
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

引文格式：朱然，梁舒，钱晶晶，李豪亮，张希熹．高糖和糖浓度波动对人角膜上皮细胞中 ＭＭＰ９表达及真菌黏附的
影响［Ｊ］．眼科新进展，２０２１，４１（６）：５３４５３９．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．ｒａｏ．２０２１．０１１１ 【实验研究】

高糖和糖浓度波动对人角膜上皮细胞中 ＭＭＰ９表达及
真菌黏附的影响△

朱然　梁舒　钱晶晶　李豪亮　张希熹
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【摘要】　目的　探讨不同浓度葡萄糖环境下茄病镰刀菌和尖端赛多孢子菌对人角膜上皮细胞
（ＨＣＥＣ）的黏附能力和ＨＣＥＣ中ＭＭＰ９表达的影响。方法　将处于对数生长期的ＨＣＥＣ分为３
组：低糖组（５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基培养）、高糖组（２５．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基培养）和
糖波动组（５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１和５０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基交替培养），根据干预真菌的不同共
分９小组（低糖对照组、高糖对照组、糖波动对照组、低糖茄病镰刀菌组、高糖茄病镰刀菌组、
糖波动茄病镰刀菌组、低糖尖端赛多孢子菌组、高糖尖端赛多孢子菌组、糖波动尖端赛多孢子
菌组）。真菌干预组均加入相应真菌孢子悬液，且孢子与 ＨＣＥＣ的比例为１０１，对照组加入等
量的无菌生理盐水。观察真菌在培养板上的生长状况，倒置显微镜下观察每组 ＨＣＥＣ的形态，
荧光白染色法和平板稀释涂布法用于ＨＣＥＣ的黏附真菌计数，利用ｑＲＴＰＣＲ检测各组ＨＣＥＣ中
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＣＥＣ中 ＭＭＰ９蛋白的表达。结果　倒置显微镜
下可见与真菌共培养的ＨＣＥＣ出现不同程度的形变和脱落，尤以高糖茄病镰刀菌组和糖波动
茄病镰刀菌组最为显著。荧光白染色法和平板稀释涂布法计数结果显示，两种真菌高糖组和糖

波动组对ＨＣＥＣ的黏附量均大于低糖组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；高糖和糖波动
条件下，尖端赛多孢子菌黏附量大于茄病镰刀菌，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。ｑＲＴ
ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白在各组ＨＣＥＣ中均有表达，与低糖组相
比，高糖组和糖波动组ＨＣＥＣ中ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表达均增多；高糖和糖波动条件下，真菌干
预组ＨＣＥＣ中ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表达均高于对照组，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），
而两种真菌干预组之间差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）。结论　高糖和糖波动环境能够
促进ＨＣＥＣ分泌更多的ＭＭＰ９，并增加真菌对ＨＣＥＣ的黏附。
【关键词】　茄病镰刀菌；尖端赛多孢子菌；人角膜上皮细胞；高糖；糖浓度波动
【中图分类号】　Ｒ７７２．２

　　真菌性角膜炎是一种由致病真菌引起的常见
的致盲疾病，发病率在我国呈逐年上升的趋势，其

致病菌至少有７０属，最主要的有镰刀菌属、弯孢菌
属、曲霉菌属和念珠菌属四种［１２］。我院近期角膜

刮片真菌培养结果显示，一种致病性较强的真

菌———尖端赛多孢子菌的检出率增高，以往对这种

真菌眼部感染的报道相对较少。糖尿病患者免疫

能力低下，机体修复能力较差，角膜上皮损伤时有

发生，极易感染糖尿病性真菌性角膜炎［３］。当真菌

入侵时，开始表现为真菌对角膜上皮缺损处基底膜

的黏附，黏附后基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）的表达增
高，ＭＭＰｓ可降解细胞外基质成分，诱导分生孢子
黏附，有助于介导真菌侵袭，从而引起角膜溃烂或

穿孔［４］。近年来大量流行病学调查证实，糖尿病可

促进 ＭＭＰｓ的表达，且血糖大幅波动较持续高血糖
有更强的细胞毒性，餐后高血糖较恒定血糖水平更

能加剧糖尿病相关并发症的发生［５６］。当糖尿病患

者血糖浓度变化时，人眼房水中葡萄糖含量也随之

变化，这种角膜生长环境稳态的改变可能与糖尿病

性真菌性角膜炎多发有一定关系。因此，本研究

通过对低糖、高糖和糖浓度波动环境下的人角膜

上皮细胞（ＨＣＥＣ）进行真菌孢子干预，观察并比
较了两种真菌在不同葡萄糖浓度下对 ＨＣＥＣ的黏
附能力以及干预后 ＨＣＥＣ中 ＭＭＰ９的表达变化，
为预防和治疗糖尿病性真菌性角膜炎提供一定的

理论依据。

１　材料与方法　

１．１　材料　ＨＣＥＣ冻存于南通大学附属医院眼科实
验室，茄病镰刀菌（ＢＮＣＣ１２１５４７，中国），尖端赛多
孢子菌（ＢＮＣＣ２２６２２８，中国）；ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，美国），
体积分数１０％胎牛血清（Ｎａｔｏｃｏｒ，阿根廷），２．５ｇ·
Ｌ－１胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，美国）；细胞培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ，美
国），沙氏培养板（安图生物工程，中国）；卡尔科弗卢

尔荧光增白剂（Ｓｉｇｍａ，美国），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
美国），Ｒｅａｌｔｉｍｅ反转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美
国），快速裂解液（ＲＩＰＡ）（索莱宝科技有限公司，中
国），ＢＣＡ蛋白分析试剂盒（碧云天有限公司，中
国）；兔抗 ＭＭＰ９多克隆一抗抗体（Ａｂｃａｍ３８８９８，
英国）。

１．２　方法　
１．２．１　ＨＣＥＣ的培养　ＨＣＥＣ用ＤＭＥＭ培养基（含
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体积分数１０％胎牛血清和１０ｇ·Ｌ－１青链霉素）培
养于３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２培养箱中，待细胞
融合８０％～９０％后用２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶进行消化
后传代，取对数生长期的ＨＣＥＣ用于实验。
１．２．２　真菌的培养及真菌孢子的收集　在超净台
中，用接种铲将茄病镰刀菌和尖端赛多孢子菌分别

接种于事先准备好的沙氏培养板上，于２７℃培养箱
中培养７ｄ后用无菌生理盐水冲洗菌面收集真菌孢
子，无菌纱布滤除菌丝后，血细胞计数板进行孢子计

数，反复吹打后调整孢子浓度为 １０×１０６ＣＦＵ·
ｍＬ－１，４℃ 保存，７ｄ内使用。
１．２．３　ＨＣＥＣ的预处理及实验分组　在真菌干预
前，先对ＨＣＥＣ进行预处理，分为３组：低糖组（５．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基处理２４ｈ）、高糖组（２５．０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基处理２４ｈ）、糖波动组（５．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１和５０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基先后各
处理１２ｈ）。２４ｈ后，设置真菌干预组，分为６组：低
糖茄病镰刀菌组、高糖茄病镰刀菌组、糖波动茄病
镰刀菌组、低糖尖端赛多孢子菌组、高糖尖端赛多
孢子菌组和糖波动尖端赛多孢子菌组，每孔按孢子
数量与细胞数量１０１的比例加入真菌孢子悬液。
同时设置未加真菌的对照组（低糖对照组、高糖对
照组、糖波动对照组），每孔加入与真菌悬液等量的
无菌生理盐水，低糖组和高糖组分别用５．５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１和２５．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基培养６ｈ，糖波
动组用５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基处理３ｈ后，更
换５０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基处理３ｈ。
１．２．４　荧光白染色法　取２４孔板，每孔接种１００×
１０３个ＨＣＥＣ，不同浓度葡萄糖预处理２４ｈ后真菌干
预６ｈ，ＰＢＳ洗去未结合的孢子，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛
固定３０ｍｉｎ，洗去固定液。每孔加入一滴荧光白染
色剂和一滴１００ｇ·Ｌ－１氢氧化钾避光染色１ｍｉｎ，荧
光显微镜下随机选取５个视野拍照，ＩｍａｇｅＪ软件分
析并记录各组ＨＣＥＣ黏附孢子数，取平均值。
１．２．５　平板稀释涂布法　取 ２４孔板，每孔接种
１００×１０３个ＨＣＥＣ，不同浓度葡萄糖预处理２４ｈ后
真菌干预６ｈ，ＰＢＳ洗去未结合的孢子，每孔加入５００
μＬ细胞裂解液，８ｍｉｎ后转入１．５ｍＬＥＰ管离心去
上清，加入１ｍＬ无菌生理盐水吹打混匀，再稀释１００
倍后取１００μＬ用玻璃棒涂布于沙氏培养板，２７℃培
养箱培养 ４８ｈ，拍照并计算各组 ＨＣＥＣ形成的菌
落数。

１．２．６　ｑＲＴＰＣＲ法检测各组 ＨＣＥＣ中 ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ的表达　Ｔｒｉｚｏｌ提取各组 ＨＣＥＣ总 ＲＮＡ，
Ｎａｒｏｄｒｏｐ２００微量分光光度仪测定浓度后按逆转录
试剂盒说明书操作，将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，八连管
内加入ｃＤＮＡ后进行ＰＣＲ反应。使用上海生工有限
公司合成引物。ＭＭＰ９上游引物为 ５’ＣＡＧＴＡＣ
ＣＧＡＧＡＧＡＡＡＧＣＣＴＡＴＴ３’（２２ｂｐ），下游引物为５’
ＣＡＧＧＡＴＧＴＣＡＴＡＧＧＴＣＡＣＧＴＡＧ３’（２２ｂｐ）；ＧＡＤＰＨ

上游引物为５’ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ３’（２０
ｂｐ），下游引物为 ５’ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ３’
（１８ｂｐ）。反应过程为：９５℃ 预变性２ｍｉｎ，９５℃变
性１５ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，持续４０个循
环，最终延伸７２℃ ７ｍｉｎ。每组３个复孔，以 ＧＡＰ
ＤＨ的表达为内参，采用２－△△Ｃｔ法计算ＭＭＰ９ｍＲＮＡ
的相对表达量。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＨＣＥＣ中 ＭＭＰ９
蛋白的表达　预冷的 ＰＢＳ漂洗各组 ＨＣＥＣ５ｍｉｎ×
３次，每孔加入８０μＬ细胞裂解液后置于冰上裂解
１０ｍｉｎ，用刮棒将细胞刮入裂解液中，将细胞转移至
１．５ｍＬ离心管中，４℃摇床摇３０ｍｉｎ使细胞成分裂
解，４℃ １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，剩余蛋白液加４×上
样缓冲液，金属浴１００℃，蛋白变性５ｍｉｎ。混合液上
样于胶孔中，８０Ｖ电压电泳２０～３０ｍｉｎ，调节电压至
１２０Ｖ电泳２ｈ停止电泳，恒流２５０ｍＡ转膜２ｈ至
ＰＶＤＦ膜上。５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉室温封闭２ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜５ｍｉｎ×１次，一抗中４℃摇床孵育过夜。ＴＢＳＴ
洗５ｍｉｎ×３次，二抗中室温摇床孵育２ｈ。ＴＢＳＴ洗
１５ｍｉｎ×３次。将 ＧＡＰＤＨ作为内参，滴加显影液
后，ＣｈｅｍｉＤｏｃ显影仪扫描成像，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析
ＭＭＰ９表达的灰度值，实验重复３次取平均值。
１．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２３．０软件对数据进
行统计分析，研究不同浓度葡萄糖和不同真菌对

ＨＣＥＣ孢子黏附量的影响采用双因素方差分析，计量
资料用珋ｘ±ｓ表示，自变量之间存在交互作用时，采用
简单主效应和成对比较分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　真菌的培养　茄病镰刀菌生长迅速，菌落呈棉
絮状扁平生长，菌丝较长，正面呈浅黄色或米白色

（图１Ａ），菌落背面与正面颜色基本一致，呈浅黄色
或白色。７ｄ后对其菌丝进行镜检，可见透明分隔菌
丝和两种分生孢子，小型分生孢子体积小且数量丰

富，一般生长在菌丝顶端，呈假头状，形态多变，呈卵

圆形或柱形（图１Ｂ）；大型分生孢子体积较大且形似
镰刀（图１Ｃ）。尖端赛多孢子菌生长迅速，培养１ｄ
即有白色短绒毛样菌落形成，绒毛较致密；刚开始时

菌落背面呈现乳白色，３ｄ时菌落背面逐渐变为灰黑
色；５～７ｄ时菌落背面呈黑色。尖端赛多孢子菌生
长成熟时，菌落表面中央变为褐色，边缘呈浅褐色，

边缘一圈内可见白色放射样菌丝，呈同心圆状（图

１Ｄ）。涂片镜检，可见透明分生孢子梗、黄褐色分生
孢子，且孢子数量极多，呈卵圆形（图１Ｅ），荧光染色
可见孢子体积小，形似水滴，呈卵圆形（图１Ｆ）。
２．２　不同环境下 ＨＣＥＣ的生长状态　倒置显微镜
下对ＨＣＥＣ进行形态观察发现，对照组：低糖环境下
ＨＣＥＣ呈短梭形，细胞间紧密连接，呈典型的铺路石
状生长；高糖环境下 ＨＣＥＣ稍增大，细胞间隙增大；
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图１　真菌培养情况　Ａ：茄病镰刀菌菌落；Ｂ：茄病镰
刀菌菌丝涂片，分隔菌丝（黄色箭头），假头状小型分生
孢子（红色箭头）（×２００）；Ｃ：茄病镰刀菌荧光白染色，
分隔菌丝（黄色箭头），大型分生孢子（红色箭头）（×
４００）；Ｄ：尖端赛多孢子菌菌落正面；Ｅ：尖端赛多孢子菌
菌丝涂片，分生孢子梗（黄色箭头），分生孢子（红色箭
头）（×２００）；Ｆ：尖端赛多孢子菌荧光白染色，分生孢子
梗（黄色箭头），分生孢子（红色箭头）（×４００）。

糖浓度波动环境下ＨＣＥＣ数量减少，细胞变小，排列
紊乱。茄病镰刀菌干预组：镜下可见３种糖浓度下
ＨＣＥＣ均有不同程度的拉长变形，形成细胞间空洞，
尤其是高糖和糖波动环境下的ＨＣＥＣ相比于低糖条
件下皱缩和脱落明显增多。尖端赛多孢子菌干预

组：尖端赛多孢子菌干预６ｈ后观察可见尖端赛多孢
子菌的孢子部分向菌丝相转化，高糖和糖波动环境

下的孢子相比于低糖条件下略有增多，３种糖浓度环
境下ＨＣＥＣ形态均出现皱缩，细胞内颗粒增多，细胞
状态逐渐变差（见图２）。
２．３　荧光白染色法／平板稀释涂布法计数各组
ＨＣＥＣ黏附真菌孢子数　分析荧光显微镜下观察
ＨＣＥＣ黏附的孢子数量发现，葡萄糖浓度和菌种存在
交互作用，不同糖浓度和菌种对孢子黏附量的影响

差异有统计学意义（Ｆ＝１３２．３８，Ｐ＜０．００１）。低糖
环境下每个视野茄病镰刀菌和尖端赛多孢子菌黏附

孢子数分别为（３６．００±５．３５）个和（７５．３３±１４．５２）
个；与低糖组相比，高糖组茄病镰刀菌和尖端赛多孢

子菌黏附孢子数分别为（８４．３３±４．９９）个（Ｐ＝０．００９）
和（１９７．００±１４．７０）个（Ｐ＝０．０１５），糖波动组分别
为（１０８．００±５．３５）个（Ｐ＝０．０４５）和（３０７．３３±
２３．３０）个（Ｐ＝０．０１２）。

通过平板稀释涂布法对黏附于 ＨＣＥＣ表面的真
菌总量进行分析发现，葡萄糖浓度和菌种存在交互作

图２　各组ＨＣＥＣ在不同糖浓度环境下的生长
情况（×１００）

用，各组培养所得真菌的集落数间差异有统计学意

义（Ｆ＝２０．８１５，Ｐ＜０．００１）。低糖组茄病镰刀菌和
尖端赛多孢子菌黏附数量分别为（０．９７±０．１７）×
１０３ＣＦＵ和（１．０９±０．１１）×１０４ＣＦＵ，与低糖组相比，
高糖组茄病镰刀菌和尖端赛多孢子菌黏附数量分别

为（２．２３±０．１３）×１０３ＣＦＵ（Ｐ＝０．０３８）、（１．６４±
０．５０）×１０４ ＣＦＵ（Ｐ＝０．０４８），糖波动组分别为
（２．７０±０．１６）×１０３ ＣＦＵ（Ｐ＝０．０２８）、（１．９２±
０．１６）×１０４ＣＦＵ（Ｐ＝０．０２０），与荧光白染色法结果
趋势一致。

两种真菌相比，在高糖环境下，尖端赛多孢子菌

干预组真菌黏附数多于茄病镰刀菌干预组，差异有

统计学意义 （Ｐ荧光白染色法 ＝０．０１１、Ｐ平板稀释涂布法 ＝
０．００１）；糖波动时，尖端赛多孢子菌组真菌黏附量大
于茄病镰刀菌组，差异有统计学意义（Ｐ荧光白染色法 ＝
０．０２５、Ｐ平板稀释涂布法 ＝０．０１２）（见表１和图３）。
２．４　各组ＨＣＥＣ中 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白的相对
表达水平　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，各组 ＨＣＥＣ中
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学意义（Ｆ＝
１１．７３，Ｐ＜０．００１）；真菌干预组相对于对照组，高糖
和糖波动条件下 ＨＣＥＣ中 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的相对表
达水平均升高，差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
０．０５），两种真菌干预组之间差异无统计学意义（Ｐ＝

表１　不同方法计算不同浓度葡萄糖环境下真菌干预后ＨＣＥＣ表面真菌黏附量比较

组别
荧光白染色法／个

低糖 高糖 糖波动

平板稀释涂布法／ＣＦＵ
低糖 高糖 糖波动

茄病镰刀菌组 ３６．００±５．３５ ８４．３３±４．９９ａ １０８．００±５．３５ａ （０．９７±０．１７）×１０３ （２．２３±０．１３）×１０３ａ （２．７０±０．１６）×１０３ａ

尖端赛多孢子菌组 ７５．３３±１４．５２ １９７．００±１４．７０ａｂ ３０７．３３±２３．３０ａｂ （１．０９±０．１１）×１０４ （１．６４±０．５０）×１０４ａｂ （１．９２±０．１６）×１０４ａｂ

　　注：与同一真菌干预下的低糖环镜相比，ａＰ＜０．０５；与同一葡萄糖浓度下的茄病镰刀菌组相比，ｂＰ＜０．０５。
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图３　真菌对ＨＣＥＣ的黏附情况 　Ａ：真菌黏附细胞的
荧光白染色照片（×１００）；Ｂ：真菌平板稀释涂布照片。

０．４６５、０．０８７）。在茄病镰刀菌组内，糖波动环境下
ＨＣＥＣ中ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对表达水平与高糖环境下
相比明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（见
表２）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，各组 ＨＣＥＣ中
ＭＭＰ９蛋白相对表达量比较，组间差异有统计学意
义（Ｆ＝２９．２３，Ｐ＜０．００１）。高糖和糖波动环境下，
茄病镰刀菌组和尖端赛多孢子菌组中 ＭＭＰ９蛋白
相对表达水平均高于相应对照组，差异均有统计学

意义（均为Ｐ＜０．０５），但两种真菌干预组之间差异
无统计学意义（Ｐ＝０．２０１、０．０２１）。在茄病镰刀菌干
预组和尖端赛多孢子菌组，糖波动环境下 ＭＭＰ９的
蛋白表达水平高于持续高糖环境，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）（见图４和表２）。

图４　各组 ＨＣＥＣ中 ＭＭＰ９蛋白表达　１：低
糖对照组；２：高糖对照组；３：糖波动对照组；４：低糖
茄病镰刀菌组；５：高糖茄病镰刀菌组；６：糖波动茄病
镰刀菌组；７：低糖尖端赛多孢子菌组；８：高糖尖端赛
多孢子菌组；９：糖波动尖端赛多孢子菌组。

表２　不同浓度葡萄糖环境下真菌干预后各组ＨＣＥＣ中ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ和蛋白表达

组别
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ

低糖 高糖 糖波动

ＭＭＰ９蛋白
低糖 高糖 糖波动

对照组 １．０７±０．１０ １．４９±０．１４ １．６９±０．１９ １．００±０．０４ ２．５８±０．０７ａ ３．３２±０．２６ａ

茄病镰刀菌组 ２．５６±０．１８ ３．６０±０．３０ａｃ ４．７８±０．２０ａｂｃ ２．４２±０．１５ ４．００±０．２０ａｃ ５．０７±０．２１ａｂｃ

尖端赛多孢子菌组 ３．５４±０．２３ ４．５５±０．１９ａｃ ４．９０±０．３３ａｃ ２．２５±０．１４ ４．２０±０．３４ａｃ ７．３７±０．３９ａｂｃ

　　注：与同一真菌干预下的低糖组相比，ａＰ＜０．０５；与同一真菌干预下的高糖组，ｂＰ＜０．０５；与同一浓度葡萄糖下的对照组相比，ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

茄病镰刀菌是丝状真菌性角膜炎中分离出的最

常见的一种病原菌，生长快，且致病性强［７９］。而尖

端赛多孢子菌是一种相对少见的顽固性条件致病

菌，好发于免疫功能缺陷者［１０］。近年来研究表明，

尖端赛多孢子菌可侵犯脑、肺、骨、关节、眼和皮肤等

组织［１１］。眼部的尖端赛多孢子菌感染常由外伤引

起，发展较为迅速［１２１３］。本研究对茄病镰刀菌和尖

端赛多孢子菌干预的 ＨＣＥＣ进行观察，发现与真菌
孢子共培养的 ＨＣＥＣ会出现不同程度的形变和脱
落，尤以高糖和糖波动条件下的茄病镰刀菌组最为

显著。曾庆延等［１４］在电镜下观察到镰刀菌能通过

分泌某种物质来诱导上皮细胞产生伪足，通过肌动

蛋白包绕而被摄入细胞内。我们认为真菌分泌的酶

类具有特异性，茄病镰刀菌的分泌酶可加强自身对

角膜细胞基质的黏附和降解能力，而尖端赛多孢子

菌可能不能分泌此酶，因此造成了彼此的差异。

本研究发现，在不同浓度葡萄糖环境下，真菌对

ＨＣＥＣ的黏附量有明显差别，高糖和糖浓度波动能促
进真菌孢子对ＨＣＥＣ的黏附。一方面可能由于高糖
和糖波动条件下ＨＣＥＣ糖基化终末产物增加和蛋白
激酶通路增强，影响了细胞本身黏附能力的调

节［１５］。Ｓｅｇａｌ等［１６］在早期研究发现，假丝酵母菌对

糖尿病患者的阴道上皮细胞的黏附能力比普通对照

组更强，说明高糖使宿主细胞发生改变进而使真菌

更容易黏附。另一方面我们推测高糖和糖波动环境

能促进ＨＣＥＣ分泌某些因子，该因子的过表达能促
进真菌的黏附。Ｍｉｋａｍｏ等［１７］研究发现，高糖能刺激

阴道上皮细胞中ＩＣＡＭ１高表达，进而导致念珠菌黏
附增加。此外，在黏附实验中我们还发现茄病镰刀

菌对ＨＣＥＣ的黏附数量明显少于尖端赛多孢子菌，
这与Ｐｉｎｎｏｃｋ等［１８］的研究结果一致。造成这种情况

的具体原因尚不清楚，可能与茄病镰刀菌菌丝平行

于角膜表面的生长方式有关，相比垂直于角膜生长，

这种平行生长方式侵入组织速率较慢，也可能与茄

病镰刀菌激活ＦＡＫ信息通路缓慢有关［４］。

真菌引起角膜感染的先决因素是真菌对于上皮
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的黏附，以往有大量研究探讨了真菌黏附的分子机

制，角膜上皮基底膜和角膜基质的暴露可能为真菌

黏附提供了场所［６］。角膜基质Ⅳ型胶原蛋白的降解
主要与ＭＭＰ９有关，ＭＭＰ９又称为明胶酶 Ｂ，可降
解Ⅳ型胶原 α１、α２链，激活炎症细胞，诱导炎症反
应，对角膜细胞外基质造成降解［１９２１］。ＤｏｓＲｅｉｓ
等［２２］认为在角膜溃疡的早期阶段，ＭＭＰ９选择性调
节溃疡进程，与病变进展呈正相关。本研究结果显

示，经真菌孢子处理的 ＨＣＥＣ中的 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和
蛋白表达均高于对照组，这表明在真菌性角膜溃疡

的形成中 ＭＭＰ９可能起着重要作用，这与 Ｒｏｈｉｎｉ
等［２０］的研究结果一致。此外，我们还发现无论是否

进行真菌孢子干预，在高糖和糖浓度波动的作用下，

ＨＣＥＣ中ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表达水平始终均高于
低糖环境，说明持续的高糖刺激和糖浓度大幅波动

的情况下，也会促进ＨＣＥＣ分泌ＭＭＰ９，这可能与高
糖状态下细胞氧化应激增强有关：高糖环境能激活

蛋白激酶ＲＫＣ，促进氧自由基的产生，诱发细胞氧化
应激反应，激活细胞因子启动 ＭＭＰ９基因转录，增
加ＭＭＰ９表达。糖浓度的不断波动使细胞自身调
节能力受损，氧化应激加剧，分泌更多的 ＭＭＰ９［２３］。
所以，相比于无全身病患者，血糖控制不佳的糖尿病

患者普遍体内ＭＭＰ９表达偏高，尤其在与真菌接触
后，ＭＭＰ９的分泌进一步升高，患真菌性角膜炎的比
例明显增高［２４］。Ｃｅｒｉｅｌｌｏ等［２５］研究发现，相比于慢

性持续性高血糖，血糖波动更能促进糖尿病并发症

的发生，正如本研究中茄病镰刀菌干预组的 ＨＣＥＣ
在糖浓度波动情况下比持续高糖时 ＭＭＰ９表达水
平更高。因此，糖尿病性真菌性角膜炎临床上在降

低患者血糖时，还应尽量减少血糖漂移。

综上所述，本研究发现，真菌对于 ＨＣＥＣ的黏附
数量与细胞中 ＭＭＰ９表达水平呈正相关。在高糖
和糖浓度波动的刺激下，ＭＭＰ９表达增高，同时真菌
对ＨＣＥＣ的黏附增强。且两种真菌相比，尖端赛多
孢子菌相比于茄病镰刀菌具有更强的黏附性。这为

糖尿病性真菌性角膜炎的预防提供了新的实验依

据，也为不同菌种所致的真菌感染的治疗提供了指

导意见。但尖端赛多孢子菌黏附力明显大于茄病镰

刀菌的具体原因还不清楚，且目前本实验中所用的

体外细胞模型无法完全模拟体内环境，ＭＭＰ９与角
膜表面真菌黏附的关系仍需在糖尿病性真菌性角膜

炎大鼠模型中进一步探讨。
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