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66&摘要'6目的6探讨还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶 7"Y)-7#在 4 型 9N模型小鼠角膜病变中的
致病作用及其可能机制(6方法6选择 H*@I 基因敲除"H*@I Ĵ̂ #纯合子雄性小鼠 75 只%以鼠龄)性别匹配的
野生型 M8<d_=/"H*@IaJa#小鼠 4.5 只作为对照( 采用随机数字表法分别将 . 种小鼠随机分为 9N组和非
9N组%9N组小鼠采用链脲佐菌素腹腔内注射法构建 4 型 9N模型( 采用随机数字表法分别将 H*@IaJa

小鼠

9N组和非 9N组分为普通饲料喂养小鼠和添加 Y)-7 抑制剂 \iK40<A04"\iK#饲料喂养小鼠( 于 9N造模
后第 4/ 周采用酚红棉线法检测各组小鼠泪液分泌量,采用荧光素钠染色评分法评估角膜上皮完整性,采用激
光扫描共聚焦显微镜观察角膜基质层神经纤维密度变化,采用 M2%%V:̀ 荧光探针检测角膜上皮中活性氧簇

"V:R#含量,采用免疫荧光染色法检测小鼠角膜上皮中 !'M#&(2F$* 蛋白和核因子'"d"YT'"d#蛋白表达变化,

采用角膜铺片 Kkdd0 染色法检测角膜中央区神经纤维密度(6结果6H*@IaJa
小鼠 9N组和非 9N组泪液分

泌量分别为".[75l4[4A#和"8[05l4[5.#""="$*%差异有统计学意义"-m5[54#,H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组泪液分泌

量为"7[4@l5[/0#""="$*%明显多于 H*@IaJa
小鼠 9N组%差异有统计学意义"-m5[58#,普通饲料喂养小鼠与

\iK添加饲料喂养小鼠 9N组泪液分泌量分别为 " .[.0l5[A0#和 " 7[5.l5[<4#""="$*%差异有统计学意义
"-m5[54#( 与 H*@IaJa

小鼠非 9N组比较%H*@IaJa
小鼠 9N组角膜荧光素染色评分显著升高%角膜神经纤维

密度显著降低%角膜上皮中 V:R 荧光强度明显增强%!'M#&(2F$* 蛋白表达荧光强度减弱%YT'"d蛋白表达荧光
强度增强( H*@I Ĵ̂

或 \iK添加饲料喂养小鼠 9N组与非 9N组比较角膜上皮中 V:R 荧光增强%!'M#&(2F$*

蛋白表达荧光减弱( H*@I Ĵ̂
和 \iK添加饲料喂养小鼠 9N组角膜上皮细胞中 YT'"d蛋白荧光强度均较弱%

与非 9N组强度一致( 角膜铺片免疫荧光染色显示%H*@IaJa
小鼠 9N组中 Kkdd0 染色的神经纤维密度明显

低于非 9N组%H*@I Ĵ̂
或 \iK添加饲料喂养小鼠 9N组角膜基质层神经纤维与非 9N组比较无明显减少(6

结论6Y)-7 参与了糖尿病角膜病变的致病过程%其机制可能与氧化应激诱导 V:R 产物聚集%激活 YT'"d介导
的炎症反应有关(6

&关键词'6糖尿病=并发症, 角膜病变, 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶, 氧化应激, 酶抑制剂=

治疗作用, 疾病模型, 近交系 M8<d_小鼠
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9N+F)GB%Q($>( Q#DD$+*$I$>#*3%C%2DD3(#* " 8[05 l4[5. # ""="$*G32$* *)*'9N +F)GB "-m5[54#1K(232#F
D2>F23$)* Q#D"7[4@l5[/0#""="$*G32$* 9N+F)GB )IH*@I Ĵ̂ "$>2%Q($>( Q#DD$+*$I$>#*3%C")F23(#* 3(#3$* 9N
+F)GB )IH*@IaJa"$>2"-m5[58#1R$+*$I$>#*3&$II2F2*>2Q#DI)G*& O23Q22* ".[.0l5[A0#""="$*G32)IF2+G%#FI22&
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$*32*D$3C)IV:R $* >)F*2#%2B$3(2%$G"% Q2#J2*2& I%G)F2D>2*>2$*32*D$3C)I!'M#&(2F$* BF)32$* 2-BF2DD$)*% #*&
2*(#*>2& I%G)F2D>2*>2)IYT'"dBF)32$* 2-BF2DD$)* >)"B#F2& Q$3( *)*'9N+F)GB1;* H*@I Ĵ̂ "$>2#*& "$>2I2& Q$3(
\iKDGBB%2"2*3#FCI22&% 3(2$*>F2#D2& I%G)F2D>2*>2)IV:R #*& &2>F2#D2& I%G)F2D>2*>2)I!'M#&(2F$* BF)32$*
2-BF2DD$)* Q2F2D22* $* 3(2>)F*2#%2B$3(2%$G")I3(29N+F)GBD>)"B#F2& Q$3( *)*'9N+F)GBD1;* H*@I Ĵ̂ "$>2#*&
"$>2I2& Q$3( \iKDGBB%2"2*3#FCI22&%YT'"dBF)32$* I%G)F2D>2*>2Q#DQ2#J $* >)F*2#%2B$3(2%$#%>2%%D$* 9N
+F)GBD%Q($>( Q#DD$"$%#F3)3(#3$* *)*'9N+F)GBD1;""G*)I%G)F2D>2*>2D3#$*$*+)I>)F*2#%I%#3")G*3D()Q2& 3(#33(2
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66糖尿病角膜病变"&$#O23$>J2F#3)B#3(C%9i#是糖尿
病主要的眼部并发症%临床表现主要包括干眼相关角
膜病变)角膜上皮损伤)角膜知觉减退)角膜水肿)角膜
溃疡)角膜炎等 - 4. ( 目前 9i的具体致病机制尚未完
全阐明%其相关研究主要聚焦于胰岛素缺乏及高糖环
境导致的泪腺腺泡损害和晚期糖基化终末产物

"#&H#*>2& +%C>#3$)* 2*& BF)&G>3D%P\!D#堆积引起的氧
化应激反应及神经组织结构和功能异常

- . /̂. ( 此外%
高糖环境下导致的相关基因)生长因子)神经营养因
子)多肽蛋白的表达)结构和功能异常以及角膜神经结
构损害等也被认为与 9i的发生和发展有关 - <. ( 研究
表明%适量的活性氧簇 "F2#>3$H2)-C+2* DB2>$2D%V:R#
可促进细胞增殖及组织更新%介导细胞内信号转导并
清除病原体%而过量的 V:R 会破坏线粒体电子传递系
统%并引起脂质过氧化)9YP断裂)蛋白质变性 - A. ( 多

项动物及细胞实验证实%氧化应激在干眼及角膜病变
的致病过程中发挥着重要作用

- @ 4̂.. ( 高糖环境可加速
细胞线粒体的氧化代谢%增强还原型烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸氧化酶"YP9LU)-$&#D2%Y)-#活性%导致 V:R
堆积%引起细胞的氧化应激损害( 糖尿病大鼠角膜组
织中 P\!D) A'羟基脱氧葡萄糖和核转录因子 "d
" *G>%2#FI#>3)F%YT'"d#呈高表达%提示高糖引起的氧
化应激反应参与 9i的发生 - 40. ( 研究表明%9Y#D2;)
#'硫辛酸)促分解脂质介质 V2D)%H$* 94)外源性血管
内皮生长因子 d等可抑制角膜组织氧化应激反应%
减少 V:R 积累%从而对 9i发挥防治作用%并促进糖
尿病模型动物的角膜创伤愈合及神经再生

- 47 4̂<. (
Y)-介导的细胞氧化应激损伤参与多种糖尿病并发
症的发生和发展( 多种 Y)-异构体参与角膜组织细
胞的增生)迁移)黏附及损伤修复 - 4A 4̂@. ( 糖基化修饰
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的牛血清白蛋白通过增强 Y)-活性及提高其亚基
B..B()-和 Y)-7 蛋白的表达而促进 V:R 生成%导致
体外培养的猪角膜创伤愈合延迟

- .5. ( Y)-介导的氧
化应激反应参与了多种糖尿病并发症的致病过程%
但 Y)-7 在 9i中的直接致病作用尚未完全阐明( 本
研究拟探讨 Y)-7 在 4 型糖尿病模型小鼠角膜病变
发病中的作用及可能机制%为 9i的防治提供新的
靶点(

>:材料与方法

>1>66材料
>1>1>6实验动物6 RLT级 / oA 周龄雄性野生型
M8<d_=/"H*@IaJa#小鼠 4.5 只"西安交通大学动物实
验中心提供#,H*@I 基因缺陷 "H*@I Ĵ̂ #小鼠 "货号$
5..@@/#4 对"美国杰克逊实验室%实验小鼠为 H*@I Ĵ̂

雌雄繁育的 H*@I Ĵ̂
纯合子雄性后代#( 实验小鼠均于

西安交通大学动物实验中心饲养%湿度为 75Zo<5Z%
室温 4Ao.8 p%4. ( 光照昼夜循环%通风良好%饮食洁
净( 实验小鼠的使用和喂养遵循 PVX:制定的科研
动物使用规范%本研究方案经西安交通大学实验动物
伦理委员会批准"批文号$ ẀKk_PM.54054#(
>1>1!6主要试剂及仪器6链脲佐菌素"D3F2B3)E)3)>$*%
RKf#)KkY!_检测试剂盒"44/A7A5@@45#"美国 R$+"#'
P%&F$>( 公司#,Y)-7 抑制剂 \iK40<A04"美国 R2%%2>J
公司#,小鼠抗 Kkdd0 多克隆抗体 "d.00888# "美国
d$)%2+2*& 公司#,M2%%V:̀ 探针"M45777#)兔抗 YT'"d
多克隆抗体 " LP84/878 #) 驴抗兔荧光二抗 P%2-#
T%G)F$ 8@7 " P.4.5< #) 驴 抗 小 鼠 荧 光 二 抗 P%2-#
T%G)F$ 7AA "P.4.5.# "美国 K(2F")公司 # ,兔抗 !'
M#&(2F$* 抗体 " 04@8# "美国 M2%%R$+*#%$*+公司 # ,兔
抗 Y)-7 抗体"U055%美国 R#*3#MFGE公司#,9PL;"美
国 X2>3)F_#O)F#3)F$2D公司#,KV;K:Y '̀455"美国 NL
d$)"2&$>#%D公司#,9!LM"上海碧云天生物技术有限
公司 #, AZ多 聚 甲 醛 " 美 国 !%2>3F)*$>N$>F)D>)B2
R>$2*>2D公司#,水合氯醛"上海山浦化工有限公司#,
:MK包埋剂"美国 K$DDG2'K2J 公司#,荧光素钠注射液
"美国 P%>)* 公司#( 4 "%胰岛素注射针"舒锐 k75%美
国 d9公司#,U!P'RKL05 血糖试纸)U!P.05 快速血
糖仪-欧姆龙"中国#有限公司. ,泪液检测酚红棉线
"天津晶明新技术开发有限公司# ,冰冻切片机"德国
_2$>#公司# ,正置荧光显微镜 "日本 :%C"BGD公司# ,
i)*DJ#外科显微镜 "宿迁市爱眼夫医疗器械有限公
司# ,角膜激光扫描共聚焦显微镜 "德国海德堡
公司# (

>1!6方法
>1!1>64 型 9N模型建立6采用碱裂解法经鼠尾静
脉血提取 9YP行 LMV基因验证后%H*@IaJa

小鼠和

H*@I Ĵ̂
小鼠在 RLT级动物房饲养%普通饮食喂养 4 周

后禁食 4. (%采集鼠尾静脉血测定空腹血糖 "I#D3$*+
O%))& +%G>)D2%Td\#%同时称取体质量( 采用随机数字
表法分别将 H*@IaJa

小鼠和 H*@I Ĵ̂
小鼠随机分成 9N

组和非 9N组%每组 .5 只( 9N组小鼠每日腹腔内注
射用柠檬酸缓冲液新鲜配制的 RKf 85 "+=J+%连续注
射 8 &%每次注射前禁食 7 (,注射后 0 周血糖水平高
于 40[A "")%=_者为造模成功%否则继续注射 RKf
8 &%注射后 4 周测定鼠尾血糖%确保造模成功( 非 9N
组注射等量柠檬酸盐(
>1!1!6H*@IaJa

小鼠饮食干预分组6采用随机数字表
法分别将非 9N组和 9N组 H*@IaJa

小鼠细分为 \iK
饮食组和普通饮食组%每组 .5 只( \iK饮食组小鼠给
予含 \iK40<A04 药物的饲料%普通饮食组小鼠仅给予
普通饲料,其中 \iK饮食 9N组小鼠先普通饮食饲养 .
个月再添加 \iK40<A04 药物喂养 . 个月(
>1!1?6眼表病变相关指标检查6于造模成功后第 4/
周对各组小鼠进行眼表相关检测( " 4#泪液分泌试
验6非麻醉状态下将酚红棉线放置于小鼠外眦角结膜
囊 4 "$*%记录泪液润湿棉线由黄变红的长度( ".#角
膜荧光素钠染色6小鼠全身麻醉后结膜囊内滴入 4Z
荧光素钠 . %%%. "$* 后用生理盐水冲洗眼表并蘸干
水分%裂隙灯显微镜钴蓝光下观察并拍照%采用 ;"#+2W
软件根据角膜荧光素染色面积进行评分( 5 分为无点
状染色,4 分为染色面积!4=A,. 分为染色面积占角膜
总面积的q4=Ao4=7 染色面积,0 分为染色面积q4=7o
4=.,7 分为染色面积q4=.( "0#角膜基质神经纤维分
布检查6<Z水合氯醛按照 / "%=J+的剂量腹腔注射
麻醉小鼠%采用激光扫描共聚焦显微镜评估角膜基质神
经纤维分布及其走行%\2*K2#%凝胶滴于物镜尖端%手动
模式下扫描中央角膜%每 .5 %"采集 4 次并拍摄(
>1!1#6免疫荧光染色法检测 Y)-7)!'M#&(2F$* 及 YT'
"d蛋白在角膜上皮的表达6于造模成功后第 4/ 周处
死各组 / 只小鼠%摘取眼球%置于 7Z多聚甲醛溶液中
固定 A "$*%剪取完整角膜%置于 7Z多聚甲醛溶液中
固定 05 "$*%梯度蔗糖溶液脱水%:MK包埋%冰冻切片
机连续切片 "沿垂直角膜表面方向 #%切片厚度为
< %"( 将冰冻切片置于载玻片上%室温晾干%LdR 洗
去包埋剂,免疫组织化学笔圈标本%加入封闭液%于湿
盒中室温静置 4 (,分别滴加 Y)-7) YT'"d或 !'
M#&(2F$* 一抗"均4 b455稀释# %湿盒中7p孵育过夜,
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表 >:不同基因小鼠 DJ 组与非 DJ 组 =MN浓度和体质量比较"!O"#
P39/'>:L+1&3(0-+,+4=MN/'I'/3,29+27 <'065)9')<'',DJ 3,2,+,QDJ

6(+.&-+4#$!%R&R 3,2#$!%S&S10*'"!O"#

组别 样本量 体质量"+# r Td\浓度""")%=_# "

非 9N'H*@IaJa
组 < .A[/<l.[57 @[/.l4[/@

9N'H*@IaJa
组 < .4[<<l.[.A# .@[40l/[<5#

非 9N'H*@I Ĵ̂
组 / 04[4.l4[5. <[<0l4[<4

9N'H*@I Ĵ̂
组 / .0[5.l.[07O 04[45l7[0AO

TJL#(6" 值 .0[<@5 0A[/45

-值 m5[554 m5[554

6注$与非 9N'H*@IaJa
组比较%#

校正 -m5[54,与非 9N'H*@I Ĵ̂
组比较%O

校正 -m5[54" r$单因素方
差分析%d)*I2FF)*$检验,"$]2%>( 方差分析%\#"2D'U)Q2%%检验#69N$糖尿病,Y)-$YP9LU氧化
酶,Td\$空腹血糖
6 Y)32$ M)"B#F2& Q$3( *)*'9N'H*@IaJa +F)GB%##&?GD32& -m5[54, >)"B#F2& Q$3( *)*'9N'H*@I Ĵ̂

+F)GB%O#&?GD32& -m5[54 " r$:*2'Q#CPY:XP%d)*I2FF)*$32D3,"$]2%>( PY:XP%\#"2D'U)Q2%%32D3#6
9N$&$#O232D"2%%$3GD,Y)-$YP9LU)-$&#D2,Td\$I#D3$*+O%))& +%G>)D2

LdRK"LdRa5[58Z KQ22*.5#漂洗 0 次%滴加 PT'8@7
标记的驴抗兔 P%2-#T%G)F8@7 二抗"4 b.55 稀释#%室
温避光孵育 4 (,LdRK洗 0 次%9PL;染核并封片后于
荧光显微镜下观察并拍照(
>1!1@6M2%%V:̀ 荧光探针检测细胞中 V:R 含量6造
模成功后第 4/ 周处死各组 / 只小鼠%摘取眼球%直接
:MK包埋%冰冻切片机连续切片"沿垂直角膜表面方
向 < %"厚切片#( 将冰冻切片置于载玻片上%室温晾
干后 LdR 洗 0 次%免疫组织化学笔圈标本%滴加 .5 %%
含有 M2%%V:̀ 探针的溶液%于 0< p避光孵育 4 (%LdR
洗 0 次%滴加含有 9PL;的封片液封片%荧光显微镜下
观察并拍照(
>1!1A6KkY!_染色检测角膜上皮细胞凋亡情况6取
41.18 部分眼球冰冻切片%LdR 漂洗 0 次%用含 5[8Z
KF$3)* '̀455 的 5[4Z柠檬酸盐缓冲液冰浴 8 "$*,LdR
冲洗 0 次%室温下晾干后用免疫组化笔圈标本%滴加
.5 %%KkY!_反应混合物%湿盒中室温下避光孵育
4 (,LdR 避光清洗 0 次%9PL;染核并封片%凋亡细胞
呈红色荧光%荧光显微镜下观察并拍照(
>1!1T6角膜铺片法检测角膜神经分布6造模成功后
第 4/ 周%分别处死各组 / 只小鼠( 摘取眼球%置于 .Z
多聚甲醛固定 05 "$*( 沿角巩缘剪取角膜%放入含
LdRK的 / 孔板%清洗 0 次%取出角膜%放入含 4Z
KF$3)* '̀455 LdR 的 @/ 孔板室温孵育 4 (%滴加 Kkdd0
抗体"4 b455 稀释#并于 7 p孵育过夜,LdRK洗 / 次%
滴加 P%2-#T%G)F7AA 荧光标记二抗%于 7 p避光孵育
.7 (,LdRK洗 / 次%从角膜缘向中央放射状剪开角膜
后铺片%甘油封片%荧光显微镜下观察并拍照(
>1?6统计学方法

采用 RLRR ..15 统计学软件
及 V软件 " 71515#进行统计分
析( 计 量 资 料 数 据 经 R(#B$F)'
]$%J 检验行正态性分布评估%小
鼠体质量)血糖水平)泪液分泌量
均满足正态分布%以 @l0表示%角
膜荧光素钠染色评分不符合正态

分布%以 4"N4%N0 #表示( 不同
干预小鼠 9N组与非 9N组计量
资料采用 _2H2*2检验评估方差
齐性%满足方差齐性的计量资料
差异比较采用单因素方差分析%
事后比较采用 d)*I2FF)*$检验,方
差不齐的计量资料差异比较采用

]2%>( 方差分析%事后比较采用

\#"2D'U)Q2%%检验( 角膜荧光素钠染色评分组间差异
比较采用 iFGDJ#%']#%%$D秩和检验( 采用双侧检验%
-m5[58 为差异有统计学意义(

!:结果

!1>6各组小鼠血糖水平及体质量比较
与非 9N组小鼠相比%9N组小鼠 Td\浓度明显

升高)体质量降低%差异均有统计学意义 "均 -m
5[58#( 在 9N组中%H*@I Ĵ̂

小鼠与 H*@IaJa
小鼠 Td\

浓度及体质量比较%差异均无统计学意义 "均 -q
5[58#"表 4#(
!1!69N组与非 9N组不同饮食干预后 H*@IaJa

小鼠

Td\浓度和体质量比较
与非 9N组小鼠相比%9N组小鼠各饮食干预条

件下 Td\浓度明显升高)体质量降低%差异均有统计
学意义"均 -m5[58#( 各组内不同饮食干预下小鼠体
质量及 Td\组间比较差异均无统计学意义 "均-q
5[58#"表 .#(
!1?69N组与非 9N组 H*@IaJa

小鼠角膜上皮细胞中

Y)-7 表达比较
造模成功后第 4/ 周%9N组小鼠角膜上皮细胞中

Y)-7 表达呈红色强荧光%Y)-7 荧光表达分布均匀%角
膜基质层中可见少量红色荧光( 非 9N组小鼠角膜上
皮细胞中 Y)-7 荧光表达微弱"图 4#(
!1#6不同基因小鼠 9N组与非 9N组泪液分泌量
比较

H*@IaJa
小鼠中%9N组较非 9N组泪液分泌减少%

差异有统计学意义"-m5[54#( 与 9N组 H*@IaJa
小鼠

相比%9N组 H*@I Ĵ̂
小鼠泪液分泌量明显更多%差异有

统计学意义"-m5[58#"表 0#(

!85/!中华实验眼科杂志 .5.7 年 < 月第 7. 卷第 < 期6M($* W!-B :B(3(#%")%%WG%C.5.7%X)%17.%Y)1<



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

表 !:不同饲料干预 DJ 组与非 DJ 组 #$!%R&R
小鼠 =MN浓度和体质量比较"!O"#

P39/'!:L+1&3(0-+,+4=MN/'I'/3,29+27 <'065)9')<'',DJ 3,2,+,QDJ
6(+.&-+4#$!%R&R10*'4'2<0)52044'(',)20')-"!O"#

组别 样本量 体质量"+# Td\浓度""")%=_#

普通饲料a非 9N组 / .A[85l4[.5 A[8.l.[04

普通饲料a9N组 / .7[4.l5[A4# 05[/Al.[8<#

\iK添加饲料a非 9N组 A .@[50l4[47 A[85l.[05
\iK添加饲料a9N组 A .7[.0l.[7/O .<[5/l<[55O

L#(6" 值 07[.@ 45/[/.
-值 m5[554 m5[554

6注$与普通饲料a非 9N组比较%#
校正 -m5[54,与 \iK添加饲料a非 9N组比较%O

校正 -m5[54
"]2%>( 方差分析%\#"2D'U)Q2%%检验#69N$糖尿病,Td\$空腹血糖
6Y)32$M)"B#F2& Q$3( F2+G%#F&$23a*)*'9N +F)GB%##&?GD32& -m5[54,>)"B#F2& Q$3( \iKa*)*'9N
+F)GB%O#&?GD32& -m5[54 "]2%>( PY:XP%\#"2D'U)Q2%%32D3#69N$&$#O232D"2%%$3GD,Td\$I#D3$*+O%))&
+%G>)D2

表 ?:不同基因小鼠 DJ 组与非 DJ 组泪液分泌量比较
"!O"%11U10,#

P39/'?:L+1&3(0-+,+4)'3(-'*(')0+,9')<'',DJ 3,2
,+,QDJ 6(+.&-+4#$!%R&R 3,2#$!%S&S10*'"!O"%11U10,#

组别 样本量 泪液分泌量

非 9N'H*@IaJa
组 8 8[05l4[5.

9N'H*@IaJa
组 8 .[75l4[4A#

非 9N'H*@I Ĵ̂
组 8 8[A8l5[@4

9N'H*@I Ĵ̂
组 8 7[4@l5[/0O

T值 4.[4<A
-值 m5[554

6注$与非 9N'H*@IaJa
组比较%#

校正 -m5[54,与 9N'H*@IaJa
组比较%

O
校正-m5[58"单因素方差分析%d)*I2FF)*$检验#6Y)-$YP9LU氧化
酶,9N$糖尿病
6 Y)32$ M)"B#F2& Q$3( *)*'9N'H*@IaJa +F)GB%##&?GD32& -m5[54,
>)"B#F2& Q$3( 9N'H*@IaJa +F)GB%O#&?GD32& -m5[58 ":*2'Q#CPY:XP%
d)*I2FF)*$32D3#6Y)-$YP9LU)-$&#D2,9N$&$#O232D"2%%$3GD

表 #:不同饲料干预 DJ 组与非 DJ 组 #$!%R&R
小鼠泪液

分泌量比较"!O"%11U10,#
P39/'#:L+1&3(0-+,+4)'3(-'*(')0+,9')<'',DJ

3,2,+,QDJ 6(+.&-+4#$!%R&R10*'4'2<0)5
2044'(',)20')-"!O"%11U10,#

组别 样本量 泪液分泌量

普通饲料a非 9N组 / 7[/0l4[.8

普通饲料a9N组 / .[.0l5[A0#

\iK添加饲料a非 9N组 / 8[40l4[4.
\iK添加饲料a9N组 / 7[5.l5[<4O

T值 4/[<45
-值 m5[554
6注$与普通饲料a非 9N组比较%#

校正 -m5[54,与普通饲料a9N组
比较%O

校正 -m5[54"单因素方差分析%d)*I2FF)*$检验#69N$糖尿病
6Y)32$M)"B#F2& Q$3( F2+G%#F&$23a*)*'9N +F)GB%##&?GD32& -m5[54,
>)"B#F2& Q$3( F2+G%#F&$23a9N +F)GB%O#&?GD32& -m5[54 " :*2'Q#C
PY:XP%d)*I2FF)*$32D3#69N$&$#O232D"2%%$3GD

D
A
PI

N
ox
4

非DM组 DM组

20μm

20μm

20μm

20μm

图 >:#$!%R&R
小鼠 DJ组与非 DJ组角膜上皮细胞中 C+%# 免疫荧

光表达"m755%标尺t.5 %"#6Y)-7 蛋白呈红色荧光%细胞核呈蓝
色荧光"9PL;# ,9N组小鼠角膜上皮细胞中 Y)-7 荧光明显强于非
9N组69N$糖尿病,Y)-$YP9LU氧化酶
=06.('>:V11.,+4/.+('-*',*' '%&('--0+, +4 C+%# 0, *+(,'3/

'&0)5'/03/*'//-+4DJ 3,2,+,QDJ #$!%a&a10*'"m755%D>#%2O#Ft
.5 %"# 6 Y)-7 BF)32$* #BB2#F2& F2& I%G)F2D>2*>2#*& *G>%2$D()Q2&
O%G2I%G)F2D>2*>2" 9PL;#1K(2I%G)F2D>2*>2)IY)-7 Q#D)OH$)GD%C
D3F)*+2F$* 9N +F)GB 3(#* $* *)*'9N +F)GB6 9N$ &$#O232D"2%%$3GD,
Y)-$YP9LU)-$&#D2

!1@6不同饮食干预 9N组与非 9N组 H*@IaJa
小鼠泪

液分泌量比较

普通饲料干预后%9N组小鼠泪液分泌量较非 9N
组小鼠减少%差异有统计学意义"-m5[554#( 与普通
饲料干预后 9N组小鼠相比%\iK添加饲料喂养后
9N组小鼠泪液分泌量较多%差异有统计学意义 "-m
5[554#"表 7#(
!1A6不同基因小鼠 9N组与非 9N组角膜荧光素染
色评分比较

H*@IaJa
小鼠9N组角膜荧光素染色约占角膜面积

的 4=7%H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组仅见少量点片状荧光素着

染%不同基因小鼠非 9N组均未
见明显角膜荧光素染色 "图 .#(
H*@IaJa

小鼠 9N组角膜荧光素染
色评分显著高于非 9N组%差异
有统计学意义"-m5[54#,9N组
内%与 H*@IaJa

小鼠相比%H*@I Ĵ̂

小鼠角膜荧光素染色评分明显降

低%差异有统计学意义"-m5[58#
"表 8#(
!1T6不同饮食干预 9N组与非
9N组 H*@IaJa

小鼠角膜荧光素染

色比较

不同饮食干预小鼠角膜荧光

素染色面积明显不同%9N组普通
饲料喂养小鼠角膜荧光素面积约占角膜面积的 4=.%
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\iK添加饲料喂养小鼠可见少量片状角膜荧光素染
色,非 9N组不同饮食小鼠角膜荧光素染色轻微 "图
0#( 普通饲料喂养小鼠中%与非 9N组相比%9N组角
膜荧光素染色评分明显升高%差异有统计学意义"-m
5[54#%9N组内%\iK添加饲料喂养小鼠较普通饲料
喂养角膜荧光素染色评分明显降低%差异有统计学意
义"-m5[54#"表 /#(

非DM组 DM组

N
ox
4+

/+
小

鼠
N
ox
4-

/-
小

鼠

图 !:不同基因小鼠 DJ 组与非 DJ 组角膜荧光素染色6与
H*@IaJa

小鼠 9N组比较%H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组角膜荧光素染色程度明

显减轻69N鼠糖尿病,Y)-鼠YP9LU氧化酶
=06.('!:L+(,'3/4/.+('-*'0,-)30,0,6 +4DJ 3,2,+,QDJ 6(+.&-
+4#$!%R&R 3,2 #$!%S&S 10*'6 M)"B#F2& Q$3( 3(29N +F)GB )I
H*@IaJa"$>2%3(2>)F*2#%I%G)F2D>2$* D3#$*$*+Q#DQ2#J2F$* 9N+F)GB )I
H*@I Ĵ̂ "$>269N鼠&$#O232D"2%%$3GD,Y)-鼠YP9LU)-$&#D2

非DM组 DM组

普
通

饲
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图 ?:#$!Ia&a
小鼠不同饮食干预后 DJ 组与非 DJ 组角膜荧光素

染色6与 9N组普通饲料喂养小鼠比较%9N组 \iK添加饲料喂养
小鼠角膜荧光素染色程度明显减轻69N鼠糖尿病
=06.('?:L+(,'3/4/.+('-*',*'-)30,0,6 9')<'',DJ 3,2,+,QDJ
6(+.&-+4#$!Ia&a10*'4'2<0)52044'(',)20')-6M)"B#F2& Q$3( 9N
+F)GB I2& Q$3( F2+G%#F&$23%3(2>)F*2#%I%G)F2D>2*>2D3#$*$*+Q#DQ2#J2F
$* 9N"$>2I2& Q$3( \iKaF2+G%#F&$2369N鼠&$#O232D"2%%$3GD

表 @:不同基因小鼠 DJ 组与非 DJ 组角膜荧光素染色评分
比较料'"(>%(?#%分.

P39/'@:L+1&3(0-+,+4*+(,'3/4/.+('-*'0,-)30,0,6 -*+('
9')<'',DJ 3,2,+,QDJ 6(+.&-+4#$!%R&R 3,2#$!%S&S

10*'料'"(>%(?#%-*+('.

组别 样本量 角膜荧光素染色评分

非 9N'H*@IaJa
组 7 4[5"5[0%4[5#

9N'H*@IaJa
组 7 .[5".[5%.[5##

非 9N'H*@I Ĵ̂
组 7 4[5"5[0%4[5#

9N'H*@I Ĵ̂
组 7 4[5"4[5%4[5# O

<值 4.[055
-值 5[55/

6注鼠与非 9N'H*@IaJa
组比较%#-m5[54,与 9N>H*@IaJa

组比较%O-m
5[58"iFGDJ#%']#%%$D秩和检验#69N鼠糖尿病,Y)-鼠YP9LU氧化酶
6Y)32鼠M)"B#F2& Q$3( *)*'9N'H*@IaJa +F)GB%#-m5[54,>)"B#F2& Q$3(
9N'H*@IaJa +F)GB%O-m5[58 " iFGDJ#%']#%%$D32D3# 6 9N鼠 &$#O232D
"2%%$3GD,Y)-鼠YP9LU)-$&#D2

表 A:不同饲料干预 DJ 组与非 DJ 组 #$!%R&R
小鼠角膜

荧光素染色评分比较料'"(>%(?#%分.
P39/'A:L+1&3(0-+,-+4*+(,'3/4/.+('-*',*'-)30,0,6 -*+('

9')<'',DJ 6(+.&3,2C+,QDJ 6(+.&0,#$!%R&R

10*'4'2<0)52044'(',)20')-料'"(>%(?#%-*+('.

组别 样本量 角膜荧光素染色评分

普通饲料a非 9N组 7 4[5"5[0%4[5#

普通饲料a9N组 7 0[5".[0%0[5##

\iK添加饲料a非 9N组 7 4[5"5[0%4[5#

\iK添加饲料a9N组 7 4[5"4[5%4[5# O

<值 4.[4<A

-值 5[55<

6注鼠与普通饲料a非 9N组比较%#-m5[54,与普通饲料a9N组比
较%O-m5[58"iFGDJ#%']#%%$D秩和检验#69N鼠糖尿病
6Y)32鼠M)"B#F2& Q$3( F2+G%#F&$23a*)*'9N +F)GB%#-m5[54,>)"B#F2&
Q$3( F2+G%#F&$23a9N+F)GB%O-m5[58 "iFGDJ#%']#%%$D32D3#69N鼠&$#O232D
"2%%$3GD

!1W69N组与非 9N组角膜神经纤维密度比较
与 H*@IaJa

小鼠非 9N组比较%H*@IaJa
小鼠 9N组

角膜基质层神经纤维排列稀疏%分支减少%密度明显降
低,与 H*@I Ĵ̂

小鼠非 9N组比较%H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组

角膜基质神经纤维密度及形态无明显改变 "图 7P#(
普通饲料喂养条件下%与非 9N组比较%9N组小鼠角
膜基质层神经纤维及其分支减少%密度降低,\iK添
加饲料喂养条件下%与非 9N组比较%9N组小鼠角膜
基质神经纤维密度及形态无明显变化"图 7d#(
!1X69N组与非 9N组角膜上皮细胞中 !'M#&(2F$*
蛋白表达比较

H*@IaJa
小鼠非 9N组角膜上皮中 !'M#&(2F$* 蛋白

呈强荧光%分布均匀% 9N 组小鼠角膜上皮中 !'
M#&(2F$*表达明显减弱 ,H*@I Ĵ̂

小鼠9N组角膜上

!<5/!中华实验眼科杂志 .5.7 年 < 月第 7. 卷第 < 期6M($* W!-B :B(3(#%")%%WG%C.5.7%X)%17.%Y)1<
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图 #:激光扫描共聚焦显微镜下角膜基质神经纤维分布组mA55#6角膜基质神经纤维呈白色分支样条纹组箭头#6P$H*@IaJa9N组小鼠角膜基质
神经纤维丢失%密度低于非 9N组小鼠,H*@I Ĵ̂ 9N组小鼠角膜基质神经纤维密度和走行与非 9N组小鼠接近6d$9N组普通饲料喂养小鼠角膜
基质神经纤维密度明显较非 9N组小鼠减少,9N组 \iK添加饲料喂养小鼠角膜基质神经纤维密度与非 9N组小鼠接近69N$糖尿病,Y)-$
YP9LU氧化酶
=06.('#:L+(,'3/-)(+13/0,,'(I3)0+,97 /3-'(-*3,,0,6 *+,4+*3/10*(+-*+&7组mA55#6K(2D3F)"#%*2FH2I$O2FD)I>)F*2##BB2#F2& D3F$B2'%$J2Q$3(
OF#*>(2D组C2%%)Q#FF)Q#6P$;* H*@IaJa"$>2%%)DD)I$**2FH#3$)*DQ#DD22* $* 9N+F)GB #*& 3(2&2*D$3C)I>)F*2#%D3F)"#%*2FH2I$O2FDQ#D%)Q2F$* 9N
+F)GB 3(#* $* *)*'9N+F)GB1;* H*@I Ĵ̂ "$>2%3(2&2*D$3C#*& #%$+*"2*3)I>)F*2#%D3F)"#%*2FH2I$O2FDQ#DD$"$%#FO23Q22* 9N#*& *)*'9N+F)GBD6d$K(2
&2*D$3C)I>)F*2#%*2FH2I$O2FDQ2F2D$"$%#FO23Q22* 9N#*& *)*'9N+F)GBD"$>2I2& Q$3( \iKaF2+G%#F&$2369N$&$#O232D"2%%$3GD,Y)-$YP9LU)-$&#D2

20μm

非DM组 DM组
Nox4+/+小鼠 Nox4-/-小鼠 普通饲料 GKT添加饲料

A B

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm

非DM组 DM组非DM组 DM组 非DM组 DM组

图 @:各组小鼠角膜上皮中 $QL325'(0,蛋白免疫荧光表达组m755%标尺t.5 %"#6角膜上皮中 !'M#&(2F$* 蛋白表达呈红色荧光组P%2-#T%G)F$

8@7# %细胞核呈蓝色荧光组9PL;#6P$H*@IaJa
小鼠 9N组角膜上皮中 !'M#&(2F$* 表达较非 9N组明显减弱%H*@I Ĵ̂

小鼠 9N组角膜上皮中 !'
M#&(2F$* 表达较非 9N组轻度减弱6d$普通饲料喂养小鼠 9N组角膜上皮中 !'M#&(2F$* 表达较非 9N组明显减弱%\iK添加饲料喂养小鼠 9N
组角膜上皮中 !'M#&(2F$* 表达较非 9N组稍弱69N$糖尿病,Y)-$YP9LU氧化酶
=06.('@:V11.,+4/.+('-*',*''%&('--0+,+4$QL325'(0,0,*+(,'3/'&0)5'/0.10,2044'(',)6(+.&-组m755%D>#%2O#Ft.5 %"#6K(22-BF2DD$)* )I!'
M#&(2F$* D()Q2& #F2& I%G)F2D>2*>2组P%2-#T%G)F$ 8@7#%#*& 3(2>2%%*G>%2$#BB2#F2& #O%G2I%G)F2D>2*>2组9PL;#6P$;* H*@IaJa"$>2%3(22-BF2DD$)* )I!'
M#&(2F$* Q#D)OH$)GD%CQ2#J2*2& $* 9N+F)GB 3(#* $* *)*'9N+F)GB1;* H*@I Ĵ̂ "$>2%3(22-BF2DD$)* )I!'M#&(2F$* Q#DD%$+(3%CQ2#J2*2& $* 9N+F)GB 3(#*
$* *)*'9N+F)GB6d$;* "$>2I2& Q$3( F2+G%#F&$23%3(22-BF2DD$)* )I!'M#&(2F$* Q#D)OH$)GD%CQ2#J2*2& $* 9N+F)GB 3(#* $* *)*'9N+F)GB1;* "$>2I2& Q$3(
\iKaF2+G%#F&$23%3(22-BF2DD$)* )I!'M#&(2F$* Q#DD%$+(3%CQ2#J2*2& $* 9N+F)GB 3(#* $* *)*'9N+F)GB69N$&$#O232D"2%%$3GD,Y)-$YP9LU)-$&#D2

皮中 !'M#&(2F$* 呈强表达组图 8P#组 普通饲料喂养条
件下%9N组角膜上皮中 !'M#&(2F$* 蛋白表达明显弱
于非 9N组,\iK添加饲料喂养条件下%9N组与非
9N组角膜上皮中 !'M#&(2F$* 蛋白表达强度接近
组图 8d# 组
!1>"69N组与非 9N组角膜上皮中 YT'"d表达比较

H*@IaJa
小鼠 9N组角膜上皮中 YT'"d表达明显

强于非 9N组,H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组角膜上皮内 YT'"d

表达强度微弱%与非 9N组比较未见明显差别 组图
/P# 组 普通饲料喂养条件下%9N组角膜上皮中 YT'

"d表达明显强于非 9N组%\iK添加饲料喂养条件
下%9N组与非 9N相比角膜上皮细胞 YT'"d表达强
度接近组图 /d# 组

!1>>69N组与非 9N组角膜上皮细胞 V:R 荧光强度
比较

H*@IaJa
小鼠非 9N组角膜上皮内 V:R 水平较低%

M2%%V:̀ 标记细胞很少,H*@IaJa
小鼠 9N组角膜上皮

中 M2%%V:̀ 标记细胞数量明显多于非 9N组,H*@I Ĵ̂

小鼠 9N 组角膜上皮中 V:R 荧光强度显著减弱%
M2%%V:̀ 标记细胞较少%与非 9N组相比未见显著增
加组图 <P#组 普通饲料喂养条件下%9N组角膜上皮细
胞 V:R 荧光强度强于非 9N组,\iK添加饲料喂养条
件下%9N组与非 9N组相比角膜上皮细胞 V:R 荧光
强度未见显著变化组图 <d#组
!1>!69N组与非 9N组角膜上皮细胞凋亡情况比较

H*@IaJa
小鼠9N组角膜上皮KkY!_阳性细胞荧

!A5/! 中华实验眼科杂志 .5.7 年 < 月第 7. 卷第 < 期6M($* W!-B :B(3(#%")%%WG%C.5.7%X)%17.%Y)1<
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A B
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非DM组 DM组
Nox4+/+小鼠 Nox4-/-小鼠 普通饲料 GKT添加饲料

非DM组 DM组非DM组 DM组 非DM组 DM组

图 A:各组小鼠角膜上皮中 C=Q组M免疫荧光表达"m755%标尺t.5 %"#6角膜上皮中 YT'"d蛋白表达呈红色荧光"P%2-#T%G)F$ 7AA# %细胞核呈
蓝色荧光"9PL;#6P$H*@IaJa

小鼠 9N组角膜上皮中 YT'"d表达较非 9N组明显增强%H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组角膜上皮中 YT'"d表达强度与非 9N

组接近6d$普通饲料喂养小鼠 9N组角膜上皮中 YT'"d表达较非 9N组明显增强%\iK添加饲料喂养小鼠 9N组角膜上皮中 YT'"d表达强度与
非 9N组接近69N$糖尿病,Y)-$YP9LU氧化酶
=06.('A:V11.,+4/.+('-*',*''%&('--0+,+4C=Q组M0,*+(,'3/'&0)5'/0.1 0,2044'(',)6(+.&-"m755%D>#%2O#Ft.5 %"#6K(22-BF2DD$)* )IYT'"d
$* >)F*2#%2B$3(2%$G"Q#DF2& "P%2-#T%G)F$ 7AA# #*& 3(2>2%%*G>%2$Q2F2O%G2"9PL;#6P$;* H*@IaJa "$>2%3(22-BF2DD$)* )IYT'"dQ#D)OH$)GD%C
2*(#*>2& $* 9N+F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'9N+F)GB1;* H*@I Ĵ̂ "$>2%3(22-BF2DD$)* )IYT'"dQ#DD$"$%#FO23Q22* 9N+F)GB #*& Y)*'9N+F)GB6d$;*
"$>2I2& Q$3( F2+G%#F&$23%3(22-BF2DD$)* )IYT'"dQ#D)OH$)GD%C2*(#*>2& $* 9N+F)GB $* >)"B#F$D)* Q$3( *)*'9N+F)GB1;* "$>2I2& Q$3( \iKaF2+G%#F
&$23%3(22-BF2DD$)* Q#DD$"$%#FO23Q22* 9N+F)GB #*& *)*'9N+F)GB69N$&$#O232D"2%%$3GD,Y)-$YP9LU)-$&#D2

20μm

A B

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm

20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm 20μm

非DM组
DM组

非DM组 DM组
Nox4+/+小鼠 Nox4-/-小鼠

非DM组 DM组 普通饲料 GKT添加饲料

图 T:各组小鼠角膜上皮中 KG料表达 "m755%标尺 t.5 %"#6角膜上皮细胞中 V:R 呈绿色荧光 "M2%%V:̀ # %细胞核呈蓝色荧光 "9PL;# 6

P$H*@IaJa
小鼠 9N组角膜上皮细胞中 V:R 荧光明显强于非 9N组%H*@I Ĵ̂

小鼠 9N组角膜上皮细胞 V:R 荧光强度与非 9N组接近6d$普通饲
料喂养小鼠 9N组角膜上皮细胞中 V:R 荧光较非 9N组明显增强%\iK添加饲料喂养小鼠 9N组角膜上皮细胞中 V:R 荧光强度与非 9N组接
近69N$糖尿病,Y)-$YP9LU氧化酶
=06.('T:KG料'%&('--0+,-0,*+(,'3/'&0)5'/0.1 31+,6 2044'(',)6(+.&-"m755%D>#%2O#Ft.5 %"#6V:R BF)&G>3$)* $* >)F*2#%2B$3(2%$#%>2%%D

D()Q2& +F22* "M2%%V:̀ # #*& >2%%*G>%2$BF2D2*32& O%G2"9PL;#6P$;* H*@IaJa"$>2%3(2I%G)F2D>2*>2Q#D2*(#*>2& $* 9N+F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'9N

+F)GB1;* H*@I Ĵ̂ "$>2%3(2V:R I%G)F2D>2*>2$*32*D$3CQ#DD$"$%#FO23Q22* 9N+F)GB #*& *)*'9N+F)GB6d$;* "$>2I2& Q$3( F2+G%#F&$23%3(2I%G)F2D>2*>2
Q#D2*(#*>2& $* 9N+F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'9N+F)GB%#*& 3(2$*32*D$3CQ#DD$"$%#FO23Q22* 9N +F)GB #*& *)*'9N +F)GB $* 3(2"$>2I2& Q$3( \iKa
F2+G%#F&$2369N$&$#O232D"2%%$3GD,Y)-$YP9LU)-$&#D2

光较非 9N组明显增强%H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组角膜上皮

中 KkY!_阳性细胞荧光强度与非 9N组相比无明显
增强"图 AP#( 普通饲料喂养条件下%9N组角膜上皮
中 KkY!_阳性细胞荧光强度强于非 9N组,\iK添加
饲料喂养条件下% 9N 组与非 9N 组角膜上皮中
KkY!_阳性细胞荧光强度未见显著变化"图 Ad#(
!1>?69N组与非 9N组角膜中央神经纤维分布比较

角膜铺片 Kkdd0 免疫荧光染色结果显示%H*@IaJa

小鼠 9N组角膜中央神经纤维分布密度较非 9N组显
著下降%神经纤维走行模糊%部分角膜神经纤维分支消
失,H*@I Ĵ̂

小鼠 9N组与非 9N组比较角膜中央区神
经纤维密度无明显下降"图 @P#( 普通饲料喂养条件
下 %9N组角膜中央神经纤维密度较非9N组显著下
降%部分角膜神经纤维分支减少或消失,\iK添加饲

料喂养小鼠 9N组角膜中央区域神经纤维密度较非
9N组明显减少%但较普通饲料喂养小鼠 9N组角膜
神经纤维密度高"图 @d#(

?:讨论

9i是 9N眼部病变的另一重要并发症%近年来得
到越来越多的关注( 9N患者常因糖代谢异常而引起
泪腺功能受损%表现为泪液分泌不足%其睑板腺及结
膜)角膜的结构破坏会引起睑脂)黏蛋白质量改变而导
致泪膜不稳定%疾病进展至晚期则会出现角膜神经凋
亡)角膜敏感性下降%导致患眼瞬目减少和主观感觉迟
钝( 9i多呈慢性起病并逐渐进展( 既往动物实验表
明%9N小鼠造模后 . 周即可出现角膜荧光素染色%至
造模后 4/ 周角膜上皮全部着染%角膜神经密度显著降

!@5/!中华实验眼科杂志 .5.7 年 < 月第 7. 卷第 < 期6M($* W!-B :B(3(#%")%%WG%C.5.7%X)%17.%Y)1<
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图 W:各组小鼠角膜上皮中P料C$[阳性细胞表达情况"m755%标尺t.5 %"#6角膜上皮凋亡细胞"KkY!_阳性细胞#呈红色荧光"9Pd# %细胞核

呈蓝色荧光"9PL;#6P$H*@IaJa
小鼠 9N组角膜上皮中 KkY!_阳性细胞荧光强度明显强于非 9N组%H*@I Ĵ̂

小鼠 9N组 KkY!_阳性细胞荧光
强度与非 9N组接近6d$普通饲料喂养小鼠 9N组角膜上皮中 KkY!_阳性细胞较非 9N组荧光明显增强%\iK添加饲料喂养小鼠 9N组荧光强
度与非 9N组接近69N$糖尿病,Y)-$YP9LU氧化酶
=06.('W:L+1&3(0-+,+4*+(,'3/'&0)5'/03/3&+&)+-0-31+,6 2044'(',)6(+.&-"m755%D>#%2O#Ft.5 %"# 6KkY!_'B)D$3$H2>2%%DD()Q2& F2& $*

>)F*2#%2B$3(2%$G""9Pd# #*& >2%%*G>%2$BF2D2*32& O%G2"9PL;#6P$;* Y)-7a=a"$>2%3(2I%G)F2D>2*>2Q#D2*(#*>2& $* 9N+F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'

9N+F)GB1;* H*@I Ĵ̂ "$>2% 3(2I%G)F2D>2*>2$*32*D$3CQ#DD$"$%#FO23Q22* 9N +F)GB #*& *)*'9N +F)GB 6 d$ ;* "$>2I2& Q$3( F2+G%#F&$23% 3(2
I%G)F2D>2*>2Q#D2*(#*>2& $* 9N+F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'9N+F)GB%#*& 3(2$*32*D$3CQ#DD$"$%#FO23Q22* 9N+F)GB #*& *)*'9N+F)GB $* 3(2"$>2I2&
Q$3( \iKaF2+G%#F&$2369N$&$#O232D"2%%$3GD,Y)-$YP9LU)-$&#D2
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图 X:各组小鼠角膜神经纤维密度变化"m755%标尺t.5 %"#6全角膜铺片中角膜神经纤维中 Kkdd0 蛋

白呈绿色荧光%角膜中央旋涡状的绿色荧光纹理即为角膜中央区域的神经纤维6P$Y)-7a=a
小鼠 9N组角

膜中央区神经纤维密度较非 9N组明显下降%H*@I Ĵ̂
小鼠 9N组角膜中央区神经纤维密度较非 9N组轻

度降低6d$普通饲料喂养小鼠 9N组角膜神经纤维密度明显低于非 9N组%\iK添加饲料喂养小鼠 9N
组角膜神经纤维与非 9N相比无显著改变
=06.('X:L53,6'-0,*+(,'3/,'(I'409'(2',-0)7 3,21+(&5+/+67 31+,6 2044'(',)6(+.&-"m755%D>#%2
O#Ft.5 %"#6Kkdd0 BF)32$* Q#D2-BF2DD2& $* >)F*2#%*2FH2I$O2F)* I%#3")G*3Q$3( #+F22* I%G)F2D>2*>26P$;*

Y)-7a=a"$>2%3(2>)F*2#%*2FH2I$O2F&2*D$3CQ#D)OH$)GD%CF2&G>2& $* 9N+F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'9N+F)GB1;*

H*@I Ĵ̂ "$>2%3(2&2*D$3CQ#DD%$+(3%CF2&G>2& $* 9N +F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'9N +F)GB6d$;* "$>2I2& Q$3(
F2+G%#F&$23%3(2>)F*2#%*2FH2I$O2F&2*D$3CQ#D)OH$)GD%CF2&G>2& $* 9N+F)GB >)"B#F2& Q$3( *)*'9N+F)GB%#*&
*)D$+*$I$>#*3>(#*+2$* >)F*2#%*2FH2I$O2F&2*D$3CQ#DD22* O23Q22* 9N+F)GB #*& *)*'9N+F)GB $* 3(2"$>2I2&
Q$3( \iKaF2+G%#F&$23

低%角膜上皮组织结构疏松%角膜创伤愈合延迟 m .4. (
本研究中%9N小鼠造模后第 4/ 周开始对各组小鼠进
行眼表病变检测%此时高血糖对角膜的损害更显著%同
时 9N小鼠存活率较高%因此有利于实验观察%尤其是
眼表改变的检测(

Y)-7 在 9N导致的眼表病变中发挥了重要作用%
Y)-7 活性增强与 9N小鼠泪液分泌减少)角膜上皮完
整性损害)角膜上皮细胞连接破坏和角膜基质神经损
伤有密切关联( 本研究发现%H*@IaJa9N小鼠泪液分
泌量较 H*@IaJa

非 9N小鼠显著减少%说明 9N可导致

泪腺功能损害%这与 9)+FG
等

m ...
关于 9i的研究结果

一致( 对 H*@I 基因敲除或
Y)-7 活性抑制剂 \iK喂
养的小鼠进行研究发现%
H*@I Ĵ̂ 9N小鼠和 \iK干
预后的 9N组小鼠泪液分
泌量较 H*@IaJa9N小鼠增
多%提示 Y)-7 在 9N性泪
腺损害过程中发挥了重要

作用( 角膜荧光素钠染色
是活体评估角膜上皮完整

性的重要指标%g$* 等 m .0.

研究表明%9N大鼠角膜未
发现明显荧光素钠染色%闭
锁连接蛋白 4)闭合蛋白和
黏附连接蛋白均为评估细

胞间紧密连接情况的指标%
在 9N与非 9N大鼠角膜中分布类似( 然而本研究中
角膜荧光素染色结果显示%H*@IaJa9N小鼠角膜上皮
荧光染色更为明显%而 H*@I Ĵ̂

及 \iK添加饲料喂养
的 9N组小鼠角膜仅有轻度着染或无着染( 本研究还
采用免疫荧光染色法观察角膜上皮中 !'M#&(2F$* 蛋白
表达%发现其结果与角膜荧光素染色结果吻合%提示
H*@I 基因敲除和 \iK干预均可保护角膜上皮完整性
和防御功能(

本研究与 g$* 等 m .0.
的实验结果存在一定差异%可

能与 . 个研究中角膜荧光素染色时间)选择的连接蛋
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白指标及实验所用的动物种类不同有关( "4#本研究
对实验动物的检测为 9N造模后第 4/ 周%9N导致的
角膜上皮病变可能更重%而 g$* 等 - .0.

实验于造模后第

A 周进行检测%角膜上皮病变可能较轻( 此外%本研究
的观察时间是染色后 . "$*%g$* 等 - .0.

研究中未注明观

察时间( ".#本实验中检测的细胞间连接蛋白为 !'
M#&(2F$*%而 g$* 等 - .0.

检测的是紧密连接蛋白)闭合蛋
白和 &'>#32*$* 黏附蛋白( "0#本实验选用的动物是小
鼠%而 g$* 等 - .0.

选用动物为大鼠( 尽管 g$* 等 - .0.
发现

9N大鼠角膜荧光素染色及细胞连接蛋白结果与非
9N相比无明显差异%但其角膜创伤实验中发现细胞
连接蛋白重塑较对照组延迟( 关于上述角膜荧光素染
色时间及相关影响因素有待后续实验进一步研究(
9N角膜创伤愈合延迟与神经细胞凋亡)神经营养因
子分泌不足等密切相关( 既往研究表明%9N角膜基
质层神经纤维密度降低%神经纤维长度缩短%神经纤维
分支减少( 本研究采用角膜激光扫描共聚焦显微镜进
行观察%发现 9N小鼠角膜基质层神经纤维密度降低
甚至消失%相应地角膜上皮细胞凋亡也更显著%而
H*@I 基因敲除及 \iK干预的 9N小鼠角膜基质层神
经纤维未见明显改变%角膜上皮细胞凋亡并不显著(
这些结果均提示%Y)-7 参与 9N引起的角膜神经损害
及角膜上皮细胞凋亡过程( 本研究采用角膜铺片测定
Kkdd0 蛋白在角膜中的表达%发现角膜中央螺旋状的
神经纤维密度变化与激光扫描共聚焦显微镜检查结果

基本一致( 以上结果均提示 Y)-7 在 9N引起的角膜
神经病变中发挥了关键作用(

YT'"d通路是炎症和凋亡相关病理过程的启动机
制%目前认为其与 9i中的角膜慢性炎症)角膜上皮细
胞凋亡及炎症引起的 9N周围神经病变有密切关
联

- .7. ( Y)-7 可能通过参与组织的过氧化反应而产生
过量 V:R%进而激活 YT'"d炎症通路%介导 9i的发生
和发展( 既往多项动物在体研究及离体细胞学实验均
证实%氧化应激是干眼及角膜病变的主要病理机制%大
鼠的瞬目抑制型干眼模型发现%氧化应激关键分子可
诱导干眼角膜上皮病变

- @. ,下调氧化应激反应和募集
内源性上皮细胞均可增强大鼠角膜碱烧伤后的修复功

能%加速角膜上皮创伤愈合 - 44. ( 有研究表明%Y)-介
导的氧化应激在 YT'"d炎症反应信号通路和基质金
属蛋白酶的激活中发挥重要作用

- .8. ( Y)-7 是介导氧
化应激反应的关键酶%参与视网膜新生血管形成)角膜
碱烧伤等眼部病变过程

- ./ .̂<. ( ]#*+等 - .A.
关于9N小

鼠角膜神经病变的相关研究中利用计算机预测和荧光

素酶促反应技术进行 3+>)a=a_2BF&O=W" &O=&O#小鼠

模型的角膜创伤修复实验及角膜三叉神经感觉神经元

体外培养%发现 "$V'4A. 可能通过靶向 Y)-7 成为 9N
角膜神经再生中的关键调节因子( 本实验研究了
Y)-7 在小鼠 9i中的致病作用%发现 H*@I 基因敲除
及对其活性进行抑制对 9i具有显著的保护作用( 这
些结果与 ]#*+等 - .A.

的研究结果一致( 目前对于 9i
的治疗主要为对症治疗且效果有限( 本研究发现
\iK40<A04 可通过抑制 Y)-7 活性而减少角膜中 V:R
产物及炎症因子的产生%有效保护 4 型 9N小鼠眼表
组织结构和功能%或可为 9i的新药研发提供参考
依据(

本实验仅通过酚红棉线测定泪液分泌功能%未检
测泪液的成分及眼表炎症因子改变%此外仅采用荧光
素钠染色评分和角膜冰冻切片染色对角膜 V:R 水平)
YT'"d水平)!'M#&(2F$* 表达和细胞凋亡情况进行定
性评估而未进行定量评价%仅通过激光扫描共聚焦显
微镜观察及角膜铺片免疫荧光染色法检测了角膜神经

分布改变%未检测神经营养因子和神经生长因子水平
等指标%因此存在一定的局限性%有待进一步开展相关
研究以验证本研究结果(

本研究对 4 型 9N小鼠进行 H*@I 基因敲除和
Y)-7 活性抑制剂干预%探讨了 Y)-7 在 9i中的作用
及可能的致病机制%发现成模后第 4/ 周 9N小鼠泪液
分泌减少%角膜上皮完整性破坏%角膜基质层神经密度
减少%同时角膜组织细胞发生凋亡%角膜中 V:R 产物
生成量增加%YT'"d介导的炎症反应被激活%而这些病
变在 H*@I 基因敲除小鼠或活性抑制剂干预小鼠中均
不明显%推测 Y)-7 可能通过氧化应激反应损害 9N小
鼠眼表组织%诱发 V:R 产物生成%激活 YT'"d介导的
炎症反应%从而参与 4 型 9N小鼠角膜病变的发生和
发展( 进一步的研究应探讨 Y)-7 表达的确切调控机
制%为 9i新的药物靶点的发现提供更为精准)客观的
依据(
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2-2F1.55@15<154.1

-.5. R($_%M(2* U%gG %̀23#%1P&H#*>2& +%C>#3$)* 2*& BF)&G>3D&2%#C
>)F*2#%2B$3(2%$#%Q)G*& (2#%$*+ 3(F)G+( F2#>3$H2 )-C+2* DB2>$2D
+2*2F#3$)*-W.1N)%M2%%d$)>(2"%.540%0A0" 4 .̂# b.80 .̂8@19:;$
451455<=D44545'540'4<<0'@1

-.4. RG* U%N$ %̀\#)Y%23#%1UCB2F+%C>2"$#'DGBBF2DD2& 2-BF2DD$)* )I
R2FB$*24 >)*3F$OG32D3)&2%#C2& 2B$3(2%$#%Q)G*& (2#%$*+$* &$#O23$>
")GD2>)F*2#D- W.1;*H2D3:B(3(#%")%X$DR>$% .548% 8/ " 8 # b
00A0 0̂0@.19:;$45144/<=$)HD148'4//5/1

-...9)+FG N1K2#FD2>F23$)* #*& 32#FI$%" IG*>3$)* $* $*DG%$* &2B2*&2*3
&$#O23$>D-W=:_.1dFW:B(3(#%")%%.555%A7" 45# b4.45- .5.0 4̂4^
4..1(33B$==QQQ1*>O$1*%"1*$(1+)H=BGO"2&=4455744.19:;$ 451
440/=O?)1A714514.451

-.0.g$* W%UG#*+W%M(2* M%23#%1M)F*2#%>)"B%$>#3$)*D$* D3F2B3)E)>$*'
$*&G>2& 3CB2' &$#O23$>F#3D-W.1;*H2D3:B(3(#%")%X$DR>$% .544%
8."@# b/8A@ /̂8@/19:;$45144/<=$)HD144'<<5@1

-.7.f#+)* ;R%R#DD#*$W]%;"")*2* WP%23#%1:>G%#FDGFI#>2#O*)F"#%$3$2D
F2%#32& 3)3CB2. &$#O232D#F2F2H2FD2& OC3(2)B$)$& #*3#+)*$D3
*#%3F2-)*2-W.1M%$* !-B :B(3(#%")%%.547%7. " .# b48@ 4̂/A19:;$
4514444=>2)14.4771

-.8.李维纳%杨玲玲%谢立信1核因子 "d信号通路在糖尿病角膜病变发
生和发展中的作用 - W.1中华实验眼科杂志% .5.5% 0A " 0 # b
..7 .̂.A19:;$4510</5=>"#1?1$DD*1.5@8'54/51.5.5150154.1
_$]Y%g#*+__% $̀2_̀ 1V)%2)I3(2*G>%2#FI#>3)FJ#BB#dD$+*#%$*+
B#3(Q#C$* 3(2B#3()+2*2D$D#*& &2H2%)B"2*3)I&$#O23$>J2F#3)B#3(C
-W.1M($* W!-B :B(3(#%")%%.5.5%0A" 0# b..7 .̂.A19:;$4510</5=
>"#1?1$DD*1.5@8'54/51.5.5150154.1

-./._$W%]#*+WW%gG n%23#%1;*($O$3$)* )IF2#>3$H2)-C+2* DB2>$2DOC
_)H#D3#3$* &)Q*F2+G%#32DH#D>G%#F2*&)3(2%$#%+F)Q3( I#>3)F2-BF2DD$)*
#*& #"2%$)F#32DO%))&'F23$*#%O#FF$2FOF2#J&)Q* $* &O=&O "$>2$F)%2)I
YP9LU)-$&#D27-W.19$#O232D%.545%8@" /# b48.A 4̂80A19:;$451
.00<=&O5@'458<1
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