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(('摘要((背景(体内雄性激素水平的下降对睑板腺与泪腺上皮细胞的分泌功能产生不利影响&导致泪
膜质与量的异常&但与泪膜稳定性密切相关的黏蛋白层是否受雄激素水平下降的影响尚不清楚)(目的(探
讨去势手术对雄性小鼠泪膜功能及角膜上皮细胞超微结构的影响)(方法(采用随机数字表法将 -* 只 7LZ

成年 dK%dGB雄性小鼠分为正常对照组*伪手术组*和去势术后 )*I*8***, 周组&各手术组小鼠均实施双侧睾
丸摘除术&伪手术组小鼠仅切开局部组织而不摘出睾丸) 分别于术前和术后 )*I*8***, 周采集各组小鼠外周

血样本&采用竞争放射免疫法检测血清睾酮的质量浓度) 各组小鼠干眼功能相关检查包括采用酚红棉线法检
测泪液分泌功能&检测泪膜破裂时间"d2J#及角膜荧光素染色评分) 根据分组于相应时间点颈椎脱臼法处死

各组小鼠后收集其角膜组织&透射电子显微镜下观察小鼠角膜上皮组织超微结构的变化)(结果(正常对照
组*伪手术组血清睾酮质量浓度分别为"-FEl,Fm*lF8#/0G*<和"-F+lF8m,lI8#/0G*<&组间差异无统计学意义
"5k)l8EI&Qk9lI-)#&但各手术组小鼠血清睾酮质量浓度均为 9 /0G*<) 正常对照组*伪手术组及去势术后
)*I*8***, 周组小鼠泪液分泌量分别为 "-lI*m9l++#*"8l,+m9l-*#*"8l*Im9l,E#*"8lI,m9l*E#*"ElE*m

9l-*#*"Il*9m9lIF#和"Il9,m9lE-#::G- :'/&其中术后 I*8***, 周组小鼠泪液分泌量均明显低于正常对照
组&差异均有统计学意义"均 Qn9l9-#$正常对照组*伪手术组及去势术后 )*I*8***, 周组小鼠 d2J分别为
"*,lEEm)Il,*#*"*Il8FmElF-#*"-,l*Fm)9l9E#*"8Fl)FmFl*8#*"E+l-)mElE+#*"EIl*FmEl,,#和 "E)l99m
IlE*#@&其中术后 I*8***, 周组小鼠泪液 d2J较正常对照组均明显缩短&差异均有统计学意义"均 Qn9l9-#$

小鼠角膜荧光素染色评分随术后时间的延长逐渐增加) 透射电子显微镜下可见手术组小鼠角膜上皮细胞微
绒毛数量减少*变短和肿胀&细胞间桥粒连接分离)(结论(去势小鼠血清雄激素水平骤降&小鼠泪液量分泌
减少&泪膜稳定性下降&角膜上皮细胞结构损坏&与人类干眼的临床表现吻合)(
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((干眼是因泪液的量或质等发生异常&引起的泪膜
不稳定和G或眼表损害及视功能的障碍 +), &是目前常
见的眼表疾病) 研究显示体内雄性激素水平的下降可
影响睑板腺与泪腺上皮细胞的分泌功能&导致泪膜脂
质层与水样层的异常变化&而与泪膜稳定性密切相关
的黏蛋白层是否也受雄激素水平的调节尚不清

楚
+I Ê, ) 角膜上皮微绒毛可锚定大量膜结合型黏蛋

白&后者是泪膜中黏蛋白层的重要成分&在维持泪膜稳
定与眼表稳态方面发挥重要作用

+8, ) 相关研究受到
关注&而建立干眼动物模型是基础研究的第一步) 建
立干眼动物模型的方法有很多&与性激素相关的动物
模型中以去势手术最为简单有效

+- *̂, ) 本研究拟建立

去势小鼠模型&观察小鼠泪膜功能及角膜上皮细胞超
微结构的变化&探讨干眼的发病机制)

96材料与方法

9>96材料
9>9>96实验动物6* f, 周龄 7LZ级 dK%dGB雄性小
鼠 -* 只&无眼部疾病&体质量"I9mI#0&由西安交通大学
医学院动物中心提供) 本研究中实验动物的使用和喂
养遵循国家科学技术部颁布的0实验动物管理条例1)
9>9>:6主要试剂及仪器6酚红棉线"天津晶明医用
器材公司#$荧光素钠 "广州白云山明兴制药有限公
司#) T5F*-9 透射电子显微镜"德国 TDJKWTD公司#$

眼前节照相系统"苏州 ** 视觉科技股份有限公司#$

游标卡尺"上海仪器一厂#)
9>:6方法
9>:>96干眼模型的建立及分组6按照随机数字表法
将小鼠随机分为正常对照组*伪手术组*术后 ) 周组*

术后 I 周组*术后 8 周组*术后 * 周组和术后 , 周组&

每组 , 只小鼠) 各手术组小鼠盐酸氯胺酮 )99 :0GR0

腹腔内注射行全身麻醉&无菌条件下经阴囊正中切口&

摘除小鼠双侧睾丸&立即缝合切口&术毕肌内注射青霉
素 \9l) :<) 伪手术组小鼠麻醉方法及阴囊正中皮肤
切开法同手术组&但不摘除睾丸&术后处理同手术组)
9>:>:6竞争放射免疫法检测小鼠外周血睾酮质量浓
度6正常对照组*伪手术组于术后 ) 周&各手术组分别
于术后 )*I*8***, 周颈椎脱臼法处死小鼠&摘除小鼠
右眼眼球&同时采集外周血 -99 *<以上&室温下静置
I fE "&收集析出的血清&转移至 ) :<离心管中&置于
Î9 o冰箱内保存) 加样前融化摇匀&采用竞争放射免
疫法检测并建立标准曲线&计算样品中睾酮质量浓度)
9>:>;6酚红棉线试验测定小鼠泪液分泌量6正常对
照组*伪手术组于术后 ) 周&各手术组分别于术后 )*
I*8***, 周将酚红棉线一端置于小鼠右眼外眦处&其
余部分自然垂置于眼外 *9 @&用游标卡尺测量酚红棉
线红色部分的长度&计算泪液分泌量)
9>:><6泪膜破裂时间测定6正常对照组*伪手术组于
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术后 ) 周&各手术组分别于术后 )*I*8***, 周用微量
注射器将质量分数 )a荧光素钠 ) *<滴入各组小鼠右
眼下穹隆部&瞬目后荧光素钠均匀分布于眼表面) 在
裂隙灯显微镜钴蓝光下进行观察&记录小鼠出现第 )
个泪膜破裂斑所需的时间&即泪膜破裂时间" PA&;R5$V
O':&&d2J#&重复测量 E 次&取其平均值)
9>:>=6角膜荧光素染色评分6参照 )>I>8 方法对各
组小鼠角膜进行荧光素染色裂隙灯显微镜的钴蓝光下

观察角膜上皮缺损的部位及范围) 角膜荧光素钠染色
评分参照文献+F,的标准&即将角膜等分为 8 个象限&对
每个象限进行单独评分&无染色者为 9 分&染色少于 -
个点者为 ) 分&出现 - f)9 个点状着色但未融合者为 I
分&出现块状染色者为 E 分) 8 个象限的评分相加即角
膜荧光素染色评分)
9>:>>6透射电子显微镜下观察角膜上皮超微结构6
正常对照组*伪手术组于术后 ) 周&各手术组分别于术
后 )*I*8***, 周摘取小鼠右眼&剪取角膜缘组织&置于
体积分数 8a戊二醛溶液中固定 I f8 "&应用 9l) :#<G%
Ld7 冲洗 E 次以上&用四氧化锇固定 ) fI "&Ld7 冲洗
I 次) 应用丙酮逐级脱水&在纯丙酮 i包埋剂为体积
比 ) i)的溶液中 EF o温箱浸透 ) "&在纯丙酮 i包埋
剂为体积比 ) iE的溶液中 EF o温箱浸透 E "&然后在
纯包埋剂中 EF o温箱浸透 - ") 将脱水后的组织包埋
于包埋板内形成包埋块&烘烤后组织切片&厚度为
-9 /:)采用醋酸双氧铀与枸橼酸铅进行组织双染色&
透射电子显微镜下观察角膜上皮细胞超微结构)
9>;6统计学方法

采用 7L77 )E>9 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 检验呈正态分布&以
[m2表示) 采用完全随机分组单因素干预多水平实验
设计&正常对照组*伪手术组*术后 ) 周组*术后 I 周
组*术后 8 周组*术后 * 周组和术后 , 周组间泪液分泌
量和 d2J总体差异比较采用单因素方差分析&多重比
较采用 1$//&OO5检验) Qn9l9- 为差异有统计学意义)

:6结果

:>96各组小鼠外周血清睾酮质量浓度的比较
正常对照组*伪手术组小鼠血清睾酮质量浓度分

别为"-FEl,Fm*lF8#/0G*<和"-F+lF8m,lI8#/0G*<&组
间差异无统计学意义"5k)l8EI&Qk9lI-)#) 各手术
组小鼠行去势术后血清睾酮质量浓度均为 9 /0G*<)
:>:6各组小鼠干眼相关检测指标的比较

正常对照组*伪手术组角膜上皮完整&未见角膜上皮
荧光素染色&但术后 ) 周组*术后 I 周组*术后 8 周组*术

后 * 周组*术后 , 周组小鼠均可见角膜荧光素着色&术后
小鼠角膜荧光素染色评分随着时间的延长逐渐增高"图
)#) 各组小鼠随着术后时间的延长泪液分泌量逐渐减
少&d2J逐渐缩短&正常对照组*伪手术组*术后 ) 周组*
术后 I 周组*术后 8 周组*术后 * 周组和术后 , 周组间泪
液分泌量和d2J总体比较差异均有统计学意义"泪液分
泌量%Vk*l,EI&Qk9l999$d2J%Vk**l*+,&Qk9l999#&其
中术后 ) 周组小鼠泪液分泌量*d2J与正常对照组比较
差异均无统计学意义"Qk9l)-F*9l9,F#&而术后 I 周组*
术后 8 周组*术后 * 周组和术后 , 周组小鼠泪液分泌量*
d2J均明显低于正常对照组&差异均有统计学意义"泪液
分泌量%Qk9l9E8*9l99)*9l999*9l999$d2J%Qk9l98)*
9l99I*9l99)*9l999#"表 )#)

A B C

D E F
图 96各组小鼠角膜荧光素染色(K%正常对照组小鼠角膜上皮完
整&未见角膜上皮荧光素染色(d%去势术后 ) 周组小鼠仅见极少数
点状角膜荧光素染色(W%去势术后 I 周组小鼠可见大的点状角膜
荧光素染色(1%去势术后 8 周组小鼠角膜荧光素染色融合成片&但
面积较小(4%去势术后 * 周组小鼠角膜荧光素染色面积增加(Z%
去势术后 , 周组小鼠可见大面积角膜荧光素染色

表 96小鼠造模前及造模后不同时间组干眼
相关检测指标的比较"!M"#

组别 样本量
泪液分泌量

"::G- :'/#
d2J"@# 角膜荧光素染色

评分

正常对照组 , -lI*m9l++ *,lEEm)Il,* 9l99m9l99
伪手术组 , 8l,+m9l-* *Il8FmElF- 9l99m9l99
手术 ) 周组 , 8l*Im9l,E -,l*Fm)9l9E 9l*,m9lF,
手术 I 周组 , 8lI,m9l*E; 8Fl)FmFl*8; Il)Fm)l-E
手术 8 周组 , ElE*m9l-*; E+l-)mElE+; Il*Fm9l-I
手术 * 周组 , Il*9m9lIF; EIl*FmEl,,; 8l*Fm9l,I
手术 , 周组 , Il9,m9lE-; E)l99mIlE*; Fl,Em9lF-
V *l,EI **l*+, ^
Q 9l999 9l999 ^

(注%与各自正常对照组比较&;Qn9l9- "单因素方差分析&1$//&OO5检

验#(d2J%泪膜破裂时间$ %̂未进行统计学处理

:>;6角膜上皮细胞超微结构的变化
正常对照组与伪手术组间角膜上皮超微结构未见

明显异常) 正常对照组角膜上皮微绒毛呈指状突起&
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微绒毛数量多&去势后小鼠角膜上皮微绒毛减少*变
短*肿胀&微绒毛间开始融合*脱落) 术后 , 周组小鼠
角膜浅表 I fE 层上皮细胞形态不规则&出现卷曲样剥
脱&呈游离的叶片状或索条状"图 I#) 术后 ) 周组小
鼠角膜上皮细胞间桥粒连接数量及形态均未发现明显

异常&术后 , 周组小鼠角膜上皮浅层部分桥粒连接分
离&细胞间连接断裂&角膜基底层细胞间桥粒及半桥粒
连接未发现明显异常"图 E#)

A B C

D E F
图 :6各组小鼠角膜上皮细胞微绒毛形态的比较"醋酸双氧铀&枸橼酸铅(pE9 999#(K%
正常对照组小鼠角膜上皮细胞微绒毛呈指状突起"箭头#(d%术后 ) 周组小鼠角膜上皮
细胞微绒毛稍缩短"箭头#(W%术后 I 周组小鼠角膜上皮细胞微绒毛变短&数量减少"箭
头#(1%术后 8 周组小鼠角膜上皮细胞微绒毛减少"箭头#(4%术后 * 周组角膜上皮细胞
小鼠微绒毛肿胀"箭头#(Z%术后 , 周组小鼠角膜上皮卷曲剥脱"箭头#

A B C

D E F
图 ;6各组小鼠角膜上皮细胞间桥粒形态的比较"醋酸双氧铀&枸橼酸铅(p*9 999#(K%正常对
照组小鼠角膜上皮桥粒连接紧密"箭头#(d%术后 ) 周组小鼠角膜上皮细胞间桥粒连接数量和
形态未见明显异常"箭头#(W%术后 I 周组小鼠仍可见较多细胞间桥粒连接"箭头#(1%术后 8
周组小鼠细胞间桥粒连接仍接近正常"箭头#(4%术后 * 周组小鼠角膜上皮桥粒连接减少"箭
头#(Z%术后 ,周组小鼠角膜上皮浅层部分桥粒连接分离&细胞间连接断裂"箭头#

;6讨论

干眼是一类常见的眼表疾病&其病因多样&发病机
制复杂) 根据不同发病机制而建立合适的干眼动物模
型是干眼发病机制和相关实验研究的关键) 目前建立
干眼动物模型的方法有泪腺注射肉毒素等药物

+- *̂, *
去除泪腺或眼表的神经支配

+F, *诱导泪腺产生自身免
疫反应

+,, * 手 术 摘 除 泪 腺 及 手 术 封 闭 睑 板 腺 开
口

++ )̂9, *去势动物模型 +)),
等&这些动物

模型在干眼的持续时间及病情严重程

度等方面各有特点&其中去势手术建模
方法的可行性已得到证实) 需要强调
的是&动物模型的选择方法应该根据研
究组织的分子生物学特点的不同而定)
已有研究显示&小鼠不适合作为研究泪
腺和 ]&'P#:';/ 腺基因异常相关干眼研
究的动物模型&因为小鼠这些组织中的
基因与人类的相似度低

+)I )̂E, ) 对于干
眼过程中角膜*结膜组织病变的研究而
言&有关人类与小鼠角膜的基因相关性
的研究还在进行中) 拟进行细胞水平
的研究多采用小鼠模型&并取得一定的
进展

+)8 )̂-, ) 基于以往的研究&干眼产生
的重要原因之一可能是雄激素缺乏&本
研究中用雄性成年小鼠建立去势小鼠

干眼模型&操作较简单&成功率高&而且
不直接破坏动物眼部的正常组织结构&
制作的鼠干眼模型与人类雄激素水平

下降引起的干眼自然病程较为一致)
此外这种模型与哺乳动物不同&因为小
鼠的性激素全来自于性腺分泌&没有肾
上腺等非性腺来源的性激素&因此去势
小鼠干眼模型更容易建立) 本研究结
果显示&去势术后小鼠外周血雄激素水
平消失&说明去睾丸雄性小鼠可以很好
地模拟雄激素水平剧烈变化引起的病

理生理改变&易于建立干眼模型)
眼表上皮是泪膜附着的基础&完整

的眼表上皮结构有利于泪膜稳定性和

张力的维持) 作为眼表的特殊屏障&泪
膜完整性的破坏会损伤眼表上皮&使泪
膜附着功能受损&加重眼表上皮损伤)
正常角膜上皮表层细胞的微绒毛和微

皱襞结构有利于角膜上皮对泪膜中各
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种成分的黏附&特别是角膜上皮细胞所分泌的膜结合
型黏蛋白&如 ]$B)*]$B8 和 ]$B)* 等&正常情况下这
些黏蛋白可锚定结合在角膜上皮微绒毛上&作为极化
跨膜大分子物质&疏水端跨膜固定于微绒毛上&而亲水
端则游离在泪膜中&以此方式将疏水性的角膜上皮细
胞与亲水性的泪膜水样层联系起来) 角膜上皮细胞微
绒毛与其上面的膜结合型 ]$B'/@分子共同作用才可
以将泪膜通过瞬目均匀地涂布在角膜表面&保护上皮
细胞免受瞬目摩擦带来的损伤&维持角膜上皮细胞的
非角化特性

+)*, ) 干眼可能存在角膜上皮超微结构如
微绒毛异常*泪膜的黏蛋白层损伤或缺失&并最终导致
干眼) 本研究结果显示&去势前小鼠角膜上皮微绒毛
数量多&桥粒连接紧密&而去势后小鼠微绒毛减少并变
短&角膜上皮浅层细胞间部分桥粒连接分离&这一现象
与泪膜功能密切相关) 雄激素对上皮细胞微绒毛形态
的改变在非眼部组织也有相似的研究结果& 如
LA':';/'等 +)F,

发现雄激素浓度增加可以增加附睾的主

细胞微绒毛的数量&这种作用呈剂量 依̂赖关系) 本
研究中雄激素水平降低导致角膜上皮超微结构的改

变&很可能是引起干眼相关改变的机制之一) 此外研
究表明雄激素在乳腺癌细胞和前列腺癌细胞中对

]$B'/@的表达具有调节作用 +), )̂+, &推测雄激素在眼表
组织中也可通过影响微绒毛等角膜上皮细胞形态而调

节眼表黏蛋白表达&但这种推测需进一步证实)
综上所述&去势小鼠的雄激素水平下降可导致水

样泪液量的减少*泪膜稳定性下降以及角膜上皮细胞
形态学改变&影响眼表稳态&从而诱发干眼) 然而&雄
激素对眼表稳态的影响涉及多种机制&除了已证实其
对泪腺*睑板腺分泌功能及其脂质与蛋白合成的影响
外&可能也与其引起角膜上皮微绒毛等结构的改变&导
致泪膜中蛋白层损伤或缺失有关)
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