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【摘要】　目的　探讨针刺对干眼兔角膜形态学及角膜组织ＮＦκＢ信号通路的影响，分析
针刺对干眼的作用机制。方法　取雌雄不拘的健康新西兰兔２４只，随机分为空白组、模
型组、针刺组、假针刺组，每组６只。空白组为正常对照组，不加任何处理；其余３组动物每
天８００、１１００、１４００和 １８００时于皮下注射氢溴酸东莨菪碱２．０ｍｇ·ｋｇ－１，连续
３５ｄ直至实验结束。假针刺组：于造模后第２２天给予假针刺治疗（睛明ＢＬ１、攒竹ＢＬ２、丝
竹空ＳＪ２３、太阳穴ＥＸＨＮ５、瞳子

!

ＧＢ１），钝针头点刺穴位，不刺进穴位，每天１次，连续
１４ｄ。针刺组：于造模成功后第２２天给予针刺治疗，穴位同假针刺组。造模后第０、２１、２８、
３５天分别进行角膜荧光素染色，第３５天进行角膜共焦显微镜检查，之后处死动物，在光学
显微镜、透射电子显微镜下观察角膜形态学变化，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测角膜组织 ＮＦκＢ
蛋白的表达。结果　与模型组相比，造模后第２８、３５天，针刺组、空白组兔角膜荧光素染
色评分均减小，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。造模后第３５天共焦显微镜检查结
果显示，模型组和假针刺组与其他组相比，兔角膜基质层出现大量球状免疫细胞和边界不

清大小不规律的活化基质层细胞，可见具有不规则细胞间间隙的区域，存在炎症；针刺组

基质层细胞形态得到改善，细胞呈轻微激活状态，角膜神经形态未见明显异常。造模后第

３５天光学显微镜检查结果显示，模型组和假针刺组兔角膜组织表面可见角化过度的扁平
上皮细胞，淋巴细胞浸润，局灶上皮细胞层数增多，表面上皮细胞脱落；针刺组角膜上皮有

接近 ４～６层上皮细胞，上皮脱落减少，与模型组相比，淋巴细胞浸润减少。造模后第３５
天透射电子显微镜检查结果显示，模型组和假针刺组兔角膜上皮细胞出现异常的微绒毛

结构和上皮细胞缺失，细胞间隙增宽，粗面内质网严重扩张，桥粒解体伴随线粒体肿胀；针

刺组上皮细胞微绒毛结构稀疏且短，仍见局部缺失，粗面内质网轻度扩张，线粒体未见明

显肿胀。造模后第 ３５天 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与空白组相比，模型组、假针刺组
ｐＮＦκＢｐ６５表达均上调（均为Ｐ＜０．０５）；与模型组、假针刺组相比，针刺组 ｐＮＦκＢｐ６５
表达均下调（均为Ｐ＜０．０５）。结论　针刺可以抑制 ＮＦκＢ信号通路从而发挥抗炎作用，
改善兔干眼模型角膜炎症和损伤。

【关键词】　针刺；干眼；角膜形态学；ＮＦκＢ信号通路
【中图分类号】　Ｒ７７２．２

　　干眼是一种常见的眼科疾病，由于患者泪液分
泌不足或蒸发过多，导致泪液的质和量、自然流动性

出现异常，引起泪膜不稳定、眼表损害，从而导致眼

部不适及视功能障碍。患者通常会感觉眼睛疲劳、

干涩、异物感、烧灼感、眼胀感、疼痛甚至畏光［１］。流

行病学调查显示，干眼的发病率为５％ ～５０％，女性
患者多于男性，老年患者多于青年［２］。炎症反应是

干眼发生的核心病理机制 ［３］，抑制眼表炎症是治疗

干眼的关键。目前，针对水液缺乏型干眼的局部抗

炎治疗中，最常使用皮质类固醇（氟米龙和洛替泼诺

依特博酯）和环孢素Ａ等药物，但是长期使用皮质类
固醇会出现明显的副作用，如继发性青光眼、眼部感

染和白内障等［４］。研究发现，针刺可以促进泪腺代

谢，增加泪液分泌，缓解干眼症状［５６］。尽管临床研

究支持使用针刺治疗干眼，但针刺发挥作用的机制

尚不明确。本研究通过全身施用氢溴酸东莨菪碱建

立兔干眼模型［７］，探讨针刺对干眼兔角膜形态学及

角膜组织ＮＦκＢ信号通路的影响，分析针刺对干眼
的作用机制。

１　材料与方法　

１．１　实验仪器与试剂
角膜染色滤纸条（天津晶明新技术开发有限公

司），华佗牌一次性无菌针灸针（苏州医疗器械厂），

ＷＱ１００２韩氏电针治疗仪（安隆光电技术公司），酶
标仪（美国ＢｉｏＴｅＫ公司），凝胶成像仪（美国ＢｉｏＲａｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司），角膜共焦显微镜（德国Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ
公司）；盐酸奥布卡因滴眼液（日本参天制药有限公

司），ＢＣＡ试剂盒（美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司），氢溴酸东莨菪
碱标准品（成都普菲德生物技术有限公司），抗体

ｐＮＦκＢｐ６５（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），
βａｃｔｉｎ（美国 ＳａｎｔａｎＣｒｕｚ公司），ＮＫκＢｐ６５（美国
ＥＮＺＯ公司），辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔 ＩｇＧ
（美国ＦｃＭＡＣＳ公司）。
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１．２　实验方法　
１．２．１　实验动物及分组

选择２４只２～３个月龄健康新西兰兔（南京青
龙山动物养殖场），雌雄不拘，体重约１．５ｋｇ。实验
前所有动物眼前节检查均无异常，泪液流量每５ｍｉｎ
均大于１０ｍｍ。将动物安置于室温安静环境中，相
对湿度为６０％±５％，交替１２ｈ光暗循环，提供充足
水和标准饲料。依据随机数字表法将兔分为４组，
每组 ６只，分别为空白组、模型组、假针刺组、针
刺组。

空白组为正常对照组，不加任何处理；其余３组
动物每天８００、１１００、１４００和 １８００时于皮
下注射氢溴酸东莨菪碱２．０ｍｇ·ｋｇ－１，连续３５ｄ直
至实验结束。假针刺组：于造模后第２２天给予假针
刺治疗（睛明 ＢＬ１、攒竹 ＢＬ２、丝竹空 ＳＪ２３、太阳穴
ＥＸＨＮ５、瞳子

!

ＧＢ１），钝针头点刺穴位，不刺进穴
位，每天１次，连续１４ｄ。针刺组：于造模成功后第
２２天给予针刺治疗，穴位同假针刺组，用固定盒固定
兔，露出头部，使用１寸针刺一半，睛明穴针尖向内
下方斜刺入皮下０．５寸，攒竹穴向下平刺０．５寸，太
阳穴直刺 ０．５寸，瞳子

!

向外平刺 ０．５寸，均不行
针，留针１５ｍｉｎ。丝竹空透太阳穴，每侧电针正极接
丝竹空穴，无关电极接太阳穴。选用 ＷＱ１００２韩氏
电针治疗仪，采用疏密波，频率４～２０Ｈｚ，脉冲宽度
０．５ｍｓ，强度１ｍＡ（强度以针刺部位肌肉出现轻微抽
动为准），留针１５ｍｉｎ，每天１次，连续治疗１４ｄ。

本实验方案经南京中医药大学动物保护与使用

委员会批准（批号：２０１８０９Ａ０１８）。本研究动物处理
遵循《实验动物管理条例》（２０１７修订版）的规定。
１．２．２　观察指标

造模后第０、２１、２８、３５天分别进行角膜荧光素
染色，第３５天进行角膜共焦显微镜检查，之后处死
动物，在光学显微镜、透射电子显微镜下观察角膜形

态学变化，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测角膜组织ＮＦκＢ蛋
白的表达。

１．２．３　角膜荧光素染色评分
将角膜染色滤纸条湿润后轻点下眼睑穹隆部，

使兔眨眼数次，让其弥散分布。用钴蓝滤光片对角

膜上皮损伤进行分级。把角膜分为四个象限，分别

进行评分，每个象限０～３分，０分不染色，１分为５
个以下点染，２分为５个及以上点染，３分为块状染
色，最后将各象限分数相加，满分１２分。

１．２．４　角膜共焦显微镜检查
将实验兔头部固定于角膜激光共焦显微镜前，用

盐酸奥布卡因滴眼液行表面麻醉，置开睑器，在４０倍
水浸式圆锥状物镜表面上涂唯地息透明凝胶，将镜头

缓慢前移，当角膜细胞可见，图像清晰地位于显示器视

屏中央时按下摄录按钮，拍摄角膜中央基质层照片。

１．２．５　光学显微镜检查
处死兔后取出角膜在多聚甲醛中固定２４ｈ。角

膜大小均为２ｍｍ×２ｍｍ。进一步解剖后进行石蜡
包埋并用 ＲＭ２１３５切片机切片，ＨＥ染色，光学显微
镜下观察。

１．２．６　透射电子显微镜检查
将样品固定在体积分数为２．５％戊二醛溶液中，

用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）冲洗后，在
１０ｇ·Ｌ－１锇酸中固定。酒精脱水，样品被嵌入到环
氧树脂中。从角膜中部切出一小段（１ｍｍ×１ｍｍ×
１ｍｍ）。切片用醋酸铅和醋酸铀双染色，用透射电
子显微镜观察。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
用ＲＩＰＡ裂解液提取每组兔角膜蛋白质，离心取

上清液，ＢＣＡ法测定总蛋白浓度，计算上样量。按计
算的上样量加至十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶中

进行电泳分离。电泳完毕后切胶转膜，转膜完成后，

用５０ｇ·Ｌ－１奶粉封闭 １ｈ，将膜与 ｐＮＦκＢｐ６５、
ＮＫκＢｐ６５、βａｃｔｉｎ的一抗于 ４℃孵育过夜。用含
０．５ｇ·Ｌ－１Ｔｗｅｅｎ２０的 Ｔｒｉｓ缓冲液洗涤３次，每次
１０ｍｉｎ，随后将膜与辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔
ＩｇＧ孵育 １ｈ。ＴＢＳＴ缓冲液洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ，
ＥＣＬ发光液涂抹，凝胶成像仪显影、曝光、成像。
１．３　统计学分析

所有数据经ＳＰＳＳ２５．０统计学软件进行处理，计
量资料采用均数 ±标准差表示，组间比较采用单因
素方差分析，检验水准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　各组兔造模后不同时间角膜荧光素染色评分
角膜荧光素染色评分结果显示，与造模后第 ０

天相比，造模后第２１、２８、３５天模型组、针刺组和假
针刺组兔角膜荧光素染色评分均增加，差异均有统

计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，造模后第
２８、３５天，针刺组、空白组兔角膜荧光素染色评分均
减小，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）（表１）。

表１　各组兔造模后不同时间角膜荧光素染色评分
组别 第０天 第２１天 第２８天 第３５天
空白组 ０．２８０±０．５７４ ０．１７０±０．３８３ ０．４４０±０．７８４▲ ０．２８０±０．５７５▲

模型组 ０．２８０±０．５１８ ４．８８０±１．３５６ ６．６３０±１．５０６ ７．７５０±３．０５９

针刺组 ０．２３０±０．６１２ ４．３６０±１．４３２ ３．４１０±１．４０３▲ ２．６８０±１．９３７▲

假针刺组 ０．２５０±０．４４７ ４．５００±１．３６６ ６．０００±１．４１４ ７．２５０±２．３８０

　　注：与同组造模后第０天相比，Ｐ＜０．０５；与同一时间模型组相比，▲Ｐ＜０．０５。

·４７１· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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２．２　针刺对角膜形态学的影响　
２．２．１　角膜共焦显微镜检查结果

造模后第３５天共焦显微镜检查结果显示，空白
组兔角膜前弹力层细胞呈安静状态，未见形态异常的

神经纤维。模型组和假针刺组与其他组相比，基质层

出现大量球状免疫细胞和边界不清、大小不规律的活

化基质层细胞，可见具有不规则细胞间间隙的区域，

提示存在炎症；针刺组基质层细胞形态得到改善，细

胞呈轻微激活状态，神经形态未见明显异常（图１）。

模型组箭头处可见球状免疫细胞。
图１　各组兔造模后第３５天角膜共焦显微镜检查结果

２．２．２　角膜组织光学显微镜检查结果
造模后第３５天光学显微镜检查结果显示，空白

组兔角膜组织存在４～６层上皮细胞，基质均匀，未
见血管。模型组和假针刺组兔角膜组织表面可见角

化过度的扁平上皮细胞，淋巴细胞浸润，局灶上皮细

胞层数增多，表面上皮细胞脱落。针刺组兔角膜上

皮有接近４～６层上皮细胞，上皮脱落减少，与模型
组相比，淋巴细胞浸润减少（图２）。

图２　各组兔造模后第３５天角膜组织光学显微镜检查
结果

２．２．３　角膜组织透射电子显微镜检查结果
造模后第３５天透射电子显微镜检查结果显示，

空白组兔角膜上皮细胞未出现异常。而模型组和假

针刺组兔角膜上皮细胞出现异常的微绒毛结构和上

皮细胞缺失，细胞间隙增宽，粗面内质网严重扩张，

桥粒解体伴随线粒体肿胀，这意味着发生炎症反应

甚至细胞死亡。针刺组兔角膜上皮细胞微绒毛结构

稀疏且短，仍见局部缺失，粗面内质网轻度扩张，线

粒体未见明显肿胀（图３）。
２．３　各组兔角膜组织ＮＦκＢ蛋白表达情况

造模后第３５天 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与

空白组相比，模型组、假针刺组兔角膜组织中 ｐＮＦ
κＢｐ６５表达均上调（均为 Ｐ＜０．０５）；针刺组 ｐＮＦ
κＢｐ６５的表达水平与空白组相比差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。与模型组、假针刺组相比，针刺组兔角
膜组织中ｐＮＦκＢｐ６５表达均下调（均为 Ｐ＜０．０５）
（图４）。

图３　各组兔造模后第３５天角膜组织透射电子显微镜
检查结果

与空白组相比，Ｐ＜０．０５；与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５；与
假针刺组相比，△Ｐ＜０．０５。

图４　各组兔造模后第３５天角膜组织ＮＦκＢ蛋白表达
情况

３　讨论

干眼是全球普遍发生的眼科疾病。目前，对干

眼多采用人工泪液、抗炎等药物治疗，以及雾化物理

治疗等。这些治疗方法均存在治标不治本、远期疗

效差等问题。针灸属于中医药治疗疾病的手段之

一，具有２０００多年的历史，其治疗效果已被很多国
家认可和使用［８］。当前，针刺已经广泛用于治疗许

多眼科疾病，如青光眼、眼肌麻痹、眼球震颤、干眼

等［９１２］。临床研究发现，针刺治疗干眼时，选取眼周

穴位可以明显改善患者症状，这可能与针刺改善患

者眼周组织微循环有关［１３］。而实验研究发现，针刺

可有效修复泪腺细胞，促进泪液分泌，抑制泪腺组织

细胞凋亡，抑制炎症因子促炎活性反应，调节性激素

水平，且具有促进乙酰胆碱神经递质兴奋的作

用［１４］。因此，我们推断针刺治疗可以作为干眼常规

临床治疗的有效手段。本研究中我们用氢溴酸东莨
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菪碱诱导兔干眼模型作为观察对象，研究发现，模型

组兔角膜损伤严重，角膜荧光素染色评分明显增加，

共焦显微镜检查可见角膜基质层出现大量球状免疫

细胞和边界不清大小不规律的活化基质层细胞，透

射电镜检查发现角膜组织存在异常的超微结构，此

干眼模型具有与人类干眼炎症和损伤很强的相似

性［１５］。在本研究中，我们为针刺治疗干眼提供了新

的证据，发现针刺可以减小角膜荧光素染色评分，抑

制角膜上皮层异常增多和淋巴细胞浸润，改善角膜

上皮微绒毛结构，减轻角膜上皮粗面内质网和线粒

体的扩张，抑制角膜基质层细胞活化，改善角膜神经

病变，这些结果证明针刺可以改善兔干眼模型角膜

炎症和损伤，抑制干眼。

ＮＦκＢ是在炎症反应中无法代替的转录因子。
在炎症反应中它能够与多种调控基因的启动子相结

合，从而调控炎症反应。它几乎存在于所有的组织

和细胞中，在哺乳动物细胞中包括五种 ＮＦκＢ／Ｒｅｌ
家族成员：ＮＦκＢ１（ｐ５０／ｐ１０５）、ＮＦκＢ２（ｐ５２／ｐ１００）、
ＲｅｌＡ（ｐ６５）、ＲｅｌＢ和 ｃＲｅｌ。ＮＦκＢ信号通路的激活
主要分为经典途径和非经典途径。在经典途径中，

ＮＦκＢ与其抑制蛋白 ＩκＢ结合呈非活性状态，肿瘤
坏死因子α等细胞因子的刺激可导致 ＩＫＫ活化，进
而引起ＩκＢ降解和 ＩκＢ磷酸化，从而触发细胞向核
内释放ｐ６５／ｐ５０二聚体，转录多种炎症因子，产生大
量的促炎因子释放到外周血中。近年来研究发现，

ＮＦκＢ在眼部疾病的发生发展中起到重要作用，如
白内障、青光眼、视网膜病变等。通过抑制ＮＦκＢ的
活性可以抑制相关眼病的发展［１６］。炎症是干眼发

病的核心病理机制，研究发现，各种干眼模型与 ＮＦ
κＢ的活化密切相关［１７１９］。在本研究中，使用氢溴酸

东莨菪碱诱导兔干眼模型后 ｐＮＦκＢｐ６５明显被激
活，而使用针刺后可降低 ｐＮＦκＢｐ６５的活化，这表
明针刺可以通过抑制 ＮＦκＢ信号途径发挥作用，进
而对干眼具有抗炎作用。

４　结论

本研究结果表明，针刺可以抑制 ＮＦκＢ信号通
路从而发挥抗炎作用，改善兔干眼模型角膜炎症和

损伤。
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