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摘要
目的:基于 ５－ＨＴ / ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５ 探讨抑郁相关干眼大鼠
泪液分泌减少的机制ꎮ
方法:健康雄性 ＳＤ 大鼠用慢性不可预见性温和刺激
(ＣＵＭＳ)构造抑郁模型后ꎬ筛选出抑郁相关干眼大鼠 ８
只ꎬ空白组为空白大鼠 ８ 只ꎬＥＬＩＳＡ 法比较两组大鼠血清
和海马组织 ５－ＨＴꎬ观察泪腺 ＨＥ 切片和 ＡＱＰ５ 免疫组化ꎬ
并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ－ＰＣＲ 检测两组泪腺中５－ＨＴ３Ｒ、
ＴＲＰＶ４ 和 ＡＱＰ５ 表达ꎮ
结果:抑郁相关干眼组泪液分泌明显减少(Ｐ ＝ ０.００１)ꎬ血
清和海马 ５－ＨＴ 水平明显下降(均 Ｐ<０.０５)ꎬ泪腺 ＡＱＰ５ 抗
体免疫组化阳性率明显低于空白组(Ｐ<０.００１)ꎬ同时泪腺
中 ５－ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４ 和 ＡＱＰ５ 蛋白和基因表达明显下降
(均 Ｐ<０.０５)ꎬ并且泪腺组织切片未见明显炎性细胞ꎮ
结论:抑郁相关干眼的发生可能与非炎性的 ５ － ＨＴ /
ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５ 机制有关ꎮ
关键词:抑郁相关干眼ꎻ泪液分泌ꎻ５－ＨＴ / ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２５.３.０６

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ ｄｒｙ ｅｙｅ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ５－ＨＴ / ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５

Ｙａｎｇ Ｙｉｎｇꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊｉａｚｈｉꎬ Ｊｉ ＨｕｉｊｉｅꎬＤｉｎｇ Ｙｕａｎｃｈｅｎꎬ
Ｇａｏ Ｗｅｉｐｉｎｇ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( Ｎｏ.
ＱＮ２０２３１５)ꎻ Ｈｏｓｐｉｔａｌ － ｌｅｖｅｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄｓ ｏｆ
Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ (Ｎｏ.Ｙ２２０５６)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２９ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｇａｏ Ｗｅｉｐｉｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ

Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２９ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ２６０７９０＠ ｎｊｕｃｍ.ｅｄｕ.ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２４－０６－２１　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２５－０２－０５

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｅａｒ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ － ｒｅｌａｔｅｄ ｄｒｙ ｅｙｅ ｒａｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
５－ＨＴ / ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ｈｅａｌｔｈｙ ＳＤ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ( ＣＵＭＳ ) ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍｏｄｅｌ (ｎ ＝ ８)ꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｂｌａｎｋ ｒａｔｓ (ｎ ＝ ８) . Ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ５ － ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ
(５－ＨＴ) ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＥ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ａｎｄ ＡＱＰ５
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ
ＲＴ－ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５－ＨＴ３Ｒꎬ
ＴＲＰＶ４ ａｎｄ ＡＱＰ５ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ:Ｔｈｅ ｔｅａｒ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ－ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ ＝ ０. ００１)ꎬ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ
ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ５－ＨＴ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ
(ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＱＰ５ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０. ００１)ꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５ －ＨＴ３Ｒꎬ ＴＲＰＶ４ ａｎｄ ＡＱＰ５ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｃｒｉｍａｌ
ｇｌａｎｄ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎬ ａｎｄ ｎｏ
ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｃｒｉｍａｌ
ｇｌａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ － ｒｅｌａｔｅｄ ｄｒｙ ｅｙｅ ｍａｙ ｏｃｃｕｒ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｎｏｎ － ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ５ － ＨＴ / ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ ｄｒｙ ｅｙｅꎻ ｔｅａｒ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎻ
５－ＨＴ / ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＺꎬ Ｊｉ ＨＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ－ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｒｙ ｅｙｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ５ －ＨＴ / ＴＲＰＶ４ / ＡＱＰ５. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２５ꎬ２５(３):３７２－３７７.

０引言
在如今的生活节奏和压力下ꎬ干眼和精神情绪的问题

也越来越凸显ꎮ 临床流行病学显示ꎬ抑郁患者容易发生干
眼[１－３]ꎬ发病率可高达 ６０％ [４]ꎮ 抑郁相关干眼已得到了国
内专家们的重视[５]ꎬ但机制目前还未明确ꎮ 抑郁和干眼这
两个看似复杂又毫无联系的疾病如何产生关联? 可能通
过某种相互联系的病理生理机制ꎮ 有研究[６] 认为木犀草
素可以通过调控 Ｓｉｒｔ１ / ＮＦ－κＢ / ＮＬＲＰ３ 炎症通路治疗抑郁
合并干眼ꎬ提示炎症通路是抑郁合并干眼发生的可能机
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制ꎮ 然而申请人前期进行抑郁相关干眼大鼠造模后ꎬ角
膜、结膜、泪腺组织都未见明显的炎性细胞ꎮ Ｗａｎｇ 等[７]对
干眼模型兔泪腺进行 ＰＲＶ 逆行示踪研究发现ꎬ泪液分泌
和神经通路密切相关ꎮ 那么对于抑郁相关干眼这样一个
精神障碍相关的干眼疾病是否存在神经递质调节和泪液
分泌的联动机制? 除了传统的胆碱能受体ꎬ泪腺腺泡细胞
上还存在 ５－羟色胺(５－ＨＴ)受体、表皮生长因子受体、雄
激素受体、血管紧张素受体等ꎮ 在动物模型中ꎬ外周血
５－ＨＴ可通过泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ 受体促进 Ｃａ２＋内流ꎬ激活钙浓
度依赖的水通道蛋白 ＡＱＰ５(ａｑｕａｐｏｒｉｎ ５)发挥对泪液分泌
的调节作用[８]ꎬ同时 ５－ＨＴ 受体也可促发 ＴＲＰＶ４( ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ４)通道[９]ꎮ 唾液腺、泪
腺等外分泌腺体细胞膜均可检测到 ＴＲＰＶ４ 蛋白ꎬ可通过
介导 Ｃａ２＋内流从而激活钙浓度依赖的 ＡＱＰ５ 水通道ꎬ促进
体液分泌[１０]ꎮ 本研究通过慢性不可预见性温和刺激
(ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬＣＵＭＳ)造模[１１]筛选抑郁
相关干眼大鼠ꎬ检测模型组和空白组血清和海马 ５－ＨＴ 水
平ꎬ并对比两组泪腺形态和泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４、ＡＱＰ５
基因蛋白表达ꎬ从神经递质与泪液分泌关联的角度进一步
探讨抑郁相关干眼泪液分泌减少的机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 手持式裂隙灯(苏州六六仪器厂)ꎬ酚红棉线和
荧光染色试纸(天津晶明技术有限公司)ꎬ兔抗 ＡＱＰ５、５－
ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４ 抗体(北京博奥森生物有限公司)ꎬＥＬＩＳＡ
试剂盒(武汉伊莱瑞特生物有限公司)ꎮ 健康雄性 ＳＤ 大
鼠ꎬ体质量 ２００±１０ｇꎬ购于南通大学实验动物中心ꎬ许可证
号:ＳＣＸＫ(苏)２０１９－０００１ꎮ 本研究动物处理遵循«实验动
物管理条例»(２０１７ 修订版)的规定ꎬ符合伦理学标准ꎬ且
本实验方案经南京中医药大学附属医院伦理委员会批准
(批准号:２０２３ＤＷ－０１９－０１)ꎮ
１.２方法
１.２.１实验动物与分组　 大鼠购入后ꎬ适应性饲养 １ ｗｋꎬ自
由摄食饮水ꎮ 明暗光照各 １２ ｈꎬ室温 ２２±２ ℃ꎬ相对湿度
５０％－６０％ꎬ大鼠适应性饲养 １ ｗｋ 后进行旷场实验行为学
评分ꎬ取评分相近的大鼠随机分为空白组 ８ 只和抑郁组
１２ 只ꎬ考虑到干眼的筛选率抑郁组适当增多ꎮ 空白组不
予任何干预ꎻ抑郁组大鼠每天实施 ２ 种慢性、温和、不可预
知的刺激ꎬ选择以下干预措施中的 ２ 种:包括倾斜鼠笼
(６ ｈ)、夹尾 ( １ ｍｉｎ)、束缚 ( ３ ｈ)、禁水 ( ２４ ｈ)、禁食
(２４ ｈ)、昼夜颠倒、潮湿垫料(２４ ｈ)等ꎬ所有刺激随机安排
并尽量保证不在同一时间点进行ꎬ使大鼠不能预料下一刺
激的发生ꎬ每周每种刺激使用不超过 ２ 次ꎮ 造模 ４ ｗｋ 后
与空白组相比ꎬ抑郁大鼠体质量明显减轻ꎬ旷场活动相对
静止ꎬ糖水消耗比例降低则造模成功ꎮ 根据酚红棉线测试
泪流量小于 ７ ｍｍ[１２]ꎬ筛选出抑郁相关干眼大鼠 ８ 只为抑
郁相关干眼组ꎬ相同的造模方法已发表[１３]ꎮ
１.２.２抑郁行为学观察　 体质量变化:比较抑郁组和空白
组的体质量差别ꎬ抑郁组体质量增长低于空白组ꎮ 旷场实
验:实验装置由旷场反应箱和数据自动采集和处理系统两
部分组成ꎮ 根据 Ｓｍａｒｔ ｖ３.０－Ｐａｎｌａｂ 软件记录大鼠活动轨
迹ꎬ分析中央静止时间、四周静止时间、总路程等数据进行
行为学评价ꎮ 糖水偏好实验:大鼠造模前先进行糖水偏好
训练ꎬ训练结束后进行造模前的第一次糖水偏爱百分比测
定ꎮ 每次测定前大鼠禁食禁水 １８ ｈꎬ每只大鼠给予 ２ 个已
称重(初重)的饮水瓶(１ 瓶 １％蔗糖水ꎬ１ 瓶白水)ꎬ计算大

鼠的糖水消耗量ꎬ以糖水偏爱百分比作为评价指标ꎬ模型
大鼠糖水消耗百分比下降ꎮ 糖水偏爱百分比 ＝糖水消耗 /
(糖水＋纯水消耗)ꎮ
１.２.３干眼指标检测　 酚红棉线试验:用显微镊夹持酚红
棉线置于大鼠双眼下睑近外眦处ꎬ２０ ｓ 后取出测量酚红棉
线浸润的长度[１４]ꎮ 泪膜破裂时间(ｂｒｅａｋ ｕｐ ｔｉｍｅꎬＢＵＴ):
滴 ２％荧光素钠于下穹窿部ꎬ在裂隙灯下观察ꎬ记录第一
个角膜干燥斑出现时所用时间ꎮ 角膜荧光素钠染色
(ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎꎬＦＬ):将染色滤纸条湿润后轻点下眼睑穹窿
部ꎬ眨眼数次ꎬ让其弥散分布ꎮ 角膜病变划分法ꎬ裂隙灯下
观察ꎬ过角膜中心做垂直和水平两条线将角膜划分为四等
分ꎬ每一等分 ０－３ 分ꎬ０ 分不染色ꎬ１ 分为 ３０ 个以下点染ꎬ
２ 分为 ３０ 个以上点染但未融合成片ꎬ３ 分为块状染色ꎬ最
后将各等分的分数相加[１５]ꎮ
１.２.４血清和海马 ＥＬＩＳＡ检测　 严格参照说明书操作ꎬ反
应终止后ꎬ酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值(ＯＤ 值)ꎬ根
据试剂盒提供的标准品浓度及测定的 ＯＤ 值作标准曲线ꎬ
计算各组样本浓度ꎬ每个样本均设置 ２ 个复孔ꎬ取均值统
计数据ꎮ
１.２.５光学显微镜观察　 大鼠过量麻醉处死后立即取部分
角膜、结膜和泪腺组织在多聚甲醛溶液中固定 ２４ ｈꎬ石蜡
包埋切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学显微镜下观察ꎮ
１.２.６泪腺免疫组化　 选取泪腺组织的冰冻切片ꎬ室温放
置 ３０ ｍｉｎꎬ入 ４％多聚甲醛室温固定 １５ ｍｉｎꎬ３％ Ｈ２Ｏ２孵育
１０ ｍｉｎꎬ抗原修复ꎬ血清封闭ꎬ滴加一抗 ( ＡＱＰ５ 抗体:
１ ∶ ２００) ４ ℃ 孵 育 过 夜ꎻ 次 日 ＰＢＳ 漂 洗 后 滴 加 二 抗
(１ ∶ ５００)ꎬ室温避光孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳ 漂洗冲洗后 ＤＡＢ 显色ꎬ
苏木素复染ꎬ自来水充分冲洗ꎬ脱水、透明后封片观察ꎮ 每
张切片选取 ３ 个不同视野拍摄图像ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析图
像中棕色或深棕色免疫阳性区域ꎮ
１.２.７泪腺组织 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 组织加入裂解混合液
２００ μＬ 冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ离心取上清液ꎬ配制浓缩胶及
分离胶、每孔 １５ μＬ 上样、电泳、转膜ꎬ５％ ＢＳＡ 室温封闭
２ ｈꎮ 一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ二抗室温孵育 ２ ｈꎬ显色、曝光随
后显影、定影ꎮ β－ａｃｔｉｎ 作为一抗对照ꎮ 光密度扫描半定
量分析显影条带ꎬ目的条带和 β－ａｃｔｉｎ 信号面积之比评定
其蛋白水平ꎮ
１.２.８泪腺组织 ＲＴ－ＰＣＲ　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－ＰＣＲ)
取少量组织液氮速冻并存于 ＥＰ 管中ꎬ加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ测定各组总 ＲＮＡ 浓度及纯度ꎬ然后进行
反转录 ＰＣＲ 反应ꎬ最后用上述基因的特异引物进行定量
ＰＣＲ 来观察基因 ｍＲＮＡ 表达量的变化ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２６.０ 进行统计分析ꎬ符合正态

分布的定量资料采用平均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎮ 两组样
本均值之间的比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异具
有统计学意义ꎮ ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行图表制作ꎮ
２结果
２.１抑郁大鼠一般情况　 造模 ４ ｗｋ 后ꎬ肉眼观察抑郁大鼠
较空白组体型瘦薄、皮毛枯糙脏乱、神情慵懒、活动迟钝、
易被激惹ꎮ
２.２ 大鼠抑郁行为学比较 　 造模前两组大鼠体质量和糖
水偏好无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 造模结束后ꎬ抑郁组大鼠
体质量和糖水偏好显著低于空白组(Ｐ<０.０５ꎬ表 １)ꎬ旷场
实验中活动轨迹明显减少(Ｐ<０.０１ꎬ图 １)ꎬ提示造模成功ꎮ
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图 １　 抑郁组和空白组行为学比较　 Ａ:空白组旷场轨迹ꎻＢ:抑郁组旷场轨迹ꎻＣ:两组中央区轨迹持续时间比较ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白组ꎮ

表 １　 造模前后两组大鼠体质量和糖水偏好比较 ｘ±ｓ

分组 数量(只)
造模前

糖水偏好(％) 体质量(ｇ)
造模后

糖水偏好(％) 体质量(ｇ)
空白组 ８ ０.７１±０.１３ ２２２.００±４.３７ ０.７３±０.１９ ３７１.８９±１８.９６
抑郁组 １２ ０.７３±０.１８ ２２３.９０±３.９８ ０.４２±０.３０ ３２７.５６±１７.１６
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ －０.２５５ －０.９０９ ２.４６９ ４.９０３
Ｐ ０.８０３ ０.３７９ ０.０２７ <０.００１

２.３ 抑郁相关干眼组和空白组的干眼指标比较 　 造模前
两组泪流量、ＢＵＴ、ＦＬ 差异无统计学意义 (均 Ｐ > ０. ０５ꎬ
表 ２)ꎮ 造模后抑郁相关干眼组泪流量、ＢＵＴ 和 ＦＬ 与空白
组相比差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０５ꎬ表 ３)ꎮ
２.４抑郁相关干眼组和空白组血清和海马组织 ５－ＨＴ 比较
　 抑郁相关干眼组大鼠血清和海马 ５－ＨＴ 显著低于空白
组(均 Ｐ<０.０５ꎬ表 ４)ꎮ
２.５ 病理切片和免疫组化结果 　 抑郁相关干眼大鼠的角
膜、结膜和泪腺 ＨＥ 切片均未见明显炎症细胞浸润
(图 ２)ꎬ但是和空白组相比表现为泪腺空泡化ꎬ泪腺上皮
萎缩(图 ３)ꎮ 泪腺 ＡＱＰ５ 抗体免疫组化抑郁相关干眼组
阳性表达率显著降低(Ｐ<０.００１ꎬ图 ４)ꎮ
２.６泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４、ＡＱＰ５蛋白和基因表达　 与空
白组相比ꎬ抑郁相关干眼大鼠泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４、ＡＱＰ５
蛋白和基因表达显著减少(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ５、６ꎬ图 ５ꎮ
３讨论

抑郁相关干眼的发生已经引起广泛关注ꎬ但是现有的
研究多以临床观察为主ꎬ基础研究比较少ꎮ 本研究在
ＣＵＭＳ 造模的基础上ꎬ筛选出抑郁相关干眼的双病模型ꎬ
聚焦发病机制ꎬ将为此类患者的临床治疗提供更多依据ꎮ

西医认为抑郁的发病机制非常复杂ꎬ其发生发展涉及
遗传、神经生化、社会心理等因素ꎬ可能与 ５－ＨＴ 转运体、
脑源性神经营养因子、单胺氧化酶 Ａ 等基因位点有关[５]ꎮ
既往研究表明ꎬ抑郁患者 ５－ＨＴ 水平降低ꎬ本研究也得到
了一致结论ꎬ大鼠血清和海马的 ５－ＨＴ 水平均下降ꎮ 经典
抗抑郁药(ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ ｒｅｕｐｔａｋｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎬＳＳＲＩ)就是
通过抑制 ５－ＨＴ 再摄取从而升高 ５－ＨＴ 水平改善抑郁ꎬ缺
陷在于会破坏角膜上皮屏障ꎬ升高炎症因子表达ꎬ从而加
重干眼[１３]ꎮ 干眼的发病机制也很复杂ꎬ其核心机制是泪
液成分异常导致高渗、组织损伤[１６]ꎬ很多炎性机制和免疫
机制牵涉其中[１７]ꎬ主要分为脂质异常型、黏蛋白异常型和
水液缺乏型ꎮ 既然干眼是以炎症机制为主ꎬ那么抑郁相关
干眼会不会也是如此呢?

表 ２　 造模前两组大鼠干眼指标比较 ｘ±ｓ
分组 数量(只) 泪流量(ｍｍ) ＢＵＴ(ｓ) ＦＬ(分)
空白组 ８ ８.８８±０.８３ ５.３７±０.９２ ０.３８±０.５２
抑郁组 １２ ８.５８±１.１６ ５.００±１.２１ ０.３３±０.４９

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ０.６０９ ０.７４５ ０.１８２
Ｐ ０.５５０ ０.４６６ ０.８５８

表 ３　 造模后两组大鼠干眼指标比较 ｘ±ｓ
分组 数量(只) 泪流量(ｍｍ) ＢＵＴ(ｓ) ＦＬ(分)
空白组 ８ ８.００±２.０８ ６.４０±０.５２ ０.４０±０.５２
抑郁相关干眼组 ８ ４.２５±１.３１ ５.４５±０.８２ ２.７０±０.９５

　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ４.３１５ ２.７６７ －６.００７
Ｐ ０.００１ ０.０１５ <０.００１

表 ４　 两组大鼠血清和海马 ５－ＨＴ含量比较

(ｘ±ｓꎬｎｇ / ｍＬ)

分组 数量(只) 血清 海马

空白组 ８ １３４.６９±３０.０７ ３２.５５±２.８６
抑郁相关干眼组 ８ １０１.７０±２５.６６ ２３.２８±１.７９

　 　 　 　 　 　 　
ｔ ２.３６０ ７.７７１
Ｐ ０.０３３ <０.００１

　 　 多项研究发现ꎬ在抑郁相关干眼动物模型中泪液分泌
明显减少ꎬ因此本研究基于相对客观的酚红棉线实验进行
模型筛选ꎮ Ｘｉｅ 等[６ꎬ１４ꎬ１８] 在 ＣＵＭＳ 小鼠造模的同时增加了
风扇制造干燥环境ꎬ发现抑郁相关干眼小鼠角膜上皮缺损
面积较空白组明显增多ꎬ同时结膜杯状细胞减少ꎬ并分别
研究了木犀草素、柴胡皂苷、槲皮素这些中药单体通过调
控炎症通路恢复杯状细胞ꎬ促进泪液分泌减轻角膜损伤ꎬ
同时缓解抑郁症状ꎬ但未对泪液分泌的主要器官泪腺进行
观察ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１３]采用单纯的 ＣＵＭＳ 造模筛选干眼的方
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图 ２　 抑郁相关干眼组大鼠眼组织 ＨＥ切片 　 Ａ:角膜ꎻＢ:结膜ꎻＣ:泪腺ꎮ

图 ３　 两组大鼠泪腺 ＨＥ切片对比和两组泪腺 ＡＱＰ５ 免疫组化染色　 Ａ:空白组泪腺 ＨＥ 切片ꎻＢ:抑郁相关干眼组泪腺 ＨＥ 切片ꎻＣ:空
白组泪腺免疫组化染色ꎻＤ:抑郁相关干眼组泪腺免疫组化染色ꎻ红色箭头显示泪腺空泡化ꎬ蓝色箭头显示 ＡＱＰ５ 免疫组化
阳性ꎮ

图 ４　 两组泪腺 ＡＱＰ５ 抗体免疫组化阳性率比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ
空白组ꎮ

表 ５　 两组泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４、ＡＱＰ５ 蛋白表达 ｘ±ｓ
组别 ５－ＨＴ３Ｒ ＡＱＰ５ ＴＲＰＶ４
空白组 １.００±０.０５ １.０６±０.０５ １.０６±０.０２
抑郁相关干眼组 ０.７８±０.１１ ０.７７±０.１４ ０.６８±０.０５

ｔ ３.２３６ ３.４３８ １２.５３２
Ｐ ０.０３２ ０.０２６ <０.００１

　 表 ６　 两组泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４、ＡＱＰ５ 基因表达 ｘ±ｓ
组别 ５－ＨＴ３Ｒ ＡＱＰ５ ＴＲＰＶ４
空白组 １.００±０.０８ １.０１±０.１９ １.０４±０.３４
抑郁相关干眼组 ０.２０±０.１６ ０.２７±０.１９ ０.３２±０.１６

ｔ ７.７７４ ４.８１４ ３.３４６
Ｐ ０.００１ ０.００９ ０.０２９

式ꎬ发现抑郁相关干眼大鼠泪液和角膜的炎症因子表达升
高ꎬ并进行了角膜上皮细胞实验的验证ꎬ同样也没有研究
泪腺的变化ꎮ 和以往抑郁相关干眼研究结论不同的是ꎬ本
研究前期多次进行抑郁相关干眼大鼠造模ꎬ大鼠的干眼表
现已经比较明显ꎬ但是眼组织切片都未见明显的炎性细
胞ꎬ着重观察泪腺却有明显空泡化表现ꎬ同时泪腺上皮细
胞萎缩ꎮ 本研究和先前研究结果的差异可能与模型物种、
造模方式、取材部位有关ꎬ我们并没有加入风扇等额外的
干眼造模方式ꎬ希望研究自然状态下抑郁相关干眼的发病
机制ꎬ因为额外的干眼造模可能会对最终的成模和机制造
成干扰ꎮ 因此ꎬ我们推测抑郁相关干眼也可能通过非炎性
机制促发泪腺病理改变ꎬ影响泪液分泌ꎬ并且发现了较为
明显的泪腺导管扩张ꎬ同时免疫组化提示泪腺 ＡＱＰ５ 表达
减少ꎮ ＡＱＰ５ 是钙浓度依赖蛋白通道ꎬ在泪腺、角膜上皮
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图 ５　 空白组和抑郁相关干眼组的泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ、ＴＲＰＶ４、ＡＱＰ５ 蛋白和基因表达 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带 ꎻＢ:５－ＨＴ３Ｒ 蛋白表达ꎻＣ:
ＡＱＰ５ 蛋白表达ꎻＤ:ＴＲＰＶ４ 蛋白表达ꎻＥ:５－ＨＴ３Ｒ 基因表达ꎻＦ:ＡＱＰ５ 基因表达ꎻＧ:ＴＲＰＶ４ 基因表达ꎻａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 空
白组ꎮ

中高表达ꎬ是泪液分泌的关键蛋白ꎬ在水液缺乏型干眼中
表达下降[１３]ꎮ 本研究中的泪腺导管扩张可能因为 ＡＱＰ５
水通道蛋白减少ꎬ导致泪液未能及时分泌而潴留ꎮ 如何进
一步将抑郁这个情志疾病和干眼的发病机制通过非炎性
机制联系在一起ꎬ我们又进行了深入挖掘ꎮ

我们以中枢系统和泪腺都有分布的 ５－ＨＴ 为切入点ꎬ
从神经递质和泪液分泌双向调节的角度进行了机制探讨ꎮ
除了在中枢系统ꎬ体内很多细胞包括胃肠道、神经、皮肤、
泪腺细胞都存在 ５－ＨＴ 受体[８]ꎬ因此ꎬ５－ＨＴ 不仅仅是一种
中枢神经递质ꎬ也是一种调节外周器官的激素ꎮ ５－ＨＴ 与
５－ＨＴＲ 结合发挥相应的功能ꎬ根据结构、生物化学和药理
学差异ꎬ５－ＨＴＲ 分为 ７ 个家族(５－ＨＴｌ－５－ＨＴ７)ꎬ包括至少
１４ 种不同的亚型[１９]ꎮ ５－ＨＴ３Ｒ 是配体门控离子通道受
体ꎬ可介导钙离子内流ꎬ也是泪腺上皮的主要受体ꎮ 有研
究表明ꎬ给大鼠喂食缺乏 ５－ＨＴ 前体色氨酸的饮食后ꎬ外
周血 ５－ＨＴ 水平下降ꎬ可导致泪腺萎缩泪液减少ꎬ提示了
５－ＨＴ与泪液分泌的关系[８]ꎮ 泪腺腺泡细胞的 ５－ＨＴ 受体
主要是 ５ －ＨＴ３Ｒꎬ其表达水平与 Ｍ３Ｒ 相当ꎮ 一旦加入
５－ＨＴ３Ｒ特异性拮抗剂后ꎬ泪液分泌较基础值减少 ３０％ [８]ꎬ
而加入特异性激动剂后ꎬ泪液分泌增加ꎬ证实了 ５－ＨＴ 通
过激动 ５－ＨＴ３Ｒ 受体对泪液分泌的调节作用ꎮ 本研究结
果也得到了类似的结论ꎬ在抑郁相关干眼大鼠模型中ꎬ外
周血清和海马组织 ５－ＨＴ 水平下降ꎬ同时泪腺 ５－ＨＴ３Ｒ 表
达减少ꎬ提示在抑郁相关干眼模型中 ５－ＨＴ 除了参与神经
递质调控外ꎬ也和泪腺 ５－ＨＴ 受体表达有关ꎬ并影响泪液
分泌ꎮ

ＴＲＰＶ 通道在哺乳动物细胞的钙平衡中起着关键作
用[２０]ꎬ具有 ５ 倍于钠通道的 Ｃａ２＋渗透性[２１]ꎮ ＴＲＰＶ４ 发现
于 ２０００ 年ꎬ是一种多模态激活的钙渗透性的非选择性阳
离子通道ꎬ为 ６ 次跨膜蛋白[２２]ꎮ 泪腺的 ＴＲＰＶ４ 通道可介
导 Ｃａ２＋内流ꎬ激活钙浓度依赖的 ＡＮＯ１ 通道和 ＡＱＰ５ 水通
道ꎬ促进体液分泌[１０]ꎮ 在背根神经节细胞的体外研究证
实ꎬＴＲＰＶ４ 与 ５－ＨＴ 引发的瘙痒反应相关ꎬ受到 ５－ＨＴ 受

体激活发挥重要的介导作用[９]ꎬＴＲＰＶ４ 抑制后 ５－ＨＴ 作用
减弱ꎮ 换言之ꎬＴＲＰＶ４ 可被 ５－ＨＴ 受体激活ꎬ并反过来介
导 ５－ＨＴ 作用ꎬ两者是一种双向作用ꎮ ＴＲＰＶ４ 在干眼领域
的研究不多ꎬ目前已有研究发现 ＴＲＰＶ４ 可以激活角膜上
皮 ＭＵＣ 蛋白表达ꎬ有治疗干眼的潜在价值[２３]ꎮ 基于
ＡＱＰ５ 的钙浓度依赖特性ꎬ我们也是首次将 ＴＲＰＶ４ 这个钙
离子通道纳入抑郁相关干眼研究ꎮ 正如本研究结果所示ꎬ
在抑郁状态下ꎬ５－ＨＴ 和 ５－ＨＴ３Ｒ 受体含量减少后ꎬ泪腺上
皮 ＴＲＰＶ４ 表达也减少ꎬ使得 Ｃａ２＋内流减少ꎬＡＱＰ５ 水通道
蛋白表达下降ꎬ最终导致泪液分泌减少ꎬ抑郁相关干眼
发生ꎮ

目前临床很多疾病都在探索多学科会诊 ( ｍｕｌｔｉ －
ｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬＭＤＴ)治疗模式ꎬ医生也会更多地从
整体观角度斟酌综合的治疗方案ꎮ 随着抑郁相关干眼的
逐渐高发ꎬ此类疾病也受到眼科医生和神经科医生的关
注ꎮ 如何从源头解决患者的问题ꎬ机制研究是不可或缺的
一步ꎮ 本研究首次基于 ５－ＨＴ、ＴＲＰＶ４、ＡＱＰ５ 探讨抑郁相
关干眼的发病机制ꎬ以 ５－ＨＴ 这个神经递质为着眼点ꎬ推
测了其调控泪液分泌的可能机制ꎬ即 ５－ＨＴ 作用于泪腺
５－ＨＴ３Ｒ受体ꎬ促进 ＴＲＰＶ４ 通道开放ꎬ进而共同引发钙离
子内流ꎬ激活 ＡＱＰ５ 通道ꎬ促进水液分泌ꎮ 在抑郁模型中ꎬ
５－ＨＴ 水平下降ꎬ导致 ＡＱＰ５ 表达减少ꎬ泪液分泌减少形成
干眼ꎬ形成了从神经递质到泪液分泌调节的初步环路ꎮ 本
研究的不足之处在于机制研究还不够深入ꎬ目前也没有和
抑郁相关干眼比较吻合的细胞模型ꎬ后续我们将基于此研
究基础ꎬ结合信号通路深入拓展抑郁相关干眼的机制研
究ꎬ并同步探讨治疗方案ꎮ

利益冲突声明:本文不存在利益冲突ꎮ
作者贡献声明:杨颖论文选题与修改ꎬ初稿撰写ꎻ张嘉之动
物实验ꎬ文献检索ꎻ姬慧杰、丁园晨动物实验ꎬ数据分析ꎻ高
卫萍选题指导ꎬ论文修改及审阅ꎮ 所有作者阅读并同意最
终的文本ꎮ
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