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【实验研究】

环境烟草烟雾对小鼠泪膜功能和角膜上皮组织结构的影响△
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【摘要】　目的　探讨环境烟草烟雾（ｅｎｖｉｒｏｍｅｎｔａｌｔｏｂａｃｃｏｓｍｏｋｅ，ＥＴＳ）对小
鼠泪膜功能和角膜上皮组织结构的影响。方法　选取ＳＰＦ级ｃ５７ＢＬ雄性小
鼠１２只，随机分为对照组和ＥＴＳ干预组，每组６只。对照组不进行 ＥＴＳ干
预，ＥＴＳ干预组进行ＥＴＳ干预，每天２次，一次３０ｍｉｎ，干预１２周。在干预
前及干预后对各组小鼠进行泪膜功能检测，包括泪膜破裂时间、荧光素染色

（ＦＬ）评分；干预后摘取小鼠角膜组织，行 ＨＥ染色，在光学显微镜下观察小
鼠角膜上皮结构变化情况。结果　干预１２周后，对照组泪膜破裂时间和
ＦＬ评分与干预前相比，差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）；而 ＥＴＳ干预
组泪膜破裂时间较干预前明显缩短，ＦＬ评分较干预前明显增加，差异均有
统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。ＥＴＳ干预组干预１２周后泪膜破裂时间较对照
组明显缩短，ＦＬ评分较对照组明显增加，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０５）；两组干预前泪膜破裂时间和ＦＬ评分差异均不明显（均为Ｐ＞０．０５）。
ＦＬ染色结果显示：干预１２周后，对照组小鼠角膜上皮完整，角膜染色呈阴
性；ＥＴＳ干预组整个角膜上皮荧光素着染区域明显增加，呈点片状。ＨＥ染
色结果显示：干预１２周后，对照组未见角膜上皮层数的改变，厚度也基本未
变，基底细胞仍为单层柱状上皮细胞，表层上皮较完整；ＥＴＳ干预组可见角
膜上皮细胞层数增多，厚度增加，细胞排列紊乱，表层上皮细胞有损失及脱

落，角膜表面不光滑。干预前对照组小鼠上皮细胞为（５±１）层，干预后基
本不变；ＥＴＳ干预组干预后为（７±１）层；干预后两组上皮细胞层数比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＥＴＳ会影响小鼠泪膜功能，损伤小鼠角
膜上皮的组织结构。

【关键词】　环境烟草烟雾；泪膜功能；角膜上皮
【中图分类号】　Ｒ７７２．２

　　全世界范围内烟草的流行，导致烟草相关疾病
成为人类面临的最大公共卫生问题。我国是世界上

最大的烟草生产国和消费国，主动吸烟和被动吸烟

者人数较多，主动吸烟和被动吸烟都会对人体健康

造成极大危害［１］。其中被动吸烟是指受吸烟者呼出

的烟雾及卷烟燃烧产生的烟雾影响，即环境烟草烟

雾（ｅｎｖｉｒｏｍｅｎｔａｌｔｏｂａｃｃｏｓｍｏｋｅ，ＥＴＳ），导致的被动性
吸入过程，也称为吸“二手烟”［２］。我国每年有近

１３６．６万人死于烟草相关疾病，其中超过１０．０万人
死于 ＥＴＳ的暴露 ［３］。因此，对 ＥＴＳ的研究尤为重
要。眼球作为机体的一个重要器官，眼表直接暴露

于外部的环境，易受 ＥＴＳ影响。本研究旨在探究
ＥＴＳ对小鼠泪膜功能和角膜上皮组织结构的影响。

１　材料与方法　

１．１　材料　
１．１．１　实验动物　选取 ＳＰＦ级 ｃ５７ＢＬ雄性小鼠１２
只（８周龄，体质量１８～２２ｇ，来源于西安交通大学医
学院实验动物中心）。使用裂隙灯显微镜及眼底镜

检查，未发现小鼠眼前节和眼底存在异常。将小鼠

均置于标准环境中饲养：室温 ２５℃ ±１℃，湿度

６０％±１０％，１２ｈ交替明暗周期（８００－２０００）［４］；
给予１２只小鼠相同的水量和食物。本研究遵循《赫
尔辛基宣言》，动物眼部实验研究均符合视觉与眼科

协会的规定，同时获得了西安医学院动物伦理委员

会的批准［５］。

１．１．２　主要试剂及仪器　荧光素钠（广州白云山明
兴制药有限公司），Ｈ７６５０透射电子显微镜（德国
ＨＩＴＡＣＨＩ公司），裂隙灯显微镜（苏州６６视觉科技股
份有限公司）。

１．２　方法　
１．２．１　ＥＴＳ染毒　我们应用一种模拟人体呼吸系
统吸烟行为的仿生装置（专利号：２０１７２１４３８４１９．０），
模拟人体吸烟行为；依据平常烟民吸烟量，给予实验

小鼠每天烟气染毒２次，每次染毒时间３０ｍｉｎ，持续
染毒１２周。
１．２．２　分组及处理　将１２只小鼠随机分为对照组
和ＥＴＳ干预组，每组各６只。对照组不进行 ＥＴＳ干
预。ＥＴＳ干预组进行 ＥＴＳ干预，每天 ２次，一次 ３０
ｍｉｎ。干预１２周后，行角膜荧光素染色（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｓｔａｉｎ，ＦＬ）及ＨＥ染色观察两组角膜上皮情况。
１．２．３　泪膜破裂时间检测　使用５μＬ１０ｇ·Ｌ－１荧

·６１５· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
眼 科新进展　２０２０年６月　第４０卷　第６期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．４０Ｎｏ．６Ｊｕｎｅ２０２０



光素钠滴眼，通过眨眼，使其分布于小鼠眼表，在裂

隙灯显微镜钴蓝光下观察并记录各组小鼠泪膜破裂

时间，从而确定泪液分泌量。每次检查应注意时间、

温度及湿度等变量［５］。

１．２．４　ＦＬ评分　使用５μＬ１０ｇ·Ｌ－１荧光素钠滴
眼，瞬目后，在裂隙灯显微镜钴蓝光下观察各组小鼠

角膜表面是否存在缺损及缺损范围。进行角膜 ＦＬ
评分［６］，即将角膜分成四个象限，每个象限得分合

计。０分：无染色；１分：少于３０点的轻微染色；２分：
超过３０点，但没有成片的中度染色；３分：无斑块的
严重弥漫性染色；４分：有荧光素斑块。
１．２．５　角膜组织切片 ＨＥ染色　干预１２周后处死
各组小鼠，摘取小鼠角膜组织，置于４０ｇ·Ｌ－１多聚
甲醛溶液内进行组织固定。乙醇逐级脱水后，浸入

石蜡并包埋组织，常规切片，行 ＨＥ染色。在光学显
微镜下观察小鼠角膜上皮结构变化并拍照。

１．３　统计学方法　使用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件处理
数据，两组间数据以均数±标准差表示，采用单因素
方差分析对比组间的差异。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　两组小鼠泪膜破裂时间　干预１２周后，对照
组泪膜破裂时间与干预前相比，差异无统计学意义

（ｔ＝０．４６２，Ｐ＞０．０５）；而 ＥＴＳ干预组泪膜破裂时间
较干预前明显缩短，差异有统计学意义（ｔ＝５．２８１，
Ｐ＜０．０５）。ＥＴＳ干预组干预１２周后泪膜破裂时间
较对照组明显缩短，差异有统计学意义（ｔ＝３．１４７，
Ｐ＜０．０５）；两组干预前泪膜破裂时间差异不明显
（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　两组小鼠干预前和干预后泪膜破裂时间和ＦＬ
评分比较

组别
泪膜破裂时间／ｓ

干预前 干预１２周后
ＦＬ评分／分

干预前 干预１２周后
对照组 ７．５１±０．３６ ７．７３±１．１３ ０．５１±０．３３ ０．５２±０．３９
ＥＴＳ干预组 ７．４３±０．９１ ２．９６±１．０３ ０．４９±０．６７ ８．５１±１．５２

Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５

注：与干预前比较，Ｐ＜０．０５

２．２　两组小鼠角膜ＦＬ评分　干预１２周后，对照组
ＦＬ评分与干预前相比无明显变化，差异无统计学意
义（ｔ＝０．５１２，Ｐ＞０．０５）；而ＥＴＳ干预组ＦＬ评分较干
预前明显增加，差异有统计学意义（ｔ＝２．６３２，Ｐ＜
０．０５）。ＥＴＳ干预组干预１２周后 ＦＬ评分较对照组
明显增加，差异有统计学意义（ｔ＝３．４３２，Ｐ＜０．０５）；
两组干预前ＦＬ评分差异不明显（Ｐ＞０．０５），见表１。
２．３　两组小鼠角膜 ＦＬ染色结果　ＦＬ染色结果显
示：干预１２周后，对照组小鼠角膜上皮完整，角膜染
色呈阴性；ＥＴＳ干预组整个角膜上皮荧光素着染区
域明显增加，呈点片状。见图１。
２．４　两组小鼠角膜ＨＥ染色结果　ＨＥ染色结果显
示：对照组小鼠眼角膜由４～６层上皮细胞组成，排

列整齐。基底细胞由排列规则的单层柱状上皮细胞

组成；对照组未做干预，１２周后 ＨＥ染色，未见角膜
上皮层数的改变，厚度也基本未变，基底细胞仍为单

层柱状上皮细胞，表层上皮较完整；ＥＴＳ干预组干预
１２周后，ＨＥ染色可见角膜上皮细胞层数增多，厚度
增加，细胞排列紊乱，表层上皮细胞有损失及脱落，

角膜表面不光滑。干预前对照组小鼠上皮细胞为

（５±１）层，干预后基本不变；ＥＴＳ干预组干预后为
（７±１）层；干预后两组上皮细胞层数比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２。

图１　干预后两组小鼠角膜 ＦＬ染色结果　Ａ：对照
组；Ｂ：ＥＴＳ干预组

图２　干预后两组小鼠角膜ＨＥ染色结果　Ａ：对照
组；Ｂ：ＥＴＳ干预组

３　讨论

美国环境保护署将 ＥＴＳ定为人类 Ａ类致癌物，
其含有几百种已知的有毒或致癌物质，包括甲醛、

苯、氯乙烯、砷、氨和氢氰酸等 ［７８］，这些物质即使少

量吸入，也会对人体产生危害［９］。据研究报道，烟草

烟雾可增加成人心血管疾病［１０１１］、呼吸系统疾病发

病概率［１２］，孕妇吸入烟草烟雾可致胎儿宫内发育缓

慢，影响大脑发育等［１３］，长期暴露在烟草烟雾环境

中，会导致乳腺癌［１４］、鼻窦癌、膀胱癌、子宫颈癌［１５］。

近年来，人们也更加重视烟草烟雾对眼睛的影响，弥

漫的烟雾可直接刺激眼表面，毒素易在眼表黏附，可

能会对眼表产生损害［１６］。

角膜是一层无血管的透明薄膜，依靠泪腺提供

水分，通过眨眼，在角膜表面涂布一层液体，称为泪

膜。泪膜由３部分组成，最外层为脂质层（厚 ０．０１５～
０．１６０μｍ，防止泪液与空气接触而蒸发，稳定和保持
泪膜弧度），中间层为水样层（厚４．０００μｍ，为角膜
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输送水溶性的营养成分），最内层为黏液蛋白层（厚

２．５００～５．０００μｍ，维持眼表湿润）［１７］。据报道，接
触烟草烟雾，会导致泪液不稳定性与蒸发增加以及

泪液脂质层扩散变慢，角膜上皮细胞受损和杯状细

胞密度降低等［１８］。干眼综合征是指泪膜稳定性下

降，并伴有眼部不适和（或）眼表组织病变特征的多

种疾病的总称 ［１９］。干眼综合征常见症状包括眼睛

干涩、容易疲倦、眼痒、有异物感、疼痛灼热感、对外

界刺激敏感等［２０２１］。长期损伤会使角膜发生病变，

进一步影响视力，降低患者生活质量［２２］。

本研究我们通过应用模拟人体呼吸系统行为的

仿生装置，模拟ＥＴＳ黏附于眼表。研究发现干预１２
周后，ＥＴＳ干预组泪膜破裂时间、ＦＬ评分较对照组发
生显著改变；ＥＴＳ干预组小鼠角膜上皮着染区域增
加，这和其他团队研究结果相似［２３］；上皮细胞层数

增多、厚度增加，进一步说明ＥＴＳ中有害物质会影响
泪膜的稳定性，损伤小鼠角膜上皮细胞，导致眼部不

适。今后，我们将进一步研究烟草烟雾是否会影响

结膜上皮细胞的黏蛋白分泌功能；同时，也将针对烟

草中的主要组成物质，探讨其导致眼表损伤的机制。
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