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Abstract
誗AIM: To explore the changes of macrophage migration
inhibitory factor (MIF), interleukin 1 ( IL - 1茁 ), tumor
necrosis factor - alpha ( TNF - 琢) levels in the botulium
toxin B-induced murine dry eye model.
誗METHODS: The rats were randomly divided into two
groups, 20 mice received injection of botulium toxin B
(0. 1mL), and 10 mice were injected physiological saline
(0. 1mL) . Schirmer I test, corneal fluorescein staining
and the levels of MIF, IL - 6 , TNF - 琢 were performed
before and 3, 7, 28, 42 days after injection. The levels of
MIF, IL - 6, TNF - 琢 were detected by enzyme - linked
immunosorbent assay (ELISA) .
誗 RESULTS: The tear production was significantly
decreased at 4 points and the corneal fluorescein staining
increased at 5 points in BTX-B- injected mice compared
with control mice. In the BTX-B-injected mice, the level
of IL-1茁 increased significantly at the 3 days and 1, 4, 6
week, and the level of MIF in lacrimal gland increased
significantly since the 4 th week compared with control

mice. The level of TNF-琢 has no difference between the
two groups.
誗 CONCLUSION: Injection botulium toxin B can
successfully established the mice model of dry eye. This
model has the characteristic changes of the expression of
inflammatory factors, which is an ideal animal model for
dry eye experiment.
誗KEYWORDS:dry eye; botulium toxin B; inflammatory
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摘要

目的:建立肉毒杆菌 B 诱导大鼠炎症干眼模型,通过观察
泪腺炎症因子表达变化为干眼病实验研究提供实验
依据。
方法:健康 8 周龄雌性 SD 大鼠,30 只,随机分为 2 组,20
只为实验组,10 只为对照组。 右侧泪腺注射肉毒杆菌 B
0. 1mL(20mU),生理盐水 0. 1mL。 分别于实验前 1d 及实
验后第 3d;1,4,6wk,观察基础泪液分泌量、角膜荧光染
色,并且酶联免疫吸附试验(ELISA)检测泪腺组织中白
细胞介素-1茁(IL-1茁)、肿瘤坏死因子-琢(TNF-琢)和巨
噬细胞移动抑制因子(MIF)变化。
结果:术后实验组从第 3d 时出现泪液分泌减少,4wk 达
到高峰,6wk 后恢复;角膜荧光染色第 3d 时出现,持续
6wk;泪腺组织 IL-1茁 从第 3d 开始出现增加,持续 6wk;
TNF-琢 表达水平未增加,MIF 检测从第 4wk 开始表达增
加,持续 6wk。
结论:泪腺注射肉毒杆菌 B 可以成功诱导大鼠炎症干眼
模型,炎症因子的表达变化具有一定的特征性,为干眼病
实验提供较理想的动物模型。
关键词:干眼;肉毒杆菌 B;炎症
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0 引言

摇 摇 近年来随着生活环境和生活习惯的改变,干眼病的
发病率在逐渐增加,统计学显示全球成年人的发病率已
经高达 13% ~ 20% ,其已经成为最常见的眼表疾病[1]。
引起干眼症的病因很多,其发病机制十分复杂。 近年来,
对于干眼病的研究也逐渐增多,动物模型的建立为干眼
病的研究起到重要的基础作用,其中炎症模型的建立更
为重要。 我们利用肉毒杆菌 B 诱导大鼠建立干眼炎症模
型,通过观察泪腺组织白细胞介素-1茁( IL-1茁)、肿瘤坏
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表 1摇 两组泪液分泌试验结果 (軃x依s,mm / 5min)
时间 实验组 对照组 P
造模前 1d 3. 02依0. 12 3. 01依0. 25 0. 852
造模第 3d 1. 86依0. 72 3. 04依0. 72 0. 028
造模第 1wk 2. 03依0. 86 3. 01依0. 42 0. 035
造模第 4wk 1. 04依0. 46 3. 00依0. 21 0. 017
造模第 6wk 2. 94依0. 64 3. 01依0. 54 0. 284

表 2摇 两组角膜荧光染色得分结果 (軃x依s,分)
时间 实验组 对照组 P
造模前 1d 0. 02依0. 12 0. 11依0. 33 0. 754
造模第 3d 1. 32依0. 72 0. 04依0. 42 0. 092
造模第 1wk 2. 03依0. 86 0. 01依0. 95 0. 031
造模第 4wk 3. 54依0. 46 0. 05依0. 56 0. 012
造模第 6wk 2. 94依0. 64 0. 03依0. 12 0. 034

表 3摇 两组动物泪腺组织 IL-1茁和 TNF-琢及 MIF检测结果比较 (軃x依s,ng / L)
因子

造模前 1d
实验组 对照组

造模第 3d
实验组 对照组

造模第 1wk
实验组 对照组

造模第 4wk
实验组 对照组

造模第 6wk
实验组 对照组

IL-1茁 6. 24依2. 78 6. 78依6. 21 5. 97依5. 14a 8. 44依6. 77 6. 20依0. 58a 9. 04依4. 42 6. 39依1. 25a 9. 54依5. 12 6. 39依5. 12a 9. 21依4. 12
TNF-琢 12. 54依3. 21 11. 54依4. 11 13. 21依4. 10 12. 58依1. 27 11. 36依4. 25 12. 01依2. 36 12. 74依1. 25 12. 84依6. 12 12. 48依4. 21 12. 58依6. 14
MIF 6. 28依2. 14 6. 02依4. 12 7. 01依3. 14 6. 87依2. 54 6. 74依5. 01 7. 00依0. 84 6. 74依1. 05a 9. 65依4. 54 6. 78依1. 87a 9. 14依4. 20

注:aP<0. 05 vs 对照组。

死因子-琢(TNF-琢)、巨噬细胞移动抑制因子(MIF)的变
化,旨在模仿一种更接近人类的慢性假性免疫干眼大鼠
模型。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 健康 8 周龄雌性 SD 大鼠,30 只,体质量 200 ~
250g,随机分为 2 组,20 只为实验组,10 只为对照组。 注
射用肉毒杆菌 B:美国 ELan 公司;泪液检测滤纸条:天津
晶明新技术发展有限公司;抗大鼠 TNF-琢 单克隆抗体:中
杉金桥生物技术有限公司;羊抗大鼠 IL-6 单克隆抗体:美
国 PeproTech 公司;IL-1茁,TNF-琢 和 MIF 试剂盒:北京科
美东亚生物技术有限公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 动物模型建立摇 随机取 20 只大鼠腹腔注射 10%水
合氯醛(4mL / kg),待动物麻醉后在手术显微镜下暴露泪
腺,将大鼠的右侧泪腺注射肉毒杆菌 B(BTX-B)0. 1mL
(20mU),10 只 作 为 对 照 组 同 样 方 法 注 射 生 理 盐 水
0郾 1mL。 室内常温无菌饲养。
1. 2. 2 检查项目摇 分别于实验前 1d 及实验后第 3d;1,4,
6wk,将大鼠基础麻醉后检测泪液的分泌,将泪液检测滤
纸条置于下穹隆处结膜中,5min 后测量变色长度。 使用
1%荧光素钠溶液染色,1min 后观察角膜荧光染色并在照
相裂隙显微镜下拍照。 采用 Park 计分方法:0 分:无着色
点;1 分:点状着色臆1 / 8 象限;2 分:点状着色臆1 / 4 象限;
3 分:点状着色臆1 / 2 象限;4 分:点状着色逸1 / 2 象限。
1.2.3 ELISA法检测泪腺组织 IL-1茁,TNF-琢和 MIF 表达摇
采用 ELISA 方法分别于实验前 1d 及实验后第 3d;1,4,
6wk 取泪腺组织检测 IL-1茁,TNF-琢 和 MIF。 试剂盒来源
于北京科美东亚生物技术有限公司,操作严格按照试剂盒
说明书进行,各项质量指标及质控参数均在允许范围内。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 16. 0 系统进行统计学分析,
计量资料以均数依标准差(軃x依s)表示,各组间采用独立样
本 t 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学差异。
2 结果
2. 1 泪液分泌试验摇 术后从第 3d 时出现泪液分泌减少,
实验组为 1. 86依0. 72mm/ 5min,对照组 3. 04依0. 72mm/ 5min,
差异有统计学差异(P<0. 05),在第 4wk 泪液分泌减少达
到最高峰 1. 32 依0. 25mm / 5min,第 6wk 泪液分泌恢复,与
对照组无统计学差异(P>0. 05,表 1)。

2. 2 荧光素钠染色结果摇 实验组术后第 3d 角膜开始出现
荧光素钠着色,在术后第 4wk 着色最重,之后出现不同程
度的好转,但在第 6wk 仍存在荧光素钠着色,与对照组有
统计学差异(P<0. 05,表 2)。
2. 3 两组动物泪腺组织 IL-1茁和 TNF-琢及MIF 检测结果
比较摇 术后第 3d 开始实验组 IL-1茁 表达是持续增高的,
TNF-琢 表达与对照组没有统计学差异,MIF 从第 4wk 后
表达增加,与对照组有统计学差异(P<0. 05),并持续到
第 6wk。
3 讨论

摇 摇 眼表(角膜、结膜、副泪腺和睑板腺)、主泪腺和它们
之间的神经连接由于其密切的解剖和功能联系构成一个
整体功能单位,共同发挥对泪液分泌和泪膜形成的调控作
用,维护眼表健康,任一环节的损害均可导致泪膜完整性
和功能的破坏,从而出现干眼症不适症状[2]。 而主泪腺在
这个功能单位中发挥着主导作用。 泪腺的神经支配非常
丰富,有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维持泪液的基础分泌。 当泪
腺发生炎症或者病变时会导致严重的干眼病出现,致盲率
较高。
摇 摇 尽管干眼症的病因多种多样,一旦进入进展阶段,炎
症就成为干眼症发病机制中最关键的因素,大量淋巴细胞
在泪腺和眼表组织的浸润以及炎症因子的释放导致了免
疫相关性炎症,炎症因子的释放会损害正常泪液分泌的神
经传导,影响泪液分泌的质和量,形成恶性循环[3]。 在干
眼疾病中,炎症会影响到这个功能单位每一个组织,从而
得到一个观点:免疫反应是这个功能单位的一部分。 因
此,目前对于严重干眼的研究已经集中到炎症与干眼的关
系,所以建立一个更接近人类的一种慢性假性免疫干眼动
物模型就较为重要。
摇 摇 目前报道的干眼模型有很多种,而针对泪液分泌障碍
和免疫性干眼动物模型主要有转基因动物模型和基因敲
除动物模型以及诱导性动物模型。 Zhu 等[4] 通过实验建
立了一种动物炎症模型,他们将兔子一侧泪腺摘除,通过
对上皮细胞的培养增殖获得自体外周淋巴细胞注射到对
侧泪腺制造干燥综合征兔眼模型。 组织病理图片显示与
干燥综合征患者相似,可以看到泪腺组织主要为 CD4+ T
淋巴细胞浸润,同时泪液产生的减少和角膜荧光染色均与
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干燥综合征患者相同,从而证实 CD4+ T 淋巴细胞浸润泪
腺组织的作用。 Lin 等[5] 将 Lewis 鼠的一侧泪腺摘出匀
浆,对匀浆的泪腺组织加入灭活的百日咳杆菌,进行进一
步处理,然后回注入对侧泪腺,可增强其抗原性,诱导更严
重的泪腺和唾液腺自身免疫反应,制成干眼症炎症模型。
Toshida 等[6]从兔内耳通路切除 5mm 长岩大浅神经,术后
7d 发现结膜出现严重的刚果红染色,角膜荧光素染色阳
性,泪液分泌下降约 26% ,但持续时间只有 1wk,这种诱导
方法持续时间很短,不能很好地建立模型。 而前几种存在
技术复杂和实验成本较高的缺点,我们通过对大鼠泪腺中
注射肉毒杆菌 B,在神经肌肉接头处抑制乙酰胆碱的释放
而阻断胆碱能神经活动传递,达到减少泪液分泌的作用。
结果显示:泪液分泌在注射后第 3d 开始出现减少,第 4wk
达到高峰,角膜上皮缺损持续出现 6wk,未出现其他眼部
和全身的副作用。 表明其方法可以模仿更接近人类的一
种慢性假性免疫干眼大鼠模型。 6wk 后肉毒杆菌 B 的作
用逐渐消退,因为泪腺的结构组织没有破坏,泪腺功能逐
渐恢复,而 6wk 后角膜上皮损伤依然存在,间接说明角膜
上皮的修复和稳定需要一个多因素的环境,眼表微环境的
正常以及炎症因子的减退是一个较长的恢复过程。
摇 摇 临床上干眼严重的患者均合并眼表的炎症,尽管炎症
做为首发病的机制还没有被证实。 首先会引起炎症产生
的原因可能为刺激,如外界干燥的环境和泪液的改变,刺
激可以引起促炎症细胞因子的表达(如细胞因子,趋化因
子,黏附因子)。 有证据间接证明,眼表的改变与炎症的
第一步直接相关,例如,增加的细胞炎症因子(如 IL-1茁,
IL-6,TNF-琢,TGF-茁1)在 Sjogren蒺s 综合征的患者中结膜
表面被发现,同时伴随泪液中 IL-1倩,IL-1茁,IL-6 的浓度
增加。 上皮细胞的增殖、角化,新生血管的发生均是与这
些炎症因子的增加有关[7 , 8]。 关于干眼疾病的免疫发病
机制还有很多,在一些中、重型干眼病患者均看到这种炎
症变化,因此早期的免疫改变和确切的机制对于干眼的研
究和治疗是非常关键的。
摇 摇 我们的动物实验发现,在注射肉毒杆菌 B 后第 3d 开
始泪腺组织中的 IL-1茁 表达是持续增高的,与眼表的损
害相对应。 这说明注射肉毒杆菌 B 后泪腺组织出现炎症
因子的增加和激活,同时也间接说明泪腺产生的炎症因子
会随着泪液分泌到眼表组织。 我们通过病理切片还发现
泪腺组织结构仍然保持良好和未发现 T 细胞浸润,意味着
各种炎性细胞因子是直接分泌到眼泪而不是弥漫到泪腺
基质,与 Fang 等[9]结果一致。
摇 摇 尽管已有的实验发现,在中、重度干眼患者中眼表和
泪液中 IL-1茁 和 TNF-琢 的表达是增高的[10,11],但是我们
的实验发现,在泪腺组织中 TNF-琢 的表达未出现增高,这
种泪腺和眼表组织炎症因子的表达差异可能与注射肉毒
杆菌 B 后大鼠泪腺分泌泪液水分较少,致使泪液呈高渗
状态,激活了MAPK 信号转导通路而造成眼表组织的二次
炎症反应,TNF-琢 的表达继发性增高有关[4]。

摇 摇 MIF 参与了免疫相关的作用,与多种炎性疾病相关,
体内及体外实验证明 MIF 在机体内多种炎症疾病的发病
中起到了重要调节作用,有望成为重要的作为生物标志物
和治疗靶标[12]。 现今认为,MIF 是集细胞因子、神经内分
泌激素和酶特性于一身的多效能蛋白分子,但是 MIF 在
泪腺功能单元的功能仍不清楚。 我们的实验发现,MIF 的
表达在注射后第 4wk 才出现升高,但随后一直持续,这就
为以后研究这个强炎症介质的生物学特性提供了有力的
实验基础。
摇 摇 总之,泪腺注射肉毒杆菌 B 可以诱导大鼠建立一种
可以模仿更接近人类的慢性假性免疫干眼大鼠模型,以后
根据泪腺组织中炎症因子不同的表达变化,可以针对性地
研究各自在干眼病发病中的作用,为干眼病的免疫学研究
和治疗提供一个基础。
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