
实验论著

雷帕霉素对兔眼准分子激光角膜切削术后 ｈａｚｅ 的影响

于　 睿ꎬ高洪莲ꎬ李欣蒙ꎬ刘奇奇ꎬ张　 磊

引用:于睿ꎬ高洪莲ꎬ李欣蒙ꎬ等. 雷帕霉素对兔眼准分子激光角

膜切削术后 ｈａｚｅ 的影响. 国际眼科杂志 ２０２２ꎻ２２(３):３６６－３７２

作者单位:(２５６６００)中国山东省滨州市ꎬ滨州医学院附属医院

眼科

作者简介:于睿ꎬ滨州医学院在读硕士研究生ꎬ研究方向:眼
视光ꎮ
通讯作者:张磊ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ硕士研究生导师ꎬ主任医师ꎬ主
任. ｚｈａｎｇｌｅｉｓｄ＠ ２６３.ｎｅｔ
收稿日期: ２０２１－０１－１４ 　 　 修回日期: ２０２２－０２－０９

摘要

目的:探究调节自噬活性对兔眼准分子激光角膜切削术

(ＰＲＫ)术后角膜上皮下雾状混浊(ｈａｚｅ)的影响ꎮ
方法:新西兰大白兔 ６４ 只行右眼 ＰＲＫ 手术后ꎬ根据术后

局部用药不同ꎬ随机分为 ４ 组:单纯手术组、１４μｍｏｌ / Ｌ 二

甲基亚砜组(ＤＭＳＯ)、５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组、１００μｍｏｌ / Ｌ
雷帕霉素组ꎬ每组 １６ 只ꎮ 根据分组情况ꎬ术后 ２ｈ 开始给

予上述滴眼液治疗ꎬ每天 ３ 次ꎬ１ 次 １ 滴ꎬ持续 ７ｄꎬ另选取

１６ 只兔为正常对照组ꎮ 术后每天用手持裂隙灯显微镜照

相系统ꎬ观察兔眼术后炎症反应及角膜上皮愈合情况ꎮ 裂

隙灯显微镜照相系统采集 ＰＲＫ 术后 １、４ｗｋ 时各组兔眼

ｈａｚｅ 的形成情况ꎮ 各组分别于术后 １、４ｗｋ 采用空气栓塞

法处死 ８ 只兔子ꎬ摘取角膜组织ꎬ冻存备用ꎮ 免疫组化检

测转化生长因子－β１(ＴＧＦ－β１)、α－平滑肌肌动蛋白(α－
ＳＭＡ)、基质金属蛋白酶－２(ＭＭＰ －２)的表达水平ꎮ Ｒｅａｌ
Ｔｉｍｅ－ＰＣＲ 技术检测自噬因子－５(ＡＴＧ５)、自噬因子－１２
(ＡＴＧ１２)、Ｂ 淋巴细胞瘤基因－２(Ｂｃｌ－２)、半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶－３(Ｃａｓｐａｓｅ３)基因的相对表达量ꎮ
结果:ＰＲＫ 术后兔眼角膜上皮均在 ３ ~ ４ｄ 完全愈合ꎬ各组

兔眼术后角膜上皮愈合时间比较无差异(Ｆ ＝ ０.７４５ꎬＰ ＝
０.５３０)ꎮ 在观察期间ꎬ各组术后 ｈａｚｅ 均于 ４ｗｋ 时最明显ꎬ
单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 ｈａｚｅ 症状均较严重ꎬ其
次为 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎬ１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ｈａｚｅ
症状较其他组明显减轻ꎬ各组兔眼术后不同时间点 ｈａｚｅ
分级比较有差异(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫组化显示ꎬ术后 １、
４ｗｋꎬ单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 ＴＧＦ－β１、ＭＭＰ－２
和 α－ＳＭＡ 的表达均较强ꎬ其次为 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎬ
１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组较其他组表达明显减弱(均 Ｐ <
０.０５)ꎮ ＰＣＲ 法检测显示ꎬ术后 １、４ｗｋꎬ５０、１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕

霉素组 ＡＴＧ５、ＡＴＧ１２ 和 Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 相对表达量较单纯

手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ５０、
１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 相对表达量较单

纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显降低(均 Ｐ<０.０５)ꎮ

结论:雷帕霉素可以增强自噬水平ꎬ抑制凋亡水平ꎬ从而减

轻兔眼 ＰＲＫ 术后 ｈａｚｅ 的形成ꎮ
关键词:准分子激光角膜切削术ꎻ角膜上皮下雾状混浊
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Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｂｉｎｚｈｏｕ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｉｎｚｈｏｕ ２５６６００ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｌｅｉ Ｚｈａｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｂｉｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｉｎｚｈｏｕ ２５６６００ꎬ
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｚｈａｎｇｌｅｉｓｄ＠ ２６３.ｎｅｔ
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ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｎ ｓｕｂｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈａｚｅ ａｆｔｅｒ ｐｈｏｔｏｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ
ｋｅｒａｔｅｃｔｏｍｙ (ＰＲＫ) ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｏｔａｌｌｙ ６４ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ＰＲＫ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｓｉｍｐｌｅ ＰＲＫ ｇｒｏｕｐꎬ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ５０μｍｏｌ / Ｌ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １００μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ.
Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｓｉｔｕａｔｉｏｎꎬ ｔｗｏ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｅｙｅ ｄｒｏｐｓ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎꎬ ３ ｔｉｍｅｓ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ｄ.
Ａｎｏｔｈｅｒ １６ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.
Ｔｈｅ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｅａｌｉｎｇ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ｓｌｉｔ － ｌａｍｐ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｅｖｅｒｙ ｄａｙ. Ｈａｚｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ １
ａｎｄ ４ｗｋ ａｆｔｅｒ ＰＲＫ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｌｉｔ－ ｌａｍｐ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ｓｙｓｔｅｍ. Ｅｉｇｈｔ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ｂｙ ａｉｒ
ｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ １ ａｎｄ ４ｗｋ ａｆｔｅｒ ＰＲＫꎬ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｆｒｏｚｅｎ ｆｏｒ ｌａｔｅｒ ｕｓｅ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－β１ (ＴＧＦ－β１)ꎬ α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ (α－
ＳＭＡ)ꎬ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－２ (ＭＭＰ－ ２) . Ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｅ － ５ ( ＡＴＧ５)ꎬ ａｕｔｏｐｈａｇｅ － １２ ( ＡＴＧ１２)ꎬ Ｂ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｍａ ｇｅｎｅ － ２ ( Ｂｃｌ － ２) ａｎｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｒｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３ (Ｃａｓｐａｓｅ３) ｇｅｎｅｓ.
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ｈｅａｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ( Ｆ ＝
０.７４５ꎬ Ｐ＝ ０.５３０) . Ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄꎬ ｈａｚｅ ｗａｓ
ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｔ ４ｗｋ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ
ｈａｚｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｈａｚｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｉｎ
ｔｈｅ １００μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｌｉｅｖｅｄ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈａｚｅ ｇｒａｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＧＦ－β１ꎬ ＭＭＰ － ２ ａｎｄ α － ＳＭＡ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ
５０μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｗｅａｋｅｓｔ ｉｎ １００μｍｏｌ / Ｌ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ １ ａｎｄ ４ｗｋ ａｆｔｅｒ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ꎬ ＡＴＧ１２ ａｎｄ Ｂｃｌ－ ２ ｍＲＮＡ ｉｎ
５０μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １００μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｓｉｍｐｌｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ ａｔ １ ａｎｄ ４ｗｋ
ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎻ Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ ｉｎ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
１００μｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｉｎ ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ
ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ
ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｌｅｖｅｌꎬ ｔｈｕｓ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｈａｚｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒ ＰＲＫ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｐｈｏｔｏｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｋｅｒａｔｅｃｔｏｍｙꎻ ｈａｚｅꎻ
Ｒａｐａｍｙｃｉｎꎻ ａｕｔｏｐｈａｇｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｙｕ Ｒꎬ Ｇａｏ ＨＬꎬ Ｌｉ ＸＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｏｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ｈａｚｅ ａｆｔｅｒ ｐｈｏｔｏｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｋｅｒａｔｅｃｔｏｍｙ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(３):３６６－３７２

０引言
在过去的 ３０ａ 里ꎬ近视的发病率显著增加ꎬ预计到

２０５０ 年ꎬ全球将有一半的人口发展为近视[１]ꎮ 屈光手术
有着 很 大 的 临 床 需 求ꎬ 而 准 分 子 激 光 角 膜 切 削 术
(ｐｈｏｔｏｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｋｅｒａｔｅｃｔｏｍｙꎬ ＰＲＫ)经过不断地改良和完
善ꎬ以其安全高效、术后角膜生物力学稳定和无角膜瓣并
发症风险等优势目前仍在广泛应用[２－４]ꎮ 角膜上皮下雾
状混浊(ｈａｚｅ)是 ＰＲＫ 术后最常见的并发症ꎬ会引起屈光
回退、眩光和对比敏感度下降等问题ꎮ 目前临床中常用于
控制 ｈａｚｅ 的药物包括糖皮质激素、抗代谢药物、非甾体类
抗炎药等ꎬ上述药物主要通过抗炎与抗凋亡途径来抑制
ｈａｚｅꎬ但存在继发激素性高眼压、浅层点状角膜炎和角膜
内皮毒性损害等不良反应的可能[５]ꎮ ｈａｚｅ 是由于基质重
建过程中胶原纤维生成与降解的失衡ꎬ引起胶原纤维排列
紊乱导致的ꎬ目前有研究表明调节自噬活性可以抑制组织
的纤维化程度[６－８]ꎮ 雷帕霉素( ｒａｐａｍｙｃｉｎ)属于大环内酯
类抗生素ꎬ也是一种自噬激活剂ꎬ有研究发现雷帕霉素可
以抑制 ｍＴＯＲ 通路ꎬ增强细胞自噬活性ꎬ进而抑制肾脏、心
肌等组织纤维化程度[９－１２]ꎮ 本研究拟通过建立兔眼 ＰＲＫ
手术模型ꎬ术后给予雷帕霉素滴眼液治疗ꎬ观察其对角膜

ｈａｚｅ 形成的影响ꎬ并初步分析自噬因子及相关凋亡基因的
表达情况ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 实验动物:健康普通级新西兰大白兔 ８０ 只ꎬ雌
雄不限ꎬ体质量 ２.０ ~ ２.５ｋｇꎬ购于济南西岭角养殖繁育中
心ꎬ入组前筛查排除无眼部疾病ꎮ 实验动物的喂养和使用
遵循滨州医学院动物管理委员会相关规定ꎮ 本研究方案
经滨州医学院附属医院伦理委员会审批ꎮ 主要试剂:
ＤＭＳＯ(北京 索 莱 宝 生 物 科 技 有 限 公 司)ꎻ 雷 帕 霉 素
(ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司)ꎻ小鼠增强聚合物法检测系统(北
京中杉金桥生物科技有限公司)ꎻ鼠源性转化生长因子－
β１(ＴＧＦ－β１)、基质金属蛋白酶－２(ＭＭＰ－２)、α－平滑肌肌
动蛋白(α－ＳＭＡ)抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻＤＡＢ 显色试剂
盒(上海碧云天生物技术有限公司)ꎻ动物组织总 ＲＮＡ 提
取试剂盒(天根生物科技有限公司)ꎻ反转录试剂盒ꎬ荧光
定量 ＰＣＲ 试剂盒(美国 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎮ 主要仪器:准分子
激光仪 ＶＩＳＸ ＳＴＡＲ Ｓ４(美国 ＡＭＯ 公司)ꎻ裂隙灯显微镜
(瑞士 Ｈａａｇ－Ｓｔｒｅｉｔ 公司ꎬＢＱ－９００)ꎮ
１.２方法
１.２.１兔 ＰＲＫ模型的制作和分组　 将 ８０ 只新西兰大白兔
采用随机数字表法分为正常对照组、 单纯 手 术 组、
１４μｍｏｌ / Ｌ 二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)组、５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组
和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎬ各 １６ 只ꎬ均取右眼为实验眼ꎮ
单纯手术组、１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组、５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组和
１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组术前 ３ｄ 给予质量分数 ０.３％氧氟
沙星眼膏点眼预防感染ꎬ术前耳缘静脉注射质量分数 ３％
戊巴比妥钠(３０ｍｇ / ｋｇ)进行全身麻醉ꎬ质量分数 ０.４％盐
酸奥布卡因滴眼液行眼表麻醉ꎬ准分子激光系统下行
ＰＲＫ 手术ꎻ激光参数:准分子激光治疗性角膜切削术
(ｐｈｏｔｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｋｅｒａｔｅｃｔｏｍｙꎬＰＴＫ)模式去除角膜上皮ꎬ能
量设置 １６０ｍＪ / ｃｍ２ꎬ切削深度 １２０μｍꎬ光学区切削直径
６.０ｍｍꎮ 术后平衡盐水冲洗ꎬ配戴软性角膜接触镜ꎬ术后
每天 ３ 次质量分数 ０.３％氧氟沙星眼膏涂眼ꎬ预防感染ꎮ
１.２.２雷帕霉素滴眼液的配制及给药方式　 ＤＭＳＯ 助溶雷
帕霉素ꎬ配制为 １００ｍｍｏｌ / Ｌ 的雷帕霉素母液ꎬ无菌操作下
用生理盐水稀释为 ５０μｍｏｌ / Ｌ 和 １００μｍｏｌ / Ｌ 的雷帕霉素滴
眼 液ꎬ ＤＭＳＯ 终 浓 度 为 ０.１％ꎮ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组、
５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组分别应用
１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ、５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕
霉素点眼ꎬ每天 ３ 次ꎬ每次 １ 滴ꎬ连续给药 ７ｄꎬ单纯手术组
只行 ＰＲＫ 手术ꎬ正常对照组不做任何处理ꎮ
１.２.３术后角膜上皮愈合时间及 ｈａｚｅ 分级　 术后每日观
察实验眼有无感染发生以及角膜上皮的愈合情况ꎬ记录并
进行比较ꎮ 术后 １、４ｗｋ 进行 ｈａｚｅ 分级ꎮ 采用 Ｆａｎｔｅｓ 的分
级标准:角膜透明为 ０ 级ꎻ裂隙灯下仔细观察可见角膜细
微混浊为 １ 级ꎻ易观察到轻度混浊为 ２ 级ꎻ中度混浊ꎬ影响
观察虹膜结构为 ３ 级ꎻ 重度混浊ꎬ 遮 挡 眼 内 结 构 为
４ 级[１３]ꎮ
１.２.４标本采集及石蜡切片制作　 术后 １、４ｗｋ 各组分别任
意选取 ８ 只新西兰大白兔ꎬ采用空气栓塞法处死ꎬ处死后
迅速取实验眼角膜ꎬ其中 ４ 只角膜放入质量分数 ４％多聚
甲醛中固定ꎬ经脱水、透明和石蜡包埋后ꎬ制成 ４μｍ 石蜡
切片ꎻ另外 ４ 只放入－８０℃冰箱冻存进行 ＰＣＲꎮ 　 　

７６３
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图 １　 裂隙灯显微镜观察各组兔眼不同时间点 ｈａｚｅ 情况　 Ａ:１ｗｋ 后正常对照组ꎻＢ:术后 １ｗｋ 单纯手术组ꎻＣ:术后 １ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ
ＤＭＳＯ 组ꎻＤ:术后 １ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＥ:术后 １ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＦ:４ｗｋ 后正常对照组ꎻＧ:术后 ４ｗｋ 单纯手术组ꎻ
Ｈ:术后４ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻＩ:术后 ４ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＪ:术后 ４ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

表 １　 引物序列

基因 上游引物 下游引物

ＡＴＧ５ ５’－ＧＣＴＧＣＡＴＡＣＡＣＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴ－３’ ５’－ＡＴＧＣＴＣＡＣＴＣＡＧＣＣＡＣＴＧＧＡ－３’
ＡＴＧ１２ ５’－ＧＧＡＣＴＴＴＧＣＧＣＧＧＡＧＧＡＡＴＣ－３’ ５’－ＣＴＣＣＴＧＡＧＣＣＣＧＴＧＣＡＡＴＣＴ－３’
Ｂｃｌ－２ ５’－ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＣＡＴＴＣＣＴＣＣＡＴＡ－３’ ５’－ＧＣＣＴＴＴＧＡＧＴＧＴＧＣＣＡＧＴＡＴＣ－３’
Ｃａｓｐａｓｅ３ ５’－ＡＧＣＣＡＣＧＧＴＧＡＴＧＡＡＧＧＡＧＴＣ－３’ ５’－ＧＣＣＴＣＧＧＣＡＡＧＣＣＴＧＡＡＴＡＡＴＧ－３’
ＧＡＰＤＨ ５’－ＣＡＡＧＴＧＧＧＧＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴ－３’ ５’－ＴＴＴＴＧＧＣＴＣＣＧＣＣＣＴＴＣ－３’

注:ＡＴＧ５:自噬因子－５ꎻＡＴＧ１２:自噬因子－１２ꎻＢｃｌ－２:Ｂ 淋巴细胞瘤基因－２ꎻＣａｓｐａｓｅ３:半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－３ꎮ

１.２.５ 免疫组化检测 α－ＳＭＡ 和 ＴＧＦ－β１ 及 ＭＭＰ－２ 的
表达　 石蜡切片烤片ꎬ脱蜡ꎬ高压抗原修复ꎬ封闭液封闭
３０ｍｉｎꎬ一抗分别滴加小鼠抗兔 α－ＳＭＡ(１∶ １００)、ＴＧＦ－β１
(１∶ ５０)、ＭＭＰ－２(１∶ １００)ꎬ４℃孵育过夜ꎬ滴加反应增强液ꎬ
滴加增强酶标山羊抗小鼠 ＩｇＧ 聚合物ꎬＤＡＢ 显色(出现棕
黄色即为阳性)ꎬ苏木素复染 １ｍｉｎꎬ经脱水、透明后用中性
树胶封片ꎬ光学显微镜下观察并拍照ꎮ 光学显微镜下观察
各标本ꎬ４００ 倍镜下每张切片任意选取 ３ 个视野ꎬ通过
Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 图像处理分析软件分析各组染色区的
吸光度(Ａ)值ꎮ
１.２.６ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检测 ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ１２ 与 Ｂｃｌ－２
及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平 　 将角膜置于冰上研
磨ꎬ用动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ紫外分光
光度计测定提取 ＲＮＡ 的浓度ꎻ根据 ＮＣＢＩ 提供的基因序
列ꎬ由 Ｔａｋａｒａ 合成引物序列(表 １)ꎮ 用反转录试剂盒进行
反转录ꎬ合成 ｃＤＮＡꎻ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ 按 ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 说明书设置 ＰＣＲ 反应条件ꎬ记录 ＣＴ 值ꎬ使用
２－ΔΔＣＴ法进行分析ꎮ
　 　 统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２２.０ 进行分析ꎮ
所有数据经 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检验呈正态分布ꎬ经 Ｌｅｖｅｎｅ 检

验符合方差齐性ꎬ均以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较应用单因素
方差分析ꎬ进一步两两比较应用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 检验水准:
α＝ ０.０５ꎮ
２结果
２.１ 各组兔眼术后角膜上皮愈合时间的比较 　 术后每天
用手持裂隙灯观察兔角膜愈合情况ꎬ各组角膜上皮均在术
后 ３ ~ ４ｄ 内愈合ꎮ 单纯手术组、 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组、
５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组术后角膜
上皮愈合时间分别为 ３.４４±０.５１、３.５０±０.５２、３.３８±０.５０、

　 　表 ２　 ＰＲＫ术后不同时间点各组 ｈａｚｅ分级比较 (ｘ±ｓꎬ级)
组别 术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
单纯手术组 １.４７±０.５６ ２.３１±０.６０
１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 １.５３±０.５６ ２.１９±０.６６
５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 １.０９±０.４９ａꎬｃ １.５６±０.５１ａꎬｃ

１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ０.７２±０.２６ａꎬｃꎬｅ １.１６±０.４４ａꎬｃꎬｅ

　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ９.６６７ １５.１４２
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 单纯手术组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻｅＰ<
０.０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

３.２５±０.４５ｄꎬ各组兔眼术后角膜上皮愈合时间比较ꎬ差异
无统计学意义(Ｆ＝ ０.７４５ꎬＰ＝ ０.５３０)ꎮ
２.２各组兔眼术后 ｈａｚｅ分级比较　 正常对照组无 ｈａｚｅ 形
成ꎮ 单纯手术组、１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组、５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素
组和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组均在术后 １ｗｋ 出现不同程度
ｈａｚｅꎬ术后 ４ｗｋ 时 ｈａｚｅ 症状最重ꎮ 术后 １、４ｗｋꎬ单纯手术
组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 ｈａｚｅ 症状均较严重ꎬ其次为
５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎬ１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ｈａｚｅ 症状
较其他组明显减轻(图 １)ꎮ 各组不同时间点 ｈａｚｅ 分级的
比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ其中 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷
帕霉素组和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ｈａｚｅ 分级较单纯手术
组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显降低ꎬ１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素
组 ｈａｚｅ 分级较 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组明显降低ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组
ｈａｚｅ 分级比较ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２.３各组兔角膜 ＴＧＦ－β１和 ＭＭＰ－２及 α－ＳＭＡ的表达　
正常对照组角膜中表达微量 ＭＭＰ － ２ꎬ无 α － ＳＭＡ 和
ＴＧＦ－β１表达 ꎮ ＰＲＫ 术 后 １ ｗｋ ꎬ各 组 均 出 现 ＴＧＦ － β １ 、
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图 ２　 免疫组织化学法检测角膜中 ＴＧＦ－β１ 情况(ＤＡＢ) 　 Ａ:１ｗｋ 后正常对照组ꎻＢ:术后 １ｗｋ 单纯手术组ꎻＣ:术后 １ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ
ＤＭＳＯ 组ꎻＤ:术后 １ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＥ:术后 １ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＦ:４ｗｋ 后正常对照组ꎻＧ:术后 ４ｗｋ 单纯手术组ꎻ
Ｈ:术后４ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻＩ:术后 ４ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＪ:术后 ４ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

图 ３　 免疫组织化学法检测角膜中 ＭＭＰ－２ 情况(ＤＡＢ) 　 Ａ:１ｗｋ 后正常对照组ꎻＢ:术后 １ｗｋ 单纯手术组ꎻＣ:术后 １ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ
ＤＭＳＯ 组ꎻＤ:术后 １ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＥ:术后 １ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＦ:４ｗｋ 后正常对照组ꎻＧ:术后 ４ｗｋ 单纯手术组ꎻ
Ｈ:术后４ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻＩ:术后 ４ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＪ:术后 ４ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

ＭＭＰ－２、α－ＳＭＡ表达ꎬ在 ５０、１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组中表
达呈弱阳性ꎬ在单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组中呈中
等阳性ꎻＰＲＫ 术后 ４ｗｋꎬ各组 ＴＧＦ－β１、ＭＭＰ－２、α－ＳＭＡ 表
达均增强 (图 ２ ~ ４)ꎮ 各组兔眼不同时间点 ＴＧＦ －β１、
ＭＭＰ－２、α－ＳＭＡ ３ 种因子平均 Ａ 值比较ꎬ差异均有统计学
意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ其中术后各时间点 ５０、１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕
霉素组 ＴＧＦ－β１、ＭＭＰ－２、α－ＳＭＡ ３ 种因子平均 Ａ 值均较
单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显降低ꎻ１００μｍｏｌ / Ｌ
雷帕霉素组 ＴＧＦ－β１、ＭＭＰ－２、α－ＳＭＡ ３ 种因子平均 Ａ 值
较 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组明显降低ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎻ单纯手术组、１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组、５０μｍｏｌ / Ｌ 雷

帕霉素组和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ＭＭＰ－２ 因子平均 Ａ
值较正常对照组升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ单
纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 ＴＧＦ－β１、α－ＳＭＡ 平均 Ａ
值比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ３、４ꎮ
２.４ ＲＴ－ＰＣＲ检测结果　 各组不同时间点 ＡＴＧ５、ＡＴＧ１２、
Ｂｃｌ－２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 相对表达量的比较ꎬ差异均有统
计学意义(Ｐ< ０.０１)ꎬ其中单纯手术组、１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ
组、５０μｍｏｌ / Ｌ 雷 帕 霉 素 组 和 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷 帕 霉 素 组
ＡＴＧ５、ＡＴＧ１２、Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 相对表达量较正常对照组
升高ꎬＢｃｌ－２ ｍＲＮＡ 相对表达量较正常对照组降低ꎬ差异
均 有统计学意义( Ｐ< ０ .０５) ꎻ５０μｍｏｌ / Ｌ雷帕霉素组和
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图 ４　 免疫组织化学法检测角膜中 α－ＳＭＡ 情况(ＤＡＢ) 　 Ａ:１ｗｋ 后正常对照组ꎻＢ:术后 １ｗｋ 单纯手术组ꎻＣ:术后 １ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ
ＤＭＳＯ 组ꎻＤ:术后 １ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＥ:术后 １ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＦ:４ｗｋ 后正常对照组ꎻＧ:术后 ４ｗｋ 单纯手术组ꎻ
Ｈ:术后４ｗｋ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻＩ:术后 ４ｗｋ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎻＪ:术后 ４ｗｋ １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

表 ３　 各组兔眼术后不同时间点角膜中 ＴＧＦ－β１ 和 α－ＳＭＡ表达的比较 ｘ±ｓ

组别
ＴＧＦ－β１

术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
α－ＳＭＡ

术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
单纯手术组 ０.１２１±０.００３ ０.１６５±０.００２ ０.１２１±０.００１ ０.１６６±０.００１
１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 ０.１２２±０.００４ ０.１６４±０.００２ ０.１２３±０.００２ ０.１６７±０.００３
５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ０.０７９±０.００２ａꎬｃ ０.１３０±０.００３ａꎬｃ ０.０８１±０.００２ａꎬｃ ０.１３２±０.００１ａꎬｃ

１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ０.０４０±０.００１ａꎬｃꎬｅ ０.０８２±０.００２ａꎬｃꎬｅ ０.０４１±０.００１ａꎬｃꎬｅ ０.０８２±０.００１ａꎬｃꎬｅ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １３６７.３８９ １３８７.１８８ ２３９４.２９５ ５４２３.７７２
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 单纯手术组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

表 ４　 各组兔眼术后不同时间点角膜中 ＭＭＰ－２ 表达的比较

ｘ±ｓ
组别 术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
正常对照组 ０.０４１±０.００１ ０.０５１±０.００２
单纯手术组 ０.１２４±０.００２ａ ０.１６４±０.００２ａ

１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 ０.１２６±０.００２ａ ０.１６２±０.００１ａ

５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ０.０８３±０.０１４ａꎬｃꎬｅ ０.１３２±０.００２ａꎬｃꎬｅ

１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ０.０５１±０.０３６ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.０９０±０.００２ａꎬｃꎬｅꎬｇ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２６３１.９４０ ３４６８.０８７
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯手术组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ
１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ＡＴＧ５、ＡＴＧ１２、Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 相对
表达量较单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显升高ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 相对表达量较单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ
ＤＭＳＯ 组明显降低ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０５)ꎻ
１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ＡＴＧ５、ＡＴＧ１２、Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 相对
表达量 较 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷 帕 霉 素 组 明 显 升 高ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ 相对表达量较 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组明显降低ꎬ差

异均有统计学意义(Ｐ< ０.０５)ꎻ单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ
ＤＭＳＯ 组 ＡＴＧ５、ＡＴＧ１２、Ｂｃｌ－２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ 相对表
达量比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ５ꎮ
３讨论

ＰＲＫ 后 ｈａｚｅ 形成的过程就是一个角膜创伤过度愈合
的过程ꎬ这一过程开始于角膜坏死细胞的清除[１４－１５]ꎮ 基
质损伤后ꎬ细胞因子的释放诱导角膜基质细胞发生凋亡ꎬ
并刺激 邻 近 细 胞 增 殖 和 迁 移[１６]ꎮ 角 膜 基 质 细 胞 在
ＴＧＦ－β１等因子作用下转化为角膜成纤维细胞ꎬ分化为角
膜肌成纤维细胞ꎬＴＧＦ－β１ 是调控分化的关键因子ꎮ 肌成
纤维细胞可特征性地表达 α－ＳＭＡꎬ导致胶原纤维排列紊
乱ꎮ ＭＭＰｓ 是Ⅳ型胶原蛋白水解酶ꎬ能降解基质中的主要
骨架ꎮ 重建基质过程中产生的细胞外基质(ＥＣＭ)可以促
进肌成纤维细胞的生成ꎬ产生粗大胶原纤维ꎬ这种降解与
生成 的 失 衡 导 致 胶 原 纤 维 排 列 紊 乱ꎬ 从 而 形 成 了
ｈａｚｅ[４ꎬ１７]ꎮ Ｍｉｌａｎｉ 等[１８] 研究表明应用雷帕霉素后可以抑
制 α－ＳＭＡ 和 ＴＧＦ－β１ 的表达ꎻ在本研究中发现ꎬＰＲＫ 术
后每日裂隙灯显微镜下观察 ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组和
１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ｈａｚｅ 严重程度较其他手术组明显
减轻ꎬ术后 １、４ｗｋ ＴＧＦ－β１、ＭＭＰ－２、α－ＳＭＡ 的表达与各
组 ｈａｚｅ 严重程度相同ꎬ说明术后应用雷帕霉素可以减轻
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　 　表 ５　 各组不同时间点 ＡＴＧ５、ＡＴＧ１２、Ｂｃｌ－２、Ｃａｓｐａｓｅ３ ｍＲＮＡ相对表达量 ｘ±ｓ

组别
ＡＴＧ５

术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
ＡＴＧ１２

术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
正常对照组 １.００±０.０７ １.００±０.０１ １.００±０.１２ １.００±０.０４
单纯手术组 １.３０±０.１３ａ １.５１±０.０１ａ １.２３±０.０３ａ １.５５±０.０１ａ

１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 １.４０±０.０８ａ １.５４±０.０１ａ １.２１±０.０７ａ １.５４±０.０１ａ

５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 １.５５±０.０３ａꎬｃꎬｅ １.８２±０.０２ａꎬｃꎬｅ １.６０±０.０２ａꎬｃꎬｅ １.８６±０.０４ａꎬｃꎬｅ

１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 １.８６±０.０５ａꎬｃꎬｅꎬｇ ２.１０±０.０４ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.７４±０.１３ａꎬｃꎬｅꎬｇ ２.２２±０.０６ａꎬｃꎬｅꎬｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４５.９８５ １１５３.２６５ ３４.６３９ ４１４.７６５
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

组别
Ｂｃｌ－２

术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
Ｃａｓｐａｓｅ３

术后 １ｗｋ 术后 ４ｗｋ
正常对照组 １.００±０.０４ １.００±０.０５ １.００±０.０９ １.００±０.０５
单纯手术组 ０.３２±０.００ａ ０.６１±０.０３ａ １.７０±０.０１ａ １.４１±０.０１ａ

１４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组 ０.３１±０.００ａ ０.６２±０.０２ａ １.７１±０.０１ａ １.４２±０.０１ａ

５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ０.３９±０.０２ａꎬｃꎬｅ ０.７３±０.０２ａꎬｃꎬｅ １.６２±０.０２ａꎬｃꎬｅ １.２９±０.０１ａꎬｃꎬｅ

１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组 ０.４６±０.０２ａꎬｃꎬｅꎬｇ ０.９０±０.０６ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.４８±０.０２ａꎬｃꎬｅꎬｇ １.１４±０.０１ａꎬｃꎬｅꎬｇ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ６３３.９３０ ５３.８７９ １５０.２７９ １６８.７８８
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯手术组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组ꎮ

ＴＧＦ－β１、ＭＭＰ－２、α－ＳＭＡ 的表达ꎬ抑制 ｈａｚｅ 的形成ꎮ
自噬(ａｕｔｏｐｈａｇｙ)是一种通过溶酶体对细胞质蛋白和

细胞器进行精心安排、自我调节的细胞内降解机制ꎬ既往
许多研究表明自噬对细胞的正常稳态和健康功能至关重
要[１９]ꎮ 自噬是由两大类信号分子调控ꎬ包括 ｍＴＯＲ 依赖
通路和非 ｍＴＯＲ 依赖通路ꎬ其中前者是主要通路ꎮ ｍＴＯＲ
是高度保守的 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ 蛋白激酶复合物ꎬ调控细胞生长、
存活和代谢ꎮ 此外ꎬｍＴＯＲ 可以促进蛋白质合成[２０]ꎬ抑制
蛋白质分解代谢ꎬ并通过调节自噬和凋亡水平[２１] 来促进
细胞生长发育过程ꎮ 参与自噬的基因被称为自噬相关基
因(ＡＴＧｓ)ꎬ目前已鉴定出 １２ 个 ＡＴＧｓꎬＡＴＧｓ 的表达水平
可以反映自噬的活性ꎬ并通过 ＡＴＧ１２ ~ ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ８
(ＬＣ３)－ＰＥ(磷脂酰乙醇胺)系统[２２] 调控自噬体的形成ꎮ
雷帕霉素可以与 ｍＴＯＲ 受体结合ꎬ抑制 ｍＴＯＲ 发挥作用ꎬ
是一种典型的 ｍＴＯＲ 通路抑制剂ꎬ也是自噬激活剂ꎮ Ｌｉｎ
等[２３]研究表明应用雷帕霉素后可以通过诱导自噬去降低
纤维化水平ꎻ在本研究中发现ꎬ５０μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组和
１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组的 ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ１２ ｍＲＮＡ 相对表
达量较单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显上调ꎬ提示
自噬增强ꎬ且角膜纤维化程度较单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ
ＤＭＳＯ 组明显减轻ꎮ 细胞凋亡是程序性的细胞死亡ꎬ是消
除功能失调或受损细胞的生理过程[２４]ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 家族是
调节细胞凋亡的关键因子ꎬ它的级联激活诱导细胞凋亡ꎬ
而 Ｂｃｌ－２ 调控 Ｃａｓｐａｓｅ 的激活ꎮ Ｌｉｎ 等[２３]研究表明应用雷
帕霉素后可以降低细胞凋亡水平ꎻ在本研究中发现ꎬ５０、
１００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组的 Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 的相对表达量较
单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显上调ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ 的相对表达量较单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组
明显下调ꎬ提示凋亡水平受到抑制ꎬ且角膜纤维化程度较
单纯手术组和 １４μｍｏｌ / Ｌ ＤＭＳＯ 组明显减轻ꎮ 在本研究结
果中发现 １００μｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素组自噬活性高于 ５０μｍｏｌ / Ｌ
雷帕霉素组ꎬ且对 ｈａｚｅ 的抑制程度最强ꎬ提示雷帕霉素对

ＰＲＫ 术后 ｈａｚｅ 的抑制程度可能存在浓度依赖性ꎮ
正常情况下角膜组织中的细胞自噬和凋亡水平处于

动态平衡的状态ꎬ当受到创伤或感染时ꎬ不同信号调节通
路可能通过激活或抑制自噬来维持细胞内环境的稳
定[２５]ꎮ 本研究结果显示ꎬ兔眼 ＰＲＫ 术后应用雷帕霉素ꎬ
自噬水平增加ꎬ凋亡水平受到抑制ꎬｈａｚｅ 形成也受到抑制ꎬ
提示雷帕霉素可能通过调节自噬活性来抑制 ｈａｚｅ 的形
成ꎮ 但是ꎬ雷帕霉素的给药浓度界限需要进一步的实验进
行明确ꎬ我们会在接下来的实验中进行进一步研究ꎮ
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