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摘要
目的:探讨重组人生长激素( ｒＨＧＨ)对兔角膜上皮损伤早
期的修复作用ꎮ
方法:选取 ３２ 只健康雄性新西兰兔制作双眼角膜上皮损
伤模型ꎬ随机选取 １ 眼滴无菌生理盐水作为对照组ꎬ另
１ 眼滴 ２０ｎｍｏｌ / Ｌ 重组人生长激素作为 ｒＨＧＨ 组ꎬ分别于造
模前、造模后 ２４、４８、７２ｈ 采用荧光素钠染色法观察角膜上
皮愈合情况ꎬ采用 Ｃｏｃｈｅｔ－Ｂｏｎｎｅｔ 角膜知觉测量仪测量检
查中央角膜敏感度ꎬ同时收集各时间点泪液检测炎症因子
的表达ꎮ
结果:造模后 ４８ｈ 对照组和 ｒＨＧＨ 组角膜上皮愈合率分别
为 ６２ ５２％±６ ７３％和 ７９ ６２％±１０ ６２％(Ｐ<０ ０５)ꎬ造模后
７２ｈ 分 别 为 ９０ ５６％ ± ９ ５７％ 和 ９８ ４３％ ± ３ ６５％ ( Ｐ <
０ ０５)ꎮ 造模后 ４８ｈꎬ对照组和 ｒＨＧＨ 组中央角膜敏感度
分别为 ３ ２２±０ ４２、４ ２２±０ ２６ｃｍ(Ｐ<０ ０５)ꎮ 造模后各时
间点两组泪液 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－１α 表达均较造模前增加ꎬ且
对照组均高于 ｒＨＧＨ 组ꎮ 造模后 ２４、 ４８ｈꎬ 两 组 泪 液
ＭＭＰ－９表达均较造模前增加ꎬ且造模后 ４８ｈ 对照组高于
ｒＨＧＨ 组(均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 造模后 ２４、４８ｈ 两组泪液 ＩＬ－２１ 表
达均较造模前增加(Ｐ<０ ０５)ꎮ 造模后各时间点两组泪液
ＩＬ－１７α、Ｌｅｐｔｉｎ 表达与造模前相比及两组之间比较均无差
异(Ｐ>０ ０５)ꎮ
结论:重组人生长激素有利于兔角膜上皮损伤早期修复ꎮ
关键词:重组人生长激素ꎻ角膜上皮损伤ꎻ修复ꎻ炎症因子
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０引言
角膜上皮损伤是世界范围内最常见的角膜疾病之一ꎬ

角膜炎症、手术、外伤、肿瘤等均可造成角膜上皮损伤ꎮ 角
膜上皮损伤修复是一个复杂的过程ꎬ与角膜上皮细胞增殖
移行、角膜神经再生及炎症反应都有关系[１]ꎮ 局部药物使
用是目前公认的治疗角膜上皮损伤最直接有效的手段ꎬ但
目前临床使用的药物效果不尽如人意ꎮ 重组人生长激素
(ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅꎬｒＨＧＨ)是一种人工合
成的具有人生长激素功能的蛋白类药物ꎬ可有效促进人体
其他组织器官的上皮细胞及外周神经纤维的恢复[２]ꎮ 关
于角膜上皮损伤修复的研究发现ꎬｒＨＧＨ 对体外人角膜上
皮细胞移行有积极作用ꎬ但其对活体角膜上皮损伤的修复
有无效果尚不清楚ꎮ 本研究拟采用 ｒＨＧＨ 作用于角膜上
皮损伤兔模型ꎬ通过动物实验探讨 ｒＨＧＨ 对角膜上皮损伤
早期修复的作用ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 标准实验用清洁级健康雄性成年新西兰
大白兔 ３２ 只ꎬ体质量约 ３ｋｇꎬ均由广东省动物实验中心提
供ꎬ按标准动物饲养条件饲养ꎮ 本研究通过动物伦理委员
会审查ꎮ
１.１.２主要试剂和仪器　 重组人生长激素(美国洛杉矶生
物医学研究所)ꎬ戊巴比妥钠(上海容创生物技术有限公
司)ꎬ速眠新(吉林省华牧动物保健品有限公司)ꎬ盐酸奥
布卡因(日本参天制药株式会社)ꎬ兔炎症因子检测试剂
盒(美国 Ｒａｙ Ｂｉｏｔｅｃｈ)ꎮ 手术显微镜(ＯＰＭＩ ＶＡＲＩＯ ７００ꎬ德
国蔡司)ꎬ角膜环钻(直径 ８ｍｍꎬ苏州六六视觉医疗器械有
限公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１兔角膜上皮损伤模型的建立 　 ３２ 只兔适应性喂养
１ｗｋ 后ꎬ３％戊巴比妥钠(１ｍＬ / ｋｇ) ＋速眠新(０ ３ｍＬ / ｋｇ)肌
肉注射全身麻醉ꎬ滴用 ０ ４％盐酸奥布卡因局部表面麻醉
１ 次ꎬ将兔用手术孔巾包裹置于手术台上ꎬ用角膜环钻制
成双眼角膜中央直径 ８ｍｍ 的角膜上皮损伤模型ꎮ 术后经
荧光素钠染色ꎬ裂隙灯下观察ꎬ缺损呈圆形ꎬ仅去掉上皮ꎬ
基质层完好未损伤ꎬ均符合后续实验标准ꎮ
１.２.２实验分组及干预　 造模成功后ꎬ每只兔子随机选取
１ 眼为 ｒＨＧＨ 组ꎬ另 １ 眼即为对照组ꎮ ｒＨＧＨ 组滴浓度为
２０ｎｍｏｌ / Ｌ 的 ｒＨＧＨ(生理盐水做溶剂)ꎬ对照组滴生理盐
水ꎬ每 ２ｈ 滴眼 １ 次ꎬ每次 ２０μＬꎻ夜间 ２２∶ ００ ~次日晨 ８∶ ００
涂妥布霉素眼膏ꎮ
１.２.３角膜上皮损伤愈合能力检测 　 分别在造模后 ２４、
４８、７２ｈ 行双眼荧光素钠染色ꎬ并在裂隙灯下拍照记录角
膜愈合情况ꎮ 用 Ｍａｇｅ Ｊ 软件测量染色面积ꎬ并计算角膜
上皮愈合率ꎬ角膜上皮愈合率 ＝ (０ｈ 染色面积－观察时染
色面积) / ０ｈ 染色面积×１００％ꎮ

１.２.４角膜上皮神经再生能力检测 　 分别在造模后 ２４、
４８、７２ｈ 用角膜敏感度测量计(Ｃｏｃｈｅｔ－Ｂｏｎｎｅｔ)检测中央角
膜敏感度ꎬ评估角膜上皮神经再生能力ꎮ
１.２.５泪液炎症因子水平检测　 分别在造模后 ２４、４８、７２ｈ
收集泪液ꎬ用兔炎症因子检测试剂盒检测肿瘤坏死因子－
α(ＴＮＦ－α)、白细胞介素(ＩＬ) －１α、ＩＬ－１７α、ＩＬ－２１、基质金
属蛋白酶－９(ＭＭＰ－９)和 Ｌｅｐｔｉｎ 在泪液中的表达情况ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 统计学软件分析数据ꎮ
计量资料采用均数±标准差表示ꎬ组间多个时间点比较采
用重复测量数据的方差分析ꎻ若存在组间差异性ꎬ则采用
配对样本 ｔ 检验比较两组之间的差异ꎻ若存在时间差异
性ꎬ则采用 ＬＳＤ－ｔ 检验比较组内不同时间点的差异ꎮ Ｐ<
０ ０５ 时认为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ｒＨＧＨ对兔角膜上皮损伤愈合的影响 　 造模前后ꎬ两
组角膜上皮愈合率比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ时间 ＝
１８６２ ７４７ꎬＦ组间 ＝ ３７ １８６ꎬＦ时间×组间 ＝ １３ ００５ꎬ均 Ｐ< ０ ０１)ꎮ
ｒＨＧＨ 组角膜上皮愈合速度比对照组快ꎬ造模后 ４８、７２ｈꎬ
两组角膜上皮愈合率比较差异有统计学意义 (均 Ｐ <
０ ０５)ꎬ见表 １ꎬ图 １ꎮ
２.２ ｒＨＧＨ对兔角膜上皮神经再生的影响 　 造模前后ꎬ两
组中央角膜敏感度比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ时间 ＝
３０１ １８７ꎬＰ时间<０ ０１ꎻＦ组间 ＝ ４ １７５ꎬＰ组间 ＝ ０ ０４５ꎻＦ时间×组间 ＝
５ ６６９ꎬＰ时间×组间<０ ０１)ꎮ ｒＨＧＨ 组角膜上皮神经再生能力
比对照组强ꎬ造模后 ４８ｈꎬ两组中央角膜敏感度比较ꎬ差异
有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ２ꎮ
２.３ ｒＨＧＨ对兔泪液炎症因子水平的影响　 造模后各时间
点两组泪液 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－１α 表达均较造模前增加ꎬ且造
模后 ２４、４８ｈ 对照组表达均高于 ｒＨＧＨ 组(Ｐ<０ ０５)ꎮ 造
模后 ２４、４８ｈꎬ两组泪液 ＭＭＰ－９ 表达均较造模前增加ꎬ且
造模后 ４８ｈ 对照组表达高于 ｒＨＧＨ 组(均 Ｐ<０ ０５)ꎮ 造模
后 ２４、４８ｈ 两组泪液 ＩＬ － ２１ 表达均较造模前增加 ( Ｐ <
０ ０５)ꎮ 造模后各时间点两组泪液 ＩＬ－１７α、Ｌｅｐｔｉｎ 表达与
造模前相比及两组之间比较差异均无统计学意义(Ｐ >
０ ０５)ꎬ见表 ３、４ꎬ图 ３ꎮ
３讨论

ｒＨＧＨ 是一种人工合成的具有人生长激素ꎬ最先是用
于治疗成年人和儿童生长激素(ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＧＨ)缺乏
类疾病[３]ꎮ 随后科学家们在动物和细胞实验中均发现
ｒＨＧＨ 能激活表皮和上皮细胞移行ꎬ促进成纤维细胞增
殖[４－５]ꎮ 随着研究的深入ꎬ学者们发现人生长激素(ｈｕｍａｎ
ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＨＧＨ)对角膜也有调控作用ꎬ但相关报道
有限ꎮ Ｃｉｒｅｓｉ 等[６]报道指端肥大症患者的角膜厚度较正常
人群厚ꎬ同时也观察到 ＧＨ 缺乏的患者经过 １ａ ＧＨ 治疗
后ꎬ角膜厚度厚于治疗前和对照组ꎮ Ｄｉｎｇ 等[７] 发现 ｒＨＧＨ
可以促进角膜上皮细胞和角膜成纤维细胞体外移行ꎬ而移
行能力依靠完整角膜上皮细胞与成纤维细胞之间的交互
作用ꎮ 以往研究通常是在大鼠或小鼠模型上进行ꎬ其与人
眼差距较大ꎮ 但兔眼的解剖结构、生理病理与人眼较为接
近ꎬ同时便于损伤模型的建立ꎬ是比大鼠或小鼠更为理想
的实验动物ꎮ 同时因为雌性动物体内激素状态较为复杂ꎬ
为了尽量去除对本研究有干扰的因素ꎬ我们所选用的实验
动物均为雄性新西兰兔ꎬ实验结果也表明 ｒＨＧＨ 对兔角膜
上皮损伤修复较对照组有明显加快促进作用ꎮ

６７９
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图 １　 ｒＨＧＨ对兔角膜上皮损伤的愈合影响　 Ａ:角膜上皮损伤 ２４、４８、７２ｈ 后ꎬ对照组与 ｒＨＧＨ 组兔角膜荧光素钠染色面积ꎻＢ:兔角膜
上皮损伤 ２４、４８、７２ｈ 后角膜上皮愈合率ꎮｂＰ<０ ０１ ｖｓ 同组造模前ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 对照组ꎮ

表 １　 两组角膜上皮愈合率比较 (ｘ±ｓꎬ％)
组别 眼数 造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
对照组 ３２ ０ １６.５０±８.１８ｂ ６２.５２±６.７３ｂ ９０.５６±９.５７ｂ

ｒＨＧＨ 组 ３２ ０ １７.２５±７.０９ｂ ７９.６２±１０.６２ｂ ９８.４３±３.６５ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ － －０.３２８ －６.２０３ －２.３４
Ｐ － ０.７４７ ０.０３２ ０.０４１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 同组造模前ꎮ

表 ２　 两组中央角膜敏感度比较 (ｘ±ｓꎬｃｍ)
组别 眼数 造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
对照组 ３２ ５.７５±０.２６ ３.１５±０.４１ａ ３.２２±０.４２ａ ４.８５±０.４７ａ

ｒＨＧＨ 组 ３２ ５.６６±０.３３ ３.１０±０.３２ａ ４.２２±０.２６ａ ５.０５±０.３７ａ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ １.０４９ ０.５６７ －４.５９５ －１.５６６
Ｐ ０.３０７ ０.５７７ ０.０２３ ０.１３４

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组造模前ꎮ

表 ３　 两组泪液炎症因子水平比较 (ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)

组别
ＴＮＦ－α

造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
Ｌｅｐｔｉｎ

造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
对照组 ３.２２±２.１０ ３１.４９±７.５７ｂ ３７.６２±２２.９３ｂ ３２.８３±１０.１７ｂ ５.１３±２.３４ ６.１８±３.１１ ４.８９±２.１７ ５.１５±２.９８
ｒＨＧＨ 组 ２.８２±２.２０ ２２.１８±４.６９ｂ １６.０１±１５.１０ｂ ２６.２１±１７.９５ｂ ６.０４±３.８６ ５.４０±２.１８ ５.６３±３.１２ ５.６１±１.８２

ｔ ０.８９２ ５.７１７ ５.３５６ ５.７５２ －１.２５７ ０.４４１ －２.０１５ －１.７３９
Ｐ ０.３８３ ０.０３２ <０.００１ ０.０４１ ０.２２４ ０.６６４ ０.０５８ ０.０９８

组别
ＩＬ－１α

造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
ＩＬ－１７α

造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
对照组 ２.６９±２.９８ ３０３.３０±９８.８９ｂ ４２０.６０±１５０.２６ｂ １２０.６０±６６.１９ｂ １０.００±５.２０ １２.３０±４.５３ １３.２５±５.６７ ９.１９±４.２５
ｒＨＧＨ 组 ３.１７±３.１６ ２０５.４０±４５.４２ｂ ３５０.７０±１０２.０２ｂ ９８.８０±３６.８０ｂ １２.２７±４.３７ １４.９３±７.３９ １４.０１±７.１２ １１.０１±３.６４

　 　 　 　 　 　
ｔ －１.０２６ ４.７４８ ３.６３８ ２.４１４ －３.２８４ －２.１９７ －１.０８０ －１.３５８
Ｐ ０.３１８ ０.００３ ０.００２ ０.１５６ ０.２１３ ０.０５７ ０.２９４ ０.１９０

组别
ＩＬ－２１

造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
ＭＭＰ－９

造模前 造模后 ２４ｈ 造模后 ４８ｈ 造模后 ７２ｈ
对照组 ２３５.９０±１５６.８９ ４６０.８０±２６５.９５ａ ７１８.９５±３５６.１２ｂ ３２０.５０±１５５.０３ ８８２.００±４０７.００ １３８７.００±７２.００ａ １６２６.００±２６０.００ａ ９０１.００±２８２.００
ｒＨＧＨ 组 ２５０.６０±１２６.５８ ５００.９０±１５６.１９ａ ６８２.４５±２６５.７４ｂ ３５０.１０±１１０.８８ ８７９.１０±４６２.３７ １４７２.４０±１１０.８５ａ １２５１.４０±３１５.３９ａ ７８０.６５±２５０.６５

　 　 　 　 　 　 　
ｔ －０.２８５ －０.８５９ ０.７６５ ０.４７１ －０.２０１ －０.５３９ ５.１２３ ３.４６１
Ｐ ０.７７９ ０.４０１ ０.４５３ ０.６４３ ０.８４３ ０.５９６ ０.０３２ ０.４３１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 同组造模前ꎮ
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图 ２　 ｒＨＧＨ对兔中央角膜敏感度的影响　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 同组造模前ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ３　 ｒＨＧＨ对兔泪液炎症反应的影响　 Ａ:ＴＮＦ－αꎻＢ:Ｌｅｐｔｉｎꎻ Ｃ:ＭＭＰ－９ꎻＤ:ＩＬ－１αꎻＥ:ＩＬ－１７αꎻＦ:ＩＬ－２１ꎮａＰ<０ ０５ꎬｂＰ<０ ０１ ｖｓ 同组术
前ꎻｃＰ<０ ０５ꎬｄＰ<０ ０１ ｖｓ 对照组ꎮ

表 ４　 两组泪液炎症因子水平比较重复测量数据方差分析结果

炎症因子 Ｆ时间 Ｐ时间 Ｆ组间 Ｐ组间 Ｆ时间×组间 Ｐ时间×组间

ＴＮＦ－α ４５.１８３ <０.００１ ６１.４６３ <０.００１ １４.２３９ <０.００１
Ｌｅｐｔｉｎ ０.９４１ ０.０５７ １.９２２ ０.０９２ １.４２０ １.４２０
ＩＬ－１α ２６３.３８２ <０.００１ ２０.８７７ <０.００１ １０.８２０ <０.００１
ＩＬ－１７α ８.０６７ ０.０５１ ９.７５２ ０.０６０ １.２２３ ０.３０７
ＩＬ－２１ １８０.１７７ <０.００１ ０.００３ ０.９５６ １.７１２ ０.１９２
ＭＭＰ－９ ９７.７９４ <０.００１ ９.９９１ ０.０３５ ９.０４４ <０.００１

　 　 ｒＨＧＨ 除了能促进上皮细胞移行外ꎬ对神经修复也起
着重要作用ꎮ Ｇａｂｒｉｅｌｐｉｌｌａｉ 等[８] 报道 ｒＨＧＨ 有助于内耳神

经退行性变的好转ꎬＷａｓｉｎｓｋｉ 等[９]发现大脑中的生长激素
信号调节许多生理功能ꎬ如认知、行为、神经内分泌变化和
新陈代谢ꎬ有助于神经元的修复和重建ꎮ 虽然对 ｒＨＧＨ 在
全身创口恢复中作用的研究已有较多ꎬ但对其在角膜损伤
恢复中所扮演的角色却未见报道ꎮ 本研究通过测量角膜
上皮损伤后中央角膜敏感度发现 ｒＨＧＨ 有助于角膜神经
修复ꎮ

我们在前期研究中也发现角膜屈光手术后ꎬ炎症反应
会不同程度地影响角膜损伤修复ꎬ多种炎症因子和角膜上
皮愈合、角膜神经修复程度有关[１０]ꎮ ＴＮＦ－α 是由激活的

巨噬细胞、单核细胞和淋巴细胞等分泌的一类促炎性介
质ꎬ在健康角膜上皮中可检测到 ＴＮＦ－α 表达ꎬ也发现从伤
口培养的成纤维细胞能够分泌 ＴＮＦ－αꎮ ＴＮＦ－α 被证实可
以刺激纤维连接蛋白诱导角膜上皮细胞移行和角膜基质
细胞增殖ꎬ同时可以诱导炎症反应产生ꎬ调节上皮细胞层
和角膜基质层的损伤修复[１１－１２]ꎮ ＩＬ－１α 可在角膜上皮中
表达ꎬ当角膜上皮受损后ꎬＩＬ－１α 接触角膜基质细胞后可
以通过自分泌循环促使角膜基质细胞分泌 ＩＬ－１αꎬ对角膜
基质细胞和成纤维细胞起到消极凋亡的作用ꎮ 这种负性
趋化作用可能对保持角膜组织重塑起作用[１３]ꎮ 在角结膜
干燥症患者泪液中ꎬＩＬ－１α 的浓度升高ꎬ这可能与角膜上
皮细胞损伤或死亡后ꎬ使得 ＩＬ－１α 释放有关ꎮ 但是 ＩＬ－１α
在没有角膜上皮损伤的情况下是不能移行至角膜基质层
的ꎬ除非角膜上皮损伤ꎬ角膜上皮屏障功能破坏[１４]ꎮ
ＭＭＰ－９是明胶酶类的一种ꎬ可以降解多种胶原和蛋白ꎬ上
皮下 ＭＭＰ－９ 的表达和基底膜降解有关ꎬＭＭＰ－９ 可以和
一些炎症因子(如 ＴＧＦ－β、ＩＬ－１)相互调控ꎬ能作为潜在的
角膜基质修复炎症介质[１５]ꎮ 在角膜损伤后ꎬ炎症反应会
上调和激活 ＭＭＰ－９ 的表达ꎬ使之参与角膜修复过程ꎬ使
得这些炎症因子被释放、激活ꎬ这些炎症因子同时又能造
成淋巴细胞浸润ꎬＴ 细胞活化ꎬ再通过穿孔素、端粒酶、Ｆａｓ
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配基的作用或细胞毒性作用ꎬ破坏溶解角结膜上皮细胞或
促使细胞凋亡ꎬ从而损害眼表结构ꎬ引起泪膜不稳定ꎬ延缓
角膜损伤愈合[１６－１７]ꎮ 本研究发现ꎬｒＨＧＨ 组在角膜损伤后
泪液中 ＩＬ－１α、ＴＮＦ－α 和 ＭＭＰ－９ 的表达均较对照组低ꎬ
明显降低角膜损伤后的炎症反应ꎬ有助于角膜上皮的愈
合ꎬ但具体机制目前仍不清楚ꎮ 有研究报道胰岛素样生长
因子－１(ＩＧＦ－１)可能是一个重要的潜在介质ꎮ 部分研究
发现局部使用 ＩＧＦ－１ 有助于角膜上皮损伤修复ꎬ这可能
与 ＩＧＦ－ １ 促进角膜上皮细胞移行和角膜神经再生有
关[１８－１９]ꎬ其具体联系有待进一步研究ꎮ

综上所述ꎬｒＨＧＨ 可以减轻角膜上皮损伤后炎症反
应ꎬ加速兔角膜上皮损伤愈合和神经修复ꎮ
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