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摘要
目的:建立树鼩铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌性角膜炎
感染模型ꎬ并观察 ＩＬ－１７ 在模型中的表达ꎬ初步探讨ＩＬ－１７
在树鼩细菌性角膜炎中的作用ꎮ
方法:采用接触镜辅助的角膜划痕法建立树鼩细菌性角膜
炎模型ꎮ 在进行接种后第 １、４、７、１４ｄ 使用前段照相、活体
共聚焦显微镜对模型感染症状进行评估ꎬ制作病理切片观
察角膜组织病理学改变ꎮ 在相应时间点进行取材ꎬ实时荧
光定量 ＰＣＲ 检测树鼩角膜组织中 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ
ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ－１７ 蛋白表达水平ꎮ
结果:树鼩铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌性角膜炎模型
造模成功率为 ９６％、１００％ꎬ树鼩细菌性角膜炎临床表现、
炎症细胞浸润情况和组织病理改变规律相吻合ꎮ ＩＬ－１７
基因和蛋白的表达情况在树鼩角膜中与角膜炎症的严重
情况一致ꎮ
结论:采用接触镜辅助的角膜划痕法可成功建立更接近人
细菌性角膜炎自然感染病程的树鼩铜绿假单胞菌和金黄
色葡萄球菌性角膜炎动物模型ꎮ ＩＬ－１７ 参与树鼩细菌性
角膜炎发生发展的过程ꎮ
关键词:角膜炎ꎻ铜绿假单胞菌ꎻ金黄色葡萄球菌ꎻ树鼩ꎻ白
细胞介素－１７
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２２.１.０４

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎ ａ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － １７ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ

Ｌａｎ Ｗａｎｇ１ꎬ Ｙａｎ Ｌｉ１ꎬ Ｚｉ－Ｗｅｎ Ｓｕｎ２ꎬ Ｙｕ－Ｔｉｎｇ Ｌｉ１ꎬ
Ｚｈｕ－Ｌｉｎ Ｈｕ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ:Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ (Ｎｏ.

２０１８ＦＥ００１－２６５)ꎻ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ －
Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｊｏｉｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ｎｏ. ２０２００１ＡＹ０７０００１－
１６５)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｐｅｏｐｌｅｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ
Ｆｏｕｒｔｈ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｙｕｎｎａｎ
Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎻ Ｔｈｅ Ｏｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｔｈｅ Ｏｃｕｌａｒ
Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００２１ꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｅｙｅ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ａｎｄ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｏｐｔｏｍｅｔｒｙꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｅｙｅ
Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｉｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｖｉｓｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００４１ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｚｈｕ － Ｌｉｎ Ｈｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｐｅｏｐｌｅｓ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｆｏｕｒｔｈ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎻ
Ｔｈｅ Ｏｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｔｈｅ Ｏｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００２１ꎬ
Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ＨＺＬ７７＠ ２６３.ｎｅｔ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０６－２３ 　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２１－１２－０２

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ａｎｄ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ. Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ － １７ ｉｎ
ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｃｏｒｎｅａꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＩＬ － １７ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｏｆ ｔｒｅｅ
ｓｈｒｅｗｓ ｉｓ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｎｔａｃｔ ｌｅｎｓ － ａｓｓｉｓｔｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ
ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ａｆｔｅｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｓｅｇｍｅｎｔ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｉｎ
ｖｉｖｏ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｎ １ꎬ ４ꎬ ７ ａｎｄ １４ｄ ａｆｔｅｒ
ｐｅｒｆｏｒｍｉｎｇ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｍａｄｅ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ.
Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
ａｂｏｖｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ－ １７ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ－１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ:Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ
ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ａｎｄ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｍｏｄｅｌｓ ｗａｓ ９６％ ａｎｄ １００％. Ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｒｕｌｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ ｉｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ. ＩＬ－１７ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｃｏｒｎｅａｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂａｓｉｃａｌｌｙ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｃｏｎｔａｃｔ ｌｅｎｓ－ａｓｓｉｓｔｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ
ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ａｎｄ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

２２

国际眼科杂志　 ２０２２ 年 １ 月　 第 ２２ 卷　 第 １ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



ａｕｒｅｕｓ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗｓ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｓｅｍｂｌｅ
ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｕｒｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
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Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｌｉ Ｙꎬ Ｓｕｎ ＺＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ ｉｎ ａ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－ １７ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ
Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(１):２２－２７

０引言
细菌性角膜炎(ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬＢＫ)是临床最常见

的角膜炎之一ꎬ铜绿假单胞菌 ( ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａꎬ
ＰＡ)和金黄色葡萄球菌(ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎬＳＡＵ)是 ＢＫ
的常见病原菌[１－３]ꎬ可极具破坏性地造成角膜组织损伤ꎬ
并且易导致角膜瘢痕形成和角膜新生血管形成等后遗症
出现ꎬ造成视力永久性损伤ꎮ 因此研究其发病机制ꎬ开发
有效药物就显得尤为重要ꎮ 白介素－１７( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１７ꎬ
ＩＬ－１７)是抵抗多种微生物ꎬ尤其是细胞外细菌和真菌的
关键因子[４]ꎮ 多项临床及基础研究表明 ＩＬ－１７ 参与了角
膜炎的发生发展ꎬ但 ＩＬ－１７ 在角膜炎症反应中发挥保护作
用还是破坏作用取决于感染的病原微生物和宿主的类
型[５－６]ꎮ 建立稳定、具有代表性的动物模型ꎬ可以加快基
础研究发展的速度ꎮ 本研究采用近年来研究眼科疾病新
兴的实验动物树鼩(ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ)构建铜绿假单胞菌和金黄
色葡萄球菌性角膜炎动物模型ꎬ并关注 ＩＬ－１７ 在树鼩角膜
炎模型发生发展中的表达情况ꎬ初步探讨 ＩＬ－１７ 在 ＢＫ 感
染免疫中的作用ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 健康树鼩 ６~１２ 月龄 ７２ 只ꎬ雌雄兼用ꎬ体
质量 １２０±１０ｇꎬ由昆明医科大学实验动物学部提供[ＳＣＸＫ
(滇)Ｋ２０２０－０００４]ꎬ动物实验地点为昆明医科大学实验室
[ＳＹＸＫ(滇)Ｋ２０２０－０００６]ꎬ所有操作符合昆明医科大学实
验动物伦理学要求[伦理审批号:ＫＭＭＵ２０２０１７５]ꎮ
１.１.２ 实验菌株　 铜绿假单胞菌标准菌株(ＡＴＣＣ２７８５３)、
金黄色葡萄球菌标准菌株(ＡＴＣＣ２９５２３)由云南大学附属
医院检验科提供ꎬ购于美国 ＡＴＣＣ 公司ꎮ
１.１. ３ 试剂与仪器 　 胰酪大豆胨液体培养基 ( ＴＳＢꎻ
Ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ北京)ꎬ胰蛋白胨大豆琼脂培养基(ＴＳＡꎻＳｏｌａｒｂｉｏꎬ
北京)ꎬ冷冻高速离心机 (Ｈｅｒａｅｕｓꎬ德国)ꎬ前段照相仪
(Ｔｏｐｃｏｎꎬ日本)ꎬ共焦激光角膜显微镜(ＨＲＴꎬ德国)ꎮ
１.２方法
１.２.１细菌悬液制备　 将活化后 ＰＡ、ＳＡＵ 标准菌株接种于
ＴＳＡ 平板ꎬ置于 ３７℃培养箱中避光培养 ２４~４８ｈꎬ分别挑取
ＰＡ、ＳＡＵ 单菌落至 ＴＳＢ 培养液中ꎬ置于 ３７℃ 恒温摇床ꎬ
１８０ｒ / ｍｉｎ 转速下ꎬ振荡培养 ２４ｈꎮ 取菌悬液在室温下ꎬ以
７ ５００ｒ / ｍｉｎ转速ꎬ离心 ５ｍｉｎꎬ弃上清并用 ＰＢＳ 重悬ꎬ用细菌
计数板计数ꎬ调节菌浓度至 １×１０９ＣＦＵ / ｍＬꎮ
１.２.２动物模型的建立　 均选取树鼩右眼作为实验眼ꎬ并
在实验前检查ꎬ证实无眼前节疾病ꎮ ７２ 眼随机分为 ３ 组ꎬ
ＰＡ 组、ＳＡＵ 组和生理盐水对照组ꎬ每组各 ２４ 眼ꎮ 模型组
树鼩使用 ３％戊巴比妥钠(２ｍＬ / ｋｇ)腹腔注射麻醉后ꎬ碘伏
常规消毒术眼 ３ 遍ꎬ铺一次性洞巾ꎬ盐酸奥布卡因眼液点
术眼ꎬ行表面麻醉ꎮ 待麻醉生效后ꎬ使用 ５ｍｍ 环钻定位于
角膜中央ꎬ轻压环钻ꎬ在角膜表面形成压痕ꎬ在压痕内使用
３０Ｇ 针头在角膜表面制造“＃”字型划痕ꎮ 分别吸取 ５μＬ

ＰＡ 菌悬液和 ＳＡＵ 菌悬液(１×１０９ＣＦＵ / ｍＬ)滴于划痕处ꎬ待
角膜表面菌液稍干燥后ꎬ覆盖制备好的隐形眼镜于角膜表
面ꎮ 使用 ５－０ 丝线缝合睑缘ꎮ 对照组操作步骤中除将滴
加菌悬液 ５μＬ 改为等量生理盐水外ꎬ其余步骤同模型组ꎮ
术后 ２４ｈ 拆除缝线ꎬ观察造模情况ꎮ
１.２.３感染症状观察　 使用眼科裂隙灯行前段检查ꎬ观察
感染症状ꎮ 使用眼表活体共焦显微镜观察角膜组织炎症
细胞浸润情况ꎮ 观察时间点为:接种细菌后第 １、 ４、
７、１４ｄꎮ
１.２.４组织病理学检查　 在接种细菌后第 １、４、７、１４ｄ 随机
选取模型组和对照组树鼩ꎬ每组每个时间点过量麻醉处死
３ 只树鼩ꎬ在无菌环境下摘取角膜ꎬ制作石蜡切片ꎮ 行苏
木素－伊红(ＨＥ)染色后ꎬ观察角膜组织的病理改变ꎮ
１.２.５感染菌鉴定　 将成功感染的树鼩麻醉ꎬ用无菌手术
刀片刮取病灶周围组织ꎬ细菌培养后使用 ＣＴＡＢ 法[７]对细
菌 ＤＮＡ 提取ꎬ进行 ＤＮＡ 扩增测序后鉴定感染菌种ꎬ确定
角膜炎模型是否建立成功ꎮ
１.２.６检测 ＩＬ－１７在树鼩 ＢＫ模型中的表达　 造模后第 １、
４、７、１４ｄ 各时间点对模型组和对照组树鼩角膜进行取材ꎬ
每个时间点每组处死 ３ 只树鼩ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测
ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 相对表达量ꎬＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ－１７ 蛋白表达ꎮ
树鼩 ＩＬ－１７ 及内参 ＧＡＰＤＨ 基因引物序列见表 １ꎮ

统计学分析:采用软件 ＳＰＳＳ２４.０ 进行分析ꎬ计量资料

符合正态分布ꎬ采用 ｘ±ｓ 表达ꎬ多组间比较采用单因素方
差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差
异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ 裂隙灯检查结果 　 对照组树鼩在角膜损伤后可看见
划痕处角膜上皮缺损ꎬ并未见炎症反应ꎮ 第 ７ｄ 时上皮已
完全再生ꎬ角膜完全恢复透明ꎮ 模型组树鼩在裂隙灯下观
察ꎬ感染 １ｄ 后已出现角膜水肿、炎性渗出及基质混浊ꎮ 感
染 ４ｄ 后ꎬ角膜浸润加重ꎬ范围扩大至全角膜ꎮ 感染 ７ｄ 后ꎬ
周围角膜水肿较前减轻ꎬ病灶逐渐局限ꎬ脓性分泌减少ꎮ
感染 １４ｄ 后ꎬ炎症进一步减轻ꎬ角膜上皮逐渐修复ꎬ周围角
膜开始恢复透明(图 １)ꎮ
２.２共聚焦显微镜检查结果　 共聚焦检查结果显示ꎬ对照
组树鼩角膜仅有上皮组织结构稍有改变ꎬ基质层及内皮层
组织结构完整ꎬ细胞形态正常ꎮ 第 ７ｄ 时上皮缺损已完全
修复ꎮ 在共聚焦显微镜下ꎬ模型组树鼩角膜感染后 １ｄꎬ角
膜上皮可见炎性细胞浸润ꎬ结构不清ꎮ 感染后 ４ｄꎬ基质层
可见大量的炎症细胞聚集ꎬ形成块状的高反光区坏死区
域ꎮ 感染后 ７ｄꎬ炎症细胞浸润减轻ꎬ高反光区域减少ꎮ
１４ｄ 时角膜上皮开始进行修复ꎬ仅见少量的炎症细胞反光
影ꎬ可重见角膜上皮细胞(图 ２)ꎮ
２.３组织病理学检查结果　 对照组树鼩在角膜损伤后 １ｄꎬ
可在划痕损伤部位见角膜上皮脱落ꎮ 损伤后第 ４ｄꎬ角膜
逐渐修复ꎬ仍可看见划痕部分的上皮细胞缺损ꎮ 第 ７ｄꎬ角
膜上皮层已趋于平整ꎬ但上皮细胞仅生长 １ ~ ２ 层ꎮ 第
１４ｄꎬ在 ＨＥ 染色下可见角膜上皮具有完整的结构和正常
的细胞形态ꎬ角膜各层连接紧密ꎮ 模型组树鼩感染后 １ｄ
的角膜组织 ＨＥ 染色可见角膜上皮缺如ꎬ炎症细胞募集于
角膜基质ꎮ 感染后 ４ｄꎬ基质层炎症细胞有更广范围的浸
润ꎬ以中性粒细胞为主ꎬ并且角膜组织肿胀明显ꎬＳＡＵ 组树
鼩角膜甚至出现纤维素性渗出、细胞坏死ꎬ形成溃疡灶ꎮ
感染后 ７ｄꎬ炎症细胞的数量已减少ꎬ角膜上皮开始生长修
复ꎮ 感染后 １４ｄ 角膜上皮基本修复ꎬ但基质内仍有少量炎
症细胞和坏死组织ꎬ且易形成瘢痕(图 ３)ꎮ

３２
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图 １　 裂隙灯检查结果(×１６)　 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别为对照组树鼩角膜损伤后 １、４、７、１４ｄ 的前段照相图片ꎻＥ、Ｆ、Ｇ、Ｈ 分别为 ＰＡ 组树鼩感
染后 １、４、７、１４ｄ 的前段照相图片ꎻＩ、Ｊ、Ｋ、Ｌ 分别为 ＳＡＵ 组树鼩感染后 １、４、７、１４ｄ 的前段照相图片ꎮ

图 ２　 角膜组织活体共聚焦检查(×８００) 　 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别为对照组树鼩角膜损伤后 １、４、７、１４ｄ 共聚焦显微镜下的表现ꎻＥ、Ｆ、Ｇ、Ｈ 分
别为 ＰＡ 组树鼩角膜感染后 １、４、７、１４ｄ 共聚焦显微镜下的表现ꎻＩ、Ｊ、Ｋ、Ｌ 分别为 ＳＡＵ 组树鼩角膜感染后 １、４、７、１４ｄ 共聚焦显微镜下
的表现ꎮ
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图 ３　 角膜病理切片 　 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别为对照组树鼩角膜损伤后 １、４、７、１４ｄ 的 ＨＥ 染色结果ꎻＥ、Ｆ、Ｇ、Ｈ 分别为 ＰＡ 组树鼩角膜感染后
１、４、７、１４ｄ 的 ＨＥ 染色结果ꎻＩ、Ｊ、Ｋ、Ｌ 分别为 ＳＡＵ 组树鼩角膜感染后 １、４、７、１４ｄ 的 ＨＥ 染色结果ꎮ

图 ４　 模型组测序样本的基因系统发育树　 Ａ:ＰＡ 组ꎻＢ:ＳＡＵ 组ꎮ

表 １　 引物序列

检测因子 引物探针 引物序列 产物大小(ｂｐ)
ＩＬ－１７ ＩＬ－１７－Ｆ ＧＡＧＧＡＣＡＧＧＡＡＣＴＴＣＣＣＣＣＡ １９８

ＩＬ－１７－Ｒ ＣＣＣＴＴＣＡＧＣＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧＣ
ＧＡＰＤＨ ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＧＡＴＣＣＣＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡＡＡ １６６

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＴＣＡＣＧＣＣＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣＡ

２.４ 菌种鉴定 　 模型组树鼩角膜组织进行细菌培养后提
取 ＤＮＡ 并进行扩增测序ꎮ 将测序样本的 ＤＮＡ 与 ＮＣＢＩ 数
据库中 ＤＮＡ 序列进行比对ꎬ并使用 ＭＥＧＡ７ 软件构建基因
系统发育树ꎮ 比对结果显示 ＰＡ 组测序样本属于假单胞
杆菌属ꎬ与 ＰＡ 的同源性为 １００％(图 ４Ａ)ꎬＳＡＵ 组建立的
系统发育树也证实了该菌与 ＳＡＵ 的 ＤＮＡ 有 １００％的相似
性(图 ４Ｂ)ꎮ ＤＮＡ 鉴定结果表明 ＰＡ 模型组和 ＳＡＵ 模型
组树鼩感染的病原微生物与所接种的菌种一致ꎮ
２.５感染成功率　 ＰＡ 组 ２４ 只实验眼仅有 １ 眼未出现角膜
炎症临床表现ꎬ并且刮取角膜组织未见微生物生长ꎬ其余
２３ 只实验眼均可见 ＰＡ 感染病灶ꎬ造模成功率为 ９６％ꎮ
ＳＡＵ 组所有实验眼均可观察到明显的角膜感染症状ꎬ造
模成功率为 １００％ꎮ

２.６ ＩＬ－１７在树鼩 ＢＫ模型中的表达　 ＱＰＣＲ 结果表明ꎬ对
照组各时间点 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 相对表达量未见明显变化ꎬ差
异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 感染后第 １ｄꎬＳＡＵ 组和 ＰＡ
组的 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 表达增强ꎬ与对照组相比差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 第 ４ｄꎬ两个模型组的 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 表
达明显增强ꎬ与对照组相比差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０.０１)ꎮ 感染后第 ７ｄꎬＳＡＵ 组和 ＰＡ 组的表达量较前减少
(Ｐ<０.０１)ꎬ到 １４ｄ 时继续降低ꎬ降至与感染初期水平相
似ꎬ与对照组相比差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 比较
相同时间点 ＳＡＵ 组与 ＰＡ 组角膜 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 的表达量ꎬ
除了感染后第 ４ｄ ＳＡＵ 组的表达量高于 ＰＡ 组ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ其余各时间点两组间的差异均无统
计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ＳＡＵ 组内各时间点两两比较ꎬ除了
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表 ２　 三组树鼩不同时间点角膜 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ相对表达量 ｘ±ｓ
组别 感染后 １ｄ 感染后 ４ｄ 感染后 ７ｄ 感染后 １４ｄ
ＰＡ 组 ３.２６±０.５０ １５.６３±５.１２ ５.６５±２.８１ ２.７９±１.３２
ＳＡＵ 组 ２.６７±１.０３ ２８.３０±３.２５ ７.９４±１.４１ ３.２１±１.５０
对照组 １.６９±０.５７ １.０７±０.４２ ０.７５±０.３０ ０.３５±１.２３

图 ５　 不同组别树鼩角膜 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 的表达　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 对
照组 １ｄꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 对照组 ４ｄꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ 对照组 ７ｄꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ
对照组 １４ｄꎻｊ Ｐ < ０. ０１ ｖｓ ＳＡＵ 组 ４ｄꎻｌ Ｐ < ０. ０１ ｖｓ ＳＡＵ 组 ７ｄꎻ
ｎＰ<０.０１ ｖｓ ＰＡ 组 ４ｄꎮ

第 １、１４ｄ ＩＬ － １７ｍＲＮＡ 表达量差异无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎬ其余各时间点间的差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０.０１)ꎮ ＰＡ 组ꎬ除第 ４ｄ 所呈现的较高的 ＩＬ－１７ ｍＲＮＡ 表
达量与第 １、７、１４ｄ 有显著差异(Ｐ<０.０１)ꎬ其余各时间点
间的差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ５ꎮ

ＥＬＩＳＡ 检测的 ＳＡＵ 组和 ＰＡ 组角膜 ＩＬ－１７ 蛋白浓度
变化趋势一致ꎬ感染后 １ｄꎬＩＬ－１７ 蛋白表达升高ꎬ感染后第
４ｄ 达到高峰ꎬ随后表达量降低ꎬ整个病程中ꎬ两个模型组
ＩＬ－１７ 蛋白浓度均明显高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ相同时间点
ＳＡＵ 组与 ＰＡ 组角膜 ＩＬ－１７ 蛋白浓度间的差异均无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ＳＡＵ 组内各时间点两两比较ꎬ除了第
１、７ｄ ＩＬ－１７ 蛋白浓度差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ其余
各时间点间的差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ ＰＡ 组内
各时间点两两比较与 ＳＡＵ 组相似ꎬ除了第 １、７ｄ ＩＬ－１７ 蛋
白浓度差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ其余各时间点间的
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ３ꎬ图 ６ꎮ
３讨论

目前用于研究角膜炎的动物模型种类较多ꎬ但寻找一
种生理病理状态更接近人类的实验动物ꎬ对于研究角膜炎
发病机制、治疗靶点和药物研究则更有意义[８]ꎮ 树鼩与人
的亲缘关系较近ꎬ并且角膜组织结构完整ꎬ各层在角膜总
厚度的占比也与人类非常相似[９]ꎬ研究角膜疾病比兔和鼠
更具有优势ꎬ是建立角膜炎的理想动物模型[１０－１１]ꎮ 目前
已有学者利用树鼩成功建立了真菌性和病毒性角膜炎模
型[１２－１４]ꎬ但至今未见有细菌性的树鼩角膜炎动物模型ꎮ
本实验选择细菌性角膜炎中较为常见且破坏性强的 ＰＡ
和 ＳＡＵ 作为感染菌株ꎬ树鼩作为造模动物构建细菌性角
膜炎模型ꎮ

本次研究两个模型组成功感染的树鼩中除了 ＳＡＵ 组
有 １ 眼出现了角膜穿孔ꎬＰＡ 组有 １ 眼未感染成功ꎬ其余的
都呈现完整的病程发展和转归ꎮ 感染后的临床表现与活
体共聚焦显微镜检查、病理组织学结果相符ꎮ ＳＡＵ 组和 ＰＡ
组虽然在临床表现上稍有不同ꎬ但是总体趋势相同ꎮ 感染
后 １ｄ 的树鼩呈现出角膜水肿ꎬ浅基质层有炎性浸润ꎮ 随

表 ３　 三组树鼩不同时间点角膜 ＩＬ－１７ 蛋白表达量

(ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
组别 感染后 １ｄ 感染后 ４ｄ 感染后 ７ｄ 感染后 １４ｄ
ＰＡ 组 ２５.４０±２.７９ ４１.４２±４.４５ ２０.３８±１.７３ １６.８３±１.７０
ＳＡＵ 组 ２３.４１±２.４０ ４０.２０±３.２２ ２１.８１±２.６５ １８.４８±２.０５
对照组 １１.４０±１.００ ８.２２±１.０３ ８.０８±０.９１ ７.０１±０.７９

图 ６　 不同组别树鼩角膜 ＩＬ－１７ 蛋白的表达量　 ａＰ<０.０１ ｖｓ 对
照组 １ｄꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 对照组 ４ｄꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ 对照组 ７ｄꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ
对照组 １４ｄꎻｊＰ<０.０１ ｖｓ ＳＡＵ 组 ４ｄꎻｌＰ<０.０１ ｖｓ ＳＡＵ 组 １４ｄꎻｎＰ<
０.０１ ｖｓ ＰＡ 组 ４ｄꎻｐＰ<０.０１ ｖｓ ＰＡ 组 １４ｄꎮ

后炎症反应逐渐增强ꎬ感染第 ４ｄ 病情最为严重ꎬ角膜混浊
加重ꎬ炎性渗出增多ꎬ共聚焦显微镜检查可见大量炎症细
胞聚集ꎬ角膜结构被破坏ꎬ病理切片结果表明角膜组织肿
胀明显ꎬ炎细胞浸润至全基质层ꎮ 树鼩感染 ７ｄ 时ꎬ角膜炎
症反应开始消退ꎬ炎症细胞减少ꎬ角膜上皮从周围向中央
快速进行重构ꎬ第 １４ｄ 角膜大部分已逐渐透明ꎬ可见虹膜
和瞳孔ꎬＨＥ 染色可见角膜上皮已基本修复ꎬ共聚焦显微
镜检查也重见角膜组织结构ꎮ 从病理切片中观察到ꎬ树鼩
细菌性角膜炎发生时ꎬ炎性细胞主要以中性粒细胞为主ꎬ
其中第 ４ｄ 为炎症高峰期ꎬ中性粒细胞数量最多ꎬ且聚集于
变性坏死组织周围ꎬ与临床表现相符ꎮ 这与树鼩真菌性角
膜炎的情况类似[１２ꎬ１５]ꎬ但不同的是ꎬ树鼩角膜感染镰刀菌
后期可见单核细胞及巨噬细胞ꎬ而在本研究中ꎬ模型组整
个病程都为中性粒细胞浸润ꎬ即使进入愈合期ꎬ也少见单
核细胞和巨噬细胞ꎮ 这可能是树鼩对真菌和细菌的易感
性不同ꎬ启动的免疫机制有所不同或启动时间存在差异ꎮ

ＩＬ－１７ 是固有免疫和适应性免疫之间的桥梁[１６]ꎬ可发
挥多种作用ꎮ 在 Ｔａｙｌｏｒ 等[５]的研究中ꎬ小鼠真菌性角膜炎
的保护性免疫与 ＩＬ－１７ 有关ꎮ 小鼠感染曲霉菌和镰刀菌
４８ｈ 后ꎬ角膜感染临床表现最为严重ꎬＥＬＩＳＡ 结果也显示
ＩＬ－１７ 在感染后 ４８ｈ 表达量最高ꎬ后续实验中ꎬ采用抗
ＩＬ－１７治疗的小鼠角膜未检测出 ＩＬ－１７ꎬ并且角膜混浊比
未接种中和抗体的小鼠更为严重ꎮ 然而 Ｍｅ 等[１７] 和 Ｄｅ
Ｗｉｎｔｅｒ 等[１８]的研究都证明在小鼠铜绿假单胞菌性角膜炎
模型中ꎬ在炎症高峰对 ＩＬ－１７ 进行阻断ꎬ角膜病理损伤可
减轻ꎬ中性粒细胞浸润和细菌负荷量减少ꎬ证明了 ＩＬ－１７
发挥了病理作用ꎮ 在我们的研究中ꎬＩＬ－１７ 的表达水平与
树鼩角膜感染严重程度呈正相关ꎬ这一表达趋势与小鼠细
菌和真菌性角膜炎的相关研究相似ꎮ 但 ＩＬ－１７ 在树鼩 ＢＫ
中介导组织损伤还是保护性免疫无法确定ꎮ 在本实验中
ＩＬ－１７的表达在 ＰＡ 和 ＳＡＵ 组均无统计学意义ꎮ 即在我们
的实验条件下ꎬ树鼩角膜感染 ＳＡＵ 和 ＰＡ 后ꎬＩＬ－１７ 在 ＢＫ
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的发生发展所起的作用可能具有相似性ꎬ为探讨 ＩＬ－１７ 在
ＢＫ 中所起的具体作用提供了理论依据ꎮ

本实验的不足之处在于虽然 ＳＡＵ 组和 ＰＡ 组成功感
染的树鼩到观察终点病情都趋于好转ꎬ但观察期太短ꎬ在
后续实验中可延长观察时间ꎬ以期能更好地观察完整的病
程ꎮ 并且仅研究了 ＩＬ－１７ 在树鼩 ＢＫ 中的表达情况ꎬ下一
阶段可进一步研究 ＩＬ－１７ 的细胞来源及 ＩＬ－１７ 参与树鼩
ＢＫ 的具体作用机制ꎮ

本研究发现树鼩对 ＰＡ、ＳＡＵ 易感ꎬ在未使用免疫抑制
剂的情况下ꎬ仅使用划痕法即可建立高感染率的角膜炎模
型ꎮ 该模型建立方法难度适中ꎬ具有较高可重复性ꎬ是开
展铜绿假单胞菌性角膜炎和金黄色葡萄球菌性角膜炎基
础研究的良好模型ꎮ 与此同时ꎬＩＬ－１７ 参与树鼩金黄色葡
萄球菌和铜绿假单胞菌性角膜炎发生发展的过程ꎮ 但还
需明确 ＩＬ－１７ 在树鼩角膜抗菌免疫中所起其具体作用是
快速启动炎症反应清除细菌控制感染ꎬ还是放大炎症效
应ꎬ造成组织感染ꎮ
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