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ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｃｏｒｎｅａｌｓｔｒｏｍａｗｅｒｅ７２．６７％ ｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｃｏｕｎｔｏｆｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎ
ｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｔｓｈｏｕｌｄｂｅｃａｕｔｉｏｕｓｔｏｕｓｅｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍｉｎｔｒｅａｔｉｎｇｆｕｎｇａｌｋｅｒａｔｉｔｉｓ，ｂｅｃａｕｓｅｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｓｃｏｒｅｓ，ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｃｏｒｎｅａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ（ｍａｉｎｌｙｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ）ａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｄｕｒｉｎｇａｎｔｉｆｕｎｇａｌｄｒｕｇｓｔｈｅｒａｐｙｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈ
ｔｏｐｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍｉｎｔｒｅａｔｉｎｇｆｕｎｇａｌｋｅｒａｔｉｔｉｓｉｎｍｉｃｅ．
［ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１４，３４（７）：６０７６１１］

【关键词】　真菌性角膜炎；双氯芬酸钠；酮康唑；中性粒细胞；鼠
【摘要】　目的　观察抗真菌药物联合双氯芬酸钠对真菌性角膜炎的治疗效果。方法　选取 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠为实验动物，以腐
皮镰孢菌性角膜炎为模型。实验分为４组：手术对照组（不进行菌丝接种）、模型组、酮康唑组（单纯酮康唑治疗）和双氯芬酸钠

·７０６·眼 科新进展　２０１４年７月　第３４卷　第７期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３４Ｎｏ．７Ｊｕｌｙ２０１４ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



组（酮康唑联合双氯芬酸钠治疗）。每组于造模后１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ和５ｄ分别进行裂隙灯观察和活体共焦显微镜检查。裂隙灯
下进行角膜病变严重程度临床评分；对活体共焦显微镜图片进行菌丝定量和炎症细胞计数。手术对照组和双氯芬酸钠组于手

术后５ｄ进行角膜ＨＥ染色病理学检查。结果　模型组、酮康唑组和双氯芬酸钠组与手术对照组相比，各时间点角膜临床评分
均有显著性增加（均为Ｐ＜０．０１）；双氯芬酸钠组５ｄ与模型组相比，临床评分显著增加（Ｐ＜０．０１）；双氯芬酸钠与酮康唑组相
比，３ｄ、４ｄ和５ｄ的角膜临床评分显著增加（均为Ｐ＜０．０１）。模型组、酮康唑组和双氯芬酸钠组３ｄ后角膜内菌丝消失；双氯
芬酸钠组与模型组和酮康唑组相比，角膜内菌丝面积无明显变化（均为Ｐ＞０．０５）。模型组、酮康唑组和双氯芬酸钠组与手术对
照组相比，各时间点角膜炎症细胞数均有显著增多（均为Ｐ＜００１）；酮康唑组与模型组比较，各时间点炎症细胞数无显著性差
异（均为Ｐ＞０．０５）；双氯芬酸钠组与模型组和酮康唑组相比，炎症细胞数目４－５ｄ均有显著性增多（均为 Ｐ＜０．０１）。双氯芬
酸钠组角膜内炎症细胞浸润与角膜临床评分的Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，二者呈明显正相关（ｒ＝０．８６０，Ｐ＝０．０００）。造模后５ｄ，
手术对照组和双氯芬酸钠组ＨＥ病理学检查结果显示：手术对照组角膜基质内细胞很少；双氯芬酸钠组基质增厚，基质内细胞
增多，基质内细胞分类计数显示，可以确认的中性粒细胞占基质所有细胞总数的７２６７％。结论　小鼠真菌性角膜炎进行抗真
菌药物治疗的同时局部应用双氯芬酸钠，不但不能减轻角膜病变的严重程度，反而增加了真菌性角膜炎的临床评分，增加了角

膜炎症细胞浸润，炎症细胞以中性粒细胞为主。提示进行真菌性角膜炎治疗时，慎用双氯芬酸钠。

［眼科新进展，２０１４，３４（７）：６０７６１１］

　　真菌性角膜炎是由真菌感染引起的一种严重的
感染性角膜病，近年来其在我国发病率一直呈上升

趋势，已成为角膜盲的首位病因［１］。真菌性角膜炎

的临床治疗非常棘手，主要原因是：（１）供临床应用
的疗效确切的眼表用抗真菌药物很少，常用的那他

霉素滴眼液不但价格昂贵，而且约有４６．６％的镰孢
菌患者对该药不敏感［２］，而镰孢菌属恰恰是在我国

占真菌性角膜炎菌种首位的［１］，因此，该药的整体疗

效并不令人满意；（２）即使经过药物治疗，真菌被杀
灭了，也往往由于炎症细胞对组织的破坏最终仍造

成角膜混浊，瘢痕形成。有研究显示，３５．６％～
７２３％的患者临床治愈后遗留下角膜白斑［３４］，如果

白斑在瞳孔部位会影响视力甚至致盲。另有研究表

明，约５９．５％的真菌性角膜炎遗留白斑的患者需要
进行角膜移植［５］，而我国角膜供体又极其缺乏［６］。

鉴于以上现状，我们的设想是：在有效抗真菌药物治

疗前提下，应用非甾体类抗炎药（ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌａｎｔｉ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｒｕｇｓ，ＮＳＡＩＤｓ）双氯芬酸钠滴眼液，以期
在药物治疗真菌的前提下，减轻炎症细胞浸润，减轻

炎症细胞对组织的破坏，从而减轻角膜组织损伤，减

轻基质混浊和瘢痕形成。本研究以腐皮镰孢菌性真

菌性角膜炎为模型，对单纯抗真菌治疗以及局部加

用双氯芬酸钠治疗效果进行观察，现将研究结果报

告如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级雄性１０～１２周龄Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ小鼠２４只，购自南京大学模式动物研究所。按每
笼６只饲养于 ＳＰＦ级动物房。饲养温度为（２５±
１）℃，湿度为５９％～６１％，每日光照与黑暗时间各为
１２ｈ，由专人管理。动物的饲养与使用均遵照视觉
与眼科研究协会制定的科研动物使用规范，经郑州

大学实验动物伦理委员会和河南省眼科研究所生命

科学实验管理与伦理审查委员会批准。

１．１．２　实验用真菌标准菌株　腐皮镰孢菌（编号：
３１７９１）购自北京中国科学院微生物研究所中国微

生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心。按照标

准方法进行复苏和传代，生长良好的真菌用于实验。

１．１．３　主要实验试剂及仪器　１ｇ·Ｌ－１双氯芬酸钠
滴眼液 （河南省眼科研究所院内制剂，批号：

２０１２０２０３）；３０ｇ·Ｌ－１酮康唑滴眼液（河南省眼科研
究所院内制剂，批号：２０１２０１１４）；海德堡视网膜激光
断层扫描系统３代（ＨＲＴ３）（德国Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ公司）；
ＳＬ８Ｚ型裂隙灯、ＯＭＳ９０型体视解剖显微镜（日本
Ｔｏｐｃｏｎ公司）；免疫荧光显微镜（８０ｉ）及 ＡＲ分析软
件（日本Ｎｉｋｏｎ公司）；无菌碳钢１１号手术刀片（上
海浦东金环医疗用品有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物分组　将２４只小鼠按照体质量大小排
序，查随机数字表将其随机分为手术对照组、模型

组、酮康唑组和双氯芬酸钠组，每组各６只。手术对
照组不接种真菌，其余均按照真菌性角膜炎模型的

制作方法造模。

１．２．２　小鼠真菌性角膜炎模型的建立　小鼠腹腔
内注射８０ｍｇ·ｋｇ－１戊巴比妥钠全身麻醉，用１０ｇ·
Ｌ－１盐酸丁卡因眼液滴眼进行角膜表面麻醉，按照参
考文献［２３］的方法建立双眼真菌性角膜炎模型。
方法简介如下：使用无菌手术刀片在角膜中央２ｍｍ
环钻区域内做十字划痕，深度至浅基质；取与腐皮镰

孢菌共培养３～７ｄ的带有腐皮镰孢菌的竹签尖端在
创面上来回涂抹腐皮镰孢菌。活体共焦显微镜下有

菌丝生长者判定为角膜炎模型制作成功。

１．２．３　给药方式　酮康唑组：真菌接种后９ｈ进行
模型判定，模型成功者开始应用酮康唑，１．５ｈ滴眼１
次，共８次，间隔１２ｈ后重复进行，直至实验结束。
双氯芬酸钠组：酮康唑给药方式同酮康唑组，在酮康

唑治疗基础上，于真菌接种后３３ｈ给予双氯芬酸钠
滴眼，每４ｈ滴眼１次，共３次，间隔１２ｈ后重复进
行，直至实验结束。为保证用药效果，每次滴眼后保

持眼裂睁开约１ｍｉｎ，确保药物进入结膜囊。手术对
照组和模型组均不给予任何药物。

１．２．４　角膜病变严重程度的裂隙灯观察　各组小
鼠于造模成功后１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ、５ｄ在裂隙灯下观
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察角膜，进行角膜病变临床评分并拍照，临床具体评

分规则参照文献［７８］。
１．２．５　角膜活体共聚焦显微镜检查　各组小鼠于
造模成功后１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ、５ｄ进行活体共聚焦显
微镜检查。小鼠麻醉后，调整操纵台高度和 ＣＣＤ摄
像头位置，涂 Ｖｉｄｉｓｉｃ眼凝胶（美国博士伦公司生
产）。双手持小鼠，使小鼠固定在下颌托上，充分暴

露眼球，使小鼠角膜中央区域与角膜接触帽平行，调

整物镜位置直至激光光束位于小鼠角膜病变区域。

激光波长为６７０ｎｍ，观察以病灶为中心 ３８０μｍ×
３８０μｍ视野范围，层间扫描深度为５μｍ。从角膜内
皮层开始到上皮层结束，连续扫描能清晰显示角膜

各层及真菌菌丝浸润的层次，采集图片并保存。

１．２．６　菌丝面积定量和炎症细胞计数方法　挑选
从角膜内皮层到上皮层所有图像中有菌丝的图像，

导入到ＮｉｋｏｎＡＲ软件中，手动勾画每条菌丝边缘，
定量菌丝面积，每个角膜所有视野菌丝面积之和作

为每角膜菌丝面积。手动计数炎症细胞个数，每个

角膜所有视野炎症细胞之和作为每角膜炎症细胞

数。最后以每角膜菌丝面积和炎症细胞数目进行统

计分析。

１．２．７　角膜切片ＨＥ病理学检查　取下造模后５ｄ
手术对照组和双氯芬酸钠组小鼠的角膜，常规包埋、

切片、ＨＥ染色。双氯芬酸钠组选取病灶部位切片，
手术对照组选取划痕范围切片，每角膜各选２张切
片，每张切片随机选取５个视野，于４０×物镜下进行
细胞计数。每个细胞核按一个细胞计数，典型的分

叶状细胞核记作中性粒细胞，计算典型的中性粒细

胞和所有基质内细胞总数的比例。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行
统计分析，以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）描述计量资料。
相同时间点各组间两两比较采用单因素方差分析，

方差齐，采用 ＬＳＤ检验；方差不齐，采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ
Ｔ２检验。对真菌性角膜炎病变角膜中炎症细胞数
目与临床评分间的关系评价采用 Ｐｅａｒｓｏｎ积矩相关
分析，并对相关系数进行假设检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　双氯芬酸钠对角膜临床评分的影响　手术对

照组１ｄ时，角膜中央部位可见极轻微混浊，随时间
延长角膜混浊程度减轻、范围缩小，１ｄ后恢复正常
（图１Ａ）。模型组以及各治疗组均出现真菌性角膜
炎表现，接种２４ｈ后角膜出现毛玻璃样水肿，随后病
变进展迅速，大多出现典型的菌丝苔被，部分可见免

疫环、卫星灶。模型组７２ｈ时病变最为严重，７２ｈ后
病变逐渐减轻（图１Ｂ）；酮康唑组用药后病变范围得
到控制（图１Ｃ）；双氯芬酸钠组应用双氯芬酸钠后，
病变范围逐渐扩散，混浊加深，病变加重，有的角膜

出现前房积脓（图１Ｄ）。各组不同时间点角膜临床
评分结果见表１。从表１可以看出，模型组、酮康唑
组和双氯芬酸钠组与手术对照组相比，各时间点角

膜临床评分均有显著增加（Ｐ＜００１），说明造模成
功；酮康唑组３ｄ、４ｄ和５ｄ的角膜临床评分较模型
组显著降低（均为Ｐ＜０．０１），说明酮康唑治疗有效；
双氯芬酸钠组５ｄ角膜临床评分较模型组升高，差异
有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１），说明５ｄ时双氯芬酸
钠治疗比不治疗病变还重。双氯芬酸钠组与酮康唑

组相比，３ｄ、４ｄ和５ｄ的角膜临床评分差异有显著
统计学意义（均为 Ｐ＜０．０１），说明加用双氯芬酸钠
治疗，角膜炎反而加重。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｙｐｉｃａｌｓｌｉｔｌａｍｐｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅｇｒｏｕｐ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒ３
ｄａｙｓ；Ｄ：Ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍｇｒｏｕｐ　各组典型裂隙灯照片。Ａ：手术
对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：酮康唑组；Ｄ：双氯芬酸钠组

表１　各组不同时间点角膜临床评分结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｒｎｅａｌｃｌｉｎｉｃａｌｓｃｏｒｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ （珋ｘ±ｓ，Ｓｃｏｒｅ）
Ｇｒｏｕｐ １ｄａｙ ２ｄａｙｓ ３ｄａｙｓ ４ｄａｙｓ ５ｄａｙｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．５±０．９ ０．０±０．０ ０．０±０．０ ０．０±０．０ ０．０±０．０
Ｍｏｄｅｌ ３．０±０．０ ４．４±０．７ ７．８±１．５ ７．４±１．１ ６．６±０．７
Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ ２．９±０．４ ４．４±０．９ ４．４±１．１＃ ４．３±０．９＃ ４．０±０．８＃
Ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍ ２．８±０．５ ４．１±０．８ ８．４±１．３△ ９．５±１．６△ １１．０±１．９＃△

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０１

２．２　双氯芬酸钠对真菌性角膜炎真菌菌丝的影响
　各组小鼠不同时间点活体共焦显微镜典型图片见
图２。手术对照组：造模后１ｄ见炎症细胞浸润，２ｄ

时减少，３ｄ时基本恢复正常（图２Ａ）。模型组：造模
后１～２ｄ基质内大量菌丝和炎症细胞浸润；３ｄ时菌
丝破碎，仅偶见，大量炎症细胞浸润；４ｄ后菌丝消
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失，炎症细胞逐渐减少、消失（图２Ｂ）。酮康唑组：造
模后１ｄ基质内大量菌丝和炎症细胞；２ｄ时菌丝变
细，有破碎，炎症细胞增多；３ｄ时菌丝破碎，仅偶见，
炎症细胞大量；４ｄ后菌丝消失，炎症细胞逐渐减少、
消失（图２Ｃ）。双氯芬酸钠组：造模后１～２ｄ基质内
大量菌丝和炎症细胞，３ｄ时未找到典型菌丝，炎症
细胞大量，并且随时间延长而增多（图２Ｄ）。各组不
同时间点角膜内真菌菌丝面积见表２。从表２可以
看出，造模后１ｄ，模型组、酮康唑组和双氯芬酸钠组
组间真菌菌丝面积相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．
０５），造模后２～３ｄ，酮康唑组和双氯芬酸钠组菌丝
面积较模型组均有减少趋势，但组间相比差异均无

统计学意义（均为Ｐ＞０．０５），可能由于样本量较少、
组间变异较大导致。模型组、酮康唑组和双氯芬酸

钠组３ｄ后角膜内菌丝消失，说明小鼠的真菌性角膜
炎有自愈倾向。双氯芬酸钠组与模型组和酮康唑组

相比差异无统计学意义，说明双氯芬酸钠对角膜内

菌丝无影响。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｙｐｉｃａｌｉｎｖｉｖｏｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅｓ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄ
ｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍｇｒｏｕｐ．Ｐｉｎｋ
ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ，ｙｅｌｌｏｗａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｆｕｎｇａｌ
ｈｙｐｈａｅ　各组典型活体共焦显微镜图片。Ａ：手术对照组；Ｂ：模
型组；Ｃ：酮康唑组；Ｄ：双氯芬酸钠组。粉红色箭头所指为炎症
细胞；黄色箭头所指为真菌菌丝

表２　各组不同时间点角膜内真菌菌丝面积
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｒｎｅａｌｆｕｎｇａｌｈｙｐｈａｅａｒｅａｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ （珋ｘ±ｓ，Ｓ／ｍｍ２ｐｒｅｃｏｒｎｅａ）
Ｇｒｏｕｐ １ｄａｙ ２ｄａｙｓ ３ｄａｙｓ ４ｄａｙｓ５ｄａｙｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌ － － － － －
Ｍｏｄｅｌ ４９０．８±１０７．３４５７．７±１６１．２ ２７．９±１６．９ ０ ０
Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ ４９１．１±８７．３ ３６９．０±６８．２ １５．１±５．９ ０ ０
Ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍ ５０６．６±８１．７ ３９８．２±９４．４ １４．９±４．２ ０ ０

２．３　双氯芬酸钠对角膜炎症细胞浸润的影响　各
组不同时间点角膜内炎症细胞浸润情况见表３。从
表３可以看出，模型组、酮康唑组和双氯芬酸钠组与

手术对照组相比，各时间点角膜炎症细胞数均有显

著增多（均为Ｐ＜０．０１），说明真菌感染引起的炎症
细胞浸润较无菌创伤严重；酮康唑组与模型组比较，

各时间点炎症细胞数差异均无统计学意义（均为Ｐ＞
０．０５），说明酮康唑治疗对炎症细胞浸润无明显影
响；双氯芬酸钠组与模型组和酮康唑组相比，炎症细

胞数目 ４－５ｄ均显著性增多（均为 Ｐ＜０．０１），说明
加用双氯芬酸钠治疗，角膜内炎症细胞浸润增多。

２．４　双氯芬酸钠组角膜临床评分和炎症细胞浸润
的相关关系　对双氯芬酸钠组角膜内炎症细胞浸润
与角膜临床评分进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，结果显示，
炎症细胞浸润和角膜病变严重程度呈明显正相关

（ｒ＝０．８６０，Ｐ＝０．０００）。
表３　各组不同时间点角膜内炎症细胞浸润情况
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｒｎｅａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｎｕｍｂｅｒｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

（珋ｘ±ｓ，ｎｕｍｂｅｒｓｐｅｒｃｏｒｎｅａ）
Ｇｒｏｕｐ １ｄａｙ　　 ２ｄａｙｓ　　 ３ｄａｙｓ　　 ４ｄａｙｓ　　　　 ５ｄａｙｓ　　
Ｃｏｎｔｒｏｌ １０６４±１４４ ９３９±３２７ ３７５±８９ １７７±３７ ６５±１９
Ｍｏｄｅｌ １６４７±２２１ ２０３７±１６３ ２８６４±２３３ １４６２±１５６ ５８２±６２７

Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ １４４７±１３８ １９５２±１０３ ２７２５±１８８ １４４３±９７ ５９７±５７

Ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍ １５８４±８３ １９０１±９９ ２６１２±７２ ３７２７±１９５＃△ ４８４５±２５４＃△

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０．０１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０１

２．５　病理学检查结果　造模后５ｄ，手术对照组和
双氯芬酸钠组 ＨＥ病理学检查结果显示：手术对照
组角膜基质内细胞很少，细胞核形状提示为基质细

胞（图３Ａ）；而双氯芬酸钠组基质增厚，基质内细胞
增多，多数为分叶状中性粒细胞核型（图３Ｂ）。基质
内细胞分类计数显示，可以确认的中性粒细胞占基

质所有细胞总数的７２．６７％，提示基质内细胞以中性
粒细胞为主。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｙｐｉｃａｌｃｏｒｎｅａｌＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｆｕｎｇａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒ５ｄａｙｓｉｎｄｉｃｌｏｆｅｎａｃｓｏｄｉｕｍｇｒｏｕｐ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｄｉｃｌｏｆｅ
ｎａｃｇｒｏｕｐ．Ｒｅｄａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｙｐｉｃａｌｋｅｒａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅｕｓ，ｙｅｌｌｏｗａｒ
ｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｙｐｉｃａｌｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｎｕｃｌｅｕｓ　造模后５ｄ角膜典型 ＨＥ
染色病理学图片。Ａ：手术对照组；Ｂ：双氯芬酸钠组。红色箭头
所指为典型的基质细胞细胞核。黄色箭头所指为典型的中性粒
细胞细胞核

３　讨论

通过吞噬细胞吞噬并杀灭真菌等病原微生物，

是生物体最为基本和重要的天然免疫机制。中性粒

细胞是数量最多的一种白细胞，也是真菌性角膜炎
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中最主要的免疫细胞，在角膜真菌感染中发挥着重

要作用［７９］。一般情况下，中性粒细胞可快速募集至

感染部位，吞噬病原微生物后形成吞噬泡，继而吞噬

泡与溶酶体融合，通过氧化依赖性或非氧化依赖性

途径杀灭病原菌，这种经典的中性粒细胞杀灭病原

菌的方式被称为胞内杀灭病原微生物途径。然而，

吞噬了大量病原菌的中性粒细胞自身最终往往死亡

裂解，释放出大量毒性物质和多种生物活性介质，在

杀灭病原菌的同时引起化脓性炎症反应和组织坏

死［１０］。因此，对真菌感染角膜而言，中性粒细胞是

一把双刃剑，一方面吞噬、杀灭真菌以控制感染进

程，另一方面导致强烈的炎症反应和组织损伤。最

终的结局是，虽然真菌被杀灭了，但由于严重的角膜

组织破坏，角膜瘢痕形成，最终仍严重影响视力，甚

至致盲。

在有效抗真菌治疗的前提下，减少中性粒细胞

在角膜感染部位的浸润，从而减轻组织损伤是我们

极力想解决的问题。临床上常用的双氯芬酸钠是非

甾体类抗炎药的一种，在不引起免疫抑制的情况下，

可以抑制ＣＯＸ活性，阻断花生四烯酸向前列腺素转
化，同时也能促进花生四烯酸与甘油三酯结合，降低

细胞内游离的花生四烯酸浓度，间接抑制白三烯的

合成，从而发挥抗炎作用［１１］。前期有报道，真菌性

角膜炎早期施行病灶清创加生物羊膜移植和双氯芬

酸钠治疗，对真菌性角膜炎治愈后角膜瘢痕形成有

效［１２］。我们研究的初衷是希望能在有效抗真菌药

物治疗前提下，联合应用双氯芬酸钠滴眼液，以减轻

炎症细胞浸润，减轻炎症细胞对组织的破坏，从而减

轻角膜组织损伤，减轻基质混浊和瘢痕形成。

但是我们的研究结果与预期相反：酮康唑加用

双氯芬酸钠治疗，不但不能减轻角膜病变的严重程

度，反而增加了真菌性角膜炎的临床评分，增加了角

膜炎症细胞浸润。此结果可能与双氯芬酸钠的副作

用有关。国外有文献报道：正常或穿透性角膜移植

术患者局部应用双氯芬酸钠滴眼液，可以导致角膜

感觉下降及持续性角膜上皮缺陷［１３１４］。也有文献认

为，双氯芬酸钠滴眼液引起角膜损伤以及溶解的原

因与角膜内基质金属蛋白酶（ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰ）有关，双氯芬酸钠能诱导角膜表达 ＭＭＰ１、
ＭＭＰ２和 ＭＭＰ８，引起角膜损伤和溶解［１５］。我们的

研究发现，双氯芬酸钠滴眼液引起角膜内大量中性

粒细胞浸润，目前未检索到类似文献。最终导致角

膜病变加重的原因是否与中性粒细胞释放的酶类有

关，有待进一步研究。

本研究结果显示，真菌性角膜炎小鼠模型在抗

真菌治疗前提下加用双氯芬酸钠治疗，不仅不能减

轻病情，反而会加快角膜损伤，使病变加重。此结果

可能与双氯芬酸钠副作用有关。本研究结果提示，

在进行真菌性角膜炎治疗时，慎用双氯芬酸钠治疗。
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