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摘要

目的:分别采用摘除泪腺法和泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ
法诱导大鼠干眼症模型ꎬ通过对比两种干眼症模型的临床

表现、病理学特点和细胞因子变化ꎬ探讨其优缺点和适用

范围ꎮ
方法:健康 ８ 周龄雄性 Ｂｒｏｗｎ Ｎｏｒｗａｙ 大鼠 ３０ 只ꎬ随机分为

３ 组:Ａ 组左眼为空白组ꎬＢ 组摘除大鼠左侧主泪腺ꎬＣ 组

左侧泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａꎮ 比较实验前 １ｄꎬ实验后

３、７、１４、２８、４２ｄ 的泪液分泌量 ( ＳⅠ ｔ)、泪膜破裂时间

(ＢＵＴ)、角膜荧光素钠染色评分的变化ꎮ ４２ｄ 观察结膜、
角膜和泪腺组织病理学改变ꎻ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 对

白细胞介素－６(ＩＬ－６)、肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ－α)和上皮

生长因子(ＥＧＦ)表达量进行检测ꎮ
结果:实验后第 ３ｄ 开始ꎬＢ、Ｃ 组均出现泪液分泌量持续性

减少ꎬ与 Ａ 组均有差异(Ｐ<０ ０５)ꎻ实验后第 ７ｄ 开始ꎬＢ、Ｃ
组均出现 ＢＵＴ 持续性缩短以及角膜上皮染色明显增多ꎬ
与 Ａ 组比较有差异(Ｐ<０ ０５)ꎻ以上临床数据 Ｂ、Ｃ 组间比

较均无差异(Ｐ>０ ０５)ꎮ Ａ 组角膜上皮细胞形态正常ꎬＢ
组及 Ｃ 组角膜上皮均存在不同程度表层细胞丝状分离ꎬ
结膜杯状细胞数目明显减少ꎬＣ 组泪腺组织明显萎缩ꎮ Ｂ、
Ｃ 组结膜和角膜组织的 ＥＧＦ、ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 表达量均显

著增高ꎬ与 Ａ 组比较均有差异(Ｐ<０ ０５)ꎮ Ｂ、Ｃ 组间 ＥＧＦ
和 ＴＮＦ－α 的表达均无差异(Ｐ>０ ０５)ꎻ与 Ｃ 组比较ꎬＢ 组

中 ＩＬ－６ 的表达量更高(Ｐ<０ ０５)ꎮ
结论:摘除泪腺和泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ 均可以构建

稳定的水液缺乏型大鼠干眼模型ꎬ建议根据实验设计及实

验目的去选择合适的动物模型ꎮ
关键词:泪腺ꎻ肉毒杆菌毒素 Ａꎻ干眼ꎻ水液缺乏型

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２０.８.０６

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｒａｔ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍｏｄｅｌ: ｌａｃｒｉｍａｌ
ｇｌａｎｄ ｅｘｔｉｒｐａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ Ａ

Ｚｉ－Ｙｉ Ｄｏｎｇ１ꎬ Ｍｉｎｇ Ｙｉｎｇ２ꎬ Ｘｉ Ｙａｎｇ３ꎬ Ｙｉ Ｍａ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｔｉａｎｊｉｎ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ｌｅｖｅｌ
Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ｎｏ.２０１６ＹＪ０２３)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒꎬ
Ｔｉａｎｊｉｎ ３００１２１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｔｉａｎｊｉｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｋｅｙ Ｌａｂ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｖｉｓｕａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００２０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３００１２０ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｙｉ Ｍａ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ
Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３００１２１ꎬ Ｃｈｉｎａ. ｍａｙｉｄｏｃｔｏｒ ＠
１６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－１２－１０　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－０７－０９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｈｅ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒａｔ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｉｔｈｅｒ ｂｙ
ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｅｘｔｉｒｐａｔｉｏｎ ｏｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ
Ａ ｉｎｔｏ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ. Ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓꎬ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ
ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄꎬ ｔｈｅｎ ｗｅ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ ｔｈｅｉｒ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓꎬ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｓｃｏｐｅ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｉｒｔｙ ｈｅａｌｔｈｙ ８ － ｗｅｅｋ － ｏｌｄ ｍａｌｅ Ｂｒｏｗｎ
Ｎｏｒｗａｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ
ｅｑｕａｌｌｙ. Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｅｙｅ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ ｗａｓ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ ｇｒｏｕｐ Ｂ
ｗａｓ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｅｘｔｉｒｐａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌꎬ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｔｅａｒ
ｇｌａｎｄ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ Ａ. Ｗｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｆ Ｓｃｈｉｒｍｅｒ Ｉ ｔｅｓｔꎬ ｔｅａｒ ｂｒｅａｋ－ｕｐ ｔｉｍｅ
(ＢＵＴ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｃｏｒｅｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ (１ｄ ｂｅｆｏｒｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ３ｄꎬ ７ｄꎬ １４ｄꎬ ２８ｄꎬ
ａｎｄ ４２ｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ) . Ｗｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａꎬ ｃｏｒｎｅａ ａｎｄ ｌａｃｒｉｍａｌ
ｇｌａｎｄ ａｔ ４２ｄꎬ ａｎｄ ｗｅ ｕｓｅｄ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－ ６ ( ＩＬ－ ６)ꎬ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－α (ＴＮＦ－α) ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＥＧＦ) .
•ＲＥＳＵＬＴＳ:Ａｔ ｔｈｅ ３ｄꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａꎬ ｔｈｅ ｔｅａｒ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗｅｒｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅ (Ｐ< ０.０５) . Ａｔ ｔｈｅ ７ｄꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａꎬ
ｔｈｅ ＢＵＴ ｏｆ ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ < ０. ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ
ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ
(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄａｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ (Ｐ>０.０５) . Ｔｈｅ

５２３１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.８ Ａｕｇ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ａ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ ｎｏｒｍａｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ
ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｓｈｏｗｅｄ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ
ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ
ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ｃ
ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ａｔｒｏｐｈｉｃ. Ｉｎ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦꎬ ＴＮＦ － α ａｎｄ ＩＬ－６ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａ (Ｐ< ０.０５) .
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦ ａｎｄ ＴＮＦ － α ｄｉｄｎ ’ ｔ ａｌｔｅｒｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ Ｃ ( Ｐ > ０ ０５)ꎬ
ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ － ６ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｂ ｗａｓ ｍｕｃｈ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｃ (Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ
ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｅｘｔｉｒｐａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ Ａ ｃｏｕｌｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｓｔａｂｌｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｔｅａｒ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｄｒｙ ｅｙｅ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｕｒｐｏｓｅ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄꎻ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ Ａꎻ ｄｒｙ
ｅｙｅꎻ ａｑｕｅｏｕｓ ｔｅａｒ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｄｏｎｇ ＺＹꎬ Ｙｉｎｇ Ｍꎬ Ｙａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｗｏ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｒａｔ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍｏｄｅｌ: ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｅｘｔｉｒｐａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ Ａ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ
( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０(８):１３２５－１３３０

０引言
２０１５ 年国际干眼病工作组[１] 全面修订了对干眼病

(ｄｒｙ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＤＥＤ)的认识ꎬ认为 ＤＥＤ 是一种多因素
导致的眼表疾病ꎬ特征是泪膜稳态的丧失并伴有眼表症
状ꎬ水液不足型是常见的干眼亚型之一ꎮ 炎症因子是常见
的致病因素之一[２－３]ꎮ 随着发病率的升高ꎬ干眼症越来越
得到重视[４]ꎬ建立稳定、高效的干眼症动物模型成为了深
入探索干眼症发病机制和观察治疗效果的有力工具ꎮ 在
正常饲育环境下ꎬ建立水液不足型干眼症动物模型主要有
两类手段:一类为手术干预ꎬ例如摘除泪腺、手术去势等方
法ꎻ另一类为药物诱导ꎬ比如眼睑涂抹阿托品眼膏、泪腺注
射肉毒杆菌毒素等[５]ꎮ 本实验分别采用了摘除泪腺以及
泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ(ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ＡꎬＢＴＸ－Ａ)诱
导大鼠干眼症模型ꎬ对比两种水液缺乏型干眼症模型的临
床表现、病理学特点以及细胞因子变化ꎬ进而分析两种干
眼症动物模型的优缺点和应用范围ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １ 实验动物与分组　 本研究中涉及大鼠的所有程序
均经天津市人民医院医学伦理委员会批准ꎬ并符合«视觉
与眼科研究协会(ＡＲＶＯ)关于动物用于眼科和视力研究
的声明»的指导方针ꎮ 选取健康 ８ 周龄雄性 Ｂｒｏｗｎ Ｎｏｒｗａｙ
(ＢＮ)大鼠 ３０ 只(北京华阜康生物科技股份有限公司)ꎬ体
质量 ２００ ~ ２５０ｇꎬ清洁级饲养ꎮ 随机分为 ３ 组ꎬ每组各 １０
只ꎬ均选取左眼为实验眼ꎬ第一组左眼不予任何处理作为
空白组(Ａ 组)ꎬ第二组摘除左侧主泪腺(Ｂ 组)ꎬ第三组左
侧泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ(Ｃ 组)ꎮ Ａ、Ｂ、Ｃ 组各 １０ 眼ꎮ
１ １ ２主要药品和试剂　 注射用 Ａ 型肉毒毒素:美国艾尔
建制药有限公司ꎻ泪液检测酚红棉线ꎬ荧光素钠试纸:天津

晶明新技术开发有限公司ꎻ动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒:
北京赛百盛基因技术有限公司ꎮ 引物设计:大连宝生物有
限公司设计并合成引物ꎮ
１ ２方法
１ ２ １实验动物模型建立　 Ａ 组大鼠左眼不做任何处理ꎮ
制作摘除主泪腺干眼症动物模型:将 Ｂ 组大鼠腹腔注射
１０％水合氯醛(４ｍＬ / ｋｇ)ꎬ待动物麻醉后ꎬ于左耳下约 １ｃｍ
处做纵行切口ꎬ左眼外侧 １ｃｍ 处做横行切口ꎬ暴露皮下见
眶外泪腺ꎬ分离周围组织ꎬ将其完整摘除ꎬ逐层缝合关闭伤
口ꎮ 制作泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ 干眼症动物模型:将 Ｃ
组大鼠腹腔注射 １０％水合氯醛(４ｍＬ / ｋｇ)ꎬ待动物麻醉后
在手术显微镜下暴露左侧泪腺ꎬ泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ
０ １ｍＬ(２０ｍＵ)ꎮ 将大鼠置于温度为 ２４℃ ± ２℃ꎬ湿度为
５０％ꎬ早 ８∶ ００ 至晚 ８∶ ００ 照明ꎬ其余时间黑暗环境下饲养ꎮ
１ ２ ２干眼症动物模型检查项目　 分别于实验前 １ｄ 及实
验后 ３、７、１４、２８、４２ｄꎬ将大鼠进行基础麻醉后检测泪液分
泌试验(ＳⅠｔ)、泪膜破裂时间(ＢＵＴ)以及角膜荧光染色评
分并在照相裂隙显微镜下拍照记录ꎮ 泪液分泌试验:根据
Ｆｕｊｉｈａｒａ 等[６]的试验标准ꎬ将一张泪液分泌酚红棉线放入
大鼠下睑外 １ / ３ 处ꎬ１ｍｉｎ 后读取条纹湿润长度并精确到
０ １ｍｍꎮ 泪膜破裂时间:将 １０％荧光素钠溶液滴于大鼠结
膜囊内ꎬ使荧光素均匀分布于大鼠眼表面ꎬ固定眼睑ꎬ通过
裂隙灯钴蓝光观察ꎬ记录从最后 １ 次闭眼开始至泪膜出现
第 １ 个破裂点时所需时间ꎬ取 ３ 次的观察时间取平均值ꎮ
荧光素钠染色评分:将 １０％荧光素钠溶液滴入大鼠结膜
囊内ꎬ裂隙灯显微镜钴蓝光下观察 １ｍｉｎ 后角膜染色的情
况并评分ꎮ 参照 Ｋｏｈ 等[７] 的方法ꎬ其评分标准如下:将角
膜分为四个象限分别评分ꎬ分数相加为最终得分ꎮ ０ 分:
无着染ꎻ１ 分:点状着染≤３０ 个ꎻ２ 分:点状着染>３０ 个ꎬ但
不弥散ꎻ３ 分:严重的点状着染但不融合成片ꎻ４ 分:着染成
斑片状ꎮ 所 有 检 查 均 由 同 一 名 检 查 者 在 同 一 时 间
(ＡＭ９ ∶００~１２ ∶００)ꎬ同一地点、温度、湿度及照明情况下完成ꎮ
１ ２ ３病理学检查　 实验后第 ４２ｄꎬ随机从每组中各取出
２ 只大鼠过量麻醉处死ꎬ立即摘除左侧眼球ꎬＡꎬＣ 组摘除
左侧泪腺组织ꎬ４％多聚甲醛固定标本 ２４ｈꎬ然后用流水冲
洗 ２ｈꎬ蒸馏水冲洗 ３０ｍｉｎꎬ浸泡于 １００％、９５％、８０％、７０％乙
醇中各 ５ｍｉｎ 脱水ꎬ二甲苯溶液中透明ꎬ６０℃石蜡包埋ꎬ连
续切片ꎬ厚度为 ７μｍꎬ４５℃摊片ꎬ６０℃烤片ꎬ常规脱蜡入水ꎬ
苏木精染色试剂盒染色 ５ｍｉｎꎬ然后用温水冲洗 ３ｍｉｎꎬ取出
苏木精ꎮ 然后将其浸泡在含 ０ ０１％ ＨＣｌ 的伊红中 １ｍｉｎꎬ
最后用自来水冲洗 １０ｍｉｎꎮ 同样进行 ＰＡＳ 染色ꎬ最后观察
角膜、结膜、泪腺的病理变化ꎮ
１ ２ ４实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－ＰＣＲ)测定上皮生长因子
(ＥＧＦ)、白细胞介素 ６( ＩＬ－６)和肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ－
α)的表达量　 实验后第 ４２ｄꎬ处死余下大鼠ꎬ分别取左眼
结膜及角膜组织ꎬ使用动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取
细胞总 ＲＮＡꎬ紫外分光光度计检测其纯度和浓度ꎬ并进行
逆转 录 获 取 ｃＤＮＡꎮ 以 甘 油 醛 － ３ － 磷 酸 脱 氢 酶
(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ)作为
内参对照的校准基因(ＰＣＲ 扩增细胞的标志性基因)ꎮ 引
物序列:ＥＧＦ 上游引物为 ５ －ＴＣＧＧＴＧＣＴＧＴＧＣＧＡＴＴＴＡ－
３ꎬ下游引物为 ５－ＴＴＴＣＴＧＧＣＡＧＴＴＣＴＣＣＴＣ－３ꎻＩＬ－６ 上游
引物为 ５－ＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴ－３ꎬ下游引物为 ３－
ＧＣＴＣＴＧＡＡＴＧＡＣＴＣＴＧＧＣＴＴ－ ５ꎻＴＮＦ－α 上游引物为 ５ －
ＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣＡＣＣＡＡ － ３  ꎬ 下 游 引 物 为 ３  －
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图 １　 第 ４２ｄ角膜上皮荧光素钠染色　 Ａ:空白组的角膜上皮未见明显点染ꎻＢ:摘除泪腺组角膜上皮点染严重ꎬ部分呈片状融合ꎻＣ:
泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ 组角膜上皮点染严重ꎬ部分呈片状融合ꎮ

表 １　 Ａ、Ｂ、Ｃ组泪液分泌试验酚红棉线长度测量比较 (ｘ±ｓꎬｍｍ)
组别 实验前 １ｄ 实验后第 ３ｄ 实验后第 ７ｄ 实验后第 １４ｄ 实验后第 ２８ｄ 实验后第 ４２ｄ
Ａ 组 ７ ４４±０ ４３ ７ ３４±０ ３８ ７ ３３±０ ２７ ７ ３４±０ ３１ ７ ３０±０ ２７ ７ ３４±０ ３０
Ｂ 组 ７ ３２±０ ３０ ６ １２±０ ３８ａꎬｃ ４ ５４±０ ４５ａꎬｃꎬｅ ３ ８３±０ ４１ａꎬｃꎬｅꎬｇ ３ ８３±０ ５４ａꎬｃꎬｅꎬｇ ３ ５２±０ ６３ａꎬｃꎬｅꎬｇ

Ｃ 组 ７ ４１±０ ３５ ６ ２２±０ ６８ａꎬｃ ５ ３８±１ ５０ａꎬｃꎬｅ ３ ６１±０ ７１ａꎬｃꎬｅꎬｇ ３ ５２±０ ５６ａꎬｃꎬｅꎬｇ ３ ３４±０ ７５ａꎬｃꎬｅꎬｇ

注:Ａ 组:左眼不予任何处理作为空白组ꎻＢ 组:摘除左侧主泪腺ꎻＣ 组:左侧泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａꎮ Ｆ组间 ＝ ３８３ ５９ꎬＰ组间 <０ ００１ꎻ
Ｆ时间 ＝ １６１ ５０ꎬＰ时间<０ ００１ꎻＦ组间×时间 ＝ ３６ ０４ꎬＰ组间×时间<０ ００１ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ Ａ 组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验前第 １ｄꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第

３ｄꎻｇＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第 ７ｄꎮ

表 ２　 Ａ、Ｂ、Ｃ组泪膜破裂时间检测比较 (ｘ±ｓꎬｓ)
组别 实验前 １ｄ 实验后第 ３ｄ 实验后第 ７ｄ 实验后第 １４ｄ 实验后第 ２８ｄ 实验后第 ４２ｄ
Ａ 组 １１ １３±０ ７１ １０ ７７±０ ８０ １０ ７７±０ ３９ １０ ６７±０ ４４ １０ ８７±０ ５９ １０ ７０±０ ６９
Ｂ 组 １１ ０７±０ ３８ １０ ８０±０ ３６ ８ ３０±０ ５８ａꎬｃꎬｅ ６ ６０±０ ４４ａꎬｃꎬｅꎬｇ ６ ０３±０ ４３ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ６ ２３±０ ６９ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

Ｃ 组 １０ ９７±０ ６４ １０ ６７±０ ５７ ８ ６０±０ ３４ａꎬｃꎬｅ ６ ９７±０ ４６ａꎬｃꎬｅꎬｇ ６ ２０±０ ４０ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ６ １７±０ ９２ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

注:Ａ 组:左眼不予任何处理作为空白组ꎻＢ 组:摘除左侧主泪腺ꎻＣ 组:左侧泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａꎮ Ｆ组间 ＝ ３４０ ６９ꎬＰ组间 <０ ００１ꎻ
Ｆ时间 ＝ ２２３ ５８ꎬＰ时间<０ ００１ꎻＦ组间×时间 ＝ ４９ ４２ꎬＰ组间×时间<０ ００１ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ Ａ 组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验前第 １ｄꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第

３ｄꎻｇＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第 ７ｄꎻｉＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第 １４ｄꎮ

ＧＴＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＧＡＧＡＴＣＣＡＴ－５ꎮ 采用 ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ Ｉ 作
为荧光信号对以上指标进行聚合酶链式反应扩增ꎬ通过计
算 ２－△△ｃｔ值取平均值绘制各指标表达量对比图ꎮ ＰＣＲ 反
应条件:９５℃预变性 １０ｍｉｎꎻ９４℃ １５ｓ、６０℃ １ｍｉｎꎬ４０ 个循
环ꎻ９５℃ １５ｓ、６０℃ １ｍｉｎ、９５℃ １５ｓ 至反应结束ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ１９ ０ 进行统计分

析ꎮ 实验测试指标的计数资料以均数±标准差( ｘ±ｓ)表
示ꎬＳ Ｉ ｔꎬＢＵＴ 及角膜染色评分采用重复测量资料的方差
分析ꎬ有统计学意义进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ
ＰＣＲ 结果采用单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用
ＬＳＤ－ｔ检验ꎬ不满足方差齐性的采用近似检验(Ｄｕｎｎｅｔｔｓ
Ｔ３)ꎬＰ<０ ０５ 认为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １ 泪液分泌试验　 实验后第 ３ｄꎬＢ 组与 Ｃ 组均出现泪液
分泌量持续性减少ꎬＢ、Ｃ 组在第 １４ｄ 分别减少至 ３ ８３±
０ ４１ｍｍ 以及 ３ ６１±０ ７１ｍｍꎬＡ 组为 ７ ３４±０ ３１ｍｍꎬ与 Ａ
组比较差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ其后 Ｂ、Ｃ 组泪液
分泌量维持稳定ꎮ Ｂ、Ｃ 组间比较差异均无统计学意义
(Ｐ>０ ０５)ꎬ见表 １ꎮ
２ ２泪膜破裂时间测定　 实验后第 ３ｄꎬ各组泪膜破裂时间
未见差异改变(Ｐ>０ ０５)ꎮ 第 ７ｄꎬＢ 组与 Ｃ 组开始出现泪
膜破裂时间缩短ꎬＢ、Ｃ 组泪膜破裂时间在第 ２８ｄ 分别缩短
为 ６ ０３±０ ４３、６ ２０±０ ４０ｓꎬＡ 组为 １０ ８７±０ ５９ｓꎬ与 Ａ 组

比较差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ其后 Ｂ、Ｃ 组泪膜破
裂时间维持稳定ꎮ Ｂ、Ｃ 组间比较差异没有统计学意义
(Ｐ>０ ０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２ ３角膜染色评分　 Ａ 组角膜上皮光滑ꎬ经荧光素钠染色
后角膜上皮偶见独立点状着染ꎬ未见弥散的点状着染
(图 １Ａ)ꎮ 实验后第 ７ｄꎬＢ、Ｃ 组角膜上皮点染数量逐渐增
多ꎬ提示角膜上皮粗糙ꎬ但未见明显片状融合ꎬ随后 Ｂ、Ｃ
组角膜点染明显增多ꎬ逐渐出现片状染色(图 １Ｂ、Ｃ)ꎮ Ｂ、
Ｃ 组角膜评分在实验后第 ２８ｄ 分别为 ５ ８±１ ５、５ ５±１ ４
分ꎬＡ 组为 ０ ８±０ ６ 分ꎬ与 Ａ 组比较差异均有统计学意义
(Ｐ<０ ０５)ꎬ其后 Ｂ、Ｃ 组角膜评分维持稳定ꎮ Ｂ、Ｃ 组间比
较差异均无统计学意义(表 ３)ꎮ
２ ４病理学检查结果　 ＨＥ 染色:Ａ 组角膜上皮细胞形态
正常ꎬ排列整齐ꎬ上皮完整连续ꎮ 基底层细胞排列紧密ꎬ分
布整齐(图 ２Ａ)ꎮ Ｂ、Ｃ 组角膜上皮均存在不同程度表层细
胞丝状分离ꎬ角膜上皮细胞排列不规则ꎬ上皮点状脱落ꎬ角
膜基质细胞体积明显增大ꎬ排列无序ꎬ胞核固缩ꎬ呈多角状
增生(图 ２Ｂ、Ｃ)ꎮ Ａ 组正常泪腺可见腺泡规则ꎬ排列紧密ꎬ
腺上皮细胞核正常、深染ꎬ胞浆淡染(图 ３Ａ)ꎻＣ 组萎缩泪
腺可见腺泡不清晰ꎬ排列疏松ꎬ腺上皮细胞变性ꎬ细胞核消
失ꎬ胞浆红染(图 ３Ｂ)ꎮ ＰＡＳ 染色:Ｂ、Ｃ 组结膜杯状细胞数
目较 Ａ 组明显减少ꎬ胞体萎缩ꎬ体积减少ꎬ结膜上皮呈鳞
状化生(图 ２Ｄ~ Ｆ)ꎮ 　 　
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图 ２　 ＨＥ和 ＰＡＳ染色　 Ａ:空白组角膜上皮光滑ꎬ上皮细胞排列整齐(×２００)ꎻＢ、Ｃ:分别提示摘除泪腺组和泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ
组角膜上皮层增厚ꎬ角膜上皮表层细胞丝状分离(箭头所示)(×４００)ꎻＤ:空白组结膜可见较多的杯状细胞(箭头所示)(×４００)ꎻＥ、Ｆ:
分别提示摘除泪腺组和泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ 组结膜杯状细胞(箭头所示)数量明显减少(×４００)ꎮ

图 ３　 泪腺病理改变(×２００)　 Ａ:空白组正常泪腺可见腺泡规则ꎬ排列紧密(箭头所示)ꎻＢ:泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａ 组可见泪腺萎
缩明显(箭头所示)ꎮ

表 ３　 Ａ、Ｂ、Ｃ组角膜荧光素钠染色评分结果 (ｘ±ｓꎬ分)
组别 实验前 １ｄ 实验后第 ３ｄ 实验后第 ７ｄ 实验后第 １４ｄ 实验后第 ２８ｄ 实验后第 ４２ｄ
Ａ 组 １ ０±０ ５ ０ ９±０ ６ ０ ７±０ ５ ０ ９±０ ６ ０ ８±０ ６ １ ０±０ ５
Ｂ 组 ０ ８±０ ６ １ ０±０ ５ ２ ４±１ ４ａꎬｃꎬｅ ３ ８±１ １ａꎬｃꎬｅꎬｇ ５ ８±１ ５ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ５ ６±１ ６ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

Ｃ 组 ０ ８±０ ６ １ ０±０ ７ ２ ２±１ ２ａꎬｃꎬｅ ４ １±１ ４ａꎬｃꎬｅꎬｇ ５ ５±１ ４ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ ５ ７±１ １ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉ

注:Ａ 组:左眼不予任何处理作为空白组ꎻＢ 组:摘除左侧主泪腺ꎻＣ 组:左侧泪腺注射肉毒杆菌毒素 Ａꎮ Ｆ组间 ＝ ４７ ４３ꎬＰ组间 <０ ００１ꎻ
Ｆ时间 ＝ ８５ ００ꎬＰ时间<０ ００１ꎻＦ组间×时间 ＝ ２１ ６０ꎬＰ组间×时间<０ ００１ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ Ａ 组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验前第 １ｄꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第

３ｄꎻｇＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第 ７ｄꎻｉＰ<０ ０５ ｖｓ 本组实验后第 １４ｄꎮ

２ ５ ＲＴ－ＰＣＲ结果 　 先观察熔解曲线ꎬ所有引物的熔解
曲线均只出现单峰ꎬ说明反应具有特异性ꎮ 结膜组织:细
胞因子 ＥＧＦ、ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 在 Ｂ 组及 Ｃ 组中表达量均显
著增高 ( Ｆ ＝ １０ ７８ꎬＰ ＝ ０ ００１ꎻＦ ＝ ３２ ４８ꎬＰ < ０ ００１ꎻＦ ＝
３０ ８０ꎬＰ < ０ ００１)ꎬＢ、Ｃ 组 ＥＧＦ 表达量分别为 Ａ 组的
２ ７３±１ ３８ 倍和 ３ １９±１ ０４ 倍ꎻＢ、Ｃ 组 ＩＬ－６ 表达量分别
为 Ａ 组的 ４ ９６±１ ６３ 倍和 ２ １７±０ ７５ 倍ꎻＢ、Ｃ 组 ＴＮＦ－α
表达量分别为 Ａ 组的 ３ ９６±１ ３４ 倍和 ３ ７４±０ ７０ 倍ꎬ差异

均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎻＢ、Ｃ 组间比较ꎬＥＧＦ 及ＴＮＦ－α
的表达差异均无统计学意义(Ｐ ＝ ０ ８２６、０ ９６７)ꎬＩＬ－６ 表
达差异有统计学意义(Ｐ＝ ０ ００４)ꎬ见图 ４Ａꎮ 角膜组织:细
胞因子 ＥＧＦ、ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 在 Ｂ 组及 Ｃ 组中表达量均显
著增高 ( Ｆ ＝ １２ ８６ꎬＰ < ０ ００１ꎻＦ ＝ １７ ３９ꎬＰ < ０ ００１ꎻＦ ＝
６０ １５ꎬＰ < ０ ００１)ꎬＢ、Ｃ 组 ＥＧＦ 表达量分别为 Ａ 组的
２ ４６±１ ０３ 倍和 ３ ７８±１ ６０ 倍ꎻＢ、Ｃ 组 ＩＬ－６ 表达量分别
为 Ａ 组的 ６ ９５±１ ３５ 倍和 ４ ２５±１ ３１ 倍ꎻＢ、Ｃ 组 ＴＮＦ－α
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图 ４　 ＲＴ－ＰＣＲ结果　 Ａ:结膜组织ꎻＢ:角膜组织ꎮａＰ<０ ０５ ｖｓ Ａ 组ꎻｃＰ<０ ０５ ｖｓ Ｃ 组ꎮ

表达量分别为 Ａ 组的 ４ ３５±１ ９０ 倍和 ４ １６±１ １３ 倍ꎬ差异
均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎻＢ、Ｃ 组间比较ꎬＥＧＦ 及ＴＮＦ－α
的表达差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０ １９６、０ ９９３)ꎬＩＬ－６ 表达
差异有统计学意义(Ｐ＝ ０ ００３)ꎬ见图 ４Ｂꎮ
３讨论

干眼症的发生与泪液的分泌或蒸发异常密切相关[８]ꎬ
而泪液通过瞬目运动涂抹在眼表形成一层超薄的泪膜ꎬ自
外至内分成脂质层、水样层和粘蛋白层ꎬ任何一层结构异
常均可导致干眼症的发生ꎮ 大鼠的泪器包括泪腺、泪腺排
出管及鼻泪管ꎮ 主泪腺在激素和神经的调控下分泌出泪
液ꎬ构成了泪膜水样层的主要成分ꎬ因此摘除大鼠主泪腺
可以制作干眼症动物模型[９]ꎮ 泪腺的神经支配非常丰富ꎬ
通过来自于面神经的副交感神经和来自颈上神经节的细
小交感神经纤维共同支配调节ꎮ 肉毒杆菌毒素是一种嗜
神经毒素ꎬ能够抑制副交感神经末梢钙离子介导的乙酰胆
碱的释放ꎬ有 Ａ~Ｇ７ 亚型ꎬ其中 Ａ 型和 Ｂ 型最为常见ꎮ 有
报道证实泪腺注射 ＢＴＸ－Ｂ 后泪腺腺泡发生去神经性萎
缩ꎬ最终导致泪液分泌减少[１０]ꎬ但此种方式构建的干眼模
型存在稳定性差的缺点ꎮ ＢＴＸ－Ａ 型最早使用于临床ꎬ其
药物毒性比 Ｂ 型低ꎬ药效持续时间比 Ｂ 型久ꎬ因此我们推
测 ＢＴＸ－Ａ 注射泪腺后可以构建稳定的干眼模型ꎮ

泪腺摘除组和泪腺注射 ＢＴＸ－Ａ 组从实验后第 ３ｄ 开
始均出现了泪液分泌量持续性减少ꎬ第 ７ｄ 泪膜破裂时间
开始持续性缩短ꎬ第 ２８ｄ 达到最低点并维持稳定ꎬ角膜上
皮变得粗糙糜烂ꎬ有荧光着染甚至溃疡斑片出现ꎬ角膜上
皮细胞排列不规则ꎬ上皮点状脱落ꎬ结膜杯状细胞数量明
显减少ꎬＢＴＸ－Ａ 组的泪腺腺体严重萎缩ꎬ以上结果提示本
实验得到的模型均符合水液缺乏型干眼的临床特点和病
理学特征ꎮ 泪腺摘除组和泪腺注射 ＢＴＸ－Ａ 组在第 ３ｄ 同
时出现了泪液分泌量的减少ꎬ和既往研究中 ＢＴＸ－Ｂ 造模
后 ３ｄ 出现泪液分泌减少的结果相一致[５ꎬ１０]ꎬ说明了
ＢＴＸ－Ａ起效迅速ꎬ可以快速地引起泪腺的萎缩ꎮ Ｌｉｎ 等[１１]

研究发现 ＢＴＸ－Ｂ 干眼模型在造模 ２８ｄ 后会出现泪液分泌
量升高ꎬ模型存在欠稳定等缺点ꎬ可能和 ＢＴＸ－Ｂ 药物有效
时间短ꎬ泪腺暂时性萎缩有关[５]ꎬ但本实验的 ＢＴＸ－Ａ 组没
有出现这种现象ꎬ提示了 ＢＴＸ－Ａ 构建的干眼模型更加稳
定ꎮ 泪腺摘除组和泪腺注射 ＢＴＸ－Ａ 组组间比较没有差
异ꎬ说明这两种造模方式构建的干眼模型在临床表现的严
重程度方面是没有差别的ꎮ 由此可见ꎬ本实验中两种方法
构建的干眼症模型是成功的ꎮ

越来越多的研究表明ꎬ炎症在干眼的发病机制中起到
了关键的作用[１２]ꎬ多种炎症因子[１３] 已被证实参与了干眼
的病变过程ꎬ在损伤角膜上皮结构ꎬ破坏泪膜稳定性等方

面扮演了重要角色ꎬ其中 ＩＬ－ ６ 和 ＴＮＦ－α 尤为重要ꎬ它们
同属细胞因子网络中的核心成员ꎮ ＩＬ－６ 是一种调节炎症
反应的细胞因子ꎬ是 Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞功能的重要调节因
子ꎬ干眼患者结膜上皮多种炎性因子增高ꎬ而 ＩＬ－６ 是最有
价值的[１４]ꎮ ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示摘除泪腺组和注射 ＢＴＸ－Ａ
组 ＩＬ－６ 因子表达量均明显的提升ꎬ摘除泪腺组高于注射
ＢＴＸ－Ａ 组ꎬ此结果证实了泪腺缺如或泪腺萎缩可以引起
ＩＬ－６ 的升高ꎬ并且猜测升高的程度可能和泪腺缺损程度
呈正相关ꎮ ＴＮＦ－α 主要由巨噬细胞产生ꎬ具有广泛的生
物活性ꎬ可以改变多重靶细胞的功能ꎬＴＮＦ－α 是细胞黏附
和趋化的主要介质ꎬ主要负责炎症期间细胞迁移的调控ꎮ
Ｏｓｈｉｄａ 等[１５]指出干眼患者泪液中 ＴＮＦ－α 的浓度增高ꎬ且
浓度高的患者荧光素染色评分高ꎬ这表明泪液中 ＴＮＦ－α
含量与角膜上皮受损情况呈正相关ꎬ暗示 ＴＮＦ－α 也是干
眼症发生的炎性介质ꎮ 本实验显示两个模型组的 ＴＮＦ－α
因子表达量升高ꎬ且两组间比较没有差异ꎬ与荧光素钠染
色及病理学检查结果相一致ꎮ 由此证实ꎬ泪腺萎缩或缺如
导致泪液分泌量减少ꎬ泪液渗透压升高ꎬ进而激活 ＩＬ－６ 和
ＴＮＦ－α 介导的炎症反应ꎮ

ＥＧＦ 是一种可以修复上皮组织ꎬ对抗损伤的因子ꎮ 先
前研究中发现 ＥＧＦ 在干燥综合征患者的泪液ꎬ泪腺或唾
液腺中的表达明显降低[１６]ꎬ但也有证据[１７－１８] 表明干眼导
致的角膜损伤可以引起 ＥＧＦ 的升高ꎮ 本实验两种造模方
式均可以引起 ＥＧＦ 的升高ꎬ推测是否和主泪腺受损及角
膜上皮损伤后的代偿性反应相关ꎬ有待后续实验进一步证
实ꎮ 目前对于 ＥＧＦ 的评价呈两极分化ꎬ一方面 ＥＧＦ 可以
促进角膜上皮伤口的愈合ꎬ另一方面 ＥＧＦ 的升高可能与
肿瘤相关ꎮ 因此干眼症中 ＥＧＦ 的表达变化ꎬ是否采用
ＥＧＦ 治疗ꎬ如何使用 ＥＧＦ 是安全有效的ꎬ这些问题值得进
一步研究ꎮ

本实验对比了两种诱导水液缺乏型干眼症动物模型
的方法:摘除泪腺法模型表现稳定ꎬ缺点是手术会造成不
可逆的泪腺缺如ꎬ并且手术创伤大ꎬ要求一定的手术技
巧ꎬ此种模型适合于观察人工泪液等代替治疗的疗效ꎬ
但不适用于观察针对于泪腺治疗的效果ꎻ泪腺注射
ＢＴＸ－Ａ制备的模型稳定性与泪腺摘除法相近ꎬ操作相对
简单ꎬ其导致的泪腺萎缩更贴合于人类疾病的特点ꎬ适
合于药物或干细胞修复泪腺功能以及治疗角膜损伤等
相关实验ꎮ 但ＢＴＸ－Ａ有一定的药物毒性ꎬ是否对实验动
物造成其他不良影响有待于进一步观察ꎮ 每一种动物
模型均有其优点ꎬ也有其弊端ꎬ因此在进行干眼病理及
药理研究的过程中ꎬ需根据实验设计及实验目的去选择
合适的动物模型ꎮ
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反应的调节作用及对眼表修复的影响. 中华实验眼科杂志 ２０１７ꎻ３５
(２):１１４－１２１
３ 胡晓琴ꎬ 张梦瑶ꎬ 朱佩文ꎬ 等. 富血小板血浆(ＰＲＰ)裂解液在苯扎

溴胺诱导的小鼠干眼治疗中的作用. 眼科新进展 ２０１９ꎻ３９(１１):
１０１９－１０２３
４ Ｔａｎ ＬＬꎬ Ｍｏｒｇａｎ Ｐꎬ Ｃａｉ ＺＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ
ｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ ｄｒｙ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ. Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｏｐｔｏｍ ２０１５:９８(１):
４５－５３
５ 朱海峰ꎬ 郝兆芹ꎬ 程钰ꎬ 等. ＢＴＸ－Ｂ 诱导大鼠干眼模型的建立及评

价标准. 国际眼科杂志 ２０１５ꎻ１５(９):１５１２－１５１５
６ Ｆｕｊｉｈａｒａ Ｔꎬ Ｍｕｒａｋａｍｉ Ｔꎬ Ｆｕｊｉｔａ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ Ｐ２Ｙ(２) ａｇｏｎｉｓｔ ＩＮＳ３６５ ｉｎ ａ ｒａｔ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍｏｄｅｌ.
Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２００１ꎻ４２(１):９６－１００
７ Ｋｏｈ Ｓꎬ Ｗａｔａｎａｂｅ Ｈꎬ Ｈｏｓｏｈａｔａ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇ ｄｒｙ ｅｙｅ ｕｓｉｎｇ ａ
ｂｌｕｅ－ｆｒｅｅ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｉｌｔｅｒ. Ａｍ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２００３ꎻ１３６(３):５１３－５１９
８ Ｇｅｅｒｌｉｎｇ Ｇꎬ Ｂａｕｄｏｕｉｎ Ｃꎬ Ａｒａｇｏｎａ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｉｂｏｍｉａｎ ｇｌａｎｄ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ: Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ
ｔｈｅ ＯＣＥＡＮ ｇｒｏｕｐ ｍｅｅｔｉｎｇ. Ｏｃｕｌ Ｓｕｒｆ ２０１７ꎻ１５(２):１７９－１９２
９ 周杨ꎬ 王传富ꎬ 姜涛ꎬ 等. 摘除主泪腺干眼病鼠泪液功能变化与凋

亡相关基因蛋白的表达. 中华实验眼科杂志 ２００７ꎻ４３(１):１８－２２
１０ Ｚｈｕ Ｌꎬ Ｓｈｅｎ ＪＫꎬ Ｚｈａｎｇ Ｃ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｏｔｕｌｉｕｍ ｔｏｘｉｎ Ｂ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｕｒｉｎｅ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍｏｄｅｌ. Ｍｏｌ

Ｖｉｓ ２００９ꎻ１５:２５０－２５８
１１ Ｌｉｎ Ｚꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ Ｚｈｏｕ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｍｏｕｓｅ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｔｏｐｉｃａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ. Ｍｏｌ Ｖｉｓ ２０１１ꎻ １７:
２５７－２６４
１２ Ｋｗｏｎ ＪＷꎬ Ｃｈｏｉ ＪＡꎬ Ｓｈｉｎ ＥＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｐｐｉｎｇ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ － Ａ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｒｙ ｅｙｅ ｗｉｔｈ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１６ꎻ ９ ( １１ ):
１５４１－１５４８
１３ Ｊｕｎｇ ＪＷꎬ Ｈａｎ ＳＪꎬ Ｎａｍ ＳＭꎬｅｔ ａｌ. Ｍｅｉｂｏｍｉａｎ ｇｌａｎｄ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｅａｒ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｃａｔａｒａｃｔ ｓｕｒｇｅｒｙ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｍｅｉｂｏｍｉａｎ
ｇｌａｎｄ ｓｔａｔｕｓ. Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１６ꎻ４４(７):５５５－５６２
１４ Ｐｆｌｕｇｆｅｌｄｅｒ ＳＣ. Ａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｄｒｙ ｅｙｅ. Ｍｏｌ Ｖｉｓ ２００４ꎻ
１３７(２):３３７－３４２
１５ Ｏｓｈｉｄａ Ｔꎬ Ｉｗａｔａ Ｍꎬ Ｓａｋｉｍｏｔｏ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ ｉｎ
ｔｅａｒｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｓｊｏｇｒｅｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ. Ｎｉｐｐｏｎ Ｇａｎｋａ Ｇａｋｋａｉ Ｚａｓｓｈｉ
２００４ꎻ１０８(５):２９７－３０１
１６ Ａｚｕｍａ Ｎꎬ Ｋａｔａｄａ Ｙꎬ Ｋｉｔａｎｏ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓａｌｉｖａｒｙ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
(ＥＧＦ) ｉｎ Ｓｊöｇｒｅｎｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ: ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｌｉｖａｒｙ ＥＧＦ ｌｅｖｅｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｒａｏｒａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ. Ｊｐｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２０１６ꎻ３９
(１):４２－５０
１７ Ｅｎｒíｑｕｅｚ－ ｄｅ － Ｓａｌａｍａｎｃａ Ａꎬ Ｃａｓｔｅｌｌａｎｏｓ Ｅꎬ Ｓｔｅｒｎ ＭＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｅａｒ
ｃｙｔｏｋｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅ－
ｔｙｐｅ ｄｒｙ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｍｏｌ Ｖｉｓ ２０１０ꎻ１６:８６２－７３
１８ Ｄｏｎｇ ＺＹꎬ Ｙｉｎｇ Ｍꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒａｔ ｍｅｉｂｏｍｉａｎ
ｇｌａｎｄ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｌｏｓｕｒｅ ｏｆ ｍｅｉｂｏｍｉａｎ ｇｌａｎｄ ｏｒｉｆｉｃｅｓ.
Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１８ꎻ１１(７):１０７７－１０８３
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