
fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

!实验研究!

前列腺素类降眼压药物的长期使用对兔眼

球结膜厚度的影响

麻凯!殷成娟!张振永
上海中医药大学附属普陀医院眼科 "###;"
通信作者#张振永"&'()*#OOP*PC%C0-)/(14H'

!!$摘要%!目的!探讨前列腺素类降眼压药物的长期使用对兔眼球结膜厚度的影响及其可能的机制'!

方法!采用随机数表法将 "5 只清洁级新西兰大白兔随机分为拉坦前列腺素组&盐酸卡替洛尔组和空白对照

组"每组 C 只"均取左眼作为实验眼"其中前 " 个组分别采用拉坦前列腺素滴眼液和盐酸卡替洛尔滴眼液点

眼"每天 % 次"每次 % 滴"持续 " 个月*空白对照组不做任何处理' 点眼前及点眼后 " 个月"采用光相干断层扫

描(=9E)分别测量拉坦前列腺素组和盐酸卡替洛尔组实验兔左眼球结膜全层厚度' 采用实时荧光定量 V9:

和 M2-G2K/ Q*HG法检测点眼后 " 个月各组实验兔球结膜组织中基质金属蛋白酶(ddV)D% 和 ddVD$ ':]T及

蛋白表达水平变化'!结果!=9E检测结果显示"点眼前拉坦前列腺素组和盐酸卡替洛尔组球结膜厚度分别

为(%?CYCCpBY"$)$'和(%C5Y<5p%%YCB)$'"点眼后 " 个月分别为(%"5Y%<p%%Y"<)$'和(%C$Y$%pCY?%)$'*

点眼后 " 个月拉坦前列腺素组兔眼球结膜全层厚度较点眼前及盐酸卡替洛尔组点眼后 " 个月明显变薄"差异

均有统计学意义(均 Ih#Y#%)' 实时荧光定量 V9:和 M2-G2K/ Q*HG检测结果显示"拉坦前列腺素组 ddVD% 和
ddVD$ ':]T及蛋白相对表达量均较空白对照组和盐酸卡替洛尔组明显升高"差异均有统计学意义(均 Ih

#Y#%)'!结论!长期点用前列腺素类滴眼液可使兔眼球结膜厚度明显变薄"其机制可能与球结膜组织中
ddVD% 和 ddVD$ 表达水平升高有关'!

$关键词%!前列腺素类药物* 球结膜@厚度* 基质金属蛋白酶* 青光眼* 滤过手术
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"56%0,)#0#7A6B-#01.-7EH)/N2-G)I(G2G,22JJ24GHJ*H/IDG2K' (FF*)4(G)H/ HJFKH-G(I*(/3)/ (/(*HI3KHF-H/

Q.*Q(K4H/A./4G)N(*G,)4S/2--)/ K(QQ)G-1!C-04"2%!EL2/GPDJH.K,2(*G,P]2Lb2(*(/3 L,)G2K(QQ)G-L2K2K(/3H'*P

3)N)323 )/GH*(G(/HFKH-GIKH.F"4(KG2H*H*IKH.F (/3 Q*(/S 4H/GKH*IKH.F .-)/IG,2K(/3H'/.'Q2KG(Q*2'2G,H3"L)G, C

K(QQ)G-)/ 2(4, IKH.F1E,2*2JG2P2-HJK(QQ)G-L2K2G(S2/ (-2+F2K)'2/G(*2P2-1E,2K(QQ)G-)/ G,2*(G(/HFKH-GIKH.F

(/3 4(KG2H*H*IKH.F L2K2I)N2/ *(G(/HFKH-G2P23KHF-HK4(KG2H*H*2P23KHF-H/42(3(PJHK" 'H/G,-(44HK3)/IGH

IKH.F)/I1E,2Q.*Q(K4H/A./4G)N(*G,)4S/2--HJ*2JG2P2-HJG,2*(G(/HFKH-GIKH.F (/3 4(KG2H*H*IKH.F L2K2'2(-.K23 QP

HFG)4(*4H,2K2/42GH'HIK(F,P(=9E) (GQ(-2*)/2(/3 GLH'H/G,-(JG2K(3')/)-GK(G)H/"K2-F24G)N2*P1E,24H/A./4G)N(*

G)--.2HJG,2G,K22IKH.F-L2K22+GK(4G23 GH)/N2-G)I(G2G,2 FKHG2)/ (/3 ':]T 2+FK2--)H/ *2N2*HJ'(GK)+

'2G(**HFKHG2)/(-2-D% (ddVD%) (/3 ddVD$ QPM2-G2K/ Q*HG(/3 K2(*DG)'2J*.HK2-42/42i.(/G)G(G)N2FH*P'2K(-24,()/

K2(4G)H/ (V9:)1E,2-G.3PFKHGH4H*L(-(FFKHN23 QP(/ &G,)4-9H'')GG22HJV.G.H7H-F)G(*TJJ)*)(G23 GH6,(/I,()

f/)N2K-)GPHJEK(3)G)H/(*9,)/2-2d23)4)/2(]H1"#%?D##%5)1E,2.-2(/3 4(K2HJG,22+F2K)'2/G(*(/)'(*-4H'F*)23

L)G, G,2T:\=6G(G2'2/G1!D-%$(0%!>/ G,2*(G(/HFKH-GIKH.F"G,24H/A./4G)N(*G,)4S/2--L(--)I/)J)4(/G*PK23.423

JKH'Q(-2*)/2( %?CYCCpBY"$)$' GH( %"5Y%<p%%Y"<)$' (G" 'H/G,-(JG2K(3')/)-GK(G)H/ (Ih#Y#%)1>/ G,2

4(KG2H*H*IKH.F"G,2K22+)-G23 /H-)I/)J)4(/G3)JJ2K2/42)/ G,24H/A./4G)N(*G,)4S/2--Q2GL22/ Q(-2*)/2( %C5Y<5 p
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%%YCB)$'(/3 (%C$Y$%pCY?%)$' (G" 'H/G,-(JG2K(3')/)-GK(G)H/ (Ig#Y#B)1E,24H/A./4G)N(*G,)4S/2--(G"

'H/G,-(JG2K(3')/)-GK(G)H/ HJG,2*(G(/HFKH-GIKH.F L(--)I/)J)4(/G*PG,)//2KG,(/ G,(GHJG,24(KG2H*H*IKH.F (Ih

#Y#%)1E,2FKHG2)/ (/3 ':]T2+FK2--)H/ *2N2*-HJddVD% (/3 ddVD$ )/ 4H/A./4G)N(*G)--.2HJG,2*(G(/HFKH-GIKH.F

L2K2-)I/)J)4(/G*P,)I,2KG,(/ G,H-2HJG,2Q*(/S 4H/GKH*IKH.F (/3 4(KG2H*H*IKH.F ((**(GIh#Y#%)1!3"/#($%1"/%!

E,2*H/IDG2K'GHF)4(*.-2HJFKH-G(I*(/3)/ (/(*HI3KHF-4(/ -)I/)J)4(/G*PK23.42G,2Q.*Q(K4H/A./4G)N(*G,)4S/2--)/

K(QQ)G-1E,2'24,(/)-' '(PQ2K2*(G23 GHG,22*2N(G23 2+FK2--)H/ *2N2*-HJddVD% (/3 ddVD$ )/ G,2Q.*Q(K

4H/A./4G)N(*G)--.21

"8-9 :",2%#7VKH-G(I*(/3)/ (/(*HI.2-* 9H/A./4G)N(@G,)4S/2--* d(GK)+'2G(**HFKHG2)/(-2* U*(.4H'(* c)*GK(G)H/

-.KI2KP

!$/2+,"',)*# VKHA24GHJV.G.H7H-F)G(*TJJ)*)(G23 GH6,(/I,()f/)N2K-)GPHJEK(3)G)H/(*9,)/2-2d23)4)/2

("#%?$#%T)* VKHA24GHJ6,(/I,()]HY; 7H-F)G(*UKH.F (%CD_̂ D#$)

8=>#%#1$?;#@4'(1A14/%%B<C<D"#"##?#?D##5C%

!!青光眼是临床常见的不可逆性致盲眼病"降眼压
仍是其主要的治疗方法"可以减少或避免因眼压升高
导致的视神经损伤

+ %X", ' 青光眼主要的治疗方法包括
应用降眼压药物&激光治疗和手术治疗等"其中降眼压
药物在青光眼控制眼压的治疗中扮演重要角色' 目前
常用的降眼压药物包括拟胆碱药&!肾上腺素能受体
阻滞剂&肾上腺素能受体激动剂&碳酸酐酶抑制剂和前
列腺素衍生物等"其中前列腺素类药物 ( FKH-G(I*(/3)/
(/(*HI.2-"VUT)是目前青光眼降眼压药物中的一线用
药

+ $X5, ' VUT可通过上调房水&睫状肌等处基质金属蛋
白酶('(GK)+'2G(**HFKHG2)/(-2-"ddV-)的表达"增加细胞
外基质(2+GK(42**.*(K'(GK)+"&9d)的降解"使睫状肌肌
间隙增宽"促进房水经葡萄膜X巩膜通道的流出"从而达
到降低眼压的目的

+BX;, ' 研究表明"VUT会改变 ddV-
及 ddV-抑制剂 (G)--.2)/,)Q)GHKHJ'2G(**HFKHG2)/(-2-"
E>dV-)在眼表组织中的表达水平"使 ddVD%&ddVD?&
ddVD< 等的表达水平升高"而 E>dVD%&E>dVD" 的表达
水平显著降低

+ ?, ' 研究发现"兔眼在点用 VUT后 " 个
月"角膜厚度显著变薄*临床研究也发现"长期使用前
列腺素类降眼压药物会使患者的角膜厚度明显变薄"
其机制可能是基于 VUT上调 ddV-的表达水平"进而
引起角膜基质层胶原蛋白含量减少"导致角膜厚度变
薄

+ CX%#, ' 结膜组织同样是一层主要由#&'&&型等胶
原蛋白构成的眼表膜性组织"富含 ddV-"但 VUT对
结膜厚度的影响尚不清楚' 本研究拟探讨兔眼局部点
用拉坦前列腺素滴眼液后结膜厚度的变化及其可能的

机制'

;7材料与方法

;1;!材料
;1;1;!实验动物及分组!选取 "5 只 %"l%5 周龄清
洁级健康无眼疾新西兰大白兔"体质量 %YBl"Y# SI"

雌雄各半"由上海市松江区松联实验动物厂提供' 使
用全价颗粒饲料单笼常规饲养"自由饮水和进食"室温
"; k"湿度为 5#ZlC#Z' 采用随机数表法将实验兔
随机分为拉坦前列腺素组&盐酸卡替洛尔组和空白对
照组"每组 C 只"均取左眼作为实验眼' 本研究方案经
上海中医药大学附属普陀医院实验动物伦理委员会审

核批准(批文号#"#%?D##%5)' 实验动物的喂养和使用
遵循美国视觉与眼科学研究协会制定的科研动物使用

规范'
;1;1<!主要试剂及仪器!拉坦前列腺素滴眼液
(B# 'I@'*"比利时辉瑞制药有限公司 )*质量分数
"Z盐酸卡替洛尔滴眼液 (中国大冢制药有限公
司)*EK)OH*&:]T逆转录试剂盒 (日本 E(W(:(公司)*
686DVTU&凝胶配置试剂盒&:>VT蛋白裂解液&e9T
蛋白浓度测定试剂盒&辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
>IU(7s_)二抗(T#"#C)(上海碧云天生物科技有限公
司)* T/G)DddVD% 兔多克隆抗体 ( (Q%$?$$" )& T/G)D
ddVD$ 兔多克隆抗体((QB"<%B) (英国 TQ4('公司)'
9>::f6 78D光 相 干 断 层 扫 描 ( HFG)4(*4H,2K2/42
GH'HIK(F,P"=9E)仪(德国蔡司公司)*转膜仪&垂直电
泳槽&酶标检测仪&凝胶成像仪(美国 e)HD:(3 公司)*
低温高速离心机&梯度V9:仪(德国&FF2/3HKJ公司)*
荧光显微镜(德国 _2)4(公司)*高精确电子分析天平
(德国 6(KGHK)H.-公司)'
;1<!方法
;1<1;!实验动物分组处理!拉坦前列腺素组和盐酸
卡替洛尔组分别采用拉坦前列腺素滴眼液和盐酸卡替

洛尔滴眼液点实验兔左眼"每天 %####l%##$# 点眼 %
次"每次 % 滴"持续 " 个月"空白对照组不做任何处理'
;1<1<!球结膜厚度测量!分别于点眼前及点眼后 "
个月"操作者将实验兔固定在 =9E镜头前"助手翻起
兔颞侧上下眼睑以充分暴露球结膜 (左眼 %# $# l

!CBC! 中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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5#$#)"另一操作者使用 =9E仪测量距角膜缘约 #YB 4'
处球结膜厚度"每只眼球结膜在相同位置重复测量
$ 次"取平均值"以减少测量误差"尽量减少运动伪影
测量的干扰' 若因实验兔眼球移动而出现测量误差"
则重复测量直至获得满意结果' 测量均由同一位有经
验的测量人员进行"且球结膜厚度测量均在同一操作
室(相同光照&湿度及温度)内进行"比较点眼前后球
结膜厚度变化'
;1<1=!实验兔球结膜组织标本的制备!点眼后 " 个
月"观察实验兔眼表有无充血&炎症&红肿&糜烂等变
化"若有则予以剔除"以免干扰实验结果' 采用耳缘静
脉注射过量 "Z戊巴比妥钠法处死实验兔"各组分别
取兔左眼球结膜组织"在质量分数 #Y<Z氯化钠溶液中
冲洗后立即放入XC# k冰箱中保存' 使用时将其取出"
用眼科剪剪成 % 4'j% 4'的组织块并在天平上称质量"
用于实时荧光定量 V9:和 M2-G2K/ Q*HG检测'
;1<1>!实时荧光定量 V9:法检测各组实验兔球结膜
组织中 ddVD% 和 ddVD$ ':]T表达水平!每组取
"#l$# 'I球结膜组织加入 &V管中"每个 &V管中各
加入 % '*EK)OH*和 $ 颗钢珠"将 &V管放在高速研磨机
中研磨 B ')/"频率为 ;B 7O"静置"抽取上清液"离心
半径 ; 4'"%" ### K@')/ 离心 %B ')/"管底的絮状沉淀
即为球结膜组织中总 :]T量' 根据 :]T逆转录试剂
盒说明书将球结膜组织中的 :]T逆转录为 48]T'
设计引物序列(表 %)"将 48]T按反应体系配制所需
要的 V9:缓冲液(冰上进行)"每个样品采用 " 个复孔
的反应体系进行实时荧光定量 V9:扩增实验' 实时
荧光定量 V9:反应条件#<B k预变性 % ')/*<B k变
性 B -";# k退火及延伸 $# -"5# 个循环' 在每个循环
结束时读取荧光强度' 反应结束后"计算机自动分析
荧光信号并将其转换为 9G值"以 !D(4G)/ 为内参"采用
"X""9G

法计算每个目的基因的相对表达量' 实验重复
$ 次"结果取平均值'

表 ;7实时荧光定量 E3D引物序列及产物长度
T)6(-;7E,1*-,%&",,-)(@01*-&($",-%#-/#-U$)/010)01.-E3D

)/204-(-/'04"&+,"2$#0

目的基因 引物序列(B1D$1 ) 扩增片段长度( QF)

SSI]D 正向#UT99TUUETEUTEUTTETET %"#

反向#TTEEEEE99EU9TUEEUTT9
SSI]C 正向#9EUTTU9U9EUTEUET999T %%B

反向#TUUUT9TUUEE99TETUUT

!]/H3($ 正向#TE9TEUTTUEU9UT9UEUUT %%$

反向#U9UUEUTE9E99EE9EU9TE

!注#ddV#基质金属蛋白酶*!D(4G)/#!肌动蛋白
!]HG2#ddV#'(GK)+'2G(**HFKHG2)/(-2

;1<1比!M2-G2K/ Q*HG法检测各组实验兔球结膜组织中
ddVD% 和 ddVD$ 蛋白表达水平!每组取 "# l$# 'I
球结膜组织"按照每 %# 'I组织大约需要加入 %## $*
蛋白裂解液的比例配制所需的蛋白裂解液 (:>VT裂
解液aVd6ca4H4SG()*q%## a% a%)' 向 &V管中加入灭
菌后的钢珠"放在高速研磨机中研磨组织 B ')/"频率
为 ;B 7O' 静置"抽取上清液"按照 e9T蛋白浓度测定
试剂盒说明书步骤测定蛋白浓度"进行 686DVTU&蛋
白凝胶电泳"电泳结束后"在恒流 $## 'T下转膜 " ,"
将 V\8c膜放入质量分数 BZ e6T溶液中"于摇床上
室温封闭约 " ,' 弃去 e6T溶液"加入 BZ e6T溶液
稀释的 T/G)DddVD% 兔多克隆抗体( % a% ###)和 T/G)D
ddVD$ 兔多克隆抗体 ( % a% ###)"5 k孵育过夜"次
日"弃去一抗"加入 BZ e6T稀释的辣根过氧化物酶标
记山羊抗兔 >IU(7s_)(% a% ###)室温孵育 % ,' 将洗
涤后的 V\8c膜在凝胶成像仪中显影"采用 >'(I2[软
件进行灰度值扫描"以 !D(4G)/ 作为内参照"目的蛋白
相对表达量q目的蛋白表达灰度值@内参表达灰度值'
;1=!统计学方法

采用 6V66 "51# 统计学软件进行统计分析' 计量
资料数据经 6,(F)KHDM)*S 检验证实符合正态分布"以
'2(/p68表示' 点眼前后拉坦前列腺素组与盐酸卡
替洛尔组实验兔球结膜厚度比较采用重复测量两因素

方差分析"点眼后 " 个月 $ 个组间 ddVD% 和 ddVD$
':]T及蛋白相对表达量总体比较均采用单因素方差
分析"两两比较均采用 8.//2GGD3检验' Ih#Y#B 为差
异有统计学意义'

<7结果

<1;!点眼前后拉坦前列腺素组与盐酸卡替洛尔组实
验兔球结膜厚度比较

=9E检测结果显示"与点眼前比较"拉坦前列腺
素组点眼后 " 个月实验兔球结膜全层厚度变薄 (图
%)' 点眼前后拉坦前列腺素组与盐酸卡替洛尔组实
验兔球结膜厚度总体比较差异均有统计学意义(=组别 q
"%;Y?""Ih#Y#%*=时间 q%%CY5<"Ih#Y#%)"其中点眼后
" 个月拉坦前列腺素组实验兔球结膜厚度较点眼前和
盐酸卡替洛尔组点眼后 " 个月均明显变薄"差异均有
统计学意义(均 Ih#Y#%)(表 ")'
<1<!各组实验兔球结膜组织中 ddVD% 和 ddVD$
':]T相对表达量比较

实时荧光定量 V9:结果显示"点眼后 " 个月 $ 个
组 ddVD% 和 ddVD$ ':]T相对表达量总体比较差异
均有统计学意义(=q$CY%$%&$"5Y#$?"均 Ih#Y#%)"其

!<BC!中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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中拉坦前列腺素组 ddVD% 和 ddVD$ ':]T相对表达
量均较空白对照组和盐酸卡替洛尔组明显升高"差异
均有统计学意义(均 Ih#Y#%)(表 $)'

BA

图 ;7A3T测量拉坦前列腺素组实验兔球结膜全层厚度!点眼后 "
个月兔眼球结膜全层厚度较点眼前明显变薄!T#点眼前!e#点眼
后 " 个月
!1'$,-;73"/B$/#01.)(041#M/-%%"&()0)/"+,"%0',"$+*-)%$,-269
"+01#)(#"4-,-/#-0"*"',)+49 6-&",-)/2)&0-,)2*1/1%0,)01"/!E,2
4H/A./4G)N(*G,)4S/2--L(-G,)//2K(G" 'H/G,-(JG2K(3')/)-GK(G)H/ !
T#e2JHK2(3')/)-GK(G)H/!e#ELH'H/G,-(JG2K(3')/)-GK(G)H/

表 <7拉坦前列腺素组与盐酸卡替洛尔组点眼前后实验兔球
结膜厚度比较(*-)/VWQ"!*)

T)6(-<73"*+),1%"/"&04-#"/B$/#01.)(041#M/-%%6-0:--/
04-#),0-"("()/2()0)/"+,"%0',"$+)021&&-,-/001*-+"1/0%

(*-)/VWQ"!*)

组别 眼数

不同时间点兔眼眼球结膜厚度

点眼前 点眼后 " 个月

盐酸卡替洛尔组 C %C5Y<5p%%YCB %C$Y$%p CY?%

拉坦前列腺素组 C %?CYCCp BY"$ %"5Y%<p%%Y"<(Q

!注#=组别 q"%;Y?""Ih#Y#%*=时间 q%%CY5<"Ih#Y#%1与同时间点盐酸

卡替洛尔组比较"(Ih#Y#%*与各组内点眼前比较"QIh#Y#%(重复测量
两因素方差分析"8.//2GGD3检验)
!]HG2#=IKH.F q"%;Y?""Ih#Y#%*=G)'2q%%CY5<"Ih#Y#%19H'F(K23 L)G,

G,24(KG2H*H*IKH.F (GG,2-('2G)'2FH)/G"(Ih#Y#%*4H'F(K23 L)G, G,2
K2-F24G)N2 N(*.2- Q2JHK2 (3')/)-GK(G)H/ L)G,)/ 2(4, IKH.F" QIh#Y#%
(:2F2(G23 '2(-.K2'2/GGLHDL(PT]=\T"8.//2GGD3G2-G)

表 =7各组实验兔球结膜组织中 CCE@; 和 CCE@= *DX5
相对表达量比较(*-)/VWQ)

T)6(-=73"*+),1%"/"&CCE@; *DX5)/2CCE@= *DX5
,-()01.--G+,-%%1"/(-.-(%1/#"/B$/#01.)(01%%$-)*"/'

04-04,--',"$+%(*-)/VWQ)

组别 样本量
ddVD% ':]T
相对表达量

ddVD$ ':]T
相对表达量

空白对照组 C %Y###p#Y##C %Y#"#p#Y5#C

盐酸卡替洛尔组 C %Y%$#p#Y%;? %Y#?#p#Y5C<

拉坦前列腺素组 C BYBB#p%Y;%B(Q $Y$C#p#Y"C5(Q

=值 $CY%$% $"5Y#$?

I值 h#Y#% h#Y#%

!注#与空白对照组比较"(Ih#Y#%*与盐酸卡替洛尔组比较"QIh#Y#%
(单因素方差分析"8.//2GGD3检验)!ddV#基质金属蛋白酶
!]HG2#9H'F(K23 L)G, G,2Q*(/S 4H/GKH*IKH.F"(Ih#Y#%*4H'F(K23 L)G, G,2
4(KG2H*H*IKH.F"QIh#Y#% (=/2DL(PT]=\T"8.//2GGD3G2-G)!ddV#'(GK)+
'2G(**HFKHG2)/(-2

<1=!各组实验兔球结膜组织中 ddVD% 和 ddVD$ 蛋
白相对表达量比较

M2-G2K/ Q*HG检测结果显示"点眼后 " 个月拉坦前
列腺素组实验兔球结膜组织中 ddVD% 和 ddVD$ 蛋白
表达条带灰度均强于空白对照组和盐酸卡替洛尔组

(图 ")' $ 个组 ddVD% 和 ddVD$ 蛋白相对表达量总
体比较差异均有统计学意义 (=q";Y<C#&"#YBC;"均
Ih#Y#%)"其中拉坦前列腺素组 ddVD% 和 ddVD$ 蛋
白相对表达量均较空白对照组和盐酸卡替洛尔组明显

升高"差异均有统计学意义(均 Ih#Y#%)(表 5)'
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BA
图 <7Y-%0-,/6"(0法检测各组实验兔球结膜组织中 CCE@; 和
CCE@= 蛋白表达电泳图!拉坦前列腺素组 ddVD% 和 ddVD$ 蛋白
表达条带均强于空白对照组和盐酸卡替洛尔组! T#ddVD%!
e#ddVD$!%#拉坦前列腺素组*"#盐酸卡替洛尔组*$#空白对照
组!!D(4G)/#!肌动蛋白*ddV#基质金属蛋白酶
!1'$,-< 7 m(-#0,"+4",-0"',)* "&04--G+,-%%1"/"&CCE@; )/2
CCE@= 1/ #"/B$/#01.)(01%%$-"&04-04,--',"$+%2-0-#0-2 69
Y-%0-,/6("0!E,2FKHG2)/ 2+FK2--)H/ Q(/3-HJddVD% (/3 ddVD$ )/
G,2*(G(/HFKH-GIKH.F L2K2-GKH/I2KG,(/ G,H-2)/ G,2Q*(/S 4H/GKH*IKH.F
(/3 4(KG2H*H*IKH.F ! %#*(G(/HFKH-GIKH.F* "#4(KG2H*H*IKH.F* $# Q*(/S
4H/GKH*IKH.F!ddV#'(GK)+'2G(**HFKHG2)/(-2

表 >7各组实验兔球结膜组织中 CCE@; 和 CCE@= 蛋白
相对表达量比较(*-)/VWQ)

T)6(->73"*+),1%"/"&,-()01.--G+,-%%1"/(-.-(%"&CCE@;
)/2CCE@= +,"0-1/1/#"/B$/#01.)(01%%$-)*"/' 04-04,--

',"$+%(*-)/VWQ)

组别 样本量
ddVD% 蛋白
相对表达量

ddVD$ 蛋白
相对表达量

空白对照组 C #YC;#p#Y#$# #Y<$#p#Y#"$

盐酸卡替洛尔组 C #YCC#p#Y"?" #Y<?#p#Y#%#

拉坦前列腺素组 C %Y#5#p#Y#?5(Q %Y###p#Y#"$(Q

=值 ";Y<C# "#YBC;

I值 h#Y#% h#Y#%

!注#与空白对照组比较"(Ih#Y#%*与盐酸卡替洛尔组比较"QIh#Y#%
(单因素方差分析"8.//2GGD3检验)!ddV#基质金属蛋白酶
!]HG2#9H'F(K23 L)G, G,2Q*(/S 4H/GKH*IKH.F"(Ih#Y#%*4H'F(K23 L)G, G,2
4(KG2H*H*IKH.F"QIh#Y#% (=/2DL(PT]=\T"8.//2GGD3G2-G)!ddV#'(GK)+
'2G(**HFKHG2)/(-2

=7讨论

VUT及其衍生物已成为治疗青光眼"尤其是原发
性开角型青光眼的一线用药' VUT具有降眼压作用
快&持续时间长的优点"患者依从性较好"且药物对眼
表的不良反应较小

+ %%, ' 研究表明"长期点用 VUT滴
眼液可使中央角膜厚度明显变薄

+ CX%#"%", ' 盐酸卡替洛

!#;C! 中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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尔滴眼液是临床上常用的降眼压药物之一"其与拉坦
前列腺素使用的防腐剂均是苯扎氯铵"使用盐酸卡替
洛尔滴眼液作为阳性对照可排除苯扎氯铵对实验结果

可能产生的影响' 通过在结膜下植入铝箔的方法可以
在眼前节 =9E图像上区分结膜固有层与下方的 E2/H/
囊膜"从而准确测量结膜全层厚度 + %$X%5, "本研究用同
样的方法测量兔球结膜厚度' 本研究选择球结膜
%#$#l5#$# 为全层厚度测量的部位原因如下#( %)受
到上直肌和下直肌的干扰"球结膜厚度测量范围较小*
(")兔下眼睑因眼位使球结膜不易暴露*($)鼻侧有第
三眼睑的干扰' 本研究结果显示"拉坦前列腺素滴眼
液长期使用可使兔眼球结膜厚度明显变薄"但盐酸卡
替洛尔滴眼液的长期使用对兔眼球结膜厚度无明显影

响"与本课题组前期临床研究结果一致 + %B, '
ddV-是一类依赖于锌离子的内肽酶超家族"是

一组广泛存在于眼表膜性组织的蛋白水解酶' ddV-
可降解 &9d的几乎所有成分"包括基质中以及联系于
细胞质膜上的各种胶原酶和弹性蛋白酶"是以 &9d成
分为水解底物的蛋白酶家系"广泛参与各种病理生理
过程' ddV-根据底物的特异性可分为以下 ; 种#
(%)间质胶原酶 (ddVD%&DC&D%$)*( ")明胶酶 (ddVD
"&D<)* ( $)间质溶解素 (ddVD$&D%#&D%%)* ( 5)膜型
(ddVD%5&D%B&D%; 等)* ( B)基质溶解素 (ddVD?&D";
等)*(;)金属弹性蛋白酶 (ddVD%")' E>dV-是一类
具有抑制 ddV-活性的一组多功能因子家族"目前已
经发现 E>dVD%& E>dVD"& E>dVD$ 和 E>dVD5 通过对
ddV-的抑制作用从而影响细胞的增生&生长和分化'
ddV-通常以酶原的形式被合成和分泌"其活化可被
E>dV-抑制"从而失去水解 &9d的能力' ddV-与
E>dV-的合成&分泌和活化之间的动态平衡决定了
&9d合成和溶解' 研究发现长期点用 VUT滴眼液使
角膜厚度变薄的机制可能是基于 VUT使角膜组织中
ddVD%&ddVD$ 等的表达水平升高以及 E>dVD% 等的
表达水平降低"使角膜组织中#型&'型胶原蛋白等的
表达水平明显降低"从而使角膜厚度变薄 + %;, ' 基于上
述研究"本实验分析长期点用拉坦前列腺素滴眼液是
否同样会引起兔眼球结膜组织中 ddV-表达水平的变
化"结果发现拉坦前列腺素组兔眼球结膜组织中
ddVD% 和 ddVD$ ':]T及蛋白表达水平较空白对照
组和盐酸卡替洛尔组明显升高"差异均有统计学意义'
研究表明"丝裂原活化蛋白激酶 (')GHI2/D(4G)N(G23
FKHG2)/ S)/(-2"dTVW)超家族与 ddV-的表达密切相
关"其中在 dTVW家族中与炎症反应密切相关的信号
通路分别是细胞外调节蛋白激酶(2+GK(42**.(KK2I.*(G23

FKHG2)/ S)/(-2-"&:W)通路&4D[./ 氨基末端激酶(4D[./
]DG2K')/(*S)/(-2"[]W)通路和 F$C dTVW+ %?, "这 $ 种
信号通路可以通过介导和调控炎性因子发挥不同的作

用' 此外"dTVW信号通路还可以进一步激活各种靶
细胞的核因子D(e&TVD% 等转录因子的合成"进而调控
ddV-的数量和活性 + %C, ' 研究还发现"热休克蛋白可
以通过增加炎性因子的表达水平进而激活 &:W&[]W

信号通路"调控 ddVD% 和 ddVD$ 的过表达 + %<, "引起
ddV-在转录&翻译水平表达失衡"降解酶合成增加"
酶活性增强"导致 &9d降解' VUT作用于眼表后是
否通过上述途径使球结膜组织中 ddVD%&ddVD$ 的表
达水平升高"从而引起胶原纤维溶解"使球结膜变薄"
仍需要进一步研究"以期明确 VUT长期作用于兔眼表
后使结膜厚度变薄的机制'

对于药物难以有效控制眼压的青光眼患者仍需要

进行手术治疗"滤过手术仍是目前临床上常用的治疗
青光眼的手术方式"但瘢痕形成和 &9d成纤维细胞增
生阻塞滤过道是青光眼滤过手术失败的主要原因"抑
制滤过手术后球结膜瘢痕的形成和刺激 &9d的降解
以维持滤过泡的形态及滤过道的通畅对于青光眼滤过

手术后房水的重吸收具有重要意义
+ "#, ' ddV-可广

泛降解多种胶原纤维和弹力纤维"对滤过手术后结膜
瘢痕形成和 &9d堆积起到一定的抑制作用 + "%, ' 对于
青光眼患者"滤过手术后适量点用 VUT是否有利于维
持滤过泡的形态及滤过道的通畅"从而利于滤过手术
后房水的引流"值得进一步研究' 结膜淋巴管广泛分
布于球结膜组织中"对青光眼滤过手术后房水的重吸
收起决定性作用

+ ""X"$, ' 结合本实验研究结果"变薄的
球结膜组织对滤过手术将会产生何种影响"球结膜变
薄后结膜淋巴管的密度是否降低并因此抵消结膜变

薄&理论上增加滤过效应"以及 VUT对结膜淋巴管的
影响还需要进一步研究'

本研究结果显示"前列腺素类降眼压药物的长期
使用可使实验兔球结膜厚度变薄"其变薄的机制可能
与球结膜组织中 ddVD% 和 ddVD$ 的表达水平升高有
关"这将为青光眼的临床治疗和基础研究提供一定的
参考' 但本研究并未对球结膜组织中其他相关 ddV-
进行统一检测"不排除前列腺素类滴眼液作用于结膜
后对其他 ddV-表达水平产生影响"其具体机制仍需
进一步研究'
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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LHK*3L)32)/ "#%# (/3 "#"# + [,1eK[=F,G,(*'H*" "##;" <# ( $ ) a
";"X";?18=>#%#1%%$;@QAH1"##B1#C%""51

+", WK)-,/(:"82QKPVM"M(*3'(/ 9M"2G(*19H'F(K)/IG,22JJ)4(4PHJ
G,2'H/H4.*(KGK)(*GK2(G'2/GF(K(3)I'L)G, '.*G)F*2'2(-.K2'2/G-HJ
)/GK(H4.*(KFK2--.K2Q2JHK2(/3 (JG2KGK2(G'2/G)/)G)(G)H/ )/ FK)'(KP
HF2/D(/I*2I*(.4H'(+[,19*)/ =F,G,(*'H*""#%""; a5<%X5<;18=>#
%#1"%5?@=VE716"<CBC1

+$, :HG4,JHK3 TV"W)/IT[1:2F2(G(Q)*)GPHJ'2(-.K2'2/G-HJ2JJ24G)N2/2--
HJI*(.4H'('23)4(G)H/ + [,1eK[=F,G,(*'H*" "#%"" <; ( %" ) a
%5<5X%5<?18=>#%#1%%$;@QAHF,G,(*'H*D"#%"D$#%C??1

+5, N(/ 32K\(*S :"M2Q2K-9T" 64,H.G2/ [6"2G(*1>/GK(H4.*(KFK2--.K2D
*HL2K)/I2JJ24G-HJ(**4H''H/*P.-23 I*(.4H'(3K.I-#('2G(D(/(*P-)-
HJK(/3H')O23 4*)/)4(*GK)(*-+ [,1=F,G,(*'H*HIP" "##B" %%" ( ? ) a
%%??X%%CB18=>#%#1%#%;@A1HF,G,(1"##B1#%1#5"1

+B, M2)/K2Q :]"_)/3-2P[81d2G(**HFKHG2)/(-2I2/2GK(/-4K)FG)H/ )/ ,.'(/
4)*)(KP'.-4*242**-L)G, *(G(/HFKH-G+[,1>/N2-G=F,G,(*'H*\)-64)"
"##""5$($) a?%;X?""1

+;, e(,*2K9W" 7HL2**WU" 7(// 9:" 2G(*1VKH-G(I*(/3)/-)/4K2(-2
GK(Q24.*(K'2-,LHKS H.GJ*HL J(4)*)GP )/ 4.*G.K23 ,.'(/ (/G2K)HK
-2I'2/G-+[,1T'[=F,G,(*'H*""##C"%5B ( %) a%%5X%%<18=>#%#1
%#%;@A1(AH1"##?1#<1##%1

+?, >GHE"=,I.KH7"d(')P(W"2G(*1&JJ24G-HJ(/G)I*(.4H'(3KHF-H/
ddV(/3 E>dV Q(*(/42)/ 4H/A./4G)N(*(/3 -.Q4H/A./4G)N(*G)--.2
+[,1>/N2-G=F,G,(*'H*\)-64)" "##;" 5? ( $) aC"$ XC$#18=># %#1
%%;?@)HN-1#BD#<#"1

+C, _HF)**PV(KS 7̂ " W)' [7" _22Wd" 2G(*1&JJ24GHJFKH-G(I*(/3)/
(/(*HI.2-H/ G2(KFKHG2H')4-(/3 2+FK2--)H/ HJ4PGHS)/2-(/3 '(GK)+
'2G(**HFKHG2)/(-2-)/ G,24H/A./4G)N((/3 4HK/2(+[,1&+F &P2:2-"
"#%""<5(%) a%$X"%18=>#%#1%#%;@A12+2K1"#%%1%#1#%?1

+<, 64,K2'-MT"64,K2'-D7H2-*_d"d(K3)/ 9̂ "2G(*1E,22JJ24GHJ*H/ID
G2K'(/G)I*(.4H'(GH.-3K.I(3')/)-GK(G)H/ H/ 42/GK(*4HK/2(*G,)4S/2--
+[,1[U*(.4H'(""#%;""B($) a"?5X"C#18=>#%#1%#<?@>[U1######
#######%<#1

+%#,:)4,G2Kd"WK(.--T7"MHH3L(K3 8c"2G(*1dHKF,H*HI)4(*4,(/I2-)/
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G,)4S/2--'2(-.K2'2/GHJQ.*Q(K4H/A./4G)N(.-)/IHFG)4(*4H,2K2/42

GH'HIK(F,P+[,1>/N2-G=F,G,(*'H*\)-64)""#%%"B"(%#) a??C?X??<%1
8=>#%#1%%;?@)HN-1%%D??5<1

+%5,_)n6"b,(H_"b,(/I :̀"2G(*1E,2F(*F2QK(*4H/A./4G)N(*2F)G,2*).'
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+%?,bH.S,K)8" d(4(K)&" 9,H)67" 2G(*14D[./ ]7"DG2K')/(*S)/(-2
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2+FK2--)H/ HJ '(GK)+ '2G(**HFKHG2)/(-2- (/3 G)--.2 )/,)Q)GHK HJ
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