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干眼与 EE趋化因子受体 5 和 EbE趋化因子
受体 ( 及其配体介导的炎性反应的关系
张宏!孙勇!安晓!陈雪艺

!!$摘要%!背景!干眼患者泪液分泌功能的持续异常导致眼表和泪腺处于长期炎性细胞浸润状态"炎症
反应刺激淋巴细胞增生以产生对泪腺的免疫攻击"且炎症本身亦干扰腺体的正常分泌"其中趋化因子及其受
体对淋巴细胞趋化&聚集到炎症部位起着关键的作用)!目的!分析干眼患者眼表细胞中 EE趋化因子受体 5
'EEi5(&EbE趋化因子受体 ('EbEi((及其配体的表达变化"探讨以 EEi5&EbEi( 为特征的 J<% 细胞诱导
的迟发性变态反应在干眼发生和发展中的机制)!方法!采用前瞻性研究方法) 纳入 3&%3 年 *.%3 月在新
疆医科大学第一附属医院眼科确诊的干眼患者 (& 例 *& 眼及年龄和性别匹配的健康志愿者 (& 人 *& 眼"受试
者均接受泪膜破裂试验'djJ(&基础泪液分泌试验"'B"@(和角膜结膜荧光素染色检查) 采用结膜印记细胞
学的方法获取 3 个组受试者的结膜上皮细胞"应用流式细胞术分析 3 个组受试者结膜组织 EEi5&EbEi( 表
达阳性细胞率*应用 KM.96@0-M[Ei对受检者结膜中正常 J细胞表达和分泌调节活性因子'iCAJ8B(&巨噬细
胞炎性蛋白'I$[(6%#&I$[6%$&%干扰素诱导的单核因子'I$h(&%干扰素诱导蛋白 %&'$[%&(及干扰素诱导 J
细胞 #趋化因子'$6JCE(-iAC的相对表达量进行检测"比较干眼组和健康对照组受试者间 EEi5&EbEi( 及其
配体表达的差异"分析 EEi5&EbEi( 阳性表达率与 djJ&B"@及角膜结膜荧光素染色评分的关系)!结果!干
眼组 djJ&B"@值分别为'3G4& !%G()(1和'PG&& !3GP4(--+5 -02"明显低于健康对照组的'QG5* !PG*4(1和
'%%G(% !5G3((--+5 -02"差异均有统计学意义'>O(G%)3&3G%Q*"均 !e&G&5(*干眼组角膜结膜荧光素染色评
分及 EEi5 和 EbEi( 的阳性表达率分别为 &G4& !&G5)&'(G(Q !&G**(H和'3G*P !&GP)(H"均明显高于对照
组的 &G%P !&G&*& ' 3G%3 !&G3% (H和 ' %G%3 !&G%% (H"差异均有统计学意义 '>O3G34)&(G%5%&5GP5P"均
!e&G&5()干眼组 EEi5 阳性细胞率与 djJ&B"@值均呈负相关'7O7&GP)(&7&G(Q5"均 !e&G&5("EbEi( 阳性
细胞率与 djJ&B"@值均呈负相关'7O7&G)5(&7&G*QP"均 !e&G&5(*EEi5 与 EbEi( 阳性细胞率及角膜结膜
荧光素染色评分均呈正相关'7O&G3(%&&G((*"均 !e&G&5() 干眼组 iCAJ8B&I$[6%#&I$h和 $[%& -iAC的
相对表达量明显高于健康对照组"差异均有统计学意义'>O(G&4%&3GQ4P&3G*QQ&3G3P5"均 !e&G&5("而 3 个组
间 I$[6%$和 $6JCE-iAC相对表达量的差异均无统计学意义'>O&G5%3&%G4)4"均 !n&G&5() EEi5 阳性细
胞率与结膜中 iCAJ8B 和 I$[6%#-iAC相对表达量均呈正相关'7O&GP)(&&G3Q5"均 !e&G&5("而 EEi5 与
I$[6%$则无明显相关性'7O&G3%P"!n&G&5() EbEi( 阳性细胞率与 I$h和 $[%& -iAC相对表达量均呈正相
关'7O&G55(&&G(%P"均 !e&G&5(*EbEi( 与 $6JCE-iAC的相对表达量间无明显相关'7O&G(*P"!n&G&5()!
结论!干眼的发生可能伴随着炎性细胞的长期浸润"以 EEi5&EbEi( 为标志的 J<% 型细胞及自然杀伤细胞
诱导的迟发性变态反应可能是导致干眼眼表损伤的主要原因"EEi5 和 EbEi( 及其配体可作为调节干眼组
织免疫炎症反应的靶点) !

$关键词%!干眼* 趋化因子* 受体* 结膜+代谢* 流式细胞术* 实时定量 [Ei* 人
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!!干眼是多因素疾病"可由性激素失衡&物理损伤&
手术等因素引起

+%7(, ) 泪膜的持续异常对眼表造成机
械性损伤"改变细胞的修复或防御机制"导致眼表和泪
腺的炎性细胞浸润"这种持续性炎症状态是干眼发生
的关键因素) 炎症刺激淋巴细胞的增生"对泪腺产生
免疫攻击"同时炎症自身也干扰泪腺的正常分泌"其中
趋化因子及其受体对淋巴细胞趋化&聚集到炎症部位
起关键作用

+P75, ) 研究表明 J<% 细胞在趋化因子作用
下表现出 EE趋化因子受体 5'EE,<M-=Z02MKM,MU@=K5"
EEi5( 和 EbE趋 化 因 子 受 体 ( ' EbE ,<M-=Z02M
KM,MU@=K("EbEi((的特征"因此这 3 个受体可作为活
化的 J<% 细胞的表面标志物 +*7), ) EEi5 是巨噬细胞
炎性蛋白 '-.,K=U<.WM02R9.--.@=KTUK=@M02"I$[(6%#&
I$[6%$&正常 J细胞表达和 分 泌 调 节 活 性 因 子
'KMW>9.@MS >U=2 .,@0X.@0=2" 2=K-.9J,M99MYUKM11MS .2S
1M,KM@MS"iCAJ8B(的受体"以剂量依赖的方式诱导
J<% 细胞迁移 +Q, ) EbEi( 在活化的 J<% 细胞和自然
杀伤细胞上高表达"通过与其配体 %干扰素诱导蛋白

'02@MKRMK=2 %602S>,0V9MUK=@M026%&"$[%&(及干扰素诱导
J细 胞 # 趋 化 因 子 ' 02@MKRMK=2602S>,0V9MJ6,M99#
,<M-=.@@K.,@.2@"$6JCE( 结合"触发免疫调节信号通
路

+4, ) 目前关于干眼眼表炎症的免疫机制仍是研究
热点) 本研究中观察干眼患者 EEi5&EbEi( 及其配
体的表达与干眼相关检查结果的相关性"探讨新疆维
吾尔自治区干眼发病与炎性细胞浸润的关系)

B7资料与方法

B'B7一般资料
B'B'B7研究对象7采用前瞻性研究方法"纳入 3&%3

年 *.%3 月在新疆医科大学第一附属医院确诊的干眼
患者 (& 例 *& 眼"另纳入同期健康志愿者 (& 人 *& 眼
作为健康对照组) 干眼患者的纳入标准!'%(有典型
的干眼症状) '3(符合下列检查中 3 项以上者!泪液
分泌试验"'B,<0K-MK"@M1@"B"@(e%& --+5 -02*泪膜
破裂时间'VKM.Z >U @0-M"djJ(e%& 1*角膜结膜荧光素
染色异常者) 本研究获得新疆医科大学第一附属医院
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伦理委员会审核批准'审批号!3&%3%%%56&%("受检者
均签署知情同意书) 干眼组中男 * 例"女 3P 例"年龄
P3 o5( 岁"平均'P) !%%(岁*健康对照组中男 * 人"女
3P 人"年龄 (P o5Q 岁"平均'P3 !%5(岁"3 个组间年龄
及性别构成比差异均无统计学意义'均!n&G&5()
B'B'H 7 主要试剂及仪器 7 鼠抗人 EEi5 抗体
'5*%)P5(&鼠抗人 EbEi( 抗体'5*&43Q( '美国 d"公
司(*%*P& 培养液&JK0;=9试剂'美国 $2X0@K=WM2 公司(*
I6I>N]逆转录试剂盒 '美国 Id$公司() 泪液检测
滤纸条 '天津晶明新技术开发有限公司 (* ĈEB
E.90V>K型流式细胞仪'美国 d"公司(*Cd$)5&& 型实
时定量 [Ei仪'美国 Cd$公司()
B'H7方法
B'H'B7临床检查7受试者均行 djJ&角膜结膜荧光素
染色及 B"@检查) 将浸有荧光素的纸片钠放入下结
膜囊内"闭合眼睑使荧光素均匀分布于角膜表面"然后
暴露角膜"裂隙灯显微镜下用钴蓝光观察"在末次瞬目
开始计时"记录泪膜上出现第 % 个破裂点的间隔时间"
测量 ( 次"取其平均值) 将角膜分为 P 个象限进行角
膜结膜荧光素染色评分"每个象限为 & o( 分) 无染色
者为 & 分*% o(& 个着色点为 % 分*(& 个点状着色但染
色未融合者为 3 分*角膜点状着色融合&丝状分泌物及
溃疡者为 ( 分) 用镊子将泪液检测滤纸条折叠成直
角"一端夹在下眼睑内侧 %+( 处的结膜囊内"另一端则悬
挂于下眼睑外部"自然瞬目) 5 -02 后取滤纸条"记录滤
纸的浸润长度"浸润长度在 %& o35 --者为正常"e%& --
或n35 --者均为异常) 若为老年人e%& --"且无其他
眼部症状者仍视为正常)
B'H'H7结膜上皮细胞采集7将 P --aP --的乙酸纤
维素薄膜纸条消毒并干燥"用眼科无齿镊夹住其一角
置于颞侧球结膜表面"玻璃棒轻压 ( o5 -02 后取出"
浸入 % -9%*P& 培养液"重复上述步骤以保证黏附足够
的细胞) * < 后离心管中乙酸纤维素膜经 [dB 冲洗&
振荡"然后取出行细胞计数"将细胞密度调整为
%a%&5 +-9"即刻行流式细胞术检测)
B'H'C7流式细胞仪检测趋化因子受体阳性细胞比例
7取 5&& !9细胞悬浮液分别加入 P& !9稀释后的用
$̂JE标记的鼠抗人 EEi5 抗体和 P& !9[8标记的鼠
抗人 EbEi( 抗体"避光存放3& -02"离心半径 %& ,-"
% 3&& K+-02离心 Q -02"[dB 清洗"分别在流式细胞仪
检测和分析"读取细胞数 %a%&P

个"用鼠抗人 $Wh%作为

对照抗体)
B'H'I7iM.96@0-M[Ei法测定结膜组织中 iCAJ8B&
I$[6%#&I$[6%$&膜免疫球蛋白&$[%& 及 $6JCE-iAC

的相对表达!乙酸纤维素膜经无菌 [dB 反复冲洗"
%3 &&& K+-02离心 5 -02"可见团块状白色结膜上皮细
胞沉淀"小心吸除上清"加入 % -9JK0;=9试剂提取
iAC"采用 I6I>N]逆转录试剂盒合成 ,"AC"引物序
列见表 %) iM.96@0-M[Ei反应总体积为 3&G& !9"含
,"AC%G& !9" %& !-=9+N引物 &GQ !9" Bldi BM9M,@
I.1@MKI0Y%&G& !9"双蒸水 QG3 !9"在 Cd$)5&& 型实时
定量 [Ei上检测) 反应程序为糖基化酶 5& `活化
3 -02"C-U90J.Wj[活化"45 `预变性 3 -02"45 `变
性 %5 1"*& `延伸 % -02"循环 P& 次) 以 37&&E@

公式进

行计算"hC["D为内参) 健康对照组数据行归一化
处理)

表 B7?)+1/#&2)V!?引物序列

基因 hM2MV.2Z 登录号 引物序列'5/6(/ ( 产物大小' VU(

WO!*, AIp&&3&P*GP !̂hCEChJEChEEhECJEJJEJ %&P
i!hEhEEECCJCEhCEECCCJE

%D!X%!YKKZ( AIp&&34Q(G3 !̂EJhCECEJEhChEEECECJJ %&(
i!ChCCEJhhJJhEChChChEE

%D!X%"YKKZP AIp&&34QPG3 !̂hEJJEEJEhECCEJJJhJh 3P4
i!hEhhChChhChJEEJhChJC

ZO[\C5YKKZ5 AIp&&34Q5G3 !̂EChJEhJEJJJhJECEEEhC %4P
i!EhhhJhhhhJChhCJChJhC

%DWYKPKZ4 AIp&&3P%*G% !̂hCJJhhJhEEEChJJChEEJ %*5
i!EECEEhhCEChECEJEJCCC

D!X%&YKPKZ%& AIp&&%5*5G( !̂EEJhECChEECCJJJJhJEEC %43
i!JhJhhJEECJEEJJhhCChE

DX\OKYKPKZ%% AIp&&5P&4GP !̂hECJChhEEEJhhhhJCCCC %5)
i!ChEEJJhEJJhEJJEhCJJJ

!注!hC["D!三磷酸甘油醛脱氢酶*I$[!巨噬细胞炎性蛋白*EEi!EE

趋化因子受体*iCAJ8B!受激活调节正常 J细胞表达和分泌因子*

I$h!%干扰素诱导的单核因子*$[%&!%干扰素诱导蛋白 %&*$6JCE!干

扰素诱导 J细胞 #趋化因子*EbEi!EbE趋化因子受体

B'C7统计学方法
采用 hK.U<[.S [K01-5G& 统计学软件进行统计分

析) 本研究中各检测指标的数据资料均以 ]fE表示)
采用均衡分组两水平试验设计"3 个组组间 djJ&B"@
结果和角膜结膜荧光素染色评分以及 iCAJ8B&
I$[6%#&I$[6%$&I$h&$[%& 及$6JCE-iAC相对表达
量的差异比较均采用独立样本 >检验) EEi5 阳性率
和 EbEi( 阳性率与各项干眼相关检查结果或各细胞
因子相对表达量间的关系分析采用 [M.K1=2 直线相关
分析) 采用双尾检验法"检验水平 !O&G&5)

H7结果

H'B7各组受试者干眼相关检查结果的比较
干眼组患者 djJ&B"@值分别为 '3G4& !%G()(1

和'PG&& !3GP4 ( --+5 -02"明显低于健康对照组的
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'QG5* !PG*4(1和'%%G(% !5G3((--+5 -02"差异均有
统计 学 意 义 ' >O(G%)3" !O&G&&5* >O3G%Q*"
!O&G&P)(*角膜结膜荧光素染色评分&EEi5 阳性率
和 EbEi( 阳性率分别为 &G4& !&G5)&'(G(Q !&G**(H
和 ' 3G*P !&GP) (H" 均 显 著 高 于 阳 性 对 照 组 的
&G%P !&G&*&'3G%3 !&G3%(H和'%G%3 !&G%%(H"差异
均有统计学意义 ' >O3G34)" !O&G&P3* >O(G%5%"
!O&G&%)*>O5GP5P"!O&G&&(('图 %()
H'H7EEi5&EbEi( 阳性表达率与 djJ&B"@&角膜结
膜荧光素染色的相关性

干眼组和健康对照组受检者结膜组织中 EEi5
-iAC的 阳 性 表 达 率 分 别 为 ' (G(Q !&G** (H 和

'3G%3 !&G3%(H" EbEi( 的 阳 性 表 达 率 分 别 为
'3G*P !&GP)(H和'%G%3 !&G%%(H) 干眼组 EEi5 阳
性细胞率与 djJ& B"@值均呈负相关 '7O7&GP)("
!e&G&5*7O7&G(Q5"!e&G&5("EbEi( 阳性细胞率与
djJ&B" @均呈显著负相关 '7O7&G)5("!e&G&5*
7O7&G*QP"!e&G&5(*EEi5 与 EbEi( 阳性细胞率和
角膜结膜荧光素染色评分均呈正相关 '7O&G((*"
!e&G&5*7O&G3(%"!e&G&5('图 3()
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a 图 B7各组间干眼相关检查结果及
趋化因子表达率的比较!与各自
的健康对照组比较".!e&G&5 '独
立样本 >检验"'O*&(!Ca干眼组
与健康对照组 djJ结果的比较!
da干眼组与健康对照组 B"@结果
的比较!Ea干眼组与健康对照组
N̂B 结果的比较!"a干眼组与健
康对照组间 EEi5 阳性表达率的

比较!8a干眼组与健康对照组间 EbEi( 阳性表达率的比较!djJa
泪膜破裂时间*!B"@a泪液分泌试验"*!EEiaEE趋化因子受体*
EbEiaEbE趋化因子受体
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图 H7干眼组趋化因子受体阳性表达率与干眼相关检查结果的
相关性'[M.K1=2 直线相关分析"'O(&(!CaEEi5 阳性表达率与
djJ的关系7O7&GP)("!e&G&5!da干眼组 EEi5 阳性表达率与
B"@相关性分析!7O7&G(Q5"!e&G&5!Ea干眼组 EEi5 阳性表
达率与角膜结膜荧光素染色相关性分析!7O&G((*"!e&G&5!
"a干眼组 EEi5 阳性表达率与 EbEi( 相关性分析!7O&G3(%"
!e&G&5!8a干眼组EbEi( 阳性表达率与 djJ相关性分析!
7O7&G)5("!e&G&5! â干眼组 EbEi( 阳性表达率与 B"@相关

性分析!7O7&G*QP"!e&G&5!EbEiaEbE趋化因子受体*B"@a泪液分泌试验"*EEiaEE趋化因子受体*djJa泪膜破裂时间

!

H'C73 个组受检者趋化因子基因相对表达量的差异
及其与 EEi5&EbEi( 表达阳性率的关系

健康对照组受检者各因子检测结果均设为 %"干
眼组 iCAJ8B&I$[6%#&I$h及 $[%& -iAC相对表达
量分别为健康对照组的 PG5)(&)G4(%&3G*%& 和 *GQ*&
倍"差异均有统计学意义 '>O(G&4%& 3GQ4P& 3G*QQ&
3G3P5"均 !e&G&5("而 3 个组间 I$[6%$&$6JCE-iAC
的相对表达量为 %G(*& 倍和 &G*Q5 倍"组间相对表达
量差异均无统计学意义'>O&G5%3&%G4)4"均 !n&G&5(

'图 (() EEi5 阳性细胞率与 iCAJ8B&I$[6%#均呈
正相关'7O&GP)("!e&G&5*7O&G3Q5"!e&G&5(*EEi5
表达阳性率与 I$[6%$ -iAC表达无明显相关性
'7O&G3%P"!n&G&5 () EbEi( 阳性细胞率与 I$h&
$[%& -iAC的相对表达量均呈正相关 '7O&G55("
!e&G&5*7O&G(%P"!e&G&5("而与 $6JCE无明显相关
性'7O&G(*P"!n&G&5('表 (()
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图 C7干眼组与健康对照组各细胞因子表达差异!与健康对照组比

较".!e&G&5!iCAJ8B!受激活调节正常 J细胞表达和分泌因子*
I$[!巨噬细胞炎性蛋白*I$h!$̂A6%诱导的单核因子*$[%&!%干扰
素诱导蛋白 %&*$6JCE!干扰素诱导 J细胞 #趋化因子

表 C7!!?O&!U!?C 阳性率与各自趋化因子配体
2?D5相对表达量的相关性'HW!!!#

值(

配体

EEi5 阳性率'H(

7 ! 配体

EbEi( 阳性率'H(

7 !

iCAJ8B &GP)( e&G&5 I$h &G55( e&G&5
I$[6%# &G3Q5 e&G&5 $[%& &G(%P e&G&5
I$[6%$ &G3%P n&G&5 $6JCE &G(*P n&G&5

!注!EEi!EE趋化因子受体*EbEi!EbE趋化因子受体*iCAJ8B!受

激活调节正常 J细胞表达和分泌因子*I$[!巨噬细胞炎性蛋白*I$h!

%干扰素诱导的单核因子*$[%&!%干扰素诱导蛋白 %&*$6JCE!干扰素诱

导 J细胞 #趋化因子

C7讨论

眼表组织的 J淋巴细胞浸润是导致干眼的重要因
素"目前尚不清楚干眼是长期慢性过程还是短暂的自身
免疫应激反应) 研究表明"趋化因子超家族及其受体在
炎症发生和炎性细胞浸润过程中起重要作用) #1<0S.

等
+%&, "发现干眼患者泪液中肿瘤坏死因子6#和白细胞介

素6*质量浓度增高"且与角膜上皮受损的程度平行"这 3

种细胞因子均由J<% 细胞分泌和表达) 朱俊雕等+%%,
发现

EEi5 在新疆维吾尔族干眼患者中起到炎性介质的作用"
其表达水平的变化反映了干眼的进展) 田明霞等+%3,

在动

物模型中证明角膜上皮细胞的凋亡伴随着大量炎性细胞

因子的分泌及炎性细胞的浸润) CV<.等+%(,
研究发现"

EEi5 表达的上调与干眼症状明显相关"且 EEi5 通过抗
原递呈细胞结合到其同源受体"诱导极化的细胞因子"如
白细胞介素6%3 等"促进J细胞分化为J<%细胞)

J<% 细胞的浸润& 募集及活化伴随着 EEi5&
EbEi( 及其配体的表达上调"既往研究证明"该类趋
化因子受体及其配体是自身免疫的标志物) 趋化因子
受体属于跨膜的 h蛋白偶联受体"其胞外结构与配体
结合可导致胞内 h蛋白结构同时改变"导致磷酸化的
h#&h0表达"从而激活细胞内丝裂原活化蛋白激酶通
路"但该通路的激活与干眼患者眼表自身免疫应答相

互作用的机制鲜见研究)
本研究中发现干眼组 EEi5 和 EbEi( 的阳性细胞

率均高于健康对照组"与 djJ&B"@均呈正相关"而与角膜
结膜荧光素染色评分呈负相关"EEi5 和 EbEi( 的升高
可能是由于J<% 细胞的长期浸润诱导迟发性变态反应所
致*此外"细胞中EEi5 与iCAJ8B&I$[6%#-iAC的表达
水平均呈正相关"EbEi(与I$h&$[%& -iAC的表达水平
均呈正相关"说明趋化因子受体与配体同时在局部表达
能激活免疫反应) 本研究中发现"EbEi( 与 $6JCE间无
相关性"可能是由于 EbEi( 仅由炎症区 E"Pq

或 E"Qq
浸

润的J细胞所表达"或本身参与此炎症反应的 J细胞数
目较少所致

+%P, )
综上所述"趋化因子及其受体的高表达激活 J淋巴

细胞的炎性机制是干眼的直接诱因"已标记 EEi5&
EbEi( 的J<%细胞和自然杀伤细胞的浸润在干眼眼表损
伤中发挥重要作用"可作为干眼临床诊断及预测的指标)
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