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摘要

目的：检测曲霉菌预处理前后大鼠角膜上皮 ＴＬＲ４受体的
表达变化。

方法：健康Ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只随机分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ共４组，Ａ
组不予特殊处理，Ｂ、Ｃ、Ｄ三组以罩杯法刺激大鼠角膜４ｈ
建立曲霉菌刺激模型。Ｂ组在完成刺激后立即取角膜上
皮，Ｃ组在９６ｈ后取角膜上皮，Ｄ组在９６ｈ后重复刺激，其
后取角膜上皮，采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测所取上皮组织
中ＴＬＲ４受体ｍＲＮＡ的表达。
结果：罩杯法建立大鼠角膜曲霉菌刺激模型后 ＴＬＲ４受体
ｍＲＮＡ的表达明显上升，但９６ｈ后已趋于正常，再次刺激
后受体ｍＲＮＡ的表达变化与初次刺激差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。
结论：罩杯刺激法可以使 ＴＬＲ４受体 ｍＲＮＡ表达上升，但
受体并未因曲霉菌刺激而产生基础表达量的变化，重复刺

激后受体表达亦无明显差异。

关键词：角膜上皮；ＴＬＲ４；曲霉菌；大鼠
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２５１２３．２０１２．０６．１１
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０引言
　　我国真菌性角膜炎致病菌种以镰刀菌属和曲霉菌属
为主［１］，其发病率因角膜外伤机会增多等多种因素而逐年

上升。固有免疫是人体对抗真菌感染的第一道防线，模式

识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）则是该防线的
始动枢纽［２］。Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）是
已知与真菌感染关系密切的模式识别受体，能够非特异性

地识别真菌，启动机体的固有免疫反应，随后提呈抗原引

起特异性免疫应答［３］。但是目前尚缺乏该受体在真菌多

次刺激后的表达变化的报道。据此，本实验拟采用罩杯法

给予大鼠角膜重复的曲霉菌刺激，运用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法
检测ＴＬＲ４受体的表达，期望通过本次实验进一步加深角
膜上皮ＴＬＲ４受体在抗真菌感染中作用的认识。
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　　　　　　　　　　表１　ＧＡＰＤＨ和ＴＬＲ４的ＰＣＲ引物和探针的核苷酸序列
核苷酸序列（５→ ３） 基因库

ＧＡＰＤＨ　Ｓｅｎｓｅ ＣＣＣＣＣＡＡＴＧＴＡＴＣＣＧＴＴＧＴＧ
　　　　 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ ＮＭ＿０１７００８
　　　　 Ｐｒｏｂｅ ＴＣＴＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣ
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　　　　 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＴＣＡＧＡＡＡＴＧＣＴＡ ＮＭ＿０１９１７８
　　　　 Ｐｒｏｂｅ ＣＡＣＡＡＧＣＡＣＡＣＴＧＡＣＣＡＣＣＧ

１材料和方法
１．１材料　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只，体质量２００～２５０ｇ，购
于山东省青岛市药检所，雌雄不限，经裂隙灯检查双眼角

膜无明显异常。实验动物及实验条件均符合国家科学技

术委员会《实验动物管理条件》规定要求。标准烟曲霉菌

株（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ３．０７７２）由中国普通微生物菌种
保藏管理中心提供；盐酸奥布卡因滴眼液及左氧氟沙星滴

眼液购自参天制药（中国）有限公司；０．５ｇ／Ｌ安尔碘洗液
购自上海利康消毒高科技有限公司；ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ及 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌｔｉｍｅ１００次量）试剂盒购自大连宝生物
工程有限公司；引物和探针的设计及合成由大连宝生物工

程有限公司完成；荧光定量 ＰＣＲ仪为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司
的Ｍａｓｔｅｒｃｙｌｅｒｅｐｒｅａｌｐｌｅｘ４荧光定量ＰＣＲ仪。
１．２方法
１．２．１曲霉菌培养　标准菌株真空冷冻干燥菌种开封后，
用无菌吸管吸取０．３～０．５ｍＬ无菌生理盐水，溶解冻干菌
体呈悬浮状，吸取全部菌体悬浮液，接种于Ｓａｂｏｕｒｏｕｄ低糖
琼脂斜面培养基，２８℃温箱培育７ｄ，观察菌种生长良好后
４℃冰箱冷藏保存。实验前１ｗｋ取出保藏菌种，２８℃温箱
培育２ｄ后，将菌种接种于 Ｓａｂｏｕｒｏｕｄ培养基，２８℃温箱培
育５～７ｄ，用接种环收集含有真菌孢子及菌丝成分，接种
于液体培养基，置于３７℃摇床培养２ｄ，收集曲霉菌菌丝，
用研磨棒研磨为２０～４０μｍ大小的菌丝片段，以红细胞计
数板行曲霉菌菌丝片段计数并调整浓度为１×１０８个／ｍＬ。
配好的菌液仅限于当天使用。

１．２．２角膜真菌刺激模型　大鼠２４只随机分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ
共４组，每组６只，均以右眼为实验眼，实验前３ｄ给予左
氧氟沙星滴眼液每日 ３次。采用 １００ｇ／Ｌ水合氯醛
（３ｍＬ／ｋｇ）ｉｐ麻醉联合盐酸奥布卡因滴眼液表面麻醉。
给予安尔碘清洗结膜囊，常规消毒、铺巾。使用下表面直

径为５ｍｍ的圆锥卡环，令其紧密接触大鼠角膜外缘并维
系其虹吸作用，将浓度为１×１０８个／ｍＬ的烟曲霉菌液加入
环内，刺激持续４ｈ。取环并用生理盐水冲洗结膜囊后，刮
取角膜上皮置于 ＲＮＡｉｓｏ提取用裂解液中供提取 ＲＮＡ使
用。Ａ组不予刺激即取角膜上皮，Ｂ组在完成刺激后立即
取角膜上皮，Ｃ组在完成刺激９６ｈ后取角膜上皮，Ｄ组在
完成刺激９６ｈ后重复刺激４ｈ，其后取角膜上皮。
１．２．３ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达　提取角膜上皮
组织总ＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，用特异性
引物和ＦＡＭ及Ｅｃｌｉｐｓｅ标记的Ｔａｑｍａｎ探针，检测ＴＬＲ４基
因表达情况，ＧＡＰＤＨ为内参，引物和探针序列见表１。按

以下２０μＬ反应体系进行：ｃＤＮＡ模板１μＬ，上、下游引物
及探针各 ０．５μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒⅡ２μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，Ｔａｑ酶０．２μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ１４．９μＬ。
每个样本设３个复孔。反应条件：９５℃ １５ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃
４５ｓ执行４０个循环。反应完成后采用２!!

Ｃｔ法比较目的

基因的相对表达量。

　　统计学分析：数据采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行处理，

以 珋ｘ±ｓ表示，各组之间基因表达差异的比较采用单因素
方差分析，处理组两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。以 Ｐ＜０．０５
作为差异有统计学意义。

２结果
　　使用ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠角膜上皮ＴＬＲ４基因的表
达，各组大鼠角膜上皮中均表达 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ，采用２!!

Ｃｔ

法计算数据，各组大鼠角膜上皮 ＴＬＲ４受体 ｍＲＮＡ的表达
分别为：Ａ组０．９４７５±０．１７９０，Ｂ组１．５８８５±０．３０４５，Ｃ组
０．８９９７±０．１２０２，Ｄ组 １．８２２１±０．１９６０，各组 ＴＬＲ４受体
ｍＲＮＡ表达差异有统计学意义（Ｆ＝２８．７９８，Ｐ＝０．０００）。
　　进一步两两比较：罩杯法建立大鼠角膜曲霉菌刺激模
型后ＴＬＲ４受体ｍＲＮＡ的表达较Ａ组上调（Ｐ＝０．０００）；初
次刺激完成９６ｈ后 ＴＬＲ４受体 ｍＲＮＡ的表达与 Ａ组表达
相比差异无统计学意义（Ｐ＝０．６９９），而与其它两组间比
较差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）；初次刺激９６ｈ后再次刺
激ＴＬＲ４受体ｍＲＮＡ的表达较Ａ组上调（Ｐ＝０．０００），但与
初次刺激后表达的变化相比差异无统计学意义（Ｐ＝
００６９）。
３讨论
　　我国作为发展中国家，从事工农业生产的人口居多，
工农业性外伤特别是植物性外伤多见，为真菌感染角膜提

供了机会，而其中又以镰刀菌和烟曲霉菌致病率最高。目

前由于临床上缺乏广谱、低毒、高效的抗真菌药物，而手术

治疗又受到角膜供体来源匮乏以及术后复发等因素的限

制，致使真菌性角膜炎的治疗比较棘手，导致许多患者最

终丧失视力，甚至摘除眼球，成为致盲率很高的角膜疾

病［４］。由此该病受到了国内外很多学者的高度重视，成为

感染性角膜炎研究的焦点之一。

　　近来对真菌性角膜炎的研究主要集中在治疗上，如抗
真菌药、羊膜移植、角膜移植等，而对于真菌性角膜炎发生

和发展的机制以及独特的免疫学特征了解不够深入。目

前随着免疫学和分子生物学技术的不断发展以及相关学

科的研究，人们开始关注免疫机制在真菌感染角膜中的作

用，而固有免疫作为机体防御微生物感染的第一道防线，

利用其免疫细胞，通过相应的机制，抑制真菌在宿主体内
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繁殖和侵袭，构成了角膜抵抗真菌感染的重要组份，在真

菌感染相关免疫机制的研究中越来越受到重视［５］。固有

免疫应答的策略在于能够通过固有免疫细胞表达的 ＰＲＲ
识别病原微生物中普遍存在的高度保守的共有结构，即病

原相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，
ＰＡＭＰ）而激活、启动机体免疫防御反应，识别和清除病原
体［６］。研究发现，与真菌相关的模式识别受体有Ｔｏｌｌ样受
体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）、核苷酸结合寡聚域样受体、Ｃ
型凝集素受体等［２，３］。真菌感染后，通过这些受体介导对

真菌的黏附、摄取和杀灭，激起和（或）调节机体的固有免

疫反应。ＴＬＲｓ是目前了解最清楚的模式识别受体，这其
中又以ＴＬＲ４受体与真菌感染关系最为密切。有研究表
明［７］，角膜上皮细胞在烟曲霉菌的刺激下 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４
表达上调，活化的 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４通过 ＮＦκＢ启动促炎性
细胞因子 ＩＬ１β和 ＩＬ１０的合成释放，同时角膜上皮细胞
还通过ＴＬＲ２和ＴＬＲ４识别烟曲霉菌启动固有免疫防御，
调节炎症因子的产生抵御真菌感染，在角膜固有免疫中发

挥重要作用。

　　角膜上皮细胞的 ＴＬＲ４受体不仅可以作为模式识别
受体启动相关炎症因子，还通过自身表达的变化参与抗真

菌感染。本研究首先设计卡环法真菌刺激实验，使大鼠角

膜上皮在一定时间内接受真菌的刺激，导致 ＴＬＲ４受体
ｍＲＮＡ的表达上调，这一结果与黄礼彬等［８］的实验结论相

同。完成刺激９６ｈ后，ＴＬＲ４受体 ｍＲＮＡ的表达恢复接近
正常。此后再次给予真菌刺激，受体表达亦再次上调，该

上调与初次刺激后的程度相近。本实验结果提示罩杯刺

激法能够启动ＴＬＲ４受体ｍＲＮＡ表达上调，但受体并未因
曲霉菌刺激而产生基础表达量的变化，重复刺激也不影响

其表达上调的程度。表达量的变化仅仅是 ＴＬＲ４受体参
与角膜抗真菌感染的一个方面，重复刺激对该受体在真菌

性角膜炎固有免疫阶段中作用的影响尚需通过进一步的

受体功能实验深入分析。
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