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$$'摘要($目的$研究小鼠腐皮镰刀菌性角膜炎中中性粒细胞来源的基质金属蛋白酶 <" ^̂ JG<#对角膜

组织的损伤作用及其机制* $方法$取 /"< 只 1a< 周龄雄性 [J?级 @9=YhC1\小鼠%采用腐皮镰刀菌感染法

制备右眼真菌性角膜炎"?;#模型%裂隙灯显微镜下观察小鼠角膜炎症情况并评分%依据 ?;模型眼角膜炎症

评分将模型眼分为造模后 ")/!)!2)2< 和 =! * 组* 于相应时间点处死小鼠并取材角膜组织%采用 TF4AFH, Q)+A

法检测 ^̂ JG<)腺苷酸激活蛋白激酶 %":̂ J;%#及其丝氨酸 /=! 位点磷酸化形式" BG:̂ J;%#蛋白在角膜中

的相对表达量&采用苏木精 伊̀红染色法检测各时间点组小鼠角膜中中性粒细胞数量&采用免疫荧光染色法

观察角膜中中性粒细胞与 ^̂ JG< 蛋白的共定位表达* 体外角膜胶原降解实验中将角膜组织分为 ^̂ JG< 组)

缓冲液组和生理盐水组%分别采用 /"" !)活化的重组 ^̂ JG<)检测缓冲液和生理盐水处理角膜%采用羟脯氨

酸检测试剂盒测定并比较各组角膜组织中羟脯氨酸质量分数* 分别提取人外周血中性粒细胞和采集培养的

腐皮镰刀菌孢子%将人中性粒细胞分为 2 个组%其中阴性对照组为培养的中性粒细胞%共培养组为中性粒细胞

加孢子共培养%:O@:K处理组和化合物 @处理组分别向中性粒细胞和孢子共培养体系内加入 BG:̂ J;蛋白

酶激动剂 :O@:K和抑制剂化合物 @%采用免疫荧光染色法检测各组人中性粒细胞中 ^̂ JG< 蛋白的表达

水平* $结果$造模后 !2 * 组小鼠模型眼出现角膜混浊%造模后 =! * 组出现角膜穿孔* 造模后 !2)2< 和

=! * 组角膜炎症评分均高于 /! * 组%差异均有统计学意义 "均 Up"_""/#* 造模后 /!)!2 和 2< * 组角膜中

^̂ JG< 蛋白相对表达量高于 " * 组%差异均有统计学意义"均 Up"_""/#&模型眼角膜中 ^̂ JG< 蛋白相对表达

量与炎症评分呈中等强度正相关"$1e"_9"%Up"_"9#* 造模后 !2)2< 和 =! * 组角膜内 BG:̂ J;%"V*H/=!# C

:̂ J;%值高于 " * 组%差异均有统计学意义"均 Up"_"9#&角膜中 BG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%值与 ^̂ JG<

蛋白相对表达量呈中等强度正相关"$e"_92%Up"_"/#* 造模后 !2)2< 和 =! * 组角膜中中性粒细胞数目明显

多于 " * 组%差异均有统计学意义"均 Up"_""/#&角膜中中性粒细胞数目与炎症评分呈强正相关"$1e"_==%

Up"_""/#%与 ^̂ JG< 蛋白相对表达量呈中等强度正相关"$e"_91%Up"_"9#* 模型眼角膜中 ^̂ JG< 蛋白表

达与中性粒细胞高度共定位* 缓冲液组)生理盐水组和 ^̂ JG< 组角膜羟脯氨酸质量分数分别为""_9!b"_"!#)

""_9/b"_"##和""_!=b"_"!#!-C&-%组间总体比较差异有统计学意义"Ve/91_1#%Up"_"/#%其中 ^̂ JG< 组

角膜羟脯氨酸质量分数低于缓冲液组和生理盐水组%差异均有统计学意义"均 Up"_"9#* 培养的镰刀菌孢子

感染人中性粒细胞实验中%:O@:K处理组 ^̂ JG< 表达荧光强度值明显高于阴性对照组和化合物 @处理组%

差异均有统计学意义"均 Up"_"9#* $结论$小鼠真菌性角膜炎中性粒细胞分泌的 ^̂ JG< 可降解角膜基质

层胶原纤维%导致角膜混浊或穿孔* 人中性粒细胞中 ^̂ JG<蛋白的表达水平变化可能与 :̂ J;活化有关*$

'关键词($角膜炎& 真菌& 感染& 基质金属蛋白酶 <& 中性粒细胞& 近交系小鼠& 人

基金项目! 国家自然科学基金河南联合基金重点支持项目 "j/="2!<##& 国家自然科学基金面上项目

"</=="0"!#& 河南省立眼科医院基础研究重点项目 "!/\@kM""##
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M+*N0$1*)KU0#-'0Z1=#1-*)('%X/0+,[/#& M+*N0$1*)KU0#-'0Z1=#1-*)('%X/0+,[/#& DI8889%./*+(

.#$$01-#+4*+, (&)/#$1$Y(+, Q*K(%?%(*'$\(+,'*K(]IIEA7CF3#%&X/(+, =#+,%*+%?%(*'$[/%8B8CEAC9F3#%

"78)-,2.-#9N8O(.-&L(9 V+(,UF4A(-'AFA*F&F6*',(4& +RA(447F E'&'-F 6'74FE QI ,F7AH+B*()&'AH(8

&FA'))+BH+AF(,'4FG< "^̂ JG<# (, V&1($*&% PFH'A(A(45$I(-%/1)$:A+A')+R/"< &')F@9=YhC1\[J?-H'EF&(6F%

1 <̀ DFFP4+)E%DFHF4F)F6AFE A+F4A'Q)(4* '&+EF)+RV&1($*&%PFH'A(A(4"?;# (, A*FH(-*AFIF45@+H,F')(,R)'&&'A(+,

(, &(6FD'4+Q4FHUFE ',E 46+HFE 7,EFH'4)(A)'&B &(6H+46+BF5Y'4FE +, A*F6+H,F')(,R)'&&'A(+, 46+HF4%A*F&+EF)(,-

FIF4DFHFE(U(EFE (,A+"%/!%!2%2<%',E =!G*+7H-H+7B4B+4AG&+EF)(,-5:AA*F6+HHF4B+,E(,-A(&FB+(,A4%&(6FDFHF

F7A*',(SFE%',E 6+H,F')A(447F4DFHF6+))F6AFE5V*FF8BHF44(+,4+R^̂ JG<% 'EF,I)'AFG'6A(U'AFE BH+AF(, P(,'4F

":̂ J;%# ',E (A44FH(,F/=!G4(AFB*+4B*+HI)'AFE R+H& " BG:̂ J;%# BH+AF(,4(, 6+H,F')A(447F4DFHFEFAF6AFE QI

TF4AFH, Q)+A5V*F,F7AH+B*()6+7,A(, &(6F6+H,F')A(447F4'AF'6* A(&FB+(,AD'4EFAFH&(,FE 74(,-*F&'A+8I)(, ',E

F+4(, 4A'(,(,-5V*F 6+G)+6')(S'A(+, +R ,F7AH+B*()4 ',E ^̂ JG< BH+AF(, (, A*F 6+H,F' D'4 +Q4FHUFE QI

(&&7,+R)7+HF46F,6F4A'(,(,-5O, A*F*+ N*)$#6+H,F')6+))'-F, EF-H'E'A(+, F8BFH(&F,A%6+H,F')A(447F4DFHFE(U(EFE (,A+

^̂ JG< -H+7B%Q7RRFH-H+7B%',E ,+H&')4')(,F-H+7B%D*(6* DFHFAHF'AFE D(A* /"" !)+R'6A(U'AFE HF6+&Q(,',Â ĴG<%

EFAF6A(+, Q7RRFH%',E ,+H&')4')(,F%HF4BF6A(UF)I5gIEH+8IBH+)(,F6+,AF,A(, 6+H,F')A(447F4D'4EFAFH&(,FE 74(,-'

*IEH+8IBH+)(,F'44'IP(A%',E A*F&'44RH'6A(+,4+R*IEH+8IBH+)(,FDFHF6+&B'HFE '&+,-A*F-H+7B45JFH(B*FH')Q)++E

,F7AH+B*()4DFHF(4+)'AFE RH+& *7&', Q)++E 4'&B)F4%',E V&1($*&% 4B+HF4DFHF6+))F6AFE R+HF8BFH(&F,A45g7&',

,F7AH+B*()4DFHFE(U(EFE (,A+R+7H-H+7B4%,F-'A(UF6+,AH+)-H+7B "67)A7HFE ,F7AH+B*()4#%6+G67)A7HF-H+7B ",F7AH+B*()4

6+G67)A7HFE D(A* 4B+HF4#%:O@:KGAHF'AFE -H+7B ",F7AH+B*()46+G67)A7HFE D(A* 4B+HF4',E AHF'AFE D(A* BG:̂ J;BH+AF(,

P(,'4F'6A(U'A+H:O@:K#%',E 6+&B+7,E @GAHF'AFE -H+7B " ,F7AH+B*()46+G67)A7HFE D(A* 4B+HF4',E AHF'AFE D(A* A*F

(,*(Q(A+H6+&B+7,E @#5V*F^̂ JG< BH+AF(, F8BHF44(+, )FUF)4(, F'6* -H+7B +R*7&', ,F7AH+B*()4DFHF'44F44FE U('

(&&7,+R)7+HF46F,6F4A'(,(,-5V*F74F',E 6'HF+R',(&')46+&B)(FE D(A* A*F:K]N4A'AF&F,A',E KF-7)'A(+,4R+HA*F

:E&(,(4AH'A(+, +R:RR'(H4@+,6FH,(,-%8BFH(&F,A'):,(&')45V*F',(&')F8BFH(&F,ABH+A+6+)D'4'BBH+UFE QIA*F

:,(&')%A*(64@+&&(AAFF+RgF,', %IFg+4B(A')"L+5gL%%@:G!"/=G"2G"!#5N,F*F')A*I'E7)AU+)7,AFFHD'4

4F)F6AFE ',E /" &)+RBFH(B*FH')UF,+74Q)++E D'46+))F6AFE5V*F6)(,(6')4A7EIBH+A+6+)D'4'BBH+UFE QIA*F@)(,(6')

%A*(64@+&&(AAFF+RgF,', %IFg+4B(A')"L+5gL%%@;>G!"/0 - /1.#5$A()0@-)$:A!2 *+7H4B+4AG&+EF)(,-%

6+H,F')+B'6(R(6'A(+, D'4+Q4FHUFE (, A*F&+EF)(,-FIF4%',E 6+H,F')BFHR+H'A(+, +667HHFE (, =!G*+7HB+4AG&+EF)(,-

-H+7B5V*F6+H,F')(,R)'&&'A(+, 46+HF4(, !2%2<%',E =!G*+7HB+4AG&+EF)(,--H+7B4DFHF'))*(-*FHA*', A*+4F(,

/!G*+7HB+4AG&+EF)(,--H+7B% ',E A*FE(RRFHF,6F4DFHF4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',A" '))'AUp"_""/ #5V*FHF)'A(UF

F8BHF44(+, )FUF)4+R̂ ĴG< BH+AF(, (, A*F6+H,F'DFHF*(-*FH(, /!%!2%',E 2<G*+7HB+4AG&+EF)(,--H+7B46+&B'HFE

A+"G*+7H-H+7B%D(A* 4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F4"'))'AUp"_""/#5V*FHFD'4'&+EFH'AFB+4(A(UF6+HHF)'A(+,

QFADFF, A*FHF)'A(UFF8BHF44(+, )FUF)+R̂ ĴG< BH+AF(, (, A*F6+H,F'',E A*F(,R)'&&'A(+, 46+HF4+RA*F&+EF)(,-FIF

"$1e"_9"%Up"_"9#5O, A*F6+H,F'%A*FBG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%H'A(+D'4*(-*FH(, !2%2<%',E =!G*+7HB+4AG

&+EF)(,--H+7B4A*', (, "G*+7H-H+7B% ',E A*FE(RRFHF,6F4DFHF4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',A"'))'AUp"_"9 #5V*F

BG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%H'A(+(, A*F6+H,F'D'4&+EFH'AF)IB+4(A(UF)I6+HHF)'AFE D(A* A*FHF)'A(UFF8BHF44(+,

)FUF)+R̂ ĴG< BH+AF(, "$e"_92%Up"_"/#5V*F,7&QFH+R,F7AH+B*()4(, A*F6+H,F'D'44(-,(R(6',A)I*(-*FH(, !2%

2<%',E =!G*+7HB+4AG&+EF)(,--H+7B4A*', (, "G*+7H-H+7B% D(A* 4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F4" '))'A

Up"_""/#5V*F,7&QFH+R,F7AH+B*()4(, A*F6+H,F'D'44AH+,-)IB+4(A(UF)I6+HHF)'AFE D(A* A*F(,R)'&&'A(+, 46+HF

"$1e"_==%Up"_""/#%',E D'4&+EFH'AF)IB+4(A(UF)I6+HHF)'AFE D(A* A*FHF)'A(UFF8BHF44(+, )FUF)+R̂ ĴG< BH+AF(,

"$e"_91%Up"_"9 #5̂ ĴG< BH+AF(, F8BHF44(+, (, A*F6+H,F'+RA*F&+EF)(,-FIF44*+DFE '*(-* EF-HFF+R

6+G)+6')(S'A(+, D(A* ,F7AH+B*()45V*F*IEH+8IBH+)(,F6+,AF,A(, A*F6+H,F'D'4" "_9!b"_"! # !-C&-% " "_9/ b

"_"##!-C&-%',E ""_!=b"_"!#!-C&-(, Q7RRFH-H+7B%,+H&')4')(,F-H+7B ',E ^̂ JG< -H+7B%HF4BF6A(UF)I%D(A* '

4(-,(R(6',A+UFH'))E(RRFHF,6F'&+,-A*F& "Ve/91_1#%Up"_"/#5V*F6+H,F')*IEH+8IBH+)(,F6+,AF,AD'4)+DFH(,

^̂ JG< -H+7B 6+&B'HFE A+Q7RRFH',E ,+H&')4')(,F-H+7B4%',E A*FE(RRFHF,6F4DFHF4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',A"'))'A

Up"_"9#5O, A*FF8BFH(&F,A(,U+)U(,-A*F(,RF6A(+, +R67)A7HFE V&1($*&% 4B+HF4D(A* *7&', ,F7AH+B*()4% A*F

R)7+HF46F,6F(,AF,4(AI+R̂ ĴG< F8BHF44(+, D'44(-,(R(6',A)I*(-*FH(, :O@:KGAHF'AFE -H+7B A*', (, ,F-'A(UF6+,AH+)

-H+7B ',E 6+&B+7,E @GAHF'AFE -H+7B%D(A* 4A'A(4A(6'))I4(-,(R(6',AE(RRFHF,6F4"'))'AUp"_"9#5$$/'.@0)&/')$V*F

^̂ JG< 4F6HFAFE QI,F7AH+B*()4(, &(6FD(A* R7,-')PFH'A(A(46', EF-H'EF6+H,F')4AH+&')6+))'-F, R(QFH4%)F'E(,-A+

6+H,F')+B'6(R(6'A(+, +HBFHR+H'A(+,5V*FU'H('A(+,4(, ^̂ JG< BH+AF(, F8BHF44(+, )FUF)4(, *7&', ,F7AH+B*()4&'IQF
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'44+6('AFE D(A* :̂ J;'6A(U'A(+,5

":(; </,1)#9;FH'A(A(4& ?7,-(& O,RF6A(+,& '̂AH(8&FA'))+BH+AF(,'4F<& LF7AH+B*()4& O,QHFE &(6F& g7&',

=0'1+,/3,24$ L'A(+,')L'A7H')[6(F,6F?+7,E'A(+, +R@*(,'gF,', \+(,A?7,E ;FI[7BB+HAJH+.F6A

"j/="2!<##& L'A(+,')L'A7H')[6(F,6F?+7,E'A(+, +R@*(,'" </=="0"!#& gF,', %IFg+4B(A');FIJH+-H'& +R

Y'4(6KF4F'H6* "!/\@kM""##

MNO$/"5#=1"C6&'5.56,//90<0G!"!/"=/2G""2/!

$$真菌性角膜炎"R7,-')PFH'A(A(4%?;#是一种由致病
真菌引起的感染性角膜炎%该病致盲率高%为我国常见
的难治性致盲眼病

- /. * ?;的治疗目前大多依赖于局
部抗真菌药物* 然而%由于抗真菌药物相对分子质量
大且渗透性差%严重的 ?;药物控制效果欠佳%预后不
良%大多数患者遗留下中度或重度视力障碍%约 !9c

的患眼仍需进行复杂的手术%且手术成功率较低 - ! #̀. *

中性粒细胞在抗真菌感染方面发挥重要作用* 研究发
现%在真菌感染早期%角膜内募集的中性粒细胞达
0"c以上%是 ?;早期主要的免疫细胞 - 2 9̀. * 角膜真菌
感染后中性粒细胞迅速从角膜缘血管游出并在感染部

位浸润%以杀灭真菌并使病灶局限 - 1. * 然而%中性粒
细胞在杀菌的同时%还通过释放蛋白水解酶)活性氧和
氮对组织造成损伤

- =. * 基质金属蛋白酶 " &'AH(8
&FA'))+BH+AF(,'4F%^̂ J#是中性粒细胞释放的蛋白酶中
的一类* ^̂ JG< 是 ^̂ J家族胶原酶的一种%可降解
&)')(型胶原 - <. %不仅可以辅助中性粒细胞迁移%

还参与组织的损伤过程
- 0 /̀". * 目前对 ^̂ JG< 调节先

天免疫作用的研究主要集中在肿瘤)癌症以及肺部)血
管等炎症相关性疾病

- =. %?;角膜组织破坏方面的研究
不多%对其作用机制知之甚少* :̂ J依赖的蛋白激酶
" 'EF,+4(,F9G&+,+B*+4B*'AFG'6A(U'AFE BH+AF(, P(,'4F%
:̂ J;#是一种高度保守的蛋白激酶%主要以异源三聚
体复合物的形式存在于真核细胞中* 以往 :̂ J;信
号通路作为调节能量代谢的途径而备受关注%NWLF())

等
- //.
研究发现%:̂ J;信号通路在感染和免疫炎症性

疾病中也发挥重要作用%但其在 ?;中的作用尚不清
楚* ?;的致病菌主要有丝状真菌和酵母样真菌 ! 种
类型%其中丝状真菌中的镰刀菌是我国 ?;的主要致
病菌

- /! /̀#. %在 ?;的发生和发展过程中具有一定的代
表性* 本研究拟探讨中性粒细胞来源 ^̂ JG< 对 ?;
角膜组织破坏的作用机制%为避免患眼角膜组织的损
害提供实验依据*

B9材料与方法

B5B$材料
B5B5B$实验动物及外周血)菌种来源$[J?级 1 a<

周龄雄性 @9=YhC1\小鼠 /"< 只%购自南京大学模式
动物研究所%经眼科检查均无眼疾* 实验小鼠按每笼
1 只饲养%饲养室内温度保持在 !!a!1 q%湿度 2"ca
1"c%每日光照与黑暗时间各 /! ** 实验动物的饲养
及使用均遵照 :K]N声明%遵循国家科学技术委员会
颁布的+实验动物质量管理办法,要求%研究方案经河
南省眼科研究所实验动物伦理委员会批准 "批文号$
gL%%@:G!"/=G"2G"!#* 选取健康成人志愿者 / 名%采
集外周静脉血 9 &)%研究方案经河南省立眼科医院医
学研究伦理委员会审批 -批文号$ gL%%@;>G!"/0
"/1#号.* 腐皮镰刀菌"编号$#_9<2"#购自中国科学
院微生物研究所中国微生物菌种保藏管理委员会普通

微生物中心*
B5B5!$主要试剂及仪器$兔抗小鼠 J*+4B*+G:̂ J;%
"V*H/=!#抗体)兔抗小鼠 :̂ J;%"M9:!#抗体 "美国
@[V公司#&兔抗小鼠 ^̂ J< 抗体"英国 :Q6'&公司#&

兔抗小鼠 Z:JMg抗体 "杭州贤至生物科技有限公
司#&羊抗兔 O-ZGgKJ标记二抗)重组 ^̂ JG< 蛋白"美
国 KrM公司#&:)F8'R)7+H2<< 标记 J%Z生物素二抗
"美国 \'6P4+, 公司 #&M:JO"美国 O,U(AH+-F, 公司 #&
:6'EF4(,F)二盐酸盐化合物 @"美国 @̂%公司#&Y@:

法蛋白浓度测定试剂盒)组织裂解液 "北京索莱宝科
技有限公司#&%@h发光液"美国 (̂))(B+HF公司#&小鼠
眼球固定液"北京康为试剂公司#&脱脂奶粉"美国 YM

公司#&羟脯氨酸测定试剂盒"南京建成生物工程研究
所#* 裂隙灯显微镜"[ĥ G<%%重庆康华瑞明科技股份
有限公司#&体视解剖显微镜" N̂ [G0"%日本 V+B6+, 公
司#&正置荧光显微镜 "美国 N)I&B74公司#&电泳仪)

化学发光仪"美国 Y(+GK'E 公司#*
B5!$方法
B5!5B$?;小鼠模型制作$所有小鼠腹腔内注射
<" &-CP-戊巴比妥钠进行全身麻醉%并采用 /c盐酸
丁卡因滴眼液点右眼进行角膜表面麻醉%麻醉后将小
鼠置于解剖显微镜下进行 ?;模型制作%具体制作方
法参照文献-2.*
B5!5!$腐皮镰刀菌复苏和传代$腐皮镰刀菌复苏和
传代方法参照文献-/2.中描述的方法* 2 q保存的镰
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刀菌转种至葡萄糖马铃薯琼脂培养基%置于 !1a!< q
培养箱内生长 = E%转种至葡萄糖马铃薯液体培养基于
!1a!< q培养箱内生长%取培养 9 a= E 的菌丝用于
实验*
B5!5#$实验分组及模型眼炎症评分$造模后 /! * 于
裂隙灯显微镜下对小鼠模型眼进行 ?;炎症评分%并
根据炎症评分将小鼠分为 /! *)!2 *)2< *)=! * 模型
组%每组 != 只小鼠 != 眼%再分别于 !2)2< 和 =! * 在裂
隙灯显微镜下对小鼠模型眼进行炎症评分%采用过量
麻醉方法处死各组小鼠* 参照文献-/9.中描述的方
法对 ?;模型眼进行炎症评分%总评分为各项评分之
和* "/#病灶面积$占角膜总面积 /ca!9c为 / 分&
占角膜总面积 !1ca9"c为 ! 分&占角膜总面积 9/ca
=9c为 # 分&占角膜总面积 =1c a/""c为 2 分*
"!#角膜混浊度$角膜轻度雾状混浊%瞳孔及虹膜清
晰可见为 / 分&角膜浅层混浊%透过病灶可见瞳孔及虹
膜为 ! 分&角膜全层呈不均匀混浊为 # 分&均匀致密混
浊为 2 分* "##角膜水肿为 / 分* "2#前房积脓$少
量积脓%未及旁中央为 / 分&大量积脓%达角膜旁中央
为 ! 分* " 9 # 角膜病灶表面粗糙和隆突为 ! 分*
"1#后弹力层膨出为 # 分* " =# 角膜穿孔为 2 分*
"<#角膜新生血管$新生血管面积占角膜总面积
/ca9"c为 / 分&新生血管占角膜总面积 9/ca/""c
为 ! 分* "0#眼球肿胀明显%比正常眼球体积膨大为 9
分* "/"#角膜溶解%眼球萎缩为 1 分*
B5!5C$TF4AFH, Q)+A法检测 ?;小鼠角膜组织内目标
蛋白相对表达量$每组分别取 !# 只小鼠%冰上取角膜
组织%浸泡于 /"" !)组织裂解液 "内含蛋白酶抑制
剂#%剪碎角膜%充分研磨* 离心半径 < 6&%2 q条件下
/! """ HC&(, 离心 /" &(,%取上清%蛋白变性后备用*
聚丙烯酰胺凝胶 0" ]恒压电泳%湿转法转膜%将目标
相对分子质量范围的硝酸纤维素膜进行免疫反应* 将
硝酸纤维素膜放入 9c脱脂奶粉封闭液中%于摇床上
室温下封闭 / *& 去除封闭液% 分别浸入 ^̂ JG<
"/ i/ """#):̂ J;%"/ i/ """#)J*+4B*+G:̂ J;%一抗
"/ i/ """#%2 q孵育过夜&复温后用 "_"/ &+)ChVY[V
洗 # 次%每次 9 &(,&于 gKJO-Z二抗"/ i/ """#室温
孵育 / *&用 %@h显色液显色%置于化学发光仪中进行
曝光%以 Z:JMg为内参* 采用 l7',A(AIN,F软件进行
灰度统计分析%目标蛋白相对表达量为目标蛋白灰度
值与内参蛋白灰度值的比值*
B5!5D$羟脯氨酸测定法检测角膜组织中羟脯氨酸质
量分数$每组取 ! 只未处理小鼠的角膜 2 只%按照
/5!52 部分方法取角膜并修剪为直径 ! &&大小* 将

角膜分为 ^̂ JG< 组)缓冲液组和生理盐水组%取 01 孔
板%每孔各加入 / 只角膜%按照分组分别添加 /"" !)
活化的重组 ^̂ JG<)缓冲液和生理盐水%每组 2 个孔*
将 01 孔板置在培养箱中于 #= q)9c @N! 条件下孵育

!2 *%采用羟脯氨酸测定试剂盒测定角膜中羟脯氨酸
质量分数*
B5!5E$苏木精 伊̀红染色法检测小鼠角膜组织中中

性粒细胞数量$各时间点组分别取 2 只小鼠的 2 只眼
球%室温下置于固定液内 /! * 以上%梯度乙醇脱水%石
蜡包埋%9 !&厚切片并制成白片* 各组分别取 2 张白
片行苏木精 伊̀红染色%正置荧光显微镜下观察角膜
样本中性粒细胞并拍照* 采用 O&'-F\软件计数各切
片中性粒细胞数*
B5!5F$免疫荧光染色法观察角膜组织中中性粒细胞
与 ^̂ JG< 蛋白的共定位表达$取小鼠 2< * ?;模型
组白片切片 / 张"见 /5!51 部分#%脱蜡%浸泡于 VH(4G
%MV:修复液内加热煮沸进行抗原修复* 取出白片%
滴加 ^̂ JG< 一抗"/ i!""#2 q孵育过夜%次日复温%浸
入 "_"/ &+)Ch 磷 酸 盐 缓 冲 液 " B*+4B*'AF Q7RRFH
4+)7A(+,%JY[#洗涤 # 次%每次 9 &(,&再滴加 :)F8'R)7+H
2<< 二抗 " / i/ """#室温孵育 / *%浸入 "_"/ &+)Ch
JY[ 洗涤 # 次%每次 9 &(,&滴加 9 !-C&)M:JO室温孵
育 #" &(,%封片%正置荧光显微镜下观察并定位角膜组
织中中性粒细胞和 ^̂ JG< 蛋白的表达* ^̂ JG< 显示
绿色荧光%中性粒细胞显示蓝色荧光*
B5!5J$人中性粒细胞和腐皮镰刀菌孢子提取$将抽
取的外周静脉血置于抗凝管内% / #"" HC&(, 离心
/" &(,%收集血细胞* 加入红细胞裂解液%血液与红细
胞裂解液体积比为 / i#&在 JFH6+))密度梯度液"依次
向 /9 &)离心管内缓慢加入 2 &)</c JFH6+)))# &)
="c JFH6+))和 2 &)99c JFH6+))#上层加入白细胞悬
液%/ ="" HC&(, 离心 !" &(,%收集 2 &)液面层的细胞%
即中性粒细胞* 以 / 倍 JY[ 重悬%/ ="" HC&(, 离心
9 &(,%收集沉淀物%加入 KĴ OG/12" 培养基重悬后计
数* 刮取真菌培养基上的腐皮镰刀菌菌落并溶于无菌
生理盐水%过滤%/ ="" HC&(, 离心 9 &(,%得到真菌孢
子%光学显微镜下计数*
B5!5K$体外腐皮镰刀菌孢子感染人中性粒细胞$将
/5!5< 中处理和获取的中性粒细胞分为 2 个组%阴性
对照组为常规培养基培养的中性粒细胞%共培养组为
中性粒细胞与孢子共培养%:O@:K处理组和化合物 @
处理组分别向中性粒细胞和孢子共培养体系内加入

BG:̂ J;蛋白酶激动剂 :O@:K或抑制剂化合物 @* 采
用 !2 孔板%按照分组分别依次添加培养基 9"" !)C孔)
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图 B9各组小鼠模型眼裂隙灯显微镜下病灶表现$随着造模后时间的延长h角膜病灶面积逐
渐扩大

=&30,(B9P@&-@24+4&.,/3,2+%)/5./,'(2 @()&/'&'1&55(,('-3,/0+)$:HF'+R6+H,F'))F4(+,4
D'4BH+-HF44(UF)IF8BF,EFE +UFHA(&F'RAFH&+EF)(,-

:O@:K9"" !&+)ChC孔或化合物 @
/" !&+)ChC孔)中 性 粒 细 胞 9_" m
/"9 C孔和孢子 9_"m/"9 C孔h其中孢
子在中性粒细胞培养 #" &(, 后加入h
均于 #= q)9c @N! 条件下孵育 2 **
B5!5B"$细胞免疫荧光染色法检测
中性粒细胞中 ^̂ JG< 的表达$取
/5!50 中处理的细胞h以 2c多聚甲
醛固定h"_!c VH(A+, 透化h滴入 !c牛血清白蛋白室温
下封闭 / *h滴加 ^̂ JG< 一抗"/ i!""#2 q孵育过夜*
次日复温h滴加 "_"/ &+)ChJY[ 洗涤 # 次h每次
9 &(,&再滴加荧光 2<< 二抗 " / i/ """#室温下孵育
/ &(,h浸入 "_"/ &+)ChJY[ 洗涤 # 次h每次 9 &(,* 滴
加 9 !-C&)M:JO室温下反应 #" &(,h封片h正置荧光
显微镜下观察并拍照h各组统一曝光强度和时间h每组
随机拍下 /" 个视野h采用 O&'-F\软件分析各组中性
粒细胞中 ^̂ JG< 表达的荧光强度*
B5#$统计学方法

采用 [J[[ !!_" 统计学软件进行统计分析* 计量
资料经 [*'B(H+GT()P 检验评估是否满足正态分布* ?;
炎症评分呈偏态分布h数据资料以 T" /̂h #̂#表达h造
模后不同时间点组 ?;炎症评分总体差异比较采用
;H74P')GT'))(4=检验h组间两两比较采用 M7,,FAAV#
检验* 角膜中 ^̂ JG< 及 BG:̂ J;%蛋白相对表达量)
角膜中羟脯氨酸质量分数)角膜中中性粒细胞数量经
[*'B(H+GT()P 检验均呈正态分布h数据资料以 2b1表
示h组间资料经 hFUF,F检验进行方差齐性检验* 不同
时间点组角膜中 ^̂ JG< 和 BG:̂ J;%蛋白相对表达
量)角膜羟脯氨酸质量分数)中性粒细胞数量以及体外
实验各组角膜中 ^̂ JG< 蛋白荧光强度总体差异比较
均采用单因素方差分析h事后比较若方差齐采用 h[MG)
检验h若方差不齐则采用 M7,,FAAV# 检验* 角膜中
^̂ JG< 相对表达量与炎症评分关系评估以及造模后
不同时间点中性粒细胞数量与炎症评分的相关性分析

均采用 [BF'H&', 秩相关分析h角膜中 BG:̂ J;%蛋白
相对表达量与 ^̂ JG< 蛋白相对表达量关系评估以及
造模后不同时间点中性粒细胞数量与 ^̂ JG< 蛋白相
对表达量相关性分析均采用 JF'H4+, 线性相关分析h
并对相关系数进行假设检验* Up"_"9 为差异有统计
学意义*

!9结果

!5B$造模后不同时间组小鼠模型眼角膜病变情况及
评分比较

造模后 !2 * 组小鼠模型眼出现典型的菌丝苔被h
随造模后时间延长病灶面积逐渐扩大h角膜混浊逐渐
加重h并伴有前房积脓h造模后 =! * 组 2!c的模型眼
出现角膜穿孔"图 /#* 造模后 /!)!2)2< 和 =! * 组模
型眼角膜炎症评分分别为 !"!h##)1"9h1#)0"<h0#和
/!" /!h /2 # 分h总体比较差异有统计学意义 "=e

/!0_#<hUp"_"/#h其中造模后 !2)2< 和 =! * 组炎症评
分均明显高于 /! * 组h差异均有统计学意义 "均 Up
"_""/#*
!5!$造模后不同时间组角膜中 ^̂ JG< 相对表达量
比较

与造模前相比h造模后不同时间组 ^̂ JG< 蛋白表
达条带均明显增强h其中以造模后 !2 * 组角膜中
^̂ JG< 蛋白表达条带最强"图 !:#* 造模后 ")/!)!2)
2<)=! * 组角膜中 ^̂ JG< 蛋白相对表达量分别为
/_"=b"_!2)!!_==b/#_2")9#_2/b/9_0=)2#_00b!2_02
和 /2_#9b/"_!/h总体比较差异有统计学意义 "Ve
0_<0hUp"_"/#h其中造模后 /!)!2 和 2< * 组 ^̂ JG<
蛋白相对表达量明显高于 " * 组h差异均有统计学意
义"均 Up"_"/# "图 !Y#* 模型眼角膜组织内 ^̂ JG<
蛋白相对表达量与相应炎症评分呈中等强度正相关

"$1e"_9"hUp"_"9#"图 ##*
!5#$未处理小鼠离体角膜 ^̂ JG< 孵育后角膜中羟脯
氨酸质量分数比较

缓冲液组)生理盐水组和 ^̂ JG< 组角膜羟脯氨酸
质量分数分别为 " "_9! b"_"! #) " "_9/ b"_"# # 和
""_!=b"_"!# !-C&-h总体比较差异有统计学意义
"Ve/91_1#hUp"_"/#h其中 ^̂ JG< 组角膜中羟脯氨
酸质量分数明显低于缓冲液组和生理盐水组h差异均
有统计学意义"均 Up"_"9#*
!5C$造模后不同时间组模型眼角膜组织中 BG:̂ J;
蛋白相对表达量比较及其与 ^̂ JG< 蛋白表达量的相
关性

随造 模 后 时 间 的 延 长h 小 鼠 模 型 眼 角 膜 中
BG:̂ J;%"V*H/=!#蛋白相对表达量升高h造模后 ")
/!)!2)2<)=! * 组模型眼角膜中 BG:̂ J;%"V*H/=!# C
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图 !9造模后不同时间组小鼠角膜组织中 II>MJ 蛋白表达$:a不

同时间组小鼠角膜组织中 ^̂ JG< 蛋白表达电泳图$Ya不同时间组

小鼠角膜组织中 ^̂ JG< 蛋白相对表达量量化比较$ Ve0_<0%

Up"_"/5与造模后 " * 组比较%'Up"_"9"单因素方差分析%h[MG)检

验%+e9#$^̂ Ja基质金属蛋白酶&Z:JMga甘油醛G#G磷酸脱氢酶

=&30,(!9II>MJ +,/-(&'(*+,())&/'/54/1(@&'3 (;()2-1&55(,('-

-&4(+/&'-)5/@@/<&'3 4/1(@&'3 $ :a %)F6AH+B*+HFA+-H'& +R^̂ JG<

BH+AF(, F8BHF44(+, +R&+EF)(,-FIF4'AE(RRFHF,AA(&FB+(,A4$Ya@+&B'H(4+,

+R̂ ĴG< BH+AF(, HF)'A(UFF8BHF44(+, )FUF)(, 6+H,F''&+,-E(RRFHF,AA(&F

B+(,A4$Ve0_<0%Up"_"/5@+&B'HFE D(A* " *+7H'RAFH&+)E(,-%'Up"_"9

"N,FGD'I:LN]:%h[MG)AF4A%+e9#$^̂ Ja&'AH(8&FA'))+BH+AF(,'4F&

Z:JMga-)I6FH')EF*IEFG#GB*+4B*'AFEF*IEH+-F,'4F
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图 #9II>MJ 蛋白相对表达量与炎症评分相关性分析$^̂ JG< 相
对表达量与炎症评分呈中等强度正相关 " $1e"_9"%U p"_"9 #

" [BF'H&', 秩相关分析%+e!9#$^̂ Ja基质金属蛋白酶
=&30,( # 9 $/,,(@2-&/' /5 II>MJ ,(@2-&L( (*+,())&/' <&-%
&'5@2442-&/')./,(&'4/1(@&'3 (;()$V*FHF)'A(UFF8BHF44(+, +R̂ ĴG<
(, 6+H,F'D'4B+4(A(UF)I6+HHF)'AFE D(A* (,R)'&&'A(+, 46+HF"$1e"_9"%

Up"_"9# " [BF'H&', H',P 6+HHF)'A(+, ',')I4(4% + e!9# $ ^̂ Ja&'AH(8
&FA'))+BH+AF(,'4F

:̂ J;%值分别为 "_1/b"_2"0"_<!b"_#10/_"2b"_120
/_/#b"_1" 和 /_"0b"_9<%总体比较差异有统计学意
义"Ve#_//%Up"_"9#%其中%造模后 /! * 组模型眼角
膜中 BG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%值与造模后 " * 组
相比%差异无统计学意义"Us"_"9#&造模后 !202< 和
=! * 组角膜中 BG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%值明显高
于 " * 组%差异均有统计学意义"均 Up"_"9# "图 2#*
角膜中 BG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%值与 ^̂ JG< 蛋
白相对表达量呈中等强度正相关"$e"_92%Up"_"/#
"图 9#*
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图 C9造模后不同时间组小鼠角膜中 +M7I>:蛋白表达比较$
:a不同时间组小鼠角膜组织中 BG:̂ J;蛋白表达电泳图$Ya不同
时间组小鼠角膜组织中 BG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%表达值比较$

Ve#_//%Up"_"95与造模后 " * 组比较%'Up"_"9"单因素方差分析%
h[MG)检验%+e/<#$:̂ J;a:̂ J依赖的蛋白激酶&Z:JMga甘油醛G
#G磷酸脱氢酶
=&30,(C 9 $/4+2,&)/'/5+M7I>: (*+,())&/'&'./,'(2 24/'3
1&55(,('--&4(+/&'-)5/@@/<&'3 4/1(@&'3$ :a%)F6AH+B*+HFA+-H'& +R
BG:̂ J;BH+AF(, F8BHF44(+, (, 6+H,F''&+,-E(RRFHF,AA(&FB+(,A4$Ya
@+&B'H(4+, +RHF)'A(UFF8BHF44(+, )FUF)4+RBG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%
BH+AF(, (, 6+H,F''&+,-E(RRFHF,AA(&FB+(,A4$Ve#_//%Up"_"95@+&B'HFE

D(A* " *+7H'RAFH&+)E(,-%'Up"_"9 " N,FGD'I:LN]:%h[MG)AF4A%
+e/<# $ :̂ J;a'EF,+4(,F9G&+,+B*+4B*'AFG'6A(U'AFE BH+AF(, P(,'4F&
Z:JMga-)I6FH')EF*IEFG#GB*+4B*'AFEF*IEH+-F,'4F
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图 D9+M7I>:量"Q%,BF!# R7I>:量表达量与 II>MJ 表达量相关
性分析$BG:̂ J;%"V*H/=!# C:̂ J;%表达量与 ^̂ JG< 表达量呈中
等强度正相关"$e"_92%Up"_"/# "JF'H4+, 线性相关分析%+e!9#$
:̂ J;a:̂ J依赖的蛋白激酶&^̂ Ja基质金属蛋白酶
=&30,(D9$/,,(@2-&/'/5+M7I>:量"Q%,BF!# R7I>:量(*+,())&/'
<&-%II>MJ (*+,())&/'$ BG:̂ J;% "V*H/=!# C:̂ J;%F8BHF44(+,
D'4&+EFH'AF)IB+4(A(UF)I6+HHF)'AFE D(A* ^̂ JG< F8BHF44(+, (, 6+H,F'
"$e"_92%Up"_"/ # " JF'H4+, )(,F'H6+HHF)'A(+, ',')I4(4% + e!9 # $
:̂ J;a 'EF,+4(,F 9G&+,+B*+4B*'AFG'6A(U'AFE BH+AF(, P(,'4F& ^̂ Ja
&'AH(8&FA'))+BH+AF(,'4F

!5D$造模后不同时间组角膜中中性粒细胞数量比较
造模后 /! * 组模型眼角膜中即出现中性粒细胞%

随造模时间延长%角膜内中性粒细胞逐渐增多"图 1#*
造模后 "0/!0!202<0=! * 组角膜内中性粒细胞数量分
别为"<b1#0"#9b/0#0"/ 2=0b!<1#0"/ 002b/<<#和
"/ #!<b0##个C切片%总体比较差异有统计学意义
"Ve/=_/#%Up"_"/#%其中造模后 !202< 和 =! * 组角
膜中中性粒细胞数量明显多于 " * 组%差异均有统计

!110! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"
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学意义"均 Up"_""/#* 模型眼角膜中中性粒细胞数
量与炎症评分呈强正相关 "$1e"_==%Up"_""/#%与
^̂ JG< 蛋白相对表达量呈中等强度正相关"$e"_91%
Up"_"9#"图 =#*

200μm

0
h

12
h

24
h

48
h

72
h

100μm 20μmBA C

100μm 20μm

100μm 20μm

100μm 20μm

100μm 20μm

图 E9造模后不同时间组裂隙灯显微镜下角膜表现及病理组织学检

查表现$随造模后时间延长及病情加重%角膜组织中中性粒细胞向

数量增加并向角膜深层浸润$:m不同时间组裂隙灯显微镜下角膜

病灶表现$Ym不同时间组模型眼角膜组织学表现"g%m!""%标尺e

/"" !&# $方框内所示为角膜病灶区$ @m角膜病灶区放大图

"g%m2""%标尺e!" !&#

=&30,( E 9 P@&- @24+ 4&.,/+%/-/3,2+%) 2'1 %&)-/+2-%/@/3&.2@

5&'1&'3)/5./,'(2@@()&/')2-L2,&/0)-&4(+/&'-)5/@@/<&'3 4/1(@&'3$

V*F(,R)'&&'A(+, +RA*F6+H,F'4D'4-H'E7'))I'--H'U'AFE +UFHA*FA(&F%',E

A*F,7&QFH+R,F7AH+B*()4D'4+QU(+74)I(,6HF'4FE$:m '̂,(RF4A'A(+, +R

6+H,F'))F4(+, 7,EFH'4)(A)'&B &(6H+46+BF'AF'6* A(&FB+(,A$YmV*F

B'A*+*(4A+)+-(6')R(,E(,-4+R)F4(+,4"g%m!""% Q'He/"" !&# $V*F

6+H,F'))F4(+, D'4&'HPFE (, 4X7'HFRH'&F$ @m '̂-,(R(FE U(FD+RA*F

6+H,F'))F4(+, "g%m2""%Q'He!" !&#

!5E$^̂ JG< 蛋白在角膜中性粒细胞中的表达及定位
^̂ JG< 蛋白在角膜的中性粒细胞中呈阳性表达%

呈绿色荧光%包绕中性粒细胞的分叶核%角膜中中性粒
细胞呈蓝色荧光%可见绿色荧光与蓝色荧光重叠%即
^̂ JG< 蛋白与中性粒细胞表达高度共定位"图 <#*
!5F$不同腐皮镰刀菌孢子感染处理组人中性粒细胞
中 ^̂ JG< 蛋白相对表达量比较

^̂ JG< 蛋白在中性粒细胞中表达呈绿色荧光%
:O@:K处理组 ^̂ JG< 蛋白表达荧光强度强于阴性对
照组和化合物 @处理组"图 0#* 阴性对照组)中性粒
细胞与孢子共培养组):O@:K处理组和化合物 @处理
组人中性粒细胞中 ^̂ JG< 蛋白表达荧光强度值分别
为 9 9/1 1=/b/21 =99)9 111 =99b##/ =0/)1 "1# "<=b

##! #=< 和 9 9/< =<<b2/0 #!#%组间总体比较差异有
统计学意义"Ve/!_=9%Up"_"/#%其中 :O@:K处理组
人中性粒细胞中 ^̂ JG< 蛋白表达荧光强度值明显高
于阴性对照组和化合物 @处理组%差异均有统计学意
义"均 Up"_"9#*
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图 F9模型眼角膜中性粒细胞数量与炎症评分或 II>MJ 蛋白相对

表达量相关性分析9 :m中性粒细胞数与炎症评分呈强正相关

"$1e"_==%Up"_""/# " [BF'H&', 秩相关分析%+e!"#$Ym中性粒细

胞数与 ^̂ JG< 蛋白相对表达量呈中等强度正相关 "$e"_91%Up

"_"9# "JF'H4+, 线性相关分析%+e!"#$^̂ Jm基质金属蛋白酶

=&30,(F9$/,,(@2-&/')/5'(0-,/+%&@./0'-<&-%&'5@2442-&/')./,(

/,II>MJ +,/-(&'(*+,())&/'9 :m LF7AH+B*()6+7,AD'4B+4(A(UF)I

6+HHF)'AFE D(A* (,R)'&&'A(+, 46+HF"$1e"_==% Up"_""/# " [BF'H&',

H',P 6+HHF)'A(+, ',')I4(4% + e!" # $ YmLF7AH+B*()6+7,AD'4B+4(A(UF)I

6+HHF)'AFE D(A* ^̂ JG< BH+AF(, F8BHF44(+, "$e"_91% Up"_"9# "JF'H4+,

)(,F'H6+HHF)'A(+, ',')I4(4%+e!"#$^̂ Jm&'AH(8&FA'))+BH+AF(,'4F
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图 J9II>MJ 蛋白在角膜中性粒细胞中的表达情况9:m^̂ JG< 蛋

白表达包绕中性粒细胞分叶核%呈绿色荧光":)F8'R)7+H2<<# %中性

粒细胞核呈蓝色荧光"M:JO# "m2""%标尺e9" !&#$Ym荧光共定位

分析拟合图$@m荧光共定位分析计算结果条图 "JF'H4+,oKHe/%

NUFH)'BoKe/#$^̂ Jm基质金属蛋白酶mM:JOm二脒基苯基吲哚

=&30,(J9II>MJ +,/-(&'(*+,())&/'&''(0-,/+%&@)&'-%(./,'(2$

:m^̂ JG< F,6+&B'44FE ,F7AH+B*()4F-&F,AFE ,76)F(% 4*+D(,- -HFF,

R)7+HF46F,6F":)F8'R)7+H2<< # %',E ,F7AH+B*(),76)F(BHF4F,AFE Q)7F

R)7+HF46F,6F" M:JO# " m2""% Q'He9" !&# $ Ym ?(AAFE B)+A+R

R)7+HF46F,6F6+G)+6')(S'A(+, ',')I4(4$@mg(4A+-H'&+R6')67)'AFE HF47)A4+R

R)7+HF46F,6F6+G)+6')(S'A(+, ',')I4(4"JF'H4+,oKHe/%NUFH)'BoKe/#$

^̂ Jm&'AH(8&FA'))+BH+AF(,'4FmM:JOmE('&(,(E(,FB*F,I)(,E+)F

!=10!中华实验眼科杂志 !"!# 年 /" 月第 2/ 卷第 /" 期$@*(, \%8B NB*A*')&+)%N6A+QFH!"!#%]+)52/%L+5/"



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

100μm

MMP�8 DAPI 融合图

阴
性

对
照

组
对

照
组

A
IC
A
R
处

理
组

化
合

物
C
处

理
组

100μm 100μm

100μm 100μm 100μm

100μm 100μm 100μm

100μm 100μm 100μm

图 K9各处理组人中性粒细胞中 II>MJ 蛋白表达的免疫荧光染
色$^̂ JG< 蛋白在人中性粒细胞的表达呈绿色荧光 m:)F8'R)7+H
2<<# %人中性粒细胞核呈蓝色荧光mM:JO# mm!""%标尺e/"" !&#$
:O@:K处理组 ^̂ JG< 蛋白表达荧光强于阴性对照组和化合物 @处
理组$^̂ J$基质金属蛋白酶&M:JO$二脒基苯基吲哚
=&30,(K 9 m440'/5@0/,().('.()-2&'&'3 /5II>MJ (*+,())&/'&'
%042' '(0-,/+%&@) '0.@(&9 ^̂ JG< F8BHF44(+, 4*+DFE -HFF,
R)7+HF46F,6Fm:)F8'R)7+H2<<# ',E *7&', ,F7AH+B*(),76)F(BHF4F,AFE
Q)7FR)7+HF46F,6FmM:JO# mm!""% Q'He/"" !&# $V*FR)7+HF46F,6F
D'44AH+,-FH(, :O@:KGAHF'AFE -H+7B A*', (, ,F-'A(UF6+,AH+)-H+7B ',E
6+&B+7,E @GAHF'AFE -H+7B $ ^̂ J$ &'AH(8&FA'))+BH+AF(,'4F& M:JO$
E('&(,(E(,FB*F,I)(,E+)F

#9讨论

正常角膜无血管)透明%是重要的屈光介质* 角膜
基质约占整个角膜厚度的 0"c%由绝大部分胶原纤维
构成的细胞外基质和少量细胞组成* 角膜胶原纤维的
主要成分是&型胶原%构成了角膜组织的主要骨
架

- /1. * 角膜的折光功能依赖于有序排列的胶原板层
结构%有序胶原结构的破坏是角膜混浊的主要原
因

- /=. * 本课题组既往通过小鼠角膜 ^̂ JG< 基质注射
造模发现%注射眼角膜较对照眼明显混浊%证明 ^̂ JG<

可直接降解角膜基质层胶原纤维造成基质破坏%导致
角膜混浊

- /<. %与本研究体外实验结果一致* 正常角膜

中无中性粒细胞%角膜真菌感染诱发中性粒细胞向角
膜内迁移募集* 研究表明%去除中性粒细胞的 ?;小
鼠角膜内菌丝量较高%证明了中性粒细胞关键的杀菌
作用%而去除中性粒细胞的 ?;小鼠角膜混浊程度)组
织损伤程度较正常 ?;小鼠低%表明角膜组织混浊是
中性粒细胞降解胶原蛋白破坏组织所致

- /0. * 本研究

也同样发现%?;小鼠感染早期%随着角膜内中性粒细
胞数量的增多%其分泌的 ^̂ JG< 表达水平也逐渐升
高%有助于中性粒细胞由角膜缘向角膜感染部位迁移
以杀死真菌%在此过程中也会降解角膜基质层胶原纤
维致使角膜混浊%使 ^̂ JG< 表达水平与 ?;炎症评分
严重程度呈正相关*

中性粒细胞分泌 ^̂ JG< 前体%只有破坏其活性位
点与 k,!f

的相互作用才会被激活* 激活的过程可以通
过中性粒细胞释放的活性氧和多种蛋白酶来介导%如
组织蛋白酶 Z)糜蛋白酶以及 ^̂ JG#)^̂ JG=)^̂ JG/")
^̂ JG/2 等 - <%!" !̀9. * :̂ J;磷酸化激活 ^̂ JG< 是我们
首次在 ?;中发现的%其在人肺结核疾病中已有报道%
中性粒细胞来源的 ^̂ JG< 导致基质破坏空洞化的过
程依赖于 :̂ J;%:̂ J;激活水平在人肺结核细胞模
型中上调%并驱动中性粒细胞 ^̂ JG< 分泌和基因表
达%这被 :̂ J;抑制剂化合物 @抑制 - !1. %与本研究中
体外镰刀菌孢子感染人中性粒细胞实验结果一致* 由
于中性粒细胞趋化网络在小鼠和人中是不同的%鼠和
人的中性粒细胞在循环细胞的数量和形态方面也不

同
- !=. %因此本研究中选用人中性粒细胞来研究 :̂ J;

与 ^̂ JG< 之间的作用* :O@:K)二甲双胍或 :G=1011!
m:̂ J;激活剂#均被报道在各种炎症和免疫动物模
型中发挥抗炎作用

- !< #̀!. %在 ?;动物模型中尚未见报
道%:̂ J;磷酸化激活 ^̂ JG< 在 ?;病变中的作用还
需进一步研究*

综上所述%本研究证明了在 ?;病变早期%中性粒
细胞分泌大量 ^̂ JG< 降解角膜基质层胶原纤维致使
角膜混浊%组织被破坏%^̂ JG< 表达水平与 ?;的严重
程度相关* 本研究首次发现在 ?;病程中%:̂ J;信
号通路在调节中性粒细胞 ^̂ JG< 分泌和天然免疫介
导的组织破坏之间存在相互作用%:̂ J;磷酸化可调
控人中性粒细胞 ^̂ JG< 分泌* 本研究为 ?;中性粒
细胞分泌 ^̂ JG< 致组织破坏提供了实验依据*
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