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【关键词】　肾阳虚；透镜诱导型近视；基质金属蛋白酶２；基质金属蛋白酶２抑制剂；豚鼠
【摘要】　目的　探讨负透镜诱导型近视肾阳虚豚鼠巩膜基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）及其抑制剂基质金属蛋白酶２抑制剂（ｔｉｓｓｕｒｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅ２，ＴＩＭＰ２）的表达。方法　选取７２只３周龄雄性英国种三色短毛豚鼠，随机分为
正常对照组、戴镜组和肾阳虚 ＋戴镜组，每组各２４只。肾阳虚 ＋戴镜组每日腹腔注射氢
化可的松注射液，剂量１０ｍｇ·ｋｇ－１，正常对照组和戴镜组则给予等量生理盐水，每天１
次，连续２周。第３周起，戴镜组、肾阳虚 ＋戴镜组右眼均戴 －１０．０Ｄ透镜，戴镜２周，正
常对照组不作任何干预。戴镜前后分别进行眼轴长度及屈光度的测量；ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＩ实时
荧光定量ＰＣＲ检测后极部巩膜ＭＭＰ２及ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的表达变化；ＥＬＩＳＡ和免疫组织化
学检测后极部巩膜ＭＭＰ２及ＴＩＭＰ２蛋白表达的变化。结果　与正常对照组比较，戴镜组
右眼近视屈光度增高（ｔ＝１８．７６０，Ｐ＝０．０００），眼轴延长（ｔ＝－２７０９，Ｐ＝０．０１３），后极部巩
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膜ＭＭＰ２ｍＲＮＡ及蛋白表达明显增加（ｔ＝－２．１３４，Ｐ＝００４５；ｔ＝－６．３１５，Ｐ＝０．０００），ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ及蛋白表达明显降低（ｔ＝
４．６３７，Ｐ＝０．０００；ｔ＝６．０６２，Ｐ＝０．０００）。与戴镜组比较，肾阳虚＋戴镜组右眼近视屈光度增高（ｔ＝３．０２６，Ｐ＝０．００６），眼轴更长
（ｔ＝－２．１４４，Ｐ＝０．０４４），后极部巩膜ＭＭＰ２ｍＲＮＡ及蛋白表达均增加（ｔ＝－４．０９４，Ｐ＝０．００１；ｔ＝－６．２９１，Ｐ＝０．０００），ＴＩＭＰ２
ｍＲＮＡ及蛋白表达均降低（ｔ＝５．５２４，Ｐ＝０．０００；ｔ＝３．９５１，Ｐ＝０．００１）。结论　在负透镜诱导下，肾阳虚豚鼠较正常豚鼠近视程
度更加严重，肾阳虚体质与近视的发生发展可能有密切联系。

　　近年来，近视的患病率逐年攀升，低龄化趋势越
来越严重［１］，已成为全球范围内导致视力残疾的首

要病因［２］，预防青少年近视并探讨其发病相关因素

已刻不容缓。近视的中医辨证以虚证为主，且彭耀

崧等［３］认为随着近视屈光度的不断增加，虚损呈气

虚、阴虚、阳虚、肝肾虚的规律发展，与传统中医理论

中的“久病必虚”“久病伤肾”理论相一致。张辽［４］

对９４２例近视患者问卷调查发现，近视眼患者的体
质特点多为阳虚质、平和质和气虚质，其中阳虚体质

者最多。但是，目前探讨近视与虚证体质关系的基

础研究尚属空白。因此，本研究采用氢化可的松注

射液和负透镜诱导制作肾阳虚豚鼠近视模型，研究

肾阳虚近视豚鼠屈光度和眼轴长度的变化特点，并

探讨其发病机制，为进一步阐释虚证与近视的关系

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　取３周龄雄性健康英国种
三色短毛豚鼠７２只（购自河南康达实验动物有限公
司），体质量１５０ｇ左右，随机分为３组，正常对照组、
戴镜组和肾阳虚 ＋戴镜组，每组各２４只，饲养温度
保持在２０℃左右，控制１２ｈ／１２ｈ的昼夜节律，自由
饮食。实验开始前对眼部疾病进行筛查，以排除白

内障、先天性近视、角膜病等常见眼病。

１．２　动物模型
１．２．１　肾阳虚模型　肾阳虚 ＋戴镜组于每日上午
８００－１０００腹腔注射氢化可的松注射液（５ｇ·
Ｌ－１，国药集团容生制药有限公司），每日１次，剂量
为１０ｍｇ·ｋｇ－１，连续２周；正常对照组和戴镜组于
同一时间腹腔注射等量的生理盐水，其余不作任何

处理。注药前后注意观察豚鼠的一般状况，包括体

质量、毛发色泽及大小便等。肾阳虚豚鼠的一般表

现为体质量下降，消瘦，脱毛，倦怠懒动，腹部潮湿，

畏寒肢冷，喜蜷缩在一起，小便清长，呈典型的肾阳

虚表现。且有研究表明，在不作任何处理的情况下，

肾阳虚症状能够维持至少１５ｄ［５６］。
１．２．２　近视模型　从第３周开始，戴镜组、肾阳虚
＋戴镜组右眼均戴－１０．０Ｄ透镜，戴镜２周，左眼不
戴镜作为自身对照眼，正常对照组不作任何处理。

戴镜前后分别进行屈光度及眼轴长度的测量。

１．３　屈光度及眼轴长度的测量　豚鼠双眼结膜囊
内滴１０ｇ·Ｌ－１盐酸环喷托酯滴眼液（美国爱尔康公
司）３次，每次间隔５ｍｉｎ。由同一位验光师在暗室
用带状光检影镜进行检影（工作距离保持０．５ｍ），

屈光度为垂直及水平两条主要子午线检测值的均

数。测量眼轴时用盐酸奥布卡因滴眼液（日本参天

制药株式会社）滴眼行眼球表面麻醉，Ａ型超声（法
国ＱｕａｎｔｅｌＭｅｄｉｃａｌ公司）探头垂直于角膜平面，对准
瞳孔中心，连续测量１０次，剔除明显偏离的数值，取
平均值。设置Ａ型超声在不同介质中的传播速度，
前房为１５５７ｍ·ｓ－１，玻璃体为１５４０ｍ·ｓ－１，晶状体
为１７２３ｍ·ｓ－１［７］。
１．４　血液样本的收集及检测　在豚鼠深度麻醉状
态下，将其仰卧固定，触及第３～４肋间隙心尖搏动
最强处，穿刺取血，２５００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃离心２０ｍｉｎ
分离血清，将上清液贮存在 －２０℃冰箱中待测。采
用放射免疫法测定豚鼠血清中的激素水平，游离三

碘甲状腺原氨酸（ｆｒｅｅｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，ＦＴ３）、游离甲
状腺素（ｆｒｅｅｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，ＦＴ４）试剂盒由北京北
方生物技术研究所提供，雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）、睾丸
酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）试剂盒由天津九鼎医学生物工程
有限公司提供，仪器使用上海核辐射光电仪器有限

公司生产的放射免疫 γ计数器，具体操作按照说明
书要求进行。血清中 ＦＴ３、ＦＴ４、Ｅ２和 Ｔ含量是评价
肾阳虚动物模型造模成功的客观指标［２３］。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ　取出眼球，沿角巩膜缘剪
开，去除角膜、虹膜、晶状体、玻璃体、脉络膜及视网

膜，用直径７ｍｍ的角膜环钻钻取后极部巩膜，称质
量，液氮速冻，－８０℃保存备用。引物序列由上海生
工生物工程股份有限公司合成。ＭＭＰ２上游引物：
５’ＧＧＡＡＴＧＣＣＡＴＣＣＣＴＧＡＴＡＡＣＣＴ３’，下游引物：
５’ＴＴＣＣＡＡＡＣＴＴＣＡＣＧＣＴＣＴＴＧＡＧＡ３’，产物大小为
１２６ｂｐ；ＴＩＭＰ２上游引物：５’ＧＡＡＧＡＧＣＣＴＧＡＡＣＣＡ
ＣＡＧＧＴＡＣＣ３’，下游引物：５’ＴＴＣＴＧＴＧＡＣＣＣＡＧＴＣ
ＣＡＴＣＣＡ３’，产物大小为１１８ｂｐ；βａｃｔｉｎ：上游引物：
５’ＡＣＣＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＧＡＡＧＡＴＧ３’，下游
引物：５’ＣＴＣＧＧＣＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＡＣＴＧＴＡＧＣ３’，
产物大小为２８４ｂｐ。

巩膜组织总 ＲＮＡ的提取采用 ＲＮｅａｓｙＦｉｂｒｏｕｓ
ＴｉｓｓｕｅＭｉｎｉＫｉｔ（德国Ｑｉａｇｅｎ有限公司），－８０℃冰箱
保存备用。紫外分光光度计（北京凯奥公司）测量

ＲＮＡ的光密度值（ＯＤ），得出 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为 １．８～
２０。ｃＤＮＡ的合成是用ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ（美国 Ｒｏｃｈｅ公司），０．５μｇＲＮＡ模板，
１μＬ寡聚糖（ｄｔ）１８引物，４μＬ５倍缓冲液，０．５μＬ
ＲＮａｓｅ抑制剂，２μＬｄＮＴＰ，０．５μＬ反转录酶，５５℃
孵育３０ｍｉｎ，８５℃酶失活５ｍｉｎ，－２０℃贮存备用。

采用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＩＩ实时荧光定量ＰＣＲ仪
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（美国Ｒｏｃｈｅ公司）检测 ＭＭＰ２和 ＴＩＭＰ２的 ｍＲＮＡ
含量。ＰＣＲ的反应总体积为２０μＬ，包括 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒ（美国 Ｒｏｃｈｅ公司）１０μＬ，
上下游引物各 ０．５μＬ，ｃＤＮＡ模板 １μＬ，ＤＥＰＣ水
８μＬ。ＰＣＲ反应条件为：预变性９５℃ １０ｍｉｎ，变性
９５℃ １０ｓ，５８℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，共４０个
循环，最后４５℃冷却１０ｓ。采用２－△△Ｃｔ方法，以 β
ａｃｔｉｎ为内参，对各组豚鼠后极部巩膜ＭＭＰ２及其抑
制剂ＴＩＭＰ２的ｍＲＮＡ相对表达量进行定量分析。
１．６　免疫组织化学检测　用４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛行
豚鼠心脏灌注后，摘除眼球，投入４℃冰箱固定２４
ｈ，石蜡包埋，沿眼球前后极轴方向进行连续切片，切
片厚约４μｍ。脱蜡至水，ＰＢＳ冲洗３次；体积分数
５％山羊血清室温封闭３０ｍｉｎ；滴加一抗，４℃冰箱过
夜（ＭＭＰ２：兔多克隆抗体，１５００稀释；ＴＩＭＰ２：小
鼠单克隆抗体，１２０稀释），第２天复温４５ｍｉｎ，滴
加二抗（武汉博士德生物工程有限公司），室温孵育

３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染细胞核，光学显微镜
（日本尼康公司）下观察阳性表达。

１．７　ＥＬＩＳＡ　从－８０℃冰箱内取出巩膜组织，置于
研钵内，在液氮环境下将其研磨成粉末状，根据质量

体积比（１１０）加入磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝７．４），然后
将匀浆液３０００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃离心２０ｍｉｎ，取上清液
用于分析ＭＭＰ２及其抑制剂 ＴＩＭＰ２的蛋白水平表
达，具体实验操作步骤按照试剂盒（武汉基因美生物

科技有限公司）说明书进行。

１．８　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对实验
数据进行统计分析。研究数据经 Ｗ检验呈正态分
布，以 珋ｘ±ｓ表示。注药后，正常对照组、戴镜组和肾
阳虚＋戴镜组豚鼠 ＦＴ３、ＦＴ４、Ｔ及 Ｅ２激素水平的改
变采用配对ｔ检验，但各组之间 Ｅ２激素水平差异的
比较采用单因素方差分析，多重比较采用 ＬＳＤｔ检
验；正常对照组、戴镜组和肾阳虚 ＋戴镜组屈光度、
眼轴长度、后极部巩膜中ＭＭＰ２及其抑制剂ＴＩＭＰ２
ｍＲＮＡ和蛋白表达的差异比较均采用单因素方差分
析，多重比较采用ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　肾阳虚动物模型的确立　实验开始前，正常对
照组、戴镜组和肾阳虚 ＋戴镜组血清中各激素的含
量差异无统计学意义（Ｆ＝０．６９７，Ｐ＞０．０５）；注射氢
化可的松注射液 ２周后，肾阳虚 ＋戴镜组血清中
ＦＴ３、ＦＴ４和 Ｔ的浓度明显下降（ｔ＝５．０６２、３６４５、
３５９２，均为Ｐ＜０．０１），Ｅ２浓度明显上升（ｔ＝－５４００，
Ｐ＜０．０１），而正常对照组和戴镜组血清中ＦＴ３、ＦＴ４和
Ｔ的浓度是明显上升的（正常对照组 ｔ＝－４．３３３、
－４０２７、－４．６７８，戴镜组 ｔ＝－３．９４６、－４３１５、
－６．６４５，均为Ｐ＜０．０１），Ｅ２浓度虽然也呈上升趋势
（ｔ＝－２７４３、－２．８００，均为 Ｐ＜０．０５），但相比之下，
肾阳虚＋戴镜组上升更为明显（ｔ＝２．８０１、２．８３２，均为
Ｐ＜００５，见图１）。豚鼠体征符合肾阳虚症状。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＦＴ３（Ａ），ＦＴ４（Ｂ），Ｔ（Ｃ）ａｎｄＥ２（Ｄ）ｉｎｓｅｒｕｍｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｎｏｒｍａｌ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；ＷＬ：Ｗｅａｒｉｎｇｌｅｎｓ
ｇｒｏｕｐ；ＫＹＤｓ＋ＷＬ：ＫｉｄｎｅｙＹａｎｇｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｓｙｎｄｒｏｍｅａｎｄＷｅａｒｉｎｇｌｅｎｓｇｒｏｕｐ　各实验组豚鼠血清中游离三碘甲状腺原氨酸（ＦＴ３，图 Ａ）、游离
甲状腺素（ＦＴ４，图Ｂ）、睾丸酮（Ｔ，图Ｃ）和雌二醇（Ｅ２，图Ｄ）含量。Ｎｏｒｍａｌ：正常对照组；ＷＬ：载镜组；ＫＹＤｓ＋ＷＬ：肾阳虚＋戴镜组

２．２　屈光度及眼轴长度的变化　戴镜前各组之间
的屈光度、眼轴长度比较差异均无统计学意义（均为

Ｐ＞０．０５）。戴镜２周后，正常对照组、戴镜组和肾阳
虚＋戴镜组屈光度和眼轴长度的差异均有统计学意
义（Ｆ＝３０２．３６３、１３．０６８，均为 Ｐ＜０．０１）；与正常对
照组比较，戴镜组右眼近视屈光度增高（ｔ＝１８７６０，
Ｐ＝０．０００），眼轴明显延长（ｔ＝－２．７０９，Ｐ＝０．０１３）；
与戴镜组比较，肾阳虚 ＋戴镜组右眼近视屈光度增
高（ｔ＝３．０２６，Ｐ＝０．００６），眼轴更长（ｔ＝－２．１４４，
Ｐ＝０．０４４）；但正常对照组、戴镜组及肾阳虚 ＋戴镜
组自身对侧眼屈光度及眼轴长度比较，差异均无统

计学意义（均为Ｐ＞０．０５，见表１）。
２．３　巩膜 ＭＭＰ２及 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的表达　采
用２－△△Ｃｔ方法计算正常对照组、戴镜组和肾阳虚＋

表１　戴镜前及戴镜２周后各组豚鼠屈光度及眼轴
长度
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｆｒａｃｔｉｏｎａｎｄａｘｉａｌｌｅｎｇｔｈｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｗｅａｒ
ｉｎｇｌｅｎｓｆｏｒ２ｗｅｅｋｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅ Ｇｒｏｕｐ
Ｒｅｆｒａｃｔｉｏｎ（φ／Ｄ）
Ｌｅｆｔ Ｒｉｇｈｔ

Ａｘｉａｌｌｅｎｇｔｈ（ｌ／ｍｍ）
Ｌｅｆｔ Ｒｉｇｈｔ

Ｂｅｆｏｒｅｗｅａｒｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ ２．９８±０．５４ ２．９７±０．５１ ８．３７±０．２３ ８．４１±０．１４
ＷＬ ２．８９±０．５２ ２．９０±０．６０ ８．４１±０．１２ ８．３８±０．１２
ＫＹＤｓ＋ＷＬ ２．８９±０．４３ ２．９０±０．４８ ８．３６±０．１１ ８．３８±０．１１

Ａｆｔｅｒｗｅａｒｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ １．６４±０．４８ １．６８±０．４８ ８．６４±０．１６ ８．６４±０．１１
２ｗｅｅｋｓ ＷＬ １．５７±０．２８－２．３２±０．１２８．６３±０．１５ ８．７５±０．０５

ＫＹＤｓ＋ＷＬ １．７６±０．１８－２．９８±０．５１＃８．５９±０．０６ ８．８４±０．０５＃

Ｎｏｔｅ：Ｎｏｒｍａｌ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；ＷＬ：Ｗｅａｒｉｎｇｌｅｎｓｇｒｏｕｐ；ＫＹＤｓ＋ＷＬ：ＫｉｄｎｅｙＹａｎｇｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｓｙｎ
ｄｒｏｍｅａｎｄｗｅａｒｉｎｇｌｅｎｓｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＬ
ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５
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戴镜组ＭＭＰ２及其抑制剂 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的相对表
达量，将正常对照眼结果标准化为１，戴镜组及肾阳
虚＋戴镜组右眼分别与标准化后的正常对照眼比较
得到目的基因的相对表达量。正常对照组、戴镜组

及肾阳虚＋戴镜组与自身对侧眼后极部巩膜 ＭＭＰ
２、ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ表达的比较，差异均无统计学意义
（均为Ｐ＞０．０５）；正常对照组、戴镜组和肾阳虚 ＋戴
镜组后极部巩膜 ＭＭＰ２及其抑制剂 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ
的表达，差异均有统计学意义（Ｆ＝２０．０３６、５１７６２，
均为Ｐ＜０．０１）；与正常对照组相比，戴镜组右眼后
极部巩膜 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达显著增加（ｔ＝
－２１３４，Ｐ＝０．０４５），ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ表达则显著降
低（ｔ＝４．６３７，Ｐ＝０．０００）；与戴镜组相比，肾阳虚 ＋
戴镜组右眼后极部巩膜 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达明显增
加（ｔ＝－４．０９４，Ｐ＝０．００１），ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ表达明显
降低（ｔ＝５．５２４，Ｐ＝０．０００）（图２）。
２．４　巩膜 ＭＭＰ２及 ＴＩＭＰ２蛋白水平的表达　
ＭＭＰ２主要定位表达在巩膜成纤维细胞胞浆中，细
胞核无着色。正常对照组、戴镜组和肾阳虚 ＋戴镜
组阳性表达分别为浅黄色、棕黄色和深棕黄色，并且

戴镜组阳性细胞表达数量明显高于正常对照组，而

肾阳虚＋戴镜组阳性细胞表达数量明显多于戴镜
组。ＴＩＭＰ２主要定位表达在巩膜成纤维细胞胞浆
中，细胞核无着色。正常对照组、戴镜组和肾阳虚＋
戴镜组阳性表达分别为深棕黄色、棕黄色和浅黄色，

并且戴镜组阳性细胞表达数量明显少于正常对照

组，而肾阳虚＋戴镜组阳性细胞表达数量明显少于

戴镜组（图３）。为了验证免疫组织化学的结果，本
研究采取ＥＬＩＳＡ进一步检测了 ＭＭＰ２及 ＴＩＭＰ２蛋
白水平的表达，结果表明正常对照组、戴镜组和肾阳

虚＋戴镜组后极部巩膜 ＭＭＰ２及其抑制剂 ＴＩＭＰ２
的表达，差异均有统计学意义（Ｆ＝７９．４５８、５０．８７０，
均为Ｐ＜０．０１）；与正常对照组相比，戴镜组后极部
巩膜 ＭＭＰ２的表达明显增加（ｔ＝－６．３１５，Ｐ＝
００００），ＴＩＭＰ２的表达明显降低（ｔ＝６．０６２，Ｐ＝
００００）；而与戴镜组相比，肾阳虚＋戴镜组后极部巩
膜 ＭＭＰ２的表达显著增加（ｔ＝－６．２９１，Ｐ＝
００００），ＴＩＭＰ２的表达显著降低（ｔ＝３．９５１，Ｐ＝
０００１；见图４）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＭＰ２ｍＲＮＡａｎｄＴＩＭＰ２ｍＲＮＡｉｎｐｏｓ
ｔｅｒｉｏｒｓｃｌｅｒａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ｓｈｏｗｓＰ＜０．０５ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ　各组后极部巩膜 ＭＭＰ２及 ＴＩＭＰ２的 ｍＲＮＡ的相对表
达，表示两组比较Ｐ＜０．０５

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＭＰ２ａｎｄＴＩＭＰ２ｉｎｐｏｓｔｅｒｉｏｒｓｃｌｅｒａｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ　各组ＭＭＰ２及ＴＩＭＰ２在后极部巩膜中的表达

３　讨论

中医对于近视早有记载，《目经大成·近视五十

二》首次提到“近视”，称其为“真火不明真气弱，真

阴一点亦危哉”，“脾肾虚损，泄不已，因而近视”。中

医认为近视乃过用目力，劳瞻竭视，或禀赋不足、先

天遗传所致，其病机主要为肝肾两虚，精血不足，以

致神光衰微，光华不能远及，或者心阳衰弱，神光不
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＭＭＰ２ａｎｄＴＩＭＰ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｓｃｌｅｒａａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ｓｈｏｗｓＰ＜０．０５ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｂｅｔｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ　各组后极部巩膜ＭＭＰ２及 ＴＩＭＰ２蛋白水平
的表达，表示两组比较Ｐ＜０．０５

得发越于远处［８］。中医体质学则认为，体质禀承于先

天，得养于后天，其状态能够反映正气的强弱，决定发

病与否，体质的差异会导致人类对近视等疾病有着易

感性、倾向性，从而构成了这些疾病发生的背景或基

础［９１０］。现代研究表明，近视的中医辨证分型以虚证

为主，尤以肾阳虚、脾气虚和肝肾阴虚者最为多见，其

中肾阳虚为其主要症型之一，具有较高的屈光度及黄

斑病变发生率［２］。由此可见，近视的发生发展与人的

体质状态是密切相关的，具有中医虚证体质的人似乎

更容易发生近视，本研究也佐证了这一点：采用氢化

可的松注射液腹腔注射和负透镜诱导的方法制作肾

阳虚豚鼠近视模型，豚鼠呈典型的肾阳虚表现，出现

一系列类似“耗竭”的现象：拱背、眯眼、畏寒、反应迟

钝、被毛疏松、消瘦、尿液白浊，血液中 ＦＴ３、ＦＴ４及 Ｔ
激素水平下降，Ｅ２激素水平明显上升，符合肾阳虚的
病理特点；肾阳虚近视豚鼠与正常豚鼠比较，近视屈

光度明显增加，眼轴长度明显延长，这表明肾阳虚体

质较正常体质近视程度相对严重。

巩膜重塑在近视的发生发展过程中起关键调控

作用，这一过程有赖于调节其合成与代谢的酶之间的

动态平衡，其中以 ＭＭＰ２最为重要。ＭＭＰ２是由巩
膜成纤维细胞以酶原形式分泌，在特定环境下氨基末

端水解后活化，主要功能是降解巩膜细胞外基质，包

括蛋白多糖、纤维连接蛋白、层粘连蛋白、变性胶原

等，尤其是巩膜Ｉ型胶原，导致巩膜变薄［１１］，发生轴性

近视。而ＴＩＭＰ２能够特异性地与ＭＭＰ２结合，并抑
制其活性［１２１３］。Ｒａｄａ等［１４］通过对形觉剥夺性近视小

鸡研究发现，近视眼后极部巩膜ＭＭＰ２活性明显高于
对照眼，当去除巩膜组织内的 ＴＩＭＰ２时，对照眼
ＭＭＰ２活性增高程度明显高于剥夺眼，这表明ＭＭＰ２
和ＴＩＭＰ２之间的平衡在近视眼巩膜重塑中起十分重
要的作用。本研究发现，肾阳虚近视豚鼠后极部巩膜

ＭＭＰ２ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平明显高于正常近视
豚鼠，而其抑制剂 ＴＩＭＰ２的表达则明显低于正常近
视豚鼠，这可能是导致肾阳虚体质豚鼠较正常豚鼠近

视程度严重的重要分子机制。

有研究发现，高度近视患者血清中性激素的水平

明显不同于非近视者；近视患者无论男女，血清中 Ｔ
水平均明显高于对照组；并且男性近视患者血清中Ｅ２
水平也明显升高，黄体酮激素水平明显降低［１５］。这表

明性激素水平和近视可能存在一定的关联，性激素由

性腺分泌入血液循环，随性激素结合蛋白到达靶组

织，结合该部位相应的性激素受体，通过非基因调控

或者基因调控发生作用。还有研究发现，雌激素、雄

激素受体广泛存在于眼部前后节各组织中，包括泪

腺、结膜、角膜、晶状体、视网膜、脉络膜等［１６１８］。因

此，推测肾阳虚体质豚鼠近视程度相对严重也可能是

由于血清中Ｅ２、Ｔ等性激素水平的改变导致，但由于
激素之间的关系较为复杂，究竟是性激素水平的改变

起主要作用还是多种激素水平变化共同作用的结果，

这些激素是如何调控与近视相关的酶或者因子导致

近视程度进一步加重，仍需进一步探讨。

总之，本研究发现肾阳虚豚鼠经负透镜诱导后，

近视屈光度更高，眼轴更长，这与中医临床对于体质

与近视关系的认识基本相符，而后极部巩膜 ＭＭＰ２
及其抑制剂 ＴＩＭＰ２的表达变化可能是其主要分子
机制，这一发现为进一步探讨近视与虚证关系的本

质奠定了基础。
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（４９．５１±４．１５）μｍｏｌ·Ｌ－１ａｎｄ（４９．８１±２．１２）μｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐ２ａｎｄｇｒｏｕｐ３，ｂｕｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎａｂｏｖｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓａｎｄｇｒｏｕｐ１（ｂｏｔｈＰ＜０．０５）．ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧｌｕｉｎｔｈｅ
ｖｉｔｒｅｏｕｓｈｕｍｏｒｐｅａｋｅｄａｔ４８ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｎｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｇｒｏｕｐ２ｓｌｉｇｈｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ａｔ５ｄａｙｓ，ｔｈｅｎｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆＧｌｕｉｎｔｈｅｖｉｔｒｅｏｕｓｈｕｍｏｒｏｆｇｒｏｕｐ３ｗｅｒｅａｌｌｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐ２（ａｌｌＰ＜
００５），ｂｕｔｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐ１（ａｌｌＰ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳｉｎ
ｇｒｏｕｐ２ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｃｈｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｇａｎｇｌｉｏｎｌａｙｅｒａｎｄｉｎｎｅｒｎｕｃｌｅａｒｌａｙｅｒ．
ＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳａｔ６ｈｏｕｒｓ，１２ｈｏｕｒｓ，２４ｈｏｕｒｓ，
４８ｈｏｕｒｓ，７２ｈｏｕｒｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐ２ａｎｄｇｒｏｕｐ３（ａｌｌＰ＜０．０５），ｔｈｅｇｒｏｕｐ３ｗｅｒｅｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎｇｒｏｕｐ２，ｂｕｔｓｔｉｌｌｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｇｒｏｕｐ１．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｒｉｌｕｚｏｌｅｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＧｌｕｉｎｔｈｅｖｉｔｒｅｏｕｓｈｕｍｏｒｏｆｅｎｄｏｐｈｔｈａｌｍｉｔｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＬＰＳ，ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ｍüｌｌｅｒｃｅｌｌｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔｒｉｌｕｚｏｌｅｍａｙｐｌａｙｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎｔｈｅ
ｅｎｄｏｐｔｈａｍｉｔｉｓ．

【关键词】　脂多糖；眼内炎；利鲁唑；谷氨酸；Ｍüｌｌｅｒ细胞
【摘要】　目的　观察利鲁唑对脂多糖诱导大鼠眼内炎中谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）代谢的影
响。方法　将ＳＤ大鼠随机分为３组，每组３５只，１组为生理盐水对照组，２组为眼内炎
组，３组为眼内炎利鲁唑干预组。２组、３组通过玻璃体内注射大肠杆菌脂多糖（ｌｉｐｏｐｏ

ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）建立大鼠眼内炎模型，３组腹腔注射利鲁唑进行干预。紫外分光光度计法检测玻璃体中 Ｇｌｕ含量的变化，免
疫组织化学方法测定谷氨酰胺合成酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）在视网膜组织的表达变化及分布。结果　ＬＰＳ诱导眼内炎后玻
璃体内Ｇｌｕ浓度均显著增高。造模后６ｈ玻璃体内 Ｇｌｕ浓度即较对照组明显增加，１组玻璃体 Ｇｌｕ浓度为（１５．３２±０．１１）
μｍｏｌ·Ｌ－１，２组为（４９．５１±４．１５）μｍｏｌ·Ｌ－１，３组为（４９．８１±２．１２）μｍｏｌ·Ｌ－１，２组和３组差异无统计学意义，二者与１组相比
差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。玻璃体内Ｇｌｕ浓度于４８ｈ达高峰后逐渐下降。２组在５ｄ时Ｇｌｕ浓度较之前出现小幅
回升（２９７．５９±１．０３）μｍｏｌ·Ｌ－１，然后逐渐下降。６ｈ后的各时间点，３组玻璃体 Ｇｌｕ浓度均明显低于２组，差异均有统计学意
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