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Abstract
誗 AIM: To monitor long - term changes of matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) in human tears fluid after
laser in situ keratomileusis (LASIK) .
誗 METHODS: Thirty - two myopia cases ( 64 eyes )
underwent uneventful LASIK were enrolled in the study.
Tear fluid were collected and MMP - 2 expression was
analyzed by Western - bolt assay preoperatively and
postoperatively on 15d, at 1, 3mo, and 1a.
誗RESULTS: LASIK increased the concentration of MMP-2
in human tear fluid. At 15d postoperatively, the
magnitude of MMP-2 was 1. 4 times that of preoperative,
thereafter subsided, but didn蒺t return to preoperative level
by 3mo ( P < 0. 05 ) . Up to 1a after surgery, the
concentration of MMP-2 almost recovered (P>0. 05) .
誗CONCLUSION: MMP - 2 is significantly expressed in
human tear fluid after LASIK, then subsided with time,
but didn蒺t return to preoperative level by 3mo and almost
recovered up to 1a, indicating wound healing of LASIK
would continue up at least 3mo after surgery and almost

recovered 1a postoperatively.
誗 KEYWORDS: laser in situ keratomileusis; matrix
metalloproteinase-2; human; tear fluid
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摘要

目的:观察成功准分子激光角膜磨镶术( laser-assisted in
situ keratomileusis,LASIK)术后人眼泪液中基质金属蛋白

酶-2(matrix metalloproteinase-2,MMP-2)的长期变化。
方法:分别收集 32 例 64 眼 LASIK 手术的近视患者术前、
术后 15d;1,3mo;1a 的泪液,进行 Western-blot 实验,检测

MMP-2 浓度的变化。
结果:LASIK 手术导致术后患者泪液中MMP-2 浓度增加。
术后 15d,MMP-2 约为术前的 1. 4 倍,随着术后时间的延

长逐渐下降,术后 3mo 仍未恢复(P<0. 05),术后 1a 几乎

恢复至术前水平(P>0. 05)。
结论:LASIK 手术增加人眼泪液中MMP-2 的浓度,且随着

术后时间的延长逐渐下降,术后 3mo 仍未恢复,术后 1a 恢

复至术前水平,表明 LASIK 诱发的创伤修复反应至少持

续 3mo,术后 1a 几乎恢复。
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0 引言

摇 摇 基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2,MMP-2)
是一种明胶酶,降解郁胶原、喻胶原、层黏连蛋白等上皮基

底膜及细胞外基质成分。 在边缘性角膜溃疡、复发性角膜

糜烂、感染性角膜溃疡患者的泪液中,MMP-2 表达上调,
当角膜完成创伤修复时,MMP-2 恢复至基线水平[1-9]。
LASIK 作为角膜屈光矫正主流手术之一,由于术中制作角

膜基质瓣、切削基质组织,从而诱发了角膜的创伤修复反

应,MMP-2 可能参与了该过程。 为此,我们分析手术成功

的 LASIK 患者泪液中 MMP-2 表达及其动态变化,为研究

LASIK 手术创伤修复反应提供理论依据。
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1 对象和方法

1. 1 对象摇 在我院行 LASIK 手术,且术后除屈光回退外无

明显并发症近视患者 32 例 64 眼,其中男 10 例 20 眼,女
22 例 44 眼,年龄 18 ~35(平均 21依5. 2)岁,屈光度数:-3. 00 ~
-9. 00D,散光:<-3. 00D。 所有患者除屈光不正外均无其

它眼部病变及手术史,排除了全身性疾病,所有患者均签

署了知情同意书。
1. 2 方法

1. 2. 1 主要仪器与试剂摇 法国 Moria2 角膜板层刀,德国鹰

视酷眼准分子激光系统,兔抗人 MMP-2 多克隆抗体(美
国 antibodies-online 公司),HRP 标记山羊抗兔 IgG(美国

Jackson 公司)。
1. 2. 2 手术方法摇 采用 Moria2 自动微型板层角膜刀和德

国鹰视酷眼准分子激光机,激光能量为 120mJ / cm2,频率

为 40Hz,均采用单中心一次性切削法。 术中做以上方为

基底的角膜瓣,直径 8mm,厚度 110滋m,在角膜基质床上

行激光消融,复位角膜瓣。 手术均由第二作者完成。
1. 2. 3 泪液收集摇 所有人泪液标本均根据自愿的原则,采
集泪液:轻拉患者下眼睑,以无菌毛细玻璃管于颞下穹隆

处(未使用表面麻醉药物),利用毛细玻璃管的虹吸作用

收集泪液(尽量不接触眼表),将收集的左、右眼泪液转移

至同一 Ep 管,置-70益保存备用,以上操作由同一人在相

同条件下完成。 分别于术前、术后 15d;1,3mo;1a 采集泪

液标本。 LASIK 术后出现除屈光回退外影响视功能并发

症患者排除本研究之外。
1. 2. 4 免疫印迹 Western-blot 法检测 MMP-2 蛋白的表

达摇 MMP-2 蛋白样品中 30滋g,加入 2伊SDS 凝胶上样缓冲

液,并将样品予沸水煮沸 5min,立即置冰上冷却。 依次灌

制 10% SDS-PAGE 分离胶、5%浓缩胶,上样,浓缩胶 80V
电泳,当样品进入分离胶时改为 120V,直至溴酚蓝到达胶

最底部时电泳结束。 置转移缓冲液平衡凝胶和硝酸纤维

膜 10min,在 250mA 电转 1. 5h。 室温下用 TBST 封闭液

(含 5%脱脂奶粉、0. 1% Tween20)封闭 1h。 于 4益将膜与

兔抗人 MMP-2 多克隆抗体(1颐100) 稀释液中孵育过夜。
洗膜液(含 0. 1% Tween20 的 TBST) 洗膜 3 次伊5min。 将

膜置于 HRP(辣根过氧化物酶)标记的二抗(1 颐3000) 稀

释液中,室温振荡孵育 2h。 洗膜液洗膜 15min伊3 次。 暗

室中将膜加上 ECL 发光剂,铺上保鲜膜,在化学发光成像

系统中检测。 以 GAPDH 为内参,用 MMP-2 与 GAPDH 的

灰度值比值作为半定量指标。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计学软件对数据进行

统计学分析,实验数据以 軃x依s 表示,进行方差分析,采用

独立样本 t 检验对数据进行分析,P<0. 05 为差异有统计

学意义。
2 结果

摇 摇 LASIK 手术前后人眼泪液中 MMP-2 的浓度分别为:
术后 15d 为 1. 1193依0. 0180,术后 1mo 为 1. 0653依0. 0403,
术后 3mo 为 1. 054依0. 0359,术后 1a 为 0. 8175依0. 1442,术
前为 0. 78依0. 1533,术后各时间点 MMP-2 表达与术前比

较,差异有统计学意义(P<0. 05)。 LASIK 术后人眼泪液

图 1摇 Western-blot 方法检测 MMP-2 蛋白的表达 摇 1:术后

15d;2:术后 1mo;3:术后 3mo;4:术后 1a;5:术前。

中 MMP-2 的浓度增加,且随着术后时间的延长逐渐下降

(图 1)。 术后 15d,MMP-2 约为术前 1. 4 倍;术后 1mo 约

1. 37 倍;术后 3mo 仍未恢复(P<0. 05),术后 1a 几乎恢复

至术前水平(P>0. 05)。
3 讨论

摇 摇 尽管泪液不是角膜的组成成分,但其解剖结构、生理

功能与角膜紧密相连。 泪液中 MMP-2 表达增强时,可诱

发角膜基底膜及细胞外基质成分的降解。 因此,可以通过

监测泪液中 MMP-2 的活动来反映角膜愈合进展情况。
研究表明,成功 LASIK 手术后数月内的患者泪液中,另一

种明胶酶即 MMP -9 仍然高表达[10],但无同为明胶酶

MMP-2 的研究报道。 Maguen 等[11] 在 LASIK 手术相关角

膜瓣并发症的患者角膜瓣组织中发现,MMP-2 表达阳性;
而在正常人或 LASIK 手术成功的患者角膜组织中,MMP-2
为阴性。 我们的研究发现,即使是成功的 LASIK 手术,术
后患者泪液中 MMP-2 的浓度增加,且于术后 1a,逐渐恢

复至术前水平。 我们的研究结果与 Maguen 等不一致的原

因可能为,他们所研究的 LASIK 手术成功的角膜组织距

离手术数年的缘故。
摇 摇 生理情况下,正常的角膜组织中存在 MMP-2,由角膜

细胞合成,起着监督功能[4]。 当角膜受损后表达增强[12],
其主要作用是促进角膜组织的重塑[13]。 在我们的研究

中,成功 LASIK 手术的患者泪液中,MMP-2 的浓度发生了

动态的改变,术后 3mo 仍然增高,表明 LASIK 术后的创伤

修复反应持续至少 3mo。 Anderson 等[14] 病理组织学的研

究结果表明,LASIK 术后的创伤修复反应可能长达 20mo。
两者的差异可能是因为研究方法、观察指标不同的原因。
由于 MMP-2 水平的恢复滞后于角膜的修复反应[15],因此

LASIK 术后 1a 时 MMP-2 浓度的恢复可以间接地反映角

膜修复反应的完成。
摇 摇 本研究中,MMP-2 浓度的监测开始于术后 15d,因为

有研究报道 MMP-2 于角膜创伤后 1wk 表达增加,14d 大

幅度增加,28d 达到峰值[16]。 又因为 LASIK 术后存在干

眼,从而导致了早期泪液收集困难。
摇 摇 总之,我们通过动态研究成功 LASIK 患者泪液中

MMP-2 的表达,发现 LASIK 手术增加人眼泪液中 MMP-2
的浓度,且随着术后时间的延长逐渐下降,术后 3mo 仍未

恢复,术后 1a 恢复至术前水平,表明 LASIK 诱发的创伤修

复反应持续至少 3mo,术后 1a 恢复。 该结果可能为研究

LASIK 手术的角膜创伤修复反应提供理论依据。
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