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摘　要　研究过氧化物酶６（ＰＲＤＸ６）对紫外线照射导致大鼠角膜损伤的治疗作用及其可能的机制。Ｗｉｓｔｅｒ雄性大鼠，紫外
线照射法建立大鼠角膜损伤模型，将动物随机分为对照组、ＰＲＤＸ６组和地塞米松（ＤＸＭ）组，连续给药１２ｄ。通过裂隙灯显
微镜检查角膜浑浊度，光学显微镜下观察角膜组织病理学改变，应用硫代巴比妥酸法及化学比色法检测角膜组织丙二醛

（ＭＤＡ）及总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的表达情况，ＲＴＰＣＲ法检测细胞因子基因的表达
情况。结果显示，与对照组比较，ＰＲＤＸ６组角膜浑浊度明显降低，病理损伤得到改善，角膜ＭＤＡ含量减少，ＴＡＯＣ增加，ｐ３８
ＭＡＰＫ磷酸化蛋白水平降低，对照组与ＰＲＤＸ６组细胞因子基因的表达有差异（Ｐ＜００５）。结果提示 ＰＲＤＸ６对紫外照射
后导致的角膜损伤有一定的治疗作用，这可能与其减轻氧化损伤程度，抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化及调节细胞因子基因表达
有关。
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　　紫外线对角膜的损伤是眼科一种常见的损
伤，眼睛长时间暴露于紫外线下会出现异物刺痛

感和随之而来的畏光、流泪等症状，严重的会发

生角膜上皮水肿、脱落、透明度下降等状况［１］。

由于紫外线打破了眼内正常的抗氧化系统，细胞

产生氧自由基增多，最终导致氧化应激及光化学

损伤［２］，因此抗氧化药物逐渐被研究用来防治紫

外线所致的眼部损伤。一些报道指出，抗氧化剂

的抗氧化能力是影响角膜保护作用的重要因

素［３］。过氧化物酶６（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６，ＰＲＤＸ６）是
新近发现的一类非硒依赖过氧化物酶家族蛋白

Ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎｓ的成员之一，有 ＧＳＨ过氧化物酶的
活性。之前研究表明 ＰＲＤＸ６对紫外线辐射导致
的角膜新生血管有抑制作用［４］，本实验在先前研

究的基础上，进一步观察紫外光损伤大鼠角膜后，

局部应用ＰＲＤＸ６蛋白对角膜浑浊度、病理损伤等
表观反应的影响，并通过对角膜组织中丙二醛

（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量、总抗氧化能力（ｔｏｔａｌ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ）水平、ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路相关蛋白及 ＩＬ１β、ＩＬ４ｍＲＮＡ表达情况的检
测，研究其可能的作用机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
复方托吡卡胺滴眼液（沈阳兴齐眼药股份有限

公司）；ＰＲＤＸ６蛋白（毓璜顶医院生殖发育研究中心
提供，质量浓度为２６ｍｇ／ｍＬ）；地塞米松磷酸钠滴
眼液（广州白云山制药股份有限公司白云山何济公

制药厂）；ＨＥ染色试剂盒（碧云天生物技术研究
所）；丙二醛测定试剂盒、总抗氧化物能力试剂盒、全

蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（南京建成
生物工程研究所）；ＧＡＰＤＨ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ抗体（美
国Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司），辣根过氧化物酶标记山羊抗
兔二抗（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）。引物由上海生物工
程股份有限公司合成，Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰＭｉｘ等（天根生化科技有限公
司）。其他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＢＱ９００裂隙灯显微镜（瑞士 ＨａａｇＳｔｒｅｉｔ公

司）；ＵＶＢ３１３紫外线灯管（上海安亭科学仪器
厂）；ＴＮ２３４０紫外线照度计（广州泰纳电子科技有
限公司）；ＤＭＬＢ２显微镜（德国徕卡仪器有限公
司）；ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；ＰＬ３２００２电子天
平（德国ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌａｄｏ公司）；ＤＹＣＺ２４ＤＮ电泳仪
（北京六一仪器厂）。

１３　动　物
６周龄 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠（１８０～２２０ｇ）１２０只，

清洁级，眼科裂隙灯显微镜检查无眼病，由山东绿

叶制药有限公司提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（鲁）
２０１４０００２，所有动物实验均符合动物伦理委员会
标准。

'

　方　法

２１　造模及给药
每只Ｗｉｓｔｅｒ大鼠均选右眼为实验眼（左眼不

做处理），紫外线灯下照射制备大鼠角膜损伤模

型。参照 Ｃｕｉ等［５］的方法并做改良，用１０ｇ／Ｌ戊
巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射，大鼠麻醉后用
复方托吡卡胺滴眼液进行散瞳，胶带固定使大鼠眼

睛睁开，置于紫外灯管下２０ｍｉｎ，连续４ｄ累计辐
射剂量为９ｋＪ／ｍ２，造成大鼠紫外光损伤角膜模型，
用裂隙灯显微镜观察损伤情况。造模完成后将实

验动物随机分为对照组、ＰＲＤＸ６组和地塞米松组。
对照组用 ＰＲＤＸ６蛋白的溶媒（含有 ０１５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ和２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７２）滴眼，ＰＲＤＸ６组
行ＰＲＤＸ６蛋白滴眼，地塞米松组行地塞米松磷酸
钠滴眼液滴眼。每天４次，每次每眼２０μＬ（模拟
目前市场滴眼药的方式给药，少量多次以使药物充

分进入眼内），连续治疗１２ｄ。
２２　裂隙灯显微镜检查角膜浑浊度

每组随机选１２只大鼠行常规裂隙灯检查，记
录造模后１，３，６，１２ｄ角膜的损伤表现情况。按照
Ｄｉｃｋｅｙ水肿性角膜混浊分级标准［６］将标本分为５
组并给予相应评分，Ｄｉｃｋｅｙ水肿性角膜混浊分级标
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准：０级（０分）：角膜透明，Ⅰ级（１分）：角膜轻度
雾状混浊，Ⅱ级（２分）：角膜混浊，但前房结构清晰
可见，Ⅲ级（３分）：混浊加重，前房观察困难，Ⅳ级
（４分）：角膜严重混浊，前房不能窥见。
２３　角膜组织学检查

随机选取６，１２ｄ的各组大鼠（每组３只），处
死，摘除眼球于 Ｂｏｕｉｎ氏固定液中固定。分离角
膜，常规石蜡包埋后使用组织切片机制作厚４μｍ
的切片，ＨＥ试剂盒进行染色，光学显微镜下观察
组织形态并照相。

２４　ＭＤＡ和ＴＡＯＣ的测定
眼科剪剪取６，１２ｄ的各组角膜组织，用生理

盐水制成组织匀浆，电动组织研磨器下冰浴粉碎组

织，按照试剂盒说明书检测角膜组织的 ＭＤＡ和
ＴＡＯＣ。
２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测角膜组织中 ｐｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白的表达情况

取６，１２ｄ的各组角膜组织（每组随机选５只）
称重剪碎，加入组织裂解液后电动组织研磨器研

磨，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，吸上清液用
ＢＣＡ法蛋白定量。行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转入
硝酸纤维素膜，３％ ＢＳＡ的 ＴＢＳＴ溶液室温封闭
１ｈ，加入一抗（ｐｐ３８ＭＡＰＫ和 ＧＡＰＤＨ一抗，分别
为１∶１００、１∶４００稀释）３７℃孵育３ｈ，ＴＢＳＴ充分洗
膜后加入ＨＲＰ标记的二抗（１∶５０００稀释）室温共
孵１ｈ，ＴＢＳＴ再次充分洗膜，常规显影定影，结果进
行灰度扫描后，以目的条带与内参 ＧＡＰＤＨ强度的
相对值代表ｐｐ３８ＭＡＰＫ的相对表达量。
２６　ＲＴＰＣＲ检测角膜组织ＩＬ１β与ＩＬ４的ｍＲＮＡ
表达情况

取各组角膜组织（每组随机选５只）以 Ｔｒｉｚｏｌ

提取组织中的总ＲＮＡ，取１μｇ总ＲＮＡ配成逆转录
体系合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系２０μＬ，包含ｃＤＮＡ
模板 １μＬ；１０×ＰＣＲ缓冲液 ２μＬ；２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ２μＬ；细胞因子上下游引物各１μＬ；５Ｕ／μＬ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ。引物的核苷
酸序列（５′→３′）、Ｔｍ及循环数：ＩＬ１β：上游ＴＴＧＴＧ
ＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧ、下游 ＧＣＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＡＣＡ
ＣＡＧＧ、６０℃、循环３０次；ＩＬ４：上游ＣＴＧＴＣＡＣＣＣＴ
ＧＴＴＣＴＧＣＴ、下 游 ＧＴＣＡＡＧＴＡＴＴＴＣＣＣＴＣＧＴＡＧ、
５２℃、循环 ３０次；ＧＡＰＤＨ：上游 ＧＣＴＧＡＧＴＡＴ
ＧＴＣＧＴＧＧＡＧ、下 游 ＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ、
５２℃、循环２８次。９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性
３０ｓ，退火时间为３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，最后７２℃
延伸１０ｍｉｎ。扩增产物经１５％的琼脂糖凝胶电
泳后照相，软件分析处理得到电泳条带与内参

ＧＡＰＤＨ强度的相对值，以二者的比值代表目的基
因的相对表达量。

２７　数据分析
以上各项试验均重复 ３次以上，采用 ＳＰＳＳ

１６０统计学软件对实验数据进行分析，数据采用
珋ｘ±ｓ标准差表示，各组间比较用单因素方差分析，
Ｐ＜００５表示差异有统计学意义，Ｐ＜００１表示有
显著性差异。

(

　结　果

３１　裂隙灯显微镜观察
各组大鼠均造模成功，正常大鼠角膜混浊为０

级，造模后大鼠角膜表面均呈现白色混浊达到Ⅳ
级。大鼠角膜紫外光损伤后不同时间点各组角膜

浑浊程度评分见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｒｎｅａｌｏｐａｃｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｅｄｅｍａｔｏｕｓｏｐａｑｕｅｃｏｒｎｅａｓｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤｉｃｋｅｙｉｎｒａｔｃｏｒｎｅａｌｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｏｒｎｅａｌｏｐａｃｉｔｙ

１ ３ ６ １２ｄ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３９２±０２９ ２９２±０５１ ２７５±０４５ ２０８±０２９
ＰＲＤＸ６ ３８３±０５８ １７５±０６２ １２５±０７５ ０５８±０５１

ＤＸＭ ３８３±０５８ １６６±０６５ １１６±０７１ ０５０±０５２
ａＰＲＤＸ６：ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６；ＤＸＭ：ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅＰ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　角膜组织学检查
角膜组织学检测结果显示：正常角膜组织细胞

排列有序且紧密，基质层无血管，第６天对照组角
膜基质层有较多的新生血管（图中箭头所示均为

新生血管），且基质层水肿增厚严重，而 ＰＲＤＸ６
组、地塞米松组角膜上述现象均减轻；第１２天对照
组角膜新生血管仍较多，ＰＲＤＸ６组和地塞米松组
角膜新生血管相对较少，见图１。

６８
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Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒａｔｃｏｒｎｅａ（ＨＥ，×２００）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌ（６ｄ）；Ｃ：ＰＲＤＸ６（６ｄ）；Ｄ：ＤＸＭ（６ｄ）；Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌ（１２ｄ）；Ｆ：ＰＲＤＸ６（１２ｄ）；Ｇ：ＤＸＭ（１２ｄ）

３３　ＭＤＡ与ＴＡＯＣ含量的检测结果
紫外损伤角膜后，角膜组织中 ＭＤＡ含量相较

于正常角膜明显升高，ＴＡＯＣ下降。治疗第 ６、１２
天，ＰＲＤＸ６组角膜 的 ＭＤＡ含量均小于对照组，
ＴＡＯＣ水平均大于对照组，其差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。地塞米松组与对照组比
较，除第６天ＴＡＯＣ升高外，其他各项均无明显差
异（表２）。说明ＰＲＤＸ６有减轻紫外线照射对角膜
造成的脂质过氧化损伤、改善机体总抗氧化的

能力。

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ａｎｄｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｃａ
ｐａｃｉｔｙ（ＴＡＯＣ）ｉｎｃｏｒｎｅａｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ ｔ／ｄ
ＭＤＡ／

（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）
ＴＡＯＣ／

（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）
Ｎｏｒｍａｌ １７８±０３８ １１９±０１１
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ５９５±０４１ ０５１±０１４

１２ ４０３±０６５ ０７８±０１０
ＰＲＤＸ６ ６ ４６３±１４２ ０６８±０１３

１２ ２１７±０４３ ０９３±０１３

ＤＸＭ ６ ５５３±０７６ ０６６±００９

１２ ３６１±０４４ ０８６±００９
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３４　ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达结果
正常角膜 ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白相对表达量（ｐ

ｐ３８／ＧＡＰＤＨ为０２２±００４）相对较低，紫外照射
后ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白相对表达量明显升高，相较于

对照组，第 ６天 ＰＲＤＸ６组和地塞米松组 ｐｐ３８
ＭＡＰＫ蛋白表达量均明显降低（０６６±００７ｖｓ
０４７±００９，Ｐ＜００５；０６３±００８ｖｓ０４２±００６，
Ｐ＜００１），第１２天ＰＲＤＸ６组和地塞米松组 ｐｐ３８
ＭＡＰＫ蛋白表达量亦明显低于对照组（０４５±００８
ｖｓ０３０±００４，Ｐ＜００５；０４５±００８ｖｓ０２７±
００４，Ｐ＜００５），表明 ＰＲＤＸ６可以下调紫外光损
伤角膜后组织ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｐ３８ＭＡＰＫ ｉｎｃｏｒｎｅａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
１：Ｎｏｒｍａｌ；２：Ｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＰＲＤＸ６；４：ＤＸＭ

３５　ＲＴＰＣＲ检测相关基因表达结果
正常角膜组织中ＩＬ１β、ＩＬ４相对表达量较低，

紫外损伤角膜后，ＩＬ１β、ＩＬ４ｍＲＮＡ表达升高。与
对照组比较，ＰＲＤＸ６组和地塞米松组 ＩＬ１β在第
１２天表达下降（Ｐ＜００５），ＩＬ４在第６、１２天表达
均升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。见图３和表３。
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ１βａｎｄＩＬ４ｉｎｃｏｒｎｅａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
ＲＴＰＣＲ
１：Ｎｏｒｍａｌ；２：Ｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＰＲＤＸ６；４：ＤＸＭ

Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βａｎｄＩＬ４ｉｎｒａｔｃｏｒｎｅａｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

Ｇｒｏｕｐ ｔ／ｄ ＩＬ１β／ＧＡＰＤＨ ＩＬ４／ＧＡＰＤＨ
Ｎｏｒｍａｌ ０１５±００３ ００６±００２
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０８３±００３ ０６５±００９

１２ ０６７±００９ ０８６±００８
ＰＲＤＸ６ ６ ０８１±００６ １２７±００８

１２ ０４６±０１０ １１０±０１３

ＤＸＭ ６ ０８０±００７ ０７９±００７

１２ ０３８±００７ １０７±０１１

Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

,

　讨　论

紫外线致角膜损伤的机制主要是氧化损伤，越

来越多的研究开始关注如抗氧化维生素及辅酶

类［７－９］、抗氧化肽类及中药等的抗氧化药物，以防

治紫外线所致的眼部损伤。ＰＲＤＸ６在心、皮肤、肺
等抗氧化应激方面的作用已经得到证实［１０－１１］。在

晶状体内 Ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎｓ比其他抗氧化系统在控制
ＲＯＳ水平方面显得更为重要，ＰＲＤＸ６在晶状体的
表达比家族其他成员要高，并且 ＰＲＤＸ６在角膜的
表达量要高于晶状体，这表明 ＰＲＤＸ６在角膜对抗
氧化应激方面有着潜在的作用［１２－１３］。先前研究亦

表明ＰＲＤＸ６对紫外线辐射导致的角膜新生血管有
一定的抑制作用［５］，本实验结果显示：ＰＲＤＸ６蛋白
可明显减轻紫外照射后导致的角膜浑浊度，同时减

轻水肿及抑制新生血管生成。ＭＤＡ是脂质过氧化
物的最终产物，因此测试 ＭＤＡ的量可以一定程度
地反映机体内脂质过氧化的程度。另外，机体总的

抗氧化能力降低时，则引起炎症、免疫系统等疾病

的发生。对第６、１２天角膜组织 ＭＤＡ与 ＴＡＯＣ的
检测结果显示：局部应用 ＰＲＤＸ６蛋白可降低紫外
线照射角膜后组织的ＭＤＡ含量及提高ＴＡＯＣ（Ｐ＜
００５或Ｐ＜００１）。而对照药地塞米松组主要发

挥其抗炎作用，对 ＭＤＡ和 ＴＡＯＣ的含量变化无明
显影响。ＰＲＤＸ６蛋白对紫外线照射导致的角膜损
伤具有一定的治疗作用，机制可能与改善组织氧化

应激能力有关。

ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路在炎症反应中发挥重要
作用［１４］，由于其参与了炎症等病理生理过程，进而

调控细胞的生长和分化，ＰＲＤＸ６亦可减轻紫外线
导致的角膜炎症反应，调控细胞凋亡［５］，同时研究

表明ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路还与角膜新生血管的生
成有关，炎症会促进血管的新生，所以ＰＲＤＸ６是否
通过调控ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，抑制角膜紫外损伤
后的炎症反应成为本研究关注的问题。ｐｐ３８
ＭＡＰＫ蛋白是 ｐ３８活性形式，对其检测具有重要
意义。本实验结果显示紫外损伤角膜后会引起

ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达量升高，而 ＰＲＤＸ６组第６、
１２天ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达量均明显低于对照组
（Ｐ＜００５），提示局部应用 ＰＲＤＸ６可以抑制紫外
光损伤角膜后组织ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达，从而抑
制ｐ３８信号通路。ＲＴＰＣＲ结果显示，紫外损伤角
膜后对照组和ＰＲＤＸ６组ＩＬ１β、ＩＬ４在不同时间点
表达有一定的差异，ＩＬ１β作为前炎性细胞因子，
主要在炎症早期高表达，实验中后期对照组、

ＰＲＤＸ６组ＩＬ１β表达虽然比正常组有提高，但对
照组与ＰＲＤＸ６组差异不是特别显著，同时 ＰＲＤＸ６
组相较于对照组 ＩＬ４在第６天表达有明显升高，
这可能与ＰＲＤＸ６主要是在角膜紫外损伤后早期阶
段细胞因子的表达有调控作用有关，而对中后期表

达调控不是特别明显。与此同时，ＰＲＤＸ６组各基
因的表达与地塞米松组无明显差异。有关 ＰＲＤＸ６
对紫外线导致的角膜炎症早期阶段细胞因子表达

的影响需要进一步研究探讨。

综上所述，局部应用 ＰＲＤＸ６蛋白可改善紫外
线照射导致的角膜病变，作用表现在改善角膜浑浊

度及病理损伤程度等方面。ＰＲＤＸ６蛋白发挥上述
作用可能通过其抗氧化作用及抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ的
磷酸化，不同时间调控细胞因子相关基因的表达，

进而减轻角膜的损伤程度。
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·本 刊 讯·

《中国药科大学学报》致谢２０１５年度审稿人

本刊２０１５年度的出版工作圆满完成。在此，向下列审稿专家为本刊付出的辛勤劳动和严谨治学致以最诚挚的谢
意！期刊的学术质量与审稿工作息息相关，编辑部将与药学专家共同努力，为《中国药科大学学报》的创新发展共创美

好明天做出更大贡献。

审稿专家（按姓氏笔画排序）
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