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摘要
目的:探究胞葬作用是否通过调控巨噬细胞极化影响高铁
环境下眼表炎症发生ꎮ
方法:选取 ６~８ 周龄健康 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠 ５０ 只随机分
为正常对照组、单纯铁剂组、抑制剂组、增强剂组及溶剂对
照组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 正常对照组腹腔注射生理盐水 ０.２ｍＬꎬ
其它组均腹腔注射 ５０ｍｇ / ｍＬ 右旋糖酐铁 ０.２ｍＬꎬ每 ３ｄ 注
药 １ 次ꎻ第 １４ｄ 起抑制剂组、增强剂组及溶剂对照组每天
分别增加 １ 次腹腔注射同体积(０.２ｍＬ)５０ｍｇ / ｋｇ ＸＭＤ８－
９２、１０ｍｇ / ｋｇ 辛伐他汀和 ５０％ ＤＭＳＯ 溶剂ꎮ 于注药后第
７、１４、２８ｄ 裂隙灯下观察各组小鼠眼前节情况ꎬ进行眼表
炎症指数评估及角膜荧光素染色评分ꎻ２８ｄ 后取角膜、结
膜及泪腺组织进行 ＨＥ 染色、免疫荧光染色ꎬ并采用
ＲＴ－ＰＣＲ检测巨噬细胞极化相关指标 ( ＣＤ８６、 ＣＤ２０６、
ｉＮＯＳ、Ａｒｇ－１)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测胞葬作用相关信号因子
(Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ) 的表达ꎻ ＥＬＩＳＡ 检测炎症因子 ( ＩＬ － １β、
ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９)的表达ꎮ
结果:注药 ２８ｄꎬ与正常对照组比较ꎬ单纯铁剂组及溶剂对
照组眼表炎症指数及角膜荧光素染色评分增加ꎻＨＥ 染色
显示角膜上皮欠完整ꎬ结膜杯状细胞减少ꎬ泪腺结构欠清
晰且细胞排列相对杂乱ꎻ各组织中 ＣＤ８６、ｉＮＯＳ 等 Ｍ１ 型巨
噬细胞标志物表达上调ꎬＣＤ２０６、Ａｒｇ－１ 等 Ｍ２ 型巨噬细胞
标志物表达下调ꎬＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９ 等炎症因子表
达上调(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与单纯铁剂组和溶剂对照组比较ꎬ
抑制剂组小鼠眼表炎症指数及角膜荧光素染色评分进一
步增长ꎻＨＥ 染色显示角膜上皮脱落明显ꎬ结膜杯状细胞
进一步减少甚至消失ꎬ泪腺结构紊乱且细胞排列杂乱不规
则ꎻ各组织中 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 等胞葬作用相关信号因子表达
下调(均 Ｐ<０.０５)ꎬＣＤ８６、ｉＮＯＳ 等 Ｍ１ 型巨噬细胞标志物
及 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ －９ 等炎症因子表达进一步上调
(均 Ｐ<０.０５)ꎻ而增强剂组小鼠眼表炎症指数及角膜荧光
素染色评分下降ꎬＨＥ 染色显示角膜上皮完整ꎬ结膜杯状
细胞增多ꎬ泪腺结构形态改善ꎻ各组织中 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 等

胞葬作用相关信号因子表达上调(均 Ｐ<０.０５)ꎬ且 ＣＤ２０６、
Ａｒｇ－ １ 等 Ｍ２ 型巨噬细胞标志物表达上调ꎬ ＩＬ － １β、
ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９ 等炎症因子表达下调(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:高铁环境诱导巨噬细胞向 Ｍ１ 型定向极化ꎬ加重眼
表炎症反应及组织损伤ꎬ胞葬作用可调控巨噬细胞极化影
响高铁环境下眼表炎症反应的发生ꎮ
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ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２２.７.０４

Ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｇｈ－ｉｒｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

Ｊｉｎｇ－Ｙｉ Ｚｈｅｎｇꎬ Ｘｉａ Ｍｅｎｇꎬ Ｚｈｉ Ｗａｎｇꎬ Ｊｉｎ－Ｄａｎ Ｘｉａꎬ
Ａｎ－Ｑｉ Ｘｉｅꎬ Ｚｈｉ－Ｇａｎｇ Ｆｅｉꎬ Ｑｉ－Ｇｕｏ Ｘｉａｏ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ.２０２２ＪＪ３０５２２)ꎻ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｕｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (Ｎｏ.２０２１０７０２０６８６)
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａꎬ Ｈｅｎｇｙａｎｇ ４２１００１ꎬ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
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ｗｅｒｅ ｕｐ－ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｒｏｎ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｃｏｒｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｘｆｏｌｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｒ ｅｖｅｎ ｄｉｓａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｇｏｂｌｅｔ
ｃｅｌｌｓꎬ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｏｆ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ
ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎ ａｌｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｉｇｎａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｇａｓ６ ａｎｄ
ＭｅｒＴＫ ｗａｓ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｕｃｈ
ａｓ ＣＤ８６ ａｎｄ ｉＮＯＳ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ－ １βꎬ ＴＮＦ－α ａｎｄ ＭＭＰ－ ９ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｕｐ－ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ ) . Ｂｕｔ ｔｈｅ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｃｏｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌꎬ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ
ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｌａｃｒｉｍａｌ ｇｌａｎｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ. Ｉｎ ａｌｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｉｇｎａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｇａｓ６ ａｎｄ
ＭｅｒＴＫ ｗａｓ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｕｃｈ
ａｓ ＣＤ２０６ ａｎｄ Ａｒｇ － １ ｗａｓ ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ－１βꎬ ＴＮＦ－α
ａｎｄ ＭＭＰ－９ ｗａｓ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｈｉｇｈ － ｉｒｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｐｏｌａｒｉｚｅ ｔｏ Ｍ１ꎬ ｗｈｉｃｈ ａｇｇｒａｖａｔｅｓ ｏｃｕｌａｒ
ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ. Ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｍｐａｃｔ ｔｈｅ
ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｇｈ － ｉｒｏｎ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅꎻ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻ
ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓꎻ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎻ ｈｉｇｈ － ｉｒｏｎ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｚｈｅｎｇ ＪＹꎬ Ｍｅｎｇ Ｘꎬ Ｗａｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ
ｉｍｐａｃｔｓ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｉｇｈ － ｉｒｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)
２０２２ꎻ２２(７):１０８５－１０９１

０引言
眼表慢性炎症是干眼、特应性角结膜炎、瘢痕性类天

疱疮、Ｓｔｅｖｅｎｓ－Ｊｏｈｎｓｏｎ 综合征和眼表化学伤等诸多非感染
性眼表疾病的共同病理特征及核心发病机制ꎮ 长期眼表
慢性炎症不仅破坏角膜的屏障功能ꎬ促进眼表上皮细胞凋
亡ꎬ进而发展为角膜上皮结膜化、眼表新生血管或鳞状上
皮化生ꎬ同时也是导致眼部刺激症状并造成视功能障碍的
主要原因ꎬ因此阐明这类疾病的炎症发生机制及调控因素
具有重要的临床意义ꎮ

胞葬作用是指吞噬细胞(主要是巨噬细胞)吞噬并清
除凋亡细胞的过程ꎮ 巨噬细胞作为体内细胞因子的主要
来源ꎬ成功清除凋亡细胞可以减弱炎症因子的表达ꎬ诱导
巨噬细胞向抑制炎症反应的 Ｍ２ 型极化[１]ꎮ 铁代谢异常
将导致组织多种病变的发生[２－３]ꎬ本课题组前期研究发现
眼表铁过载可能加重眼表炎症及组织损伤ꎬ本研究通过腹
腔注射右旋糖酐铁建立高铁小鼠模型ꎬ继而分别使用
ＸＭＤ８－９２ 抑制和辛伐他汀增强巨噬细胞胞葬作用ꎬ探讨
高铁环境下眼表炎症的发生机制ꎬ明确胞葬作用是否通过
调控巨噬细胞极化参与眼表炎症发生ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 选取 ５０ 只 ６~ ８ 周龄健康 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性
小鼠ꎬ体质量 ２０±２ｇꎬ购于湖南斯莱克景达实验动物有限
公司ꎬ均在裂隙灯下排除眼表疾病ꎮ 所有实验小鼠均饲养
于南华大学动物实验中心ꎮ 本研究通过南华大学医学伦
理委员会批准ꎮ
１.１.２主要仪器及试剂　 裂隙灯(卡尔蔡司有限公司)ꎬ右
旋糖酐铁(上海麦克林生化科技有限公司)ꎬＸＭＤ８－９２ 原
粉、辛伐他汀原粉(Ａｐｅｘｂｉｏ 公司)ꎬＣＤ８６、ＣＤ２０６、生长停
滞特异性基因 ６(ｇｒｏｗｔｈ ａｒｒｅｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ ６ꎬ Ｇａｓ６)、Ｍｅｒ
酪氨酸激酶 ( Ｍｅｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅꎬ ＭｅｒＴＫ) 多克隆抗体
(Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ逆转录试剂盒(北京康为世纪)ꎬＩｇＧ 抗体－
ＨＲＰ 多聚体、β－ａｃｔｉｎ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎬ白细胞介素－１β
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１βꎬＩＬ－１β)、肿瘤坏死因子－α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－αꎬＴＮＦ－α)、基质金属蛋白酶 ９(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
９ꎬＭＭＰ－９)ＥＬＩＳＡ 试剂盒(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１动物模型建立及分组　 采用随机数字表法将实验动
物分为 ５ 组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 正常对照组ꎬ腹腔注射生理盐水
０.２ｍＬꎬ每 ３ｄ 注药 １ 次ꎻ单纯铁剂组ꎬ腹腔注射 ５０ｍｇ / ｍＬ
右旋糖酐铁 ０.２ｍＬꎬ每 ３ｄ 注药 １ 次ꎻ抑制剂组ꎬ腹腔注射
５０ｍｇ / ｍＬ 右旋糖酐铁 ０.２ｍＬꎬ每 ３ｄ 注药 １ 次ꎬ第 １４ｄ 起每
天增加 １ 次腹腔注射 ５０ｍｇ / ｋｇ ＸＭＤ８－９２(注射前 ０.５ｈ 将
ＸＭＤ８－９２ 按小鼠体质量比例溶于 ５０％ ＤＭＳＯ)０.２ｍＬꎻ增
强剂组ꎬ腹腔注射 ５０ｍｇ / ｍＬ 右旋糖酐铁 ０.２ｍＬꎬ每 ３ｄ 注药
１ 次ꎬ第 １４ｄ 起每天增加 １ 次腹腔注射 １０ｍｇ / ｋｇ 辛伐他汀
(注射前 ０.５ｈ 将辛伐他汀按小鼠体质量比例溶于 ５０％
ＤＭＳＯ)０.２ｍＬꎻ溶剂对照组ꎬ腹腔注射 ５０ｍｇ / ｍＬ 右旋糖酐
铁 ０.２ｍＬꎬ每 ３ｄ 注药 １ 次ꎬ第 １４ｄ 起每天增加 １ 次腹腔注
射 ５０％ ＤＭＳＯ 溶剂 ０.２ｍＬꎮ
１.２.２各组小鼠相关观察及检测指标 　 分别于注药后第
７、１４、２８ｄ 同一时间点(７ｐ.ｍ.)在裂隙灯下观察各组小鼠
眼前节情况并对右眼进行拍照ꎬ并参照文献方法进行眼表
炎症指数评估[４]及角膜荧光素染色评分[５]ꎻ注药 ２８ｄ 后ꎬ
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所有实验小鼠处死后在显微镜下迅速摘取右侧完整眼球
(带结膜及眶周皮肤)和泪腺组织ꎬ０.９％生理盐水冲洗去
除眼球壁血迹及毛发ꎬ各组分别选取 ３ 只小鼠的右侧完整
眼球和泪腺组织迅速置于 ４％多聚甲醛溶液中ꎬ４℃保存ꎬ
用于 ＨＥ 染色及免疫荧光染色等相关检测ꎻ各组其余完整
眼球在显微镜下进行角膜、结膜分离ꎬ与泪腺组织分别置
于对应 ＥＰ 管ꎬ－ ８０℃ 保存ꎬ用于 ＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、
ＥＬＩＳＡ 等相关检测ꎮ
１.２.３ ＨＥ染色及免疫荧光染色　 将完整眼球及泪腺组织
固定、包埋、切片ꎮ 常规 ＨＥ 染色ꎬ封片后显微镜下观察ꎮ
免疫荧光染色滴加稀释比例为 １∶ ５０ 的 ＣＤ８６、ＣＤ２０６ 多克
隆抗体过夜孵育ꎬ洗涤复温后滴加荧光标记二抗孵育ꎬ复
染封片后荧光显微镜下观察(其中绿色为阳性信号ꎬ蓝色
为 ＤＡＰＩ 核染信号)ꎮ
１.２.４ ＲＴ－ＰＣＲ检测　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂分别提取各组小鼠
角膜、结膜及泪腺组织总 ＲＮＡꎬ逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ加入正
向和反向引物以及 ＳＹＢＲ 后ꎬ实时定量 ＰＣＲ 进行扩增ꎮ
诱导型一氧化氮合酶(ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｉＮＯＳ)
正向引物序列 ５’ －ＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＡＣＡＡＧＡ－３’ꎬ
反向引物序列 ５’ －ＧＴＧＧＡＣＧＧＧＴＣＧＡＴＧＴＣＡＣ－３’ꎻ精氨
酸酶 － １ ( ａｒｇｉｎａｓｅ － １ꎬ Ａｒｇ － １ ) 正 向 引 物 序 列 ５ ’ －
ＣＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＧ－３’ꎬ反向引物序列 ５’ －
ＡＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＧＡＣＡＴＣ－３’ꎻ内参照 β－ａｃｔｉｎ 正向
引物序列 ５’ －ＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣ－３’ꎬ反向
引物序列 ５’ － ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣ － ３’ꎮ 通过
ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ ７ 系统对数据进行分析处理ꎬ定量检测采
用比较阈值循环(Ｃｔ)方法ꎬβ－ａｃｔｉｎ 作为内参照ꎬ用相对定
量方法(２－ΔΔＣｔ)计算目的基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 免疫印迹分析 　 将各组小鼠角膜、结
膜及泪腺组织中加入裂解液提取蛋白ꎬ制胶ꎬ取 ２００μＬ 蛋
白ꎬ与 ５０μＬ ５×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混匀ꎬ根据蛋白定量的结果
加样ꎬ第一孔 ｍａｒｋｅｒ ２.５μＬꎬ其它每孔 １０μＬꎬ电泳ꎬ分别切
胶 Ｇａｓ６(６９ｋＤ)、ＭｅｒＴＫ(１６０ｋＤ)、β－ａｃｔｉｎ(４２ｋＤ)后转膜ꎬ
经封闭后加入适当稀释的兔抗 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ(１∶ １０００)和鼠
抗 β－ａｃｔｉｎ(１∶ ５０００)过夜孵育ꎬ洗膜后加入羊抗兔 ＩｇＧ 抗
体－ＨＲＰ 多聚体(１∶ ６０００)或羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体－ＨＲＰ 多聚体
(１∶ ５０００)孵育ꎬＥＣＬ 显影ꎬ结果以目的蛋白与参照蛋白条
带比值表示各种目的蛋白的相对表达量ꎮ
１.２.６ ＥＬＩＳＡ检测　 将各组小鼠角膜、结膜及泪腺组织研
碎后离心取上清提取蛋白ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒步骤ꎬ酶标
仪检测各组小鼠组织中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９ 的表达水
平ꎮ 加生物素标记抗体工作液(稀释比例为 １∶ １００)ꎬ加辣
根过氧化物酶标记亲和素工作液(稀释比例为 １∶ １００)ꎬ然
后每孔加入底物溶液ꎬ３７℃避光显色ꎬ用酶标仪在 ４５０ｎｍ
波长处依序对各孔光密度(ＯＤ 值)进行检测ꎮ 以 ＯＤ 值为
横坐标ꎬ标准品的浓度为纵坐标ꎬ绘制标准曲线ꎬ计算样本
浓度ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ ２５.０ 进行数据分

析ꎮ 计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ采用重复测量
数据的方差分析检验多组间多时间点各指标变化差异ꎬ采
用单因素方差分析检验多组间各指标变化差异ꎬ组间及组
内两两比较均采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异有统计
学意义ꎮ

２结果
２.１ 眼表情况及眼表炎症指数评估 　 正常对照组小鼠全
程角膜透明ꎬ结膜未见明显充血ꎮ 注射右旋糖酐铁后小鼠
眼表炎症反应持续加重ꎬ注药后第 ７、１４ｄꎬ单纯铁剂组、抑
制剂组、增强剂组、溶剂对照组组间差异均无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎻ注药后第 ２８ｄꎬ与单纯铁剂组和溶剂对照组比
较ꎬ抑制剂组眼表炎症反应加重明显(Ｐ<０.０５)ꎬ而增强剂
组眼表炎症反应减轻(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
２.２角膜荧光素染色　 正常对照组小鼠全程角膜透明ꎬ角
膜荧光素染色均无染色斑点ꎮ 注射右旋糖酐铁后小鼠角
膜荧光素染色评分持续上升ꎬ注药后第 ７、１４ｄꎬ单纯铁剂
组、抑制剂组、增强剂组、溶剂对照组组间差异均无统计学
意义(Ｐ>０.０５)ꎻ注药后第 ２８ｄꎬ与单纯铁剂组和溶剂对照
组比较ꎬ抑制剂组角膜上皮屏障功能破坏明显加重(Ｐ<
０.０５)ꎬ而增强剂组角膜上皮屏障功能修复 (Ｐ < ０. ０５)ꎬ
见表 ２ꎮ
２.３眼表组织病理学变化　 注药 ２８ｄ 后ꎬ正常对照组小鼠
角膜上皮光滑ꎬ各层结构完整清晰且染色均匀ꎻ结膜上皮
光滑连续ꎬ可见散在分布的杯状细胞ꎻ泪腺各小叶及腺泡
间细胞排列紧密ꎬ腺泡结构完整ꎬ大小均一ꎮ 与正常对照
组比较ꎬ单纯铁剂组和溶剂对照组小鼠角膜上皮层细胞数
量略增加ꎬ细胞排列相对杂乱ꎬ且少量扁平细胞缺失脱落ꎬ
上皮欠光滑ꎻ结膜上皮完整性欠佳ꎬ细胞排列杂乱ꎬ杯状细
胞减少ꎻ泪腺各小叶及腺泡细胞排列相对杂乱ꎬ结构欠清
晰ꎬ腺泡大小欠均一ꎮ 与单纯铁剂组和溶剂对照组比较ꎬ
抑制剂组小鼠角膜上皮层细胞数量增多ꎬ排列杂乱不规
则ꎬ扁平细胞脱落明显ꎻ结膜上皮细胞数量增多ꎬ排列杂
乱ꎬ上皮欠光滑ꎬ且杯状细胞明显减少甚至消失ꎻ泪腺各小
叶及腺泡间细胞明显排列杂乱不规则ꎬ结构明显紊乱ꎬ且
腺泡大小不均一ꎮ 增强剂组小鼠在角膜结构完整性和细
胞形态方面明显改善ꎬ细胞排列较为规则ꎬ相应损伤有所
减轻ꎻ结膜中杯状细胞增加ꎬ上皮完整性稍改善ꎻ泪腺腺泡
结构形态方面明显改善ꎬ腺泡大小较为均匀ꎮ 除正常对照
组外ꎬ其他各组小鼠结膜及泪腺中均可见片状的褐色铁沉
积ꎬ见图 １ꎮ
２.４眼表组织中巨噬细胞极化情况
２.４.１ ＣＤ８６在眼表组织中的表达　 注药 ２８ｄ 后对小鼠角
膜、结膜及泪腺组织进行 ＣＤ８６ 蛋白免疫荧光染色ꎮ 正常
对照组各组织中较少有 ＣＤ８６ 表达ꎮ 与正常对照组比较ꎬ
单纯铁剂组和溶剂对照组各组织中免疫荧光染色均增强ꎬ
即 ＣＤ８６ 蛋白表达增强ꎮ 与单纯铁剂组和溶剂对照组比
较ꎬ抑制剂组各组织中 ＣＤ８６ 蛋白的免疫荧光染色强度进
一步增强ꎬ而增强剂组各组织中 ＣＤ８６ 蛋白表达均下调ꎬ
见图 ２ꎮ
２.４.２ ＣＤ２０６在眼表组织中的表达 　 注药 ２８ｄ 后对小鼠
角膜、结膜及泪腺组织进行 ＣＤ２０６ 蛋白免疫荧光染色ꎮ
正常对照组小鼠各组织中均可见 ＣＤ２０６ 蛋白表达ꎮ 与正
常对照组比较ꎬ单纯铁剂组和溶剂对照组各组织中 ＣＤ２０６
的免疫荧光染色强度减弱ꎬ即 ＣＤ２０６ 蛋白表达下调ꎮ 与
单纯铁剂组和溶剂对照组比较ꎬ抑制剂组免疫荧光染色强
度进一步减弱ꎬ即 ＣＤ２０６ 蛋白表达水平进一步下调ꎬ而增
强剂组各组织中 ＣＤ２０６ 蛋白免疫荧光染色增强ꎬＣＤ２０６
蛋白的表达相对增强ꎬ见图 ３ꎮ
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图 １　 注药 ２８ｄ后 ＨＥ染色观察小鼠各眼表组织的病理学变化ꎮ 　

图 ２　 注药 ２８ｄ后免疫荧光染色检测小鼠各眼表组织中 ＣＤ８６ 表达情况ꎮ 　

表 １　 各组注药后不同时间点眼表炎症指数评分 (􀭰ｘ±ｓꎬ分)

分组 第 ７ｄ 第 １４ｄ 第 ２８ｄ
正常对照组 ０.０３７±０.０６４ ０.０７４±０.０６４ ０.０３７±０.０６４
单纯铁剂组 ０.２６７±０.０６１ａ ０.３１１±０.０５０ａ ０.４８９±０.０６１ａ

抑制剂组 ０.１８５±０.０６４ａ ０.２９６±０.０６４ａ ０.８００±０.０５０ａꎬｃ

增强剂组 ０.２５９±０.０６４ａ ０.３３３±０.１１１ａ ０.３１１±０.０５０ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 ０.２２２±０.０００ａ ０.２９６±０.１２８ａ ０.４８９±０.０６１ａꎬｅꎬｇ

注:Ｆ组间 ＝ ４３. ６６１ꎬ Ｐ组间 < ０. ００１ꎻ Ｆ时间 ＝ ４５. ５３３ꎬ Ｐ时间 < ０. ００１ꎻ
Ｆ组间×时间 ＝ １０.９９２ꎬＰ组间×时间 <０.００１ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<
０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

２.４.３ ｉＮＯＳ 在眼表组织中的表达　 注药 ２８ｄ 后采用 ＲＴ－
ＰＣＲ 检测小鼠角膜、结膜及泪腺组织中 ｉＮＯＳ ｍＲＮＡ 的表
达情况ꎮ 与正常对照组比较ꎬ单纯铁剂组和溶剂对照组各

表 ２　 各组注药后不同时间点角膜荧光素染色评分 (􀭰ｘ±ｓꎬ分)

分组 第 ７ｄ 第 １４ｄ 第 ２８ｄ
正常对照组 ０.３３３±０.５７７ ０.６６７±０.５７７ ０.３３３±０.５７７
单纯铁剂组 ３.０００±１.０００ａ ５.６６７±１.１５５ａ ６.６６７±０.５７７ａ

抑制剂组 ３.３３３±０.５７７ａ ５.６６７±０.５７７ａ ９.６６７±０.５７７ａꎬｃ

增强剂组 ３.０００±０.０００ａ ６.０００±１.０００ａ ４.３３３±０.５７７ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 ３.３３３±０.５７７ａ ５.０００±０.０００ａ ６.３３３±０.５７７ａꎬｅꎬｇ

注:Ｆ组间 ＝ ７６. １５４ꎬ Ｐ组间 < ０. ００１ꎻ Ｆ时间 ＝ ８５. ８２４ꎬ Ｐ时间 < ０. ００１ꎻ
Ｆ组间×时间 ＝ １５.０８８ꎬＰ组间×时间 <０.００１ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<
０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

组织中 ｉＮＯＳ ｍＲＮＡ 的表达均明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 与单
纯铁剂组和溶剂对照组比较ꎬ抑制剂组各组织中 ｉＮＯＳ
ｍＲＮＡ 的表达均增强(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而增强剂组各组织中
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图 ３　 注药 ２８ｄ后免疫荧光染色检测小鼠各眼表组织中 ＣＤ２０６ 表达情况ꎮ 　

ｉＮＯＳ ｍＲＮＡ 的表达均受到抑制(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ
２.４.４ Ａｒｇ－１在眼表组织中的表达　 注药 ２８ｄ 后采用 ＲＴ－
ＰＣＲ 检测小鼠角膜、结膜及泪腺组织中 Ａｒｇ－１ ｍＲＮＡ 的表
达情况ꎮ 与正常对照组比较ꎬ单纯铁剂组和溶剂对照组各
组织中 Ａｒｇ－１ ｍＲＮＡ 的表达均明显下调(Ｐ<０.０５)ꎮ 与单
纯铁剂组和溶剂对照组比较ꎬ抑制剂组各组织中 Ａｒｇ－１
ｍＲＮＡ 的表达均受到抑制(Ｐ<０.０５)ꎬ而增强剂组各组织
中 Ａｒｇ－１ ｍＲＮＡ 的表达均上调(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ４ꎮ
２.５眼表组织中胞葬作用情况　 注药 ２８ｄ 后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测小鼠角膜、结膜及泪腺组织中 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 蛋白
表达情况ꎮ 与溶剂对照组比较ꎬ抑制剂组各组织中 Ｇａｓ６、
ＭｅｒＴＫ 蛋白表达均明显下调(Ｐ<０.０５)ꎬ而增强剂组各组
织中 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 蛋白表达均明显上调(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ４ꎬ
表 ５ꎮ
２.６眼表组织中炎症因子的表达　 注药 ２８ｄ 后采用 ＥＬＩＳＡ
检测小鼠角膜、结膜及泪腺组织中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９
等炎症因子的表达情况ꎮ 与正常对照组比较ꎬ单纯铁剂组
和溶剂对照组各组织中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９ 等炎症因
子的表达均明显上调(Ｐ<０.０５)ꎮ 与单纯铁剂组和溶剂对
照组比较ꎬ抑制剂组各组织中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９ 等
炎症因子的表达情况均明显上调(Ｐ<０.０５)ꎬ而增强剂组
各组织中 ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、ＭＭＰ－９ 等炎症因子的表达均明
显下调(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ６~８ꎮ
３讨论

巨噬细胞在组织器官发育、人体内稳态的维持、组织
修复与再生中均发挥重要作用[６]ꎮ 受不同的微环境影响ꎬ
巨噬细胞主要极化为促进炎症反应发生的 Ｍ１ 型[７] 和抑
制炎症反应并促进损伤修复的 Ｍ２ 型[８]ꎬ在功能上相互拮
抗ꎮ ＣＤ８６、ｉＮＯＳ 与 ＣＤ２０６、Ａｒｇ－ １ 分别作为 Ｍ１ 型与 Ｍ２
型巨噬细胞从精氨酸代谢途径[９]、细胞膜蛋白的表达[１０]

等方面的鉴别指标ꎮ 低铁环境是保持巨噬细胞自然防御
的关键ꎬ巨噬细胞内铁的含量可以影响其极化类型[１１]ꎮ
泪液乳铁蛋白含量下降是干眼重要的病理生理特征之一ꎮ
本课题组前期研究发现泪液乳铁蛋白含量下降可导致眼

表 ３　 注药 ２８ｄ后小鼠各眼表组织中 ｉＮＯＳ ｍＲＮＡ的表达情况

􀭰ｘ±ｓ
分组 角膜 结膜 泪腺

正常对照组 １.００１±０.０４５ １.００１±０.０５４ １.０００±０.０３２
单纯铁剂组 ７.６３０±０.９８２ａ ５.６７４±０.２５６ａ ８.４１２±１.３８６ａ

抑制剂组 １７.３４５±３.６３４ａꎬｃ １６.２１１±１.１２２ａꎬｃ １０.７７４±０.９７４ａꎬｃ

增强剂组 ４.３７５±０.３２７ａꎬｃꎬｅ １.７１８±０.２６２ｃꎬｅ ３.３６０±０.２０８ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 ８.１９８±０.８４８ａꎬｅꎬｇ ６.０６８±０.５７３ａꎬｅꎬｇ ８.４７６±１.０１３ａꎬｅꎬｇ

Ｆ ３７.３１０ ３２１.２５３ ６２.７０９
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ
抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

表 ４　 注药 ２８ｄ后小鼠各眼表组织中 Ａｒｇ－１ ｍＲＮＡ的表达情况

􀭰ｘ±ｓ
分组 角膜 结膜 泪腺

正常对照组 １.００１±０.０４１ １.００１±０.０６０ １.００３±０.０９４
单纯铁剂组 ０.０５１±０.００８ａ ０.０８１±０.００６ａ ０.０４９±０.００５ａ

抑制剂组 ０.０３１±０.００２ａꎬｃ ０.０４５±０.００６ａꎬｃ ０.０２７±０.００３ａꎬｃ

增强剂组 ０.１５７±０.０４２ａꎬｃꎬｅ ０.１５６±０.００８ａꎬｃꎬｅ ０.６８５±０.０２５ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 ０.０６２±０.０１０ａꎬｅꎬｇ ０.０８５±０.００４ａꎬｅꎬｇ ０.０５５±０.００８ａꎬｅꎬｇ

Ｆ ７１７.５３８ ６６０.１７７ ３２３.７５３
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ
抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

表铁过载ꎬ进而加重眼表炎症及组织损伤ꎬ提示高铁环境
可以加重眼表炎症反应ꎮ 本研究给小鼠腹腔注射高剂量

右旋糖酐铁ꎬ对眼表情况进行动态观察ꎬ发现单纯铁剂组

与正常对照组小鼠比较眼表炎症反应加重ꎬ眼表组织中

Ｍ１ 型巨噬细胞表达占优势且炎症因子的表达增强ꎬ说明
腹腔注射过量铁剂可使机体铁代谢失衡ꎬ诱导巨噬细胞向

Ｍ１ 型极化ꎬ促进眼表炎症发生ꎮ 　 　
９８０１
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图 ４　 注药 ２８ｄ后Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测小鼠各眼表组织中 Ｇａｓ６ 和 ＭｅｒＴＫ蛋白表达情况　 Ａ:角膜ꎻＢ:结膜ꎻＣ:泪腺ꎮ

表 ５　 注药 ２８ｄ后小鼠各眼表组织中胞葬作用相关蛋白的表达情况 􀭰ｘ±ｓ

分组
Ｇａｓ６ 蛋白

角膜 结膜 泪腺

ＭｅｒＴＫ 蛋白

角膜 结膜 泪腺

正常对照组 ０.７２３±０.０４６ ０.６３０±０.１１８ ０.６６０±０.０６１ ０.６９７±０.１１７ ０.５５０±０.０７２ ０.６５０±０.０８２
单纯铁剂组 ０.２５７±０.０６７ａ ０.２７３±０.０５５ａ ０.２７７±０.０２１ａ ０.３２３±０.１１２ａ ０.２６０±０.０５３ａ ０.２８０±０.０１０ａ

抑制剂组 ０.１４３±０.０３８ａꎬｃ ０.１１７±０.０４０ａꎬｃ ０.１７７±０.０４５ａꎬｃ ０.１６３±０.０５７ａꎬｃ ０.１１０±０.０５６ａꎬｃ ０.１４７±０.０１５ａꎬｃ

增强剂组 ０.３８３±０.０４０ａꎬｃꎬｅ ０.４３３±０.０４２ａꎬｃꎬｅ ０.４６０±０.０４６ａꎬｃꎬｅ ０.５１０±０.０４４ａꎬｃꎬｅ ０.３９３±０.０５８ａꎬｃꎬｅ ０.４００±０.０５０ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 ０.２６３±０.０４９ａꎬｅꎬｇ ０.２８３±０.０４５ａꎬｅꎬｇ ０.２９０±０.０１０ａꎬｅꎬｇ ０.３１０±０.０４６ａꎬｅꎬｇ ０.２５３±０.０４ａꎬｅꎬｇ ０.２８０±０.０３０ａꎬｅꎬｇ

Ｆ ６１.９５０ ２５.１９９ ６４.８３５ １９.０９８ ２５.７２１ ５１.６２６
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

表 ６　 注药 ２８ｄ后小鼠各眼表组织中 ＩＬ－１β蛋白的表达情况

(􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
分组 角膜 结膜 泪腺

正常对照组 ４９.０４１±２.２５０ ２５.７６８±３.３２５ ５８.５５４±２.７３４
单纯铁剂组 １０９.５５７±９.６８１ａ ７０.８５７±８.２２４ａ １２０.４７５±６.３９４ａ

抑制剂组 １５２.７０８±２.７５４ａꎬｃ ９４.６９２±４.９５９ａꎬｃ １５３.７６５±４.３２１ａꎬｃ

增强剂组 ７２.５３８±２.７５７ａꎬｃꎬｅ ４１.３３０±２.０４３ａꎬｃꎬｅ ８０.０７２±０.７６１ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 １０１.２１１±６.７４０ａꎬｅꎬｇ ６７.２３８±３.０６１ａꎬｅꎬｇ １１４.８１８±３.７４９ａꎬｅꎬｇ

Ｆ １４５.３２３ ９２.８９６ ２５２.１６３
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ
抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

表 ７　 注药 ２８ｄ后小鼠各眼表组织中 ＴＮＦ－α蛋白的表达情况

(􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
分组 角膜 结膜 泪腺

正常对照组 ８３.４４４±１.０２０ ５５.２７５±３.９１０ １１８.０１８±４.７５１
单纯铁剂组 １５７.１３１±５.０１３ａ １０６.４６３±６.５１５ａ ２１９.８４９±３.８１１ａ

抑制剂组 ２５１.１７２±３.８１６ａꎬｃ １３７.４５１±７.８１１ａꎬｃ ３０７.７３１±１８.９００ａꎬｃ

增强剂组 １１１.５３９±８.５６５ａꎬｃꎬｅ ８１.０４６±７.３０６ａꎬｃꎬｅ １５０.１４２±６.４３５ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 １６１.４６０±３.０８９ａꎬｅꎬｇ １０４.０６０±２.５０４ａꎬｅꎬｇ ２１５.７３３±７.８０２ａꎬｅꎬｇ

Ｆ ４９３.８６７ ７９.２７１ １６１.８１９
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ
抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

　 　 胞葬作用在维持机体正常生长发育、内稳态及促进炎
症消退等方面有重要作用ꎮ 细胞外信号调节激酶 ５
(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ５ꎬＥＲＫ５)作为丝裂原
活化蛋白激酶家族的重要组成部分ꎬ在调控细胞反应过程
中起着重要作用ꎬ可被不同因素作用而介导细胞发生相应
变化ꎬ参与细胞增殖、分化、迁移、衰老和凋亡等多种病理

表 ８　 注药 ２８ｄ后小鼠各眼表组织中 ＭＭＰ－９ 蛋白的表达情况

(􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
分组 角膜 结膜 泪腺

正常对照组 ５.５４１±０.４１３ ４.６６３±０.１７５ ７.２０６±０.３００
单纯铁剂组 １１.９６５±０.７５１ａ １０.２３０±０.８４４ａ １６.７５５±０.６５４ａ

抑制剂组 １５.５２９±１.２７０ａꎬｃ １４.７６４±１.２９２ａꎬｃ １８.９３３±１.１９５ａꎬｃ

增强剂组 ７.３０３±１.０７２ａꎬｃꎬｅ ６.７０３±０.６４６ａꎬｃꎬｅ ９.８３４±０.５６９ａꎬｃꎬｅ

溶剂对照组 １１.５４３±０.２９９ａꎬｅꎬｇ １０.７８３±０.４４９ａꎬｅꎬｇ １５.２００±０.７８９ａꎬｃꎬｅꎬｇ

Ｆ ６６.１８１ ７５.５４４ １２４.５０６
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 单纯铁剂组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ
抑制剂组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ 增强剂组ꎮ

生理过程[１２]ꎮ Ｈｅｏ 等[１３]在对巨噬细胞胞葬作用抑制动脉
粥样硬化机制的研究中发现ꎬＥＲＫ５ 的失活可通过下调胞
葬作用相关信号因子如 Ｇａｓ６、ＭｅｒＴＫ 等的表达抑制胞葬
作用ꎬ并提出他汀类药物能显著激活巨噬细胞中 ＥＲＫ５ 及
其相关信号分子ꎬ并上调胞葬作用相关信号因子的表达ꎬ
增强胞葬作用ꎮ 而 ＸＭＤ８－９２ 作为 ＥＲＫ５ 的抑制剂可下调
胞葬作用相关信号因子的表达ꎬ使巨噬细胞胞葬作用功能
受损[１４]ꎮ

研究表明ꎬ胞葬作用影响炎症发生和消退ꎬ并诱导巨
噬细胞表型和功能改变[１５]ꎮ 巨噬细胞吞噬功能受损可产
生更高水平的促炎症细胞因子ꎬ而巨噬细胞成功清除凋亡
细胞可以减弱炎症因子的表达ꎬ促进抗炎介质白细胞
介素－１０ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － １０ꎬ ＩＬ － １０) 或转化生长因子 － β
(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－βꎬＴＧＦ－β)等释放ꎬ诱导 Ｍ２ 型
极化[１]ꎮ 眼表上皮细胞过度凋亡不仅是眼表炎症发病机
制之一ꎬ也是眼表炎症重要特征之一[１６]ꎬ巨噬细胞通过胞
葬作用持续不断地吞噬凋亡细胞对维持眼表损伤与修复
平衡、促进眼表炎症反应消退具有重要的积极意义ꎮ 本研

０９０１
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究通过观察注药后 ２８ｄ 小鼠眼表情况发现ꎬ与单纯铁剂组
和溶剂对照组比较ꎬ抑制剂组眼表炎症反应进一步加重ꎬ
眼表组织中 Ｍ１ 型巨噬细胞表达进一步上调ꎬ同时炎症因
子的表达相应增强ꎬ说明 ＸＭＤ８－９２ 作为胞葬作用的抑制
剂通过调控巨噬细胞向 Ｍ１ 型极化促进眼表炎症发生ꎬ加
重眼表组织损伤ꎻ而与单纯铁剂组和溶剂对照组比较ꎬ增
强剂组眼表炎症反应减轻ꎬ眼表组织中 Ｍ２ 型巨噬细胞表
达占优势ꎬ同时炎症因子的表达出现下调ꎬ说明辛伐他汀
作为胞葬作用增强剂通过调控巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化减
轻眼表炎症反应ꎬ促进眼表组织损伤修复ꎮ

综上所述ꎬ本研究发现腹腔注射右旋糖酐铁可成功诱
导巨噬细胞向 Ｍ１ 型极化ꎬ而 ＸＭＤ８－９２ 作为胞葬作用的
抑制剂可进一步诱导巨噬细胞向 Ｍ１ 型极化促进眼表炎
症反应、加重眼表组织损伤ꎬ辛伐他汀作为胞葬作用的增
强剂可诱导巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化减轻眼表炎症反应从
而有效地改善组织损伤ꎬ说明胞葬作用可通过调控巨噬细
胞极化影响眼表炎症反应发生ꎮ 本研究不仅证实了高铁
环境可以加重眼表炎症反应ꎬ而且为阐明眼表炎症发生机
制提供了新的依据ꎮ
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ａｌｋａｌｉ－ｂｕｒｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ
２００５ꎻ ４６(１１): ４０６２－４０７１
５ Ｐａｕｌｙ Ａꎬ Ｂｒｉｇｎｏｌｅ －Ｂａｕｄｏｕｉｎ Ｆꎬ Ｌａｂｂé Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｗ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｘｉｃ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ
Ｓｃｉ ２００７ꎻ ４８(１２): ５４７３－５４８３
６ Ｔｈｉｒｉｏｔ ＪＤꎬ Ｍａｒｔｉｎｅｚ －Ｍａｒｔｉｎｅｚ ＹＢꎬ Ｅｎｄｓｌｅｙ ＪＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈａｃｋｉｎｇ ｔｈｅ
ｈｏｓｔ: ｅｘｐｌｏｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ. Ｐａｔｈｏｇ Ｄｉｓ ２０２０ꎻ ７８(１): ｆｔａａ００９
７ Ｈｅ ＤＱꎬ Ｌｉｕ ＦＬꎬ Ｃｕｉ ＳＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｌｏａｄ － ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ２Ｓ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｃｔｉｖａｔｅｓ Ｍ１ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｂｏｎｅ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｏｏｔｈ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｖｉａ ＳＴＡＴ１. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ
Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ ２０２０ꎻ １１(１): １１２
８ Ｌｉ Ｔꎬ Ｈｅ ＨＴꎬ Ｙａｎｇ ＺＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｏｎｔｉｕｍ － ｄｏｐｅｄ ｇｅｌａｔｉｎ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ
ｐｒｏｍｏｔｅ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｓｗｉｔｃｈ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ. Ｂｉｏｍａｔｅｒ Ｓｃｉ ２０２１ꎻ ９(８): ２９３１－２９４６
９ Ｘｉｅ ＹＹꎬ Ｔｉａｎ ＬＪꎬ Ｆａｎｇ ＺＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｕｓｈｅｎ Ｋａｎｇｓｈｕａｉ Ｔａｂｌｅｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ. Ｊ Ｔｒａｄｉｔ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ ２０２０ꎻ ４０(１): ２８－３７
１０ Ｓｃｈｌｉｅｆｓｔｅｉｎｅｒ Ｃꎬ Ｐｅｉｎｈａｕｐｔ Ｍꎬ Ｋｏｐｐ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｐｌａｃｅｎｔａｌ
ｈｏｆｂａｕｅｒ ｃｅｌｌｓ ｍａｉｎｔａｉｎ ａｎ ａｎｔｉ－ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ Ｍ２ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｄｅｓｐｉｔｅ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ. Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２０１７ꎻ ８: ８８８
１１ Ｂｅｈｍｏａｒａｓ Ｊ. Ｔｈｅ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｉｒｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ. ＦＥＢＳ Ｊ ２０２１ꎻ ２８８(２４): ６９７２－６９８９
１２ Ｃｈａｎｄｅｒ Ｙꎬ Ｋｕｍａｒ Ｒꎬ Ｋｈａｎｄｅｌｗａｌ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ－
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｂｒｏａｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇｓ. Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｖｉｒｏｌ ２０２１ꎻ ３１(５):
１－１６
１３ Ｈｅｏ ＫＳꎬ Ｃｕｓｈｍａｎ ＨＪꎬ Ａｋａｉｋｅ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＥＲＫ５ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｆｆｅｒｏｃｙｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ.
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ ２０１４ꎻ １３０(２): １８０－１９１
１４ 王建茹ꎬ 刘萍. ＥＲＫ５ 抑制剂对巨噬细胞胞葬作用及 ＰｒｏＳ、Ａｘｌ 表
达的影响. 暨南大学学报(自然科学与医学版) ２０１８ꎻ ３９(２): ９３－９８
１５ Ｋｒａｙｎａｋ ＣＡꎬ Ｙａｎ ＤＪꎬ Ｓｕｇｇｓ ＬＪ. Ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ａｎ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｂｏｄｙ－ｉｎｓｐｉｒｅｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ. Ａｃｔａ Ｂｉｏｍａｔｅｒ
２０２０ꎻ １０８: ２５０－２６０
１６ Ｌｅｅ ＨＳꎬ Ｃｕｉ Ｌꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ
ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｏｖｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１６ꎻ １１
(８): ｅ０１６１０４１
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