗兔肿瘤坏
死因子 !"O$:#A/&BA#@'@Q;BO#A5!&J6Z5!#一抗"JE)+,5
-992\#*鼠抗兔白细胞介素 )#"'/O&A<&$R'/5)#&D%5)##
一抗 ".X59,)I_#*鼠抗兔基质金属蛋白酶5I ":;OA'Y
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:&O;<<#VA#O&'/;@&5I&]]L5I # 一抗 "@B5E89)8 #*鼠抗兔
]]L5+ 一抗 "@B5I)FEE # "上海希美生物科技公司 #)
7%]5E 裂隙灯显微镜"日本 J#VB#/ 公司#)
9>:6方法
9>:>96盐酸多西环素滴眼液的制备6在无菌通风橱
中取注射用盐酸多西环素粉 9lI 0&用 )9 :<灭菌注射
用水溶解至 I9 :0G:<&配制成质量分数 Ia盐酸多西环
素滴眼液&分装于 I 个消毒眼瓶中&8 o避光保存备用)
9>:>:6动物模型的制备6本研究均选择实验兔右眼
制备角膜炎症失控反应模型&参照文献+- *̂,的方法&
于造模前 E N 右眼结膜下注射盐酸地塞米松注射液
I :0"9l8 :<#)造模时以 88 :0GR0盐酸氯胺酮注射液
和 - :0GR0安定注射液经肌内注射进行全身麻醉&用
质量分数 9l8a盐酸奥布卡因滴眼液点眼行表面麻
醉) 无菌条件下用 ,l- ::角膜环钻在右眼角膜颞上
方钻切角膜&深度为 )GE 角膜厚度&沿切痕用 ) :<一
次性注射器向兔角膜基质层内注入铜绿假单胞菌菌液

9lI :<&菌液扩散后形成直径 E f8 ::的层间混浊)
术毕用阿托品眼膏涂眼)
9>:>;6实验动物分组与治疗6自造模后第 ) 天开始&
所有动物均用 9lEa加替沙星滴眼液点眼&) 次G"&点
眼 E N 后参照参考文献+F,的方法对模型眼的症状进
行综合评分&包括结膜充血*结膜分泌物及角膜混浊情
况) 结膜充血评分标准%结膜无充血者为 9 分$充血局
限于穹窿部*血管呈鲜红色者为 ) 分$充血明显达部分
睑裂部结膜*血管充血呈深红色者为 I 分$整个结膜弥
漫性充血*血管充血呈紫红色者为 E 分) 结膜分泌物
评分标准%结膜囊无分泌物者为 9 分$结膜囊少许分泌
物&呈淡黄色*液态状者为 ) 分$中等量分泌物&呈黄
色*粘稠状者为 I 分$整个结膜结膜囊大量黄色粘稠分
泌物*上下眼睑黏着者为 E 分) 角膜混浊评分标准%角
膜透明者为 9 分$角膜透明度减低&但可透见虹膜纹理
者为 ) 分$中度角膜灰白混浊&但可见瞳孔者为 I 分$
整个角膜完全混浊&呈白色&完全不能透视瞳孔者为 E
分) 通过 7%]5E 裂隙灯显微镜的计算机软件分析角
膜基质浸润程度及浸润面积) 按照文献+,,的标准定
义角膜炎症失控反应&即角膜浸润范围!* ::p* ::&
表面溃疡范围!8 ::p8 ::) 采用抽签法将符合角膜
炎症失控反应标准的 8I 只动物模型眼随机分为 E 个
组&其中加替沙星治疗组 )- 只&单纯使用加替沙星滴
眼液点眼&) 次GI"&, 次GN$联合治疗组 )- 只&使用加
替沙星滴眼液 ) 次GI "&每日 , 次&多西环素滴眼液每
月 E 次& I 种滴眼液点眼间隔 - :'/$平衡盐溶液
"P;<;/B&N @;<O@#<$O'#/&d77#对照组 )I 只&单纯使用

d77 滴眼液 ) 次GI "&每日 , 次) 分组后即刻开始点
眼&所有药物每次 I 滴&连续使用 )8 N)
9>:><6模型眼眼部症状观察
9>:><>96裂隙灯显微镜检查6各组兔眼分别于用药
后 )*E*F 和 )8 N 进行裂隙灯显微镜检查&按照 )lIlE
的方法根据兔眼结膜充血*结膜分泌物及角膜混浊等
各组眼眼部症状进行综合评分)
9>:><>:6角膜病灶刮片镜检6分别于用药前及用药
后 E N*F N*)8 N&采用角膜病灶刮片法采集标本&进行
吉姆萨和革兰染色&记录刮片染色阳性例数)
9>:><>;6角膜病灶细菌的定量培养6加替沙星点眼
组和联合点眼组实验动物分别于用药后 -*F 和 )8 N 采
用静脉空气栓塞法各处死 - 只$d77 对照组在点眼后
9*-*F 和 )8 N 各处死 E 只) 无菌条件下用 )9 ::环钻
钻取角膜平分为 I 片&一半用于组织病理学和免疫化学
检查&另一半用于 4%D7K检测) 将角膜组织在装有 ) :<
生理盐水的组织研磨器中粉碎并研磨成匀浆&离心半径
为 )9 B:&) 999 AG:'/ 离心 - :'/&取离心沉淀物置于无
菌试管中&加生理盐水至 )9 :<&分别稀释 )9*)9I*)9E*
)98*)9-

和 )9*
倍&吸取不同稀释度的悬液各 ) :<接种至

普通血平皿培养基中&EF o孵育 I8 N&记录 WZ2) 记录
前取少许菌落涂片行革兰染色&确定为铜绿假单胞菌)
9>:>=64%D7K法测定角膜匀浆中 J6Z5!*D%5)#质量
浓度(取 )>I>8>E 部分离心上清液&4%D7K法测定
J6Z5!及 D%5)#质量浓度) 参照试剂盒方法建立标准曲
线&样品孔中各加入角膜匀浆样品 )99 *<$EF o孵育I "$
用洗涤液充分洗板&甩去液体后&滤纸吸干&然后加入
J6Z5!或 D%5)#一抗工作液 "稀释比例) i) 999#每孔
-9 *<&轻敲&使得液体充分混匀&EF o孵育 ) "$用洗涤液
充分洗板&甩去液体后&滤纸吸干&加入二抗"稀释比例
) i)9 999#每孔 )99 *<&轻敲使得液体充分混匀$EF o孵
育 ) "$充分洗板&甩去液体后&滤纸吸干$加入底物工作
液每孔 )99 *<&EF o避光反应 , :'/$加入终止液每孔
-9 *<$采用赛默飞酶标仪"美国 J"&A:#Z'@"&A公司#于
波长为 8+9 /:处测定吸光度"H#值) 根据标准曲线计
算各组样品中 J6Z5!和 D%5)#质量浓度)
9>:>>6角膜组织病理学观察6将角膜组织置于体积
分数 )9a甲醛溶液中固定&制备组织切片&梯度乙醇
脱水&浸蜡&包埋&自中央角膜开始连续切片&行常规苏
木精 伊̂红染色&光学显微镜下计数角膜中炎症细胞
的种类和数量)
9>:>?6免疫组织化学法检测角膜中 ]]L5I 和 ]]L5+
蛋白表达(取角膜切片&常规脱蜡&体积分数 Ea
TICI室温孵育 )9 :'/&蒸馏水洗 E 遍$微波抗原修复后
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滴加胰酶消化液 " ) iE稀释 # EF o温箱消化修复
)9 :'/$分别滴加鼠抗兔 J6Z5!一抗*鼠抗兔 D%5)#一
抗*鼠抗兔 ]]L5I 和鼠抗兔 ]]L5+ 一抗&8 o过夜&滴
加生物素化羊抗鼠 D0\&EF o温箱孵育 I9 :'/&滴加
7KdW&室温孵育 I9 :'/$1Kd室温显色) 以 9l9) :#<G%
的 Ld7 代替一抗作为阴性对照&光学显微镜下观察&
每组切片在高倍镜"p899#下任意选取 8 个相邻视野
在相同条件下照相&采用 W]DK7 系列多功能真彩色病
理图像分析系统计算阳性染色的吸光度"H#值)

B C

D E F

A

图 96加替沙星点眼组不同治疗时间点裂隙灯显微镜下表现(K%点眼后 - N 角膜弥散照
可见全角膜灰白致密浸润和脓疡(d%点眼后 F N 角膜弥散照可见角膜浸润程度及脓疡范
围略缩小(W%点眼后 )8 N 角膜弥散照可见角膜浸润程度明显减轻&脓疡范围缩小(1%点
眼后 - N 角膜钴蓝像可见全角膜溃疡(4%点眼后 F N 角膜钴蓝像可见角膜溃疡较前略缩
小(Z%点眼后 )8 N 角膜钴蓝像可见角膜溃疡缩小仅 ) GE

A B C

D E F
图 :6联合点眼组不同治疗时间点裂隙灯显微镜下表现(K%点眼后 - N 角膜弥散照可见
角膜白色致密浸润病灶(d%点眼后 F N 角膜弥散照可见浸润程度减轻(W%点眼后 )8 N 角
膜弥散照可见颞下方浸润病灶部分吸收(1%点眼后 - N 角膜钴蓝像可见角膜中央溃疡(
4%滴眼后 F N 角膜钴蓝像可见角膜中央溃疡缩小(Z%点眼后 )8 N 角膜钴蓝像可见角膜溃
疡明显缩小

9>;6统计学方法
采用 7L77 统计学软件进行统计分析) 本研究中

测量指标的数据资料经 h检验证实符
合正态分布&以 [m2表示) 采用随机分
组多水平实验设计&d77 组*加替沙星点
眼组和联合点眼组模型眼在点眼后不

同时间点的眼部炎症评分*角膜浸润面
积*角膜组织中 ]]L5I 和 ]]L5+ 表达
量"H值#及角膜组织匀浆中 J6Z5!和
D%5)#质量浓度的总体差异比较均采用
两因素方差分析&多重比较采用 V#@5TCW
检验) Qn9l9- 为差异有统计学意义)

:6结果

:>96各组动物造模后眼部症状
在角膜基质内注射接种铜绿假单

胞菌 ) N 后&*9 眼均出现结膜充血*结膜
囊大量黄绿色黏脓性分泌物*角膜水
肿*角膜混浊等症状&角膜病灶刮片及
吉姆萨染色可见大量杆菌存在) 加替
沙星滴眼液点眼后 E N&), 眼结膜充血
减轻&角膜浸润范围缩小&炎症得到控
制&另有 8I 眼症状未缓解或加重&成功
建立失控性炎症反应模型) 加替沙星
点眼组和联合点眼组随着点眼时间的

延长&结膜分泌物逐渐减少&结膜充血
及角膜混浊逐渐减轻&角膜浸润面积及
角膜溃疡范围逐渐缩小 "图 ) fI #)
d77 对照组*加替沙星点眼组和联合点
眼组间兔眼症状评分的总体比较差异

有统计学意义"VkI)l),9&Qk9l9IE#&
点眼后 F N 加替沙星点眼组和联合点眼
组的眼症状评分均明显低于 d77 对照
组&差异均有统计学意义 "5kEl8+I*
8l)I,&均 Qn9l9-#$各组点眼前后眼部

症状评分的总体比较差异有统计学意义"Vk-+l-I9&
Qk9l9))#&其中加替沙星点眼组和联合点眼组点眼后
F N 与点眼前比较眼部症状评分均明显降低&差异均
有统计学意义 "5k Îl*8I* Êl)8)&均Qn9l9-#)d77
对照组*加替沙星点眼组和联合点眼组间角膜浸润面
积的 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 " VkI9l)E9&
Qk9l9E)#&点眼后 F N 加替沙星点眼组和联合点眼组
的角膜浸润面积均明显小于 d77 对照组&差异均有统
计学意义"5kElIE8*8lE8*&均 Qn9l9-#$各组点眼前
后角膜浸润面积的总体比较差异有统计学意义

"Vk),lI+9&Qk9l9E,#&其中加替沙星点眼组和联合
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点眼组点眼后 F N 与点眼前比较&角膜浸润面积均明
显缩小&差异均有统计学意义"5k̂ IlIII* ÊlF,,&均
Qn9l9-#"表 )#)

表 96各组兔眼点眼前后眼症状评分和浸润面积比较"!M"#

组别 眼数
眼症状评分 角膜浸润面积"::I#

点眼前 点眼后 F N 点眼前 点眼后 F N

d77 对照组 * )9lF)m)l-+ +l8Im)l)8 )Fl8)mIl*- )*l,FmEl8+

加替沙星点眼组 )9 )9lI+m)l-+ FlI+m)l-+;P ),l,,m)l++ )-l+FmIl9I;P

联合点眼组 )9 )9lI+m)l-+ *l,Fm)l8F;P ),l*EmIlFI )-l9-mEl,9;P

(注%症状评分%V分组 kI)l),9&Qk9l9IE$V时间 kEIl-*9&Qk9l99I>浸

润面积%V分组 kI9l)E9&Qk9l9E)$V时间 kI,l*-9&Qk9l9I)>与各自的

d77 对照组比较&;Qn9l9-$与各自组内点眼前比较&PQn9l9-"两因素方

差分析&V#@O5TCW检验#(d77%平衡盐溶液

:>:6各组兔眼角膜培养细菌数量的变化
d77 对照组*加替沙星点眼组和联合点眼组随着

点眼时间的延长&角膜中细菌数量逐渐下降&不同时间
点总体比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 " V时间 k-)lF+9&
Qk9l99)#&其中各组兔眼点眼后 F N 和 )8 N 细菌菌落
数较点眼后 - N 均明显减少&点眼后 )8 N&加替沙星点
眼组和联合点眼组细菌菌落数均明显少于组内点眼后

F N&差异均有统计学意义"均 Qn9l9)#) E 个组间角
膜病灶培养后细菌数量总体比较差异有统计学意义

"V分组 kE8lF-9&Qk9l99I#&其中加替沙星点眼组和联
合点眼组点眼后 -*F*)8 N 角膜病灶细菌菌落数明显
低于 d77 对照组&联合点眼组兔眼点眼后 F N 和 )8 N&
角膜病灶细菌菌落数明显少于加替沙星点眼组&差异
均有统计学意义"均 Qn9l9)#"表 I#)

表 :6各组实验兔角膜细菌培养的
定量分析结果"!M"&[9B\;KLQm,2#

组别 眼数
点眼后不同时间细菌菌落数

- N F N )8 N

d77 对照组 * *,lI,mIl9I )*l,Em)l*8; ),lF-m8l99;

加替沙星点眼组 )9 )Fl-,mIlF)B ))lF-mIlI-;B 8l)Fm)lIF;PB

联合点眼组 )9 ),l+Im)lE,B 8l+,m)lE);BN 9lEIm9l)-;PBN

(注%V分组 kE8lF-9&Qk9l99I$V时间 k-)lF+9&Qk9l99)>与各自组内- N

值比较&;Qn9l9)$与各自组内 F N 值比较&PQn9l9)$与各自时间点 d77

对照组比较&BQn9l9)$与各自时间点加替沙星点眼组比较& NQn9l9)"两

因素方差分析&V#@O5TCW检验#(d77%平衡盐溶液$WZ2%菌落形成单位

:>;6各组兔眼角膜组织病理学检查表现
联合点眼组点眼后 - N&光学显微镜下可见角膜浅

基质层胶原纤维轻度肿胀&排列紊乱&周围可见大量炎
症细胞浸润&以中性粒细胞为主&组织溶解坏死 "图
EK#$点眼后 F N&炎症细胞浸润明显减少&可见纤维组

织增生&角膜溶解现象消失"图 Ed#$点眼后 )8 N&炎症
细胞以淋巴细胞为主&转为慢性炎症过程&角膜组织纤
维重新排列&呈现修复*增生状态"图 EW#) 加替沙星
点眼组点眼后 - N 大量中心粒细胞浸润"图 E1#&点眼
后 F N 中性粒细胞浸润减少&纤维组织增生"图 E4#&
点眼后 )8 N 少许炎症细胞浸润&组织修复"图 EZ#)

A B

C D

E F
图 ;6各组兔眼点眼后不同时间点角膜组织病理学表现"T4pI99#
K%联合点眼组点眼后 - N 可见角膜上皮下及浅基质层大量炎症细胞
浸润"黑箭头# &组织溶解坏死"绿箭头#(d%联合点眼组点眼后 F N&
角膜组织中炎症细胞明显减少&基质纤维开始修复(W%联合点眼组
点眼后 )8 N&角膜组织中炎症细胞以淋巴细胞为主&可见纤维增生(
1%加替沙星点眼组点眼后 - N&角膜组织溶解坏死&大量中性粒细胞
浸润(4%加替沙星点眼组点眼后 F N&中性粒细胞浸润减少&可见纤
维组织增生(Z%加替沙星点眼组点眼后 )8 N&可见少许炎症细胞浸
润&组织修复

:><6各组角膜中 ]]L5I 及 ]]L5+ 的表达
联合点眼组点眼后 - N&光学显微镜下可见兔角膜

上皮层*水肿的胶原纤维间以及基质层坏死灶内
]]L5I 及 ]]L5+ 呈阳性表达"图 8K&1#$点眼后 F N&
兔角膜基质胶原纤维间以及中基质层坏死灶内 ]]L5I
及 ]]L5+ 表达阳性&但较点眼后 - N 表达强度减弱
"图 8d&4#$点眼后 )8 N&兔角膜组织中 ]]L5I 及
]]L5+ 表达程度明显减弱"图 8W&Z#) 加替沙星点眼
组点眼后 - N 角膜上皮*基质层可见大量 ]]L5I 及
]]L5+ 表达区域&点眼 F N 后仍呈较强表达&点眼后
)8 N表达减弱) 各组兔眼点眼后随着用药时间的延长&
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表 ;6各组兔眼点眼后不同时间点角膜中 II!N: 及 II!NA 的表达量比较"!M"&0#

组别 眼数
点眼后不同时间点 ]]L5I 表达量

- N F N )8 N

点眼后不同时间点 ]]L5+ 表达量

- N F N )8 N

d77 对照组 * 9lE*-m9l9-F 9lIE,m9l9EF; 9lII)m9l9**; 9lI+9m9l9*- 9lI9,m9l9EE; 9lI8,m9l9*+;

加替沙星点眼组 )9 9lE8Em9l9F8 P 9lI9Em9l9-*;P 9l)8+m9l9-I;P 9lI98m9l98I 9l),,m9l9EI;P 9l9F,m9l9I);P

联合点眼组 )9 9lI+,m9l9*F P 9l)8Im9l9EI;P 9l))8m9l9IE;P 9l)++m9l9IE 9l)8Im9l9)E;P 9l9EEm9l9)I;P

(注%]]L5I%V分组 k),l9I9&Qk9l9I,$V时间 kIEl*89&Qk9l9IIl]]L5+%V分组 kIEl*I9&Qk

9l9II$V时间 k)IlE+9&Qk9l9EI>与各自组内点眼前 - N 值比较&;Qn9l9-$与各自时间点 d77 对

照组比较&PQn9l9-"两因素方差分析&V#@O5TCW检验#(d77%平衡盐溶液$]]L%基质金属蛋白酶

表 <6各组兔眼点眼后不同时间点角膜中 PRLN"及 WTN9!质量浓度比较"!M"&*&m,2#

组别 样本量
点眼后不同时间点 J6Z5!水平

- N F N )8 N

点眼后不同时间点 D%5)#水平

- N F N )8 N

d77 对照组 * I-l8,mEl+* IIlE-mElE, I9lFIm,lI9 I*l)ImEl-E )+l-Fm-l89 )Fl8FmEl8*

加替沙星点眼组 )9 IIl8)mIlE8 I)l8)m8l-I )8l-,mEl*8 I8l9+m8lI) I)lE-m8lEI )8lF,mElIF

联合点眼组 )9 I)l++m8l-* ),l8*m8l8+ +lEImIl,+;P IIlE+m8lI9 )8l8)mIlFF ,l)9mFlI8;P

(注%J6Z5!%V分组 kE-lI,9&Qk9l99I$V时间 k),lIE9&Qk9l9I-lD%5)#%V分组 k)Il*E9&Qk

9l9E)$V时间 k-9l*+9&Qk9l99)l与各自组内 - N 值比较&;Qn9l9-&与各自组内 F N 值比较&PQn

9l9-"两因素方差分析&V#@O5TCW检验#(d77%平衡盐溶液$J6Z%肿瘤坏死因子$D%%白细胞介素

角膜组织中 ]]L5I 与 ]]L5+ 的表
达强度"H值#逐渐减弱&E 个组间 H
值的总体比较差异均有统计学意义

"]]L5I%V时间 kIEl*89&Qk9l9II$
]]L5+% V时间 k)IlE+9&Qk9l9EI #&
其中各组内点眼后 F N 和 )8 N ]]L5I
与 ]]L5+ 表达量均明显低于点眼后
- N& 差 异 均 有 统 计 学 意 义 " 均
Qn9l9-#)d77 对照组*加替沙星点
眼组和联合点眼组间角膜组织中

]]L5I 与 ]]L5+ 表达量明显不同&
总体 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义

"]]L5I%V分组 k),l9I9&Qk9l9I,$
]]L5+%V分组 kIEl*I9&Qk9l9II #&
各时间点加替沙星点眼组和联合点

眼组 ]]L5I 与 ]]L5+ 表达量均明
显低于 d77 对照组&差异均有统计
学意义"均 Qn9l9-#"表 E#)
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图 <6联合点眼组点眼后不同时间点兔角膜中 II!N: 及 II!NA
的表达变化"1Kdp899#(点眼后 - N&兔角膜上皮层*胶原纤维间以
及基质层坏死灶内 ]]L5I 及 ]]L5+ 表达呈强阳性"箭头# ) 点眼后
F N&角膜基质胶原纤维间及中基质层坏死灶内 ]]L5I 及 ]]L5+ 表
达强度较点眼后 - N 减弱) 点眼后 )8 N&兔角膜中 ]]L5I 及 ]]L5+
表达强度明显减弱

:>=6各组兔眼角膜组织中 J6Z5!*D%5)#质量浓度
变化

J6Z5!及 D%5)#标准曲线方程相关系数分别为
9l++F )及9l++I I) 点眼后 - N&联合点眼组兔角膜组
织中 J6Z5!及 D%5)#质量浓度均明显低于 d77 对照
组&差异均有统计学意义 "Qk9l99)*9l9E9#$点眼后
F N&联合点眼组 J6Z5!及 D%5)#质量浓度也低于 d77
对照组&差异均有统计学意义 "Qk9l99E*9l99)#$点
眼后 )8 N&联合点眼组 J6Z5!及 D%5)#质量浓度明显
低于 d77 对照组&差异均有统计学意义 "Qk9l99)*
9l99)#) 点眼后 )8 N&联合点眼组 J6Z5!及 D%5)#质
量浓度明显低于点眼后 - N 和 F N&差异均有统计学意
义"均 Qn9l9-#"表 8#)

;6讨论

感染性角膜炎是中国主要致盲眼病之一) 临床实
践中发现&感染性角膜炎患者尽管选用敏感的抗菌药
物进行治疗&但部分患者角膜炎症反应仍难以控制&其
原因可能与微生物被药物杀灭后菌体崩解释放大量毒

性分子导致的失控性炎症有关
+8, ) 失控性炎症反应

为一种病理生理学的概念&是播撒性炎症细胞激活与
炎症介质超常释放相互作用导致的免疫失衡现象

++, )

本研究拟围绕角膜感染后炎症失控这一科学问题的探

讨建立动物模型&通过对感染角膜组织的病理学研究
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及炎症因子的检测来阐明炎症失控的发病机制&并研
究多西环素对角膜炎症失控反应的治疗作用) 本研究
中&我们在既往感染性角膜炎动物模型制作方法的基
础上成功建立了符合公认的炎症失控反应标准的感染

性角膜炎症失控动物模型&为该研究领域的基础研究
提供了方法学基础)

研究证实&与角膜感染相关的促炎细胞因子有
J6Z5!*D%5)#*D%5**血小板活化因子" V<;O&<&O5;BO'M;O'/0
Q;BO#A&LKZ#*DZ65)&抗炎细胞因子有 D%58*D%5)9*D%5)E*
D%5)F 和 D%5<!+)9 )̂I, ) 本研究通过 4%D7K检测发现炎
症失控反应模型眼角膜中 J6Z5!和 D%5)#含量明显升
高&免疫组织化学研究发现模型眼角膜组织中 ]]L@
表达呈强阳性&从而使角膜基质胶原代谢发生异常&造
成角膜溶解&炎性因子和 ]]L@的相互作用可导致角
膜溃疡修复困难&产生炎症失控反应)

多西环素能显著抑制促炎细胞因子的释放&并可
抵抗角膜基质胶原代谢作用&是良好的 ]]L@阻断
剂

+)E )̂-, ) 其作用机制包括%")#通过与 ]]L@活性位
点上的 !/Ie

结合&抑制酶活化&从而直接抑制 ]]L@对
胶原破坏$"I#通过抑制 ]]L@活性影响炎症细胞的
游走移行$"E#通过抑制基质破坏抑制细胞因子"J6Z5!*
D%5)#*D%5*#的表达$"8#多西环素在纤溶酶原存在时
以剂量依赖形式抑制胶原降解&其过程由 D%5)!介导&
且抑制 ]]L5) 前体转化为有活性的 ]]L5) +)* )̂F, ) 既
然多西环素具有抑制促炎细胞因子 "J6Z5!*D%5)#*
D%5*#的表达&阻断 ]]L@对角膜组织的破坏作用&说
明多西环素在角膜感染后炎症失控损伤过程中具有一

定的抑制作用) 孙旭光等 +),,
报道了阿米巴角膜炎后

期的炎症失控效应&并认为机体自身免疫反应在失控
效应中起重要作用) 目前关于感染性眼病炎症失控的
研究主要集中在机制方面&而在其预防和治疗方面的
研究较少) 本研究中发现&多西环素与加替沙星联合
应用能显著抑制促炎细胞因子 J6Z5!和 D%5)#的表
达&并阻断 ]]L5I 和 ]]L5+ 的表达) 本研究还发现&
d77 组*加替沙星点眼组和联合点眼组在治疗过程中
细菌数量存在明显的差异&所以 E 个组的临床评分的
区别与感染的控制与否有着密切的关系&说明多西环
素既能有效控制炎症&又可发挥抗菌效果)

综上所述&兔铜绿假单胞菌性角膜感染后&部分角
膜发生炎症失控反应并释放大量促炎因子及 ]]L@&
加速角膜组织坏死及溶解) 多西环素可能通过抑制促
炎细胞因子的释放以及抑制 ]]L@的表达来抑制兔角
膜的炎症失控损伤&同时在控制感染的过程中&多西环
素也可能发挥了抗菌效果)
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I-F Î*F>

+,, 7";/ &̀1US&A]&_;":;/ 7&&O;<>1'@O'/BO@$@B&VO'P'<'O'&@#QB#A/&;<
L@&$N#:#/;@;&A$0'/#@;B<'/'B;<'@#<;O&@O#/&$OA#V"'<&YOA;B&<<$<;AOA;V5
:&N';O&N '::$/'OS+X,>D/Q&BOD::$/&I9)8&,I")9# i8)E- 8̂)8E>1CD%
)9>))I, GDKD>9I)*+5)8>

++, ]#A0;/ J%& J#:'B" 4d>CM&AU"&<:'/0 V#@O5@V<&/&BO#:S '/Q&BO'#/
"CL7D# %;B;@&A&V#AO;/N A&M'&U#QO"&<'O&A;O$A&+X,>X4:&A0]&N&
I9)I&8E"8# iF-, F̂*E>1CD%)9>)9)* GH>H&:&A:&N>I9))>)9>9I+>

+)9,.;:;0$B"'J& W;<M;B;/O'd]& WA$=;OK& &O;<>W#AA&<;O'#/ P&OU&&/
"$:;/ O&;ABSO#R'/&<&M&<@;/N B&<<$<;AB#A/&;<B";/0&@'/ V;O'&/O@U'O"
P;BO&A';<R&A;O'O'@PS'/ M'M#B#/Q#B;<:'BA#@B#VS+X,>D/M&@OCV"O";<:#<
['@7B'&I9)8&--"))# iF8-F F̂8**>1CD%)9>))*F G'#M@>)85)-8))>

+)),Z$R$N;3& D@"'N;h& J;/;R;T& &O;<>D/"'P'O'#/ PSA&P;:'V'N&#Q
BSO#R'/&5'/N$B&N #A<'V#V#<S@;BB";A'N&5'/N$B&N B"&:#R'/&@S/O"&@'@'/
"$:;/ B#A/&;<Q'PA#P<;@O@+X,>dAXCV"O";<:#<&I9)8&+,")I# i)F-) )̂F-->
1CD%)9>))E* GPH#V"O";<:#<5I9)85E9-8I->

+)I,J;:W&]$/ XX&4M;/@1X&&O;<>WSO#R&A;O'/@:&N';O&&V'O"&<';<'//;O&
N&Q&/@&O"A#$0" O"&'A;/O':'BA#P';<VA#V&AO'&@+X,>XW<'/ D/M&@O&I9)I&
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