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桑色素滴眼液治疗围绝经期雌性兔干眼的实验研究
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摘要
目的:探究桑色素滴眼液在围绝经期雌性兔干眼症中的治
疗作用ꎮ
方法:选取雌性新西兰大白兔 ３６ 只ꎬ采用双侧卵巢切除
术ꎬ术后饲养 ６０ｄꎬ制作围绝经期雌兔干眼症模型(３６ 眼ꎬ
均为右眼)ꎬ其中 ２４ 只随机分成对照组、实验组两组(各
１２ 只):对照组应用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)ꎬ实验组应用桑
色素滴眼液ꎬ另 １２ 只不使用任何滴眼液ꎮ 治疗前ꎬ治疗后
２、４、６ｗｋ 对实验兔采取角膜荧光素染色(ＦＬ)、Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ｉ
试验(ＳⅠｔ)检查ꎬ同时测验溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉酶
活性和泪液总蛋白含量ꎬ并使用角膜共聚焦显微镜观察ꎮ
结果:治疗前两组的 ＳⅠｔ、ＦＬ、溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀
粉酶活性和泪液总蛋白量均无差异(Ｐ>０.０５)ꎻ治疗 ２、４、
６ｗｋ 后ꎬ对照组和实验组 ＳⅠｔ 和 ＦＬ 评分发生了不同的变
化(Ｐ<０.０５)ꎮ 实验组溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉酶活性
和泪液总蛋白量较治疗前没有显著变化(均 Ｐ>０.０５)ꎬ对
照组溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉酶活性和泪液总蛋白量
都发生了程度不一的变化(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 治疗后 ２、４、６ｗｋ
时两组 ＳⅠｔ、ＦＬ 评分、溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉酶活性
和泪液总蛋白量均有差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 治疗 ６ｗｋꎬ对照组炎
症细胞密度为 ３２１ ± ９１ 个 / ｍｍ２ꎬ上皮基底细胞密度为
４４３６±２８９个 / ｍｍ２ꎬ实验组炎症细胞密度为 ３６ ± １１ 个 /
ｍｍ２ꎬ上皮基底细胞密度为 ３２１９±２２３ 个 / ｍｍ２ꎬ两组均有差
异(Ｐ<０.０５)ꎮ 治疗 ６ｗｋ 后ꎬ对照组角膜上皮下多支神经
纤维发生弯曲ꎬ密度显著减少(Ｐ<０.０５)ꎬ实验组神经弯曲
度明显减小ꎬ密度较治疗前增加ꎮ
结论:桑色素滴眼液对围绝经期雌性兔干眼症具有明确的
治疗作用ꎮ
关键词:干眼ꎻ桑色素滴眼液ꎻ治疗ꎻ雄激素
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ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｒｖｅ ｂｅｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｎｅｒｖｅ ｆｉｂｅｒ ｂｅｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ(ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｅｙｅ ｄｒｏｐｓ ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｔｈｅｒａｐｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｒｙ ｅｙｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ａｎｄｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｉｔ ｈａｓ ａ ｄｅｆｉｎｉｔｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｄｒｙ ｅｙｅꎻ Ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｅｙｅ ｄｒｏｐｓꎻ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ａｎｄｒｏｇｅｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｊｉａｎｇ Ｗꎬ Ｇｅ ＱＭꎬ Ｌｉ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｕｌｂｅｒｒｙ
ｅｙｅ ｄｒｏｐｓ ｏｎ ｘｅｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａ ｉｎ ｐｅｒｉｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｆｅｍａｌｅ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(３):４３２－４３７

０引言
干眼(ｄｒｙ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅꎬＤＥＤ)是眼表面多因子疾病ꎬ其

可致使泪液渗透压增高和泪膜不稳定ꎬ眼表炎症和损伤以
及神经感觉异常为其主要特征[１]ꎬ中、重度的 ＤＥＤ 可使患
者生活质量下降ꎬ甚至产生一定的心理问题ꎮ 近年来的研
究表明ꎬ按照不同的标准ꎬＤＥＤ 的总体发病率 ８ ７％ ~
３０ １％ [２－５]ꎮ 雄激素可作用于泪腺ꎬ因此泪腺是其靶器官
之一ꎬ泪腺的结构和功能ꎬ包括其细胞结构、基因表达、免
疫活性等在雄激素的作用下可发生相当大的改变[６]ꎮ 而
雄激素缺乏则可能导致泪腺功能障碍或泪液缺乏ꎬ从而引
起干眼[７]ꎮ 针对因雄激素水平改变而导致干眼的患者进
行了激素治疗的临床研究ꎬ但为减少副作用ꎬ目前的治疗
仍以局部对症治疗为主ꎮ 因此ꎬ目前较好地解决方案是探
寻此前未曾使用的激素替代药物ꎮ 糖可与绝大多数黄酮
类化合物结合形成苷ꎬ并保存在植物的根、叶和果实里ꎬ其
余的黄酮类化合物则以游离形式存在ꎬ具有多种生物活
性ꎬ如抗炎、抗氧化、抗免疫及抗癌等作用[８]ꎮ 桑色素
(ｍｏｒｉｎ)则是其中一种ꎬ可从桑科植物中提取ꎬ通过雄激素
受体结合ꎬ一定程度上发挥弥补雄激素不足的作用ꎮ 本实
验应用围绝经期雌兔造模ꎬ探究桑色素滴眼剂对干眼的治
疗效果ꎬ为日后临床雄激素替代治疗提供一定的依据ꎮ
１材料和方法
１ １材料　 从南昌大学动物实验室中选取 ６ 周龄的新西
兰雌性白兔 ３６ 只ꎬ要求所选雌兔体质量均为 ２ ０ ~ ２ ５ｋｇꎮ
对所选取的雌兔的眼前节及眼底使用眼底镜、裂隙灯显微
镜进行检查ꎬＳⅠｔ≥１０ｍｍ / ５ｍｉｎꎮ 本实验经伦理委员会审
批ꎬ符合动物实验的相关准则ꎮ

１ ２方法
１ ２ １围绝经期雌兔干眼模型的构建 　 参照文献[９] ꎬ随
机选取 ３６ 只雌兔ꎬ称重ꎮ 腹腔注射足量的 ３％氨基甲酸
乙酯溶液(４５ｍｇ / ｋｇ)ꎬ然后将雌兔仰卧位放置ꎬ将头部及
四肢固定并充分暴露其腹部ꎬ并使用电动剃刀对下腹部
备皮ꎮ 在使用碘伏对暴露的腹部进行消毒后ꎬ铺无菌巾
单ꎬ无菌操作ꎬ并将手术刀经腹正中切口逐层剖入腹腔ꎬ
行双侧卵巢切除术(ｏｒｃｈｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄꎬＯＲＸ)ꎬ然后依次关闭
各层腹壁ꎬ连续缝合皮肤ꎮ 术后连续 ３ｄ 行抗感染治疗ꎬ给
予雌兔肌肉注射青霉素ꎬ并局部擦拭碘伏消毒ꎮ 经过 ２ｍｏ
观察后ꎬ被选取的雌兔角膜干燥且缺乏光泽ꎬ荧光素染色
可见散布的点状溃疡ꎬ ＳⅠ ｔ < １０ｍｍ / ５ｍｉｎꎬ泪膜破裂时
间<１２ｓꎮ
１ ２ ２分组及处理　 将 ＯＲＸ 术后 ２ｍｏ 成功建模的 ２４ 只
雌兔随机分为对照组、实验组两组(每组为 １２ 只ꎬ且都选
取右眼进行处理): ( １) 对照组:对照磷酸盐缓冲液
(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)组ꎻ(２)实验组:桑色素组ꎮ
对对照组和实验组雌性兔右眼连续滴眼 ６ｗｋꎬ４ 次 / ｄꎮ 在
治疗前、治疗后 ２、４、６ｗｋ 时ꎬ分别对对照组和实验组雌性
兔进行角膜泪液蛋白测定、角膜共聚焦显微镜检查、ＳⅠｔ
检查及荧光素染色检测ꎮ
１ ２ ３实验动物造模及筛选标准 　 为控制变量ꎬ２４ 只雌
兔全部由相同的操作者检查ꎬ以保证每次检查选取同一时
间地点ꎬ且控制照明亮度不变ꎬ湿度和温度每次相同ꎮ 经
过 ２ｍｏ 观察后ꎬ被选取的雌兔角膜干燥且缺乏光泽ꎬ荧光
素染色可见散布的点状溃疡ꎬＳⅠｔ<１０ｍｍ / ５ｍｉｎꎬ泪膜破裂
时间<１２ｓꎮ
１ ２ ４桑色素提取液的制备
１ ２ ４ １提取　 根据参考文献[１０]ꎬ将干燥桑科植物树
叶碾碎ꎬ取碾碎后的粉末 ２０ｇꎬ置于具塞三角烧瓶中ꎬ然后
将 ８ 倍量(体积分数 ７０％)乙醇加入烧瓶中ꎬ摇匀后在室
温下放置 １０ｈ 后ꎬ经过 ２０ｍｉｎ 超声提取ꎬ过滤后再次将 ６
倍量乙醇加入ꎬ再经 ５ｍｉｎ 超声提取后ꎬ过滤ꎻ准备一根离
心管ꎬ将两次乙醇提取液一起加入其中ꎬ离心 ( ２０００ｒ /
ｍｉｎ)ꎬ最后提取上清液ꎮ 分别用 １Ｌ 乙酸乙酯和氯仿萃取ꎬ
得到萃取液ꎬ使用 ＨＰＬＣ－ＣＬ 法检测桑色素含量ꎮ
１ ２ ４ ２分离纯化　 用 ８０ ~ １００ 目聚酰胺柱色谱法层析
分离萃取液ꎬ分离完成后用 ７０％乙醇洗脱ꎮ 洗脱液以柱体
积为单位进行浓度检测ꎬ重复上述纯化步骤直至得到较高
纯度(>９５％)的桑色素提取液[１１]ꎮ
１ ２ ５桑色素滴眼剂的制备 　 桑色素滴眼剂制备步骤:
(１)溶解:提取物质量∶水比为 ０ １∶ １ ０ꎻ(２)加入眼润滑剂
羧甲基纤维素(１ ５ｇ / Ｌ)ꎻ(３)缓冲:ＮａＨＣＯ３ꎬＫＣｌ(０ １ｇ / Ｌ
以下)ꎻ ( ４ ) 检 测 并 调 整 理 化 特 性: 表 面 张 力 ( ４０ ~
５０ｄｙｎ / ｃｍ２)、屈光指数( １ ３３６)、比重(约等于 １)、渗透
压(３１１ ~ ３５０ｍＯｓｍ)、黏稠度(略高于水)和 ｐＨ 值(７ ３ ~
７ ８)ꎻ(５)加入保存剂:苯扎溴铵(０ ０５ｇ / Ｌ)ꎮ
１ ２ ６ ＰＢＳ滴眼剂的制备　 ＰＢＳ 滴眼剂制备步骤:(１)配
制 ＰＢＳ 缓冲液:磷酸二氢钾(ＫＨ２ＰＯ４):０ ２７ｇꎬ磷酸氢二
钠(Ｎａ２ＨＰＯ４):１ ４２ｇꎬ氯化钠(ＮａＣｌ):８ｇꎬ氯化钾(ＫＣｌ):
０ ２ｇꎬ加去离子水大约 ８００ｍＬ 将其混匀并且使固体完全
溶解ꎬ再缓慢加浓盐酸直至调节酸碱度为 ７ ４ꎬ最后定容
到 １Ｌꎻ(２)加入眼润滑剂羧甲基纤维素(１ ５ｇ / Ｌ)ꎻ(３)检
测并调整理化特性:调至与桑色素滴眼剂相似ꎻ(４)加入
保存剂:苯扎溴铵(０ ０５ｇ / Ｌ)ꎮ

３３４
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表 １　 两组治疗前后 ＳⅠｔ及 ＦＬ评分比较 ｘ±ｓ

分组

ＳⅠｔ(ｍｍ / ５ｍｉｎ)

治疗前
治疗后

２ｗｋ ４ｗｋ ６ｗｋ

ＦＬ(分)

治疗前
治疗后

２ｗｋ ４ｗｋ ６ｗｋ
对照组 ５ ２２±１ １６ ５ ０１±１ １１ｃ ４ ４２±１ ２１ｃ ３ １６±１ ０７ｃ ５ ０９±１ ０２ ５ ７１±１ ０９ｃ ６ １２±１ ２６ｃ ７ １２±１ ０９ｃ

实验组 ５ ２７±１ １７ ５ ９７±１ ０１ａꎬｃ ６ ３４±１ ５１ａꎬｃ ７ ７１±２ ５２ａꎬｃ ５ ９３±１ ０９ ３ ２２±０ ６７ａꎬｃ ２ ５１±０ ５２ａꎬｃ ２ １７±０ ５４ａꎬｃ

ｔ ０ ６４３ ４ ４３６ ６ ７６３ １１ ６５８ ０ ５２６ ３ ８７３ ７ ７６２ ９ ０６５
Ｐ ０ ９３２ ０ ０４５ ０ ０２４ ０ ０１３ ０ ８３６ ０ ０３４ ０ ０１７ ０ ００９

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 治疗前ꎮ

１ ２ ７角膜荧光素染色及 ＳⅠｔ 检测　 角膜荧光素染色:
使用 １０ｇ / Ｌ 荧光素钠点眼 １ 滴后使雌兔立即瞬目ꎬ参照评
分系统进行评分并分级[１２]:０ 级:无染色ꎻ１ 级:很少的播
散性污渍染色ꎻ２ 级:中度污渍染色ꎬ程度在 １ ~ ３ 级间ꎻ３
级:重度融合性污渍染色ꎮ

ＳⅠｔ 检查泪液基础分泌情况ꎮ 取出刻度滤纸并将其
一边折叠ꎬ置于待检查雌兔眼下结膜囊的中外 １ / ３ 处
５ｍｉｎꎬ并在取出试纸后测量其被浸润长度ꎮ 参照文献
[１３]ꎬＳⅠｔ≥１０ｍｍ / ５ｍｉｎ 为正常ꎮ 为控制变量ꎬ所有操作
均由同一人完成ꎮ
１ ２ ８ 泪液蛋白测定　 从 ９∶ ００ 到 １１∶ ００ 取泪液样品ꎬ在泪
河处取 ２０μＬ 无刺激性泪液ꎬ并储存在－８０℃的冰箱保存ꎮ
使用小牛血清白蛋白作为标准ꎬ通过 Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ 方法测量
泪液的总蛋白质含量ꎮ 淀粉酶活性测定参照文献[１４]:
操作采用自动分析仪分析 ( ＬＸ２０ꎻ Ｂｅｃｋｍａｎꎬ Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎꎬ
ＣＡ)ꎬ４ꎬ ６ － 亚 乙 基 － 对 硝 基 苯 － α － Ｄ － 麦 芽 七 糖 苷
(ｅｔｈｙｌｉｄｅｎｅ－４－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ－α－ｄ－ｍａｌｔｏｈｅｐｔａｏｓｉｄｅꎬＬｅａｄｍａｎ
Ｇｒｏｕｐ ＣｏꎬＬｔｄ ꎬＢｅｉｊｉｎｇꎬＣｈｉｎａ)作为底物ꎮ

乳铁蛋白(ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎꎬＬＦ)测定参照文献[１５]:从冰箱
中取出 １０μＬ 事先储存的泪液样品ꎬ稀释泪液样品ꎬ绘制
出标准曲线并计算 ＬＦ 含量ꎮ 通过比浊法测算溶菌酶含
量ꎬ并参照说明书制作标准曲线、使用溶菌酶测试试剂盒ꎬ
配制溶菌酶标准液和制备染色菌液ꎻ最后ꎬ把泪液样品和
染色菌液混合摇匀ꎬ然后将混合液离心ꎬ获取上清液ꎬ泪液
样品中溶菌酶含量可根据样品与测定管对照管光密度相
差的数值ꎬ参照标准曲线计算出ꎮ
１ ２ ９ 共聚焦显微镜检查　 使用共聚焦显微镜对各组雌
兔被测眼的角膜上皮的变化情况进行观察ꎬ由同一人实施
检查ꎮ 检查步骤:使雌兔头部固定ꎬ无法摇晃ꎬ让雌兔的眼
睛直视前方ꎬ以 ５ｇ / Ｌ 的盐酸丙美卡因滴眼液点眼后ꎬ对中
央角膜行全层检查ꎬ并保存清晰有效的图片ꎬ使用计算机
软件测算炎症细胞和角膜上皮基底细胞的密度ꎮ 神经密
度(ｍｍ / ｍｍ２):观察角膜下神经丛ꎬ采取 ３５~ ５０μｍ 观察深
度ꎮ 应用 ＡＵＴＯＣＡＤ 软件(Ａｕｔｏ Ｄｅｓｋ Ｃｏ ꎬＬｔｄꎬＣＡꎬＵＳ)确
定角膜下神经纤维的长度ꎮ 按实际角膜面积 ０ １６ｍｍ２

(４００×４００μｍ) / 帧的标准获取每个图像ꎬ并描绘出观察到
的单个图像中的神经纤维形状(图 １ꎬ引自文献[１６])ꎬ通
过所描绘的折线特征得出折线的总长ꎬ然后将所得的折线
总长比上面积的大小(０ １６ｍｍ２)以计算出神经纤维密度
(ｍｍ / ｍｍ２)ꎮ 神经纤维分支:为每个图像中看到的总分支
数ꎮ 曲率评分:图像中神经纤维曲率的程度可分为 ４ 个等
级ꎮ 分数越高ꎬ则神经纤维曲率越高[１４]ꎮ
　 　 统计学分析:应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ４ ００ 统计软件对

数据施以统计学分析ꎬ并使用均数±标准差( ｘ± ｓ)表示

计量资料ꎬ两组组间差异及各时间点测量值的时间差异
性比较采用重复测量设计的方差分析ꎬ各时间点的组间
差异比较用独立样本 ｔ 检验ꎬ计数资料的组间比较采用
χ２ 检验ꎬＰ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １两组治疗前后干眼相关指标比较　 治疗前ꎬ治疗后 ２、
４、６ｗｋꎬ两组 ＳⅠｔ 比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ组间 ＝ ９ ９２ꎬ
Ｆ时间 ＝ １０ １６ꎬＦ组间×时间 ＝ １３ ５４ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 治疗前两组
ＳⅠｔ相比较ꎬ差异无统计学意义( ｔ ＝ ０ ６４３ꎬＰ>０ ０５)ꎻ与治
疗前相比较ꎬ治疗 ２、４、６ｗｋ 时实验组的 ＳⅠｔ 都产生了程
度不一的改善ꎬ差异均有统计学意义( ｔ ＝ ５ ７５２ꎬｔ ＝ ６ ７１４ꎬ
ｔ＝ ９ ３１５ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎬ而对照组 ＳⅠｔ 较治疗前明显恶化ꎬ
差异均有统计学意义( ｔ＝ ４ ８４２ꎬｔ ＝ ５ ８２５ꎬｔ ＝ ５ ６４８ꎬ均 Ｐ<
０ ０５)ꎻ两组治疗 ２、４、６ｗｋ 时 ＳⅠｔ 比较ꎬ差异均有统计学
意义( ｔ＝ ４ ４３６、６ ７６３、１１ ６５８ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 治疗前ꎬ治疗
后 ２、４、６ｗｋꎬ两组 ＦＬ 比较ꎬ差异有统计学意义 (Ｆ组间 ＝
８ １２ꎬＦ时间 ＝ ９ ２８ꎬＦ组间×时间 ＝ １５ １４ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 治疗前
两组 ＦＬ 评分比较ꎬ差异无统计学意义 ( ｔ ＝ ０ ５２６ꎬＰ >
０ ０５)ꎻ与治疗前相比ꎬ治疗 ２、４、６ｗｋ 实验组 ＦＬ 评分均产
生不同程度改善ꎬ差异均有统计学意义( ｔ ＝ ５ ７６３、５ ６５３、
３ ５４２ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎬ对照组与治疗前比较ꎬＦＬ 评分则明显
恶化ꎬ差异均具有统计学意义( ｔ ＝ ５ ７６３、７ ６５２、８ ５４１ꎬ均
Ｐ<０ ０５)ꎻ两组治疗 ２、４、６ｗｋ 时 ＦＬ 评分比较ꎬ差异均有统
计学意义( ｔ＝ ３ ８７３、７ ７６２、９ ０６５ꎬ均Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 １ꎮ
２ ２两组治疗前后泪液蛋白比较 　 治疗前ꎬ治疗后 ２、４、
６ｗｋ 两组溶菌酶含量比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ组间 ＝
１２ ３８ꎬＦ时间 ＝ １０ ７２ꎬＦ组间×时间 ＝ １７ ２７ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 治疗
前ꎬ治疗后 ２、４、６ｗｋ 两组乳铁蛋白比较ꎬ差异有统计学意
义 ( Ｆ组间 ＝ １０ ９３ꎬ Ｆ时间 ＝ １１ ２３ꎬ Ｆ组间×时间 ＝ ２０ ８３ꎬ均 Ｐ <
０ ０５)ꎮ 治疗前ꎬ治疗后 ２、４、６ｗｋ 两组淀粉酶活性比较ꎬ
差异有统计学意义(Ｆ组间 ＝ １１ ７８ꎬＦ时间 ＝ １４ ９５ꎬＦ组间×时间 ＝
１８ ２３ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 治疗前ꎬ治疗后 ２、４、６ｗｋ 两组泪液总
蛋白量比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ组间 ＝ ９ ４３ꎬ Ｆ时间 ＝
１０ ４３ꎬＦ组间×时间 ＝ １７ ６５ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 ２ꎮ

治疗前两组溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉酶活性和泪
液总蛋白量无显著差别ꎬ差异均无统计学意义( ｔ ＝ ８ ４２５、
９ ５３２、９ ６７２、５ ２６７ꎬ均 Ｐ> ０ ０５)ꎻ经过 ６ｗｋ 的桑色素处
理ꎬ实验组溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉酶活性和泪液总蛋
白量与治疗前相比没有显著变化ꎬ差异均无统计学意义
( ｔ＝ １０ ７３２、８ ５４１、７ ５４２、１０ ７６４ꎬ均 Ｐ>０ ０５)ꎻ而对照组
在 ６ｗｋ ＰＢＳ 处理后与治疗前相比ꎬ溶菌酶含量、乳铁蛋白、
淀粉酶活性和泪液总蛋白量都发生程度不一的降低ꎬ差异
均有统计学意义( ｔ ＝ ０ ４２６、０ ５１２、０ ６３３、０ ５９４ꎬ均 Ｐ <
０ ０５)ꎻ治疗 ２、４、６ｗｋ 后两组溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉

４３４
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图 １　 共聚焦显微镜下神经纤维形态　 Ａ:ＡＵＴＯＣＡＤ 截取的共聚焦显微图像内的神经纤维ꎻＢ:根据神经纤维描绘的折线ꎮ

图 ２　 两组雌性兔的角膜上皮下基底细胞图片　 Ａ:对照组治疗前ꎻＢ:对照组治疗 ６ｗｋ 后ꎻＣ:实验组治疗前ꎻＤ:实验组治疗 ６ｗｋ 后ꎮ

表 ２　 治疗前后不同时间两组雌兔泪液蛋白比较 ｘ±ｓ
时间

对照组

总蛋白(ｇ / Ｌ) 溶菌酶(ｇ / Ｌ) 乳铁蛋白(ｇ / Ｌ) 淀粉酶活性(ＩＵ)
实验组

总蛋白(ｇ / Ｌ) 溶菌酶(ｇ / Ｌ) 乳铁蛋白(ｇ / Ｌ) 淀粉酶活性(ＩＵ)
治疗前 ８ １７±２ ６８ ０ ７５±０ １６ １ １２±０ ３４ ５２ ６７±１９ ５５ ８ ０１±２ ０１ ０ ７５±０ １２ １ ０１±０ ４１ ５３ ４３±２２ ２５
治疗后 ２ｗｋ ７ ５４±２ ３２ｃ ０ ６２±０ １７ｃ ０ ９２±０ ３５ｃ ４７ ４３±１６ ７４ｃ ８ ０９±２ １７ａ ０ ８９±０ １４ａ １ １１±０ ３３ａ ５４ ５４±１９ １４ａ

治疗后 ４ｗｋ ７ １６±２ ０５ｃ ０ ４６±０ １４ｃ ０ ８３±０ ２２ｃ ２９ ５６±１５ ２９ｃ ８ ３４±２ １１ａ ０ ８８±０ ２２ａ １ １２±０ ３５ａ ５５ ５４±１８ １６ａ

治疗后 ６ｗｋ ５ ７１±１ ９１ｃ ０ ４２±０ １１ｃ ０ ６２±０ １６ｃ ２４ ５５±１７ ４８ｃ ８ １９±２ ０１ａ ０ ８６±０ １１ａ １ １７±０ ３２ａ ５６ １７±１７ ３２ａ

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 治疗前ꎮ

酶活性和泪液总蛋白量相比ꎬ差异均有统计学意义(均 Ｐ<
０ ０５)ꎮ
２ ３两组治疗前后共聚焦显微镜观察图像分析 　 治疗前

可观察到角膜上皮基底细胞的边界较窄ꎬ可见光亮炎性细
胞(图 ２Ａ)ꎮ 对照组治疗前、治疗后 ６ｗｋꎬ可观察到上皮基

底细胞的密度显著增大ꎬ且上皮基底层观察到呈现为亮光

样的炎性细胞(图 ２Ａ、Ｂ)ꎻ而实验组在治疗前可观察到呈

现为亮光样的炎性细胞(图 ２Ｃ)ꎬ但经 ６ｗｋ 治疗后ꎬ炎性细
胞的数目显著减少ꎬ而和正常雌性兔相比ꎬ上皮基底细胞

的密度则略有下降(图 ２Ｄ)ꎮ 经 ６ｗｋ 治疗后ꎬ对照组炎症

细胞密度为 ３２１±９１ 个 / ｍｍ２ꎬ上皮基底细胞密度为４４３６±
２８９ 个 / ｍｍ２ꎬ而实验组炎症细胞密度为 ３６±１１ 个 / ｍｍ２ꎬ上
皮基底细胞密度为 ３２１９±２２３ 个 / ｍｍ２ꎬ两组差异有统计学

意义( ｔ＝ ５ ４７７、５ ２４６ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ
　 　 对照组角膜的上皮下神经相对平直ꎬ并且较多

(图 ３Ａ)ꎬ６ｗｋ 后其密度较治疗前减小ꎬ并可观察到多支神

经纤维发生明显弯曲(图 ３Ｂ)ꎮ 实验组角膜上皮下神经可
见明显弯曲及分支(图 ３Ｃ)ꎬ治疗 ６ｗｋ 后ꎬ其密度较治疗前

增加ꎬ弯曲度明显减小(图 ３Ｄ)ꎮ
治疗前ꎬ治疗后 ２、４、６ｗｋ 两组神经纤维密度相比ꎬ差

异有统计学意义 ( Ｆ组间 ＝ １５ ２２ꎬＦ时间 ＝ １４ ５１ꎬＦ组间×时间 ＝
１８ ７３ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 治疗前ꎬ治疗后 ２、４、６ｗｋ 两组神经纤

维分支相比ꎬ差异有统计学意义(Ｆ组间 ＝ ７ ５３ꎬＦ时间 ＝ ８ ７７ꎬ
Ｆ组间×时间 ＝ １０ ２４ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 治疗前ꎬ治疗后 ２、４、６ｗｋ 两

组神经纤维曲率评分相比ꎬ差异有统计学意义(Ｆ组间 ＝
９ ４３ꎬＦ时间 ＝ ８ ４５ꎬＦ组间×时间 ＝ １２ ８４ꎬ均 Ｐ<０ ０５)ꎮ

治疗前两组角膜上皮下神经比较ꎬ其密度大小、曲率
评分、分支多少均未表现出明显差别ꎬ差异均无统计学意

义(Ｐ>０ ０５)ꎮ 治疗 ６ｗｋ 后ꎬ对照组角膜上皮下神经的曲
率评分、分支多少和密度大小较治疗前明显改变ꎬ差异均

有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎻ与对照组和治疗前相比ꎬ实验组
神经纤维曲率评分降低ꎬ分支数量显著减少ꎬ神经纤维密

度增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 ３ꎮ
３讨论

目前干眼症的发病人群正逐步朝着低龄化转变ꎬ但缺
乏雄激素可以导致 ＤＥＤ 的发生ꎬ已有研究证明ꎬ雄激素在

调节眼表和附属器官的过程中发挥了很大的作用[１７]ꎮ 其

效应具有分子生物学基础ꎬ其调节涉及泪腺基因的表

达[１８]ꎮ 受睾酮影响最大的基因包括与细胞生长ꎬ增殖和

代谢ꎬ细胞通讯和运输ꎬ核酸结合ꎬ信号转导和受体活性相

关的基因[１８]ꎮ 且雄激素的一些作用针对有丝分裂周期和

ＤＮＡ 代谢的调节ꎬ这些反应可能可以促进上皮细胞

增殖[１９]ꎮ
干眼造模完成后ꎬ泪腺的解剖结构和生理功能遭受明

５３４
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图 ３　 两组雌性兔角膜上皮下神经的图像　 Ａ:对照组治疗前ꎻＢ:对照组治疗 ６ｗｋ 后ꎻＣ:实验组治疗前ꎻＤ:实验组治疗 ６ｗｋ 后ꎮ

表 ３　 两组雌兔治疗后角膜上皮下神经情况比较 ｘ±ｓ

分组

对照组

神经纤维密度

(ｍｍ / ｍｍ２)
神经纤维分支

(分支数 /图)
曲率评分

(分)

实验组

神经纤维密度

(ｍｍ / ｍｍ２)
神经纤维分支

(分支数 /图)
曲率评分

(分)
治疗前 １６ ０２±２ １３ ７ ３４±１ １１ ３ ３４±０ ３６ １５ ２３±２ ０２ ７ ３４±１ １８ ３ ３２±０ ４３
治疗后 ２ｗｋ １４ ２１±２ ０２ｃ ８ ６９±１ ４２ｃ ３ ４１±０ ３５ｃ １６ ３７±２ １１ａ ７ １２±０ ９２ａ ３ ２１±０ ４６ａꎬｃ

治疗后 ４ｗｋ １３ ２１±２ ０１ｃ ９ ２３±１ ５１ｃ ３ ６１±０ ４２ｃ １７ ５３±２ １６ａꎬｃ ７ １５±１ １７ａꎬｃ ２ ９５±０ ３４ａꎬｃ

治疗后 ６ｗｋ １２ ６１±２ １４ｃ １０ ６７±１ ７９ｃ ３ ６７±０ ３３ｃ １８ ３６±２ ８４ａꎬｃ ７ ０６±０ ８９ａꎬｃ ２ ７５±０ ４１ａꎬｃ

注:ａＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 治疗前ꎮ

显损害ꎬ其改变包括退行性改变ꎬ如生长和活动减少ꎬ腺体
成分丢失ꎬ腺泡细胞大小减少ꎬ核体积和多态性减少ꎬ结缔
组织增生ꎬ蛋白质水平中断ꎬ酶活性改变等[２０]ꎮ 同时ꎬ研
究人员也报道ꎬ雄激素替代疗法可以逆转造模产生的影
响ꎬ并可能引起组织结构ꎬ细胞活性和腺体分泌发生变化ꎮ
这些改变可能包括腺泡上皮细胞活动活跃ꎬ出现丰富的糖
蛋白分泌细胞ꎬ腺泡的增大ꎬ黏液和高度聚合的碳水化合
物的生成ꎬ炎症的抑制以及泪液蛋白和液体分泌的变

化[２１－２２]ꎮ 因此ꎬ雄激素替代疗法在对因治疗上是较为有

效的选择ꎬ但长期的激素应用有着严重的副作用ꎬ所以迫
切需要寻找某种疗效佳且副作用相对较小的雄激素替代
药物ꎮ

黄酮类物质可以发挥拟雄激素的作用ꎬ有望作为雄

激素替代药物ꎬ在一定程度上减轻雄激素减少带来的副
作用[２３] ꎮ 桑色素可以从一些中草药以及桑科植物中提

取获得ꎬ利用它与雄激素化学构型的相似性ꎬ与细胞膜

雄激素受体结合发挥拟雄激素作用ꎬ通过对角膜、细胞
凋亡和泪腺局部炎症反应产生影响从而达到治疗干眼
症的目的ꎮ 本实验研究结果表明ꎬ实验组在经过桑色素
滴眼液处理后ꎬ其 ＳⅠｔ 明显增加ꎬＦＬ 评分明显下降ꎬ并
且溶菌酶含量、乳铁蛋白、淀粉酶活性和泪液总蛋白含
量则仍可与治疗前保持相似的水平ꎬ而对照组的上述各
项指标相较未处理时则显著变差ꎬ这意味着造模后的雌
兔在经过桑色素滴眼液的处理后ꎬ其干眼症状在很大程
度上得到了缓解ꎮ 我们推测ꎬ这一作用可能是由于作为
黄酮类物质的桑色素增加了泪腺组织的 ＴＧＦ－β１ 的表达ꎬ
减少了 ＩＬ－１β 和ＴＮＦ－α的表达ꎬ从而缓解了泪腺局部炎症
反应ꎮ 同时ꎬ通过应用桑色素ꎬ泪腺组织中 ｂｃｌ －２ ｍＲＮＡ
的表达得以提高ꎬ最终抑制泪腺组织的细胞凋亡ꎮ 并且ꎬ
桑色素可能发挥了和雄激素类似的作用ꎬ调节了泪腺一些
蛋白质的分泌量ꎬ并在某种程度上减少了 ＭＨＣ Ⅱ类抗原

处理基因的泪腺表达ꎬ以及 ＡＳＧＰＲ１ 的表达[２４]ꎮ

综上所述ꎬ桑色素滴眼液在一定程度上对消除围绝经
期雌兔干眼的症状和维持泪液蛋白成分有一定作用ꎬ而且
由于其给药方便ꎬ副反应较少ꎬ致使在未来临床应用中患
者可能具有较高的依从性ꎬ因此具有广泛的临床应用价
值ꎮ 但是ꎬ对于桑色素滴眼液的临床应用ꎬ还需进一步的
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