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ｂｅｌｅｄＢＭＳＣｗａｓｎｏｔｓｈｏｗｎｔｏｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｔｈｅｍｅｉｂｏｍｉａｎｇｌａｎｄｓ，ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍａｎｄｃｏｒｎｅａｉｎｆｒｏｚｅｎｓｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ＢＭＳＣｄｒｏｐｐｅｄｇｒｏｕｐａｎｄＢＭＳＣｉｎｊｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ．ＥＬＩＳＡａｓｓａｙｒｅｓｏｌｖｅｄｔｈａｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｕｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆＩＬ１０ｉｎｔｈｅＢＭＳＣｉｎｊｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ（５０９．８０±１９０．２１）μｇ·ｇ－１ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅＢＭＳＣｄｒｏｐｐｅｄｇｒｏｕｐ（４３．６４±
４３６４）μｇ·ｇ－１（Ｐ＜０．０５）．ＮｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ１βａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ（ａｌｌＰ＞０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤｒｙｅｙｅｃａｎｂｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｔｒｅａｔｅｄｂｙｔｏｐｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｗｉｔｈｔｈｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｏｃｕｌａｒｓｕｒｆａｃｅａｎｄｓｔａｂｌｅｔｅａｒｆｉｌｍ，ｔｈｅｂｅｔｔｅｒｒｅｇｕｌａｒｉｔｙｏｆｃｏｒｎｅａｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ．Ｉｎｔｒａｏｒｂｉｔａｌｇｌａｎｄｔｏｐｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ＢＭＳＣｃａｎｌｅａｄｔｏａｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎａｑｕｅｏｕｓｔｅａｒｖｏｌｕｍｅａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｇｏｂｌｅｔｃｅｌｌｓｉｎｄｒｙｅｙｅｒａｔｓ．
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【中图分类号】　Ｒ７７７
【关键词】　干眼；骨髓间充质干细胞；免疫；炎性因子
【摘要】　目的　探讨局部应用骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣ）对干眼小鼠的治疗作用及其机
制，并比较ＢＭＳＣ滴眼与眼眶注射两种不同应用途径的疗效差异。方法　收集 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠双侧股骨、胫骨骨髓，采用贴壁培
养法纯化ＢＡＬＢ／ｃ小鼠ＢＭＳＣ。利用随机数字表法将３５只健康６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为正常对照组、模型组、阳性对照组、
ＢＭＳＣ滴眼组、ＢＭＳＣ眼眶注射组，每组７只，除正常对照组外的２８只小鼠使用２．５ｇ·Ｌ－１苯扎氯铵溶液滴双眼，连续滴２１ｄ，
建立中重度干眼动物模型。造模结束后开始治疗，模型组给予磷酸盐缓冲液滴双眼；阳性对照组给予普拉洛芬眼液滴双眼；

ＢＭＳＣ滴眼组给予含１×１０５ＢＭＳＣ的磷酸盐缓冲悬垂液滴双眼；ＢＭＳＣ眼眶注射组给予含１×１０５ＢＭＳＣ的磷酸盐缓冲悬垂液分
别于治疗当天、第４天注射。治疗的第８天检测并比较各组小鼠眼表炎症指数、泪液分泌试验（ＳｃｈｉｒｍｅｒⅠｔｅｓｔ，ＳⅠｔ）、泪膜破裂
时间（ｔｅａｒｆｉｌｍｂｒｅａｋｕｐｔｉｍｅ，ＢＵＴ）、角膜荧光素染色（ｃｏｒｎｅａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＦＬＳ）评分结果。第９天过量麻醉法处死３５只
小鼠，每组随机选取５眼制备ＨＥ染色、ＰＡＳ染色切片，行眼表组织病理学观察，并进行杯状细胞计数；４眼用于制备冰冻切片，
观察有无ＰＫ６７标记的异体ＢＭＳＣ在眼表组织迁移，５眼用于ＥＬＩＳＡ测定小鼠眼表组织中 ＩＬ１０、ＩＬ１β蛋白含量。结果　模型
组眼表炎症指数０．３１±０．０５、ＦＬＳ评分８．８０±１．２１分别高于正常对照组０．０１±０．０１、０．１４±０．１４，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）；而阳性对照组、ＢＭＳＣ滴眼组、ＢＭＳＣ眼眶注射组炎症指数分别为０．１５±０．０３、０．１８±０．０３、０．０６±０．０２，均明显低于
模型组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５），且ＢＭＳＣ眼眶注射组低于ＢＭＳＣ滴眼组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；仅ＢＭ
ＳＣ眼眶注射组ＦＬＳ评分３．９３±０．７４明显低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；模型组ＳＩｔ（４．００±０．３９）ｍｍ明显小于正
常对照组（６．３６±０．４８）ｍｍ，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而ＢＭＳＣ眼眶注射组ＳＩｔ（５．８６±０．５４）ｍｍ明显高于模型组、阳性对
照组（３．９２±０．３８）ｍｍ、ＢＭＳＣ滴眼组（３．９０±０．３１）ｍｍ，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；模型组ＢＵＴ（３．００±０．２１）ｓ较正
常对照组（６．００±０．２１）ｓ明显缩短，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而阳性对照组（４．２０±０．２９）ｓ、ＢＭＳＣ滴眼组（４．４０±０．２７）
ｓ、ＢＭＳＣ眼眶注射组（４．７９±０．０２）ｓ均较模型组明显延长，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。眼表组织ＨＥ染色：模型组角
膜上皮细胞肿胀、大量炎性细胞浸润，基质层胶原纤维排列紊乱、肿胀；ＢＭＳＣ滴眼组、眼眶注射组角膜上皮表面平整，基质层胶
原纤维排列紧密，形态接近正常小鼠，两组间差异不明显。ＰＡＳ染色杯状细胞数量ＢＭＳＣ眼眶注射组１３．８０±２．４８与阳性对照
组１３．１７±２．０９相当，均多于模型组５．２０±１．０７，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。冰冻切片：在 ＢＭＳＣ滴眼组及 ＢＭＳＣ
眼眶注射组睑板、结膜下及角膜均未见带ＰＫＨ６７标记的ＢＭＳＣ。ＢＭＳＣ眼眶注射组ＩＬ１０蛋白含量（５０９．８０±１９０．２１）μｇ·ｇ－１

明显高于ＢＭＳＣ滴眼组（４３．６４±４３．６４）μｇ·ｇ－１，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＩＬ１β蛋白含量各组间存在差异，但差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　眼局部应用ＢＭＳＣ能使眼表炎症减轻、ＢＵＴ延长、角膜上皮修复，从而有效缓解干眼的症状。ＢＭ
ＳＣ眼眶注射更能显著促进泪液分泌、增加杯状细胞数量，疗效优于ＢＭＳＣ滴眼。

　　干眼常使患者出现干涩、异物感和视力下降等
不适，还易引起焦虑、抑郁、偏头痛等神经系统症状，

严重影响人们的生活质量及工作效率［１３］。目前认

为眼局部的炎症免疫反应是引起干眼病理损害的重

要机制［４］，故在补充人工泪液的基础上联合应用激

素、环孢素Ａ、非甾体类抗炎药物等，是治疗干眼的
重要策略，但这些药物均有一定的毒性作用和不良

反应，且均是通过单一的分子调控产生疗效，对中重

度干眼治疗难以产生较为满意的疗效。因此寻求更

加安全、有效的药物，仍是干眼治疗研究中亟待解决

的问题。近年在葡萄膜炎、角膜移植、干燥综合征等

眼科免疫疾病中，间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣ）展现了良好的应用前景［５７］。但通过静脉

途径输入到血液循环中的ＭＳＣ大部分会到达肺、肾脏
等组织，真正到达眼部的量很少。因此，有学者通过

眼局部途径将ＭＳＣ应用于碱烧伤、角膜移植、视网膜
损伤等疾病的研究，结果表明眼局部应用ＭＳＣ安全有
效。目前有关眼局部应用ＭＳＣ治疗干眼的实验研究
较少，本研究探讨眼局部应用骨髓间充质干细胞

（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗＭＳＣ，ＢＭＳＣ）对干眼小鼠的治疗作用及
其机制，并观察 ＢＭＳＣ滴眼与眼眶注射的疗效差异，
为临床治疗干眼提供依据和理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　健康６～８周龄 ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠３５只，体质量１８～２０ｇ，雌雄兼用，购于新疆医
科大学实验动物中心。采用随机数字表法将小鼠分

为正常对照组、模型组、阳性对照组、ＢＭＳＣ滴眼组、
ＢＭＳＣ眼眶注射组，每组各７只。在进行实验的整个
过程中，将小鼠安置于标准的环境中，正常昼夜交替

采光，相对湿度（６０±１０）％，温度（２５±１）℃。实验
动物的使用遵循国家科学技术委员会颁布的《实验

动物管理条例》，本研究经新疆医科大学第一附属医

院伦理委员会审查批准。

１．１．２　主要试剂及仪器　苯扎氯铵（５００ｇ·Ｌ－１，
北京百灵威科技有限公司），普拉洛芬滴眼液（日本

千寿制药株式会社），Ｐｅｎｔｏｂａｒｂｉｔａｌｓｏｄｉｕｍ、胎牛血
清、ＤＭＥＭ培养基、ＴＲＹＰＳＩＮ（美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司），ＰＫＨ６７ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＣｅｌｌＬｉｎｋｅｒＫｉｔｓ（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司），眼科手术显微镜（德国 Ｚｅｉｓｓ公司），酚红
棉丝（天津晶明新技术开发有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＢＭＳＣ的培养及鉴定　颈椎脱臼处死１３只
４～６周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，无菌取小鼠胫骨及股骨，浸
泡在含硫酸庆大霉素注射液的磷酸盐缓冲液中 １０
ｍｉｎ。采用贴壁培养法纯化ＢＡＬＢ／ｃ小鼠 ＢＭＳＣ。用
含有硫酸庆大霉素注射液磷酸盐缓冲液将腿骨浸泡

式清洗３次后，放置在含硫酸庆大霉素注射液磷酸
盐缓冲液１５ｍＬ离心管中。于离心管中加入６ｍＬ
ＤＭＥＭ完全培养基冲洗骨髓细胞。将胫骨与股骨从
关节处分离，剪去腿骨两端，吸取 ＤＭＥＭ完全培养
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基，从一端冲洗腿骨。收集所有的骨髓细胞，反复吹

打成单细胞悬液。１２００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ７ｍｉｎ，弃上
清，并用无菌磷酸盐缓冲液清洗细胞两遍后重悬于

培养基中。移至培养瓶里，按１×１０７个·ｍＬ－１培养
基进行接种将培养瓶放在培养箱里培养（３７℃）。
半换液：４８ｈ后吸取上清液中一半的培养基弃去，再
加入等量的新鲜的培养基。之后每３ｄ全换液１次。
流式细胞仪检测 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０和 ＣＤ２９等表面
分子。选用第３～５代ＭＳＣ进行后续实验。
１．２．２　干眼动物模型的建立　除正常对照组外的
其余２８只小鼠按参考文献［８］中的诱导方法制作中

重度干眼的动物模型，使用苯扎氯铵溶液滴双眼

（２５ｇ·Ｌ－１），每日２次，每次２５μＬ，诱导出具有干
眼表现的小鼠［９］。２１ｄ后造模结束，开始治疗。模
型组用磷酸盐缓冲液滴双眼，每日１次，每次２５μＬ；
阳性对照组给予普拉洛芬滴眼液滴双眼，每日３次，
每次２５μＬ；ＢＭＳＣ滴眼组用含１×１０５个ＢＭＳＣ磷酸
盐缓冲悬垂液２５μＬ滴双眼，每日１次；ＢＭＳＣ眼眶
注射组用含１×１０５ＢＭＳＣ磷酸盐缓冲悬垂液２５μＬ
于小鼠泪腺区眼眶注射，治疗当天、第４天各１次。
所有小鼠治疗的第８天进行干眼临床指标监测。
１．２．３　干眼相关检查　以浓度１０ｇ·Ｌ－１戊巴比妥
钠按１．０ｍＬ·ｋｇ－１标准腹腔注射进行麻醉，使小鼠
保持静止以便观察。（１）炎症指数：睫状充血：无睫
状充血计为０，出现睫状充血但范围 ＜１ｍｍ为１，出
现且范围１～２ｍｍ为２，出现且范围≥２ｍｍ为３；中
央角膜水肿：无水肿计为０，出现但可以看到清晰的
虹膜纹理为１，出现但看不到清晰的虹膜纹理为２，
出现但看不见瞳孔为３；周边角膜水肿：无水肿计为
０，出现但可以看到清晰的虹膜纹理为１，出现但是看
不到清晰的虹膜纹理为２，出现但看不见虹膜为３；
最终的角膜炎症指数为 ３部分评分总和除以 ９。
（２）泪液分泌试验（ＳｃｈｉｒｍｅｒⅠ ｔｅｓｔ，ＳⅠｔ）：检测小鼠
泪液分泌量。用眼科显微镊挟持酚红棉线，将其放

置于小鼠下睑结膜囊中外１／３处，１ｍｉｎ后取出，棉线
红色部分使用 ｍｍ进行测量记录。每眼重复测试２
次，取平均值作为最后结果。（３）泪膜破裂时间（ｔｅａｒ
ｆｉｌｍｂｒｅａｋｕｐｔｉｍｅ，ＢＵＴ）：使用１ｇ·Ｌ－１的液态荧光
素钠１μＬ滴至结膜囊，３次辅助眨眼后，自最后一次
瞬目后睁眼至角膜出现第１个黑斑的时间为 ＢＵＴ。
每只眼重复测试２次，取平均值作为最后结果。（４）
角膜荧光素染色（ｃｏｒｎｅａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＦＬＳ）评
分：每只小鼠记录完 ＢＵＴ时间９０ｓ后，在裂隙灯下
使用钴兰光进行角膜上皮损害分级。角膜分成４个
区域，分别记录每个区域的分值，每个区域的分值相

加得到最后的分值（总分，１６分）。
１．２．４　组织病理学检查　治疗的第９天以１０ｇ·
Ｌ－１戊巴比妥钠３．０ｍＬ·ｋｇ－１腹腔注射麻药过量法
处死小鼠，分别在各组中随机选５眼制备 ＨＥ染色、
ＰＡＳ染色切片；４眼制备冰冻切片；５眼用 ＥＬＩＳＡ法

检测小鼠眼表组织中ＩＬ１０、ＩＬ１β蛋白含量。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测眼表组织中 ＩＬ１０、ＩＬ１β蛋白
含量　手术显微镜下摘除上下眼睑、完整的结膜角
膜组织，置于无 ＲＮＡ酶 ＥＰ管内，液氮冷冻后置于
－８０℃ 冰箱冷冻保存。用组织蛋白抽提试剂盒提
取眼表组织中的总蛋白。采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测眼
表组织中ＩＬ１β、ＩＬ１０的蛋白含量，按试剂盒说明书
进行，在酶标仪上读取４５０ｎｍ及５７０ｎｍ处的吸光
度Ａ值，用 Ａ４５０减去 Ａ５７０，再根据标准品绘制标准曲
线，计算ＩＬ１０、ＩＬ１β的蛋白含量（μｇ·ｇ－１）。
１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行
数据分析，计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，各
检测指标的数据资料经 ＫＳ检验证实符合正态分
布，组间均数经 Ｌｅｖｅｎｅ检验证实方差齐。采用完全
随机分组单因素干预５水平实验设计，正常对照组、
模型组、阳性对照组、ＢＭＳＣ滴眼组和 ＢＭＳＣ眼眶注
射组小鼠眼表炎症指数、ＳＩｔ、ＢＵＴ、ＦＬＳ评分、杯状细
胞数量、ＩＬ１０和ＩＬ１β蛋白含量的总体差异比较均
采用单因素方差分析，然后用 Ｔｕｋｅｙ显著性检验进
行组间两两比较。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣ形态观察与鉴定　小鼠ＢＭＳＣ培养３～
４ｄ可见分散的细胞集落形成，细胞逐渐伸展呈梭
形，贴壁生长增加；培养８～１０ｄ细胞集落增大、增
多，细胞间呈旋涡状排列；细胞传至第３代以后，细
胞形态均一，大部分呈长梭形，旋涡状生长。流式细

胞仪检测第 ３代 ＢＭＳＣ表面标志物，结果细胞
ＣＤ３４、ＣＤ４５阴性表达率及 ＣＤ４４、ＣＤ２９阳性表达率
均大于９０％。
２．２　各组干眼观察指标的比较　阳性对照组、ＢＭ
ＳＣ滴眼组、ＢＭＳＣ眼眶注射组眼表炎症指数均明显
低于模型组，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５），
且ＢＭＳＣ眼眶注射组低于 ＢＭＳＣ滴眼组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），但与阳性对照组相比，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＢＭＳＣ眼眶注射组 ＳＩｔ明显
高于模型组、阳性对照组、ＢＭＳＣ滴眼组，差异均有统
计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；阳性对照组、ＢＭＳＣ滴眼
组、ＢＭＳＣ眼眶注射组ＢＵＴ均较模型组明显延长，差
异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），但３组之间相
比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＦＬＳ显示模型组
大面积角膜着染，各治疗组着染均有不同程度的减

少，ＢＭＳＣ眼眶注射组 ＦＬＳ评分明显低于模型组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，见表１、图１）。
２．３　组织病理学检测结果
２．３．１　ＨＥ染色结果分析　光镜下观察角膜、结膜
组织结构的变化。模型组角膜上皮排列欠规则，上

皮细胞肿胀、层次减少，大量炎性细胞浸润，基质层

胶原纤维排列紊乱、肿胀，结膜上皮多处中断、不连

续，细胞层次模糊，基底细胞排列紊乱；阳性对照组
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角膜上皮表面平整，角膜上皮细胞层数３～４层，较
正常对照组、各治疗组变薄，基质层胶原纤维排列疏

松，结膜上皮连续；ＢＭＳＣ滴眼组、眼眶注射组角膜上

皮表面平整，角膜上皮细胞层数５～６层，细胞排列
整齐，基质层胶原纤维排列紧密、规则，结膜上皮连

续形态接近正常小鼠，两组间差异不明显（图２）。
表１　治疗后各组小鼠干眼临床指标 （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ 炎症指数 ＳＩｔ（ｌ／ｍｍ） ＢＵＴ（ｔ／ｓ） ＦＬＳ评分／分
正常对照组 ７ ０．０１±０．０１＃ ６．３６±０．４８＃◆ ６．００±０．２１＃ ０．１４±０．１４＃

模型组 ７ ０．３１±０．０５ ４．００±０．３９ ３．００±０．２１ ８．８０±１．２１
阳性对照组 ７ ０．１５±０．０３＃ ３．９２±０．３８ ４．２０±０．２９＃ ６．６０±０．９３
ＢＭＳＣ滴眼组 ７ ０．１８±０．０３＃ ３．９０±０．３１ ４．４０±０．２７＃ ６．１０±０．８８
ＢＭＳＣ眼眶注射组 ７ ０．０６±０．０２＃◆ ５．８６±０．５４＃◆ ４．７９±０．０２＃ ３．９３±０．７４＃

注：与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５；与阳性对照组比较，Ｐ＜０．０５；与ＢＭＳＣ滴眼组比较，◆Ｐ＜０．０５

图１　各组小鼠ＦＬＳ结果（裂隙灯，×１６）。Ａ：模型组；Ｂ：阳性对照组；Ｃ：ＢＭＳＣ滴眼组；Ｄ：ＢＭＳＣ眼眶注射组

图２　各组小鼠角膜ＨＥ染色结果（×２００）。Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性对照组；Ｄ：ＢＭＳＣ滴眼组；Ｅ：ＢＭＳＣ眼眶注射组

２．３．２　结膜 ＰＡＳ染色　ＰＡＳ染色杯状细胞数量
ＢＭＳＣ眼眶注射组（１３．８０±２．４８）与阳性对照组
（１３１７±２．０９）相当，均多于模型组（５．２０±１．０７），
差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。但 ＢＭＳＣ滴
眼组与模型组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３．３　眼球冰冻切片　冰冻切片：在 ＢＭＳＣ滴眼组
及ＢＭＳＣ眼眶注射组睑板、结膜下及角膜均未见带
ＰＫＨ６７标记的ＢＭＳＣ。
２．４　各组眼表组织 ＩＬ１０、ＩＬ１β蛋白含量比较　
ＢＭＳＣ眼眶注射组 ＩＬ１０蛋白含量明显高于 ＢＭＳＣ
滴眼组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），高于模型组、
阳性对照组，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＩＬ１β
蛋白含量各组间存在差异，但差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５，见表２）。

３　讨论

干眼的发病机制复杂，病因繁多，目前认为眼局

部的炎症免疫反应是引起干眼病理损害的重要机

制，相应的抗炎治疗是研究的热点。根据干眼不同

发病机制及实验目的建立针对性的动物模型是实验

表２　治疗后各组眼表组织ＩＬ１０、ＩＬ１β蛋白含量
（珋ｘ±ｓ，μｇ·ｇ－１）

组别 ｎ ＩＬ１０ ＩＬ１β
正常对照组 ７ ６８．４４±５１．４８ １１６．８１±１０．７２
模型组 ７ ２３５．２０±４２．９１ ２１６．２０±２２．１５
阳性对照组 ７ ３８９．９０±９８．２１ １８２．５３±１５．６４
ＢＭＳＣ滴眼组 ７ ４３．６４±４３．６４ １７９．７０±１５．７８
ＢＭＳＣ眼眶注射组 ７ ５０９．８０±１９０．２１ １８８．３２±２２．４０

注：与模型组比较，Ｐ＜０．０５

研究的基础［１０］，我们选用苯扎氯铵诱导出小鼠干眼

模型，该模型是研究干眼炎症机制及评价抗炎疗效

的理想模型［９，１１１２］。何欢等［８］采用该模型观察普拉

洛芬治疗干眼的疗效，结果表明普拉洛芬可通过减

轻眼表炎症而改善干眼症状，但无明显促进泪液分

泌的作用，且该药长期滴眼会出现角膜敏感性下降、

上皮缺损及溃疡穿孔等并发症，故其使用具有一定

的局限性。

ＭＳＣ是一种多能干细胞，具有低免疫原性、多向
诱导分化、促进组织修复的特性。由于特有的弱免

疫原性，在体外不但不能诱发免疫应答，还具有抑制

免疫反应的作用，而且可以同时在免疫反应的多个

·７２０１·眼科新进展　２０１６年１１月　第３６卷　第１１期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３６Ｎｏ．１１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１６ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ



环节发挥调节作用［１３］，因而在干眼的治疗方面具有

激素和免疫抑制剂无法比拟的优势。眼科学者在角

膜碱烧伤、角膜移植、视网膜损伤等眼科实验中发

现［１４１５］眼局部应用 ＭＳＣ，不仅增加了眼表组织周围
ＭＳＣ及其分泌细胞因子的浓度，使其更好地发挥治
疗作用，同时可以减少全身用药而引起的副作用。

ＭＳＣ移植于角膜化学伤的多项实验表明，ＭＳＣ可以
分化为角膜上皮细胞，重建眼表正常结构，同时也可

减轻炎症反应，抑制新生血管形成，并通过分泌一些

可溶性因子调节局部免疫反应，改善眼表角膜上皮

细胞生存微环境，促进角膜修复［１６１７］。在本研究中，

与模型组相比，阳性对照组、ＢＭＳＣ滴眼组、ＢＭＳＣ眼
眶注射组均可有效降低眼表炎症指数、延长 ＢＵＴ、减
少ＦＬＳ、修复角膜上皮；ＢＭＳＣ眼眶注射组与阳性对
照组、ＢＭＳＣ滴眼组相比，结膜杯状细胞数量及泪液
分泌量明显增多，而阳性对照组、ＢＭＳＣ滴眼组泪液
分泌量无明显改善。另外，实验中未发现标记

ＰＫＨ６７荧光的 ＢＭＳＣ迁移到眼表组织，结合临床经
验我们分析外源性注入的 ＢＭＳＣ已经发生死亡。而
ＢＥＹＡＺＹＩＬＤＩＺ等［１８］通过眼局部滴 ＢＭＳＣ至干眼小
鼠１周后，在结膜、睑板组织观察到带荧光标记的
ＢＭＳＣ，认为是ＢＭＳＣ通过归巢机制定位于眼表损伤
组织，从而发挥抑制炎症、修复结膜杯状细胞等作

用，但该实验未进行分子水平相关指标的检测。炎

症微环境对干细胞的归巢生存至关重要，可能是我

们不同的干眼造模方法，导致眼表微环境不同，影响

ＢＭＳＣ在眼表的存活、迁移以及增殖能力从而影响其
在眼表的定植。

另有，ＬＥＥ等［１９］研究发现在干眼小鼠眼眶注射

的ＭＳＣ在体内快速消失，并不能长期存活修复损伤
组织，干眼各项临床指标的改善是通过 ＭＳＣ的免疫
调节而发挥作用，眼表组织中 ＩＬ２、干扰素γ、肿瘤
坏死因子α等炎症因子表达下降，但 ＩＬ１β无明显
变化，这与本实验结果一致。既往研究表明，ＭＳＣ主
要是通过旁分泌或与靶细胞接触，分泌大量如吲哚

胺２，３过氧化酶、ＩＬ１０等可溶性细胞因子抑制 Ｔ细
胞增殖和存活，诱导调节性 Ｔ细胞增殖发挥免疫调
节作用［２０］，但ＬＥＥ等［１９］的实验中并未发现调节性Ｔ
细胞增多；且在体外、体内实验中应用吲哚胺２，３过
氧化酶抑制剂１ＭＴ并不能逆转ＣＤ４＋Ｔ细胞的减少
及泪液量及杯状细胞数量的增加。研究发现在角膜

移植术后大鼠结膜下注射 ＭＳＣ，ＭＳＣ对同种异体角
膜移植免疫调控作用是以上调 Ｔｈ２细胞因子 ＩＬ１０
为主［７］。而我们实验中各组 ＩＬ１０蛋白含量的差异
无统计学意义，可能与选择的实验模型及监测的炎

性因子不同有关。
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