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%对角膜的作用&方法
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作为实验组!左眼给予等量生理盐水作为对照组&于
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使用双光子显微镜二次谐波成像技术对活体小鼠

角膜逐层扫描!
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软件对所得图像三维重建!计算图像信号强度&
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在裂隙灯下评价角膜混浊度&
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角膜取材!测定各

角膜羟脯氨酸水平&结果
!

%H

实验组及对照组小鼠角膜基质纤维信号强度分别为
/(&-Y$$&1

(

/2&'Y-&%

!

0H

分别为
$0&2Y

'&0

(

0)&)Y$0&%

!

/H

分别为
$$&%Y0&)

(

'0&)Y$1&2

!

0H

及
/H

!实验组较对照组角膜基质信号强度明显降低"

!

$

%&%2

%$

0H

及

/H

!实验组较对照组角膜明显混浊"

!

$

%&%2

%$

/H

测得实验组与对照组角膜羟脯氨酸水平分别为"

%&0''Y%&%(%

%("

%&2(%Y

%&$''

%

$

G

#

>

G

!实验组明显低于对照组"

I<-&$('

!

!<%&%$0

%&结论
!

UUZ./

对小鼠角膜基质胶原有明显的降解破坏作用!导

致角膜透明度下降&
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&是一种严重的致盲性

眼病#近年来发病率逐渐升高'

$

(

)国内外学者研究发现#基质

金属蛋白酶$
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在
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表达升

高'
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UUZ./

属于
UUZ+

中胶原酶的一种#可降解
%
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&

*

'

型胶原)目前研究认为
UUZ.1

和
UUZ.(

在角膜基质重塑及

胶原降解中有重要作用'

'
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#而
UUZ./

对角膜的作用及作用机

制尚少见研究报道)二次谐波$

+EL",!H?J>",#L

G

E,EJ?F#",
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&成像是近年发展起来的一种层面扫描解析组织结构的

光学成像技术#具有非线性光学成像特有的三维高分辨率和高

成像深度#在生物医学领域先后应用于角膜*活细胞成像等研

究方向'

0

(

)本实验通过建立小鼠角膜
UUZ./

基质注射模型#

使用
]V=

实时活体观察胶原纤维信号强度等#探讨
UUZ./

对小鼠角膜胶原的作用)
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材料与方法
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材料
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实验动物
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周龄无特殊病原体$
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&级雄性
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小鼠
$2

只#体质量
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#购自南京大学模式动

物研究所#经裂隙灯检查无眼科疾病)实验小鼠在温度为
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*相对湿度为
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光照"
$1H

黑暗的

]Z3

级动物房内饲养#由专人管理)动物的饲养与使用遵照相

关的实验动物伦理要求)
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主要试剂及仪器
!

重组鼠
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#美国
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公司&*
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检测试剂盒$美国
B,?]
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公司&*羟脯

氨酸试剂盒$南京建成生物工程研究所&*
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乙酸汞基苯胺

-/$0

重庆医学
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年
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#美国
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公司&*酶标仪$美国
ZEJ@#,6N>EJ

公司&*

裂隙灯显微镜$日本
C"

O

L",

公司&*手术显微镜$苏州六六视

觉科技股份有限公司&*体视显微镜$德国
È#++

公司&*双光子

激光扫描显微镜$德国
È#++

公司&)
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方法
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活性鉴定
!

用
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孵育
$H

活化后加

入酶板#同时加入
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$

9UUZ./

底物%另设
2%

$

9B++?

P

缓冲

液加入
2%

$

9UUZ./

底物作为单纯底物孔#各重复
'

个复孔#

室温孵育
'%>#,

)设置激发光波长
'0%,>

#发射光波长
0(%
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#酶标仪测吸光度$

R

&值)
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!

角膜基质注射动物模型建立及分组
!

右眼作为实验

组#用
B++?

P

缓冲液配置
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#
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孵育
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活

化#角膜基质注射方法参照文献'

2

()实验小鼠按
%&%$->9
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G

腹腔注射
$A

戊巴比妥钠麻醉)手术显微镜下#术者左手轻按

小鼠结膜囊以暴露眼球#右手持微量注射器#角膜缘内
$>>

处进针#进入角膜中基质层后缓慢注射约
$%

$

9 UUZ./

)左

眼作为对照组按上述方法注射等量生理盐水)
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角膜混浊度临床评分
!

基质注射前$
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&及注射后
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*
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在裂隙灯显微镜下观察小鼠角膜混浊度#评分系统如下'

)

(

!

角膜完全透明#虹膜纹理清晰可见#计
%

分%角膜轻度混浊#可

见
-2A

及以上虹膜纹理#计
$

分%角膜基质中度混浊#可见

2%A

"$

-2A

虹膜#计
1

分%角膜基质重度混浊#仅可见
2%A

以下虹膜#计
'

分%角膜基质完全混浊#不可透见前房*虹膜及

瞳孔#计
0

分)
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观察角膜基质信号强度
!

将小鼠麻醉平稳后放

在特殊制作的固定头位的平台上#暴露待测角膜#根据参考文

献'

)

(设置发射波长
-/%,>

#

1%

倍水浸物镜观察#使用
.̀+F?L@

$

<̀2
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>

&逐层扫描#于
%

*
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采集图像#获得的图像用

4>?J#+

软件进行三维重建#计算图像的平均信号强度)图像信

号强度越强即说明角膜基质胶原纤维排布越规则#角膜基质结

构完整#图像信号越弱即说明角膜基质胶原纤维结构紊乱或被

降解'
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!

羟脯氨酸试剂盒检测角膜羟脯氨酸水平
!

羟脯氨酸为

胶原水解产物#测定羟脯氨酸可反映角膜中胶原的水平#操作

参照文献'

/

(及试剂盒说明书进行#方法如下!
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后经腹腔麻

醉小鼠#脱颈椎法处死#体视显微镜下进行角膜取材#测质量
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&)将角膜放入
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管中剪碎#加入
$%%

$
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水解液#
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水浴加热
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#调节
O

V

在
)&%
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#加入
$>9

蒸馏水及

少量活性碳#混匀离心#取
$%%

$

9

上清液)配置
$%%

$

92

$

G

"

>9

羟脯氨酸标准品)取
$%%

$

9

蒸馏水作为空白对照)向空

白管*标准品及各样品中分别加入
$%%

$

92)>>"N
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#,EC

试剂#室温孵育
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#取
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$

9

上清液#加入
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$
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液#

)%d

水浴
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#冷却后#
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离

心
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#取上清液
1%%

$

9

加入
()

孔板#各设
1

个复孔#于波

长
22%,>

测定
R

值)按照公式!$测定
R

值
7

空白
R

值&"$标

准
R

值
7

空白
R

值&

g

标准品浓度
g

水解液总体积$
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角膜湿重$

>

G

&#计算样品中的羟脯氨酸水平$
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统计学处理
!

采用
]Z]]1%&%

软件进行统计学分析)

角膜混浊度比较采用两独立样本资料比较的
8#NL"R",

秩和检

验)

]V=

检测基质信号强度组间比较采用重复测量方差分

析)角膜羟脯氨酸浓度检测组间比较采用单因素方差分析)

以
!

$
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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!
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活性鉴定
!
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平均
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值$
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角膜混浊度临床评分的比较
!

于
%

*
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*
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使用体视显微

镜对角膜拍照$图
$

&)

0H

浑浊度为
%

分的角膜在实验组为
%

只#对照组为
$$

只#浑浊度为
$

分在实验组为
$1

只#对照组为

0

只#浑浊度为
1

分在实验组为
'

只#对照组为
%

只%

/H

浑浊

度为
%

分的角膜在实验组为
%

只#对照组为
$'

只#浑浊度为
$

分在实验组为
0

只#对照组为
1

只#浑浊度为
1

分在实验组为

$$

只#对照组为
%

只)使用
8#NL"R",

秩和检验统计结果#
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及
/H

实验组与对照组角膜混浊度比较#差异有统计学意义
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图
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体视显微镜下小鼠角膜%

g$)

&

@&A

!

]V=

观察基质信号强度
!

%H

实验组与对照组角膜基质

信号强度分别为
/(&-Y$$&1

*

/2&'Y-&%

%

0H

实验组与对照组

分别为
$0&2Y'&0

*

0)&)Y$0&%

%

/H

实验组与对照组分别为

$$&%Y0&)

*

'0&)Y$1&2

)重复测量方差分析统计结果#根据

U?MLHN

P

球形检验#所得数据不符合球形假设$

!

$

%&%2

&#故对

数据进行多变量方差分析#各个时间点的数据差异有统计学意

义$

!

$

%&%$

&)各组内不同时间点角膜基质信号强度比较#差

异有统计学意义$

!

$

%&%2

&%实验组和对照组
%H

间比较#差异

无统计学意义$

!<%&-2

&%实验组和对照组间
0H

及
/H

比较#

差异有统计学意义$

!<%&%%%

&#实验组角膜基质纤维信号强

度较对照组明显降低)

@&B

!

角膜羟脯氨酸水平测定
!

/H

角膜取材#实验组与对照

组角膜羟脯氨酸水平分别为$

%&0''Y%&%(%

&*$

%&2(%Y%&$''

&

$

G

"

>

G

#使用单因素方差分析统计数据#经
]H?

O

#J".8#N@

检验

证实呈正态分布$

!

%

%&%2

&#组间方差经
9EDE,E

检验证实方

差齐#实验组角膜羟脯氨酸水平明显低于对照组$

I<-&$('

#

!<%&%$0

&)

A

!

讨
!!

论

3̂

是全球范围内一种严重的致盲性眼病#由于共聚焦显

微镜等早期诊断技术及抗真菌滴眼剂的早期应用#已部分降低

真菌性眼内炎的发生率#从而避免眼内容剜除)然而临床上

3̂

患者由于基质破坏在晚期往往形成瘢痕愈合#若瘢痕位于

瞳孔区#甚至致盲'

$

(

)由于角膜供体紧缺#虽然人工角膜及各

种角膜替代材料正在研究中#目前仍有相当一部分患者不能够

进行角膜移植#且术后为预防角膜排异反应需长期应用抗排斥

滴眼剂#影响患者的生活质量#所以如何防止瘢痕形成已成为

近年来
3̂

研究的重要方向)

3̂

大致发病过程如下#角膜受外伤后#上皮细胞屏障受

损#导致基底膜暴露#致病真菌黏附于受损的角膜上皮#引起机

体天然免疫和适应性免疫反应)一方面#真菌的病原相关分子

结构与宿主角膜上皮细胞的
C"NN

样受体$

C9;+

&相互作用#引

起角膜上皮细胞分泌白细胞介素$

49

&

./

等诱导中性粒细胞浸

润%另一方面#真菌表面的
(

.

葡聚糖与角膜居留巨噬细胞表面

的
\ELF#,.$

结合#导致酪氨酸激酶$

]

P

@

&磷酸化*核因子$

_3

&

.

)

:

转移至核内#

_3.

)

:

进入核内进一步引起肿瘤坏死因子

//$0

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
'%

期



$

C_3

&

.

#

*

49.$

(

*

49./

表达#扩大炎性反应#免疫细胞$主要是

中性粒细胞'

(

(

&释放水解酶#在杀灭真菌的同时对角膜造成破

坏'

$%

(

)

UUZ+

分
2

个亚组#胶原酶*明胶酶*基质水解酶*膜型金

属蛋白酶及广泛底物酶)其中#

UUZ./

属于胶原酶的一种#又

名中性粒细胞胶原酶)正常状态下#

UUZ./

以酶原的形式存

在#然而病理状态下#如角膜溃疡'

$$

(

*人工角膜移植术后'

$%

(

#

UUZ./

表达迅速升高#当
UUZ+

与基质金属蛋白酶组织抑制

剂$

C4UZ+

&失衡#可导致角膜基质降解)

本研究通过建立
UUZ./

高表达模型#以
]V=

成像技术

活体实时观察角膜基质胶原纤维及混浊度变化#并通过角膜羟

脯氨酸的测定#定量观察角膜胶原水平#阐明了
UUZ./

可直

接降解角膜
%

型胶原#从而造成基质破坏#导致角膜混浊)随

着
UUZ+

"

C4UZ+

在角膜疾病研究的不断深入#现已研制多种

天然及人工合成
C4UZ+

#在角膜炎症早期使用
C4UZ+

滴眼剂

可为角膜瘢痕的治疗提供新策略)本研究为
C4UZ+

滴眼剂应

用于
UUZ./

高表达的角膜病以减轻角膜瘢痕提供新思路)
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