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不同构型吉法酯对干眼症大鼠角膜的保护作用
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［摘　要］目的：探讨不同构型吉法酯对东莨菪碱氢溴酸盐所致干眼症大鼠角膜的保护作用。方法：４０只雌
性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，均分为正常组、生理盐水对照组、４Ｚ吉法酯治疗组（４Ｚ组）、４Ｅ吉法酯治疗组（４Ｅ组）和混合吉法
酯治疗组（混合组），后４组大鼠采用皮下注射东莨菪碱氢溴酸盐联合风扇制备干眼症大鼠模型，正常组和生理
盐水组大鼠用生理盐水滴眼、其余各治疗组分别使用１０ｇ／Ｌ的各构型吉法酯滴眼液连续治疗１４ｄ；于造模前、
治疗第７及１４天采用ＳｈｉｒｍｅｒＩ试验测量泪液分泌体积、角膜荧光素钠染色评价角膜损伤；治疗第１４天麻醉状
态下处死大鼠采集角膜标本，使用ＨＥ染色观察角膜形态学改变，ＰＡＳ染色计数结膜杯状细胞。结果：泪液体积
结果显示，治疗前，各治疗组大鼠与生理盐水组之间泪液体积的差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），治疗第７天
时，４Ｅ组和混合组大鼠泪液体积大于生理盐水组和４Ｚ组大鼠（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５），治疗第１４天各治疗组大
鼠的泪液体积明显大于生理盐水组大鼠（Ｐ＜００１）；角膜荧光素纳染色评分结果显示，治疗前各治疗组大鼠与
生理盐水组染色评分比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），治疗第７天时４Ｅ组大鼠评分低于与生理盐水组（Ｐ
＜００５），治疗第１４天各治疗组大鼠评分明显低于生理盐水组（Ｐ＜００１）；ＨＥ染色结果显示，与生理盐水组大
鼠相比，各治疗组大鼠角膜的病理变化减轻；ＰＡＳ染色结果显示，各治疗组大鼠结膜杯状细胞数量高于生理盐水
组大鼠（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），４Ｅ组和混合组则分别均高于４Ｚ组（Ｐ＜００５）。结论：４Ｚ、４Ｅ及混合式吉法酯对
干眼症大鼠的角膜有保护作用，４Ｅ构型吉法酯的效果更好，其保护机制可能与吉法酯增加泪液分泌和减少角膜
杯状细胞数有关。
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　　干眼症又称干燥性角膜结膜炎，是多种因素所
致的一种泪液和眼表疾病，包括眼表不适症状、视

力变化和泪膜不稳定，并且伴有潜在的眼表损害，

是眼科中发病率最高的眼表疾病之一［１－２］。目前

干眼症的治疗多为人工泪液替代疗法，临床常用的

人工泪液大多仅补充水液层，个别制剂中添加了脂

质成分以降低泪液蒸发，改善黏蛋白功能的人工泪

液国内尚无上市产品，目前国外进入临床研究的主

要是Ｐ２Ｙ２受体激动剂（如地夸磷索四钠滴眼液）
和黏蛋白分泌激动剂（包括瑞巴派特和吉法酯）２
大类［３－４］。吉法酯，商品名惠加强Ｇ，是一种黏蛋
白分泌激动剂，临床上用于胃黏膜保护剂，还可以

在干眼症中发挥治疗作用［５－７］。市售吉法酯为４Ｚ
构型吉法酯和４Ｅ构型吉法酯２种异构体的混合
物［８］，但是哪一个构型的吉法酯在干眼症的治疗

作用中起主要作用尚不明确。因此，本研究通过建

立干眼症大鼠动物模型，使用 ＳｈｉｒｍｅｒＩ方法测量
大鼠泪液分泌体积、角膜荧光素钠染色评价角膜光

滑度、苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
法观察角膜形态学及过碘酸雪夫氏（ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄ
Ｓｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）染色法计数结膜杯状细胞数量，探讨
４Ｚ、４Ｅ吉法酯及混合型吉法酯对干眼症大鼠角膜
的保护作用。

１　材料与方法
１．１　材料
１１１　动物及分组　６周龄的雌性Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０
只，体质量１６０～１８０ｇ，购自重庆腾鑫生物技术有

限公司。在各１２ｈ明暗周期、温度２２℃、湿度４０％
～５０％的饲养室饲养１周适应后，随机分为正常
组、生理盐水对照组、４Ｚ吉法酯治疗组（４Ｚ组）、４Ｅ
吉法酯治疗组（４Ｅ组）和混合吉法酯治疗组（混合
组，４Ｚ∶４Ｅ＝３０∶７０），每组８只。
１１２　药物和试剂　４Ｚ构型和４Ｅ构型吉法酯由
贵州医科大学药物化学重点实验室汤磊教授课题

组制备（纯度大于９８％），东莨菪碱氢溴酸盐购自
上海泰坦科技股份有限公司（批号 Ｐ１２３１５８０），荧
光素钠购自美国Ｓｉｇｍａ公司（批号４６９６０－１００Ｇ－
Ｆ），泪液检查酚红棉线购自天津晶明新技术开发
有限公司（批号２０１６１２０１），ＨＥ染色试剂盒（批号
Ｇ１１２０）和ＰＡＳ糖原染色试剂盒（批号Ｇ１２８１）购自
北京索莱宝科技有限公司。

１１３　仪器　ＳＬＭ－２ＥＲ型眼科裂隙灯显微镜检
查仪购自重庆康华瑞明科技股份有限公司，ＮＩＫＯＮ
ＴＳ１００型倒置相差显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ公司，
ＲＭ２２３５型石蜡切片机购自德国Ｌｅｉｃａ公司。
１２　实验方法
１２１　干眼症动物模型　除正常组外，其余各组
大鼠皮下注射６ｇ／Ｌ东莨菪碱氢溴酸盐，４次／ｄ（９
时、１２时、１５时和 １８时）、０５ｍＬ／次，连续给药
２８ｄ［９－１０］；期间用风扇增强室内空气对流，除湿机
控制空气相对湿度为３０％～４０％［１１］。

１２２　给药方案　各治疗组大鼠分别使用１０ｇ／Ｌ
相应构型吉法酯滴眼液治疗 ，５次／ｄ（９时、１１时、
１３时、１５时及１７时）、每只眼睛２０μＬ／次，连续治
疗１４ｄ；正常组和生理盐水组大鼠用同体积的生理
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盐水于相同时间点滴眼。

１２３　ＳｈｉｒｍｅｒＩ试验　于治疗前、治疗第７及１４
天腹腔注射水合氯醛麻醉大鼠，待角膜反射消失

后，将酚红棉线在距离外侧角约１／３处的下穹窿中
放置３０ｓ后拔出，记录棉线红色部分长度（ｍｍ）来
代表大鼠泪液体积的分泌量［１２］。

１２４　角膜荧光素钠染色评分　每次 ＳｈｉｒｍｅｒＩ
试验结束后，每只眼睛滴入００１％荧光素钠５μＬ，
３次人工眨眼后在裂隙灯下用钴蓝光观察荧光素
钠着色情况并拍照。将眼表分为４个象限，每个象
限根据染色情况评分，具体评分标准是无染色为０
分，分散、点状染色为１分，成群点状染色为２分，
成片状染色为３分；４个象限评分总和为该鼠的角
膜染色评分［１３－１４］。

１２５　ＨＥ染色　治疗第１４天时，麻醉后冰上处
死大鼠，立即摘除左右眼球，置固定液保存于４℃；
常规石蜡脱水，进半苯半蜡前沿角巩膜缘剪开眼球

并去除玻璃体，常规石蜡包埋，平行于眼轴作６μｍ
连续切片，烤片后石蜡切片脱蜡至水，放入苏木精

染料１０ｍｉｎ后蒸馏水清洗３次，伊红染料５ｍｉｎ后
常规脱水封片，显微镜下观察角膜组织形态并拍照。

１２６　ＰＡＳ染色　石蜡切片常规脱蜡后蒸馏水浸
泡１０ｍｉｎ，按照 ＰＡＳ糖原染色试剂盒说明书步骤
对切片进行染色后，梯度酒精脱水，二甲苯透明后

树胶封片，每个切片在显微镜下取３个视野计数杯
状细胞、取平均，并拍照。

１３　统计学分析
使用ＳＰＳＳ２２０软件对数据进行分析，计量资

料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因
素方差分析，两两比较采用 ｔ检验；Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　泪液体积

治疗前，各治疗组大鼠与生理盐水组之间泪液

体积比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）；治疗第
７天时，４Ｅ组和混合组大鼠的泪液体积大于生理
盐水和４Ｚ组大鼠，差异均有统计学意义（Ｐ＜００１
或Ｐ＜００５）；治疗第１４天时，各组大鼠的泪液体
积均略有所升高，各治疗组泪液体积明显高于生理

盐水组大鼠（Ｐ＜００１），但同期各治疗组大鼠之间
差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图１。
２２　角膜荧光素钠染色评分

治疗前，各治疗组大鼠与生理盐水组之间角膜

注：与同期生理盐水组比较，（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜００５；
（３）与同期４Ｚ组比较，Ｐ＜００１。

图１　各组大鼠泪液体积的比较
Ｆｉｇ．１　Ｔｅａｒｖｏｌｕｍｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
荧光素纳染色评分比较，差异均无统计学意义（Ｐ
＞００５）；治疗第７天时，４Ｅ组大鼠角膜荧光素纳
染色评分低于与生理盐水组（Ｐ＜００５），其余治疗
组与生理盐水组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；治疗第１４天，各治疗组大鼠角膜荧光素纳
染色评分明显低于生理盐水组（Ｐ＜００１），但各治
疗组之间差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。见
图２。

注：与生理盐水组相比，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图２　各组大鼠角膜荧光素钠染色评分
Ｆｉｇ．２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｃｏｒｎｅａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｓｏｄｉｕｍ

ｓｔａｉｎｉｎｇｓｃｏｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ

２３　ＨＥ染色
与正常组大鼠比较，生理盐水组大鼠角膜上皮

细胞略有增厚，各层细胞分层不明显，细胞体积变

大、排列不紧密、核间距较大，部分基底层细胞缺失

出现空泡，且上表层细胞有脱落现象，越靠近角膜

表面细胞逐渐变成鳞状上皮细胞；与生理盐水组大

鼠相比，各治疗组大鼠角膜的病理变化有一定程度

减轻，即细胞排列变得紧密，核间距减小，鳞状上皮

细胞减少；４Ｚ组大鼠的角膜表皮上层细胞变得光
滑，基底层细胞还有部分空泡出现；４Ｅ组和混合组
上层细胞细胞排列最为规则，且基底层排列紧密无

空隙。见图３。
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注：Ａ为正常组，Ｂ为生理盐水组，Ｃ为４Ｚ组，Ｄ为４Ｅ组，Ｅ为混合组。

图３　治疗第１４天时各组大鼠角膜形态学改变（ＨＥ，×２００）
Ｆｉｇ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｃｏｒｎｅａｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥ，×２００）

２４　ＰＡＳ染色及杯状细胞计数
ＰＡＳ梁色结果显示，杯状细胞分布于结膜的上

皮细胞层，染色后呈玫红色（箭头所指出），可分泌

黏蛋白润湿角膜和结膜、保护眼表，与正常组大鼠

相比，生理盐水组大鼠结膜杯状细胞明显减少（见

图４）。杯状细胞计数结果显示，各治疗组大鼠结
膜杯状细胞数量分别高于生理盐水组大鼠，差异均

有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；４Ｅ组和混
合组大鼠杯状细胞数量均高于４Ｚ组，差异均有统
计学意义（Ｐ＜００５）。见图５。

注：Ａ为正常组，Ｂ为生理盐水组，Ｃ为４Ｚ组，Ｄ为４Ｅ组，Ｅ为混合组；箭头所示为杯状细胞。

图４　治疗第１４天时各组大鼠ＰＡＳ染色（２００×）
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（２００×）

注：与生理盐水组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１；
（３）与４Ｚ组比较，Ｐ＜００５。

图５　治疗第１４天时各组大鼠杯状细胞计数
Ｆｉｇ．５　Ｇｏｂｌｅｔｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ

３　讨论

干眼症是一种眼表自身免疫性疾病，目前尚无

特效治疗药物，影响超过３５％的人群，其核心病变
是因泪液长期质或量的改变引起泪膜不稳定而导

致的眼表损伤［１２］。泪膜是位于角膜前端的一层泪

液薄膜，由具有润湿和清洁眼表作用的泪液组成，

正常人眨眼时泪液就会均匀分布于眼表形成泪膜，

任何原因引起泪膜的不稳定均会引起眼表疾

病［１３］。干眼症患者由于长时间的泪液缺失会引起

眼表一系列的变化，角膜荧光素钠染色能直观反映

眼表损伤情况，ＨＥ染色可以观察角膜上皮细胞的
形态学改变。本次研究结果显示，与正常组大鼠相

比，造模组大鼠由于药物和环境的影响，从第７天
开始泪液明显减少，持续干扰第１４天时能观察到
角膜荧光素钠染色评分明显升高，同时通过 ＨＥ染
色可观察到角膜上皮细胞鳞状化生，严重时可见上

皮细胞脱落。眼表给予不同构型吉法酯治疗后，角

膜荧光素钠染色和 ＨＥ染色结果都显示吉法酯能
明显改善干眼症大鼠的眼表损伤情况，且４Ｅ吉法
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酯优于４Ｚ吉法酯。这与泪液体积的结果相互印
证，各构型吉法酯对干眼症大鼠都有保护作用，且

４Ｅ构型吉法酯治疗后第７天疗效明显，４Ｚ构型吉
法酯治疗第１４天时才能发挥比较好的治疗效果。

黏蛋白是一类大分子糖化蛋白分泌细胞，主要

是参加角膜上皮细胞防御机制，固定泪膜水液层，

防止泪液水分流失，使其形成凝胶，从而达到稳定

泪膜的作用［１４］。已有研究显示干眼症患者通常伴

随着结膜杯状细胞内部总量和分布的变化，其缺失

可以导致黏蛋白分泌减少，引起泪膜不稳定［１５］；眼

表上皮细胞分泌产生膜结合型黏蛋白，与分泌性黏

蛋白形成保护、润滑眼表的亲水性屏障，有助于泪

液的稳定性以及保持泪膜的亲水性［１６－１７］。黏蛋白

主要就是由结膜杯状细胞分泌，ＰＡＳ染色结果显
示，２种吉法酯在治疗第１４天后都能增加干眼症
大鼠的结膜杯状细胞数量（Ｐ＜００５），且４Ｅ治疗
组的杯状细胞数量多于４Ｚ治疗组及混合治疗组
（Ｐ＜００５），与４Ｚ吉法酯和混合吉法酯相比，４Ｅ
构型吉法酯能更好地增强干眼症大鼠泪膜稳定性。

这种构型差异带来的药效差异可能是因为药物分

子的双键或刚性或半刚性结构导致分子内自由旋

转受到限制而产生的，药物结构中的某些官能团在

空间排列上出现差异，几何异构体空间结构上的差

异均可影响药物分子的理化性质，导致药物分子在

生物体中吸收、分布和代谢产生差异、最终导致药

理药效的不同 。

综上所述，４Ｚ、４Ｅ及混合式吉法酯都能对干眼
症大鼠在增加泪液体积、降低眼表损伤和增加结膜

杯状细胞数量等方面有不同程度的保护，且４Ｅ构
型吉法酯在增加泪液体积和减少角膜荧光素钠染

色评分方面明显优于４Ｚ构型吉法酯，对吉法酯的
使用具有指导意义。
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